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肺癌患者淋巴结内培养CIK细胞的抑瘤
实验和临床前期研究

滕家俊，周　严，刘显勋，韩宝惠，钟　华

上海市胸科医院呼吸内科，上海 200030

　　［摘要］　背景与目的：细胞因子诱导的杀伤细胞(cytokine-induced killer cells，CIK)兼具T淋巴细胞强大的

杀瘤活性与自然杀伤细胞(natural killer cell，NK)杀瘤的非MHC限制性。CIK细胞可直接杀伤肿瘤细胞，调节并

增强免疫功能，同时不损害机体免疫环境，其在治疗恶性肿瘤中的作用已得到广泛认可。本研究旨在观察肺癌

手术患者淋巴结培养获得的CIK细胞的杀瘤活性及其临床应用的安全性。方法：获取上海市胸科医院6例经手术

治疗的非小细胞肺癌患者的淋巴结及外周血，体外培养分别获得CIK细胞。通过倒置显微镜观察两组CIK细胞

的形态，检测淋巴结组及外周血组CIK细胞表型，应用CCK8显色法检测两组CIK细胞对A549细胞株的抗增殖作

用，观察回输后血液中癌胚抗原(carcino-embryonic antigen，CEA)的变化及其临床应用中的不良反应。结果：淋

巴结组和外周血组CIK细胞CD3+CD56+T细胞的比例均＞30%。不同效靶比淋巴结组CIK细胞对A549细胞的抑制

率均高于外周血组(P<0.05)。回输淋巴结内CIK细胞后肺癌患者有不同程度CEA下降。不良反应轻微，主要表现

为皮疹和发热。结论：肺癌手术患者的淋巴结可用于培养CIK细胞，其活性优于外周血来源的CIK细胞，临床

前期实验证实安全性高。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Cytokine-induced killer (CIK) has both the advantages of T lympho-
cytes’ powerful anti-tumor activity and NK cells’ tumor killing capacity without MHC restriction. It could directly kill 
tumor cells, regulate and enhance immune function, without damaging the structure and functions of the immune sys-
tem. Its effects on the treatment of malignant solid tumors has been widely recognized. This study aimed to evaluate the 
anti-proliferation effects of CIK cells obtained and cultivated from lung cancer patients’ lymph nodes. Meanwhile, the 
safety of clinical transfusion was observed. Methods: The peripheral blood and lymph nodes of 6 surgery patients with 
lung cancer from Shanghai Chest Hospital were used to cultivate CIK cells for 14 days. The phenotypes of CIK cells 
were detected by flow cytometry. The anti-proliferation activities of CIK cells on A549 lung cancer cells were detected 
by CCK8 assay. The morphological changes of CIK cells were observed by invert microscope. The expression of CEA 
level and adverse events were evaluated after CIK transfusion. Results: The proportion of CD3+CD56+T lymphocyte 
in two groups were both more than 30%. The CCK8 assay showed that the suppression rate of lymph nodes group was 
higher than that of peripheral blood group at each effect/target ratio(P<0.05). The adverse effect of CIK transfusion was 
mild and tolerable. The expression of CEA level decreased in patients. Conclusion: Lymph nodes of surgery patients 
with lung cancer can be used for cultivation of CIK cells. The anti-tumor activity of CIK isolated from lymph nodes is 
better than that of CIK cells cultivated from peripheral blood. Preclinical experiments showed high safety.
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　　肺癌的发病率高，死亡率居所有恶性肿瘤

的首位。传统的手术治疗、放疗和化疗虽在不

断地改进，但肺癌患者的总生存率并无明显改

善，5年生存率不足15% ［1］。人们在不断探索

新的肺癌治疗手段。Schmidt-Wolf等［2］1991年

首次报道的细胞因子诱导的杀伤细胞(cytokine-

induced killer cells，CIK)因其在体内外展现出来

的强大抗肿瘤活性而备受关注, 迅速成为肿瘤

免疫治疗的前沿和热点。到目前为止，CIK细

胞用于治疗肝癌、食管癌、乳腺癌、胃癌、结

肠癌、肾细胞癌及各类白血病等都取得良好效 

果 ［3-6］。在肺癌治疗方面，Kim等 ［7］、Lin 

等［8］和Wang等［9］的研究均表明，外周血培养

的CIK细胞自体回输是治疗晚期肺癌良好的过继

免疫疗法，可延长患者生存期，改善患者的生

活状况，且未见明显的不良反应。肺癌手术患

者淋巴结组织是否可以培养CIK并用作过继性免

疫治疗，国内外目前尚无相关研究报道。本实

验将对外科手术患者术中所取得的淋巴结组织

进行分离培养得到CIK细胞，将其与外周血CIK

进行比较，观察其生物学特性及对肺腺癌细胞

的抗增殖作用，观察淋巴结中培养的CIK细胞回

输肺癌患者的安全性。

1　材料和方法

1.1　细胞、试剂和仪器

　　肺腺癌A549细胞购自中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心。试剂和仪器包括

无血清培养液X-VIVOTM15(美国Lonza公司)、 

一 次 性 细 胞 滤 网 ( 上 海 前 尘 生 物 科 技 有 限 公 

司)、鼠抗人CD3单克隆抗体(法国Immunotech公

司)、异硫氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate，

FITC)标记的CD3(鼠抗人CD3单克隆抗体)、多

甲藻叶绿素蛋白(PerCP)标记的CD4(鼠抗人CD4

单克隆抗体)、多甲藻叶绿素蛋白(PerCP)标记

的CD45(鼠抗人CD45单克隆抗体)、藻红蛋白

(P-phycoerythrin，PE)标记的CD16CD56(鼠抗人

CD56单克隆抗体)(美国BD公司)、上皮细胞黏附

分子(epithelial cell adhesion molecule, Ep-CAM)

抗体(C-10)(Santa Cruz公司)、重组人白细胞介素

-2(recombinant human interleukin-2，rhIL-2)、干

扰素γ(interferon γ，IFNγ)和CCK-8试剂盒(上海博

谷生物科技有限公司)、FACS Calibur流式细胞仪

(美国BD公司)。

1.2　患者资料  

　　选取2012年10月—2014年10月在上海市胸

科医院手术的非小细胞肺癌的患者6例。根据

国际肺癌研究学会(International Association for 

the Study of Lung Cancer，IASLC)第7版分类：

ⅡB期2例和Ⅲ期4例；病理类型为肺腺癌5例，

鳞癌1例。男性5例，女性1例，入组患者中位年

龄为(63.00±3.08)岁。手术肿瘤切除加淋巴结

清扫，满足常规病理诊断要求后，淋巴结体外

培养CIK细胞(表1)，回输给患者。术后化疗方

案均为长春瑞宾联合卡铂方案(NC：长春瑞滨 

25 mg/m2，第1、8天+卡铂AUC=5，第1天)。入

选患者均签署知情同意书。体力评价采用美国

东部协作肿瘤组(Eastern Cooperative Oncology 

Group，ECOG)评分标准均≤1。 

1.3　方法

1.3.1　外周血及淋巴结内CIK前体细胞的培养

　　外周血采集，术前30 min抽取患者静脉血

50 mL，16～20 ℃条件下保存。采用Ficoll密度

梯度离心法，分离离心(670×g，20 min)。取中

间层薄雾状的外周血单个核细胞层静置于培养

箱中2 h，悬浮细胞制备CIK。

表 1　入组患者一般资料

Tab. 1    Characterisitics of patients 
Patient Gender Age/year TNM Stage ECOG Pathology Postoperative chemotherapy strategy

1 Male 64 T3N0M0 ⅡB 0 Adenocarcinoma NC
2 Male 68 T2bN1M0 ⅡB 1 Adenocarcinoma NC
3 Male 75 T2aN2M0 ⅢA 1 Adenocarcinoma NC
4 Male 56 T3N2M0 ⅢA 1 Adenocarcinoma NC
5 Female 59 T2aN2M0 ⅢA 1 Adenocarcinoma NC
6 Male 56 T4N1M0 ⅢA 1 Squamous cell carcinoma NC
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　　淋巴结的采集：在手术中取纵隔淋巴结组

织，约10 g(石蜡切片染色病理证实无转移)。

16～20 ℃保存，将其剪碎，剔除脂肪组织及各

种纤维成分，再经过碾磨、0.9%氯化钠溶液洗

涤重悬后采用细胞滤网过滤后收集细胞。细胞

静置于细胞培养箱中培养2 h后，收集悬浮细胞

并制备CIK细胞。

1.3.2　CIK细胞的诱导与扩增 

　　CIK的诱导扩增：将从外周血中收集获得

的外周血单个核细胞和淋巴组织中收集获得的

CIK前体细胞，用含INF-γ(1 000 μ/mL)和2%

患者自体血清的X-VIVOTM15培养液，在温度

为37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中培养

24 h。将CD3单克隆抗体(500 ng/mL)、rhIL-2 

(1 000 U/mL)加入培养液中，隔天补充营养因子

(INF-γ和rhIL-2)，共培养10 d。继续培养细胞

至第14天时，开始收集CIK细胞，使细胞悬浮

于50 mL的0.9%氯化钠溶液中，储存在输液袋

中(16~20 ℃下保存)；并取两组细胞标记CD3、

CD4、CD8、CD16CD56、Ep-CAM和内毒素的

流式抗体，采用流式细胞仪上样分析。

1.3.3　 CCK8法细胞活性测定

　　取培养14 d后的外周血和淋巴结CIK细胞

作为效应细胞，靶细胞为A549肺腺癌细胞，其

细胞密度为1×105个/mL(1×104个/孔)，分别以

效靶比为12.5∶1、25∶1、50∶1和100∶1的比

例加入96孔板(实验组)，另设单独靶细胞孔(单

独靶细胞组)和单独效应细胞孔(单独效应细胞 

组)。每组设3个复孔，置于37 ℃、CO2体积分数

为5%的培养箱中培养48 h，用CCK8显色法检测

波长450 nm处吸光度(D)值。抑制率(%)=(D单独效应

细胞组-D实验组/D单独靶细胞组)×100%。实验重复3次。

1.3.4　CIK细胞形态的观察及表型的检测

　　取培养14 d后的外周血组及淋巴结组CIK细

胞在倒置显微镜下观察细胞形态。培养第14天

时，用流式细胞仪检测外周血组及淋巴结组CIK

细胞表面分子，检测方法同1.3.2节。

1.3.5　CIK回输及回输后评估

　　手术当日获取患者淋巴结，按1.3.1和1.3.2

节方法培养14 d获得CIK细胞并常规进行病毒

学、病原学检测。每例患者淋巴结培养的CIK细

胞从第15天开始分两次回输(1次/天)，计算每例

患者回输细胞总量。回输方法为CIK细胞混悬

于250 mL的0.9%氯化钠溶液，静脉回输，回输

前0.5 h用吲哚美辛栓剂半枚纳肛，异丙嗉(非那

更)半支肌内注射。术后化疗于手术后第4周进

行，每4周1个疗程，共4个疗程。分别在手术后

和化疗4个疗程结束后抽取外周血检测癌胚抗原

(carcino-embryonic antigen，CEA)，行血常规(评

估骨髓抑制发生率)，观察皮疹、发热、过敏性

事件的发生率。

1.4　统计学处理

　　应用SPSS 11.0软件进行分析。用x±s对外周

血组及淋巴结组的CIK细胞表型进行统计描述；

用配对样本t检验对外周血组及淋巴结组CIK细

胞表型及CCK8法检测的抑制率之间进行比较；

应用方差分析(ANOVA)对不同靶效间CCK8法检

测的抑制率进行比较；并对效靶比与CIK细胞的

杀伤率进行Spearman相关分析。P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结　　果

2.1　来源淋巴结及来源外周血培养的CIK细胞

表型分析

　　本实验所选取的淋巴结均为术中病理提示

无转移的淋巴结，且术后石蜡切片免疫组织化

学染色再次证实。试验中Ep-CAM经流式细胞术

检测表达阴性证实无肿瘤细胞。以上三项充分

提示肿瘤未累及肺癌引流区域的淋巴结。来源

于外周血与来源于淋巴结组的CD3+CD56+细胞所

占的比例分别为(32.9±0.1)%和(31.8±3.0)%。差

异无统计学意义(P=0.556，表2)。1例患有典型

的来源于淋巴结和同时来源于外周血中培养的

CD3+CD56+细胞(图1)。
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表 2　培养14 d外周血组及淋巴结组CIK表型情况 

Tab. 2    CIK phenotype of two groups after cultivation 

for 14 d(n=6)

[(x±s )%]

Group CD3+ CD4+ CD8+ CD3+CD16CD56+

(CD3+CD56+)

Peripheral blood 95.3±4.3 1.7±1.2 93.0±4.2 32.9±0.1

Lymph nodes 96.2±2.5 8.7±2.8 82.6±4.7 31.8±3.0

P value 0.602 0.213 0.479 0.556

图 1　流式细胞术检测1例肺癌患者外周血及淋巴结内培养的

CIK表型表达

Fig. 1    Proportion of CIK cells from 1 patient’s peripheral blood 

and lymph nodes assayed by flow cytometry

A: CIK cells cultivated from peripheral blood group (30.2%); B: 
CIK cells cultivated from lymph nodes (37.3%); CIK cells defined as 
CD3+CD16CD56+ cells.

2.2　培养14 d后外周血组及淋巴结组细胞形态

　　刚分离出的单个核细胞悬浮于培养基中，

细胞体积较小，大小及折光性较一致。培养第

5~6天时，细胞体积增大，可成团生长；培养第

14天，倒置显微镜下淋巴结组和外周血组CIK

细胞均呈圆形或椭圆形，体积增大，有细胞集

落，细胞膜光滑，细胞质增多、饱满、透亮、

折光性好。

(×200)

图 2　来源于淋巴结中培养14 d的CIK细胞形态 

Fig. 2    The morphology of CIK cells after cultivation for 14 d

2.3　淋巴结CIK细胞对比外周血CIK细胞对

A549细胞抗增殖作用

　　入组患者外周血及淋巴结分别培养CIK细

胞，检测其对A549细胞的抗增殖作用。当A549

细胞取1×105个/mL时，检测CIK细胞对A549细

胞不同效靶比的抑制率。随着效靶比的增高，

对CIK细胞抑制率呈上升趋势；不同效靶比淋巴

结组CIK细胞对A549肺腺癌细胞的抑制能力均

高于外周血组(P<0.05，图3)。

图 3　CCK8法检测CIK细胞对A549的抑制率 

Fig. 3    The suppression rate of CIK on A549 cells detected by 

CCK8 assay

A549: 1×105/mL; n=6.

2.4　回输后评估

　　淋巴结培养扩增所得CIK细胞符合质控要

求。按1.3.5节方法，每例患者分两次回输，回

输细胞总量为2.38×109个/例。分别在手术后和

化疗4个疗程结束后抽取外周血检测CEA，结果

表明4例患者CEA出现不同程度下降(下降幅度

超过25%定义为CEA下降)。安全性观察结果显

示：淋巴结培养获得的CIK细胞回输安全性高，

不良反应少，仅出现皮疹和发热，并且都可以

耐受，2名患者出现回输CIK后的Ⅰ度皮疹(包括

红疹、痤疮和瘙痒症)，3例患者出现发热(Ⅰ度2

例，Ⅱ度1例)，临床上不需要特殊处理。这6例

患者在后续的4次术后辅助化疗中，没有出现超

过Ⅰ度化疗相关的骨髓移植不良反应。截止至

最后一次随访日(2015年6月1日)，1例患者出现

疾病进展(无进展生存期为11个月)，其余5例均

未发现疾病进展(表3)。
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表 3　肺癌患者淋巴结中培养CIK细胞回输后CEA变化及不良反应

Tab. 3    The variation of CEA and side effects of transfusion with the CIK cells derived from lymph nodes in patients suffering

 from lung cancer

Patient Average number of CIK administered /×109 Serum CEA Toxicity of skin/degree Non-infective fever/degree Suppression of myeloid/degree

1 2.09 → 0 0 0

2 3.80 ↓ I 0 0

3 1.91 ↓ 0 I I

4 1.5 → 0 II I

5 1.8 ↓ I 0 I

6 3.2 ↓ 0 I I

3　讨　　论

　　肺癌的发病率和死亡率居恶性肿瘤首位，

其中非小细胞肺癌占80%，其表现为高发生

率、高死亡率、低生存率［10］。标准的化疗及

放疗虽然可以在一定程度上杀死肿瘤细胞，但

其毒性严重，易引起肿瘤患者免疫力低下状态

持续存在；而肺癌细胞的免疫原性差，这又进

一步增加了肿瘤的免疫逃逸，导致肺癌患者的

进一步治疗严重受阻［10-12］。因此，提高机体免

疫力，建立有效的免疫应答可能是肺癌治疗的

一种有效途径。近年来，癌症的免疫疗法获得

重大的突破。免疫疗法毫无疑问将成为主流的

抗癌疗法。

　　免疫疗法中，过继性免疫治疗占据重要的

位置。过继性免疫治疗可以在没有损伤机体免

疫系统结构和功能的前提下，直接杀伤肿瘤细

胞，并且调节和增强机体的免疫功能。CIK细

胞又称做NK细胞样T淋巴细胞，拥有T-NK细

胞表型及MHC非限制性杀瘤能力。这是一群以

CD3+CD8+CTL和 CD3+CD56+(CD3+CD16CD56+)为

主的异质细胞群，其活化标志如CD25、CD69、

CD95和记忆T细胞标志物CD45RO的表达明显增

加，这些标志与其杀伤肿瘤细胞活性有关。大

量的CIK细胞输入体内可以通过直接的靶向肿瘤

细胞进行杀伤或导致其凋亡，也可通过分泌的

细胞因子来增强机体已减退的免疫功能［13］。

众多研究表明，CIK细胞对于各种实体肿瘤，

包括一些耐药细胞的细胞毒作用主要来源于

CD3+CD56+T细胞群［14-16］。CD3+CD56+T细胞比

例越高，其杀瘤能力越强。

　　淋巴结的主要功能是滤过淋巴液，产生淋

巴细胞和浆细胞，参与机体的免疫反应。淋巴

结内的T细胞约占淋巴细胞总数的75%，其他为

B细胞及其他免疫细胞［17］。

　　本研究表明，肺癌手术患者的淋巴结组织

在体外经细胞因子的诱导同样可以获得大量的

扩增，培养第14天，CD3+CD56+T细胞比例上升

至30%，平均水平不低于同期培养外周血来源

的CIK细胞(P>0.05)。取淋巴结组与外周血组培

养14 d所得CIK细胞进行活性实验，发现均可

有效杀伤A549肺腺癌细胞，并且淋巴结组CIK

细胞对A549肺腺癌细胞的抑制率高于外周血组

(P<0.05)。这说明手术患者的淋巴结组织完全可

以用于CIK培养，其体外抑瘤活性强大。

　　肺癌患者免疫防御能力低下，对于刚术后

的患者，抽取外周血培养CIK的过继性免疫疗法

可能会影响患者术后恢复。因此通过对肺癌手

术患者术中取得淋巴结组织培养CIK细胞，再回

输患者体内的方法，一定程度上减少患者的痛

苦，依从性更高。

　　本实验所选取的淋巴结均为术中病理明确

无转移的淋巴结，且术后石蜡切片免疫组织化

学染色再次证实的没有癌细胞转移的淋巴结。

培养前，应用上皮细胞黏附分子［18］ (epithelial 

cell adhesion molecule，EpCAM)流式检测淋巴结

单细胞悬液。检测阴性的淋巴结才能用于CIK的

培养。因此，来源于手术中肺癌患者的淋巴结

培养的CIK细胞，在安全性和无肿瘤细胞污染方
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面是可控的。

　　综上所述，本实验证实了肺癌手术患者术

中取得的淋巴结组织可用作体外CIK细胞培养，

增殖速度不低于外周血培养的CIK，并且对肺腺

癌细胞株A549有更高效的抗增殖活性。淋巴结

中培养的CIK细胞回输后患者耐受良好，不良反

应轻微。

　　本实验探索性地应用肺癌手术患者淋巴结

分离培养诱导CIK细胞用于过继性免疫治疗，证

实了这种创新方法的安全性。未来将设计大规

模的前瞻性对照临床试验分析比较此种方法在

提高肺癌患者生存期上的作用和价值。
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