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DC．CTL免疫细胞对 4种恶性肿瘤治疗疗效观察 

蔡学敏，朱向情，沈丽蓉，赵 晶，何 洁，庞荣清，潘兴华 

喃 要] 目的 初步观察自体 DC．CTL免疫细胞回输对4种恶性肿瘤治疗的临床疗效。方法 5O例肿瘤患者分为4组，乳 

腺癌组 12例，肺癌组27例，结直肠癌组 8例，卵巢癌组3例。分离患者外周血单个核细胞(PBMC)，分别诱导培养细胞毒T淋巴 

细胞(CTL)、树突状细胞(Dc)，诱导培养细胞达足够数量后回输给患者。分别在治疗前后采用流式细胞术检测患者外周血淋巴细 

胞 CD3+、CD4+．CD8+、CD4VCD8+和肿瘤标志物的变化 ，采用主观问卷调查对卡氏行为能力(KPS)进行评分，并对治疗疗效进行评 

价。结果 治疗 1个月后，总有效率达 82．0％，且未见明显副作用。治疗后 1 w，各组外周血 CD3、CD4、CD8均显著升高(P< 

O．05)．而 CD47CD8呒 显著变化；各组外周血 NK、CIK和 KPS评分均显著升高(P<0．05)，而 CEA、FRP、CA19，CA153均较治疗 

前明显下降(P<0．05)。结论 自体免疫细胞治疗对改善恶性肿瘤患者生活质量，提高患者的免疫功能有明显作用，且安全性 

好．为恶性肿瘤的治疗提供了一个新的方向。 
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[Al~ttact] Obj~ive To preliminarily observe the efficacy of autologous DC-CTL immunological cell infusion on the treatment 

of four malignant tumom．MellIod8 A total of 50 tumor patients were divided into four groups：the breast cancer group (n=12)，the 

lung cancer group(n=27)，the colorectal cancer group(n=8)and the ovarian cancer group =3)． e peripheral blood mononuclear 

cells(PBMCs)of the patients were separated for respective induced culture of CTLs and dendritic cells(DCs)．The cells thus cultured 

were infused to the patients when the number of such ceils was adequate．The changes of CD3 ，CD4 ，CD8 ，CD4~CD8 and tumor 

markers in peripheral blood lymphocyte (PBLs)of the patients were detected by flow cytometry before and after the treatment． 

Subjective questionnaire was conducted to score the KPS and evaluate the efficacy．1l~ults One month after the treatment，the ORR 

reached 82．0％without any obvious side effects．One week after the treatment，the CD3，CD4 and CD8 in the peripheral blood(PB)in 

all groups increased significantly(P<0．05)，while CD4VCD8 showed no obvious change；the scores pf NK，CIK and KPS in the PB in 

all groups increased greatly(P<0．05)，while CEA，FRP，CA19 and CA153 were much lower than those before the treatment(P<0．05)． 

~me,lm  Autologous immune cell therapy is significantly effective and highly safe on the improvement of the quality of life of 

tumor patients and their immunologic function，providing a new direction for the treatment of malignant tumo~． 

[|【ey w甜d。】 DC；CTL；immune cell therapy；efficacy 

免疫细胞治疗是一种独特的生物治疗技术．可 

以利用免疫系统中功能最强的抗原递呈细胞树突 

状细胞(dendritic cell，DC)，摄取抗原后，刺激 CD8~T 

细胞和CD4q"细胞活化，增加杀伤活性[11。我科从 

2013年获原总后卫生部批准开展免疫细胞治疗临 
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床试验和临床应用。本研究采用自体DC．CTL免疫 

细胞回输的方法。对 50例恶性肿瘤患者进行细胞 

治疗 ，对前期治疗效果进行初步总结。 

l 资料与方法 

1．1 病例资料 选择本院住院肿瘤患者 5O例．男 

18例，女 32例，年龄32—77岁。按照患者的肿瘤诊 

断分为4组，其中乳腺癌组 12例，肺癌组27例，结 

直肠癌组 8例，卵巢癌组 3例。多为临床上Ⅱ、Ⅲ期 

分期患者，均接受过化疗，其中乳腺癌组 8例做过手 

术，肺癌组 11例做过手术。结直肠癌组4例做过手 

术，卵巢癌组 1例做过手术。在接受本治疗前 20 d， 
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终止任何放疗或化疗，并测定外周血T细胞亚群 

(CD3、CD4、CD8)，检测相关肿瘤标志物，进行影像 

学、血常规等检查。 

1．2 治疗方案 参照原总后卫生部 “军队医院第 

三类医疗技术临床应用管理办法”开展自体免疫细 

胞治疗，每例治疗3个疗程，每疗程回输 DC细胞数 

为(1～5)xl0 个细胞，接连2 d；每次回输细胞毒 T 

淋巴细胞(CTL)数≥1xl0 ．每疗程 回输细胞总数> 

5x10 。 

l-3 免疫细胞制备方法[21 无菌采集患者外周血 

80—100 ml，柠檬酸抗凝 30 min。用淋巴细胞分离液 

分离外周血单个核细胞，用无血清培养基重悬细 

胞 ，使细胞密度为 2x10 个，L，加入细胞培养瓶中。 

37℃、5％CO2培养箱中培养4 h后弃上清，以37℃ 

预温的培养液 RPMI．1640轻洗去除非贴壁细胞，非 

贴壁细胞倒入另一培养瓶，用无血清培养基 AIM—V 

调整细胞密度为 lxl0。个／L，进行CTL细胞的诱导。 

同时用无菌细胞刮刮取贴壁的黏附细胞，再以无血 

清培养基 AIM—V调整细胞密度为 lxl0 个／L。 

1．3．1 DC细胞的体外诱导 (1)向黏附细胞悬液 

中加人 rhGM—CSF和 rhIL-4。细胞因子的应用浓度 

均为 50 g／L，进行 DC诱导培养：隔天进行半量换 

液，补充细胞因子，培养5 d后加入TNF．a，浓度均 

为50 g，L，继续培养2 d。(2)在诱导Dc的过程中， 

每天于倒置显微镜下观察细胞形态。(3)7 d后收集 

悬浮的细胞，用无菌生理盐水洗涤 3次，1500 r／min 

离心 10 min，去掉上清，细胞悬于20 ml生理盐水 

中，显微镜下计数，细胞数应大于 10 。检查无菌、无 

其他污染后，对患者进行细胞回输治疗，同时可分 

析 DC的表型及功能。 

1．3．2 CTL细胞的诱导 (1)向未贴壁细胞悬液中 

加入 INF．̂y，细胞因子的应用浓度为2000 U／ml，培养 

24 h。(2)加入rhlL．2浓度为2000 U／ml，PHA浓度为 

40 nl，CD3单抗浓度为 100 ng／ml，隔天进行半量 

换液，补充细胞因子，培养到第8 d。(3)收集细胞，用 

无菌生理盐水洗涤 3次，1500 r／min离心 10 min，去 

掉上清。细胞悬于20 ml生理盐水中，显微镜下计 

数，细胞数应大于 1 09。检查无菌、无其他污染后，对 

患者进行细胞回输治疗。 

1．4 观察指标 分别在治疗前和治疗后 1 W．采 

用流式细胞术检测患者外周血 CD3+、CD4+、CD8+水 

平和肿瘤标志物，并采用主观问卷调查对卡氏行为 

能力(KPS)进行评分。 

1．5 疗效评定 治疗结束后 1个月．参照WHO 

实体肿瘤疗效评定标准：完全缓解(CR)：所有可见病 

变完全消失并至少维持 4 w；部分缓解(PR)：肿瘤基 

线病灶长径总和缩小 30％；稳定(SD)：肿瘤基线病灶 

长径总和有缩小但未达PR，或有增加但未达PD：进 

展(PD)：肿瘤基线病灶长径总和增加 20％或出现新 

病灶。有效率：『(CR例数+PR例数)／总例数]xl00％。 

1I6 统计学方法 应用 SPSS 17．0统计软件分 

析．计量资料组间比较采用配对 t检验，计数资料采 

用 x 检验，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 临床治疗效果 治疗总有效率达 82．0％(表 

1)，观察期间未见明显毒副作用，仅 2例输入细胞 

后出现低热，体温38 oC，2 h后自行缓解。 

222 治疗前后各组相关检测指标的变化 治疗后 

1 W。各组外周血 CD3 、CD4+,CD8 均显著升高(P< 

0．05)，而 CD47CD8+~显著变化(P>0．05)，见表 2。 

治疗后 1 W，各治疗组外周血 NK、CIK和 KPS 

评分均显著升高(P<0．05，表3)。 

治疗后 l W，各组 CEA、FRP、CA19，CA153均较 

治疗前明显下降(P<0．05。表4)。 

3 讨论 

肿瘤已经是威胁我国人民生命的主要疾病。全 

国每年新增肿瘤患者约 220万 ，每年约有 180万人 

死于肿瘤 ，占总死亡人数的 1，5，占总死因的第 2 

位，在城市占第 1位【3l。 

DC．CTL细胞过继免疫治疗就是通过抽取、分离 

患者外周血中的单个核细胞，在体外添加特异组合 

的细胞因子及单克隆抗体进行诱导培养，获取大量 

有抗肿瘤活性 DC和CIK细胞，并可分泌多种有抗 

肿瘤活性细胞因子。回输到体内后达到直接杀伤体 

表 1 各组临床疗效比较In(％)] 
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表2 各组治疗前后外周Jilt细胞的变化 

注：与本组治疗前￡E较，(i)P<0．05 

表3 各组治疗前后外周血免疫细胞和KPS评分变化 

注：与本组治疗前比较，① <0．05 

表4 各组治疗前后外周血肿瘤标志物的变化 

注：与本组治疗前比饺，①P<0．05 

内残余肿瘤细胞。预防复发、转移及提高患者机体 

免疫功能，并可产生免疫记忆保护，达到更长久的 

抗肿瘤效果[4]。DC．CTL细胞治疗肿瘤安全有效，特 

别是对于手术后的肿瘤患者，对清除残留微小的转 

移病灶、防止癌细胞的扩散和复发、提高患者自身 

免疫力等具有重要作用。对于已扩散转移、无法承 

受手术、放疗、化疗的严重肿瘤患者，也可单独使用 

免疫疗法或联合使用免疫疗法，可以大大提高患者 

的承受能力及提高化疗、放疗的疗效，降低放疗、化 

疗的毒副作用，减轻痛苦。提高患者的生存质量昀。 

本研究对本院住院50例恶性肿瘤患者进行免 

疫细胞治疗，治疗后，患者的KPS评分有显著提高， 

患者生活质量均有改善，精神状态好转。淋巴细胞 

免疫功能分析，CD4~,CD8 细胞比例和数量增加，免 

疫功能明显改善。从目前的疗效来看，手术、放疗、 

化疗后的患者，肿瘤负荷较小，相对效果更好。对于 

肿瘤Ⅳ期的患者，由于肿瘤负荷较大，自身免疫功 

能低下，细胞活性不高，相对治疗效果较差，但对生 

活质量的提高及延长生命有一定作用。因此，免疫 

细胞治疗应该积极配合其他传统治疗，对肿瘤采取 

综合治疗的手段，疗效更佳同。 

另外免疫细胞治疗相对安全，无毒副作用，仅2 

例输入细胞后出现低热(38℃)，2 h后自行缓解。但 

目前DC．CTL细胞治疗也面临着一些问题，例如如 

何提高 DC细胞抗原靶向性：肿瘤细胞免疫逃逸的 

机制复杂，有时DC细胞难以捕获有效抗原；此外 

DC细胞的诱导效率低，也是免疫细胞治疗的瓶颈 

问题。现在有许多直接转人相关的肿瘤抗原基因到 

DC的方法进行尝试，也有在DC细胞中转人IL-12 

的基因[71，加强抗原提呈的效果，也取得了一定的成 

效，但仍需进一步的深入研究。 
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Notch1基因沉默抑制骨髓源性脂肪祖细胞向成熟脂肪细胞分化 

王金祥，王小华，白盈盈，周 芳，蔡学敏，刘菊芬，李自安，余争平，朱光旭，潘兴华 

【摘要】 目的 探讨 Notchl对骨髓源性脂肪祖细胞(BMAPCs)向脂肪细胞分化的影响。方法 无菌取sD大鼠股、胫骨骨髓 

制作细胞悬液，差速贴壁法培养，流式分析检测细胞表面标志表达；实时荧光定量聚合酶链式反应 rea1．time qPCR)检测脂肪相 

关基因和 Notch信号分子表达。Notchl基因沉默实验分为空载体组和Notchl小 RNA干扰组。Western blotting检测干扰效率： 

STEMPRO⑧Adipogenesis Differentiation Kit行细胞成脂诱导。结果 BMAPCs表达 CD34、CD44、CD45及 CD90，且表达 6种脂 

肪相关基因及 Notch信号分子；成脂诱导促进Notchl mRNA表达(P<O．01)；Notchl小 RNA干扰抑制Notchl蛋白表达(P< 

0．05)。Notchl小RNA干扰组的Cebpa、Lpl和 Pp 、Slc2a4与Fabp4 mRNA表达均较对照显著降低，而preadl mRNA表达显著 

增加(P<0．05～P<0．01)；Notch小 RNA干扰显著抑制脂肪细胞百分率(P<0．05)。结论 Notch1基因沉默抑制BMAPCs向成 

熟脂肪细胞分化。 
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[Al~act] 0bj∞ To explore the effects of Notchl on the adipocyte differentiation of bone marrow adipocyte progenitor 

cells fBMAPCs)．Methods The femoral and tibial bone mB／TOW of SD rats was sampled in a sterile manner to prepare cell suspension， 

which was cultivated by differential adhesion method．The cell surface marker expression was analyzed and detected by flow analysis； 

the molecular expression of adipose related genes and Notch signaling was detected by means of real—time qPCR．Notchl gene 

silencing experiment was divided into non—cam er group and NotchI small RNA interference group．Th e interference efficiency was 

detected by Western blotting；celJ flat induction was conducted by STEMPRO迅)Adipogenesis Differentiation Kit．Re叭l由B BMAPCs 

expressed CD34，CD44，CD45 and CD90，and six fat-related genes and Notch signaling molecule；fat induction promoted the 

expression of Notch1 mRNA (P<0．01)；Notchl small RNA interference inhibited the expression of Notchl protein(P<0．05)．The 

levels of Cebpa，Lpl and Ppa'y，Slc2a4 and Fabp4 mRNA in Notchl small RNA interference group were significantly lower than those 
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