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［摘要］目的 比较两种外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cells，PBMCs）采集方法诱导的细胞

因子诱导杀伤细胞（cytokine-induced killer，CIK）扩增效率、细胞表型、杀伤肿瘤细胞的活性及其回输至肿瘤患

者体内的免疫调节作用．方法 12例肿瘤患者共进行 36次 CIK细胞体外诱导、扩增，其中 6例患者共 18次扩增

采用血细胞分离机采集 PBMCs，另外 6 例患者共 18 次培养采用 Ficoll 密度梯度分离 50 mL 外周血方法采集

PBMCs．结果 采用血细胞分离机或 Ficoll分离法采集 PBMCs经体外诱导获得 CIK（分别为 A-CIK和 F-CIK）细

胞数分别为 7.47×109（3.7-13.6×109）和 6.37×109（3.8-11.8×109）．培养至 14 d时，> 90%的 A-CIK和 F-CIK

细胞表型为 CD3+，其中 CD3+ CD56+，NKG2D+细胞及细胞内 TH1细胞因子均显著升高．效靶比为 60:1时，A-CIK

和 F-CIK细胞对 Daudi、K562及 293的杀伤活性分别为（49.1±17.8） %和（55.3±11.5）%、（67.6±24.1） %和

（58.1±17.6）%、（36.4±11）%和（33.7±14.8）%．给肿瘤患者回输自体 A-CIK或 F-CIK细胞 14 d后，外周

血中 CD3+、CD8+及 CD3+、CD56+细胞以及 PBMCs内 IFN-γ均显著升高．结论 采集肿瘤患者 50 mL外周血分

离的 PBMCs足以制备临床治疗使用的 CIK细胞．
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［Abstract］ Objective To compare the regulating effect of two kinds of peripheral blood mononuclear cells

（PBMCs） collection methods on cytokine-induced killer（CIK） cell proliferation rate， immunophenotype，

cytotoxicity in vitro and immune modulation effects after infusion into cancer patients. Methods Thirty-six CIK cell

expansions were performed from 12 cancer patients， including 18 from apheresis derived peripheral blood

mononuclear cells（PBMCs） （A-CIK） and 18 from ficoll density centrifugation separated PBMCs（F-CIK） .

Results The median number of A-CIK and F-CIK cells was 7.47×109（range 3.7-13.6） and 6.37×109 （range

3.8-11.8）， respectively. Predominant phenotype of A-CIK and F-CIK cells was CD3 positive（>90%）， and

CD3+CD56+， NKG2D+ cells and intracellular TH1 cytokines significantly increased after 14 days culture. At a 60:1

effector-target ratio， the killing effects of A-CIK and F-CIK cells on the Daudi，K562 and 293 tumor cells were

（49.1±17.8） % and（55.3±11.5） %， （67.6±24.1） % and（58.1±17.6）%， （36.4±11） % and

（33.7±14.8） %，respectively. 14 days after A-CIK and F-CIK cells infusion，the percentage of CD3+，CD8+ and

CD3+CD56+ cells and intracellular interferon-γ（IFN-γ） significantly increased in the PBMCs of patients.
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Conclusion As little as 50 mL of peripheral blood was sufficient to serve as the source of PBMCs for CIK cells

preparation especially for clinical application.
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细胞因子诱导的杀伤（cytokine-induced killer，

CIK） 细胞是将外周血单个核细胞 （peripheral

blood mononuclear cells，PBMCs）在体外用多种细

胞因子（如抗 CD3单抗、IL-2、IFN-γ、IL-1α）

共培养一段时间后获得的一群异质细胞[1，2]，具有 T

淋巴细胞强大的抗瘤活性和非主要组织相容性复

合体 （major histocompatibility complex， MHC） 限

制性杀瘤的优点．目前用于临床治疗的 CIK细胞

制备方法主要有两种，最初制备用于临床治疗 CIK

细胞是采用血细胞分离机采集 PBMCs并将 PBMCs

用于诱导和扩增 CIK细胞[3]．随后 Weng等报道从

50 mL外周血分离的 PBMCs可以制备足够临床使

用的 CIK细胞[4]．显然，建立一套安全、标准化和

稳定的制备流程是开展 CIK 细胞临床应用的前

提．本研究对上述两种 CIK细胞体外扩增方法获
得的 CIK 细胞的生物学活性进行比较从而为 CIK

细胞的临床应用提供具有参考意义的信息．

1 材料与方法

1.1 病例选择

12例经病理确诊为白血病、淋巴瘤或肾癌患

者，ECOG分级≥Ⅲ级，预计生存期≥3个月；治

疗前心、肝、肾功能及血象正常；距上次治疗时

间均超过 1个月．12例患者随机分为 2组，每组
6例患者，分别采用血细胞分离机采集 PBMCs或

Ficoll密度梯度分离 50 mL外周血 PBMCs的方法制

备 CIK细胞．

1.2 血细胞分离机采集 PBMCs制备 CIK细胞

6例患者经 COBE Spectra 血细胞分离机采集

PBMCs，分离体积约为患者 1倍血容量，离心收集

血浆，将细胞重悬于含 10%自体血浆的人淋巴细

胞培养基（Takara Bio.） 中，加入人重组 IFN-γ

（rhIFN-γ，1 000 U/mL），调整细胞浓度为 2×

106/mL并将细胞转移至 640 cm×640 cm细胞培养

袋中 （Takara Bio.） ．24 h 后加入抗人 CD3 单抗

OKT3（100 ng/mL）及人重组 IL-2（rhIL-2，1 000

U/mL）．每 3～4 d加入含 10%自体血浆和 rhIL-2
（1 000 U/mL）新鲜培养基．

1.3 密度梯度分离 50 mL 外周血 PBMCs 制备

CIK细胞

采集患者 50 mL 外周血（肝素抗凝），Ficoll

密度梯度离心法分离 PBMCs．含 1%～2%自体血

浆和 rhIFN-γ （1 000 U/mL） 的人淋巴细胞培养

基重悬细胞，细胞浓度调整为 2×106/mL 加入 75

cm×75 cm培养瓶中．24 h后将细胞转移至 OKT3

包被的培养瓶中并加入 rhIL-2（1 000 U/mL）．培

养至第 5 d时，将细胞转移至 640 cm×640 cm培

养袋中，每 3～4 d 加入含 1～2%自体血浆和

rhIL-2（1 000 U/mL）新鲜培养基．
1.4 CIK细胞回输

CIK细胞收集前做需氧、厌氧菌培养并确保培

养结果为阴性方可收集、回输．培养至第 14天收

集 CIK细胞，生理盐水洗 2次．100 mL生理盐水

重悬细胞经静脉回输．每位患者至少接受 3次治

疗，2次治疗至少间隔 3周．

1.5 PBMCs及 CIK 细胞表型和细胞内细胞因子

检测

FITC-、PE-、ECD或 APC等荧光染料标记的

抗 CD3、 CD4、 CD8、 CD56 和 NKG2D 及 抗

IFN-γ、IL-2、TNF-α、IL-4、IL-6 和 IL-10 单

抗 （Beckman Coulter Inc.） 标记 PBMCs 及 CIK 细

胞，4℃避光孵育 30 min，PBS洗 1次，流式细胞

仪 CytomicsTM FC500检测．

1.6 细胞毒试验

乳酸脱氢酶 （lactate dehydrogenase，LDH）释

放法检测 CIK细胞杀伤活性，靶细胞选择 Daudi、

K562 及 293．设效靶比 60:1，30:1 和 15:1．按公

式:

Cytotoxicity（%） = E-Se-St
Mt-St

×100

计算 CIK细胞的杀伤活性，其中 E 为效应细

胞与靶细胞共培养的 LDH释放，Se为效应细胞自

发释放；St为靶细胞自发释放；Mt为靶细胞最大

释放．

1.7 患者外周血淋巴细胞表型及淋巴细胞内细胞

因子检测

CIK细胞治疗前及治疗后第 14天，采集患者

外周血，荧光标记抗 CD3、CD4、CD8、CD56 和

NKG2D及抗 IFN-γ、IL-2、TNF-α、IL-4、IL-6

和 IL-10单抗标记，CytomicsTM FC500检测．

1.8 统计学处理

采用 SPSS 统计学软件进行数据的统计学处

理，采用配对资料的 检验， ＜0.05为差异有统



组 别 年龄 （负） 性别 诊断 血细胞采集相关不良反应 回输细胞量（×109）

血细胞分离机采集 PBMCs

1 54 男 急性髓性白血病 嘴唇麻木,乏力 7.3, 10.2, 5.4

2 42 女 非何杰金淋巴瘤 无 6.8, 11.7, 8.7

3 59 男 肾细胞癌 无 5.2, 4.8, 8.1

4 66 男 急性淋巴细胞性白血病 乏力,头晕 13.6, 8.4, 7.9

5 44 男 何杰金病 无 11.5, 4.1, 6.6

6 61 女 非何杰金淋巴瘤 嘴唇麻木,乏力,头晕 3.7, 6.1, 4.3

密度梯度离心采集 PBMCs

1 41 男 何杰金病 - 4.8, 6.6, 5.7

2 55 男 非何杰金淋巴瘤 - 3.8, 4.7, 4.2

3 58 女 肾细胞癌 - 8.4, 7.2, 6.9

4 61 男 肾细胞癌 - 11.8, 8.4, 9.2

5 37 女 急性髓性白血病 - 4.1, 4.8, 5.6

6 28 女 急性髓性白血病 - 5.8, 5.3, 7.4

计学意义．

2 结果

2.1 CIK细胞培养

本研究共入选 12例恶性肿瘤患者，每例患者
接受 3次 CIK细胞治疗，共进行 36次 CIK细胞的

体外培养．采用血细胞分离机采集 PBMCs的 6例

患者中有 3例在采集过程中及采集后出现嘴唇麻

木、乏力或头晕等不良反应（表 1）．

血细胞分离机采集的 PBMCs（Apheresis

derived PBMCs， A-PBMCs）细胞总数为 1322.2×

106 （630～3300×106），其中的 CD3+CD56+ 为

46.6～313.5×106 （表 2）．Ficoll密度梯度离心 50

mL 外周血分离的 PBMCs（Ficoll derived PBMCs，

F-PBMCs） 细胞总数为 11.16×106 （5.9～18.3×

106）， 其 中 CD3+CD56+ 细 胞 数 为 0.92 ×106

（0.55～1.59×106） ．培养至第 14 天时，由

A-PBMCs 和 F-PBMCs 诱导、扩增的 CIK 细胞
（A-CIK 和 F-CIK） 总数分别为 7466.7×106 （3

700～13 600×106） 和 6372.2×106 （3 800～11

800×106） （ ＝0.16）．A-CIK及 F-CIK细胞中
CD3+CD56+ 细胞百分含量分别为 18.3%和 19.1%

（图 1），其绝对数分别较培养前扩增 14.7（4.9～

37.5） 和 1404.2（743.7～2 505.1） 倍．培养前

NKG2D分子在 A-PBMCs和 F-PBMCs表达水平分

别为 20.7% （10.6%～28.5%） 和 20.2% （10.5%

-29.6%），培养至第 14天时 A-CIK和 F-CIK细胞

表面 NKG2D 分子的表达水平分别为 50.4%

（37.1%～66.1%）和 53.7%（36.4%～64.3%）．

培养前 A-PBMCs 和 F-PBMCs 胞内 TH1 和

TH2细胞因子无显著差别（图 1B）．培养至第 14

天时 A-CIK 和 F-CIK 细胞内 TH1 细胞因子

IFN-γ、TNF-α 和 IL-2 均较培养前显著升高．

另外，A-CIK细胞内 IL-6及 A-CIK和 F-CIK细胞

内的 IL-10较培养前也有显著增加．培养至第 14

天时 A-CIK 及 F-CIK 中活细胞比例分别为 94%
（90%～98%，n＝18） 和 95.2% （93%～98%，

n＝18）．

2.2 CIK细胞的杀伤活性

效靶比为 60:1 时，A-CIK 和 F-CIK 细胞对

K562杀伤活性为 67.6%和 58.1%；对 Daudi杀伤活

性为 49.1%和 55.3%；对 293 细胞杀伤活性为

36.4%和 33.7%（图 2）．

2.3 CIK细胞治疗前后患者外周血淋巴细胞表型

及胞内细胞因子分析

A-CIK 或 F-CIK 回输 14 d 后患者 PBMCs 中

CD3+、CD3+CD8+ 和 CD3+CD56+ 细胞比例分别为

（62.3±9.7）%和（60.8±5.9） %；（28.6±5.8）%

和 （27.5±4.8） %、 （8.8±3.8） %和 （8.5±

2.5）%，均较治疗前显著升高 （图 3A） ．另外

A-CIK细胞治疗后患者外周血中 NKG2D+细胞比例

也较治疗前显著升高．胞内细胞因子检测显示，

A-CIK 和 F-CIK 细胞内 IFN-γ，F-CIK 细胞内
IL-2 及 A-CIK 细胞内 IL-6 较治疗前升高 （图

3B）．

表 1 患者基本资料（1）

Tab. 1 Patient characteristics（1）
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表 1 患者基本资料（2）

Tab. 1 Patient characteristics（2）

组 别
有核细胞总

数 (×106)

有核细胞扩增

倍数

T细胞总数

(×106)

T细胞扩

增倍数

NKT细胞总

数 (×106)

NKT细胞

扩增倍数

NKG2D细胞

总数 (×106)

NKG2D细

胞扩增倍数

血细胞分

离机采集

PBMCs诱

导的 CIK

细胞

第 0天
1 322.2

(630～3 300)

702.8

(272.2～1 184.3)

110.9

(46.6～313.5)

277.5

(98.6～684.0)

第 14天

7 466.7

(3 700～

13 600)

6.2

(3.9～12.9)

6 861.7

(3 600.1～

12 960.8)

10.9

(5.7～

26.8)

1 338.2

(584.8～

2 187.9)

14.7

(4.9～37.5)

3854.9

(1 521.1～

7 733.7)

16.5

(9.1～58.3)

密度梯度

离心采集

PBMCs诱

导的 CIK

细胞

第 0天
11.16

(5.9～18.3)

6.29

(3.43～10.19)

0.92

(0.55～1.59)

2.32

(0.82～4.74)

第 14天

6 372.2

(3 800～

11 800)

595.6

(354.4～

1 008.5)

5 848.7

(3 427.6～

11 080.2)

979.9

(513.8～

1 948.6)

1 206.4

(596.6～

2 162)

1 404.2

(743.7～

2 505.1)

3442.5

(1 747.2～

5 529.2)

1 685.8

(734.4～

3 262.5)

图 1 血细胞分离机及 Ficoll密度梯度法分离的 PBMCs及其诱导、扩增的 CIK细胞表型和细胞内细胞因子检测结果

Fig. 1 Phenotypic and intracellular cytokine production analysis of cytokine-induced killer cells generated from

apheresis or Ficoll density centrifugation derived PBMCs

A:CIK细胞表型；B:CIK细胞内细胞因子．与 A-PBMC组比较, * ＜0.05， ** ＜0.01；与 F-PBMC组比较， # ＜0.05，## ＜

0.01.
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3 讨论

过继性细胞治疗（adoptive cell therapy，ACT）

是指给患者输注具有识别肿瘤细胞、诱导特异性

抗肿瘤免疫应答等活性的免疫效应细胞，进而使

其在肿瘤患者体内发挥抗肿瘤作用[5]．CIK细胞最

早是 1991年由美国 Stanford大学血液中心 Robert

Negrin教授的研究小组首次报道．在此之后大量的

临床研究结果显示 CIK细胞具有显著的抗肿瘤活

性，如白血病、淋巴瘤、肾癌和肝癌[6-11]．

最早的一项临床研究中 CIK细胞制备是采用

血细胞分离机采集 PBMCs．目前的血细胞分离机

大量采集 PBMCs的方法已相当成熟，临床研究中

多数研究者采集至少一个血循环量中的 PBMCs用

于制备 CIK 细胞 [3，7，8，11]．显然，短时间大量采集
PBMCs（其中包括淋巴细胞和单核细胞）后会导致

机体免疫功能低下，而免疫功能低下与感染、肿

瘤及自身免疫性疾病密切相关[12，13]．有研究者对肿

瘤患者 PBMCs采集之后淋巴细胞和血清免疫球蛋

白降低及其对肿瘤的影响进行了探讨[14，15]．总体上

来说，肿瘤患者 PBMCs采集之后血液中淋巴细胞
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图 2 CIK细胞杀伤活性

Fig. 2 Cytotoxicity effects of cytokine-induced killer cells

图 3 CIK细胞治疗前和治疗 14 d后患者外周血中淋巴细胞亚群百分含量和细胞内细胞因子检测结果

Fig. 3 Percentages of lymphocyte subsets and intracellular cytokine production in peripheral blood mononuclear

cells of patients before and 14 days after cytokine-induced killer cell therapy

与 A-CIK治疗前比较，* ＜0.05， ** ＜0.01；与 F-CIK治疗前比较，# ＜0.05，## ＜0.05.

和血清免疫球蛋白呈轻至中度下降但未发现严重的

不良反应．关于 PBMCs采集之后肿瘤患者免疫系
统远期改变的报道很少，尚缺乏大样本前瞻性研究

结果．尽管如此，PBMCs采集还是会引发一些不

良反应，如嘴唇麻木、乏力和头晕等[16]．

来自中山大学的 Weng等首先报道了 Ficoll密

度梯度离心法分离 50 mL外周血 PBMCs制备 CIK

细胞的方法，该方法可获得大量具有抗肿瘤活性的

CIK细胞[4]．关于上述两种制备方法获得的 CIK细

胞的数量、表型、细胞毒活性及临床效应等目前尚

无明确的报道．笔者对这两种临床制备 CIK细胞的

方法进行了评价．研究结果显示，采用血细胞分离

机或抽取患者外周血并 Ficoll密度梯度离心法采集

的 PBMCs经体外诱导、扩增后均可获得大量 CIK

细胞，且细胞表型、细胞毒活性等生物学活性无显

著差别．CIK细胞治疗后肿瘤患者外周血淋巴细胞

表型和细胞内细胞因子检测结果同样表明这两种方

法制备的 CIK细胞具有相同的免疫调节功能．

近期的 II 期临床研究结果表明采用单纯 CIK
细胞治疗肾癌较 IL-2+IFN-α治疗组患者无疾病进

展生存期 （progressive free survival， PFS） 和总生



存期（overall survival， OS）均显著延长 [17]；化疗

联合 CIK 细胞治疗肺癌或肝癌较单纯化疗组可

延缓肿瘤复发、延长 PFS 并最终延长患者的

OS[18，19]．上述 II 期临床研究结果为开展 III期临床

研究奠定了基础，但是，要完成多中心的 III期临
床研究就必须对现有的 CIK细胞体外制备方案进

行整合、优化并制定一套标准化的制备流程 [20]．

本研究结果表明采集肿瘤患者 50 mL外周血分离

的 PBMCs 就足以制备供临床治疗使用的 CIK 细

胞．该制备方法具有高效、成本低、耗时短且无毒

副作用等优点，更便于 CIK 细胞的标准化制备，

进而有利于免疫治疗项目的临床应用．
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