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结直肠癌化疗联 合自体多种免疫细胞治疗疗效观察
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摘要： 目 的 比 较结直肠癌患者自 体多种免疫细胞联合化疗与单纯化疗后细胞免疫功能变化和生存期差异。

方法 8 3例结直肠癌患者分 为化疗组43例 ，化疗联合自身多种免疫细胞治疗组（联合组）40例 ；用血细胞分离

机采集患者自身外周血单个核细胞（PBMC) ，将PBMC按常规方法分别诱导培养CD3AK细胞 、CIK细 胞、树突状

细胞（DC） 、丫6T至日I 胞和NK到11胞 ；用流式细胞仪检测治疗前后患者夕I、周血tl勺CD3( + ）、CD4( + ）、CDS( + ）、

CD19( + ）、CD16( + )CD56( + ）、CD4/CDS和，6T 红11 胞比值及PB加ICrl，穿孔索 、颗粒酶B和CD107a阳性表达

率。2 组 患 者 化 疗 方 案 都 采 用 草 酸铂 ＋亚叶酸钙 ＋ 5一 氟腮啼咤静脉输注 ；联合组在化疗墓础 ＿ L接受免疫细胞 治

疗。结 果 联 合 组 治 疗 后 的 免 疫 细 胞 亚 群 比 值 和 绝 对 值 显 著 高 于 化 疗 组 。联合组与化疗组Karnofsky评分差异

有统计学意义。联合组患者治疗后PBMC的穿孔索 、颗粒酶 B及CD107a均 高于治疗前，并且治疗后这3种指标

数值均显著高于化疗组。联合组患者1年 、2 年 和 5 年 生 存 率 分 别 为 7 0 .0％ 、20 .0％和10 .0% ，高于化疗组（分别

为23 .2％ 、7 .0％和4 .6%) ；其中n期 、111期患者的l年 、2 年 和 5 年 生 存 率 及 W 期 患 者 的 l 年 生 存 率 2 组 间 比 较

差异有统计学意义 ，而W期患者的2年 、5 年 生 存 率 2 组 间 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义 。 结 论 化 疗 联 合 自 身 综 合 性

免疫细胞治疗进展期结直肠癌能提高患者的免疫功能，延长生存期 。
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结直肠癌（CRC）是消化道常见恶性）1中瘤 。在

我国，cRC 分别位居肿瘤相关疾病发病率和病死率

的第5和 第 6 位。目前，手术仍为结直肠癌治疗的

首选。但是有许多进展期患者不宜手术 ，这些患者

机体往往存在严重的细胞免疫功能缺陷。为提高肿

瘤患者细胞免疫功能 ，本研究将体外扩增 的综合性

自身免疫细胞（CD3AK细胞 、细胞因子诱导杀伤细

胞（c}, toki: le一 illdt:cedkill ,CIK） 、树突状细胞（, len -。

lrili。cell ,DC） 、NK全IllJJ包和DC荷载 a 一 GalCer及

够T 细胞等）回输治疗进展期结肠癌患者 ，并采用多

指标观察治疗前后患者免疫细胞功能改变与生存期

的关系。

资料和方法

1. 1 临 床 资 料 病 例筛选标准 ：①国际抗癌联盟

(ulCc） 结直肠癌‘rNM分期为11期 、111期 、lV期 ；②

术前未接受过化疗或放疗 ；③年龄 30一80岁 ；④患

者无严重心、肺、肝、
’ ｛ 矛 等 内 科 疾 病

；⑤病理证实均为

腺癌。

按人选标准选取2000 年 l 月一2007年l月间

于我院接受治疗的结直肠癌患者83 例。其中结肠

癌 48 例，直肠癌35例 ；男51例 ，女犯例 ；平均年龄

(58 .3 土 13 .6）岁 。病理检查：高分化腺癌25例 ，中

分化腺癌23例 ，低分化腺癌24例 ，薪液腺癌11例 。

按J狱UICC结直肠癌TNM 分期：11期29例 ，In期28

例，W期26例 。

按照治疗方案分为2组： ①化疗组，43 例，其中

n 期巧例 、l期巧 例、W期13例 ，仅进行化疗 ；②

联合组 ，40 例，其 L「，11期14例 、111期13例 、W期13

例，进行化疗联合细胞免疫治疗。

所有患者治疗之前均明确告知本治疗的优点和

不足 ，患者或家属签署知情同意书 ，并报医院伦理委

员会批准。2组 间一般情况比较无统计学差异，见

表 1。

表 1 2 组 临 床 资 料 一 般 情 况 比 较（例）

性别 ， _ . ' ， … 、 1'N M 分 期 病 理 类 型 （ 腺 癌 ）

组别 n 一 二 二
＝

下 二 － 年龄（岁）一兀 一
＝ 瑞 一

下 屯 二 不 又 丁 样污云井瑞长瓮一百 而 厂:-U 7 J l J “

男 女
‘ " " 7 '

n l l l W 高 分 化 中 分 化 低 分 化 黔 迪 一

化 疗 组 4 3 2 7 1 6 58 · 3 士 12 · 0 1 5 1 5 1 3 1 3 1 2 1 2 6

联 合 组 4 0 2 4 1 6 59 · 2 土 12 ,7 1 4 1 3 1 3 1 2 1 1 1 2
--． 乙一

1.2 仪 器 及 试 剂 重 组 人白细胞介素（l.lllL） 一2 、

thIL一4rll 、粒细胞 一巨噬细 胞集落刺激因子（GM -

CSF）和重组人，干 扰素（thIFN一 们（厦门特宝生物

工程 有限公司） ，人CD3 单克隆 、胎牛血清 、RPMI

l640（美国Gibc。公 司），淋巴细胞分离液（中国科学

院血液病研究所） ，人AB 型血清（徐州市血站） ,NK

自11 胞培养基（CellGroSCGM , D一 79108FI.eibu 吧e/

Germany) ，荧光标记的单抗和同型对J吸抗体FITc -

mlgGI 、PE一mlgFZa (DB 公司和PHarmingen 公

司）,CD3 、c以 、cDs 、cD25 、CD16/ cD56 单克l资抗体

（美国 DB 公司）。Flrl,C 标记的Anti一 TCR一响 、PE

标记的穿孔素（ pe 而rin ）、颗粒酶B (GranB） 、APC

标记的colo7a及Fix&Per,,， 破膜 剂均购自Ehi。 －

science公司 ，IPP 、LPs()J 旨多糖）(519,,, a 公司）。流

式细胞仪（美国nB公司 ，分析软件为Elite) ，每个

标本分析细胞数） 1xlo
‘。

1.3 自 身 免 疫 细 胞 的 制 备

1 · 3 . 1 树突状细胞制备用Baxter CS一 3000JfIL细

胞分离机分离患者外周血单个核细胞（ PBMC) ，采

集血液总址 4000一5000ml ，获取fI勺PI3Mc（ 含有部

分红细胞）数为 2 .0 x 109 一4 .5xl 护，在进行PBMC

采集时留取10oml自身血浆在细胞回输时 应用 。

将采集的 PBMC 离心，弃上清 ，加人等量pH二7 · 4

的PBs将PBMc悬浮后加人淋 巴细胞分离液上 ，以

2000r/mi。 离心 15mi。 ，l吸 取单个核细胞层 ，用生

理盐水洗涤3遍（15001. /:nin 离心，10min／ 次），将

细胞用含 ro％月 台牛血清的 RPMI1640 配成密度为1

xl 护个／L的细 胞悬液。按常规贴壁法选用贴壁细

胞进行 Dc培养 ，悬浮的PBMc用于其他细 胞培养。

在培养第 7 天 的 o c 中 力 11 入IFN一，2 / 10'U/L 、

LPs3 林留L ,9 天 时 即 成 为 成 熟 的 D c ，进行细 菌和

霉菌培养，阴性，收集细胞 ，经无菌生理盐 水洗3次

后将Dc悬于Zml自身 血浆中 ，供患者浅表淋巴结

或皮下注射。做3次以上 Dc 治疗者进行1次 静脉

回输。

1 .3 .2 C I K 细 胞 诱 导 获 得 的 患 者 P B M C 按lx

109 /L 数量悬浮于RPMI1640培养基（含10％ 小牛

血清 、5%ABJrlL 清和 IFN一 丫 1 x lo6U /L） 中，加人

GT一，l'503细）1包培养袋（ 2000:,11／ 袋） I){J ，置37℃ 、

5%coZ环境下培养241、后加人cI)3单克隆抗 体至

l: n 留L 、rlllL一22 x 10,u/L 。 继续37℃ 、5%CoZ 环

境下培养。培养第7天时进行细菌翔
’ : ’

了：菌培养 ，阴
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细胞亚群多数较治疗前显著升高（P < 0 . 05) ，而绝

对值升高的幅度高于亚 群 比 值 升 高 的 幅 度 。2 组 治

疗后的免疫细JJ包亚群比值和绝对 值：联合组高于化

疗组。见表3 。

表 2 1供 合组和化疗组患者的K 盯：、pfsky积 分比较〔％（例）〕

计分值
1 1 关 合 组 （ , . = 4 0 ) 化 疗 组 （ ；。二 43)

生存 1 年 生 存 2 年 生 存 5年 生存l年’生存2年”

10 .0(1/10)

0(0/10)

10 .0(l/10)

0(0/10)

10 .0(l/10)

生存5年’

0(0/2)

0(0/2)

0(0/2)

50 .0(l/2)

50 .0(1/2)

飞，

声、

J
了

、，，

矛、

1
产

‘、

J
产

‘

仔

d.

4

/

/

/

1

01

25 .0 7 . 0 (3/43)

4 .7(2/43 )

2 .2(l/43)

4 .7(2/43)

4 .7(2/43)

矛
‘
．
飞

子

‘
飞

on
甘

0(l/4

}

j

工

工
J

勺
山

，一

25 .0(l/4

飞
．

产

气
‘
产

飞，

产

、、
产

‘、

no

no

no

OU

n6

100

80

60

40

20

32 .5(13/40)10 .7(3/2

17 .5

7 .5

7740

3尹40

5 .0(2/40

7 .5(3/40

) 7 .1(2/2

) 3 .6(I/2

) 3 .6(l/2

) 3 .6(l/2

与联合组相同生存时点比较：’尸 ＜ 0 .05

表32组治疗前后免疫 细胞亚1洋比值和绝对 值比较

化疗组（, ．二 4 3 ) 联 合组（n 二 40)

指 标
治 疗 前 治 疗 后 治 疗 前 治 疗 后

T细 胞亚群

(%)

绝对他

( x 109 )

T细胞亚群

(%)

绝对｛泣

( x IDg )

,l’细 胞亚群

(%)

绝对值

( x 109 )

T细胞亚 群

(%)

绝对值

( x 109 )

瓜可万不矛面丽瓦 94,0 .5853 .85*5 .25
·

0 .61 孤介而介而舀 1． 。：士0 .44;4 .2： 土2 .3·“, .45 ＊。 ． 28·“

c田（ + )30 .34 土 8 .470 .45 土0 .3223 .31 士 6 .85"0 .26 士0 .22"32 .65 士 1.650 .54*0 .2635 .25 士2 .3 4 0 .73*0 .31’
邵

cos( + )31 .17*7.250. 46 士 o · 2720 . 12 士6 .67
份

o , 18 士0 .14"30 .13*2 .30 ,41 士0 .1935 .62 土3 .50'
#

0 .70 士 0 .20'"

cnlg( + ) 9 .32*2 , 130 . 14 士 0 . 1 3 6 . 17*1 .39.0 .05*0 .16"8 .62*1 .180 .14 士0 .1 7 8 .30*1 . 1 2 0 . 17 士0 .15'.

l吕；:{:} ,， · ，，·‘· 0,0 · 28 ·0 · 2,,‘ · 88 ·， · ” " ” · ” ·” · ”, "” · ” ·， · “” · 26 ·” · ’ 2 ” · 8， · ’· 96"” · 2， ·。 ·

” '

C以／CDS0.98士 0 .061 .12 士0 , 111.16 土 1.0 2 1 .44 士0 .2 3 1 .30 士0 .831 .32 土0 .131 .21 土 0 .6 9 1 .04 土0 . 18'"

耀箭器儡揣糯揣赢 瓮斋捻黯土～匕～二竺些

2 .3 治 疗前后pel.fori: 1、 GranB及CD107a 比 较 化 C D 1 0 7 a 均 高 于 治疗前 ，差异有统计学 意义（P <

疗组治疗后PBMc 的Pel.fol.in 、GI. al, B 及Cm07a明0.05) ；并且治疗后这 3 个指标值均显著高于化疗组

显低于 治疗前 ；联合组 治疗后pel.forin 、G r a n B及（P < 0 .05） 。见表4 。

表 4 2组 治疗l访后I,BMC的 I) erforin 、GranB及CD107a表达的比较（%)

组别

化疗组

联合组

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

perforin

55 .6 土 3 . 12

50 . 1 士 3 . 17"

54 .6 士 2 . 19

63 .7 士 3 .7·
＊

Grallll

30 . 1 土 3 .25

28 .2 士 3 .74

31 .0 土 3 ,29

41 . 1 士 4 . 11""

CD107a

56 .5 土 2 .47

53 . 1 士 3 .79

53 .9 士 3 .68

67 .9 士 4 .23'"

凡

J

八

J

00

4

4

44
与化疗组治疗后比较：’尸＜ 0.05 ；与同组治疗前比较 ：

口
P < 0 .05

2 .4 生 存 时 间 本 组 无 一 例失访。联合组 中，患者

l 年、2 年和 5 年生存率分 别为70 .0% (28/40） 、

20 .0%(s料0）和10 . 0%(4辫。 ）, 1荡于化 疗组的

23 .2%(10/43） 、7 . oc/o(3/43） 和4 .6% (2/43) ；其

中n期 、m期患者l年 、2 年和5年生 存率以及 lV期

患者 1 年生存率 2 组 间差异均有统 计学意义（尸 ＜

0 .05) ,W期患者 2 年、5 年生存率组间比较差异无

统计学愈义（尸＞ 0 .05） 。 见表5 。

2 .5 不 良 反 应 联 合 组 仅 有 2 名患者在免疫细胞

回输过程中出现寒战 ，体温37 ,5一38 . 6℃ ，对症处

理后缓解 ，治疗后肝、
‘ 肾 功 能 检 查 结 果 无 明 显 改变。

2 .6 c E A 检 查 联 合 组 中 28 例cEA增高 ，经治疗

后有 23(82 . 1%） 例下降，3 例（10 .7%） 恢复正常 ；

化疗组 31 例 CEA增高 ，经治疗后有8例（25 .8% )

下降 ，无恢复正常病例 。
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表5不同肿瘤分期CRC联合治疗组与化 疗组的生存期比较〔％（例）〕

JI ‘卜瘤

分期

联合组（ n = 40)

2 年 生 存 率 I 年 生 存 率

化疗组（ I,= 43)

2 年 生 存 率 …

、，

了、

‘
产

‘

、、

产

、，

了

5 年 生 存 率

21 .4 ( 3 / 1 4 ) 4 0 .0(6/15

0(3/15…

07一
3一，一，

}

I/

0/

合计

l 年 生 存 率

100(14/14)

76 .9(10/13)

30 .7(4/13)

70 .0(28/40)

35 .7(5/14)

23 . 1(3/13)

0(0/13)

20 .0(8/40)

3)

3)

n

lllw
10 .0(4/40)

7(

2(0力冬3

13 .3(2/15

6 .7(l/15

0(0/13

7 .0(3/43

5 年 生 存率

13 .3(2/15)'

0(0/15)'

0(0/13)

4 .6(2/43)"

与联合组相应生存率比较：’尸 ＜ 0 .05

3 讨 论一

些研究表明 ，CRC患 者具有适应性免疫和固

有免疫细胞数量减少和功能低下现象 ，尤其是晚期

患者这一现象更加明显〔
’一，〕 。

此外 ，晚期cRc患者

由于肿瘤体积较大，肿瘤微环境内常存在免疫抑制

现象 ，通过化疗 ，肿瘤细胞容易产生抵抗和免疫逃

逸。近20年来 ，随着对CRC免疫机制的不断了解 ，

人们对CRC进行免 疫治疗做了许多研究和临床试

治工作 ，取得了一定的疗效〔
‘一，1。

免疫编辑理论认

为，在机体抗肿瘤免疫反应中固有免疫和适应性免

疫细胞均参于这一过程 。在免疫逃逸期由于肿瘤细

胞分泌的许多因子使进人肿瘤内的免疫细胞被“训

化”，从而形成以肿瘤细胞为中心的免疫抑制网络。

因此 ，少量的免疫细胞和单一种类免疫细胞对晚期

肿瘤难以取得好的治疗效果，必须采集大量的 、功能

正常 的固有免疫细胞和适应性免疫细胞联合应用才

能取得好的临床疗效
［'”一”〕 。

从本组患者的治疗结果来看，化疗联合细胞免

疫治疗在患者生存期、免疫细胞的改变和临床疗效

等方面均好于单纯化疗 。 一 些化疗药物在杀伤肿瘤

细胞的同时也损伤体内免疫细胞，本组化疗后所测

得的免疫细胞绝对值均低于化疗前即可证明。虽然

化疗能暂时控制肿瘤生长，但由于肿瘤干细胞对化

疗不敏感 ， 一 段时间后肿瘤仍会继续生长。体内外

实验表明 ，肿瘤干细胞具有免疫原性 ， 一 旦能够清除

肿瘤干细胞 ，就能控制肿瘤生长和预防复发
f”一 ’'］ 。

由于一些化疗药物杀伤肿瘤细胞时可以增强肿瘤的

免疫原性 ，此时回输免疫细胞可以增强细胞免疫治

疗的效果〔
’魂一’'1 。

因此，化疗如能和细胞免疫治疗有

效地结合，将提高治疗效果。

多种免疫细胞联合治疗对患者的免疫细胞数量

恢复作用明显 ，从表3可以 看出治疗后所测得的免

疫细胞绝对值均高于治疗前，更明显高于化疗后。

这表明联合治疗除提高细胞免疫功能外，也增加了

患者对化疗的耐受力 。

本组中使用的CD3AK细胞 ，在体外培养10天

时其主要续111胞群为CD3( + )CDS( + )T全川胞 ，这些

细胞中有部分可能为肿瘤特异性细胞毒 T 细 胞 ，这

在病毒相关性肿瘤患者尤为明显 。Karlsson 等〔“
1
用

16 例进展晚期CRC的前哨淋巴制备CD3AK细胞

进行回输治疗 ，1 6例中4例为c R ,1 例为PR ,11 例

为SD 。NK全川 胞能对不表达 M卜IC一I 、11类分子的

肿瘤细胞和经化疗后产生应激分子的肿瘤细胞进行

杀伤
［'9一，01 。

NKT续川胞I 余通过穿孔素 、凡sL 等直接

杀伤肿瘤细胞外 ，还通过分泌细胞因子如INF一 丫

来增强适应性免疫细胞和固有免疫细胞的其他细胞

的杀伤活性 ，临 床 应 用 研 究 也 取 得 较 好 的 疗

效〔”一”
］。

响T 细胞主要识别肿瘤细胞的应激抗原 、

脂质抗原和磷酸化抗原等 ，同时对肿瘤干细胞也具

有杀伤作用。Bouet一肠ussaint 等
［23］

报告 ，自身 响『r

细胞能溶解患者原代培养的结直肠癌细胞 ，对正常

结直肠细胞无杀伤作用。响T 细胞应用于临床已取

得T较好的临床效果〔
2‘一2,］ 。

Kobayaslli等
［'8〕

报告

用自身，6T细胞体外扩增后回输治疗一例肾癌肺

转移患者取得完全缓解。成熟DC通过静脉回输和

淋巴结附近注射可以通过分泌细胞因子如IL一12

来激活初始 T 细胞 ，荷载结肠癌细胞抗原的DC在

体内可以诱发适应性免疫〔
’】 。

通过上述各种免疫

细胞的联合应用可以杀伤具有不同免疫原性的肿瘤

（肿瘤干细胞） ，和因受各种治疗后而产生的肿瘤逃

逸的群丛变型（ tu：、、 orescape varia：、 ts )，从而能达到

清除肿瘤和预防肿瘤复发的作用。

从表 5可以 看出 ，联合治疗组n 、l 期生存期明

显高于化疗组 ，而对W期的CRC患 者不明显。这可

能是由于晚期患者有多处转移 ，肿瘤体积大 ，回输细

胞不能杀伤所有肿瘤细胞 ；肿瘤负荷太大 ，形成的微

环境内已建立完善的防 御机制 ，进人瘤内免疫细胞

受肿瘤释放的免疫抑制作用而不能有效杀伤肿瘤细

胞。此外 ，由于肿瘤内新生血管和淋巴管缺乏相应

的薪附分子，血循环中的免疫细胞难以进入瘤内行

使杀伤功能
口1 。

因此 ，对于晚期肿瘤必须尽可能进



· 636 · 徐州医学 l先学报AC'rAACADEMIAI二氏11'l)ICIN:\I,:xUzll()U2011 ,31(9)

行免疫细胞瘤内注射 ，；手与介人治疗 、化放疗等有机

J也结合起来才能提高治疗效果。

由于细胞培养技术的发展和卫生行政部门的有

效监管 ，免疫细胞联合治疗 CRC 将成为一种安全有

效的治疗方法 。
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