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脐血CIK细胞抗肿瘤研究及临床应用进展

刘 涛张旎娴何凤张丹项 方 卢 斌
(第三军医大学新桥医院肿瘤生物治疗中心重庆400037)

摘要：肿瘤的生物治疗尤其是用免疫活性细胞输注的过继免疫治疗是目前研究热点之一，是继手术、放疗、化疗三大常规治疗的

又一新的治疗肿瘤的方法。此疗法不仅是常规抗肿瘤治疗的补充，更是为晚期不宜手术或无法承受放疗化疗所带来的副作用的患

者开辟了一个新的治疗途径，可取得常规方法无法达到的疗效，成为人类抗击肿瘤最有希望的战略措施之一。细胞因子诱导的杀

伤细胞是用于肿瘤过继免疫治疗较为有效的免疫效应细胞之一，是目前所知杀伤活性最高的肿瘤杀伤细胞，具有增殖速度快、杀

瘤活性高、杀瘤谱广的特点，对正常骨髓造血前体毒性小，已大量应用于临床。脐血CIK细胞增殖速度、杀瘤活性优于外周血C1K

细胞，移植后移植物抗宿主病发生率更低等优点，因而受到广泛关注。本文就脐血CIK细胞的抗肿瘤研究的特点及临床应用进展

作一综述。

关键词：脐血；CIK细胞；抗肿瘤；临床应用

中图分类号：R730．51文献标识码：A文章编号：1673—6273(2014)02—368·04

Antitumor Research and Clinical Application of Cord Blood CIK Cells

L／U Tao,ZHANGNi-xian,HEFeng,ZHANGDan,XIANGFang,LUBin

(CenterForCancerBiotherapyofXinQiaoHospital ThirdMilitaryMedicalUniversity,Chongqing,400037,china)

ABSTRACT：Adoptive immunotherapy is one of the hottest subject in biotherapy of tumor，which has been a new tumor therapy

method followed by surgery，radiotherapy，and chemotherapy three conventional treatment．This treatment is not only the supplement to

conventional therapy,but also apply hope to people who can not sustain the side effects of radiotherapy and chemotherapy any longer．

Cytokine-induced killer(CIK)is a new generation of adoptive immunocell therapy．CIK cells is known as the highest efficient

tumor-killing cell，not only have the characteristics ofrapid proliferation，high efficiency，and broad spectrum in killing oftumor cells，but

also have small toxicity to hematopoietic progenitor cells of normal magow．It has been widely used in clinical．The cells proliferation

speed．the anti-tumor activity and the incidence of graft-versus-host disease(GVHD)of CIK cells originated from umbilical cord blood

are superior to those from peripheral blood．So，it has attracted the worldwide extensive attention．This article reviewed the anti-tumor

research progress and clinical application of Cord Blood C1K cells．
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日Ⅱ青

CIK(Cytokine—Induced Killer)是细胞因子诱导的杀伤细胞

治疗方法的简称，具体制备方法是将病人外周血单核细胞(Pe—

ripheral Blood Mononuclear Cells，PBMNC)进行分离后，在体外

用多种细胞因子(如IFN．^y、anti．CD3mAb、1L一2、IL—l等)共同培

养激活后获得的一群以CD3+CD56+、CD3+CD8+为主异质细

胞。该细胞又称自然杀伤(Natural Killer，NK)细胞样T淋巴细

胞，能够同时表达CD3和CD56两种膜蛋白分子，兼具有T淋

巴细胞强大的杀瘤活性和NK细胞的非主要组织相容性复合

体(Major Histocompatibility Complex，MHC)限制性杀瘤特点

⋯。它是迄今发现的所有免疫效应细胞中，增殖能力最强、细胞

毒活性较强的细胞。

CIK细胞在抗肿瘤过继免疫治疗中，具有增殖速度快、杀

瘤活性高(杀伤效率约为LAK细胞80倍)、杀瘤谱广(对化疗
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耐药的瘤细胞也能高效杀伤)、副作用小(精确杀伤瘤细胞而不

伤及正常细胞)等优点【“。目前，CIK细胞成为新一代肿瘤过继

免疫治疗的主力军，应用CIK细胞治疗肿瘤已在广泛的临床应

用中得到证实，疗效确切，安全性高，副作用极小，被称之为“绿

色生物细胞疗法”。

尽管CIK细胞在抗肿瘤免疫治疗有前述诸多优点，且已有

研究表明自体CIK细胞能有效的对抗肿瘤细胞，并已广泛应用

于临床治疗。但是不同来源的CIK细胞的各组分不同，其疗效

及毒副作用可能也不尽相同。近年来，随着脐血的广泛应用，脐

血已成为获得CIK细胞的一个重要来源，相对于外周血CIK

(Peripheral Blood CIK，PB—CIK)细胞，脐血CIK(Cord Blood

C1K，CB．cIK)细胞增值更快、杀瘤活性更强，免疫原性低，移植

后GVHD发生率亦低刚。已有文献报道脐血CIK在体外的扩

增能力和杀伤活性两个方面均优于自体CIK细胞。本文就

CB—CIK细胞的来源、免疫特性、增殖能力、抗肿瘤效应特点及

临床应用现状作一简述。以期为脐血CIK细胞抗肿瘤临床试验

和临床应用提供参考。
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CIK细胞在全身均有分布，在肝脏中CIK分布最多，其次

为外周血，但是CIK细胞中的效应细胞CD3+和CD56+细胞在

正常人外周血中极其罕见，仅1％一5％。脐血CIK细胞来源于脐

带血，其具体制备过程是：无菌条件下采集足月顺产产妇的胎

儿脐带血，待胎儿娩出后，在胎儿端脐带用无菌采血袋依靠重

力作用采集，采血量40．100 mL，采集后6 h内处理。对脐带血

进行检查，无各种传染病和血液系统疾病后，按常规方法提取

脐血单个核细胞，以抗CD3单克隆抗体、重组人白细胞介素一2

和干扰素一^y为诱导剂，体外扩增成CIK细胞。

国内学者袁碧和等比较脐血与成人外周血的成分发现，

脐血中不仅含有高于成人外周血的RBC、WBC及PTL，而且

还含有大量的造血干细胞Is]。国外研究者也发现CB中CIK前

体细胞含量高，易扩增更多的C1K细胞；CB中的淋巴细胞的

绝对值较高，有一定比例的幼稚细胞，具有较强的增殖潜力【6】。

朱秋娟等认为脐血单个核细胞在体外可以被培养为CIK细

胞，且扩增潜能极大，扩增倍数极高，细胞毒活性强，脐血CIK

细胞在培养2—3周后大量增生，扩增约(64．4±16)倍，其中

CD3+CD56+细胞扩增约900倍用。

目前，已有大量的实验证明脐血CIK比外周血CIK具有

更强的增殖能力。如：王家祥等研究发现脐血CIK与外周血

CIK在培养过程中，脐血CIK增殖能力明显强于外周血CIK，

随时间变化二者比较差异有显著性意义(P<0．05)【3】。牟青杰等

也发现，脐血来源的CIK细胞与患者自体血、正常人外周血相

比，初始提取效率高，体外增殖速度明显高于两种外周血，并持

续在较高状态。而患者的CIK增殖缓慢，呈现高峰延迟阐。其原

因可能是，肿瘤患者外周血中总淋巴细胞降低，各淋巴细胞亚

群比例紊乱，血清中存在众多免疫抑制因子，不利于扩增。

与外周血CIK研究结果相似，脐血CIK与DC共培养，增

值能力显著。翟欣辉等人，采集脐血单个核细胞诱导DC和

CIK细胞，并将DC与CIK细胞按1：5的比例混合培养后，脐

血DC—C1K细胞的增殖能力显著高于外周血DC—CIK细胞

(P<O．05)(91。员建民等将DC和CIK细胞按1：5的比例混合

培养，脐血DC—C1K细胞增殖能力显著，培养15 d，扩增到原来

的80多倍[⋯。

2脐血CIK细胞的杀瘤机制及杀瘤活性

CIK细胞的杀伤作用是非MHC限制性的，因其较高的存

活率和较强的增殖能力，具有很强的细胞毒活性。C1K细胞对

肿瘤的杀伤机制比较复杂，其具体作用机制目前仍未完全明

确。

目前研究显示，CIK可通过下列三种途径对肿瘤进行杀

灭，即：0)ClK细胞直接杀伤肿瘤细胞，在受到外源性抗

CD3McAB或某些淋巴因子作用时，CIK细胞会大量释放颗粒

酶／穿孑L素等具有细胞毒性的胞浆颗粒到胞外，这些颗粒能穿

透靶细胞膜，直接导致肿瘤细胞的裂解；(2)CIK细胞活化后，可

大量分泌多种炎性细胞因子，如：IFN一1、TNF—d和IL一2等，不

仅对肿瘤细胞有直接抑制作用，而且还可通过调节免疫系统间

接杀伤肿瘤细胞；(3)诱导肿瘤细胞凋亡及坏死，CIK细胞能活

化肿瘤细胞凋亡基因，使得FLIP、Bcl一2、Bcl—xL、DADl和sur．

vivin基因等表达上调；此外，CIK细胞表达的Fas L(II型跨膜

糖蛋白)通过与肿瘤细胞膜表达的Fas(I型跨膜糖蛋白)结合，

诱导肿瘤细胞凋亡，由于CIK细胞有抗凋亡基因表达，因此在

体内能抵抗Fas L阳性肿瘤细胞对CIK的反作用，故CIK能对

肿瘤细胞持久的发挥溶瘤作用。

Introna等从脐带血中分离出少量的有核细胞，用抗CD3

单克隆抗体(OKT3)和IFN．吖一同刺激单核细胞，再用IL-2扩

增，产生的CIK细胞对T、B淋巴瘤和粒细胞白血病等多种肿

瘤细胞系都具有很强的细胞毒性，更重要的是，对原始白血病

细胞集落也具杀伤作用，并且，高水平表达穿孔素、NKGZD分

子⋯1。国内学者刘刚等认为，脐血CIK细胞体外增殖速度快，杀

瘤活性高，其对人胆囊癌细胞株GBC．SD具有明显的细胞毒作

用，研究脐血CIK细胞对胆囊癌的过继性免疫治疗具有重要的

临床意义m】。王新帅等用癌胚抗原重组基因痘苗(CEA-Ⅳ)负荷

脐血来源树突状细胞(DCs)诱导特异性CIK细胞对结肠癌细

胞株Lovo有很好的杀伤活性【13】。

相比外周血CIK细胞，CB．CIK细胞对不同的肿瘤细胞系

显示出较强的杀伤活性，并且随着效靶比的增高而逐渐增强[1“61。

CB—CIK细胞的杀伤活性高于PB．CIK细胞，单位体积内的前

体细胞CB高于PB，这样单位体积的细胞悬液内就有更高比

例的效应细胞，因此CB．CIK的杀伤率更高一些I”“。脐血、正

常人、淋巴瘤患者外周血来源的单个核细胞CD3、CDl6+56阳

性的细胞比例分别为46．0％±3．34％、34．3％±2．50％、19．8％±

4．63％，脐血来源的单个核细胞CD3、CDl6+56阳性的细胞比例

明显高于其他两种来源(P<0．05)，脐血CIK表现的杀伤活性最

强，与其他两种来源相比，差异有显著性(P<0．05)网。王家祥等

研究发现，不同来源的CIK细胞杀伤肿瘤细胞的机制不同，

CB—CIK细胞的杀伤活性高于外周血CIK细胞，从透射电镜下

观察CB—CIK细胞作用后的肿瘤细胞，一部分发生凋亡，一部

分发生坏死，与外周血CIK细胞作用后的肿瘤细胞变化相似，

但是脐血组中发生坏死的细胞相对比较多，而外周血组中则发

生凋亡的细胞相对比较多，二者的差异有统计学意义。所以认

为脐血CIK细胞以诱导肿瘤细胞坏死为主，外周血CIK细胞

以诱导肿瘤细胞凋亡为主【3]。而且，脐血CIK与DC共培养杀伤

活性更强，李贵新等研究证实，脐血CIK、DC—CIK细胞对

K562、raji、MCF-7细胞均具有较强的杀伤作用，DC．CIK增殖

活性和杀伤活性明显高于单纯cⅨ刚。

3脐血CIK细胞的安全性

为了保障脐血CIK细胞的临床应用的安全，脐血CIK细

胞要进行一系列严格的安全性检测。正常足月妊娠健康产妇，

于胎儿娩出断脐消毒后，选较粗脐静脉穿刺，封闭式无菌条件

下采血，肝素抗凝。采血量40—100mL，平均80mL，4℃存放<8

h。具体方法是：无菌条件下取脐血2—3 mL，80x g离心5分钟

后，用上清液做HIVl，HIV2，HBsAg，HCV和梅毒(TRUST)检

测。即艾滋病、肝炎和梅毒螺旋体全部阴性的脐血标本方可使

用。用于制备CIK细胞的每份脐血都必须进行病毒检测。回输

细胞前，脐血CIK细胞要进行，(1)细菌检测：无菌条件下取

CIK细胞悬液1 mL，1500×g离心5分钟后，取沉淀细胞涂片，

瑞氏染液染色，高倍镜下查不到大肠杆菌为合格。(2)病毒检

测：方法同脐血的病毒检测。(3)热原(内毒素)检测：按照《中华

人民共和国药典))2005版二部附录XIE细菌内毒素检查法，进

行体外培养的脐血CIK细胞上清液检测，以小于10EU／ml为
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合格。高倍镜下未见大肠杆菌。脐血CIK细胞内未见艾滋病、

肝炎和梅毒螺旋体。体外培养的脐血CIK细胞上清液中E细

菌内毒素小于10EU／ml。表明脐血CIK细胞安全、可用于肿瘤

病人的过继免疫治疗。

广州医学院附属肿瘤医院从健康产妇足月分娩的脐带血

中提取单个核细胞制备CIK细胞，治通过CIK细胞输注，使现

有方法治疗无效的二位严重型红斑狼疮患者的症状完全恢复，

实验室指标明显好转，已能进行正常的生活和学习刚；并且，该

医院运用脐血CD3AK细胞和脐血CIK细胞治疗肿瘤近10

年，除了有5％患者有轻，中度的发热外，未见任何不良反应，实

践证明使用安全。

4脐血CIK细胞的临床应用

CIK细胞等过继免疫疗法可以在不损伤机体免疫系统和

功能的前提下，直接杀伤肿瘤细胞。同时在调节和增强机体的

免疫功能、清除微小残余病灶方面等方面也发挥着重要作用，

因而成为肿瘤手术、放化疗的重要辅助手段，为预防肿瘤复发，

改善晚期患者的生存质量提供了新途径。近年来，随着免疫学、

分子生物学、细胞生物学技术的快速发展，国内外越来越多的

机构、学者开始尝试应用CIK治疗癌症患者，目前脐血CIK细

胞过继免疫治疗在抗肿瘤方面的研究已取得了一定的进展。

Niu等收集了40例恶性实体瘤患者，将其分为2组，

CB．CIK细胞联合化疗药物组及化疗药物组，CB—CIK细胞联

合化疗药物组化疗后一周输注CB-CIK细胞，12d内共输注6

次。随访结果发现。用CB．CIK细胞组的有效率和控制率分别

是30％、80％，复发及平均存活时间是3．45个月、11．17个月；而

对照组相应的数值分别是15％、70％及2．03个月、7．52个月，

且用CB．CIK细胞组无进展生存期及总生存数高于化疗组阎。

罗社文等利用自体肿瘤抗原负载的树突细胞(DCTAA)联合配

型脐血来源的细胞因子诱导的杀伤细胞免疫联合治疗48例中

晚期肺癌，结果，48例接受脐血DCTAA·CIK治疗的患者中，

完全缓解(CR)+部分缓解(PR)为37例，总缓解率77．1％，临床

症状评分改善率78．9％一84．7％；Kamofsky评分提高率为89．6％

(43／48)，1年生存率80．6％，不良反应轻微；结论，脐血来源的

DCTAA—CIK细胞过继性免疫治疗是治疗中晚期肺癌的一种

良好的方法，能显著提高患者免疫功能，改善患者临床症状，提

高生存质量，延长生存期吲。何伟星等从广州医学院附属肿瘤

医院2003年一2006年期间住院的肿瘤患者中，选出15例中晚

期肺癌患者进行脐血C1K细胞过继免疫治疗。研究结果显示，

肺癌病人经脐血CIK细胞过继免疫治疗后，其免疫功能有不

同程度的改善，患者外周血的各种淋巴细胞计数有不同程度的

升高，PBMC的杀伤活性较治疗前有明显提高，且病人无主诉

不适俐。解放军463医院血液消化内科杨晓凤等，参考外周血

分离CIK细胞的原理，在脐带血中分离出CIK细胞，并应用于

临床，先后为15例白血病、恶性淋巴瘤、实体瘤等患者输入脐

血CIK细胞治疗，取得了较好效果，各晚期肿瘤均不同程度的

延长了生存期，未发现任何不良反应㈣。武警总医院的研究小

组邓笑伟等，采用脐血配合自体、同种异体细胞制备C1K／DC

细胞治疗晚期肺癌患者21例，取得了较明显的疗效。21例患

者，2例病情得到完全缓缓解(CR)、7例病情部分缓解(PR)，与

治疗前相比，生活质量明显提高㈣。

目前国内外已广泛开展针对多种肿瘤的CIK细胞治疗临

床试验，从中国临床试验注册中心搜索到，解放军105医院呼

吸科的王伟等，正在开展脐血CIK细胞输注治疗原发性支气管

肺癌疗效和安全性的对照研究I期非随机对照试验。该临床试

验目的是考察脐血CIK细胞输注治疗中晚期原发性支气管肺

癌的疗效和安全性，为原发性支气管肺癌的治疗寻找一种更为

安全有效的疗法。

5问题与展望

肿瘤治疗已经进入了个体化综合治疗时代，肿瘤个体化治

疗需要采用个体性化生物治疗。虽然，自体或脐血CIK细胞在

抗肿瘤临床治疗上取得了一定的效果。但是，CIK细胞过继免

疫疗法作为一个新的治疗手段，治疗方案和标准，需要进一步

的探索。

目前，CIK细胞的制备可以采用脐带血，也可采用患者的

外周血；但肿瘤患者尤其是晚期肿瘤患者常伴有恶液质、贫血

等一系列症状，如果采集自体外周血制备，一方面CIK细胞数

量不足，另一方面可能会加重上述症状，外周血的大量采集，会

使机体免疫系统出现”暂时空虚”，易继发感染。脐血CIK细

胞在体外的扩增能力和杀伤活性两个方面均优于自体外周血

CIK细胞；并且，脐血具有来源方便、免疫原性弱、含有大量造

血干细胞、输注时移植物抗宿主病发生率(grafl-versis—host-dis—

ease，CoVHD)低等优点，可安全地应用于临床治疗。所以，采用

脐血配合自体、同种异体细胞制备CIKJDC细胞进行肿瘤治疗

具有独特的优势，在肿瘤的细胞免疫治疗中具有广阔的前景。
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