
作者简介：宋文玲（１９７２）－，主治医师，本科，主要从事恶性肿瘤的诊断与治疗方面研究。

·技术与方法·　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１７．０２．０２１

两种培养基的培养体系对ＣＩＫ细胞增殖和功能的影响

宋文玲１，韩　蓉
１，张　曼

１，张　权
２，姚惟琦２，３，武栋成２，４

（１．湖北省武汉市黄陂区人民医院暨江汉大学附属第三医院肿瘤三科　４３００６０；２．武汉汉密顿生物科技股份

有限公司研发部，武汉４３００７５；３．武汉大学第一临床学院肿瘤中心，武汉４３００６０；

４．武汉大学基础医学院，武汉４３００７２）

　　［摘要］　目的　观察细胞因子诱导的杀伤细胞（ＣＩＫ细胞）增殖情况，检测ＣＩＫ细胞的表面分子表型和体外对白血病细胞

Ｋ５６２的杀伤作用。方法　通过用 Ｈ３培养基培养的分别来源于脐带血和患者自体外周血分离的单个核细胞（ＰＢＭＣ），添加重组

人γ干扰素（ＩＦＮγ）与ＣＤ３单抗，体外诱导ＣＩＫ细胞，在培养的第７天分别加入Ｈ３培养基和Ｔ５５１培养基继续诱导培养至１４ｄ。

计数观察ＣＩＫ细胞增殖能力，流式检测细胞表面ＣＤ３、ＣＤ５６的表达情况，ＣＣＫ８法检测两组培养基条件下对白血病细胞Ｋ５６２的

杀伤效果。结果　动态计数及表型分析结果表明，Ｈ３及 Ｈ３＋Ｔ５５１培养的ＣＩＫ细胞扩增倍数（包括脐带血ＣＩＫ总细胞数和自体

ＣＩＫ总细胞数）在第１４天均分别达到７６．９倍、６２．３倍；两种培养条件下脐带血ＣＩＫ细胞中 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性细胞含量分别是

（１６．７０±２．７２）％和（１０．８０±２．５９）％，自体 ＣＩＫ细胞中 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ 双阳性细胞含量分别是（１１．２３±６．６４）％和（１０．７０±

６．４２）％；体外杀瘤实验表明，当效靶比为５∶１时，Ｈ３培养的脐带血ＣＩＫ细胞杀伤率达到（３３．５０±９．９９）％，显著高于 Ｈ３＋Ｔ５５１

培养脐带血ＣＩＫ细胞的（２０．３±６．７６）％，差异有统计学意义（犘＝０．０１１），而 Ｈ３和 Ｈ３＋Ｔ５５１培养的自体ＣＩＫ细胞杀伤率分别

是（５９．６７±２７．５９）％和（４２．１３±１９．４７）％，差异无统计学意义（犘＝０．０８０）。结论　Ｈ３培养的脐带血和自体ＣＩＫ细胞具有较强

的体外抗白血病癌细胞活性，可应用于临床上白血病的过继性免疫治疗。
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　　体内回输免疫活性细胞的过继免疫疗法，具有一定的抗肿

瘤效果，与其他抗肿瘤药物相比，它能在没有损伤机体免疫系

统结构和功能的基础上，直接杀伤肿瘤细胞，并且调节和增强

机体的免疫功能，故而成为放化疗、肿瘤手术的重要辅助治疗

方法，为预防肿瘤复发、改善晚期患者的生存质量提供了新的

途径［１２］。为了得到更好的抗肿瘤效果，用于过继免疫疗法的

免疫活性细胞必须具有较强的细胞毒活性和增殖力，研究结果

显示细胞因子诱导的杀伤细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓ，

ＣＩＫ细胞）可以满足过继免疫治疗中对效应细胞的要求
［３４］。

ＣＩＫ细胞是将人外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕ
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ｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ），在体外用多种细胞因子如白细胞介素（ＩＬ）

２、ＩＬ１α、γ干扰素（ＩＦＮγ）、ＣＤ３单克隆抗体（ａｎｔｉＣＤ３ｍｏｎｏ

ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ＭａｂＣＤ３）等共同培养一段时间后获得的一群

异质细胞，兼有Ｔ淋巴细胞强大的抗瘤活性和自然杀伤（ＮＫ）

细胞的非主要组织相容性复合体（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ

ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）限制性杀瘤优点
［５７］，被认为是新一代抗肿瘤

过继细胞免疫治疗的首选方案［８］。

急性白血病是一种源于造血干细胞某一单株细胞的恶性

克隆性疾病，以儿童及青年居多，临床诊断一般可分为急性淋

巴性白血病和急性髓性白血病。目前化疗是急性白血病的常

规治疗方法，但是其较大的不良反应限制了化疗疗效的进一步

提高。细胞免疫治疗有可能为急性白血病的治疗提供有益帮

助［９１０］。由于ＣＩＫ细胞的增殖能力和杀瘤活性是影响细胞治

疗效果的重要因素，因此本研究拟通过观察不同成分培养基制

备的ＣＩＫ细胞的增殖能力和对白血病Ｋ５６２细胞株的杀伤力，

为提高ＣＩＫ细胞疗效提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　白血病细胞Ｋ５６２由武汉汉密顿生物科技股份有

限公司实验室提供。将Ｋ５６２用含１０％胎牛血清ＲＰＭＩ１６４０

培养，置于３７℃含５％ＣＯ２ 细胞培养箱中。试剂：ＩＬ２（美国

ＰＥＰＲ０ＴＥＣＨ公司），ＩＦＮγ（美国ＰＥＰＲ０ＴＥＣＨ公司），Ｍａｂ

ＣＤ３（日本ＴａＫａＲａ公司）。ＲＰＭＩ１６４０和胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂ

ｃｏ公司），ＣＣＫ８（５ｍｇ／ｍＬ，碧云天），ＦＩＴＣ抗ＣＤ３流式抗体

和ＰＥＣｙ５抗ＣＤ５６流失抗体（美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司）。

１．２　方法

１．２．１　效应细胞ＣＩＫ细胞的制备　使用密度离心方法常规

分离脐带血和白血病患者外周血制备单核细胞悬液，调整细胞

浓度为（１～２）×１０６／ｍＬ进行培养，于培养第１天在 Ｈ３培养

体系中加入ＩＦＮγ２０００Ｕ／ｍＬ，培养２４ｈ后加入ＩＬ２１０００

Ｕ／ｍＬ，ＭａｂＣＤ３１００ｎｇ／ｍＬ，刺激ＣＩＫ细胞的生长和增殖。在

培养的第７天，组１加入 Ｈ３（含１０００Ｕ／ｍＬ的重组人ＩＬ２）

培养基，组２加入Ｔ５５１（含１０００Ｕ／ｍＬ的重组人ＩＬ２）培养基

继续诱导培养至１４ｄ，保证细胞生长密度在（１～２）×１０６／ｍＬ。

计数培养第０、４、７、１０及１４天的ＣＩＫ细胞的数量。

１．２．２　效应细胞的表型分析　取培养第１４天的ＣＩＫ细胞以

流式抗体染色，流式细胞仪分析，测定ＣＩＫ细胞ＣＤ３＋ＣＤ５６＋

双阳性细胞的百分比。

１．２．３　ＣＣＫ８法杀伤活性鉴定ＣＩＫ对Ｋ５６２的杀伤作用　以

不同效靶比（１∶１、２∶１、５∶１）将ＣＩＫ效应细胞与 Ｋ５６２细胞

各５０μＬ，一起放入９６孔培养板中，另设单独靶细胞和单独效

应细胞对照孔，以及空白培养基对照孔，每组设３孔，３７℃、

５％ＣＯ２ 孵箱中培养４ｈ，用ＣＣＫ８显色法测定，确定各组吸光

度值（犃值）按下列公式计算杀瘤率
［１１１２］：杀伤活性（％）＝［１－

（实验孔犃 值－效应细胞犃 值）／（靶细胞犃 值－空白孔犃

值）］×１００％

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０进行统计学分析，计量资

料用狓±狊表示，组间比较采用成组设计资料的狋检测和多个

均数的狇检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　两种培养基体外诱导ＣＩＫ细胞的增殖水平　实验结果

显示，Ｈ３培养基培养的ＣＩＫ细胞直至第４天后开始大量增

殖，细胞数量呈非线形增长。从脐带血分离的细胞继续经 Ｈ３

培养基培养至第７、１０、１４天时，至培养第７天约增加２３．３倍，

其后进入快速增长期，至第１４天约增加７６．９倍；继续经Ｔ５５１

培养基培养至第７天约增加２３．３倍，其后进入快速增长期，至

第１４天约增加６２．３倍。同时，从外周血分离单个核细胞继续

经 Ｈ３培养基培养至第７、１０、１４天时，培养至第７天约增加

２０．２倍，其后进入快速增长期，至第１４天约增加７６．９倍；继

续经Ｔ５５１培养基培养至第７天约增加１７．５倍，其后进入快速

增长期，至第１４天约增加６２．３倍（图１）。两种培养基体外诱

导的ＣＩＫ细胞第１４天的形态学照片如图２所示。

图１　　两种培养基诱导不同来源ＣＩＫ细胞的增殖水平

　　Ａ：来源脐带血，Ｈ３培养基；Ｂ：来源脐带血，Ｈ３＋Ｔ５５１培养基；Ｃ：

来源自体，Ｈ３培养基；Ｄ：来源自体，Ｈ３＋Ｔ５５１培养基。

图２　　两种培养基诱导不同来源的ＣＩＫ细胞形态（×１００）

２．２　两种培养基诱导的ＣＩＫ细胞表型　随着培养时间延长，

Ｈ３和Ｔ５５１培养基培养的ＣＩＫ细胞表达ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性

细胞的比例逐渐增加，细胞培养至第１４天时，流式细胞术进行

检测，结果如图３所示。Ｈ３培养基诱导的脐带血和自体ＣＩＫ

细胞中ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ 细胞百分比分别为（１６．７０±２．７２）％和

（１１．２３±６．６４）％，Ｔ５５１培养基诱导的脐带血和自体ＣＩＫ细

胞中 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ 细胞百分比分别为（１０．８０±２．５９）％和

（１０．７０±６．４２）％，两种培养基诱导第１４天获得的自体、脐带

血ＣＩＫ细胞表型见表１、２。

２．３　ＣＩＫ细胞对Ｋ５６２的杀伤作用　当效靶比为１∶１时，Ｈ３

培养基培养１４ｄ的脐带血和自体 ＣＩＫ 细胞杀瘤率分别是

（１２．３３±１２．４９）％和（１９．４３±１２．６５）％，Ｔ５５１培养基培养１４

ｄ的脐带血和自体ＣＩＫ细胞杀瘤率分别是（６．２０±８．５９）％和

６１２ 重庆医学２０１７年１月第４６卷第２期



（１６．２３±８．６３）％；当效靶比为２∶１时，Ｈ３培养基培养的脐带

血和自体 ＣＩＫ 细胞杀瘤率分别是 （１９．９７±１６．６８）％ 和

（３３．３７±１５．６２）％，Ｔ５５１培养基培养１４ｄ的脐带血和自体

ＣＩＫ 细 胞 杀 瘤 率 分 别 是 （１０．９３±８．２４）％ 和 （２５．３８±

１０．９９）％；当效靶比为５∶１时，Ｈ３培养基培养的脐带血和自

体ＣＩＫ 细胞杀瘤率分别是（３３．５０±９．９９）％和（５９．６７±

２７．５９）％，差异有统计学意义（犘＝０．０１１），Ｈ３＋Ｔ５５１培养基

培养１４ｄ的脐带血和自体ＣＩＫ细胞杀瘤率分别是（２０．３０±

６．７６）％和 （４２．１３±１９．４７）％，差 异 无 统 计 学 意 义 （犘＝

０．０８０）。ＣＩＫ细胞对白血病 Ｋ５６２细胞的杀伤作用与浓度有

关。相同浓度下作用２４ｈ，Ｈ３培养基培养的ＣＩＫ细胞的杀伤

效率优于Ｔ５５１培养基培养的ＣＩＫ细胞，见表３。

图３　　两种培养基诱导第１４天Ｔ细胞表面

ＣＤ３＋和ＣＤ５６＋的表达

表１　　两种培养基诱导第１４天获得的脐带血ＣＩＫ细胞表型

脐血ＣＩＫ 活细胞数（１０９）ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ ＣＤ３－ＣＤ５６＋ 效应细胞数（１０９）

Ｎ１ ２１．４０ １９．８ ０．９ ４．４３

Ｎ２ １８．７４ １３．７ ０．６ ２．６８

Ｈ１ ２０．０３ １４．７ ３．４ ３．６３

Ｈ２ １７．３９ １０．０ ３．５ ２．３５

Ｍ１ ２０．２５ １５．６ ０．３ ３．２２

Ｍ２ １９．９８ ８．７ ０．３ １．８０

　　Ｎ１、Ｈ１、Ｍ１和 Ｎ２、Ｈ２、Ｍ２分别表示 Ｈ３和Ｔ５５１培养基培养诱

导第１４天获得的脐带血ＣＩＫ细胞，实验重复３次。

表２　　两种培养基诱导第１４天获得的自体ＣＩＫ细胞表型

自体ＣＩＫ 活细胞数（１０９）ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ ＣＤ３－ＣＤ５６＋ 效应细胞数（１０９）

５ａ ５．９４ １０．０ ８．６ １．１０

５ｂ ５．７６ １０．１ ７．１ ０．９９

６ａ ５．３８ １８．４ １６．７ １．８９

６ｂ ４．９１ １７．４ １５．７ １．６３

７ａ ６．７９ ５．３ ２．９ ０．５６

７ｂ ６．０７ ４．６ ２．９ ０．４６

　　５ａ、６ａ、７ａ和５ｂ、６ｂ、７ｂ分别表示 Ｈ３和Ｔ５５１培养基培养诱导第

１４天获得的自体ＣＩＫ细胞，实验重复３次。

表３　　ＣＩＫ对Ｋ５６２的杀伤效率（狓±狊，％，狀＝３）

细胞 效靶比 Ｈ３培养基培养 Ｈ３＋Ｔ５５１培养基培养

脐血ＣＩＫ １∶１ １２．３３±１２．４９ ６．２０±８．５９

２∶１ １９．９７±１６．６８ １０．９３±８．２４

５∶１ ３３．５０±９．９９ａ ２０．３０±６．７６

自体ＣＩＫ １∶１ １９．４３±１２．６５ １６．２３±８．６３

２∶１ ３３．３７±１５．６２ ２５．３８±１０．９９

５∶１ ５９．６７±２７．５９ ４２．１３±１９．４７

　　ａ：犘＜０．０５，与 Ｈ３＋Ｔ５５１培养基培养。

３　讨　　论

免疫细胞过继疗法已成为放化疗后肿瘤患者辅助治疗的

重要手段之一。ＣＩＫ细胞是由人体血液中酶单个核细胞在体

外条件下经过多种细胞因子共同刺激诱导而成的［１３１４］，是一

类非主要组织相容性复合物和非Ｔ细胞受体限制性的免疫活

性细胞，其主要效应细胞为ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性细胞
［１５］。

本研究显示随着培养时间的延长，Ｈ３和 Ｈ３＋Ｔ５５１培养

基培养的ＣＩＫ细胞的数量及ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性细胞的比例

均升高。Ｈ３培养基体外培养１４ｄ的脐带血和自体ＣＩＫ细胞

其细胞数量增加７６．９倍，同时表达ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双阳性细胞

的比例也达到较高水平，分别约为 （１６．７０±２．７２）％ 和

（１１．２３±６．６４）％；同时，Ｈ３＋Ｔ５５１培养基体外培养１４ｄ的

ＣＩＫ细胞其细胞数量增加６２．３倍，同时表达ＣＤ３＋ＣＤ５６＋双

阳性细胞的比例也达到较高水平。

本研究对比了相同效靶比及相同培养方式下同种来源两

的ＣＩＫ细胞对Ｋ５６２的杀伤效率。相同效靶比的来源于脐带

血或自体ＣＩＫ细胞，Ｈ３培养条件下对Ｋ５６２的杀伤效率高于

Ｈ３＋Ｔ５５１培养条件下对Ｋ５６２的杀伤效率，显示ＣＩＫ细胞能

有效地杀伤Ｋ５６２细胞。尤其，当效靶比为５∶１时，Ｈ３培养

基培养的脐带血和自体 ＣＩＫ 细胞杀瘤率分别是（３３．５０±

９．９９）％和（５９．６７±２７．５９）％，Ｔ５５１培养基培养１４ｄ的脐带

血和自 体 ＣＩＫ 细 胞 杀 瘤 率 分 别 是 （２０．３０±６．７６）％ 和

（４２．１３±１９．４７）％，但个体差异较大。来源脐带血ＣＩＫ细胞

对Ｋ５６２具有较稳定的杀伤作用，但来源自体的ＣＩＫ细胞对

Ｋ５６２具有较高的杀瘤率。结合图２流式细胞分析可推测，Ｈ３

和Ｔ５５１培养条件下，自体ＣＩＫ在杀伤Ｋ５６２时伴随 ＮＫ细胞

的杀伤作用，推测可能是 Ｈ３和Ｔ５５１培养条件产生ＣＩＫ细胞

的同时，伴随ＮＫ细胞产生，从而产生较高的杀瘤率。因此，临

床输入ＣＩＫ细胞治疗肿瘤应达到一定的数量并维持一定时

间，根据患者个体差异，若瘤体内ＣＩＫ细胞数量与肿瘤细胞数

量之比能维持在５∶１水平以上，有望达到较好的治疗效果。

故而 Ｈ３培养的脐带血和自体ＣＩＫ细胞具有较强的体外抗白

血病癌细胞活性，可应用于临床上白血病的过继性免疫治疗，

并为临床治疗恶性肿瘤提供理论依据。
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