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树突状细胞诱导的杀伤细胞治疗非霍奇金淋巴瘤患者的应用价值
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　　摘　要：目的　探讨树突状细胞诱导的杀伤细胞（ＤＣＣＩＫ）治疗非霍奇金淋巴瘤的临床效果。方法　选取２０１１年１月至

２０１４年１２月该院收治的８４例非霍奇金淋巴瘤作为研究对象，按数字表法将患者随机分为观察组与对照组，观察组患者采用ＤＣ

ＣＩＫ治疗，对照组患者使用细胞因子诱导的杀伤细胞（ＣＩＫ）治疗。收集培养好且细菌检测为阴性的ＤＣＣＩＫ或ＣＩＫ细胞，应用无

菌生理盐水清洗３次，将ＡｇＤＣ致敏后的ＣＩＫ细胞离心洗涤，用１００ｍＬ生理盐水、２５ｍＬ人血清蛋白和２０万单位白细胞介素２

（ＩＬ２）重悬细胞，２ｈ内回输给患者，回输前给予患者肌注非那根２５ｍｇ。观察并比较２组患者的临床治疗效果。结果　观察组患

者的细胞增殖速率显著高于对照组，培养第６天，细胞数明显大于对照组。随培养时间的增加，ＤＣＣＩＫ细胞 ＣＤ３＋／ＣＤ８＋、

ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋的双阳性细胞比例显著高于同等条件下的ＣＩＫ细胞，且ＤＣＣＩＫ细胞的分泌因子水平显著高于同等条件下的ＣＩＫ

细胞，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＤＣＣＩＫ细胞治疗非霍奇金淋巴瘤具有明显的临床效果，值得进一步深入研究。
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　　恶性淋巴瘤是临床常见恶性肿瘤，且近年来发病率呈逐年

增高趋势［１］。尽管随着医学的不断发展，恶性淋巴瘤的治疗方

法取得了较大的进展，但常规的放、化疗仍然不能够完全缓解，

且存在治疗后复发的情况［２］。细胞因子诱导的杀伤细胞

（ＣＩＫ）是将人外周血单个核细胞在体外与多种因子共同培养

后，获得异质细胞，其除兼具Ｔ细胞的抗肿瘤活性还具有自然

杀伤细胞（ＮＫ）的非 ＭＨＣ限制性细胞毒活性
［３］。该方法对非

霍奇金淋巴瘤患者进行治疗能够取到较好疗效，现探讨树突状

细胞（ＤＣ）与ＣＩＫ即ＤＣＣＩＫ在非霍奇金淋巴瘤治疗中的应用

价值。报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年１月至２０１４年１２月该院肿瘤

科收治的８４例非霍奇金淋巴瘤患者，按数字表法将患者随机

分为观察组与对照组。观察组患者４２例，男２３例，女１９例，

年龄２０～８１岁，平均年龄（５２．４±４．６）岁，采用ＤＣＣＩＫ进行

治疗；对照组患者４２例，男２４例，女１８例，年龄１９～７９岁，平

均年龄（５１．６±５．１）岁，使用ＣＩＫ进行治疗。２组患者的年龄、

性别等一般资料比较，差异无统计学意义（犘＜０．０５），具有可

比性。患者均签署知情同意书，并获该院伦理委员会审批

通过。

１．２　纳入标准　（１）所有患者均符合非霍奇金淋巴瘤的诊断

标准。（２）无其他恶性肿瘤。（３）近２个月内未接受任何放化

疗治疗。

１．３　细胞培养与治疗方法

１．３．１　ＤＣ的制备　（１）将采集的外周血收集至２支离心管，

２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，将沉淀细胞混合，加生理盐

水至２５ｍＬ，使沉淀细胞充分悬浮。另取１支离心管，加入淋

巴细胞分离液２０ｍＬ，采用滴管将血细胞悬液缓慢转移至淋巴
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细胞分离液的表面，使两者之间形成清晰的界面。（２）２０００ｒ／

ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，从管底到液面分为４层，依次为红细胞和

粒细胞层、淋巴细胞分离液层、外周血单个核细胞层（ＰＢＭＣ

层）、血浆层。使用吸管将ＰＢＭＣ层吸出，转移至另１支离心

管。（３）加生理盐水至４０ｍＬ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清

液，将沉淀细胞悬浮，加入生理盐水至４０ｍＬ，充分混匀后，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。共离心洗涤３次。（４）最后１次离心

结束后弃上清液，将沉淀细胞均分为３份，分别转移至３个培

养瓶，各加入４０ｍＬ的免疫细胞无血清培养液培养，分别记为

Ａ１、Ａ２、Ａ３。（５）２ｈ后取出培养的细胞，分别将Ａ１、Ａ２、Ａ３中

悬浮的淋巴细胞转移至另外３个培养瓶中，分别记为Ｂ１、Ｂ２、

Ｂ３。３个Ｂ瓶中加入ＩＦＮγ，第２天加入ＩＣ因子（含有ＩＬ２和

抗ＣＤ３单抗），诱导培养ＣＩＫ；３个含有贴壁细胞的 Ａ瓶中各

加入４０ｍＬ的免疫细胞无血清培养液和 Ｈ１、Ｈｂ因子，诱导培

养ＤＣ。（６）ＤＣ培养过程中，如有发黄，则换液，补加 Ｈ１和 Ｈｂ

因子。

１．３．２　ＣＩＫ的制备　取患者外周血，分离出单个核细胞，采用

ＩＭＤＭ培养液悬浮细胞，然后按每瓶细胞数为１×１０７ 接种至

２５ｃｍ２ 的培养瓶。置于３７℃孵育箱中放置，使细胞贴壁。２ｈ

后收集非贴壁细胞，部分细胞用来分离Ｔ淋巴细胞，并每隔３

ｄ更换１次培养液。

１．３．３　ＤＣＣＩＫ的制备　首先单独将ＤＣ、ＣＩＫ细胞培养４ｄ，

然后１∶１０混合，培养体系仍以ＣＩＫ细胞为培养体系，培养４

ｄ后相关指标进行检查。

１．３．４　细胞回输　收集培养好且细菌检测为阴性的细胞，使

用无菌生理盐水清洗３次，并加入１０％的人血蛋白配置成１００

ｍＬ后进行第１次回输，将 ＡｇＤＣ致敏后的ＣＩＫ细胞离心洗

涤，用１００ｍＬ生理盐水、２５ｍＬ人血清蛋白和２０万单位白细

胞介素２（ＩＬ２）重悬细胞，２ｈ内回输给患者，观察组回输制备

好的ＤＣＣＩＫ细胞，对照组则回输ＣＩＫ细胞，回输前给予患者

肌注非那根２５ｍｇ。第１０天换液加入ＩＬ２１０００Ｕ／ｍＬ及ＩＬ

１５１０ｎｇ／ｍＬ进行第２次回输，第１４天将细胞全部回输。将

以上３次回输作为１个疗程，持续治疗２个疗程。（４）细胞采

集２个疗程结束后的第２１天至第２８天，再次采患者外周血，

进行培养和检测。

１．４　观察指标　观察２组患者细胞增殖速率，采用 ＭＴＴ法

检测细胞体外增殖速度，分别取２组患者外周血，应用０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液清洗，用０．１２５％胰蛋白酶消化，分别接种于９６

孔培养板，每种细胞各接种４０孔，余１６孔作为空白对照孔。

接种后第０、１、２、３、４天，２种细胞各取出８孔，吸出培养液，

ＰＢＳ清洗２次，每孔加入 ＭＴＴ商品名：噻唑蓝溶液（购于北京

中生瑞泰科技有限公司）（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，３７℃孵育４ｈ后

终止培养。小心吸弃孔内培养上清液，每孔加入１５０ｍＬ二甲

基亚砜（购于上海泸宇生物科技有限公司），室温下将培养板

置于振荡器上振荡１０～１５ｍｉｎ裂解细胞，使结晶物充分溶解。

在酶联免疫检测仪（购于广州市康钰贸易有限公司）上测定每

孔的光密度值，计算平均值。采用绘制细胞生长曲线的方法进

行测定，将细胞个数作为纵坐标，培养时间为横坐标，绘制相应

曲线反映细胞的增殖速率、细胞免疫表型的差异及细胞分泌因

子（采用酶联免疫组化法）情况的差异。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析，

计数资料以例数或百分率表示，组间比较使用χ
２ 检验，计量资

料以狓±狊表示，组间比较应用狋检验。犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　２组患者细胞增殖速率结果比较　观察组患者细胞增殖

速率显著高于对照组，培养第６天，细胞增殖倍数明显大于对

照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　　２组患者细胞增殖能力结果比较（狓±狊）

组别
例数

（狀）
３ｄ ６ｄ ９ｄ １５ｄ

观察组 ４２ ４．２±０．７ １２．５±３．１ ２９．４±７．６ ６１．５±１０．４

对照组 ４２ ４．１±０．６ １０．４±２．９ ２０．０±４．５ ３７．９±８．９

狋 ０．７０３ ３．２０６ ６．８９７ １１．１７３

犘 ０．４８４ ０．００２ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

２．２　２组患者细胞免疫表型差异结果比较　随培养时间的增

加，ＤＣＣＩＫ细胞ＣＤ３＋／ＣＤ８＋、ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋的双阳性细胞比

例显著高于同等条件下的ＣＩＫ细胞，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。见表２。

表２　　２组患者细胞免疫表型差异结果比较（狓±狊）

组别
例数

（狀）
ＣＤ３＋ ＣＤ３＋／ＣＤ４＋ ＣＤ３＋／ＣＤ８＋ ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋

观察组 ４２ ７９．２１±４．２７ １８．９８±３．６２ ５０．４３±４．８２ ３８．１５±４．１３

对照组 ４２ ７１．４５±４．１１ ２３．３２±３．５１ ３９．３５±５．１１ ２９．６３±３．９８

狋 ８．４８５ ５．５７８ １０．２２２ ９．６２７

犘 ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

２．３　２组患者细胞分泌因子结果比较　ＤＣＣＩＫ细胞的分泌

因子水平显著高于同等条件下的ＣＩＫ细胞，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。见表３。

表３　　２组患者细胞分泌因子结果比较（狓±狊）

组别
例数

（狀）
ＩＦＮγ（ｎｇ／Ｌ） ＩＬ１２（ｎｇ／Ｌ） ＴＮＦα（ｎｇ／Ｌ）

观察组 ４２ ４８２．１８±９８．８９ ３７．６７±５．０１ １６９．４３±２４．８２

对照组 ４２ ３４８．７７±７４．４２ １９．７５±３．６４ ７１．２３±１５．２２

狋 ６．９８５ １８．７５３ ２１．８５８

犘 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

非霍奇金淋巴瘤是一种在我国较为常见的肿瘤，其在常见

恶性肿瘤发病率中排前１０位，是具有很强异质性独立疾病的

总称［４］。非霍奇金淋巴瘤的病变主要发生部位为淋巴结、胸

腺、脾脏等淋巴器官，其也可能发生在淋巴结外的淋巴组织器

官及淋巴造血系统［５］。根据细胞来源不同，可将非霍奇金淋巴

瘤分为３个基本类型：Ｔ细胞、Ｂ细胞、ＮＫ／Ｔ细胞，目前临床

大多数非霍奇金淋巴留患者为Ｂ细胞型，约占总数的８０％
［６］。

非霍奇金淋巴瘤的发病机制目前尚不明确，但可以肯定的是由

多种因素共同决定，大致可分为：免疫功能异常、病毒感染、细

菌感染、遗传因素等几个方面［７８］。虽然非霍奇金淋巴瘤是一

种个体化分层比较复杂的肿瘤，但其具有高度治愈的可能性。

因此非霍奇金淋巴瘤有效的治疗方法，对患者至关重要。
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本研究探讨ＤＣＣＩＫ在非霍奇金淋巴瘤的应用效果，结果

表明，ＤＣＣＩＫ的应用效果显著优于对照组，观察组患者细胞

的增殖速率显著高于对照组，随培养时间的增加，ＤＣＣＩＫ细

胞ＣＤ３＋／ＣＤ８＋、ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋的双阳性细胞的比例显著高于

同等条件下的ＣＩＫ细胞，且ＤＣＣＩＫ细胞的分泌因子水平显著

高于同等条件下的ＣＩＫ细胞，差异有统计学意义（犘＜０．０５），

与Ｏｓｈｉｒｏ等
［９］的报道大致相符，提示ＤＣＣＩＫ治疗非霍奇金

淋巴瘤有十分显著的疗效。可能与这２种细胞的特性有关：

ＣＩＫ细胞是一种能够对多种肿瘤细胞造成杀伤的细胞毒性Ｔ

淋巴细胞，其不仅拥有Ｔ淋巴细胞的抗癌活性，还兼具 ＮＫ细

胞的非 ＭＨＣ限制性杀瘤的特性。其杀瘤的机制可大致分为

识别和杀伤。由于ＣＩＫ细胞对肿瘤的杀伤具有非 ＭＨＣ限制

性，细胞毒活性能够被抗淋巴细胞功能相关抗体所阻滞，提示

上述因子在 ＣＩＫ 细胞识别癌症及肿瘤过程中起重要作

用［１０１１］。当成功识别肿瘤细胞后，ＣＩＫ细胞除了表面的ＣＤ３＋

及ＣＤ５６＋产生最大的释放量对肿瘤造成杀伤外，还会通过释

放ＦａｓＬ蛋白诱导细胞凋亡。而ＤＣ细胞则是目前所知的抗原

递呈功能最强的抗原递呈细胞，其能有效地对幼稚Ｔ细胞造

成刺激，达到活化和诱导特异性抗原免疫反应发生的目的。因

此，通过ＣＩＫ与ＤＣ细胞的共同培养，能显著提高ＣＩＫ细胞的

增殖速率。有研究报道，培养１５ｄ，ＤＣＣＩＫ细胞增殖到原始

数目的６０倍
［１２］。而ＣＩＫ细胞仅增殖到原始数目的４０倍，ＤＣ

ＣＩＫ细胞则能扩增至６０倍。此外，在同一效靶下，ＤＣＣＩＫ细

胞的细胞杀伤活性显著高于ＣＩＫ细胞，有效地提高了细胞的

抗肿瘤活性。此外，与 ＤＣ细胞共同培养的 ＣＩＫ 细胞，除了

ＣＤ３＋／ＣＤ８＋及ＣＤ３＋／ＣＤ５６＋，均显著高于同等条件下培养的

ＣＩＫ细胞外，其还促进了ＩＬ１２、ＴＮＦα等因子的分泌，保持了

ＣＩＫ细胞的活性，因此观察组的效果显著优于对照组，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。

负载自身抗原的ＤＣＣＩＫ细胞具有特异性杀伤淋巴瘤细

胞的能力，这是ＤＣＣＩＫ治疗淋巴瘤的优点；有关ＤＣＣＩＫ 治

疗非霍奇金淋巴瘤的研究较少，因此本研究具有一定的新颖

性。综上所述，ＤＣＣＩＫ细胞治疗非霍奇金淋巴瘤具有明显的

临床效果，值得进一步深入研究。
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