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细胞因子诱导杀伤细胞联合 ｐ３８抑制剂对食管癌 ＥＣ１０９细胞的
作用

霍书华１，钟根深２，许芝山２，李静雅２，赵宝生１，李汉臣１

（１．新乡医学院第一附属医院胸外科，河南　卫辉　４５３１００；２．新乡医学院第一附属医院　河南省神经病学研究所，河
南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　探讨细胞因子诱导杀伤（ＣＩＫ）细胞联合ｐ３８抑制剂对食管癌ＥＣ１０９细胞的作用。方法　常规分
离健康人外周血单个核细胞，并诱导为ＣＩＫ细胞，流式细胞仪检测其免疫表型；将食管癌ＥＣ１０９细胞分为空白对照组
（不做处理）、ｐ３８抑制剂组（加入ｐ３８抑制剂）、ＣＩＫ组（加入培养１４ｄ的ＣＩＫ细胞）和联合组（加入ｐ３８抑制剂联合培
养１４ｄ的ＣＩＫ细胞）。乳酸脱氢酶释放法检测各组食管癌ＥＣ１０９细胞的存活率；流式细胞仪检测各组食管癌 ＥＣ１０９
细胞的周期阻滞率和凋亡率。结果　空白对照组、ｐ３８抑制剂组、ＣＩＫ组及联合组 ＥＣ１０９细胞存活率分别为
１００００％、７５．００％、５０．００％和２５．００％，对食管癌细胞 Ｇ１期的阻滞率分别为３１．４６％、４２．０４％、５０．１６％和７２．０２％，
食管癌ＥＣ１０９细胞凋亡率分别为７．１５％、１９．３１％、４２．１５％和６７．１７％，其中ｐ３８抑制剂组、ＣＩＫ组及联合组ＥＣ１０９细
胞存活率、对Ｇ１期的阻滞率、细胞凋亡率均显著高于空白对照组（Ｐ＜０．０５），联合组以上指标均显著高于ｐ３８抑制剂
组和ＣＩＫ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＩＫ联合ｐ３８抑制剂对食管癌ＥＣ１０９细胞具有较强的杀伤作用。
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　　食管癌是世界上发病率和病死率较高的癌症之
一，在我国其病死率位居肿瘤第４位，２ａ生存率不足
１５％，其中食管鳞状细胞癌（简称鳞癌）的５ａ生存率
仅１５％［１３］。许多学者均尝试寻找新的治疗方法提

高晚期食管癌的疗效。近期资料显示，过继性免疫治

疗对于晚期肿瘤患者是一种安全、可行的治疗方法［４］。

细胞因子诱导杀伤（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，
ＣＩＫ）细胞是近年来发现的一种新型抗肿瘤细胞，其
兼有Ｔ淋巴细胞强大的抗肿瘤活性和自然杀伤（ｎａ
ｔｕｒｅｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞的非主要组织相容性复合物
（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）限制性杀伤
肿瘤细胞的特点［５］。近年，ＣＩＫ成为重要的过继性
细胞免疫治疗手段之一。体外研究表明，ＣＩＫ细胞
对食管癌肿瘤细胞有较好的增殖抑制作用［６］。ｐ３８
丝裂原活化蛋白激酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）介导了机体细胞的生长、分化、分裂
和死亡等过程。在树突状细胞中通过抑制 ｐ３８
ＭＡＰＫ通路可激活肿瘤特异 Ｔ淋巴细胞效应器，抑
制Ｔ淋巴细胞的转变，阻止 Ｔ淋巴细胞抑制剂对 Ｔ
淋巴细胞的抑制作用，增强 Ｔ淋巴细胞的活性［７８］。

本研究拟观察 ＣＩＫ细胞联合 ｐ３８抑制剂 ＳＢ２０３５８０
对食管癌ＥＣ１０９细胞体外杀伤活性的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器　食管癌 ＥＣ１０９细胞株由新
乡医学院河南省神经病学研究所冻存，用含体积分

数１０％胎牛血清的高糖型达尔伯克改良伊格尔培
养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）
培养。胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，二甲基亚砜
（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，
兔抗人ｐ３８、ｐＰ３８、还原型辅酶Ⅱ（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅ
ｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ２′ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｅｄｔｅｔｒａｓｏｄｉｕｍ
ｓａｌｔ，ＮＡＤＰＨ）、Ｆａｓ抗体及辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅ
ｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的山羊抗兔抗体、异硫
氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）、抗ＣＤ３
单抗、抗ＣＤ５６单抗及ＡｎｎｅｘｉｎＶ购自武汉博士德生
物工程有限公司，淋巴细胞型干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，
ＩＦＮγ）、核糖核酸酶 Ａ（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＡｆｒｏｍｂｏｖｉｎｅ
ｐａｎｃｒｅａｓ，ＲｎａｓｅＡ）购自上海碧云天生物技术有限公
司。ＣＬ３１Ｒ型离心机购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司；ＴＳ１００Ｆ型倒置显微镜购自日本Ｎｉｋｏｎ公司。
１．２　食管癌ＥＣ１０９细胞的培养　采用实验室冻存
细胞复苏。将冻存的食管癌细胞 ＥＣ１０９置３７℃水
浴槽中，摇动细胞冻存管至冻存的细胞融化。体积

分数７５％乙醇消毒细胞冻存管后，小心打开盖子，
吸出细胞悬液，置入盛有１０Ｌ含体积分数１０％胎牛
血清 ＤＭＥＭ的离心管中，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
３ｍｉｎ，弃上清液，用含体积分数 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ重悬细胞，将细胞悬液转移至培养皿中，并
加入适量培养液，置３７℃、体积分数５％ＣＯ２饱和
湿度培养箱中培养。质量分数０．１２５％胰蛋白酶乙

二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）
消化食管癌ＥＣ１０９细胞后，用含体积分数１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ重悬细胞，将重悬的细胞按２４传代
至４个培养皿中，分别编号为空白对照组、ｐ３８抑制
剂组、ＣＩＫ组及联合组。空白对照组不做处理，ｐ３８抑
制剂组为食管癌ＥＣ１０９细胞加入ｐ３８抑制剂，ＣＩＫ组
为食管癌ＥＣ１０９细胞加入培养１４ｄ的ＣＩＫ细胞，联
合组为食管癌 ＥＣ１０９细胞加入 ｐ３８抑制剂和培养
１４ｄ的ＣＩＫ细胞。
１．３　ＣＩＫ细胞培养及分离制备　无菌抽取健康体
检者新鲜外周血 １０ｍＬ，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２０ｍｉｎ，分离外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ），经磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤后重悬于含体积分
数１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中，细胞浓度
调至１×１０９Ｌ－１，置于 ３７℃、体积分数５％ ＣＯ２细
胞培养箱中培养，黏附约２ｈ后，转移悬浮细胞于新
培养瓶中，培养当天加入淋巴细胞型 ＩＦＮγ
１０６Ｕ·Ｌ－１，２４ｈ后加抗 ＣＤ３单抗 ５０ｍｇ·Ｌ－１、
ＩＬ２３×１０５Ｕ·Ｌ－１，置 ３７℃、体积分数５％ＣＯ２培
养箱中培养，每 ３ｄ更换新鲜培养液，并补加 ＩＬ２
３×１０６Ｕ·Ｌ－１，调整细胞浓度至 ２×１０８Ｌ－１，培养
１４ｄ收获 ＣＩＫ细胞备用。收集悬浮培养 １４ｄ的
ＣＩＫ细胞，调整细胞浓度为 ６×１０９Ｌ－１，取 １００μＬ
细胞悬液分装于若干个离心管中，每管加入１０μＬ
ＦＩＴＣ抗ＣＤ３抗体、ＰＥ抗ＣＤ５６抗体标记后，用流式
细胞技术鉴定 ＣＩＫ细胞的免疫表型。
１．４　ＣＩＫ细胞联合 ｐ３８抑制剂对食管癌细胞抑制
作用的检测　采用４ｈ乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放测定法，参照试剂盒说明书操作。
抗体封闭试验效靶比 ３０１，ｐ３８抑制剂剂量
１００μｍｏｌ·Ｌ－１，先与ＣＩＫ细胞室温孵育１５ｍｉｎ，再
加入ＥＣ１０９细胞测杀伤率。４ｈ后将上清液转移至
新的９６孔板加底物避光显色３０ｍｉｎ后加终止液，
４９０ｎｍ测吸光度。ＣＩＫ细胞杀伤活性（％）＝（实验
组吸光度平均值 －靶细胞自然释放组吸光度平均
值－效应细胞自然释放组吸光度平均值）／（靶细胞
最大释放组吸光度平均值－靶细胞自然释放组吸光
度平均值）×１００％。实验重复３次。
１．５　流式细胞术检测 ４组方法对食管癌细胞
ＥＣ１０９周期阻滞和凋亡的影响
１．５．１　凋亡检测步骤　收集细胞（１～５）×１０６个，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃培养液，用３ｍＬＰＢＳ
洗１次，离心去ＰＢＳ，加入冰预冷的体积分数７０％乙
醇固定，４℃过夜，离心弃固定液，３ｍＬＰＢＳ重悬
５ｍｉｎ，４００目的筛网过滤１次，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，弃ＰＢＳ，加１ｍＬ碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，
ＰＩ）染液，４℃避光３０ｍｉｎ。流式细胞仪检测：ＰＩ用
氩离子激发荧光，激光光波波长为４８８ｎｍ，发射光
波波长大于６３０ｎｍ，产生红色荧光，分析前散射光
对侧散射光的散点图及ＰＩ荧光的直方图。
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１．５．２　周期检测步骤　收集各组食管癌 ＥＣ１０９细
胞（１～５）×１０６个，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集
细胞，ＰＢＳ洗涤１次，离心去 ＰＢＳ，调整细胞密度为
１０９Ｌ－１。将细胞种至６孔板，每孔２ｍＬ细胞，向每
孔加入相应浓度药物，培养至不同时间点，

１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ，收集细胞，ＰＢＳ洗涤 １
次，用３００μＬＰＢＳ重悬细胞，加入体积分数７０％无
水乙醇，－２０℃ 固定２４ｈ以上，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心５ｍｉｎ，收集细胞，ＰＢＳ洗涤１次，４５０μＬＰＢＳ重悬
细胞，加入２．５ｇ·Ｌ－１ＲｎａｓｅＡ５０μＬ，使 ＲｎａｓｅＡ
浓度为 ２５０ｍｇ·Ｌ－１，４℃避光孵育 ３０ｍｉｎ，取
５０μＬＰＩ（１ｇ·Ｌ－１）加入上述细胞悬液中，使 ＰＩ终
浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，１ｈ内流
式细胞仪分析细胞ＤＮＡ分布，资料经Ｍｏｄｉｆｔ软件收
集、储存和评价。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关信号通路　Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ
法检测ＥＣ１０９细胞ｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ＮＡＤＰＨ
蛋白表达水平，具体步骤为：收集细胞，提取蛋白，考

马斯亮蓝法测定蛋白浓度。各取５０μｇ蛋白经十二
烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆｏｎ
ａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳
后转膜至聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）
膜上，用含５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉的ＰＢＳ封闭６ｈ，分别
加入兔抗人 ｐ３８ＭＡＰＫ（１３００）、ｐｐ３８ＭＡＰＫ（１
３００）、Ｆａｓ（１５００）、ＯＸ４０（１５００）和 ＮＡＤＰＨ（１
３００）多克隆抗体，４℃孵育１２ｈ，加入ＨＲＰ标记的山
羊抗兔（１３０００），孵育２ｈ，底物电化学发光（ｅｌｅｃ
ｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）显影。采用凝胶图像处理
系统进行灰度值分析。

１．７　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２组
间均数比较采用 ｔ检验，多组间均数比较采用单因
素方差分析，率的比较采用 χ２检验。Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＩＫ细胞的形态学观察　人 ＰＢＭＣ在体外经
细胞因子诱导为 ＣＩＫ细胞，开始细胞呈悬浮生长，
大小一致，经培养１４ｄ后细胞逐渐呈集落状生长，

胞膜光滑，细胞数目迅速增多（图１）。比较单个核
细胞的细胞表型以及培养１４ｄ后ＣＩＫ的细胞表型，
结果显示：未经培养的 ＰＢＭＣ中 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋细胞
比例为（０．６５±０．０８）％，经 １４ｄ培养后，ＣＤ３＋

ＣＤ５６＋细胞比例达（４８．５６±１．５２）％，其差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。

Ａ：０ｄ；Ｂ：１４ｄ。
图１　体外培养ＣＩＫ细胞形态学
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ
２．２　４组方法对食管癌 ＥＣ１０９细胞的抑制作用　
经过不同方法处理后，ＬＤＨ测定法结果显示，空白
对照组、ｐ３８抑制剂组、ＣＩＫ组及联合组 ＥＣ１０９细胞
存活率分别为 １００．００％、７５．００％、５０．００％ 和
２５００％。其中 ｐ３８抑制剂组、ＣＩＫ组及联合组
ＥＣ１０９细胞存活率显著高于空白对照组（Ｐ＜
００５），联合组 ＥＣ１０９细胞存活率显著高于 ｐ３８抑
制剂组和ＣＩＫ组（Ｐ＜０．０５）。
２．３　４组方法对食管癌 ＥＣ１０９细胞周期的阻滞　
结果见图２。采用流式细胞术检测空白对照组、ｐ３８
抑制剂组、ＣＩＫ组及联合组对食管癌细胞的周期阻
滞作用，发现主要为 Ｇ１期阻滞，其阻滞率分别为
３１．４６％、４２．０４％、５０．１６％和７２．０２％。其中ｐ３８抑
制剂组、ＣＩＫ组及联合组阻滞率显著高于空白对照
组（Ｐ＜０．０５），联合组阻滞率显著高于 ｐ３８抑制剂
组和ＣＩＫ组（Ｐ＜０．０５）。
２．４　４组方法对食管癌 ＥＣ１０９细胞凋亡的作用　
４组食管癌ＥＣ１０９细胞经ＰＩ荧光染色后，流式细胞
术检测结果见图 ３。空白对照组、ｐ３８抑制剂组、
ＣＩＫ组及联合组细胞凋亡率分别为 ７．１５％、
１９３１％、４２１５％和 ６７１７％，其中 ｐ３８抑制剂组、
ＣＩＫ组及联合组细胞凋亡率显著高于空白对照组
（Ｐ＜０．０５），联合组细胞凋亡率显著高于 ｐ３８抑制
剂组和ＣＩＫ组（Ｐ＜００５）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：ｐ３８抑制剂组；Ｃ：ＣＩＫ组 Ｄ：联合组。
图２　各组食管癌ＥＣ１０９细胞周期
Ｆｉｇ．２　ＥｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒＥＣ１０９ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
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Ａ：空白对照组；Ｂ：ｐ３８抑制剂组；Ｃ：ＣＩＫ组 Ｄ：联合组。
图３　各组食管癌ＥＣ１０９细胞的凋亡
Ｆｉｇ．３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒＥＣ１０９ｃｅｌｌｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

３　讨论

一直以来，国内对于食管癌治疗多采用食管癌

术后辅助放射、化学治疗的方法，但会引起患者消化

道反应、骨髓造血抑制、免疫力降低等诸多不良反

应。免疫缺陷往往被认为是食管癌患者发生复发和

转移的一个关键因素［６］。国内外临床研究初步证

实，肿瘤的免疫生物治疗能增强患者机体抗肿瘤能

力，对抑制肿瘤生长、减少肿瘤复发、提高患者生活

质量和延长生存期有较好作用。目前，肿瘤的生物

治疗已成为继手术、放射、化学治疗后的第４种肿瘤
治疗模式，有机地与常规肿瘤治疗方法相结合，将能

取得更好的疗效。

用免疫活性细胞输注的过继免疫疗法是肿瘤生

物治疗的研究热点之一［９］，为晚期不宜手术或无法耐

受放射、化学治疗的患者开辟了新的治疗途径。ＣＩＫ
是由单个核细胞在ＣＤ３单抗和多种细胞因子的作用
下，在体外共同培养诱导获得的一群以ＣＤ３＋ＣＤ５６＋

细胞为主要效应细胞的多克隆异质细胞群［１０］，具有

体外增殖数量大、对肿瘤杀伤活性强、抗肿瘤谱广及

不良反应小等特点，逐渐受到人们的关注［１１］。ＣＩＫ
的疗效取决于是否获得足够数量且具有高效杀伤活

性的免疫效应细胞。ＣＤ３＋ＣＤ５６＋是ＣＩＫ群体中主要
的效应细胞［１２］。本研究小组前期研究发现，ＣＩＫ细
胞在体外培养１４ｄ时，细胞增殖达高峰，ＣＤ３＋ＣＤ５６＋

Ｔ细胞的比例也达最高值［１３］。

本研究结果显示，ｐ３８抑制剂组、ＣＩＫ组及联合
组ＥＣ１０９细胞存活率、对Ｇ１期的阻滞率、细胞凋亡
率均显著高于空白对照组，联合组以上指标均显著

高于ｐ３８抑制剂组和ＣＩＫ组。提示ｐ３８ＭＡＰＫ通路
在食管癌细胞凋亡过程中起重要调控作用。ｐ３８抑
制剂联合ＣＩＫ细胞能增强对食管癌 ＥＣ１０９细胞的
杀伤作用，对细胞凋亡、Ｇ１期阻滞的影响增大。该
发现为ＣＩＫ细胞联合ｐ３８抑制剂治疗食管癌提供了
实验依据。

综上所述，ＣＩＫ联合ｐ３８抑制剂可增强对食管癌
细胞的杀伤作用，提示ＣＩＫ过继免疫治疗联合ｐ３８抑
制剂是一种有效的治疗手段。相信在不远的将来，ＣＩＫ

细胞在肿瘤生物治疗方面将会获得更广泛的应用。
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