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大体系冻存对细胞因子诱导的杀伤细胞免疫表型及细胞杀伤

活性的影响
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摘要：　目的　探讨大体系（５０ｍＬ）冻存对细胞因子诱导的杀伤（ＣＩＫ）细胞免疫表型及细胞杀伤活性的影响。方
法　采集６例健康志愿者的外周血，采用Ｆｉｃｏｌｌ法分离得到单个核细胞，用细胞因子诱导培养 ＣＩＫ细胞。收集冻存１
个月后复苏的ＣＩＫ细胞，采用流式细胞术检测其冻存前后的细胞活率和免疫表型；通过与乳腺癌细胞共培养（效靶比
１０１和４０１）的方法测定其杀伤活性，与新鲜未冻存的细胞杀伤活性进行比较，同时并对不同效靶比冻存前后的细
胞杀伤活性进行比较。结果　ＣＩＫ细胞大体系冻存前平均细胞活率（９７．７９±１．９２）％，显著高于复苏后的（８３．６１±
３４２）％（Ｐ＜０．０５）。复苏后ＣＩＫ细胞中ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋、ＣＤ３＋ＣＤ５６＋表型ＣＩＫ细胞所占比例虽较冻
存前稍有降低，但差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。效靶比１０１、４０１时冻存前细胞和复苏后细胞杀伤率比较差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；效靶比４０１时冻存前细胞和复苏后细胞杀伤率均显著高于效靶比１０１时（Ｐ＜
００５）。结论　大体系（５０ｍＬ）冻存对于ＣＩＫ细胞活率虽有影响，但对免疫表型和细胞活性均未影响。

关键词：　细胞因子诱导的杀伤细胞；细胞冻存；杀伤活性；细胞活率；肿瘤生物治疗
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　　细胞因子诱导的杀伤细胞是将人脐带血或外周 血的单个核细胞在体外用多种细胞因子，如白细胞

介素２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，ＩＬ２）、干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，
ＩＮＦγ）及粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏ
ｃｙｔｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＧＭＣＳＦ）等
诱导培养后获得的一群异质性免疫细胞［１］。细胞

因子诱导的杀伤（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）细胞
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能同时表达 ＣＤ３＋和 ＣＤ５６＋２种膜蛋白，兼具 Ｔ淋
巴细胞杀瘤活性和自然杀伤（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细
胞的非主要组织相容性复合物限制的杀瘤效应，故

又称为ＮＫＴ细胞［２］。ＣＩＫ细胞体外增殖速度快，
杀瘤谱广，杀伤活性高，已是目前成熟的生物免疫治

疗方法［３４］。冻存是最常用的细胞贮藏手段，大多数

肿瘤细胞经冻存复苏后仍然保持原有特性。而 ＣＩＫ
这一类人工诱导培养的异质性细胞，冻存时间和体

系都会对其免疫表型及杀伤活性产生一定影响［５７］。

本研究一方面采用健康人外周血，分离出单个核细

胞并诱导为ＣＩＫ细胞，观察不同体系冻存１个月后
细胞免疫表型、活率及其对人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的
杀伤活性，为ＣＩＫ细胞的临床应用及存储体系提供
试验数据和思路；另一方面参照目前最常用的小体

系（１～２ｍＬ）ＣＩＫ细胞冻存在超低温冰箱或液氮中
的参数和方法，对大体系（５０ｍＬ）冻存技术和方法
进行了探索，为保证患者在放射治疗和化学治疗后

能够回输足量的ＣＩＫ细胞提供途径。

１　材料与方法

１．１　材料　无血清培养基（ＧＴＴ５６１）购自日本
ＴａＫａＲａ公司；改良型 ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司；乳腺癌细胞购自深圳蓓赛尔细胞科
技有限公司，为本实验室保存；ＩＬ２、ＩＮＦγ、ＣＤ３单
克隆抗体均购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司；Ｆｉｃｏｌｌ分离液
购自天津灏洋生物科技有限公司；红细胞裂解液购

自北京索莱宝科技有限公司。

１．２　ＣＩＫ细胞扩增　外周血来源于河南省商丘市
中心血站征集的健康志愿者，男４名，女２名，年龄
１８～３０岁，平均（２６．８２±６．３９）岁。采集肘静脉外
周血 ５０ｍＬ，肝素钠抗凝。１８００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ获取血浆，血浆５６℃水浴４５ｍｉｎ灭活补体，
灭活后再次离心去除沉淀，４℃冰箱冷藏备用［８］；沉

淀细胞用生理盐水稀释后采用 Ｆｉｃｏｌｌ法分离得到单
个核细胞，生理盐水洗涤离心３次。将获取的单个
核细胞按照２×１０９Ｌ－１的浓度接种于７５ｃｍ２培养
瓶中，加入完全培养基（无血清培养基中含：１×
１０６Ｕ·Ｌ－１ ＩＬ２、１×１０６Ｕ·Ｌ－１ ＩＮＦγ、５０×
１０３ｎｇ·Ｌ－１ＣＤ３单克隆抗体、５×１０３μＬ·Ｌ－１自体
血清）５０ｍＬ，置于３７℃、体积分数５％ＣＯ２的培养
箱中进行培养。每３ｄ分瓶１次，补充等量完全培
养基，连续培养至 １５ｄ。取新鲜 ＣＩＫ细胞进行活
率、表面标记检测，然后直接进行杀伤实验，其余细

胞经冻存、复苏后再进行检测和杀伤实验。

１．３　ＣＩＫ细胞冻存、复苏　冻存：取诱导成熟的
ＣＩＫ细胞，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加
入适量无血清培养基重悬细胞，取样计数，并测定细

胞活率。调整细胞浓度为４×１０１０Ｌ－１，加入等量冻
存液（体积比为：无血清培养基自体血清二甲

基亚砜＝５４１），混匀后将５０ｍＬ细胞悬液装入

２００ｍＬ细胞转移袋中，于４℃冰箱中平铺放置２ｈ，
然后－２０℃冰箱中放置４ｈ，再转至 －８０℃低温冰
箱冻存１个月。

复苏：从－８０℃低温冰箱中取出冻存的ＣＩＫ细
胞，迅速放入３７℃水浴锅内融化，用生理盐水洗１
次，重悬于完全培养基中，取样测定细胞活率，调整

细胞浓度置于ＣＯ２培养箱中活化４ｈ。
１．４　细胞活率测定　２ｇ·Ｌ－１锥虫蓝染液分别与
冻存前和复苏后的 ＣＩＫ细胞悬液１１混匀，染色
２ｍｉｎ后，采用 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ全自动细胞计数仪（美国
ＩｎｎｏＡｌｌｉａｎｃｅＢｉｏｔｅｃｈ公司）进行细胞活率测定，每个
样本计数３次，取平均值。
１．５　流式细胞术检测细胞免疫表型　分别收集冻
存前和复苏后的ＣＩＫ细胞，用生理盐水洗涤２次，调
整细胞浓度至（１．０～１．５）×１０９Ｌ－１，以异硫氰基荧
光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）ＣＤ３、聚乙烯
（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ，ＰＥ）ＣＤ４、ＰＥＣＤ８、ＰＥＣＤ５６标记ＣＩＫ
细胞，同时标记 ＦＩＴＣＩｇＧ１、ＰＥＩｇ１作为对照，细胞
５０μＬ加抗体１０μＬ，混匀后４℃避光 ３０ｍｉｎ，加入
２ｍＬ红细胞裂解液，１０ｍｉｎ后以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，去上清，用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆ
ｅｒｓａｌｉｎ，ＰＢＳ）洗涤１次，加 ０．５ｍＬＰＢＳ上机，检测
细胞免疫表型。

１．６　杀伤活性测定　采用实时无标记细胞分析系
统（ｒｅａｌｔｉｍｅｃｅｌｌｕｌａｒａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＴＣＡ）评估 ＣＩＫ细胞
的杀伤活性。其原理为加入靶细胞后，靶细胞通过

细胞和微电极之间的相互作用产生电信号。加入

ＣＩＫ细胞后，ＣＩＫ细胞作用于靶细胞导致细胞形态、
黏附能力等状态发生综合变化。ＲＴＣＡ系统监测实
时变化，以电信号的形式反映出来。如果 ＣＩＫ细胞
最终导致靶细胞死亡，信号降低至零；反之，对信号

没有影响。具体操作过程：加入ＣＩＫ细胞前１ｄ，靶细
胞（乳腺癌细胞）按照１×１０８Ｌ－１的密度接种于６孔
培养板；按效靶比１０１和４０１，将ＣＩＫ细胞加入培
养孔。基线扫描、设定细胞检测程序、设定实验孔靶

细胞和效应细胞名称及数目，共培养１ｄ后，收集实
验数据，计算细胞杀伤活率。ＣＩＫ细胞杀伤活率 ＝
［靶细胞对照组吸光度值 －（靶细胞实验组吸光度
值－效应细胞对照组吸光度值）］／靶细胞对照组吸
光度值×１００％。
１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分
析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较
采用独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＩＫ细胞活率　结果见图１。结果显示，６个
不同标本来源的 ＣＩＫ细胞大体系冻存前细胞活率
均在９５％以上，平均为（９７．７９±１．９２）％；复苏后细
胞碎片增多，细胞活率明显降低，均低于８８％，平均
为（８３６１±３．４２）％，冻存前 ＣＩＫ细胞活率显著高
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于复苏后，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　冻存前和复苏后ＣＩＫ细胞活率
Ｆｉｇ．１　ＣｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａ
ｔｉｏｎａｎｄａｆｔｅｒｒｅａｎｉｍａｔｉｏｎ

２．２　细胞免疫表型分析　结果见图２。结果表明，
冻存前ＣＩＫ细胞中ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋、
ＣＤ３＋ＣＤ５６＋表型 ＣＩＫ细胞所占比例分别为
（９６．０６±１．９３）％、（６６．４５±１０．９２）％、（５４．４５±
６８３）％和（２２．３８±４．１６）％；复苏后 ＣＩＫ细胞中
ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋、ＣＤ３＋ＣＤ５６＋表型
ＣＩＫ细胞所占比例分别为（９４．９３±１．３５）％、
（６４．６８±９．２４）％、（５３．９３±６．５９）％和（２２．０５±
２９４）％，复苏后 ＣＩＫ细胞中 ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、
ＣＤ３＋ＣＤ８＋、ＣＤ３＋ＣＤ５６＋表型ＣＩＫ细胞所占比例虽
较冻存前稍有降低，但差异均无统计学意义（Ｐ＞
００５）。

图２　流式细胞术检查部分ＣＤ分子结果

Ｆｉｇ．２　ＣＤｍｏｌｅｃｕｌｅｓｒｅｓｕｌｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．３　细胞杀伤活性　结果见图３。结果显示，效靶
比１０１时，冻存前细胞和复苏后细胞杀伤率分别
为（５７．７７±８．９５）％、（５６．５５±９．３８）％，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；效靶比４０１时冻存前细胞
和复苏后细胞杀伤率分别为（７６．７４±５．７９）％、
（７５９８±４．７９）％，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
效靶比４０１时冻存前细胞和复苏后细胞杀伤率均
显著高于效靶比１０１时，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

图３　效靶比１０１和４０１杀伤率比较

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｋｉｌｌｉｎｇｒａｔｅｓｏｆｔａｒｇｅｔｒａｔｉｏ１０１

ａｎｄ４０１
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３　讨论

肿瘤生物治疗是继３大传统治疗手段（放射治
疗、化学治疗、手术治疗）之后出现的一种新兴的肿

瘤治疗模式。肿瘤生物治疗又被认为是唯一有希望

治愈肿瘤的治疗方式。

肿瘤生物治疗以其安全有效、不良反应小等优点

逐渐被广大患者接受。体内活化的ＣＩＫ细胞可分泌
多种细胞因子（ＩＦＮγ、ＧＭＣＳＦ、肿瘤坏死因子α
等），不仅对肿瘤细胞有直接抑制作用，还可通过调

节免疫系统间接杀伤肿瘤细胞，而且还可诱导肿瘤

凋亡及坏死［９１１］。多项临床研究表明，利用 ＣＩＫ细
胞进行免疫治疗对食管癌、胃癌、乳腺癌及非小细胞

肺癌等多种肿瘤是安全的，且有可能改善患者的预

后［１２１５］。

目前，肿瘤生物治疗主要还是与放射治疗、化学

治疗、手术治疗联合进行临床应用［１６１８］。肿瘤患者

在放射治疗、化学治疗前进行自体外周血采集，放射

治疗、化学治疗后４周左右进行ＣＩＫ细胞回输，一般
ＣＩＫ细胞体外培养周期为１４ｄ。大量研究证明，诱
导成熟的 ＣＩＫ细胞在 －８０℃冰箱直接冻存２周后
与新鲜ＣＩＫ细胞杀伤活性差异有统计学意义［１９］，但

此研究冻存过程使用的是０．５ｍＬ冻存体系。目前
对大体系（５０ｍＬ）冻存研究的数据报道较少。本研
究将诱导成熟的ＣＩＫ细胞大体系（５０ｍＬ）低温冻存
以备患者放射治疗、化学治疗后使用，其优势在于

ＣＩＫ细胞经扩增之后细胞基数增大，而且冻存复苏
后能直接进行肿瘤细胞杀伤，临床意义在于能更早

应用于治疗。大体系（５０ｍＬ）低温冻存是否会使
ＣＩＫ细胞杀伤活性降低是影响这一设想实施的关键
因素，本研究结果显示，大体系低温冻存 １个月的
ＣＩＫ细胞杀伤活性与新鲜 ＣＩＫ细胞相比较，杀伤活
性差异无统计学意义；低温冻存对 ＣＩＫ细胞表型的
影响无统计学意义；冻存后活细胞计数与冻存前计

数差异有统计学意义，但其在效靶比４０１时杀伤
活性仍大于５０％，不影响其临床应用，提示大体系
（５０ｍＬ）低温冻存ＣＩＫ细胞可行。本研究为大体系
冻存建立提供了有效数据，下一阶段需进一步研究，

优化该大体系冻存方法，加快在临床肿瘤免疫治疗

中的应用。
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２０１５，１４１（５）：８３９８４９．

［１３］　张彤，王佩，张振海．紫杉醇顺铂方案联合自体 ＣＩＫ细胞输注

治疗晚期食道癌的临床分析［Ｊ］．中国免疫学杂志，２０１２，２８

（７）：６５２６５６．

［１４］　张曼，杨涛，石洋，等．ＤＣｓＣＩＫ细胞免疫治疗联合化疗对晚期

非小细胞肺癌疗效及安全性的影响［Ｊ］．肿瘤，２０１４，３４（４）：

３６１３６５．

［１５］　樊永丽，赵华，于津浦，等．胃癌患者术后化疗联合 ＣＩＫ免疫

治疗的临床疗效［Ｊ］．中国肿瘤生物治疗杂志，２０１２，１９（２）：

１６８１７３．

［１６］　ＬＩＸＤ，ＸＵＢ，ＷＵＪ，ｅｔａｌ．ＲｅｖｉｅｗｏｆＣｈｉｎｅｓｅｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓｏｎ

ＣＩＫｃｅｌｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＴｒａｎｓｌＯｎｃｏｌ，２０１２，

１４（２）：１０２１０８．

［１７］　ＴＨＡＮＥＮＤＲＡＲＡＪＡＮＳ，ＮＯＷＡＫＭ，ＡＢＫＥＮＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｂｉ

ｎｉｎｇｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓｗｉｔｈｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｉｍ

ｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ：ｍｏｒｅｔｈａｎｏｎｅｐｌｕｓｏｎｅ［Ｊ］．ＬｅｕｋＲｅｓ，２０１１，３５

（９）：１１３６１１４２．

［１８］　周亮，姚飞，陈继冰，等．冷冻联合免疫疗法治疗无法手术的

转移性乳腺癌［Ｊ］．中华乳腺病杂志，２０１４，８（１）：２３２７．

［１９］　吴秀娟，任思坡，罗小虎，等．－８０℃冰箱直接冻存对细胞因

子诱导的杀伤细胞杀伤活性的影响［Ｊ］．细胞与分子免疫学

杂志，２０１２，２８（１０）：１０７８１０８０．

（本文编辑：徐刚珍　英文编辑：孟　月）
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