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ＣＩＫ细胞联合西妥昔单抗对结直肠癌细胞的杀伤效应
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［摘　要］目的：探讨细胞因子诱导的杀伤细胞（ＣＩＫ）联合西妥昔单抗对ＫＲＡＳ突变（ＤＬＤ１）及野生型（Ｃａｃｏ
２）结直肠癌细胞的杀伤效应。方法：采用Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法分离正常外周血的单个核细胞（ＰＢＭＣ），在体外
经抗ＣＤ３单抗及多种细胞因子联合诱导生成 ＣＩＫ细胞；ＥＬＩＳＡ实验检测 ＣＩＫ细胞培养前后上清中干扰素γ
（ＩＦＮγ）及转化生长因子β（ＴＧＦβ）的水平，流式细胞检测 ＤＬＤ１及 Ｃａｃｏ２细胞表面表皮生长因子受体（ＥＧ
ＦＲ）及ＣＩＫ细胞表面分子的表达，采用实时无标记细胞分析仪（ＲＴＣＡ）检查 ＣＩＫ细胞联合西妥昔单抗对 ＤＬＤ１
及Ｃａｃｏ２细胞的杀伤作用。结果：ＤＬＤ１及Ｃａｃｏ２肿瘤细胞表面均高表达 ＥＧＦＲ，培养前后 ＣＩＫ细胞亚群可见
培养后ＣＤ８＋Ｔ、ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＮＫＴ及 ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ细胞比例均较培养前显著增高；与培养第一天比较，培养
至第１４天，ＣＩＫ细胞培养基上清中细胞因子ＩＦＮγ水平显著增高（Ｐ＜０．０１），而同时ＴＧＦβ的水平显著降低（Ｐ
＜００１）；ＲＴＣＡ检测发现ＣＩＫ细胞联合西妥昔单抗对 ＤＬＤ１及 Ｃａｃｏ２杀伤作用明显高于单一的 ＣＩＫ细胞组。
结论：ＣＩＫ联合西妥昔单抗对ＥＧＦＲ受体阳性的野生型结直肠癌细胞与突变型结直肠癌细胞均有杀伤效果。
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　　结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，在我
国恶性肿瘤发病率中位居第四。靶向表皮生长因

子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）的
单克隆抗体西妥昔单抗（ｃｅｔｕｘｉｍａｂ）是目前研究最
为广泛的肿瘤靶向抗体治疗药物之一，２００４年被
ＦＤＡ批准用于转移性结直肠癌的治疗，虽有一定
疗效，但单一的靶向治疗仍存在着局限性，部分使

用西妥昔单抗治疗的患者在治疗一段时间后出现

耐药，最终导致肿瘤的复发。目前发现ＫＲＡＳ突变
会导致肿瘤细胞对西妥昔单抗的原发性耐药，使用

西妥昔单抗的指征被严格限定在 ＫＲＡＳ野生型的
患者［１－２］。约有 ３５％ ～４０％结直肠癌患者存在
ＫＲＡＳ突变，这部分ＫＲＡＳ突变患者不能从单独西
妥昔单抗治疗中获益［３－４］。细胞因子诱导的杀伤

细胞（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｓ，ＣＩＫ）是由外周血
单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢ
ＭＣ）在体外经多种细胞因子及 ＣＤ３单抗诱导培养
的一群异质性细胞群，包括 ＣＤ８＋Ｔ、ＮＫ和 ＮＫＴ细
胞等［５－７］。ＣＩＫ作为抗肿瘤过继细胞免疫治疗的
方案之一已在临床肿瘤治疗中被广泛应用，有研究

报道ＣＩＫ在结直肠癌治疗中的临床疗效及安全
性，但ＣＩＫ细胞不能长久地对肿瘤细胞进行抑制
而疗效有限［５，８－９］，ＣＩＫ细胞与其他抗肿瘤治疗手
段联合使用来促进抗肿瘤效应被越来越多的学者

所关注［１０－１３］。本课题组前期的研究中发现，ＮＫ
细胞在联合西妥昔单抗后可通过抗体依赖的细胞

介导的细胞毒（ａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄｃｙ
ｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ，ＡＤＣＣ）作用对 ＫＲＡＳ突变及野生型结直
肠癌细胞发挥相同的杀伤效应［１４－１６］。本研究通过

观察ＣＩＫ细胞联合西妥昔单抗后对 ＫＲＡＳ突变及
野生型结直肠癌细胞株的杀伤效应，探讨 ＣＩＫ细
胞联合靶向治疗抗体在结直肠治疗中的应用。

１　材料与方法

１１　细胞株及抗体
人结肠癌细胞 ＤＬＤ１（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏ

ｍａｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＫＲＡＳｍｕｔａｎｔＧ１３Ｄ）及Ｃａｃｏ２（ｃｏｌｏｒｅｃ

ｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｌｉｎｅ，ＫＲＡＳＷＴ）细胞株均
购自中国典型培养物保藏中心，由本实验室传代后

液氮保存。用于细胞培养的 ＲＰＭＩ１６４０培养基购
自Ｈｙｃｌｏｎｅ，胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、青
霉素、链霉素及 ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ（００５％）均购自
Ｇｉｂｃｏ公司。西妥昔单抗（ｃｅｔｕｘｉｍａｂ，鼠／人嵌合抗
ＥＧＦＲ抗体，ＩｇＧ１）购于百时美施贵宝公司（Ｂｒｉｓｔｏｌ
ＭｙｅｒｓＳｑｕｉｂｂ）公司。
１２　方法
１２１　ＣＩＫ细胞的体外扩增及鉴定　肝素抗凝管
收集健康志愿者外周静脉血３０ｍＬ，Ｆｉｃｏｌｌ密度梯
度离心法分离外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）。将分离的ＰＢＭＣ接种于
Ｔ２５细胞培养瓶内，用 ＧＴＴ５５１无血清培养基
（Ｔａｋａｒａ公司）调整细胞密度为１×１０９个／Ｌ。细胞
培养瓶置于３７℃、５％ ＣＯ２孵育箱中培养，第１天
加入 １００００００ＩＵ／ＬＩＦＮγ（ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司）及
１％的自体血浆，２４ｈ后加入３０００００Ｕ／Ｌ白细胞
介素２（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，ＩＬ２，北京四环生物公司）和
５０μｇ／Ｌ抗 ＣＤ３单克隆抗体（Ｒ＆Ｄ公司）继续培
养，每隔３～４ｄ补充新鲜培养基，调整细胞密度为
１×１０９个／Ｌ，同时补加３０００００Ｕ／ＬＩＬ２，第１４～
１６天时开始收集细胞。
１２２　ＣＩＫ细胞表型和 ＤＬＤ１、Ｃａｃｏ２细胞膜表
面分子检测　通过流式细胞检测，按照１×１０６个／
样本将ＣＩＫ、ＤＬＤ１及 Ｃａｃｏ２细胞加入流式管中，
洗细胞 ２次，震荡混匀后加入 Ｆｃ封闭抗体 ａｎｔｉ
ＣＤ１６／ＣＤ３２封闭作用３０ｍｉｎ。分别加入流式抗体
ＦＩＴＣ鼠抗人 ＥＧＦＲ单抗（ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）、ＦＩＴＣ鼠抗
人ＣＤ３单抗（ＢＤ）、ＰＥ鼠抗人 ＣＤ５６单抗（ＢＤ）、
ＡＰＣ鼠抗人 ＣＤ８单抗、ＡＰＣ鼠抗人 ＣＤ１６单抗或
同型对照抗体，混匀后４℃避光结合３０ｍｉｎ，洗细
胞２次去除未结合的抗体，ＰＢＳ重悬细胞。
ＢｅｃｋｍａｎＦＣ５００型流式细胞仪检测，Ｆｌｏｗｊｏ１００软
件分析实验结果，满足 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋≥２０％，ＣＤ３＋

ＣＤ８＋≥６０％的ＣＩＫ细胞用于后续实验。
１２３　培养液上清中的细胞因子水平检测　通过
ＥＬＩＳＡ法，分别收集培养第１天及第１４天的 ＣＩＫ
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细胞培养上清液，分装后 －８０℃保存备用。细胞
因子检测：ＩＦＮγ及ＴＧＦβ测定均采用双抗体夹心
ＥＬＩＳＡ法，按试剂盒说明书操作；以标准品４５０ｎｍ
处的吸光度（ＯＤ）值做标准曲线，计算待测样品中
细胞因子的含量，每份样本设３个复孔。
１２４　ＣＩＫ细胞联合西妥昔单抗对人结直肠癌细
胞的杀伤作用　通过实时无标记细胞分析仪（ｒｅａｌ
ｔｉｍｅｃｅｌｌｕｌａｒａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＴＣＡ，美国 ＡＣＥＡ公司）检
测，向ＲＴＣＡ检测板的检测孔分别加入１００μＬ完
全培养液，放入ＲＴＣＡ中读取背景数据。取出 ＲＴ
ＣＡ检测板接种预先制备的细胞悬液，ＤＬＤ１及
Ｃａｃｏ２细胞分别以 ２×１０４及 １５×１０４个／孔接
种，设肿瘤细胞单独组、ＣＩＫ肿瘤细胞组及 ＣＩＫ联
合西妥昔单抗肿瘤细胞组，每组细胞设置３个复
孔，将ＲＴＣＡ检测板再次放回 ＲＴＣＡ，３７℃ ５％ＣＯ２
培养箱中孵育２４ｈ后加入西妥昔单抗（１ｍｇ／Ｌ）
５０μＬ，其余孔补加５０μＬ完全培养基。抗体孵育
１ｈ后按照２０∶１效靶比加入 ＣＩＫ细胞５０μＬ。将
ＲＴＣＡ检测板再次放回 ＲＴＣＡ仪，设置每隔１５ｍｉｎ
监测并记录细胞指数（ｃｅｌｌｉｎｄｅｘ，ＣＩ）值，连续监测
４５ｈ，选择实验第４５ｈ数据计算杀伤率。按照下
列公式计算：

细胞杀伤率％ ＝（对照组 ＣＩ值 －实验组 ＣＩ
值）／对照组ＣＩ值×１００％。
１３　统计学处理

使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件来进行数据统计学
处理，数据采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，符合正
态分布的计量资料比较采用 ｔ检验，Ｐ≤００５为差
异有统计学意义。

２　结果

２１　Ｃａｃｏ２及ＤＬＤ１细胞表面的ＥＧＦＲ表达
本实验中所使用的Ｃａｃｏ２及ＤＬＤ１细胞表面

ＥＧＦＲ均高表达，分别为８１６％及８２９％。见图１。
２２　　ＣＩＫ细胞亚群

倒置显微镜下观察 ＣＩＫ细胞生长情况，诱导
前细胞体积较小，呈圆形散在分布，在诱导培养过

程中细胞体积逐渐增大，培养第５天细胞开始形成
细胞集落，随着培养时间延长而集落增多，培养至

第１４天时细胞体积明显增大，ＣＩＫ细胞于培养基
中悬浮成团分布，数量显著增多。见图２。与培养
前比较，ＣＩＫ细胞经过１４ｄ的体外活化扩增后ＣＩＫ
细胞亚群中 ＣＤ８＋Ｔ、ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＮＫＴ及 ＣＤ１６＋

ＣＤ５６＋ＮＫ细胞比例均显著增高（Ｐ＜００１或 Ｐ＜
００５）。见表１。

图１　流式细胞术检测ＤＬＤ１及Ｃａｃｏ２细胞株上
ＥＧＦＲ的表达

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＧＦＲｏｎＤＬＤ１ａｎｄＣａｃｏ２
ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

表１　流式细胞仪检测培养前后ＣＩＫ细胞亚群（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＣＩＫｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ

指标 培养前 培养后

ＣＤ８＋Ｔ ２６７±９５ ６７５±１６５（１）

ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋ＮＫ ３１±１８ ７０±６６（２）

ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＮＫＴ ２６±２７ ２０１±１３７（１）

与培养前比较，（１）Ｐ＜００１，（２）Ｐ＜００５

图２　培养第１、５天ＣＩＫ细胞（×１００）
Ｆｉｇ．２　ＣＩＫｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２３　ＣＩＫ细胞培养基上清液中的 ＩＦＮγ及 ＴＧＦβ
水平

ＥＬＩＳＡ结果显示，与培养第 １天比较，ＣＩＫ细
胞培养第１４天时，培养基的上清液中ＩＦＮγ水平由
（３４８±３５４）ｎｇ／Ｌ增高为（２０４１８±６９７９）ｎｇ／Ｌ
（Ｐ＜００１），而ＴＧＦβ的水平由（１２９３８±６３３９）ｎｇ／Ｌ
下降为（１１６７±２６８）ｎｇ／Ｌ（Ｐ＜００１）。见图３。
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（１）与第１天比较，Ｐ＜００１

图３　ＣＩＫ细胞培养第１及第１４天细胞培养上清中ＩＦＮγ及ＴＧＦβ水平
Ｆｉｇ．３　ＩＦＮγａｎｄＴＧＦβｌｅｖｅｌｓｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｆｔｅｒＣＩＫｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ１ａｎｄ１４ｄａｙｓ

２４　ＣＩＫ细胞联合西妥昔单抗对ＤＬＤ１及Ｃａｃｏ２
细胞的杀伤作用

将经过１４ｄ体外扩增培养的ＣＩＫ细胞作为效
应细胞，结合有抗ＥＧＦＲ单抗西妥昔单抗的肿瘤细
胞作为靶细胞，按照２０∶１的效靶比将效应细胞与
靶细胞共培养，ＲＴＣＡ法检测ＣＩＫ细胞对肿瘤细胞

的杀伤效应。图 ４中显示 ＣＩＫ细胞对 ＤＬＤ１及
Ｃａｃｏ２细胞株的杀伤率分别为 １６０４％ ±０８７％
及２７６７％±３１０％，而当联合使用１ｍｇ／Ｌ抗ＥＧ
ＦＲ西妥昔单抗后杀伤率分别增高到 ３１５６％ ±
３５５％及３５９６％±１７３％。

图４　ＲＴＣＡ检测ＣＩＫ联合西妥昔单抗对ＤＬＤ１及Ｃａｃｏ２肿瘤细胞株的杀伤作用
Ｆｉｇ．４　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｃｅｔｕｘｉｍａｂａｇａｉｎｓｔＤＬＤ１ａｎｄＣａｃｏ２ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＣＡ

３　讨论

ＣＩＫ细胞主要由其中的 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ＮＫＴ细
胞通过非 ＭＨＣ限制性的细胞毒作用来杀伤肿瘤

细胞，此外，在本研究中还检测到在培养 １４ｄ时
ＣＩＫ细胞培养上清中 Ｔｈ１型细胞因子 ＩＦＮγ水平
增高近６０倍，而可抑制抗肿瘤免疫应答的 ＴＧＦβ
水平降低了近１０倍，因而 ＣＩＫ细胞还可通过释放
的细胞因子改善肿瘤微环境促进 Ｔｈ１型免疫应答
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而增强机体抗肿瘤效应［１７］。本研究中使用的 ＣＩＫ
细胞对ＤＬＤ１及Ｃａｃｏ２结直肠癌细胞株均可发挥
杀伤效应，而在联合西妥昔单抗后杀伤效应进一步

增强，对ＫＲＡＳ突变型ＤＬＤ１及 ＫＲＡＳ野生型 Ｃａ
ｃｏ２肿瘤细胞均可发挥增强的杀伤效应。由西妥
昔单抗介导的 ＡＤＣＣ作用是通过 ＮＫ细胞表面的
ＣＤ１６识别结合于肿瘤细胞上的抗体 Ｆｃ段，ＮＫ细
胞活化而杀伤肿瘤细胞。有研究发现，ＣＩＫ细胞联
合抗 ＣＤ２０单抗后所增强的细胞毒效应与 ＣＩＫ细
胞中含有的ＮＫ细胞有关，由于ＣＩＫ细胞并不高表
达所有的 ＦｃγＲⅢ（ＣＤ１６、ＣＤ３２及 ＣＤ６４），且在
ＣＩＫ细胞中去除 ＮＫ细胞后显著降低了联合抗体
后所增强的细胞毒性，因而推测 ＣＩＫ细胞对肿瘤
细胞所发挥的细胞毒作用主要是由 ＣＩＫ细胞中的
ＮＫＴ细胞发挥，而在联合抗体后所增强的细胞毒
作用是由 ＣＩＫ细胞中的 ＮＫ细胞所发挥［１８］，该结

论与本研究中的发现一致，通过１４ｄ的体外诱导
培养，本课题中所使用的ＣＩＫ细胞中的ＮＫ细胞数
量较培养前有所增高（７０％ ±６６％），因而也推
测在本研究中联合西妥昔单抗后所增强的细胞毒

作用是由ＣＩＫ中部分 ＮＫ细胞所发挥的 ＡＤＣＣ效
应。

ＣＩＫ细胞有着体外扩增能力强、安全性高、具
有广谱的肿瘤杀伤能力及肿瘤趋化性等优势。而

西妥昔单抗不仅可直接抑制肿瘤生长，还可活化

ＮＫ细胞通过ＡＤＣＣ效应而杀伤肿瘤细胞［３，１９－２０］。

因而，将ＣＩＫ细胞与西妥昔单抗联合用于结直肠
癌的治疗具有以下优势，首先，体外活化扩增的

ＣＩＫ细胞将为结直肠癌的治疗提供大量的效应细
胞而发挥抗肿瘤效应，在联合西妥昔单抗后 ＣＩＫ
细胞中的部分ＮＫ细胞与西妥昔单抗的Ｆｃ段结合
将进一步通过 ＡＤＣＣ效应来促进抗肿瘤作用；其
次，由于 ＫＲＡＳ突变不改变 ＥＧＦＲ胞外段构象，西
妥昔单抗仍能与ＥＧＦＲ结合，因而ＣＩＫ细胞联合西
妥昔单抗可对 ＫＲＡＳ突变及野生型结直肠癌细胞
均发挥杀伤效应，从而扩大了西妥昔单抗的应用适

症。据此，ＣＩＫ细胞与西妥昔单抗的联合应用有可
能成为一种新型有效的抗肿瘤治疗方案用于临床

应用中。虽然该联合策略在体外实验中效果显著，

但由于体内抗肿瘤的作用机制复杂，任何一种抗肿

瘤治疗手段在体内都可能会出现比体外实验中更

为复杂甚至相去甚远的效应，因而，进行深入的体

内实验研究以及制定合理的联合治疗方案将是研

究联合抗肿瘤治疗策略的关键。
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