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CIK

细胞（细胞因子诱导的杀伤细胞）过继免

疫疗法是目前应用较广的免疫治疗方法， 其副作

用小，病人易于耐受，是传统手术 、化疗和放疗的

有益补充。该疗法与

DC

（树突状细胞）肿瘤疫苗及

其他如免疫监测点抗体治疗相结合的治疗方法甚

至有希望成为根除肿瘤细胞的方法之一。

CIK

细

胞中表达

CD3

、

CD56

双阳性的细胞是

CIK

细胞中

最主要的效应细胞亚群， 然而研究发现肿瘤患者

的

CIK

细胞体外扩增率 、

CD3

、

CD56

双阳性率及

对肿瘤细胞杀伤活性均低于健康人

[1]

，因此如何提

高

CIK

细胞培养时的双阳性率进而提高

CIK

细胞

肿瘤杀伤活性是当前过继免疫治疗中的重要问

题。

香菇多糖作为一种中药类免疫调节剂， 可以

激活多种免疫细胞如

T

细胞、 巨噬细胞， 能促进

T

、

B

淋巴细胞增殖， 提高

NK

细胞 （自然杀伤细

胞）活性

[2-3]

，增加免疫细胞的吞噬能力

[4]

；香菇多

糖 还 可 以 上 调

DC

细 胞 组 织 相 容 性 复 合 体

Ⅱ

（

MHCⅡ

）、

CD40

、

CD83

、

CD80

、

CD86

和

DEC205

的

表达，促进

DC

表型的成熟

[5]

，提高

DC

抗原递呈功

能

[6]

，提高树突状细胞表面分子

CD1a

及

HLA-DR

的表达，提升白介素

-12

（

IL-12

）的分泌水平

[7]

。 本

研究通过在

CIK

细胞体外培养过程中加入不同浓

度的香菇多糖进行诱导， 观察比较

CIK

细胞增殖

情况，

CD3

、

CD56

双阳性率及对肿瘤细胞杀伤率，

旨在明确香菇多糖对

CIK

细胞的影响， 探求最适

宜的诱导浓度， 寻求可以提高

CIK

细胞疗法疗效

的可能途径， 并为临床合并用药治疗提供基础研

究依据。

1

实验材料

1.1

血液与细胞 健康人外周血 （扬州市中心血

站）， 肺癌细胞株

A549

（上海复祥生物科技有限公

司）。

1.2

试剂与设备

easyCyte 6HT

流式细胞仪，南京

兆坤仪器有限公司；

Model 311 Series CO

2

培养箱

（

Thermo

）；

Multiskan FC

酶标仪（

Thermo

）；注射用香

菇多糖， 南京易亨公司；

Ficoll

分离液， 美国

GE

公

司；

CCK8

试剂， 日本同仁化工； 异硫氰酸荧光素

（

FITC

）

anti-human CD3

单抗（

Biolegend

）；藻红蛋白

（

PE

）

anti-human CD56

单抗 （

Biolegend

）；

GT-T551
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摘 要 目的：明确香菇多糖对

CIK

细胞（细胞因子诱导的杀伤细胞）体外增殖及抗肿瘤活性的影响，为临床应用香

菇多糖提高

CIK

细胞过继免疫治疗疗效提供理论数据。 方法：于

CIK

细胞培养第

11

天加入不同浓度香菇多糖，诱导培

养

72h

后比较细胞密度，流式细胞仪检测

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳率，

CCK8

法检测比较经不同浓度香菇多糖诱导后的

CIK

细胞对肺癌

A549

细胞的杀伤率。 结果：诱导

72h

后，加入

5

、

25

、

50μg/mL

香菇多糖的

CIK

细胞密度虽有上升但与未

加入香菇多糖的空白对照组比较无统计学差异（

P＞0.05

）。 经

5μg/mL

香菇多糖诱导的

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳性率与

空白对照组相当（

P＞0.05

）；而经

25

、

50

及

75μg/mL

香菇多糖诱导的

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳性率较空白对照组明显升

高（

P＜0.05

），以

50μg/mL

香菇多糖诱导组的差异最为明显。 经

5μg/mL

香菇多糖诱导的

CIK

细胞对肺癌

A549

细胞的杀

伤率与空白对照组相当（

P＞0.05

）；而经

25

、

50

及

75μg/mL

香菇多糖诱导的

CIK

细胞对肺癌细胞杀伤率明显高于空白对

照组（

P＞0.05

），以

50μg/mL

香菇多糖诱导组对肺癌细胞的杀伤率最高。 结论：香菇多糖对

CIK

细胞的体外增殖无促进作

用，高浓度香菇多糖反而抑制

CIK

细胞增殖；适当浓度的香菇多糖处理

CIK

细胞能使

CD3

、

CD56

双阳性率上升，同时可

提高

CIK

细胞对肺癌

A549

细胞株杀伤率。 香菇多糖诱导

CIK

细胞的最适浓度在

50μg/mL

。
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培养基（

TaKaRa

）；重组人白细胞介素

-2

（

IL-2

），北

京双鹭药业；

CD3

单抗 （

CD3mAb

），

MACS-GMP

；干

扰素

-γ

（

IFN-γ

），上海凯茂医药。

2

实验方法

2.1 CIK

细胞培养

50mL

健康人全血，以

Ficoll

分

离液分离单个核细胞，以培养基稀释调整密度至

1×

10

6

/mL

，加入

IFN-γ

，终浓度

1000IU/mL

，于

37℃

、

5%

CO

2

的培养箱中培养

24h

，加入

IL-2

、

CD3mAb

，终浓

度均为

500IU/mL

。 每

3d

半量换液，培养至第

11

天

时，收集细胞备用。

2.2

分组加入香菇多糖诱导 将收集的

CIK

细胞

重新调整密度至

1×10

6

/mL

， 取

30mL

均分到

6

个培

养瓶中，

Ⅰ

组为空白对照组，

Ⅱ～Ⅵ

组分别加入终浓

度为

5

、

25

、

50

、

75

、

100μg/mL

的香菇多糖，继续送入

37℃

、

5%CO

2

培养箱中培养

72h

。

2.3

细胞计数 分别于诱导培养

24

、

48

、

72h

以台

盼蓝排除法计数活细胞，每管计数

3

次，取平均值

记录细胞密度。

2.4

流式细胞仪检测

CD3

、

CD56

双阳性率 将加

入香菇多糖诱导培养

72h

的各组

CIK

细胞悬液取

样 离 心 ， 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液

（

PBS

）洗涤，离心，分装，加入

FITC anti-human CD3

单抗及

PE anti-human CD56

单抗，室

温避光孵育

30min

后离心机

离心 ，重悬，加入

96

孔板，流

式细胞仪检测。

2.5

肺癌细胞株培养 肺癌

A549

细胞加入

RPMI-1640

培

养液并添加

10%

的胎牛血清

培养，每

2d

换液

1

次，待肺癌

细胞进入对数生长期，以

1mL

0.25%

的胰蛋白酶消化液消

化，洗涤后将收集的癌细胞调

整到浓度为

5×10

4

/mL

用于后

续实验。

2.6 CIK

细胞杀伤试验 将

诱导培养的各组

CIK

细胞与

肺癌细胞

A549

按效靶比

20

：

1

混合，培养

24h

后加入

CCK8

试剂， 酶标仪测定

OD

（光密

度）

450nm

波长。

CIK

细胞杀伤

率公式： 杀伤率

＝[1－

（实验孔

OD

值

－

效应细胞孔

OD

值）

] ／

靶细胞孔

OD

值

×100％

。

2.7

统 计 学 方 法 使 用

SPSS17.0

软件进行统计分析。 数据采用（

x±s

）表示，

各组均数比较行单因素方差分析， 两两比较采用

LSD

检验，检验水准

α=0.05

。

3

实验结果

3.1

不同浓度不同诱导时间香菇多糖对

CIK

细胞

体外扩增的影响 见表

1

。与

Ⅰ

组（空白对照组）相比，

经

5

、

25

、

50μg/mL

香菇多糖诱导

72h

，

75

、

100μg/mL

香菇多糖诱导

24

、

48h

，

CIK

细胞密度相当， 无统计

学差异 （

P＞0.05

）； 经

75

、

100μg/mL

香菇多糖诱导

72h

，

CIK

细胞密度明显低于空白对照组（

P＜0.05

）。

3.2

不同浓度香菇多糖诱导

72h

后

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳性率比较 见图

1

、表

2

。 空白对照组与

5μg/mL

香菇多糖干预组

CD3

、

CD56

双阳性率相当

（

P＞0.05

），经

25

、

50μg/mL

香菇多糖干预后

CIK

细

胞

CD3

、

CD56

双阳性率较空白对照组明显升高

（

P＜0.05

），其中

Ⅳ

组（

50μg/mL

香菇多糖诱导）双阳

性率最高，

Ⅴ

组（

75μg/mL

香菇多糖）双阳性率开始

下降，但与对照组相比仍有统计学意义（

P＜0.05

）。

Ⅵ

组（

100μg/mL

香菇多糖）因

CIK

细胞死亡放弃检

测。

表

1

不同浓度香菇多糖诱导不同时间后

CIK

细胞密度比较（

n=10

，

x±s

）

×10

6

/mL

诱导时间

Ⅵ

组（

100μg/mL

）

Ⅳ

组（

50μg/mL

）

Ⅴ

组（

75μg/mL

）

Ⅲ

组（

25μg/mL

）

Ⅰ

组（空白对照）

Ⅱ

组（

5μg/mL

）

72h 3.71±0.26 3.67±0.29 3.74±0.29 3.67±0.25 2.39±0.21

*

0.54±0.07

*

注：

*

与

Ⅰ

组比较，

P＜0.05

。

图

1

流式细胞仪检测

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳性率（右上角为

CD3

、

CD56

双阳性区域）

表

2

各组

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳性率比较（

n=10

，

x±s

）

%

Ⅴ

组（

75μg/mL

）

Ⅲ

组（

25μg/mL

）

Ⅳ

组（

50μg/mL

）

Ⅱ

组（

5μg/mL

）

双阳性率

38.55±2.32 43.47±1.81

*

50.73±2.90

*

40.87±1.88

*

Ⅰ

组（空白对照）

38.17±2.52

注：

*

与

Ⅰ

组比较，

P＜0.05

。
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3.3

各 组

CIK

细 胞 对 肺 癌

A549

细胞株杀伤率比较 见

表

3

。 经不同浓度香菇多糖诱

导

72h

后，

Ⅰ

组（空白对照组）

与

Ⅱ

组（

5μg/mL

香菇多糖）

CIK

细胞对肺癌细胞株杀伤率相当 （

P＞0.05

），

Ⅲ

组

（

25μg/mL

香菇多糖）、

Ⅳ

组（

50μg/mL

香菇多糖）与

空白对照组相比对肺癌细胞的杀伤率明显升高

（

P＜0.05

），其中

Ⅳ

组杀伤率最高；

Ⅴ

组（

75μg/mL

香

菇多糖）杀伤率较

Ⅳ

组下降，与空白对照组相比差

异仍具有统计学意义（

P＜0.05

）。 杀伤率曲线变化与

CD3

、

CD56

双阳性率相似，以

50μg/mL

香菇多糖诱

导组最优，见图

2

。

4

讨论

肿瘤过继免疫疗法是将自身或异体的抗肿瘤

效应细胞的前体细胞，在体外采用多种细胞因子进

行诱导、激活和扩增，然后回输给肿瘤患者，提高患

者抗肿瘤免疫力，以达到治疗肿瘤的目的。 目前用

于过继免疫治疗的细胞有

LAK

细胞（淋巴因子激活

的杀伤细胞）、

TIL

细胞 （肿瘤浸润性淋巴细胞）、

CD3AK

（

CD3

单抗激活的杀伤细胞）、

NK

细胞、

CTL

（细胞毒

T

细胞）、

DC

细胞及

CIK

细胞， 但

LAK

、

CD3AK

、

CTL

等存在增殖速度慢、数量少、输注困难

及细胞毒力低下等缺陷

[8]

。 与

LAK

细胞、

TIL

细胞等

免疫细胞相比，

CIK

细胞具有增殖速度快， 杀瘤谱

广，杀瘤活性高，对正常造血前体细胞毒性小，对多

重耐药肿瘤细胞仍敏感，能抵抗肿瘤细胞引发的效

应细胞

Fas-FasL

凋亡，疾病的严重性和肿瘤的转移

不影响其抗瘤活性等优势

[9-12]

。 鉴于以上特点，

CIK

细

胞是目前肿瘤过继免疫疗法首选杀伤细胞。 然而，

肿瘤患者

CIK

细胞功能低下， 体外扩增率、

CD3

、

CD56

双阳性率及对肿瘤细胞杀伤活性均低于健康

人

[1

，

13]

，虽然有研究表明同一患者多次回输后进行单

核细胞采集可提高再次

CIK

细胞培养时的双阳性

率

[14]

，且多疗程治疗患者的

CD3

、

CD56

双阳性细胞

量高于单疗程治疗

[15]

，但实验中患者治疗疗程

＞14

次后方显示出差异，而多数患者并不能接受更多疗

程的

CIK

细胞治疗。 另有研究发现，

CIK

细胞治疗

时高比例

CD3＋

、

CD56＋

细胞亚群与

CIK

细胞治疗

后肿瘤患者总生存期改善有关

[16]

，所以更高的

CD3

、

CD56

双阳性率预示着更好的疗效。 因此， 在自体

CIK

细胞治疗中如何提高

CIK

细胞双阳性率，提高

细胞对肿瘤细胞杀伤活性是目前

CIK

细胞过继免

疫治疗中需要攻克的难题。

已有研究发现，某些中药成分对

CIK

细胞有增

强功能、促进增殖的作用，如一定浓度的云芝多糖、

芹菜素可促进

CIK

细胞增殖

[17-18]

，而黄芪多糖、猪苓

多糖、茯苓多糖、云芝多糖、芹菜素、白桦酯酸及姜

黄素等可提高

CIK

细胞对肿瘤细胞抑制率，其机制

可能与增加

CIK

细胞穿孔素和颗粒酶含量及提高

CD3

、

CD56

双阳性率有关

[17-21]

。香菇多糖作为一种中

药类免疫调节剂，可以激活多种免疫细胞，能促进

T

、

B

淋巴细胞增殖，提高

NK

细胞活性

[2-3]

，增加免疫

细胞的吞噬能力

[4]

。 本研究发现，香菇多糖对

CIK

细

胞的体外增殖无促进作用，高浓度香菇多糖反而抑

制

CIK

细胞增殖，更高浓度香菇多糖使

CIK

细胞死

亡 。 香菇多糖浓度达

25μg/mL

后

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳性率上升， 至

50μg/mL

浓度时双阳性率

达到顶峰，由此可以认为

50μg/mL

的香菇多糖为提

高

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳性率的最适浓度。 而在

CIK

细胞对肺癌细胞

A549

的杀伤试验中， 同样为

50μg/mL

浓度香菇多糖组杀伤率最高。

本研究结果表明，香菇多糖可以促进

CIK

细胞

的增殖并提高其抗肿瘤活性，从而解决过继免疫治

疗中肿瘤患者

CD3

、

CD56

双阳性率不高的问题，提

升

CIK

细胞治疗的疗效。 通过比对发现，

CIK

细胞

杀伤率曲线变化与

CD3

、

CD56

双阳性率曲线呈对

应关系，因此经香菇多糖诱导后的

CIK

细胞对肺癌

细胞杀伤作用加强可能与更高的

CD3

、

CD56

双阳

性率相关。 关于香菇多糖提高

CIK

细胞

CD3

、

CD56

双阳性率的机制则有待进一步研究。
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