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DC-CIK对结直肠癌根治术后肝转移患者疗效和循环肿瘤细胞的影响

吴有军，曹志宇，张庆军，刘瑞军，王玥，吕刚，张心慧，孙永胜，杨波（解放军第 309 医院 普通外科，北京

100091）

[摘 要] 目的: 探讨树突状细胞-细胞因子诱导的杀伤细胞（dendritic cell-cytokine induced killer cell, DC-CIK）对结直肠癌

（colorectal carcinoma, CRC）根治术后肝转移患者循环肿瘤细胞（circulating tumor cell, CTC）数量、疗效和预后的影响。方法: 回
顾性分析2009年7月至2015年12月在解放军第309医院普通外科采用DC-CIK+常规疗法治疗的CRC根治术后肝转移患者62

例（DC-CIK组）和同期未接受DC-CIK治疗的70例患者（常规组）的临床资料，同时抽取部分患者（DC-CIK组21例，常规组24例）

的外周静脉血，用CellSearch R 免疫磁珠技术检测血中CTC的数量，分析比较两组患者的疗效和预后。结果：DC-CIK组治疗后

患者CTC数量明显低于治疗前[（1.0±1.1）vs（2.7±2.0）个，P<0.01]，而常规组CTC变化不明显（P>0.05）；DC-CIK组肝转移灶手术

切除率、治疗客观有效率、患者无进展生存和总生存均显著优于常规组（P<0.05或P<0.01）。结论：DC-CIK可减少CRC根治术

后肝转移患者CTC数量并延长患者生存时间，在规范化实施的前提下具有可靠的抗肿瘤效果。
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Influence of DC-CIK on circulating tumor cells in patients with liver metastasis
after radical resection of colorectal cancer and its therapeutic efficacy

WU Youjun, CAO Zhiyu, ZHANG Qingjun, LIU Ruijun, WANG Yue, LYU Gang, ZHANG Xinhui, SUN Yong-

sheng, YANG Bo（Department of General Surgery, the 309th Hospital of PLA, Beijing 100091,China）

[Abstract] Objective: To explore and identify the influence of dendritic cell-cytokine induced killer cell（DC-CIK）on the number of

blood circulating tumor cell (CTC), therapeutic efficacy and prognosis of patients with liver metastasis after radical resection of colorec-

tal cancer. Methods: We retrospectively analyzed the clinical data of patients developing liver metastasis after radical resection of

colorectal cancer (CRC) and treated in PLA 309th Hospital between July, 2009 and December, 2015, among whom 62 patients were ad-

ministered DC-CIK plus conventional treatment (DC-CIK group) and 70 received only conventional treatment (conventional group). In

addition, peripheral venous blood of 21 patients in DC-CIK group and 24 patients in conventional group were examined to clarify CTC

number via CellSearch R immunomagnetic technology. The therapeutic efficacy was compared between the two groups. Results: The

CTC number of patients in DC-CIK group decreased significantly after treatment (1.0±1.1 vs 2.7±2.0, P<0.01), while that in conven-

tional group did not alter obviously (P>0.05). The resection rate of liver metastasis, objective response rate to treatment, patients’pro-

gression-free survival and overall survival of DC-CIK group were all superior than those of conventional group (P<0.05 or P<0.01).

Conclusion: DC-CIK can decrease the number of CTC in CRC patients with liver metastasis after radical operation and prolong their

survival; it has reliable anti-tumor effect under the precondition of standard execution.
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结直肠癌（colorectal carcenoma, CRC）的发病率和

病死率在世界范围内位居前列，其中高达50%左右的

患者发病时即已合并或最终都将出现肝转移[1]，而后者

是导致患者病死的主要原因[2]。结直肠癌肝转移

（colorectal cancer liver metastasis, CRCLM）的治疗非常

棘手[3]，患者预后不佳，尤其是不可切除者，5年总生存

率通常不足10%[4]，对于这部分患者有必要采取新的治

疗 手 段 以 进 一 步 提 高 疗 效 和 延 长 生 存 期 。
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本课题回顾性分析了 2009年至 2015年间在解放军

第 309医院普通外科收治的CRC根治术后肝转移采

用树突状细胞-细胞因子诱导的杀伤细胞（dendritic

cell-cytokine induced killer cell，DC-CIK）疗法治疗的

62例CRCLM患者，与同期只接受常规疗法（未接受

DC-CIK治疗）的 70例患者的临床资料，同时检测了

其中部分患者在治疗前后循环肿瘤细胞（circulating

tumor cells, CTC）数量的变化，旨在探讨DC-CIK疗

法对CRCLM患者的CTC数量、疗效和预后的影响。

1 资料与方法

1.1 临床资料

回顾性分析 2009年 7月至 2015年 12月间在解

放军第 309医院普通外科收治的 132例CRC根治术

后肝转移患者，其中 62 例接受 DC-CIK+常规疗法

（DC-CIK组）、70例接受常规疗法（常规组）。病例纳

入标准：（1）病史明确为CRC，曾行根治性手术；（2）

影像学提示CRCLM，且转移灶经肝胆外科会诊不可

切除；（3）年龄 18~70岁；（4）入院前 3个月内未接受

抗肿瘤治疗；（5）入院时一般情况良好，KPS评分≥70

分。病例排除标准：（1）腹水；（2）恶病质状态；（3）就

诊后3个月内死亡；（4）合并腹腔、肺或其他部位转移

或心肺脑肾等器官严重病变。全部入组患者均签署

知情同意书，治疗方案经医院伦理委员会审查批准。

1.2 细胞、主要试剂与仪器

人结肠癌Colo320细胞和直肠癌HCT116细胞购

自中国科学院细胞库。Ficoll-Hypaque淋巴细胞分离

液购自美国GE Healthcare 公司，GT-T551培养基购

自日本TaKaRa公司，rhIFN-γ购自Novoprotein 公司，

anti-CD3单克隆抗体、rhIL-4、GM-CSF、rhTNF-α均购

自美国Peprotech公司，rhIL-2购自北京四环生物制药

有限公司，rhIL-1α购自 Sinobiological公司。血细胞

分离机和CellSearch R 系统（Veridex，Raritan，NJ）分别

为德国Fresenius公司和美国强生公司产品。

1.3 DC-CIK细胞的制备

于化疗当日清晨抽取患者外周血50 ml，加入Fi-

coll-Hypaque淋巴细胞分离液，离心后获得单个核细

胞，放入GT-T551培养基中静置培养（37℃、5%CO2，1

～2 h），而后按常规方法[5]分别取悬浮细胞和贴壁细

胞分化扩增为CIK细胞和DC，其中DC在培养第5天

时加入Colo320和HCT116细胞裂解物上清进行致敏，

最后将两者以10∶1比例共培养7 d收获成熟DC-CIK细

胞。

1.4 治疗方案

1.4.1 常规治疗方案 所有患者入院后均先进行超

声引导肝转移灶射频消融（radiofrequency ablation，

RFA），而后给予全身化疗。初始化疗方案均为

mFOLFOX6，1次RFA、2次化疗视作1周期治疗。在

每周期治疗后2周进行评价，决定手术还是继续原先

治疗，以及是否调整为FOLFIRI、FOLFOXIRI等二线

方案。治疗持续至肝转移灶转为可切除或患者拒绝

继续治疗或病情明显恶化。化疗方案具体如下，

mFOLFOX6：第1天奥沙利铂85 mg/m2静脉滴注2 h、

LV 400 mg/m2 静脉滴注 2 h、5-Fu 400 mg/m2 静脉

推注，然后 1 200 mg（m2 · d）×2持续静脉输注（总量

2 400 mg/m2，输注 46~48 h），每 2周重复。FOLFIRI：

第 1 天 mFOLFOX6 中奥沙利铂改为伊立替康，180

mg/m2静脉滴注 30~120 min。FOLFOXIRI：第 1天在

mFOLFOX6的基础上增加伊立替康，180 mg/m2静脉

滴注30~120 min。

1.4.2 DC-CIK治疗方案 在上述常规治疗的基础

上，根据患者或家属意愿决定选择 62 例患者采用

DC-CIK疗法，每完成2次化疗给予1次DC-CIK细胞

输注。将制备好的DC-CIK细胞检测无支原体和细

菌真菌等污染后，加入2%白蛋白生理盐水100 ml中

分3次连续3 d静脉回输，每次回输细胞数不少于3×109

个。

1.5 免疫磁珠法检测CRCLM患者血中CTC

CTC检测在每周期治疗结束后约2周进行，采用

CellSearch®系统按产品说明完成。基本步骤如下：采

集患者外周静脉血 7.5 ml 置于 CellSave 管，室温保

存；在样本中加入 6.5 ml 缓冲液，离心后吸出上

清；再次加入缓冲液，而后加入包被抗上皮细胞

黏 附 分 子（epithelial cell adhesion molecule，Ep-

CAM）的纳米磁颗粒孵育，抗 EpCAM 通过抗原

抗体反应可与上皮细胞特异性结合，将样本置

于磁场中，结合有纳米磁颗粒的细胞吸附于底

部，弃去液体，移除磁场，将底层富集的细胞重

悬于缓冲液；在重悬液中加入抗CD45、抗细胞角蛋

白CK8/18/19的荧光抗体和二脒基苯基吲哚（diamid-

ino phenyl indole，DAPI），其中荧光特性为 CK+和

DAPI+、CD45-的细胞被定义为CTC，最后经流式细胞

仪分离至样本盒表面，形成单细胞层以便计数。计

数结果由两名技师审核。

1.6 疗效评价

根据实体瘤疗效评价标准1.1（RECIST 1.1）进行

疗效评价。完全缓解（CR）为所有病灶完全消失，部

分缓解（PR）为病灶直径总和缩小超过 30%，疾病进

展（PD）为病灶直径总和增加至少 20%，疾病稳定

（SD）为除PR和PD以外的情况。客观有效率（ORR）

（%）=（CR+PR）/患者总数×100%，疾病控制率（DCR）

（%）=（CR+PR+SD）/患者总数×100%。
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1.7 随访

疗程结束后通过电话、电子邮件等方式定期随

访患者，并每3～6个月来院复查。复查项目包括：肝

功能、肿瘤标志物、肝B超和CT等，以首次治疗开始

日期作为观察起点，至患者出现PD和死亡的时间分

别定义为无进展生存期（PFS）和总生存期（OS）。本

组病例中位随访时间23.7（7.6～86.6）个月。

1.8 统计学处理

应用 SPSS13.0 统计学软件，计量数据以 x̄±s 表

示，率的比较采用 χ2检验，治疗前后CTC数量比较采

用两独立样本 t检验和配对 t检验，Kaplan-Meier法绘

制生存曲线，Log-Rank检验比较两条生存曲线之间的差

异。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 治疗对象的基本情况

62例接受RFA+化疗+DC-CIK（DC-CIK组）、70

例仅接受RFA+化疗（常规组），患者的一般资料见表

1，经统计学检验提示基线情况在两组间分布平衡，

具有可比性。

2.2 DC-CIK 治疗可降低CRCLM患者外周血中 CTC

数量

DC-CIK组和常规组分别有 21例和 24例患者在

治疗前后进行了CTC检测，免疫磁珠法检测结果显

示，DC-CIK 组治疗后 CTC 数量显著低于治疗前

[（1.0±1.1）vs（2.7±2.0）个，t=2.864，P<0.01]，而常规

组治疗前后 CTC 数量变化不大[（2.7±2.6）vs（2.5±

2.1）个，t=1.527，P>0.05]；两组治疗前CTC数量比较

无显著差异（t=1.106，P>0.05），治疗后CTC数量有显

著差异（t=2.376，P<0.05）。

2.3 DC-CIK治疗可提高CRC肝转移灶的手术切除率

治疗后，DC-CIK 组及常规组分别有 15、7 例 CRC

肝转移灶进行手术切除术，DC-CIK组手术切除率明

显高于常规组（24.2% vs 10.0%，χ2=4.52，P<0.05）。

2.4 DC-CIK组疗效优于常规组

截止 2017 年 2 月，DC-CIK 组 5 例（8.1%）获得

CR，33例（56.3%）获得PR，12例（19.3%）获得SD，12

例（19.3%）出现PD；常规组4例（5.7%）获得CR，15例

（21.1%）获得PR，29例（40.8%）获得 SD，22 例（32.4%）

出现PD。DC-CIK组ORR显著高于常规组[61.3% vs

26.8%，χ2=6.85，P<0.01]，但两组 DCR 比较差异无统

计学意义（80.6% vs 67.6%，χ2=1.13，P>0.05）。

2.5 两种疗法患者生存情况的对比

远期疗效（图1）显示，DC-CIK组的PFS和OS均

明显长于常规组 [21.6（95%CI 为 18.748~24.452）vs

13.5（95%CI 为 11.387~15.613）个月，χ2=19.444，P<

0.01；31.7（95%CI 为 26.664~36.736）vs 21.9（95%CI

为19.601~24.199）个月，χ2=14.236，P<0.01]。

表1 两组CRCLM患者的临床资料比较[n (%)]

Tab. 1 Comparison of the clinical data between the two

groups of patients with CRCLM[n (%)]

Clinical features

Sex

Male

Female

Age（t/a）

<60

≥ 60

Site

Colon

Rectum

Differentiation

Low

Middle/high

TNM stage

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

T classification

T1

T2

T3

T4

N classification

N0

N1

N2

Lesion at primary site

Yes

No

Number of liver metastasis

≥ 5

<5

Diameter of the biggest lesion（d/cm）

>3

≤ 3

Serum CEA

Elevated

Normal

Serum transaminase（z/U·L-1）

<200

≥ 200

Number of treatment cycle

≤ 3

>3

DC-CIK

42(67.7)

20(32.3)

17(27.4)

45(72.6)

30(48.4)

32(51.6)

14(22.6)

48(77.4)

13(21.0)

26(41.9)

23(37.1)

8(12.9)

17(27.4)

24(38.7)

13(21.0)

39(62.9)

16(25.8)

7(11.3)

9(14.5)

53(85.5)

41(66.1)

21(33.9)

27(43.5)

35(56.5)

51(82.3)

11(17.7)

49(79.0)

13(21.0)

46(74.2)

16(25.8)

Convention

46(65.7)

24(34.3)

25(35.7)

45(64.3)

38(54.3)

32(45.7)

22(31.4)

48(68.6)

15(21.4)

27(38.6)

29(41.4)

7(10)

19(27.1)

23(32.9)

21(30)

42(60)

20(28.6)

8(11.4)

6(8.6)

64(91.4)

43(61.4)

27(38.6)

38(54.3)

32(45.7)

53(75.7)

17(24.3%)

54(77.1)

16(22.9)

50(71.4)

20(28.6)

P

0.805

0.307

0.499

0.255

0.884

0.659

0.933

0.283

0.575

0.218

0.359

0.794

0.722
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图1 两组结直肠癌肝转移患者PFS(A)和OS(B)曲线比较

Fig.1 Comparison of PFS(A) and OS(B) curves between the two groups of patients with CRCLM

3 讨 论

CIK细胞是在体外经 IFN-γ、IL-2、CD3抗体、IL-

1α等多种细胞因子激活的一群异质性T淋巴细胞，

其主要细胞类型包括CD3+CD4+ Th细胞、CD3+CD8+

CTL细胞、CD3-CD56+ NK细胞以及CD3+CD56+ NKT

细胞，其中CD3+CD56+ NKT细胞兼具T细胞的强大

细胞毒性和NK细胞的非MHC限制性，是主要的抗

肿瘤效应细胞。将DC与CIK细胞混合培养，可通过

分泌细胞因子和细胞-细胞相互作用的方式，进一步

增强CIK细胞的抗肿瘤活性[6]。CIK/DC-CIK细胞具

有获取方便、扩增能力强、在体内持续时间长（2周以

上）[7]等特点，应用于血液和实体肿瘤均取得了良好

效果，且不良反应轻微。CIK/DC-CIK细胞在CRC中

的作用也得到了肯定，被用于CRC根治术后的辅助

治疗以及晚期患者的姑息治疗[8-9]。

作为一种细胞免疫疗法，CIK/DC-CIK疗法与化

疗和RFA相互间可产生协同效应，一方面CIK/DC-

CIK可使化疗患者受损的免疫功能得到提高，并且能

够杀灭对化疗不敏感或RFA残留的肿瘤细胞[7]；另一

方面某些化疗药物例如5-Fu、吉西他滨、环磷酰胺等

在较低浓度下具有选择性清除患者血液中Treg、髓源

性抑制细胞等免疫抑制细胞数量的作用[10]，而RFA则

可在短时间内显著降低肿瘤负荷，均有利于CIK/DC-

CIK细胞发挥作用。有研究[11-12]显示，CIK/DC-CIK与

化疗或RFA联合显示出了增强的治疗效果。笔者通

过本研究发现，DC-CIK疗法可减少患者血液中CTC

数量，提高抗肿瘤治疗的ORR和肝转移灶的手术切

除率，延长患者PFS及OS，反映出DC-CIK细胞可靠

的抗肿瘤活性。

CTC是由肿瘤实体病灶脱落进入血液循环的肿

瘤细胞，是肿瘤发生远处转移的根源。肿瘤细胞进

入循环后极大部分都发生凋亡或被免疫系统清除，

因此CTC的数量通常很少，但其数量仍可从一定程

度上反映肿瘤负荷和机体抗肿瘤免疫功能状态[13]。

目前在乳腺癌、肺癌、肾癌、肝癌、胆管癌、CRC、前列

腺癌、卵巢癌、黑色素瘤等多种恶性肿瘤中均有CTC

应用于临床的报道[14]，结果都显示CTC可作为肿瘤

患者预后评估、治疗方式选择以及疗效监测的重要

辅助指标[15]，其与循环肿瘤 DNA（circulating tumor

DNA，ctDNA）以及外泌体（exosome）一同被称为“液

体活检”，在近几年受到了越来越多的重视[16]。对于

CRC，有学者[17]研究了 430 例转移性 CRC 治疗前后

CTC的变化情况，发现治疗后CTC<3个/7.5 ml的患

者在 PFS方面明显优于那些≥3个/7.5 ml的患者，肯

定了其在CRC中的临床价值。目前已根据不同原理

开发出多种CTC检测方法，笔者采用的是应用较为

广泛的强生CellSearch®系统，检测结果可靠性较高。

但由于该法所依据的EpCAM、细胞角蛋白等上皮标

志物均缺乏肿瘤特异性，且肿瘤细胞也可发生上皮

间质转化而失去上述标志物，因此仍存在一定的假

阳性或假阴性，加上高昂的检测费用，限制了其在临

床上大规模的应用。

DC具有捕获并加工处理外源性抗原，然后通过

MHC Ⅱ类分子提呈给CD4+Th细胞，或通过MHCⅠ

类分子交叉提呈给CD8+CTL的能力，对于启动和增

强细胞免疫应答非常关键，选择合适的抗原用于DC

制备是决定DC-CIK细胞治疗特异性和疗效的重要

因素。理论上自体肿瘤组织裂解物含有全部肿瘤抗

原，用于致敏DC较为理想，但晚期癌症患者通常无

法获取足够的肿瘤组织。笔者使用结肠癌Colo320

细胞和直肠癌HCT116细胞的裂解物制备DC，尽管

它们表达一些CRC的共同抗原，但肯定与患者实际

的抗原表达谱存在不同，从而有可能造成疗效上的
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差异。另外有报道[6]，CIK/DC-CIK更加适合用于肿

瘤负荷较低的情况，本研究采用先进行RFA和全身

化疗降低肿瘤负荷，而后给予DC-CIK细胞输注的治

疗方案，或许对提高疗效有一定帮助，需要注意的是

CIK/DC-CIK治疗应与化疗间隔一定的时间，以免化

疗药物杀伤CIK/DC-CIK细胞。尽管CIK/DC-CIK可

从一定程度上延长肿瘤患者生存，但也存在靶向性

不高、组织浸润程度不一和免疫抑制等问题，其疗效

有待进一步提升。目前已在某些机构开展的利用生

物信息学和基因组学方法筛选鉴定肿瘤特异性新抗

原，过表达某些趋化因子受体以及联合使用免疫检

查点抑制剂等方面的研究有望为CIK/DC-CIK疗法

注入新的动力[18-20]。

总之，本研究证实了DC-CIK疗法在CRC根治术

后肝转移患者中的疗效和应用价值，对于这类患者，

在RFA和化疗等常规治疗的基础上给予DC-CIK能

够显著改善预后，同时必须强调的是，严格规范的细

胞分离培养和全流程绝对无菌操作是确保治疗成功

的前提，这一点应该贯穿于DC-CIK疗法的始终。
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