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[摘 要] 目的：探讨树突状细胞诱导的杀伤细胞（DC-CIK）联合 5-氟尿嘧啶（5-FU）)并加载CD133+HT-29细胞的裂解液或

RNA，对裸鼠结肠癌细胞HT-29移植瘤治疗的有效性及其作用机制。方法: 取对数生长期的人结肠癌 HT-29 细胞系，建立

BALB/c裸鼠结肠癌移植瘤模型，分别注射无抗原加载的DC-CIK、5-FU+DC-CIK、R+DC-CIK（加载CD133+细胞总RNA）、L+DC-

CIK(加载CD133+细胞裂解液)、5-FU及生理盐水，观察不同治疗方案治疗3个周期对移植瘤生长的影响，并绘制裸鼠生长曲线；治

疗结束2 d后采用颈髓离断法处死裸鼠并测定瘤体积和体质量。qPCR法检测移植瘤组织中 AKT mRNA的表达水平、WB法检测

磷酸化AKT蛋白的表达水平。结果: 治疗结束后 R+DC-CIK组、L+DC-CIK组、5-FU+DC-CIK组裸鼠体质量呈现总体平稳上

升，而DC-CIK组与5-Fu组体质量逐渐下降；R+DC-CIK组、5-FU+DC-CIK组、L+DC-CIK组裸鼠肿瘤生长速度明显慢于对照组（P<

0.05）。加载裂解液和RNA联合化疗比单独给予5-Fu化疗和DC-CIK治疗对移植瘤组织AKT mRNA和蛋白表达水平影响更加

明显（均P<0.05)。结论: 不同负载的DC-CIK或其与5-FU联合治疗的疗效优于单独化疗，其机制之一与下调AKT水平有关。
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[Abstract] Objective: To investigate the therapeutic effect of dendritic cell-induced killer cells (DC-CIK) combined with 5-fluoroura‐

cil (5-FU) and loaded with CD133 + HT-29 cell lysate or RNA on mice bearing colon cancer HT-29 cell transplanted tumor, and to ex‐

plore the underlying mechanism. Methods: Colon cancer xenograft model was established in BALB /c nude mice by using human co‐

lon cancer HT-29 cells at logarithmic growth phase; Antigen-free DC-CIK, 5-FU+DC-CIK, R+DC-CIK (loaded with total RNA of

CD133 + cells), L+DC-CIK (loaded with CD133 + cell lysate), 5-FU and normal saline were respectively injected into transplanted mice,

and the treatment efficacies on the growth of transplanted tumor in each group after three treatment cycles were observed, and the tumor

growth curve was drawn. The nude mice were sacrificed by cervical dislocation and the tumor volume and body weight were mea‐

sured. qPCR was used to detect the expression of AKT mRNA in transplanted tumor tissue, and WB was used to detect the expression

of phosphorylated AKT protein. Results: After treatment, the body mass of nude mice in R+DC-CIK group, L+DC-CIK group and

5-FU+DC-CIK group increased steadily, while the body mass of nude mice in DC-CIK group and 5-FU group decreased gradually; the

tumor growth speed of nude mice in R+DC-CIK group, 5-FU+DC-CIK group and L+DC-CIK group was significantly slower than that

of the control group (P<0.05). Compared with 5-FU and DC-CIK alone, the combined treatment with loaded lysate/RNA had more sig‐
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nificant effect on mRNA and protein expressions of AKT (P<0.05). Conclusion: The effect of DC-CIK with different loading or its com‐

bination with 5-FU is better than that of chemotherapy alone. One of the mechanisms is related to the down-regulation of AKT level.

[Key words] dendritic cells induced killer cells (DC-CIK); colon cancer; HT-29 cell; stem cell; AKT gene; treatment plan

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(12): 1318-1323. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.12.004]

结肠癌（colon cancer）是常见的恶性肿瘤之一,

其发病率和病死率呈逐年上升趋势，对人体健康造

成了严重威胁。有研究[1]显示，全国恶性肿瘤发病率

结直肠癌排在第 3位，病死率仅次于肺癌、胃癌。早

期结肠癌的治疗以手术为主，术后辅以化疗、放疗、

靶向及生物治疗等，化疗成为局部晚期或转移复发

结肠癌的主要治疗手段之一。但在治疗中化疗耐药

的出现，给许多患者的治疗带来了问题，化疗的不良

反应有恶心、呕吐、脱发、骨髓抑制等，对肿瘤患者的

生活质量造成了不小的影响，因此，探寻更好的治疗

方案显得非常紧迫。树突状细胞（dendritic cell，DC）

是人体内功能强大的抗原提呈细胞，细胞因子诱导

的杀伤（cytokine-induced killer，CIK）细胞是具有强

大抗瘤、杀瘤活性的免疫细胞，将DC与CIK细胞共

同培养可获得DC-CIK细胞，两者在共同培养过程中

互相促进成熟，且DC能增强CIK细胞的杀瘤活性[2]。

将DC-CIK细胞与传统治疗联合应用，能显著提高总

生存率和无进展生存率[3]。在乳腺癌患者治疗中，

DC-CIK细胞联合高剂量化疗可以提高治疗反应率，

能显著提高总生存率和无进展生存率[4]。在非小细

胞肺癌患者的试验中，DC-CIK细胞联合化疗与单纯

化疗相比，平均无瘤生存期延长6个月，3年累计复发

率降低约 30%[5]。在一项术后和放化疗后的胃癌和

结直肠癌患者的临床试验中，接受自体肿瘤抗原荷

载的 DC-CIK 细胞治疗组，相比对照组，4年术后复

发率显著降低，总生存期也显著延长[6]。有研究[7]显

示，大多数化疗药物不仅有直接的肿瘤细胞毒作用，

还具有抗肿瘤免疫反应的协同作用，而且免疫治疗

也能增强化疗敏感性。单一化疗或生物治疗均不能

有效地治疗肿瘤，而将两者联合使用却具有潜在的

协同效应。AKT信号通路是一种具有酶活性的细胞

内信号转导通路，研究[8]发现，人类的胃癌、肝癌、大

肠癌、肾癌、乳腺癌等大多数肿瘤均与AKT信号通路

有关，该通路中多种上、下游分子的改变均可影响肿

瘤的发生与发展，机制为通过影响下游不同效应分

子的活化状态，细胞内发挥抑制凋亡、促进增殖的关

键作用。本研究旨在探讨免疫治疗联合 5-氟尿嘧啶

（5-fluorouracil，5-FU）及加载结肠癌干细胞裂解液或

RNA后对裸鼠结肠癌细胞HT-29移植瘤组织中AKT

基因表达水平的影响；探寻不同方法联合免疫治疗

在实体瘤治疗中的安全性和有效性，为治疗人结肠

癌提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂和实验动物

人结肠癌细胞株HT-29由天津市肿瘤医院馈赠；

健康人外周血由天津市中心血站馈赠。

DMEM培养基、青链霉素（Gibco公司），0.25%

胰酶消化液（索来宝公司），标准胎牛血清购自（Hy‐

clone 公司），RhGM-CSF、TNF- α、IFN- γ、RhIL-1α、

RhIL-2、RhIL-4（Peprotech 公司），人淋巴细胞裂解液

（天津美德太平洋科技有限公司），Matrigel（Corning

公司），Taq酶、dNTP、反转录试剂盒（TaKaRa公司），

PCR相关引物合成（北京奥科公司），RNA提取试剂

盒（美国Qiagen公司），预染色的蛋白 Marker、增强化

学发光显色试剂盒（LuminataTM)（Millipore 公司），

5%脱脂奶粉（伊利乳业），一抗工作液（兔抗人AKT

多克隆抗体 1∶500，鼠抗人多克隆抗体-actin1∶1 000

标记）、二抗工作液(羊抗兔多克隆抗体与羊抗鼠多克

隆抗体均为1∶5 000标记)（赛信通上海生物试剂有限

公司），0.45 μm PVDF 膜（Immobilon-P 技术公司），

CD133磁珠抗体（美天旎公司）。

3～4 周龄的雌性 BALB/c 裸鼠共 18 只，购自维

通利华公司，体质量 16～19 g，动物合格证号：

11400700106716。饲养于天津市第四中心医院的中

心试验室，SPF级饲养环境。

1.2 细胞培养

HT-29细胞培养HT-29细胞株培养于DMEM液

（其中含 1% 青链霉素、10% 胎牛血清）中，放置于

37 ℃、5%的CO2培养箱中。当细胞处于对数生长期

时用0.25%胰酶消化，继续传代培养。

1.3 HT-29干细胞分选

收集对数生长期的HT-29细胞，冰预冷的PBS 液

洗涤后计数，将 1×108个细胞重悬于 300 μl的PBS液

中，加 100 μl的CD133磁珠抗体和 100 μl的Fc受体，

4 ℃孵育 30 min，再加入 1～2 ml的 PBS，300×g离心

10 min，洗涤细胞 1次，留 500 μl的 PBS重悬细胞备

用。3 ml的PBS致敏LS型细胞分选柱，等液体流干

后加入细胞悬液，开始收集未结合的细胞，此步骤可

重复。用PBS液3 ml洗涤3遍，洗去未结合的细胞后

加入5 ml的PBS，立即推下细胞后收集CD133+细胞。

1.4 HT-29干细胞全细胞裂解液的制备

将上述 CD133+细胞收集后冻存，反复冻融4次，

裂解后，4 ℃ 12 000×g离心10 min，收集上清液，然后
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使用 0.22 μm 的滤膜过滤除菌，BCA 法测定蛋白浓

度，留存于-80 ℃冰箱备用。

1.5 HT-29干细胞总RNA提取

收集上述 CD133+细胞，细胞计数不少于 1×107

个，依据 Qiagen Rneasy mini kit试剂盒说明书操作。

收集洗脱下来的 HT-29 干细胞总 RNA，使用 Nano‐

drop2000 分光光度计检测提取的 HT-29 干细胞总

RNA浓度，置于-80 ℃冰箱。

1.6 分离诱导DC-CIK

分离健康人的白细胞 50 ml，收集其中的贴壁细

胞，悬浮细胞转移后备用，向贴壁细胞中加入1640培

养基（含 10% 小牛血清、RhGM-CSF 1 000 U/ml、

RhIL-4 1 000 U/ml）并继续培养。第 5天开始进行抗

原加载，培养第6天加入TNF-α 10 ng/ml，继续培养2～

3 d后得到成熟的DC细胞。上述悬浮细胞加入含有

10%小牛血清及 IFN-γ 50 ng/ml的1640培养基中，24 h

后加入CD3抗体50 ng/ml、IL-1α 5 ng/ml、IL-2 500 U/

ml，每2～3 d后进行半量换液。于培养的第8天开始

将DC细胞与CIK细胞混合在一起培养，培养条件不

变，每2 d行半量换液，同时补加 IL-2，培养至第14天

CIK细胞即成熟[6]。

1.7 建立裸鼠结肠癌模型

裸鼠于实验室喂养 1周，第 8天开始接种造模。

将收集的HT-29 CD133+细胞，调整至密度为5×105个/

ml，用无血清的培养基与Matrigel按 1∶1的比例混匀

后，并与细胞混合均匀，置于冰上保存，尽快开始接

种动物，在裸鼠右下腹部皮肤消毒，用 0.2 ml微量注

射器将细胞逐一皮下接种于腹壁右下部，每日按时

监测裸鼠摄食、饮水及体重，观察成瘤情况，裸鼠接

种后，成瘤率 100%，肿瘤成局部结节状生长，皮下接

种 4～5 d后，肿瘤可以触及，每2 d测量瘤体体积，在

体积均达到约150 mm3时开始实验。

1.8 荷瘤裸鼠的分组及免疫治疗

荷瘤鼠按照数字表法随机分成6组（每组3只）。

DC-CIK 组：每周于尾静脉注射 2 次无抗原加载的

DC-CIK 细胞，每次 0.2 ml 1×106 个；5-FU+DC-CIK

组：每周于尾静脉注射 2次无抗原加载的DC-CIK细

胞，每次 0.2 ml 1×106个，同时每周第 1次行DC-CIK

治疗前1 d，通过尾静脉注射50 mg/kg的5-FU，每周1

次，共 3 周；R+DC-CIK 组：每周于尾静脉注射 2 次

CD133+HT-29 细胞总 RNA 加载的 DC-CIK 细胞，每

次 0.2 ml 1×106个；L+DC-CIK组：每周于尾静脉注射

2次CD133+HT-29细液胞裂解加载的DC-CIK细胞，

每次 0.2 ml 1×106个；5-FU组：5-FU 50 mg/kg+NS 0.2

ml尾静脉注射，每周1次；NS组：NS 0.2 ml尾静脉注

射，每周 2次；观察肿瘤生长并绘制荷瘤裸鼠生长曲

线。各组实验裸鼠在治疗3周期间每2 d测量裸鼠体

重及瘤体大小 [体积 (mm3) =长 (mm) ×宽 (mm) ×宽

(mm)×0.52]。各组首次进行免疫治疗时间均为肿瘤

干细胞接种后第5天。治疗结束2 d后采用颈髓离断

法处死裸鼠并取出瘤体称重，-80 ℃冰箱保存备用。

1.9 qPCR法检测AKT mRNA的表达水平

分别取各组存储于-80 ℃冰箱的人结肠癌移植

瘤组织，各称取20 mg后加入装有液氮的研磨器中研

磨，研磨至粉碎后转移至无 RNA 的 EP 管中，按照

Qiagen Rneasy mini Kit试剂盒说明书操作并提取总

RNA，并立即检测 RNA 浓度。利用 TaKaRa Prime‐

Script RT-PCR Kit试剂盒进行 cDNA合成。根据NC‐

BI 给出的 AKT 基因序列，利用 Oligo 6 软件设计引

物，采用BLAST验证其特异性。其中 β-actin F: 5’-

ACTGTCATCGAACGCACCTT-3’，R: 5’-TCCTTCT‐

TAAGCAGCCCAGC-3’；AKT F: 5’-TCCTCCTCCT

CCTGCTTCT-3’，R: 5’-GCCTCTTCGAGCTCATCC

T-3’。qPCR扩增：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，53 ℃ 30 s

（AKT与 β-actin退火温度相同），72 ℃ 30 s，共 30个

循环，最后于 72 ℃延伸 7 min，4 ℃保存。琼脂糖凝

胶电泳分离，凝胶成像系统中计算每个样本所测得

的AKT与 β-actin的积分光密度比值,实验结果均一

后再行各组实验平行操作3次，计算荷瘤裸鼠结肠癌

组织AKT mRNA的表达量。

1.10 WB实验检测磷酸化AKT蛋白的表达水平

分别取各组存储于-80 ℃冰箱的人结肠癌移植

瘤组织，各称取 30 mg加入装有液氮的研磨器中研

磨，研磨至粉碎后转移至无RNA的EP管中，用RIPA

裂解液提取细胞总蛋白，再用BCA试剂盒测定提取

蛋白的总浓度和纯度。添加10%聚丙烯酰胺凝胶以

分离蛋白。凝胶电泳调整电流至最大，调整电压为

80 V，恒压条件下进行跑胶2.5 h；之后采用电转法将

蛋白转印到PVDF膜上，调整电流至最大，电压为 80

V持续转膜1 h。成功转膜后，蛋白密封于5%的脱脂

奶粉中维持1 h，再向其中加入按1∶1 000稀释的一抗

4 ℃过夜孵育。次日，去除一抗，TBST清洗 3次，每

次5 min。随后加入按1∶5 000稀释的二抗，室温封闭

1 h。TBST洗膜3次后，加入ECL化学发光液置于凝

胶成像系统中采集图像，用 Image J对蛋白条带进行

定量分析。按照蛋白质萃取试剂盒提取结肠癌组织

总蛋白，蛋白质定量试剂盒测定蛋白浓度。照相保

存实验结果。结果均一后再行各组实验平行操作 3

次。计算目的蛋白 AKT 和内参蛋白 β-actin 的半定

量数值作为定量根据。

1.11 统计学处理

qPCR和WB实验均重复 3次。应用 SPASS17.0
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统计软件分析比较，计量资料以 x̄±s 表示;各组裸鼠

肿瘤体积、体质量、AKT mRNA及蛋白比较采用重复

测量方差分析，率的比较采用 χ２检验，多组均数的比

较采用单因素方差分析，两组间比较采用 t检验，以P

<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 荷瘤裸鼠生存状况

裸鼠生存状态：R+DC-CIK、L+DC-CIK、DC-CI

K 3组活动自如、情绪较为稳定、进食水正常，治疗期

间未发现明显变化；5-FU+DC-CIK组、5-Fu组在注射

化疗药物后逐渐出现活动减弱、精神萎靡、进食水减

少，同时出现体质量减轻及弓背现象，于治疗的第 3

周开始处于濒死状态；NS组于第 3周开始出现活动

受阻，处于濒死状态。治疗结束后R+DC-CIK组、L+

DC-CIK组、5-FU+DC-CIK组裸鼠体质量呈现总体平

稳上升，而DC-CIK组与5-Fu组体质量逐渐下降。体

质量变化曲线见图1。

图1 免疫治疗期间各组裸鼠体质量变化曲线

Fig.1 The curve of tumor mass in nude mice of each group

during immunotherapy

2.2 加载DC-CIK治疗对裸鼠皮下HT-29移植瘤体

积的影响

6组荷瘤裸鼠自用药开始每2 d观察肿瘤生长情

况，随后观察至第 26天,结果（图 2）显示，R+DC-CIK

组、5-FU+DC-CIK组、L+DC-CIK组裸鼠肿瘤生长速

度明显慢于对照组（P<0.05）；DC-CIK组、5-FU组肿

瘤体积小于对照组，但差异无统计学意义（P>0.05）。

2.3 加载DC-CIK治疗降低裸鼠皮下HT-29移植瘤

模型组织AKT mRNA的表达量

WB实验检测结果（图 3）显示，R+DC-CIK组、5-

FU+DC-CIK组肿瘤组织AKT mRNA表达量明显低

于对照组（均P<0.05），而L+DC-CIK组、DC-CIK组、

5-FU组肿瘤组织AKT mRNA与对照组比较差异无

统计学意义（均P>0.05）。

*P<0.05 vs NS group

图2 免疫治疗期间各组瘤体体积变化曲线

Fig.2 The curve of tumor volume in nude mice of each group

during immunotherapy

*P<0.05 vs NS group

M: marker; 1: DC-CIK group; 2: 5-FU+DC-CIK group;

3: R+DC-CIK group; 4: L+DC-CIK group;

5: 5-FU group; 6：NS group

图3 加载免疫治疗对裸鼠皮下HT-29细胞移植瘤模型中

AKT mRNA表达量的影响

Fig.3 Effect of immunotherapy on AKT mRNA expression in

subcutaneous HT-29 cell xenograft tumor model in nude mice

2.4 加载DC-CIK治疗明显降低结肠癌移植瘤组织

中AKT 蛋白的表达量

WB 实验检测结果（图 4）显示，R+DC-CIK、L+

DC-CIK和5-FU+DC-CIK组肿瘤组织AKT蛋白表达

量明显低于对照组（均P<0.01）；而 5-FU 组、DC-CIK

组肿瘤组织AKT蛋白表达量变化不明显，差异无统

计学意义（均P>0.05）。

3 讨 论

当前，生物免疫治疗在抗肿瘤方面的作用日益

受到重视，而细胞免疫治疗中的DC、CIK 细胞以及两

者共同培养的DC-CIK细胞是目前肿瘤治疗研究的
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热点。肿瘤细胞免疫治疗的体内、外实验均取得了

良好的结果。然而，起初临床应用中肿瘤的免疫杀

伤效应一般。ROSENBERG等[9]报告的一项免疫治

疗临床试验，有效率只有 2.6%。近期研究[10-11]发现，

肿瘤细胞的免疫逃逸及微环境的免疫耐受是肿瘤生

物治疗当中的主要障碍。有学者[12]进行了许多以

DC-CIK细胞为主的肿瘤免疫治疗的基础以及临床

研究，在多淋巴瘤、发性骨髓瘤的研究中取得良好

效果。

*P<0.05 vs NS group

1：DC-CIK group; 2：NS group; 3：R+DC-CIK group; 4：5-FU

group; 5：5-FU+DC-CIK group; 6：L+DC-CIK group

图4 加载DC-CIK治疗对结肠癌移植瘤组织中

AKT蛋白表达的影响

Fig.4 Effect of DC-CIK with different loading on AKT pro‐

tein expression in tissues of colon cancer transplanted tumors

本研究结果显示，加载DC-CIK细胞对HT-29荷

瘤结肠癌组织中AKT均起到下调作用，对荷瘤裸鼠

结肠癌细胞起到有效的杀伤性。有研究[13-14]发现，将

加载免疫细胞与化疗药物联合应用可增强抗瘤作

用。可见，加载DC-CIK以及联合 5-FU后对人结肠

癌移植瘤细胞的杀伤作用比单用DC-CIK或化疗药

物更强，由此猜测，DC-CIK与 5-FU起到了协同的杀

瘤效应，且提高了荷瘤裸鼠的总生存率。因此，化疗

药物与加载不同细胞的生物免疫治疗联合应用既能

减小化疗药物的毒副反应，同时也提高了生物免疫

治疗的杀瘤活性，这种化疗加生物免疫治疗的联合

方案可减轻肿瘤患者的畏惧心理，增加治疗的依

从性。

由于治疗早期癌细胞可能存在淋巴细胞的浸润

以及炎症反应而增大，亦或存在转移瘤的情况，单纯

检测肿瘤大小不能完全实际地反应免疫治疗的效

应，因此，整体生存率、体质量可能是最重要的指标。

总之，恶性肿瘤治疗是一个艰难、耗时、复杂及需要

不同方案协同进行的过程，更加深入、精准地了解免

疫反应的调控机制和因素，协同增强了免疫细胞治

疗的效应，将为肿瘤的免疫细胞治疗提供更多的方

法和途径。

综上所述，本研究通过制备DC-CIK细胞及加载

全细胞裂解液和RNA，观察其联合化疗对人结肠癌

HT-29细胞移植瘤裸鼠AKT mRNA和蛋白质表达水

平的影响，观察和比较不同加载方式对HT-29细胞移

植瘤的杀伤作用，显示加载总RNA的DC-CIK细胞

具有巨大的治疗潜力，为临床治疗其他肿瘤提供了

新的治疗思路。
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