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细胞因子诱导杀伤细胞对卵巢癌细胞耐药的影响 *
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摘要 目的：探究细胞因子诱导杀伤细胞(cytokine-induced killers，CIK)对卵巢癌细胞耐药的影响。方法：选取荷人卵巢癌 SKOV3／

CDDP耐药细胞株，经培养后将其调整为细胞浓度为 1× 105/L的单细胞悬液，均分为 2份，分别设定为实验组和对照组，其中对

照组给予贝伐单抗，实验组加入 CIK进行刺激，两组培养时间均为 48 h，而后使用电镜观察细胞形态，并记录细胞凋亡率，而后吸

取培养液上层清液，离心后采用放射免疫分析法测定其细胞因子转化生长因子 -琢(TGF-琢)、肿瘤坏死因子 -琢(TNF-琢)的浓度，采用
电化学发光法检测糖类抗原 125(CA125)及人附睾蛋白 4(HE 4)的水平。结果：治疗前，两组细胞形态较为饱满、圆润，无凋亡细胞；

治疗后，实验组出现明显细胞萎缩、膜发泡，且出现较多凋亡细胞，实验组细胞凋亡率高于对照组,实验组早期和中晚期凋亡率均

显著高于对照组（P<0.05）。治疗前，两组细胞上清 TGF-琢、TNF-琢、CA125、HE4水平比较差异无统计学意义(P>0.05)；治疗后，实验

组细胞上清 TGF-琢、TNF-琢、CA125、HE4水水平均显著低于对照组，差异具有统计学意义(P<0.05)。结论：较贝伐单抗而言，CIK对

卵巢癌耐药细胞具有更强的杀伤作用，能够显著降低 CA125、HE4水平。

关键词：细胞因子诱导杀伤细胞；卵巢癌；耐药；糖类抗原 125；人附睾蛋白 4

中图分类号：R-33；R737.31 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2018）23-4405-04

Effect of Cytokine-induced Killer Cells on the Drug Resistance
of Ovarian Cells*

To investigate the effects of cytokine induced killer cell line cytokine-induced killer cells (CIK) on the re-

sistance of ovarian cancer cells. Human ovarian cancer SKOV3/CDDP resistant cell line was selected and cultured into a single

cell suspension with cell concentration of 1× 105/L. The cells were divided into the experimental group and control group, and control

group as blank control. The experimental group was stimulated with CIK. The cell morphology of the two groups was observed by elec-

tron microscope, the apoptosis rate was recorded, and then the supernatant of the culture medium was extracted. After centrifugation, the

concentrations of TGF-琢 and TNF-琢 of TGF-琢 and TNF-琢 were measured by radioimmunoassay. The levels of tumor markers carbohy-

drate antigen 125 (CA125) and human epididymal protein 4 (HE4) in the two groups were determined and compared by electrochemilu-

minescence. Before treatment, the morphology of the cells in the two groups was relatively full, round and no apoptotic cells was

observed by electron microscope. After treatment, the cells in experimental group were obviously atrophied, and the membrane was

foaming. More apoptotic cells appeared in the experimental group and the apoptotic rate in the experimental group was higher than that

in the control group. The early and late apoptotic rates in the experimental group were significantly higher than those in the control group

(P<0.05). The level of TGF-琢, TNF-琢 in the experimental group were significantly lower than those in the control group before treat-

ment (P<0.05), but the level of TGF-琢, TNF-琢 in the experimental group was significantly lower than that in the control group(P<0.05).

There was no significant difference between the two groups before treatment (P>0.05). After treatment, the level of CA125 and HE4 in

the experimental group were significantly lower than those in the control group (P<0.05). CIK has a strong killing effect on

ovarian cancer resistant cells and can significantly reduce the levels of CA125 and HE4.
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前言
卵巢癌是女性生殖系统常见恶性肿瘤，病死率较高，原因

是卵巢癌初期临床特征不典型，发现时基本已经处于癌症晚
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期，治疗方式受到较大限制[1,2]。现阶段对于卵巢癌的治疗主要

包括手术治疗、放射治疗和化学治疗，手术治疗因受病情发展

限制，对晚期出现转移的卵巢癌的治疗效果不佳；放射治疗在

抑制肿瘤细胞生长、缓解病情方面具有较好的效果，但会诱发

骨髓抑制等较为严重的并发症，因而选择需要慎重；化学具有

使用方便、副作用相对性较小等优点，因而临床上使用较为广

泛[3,4]。近些年的研究显示随着化学治疗进程的推进，卵巢癌细

胞会逐渐产生耐药性，降低治疗效果，甚至导致卵巢癌复发。

细胞因子诱导杀伤细胞(CIK)是近些年新发现的一种免疫

活性细胞，具有增殖能力强、细胞毒性作用强等特点，能够发挥

特异性的肿瘤杀伤作用，提高机体免疫力[5,6]。本研究结果表明

CIK细胞能够有效杀灭具有耐药性的卵巢癌细胞，同时降低机

体 CA125及 HE4水平，现详述如下。

1 资料与方法

1.1 材料及仪器

选取荷人卵巢癌 SKOV3/CDDP耐药细胞株，经培养后将

其调整为细胞浓度为 1× 105/L的单细胞悬液，均分为 2份，分

别设定为实验组和对照组，使用电镜检查，两组细胞株形态、大

小等不存在明显差异。选择 Allegra X-15R型离心机对采取的

细胞混悬液进行离心，电镜选择 COXEM 公司生产的

EM-30AX Plus，CA125及 HE4水平测定选择罗氏公司生产的

电化学发光仪进行检测。

1.2 方法

1.2.1 CIK细胞制备及扩增 于血库中取健康人群血液，使用

肝素抗凝处理后，参照学者 Tang[3]的 CIK细胞系制备方法制备

CIK细胞系，并取培养第 11 d的细胞系收获备用。

1.2.2 作用效果观察 两组细胞系经培养后将其调整为细胞

浓度为 1× 105/L的单细胞悬液，对照组细胞系给予贝伐单抗

(生产厂家：Roche Pharma (Schweiz) Ltd，规格 7.5 滋g/mL，药品
批号 20141206)进行治疗，实验组细胞系与 CIK细胞按照 50:1

的比例进行混合，而后两组细胞系处于同一环境下进行培养，

时间为 48 h，治疗结束后使用电镜观察两组细胞系的细胞形

态、凋亡情况，而后检测干预前后细胞因子 TGF-琢、TNF-琢及卵
巢癌标志物 CA125及 HE4水平。

1.3 观测指标及评测标准

1.3.1 细胞形态 将两组细胞系干预前后的细胞使用细胞刮

子刮下，使用离心机以 3000 r/min的速率离心 5 min，而后使用

磷酸盐缓冲液冲洗一次，放入离心管中，使用戊二醛进行固定，

时间为 30 min，而后将固定的细胞团刮下，使用丙酮进行梯度

脱水，环氧树脂包埋，使用切片机进行切片，最后用醋酸铀枸橼

酸铅进行染色，使用电镜对细胞形态进行观测，主要观测治疗

前后细胞形态及治疗后细胞凋亡率。

1.3.2 细胞凋亡率 取处在对数生长期的细胞，以 1× 106个

/mL的密度，取 1.5细胞悬液接种于 6孔板，设置阳性对照组，

采用流式细胞仪检测凋亡情况，Annexin V-FITC为绿色荧光，

PI为红色荧光。注意流式细胞仪检测时，细胞数量不以应低于

1× 105，不适用于检测组织样本、荧光物质均易发生淬灭，进行

荧光观察时，尽量缩短观察时间，同时在操作和存放过程中也

尽量注意避光保存等。

1.3.3 细胞因子水平 两组细胞系分别于治疗前后吸取上层

混悬液，使用离心机进行离心，而后采用放射免疫分析法测定

两组细胞系中细胞因子 TGF-琢及 TNF-琢的水平，并进行对比。
1.3.4 肿瘤标志物水平 两组细胞系分别于治疗前后吸取上

层混悬液，使用离心机进行离心，而后使用电化学发光法对两

组肿瘤标志物 CA125及 HE4的水平进行测定并进行对比。

1.4 统计学方法

使用 SPSS22.0对采集的数据实施分析，计数资料以率(%)

的形式表示，采用卡方检验，使用以(x± s)的形式表示统计数

据，采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组治疗前后细胞形态对比

治疗前，两组细胞系细胞形态无明显差别，细胞较为饱满，

细胞核较大，呈畸形状，常染色质较为丰富，无凋亡细胞；治疗

后，两组均出现凋亡细胞，且细胞体积萎缩，线粒体浓缩染色质

固缩于核膜四周，呈半月状，两组对比实验组细胞凋亡数量更

多，同时细胞形态改变更为明显。

2.2 两组细胞凋亡率比较

实验组早期和中晚期凋亡率均显著高于对照组（P<0.05），

见表 1。

表 1 两组早期和中晚期细胞凋亡率比较

Table 1 Comparison of the early and late apoptotic rate between two groups

Group
Apoptotic rate

Early apoptotic rate Late apoptotic rate

Experiment group 45.78± 4.32 56.37± 5.34

Control group 34.65± 5.45 43.45± 6.34

P 0.023 0.034

2.3 两组治疗前后细胞因子水平的比较

治疗前，两组细胞上清 TGF-琢、TNF-琢水平比较差异无统
计学意义(P>0.05)；治疗后，两组上清 TGF-琢、TNF-琢水平均较
治疗前显著降低，差异具有统计学意义(P<0.05)，且实验组以上

指标水平较对照组更低，与对照组相比差异具有统计学意义

(P<0.05)，见表 2。

2.4 两组治疗前后 CA125、HE4水平的比较

治疗前，两组细胞上清 CA125、HE4水平比较差异无统计

学意义(P>0.05)；治疗后，两组细胞上清 CA125、HE4水平均较

治疗前显著降低，差异具有统计学意义(P<0.05)，且实验组以上
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指标水平明显低于对照组，差异具有统计学意义(P<0.05)，见表3。

表 2 两组治疗前后细胞因子水平对比

Table 2 Comparison of the cytokine levels between two groups before and after treatment

Group
CA125(U/mL) HE4(pmol/L)

Before treatment After treatment Before treatment After treatment

Experiment group 305.26± 22.15 156.23± 12.54 191.53± 12.06 98.59± 10.35

Control group 311.02± 16.29 206.41± 11.29 189.67± 11.59 123.62± 11.26

P 0.329 0.025 0.415 0.026

3 讨论

卵巢癌是女性常见恶性肿瘤之一，其发病率仅次于子宫颈

癌和子宫体癌，位居女性肿瘤发病第三位。由于卵巢的解剖结

构及功能极为复杂，卵巢癌起病时表现不明显，早期患者常无

异常感觉，发现时常已处于晚期，加之该病发病年龄段广，故而

对女性生命健康造成较严重的威胁[7,8]。流行病学调查显示全球

每年约有 20万人被诊断为卵巢癌，每年约有 12.5万人死于该

病，而我国的统计数据显示 2010年全国约有 4.15万例新发卵

巢癌病例，死亡 1.76万例，至 2012年我国卵巢囊肿的发病率

已达 2.25 %[9,10]。现阶段卵巢癌的治疗手段主要包括手术治疗、

放射治疗及化学治疗等，其中化学治疗应用范围最广，但近几

年的研究显示卵巢癌患者初次化疗效果往往较好，但随着化疗

的进行，卵巢癌细胞往往会产生耐药性，导致治疗失败。有研究
[11]对卵巢癌耐药性机制进行了总结，认为卵巢癌细胞会通过加

速药物外排、增加细胞 DNA修复能力、加快化学药物代谢等方

式来产生耐药机制，进而诱发治疗失败。

CIK是将人外周血单个核细胞于体外环境下使用多种细

胞因子进行综合培养而获得的一类异质细胞，能够同时表达出

CD3+和 CD56+两类膜蛋白分子，具有强大的抗肿瘤细胞生长

及杀灭肿瘤细胞的作用，目前主要被应用于肿瘤治疗[16]。有研

究[17]结果显示使用 CIK细胞进行治疗的患者外周血 T细胞亚

群表型出现显著变化，CD3+、NKT细胞数量、IL-2及 TNF-琢的
水平均显著提升，提示 CIK细胞明显增强了患者的免疫功能

和对肿瘤细胞的杀伤作用。有研究[18]探讨了 CIK细胞对耐药卵

巢癌细胞的杀伤作用，结果显示 CIK细胞对耐药卵巢癌细胞

株具有较好的杀灭作用，该学者分析认为 CIK细胞能够分泌

多种细胞因子，如 TNF-琢、IL-2等，能够直接对肿瘤细胞产生杀
灭作用，同时 CIK细胞能够提高机体 T淋巴细胞的免疫功能，

促进肿瘤细胞凋亡。

CA125是发生恶变的卵巢癌细胞会大量表达的细胞因子，

目前常被作为卵巢癌的首选标志物，且能够对卵巢癌的预后进

行评估。Luo[12]等的研究显示在正常生理条件下 CA125得分泌

较少，但在恶性肿瘤中分泌量会骤增，且该血清因子在诊断卵

巢癌方面具有较高的敏感度，但单独将 CA125作为检测指标

具有较低的特异度。且近些年的研究[13-15]表明盆腔炎、消化道肿

瘤患者中 CA125的表达能力也较高，故而建议采取联合检测

的方式来提高检测准确性。HE4是近些年发现的一种新的卵巢

癌标志物，是一类 Whey酸性蛋白家族分泌的蛋白质，该物质

常常在卵巢癌细胞中处于高表达状态，在正常组织中分泌较

少，因而可以用来反映卵巢癌的进展情况。有研究[19]表明机体

CA125及 HE4水平与卵巢癌患者的病情呈现正相关联系，卵

巢癌患者 CA125阳性率远高于健康人或良性病变患者，因而

可以通过对 CA125及 HE4水平的检测来达到评估卵巢癌病

情的目的。

本研究结果显示相比于应用贝伐单抗的对照组患者，应用

CIK细胞的实验组细胞株其细胞凋亡率更高，同时 CIK的应用

也降低了细胞株血清 CA125及 HE4的水平，提示 CIK细胞的

应用对病情改善具有较为积极的作用。分析 CIK细胞能够杀

灭耐药卵巢癌细胞的作用机制可能有如下几方面[20-22]：① 直接

分泌细胞因子如 IL-2、TNF-琢杀灭肿瘤细胞；② 通过分泌穿孔

素加快肿瘤细胞凋亡；③ 增强机体免疫功能；④ 改变肿瘤细胞

基因，抑制蛋白质合成，通过以上集中机制，CIK细胞能够起到

较好的对耐药卵巢癌细胞的杀灭作用。

综上所述，较贝伐单抗而言，CIK对卵巢癌耐药细胞具有

更强的杀伤作用，能够显著降低 CA125、HE4水平，但其具体

机制尚需进一步研究证实。
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