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【摘要】 目的 探究非小细胞肺癌的化疗联合免疫治疗中树突状细胞( Dendritic Cells，DC) 与自然杀伤

细胞( natural killer cell，NK) 间对话调控( Cross-talk) 的调控机制。方法 采用重复测量设计: 非小细胞肺癌患

者( 性别不拘) 需进行细胞治疗的患者 60 例。将 60 例病人随机分为两组( n = 30) : 对照组，化疗前一周实施

肿瘤 DC 疫苗联合 CIK、NK 细胞方案; 试验组，化疗后一周实施肿瘤 DC 疫苗联合 CIK、NK 细胞方案。共设置

4 个测量时间点: 治疗前 24 h、治疗后 48 h、治疗后 1W、治疗后 4W。使用 ELISA 法监测患者血清中可溶性细

胞因子的表达，包括 IL-12、IL-18、IL-15、分泌型 TNF-α 以及 IFN-C。结果 试验组和对照组血清中的 IL-12、
IL-18 和 IL-15 在治疗前均无差异( P ＜ 0. 05) 。实施治疗后，试验组患者血清中 DC 细胞相关可溶性细胞因子

的表达较时间点的对照组数据明显增高，IL-12( P ＜ 0. 05) ，IL-18 ( P ＜ 0. 05) ，IL-15 ( P ＜ 0. 05) ; 其表达在治疗

后 1W 达到峰值，其峰值维持治疗后 4 W( P ＜ 0. 05) 。结论 在化疗治疗之后进行免疫细胞治疗，免疫细胞间

Cross-talk 的调控诱发的 DC 细胞和 NK 细胞间的正反馈作用显著增强。
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【Abstract】 Objective To study the regulation mechanism of cross-talking of NK and DC in non-small cell

lung cancer by chemotherapy combined with immunotherapy． Methods The repeated measure design was adopted．
60 patients with non-small cell lung cancer were randomly divided into 2 groups ( n = 30) ． In the control group，the
tumor DC vaccine combined with CIK and NK cells was implemented in the previous week． In the experimental
group，the tumor DC vaccine combined with CIK and NK cells was carried out one week after chemotherapy． A total
of 4 time points were set，including before and 24 h，48 h and 4 w after treatment． ELISA method was used to moni-
tor the expression of soluble cytokines in serum，including IL-12，IL-18，IL-15，TNF-α and IFN-C． Ｒesults There
was no difference in IL-15，IL-18 and IL-12 between the experimental group and the control group ( P ＜ 0. 05) ． After
the treatment，the serum levels of DC cells，IL-12，IL-18，and IL-15 in the experimental group were significantly
higher than that in the control group( P ＜ 0. 05) ，and the expression reached the peak 1w after treatment，and lasted
for 4 Ws ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion After chemotherapy treatment，the positive feedback between DC cells and NK
cells induced by Cross-talk is significantly enhanced by immune cell therapy．
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目前，恶性肿瘤已成为一种世界范围的多发病、
常见 病［1］。非 小 细 胞 肺 癌 ( Non － small cell lung
cancer，NSCLC ) NSCLC 约占所有肺癌的 80%，约

75%的患者发现时已 处 于 中 晚 期，5 年 生 存 率 较

低［2］。化疗不能治愈 NSCLC，只能适当延长患者的

生存时间。生物免疫治疗 ( Biological immunothera-

py) 是新型的治疗肿瘤的方法［3］，是利用树突状细

胞( Dendritic cell，DC) 细胞和自然杀伤细胞( Natural
killer cell，NK) 联合杀灭癌细胞。生物免疫治疗具

有强大的抗原提呈能力，可以激活并且调动患者产

生免疫反应，从而杀伤癌细胞，并且生物免疫治疗还

能够提升化疗的治疗效果，同时减轻化疗的副作用。
目前，化疗和免疫细胞治疗的配合使用在临床

愈来愈常见，但其配合使用的时间切入点却并不统

一，业 内 一 直 存 在 争 议。免 疫 细 胞 间 对 话 调 控
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( Cross-talk) 的过程是免疫细胞相互激活的正反馈

机制，对于免疫细胞在体内的活性具有非常重要的

激活作用和调控作用，故而化疗和免疫细胞治疗的

配合使用的时间切入点对于免疫细胞间 Cross-talk
的调控过程的影响是造成不同化疗和细胞治疗联合

疗效差异的重要原因。
本研究即力图探究化疗和免疫细胞治疗的配合

使用的时间切入点对化疗和细胞治疗联合疗效的差

异及其影响对免疫细胞间 Cross-talk 的调控过程的

分子机制。

资料与方法

一、主要试剂及仪器

人白介素-12( Interleukin-12，IL-12) ELISA 检测

试剂盒( 上海酶联生物科技有限公司) ; 人白介素-18
( Interleukin-18，IL-18) ELISA 检测试剂盒 ( 上海酶

联生物科技有限公司) ; 人 IL-15 ELISA 检测试剂盒

( 上海酶联生物科技有限公司) ; 人分泌型肿瘤坏死

因子-α ( Tumor Necrosis Factor-α，TNF-α ) ELISA 检

测试剂盒 ( 上海酶联生物科技有限公司) ; 人干扰

素-C( Interferon-C，IFN – C) ELISA 检测试剂盒( 上

海酶联生物科技有限公司)

二、研究方案

1． 医学伦理原则

试验方案上报医学伦理委员会审查，得到批准

后方行试验; 所有病人均于试验前了解试验全部过

程并签署知情同意书。
2． 试验对象准入和排除标准以及伦理学考量

( 1) 试验受试者的筛选标准: NSCLC，临床分期

Ⅲ期，病灶单发，没有远处转移并行根治性切除; 年

龄 ＞ 16 岁; 临床病理及术后随访资料完整者; 能够

进行外周血单采的肿瘤患者; 卡氏体力状况评分标

准 60 分以上; 预计生存期至少大于 3 个月; 白细胞

不低于 3. 0 × 109 /L、淋巴细胞绝对值不小于 0. 8 至

4 × 109 /L、红细胞压积不低于 30% ; 血红蛋白不低

于 80 g /L; 血小板不低于 70 × 109 /L; 凝血 PT20s 以

内。
( 2) 试验受试者的排除标准: 复发肿瘤或有与

癌症相关疾病; 接受其他针对肿瘤的新辅助治疗; 初

次手术为姑息性手术; 采血失败、细胞培养失败、回
输反应严重或者患者退出试验。

( 3) 失联原因及其应对措施: 预计原因: ①患者

中途退出试验;②患者在试验过程中转院治疗; 应对

措施: 按照 1 ∶ 1 比例相应补充受试患者进试验组。
( 4) 伦理学考量: ①患者及其直系家属在充分

了解研究的过程的基础之上签署参与该临床研究的

知情同意书;②入选患者相关诊治和监护措施均以

临床指南相关原则为依据，对患者的医疗治疗和安

全有充分保障。③对入选患者的信息及诊疗记录予

以保密，保护患者的隐私权。④在中国临床试验注

册中心注册试验方案，试验中遵循《渥太华工作组

关于临床试验注册的声明》( Ottawa Group Statement
for Clinical Trial Ｒegistration) 。

3． 试验设计和分组

采用重复测量设计: NSCLC 患者( 性别不拘) 需

进行细胞治疗的患者 60 例。
通过随机数字发生器将 60 例病人随机分为两

组( n = 30) : 对照组，化疗前一周实施肿瘤 DC 疫苗

联合 细 胞 因 子 诱 导 的 杀 伤 细 胞 ( cytokine-induced
killer，CIK) 、NK 细胞方案; 试验组，化疗后一周实施

肿瘤 DC 疫苗联合 CIK、NK 细胞方案。
共设置 4 个测量时间点:①治疗前 24 h;②治疗

后 48 h;③治疗后 1W; 4 治疗后 4W。
4． 试验干预

( 1) 化疗方案: ① TP 方案: 紫杉醇 135 mg /m2

第一天，顺铂 80 ～ 100 mg /m2 分 3 天应用，21 天 1
疗程，做 2 个疗程。② NP 方案: 盐酸阿霉素 25 mg /
m2 第 1、8 天，顺铂 80 ～ 100 mg /m2 分 3 天应用，21
天 1 疗程，做 2 个疗程。③ GP 方案: 盐酸吉西他滨

1250 mg /m2 第 1、8、15 天，顺铂 80 ～ 100 mg /m2 分 3
天应用，28 天 1 疗程，做 2 个疗程。

( 2) 细胞治疗方案

① 采血: 尽量在患者淋巴细胞 + 单核细胞绝对

值大于 2. 0 × 109 /L 时采集外周血，如果低于该值，

则一周后再行采集外周血。如果患者体质较差，可

以选择直系亲属外周血或脐带血作为免疫细胞的来

源。

计算公式: 采血量( mL) = 80
淋巴细胞绝对值

× 109

② 免疫细胞的分选和体外扩增: 该步骤的分选

通过流式细胞仪完成，免疫细胞的体外扩增在细胞

实验室内将免疫细胞置于无血清培养液中在 CO2

内完成。
③ 免疫细胞悬液的回输: 免疫细胞的回输在采

血后的第 14、16 和 18 天进行，通过外周静脉穿刺置

管分三次回输，回输的免疫细胞总量是 1 × 1010。
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三、患者血清检测指标( DC 与 NK 间 Cross-talk
的调控机制)

患者血清中可溶性细胞因子的表达: 患者血清

中 IL-12 的表达水平( 检测方法: ELISA) ; 患者血清

中 IL-18 的表达水平( 检测方法: ELISA) ; 患者血清

中 IL-15 的表达水平( 检测方法: ELISA) ; 患者血清

中分泌型 TNF-α 的表达水平( 检测方法: ELISA) ; 患

者血清中 IFN-C 的表达水平( 检测方法: ELISA) 。
四、统计学分析

计量资料采用 珋x ± s 表示，采用 SPSS20. 0 统计

学软件进行分析，计量资料采用重复测量设计方差

分析，P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 示差异有统计学意义。

结 果

一、患者血清中 DC 细胞相关的可溶性细胞因

子的表达:

试验组和对照组血清中的 IL-12、IL-18 和 IL-15
在治疗前均无差异( P ＜ 0. 05 ) 。实施治疗后，试验

组患者血清中 DC 细胞相关可溶性细胞因子的表达

较时间点的对照组数据明显增高，IL-12( P ＜ 0. 05) ，

IL-18( P ＜ 0. 05) ，IL-15 ( P ＜ 0. 05) ; 而且，其表达在

治疗后 1W 达到峰值，其峰值维持治疗后 4W ( P ＜
0. 05) ，( 表 1 ～ 3) 。

表 1 患者血清中 IL-12 的表达水平( ELISA，ng /L) ( 珋x ± s，n = 30)

组别 对照组 试验组 P 值 F 值

治疗前 24 h 58． 12 ± 13． 61 60． 16 ± 12． 46 P ＞ 0． 05 16． 01
治疗后 48 h 82． 52 ± 10． 81 93． 97 ± 10． 24 P ＜ 0． 05 29． 95
治疗后 1 W 99． 82 ± 11． 14 119． 75 ± 10． 92 P ＜ 0． 05 19． 86
治疗后 4 W 80． 01 ± 8． 05 89． 99 ± 9． 04 P ＜ 0． 05 55． 86
P 值 P ＜ 0． 05 P ＜ 0． 05
F 值 13． 93 10． 03

表 2 患者血清中 IL-18 的表达水平( ELISA，ng /L) ( 珋x ± s，n = 30)

组别 对照组 试验组 P 值 F 值

治疗前 24 h 60． 23 ± 10． 33 57． 14 ± 8． 53 P ＞ 0． 05 18． 85
治疗后 48 h 85． 02 ± 10． 25 99． 07 ± 8． 14 P ＜ 0． 05 10． 07
治疗后 1 W 95． 39 ± 12． 04 122． 35 ± 12． 88 P ＜ 0． 05 42． 32
治疗后 4 W 75． 42 ± 10． 81 95． 22 ± 13． 05 P ＜ 0． 05 25． 56
P 值 P ＜ 0． 05 P ＜ 0． 05
F 值 18． 96 27． 13

二、患者血清中 NK 细胞相关的可溶性细胞因

子的表达

试验组和对照组血清中的 TNF-α 和 IFN-C 在

治疗前均无差异 ( P ＜ 0. 05 ) 。试验组患者血清中

DC 细胞相关可溶性细胞因子的表达较时间点的对

照组数据明显增高，分泌型 TNF-α( P ＜ 0. 05 ) ，IFN-
C( P ＜ 0. 05) ; 而且，其表达在治疗后 1W 达到峰值，

其峰值维持治疗后 4W( P ＜ 0. 05) ，( 表 4、5) 。

表 3 患者血清中 IL-15 的表达水平( ELISA，ng /L) ( 珋x ± s，n = 30)

组别 对照组 试验组 P 值 F 值

治疗前 24 h 19． 66 ± 3． 55 21． 18 ± 4． 57 P ＞ 0． 05 25． 36
治疗后 48 h 62． 51 ± 9． 95 77． 97 ± 10． 814 P ＜ 0． 05 10． 01
治疗后 1 W 100． 02 ± 11． 74 112． 89 ± 12． 34 P ＜ 0． 05 55． 93
治疗后 4 W 71． 22 ± 10． 52 85． 03 ± 15． 25 P ＜ 0． 05 29． 85
P 值 P ＜ 0． 05 P ＜ 0． 05
F 值 9． 99 18． 21

表 4 患者血清中分泌型 TNF-α的表达水平

( ELISA，μg /L) ( 珋x ± s，n = 30)

组别 对照组 试验组 P 值

治疗前 24 h 0． 95 ± 0． 12 0． 92 ± 0． 15 P ＞ 0． 05
治疗后 48 h 1． 29 ± 0． 16 1． 77 ± 0． 19 P ＜ 0． 05
治疗后 1 W 1． 46 ± 0． 18 1． 98 ± 0． 21 P ＜ 0． 05
治疗后 4 W 1． 10 ± 0． 15 1． 65 ± 0． 11 P ＜ 0． 05
P 值 0． 000 0． 000
F 值

表 5 患者血清中 IFN-C 的表达水平( ELISA，ng /L) ( 珋x ± s，n = 30)

组别 对照组 试验组 P 值

治疗前 24 h 13． 02 ± 0． 52 12． 59 ± 0． 56 P ＞ 0． 05
治疗后 48 h 17． 32 ± 0． 95 24． 07 ± 1． 31 P ＜ 0． 05
治疗后 1 W 19． 58 ± 1． 42 29． 01 ± 2． 92 P ＜ 0． 05
治疗后 4 W 15． 45 ± 1． 38 20． 74 ± 1． 85 P ＜ 0． 05
P 值 0． 000 0． 000
F 值

讨 论

NK 细胞与 DC 细胞有密切关系，后者可激活

前者，从而促进 NK 细胞杀伤靶细胞; 前者也可作用

后者，促进 DC 细胞成熟［4］。两者的协调沟通作用

通过细胞间的可溶性细胞因子来实现，该生物效应

称免疫细胞间的对话( Cross-talking) 。DC 可以有助

于激活 NK 细胞，DC 细胞上的多种分泌型细胞因子

参与激活 NK 细胞并增强其细胞毒效应的功能。IL-
12 是 DC 细胞成熟后的细胞因子，其促进 NK 细胞

产生肿瘤坏死因子的凋亡配体和颗粒酶 B，最终产

生细胞毒作用［5，6］。IL-18 是 DC 未成熟时分泌的细

胞因子，其 可 活 化 NK 细 胞，促 进 其 活 化 和 IFN-
C［7，8］。IL-15 参 与 维 持 NK 细 胞 的 存 活 和 增

殖［9，10］。NK 细胞亦可促进 DC 细胞的成熟和活化，
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即 NK 细胞与 DC 的作用是相互的，NK 细胞同样能

促进 DC 的成熟。NK 细胞与 DC 共育时产生大量

TNF-α，其 是 促 进 DC 成 熟 的 关 键 细 胞 因 子［11］。
IFN-C 在促进 DC 和 NK 细胞交流中与 TNF-α 具有

同样重要作用［12］。GuanHB 等［13］明确地提出，来自

NK 细胞的 IFN-C 促进了两种细胞间的交流，促进

DC 产生 IL-12 和激活下游效应细胞。
在 NSCLC 的化疗联合免疫治疗中免疫细胞治

疗与化疗配合使用的时间切入点对联合治疗效果及

免疫细胞间 Cross-talk 调控的影响。免疫细胞 间

Cross-talk 的调控过程是免疫细胞相互激活的正反

馈机制，对于免疫细胞在体内的活性具有非常重要

的激活作用和调控作用，故而化疗和免疫细胞治疗

的配合使用的时间切入点对于免疫细胞间 Cross-
talk 的调控过程的影响是造成不同化疗和细胞治疗

联合疗效差异的重要原因［14，15］。化疗和细胞治疗

联合使用，其具有相互加强效果的益处。化疗后瘤

组织崩解，肿瘤细胞的标记物在肿瘤周围的浓度会

升高数倍，即化疗之后再进行免疫细胞治疗，免疫细

胞会更好地聚集到瘤体周围，其对肿瘤细胞的识别

和杀灭效果会提高数倍。
本研究发现，在化疗治疗之后进行免疫细胞治

疗，免疫细胞间 Cross-talk 的调控诱发的 DC 细胞和

NK 细胞间的正反馈作用显著增强，其疗效自然会

显著提高。此外，免疫细胞的输注可以提高患者的

免疫能力，使得患者可以更好地从化疗副作用的冲

击中恢复。所以，本实验结果具有很大临床意义，即

在化疗疗程开始之后实施免疫细胞治疗，对患者的

益处显而易见，值得在临床广为推广。
总而言之，NK 细胞与 DC 间相互激活的分子基

础比较复杂，但总体可以看出膜结合分子和细胞因

子在不同作用阶段和刺激条件下各自起着重要的作

用。这一相互作用机制还有很多不清楚的地方，比

如 NK 细胞与 DC 在不同环境中、不同刺激下相互作

用时众多分子作用的具体过程、先后顺序等。而且

可能还有更多的跨膜型和可溶性分子参与到这一过

程，还需大量的工作来理清这一机制的作用方式。
这对于理解在不同病理、生理条件件下 NK 细胞与

DC 相互作用的免疫学意义和肿瘤治疗的免疫治疗

均具有重要意义。
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