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Abstract
AIM: To evaluate the clinical effects of double intervention
combined with the adoptive immunotherapy with cytokine-
induced killer (CIK) cells on advanced hepatocellular car-
cinoma (HCC).

METHODS: A total of 128 patients with advanced HCC were
treated by transcatheter hepatic arterial chemoembolization
(TACE) and/or percutaneous ethanol injection (PEI) and/
or CIK cells. Another 36 patients with HCC were treated by
TACE and PEI combined with CIK cells (study group). They
were compared with either 62 patients with HCC treated
by TACE and PEI (double intervention group) or 30 pa-
tients with HCC treated by TACE (simple group).

RESULTS: The effective rate of the study group, double
intervention group and simple group were 91.6%, 75.8%
and 43.3% respectively. The immune function, the
Karnofsky’s grade, 1 year survival in the study group were
significantly higher than those in the double intervention

group and simple group. But serum AFP in the study group
was lower than that in the others (P <0.05).

CONCLUSION: TACE and PEI combined with CIK cells en-
hances the anti-cancer effect, improve the survival quan-
tity and prolong survival period of the patients.
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摘要

目的: 评估双介入联合细胞因子诱导的杀伤细胞(CIK细胞)

过继免疫治疗中晚期肝细胞肝癌的临床疗效.

方法: 采用经皮肝动脉栓塞化疗术(TACE) 经皮肝瘤体内

注入无水乙醇术(PEI) CIK细胞回输3种方法治疗中晚期

肝细胞肝癌共128例 其中在TACE PEI双介入的基础

上 采用CIK细胞静脉回输与瘤体内注射相结合治疗中晚

期肝细胞肝癌36例(研究组) 并与同期病情相当的中晚期

肝细胞肝癌双介入治疗62例(双介入组)和单纯的TACE30

例(单纯组)相比较.

结果: 研究组 双介入组 单纯组有效率分别为91.6%

75.8% 和 43.3% 研究组的AFP 下降 细胞免疫功能

卡氏评分升高均优于双介入组和单纯组 研究组的1 a生存

也得到显著的延长 (P <0.05).

结论: 双介入治疗联合CIK细胞可以弥补单一治疗方法的不

足 增强了抗癌效果 改善了患者的生存质量 延长了患

者的生存期.
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0   引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma HCC)我国最常

见的恶性肿瘤之一[1-2] 病程发展快 患者就诊时往

往已属中晚期 绝大多数已失去手术机会[3] 是最近

20 a来影响我国人民健康的第二位恶性肿瘤[4]. 随着肿瘤

的介入治疗 免疫治疗等非手术治疗方法用于临床 对

于延长患者的生存期 改善患者的生存质量取得一定

的效果[2, 5-6]. 1997-05/2003-05我科采用经皮肝动脉栓塞

化疗术(transcatheter hepatic arterial chemoembolization,



TACE) 经皮肝瘤体内注入无水乙醇术(percutaneous

ethanol injection, PEI) 细胞因子诱导的杀伤细胞

(Cytokine-induced killer cells, CIK细胞)治疗中晚期肝细

胞肝癌 将疗效分析报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  可评价中晚期HCC共128例 随访资料完整.

男96例 女32例 年龄33-66(平均45.5)岁. 均符合 中

国常见恶性肿瘤诊治规范 中HCC的诊断标准. 制备

CIK细胞的方法[7]. 抽患者外周血200 mL 分离血浆备

用 再吸出富含白细胞层的细胞约10 mL 悬浮于等

量患者自身的血浆中 淋巴细胞分离液分离收集单个

核细胞. PBS 洗涤 将细胞按 2×10 9/L 数量悬浮于

RPMI1640完全培养基中 加至经抗CD3单核包被的6

孔细胞培养板 每孔 6 mL 加入终含量为 50 kU/L

rIL-2和 500 kU/L IFN-γ 置于37  50 mL/L的 CO2
条件下培养 培养7 d后 经细菌和霉菌培养阴性后

再收集细胞 无菌生理盐水洗3次 将细胞悬浮于自身

血浆中 加入5×104U rIL-2 终细胞数1.3×109-1.5×109.

静脉回输时配制成150 mL的细胞悬液 用输血器2 h内

输入 用于瘤体内注射时浓缩细胞悬液至10-15 mL.

1.2 方法  单纯组(TACE)30 例 常规股动脉穿刺用

Seldinger 法将 6F 多功能导管置于腹腔动脉或肝总动

脉 酌情作肠系膜上动脉或膈动脉造影 以寻找肝癌

其他供血动脉 明确肿瘤数目 位置 类型 大小

供养血管以及动静脉瘘等情况 有动静脉瘘 先行明

胶海棉栓塞 在肝动脉注入5-FU+ADM+MMC+DDP/

HCPT行灌注化疗, 然后将导管尽量超选至肝动脉对肿瘤

的供血分支 根据血供来源情况 确定碘油用量 将

ADM10 mg与碘化油10-30 mL充分乳化后 在电视荧

光屏监视下缓慢注入 以防止栓塞剂反流造成其他脏

器栓塞. TACE一般间隔4 wk进行1次. 2次后评价疗效.

双介入组(TACE+PEI)62 例 在 TACE(方法同单纯

TACE)治疗后5-7 d后行PEI 2次 /wk 连续4-6次

每次用量依据肿瘤体积大小,尽量采取多点注射 用量

5-30 mL. 归纳双介入组的方法为: TACE间隔4周进行

1次 期间行PEI 治疗 2 次 /wk 连续 4-6 次. 2 周

期后评价疗效. 研究组(TACE+PEI+CIK 细胞)36 例

TACE治疗前抽外周血制备CIK细胞以备回输 每周

抽外周血2次 200 mL/ 次 培养的细胞数1.3×109-

1.5×109 抽外周血培养在8-12 次 在行TACE 治疗

后5-7 d 先行PEI 2 次 /wk,连续 4-6 次, 每次用量依

据肿瘤体积大小,尽量采取多点注射 用量5-25mL; 期

间回输培养的CIK 细胞悬液 2 次 /wk 回输 4-6 次

后改为CIK细胞瘤体内注射 将CIK细胞悬液浓缩成

10-15 mL 经 B 超引导下经皮肝穿刺瘤内注入 尽

量采取多点注射 2次 /wk 连续4-6次. 休息 1-2 wk

后行下一个周期 2 周期后评价疗效.主要观察治疗前

后的肿瘤大小变化 甲胎蛋白(AFP ) T 细胞亚群

Karnofsky 评分变化 不良反应及生存期随访.疗效按

WHO对于实体瘤疗效判定标准分为[8]: 完全缓解(CR)

所见肿瘤病变完全消失并至少维持4 wk以上; 部分缓解

(PR) 肿瘤病灶的最大径及其最大垂直径(两径)的乘积

减少50%以上并维持4 wk以上 无新的病变出现; 无

变化(NC) 肿瘤病灶的两径乘积缩小50%以下或增大

25%以下 无新的病灶出现; 进展(PD) 肿瘤病灶的

两径乘积增大25%以上或出现新病灶.

        统计学处理  各组数据以平均数 ±标准差(mean±SD);

采用 χ2检验 行显著性比较.

2   结果

2.1 近期疗效  单纯组中30例肝区疼痛消失24例 饮

食增加26例 1例腹水消失. 双介入组中62例肝区疼

痛消失60例 58 例饮食增加 2例腹水消失; 研究组

36例肝区疼痛均消失 饮食均增加. 单纯组中血清AFP

下降者16例(14/30 46.7%) 均未降至正常; 双介入组

中血清AFP下降者30例(30/62 48.4%) 其中降至正

常9例; 研究组中血清AFP下降者25例(25/36 69.4%)

其中降至正常12例. 双介入组的AFP下降率(48.4%)高于

单纯组(46.7%) 但无显著性差异 研究组的AFP下降

率(69.4%)则显著高于单纯组(46.7% P <0.05 χ2=3.
86)和双介入组(48.4% P <0.05 χ2=4.10). 研究组和
双介入组的近期有效率均显著高于单纯组(P <0.01)

而研究组的近期有效率又显著高于双介入组(P <0.05)

(表 1)患者有恶心 呕吐等消化道反应; 15例患者出现

畏寒 发热 对症处理后24 h内可恢复正常. 研究组

和双介入组治疗后的Karnofsky评分均显著高于单纯组

(P <0.01 P <0.05); 而研究组治疗后的Karnofsky 评分

又高于双介入组(P <0.05) (表 2) 单纯组及双介入组治

疗后 CD3 较治疗前升高显著(P <0.05) 而 CD4 升

高 CD8下降不明显. 研究组治疗后除CD3较治疗前

显著升高(P <0.01)外 CD4亦升高(P <0.05) 另外CD8

下降明显(P <0.05) (表 3).

表1  双介入并CIK细胞治疗HCC近期疗效 (n)

分组  n CR PR NC PD  RR(%)

单纯组 30  0 13  11   6 13 (43.3)

双介入组 62  2 45  10   5 47 (75.8)ab

研究组 36  5 28    3   0 33 (91.6)b

bP <0.01, vs 单纯组; aP <0.05, vs双介入组.

表2  双介入并CIK细胞治疗HCC后Karnofsky 评分变化 (n)

分组  n      +20分 +10分  不变 下降 升高合计(%)

单纯组 30   5    11     9    5    16 (53.3)

双介入组 62 21    25   13    3    46 (74.2)a

研究组 36 18    14     4    0    32 (88.9)b

aP <0.05, vs 单纯组和研究组; bP <0.01, vs 单纯组.
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表3  双介入并CIK细胞治疗HCC后的T细胞亚群变化 (mean±SD)

分组      n     CD3           CD4     CD8        CD4/CD8

单纯组 前 30 0.50±0.05     0.30±0.04     0.31±0.03     0.93±0.56

后 30 0.62±0.06a    0.36±0.06     0.28±0.04a   1.12±0.64

双介入组 前 62 0.51±0.05     0.30±0.05     0.32±0.04     0.93±0.56

后 62 0.67±0.07a    0.39±0.06     0.28±0.04     1.40±0.45

研究组 前 36 0.52±0.05     0.31±0.05     0.32±0.03     0.92±0.53

后 36 0.72±0.05b    0.41±0.06a    0.27±0.03a    1.72±0.34

aP <0.05 bP <0.01 vs 治疗前.

2.2 远期疗效  半年生存率: 研究组和双介入组均显著高

于单纯组(P<0.01) 研究组高于双介入组 但无显著

性差异 1 a生存率: 研究组和双介入组均显著高于单纯

组(P <0.01) 研究组显著高于双介入组(P <0.05); 2 a生

存率 3 组间无显著性差异 (表 4).

表4  双介入并CIK 细胞治疗HCC后 6 mo 1 2 a生存率(%)

分组  n 6 mo生存率 1 a生存率  2 a生存率

单纯组 30 60.0%(18/30) 23.3%(7/30)   3.33%(1/30)

双介入组 62 88.7%(55/62)b 56.4%(35/62)b   9.6%(6/62)

研究组 36 97.2%(35/36)b 77.8%(28/36)ba 16.7%(6/36)

aP <0.05, vs双介入组 bP <0.01, vs 单纯组.

3   讨论

HCC 恶性程度高 预后差 自然生存期短 就诊时

大部分已失去手术机会 为了改善中晚期HCC患者的

预后 延长生存期 改善患者的生存质量 我们在总结

以往的治疗手段的基础上 采用TACE PEI双介入联

合过继免疫细胞治疗进行临床研究. TACE是不能手术切

除的中晚期HCC的首选治疗方法 主要适用于瘤体较

大 结节较多或不能切除的病例 有效率在30.0-70.0%.

HCC 肿瘤的边缘部有门静脉供血 随着肿瘤的增大

门静脉供血增多 在直径大于5 cm者几乎都存在双重

供血[9-10] 其中部分晚期HCC的供血尚有变异血管及

寄生性血管的参与[11 -13] 以及肿瘤边缘的侧支循环[14-15]

是肿瘤继续生长或复发的主要原因[16] 致使TACE难

以达到预期的效果 限制了TACE的远期疗效. 我们在

TACE 治疗过程中先行腹主动脉造影 再行肝动脉造

影 必要时行肠系膜上动脉造影 逐步了解肿瘤血供情

况 有无侧支循环 动静脉瘘及门静脉癌栓. 尽量超

选到达肿瘤供血动脉 存在动静脉瘘时 先用明胶海棉

堵塞.依据肿瘤体积的大小 肝功能Child 分级 根据

碘油沉积情况 决定碘油用量 在电视监视下碘油的

用量应加至动脉血流明显减慢或瘤旁门静脉分支出现

显影为止. 门静脉分支出现显影 表明肝动脉达到充分

栓塞 是碘油通过肝血窦从肝动脉向门静脉分支分流

所致 门静脉分支显影率与碘油的用量相关 碘油用

量越大 门静脉显示率越高[17]. 加大碘油用量 不但

可以充分填塞肿瘤血管床 还可能达到肝动脉和门静

脉的双重栓塞 从而提高栓塞的效果.

         PEI是利用无水乙醇具有对局部瘤组织细胞杀伤力

强 使肝瘤细胞脱水固定 蛋白质凝固变性 使肿

瘤内及周边营养血管变性 血管内皮细胞破坏 血

栓形成导致血供障碍 可使注射周围至少3 cm 内肿

瘤细胞坏死[18]; 主要适应证是直径小于3 cm的单个结节

或数量小于3 个 最大直径小于 3 cm 的多个结节小

HCC 治疗后可使肿瘤的坏死率达70%以上[9]; 随着瘤

体的增大 肿瘤间质中的纤维结构分隔瘤灶 无法注入

足量乙醇以破坏所有的癌细胞[19-20] 另外大HCC多富

于血供 注入的无水乙醇易被血流冲走而作用下降 单

独PEI治疗大HCC疗效并不明显. PEI与TACE相结合

PEI可以弥补TACE不足[21] 产生协同效应: (1)TACE后

继以PEI有利于进一步杀死TACE后残余癌细胞[22] (2)

病理研究[22] 证实TACE治疗后使大量的肿瘤细胞液化坏

死 肿瘤内的纤维间隔崩解 有利于无水乙醇的弥散

扩大作用范围 同时动脉栓塞使肝癌内血运受阻 乙醇

不易被血流冲走 其细胞毒效应相应增强 (3)无水乙醇

可以破坏肿瘤血管并使之闭塞 使TACE治疗中缺漏的

部分癌灶中残存的癌细胞坏死 减少复发与转移的发生

率[22]. 已有较多的研究表明TACE联合PEI可明显提高

疗效[19-24] 可以取得比单纯的TACE或PEI更好的远期

疗效 病变坏死率可达86.4%[9]. 本研究中双介入组有效

率75.2%显著高于单纯组43.3% (P <0.01).

       生物治疗正在成为肿瘤治疗的一种重要手段 其中

过继免疫治疗是临床应用较多的一种治疗方法. 近几年

开展的过继免疫治疗如TIL细胞 CD3AK 细胞等已经

用于肿瘤术后 与化疗相结合 对于减少肿瘤的术后复

发 提高患者化疗后免疫功能已经显示独特的作用.

HCC 患者自身免疫机制紊乱 存在细胞免疫抑制

CD3 CD4较正常低 CD8细胞水平明显提高且与肝癌
的临床分期相关[25] 栓塞化疗后又进一步加重了患者

原有的免疫抑制. CIK是患者外周血单个核细胞体外经
过多种细胞因子共同诱导而获得的一群以CD3+CD8+CTL

和CD3+CD56+为主的异质细胞群[7] 兼具有T淋巴细胞
强大的抗肿瘤活性和NK非MHC限制性杀瘤细胞 且

体内外增生能力强[26-28] 是一类杀瘤活性和杀瘤谱更
强的一类新型抗肿瘤效应细胞.

        我们首先应用双介入联合CIK细胞治疗HCC 在
TACE治疗后回输自身的CIK细胞 可以通过直接的靶

向肿瘤细胞进行杀伤或诱导其凋亡 也可以其分泌的
细胞因子增强机体化疗后减退的免疫功能; 瘤体内注入

CIK细胞 可使肿瘤局部的CIK细胞数量显著提高 进
一步杀灭TACE与PEI治疗后残余的癌细胞. 总结3种

方法联合治疗(研究组)的有效率91.6%显著高于双介入
组的有效率75.8%(P <0.05); 患者的免疫功能 研究组

中的CD3 CD4细胞显著提高(P <0.01) CD8细胞下降
明显(P <0.05) 双介入治疗组与单纯组仅有CD3升高

明显(P<0.05); 患者生存质量的Karnofsky评分 研究组
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升高88.9% 显著高于双介入治疗组的74.2%和单纯

组的53.3% (P <0.05 P <0.01); 生存期随访中 研究

组的1 a生存率(77.8%)显著高于双介入组(56.4%)和单纯

组(23.3%)(P <0.05 P <0.01); 研究组的最长生存48 mo

双介入治疗组最长生存30 mo (图 1-4). 对于不宜手术的

中晚期HCC 根据患者个体情况 采用TACE PEI及

CIK 细胞过继免疫治疗 可以弥补单一治疗方法的不

足 增强了抗癌效果 有助于提高疗效 可以提高患者

的免疫功能及生存质量 延缓患者的生存期.

图1 治疗前病灶位于肝右叶(7.5cm 7.6cm).

图 2 联合治疗3个周期后病灶变为条索状瘢痕.

图 3 治疗前肝左右叶多发性病灶.

图 4 双介入治疗2 个周期后病灶明显缩小 碘油沉积.
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