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Abstract
AIM: To find a new method to enhance the 
cytotoxic activity of cytokine-induced killer (CIK) 
cells for clinical immunotherapy.

METHODS:  Mononuclear cells were extracted 
from the peripheral blood of health adults. One 
group was treated with interferon-γ (IFN-γ) at 
the 1st day and interleukin-1 (IL-1), CD3 mAb, 
IL-2 at the 2nd day, and the other group was dis-
posed with IL-24 besides IL-1, CD3 mAb, and 
IL-2. Cell counting method was used to deter-
mine the proliferation of CIK cells, and the cy-
totoxic activity was detected by MTT assay. Cell 
phenotype was examined by flow cytometry. 
The scanning electron microscopy and transmis-
sion electron microscopy were used to observe 
the killing effects of CIK cells on tumor cells as 
well as the changes of tumor cells�.

RESULTS: The proliferation of CIK cells without 

IL-24 treatment was higher than that with IL-24 
treatment (126.34 ± 2.14 vs 108.87 ± 1.29, P < 0.05). 
The cytotoxic activities of CIK cells co-cultured 
with IL-24 were above 90% at different effector-
target ratios (10∶1, 20∶1, 40∶1), which were 
significantly higher than those in the other groups 
(10∶1: 95.58% ± 2.21% vs 27.31% ± 2.69%, 8.74% ±  
2.41%, 38.65% ± 21.30%, all P < 0.05; 20∶1: 91.97% 
± 4.21% vs 34.27% ±  0.85%, 11.54% ± 2.78%, 48.32% 
± 11.72%, all P < 0.05; 40∶1: 91.84% ± 9.28% vs 
50.67% ± 1.30%, 23.73% ± 11.07%, 52.89% ± 12.26%, 
all P < 0.05). Cell phenotypes were not significantly 
different between the CIK cells with and without 
IL-24 treatment (P > 0.05). Apoptotic and necrotic 
cells were obviously increased in after IL-24 treat-
ment under transmission electron microscope.

CONCLUSION: IL-24 can obviously enhance the 
cytotoxic activity of CIK cell.
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摘要
目的: 寻求增强CIK细胞的细胞毒活性的有效
方法. 

方法: 从健康人外周血中提取出单个核细胞, 
第1天加入IFN-γ, 第2天加入IL-1, CD3 mAb, 
IL-2诱导CIK细胞, 另一组与IL-1, CD3 mAb, 
IL-2同时加入IL-24. 杀伤分为4组: 未加IL-24
培养组、单独I L-24杀伤组、加I L-24培养
组、未加IL-24的CIK细胞培养组在杀伤时加
入IL-24. 细胞计数法测定细胞的增殖、MTT
法测定细胞杀伤活性和流式细胞术分析细胞
表型. 扫描电镜和透射电镜观察CIK细胞对肿
瘤细胞的杀伤和肿瘤细胞的改变. 

结果: 未加IL-24培养组CIK细胞增殖高于加
IL-24培养组, 两者比较有明显差异(126.34±
2.14 vs  108.87±1.29, P <0.05). 加IL-24培养
组细胞各个效靶比杀伤活性均达到90%以上, 

■背景资料
肿瘤生物治疗已
有 1 0 0 多 年 的 历
史. 19世纪末, 国
外的一些医生观
察到肿瘤患者合
并严重的感染, 在
感染被控制后肿
瘤也明显缩小, 甚
至完全消退从而
认识到肿瘤和免
疫的密切关系, 对
免疫治疗寄予厚
望并表现出极大
的 兴 趣 .  目 前 在
过继免疫治疗中
用于治疗肿瘤的
细胞主要有LAK, 
TIL, CIK, A-NK
等. CIK细胞增殖
活 性 高 ,  在 肿 瘤
杀伤活性上具有
CTL, LAK, TIL细
胞所无法比拟的
优越特性, 在肿瘤
生物治疗上具有
巨大的应用潜能, 
因此日益受到人
们的重视. 
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明显高于其他各组(效靶比为10∶1时95.58%
±2.21% vs  27.31%±2.69%, 8.74%±2.41%, 
38.65%±21.30%, P <0.05; 效靶比为20∶1时 
91.97%±4.21% vs 34.27%±0.85%, 11.54%
±2.78%, 48.32%±11.72%, P <0.05; 效靶比为
40∶1时91.84%±9.28% vs  50.67%±1.30%, 
23.73%±11.07%, 52.89%±12.26%, P <0.05). 
不同时间加IL-24培养组各个细胞表型与未加
IL-24培养组相比没有差别. 透射电镜下观察
加IL-24培养组凋亡和坏死肿瘤细胞比未加
IL-24培养组明显增多.

结论: CIK细胞诱导过程中加入IL-24能明显
增强其杀伤活性.

关键词: 细胞因子诱导的杀伤细胞; IL-24; 细胞毒

活性; 增殖活性
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0  引言

CIK(cytokine-induced killer)细胞是一种非MHC
限制性的高效溶肿瘤细胞毒性T淋巴细胞, 其
在外周血淋巴细胞中的比例为1%-5%. 1991年
Schmidt-Wolf et al [1]首先报道了一类由多种细

胞因子诱导的杀伤细胞, 即CIK细胞. 正常人或

患者外周血、骨髓单个核细胞中加入细胞因子

IFN-γ, IL-1, CD3 mAb, IL-2经2-4 wk的诱导可获

得大量的肿瘤杀伤细胞, 他是非MHC限制性的

一群异质性细胞, 具有强大的杀瘤活性. 
mda-7基因(melanoma d i ffe ren t ia t ion-

associated gene 7)是用活跃增生的人HO-1黑色

素瘤细胞cDNA文库与β-IFN和MEZ处理过的

H O-1细胞c D N A文库差减杂交发现一个新的

与黑色素瘤分化相关基因, 即mda-7, 并初步实

验证明了MDA-7具有抑制黑色素瘤增生特性

和在黑色素瘤进程中促进终末分化的能力. 随
后M D A-7一直作为肿瘤抑制物被研究, 直到

2002年, Caudell et al [2]用一系列的实验证实了

M D A-7的细胞因子属性, 命名为白细胞介素

-24(interleukin-24, IL-24), 归于IL-10家族. 由于

IL-24本身对肿瘤细胞具有杀伤力, 本实验旨在

研究在CIK诱导过程中加入IL-24对CIK的杀伤

肿瘤细胞的活性是否有增强作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2肿瘤细胞株由本所提供, IFN-γ, 

IL-1均为美国Peprotech公司产品, CD3 mAb为北

京天广实生物技术有限公司产品, IL-2购自江苏

金丝利药业有限公司, IL-24购自R＆D systems, 
Percp结合的鼠抗人CD3、 FITC结合的鼠抗人

CD4、PE结合的鼠抗人CD8, CD56, CD3均为美

国BD公司产品, 胎牛血清为杭州四季青生物责

任有限公司产品, RPMI 1640干粉为美国Gibco 
BRL产品, 健康人外周血由哈尔滨红十字中心血

站提供, 淋巴细胞分离液为天津市灏洋生物制品

科技有限责任公司产品, MTT为北京索莱宝科技

有限公司产品, 流式细胞仪为美国BD公司产品, 
酶标分光光度计为BioRAU, 450型, 美国制造. 荧
光倒置显微镜为日本OLYMPUS公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 CIK细胞的诱导 参考文献[3]方法. 细胞计

数, 稀释成浓度为1×109/L于六孔板中培养, 每孔

5 mL培养液, 按1000 kU/L加IFN-γ. 24 h后分别

按600 kU/L和100 kU/L加IL-2和IL-1, CD3 mAb
加75 μg/L. 另外一组与IL-2, IL-1, CD3 mAb同时

加入IL-24 1000 kU/L,  2-3 d后补充新鲜培养液

和细胞因子IL-2, CD3 mAb, 以后每2-3 d补充新

鲜培养液和IL-2. 
1.2.2 光镜下细胞形态观察 在诱导过程中每天于

光镜下观察细胞形态变化. 与肿瘤细胞共同培

养, 观察两者形态上的差别.        
1.2.3 CIK细胞增殖活性的测定 将1 mL用两种方

法培养的CIK细胞以1×109/L铺于24孔板中, 各
铺三个平行孔, 每3 d补充新鲜培养液和细胞因

子并用台盼蓝计数细胞总数计算平均值, 根据细

胞增殖倍数绘制生长曲线. 
1.2.4 CIK细胞毒活性的测定 取对数生长期的

肿瘤细胞, 调整细胞浓度分别为1×108/L、5×
107/L、2.5×107/L, 每孔100 μL铺于96孔板中, 
每组设4个复孔, 置37℃, 50 mL/L CO2孵箱内培

养, 24 h后将效应细胞CIK, 浓度调整为1×109/L
与靶细胞浓度分别为10∶1, 20∶1, 40∶1加入96
孔板中, 另设单独靶细胞组(靶细胞+培养液)和
单独效应细胞组(效应细胞+培养液)为阴性对照

组, 作用48 h后每孔加入MTT 20 μL/孔, 继续培

养4-6 h, 倾斜96孔板吸取上清液, 然后每孔加入

100 μL  DMSO, 震荡几分钟, 等沉淀全部溶解后

用酶标仪(波长570 nm)测定吸光度A值, 计算杀

伤率(%)={1-[A(效+靶)-A(效)]/A(靶)}×100%. 
杀伤分为四组: 未加IL-24培养组; 单独IL-24

杀伤组; 加IL-24培养组; 未加IL-24的CIK细胞

培养组在杀伤时加入IL-24. IL-24加入浓度均为

■研发前沿
C I K 在肿瘤生物
治 疗 上 具 有 巨
大 的 应 用 潜 能 , 
I L - 2 4 具 有 显 著
的抑制肿瘤的作
用, 能选择性地抑
制多种肿瘤的生
长, 诱导肿瘤细胞
凋 亡 ,  包 括 黑 色
素瘤、神经胶质
母细胞瘤、骨肉
瘤、乳腺癌、宫
颈癌、结肠癌、

肺癌、胃癌、鼻
咽癌、前列腺癌
等 ,  同 时 对 正 常
细 胞 没 有 影 响 . 
IL-24选择性抑制
肿瘤机制尚未完
全清楚, 目前认为
他通过多种途径
发挥抑制肿瘤的
作用 .  IL-24抗肿
瘤效果十分显著, 
成为肿瘤特异治
疗药物的研究开
发热点. 如何提高
C I K 细胞的杀伤
活性和大批量的
增殖, 是现在亟待
解决的问题.



550                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R            世界华人消化杂志     2007年2月28日      第15卷    第6期

www.wjgnet.com

■相关报道
关 于 如 何 提 高
C I K 细胞的杀伤
活性国内外有很
多 相 关 的 报 道
Marten et al将CIK
和源于自体外周
血单个核细胞的
DC共同培养 ,  在
与 C I K 细胞共同
培 养 的 D C 培 养
液中 ,  独特型DC
及抗原递呈分子
的数量明显增加, 
Finke et al 应用腺
病毒增强增强的
CD3受体介导的
基因转染方法成
功的将 IL-7基因
转染入 C I K 细胞
内 ,  并 证 明 转 染
后的 C I K 细胞增
殖活性和细胞毒
活性明显增强. 另
有文献报道双特
异性抗体能增强
C I K 的细胞毒活
性.

A

1000 kU/L . 
1.2.5 CIK细胞表型测定 取2×109/L细胞于流式

专用管中, 相应抗体混匀避光放置20 min, 用PBS
洗2遍, 1500 r/min离心5 min, 10 g/L甲醛固定

后待上机测定. 两组细胞未加IL-24培养组和加

IL-24培养组分别于8, 15, 20 d时测CD3+, CD4+, 
CD8+, CD3+CD56+. 
1.2.6  扫描电镜和透射电镜标本的制备 扫描电

镜标本的制备在六孔板中放置灭菌载玻片, 在紫

外线下照射, 在六孔板中铺种CIK细胞和HepG2

的混合液, 细胞比例大约为10∶1, 并作单独肿瘤

细胞对照组. 第2天, 用吸管吸出培养液, 添加部

分生理盐水冲洗细胞, 动作要轻柔, 然后加戊二

醛(25 g/L)固定以漫过玻片为宜, 取出玻片, 常规

HE染色和25 g/L戊二醛脱水、临界点干燥、喷

金、扫描电镜观察、照相. 
透射电镜标本的制备: 取CIK细胞和HepG2细

胞的混合液于培养瓶中, 细胞比例大约为10∶1, 
其中一组加1000 kU/L的IL-24. 第2天用细胞刮刀

刮取细胞, 1000 r/min离心5 min, 倒出离心管中培

养液, 用盐水吹打细胞然后转移到Eppendorf管中, 
1000 r/min离心5 min, 弃去生理盐水, 用戊二醛

(25 g/L)及10 g/L锷酸固定, 经乙醇梯度脱水, 超薄

切片铅铀染色后置投射电镜下观察、照相, 参考

文献[4]方法.
统计学处理 采用SPSS10.0数据分析软件, 

所有数据用mean±SD表示, 采用方差分析和配

对t检验统计学分析, P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 诱导过程中细胞形态的变化 刚提取的单个

核细胞大小较均一, 折光性较一致, 而经3 d培
养诱导后的活化细胞中, 部分细胞明显增大, 可
见很多小集落开始生成, 胞核密度加强, 细胞

异型性较明显, 胞核中可见多量颗粒, 为大颗粒

淋巴细胞(LGL)(图1A). 第6天观察细胞集落明

显增多而且增大, 在肉眼下即可以看到白色的

斑点集落, 镜下大集落成黑团, 看不清细胞, 但
围绕集落周围有很多的细胞游出, 细胞饱满折

光性好, 大小形态各异(图1B). 观察与肿瘤细

胞HepG2共培养的CIK细胞, CIK细胞明显小于

HepG2(图1C).
2.2 细胞增殖活性 加IL-24培养组和未加IL-24
培养组均在培养3 d时开始增殖, 在培养14 d时
进入快速增殖期, 26 d以后增殖趋于缓慢进入平

台期, 未加IL-24培养组增殖略快于加IL-24培养

组(表1, 图2), 经统计学配对t检验分析, 两者有

显著差异(t >3.055, P <0.05), 所以未加IL-24培养

组增殖快于加IL-24培养组.
2.3 CIK细胞的杀伤活性 IL-24培养组在效靶比

相同时杀伤率均明显高于其他组, 方差分析统

计分析与不加IL-24培养组和未加IL-24的CIK细

胞培养组在杀伤时加入IL-24相比均有明显差别

(P <0.05), 但不加IL-24培养组和未加IL-24的CIK
细胞培养组在杀伤时加入IL-24组相比没有明显

差别. 不加IL-24培养组不同效靶比之间抑制率

图  1  光镜下细胞形态观察. A: 诱导3 d后CIK细胞镜下观察, 细胞呈异型性, 并有集落生成(×400);  B: 光镜下大集落(×200); 
C: CIK细胞杀伤HepG2, CIK细胞围绕肿瘤细胞, 大细胞为肿瘤细胞, 小细胞为CIK细胞(×400).
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图  2  两组细胞生长曲线.
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有显著差异(P <0.05), 但加IL-24培养组不同效靶

比之间没有明显差异, 加IL-24培养组各个不同

效靶比对肿瘤细胞均具有很高的抑制率(表2).
2.4 C I K细胞表型测定 随着诱导时间的延长

C D3+C D56+双阳性细胞所占百分比大幅度升

高, 加IL-24培养组和未加IL-24培养组在诱导8, 
15, 20 d时分别是6.52%±0.7%, 15.8%±0.4%, 
19.85%±1.3%和4.78%±0.9%, 14.58%±1.6%, 
20.18%±1.3%. 两组不同诱导时间之间表型均

具有显著差异(P <0.05). 但两组在相同时间下细

胞表型没有明显差异(图3).
2.5 电镜下细胞形态观察 扫描电镜下观察可以

看到正常的肿瘤细胞呈不规则形状, 表面微绒

毛丰富而且细长(图4A), 杀伤状态下CIK细胞围

绕HepG2, CIK细胞与肿瘤细胞接触, 肿瘤细胞明

显变小(图4B), 有的CIK细胞进入肿瘤细胞被肿

瘤细胞的微绒毛包裹(图4C), 有的肿瘤细胞已经

坏死崩解(图4D). 透射电镜下可以看到肿瘤细胞

周围有很多活性淋巴细胞的包围(图5A), 可以看

到凋亡肿瘤细胞, 有的肿瘤细胞已进入肿瘤细

胞内(图5B). 加IL-24组坏死肿瘤细胞明显增多, 
核完全固缩(图5C), 胞质中充满了大量的脂滴颗

粒, 线粒体嵴性肿胀, 空泡变性, 部分细胞核完

全固缩, 核膜结构不清, 细胞内膜结构完全溶解

(图5D).

3  讨论

CIK细胞表面既有T细胞标志细胞标志(CD3), 
也有NK细胞的表面标志(CD56), 因而兼有T淋
巴细胞抗肿瘤活性和NK细胞非MHC限制性杀

瘤的特点. 用传统的手术、化疗、放疗等方法

常不能彻底治愈肿瘤. 作为免疫治疗的方法之

一, 应用细胞因子诱导的杀伤细胞因其可大量

扩增, 细胞毒活性强, 可杀伤自体和异体多种肿

瘤细胞[5-11], 与免疫细胞TIL, LAK比较有很多

的优点, 回输体内后可继续分裂增生且无需外

源细胞因子的维持, 副作用少显示了很好的发

展前景[12-16]. 目前, 研究者都在致力于提高CIK
杀伤肿瘤细胞的活性[17-21], 迄今为止已有许多

实验证明IL-24具有显著的抑制肿瘤的作用, 能
选择性地抑制多种肿瘤的生长, 诱导肿瘤细胞

凋亡, 包括黑色素瘤、神经胶质母细胞瘤、骨

肉瘤、乳腺癌、宫颈癌、结肠癌、肺癌、胃

癌、鼻咽癌、前列腺癌等. 这种抑制作用不依

赖p53, Rb和p16等抑癌基因, 且对正常细胞没有

影响. IL-24选择性抑制肿瘤机制尚未完全清楚, 
目前认为他通过多种途径发挥抑制肿瘤的作用. 
IL-24抗肿瘤效果十分显著, 成为肿瘤特异治疗

药物的研究开发热点[22]. 本实验中在CIK诱导

的过程中加入了IL-24, 两抗肿瘤因素联合作用

于肿瘤细胞, 起到了很好的抑瘤作用. IL-24刺
激的外周血单个核细胞48 h后有IL-6, TNF-α和
IFN-γ的高表达同时IL-1β, IL-12和GM-CSF也有

表  1   不同培养时间两种细胞总数(mean±SD)

          时间(d)              未加IL-24组                       加IL-24组

  1                     1.00±0.00                    1.00±0.00

  3                     1.60±0.15                    1.52±0.03       

  6                     2.47±0.20                    2.57±0.12

  9                     3.25±0.37                    3.25±0.27

12                     4.93±0.45                    4.87±0.34

14                   13.42±2.23                  11.41±1.12

17                   28.31±2.42                  23.05±2.69

19                   38.04±2.42                  34.09±2.17

21                   76.79±3.33                  69.31±4.06

23                 119.36±8.95                105.22±3.29

26                 121.21±2.80                106.74±2.77

29                 123.37±3.10                106.58±2.18

30                 126.34±2.14                108.87±1.29
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图  3  诱导20 d时两组细胞表型CD3+CD56+检测结果(横轴
为CD3+, 纵轴为CD56+, 第四象限为双阳性表型CD3+CD56+细
胞). A: 未加IL-24培养组; B: 加IL-24培养组.

■创新盘点
国内外单独报道
CIK细胞和IL-24
的文章很多, 但尚
未见 C I K 细胞和
IL-24联合应用的
相关报道. 本实验
中两者联合应用
对肿瘤细胞有很
高的杀伤力.
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一定水平的表达, 这可能是两者联合应用提高

抗肿瘤活性的原因. 
目前诱导CIK细胞的方案有多种, 其中CD3 

mAb和IFN-γ是每个方案的必选, 前者起到丝裂

原活性作用, 可与T细胞表面CD3交联, 诱导其

活化, 后者可诱导IL-1等因子的合成. 不同方案

的主要差别在于白介素的不同, 常用的有IL-1, 
IL-2, IL-7, IL-12等. 本实验中除加入CD3 mAb, 
IFN-γ, IL-1, IL-2外又加入了IL-24. 在细胞表型

上与常规诱导方法并没有差别. 
本实验中在诱导CIK过程中加入了IL-24虽

然对增殖活性有一定的影响, 但并不影响临床

的需要. 对细胞表型并无影响而且明显增加了

CIK细胞的杀伤活性, 10∶1, 20∶1和40∶1效
靶比对肿瘤细胞杀伤率均达到90%以上. 这可

能与IL-24对肿瘤细胞具有杀伤力而且IL-24刺
激的外周血单个核细胞48 h后有IL-6, TNF-α和
IFN-γ的高表达同时IL-1β, IL-12和GM-CSF也有

一定水平的表达有关. 
mda-7/IL-24在人体内的生理水平表达主要

限定于一些具有免疫功能的细胞, 包括正常的

未受刺激的或受LPS刺激的单核细胞、抗CD3
抗体刺激的T细胞和正常人的黑色素细胞[2]. 当
超过生理水平表达时, mda -7/IL-24具有抑制多种

肿瘤细胞生长的作用, 可诱导多种肿瘤细胞株的

生长抑制和凋亡, 而对正常细胞却无作用[23,25]. 
总之, 在CIK诱导过程中加入IL-24能明显

增强其杀伤活性, 诱导14-21 d时, CIK细胞增殖

率和CD3+CD56+阳性细胞比例均达到高峰, 这
一时相的CIK细胞在增殖表型与细胞活力两方

面均达到动态平衡, 适合于临床应用.
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■同行评价
本文着重研究了
C I K 诱导过程中
加入IL-24对CIK
的杀伤肿瘤细胞
活性的增强作用. 
研究内容较新颖, 
对临床上 C I K 应
用于生物治疗有
一定指导意义.


