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DC．CIK免疫细胞治疗晚期乳腺癌患者的I临床疗效
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治疗科，江苏南京210002)

[摘要] 目的：观察自体DC联合CIK细胞治疗晚期乳腺癌患者的安全性及临床疗效，并分析相关预后因素。方法：回

顾性分析2011年8月至2014年12月在解放军第81医院进行DC—CIK细胞治疗的42例晚期乳腺癌患者临床资料，采用实体

瘤疗效评价标准评价近期疗效，并观察DC．CIK细胞治疗的安全性。分析患者生存期，评价远期疗效，单因素及多因素分析预

后因素，并采用配对t检验分析患者治疗前后免疫功能。结果：42例晚期乳腺癌患者经DC—CIK细胞治疗后，客观缓解率为

38．1％(16／42)，疾病控制率为61．9％(26／42)；1年生存率为59％，2年生存率为48％，3年生存率为48％；肿瘤标记物CAl53

治疗后显著性降低；外周血淋巴细胞亚群除辅助性T细胞(CD3+CD4+)水平显著性升高外，其他淋巴细胞亚群无显著性变

化。单因素分析结果显示，肿瘤部位(P=0．012)、治疗前CAl53水平(P：0．000)是DC—CIK细胞治疗预后的影响因素；多因

素分析结果显示，治疗前CAl53水平(P=0．003)是DC—CIK细胞治疗的独立预后因素。结论：晚期乳腺癌患者经DC—CIK细

胞治疗后，无明显不良反应，可能提高患者长期生存率，产生临床获益，安全可行。
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Clinical curative effect of DC-CIK immunocyte therapy for the patients with ad—

vanced breast cancer

YAO Lu，ZHANG Yan，HUANG Weiqian，AI Yueqin，ZHENG Jie，GAO Yanrong，ZHANG Chuang，ZHAO Hua，

HU Jianhua，JIANG Longwei，JIA Shaochang(Department of Cancer Biotherapy，81 st Hospital of PLA，Nanjing 210002，

Jiangsu，China)

[Abstract] Objective：To evaluate the clinical efficacy and safety of dendritic cells(DCs)combined with cytokine—

induced killer(CIK)cells in the treatment of advanced breast cancer，and to investigate the relevant prognostic factors．

Methods：The clinical documents of 42 patients with advanced breast cancer that received DC／CIK treatment in 8 1 st Hos—

pital of PLA from August 201 1 to December 201 4 were retrospectively analyzed．Short·term curative effect was evaluated

by Response Evaluation Criteria in Solid Tumors(RECIST)and the safety of DC—CIK therapy was observed．Overall sur—

vival of 42 patients was analyzed to evaluate the long—term curative effect．Univariate and multivariate analyses were used

to analyze prognostic factors．The immunologic function was evaluated by paired T-test．Results：After the DC—CIK thera-

PY，the overall response rate was 38．1％(16／42)，the disease control rate was 61．9％(26／42)，and the one—year，two—

year and three-year survival rates were 59％，48％and 48％，respectively．CAl53 was significantly decreased after the

treatment．In addition to a significant increase in the CD4+level．fhe other peripheral blood lymphocyte subsets didn’t

change significantly．Univariate analysis showed that the onset area(P=0．012)and the CAl53 value before treatment

(P=0．000)were the influence factors for the prognosis of cell immune therapy．Multivariate analysis showed that the

CAl53 value before treatment was an independent influence factor for the prognosis of cell immune therapy，Conclusion：
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The DC—CIK therapy is a safe and feasible therapeutic approach．It may improve the long—term survival rate of patients with

advanced breast cancer。

[Key words]dendritic cell(DC)；cytokine—induced killer(cIK)cell；breast cancer；immunocyte therapy；clinical

efficacy
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乳腺癌主要因乳腺导管上皮发生恶性病变而产

生，是常见女性恶性肿瘤之一。乳腺癌临床典型体

征有无痛性乳腺肿块、非妊娠期乳头溢液、皮肤“酒

窝征”、乳头回缩或抬高、腋窝淋巴结肿大等⋯。乳

腺癌共有4种分子亚型：Luminal A型，Luminal B

型，HER一2阳性型和三阴型旧J。世界卫生组织国际

癌症研究中心最新数据统计∞o显示，近年来乳腺癌

发生率呈上升趋势和趋于年轻化，全球每年约140

万女性发生乳腺癌，病死率高达33％。我国乳腺癌

的发病率居女性恶性肿瘤首位，病死率仅次于肺癌，

严重影响女性的生活质量和生存寿命。2015年St．

Gallen国际乳腺癌会议及ASCO会议总结目前乳腺

癌治疗方法主要有：新辅助治疗、手术治疗、辅助放

化疗、内分泌治疗和靶向治疗H J。近年来临床研究

证实，DC—CIK免疫细胞疗法是一种新型有效的抗肿

瘤过继免疫细胞治疗方案。通过体外诱导分化，将

功能性DC与自体CIK细胞共同培养，产生具有抗

肿瘤作用的细胞¨J。本研究旨在研究评估DC．CIK

细胞治疗晚期乳腺癌的安全性和有效性。

1材料与方法

1．1临床资料

选取2011年8月至2014年12月在解放军第

81医院生物治疗科进行DC—CIK细胞治疗的42例

晚期乳腺痘患者临床资料。所有患者均为女性，年

龄35～75岁，中位年龄54．5岁。病理分型1例腺

癌、4l例导管癌。42例患者在接受免疫细胞治疗前

均接受过手术治疗或放化疗。

病例人选标准：病理确诊为乳腺癌患者；按

TNM国际分期标准为Ⅳ期的乳腺癌患者；KPS评分

1>60分；预计生存时间≥3个月；患者脏器功能基本

正常；末次其他治疗与首次细胞治疗时间≥1个

月；患者能够耐受血细胞分离机采集。病例排除标

准：哺乳期乳腺癌患者；患有严重脏器疾病的患者；

患有自身免疫性疾病及过敏体质患者；患有严重感

染性疾病患者。人选患者均知情同意，并经医院伦

理委员会批准。

1．2主要试剂

重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(rhGM—

CSF)购自厦门特宝生物工程股份有限公司，IL4、

IL一1、IL-2、TNF-d和IFN一1购自Peprotech公司，淋

巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品科技有限公

司，无血清培养基、CD3单抗购自北京宝日生物技术

有限公司，流式检测试剂盒购自Beckman公司，人

乳癌组织源细胞购自上海研域生物科技有限公司。
1．3 DC和CIK细胞的制备

每例患者用血细胞分离机采集至少1×109个

单个核细胞，以淋巴细胞分离液分离单个核细胞。

生理盐水洗涤两次，用无血清培养液稀释细胞并均

匀铺人培养瓶(3×106个／m1)，置于37℃、5％CO，

培养箱，孵育2 h后取出。悬浮细胞用于CIK细胞

培养，贴壁细胞用于DC培养‘5。l⋯。

接种贴壁细胞的培养瓶中加入含10％胎牛血

清、rhGM—CSF(750 U／m1)和IL-4(15 ng／m1)的DC

培养基，置于37℃、5％CO：培养箱。第3天补加

DC培养基，第5天加人人乳腺癌组织源细胞反复冻

融负载抗原(终浓度40 g／m1)，第6天加入TNF一仅

(750 U／m1)，第7天收集DC。计数细胞，取部分进

行表型测定，其他细胞制成悬液回输。

接种悬浮细胞的培养瓶中加入含10％胎牛血

清、IFN一^y(1 500 U／m1)、IL一2(1 500 U／m1)、IL．I

(0．75¨g／m1)和CD3(0．75斗g／m1)的CIK细胞培

养基，置于37 oC、5％CO，培养箱。第3～4天观

察细胞生长情况，加入含IL-2(1 500 U／m1)的CIK

细胞扩增液，第8～10天收集CIK细胞。计数细

胞，取部分进行表型测定，其他细胞制成悬液回输。

1．4 DC和CIK细胞的袁型测定

取培养的细胞液l ml，加人20汕l鼠抗人单克

隆抗体，避光、37℃孵育30 min，4 cC、1 500×g离心

10 min，过滤后加入PBS 400¨l，用流式细胞仪测定

细胞表型，CXP软件分析数据。

1．5 治疗方案

DC治疗方案：患者采集单个核细胞后的第7、

14、21和28天进行回输，采取皮下注射方式，共6

个注射点(双侧锁骨下区、双侧腋窝和双侧腹股沟

淋巴结引流区)。每次回输细胞数目≥1×10 7个。

CIK细胞治疗方案：根据CIK细胞生长情况，在

其成熟后分4次回输，采取静脉滴注方式。每次回
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输细胞数目≥1 x 109个。

1个治疗周期包括4次DC治疗和4次CIK细

胞治疗，每个治疗周期间隔3个月，直至疾病进展。

每次回输结束后，患者留院观察24 h，以防出现寒

颤、发热等不良反应。分别在治疗前1周及治疗结

束后4周，评估患者免疫学指标和临床疗效指标。

1．6淋巴细胞亚群检测

分别在1个治疗周期前和后l周各抽取患者
2 ml夕[-周血，加入20¨l鼠抗人单克隆抗体，避光、

37℃孵育30 min，4℃、1 500×g离心10 rain，过滤

后加入PBS 400¨l，用流式细胞仪检测，CXP软件分

析数据。淋巴细胞亚群标记如下：总T细胞

(CD3+)、辅助性T细胞(Th，CD3+CD4+)、杀伤性

T细胞(Tc，CD3+CD8+)、自然杀伤细胞(NK，CD3一

CD56+)、调节性T细胞(Treg，CD4+CD25+)。

1．7随访及疗效评价指标

每位患者定期随访，最长随访时间为42个月。

最后1个治疗周期结束1个月后对患者进行临床疗

效评估，之后每隔3个月复查评估。

安全性评价：血液、尿、粪便、血液生化和肝肾功

能的常规检查，记录患者体征变化情况及不良反应。

依据美国国立癌症研究所《常见不良反应标准》

(NCI—CTCAE v4．0)评定免疫细胞治疗不良反应。

免疫功能评价：血清肿瘤标记物糖类抗原153

(carbohydrate antigen 153，CAl53)和外周血淋巴细

胞亚群¨。”o。

近期疗效评价：患者在免疫细胞治疗结束后4

周，按实体瘤疗效评价标准(response evaluation cri．

teria in solid tumors，RECIST)评估疗效，疗效分为完

全缓解(complete remission，CR)、部分缓解(partial

remission，PR)、病情稳定(stable disease，SD)和疾病

进展(progressive disease，PD)。客观缓解率(objec—
tive response rate，ORR)=CR+PR，疾病控制率

(disease control rate，DCR)=CR+PR+SD‘1 4I。

远期疗效评价：电话随访，记录患者复发、远处

转移和生存情况。总生存时间(overall surviral，OS)

是从接受免疫细胞治疗至死亡或随访截止H寸f．q‘15 J。

1．8统计学处理

采用SPSS 18．0统计软件。计量资料以石±S表

示，同一样本前后对比用t检验。单因素生存分析

用Kaplan—Meier法，多因素生存分析用COX模型。

以P<0．05或P<0．01表示差异具有统计学意义。

2结果

2．1 细胞治疗方案安全

细胞回输24 h内，2例患者出现寒颤症状，3例

患者出现发热症状，其他患者l临床未观测到明显的

不良反应。发生寒颤、发热症状的患者对症处理后

均恢复正常，常规生化检查未见明显相关性异常。

42例患者回输细胞平均表型见表1。

表l 42例患者回输细胞表型平均比率(％)

Tab．1 Average ratio of DC／CIK phenotypes in the 42

patients with breast cancer(％)

2．2治疗后患者免疫功能评价

42例患者治疗后肿瘤标记物CAl53表达率显

著下降[(49．48 4-12．63)％'US(57．61±14．33)％，

t=一2．812，P=0．008]。

42例患者免疫细胞治疗前后淋巴细胞亚群检

测结果(表2)显示，总T细胞(CD3+)、Tc(CD3+

CD8+)、NK(CD3一CD56+)、Treg(CD4+CD25一)E匕

例无显著性差异，Th(CD3+CD4+)比例治疗后显著

升高(P=0．019)。

表2 42例乳腺癌患者治疗前后外周血

淋巴细胞亚群变化(％)

Tab．2 Changes of lymphocyte subsets in peripheral

blood of the 42 patients with breast cancer at pre-

and post-treatment(％)

Subset Pre—treatment Post—treatment ￡P

CD3+ 60．29±10．02

CD3+CD4+28．37±7．31

CD3+CD8+26．77±11．73

CD4+／CD8+1．44±0．87

CD3一CD56+13．26±6．55

CD4+CD25 3．43±1．58

58．25 4-6．93 1．087 0．283

31．86±8．03 2．439 0．019

26．79±10．69—0．008 0．994

1．29±0．80 0．991 0．328

13．59±6．89—0．280 0．781

3．11±1．50 0．964 0．340

2．3近期疗效评价

42例晚期乳腺癌患者，经DC．CIK免疫细胞治

疗后，CR 0例，PR 16例，SD 10例，PD 16例，ORR

为38．1％，DCR为61．9％。
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2．4远期珂效评价

总生存期随访至2015年4月终止，随访率

100％，期间共有19例患者死亡。中位数随访时间

为12个月(4—42个月)。42例患者中位生存时间

为19．45个月，1年、2年和3年生存率分别为59％、

48％和48％(图1)。

2．5影响患者预后的因素

42例患者总生存期的单因素分析(Log—rank检

验)结果(表3)显示，影响预后因素为肿瘤部位

(P=0．012)及治疗前CAl53是否正常(P=

0．000)。多因素COX回归分析结果显示，影响预后

的独立因素为治疗前CAl53是否正常(P=0．003)，

治疗前CAl53正常的患者生存时间高于CAl53升

高的患者。

§
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∽
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Time(∥momh)

图1 DC．CIK细胞治疗晚期乳腺癌患者的生存曲线

Fig．1 Overall survival curve of the patients with advanced

breast cancer after DC．CIK treatment

表3 单因素及多因素分析乳腺癌患者预后的相关因素

Tab．3 Prognosis-related factors of the patients with breast cancer analyzed by univariate and multivarite assays

Mean survival P P
Variable n OR 95％C／

(t／month) (univariate) (muhivariate)

15．39

31．46

23．04

28．13

25．04

25．39

14．4

27．1

24．13

25．43

30．87

12．46

0．280

0．309 1．934 0．543-6．896

0．274 0．051—1．466

0．000 0．003 0．189 0．063-0．572

3讨论

肿瘤免疫治疗是以肿瘤免疫学为基础的一种新

型治疗方法，通过调节机体的免疫防御机制来发挥

抗肿瘤作用。机体的免疫功能状态直接影响肿瘤的

发生、发展及预后m。7|。肿瘤免疫治疗方法主要包

括肿瘤疫苗、单克隆抗体治疗、过继性免疫细胞治

疗、细胞因子疗法、基因疗法。近年来，DC-CIK免疫

细胞治疗显示了良好的应用前景，将肿瘤抗原致敏

DC疫苗回输入患者体内，刺激宿主免疫系统产生特

异性抗肿瘤免疫应答；CIK细胞经细胞因子诱导大

量扩增后回输入患者体内，促进宿主体内细胞因子
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释放溶解肿瘤‘1饥惜o。

2015年中国进展期乳腺癌共识指南(Chinese

Guideline for Advanced Breast Cancer 20 1 5，CABC

2015)提出，进展期乳腺癌(advanced breast cancer，

ABC)的治疗主要以延缓疾病进展、改善生活质量、

延长生存期为目的。本课题主要探讨DC—CIK免疫

细胞治疗晚期乳腺癌的安全性及临床疗效。42例

晚期乳腺癌患者在接受免疫细胞治疗后，仅5例患

者出现寒颤、发热不良反应，但未达到3～4级，说明

此治疗方法是安全的。以ORR和DCR评价DC-

CIK细胞治疗的近期疗效，数据显示ORR为38．

1％，DCR为61．9％。相关文献H1报道晚期乳腺癌

患者接受常规化疗的ORR为34．3％，DCR为

77．1％。两者数据无明显差异，表明晚期乳腺癌患

者接受免疫细胞治疗具有一定的临床效益。结合电

话随访，统计结果显示42例乳腺癌患者的2年生存

率和3年生存率都为48％。相关报道【1刮显示晚期

乳腺癌患者长期生存率为22％，低于接受免疫细胞

治疗的患者，说明接受免疫细胞治疗的患者也能获

得长期效益。

此外，患者的免疫功能状态变化也被用于评价

肿瘤治疗临床疗效的一项重要指标。免疫细胞治疗

后，42例患者肿瘤标记物CAl53水平显著下降。治

疗前后外周血淋巴细胞亚群对比显示，除Th(CD3+

CD4+)有显著性差异，其他淋巴细胞亚群无显著性

差异。人体的抗肿瘤作用主要由CD4+和CD8+细

胞参与，CD4+细胞促进效应细胞的抗肿瘤作用，

CD8+细胞则起免疫抑制作用。42例患者均处于乳

腺癌晚期，体内组织胺水平升高，抑制CD4+增殖分

化，使机体免疫功能呈抑制状态¨9。驯。42例患者大

多只接受了1个周期免疫细胞治疗，虽然，Th

(CD3+CD4+)比例治疗后显著升高，但治疗强度尚

不足以改变机体的免疫抑制状态。

对42例乳腺癌患者的总生存期进行单因素和

多因素COX分析，共对6种可能影响预后的因素进

行分析。单因素分析结果显示，肿瘤部位和治疗前

CAl53水平是影响细胞免疫治疗患者预后的主要因

素。多因素COX分析结果也证实了治疗前CAl53

是影响患者治疗预后的因素。原发灶在左侧的患者

总生存期明显高于右侧的患者，且左侧发病率高于

右侧，但无文献报道明确解释其原因。左侧乳腺癌

患者可能对免疫细胞治疗更敏感，治疗效果更明显，

后期将进一步对其进行探讨研究。治疗前CAl53

正常患者的总生存期明显高于CAl53升高患者，说

明乳腺癌患者特异性肿瘤标记物水平与免疫细胞治

疗疗效密切相关。CAl53正常患者，自身免疫功能

状态较CAl53升高患者稳定，接受免疫细胞治疗

后，其免疫抑制状态得以改善，生存期延长，预后较

好心1。23|。此外，本研究也对年龄、是否淋巴结转移、

是否三阴型、治疗次数进行分析。虽然其不是影响

预后因素，但随访结果提示，老年乳腺癌患者总生存

期高于中青年乳腺癌患者，非三阴型乳腺癌患者总

生存期高于三阴型患者。中青年患者体内肿瘤细胞

较老年患者活跃，肿瘤细胞更易分化、扩散，严重影

响患者生存期ⅢJ。三阴型乳腺癌患者临床病理及

分子生物学特征高度特异性，无内分泌药物及靶向

药物后续治疗，易复发，预后差旧5。3⋯。

综上所述，作为肿瘤治疗的第4代治疗手段，生

物治疗已在肿瘤学界得到广泛认可和重视。DC．CIK

细胞治疗安全可行，xC．孚L腺癌晚期患者有一定治疗效

益，可延缓疾病进展，改善生活质量，可望为乳腺癌晚

期患者提供一种新的安全有效的治疗手段。
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