DC-CIK细胞治疗手术及放、化疗后大肠癌79例
鲍锋，李晓威，常春艳（解放军第二0八医院细胞移植中心，长春 130062）

[摘 要] 目的：探讨手术及放、化疗后DC-CIK细胞治疗79例大肠癌的临床疗效。方法：回顾79例大肠癌于手术及放、化疗后，静脉输注DC-CIK细胞治疗的疗效和不良反应。结果：经DC-CIK细胞治疗后OR达43.2%，CBR达92.6%，T-淋巴细胞rDNA转录活性分析（Ag-NORs）由5.25%增至5.84%，其中73%恢复正常，KPS评分上升≥20%占85%。Ⅲ-Ⅳ期病人3年无病生存率为67.4%,5无病年生存率为 26.1%。外周血象、心、肝、肾功能无明显变化。结论：DC-CIK细胞能提高大肠癌的疗效，不良反应少且程度轻，安全性好，有较高的临床应用价值。
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dendritic cell-cytokine-induced killer cells （DC-CIK）for 79  colorectal cancer after operation、chemotherapy and radiotherapy.
 [Abstract] Objective:To discuss the clinical therapeutic effect on DC-CIK for 79 colorectal cancer after operation、chemotherapy and radiotherapy.Methods:Review the therapeutic effect and side effect on DC-CIK for 79 colorectal cancer after operation 、chemotherapy and radiotherapy.Results:After treatment the objective response rate was 43.2%，the clinical benefit rate was 92.6%,the Ag-NORs rised from 5.25% to 5.84%, among which 73% rised to normal, 85% KPS rise over 20 score, the 3-year and 5-year survival rate was 67.4% and 26.1% for stage Ⅲ-Ⅳ respectively. the blood routine、 heart function、liver function and renal function have no apparent change.Conclusions: DC-CIK can rise the therapeutic effect of colorectal cancer, have little and slight side effect.So it is safe on colorectal cancer. DC-CIK has clinical valuation for the patients with colorectal cancer.
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DC-CIK细胞移植是抗肿瘤治疗的第四模式中最受注目的疗法。2001年12月至2009年12月我中心与辽宁三早肿瘤医学研究院采用该方法治疗手术及放、化疗后的大肠癌79例，初见满意疗效，现报告如下。
1  材料与方法

1.1  临床资料  本组79例男性39人，女性40人。年龄36-83岁，均经细胞学或病理学确诊，高中分化管状腺癌占78.4%，粘液腺癌占10.8%，低分化腺癌及未分化腺癌占10.8%。肿瘤原发部位：结肠36.9%，乙状结肠占23.1%，直肠占40.0%，并根据国际抗癌联盟（UICC）分期标准进行临床分期。Ⅰ-Ⅱ期病人占 39.2%，Ⅲ-Ⅳ期病人占60.8%。59例行根治性手术，于术后3-5周开始化疗，其中30例接受LOHP+CF/5-FU方案4个周期，29例接受HCPT+CF/5-FU+DDP方案化疗2周期。其中30例术后接受盆腔放疗。20例Ⅳ期无法手术者中肝转移10例、肺转移5例、肾上腺转移3例、卵巢、脑转移各1例，曾接受化疗均未达2周期被迫停止。DC-CIK细胞治疗前情况：CEA≥5.00ng/ml 47例占59.5%。KPS评分80分以上5例，KPS评分60-80分47例。KPS评分40-60分27例，79例Ag-NORs均≤6.0%，其中Ag-NORs≤4.5% 28例，其余在5.0%-5.5%之间。手术、放化疗后1-3个月来诊。
1.2  DC-CIK细胞制备方法  

DC细胞培养  COBE Spectra 6血细胞分离机分离健康人外周血单个核细胞，分离体积为0.3-0.4倍血容量。经Ficoll淋巴细胞分离液从单个核细胞分离淋巴细胞。用RPMI1640培养液洗涤2次，用BTN无血清培养基混悬于培养瓶中，置37℃5%CO2孵育箱中，2h后将悬浮细胞移出，加入IL-4 500U/ml,GM-CSF1000U/ml继续培养，每隔2-3天换液1次，第6天加入500U/ml TNF-α。

CIK细胞培养  分离后淋巴细胞加入重组人IFN-r 1000U/ml和10%AB型人血清的RPMI 1640培养液，24h后更换成含100ng/ml小鼠抗人CD3单克隆抗体、IL-1α1000U/ml和 IL-2 1000U/ml的RPMI 1640完全培养液继续培养，2天后换含IL-2 1000U/ml的完全培养液隔日换液维持培养。

DC-CIK细胞培养  收获第9天的DC细胞及CIK细胞，经活细胞计数后按1：5混合培养，3天后开始应用。DC-CIK质量控制标准：细胞存活率≥95%，CD3+CD56+NKT≥ 50%,CD3+CD8+≥30%,不含细菌和内毒素。

1.3 DC-CIK细胞回输方法

    每日静脉输注DC-CIK细胞5×109，4天为一疗程，每例至少治疗2个疗程，一般4-6疗程，最多8疗程。

2  结果

2.1  客观缓解率 79例中37例有可测量病灶，其中CR 0例，PR 16例，OR 43.2%；SD19例（51.4%）；PD 2例（5.4%）；32例CEA由≥5.00 ng/ml转为≤5.00 ng/ml（70.2/%）。

2.2  临床受益率CBR:卡氏评分增加≥20分者占85.0%（58/68）；疼痛减轻≥50% 的比率为53.5%（15/28）；体重增加≥7%的比率为47.7%（32/68)。总CBR为92.6%(63/68)。

2.3  免疫功能提高情况：治疗后T-淋巴细胞rDNA转录活性分析检测值（Ag-NORs）由5.25%增至5.84%，58例恢复正常占73%。 
2.4  79例中48例Ⅲ-Ⅳ期患者，随访发现3年无病生存率为67.4%（31/46）,5年无病生存率为26.1%（12/46）。

2.5  不良反应：79例大肠癌在治疗中均未见不良反应及过敏反应。
3  讨论

目前绝大多数大肠癌患者术后采用放疗和化疗，但因其副反应，免疫功能及生活质量降低，复发转移风险极大。多数于术后2年内复发或转移，中位生存转移时间为14个月。转移后中位生存时间为15个月[1]。肖宇，马力文等报道Ⅲ期大肠癌辅助化疗后3年无病生存率为：46.1%【2]
    本组79例DC-CIK细胞治疗后：客观缓解率（OR）达43.2%，临床受益率（CBR）达92.6%，其中T-淋巴细胞rDNA转录活性分析（Ag-NORs）增加或恢复正常，说明免疫功能得到显著提高、卡氏评分增加占85.0%，显示生存质量显著改善。DC-CIK细胞对外周血象、心、肝、肾功能均无明显影响，不良反应少且程度轻，安全性很好。Ⅲ-Ⅳ期病人3年无病生存率67.4%（31/46）,5年无病生存率26.1%（12/46），其中1例无病生存期已达14年。对比文献报告生存期有所提高，[1，2]。我组资料证实DC-CIK细胞对肿瘤细胞杀伤是非MHC限制的：即不受癌症组织类型的限制，对肿瘤细胞具有广谱、高效的杀伤作用。其能以不同的机制识别肿瘤细胞，通过直接的细胞质颗粒穿透肿瘤细胞膜进行胞吐，对其进行裂解。获取了肿瘤特异性抗原的DC细胞诱导的CIK细胞，增殖能力和杀伤活性更强，对肿瘤细胞的免疫监视能力更好，靶向性清除能力更高。DC-CIK细胞通过分泌IL-2、IL-6、IFN-r等多种抗肿瘤的细胞因子，提高机体的免疫功能，间接杀伤肿瘤细胞。还可通过诱导肿瘤细胞凋亡杀伤肿瘤细胞；并有效抑制肿瘤细胞耐药基因的表达，对放、化疗起到增效作用。
综上所述，DC-CIK细胞能提高大肠癌患者的免疫功能和生存质量，减少转移及复发风险，延长生存期，是手术、放化疗后防止复发及转移和巩固疗效的最佳选择。
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