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K-ras 突变多肽负载的 DC 细胞增强 CIK 细胞对胰腺癌细胞

的杀伤作用
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摘   要	 目的：观察经 K-ras（12-Val）突变多肽负载的树突状细胞（DC）与细胞因子诱导的杀伤细胞（CIK）

共培养以后对胰腺癌 PANC-1 细胞的杀伤作用。

方法：取健康人外周血体外诱导分别扩增出 DC 和 CIK；用 K-ras 突变体抗原表位肽负载 DC（K-ras-

DC），将单纯 DC 或 K-ras-DC 与 CIK 共培养，获得 DC-CIK 或 K-ras-DC-CIK。比较 CIK 与 K-ras-DC-CIK

的 增 殖 活 性； 分 别 分 析 DC 与 K-ras-DC 以 及 CIK 与 K-ras-DC-CIK 的 免 疫 表 型 差 异； 检 测 CIK、DC-

CIK、K-ras-DC-CIK 上 清 液 中 IFN-γ、IL-12 的 水 平； 检 测 K-ras-DC-CIK、DC-CIK、CIK 对 PANC-1

细胞的体外杀伤力。

结 果：K-ras-DC-CIK 的 增 殖 能 力 明 显 强 于 单 纯 CIK（P<0.05）；K-ras-DC 的 成 熟 表 面 分 子 CD1a、

CD80、CD83、HLA-DR 的表达明显高于单纯 DC，而 K-ras-DC-CIK 细胞群的 CD3+CD8+、CD3+CD56+

表达率明显高于单纯 CIK 细胞群（均 P<0.05）；上清液中 IFN-γ、IL-12 的水平以及对 PANC-1 细胞

的杀伤力由高到低均依次为 K-ras-DC-CIK、DC-CIK、单纯 CIK（均 P<0.05）。

结论：K-ras 突变多肽负载后能促进 DC 的成熟，负载 K-ras 突变多肽后的 DC 能增加 CIK 的增殖及对

胰腺癌细胞的杀伤作用。
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Abstract	 Objective: To observe the killing effect of the cytokine induced killer cells (CIKs) after co-culture with dendritic 

cells (DCs) harboring K-ras (12-Val) mutant peptide on pancreatic cancer PANC-1 cells. 

Methods: DCs and CIKs were induced and enriched from peripheral blood of healthy donors, respectively. DCs 

were loaded with the K-ras mutant epitope peptide (K-ras-DCs), and CIKs were co-cultured with un-loaded DCs 
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树 突 状 细 胞 （ D C ） 是 目 前 发 现 的 体 内 功 能

最 强 的 专 职 抗 原 提 呈 细 胞 ， 在 肿 瘤 细 胞 和 T 淋 巴

细胞的相互作用中起到桥梁和枢纽作用 [1-2]。细胞

因 子 I F N - γ 、 I L - 2 和 C D 3 单 抗 等 诱 导 的 杀 伤 细 胞

（CIK）是一种非MHC限制性的细胞毒性T淋巴细

胞。CIK用于杀伤肿瘤被认为是肿瘤过继免疫治疗

的首选方案[3]。与DC共同培养的CIK有望进一步提

高抗肿瘤免疫治疗的范围和效果。

1  材料与方法

1.1  材料

人重组IL-2、GM -CSF购于Santa  Cruz公司；

人 重 组 I L - 4 、 T N F - α 、 I F N - γ 购 于 P e p r o t e c h 公

司；胎牛血清、RPMI1640细胞培养基购自Sigma

公 司 ； 淋 巴 细 胞 分 离 液 F i c o l l 、 人 A B 型 血 清 购 自

天津TBD公司；鼠抗人CD3（FITC标记）、CD56

和 C D 8 （ P E 标 记 ） 单 克 隆 抗 体 、 C D 3 单 抗 购 自

Ebioscience公司；鼠抗人CD80 -PE、CD83 -PE、

CD86 -PE、CD40 -FITC、CD1a -FITC单克隆抗体

均 为 法 国 I m m u n o t e c h 公 司 产 品 ； E L I S A 试 剂 盒

购 于 A D L 公 司 ； 胰 腺 癌 P A N C - 1 细 胞 购 自 南 京 凯

基 生 物 科 技 发 展 有 限 公 司 ；K - r a s 突 变 体 表 位 肽

KLVVVGAVGVGKSALTC由赛百盛基因技术公司

合成。

1.2  实验方法

1.2.1  DC 的 制 备　 无 菌 抽 取 健 康 志 愿 者 外 周 血

50 mL，常规淋巴细胞分离液分离获得单个核细胞，

用 RPMI1640 洗 涤 2 次， 将 细 胞 放 入 含 有 体 积 分

数 10% 的 人 AB 型 血 清 RPMI1640 中 稀 释 到 2× 

106/mL。 将 细 胞 转 移 至 培 养 瓶 中， 培 养 2 h。 收 集

非贴壁细胞作为 CIK 的前体细胞。 贴壁细胞中加入

DC 培养液（含 0.2 mg/L 的 GM-CSF、1 000 U/mL 的

rhIL-4 和 RPMI1640 培 养 基） 培 养， 隔 日 半 量 换

液培养 7 d。在第 7 天加入 K-ras 突变体抗原表位肽，

24 h 后加入 TNF-α（10 ng/mL），继续诱导 2 d，

获得 K-ras 负载的 DC 细胞（K-ras-DC）。

1.2.2  CIK 细胞的诱导和扩增　收集的非贴壁细胞

用 RPMI1640 培 养 基 调 整 细 胞 密 度 为 1×106/mL。

添 加 IFN-γ 1 000 U/mL，37 ℃ 5% CO2 条 件 下

培 养 24 h， 加 入 CD3 单 抗（50 ng/mL） 和 rhIL-2 

（1 000 U）。每 3 天半量换液，同时补足 CD3 单

抗和 rhIL-2。

1.2.3  K-ras 负载的 DC-CIK 细胞（K-ras-DC-CIK）

的培养和增殖活性检测　 将 诱 导 培 养 至 第 9 天 的

K-ras-DC 与 CIK 按 1:5 混 合 后， 以 CIK 细 胞 培 养

液 继 续 分 别 培 养 CIK 及 K-ras-DC-CIK。 于 第 1、

3、6、9、12、15 d，用台盼蓝拒染法计数，动态

观察 CIK、K-ras-DC-CIK 细胞的增殖倍数。

1.2.4  DC、DC-CIK 细胞形态观察与细胞表型分

析　 用 倒 置 显 微 镜、 透 射 电 镜 和 扫 描 电 镜 观 察 其

形态学变化。收集培养至第 7 天的 DC 和第 9 天经

K-ras-DC， 流 式 细 胞 仪 测 其 表 型 CD1a、CD80、

CD83、CD86、HLA-DR。 收 集 共 同 培 养 至 14 d

or K-ras-DCs to obtain the DC-CIKs and K-ras-DC-CIKs, respectively. The proliferative activities between CIKs 

and K-ras-DC-CIKs were compared, the difference in immunophenotype between DCs and K-ras-DCs as well 

as between CIKs and K-ras-DC-CIKs were analyzed, the IFN-γ and IL-12 levels in the culture supernatants from 

CIKs, DC-CIKs and K-ras-DC-CIKs were measured, and the killing abilities of CIKs, DC-CIKs and K-ras-DC-

CIKs on PANC-1 cells in vitro were determined.

Results: The proliferative ability of K-ras-DC-CIKs was significantly greater than that of the untreated CIKs 

(P<0.05); the expressions of the mature surface proteins that included CD1a, CD80, CD83 and HLA-DR in 

K-ras-DCs were significantly higher than those in un-loaded DCs, while the expression rates of CD3+CD56+ and 

CD3+CD8+ in K-ras-DC-CIK cell population were significantly higher than those in pure CIK population (all 

P<0.05); the levels of IFN-γ and IL-12 in the cell culture supernatant, and the killing ability on PANC-1 cells 

from high to low order were K-ras-DC-CIKs, DC-CIKs, and pure CIKs (all P<0.05).

Conclusion: K-ras mutant peptide can promote DCs maturation, and DCs harboring K-ras mutant peptide can 

increase the proliferation of CIKs and killing effect on pancreatic cancer cells.
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的 CIK 和 DC-CIK，流式细胞仪测定其表型 CD3、

CD3+CD56+、CD3+CD8+。

1.2.5  细胞因子的检测　收集培养 14 d 细胞的上

清液进行 IL-12、IFN-γ 水平的测定。采用 ELISA

双抗体夹心法，操作按试剂盒说明。

1.2.6  DC-CIK，CIK 细 胞 对 胰 腺 癌 细 胞 株

PANC-1 的 杀 伤 作 用　 取 培 养 至 14 d 的 K-ras-
DC-CIK、未经 K-ras 负载 DC-CIK、单纯的 CIK 细

胞作为效应细胞，胰腺癌 PANC-1 细胞作为靶细胞。

实验组以 2.5:1、5:1、10:1、20:1 的效靶比分别把

效应细胞和靶细胞接种于 96 孔板中，另设阴性对

照组，待细胞贴壁后，弃上清，加入含 10% 糖尿

病患者血清的培养液 DMEM，每孔共 200 μL 液体，

37 ℃、5%CO2 饱和湿度下培养 68 h，加入 20 μL 

MTT 溶 液（5 g/L）， 继 续 孵 育 4 h， 弃 上 清， 每

孔加入 150 μL 二甲基亚砜溶液，振荡 10 min，波

长 540 nm 处测 A 值。杀伤率（%）=[1-（实验组

OD 值 / 对照组 OD 值）]×100%

1.3  统计学处理

使用SPSS 16.0统计软件分析，计量资料以均

数±标准差（x±s）表示，应用方差分析。

2  结　果

2.1  细胞形态学观察

2.1.1  K-ras-DC 的细胞形态观察　外周血诱导培

养至第 5 天时的 DC，可见细胞形态不规则，细胞

体 积 增 大， 出 现 毛 刺 状 突 起 的 细 胞 增 多。 培 养 至

第 7 天 时 细 胞 处 于 半 贴 壁 状 态， 体 积 变 得 更 大，

大 部 分 细 胞 毛 刺 状 突 起 明 显， 典 型 细 胞 具 有 树 枝

状 突 起。K-ras（12-Val） 突 变 多 肽 负 载 后 扫 描

电 镜 下 DC 胞 体 较 大， 表 面 有 大 量 的 树 枝 状 突 起 

（图 1A）；透射电镜下的树突状细胞形态不规则，

细胞表面有数个大而长的树枝状突起，还有一些短

小的突起。细胞核可见，细胞器丰富，可见较多的

线粒体、粗面内质网溶酶体较少见（图 1B）。

2.1.2  CIK 和 K-ras-DC-CIK 的细胞形态观察　镜

下 CIK 细胞呈团簇样生长，培养 3 d 后，细胞团逐

渐增大增多，至第 7 天时，细胞团占显微镜视野的

90% 以上，细胞呈圆形，形态规则。DC 与 CIK 共

同培养 14 d 后，扫描电镜下可见细胞聚合在一起

形成多个细胞团和少量的悬浮细胞，细胞团表面有

大量的树枝状突起（图 1C）。

2.2  CIK 与 K-ras-DC-CIK 的增殖活性检测 

C I K 细 胞 从 第 3 天 开 始 增 殖 ， 第 6 天 细 胞 增 殖

速度及数量明显增加，达到初始培养的2倍。培养

第9天时将CIK细胞与K-ras-DC共同培养，DC进一

步增强CIK的增殖能力。培养15 d时，K - ras -DC -
CIK的扩增倍数为21.2±3.1，是单纯CIK扩增倍数

（16.1±2.7）的1.31倍（P<0.05）（图2）。

2.3  细胞表型检测结果

K - r a s - D C 的 成 熟 表 面 分 子 C D 1 a 、 C D 8 0 、

C D 8 3 、 H L A - D R 表 达 水 平 明 显 高 于 未 负 载 D C

（P< 0 . 0 5 ） ， 但 两 组 细 胞 C D 8 6 的 表 达 水 平 差 异

无 统 计 学 意 义 （P> 0 . 0 5 ） （ 表 1 ） 。 经 过 共 同 培

养 后 的K - r a s - D C - C I K 细 胞 群 高 表 达 C D 3 +C D 8 +、

CD3 +CD56 +，平均表达率为（68.65±3.32）%和

（49.43±4.34）%，明显高于单纯CIK细胞群的

（56.38±4.87）%和（34.18±2.63）%。两者比

较差异有统计学意义（P<0.05）（表2）。

图 1　透射电镜观察细胞形态　　A：K-ras-DC 大量的树枝状突起（×5 000）；B：K-ras-DC 的胞核及丰富的细胞器（×10 000）； 
C：DC-CIK 细胞团及其表面大量的树枝状突起（×2 000）

Figure 1　Electron microscopy observation of cellular morphology　　A: A large amount of dendrites in K-ras-DCs (×5 000); B: Nuclear 
and abundant organelles in K-ras-DCs (×10 000); C: Cell mass of DC-CIKs and plentiful dendrites on their surfaces (×2 000)

A B C
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图 2　CIK 与 K-ras-DC-CIK 增殖活性比较
Figure 2　Comparison of the proliferative abilities between CIKs 

and K-ras-DC-CIKs
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表 1　DC 与 K-ras-DC 细胞表型比较（x±s，%）
Table 1　Comparison of the immunophenotype between DCs 

and K-ras-DCs (x±s, %)
细胞 CD1a CD80 CD83 CD86 HLA-DR
DC 22.6±3.6 49.4±3.2 38.5±4.6 72.6±5.6 66.5±4.6

K-ras-DC 35.1±4.31) 62.2±5.81) 51.1±4.91) 74.4±5.2 82.4±4.41)

注：1）与 DC 比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. DCs

表 2　CIK 与 K-ras-DC-CIK 细胞表型比较（x±s，%）
Table 2　Comparison of the immunophenotype between CIKs 

and K-ras-DC-CIKs (x±s, %)
细胞 CD3 CD3+CD56+ CD3+CD8+

CIK 76.34±4.54 34.18±2.63 56.38±4.87
K-ras-DC-CIK 87.53±6.02 49.43±4.341) 68.65±3.321)

注：1）与 CIK 比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. CIKs

2.4  细胞因子 IL-12 和 IFN-γ 检测结果

测定共培养至第14天的K - ras -DC -CIK、DC -
CIK和CIK上清液中IFN -γ和IL -12的分泌水平，

K - r a s - D C - C I K 的 上 清 液 中 I F N - γ 和 I L - 1 2 的 水 平

最高，明显高于其他2组细胞（均P<0.05）；DC -
CIK的上清液中IFN -γ和IL -12的水平也明显高于

CIK（均P<0.05）（表3）。

表 3　CIK、DC-CIK、K-ras-DC-CIK 上清液中 IL-12 和 IFN-γ
水平 (x±s，pg/mL)

Table 3　Comparison of IFN-γ and IL-12 levels in the culture 
supernatants from CIK , DC-CIK and K-ras-DC-
CIK(x±s, pg/mL)

细胞 IL-12 IFN-γ
CIK 37.4±3.21) 273.4±9.71)

DC-CIK 69.8±5.41), 2) 435.6±16.21), 2)

K-ras-DC-CIK 87.1±8.4 512.1±20.4
注：1）与 K-ras-DC-CIK 比较，P<0.05；2）与 CIK 比较，

P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. K-ras-DC-CIKs; 2) P<0.05 vs. CIKs

2.5  各组 CIK 对胰腺癌 PANC-1 细胞的杀伤活性

检测

K - r a s - D C - C I K 、 D C - C I K 、 及 C I K 为 效 应 细

胞，胰腺癌细胞株PANC-1为靶细胞。结果表明：

各 组 C I K 细 胞 对 胰 腺 癌 细 胞 株 P A N C - 1 不 同 程 度

的杀伤效应，以K - ras -DC -CIK的杀伤率最高，明

显 高 于 其 他 两 组 ， 而 D C - C I K 明 显 高 于 C I K （ 均

P<0 .05）；随着效靶比的增加，各组效应细胞对

胰腺癌细胞株的杀伤率也增加（图3）。

图 3　CIK、DC-CIK、K-ras-DC-CIK 对 PANC-1 细 胞 的 杀

伤作用比较
Figure 3　Comparison of killing ability against PANC-1 cells 

among CIKs, DC-CIKs and K-ras-DC-CIKs
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3  讨　论 

肿 瘤 的 发 生 实 际 上 是 基 因 突 变 延 续 的 过 程 。

Almooguera等 [4]首次报道胰腺癌患者中K - ras基因

的点突变。据研究有85%~95%的胰腺癌患者存在

K - ras基因的突变，并且几乎所有的基因突变都发

生在第12位密码子上。因此K-ras蛋白12位突变位

点可作为胰腺癌基因免疫治疗的潜在位点 [5-6]。虽

然Nakada等 [7]应用针对K - ras基因突变的反义寡核

苷 酸 转 染 胰 腺 癌 P A N C - 1 细 胞 ， 可 抑 制K - r a s 基 因

mRNA的表达和ras蛋白的合成，抑制胰腺癌细胞

的 生 长 ， 并 促 进 癌 细 胞 的 凋 亡 。 然 而 单 独 采 用 针

对K - ras突变基因的反义核苷酸并不能完全杀死癌

细 胞 。 H E 等 [ 8 ]尝 试 用K - r a s 突 变 多 肽 修 饰 D C ， 对

T 细 胞 进 行 激 发 活 化 ， 发 现 树 突 细 胞 能 有 效 提 呈

K - ras突变位点，激发的CTL能有效地杀伤肿瘤细

胞。本研究应用K - ras突变多肽修饰DC后与CIK共

同培养，增加了CIK细胞对胰腺癌PANC -1细胞的

杀伤活性，为胰腺癌的免疫治疗提供实验依据。

D C 是 目 前 已 知 的 功 能 最 强 大 的 抗 原 提 呈 细
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胞 [ 9 ]， 近 年 来 随 着 肿 瘤 生 物 治 疗 研 究 进 展 证 实 ，

利用DC疫苗治疗恶性肿瘤及感染类疾病有重要的

价值 [10]。正常情况下体内大部分DC处于非成熟状

态 ， 表 达 水 平 较 低 的 共 刺 激 因 子 和 黏 附 因 子 ， 但

其具有极强的抗 原吞噬能力 [ 11]，在受抗原或某些

因 素 刺 激 时 即 可 分 化 为 成 熟 D C ， 而 成 熟 的 D C 可

高 表 达 共 刺 激 因 子 和 黏 附 因 子 ， 并 具 较 强 的 抗 原

提呈能力 [12]。因此采用何种方式促使DC成熟是其

发 挥 其 强 大 抗 原 提 呈 功 能 的 关 键 [ 1 3 - 1 4 ]。 本 研 究 发

现，经K-ras突变多肽修饰的DC经过扫描与透射电

镜观察证实了典型的DC细胞形态，并且促进DC表

面成熟分子（CD80、CD83、CD86、HLA -DR、

CD1a）的高表达。

C I K 是 目 前 发 现 增 殖 速 度 最 快 ， 杀 瘤 活 性 最

强 ， 杀 瘤 谱 最 广 的 细 胞 [ 1 5 ]。 C I K 可 以 在 不 损 伤 机

体 免 疫 系 统 结 构 和 功 能 的 前 提 下 ， 直 接 杀 伤 肿 瘤

细胞，并可调节和增强机体的免疫功能[16]。当CIK

与 D C 共 同 培 养 后 能 显 著 增 加 树 突 状 细 胞 和 共 刺

激分子递呈抗原的特异性 [17]，并且DC可以显著提

高CIK细胞的增殖活性和细胞毒活性 [18]。目前DC

增 强 C I K 细 胞 杀 伤 活 性 的 机 制 尚 不 完 全 清 楚 ， 人

们 推 测 D C -C I K 杀 瘤 效 应 的 增 强 可 能 与 D C -C I K 细

胞上清液中IL -12、IFNγ等细胞因子的水平的上

调以及高表达CD3 +CD56 +双阳性细胞有关 [19-20 ]。

本研究发现，K - ras -DC -CIK组的上清液中IFN -γ

和IL -12的水平最高，显著高于  DC -CIK与CIK组

（P<0.05）。并且共同培养后的K - ras -DC -CIK细

胞群高表达CD3 +CD8 +、CD3 +CD56 +，显著高于单

纯CIK细胞群。在体外扩增试验中发现DC能显著

增强CIK的增殖能力，K - r a s -DC -CIK的扩增倍数

显著高于单纯CIK组。体外杀伤实验中，DC -CIK

组对PANC -1细胞的杀伤活性亦显著高于CIK组，

证明DC能增强CIK细胞的增殖与细胞毒活性。而

在K - r a s 突 变 多 肽 负 载 后 的 D C 与 和 C I K 共 培 养 的

K - r a s - D C - C I K 对 P A N C - 1 细 胞 的 杀 伤 力 明 显 高 于

DC-CIK和单纯CIK，说明了经过K-ras负载后的DC

进一步地增加了CIK细胞的杀伤活性。

实 验 结 果 表 明 ： 经 过 K r a s 负 载 的 D C 能 增 加

CIK的扩增能力和增强CIK细胞对胰腺癌细胞的杀

伤 活 性 。 其 杀 伤 活 性 的 增 强 可 能 与 细 胞 上 清 液 中

I F N - γ 和 I L - 1 2 的 水 平 上 调 和 高 表 达 双 阳 性 细 胞

CD3 +CD8 +、CD3 +CD56 +有关。目前肿瘤的过继免

疫 治 疗 目 前 还 处 于 临 床 试 验 阶 段 ， 研 究 结 果 可 能

为胰腺癌的特异性免疫治疗提供实验依据。
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