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【摘要】 目的 探讨肝动脉化疗栓塞（

TACE

）联合
DC蛳CIK

细胞治疗
BCLC C

期肝细胞癌的疗效。

方法
60

例
BCLC C

期
HCC

患者随机分为治疗组与对照组，治疗组患者采用
TACE

联合
DC蛳CIK

治疗，

对照组患者只行
TACE

治疗，比较两组患者的免疫功能、半年和
1

年生存率。结果 治疗组全血
T

细胞亚

群
CD3+CD8+

明显升高，

CD3+CD4+

明显下降，较治疗前差异有统计学意义（

P<0.05

）。 两组半年生存率分

别为
67.9％

、

48.1%

（

P<0.05

），一年生存率分别为
53.6%

、

29.6%

（

P＜0.05

）。 结论
TACE

联合
DC蛳CIK

细胞

联合治疗比单纯
TACE

治疗效果更好，是
BCLC C

期肝细胞癌的一种有效的治疗方法。
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【

Abstract

】

Objective To investigate the efficacy of transarterial chemoembolization

（

TACE

）

combined with autologous DC蛳CIK cells in treating hepatocellular carcinoma

（

HCC

）

of BCLC C蛳stage. Methods

A total of 60 cases with HCC in BCLC C蛳 stage were randomly and equally divided into the study group

（

n=

30

）

and the control group

（

n=30

）

. TACE combined with autologous DC蛳CIK cells was employed in the patients

of the study group

，

while only TACE was adopted in the patients of the control group. The immune function

，

six蛳month and one蛳year survival rates were determined

，

and the results were compared between the two groups.

Results In the study group

，

the blood T lymphocyte subsets of CD3+CD8+ were significantly increased

，

while CD3+CD4+ were obviously decreased. When compared with the pretreatment levels

，

the differences

were statistically significant

（

P<0.05

）

. The six蛳month survival rate of the study group and the control group

was 67.9% and 48.1% respectively

（

P<0.05

），

and the one 蛳 year survival rate of the study group and the

control group was 53.6% and 29.6% respectively

（

P<0.05

）

. Conclusion For the treatment of HCC in BCLC

C蛳 stage

，

the therapeutic effect of TACE combined with autologous DC蛳CIK cells is much better than that of

pure TACE. Therefore

，

this therapy is an effective treatment for HCC in BCLC C蛳 stage.

（

Ｊ Ｉｎｔｅｒｖｅｎｔ Ｒａｄｉｏｌ

，

２０１5

，

２4

：

434鄄438

）

【
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肝细胞癌（

hepatocellular carcinoma

，

HCC

）患者

多数就诊时已是晚期，已经失去手术指征［

1

］

。

TACE

是目前晚期肝癌患者首选的治疗方式，可以有效控

制肝内病灶进展，但是
TACE

不能使病灶完全坏死，

并且对患者免疫功能造成损伤［

2

］

。 经过长时间的探

索，人们认识到肿瘤免疫治疗在肿瘤治疗中起到重

要作用，特别是近年新兴的细胞因子诱导的杀伤细

胞（

cytokine蛳 induced killers

，

CIK

）在杀伤肿瘤细胞、

调节机体免疫功能方面有一定的效果，能在一定程

度上降低肿瘤复发和转移，目前应用
CIK

细胞治疗

肝癌已经成为肝癌治疗的一种新手段［

3

］

。 本研究旨

在探讨
TACE

术联合
DC蛳 CIK

组（治疗组）与单纯

TACE

治疗组（对照组）在晚期肝细胞癌治疗效果的

差异。

1

材料与方法

1.1

材料

1.1.1

研究对象 所选病例为
2012

年
9

月至
2013

年
9

月在上海东方肝胆外科医院初次诊断为巴塞

罗那（

BCLC

）

C

期肝细胞癌的住院患者。 共入组
60

例，年龄
27～75

岁，所有患者均合并乙肝病毒感染

并有不同程度肝硬化，入组患者随机分为
2

组，治

疗组
30

例， 均行
TACE

联合
DC蛳CIK

细胞回输治

疗。 对照组
30

例，只行
TACE

治疗。 患者入选标准：

①

经影像学、

AFP

明确诊断的肝细胞癌；

②

初次诊

断，经临床证实为无法行手术治疗的患者，既往未

接受过索拉菲尼、微波、射频、放疗等治疗；

③BCLC

肝癌分期为
C

期： 合并门静脉癌栓或肺转移者；

④

肝功能为
Child蛳Pugh

分期为
A

或
B

，无
TACE

禁忌

证者。

⑤

本研究所有对象已充分了解并自愿签署知

情同意书，报告医院伦理委员会经批准后实行。 两

组患者一般资料见表
1

。

1.1.2

主要试剂和仪器
①TACE

治疗所用药物

及仪器：表阿霉素、

5-

氟尿嘧啶（

5蛳 Fu

）、超液化碘

化油、明胶海绵颗粒，数字减影血管造影机（

digital

substraction angiography

，

DSA

）；

②

流式细胞分析所

需抗体及试剂、仪器：

CD3蛳FITC

、

CD4蛳PC5

、

CD56蛳PE

、

CD16 蛳 PC5

、

CD25 蛳 APC

、

CD127 蛳 PE

抗体 （

Beckman

公司），红细胞裂解液，

PBS

（磷酸盐
1

缓冲液），流

式细胞仪
FACScalibur

（

Becon Dickinson

公司产品）；

③DC蛳 CIK

培养所需仪器与试剂： 淋巴细胞分离

液，

IL蛳 2

（

Pepro Tech

公司），

Retronectin

（

TaKaRa

公

司），

AIM蛳Ⅴ

（

Gibco

公司），淋巴细胞分离液（

GE

公

司 ）， 血细胞分离机 ， 微量移液枪 （

GILSON

和

EPPENDORF

公 司 ），

Minispin

小 型 离 心 机

（

EPPENDORF

公司），

HF90/HF240 CO

2

培养箱 （力

康生物医疗科技控股有限公司），超净工作台（上海

康城和空气净化设备有限公司）。

1.2

方法

1.2.1 DC蛳CIK

细胞体外诱导和扩增 实验组患者

血细胞分离机采集外周血单核细胞，经淋巴细胞分

离液进一步分离纯化，贴壁
2 h

后分成
2

部分处理。

①

悬浮细胞：收集接种细胞（

40 ml

无血清细胞培养

液重悬分离层细胞
+1 000 u/ml IL蛳 2+1 000 u/ml γ蛳

IFN

），加入到包被有
anti蛳 Human CD3

（

5 μg/ml

）

+

RetroNetin

（

12.5 μg/ml

）的一个
T75

培养瓶中。 第
3

天，视细胞生长情况，补
1 000 u/ml IL蛳 2

（完全培养

液）

40 ml

。第
4

天转袋，由
1

个培养瓶转至
2

个培养

袋中，

400 ml/

袋继续培养。 每
2

天换液并补充因子。

②

贴壁细胞：加入含有
rhGM蛳CSF

（

100 ng/ml

）、

rhIL蛳

4

（

100 ng/ml

）和
FLT3L

（

50 ng/ml

）的
AIM蛳Ⅴ

培养基

继续培养，

37℃

、

5％CO

2

孵育箱中培养
7 d

。 在第
4

天补充上述浓度细胞因子。 第
6

天负载肝癌抗原。

第
7

天加入
TNF蛳α 100 ng/ml

，

LPS 100 ng/ml

，

PGE蛳2

100 ng/ml

，促进树突状细胞成熟。

共培养：第
8

天，收集成熟的
DC

细胞，计数。将

成熟的
DC

细胞和扩增的
CIK

细胞以
1 ∶ 50

的比例

共培养。第
11

天，每袋细胞添加
0.5

倍的无血清细胞

培养液和相应的
IL蛳2

，计数并取样检查细菌、真菌、

内毒素、支原体为阴性，锥虫蓝染色法计数活细胞

数量，成活率后收集细胞。 生理盐水
500 ml+IL蛳 2

50

万
u+20%

人血白蛋白
50 ml

重悬细胞加入细胞

回输袋，分
3

次回输给患者。

参数 治疗组 对照组

例数
30 30

性别（男
/

女）

26/4 24/6

年龄

���＜60 19 21

���≥60 11 9

乙型肝炎表面抗原阳性
30 30

甲胎蛋白
≥400 ng/ml 20 17

Child蛳Pugh

分级

���A

级
24 25

���B

级
6 5

肿瘤类型

���

巨块型
22 24

���

多结节型
8 6

血管癌栓
18 20

肺转移
7 7

癌栓及肺转移
5 3

表
1

治疗组和对照组患者一般资料比较 （例）

注：经
χ

2 检验，

A

组和
B

组各项指标差异均无统计学意义（

P＞0.05

）
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图
1

细胞回输前流式细胞仪检测细胞表型

1.2.2

治疗方案
60

例患者均行
TACE

治疗，术中

应用化疗药物主要为表阿霉素和
5蛳Fu

，并应用超液

化碘化油和明胶海绵颗粒栓塞肿瘤供血血管。

2

次

TACE

术治疗间隔时间根据患者复查时情况决定，

至少间隔
1

个月。 治疗组患者
TACE

治疗期间行

DC蛳CIK

回输治疗，

TACE

治疗与细胞回输至少间隔

1

周，细胞回输前给予
12.5 mg

盐酸异丙嗪，从回输

细胞次日起隔天注射
IL蛳2

增强回输细胞活性，共注

射
2

周。 每次回输细胞数量不低于
10

9 个。

2

次细胞

回输间隔
1

个月。

1.2.3

观察指标及疗效评定 观察指标包括免疫

功能、瘤体及甲胎蛋白（

AFP

）变化、不良反应、半年

及
1

年生存率。 流式细胞仪检测外周血淋巴细胞亚

群（

CD3+ T

细胞，

CD3+CD4+ T

细胞，

CD3+CD8+ T

细

胞 ，

CD4+T/CD8+ T

），调节性
T

细胞 （

CD3+CD4+

CD25+CD127+ Treg

）及
NK

细胞（

CD3+CD16+CD56-

）

比例，每次复查均检测肝功能、血常规、肿瘤标志

物、增强
CT

或
MRI

，

CT

扫描仪保存影像资料，其余

资料拍照保存。半年、

1

年时电话随访患者生存情况。

1.3

统计分析

所有实验数据均采用
SPSS 18.0

软件进行统计

学处理。

TACE

治疗前后外周血淋巴细胞数量及淋

巴细胞各亚群比例的变化、 治疗组
DC蛳CIK

细胞回

输前后患者外周血淋巴细胞亚群比例变化采用配

对样本
T

检验；存活率及临床疗效比较采用生存分

析
Kaplan蛳Meier

检验，临床样本特征比较采用
字

2 检

验。 以
α=0.05

作为检验标准，

P<0.05

表示差异具有

统计学意义。

2

结果

2.1 TACE

治疗前后淋巴细胞数量、

T

淋巴细胞亚

群及
NK

细胞比例的变化

60

例患者
TACE

治疗前及治疗后第
3

天查血

常规，及抽外周血进行
T

细胞亚群及
NK

细胞检测。

除去实验组某些患者
TACE

治疗前血细胞分离机

分离外周血单核细胞影响，共获得
43

组数据，结果

显示
TACE

治疗后患者外周血淋巴细胞数量明显

下降，差异具有统计学意义（

P＜0.01

）。

CD3+ T

细胞、

CD3+CD4+ T

细胞、

CD3+CD8+ T

细胞、

CD3-CD56+

NK

细胞、

Treg

细胞的比例与治疗前比较无明显变

化（

P＞0.05

）。 （见表
2

）

时间 数量
CD3+

（

%

）

CD3+CD4+

（

%

）

CD3+CD8+

（

%

）

NK

（

%

）

Treg

（

%

）

治疗前
1.63±0.62 65.46±13.84 34.17±10.46 31.33±10.79 19.70±10.92 7.94±3.43

治疗后
1.15±0.51 67.26±14.16 35.66±12.39 31.75±10.04 17.24±9.27 7.79±3.72

P

值
＜0.01 0.32 0.38 0.77 0.11 0.76

表
2 TACE

前后患者外周血淋巴细胞亚群变化

注：采用配对样本
T

检验，以
α=0.05

作为检验标准，

P<0.05

表示差异有统计学意义

2.2 DC蛳CIK

细胞回输前检测细胞表型

治疗组患者
DC蛳CIK

细胞体外培养
11 d

，回输

前取样本流式细胞仪检测细胞表型 ， 结果显示

CD3+CD8+ T

细胞比例大大增加， 甚至达到
80%

以

上。 （见图
1

）锥虫蓝染色法计数活细胞数量，细胞数

量均能达到
10

9 以上。

2.3

治疗组患者治疗前后
T

细胞亚群及
NK

细胞

变化

治疗组患者开始治疗前及
DC蛳CIK

细胞回输
2

次后
1

个月复查时抽外周血检测
T

细胞亚群和
NK

细胞， 结果显示
CD3+CD8+

细胞的比例明显升高，

CD3+CD4+

细胞比例明显下降， 较回输前差异有统

计学意义（

P<0.05

）。

CD3+

细胞比例较回输前上升，

差异无统计学意义（

P＞0.05

）。

NK

细胞、

Treg

细胞回

输前后比例均无明显差别，前后比较无统计学差异

（

P＞0.05

）。 （见表
3

）

2.4

两组患者生存率比较

治疗组：随访
28

例，失访
2

例，半年生存
19

例

（生存率
67.9％

），

1

年生存
15

例（生存率
53.6%

）。对

照组：随访
27

例，失访
3

例，半年生存
13

例（生存

率
48.1％

），

1

年生存
8

例（生存率
29.6%

）。采用两独

立样本生存率的
Kaplan蛳Meier

检验检测治疗组和

对照组半年生存率及一年生存率差异均有统计学
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图
2

治疗组与对照组患者生存曲线图

时间
CD3+

（

%

）

CD3+CD4+

（

%

）

CD3+CD8+

（

%

）

NK

（

%

）

Treg

（

%

）

治疗前
65.42±11.55 37.33±10.03 28.09±9.34 15.13±8.61 6.43±2.30

回输后
66.91±11.58 31.97±7.92 34.93±12.11 16.15±7.63 6.21±2.67

P

值
0.484 0.005 0.006 0.652 0.652

表
3 DC蛳CIK

细胞回输前后患者外周血
T

细胞亚群的变化

注：

a

：采用配对样本
T

检验，以
α=0.05

作为检验标准，

P<0.05

表示具有统计学意义

意义（

P＜0.05

）。治疗组与对照组生存曲线如图（见图

2

）。

3

讨论

晚期肝细胞癌患者因合并肝硬化等基础疾病、

门脉癌栓、肝内及远处转移等，不适宜进行手术治

疗。

TACE

治疗晚期肝癌有确切的治疗效果，能最大

限度保存肝功能，较少导致严重的并发症，已经成

为此期患者首选的治疗措施［

4

］

。 但是
TACE

并不能

使肿瘤病灶完全坏死，并且
TACE

治疗会对患者的

免疫功能造成损伤，治疗后肝癌局部复发及远处转

移发生率高［

5

］

。 近年来一系列不同的研究证明抗肿

瘤免疫与患者预后关系密切［

6

］

。 加强肝癌局部及全

身抗肿瘤免疫反应可降低肝癌治疗后肿瘤复发转

移率，改善患者的预后［

7

］

。 因此将
TACE

联合肿瘤免

疫治疗是目前肝癌治疗研究的重要内容。

DC

细胞，是人体最强的抗原提呈细胞。 肝细胞

癌患者体内免疫功能通常处于抑制状态，

DC

细胞

成熟分化障碍，功能缺陷，不能有效提呈抗原，不能

使
T

淋巴细胞激活， 造成肝癌患者抗肿瘤免疫低

下［

8

］

。

DC蛳CIK

细胞生物治疗指
DC

与
CIK

细胞共培

养。体外应用各种细胞因子诱导
DC

细胞分化成熟，

纠正肿瘤患者体内
DC

细胞功能低下、 抗原提呈功

能缺陷的特点， 并以肿瘤抗原刺激
DC

细胞使其致

敏，再与
CIK

细胞共培养。

DC

细胞提呈肿瘤抗原使

CIK

细胞活化， 回输体内后能识别肿瘤细胞并发挥

特异性杀伤作用［

9

］

。

CD3+CD8+

表型为活化
T

细胞表

型［

10

］

。 本研究证实，

DC

细胞与
CIK

细胞共培养后，

CD3+CD8+ T

淋巴细胞比例明显上升，说明
DC蛳CIK

细胞中抗肿瘤效应细胞比例大大增加。 有文献报道

作为辅助治疗，

DC蛳CIK

细胞治疗在多种肿瘤中与

其他治疗方式联合，清除残余癌细胞，改善患者治

疗后免疫功能，提高患者长期生存率［

11

］

。

外周血淋巴细胞数量及亚群比例均与免疫功能

有关。 肿瘤患者外周血常出现淋巴细胞数量及亚群

比例异常，如淋巴细胞数量下降及
CD3+CD8+ T

细

胞比例下降等免疫功能抑制的表现［

12

］

。另外
Treg

比

例升高也是肿瘤患者免疫抑制的一个重要机制 ［

13

］

。

本研究中
TACE

术后外周血淋巴细胞总体数量显著

下降（

P＜0.01

），各亚群比例无明显变化（

P＞0.05

），提

示
TACE

治疗对肿瘤患者免疫功能造成损伤，这种

免疫功能的损伤可能是由于术中应用化疗药物，其

非特异性细胞毒性作用导致。 实验组患者
TACE

联

合
DC蛳CIK

细胞回输治疗后，

CD3+CD8+ T

淋巴细

胞比例明显上升、

CD3+CD4+ T

淋巴细胞比例明显

下降（

P＜0.05

），

CD3+ T

淋巴细胞、

NK

细胞及
Treg

细胞比例均无明显变化（

P＞0.05

）。 证明患者联合治

疗后，机体抗肿瘤免疫功能显著增强。 联合治疗组

患者半年、

1

年生存率明显高于对照组（

P＜0.05

），证

明联合
DC蛳 CIK

细胞对控制肿瘤进展发挥了重要

作用。

TACE

常见不良反应为恶心、呕吐及发热等，患

者精神、食欲、睡眠等一般情况较差。 治疗组患者细

胞回输后一般情况好转，回输后不良反应仅表现回

输当天部分患者出现发热反应， 因此联合
DC蛳CIK

治疗安全可靠。 肝动脉化疗栓塞术联合
DC蛳CIK

细

胞输注治疗晚期肝细胞癌患者，提高肝癌患者机体

的免疫力，控制了肿瘤的生长，改善患者的生活质

量，延长患者生存期，是晚期肝细胞癌的一种有效

治疗方法。
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【摘要】 目的 探讨
CT

引导下颅脑占位穿刺活检术对神经系统疾病的诊断意义及安全性。 方法

2013

年
4

月至
2014

年
6

月行
CT

引导下行颅脑占位穿刺活检术共
23

例。所有患者均具有神经系统临床

症状或体征，影像学检查提示颅内占位。

CT

引导下颅脑占位穿刺活检术行病理学或细菌学检查，对其结

果进行分析。结果 本组患者中明确病理诊断
19

例，活检阳性诊断率
82.6％

（

19/23

）。其中
14

例（

60.9％

）

获得肿瘤学病理诊断，主要包括脑胶质瘤、非霍奇金淋巴瘤、胚胎发育不良性神经上皮肿瘤、脉络丛乳头

状肿瘤、表皮样囊肿等；

5

例（

21.7％

）为非肿瘤性病变，包括脓肿、脑胶质细胞增生症、脑毛细血管扩张症

等。活检穿刺术后少量血肿者
1

例（

4.3%

），本组病例穿刺活检术后无颅内感染、癫痫等并发症。结论
CT

引导下脑穿刺活检术创伤小，并发症少，可以为颅脑病变提供明确病理学诊断，是一种具有较广阔应用前

景的技术。
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