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!摘要"!背景与目的!树突状细胞"̂U#为基础的免疫治疗是肿瘤治疗的新领域$对部分恶性肿瘤有较

好的疗效%本研究的目的是应用癌胚抗原"U+W#致敏的 Û治疗晚期非小细胞肺癌"43U(U#$观察其临床应

用方法&毒副反应和剂量效应%方法!选择U+W高表达的肺癌患者$体外培养外周血单个核细胞来源的 Û
及UY-$U+W多肽于培养的第E天加入培养液以致敏未成熟 Û%将 Û和UY-细胞静脉回输患者$观察回

输后的疗效和毒副反应%结果!共##例晚期43U(U患者接受了 Û治疗$回输 Û数量为#DEd’/0#)D0

d’/F$平均ED/$d’/0’回输UY-细胞数量为$D=d’/*#=0d’/*%治疗后 Û $&Û *&4-&Y[4%.明显升高"!

"/D/E#%全组’年生存率为0*D#_"’E(###%主要毒副反应为发热和皮疹%结论! Û生物免疫治疗具有

较好的耐受性和安全性%
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!!肺癌是最常见的恶性肿瘤$目前已成为人类因癌
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症死亡的最主要原因之一%据世界卫生组织资料报
告$’))E年第三世界有E’=///人死于肺癌-’.%近$/
年来$我国肺癌发病率迅速上升$在部分城市肺癌发病
率和"或#死亡率占各种恶性肿瘤的首位%据’))*年
上海市恶性肿瘤流行病学调查资料显示$男性和女性
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肺癌发病率分别达到E#D0!’/万和’*D#!’/万"分别
居恶性肿瘤的第一#第三位$#%&过去的十几年里"虽然
在手术#放疗及化疗方面取得了一定的进展"但肺癌的

E年生存率并无明显提高"因此有必要在原有治疗方
法的基础上寻找一种新的有效的治疗方法&
生物免疫靶向治疗在近些年的实验及临床前期的

研究中获得突破性进展"在恶性黑色素瘤#前列腺癌等
部分恶性肿瘤的治疗中已取得较好的临床疗效$$%"显
示出广阔的应用前景"将有望成为有效的治疗策略&
生物靶向治疗与手术#放疗及化疗有机地结合在一起"
可充分发挥多学科的优势"在一定程度上提高肺癌的
长期生存率&
树突状细胞’C6!C9>8>QQ6;;"̂U(是体内功能最强

的抗原递呈细胞"可有效触发抗肿瘤细胞免疫应答反
应"成为近几年来肿瘤生物免疫治疗领域备受关注的
研究热点之一$=#0%&本研究通过体外自体单个核细胞
诱导 Û"采用癌胚抗原多肽致敏 Û同时配合细胞因
子诱导的杀伤细胞’QB8<J>!6%>!CKQ6CJ>;;69Q6;;"UY-(
治疗晚期非小细胞肺癌’!<!%7"H;;Q6;;;K!GQH!Q69"

43U(U("以观察该疗法的毒性反应#最大耐受量及剂
量效应关系&

8!资料与方法

8D8D病例入选标准!&经病理组织学或细胞学证实
的43U(U’’))F年.YUU标准(&’常规治疗无效的

+A#,期或术后复发转移 43U(U&(有可测量的
病灶&)年龄)’*#FE岁&/患者一般状况好"体力
状况评分’-13((F/分&0预计生存期($月"如有
既往放#化疗则已结束超过=周"心#肝#肾功能及造血
系统无明显损害)5AU($DEd’/)!("1(@()/d
’/)!("总胆红素’’*!"<;!("肌酐’’$/!"<;!("

3a1@’=/.&1签署知情同意书&

8D4D排除标准!&预期在试验期间将有生命危险
者&’患有其它获得性#先天性免疫缺陷疾病"或有器
官移植史者&

8D5! Û及UY-前体细胞分离!&血细胞分离仪采
集外周血单个核细胞#//"("’/.!"(肝素抗凝*’
转移至含#/"(淋巴细胞分离液的E/"(离心管中"

#///9!">!离心$/">!*(收集界面外周血单个核细
胞*)重悬细胞于含’/_WA血清的,1?Y%’0=/培养
液中"调整至#d’/0!"(*/$F‘#E_ UM# 培养箱培
养#O*0收集悬浮细胞"转移至FEQ"# 培养瓶内"作
为UY-前体细胞*1贴壁细胞以$F‘生理盐水洗涤$
次"加入含’/_ WA血清的,1?Y%’0=/培养液"培养

Û&

8DE! Û!由患者外周血单个核细胞 Û ’=i培养获
得"外周血经淋巴细胞分离液密度分离后获得单个核
细胞 Û ’=i细胞"#O贴壁细胞培养后收获贴壁细胞"
完全细胞培养液’,1?Y%’0=/aYAUM"a9H!CY7;H!C"

4g(加入’///.!"(a?%U3["’///.!"(Y(%="

#""<;!(谷氨酸钠"’//.!"( 青霉素#链霉素"

/D’""<;!(非必需氨基酸"E_ 灭活人 WA 血清"

$F‘#E_UM# 培养&每隔#天半量换液"同时添加’
d’/=.a?%U3[及Ed’/$ .Y(%="E天后收集悬浮
的成熟 Û"’E//9!">!离心’/">!后弃上清"调整细
胞至’d’/0!"("加入’///.!"(a?%U3[#E//.!

"(Y(%=及’/"G!(U+W多肽"$F‘#E_ UM# 培养
箱培养#=O"收集细胞生理盐水洗涤$次"重悬细胞于
含白蛋白的生理盐水中供回输&

8DF!U+W多肽!由上海博亚生物技术有限公司合
成"为)肽"分子量为)0=D’"氨基酸序列为)@B9%(6K%
369%a;B%W;H%W7!%(6K%W7!%(6K"肽纯度为))D$_&

8DG!UY-细胞培养!&每瓶加入#d’/= . 重组人

Y4[%."$F‘#E_ UM# 培养箱培养#=O*’加入#!G
抗人 Û $单抗及’d’/= . 重组人Y(%#"$F‘#E_
UM# 培养箱培养*(每隔$天换液"同时将细胞按’c
$比例传代*)收集细胞"生理盐水离心洗涤$次"重
悬细胞至’//"(含’/_白蛋白的生理盐水中供回
输&

8DH!治疗方案!按照病例入选标准筛选外周血U+W
高表达 43U(U"入选者常规检测淋巴细胞亚群#4-
细胞#肿瘤标志物#U+W%@细胞反应"于自体血采集前
给予Y(%#Ed’/E.肌注=天"采外周血时可用全自动
血液分离器分离#///#$///"(循环血液"无法机器
分离者可抽取E/#’//"(外周静脉血抗凝"实验室
分离培养#诱导 Û产生"培养第E天U+W多肽抗原
致敏!装载 Û"同时培养UY-"̂U分离后第F天静脉
回输"第)#’/天自体UY-细胞静脉回输"回输前半
小时消炎痛栓剂一枚纳肛&回输后Y(%#Ed’/E .#

a?%U3[Ed’/E.皮下注射"$次!周"连续#周&

8DI!毒副反应的观察! Û及UY-回输时观察患者
体温#脉搏#呼吸#血压变化"回输后观察有无皮肤过
敏#自身免疫反应#血液变化及肝肾功能变化"以及回
输后的其它任何变化&

8DV!流式细胞仪检测!培养的 Û于第F天收获"平
衡盐溶液洗细胞二次"采用[Y@U或1+交链的单克
隆抗 体 标 记 Û"检 测 Û ’=#Û *0#Û */#Û ’H
’1OH9?>!G6!"3H! >̂6G<(阳性表达"流式细胞仪’A6Q%
8<! >̂QJ>!7<![WU3QH!"3H!V<76"UW(分析采用细胞
分析软件&
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8D8W! Û和UY-细胞最终制品的鉴定!&生物学检
测!包括细胞数量及存活率"’免疫学检测!采用流式
细胞仪对UY-细胞表面标志 Û $#Û =#Û *#Û E0
及 Û细胞表面抗原标志 Û *0#&(W%̂ ,进行检测"

(微生物学检测!培养细胞经细菌#病毒#内毒素检测"

8D88D治疗前后体内免疫功能的评估!&治疗前及
治疗后进行11̂ $LK9>P>6CL9<86>!C69>NH8>N6%试验$’
c#///&’c’////%观测迟发性超敏反应$C6;HB6COB%
L6976!7>8>N>8B8678&̂&@%’’流式细胞仪检测淋巴细
胞亚群&应用 [Y@U 标记的 Û $#Û =&1+ 标记的

Û *&1+标记的 Û ’0#Û E0联合[Y@U标记的 Û $
分别检测 Û $#Û =#Û *#4-$购自美国 Â 公司%"

(治疗前后取全血$"(洗涤后悬于Y?^? 培养液&
加入’//!(U+W多肽&对照管加入生理盐水&培养

#=O后&溶解红细胞&细胞沉淀抽提 ,4W&合成 Q̂%
4W&实时定量1U,仪$WAYL9>7"F///型%检测Y[4%
.含量$试剂盒由上海奇诺生物有限公司提供%"

8D84!疗效评价!参照,6Q>78关于实体瘤近期疗效
的评价标准&分为完全缓解$U,%#部分缓解$1,%#无
变化$3̂ %和进展$1̂ %"不良反应根据4UY常见毒性
分级标准评价"

8D85!肿瘤标志物U+W的改变!以治疗前U+W测
量值为基线&治疗后增加或减少(#E_定义为升高或
降低&"#E_定义为无变化"

8D8E!随访!每$#0月一次&随访胸部2线片或胸

部U@#骨扫描#脑U@#生存时间"

8D8F!统计学分析!全部数据输入计算机建立数据
库&3133’’D/统计软件分析&数据以$STL表示&采用
配对B检验&以!"/D/E作为有统计学意义"

4!结果

4D8!一般资料!##例晚期43U(U患者接受了治疗&
其中男性’$例&女性)例’平均年龄E’D$岁’+A期*
例&,期’=例’腺癌’E例&鳞癌#例&腺鳞癌=例&低
分化癌’例"’*(##例接受过#次以上全身化疗和胸
部纵隔放疗"F例接受了’次 Û治疗&’E例接受了#
次以上 Û治疗"

4D4! Û及UY-回输!所有患者回输的免疫效应细
胞经微生物学#病毒学#内毒素检测&结果显示合格后
$资料未显示%回输患者"回输后血清检测 U+W 变
化#迟发性超敏反应" Û一次回输量最低#DEd’/0&
最大为)D0d’/F&平均一次回输量为ED/$d’/0’回输
剂量为#DEd’/0#=D)d’/0 者有’#例&Ed’/0#’/
d’/0 者有F例&’/d’/0 以上者有$例"UY-回输量
为$D=d’/*#=0d’/*"

4D5!免疫功能评估$表’%!患者治疗后 Û $#Û *#

4-明显升高&差异具有统计学意义"治疗后 Û =有
下降趋势&但无统计学意义"治疗后显示体内效应细
胞对U+W具有强大的免疫反应&分泌的Y[4%.明显
升高"

表8! Û治疗诱导的抗肿瘤免疫活性变化$$STL%

K*<8!W!8>%8K"<K9%7L6Q>P>Q>""K!6967L<!767>!CKQ6C:BC6!C9>8>QQ6;;7%:H76CQH!Q69>""K!<8O69HLB$$STL%

!a9<KL Û $ Û = Û * 4- Y[4%.$(’/0a%

U<!89<; E$D/$f#$D#0 $#D/*f#/D) #)D)#f’$D=E ’#D*Ef0D#= ’=/)DE#f’E#ED=*
WP869896H8"6!8 0FD0Ff’ED0F ##D#Ff’/D=$ $ED=’f’0D$* #ED’Ff’#D/$ ’0=ED’Ef’/’=D=#
!NH;K6 /D//$ /D/E /D/$0 /D/’E /D/$F

4DE! Û和UY-细胞鉴定! Û和UY-细胞存活率

(*E_" Û细胞数量’D/d’/0#FD*d’/0&UY-细
胞数量0D=d’/*#’ED*d’/*"流式细胞术分析 Û
细胞&Û *0(&(W%̂ , 双 阳 性 细 胞 占 *#D=_ f
’/D$_&UY- 细胞 Û $(Û E0 双阳性占 E/D*_ f
)D*_"典型的流式细胞检测结果见图’"

4DF!毒副反应及疗效!主要的副作用为发热#寒战#
皮肤潮红"有$例患者在UY-回输后=*O内出现寒
战和发热&体温为$FDE#$)‘&持续时间不超过’#O"
在这$例患者中&有#例在 Û回输时也出现发热&另

’例在 Û回输时并没有出现发热"有#例患者在

Û回输当天出现皮肤潮红及皮疹"所有##例患者
治疗过程中没有观察到消化系统#循环系统#呼吸系

统#神经系统的毒副反应"毒性反应及临床疗效见表

#"

图8! Û及UY-细胞的表型

J&98!1O6!<8BL6<PC6!C9>8>QQ6;;7H!CQB8<J>!6%>!CKQ6CJ>;;69Q6;;7
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表4!回输的效应细胞数量!副反应及疗效

K*<4!WCNH!8HG67H!CC>7HCNH!8HG67<PU+WLK;76CC6!C9>8>QQ6;;7%:H76C>""K!<8O69HLB

1H8>6!8 UBQ;6<P896H8"6!8
ÛSKH!8>8B
"d’/0#

UY-$QBQ;6"d’/*# 369K"U+W &̂@ @<R>Q>8B ,67L<!76

’ # $D/ 0D= * b b 1̂
# # #D) )D0 % b $FD*‘ 1̂
$ $ $D) ’’DF + i b 1̂
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!!在观察 Û治疗副作用的同时%我们对 Û治疗
的疗效做了初步观察%发现 Û对大多数患者有治疗
作用%表现在11̂ 反应增强!U+W水平下降!@淋巴
细胞上升和自觉体力增加!一般情况改善等方面&
除了近期入组’例患者尚未评价疗效外%有’#$

##例患者U+W水平下降%*$##例患者 Û $上升%’’$

##例患者 Û *上升%有’$$##例患者自觉体力增加%
有$$##例患者 Û *下降&有一例患者右锁骨上淋巴
结缩小变软%另有一例患者肺内多处转移病灶明显缩
小%’$$##例患者11̂ 反应增强&两例 Û *上升患者
同时有Û $上升!U+W水平下降%但没有明显11̂ 反
应增强&Û *下降的$例患者中有#例U+W水平上
升%有#例 Û $也下降&’’$##例经免疫治疗后病情
稳定"$#*月#&全组##例自入组免疫治疗起’年生
存率为0*D#_"’E$###%中位生存期及长期生存率在
随访中&

5!讨论

Û是体内功能最强的专职抗原递呈细胞%其关
键作用是有效捕捉肿瘤抗原并在细胞内对抗原进行加

工%然后将抗原信息递呈给淋巴细胞%触发抗肿瘤细胞
特异性免疫应答反应&肿瘤患者体内由于受肿瘤分泌
的抑制因子的影响%̂U数量明显减少且功能缺陷%成
为肿瘤逃脱机体免疫监管的主要原因之一&过去由于

无法体外诱导和培养用于治疗剂量的 Û细胞%故无
法开展 Û为基础的生物免疫治疗&)/年代由于基
因工程细胞因子"a?%U3[!Y(%=#的商品化生产%使体
外诱导治疗剂量的 Û成为可能&对于肿瘤患者免疫
缺陷的内环境而言%回输自体单个核细胞来源的 Û
和UY-将恢复患者的免疫功能&由于 Û的抗原递呈
作用和UY-细胞具备的@淋巴细胞强大的抗肿瘤活
性和4-细胞非 ?&U限制性的杀瘤特性%它们成为
近年来肿瘤生物免疫治疗领域备受关注的研究热点之

一&

Û为基础的生物免疫治疗在国外率先进入了*
期!部分%#+期临床验证%取得了较好的临床疗效%
如对恶性黑色素瘤!前列腺癌!淋巴瘤!小细胞肺癌等
恶性实体瘤的治疗已经取得了近似于化疗的疗效%对
部分化疗和放疗耐受的患者%接受以 Û为基础的免
疫治疗仍取得了一定的疗效&如美国宾州大学免疫治
疗中心#//’年报告了 Û治疗晚期化疗及放疗耐受
肺癌患者获得’*_缓解的令人鼓舞的结果’F(&日本!
我国台湾应用 Û治疗’/例晚期肝癌%0例稳定%一例
获微效"?,#&国内也有较多的相关研究’*!)(&德国!
澳大利亚!意大利!法国等也均有 Û临床研究的报
告’’/(&#//’年美国国立卫生研究院"4Y&#有关肺癌

Û生物免疫治疗的临床前期和*期临床试验有F项
之多&在肺癌多学科治疗的今天%以 Û为基础的外
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周血单个核细胞获取大量具有生物学活性细胞的免疫

治疗无疑将成为肺癌治疗中又一新的!有效的手段"
本试验采用U+W致敏 Û联合UY-进行晚期43U(U
治疗的临床*期研究"此研究在国内尚属首次"

U+W正常表达于人胚胎时期及胃肠道粘膜#也可高表
达于多种肿瘤细胞表面#如胃癌!肠癌和肺癌"本研究
选择 &(W%W#/’高表达的中国人群#体外应用人工合
成的U+W九肽致敏自体来源的 Û使之成熟#并使其
形成初次免疫记忆#回输体内递呈高表达U+W的肺
癌细胞#配合过继性免疫效应细胞UY-#形成强有力的
免疫应答#有效地激发患者体内的细胞免疫#提高了晚
期肺癌患者的生活质量和生存率"
由于此次是治疗目的#仅选取培养的 Û’d’/E

数量行特征性的 Û *0$&(W%̂ , 的鉴定#UY- 行

Û $$Û E0的鉴定"结果表明#培养的 Û 高表达

Û *0$&(W%̂ ,#UY- 高 表 达 Û $$Û E0"治 疗 后

Û $!Û *!4-升高和 Û =下降趋势除与体内免疫功
能的建立有关外#回输UY-本身引起的体内效应细胞
表型的变化亦是因素之一#尚不足以推断患者体内免
疫功能的建立"##例入组病例中有’$例治疗后11̂
由阴性或弱阳性转为阳性或强阳性#细胞因子Y[4%.
较治疗前明显升高"本研究显示11̂ 监测迟发性超
敏反应配合体内Y[4%.的检测推断体内免疫反应的
建立是行之有效的#与国外同期研究结果相符%0!’’&"
本试验为临床*期研究#我们进行了初步的疗效

观察#全组E/_’’’$##(患者经免疫治疗后病情稳定
’$#*月(#全组自免疫治疗起’年生存率为0*D#_
’’E$##例(#中位生存期及长期生存率在随访中"
本研究另一个主要目的是观察毒副反应"治疗发

现患者除了出现轻微的皮疹!一过性发热外#其余未出
现任何毒副反应#提示U+W致敏 Û联合UY-治疗
晚期43U(U是一项安全性高!耐受性好的的治疗手
段"
本项临床研究在以往 Û研究基础上#以自体 Û

作为抗肿瘤免疫递呈细胞#采用U+W多肽片段作为
肿瘤抗原致敏 Û#同时将分离获取的外周血单个核
细胞体外采用多种细胞因子’Û $?QW:!Y(%#!Y[4%.
等(共同培养诱导效应UY-细胞#由于UY-兼具@淋
巴细胞强大的抗瘤活性和4-细胞的非 ?&U限制性
杀瘤特点#其作用依赖[Q受体’[U,(#并通过两条途
径杀伤肿瘤细胞)&通过([W%’$YUW?%’系统与靶细
胞结合#通过释放颗粒酶和穿孔素对靶细胞实行

?&U非限制性杀伤"’UY-细胞表面的 Û $样受体
被结合而激活UY-细胞产生胞质毒性颗粒介导的溶
细胞作用#如Y(%#!@4[!Y[4%.等"因而UY-细胞具

有扩增能力强!体外存活时间较长!细胞毒活性高!体
内外抗肿瘤效果显著和分泌淋巴因子能力强等优点"
相信随着以 Û为基础的肿瘤免疫治疗研究的深入#
更多有效和实用的 Û为基础的免疫治疗方法将造福
于肺癌患者#为提高肺癌免疫治疗的疗效!提高患者长
期生存带来新的希望"
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