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化疗诱导损伤相关分子模式强化CIK对肺癌A549细胞的抑制作用
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[摘 要] 目的：探讨化疗诱导损伤相关分子模式（damaged associated molecular patterns，DAMP)对CIK细胞抑制RAS突变

A549肺腺癌细胞的影响及其机制。方法：体外分离人外周血单个核细胞且培养CIK细胞，以顺铂（cisplatin,DDP）和多柔比星

（doxorubicin,ADM）单独或联合作用于A549细胞，镜下观察A549细胞的形态，将药物后的A549细胞上清加入CIK细胞共培养，

流式细胞术检测共培养后CIK细胞免疫表型，MTT 实验检测 A549 细胞上清诱导CIK细胞对A549肺腺癌细胞增殖的抑制，

ELISA实验检测多种浓度化疗药物杀伤A549细胞上清中CRT、ATP、HMGB1含量。结果：低质量浓度化疗药杀伤A549细胞后

呈现较多的免疫原性死亡特征。杀伤后A549细胞上清加入CIK细胞共培养使CIK细胞CD8+、CD56+的比例较对照CIK细胞明

显升高（均P<0.05）。A549细胞损伤后上清诱导CIK细胞对A549肺腺癌细胞增殖抑制率明显高于同质量浓度化疗药组[DDP组

（31.34±1.51）% vs（5.97±1.74）%，ADM组（45.46±1.78）% vs（6.22±1.34）%，DDP+ADM组（45.78±1.14）% vs（11.94±3.11）%，均P<

0.05]，并且低质量浓度化疗药物杀伤A549细胞上清诱导的CIK对A549细胞的抑制率高于较高浓度化疗药物杀伤后细胞上清诱

导的CIK（均P<0.05）。低质量浓度化疗药物杀伤A549细胞上清中免疫原性死亡相关分子CRT、ATP、HMGB1含量增加得最多

（均P<0.05）。低质量浓度组该上清诱导的CI对A549肺腺癌细胞的增殖抑制率随着CRT、ATP、HMGB1水平的增高而增加。结

论：较低质量浓度的DDP和ADM单独或联合用药更易引起A549细胞免疫原性死亡并释放较高水平的DAMP分子，能更强的促

进CIK对肺癌A549细胞的抑制作用。
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Inhibitory effects of CIK on lung cancer A549 cells intensified by chemotherapy-
induced damaged associated molecular pattern
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of DAMP (damaged associated molecular pattern) on the inhibition of RAS-mutant

A549 lung adenocarcinoma cells by CIK cells and its mechanism. Methods: Human peripheral blood mononuclear cells were isolated

in vitro and CIK cells were cultured. A549 cells were treated with cisplatin (DDP) and doxorubicin (ADM) alone or in combination,

and the morphology of A549 cells was observed under a microscope. The supernatant of A549 cells was co-cultured with CIK cells.

Flow cytometry was used to detect the CIK cell immunophenotype after co-culture. MTT assay was used to detect the inhibition of

A549 lung cancer cell proliferation induced by A549 cell supernatant. The concentration of chemotherapeutic drugs kills A549 cell su-

pernatant CRT, ATP, HMGB1 content. Results: Low-level chemotherapeutic drugs showed more immunogenic death characteristics af-

ter killing A549 cells. The ratio of CD8+ and CD56+ in CIK cells was significantly higher than that in control CIK cells (P<0.05). The in-

hibition rate of CIK cells induced by A549 cells after injury on A549 lung adenocarcinoma cells was significantly higher than that of the

same dose chemotherapy group [DDP group (31.34±1.51)% vs (5.97±1.74)%, ADM group (45.46±1.78)% vs (6.22±1.34)%, DDP+

ADM group (45.78±1.14)% vs (11.94±3.11)%, all P<0.05], and low-mass chemotherapeutic agents killed C549 induced by A549 cell

supernatant on A549 The inhibition rate of the cells was higher than that of the supernatant induced by the higher concentration of che-
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motherapeutic drugs (all P<0.05). The level of CRT, ATP, and HMGB1 in immunogenicity-related molecules in the supernatant of A549

cells was significantly increased by low-concentration chemotherapy drugs (all P<0.05). In the low-concentration group, the superna-

tant-induced inhibition of the proliferation of A549 lung adenocarcinoma cells increased with the increase of CRT, ATP, and HMGB1

levels. Conclusion: The combination of lower concentration of DDP and ADM alone or in combination could more easily induce the

immunogenic death of A549 cells and release higher levels of DAMP molecules, which could promote the inhibitory effect of CIK on

lung cancer A549 cells.

[Key words] lung cancer; CIK; RAS mutation; chemotherapy; immunogenicity of death, damaged associated molecular patterns（DAMP)

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(7): 674-679. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.07.003]

肿瘤微环境存在免疫抑制致肿瘤细胞免疫逃

逸，肿瘤化疗非特异损伤免疫细胞也致机体免疫抑

制而肿瘤细胞免疫逃逸。但在某些抗癌化疗中，肿

瘤细胞会进入一种特殊的细胞死亡形式——免疫原

性死亡（immunogenic cell death，ICD），这种即将死亡

的瘤细胞膜表面可释放一系列介质，被Toll样受体

（toll- like receptor，TLR）和 Nod 样受体(Nod-like re-

ceptor，NLR)识别，诱导机体固有和特异免疫应答的

发生，这一系列介质被称为损伤相关分子模式（dam-

aged associated molecular patterns，DAMP)，主要包括

死亡早期 CRT、HSPs 分子暴露及死亡晚期 ATP 和

HMGB1分子释放[1-2]。因此，DAMP有可能是有效联

合肿瘤化疗和免疫治疗的关键中间分子。

肺癌是我国常见恶性肿瘤，目前主要采取手术、

放化疗和靶向治疗，表皮生长因子受体(epidermal

growth factor receptor，EGFR)信号通路的靶向治疗药

酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine kinase inhibitor，TKI)易

瑞沙、厄洛替尼等是肺癌个体化治疗的重大突破，但

EGFR激酶外显子野生型及K-RAS突变患者对EG-

FR-TKI类药物耐药，总生存期也显著缩短[3]。近年，

肿瘤细胞免疫治疗成为继手术、放化疗和靶向治疗

的又一重要治疗方式[4-5]，细胞因子诱导的杀伤细胞

(cytokine-induced killer，CIK)越来越多地与化疗联合

应用于抗肿瘤免疫治疗，CIK细胞对癌细胞有杀伤

性，参与体内微小残余瘤灶免疫去除，但目前临床疗

效尚不满意，可能与体内免疫抑制微环境及化疗损

伤免疫细胞等机制有关[6]。本实验在体外模拟化疗

作用，用顺铂（cisplatin，DDP）和多柔比星（doxorubi-

cin，ADM）单药或联合用药杀伤A549细胞，同时，所

得上清诱导共培养CIK细胞以模拟体内化疗损伤微

环境对免疫细胞的作用，探讨化疗药杀伤A549肿瘤

细胞对环境中免疫细胞的影响，并初步探讨其可能

的分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

对靶向药物易瑞沙耐药的RAS突变人肺癌细胞

株A549购自中国科学院上海生命科学院细胞库。γ-

干扰素、TNF-α、IL-2、IL-4、CD3单克隆抗体、粒细胞

巨噬细胞集落刺激因子均购自美国Peprotech公司。

异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）标

记的 CD3、CD16 单克隆抗体（FITC - CD3、FITC -

CD16）、藻红蛋白（phycoerythrin，PE）标记的 CD8、

CD56单克隆抗体（PE-CD8、PE-CD56）、1640培养基、

胎牛血清均购自美国Gibco公司，DAMP分子ELISA

检测试剂盒购自北京绿源伯德生物技术有限公司，

噻唑蓝（MTT）试剂购自美国Sigma公司。流式细胞

仪型号Beckman fc500。

1.2 流式细胞术检测免疫原性死亡细胞上清诱导的

CIK细胞免疫表型

参照文献[7-8]方法培养效应细胞CIK细胞。采

用淋巴细胞分离液分离健康供者外周血单个核细

胞，洗涤 2遍，用培养液培养，加入灭活的自体血清、

γ -干扰素，置 37 ℃、5% CO2 培养 24 h 后，加 IL-2、

CD3MAb，以后每2~3 d适量添加含 IL-2、自体血清的

新鲜培养基扩增培养CIK细胞。

常规培养靶细胞A549细胞，待细胞长至瓶底的80%，

给予消化、悬浮、计数，向24孔板每孔加入细胞1×105个，

待贴壁生长至瓶底的80%，给予DDP（1 μg/ml）、ADM

（0.25 μg/ml）、联合用药(DDP 1 μg/ml＋ADM 0.25 μg/

ml)，杀伤A549细胞48 h后，镜下观察形态，可见免疫原

性死亡的细胞形态改变：细胞核浓缩，细胞质内见空泡。

收集上清，加入24孔板内。

将成熟的CIK细胞约 2×106个加入含上清的 24

孔板内，同等质量浓度的化疗药及同样数量的CIK细

胞加入24孔板内作为对照。12 h后取出所有CIK细

胞，洗涤，分别取100 μl细胞悬液（1×106个细胞）加入

2支流式管内。第一支管加入20 μl FITC-CD3单抗、

20 μl PE-CD56单抗，用流式细胞仪分析CD3+、CD3 +

CD56+、CD56+阳性细胞百分率；另一管内加入 20 μl

FITC-CD16单抗、20 μl PE-CD8单抗，流式细胞仪分

析CD16+、CD16+CD8+、CD8+阳性细胞百分率。实验

重复3次。

1.3 MTT实验检测免疫原性死亡细胞上清诱导CIK

对A549细胞增殖的影响

实验设DDP上清组、ADM上清组、联合用药上
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清组，以DDP组、ADM、联合用药组分别作为对照，

并设DDP、ADM、联合用药的低浓度组、标准浓度组、

高浓度组，每组设3个复孔（表1、2）。常规培养A549

细胞，待细胞长至瓶底80%，给予消化、悬浮、计数，向

96孔板里每孔加入细胞1×104个，待贴壁生长至瓶底

80%，给予DDP（1 μg/ml）、ADM（0.25 μg/ml）、联合用

药(DDP 1 μg/ml、ADM 0.25 μg/ml)，杀伤 A549 细胞

48 h后，镜下观察形态，收集上清，加入96孔板内，将

成熟的CIK细胞约5×104个加入每孔，同浓度的化疗

药中加入同样的CIK细胞作为对照，12 h后吸出所有

CIK细胞洗涤。将对数生长期A549细胞1×104个，加

入 96孔板，培养 6 h贴壁，将诱导后的CIK细胞加入

进行抑制杀伤实验，8 h后结束抑制杀伤，在倒置光学

显微镜下观察效应细胞和靶细胞形态及抑制杀伤情

况，MTT法检测效应细胞对靶细胞抑制率，酶标仪上

读取波长570 nm处光密度(D)值，计算各实验组和对

照组的平均D值和抑制率。抑制率(%)=（空白组D

值-处理组D值）/空白组D值×100%。

表1 免疫原性死亡的A549细胞上清诱导CIK对

A549细胞抑制的分组[ρB/(μg·ml-1)]

Tab.1 The inhibition on A549 cells of CIK induced

by ICD supernatants [ρB/(μg·ml-1)]

Group

Chemotherapy

Supernatant

DDP

1

1

ADM

0.25

0.25

Combination

1+0.25

1+0.25

表2 不同质量浓度化疗药致免疫原性死亡A549细胞上清诱

导CIK对A549细胞抑制的分组[ρB/(μg·ml-1)]

Tab.2 The inhibition on A549 cells of CIK induced by

different concentrations of chemotherapeutic drugs induce

ICD A549 cells supernatants [ρB/(μg·ml-1)]

Group

Low dose

Standard dose

High dose

DDP

0.5

1

2

ADM

0.12

0.25

0.5

Combination

0.5+0.12

1.0+0.25

2.0+0.5

1.4 ELISA法检测化疗药致免疫原性死亡A549细

胞上清中的DAMP分子

常规培养A549细胞，待细胞生长至瓶底80%，给

予消化、悬浮、计数，向 24孔板每孔加入细胞 1×105

个，待贴壁生长至瓶底 80%，给予DDP（0.5、1、2 μg/

ml）、ADM（0.12、0.25、0.5 μg/ml）、联合用药(DDP 0.5

μg/ml+ADM 0.12 μg/ml、DDP 1 μg/ml+ADM 0.25 μg/

ml、DDP 2 μg/ml+ADM 0.5 μg/ml)，杀伤 A549 细胞

48 h后，收集上清，860×g，离心20 min，上清为待测样

品。按照 CRT-ELISA、HMGB1-ELISA、ATP-ELISA

试剂盒说明书操作，将标准品稀释为要求的倍数，设

标准孔 8孔建立标准曲线，待测样品加入检测孔，将

反应板置 37 ℃、30 min。洗板用洗涤液将反应板充

分洗涤 5次，滤纸上印干，每孔加 50 μl酶标试剂，将

反应板充分混匀后置 37 ℃、30 min。用洗涤液将反

应板充分洗涤5次，滤纸上印干。每孔加50 μl A显色

剂、50 μl B显色剂，将反应板置37 ℃、15 min，注意避

光。每孔加入 50 μl 终止液混匀，15 min 内用 ELX-

800酶标仪检测波长 450 nm处光密度（D）值。将各

孔读数减去空白孔（0 ng/L）读数。使用 curve expert

软件绘制标准曲线，标准品浓度为纵坐标，D值为横

坐标，求回归方程，将样本D值带入方程计算出各样

品的浓度。

表3 ELISA法检测化疗药致免疫原性死亡A549细胞

上清DAMP分子的分组[ρB/(μg·ml-1)]

Tab.3 ELISA assay to detect chemotherapeutic drugs induce

ICD A549 cells supernatants DAMP molecular[ρB/(μg·ml-1)]

Group

Low dose

Standard dose

High dose

DDP

0.5

1.0

2.0

ADM

0.12

0.25

0.5

Combination

0.5+0.12

1.0+0.25

2.0+0.5

1.5 统计学处理

应用SPSS 17.0软件进行数据分析，数据均以 x̄±s

表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，以 P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。实验均重复3次。

2 结 果

2.1 化疗药致A549细胞发生免疫原性死亡的形态

改变

镜下观察形态(图 1)，可见化疗药杀伤后免疫原

性死亡细胞的形态改变：细胞核浓缩，细胞质内见大

量空泡。

2.2 免疫原性死亡的A549细胞上清诱导CIK的免

疫表型

流式细胞术结果(图2、3)显示，与对照组相比，化

疗杀伤A549细胞上清诱导的CIK细胞免疫CD8+与

CD56+表型的改变差异显著（均 P<0.05）。CD3 和

CD16表型变化无明显差异（均P＞0.05）。

2.3 免疫原性死亡细胞上清诱导CIK对A549细胞

增殖的抑制

MTT实验结果（图 4、5）显示，化疗药杀伤A549

细胞上清诱导的CIK对A549细胞增殖的抑制率明显

增高（均P<0.05）。不同质量浓度化疗药单独或联合
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杀伤A549细胞上清诱导CIK对A549细胞增殖的抑

制率不同，抑制率随药物质量浓度的降低而升高（均

P<0.05）。

A: Ctrl; B: DDP; C: ADM; D: Combination

图1 DDP和ADM单独及联合用药杀伤A549细胞48 h后形态改变(×200)

Fig. 1 Morphological changes of A549 cells killed 48 hours after cisplatin，，doxorubicin and combination therapy(×200)

*P<0.05 vs Chemotherapy drug group

图2 A：化疗药对照组与上清处理组CIK细胞的CD16+、、CD8+表型

B: 化疗药或上清诱导后CIK细胞CD8+的比例

Fig.2 A: CD16+ and CD8+ phenotypes of CIK cells in control and supernatant treatment groups

B: Percentage of CD8+ in CIK cells after chemotherapy or supernatant induction

*P<0.05 vs Chemotherapy drug group

图3 A：化疗药对照组与上清处理组CIK细胞的CD3+、、CD56+表型

B: 化疗药或上清诱导后CIK细胞CD56+的比例

Fig.3 A：CD3+ and CD56+ phenotypes of CIK cells in control and supernatant treatment groups

B: Percentage of CD56+ in CIK cells after chemotherapy or supernatant induction

2.4 免疫原性死亡A549细胞上清中CRT、HMGB1

和ATP含量

ELISA实验结果（图6）显示，与正常培养无肿瘤

细胞杀伤的 A549 细胞上清对照比较，化疗药杀伤
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A549细胞上清中测得的CRT、HMGB1、ATP的浓度

有显著改变，较低质量浓度化疗药致肿瘤细胞免疫

原性死亡的上清中可以测得更高质量浓度的CRT、

HMGB1、ATP，而较高浓度化疗药物杀伤A549细胞

上清中测得的CRT、HMGB1、ATP的浓度却降低。

*P<0.05 vs Chemotherapy group

图4 上清与化疗药分别诱导CIK细胞对A549细胞增殖的抑制

Fig. 4 Comparison of the inhibitory rate of CIK cells on

A549 cells induced by the supernatant and

chemotherapeutic agents

*P<0.05 vs Mean dose group

图5 DDP和ADM单独或联合用药不同浓度杀伤

A549上清诱导CIK细胞对A549细胞增殖的抑制

Fig.5 Different concentrations of cisplatin, doxorubicin, and

combination drugs kill A549 cells effect of supernatant on

the inhibition of A549 cells by CIK cells

*P<0.05 vs Mean dose group

图6 不同质量浓度药物致免疫原性死亡A549细胞上清中CRT、、HMGB1、、ATP的含量

Fig.6 CRT, HMGB1 and ATP in the supernatant of immunogenic death caused by different drug concentrations

3 讨 论

肺癌是我国发病率和死亡率占据第一位的恶性

肿瘤，尽管目前肺癌治疗取得一定进展，但发现时已

经失去手术机会，对化疗、靶向治疗的耐药，肿瘤复

发与转移仍是肺癌治疗失败的主要原因[9]。

传统化疗在非特异性杀伤肿瘤细胞的同时，不

可避免的损伤了免疫细胞，不利于机体免疫系统的

抗肿瘤作用的产生，并且耐药与毒副作用仍是临床

难以解决的问题。将化疗与免疫治疗结合起来，适

时的给予免疫治疗，将可能逆转化疗耐药、减少化疗

药物用量[10- 11]。特定情况下，化疗能致死亡肿瘤细胞

释放DAMP分子，驱动肿瘤靶向免疫应答，进而靶向

杀伤抑制残余肿瘤细胞，实现预防癌症复发的目标。

当细胞损伤或受到压力后释放DAMP分子，宿主通

过DAMP特异受体识别反应，激活抗原提呈细胞对

肿瘤相关抗原重新识别，重新激活肿瘤特异性细胞

毒性T细胞，激活宿主特异抗瘤免疫，重新激活肿瘤

免疫，并增强肿瘤的免疫监视应用[12-13]。CIK细胞是

人外周血单个核细胞在体外经多种细胞因子培养诱

导获得的异质细胞群，主要效应细胞为CD56+细胞、

CD8+细胞亚群。CIK细胞的免疫治疗为防止肿瘤复

发提供了新的手段[14-16]。本研究使用对靶向药物易

瑞沙耐药的RAS突变人肺癌细胞株A549细胞，经过

·· 678



王晓栋，等 . 化疗诱导损伤相关分子模式强化CIK对肺癌A549细胞的抑制作用

特定化疗诱导肿瘤细胞免疫原性死亡，上清中CRT、

HMGB1、ATP的浓度升高，该上清诱导的CIK效应细

胞CD56+细胞、CD8+细胞亚群比例均显著提高，上清

诱导的CIK抑制A549细胞的活性也明显提高。而上

清中CRT、HMGB1、ATP的浓度与上清诱导的CIK抑

制A549细胞的活性密切相关，提示所得上清能改善

免疫抑制微环境，激活肿瘤特异免疫，而DAMP可能

是其杀伤效果提高的分子机制。

化疗与免疫治疗联合应用在抗肿瘤中有协同作

用[17-19]，本课题为如何选择最佳给药方式、给药剂量，

增强疗效、减低毒性提供了体外实验数据。本研究

提示，传统的肿瘤化疗需要充分考虑DAMP释放可

能对机体抗肿瘤免疫应答及未来治疗的影响，监测

化疗前、后患者体内肿瘤微环境中DAMP浓度的动

态变化，保持肿瘤微环境中免疫有益的化疗损伤微

环境状态，是今后化疗与免疫治疗联合方案设计和

实施必须考虑的问题。本研究结果提示，CRT、

HMGB1、ATP等免疫相关生物标志物的浓度，可能有

助于预测体内抗肿瘤免疫的状态，有助于判断联合

治疗最佳时机，从而有助于提高患者的个体化综合

治疗疗效。
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