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［摘　要］　目的　观察参芪扶正注射液对脐血细胞因子诱导的杀伤细胞（ＣＩＫ细胞）体外增殖及杀瘤活性的影响。 方法　用

脐血单个核细胞，诱导分化ＣＩＫ细胞，分为４组。细胞因子组加入γ干扰素（ＩＦＮ－γ）、白细胞介素１α（ＩＬ－１α）、白细胞介素２
（ＩＬ－２）、ＣＤ３单抗细胞因子；参芪扶正注射液组：加入参芪扶正注射液；细胞因子＋参芪扶正注射液组：加入参芪扶正注射液﹑

ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１α、ＩＬ－２、ＣＤ３单抗细胞因子；对照组只加培养液。培养１２天后ＣＩＫ细胞达到增殖高峰期，用流式细胞仪检测细胞

表型和增殖能力，ＭＴＴ法检测ＣＩＫ细胞对Ｋ５６２细胞的杀伤作用，ＥＬＩＳＡ法检测ＣＩＫ细胞分泌的细胞因子ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ、肿瘤

坏死因子α（ＴＮＦ－α）水平。 结果　对脐血ＣＩＫ细胞体外增殖的影响，在培养１２天时，参芪扶正注射液组与细胞因子组比较

差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），细胞因子＋参芪扶正注射液组与细胞因子组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＣＩＫ细胞对

Ｋ５６２细胞的杀伤作用，各实验组与对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），参芪扶正注射液组ＣＩＫ细胞在１２、１６天时分泌

ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α因子水平优于对照组（Ｐ＜０．０１）。 结论　参芪扶正注射液对脐血ＣＩＫ细胞既有显著的增殖和杀瘤作用，

又可促进脐血ＣＩＫ细胞分泌ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２和ＴＮＦ－α。
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　　细胞因子诱导的杀伤细胞（ＣＩＫ细胞）是利用外
周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）在体外经多种细胞因子共同
刺激诱导产生的一种细胞表面标志为ＣＤ３＋ＣＤ５６＋，

具有免疫活性的效应细胞。１９９１年Ｓｃｈｍｉｄｔ－Ｗｏｌｆ首
先报道ＣＩＫ细胞［１］。此后，国内外学者多采用ＰＢＭＣ
在体外经多种细胞因子诱导ＣＩＫ细胞，但很少利用中
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药诱导。因此，本研究探讨参芪扶正注射液对脐血

ＣＩＫ细胞的体外增殖及杀瘤活性的影响，旨在为ＣＩＫ
细胞培养寻找新的路径和方法。

１　材料与方法

１．１　材料
在无菌条件下，收集健康产妇足月顺产健康胎儿

脐带血（肝素抗凝）５０ｍｌ。ＲＰＭＩ－１６４０培养基：日本日
水制药株式会社，批号 Ｋ３９７０２０４５。淋巴细胞分离
液：上海试剂二厂，批号Ｄ４２７１。细胞因子：上海吉泰
生物科技有限公司，批号Ｓ１０９８０００６。ＣＤ８＋－ＦＩＴＣ／

ＣＤ２８－ＰＥ、ＣＤ３＋－ＦＩＴＣ／ＣＤ８－ＰＥ／ＣＤ４５－ＰｅｒＣＰ、ＣＤ４＋－
ＡＰＣ、ＣＤ３＋－ＦＩＴＣ／ＣＤ１６＋＋ＣＤ５６－ＰＥ：美国ＢＤ公司，
批号３４０５０３。胎牛血清：美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号

Ｃ２０２７０５０。Ｋ５６２细胞株：上海瑞齐生物科技有限公
司，批号ＲＳ２０４１８。参芪扶正注射液：广东珠海医药
集团，国药准字Ｚ１９９９０６６５。

１．２　方法

１．２．１　诱导培养ＣＩＫ细胞　取肝素抗凝的脐带血

５０ｍｌ，加入淋巴细胞分离液１５ｍｌ，２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｍｉｎ，分离单个核细胞。用含１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ－１６４０培养基调整细胞浓度为１×１０６／ｍｌ，接
种于２４孔板，每孔９３０μｌ。然后按下述进行实验分
组：细胞因子组：γ干扰素（ＩＦＮ－γ）、白细胞介素１α
（ＩＬ－１α）、白细胞介素２（ＩＬ－２）、ＣＤ３＋单抗；参芪扶正
注射液组：用参芪扶正注射液；细胞因子＋参芪扶正
注射液组：用参芪扶正注射液、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１α、ＩＬ－２、

ＣＤ３单抗；对照组：只用培养液；实验组与对照组均
设４个复孔。按分组情况，第１天，细胞因子组、细
胞因子＋参扶正注射液组加入ＩＦＮ－γ１　０００Ｕ／ｍｌ，
参芪扶正注射液组、细胞因子＋参芪扶正注射液组
加入参芪扶正注射液５０μｌ／ｍｌ；培养２４ｈ后，细胞因
子组、细胞因子＋参芪扶正注射液组加入ＩＬ－１α
１００Ｕ／ｍｌ、ＩＬ－２　３００Ｕ／ｍｌ、ＣＤ３单抗５０ｎｇ／ｍｌ，参芪
扶正注射液组、细胞因子＋参芪扶正注射液组加入
参芪扶正注射液５０μｌ／ｍｌ，继续培养；第４天更换培
养基，调整细胞浓度为１×１０６／ｍｌ，细胞因子组、细
胞因子＋参芪扶正注射液组补加ＩＬ－２　３００Ｕ／ｍｌ、

ＣＤ３单抗５０ｎｇ／ｍｌ，参芪扶正注射液组、细胞因子＋
参芪扶正注射液组补加参芪扶正注射液５０μｌ／ｍｌ；
第８天，细胞因子组、细胞因子＋参芪扶正注射液组
补加ＩＬ－２　３００Ｕ／ｍｌ、ＣＤ３单抗５０ｎｇ／ｍｌ，参芪扶正
注射液组、细胞因子＋参芪扶正注射液组补加参芪
扶正注射液５０μｌ／ｍｌ。

１．２．２　细胞表型分析及细胞增殖测定　各组于培养
第０、４、８、１２天，用台盼蓝拒染法计数细胞，用流式细
胞仪检测ＣＩＫ细胞的比例及细胞表型，并计数ＣＩＫ
细胞总数，每组每次各查４个复孔，计算平均值。

１．２．３　ＣＩＫ细胞分泌ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ、肿瘤坏死因子
（ＴＮＦ－α）水平测定　于培养的第０、４、８、１２、１６、２０
天，取参芪扶正注射液组ＣＩＫ细胞，充分洗涤，调整
细胞浓度为２×１０６／ｍｌ，培养２４ｈ后，收集上清，用

ＥＬＩＳＡ法测定细胞培养上清中ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α
含量，设４个平行孔。

１．２．４　细胞毒测定　用 ＭＴＴ显色法测定ＣＩＫ细
胞杀瘤活性，各组以培养１２天的ＣＩＫ细胞为效应
细胞，以对数生长期Ｋ５６２细胞为靶细胞，效靶比为

２０∶１。杀瘤活性（％）＝（１－效靶细胞组ＯＤ值－
单独效应细胞组 ＯＤ值）／单独靶细胞组 ＯＤ值×
１００％
１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计分析软件处理，计量变量

值用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间及配对比较采
用ｔ检验，检验水准α＝０．０１８２。

２　结果

２．１　ＣＩＫ细胞体外增殖及细胞表型分析
参芪扶正注射液组在培养第４天开始增殖，从

细胞表型观察，有ＣＤ３＋﹑ＣＤ８＋﹑ＣＤ３＋ＣＤ５６＋细
胞；培养１２天后细胞扩增加速，培养１２～１４天细胞
增殖达到高峰，随后细胞增殖减少。各实验组

ＣＤ３＋ＣＤ５６＋ 细胞增殖幅度最大，细胞因子组由

０．２０％升到３０．４２％，增长１５２倍；参芪扶正注射液
组由０．２０％升到３１．８１％，增长１５９倍；细胞因子＋
参芪扶正注射液组由０．２０％升到３４．２６％，增长

１７１倍。提示参芪扶正注射液初期对脐血ＣＩＫ细胞
有扩增作用，并维持一定的扩增水平。参芪扶正注
射液组与细胞因子组、细胞因子＋参芪扶正注射液组
与参芪扶正注射液组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；细胞因子＋参芪扶正注射液组与细胞因子组
比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），细胞因子＋参芪
扶正注射液组优于细胞因子组。见表１。

２．２　ＣＩＫ细胞对Ｋ５６２细胞杀瘤活性的影响
对照组 ＣＩＫ 细胞对 Ｋ５６２细胞杀伤活性为

（３８．４２±５．２８）％，细胞因子组为（６９．６４±７．２６）％，
参芪扶正注射液组为（７８．００±５．３２）％，细胞因子＋
参芪扶正注射液组为（９２．８６±５．６２）％。细胞因子
组、参芪扶正注射液组、细胞因子＋参芪扶正注射液
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表１　培养０、１２天时各组脐血ＣＩＫ细胞表型比较（％，珚ｘ±ｓ）

组别 时间（ｄ） 孔数 ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ ＣＤ８＋ ＣＤ３＋ＣＤ５６＋

对照组 ０　 ４　 ６３．０６±２．８０　 ４０．９２±２．１０　 ２３．０６±３．８４　 ０．２０±０．０４
１２　 ４　 １５．９８±０．７０　 １０．７４±０．９８　 ６．５２±０．４８　 ２．４８±０．２１

细胞因子组 ０　 ４　 ６３．０６±２．０８　 ４０．９２±２．１０　 ２３．０６±３．８４　 ０．２０±０．０４
１２　 ４　 ９５．４６±０．８７＊△ １６．０６±３．７３　 ７８．２０±０．３４＊△ ３０．４２±０．７８＊△

参芪扶正注射液组 ０　 ４　 ６３．０６±２．０８　 ４０．９２±２．１０　 ２３．０６±３．８４　 ０．２０±０．０４
１２　 ４　 ９７．４２±０．７８＊△ １６．７６±３．７４　 ８０．４３±３．２１＊△ ３１．８１±１．８７＊△

细胞因子＋参芪 ０　 ４　 ６３．０６±２．０８　 ４０．９２±２．１０　 ２３．０６±３．８４　 ０．２０±０．０４
扶正注射液组 １２　 ４　 ９８．５６±０．８４＊△ １６．８６±２．７６　 ８９．１６±３．８７＊△ ３４．２６±１．２４＊△

　　注：与本组０天时比较，＊Ｐ＜０．０１；与对照组同时间点比较，△Ｐ＜０．０１

表２　参芪扶正注射液组ＣＩＫ细胞不同时间分泌细胞因子水平比较（ｐｇ／ｍｌ，珚ｘ±ｓ）

　组别 时间（ｄ） 孔数 ＩＬ－２ ＩＦＮ－γ ＴＮＦ－α

对照组 ０　 ４　 ０　 ０　 ０
４　 ４　 １２．３４８±１．１７６　 １１．５４２±０．６２４　 １２．１２８±０．４８０
１２　 ４　 ０　 ０　 ０
１６　 ４　 ０　 ０　 ０
２０　 ４　 ０　 ０　 ０

参芪扶正组 ０　 ４　 ０　 ０　 ０
４　 ４　 ３４．２５４±１．３８６　 ２６．０８７±０．７５８　 ２３．７６２±０．９６８
１２　 ４　 １９０．１３６±４．３３６＊ １０４．２７６±６．５８４＊ ７６．８４２±３．６４８＊

１６　 ４　 １４６．０２８±４．６７２＊ ２４８．４７２±５．４０２＊ ２４７．６２８±４．６７８＊

２０　 ４　 ３９．４３７±２．３４６　 ９７．６２３±３．０２８　 １８４．３６４±５．３５７

　　注：与对照组同时间点比较，＊Ｐ＜０．０１

组各组分别与对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。参芪扶正注射液组与细胞因子组相比差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。细胞因子＋参芪扶正注
射液组优于细胞因子组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），说明参芪扶正注射液与ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１α、ＩＬ－２、

ＣＤ３单抗合用诱导的ＣＩＫ细胞对 Ｋ５６２细胞杀瘤
活性更强。

２．３　参芪扶正注射液组ＣＩＫ细胞不同时间分泌细
胞因子水平比较

本研究中细胞因子组、细胞因子＋参芪扶正注
射液组实验中加了细胞因子ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ，参芪扶正
注射液组未加细胞因子，故只测定参芪扶正注射液
组ＣＩＫ细胞分泌细胞因子的水平。表２示，参芪扶
正注射液组ＣＩＫ细胞在１２、１６天时分泌ＩＬ－２、ＩＦＮ－
γ、ＴＮＦ－α因子水平优于对照组（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

ＣＩＫ细胞是一种独具生物学特性的异质细胞
群，在体外细胞增殖速度快，杀瘤活性高，具有Ｔ淋
巴细胞强大的抗肿瘤活性，杀瘤谱广，具有ＮＫ细胞
的非 ＭＨＣ限制性杀瘤、对多重耐药肿瘤细胞敏感、
对正常骨髓造血前体细胞毒性小、能抵抗肿瘤细胞
引发的效应细胞Ｆａｓ－ＦａｓＬ的凋亡等优点［２］。参芪

扶正注射液是党参、黄芪的萃取物，主要成分为皂
苷、多糖等。现代研究表明，活性多糖可以诱导免疫
细胞产生多种细胞因子，提高机体免疫力，改善机体
抗病能力等［３］。本研究结果表明，对脐血ＣＩＫ细胞
体外增殖与杀瘤活性的影响，参芪扶正注射液组与
细胞因子组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而
细胞因子组、参芪扶正注射液组、细胞因子＋参芪扶
正注射液组各组分别与对照组比较差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０１），细胞因子＋参芪扶正注射液组优于
细胞因子组（Ｐ＜０．０１）。表明参芪扶正注射液与

ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１α、ＩＬ－２、ＣＤ３单抗在体外诱导的脐血

ＣＩＫ细胞具有更为显著的增殖和杀瘤作用。ＣＩＫ
细胞能分泌多种细胞因子，Ｇｒｉｔｚａｐｉｓ等研究发现，

ＣＩＫ细胞分泌的多种细胞因子能进一步提高免疫效
应细胞的细胞毒作用［４］；Ｌｏｐｅｚ等发现，ＣＤ５６＋细胞
高表达ＩＦＮ－γ和 ＴＮＦ－α［５］；Ｌａｄｅｒａｃｈ等也检测到

ＣＩＫ细胞能表达ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ及 ＴＮＦ［６］；蒋永新等
实验表明，脐血ＣＩＫ细胞在体外诱导培养过程中，
能分泌ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α［７］。本研究发现，参芪
扶正注射液在体外既能促进脐血ＣＩＫ细胞的增殖
及杀瘤活性，又能促进脐血ＣＩＫ细胞分泌ＩＦＮ－γ、

ＩＬ－２和ＴＮＦ－α因子，通过细胞间信号转导通路作
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用，这些细胞因子又促进ＣＩＫ细胞增殖﹑分化并分
泌细胞因子，ＣＩＫ细胞分泌细胞因子是以旁分泌或
自分泌形式作用于附近细胞或细胞因子作用于细胞

本身，这是参芪扶正注射液对脐血ＣＩＫ细胞体外增
殖及杀瘤的机理。这种分泌作用从第４天开始，但
要到１２～１４天才达到高峰，提示在临床应用时，回
输时间最好在１２天以后进行。

Ｓｃｈｍｉｄｔ－Ｗｏｌｆ采用细胞因子诱导杀伤细胞操
作复杂、试剂昂贵。本研究中参芪扶正注射液组只
用一种参芪扶正注射液与Ｓｃｈｍｉｄｔ－Ｗｏｌｆ诱导ＣＩＫ
细胞的细胞因子组进行对照研究，结果差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５），说明参芪扶正注射液在诱导

ＣＩＫ细胞方面具有与细胞因子相同的作用，且实验
操作简单、价格低廉。本研究为脐血ＣＩＫ细胞免疫
治疗提供了依据，为ＣＩＫ细胞的体外培养提供了新
的路径和方法，同时为中药参芪扶正注射液的扶正
作用提供了理论根据。本研究未与外周血作对照研
究，需进一步探讨。
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（上接第１２２５页）
来自原肠内胚层，舌前２／３的部分和胃上皮的病变
有密切的关系［８］。由上可知，舌与脾胃密切相关，若
脾胃有病，多能体现于舌上，可见舌诊在慢性胃炎诊
疗中是十分重要的。
本研究结果显示，各组之间存在的差异蛋白峰

能在一定程度上反映各组之间的区别，能从舌苔蛋
白质组学的角度反映慢性胃炎与正常对照组之间的

差别，可见慢性胃炎不同类型舌苔之间存在不同的
生物学特点，这可能是胃的病变以及机体病理状态
下人体整体机能改变在舌苔上的反映，说明ＳＥＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ技术对慢性胃炎不同类型舌苔蛋白的研
究具有一定的特异性。ＰＣＡ图分析发现，腻苔组与
非腻苔组、白腻苔组与黄腻苔组之间存在部分重叠。

ＲＯＣ曲线分析发现，腻苔组与非腻苔组、白腻苔组
与黄腻苔组之间的差异度一般，可能由于慢性胃炎
患者症情复杂，两组间的舌苔蛋白组成有部分相同，
需进一步研究。这些差异蛋白峰的具体功能有待进
一步确定。
这些差异蛋白峰的发现，为慢性胃炎的临床诊

断与辨证治疗提供了一定的实验依据，具有较好的临
床意义，也为中医舌诊的客观化发展提供了研究思

路。另外，ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ技术的灵敏度较高，可以
在疾病发生的极早期就检测到某些蛋白质的变化。
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