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摘要 目的：体外观察树突状细胞（dendritic cell，DC）联合细胞因子诱导的杀伤细胞（cytokine inducedkiller，CIK）对 K562/A细胞株

多药耐药基因 mdr1表达的影响。方法：采集健康人的外周血，分离出单个核细胞( peripheral blood mononuclear cell，PBMC )，在

体外加入多种细胞因子经诱导生成 DC及 CIK细胞，以流式细胞仪检测其表面标志，将 DC细胞内加入 K562/A细胞裂解物致敏

后，再与 CIK细胞混合培养 48小时。将致敏后的 DC-CIK细胞与 K562/A及 K562分组培养后以荧光定量 PCR检测其 mdr1基

因表达的情况，PBMC作为对照组。结果：RT-PCR中可见 K562/A+DC-CIK组中 mdr1 mRNA表达较 K562/A明显降低，经荧光定

量 PCR 观察到 K562/A 内 mdr1 mRNA 表达为 K562 的 10.27 倍、K562/A/PBMC 略低于未处理的 K562/A（P>0.05），
K562/A/DC-CIK细胞中 mdr1 mRNA含量较 K562/A、K562/A/PBMC少（P<0.05）。DC-CIK细胞与细胞株混合培养后，mdr1基因
表达较混合培养前明显降低。结论：实验数据显示 DC-CIK可使耐药细胞株内 mdr1基因表达下调。但 K562与 DC-CIK混合培养

后该基因降低不明显，提示该基因在细胞中存在着基础表达，意义在于维持细胞内稳态。目前针对逆转白血病耐药的研究较少，

需要多进行相关研究以拓宽细胞免疫治疗在逆转耐药领域的应用。DC-CIK是具有发展潜力的抗肿瘤方法。本实验将为下一阶段

研究逆转耐药的机制提供依据，DC-CIK细胞免疫疗法有望成为逆转肿瘤耐药的新方法。
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The Expression Effect of DC-CIK on K562/A Multidrug Resistance
Gene mdr1*

Observe the expression effect of dendritic cells (DC) combined with cytokine-induced killer cells (CIK) on

the multidrug resistance gene mdr1 of K562/A cell line . Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) isolated from

peripheral blood of healthy people were collected, and induced them to DC and CIK by mixing in a variety of cytokines,then detected

their surface markers by flow cytometry. Added cell lysates of K562/A to DC, and then made the sensitized DC culturing with CIK for 48

hours. Detected the expression of mdr1 gene by Quantitative PCR after sensitized DC-CIK were cultured with K562/A and K562
respectively, used PBMC as a control group. The mdr1 mRNA in K562 / A + DC-CIK group was significantly lower than K562 /

A group by RT-PCR. Through Quantitative PCR we observed that the expression of mdr1 mRNA in K562 / A group was 10.27 times

than K562 group, K562/A/PBMC group was slightly lower than the untreated K562/A group（P>0.05）, and K562/A/DC-CIK group was

lower than K562/A、K562/A/PBMC group（P<0.05）. The expression of mdr1 gene after mixed culture was significantly lower than

DC-CIK mixed culture with two cell lines before. The experimental datas showed that mdr1 gene in resistant cell lines can

be downregulated by DC-CIK. But this gene was not reduced significantly after K562 mixed culture with DC-CIK, and it suggesting that
there is basal gene expression in cells to maintain the intracellular homeostasis. The research about reversing resistance against leukemia

is few currently, need to conduct more research in order to broaden the immunotherapy field of application in reversing drug resistance.

DC-CIK is a anti-tumor approach with development potential. This experiment will provide a basis for the study of reversing drug

resistance mechanisms next phase , and DC-CIK cellular immunotherapy is expected to become a new way reversing tumor resistance.

The mothod is expected to become the leader in cancer treatment, it has broad prospects for development.
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前言

化疗是白血病临床治疗中最重要的方法之一。随着化疗药

物的长期作用，白血病细胞的耐药性被逐渐诱导，最终导致临

床治疗的失败。白血病的耐药形式主要以多药耐药（multidrug

resistance，MDR）为主，介导这一过程的为多药耐药基因 mdr1，
也是最为经典的途径[1,2]，目前已成为影响白血病预后的主要因

素[3]。因此，逆转耐药是白血病治疗中迫切需要解决的问题。为

解决这一难题人们不断努力寻找着各种逆转耐药的方法，从最

初的药物逆转发展到针对基因的逆转。但是各自又有诸多不足

之处目前尚未应用于临床。

随着免疫学、分子生物学及肿瘤医学的发展，过继免疫治

疗成为倍受瞩目的治疗手段，该方法是继放化疗后又一肿瘤治

疗的重要手段。已经成为肿瘤综合治疗的一部分[4]目前研究较

多的为 DC-CIK细胞免疫疗法。在白血病的临床治疗中我们发

现部分复发耐药患者经 DC-CIK治疗后，再次巩固化疗时，仍

可获得完全缓解，考虑该方法可以使耐药的白血病细胞对药物

变得敏感。

基于临床观察到的这种现象，我们以高表达 mdr1 的
K562/A细胞株为研究对象，应用荧光定量 PCR检测 DC-CIK

对多药耐药基因 mdr1表达的影响。DC-CIK细胞治疗作为一

种新型的医疗技术已被广泛用于肾癌、淋巴瘤、黑色素瘤等实

体肿瘤，并取得明显的疗效。该方法也在逐步应用于白血病的

治疗。

1 材料与方法

1.1 材料
K562/A 细胞株（购自中国医学科学院天津血液病研究

所）、K562细胞株（哈尔滨医科大学附属第一医院惠赠）、DC和
CIK细胞（哈尔滨医科大学附属第四医院生物治疗中心提供）

RPMI 1640培养液、10 %胎牛血清（美国 GIBCO公司）、双抗、

台盼蓝（美国 Sigma公司）、mdr1引物（上海生工生物工程技术

服务有限公司）、细胞计数板、MDF-U32V超低温、CK300-F200

倒置显微镜、5 %CO2培养箱、LightCyclerR480 II RT-PCR Syste-

rm instrumentPCR仪、低温高速离心机等。
1.2 方法
1.2.1 K562/A、K562细胞培养 将 K562/A及 K562细胞复苏
后重悬于含有 10 %胎牛血清的 RPMI-1640培养液（含 1 ‰双
抗），分别取细胞悬液与 0.4 %台盼蓝各 50 滋L混合，室温下染

色 2 min后加入到细胞计数板中应用公式：活细胞率（%）=活

细胞总数 /（活细胞总数 +死细胞总数）× 100 %，计算细胞存活

率，细胞活率 > 95 %，置于 37 ℃，5 % CO2培养箱中培养传代，

根据细胞生长情况隔日半量换液（K562/A培养时需加 0.1 mg /

mL的阿霉素以维持其耐药性，实验前需无药培养 1周）。
1.2.2 可溶性抗原制备 将 K562/A重悬于培养液中并计数，

-80 ℃，37 ℃反复冻融 3次，再经漩涡振荡器震荡至细胞破裂，

移入离心管中 5000 r / min，20 min 离心后取上清，并以 0.22

滋m滤器过滤备用。
1.2.3 DC-CIK细胞制备 将可溶性抗原按效靶比 10：1的比例

加入至培养 5 d 的 DC 细胞中继续培养 48 h，再将致敏后的
DC与 CIK以 1：3比例混合继续培养 3 d后收集并计数[5]。

1.2.4 DC-CIK与细胞株混合培养 将 K562 及 K562/A 以 1×
106 / L平行接种于六孔板中，分别加入 PBMC、DC-CIK细胞成

分（比例为 1：5），混匀后置于 37 ℃，5 % CO2培养箱中，隔日半

量换液，培养至第 7 d。
1.2.5 RT-PCR检测 mdr1 mRNA表达情况 收集共培养前后

各组细胞洗涤后以 Trizol裂解，加入 300 滋L三氯甲烷，震荡，
12000 r / min，10 min，4 ℃离心；保留氯仿层，加入与上清液等

量异丙醇使 RNA沉淀，12000 r / min，10 min，4 ℃离心。倒去上

清液，加入 1 mL 75 %乙醇，震荡，12000 r / min，10 min，4 ℃离

心，取出后 55 ℃开盖烘干。分别用 20 滋L0.1 % DEPC溶解烘干
的沉淀，混匀后取 17.5 滋L加入提前准备好的装有 1滋L oligo

(DT)的 EP管中。PCR仪更改体系为 19 滋L，70 ℃，5 min，完成

后取出，放入冰盒 2 min。准备 EP管，每管加入 1 滋L dNTP、0.5

滋L 逆转录酶、5 滋L buffer混匀。PCR更仪改体系为 25 ul，42

℃、60 min，93 ℃，3 min，逆转录成 cDNA置于 -20 ℃冰箱保存
（避免反复冻融）。mdr1上游引物：5'-TGTTCGTTTCCTTTAG-

GTCTTTCC-3'，下游引物：5'-CCCACCACCATATACAACTTG-
TCA -3'，扩增片段 254bp；GAPDH上游引物：5'-ACCCACTCC-

TCCACCTTTGAC-3'，下游引物：5'-TGGTTGAGCACAGGGT-
ACTTTATTG-3'，扩增片段 250 bp。取小 EP管按顺序加入 10

ul taq酶、2 滋L模板、目的基因或 GAPDH上、下游引物各 0.5

滋L、7 滋L去离子水，进行 PCR仪反应，设置循环参数如下：94

℃变性 30 s，55 ℃复性 30 s，72 ℃延伸 30 s，30 个循环，72 ℃

延伸 7 min，共 30个循环。扩增完毕后进行琼脂糖凝胶电泳并

采集图像。

1.2.6 荧光定量 PCR 检测 mdr1 的表达 设定体系为 20 滋L，

将对照组及实验组分别依照下列条件加样：10 滋L taq酶、目的

基因 mdr1上、下游引物各 0.5 ul、模板 2 滋L、去离子水 6 滋L、
SYBR GREEN 1 滋L逐个加入八连管，每个样本三个复孔。设置

与前述实验相同的 PCR循环条件，进行荧光定量 PCR检测，

以 GAPDH作为内参，获取相应 Ct值，重复三次试验。根据公

式计算数据 △Ct=Ct 目的 - Ct 内参，△△Ct=△Ct 目的 -△Ct 内参。若 2-△△Ct

﹥1，则提示 mdr1表达量升高，若 2-△△Ct﹤1，则提示 mdr1表达

量下降。

1.3 统计分析

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，样本间采用配对 t

检验。

2 结果
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2.1 DC、CIK细胞的光镜下形态

下图为倒置显微镜观察到的 DC、CIK细胞：DC 细胞大小
不一，体积较单个核细胞大，成团分布，表面不规则突起（见图

1）；CIK细胞形态不规则，呈梭形及类圆形，也可见到细胞成团

分布（见图 2）。

图 1 DC细胞光镜下形态（400倍）

Fig.1 The morphology of DC(× 400)

图 2 CIK细胞光镜下形态（200倍）

Fig.2 The morphology of CIK(× 200)

2.2 流式细胞仪检测 DC、CIK表面标志

流式细胞仪检测培养至 7 d的 DC细胞各表面标志所占阳
性比为：CD3+（2.72 %）、CD83+（26.4 %）、CD86+（99.7 %）、
HLA-DR+（99.5 %）、CD14+仅占（0.34 %）；培养至 14 d 的 CIK

细胞显示：CD3+（96.9 %）、CD4+（21.5 %）、CD8+（66.4 %）、
CD3+CD8+（64.7 %）、CD3+CD56+（28.7 %）。
2.3 RT-PCR检测细胞内 mdr1 mRNA表达的变化

目的基因产物大小为 254 bp、细胞内参照为 GAPDH产物

大小为 250 bp。（图 3）可见在 K562、K562+PBMC、K562+DC-C-

IK所处的泳道处 mdr1基因条带无明显变化；K562/A+DC-CIK

泳道处的 mdr1 mRNA荧光强度明显较 K562/A及 K562/A+DC

-CIK处减弱。

图 3 K562、K562/A与 PBMC及 DC-CIK混合培养前后 mdr1基因表

达的变化

Fig.3 The change of mdr1 gene expression before and after K562 and

K562 / A mixed culture with PBMC and DC-CIK

表 1 各组细胞内 mdr1 mRNA含量的变化

Table 1 The change of mdr1 mRNA content in every group of cells

Group MDR1 Ct x ± s GAPDH x ± s MDR1 2-△△Ct

K562 24.08± 1.05 19.53± 1.26 1

K562+PBMC 25.03± 0.79 20.56± 2.12 1.06△

K562+DC-CIK 24.01± 1.78 19.36± 1.45 0.93△

K562/A 21.25± 1.13 20.16± 1.01 10.27△

K562/A+PBMC 22.46± 2.14 21.16± 1.16 9.51△▲

K562/A+DC-CIK 23.05± 3.27 20.89± 2.07 5.24△▲

注：▲与 K562比较，△与 K562/A比较。

Note：▲Compared with K562, △Compared with K562/A.

2.4 荧光定量 PCR检测细胞内 mdr1 mRNA表达的变化

（表 1）中 K562 为低表达对照、K562/A 为高表达对照；
PBMC为对照组、DC-CIK为实验。荧光定量 PCR可明确各组

细胞内 mdr1 mRNA 含量，耐药细胞内 mdr1 mRNA 表达为
K562 的 10.27 倍、K562/A/PBMC 略低于未处理的 K562/A

（P>0.05），K562/A/DC-CIK 细 胞 中 mdr1 mRNA 含 量 较

K562/A、K562/A/PBMC 较少（P<0.05）有统计学意义，但 mdr1

mRNA含量仍高于对照组。

3 讨论

Markus等人[6]随机对成人的急性髓系白血病患者进行了

检测，结果发现高表达 mdr1的患者完全缓解率较低，预后较

差。研究发现[7,8]多次化疗的白血病患者 P-gp表达较初发患者
高 50%，化疗后 P-糖蛋白表达增多、功能增强，且相关基因表

达也明显上调。
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图 4 K562、K562/A与 PBMC及 DC-CIK混合培养前后 mdr1 mRNA

含量的变化

Fig.4 The change of mdr1 mRNA content before and after K562 and K562

/ A mixed culture with PBMC and DC-CIK

mdr1基因在正常组织细胞中均有表达，它所编码的 P-糖

蛋白嵌于细胞膜表面形成具有外排功能的“泵”，还具有分泌、

脂质转运等功能，其中以逆向转运功能为主，其生理意义在于

防止内源性或外源性脂溶性物质如某些细胞代谢产物、毒物等

在胞内积聚对细胞造成毒性损害，从而保持细胞内环境的相对

稳定[9-11]。一些脂溶性及天然来源的药物可诱导 P-糖蛋白表达，

易导致交叉耐药性的产生，如蒽环类药物、长春碱等药物。因此

有效降低该基因成为白血病临床治疗中的突破口。

DC-CIK细胞免疫疗法是国际公认的具有直接杀伤肿瘤细

胞作用的手段。树突状细胞（dendritic cell，DC）是已知的机体内

功能最强的抗原递呈细胞，未成熟 DC细胞可捕获抗原，成熟
DC则可将先前捕获到的抗原信息呈递给 T细胞，激活抗原相

关的主要组织相容性复合体（MHC）限制性免疫应答[12]。细胞因

子诱导的杀伤细胞（cytokine induced killer cell，CIK），是一种非
MHC限制性的免疫活性细胞，同时具有 T淋巴细胞抗瘤活性

和 NK细胞非 MHC 限制性杀瘤的特点，具有广谱抗肿瘤能

力[13，14]。二者混合培养，DC细胞的增殖速度及表面标志均发生
变化 [15]，DC细胞的成熟可促进细胞因子的分泌及 CIK细胞的

增殖，并可增强其对靶细胞的杀伤活性，另外也可降低 CIK细

胞群中抑制性 T细胞的表达，在机体免疫功能低下时，仍可发

挥抗肿瘤活性。

DC-CIK细胞免疫疗法目前在白血病方面应用大多停留在
清除微小残留病及预防移植后复发上，在耐药基因方面的研究

比较少。有文献表明[16]，DC细胞可能通过竞争性抑制 P-gp上
ATP位点，而影响 P-gp泵功能，使细胞与化疗药物结合后药物

外排减少。Min Dong等[17]用低剂量化疗联合自体 DC-CIK治疗

老年髓系白血病，观察到患者血清中 T细胞亚群和细胞因子均
较治疗前升高，临床入组患者中细胞免疫联合化疗组缓解率明

显高于单用化疗组。DC-CIK在培养过程中可以分泌一些细胞

因子如 琢-INF、TNF-琢、IL-2 等，有文献报道[18]这些细胞因子可

通过改变细胞膜的脂质组成、影响 P糖蛋白的活性来增强肿瘤

细胞对化疗的敏感性。另外，这些细胞因子还具有促进凋亡的

作用。Rosell R等人[19]利用 琢-INF来提高肺癌对化疗敏感性，研

究表明 琢-INF可能通过直接抑制 P糖蛋白功能活性、改变细胞

膜通透性，也可通过抑制蛋白质合成，使 P糖蛋白合成减少来

提高细胞对药物的聚集能力从而发挥逆转耐药作用。贾庆瑞等

人[20]以 IL-2结合化疗来治疗白血病患者，治疗后检测发现白血

病细胞中 P-gp 及 LRP 表达降低。付劲蓉等人 [21]以 IL-4处理
HL-60/VCR后发现细胞株中 P-gp表达降低。另有文献表明[22]，

二者混合培养后可通过降低 CIK 中免疫抑制 T 细胞
(CD4+CD25+细胞)的数量及其分泌的细胞因子 IL-10，增强抗肿
瘤免疫细胞的作用。

本实验以 PBMC作为对照组，DC-CIK组为实验组，观察

到各组 K562细胞内的 mdr1 mRNA始终处于低表达状态，该

基因在正常组织细胞中均与表达。PBMC组中 K562/A细胞内
mdr1 mRNA表达较未处理 K562/A略低，初步考虑由于耐药细

胞株在培养时脱离药物压力所引起的该基因下调[23]。DC-CIK

组中 K562/A mdr1 mRNA 含量明显降低。综合本实验结论

DC-CIK细胞可以降低耐药细胞 K562/A中 mdr1 mRNA 的含

量，mdr1 mRNA的降低可能与上述这些因素有关。

白血病细胞的耐药机制与 mdr1基因关系密切，因此有效

降低该基因是逆转耐药的首要问题。本实验中 DC-CIK细胞可

有效降低耐药细胞株内 mdr1 mRNA的含量，这将为临床治疗

及下一步实验提供了依据。接下来我们将该实验重复于人白血

病细胞，并通过扩大样本量，来观察逆转效果。同时 DC-CIK逆

转耐药的机制也是我们下一步所要解决的问题。

白血病细胞的耐药一直困扰着临床治疗。发现有效的逆转

方法是目前需要解决的问题，在今后的临床工作中应不断发现

及探索更为有效的方法，从而为临床治疗及克服耐药提供新的

思路。关于 DC-CIK逆转耐药方面我们研究较少，DC-CIK细胞

作为一种肿瘤治疗的新手段，因其杀瘤活性高、副作用小等特

点被纳入肿瘤的临床治疗。这一方法具有很广阔的应用前景，

我们应进行更深入的研究。
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