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血清体积分数对人细胞因子诱导杀伤细胞增殖的影响**
★
 

任思坡，韩光宇，拾  莉，谭  昆，耿跃春，杨钦湘，王  健 

Effects of serum concentration on the proliferation of human cytokine induced killer cells    

Ren Si-po, Han Guang-yu, Shi Li, Tan Kun, Geng Yue-chun, Yang Qin-xiang, Wang Jian 

Abstract 

BACKGROUND: Cytokine induced killer (CIK) cells are cultured mostly in 10% serum, but there have been few studies 

describing the effects of serum concentration on growth characteristics of CIK cells.  

OBJECTIVE: To investigate the proliferation of CIK cells in different concentrations of serum. 

METHODS: CIK cells were cultured with 10%, 20% and 30% fetal bovine serum supplemented with recombinant human 

interleukin (IL-2). The effects of serum concentration on cell cycle were analyzed using flow cytometry. The proliferation of CIK in 

different concentrations of serum was determined by MTT assay and the growth characteristics of CIK cells were observed.  

RESULTS AND CONCLUSION: The proliferation rate and proliferation index of CIK cells were the lowest in 10% serum and 

highest in 30% serum. There was statistical significance in proliferation rate among three groups (P < 0.05 or P < 0.01). The 

proliferation of CIK cells cultured are serum concentration-dependent in vitro. 

 

Ren SP, Han GY, Shi L, Tan K, Geng YC, Yang QX, Wang J. Effects of serum concentration on the proliferation of human 

cytokine induced killer cells. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(41): 7689-7692.     

[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 

摘要 

背景：细胞因子诱导的杀伤细胞的培养多采用体积分数 10%的血清，但关于血清体积分数对其生长特性的影响少有报道。 

目的：观察细胞因子诱导的杀伤细胞在不同血清体积分数培养液中的增殖情况。 

方法：分别配制血清体积分数为 10%，20%和 30% +重组人白细胞介素 2等细胞因子的完全培养液培养人细胞因子诱导的

杀伤细胞，使用流式细胞仪分析血清体积分数对细胞周期的影响，通过 MTT法检测细胞因子诱导的杀伤细胞在不同血清体

积分数培养液中的增殖，并观察细胞因子诱导的杀伤细胞的生长状态。 

结果与结论：细胞因子诱导的杀伤细胞在体积分数 10%血清培养液中增殖速率和增殖指数均最低，在体积分数 30%血清培

养液中最高，3组细胞的不同时间点的增殖速率差异均有显著性意义(P < 0.05或 P < 0.01)。结果证实，体外培养的细胞因

子诱导的杀伤细胞的增殖具有血清体积分数依赖性，高血清体积分数培养液的促细胞因子诱导的杀伤细胞增殖效应明显。  

关键词：血清体积分数；细胞因子诱导的杀伤细胞；增殖；细胞培养；组织工程 
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0  引言 

 

国内外研究报道的细胞因子诱导的杀伤细

胞(cytokine-induced killer, CIK)体外培养多采

用含体积分数10%血清的培养液
[1-3]
。血清中含

有细胞生长、增殖所必需的营养成分和生长因

子，可以促进CIK细胞的生长，是体外培养CIK

细胞必不可缺的成分
[4-7]
，但是关于血清体积分

数对CIK细胞的细胞周期和增殖影响的研究则

少见报道。鉴于此，实验观察了体外培养的人

CIK细胞在不同血清体积分数培养液中的增殖

情况。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外实验。 

时间及地点：于2009-05/2010-02在徐州

市医学科学研究所细胞实验室完成。 

材料： 

人CIK细胞：收集徐州市医学科学研究所的

健康志愿者的外周血，由本室分离单个核细胞

并诱导为CIK细胞。 

主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

试剂及仪器 来源 

RPMI 1640培养液 

Ficoll、小牛血清 

 

酶联免疫分析仪 

重组人干扰素 γ (recombinant

human interferon γ, rhIFN-γ)

重组人白细胞介素 1, 2 

(recombinant human 

interleukin-1, 2, rhIL-1, 2) 

鼠抗人 CD3单克隆抗体 

流式细胞仪  

美国 Gibco公司 

天津灏洋生物制品 

科技有限责任公司 

美国 Bio-RAD公司 

厦门特宝公司 

 

 

上海欣百诺生物公司 

 

武汉生物制品研究所 

美国 BD公司 
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实验方法： 

外周血单个核细胞的收集：采集健康志愿者外周血，

用肝素抗凝后，以Ficoll淋巴细胞分离液分离获得单个核

细胞，用RPMI 1640培养液洗涤3次，调整细胞浓度为  

5×10
9
 L

-1
，贴壁培养30 min，收集非黏附细胞，         

1 000 r/min，离心10 min，弃上清备用
[8]
。  

流式细胞仪检测CIK细胞的细胞周期：将取收集的非黏

附细胞分别用3种不同血清体积分数的培养液稀释
[9]
。实

验分3组，每组分别采用体积分数10%，20%及30%小

牛血清的1640培养液培养CIK细胞，每组接种6瓶。每

瓶的细胞浓度均调整为 1×10
9 

L
-1
。加入 rhIFN-γ          

1 000 U/mL，放置于37 ℃、体积分数5% CO2孵育箱中

培养24 h后加入rhIL-1 100 U/mL，rhIL-2 800 U/mL，

CD3McAb 200 μg/L，继续培养。以后每隔3 d更换2/3

新鲜培养液，并补加rhIL-1和rhIL-2
[10-16]

。 

培养至第7天每组收集3×10
6
个细胞，乙醇法固定，

PBS洗去乙醇，1 000 r/min离心5 min，加入PBS制备

成2×10
9
 L

-1
细胞悬液，加入等体积的碘化丙啶染液和

RNase-A至终浓度为50 mg/L，避光染色20 min，流式

细胞仪进行细胞周期分析，所用软件为BD FACSort 

Cell Quest (美国BD公司)。 

 

 

 

MTT检测CIK细胞增殖能力：取收集的非黏附细胞分别

用3种不同血清体积分数(10%，20%和30%)的培养液稀

释，调整细胞浓度为1×10
8
 L

-1
，每种血清体积分数接种

1块96孔板，200 μL/孔，同时设空白对照孔(只添加培养

液，不接种细胞)，共接种3块96孔板，分别用于接种后

2，4，6，8，10，12和14 d检测，每种培养液在每个

检测时间点检测12孔细胞，另外每个孔板设无细胞培养

液空白对照12孔。分别于接种后第4，7，11 d各换液1

次。 

分别于培养第2，4，6，8，10，12和14天后，

每板各取其中12孔进行检测，每孔加质量浓度5 g/L 

MTT溶液20 μL，培养4 h，弃去孔内液体，每孔加

DMSO试剂150 μL，振荡10 min，使用酶联免疫检测

仪测量各孔在490 nm波长的吸光度值，结果取平均

值
[17]
。 

细胞的生长状态观察：倒置光学显微镜观察细胞的生

长状态，每日观察3块96孔板中细胞的生长状态，细胞

浓度变化，对比细胞的形态、大小和折光度等。 

主要观察指标：培养的CIK细胞的增殖情况和形

态。 

统计学分析：计量资料以x
_

±s表示，应用SPSS 16.0

统计学软件进行数据分析，组间数据差异比较采用单因

素方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  不同体积分数血清培养液对CIK细胞细胞周期的

影响  与体积分数10%组比较，体积分数20%和30%组

CIK细胞增殖指数明显升高(P < 0.05或P < 0.01)；与

20%组比较， 30%组CIK细胞增殖指数明显升高      

(P < 0.01)。流式细胞仪检测结果见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  不同体积分数血清培养液对CIK细胞生长状态的

影响  通过倒置光学显微镜每天观察发现随着培养天

数的增加，各组细胞均出现集落生长，血清体积分数

30%组和20%组的细胞集落分布不均匀，10%组的细胞

集落分布较均匀，但30%组的细胞集落最大，20%组的

次之，10%组最小。体积分数30%组的CIK细胞折光度

最好，细胞体积最大，细胞核最大。见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  不同体积分数血清培养液对细胞增殖的影响  细

胞增殖在生长早期不明显。随着细胞进入对数生长期，

不同血清体积分数培养液对细胞增殖的影响开始显现，

表 1  不同血清体积分数培养液对 CIK细胞周期的影响
Table 1  Effect of different serum concentrations on cell cycle of 

cytokine induced killer cells            (x
_

±s, n=6, %)

a
P < 0.05, 

b
P < 0.01, vs. 10% group; 

c
P < 0.01, vs. 20% group 

Serum 

concentration
G0+G1 S G2+M 

Proliferation 

index 

 

10% 

 

65.01±0.52

 

28.11±0.65 

 

6.87±0.66

 

34.99±0.45 

20% 55.80±1.07 34.07±0.96 10.13±0.75 44.20±0.83
a

30% 39.23±1.58 45.52±1.32 15.22±1.65 60.77±1.34
bc

细胞增殖指数(PI)=(S+G2+M)/ (G0+G1+S+G2+M)

a: 10% serum               b: 20% serum 

Figure 1  Morphology of cytokine induced killer cells cultured
for 6 d (×100) 

图 1  培养至第 6天各组 CIK细胞形态(×100) 

c: 30% serum  
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各血清组随着培养时间的延长，细胞浓度均增大。3种

不同体积分数的血清培养液之间平均吸光度值在培养

的第2天差异无显著性意义(P > 0.05)。培养4~14 d，3

组平均吸光度值差异均具有显著性意义(P < 0.05或   

P < 0.01)。这表明血清对细胞的增殖在早期并不明显，

随着细胞进入对数生长期，血清体积分数对细胞增殖的

影响开始明显。见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

CIK细胞是由白细胞介素1、2、IFN-γ和CD3单克隆

抗体等多种细胞因子诱导而成的对多种肿瘤细胞具有

杀伤活性的细胞毒性T细胞，其溶瘤活性具有非MHC限

制性，CIK细胞在体内归巢于脾脏、淋巴结等，可特异

地聚集于肿瘤局部发挥抗肿瘤作用。有研究显示，CIK

细胞对于大部分恶性肿瘤均有较好的治疗作用
[18-20]

，其

治疗效果与回输的CIK细胞数量及细胞活力有密切关

系。目前有文献报道经加入白细胞介素2等细胞因子诱

导CIK细胞可扩增数倍至数百倍
[14-16, 18-21]

，如能改进培

养方法使CIK细胞扩增更多倍数将会进一步提高CIK细

胞的杀瘤效果。 

血清是细胞培养中的天然培养基，在细胞培养中有

十分重要的作用
[22]
，它不但可以供给细胞增殖和维持细

胞生长所需的大多数因子，几乎可促进所有类型细胞生

长，而且使用添加血清的培养基可以减少培养各类型新

细胞所需时间
[22]
。因此实验分别观察了血清体积分数对

CIK细胞的细胞周期、细胞增殖能力和生长状态的影

响。 

实验结果显示，随着血清体积分数的升高，G1%明

显下降，而S%+(G2+M)%明显升高。结果表明血清体积

分数对CIK细胞的细胞周期和增殖都有影响提高血清体

积分数可使CIK细胞的G1期缩短，刺激CIK细胞从G1期

向S期快速过渡，使细胞整个增殖周期缩短，从而促进

CIK细胞的增殖。同时通过倒置光显微镜观察发现高血

清体积分数组CIK细胞的折光度和细胞形态明显好于低

血清体积分数组。实验结果说明血清体积分数越高CIK

细胞的增殖效果越明显且细胞形态越好，但在培养过程

中还需考虑成本的问题，因此实验在CIK细胞的培养过

程中可以根据实际情况适当的提高血清体积分数。 

综上所述，提高培养液的血清体积分数可以使CIK

细胞增殖速度加快，细胞生长状态更好。但进一步研究

增大血清体积分数是否会有致瘤性，以及增大血清体积

分数是否会对CIK细胞的杀伤肿瘤细胞，这些问题将在

未来实验进一步观察。 
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4  压力作用下牙周组织护骨素与Wnt-1的表达 

秦明群(桂林医学院附属医院，广西壮族自治区

桂林市  541001) 

推荐理由：正畸力作用后牙槽骨压力区破

骨活跃，骨质吸收，张力区成骨活跃，有新骨

形成，即压力侧和张力侧表现为不同的骨代谢

活性。在大鼠正畸牙移动中，护骨素在压力侧

骨吸收部位发挥了重要的防御作用，抑制破骨

细胞的生成，防止牙槽骨的过度吸收。目前研

究已证实正畸骨改建与护骨素密切相关。成骨

细胞通过护骨素来影响破骨细胞的生成，成骨

细胞分泌的护骨素作为RANKL的假受体，竞争

性地结合RANKL，可抑制破骨细胞性骨吸收，

从而调节骨吸收和骨形成的动态平衡。目前研

究表明，Wnt-1，Wnt-3a，Wnt-4，Wnt-5a与

成骨活性相关，而其是否在正畸骨改建中表达

及与护骨素关系如何尚未有报道。实验从分子

和蛋白水平检测Wnt-1和护骨素在正畸大鼠牙

周组织压力侧的表达。见2011年11期2009- 

2012页。 

 

5  增龄因素与压力侧牙周组织Wnt-1及护骨素

的表达 

许连静(桂林医学院，广西壮族自治区桂林市  

541004) 

推荐理由：护骨素是一种参与骨密度调节

的分泌性蛋白质，仅在骨髓系统内部发挥作用，

能够抑制破骨细胞生成，促进骨形成，并维持

牙槽骨改建的动态平衡。研究发现增龄因素对

护骨素表达具有重要影响。Wnt信号对成骨细胞

和破骨细胞具有双向调节作用，Wnt-1是其家族

中与骨形成密切相关的因子之一，而Wnt-1是否

也在正畸骨改建中表达以及是否与护骨素一样

受到增龄因素的影响尚未阐明。实验通过对6，

24周龄大鼠压力侧护骨素、Wnt-1表达的检测发

现，增龄因素对护骨素在牙周组织中的表达和

对破骨细胞生成具有调节作用，为进一步探讨

有效利用护骨素来控制正畸牙的移动速度提供

依据。见2011年7期1174-1178页。 

 

6  血小板衍化生长因子β对体外人牙周膜细胞

增殖分化的影响 

林景广(辽宁医学院附属第二医院暨附属口腔

医院，辽宁省锦州市  121000) 

推荐理由：如何促进牙髓、牙体硬组织以

及牙周组织的生理性修复和再生是已成为牙周

病治疗的重点和难点。牙周组织的修复和重建，

有赖于残余牙周膜中牙周韧带细胞在多种生物

介质调控下，完成分裂、趋化、分化和细胞外

基质生物合成等一系列关键的细胞活动。在此

过程中首先要有一定数量的健康的牙周膜细

胞，而生长因子恰能增强这些细胞的增殖活性。

血小板衍化生长因子β对于碱性磷酸酶阳性和

阴性的细胞均表现出强大的趋化作用，并能刺

激DNA以及胶原和非胶原蛋白的合成，从而促

进组织的再生。实验观察了血小板衍化生长因

子β在人牙周膜成纤维细胞增殖过程中的作用。

见2011年2期265-268页。 

 

7  正畸牙移动过程中牙周组织白细胞介素8的

表达 

潘  旭(新疆医科大学第一附属医院口腔正畸

科, 新疆维吾尔自治区乌鲁木齐市   830054) 

推荐理由：在正畸牙齿移动过程中，牙周

组织的改建是牙齿受力后激活牙周组织内的成

骨细胞和破骨细胞，激发牙周组织的炎性反应，

从而导致牙周组织发生改建，压力侧牙槽骨吸

收，张力侧牙槽骨增生，使牙齿移动到新的位

置达到矫治目的。故不少学者认为正畸牙移动

实质是一个牙周组织的慢性炎症反应性生理过

程，常用牙周炎性细胞因子来研究正畸牙移动。

白细胞介素8作为一种与骨改建相关的炎性细

胞因子，参与牙周组织的改建，促进牙槽骨的

吸收，是骨吸收的标志物之一。目前尚未见到

白细胞介素8在正畸牙移动过程中牙周组织表

达的研究。实验通过观察正畸力作用下白细胞

介素8在大鼠牙周组织表达的变化规律，探讨其

在牙周组织改建中的作用。见2011年20期

3737-3740页。 

 

8  2型糖尿病伴牙周病大鼠牙槽骨中转化生长

因子β1 mRNA的表达 

曲 攀(辽宁医学院附属第二医院，辽宁省锦州

市  121000) 

推荐理由：糖尿病可以增加牙周病的发病

风险，可引起牙槽骨骨吸收增强，新骨形成缓

慢，牙槽骨丧失，骨皮质变薄，其表面成骨细

胞数量减少，而血糖的良好控制能促进牙周的

康复。但是，糖尿病促进牙周病变的具体机制

尚未阐明。实验通过对大鼠牙槽骨转化生长因

子β1 mRNA表达及根尖区骨密度变化的测定，

探究2型糖尿病促进牙周病变的机制。结果提示

2型糖尿病可能通过转化生长因子β1的过表达

来促进牙槽骨骨质疏松，进而说明2型糖尿病可

能通过转化生长因子β1的过表达来促进牙周病

变。为2型糖尿病患者骨质疏松和牙周病变的发

病机制和后续的治疗奠定了基础。见2010年46

期8576-8580页。 

 
详见: www.crter.org/Html/2011_10_ 13/2_ 
64024_ 2011_10_13_170349.html 
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