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胃癌患者外周血 DCs细胞表型变化研究
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　　提　要:目的　研究胃癌患者外周血树突状细胞(DCs)细胞表型表达水平 ,与正常人 DCs 细胞表型表达进行比较并

分析其临床意义。方法　分离培养胃癌患者及正常人外周血 DCs , 流式细胞仪检测细胞表型表达变化。结果　培养第 3

天 , DCs细胞表型表达均较低 , 两组之间差异不显著;培养第 7天 , 两组培养 DCs细胞表型表达均较第 3 天显著升高 , 且两

组之间差异非常显著;培养第 12 天 , DCs表型表达较培养第 3天差异非常显著 , 较培养第 7 天差异不显著 , 两组之间差异

显著。结论　外周血培养 DCs的细胞表型表达随培养时间推移而升高 , 至细胞成熟时趋于稳定;胃癌患者 DCs 细胞表型

表达较正常人显著降低 ,了解胃癌患者体内 DCs 细胞表型表达水平 ,对评判患者预后及生物治疗疗效有一定的参考价值。
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　　Abstract:Objective　To study the expression levels of dendritic cell surface phenotypes in peripheral blood

from gastric cancer patients and normal people and the clinical significance.Methods　Dendritic cells isolated from

the peripheral blood of gastric cancer patients and normal people were cultured.The changes in expression of the phe-

notypes at different time points were detected by flow cytometry.Results　At 3 d after cell culture , the expression

levels of dendritic cell phenotypes in the two groups were very low , but no significant difference was found between

the two groups.At 7 d after cell culture , the expression levels of the phenotypes of the two groups were significantly

higher than those at 3 d , and significant difference was found between the two groups.At 12 d after cell culture , the

expression levels of the phenotypes were significantly higher than those at 3 d , but were not significantly different from

those at 7 d.Significant difference was also found between the two groups at 12 d.Conclusion　The expression lev-

els of the phenotypes of peripheral blood dendritic cells increase in a time-dependent manner.When the cells become

mature , the expression levels of the cell phenotypes tend to be stable.The phenotype expression level of dendritic

cells from gastric cancer patients is significantly lower than that f rom normal dendritic cells.Detection of the expres-

sion level of phenotypes of dentritic cells can be helpful for the judgment of prognosis and evaluation of the therapeutic

efficacy of biotherapy.
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　　胃癌是常见消化道恶性肿瘤之一 ,严重威胁人类

的健康 ,其术后 5年生存率仍仅为 30%左右。如何提

高胃癌患者的长期生存率是目前研究的重要课题 。生

物治疗成为继手术 、放疗 、化疗后的第 4种肿瘤治疗手

段 ,其目的是诱导机体产生特异性抗肿瘤免疫反应。
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而树突状细胞(dendritic cells , DCs)是机体最有效的专

职抗原递呈细胞 ,捕获抗原 、加工处理后将抗原信息递

呈给淋巴细胞 ,激发后续特异性细胞和体液免疫反应 。

DCs细胞表型的变化直接影响到患者的免疫功能状态 。

因此 ,确定胃癌患者体内 DCs细胞表型表达水平及其变

化规律 ,在对胃癌患者的机体免疫状态评价及术后生物

治疗方案确定方面有着重要的参考价值 。因此 ,我们对

胃癌患者外周血DCs表型变化进行检测 ,了解其变化规

律 ,为胃癌生物治疗提供理论基础和实验依据。
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1　对象和方法

1.1　研究对象
　　我科室收治胃癌病例共 20 例 , 所有病例均经术后病理检

查明确诊断。其中男性 12 例 ,女性 8 例 , 年龄最大 69岁 , 最小

27 岁。对照组为健康献血员 20 名。

1.2　主要试剂及仪器
　　DMEM 培养基(Gibco , USA);重组人 GM-CSF、IL-4 、TNF-α

(Sigma , USA);淋巴细胞分离液(TDB);抗人 CD80 、CD86、HLA-DR

单克隆抗体(Gibco , USA);流式细胞仪(Beckman , USA)。

1.3　外周血DC培养

　　无菌取胃癌患者及献血员外周静脉血 40 ml , 肝素抗凝;50

ml离心管中分别加淋巴细胞分离液 20 ml , 缓慢沿离心管壁加

入抗凝血 20 ml , 2 500 r min ,离心 30 min;离心后管内由上至下

分为血清 、单个核细胞 、淋巴细胞分离液 、红细胞 4 个带;吸取

单个核细胞 , 1 500 r min , 离心 10 min , 弃上清;分别以 1 500、

1 000 r min离心 5 min , PBS 洗细胞 2 次;获得 PBMC , 用 DMEM 完

全培养基悬浮细胞 , 37 ℃, 5%CO2 浓度孵箱培养 2 ～ 3 h;收集

贴壁单个核细胞 , DMEM 完全培养基培养;培养2 h 后加入细胞

因子 GM-CSF及 IL-4 h , 培养 72 h 追加 1 次;培养 6 d 后加入

TNF-α。

1.4　细胞形态观察及表型检测
　　分别于培养第 3、7 、12 天观察细胞形态并收获 DCs , PBS

1 000 r min , 10 min离心洗涤1 次 , 弃上清;PBS 重悬细胞后 , 分

别加入 4个试管 , 每管 500μl , 分别加入 CD80、CD86、HLA-DR及

IgG1 直标荧光抗体 15 μl , 4 ℃ 30 min 避光染色 , 流式细胞仪检

测。

1.5　统计学分析
　　所得数据取平均值 ,以 x±s 表示 , 采用SPSS 统计软件进行

方差分析。

2　结果

2.1　培养 DCs的形态学变化

　　正常人外周血 DCs 培养第 3 天观察 , 细胞表面有少量毛刺

样突起形成 , 细胞形态比较规则 , 胞膜完整 、清晰 , 部分细胞聚

集成团生长;培养第 7 天观察 ,细胞悬浮生长 , 形态规则 , 细胞

表面有大量毛刺样突起形成 , 细胞散在(图 1);培养第 12 天观

察 ,培养 DCs体积增大 , 悬浮生长 , 细胞表面毛刺多 、清晰。 在

培养的各个不同时相点观察 ,胃癌患者外周血与正常献血员外

周血培养 DCs 比较 ,细胞体积无明显差异 , 但细胞数量较少 , 表

面毛刺样突起不如正常人 DCs明显。

2.2　培养 DCs细胞表型检测

　　培养第 3 天 , 胃癌患者及正常人外周血 DCs 细胞表型

CD80、CD86 、HLA-DR表达均低 ,且两组之间相差不显著;随培养

时间的推移 ,培养 DCs 细胞表型表达逐渐升高 , 至培养第 7 天 ,

胃癌患者及正常人外周血 DCs 细胞表型表达均较第 3 天显著

增高 ,且两组之间相差非常显著;培养第 12天 , DCs 细胞表型表

达与第 3 天比较差别非常显著 , 与培养第 7 天比较差别不显

著 ,两组之间比较差异显著(表 1)。

图 1　正常人外周血来源 DCs培养第 7天 ,细胞表面毛刺样突起明

显　(倒置显微镜×200)

Fig 1　Dendritic prominency on the surface of dendritic cells from normal

blood at 7 d after culture　(Inverted microscope ×200)

表 1　胃癌患者及正常人外周血 DCs细胞表型变化

比较( x±s , %)(n=20)

Tab 1　Changes in phenotypes of DCs in peripheral blood from gastric

cancer patients and normal people( x±s , %)(n=20)

Gastric cancer group Normal group

CD80 CD86 HLADR CD80 CD86 HLADR

3 d 11.2±1.5 13.1±1.3 12.3±1.8 11.8±1.7 13.6±2.3 13.1±1.7

7 d 68.7±7.3＊＊ 62.1±9.7＊＊ 58.3±13.2＊＊ 83.2±8.5 75.3±12.2 77.6±9.5

12 d 69.4±8.1＊＊ 63.2±7.6＊＊ 59.8±13.4＊＊ 85.3±6.2 77.2±3.8 79.8±5.1

F=19.73 , ＊＊:P<0.01 , vs normal group

3　讨论

　　胃癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤 ,其术后 5

年生存率仍然很低 ,如何努力提高胃癌患者的生存率 ,

已成为近年来学者们研究的热点与重点 。其中生物治

疗因其疗效的显著 ,给人们克服恶性肿瘤的威胁带来

新的希望
[ 1]
。树突状细胞作为机体内专职的抗原提呈

细胞 ,在摄取 、提呈抗原及激发后续特异性抗肿瘤免疫

反应中发挥着不可替代的重要作用
[ 2]
。而在树突状细

胞处理提呈抗原过程中 , 其表面分子 CD80 、CD86 、

HLA-DR等的表达水平又起到重要的制约作用 ,直接

关系到 DCs 免疫激发的功能状态 。其中 CD80 、CD86

作为 DC 激活 T 淋巴细胞过程中的重要共刺激分子 ,

作用尤为重要 ,其表达水平如何 ,标志着DCs免疫激活

能力状态的高低
[ 3 ,4]
。因此 ,测定胃癌患者体内 DCs细

胞表面分子的表达水平 ,对正确判断患者的预后及确定

相应生物治疗方案 ,有一定的参考价值。在该实验中 ,

我们对胃癌患者外周血分离培养的 DCs细胞表型表达

进行了检测 ,发现随着 DCs的逐渐成熟 ,其表面分子的

表达量逐渐升高 ,至细胞成熟时其表达量趋于稳定。但

在其整个培养成熟的过程中 ,其表面分子的表达水平明
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1.2　实验材料
　　PMA、Ionomycin 、BFA 及 CD3-TC 、CD8-FITC、IFN-γ-PE、IL4-

PE、FIX&PERM FIXATION 均购于美国 Caltag 公司。

1.3　实验方法
　　取空腹静脉血 2 ml肝素抗凝。取 100 μl血液 ,加入 100 μl

RPMI1640 , 5 μl PMA工作液 , 4 μl Ionomycin 工作液 , 4 μl BFA 工

作液 ,混匀;37 ℃培养箱培养4～ 6 h;加入10μl CD3-TC和 10μl

CD8-FITC , 静置 15 min;分成 2 管 , 每管中加入 100 μl Reagent A

固定剂 ,静置 15 min 后加入PBS , 1 200 r min 离心5 min ,去上清;

每管中加入 100μl Reagent B透膜剂 , 同时加入相应抗体 10μl ,

静置15 min后加入 PBS 离心 , 去上清;0.5 ml PBS 重悬细胞。上

机检测:TH1 为 CD3+CD8- IFN-γ+, TH2为 CD3+CD8 - IL-4 +。

1.4　质控
　　PMA+Ionomycin刺激后 CD69在 CD3+T细胞中的表达率>

90%(第一步质控);第一步质控较好时 , 进行第二步质控 ,即破

膜后观察 CD69 占 CD3 +T细胞的百分率 , 其值也应>90%。 然

后行正式检测。

1.5　统计学处理
　　实验数据以  x±s 表示 , 用 SPSS 8.0 统计软件分析。两组

间比较用 t检验。

2　结果

　　与正常妊娠相比 , 妊高征组患者外周血 TH1百分比升高 ,

差异显著;TH2 百分比降低 , 差异显著;TH1 TH2 比值升高 ,差异

显著 ,见表 1。

表 1　两组外周血 TH1及 TH2百分比及 TH1 TH2比值( x±s)

Tab 1　The percentage of TH1 and TH2 cells and the ratio of TH1 TH2

in PIH patients and normal pregnant control( x±s)

Group n TH1(%) TH2(%) TH1 TH2

PIH 20 20.50±4.02 2.31±1.02 11.80±7.72

Contro l 15 12.57±2.18 3.63±0.70 3.66±1.15

t 6.906 -4.277 4.037

P 0.012 0.033 0.00

3　讨论

　　1986年 ,Mosmann等
[ 3]
发现 CD4

+
细胞具有两种不

同功能的亚群 ,即TH1和 TH2细胞 。TH1细胞分泌 IL-

2 , IFN-γ,TNF-α及 TNF-β ,参与细胞免疫及迟发型超敏

性炎症的形成。TH2 细胞分泌 IL-4 , IL-5 , IL-10 , IL-13 ,

主要功能为刺激细胞增殖并产生抗体 ,与体液免疫有

关。正常机体内 , TH1 TH2 网络维持着动态平衡 ,当

TH1 TH2平衡失调时 ,即某一亚群功能增强 ,另一亚群

功能减弱 ,称为“TH1 TH2 漂移”。疾病的 TH1 TH2模

式是指疾病所引起的机体优势免疫应答的类型 ,当

TH1细胞亚群及其细胞因子占优势 ,即 TH1 TH2异常

偏向 TH1漂移 ,这类疾病属于 TH1模式 ,反之 ,当 TH2

细胞亚群及其细胞因子占优势 ,即 TH1 TH2异常偏向

TH2漂移 ,这类疾病属于 TH2模式。

　　妊娠是一种特殊的半同种异体移植现象 。母体对

胚胎这种天然移植物的免疫耐受是妊娠得以建立和维

持的内在本质。临床上罹患有细胞免疫介导的自身免

疫性疾病(如类风湿等)的妇女在妊娠期间 ,其病情得

以缓解;而一些由体液免疫介导的自身免疫性疾病(如

系统性红斑狼疮 ,重症肌无力等)以及一些依赖细胞免

疫参与防御的胞内病原体感染(如 HIV 、弓形体 、疟原

虫等)在妊娠时病情加重
[ 1]
,所有这些事实均表明正常

妊娠时存在着 TH2型免疫漂移
[ 4]
。

　　本实验采用流式细胞术测定外周血 TH1及 TH2

百分比 ,先用 PMA及 Ionomycin活化刺激淋巴细胞 ,并

用BFA抑制细胞因子分泌 ,因为在 PMA 刺激下 , CD4

抗原的表达迅速下调 ,而 CDA8抗原不受影响 ,且绝大

多数 CD3
+
CD8

-
细胞都是 CD3

+
CD4

+
细胞 ,故以 CD3

+

CD8
-
细胞群来确定 CD4

+
T 细胞群 ,其中 IFN-γ+为

TH1细胞 , IL-4
+
为 TH2 细胞 。结果显示中 、重度妊高

征患者体内 TH1型免疫反应增强 ,而 TH2型免疫反应

减弱 ,属于 TH1模式。

　　但妊高征时遗传背景对于 TH1 TH2优势应答有

何影响 ,TH1 TH2平衡在自身抗原识别中的作用及怎

样维持优势应答 ,都是需要进一步研究的问题 。通过

直接注射 TH1或 TH2细胞因子;应用细胞因子受体或

抗体;阻断共刺激通路;基因治疗等逆转 TH1 TH2异

常漂移
[ 5]
,可为妊高征治疗或阻断病情发展提供有力

手段 。
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