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提 要 本文对 37 例放疗或化疗后肺癌组织内淋巴细胞和 巨噬细胞进行单克隆抗体 P an
一
T

,
P an

一

B 和

K p ,

免疫组化标记
,

并与 58 例未接受放疗或化疗肺癌作对比观察分析
。

结果表明两组肺癌局部反应主要为 T

淋巴细胞和 巨噬细胞
,

大多数位于癌间质
,

少数位于癌巢内
.

部分肿瘤内有 B 淋巴细胞
。

治疗组肿瘤内 T 细胞

和 巨噬细胞明显多于未治疗组 ( P < 。
.

05 或 尸 < 。
.

0 1 )
。

这可能是机体对治疗后癌细胞所释放的某种抗原物

质的一种免疫反应
.

关键词 肺癌 ; 淋巴细胞 ,巨噬细胞
,

免疫组化

中图法分类号 R 7 s 4
.

2 0 5

机体的免疫状态对肿瘤的发生
、

发展
、

转移以及预

后有着重要影响
。

据研究认为肿瘤组织中淋巴细胞和

巨 噬细胞
,

尤其是 T 淋 巴细胞的浸润
,

部分地反映 了

宿主的抗肿瘤免疫反应
〔`一 ’ 〕

。

本文用免疫组化 A B c 法

对 95 例治疗和未治疗肺癌组织中浸润的淋 巴细胞和

巨噬细胞进行检测和半定量对 比分析
,

探讨了这些细

胞的数量变化
、

分布以及与治疗的关系
。

1 材料与方法

1
.

1 标本

肺癌 95 例
,

分组及分类见表 1
。

所用材料均为手术切除标

本
,

福尔马林固定
。

表 1 肺癌类型及治疗情况

T a b 1 T y伴
5 a n d t r e a t m

e n t o f l u n g e a n e e r

共 4 例
。

1 2
.

3 放疗组常规术前放疗 8例
,

照射剂量 4 G y / ( Z o F
·

4 w )
.

1
.

3 A B C 染 色方法

单克隆抗体 P an
一

T 标记 T 淋巴细胞
,

aP
n 一

B 标记 B 淋巴细

胞
,

K p
.

标记巨噬细胞
,

工作液浓度均为 1 ,

80
.

抗体均来 自

aD k o

公司
.

一抗 3 7 ℃孵育 6 0 m i n
,

二抗 3 7℃ 孵育 3 0 m i n
,

三抗

37 ℃孵育 45 m in
.

D A B 显色
,

苏木素复染
.

以正常淋 巴结淋巴

细胞膜和 巨噬细胞胞浆着棕黄色颗粒为阳性对照
,
P B S 液代替

一抗作阴性对照
。

1
.

4 评判标准

为避免观察中的局 限性和 主观性
,

评判者不 了解分组情

况
,

双盲法对整张切片进行综合评定
,

将标记阳性的浸润细胞

分为四个等级
: 。 为无阳性细胞

,

+ 为少量
,

十为大量
,

介于+ 和

柑之间的为中等量 ( ++ )
.

观察阳性细胞的分布
,

将其分为癌巢

周围和癌巢内
.

统计学处理
, t 检验

,

各组间 比较
, 。~ + 为免疫

反应不明显
,

抖~ 柑为明显
。

匆
u a
m o u s c e

l l A d e n o e a r e i n o m 。 s m al l c e l l

C a r C l n O l ll a C a r C l n o 幻 l a

N o n 一 t h
e r a p y 2 4 23 1 1

C h e m o t h e r a p y 1 4 1 1 4

R a d io t h
e r a p y 6 0 2

T o t a l 4 4 34 1 7

1
.

2 手米前的治疗方案

1
.

2
.

1 化疗组术前 l ~ 2 周一次性大剂量给药共 25 例
.

药物

与剂量
:

C T X 1 0 0 m g
,

A D M 3 0 m g
,

D n P 5 0 ~ 1 2 0 m g
,

M M e 1 0

m g
,
V C R 1 m g

,
V P

一
1 6 1 0 0 m g

,

C V P 3 0 0 ~ 5 0 0 m g
,

5
一

F U 5 0 0

m g
。

1
.

2
.

2 术前 2~ 3 周采用 C O M v P 方案
,

常规给药一个疗程
,

2 结果

染色后的 T
、

B 淋巴细胞胞膜呈棕黄色阳性反应
。
B 淋巴细

胞在绝大部分肿瘤组织中缺乏
,

少数肿瘤内呈滤泡样结构分布

(图 1 )
,

偶见散在分布
。

T 淋巴细胞分布较弥散 (图 2)
,

少数成

片
.

阳性的巨噬细胞胞浆内有棕黄色颗粒
。

巨噬细胞体积大
,

胞

浆丰富
,

有些呈多边形
,

放疗后的肺癌组织内可见破骨样巨细

胞 (图 3 )
.

治疗与未治疗组肺癌中 T
、

B 淋巴细胞和巨噬细胞分

布特点见表 2
.

治疗组肺癌组织中 T 细胞和 巨噬细胞数量均明

显高于未治疗组 (图 4
,
5 )

,

两组之间的比较见表 3
、

4
。

治疗组中

T 细胞和巨噬细胞两者呈正 比例增加
。

治疗组 T 细胞各类型 间

比较
,

统计学上差异无显著性
。
B 细胞 只在少数病例中出现

,

两

组间比较
,

差异无显著性
.
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表 3 治疗与未治疗组肺痊内 T 细胞浸润程度的比较

T a b 3 C o m p a r i s o n o f T一e l l i n f i l t r a t i o n 吮加ee n ht
e r a碑

u t i e an d n o n 一比
e r a P e u t i e g r o u p o f lu n g e

an
e e r

T u m o r t y P e

N o n 一 t h e r a伴 u t i e g or u p C he m o t h e r a P y gr o u P R a d i o t h e r a P y g r o u P

C a s e s 0 ~ + Cas
e , 0~ + 抖 ~ 拼 ( 写 ) C

a s e s o~ + +于一 份 (% )

匆
u a m o u s e e l l ca r e i n o m a

A d e n o c a r e in o m a

S m a ll e e l l e a r e i n o m a

T ot a l

:: :;

:; :;

什 ~ 拼 (% )

1 0 ( 4 1
.

8 )

5 ( 2 1
.

7 )

0 ( 0 )

1 5 ( 25
.

9 )

1 9 10

1 1 6

6 2

36 18

9 ( 4 7
.

5 ) 5 1

5 ( 4 5
.

5 ) / /

4 ( 6 6
.

7 ) 2 /

18 ( 5 0
.

8 )
’

7 1 ( 85
.

7 ) 二

, : t = 5
.

6 8 0 8
,

P < 0
.

0 5 仍 n o n 一 t h e r a p e u t ie g r o u p
,

“
: t = 9

.

5 8 9 7
,
P < 0

.

0 1 刀 5 n o n 一 t h
e r a p e u t ie g

; o u p

表 4 治疗与未治疗组肺庙内巨噬细胞浸润程度的比较

T a b 4 oC m Par is on
o
f M a e r o Pb a g e i n f i l t r a t io n be t w e e n t h e r a P e u t i e a n d n o n 一 t h e r a

琳
u t i e g r o u P o f l u n g

can
e e r

T u m o r t y P e

N o n 一 t h e r a 沐 u t i e g r o u p C h e m o t h e r a p y g r o u p R
a
di o t h e r a p y g r o u p

aC
s e s o ~ + 什 ~ 柑 C a s e . 0~ + ++~ 十 C a s e s o~ 十 什一 柑

知
u a m o u s e e l l ca

r e i n o m a 2 4 14 1 0 ( 4 1
.

8 ) 19 9 1 0 ( 5 2
.

6 ) 5 1 4 ( 8 0
.

1 )

A de n co a r e i nom
a 2 3 1 6 7 ( 3 0

.

7 ) 1 1 5 6 ( 5 4
.

5 ) / / /

S m a l l e e l l e a cr i n o m a 1 1 1 0 1 ( 9
.

9 ) 6 2 4 ( 6 6
.

7 ) 2 / 2 ( 10 0
.

0 )

T o t a l 5 8 4 0 1 8 ( 3 2
.

1 ) 36 1 6 2 0 ( 5 5
.

6 )
·

7 1 6 ( 8 5
.

7 ) 二

` : t = 5
.

5 4 5 8
,

P < 0
.

0 5 仍 n o n 一 th e r a p e u t i
e g r o u p

, , , : t ~ 6
.

1 9 9 0
,

P < 0
.

o l u : n o n 一 t h e r a p e u t i
e g r o u p

3 讨论

我们对 95 例治疗与未治疗肺癌组织中淋巴细胞

和巨噬细胞进行了免疫组化标记
,

结果表明两组肺癌

组织中均以细胞免疫为主
,

局部反应主要为 T 细胞和

巨 噬细胞
,

少数病例有 B 细胞
。

这些细胞主要分布在

癌组织间质中
,

少数位于癌巢内
。

T 细胞和巨噬细胞在

治疗组的反应较未治疗组更为明显
。

肿瘤组织中具有免疫活性的细胞主要指 T 淋 巴

细胞或称 C D亡( T h) 细胞及 C D矿( T
s
)细胞

,

巨噬细胞

等
,

而这些细胞对肿瘤的影响一直有两种不同的观点
,

即抑制或促进肿瘤生长
。

以往的研究绝大部分是对未

治疗肿瘤组织中这些免疫活性的细胞检测
,

其研究结

果几乎都认为这些细胞具有抗肿瘤作用
〔 ,一 `〕 。

而最近

的研究图认为肿瘤内 T 淋 巴细胞除了黑色素瘤中的 T

细胞具有较高的抗 自身肿瘤特异性外
,

其它肿瘤均未

表现出这种抗 自体肿瘤的特异性
。

甚至有些研究者认

为肿瘤中的淋 巴细胞起到刺激肿瘤生长的作用
。

肿瘤

内原位 T 淋巴细胞多处于功能抑制状态
,

因此对肿瘤

细胞系及 自身肿瘤细胞不具溶解性
,

只有将其从肿瘤

中分离
、

扩增
、

致敏后才具有强大的攻击
、

杀伤肿瘤作

用 〔`
· ’ 〕

。

由此可见
,

肿瘤内免疫活性细胞的抗肿瘤效应
,

值得进一步研究
。

一般认为当机体接受放疗或化疗后
,

机体的免疫

机能多处于受抑制状态
,

而我们的结果显示肺癌治疗

组中 T 淋巴细胞和巨噬细胞均明显多于未治疗组
。

这

种接受治疗后肿瘤组织中免疫活性细胞增多
,

究竟是

治疗后宿主抗肿瘤反应增强还是治疗后的一种组织反

应
,

其机理 尚不清楚
。

iH
r a t s u k a

等 10[ 〕
认为可能是癌组

织经放疗或化疗后
,

癌细胞被破坏
,

继而释放出某种物

质
,

而机体则对这些抗原物质产生了免疫反应
。

巨噬细胞作为免疫活性细胞除了能直接参与肿瘤

细胞的杀伤外
,

并为 T 淋巴细胞递呈某些抗原物质
,

增强 T 细胞的功能
。

据研究认为
〔, 〕
肺内巨噬细胞可使

局部治疗中的 T 淋巴细胞得 以增殖与恢复
。

本组材料

中 T 淋巴细胞的反应程度与巨噬细胞成正 比
,

这是否

与肺 内巨噬细胞能增殖
、

恢复 T 细胞的作用有关
,

值

得研究
。

对于肺癌放疗或化疗后肿瘤内 T 淋巴细胞和

巨噬细胞数量增多的意义
,

有待随访观察进一步探讨
。
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玲e 踌份踌仑玲令玲仓浦召对令玲仓特仓劝仑劝令冲仓

培养的角阮细胞原位固定石蜡包埋技术

I n s i t u f i x a t i o n a n d P a r a f f i n e m b e d d i n g o f k e r a t i n o c y t e s i n c e l l c u l t u r e

钟白玉 聂祝湘 刘荣卿 (第三军医大学附属西南医院皮肤科 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

近年来
,

角肮细胞培养技术已逐渐在一些实验室开展起

来
。

通过倒置显微镜可以观察到培养细胞生长的形态学变化过

程
,

但仅能观察到 细胞平面形态
。

本文介绍一种原位固定
、

石蜡

包埋技术
.

该技术可以观察到细胞的纵切面形态及细胞与支持

物 (基质 )之间的关系
。

现报告如下
:

材料和方法

1
.

1 培养细胞支持物的制备

1
.

1
.

1 鼠尾胶原的制备1[] 取大白鼠鼠尾一根
,

去除污物

后
,

于 75 写酒精浸泡 30 m in
,

去毛皮取其尾键
,

剪碎后在无菌条

件下浸泡于 1 / 1 0。。的醋酸溶液中
,

置 4 ℃冰箱 72 h 后
,

以 30 00

r p m 离心 1 h
.

1
.

1
.

2 取上清液1 m l 加入培养皿中 (甲3 5 m m )
,

通入氨气使其

凝固平衡后备用
。

1
.

2 表皮细胞 的培养

取包皮环切术后包皮皮肤
,

去除皮下组织后用 。
.

25 %胰蛋

白酶在 4 ℃冰箱内消化 16 h
,

分散的表皮细 胞过 280 目不锈钢

网
,

然后接种于上述已制备好的支持物上
,

在 37 ℃ 含 5 %C O
Z

孵

箱 内培养
。

培养基为 D M E M (含 10 %小牛血清
、

10
n g / nlr 表皮

生长因子
、
2

.

Z u
/m l 胰岛素

、

l o o u
/m l 青霉素

、

1 0 0 拜g / m l 链霉

素 )培养基
.

接种的数目为每 m l含活细胞为 l x 10
`
(台盼蓝清

除计算 )
。

培养液隔日更换一次
,

培养14 d 后进行原位固定
、

石

蜡包埋
。

1
.

3 原位固定
、

石蜡 包理法

吸去培养液
,

用 OB iu
n ` s
固定液或 K ar n o v

sk y
, s
固定液固

定 Z h 后
,

用塑料刮匙沿培养皿边缘分离支持物
,

继续固定 s h
,

按常规进行脱水
、

透明
、

浸蜡和包埋
。

另一种方法是
:

用 oB iu n ` s

固定液或 K ar n o
vs k y

` s
固定液固定后不分离支持物

,

直接将培

(下 转 2 3 9 页 )


