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摘 要：【目的】探讨宫颈癌患者外周血来源的树突状细胞（45）的生物学特性。【方法】!6 例 7/期及以上的
宫颈癌患者为研究组，#6 例健康女性为对照组。外周血经密度梯度离心得到单个核细胞，其中附壁成分在含

89:5;< = 7>:6 的完全淋巴细胞培养液培养。光镜和电镜观察培养细胞的形态变化。培养 ? @后，计算树突状细胞
的产量，流式细胞术分析 ,>A:AB5、,>A:4C、546(、54*(、54!-和 54!6的表达，同种异体淋巴细胞的混合淋巴
反应（9>C）检测树突状细胞刺激淋巴细胞增殖能力。【结果】经过 ? @培养，两组均诱导出典型形态和表型的

45。宫颈癌患者单位体积外周血的未成熟 45（7.45）的产量为 D?& " E !(D F ""& * E !(D ，较对照组低（ ! G
(& (’）。研究组的 546(、54*( 和 54!-的平均荧光强度 %9<7 3分别为 !* F H，!’ F D 和 ?! F !!，均较对照组低（ !
G (& (’）；而两组 7.45的 ,>A:AB5、,>A:4C表达强度相似（ ! I (& (’）。相同 JB> = 45比值，研究组 7.45刺激
同种异体淋巴细胞增殖能力下降（ ! G (& (’）。【结论】宫颈癌患者的外周血单个核细胞培养的树突状细胞
% 7.453和健康对照组的 7.45具有免疫学差异$提示在应用树突状细胞进行免疫治疗时应考虑这种差异。
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以树突状细胞（G%,-&4342 2%660/ GF）为基础的
抗肿瘤免疫治疗已经证实是一种非常有前途的免

疫治疗方法。由于 \细胞活化的 JAF限制，临床
应用的 GF 细胞必须使用肿瘤患者自身的 GF 细
胞，而恶性肿瘤病人的 GF性质必将影响免疫治疗
效果。本研究采用最常用方法刺激外周血单核细胞

诱生 GF细胞，比较宫颈癌病人和健康妇女的 GF
产量、与抗原提呈相关的表面分子的表达和刺激同

种异体淋巴细胞增殖的能力，了解宫颈癌病人外周

血诱生 GF的特性，为临床应用以 GF为基础的免
疫治疗提供帮助。

’ 材料和方法

’? ’ 研究对象
病例选自 X>>’年 X月至 X>>’年 ’X月我院妇

科住院的 MI及以上的宫颈癌患者 ’"例，平均年龄
">岁（X) Z !*岁），排除现症感染、糖尿病和自身免
疫性疾病。病例手术后经病理证实；对照组 X"例，
健康女性捐血者，排除现症感染、糖尿病和自身免

疫性疾病/平均年龄 "’岁（Y> Z ".岁）。
’? X 细胞和主要试剂
靶细胞：A%B+细胞，购自中山大学附属肿瘤研

究所；混合淋巴反应中异体淋巴细胞：作者本人的

外周血淋巴细胞。H]JM’*">粉剂（^4I2:）、胎牛血
清（_FR）（杭州四季青）、重组人白介素 " V &;MBD" W
V加拿大真达公司 W、重组人粒细胞巨噬细胞集落刺
激因子（&;^JDFR_）（加拿大真达公司），重组人白
介素 X V &;MBDX W V加拿大真达公司 W，_M\F标记的
兔抗鼠血清单抗（];+&J4,8公司，美国），完全淋巴
细胞培养液按文献 P ’ [配制。
’? Y 细胞分离和培养
单个核细胞分离和树突状细胞的培养：病例组

和对照组均在术前抽取静脉血 * ‘ ’> a Y B/ 利用密

度梯度离心法分离白细胞，去除非黏附细胞，黏附

细胞以淋巴细胞完全培养液加 &;^JDFR_ ’>*S b B/
&;MBD" ! ‘ ’> a X 8 b B培养，隔天换液半量并补充细
胞因子。异体淋巴细胞的分离及保存：静脉血经上

述方法分离，其中非黏附部分细胞即为外周淋巴细

胞，并且在 JBH试验前 "# ;完成。以淋巴细胞完
全培养液和 &;MBDX ’> a X 8 b B培养。隔天换液半量
并补充细胞因子。

’? " 流式细胞术
培养第 .天，取悬浮细胞，洗涤、浓缩。分别加

_M\F标记的鼠单抗 ABCDCEF/ ABCDGH/ FG"> /
FG#>/ FG’+和 FG’"标记检测细胞。所有样本在
_CFR2+64I2%&流式细胞仪（E%23:, G42c4,0:,/ 美国）
上分析。平均荧光强度（K%+, 96<:&%02%,2% 4,3%,0437/
J_M）表示标记分子的表达强度。
’? ! 混合淋巴反应
刺激细胞取自培养 . -的树突状细胞（GF0）/

使用前以丝裂霉素去活性。（YAD\-&）氚插入试验检
测细胞增殖。)*孔培养板每孔再加异体反应细胞
X ‘ ’>! b孔。实验组每孔加丝裂霉素处理过的 GF
分别为 X> ‘ ’>Y b孔、* ‘ ’>Y b孔、X ‘ ’>Y b孔，共同培
养 ’X> ;。对照组不加 GF。结束培养前 ’# ;在 )*
孔板中加入 ’> !B浓度为 ’ KF4 b B预温的 YAD\-&
（YAD亮氨酸）。继续培养 ’# ;后用液体闪烁计数器
记录每孔细胞的每分钟计数值（F]J）。每组设 Y复
孔，结果取 Y孔平均值。
’? * *+(产量的计算
收集培养的 . -的细胞，以光镜下台盼蓝染色

计算典型形态细胞数目。

’? . 统计学分析
计量资料用均数 (标准差（ " # $）表示/ 两样

本的均数比较采用 %检验，多样本均数比较采用方
差分析，检验水准 ! d >? >!。
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图 " 培养 # $与培养 % $的细胞流式细胞术分析
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图 ? 培养 # $细胞图片
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表 > 两组 ?<@A数量、BA产量和转化率比较

C,*=. > A(3&,24-(1 (7 )’. 1D3*.2- (7 ?<@AE )’. +4.=F (7
BA ,1F )’. )2,1-7(23,)4(1 2,).
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BA5 8 >9 J :
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H; " 两组 A*表面分子的平均荧光强度<B&C=比较
表 H 显示，两组 BA 表面分子 OP$/$<A、

OP$/BQ的平均荧光强度（@RS）比较差异无统计学

意义（ # % 9; 9!），宫颈癌患者 BA的 AB"9、ABM9
和 AB>,的平均荧光强度比对照组低，差异有统计
学意义（ # $ 9; 9!）。

表 H 两组 BA表面分子的平均荧光强度（@RS）比较

C,*=. H A(3&,24-(1 (7 @RS (7 BA- *.)N..1 )N( 62(D&-

G2(D&
A(1)2(=
?,)4.1)

!
H"
>"
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IH# K >M#
IHJ K >!J > :

OP$/BQ
JJ K HM
J" K ># > :

AB"9
"# K >!
>M K # H :

ABM9
HL K >>
>! K J H :

AB>,
#> K HM
L> K >> H :

A(3&,2.F N4)’ &,)4.1) 62(D&% " ).-)E > : # T 9; 9!U H : # $ 9; 9>
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H; I 树突状细胞的产量比较
表 > 显示，单位体积外周血经密度梯度离心

后，宫颈癌患者的 ?<@A数量比对照组低，差异有
统计学意义（ # $ 9; 9!），经过 L F培养，宫颈癌患
者的 BA产量比对照组低，差异有统计学意义（ # $

9; 9!）；而 BA转化的百分数，两组差异无统计学意
义（ # % 9; 9!）。

H 结 果

H; > 培养细胞的形态
贴壁的细胞加入 2’G@/AVR 和 2’SP/" 培养 H"

F后，呈散在葡萄串状聚集。第 !天，细胞体积继续
增大，表面呈毛刺样改变，簇状悬浮细胞增多。培养

第 L天，部分细胞呈团状悬浮；细胞大小不一，形态
不规则，相差显微镜可见伸展的大量毛刺，为典型

的树突状细胞形态。培养板上留有少许贴壁伸展的

巨噬细胞（图 >$）。电镜摄影：培养 L F的树突状细
胞进行电镜摄影观察。透视电镜显示细胞体积显著

增大，胞浆中富含线粒体，表面大量皱褶和不规则

突起（图 ><）。
H; H 流式细胞术分析树突状细胞表型
培养 L F 后的贴壁细胞 #!W 以上表达

OP$/$<A，M!W以上表达 OP$/BQ，M"W以上表达
AB"9、ABM9，而单核细胞特异性标志 AB>"少于

!W，M9W以上的细胞表达树突状细胞特异性标志
AB>,。培养的 L F与培养 ! F的细胞流式细胞术比
较见图 H。
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图 ! 两组树突状细胞混合淋巴反应比较

"#$% ! &#’() *+,-./0+1( 21#,3451#6$ 75-50#1+ /8 97 :

8;/, -51#(61: 56) 8;/, .(541.+ 8(,54(: <!=>?9@ 1(:1 A

#$ ! 混合淋巴反应比较
异体淋巴细胞反应体系中，随着 %& 比例增

加，宫颈癌患者组和对照组两组均表现为刺激异体

淋巴细胞增殖能力增强，并且差异有统计学意义

（ ! " "$ "!）；相同的 %& ’ ()*比例，宫颈癌患者组
的刺激异体淋巴细胞增殖能力比对照组低，差异有

统计学意义（ ! " "$ "!）。异体淋巴细胞 &(+值比
较见图 ,。

, 讨 论

%&是一种最强的专职抗原提呈细胞，在激活
-淋巴细胞和 ) 细胞的特异性免疫反应中起重要
的作用。体外实验和动物实验表明，%&疫苗具有肯
定的治疗性免疫作用。黑色素瘤、多发性骨髓瘤和

肾癌的临床试验也得出令人鼓舞的结果。这表明，

以 %& 为基础的抗肿瘤免疫治疗是一种非常有前
途的免疫治疗方法 . # /。

临床免疫治疗 %& 的主要来源是外周血单核
细胞诱生的 %&。已经证实，联合应用粒细胞巨噬细
胞刺激因子（0+1&23）和白介素 4（5*14）刺激外周
血单核细胞在可以生成具有强大的抗原提呈能力

的 %&细胞 . , /，这也是目前最常用的生产 %&的方
法。然而，以往研究的数据均是从健康个体得来的，

因此，了解恶性肿瘤病人自身来源的 %&的特性更
具有临床价值。宫颈癌病人存在多方面的免疫抑

制，病人外周血单核细胞抗原提呈能力低下是其中

之一 . 4 /。由病人单核细胞体外培养所得到的 %&的
特性目前还不清楚。

,$ 6 宫颈癌病人单核细胞可诱生成典型的 97
细胞

迄今为止，仍没有特异性抗原可以鉴别 %&细
胞，主要是通过形态特征、表面分子表达和 +*7反
应综合判定。单核细胞经过 8 9培养丢失 &%64抗

原，表达 &%6:抗原，光镜和电镜检到典型的树突
状细胞形态，并且具有刺激同种淋巴细胞增殖能

力。细胞经 0+1&23 ’ 5*14 ! ; 8 9培养，未经肿瘤坏
死因子等细胞因子刺激，所诱生的是未成熟 %&
（5<%&）。宫颈癌患者和健康女性的单核细胞经过 8
9培养，无论从细胞形态、表面分子表达和 +*7试
验，均符合 5<%&的特征。
,$ # 宫颈癌病人来源 97存在免疫学差异
单位体积外周血经密度梯度离心后，病人的附

壁单核细胞数量较健康对照组少，最终 %&产量也
较对照组小。然而，单核细胞转化率和对照组的差

别没有统计学意义。说明宫颈癌病人的附壁单核细

胞可以成功诱导成典型的 5<%&= 并且其反应性良
好。而引起 %&产量的差异主要与来源的单核细胞
的性质有关，如病人的单核细胞黏附性下降 . ! /。在

培养前的淘洗分离过程中，黏附性差的单核细胞更

易于丢失。

两组 %&的 >*?1?)&、>*?1%7表达相似。但
病人组的共刺激分子 &%4"、&%@"和相对特异性分
子 &%6:平均表达强度较对照组低。+*7反应也显
示，病人组 %&刺激同种异体淋巴增殖反应能力较
对照组低。这提示，宫颈癌病人来源的 %&存在某
种程度免疫学差异。

,$ , 79BC和 79DC表达强度下降，可能影响其
抗原提呈功能

%& 细胞表达的共刺激分子 &%4" 和 &%@" 与
其功能有非常密切的关系。-细胞的激活需要两个
信号：抗原特异性的第一信号和由共刺激分子和可

溶性因子提供的第二信号。若仅有第一信号，-细
胞将进入无反应状态或者免疫耐受，甚至引起程序

性死亡 . A /。&%4"通过与活化的 -细胞上 &%4"*的
相互作用，不仅通过作用于 )细胞，调节机体体液
免疫应答，而且可以增强 -细胞、%&、巨噬细胞的
免疫功能，诱导细胞因子的产生，从而调节机体的

细胞免疫应答。&%4"和 &%4"*相互作用，可以上
调 ?(&的 )8$ 6和 )8$ #等共刺激分子的表达，从
而提供 &%4 B -细胞活化所必须的第二信号 . 8 /。

&%@"即 )81#分子，也是一重要共刺激分子，其受
体 &%#@表达于 &%4 B，&%@ B -细胞上，&%#@与
&%@"相互作用可以诱导 -细胞亚群合成多种淋巴
因子，包括 5*1#= -C31!，-C31"和 0+1&23.@ /。因此，

&4"、&%@" 的表达影响 -细胞活化。宫颈癌患者
外周血诱生的 %& 表达强度分别为健康对照组的
6 ’ ,和 6 ’ #，提示宫颈癌病人的 +D%&可能影响抗
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!!"彭永排，等 ! 宫颈癌患者外周血来源的树突状细胞的生物学特性观察

美国《科学》杂志和阿默舍姆生物科学公司 #$日联合公布了本年度“青年科学家奖”评选结果，$"岁的留美中国研究人员王磊
因在研究生命遗传“蓝图”方面取得的成就而荣膺最高奖。“青年科学家奖”每年除在不同国家评出地区性获奖者外，还确定一名最

高奖得主。王磊是 "%%!年该奖创设以来第二位获最高奖的中国学子。他 "%%&年北京大学硕士毕业，赴美后就读于加州大学伯克
利分校并获博士学位，目前在加州大学圣迭戈分校从事博士后研究。蛋白质是构成所有生物有机体的物质基础，不同生物体内的天

然蛋白质都由 #’个相同的氨基酸组成。但为什么只有 #’个氨基酸而不是更多呢？在攻读博士期间，王磊对这一基础性问题产生
了浓厚兴趣，并通过研究成功找到了往活细胞的天然蛋白质内插入额外氨基酸的办法。王磊在接受新华社记者采访时介绍说，他所

从事的研究有三个重要意义。一是有助于加深对生命起源和进化的了解，比如他的研究不仅显示“合成蛋白质所需的 #’个氨基酸
并非上限，蛋白质中可以加入更多氨基酸”，同时也证明利用人为方法来扩充生物体的遗传密码是可能的。其次，在活细胞中引入新

氨基酸也为生命科学研究开辟了一个崭新的领域，使在活体内精确研究生命过程成为可能。另外，添加新氨基酸还有可能制造出更

为优质的新型蛋白质，这些蛋白质在生物制药和材料科学等领域都会有应用价值。王磊的博士生导师舒尔茨教授评价说，王磊的研

究实际上为开发新型基因工程技术奠定了基础。“他的工作意味着将来也许可以不受普通生物体所含的 #’个氨基酸限制，制造出
具有新奇特性的蛋白质甚至是完整的生物体。”近年来，王磊共在《科学》、美国《全国科学院学报》和《美国化学学会杂志》等权威学

术期刊上发表十余篇论文，目前拥有 !项专利。#’’#年，他还获得美国发明学院“学生发明者”最高奖。王磊向记者表示，他希望将
来能有机会携所学回国效力。 来源(新华网 #’’$ ) "’ ) #*

中国学子获本年度美“青年科学家奖”最高奖

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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原提呈作用，影响抗肿瘤免疫应答。

$, * 对临床免疫治疗的意义
有作者利用其他方法刺激外周血单核细胞诱

生 -.，观察到恶性肿瘤病人来源的 /0-.具有不
同于健康人的 /0-.的特性。1233452等 6 % 7报道，儿

童恶性肿瘤患者外周血诱生的 -.，持续表达 .-+*
分子，而健康儿童外周血诱生的 -.并不存在这种
现象。894:;4等 6 "’ 7认为晚期肿瘤患者的 /0-.存在
一种较短寿命的亚群。培养超过 & <，较短寿命的亚
群死亡；幸存的 /0-.无论是表面分子表达、/=>
和抗原提呈能力均与健康人相似。说明恶性肿瘤

病人来源的 /0-.具有一定程度的免疫学异常。宫
颈癌病人来源的 ?@-.是否由于“短寿命亚群”的
影响而导致免疫学上的差异还有待进一步研究。

总而言之，为获得最佳的抗肿瘤免疫治疗效果，需

针对肿瘤病人自身来源的 -. 的特性选择更合适
的治疗方案。
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