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摘　要:【目的】从免疫活性细胞表型特征的角度探讨口腔鳞状细胞癌(以下简称鳞癌)原发灶的局部免疫状况及其与肿

瘤分化程度的关系。【方法】按一定的纳入标准在 60个病例中筛选出 16 例口腔癌患者 ,取原发灶标本作冰冻连续切片 , 厚度

6 ～ 8 μm , 分别用抗 CD3 、CD4、CD8 、CD16及 CD25单抗按 ABC 法染色 ,然后镜下观察及计数。【结果】①免疫细胞主要集中在肿

瘤间质中 ,位于肿瘤与正常组织交界区 , 呈带状分布;有时可见淋巴滤泡 , 但阳性细胞主要分布于滤泡周围;②CD3
+、CD4

+、

CD16
+
和 CD25

+
阳性细胞分布情况基本相似 ,主要位于癌巢周围 , 但 CD8

+
与其他细胞不同 ,主要散在分布癌巢中;③肿瘤分化

程度越高 ,免疫细胞数量越多 , 活性越强。【结论】口腔鳞癌原发灶局部存在一定的免疫功能 ,但这种免疫功能处于被抑制状

态 ,肿瘤分化程度越低 , 抑制作用越强。
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Abstract:【Object ives】To analyse the local immunologic response in o ral squamous cell carcinoma (SCC)

patients and investig ate the relationship betw een degree of tumor differentiation and immunoactivi ties by

examining the phenotypes of inf ilt rat ing lymphocy tes in situ.【Methods】16 patients f rom 60 cases w ith o ral

SCC , which w ere not given any preoperative t reatment , were selected.Frozen continuous slides , obtained from

the surgical specimen of primary tumor , were analy zed immunohistochemically using the ABC method with

monoclonal antibodies(Anti-CD3 、CD4 、CD8 、CD16 and CD25).【Results】①All types of lymphocy tes inf ilt rated

in the tumor stroma , mostly located in the connecting zone betw een tumo r and normal tissue in clumps , some-

times in lymphatic follicles.② CD3
+、CD4

+ 、CD16
+ and CD25

+ cells had the same infilt rating pattern , but

CD8
+ , dif ferent f rom the others , usually scat tered into the cancer nest.③ The number of tumor-inf iltraling

lymphocy tes w as associated w ith the deg ree of tumo r dif ferentiation.【Conclusion】Patients w ith oral SCC exist

signif icant local immunologic response to tumor , but this activities was inhibited by tumor tissue.
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　　机体免疫功能的变化与体内肿瘤发生发展有

密切关系 ,口腔及头颈部器官发生肿瘤最明显的免

疫学改变是细胞免疫功能下降 。有人发现[ 1] ,与其

他部位恶性肿瘤相比 ,口腔及头颈部癌宿主细胞免
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疫受损更明显 ,以往多数学者对其研究主要集中在

形态和数量。近年来 ,已发展到利用抗淋巴细胞单

克隆抗体 ,针对其表面特异性分化抗原进行分型及

功能性识别 。末稍血中淋巴细胞及亚群虽然可反

映机体免疫调节的总体状态 ,但对口腔癌原发灶局

部组织细胞免疫状态的分析能更深入地认识机体

防御功能的改变 ,因而 ,利用淋巴细胞分化抗原进

行肿瘤浸润淋巴细胞(tumor infilt rating lympho-

cy tes , TIL)分型及功能状态研究具有特殊意义。

以往 ,我们曾将原发灶中的 TIL 分离出来进行分

型及功能研究[ 2] ,本文着重研究 TIL 的原位分布

状态及功能特点 ,为进一步利用口腔癌的局部免疫

功能提供依据。

1　材料和方法

1.1　检测对象

选取临床诊断为口腔癌的病人 ,在活检时留取

标本液氮保存 。取材部位为正常组织与肿瘤组织

交界区。病例纳入标准:①有完整的病例记载;②

原发灶直径 2 ～ 4 cm ,而且未涉及两个或两个以上

的解剖区 ,临床分类为 T 3;③病理诊断为鳞状细胞

癌 ,有病理分级;就诊前未作任何抗癌治疗;④患者

无系统性疾患及免疫性疾病;⑤未使用过任何激素

类药物和免疫制剂。

在近 60例病例中 ,按以上标准筛选出 16例进

行研究 ,其中男性 10 例 ,女性 6 例 ,年龄 50 ～ 65

岁 ,平均年龄 58.5 岁;病变部位:舌癌 8 例 ,颊癌 4

例 ,口底癌 2例 ,腭癌 2例;病理分级:Ⅰ级 8例 , Ⅱ

级 5例 , Ⅲ级 3例。

1.2　主要材料

单抗 CD3 、CD4 、及 CD8(武汉生物制品研究所

产品);单抗 CD16 、CD25(Becton Dickinson 公司产

品);生物素标记的兔抗鼠 IgG ,卵白素 DH 及生物

素标记的过氧化物酶(Vector公司产品)。

1.3　方　法

1.3.1　冰冻切片　16例病人标本均以冰冻切片

机连续切片 ,厚度 6 ～ 8μm ,4 ℃丙酮固定 10 min。

1.3.2　染色方法　将切片裱于涂有乳胶的清洁玻

片上 ,经 60 ℃处理 24 min ,37 ℃处理 24 min;梯度

酒精 95%、80%、75%各处理 3 min;PBS 洗 3 min ,

0.05%胰蛋白酶 37 ℃消化 20 min;PBS 洗 3 min ,

0.3%H2O2 甲醇 25 ℃处理 20 min;PBS 洗 3 min ,

70%山羊血清 37 ℃处理 15 min ,待干后直接滴加

一抗 ,37 ℃反应 60 min;PBS洗 3 min ,加生物素化

二抗 , 37 ℃反应 40 min;PBS 洗 3 min , ABC 复合

物 ,37 ℃处理 40 min;PBS 洗 3 min ,0.04%DAB ,

0.03%H2O2 显色 5 ～ 12 min ,清水终止反应;苏木

素衬染 5 ～ 10 min , 1%盐酸酒精分色 ,1/500 氨水

还原;80%、95%、100%酒精梯度脱水各 1 min ,二

甲苯 1 ～ 2 min 透明;加拿大胶封片 。相同方法进

行淋巴结淋巴细胞染色 ,作阳性对照。

1.3.3　镜下观察及阳性细胞计数　先用低倍镜观

察 ,在肿瘤组织间质中找出淋巴细胞分布区 ,选淋

巴细胞浸润最多处 ,换成高倍(×400)镜 ,按前 、后 、

左 、右 、中移动切片一小格 ,计 5个高倍视野的阳性

细胞平均数。

2　结　果

2.1　T细胞分布情况

T 细胞及各亚群主要集中在肿瘤组织的间质

中 ,表现为带状分布;有时可见淋巴滤泡 ,但阳性细

胞位于淋巴滤泡周围 ,在滤泡内数量极少或无;在

癌巢中也可见阳性细胞 ,但数量较少 ,呈散在分布 。

2.2　T细胞及各亚群数量与肿瘤分化程度关系

总体来看 ,肿瘤组织分化程度越高 ,淋巴细胞

总数及各亚群数越多(表 1)。CD25
+
细胞代表 T 细

胞被激活 ,其数量低表明 TIL 大多处于无活性或

被抑制状态。

表 1　肿瘤分化程度与 T IL各亚群表达的关系

Table 1　Relationship between tumor differentia tion deg ree and distribution of T IL

Degree of tumor

differentiation
CD3

+ cells CD4
+cells CD8

+ cells CD16
+cells CD25

+ cells

Ⅰ 60±20 30±15 20±10 20±15 25±20

Ⅱ 15±10 8±4 10±25 6±4 7±5

Ⅲ 10±5 4±2 3±1 6±3 5±3

　　1)Group Ⅰ compared w ith g roup Ⅱ , P <0.05 in each phenotype;2)Group Ⅰ compared w ith group Ⅲ , P <0.01 in each phenotype;3)

Group Ⅱ compared w ith group Ⅲ , P <0.05 in CD3
+cells and CD4

+ Cells , P >0.05 in the other phenotypes
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3　讨　论

有资料表明 ,正常口腔粘膜及结缔组织中无淋

巴细胞浸润 ,口腔肿瘤组织中淋巴细胞的出现代表

了机体对肿瘤发生后的反应 ,具有潜在杀伤活性 ,

在一定程度上限制肿瘤的发展
[ 3 ,4]

。本研究观察

发现 ,淋巴细胞在肿瘤组织的分布有一定规律性 ,

肿瘤间质中淋巴细胞分布较多 ,呈带状或簇状 ,接

近癌巢;然而在癌巢内 ,淋巴细胞极少 ,有的甚至无

淋巴细胞浸润 。同时 ,在浸润的淋巴细胞中 ,大部

分处于无活性或抑制状态(CD3
+ CD25

-),这反应

肿瘤细胞在受到机体免疫攻击时 ,也可能对机体施

以一定的作用 。可能通过某些机制(如分泌 TGF-

β)使肿瘤局部的免疫功能衰竭或被抑制 。这样 ,机

体免疫效应细胞和肿瘤细胞就处于一种相互作用 、

相互抑制的状态 ,这种状态的改变与肿瘤消长有密

切关系
[ 5 ～ 7]

。

肿瘤组织中淋巴细胞浸润的程度与肿瘤分化

程度关系尚不完全清楚。有研究认为 ,分化程度越

低 ,其分泌的免疫抑制因子越多 ,免疫抑制作用越

强。Finke 等研究 TIL 时 ,发现其表面 T 细胞受体

(TCRs)和 P56LCK明显减少或缺乏 ,并且其丢失与

TIL 增殖活性有关 ,丢失越多 ,增殖越慢 。本研究

也发现 ,肿瘤分化程度越低 , TIL 数量和功能越低。

TIL 是由不同亚群细胞组成的集合体 ,按其细

胞表面的分化抗原不同可分为多个亚群 ,其中主要

有CD3
+
、CD4

+
、CD8

+
、CD16

+
及CD25

+
细胞等。各

亚群细胞在不同条件下有不同数量比例 ,并在一定

条件下保持平衡 ,从而保存了机体免疫稳定性。然

而 ,在肿瘤组织中各亚群的平衡被打破。本研究发

现 TIL 中 CD8
+
细胞大量增加 ,导致 CD4/CD8比值

下降 ,而且肿瘤分化程度越低 ,比值也越小。

CD16
+主要为自然杀伤(NK)细胞 ,是免疫监

视的重要效应细胞 ,其功能特点是能杀伤表达弱抗

原的肿瘤细胞。因为大多数人类肿瘤属弱抗原 ,故

NK细胞具有广谱杀伤人类肿瘤的作用 。有研究

表明 , NK细胞主要分布在肿瘤组织中其他淋巴细

胞之间 ,其数量与其他淋巴细胞总量成正比。本研

究发现 NK细胞多位于癌巢附近间质 ,癌巢内 NK

细胞远较间质少 ,在分化低的肿瘤中 ,癌巢内几乎

无 NK 细胞 。这表明 ,口腔鳞癌原发灶局部具有一

定的自然免疫功能 ,但这种功能也可能受到来自肿

瘤细胞的抑制。

CD25
+的表达是淋巴细胞被激活的标志 ,胞膜

上 CD25分子与 IL-2结合是淋巴细胞增殖的重要条

件 ,因此 ,CD25
+的表达水平也可以反映 TIL 被激

活的程度。本实验中 , 16 例标本有 5例表达了较

高水平的 CD25
+
(大于 150 个阳性细胞/高倍视

野),另 3 例表达较低(5 ～ 10个阳性细胞/高倍视

野),其他 8例均未见 CD25
+阳性细胞 。同时发现 ,

CD25
+阳性细胞与肿瘤分化有关 ,分化程度越低

CD25
+细胞越少 。这也表明 ,多数口腔鳞癌(特别

是低分化鳞癌)TIL 处于被抑制的静止状态。
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