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【摘* 要】目的：研究口腔癌患者外周血树突状细胞（BN）的

形态、表型和功能性变化及其临床意义, 方法：口腔癌患者

（实验组）及正常人（ 对照组）!’ 例外周血单个核细胞经 QJ#
NFG，PR#( 及 -SG#! 诱导培养，获取成熟 BN，光镜和电镜观

察细胞的 形 态，流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 表 型 如 NB!3，NB+0，

NB+"，NB+) 和 HRT#BU 等分子的表达变化，用噻唑蓝（J--）

法检测 BN 与自体和同种异体的混合淋巴细胞反应（JRU）中

对淋巴细胞增殖的刺激能力, 结果：正常人及口腔癌患者的

外周血单个核细胞经体外 % 5 诱导培养，均诱导出具有典型

形态和表型的 BN，其中实验组细胞的 NB+0，NB!3 表达率分

别为 (&, 0 V &, ’ 和 (+, ! V %, 0，与对照组两者表达率 )$, ! V
%, &和 )", $ V ), + 相比，差异有统计学意义（; W ", "’），NB+)，

NB+" 和 HRT#BU 的表达率分别为 +’, ’ V +, %，+0, $ V +, ! 和

%+, 0 V ’, (，与对照组三者表达率 +&, $ V ), %，+%, % V %, $ 和

+$, 0 V (, ! 相比无明显统计学差异（; X ", "’）；实验组 BN 细

胞 NB+0，NB!3，NB+)，NB+" 和 HRT#BU 表达的平均荧光指数

（JGP）分别为 (, +" V $, !0，0, &) V !, !’，!$, 00 V ), %’，!&, )0 V
+, !$ 和 0&, (( V %, &，均低于对照组，但差异无统计学意义

（; X", "’）；口腔癌患者来源的 BN 在体外具有诱导同种异体

和自体外周血 - 细胞增殖的能力, 结论：口腔癌患者外周血

单核细胞来源可诱导成为具有功能性的成熟 BN，该细胞可应

用于口腔癌的免疫治疗,
【关键词】口腔肿瘤；树突状细胞；表型；增殖
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FG 引言

目前，对口腔癌的治疗手段仍以手术为主，由于

颌面部能提供的切除面积有限，有时很难实现距肿瘤

边缘 !, ’ <2 清除病灶，而且手术本身造成的面部畸

形严重破坏了患者的口腔功能和心理健康, 因此，如

何缩小手术范围、有效控制临近亚病灶及微小病灶的

发展是亟待解决的问题, 树突状细胞（5.75C4D4< <.//?，
BN）是已知功能最强的抗原提呈细胞，并被认为是抗

肿瘤免疫治疗的一种非常有前途的方法［! Y 0］，由于

BN 对 - 细胞的活化受 JHN 限制，故临床应用的 BN
细胞及其疫苗必须使用肿瘤患者自身来源的 BN，那

么从肿瘤患者的外周血单个核细胞中能否经过体外

诱导产生出功能性 BN，口腔癌患者与健康人 BN 细
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胞的表型及其抗原提呈分子的表达以及刺激淋巴细

胞增殖能力有何不同，因此本研究旨在为临床以 !"
为基础的免疫治疗提供实验依据#

!" 材料和方法

!# !" 材料" $%&’ 培养基（()*+,-. /01），淋巴细胞

分离液（上海恒生公司 ），重组人单核巨噬细胞集落

刺激因子（ 234&5"06），重组人白细胞介素 7（ 23’85
7），肿瘤坏死因子 !（9:65!）均使用美国 %.;2,<.*3
1=>? 公司产品# 取 @AAB5AB C @AAB5DA 来我院口腔科住

院治疗的口腔癌患者 DB 例作为实验组，本组病例均

经术后病理证实；对照组为健康志愿者 DB 例# 两组

人员均排除感染、糖尿病、血液病和自身免疫性疾病#
!# #" 方法" 无菌采集外周血 BA E8，肝素钠抗凝# 加

入等量无钙镁 !5(?-F= 缓冲液（;( G# 7），充分混匀#
取 BA E8 离心管加入 6>*,++ 淋巴细胞分离液 @A E8
后，再沿壁小心加入上述稀释的外周血 @A E8，@AAA
2 C E>-，@A E>- 离心，分离外周血单个核细胞# 小心吸

取中间层细胞，用 !5(?-F= 洗涤细胞 H 次，弃上清，用

含 DAA E8 C 8 胎牛血清的 $%&’ DI7A 培养液调整细

胞浓度为 D J DADA 个 C 8，接种于 I 孔培养板，每孔 H
E8# 于 BA E8 C 8 "K@，HGL条件下孵育 @ M H 3 后，吸

出培养上清和非贴壁细胞（ 用于其他实验），用预热

HGL的培养基清洗板 D 次，以去除非贴壁细胞，获得

贴壁的单核细胞，加入含 D &/ C 8 234&5"06 和 A# B
&/ C 8 23’857 的 $%&’ DI7A 完全培养基于 HGL BA
E8 C 8 "K@ 进 行 培 养，孵 育 至 第 B 日 时，每 孔 加 入

9:65! A# @ &/ C 8，G N 后得到成熟的 !"［7］# 诱导培

养 D，H，B，G N 时用倒置显微镜观察细胞的形态变化

及 !" 形成，在培养的 G N 收集 !"，调细胞密度为D J
DAG C 8，分为两份，一份用 DA O C 8 戊二醛固定 HA E>-，

梯度乙醇脱水，叔丁醇干燥，喷金，扫描电镜观察细胞

形态# 另一份用 @B O C 8 戊二醛固定，锇酸后固定，

醋酸钠、柠檬酸铅双重染色，透射电镜观察细胞超

微结构#
D# @# DP 61"0 测定细胞表型P 收集体外培养 B，G 和

DA N 的外周血单个核细胞，台盼蓝染色，确定细胞活

力在 QBR以上，分别加入直标荧光的，如 %S 标记的

"!D?，"!TI，(815!$，’O4D（ 对 照 ），6’9" 标 记 的

"!TH，"!TA，’O4@（对照），充分均匀染色（7L，避光，

HA E>-）后 61"0 行细胞表型检测#
D# @# @P 混合淋巴细胞反应P 非贴壁细胞调整密度为

@ J DAQ C 8，加入 QI 孔培养板中，分别按 DAUD，@AUD 和

7AUD 的比例加入上述培养的两组 !"（保持 9 细胞数

为 DAB），该 !" 先用 @B EO C 8 丝裂霉素于 HGL 孵育

7B E>-，然后调整细胞密度为 @ J DAT C 8，加入培养板

各孔内，总体积 @AA "8 C 孔，各实验组分设 H 复孔，混

匀，同时设对照组# HGL，BA E8 C 8 "K@ 培养 G@ 3# 于

实验培养终止前 7 3，加入 &99 液（B O C 8）@A "8 C
孔，混匀，继续培养 7 3，离心培养板（DAAA 2 C E>-，B
E>-），弃上清，每孔加入 !&0K（ 二甲基亚砜）DBA
"8，充分混匀，静置数分钟，检测每孔 7QA -E 的 !
值，计算细胞培养指数［B］# 增殖指数（0’）V 试验孔 !
均值 C 对照孔 ! 均值#

统计学处理：采用 0%00DD# A 软件包进行统计分

析；两组样本均数的比较用 " 检验，多样本均数比较

用方差分析，# W A# AB 为差异有统计学意义#

#" 结果

#$ !" 培养 %& 的形态学特点" 人外周血贴壁细胞经

体外诱导培养 @7 3 后，细胞聚集成大小不等的细胞

聚体，H N 可见细胞聚集成团，少量悬浮生长，部分

细胞体积增大# B N 悬浮细胞数量增多，细胞表面有

细小突起形成# G N 悬浮细胞或细胞团颜色变深，有

明显树突状突起，扫描电镜观察，表面粗糙，胞体向

周围伸出大量树枝状或裙褶状不规则突起# 透射电

镜观察，细胞表面伸出长短不一的突起，线粒体致

密化，粗面内质网扩张成池状，溶酶体较少（图 D），呈

明显的 !" 细胞特征#

1：实验组；X：对照组#

图 DP 人外周血单个核细胞经体外诱导培养 G N !" 形态 P
9S& JDA AAA

#$ #" 体外诱导 %& 细胞的表型变化" 人外周血单个

核细胞经体外诱导培养 G N 后，实验组（口腔癌患者）

!" 细胞的 "!TH 和 "!D? 的表达率较对照组低，差异

有统计学意义（# W A# AB），但 "!TI，"!TA 和 (815
!$ 的表达率两组差异无统计学意义（# Y A# AB）；实

验组 !" 细胞的 "!TH，"!D?，"!TI，"!TA 和 (815!$
表达的平均荧光指数（&6’）虽然均低于对照组，但差
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异无统计学意义（! ! "# "$，表 %）#

表 %& 口腔癌患者外周血 ’( 表面分子的表达比较

（" ) %$，# $ %）

表面分子
表达率

实验 对照

平均荧光指数

实验 对照

(’*+ ,-# + . -# $/ 01# % . 2# - ,# *" . 1# %+ $# 1+ . %# 0%

(’%/ ,*# % . 2# +/ 0"# 1 . 0# * +# -0 . %# %$ ,# $0 . %# 0*

(’*" *+# 1 . *# % *2# 2 . 2# 1 %-# 0+ . *# %1 1%# 11 . 2# +1

(’*0 *$# $ . *# 2 *-# 1 . 0# 2 %1# ++ . 0# 2$ %,# +1 . 2# %1

3456’7 2*# + . $# , *1# + . ,# % +-# ,, . 2# - ,2# $% . *# 0

/! 8 "# "$ &% 对照表达率#

!" #$ %& 对淋巴细胞增殖反应的影响$ 在自体和同

种异体淋巴细胞反应体系中，随着 ’( 比例增加，实

验组和对照组淋巴细胞增殖能力均明显增强，实验组

自体 5947 增殖均值由 %# * 升至 +# 1，健康人自体

5947 增殖均值由 1# 1 升至 ,# %，差异有统计学意义

（! 8"# "$）# 实验组 ’( 与健康人 ’( 在同种细胞比

例下，对淋巴细胞的促增殖能力无统计学差异（图 1）#

5：患者自体 5947；:：健康人自体 5947；(：患者 ’( 与健康人 ;

细胞的 947；’：健康人 ’( 与患者 ; 细胞的 947# /! 8 "# "$ &% 同组

’(<;#

图 1& ’( 对 ; 细胞增殖的影响

#$ 讨论

近年来，对实体瘤的免疫生物治疗称为肿瘤防治

的研究热点，免疫防御机制用于头颈部癌的治疗已显

示较好疗效［0］，而 ’( 作为体内功能最强的专职性抗

原递呈细胞（5=(），能刺激未致敏 ; 细胞的增殖和

活化、启动机体的特异性免疫应答，在肿瘤免疫治疗

中发挥着重要作用# 人体内 ’( 大多处于不成熟状

态，激活淋巴细胞反应的能力较低，但具有极强的抗

原内吞能力# 在摄取抗原或接受某些刺激因素后 ’(
可以分化成熟，由于体内 ’( 数量少而且分布广泛，

难以分离纯化，怎样通过简单有效的方法制备出大量

的功能性 ’( 来满足临床需要，是亟待解决的问题#
目前，体外培养的 ’( 主要来源于外周血、骨髓

和脐血# 我们应用口腔癌患者和健康人外周血单个

核细胞诱导 ’( 的产生# 因为外周血采集方法简单易

行，容易获取，而且与骨髓相比不易污染肿瘤细胞#
研究表明，在决定 ’( 是否可以发育成熟的调控因素

中，>96(?@，A46, 和 ;B@6! 是极其重要的诱导因子，

其中 >96(?@ 可促进髓系细胞发育，是维持 ’( 发育

和分化的最根本的细胞因子；A46, 可促进干细胞及单

核细胞分化发育成 ’(，并维持 ’( 于未成熟状态，使

其具有很强的处理外源性抗原的能力［2］# 在 ’( 培

养过程中加入 ;B@6! 可以促进 ’( 成熟，使其具有强

的刺激 ; 细胞的活性，并抑制 ’( 凋亡［* C -］#
我们对口腔癌患者及健康人外周血单个核细胞

经 >96(?@，A46, 和 ;B@6! + 种细胞因子体外诱导分

化，获得具有典型 ’( 细胞形态特征的 ’(# 经诱导培

养至第 2 日时两组 ’( 均高表达 (’*0，(’*"，3456
’7，差异无显著性，与文献［%"］报道一致# 而两组

’( 之间 (’*+ 和 (’%/ 的表达率有明显差异# (’*+
是目前公认的成熟 ’( 标志分子，我们考虑该差异源

于两组 =:9( 的贴壁率和 ’( 转换率不同# DEFGHF
等［%%］认为晚期肿瘤患者的单个核细胞来源的 ’( 中

存在一种叫短寿命的亚群，培养超过 2 I，较短命的亚

群死亡，幸存的 ’( 无论是表面分子表达、947 和抗

原提呈能力均与健康人相似# 本实验结果显示，患者

单个核细胞来源的 ’( 在体外同样具有激发自体和

同种异体外周血 ; 细胞增殖的作用，并且随着 ’( 数

量的增加对淋巴细胞增殖能力刺激作用增强# 我们

认为，口腔癌患者来源的 9J’( 在初始状态可能与健

康人有一定的免疫学差异，但是通过合理的因子组合

培养后，同样能发挥针对自身疾病的免疫治疗作用，

从而避免使用他人血源的排斥反应，怎样针对患者自

身来源的 ’( 特性选择更合适的培养手段，发挥它的

特异性免疫治疗效果，尚需进一步研究#
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颈丛阻滞复合针刺麻醉应用于甲状腺
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!" 引言" 甲状腺手术以往常选用针刺麻醉，镇痛效果较为确

切，当前主要选用颈丛神经阻滞麻醉3 我们将针刺与颈丛阻

滞复合应用于甲状腺手术，观察其麻醉效果、术中心血管反应

及术中术后恶心呕吐发生率，并与单纯颈丛阻滞麻醉相比较，

报道如下3

#" 对象和方法

C3 C[ 对象[ 选择甲状腺手术患者 P@ 例，M-M! ]"级，其中

男 CA 例，女 DA 例，年龄 ?@ ] !A 岁，体质量 AA ] L@ <:3 手术包

括甲状腺腺瘤摘除，双侧甲状腺次全切除3
C3 ?[ 方法[ #麻醉前用药：苯巴比妥钠 @3 C : 和东莨菪碱@3 O
+:，术前 O@ +&% 肌注3 $局麻药配制 C@ : ^ ’ 利多卡因 _ ?3 A
: ^ ’ 布比卡因 _ @3 @A +: 芬太尼3 %双侧颈浅丛阻滞：患者平

卧，在胸锁乳突肌后缘与颈外静脉交叉点外侧垂直皮肤进针，

有筯膜突破感后即注入局麻药 CC +’，按压使之弥散3 &针刺

麻醉：行双侧内关穴针刺，捻转直至患者有酸麻、沉重感后，连

接 SL!@A 型电针麻仪（ 脉冲波），调节刺激参数（? ] L I‘，递

增刺激强度，直至患者能耐受的最大量）3 ’分组：P@ 例患者

随机分为两组，每组 BA 例，第 C 组单纯组，仅施行双侧颈浅丛

神经阻滞；第 ? 组复合组，行双侧颈浅丛神经阻滞后再行针刺

麻醉3 (观察项目：监测和记录术前、麻醉后 A +&% 及术中的

血压和心率变化3 记录术中和术后有无恶心呕吐3 )镇痛效

果评定标准：!级（患者安静无痛，牵拉甲状腺上极时稍感不

适，未用辅助药）；*级（患者安静，轻微诉痛，加用少量局麻药

或辅助药）；"级（患者明显疼痛，频频诉痛，烦燥不安，需多次

追加局麻药或辅助用药）3
统计学处理：所有数据以 ! " # 表示，组内、组间比较采用

$ 检验，% a @3 @A 为有统计学差异3

$" 结果" 两组患者的年龄、体质量、病种无统计学差异3 术

中两组收缩压明显升高，心率加快，与术前比较均有统计学差

异（% a @3 @A）3 复合组的收缩压、心率变化较单纯组为小，有

统计学差异（% a @3 @A，表 C）3 镇痛效果也以复合组优于单纯

组，复合组术中术后恶心呕吐发生率也明显低于单纯组（% a

@3 @A，表 ?）3

表 C[ 两组血压及心率的变化 （& b BA，! " #）

组别
收缩压（++I:）

麻醉前 麻醉后 A +&% 术中#

心率（次 ^ +&%）

麻醉前 麻醉后 A +&% 术中#

单纯 CB? c C? CB? c C@ C!? c CD LC c A LA c ! C@! c CC
复合 COL c C? CB@ c C@ CBB c CB$ L? c A LO c ! PO c C@$

#% a @3 @A ’# 术前；$% a @3 @A ’# 单纯3 C ++I: b @3 COO <d#3

表 ?[ 两组镇痛效果及恶心呕吐发生率 ［& b BA，&（e）］

组别
镇痛效果

!级 *级 "级
恶心呕吐

单纯 C?（?!3 D） ??（BL3 P） CC（?B3 B） C!（OA3 !）

复合 O?（DC3 C） C@（??3 ?）# O（!3 D）# C（?3 ?）#

#% a @3 @A ’# 单纯3

%" 讨论" 颈丛阻滞麻醉用于甲状腺手术，因其麻醉效果确

切，操作简便，已被临床广泛采用，但颈丛阻滞后易出现心率

增快和血压增高，心肌耗氧增加，可能与颈丛阻滞抑制颈动脉

窦及迷走神经活性，促使交感神经兴奋有关［C］3 单纯针刺麻

醉也具有麻醉镇痛效果确切、呼吸循环干扰轻、术后恢复快等

优点，但镇痛效果的个体差异性较大，常发生镇痛不全［?］3 我

们将针刺和颈丛阻滞复合用于甲状腺手术，观察到麻醉效果

明显增强，血压增高、心率增快的幅度明显减小，可能与针刺

穴位持续电刺激下的痛阈提高、体内释放大量内啡肽等镇痛

物质有关，从而完善了颈丛阻滞麻醉的效果3 芬太尼为强效

镇痛药，其镇痛作用为吗啡的 DA ] C?A 倍，常用小剂量与局麻

药相混，用于颈丛阻滞，以期提高麻醉效果［O］，但芬太尼能直

接作用于中枢呕吐化学受体敏感区，导致恶心呕吐发生率

高［B］，药物治疗恶心呕吐如氟哌利多、昂丹司琼等常产生副作

用或增加患者费用3 针刺内关穴可以调整肾上腺素及血管加

压素，能抑制胃酸分泌，调节胃肠运动，解除胃痉挛，所谓“ 心

胸内关谋”，有实验统计结果显示，针刺内关穴能明显降低手

术麻醉期间的恶心呕吐3 我们的体会是颈浅丛阻滞与针麻复

合，再辅用神经安定镇痛药，也适用于较复杂的甲状腺手术，

具有止痛完全、循环干扰小、并发症少等优点，故是甲状腺手

术较理想的麻醉方法3
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