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[摘要 ] 　目的 　通过分析口腔鳞癌中浸润性树突状细胞的特征性表型 ,以探讨其在肿瘤微环境中的功能状态。方

法 　选择未经任何非手术治疗的初发口腔鳞癌患者标本 34 例作为实验组 ,30 例口腔正常粘膜组织作为对照组。

通过免疫组化技术标记组织中树突状细胞 (DC) 的 CD1a ,HLA-DR和 CD83 抗原 ,观察两种组织中的 DC 表达 3 种抗

原的状况 ,结果进行统计学分析。结果 　所有病例均未见明显 CD83 + DC ,但均有 CD1a + DC ,其在口腔鳞癌组织中

的浸润程度低于正常口腔粘膜组织 ,差异有显著性 ( P < 0105) 。在口腔鳞癌组中有 27 例癌实质内的 DC 表达 HLA-

DR抗原 ,其 HLA-DR的阳性表达率为 79141 %。结论 　口腔鳞癌组织中的 DC ,其浸润程度下降并存在功能成熟障

碍。
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[ Abstract ] 　Objective 　To elucidate the functional status of dendritic cells (DC) in the tissue of oral squamous cell carcinoma

by analyzing characteristic phenotype of them. Methods 　34 specimens from oral squamous cell carcinoma cases primarily treated

with surgery were selected as test group. In addition , 30 specimens of normal mucosa from oral mucocele cases were used as con2
trol. Distribution of DC expressing CD1a+ , HLA-DR+ and CD83 + in tumor tissue and normal mucous membrane was observed by

immunohistochemistry. The number of DC expressing the antigens , which represented the density of DC infiltrating into tissue , was

counted by microscope. The density of DC and the rate of DC expressing HLA-DR in oral carcinoma group and control were statis2
tically compared. Results 　 There was no CD83 + DC in all cases , but CD1a + DC was found in all samples. The density of

CD1a + DC in tumor tissue was significantly lower than that in normal mucous membrane ( P < 0. 05) . HLA-DR antigen expressed

on the surface of DC in tumoral epithelium of 27-case carcinoma specimens and in normal mucous epithelium of 23 cases. The rate

of HLA-DR positive expression of TIDC had no statistic significance between the two groups.Conclusion 　 The lower density of

DC infiltrating in tumor tissue might reflect the microenviromental immunodeficiency of hosts with oral squamous cell carcinoma ,

and the functional mature of DC might be inhibited by the immunosuppressive action of oral squamous cell carcinoma.
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　　树突状细胞 (dendritic cell ,DC) 是目前已知功能

最强的抗原提呈细胞 ,其抗原提呈能力是其他抗原提

呈细胞的 10～100 倍1 。诸多的研究证实 ,DC 能在

体外摄取肿瘤抗原 ,并在体内激活初始 T淋巴细胞产

生抗原特异性 ,从而在肿瘤免疫中发挥至关重要的作

用。然而 ,荷瘤宿主本身 DC 并没有激发机体免疫系

统产生有效的抗肿瘤效应 ,说明肿瘤免疫抑制作用对

DC有一定影响。因此 ,对肿瘤微环境中的 DC ,即肿

瘤浸润性 DC (tumor infiltrating dendritic cell , TIDC) 的

研究有助于加深对肿瘤免疫逃逸机制的认识。本文

采用免疫组化技术 ,对 34 例口腔鳞癌 TIDC 的特征性

表型进行分析 ,以探讨口腔鳞癌 TIDC 在机体肿瘤免

疫中的功能状态。

1 　材料和方法

1. 1 　材料

1. 1. 1 　标本收集 　在南京市口腔医院 2001 年～

2002 年收治的口腔鳞癌患者中 ,筛选出初发并且未

经任何非手术治疗患者的手术切除标本 34 例 ,作为

实验组。本组资料 ,男性 23 例 ,女性 11 例 ,平均年龄
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55 岁 ,年龄范围 38～73 岁。

另外 ,收集该院的口腔粘液腺囊肿的手术切除标

本 30 例 ,以其携带的正常粘膜上皮作为对照组。所

有标本均经 HE切片复查并重新证实诊断。

1. 1. 2 　主要试剂和设备 　选用单克隆抗体 :鼠抗人

CD1a mAb(购自 NeoMarkers 公司 ,美国) ;鼠抗人 CD83

mAb(购自 Serotec 公司 ,英国) ;鼠抗人 HLA-DR mAb

(购自 NeoMarkers 公司 ,美国) 。免疫组化成套试剂盒

(购自 NeoMarkers 公司 ,美国) ;0125 %胰蛋白酶 (购自

上海华精生物技术公司) ;国产家用微波炉 (格兰仕公

司) 。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　标本处理及切片制作 　所有手术切除后的标

本 ,均沿纵向剖开取材 ,经 10 %中性福尔马林固定

后 ,石蜡包埋制成组织蜡块。将石蜡包埋好的组织

块 ,制成 4～5μm 厚的连续切片 ,置于 60 ℃烘箱内烘

烤 6 h 以上备用。

1. 2. 2 　免疫组化染色 (S- P 法) 　操作步骤为 :按有关

试剂的产品说明书进行操作。简化其操作程序 ,常规

脱蜡至水 ,滴加过氧化物酶阻断剂 10 min 后行抗原

修复。依次滴加封闭血清 5 min ,一抗 37 ℃、2 h ,生物

素标记的二抗 37 ℃、30 min ,链亲和素过氧化物酶液

37 ℃、20 min。每步骤后均用缓冲液 ( PBS 或 TBS) 洗

涤 5 min ,DAB 显色 ,苏本素复染 ,干燥 ,中性树胶封

片。

抗原修复方法操作步骤为 : 针对 CD1a ,HLA-DR ,

CD83 采用不同的抗原修复方法。CD1a 于 1 mmolΠL
EDTA (pH810) 修复液中 ,高压锅煮 715 min。HLA-

DR ,于 PBS缓冲液中 (pH714) ,微波加热 415 min (国

产微波炉 ,750 W ,中高档火力) 。CD83 ,于 011 %胰蛋

酶 CaCl2 溶液中 ,37 ℃消化 10 min 20 s。

实验对照 :以 PBS 代替一抗作为阴性对照 ,以扁

桃体组织作为阳性对照。

1. 2. 3 　计数及统计方法 　由 3 位病理科主治医师阅

片。每张切片任意取 DC 分布最密集的 5 个区 ,在光

镜高倍视野下 ( HPF ×40) 计数 CD1a 阳性细胞的数

目。以 5 个高视倍视野下 CD1a 阳性细胞平均数代表

该标本切片中的 DC 浸润程度。采用成组资料样本

均数的 t 检验统计分析实验组与对照组的 DC 浸润

程度。结合形态观察每例标本的 DC 表达 HLA-DR +

的状况 ,以χ2 检验比较两组 HLA-DR 阳性表达率。

2 　结果

2. 1 　DC的形态与分布

在光镜下 ,DC 的形态不规则 ,有长短不一的树状

突起。在口腔粘膜组织中 ,DC 主要位于上皮组织的

基底层和棘层中 ,分布比较均匀 ,散在 (图 1) 。上皮

深层的结缔组织内也有少量分布。在口腔鳞癌组织

中 ,DC 分布不均匀 ,常密集呈灶。在癌实质内 ,DC 数

量较多 ,其树状突起常与癌细胞密切接触 (图 2) 。癌

旁间质内 DC ,数量相对较少。

图 1 　正常黏膜组织中 ,DC 主要位于上皮组织的基底层和棘层

中 ,分布比较均匀 ,散在　免疫组化 S- P 法　×10

Fig 1 　Distribution of DC in normal mucous tissue 　SP 　×10

图 2 　口腔鳞癌组织中 DC分布不均匀 ,常密集呈灶 ,其树状突起

常与癌细胞密切接触　免疫组化 S- P 法　×40

Fig 2 　Distribution of DC in oral squamous cell carcinoma 　SP 　×40

2. 2 　抗原表达状况

CD1a 在所有被检测的组织中均有强阳性表达 ,

表达部位为胞浆和胞膜。CD83 在癌组织和正常口腔

粘膜上皮均未见明确表达。

HLA-DR 其特异性较差 ,但在粘膜上皮和癌实质

内 ,结合形态分析 ,可以观察 DC 的 HLA-DR 表达状

况。它表达于 DC的胞膜 ;在 34 例癌组织中 ,有 27 例

癌实质内存在 HLA-DR
+

DC。30 例正常口腔粘膜上

皮中 ,有 23 例显示 HLA-DR
+

DC。

2. 3 　DC浸润程度

2. 3. 1 　CD1a + DC 的浸润程度 　CD1a 阳性 DC 在口

腔鳞癌组的浸润数目 (HPF 下)少于正常口腔粘膜组 ,

其差异有显著性 ( P < 0105) ,结果见表 1。
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表 1 　口腔鳞癌组织与正常粘膜上皮中 CD1a + DC 均数

的比较

Tab 1 　Comparison of CD1a + DC mean between oral squa2
mous cell carcinoma and normal mucosa

HPF 下 DC数目的均数 标准差

口腔鳞癌组 17. 00 13. 56

正常粘膜上皮组 24. 40 11. 63

t = 2. 013 　　P < 0. 05

2. 3. 2 　DC 表达 HLA-DR 的状况 　口腔鳞癌组的癌

实质内浸润的 DC表达 HLA-DR 的阳性率 (HPF 下)较

正常粘膜上皮者升高 , 但其差异无显著性 ( P >

0105) 。结果见表 2。
表 2 　口腔鳞癌组织与正常粘膜上皮中 DC 的 HLA-DR

阳性表达率的比较

Tab 2 　Comparison of the positive rate of DC expressing

HLA-DR between oral squamous cell carcinoma

and normal mucosa

HLA-DR 阳性
表达例数

HLA-DR 阴性
表达例数

HLA-DR 阳性
表达率 ( %)

口腔鳞癌组 27 7 79. 41

正常粘膜上皮组 23 7 76. 67

χ2 = 0. 0703 　　P > 0. 05

3 　讨论

DC是目前已知功能最强的抗原提呈细胞。在体

内 ,它经历不成熟到成熟的发育过程。随着发育成

熟 ,DC 能表达一系列分化抗原 ,其中最直接与其功能

有关的是 CD1a ,MHC- I类分子 ,HLA-DR ,CD80 ,CD83 ,

CD86 ,CD40 等。CD1a 是一种递呈脂类抗原的分子 ,

目前被公认为 DC的主要特征性标志 ,已广泛地应用

于 DC分离、纯化和体外培养的鉴定。笔者采用 CD1a

免疫组化技术标记 DC ,结果表明 ,口腔鳞癌中 CD1a
+

DC的浸润程度明显低于正常口腔粘膜上皮。这一结

果与Lissoni 等2 的临床对照研究相似。他们发现癌

症患者外周血中成熟和不成熟 DC 的百分比明显低

于健康者。由于 DC 是唯一能够激活初始型 T 细胞

增殖的抗原提呈细胞 ,而且 DC 表面 CD1a
+ 抗原可调

节 T细胞间的相互作用。因此 ,在口腔鳞癌微环境

中 ,CD1a
+

DC的缺乏反映了肿瘤具有抑制 DC 的浸润

从而限制由其诱导的抗肿瘤细胞免疫反应。

CD83 属于免疫球蛋白超家族成员 ,它高表达于

激活状态 DC的表面 ,被认为是成熟 DC 的特异性标

志 3 。HLA-DR 是 MHC- Ⅱ类分子 ,能与经胞内处理

的抗原多肽结合而高表达于成熟 DC 的表面 ,以利于

DC的抗原提呈。HLA-DR 的不表达或低表达说明DC

提呈外源性抗原能力低下。CD83 的不表达表明无激

活状态 DC的存在 4 。本研究结果显示 ,在 34 例口腔

鳞癌实质内有 27 例存在 HLA-DR
+

DC ,其阳性表达率

为 79141 % ,较正常口腔粘膜上皮内DC的 HLA-DR 表

达率升高 ,但差异无显著性。在另一方面 ,笔者采用

扁桃体组织作为阳性对照 ,在阳性对照均显示为阳性

结果时 ,鳞癌组织和正常粘膜上皮中 ,未发现明显表

达 CD83 的 DC。一般认为 ,正常黏膜中的 DC(也即是

Langerhans 细胞)是不成熟的 DC ,通常不表达 CD83 抗

原。至于肿瘤组织内的 DC , Chen 等 5 对肝癌的研究

发现在肝癌结节中的 DC 不表达 CD83 抗原。这些结

果与笔者的研究结果相一致。本研究结果说明 ,口腔

鳞癌中浸润的 DC经历肿瘤抗原刺激 ,产生一定程度

的 HLA-DR 表达 ,但其表达程度并未达到有意义的高

表达 ,而不表达 CD83 进一步表明口腔鳞癌中 TIDC

是非激活状态的不成熟 DC。Ishida 等 6 对荷瘤宿主

这类 DC的功能分析表明 ,其抗原摄取能力 ,迁移进

入引流淋巴结以及刺激初始型 T 细胞的功能均被完

全抑制。因此 ,这类 DC 存在功能成熟缺陷 ,因而难

以完成其抗原提呈功能。

至于 TIDC 功能成熟缺陷以及浸润程度下降的可

能机制 ,有实验研究证明 :一、癌细胞可诱发 DC 的凋

亡 ,从而导致 DC在肿瘤微环境中的数量下降 7
,二、

肿瘤细胞分泌的血管内皮生长因子 ,可于造血前体细

胞水平抑制 Flt-3 扩增造血前体细胞和 DC 而导致荷

瘤宿主 DC 的数量减少 8
,而且还可抑制 Flt-1 诱导

DC转录因子 NF- KappaB 的激活而致 DC 成熟程度降

低和功能缺陷 9 。三、肿瘤分泌的其他一些因子 ,如

IL-10 可以抑制DC的分化成熟 ,下调共刺激分子的表

达 ,并可抑制 DC 在肿瘤内的聚集 10 ; TGF-β可显著

抑制 DC的产生和 DC的分化成熟 11 。

综上所述 ,口腔鳞癌组织的 DC ,其浸润程度下

降 ,并存在功能成熟缺陷。这反映了口腔鳞癌对肿瘤

微环境内 DC免疫功能的抑制作用。
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本研究 74 例 RMS 患者治疗中采用了下述原则 :

①在确诊的基础上 ,查清病变累及的范围和器官。

②在术中冰冻切片检查的监测下 ,尽量较广泛地切除

原发病灶。③术后配合放疗控制可能残余的病变 ,并

可辅助化疗预防和治疗远处转移。

本研究的扩大切除是指按常规在原发肿瘤边界

外 1 cm 的正常组织切除肿瘤外 ,对其邻接区的组织

器官亦尽可能纳入切除范围。第一次手术的彻底性

是影响预后的关键 ,RMS 原发灶治疗以区域性扩大

切除为主。但手术治疗范围和方法应根据患者的年

龄 ,肿瘤的大小、病理分型、临床分期、病变部位和临

床生物学行为决定。通过对 74 例 RMS 患者的观察

及随访 ,可见多形型分化最高却最少见 ,转移亦发生

较晚 ,预后是最好的 ;胚胎型最常见且多见于 15 岁以

前儿童及婴儿 6 ,早期即沿血道和淋巴道引起广泛转

移至肺、局部淋巴结、骨、肝、肾、胰等 ;腺泡型预后最

差 ,发展快 ,早期就转移至肺、局部淋巴结、胸膜等。

儿童患者的 RMS 多系胚胎型 ,加之患儿的体质弱 ,难

以耐受大的手术 ,且手术切除对患儿的颌面部发育有

较大的影响 ,因此一般采用放疗与化疗联合治疗 ,但

效果较差 ;本研究 12 例婴幼儿患者复发高达 63 % ,而

5 年生存率仅为 42 %。对于临床 Ⅰ、Ⅱ期高分化 ,症

状不明显的患者采用局部病灶切除术并补充适当剂

量的放疗 ,其 5 年生存率最高 ,达到了 75 % ;对分化

较差并有症状的患者 ,除采用扩大切除术并制定严格

的放疗方案外 ,必要时配合化疗 ,5 年生存率也可达

71 % ,本研究随访的所有临床 Ⅰ、Ⅱ期患者 ,复发仅为

25 % ,5 年生存率达到了 75 % ;临床 Ⅲ、Ⅳ期的患者入

院时多已有远处转移 ,有手术指征者一般先采用术前

辅助性化疗或放、化疗 ,使原发肿瘤缩小或转移灶得

到理想的控制后再行扩大切除 ,从而提高手术切除

率、降低致残率 ;不具备手术指征的患者 ,则采用放疗

或放、化疗来减缓肿瘤的生长 ,控制远位转移以延长

患者的生存时间 ,但这些患者的 5 年生存率只有

41 % ,患者多死于远位转移导致的病情恶化 ,与 Hessa

等 7 和彭大为等 8 的报道相似。Golubicic 等 9 采用

放疗治疗患者的 5 年生存率也同样较低。如何提高

此类患者的 5 年生存率是目前研究的重点。
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