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膀胱肿瘤患者外周血源性树突状细胞表型及免疫功能变化
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　　［摘要］　目的　探讨膀胱肿瘤患者外周血源性树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）的表型及免疫功能变化。方法 　 通
过密度梯度离心法从膀胱肿瘤患者和正常人外周血分离单个核细胞，加ｒｈＧＭＣＳＦ和ｒｈＩＬ４诱导培养树突状细胞，采用流
式细胞仪检测２组ＤＣｓ表达程序性死亡配体１（ＰＤＬ１）、ＣＤ１ａ、ＨＬＡ和ＣＤ８３的变化，混合淋巴细胞反应检测其刺激Ｔ淋
巴细胞增殖能力和ＥＬＩＳＡ法检测分泌 ＩＬ１０和 ＩＬ１２的变化。结果 　 膀胱肿瘤患者外周血 ＤＣｓ表达 ＰＤＬ１［（９５．０６±
４０６）％ ｖｓ（７６．６３±６．９０）％］和分泌 ＩＬ１０［（２１４．００±１３．７５）ｐｇ／ｍＬｖｓ（８３．７８±７．９５）ｐｇ／ｍＬ］的水平显著高于正常组
（Ｐ＜０．０５），ＤＣｓ表达ＣＤ８３［（１６．２０±１．９１）％ ｖｓ（３５．５３±１．５８）％］及刺激淋巴细胞增殖的能力均低于正常组水平（Ｐ＜
０．０５）。结论 　 膀胱肿瘤患者外周血源性树突状细胞高表达ＰＤＬ１、低表达ＣＤ８３及过多分泌ＩＬ１０可能是膀胱肿瘤发生
免疫逃逸的原因之一。
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　　膀胱肿瘤是泌尿系常见恶性肿瘤，其术后高复发
率已成为泌尿外科亟待解决的难题，免疫逃避是导致

其复发的重要机制之一。树突状细胞是已知的体内抗

原递呈能力最强的专职抗原递呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎ
ｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ），能有效激活相关特异性细胞免疫反应
和体液免疫反应，在肿瘤防治、免疫、器官移植等领域

日益受到重视［１］。研究表明，树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ
ｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）的免疫功能变化与其表面受体的表达和分
化阶段有关［２］。活化的 Ｔ细胞在对膀胱肿瘤细胞的
免疫识别、抑制和杀伤中起着关键作用；共刺激分子提
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供的协同刺激信号作为双信号系统之一则是 Ｔ细胞
活化的前提［３］。Ｃｈｅｎ等［４］发现 ＰＤＬ１作为 Ｂ７家族
的负性共刺激分子，能与程序性死亡分子（ＰＤ１）结合
成ＰＤＬ１／ＰＤ１，负向调节Ｔ细胞受体（ＴＣＲ）介导的信
号转导和细胞因子的产生，导致 Ｔ细胞功能的瘫痪。
研究发现，ＰＤＬ１在肺癌、肝癌、胃癌、肾癌等多种肿瘤
组织中过度表达，可能与肿瘤生物学行为密切相

关［５］。本实验通过检测膀胱肿瘤患者外周血源性ＤＣｓ
表达ＰＤＬ１、ＣＤ１ａ、ＨＬＡ、ＣＤ８３及其免疫功能的变化，
探讨其与膀胱肿瘤发生免疫逃逸的关系。

１　资料与方法

１．１　病例选择
　　我院２０１１年１１月至２０１２年９月，通过ＣＴ及病理检查确诊
为膀胱高分级尿路上皮癌患者１６例（肿瘤组），包括男性１５例，
女性１例，年龄４２～６８岁，平均５２．８６岁，未接受过任何手术和
抗肿瘤治疗。对照组为同期无任何免疫性疾病的健康体检者

１４例，包括男性１０例，女性４例，年龄２８～４８岁，平均３４．２８岁。
受试者签署知情同意书，研究获医院伦理委员会的审批。

１．２　主要试剂
　　ＲＰＭＩ１６４０、青霉素链霉素（ＰＳ）双抗（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛
血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），Ｆｉｃｏｌｌ人淋巴细胞分离液（天津 ＴＢＤ公
司），重组人粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ｒｈＧＭＣＳＦ）、白细
胞介素４（ＩＬ４）、ＬＰＳ粉剂（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司），ＰＥ标记小鼠抗人
ＰＤＬ１、ＣＤ８３与 ＨＬＡＤＲ、Ｆ１ＴＣ标记 ＣＤ１ａ（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司），
ＩＬ１２和ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（北京四柏正公司）。

１．３　ＤＣｓ的体外培养和鉴定
１．３．１　外周血源性ＤＣｓ的体外培养　　相同条件下肝素抗凝
管采集正常人和膀胱肿瘤患者外周血２０ｍＬ，用密度梯度离心
法分离获得贴壁生长的单个核细胞；加入１ｍＬ含１０％ ＦＢＳ的
ＲＰＭＩ１６４０，添加 ｒｈＧＭＣＳＦ、ｒｈＩＬ４，使其终浓度分别为 １００、
５０ｎｇ／ｍＬ；３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培养；每隔６０小时半量换液
１次，换入含新鲜细胞因子的新鲜培养基，定期观察细胞生长情
况及形态变化。第７天收集 ＤＣｓ进行流式检测和混合淋巴细
胞反应；收集上清－７０℃保存，留做ＥＩＬＳＡ检测。
１．３．２　外周血源性ＤＣｓ的形态鉴定　　倒置相差显微镜下观
察和拍摄不同培养阶段ＤＣｓ形态。收集第７天ＤＣｓ培养悬液，
吸入到１０ｍＬ离心管，添加入８ｍＬＰＢＳ稀释、混匀；６００ｒ／ｍｉｎ，
离心８ｍｉｎ，重复洗涤２次后弃上清，保留少量液体冲散、混匀
沉淀细胞；滴加到用赖氨酸处理过的玻片上，静置沉降３０ｍｉｎ；
４％戊二醛固定３０ｍｉｎ后，行清洗、再固定脱水、置换、干燥镀膜
等；扫描电镜下观察、拍摄照片。

１．３．３　树突状细胞表型分析　　收集第７天肿瘤组及正常组
ＤＣｓ（２×１０５个／管），加入荧光标记的鼠抗人 ＰＤＬ１单克隆抗
体、鼠抗人ＣＤ１ａ单克隆抗体、鼠抗人 ＣＤ８３单克隆抗体、鼠抗
人ＨＬＡＤＲ单克隆抗体及相应同型对照，孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗２遍后，流式细胞仪检测。用ＦｌｏｗＪｏ软件分析数据。

１．４　淋巴细胞增殖能力检测
　　另收集外周血２０ｍＬ，分离获得 Ｔ淋巴细胞，调整浓度为
３×１０６／ｍＬ（作为反应细胞）；收获各组第７天ＤＣｓ用２５μｇ／ｍＬ
丝裂霉素去增殖，调整浓度 ３×１０５／ｍＬ（作为刺激细胞），以
５０μｌ／孔悬液加入９６孔板中，每组设３个复孔；添加培养基使
各孔终体积均为２００μＬ，混匀后放入３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度
的孵箱中培养 ９６ｈ。每孔加入 ＣＣＫ８约 ２０μＬ，继续培养约
３ｈ；上酶标仪检测（测定波长为４５０ｎｍ）。增殖指数（ｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎｉｎｄｉｃｅｓ）ＰＩ＝肿瘤组Ｄ（４５０）值／空白组Ｄ（４５０）值。

１．５　ＥＬＩＳＡ检测ＤＣｓ上清分泌ＩＬ１２和ＩＬ１０的情况
　　具体操作步骤按说明书进行，显色后１５ｍｉｎ内用酶标仪检
测Ｄ（４５０）值。最后样品Ｄ（４５０）值＝测得Ｄ（４５０）值－空白孔
Ｄ（４５０）值，根据标准曲线求出最后的分泌值。

１．６　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．００统计软件进行配对ｔ检
验分析变量间的差异性。

２　结果

２．１　膀胱肿瘤ＤＣｓ的形态观察
　　显微镜下观察：分散贴壁的单个核细胞诱导培养第２天
后，细胞形态变得不规则，少量细胞开始聚集成簇，半悬浮生

长。培养第４天可见悬浮细胞团数量增多，细胞体积增大，呈
棒槌状，细胞周边可见毛刺状突起。培养第７天，细胞团开始
散开，细胞体呈圆球形，均有较长的毛刺状突起，为典型 ＤＣｓ
（图１）。肿瘤组与正常组ＤＣｓ比较形态无明显区别。

!

"

Ａ：未成熟ＤＣｓ；Ｂ：成熟ＤＣｓ

图１　扫描电镜观察ＤＣｓ形态　（×４０００）

２．２　ＤＣｓ表型分析
　　通过ｒｈＧＭＣＳＦ、ｒｈＩＬ４在体外诱导膀胱癌患者和正常人外
周血源性ＤＣｓ，流式细胞仪检测发现：两者表达 ＣＤ１ａ和 ＨＬＡ
无明显差异［（９０．０４±５．０６）％ ｖｓ（８５．６５±４．８１）％，（７３．６３±
３．０５）％ ｖｓ（６８．３１±５．９０）％］，从表型上证明所培养细胞为
ＤＣｓ。肿瘤组 ＤＣｓ表达 ＰＤＬ１显著高于正常组［（９５．０６±
４０６）％ ｖｓ（７６．６３±６．９０）％］，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
但ＣＤ８３表达明显低于正常组［（１６．２０±１．９１）％ ｖｓ（３５．５３±
１．５８）％］，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。说明肿瘤组 ＤＣｓ在
成熟度上不如正常组，并且高表达负性共刺激因子ＰＤＬ１。

２．３　混合淋巴细胞反应
　　成熟ＤＣｓ有较强的刺激Ｔ淋巴细胞增殖的能力，ＭＴＴ法检
测两组ＤＣｓ对Ｔ细胞增殖反应的结果提示：正常组 ＰＩ值高于
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肿瘤组［（２．１４±０．７０）ｖｓ（１．５０±０．４５）］，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），说明正常人外周血 ＤＣｓ与膀胱肿瘤患者外周血
ＤＣｓ相比有较强的刺激淋巴细胞增殖的能力。

２．４　ＥＬＩＳＡ法检测ＩＬ１０和ＩＬ１２的分泌
　　肿瘤组 ＤＣｓ分泌 ＩＬ１０量与正常组比较［（２１４．００±
１３７５）ｐｇ／ｍＬｖｓ（８３．７８±７．９５）ｐｇ／ｍＬ］，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；２组分泌 ＩＬ１２的量［（４４．７９±５．５１）ｐｇ／ｍＬｖｓ
（３７．１７±３．７２）ｐｇ／ｍＬ］，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２６）。说明
膀胱肿瘤外周血源性ＤＣｓ与正常人ＤＣｓ相比，分泌负性细胞因
子ＩＬ１０能力更强。

３　讨论

　　膀胱肿瘤是我国最常见的泌尿系恶性肿瘤，即使
近年来荧光膀胱镜下膀胱肿瘤切除术率的提高，但其

术后高复发率的难题仍未得到有效控制，究其原因可

能与免疫逃逸的发生相关。随着免疫治疗在肿瘤防治

领域研究的深入，大多数学者将目光聚焦到了人体内

抗原递呈能力最强的 ＤＣｓ上。聂志林等［６］研究发现

膀胱肿瘤组织中浸润 ＤＣｓ数目的下降可能是膀胱肿
瘤发生免疫逃逸的原因之一。本实验在相同条件下检

测膀胱肿瘤患者及正常对照组外周血源性 ＤＣｓ表面
特异性抗原表达及其免疫功能变化，进一步探讨 ＤＣｓ
与膀胱肿瘤发生免疫逃逸的关系。研究表明，与 ＤＣｓ
功能相关的表面抗原有 ＣＤ１ａ、ＨＬＡ、ＣＤ８３、ＰＤＬ１
等［７］。Ｐｒｅｃｈｔｅｌ等［８］研究发现 ＣＤ８３在 ＤＣｓ早期低表
达甚至不表达，当 ＤＣｓ成熟时才表达，是 ＤＣｓ的成熟
标志。在不同 ＤＣｓ分化成熟阶段和受不同外界微环
境细胞因子（如 ＩＬ１０等）的影响下，ＤＣｓ表面分化抗
原表达和免疫功能也发生不同变化。本实验研究发

现：肿瘤组中ＤＣｓ表达ＣＤ８３水平明显低于正常组，说
明可能受膀胱肿瘤外周血微环境中某些因素的影响，

肿瘤组ＤＣｓ多处于未成熟状态；未成熟ＤＣｓ的抗原递
呈能力较弱，这可能是膀胱肿瘤患者 ＤＣｓ无法有效激
活免疫反应，导致免疫逃逸的原因之一。

　　ＰＤＬ１是近年发现的负性共刺激分子，与受体
ＰＤ１结合后，可抑制 Ｔ细胞增殖并促进 ＤＣｓ分泌
ＩＬ１０，诱导特异性抗原 Ｔ细胞凋亡，导致肿瘤细胞对
机体的免疫逃逸［１２－１３］。淋巴细胞增殖反应是 ＤＣｓ激
活淋巴细胞并发挥免疫功能的表现；ＤＣｓ分泌不同的
细胞因子则可诱导Ｔｈ０细胞向不同的方向（Ｔｈ１／Ｔｈ２）
分化，决定后续免疫反应是向 Ｔｈ１型还是 Ｔｈ２型应答
漂移，代表性分子主要有 ＩＬ１２和 ＩＬ１０［９］。ＩＬ１２是
诱导Ｔｈ０向Ｔｈ１分化的关键因子，能激发 ＮＫ、ＬＡＫ及
Ｔ细胞的增殖、分化等，起到正向调节免疫反应的作
用［１０］。ＩＬ１０致Ｔｈ２分化，是公认的免疫反应负调节
因子，可抑制ＤＣ的产生和分化成熟，下调正性共刺激

分子的表达，并可抑制Ｔｈ１细胞的分化，而Ｔｈ１细胞是
诱导淋巴细胞分泌 ＩＦＮγ、ＩＬ１２、ＩＬ２、ＴＮＦ等肿瘤杀
伤因子的主要功能细胞［１１］。本实验提示：膀胱肿瘤患

者血源性 ＤＣｓ高表达负性共刺激分子 ＰＤＬ１，分泌高
浓度ＩＬ１０，然而刺激Ｔ淋巴细胞增殖能力减弱。因此
推论肿瘤组ＤＣｓ高表达 ＰＤＬ１，导致 ＤＣｓ表面正负性
共刺激分子失调，可能促进负性细胞因子 ＩＬ１０的进
一步分泌；在微环境中存在高浓度的 ＩＬ１０可能是阻
碍其ＤＣｓ发育成熟，诱导免疫应答向Ｔｈ２型分化，抑制
ＤＣｓ有效发挥其抗原递呈功能，刺激Ｔ淋巴细胞增殖的
原因之一。Ｂｒｏｗｎ等［１４］曾用 ＰＤＬ１单抗阻断 ＩＬ１０预
处理ＤＣｓ的ＰＤＬ１通路后，ＤＣｓ的刺激淋巴增殖能力
显著增强，从侧面也支持本实验的结论。膀胱肿瘤患

者发生免疫逃逸的原因除了其自身的抗原性很弱，可

以通过抗原调变等途径逃避免疫系统的监视外［１５］，另

一个重要原因就是肿瘤患者 ＤＣｓ免疫功能缺陷。此
外，在部分膀胱肿瘤患者中发现其复发肿瘤已不在原

来位置，提示膀胱肿瘤的复发机制除了免疫逃逸外，可

能与肿瘤多生发中心灶的形成有关；生发中心是在 Ｔ
细胞依赖性抗体应答过程中于外周组织内形成的特殊

结构，滤泡树突细胞在生发中心反应的形成中也起着

重要作用，但是机制尚未完全明确，所以可进一步着手

血性转移复发患者的 ＤＣｓ功能变化及多生发中心灶
的研究，多角度探索膀胱肿瘤的复发机制。

　　综上所述，膀胱肿瘤患者外周血源性 ＤＣｓ高表达
表面受体ＰＤＬ１，使其在微环境分泌过多的 ＩＬ１０，可
能是导致膀胱肿瘤患者 ＤＣｓ发育成熟缺陷，最终导致
ＤＣｓ免疫抗原递呈能力降低、发生免疫逃逸的原因之
一。随着 ＤＣｓ体外诱导扩增技术、分子生物学和基因
工程技术在ＤＣｓ疫苗构建方面的应用，构建能在患者体
内建立肿瘤特异性、持久性的免疫反应的ＤＣｓ疫苗有望
成为肿瘤免疫治疗的一种有效方式［１６－１７］。结合本实验

结论，可考虑从膀胱肿瘤高表达负性共刺激分子ＰＤＬ１
出发，通过封闭表面ＰＤＬ１抗原受体或ｓｉＲＮＡ干扰等技
术阻断ＰＤＬ１在ＤＣｓ的表达，为探索构建新型的预防膀
胱肿瘤复发的ＤＣｓ疫苗提供新的思路。
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Ａ：Ｔ２ＷＩ矢状位；Ｂ：Ｔ１ＷＩ矢状位；Ｃ：Ｇｄ增强扫描
图１　颈椎椎管内肠源性囊肿患者颈椎ＭＲＩ表现

囊肿壁内衬单层柱状上皮细胞，细胞质顶部见分泌上皮外组织轻度水肿

图２　颈椎椎管内肠源性囊肿患者颈部囊肿组织病理学
观察　（ＨＥ×２００）

羊膜与卵黄囊之间起临时连接作用的结构），常伴有脊柱、消化

道、呼吸道的畸形。１９９９年ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤组织学分
类将其定义为：囊肿内壁衬有类似胃肠道上皮及能分泌黏液的

上皮组织［１－２］。临床上发病率较低，多见于男性儿童，男女比

为２∶１～３∶１；以颈段和上胸段椎管内脊髓腹侧硬脊膜下好
发［３］。临床表现主要为脊髓受压的神经系统症状。ＭＲＩ多表
现为脊髓腹侧髓外硬膜下的长Ｔ１长Ｔ２的囊状病灶，部分病灶
嵌入脊髓内。有研究者认为“脊髓嵌入征”（病灶不同程度向

脊髓中央嵌入而形成）是 ＭＲ诊断肠源性囊肿的重要征
象［４－５］，Ｇｄ增强扫描无强化。本例肠源性囊肿病灶增强扫描
部分囊壁可见点线样强化。这与以上特征不符，有学者提出其

强化机制可能与囊壁成分有关［６－７］。肠源性囊肿主要与囊性

神经源性肿瘤鉴别，囊性神经源性肿瘤以胸段多见，病灶大多

可见实性成分和囊壁，增强扫描实性成分和囊壁可强化，病变

主要沿神经根走行生长，以此作鉴别［８］。本病一经确诊，应立

即行手术切除治疗。本例患者年轻，术后临床症状消失，近期

恢复良好，远期预后还得进行随访以观察。
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