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图 1～3　DC培养第 7 d形态观察

0　引言

目前临床对口腔癌的治疗是以手术

为主的综合治疗 ,控制癌变的发展 ,提高

生存率 ,是口腔癌治疗的趋势。树突状

细胞 (Dendritic cell ,DC)作为功能最强

的专职抗原提呈细胞 ( Antigen2presen2
ting cell ,A PC) ,在机体免疫应答中的作

用受到高度关注。本实验采集口腔癌患

者外周血 ,通过体外培养 ,诱导扩增获取

大量具有典型特征的 DC ,分析其形态及

表型特点 ,以期为口腔癌的生物治疗建

立通路。

1　材料与方法

无菌采集口腔癌患者外周全血

50 ml ,提取单个核细胞 ,调整细胞浓度

为 1×107个/ ml ,接种于 6 孔板 ,加入含

1000 U/ ml rh GM2CSF 和 500 U / ml

rhIL24的 RPMI1640完全培养基进行培

养 ,中间适量换液并补充细胞因子。5 d

后 ,将细胞分为两组 ,其中一组每孔加入

TN F2α200 U/ ml ,另一组换液后继续用

GM2CSF、IL24培养。7 d收集 DC细胞 ,

观察细胞形态 ,用流式细胞术鉴定细胞

表型 ,并用 M TT法检测自体混合淋巴

细胞反应。

2　结果

成熟 DC 有明显树突状突起 ,

见图 1 ;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 ,见图 2 ;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 ,见图 3。两组 DC诱导培养第 5、7 d

细胞表面分子表达比较 ,差异有统计学

意义 ( P < 0 . 01) 。混合淋巴细胞反应实

验结果 :培养至第 5 d 的 A 组 DC与 B

组 DC在刺激 T细胞增殖的能力上略有

差别 ,差别无统计学意义 ( P > 0 . 05) ;培

养至第 7 d的 A组 DC与 B组 DC在刺

激 T细胞增殖的能力上有明显差别 ,差

别有统计学意义 ( P < 0 . 05)。

3　讨论

DC在肿瘤免疫中发挥着重要作用 ,

不成熟 DC (imDC)摄取、加工抗原能力

很强 ,成熟 (mDC)抗原处理能力减弱 ,但

抗原提呈功能明显增强 ,从而诱导 T细

胞产生特异性 CTL 效应 [1 ]。但是 DC

在血液中仅占单个核细胞总数的0 . 5 %

～1 . 0 % ,大量体外扩增 DC的研究正在

开展 ,本实验选用 GM2CSF、IL24 和

TNF2α来培养口腔癌患者外周血来源
的 DC[2 ] ,在 GM2CSF 和 IL24 联合体外

培养 DC的第 5～6 d加入 TNF2α[3 ] ,继

续孵育 24～96 h促进 DC成熟 [4 ,5 ]。在

本实验中 ,我们发现培养外周血 DC的

前 5 d ,其数量有不断增长 ,但多为 im2

DC ,表面共刺激分子和 M HC2类分子表
达率低 ,与加入 TNF2α 48 h 后的成熟

DC相比 ,细胞表型的表达有显著性差

异 ,说明口腔癌患者外周血中的 DC大

多为 imDC ,经体外培养扩增后可成熟 ,

从而导致免疫功能的改变 ,这种改变在

DC成熟后得到保持并趋于稳定。另外

我们观察到这种成熟状态在不加任何干

扰因素的情况下能维持近三周。

我们发现在口腔癌患者 DC培养早

期 ,CD83、HL A2DR、CD80、CD86表达率

均低 ,加入 TN F2α后所有 DC表面成熟

标记水平明显提高 ,而且这种提高以

CD83、HLA2DR表现最为明显。

本实验在 DC培养过程中加入 GM2
CSF、IL24 和 TN F2α,结果获得具有典型

形态学及细胞表面分子表达特征的 DC ,

且细胞数量较多 ,平均 ( 0 . 5～ 1 . 0 ) ×

106 / ml ,为进一步研究口腔癌患者外周

血 DC的功能和可利用性奠定了基础。
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0　引言

在多种恶性肿瘤中常有脆性组氨酸

三联体 (f ragile histidine t raid , F HIT)基

因的改变。人类表皮生长因子受体基因

(erbB基因)家族是编码人体表皮生长

因子受体 ( human epidermal2growth2fac2
tor receptor , H ER)的癌基因。erbB2 基

因是编码 H ER2 的癌基因 ,文献报道

H ER2 参与恶性肿瘤的发生、发展过程。

我们探讨了 F HIT基因及 H ER2 在非小

细胞肺癌 ( NSCLC)的表达意义与临床

病理特征的关系。

1　资料与方法

1 . 1　研究对象　我院经肺穿刺、纤维支

气管镜活检的肺癌标本 38例 ,胸外科手

术切除的肺癌标本 12例。经病理确诊 ,

鳞癌 27例、腺癌 18例、腺鳞癌及大细胞

癌 5例。其中男 32例 ,女 18例 ,年龄 35

～78岁 ,中位年龄53 . 3岁。对照组为手

术切除的正常肺组织共 21例。

1 . 2　方法 　免疫组化 Envision法。石

蜡切片 ,厚 4 μm ,常规脱蜡至少 ,严格按

试剂盒操作 ,苏木素复染、脱水、透明、封

片。免疫组化染色结果判定标准如下 :

F HIT基因表达产物 ( F HIT蛋白)定位

于细胞质 ,阳性呈棕黄色颗粒 ,散在分

布 ,弱到强染色。每张切片在光镜下随

机选取高倍视野计数 500 个细胞 ,按染

色强度和阳性细胞百分率计分 , ( - ) :无

染色或阳性细胞≤10 %为阴性 ; ( + ) :阳

性细胞 > 10 %为阳性。H ER2 定质于细

胞膜和细胞浆。( - ) :所有细胞均未出

现棕黄色 ; (±) : ≤25 %的细胞出现棕黄

色 ; ( + ) : > 25 %的细胞出现棕黄色 ; ( +

+ ) : > 50 %的细胞出现棕黄色 ; ( + +

+ ) : > 75 %的细胞出现棕黄色。肺癌组

织 H ER2 染色与癌旁非癌上皮组织染

色 H ER2 相差≥( + + ) ,则为过度表达。

2　结果

50例非小细胞肺癌中 ,经免疫组化

检测 F HIT蛋白有 35例阴性 ,表达率为

30 . 0 % ,与正常肺组织80 . 95 %比较 ,差

异有统计学意义 ( P < 0 . 05) 。非小细胞

肺癌组织中的 F HIT蛋白表达率鳞癌为

18 . 5 %、腺癌为44 . 40 % ,差异有统计学

意义 ( P < 0 . 05 )。有淋巴结转移组

F HIT蛋白表达率15 . 79 % ;无淋巴结转

移组 F HIT蛋白的表在率为38 . 71 % ,两

者差异有统计学意义 ( P < 0 . 05)。在肺

癌 TNM分期中 ,Ⅰ、Ⅱ期21 . 88 %与Ⅲ、

Ⅳ期44 . 44 % F HIT蛋白表达率比较 ,差

异有统计学意义 ( P < 0 . 05)。50 例肺癌

中非小细胞肺癌组织中 , H ER2 的过度

表达率为56 . 0 % , H ER2 的过度表达与

肺癌的病理类型不相关 ( P > 0 . 05) ;而

H ER2 的过度表达与肺癌淋巴结转移及

TNM的分期相关 , H ER2 的过度表达率

在有淋巴结转移组与无淋巴结转移组比

较差异有统计学意义 ( P < 0 . 05 ) 。

H ER2 的过度表达率随 TNM的分期增

加而增加。肺癌组织中 F HIT基因表达

与 H ER2 的过度表达存在负相关关系 ( r

= - 0 . 38 , P < 0 . 05)。

3　结论

F HIT基因定位于 3p 14 . 2 ,跨越脆

性位点 FRA3B ,总长 > 500 Kb , cDNA

只有 1 kb 左右 ,其含 10 个外显子。

F HIT基因失活方式主要为基因缺

失 [1 ] ,基因突变 ,小片段 DNA 的插

入 [2 ] ,与 CP G区域的甲基化 ,基因的失

活导致蛋白表达下调。本研究结果表

明 :在肺癌组织中存在 F HIT基因表达

显著下降。鳞癌中 F HIT基因的表达率

低于腺癌 ,其差异有统计学意义 , F HIT

基因是烟草中致癌物作用的靶点 ,而鳞

癌中 F HIT基因表达下降高于腺癌 ,可

能跟吸烟与肺鳞癌关系更为密切有关。

erbB基因是在研究禽成红细胞增生病

毒 (avian erythroblastosis virus ,A EV)的

过程中发现的癌基因 ,erbB1、erbB2 是其

中两个主要成员之一 , erbB2 基因的编

码 H ER2 的癌基因 , H ER2 与配体结合

后 ,通过自动磷酸化参与细胞的信号传

递 ,信号在细胞内通过蛋白激酶级联传

递 ,最终调节细胞的生长及分裂。本研

究结果表明 ,肺癌中存在的 H ER2 过度

表达 ,而 H ER2 的过度表达与肺癌的病

理类型不相关。有淋巴结转移肺癌组织

F HIT基因表达低于未发现淋巴结转移

肺癌组织 ,这提示 F HIT基因在肺癌进

展中可能起一定作用 ,与肺癌侵袭转移

癌的发生有关 , TNM临床分期早的 Ⅰ、

Ⅱ期比Ⅲ、Ⅳ期 F HIT基因表达率低 ,说

明在肺癌中 F HIT基因的失表达早期发

挥作用 ,多数学者推测在肺癌发生的多

步过程中 , F HIT 基因改变早于 p53 基

因的突变 [3 ]。因而免疫组化分析肺穿

刺、纤维支气管镜活检的肺癌活组织中
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