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树突状细胞与细胞因子诱导的杀伤细胞免疫治疗对

恶性肿瘤化疗后患者免疫功能的影响
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恶性肿瘤患者化疗后
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恶性肿瘤患者机体免疫功能发生紊乱#化疗作为治疗肿瘤

的常规方法广泛运用#但在杀伤肿瘤细胞的同时对机体免疫功

能也造成一定程度的损害(

"

)

'本研究通过检测化疗后回输树

突状细胞$

%&:%9383KK&''
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&与细胞因子诱导的杀伤细胞$

K
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#

!TZ

&前后恶性肿瘤患者外周血淋巴

细胞免疫表型的变化#观察
b!

与
!TZ

细胞回输对化疗后恶性

肿瘤患者免疫功能的影响#为临床应用提供试验依据'

@

!

资料与方法

@,@

!

资料
!
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例恶性肿瘤患者均经病理细胞学检查证实#男

/5

例#女
"#

例#平均年龄
-$

岁$

/+

"

.5

岁&%其中胃癌
5

例#结

直肠癌
D

例#肺癌
+#

例#食管癌
/

例#乳腺癌
-

例#前列腺癌
/

例#卵巢癌
/

例#宫颈癌
+

例'所有患者化疗
-

"

A

周期#治疗

前通过医院伦理委员会批准#并签治疗知情同意书'按
F1(

国际分期法!

(

期
"5

例#

)

期
/#

例%
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H

评分大于或等

于
A#

分#预计生存期大于
/

个月%
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与
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细胞回输前心*

肝*肾功能及血常规大致正常#均于化疗结束后
"

个月后行
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与
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细胞回输治疗#所有患者均接受
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与
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至少
+

个疗程'
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细胞增殖
!

动态观察细胞增殖#采用标准白细胞计数方

法#计算每毫升中的细胞总数'

@,B
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流式细胞仪检测免疫表型
!

采集健康者和肿瘤患者化疗

前后及
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与
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细胞治疗后
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外周血#流式细胞仪检测

淋巴细胞的免疫表型变化#体外细胞分离*培养扩增过程均在

符合
4(=

标准的本院细胞治疗中心进行'先用荧光抗体标

记所测物#抗体组合为!
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和
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#避光反应
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固定#
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离心
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次#加生理盐水溶解稀释后

上机检测'
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!
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*

!TZ

细胞的制备与回输
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单个核细胞分离与培养
!

!>C/###

细胞分离机无菌分

离肿瘤患者外周抗凝淋巴细胞单采混悬液约
5#@?

'将采集

的淋巴细胞单采混悬液加到含
D#]
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@?

肝素生理盐水洗涤#
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网过滤'将稀释混悬液沿管壁缓慢加到含
"D@?

淋巴细胞分

离液的离心管中#

+###9

"

@3:

离心
+#@3:

#收集单个核细胞#

生理盐水洗涤
/
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至
A#@?

#
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个
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培养瓶

中#
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*

DV!*

+

培养贴壁
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'
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b!

细胞培养与回输
!

轻轻振荡培养瓶#吸出悬浮细

胞#每瓶加入含白细胞介素
C-D##]

"

@?

#重组人粒细胞巨噬

细胞刺激因子
"###]

"
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的无血清培养基
+D@?

#
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*
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培养
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#第
-

天加入肿瘤坏死因子
C

&
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诱导

b!

成熟#以后每隔
/%

用
+
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/

量换液#补足细胞因子#并分别

在第
.

*

$

*
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*

"/

天收集
"

瓶
b!

#配成
"@?

#分
A
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个点分别

在化疗后患者双侧腋窝*锁骨下或腹股沟淋巴结注射'

@,C,B

!

!TZ

细胞培养与回输
!

将吸出的悬浮细胞离心去上清

液#重新用无血清培养基悬浮至
"5#@?

#加入
!b/

单克隆抗

体
D#:

M

"

@?

#白细胞介素
C+D##]

"
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#分
A

瓶#

/.j

*

DV!*

+

培养#第
-

天用
+

"

/

量换液#另加入白细胞介素
C+D##]

"
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#

白细胞介素
C""##]

"

@?

#干扰素
C

.

"###]

"

@?

#以后每隔
/%

换液
"

次#补足细胞因子'分别在第
""

*

"/

天收集细胞#生理

盐水洗涤
/

次#混入
"V

人血清蛋白生理盐水溶液静脉回输给

化疗后患者#同时给予白细胞介素
C+"##

万
]

连续静滴
"/%

'

@,D

!

统计学处理
!

使用
>=>>"",D

统计软件#组间数据行
9

检

验#以
+

%

#,#D

有统计学意义'
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结
!!

果

肿瘤患者化疗前
!b/

i

*

!b-

i

*

!b5

i

*

!b-

i

"

!b5

i

*

1Z

细胞均低于健康对照组$

+

%

#,#D

&$详见表
"

&#说明肿瘤患者

的机体免疫功能明显低于健康者'肿瘤患者化疗后外周血

!b/

i

*

!b-

i

*

1Z

细胞含量以及
!b-

i

"

!b5

i比值较化疗前降

低#差异均有统计学意义$

+

%

#,#D

&%化疗前后
!b5

i均值变化

差异无统计学意义$

+

&

#,#D

&#说明肿瘤患者化疗后免疫功能

进一步下降'

b!

与
!TZ

细胞回输后肿瘤患者
!b/

i

*

!b-

i

*

!b-

i

"

!b5

i

*

1Z

细胞均高于回输前$

+

%

#,#D

&#但
!b5

i低

于回输前$

+

%

#,#D

&#说明化疗后行
b!

与
!TZ

细胞回输治疗

可显著增强机体的细胞免疫功能%

b!

与
!TZ

细胞治疗后

!b/

i

*

!b-

i细胞其绝对数值仍低于健康对照组$

+

%

#,#D

&#

说明尽管细胞免疫功能逐步得到改善#但未恢复至正常水平

$详见表
+

&'

表
"

!!

健康对照组和肿瘤患者化疗前外周血淋巴细胞亚群比较

组别
!b/

i

!b-

i

!b5

i

!b-

i

"

!b5

i

1Z

健康对照组
A",/.eD,"/ -/,+AeA,"+ /#,"De-,A. ",."e#,/$ +/,#"e5,D+

恶性肿瘤组
D.,5$e-,.D /$,"/eD,$/ +.,ADe/,$5 ",-/e#,-" "5,""eA,A-

9

值
+,.//" +,"/.D +,+.A+ +,A-5" +,D5+/

+

值
#,#"+5 #,#"D5 #,#//$ #,#"D- #,#"..

表
+

!!
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例肿瘤患者化疗前后及
b!

与
!TZ

治疗后

!!!!

淋巴细胞亚群比较

淋巴亚群 化疗前 化疗后
b!

与
!TZ

治疗后

!b/

i

D.,5$e-,.D DD,A+e-,-/

L

D$,/.eD,+.

K

!b-

i

/$,"/eD,$/ /-,5+eD,.A

L

/$,.5eA,#+

K

!b5

i

+.,ADe/,$5 +A,"/e/,-.

;

+-,/5e/,/D

K

!b-

i

"

!b5

i

",-/e#,-" ",+.e#,/-

L

",-.e#,-+

1Z "5,""eA,A- "D,A"eD,/.

L

"5,-/eD,.+

K

!!

L

!与化疗前比较#

+

%

#,#D

%

;

!与化疗前比较#

+

&

#,#D

%

K

!与化疗

后比较#

+

%

#,#D

'

B

!

讨
!!

论

随着临床肿瘤免疫学研究的不断深入#发现肿瘤的发生*

发展及预后与宿主的免疫系统异常或失调有着密切的关系#以

免疫治疗为主的肿瘤生物治疗已被公认为继手术*放化疗后的

第
-

种肿瘤治疗模式'大部分恶性肿瘤患者就诊时已处于肿

瘤晚期#需要行肿瘤内科化疗#研究表明(

+CD

)

#化疗在杀伤肿瘤

细胞的同时#也损伤机体的免疫机能#使患者的免疫功能进一

步降低'

在
F

细胞亚群中#

!b-

i细胞主要为辅助性
F

细胞$

FI

细

胞&#能促进
\

细胞增殖*分化及产生抗体#同时能促进
!b5

i

F

细胞活化#产生
!F?

细胞'

!b5

i细胞主要为杀伤性"抑制性

F

细胞#肿瘤患者外周血的
!b5

i 细胞主要是抑制性
F

细胞

$

F7

细胞&'恶性肿瘤患者体内
FI

细胞减少#

F7

细胞增多#

!b-

i

"

!b5

i比值逐渐变小#甚至倒置#表现为免疫监视功能降

低#不能控制肿瘤的发展'

b!

和
!TZ

细胞是肿瘤免疫治疗的重要部分#两者联合可

以确保高效的免疫反应(

AC"+

)

'因此#本研究通过检测肿瘤患者

外周血淋巴细胞的免疫表型的表达#探讨
b!

与
!TZ

细胞治疗

对化疗后肿瘤患者免疫功能的影响'研究结果显示#与健康人

群比较#恶性肿瘤患者化疗前
!b/

i

*

!b-

i

*

!b5

i

1Z

细胞 均

明显降低#差异具有显著性#其原因可能与肿瘤组织释放的一

些可溶性物质或免疫抑制因子有关#这些物质经血循环入胸腺

后抑制
F

细胞方向分化#从而造成
!b/

i

*

!b-

i

F

细胞亚群下

降#导致细胞免疫功能低下%化疗后恶性肿瘤患者
!b/

i

*

!b-

i及
1Z

细胞均明显低于化疗前#提示化疗可进一步杀伤

淋巴细胞及其亚群#从而降低肿瘤患者的细胞免疫功能#这可

能与化疗药物的骨髓毒性有关#国内亦有类似的研究结果报

道(

/

)

'化疗
"

月后行
b!

与
!TZ

细胞回输治疗的肿瘤患者其

!b/

i

*

!b-

i

*

!b-

i

"

!b5

i

*

1Z

细胞均有升高#差异具有统计

学意义$

+

%

#,#D

&#说明化疗后应用
b!

及
!TZ

细胞回输可显

著改善肿瘤患者的免疫功能#有助于提高机体的抗肿瘤免疫效

应#但是
!b/

i

*

!b-

i细胞仍低于正常组$

+

%

#,#D

&#说明尽管

b!

与
!TZ

细胞回输治疗后患者的免疫功能逐步得到改善#但

还未达到正常水平'另外#

b!

与
!TZ

细胞回输治疗的过程

中#我们发现仅有
+

例患者出现低热副反应#未出现其他不良

反应#可能与回输的细胞液中含有
TX1C
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导的急性相反应的假说#急性相反应时血清中包括
!

反应蛋

白在内的蛋白质水平将发生显著变化#被称为急性相蛋白质

$此外还包括纤维蛋白*

&

C

酸性糖蛋白*

&

C

抗胰蛋白酶等&'细

胞因子则是一类由免疫活性细胞产生的具有调节机体造血和

免疫系统的生理功能的
&

分子多肽或蛋白#它们相互影响#相

互制约#形成复杂的细胞因子调节网络参与炎症免疫'而且有

研究表明
T?C"5

与
!

反应蛋白等存在明显相关性(

"/

)

#提示
T?C

"5

也是一种炎性蛋白#并可作为炎症状态的一个标志物'因

此#作者认为糖尿病患者中
T?C"5

升高所反映的微炎症状态是

导致肾脏损伤的主要原因#但这些炎症物质是怎样损伤到肾脏

的结构#仍然需要进一步研究'
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Ĝ:

M

!!

#

)L:

M

>2

#

&8L',Z3%:&

H

3:

B

G9

H

@<'&KG'&C"

$

Z3@C"

&!

L8377G&L:%G93:L9

H

;3<@L9W&9J<9:&

O

I9<8<Q3KL:8C3:C

%GK&%9&:L'3:

B

G9

H

(

Y

)

,2@Y=I

H

73<'0&:L'=I

H

73<'

#

+##-

#

+5A

$

/

&!

DD+CDA/,

(

A

)

TKI3@G9LF

#

\<:N&:89&YS

#

\L3''

H

S

#

&8L',Z3%:&

H

3:

B

G9

H

@<'&KG'&C

"

$

ZT(C"

&#

L

O

G8L83N&&

O

38I&'3L'K&''L%I&73<:@<'&KG'&K<:8L3:3:

M

L

:<N&'3@@G:<

M

'<;G'3:%<@L3:

#

37G

O

C9&

M

G'L8&%3:9&:L'K&''7LJ8&9

3:

B

G9

H

(

Y

)

,Y\3<'!I&@

#

"$$5

#

+./

$

.

&!

-"/DC-"-+,

(

.

)

=L9WZ(

#

\

H

G:Y)

#

Z9L@&97!

#

&8L',T:%GK3;'&:3893KC<Q3%&7

H

:C

8IL7&37L:3@

O

<98L:8K<:893;G8<98<

O

9<C'<:

M

&%

O

9<8&K83N&&JJ&K87

<J37KI&@3K

O

9&K<:%383<:3:

M

3:8I&@<G7&W3%:&

H

(

Y

)

,Y\3<'!I&@

#

+##/

#

+.5

$

"-

&!

+.+DAC+.+AA,

(

5

)

SL3%

H

LS>

#

0L@39&US

#

TKI3@G9LF

#

&8L',]93:L9

H

W3%:&

H

3:

B

G9

H

@<'&KG'&C"

!

L7&:7383:&

R

GL:838L83N&;3<@L9W&9J<9&L9'

H

%&8&K83<:

<JW3%:&

H

8G;G'L93:

B

G9

H

(

Y

)

,2@Y=I

H

73<'0&:L'=I

H

73<'

#

+##A

#

+$#

$

+

&!

D".CD+$,

(

$

)

b3:L9&''<!2,T?C"5

!

LFI"C3:%GK3:

M

#

O

9<3:J'L@@L8<9

H

K

H

8<W3:&

L:%:&P@&@;&9<J8I&T?C"JL@3'

H

(

Y

)

,Y2''&9

MH

!'3:T@@G:<'

#

"$$$

#

"/

$

"

&!

""C+-,

(

"#

)

>PLLW2Y

#

NL:%&:\93:W^4

#

2L9%&:?2,!

H

8<W3:&

O

9<%GK83<:

$

T?CAL:%F1XL'

O

IL

&

3:PI<'&;'<<%K&''KG'8G9&7<J

O

L83&:87P38I

7

H

78&@3K'G

O

G7&9

H

8I&@L8<7G7

(

Y

)

,>KL:%Y0I&G@L8<'

#

"$$A

#

+D

$

+

&!

+//C+/5,

(

""

)

?3̀ 4

#

(G0

#

bL3̀ =

#

&8L',FK&''NLKK3:L83<:3:7

H

78&@3K'G

O

G7&9C

H

8I&@L8<7G7P38ILG8<'<

M

<G7LK83NL8&%FK&''7

(

Y

)

,?G

O

G7

#

+##D

#

"-

$

"D

&!

55-C55$,

(

"+

)

=3KWY!

#

!9<W(2,T78

HO

&+%3L;&87@&''38G7L%37&L7&<J8I&3:C

:L8&3@@G:&7

H

78&@

(

Y

)

,b3L;&8<'<

M

3L

#

"$$5

#

-"

$

5

&!

"+-"C"+-5,

(

"/

)伍锦泉#潘志铣#陈玉平#等
,

慢性肾功能衰竭患者血浆白细胞介

素
"5

水平与微炎症反应及动脉粥样硬化的关系(

Y

)

,

中山大学学

报$医学科学版&#

+##D

#

/

$

5

&!

"+.C"+$,

$收稿日期!

+#"#C#$C"#

&

$上接第
D.+

页&

T?C+

有关'
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