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卵巢癌是常见的妇科恶性肿瘤之一#确诊时多数

已至晚期#预后较差*目前#临床多采用手术切除及

术后化疗方法治疗#但
/%J

患者会出现复发和病灶转

移'

$

(

*医学界对卵巢癌的发病机制进行了深入的研

究#发现卵巢癌细胞分泌的多种免疫因子异常超表

达#从而使机体处于免疫抑制状态#并导致肿瘤细胞

的,免疫逃逸-

'

$

(

*随着肿瘤免疫学的广泛研究#肿瘤

免疫生物学治疗已经成为肿瘤治疗的新型辅助治疗

模式#具体包括抗体免疫导向疗法+接种肿瘤疫苗的

特异性主动免疫疗法+癌基因表达封闭及抑癌基因恢

复的基因疗法+肿瘤血管生成拮抗方法+表观遗传修

饰等'

1

(

*然而#上述几种肿瘤免疫疗法多处于试验研
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究阶段#缺点为作用靶点单一#且毒副反应较明显*

抗瘤中药制剂具有多靶点的优点#不仅可明显干扰肿

瘤细胞的增殖#上调机体免疫功能#还可增强放化疗

敏感性+降低毒副反应'

'

(

*本课题组前期的试验结果

显示#砷剂+黄芪+川芎嗪+猪苓多糖+苦参碱和青蒿素

衍生物等可有效逆转结直肠癌所致免疫抑制#弥补放

化疗和肿瘤生物制剂在临床使用中的不足'
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*其中#

青蒿琥酯$
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&可抑制自然杀伤细胞$
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&杀伤抑制

及结直肠癌细胞株
W"G",1)

所致的
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(
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K表达抑

制#但其在卵巢癌免疫抑制中的作用鲜见相关报道*

本研究旨在原有报道的基础上#体外试验研究
C5;

对卵巢癌所致
;

细胞免疫抑制的影响#以进一步验证

C5;

具有逆转肿瘤免疫抑制的作用#为解决卵巢癌

治疗中的瓶颈难题提供新思路和新依据*
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材料与方法
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人卵巢癌
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细胞为河北医科

大学基础医学院免疫教研室宋淑霞教授惠赠*外周

血取自健康的女性志愿者$共
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名&#年龄
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岁#平均$
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&岁#所有志愿者均已知情同

意#本研究操作均遵循石家庄市第四医院科学研究
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试验分组
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按照细胞培养上清液进行分组*

完全培养基组为正常对照$
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&组#不含及含
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组和
C5;.D
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$

组及
C5;.D

1

组#不

经
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作用的同步两次再培养组为
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组及

W",.D
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组*
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人外周血单个核细胞$
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&的制备
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抽取

健康女性志愿者外周血
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入抗凝管#

=>,eh
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液
$&6

倍稀释#淋巴细胞分离液沿管壁缓慢加入$淋

巴细胞分离液与稀释前血液等体积&#保持清晰的分

层状态*

1%%%8
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O#,

离心
1%O#,

后吸取液体界
@9.

<W

层入新离心管#

=>,eh+

液轻柔清洗#加完全培养

液制备细胞悬液*
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法检测
!

%&16J

胰蛋白酶消化处于对

数增长期的
'C̀

细胞#完全培养基重悬至
1H$%
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#

接种于
()

孔板
0/M

*细胞培养结束前
0M

#每孔加入
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*细胞培养结束后离心弃上清

液#每孔加入
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#
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#酶联免疫检测仪检测
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值*
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作用及作用后再培养的
'C̀

细胞培养

上清液的制备
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%&16J

胰蛋白酶消化对数生长期
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细胞#分别用不含和含
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的完全培养基重悬

至
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的终浓度为
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*预试

验已证明
$1&6%O
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的
C5;

对
'C̀

细胞增殖无明

显影响*培养
0/M

后收集不含及含
C5;

作用的细

胞培养上清液$

W",.D

组和
C5;.D

组&*彻底清洗掉

残余药物#重悬细胞至初始接种浓度#收集连续两次

C5;

再培养上清液$

C5;.D

$

及
C5;.D

1

&#以不经

C5;

作用的同步再培养上清液$

W",.D

$

组及
W",.D

1

组&作对照*台盼蓝染色法进行活细胞计数#

<;;

法

进行细胞增殖率检测$

,

0(1,O

值&#细胞培养上清液
U

-%f

冻存*

>&?&K

!

C5;

对
;

淋巴细胞表面活化信号分子表达

的影响
!
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的
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的待测上清液#以完全培养基为正常对照$

W",

组&*培养
0/M

后消化+重悬细胞#并取
$H$%

) 个细

胞分别加入
WE0.ZY;W

及
WE16.@A

或
WE'.ZY;W

及

WE10-.@A

单抗各
1%

#

2

#室温避光孵育
1%O#,

*离

心弃上清液后悬浮细胞#流式细胞仪检测
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WE'

(

K

)

K
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Y2.15
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K阳性细胞表达百分率#表达抑制率

$

J

&

g

'$

W",

组阳性细胞表达百分率
UW",.D

和

C5;.D

各组阳性细胞表达百分率&"

W",

组阳性细胞

表达百分率(

H$%%J

*相同荧光素标记的人
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作为阴性对照*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD1%&%

软件进行方差齐

性分析#计量资料用
QdF

表示#

E

检验进行单因素方

差分析$

,̀:.a>

3

CX̀ \C

&#

O

检验进一步对多个样

本间进行两两比较#检验水准
"

g%&%6

#以
:

$

%&%6

为

差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

试验用
C5;

浓度的确定
!

添加不同浓度的

C5;

作用于
'C̀

细胞#

<;;

检测结果显示#最高浓

度为
$1&6%O

?

"

2

的
C5;

对
'C̀

细胞增殖与
W",

组

比较差异无统计学意义$

:

%

%&%6

&#见图
$C

*

C5;.D

和
W",.D

组的培养基作用
'C̀

细胞
0/M

及作用后连

续两次再培养
'C̀

细胞#

<;;

法结果显示#与未经

C5;

作用同步培养的
'C̀

细胞相比#

$1&6%O

?

"

2

的

C5;

未明显影响细胞增殖$

:

%

%&%6

&#见图
$9

*本

课题组考察了
W",

组+

W",.D

组和
W",.D

$

组+

W",.D

1

组对
@<9W

增殖的影响#

<;;

检测结果显示#各组

的
,

0(1,O

值分别为
%&1/d%&%'

+

%&1(d%&%)

+

%&1(d

%&%6

和
%&1/d%&%0

#差异无统计学意义$
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&*
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!不同浓度的
C5;

细胞的
,

0(1,O

值%

9

!各组细胞的
,

0(1,O

值

图
$
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<;;

法检测结果

?&?

!

C5;

对
'C̀

细胞所致
;

淋巴细胞表面活化信

号分子表达抑制的影响
!

在
W",

组#淋巴细胞

WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K

+

Y2.15

!

K 阳性细胞百分率分别为

$
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J
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'(&$$d
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&

J

*

W",.D

组+

W",.D

$

组和
W",.D

1

组中
'

项免

疫功能指标均明显受抑$

:

$

%&%6

&*与
W",.D

组相

比#

C5;.D

组中
;

淋巴细胞表面
WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K

+

Y2.15

!

K的表达抑制明显下降$

:

$

%&%6

&*

C5;.D

$

组对免疫功能抑制作用与
W",.D

$

组相比均明显降低

$

:

$

%&%6

&%

C5;.D

1

组对
WE'

(

K及
Y2.15

!

表达抑

制的逆转作用与
W",.D

1

组相比明显增加$

:

$

%&%6

&#

但是对
WE'

(

K

)

K的表达抑制无明显逆转作用$

:

%

%&%6

&#见图
1

*

?&@

!

C5;

对
;

淋巴细胞表面活化信号分子表达抑

制率的影响
!

在
W",.D

组中#

WE'

(

K

+

WE'

(
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)

K
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Y2.

15
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K阳性细胞表达抑制率分别为$
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K
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Y2.15

!

K表达抑制

率明显降低$

:

$

%&%6

&*与
W",.D

$

组和
W",.D

1

组相

比#

C5;.D

$

组和
C5;.D

1

组对
WE'

(

K

+

Y2.15

!

K的表

达抑制率有明显下调$

:

$

%&%6

&#

W",.D

1

组与
C5;.

D

1

组中
WE'

(

K

)

K的表达抑制率比较差异无统计学意

义$

:

%

%&%6

&#见图
'
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C

!各组
WE'

(

K的阳性表达%

9

!各组
WE'

(

K

)

K的阳性表达%

W

!各组
Y2.15

!

K的阳性表达

图
1

!!

C5;

对
;

淋巴细胞表面
'

种免疫功能指标表达的影响

!!

C

!各组
WE'

(

K的表达抑制率%

9

!各组
WE'

(

K

)

K的表达抑制率%

W

!各组
Y2.15

!

K的表达抑制率

图
'
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C5;

对
;

淋巴细胞表面
'

种免疫功能指标的抑制效率
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讨
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论
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卵巢癌是严重危害女性身心健康的恶性肿瘤之

一'

)

(

*常规采用的手术切除和放化疗治疗后患者
6

年生存率不足
'%J

'

-

(

#手术及术后放化疗多加重卵巢

癌所致的免疫抑制*

患者被诊断为卵巢癌时多数已至癌症晚期#此时

肿瘤细胞已经跨过,免疫消除-和,免疫均衡-阶段#进

入到 ,免疫逃逸-阶段'

/

(

*经典的手术及术后化疗会

进一步加重免疫抑制*因此#寻找具有肿瘤免疫抑制

作用的逆转类药物成为肿瘤治疗的关键所在#但此类

药物目前尚处于试验阶段#初步研究结果与目标疗效

尚有一定差距*

考虑到抗瘤中医制剂具有清热解毒+以毒攻毒+

活血化瘀+化痰祛湿+软坚散结+扶正祛邪的作用特

点'

6

(

#本课题组前期选取苦参碱和青蒿素衍生物$清

热解毒类&+砷剂$以毒攻毒类&+川芎嗪$活血化瘀

类&+猪苓多糖$软坚散结类&+黄芪$扶正祛邪类&

)

味

中药#研究其在直肠癌所致免疫抑制中的逆转作用#

结果显示我国科学工作者自主研发的抗疟药
C5;

对

结直肠肿瘤免疫抑制的下调效应强而持久'

(

(

*另有

文献报道#

C5;

抑制人
;:,",

囊成纤维细胞和人肺

腺癌细胞系
C60(

的增殖'

$%.$$

(

#并将乳腺癌细胞阻滞

在
[

1

"

<

期'

$1

(

#提示
C5;

具有抑制肿瘤细胞增殖作

用*与现有的抑瘤药物相比#

C5;

注射液制剂具有
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起效较快+作用较强#促进肿瘤细胞的分化和凋亡+调

控肿瘤新生血管形成的作用'

$'

(

#但其对卵巢癌免疫抑

制的影响尚未见报道*

WE'

)

链是一种受体激活的蛋白酪氨酸激酶底

物#受体与配体的结合导致
)

链发生酪氨酸磷酸化#

参与淋巴细胞胞内活化信号的转导*

WE'

(

链基因缺

陷可致
;

细胞信号传导缺陷'

$0

(

*

Y2.15

分布于活化

的
;

细胞+

X̂

细胞和
9

细胞表面#其
!

链对形成高

亲和力受体有重要意义*考虑到上述
'

种免疫因子

在免疫细胞信号转导中的重要作用#本研究考察

C5;

对其表达的调控作用*

肿瘤细胞自身分泌的免疫抑制物质可以引起肿

瘤免疫抑制#且肿瘤细胞的分泌功能取决于自身的增

殖活性*

C5;

超过一定浓度范围后可影响免疫细胞

的增殖#在本研究中#

$1&6%O

?

"

2C5;

用
'C̀

细胞

0/M

#及连续两次
0/M

传代培养的细胞#其
,

0(1,O

值

与未经药物作用同步对照培养的
'C̀

之间差异无统

计学意义$

:

%

%&%6

&*单纯的
'C̀

细胞培养上清液

对
@9<W

的增殖率的影响与完全培养基代替
'C̀

细

胞培养上清液的
W",

组相比也无明显差异#说明单纯

的
'C̀

细胞培养上清液对免疫细胞的增殖无影响*

本研究收集添加或不添加
C5;

$

$1&6%O

?

"

2

&的

'C̀

细胞培养上清液#各种培养上清液处理
@9<W

后检测
C5;

对
'C̀

所致
;

淋巴细胞表面免疫因子

的表达抑制是否具有逆转作用*流式细胞术结果显

示#

C5;

可明显下调卵巢癌
'C̀

细胞所致
WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K和
Y2.15

!

K的表达抑制#但是不可以完全消

除表达抑制#提示
C5;

可以与其他抗瘤药物组方以

调整癌症患者的免疫抑制*崔贗等'

6

(报道了
C5;

明

显下调小鼠结直肠癌细胞
W"G",1)

所致
X̂

细胞的

杀伤抑制和脾细胞表面
WE'

(

K

)

K的表达抑制*本研

究与崔贗的研究结果一致#提示
C5;

可能通过降低

癌细胞所致靶细胞表面免疫因子的表达抑制#进而激

活免疫应答反应*卵巢癌细胞可以分泌多种免疫抑

制因子#使机体处于免疫抑制状态#是卵巢癌免疫抑

制的机制之一'

$

(

#本研究将在未来的工作中考察

C5;

对卵巢癌细胞分泌免疫因子的影响#结合
C5;

与其他抗瘤药物联合用药对免疫抑制的逆转作用#以

期获得逆转卵巢癌免疫抑制的最佳方剂*

目前#肿瘤免疫抑制作用是制约手术+放化疗及肿

瘤生物治疗的瓶颈性难题#其中关键的是肿瘤细胞所致

;

淋巴细胞免疫抑制'

$6

(

*因此#研发具有
;

淋巴细胞

免疫抑制逆转效应的新型多靶点抗瘤药物已经成为医

学热点*本研究通过体外卵巢癌细胞的免疫抑制试验

证明了
C5;

对卵巢癌所致
;

淋巴细胞免疫抑制的下

调有一定的逆转作用#初步证明了
C5;

具有抗瘤潜

力#为考察
C5;

的抗瘤机制提供了理论依据*
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