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#摘要$

!

目的
!

探讨宫颈癌患者的辅助性
?

淋巴细胞"

?D

%

!

#

?D5

比例变化及其相关淋巴因子对宫颈癌

细胞免疫逃避的机制!为宫颈癌的治疗提供试验依据&方法
!

选择
$:

例
5'!#

年
6

月至
5'!&

年
6

月在该院诊

断为宫颈癌的患者!静脉取血后分离血样的淋巴细胞!采用流式细胞术检测不同分期患者中
?D!

与
?D5

比例!

采用免疫组织化学试验检测不同分期样品中白细胞介素"

<U

%

)5

'

<U);

'干扰素"

<]Z

%

)

.

的阳性率和人乳头瘤病

毒"

VIK

%亚型分布&结果
!

不同国际妇产科联盟"

]<=W

%分期患者
VIK

亚型分布差异有统计学意义"

7

$

'7'#

%&

*

'

-

期患者外周血中
?D!

比例与对照组相比明显下降"

7

$

'7'#

%&

?D5

比例在
*

期和
-

期患者外周

血中上升幅度较大"

7

$

'7'#

%&

<]Z)

.

'

<U)5

在
-

期患者中的阳性率较对照组明显下降"

7

$

'7'#

%$

<U);

的阳性

率与对照组相比明显上升"

7

$

'7'#

%$血清
<U);

'

<]Z)

.

'

<U)5

水平在不同
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分期患者间有明显差异"

7

$
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%&结论
!

宫颈癌患者淋巴细胞比例失衡!可能与宫颈癌的病变关系密切&
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5'!#C9X13A5'!& ÂBA.A-A8CA/7?DAJA391.O-99/ +̂.89--A8CA/F9B.A

E

+B+C,3

4

CDA-

0

*

E

D98

0

CA.7?DA?D!+3/

?D5-

0

*

E

D98

0

CAB+C,9,3CDA

E

+C,A3C. ,̂CD/,FFABA3C.C+

4

A./ACA8CA/O

0

F-9̂ 8

0

C9*ACB

0

,

CDA

E

9.,C,JAB+CA.9F<U)

5

$

<U);+3/<]Z)

.

,3CDA.+*

E

-A9F/,FFABA3C.C+

4

A.+3/+3/VIK.1OC

0E

A/,.CB,O1C,93 ÂBA/ACA8CA/O
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宫颈癌是目前女性患者易发的恶性肿瘤%目前

研究认为高危型人乳头瘤病毒"

VIK

#感染可促进宫

颈癌病变发生$正常情况下患者具有一定的抵抗病毒

感染的能力$但部分患者在
VIK

的刺激下会产生宫

颈上皮内瘤变"

H<Z

#$并可能恶化发展为宫颈癌$这表

明患者的免疫功能对宫颈癌的发病有重要的调控作

用'

!

(

%患者的临床症状主要表现为经期不调)接触性

出血)阴道炎'

5

(

%因此研究宫颈癌的特异性临床症状
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与影响临床预后的因素对患者的治疗有重要价值%

已有研究表明$

?

淋巴细胞主导的细胞免疫对机体产

生的肿瘤细胞有调控作用'

:);

(

%辅助性
?

淋巴细胞

"

?D

#可分泌多种淋巴因子$能增强其他种类的免疫细

胞活性$提升机体的整体免疫功能$可以协调细胞毒

性
?

淋巴细胞对免疫反应的抑制作用'

#

(

%本研究通

过研究宫颈癌患者血清中
?D!

&

?D5

细胞因子与宫颈

癌的临床相关性$以期为宫颈癌患者的临床治疗提供

一定的指导$现将结果报道如下%

!

!

资料与方法

!7!

!

一般资料
!

选取
5'!#

年
6

月至
5'!&

年
6

月在

本院接受治疗的
"'

例宫颈癌患者$患者经术前宫颈

活检证实且在术后通过病理切片分析确诊$年龄
5&

"

6!

岁$平均"

;57#k"7&

#岁%依据国际妇产科联盟

"

]<=W

#分期标准'

6

(

$其中
)

)

*

)

-

期的患者分别是

:!

)

:&

)

55

例$以患者的临床分期进行分组%纳入标

准!"

!

#入选患者未经放疗及化疗治疗$均为首次在本

院确诊并接受抗肿瘤治疗,"

5

#患者知情且签署同意

书%排除标准!"

!

#患者在其他单位确诊并接受过抗

肿瘤治疗,"

5

#患者合并其他重大代谢疾病$如肝功能

异常)糖尿病)心血管疾病等%同时选取本院同期体

检的
:'

例健康女性作为对照组%

!7"

!

主要试剂和仪器
!

人淋巴细胞分离液购自北京

索莱宝科技有限公司,抗人白细胞介素"

<U

#

)5

)

<U);

和抗人干扰素"

<]Z

#

)

.

抗体购自美国
AP,9.8,A38A

公

司,

VIKGZ@

引物购自上海生工生物公司,

@881)

B,

?L

H6

流式细胞仪购自美国
PG

公司,超纯水系统购

自美国
L<UU<IW>(

公司,

,L+BQ

酶标仪购自美国伯

乐公司,超低温冰箱购自日本三洋公司,光学显微镜

购自德国
UA,8+

公司,

@##'

石蜡切片机购自德国

L(G<?(

公司%

!7#

!

方法

!7#7!

!

VIK

亚型检测
!

取宫颈癌患者的宫颈上皮

细胞收集液
!75*U

$以
!5'''B

&

*,3

转速离心
#*,3

后$加入细胞裂解液
!5'

,

U

$混匀后
!''i!'*,3

$按

照
GZ@

提取说明书分离
VIKGZ@

备用%依据待

检的
VIK

基 因 特 点 "

VIK!6

)

VIK!$

)

VIK:!

)

VIK::

#设计相应的
IH>

引物$采用
IH>

扩增不同

的
VIK

基因片段$按照
VIK

分型试剂盒说明书与

相应的分型探针杂交$判读宫颈癌患者感染的
VIK

亚型%

!7#7"

!

流式细胞术检测宫颈癌患者外周血
?D!

&

?D5

细胞比例
!

对宫颈癌患者空腹静脉取血
6*U

$并加

入
(G?@

抗凝处理$以
!#''B

&

*,3

离心
!'*,3

$取

上清液冷冻保存备用%将离心后的血细胞加入等体

积磷酸盐缓冲液"

IPN

#$均匀稀释后加入淋巴细胞分

裂液$

!#''B

&

*,3

离心
5'*,3

$下层为血细胞$上层

主要为血浆$中层液体呈白色雾状$即为单个核细胞

层"

IPLH

#$将其置于
:&i

含
#T HW

5

培养箱培养

#D

$分别采用
<]Z)

.

)@IH

)

<U);)I()8

0

#

对其进行

?D!

细胞和
?D5

细胞表面标记$洗涤后弃上清液$用

IPN

洗涤
5

次后$

IPN5''

,

U

重悬细胞$采用流式细

胞仪检测%

!7#7#

!

免疫组织化学试验
!

组织标本采用甲醛固定

后进行石蜡包埋%对石蜡标本连续切片$厚度为

;

,

*

$温水展开后置于玻片上$

6#i

烤片
:'*,3

$然

后依次置于二甲苯和梯度浓度的乙醇中水化$加入抗

原修复液后微波炉烘烤
!#*,3

$加入
:T

过氧化氢液

阻断内源性过氧化物$最后采用二氨基联苯胺"

G@P

#

溶液显色$最后中性树脂封片$由经验丰富的病理医

师评估
<U)5

)

<U);

)

<]Z)

.

水平%

!7#7$

!

酶联免疫吸附试验"

(U<N@

#检测血清的相关

淋巴因子
!

按照
(U<N@

试剂盒说明书处理样品$每

孔
#'

,

U

血清样品$将反应板在
:& i

孵育
6'*,3

%

然后采用洗涤液清洗反应板
:

次后$加入相应酶标抗

体试液
#'

,

U

孵育
:'*,3

$用洗涤液清洗后加入底物

工作液
#'

,

U

反应
5'*,3

$最后加入
6'

,

U

终止液$

操作酶标仪读取样品的吸光度值"

(

值#%

!7$

!

统计学处理
!

采用
NINN!"7'

软件分析数据$计

量资料以
Gk>

表示$多组间比较采用单因素方差分

析$两两比较采用
UNG)4

检验$计数资料以例数或百

分率表示$组间比较采用
!

5 检验%以
7

$

'7'#

为差

异具有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"7!

!

宫颈癌患者
VIK

亚型分布
!

在诱发宫颈癌的前

;

位
VIK

亚型感染率方面$宫颈癌患者
VIK

亚型分

布与对照组相比有明显差异"

7

$

'7'#

#%不同
]<=W

分

期患者
VIK

亚型分布有明显差异"

7

$

'7'#

#%见表
!

%

表
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各组
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亚型分布特点#
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期比较
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各组外周血中
?D!

*

?D5

细胞的比例(
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T
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细胞
?D5

细胞
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与
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期比较
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!对照组,

P

!

)

期,

H

!

*

期,

G

!

-

期,其中分析时采用
HG;

d细胞

设门$

]<?H)HG;

d和
I()<]Z)

.

d

双阳性细胞即
?D!

细胞表示%

@

)

P

)

H

和
G

图中第
!

象限百分数表示对照组)

)

期)

*

期)

-

期患者外周血

中
?D!

细胞的频率

图
!

!!

?D!

细胞在各组外周血比例的代表流式图
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@

!对照组,

P

!

)

期,

H

!

*

期,

G

!

-

期,其中分析时采用
HG;

d细胞

设门$

]<?H)HG;

d和
I()<U);d

双阳性细胞即
?D5

细胞表示%

@

)

P

)

H

和
G

图中第
!

象限百分数表示对照组)

)

期)

*

期)

-

期患者外周血中

?D5

细胞的频率

图
5

!!

?D5

细胞在各组外周血比例的代表流式图

"7"

!

患者外周血中
?D!

)

?D5

细胞比例
!

?D!

与

?D5

细胞比例在
)

期)

*

期和
-

期患者间比较均差异

有统计学意义"

7

$

'7'#

#%其中
?D!

细胞在
)

期患

者中比例较高"

7

$

'7'#

#%

?D5

细胞比例在
-

期患者

中比例较高"

7

$

'7'#

#%见表
5

$图
!

)

5

%

"7#

!

免疫组织化学方法检测组织标本中免疫因子的

表达
!

<]Z)

.

)

<U)5

在
-

期患者中的阳性率为
:!7$T

)

:67&T

$较对照组下降较大"

7

$

'7'#

#,

-

期患者
<U);

的阳性率为
&57&T

$与对照组相比上升较大"

7

$

'7'#

#$见表
:

)图
:

%

表
:

!!

各组标本组织中
<]Z)

.

*

<U)5

*

<U);

的

!!!

表达水平检测#

,

(

T

)$

组别
, <]Z)

.

阳性
<U)5

阳性
<U);

阳性

对照组
:' 5:

"

&67&

#

!;

"

6:76

#

!:

"

;:7:

#

)

期
:! !$

"

#$7!

#

55

"

#"7;

#

!&

"

#;7$

#

*

期
:& !6

"

;57:

#

!#

"

;$7:

#

5;

"

6;7$

#

-

期
55 &

"

:!7$

#

+

!!

"

:67&

#

+

!6

"

&57&

#

+

!

5

!$7#:# !&7;#! !:76:5

7 '7'55 '7'5$ '7'::

!!

+

!

7

$

'7'#

$与对照组比较

图
:

!!

各组标本中
<]Z)

.

*

<U)5

*

<U);

表达的

典型代表图(

h5''

)

"7$

!

不同
]<=W

分期患者中各免疫因子表达水平的

比较
!-

期患者
<U);

水平高于
)

期和
*

期患者"

7

$

'7'#

#,

*

期患者
<]Z)

.

)

<U)5

水平低于
)

期患者"

7

$

'7'#

#%不同
]<=W

分期患者
<]Z)

.

)

<U)5

水平均低于

对照组"

7

$

'7'#

#$

<U);

水平均高于对照组"

7

$

'7'#

#%见表
;

%

!:5;

重庆医学
5'!$

年
!!

月第
;&

卷第
::

期



表
;

!!

(U<N@

检测各组血清中
<]Z)

.

*

<U)5

*

<U);

的

!!!

表达水平(

Gk>

!

E4

'

*U

)

组别
, <]Z)

.

<U)5 <U);

对照组
:' #$7:6k!57;& ;675&k'7:5 !&7:$k:7#"

)

期
:! ;$7&5k67;"

+O

:&7;:k67&5

+O

5'7:#k;76$

+O

*

期
:& ;!7#:k"7&:

+O8

:!7&;k&7#;

+O8

567$6k#76!

+O

-

期
55 :;76:k67#&

+

5'7:#k;76$

+

;:756k67:#

+

F :!7&#! 5$7;&6 !"7&;:

7 '7'55 '7'5$ '7'::

!!

+

!

7

$

'7'#

$与对照组比较,

O

!

7

$

'7'#

$与
-

期比较,

8

!

7

$

'7'#

$

与
)

期比较

#

!

讨
!!

论

!!

宫颈癌发病机制较为复杂$主要是患者的遗传背

景和外界生活环境等因素在特定条件下诱发的%

?D

是可以合成多种免疫因子的淋巴细胞$近年来越来越

多的研究关注
?D

在人体免疫系统发挥的功能%免疫

因子在体内可以发挥多种细胞学功能$如促进相关的

淋巴细胞分化和成熟'

&

(

%同时各类免疫因子在体内

可相互调节和制约$有效稳定体内免疫功能%有研究

发现
?D5

细胞亚群细胞因子水平上升$可干扰体内的

细胞免疫功能$使肿瘤细胞发生免疫逃逸%

?D!

细胞

亚群分泌
<]Z)

.

和
<U)5

$可有效刺激细胞免疫活力$

当
?D!

功能较强时$机体的细胞免疫可有效抑制肿瘤

细胞的活力'

$

(

%

?D5

主要分泌
<U);

等细胞因子$可参

与体液免疫反应$体内分泌较多的
?D5

细胞因子后$

细胞免疫的抗肿瘤能力受到削弱$

?D!

&

?D5

失衡可使

肿瘤细胞发生逃避免疫监视$诱发患者病情恶化$通

过检测
?D!

&

?D5

细胞因子分泌水平$可分析
?D!

&

?D5

细胞亚群功能状态'

"

(

%因此$探讨宫颈癌患者相

关淋巴细胞免疫活性的变化可为宫颈癌的治疗夯实

理论基础%

目前临床研究表明$

VIK

感染和宫颈癌病变密

切相关'

!'

(

%

I(Z=

等'

!'

(发现$宫颈癌组患者高危型

VIK

感染率可达
$#7;#T

$

VIK

干扰淋巴细胞的正

常功能$刺激宫颈上皮细胞的异常增殖%

V@Z)

I>@N(>?IWZ=

等'

!!

(研究发现在胃肠道肿瘤患者

不同
?D

细胞比例的变化与癌基因相关的特异转录因

子表达有密切关系$进而参与调控肿瘤信号通路%孟

建华'

!5

(通过流式细胞术$检测了
!':

例宫颈癌患者外

周血中的
?D!

&

?D5

比例$发现分化等级较高的宫颈

癌患者
?D!

比例下降$

?D5

比例上升%本研究发现$

?D!

细胞比例在
)

期宫颈癌患者中较高$

?D5

细胞比

例在
-

期宫颈癌患者中较高$这与以往研究一

致'

!:)!;

(

%通过免疫组织化学试验发现
<]Z)

.

)

<U)5

在

-

期患者中的阳性率分别为
:!7$T

)

:67&T

$较对照

组下降明显$患者肿瘤分级上升$

<]Z)

.

)

<U)5

阳性率

逐步下降$

<U);

阳性率逐步上升%

P>(P<

等'

!#

(在研

究宫颈癌前病变和宫颈癌组织中
<]Z)

.

)

<U)5

等淋巴

因子表达水平变化时$发现其与患者病程变长和临床

分期升高呈负相关$这与本研究一致%张晓姗等'

!6

(发

现
?D!

可合成并分泌
<]Z)

.

)

<U)5

等细胞因子$可促

使免疫功能紊乱$削弱免疫系统对癌细胞的杀伤能

力,

?D5

可合成分泌
<U);

因子$促使
?D!

&

?D5

细胞因

子分泌失衡$引起宫颈上皮细胞分裂周期失控$与本

研究结果一致%梁毓等'

!&

(在胃癌患者的外周血中检

测到
<]Z)

.

)

<U)5

等细胞因子水平的降低$

<]Z);

水平

的上升$刺激患者
Z̀

细胞水平下降$从而削弱患者

的免疫功能$促进肿瘤细胞生长%有研究表明$

<]Z)

.

)

<U)5

可调控促癌基因的异常表达$加速癌细胞的增

殖'

!$

(

%本研究通过
(U<N@

发现
-

期宫颈癌患者血清

中
<U);

水平高于
)

期和
*

期患者"

7

$

'7'#

#,

-

期患

者
<]Z)

.

)

<U)5

水平低于
)

期和
*

期患者"

7

$

'7'#

#%

已有研究发现患有肺癌)乳腺癌或胃癌等肿瘤的患者

?D!

&

?D5

比例异常$引起其分泌的免疫因子水平有较

大的变化$对肿瘤细胞的生长有较大的刺激作用$可

增强其免疫逃避的功能$这表明
?D!

)

?D5

分泌的细

胞因子与肿瘤异常生长有内在联系$这与本研究一

致'

!"

(

%本研究的数据表明$

?D!

&

?D5

细胞因子可反

映患者的免疫功能状态$有助于患者的临床诊断%同

时需研究
?D!

&

?D5

细胞因子影响肿瘤细胞免疫逃避

的具体机制$为相关抗肿瘤药物开发提供试验支持%

综上所述$宫颈癌患者
?D!

&

?D5

比例异常$

?D!

分泌的
<]Z)

.

)

<U)5

水平下降$

?D5

分泌的
<U);

水平

上升$与宫颈癌的病变关系密切$为进一步研究打下

基础%
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