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肝动脉化疗栓塞对原发性肝癌患者树突状

细胞的影响

刘谨文，易继林

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００３０）

　　摘要：目的　探讨原发性肝癌患者肝动脉化疗栓塞（ＴＡＣＥ）前后肝癌组织和外周血液中树突状细
胞（ＤＣｓ）的变化及其意义。方法　选取经 ＴＡＣＥ治疗后二期手术切除的原发性肝癌患者标本 １７例
（ＴＡＣＥ＋手术组）和未经 ＴＡＣＥ单纯手术切除的原发性肝癌患者标本 ３０例（单纯手术组），用免疫组织
化学方法检测肝癌组织中的 ＤＣｓ含量。另选经 ＴＡＣＥ治疗的原发性肝癌患者 ３７例，分别于治疗前、治
疗后第 １，７，１５天采集周围静脉血，用流式细胞仪检测治疗前后外周血 ＤＣｓ的含量。结果　ＴＡＣＥ＋手
术组肝癌组织中 ＤＣｓ数量明显少于单纯手术组（Ｐ＜０．０５）；经 ＴＡＣＥ治疗后第 ７，１５天，患者外周血
ＤＣｓ数量明显少于治疗前（均为 Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＡＣＥ治疗后，患者肝癌组织和血液中 ＤＣｓ数量的
减少可能是 ＴＡＣＥ后肝癌易复发、转移的重要原因之一。
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　　树突状细胞（ＤＣｓ）是目前发现的功能最强大

的抗原提呈细胞（ＡＰＣ），在抗肿瘤、抗感染、移植

排斥和自身免疫疾病中发挥着重要作用［１－２］。采

用肝动脉化疗栓塞（ＴＡＣＥ）治疗原发性肝癌，尤其

是中晚期肝癌，疗效较好。但 ＴＡＣＥ后有着较高

的肝癌复发和转移率。本研究通过比较 ＴＡＣＥ前

后肝癌患者血液和肝癌组织中 ＤＣｓ的变化，以探

讨其意义。

１　材料与方法

１．１　分组及临床一般资料

１．１．１　ＴＡＣＥ＋切除组　随机选取 ２００２—２００４

年我院经 ＴＡＣＥ治疗后二期手术切除的原发性肝

癌患者 １７例（ＴＡＣＥ组）。男 １６例，女 １例；平均

年龄 （４２．５±７．３）岁。肿 瘤 最 大 直 径 ≤５ｃｍ

１０例，＞５ｃｍ ７例。按 ＥｄｍｏｎｄｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分 级，

Ⅰ～Ⅱ级１１例，Ⅲ ～Ⅳ级 ６例。

１．１．２　单纯切除组　同期未经 ＴＡＣＥ而行单纯

手术切除的原发性肝癌患者 ３０例 （单纯手术

组）。男 ２８例，女 ２例；平均年龄（４０．３±８．７）

岁。肿瘤最大直径≤５ｃｍ２１例，＞５ｃｍ９例。按

ＥｄｍｏｎｄｓｏｎＳｔｅｉｎｅｒ分级，Ⅰ ～Ⅱ级 ２２例，Ⅲ ～Ⅳ级

８例。两组病例均经手术和病理证实。

１．１．３　单纯 ＴＡＣＥ组　同期于我院行 ＴＡＣＥ的原

发性肝癌患者３７例，均为第１次行 ＴＡＣＥ治疗，并

经血生化和血管造影检查得以证实诊断者。男

３４例，女 ３例，平均年龄（４０．８±１２．６）岁。本组

所有病例分别于 ＴＡＣＥ治疗前、治疗后第 １天、第

７天、第 １５天清晨空腹由前臂静脉采血 １０ｍＬ，各

加入 １０Ｕ／ｍＬ肝素抗凝备用。

１．２　实验方法

１．２．１　标本处理及免疫组化检测 ＤＣｓ　标本经

１０％福尔马林液固定后，常规脱水，石腊包埋，作

４μｍ连续切片，ＨＥ染色并经病理诊断证实。分别

于肿瘤区取材切片，进行 Ｓ１００免疫组化染色。

染色方法为 ＳＡＢＣ法。Ｓ１００单抗及 ＳＡＢＣ试剂盒

均购自武汉博士德公司。结果判定：以已知阳性

切片为阳性对照，以 ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）代替一抗为空白对照。Ｓ１００染色完成后，

以细胞浆染成棕黄色为阳性，在光学显微镜下在

阳性细胞集中区选取 １０个高倍镜视野（４００×）

观察，记数每高倍镜视野中阳性细胞数并计算其

平均值。

１．２．２　ＤＣｓ的分离与计数　取 １０ｍＬ全血，首先

通过血细胞分析仪测定其中单个核细胞数，然后

通过 ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ分层法分离出单个核细胞，分

别加入鼠抗人 ＣＭＲＦ４４单克隆抗体和异硫氰酸

荧光素（ＦＩＴＣ）标记的羊抗鼠 Ｉｇ（ＦＩＴＣＳＡＭ），再以

１０％鼠血清封闭，上流式细胞仪检测 ＦＩＴＣ标记的

ＣＭＲＦ４４单抗（ＣＭＲＦ４４ＦＩＴＣ），记录 ＤＣｓ在单核

细胞中的相对 数，然后计 算出 ＤＣｓ的绝 对数。

ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ分层液、鼠抗人 ＣＭＲＦ４４单克隆抗

体选用美国 Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司产品。流式细胞仪为

美国 ＢＤ公司产品。

１．３　统计学处理

采用 ＳＡＳ软件（Ｖ６．４０）进行统计分析，ＤＣｓ

数用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，显著性采用 ｔ检

验，组间生存率和复发率比较采用 κ２检验。

２　结　果

２．１　ＴＡＣＥ＋切除组与单纯手术组肝癌标本中

ＤＣｓ细胞比较

两组标本中均可见 ＤＣｓ胞浆染为黄色，即

Ｓ１００表达阳性细胞。ＤＣｓ形态不规则，表面可见

长短不一、数目不等的树突状突起，也可见较多

ＤＣｓ表面并无明显树突状突起。可见较多 ＤＣｓ聚

集成团，也可见其散在分布。其主要分布在间质

中，亦可见分布于肿瘤组织中。两组 ＤＣｓ数量比

较见表 １。无论范围与均值，ＴＡＣＥ＋切除组均显

著低于单纯手术组（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表 １　ＴＡＣＥ组 ＋切除组与单纯手术组肝癌标本中浸润

的 ＤＣｓ数量比较

分组 标本数 ＤＣｓ范围 ＤＣｓ均值

ＴＡＣＥ＋切除组 １７ ４～２０ １１．２±４．５

单纯手术 ３０ ５～３８ ２０．８±８．７

Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５

２．２　肝癌患者ＴＡＣＥ前后外周血ＤＣｓ的含量变化

肝癌患者 ＴＡＣＥ后第１天即出现外周血 ＤＣｓ数量

减少，但与治疗前相比差异无显著性意义（Ｐ＞０．０５）；

至第７天和第１５天 ＤＣｓ数量更为减少，与 ＴＡＣＥ前相

比差异有显著性意义（均为Ｐ＜０．０５）（附图）（表２）。

０１２
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附图　ＴＡＣＥ前后ＤＣｓ计数的流式图

表２　３７肝癌患者ＴＡＣＥ前后外周血中ＤＣｓ数量

时间 ＤＣｓ数量（×１０６／Ｌ）

治疗前 １８．２２２±２．３４１７

治疗后第１天 １６．７４４±１．７３７１１）

治疗后第７天 １３．７５６±１．６２３４２）

治疗后第１５天 １２．２３３±１．７８１９２）

　　注：与ＴＡＣＥ治疗前相比１）Ｐ＞０．０５；２）Ｐ＜０．０５

２．３　随访

所有患者均接受随访，以 ２年为限。ＴＡＣＥ＋

切除组患者 １７例，失访 ４例，随访率 ７６．４７％

（１３／１７），２年生存率为 ３０．７７％（４／１３），复发

率 ８４．６２％（１１／１３）。单纯切除组患者 ３０例，失

访 ６例，随访率 ８０．００％（２４／３０），２年生存率为

４６．１５％（１２／２６），复发率 ８０．７６％ （２１／２６）。

两组间生存率和复发率比较，差异无显著性意义

（均 Ｐ＞０．０５）。单纯 ＴＡＣＥ组患者 ３７例，失访

７例，随访率 ８１．０８％ （３０／３７），２年生存率为

６．６７％（２／３０），与上两组比较，差异有显著性意义

（均 Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

ＤＣｓ在机体抗肿瘤免疫过程中发挥着重要作

用。Ｄｈｏｄａｐｋａｒ等［３］发现在体外被肿瘤负载的 ＤＣｓ

所诱导的肿瘤反应性 Ｔ淋巴细胞是肿瘤特异性

的，未发现其对自身淋巴细胞有直接损伤作用，

说明 ＤＣｓ在诱导和维持抗肿瘤免疫反应中起重

要作用。Ｙｉｎ等［４］的研究显示在原发性肝癌组织

中虽然 ＤＣｓ数量较少，但肿瘤组织中 ＤＣｓ的含量

多少和淋巴细胞的浸润情况对患者的预后仍有

着明显的影响，ＤＣｓ和淋巴细胞浸润多的患者其

肿瘤复发时间和生存时间明显要长。其机制可

能是肿瘤组织的 ＤＣｓ与肿瘤细胞接触后可能摄

取肿瘤抗原并提呈给 Ｔ细胞，从而引发机体的抗

肿瘤免疫机制。ＤＣ肿瘤疫苗的研究结果显示负

载肿瘤抗原的 ＤＣｓ可强烈刺激 Ｔ淋巴细胞增殖，

并导致肿瘤组织中淋巴细胞浸润增加，从而抑制

肿瘤生长［５－６］。本研究发现原发性肝癌组织中浸

润的 ＤＣｓ的数量较少，此结果与 Ｙｉｎ的研究相符；

而经 ＴＡＣＥ后的肿瘤组织中的 ＤＣｓ数量更明显下

降，与未行 ＴＡＣＥ的肝癌患者相比差异有显著性。

比较 ＴＡＣＥ后行肿瘤切除和直接手术切除患者的

２年生存率和复发率，但前者的低于后者，两者间

差异虽无显著性意义（可能与病例数较少有关），

其复发率则高于后者，提示经行 ＴＡＣＥ后的肝癌

患者抗肿瘤免疫明显减弱，

目前已有大量研究证实，肿瘤浸润 ＤＣｓ与正

常 ＤＣｓ相比，前者存在着明显的功能缺陷，如其

膜表面 ＭＨＣ分子及某些共刺激分子不表达或低

表达，这被认为可能是 ＤＣｓ无法激发特异性 ＣＴＬｓ

反应的主要原因［７］。鉴于肿瘤局部浸润的 ＤＣｓ可

能存在一定的功能缺陷，而机体的抗肿瘤免疫是

一种全身性机制，故本文同时比较了外周循环血

中的 ＤＣｓ数量，发现经 ＴＡＣＥ后，患者外周血 ＤＣｓ

数量在 ＴＡＣＥ后第一天即开始下降，至第 １５天时

最为明显。单纯 ＴＡＣＥ组患者的 ２年生存率亦明

显低于手术切除肿瘤的患者。提示在 ＴＡＣＥ治疗

后，ＤＣｓ受到显著的抑制，导致 ＤＣｓ对肿瘤抗原的

识别、摄取和提呈功能显著下降，从而显著影响

机体对残余肿瘤细胞的免疫杀伤作用，进而可能

导致肝癌复发和转移的几率加大。

有研究表明血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）可通
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过与血液中 ＤＣｓ前体细胞表面 ｆｌｔ３受体结合而

抑制 ＤＣｓ前体细胞中核转录因子 ＮＦκＢ的活化，

从而导致 ＤＣｓ不能发育成熟［８］。最近有学者［９］发

现，在肝癌患者中，过量分泌的甲胎蛋白（ＡＦＰ）

不仅可破坏 ＤＣｓ的抗原提呈功能，而且可导致

ＤＣｓ的凋亡。作者亦发现原发性肝癌经 ＴＡＣＥ治

疗后血液中和癌组织中的 ＶＥＧＦ水平均有升高

（另文发表）。所以 ＴＡＣＥ后可能有较多因素的参

与而导致肝癌组织中浸润的 ＤＣｓ和血液中的 ＤＣｓ

数量减少。

本研究显示，经 ＴＡＣＥ后，肝癌组织和血液中

的 ＤＣｓ含量减少。这可能导致对肝癌细胞肿瘤

抗原提呈的减少，对残余肿瘤组织和微小病灶的

清除能力进一步减弱，并导致肿瘤的复发和转

移。这也间接说明临床上对经 ＴＡＣＥ治疗后的原

发性肝癌，一旦有手术切除的机会应争取手术切

除病灶，以减少肿瘤复发和转移的机会，延长生

存时间。
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