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%患者肿瘤
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采用流式细胞术测定
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例
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患者的外周血以及肿瘤微环境和
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例健康人外周血中
,?8

:

的表达!同时应用免疫组化法检测
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的表达呈正相关"
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%!但无统计学意义'结论
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与
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的相互作用可能促进了肿瘤的发生&发展与转移!对
-\-

的预后评价有着重要的参考价值'
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结直肠癌$

-\-

&是消化系统最常见的肿瘤#其术后生存率

较低#是威胁人类健康的恶性肿瘤之一#对其发病机制的研究

具有重要的价值(

!

)

*肿瘤的发生'发展是一个多因素参与的过

程#机体的抗肿瘤免疫反应'细胞周期的调控'肿瘤新生血管的

形成与恶性肿瘤的发生'发展密切相关*

调节性
,

细胞$

,?8

:

&是一种具有免疫调节功能的
,

细胞

亚群#

V6I

B

#

是叉状头转录因子家族中的一个成员#被认为是

,?8

:

的标志性分子*

,?8

:

在体内不仅参与自身免疫性疾病'

移植排斥反应等#还在多种恶性肿瘤的发生'发展及免疫治疗

中发挥重要作用*已有研究报道#在
-\-

患者的肿瘤组织中

,?8

:

的数目显著高于癌旁未受肿瘤侵犯的黏膜层(

"4%

)

*血管

形成是原发肿瘤和转移肿瘤生长的首要条件#血管内皮生长因

子$

OL]V

&是最有效的促血管生长因子#其促进了血管内皮细

胞分裂和毛细血管出芽生长#新生的毛细血管既为肿瘤生长提

供营养#又为肿瘤的浸润和转移提供了有利条件(

'4(

)

*增殖细

胞核抗原$

d1'(

&是一种与细胞周期相关的蛋白质#是目前多种

恶性肿瘤研究中的热门生物指标#它与许多肿瘤分化程度'浸

润'转移'预后密切相关(

5

)

*

本组采用流式细胞术测定
-\-

患者的外周血以及肿瘤微

环境中
,?8

:

的表达#同时应用免疫组化法对
d1'(

和
OL]V

的表达进行分析#并探讨
,?8

:

与
d1'(

'

OL]V

在
-\-

的生长'

浸润'转移中的作用#为临床预测肿瘤的预后提供依据*

?

"

资料与方法

?&?

"

一般资料
"

收集
")!!

年
(

"

!"

月于本院肛肠科诊治的

!*

例
-\-

患者#其中男
5

例#女
!!

例#平均年龄
'(

岁*按

TGJ82

分期将
-\-

患者分成肿瘤早期$

TGJ82+

期和
Y

期&

!"

例和晚期$

TGJ82-

期和
T

期&

(

例#并分析病史资料中
d1'(

'

OL]V

的免疫组化结果*所有入选患者术前均未进行过化疗

和免疫治疗*

?&@

"

仪器与试剂
"

流式抗体
-T$4M-(

$美国
Y8>JD;3-6G@4
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-T"%4+M-

$美国
YTY162>183>8
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-T#48V@G6?$%)

'

V6I

B

#4

+N8I$55

'固定"破膜液'破膜缓冲液$美国
8Y162>183>8
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:

839@8

+

55"!

+

国际检验医学杂志
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年
'

月第
##

卷第
!!

期
"

/39PN;=.8E
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PG38")!"
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O6@&##

!

K6&!!
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基金项目!国家自然科学基金资助项目$

5!)("))*

&%上海市科委基础研究重点项目$

!!

0

>!$)5#))
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"

#

"

通讯作者#
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!
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.+-[

全自动组织处理器$德国
.1@983

C

1Y1698>

&#

YTV+-[

>;396

'

流式细胞仪$美国
YTY162>183>8

&*

?&A

"

方法
"

-\-

患者于术前抽取静脉血
$DN

#肝素抗凝#并

用淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞$

MY.-

&*手术后

取新鲜的肿瘤组织#使用
:

839@8.+-[

全自动组织处理器得

到单细胞悬液#并用淋巴细胞分离液进行密度梯度离心#吸取

单个核细胞层*取不同荧光标记的单克隆抗体各
%

!

N

标记

MY.-

和肿瘤微环境来源的单个核细胞的膜表面分子$

-T#

'

-T$

'

-T"%

&#避光室温孵育
#)D13

#之后采用固定破膜试剂盒

进行细胞固定和破膜#最后标记核内抗原
V6I

B

#

#暗处孵育
#)

D13

后将细胞洗涤两次#重悬细胞后进行流式细胞检测*采用

V-[LI

B

?822O#

软件分析处理数据*

?&B

"

统计学处理
"

计量资料以
3g0

表示#两组间比较采用
*

检验'

7

检验#双变量相关分析采用
[

B

8;?D;3

等级相关'

M8;?4

263

相关分析#所有的统计学分析均采用
[M[[!*&)

软件进行

处理*以
&

'

)&)%

为差异具有统计学意义*

@

"

结
""

果

@&?

"

,?8

:

在
-\-

中的表达
"

以
V6I

B

#

定义
-T$

X

,?8

:

细

胞#流式结果显示#在健康人
MY.-

中#

-T$

X

V6I

B

#

X

,?8

:

细

胞占
-T$

X

,

细胞的比率为$

'&'(g!&#*

&

Z

#在
-\-

患者的

MY.-

中#

-T$

X

V6I

B

#

X

,?8

:

细胞占
-T$

X

,

细胞的比率为

$

(&)!g#&)5

&

Z

#肿瘤组织中
-T$

X

V6I

B

#

X

,?8

:

细胞占
-T$

X

,

细胞的比率为$

"'&5$g!)&""

&

Z

*肿瘤患者
MY.-

中的

,?8

:

比率高于健康人#但差异无统计学意义$

&

%

)&)%

&%肿瘤

微环境中
,?8

:

比率明显高于肿瘤患者
MY.-

#且差异具有统

计学意义$

&

'

)&)!

&*在早期$

+

期和
Y

期&的肿瘤组织中#

-T$

X

V6I

B

#

X

,?8

:

细胞占
-T$

X

,

细胞的比率为$

"$&$)g

5&*%

&

Z

%晚期$

-

期和
T

期&的肿瘤组织中#

-T$

X

V6I

B

#

X

,?8

:

细胞占
-T$

X

,

细胞的比率为$

#%&)!g'&(5

&

Z

*

,?8

:

在肿瘤晚期组织中的比率明显高于早期#且差异具有统计学意

义$

&

'

)&)%

&#见图
!

*

""

+

!

-\-

患者
MY.-

和肿瘤组织中具有代表性的
,?8

:

流式结果

图%

Y

!

,?8

:

在健康人
MY.-

'

-\-

患者
MY.-

和肿瘤组织以及不同临

床分期中的统计图*

!

!

&

'

)&)%

%

!!!

!

&

'

)&)!

*

图
!
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,?8

:

在
-\-

中的表达分析

@&@

"

肿瘤微环境中
,?8

:

与
d1'(

'

OL]V

的相互关系
"

,?8

:

与
d1'(

表达呈正相关$

=W)&$%%

#

&

'

)&)%

&#

,?8

:

与
OL]V

表

达呈正相关#但无统计学意义$

=W)&!*5

#

&

%

)&)%

&*进一步

应用
M8;?263

相关分析
,?8

:

与临床分期的关系#发现肿瘤微

环境中
,?8

:

的比率和
TGJ82

临床分期呈正相关$

=W)&%!!

#

&

'

)&)%

&*表
!

为
!*

例
-\-

患者的免疫组化结果*

表
!

""

-\-

肿瘤组织中
d1'(

和
OL]V

的免疫组化结果

序号 性别 年龄$岁&

TGJ82

分期

肿瘤组织

,?8

:

$

Z

&

d1'( OL]V

!

女
(* Y "*&" XX h

"

女
($ Y "*&( XX X

#

女
'" - $#&) XX X

$

男
'' - ##&( ")ZX h

%

女
'" Y "#&' XX X

'

女
5% Y #%&% XXX h

(

女
'* Y #$&' XX X

5

男
$5 Y !*&( !)ZX h

*

女
(% - "!&* !)ZX h

!)

女
'# - '&$ XX

部分
X

!!

男
#( - "&$ h X

!"

男
() Y !5&' XX

"

!#

男
*) Y !!&5 !)ZX

"

!$

女
'5 + !"&$ X h

!%

男
%# + !(&* X h

!'

女
(" T "*&5 X

部分
X

!(

男
'! - "!&% $)ZX h

!5

女
'! Y "!&) XX h

!*

男
(( Y (&' XX

"
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"!未检测*

A

"

讨
""

论

恶性肿瘤是当今严重危害人类健康的重要疾病#其最显著

的生物学特征是侵袭与转移#这也是肿瘤无法根治#最终导致

患者死亡的主要原因*肿瘤侵袭转移的发生与预后均与机体

免疫系统功能有着必然的联系*

,?8

:

在肿瘤免疫中扮演着抑

制效应
,

细胞功能的角色#其可有效抑制抗肿瘤免疫反应#参

与肿瘤免疫逃避*多数肿瘤患者外周血中
,?8

:

细胞的数量显

著升高#从而强烈地抑制了机体的抗肿瘤免疫反应*

"))!

年

在非小细胞肺癌和卵巢癌中首次发现
,?8

:

细胞在肿瘤中的浸

润#随后在许多其他肿瘤或者转移性淋巴结中也发现
,?8

:

的

浸润#其中包括
-\-

(

*

)

*本研究中#

-\-

肿瘤微环境中的

,?8

:

比率显著升高#与已有的文献报道相一致*肿瘤患者外

周血#尤其是肿瘤局部微环境中
,?8

:

细胞的数量增加#会降低

机体免疫系统的抗肿瘤反应*本研究采用流式细胞术对肿瘤

局部的
,?8

:

细胞进行检测#发现肿瘤微环境中
,?8

:

细胞的数

量和临床分期密切相关*已有文献报道
V6I

B

#

X细胞比例升高

与
-\-

患者较短的生存时间相关#预示了
,?8

:

细胞比例对于

-\-

的预后有着重要的作用(

!)4!!

)

*对肿瘤微环境中
V6I

B

#

X

,?8

:

细胞的检测可能对
-\-

肿瘤患者的预后有指导作用*

d1'(

是为
TK+

复制提供场所的核基质及染色体支架的

一种组分#是调节细胞周期必不可少的成分#其表达因细胞周

期不同时相而异#与细胞增殖密切相关#被广泛地用于判断肿

瘤细胞增生活性(

5

#

!#4!%

)

#亦是评估侵润性肿瘤预后的重要指

标(

!'4!5

)

*通过
[

B

8;?D;3

等级相关分析发现#

,?8

:

与
d1'(

表

达呈正相关关系$

=W)&$%%

#

&

'

)&)%

&#可能是由于
,?8

:

细胞

在肿瘤局部发挥了抑制肿瘤免疫的作用#而促进肿瘤细胞

增殖*

OL]V

在肿瘤中表达水平较高#它可促使肿瘤血管生成#

在维持肿瘤的持续生长中起着重要作用#同时也是肿瘤转移的

+

*5"!

+

国际检验医学杂志
")!"

年
'

月第
##

卷第
!!

期
"
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!
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基础*在
-\-

中
OL]V

与淋巴结转移和不良预后密切相

关(

!*

)

*

,?8

:

与肿瘤转移也存在密切的关系#可能是因为
,?8

:

参与了肿瘤的免疫逃逸#从而促进了肿瘤的增殖'浸润'转移*

已有研究报道#

,?8

:

在乳腺癌的肺转移过程中发挥着重要的

作用(

")

)

#本研究虽然发现
,?8

:

与
OL]V

存在相关关系#但无

统计学意义#可能与本研究选取的
-\-

病例数不足有关*

综上所述#

,?8

:

'

d1'(

'

OL]V

表达与
-\-

的发生'发展'

转移有关#是
-\-

不良预后的因素#

,?8

:

与
d1'(

的联合检测

对
-\-

的预后评价有着重要的参考价值#并为
-\-

的免疫治

疗提供了新思路*
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