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NK细胞及 DCs在肺鳞癌组织中的浸润 

与预后关系的研究 

张延 平 张 百江。 

【摘要】 目的 研究肺鳞癌组织中NK细胞和DCs浸润与预后的关系。方法 采用免疫组化 

S-P法，分别用单克隆 CD57抗体和S-100抗体标记 NK细胞和DCs，检测肺鳞癌组织中浸润 NK细胞 

和 DCs的数量，分别比较 NK细胞和 DCs浸润的程度与肺鳞癌患者术后生存时间的关系。结果 

长期生存组中 NK细胞、DCs浸润的密度为(23．3-4-12．2)／HPF和(7．6-4-3．3)／哪 ，均高于短期生存 

组的(9．0-4-11．9)／HPF和(2．9-4-1．2)／HPF(P=0．027，P=0．016)，高浸润的 NK细胞和 DCs组中，平 

均术后生存时间分别为45．3个月和 50．5个月，显著高于低浸润的 NK和 DCs，分别为 31．9和25．6 

个月(P=0．032，P=0．O06)。结论 在肺鳞癌中，NK细胞和 DCs在肿瘤组织中的浸润数量与肿瘤 

患者的预后呈正相关 ，可作为判断肺鳞癌预后的指标之一，两者联合检测意义较大，但两者不是影 

响预后的独立因素。 
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【Abstract】 Objective To study the relationship between the infiltration of NK cells and DCs in lung 

quamous cell carcinoma and the prognosis after tumor resection．M ethods Irmnunohistochemical staining of 

CD57 antibody and S-100 protein WaS performed to evaluate NK cells and DCs infiltration in all tumor tissue of 

SqCLC patients，respectively．According to the survival time after operation，the patients were claSsified into long 

— term survival group and short—term survival group．An d the infiltration difference of NK cells and DCs in SqCLC 

between two groups were compared．Results Th e mean number of NK cells and DCs in long-teml survival 

group was(23．3-4-12．2)／HPF and(7．6-4-3．3)／I-iPr respectively．which WaS much higher than that in short— 

term survival group[(9．0±11．9)／HPF，(2．9-4-1．2／HPF，respectively)]，the value of P was 0．027 and 0．016 

respectively．Th e survival time after operation of patients with many NK cells and DCs infiltration were 45．3 

months and 50．5 months，which were sigmficantly borer than that of patients with little NK cells and DCs infi l— 

tration(P=0．032，P=0．O06)，which were 31．9 months and 25．6 months respectively．Conclusion These 

data indicate that the counts of NK cells and DCs infiltration were positively correlated with the prognosis of sq— 

CLC，the two immunological factors were not independent prognostic factors in SqCLC． 

【Key words】 S~amous cell lung carcinoma；Natural killer cell；Dendiitic cells；Prognosis；Immunohisto— 

chemistry 

近年来，虽然肺癌手术、放化疗等综合治疗措 

施有较大的改进，但治疗效果仍不令人满意，因此 

迫切需要一个精确判断肺癌预后的指标。我们用 

单克隆抗体CD57标记NK细胞，用s一100抗体标记 

·
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树突状细胞(dendritic cells，DCs)，通过检测肺鳞癌 

组织中浸润 NK细胞和 DCs的数量、分布等指标 ， 

并对肺鳞癌患者术后生存时间、淋巴转移等进行相 

关研究，旨在探讨肺鳞癌组织中浸润 NK细胞和 
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DCs的特点以及与预后的关系。 

1 材料与方法 

1．1 标本来源 全部标本均系 1998年 1月 一2001 

年9月山东省平邑县人民医院胸外科手术切除的肺 

鳞癌组织蜡块，对影像检查、手术情况等相关临床资 

料完整、术前无放疗、化疗史者，采用电话、写信及登 

门等方式随访，获取手术后生存时间及具体的死因 

等。下述情况应排除在外：(1)手术切除后30天内死 

亡；(2)死于与肺鳞状细胞癌无关的原因；(3)肺鳞癌 

术前2周内有呼吸道感染病史。随访 53人，符合上 

述条件的患者共 47例。男36例，女 11例，年龄 49— 

75岁，平均年龄62．6岁，中位年龄 61岁。根据术后 

病理结果，参照国际抗癌联盟(UICC)1997年的 TNM 

分期标准，其中瑚 11例，Ⅱ期21例，Ⅲ期 15例。有淋 

巴转移36例，无淋巴节转移 11例。根据肿瘤浸润深 

度分为rr1期6例， 期 30例， 期 11例。其中肺 

叶切除术41例，左侧全肺切除术6例。其中有淋巴 

结转移36例，无淋巴结转移 11例。术后生存时间 8 

个月 一5年。根据术后生存期的差异，将本组病例分 

为短期生存组(术后生存期 <36个月)、长期生存组 

(术后生存期≥36月)。全部肺肿瘤标本经4％甲醛 

固定，常规脱水浸蜡、石蜡包埋，切片厚度 4 ban，HE 

染色，用日本产奥林巴斯 BX41双目显微镜观察确诊 

为鳞状细胞癌。 

1．2 试剂 鼠抗人 CD57单克隆抗体(克隆系 NK-1) 

工作液、兔抗人多克隆s一100抗体工作液、DAB染色 

试剂盒均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。 

1．3 免疫组织化学染色 采用 S-P法，将蜡块切 

片，厚度 4 m。NK细胞用 CD57抗体标记，I抗用 

鼠抗人 CD57单克隆抗体工作液；DCs用 s一100抗体 

标’}己，I抗用兔抗人 s一100多克隆抗体工作液，分 

别对肿瘤组织进行免疫组化染色，所有步骤均按试 

剂说明书进行。 

1．4 免疫组化染色结果判断 NK细胞：阴性对照 

为淋巴结，以 CD57免疫组化染色细胞膜和细胞核呈 

棕黄色染色者计数；DCs：阴性对照为黑色素瘤细胞， 

以细胞质 S一100呈棕黄色阳性反应的细胞计数。由 

病理科医生双盲阅片，对每张切片随机计数，对每张 

切片随机计数 10个含有阳性细胞的高倍视野(× 

400)，分别计数阳性细胞数，取其平均值。 

1．5 统计学分析 采用 SPSS 12．0统计学软件对 

结果进行统计学分析。对长期生存组、短期生存组 

之间每高倍视野 NK细胞、DCs均数的比较，以及各 

病理参数分组的细胞均数的比较采用 t检验，生存 

率的计算和生存曲线的绘制采用 Kaplml—Meier方 

箕用肿瘤学杂志 2OO7年第2l卷第 5期总第 9l期 

法，以 Log rank检验比较两组生存差异的显著性。 

2 结果 

2．1 长期生存组与短期生存组之间 NK细胞、DCs 

每高倍视野细胞均数的比较 免疫组化染色结果 

显示，CD57阳性的NK细胞染色主要定位于胞膜和 

胞核，呈棕黄色，与其他浸润的淋巴细胞一起分布 

在癌巢周围及肿瘤的间质中。孤立的 CD57阳性的 

NK细胞，有时也会出现在距离肿瘤细胞很近的地 

方。在本组 47例肺鳞癌组织中，CD57阳性的 NK 

细胞每高倍野细胞浸润数为(0．4—46．3)／HPF，平 

均(17．2±13．9)／HPF。长期生存组中NK细胞浸润 

平均数为(23．3±12．2)／HPF，明显高于短期生存组 

平均数(9．0±11．9)／HPF，P=0．027。S一100阳性的 

DCs，细胞质和细胞核均有阳性着色，细胞形态不规 

则，胞质可见长短不一、数 目不等的树突状突起。 

在肺鳞癌组织中，s一100阳性的 DCs多数呈区域性 

分布在间质和癌巢周围，常和淋巴细胞相伴浸润。 

47例肺鳞癌组织 中，每高倍视野浸润的 DCs数为 

1．2—17．8／HPF，平均为(5．6 4-3．5)／HPF。长期生 

存组和短期生存组每高倍视野 DCs平均数分别为 

(7．6±3．3)／HPF和(2．9±1．2)／HPF，两组差异有统 

计学意义，P=0．016。 

2．2 肺鳞癌组织中 NK细胞和 DCs的浸润与临床 

病理特征的关系 NK细胞与DCs在肺鳞癌组织中 

的浸润与患者的年龄及性别等因素无关。但是两 

者均与患者的临床分期、肿瘤的润润程度及淋巴结 

有无转移等因素有关。无淋巴结转移组的 NK细 

胞与 DCs浸润数明显高于有淋巴节转移组，两组差 

异有统计学意义(P=0．02，P=0．001)，NK细胞与 

DCs在工期肺鳞癌组织中的细胞浸润数高于 Ⅱ、Ⅲ 

期中的细胞数，两者差异有统计学意义(P=0．03， 

P=0．04)，但它们在 Ⅱ、1l1期中的细胞数虽然有差 

别，但两者差异无统计学意义 (P=0．54，P= 

0．873)。如表 1中所显示，与 NK细胞与 DCs在各 

期肺鳞癌组织中的细胞浸润结果类似，NK细胞与 

DCs浸润结果在 rr1组中的数量高于 及 rr1组，差 

异有统计学意义，随着肿瘤侵润程度的加深，NK细 

胞与 DCs在肺鳞癌组织中的浸润数量逐渐减少，但 

在 rr，及 组之间差异无统计学意义(P=0．09，P 

： 0．089)。 

2．3 肺鳞癌组织中 NK细胞和 DCs的浸润与患者 

预后的关系 将每高倍视野下浸润的 NK细胞数 

分为高、低浸润两组，NK细胞浸润≥25／HPF为高 

浸润组，共 13例；NK细胞浸润数 <25／HPF为低浸 

润组，共 34例。同样将 DCs浸润也分为高、低浸谰 
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两组，DCs浸润≥6／HPF为高浸润组，共 l9例；DCs 

浸润 <6／HPF为低浸润组 ，共 28例。高浸润的 NK 

细胞和 DCs组中，术后平均生存期分别为 45．3个 

月和50．5个月，明显高于低浸润的NK细胞和 DCs 

的31．9和 25．6个月(P=0．032，P：0．006)。为进 
一 步比较 NK细胞及 DCs与术后生存时间的关系， 

将本组患者依据 NK细胞及 DCs的浸润情况的不 

同分为如下4组：NK细胞和 DCs均为高浸润的 HH 

组，NK细胞及 DCs分别为高、低浸润的 HL组，NK 

细胞及 DCs分别为低、高浸润的 LH组，NK细胞及 

DCs分别为低、低浸润的 IJL组。其中 HH组 9例 

(50．7±10．7)个月，HL组 4例(33．0±15．7)个月， 

LH组 10例(50．2±8．3)个月，LI|组 24例(24．3± 

13．4)个月。对上述4组结果比较，发现 I上|组的术 

后生存时间明显短于上述 3组，P<0．05。将 TNM 

分期、淋巴结转移、患者年龄、性别及 NK细胞和 

DCs的浸润纳入 Cox多因素风险 比例模型，发现 

TNM分期、淋巴结转移为影响预后的独立因素，NK 

细胞和 DCs的浸润虽然与预后相关，但不能成为影 

响预后的独立因素。 

表 1 肺鳞癌组织中 NK细胞 、DCs浸润与临床病理特征的关系 

年龄t岁 

<60 

≥60 

性别 

男 

女 

临床分期 

I 

Ⅱ 

Ⅲ 

淋巴结转移 

有 

无 

肿瘤浸润程度 

Tl 

T2 

T3 

16 16 7±13．1 0．85 6．7±2．4 0．27 

31 17．4±14．5 7．4±4．7 

36 16．9±14．1 0．79 ．5、3±3．3 O、479 

11 18．24-_14．1 6．3 4-4．1 

ll1 25．8±7，9 0．o3 

21 13．3±14．2 0．54 

15 16．4±15．O 

0．04 

O．873 

36 14．6士lg．4 O．02 4．7±3．9 0．【x】1 

11 25．8±7．9 8 6±3 ．7 

6 35．5士l1．2 O．02 

30 16．g±12．6 0．09 

l1 9．1±9．8 

O．O27 

O．089 

3 讨论 

肺癌是常见的恶性肿瘤之一。近几年来，尽管 

治疗方法有了很大改进，但手术后总体 5年生存率 

不足 30％，因此迫切需要一个判断肺癌预后的指 

标。目前肺癌的预后主要根据肿瘤的细胞类型、分 

化程度、TNM分期及有无淋巴结转移等进行判断， 

其结果仍较显粗略。NK细胞和DCs是体内两个重 
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要的免疫细胞。随着研究的深入，NK细胞和 DCs 

在肿瘤免疫中的地位越来越受到重视。许多研究 

已经阐明肿瘤患者的预后与局部肿瘤组织浸润免 

疫细胞的相关性l1-2]。NK细胞作为一类独立的淋 

巴细胞群，无需抗原预先致敏即可直接杀伤靶细 

胞，在机体抗感染、抗肿瘤、免疫调节和造血调控等 

方面发挥着重要的免疫功能，它在体内自发产生细 

胞介导的细胞毒作用 。DCs是人体内最强的抗 

原提呈细胞，在机体抗肿瘤反应中起重要作用。 

NK细胞和 DCs在肿瘤组织中的浸润与肿瘤患者的 

预后有密切关系。最初的研究是利用外周血中 NK 

细胞和 DCs的数量、分布和活性等指标，研究肿瘤 

患者的免疫状态，研究表明肿瘤微环境中免疫细胞 

的浸润往往比外周血更能确切反映宿主的抗肿瘤 

免疫状态，并影响着患者的预后，这已在乳腺癌、胄 

癌、食管癌、结肠癌中证实 j。目前联合检测肺 

鳞癌组织中两免疫细胞的分布特点，并探讨它们与 

肿瘤预后关系的研究尚未见报道，已有将这两种指 

标的检测用于胃癌及口腔肿瘤等的报告 J，CD57 

作为 NK细胞的标志物已经广泛应用 J，我们选 

择单克隆抗体 CD57作为 NK细胞的标志物，主要 

因为它能对石蜡包埋组织中的 NK细胞恒定而准 

确的免疫染色H 。目前国内外大多用 S一100蛋白 

来识别肿瘤组织中浸润的 DCs，以往认为 S．100蛋 

白仅存在于神经系统内，是一种神经系统特异蛋白 

质。后来研究发现 DCs也存在 S一100蛋白，且主要 

位于细胞浆和细胞核上，S一100蛋白可作为 DCs的 

特异性标志物。研究表明，S．100蛋白阳性 DCs在 

肿瘤中的浸润程度与患者的预后呈正相关l1。 。 

本组虽有较多丌期及Ⅲ期患者，由于经济困难 

等因素，所有患者术前、术后均未给予辅助放化疗， 

肖除了放化疗对患者免疫和预后的影响。TNM分 

期是肺鳞癌重要的预后指标，本研究中，工期术后 

生存时间 55．7月，明显高于Ⅱ期及Ⅲ期的37．5月 

和28．9月，并显示肺鳞癌组织中NK细胞和DCs的 

高浸润与患者预后呈正相关。这与胃癌、食管鳞 

癌、结 肠 癌 及 肺 腺 癌 等 文 献 报 告 的结 果 一 

致_j J。研究表明，NK细胞和 I)Cs在机体抗肿 

瘤免疫中有协同增强作用，活化的DCs能增强NK 

细胞的增殖，并加强其细胞毒作用，同样，NK细胞 

能诱导 DCs的成熟 。两个免疫细胞的缺乏或功 

能低下，导致机体肿瘤免疫功能的降低，有利于肿 

瘤的生长、浸润及淋巴结转移，从而影响肿瘤患者 

的预后。通过比较肺鳞癌各期的NK细胞、DCs浸 

润与术后生存情况，发现两者I期浸润程度显著高 

_， 3  ) 

3  3  2  

士 +一 ± 

6  6  8  

8  4  4  

，̂ 1I  

4  2  2  
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于Ⅱ期及Ⅲ期，但在 Ⅱ期及 Ⅲ期中 NK细胞的浸润 

差别无显著性。这一现象在 胃癌研究有同样发 

现_4J。目前认为NK细胞是早期抗肿瘤反应的主要 

效应细胞之一，同样对相应的抗肿瘤免疫反应有着 

强烈的影响 J。这也可能是在本研究中I期 NK 

细胞浸润程度显著高于 Ⅱ期及Ⅲ期的主要原因。 

将 TNM临床病理分期、NK细胞及 DCs浸润等因素 

纳入 Cox多因素风险比例模型分析，发现 TNM分 

期、淋巴结转移为影响预后的独立因素，尽管 NK 

细胞及 Des的浸润与肺鳞癌术后生存时间呈正相 

关，但两指标不能作为影响预后的独立因素。 

研究中，我们发现部分病例存在 NK细胞及 

DCs高浸润，但术后生存时间较短，或 NK细胞及 

Des低浸润，术后生存时间长，这与我们的研究结 

论相背。我们分析产生这种现象有如下原因：(1) 

肿瘤的预后与肿瘤本身的生物学特性及肿瘤的分 

期等因素相关；(2)组织标本的选取、切片对 NK细 

胞及 DCs检查结果的影响 研究结果发现 NK细胞 

及 DCs都在肿瘤的间质及癌巢周围有较高的浸润， 

但在肿瘤细胞问浸润 NK细胞及 DCs数目极少，如 

研究切片中癌巢及问质的比例多少、肿瘤组织有无 

坏死组织等情况对检查结果都有相应的影响；(3) 

肿瘤细胞的免疫逃逸 研究表明，肿瘤与 DCs之间 

存在着微妙的相互作用，肿瘤局部的细胞因子是影 

响 DCs生物学特征的关键因素 。这些细胞因子 

大部分是由肿瘤细胞分泌的免疫抑制因子，包括 

rG即，VEGF，IL-IO等，他们 的存在可 能是造成 

TIDC表型异常及功能低下的原因 J。肿瘤细胞分 

泌的一些免疫抑制因子，改变了 DCs的成熟过程， 

使其呈现不同于正常成熟 DCs的表型，从而削弱了 

其抗原提呈功能，造成了肿瘤免疫逃逸；(4)吸烟对 

NK细胞的影响 由于肺鳞癌的发生与长期大量的 

吸烟有关，研究证实吸烟能降低NK细胞的活性 J， 

不同个体吸烟程度可能影响免疫细胞在肿瘤组织 

中的分布。 
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