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74例肺癌患者GVAX治疗前后外周血树突状细胞

变化及其临床意义

曹 杉 任宝柱 张新伟 韩 颖 张维红 惠珍珍 戚 颖 杨雪娜

任秀宝

摘要 目的：探讨粒-巨噬细胞集落刺激因子（granulocyte-macrophage colony stimulating factor，GM-CSF）基因修饰的肿瘤细

胞疫苗治疗前后肺癌患者外周血中DC两个不同亚群（DC1，DC2）的比例、治疗前后比例变化与临床病理特征的相关性及对生存

的影响。方法：对74例接受GM-CSF 基因修饰的肿瘤细胞疫苗（GM- CSF modified tumor cell vaccine，GVAX）治疗的肺癌患者，采

用流式细胞技术检测患者治疗前后外周血DC及淋巴细胞亚群的比例，分析治疗前后DC比例的变化、治疗前后DC比例与治疗前

血清标志物及免疫细胞的关系、治疗前后DC比例对肺癌患者生存的影响。结果：接受GVAX疫苗治疗后外周血DC1与DC2比例

无明显变化（PDC1=0.786，PDC2=0.779）；神经烯醇化酶（NSE）水平升高组中的DC亚群比例高于NSE水平正常组；治疗后DC2比例与

治疗前Treg呈负相关；对于早期肺癌患者，治疗后DC2比例低于均值者的生存时间比高于均值者的生存时间明显延长。结论：治

疗后DC2比例可作为早期患者GVAX疫苗疗效及判断预后的免疫指标，其对预后的影响可能与患者外周血Treg比例有一定的相

关性。
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Abstract Objective: Dendritic cells ( DC ) can be divided into two subgroups based on the markers and functions: myeloid-DC (

DC1 ) and plasmacytoid-DC ( DC2 ). This study evaluated the clinical significance of the proportion of DC subgroups in the peripheral blood

of lung cancer patients before and after GVAX vaccineation. Methods: Seventy-four patients with lung cancer were enrolled in the study.

Flow cytometry was used to detect the proportion of DCs and lymphocyte subgroups before and after GVAX vaccination. The correlation

of DCs with serum markers and immune cells was tested. The Kaplan-Meier was used to analyze the correlations between DCs and survival

of patients. Results: There was no significant change in the proportion of DCs after GVAX vaccination. The proportion of DCs was higher

in the group with elevated levels of neuron-specific enolase ( NSE ) than in normal controls. A negative correlation was observed between

the proportion of DC2 post-GVAX vaccination and the proportion of Treg pre-GVAX vaccination. For patients with early lung cancer, those

with a proportion of DC2 below the mean value after vaccination had better overall survival compared with those with a proportion of DC2

greater than the mean value. Conclusion: A low proportion of DC2 after GVAX vaccination is a predictor of better prognosis for patients

who received GVAX vaccination. DC2 proportion post-GVAX vaccination may have a correlation with the proportion of Treg in the peripheral

blood pre-GVAX vaccination.
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肺癌是当今世界各国常见的恶性肿瘤之一，居

世界癌症死因的首位，被认为是目前对人类健康和

生命威胁最大的恶性肿瘤之一［1］。在我国，肺癌的发

病率迅速上升。近年来，GM- CSF 基因修饰的肿瘤

细 胞 疫 苗（GM-CSF modified tumor cell vaccine，
GVAX）作为一种新型的治疗技术被广泛应用于肺癌

治疗，Ⅰ期临床试验证实GVAX治疗对改善肺癌预后

有确切的疗效［2］。GVAX是将粒-单核细胞集落刺激

因子基因转入肿瘤细胞后进行辐射处理制成的

GM-CSF基因修饰的肿瘤细胞疫苗，其分泌的细胞因

子GM-CSF能够刺激树突状细胞（dendritic cells，DC）
等抗原递呈细胞的增殖、分化、活化、成熟和趋化，通
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过粒细胞、嗜酸性细胞、巨噬细胞等的再募集介导肿

瘤破坏［3-4］。本研究组[５]前期研究已经证实GVAX治

疗前后外周血 Treg的变化能够预测肺癌患者预后，

对于接受GVAX治疗的肺癌患者外周血中的DC及其

亚群对肺癌患者预后的影响鲜见明确报道。本研究

对经GVAX治疗的肺癌患者外周血DC亚群的变化与

临床病理特征及预后关系进行分析，以探讨DC在评

价GVAX治疗疗效中的重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

选取 2007年 3月至 2010年 7月间天津医科大学

附属肿瘤医院接受GVAX治疗的肺癌患者 74例，其

中男50例，女24例，年龄28～81岁，中位年龄59岁；

吸烟 37例，不吸烟 37例；小细胞肺癌 7例，非小细胞

肺癌（包括鳞癌、腺癌、大细胞癌）67例；手术35例，未

手术 39例。KPS评分均为 60～100分。根据第 6版

美国癌症联合委员会（AJCC）肺癌分期标准：早期

（Ⅰ～ⅢA期）38例，晚期（ⅢB～Ⅳ期）36例。74例肺

癌患者均接受GVAX疫苗治疗，治疗1个周期者52例
（早期22例，晚期30例），多于1个周期者22例（早期8
例，晚期14例）。全组除9例患者外（Ⅰ期5例，Ⅱ期1
例，Ⅲ期 1例，Ⅳ期 2例），其余 65例患者均接受过化

疗治疗，化疗方案以紫杉醇+顺铂、长春瑞宾（诺维

本）+顺铂为主，1～31个周期，GVAX治疗前 3个月内

74例患者均未接受过任何治疗。

1.2 方法

1.2.1 GVAX疫苗治疗方案 １）疫苗的制备：应用

疫苗的肿瘤细胞是与患者病理类型相同的细胞系，

每次注射灭活肿瘤细胞>1×107，并且 GM-CSF分泌

量>1 μg/106细胞/24 h。２）疫苗的注射：每次皮内注射

GVAX疫苗1 mL，1次/w，6次为1个周期。注射部位为

上臂内侧中上1/3，大腿内侧中上1/3，轮流注射。

1.2.2 淋巴细胞、T细胞亚群、NK细胞与DC细胞的检

测方法 检测当天抽取清晨空腹外周静脉3 mL（EDTA
抗凝）。检测方法：采用CD3/CD4（BD公司）、CD3/CD8
（BD公司）、CD3/CD16+56/CD45（BD公司）、CD4-Per-CP/
CD25-PE /CD127-APC（Biolegend 公司）、Lin1 FITC/
HLA-DR PerCP/CD11c PE和Lin1 FITC/HLA-DR PerCP/
CD123 PE（BD公司）三色荧光抗体。标本制备：将标记

的3支流式管分别加入20 μL同型对照试剂及相对应的

荧光抗体。取待测样本100 μL分别加入各管，室温避光

孵育30 min后加溶血素（BD公司）1.5 mL，静置10 min，
1 500 r/min离心5 min，弃上清，2 mL PBS洗涤2次；加1%
多聚甲醛0.5 mL，上流式细胞仪检测表型。Cell Quest
软件分析数据。检测指标分别为淋巴细胞比例、CD4+

T细胞比例、CD8+T细胞比例、CD3-CD16+56+CD45+NK细

胞比例、CD4+CD25+CD127-T细胞占CD4+T细胞的比例、

Lin-HLA-DR+CD11c+DC1比例、Lin-HLA-DR+CD123c+DC2
的比例。

1.2.3 随访 随访方式为电话及门诊随访，随访截

止日期为2011年3月，随访时间为1～39个月，随访周

期为3个月/次，全组患者均获得随访，中位随访时间为

17个月。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 17.0软件进行统计学分析，计量资料

采用 x±s表示，治疗前后外周血DC细胞比例变化采

用配对 t检验，治疗前后DC比例及治疗前后比例变

化与临床病理特征的相关性采用独立样本 t检验及

相关性分析，治疗前后DC比例及治疗前后比例变化

对生存的影响采用Kaplan-Meier法。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 GVAX治疗前后DC细胞分布

本 组 74 例 患 者 接 受 GVAX 治 疗 前 DC1 为

（2.098±2.508）%，治疗后为（2.032±2.172）%；治疗前

DC2为（0.635±0.686）%，治疗后为（0.609±0.698）%。

将GVAX治疗前后外周血DC1与DC2比例经配对 t
检验，结果显示治疗前后DC1和DC2变化均不明显，

差异无统计学意义（PDC1=0.786，PDC2=0.779）。且按性

别、年龄等患者的一般情况分组后统计，治疗前后DC
亚群比例差异均无统计学意义（表1）。
2.2 治疗前后DC比例及其比例的变化与检测指标

的相关性

将治疗前后DC比例及其DC变化与检测的血常

规及肿瘤标志物等指标进行相关性分析。结果显示，

治疗前神经元烯醇化酶（neuron-specific enolase，
NSE）与 DC 比例存在相关性，治疗前 DC1、治疗前

DC2，治疗后DC1、治疗后DC2在NSE升高组中的水平

均高于NSE正常组（P<0.05），但治疗前后DC的变化

在NSE升高组和正常组中无显著性差异（图 1）。白

细胞、血红蛋白、血小板、癌胚抗原与治疗前后DC比

例及变化均无相关性（表2）。
2.3 DC 亚群与 GVAX 治疗前免疫细胞比例的相

关性

将治疗前DC亚群的比例与治疗前采用流式细

胞术测得的免疫细胞比例进行相关性分析，结果显

示无显著性差异（P>0.05）。将治疗后DC亚群的比例

与治疗后测得的免疫细胞比例进行相关性分析，结

果亦无显著性差异（P>0.05）。
2.4 治疗前后DC比例及其对预后的影响

2.4.1 总体生存率及生存期分析 74例接受GVAX
治疗的肺癌患者总生存时间为 1～37个月，早、晚期

74例肺癌患者GVAX治疗前后外周血树突状细胞变化及其临床意义 515
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表1 GVAX治疗前后肺癌患者外周血DC细胞分布 x±s，%
Table 1 Distribution of DCs before and after GVAX vaccination in the different groups x±s，%

分组

性别 男

女

年龄/岁 <59

≥59

吸烟 是

否

病理类型 小细胞肿瘤

非小细胞肿瘤

手术 是

否

KPS评分/分 <80

≥80

分期 早期

晚期

GVAX治疗周期/个 1

>1

例数

50

24

34

40

37

37

7

67

36

38

13

61

38

36

52

22

DC1

治疗前

2.292±2.604

1.696±2.294

2.562±3.189

1.705±1.680

2.502±2.377

1.695±2.601

3.314±3.940

1.972±2.318

1.981±2.755

2.211±2.281

1.477±1.042

2.231±2.708

2.084±2.775

2.114±2.230

1.919±1.990

2.523±3.460

治疗后

2.112±2.289

1.867±1.942

2.424±2.463

1.700±1.857

2.065±2.039

2.000±2.325

2.229±2.101

2.012±2.194

2.058±2.376

2.008±1.991

2.500±2.268

1.933±2.157

2.056±2.313

2.006±2.045

1.879±1.923

2.396±2.687

P

0.545

0.694

0.752

0.985

0.233

0.342

0.278

0.872

0.828

0.548

0.079

0.263

0.936

0.770

0.889

0.784

DC2

治疗前

0.664±0.698

0.575±0.673

0.712±0.773

0.570±0.605

0.605±0.665

0.665±0.715

0.543±0.476

0.645±0.707

0.608±0.604

0.661±0.764

0.685±0.863

0.625±0.651

0.632±0.673

0.639±0.710

0.639±0.690

0.627±0.694

治疗后

0.706±0.802

0.408±0.341

0.735±0.875

0.503±0.490

0.535±0.438

0.684±0.887

0.571±0.359

0.613±0.727

0.631±0.889

0.590±0.464

0.869±1.059

0.554±0.593

0.555±0.639

0.667±0.762

0.533±0.476

0.791±1.048

P

0.722

0.241

0.886

0.497

0.534

0.897

0.899

0.752

0.882

0.524

0.595

0.410

0.477

0.856

0.237

0.472

患者中位生存时间分别为26、18个月。1、2、3年生存

率分别为 67.2%、47.1%、44.7%，早期和晚期患者 1、
2、3年生存率分别为73.5%和60.5%、59.4%和30.8%、

59.4%和23.1%。

2.4.2 DC1及DC2与肺癌患者预后的关系 将治疗

前 DC1 比例按其均值 2.099%分为高低两组，Ka⁃
plan-Meier分析两组中位OS分别为21、25个月；将治

疗后DC1比例按其均值 2.032%分为高低两组，中位

OS分别为 23、21个月，两组OS比较差异均无统计学

意义（P>0.05，图2）。

将治疗前DC2比例按其均值0.635%分为高低两

组，中位OS分别为21、23个月；将治疗后DC2比例按

其均值0.610%分为高低两组，中位OS均为23个月（因

高于均值组仍有50%以上的患者生存，故此处以平均

中位生存时间代替中位生存时间），Kaplan-Meier分析

显示两组中OS差异无统计学意义（P>0.05）。
虽然治疗后DC2比例对总体OS影响，但经统计发

现，在早期患者中，治疗后DC2比例>均值与≤均值两

组 OS分别为10、36个月，差异有统计学意义（P<0.05，
图2）。而在晚期患者中，差异无统计学意义（图3）。
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▶A：GVAX治疗前，NSE升高组与正常组中DC1值；B：GVAX治

疗后，NSE升高组与正常组中DC1值；C：GVAX治疗前后，NSE升

高组与正常组中DC1变化值；D：GVAX治疗前，NSE升高组与正

常组中DC2值；E：GVAX治疗后，NSE升高组与正常组中DC2值；

F：GVAX治疗前后，NSE升高组与正常组中DC2变化值；1：NSE
升高组；2：NSE正常组

图1 NSE正常组与升高组中DC1与DC2比例

Figure 1 Distribution of DC1 and DC2 in the normal and high-level
NSE groups
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图2 早期肺癌患者治疗后DC2不同比例组的生存曲线

Figure 2 The survival curves of early lung cancer patients with different
proportion of DC2 after GVAX therapy

图3 晚期肺癌患者治疗后DC2不同比例组的生存曲线

Figure 3 The survival curves of advanced lung cancer patients with
different proportion of DC2 after GVAX therapy

3 讨论

DC首先由Steinman等［6］于1973年从小鼠脾脏中

分离出，分布于脑以外的全身组织和脏器，但数量

少，仅占人外周血单核细胞的 1% ，因其具有许多分

支状突起命名。根据其表面标记和功能，DC可分为

髓系 DC（myeloid-DC，mDC）和浆细胞DC（plasmacy⁃
toid-DC，pDC）两个大的亚群，前者与单核细胞、粒细

胞有共同的祖细胞，能够引发Th1 反应，也称为 DC1，
主要参与抗肿瘤免疫；pDC与 T细胞、B细胞有共同

的前体细胞，能够激发 Th2型反应，也称为 DC2，主要

参与免疫耐受［7］。DC1是国内研究较多的肿瘤疫苗

的主要效应细胞。

GVAX疫苗已用于多种肿瘤的治疗［2，8-11］，其安全

性和生物活性也在这些临床应用中得到了体现［12-13］，

已被公认为是一种安全、有效的肿瘤疫苗。本研究

首先对GVAX治疗前后DC比例进行比较分析，发现

变化较小，差异无统计学意义，提示GVAX治疗对肺

癌患者外周血DC比例影响较小。在分析治疗前后

DC比例及治疗前后DC比例变化与检测指标相关性

时，结果显示NSE升高组的治疗前后DC1及DC2水

平普遍高于NSE 正常组（P<0.05），而DC变化在两组

中比例相当。提示NSE可以影响外周血中DC的整

体比例，而并不针对DC的某一亚群。NSE与DC间这

种相关性的解释，鲜见文献报道。

虽然治疗前后DC两个亚群的变化均不显著，对

患者预后评价的指导意义不大，但经统计学分析发

现，对于早期患者，治疗后DC2比例低于均值者的生

存时间比高于均值者的生存时间明显延长（P<0.05），
关于DC2对于早期患者预后的影响，本研究认为可

能是通过调节性 T细胞（regulatory T cell，Treg）间接

发挥作用的。Treg是一类具有免疫调节或免疫抑制

功能的 T细胞亚群，由 Sakaguchi等［14］于1995年首次

报道。Curiel等［15］指出多种肿瘤包括肺癌、乳腺癌、

肝癌、卵巢癌、胃癌、淋巴瘤等均发现这群细胞的存

在，其数量因肿瘤的不同而异，而肿瘤局部 Treg的数

量与肿瘤的预后密切相关。Treg不仅能通过细胞间

的直接接触抑制效应 T细胞的功能，还能通过分泌细

胞因子等多种方式发挥抑制作用［16］。有研究［16］显

示，成熟 pDC即DC2 能够诱导CD4+CD25+Treg 形成

并产生免疫抑制功能。人外周血中分离的处于未成

熟状态的pDC，经 TLR9 识别 CpG ODN（A，B，C）活化

成熟后，诱导初始CD4+CD25-细胞分化成 CD4+CD25+
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表2 DC与GVAX治疗前实验室检测指标相关性

Table 2 Correlation between DC and indices tested in the laboratory before GVAX treatment

74例肺癌患者GVAX治疗前后外周血树突状细胞变化及其临床意义

DC亚群

DC1

治疗前

治疗后

变化

DC2

治疗前

治疗后

变化

WB

t

0.116

0.674

0.546

1.410

1.167

-0.272

P

0.910

0.518

0.587

0.163

0.247

0.786

HB

t

-0.867

-0.073

0.882

0.100

0.314

0.491

P

0.389

0.942

0.381

0.921

0.754

0.625

PLT

t

-0.348

0.270

0.747

0.065

-1.132

-1.331

P

0.730

0.778

0.470

0.948

0.261

0.188

CEA

t

-0.197

-0.491

-0.426

-0.659

-0.621

-0.275

P

0.845

0.626

0.673

0.513

0.537

0.784

NSE

t

8.103

3.001

2.844

10.733

1.1260

11.772

P

0.019

0.013

0.619

0.015

0.017

0.798
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Treg。该细胞特异性高表达 Foxp3，分泌细胞因子

IL-10、TGF-β，抑制幼稚CD4+T 细胞的活化，从而产

生强大的免疫抑制功能［17］。pDC 在诱导 CD4+CD25+

Treg 产生的同时表达 ICOS 分子，分泌 IL-10 和

TGF-β起到免疫抑制功能［18-19］。Cao等［20］研究认为肿

瘤 Treg可通过颗粒酶B和穿孔素抑制机体抗肿瘤免

疫。pDC 缺乏穿孔素但表达颗粒酶B，虽然其作用仍

不明确，但可能与Treg 的免疫抑制功能有关［21］。而

Treg是否能够反过来诱导或促进 pDC的表达目前尚

不明确。

综上所述，本组肺癌患者肿瘤标志物NSE与DC
表达有相关性，其具体机制还需要大量基础研究论

证。治疗后DC2比例对预后的影响可能为临床医师

评价肺癌GVAX治疗及肺癌患者预后提供了一个良

好指标。GVAX治疗因其确切疗效，无严重不良反

应，在肿瘤治疗中的应用将会越来越广泛，而且还可

与其他治疗方法联合应用。接受该治疗后如何简便

准确的评价患者预后仍是一个难题，寻求一个合适

的实验室或临床病理指标将为临床医师选择治疗方

案起到一定的指导作用。
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