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·研究报告·

肺癌患者血清对巨噬细胞吞噬活性的抑制作用
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 巨噬细胞是重要的免疫细胞，在抗肿瘤免疫中发挥着

重要的作用。吞噬活性是巨噬细胞的重要特性，也是巨噬细

胞发挥抗肿瘤作用的重要途径。但恶性肿瘤往往通过多种

机制抑制机体的抗肿瘤作用，包括对巨噬细胞吞噬功能的抑

制。恶性肿瘤可产生和释放多种免疫抑制物质抑制巨噬细

胞等多种免疫细胞的功能，构成肿瘤免疫逃逸的重要方面。

恶性肿瘤产生的免疫抑制物质可能存在于恶性肿瘤患者的

血液中，因而使患者的血清可能具有免疫抑制作用。本研究

中选用肺癌患者血清测定其对巨噬细胞吞噬功能的影响，现

将结果报告如下。

1 材料与方法

1.1 标本来源：肺癌患者血清来源于承德医学院附属医院

肿瘤科 15 例未经任何治疗的肺癌志愿者，其中男性 11 例、

女性 4 例，平均年龄 60.53 岁；选择同期 15 例健康志愿者为

健康对照组。

 本研究符合医学伦理学标准，并经医院伦理委员会批

准，所有操作均取得患者或家属的知情同意。

1.2 巨噬细胞的分离和培养：取健康人静脉血，肝素抗凝，

Ficoll 密度梯度离心法分离外周血单个核细胞（PBMC）。用

含 10% 胎牛血清（购自中国医学科学院血液学研究所）的

RPMI 1640 培养基（购自美国 Gibco 公司）调整细胞数为

5×106 个 /ml，置于 6 孔板中培养。37 ℃、5%CO2 孵箱贴壁

3 h 后，用预温的培养基洗去未黏附的细胞，悬浮细胞可以

重复黏附，以得到更多的贴壁细胞，加入含 10% 胎牛血清的

RPMI 1640 培养基 2 ml 及 1000 kU/L 重组人粒 - 巨噬细胞

集落刺激因子（rhGM-CSF），隔 2 d 半量换液，培养 7 d 获得

贴壁细胞，用于后续实验。

1.3 巨噬细胞吞噬中性红实验：将制备好的巨噬细胞调整

浓度为 5×106 个 /ml，加入 96 孔细胞培养板中，每孔 200 μl，
置于 37 ℃、5%CO2、饱和湿度条件下培养，3～4 h 后弃去培

养液，分别加入含 50％肺癌血清的完全培养液 200 μl，以含

50％健康人血清的完全培养液作为对照，每组设 3 个复孔，

每孔加入终浓度为 10 mg/L 的脂多糖（LPS，购自美国 Sigma
公司），继续培养 24 h 后，弃去巨噬细胞培养上清液，每孔中

加入 0.1% 中性红 100 μl，置于 37 ℃、5%CO2 细胞培养箱中

培养 3 h，使巨噬细胞吞噬中性红，然后弃去中性红溶液，此

时被吞噬的中性红仍存留于巨噬细胞中不能被去除。用预

温的 0.9% 生理盐水清洗 96 孔细胞培养板 3 次，弃上清液，

以充分去除未被吞噬的中性红，再加入细胞裂解液（等体积

无水乙醇和冰乙酸）150 μl 静置过夜，使被吞噬的中性红释

放到裂解液中。

1.4 检测指标及方法：在酶标仪（购自美国 Bio-Rad 公司）

540 nm 波长处测定巨噬细胞的吞噬活性〔吸光度（A）值〕。

1.5 统计学处理：采用 SPSS 13.0 统计软件处理数据，计量

资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，采用 t 检验，P＜0.05 为

差异有统计学意义。

2 结 果

 表 1 结果显示，在肺癌患者血清的作用下，巨噬细胞的

吞噬活性受到抑制。巨噬细胞吞噬中性红实验中，肺癌血清

组巨噬细胞的吞噬活性明显低于健康对照组（P＜0.01）。
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表 1 两组巨噬细胞吞噬活性比较（x±s）
组别 样本数 巨噬细胞吞噬活性（A 值）

肺癌血清组 15 1.2016±0.4059 a

健康对照组 15 3.2694±0.3275

注：与健康对照组比较，aP＜0.01

3 讨 论

 恶性肿瘤严重威胁着人类的健康，其中肺癌是人类最常

见的恶性肿瘤之一，在全球范围内的发病率和病死率均处于

上升趋势，已成为人类因癌症死亡的最主要原因之一。据世

界卫生组织（WHO）统计，每年全球有超过 120 万例新发肺

癌病例，约 110 万例死亡，平均每 30 s 就有 1 人死于肺癌［1］。

我国肺癌发病率和病死率亦处于上升趋势，已成为城市恶性

肿瘤中的第一位死因［2］。

 恶性肿瘤的发生发展是一个十分复杂的过程，与多种因

素密切相关，其中免疫因素发挥重要作用。免疫功能是机体

的重要功能，与多种生理功能及疾病密切相关，而改善机体

的免疫功能，有助于多种疾病的治疗和康复。参麦注射液能

够改善重症肺炎患者的免疫功能［3］；大黄联合山莨菪碱能够

改善严重脓毒症患者的免疫功能［4］；补阳还五汤能通过减少

脾脏 CD4+ T 淋巴细胞、B 淋巴细胞凋亡，从而改善脓毒症时

的免疫抑制［5］。

 辅助性 T 细胞 17（Th17）和 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞

（Treg）在脓毒症发生发展的免疫机制中起重要作用，而血必

净注射液能有效降低脓毒症患者 Th17 和 CD4+CD25+ Treg
的异常表达，有效降低脓毒症患者病死率［6］；衡炎方具有双

向调节脓毒症免疫紊乱，减轻脓毒症患者全身炎症反应，改

善患者免疫抑制的作用［7］；香菇多糖联合化疗治疗后肺癌患

者 T 淋巴细胞亚群 CD4/CD8 比值有一定程度升高，说明了

香菇多糖具有增强患者免疫功能的作用［8］；灵芝多糖对肺癌

患者血清淋巴细胞活化的抑制具有拮抗作用［9］。

 机体的免疫系统对恶性肿瘤具有免疫监视功能，通过天

然免疫和适应性免疫的密切协作，阻止肿瘤的发生发展，发

现并清除肿瘤细胞［10］。但恶性肿瘤可通过多种机制逃避机
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体免疫系统的识别和攻击，肿瘤细胞直接或间接诱导的免疫

抑制是肿瘤免疫逃逸的重要机制。而巨噬细胞是肿瘤微环

境中含量最多的免疫细胞，其在肿瘤的影响下发生表型和功

能的变化，对肿瘤的进展具有重要作用［11］。因此，有必要研

究恶性肿瘤特别是肺癌对巨噬细胞功能的影响。

 巨噬细胞作为机体免疫系统的重要组成部分，在固有免

疫和适应性免疫反应中具有重要的作用，而且是两种免疫反

应联系的“桥梁细胞”，在生物体内发挥多种免疫功能，包括

吞噬作用，加工处理并呈递抗原，参与免疫应答，分泌多种细

胞因子等，激活的巨噬细胞还具有杀灭多种病原微生物及肿

瘤细胞的作用［12-13］。有研究表明，B16F10 黑素瘤细胞培养

上清液可抑制 LPS 刺激小鼠腹腔巨噬细胞分泌肿瘤坏死因

子-α（TNF-α）和一氧化氮（NO） ［14］。巨噬细胞的吞噬活

性是巨噬细胞的重要功能特性，也是巨噬细胞发挥抗肿瘤作

用的重要途径。因此，巨噬细胞的吞噬活性可在某些方面反

映巨噬细胞的抗肿瘤活性。而恶性肿瘤如肺癌患者的血清

中可能存在恶性肿瘤产生和释放的免疫抑制物质，不仅对淋

巴细胞具有免疫抑制作用［15］，还可能抑制巨噬细胞的吞噬

活性。

 本研究中通过对 15 例肺癌患者的实验结果显示，在肺

癌患者血清作用下的巨噬细胞的吞噬活性受到抑制，表明肺

癌患者血清具有抑制巨噬细胞吞噬活性的作用。研究肺癌

等恶性肿瘤抑制巨噬细胞吞噬活性的机制，寻求解除这种抑

制的途径和方法，将有助于恶性肿瘤的控制和治疗。
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