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幽门螺杆菌感染对胃癌患者外周血MODCs功能的

影响*

李巧珍① 陈玉强① 颜江华② 丁 园① 王勇军① 王生育② 叶燕华①

许英艺① 何蕙香①

摘要 目的：分析Hp阳性和Hp阴性的胃癌患者外周血单核细胞来源树突状细胞（MODCs）功能的差异性及其临床意义。

方法：用尿素 14C 呼气试验对解放军第一七四医院2011年1月至2012年10月收治的84例胃癌患者进行Hp感染状态鉴定，分别采

集Hp阳性和阴性胃癌患者外周血，分离外周血单个核细胞，采用经典方法（rhGM-CSF、rhIL-4联合 rhTNF-α）诱导产生DCs，采用

流式细胞仪检测DCs表型，采用 LDH释放法检测DCs致敏 T细胞对胃癌细胞的毒性杀伤作用，采用ELISA方法检测细胞因子

IL-12、IFN-γ的分泌水平。结果：两组MoDCs成熟过程形态变化无差异，Hp阳性组MoDCs表面标记分子CD1a、CD80、CD83、
CD86和HLA-DR平均表达百分率均高于Hp阴性组，其中CD80、CD83、CD86的表达水平差异有统计学意义，CD1a、HLA-DR差异

无统计学意义。Hp阳性组DCs致敏T淋巴细胞对胃癌细胞杀伤率和 IL-12、IFN-γ的分泌水平均高于Hp阴性组（P<0.05）。结

论：Hp感染状态不影响胃癌患者外周血MoDCs成熟过程形态变化，Hp感染的胃癌患者MoDCs成熟和活化水平更高。
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Abstract Objective: This study aimed to compare and analyze the functional differences between peripheral blood mono-

cyte-derived dendritic cells (DCs) of Helicobacter pylori-positive and H. pylori-negative patients with gastric cancer. Methods: H. py-

lori infection was detected in 84 patients with gastric cancer in our hospital from January 2011 to October 2012 by the 14C-urea breath

test. DCs were generated from monocytes isolated by an adherent method from the two groups of patients and cultured in the presence

of rhIL-4, rhGM-CSF, and rhTNF-α. Furthermore, the expression of surface marker molecules was determined by fluorescence-activat-

ed cell sorting analysis. The cytotoxicity of DCs pulsed T cells against gastric carcinoma cell was assessed by the lactate dehydroge-

nase-releasing assay. The secretion of IL-12 and IFN-γ in the supernatant was determined by enzyme-linked immunosorbent assay. Re-

sults: No difference was observed in the morphological change of the maturation process. The mean expression of CD1a, CD80, CD83,

CD86, and HLA-DR molecules in DCs of H. pylori-infected patients was higher than that in DCs of H. pylori-negative group, and the

differences were statistically significant except for CD1a and HLA-DR. The cytotoxicity activities, IL-12 release, and IFN-γ release in

the H. pylori-positive group were significantly higher than those in the H. pylori-negative group (P<0.05). Conclusion: H. pylori infec-

tion has no effect on the morphological change of the maturation process of monocyte-derived DCs. These data clearly demonstrate that

monocyte-derived DCs of H. pylori-infected patients with gastric cancer can induce stronger maturation and activation than those of H.

pylori-negative patients.
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胃癌占常见恶性肿瘤第4位，其死亡率占所有癌

症的第 2位［1］。幽门螺杆菌感染是非贲门部胃腺癌

发生的重要病因［2］。流行病学调查显示全世界人口

幽门螺杆菌（H. pylori，Hp）感染率超过50%，2/3的胃

癌归因于幽门螺杆菌感染［3］。树突状细胞（dendritic
cells，DCs）是机体功能最强的专职抗原提呈细胞，也

是唯一能激活初始型T 细胞的抗原提呈细胞，在诱

导高效而特异的抗肿瘤免疫中起关键作用。近年的

研究表明胃癌组织中DCs的浸润程度与胃癌TNM分

期和淋巴结转移密切相关，可作为胃癌预后指标之

一［4］。多数研究均认为Hp阳性的胃癌患者有着较良

好的预后［5-7］。Hp感染患者的预后较好，可能是由于

Hp感染激发机体免疫功能，增强机体抗肿瘤免疫反

应［6-7］。进一步研究发现，Hp能影响胃黏膜DCs的数

量和活性［8-9］。然而，胃癌患者中Hp感染因素是否影

响患者外周血单核细胞来源树突状细胞（mono⁃
cyte-derived dendritic cells，MoDCs）的状态和功能的

相关研究鲜见报道。因此，本研究通过从胃癌患者

外 周 血 单 个 核 细 胞（peripheral blood mononuclear
cells，PBMCs）中分离单核细胞诱导MoDCs的产生，并

在体外开展DC相关功能检测分析，初步探讨Hp感

染对胃癌患者MoDCs的影响。

1 材料与方法

1.1 研究对象

病例选自 2011年 1月至 2012年 10月在中国人

民解放军第一七四医院住院的 84例胃癌患者，其中

男性 48例，女性 36例，年龄 25～85岁，平均年龄 59
岁。病理诊断均为胃腺癌，同时排除潜在其他原发恶

性肿瘤者。胃癌的分期依据AJCC标准［10］，其中ⅠB期

7例，Ⅱ期 23例，ⅢA期 25例，ⅢB期 14例，Ⅳ期 15
例。本研究获得患者的知情同意及医院伦理委员会

批准（院伦字第012号）。

1.2 主要试剂

RPMI 1640（含 2 mmol/L L-谷氨酰胺）购自赛默

飞世尔生物化学制品有限公司（货号SH30809.01B），

链霉素/青霉素购自Sigma公司（货号P11-010）；Ficoll
淋巴细胞分离液购自 CEDARLANE 公司（货号

CL5020）；重 组 人 粒 - 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子

（rhGM-CSF）（货号 SJA01）、重组人白细胞介素-4
（rhIL-4）（货号 SJB02）、重组人肿瘤坏死因子（rhT⁃
NF-α）（货号SJA03）购自厦门特宝生物技术公司；鼠

抗人 CD1a（货号 12-0019）、CD-83（货号 11-0839）、

CD-86（货 号 53-0869）、CD80（货 号 12-0809）及

HLA-DR（货号12-9956）单克隆抗体购自 eBioscience
公司；IL-12 ELISA 试剂盒购自 R&D Systems（货号

S1200）；IFN-γ ELISA 试剂盒购自 eBioscience 公司

（货号BMS228HS）；LDH释放法细胞毒性检测试剂盒

购自Promega公司（货号G1780）。
1.3 方法

1.3.1 幽门螺杆菌阳性的鉴定 尿素 14C呼气试验操

作方法：受试者在早晨空腹时或进食 2 h以后受试，

受试前漱口用约 20 mL凉饮用水送服尿素 14C胶囊 1
粒后，静坐25 min，开启CO2集气瓶1瓶，插入一洁净的

有防倒流装置的气体导管，受试者通过导管吹气，当CO2
集气剂由紫红色变为无色时停止吹气，用洁净管向样品

瓶内加入稀释闪烁液4.5 mL，加盖密封，溶解摇匀后于

液闪仪上行样品 14C放射性测定3 min。按公式计算结

果，当 14C-尿素呼气试验（14C-UBT）≥100 dpm/mmoL
CO2时，判定受试者为Hp阳性。

1.3.2 外周血MoDCs诱导培养 采集新鲜胃癌患者

外周全血 30 mL，肝素钠抗凝（20 U/mL），用 1×PBS
（1∶1）稀释后缓慢加入Ficoll淋巴细胞分离液表面，离

心（800 G/min，20 min）后取白膜层细胞，用 1×PBS洗
涤离心 2次，获得 PBMCs。用无血清 RPMI 1640重

悬，调整细胞浓度 2×106/mL，加入 6孔板，37℃ 5%
CO2培养 3 h，吸弃悬浮细胞，用 D-Hank's液轻洗 2
次，获得贴壁细胞。加入3 mL/孔含有10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基和细胞因子rhGM-CSF（1 000 U/mL）、
rhIL-4（500 U/mL），3 d 半量换液 1 次，第 6 天加入

rhTNF-α（100 ng/mL），第7天收获悬浮成熟DC。
1.3.3 流式细胞仪检测DCs表面成熟标记分子 采

用直接免疫荧光标记、流式细胞仪检测。每管取待

测细胞悬液 100 μL/EP管（1×105个/100 μL）共 5管，

其中 1管作为空白对照，余 4管分别加入荧光抗体

PE-CD1a 5 μL、PE-CD86 20 μL、FITC-CD83 20 μL、
FITC-CD80 20 μL、PE-HLA-DR 5 μL，4℃，30 min；
PBS洗涤2次，加入4%多聚甲醛固定液室温固定15 min，
之后PBS洗涤1次，1 mL PBS稀释上机检测。

1.3.4 LDH释放法检测对胃癌细胞毒性杀伤作用 靶

细胞：用含10%胎牛血清的RMPI 1640培养对数生长

期胃癌细胞株 BGC-823。以 1×104/孔接种于 96 孔

板。效应细胞：收集上述 1.3.2方法中获得的非贴壁

单个核细胞（T 淋巴细胞），加入 RPMI 1640（含

rhIL-2 200 U/mL低浓度培养），每2～3天半量换液，

培养 7 d作为反应细胞；刺激细胞为单核细胞诱导培养

7 d收获的成熟DCs，加入丝裂霉素C 25 μg/mL，37℃，

30 min处理并充分洗涤。根据参考文献［11-12］方法

将丝裂霉素处理后的DCs和T淋巴细胞按 10∶1比例

混合培养 7 d（第 1阶段）。再用丝裂霉素处理后的

DCs和第1阶段获得的T淋巴细胞按10∶1比例共培养
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第7～14天（第2阶段）来筛选特异性细胞毒性T淋巴

细胞（cytotoxic T lymphocytes，CTLs）即为效应细胞。

上述方法收获的特异性 T淋巴细胞以 2×105/孔
密度接种，即效靶比（20∶1）制备效应细胞靶细胞混合

液。实验分，对照组：加入 100 μL/孔细胞培养液；靶

细胞自然释放组：加入靶细胞培养液和细胞培养液

各 50 μL/孔；靶细胞最大释放组：每孔加入靶细胞培

养液50 μL、细胞培养液各40 μL及细胞裂解液10 μL；
效应细胞自发释放组：加入效应细胞悬液和培养液

50 μL/孔；实验组：加入效靶细胞混合液100 μL/孔。培

养板置37℃，5%CO2孵育4 h，离心（250 g/min，4 min）。
取 50 μL细胞上清液加入另一 96孔培养板中，加入

50 μL/孔底物溶液，室温避光培养30 min，加终止加入

终止液50 μL，酶标仪490 nm处测定OD 值。计算公

式：细胞毒活性（%）=（实验孔OD值-效应细胞自发

释放孔OD值-靶细胞自发释放孔OD值）/（靶细胞最

大释放孔OD值-靶细胞发释放OD值）×100%。

1.3.5 ELISA检测 IL-12和 IFN-γ的分泌量 收集培

养第 7天成熟DCs的上清，根据 IL-12 ELISA试剂盒

步骤检测 IL-12分泌量。收集上述 1.3.4方法DCs和
T淋巴细胞共培养第14天的上清，根据 IFN-γ ELISA
试剂盒检测 IFN-γ分泌量。

1.4 统计学方法

所有实验数据均采用SPSS 18.0统计软件进行处

理，正态分布计量资料均数采用 x±s表示，两样本比

较用独立样本 t检验，临床资料同质性差异比较采用

χ2检验法，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 胃癌患者基本情况

84例胃癌患者经鉴定，Hp阳性组53例，Hp阴性

组 31例，Hp感染率 63.1%，平均年龄 59（25～83）岁，

根据患者的性别比例、平均年龄、手术切除情况、辅

助化疗情况、AJCC分期进行归纳分析和同质性差异

比较（表1）。
2.2 Hp阳性和阴性组的DCs形态学观察

倒置显微镜观察外周血分离的PBMCs，培养 2 h
后，获得贴壁细胞，多为体积小、圆形的单核细胞，培

养第3～4天，细胞体积增大，细胞表面可见细小毛刺

状突起，部分细胞聚集成大小不等的细胞集落，部分

成悬浮生长，部分半悬浮生长，培养第 6～7天加入

rhTNF-α后细胞逐渐从聚集状态变为分散状态，细胞

大多呈悬浮状生长，胞体较大，形态不规则，细胞表

面大量毛刺状突起。观察Hp组阳性组和阴性组DCs
培养过程形态变化无差别（图1）。

表1 Hp阳性和阴性胃癌患者临床特点

Table 1 Clinical data of Helicobacter pylori-positive and -negative pa⁃
tients with gastric cancer

A-B：Immature DCs of Group H.pylori-positive on day 5 of culture；C-D：

Mature DCs of Group H.pylori-positive on day 7 of culture
图1 DCs成熟过程的形态变化（×400）
Figure 1 Morphological change of the maturation process of DCs（×400）

2.3 Hp感染胃癌患者外周血MoDCs成熟标记分子

表达率

用流式细胞仪检测培养第7天DC成熟标记分子

表达率，Hp阳性胃癌患者外周血MoDCs表面CD1a、
CD80、CD83、CD86 表达百分率分别为 32.22±3.85、
62.98±.80、59.58±4.36、64.94±4.38、69.26±4.05，低于

Hp 阴性组（分别为 31.66±4.09、60.11±4.29、56.97±
4.21、60.20±3.74、68.93±4.04），经统计学分析两组

CD80、CD83、CD86的表达水平差异有统计学意义，

CD1a、HLA-DR差异无统计学意义。

Clinical data
Sex

Male
Female

Age (years)
≥59
<59

Surgical resection
Adjuvant chemotherapy
AJCC stages

ⅠB
Ⅱ

ⅢA
ⅢB
Ⅳ

GroupH.pylori-positive
（n=53）

30
23

29
24
33
48

5
17
15
7
9

GroupH.pylor-negative
（n=31)

18
13

19
12
18
27

2
6

10
7
6

P

1.000

0.650

0.818
0.720
0.634

B

C

A

D
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2.4 Hp感染胃癌患者外周血MoDCs致敏 T淋巴细

胞对胃癌细胞毒性杀伤作用检测

根据上述1.3.4方法，Hp阳性胃癌患者外周MoDCs
致敏的T淋巴细胞对胃癌细胞杀伤率（31.1±6.0）%显

著高于Hp阴性组（27.5±5.5）%，经 t检验，差异有显著

性意义（P<0.01图2）。

2.5 Hp感染胃癌患者外周血MoDCs分泌更高水平

IL-12、IFN-γ
用ELISA方法分别检测Hp阳性和阴性胃癌患者

外周血第7天成熟DCs上清中 IL-12，DCs致敏T淋巴

细胞第 14天的 IFN-γ的分泌平均水平，Hp阳性组分

别为（391±41）、（1 031±63）pg/mL，高于Hp阴性组［分

别为（271±39）、（986±59）pg/mL］，用独立样本 t检验，

两组差异有统计学意义（均P<0.05，图3）。

图2 Hp阳性与阴性胃癌患者CTLs对胃癌细胞BGC823 的杀伤率

Figure 2 Cytotoxic T lymphocytes in groups of Helicobacter pylori-posi⁃
tive and -negative patients with gastric cancer

A：The secretion of IL-12 in the supernatant of different DCs on day 7 of
culture；B：The secretion of IFN-γ in the supernatant of different CTLs on
day 14 of culture
图3 培养上清液中细胞因子 IL-12 和 IFN-γ的分泌量

Figure 3 Secretion of IL-12 and IFN-γ in the supernatant

3 讨论

Hp是定植于胃黏膜表面的革兰氏阴性螺旋状微

需氧菌，自人类1974年发现幽门螺杆菌以后，1994年
世界卫生组织/国际癌症研究机构（WHO/IARC）将Hp
定为Ⅰ类致癌原，Hp推动了人类对胃癌的流行病学

和发病机制的全新诠释［3］。近年来经前瞻性研究［7，13］

发现Hp阳性胃癌患者预后更佳，认为Hp感染可作为

手术切除后胃癌患者的预后指标之一。胃组织中

HLA-DR+DCs能被Hp激活，从而诱导Th1型免疫效应

和 分 泌 大 量 IFN-γ ，并 且 Hp 阳 性 者 胃 黏 膜 中

HLA-DR+DCs数量和活性高于Hp阴性者［8］。体外实

验［14-16］亦发现Hp可影响DCs的成熟状态，Hp能诱导

DC 成熟，上调 DCs 表面成熟标志分子如 CD80、
CD83、CD86和MHCⅡ等的表达，促进细胞因子 IL-6、
IL-8及 IL-12等的分泌，但主要诱导DCs分泌Th1 细

胞因子，使 Th0细胞增殖分化为 Th1细胞，介导细胞

免疫反应，促进DCs和效应 T细胞产生 IFN-γ，增强

抗肿瘤活性。因此可以认为在机体的免疫反应中，

Hp与DCs密切相关，Hp影响着DCs的功能，Hp感染

状态对胃癌患者外周血MoDCs可能存在影响。

DCs功能鉴定往往通过形态学、细胞表面标志

和刺激初始型T细胞增殖能力三个方面加以综合判

断［17］。目前国内、外比较公认的鉴定DCs的分子是

CD1a 和 CD83。CD1a 阳性细胞数可反映 DCs 的数

量，主要在未成熟DCs上表达，CD83分子是DCs的成

熟标记，只在成熟DCs上表达，在DCs成熟过程共刺

激分子CD80、CD86也显著上调表达［18］。MHCⅡ类分

子 HLA-DR 在未成熟 DCs 和成熟 DCs 上均可高表

达。成熟 DCs 可分泌包括 IL-12、IL-10、TNF-α、

TGF-β、IL-6、IL-23、IL-1β等细胞因子，诱导不同类

型的T细胞反应。

本实验采集84例胃癌患者的外周血，按Hp阳性

和阴性分组，外周血分离PBMCs经 rhGM-CSF、rhIL-4
和 rhTNF-α联合培养 7 d获得成熟DCs，并对两组的

DCs功能进行研究。观察两组DCs成熟过程，形态变

化无明显差异。用流式细胞仪测定DCs表面分子表

达水平，发现Hp阳性胃癌患者 CD1a、CD80、CD83、
CD86和HLA-DR的平均表达率均高于Hp阴性胃癌

患者，两组CD80、CD83、CD86的表达水平差异有统

计学意义。两组中CD1a、HLA-DR差异无统计学意

义，与相关文献中CD1a、HLA-DR在未成熟DCs高表

达符合。ELISA法测量两组 IL-12、IFN-γ的平均分

泌量Hp阳性组均高于阴性组，差异均有统计学意

义。LDH释放法检测DCs致敏T淋巴细胞对胃癌细

胞平均杀伤率Hp阳性高于Hp阴性组，差异有统计学

意义。综上实验结果，Hp感染状态对胃癌患者外周

H.pylori-negative

H.pylori-positive

20 22 24 26 28 30 32 34
Cytotoxity index（%）

C
on

ce
nt
ra
tio

n
of

IL
-1

2
（
pg

/m
L） 500

450

400

350

300

250

200

150
H.pylori-positive H.pylori-negative

A

C
on

ce
nt
ra
tio

n
of

IFN
-γ

（
pg

/m
L） 1 300

1 200

1 100

1 000

900

800
H.pylori-positive H.pylori-negative

B

905



中国肿瘤临床 2013年第40卷第15期 Chin J Clin Oncol 2013, Vol. 40, No. 15 www.cjco.cn

血MoDCs功能存在影响。

胃癌患者体内的微环境和正常人相比已经发生

了很大改变，胃癌细胞可以分泌血管内皮细胞生长

因子、IL-10、基质金属蛋白酶、肿瘤生长因子、表皮生

长因子等一系列细胞因子，这些细胞因子能抑制DCs
的成熟和迁移，而胃癌患者血清中一些促进DCs成熟

的细胞因子如 IL-12反而减少［19］。因此，胃癌患者体

内DCs的分化和功能是受损的，DC功能缺陷是导致

胃癌肿瘤免疫逃逸而能够在体内持续生长和发生转

移的重要原因。目前针对胃癌患者外周血MoDCs的
研究［20-21］认为胃癌患者MoDCs免疫功能低，数量不

足，其MoDCs直接应用将不能产生良好的免疫激发

效应。所以，如何提高DCs抗原提呈功能，上调T细

胞活化所需共刺激分子和细胞因子进而打破胃癌患

者免疫耐受和诱导抗肿瘤免疫具有重大意义。本研

究发现Hp感染胃癌患者外周血MoDCs成熟和活化

水平较Hp阴性组有显著性差异，Hp感染的胃癌患者

外周血MoDCs成熟度更高、抗原提呈功能更强。

这些结果提示，Hp相关成分（如Hp全菌裂解物、

CagA蛋白、VacA蛋白等）有望在以MoDCs为基础的

胃癌细胞免疫治疗研究中发挥更多作用。继续开展

相关方面的体内外研究，以期建立一种高效特异的

胃癌免疫细胞个体化治疗方案。
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