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0　引言　 T 细胞介导的细胞免疫在实质器官肿瘤的抗肿瘤

免疫应答中起着重要的作用[1 ]. 这种免疫应答的产生至少涉

及 2种信号. 其一由M HC 与特异性抗原的复合物与 TCR 相

互作用提供,其二由共刺激分子提供. 在适当的条件下,共刺

激分子B 7家族与M HC É , Ê类分子在肿瘤细胞上的共同表

达,可以在抗原特异性免疫应答和肿瘤的免疫排斥中引起 T

细胞亚群的成功活化. 不表达 CD 80 和CD 86 的肿瘤细胞是

没有免疫原性的[2 ]. 因此, 我们采用免疫组织化学方法对肝

细胞肝癌 (HCC)、癌周组织 (pericancerous t issu se, PCT )及肝

硬化 (L C)组织细胞中 CD 80 (B 721)和CD 86 (B 722)的表达进

行检测,以了解其在抗肝癌免疫中的作用和意义.

1　材料和方法

1. 1　材料　所有标本均来自西京医院,并经病理组织学检查

证实. 47例HCC 为 1994ö1997年外科手术切除标本,其中 32

例含有癌周组织. 30例L C 为 1996ö1997年L C 并发上消化

道出血病例手术活检标本. 经福尔马林固定、脱水,常规石蜡

包埋,制备 5 Λm 厚连续切片备用. 鼠抗人 CD 80 (B 721)抗原

BB 1 株 IgM 单克隆抗体和鼠抗人CD 86 (B 722)抗原BU 63 株

IgG1 单克隆抗体为美国A ncell公司产品, 购自深圳晶美公

司. A PA 免疫组织化学检测试剂盒购自武汉博士德公司.

1. 2　方法　石蜡切片常规脱蜡至水后 PBS 振洗, 按博士德

A PA 免疫组化试剂盒说明书染色. 抗CD 80 单抗与抗 CD 86

单抗浓度均稀释到 2 m g·L - 1. DAB 显色,苏木精复染,脱水

透明后封片. 光镜观察. 以 2例慢性活动性乙型病毒性肝炎

组织为阳性对照, 2例外伤性肝破裂正常肝组织为阴性对照,

10 g·L - 1小牛血清 PBS 液替代一抗作空白对照. 结果判定

以组织细胞中出现棕褐色颗粒为阳性. 统计学处理为 ς2 检

验.

2　结果

2. 1　CD 80抗原的免疫组化染色　CD 80抗原在HCC, PCT ,

L C 上均有胞质、胞核两种表达,核表达呈不均匀的弥漫分布

(图 1) ,胞质表达多为环坏死区分布 (图 2) ,周围有淋巴细胞

浸润. CD 80在HCC 的表达明显低于 PCC (P < 0. 05)和L C

(P < 0. 01) , 但 PCT 和L C 上 CD 80 的阳性率无显著差别 (P

> 0. 05, 表 1) .

表 1　CD 80在HCC, PCT 及L C 上的免疫组化结果

分组 例数 细胞核阳性 细胞质阳性 总阳性

HCC 47 5 (10. 6% ) 4 (8. 5% ) 9 (19. 1% )

PCT 32 8 (25. 0% ) 6 (18. 8% ) 14 (43. 8% )

L C 30 9 (30. 0% ) 6 (20. 0% ) 15 (50. 0% )

图 1　在癌周组织上CD 80胞核阳性细胞呈弥漫分布　A PA　×400

图 2　在HCC 组织中CD 80胞质阳性细胞分布在坏死周围　A PA　×400

图 3　在HCC 组织中CD 86胞质阳性细胞分布在坏死周围　A PA　×400

图 4　在L C 组织中CD 86胞核阳性细胞呈弥漫分布　A PA　×100
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2. 2　CD 86抗原的免疫组化染色　CD 86抗原在HCC, PCT ,

L C 上的表达、定位与分布和CD 80类似 (图 3, 4) ,在HCC 上

表达的阳性率显著低于 PCT (P < 0. 01)和L C (P < 0. 05) ,而

PCT 和L C 上的阳性率则无显著性差别 (P > 0. 05, T ab 2).
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3　讨论　共刺激分子B 7家族属免疫球蛋白超家族成员,至

少包括CD 80 (B 721) , CD 86 (B 722)两个分子. 主要表达在B 淋

巴细胞、活化 T 淋巴细胞、单核细胞和树突状细胞等A PC 细

胞上. 在某些慢性炎症组织和肿瘤细胞上也有不同程度的表

达[2- 4 ]. M och izuk i等[4 ]曾报道, CD 80 在慢性丙型病毒性肝

炎肝细胞质中强烈表达. 表达强度与肝炎的活动性、血清转

氨酶水平密切相关, 在肝细胞膜上的表达较少见. T atsum i

等[5 ]曾报道, CD 80和CD 86的mRNA 在HCC 细胞系中有低

水平表达,这种低表达不能使肿瘤抗原引起有效免疫应答,而

是诱导了 T 细胞的无能状态. 如果导入 CD 80和CD 86 的外

源基因,提高CD 80和CD 86的表达水平,则可诱导对HCC 的

抗肿瘤免疫. 有关CD 80和CD 86在HCC 和L C 组织上的表

达,尚未见报道.

表 2　CD 86在HCC, PCT 及L C 上的免疫组化结果

分组 例数 细胞核阳性 细胞质阳性 总阳性

HCC 47 2 (4. 3% ) 4 (8. 5% ) 6 (12. 8% )

PCT 32 10 (31. 3% ) 5 (15. 6% ) 15 (46. 9% )

L C 30 8 (26. 7% ) 3 (10. 0% ) 11 (36. 7% )

　　CD 80和CD 86是以膜分子形式发挥作用的. 但本研究显

示, CD 80和CD 86在HCC 上只有胞质和胞核两种表达形式,

未见膜表达. 国外曾经报道,在慢性活动性丙型病毒性肝炎

肝细胞、EB 病毒转化的B 细胞、何杰金氏病的 R 2S 细胞等,

CD 80 和 CD 86 都是以胞质表达为主[4 ]. 其确切原因还不清

楚. 但CD 80和CD 86在这些细胞上均属诱导性表达,很可能

是在靶细胞与CTL 的相互作用过程中才出现在靶细胞膜上.

未发生相互作用的靶细胞, 细胞质、细胞核中虽然有阳性表

达,但还未装配到细胞膜上. 另外一个可能的原因是CD 80和

CD 86虽然在细胞膜上有所表达,但在标本的处理过程中可能

被遮蔽或丢失,故呈阴性反应. 细胞核阳性表达在文献中未

见报道,这种阳性表达有何意义也还有待进一步研究. 但起

码可以说明,在HCC 上CD 80和CD 86的低水平表达,不能引

起有效抗肿瘤免疫应答. CD 80和CD 86在HCC 上的胞质表

达多为环坏死区分布则提示, B 7家族在HCC 上的足量表达

是可以诱导有效抗肿瘤免疫应答的. 这与 T atsum i的报道一

致. HCC 上两者阳性率显著低于L C 和 PCT 的事实又说明,

在L C 向HCC 转化的过程中, CD 80 和 CD 86 的表达率降低

了. 虽然发生这种现象的原因还不清楚,但提示我们,这有可

能是HCC 产生免疫耐受的原因之一,在HCC 的免疫治疗中,

设法提高CD 80和CD 86在癌细胞上的表达率可能有重要意

义. 进一步的结果尚待研究.
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0　引言　苯酚2硫酸法测定单糖和多糖的方法[1 ]及其改良方
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法[2 ]已成为多糖研究中必不可少的手段. 多糖分离纯化中常

利用液相色谱法分离纯化多糖样品,逐管收集各分部流出液

(一般要收集数十管至数百管) ,经苯酚—硫酸法衍生后,用分

光光度计比色测定. 由于后者每批一般最多只能测定三、四

个样品,费事费时、损失样品较多等缺点,我们参考改良苯酚2

硫酸法,改用酶联免疫测定仪进行比色测定,建立了快速测定

多糖组分的方法. 测定多糖组分的同时,采用 Serva b lue G染

料结合法[3 ]还可快速测定多糖组分中的蛋白质.

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　仪器　BECKM AN 168 高效液相色谱系统 (美国

BECKM AN 公司) , 高效凝胶过滤 色谱柱B io sep SEC23000

(美国 Phenom enex公司) , 756M C 紫外可见光分光光度计 (上

海第三分析仪器厂) ,D G3022A 酶联免疫检测仪 (华东电子管

厂) , 96孔细胞培养板 (瑞典NUN CLON ).

1. 1. 2　试剂和样品　葡聚糖标准品 F luka D ex tran Standard
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