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　 　 ［摘要］ 　目的 　探讨吉西他滨对胰腺癌外周血调节性 T 细胞的影响 ，为进一步提高过继免疫治疗的疗效提供依据和参

考 。方法 　本研究入选 ２０１２年 １月至 ２０１４年 １０月收治的 ３２例胰腺癌患者 ，分为吉西他滨组（吉西他滨 ＋过继免疫治疗）和

对照组（单纯过继免疫治疗） ，观察两组患者治疗前后外周血调节性 T 细胞水平 、化疗不良反应 ，并对两组患者的生存时间进

行分析比较 。结果 　吉西他滨组患者治疗后外周血调节性 T 细胞水平较治疗前显著降低 ，与对照组相比亦显著降低 ，两组比

较有统计学差异（P＜ ０ ．０５） ，吉西他滨组中位生存时间较对照组延长 １ ．３个月（１０ ．０个月与 ８ ．７个月比较） 。结论 　吉西他滨

化疗可以显著降低胰腺癌患者外周血调节性 T 细胞水平 ，有效调节患者的肿瘤免疫耐受 ，提高过继免疫治疗的疗效 。
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Changes of regulatory T cells in peripheral blood after gemcitabine chemotherapy
for pancreatic cancer patients
KOU Xiaoxia ，DING Yongmei ，HUANG Yao ，YUAN Zhengang ，QIAN Qijun （Department of Biotherapy ，Eastern Hepatobili唱
ary Surgical Hospital ，Shanghai ２００４３８ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the influence of gemcitabine chemotherapy on levels of regulatory T cells （T regs） in
peripheral blood for patients with pancreatic cancer and provide evidence and reference for improving the efficacy of adoptive im 唱

munotherapy ．Methods 　 ３２ patients were enrolled in this study from January ２０１２ to October ２０１４ ，among whom １６ received
gemcitabine chemotherapy combined with adoptive immunotherapy （gemcitabine group） ，the other １６ patients received adoptive
immunotherapy only（control group） ．The level of T regs in peripheral blood ，side effect and overall survival were observed be唱
fore and af ter the therapy ．Results 　 The number of T regs in peripheral blood was significantly decreased after gemcitabine
chemotherapy ，and it was also lower than that of the control group ．The overall survival time of the gemcitabine group was
１畅３ mo longer than the control group（１０ ．０ mo vs ８ ．７ mo） ．Conclusion 　 Therapeutic regimen of gemcitabine can remarkly de唱
plete T regs in peripheral blood of patients with pancreatic cancer ，effectively regulate tumor immune tolerance ，and improve the
efficacy of adoptive immunotherapy ．

　 　 ［Key words］ 　 gemcitabine ；pancreatic cancer ；regulatory T cells （T regs） ；adoptive immunotherapy

　 　胰腺癌是一种发病隐匿 、进展快 、预后差 、恶性

程度极高的消化系统肿瘤 ，其发病率呈逐年升高的

趋势 。手术切除仍是目前唯一的根治手段 ，但是超

过 ８０％ 的患者确诊时已属晚期 ，难以进行手术切

除 ，即使接受手术的患者 ，其中位生存期也仅有１５ ～

１９个月［１］
。对于手术无法切除的局部晚期或远处

转移的患者 ，其中位生存期仅 ６ 个月左右［２］
。以化

疗为主的综合治疗目前仍是晚期胰腺癌的主要治疗

手段 ，而吉西他滨则是晚期胰腺癌的标准一线化疗

药物［３］
。随着分子生物学和免疫学的快速发展 ，肿

瘤微环境成为目前研究的热点 ，其中调节性 T 细胞
（regulatory T cells ，T regs）是肿瘤微环境中一种重
要的免疫抑制性细胞 ，通过直接和间接作用调控机

体的抗肿瘤免疫功能 。胰腺癌患者外周血和肿瘤微

环境中的 T regs 明显增多 ，并且随着肿瘤的进展 ，

Tregs数量逐渐增多［４ ，５］
，那么 ，清除或干预 T regs

对免疫功能的抑制在胰腺癌的治疗中就显得至关重

要 。本课题主要研究吉西他滨对胰腺癌患者外周血

中 T regs 的影响 ，进一步评价其对免疫功能的

影响 。 　 　
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1 　材料和方法

1 ．1 　研究对象及一般资料 　 选自 ２０１２ 年 １ 月至

２０１４年 １０月东方肝胆外科医院生物治疗科收治的

３２例胰腺癌患者 ，２１例经病理证实 ，１１例经临床资

料及影像学明确诊断 。分为 ２ 组 ，一组为吉西他滨

组（n＝ １６） ，行吉西他滨化疗联合过继免疫治疗 ，另

一组为对照组（n＝ １６） ，单纯行过继免疫治疗 。两组

患者的一般资料见表 １ 。

1 ．2 　化疗方案 　采用吉西他滨单药方案 ：盐酸吉西

表 1 　两组患者一般资料比较（n＝ １６ ，例）

组别
年龄（岁）

平均 范围

性别

男 女

ECDG 评分
０ G１ =２ 3

胰癌部位

胰头 胰尾

病情

晚期 转移

TNM 分期
Ⅱ Ⅲ Ⅳ

吉西他滨组 ６３ ± ８ 趑．６ ５３ ～ ７３ �１４ G２ (３ G６ =７ 3７ R９ H２ g１４ r０ |３ r１３ }
对照组 　 　 ６５ ± １０ 趑．５ ４４ ～ ８０ �１０ G６ (３ G９ =４ 3７ R９ H８ g８ r２ |４ r１０

　 　 注 ：两组治疗前临床特征比较无明显统计学差异（P值均大于 ０ ．０５） ，具有可比性

他滨 （批号 ：C２７３９８７A ，法国礼来有限公司 ）

１ ０００ mg／m２静脉滴注 ３０ min ，每周 １次 ，３周为一

疗程 。在治疗过程中给予预防性止吐 、补液及对症

支持治疗 。 　 　

1 ．3 　 过继免疫治疗方案 　 ① 外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell ，PBMC ）的采
集 ：在治疗周期的当天用 FRESENIUS COM ．TEC
血细胞分离机（FRESENIUS KABI 公司）进行外周

血单个核细胞采集 ，采用 auto MNC 程序 ，P１YA 耗
材 ，采集数量约为 ２ × １０

８
／L 。 ② 树突状细胞唱细胞

因子诱导的杀伤细胞 （dendritic cells & cytokine唱
induced killer cells ，DC唱CIK）的分离及培养 ：采集出

的 PBMC用不含血清的 AIM唱V 培养液（Gibco ，In唱
vitrogen）洗涤 ２次后 ，稀释浓度至 ４ × １０

６
／L 。将细

胞转移至培养袋中培养 ２ h ，收集非贴壁细胞 ，用于

培养 CIK 细胞 ，贴壁细胞用于制备 DC细胞 ，向其中

加 入 含 有 GM唱CSF （ １ ０００ ng ／ml ） 、 IL唱４
（１ ０００ U ／ml） 、和 FLT唱３ （５０ ng／ml）的培养液 ，每

２ d更换 １／２培养液 ，补充细胞因子 ，第 ６ 天用包含

多种肿瘤抗原（TAA）的腺病毒（血清 ３５型）进行转

染 ，收集 DC细胞 ，培养 ２４ h后 ，向其中加入 TNF唱α
（１００ ng／ml）和 CD４０L （５０ ng／ml） ，然后继续培养

２ d 。非贴壁细胞收集后将浓度调整至 ２ × １０
９
／ml ，

然后放入 ３７ ℃ 、５％ CO２ 孵箱中 ，加入 IFN唱γ
（１ ０００ U ／ml）培养 ，每天更换 １／２ 培养液 ，加入

CD３ 多克隆抗体 （mAb ） （５０ ng／ml ）和 IL唱２
（１ ０００ U ／ml） 。第 ９天将经过多抗原刺激的 DC 加
入 CIK 培养液中 ，在上述条件下共同培养 ２ d 。 经
细菌 、真菌及内毒素检测阴性后分别于第 １１ 、１５ 天

收集悬浮的 、经表型鉴定的成熟 DC ，溶于 １ ml生理
盐水中 ，皮内注射于腹股沟淋巴结 ；分别于第 １１ 、

１３ 、１５天收集 CIK 细胞 ，细胞总数 ＞ ２ × １０
１０
／L ，离

心 、洗涤后 ，溶于含 ０ ．２５％ 人血白蛋白的 ３００ ml生
理盐水溶液中 ，静脉滴注 ，３０ min回输入患者体内 。

化疗及生物免疫治疗结合的方法见图 １ 。

图 1 　化疗与 DC唱CIK治疗结合的方法

1 ．4 　观察指标及检测方法 　 化疗前 ３ d及化疗结
束后 ３ d检测研究对象外周血调节性 T 细胞 CD４＋

CD２５＋ FoxP３ ＋
（Tregs） ，Tregs的检测方法 ：清晨空

腹抽取 EDTA 抗凝静脉血 ３ ml ，用流式细胞仪
（Beckman Coulter公司 ，CytomicsTM FC５００）检测外
周血单个核细胞膜表面 CD４ ＋ CD２５＋ FoxP３＋ 细胞 ，

记录数据 ，采用 CXP软件分析数据 。同时观察吉西

他滨组患者化疗后不良反应 ，并于每月对全部研究

对象进行随访（随访时间至 ２０１４ 年 １２ 月） ，比较两

组生存时间差异 。

1 ．5 　统计学处理 　采用 SPSS １７ ．０统计软件进行

处理 ，计量资料采用均数 ±标准差（珚x ± s）表示 ，组间

比较采用 t检验 ，两组治疗前后及组间比较采用重

复测量数据的两因素两水平方差分析 ，以 P ＜ ０ ．０５

为有统计学意义 ，生存分析采用 Kaplan唱Meier 分
析 ，绘制生存曲线 ，计算中位生存时间 ，两组生存率

的比较采用 Log唱Rank检验 。

2 　结果

2 ．1 　外周血调节性 T 细胞变化 　见表 ２ 。

2 ．2 　中位生存时间 　对全部研究对象进行随访 ，绘

制生存曲线 ，并比较中位生存时间 ，见图 ２及表 ３ 。

2 ．3 　吉西他滨化疗后的不良反应 　见表 ４ 。
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表 2 　两组治疗前后 Tregs变化的比较（珚x ± s ，n＝ １６）

组别 治疗前 治疗后

吉西他滨组 ５ 技．９２ ± １ ．７３ ３ 敂．１ ± １ ．６７

对照组 ６ 技．４６ ± １ ．９７ ４ 敂．５９ ± １ ．８５

　 　 注 ：两组治疗前后及组间比较均有统计学差异（P ＜ ０ ．０５）

图 2 　两组患者生存曲线

表 3 　两组中位生存时间比较（月）

组别 中位生存时间 ９５％ 可信区间

吉西他滨组 １０ j．０ ± ４ ．２１ １ `．３３ ～ １８ ．６６

对照组 ８ j．７ ± １ ．３７ ６ `．０４ ～ １１ ．４２

　 　 注 ：两组生存率比较后 ，经 Log唱Rank 检验无明显统计学差异
（P ＞ ０ ．０５）

表 4 　吉西他滨化疗中相关的不良反应［例（％ ）］

临床症状 １ ～ ２ 级 ３ ～ ４ 级

乏力 ６（３７ `．５） ０ 乔
食欲减退 ５（３１ `．３） １（６  ．３）

恶心 、呕吐 １（ ６ `．３） ０ 乔
白细胞减少 ５（３１ `．３） １（６  ．３）

粒细胞减少 １（ ６ `．３） ０ 乔
贫血 ７（４３ `．８） ０ 乔
血小板减少 ４（２５ `．０） ０

3 　讨论

　 　胰腺癌目前仍是肿瘤治疗的难点之一 ，其死亡

率在恶性肿瘤中居第 ４位［６］
。文献报道在胰腺癌患

者外周血中检测出多种免疫抑制性细胞 ，使得其侵

袭性增强［７］
，其中包括 Tregs ，通过抑制抗肿瘤效应

细胞应答来发挥作用［８］
。 T regs在肿瘤免疫中起负

调节作用 ，它的增加有利于肿瘤的生长和转移 ，肿瘤

局部 Tregs可通过不同的机制抑制免疫反应 ，促使

肿瘤细胞免疫耐受 、逃逸 。 TCR 信号所激活的
T regs能够抑制 CD４＋ 和 CD８ ＋ T 细胞的活化 、增

殖 ，并且这种抑制作用是非抗原特异性的 。除此之

外 ，T regs还能抑制 NK细胞的增殖 、细胞因子分泌

和细胞毒作用 ，并对单核／巨噬细胞 、树突状细胞 、B
细胞等免疫活性细胞同样有抑制作用［９］

。化疗药物

可通过抑制肿瘤微环境中相关环节 ，促进 Tregs 凋
亡 ，使 T regs数目减少［１０］

。吉西他滨作为一种抗代

谢药物 ，主要通过抑制 DNA 的合成和修复 ，起到干

预肿瘤细胞脱氧核苷酸合成的作用 ，药理性质独特 ，

毒副作用低 ，目前仍是治疗局部晚期或转移性胰腺

癌的基石性药物 。吉西他滨对 T regs的抑制作用国
外已有多篇文献报道 ，如 Homma 等［１１］报道了 ３２

例胰腺癌患者经过以吉西他滨为主的联合化疗后外

周血 T regs较治疗前明显下降（P＝ ０畅０３２） ，但其他

淋巴细胞亚群及 NK 细胞数则无明显改变 。 Bunt
等［１２］也报道了吉西他滨可降低胰腺癌患者 T regs
及髓系抑制性细胞 （myeloid唱derived suppressor
cells ，MDSC） ，改善免疫逃逸及耐受 。 但国内的相

关报道目前仍较少 。

　 　本研究发现 ，两组治疗后 Tregs 均较治疗前下
降 ，但吉西他滨组下降程度更明显 ，且较对照组相比 ，

有统计学差异（P＜ ０ ．０５） ，这也说明 ，经过吉西他滨化

疗后可显著降低患者体内及肿瘤组织内聚集的

Tregs ，可对过继免疫治疗起到增效作用 ，类似结果

Shindo等［６］也曾有报道 。本研究还发现 ，吉西他滨通

过降低 Tregs 水平 ，调节免疫耐受 ，联合免疫治疗可

明显延长晚期胰腺癌患者生存时间 ，较单纯免疫治疗

组效果更好 ，中位生存时间延长 １ ．３个月 ，虽未达到

统计学差异 ，但患者仍可明显获益 ，且未达到统计学

差异的原因考虑可能与样本量较小 ，随访时间短 ，删

失数据较多有关 ，需大样本随机对照试验来进行远期

疗效的比较 。本研究中吉西他滨化疗后不良反应较

小 ，其中贫血 、乏力 、食欲减退 、白细胞减少及血小板

减少出现的比例稍高 ，但也均为轻度 ，无须特殊处理 ，

耐受性好 。由此可见 ，吉西他滨化疗安全可靠 。

　 　过继免疫治疗目前已取得了较满意的结果 ，但

在晚期肿瘤患者中 ，肿瘤负荷过大 ，Tregs 聚集过
多 ，可通过杀伤作用影响效应细胞的疗效 ，这也是影

响过继免疫治疗效果的重要原因之一 。本研究通过

对比两组患者治疗前后 T regs 水平及生存时间 ，发

现晚期胰腺癌患者通过吉西他滨化疗后明显降低外

周血中 T regs水平 ，改善其抗肿瘤免疫抑制 ，与过继

免疫治疗相结合 ，可以进一步提高过继免疫治疗的

疗效 ，延长生存期 ，为晚期胰腺癌的治疗提供可靠 、

有效的方法 。

（下转第 ２６８页）
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