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[摘要】 目的 探讨 p53基因治疗后鼻咽癌患者的局部免疫变化及其对肿瘤复发和转移的影响。方法 

63例经病理确诊的初治中、晚期鼻咽癌患者分为p53治疗组[32例，采用p53腺病毒(tAd．p53)鼻咽部瘤体内 

注射和同步放、化疗]和常规治疗组(31例，采用同步放、化疗)。采用免疫组织化学方法检测治疗前、后鼻咽 

部肿瘤浸润淋巴细胞的T细胞受体 CD3和 B细胞受体 CD20的表达情况 ，了解肿瘤组织的局部免疫状态；统 

计患者在治疗后定期 回院的复查结果 以及随访资料，了解患者的生存率及肿瘤的复发和转移情况。结果 

p53治疗组治疗后肿瘤组织中的 CD3表达比治疗前明显增加(P<0．05)，治疗前、后 CD20的表达差异无统计 

学意义(P>0．05)。p53治疗组和常规治疗组复发和转移率差异有统计学意义(P<0．05)，p53治疗组 5年无 

瘤生存率优于常规治疗组(P<0．05)。结论 p53基因治疗后鼻咽部肿瘤中的肿瘤浸润淋巴细胞增殖以T细 

胞为主，治疗后的局部细胞免疫状态较治疗前有明显提高，肿瘤的复发和转移率降低，基因治疗联合放化疗可 

能有助于改善鼻咽癌的预后。 
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Effect of p53 gene therapy on the local immunity and the prognosis in patients winl nasopharyngeal carcino— 

ma QIN 一da，WENG Jing-jin，SI Yong-feng，et a1．Department of Otolaryngology Head and Neck Oncology，the 

People 5 Hospital of Guangxi Zhuang Autonomous Region，Nanning 530021，China 

[Abstract] Objective To investigate the local immune function and prognosis in patients with nasopharynge— 

al carcinoma(NPC)treated with p53 gene therapy．Methods Sixty—three cases of advanced nasopharyngeal carcino— 

ma were divided into p53 therapy group(n=32)and conventional therapy group(n=31)．The p53 therapy group 

was treated by concurrent radiotherapy and chemotherapy plus nasopharynx intratumaral injection of rAd—p53；the COIl— 

ventional therapy group was treated by concurrent radiotherapy and chemotherapy．The expression of CD3 and CD20 

were examined by immunochemistry and their relationship with prognosis was also analyzed．Results The expression 

of CD3 was significantly increased'after p53 gene treatment．There was no significant change in expression of CD20 

after p53 gene treatment．Five—year disease-free survival rate in the p53 therapy group was higher than that in the con— 

ventional therapy group(P<0．05)．Recurrence and metastasis rate was significantly different between p53 therapy 



· l10· Chinese Jounaal of New Clinical Medicine．Febma13,2015，Volume 8，Number 2 

group and the conventional therapy group(P<0．05)．Conclusion T cells are the most important proliferative cell of 

tumor infiltrating lymphocyte in NPC patients after p53 gene therapy．The local cellular immune status in NPC pa— 

tients is improved after p53 gene therapy with decrease of tumor recurrence rate and metastasis rate．Gene therapy 

combined with radiotherapy and chemotherapy may help to improve the prognosis of patients with NPC． 

[Key words] NPC； rAd—p53； Local immune status； Prognosis 

鼻咽癌是我国南方地区最常见的头颈部恶性肿 

瘤，因其早期发病隐匿，患者在临床确诊时 70％以 

上是中、晚期。鼻咽癌对放射线敏感，放射治疗是鼻 

咽癌的主要治疗手段，虽然近年来随着影像学、放疗 

设备及放疗技术的发展使鼻咽癌的疗效有了明显提 

高，但令人遗憾的是中晚期鼻咽癌的生存率仍低，因 

此寻找一些新的治疗手段以提高中晚期鼻咽癌的生 

存率成为临床研究的重点之一。有研究资料显示， 

腺病毒载体人重组 p53基因(rAd—p53)对头颈部鳞 

癌有良好的治疗反应 J̈。前期我科将 rAd—p53联合 

放化疗的方法应用于中晚期鼻咽癌的治疗，获得了 

满意的肿瘤消退率 J。进一步研究发现，p53基因 

治疗后鼻咽部肿瘤组织中的 TIL增殖以 T细胞为 

主，局部细胞免疫状态提高与肿瘤消退率呈正相关 

作用 J。本研究是在前期研究的基础上，结合患者 

的随访资料来总结分析鼻咽癌基因治疗后的局部复 

发和远处转移的情况 ，现报告如下。 

1 资料与方法 

1．1 病例人组条件 (1)病理诊断为鼻咽部未分 

化非角化性癌，未行抗癌治疗；(2)按 UICC(1997) 

鼻咽癌分期方案分期的Ⅲ、Ⅳ期鼻咽癌患者；(3)年 

龄在2O一65岁之间；(4)卡氏评分I>70分；(5)自愿 

参加并签署知情同意书。 

1．2 一般资料 选择 2007 02～2010-08 63例经病 

理确诊的初治中、晚期鼻咽癌患者进行前瞻性随机 

分组研究。男 52例，女 11例，年龄 22～63岁，中位 

年龄42岁。p53治疗组(32例)采用 rAd—p53鼻咽 

部瘤体内注射和同步放、化疗；常规治疗组(31例) 

采用同步放、化疗。p53治疗组和常规治疗组两组 

病例之间盼陛别、年龄、T分期、N分期、临床分期问 

比较差异均无统计学意义(均 P>0．05)。见表 1。 

表1 两组患者一般资料比较 

1．3 治疗方法 (1)放疗：所有患者采用直线加速 

器常规分割放疗，放疗剂量鼻咽部 7O～76 Gy／35～ 

38 f，颈部66～70 Gy／33～35 f。(2)化疗：用卡铂联 

合氟尿嘧啶方案，卡铂 500 mg／m ，第 1天，氟尿嘧 

啶用 2 000 mg／m ，持续 120 h泵人。每 3周重复， 

共2周期。(3)基因治疗：放疗前72 h在鼻内镜下 

行鼻咽部瘤体内注射重组人 p53腺病毒注射液 1× 

10 VP(rAd—p53，中国深圳赛百诺公司生产)，规格 

为 1×10 VP／支，1次／周，治疗6～8周。 

1．4 观测指标和试剂及检测方法 

1．4．1 观测指标 观察两组患者治疗前、第 3次 

rAd．p53治疗后鼻咽部肿瘤组织标本中 CD3(CD3+ 

CD4+、CD3+CD8+)和 CD20的表达情况；两组患 

者的局部复发率、远处转移率和5年生存率。 

1．4．2 试剂 ElivisionTM plus二步法免疫组化试 

剂盒，CD3+CD4+和 CD3+CD8+、CD20均购自福 

州迈新生物工程技术公司。DAB显色试剂盒购 自 

北京中杉公司。 

1．4．3 检测方法和结果判断 取鼻咽部肿瘤组织 

标本切片，常规脱蜡至水、ElivisionTM Plus两步法， 

DAB显色，苏木素复染 ，中性树胶封片，光镜观察。 

用已知的CD3+CD4+和 CD3+CD8+及 CD20切 

片作阳性对照，用 PBS缓冲液代替一抗作阴性对 

照。在显微镜下观察，抗体均以细胞膜呈棕黄色为 

阳性。CD3+CD4+和 CD3+CD8+及CD20蛋白依 

据阳性细胞占所有肿瘤细胞的百分比分级。阴性为 

不着色；肿瘤细胞阳性数 10％为(+)；肿瘤细胞阳性 

数占10％ ～50％为(++)，肿瘤细胞阳性数 >50％为 

(+++)。 

1．5 随访情况 患者治疗结束后开始定期随访复 
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查。患者在出院后 1年内要求每 3个月返回医院住 

院或门诊复查 ，3年内要求每 6个月要复查 1次。 

随访 日期截至2014-09，中位随访时间为 52个月，随 

访率为 100％。 

1．6 统计学方法 应用 SPSS13．0软件进行统计学 

处理，治疗前后不同蛋白的表达程度之间差异采用 

秩和检验。计数资料采用 检验，应用 Kaplan— 

Meier生存曲线进行单因素生存分析，用 log—rank检 

验进行组间生存曲线的比较。P<0．05为差异有统 

计学意义。 

2 结果 

2．1 CD3和 CD20治疗前后变化 p53治疗组中 

CD3表达比治疗前明显增加(Z=一2．185，P=0．029)； 

常规治疗组的 CD3和 CD20治疗前后表达差异不显 

著(均 P>0．05)；两组问治疗前后 CD3的差异有统 

计学意义(Z：一2．709，P=0．007)，而 CD20差异 

无统计学意义(Z=一0．224，P=0．823)。见表2，3。 

表2 基因治疗前后不同抗体蛋白表达程度的频数分布 

蛋白 染色强度 治疗前 治疗后 Z 尸 

CD3 一 l0 5 —2．185 0．029 

1+ l1 11 

2十 7 5 

3+ 4 11 

CD20 一 l9 16 —0．721 0．471 

1+ 7 9 

2+ 5 7 

3+ 1 O 

2．2 p53治疗组和常规治疗组之间复发和转移情 

况比较 截止到随访 日期，p53治疗组局部复发率 

为 12．5％(4／32)，远处转移率为 25％(8／32)，局部 

复发和远处转移率为37．5％(12／32)；常规治疗组局 

部复发率为 29．o3％(9／31)，远处转移率为 35．48％ 

(11／31)，局部复发和远处转移率为 64．52％(20／ 

31)；两组间复发和转移率差异有统计学意义(P= 

0．032)。见表 4。 

2．3 CD3和 CD20的表达与肿瘤复发和转移的关 

系 (1)CD3表达增加组复发率为28％(7／25)，远 

处转移率为 8％(2／25)，CD3表达无变化组复发率 

为 15．79％(6／38)，远处转移率为44．74％(17／38)， 

复发率差异无统计意义(P=0．241)，远处转移率差 

异有统计学意义(P=0．002)。(2)CD20表达增加 

组复发率为26．67％(4／15)，远处转移率为26．67％ 

(4／15)，CD20表达无变化组复发率为 18．75％(9／ 

48)，远处转移率为 31．25％(15／48)，复发率和远处 

转移率差异均无统计学意义(P=0．508，P=0．736)。 

见表 4。 

表4 不同组别之间复发和转移情况比较 

组 别 例数 局部复发 P 远处转移 JP 复发和转移 P 

4 2．628 0．1O5 8 0．822 0．365 12 4．598 0．032 

9 11 2O 

7 1．373 0．241 2 9．662 0．002 9 3．629 0．057 

6 17 23 

4 0．437 0．508 4 0．114 0．736 8 0．051 0．822 

9 15 24 

p53治疗组 32 

常规放化组 31 

CD3增加组 25 

CD3无变化组 38 

CD20增加组 15 

CD20无变化组 48 

2．4 p53治疗组和常规治疗组的生存率比较 截 

至随访 日期 2014-09．30，两组患者死亡 14例，仍存 

活49例。p53治疗组和常规治疗组 5年总生存率 

分别为 71．47％、53．49％，两组比较差异无统计学意 

义 =2．129，P=0．145)；无瘤生存率分别为61．10％ 

和 35．48％，差异有统计学意义 ( =4．800，P= 

0．028)；CD3表达增加组和无变化组 5年无瘤生存 

率分别为64％和 38．60％，两组比较差异均有统计 

学意义( =5．323，P=0．021)；CD20表达增加组 

和减少组 5年无瘤生存率差异无统计学~3Z(x = 

0．002，P=0．963)。见图 1～4。 

一一一一̈m 。 一一浙一 B ̈4 ～一一一一 ̈一 ̈ 
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20 40 6O 8O 100 

总生存时间 (月) 

图1 p53治疗组和常规治疗组的总生存曲线比较 

无瘤生存时间 (月) 

图2 p53治疗组和常规治疗组的无瘤生存曲线比较 

lOO 

20 40 6O 8O 

无瘤生存时间 (月) 

图3 CD3表达对无瘤生存期的影响 

1OO 

无瘤生存时间 (月 ) 

图4 CD20表达对无瘤生存期的影响 

3 讨论 

3．1 肿瘤形成和发展的主要原因之一是细胞凋亡 

功能异常导致细胞过度增生，肿瘤抑制因子 p53是 

人体内一个关键的细胞凋亡调节因子，也是 目前研 

究最透彻、结构了解最清晰和功能强大的一种抑癌 

基因，其在机体组织细胞的生长发育等过程中发挥 

重要作用。自20世纪 90年代以来，肿瘤基因治疗 

的实验研究已取得重要进展，其中针对 p53基因的 

治疗已从实验室研究逐步向临床应用过渡，而且有 

望成为肿瘤综合治疗的重要组成部分 J。机体免 

疫功能异常是肿瘤发生的另一主要原因，而抗肿瘤 

免疫主要由细胞免疫介导，肿瘤与机体相互作用的 

局部微环境，特别是免疫微环境 ，对肿瘤的发生、发 

展和转移有着重要的影响 。肿瘤患者机体免疫 

功能全面受抑，抗肿瘤免疫细胞数量不足，亚群比例 

失调，机体免疫细胞的抗瘤活性明显减低，使肿瘤细 

胞在逃脱机体免疫监视后得以继续生长，最终导致 

肿瘤扩散和转移。现已有较多研究证实机体免疫与 

肿瘤的发生及消退有关。。’ 。p53基因治疗是通过 

腺病毒感染将 p53基因导人肿瘤细胞，表达 p53蛋 

白，一方面有抑制肿瘤细胞分裂，诱导肿瘤细胞凋亡 

的作用；同时肿瘤细胞高表达的p53蛋白能有效刺 

激机体产生特异性抗肿瘤细胞免疫反应，吸引T淋 

巴细胞等肿瘤杀伤性细胞聚集杀灭肿瘤细胞 J。 

已有临床研究表明p53基因治疗后能提高鼻咽癌患 

者的局部细胞免疫水平，p53治疗组肿瘤消退率及 

完全缓解率明显高于常规放化疗组 ，局部细胞免 

疫状态与肿瘤的消退率成正相关 ，前期我们的研 

究也证实了p53蛋白阳性表达与1年无瘤生存率相 

关 J。肿瘤局部浸润的免疫细胞主要为 T淋巴细 

胞，其中以CD3为最多，在其它肿瘤的相关研究中， 

CD3与多种恶性肿瘤患者的预后有关 “J，阳性患 

者生存时间比阴性患者长；我们的随访资料与上述 

研究报道一致：CD3表达水平与 NPC治疗后复发和 

远处转移有关，推断可能是和基因治疗后随着肿瘤 

组织中TIL增加和机体局部细胞免疫力提高，机体 

杀灭肿瘤能力也得到提高，从而促进肿瘤消退 引， 

降低肿瘤局部复发率和远处转移率。 

3．2 多项研究结果表明，远处转移是鼻咽癌死亡的 

主要原因  ̈，p53基因治疗后能提高鼻咽癌患者的 

局部细胞免疫水平，局部细胞免疫水平与远处转移 

有关。本组病例 p53治疗组与常规放化疗组的无瘤 

生存率也有差异，进一步分层分析结果显示，p53治 

疗组较常规放化疗组 CD3表达明显增加(62．96％ 

∞ 舳 ∞ ∞ 加 0 

一 一醑烛 懊 

∞ 舳 ∞ ∞ 加 0 

一 一醉烛 
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VS 36．92％)，而 CD3表达增加后患者的远处转移率 

下降，无瘤生存率提高，提示基因治疗后 CD3细胞 

可能起主要作用。基于此，我们推断 p53基因治疗 

可能是通过提高鼻咽癌患者的细胞免疫水平，改善 

肿瘤与机体之间的免疫微环境，进而促进肿瘤消退、 

减少肿瘤复发和远处转移。至于局部免疫与肿瘤复 

发和远处转移机制以及局部免疫细胞之间的相互关 

系，尚需进一步研究。 
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[摘要] 目的 观察针刀微创治疗慢性膝关节周围炎的临床疗效。方法 选择疼痛门诊确诊为慢性膝 

关节周围炎患者 200例 ，半随机分为观察组和对照组，每组 100例。观察组神经阻滞后进行针刀微创松解治 

疗，对照组进行单纯神经阻滞治疗。比较两组治疗前及治疗后 1 w、2 w、4 w后不同时点静息疼痛 VAS评分 

(rest visual analogue scale，RVAS)和被动活动时 VAS评分(passive visual analogue scale，PVAS)，比较两组综合 

疗效。结果 两组治疗后 RVAS评分和 PVAS评分均呈下降趋势 ，观察组总体评分均低于对照组，差异具有 

统计学意义(P<0．05)。与对照组相比，观察组治疗后2 w、4 w疼痛RVAS评分和PVAS评分均明显下降(P< 


