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温热对 HPV感染皮肤中朗格汉斯细胞 

的影响 

李晓东 高兴华 金力 王雅坤 洪玉晓 鸟韦苏 王晓琴 陈洪铎 

【摘要】 目的 探讨不同温热条件处理后的正常皮肤，尖锐湿疣皮损组织中朗格汉斯细胞(LC)的形 

态、数量及迁移。方法 利用 37℃、42℃、45℃不同的温热条件处理置于培养液中的离体尖锐湿疣皮损 

(16例)和正常皮肤组织(15例)，采用免疫组化和流式细胞分析方法测定 LC形态、数量和迁移的变化。 

结果 表皮中 LC数量随着温度的增高而减少，正常皮肤组织表皮内 LC数量分别为：782．40±l14．88 

(37℃)，649．44±l19．40(42℃)，510．88±118．64(45℃)；疣体组织表皮内 LC数量分别为 ：646．04± 

135．67(37℃)、489．38±118．19(42℃)、387．93±110．15(45℃ )；LC树突变短、减少或消失。温热促进 

LC迁移至培养液中。不同温度下，游走的 LC表达 CDla的数量不同，正常皮肤组织游走至培养液中LC 

表达 CDla的比率分别是 0．19％±0．18％(37℃)，0．89％ ±0．19％(42℃)，lI59％ ±0．28％(45℃)；尖锐湿 

疣组织分别为 0．62％±0-31％(37℃)，2-31％ ±o．54％(42℃)，6．33％±0．98％(45℃)。结论 温热能够促 

进 LC的迁移，籍此有可能增强 LC在免疫应答中的抗原提呈作用。 

【关键词】 高温，诱发；尖锐湿疣；朗格汉斯细胞 

Effects of localized hy~ rthermia on 1．qngerhans cells in HPV-infeeted slCm u xiao．dong,GA0 

Xing-Hua；JIN 4NG ya—h皿H0NG yu-xiao,WU ej-s 4NGX／ao-q皿 CHENHong-Duo~"Depart- 

ment ofDermatology,No．j Hospital ofChina Medical University,Shenyang jjD0Oj．Cbina 

Corresponding author：GA0Xing-Hua．Email：gaobarry@hotmail．com 

【Abstract】 Objective To observe the morphology，quantity and migration of Langerhans cells in 
norm al or HPV．infected skin treated with localized hyperthermia．Methods Tissue specimens obtained 

from l6 patients with condyloma accuminatum (CA)and 15 norm al controls were divided into three equal 

parts．and irradiated by a self-made hyperthermia equipment at 37℃ ，42 ℃ and 45 ℃ respectively for 30 

minutes．Immunohistochemistry and flow cytometry were applied to detect the morphology，quantity and 

migration of Langerhans cells (LCs)，respectively．in these treated specimens．Results With a rise in tem— 

perature．the number of LCs in epiderm is decreased，the dendrites shortened，decreased in num ber or even 

disappeared．After exposure to hyperthermia at 37 ℃．42℃ an d 45℃．the number of LCs was 782．40 ± 

l14．8．649．44± l19．40 and 510．88± 118．64 per square millimeter respectively，in norm al tissue，646．04 ± 

l35．67．489-38±1 18．19 and 387．93± ll0．15 per square millimeter respectively in HPV—infected skin tissue． 

The percentage ofmigratory LCs expressing CD1a was 0．19％ ±0．18％．0．89％ ±0．19％ and 1．59％ ±0．28％ 

in norm al skin tissue treated with hyperthermia at 37 ℃，42 ℃ and 45 ℃ respectively，0．62％ ± 0．31％ ， 

2-3 1％ ±0．54％ and 6．33％ ±0．98％．respectively．in HPV—infected skin tissue；the differences were signifi— 

cant among these different temperatures．Furtherm ore．the migration of LCs from tissue into culture was 

en hanced by the treatment with hyperthermia．Conclusions Hyperthermia call promote the migration of 

LCs．and accordingly enhance the antigen presenting efrect of these cells in irllnlune response． 

【Key words】 Hyperthermia，induced；Condylomata acum inata；Langerhans cells 

人乳头瘤病毒(HPV)感染可以引起皮肤黏膜的 

良性增生性病变甚至发生恶性肿瘤。朗格汉斯细胞 

(Langerhans cel1．LC)在抗病毒免疫机制中有重要 
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作用，但 HPV可通过某些机制逃逸 LC对病毒的识 

别⋯。近年来有学者将局部温热用于病毒疣的治疗， 

取得一定的效果[2-3]。但温热的最适条件以及通过何 

种机制发挥治疗作用尚无系统研究。鉴于 LC在抗 

HPV感染免疫触发阶段的重要作用，我们拟检测不 

同温热条件对 LC数量和形态的影响以及对 LC游 

走及功能成熟的影响，旨在说明温热促进朗格汉斯 

细胞有效诱发免疫应答中的作用 ，为病毒疣的温热 

治疗提供实验基础。 
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对象与方法 
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一

、对象 

病例组：l6例女性尖锐湿疣(CA)患者均为我 

院妇科 2006年 1月至 2007年 1月的门诊患者，符 

合 2000年卫生部防疫司制订的 CA诊断标准。年龄 

20～42岁，平均(26．9±7．8)岁 ，病程 1周至半年 ， 

平均(1．36±1．63)个月，均为初发患者，未经过任何 

治疗。对照组：l5例对照为同期在我院外科接受手 

术的非 CA患者。 

二、主要试剂及仪器 

CDla鼠抗人单克隆抗体、FITC标记的 CDla 

鼠抗人单克隆抗体、PE标记的 CD83鼠抗人单克隆 

抗体(丹麦 Dako公司)，即用型 S-P免疫组化试剂 

盒(北京中山生物技术有限公司)，温热治疗仪(自 

制可调的恒定工作温热治疗仪，申报专利中)，流式 

细胞仪(美国 BD公司)。 

三、方法 

1．取材：①征得受试者知情同意后，局部消毒 

麻醉，分别切取疣体或正常皮肤组织 11例、l0例。 

每例组织等分为 3份，将真皮侧向下，放入少量 

RPMI培养液(主要成分参照参考文献[4])，只将疣 

体底部浸于培养液中。用温热治疗仪分别以37℃、 

42℃和45℃ 3个温度表面照射 30 min后，将疣体 

取出，OCT包埋剂包埋后一80℃保存。②取材方法 

同上，切取疣体或正常组织各 5例，将组织分别以 

37℃、42℃和45℃ 3个温度照射 30 min后，将组 

织全部浸于RPMI培养液。37℃培养箱孵育 12 h后 

将组织取出，OCT包埋剂包埋后一80℃保存，同时收 

集培养液中的细胞。 

2．免疫组化染色：①步骤：分别将未孵育和孵 

育 12 h后的速冻组织切成6 m薄片，以CDla鼠 

抗人单克隆抗体作为一抗，按S-P免疫组化试剂盒 

说明书进行免疫组化染色。阳性树突细胞为 LC。 

@LC计数：将染色后的切片置于显微 

镜下观察，细胞膜和(或)细胞质呈桔红 

色的树突细胞为 LC，以微测尺标定目 

镜方格在 40倍物镜下的大小 ，随机选 

l0个视野，计数方格内的阳性细胞数， 

计算出单位面积内细胞的密度。③统计 

学方法：采用 SPSS 13．0软件对资料进 

行统计学分析。测得结果用 ±s表示， 

同一组织不同温度之间比较采用区组 

方差分析；同一温度不同组织间比较采 

用成组 t检验。 

3．迁移 LC的检测：将温热处理并孵育的组织 

培养液中的细胞收集到试管中，计数试管中细胞 

数，每 10×l0s加入 FITC标记的 CDla单克隆抗体 

20 ，37℃水浴箱内孵育30 min后PBS冲洗。采 

用流式细胞分析仪分析计数 CDla阳性细胞。 

结 果 

一

、 温热处理后皮肤组织内LC数量和形态的 

变化 

1．温热处理后表皮内 LC的数量变化 ：正常皮 

肤、疣体组织经不同温热条件处理后，表皮 LC数量 

见表 1。在相同温度处理的病变组织和正常组织之 

间，LC数量差异有统计学意义(P<0．01)。同一组织 

利用不同温度处理后。LC数量差异也有统计学意义 

(P<0．01)。不同温热条件处理，并孵育 12 h后，正 

常皮肤、疣体组织中 LC数量见表 1。相同温度处理 

的病变组织和正常组织之间，LC数量差异有统计学 

意义(P<0．01)，同一组织利用不同温度处理后，LC 

数量差异也有统计学意义(P<0．01)。 

2．温热处理后表皮内LC的形态学变化：37℃ 

处理后的正常组织表皮中。可见许多细胞膜或细胞 

质呈桔红色并有树突状突起的 LC镶嵌于棘细胞 

间。LC可见于表皮全层，以表皮中部较多。LC胞体 

呈圆形、椭圆形或不规则形 ，细胞突起多且细长 ， 

常见 3—4个突起，高倍镜下可见二级突起(图 1)。 

42℃条件下，少数 LC结构不完整，树突减少、变短， 

表现为红色的点状或条状结构(图 2)；45 oC处理后， 

多数 LC结构不完整 ，树突状突起明显减少、缩短或 

消失，部分切片真皮浅层靠近基底层处偶见不典型 

LC，仅有胞体而无树突结构(图 3)。 

42℃、45℃温热处理CA皮损内LC形态与37℃ 

处理相比，LC胞体变小、树突状突起明显减少、缩短 

表 1 尖锐湿疣和正常皮肤组织朗格汉斯细胞的分布密度( ±s) 

注：同一组织，不同温度之间采用区组方差分析；同一温度不同组织之间采用成组 

t检验，P值均 <O．01 

重庆维普 http://www.cqvip.com
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图 1 3 7 ℃ 正 常皮 肤组 织 朗格 汉 斯 细 胞 ( C D l a 标 记 ) ， 表皮 中 见 细 胞 膜或细 胞 质染 成枯 红 色的树 突细 胞 ( S P × 2 0 0 ) 图 2 4 2 ℃ 正 常 皮

肤 组 织 ：L c 树 突 变 短 ． 减 少 ( S P × 2 0 0 ) 图 3 4 5 ℃ 正 常 皮 肤组 织 ：L (：数 量 减 少 ， 胞 突 变 短 、 减 少 或 消 失 ( S P × 2 0 0 ) 图 4 3 7 ℃ C A 皮

损 ：表 皮 。{ l 见 细 胞 膜 或 细 胞 质 染 成桔 红 色的 L C ( S P × 2 0 0 ) 图 5 4 2
‘

℃ C A 皮损 ：L c 树 突 变 短 ， 减 少 或 消 火 ( S P x 2 0 0 ) 图 6 4 5 ℃ C A

皮损 ：L ( ：数 量 减 少 ， 胞突 变 姗 、 减 少 或 消 失 ( S P × 2 0 0 )
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图 7 ． 9 不 同温 热 处 理 尖锐湿 疣组 织 后 ， 游止 至 培 养液 中的 C D l a
‘

细胞 的流式 细 胞 仪分析结 果 丘 Ii 象限 ：C 1) l a 细 胞 ；4-

, lj 象限 ：C D I a
’

细 胞

或 消 失 ， 极 少 见 f !l ~

-

级 突起 ， 典 型 的树 突 细 胞 少 见 ；

大 部 分 L C 结 构 不 完 整 ， 甚 至 仅 表 现 点 状 或 条状 的

胞 突 结 构 ( 图 4 ～ 6 ) 。 4 5 ℃ 处 理 后 的 L C 数 量 减 少 明

显 ， 残 留 的 L C 结 构 不 完 整 ， 树 突 变 短 ， 多数 消 失 ， 甚

全 仅 表 现 点 状 或 条状 的胞 突 结 构 。

二
、 不 同温 热 条件对 L C 迁 移 的影 响

正 常 皮 肤组 织 币̈ 疣 体 组 织 经 不 同温 热 处 理 ， 并

孵 育 1 2 h 后 ， 培 养液 中有 较 多 的游 走 细 胞 。 本研 究

采 用 中． 色标 记 法 ， 检 测 游走 至 培 养液 中 C D l a 阳性

细 胞 的百 分 比 ( I到 7 ～ 9 ) 。，

正 常 皮 肤 组 织 、 疣 体 组 织 经 不 同温 热 条件 处 理

后 ， 游 走 至 培 养 液 中 的 C D l a
’

细 胞 百 分 比 见 表 2 。 相

同温 度 处 理 的病 变 组 织 和 正 常 组 织 之 问 ， L c 数 量 差

异 有 统 计 学 意 义 ， 同 一 组 织 利 用 不 同温 度 处 理 后 ，

L C 数 量 差 异也 有 统计 学 意 义 。，

讨 论

H P V 感 染皮 肤 病 的 自然病 程 较 长 ， 可 由数 月 、

重庆维普 http://www.cqvip.com
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表 2 尖锐湿疣皮损和正常皮肤组织游走至培养液中 

的朗格汉斯细胞百分比( ±s) 

注：同一组织，不同温度之间采用区组方差分析；同一温度，不同组 

织之间采用成组 t检验， P<0．05， P<0．0l 

数年到十余年不等。目前临床上主要采用物理化学 

方法(如冷冻、电灼术、高热激光、化学腐蚀)、细胞 

毒类药物等创伤性方法治疗病毒疣。这些手段的基 

本原理是清除 HPV感染的皮肤组织从而达到治疗 

目的。但这些方法引起的痛苦度高，需要的创伤恢 

复期长，多有瘢痕形成，不易被患者接受。局部温热 

疗法无创伤，痛苦小，复发率低，患者易于接受 ，有 

可能成为一种简捷、常规的治疗手段。 

由于热效应的复杂性，热疗确切机制目前尚不 

明确。肿瘤热疗研究结果认为高温具有细胞毒性作 

用。随着热疗研究的进一步深入 ，人们逐渐认识到 

在肿瘤热疗中，免疫系统对杀灭肿瘤起重要作用， 

即热疗后的免疫反应对原发肿瘤和转移肿瘤的消 

退起重要作用。尤其是 39．5～41．5 cc的温度对肿瘤 

细胞并无直接的杀伤作用，而是通过对机体免疫功 

能的调节作用而达到治疗 目的；温热可以提高 T、B 

淋巴细胞以及 自然杀伤细胞的活性 ，影响免疫效应 

细胞如淋巴细胞、巨噬细胞 、自然杀伤细胞和粒细 

胞等的再分布[5]。以往研究结果表明，恶性肿瘤细胞 

在一定的温度和加热时间内 (即热剂量 D=tR ) 

可以发生凋亡甚至坏死。细胞的存活与温度和时间 

两个因素均有关系。其中43 cc被认为是转折温度点 

(breakpoint)。43 cc以上的温度诱导细胞死亡的能力 

明显高于 43 cc以下温度时诱导细胞死亡的能力 ]。 

LC是皮肤中的树突细胞，是机体进行免疫监视 

的前哨细胞，CDla是一种提呈脂类抗原的分子，目 

前被公认为树突细胞的主要特征性标志，已广泛应 

用于树突细胞分离、纯化和体外培养的鉴定 ]。 

本研究采用 37 cc、42 cc、45 cc不同温度表面照 

射疣体组织和正常皮肤组织后发现 ，不同温度治疗 

后皮损中CDla LC的形态和数量有很大差别。我 

们发现随着温度升高，Lc胞体变小，树突突起明显 

减少、缩短或消失，典型的树突细胞少见，大部分 LC 

结构不完整，甚至仅表现点状或条状的胞突结构。 

尤其 45 cc治疗后的 LC树突明显变短，多数消失 ， 

而且 LC数量显著减少、密度显著降低。且 37 cc孵 

育 12 h后随着温度升高疣体组织内 LC减少更加明 

显，45 cc疣体组织内只有散在的LC存在，多数视野 

无 LC。我们推测 LC减少的可能原因有：①LC凋亡； 

②Lc不表达 CDla分子；③LC游走，或其他原因。 

我们将温热处理后的组织孵育 12 h后发现，培养液 

中有大量的游离细胞。应用流式细胞仪检测发现， 

游走的部分细胞表达 CDla，且随着温度的升高 

CD la 细胞数量逐渐增多。 

我们的结果显示：局部温热处理后皮损部位较 

正常组织 LC数量和结构均发生明显改变，且促进 

LC游走至培养液中。推测在体内条件下，温热促进 

LC通过真皮向局部淋巴结迁移，促进局部细胞免疫 

应答反应。这可能是温热能够有效治疗 HPV感染皮 

肤病的机制之一。 
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