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前言

淋巴细胞再循环是指外周淋巴器官的淋巴细胞经毛细血

管后微静脉进入淋巴循环，以利于免疫细胞接触外来抗原，从

而发挥免疫防御和免疫监视功能，然后再回流至血循环。此过

程也被称为淋巴细胞归巢(homing)，是机体产生免疫应答的前
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摘要 目的：通过对喉癌组织中类高内皮微静脉的分布、超微结构和蛋白多糖表达的观察，探讨淋巴细胞归巢的抗肿瘤意义及蛋

白多糖对淋巴细胞归巢的调节作用。方法：应用透射电镜及阳性胶体铁染色方法，观察和研究 32例喉癌组织中的类高内皮微静
脉的分布、超微结构和蛋白多糖的表达。结果：(1)早期病变肿瘤周边组织内可见大量类高内皮微静脉，其内皮细胞高大，胞浆突起
增多，细胞核大，细胞器丰富，有大量淋巴细胞穿越管壁，可见大量肿瘤浸润淋巴细胞存在；晚期病变组织内类高内皮微静脉少

见，淋巴细胞穿越管壁不活跃，肿瘤浸润淋巴细胞明显减少。(2)类高内皮微静脉壁，特别是邻近管腔侧与阳性胶体铁呈强阳性反
应，在有淋巴细胞穿越的部位反应更加明显，而内皮扁平的血管基本不反应或反应微弱。结论：(1)喉癌组织中部分毛细血管后微
静脉可演变为类高内皮微静脉，是淋巴细胞向癌组织中浸润(淋巴细胞归巢)的重要场所；(2)肿瘤组织中的淋巴细胞归巢与抗肿
瘤密切相关；(3)蛋白多糖于淋巴细胞归巢旺盛的类高内皮微静脉呈强表达，可能对归巢淋巴细胞穿越类高内皮微静脉有调节作
用。
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Study on the Morphology of High Endothelium Venule-like Blood Vessels
and Expression of Proteoglycan in Laryngeal Carcinoma*

To observe the distribution and ultrastructure of high endothlium venule-like blood vessels in human
laryngeal carcinoma and expression of proteogly and to inquire regulatory role of proteoglycans and the anticancer significance of
lymphocyte homing. The distribution and ultrastructure of high endothelium venule-like blood vessels and expression of
proteoglycan were studied by cationic colloid iron staining and electron microscopy in thirty-two human laryngeal carcinoma. (1)
Beside the laryngeal carcinoma, there were a lot of high endothelium venule-like blood vessels. Their endothelium became high. The
organelles in endothelium were abundant, many cytoplasm projects were found on the endothelium surface. The nucleu was big. There
were a large number of lymphocytes traverse through the wall of the high endothelium venule-like blood vessels. A large number of
tumor infiltrating lymphocytes could be found in the laryngeal carcinoma tissue. High endothelial vein-like blood vessels were rarely
observed in the latter stage of laryngeal carcinoma. Lymphocytes were not actively cross the wall of the high endothelium venule-like
blood vessels, tumor infiltrating lymphocytes decreased significantly. (2) The wall of high endothelium venule-like blood vessels,
especially the side next to the lumen of the vessels, was strongly positive staining. The parts with the lymphocytes traversing endothelium
were stained stronger. The vessels with flat endothelium were negative staining. (1) Postcapillary venules can turn into high
endothelium venule-like blood vessels in laryngeal carcinoma. They were the important site of lymphocyte homing.(2) The lymphocyte
homing in laryngeal carcinoma had a closed relationship with their anticancer role. (3)Expression of proteoglycan were very strong in
high endothelium venule-like blood vessels where the lymphocyte homing were active. Proteoglycan maybe regulate the homing of the
tumor infiltrating lymphocyte.
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提和关键[1]。高内皮微静脉(high endothelial venules，HEVs)是存

在于除脾以外几乎所有的周围淋巴器官和淋巴组织中的特殊

的毛细血管后微静脉，是淋巴细胞自血液进入淋巴组织的通

道，是淋巴细胞归巢的重要场所。近来有研究表明，在非淋巴组

织慢性炎症和肿瘤等情况下，也可见到 HEV样血管，即有些血

管的内皮由扁平变为立方形或圆柱形，此类血管被称为类高内

皮微静脉，现被认为与淋巴细胞进入这些部位的募集作用有

关[2,3]。蛋白多糖(proteoglycan，PG)是蛋白质与多糖以共价和非

共价键相连构成的巨大分子，是细胞外基质的重要组成成分之

一，普遍存在于组织间隙、细胞表面、基膜等处，在保持结缔组

织水分及与组织间物质交换、调节细胞外液中阳离子在组织中

的分布、润滑、保护关节软骨、创伤的愈合、免疫细胞归巢、炎

症、肿瘤的发生和发展等方面起着重要的作用[4]。有研究报道

PG可能通过增强趋化因子的作用参与淋巴细胞归巢的调节，

但目前对其还缺乏系统、深入的认识[5]，尤其是对 PG在类高内
皮微静脉上的表达、分布以及调节作用的研究知之甚少。

本研究应用光镜和透射电镜观察人喉癌组织中的类高内

皮微静脉的分布、超微结构和蛋白多糖的表达情况，探讨淋巴

细胞穿越类高内皮微静脉的形态学表现以及蛋白多糖在淋巴

细胞归巢中的调节作用，旨在为研究肿瘤的淋巴细胞定向归巢

途径和调控以及肿瘤的免疫治疗提供实验支持和理论依据。

1 材料与方法

1.1 组织标本

手术切除的人喉癌组织标本 32例，由哈尔滨医科大学附

属第四医院提供，经临床及病理科显微镜下诊断后分为早期和

晚期病变两组。

1.2 石蜡样品制备

将术中所取的新鲜喉癌组织标本用生理盐水冲洗后放入

4%多聚甲醛固定，常规梯度酒精脱水、二甲苯透明后石蜡包

埋。

1.3 阳性胶体铁染色

常规二甲苯脱蜡、梯度酒精入水后，胶体铁工作液(pH=1.5)

染色 30-50分钟，蒸馏水水洗；亚铁氰化钾、盐酸发色 10分钟，

蒸馏水水洗；核固红复染 1分钟，蒸馏水水洗，酒精脱水、二甲

苯透明，树脂封片，显微镜观察并照相。

1.4 透射电镜样品制备

生理盐水冲洗新鲜的喉癌组织标本，细切后放入 2.5 %戊

二醛中固定 24 h，磷酸缓冲液冲洗，1% 锇酸复固定 2 h，E-

pon812 包埋、超薄切片、醋酸铀、柠檬酸铅双重染色后，日立
JEM-200透射电镜观察并照相。

2 结果

2.1 类高内皮微静脉的分布与形态
2.1.1 早期病变 光镜下可见类高内皮微静脉主要位于肿瘤

周边淋巴细胞积聚的部位(图 1)，肿瘤组织内有较多散在的浸
润淋巴细胞，肿瘤组织周边也可见大量的淋巴细胞聚集。透射

电镜下可见位于肿瘤周边的类高内皮微静脉内皮高大，突向管

腔，细胞表面小突起增多，细胞核大，有的出现切迹，异染色质

边集，细胞器丰富，可见大量的线粒体、游离核糖体和丰富的粗

面内质网。内皮细胞内有淋巴细胞穿越，管腔内、外可见大量淋

巴细胞(图 2)。

2.1.2 晚期病变 光镜下喉癌晚期肿瘤组织内新生血管明显

增多，少见类高内皮微静脉(图 3)，浸润淋巴细胞明显减少。类

高内皮微静脉的内皮细胞虽高大，但内皮的形态结构发生了变

图 1 喉癌早期病变组织中呈强阳性普鲁士兰着色的类高内皮微静脉位

于肿瘤周边部位↑ ：类高内皮微静脉阳性胶体铁染色(× 100)

Fig.1 High endothlium venule-like blood vessels with strong positive

Prussian blue staining located mainly in the surrounding parts of

carcinoma in the early laryngeal carcinoma lesions. ↑ : high endothlium

venule-like blood vessels Cationic colloid iron staining (× 100)

图 2 喉癌早期病变组织中的类高内皮微静脉内皮高大，突向管腔，可见

大量的线粒体、游离核糖体和丰富的粗面内质网。管腔内、外可见大量

淋巴细胞存在。↑ ：类高内皮微静脉内皮↘：淋巴细胞 透射电镜

(× 1700)

Fig.2 The endothelium of the high endothlium venule-like blood vessels in

the laryngeal carcinoma tissue was high. A number of mitochondria, free

ribosomes and rough endoplasmic reticulum could be found. There were a

large number of lymphocytes inside and outside the high endothelium

venule-like blood vessels. ↑ ：endothelium of the high endothlium

venule-like blood vessel↘：lymphocytes TEM (× 1700)
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化。细胞核不规则，可见大量切迹，异染色质较多且不均匀地分

布于核周缘或呈块状散在于常染色质中(图 4)。线粒体多出现
肿胀，嵴减少、紊乱，甚至出现囊泡变，高尔基复合体不发达，基

膜不连续(图 5)。类高内皮微静脉内皮内少见淋巴细胞穿越，管

腔内、外的淋巴细胞也较少。

2.2 蛋白多糖的分布及表达

经阳性胶体铁溶液孵育后，与阳性胶体铁反应的阴性电荷

部位呈普鲁士兰着色。经核固红核对比染色的淋巴细胞核呈红

色，类高内皮微静脉的内皮细胞核呈淡的红蓝相间或灰蓝色。

早期病变组织内类高内皮微静脉壁的内皮细胞的细胞膜，

特别是邻近管腔侧呈强阳性普鲁士兰着色，内皮扁平的血管内

皮细胞与阳性胶体铁无明显反应(图 1)。

晚期病变组织内类高内皮微静脉少见且普鲁士兰着色较

浅。

3 讨论

3.1 类高内皮微静脉

研究报道在非淋巴组织慢性炎症和肿瘤等情况下，扁平的

毛细血管后微静脉会发生高内皮静脉样的变化，即具有类似高

内皮静脉的形态特征以及与其一致的特征性标志因子表达[2，3]。

在病理状态下，毛细血管后微静脉发生此种类高内皮静脉样变

化的机制尚不清楚，有研究认为是经抗原激活的巨噬细胞的刺

激下引起的血管内皮细胞活化[6]，也有研究认为是炎症细胞因

子的刺激引起的[7]，或者是机体的局部免疫反应的结果[8]。

本试验对 32例喉癌组织的观察发现，在病变早期癌周区

淋巴细胞浸润的部位可见大量类高内皮微静脉，其内皮高大，

突向管腔，胞质突起增多，细胞核大，含有大量的线粒体、丰富

的粗面内质网和游离核糖体。细胞中线粒体的具体数目取决于

细胞的代谢水平，代谢活动越旺盛，线粒体越多；而粗面内质网

是膜蛋白和分泌蛋白的主要合成场所。早期病变时内皮的这些

细胞器变化说明在病变早期类高内皮细胞的蛋白质合成及代

谢活动都非常活跃。此外，在类高内皮微静脉的管腔内、外和管

壁中可见有大量淋巴细胞存在，因此推断病变早期的内皮细胞

功能活跃，淋巴细胞归巢能力相应较强。此外，我们观察到在肿

瘤组织及癌周区淋巴细胞也有大量浸润，也证明了这一点。

在喉癌病变晚期组织内虽然也可见到类高内皮微静脉，但

数量明显减少，而且类高内皮微静脉内皮细胞的异染色质不均

匀地分布于核周缘或呈块状散在于常染色质中，说明病变晚期

的类高内皮微静脉内皮细胞转录功能低下。此外，类高内皮微

静脉内皮细胞核变得不规则，出现大量切迹，线粒体多出现肿

胀、嵴减少、紊乱，甚至出现囊泡变。众所周知，线粒体是“细胞

的动力工厂”，除了为细胞供能外，还参与细胞分化、细胞信息

图 3 喉癌晚期病变组织内新生血管明显增多，类高内皮微静脉少见↑ ：

新生血管阳性胶体铁染色(× 100)

Fig.3 Newborn blood vessels increased obviously and high endothlium

venule-like blood vessels were observed rarely in the late Laryngeal

carcinoma lesions. ↑ ：newborn blood vessels Cationic colloid iron

staining (× 100)

图 4 喉癌晚期病变类高内皮微静脉内皮细胞核出现大量切迹，异染色质

浓缩且不均匀地分布于核周缘或呈块状散在于常染色质中。↑ ：内皮细

胞核透射电镜(× 2550)

Fig.4 The endothelial nucleus of high endothlium venule-like blood

vessels appeared a large number of incisure in the late laryngeal carcinoma

tissue. The heterochromatin was not evenly distributed in the peripheral of

the nucleus or scattered among the euchromatin. ↑ ：endothelial nucleus

TEM(× 2550)

图 5 喉癌晚期病变组织内类高内皮微静脉内皮线粒体出现肿胀，甚至囊

泡变。↑ ：线粒体 透射电镜(× 9000)

Fig.5 The mitochondria of the high endothlium venule-like blood vessels

in the laryngeal carcinoma tissue swelled, even appeared vesicle-like

changes. ↑ ：mitochondria TEM (× 9000)
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传递和细胞凋亡等过程，并拥有调控细胞生长和细胞周期的能

力，是对各种损伤最为敏感的细胞器，线粒体的上述变化可见

于多种损伤因子引起的病理过程，为细胞损害的最敏感指征[9]。

此外，病变晚期时穿越类高内皮微静脉的淋巴细胞很少见到，

而且肿瘤组织内以及癌周区的浸润淋巴细胞也明显减少。我们

认为可能是随着肿瘤进程的演进，肿瘤细胞产生的细胞因子对

内皮细胞的损伤作用增强，致使其淋巴细胞穿越功能下降[10]。

由此可见，肿瘤晚期类高内皮微静脉内皮细胞的基因转

录、物质合成和代谢能力与肿瘤早期相比有很大程度的下降，

导致淋巴细胞归巢能力低下。目前的研究认为肿瘤浸润淋巴

细胞是肿瘤患者生存率和局部扩散的一个非常重要的预后因

素[11]。有研究报道肿瘤细胞可产生一种肿瘤纤溶酶，可以使基

膜和细胞外基质中的纤维蛋白溶解，从而有利于肿瘤细胞侵犯

邻近的正常组织[12]。喉癌晚期病变组织内肿瘤浸润淋巴细胞明

显减少，类高内皮静脉的基膜不完整，因此晚期肿瘤细胞容易

转移和扩散。

3.2 蛋白多糖

蛋白多糖(PG)是一类非常复杂的大分子蛋白多糖复合物，

在免疫细胞归巢、组织炎症、肿瘤的发生和发展等方面起重要

作用[13，14]。有研究表明衬于血管壁内皮细胞表面的多糖 -蛋白

质复合物调节血管屏障功能和细胞粘附。表面的多糖 -蛋白质

复合物层是由蛋白聚糖和粘多糖构成，多糖 -蛋白质复合物层

的减少已被发现存在在许多疾病，包括动脉粥样硬化、炎症、心

肌水肿和糖尿病[15]。本实验中，我们发现在喉癌早期病变组织

内的类高内皮静脉壁，特别是邻近管腔侧呈强阳性普鲁士兰着

色，这说明此期类高内皮静脉管腔侧分布有大量蛋白多糖。

现在的研究认为淋巴细胞穿越高内皮微静脉归巢至淋巴

组织是在多种粘附分子和趋化因子等的参与下与高内皮微静

脉内皮细胞之间发生的多步骤 (接触粘附 -滚动 -牢固粘附 -

穿越内皮和基膜)的、复杂的迁移过程[16-18]。Kathirvel等研究报
道向大鼠肺灌注脂多糖 90分钟后图像分析发现与未灌注处的

血管相比，在脂多糖灌注处理的静脉和毛细血管内的白细胞滞

留增加，原位免疫荧光实验发现白细胞滞留增加的机制是由于

脂多糖显著增加微血管内皮细胞的 ICAM-1的表达[19]，从而增

加白细胞与内皮之间的粘附机会。此外，有研究证明次级淋巴

组织趋化因子对淋巴细胞有很强的趋化作用，尤其对归巢到周

围淋巴器官的初始 T细胞有更大的趋化活性[20]。次级淋巴组织

趋化因子高表达于 HEVS，Gunn 等通过活体显微镜观察发现

次级淋巴组织趋化因子定位于 HEV的内皮表面，可快速激发

整合素与血管壁上的配体结合。趋化因子的分子量小，多为

8-14 kD的可溶性碱基分泌蛋白质，容易扩散。研究认为具有强

阴性电荷的 PG 与带有阳性电荷碱基的次级淋巴组织趋化因

子结合后可以防止次级淋巴组织趋化因子的扩散，维持其局部

相对的高浓度。因此，PG可协同次级淋巴组织趋化因子发挥趋
化作用[21，22]。

本研究结果显示，在喉癌早期病变组织内的类高内皮静脉

壁特别是邻近管腔侧在淋巴细胞穿越的部位着色更强，而腔内

和穿越内皮细胞的淋巴细胞几乎不着色，推测这些蛋白多糖可

能通过协同增强次级淋巴组织趋化因子的作用来调节淋巴细

胞穿越类高内皮微静脉向淋巴组织浸润的归巢运动。这也从侧

面说明了淋巴细胞归巢路径中蛋白多糖扮演着重要的角色。在

喉癌早期病变组织内，类高内皮静脉蛋白多糖含量丰富，调节

淋巴细胞归巢的能力较强，机体对抗肿瘤的免疫能力相对较

强，瘤细胞不容易扩散。

此外，我们发现在喉癌晚期病变组织内类高内皮微静脉不

仅少见，而且普鲁士兰着色较弱，说明与早期病变相比较，晚期

病变组织内的类高内皮微静脉蛋白多糖分布也减少，这势必影

响淋巴细胞的归巢，即影响初始 T淋巴细胞和细胞毒性 T细

胞穿越类高内皮微静脉向肿瘤组织内的浸润。本实验中，我们

确实也发现晚期病变组织内浸润淋巴细胞明显减少，进一步验

证了类高内皮微静脉和其表面表达的蛋白多糖在淋巴细胞归

巢中起着重要的作用。在晚期喉癌组织内类高内皮静脉蛋白多

糖表达较少，调节淋巴细胞归巢的能力较弱，机体对抗肿瘤的

免疫能力下降，瘤细胞容易扩散。有研究表明肝素酶随着肿瘤

的进展而增加。Miyamoto等[23]发现在结肠癌组织中，细胞从严

重的不典型增生经高分化到低分化结肠癌的进展过程中肝素

酶水平在逐渐增加。可见，蛋白多糖的减少主要是由于在肿瘤

晚期，相关的特异性降解酶增多，导致蛋白多糖被大量降解。

总之，通过研究我们发现人喉癌组织中部分毛细血管后微

静脉可演变为类高内皮微静脉，是淋巴细胞向癌组织中浸润的

重要场所；肿瘤组织中的淋巴细胞归巢与抗肿瘤密切相关。蛋

白多糖于淋巴细胞归巢旺盛的类高内皮微静脉呈强表达，可能

对归巢淋巴细胞穿越类高内皮微静脉有调节作用。虽然通过本

研究我们揭示了 PG在类高内皮微静脉上的表达、分布以及在

淋巴细胞归巢中可能发挥的调节作用，但若想系统、深入且彻

底的认识 PG 在淋巴细胞归巢中发挥何种作用以及如何发挥

作用还需要进一步深入的研究。
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