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消 化 系 统 中 ， 胃 癌 是 最 为 常 见 的 一 种 恶 性

肿 瘤 ， 其 较 高 的 发 病 率 以 及 致 死 率 对 人 类 的 健 康

构 成 了 严 重 的 威 胁 [ 1 ]。 C D 4 +C D 2 5 +调 节 性 T 细 胞

（CD4 +CD25 +Tergs）具有调节免疫抑制和免疫耐

受 的 作 用 [ 2 ]， 在 肿 瘤 免 疫 中 扮 演 重 要 的 角 色 [ 3 ]。

转录因子叉头状转录因子p3（Foxp3）是Tergs的

标 志 性 分 子 ， 与 C D 4 +C D 2 5 +T e r g s 的 功 能 、 发 育

以及外周表达均有密切联系 [4]。转化生长因子β1

（TGF -β1）作为CD4 +CD25 +Tergs中主要的调节

细 胞 因 子 之 一 ， 其 对 于 肿 瘤 生 长 ， 在 早 期 起 抑 制

作用 [5]，而在进展期却起促进作用 [6]。本文旨在通

过对胃癌患者的外周血内CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs

以及TGF -β1表达水平的测定，探讨上述细胞在胃

癌 中 的 表 达 意 义 ， 为 早 期 诊 断 以 及 免 疫 治 疗 胃 癌

提供一定的理论基础。

1　资料与方法

1.1  研究对象

选 择 2 0 1 3 年 2 月 — 2 0 1 4 年 9 月 在 我 院 接 受 手

术治疗的42例胃癌患者（胃癌组）。患者均经组

织病理学确诊为胃癌的初治患者，其中女15例，

男 2 7 例 ， 所 有 入 选 者 均 无 放 化 疗 史 。 另 外 选 取 

24例健康体检者作对照组，依据体检报告排除伴

有 肺 、 肝 、 心 、 胃 等 的 重 要 脏 器 疾 病 者 以 及 肝 功

能异常患者。

1.2  研究方法

主 要 试 剂 ： C D 2 5 、 C D 4 、 F o x p 3 免 疫 组 化

一 抗 以 及 S P - 9 0 0 1 免 疫 组 化 染 色 试 剂 盒 、 D A B 显

色 剂 （ 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ） ， 人

全 血 T e r g s 检 测 试 剂 盒 （ e B i o s c i e n c e 公 司 ） ， 人

TGF-β1 ELISA检测试剂盒（上海源叶生物科技有

限公司）。
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摘   要 目 的： 探 讨 胃 癌 患 者 外 周 血 CD4+CD25+Foxp3+ 调 节 性 T 细 胞（CD4+CD25+Foxp3+Tergs） 以 及 血 清

TGF-β1 水平的变化及意义。

方 法： 检 测 并 比 较 42 例 胃 癌 患 者（ 胃 癌 组 ） 与 24 例 健 康 体 检 者（ 对 照 组 ） 外 周 血

CD4+CD25+Foxp3+Tergs 与血清 TGF-β1 水平，分析两者水平与胃癌患者临床病理因素的关系。

结 果： 胃 癌 组 CD4+CD25+Foxp3+Tergs 和 TGF-β1 水 平 均 明 显 高 于 对 照 组（ 均 P<0.05）。 胃 癌

患 者 外 周 血 CD4+CD25+Foxp3+Tergs 水 平 与 TNM 分 期、 淋 巴 结 转 移 有 关（ 均 P<0.05）， 而 血 清

TGF-β1 的表达水平与 TNM 分期、分化程度、淋巴结转移有关（均 P<0.05）；胃癌组患者外周血内

CD4+CD25+Foxp3+Tergs 的表达水平与血清内 TGF-β1 的表达水平呈明显正相关（r=0.801，P<0.05）。

结论：胃癌患者外周血 CD4+CD25+Foxp3+Tergs 水平及血清 TGF-β1 水平升高，检测两者水平有助于

患者病情与预后的判断。
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主 要 仪 器 ： c o u l t e r  E p i c s  X L 型 流 式 细 胞 仪

（ B E C K M A N  C O U N L T E R 公 司 ， 美 国 ） ， S Z - 1

型 快 速 混 匀 机 （ 江 苏 金 坛 市 金 城 国 胜 实 验 仪 器

厂），LC-4012低速离心机（安徽中科中佳科学仪

器有限公司）。

所 有 被 观 察 对 象 均 于 清 晨 空 腹 采 集 静 脉 血

2 mL，流式细胞术（FCM）检测胃癌患者外周血

CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs水平。按流式细胞仪说明

书和人全血Tergs检测试剂盒严格执行操作：⑴ 取

100 μL混匀后的血液标本置于12 mm×75 mm的采

样管内；⑵ 加入各20 μL的抗人CD25-APC和抗人

CD4-FITC，充分混匀后于室温下孵育30 min，立

即将红细胞裂解液2 mL加入其中，再次混匀后于

室温下孵育10 min；⑶ 以1 500 r /min的速度离心 

5 min后去除上清液；⑷ 将FBS液2 mL加入其中，

再 次 以 1  5 0 0  r / m i n 的 速 度 离 心 5  m i n 后 去 除 上 清

液，反复2次；⑸ 配制Foxp3固定/破膜液；⑹ 将

⑷操作重复2次；⑺ 将100 μL的抗人Foxp3 -PE加

入其中，于4 ℃、避光条件下孵育30 min；⑻ 重

复操作⑷；⑼ 将0.5  mL左右的FBS重悬细胞加入

其中后上机检测，将CD4+Tergs筛选出，且分选出

该细胞中Foxp3阳性的Tergs和CD25阳性细胞。计

算CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs /CD4 +Tergs的比值，作

为CD4+CD25+Foxp3+Tergs的表达水平的代表。

E L I S A 法 检 测 胃 癌 患 者 血 清 T G F -β 1 表 达 水

平 。 按 E L I S A 检 测 试 剂 盒 的 相 关 要 求 严 格 执 行 操

作：⑴ 稀释洗涤缓冲液；⑵ 将350 μL的洗液注入

每孔内，浸泡1 min后洗涤5次，完成自由洗板； 

⑶  往 标 准 品 孔 （ 6 个 ） 中 加 入 各 5 0  μ L 的 浓 度 为

（0、3、6、12、24、48 ng/mL）的标准品；⑷ 选

取样本孔，除空白孔外均加入10 μL的待测样本和

40 μL的样本稀释液；⑸ 将100 μL的辣根过氧化

物酶HRP所标记的待测抗体加入样本孔和标准品

孔中，将板膜及反应孔封住，于37 ℃下水浴1 h； 

⑹  将 孔 内 液 体 去 除 ， 用 吸 水 纸 将 其 吸 干 ， 然 后

将 洗 涤 液 加 满 每 孔 ， 于 室 温 下 静 置 1  m i n ， 将 洗

涤 液 甩 干 后 ， 再 用 吸 水 纸 吸 干 ， 反 复 5 次 此 过

程 ； ⑺  将 各 5 0  μ L 的 底 物 A 和 B 加 入 每 孔 中 ， 于

37 ℃、避光条件下孵育15 min；⑻ 终止反应后，

在波长450 nm处检测每孔OD值；⑼ 将标准曲线

（ r≥0.9995）绘制出，依据标准曲线计算各样本

浓度。

1.3  统计学处理

本研究中的数据均采用SPSS 19.0软件进行分

析。数据计量以均数±标准差（x±s）形式表示，

比较采用 t检验和χ2检验。P<0.05为差异具有统计

学意义。

2　结　果

2.1  一般资料

本 研 究 共 纳 入 研 究 对 象 6 6 例 ， 其 中 胃 癌

组 4 2 例 ， 对 照 组 2 4 例 。 两 组 一 般 资 料 包 括 性

别 、 年 龄 、 B M I 的 组 间 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05），而胃癌组CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs和

TGF-β1水平均明显高于对照组（均P<0.05）。

表 1　两组一般资料的比较

　指标
胃癌组

（n=42）
对照组

（n=24）
t/χ2 P 

性别 [n（%）]
　女 15（35.7） 10（41.7）

0.230 0.632
　男 27（64.3） 14（58.3）
BMI（kg/m2） 21.7±3.2 21.5±3.1 0.247 0.806
年龄 [ 岁，n（%）]
　＜ 55 18（42.9） 11（15.8）

0.055 0.815
　≥ 55 24（57.1） 13（54.2）
CD4+CD25+ Foxp3+

　Tergs（%）
6.97±1.33 3.92±1.10 19.03 <0.05

TGF-β1（ng/mL） 15.68±3.72 10.33±2.78 25.40 <0.05

2.2  胃癌组患者外周血 CD4+CD25+Foxp3+Tergs

的表达水平

胃 癌 组 患 者 外 周 血 C D 4 +C D 2 5 +F o x p 3 +T e r g s

水 平 与 T N M 分 期 以 及 有 无 淋 巴 结 转 移 有 关 （ 均

P<0 .05）；而与胃分化程度、肿瘤部位以及肿瘤

直径无明显关系（均P>0.05）；对TNM分期组别中

两两分析发现，I+II期与III期、I+II期与IV期、III期

与IV期均存在统计学差异（均P<0.05）（表2）。

2.3  胃癌组患者外周血内 TGF-β1 的表达水平

胃 癌 组 患 者 外 周 血 内 T G F -β 1 的 表 达 水 平 与

胃 癌 T N M 分 期 、 有 无 淋 巴 结 转 移 以 及 分 化 程 度

有关（均P<0 .05），而与肿瘤直径、肿瘤部位无

关 （ 均 P> 0 . 0 5 ） ； 对 T N M 分 期 组 别 中 两 两 分 析

发 现 ， I + I I 期 与 I I I 期 、 I + I I 期 与 I V 期 均 有 统 计 学

差 异 （P< 0 . 0 5 ） ， I I I 期 与 I V 期 间 无 统 计 学 差 异

（P>0 .05）；通过对分化程度组别中两两分析发
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现 ， 低 分 化 与 中 分 化 、 中 分 化 与 高 分 化 间 无 统 计

学差异（均P>0 .05），而低分化与高分化间有统

计学差异（P<0.05）（表3）。

表 2　胃癌相关参数与胃癌组患者外周血内 CD4+CD25+ 

Foxp3+ Tergs 的表达水平的关系（%，x±s）
　项目 n CD4+CD25+Foxp3+Tergs t/F P 
TNM 分期
　I+II 12 5.79±0.84
　III 21 6.98±0.71 24.38 <0.01
　IV 9 8.47±1.21
分化程度
　高分化 7 5.99±1.38
　中分化 12 7.12±1.57 2.785 0.074
　低分化 23 7.19±0.91
淋巴转移
　有 27 7.44±1.23

4.296 <0.05
　无 15 5.98±0.61
肿瘤直径（cm）
　＜ 5 20 6.81±0.93

1.073 0.290
　≥ 5 22 7.21±1.41

表 3　胃癌相关参数与胃癌组患者外周血内 TGF-β1 的

表达水平的关系（x±s，ng/mL）
　项目 n TGF-β1 t/F P
TNM 分期

　I+II 12 12.38±3.18
　III 21 16.98±2.79 12.45 <0.05
　IV 9 18.59±3.63

分化程度

　高分化 7 12.19±3.81
　中分化 12 15.59±4.43 5.600 <0.05
　低分化 23 16.99±2.43
淋巴转移
　有 27 17.31±3.20

4.214 <0.05
　无 15 13.11±2.89

癌肿部位

　贲门及胃底 10 14.48±3.85
1.396 0.260　胃体 10 15.49±3.59

　幽门及胃窦 22 16.71±3.50
癌肿直径（cm）
　＜ 5 20 16.29±3.42

0.774 0.444
　≥ 5 22 15.41±3.90

2.4  相关性分析

相 关 性 分 析 结 果 显 示 ， 胃 癌 组 患 者 外 周 血

内 C D 4 +C D 2 5 +F o x p 3 +T e r g s 的 表 达 水 平 与 血 清 内

T G F -β 1 的 表 达 水 平 呈 明 显 正 相 关 （ r= 0 . 8 0 1 ，

P<0.05）。

3　讨　论

本 研 究 通 过 F C M 法 检 测 两 组 受 试 者 外

周 血 C D 4 + C D 2 5 + F o x p 3 + T e r g s 水 平 ， 结 果 用

CD4+CD25+Foxp3+Tergs/CD4+Tergs的比值表示。结

果显示，胃癌患者外周血CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs

水 平 明 显 比 对 照 组 高 ， 提 示 在 胃 癌 发 病 的 过 程

中 C D 4 +C D 2 5 +F o x p 3 +T e r g s 可 能 发 挥 着 一 定 的 作 

用 [ 7 ]。 且 通 过 对 该 细 胞 的 表 达 水 平 与 胃 癌 的 分 化

程 度 、 T N M 分 期 、 癌 肿 部 位 、 癌 肿 直 径 以 及 淋

巴 结 转 移 的 关 系 的 分 析 发 现 ， 胃 癌 患 者 的 外 周 血

CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs水平与胃癌有无淋巴结转

移以及TNM分期的关系密切，同时还发现TNM分

期中，I+I I期以及III期均与IV期有统计学差异，

提示CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs的表达水平不仅与胃

癌TNM分期关系密切，且在TNM分期中呈逐渐上

升的趋势，这可以作为胃癌TNM分期间接判断的

基础[8]。本研究的结果提示CD4+CD25+Foxp3+Tergs

的 表 达 量 与 胃 癌 的 淋 巴 结 转 移 、 局 部 浸 润 以 及

远 处 器 官 转 移 均 相 关 [ 9 ]， 且 其 出 现 的 可 能 性 随 着

C D 4 +C D 2 5 +F o x p 3 +T e r g s 的 表 达 水 平 的 上 升 而 增

大 ， 说 明 肿 瘤 的 侵 袭 性 也 在 增 大 ， 故 可 以 通 过 检

测胃癌患者的外周血内CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs的

表达量对肿瘤TNM分期进行间接地判断，对手术

和 预 后 发 挥 指 导 性 作 用 ， 并 可 以 达 到 早 发 现 、 早

治疗的目的[10]。

通过ELISA对两组受试者外周血中TGF -β1表

达水平的检测发现，胃癌组患者的TGF-β1表达量

明显比对照组高，且胃癌组患者血清内TGF-β1的

表达水平与胃癌分化程度、TNM分期、有无淋巴

结 转 移 的 关 系 密 切 ； 此 外 ， T N M 分 期 中 I + I I 期 与 

III期、I+II期与IV期均存在统计学差异，而IV期和

III期却无统计学差异，在对胃癌TNM分期的直接

判断上，敏感性比不上CD4+CD25 +Foxp3 +Tergs，

但是其可以作为灵敏度不强的胃癌早、晚期的间接

指标[5, 11]。且随着胃癌TNM分期的加深，TGF -β1

的表达水平也逐渐上升 [12]。而 在 分 化 程 度 的 组 别

比 较 中 发 现 ， 低 分 化 与 中 分 化 、 高 分 化 与 中 分 化

间 无 统 计 学 差 异 ， 但 低 分 化 与 高 分 化 间 有 统 计 学

差 异 ， 提 示 胃 癌 只 有 在 低 分 化 阶 段 才 会 表 现 出

较高的转移趋势和侵袭性 [ 13]。胃癌组患者外周血

内 C D 4 +C D 2 5 +F o x p 3 +T e r g s 的 表 达 水 平 与 血 清 内



代辉，等：胃癌患者CD4+CD25+Foxp3+ 调节性 T细胞与TGF-β1检测的意义第 3 期 607

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

T G F -β 1 的 表 达 量 呈 正 相 关 ， 且 上 述 两 种 细 胞 均

参 与 了 胃 癌 的 远 处 器 官 转 移 和 淋 巴 结 转 移 的 过 

程[13]，但是血清内的TGF -β1的表达水平与肿瘤的

分化程度关系密切，而CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs的

表达量却与肿瘤 的分化程度无显著的差异 [ 14]，提

示TGF -β1的表达水平对胃癌的分化程度可能有影

响，并对胃癌局部浸润有直接的影响[15]。

综上所述，胃癌患者外周血CD4+CD25+Foxp3+ 

Tergs水平、血清TGF-β1的水平均与肿瘤TNM分期

以 及 淋 巴 结 转 移 相 关 ， 即 均 与 患 者 潜 在 生 存 期 相

关 [ 1 6 ]。且对两种细胞间关联性的分析发现，检测

外周血内CD4 +CD25 +Foxp3 +Tergs的表达量对胃癌

分 期 进 行 间 接 判 断 ， 可 以 达 到 早 期 治 疗 和 诊 断 以

及 评 估 预 后 的 目 的 [ 1 7 ]。 而 检 测 血 清 内 T G F -β 1 的

表 达 水 平 可 以 达 到 对 胃 癌 分 期 进 行 粗 略 评 估 的 目

的 [ 1 0 ]。 两者共同为免疫治疗胃癌提供一定的理论

指导[18]。
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