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摘   要 目的：探讨 Foxp3+ 调节性 T 细胞（Tregs）与乳腺癌淋巴结转移及增殖的关系。

方法：用免疫组化法检测 168 例女性乳腺癌患者癌组织中 CD4 和 Foxp3（调节性 T 细胞标志）的表达，

以 42 例女性乳腺良性病变乳腺组织为对照，分析 Tregs 与乳腺癌淋巴结转移及乳腺癌组织细胞核增殖

相关抗原 Ki-67 表达的关系。

结果：乳腺癌组织中 CD4+T 细胞与 Foxp3+T 细胞（Tregs）的数量均高于乳腺良性病变组织，差异均

有统计学意义（均 P<0.05）；有淋巴结转移的乳腺癌组织中 CD4+T 细胞与 Foxp3+T 细胞数均高于无淋

巴结转移的乳腺癌组织，但仅后者差异有统计学意义（P<0.05）。乳腺癌组织中 Tregs 的浸润数量与

Ki-67 表达之间无关（P>0.05）。

结论：乳腺癌组织微环境存在免疫抑制，Tregs 浸润数量与淋巴结转移关系密切，但与肿瘤增殖无关，

提示 Tregs 可作为判断乳腺癌患者有无淋巴结转移的新指标。
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Relations of Foxp3+ regulatory T cells with lymph node metastasis 
and proliferation of breast cancer
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Abstract Objective: To investigate the relations of Foxp3+ regulatory T cells (Tregs) with lymph node metastasis and 

proliferation of breast cancer.

Methods: The CD4 (marker of regulatory T cells) and Foxp3 expressions in breast cancer tissues from 168 female 

patients were determined by immunohistochemical staining, using tissue specimens from 42 female patients 

with benign breast disease as control. The relations of Tregs with lymph node metastasis of breast cancer and the 

expression of nuclear proliferation-associated antigen Ki-67 were analyzed.

Results: The numbers of both CD4+ T cells and Foxp3+ T cells (Tregs) in breast tissue was higher than those in 

breast tissue with benign disease, and both differences had statistical significance (both P<0.05); the numbers of 

·基础研究·doi:10.3978/j.issn.1005-6947.2016.11.014

http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.1005-6947.2016.11.014

Chinese Journal of General Surgery, 2016, 25(11):1602–1607.

                                                                                                     

基金项目：国家自然科学基金资助项目（81260317）；广西壮族自治区卫生厅基金资助项目（Z2013469）；桂林市科学技术

局科技攻关基金资助项目（20140120-1-10）。

收稿日期：2016-09-15； 修订日期：2016-10-20。

作者简介：曾繁余，桂林医学院附属医院主任医师，主要从事乳腺甲状腺外科临床诊疗及科研方面的研究。

通信作者：骆耐香， Email: luonaixiang@163.com



曾繁余，等：Foxp3+ 调节性 T细胞与乳腺癌淋巴结转移及增殖的关系第 11 期 1603

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

乳 腺 癌 是 全 球 范 围 内 威 胁 人 类 特 别 是 广 大 女

性 健 康 的 常 见 恶 性 肿 瘤 之 一 [ 1 - 3 ]。 恶 性 肿 瘤 的 发

生 、 发 展 与 机 体 的 免 疫 功 能 状 态 ， 尤 其 是 肿 瘤 微

环 境 中 T 细 胞 各 亚 群 的 数 量 及 其 细 胞 免 疫 功 能 状

态密切相关。笔者前期研究 [4]表明，外周血中T细

胞 各 亚 群 的 数 量 及 比 例 与 淋 巴 结 转 移 密 切 相 关 。

除 外 周 血 外 ， 肿 瘤 局 部 组 织 微 环 境 中 的 T 细 胞 亚

群 在 肿 瘤 的 发 生 发 展 中 所 发 挥 的 重 要 调 控 作 用 得

到了越来越多学者的公认 [5-7]。研究发现，肿瘤组

织 中 存 在 一 定 数 量 的 具 有 免 疫 抑 制 功 能 的 T 细 胞

亚 群 ， 具 有 促 进 肿 瘤 进 展 的 作 用 。 调 节 性 T 细 胞

（regula tory  T  ce l ls，Tregs）是发挥免疫抑制功

能的一群关键辅助性T细胞亚群，叉头/翼状螺旋转录

因子3（forkhead/winged helix transcription factor 3，

Foxp3）是Tregs特征性核转录因子。本文旨在探

讨乳腺癌组织中浸润的Foxp3+Tregs与淋巴结转移和

Ki-67的关系，为判断预后和靶向治疗提供依据。

1　资料与方法

1.1  一般资料

经 医 院 伦 理 委 员 会 同 意 ， 选 取 2 0 1 2 年 6 月 —

2014年12月在我院乳腺甲状腺外科诊断为乳腺癌的

女性患者168例，均经病理学检查证实，术前未予

放、化疗等任何抗肿瘤治疗。其中年龄29~61岁， 

平 均 （ 4 6 . 9 ± 1 0 . 4 ） 岁 ， 中 位 年 龄 4 5 岁 。 根 据

2 0 0 3 年 美 国 肿 瘤 联 合 会 （ A J C C ） 乳 腺 癌 T N M 分

期标准，168例乳腺癌中I期44例（26.2%），II期 

90例（53.6%），III期34例（20.2%）。腋窝淋巴

结转移86例（51.2%），未转移82例（48.8%）。

K i - 6 7 增 殖 指 数 为 1 0 0 个 肿 瘤 细 胞 中 的 K i - 6 7 阳 性

细 胞 数 所 占 的 百 分 比 。 根 据 2 0 1 1 年 S t  G a l l e n 共

识 ， 增 殖 指 数 ≥ 1 4 % 定 义 为 高 增 殖 活 性 ， 增 殖 指

数 < 1 4 % 为 低 增 殖 活 性 。 1 6 8 例 患 者 中 ， K i - 6 7 阳

性≥14% 97例（57.7%），Ki -67阳性<14% 71例

（ 4 2 . 3 % ） 。 所 有 患 者 均 接 受 改 良 根 治 术 。 另 选

取42例女性乳腺良性病变（包括纤维腺瘤和乳腺

腺 病 ） 患 者 作 为 对 照 ， 年 龄 2 5 ~ 5 3 岁 ， 中 位 年 龄 

43岁。全部病例均否认近期感染和自身免疫病病史。

1.2  试剂  

兔抗人Foxp3免疫组化单克隆抗体为Abcom公

司产品（工作浓度1:50）。兔抗人CD4免疫组化单

克隆抗体（工作浓度1:100）、二抗即用型快速免

疫组织化学MaxVision TM检测试剂盒及酶底物显色

剂（DAB ）等其他试剂均购于福州迈新生物 技术

开发有限公司。

1.3  方法  

免疫组织化学法（S-P法）进行检测。首先，

收 集 石 蜡 包 埋 的 组 织 标 本 ， 并 对 标 本 进 行 连 续 切

片，片厚4 μm。免疫组化法实验步骤按试剂盒说

明书进行。设阳性对照和阴性对照，其中阴性对照

采用PBS代替一抗，阳性对照采用已知阳性标本。

1.4  结果判定  

阳 性 染 色 信 号 呈 棕 色 ， 其 中 C D 4 定 位 在 淋 巴

细 胞 细 胞 膜 ， F o x p 3 定 位 在 淋 巴 细 胞 细 胞 核 。 结

果 判 断 采 用 双 盲 法 ， 组 织 切 片 由 两 名 独 立 的 病 理

医 师 （ 对 临 床 资 料 不 知 晓 ） 分 别 进 行 独 立 判 断 及

计 数 ， 不 区 分 瘤 周 和 瘤 内 ， 每 张 切 片 随 机 选 取 连

续 的 1 0 个 高 倍 视 野 进 行 摄 像 ， 在 图 像 分 析 软 件

Image -Pro  6 .0上进行手工计数并计算每个高倍视

野的平均阳性数。

1.5  统计学处理 

采用SPSS 19.0软件包进行数据分析，计量资

料以（x± s）表示，组间比较采用 t检验，两样本

率的比较采用χ2检验，相关性采用Pearson相关检

验，P<0.05为差异有统计学意义。

both CD4+ T cells and Foxp3+ T cells in breast tissue with lymph node metastasis were higher than those in breast 

tissue without lymph node metastasis, but only the latter had statistical significance (P<0.05). The number of 

infiltrating Tregs showed no significant association with Ki-67 expression in breast cancer tissue (P>0.05).

Conclusion: There is immunosuppression in microenvironment of breast cancer tissue, and the number of 

infiltrating Tregs is closely associated with lymph node metastasis, but irrelevant to tumor proliferation. It suggests 

that Tregs can be used as a new indicator for estimating presence or absence of lymph node metastasis in breast 

cancer patients.

Key words Breast Neoplasms; Tumor Microenvironment; T-Lymphocytes, Regulatory; Lymphatic Metastasis
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2　结　果

2.1  CD4+T 细胞及 Foxp3+T 细胞（Tregs）在乳

腺癌及乳腺良性病变组织的表达情况

C D 4 分 子 表 达 并 染 色 于 C D 4 + T 细 胞 胞 膜 。

本 组 1 6 8 例 乳 腺 癌 组 织 中 C D 4 + T 细 胞 的 数 量 为

（ 8 3 . 9 8 ± 4 2 . 9 2 ） 个 / 高 倍 视 野 ， 明 显 多 于 乳 腺

良 性 病 变 组 织 的 （ 2 5 . 0 6 ± 3 4 . 3 1 ） 个 / 高 倍 视

野 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （P<0 . 0 0 0 1 ） 。 F o x p 3 在

T r e g s 细 胞 中 为 胞 核 染 色 。 本 组 1 6 8 例 乳 腺 癌 组

织中Foxp3 +T细胞的数量为（21.46±21 .31）个/ 

高 倍 视 野 ， 明 显 多 于 乳 腺 良 性 病 变 组 织 的

（7.30±10.43）个/高倍视野，差异有统计学意义

（P=0.0002）（图1）（表1）。

表 1　乳腺良恶性疾病组织中 CD4+T 细胞与 Foxp3+T 细胞

的浸润情况（x±s）
Table 1　Infiltrating situation of CD4+T cells and Foxp3+T cells 

in different diseases of breast tissues（x±s）
　组织 n CD4+T 细胞 Foxp3+T 细胞
乳腺癌 168 83.98±42.92 21.46±21.31
乳腺良性病变 42 25.06±34.31 7.30±10.43

P <0.0001 0.0002

2.2  CD4+T 细胞及 Foxp3+T 细胞与乳腺癌腋窝淋

巴结转移的关系

1 6 8 例 乳 腺 癌 组 织 中 ， 8 6 例 腋 窝 淋 巴 结 转

移 者 C D 4 +T 细 胞 的 数 量 为 （ 8 5 . 4 9 ± 4 6 . 3 6 ） 个 / 

高 倍 视 野 ， 多 于 无 腋 窝 淋 巴 结 转 移 者 的

（70.62±51.76）个/高倍视野，但差异无统计学

意义（P=0.1128）。Foxp3+T细胞的数量腋窝淋巴

结转移者为（18.61±12.52）个/高倍视野，明显

多于无腋窝淋巴结转移者的（14.10±27.37）个/高

倍视野，差异有统计学意义（P=0.0001）（表2）。

表 2　乳腺癌组织中 CD4+T 细胞和 Foxp3+T 细胞与腋窝淋

巴结转移关系（x±s）
Table 2　The relations of the numbers of infiltrating CD4+T and 

Foxp3+T cells with lymph node metastasis in breast 
cancer tissue（x±s）

　组织 n CD4+T 细胞 Foxp3+T 细胞
腋窝淋巴结转移 86 85.49±46.36 18.61±12.52
腋窝淋巴结未转移 85 70.62±51.76 14.10±27.37

P 0.1128 0.0001

2.3  乳腺癌组织中 Tregs 与 Ki-67 的关系

1 6 8 例 乳 腺 癌 组 织 中 ， 高 K i - 6 7 指 数 （ 阳

性 ≥ 1 4 % ） 组 （ 9 7 例 ） F o x p 3 + T r e g s 细 胞 数

（16.29±21.61）/高倍视野虽然高于低Ki-67指数

（阳性<14%）组（71例）的（14.53±13.93）/高倍

视野，但差异无统计学意义（P>0 .05）。此外，

根据每个视野Tregs均值的中位数18.4分为高Tregs组

（87例，51.8%）和低Tregs组（81例，48.2%）。高

Tregs组中高Ki -67指数54例（62.1%），低Ki -67

指 数 3 3 例 （ 3 7 . 9 % ） ； 低 T r e g s 组 中 高 K i - 6 7 指 数 

43例（53.1%），低Ki -67指数38例（46.9%），

经 统 计 学 分 析 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ P > 0 . 0 5 ）

（表3）。

表 3 　乳腺癌组织中 Tregs 细胞数与 Ki-67 的关系 [n（%）]
Table 3　Rrelationship between the numbers of infiltrating 

Tregs and Ki-67 in breast cancer tissue [n(%)]
　组别 n 高 Ki-67 指数 低 Ki-67 指数 χ2 P
高 Tregs 组 87 54（62.1） 33（37.9）

1.387 0.1195
低 Tregs 组 81 43（53.1） 38（46.9）

3　讨　论

肿 瘤 的 发 生 、 发 展 均 受 诸 多 因 素 的 影 响 ， 其

中T细胞是机体抵御肿瘤的主要力量。CD8 +T细胞

作为效应细胞直接特异性杀伤癌细胞，CD4+T细胞

图 1　免疫组化染色检测 CD4 与 Foxp3 的表达（×400）　　A：癌组织；B：腺病组织；C：腺瘤组织
Figure 1　Immunohistochemical staining for CD4 and Foxp3 expression (×400)　　A: Breast cancer tissue; B: Breast adenosis tissue;  

C: Breast adenoma tissue

A B C
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主 要 通 过 分 泌 细 胞 因 子 对 机 体 抗 肿 瘤 免 疫 功 能 进

行 调 节 ， 两 者 若 出 现 异 常 会 直 接 影 响 机 体 抵 御 肿

瘤 的 能 力 ， 特 别 是 肿 瘤 微 环 境 中 存 在 的 免 疫 抑 制

是 导 致 肿 瘤 发 展 的 重 要 因 素 。 肿 瘤 微 环 境 包 括 各

种 基 质 细 胞 和 细 胞 外 基 质 ， 其 中 基 质 细 胞 主 要 有

肿 瘤 相 关 成 纤 维 细 胞 、 间 充 质 干 细 胞 、 肿 瘤 相 关

巨噬细胞、内皮细胞及T、B细胞等[8-9]。人和鼠肿

瘤 中 都 存 在 浸 润 的 免 疫 细 胞 ， 如 淋 巴 细 胞 、 自 然

杀伤（NK）细胞、巨噬细胞、树突状细胞等等，

但 肿 瘤 中 的 免 疫 细 胞 大 多 功 能 失 调 和 受 损 。 在 肿

瘤局部微环境中，肿瘤细胞与T细胞相互诱导，相

互抑制，若T细胞各亚群之间比例关系及功能出现

异常，微环境中免疫功能会受到抑制，最终将导致

机体免疫无能和肿瘤细胞的免疫逃逸。Tregs是发挥

免疫抑制功能的一群主要辅助性T细胞亚群 [10-11]，

其 通 过 多 种 方 式 浸 润 到 肿 瘤 微 环 境 中 ， 抑 制 效 应

T 细 胞 效 应 ， 维 持 抗 原 特 异 性 T 细 胞 和 B 细 胞 的 免

疫 耐 受 ， 这 为 癌 细 胞 的 生 长 和 增 殖 提 供 了 有 利 环

境，使癌细胞易于增殖及扩散。

T r e g s 细 胞 是 C D 4 +T 细 胞 的 亚 群 之 一 ， 具 有

免 疫 无 反 应 性 和 免 疫 抑 制 性 ， 通 过 直 接 接 触 和

（或）分泌细胞因子白介素10（inter leukin 10，

IL -10）和转化生长因子β（transforming  growth 

factor β，TGF-β）作用于效应T细胞，从而参与

肿瘤的发生和免疫逃逸。研究 [ 12]表明，外周血中

Foxp3 +Tregs比例乳腺癌患者较乳腺良性肿瘤患者

明显升高，术后外周血Foxp3 +Tregs水平较术前明

显降低（P<0.05）。Tregs除分布于外周血外，还

可 表 达 于 乳 腺 癌 、 宫 颈 癌 、 结 肠 癌 等 多 种 恶 性 肿

瘤 组 织 [ 1 3 - 1 5 ]。 近 年 乳 腺 癌 预 后 研 究 显 示 ， 瘤 内 高

密度浸润的Tregs细胞与乳腺癌的不良预后相关；

B7 -H1的表达与瘤内浸润的Foxp3 +Tregs细胞呈正

相关，同时与不 良预后和低生存率有关 [ 16]。本研

究发现，乳腺癌组织中CD4 +T细胞与Foxp3 +Tregs

均 高 于 乳 腺 良 性 病 变 组 织 ， 两 者 比 较 均 有 统 计 学

差异（P<0 .01）。进一步分析发现，乳腺癌组织

中CD4+T细胞在腋窝淋巴结转移组高于无转移组，

但无统计学差异（P>0.05），而Foxp3+ Tregs腋窝

淋巴结转移组显著高于无转移组（P<0 .01），提

示Tregs的浸润数量与腋窝淋巴结转移的程度呈正

相关，乳腺癌浸润的Foxp3 +Tregs可促进肿瘤淋巴

结 转 移 ， 在 患 者 病 情 进 展 过 程 中 发 挥 积 极 作 用 。

Tregs的增多可能抑制了在机体免疫系统中发挥重

要功能的CD4+T和CD8+T细胞，打破肿瘤微环境中

的 免 疫 平 衡 状 态 ， 使 微 环 境 处 于 免 疫 抑 制 状 态 ，

从 而 导 致 肿 瘤 细 胞 能 够 逃 脱 免 疫 细 胞 的 攻 击 。 提

示Foxp3 +Tregs可以作为评估乳腺癌患者病情程度

的 一 个 参 考 指 标 或 者 是 免 疫 治 疗 中 的 一 个 靶 点 。

T r e g s 在 肿 瘤 微 环 境 中 浸 润 的 机 制 可 能 跟 下 列 情

况有关：⑴ 髓系来源抑制细胞和肿瘤细胞产生的

介质IL -10、TGF -β、腺苷等促进Tregs扩增 [17]； 

⑵  多 种 趋 化 因 子 / 趋 化 因 子 受 体 促 进 T r e g s 的

迁 移 ， 如 C C L 2 2 / C C R 4 、 C C L 2 0 / C C R 6 可 诱 导

T r e g s 选 择 性 迁 移 [ 1 8 - 2 0 ] ； ⑶  肿 瘤 微 环 境 中 的 抑

制 性 细 胞 因 子 如 T G F - β 等 促 进 传 统 C D 4 + T 细 胞

（conventional CD4+ T cell，Tconv）转化为诱导

型Treg（inducible Treg，iTreg）[15]。Tregs可通过

多条途径抑制效应T细胞的免疫功能，如通过抑制

CD4+T和CD8+T细胞IL-2的基因转录和表达来抑制

T细胞的活化与增殖[21]，也能通过下调抗原提呈细

胞如树突状细胞的协同刺激分子CD80和CD168的

表达，从而使抗原特异性T细胞无能或发生凋亡，

致 使 肿 瘤 局 部 免 疫 无 能 ， 肿 瘤 细 胞 发 生 免 疫 逃

逸，出现肿瘤扩散甚至转移，或与B7-H1分子产生

协 同 作 用 ， 负 向 调 控 适 应 性 免 疫 ， 利 于 肿 瘤 的 免

疫逃逸[22-23]。

Ki-67是与细胞周期相关的增殖细胞核抗原，

能 准 确 反 映 细 胞 增 殖 状 态 ， 被 普 遍 认 为 是 了 解

细 胞 增 殖 活 性 的 理 想 指 标 ， 已 成 为 继 E R 、 P R 、

H e r - 2 之 后 应 用 于 乳 腺 癌 的 又 一 重 要 生 物 学 标 志

物。Ki-67高表达时说明肿瘤细胞处于活跃增殖状

态 ， 肿 瘤 细 胞 增 殖 活 跃 转 移 能 力 也 会 明 显 增 强 ，

但Ki -67 和Tregs与乳腺癌关系的有关研究较少。

有研究者 [ 24]用免疫组化方法检测了原发性乳腺癌

组织中TGF-β1和Ki-67的表达，结果表明Ki-67表

达与TGF-β1表达有关。但TGF-β1除了Tregs可以

分泌以外，其它细胞也可以产生，因此TGF-β1不

能完全代替Tregs。因此本研究关注点之一是Tregs

浸 润 数 量 与 K i - 6 7 表 达 之 间 是 否 存 在 相 关 性 。 本

研究结果显示，Ki -67阳性≥14%组每个高倍视野

Foxp3 +Tregs细胞数高于Ki -67阳性<14%组，但差

异无统计学意义（P>0.05），表明Ki-67的表达高

低与Tregs数量多少无明显关系，提示癌细胞增殖

受Tregs影响不显著，推测其主要与癌细胞本身的

特 性 有 关 ， 只 要 癌 细 胞 没 有 被 免 疫 细 胞 杀 伤 ， 就

可以发生增殖，Ki-67表达越高增殖越活跃。

虽 然 T r e g s 与 癌 细 胞 增 殖 没 有 明 显 相 关 性 ，

但 T r e g s 与 淋 巴 结 转 移 密 切 相 关 ， 在 肿 瘤 免 疫



中国普通外科杂志 第 25 卷1606

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com

和 免 疫 逃 逸 中 发 挥 着 重 要 的 作 用 ， 去 除 或 减 少

F o x p 3 +T r e g s 细 胞 的 数 量 或 者 封 闭 T r e g s 、 降 低 其

活 性 或 抑 制 其 效 应 ， 可 在 一 定 程 度 上 激 活 机 体

抗 肿 瘤 活 性 ， 可 能 可 以 恢 复 机 体 的 免 疫 稳 态 ，

有 望 成 为 治 疗 乳 腺 癌 的 新 途 径 。 因 此 T r e g s 抑 制

剂 成 为 肿 瘤 的 免 疫 治 疗 的 新 手 段 [ 2 5 ] 。 一 些 与 细

胞 活 化 相 关 的 标 志 如 T 细 胞 免 疫 球 蛋 白 和 黏 蛋

白 结 构 域 3 （ T - c e l l  i m m u n o g l o b u l i n  a n d  m u c i n 

d o m a i n  p r o t e i n  3 ， T i m - 3 ） 、 诱 导 型 共 刺 激 分

子 （ i n d u c i b l e  c o s t i m u l a t o r ， I C O S ） 、 C D 3 9 、

C D 7 9 、 C C R 4 等 可 以 标 记 出 免 疫 抑 制 功 能 较 强 的

T r e g s ， 针 对 这 些 T r e g s 的 免 疫 调 节 治 疗 可 以 发 挥

最大的抗肿瘤作用 [17]。本研究仅局限于Tregs与淋

巴 结 转 移 、 癌 细 胞 增 殖 之 间 的 关 系 研 究 ， 尚 未 从

机制上对Foxp3 +Tregs如何促进淋巴结转移进行研

究 ， 此 课 题 有 待 于 笔 者 及 其 他 研 究 人 员 进 一 步 开

展 工 作 ， 希 望 为 高 效 安 全 的 乳 腺 癌 靶 向 治 疗 提 供

依据。
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