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ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞在肝癌微环境中的
分布状况与局部免疫状态的关系

陈中１，倪家连１，刘鲁岳１，晏建军２，黄亮２，严以群２

（１．济南军区总医院 肝胆外科，山东 济南 ２５００３１；２．东方肝胆外科医院 肝外一科，上海 ２００４３８）

　　摘要：笔者对 ５２例肝癌组织和癌旁组织用 ＣＤ４和 ＣＤ２５双重酶标免疫组化染色标记 Ｔｒｅｇ和
ＣＤ４＋Ｔ细胞，对 ２０例肝癌组织和癌旁组织用 ＣＤ８ＥｎＶｉｓｉｏｎ法染色标记 ＣＤ８＋Ｔ细胞，光镜下计数阳性

细胞，对癌组织中 Ｔｒｅｇ细胞和 ＣＤ４＋Ｔ，ＣＤ８＋Ｔ及 ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ值进行相关性分析，并用正常肝组织

作对照。结果示 ８例正常肝组织中未发现 Ｔｒｅｇ细胞。５２例肝癌、癌旁组织中 Ｔｒｅｇ细胞单个高倍视野

平均数分别为 ７．６３０８±２．８３６８和 ５．１６５４±１．６７１８（Ｐ＝０．０００）；肝癌中 Ｔｒｅｇ细胞数目与肿瘤大小、

有无子灶、有无癌栓及肿瘤临床病理分期有关，组间差异有显著性（Ｐ＜０．０５），而与患者年龄、性别、

有无肝硬化、术前 ＡＦＰ浓度、肿瘤有无包膜及肿瘤 Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级无明显关系（均 Ｐ＞０．０５）；肝癌中

Ｔｒｅｇ细胞数量与其浸润性 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞的数量以及 ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ值呈显著负相关（ｒ＝－０．５３９，

Ｐ＝０．０１４；ｒ＝－０．５４５，Ｐ＝０．０００），而与浸润性 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的数量分布无关（ｒ＝－０．４０３

Ｐ＝０．０７８）。提示肝癌微环境中的 Ｔｒｅｇ细胞可能通过抑制肿瘤局部免疫，使肿瘤细胞逃避免疫监视，促

进肿瘤的进展以及侵袭或转移；肝癌组织中的 Ｔｒｅｇ细胞数量可能作为判断肝细胞癌预后的指标之一。
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　　肝癌患者免疫功能低下，特别是局部免疫微

环境异常，导致机体免疫防御反应不能有效地进

行是肝癌产生免疫逃逸、容易转移复发的重要因

素。虽然肝癌免疫研究已取得了一定进展，但对

肝癌细胞是如何诱导免疫耐受并逃避免疫监视的

确切机制尚未充分了解。Ｔｒｅｇ细胞是 ＣＤ４＋Ｔ细

胞的一个重要亚群，在调节肿瘤免疫方面发挥重

要作用。因此，其数量或功能的变化，都有可能

影响肝癌微环境的免疫功能，从而影响肝癌进

展、预后及转归。本实验通过双重酶标免疫组化

的方法，检测肝癌、癌旁组织及正常肝脏组织中

Ｔｒｅｇ细胞，分析肝癌微环境中 Ｔｒｅｇ细胞分布与其

浸润性 ＣＤ４＋Ｔ和 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的数量以及

ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ值的变化，借以阐明 Ｔｒｅｇ细胞的

数量与肝癌局部免微环境免疫状态的关系。

　　收稿日期：２００７－０１－１４；　修订日期：２００７－０６－２９。

　　作者简介：陈中，男，安徽桐城人，济南军区总医院主治医师，

主要从事肝癌的基础与临床方面的研究。

　　通讯作者：陈中　Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｎｇｃｈｅｎ０１＠１６３．ｃｏｍ

１　资料与方法

１．１　一般资料
收集东方肝胆外科医院２００４年１２月—２００５

年 ５月手术患者经病理学检查证实为肝细胞癌标
本 ５２例（包括肝癌组织以及癌旁组织）。癌旁组
织取材时为距癌结节边缘 ２ｃｍ以外肝组织；避开
坏死区。患者术前均未接受任何化疗及其他治

疗。男 ４２例，女 １０例，年 龄 ２９～７１（平 均
４９．２）岁。１４例有血管癌栓（包括肉眼及镜下癌
栓），１９例肝内有子灶，２７例有完整包膜，２５例
包膜不完整或无包膜；小肝癌（≤５ｃｍ）２５例，大
肝癌 （＞５ｃｍ）２７例；术 前 甲 胎 蛋 白 阳 性
（＞２０μｇ／Ｌ）３８例，阴性 １４例；伴有肝硬化２５例，
无肝硬化 ２７例。ＨＣＣ的 Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级：Ⅰ级及
Ⅱ级 ９例，Ⅲ级及Ⅳ级 ４３例。按国际 ＴＮＭ分期：
Ⅰ期 １８例，Ⅱ期 ２２例，Ⅲ期 １２例。正常肝组织
组：８例，取自肝血管瘤、肝囊肿的周围正常肝组
织；男３例，女５例，年龄２７～５７（平均４２．４）岁。
所有对象均无糖尿病、类风湿、甲状腺功能亢进

等自身免疫性疾病史以及免疫治疗史。
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１．２　检测项目
对５２例肝癌组织和癌旁组织用 ＣＤ４和 ＣＤ２５

双重酶标免疫组化染色标记 Ｔｒｅｇ和 ＣＤ４＋Ｔ细胞，
对２０例肝癌组织和癌旁组织用 ＣＤ８ＥｎＶｉｓｉｏｎ法染
色标记 ＣＤ８＋Ｔ细胞，光镜下计数阳性细胞，对癌
组织中 Ｔｒｅｇ细胞和 ＣＤ４＋Ｔ，ＣＤ８＋Ｔ及 ＣＤ４＋Ｔ／
ＣＤ８＋Ｔ值进行相关性分析，并用正常肝组织作对
照。

１．３　主要试剂
小鼠抗人 ＣＤ４单克隆抗体 （ＤＡＫＯ公司生

产），使用时稀释为 １∶１００；小鼠抗人 ＣＤ２５单克
隆抗体（ＤＡＫＯ公司生产），使用时稀释为 １∶２００；
即用型羊抗小鼠辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的
ＥｎＶｉｓｉｏｎ二抗（ＤＡＫＯ公司生产），生物素化羊抗
兔免疫球蛋白 Ｇ和链酶亲合素标记的碱性磷酸
酶，使用时稀释为 １∶２００（Ｚｙｍｅｄ公司生产）；小
鼠抗人 ＣＤ８单克隆抗体（ＤＡＫＯ公司生产），使用
时稀释为 １∶１００。
１．４　实验方法
１．４．１　双重免疫组化步骤　所有标本经 １０％
福尔马林液固定，常规石蜡包埋，连续切取 ４μｍ
厚的切片。石蜡切片常规脱蜡至水，磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）洗３ｍｉｎ×３次；抗原修复９８℃ ２０ｍｉｎ，室
温中冷却 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次；０．３％Ｈ２Ｏ２
室温 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次；ＣＤ４（Ｍ）１∶１００
４℃过夜，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；ＥｎＶｓｉｏｎ（Ｍ）ＨＲＰ试
剂 ３７℃３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；０．０４％ＤＡＢ－
０．０３％Ｈ２Ｏ２显色 ８ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次；２０％
蛋清孵育抑制内源性生物素，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次；
ＣＤ２５（Ｍ）１∶２００３７℃ ２ｈ，ＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次；生
物素化羊抗兔 ＩｇＧ１∶２００３７℃ ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
３ｍｉｎ×３次；ＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＡＫＰ１∶２００３７℃ ３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次；０．０２ｍｏｌ／ＬｐＨ９．０ＴＢＳ洗
２０ｍｉｎ；ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色 ３０～１２０ｍｉｎ；蒸馏水洗
５ｍｉｎ；核固红衬染 ５ｍｉｎ，水洗；常规树胶封片。
ＥｎＶｉｓｉｏｎ法标记 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞步骤；石蜡切片
常规脱蜡至水，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次；０．３％Ｈ２Ｏ２抑
制内源性过氧化物酶 ２０ｍｉｎ，室温；ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×
３次；ＰＢＳＴｒｉｔｏｎ×１００洗 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×
３次；滴 加 适 当 稀 释 一 抗 湿 盒 中 ４℃ 过 夜，
３７℃ １ｈ；ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次；ＥｎＶｉｓｉｏｎ试剂 ３７℃
３０ｍｉｎ；ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次；ＤＡＢ显色 ８～１２ｍｉｎ；
苏木素衬染色，热水蓝化；吹干后，树脂封片。

１．４．２　免疫组化结果判定　Ｔｒｅｇ细胞阳性标
准：细胞形态完整，结构清晰，棕黄色和紫蓝色颗

粒特异性同时定位于胞浆和胞膜上（棕褐色颗

粒）。ＣＤ４＋Ｔ和 ＣＤ８＋Ｔ细胞阳性标准：形态完
整，结构清晰，棕黄色阳性颗粒特异性定位于胞

浆和胞膜上，采用盲法进行观察先在低倍镜下观

察整张切片，随机选择 ５个高倍视野（４００×）计
数阳性细胞，求其平均值。

１．５　统计学处理
对 Ｔｒｅｇ细胞的分组计量结果以均数 ±标准差

（ｘ±ｓ）表示。应用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件以非参数
检验方法 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＴ法对数据进行检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异有
极显著性。

２　结　果

２．１　Ｔｒｅｇ细胞的分布特征
８例正常肝组织中未发现 Ｔｒｅｇ细胞；Ｔｒｅｇ细

胞在肝癌组织的分布显著高于（Ｐ＜０．００１）。癌
旁组织 Ｔｒｅｇ细胞在癌组织的分布状态与肿瘤大
小、血管癌栓癌周灶，ＴＮＭ分期有关（表 １）。

表１　Ｔｒｅｇ细胞的分布与常用临床指标的关系

分组 例数 ｘ±ｓ Ｐ值 分组 例数 ｘ±ｓ Ｐ值
组织 血管癌栓

　ＨＣＣ

　癌旁

５２

５２

７．６３０８±２．８３６８

５．１６５４±１．６７１８
０．０００

　有

　无

１４

３８

８．１１４３±２．４４８７

７．４５２６±１．８７９４
０．０１４

性别 癌周子灶

　男

　女

４２

１０

７．７１４３±１．８４０６

７．２８００±２．７６１３
０．０８６

　有

　无

１９

３３

８．２２１１±２．４５１６

７．２９０９±１．８２１７
０．０００

年龄（岁） 术前ＡＦＰ浓度（ｎｇ／ｍＬ）
　＞６０

　≤６０

９

４３

７．７１１１±２．４９１０

７．６１４０±１．８９５９
０．９８１

　≥２０

　＜２０

３８

１４

７．６１０５±１．８６８６

７．６８５７±２．７７１５
０．９０９

肿瘤大小（ｃｍ） Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级
　＞５

　≤５

２７

２５

８．０８１５±１．５１２２

７．１４４０±１．８５３５
０．０００

　Ⅰ，Ⅱ
　Ⅲ，Ⅳ

９

４３

７．２４４４±１．７１９６

７．７１１６±２．８４４４
０．０９１

包膜
ＴＮＭ分期　有

　无

２７

２５

７．４５１９±２．７２４５

７．８２４０±１．９１９０
０．０５６

　Ⅰ
　Ⅱ
　Ⅲ

１８

２２

１２

６．７３３３±１．５９８０

７．８８１８±２．４１７１

８．５１６７±２．２４８０

０．０００肝硬化

　有

　无

２５

２７

７．７５２０±１．８４７１

７．５１８５±２．８２７０
０．２９０

１９６
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２．２　ＨＣＣ中 Ｔｒｅｇ的分布与肿瘤浸润性 Ｔ淋巴
细胞分布的相关性

ＨＣＣ中 Ｔｒｅｇ细胞数量与肿瘤浸润性 ＣＤ４＋Ｔ
淋巴细胞数量以及 ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ值呈显著负相
关，而与肿瘤浸润性 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞数量无明显
相关性（表 ２）。

表２　ＨＣＣ中Ｔｒｅｇ分布与肿瘤浸润性 Ｔ淋巴细胞分布的相
关性

Ｔｒｅｇ细胞 ＣＤ４＋Ｔ ＣＤ８＋Ｔ ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ值
ｒ －０．５３９ －０．４０３ －０．５４５
Ｐ值 ０．０１４ ０．０７８ ０．０００

３　讨　论

研究发现，某些乳腺癌、肺癌、卵巢癌、胆囊

癌、胰腺癌、结肠癌等恶性肿瘤患者外周血 Ｔｒｅｇ
细胞数量明显增多，且其增多的程度与肿瘤的分

期和病程相关［１－４］。Ｌｉｙａｎａｇｅ等［２］对胰腺癌和乳

腺癌研究发现，Ｔｒｅｇ细胞数量在肿瘤局部显著增
多。最近 Ｏｒｍａｎｄｙ等［５］报道，肝癌患者外周血 Ｔｒｅｇ
细胞数量明显增多。本研究发现，正常肝组织中

无 Ｔｒｅｇ细胞浸润，而在肝癌微环境中 Ｔｒｅｇ细胞数
量较癌旁组织增多，差异有显著意义；同时随着

肿瘤临床分期的进展，Ｔｒｅｇ数量增多，差异有统
计学意义。因此推测 ＨＣＣ组织中浸润 Ｔｒｅｇ数量
可作为 ＨＣＣ患者预后的指标之一。同时显示，侵
袭性高或有转移的 ＨＣＣ组 Ｔｒｅｇ细胞数高于侵袭
性低或无转移组，差异有统计学意义。Ｔｒｅｇ细胞
数量增多与原发性肝癌的侵袭转移呈正相关，提

示 Ｔｒｅｇ细胞可以作为 ＨＣＣ侵袭转移的一个指标，
可能是 Ｔｒｅｇ细胞对肝癌的侵袭转移有促进作用。
实验及临床研究证实原发性肝癌患者免疫功能

低下［６］，肿瘤患者或模型动物均有继发性的免疫

缺陷，且随着肿瘤的生长，机体免疫功能进一步

下降。肿瘤发生的早期，机体并无全身性的免疫

功能低，而仅表现为肿瘤抗原的耐受；至肿瘤的

晚期，才表现出全身性的免疫功能受抑［７］。本实

验显示，小肝癌组织中 Ｔｒｅｇ细胞的数量明显少于
大肝癌者，差异有统计学意义。这可能是肿瘤晚

期，免疫细胞受到抑制的缘故。可以推测，Ｔｒｅｇ
细胞数量的增多可能是肝癌侵袭转移性升高的

因素之一。表明 Ｔｒｅｇ细胞在肝癌的局部免疫中
取负向免疫调节作用，支持 Ｔｒｅｇ细胞对肝癌的侵
袭转移具有促进作用。

由于 Ｔｒｅｇ细胞的特殊作用，其数量在局部组
织中的增多，提示机体局部免疫功能受损，而且

随着肿瘤的浸润和转移而迅速增加。证明在恶

性肿瘤进展过程中，其对机体免疫系统功能造成

持续性损害。因而在以细胞免疫为主的肿瘤免

疫中，Ｔｒｅｇ处于关键环节；它在肿瘤组织中的浸

润程度代表了机体肿瘤免疫抑制反应的一个方

面，在免疫调节中起重要作用。决定免疫反应的

最终走向是激活免疫还是诱导耐受。本实验研

究发现，肝癌组织中 Ｔｒｅｇ细胞数量与 ＣＤ４＋Ｔ细
胞数量以及 ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ的值呈显著负相关，
而与 ＣＤ８＋Ｔ细胞数量无明显相关性。提示 ＨＣＣ
组织中 Ｔｒｅｇ细胞可能通过抑制 ＣＤ４＋Ｔ细胞的增
殖，导致 Ｔ淋巴细胞亚群之间的平衡被破坏。众
所周知，ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ值在机体免疫反应及免
疫调节中具有重要作用，其变化反映出机体免疫

状态的变化，肿瘤组织和癌旁组织的肿瘤浸润淋

巴细胞中该比值的下降表明愈接近肿瘤部位细

胞免疫受抑制愈明显。因此笔者认为，ＨＣＣ局部
Ｔｒｅｇ细胞与 ＴＩＬ的这种分布特征改变了组织局部
免疫微环境，免疫抑制逐渐加重，免疫监视功能

减弱，有利于肿瘤细胞增殖。

近年来，肿瘤的免疫治疗包括肿瘤疫苗以及

肿瘤浸润淋巴细胞过继免疫治疗已经过大量试

验［８］，但其对抗肿瘤作用是有限的。Ｔｒｅｇ细胞尤
其是肿瘤微环境中数目增多是肿瘤免疫治疗亟

待解决的问题之一。研究表明，通过除去机体

Ｔｒｅｇ细胞可以提高肿瘤疫苗的抗瘤效应［９］；进一

步了解 Ｔｒｅｇ细胞调节机制或控制 Ｔｒｅｇ细胞增殖
的方法可以设计更有效的抗肿瘤免疫疗法。
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