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早期肝癌患者细胞免疫功能、血清VEGF表达及
CTC微转移与术后复发的相关性*

陈 明,王旭林△,邢人伟,兰 勇,凌乙升

(台州学院医学院附属市立医院肝胆外科,浙江台州
 

318000)

  [摘要] 目的 探讨早期肝细胞癌(HCC)患者细胞免疫功能和血清血管内皮细胞生长因子(VEGF)表达

与术后转移复发的相关性。方法 选择2014年3月至2016年3月在该院诊断出Ⅰ~Ⅱ期HCC患者80例,患
者均经病理检查并确诊,采用开腹或腹腔镜根治术进行肝癌根治性切除,随访期至2018年3月,中位随访35个

月;根据随访有无复发情况分为无复发组(n=60)和复发组(n=20)。采用流式细胞术分别检测患者术前、术后

7
 

d的细胞免疫功能(CD4+、CD8+T淋巴细胞和CD4+/CD8+的比值);采用ELISA法检测两组患者术前、术后

7
 

d的血清VEGF水平;采用免疫磁性分离技术检测患者术前1
 

d和随访术后6个月的血清中循环肿瘤细胞

(CTC)的上皮细胞黏附分子(EpCAM)。分析并比较3项指标与术后有无复发的相关性。结果 两组患者术

后7
 

d的 CD4+ 和 CD4+/CD8+ 值均较术前升高,且无复发组[CD4+ (33.63±5.95)%,CD4+/CD8+ 比 值

116.49±29.84]明显高于复发组[CD4+(29.54±5.23)%,CD4+/CD8+ 比值103.35±25.56)],差异有统计学

意义(P<0.05)。两组患者术后7
 

d的血清VEGF水平均低于术前,且无复发组[(165.72±24.34)μmol/L]明

显低于复发组[(203.45±26.96)μmol/L],差异均有统计学意义(P<0.05)。随访无复发组的CTC-EpCAM
阳性率[(1.52±0.36)%]明显低于复发组[(8.69±2.54)%],差异有统计学意义(P<0.05)。结论 早期

HCC患者术后细胞免疫功能、血清VEGF水平及CTC微转移与术后有无复发密切相关。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

cellular
 

immune
 

function,serum
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

expression
 

and
 

circulating
 

tumor
 

cells
 

(CTC)
 

micrometastasis
 

with
 

post-
operative

 

metastasis
 

and
 

recurrence
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

early
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC).Methods A
 

total
 

of
 

80
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ
 

of
 

HCC
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

March
 

2014
 

to
 

March
 

2016
 

were
 

selected.
All

 

cases
 

were
 

definitely
 

diagnosed
 

by
 

the
 

pathologic
 

examination.The
 

laparotomy
 

or
 

laparoscopic
 

radical
 

op-
eration

 

was
 

adopted
 

in
 

all
 

cases.The
 

followed
 

up
 

period
 

lasted
 

until
 

March
 

2018
 

with
 

a
 

median
 

follow-up
 

dura-
tion

 

of
 

35.0
 

months.The
 

cellular
 

immune
 

function
 

(CD4+,CD8+
 

T
 

lymphocytes
 

and
 

CD4+/CD8+
 

ratio)
 

be-
fore

 

operation
 

and
 

on
 

postoperative
 

7
 

d
 

was
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

flow
 

cytometry;serum
 

VEGF
 

levels
 

be-
fore

 

operation
 

and
 

on
 

postoperative
 

7
 

d
 

were
 

detected
 

by
 

adopting
 

ELISA;the
 

the
 

epithelial
 

cell
 

adhesion
 

mol-
ecule

 

(EpCAM)
 

level
 

of
 

CTC
 

on
 

preoperative
 

1
 

d
 

and
 

in
 

6
 

months
 

of
 

postoperative
 

follow
 

up
 

was
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

immunomagnetic
 

separation
 

technique.Then
 

the
 

correlation
 

between
 

these
 

3
 

indicators
 

with
 

postoperative
 

recurrence
 

was
 

analyzed
 

and
 

compared.Results The
 

values
 

of
 

CD4+
 

and
 

CD4+/CD8+
 

on
 

postoper-
ative

 

7
 

d
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

increased
 

compared
 

with
 

that
 

before
 

operation,moreover
 

the
 

non-recurrence
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

recurrence
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

[(33.63±
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5.95)%,116.49±29.84,vs.
 

(29.54±5.23)%,103.35±25.56,P<0.05].The
 

serum
 

VEGF
 

level
 

on
 

postop-
erative

 

7
 

d
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

on
 

preoperative
 

7
 

d,moreover
 

the
 

non-recurrence
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

non-recurrence
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

[(165.72±
24.34)

 

μmol
 

/L
 

vs.
 

(203.45±26.96)
 

μmol/L,P<0.05].The
 

CTC-EpCAM
 

positive
 

rate
 

during
 

follow
 

up
 

in
 

the
 

non-recurrence
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

recurrence
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

sta-
tistically

 

significant
 

[(1.52±0.36)%
 

vs.
 

(8.69±2.54)%,P<0.05].Conclusion The
 

postoperative
 

cellular
 

immune
 

function,serum
 

VEGF
 

level
 

and
 

CTC
 

micrometastasis
 

have
 

the
 

close
 

correlation
 

with
 

postoperative
 

recurrence
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

early
 

HCC.
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words] carcinoma,hepatocellular;cellular
 

immune
 

function;vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor;ne-
oplastic

 

cells,circulating;neoplasm
 

recurrence

  肝细胞癌(HCC)是较常见的消化道恶性肿瘤,发
病率居全球恶性肿瘤第5位,病死率居第3位[1]。由

于早期无典型临床症状,且缺乏灵敏度和特异度较高

的分子标志物及准确性较高的筛查手段,往往患者确

诊时已处于中晚期,丧失了手术切除机会或术后效果

较差,长期生存预后不理想[2]。近期研究发现,机体

细胞免疫功能的减弱与HCC的发生、术后康复、复发

和生存率密切相关[3],其中 CD4+、CD8+ 和 CD4+/
CD8+T淋巴细胞的比值是评估细胞免疫功能的重要

指标[4]。肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移离不开营养供

应,血清血管内皮细胞生长因子(VEGF)表达是其中

一类十分重要的活性因子[5]。循环肿瘤细胞(CTC)
在HCC早期侵袭和转移中发挥重要作用。CTC阳

性与肿瘤临床分期一致性较好,且可预测复发和生存

预后。本研究旨在分析早期HCC术后机体细胞免疫

功能、血清VEGF表达及CTC微转移与临床预后早

期复发的关系,以为准确评估预后提供重要参考指标

和依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

  连续选择本院2014年3月至2016年3月收治的

Ⅰ~Ⅱ期 HCC患者共80例,本研究定义 HCC分期

采用肿瘤分期依据国际抗癌联盟(UICC)2017年修订

的第八版肝癌 TNM 分期标准,所选患者均纳入标

准。入选标准:(1)术前影像学或术后病理证实为

Ⅰ~Ⅱ期 HCC;(2)患者均采取癌根治性切除治疗;
(3)临床病例资料完善,患者取得知情同意权,并得到

本院医学理论委员会批准。排除标准:(1)患者术前

存在感染或伴随自身免疫性疾病;(2)5年内合并严重

基础疾病;(3)患者术后发生消化道出血,术后进行再

切除手术治疗及给予放化疗,术后服用其他免疫调节

药物;(4)不能排除影响该研究结果的因素等。术后

随访:随访时间截至2018年3月,中位时间35个月,
回访形式采用门诊或住院复查病理学检测确认。复

发的标准以医学影像学检查,如超声、CT、或 MRI等,
以及血清甲胎蛋白(AFP)升高(AFP≥20

 

ng/mL为

阳性)为主要依据。若诊断有疑问,则可通过肝动脉

造影或穿刺活检以确诊,单纯 AFP升高不作为复发

事件出现的标准[6]。收集、整理并统计术后24个月

患者的随访临床及病理学资料,包括性别、年龄、手术

方法及时间,肿瘤大小、数目、分期、包膜是否完整及

术后血清AFP水平等。随访期间无复发的60例为

无复发组,复发的20例 HCC患者为复发组。两组患

者的基线资料比较差异无统计学意义(P>0.05),见
表1。

表1  两组患者基线资料比较

项目
无复发组

(n=60)
复发组

(n=20)
t/χ2 P

性别(男/女,n) 38/22 13/7 0.251 0.617

年龄(x±s,岁) 56.52±7.75 55.84±7.39 0.169 0.785

开腹/腹腔镜(n) 27/33 8/12 0.152 0.696

分级(Ⅰ/Ⅱ,n) 24/36 6/14 0.056 0.813

瘤数(1/>1,n) 45/15 4/16 0.042 0.664

包膜(有/无,n) 40/20 12/8 0.233 0.415

BMI(x±s,kg/m2) 22.34±2.96 21.83±2.65 0.085 0.864

手术时间(x±s,min) 135.19±26.02 142.93±30.17 0.356 0.621

肿瘤直径(x±s,cm) 3.53±0.86 3.35±0.67 0.202 0.764

术后AFP(x±s,ng/mL) 6.52±0.91 24.58±2.16 0.039 0.485

1.2 方法

1.2.1 流式细胞学检测外周血T淋巴细胞亚群

  80例患者均于术前、术后7
 

d抽取清晨空腹外周

静脉血3~5
 

mL进行各项检测分析。样本采用肝素

钠抗凝血处理后,加入3
 

mL淋巴细胞分离液,室温离

心后移液枪小心吸取含有外周血单核细胞层,PBS洗

两次。调整细胞密度为107 个/mL,分别取100
 

μL与

CD4+和CD8+抗体混匀,同型抗体作为对照,置于冰

上避光孵育30
 

min,流式细胞仪上机检测患者术前和

术后7
 

d的CD4+、CD8+T淋巴细胞的水平,并计算
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表2  两组患者术前术后的细胞免疫功能比较(x±s)

组别 n
CD4+T淋巴细胞(%)

术前7
 

d 术后7
 

d

CD8+T淋巴细胞(%)

术前7
 

d 术后7
 

d

CD4+/CD8+

术前7
 

d 术后7
 

d

无复发组 60 23.48±3.29 33.63±5.95a 28.65±4.26 29.21±4.58 81.82±13.65 116.49±29.84a

复发组 20 25.62±3.36 29.54±5.23ab 29.87±4.58 28.73±4.45 86.32±16.79 103.35±25.56ab

  a:P<0.05,与同组术前7
 

d比较;b:P<0.05,与无复发组术后7
 

d比较。

出CD4+/CD8+ 比值。流式细胞仪购自美国BD公

司,淋巴细胞标记抗体购自美国BioLegend公司。

1.2.2 ELISA检测血清中VEGF水平

  所有分 离 出 的 血 清 样 本 采 用 ELISA 法 检 测

VEGF的表达水平。ELISA试剂盒购自美国 R&D
公司,按照使用说明书进行操作,每组样品做3个复

孔,计算并分析两组术前和术后血清VEGF的变化。

1.2.3 肝癌CTC的检测

  肿瘤患者血清的CTC阳性率在早期肿瘤复发转

移的预后检测判断中具有重要意义,可用于临床预后

判断的 随 访 监 测。上 皮 细 胞 黏 附 分 子(EpCAM)

CD326是目前公认的灵敏度和特异度都很高的CTC
诊断标记物。本研究采用Cell

 

Search系统(购自美国

Veridex公司)检测并分析两组患者术前1
 

d和术后

随访6个月的CTC比例。收集两组患者术前、术后

的血液样本,使用EpCAM抗体磁珠(购自美国Santa
 

Cruz公司)对上皮细胞进行富集、固定处理,使用PE
标记的CK8、CK18、CK19抗体和肿瘤抑制基因APC
标记的CD45抗体对样本细胞进行染色(抗体购自美

国Sigma公司),4',6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)核
染后,通过半自动四色荧光显微镜(购自日本 Olym-
pus公司)进行分析,检测出CK阳性、CD45阴性的上

皮细胞,即为CTC;随后采用免疫磁性分离技术标记

外周血中CTC的EpCAM(CTC-EpCAM)。

1.2.4 观察指标

  随访截止后,分析比较HCC患者术前、术后的外

周血淋巴细胞CD4+、CD8+T淋巴细胞水平变化及

CD4+/CD8+的比值,血清中VEGF的水平及CTC检

出阳性率。进一步判断这些指标与术后有无复发的

相关性和灵敏度,评估细胞免疫功能、血清VEGF及

CTC微转移对于预测患者术后复发转移的能力。

1.3 统计学处理

  采用SPSS20.0软件进行统计分析,计量资料以

x±s表示,组间比较采用独立样本t检验,组内比较

采用配对t检验;计数资料以率表示,组间比较采用

χ2 检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组患者术前术后的细胞免疫功能比较

  两组患者术后7
 

d的CD4+T淋巴细胞占淋巴细

胞总数的比例及CD4+/CD8+ 比值均较术前7
 

d升

高,且无复发组的免疫功能明显优于复发组,差异有

统计学意义(P<0.05),见表2。

2.2 两组患者术前术后VEGF水平比较

  两组患者术后7
 

d的VEGF水平均较术前降低,
且无复发组明显低于复发组,差异均有统计学意义

(P<0.05),见表3。
表3  两组患者术前术后VEGF水平比较(x±s,μmol/L)

组别 n 术前7
 

d 术后7
 

d

无复发组 60 256.34±32.75 165.72±24.34ab

复发组 20 284.56±35.62 203.45±26.96a

  a:P<0.05,与同组术前7
 

d比较;b:P<0.05,与复发组术后7
 

d
比较。

2.3 两组患者术后CTC-EpCAM阳性率比较

  与术后1
 

d比较,随访6个月时两组患者CTC-
EpCAM的阳性率明显升高(P<0.05);且随访6个

月时无复发组CTC-EpCAM 的阳性率明显低于复发

组,差异有统计学意义(P<0.05),见表4。
表4  两组患者术后随访CTC阳性率比较(x±s,%)

组别 n 术后1
 

d 随访6个月

无复发组 60 0.04±0.01 1.52±0.36ab

复发组 20 0.05±0.01 8.69±2.54a

  a:P<0.05,与同组术后1
 

d比较;b:P<0.05,与复发组随访6个

月比较。

3 讨  论

3.1 肝癌患者术后复发的现状分析

  对于HCC患者而言,目前手术切除仍是首选的

基础治疗方法[7]。HCC术后具有较高的复发转移

率,肿瘤的复发和转移是影响患者长期生存与生活质

量的重要不利因素[8]。因此,HCC术后复发的影响

因素是近年来研究重点。既往研究表明主要影响因

素包括手术因素、临床病理因素及相关分子标记物

等,本研究以分子标记物检测指标为主。选择较高灵

敏度和特异度的检测指标,不仅是评估肿瘤复发风险

的关键,同时有利于医师及时采取有效的治疗措施,
对提高患者临床预后具有十分重要的价值。但既往
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研究多关注单一指标,未能充分研究多项分子标记物

检测指标联用对于 HCC复发的预测效果。因此,本
研究充分筛选可能指标,分析细胞免疫功能、血清

VEGF表达及CTC微转移等主要因素与术后复发的

相关性,以期取得全面、准确的预测效果。

3.2 细胞免疫功能与术后复发的相关性

  莫世发等[9]研究表明,细胞免疫功能低下是肝癌

患者难以治愈、复发转移的重要因素。T淋巴细胞在

抗肿瘤免疫中发挥重要作 用,其 中 CD4+、CD25+

Treg细胞是最重要的免疫抑制细胞,几乎抑制所有先

天和继发性的免疫反应,有免疫缺失和免疫抑制两大

特征[10]。CD4+/CD8+比值能够反映细胞免疫平衡,
提示机体的调节能力。临床研究表明,手术和麻醉应

激往往可降低机体的免疫功能,术后疼痛是细胞免疫

功能持续低下的重要不利因素[11]。
在本 研 究 中,两 组 患 者 术 后 7

 

d的 CD4+ 和

CD4+/CD8+比值均较前升高,而无复发组明显高于

复发组(P<0.05),复发组患者的免疫抑制低于无复

发组,提示不良的临床预后。因此监测患者术后细胞

免疫功能,尤其以CD4+T淋巴细胞为主,对发挥肿瘤

细胞的免疫监视和清理功能提供了重要参考价值。

3.3 血清VEGF表达与术后复发的相关性

  肿瘤的生长发育过程需要足够的血液供应,因此

血管的生长可能是术后肿瘤复发的重要影响因素。
血清VEGF是当前作用最强、特异度最好的促血管生

长因子,其表达可能引发肿瘤侵袭,是众多恶性肿瘤

的共有诱发因子。目前,HCC复发与 VEGF的相关

性研究并不明确,多项研究证实,VEGF是促进肿瘤

细胞恶 性 增 殖、分 化、侵 袭 和 转 移 的 强 效 活 性 因

子[12-13]。但国内外也有研究表明,HCC的预后可能

与VEGF的水平无关。
本研究表明,两组患者术后7

 

d的VEGF水平均

较术前降低(P<0.05),无复发组的降低程度明显低

于复发组(P<0.05),提示术前与术后VEGF水平与

临床预后有无复发密切相关。血清 VEGF水平与

HCC复发具有相关性。因此,定期检测术后血清

VEGF水平在抑制肿瘤早期增殖及复发转移中可发

挥一定作用。

3.4 CTC微转移与术后复发的相关性

  CTC也称“播撒肿瘤细胞”,陈洪等[14]研究指出,

CTC与肿瘤干细胞的表达水平具有密切联系。门静

脉肝癌CTC是门静脉癌栓形成的重要前提。肝癌术

后原位复发是由于血液中存活的CTC重新返回原位

组织所导致,此外CTC还可促进新生血管和基质形

成[15]。由于CTC在血液中的水平极其微量,需要极

其敏感的检测手段。目前免疫磁珠分离技术可将

CTC从外周血中分离出来,设备要求不高,方法简便,

且分离效率较高[16-17]。
本研究结果表明,随访6个月的复发组CTC-Ep-

CAM阳性检出率明显高于无复发组,提示存在不良

的预后。早期监测术后的CTC水平及转移,可为提

高手术效果、降低复发、改善患者生存期提供理论支

持,具有积极的临床价值。
综上所述,早期HCC患者术后的细胞免疫功能、

血清VEGF水平和CTC微转移与随访有无复发密切

相关。本研究联合肝癌术后肿瘤早期转移、机体免疫

功能和血清VEGF表达等指标,不仅可提高评估术后

有无复发的灵敏度,同时也可及时进行阻断和临床干

预,可为改善肿瘤术后复发转移情况的发生提供新思

路。然而,由于研究存在样本量较小,随访时间较短

等不足,还需要进一步研究确证。
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