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  [摘要] 目的 探讨CD8+程序性细胞死亡受体1(PD-1)+
 

T细胞在胃癌患者外周血中的表型、功能及其

与临床分期的相关性。方法 收集2019年7月至2020年1月陆军军医大学第一附属医院普外科31例胃癌患

者的外周血,采用流式细胞术检测CD8+PD-1+
 

T细胞的比例及其免疫学表型和功能,分析CD8+PD-1+
 

T细

胞的比例与胃癌患者临床分期的相关性,另选31例体检健康者外周血作为对照组。结果 与对照组比较,胃

癌患者外周血中CD8+PD-1+
 

T细胞的比例明显增加,差异有统计学意义(7.39%
 

vs.14.67%,P<0.01);与胃

癌患者自身外周血中CD8+PD-1-
 

T细胞比较,CD8+PD-1+
 

T细胞主要属于中心/效应记忆型细胞(CD45RA-

CD27+/-),且低表达效应性细胞因子干扰素-γ(INF-γ)和肿瘤坏死因子α(TNF-α),二者比较差异有统计学意

义(42.24%
 

vs.35.64%和28.92%
 

vs.22.45%,P<0.01);与早期胃癌患者比较,晚期胃癌患者外周血中的

CD8+PD-1+
 

T细胞比例明显增加(11.77%
 

vs.17.05%,P<0.01)。结论 外周血中CD8+PD-1+
 

T细胞应答

与胃癌分期密切相关。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

phenotype,function
 

of
 

peripheral
 

blood
 

CD8+PD-1+
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

(GC)
 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

the
 

clinical
 

stage.Methods The
 

peripheral
 

blood
 

of
 

31
 

patients
 

with
 

GC
 

in
 

the
 

general
 

surgery
 

department
 

of
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Army
 

Military
 

Medical
 

University
 

from
 

July
 

2019
 

to
 

January
 

2020
 

was
 

collected.The
 

proportion,immunological
 

phenotype
 

and
 

function
 

of
 

CD8+PD-1+
 

T
 

cells
 

were
 

analyzed
 

by
 

adopting
 

the
 

flow
 

cytometry.The
 

correlation
 

between
 

the
 

proportion
 

of
 

CD8+PD-1+
 

T
 

cells
 

and
 

the
 

clinical
 

stage
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

GC
 

was
 

analyzed.The
 

periph-
eral

 

blood
 

from
 

31
 

subjects
 

undergoing
 

physical
 

examination
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Results Com-
pared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

proportion
 

of
 

peripheral
 

blood
 

CD8+PD-1+
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

GC
 

was
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(7.39%
 

vs.14.67%,P<0.01);
compared

 

with
 

peripheral
 

blood
 

CD8+PD-1+
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

GC,the
 

CD8+PD-1+
 

T
 

cells
 

mainly
 

belonged
 

to
 

central/effector
 

memory
 

cells
 

(CD45RA-CD27+/-),but
 

showed
 

the
 

low
 

expression
 

of
 

effector
 

cy-
tokine

 

INF-γ
 

and
 

TNF-α
 

(42.24%
 

vs.35.64%
 

and
 

28.92%
 

vs.22.45%,P<0.01);compared
 

with
 

the
 

early
 

gastric
 

cancer
 

patients,the
 

proportion
 

of
 

CD8+PD-1+
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

advanced
 

stage
 

of
 

gastric
 

cancer
 

was
 

significantly
 

increased
 

(11.77%
 

vs.17.05%,P<0.01).Conclusion The
 

response
 

of
 

peripheral
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blood
 

CD8+PD-1+
 

T
 

cells
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

GC
 

stage.
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  胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一,其发病率和

病死率均位居前列,严重威胁着我国人民的健康[1-2]。
胃癌的病因复杂,具体的发病机制尚未完全阐明。有

研究显示,基因、环境、免疫等多种因素共同参与胃癌

的进程[3],其中免疫因素,特别是CD8+
 

T细胞介导

的抗肿瘤功能失调是导致胃癌发生、发展的关键[4]。
近年来,研究发现CD8+

 

T细胞抗肿瘤功能的失调与

程序性细胞死亡受体1(PD-1)过表达密切相关[5]。目

前,PD-1已被公认为是CD8+
 

T细胞抗肿瘤功能失调

的标志物,临床已有多个靶向PD-1的单克隆抗体用

于肿瘤患者的治疗并取得了良好的疗效[6]。在胃癌

中,已有文献报道CD8+PD-1+
 

T细胞在肿瘤组织中

的浸润明显增加,且其增加的水平与患者的疾病进展

成正相关[7]。然而,这群细胞在胃癌患者外周血中介

导的系统性免疫应答及其功能调控仍不清楚。因此,
为了阐明CD8+PD-1+

 

T细胞在胃癌患者外周血中的

应答特征及其临床意义,本研究拟通过收集胃癌患者

的外周血,分析CD8+PD-1+
 

T细胞的应答水平、免疫

表型及功能,并评价其与患者疾病进展的关系。
1 资料和方法

1.1 一般资料

收集陆军军医大学第一附属医院普外科2019年

7月到2020年1月经病理组织学确认、临床资料保存

完整的31例术前未经药物或其他方法治疗的胃癌患

者外周血(胃癌组),入组的患者根据国际抗癌联盟第

8版恶性肿瘤TNM 分期标准进行分组,其中Ⅰ~Ⅱ
期14例,Ⅲ~Ⅳ期17例;男21例,女10例;年龄

28~71岁,平均54.30岁;同时收集31例体检健康者

的外周血作为对照组,男20例,女11例;年龄25~70
岁,平均52.10岁。两组受试者均对研究方案知情同
意,且性别、年龄比较差异无统计学意义(P>0.05),
本研究遵循的程序符合伦理学标准并经陆军军医大

学伦理委员会审批批准。根据肿瘤的TNM 分期,将
胃癌患者分为早期(Ⅰ+Ⅱ期)和晚期(Ⅲ+Ⅳ期)两
组,并比较早、晚期及不同性别、年龄(<55、>55岁)
胃癌患者CD8+PD-1+

 

T细胞的水平。
1.2 方法

1.2.1 检测试剂及仪器

(1)试剂:抗原递呈细胞(APC)-Cy7标记的抗人

CD3抗体、高尔基体蛋白转运抑制剂(Golgistop)和细
胞固定通透剂购自美国BD公司,PerCP/Cy5.5标记

的抗人CD8抗体、异硫氰酸荧光素(FITC)标记的抗

人CD45RA抗体、APC标记的抗人PD-1抗体、藻红

蛋白(PE)-E-Cy7标记的抗人CD27抗体、PE标记的

抗人肿瘤坏死因子α(TNF-α)抗体、FITC标记的抗人

干扰素-γ(IFN-γ)抗体均购自美国Biolegend公司,
0.01

 

mol/L的磷酸盐缓冲液(PBS)、RPMI
 

1640培养

基和胎牛血清购自美国Hyclone公司,淋巴细胞刺激剂

氟波醇乙酯(PMA)和离子霉素购自美国Abcam公司。
(2)仪器:FACS

 

Canto
 

Ⅱ
 

流式细胞仪购自美国BD公司、
HF240恒温培养箱、生物安全柜均购自力康生物。
1.2.2 细胞刺激

采集两组对象的外周血2
 

mL到肝素抗凝管中并

尽快运回实验室,其中,1
 

mL全血细胞直接用于流式

细胞染色分析;1
 

mL全血细胞进行体外刺激,细胞稀

释与刺激参照GODOY-RAMIREZ等[8]的方法进行:
外周血按照1∶9的体积比稀释至含10%胎牛血清的

1640培养基中,然后以每孔1
 

mL的体积加入至24
孔细胞培养板,同时向培养孔中加入PMA

 

300
 

ng、离
子霉素1

 

μg和Golgistop
 

0.7
 

μL进行刺激活化,5
 

h
后,收集细胞进行流式细胞染色分析。
1.2.3 流式细胞术染色及检测

未刺激的全血细胞直接加入APC-Cy7标记的抗

人CD3抗体、PerCP/Cy5.5标记的抗人CD8抗体、
FITC标记的抗人 CD45RA 抗体、APC标记的抗人

PD-1抗体、PE-Cy7标记的抗人CD27抗体避光染色

30
 

min,PBS洗涤后利用BD流式细胞仪进行检测,然
后分析每个个体CD8+PD-1+T细胞占CD3+CD8+T
细胞的比例,同时将 CD8+T细胞被分为PD-1+ 和

PD-1-两个细胞群,并进一步分析这两群细胞表达

CD45RA和 CD27 的 情 况;刺 激 的 全 血 细 胞 加 入

APC-Cy7标记的抗人CD3抗体、PerCP/Cy5.5标记
的抗人CD8抗体和APC标记的抗人PD-1抗体避光

染色30
 

min,经PBS清洗2次后加入固定通透剂孵育

20
 

min,离心后加入PE标记的抗人 TNF-α抗体和

FITC标记的抗人IFN-γ抗体继续染色30
 

min,经
PBS洗涤后,利用BD流式细胞仪进行检测,然后用

Flowjo分析软件对数据进行分析。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism
 

5软件进行数据处理和统
计学分析,计量资料用x±s表示,组间比较采用独立

样本t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组对象外周血中CD8+PD-1+
 

T细胞比较

流式细胞染色检测结果显示,胃癌患者外周血中

CD8+PD-1+
 

T细胞的比例明显高于对照组,两组比

较差 异 有 统 计 学 意 义(14.67%
 

vs.7.39%,P <
0.01),见图1。
2.2 胃癌患者外周血CD8+PD-1+与CD8+PD-1-

 

T
细胞的表型分析

CD8+PD-1+
 

T细胞主要属于中心/效应记忆型

细胞(CD45RA-CD27+/-),与CD8+PD-1-
 

T细胞比

较,CD8+PD-1+
 

T细胞中CD45RA+CD27+ 亚群及

CD45RA+CD27-亚群的比例明显下降(6.92%
 

vs.
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2.82%、35.16
 

vs.9.15%,P <0.05),CD45RA-

CD27+亚群的比例明显增加(8.81%
 

vs.34.16%,P
<0.05),但CD8+PD-1-

 

T细胞与CD8+PD-1+
 

T细

胞中CD45RA-CD27-亚群的比例比较,差异无统计学

意义(51.45%
 

vs.55.28%,P>0.05),见图2。
2.3 胃癌患者外周血CD8+PD-1+

 

T细胞中IFN-γ
及TNF-α表达水平

流式细胞染色检测结果显示,CD8+PD-1+
 

T细

胞表达的IFN-γ水平明显低于CD8+PD-1-
 

T细胞
(35.64%

 

vs.42.24%,P<0.01);与CD8+PD-1-
 

T

细胞比较,表达TNF-α的CD8+PD-1+
 

T细胞比例也

明显下降,二者比较差异有统计学意义(28.92%
 

vs.
22.45%,P<0.01),见图3。
2.4 胃癌患者外周血CD8+PD-1+

 

T细胞与疾病进

展的相关性分析

晚期胃癌患者外周血中CD8+PD-1+
 

T细胞比例

明显高于早期患者(17.05%
 

vs.11.77%,P<0.01);
CD8+PD-1+

 

T细胞水平在不同性别、年龄间比较,差
异无统计学意义(13.62%

 

vs.15.17%、13.86%
 

vs.
15.42%,P>0.05),见图4。

  a:P<0.01,与对照组比较。
图1  两组对象外周血中CD8+PD-1+

 

T细胞水平比较

  1:CD45RA+CD27+;2:CD45RA-CD27+;3:CD45RA-CD27-;4:CD45RA+CD27-;a:P<0.05,与PD-1-细胞亚群比较。
图2  胃癌患者外周血中CD8+PD-1

 

T细胞表型分析

  a:P<0.01,与PD-1-细胞亚群比较。
图3  胃癌患者外周血CD8+PD-1+

 

T细胞中IFN-γ及TNF-α表达水平
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  a:P<0.01,与早期胃癌组比较。

图4  胃癌患者不同临床分期、性别及年龄间CD8+PD-1+
 

T细胞水平比较

3 讨  论

  胃癌是危害我国人民健康的重要杀手。据我国

最新发布的《2019年癌症报告》显示,胃癌的发病率和

病死率均位居全国恶性肿瘤的第二位,并仍具有上升

的趋势。尽管手术切除及放、化疗具有一定的疗效,
但胃癌患者的整体生存率仍未得到有效改善。近年

来随着对肿瘤患者免疫应答的深入研究,使得免疫疗

法成为了继手术、放疗和化疗后的第四大抗肿瘤治疗

方式[9]。因此,深入探讨免疫细胞在胃癌发生、发展

中的功能变化可为其临床免疫防治提供理论基础。
CD8+

 

T细胞是机体介导抵抗肿瘤发生、发展的

一类关键免疫细胞,其在肿瘤微环境的浸润增加常预

示患者对治疗具有良好的应答,同时存活时间也明显

延长[10-11]。然而,研究发现肿瘤浸润的CD8+
 

T细胞

抗肿瘤功能明显下降,而其表面免疫抑制性分子如

PD-1等的表达却明显增加。目前,PD-1已被公认为

是CD8+
 

T细胞功能衰竭的标志[12-13]。近年来,文献

报道PD-1在肿瘤患者的外周血CD8+
 

T细胞表面过

表达,并 与 患 者 的 病 理 变 化 及 临 床 疗 效 密 切 相

关[14-16]。本研究发现,CD8+PD-1+
 

T细胞在胃癌患

者外周中的比例明显增加,且晚期患者的CD8+PD-
1+

 

T细胞水平高于早期胃癌患者,由此提示PD-1分

子在胃癌患者外周血CD8+
 

T细胞中的应答水平发

生改变,并与患者疾病的进展密切相关。
T细胞根据是否表达CD45RA和CD27,可被分为

4个免疫细胞亚群:初始型(CD45RA+CD27+)、中心记

忆型(CD45RA- CD27+ )、效 应 记 忆 型 (CD45RA-

CD27-)和 终 末 分 化 效 应 记 忆 型 (CD45RA+

CD27-)[17]。不同的细胞亚型代表的免疫学特征不

同,CD45RA+CD27+ 对抗原刺激的敏感性较弱,而
CD45RA- CD27- 和 CD45RA+ CD27- 则 比

CD45RA-CD27+具有更快的产生效应因子的能力,
但CD45RA-CD27+比CD45RA-CD27-具有更高的

增殖能力[18]。本研究发现,与CD8+PD-1-
 

T细胞相

比,CD8+PD-1+
 

T细胞中具有更多比例的CD45RA-

CD27+,而CD45RA+CD27+ 和 CD45RA+CD27- 的

比例则相对较低,提示胃癌患者外周血中CD8+PD-
1+

 

T细胞的增殖能力较强,但其产生效应因子的能

力较弱。最新文献报道胃肠道肿瘤患者的外周血

CD8+PD-1+
 

T细胞可特异性识别肿瘤新生抗原,从
而介导杀肿瘤功能[19];LU 等[20]在胃癌的研究中发

现,阻断PD-1信号可明显增强外周血CD8+
 

T的抗

肿瘤效果,表明胃癌患者外周血CD8+
 

T细胞的功能

仍然受到PD-1信号的抑制。本研究的功能学分析已

显示,CD8+PD-1+
 

T细胞表达的IFN-γ和TNF-α水

平明显低于CD8+PD-1-
 

T细胞,进一步证实胃癌患

者外周血中CD8+PD-1+
 

T细胞产生效应因子的能力

明显下降。
PD-1作为免疫细胞功能负向调控的分子,已被

证实与其相应的配体PD-L1结合后,可通过下游的免

疫级联信号传递,抑制CD8+
 

T细胞产生抗肿瘤功能

因子IFN-γ和 TNF-α[21]。但PD-1在CD8+
 

T细胞

中的过表达机制尚未完全阐明。有研究报道,在体外

培养的CD8+
 

T细胞,经T细胞受体和共刺激分子活

化后可上调PD-1的表达,而白细胞介素2(IL-2)则可

进一步诱导PD-1的增加[22];而在肿瘤微环境或外周

血中,CD8+
 

T细胞对T细胞受体的刺激常处于耐受

状态,且IL-2的水平十分低下,提示在胃癌患者外周

血中,很可能存在其他信号介导PD-1在CD8+
 

T细

胞中的表达,相关的调控机制还有待进 一 步 研 究

探讨。
综上所述,CD8+PD-1+

 

T细胞在胃癌患者外周

血中的表型和功能发生明显改变,并与疾病的进展密

切相关,进一步阐明外周调控CD8+
 

T细胞过表达

PD-1的信号及其介导胃癌患者抗肿瘤免疫抑制的应

答机制,将为临床设计胃癌的免疫治疗方案提供新的

实验证据。
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