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肝癌切除术联合ＴＡＣＥ对原发性肝癌患者细胞免疫和

调节性Ｔ淋巴细胞的影响
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　　摘　要：目的　探讨原发性肝癌（ＰＬＣ）患者经肝癌切除术联合经导管动脉内化疗栓塞（ＴＡＣＥ）后细胞免疫及调节性Ｔ淋巴

细胞的变化及其临床价值。方法　采用流式细胞术检测健康者及ＰＬＣ患者肝癌切除术联合３次 ＴＡＣＥ治疗后外周血ＣＤ３、

ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ Ｔ细胞及调节性Ｔ淋巴细胞，同时采用化学发光法监测血清甲胎蛋白（ＡＦＰ）的变化。结果　ＰＬＣ患者

肝癌切除术联合３次ＴＡＣＥ治疗外周血中ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ Ｔ细胞数均显著低于健康对照组（犘＜０．０５），但３个

治疗组组间差异无显著性（犘＞０．０５）；３个治疗组患者ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ Ｔ细胞的比例均高于健康对照组（犘＜０．０５），但３个

治疗组组间差异无显著性（犘＞０．０５）；ＡＦＰ阳性患者ＴＡＣＥ治疗期间，ＡＦＰ的水平均远远高于健康者（犘＜０．０５），三个治疗组间

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ Ｔ细胞与血清ＡＦＰ的相关系数为０．５４２。结论　ＴＡＣＥ并不能改善ＰＬＣ患

者肝癌切除术后的免疫状况，但机体的细胞免疫与疾病的发展呈正相关的。
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ｐｒｏｔｅｉｎ

　　原发性肝癌（ｐｒｉｍａｒｙｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ，ＰＬＣ）的发病率在恶性

肿瘤中占第５位，致死率占第３位
［１］。中国是ＰＬＣ的高发区，

目前肝癌的治疗包括手术切除、肝移植、消融治疗及经导管动

脉 内 化 疗 栓 塞 （ｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒａｒｔｅｒｉａｌｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ，

ＴＡＣＥ）
［２３］。７０％～８０％的ＰＬＣ患者诊断时病情已发展到中、

晚期，且手术切除复发率高，而 ＴＡＣＥ治疗具有创伤小，对局

部治疗效果好，操作简便的优点，得到了迅速发展，并且在

ＰＬＣ的治疗中取得了良好的效果，已成为临床上早期ＰＬＣ和

术后复发肝癌的重要治疗手段［４］。本研究使用流式细胞术检

测ＰＬＣ经肝癌切除术联合ＴＡＣＥ治疗后的调节性Ｔ淋巴细

胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，Ｔｒｅｇ）的变化，借此来探讨ＴＡＣＥ

对ＰＬＣ患者免疫功能的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集新疆维吾尔自治区人民医院２０１０年１

月至２０１３年４月期间经临床症状、影像学资料［ＣＴ或磁共振

成像（ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）］及甲胎蛋白（ａｌｐｈａ

ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）检测，确诊为ＰＬＣ的３５例住院患者，均接受

肝癌切除术，术后行３次ＴＡＣＥ治疗，其中，男２４例，女１１例；

平均年龄（５２．８±１１．９）岁。所有病例均为在慢性乙型病毒性

肝炎基础上合并肝癌。肝癌诊断标准符合第８届全国肝癌学

术会议（广州）制定的ＰＬＣ临床诊断标准，排除其他肝炎病毒

感染及合并自身免疫性、酒精性肝病等。根据血常规、肝功能

等予以肝功能ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级评级为Ⅰ级。另选择年龄、性

别匹配的３５例健康者作为对照。
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１．２　主要试剂及设备　主要试剂为：异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记鼠抗人ＣＤ２５抗体、藻红蛋

白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）标记鼠抗人ＦｏｘＰ３抗体、ＰｅｒＣＰ标记的

鼠抗人ＣＤ４抗体，以及ＦＩＴＣ、ＰＥ、ＰｅｒＣＰ标记的鼠抗人ＩｇＧ１

同型对照抗体，上述抗体均购自美国ＢＤ公司；ＦＩＴＣ标记鼠抗

人ＣＤ４抗体、ＰＥ标记的鼠抗人ＣＤ８抗体、ＰｅｒＣＰ标记的鼠抗

人ＣＤ３抗体，均购自美国ＢＤ公司。主要仪器：ＴｒｕＣＯＵＮＴ绝

对计数管（美国ＢＤ 公司）、Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞检测仪（美国ＢＤ

公司）及美国雅培（Ａｂｂｏｔｔ）公司ｉ２０００化学发光分析仪。

１．３　方法　采用流式细胞技术，用乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉ

ａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）Ｋ２ 抗凝剂采血管收集ＰＬＣ患者

手术１个月后第１次 ＴＡＣＥ前、第２次 ＴＡＣＥ前、第３次

ＴＡＣＥ前和健康志愿者的静脉血３ｍＬ，取５０μＬ全血，ＣＤ３

ＰｅｒＣＰ、ＣＤ４ＦＩＴＣ、ＣＤ８ＰＥ混合试剂１０μＬ，加入ＴｒｕＣＯＵＮＴ

绝对计数管，４℃避光孵育２０ｍｉｎ，溶血素４５０μＬ，避光３０ｍｉｎ

后上机检测ＣＤ３＋Ｔ细胞，ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ细胞，ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ

细胞的细胞数。取５０μＬ全血，ＣＤ４ＰｅｒＣＰ、ＣＤ２５ＦＩＴＣ抗体

同型对照ＩｇＧ１ＦＩＴＣ／ＰｅｒＣＰ各１０μＬ。４℃避光孵育２０ｍｉｎ，

磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤１次，

离心后用ＰＢＳ洗涤１次，破膜２０ｍｉｎ，破膜洗液洗涤后分别加

入ＦｏｘＰ３ＰＥ、ＩｇＧ２ａＰＥ 同 型 对 照 １０μＬ，４ ℃ 避 光 孵 育

２０ｍｉｎ，破膜洗液洗涤１次，上机检测。上机使用ＣＥＬＬＱｕｅｓｔ

软件收获细胞并分析 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋ Ｔ 细胞、ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋

ＦｏｘＰ３＋ Ｔ细胞的比例。采用雅培ｉ２０００化学发光分析仪，用

化学发光法测定血清ＡＦＰ水平。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组内各时间点比较采用狋检验，相关分析

应用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数法，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

ＰＬＣ患者接受肝癌切除术后行３次ＴＡＣＥ治疗中，外周

血Ｔ细胞亚群ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞数的变

化见图１。

图１　　ＰＬＣ患者术后３次ＴＡＣＥ治疗中外周血

Ｔ细胞各亚群的变化

　　与健康对照组比较，ＰＬＣ患者肝癌切除术后３次 ＴＡＣＥ

治疗过程中，无论是Ｔ淋巴细胞总数还是辅助性Ｔ淋巴细胞

（ｈｅｌｐｅｒＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，Ｔｈ）均低于健康对照组（犘＜０．０５），存在

细胞免疫功能低下；第１、２、３次介入治疗后，各组间ＣＤ３＋、

ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ Ｔ淋巴细胞的数量差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。ＰＬＣ患者肝癌切除术后三次ＴＡＣＥ治疗过程

中外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ Ｔ细胞亚群变化见图２。ＰＬＣ

患者肝癌切除术后３次ＴＡＣＥ治疗前ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ和ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋细胞比例均高于健康对照组（犘＜０．０５），治疗

组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＰＬＣ患者肝癌切除术后３

次ＴＡＣＥ治疗过程中，血清 ＡＦＰ水平的变化见图３。与健康

对照组比较，３５例患者中有２６例ＡＦＰ＞２０ｎｇ／ｍＬ，ＡＦＰ阳性

患者ＴＡＣＥ治疗前、后，ＡＦＰ水平高于健康者（犘＜０．０５），３次

治疗前、后差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＰＬＣ患者 ＴＡＣＥ

前、后外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ Ｔ细胞亚群与血清 ＡＦＰ

水平成正相关，相关系数为０．５４２。

图２　　ＰＬＣ患者术后３次ＴＡＣＥ治疗中外周血ＣＤ４
＋

ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋Ｔ细胞亚群的变化

图３　　ＰＬＣ患者术后３次ＴＡＣＥ治疗中外周血ＡＦＰ的

变化

３　讨　　论

ＴＡＣＥ是目前治疗肝癌常用的基本方法，主要采用肝动脉

灌注化疗药物的方法，增高瘤区药物浓度，从而提高化疗疗效；

肿瘤供血动脉栓塞后，可使肿瘤发生缺氧、缺血而坏死［４６］。然

而，肿瘤的发生、发展及预后均与机体的免疫功能状态密切相

关，有学者提出“免疫监视”学说［７］，“免疫监视”学说认为机体

细胞免疫，尤其是Ｔ淋巴细胞，在杀灭肿瘤细胞中发挥重要作

用，如果机体的免疫监视功能低下，则可能导致肿瘤发生［８］。

在本研究观察到肝癌切除术后，３次介入治疗并未完全纠正细

胞免疫减低的状态，可能与机体的免疫仍处于抑制状态有关。

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞是由Ｓａｋａｇｕｃｈｉ等
［９］在１９９５年首

次报道，是一种重要的有免疫调节作用的Ｔ淋巴细胞，已被证

实是Ｔｒｅｇ细胞的主要组成部分。在机体抗肿瘤免疫反应中，

其可以通过下调机体的免疫应答来降低宿主的抗肿瘤免疫反

应，被认为是迄今为止所发现的最重要的免疫抑制细胞，在肿

瘤的免疫抑制中发挥重要作用。活化后ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性

Ｔ细胞能抑制ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔｒｅｇ细胞的活化和增殖
［１０１１］，达

到免疫的负调节作用。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞能够下调免疫

共刺激分子和黏附分子的表达，抑制细胞增殖，促进细胞凋亡，

抑制传统Ｔ细胞的活化等，在维持机体内环境的稳定、肿瘤免

疫监视、诱导移植耐受以及自身免疫性疾病的发生中发挥重要

作用。近年来，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ细胞在恶性肿瘤的免疫

耐受和逃逸机制中所起的作用越来越受到重视［１２］，是肿瘤免

疫中的研究热点之一。本次研究观察发现，在３次介入治疗过

程中ＰＬＣ患者Ｔｒｅｇ细胞有波动，但并未对其升高的状态予以

逆转。究其原因，国外研究发现乳腺癌、肺癌、卵巢癌、胃癌、食

管癌、胆囊癌、前列腺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［１３１５］，因

此，在本研究中，介入治疗对ＰＬＣ患者的细胞免疫和Ｔｒｅｇ细

胞的影响并不大，并未改善和提高机体的免（下转第２８２９页）
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既往接触抗原的概率与大龄儿童比较，相对较少，未能建立起

免疫记忆反应，病原体感染后免疫反应能力较弱，是否需要根

据不同年龄段，来设定不同的阳性判定标准还需要进一步深入

研究。

７例ＩＦＡ检测阴性而ＰＰＡ检测阳性的患儿，经双份血清

确认，５例为肺炎支原体现症感染，说明ＩＦＡ也存在假阴性结

果。当肺炎支原体再次感染，机体再次产生免疫应答时，特异

性ＩｇＭ持续时间短，可能检测不到ＩｇＭ 而造成ＩＦＡ检测的假

阴性结果。５例确认的病例中，有１例患儿的肺炎支原体抗体

滴度在前８个月和前５个月时分别为１∶８０和１∶４０；另１例

前４个月时为１∶１６０；３例查询不到历史记录。５２例ＩＦＡ检

测阴性而ＰＰＡ检测阳性的患儿，共查询到１６例在过去６个月

内有肺炎支原体抗体阳性的历史记录。另外，患者血清中存在

自身抗体则可导致ＩＦＡ检测的生物学假阳性，因此，ＩＦＡ检测

也存在局限性。本研究显示，联合应用ＩＦＡ和ＰＰＡ检测，可

有效提高肺炎支原体感染早期诊断的敏感性和特异性。
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疫状态，这可能与疾病本身的发生、发展不断恶化有关，肝癌术

后行介入治疗本身往往主要在一些不再适宜再次进行手术治

疗的患者开展，现有的治疗并不能逆转病情的发展。
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ｍａｎｓｉｍｐａｃｔｏｆｉｍｍｕｎｏｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，２００６，１１９：

３０７３１６．

［１２］Ｄｅｇｌ′ＩｎｎｏｃｅｎｔｉＥ，ＧｒｉｏｎｉＭ，ＣａｐｕａｎｏＧ，ｅｔａｌ．ＰｅｒｉｐｈｅｒａｌＴｃｅｌｌ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｉｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｆｒｏｍ

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，６８（１）：

２９２３００．

［１３］ＣｕｒｉｅｌＴＪ，ＣｏｕｋｏｓＧ，ＺｏｕＬ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔｏｆｒｅｇｕｌａ

ｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｉｎｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉｎｏｍａｆｏｓｔｅｒｓｉｍｍｕｎｅｐｒｉｖｉｌｅｇｅａｎｄ

ｐｒｅｄｉｃｔｓｒｅｄｕｃｅｄｓｕｒｖｉｖａｌ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００４，１０（９）：９４２９４９．

［１４］ＳａｓａｄａＴ，ＫｉｍｕｒａＭ，ＹｏｓｈｉｄａＹ，ｅｔａｌ．ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ

ｃｅｌｌｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ：ｐｏｓｓｉｂｌｅｉｎ

ｖｏｌｖｅｍｅｎｔｏｆｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｉｎｄｉｓｅａｓｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，

２００３，９８（５）：１０８９１０９９．

［１５］ＫｏｎｏＫ，ＫａｗａｉｄａＨ，ＴａｋａｈａｓｈｉＡ，ｅｔａｌ．ＣＤ４（＋）ＣＤ２５ｈｉｇｈｒｅｇｕ

ｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｗｉｔｈｔｕｍｏｒｓｔａｇｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｇａｓｔｒｉｃ

ａｎｄｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＩｍｍｕｎｏｌＩｍｍｕｎｏｔｈｅｒ，２００６，

５５（９）：１０６４１０７１．

（收稿日期：２０１３０９０１）
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