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  摘 要:目的 探讨多重微球流式免疫荧光技术在肺癌患者外周血白细胞介素(IL)-1β、IL-6和干扰素γ
(IFN-γ)细胞因子的表达情况及与超敏C反应蛋白(hs-CRP)相关性分析。方法 采用回顾性研究的方法,选

择张家港市中医医院(下称该院)肿瘤科和肺病科收治的30例肺癌患者作为肺癌组,另选择同期该院收治的30
例肺炎患者作为肺炎组,同时选取同期该院体检健康者30例作为对照组,通过多重微球流式免疫荧光技术检

测血清中IL-1β、IL-6和IFN-γ水平,同时利用乳胶增强免疫散射比浊法测定外周血全血中hs-CRP水平。
结果 肺癌组与对照组比较,IL-1β、IL-6和hs-CRP水平显著升高,差异有统计学意义(P<0.001),而IFN-γ
水平差异无统计学意义(P>0.05);肺炎组与对照组比较,IL-1β、IL-6、IFN-γ、hs-CRP水平均显著升高,差异有

统计学意义(P<0.001);肺癌组与肺炎组比较,IL-6、IFN-γ、hs-CRP水平明显降低且IL-1β水平升高,差异均

有统计学意义(P<0.05);肺癌组、肺炎组IL-6和hs-CRP水平分别进行Pearson相关性分析,均无明显的相关

性。结论 IL-1β、IL-6、IFN-γ可以作为有效评估肺癌患者免疫功能的辅助指标,多重微球流式免疫荧光技术

的应用对于肺癌的诊断及监测具有潜在的临床应用价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

interleukin
 

(IL)-1β,IL-6
 

and
 

interferon
 

γ
 

(IFN-γ)
 

cytokines
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

lung
 

cancer
 

detected
 

by
 

multiple
 

microsphere
 

flow
 

immunofluo-
rescence

 

technique
 

and
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

with
 

hypersevsitive
 

C-reactive
 

protein
 

(hs-CRP).
Methods A

 

retrospective
 

study
 

was
 

conducted
 

to
 

select
 

30
 

patients
 

with
 

lung
 

cancer
 

patients
 

admitted
 

to
 

De-
partment

 

of
 

Oncology
 

and
 

Department
 

of
 

Pulmonary
 

Diseases
 

in
 

Zhangjiagang
 

Hospital
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine
 

(the
 

hospital)
 

as
 

the
 

lung
 

cancer
 

group,select
 

30
 

patients
 

with
 

pneumonia
 

admitted
 

in
 

the
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

as
 

the
 

pneumonia
 

group,and
 

select
 

30
 

healthy
 

people
 

who
 

underwent
 

the
 

physical
 

ex-
amination

 

in
 

the
 

hospital
 

in
 

the
 

same
 

period
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

serum
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6
 

and
 

IFN-γ
 

were
 

detected
 

by
 

multiple
 

microsphere
 

flow
 

immunofluorescence
 

technique.Meanwhile,the
 

level
 

of
 

hs-CRP
 

in
 

peripheral
 

blood
 

was
 

determined
 

by
 

latex
 

enhanced
 

immunoscattering
 

nephelometry.Results Compared
 

with
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the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6
 

and
 

hs-CRP
 

in
 

lung
 

cancer
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001),while
 

the
 

difference
 

in
 

the
 

level
 

of
 

IFN-γ
 

was
 

not
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P>0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

IL-1β,IL-6,IFN-γ
 

and
 

hs-CRP
 

in
 

the
 

pneumonia
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.001).Compared

 

with
 

pneumonia
 

group,the
 

levels
 

of
 

IL-6,IFN-γ
 

and
 

hs-CRP
 

in
 

lung
 

cancer
 

group
 

were
 

sig-
nificantly

 

decreased
 

and
 

IL-1β
 

level
 

was
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
Pearson

 

correlation
 

analysis
 

was
 

conducted
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

hs-CRP
 

in
 

the
 

lung
 

cancer
 

group
 

and
 

pneumonia
 

group,but
 

no
 

significant
 

correlation
 

was
 

observed.Conclusion IL-1β,IL-6
 

and
 

IFN-γ
 

could
 

be
 

used
 

as
 

auxiliary
 

indexes
 

to
 

effectively
 

evaluate
 

the
 

immune
 

function
 

of
 

patients
 

with
 

lung
 

cancer.The
 

applica-
tion

 

of
 

multiple
 

microsphere
 

flow
 

immunofluorescence
 

technique
 

has
 

potential
 

clinical
 

application
 

value
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

monitoring
 

of
 

lung
 

cancer.
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  肺癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一,其发

病率和病死率在所有类型的癌症中居高不下[1-2]。肺

癌的具体发病机制尚不完全清楚,但可能与环境因

素、长期吸烟、遗传、生活压力及情绪等多种因素相

关。现有研究揭示了肺癌的发展与机体免疫系统功

能紊乱之间存在着密切联系,其中细胞因子及其在细

胞间的调节中发挥着关键作用[3]。因此,监测肺癌患

者的免疫状态并通过炎症标志物评估其病情对于提

高患者生存率至关重要。
多重微球流式免疫荧光技术是一种基于“免疫双

抗体夹心”原理和荧光微球技术的先进的液相检测方

法。通过利用流式细胞仪
 

APC/PE通道识别每个微

球群的信号强度,从而实现对多种可溶性蛋白质的同

时准确定量检测,尤其在批量测定细胞因子方面展现

出明显的优势性能,可显著缩短细胞因子的检测时

间。本研究通过回顾性分析比较肺癌患者外周血中

细胞因子及常规超敏C反应蛋白(hs-CRP)水平,探
讨这些细胞因子对评价肺癌患者免疫功能的有效性,
旨在评估多重微球流式免疫荧光技术的应用对于肺

癌的诊断及监测中潜在的临床应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 采用回顾性研究的方法,选择张家

港市中医医院(下称本院)2022年12月至2023年8
月肿瘤科和肺病科收治的30例肺癌患者作为肺癌

组。其中男22例、女8例;年 龄45~82岁,平 均

(70.67±8.15)岁。肺癌患者纳入标准:(1)符合肺癌

诊断标准。(2)预期生存时间超过6个月。(3)入院

前无预防性抗菌药物使用史。排除标准:(1)合并人

类免疫缺陷病毒(HIV)、乙型肝炎病毒(HBV)等免疫

缺陷性疾病者。(2)合并严重感染性疾病者。(3)严
重器官衰竭者。选择同期本院收治的30例肺炎患者

作为肺炎组,其中男23例、女7例;年龄36~86岁,
平均(73.1±10.02)岁。肺炎患者纳入标准:(1)符合

肺炎相关诊断标准。(2)无心力衰竭等并发症。另选

取同期本院体检健康者30例作为对照组,其中男20
例、女10例;年龄32~69岁,平均(42.5±8.02)岁。
本次研究经本院医学伦理委员会批准。
1.2 检测仪器与方法

1.2.1 白细胞介素(IL)-1β、IL-6、干扰素γ(IFN-γ)
检测 抽取所有研究对象静脉血3

 

mL,3
 

500
 

r/min
离心5

 

min,2
 

h之内完成离心。于每个样本管中加入

25
 

μL绿色实验缓冲液,再分别加入25
 

μL样品、25
 

μL捕获微球抗体、25
 

μL检测抗体,室温避光震荡孵

育2
 

h。加入25
 

μL
 

SA-PE,室温避光震荡孵育0.5
 

h。向每个管中加入1
 

000
 

μL
 

PBS缓冲液,进行一次

挤压混合。以300~400
 

g的离心力将样本管离心5
 

min,弃上清。根据流式细胞仪上样需求,向每管中加

入100~300
 

μL缓冲液,涡旋10
 

s使微球重悬,立即

上机检测。采用多重微球流式免疫荧光法检测,所用

仪器为青岛瑞斯凯尔生物科技有限公司的
 

RAISE-
CYTE

 

216C流式细胞仪,所用试剂为瑞斯凯尔公司

的原装配套十二项细胞因子检测试剂盒。严格按照

试剂说明书操作。本院引进该新技术新项目,经过伦

理委员会审查同意(伦理批号为JS2023-30-1)。
1.2.2 hs-CRP检测 抽取所有研究对象静脉血3

 

mL,无需离心,采用免疫散射比浊法检测,所用仪器

为深圳迈瑞生物医疗有限公司的BC5390迈瑞血细胞

分析仪,均采用配套试剂并按照说明书中的规定进行

操作。
1.3 统计学处理 采用GraphPad.Prism

 

8统计软

件进行数据分析,计量资料以x±s表示,两组间采用

独立样本t检验,采用Pearson相关性分析,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 肺癌组与对照组IL-1β、IL-6、IFN-γ、hs-CRP水

平比较 肺癌组IL-1β、IL-6、hs-CRP水平显著高于

对照组,差异有统计学意义(P<0.001);而IFN-γ
 

水

平与对照组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见
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表1。
2.2 肺炎组与对照组IL-1β、IL-6、IFN-γ、hs-CRP水

平比较 肺炎组IL-1β、IL-6、IFN-γ、hs-CRP水平显

著高于对照组,差异有统计学意义(P<0.001)。见

表2。
2.3 肺癌组与肺炎组IL-1β、IL-6、IFN-γ、hs-CRP水

平比较 肺癌组与肺炎组IL-6、IL-1β、IFN-γ、hs-CRP
水平比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。肺癌组

IL-6、IFN-γ、hs-CRP水平较肺炎组显著降低,而IL-
1β水平较肺炎组显著升高,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表3。
2.4 Pearson相关性分析肺癌组、肺炎患者组外周血

血清中IL-6和hs-CRP水平之间的相关性 分别对

肺癌组、肺炎组中hs-CRP、IL-6进行相关性分析发

现,肺炎组、肺癌组中IL-6和hs-CRP水平之间均无

明显的相关性。见图1、2。

图1  肺癌组外周血血清中IL-6与hs-CRP水平

相关性分析

表1  肺癌组与对照组IL-1β、IL-6、IFN-γ、hs-CRP水平比较(x±s)

组别 n IL-1β(pg/mL) IL-6(pg/mL) IFN-γ(pg/mL) hs-CRP(mg/L)

肺癌组 30 21.63±13.23 22.89±12.59 1.19±0.54 62.94±28.42

对照组 30 1.47±0.97 1.14±0.15 1.32±0.65 1.14±0.69

t 8.18 9.30 0.83 11.71

P <0.001 <0.001 >0.05 <0.001

表2  肺炎组与对照组IL-1β、IL-6、IFN-γ、hs-CRP水平比较(x±s)

组别 n IL-1β(pg/mL) IL-6(pg/mL) IFN-γ(pg/mL) hs-CRP(mg/L)

肺炎组 30 15.68±8.84 63.65±31.10 13.25±7.18 87.29±41.42

对照组 30 1.47±0.97 1.14±0.15 1.32±0.65 1.14±0.69

t 8.603 10.820 8.915 11.200

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表3  肺癌组与肺炎组IL-1β、IL-6、IFN-γ、hs-CRP水平比较(x±s)

组别 n IL-1β(pg/mL) IL-6(pg/mL) IFN-γ(pg/mL) hs-CRP(mg/L)

肺癌组 30 21.63±13.23 22.89±12.59 1.19±0.54 62.94±28.42

肺炎组 30 15.68±8.84 63.65±31.10 13.25±7.18 87.29±41.42

t 2.015 6.542 9.023 2.611

P <0.05 <0.001 <0.001 <0.05

图2  肺炎组外周血血清中IL-6与hs-CRP水平

相关性分析

3 讨  论

肺癌在早期阶段无明显症状,不易被患者察觉。
大多数患者在疾病发展至中晚期时才得以确诊,届时

治疗难度增加,预后亦相对不佳[4]。此外,肺癌患者

多数年龄已高,机体的免疫功能普遍减弱。细胞因子

作为调节免疫系统的关键因子,能够调节细胞的增

殖、分化、迁移和功能,对肿瘤的生长和转移具有重要

影响[5]。目前临床实验室中检测细胞因子的方法多

样,其中酶联免疫吸附试验(ELISA)的应用最为广

泛。然而,ELISA主要限制在于其单一性,每次只能

检测一种细胞因子,而且操作过程耗时。
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本实验室采用了更为先进的多重微球流式免疫

荧光技术,其突出优势在于可以同时检测多达12种

细胞因子,涵盖了
 

IL-1β、IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-8、
IL-10、IL-12、IL-17、

 

IFN-α、
 

IFN-γ和
 

肿瘤坏死因子-
α(TNF-α)这些重要指标。此方法不仅样本量少、检
测快速,还能够有效规避ELISA中酶联反应可能导

致的信号放大问题,避免假阳性结果,其准确性、微量

检测能力以及高效性使其在临床和科研项目中得到

了广泛的运用。目前该技术已在国内多家医院如上

海交通大学医学院附属同仁医院、徐州医科大学第一

临床医学院及上海市公共卫生临床中心等进行推

广[6-8]。通过深入的回顾性分析,本文观察到与对照

组相比,肺癌组外周血中IL-6、hs-CRP水平显著高于

对照组,这一发现与陈敬等[9]、袁丽侠等[10]研究者的

成果相吻合,提示IL-6、hs-CRP与肺癌密切相关,IL-
6和hs-CRP可作为肺癌患者病情变化评估的指标。
同时,本文发现肺炎组外周血中IL-6、hs-CRP较对照

组水平均显著升高,且升高的程度相较于肺癌患者更

为显著,差异有统计学意义(P<0.001)。
细胞因子在肿瘤的发生、发展、转归及预后方面

亦扮演着重要角色。IL-1家族的细胞因子在感染和

组织损伤后可由先天免疫细胞和组织细胞产生和释

放。它们在调控先天性和适应性免疫反应中扮演着

核心角色。在肿瘤进展和癌症治疗中,IL-1家族基因

的表达在肿瘤细胞、组织基质细胞及免疫细胞中受到

阶段特异性和组织特异性的差异调控,对肿瘤的发

生、癌症的转移、免疫抑制及癌症免疫监控等方面具

有重要且复杂的影响[11]。IL-1β,作为IL-1细胞因子

家族的重要成员,极少量的IL-1β即可激活特异性的

免疫反应。有研究发现,高水平的
 

IL-1β不仅促进了

肺癌细胞的增殖和迁移,还与患者较差的预后紧密相

关[12-13]。又有研究表明,在肿瘤进展中,IL-1β可通过

影响肿瘤微环境中的免疫细胞发挥作用。BARRE-
RA等[14]发现肺癌患者血清中IL-1β水平的升高与髓

系抑制细胞 MDSCs的高比例相关联,并与较低的生

存率有关。WATARI等[15]表明高转移性肺癌细胞产

生的IL-1β增高可以诱导巨噬细胞表达更多的血管生

成和淋巴管生成因子。此外,IL-1β还可通过增强其

他促炎细胞因子(如IL-6、IL-8等)的表达和促进血管

新生,进一步推动了肿瘤的增长与发展[16]。本文发现

与对照组及肺炎组相比,肺癌组血清IL-1β水平显著

升高。这种统计学上显著的差异不仅加强了IL-1β在

肺癌进展中的潜在作用的证据,也暗示了IL-1β水平

的显著提高与肺癌的发生及发展之间存在密切联系。
因此,监测肺癌患者中IL-1β的水平具有重要的临床

意义。
此外,IFN-γ由多种细胞类型分泌,包括T细胞

和自然杀伤(NK)细胞,在控制感染、抑制肿瘤生长以

及调节免疫系统中起着至关重要的作用[17]。由于这

些特性,IFN-γ也被广泛用于研究和临床治疗,包括

作为某些病毒性和细菌性疾病及某些类型的癌症的

潜在治疗目标[18]。有研究表明,随着肺癌的进展,患
者的免疫功能可能受到抑制,导致IFN-γ水平下

降[19]。在本研究中,虽然与对照组相比,肺癌组的

IFN-γ水平没有显示出统计学上的显著差异,但本研

究观察到了其下降的趋势。这一现象可能由以下两

个因素导致:一是样本量较少;二是部分肺癌患者可

能处于疾病的早期阶段,此时尚未表现出显著的免疫

抑制作用,因此对IFN-γ水平的影响不明显。同时,
本研究还分别进行了肺炎组IFN-γ水平与对照组、肺
癌组IFN-γ水平差异的分析。结果显示,肺炎组中

IFN-γ水平显著升高,这与PALANI等[20]观察到的

流感后肺炎球菌肺炎进展过程中IFN-γ表达增高的

结果相一致。
在临床实验室中,IL-6和CRP的检测因其能够

评估炎症状态、预测疾病的进展和预后以及监测治疗

效果而受到高度关注。IL-6是固有免疫反应初期对

感染反应的关键细胞因子之一,它能促进肝脏产生急

性期反应物,例如hs-CRP。hs-CRP的水平在体内发

生炎症或感染时会迅速上升,因此它常被用作炎症的

生物标志物[21]。有研究发现,IL-6是具有广泛生物

学活性的细胞因子,在急性炎症反应中处于中心地

位,其与肿瘤的发生、进展密切相关[22]。此外,研究亦

表明肺癌患者中,与健康者相比,IL-6和hs-CRP的水

平显著增高,这种增加可能与肺癌组织的侵袭性刺激

有关[23]。尽管IL-6和hs-CRP在炎症和肿瘤发展中

的重要性已被广泛认可,对于它们之间的关联性分析

却相对较少。在本研究中,由于hs-CRP及12种细胞

因子的检测均使用含EDTA-K2的紫色抗凝管,考虑

到灵敏度和便携性,通常采用迈瑞血细胞分析仪来检

测hs-CRP,以此来反映患者的炎症状态。本文分别

通过对肺癌组和肺炎组患者的IL-6与hs-CRP水平

进行了分析,结果显示两者之间无明显的相关性。这

种现象可能源于IL-6和hs-CRP的反应窗口期存在

差异,其中IL-6在早期通常升高得更快,而且半衰期

较短。此外,IL-6和CRP水平可能受多种因素影响,
如感染、炎症和免疫功能等。在免疫功能较弱的肺癌

患者中,IL-6与hs-CRP的表达可能表现出不一致性。
因此,这两者不能相互替代,而应联合检测以获得更

全面的疾病状态评估。这一观点与王歌平等[24]的研

究结果相一致。因此,解读IL-6和hs-CRP的检测结

果时,需要结合患者的个体差异、临床背景以及其他

相关指标和检测结果,以全面评估疾病 的 状 态 和

预后。
本研究的一个主要局限性是样本量相对较小,这

可能会限制研究结果的普遍性。因此,后续需要更大
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样本量做进一步研究,来调查这些炎症细胞因子在肺

癌包括肺癌不同类型及进展分期的影响,并探索利用

这些炎症标志物在肺癌诊断、预后和管理中的意义。
综上所述,本研究运用的多重微球流式免疫荧光

技术同时检测多种细胞因子的水平,可及时反映肺癌

患者机体的免疫状态,为医生及时调整和制定恰当的

治疗方案提供一定的指导意义。然而,需要注意的

是,这些指标只是评估肺癌患者免疫功能的辅助指

标,其他临床指标和影像学检查也需要综合考虑,以
全面评估患者的病情。
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