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Abstract
AIM: To investigate the clinicopathological 
characteristics and immunohistochemical 
features of tumor-infiltrating lymphocyte (TIL) 
in colorectal cancer, and analyze the correlations 
between the presence of massive TIL and 
various pathological parameters in colorectal 
cancer.

METHODS: The histopathological features of 
tumor-infiltrating lymphocytes in 370 cases of 
colorectal cancer were detected by light mi-
croscopy and immunohistochemistry. The cor-
relations between the presence of massive TIL 

and various clinicopathological parameters in 
colorectal cancer were then analyzed. 

RESULTS: Of 370 cases of colorectal cancer de-
tected, 303 (81.9%) showed mild infiltration of 
scattered lymphocytes, and 67 (18.1%) showed 
massive lymphocyte infiltration. The majority 
of lymphocytes were infiltrated into both the 
stromal and epithelial components of carcinoma. 
TIL were often distributed around cancer tissue, 
and separated cancer tissue from normal tissue. 
Immunohistochemical staining showed that TIL 
were mainly composed of CD3+ T cells, CD20+ 
CD79α+ B cells, and CD56+ natural killer cells. 
T-cell-restricted intracellular antigen-1 (TIA-1) 
was strongly expressed in TIL. Massive lym-
phocyte infiltration was correlated with tumor 
differentiation, invasive depth and lymph node 
metastasis in colorectal cancer (χ2 = 4.954, 11.240, 
12.768; P = 0.026, 0.001, 0.000, respectively). 

CONCLUSION: The clinicopathological char-
acteristics of tumor-infiltrating lymphocytes in 
colorectal cancer vary significantly. The presence 
of massive tumor-infiltrating lymphocytes is a 
positive prognostic factor for colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Tumor-infiltrating 
lymphocytes; Immunohistochemistry; Clinicopa-
thology
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摘要
目的:  探讨结直肠癌中肿瘤浸润淋巴细胞
(TIL)的临床病理和免疫组织化学特征, 及大
量TIL与各病理因素的关系.

方法: 利用光镜和免疫组织化学法对370例
结直肠癌中的肿瘤浸润淋巴细胞进行组织病
理学观察, 并分析对比其与各临床病理因素
的相关性. 

结果: 81.9%的结直肠癌中可见淋巴细胞散在

®

■背景资料
肿瘤浸润性淋巴
细胞(TIL)是一种
有效的抗肿瘤效
应细胞. 且他在体
外杀伤肿瘤细胞
具有一定的特异
性,而且, TIL需要
少量 IL-2就可维
持其体内抗肿瘤
效应, 是继LAK细
胞后的又一代高
效抗瘤效应细胞. 
近年在动物肿瘤
模型和临床应用
研究中取得一定
成就, 因而在肿瘤
过继免疫治疗中
的作用受到重视.

■同行评议者
姜慧卿, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化科
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分布, 数量少, 18.1%却可见大量的淋巴细胞, 
并有一定的临床病理特征. 大量的TIL部分侵
入肿瘤实质而部分位于肿瘤组织周围. 免疫组
织化学染色显示, 肿瘤浸润淋巴细胞主要是由
CD3+ T细胞、CD20+、CD79α+B细胞、浆细
胞和CD56+NK细胞构成, 其中细胞毒性TIA-1
均有较高的表达, 并伴有大量淋巴细胞浸润与
肿瘤组织的分化程度、浸润深度及淋巴结转
移有关(χ2 = 4.954, 11.240及12.768; P  = 0.026, 
0.001及0.000).

结论: 结直肠癌组织中TIL的病理形态差异较
大并与临床病理因素相关. 在结直肠癌中伴有
大量肿瘤浸润淋巴细胞存在时有积极的意义. 

关键词: 结直肠癌; 肿瘤浸润淋巴细胞; 免疫组织化

学; 临床病理

秦誉, 耿敬姝, 张大川. 肿瘤浸润淋巴细胞在结直肠癌中的临床

病理分析.  世界华人消化杂志  2009; 17(33): 3408-3413

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/3408.asp

0  引言

肿瘤的临床病理研究日益重要, 直接与疾病的

诊断、治疗方案和预后相关. 在肿瘤的病理研

究中发现病变部位有免疫细胞的存在. 曾推测

淋巴细胞渗入到肿瘤组织内是体内免疫系统

抵抗肿瘤的一种现象, 提出肿瘤浸润性淋巴细

胞(tumor infiltrating lymphocyte, TIL)的初始概

念. 此后, 经免疫组织化学研究证实TIL的存在. 
Rosenberg et al [1]在动物肿瘤模型上以及临床应

用方面研究TIL的抗瘤活性, 使开展免疫生物疗

法治疗临床恶性肿瘤患者具有可行性. 而在肿

瘤的临床病理研究中, 不同的组织器官及不同

的病理类型中免疫细胞特别是TIL存在着细胞

成分及表型的差异性. 本研究通过对370例结直

肠癌进行组织病理特征观察, 了解TIL的组织病

理特点, 并分析各病理相关因素和肿瘤浸润性

淋巴细胞的关系. 为肿瘤过继免疫治疗研究提

供一些病理基础.

1  材料和方法

1 . 1  材料  哈尔滨医科大学附属肿瘤医院

2007-2008年结直肠癌370例, 所有病例均经HE染
色证实为结直肠癌, 且术前均未接受过抗炎药治

疗及放、化疗或其他抗肿瘤治疗. 其中男290例, 
女80例, 年龄34-71岁. 所有标本均经40 g/L甲醛

溶液固定24 h后取肿瘤中心部分制成蜡块, 连续

4 μm切片. 分别用于HE和免疫组织化学染色. 鼠

抗人mAb CD3、CD4、CD8、CD20、CD79α、

CD56、TIA-1以及检测试剂盒和DAB显色试剂

盒均来自北京中杉金桥生物技术有限公司.
1.2 方法 
1.2.1 HE染色和免疫组织化学染色步骤: 石蜡包

埋, 4 μm切片, 常规脱蜡, 进行HE染色. 应用免疫

组织化学MaxVisionTM法染色. 石蜡切片常规脱

蜡和水化后, 浸于EDTA液(pH9.5), 高压修复组

织抗原20 min. PBS洗涤; 封闭内源性过氧化物

酶; PBS洗涤; 第一抗体孵育过夜; PBS洗涤; 第
二抗体MaxVisionTM试剂孵育10 min; PBS洗涤; 
DAB显色; 蒸馏水冲洗; 苏木素复染; 梯度乙醇

脱水; 二甲苯透明; 中性树胶封片. 以PBS液代替

一抗作为阴性对照. 用已知阳性淋巴结切片作

阳性对照.
1.2.2 形态观察: 病理形态学观察和免疫组织化

学检测. 每例首先在低倍镜下(×100)观察肿瘤

组织的分化程度、浸润深度、淋巴结转移以及

肿瘤浸润淋巴细胞分布情况等临床病理特征. 
然后在高倍光镜下(×400), 观察肿瘤组织周围

浸润淋巴细胞的组织病理特征及免疫表型.
统计学处理 全部资料均采用SPSS13.0统计

软件进行分析, 计数资料采用χ2检验.  P <0.05表
示差异有显著意义.

2  结果

2.1 TIL在结直肠癌中的组织病理特征 结直肠癌

中浸润性免疫细胞以淋巴细胞为主(淋巴细胞核

相对很大, 细胞质极少. 核内染色质多, 染色较

深. 核圆形深染, 核周围浅染, 胞质蓝灰色. 在高

倍镜下可以识别, 并且通过免疫组织化学CD3、免疫组织化学CD3、CD3、
CD20、CD79α、CD56确定和分类). 观察肿瘤

浸润淋巴细胞的组织病理学特征, 发现肿瘤组

织浸润淋巴细胞的数量和分布情况有很大的差

异. 81.9%例病例(303/370)中可以看到淋巴细胞

散在分布, 数量少, 有时在一个高倍视野甚至看

不到淋巴细胞(图1A). 部分可以散在分布正常

组织中或是肿瘤坏死组织里. 但有18.1%例病例

(67/370)中却可以见到大量的淋巴细胞(TIL≥50
淋巴细胞/100肿瘤细胞), 并有一定的临床病理

特征. 大量的TIL存在有一部分侵入肿瘤实质而

部分位于肿瘤组织周围, 浸润在肿瘤组织中和

周围, 呈弥漫片状分布(图1B). 常围绕癌组织并

将癌组织与正常组织分离, 空隙样存在, 与正常

组织界线较清晰(图1C). 这种病理现象的形成不

是单有TIL, 较多时候是TIL和大量的中性粒细

■研发前沿
近年来, TIL与肿
瘤的关系日益受
到人们的重视, 应
用TIL进行肿瘤免
疫治疗的研究也
成为热点.
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胞、嗜酸性粒细胞共同完成(图1D). (中性粒细

胞胞质淡红色, 胞核幼稚型的呈杆状或马蹄形, 
成熟的呈分叶状, 三叶的较多见. 嗜酸性粒细胞

直径13-15 μm, 胞质内充满粗大、整齐、均匀、

紧密排列的砖红色或鲜红色嗜酸性颗粒, 遮光

性强. 细胞核的形状与中性粒细胞相似, 通常有

2-3叶). 与TIL在一起形成了一定特点的大量免

疫细胞的病理分布.
2.2 TIL免疫组织化学特征 肿瘤浸润淋巴细胞主

要是由CD3+ T细胞, CD20+、CD79α+B细胞、浆

细胞和CD56+NK细胞构成. 其中细胞毒性TIA-1
均见有较高表达. CD3+ T细胞以CD8+细胞为主, 

图  1  TIL在结直肠癌中的组织病理特征. A: 高倍视野甚至看不到淋巴细胞(×400); B: 浸润在肿瘤组织间质中及周围(×100); 
C: 将癌组织与正常组织分离, 空隙样存在(×400); D: 可见大量的嗜酸性粒细胞(×400).

A B

C D

图  2  TIL免疫组织化学特征. A: CD3+ T细胞(×400); B: CD79α+B细胞, 浆细胞(×100); C: TIA-1有较高表达(×400); D: 
CD8+细胞(×400).

A B

C D

■创新盘点
近来关于T I L在
肿瘤的临床试验
和免疫治疗方面
的研究较多 .  而
对其临床病理特
征的研究及其意
义较少并有分歧. 
本研究针对结直
肠癌中T I L进行
组织病理及免疫
组织化学特点分
析研究 ,  并探讨
了大量浸润淋巴
细胞对肿瘤组织
的影响和关系.
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CD4+细胞较少(图2).
2.3 临床病理因素分析 对370例结直肠癌组织的

各种临床病理因素进行观察. 根据肿瘤浸润淋

巴细胞的情况把病例分为伴有大量淋巴细胞浸

润(TIL≥50淋巴细胞/100肿瘤细胞)和无大量淋

巴细胞浸润(TIL<50淋巴细胞/100肿瘤细胞). 有
无大量淋巴细胞浸润与肿瘤分化程度、淋巴结

转移和浸润深度有统计学意义(P <0.05或0.01).或0.01).). 
而与年龄和性别无统计学意义(P >0.05, 表1).

3  讨论

在许多疾病中均可以见到淋巴细胞等炎性细胞

浸润. 是机体对内外因素影响的免疫反应, 其
有保护也有破坏作用. 在免疫性疾病中起到重

要作用. 随着肿瘤免疫治疗的研究, 发现TIL体
外杀伤肿瘤细胞具有一定的特异性, 而且, TIL
需要少量IL-2就可维持其体内抗肿瘤效应[2], 与
LAK细胞比较TIL具有更强抗肿瘤活性. TIL具
有较强的杀伤力, 主要是TIL更具有识别肿瘤细

胞的能力. TIL细胞的临床应用是继LAK细胞疗

法之后的杀伤自体瘤细胞的又一种免疫疗法. 
Rosenberg et al , Dudley et al应用TIL静脉回输并

联合IL-2、CTX治疗恶性黑色素瘤, 达到部分或

完全消退[1-3]. Rosenberg实验室采用TIL对化疗无

效的晚期恶性黑色素瘤患者行免疫替代疗法治

疗, 结果获得部分缓解和混合性疗效. 国内学者

报道, 肝癌患者手术后, 采用TIL辅助治疗可以

缓解病人临床症状. 王志勇 et al [4]发现TIL在细

胞因子, 特别是IL-2协同下, 瘤灶内注射的局部

免疫疗法, 具有较强的抗膀胱癌效应, 并显著提

高了机体全身抗瘤免疫功能.
目前, 临床应用的TIL细胞主要来源于手术

切除或活检所得的瘤体组织、癌性胸水、腹水

中淋巴细胞及转移淋巴结. 国内外实验室分离

培养TIL方法很多, 大多采用淋巴细胞分离液进

行非连续密度梯度离心法.
肿瘤浸润淋巴细胞是继LAK细胞后的又一

代高效抗瘤效应细胞. 尽管有着许多优点, 但是

TIL的免疫治疗仍有诸多不足, 有效率仍不高. 
这可能与肿瘤的免疫逃逸及个体差异有关. 在
肿瘤的临床病理中发现的TIL的相关病理特征

在不同组织器官、不同肿瘤来源及不同的病理

分型均存在较大的差异性. 其存在的意义也有

较大的争议.
本试验发现在结直肠癌组织TIL的病理形

态同样差异很大, 大多数病例的病理中的只能

见到少量或缺乏TIL. 370例中303例(81.9%)看
到淋巴细胞散在分布, 数量少, 有时在一个高

倍视野甚至看不到淋巴细胞. 部分可以散在分

布正常组织中或是肿瘤坏死组织里. 这与恶性

肿瘤患者的免疫系统在肿瘤局部和全身都处于

耐受或缺陷状态相一致. 肿瘤在体内经历了多

因素、多步骤长期发展变化过程, 其抗原也经

历了人体免疫系统的筛选, 肿瘤相关抗原基本

上被自体免疫系统默认为自身抗原, 形成严密

的耐受[5]. 肿瘤细胞能直接使与之接触的T细胞

朝着Th2方向极向化, 并促进遭遇的T细胞产生

IL-4 ,下调IFN-γ的产生, 产生Th2样免疫. Sheu认
为这种作用主要由IL-10介导, TGF-β仅起协同

作用[6]. Fas/FasL系统: 近年的研究发现FasL在肿

瘤细胞表达增加与肿瘤免疫抑制有密切关系[7-8].   
但研究发现有些病例67例(18.1%)中却可

以见到大量的淋巴细胞, 并有一定的临床病理

特征. 有一部分侵入肿瘤组织内而另一部分位

于肿瘤组织周围弥漫片状分布. 这种病理现象

的形成不是单有TIL, 常常是由TIL和中性粒细

胞、嗜酸性粒细胞共同完成. 浸润在肿瘤组织

中和周围. 呈弥漫片状分布. 常围绕癌组织并将

癌组织与正常组织分离, 空隙样存在. 与正常组

织界线较清晰. 伴有大量淋巴细胞浸润与肿瘤

组织的分化程度、浸润深度和淋巴结转移有关

(P <0.05或0.01). 有其存在时肿瘤组织的分化程

度较好, 浸润深度浅和淋巴结转移少. 此现象这

表  1  TIL浸润与临床病理参数

     
临床病理             

n
      伴有大量TIL浸润       

χ2值           P 值
参数                                  有         无        

年龄(岁)

    <60               234       45       189         0.541       0.462

    ≥60             136       22       114

性别

    男                 290       50       240         0.679       0.410

    女                   80       17         63

浸润深度    

    未及浆膜       133       36         97       11.240       0.001

    浆膜或以外   237       31       206

组织分化

    高中             170        39       131         4.954       0.026

    低                 200       28       172

淋巴结转移

    有                 149       14       135       12.768       0.000

    无                 221       53       168

合计                 370        67       303

■应用要点
本研究提示 ,  结
直 肠 癌 组 织 中
T I L的病理形态
差异较大并与临
床病理因素相关. 
伴有大量肿瘤浸
润淋巴细胞存在
时有积极的意义. 
为肿瘤的过继免
疫治疗研究提供
了一些病理基础.
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也说明了TIL的抗肿瘤特性. 这与TIL中存在大

量效应细胞有关. 而与年龄和性别无统计学意

义(P >0.05), 这可能是受住院病例多已是中晚期

影响. 免疫组织化学显示, 主要是由CD3+ T细胞, 
CD20+、CD79α+B细胞、浆细胞和CD56+NK
细胞组成. 其中细胞毒性TIA-1均见有较高表达. 
并且CD3+ T细胞以CD8+细胞为主, CD4+细胞较

少. CD4+/CD8+ T细胞比值小于1. CD4+/CD8+ T细
胞比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[9]. 已
有研究显示TIL中CD3+ T细胞与较好的临床预

后有关, 尤其是在肿瘤实质中出现[10-11]. 特别是

CD8+ T细胞亚群[12-15], 提示细胞毒性淋巴细胞在

肿瘤免疫中起重要作用. 此外在病例中可以见

到大量中性粒细胞和嗜酸性粒细胞, 他们一方

面通过自身作用, 另一方面还可以通过调节淋

巴细胞活性而发挥抗肿瘤效应[16]. 可见机体抗肿

瘤是有多种免疫细胞共同来完成.
TIL细胞杀伤肿瘤细胞主要依赖其中的CTL

细胞的有效激活和有效行使功能. T细胞转化为

效应细胞, 需要有2个刺激信号, 第一激活信号

由TCR与抗原肽-MHC分子复合物结合提供; 第
二激活信号由T细胞上的CD28与抗原提呈细胞

(APC)上B7分子结合提供[17]. 通过该途径杀伤肿

瘤细胞机制目前已清楚, 另外研究证明TIL杀伤

肿瘤还有3条途径: (1)Fas介导的细胞凋亡, 其主

要机制为淋巴细胞通过表面的Fas配体(FasL)与
靶细胞上的Fas结合, 引起细胞DNA片段化, 导
致细胞发生凋亡; (2)穿孔素/颗粒酶B介导的细

胞凋亡; (3)TIL分泌一些细胞因子如TNF-α、
IFN-γ等介导的细胞溶解与凋亡, 该途径可通过

释放颗粒或直接细胞接触杀伤靶细胞[18].
是否每个患者都适合TIL的免疫治疗有待

进一步研究. 本试验研究在结直肠癌中伴有大

量肿瘤浸润淋巴细胞存在(特别是形成一定的

病理组织特点)时有积极的意义. 并发现大多的

肿瘤组织中的浸润淋巴细胞较少, 细胞免疫显

然已经不能对肿瘤细胞起到杀伤作用或者肿瘤

细胞对TIL免疫逃逸, 此时提取的TIL体外培养

回输治疗是否还会有效有待进一步临床试验研

究. 是否要与临床相关病理因素结合有待探讨

价值.
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