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Abstract
AIM: To explore the correlation between CD127low 

and Foxp3+ cell labeling-based methods in 
detecting CD4+CD25hi-int T regulatory cells (Tregs) 
in peripheral blood of hepatocellular carcinoma 
(HCC) and to establish a regression equation 
based on the percentages of CD4+CD25hi-intTregs 
in total CD4+ T cells obtained with the two 
methods. 

METHODS: The levels of CD4+CD25hi-intTregs 
were detected by flow cytometry using CD-
127low and Foxp3+ markers in peripheral blood 
of 31 HCC patients. The levels of CD4+CD25hi-int 

Foxp3+Tregs were measured in 32 healthy con-
trols. 

RESULTS: The percentage of CD4+CD25hi-int 

Foxp3+ Tregs in total CD4+ T cells in peripheral 
blood of HCC patients was significantly higher 
than that in healthy controls (10.33% ± 4.47% 
vs 7.34% ± 1.76%, P < 0.01). The percentage of 
CD4+CD25hi-intCD127lowTregs in peripheral blood 
of HCC patients (10.51% ± 4.78%) is positively 
correlated with that of Foxp3+ Tregs (r = 0.889, P 
< 0.01). Curve fitting showed that power model 
is the optimal model. According to the power 
model, the following regression equation was 
established: Y = 1.236 × (x0.899)(Y and x repre-
sent the percentages of Foxp3+Tregs and CD-
127lowTregs, respectively). 

CONCLUSION: Treg level is significantly el-
evated in peripheral blood of HCC patients. 
There is a positive correlation between the per-
centage of CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs and that 
of CD4+CD25hi-intCD127lowTregs in peripheral 
blood of HCC patients. The conversion between 
the percentage of CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs 
and that of CD4+CD25hi-intCD127lowTregs can be 
achieved using a regression equation. 

Key Words: Hepatocellular carcinoma; CD4+CD25hi-int 

CD127lowTregs; CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs
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■背景资料
肝脏是一个倾向
于免疫耐受的器
官. 当肝脏肿瘤发
生时, 肿瘤之所以
能够快速生长并
转移的一个重要
原因就是机体的
免疫系统对肿瘤
组织表现出一种
耐受性, 即免疫耐
受 ,  肿 瘤 细 胞 不
能被淋巴细胞有
效杀伤 .  Tregs在 
HCC患者肿瘤的
发生、发展中发
挥了重要的作用, 
多数人研究表明
Tregs在肝癌患者
的外周血和肝组
织中表达升高. 但
是人们检测调节
性T细胞方法的不
同, 导致关于肝癌
的研究结论尚不
统一.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科
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摘要
目的: 探讨以标记CD127low和Foxp3+两种方法
检测肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)患者
外周血中CD4+CD25hi-intTregs水平的相关性, 
建立两者转换的回归方程. 

方法: 流式细胞术同时用CD127low和Foxp3+

两 种 标 志 物 检 测 3 1 例 H C C 患 者 外 周 血
中C D4+C D25h i-i n tT r e g s, 检测32例对照组
CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs水平.  

结果:  H C C 患 者 与 健 康 对 照 组 外 周 血 中
CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs占CD4+ T细胞的比
例分别为10.33%±4.47%和7.34%±1.76%,
差异有统计学意义(P <0.01). HCC患者外周
血中CD4+CD25hi-intCD127lowTregs的比例为
10.51%±4.78%, 与Foxp3+Tregs比例呈正相
关, Pearson相关系数为0.889,相关有统计学
意义(P <0.01). 两者曲线拟合提示幂模型是最
优模型, 建立回归方程Y = 1.236×(x0.899)(Y为
Foxp3+Tregs, x为CD127lowTregs). 

结论: HCC患者外周血中Tregs水平明显升高, 
用CD127low和Foxp3+两种方法检测HCC患者
外周血Tregs水平呈正相关, 两者之间数值转
换可利用回归方程. 

关键词: 肝癌; CD4+CD25hi-in tCD127lowTregs; 

CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs
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0  引言

调节性T细胞(regulatory T cells, Tregs)是一群在

维持机体免疫平衡中发挥重要作用的CD4+ T淋
巴细胞. 肝脏疾病的发生时常伴随着Tregs的异

常改变: 慢性乙型肝炎的进展与Tregs数量增加

有关[1], 自身免疫性肝病的发生与Tregs的功能

和数量降低相关, 而肝癌的发生也与Tregs密切

相关. 此前的研究发现, 循环中Tregs水平在肿

瘤和癌症患者是增加的, Tregs参与各种肿瘤包

括肝癌的发病机制, 并影响疾病的进展[2]. 近年

来, 关于Tregs与肝癌的研究越来越多, 但是在相

同的研究对象中得出的结论有所差异, 有的甚

至是相反的结论. 导致上述研究结论不同的原

因, 很可能是检测Tregs手段的不同所致. Foxp3 
(forkhead family transcription factor, forkhead Box 
p3)被认为是Tregs发育和功能的关键调控基因, 
也是Tregs的特异性标记[3]. 不过Foxp3作为人

Tregs的特异性标志有一定的局限, 检测结果并

不稳定, 而且无法进行后续的细胞培养和进一

步的其他检测[4]. CD127是Tregs的表面膜分子的

一种, CD127低表达与Foxp3+有高度一致性[5], 故
检测CD4+CD25hi-intCD127lowTregs可较好地反映

胸腺来源的Tregs的水平, 也有研究[6]认为CD127
低表达与Foxp3阳性表达所定义的不是相同的

一群细胞. 为探讨两种检测CD4+CD25hi-intTregs
方法的相关性, 我们对肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC)患者的同一份外周血全血标

本同时选用CD127low和Foxp3+两种方法来检测

CD4+CD25hi-intTregs占CD4+ T细胞的比例, 并试

图建立两者之间的回归方程方便临床应用. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009-07/2009-08我院肝内科住院

的HCC患者31例, 其中男25例, 占80.6%, 女6例, 
占19.4%, 年龄45-81(平均57.05±10.05)岁. 对照

组为健康查体者32例, 其中男23例, 占71.9%, 女
9例, 占28.1%, 年龄范围43-69(平均57.47±5.48)
岁. 两组年龄及性别比例互相匹配. 对照组肝功

能水平、肝病自身抗体、血常规、胸片和腹部

B超、心电图、尿常规均无异常. 主要的仪器包

括: 流式细胞仪(购自美国Beckman公司), 中佳

KDC-1042离心机, CHA-S恒温振荡器. 主要试剂

包括: 鼠抗人CD4-FITC抗体、CD25-PECY5抗
体、CD127-PE抗体及各自的同型对照购自美国

Beckman公司; 鼠抗人Foxp3-PE抗体及其同型对

照购自eBioscience公司. 
1.2 方法 
1.2.1 诊断方法: (1)HCC的诊断参照1999年第四

届全国肝癌学术会议制定的《原发性肝癌临床

诊断标准》[7]. (2)入选条件: 符合上述HCC诊断

标准, 且为初次诊断患者, 尚未接受抗肿瘤及免

疫调节治疗. 患者基本情况见表1. 
1.2.2 流式细胞仪检测CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs
的比例: 取新采集的原发性肝癌患者和健康对

照组枸橼酸钠(EDTA)抗凝外周静脉血1 mL. 具
体步骤如下: 取流式管2个, 1管为对照管, 1管
为检测管. 加入CD4-FITC抗体10 μL, 样品管

内加入CD25-PECY5抗体10 μL, 对照管内加入

CD25-同型对照PECY5抗体10 μL, 每管内加入

新鲜抗凝外周血100 μL, 振荡混匀, 室温避光孵

■研发前沿
目前各种免疫疗
法正在用于癌症
治疗 ,  鉴于Tregs
在 肝 癌 肿 瘤 发
生 、 进 展 中 的
“免疫抑制”作
用, 目前人们正在
积极探索如何通
过免疫学的改变
包括通过Tregs的
变化来早期发现
肝癌, 以及如何降
低Tregs以恢复机
体免疫系统对于
肿瘤细胞的识别, 
从而调动淋巴细
胞对肿瘤细胞进
行杀伤, 制定有效
的免疫治疗策略. 
这样, 统一、可以
高效识别、花费
少的Tregs 检测方
法的建立就是非
常必要的. 
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育30 min. 加入溶血素4.5 mL, 振荡混匀, 37 ℃
气浴并振荡10 min, 裂解红细胞, 离心机1 600 
r/min离心6 min. 弃上清, 可观察到底部白色沉

淀. 配制工作浓度破膜剂(原液和稀释液1∶3)2 
mL, 对照管和样品管分别加入1 mL, 振荡充分

混匀后放置于4 ℃冰箱1 h, 破膜. 取出离心, 离
心机1 600 r/min离心6 min, 弃上清. 配制破膜缓

冲液16 mL, 分别加入对照管和样品管2 mL, 振
荡混匀后1 600 r/min离心5 min, 弃上清. 重复上

一步骤. 样品管中加入Foxp3-PE抗体5 μL, 对照

管内加入Foxp3同型对照-PE抗体5 μL, 4 ℃避光

孵育30 min. 各加入2 mL破膜缓冲液, 振荡混匀, 
1 600 r/min离心5 min, 弃上清. 重复上一步骤. 加
入1%多聚甲醛固定, 流式检测. 流式细胞仪检

测, Expo32软件收获细胞并进行分析数据. 结果

记录CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs细胞占CD4+ T细
胞的百分比. 
1.2.3 流式细胞仪检测CD4+CD25hi-intCD127lowTregs
的比例 :  将采集的原发性肝癌患者枸橼酸钠

(EDTA)抗凝外周静脉血同时进行CD4+CD25hi-int 

CD127lowTregs的检测. 步骤如下: 取流式管2
个, 1管为对照管, 1管为检测管. 样品管内加入

CD4-FITC抗体、CD25-PECY5抗体、CD127-
PE抗体各10 μL, 对照管内加入CD4-FITC抗

体、CD25同型对照-PECY5抗体、CD127同型

对照-PE抗体各10 μL, 每管内加入新鲜抗凝外

周血(EDTA)100 μL, 振荡混匀, 室温避光孵育30 
min. 加入溶血素4.5 mL, 振荡混匀, 37 ℃气浴并

振荡10 min, 裂解红细胞, 离心机1 600 r/min离
心6 min. 弃上清, 可观察到底部白色沉淀. 加入

1%多聚甲醛固定, 流式检测. 流式细胞仪检测, 
Expo32软件收获细胞并进行分析数据. 结果记

录CD4+CD25hi-intCD127lowTregs细胞占CD4+ T细
胞的百分比. 

统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计分

析, 计量资料以mean±SD表示, 两组之间对比采用

t检验, 相关分析采用Pearson相关检验, 两者之间数

量关系采用曲线拟合, P<0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 HCC患者和健康对照组外周血CD4+CD25hi-int 

Foxp3+Tregs的比较 HCC患者外周血CD4+CD25hi-int 

Foxp3+Tregs占CD4+T细胞的比例为10.33%±

4.47%, 健康对照组CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs占
CD4+ T细胞的比例为7.34%±1.76%, 认为两者之

间的差异有统计学意义(P<0.05, P = 0.000, 图1).
2.2 HCC患者外周血中两种方法检测Tregs的

水平的相关性比较 CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs
占C D 4 +T细胞的比例为 1 0 . 3 3 %± 4 . 4 7 % , 
CD4+CD25hi-intCD127lowTregs占CD4+ T淋巴细胞

的比例为10.51%±4.78%, 两者Pearson相关系

数为0.889, 两种方法检测Tregs的水平呈正相关

(P<0.05, P = 0.000, 图2). 
2.3 两种检测方法数值之间回归方程的建立 用
SPSS软件中的曲线估计过程自动拟合11种模型, 
所有模型均有显著性意义(P = 0.000)(表2, 图3), 
以Power(幂模型)决定系数R2最高, 为0.810, 故选

用幂模型(图4), 回归方程为: Y = 1.236×x0.899(Y

表  1  HCC患者基本信息

     
项目            		    n                               %

性别	

    男			   25	                80.6 

    女			     6	                19.4 

病因

    慢性乙型肝炎		  24	                77.4 

    慢性丙型肝炎		    5	                16.1 

    不明原因		    2	                  6.5 

常见症状	

    右上腹不适		  25	                80.6 

    乏力			   18	                58.1 

    食欲下降		  17	                54.8 

AFP值(μg/L)

    ≥400			   28	                90.3 

    <400			     3	                  9.7 

Child-Pugh分级

    A级			   21	                67.7 

    B级			     9	                29.0 

    C级			     1	                  3.2 

有无远处转移

    有			     3	                  9.7 

    无			   28	                90.3 
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7.34±1.76
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图  1  HCC组和对照组CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs的比较.

■相关报道
对 于 可 否 以
C D 4 + C D 2 5 h i -

intCD127low来定义
Tregs以及HCC患
者外周血中Tregs
是 否 升 高 ,  目 前
仍 有 争 议 ,  且 对
于Tregs在肝癌患
者免疫发病机制
中的作用及去除
Tregs细胞后是否
能有效增强肝癌
患者的抗肿瘤免
疫尚不能确定. 
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为Foxp3+Tregs, x为CD127lowTregs).

3  讨论

原发性肝癌在我国较为常见, 缺乏有效的治疗

措施, 预后较差. Tregs是具有免疫负调节功能的

CD4+ T细胞亚群, 能抑制抗肿瘤效应细胞的活化

和增殖, 与肿瘤免疫逃逸有关[8]. Tregs在肿瘤内

的聚集会抑制CD8+ T淋巴细胞的功能, 可能对肿

瘤进展起促进作用. 我们通过对原发性肝癌和

健康对照组外周血CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs占
CD4+ T淋巴细胞的比例的研究看出, HCC患者

外周血中的CD4+CD25hi-intFoxp3+Tregs比例明显

高于健康对照组, 差异有统计学意义. 我们的研

究对象是初次诊断的、未经治疗尤其是免疫调

节剂治疗的HCC患者, 排除了免疫调节及其他

化疗等因素的影响. Fu等[9]观察到肿瘤浸润淋巴

细胞中Tregs频率和CD4+ T淋巴细胞频率明显高

于癌旁组织及正常组织; 同时肝癌患者外周血

Tregs数量明显增加, 而且和疾病进展密切相关; 

并发现肝癌患者外周血Tregs频率与其生存期密

切相关, 认为Tregs可以作为肝癌患者存活的预

测指标. Wo1f等[10]观察到HCC患者外周血Tregs
细胞内T细胞受体清除周期的数值明显降低, 在
体外扩增没有进一步缩短端粒长度, 可能是由

于诱导端粒酶活性, 推测HCC患者外周血Tregs

图  2  两种方法检测HCC患者外周血中Tregs散点图.
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图  3  CD127lowTregs和foxp3+Tregs数值转换的11种模型的拟
合曲线.
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表  2  CD127lowTregs和Foxp3+Tregs数值转换11种模型的拟合结果

     
模型				      模型主要参数				    参数估计

		            R2	                F             df1	            df2	          P 值            Constant            b1            b2            b3

线性模型(Linear) 0.791 109.764 1 29 0.000 1.590 0.832   

对数模型(Logarithmic) 0.697 66.573 1 29 0.000 -5.826 7.210   

逆模型(Inverse) 0.369 16.941 1 29 0.000 13.474 -24.991   

二次模型(Quadratic) 0.794 53.860 2 28 0.000 0.571 1.027 -0.008  

三次(Cubic) 0.794 34.758 3 27 0.000 1.253 0.771    0.018 -0.001

复合模型(Compound) 0.667 58.051 1 29 0.000 3.663 1.092   

幂模型(Power) 0.810 123.636 1 29 0.000 1.236 0.899   

S型模型(S) 0.654 54.935 1 29 0.000 2.710 -3.848   

生长模型(Growth) 0.667 58.051 1 29 0.000 1.298 0.088   

指数模型(Exponential) 0.667 58.051 1 29 0.000 3.663 0.088   

logistic模型(Logistic) 0.667 58.051 1 29 0.000 0.273 0.915   

■创新盘点
本 研 究 进 一 步
明 确 了 H C C 患
者 外 周 血 全 血
中 T r e g s 水 平 是
明 显 升 高 的 ,  且
以CD4+CD25hi-int 

C D 1 2 7 l o w 和
C D 4 +C D 2 5 h i - i n t 

Foxp3+两种方法
检测肝癌患者外
周血Tregs水平呈
正相关, 两者之间
的数值转换可利
用回归方程. 

图  4  CD127lowTregs和foxp3+ Tregs数值转换的幂模型曲线.
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频率增加是由于Tregs增殖而不是Tregs的重分布

导致. 这样, 我们通过控制Tregs数量等方式来改

变Tregs活性进而控制免疫反应可能作为治疗肝

癌的一种新的策略. 但也有一些研究认为原发

性肝癌患者外周血中Tregs占总淋巴细胞的比例

与健康对照组无差异[11]. 
目前关于HCC患者外周血中的Tregs水平

研究结论不一, 可能是因为检测方法不同. 外周

血Tregs数量极少, 仅占CD4+ T细胞的5%-10%, 
Tregs的检测方法对于进一步有关功能和应用

的研究十分重要. 人们早期研究Tregs是通过检

测CD4+CD25+, 缺点是活化的T细胞表面也表

达CD25, 无法与之区分; 随后研究Tregs是通过

检测CD4+CD25hi-int, 缺点是CD4+CD25hi-int无法

明确界定, 导致同样的研究可能出现不同的结

果; 自从Foxp3被认为Tregs特异性的转录因子

以来, 检测CD4+CD25hi-intFoxp3+成为迄今鉴定

Tregs细胞特异的标志, 但其检测需要破膜染色, 
不能用于细胞功能研究及临床免疫治疗; 近年

来有研究[5]提示, 在Ⅰ型糖尿病患者中人类调节

性T细胞可通过CD127低表达进行识别. 这一群

CD127低表达的细胞主要阳性表达Foxp3, 而且

还包括低表达和不表达CD25的细胞, 功能学验

证有抑制功能和无能性, 提示可以用CD127低
表达来定量Tregs且CD127可以作为Tregs的生物

学标志. CD4+CD25hi-intCD127lowTregs的这些细胞

多数是Foxp3+, 联合CD4、CD25、CD127作为

膜表面标志物可以得到更纯化的Tregs, 他的表

达与Foxp3表达极其一致, 并且与CD4细胞中、

高表达CD25也相一致, 这个标志更适用于体外

培养与分析. 也有研究[6]认为, 在CD127低表达

的细胞群中有34.0%±15.1%不表达Foxp3, 而在

CD127高表达的细胞群中则有30.3%±7.4%表

达Foxp3, 所以CD127低表达与Foxp3阳性表达

在人外周血中定义的是不同的Tregs群; 并且以

CD127进行检测, 流式细胞图上细胞分群不清

楚, 影响检测结果. 所以, 能否用CD127低表达来

定义Tregs还有待进一步的研究. 
我们的研究表明, 对同一HCC患者的同一

份外周血全血标本同时以CD4+CD25hi-intFoxp3+

和CD4+CD25hi-intCD127low为表型标志鉴定Tregs, 
Tregs占CD4+ T细胞的比例数值上讲呈正相关, 
也就是说Tregs上膜表面分子CD127的低表达

和细胞膜内特异性转录因子Foxp3的阳性表达

正相关, 与Liu等[5]的研究结果相似. 但是, 我们

也可以看到, 两群细胞并不完全重叠一致, 数值

上也不完全相同, 还不能认为CD127lowTregs和
Foxp3+Tregs是完全相同的一群细胞. 所以, 我们

只能得出结论, 用CD127lowTregs和Foxp3+Tregs
在数值上有很好的相关性. 

既然用CD127lowTregs和Foxp3+Tregs在数值

上有很好的相关性, 我们可否建立模型来描述

他们之间的数量关系呢？从二者的散点图可以

看出二者存在明显的正相关. 但这种绝对的直

线相关并不多见, 且直线是一种特殊的曲线, 为
了验证两者之间的关系, 我们用SPSS13.0进行曲

线估计, 产生11种拟合模型. 可以看到, Linear(线
性模型)的决定系数R2为0.791, 并不是最优模型, 
而Power(幂模型)决定系数R2最高, 为0.810, 是最

优模型, 故选用幂模型建立两者之间的数值转

换的回归方程. 这可方便临床应用, 我们也在进

一步验证该模型的有效性. 
从经济学和临床应用的角度上讲, 由于使

用Foxp3检测Tregs花费相对较高, 检测步骤复

杂, 且不能进行下一步的细胞培养和分析, 而使

用低表达CD127来检测Tregs检测花费相对较少, 
检测步骤相对简单, 可以进行下一步的细胞培

养和分析, 且在细胞检出水平上与需要破膜的

Foxp3检测有很好的相关性, 我们认为可以使用

CD127low作为Tregs的表型标志进行肝癌病情、

疗效观察及随访等研究. 在HCC患者的临床随

访观察中, 如果同一患者前后检测Tregs使用的

方法不一致, 我们可以利用两者数值转换的幂

模型得出近似数值, 进行患者外周血Tregs变化

的动态观察. 
总之, 我们认为: 在HCC患者外周血中的

Tregs水平是升高的, 且用CD127低表达和Foxp3
阳性表达两种方法检测H C C患者外周全血

CD4+CD25hi-intTregs的水平呈正相关, 可利用幂

模型得出两者之间近似的数值转换, 方便用外

周血中的Tregs为指标对HCC患者进行临床随

访观察. 我们也进一步在观察其他患者中使用

CD127低表达和Foxp3阳性表达两种方法检测数

值的相关性, 并验证两者之间数值幂模型转换

的有效性. 
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《世界华人消化杂志》数字用法标准

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15835-1995出版物上数字用法的规定, 本刊论文中数字作为汉语词素者采用汉字

数字, 如二氧化碳、十二指肠、三倍体、四联球菌、五四运动、星期六等. 统计学数字采用阿拉伯数字, 如

1 000-1 500 kg, 3.5 mmol/L±0.5 mmol/L等. 测量的数据不能超过其测量仪器的精密度, 例如6 347意指6 000分

之一的精密度. 任何一个数字, 只允许最后一位有误差, 前面的位数不应有误差. 在一组数字中的mean±SD应

考虑到个体的变差, 一般以SD的1/3来定位数, 例如3 614.5 g±420.8 g, SD的1/3达一百多g, 平均数波动在百位

数, 故应写成3.6 kg±0.4 kg, 过多的位数并无意义. 又如8.4 cm±0.27 cm, 其SD/3 = 0.09 cm, 达小数点后第2位, 

故平均数也应补到小数点后第2位. 有效位数以后的数字是无效的, 应该舍. 末尾数字, 小于5则舍, 大于5则进, 

如恰等于5, 则前一位数逢奇则进, 逢偶(包括“0”)且5之后全为0则舍. 末尾时只可1次完成, 不得多次完成. 例

如23.48, 若不要小数点, 则应成23, 而不应该23.48→23.5→24. 年月日采用全数字表达法, 请按国家标准GB/T 

7408-94书写. 如1985年4月12日, 可写作1985-04-12; 1985年4月, 写作1985-04; 从1985年4月12日23时20分50秒

起至1985年6月25日10时30分止, 写作1985-04-12 T23:20:50/1985-06-25 T10:30:00; 从1985年4月12日起至

1985年6月15日止, 写作1985-04-12/06-16, 上午8时写作08:00, 下午4时半写作16:30. 百分数的有效位数根据

分母来定:分母≤100, 百分数到个位; 101≤分母≤1 000, 百分数到小数点后1位; 余类推. 小数点前后的阿拉

伯数字, 每3位间空1/4阿拉伯数字距离, 如1 486 800.475 65. 完整的阿拉伯数字不移行! 


