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Abstract
AIM: To compare the proportions of CD4+, CD8+ T 
cells, NK cells, B cells, and CD4+CD25HighCD127low 
Treg cells and Th/Treg ratio in the peripheral 
blood of patients with colorectal cancer and 
healthy controls to investigate the immune status 
in patients with colorectal cancer.

METHODS: Flow cytometry was used to ana-
lyze the proportions of CD4+, CD8+ T cells, NK 
cells, B cells, and CD4+CD25HighCD127low Treg 
cells and Th/Treg ratio in the peripheral blood 
from 100 patients with non-metastatic colorectal 
cancer, 100 patients with metastatic colorec-
tal cancer, and 100 healthy controls. One-way 
ANOVA was used to study the changes in the 
above immunity parameters.

RESULTS: The proportion of CD4+CD25HighCD127low 
Treg cells was significantly higher in patients 
with metastatic colorectal cancer than in health 
controls and patients with non-metastatic 
colorectal cancer (7.72% ± 2.20% vs 6.08% ± 1.47%, 
5.91% ± 1.55%, both P < 0.05), while that of CD4+ 
T cells was statistically lower in patients with 
metastatic colorectal cancer than in the other two 
groups of subjects (34.04% ± 8.71% vs 37.83% 
± 7.62%, 37.68% ± 8.89%, both P < 0.05). The 
Th/Treg ratio was also significantly lower in 
patients with metastatic colorectal cancer than in 
health controls and patients with non-metastatic 
colorectal cancer (4.70 ± 1.72 vs 6.47 ± 2.54, 6.81 ± 
4.09, both P < 0.05). There were no statistical dif-
ferences in the proportions of CD8+ T cells, NK 
cells and B cells between patients with colorectal 
cancer and healthy controls.

CONCLUSION: Abnormal immune status was 
observed in patients with metastatic colorectal 
cancer.
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摘要
目的: 评估结直肠癌患者抗肿瘤免疫状态.

方法: 应用流式细胞术检测100例未转移结直
肠癌患者、100例伴有转移结直肠癌患者和
100例健康志愿者外周血CD4+、CD8+、NK、

B、CD4+CD25HighCD127low Treg、Th/Treg值, 
采用单因素方差分析进行比较, 分析差异.

结果: 转移性结直肠癌患者组分别与正常
对照组和非转移性结直肠癌患者组相比 , 
CD4+CD25HighCD127low Treg细胞升高(7.72%
±2.20% vs  6.08%±1.47%, 5.91%±1.55%, 均
P <0.05), CD4+ T细胞降低(34.04%±8.71% vs  
37.83%±7.62%, 37.68%±8.89%, 均P <0.05), 
Th/Treg值降低(4.70±1.72 vs  6.47±2.54, 6.81
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■背景资料
结直肠癌 (CRC)
是消化系统常见
的恶性肿瘤, 在我
国每年新发病例
高达15万 .  目前 , 
对CRC的治疗仍
是以手术为主、
辅以局部或全身
放疗及化疗, 有提
高疗效的作用, 特
别是近年新辅助
放化疗在临床上
的应用能使CRC
体积缩小, 提高手
术切除率和降低
局部复发率.
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±4.09, 均P <0.05). 结直肠癌患者与正常对照
组CD8+ T细胞、NK细胞、B细胞三组两两相
比, 均无统计学意义.

结论:  转移性结直肠癌患者免疫功能紊乱 , 
主要表现为C D4+ T细胞、T h/Tr e g值降低, 
CD4+CD25HighCD127low Treg细胞升高.

关键词: 结直肠肿瘤; 流式细胞术; 细胞免疫; 调节

性T淋巴细胞

李耀平, 宋东, 王艳峰, 田志华, 贾莉, 苏文. 细胞免疫参数对结直

肠癌的评估价值.  世界华人消化杂志  2011; 19(12): 1263-1268

http://www.wjgnet.com/1009-3079/19/1263.asp

0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是消化系统常

见的恶性肿瘤, 据国际癌症研究机构IARC 2009
年的一项统计数据研究资料显示全球范围内每

年约有超过100万的新发病例, 5年生存率在50%
左右[1-3], 在我国每年新发病例高达15万. 目前, 
对CRC的治疗仍是以手术为主、辅以局部或全

身放疗及化疗, 有提高疗效的作用, 特别是近年

新辅助放化疗在临床上的应用能使CRC体积缩

小, 提高手术切除率和降低局部复发率, 因此, 
进一步研究CRC术后新的辅助治疗十分重要, 
而免疫治疗就是一种行之有效的辅助治疗方

法, 肿瘤患者免疫状态评估对于选择合理的治

疗方式、判断预后有着重要的临床意义, 但目

前缺乏理想的免疫评价参数使其无法在临床常

规开展. 本文通过分析CRC患者外周血CD4+、

CD8+、NK、B、Treg、Th/Treg的变化, 探讨这

几种免疫参数评估患者免疫状态的价值.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究实验组外周血标本200例均为

2009-07/2009-12山西省肿瘤医院住院CRC患者, 
所有病例经组织病理学鉴定为腺癌, 男118例, 
女82例, 年龄(58.3±13.9)岁, 其中伴有局部肠

系膜淋巴结转移和远处转移100例, 无转移100
例. 患者均未行化疗和放射治疗, 无免疫相关性

疾病和其他肿瘤, 无使用激素类药物及免疫抑

制剂史. 100例正常组为同期山西省肿瘤医院经

体格检查, 且生化及免疫指标均正常的健康体

检者, 其中男44例, 女66例, 年龄(56.0±9.8)岁. 
流式细胞仪; 鼠抗人抗体: CD3 PerCP-Cy5.5、
CD3 FITC、CD4 FITC、CD8 PE、CD19 PE、
CD16+56 PE、CD25 APC、CD127 PE; 同型对
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照为鼠抗人IgG1 PerCP-Cy5.5、IgG1 FITC、
IgG1 PE、IgG1 APC; 红细胞裂解液; 流式上样

管. 以上仪器和试剂均购自美国BD公司.
1.2 方法 
1.2.1 标本采集: 患者与健康体检者签署知情同

意书, 所有标本均在清晨受检者空腹下, 用一次

性真空管采集静脉血2 mL, EDTA抗凝, 在标本

采集后室温(15 ℃-25 ℃)保存, 6 h内处理.
1.2.2 检测: 取待检静脉全血100 μL, 加入上样管

中, 采用双色和三色标记法根据检测项目的不

同分别加入以下抗体组合: CD3 PerCP-Cy5.5、
CD4 FITC; CD3 PerCP-Cy5.5、CD8 PE; CD3 
FITC、CD16+56 PE; CD4 FITC、CD25 APC、
CD127 PE; CD3 FITC、CD19 PE, 震荡混匀, 常
温孵育20 min, 加红细胞裂解液850 μL裂解10 
min, 1 500 r/min离心7 min, PBS冲洗1次, 加200 
μL PBS悬浮细胞, 上机检测, 采用FACSDiva软
件对数据结果进行分析.

统计学处理 采用SPSS18.0软件包进行统计

分析, 所有正态分布数据均以mean±SD, 组间

比较单因素方差分析(One-way ANOVA)比较, 
P <0.05认为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 CRC患者外周血CD4+细胞相对计数比较 健
康体检者外周血和未转移性CRC患者CD4+ T
淋巴细胞占所有淋巴细胞比例分别为37.83%
±7.62%和37.68%±8.89%, 两者相比较, 无统

计学差异. 转移性CRC患者CD4+ T淋巴细胞为

34.04%±8.71%, 同健康体检者和未转移患者相

比, 差异有统计学意义(P <0.05, 图1, 2).
2.2 CRC患者外周血CD8+细胞相对计数 CD8+ T
淋巴细胞占所有淋巴细胞比例分别为26.64%±

7.54%、26.61%±9.16%、25.75%±9.17%, 三者

相比较, 均无统计学差异(图2, 3).
2.3 CRC患者外周血NK细胞相对计数 健康体检

者、非转移性和转移性CRC患者NK细胞占全部

淋巴细胞的比值分别19.30%±8.07%、19.00%
±10.60%、18.70%±10.62%, 三组相比较, 无统

计学差异(图2, 4).
2.4 CRC患者外周血CD4+CD25HighCD127Low Treg
细胞 健康体检者、未转移和转移性CRC患者

CD4+CD25HighCD127Low Treg细胞占CD4+ T淋
巴细胞的比例分别为6.08%±1.47%、5.91%±

1.55%、7.72%±2.20%, 转移患者与健康体检者

和未转移患者相比较, 有统计学差异(P <0.05), 
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■相关报道
国内外一些研究
也证实, 在肺癌、
肝癌、卵巢癌、
胰腺癌、胃肠道
肿瘤、乳腺癌等
多种实体瘤患者
的外周血和肿瘤
局部Treg细胞比
例明显增高.
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而健康体检者和未转移患者相比较, 两者无统

计学差异(图2, 5).
2.5 CRC患者外周血B细胞 健康体检者、未转移

和转移性CRC患者B细胞占淋巴细胞的比例分

别为9.80%±6.92%、9.40%±5.10%、8.96%±

4.33%, 三者两两比较, 均无统计学差异(图2, 6).
2.6 CRC患者外周血Th/Treg比值 健康体检者、

未转移和转移性CRC患者Th/Treg比值分别为

6.47±2.54、6.81±4.09、4.70±1.72, 转移性患

者与健康体检者和未转移患者相比较, 有统计

学差异(P <0.05), 而健康体检者和未转移患者相

比较, 两者无统计学差异.

3  讨论

肿瘤是由机体自身细胞在各种内外致癌因素作

用下发生恶变转化而成, 在此过程中, 机体的免

疫异常与恶性肿瘤的发生、发展、转移及预后

密切相关[4-6]. 在机体抗肿瘤细胞免疫应答过程

中, 淋巴细胞发挥重要的作用, 检测T淋巴细胞

亚群, B淋巴细胞和自然杀伤细胞是目前临床上

最常用的反映机体细胞免疫功能状态的指标, 
在肿瘤免疫监测中起着重要的作用. 研究发现, 
在不同的肿瘤中, 患者会出现不同的免疫功能

异常[7-9].
T淋巴细胞是具有多功能的细胞群体, 其

中辅助性T淋巴细胞(T h, C D4+)、细胞毒性T
淋巴细胞(Tc, CD8+)、调节性T淋巴细胞(Treg, 
CD4+CD25HighFoxp3+)是近年来研究与肿瘤免疫

密切相关的亚型. 在肿瘤发生的早期CD4+ T淋
巴细胞可以起到有效的免疫监视作用, CD4+ T
淋巴细胞不仅可以分泌大量的细胞因子, 而且

CD4+ T淋巴细胞在肿瘤免疫中具有免疫记忆

功能, 因而在机体的抗瘤免疫反应中起重要作

用. CD8+ T淋巴细胞是一种高效杀伤肿瘤作用

的分泌型细胞, 其溶酶体可以裂解蛋白, 特异

性的识别靶细胞, 同时也可以分泌特异性抗肿

瘤的细胞因子如IL-2、TNF-α、IFN-γ等. Treg

细胞又称抑制性T淋巴细胞(suppressor T cells), 
CD4+分子表达阳性, CD25+高表达, 早期通过检

测CD4+CD25+免疫表型来确定是否为Treg细胞, 
但不具有特异性, 经研究发现细胞核内Foxp3特
异性转录因子高表达于Treg细胞, 但检测需要破

膜染色, 不利于临床检测, 在随后的多项相关性

研究发现CD127低表达的细胞与Foxp3高表达

同属一类细胞, 提示可以用CD127低表达来定量

Treg[10-12]. 近年对Treg细胞生物学功能研究发现, 
他可以通过抑制其他免疫细胞的活化和增殖来

抑制机体的免疫应答反应, 这类细胞在肿瘤的

免疫逃逸机制中发挥了重要作用, 在肿瘤微环

境或外周血中, 通过分泌IL-10、TGF-β、IL-35
等多种细胞因子抑制反应性T淋巴细胞功能, 对
宿主免疫系统产生抑制作用, 以此给肿瘤提供逃

避免疫识别和杀伤的机会, 促进肿瘤生长[9,13,14]. 
国内外一些研究也证实, 在肺癌、肝癌、卵巢

癌、胰腺癌、胃肠道肿瘤、乳腺癌等多种实体

瘤患者的外周血和肿瘤局部Treg细胞比例明显

增高[15-18].
本研究以CRC患者为研究对象, 经统计学

分析我们发现, 与正常组相比较转移性CRC患

者Treg细胞比例升高, 而CD4+ T淋巴细胞比例下

降, 且差异具有显著性, 相比之下, 未转CRC患
者与正常组CD4+ T淋巴细胞和Treg细胞, 无明显

差别, 提示CRC患者肿瘤转移和CD4+ T淋巴细
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图  1  CD4+ T淋巴细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.

图  2  各组外周血免疫细胞参数比较. aP<0.05 vs  正常组和

未转移患者组.
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■应用要点
转移性结直肠癌
患者免疫功能紊
乱 ,  主 要 表 现 为
C D 4 +  T 细 胞 、
Th/Treg值降低 , 
CD4+CD25HighCD 
127 low Treg细胞
升高.



www.wjgnet.com

1266               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年4月28日  第19卷  第12期

胞和Treg细胞比例失调有相关性, 同时, 通过分

析了另一项机体抗肿瘤参数Th/Treg值, 发现转

移性CRC患者比正常组和未转移患者组相比较

Th/Treg值有所降低, 且具有统计学意义, 提示进

展期肿瘤微环境的免疫耐受状态明显加重, 并
有利于癌细胞的转移播散, 预后不良. 我们分析

由于Treg细胞对CD4+ T和CD8+ T淋巴细胞、NK
细胞、B淋巴细胞、树突状细胞以及单核细胞

/巨噬细胞的分化和效应具有抑制功能[19-24],  因
此, 我们对CRC患者的B淋巴细胞和NK细胞也

做了检测分析, 结果显示转移性CRC患者B淋巴

细胞和NK细胞较非转移组和正常组有所降低, 

B淋巴细胞主要反映机体体液免疫功能状态, 本
研究中转移性CRC患者B淋巴细胞降低, 推测可

能与其Treg升高产生的免疫抑制有关, 其具体机

制需进一步研究证实. NK细胞是机体最主要的

抗肿瘤免疫屏障之一, 多数文献报道, 肿瘤患者

体内NK细胞会有不同程度的降低[25-28], 本研究

通过较大样本研究发现CRC肿瘤患者NK细胞并

未明显降低(通过统计学分析无明显差异), 我们

分析仅检测肿瘤患者NK细胞含量并不能准确反

映肿瘤患者机体的抗肿瘤活性, 可进一步检测

其抑制性受体(NKG2A)和活化性受体(NKG2D)
的表达来更准确反映肿瘤患者NK细胞抗肿瘤活
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图  3  CD8+ T淋巴细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.
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图  4  NK细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.
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图  5  CD4CD25HighCD127Low Treg细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.
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图  6  B淋巴细胞. A: 正常组; B: 未转移患者组; C: 转移患者组.
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■同行评价
本文设计合理, 数
据分析严谨, 结论
可靠, 具有较好的
学术价值.
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性[29]. 因此, 未来我们可进一步研究NK细胞亚群

如NKG2A和NKG2D之间的关系, 来进一步阐明

CRC患者NK细胞抗肿瘤活性, 为探讨肿瘤患者

免疫功能紊乱的免疫学机制和肿瘤免疫治疗提

供参考.
总之, 本研究通过对CRC患者细胞免疫分

析总结, 比较其变化规律, 发现CRC患者的免疫

功能存在不同程度的紊乱, 尤其是转移性CRC
患者, 为指导临床免疫治疗和了解患者的预后

提供较为有意义的参考数据.
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