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原发性肝癌患者微环境中 CD8+CD28- 调节性 T 细胞
表达变化及意义
王徐，胡明华，王小明 

（皖南医学院第一附属医院  肝胆二科，安徽 芜湖 241001） 

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨原发性肝癌患者微环境中 CD8+CD28- 调节性 T 细胞 (CD8+CD28-Treg) 的表达变化及其意义。

方法： 采 用 流 式 细 胞 检 测 技 术 对 60 例 原 发 性 肝 癌 患 者 及 其 50 例 健 康 患 者 的 外 周 血 中 CD8+CD28-

Treg 进行检测，对于顺利手术切除的 46 例患者的肝癌组织及癌旁组织进行 CD8+CD28-Treg 的检测，

再选取 30 例肝癌石蜡标本，检测其肝癌组织和癌旁组织中的 CD8+CD28-Treg 的表达。

结 果： 通过对肝癌组与健康对照组检测结果比较发现：CD8+CD28-Treg 在原发性肝癌患者的外周血

中 测 定 值 明 显 高 于 健 康 对 照 组 [（15.55±3.14）% vs.（10.12±3.16）%]， 肝 癌 组 织 的 CD8+CD28-

Treg 表 达 较 癌 周 组 织 中 的 CD8+CD28-Treg 表 达 增 高 [（19.34±3.12）% vs.（13.59±2.47）%]， 石 蜡

标 本 中 肝 癌 组 织 CD8+CD28-Treg 表 达 高 于 癌 旁 组 织 中 CD8+CD28-Treg 的 表 达 [（13.58±2.46）% vs. 

（9.47±3.04）%]，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。 

结论：CD8+CD28- 调节性 T 细胞在原发性肝癌患者的微环境中表达明显增加，其可能在机体对原发

性肝癌的免疫应答中有重要的意义。                           [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(7):976-979]
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原 发 性 肝 癌 是 世 界 上 第 五 大 常 见 恶 性 肿 瘤，

其病死率居第 3 位。我国是肝癌高发地区，约占全

球 一 半 以 上， 虽 然 手 术 切 除、 器 官 移 植 等 治 疗 肝

癌 的 方 法 逐 渐 进 步， 但 是 总 体 的 术 后 复 发 和 较 高

的 病 死 率 并 没 有 得 到 明 显 的 改 善。 现 今 免 疫 检 测

和 治 疗 逐 渐 受 到 重 视。 以 往 在 治 疗 肝 癌 的 时 候 主

要 集 中 在 对 癌 细 胞 本 身 的 生 物 学 行 为 上， 如 今 对

于肝癌的研究越来越多的关注肿瘤微环境的作用。

近 年 来 的 相 关 研 究 表 明 肝 癌 患 者 由 于 免 疫 功 能 低

下使得肝癌细胞产生免疫逃逸，并容易转移复发，

其 中 调 节 性 T 细 胞 在 肝 癌 免 疫 逃 逸 中 起 着 重 要 作

用。CD8+CD28- 调 节 性 T 细 胞 是 近 年 来 证 实 的 一

种重要的调节性 T 细胞，这种 T 细胞在肿瘤患者、

慢性病毒感染患者以及存活时间超过 50 d 的同种

异 体 移 植 动 物 体 内 大 量 增 加 [1-2]。 本 研 究 将 通 过

检 测 原 发 性 肝 癌 患 者 微 环 境 中 的 CD8 +CD28 - 调

节性 T 细胞表达变化探讨其在肝癌肿瘤生物学中

的意义。

1　资料与方法

1.1  标本来源

选 取 2012 年 6 月 —2014 年 1 月 在 皖 南 医 学

院弋矶山医院经 CT 以及实验室检查初诊的肝癌的

患者 60 例（肝癌组）。男 36 例，女 24 例；平均

年 龄 为（60.8±4.2） 岁， 均 经 过 术 后 病 理 检 查 证

实 为 肝 癌。 根 据 肝 癌 大 小 的 分 类， 其 中 微 小 肝 癌 

8 例，小肝癌 14 例，大肝癌 24 例，巨大肝癌 14 例。

其中 46 例患者成功接受了肝癌切除术，术后病理

提 示 肝 细 胞 肝 癌 32 例， 肝 胆 管 细 胞 癌 14 例， 另

14 例患者由于存在腹腔内的远处转移而终止手术。
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有 远 处 转 移 14 例， 无 远 处 转 移 46 例。60 例 肝 癌

患者术前均留取空腹静脉血 2 mL 进行 CD8+CD28-

Treg 检测，46 例手术切除的肝癌患者术中留取癌

组织及癌胖组织进行 CD8+CD28-Treg 检测。

选取 50 名健康志愿者进行对照（健康对照组），

男 32 例， 女 18 例； 平 均 年 龄（57.3±3.9） 岁。

留 取 清 晨 空 腹 静 脉 血 2 mL， 送 检 我 院 中 心 实 验

室 进 行 CD8+CD28-Treg 检 测。 从 我 院 病 理 科 选 取

2011 年 1 月—2012 年 6 月病理诊断为肝细胞肝癌

的石蜡切片 30 例。分别检测癌旁组织及癌组织中

的 CD8+CD28-Treg。

1.2  主要试剂

CD8、CD28 单克隆抗体及显色剂均购自北京

金桥生物技术有限公司。流式细胞仪等器材由我院

中心实验室和病理科提供。

1.3  检测方法

1.3.1  肝癌组和健康对照组外周血中的 CD8+CD28-

Treg 检 测　 抽 取 外 周 血 2 mL， 用 加 入 肝 素 钠 抗

凝 并 混 匀。 从 每 管 中 取 100 μL 全 血， 按 照 CD8、

CD28 单抗的说明书，将所需抗体加入不同试充分

混 匀。 室 温 下 避 光 孵 育 30 min， 加 入 1% 草 酸 氨 

2 mL，充分混匀，孵育 10 min，离心机 1 500 r/min× 

15 min，弃去上清，每管加入 500 μL 混匀后，应

用流式细胞仪检测 CD8+CD28-Treg 水平。

1.3.2  新 鲜 癌 组 织 及 癌 旁 组 织 中 的 CD8+CD28-

Treg 检 测　 用 PBS 清 洗 标 本， 去 除 多 余 血 液， 用

无菌剪刀将新鲜的癌组织及癌旁组织剪碎，去除脂

肪 组 织 及 坏 死 组 织， 制 备 单 细 胞 悬 液， 用 200 um 

筛网将组织匀浆过滤于平皿中，取 5 mL 匀浆加 PBS

混合至 50 mL，离心 1 500 r/min×5 min。将离心后的

上清再次移入 50 mL 离心管，1 500 r/min×20 min，

去上清，加 PBS 至 50 mL，离心 1 500 r/min×10 min，

去 上 清。 采 用 流 式 细 胞 仪 检 测 CD8+CD28-Treg 

水平。

1.3.3  石 蜡 切 片 中 的 癌 组 织 及 癌 旁 组 织 中 的

CD8+CD28-Treg 检测　利用 SP 免疫组化法，石蜡

切片进行二甲苯脱蜡和梯度酒精水化后，用 pH 7.1

的 PBS 缓冲液冲洗 3 次，根据 CD8、CD28 一抗的

要求进行高温高压抗原修复，每张切片滴加 1 滴过

氧 化 物 酶 阻 断 溶 液， 室 温 下 孵 育 30 min，PBS 冲

洗 3 次， 去 除 PBS 液， 每 张 切 片 加 1 滴 非 免 疫 动

物 血 清， 室 温 下 孵 育 10 min， 同 样 的 方 法 冲 洗 并

去除 PBS，每张切片加入 100 μL DAB 溶液，避光

显微镜下观察。免疫组化检测癌组织及癌旁组织中

的 CD8+CD28-Treg 情 况。CD8+CD28-Treg 主 要 表

达 在 胞 浆 中， 呈 棕 色 颗 粒。 计 数 公 式 = 每 高 倍 镜

（10×40） 下 的 CD8+CD28-Treg 计 数 / 每 高 倍 镜

（10×40）下的 T 细胞数 ×100%。

1.4  统计学处理

应 用 SPSS 19.0 统 计 学 软 件， 以 x±s 表 示 计

量资料，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  肝癌组和健康对照组外周血 CD8+CD28-Treg

比较

肝 癌 组 CD8+CD28-Treg 的 比 例 为（15.55± 

3.14）%，较对照组的比例（10.12±3.16）% 显著

升高，两组间差异有统计学意义（P<0.05）。

2.2  不同大小的肝癌患者外周血 CD8+CD28-Treg

比较

微 小 肝 癌 组 的 比 例 为 (19.03±3.74)%, 小

肝 癌 组 的 比 例 为 (18.79±2.28)%， 大 肝 癌 组 的

比 例 为 (21.83±2.71)%， 巨 大 肝 癌 组 的 比 例 为

(23.61±3.83)%。大肝癌组和巨大肝癌组较微小肝

癌 和 小 肝 癌 组 的 CD8+CD28-Treg 细 胞 升 高 程 度 增

加，差异有统计学意义（P<0.05），微小肝癌和小

肝癌组之间、大肝癌和巨大肝癌组之间的比例的差

异均无统计学意义（P>0.05）。

2.3  不同组织学分型的肝癌患者外周血 CD8+CD28-

Treg 比较

肝 细 胞 肝 癌 组 的 比 例 为（20.94±3.07）%，

肝胆管细胞癌组的比例为（20.45±3.47）%，两组

之间差异无统计学意义（P>0.05）。

2.4  无远处转移和伴有远处转移 CD8+CD28-Treg

比较

伴 有 远 处 转 移 的 肝 癌 组 外 周 血 中 的

CD8+CD28-Treg 的检测结果为（22.56±3.43）%，

无 远 处 转 移 的 肝 癌 外 周 血 中 的 CD8+CD28-Treg 的

检测结果为（20.74±2.94）%。两组之间差异无统

计学（P>0.05）。

2.5  肝癌组织及癌旁组织中的 CD8+CD28-Treg

比较

术 中 留 取 的 肝 癌 组 织 中 的 CD8+CD28-Treg 检
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测结果为（19.34±3.12）%，癌旁组织中的检测结

果为（13.59±2.47）%，两组之间差异有统计学意

义（P<0.05）。

2.6  石蜡标本中癌组织和癌旁组织中的 CD8+CD28-

Treg 比较

肝 癌 组 织 中 的 CD8+CD28-Treg 细 胞 检 测 结 果

为（13.58±2.46）%， 癌 旁 组 织 中 的 检 测 结 果 为

（9.47±3.04）%， 两 组 之 间 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）。

3　讨　论

CD8+CD28-Treg 具 有 较 强 的 免 疫 抑 制 作 用，

使其在机体的免疫稳态中扮演着重要的角色。

肿瘤杀伤细胞（CTL）在发挥作用的过程中，

需 要 一 些 刺 激 的 信 号， 其 中 主 要 包 括 两 种， 一 种

是肿瘤抗原与主要组织相容性复合物 I（MHC-I）

形 成 的 肽 复 合 物 [3]， 另 一 种 是 肿 瘤 细 胞 自 身 表 面

的 协 同 刺 激 分 子 [4]。 这 两 种 信 号 可 以 使 得 TCL 被

激 活 而 发 挥 肿 瘤 杀 伤 作 用，CD8+CD28-Treg 的 存

在可以抑制这两种复合物与 CTL 上的某些受体如

CD3、CD4、CD28 等结合，从而使 CTL 无法被有

效的活化，失去肿瘤杀伤作用。

NF-αB 传 导 通 路 [5] 和 E-cadherin/αEβ7[6]

传 到 通 路 在 机 体 识 别 肿 瘤 的 过 程 中 有 着 重 要 的 作

用，CD8+CD28-Treg 可 以 通 过 抑 制 CTL 活 化 使 得

这两种传导通路被抑制，肿瘤无法有效的被机体的

免 疫 系 统 识 别， 使 得 CTL 和 NF 等 无 法 有 效 的 杀

伤肿瘤细胞 , 肿瘤细胞发生免疫逃逸。

细 胞 毒 性 物 质 在 机 体 正 常 代 谢 中 是 不 可 缺 少

的 重 要 元 素，CD8+CD28-Treg 的 增 加 可 以 抑 制 细

胞毒性物质的产生，同时减少了一些诱导细胞凋亡

的细胞因子的产生，从坏死和凋亡两条路径阻碍机

体清楚肿瘤细胞。最新的有关研究 [7-8] 表明，穿孔

素、Syntaxin7、Vit1 等都是有效的细胞毒性物质，

CD8+CD28-Treg 可抑制这些物质的产生。

有研究 [9] 表明 CD8+CD28-Treg 自身可以分泌

IL-6、IL-10、IFN-γ 等 因 子， 其 中 IL-10 可 以 协

同肿瘤的毒性反应，使得肿瘤的侵蚀性增强 [10]，

而 IFN-γ、IL-6 可以促进肿瘤细胞的增值。

CD8+CD28-Treg 在 体 内 的 作 用 机 制 目 前 仍 然

还没有完全的明确，通过现有的机制我们可以总结

出，CD8+CD28-Treg 在 机 体 内 的 抑 制 作 用 是 多 方

面、多层次的存在，最终在体内会形成一种级联反

应， 它 的 比 例 增 加 会 严 重 影 响 肿 瘤 细 胞 的 正 常 代

谢，从而导致肿瘤在机体内无限增值。 

现 阶 段， 一 些 有 关 肝 癌 患 者 外 周 血 和 癌 组 织

中 的 CD8+CD28-Treg 检 测 结 果 表 明 其 在 肝 癌 的 微

环 境 中 有 不 同 程 度 的 增 高， 如 黄 庆 梅 等 [11] 在 检

测 肝 癌 外 周 血 中 的 CD8+CD28-Treg 发 现 这 种 调 节

性 T 细 胞 呈 高 表 达 状 态， 宋 丁 等 [12] 在 检 测 肝 癌

患 者 外 周 血 中 的 CD8+CD28-Treg 时 也 得 出 相 同 的

结 果。 在 检 测 癌 组 织 及 肿 瘤 的 石 蜡 切 片 中 的 肝 癌

细 胞 组 织浸润性淋巴细胞时，叶韵斌等 [13] 发现在

肝 癌 的 微 环 境 中 抑 制 性 淋 巴 细 胞 表 达 增 加， 其 中

包 括 CD8+CD28-Treg。 裘 宇 容 等 [14] 研 究 发 现 原 发

性肝癌患者 CD8+T 细胞亚群的百分率升高时因为

CD8+CD28-Treg 升高所致，两者之间呈正相关关系。

此外，有研究表明，肝癌外周血中 CD8+CD28-Treg

的数量与肿瘤负荷正相关，Hori 等 [15] 通 过 研 究 发

现，CD8+CD28-Treg 在 原 发 性 肝 癌 患 者 外 周 血 中

的 数 量 与 患 者 的 病 情 呈 正 相 关， 提 示 CD8+CD28-

Treg 水 平 越 高 预 后 效 果 越 差。 有 学 者 [16] 认 为

CD8+CD28-Treg 可 以 作 为 肝 癌 患 者 预 后 判 断 的 

一 个 有 效 指 标， 当 患 者 外 周 血 中 的 CD8+CD28-

Treg 的 数 量 明 显 增 高 时， 意 味 着 病 情 有 恶 化 和 肿

瘤复发的风险。

越 来 越 多 研 究 证 实 了 CD8+CD28-Treg 在 肝 癌

患者微环境中表达增加，这为肝癌的免疫相关诊疗

提供了一个新的突破点，这需要我们更深层次的去

研究其变化的原因、机制，以及可以控制的方法。

介 入、 射 频 消 融 等 治 疗 能 减 少 肝 癌 负 荷， 降

低 患 者 外 周 血 中 CD8+CD28-Treg 的 表 达， 增 强 机

体 的 肿 瘤 免 疫 能 力 , 肝 癌 氩 氦 冷 冻 治 疗 后 短 期 内

CD8+CD28-Treg 比 例 轻 度 下 降 [17]，T 淋 巴 细 胞 亚

群分布异常得到一定的改善。此外，经导管肝动脉

化 疗 栓 塞 治 疗 能 明 显 改 善 原 发 性 肝 癌 患 者 的 免 疫

情 况， 一 定 程 度 的 降 低 CD8+CD28-Treg[18]。 高 强

度 聚 焦 超 声 治 疗 对 中 晚 期 肝 癌 患 者 的 免 疫 细 胞 及

其活性也有一定程度的影响，据报道 [19], 经治疗后

的 中 晚 期 肝 癌 患 者 高 强 度 聚 焦 超 声 治 疗 的 百 分 率

的水平明显降低。

目 前，CD8+CD28-Treg 在 肝 癌 微 环 境 长 的 表

达 情 况 以 及 作 用 机 制 以 及 手 术 切 除 肿 瘤 对 其 表 达
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的 影 响 仍 不 明 确， 通 过 对 CD8+CD28-Treg 的 进 一

步研究，尚有以下问题值得去探索：(1) 通过研究

CD8+CD28-Treg 在 肝 癌 微 环 境 中 的 变 化， 能 否 用

来作为临床上监测肝癌变化的免疫指标。(2) 通过

研 究 手 术 切 除 等 治 疗 后 的 肝 癌 患 者 的 CD8+CD28-

Treg 变 化， 能 否 用 来 作 为 判 断 手 术 效 果 及 术 后 恢

复的一项免疫指标。(3) 通过对 CD8+CD28-Treg 作

用机制的进一步研究，能否使其成为肝癌的一个新

的免疫治疗的靶点。

本 研 究 表 明， 在 肝 癌 微 环 境 中，CD8+CD28-

Treg 表 达 明 显 升 高， 这 可 能 是 导 致 原 发 性 肝

癌 患 者 机 体 免 疫 功 能 下 降 的 重 要 原 因， 所 以 对

CD8+CD28- 调 节 性 T 细 胞 进 行 进 一 步 的 研 究 将 有

助 于 更 准 确 的 去 探 索 其 在 肝 细 胞 肝 癌 微 环 境 中 表

达变化及其作用机制，有助于对于传统肝癌治疗方

法的突破，从而对于肝癌进行有效的干预。
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