
网络出版时间: 2021 － 11 － 25 8: 31 网络出版地址: https: / /kns． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． R． 20211124． 1049． 025． html

肝细胞癌患者 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞和
TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞免疫耗竭及其与疾病进展的关系

袁润林1，2，郑美娟1，3，陈正徐2，徐元宏1，3

2021 － 09 － 11 接收

基金项目: 国家自然科学基金( 编号: 81771685)

作者单位: 1 安徽医科大学第一附属医院检验科，合肥 230022
2 安徽医科大学附属合肥医院( 合肥市第二人民医院) 检

验科，合肥 230011
3 安徽省病原生物学重点实验室，合肥 230032

作者简介: 袁润林，男，主管检验师，硕士研究生;

陈正徐，男，博士，副主任检验师，硕士生导师，责任作者，

E-mail: hf2yczx@ 163． com;

徐元宏，男，教授，主任技师，博士生导师，责任作者，E-

mail: xyhong1964@ 163． com

摘要 目的 探讨肝细胞癌( HCC) 患者外周血中 CD4 + T
细胞、CD8 + T 细胞免疫耗竭及其与疾病进展的关系。方法

收集 30 例 HCC 患者，同时收集健康体检者 ( HC) 20 例，

利用流式细胞术检测外周血 CD4 + T 细胞和 CD8 + T 细胞表

面抑制性受体 PD-1、TIGIT、TIM-3 以及胞内 IL-10 表达比例，

细胞微球阵列( CBA) 检测血清细胞因子( IL-10) 的含量。结

果 HCC 患 者 组 外 周 血 TIM-3 + CD4 + T 细 胞、TIGIT +

CD4 + T 细胞、PD-1 + CD4 + T 细胞、TIM-3 + TIGIT + CD8 + T
细胞、IL-10 + CD4 + T 细胞、TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比

例均高于健康对照组 ( P ＜ 0. 001 ) ，TIM-3 + CD8 + T 细胞、
TIGIT + CD8 + T 细胞、PD-1 + CD8 + T 细胞比例高于健康对

照组( P ＜ 0. 01 ) 。此外，HCC 患者组 PD-1 + TIM-3 + TIGIT +

CD4 + T 细胞、PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例分别

高于 PD-1 + TIM-3 － TIGIT － CD4 + T 细 胞、PD-1 + TIM-3 －

TIGIT － CD8 + T 细胞比例( P ＜ 0. 001) ，且 HCC 患者组血清

IL-10 含 量 高 于 健 康 对 照 组 ( P ＜ 0. 05 ) 。工 作 特 征 曲 线

( ROC) 分析 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞、TIM-3 + TIGIT +

CD4 + T 细胞比例在 HCC 的诊断效能均大于单分子阳性细

胞比例。高 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞、高 TIM-3 + TIGIT +

CD4 + T 细胞比例组中性粒细胞 /淋巴细胞比值( NLR) 结果

分别高于低 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞、低 TIM-3 + TIGIT +

CD4 + T 细胞比例组 ( P ＜ 0. 05 ) 。结论 HCC 患者外周血

TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞及 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞

比例均高于对照者，上述细胞均高表达 PD-1，并与 IL-10 的

含量密切相关; 且高 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比 例 及

TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例与 HCC 疾病进展加快和不

良预后有关，提示 HCC 患者 CD4 + T 细胞和 CD8 + T 细胞存

在免疫耗竭，且有意义的双分子靶向治疗可能会为 HCC 提

供了更新颖、更有效的治疗靶点，促进了 HCC 患者免疫检查

点靶向治疗的发展。
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肝细胞癌 ( hepatocellular carcinoma，HCC) 作为

世界范围内常见的恶性肿瘤，临床医师对晚期肝癌

的治疗面临着巨大挑战［1］。许多恶性肿瘤的治疗

选择靶向免疫检查点抑制剂［2］。T 细胞免疫球蛋白

和 ITIM 结构域蛋白( TIGIT) 是 T 细胞或 NK 细胞抑

制性受体，T 细胞免疫球蛋白黏蛋白-3( TIM-3) 是一

种免疫负性调控因子，程序性死亡受体 1 ( PD-1 ) 是

一种常见的免疫抑制受体。CD4 + 和 CD8 + 调节性 T
淋巴细胞参与肿瘤微环境中的免疫抑制［3］，在肿瘤

微环境中，CD8 + 和 CD4 + T 细胞等免疫细胞通常伴

随着细胞表面异常表达的抑制性受体谱系［4］。而

且，针对单个免疫检查点的单克隆抗体在 HCC 患者

的治疗中应答率较低［5］。
该研究通过检测 HCC 患者外周血 CD4 + T 细

胞、CD8 + T 细胞中 PD-1、TIM-3、TIGIT 和白介素( in-
terleukin，IL) -10 的表达，探讨免疫检查点的表达状

态与 HCC 进展、预后的关系，进而为逆转免疫细胞

耗竭及 HCC 的临床治疗提供目标靶点。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 病例资料 收集安徽医科大学第一附属医

院 2019 年 10 月—2020 年 11 月 30 例 HCC 患者临

床资料。健康对照组 ( health controls，HC) 根据患

者的依从性和年龄选择 20 例健康人; 所有 HCC 患

者诊断均符合《原发性肝癌诊断标准》，所有健康者

排除患肿瘤、病毒性肝炎、自身免疫性肝炎。
1． 1． 2 试剂与仪器 抗体 PE-PD-1、BV421-TIM-3、
APC-H7-CD8、BV421-IL-10、BV510-CD3 均购自美国

BD 公司; 抗体 APC-TIGIT 购自美国 Biolegend 公司;
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红细胞裂解液、CBA Human Th1 / Th2 Cytokine Kit
( IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、TNF、IFN-gamma) 购自美国

BD 公司; 细胞固定液和穿膜液购自美国赛默飞公

司; Ficoll 液购自天津 TBD 公司; 佛波醇 12-十四酸

酯 13-乙酸酯 ( PMA) 、莫能霉素 ( MON) 购自美国

Sigma-Aldrich 公司; 离子霉素( ION) 购自美国 Mer-
ck Millipore 公司。FACS CANTO Ⅱ PLUS 型流式细

胞仪购自美国 BD 公司; DXH800 全自动血液分析仪

购自美国 Beckman 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 标本采集 分别采集 HCC 患者和健康体检

者外周血，置于血清管和 EDTA 抗凝管; EDTA 抗凝

血用于流式细胞术检测 PD-1 + CD4 + T 细胞、TIM-
3 + CD4 + T 细胞、TIGIT + CD4 + T 细胞、PD-1 + CD8 +

T 细胞、TIM-3 + CD8 + T 细胞、TIGIT + CD8 + T 细胞

和 IL-10 + CD4 + T 细胞的比例，全自动血液分析仪

进行白细胞计数与分类; 血清用于 Th1 / Th2 细胞

因子检测。
1． 2． 2 分离单个核细胞( PBMC) 准备 15 ml 离心

管 1 支，同时加入 2 ml Ficoll 液，将 2 ml PBS 加入患

者和健康人 2 ml 抗凝全血中进行 1 ∶ 1 稀释。然后

将稀释后的全血缓慢加在 Ficoll 液面，注意沿管壁

进行缓慢加样，保持两液面清晰，不要让血液混入至

分层液内。然后置于离心机中 1 900 r /min 配平离

心 30 min 后，用吸管将白膜层细胞缓慢吸至流式试

管中，即为外周血分离 PBMC。
1． 2． 3 PD-1 + CD4 + T 细胞、TIM-3 + CD4 + T 细胞、
TIGIT + CD4 + T 细胞、PD-1 + CD8 + T 细胞、TIM-3 +

CD8 + T 细胞、TIGIT + CD8 + T 细胞的检测 分离 1
× 106 PBMC 后; 在流式管中用加样枪分别加入相应

抗体 BV510-CD3、APC-H7-CD8、PE-PD-1、APC-TIG-
IT、BV421-TIM-3 各 10 μl 并混匀，将流式管室温及

避光条件下孵育 20 min，然后加入 2 ml PBS 1 800
r /min 离心 5 min，弃上清液，200 μl PBS 重悬细胞沉

淀，BD 流式细胞仪上机检测，采用 Flowjo 软件分析

检测结果。
1． 2． 4 IL-10 + CD4 + T 细胞的检测 分离 PBMC
后，将含 10% FBS 的 DMEM 培养基、PMA，MON 及

ION 按照比例配置成内标刺激液，在细胞中加入 1
ml 培养基，混匀之后放入温箱内孵育 4 h，然后离

心、弃上清液，PBS 洗涤 1 次，分别加入相应抗体

BV510-CD3、APC-H7-CD8 并混匀，置于 4 ℃ 冰箱内

避光孵育 30 min，加入 100 μl 固定液 4 ℃冰箱避光

孵育 40 min 后加入 1 ml 穿膜液破膜，PBS 洗涤弃上

清液后分别加入 BV421-IL-10 抗体 10 μl，混匀后放

入 4 ℃ 冰箱内孵育 60 min。然后加入 1 ml PBS
1 800 r /min 离心 5 min，弃上清液，300 μl PBS 重悬

细胞沉淀，BD 流式细胞仪上机检测，采用 Flowjo 软

件分析检测结果。
1． 2． 5 CBA 技术用于检测 Th1 /Th2 细胞因子 准

备标准品，采用倍比稀释方法，将 9 个试管分别标记

为 原 液，1 ∶ 2、1 ∶ 4、1 ∶ 8、1 ∶ 16、1 ∶ 32、1 ∶ 64、
1 ∶ 128和1 ∶ 256; 除原液管外，每根管子内加入 50
μl 稀释液，再依次转移 50 μl 至下一管内，完成梯度

稀释; 然后根据实验的样本和标准曲线的数量确定

配置 Mixbeads 所需量，配好的 Mixbeads 3 500 r /min
离心 5 min，倒去上清液，并加入体积相同的 Serum
Enhancement Buffer 液，混匀后避光孵育 30 min; 取

新流式管编号，在每管中依次加入 50 μl Mixbeads、
50 μl 抗体 B 液、50 μl 标本血清或配备的标准品，振

荡混匀，避光孵育 3 h，然后每管中加 1 ml PBS 1 500
r /min 离心 5 min，弃上清液，加入 300 μl PBS 重悬，

BD 流式细胞仪上机检测，细胞因子浓度采用 DIVA
软件和 OriginPro 软件分析。
1． 3 统计学处理 该实验所有数据均采用 Graph-
Pad Prism 5. 0 统计分析，结果以 �x ± s 表示。两组之

间比较采用非配对双尾 t 检验( 正态分布) 或者非参

数检验( 非正态分布) ，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。绘制 受 试 者 工 作 特 征 曲 线 ( receive operating
characteristic curve，ROC) 进行诊断效能分析。

2 结果

2． 1 病例资料 30 例 HCC 患者中男性 20 例，女

性 10 例，年龄 37 ～ 70( 55. 2 ± 7. 6) 岁。20 例健康对

照组( HC 组) 中男性 13 例，女性 7 例，年龄 35 ～ 66
( 51. 8 ± 7. 1) 岁。HCC 组与健康对照组性别、年龄

比较差异无统计学意义。
2． 2 HCC 患者外周血中 CD4 + T 细胞相关表型表

达比例的检测 采用流式细胞术检测外周血 PBMC
中 CD4 + T 细胞，HCC 患者组外周血 TIM-3 + CD4 +

T 细胞、TIGIT + CD4 + T 细胞、PD-1 + CD4 + T 细胞、
TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比例高于健康对照组，

差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 001，t = 4. 042、3. 533、
3. 867、4. 327) ，见图 1A、B、C。进一步检测 PD-1 在

HCC 患者组外周血 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞和

TIM-3 － TIGIT － CD4 + T 细胞两组中的表达，研究表

明 PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比例高于 PD-
1 + TIM-3 － TIGIT － CD4 + T 细胞比例，差异有统计学
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意义( P ＜ 0. 001，t = 5. 106) ，统计图见图 1D。
2． 3 HCC 患者外周血中 CD8 + T 细胞相关表型表

达比例的检测 采用流式细胞术检测外周血 PBMC
中 CD8 + T 细胞，HCC 患者组外周血 TIM-3 + CD8 +

T 细胞、TIGIT + CD8 + T 细胞、PD-1 + CD8 + T 细胞比

例高于健康对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01，t
= 3. 346、2. 782、2. 938 ) 。此外，该研究进一步检测

患者组 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例明显高于

健康对照组，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 001，t =
3. 852) 。见图 2A、B、C。进一步检测 PD-1 在 HCC
患者组外周血 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞和 TIM-
3 － TIGIT － CD8 + T 细胞两组中的表达，研究表明

PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例高于 PD-1 +

TIM-3 － TIGIT － CD8 + T 细胞比例，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 001，t = 4. 642) ，见图 2D。

图 1 HCC 患者及健康对照者外周血 CD4 + T 细胞表型检测

A: 利用流式细胞术检测外周血 PBMC 中 CD4 + T 细胞的分析步骤; B: 健康对照组和 HCC 患者中 TIM-3 + CD4 + T 细胞、TIGIT + CD4 + T 细

胞、PD-1 + CD4 + T 细胞、TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞的表达流式图; C: 健康对照组和 HCC 患者中 TIM-3 + CD4 + T 细胞、TIGIT + CD4 + T 细

胞、PD-1 + CD4 + T 细胞、TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞的表达统计图; D: HCC 患者中 PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞、PD-1 + TIM-3 － TIG-

IT － CD4 + T 细胞表达统计图; 1: PD-1 + TIM-3 － TIGIT － CD4 + T 细胞组; 2: PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞组; 与 HC 组比较: ＊＊＊ P ＜

0. 001; 与 PD-1 + TIM-3 － TIGIT － CD4 + T 细胞组比较: ###P ＜ 0. 001
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图 2 HCC 患者及健康对照者外周血 CD8 + T 细胞表型检测

A: 利用流式细胞术检测外周血 PBMC 中 CD8 + T 细胞的分析步骤; B: 健康对照组和 HCC 患者中 TIM-3 + CD8 + T 细胞、TIGIT + CD8 + T 细

胞、PD-1 + CD8 + T 细胞、TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞的表达流式图; C: 健康对照组和 HCC 患者中，TIM-3 + CD8 + T 细胞、TIGIT + CD8 + T 细

胞、PD-1 + CD8 + T 细胞、TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞的表达统计图; D: HCC 患者中 PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞、PD-1 + TIM-3 － TIG-

IT － CD8 + T 细胞表达统计图; 1: PD-1 + TIM-3 － TIGIT － CD8 + T 细胞组; 2: PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞组; 与 HC 组比较: ＊＊P ＜

0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 PD-1 + TIM-3 － TIGIT － CD8 + T 细胞组比较: ###P ＜ 0. 001

2． 4 HCC 患者外周血中 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T
细胞比例与 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比例的

ROC 曲线 分 析 利 用 ROC 曲 线 分 析 外 周 血 中

TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例与 TIM-3 + TIGIT +

CD4 + T 细胞比例在 HCC 的诊断价值，该研究表明

TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例在 HCC 的诊断效

能 ( AUC = 0. 915，cutoff value = 1. 95%，95% CI:
0. 839 ～ 0. 991 ) 均大于 TIM-3 + CD8 + T 细胞比例

( AUC =0. 796) 和 TIGIT + CD8 + T 细胞比例( AUC =
0. 772) ，见图 3A。同时，TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细

胞比例在 HCC 的诊断效能( AUC = 0. 950，cutoff val-
ue = 1. 05%，95% CI: 0. 897 ～ 1. 004 ) 均大于 TIM-
3 + CD4 + T 细 胞 比 例 ( AUC = 0. 835 ) 和 TIGIT +

CD4 + T 细胞比例( AUC =0. 780) ，见图 3B。
2． 5 比较 HCC 患者及健康对照者外周血 IL-10 +

CD4 + T 细胞表达的百分比及血清 IL-10 含量

·3891·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2021 Dec; 56( 12)



图 3 HCC 患者外周血中 CD8 + T 细胞与 CD4 + T 细胞

高表达抑制性受体的 ROC 曲线分析

A: CD8 + T 细胞高表达抑制性受体的 ROC 曲线; B: CD4 + T 细

胞高表达抑制性受体的 ROC 曲线

HCC 患者组外周血 IL-10 + CD4 + T 细胞在患者外周

血中表达比例明显高于健康对照组，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 001，t = 4. 579 ) ，见图 4A。此外，该实

验检测患者组血清 IL-10 含量也高于健康对照组，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，t = 2. 046) ，见图 4B。
2． 6 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞、TIM-3 + TIG-
IT + CD4 + T 细胞比例高低两组 HCC 患者中性粒细

胞 /淋巴细胞比值( NLR) 的比较 依据 HCC 中 TIM-
3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例 cutoff value =1. 95%，将

HCC患者分为高TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例组

和低 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例组，比较两组

患者 NLR，高 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例组

NLR 结果高于低 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例

组 ，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜0. 05，t =2. 593) ，

图 4 HCC 患者及健康对照者外周血 IL-10 + CD4 + T 细胞的

百分比及血清 IL-10 含量检测

A: IL-10 + CD4 + T 细胞的表达统计图; B: 血清 IL-10 含量统计

图; 与 HC 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001

见图 5A。同时，依据 HCC 中 TIM-3 + TIGIT + CD4 +

T 细胞比例 cutoff value = 1. 05%，将 HCC 患者分为

高 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比例组和低 TIM-3 +

TIGIT + CD4 + T 细胞比例组，比较两组患者 NLR，研

究结果表明高 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比例组

NLR 结果高于低 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比例

组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，t = 2. 054 ) ，见图

5B。

图 5 比较 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例高低两组

以及 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比例高低两组 HCC 患者 NLR

A: TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞比例高低两组 NLR 比较; B:

TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞比例高低两组 NLR 比较; 1: TIM-3 +

TIGIT + CD8 + T 高细胞比例组; 2: TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 低细胞比

例组; 3: TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 高细胞比例组; 4: TIM-3 + TIGIT +

CD4 + T 低细胞比例组; 与低比例组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

淋巴细胞免疫耗竭现象普遍存在于肿瘤及慢性

感染中，其不利于免疫系统对肿瘤细胞杀伤以及病

毒感染的清除［6］。在肿瘤及慢性感染中，T 细胞及

NK 细胞逐渐失去效应功能，并且普遍高表达抑制

性受体［7］。已有研究［8］表明免疫细胞表达多种共

刺激、共抑制性受体和其相应的配体相结合后，通过
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对细胞的刺激信号促进细胞活化，或抑制信号削弱

免疫细胞的功能，抑制抗肿瘤反应，通过阻碍肿瘤清

除来促进癌症免疫逃逸。免疫耗竭的细胞会出现多

种抑制性受体持续高表达，抑制性受体在慢性病毒

感染和肿瘤微环境中发挥其作用，如: PD-1、TIM-3、
CTLA-4、LAG-3 及 TIGIT 等［9］。TIGIT 属于脊髓灰

质炎病毒受体家族，在淋巴细胞表达，在效应和调节

性 CD4 + T 细胞、滤泡辅助 CD4 + T 细胞、效应 CD8 +

T 细胞和 NK 细胞中高表达［10］。该研究 TIGIT 在

HCC 患者外周血中 CD4 + T 细胞、CD8 + T 细胞表达

比例均高于健康对照组，提示 TIGIT 与 T 细胞耗竭

有关，阻断 TIGIT 可防止 T 细胞衰竭并促进 T 细胞

依赖性肿瘤免疫。Zhou et al ［11］研究表明从 HCC 组

织分离的 CD8 + 和 CD4 + T 细胞上的 TIM3、LAG3 和

CTLA4 的表达明显高于无肿瘤组织或外周血。该

研究表明 HCC 患者组外周血中 TIM-3 在 CD4 + T 细

胞、CD8 + T 细胞的表达比例也均高于健康对照组。
TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞和 TIM-3 + TIGIT +

CD4 + T 细胞在 HCC 患者外周血中的表达比例上

调，这与 Liu et al ［12］报道的结果相似，该研究进一

步表明 PD-1 在 HCC 患者组外周血 TIM-3 + TIGIT +

CD8 + T 细胞和 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞两组中

高表达，同时 HCC 的 ROC 效能分析显示 TIM-3 +

TIGIT + CD8 + T 细胞、TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞

比例曲线下面积均高于单一抑制性受体，可见，相较

于单一抑制性受体，两种抑制性受体共表达的水平

对 HCC 的诊断更具有价值，此外，该研究表明 HCC
患者组外周血 PD-1 + CD4 + T 细胞、PD-1 + CD8 + T
细胞比例高于健康对照组; PD-1 与 HCC 的发生及

演进有关，外周淋巴细胞 PD-1 的表达可作为 HCC
监测的分子标志; 提示免疫细胞衰竭的程度与抑制

性受体在细胞上的表达有关，2 个或 2 个以上抑制

性受体的共同表达比单一抑制性受体的高表达更能

代表免疫细胞衰竭的状态。
病毒慢性感染和肿瘤发生时，抑炎因子 IL-10

通过促进 T 细胞耗竭与维持病毒长期存活发挥重

要作用。有研究［13］报道 IL-10 在 HCC 组织中的表

达增加，因为 Th1 类细胞因子在机体抗肿瘤免疫中

发挥非常重要的作用，而 IL-10 升高抑制了 Th1 细

胞功能，所以 IL-10 升高能够促进 HCC 的发生发

展。该研 究 显 示 HCC 患 者 组 外 周 血 中 IL-10 +

CD4 + T 细胞比例高于健康对照组，此外，患者组血

清 IL-10 含量也高于健康对照组，进一步证实 IL-10
在 HCC 免疫逃逸中起重要作用。

有研究［14］表明 NLR 可以反映促进肿瘤的炎症

反应和抗肿瘤的炎症反应之间的平衡，NLR 水平与

HCC 患者的预后有一定的相关性，NLR 值越高，预

后越差。该研究结果显示高值组 NLR 均高于低值

组，提示 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞、TIM-3 + TIG-
IT + CD4 + T 细胞与 HCC 疾病进展加快和不良预后

有关，这可能不仅对预后具有重要的临床意义，而且

还为免疫治疗中的新靶点提供了理论依据。
综上所述，免疫耗竭现象普遍存在于肿瘤微环

境中，HCC 患者外周血中普遍高表达抑制性受体，

同时存在几种抑制性受体共表达。而且，相较于单

一抑制性受体，两种抑制性受体共表达水平对 HCC
的诊断更具有价值，高 TIM-3 + TIGIT + CD4 + T 细胞

表达及 TIM-3 + TIGIT + CD8 + T 细胞表达与 HCC 疾

病进展加快和不良预后有关。针对于单分子靶向治

疗较低反应率、双分子或多分子靶向治疗可能会具

有更大的临床意义。该研究通过分析 HCC 患者外

周血中 T 细胞表面高表达抑制性受体及其相关性

研究可能为临床治疗提供了更多、更新颖的靶点，可

能在肿瘤患者的免疫检查点阻断治疗中发挥作用。
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TIM-3 + TIGIT + CD4 + T cell and TIM-3 + TIGIT + CD8 + T cell
immune exhaustion in patients with hepatocellular carcinoma and

its relationship with disease progression
Yuan Runlin1，2，Zheng Meijuan1，3，Chen Zhengxu2，et al

( 1Dept of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Clinical Laboratory of Hefei Hospital，Anhui Medical University，Hefei Second People's Hospital，Hefei 230011;

3The Key Laboratory of Pathogen Biology of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the immune exhaustion of CD4 + T cells and CD8 + T cells in peripheral blood
of patients with hepatocellular carcinoma ( HCC) and its relationship with disease progression． Methods 30 pa-
tients with HCC and 20 healthy subjects ( HC) were collected． Flow cytometry was used to detect the frequencies
CD4 + T cells and CD8 + T cell expressing surface inhibitory receptors PD-1，TIGIT，TIM-3 and intracellular IL-10．
Cell microsphere array ( CBA) was used to detect the content of serum cytokine ( IL-10) ． Results The percenta-
ges of TIM-3 + CD4 + T cells，TIGIT + CD4 + T cells，PD-1 + CD4 + T cells，TIM-3 + TIGIT + CD8 + T cells，IL-10 +

CD4 + T cells，TIM-3 + TIGIT + CD4 + T cells in peripheral blood of HCC patients was higher than those of healthy
control group ( P ＜ 0. 001) ，the percentages of TIM-3 + CD8 + T cells，TIGIT + CD8 + T cells and PD-1 + CD8 + T
cells in peripheral blood of HCC patients were higher than those in healthy control group ( P ＜ 0. 01) ． In addition，

the proportions of PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD4 + T cells and PD-1 + TIM-3 + TIGIT + CD8 + T cells in HCC patients
were respectively higher than those in PD-1 + TIM-3 － TIGIT － CD4 + T cells and PD-1 + TIM-3 － TIGIT － CD8 + T
cells ( P ＜ 0. 001) ，and serum IL-10 levels in HCC patients were higher than that in healthy controls ( P ＜ 0. 05) ．
ROC curve analysis showed that the frequencies of TIM-3 + TIGIT + CD8 + T cells and TIM-3 + TIGIT + CD4 + T cells
in the diagnosis of HCC was higher than the percentage of mono-molecule positive cells. The neutrophil / lymphocyte
ratio ( NLR) of the groups with high TIM-3 + TIGIT + CD8 + T cells and high TIM-3 + TIGIT + CD4 + T cells ratio
were higher than those of the groups with low TIM-3 + TIGIT + CD8 + T cells and low TIM-3 + TIGIT + CD4 + T cells
ratio group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The proportion of TIM-3 + TIGIT + CD4 + T cells and TIM-3 + TIGIT + CD8 +

T cells in peripheral blood of HCC patients is higher than that of the control group，and PD-1 is highly expressed in
all above cells，which is closely related to IL-10 concentration． And high percentages of TIM-3 + TIGIT + CD4 + T
cell and TIM-3 + TIGIT + CD8 + T cell are associated with HCC progression disease and poor prognosis，indicating
that double molecular targeted therapy may have greater clinical significance than single molecule targeted therapy．
Therefore，this work may provide a new and more effective therapeutic target for HCC according to the bimolecular
targeted therapy，and promote the development of immune checkpoint targeted therapy for HCC patients．
Key words hepatocellular carcinoma; CD4 + T cells; CD8 + T cells; immune exhaustion; inhibitory receptor
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