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摘要 目的 探讨肝细胞癌( HCC) 患者 CD8 + 调节性 T 细

胞和 CD4 + 调节性 T 细胞的表达及其与 NK 细胞的关系。方

法 收集 55 例 HCC 患者的外周血和肝组织，流式细胞术检

测外周血及肝组织 CD8 + CD25 + 调节性 T 细胞、CD4 + CD25 +

Foxp3 + 调节性 T 细胞及 NK 细胞水平。结果 分别检测健

康人和 HCC 患者外周血 CD8 + 调节性 T 细胞水平，患者外周

血 CD8 + CD25 + 调节性 T 细胞的比例( 6. 22 ± 0. 49 ) % 高于

健康人( 4. 56 ± 0. 44) %，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ; 癌

组织 CTLA-4 + CD8 + 调节性 T 细胞的比例( 41. 00 ± 4. 00 ) %

高于癌旁组织 ( 6. 23 ± 2. 75 ) %，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。进一步比较癌组织和癌旁组织的 CD4 + 调节性 T 细

胞，表明癌组织 CD4 + CD25 + FoxP3 + 调节性 T 细胞的比例

( 23. 28 ± 6. 78) %高于癌旁组织( 10. 18 ± 4. 04) %，差异有统

计学意义( P ＜ 0. 05) ，且 CTLA-4 + CD4 + 调节性 T 细胞比例

在癌组织 ( 61. 53 ± 11. 37 ) % 中也高于癌旁组织 ( 16. 33 ±
2. 38) %，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。对 NK 细胞表达进

行分析显示 HCC 患者外周血中 NK 细胞表达比例( 13. 57 ±
1. 39) %低于健康人 ( 21. 44 ± 1. 23 ) %，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ; 癌组织中 NK 细胞比例( 8. 99 ± 1. 64) % 也低于

癌旁组织( 24. 13 ± 3. 10) %，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
HCC 患者外周血中 NK 细胞与 CD8 + 调节性 T 细胞的表达呈

负相关( r = － 0. 66，P ＜ 0. 05 ) ; 癌组织中 CD4 + 调节性 T 细

胞的比例与 NK 细胞的表达比例亦呈负相关( r = － 0. 76，P
＜ 0. 05) 。结论 HCC 患者 CD8 + 调节性 T 细胞及 CD4 + 调

节性 T 细胞的比例高于健康人，且 CTLA-4 在癌组织表达高

于癌旁组织。而 HCC 患者外周血及癌组织中 NK 细胞比例

低于健康人和癌旁组织，并且 CD8 + 调节性 T 细胞和 CD4 +

调节性 T 细胞均与 NK 细胞呈负相关，表明 HCC 患者调节

性 T 细胞参与负向调节 NK 细胞功能，提示靶向 CTLA + Treg

可能恢复 NK 细胞的抗肿瘤效应。
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肝细胞癌 ( hepatocellular carcinoma，HCC) 为最

常见的致死性肿瘤之一，乙型肝炎病毒( hepatitis B
virus，HBV) 感染在其发病中具有重要作用［1］。研

究表明 HCC 患者 CD4 + CD25 + 调节性 T 细胞可高表

达 CTLA-4，从而介导免疫负向调控［2］。亦有研究表

明 CD8 + T 细胞中存在类似 CD4 + CD25 + 调节性 T
细胞的细胞亚群，称为 CD8 + Treg［3 － 4］，包括 CD8 +

CD25 + Treg、CD8 + CD103 + Treg 以 及 CD8 + CD28 －

Treg，参与抑制效应性 T 细胞的功能［5］。NK 细胞是

固有免疫系统的重要组成部分，有研究表明在肝癌

患者中 NK 细胞比例降低且效应功能降低［6］。
该研究通过检测 HBV 阳性的 HCC 患者外周血

CD8 + CD25 + Treg 以及 CD8 + CD103 + Treg 以及 NK
细胞的水平，同时分析 CD8 + CD25 + Treg 与 NK 细胞

的相关性，进而探讨 HCC 可能的免疫逃逸机制。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集安徽医科大学第一附属医院
2018 年 1 月 ～ 2020 年 1 月期间 55 例 HCC 患者及

22 例健康对照者临床资料。
1． 2 主 要 试 剂 与 仪 器 FITC-CD4、FITC-CD56、
FITC -CD103、PE-CD25、Percp-cy5. 5-CD3、Percp-
cy5. 5-CTLA-4、APC-CD8、APC-FoxP3、红细胞裂解液

均购自美国 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; FACS-
Calibur 流式细胞仪为美国 BD 公司; 4 ℃ 离心机为

德国 Eppendorf 公司。
1． 3 样本采集 采集患者外周血分别置于分离胶

管和 EDTA 抗凝管; EDTA 抗凝血用于流式细胞术

检测 CD8 + CD103 + Treg、CD8 + CD25 + Treg、CTLA-4 +

CD8 + Treg、CD4 + Treg、CTLA-4 + CD4 + Treg 和 NK 细

胞的比例。
1． 4 PBMC 的分离 取 1 支 15 ml 离心管，加入 2
ml Ficoll 液，采集 2 ml 患者或健康人的抗凝全血，使

用 PBS 进行 1 ∶ 1 稀释。然后将稀释后的血液缓慢

加入 Ficoll 液面上方，注意不要破坏液面。然后于水
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平离心机中 1 900 r /min，升 0 降 0 离心 30 min 后，使

用平口吸管吸取中间白膜层，即为外周血 PBMC。
1． 5 CD8 + CD25 + Treg、CD8 + CD103 + Treg、
CD8 + CTLA-4 + Treg 和 NK 细胞的检测 在流式

管中加入全血 50 μl，加入 10 μl 小鼠血清室温避光

封闭 10 min，再分别加入相应抗体 FITC-CD103 /PE-
CD25 /Percp-cy5. 5-CD3 /APC-CD8 或 FITC-CD56 /
Percp-cy5. 5-CD3 各 10 μl; 混匀后流式管置于室温、
避光孵育 15 min; 然后加入红细胞裂解液 1 ml，混匀

后流式管置于室温，避光孵育 10 min，PBS 洗涤 2
次，300 μl PBS 重悬细胞沉淀，FACSCanto II Plus 仪

器检测，Flowjo 软件分析结果。
1． 6 CD4 + CD25 + FoxP3 + Treg 和 CTLA-4 + CD4 +

Treg 细胞的检测 在流式管中加入全血 50 μl，加

入 10 μl 小鼠血清室温避光封闭 10 min，再分别加

入相 应 抗 体 FITC-CD4 /PE- CD25 /Percp-cy5. 5-CT-
LA-4 各 10 μl; 混匀后流式管置于室温、避光孵育 15
min; 然后加入红细胞裂解液 1 ml，混匀后流式管置

于室温，避光孵育 10 min，PBS 洗涤 2 次，加入 100
μl 细胞固定液置于 4 ℃冰箱避光固定 40 min，然后

加入 1 ml 穿膜液，洗涤弃上清液后加入 10 μl APC-
FoxP3 抗体。避光孵育 1 h 后，加入 1 ml PBS 洗涤 2
次，300 μl PBS 重悬细胞沉淀，FACSCanto II Plus 仪

器检测，Flowjo 软件分析结果。
1． 7 统计学处理 所有数据均采用 Graphpad 统计

分析，结果以 珋x ± s 表示，实验组间两两比较采用双

尾 t 检验，两组样本相关性分析采用 Pearson 相关系

数分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 患者一般资料 55 例 HCC 患者中男性 44
例，女性 11 例，年龄 35 ～ 73 岁，中位年龄 58 岁，四

分位数间距为 20. 00 岁。22 例健康对照组中男性

13 例，女性 9 例，年龄 28 ～ 77 岁，中位年龄 52 岁，四

分位数间距为 20. 75 岁。
2． 2 HCC 患者外周血 CD8 + Treg 比例及组织中

CTLA-4 + CD8 + Treg 比例的检测 利用流式细胞

术检测外周血 HCC 患者 CD8 + Treg 的比例，设计方

案如图 1A。我们发现，HCC 患者组外周血 CD8 +

CD25 + Treg 比例为( 6. 22 ± 0. 49) %，高于健康对照

组为 ( 4. 56 ± 0. 44 ) %，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05，t = 1. 996 ) ，代表性流式图见图 1B，统计图见

图 1E。同时，CTLA-4 + CD8 + Treg 在患者癌组织中

表达比例 ( 41. 00 ± 4. 00 ) % 也高于癌旁组织 ( 6. 23
± 2. 75 ) %，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜ 0. 05，t =
7. 158) ，代表性流式图见图 1D，统计图见图 1G。此

外，我 们 检 测 患 者 组 CD8 + CD103 + Treg 比 例 为

( 2. 92 ± 0. 22) %，与健康对照组( 2. 69 ± 0. 37 ) % 比

较，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05，t = 0. 437) ，代表性

流式图见图 1C，统计图见图 1F。

图 1 HCC 患者外周血 CD8 + Treg 的比例

A: 流式分析的步骤; B: CD8 + CD25 + Treg 的表达; C: CD8 + CD103 + Treg 的表达; D: CTLA-4 + CD8 + Treg 的表达; E: 外周血 CD8 + CD25 + Treg

的表达柱状图; 与健康对照比较: * P ＜ 0. 05; F: 外周血 CD8 + CD103 + Treg 的表达柱状图; G: 组织中 CTLA-4 + CD8 + Treg 细胞的表达柱状图; 与

癌旁组织比较: #P ＜ 0. 05
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2． 3 HCC 患者组织中 CD4 + Treg 比例的检测

利用流式细胞术检测 HCC 患者癌组织中及癌旁组

织中 CD4 + Treg 的比例，发现癌组织中 CD4 + CD25 +

FoxP3 + Treg 比例为 ( 23. 28 ± 6. 78 ) %，高于癌旁组

织中( 10. 18 ± 4. 04 ) %，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05，t = 1. 965 ) ，代表性流式图见图 2A，统计图见

图 2B。CTLA-4 + CD4 + Treg 在癌 组 织 中 ( 61. 53 ±
11. 37) % 比例也高于癌旁组织 ( 16. 33 ± 2. 38 ) %，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，t = 3. 889 ) ，代表性流

式图见图 2C，统计图见图 2D。

2． 4 HCC 患者外周血及组织中 NK 细胞表达比例

的检测 利用流式细胞术检测 HCC 患者外周血 NK
细胞 的 比 例，患 者 外 周 血 NK 细 胞 表 达 比 例 为

( 13. 57 ± 1. 39 ) % 低 于 健 康 对 照 组 ( 21. 44 ±
1. 23) %，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，t = 4. 227 ) ，

代表性流式图见图 3A，统计图见图 3B。患者癌组

织中 NK 比例为( 8. 99 ± 1. 64 ) %，低于癌旁组织中

NK 细胞比例( 24. 13 ± 3. 10) %，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 05，t = 4． 314) ，代表性流式图见图 3C，统计

图见图 3D。

图 2 HCC 患者癌组织和癌旁组织中 CD4 + Treg 的比例

A: CD4 + CD25 + FoxP3 + Treg 的表达; B: 组织中 CD4 + CD25 + FoxP3 + Treg 的表达柱状图; C: CTLA-4 + CD4 + Treg 的表达; D: 组织中 CTLA-4 +

CD4 + Treg 的表达柱状图; 与癌旁组织比较: * P ＜ 0. 05

图 3 HCC 患者外周血及肝组织中 NK 细胞比例

A: 外周血 NK 细胞的表达; B: 外周血 NK 细胞表达柱状图; 与健康对照比较: * P ＜ 0. 05; C: 组织中 NK 细胞的表达; D: 组织中 NK 细胞的表

达柱状图; 与癌旁组织比较: * P ＜ 0. 05
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2． 5 HCC 患者 NK 细胞含量与 CD8 + Treg 以及

CD4 + Treg 含 量 的 相 关 性 分 析 为 进 一 步 探 究

HCC 患者 NK 细胞与 CD8 + Treg、CD4 + Treg 的相关

性，本研究分析了外周血 NK 细胞与 CD8 + CD25 +

Treg 含量的相关性，结果表明二者呈负相关，差异有

统计学意义( r = － 0. 66，P ＜ 0. 05 ) ，见图 4A。接下

来分析癌组 织 中 NK 细 胞 与 CD4 + CD25 + FoxP3 +

Treg 的比例相关性，发现二者同样呈负相关 ( r =
－ 0. 76，P ＜ 0. 05) ，见图 4B。

图 4 HCC 患者 NK 细胞与 CD8 + Treg、CD4 + Treg 的相关性

A: NK 细胞与 CD8 + Treg 相关性分析; B: NK 细胞与 CD4 + Treg

相关性分析

3 讨论

HCC 在我国发病例数较高，研究表明肿瘤细胞

为避免机体免疫系统的攻击，具有免疫逃逸的机制。
CD4 + Treg、CD8 + Treg 细胞是具有免疫负调功能的

免疫细胞［7 － 9］，参与肿瘤细胞逃逸、免疫监视和防

御。亦有研究［10］指出 CTLA-4 可以增强 Treg 细胞

的免疫抑制功能。NK 细胞作为固有免疫细胞，参

与机体抗肿瘤免疫，有研究［11 － 12］表明患者的 NK 细

胞能够介导肿瘤细胞的免疫逃逸。而在 HCC 患者

中，CD4 + Treg 和 CD8 + Treg 具体参与何种角色，与

NK 细胞有何相关目前尚不清楚。
研究［13］表明 HCC 患者与健康对照者比较外周

血中具有高比例的 CD8 + Treg。在本研究中，HCC
患者外周血 CD8 + CD25 + Treg 细胞比例升高且 CT-
LA-4 + CD8 + Treg 细胞在癌组织中比例明显高于癌

旁组织，这提示在肿瘤患者体内 CD8 + Treg 细胞介

导的免疫抑制作用可能要高于正常机体。对 CD4 +

Treg 进行研究后发现，在癌组织中同样存在 CD4 +

CD25 + Foxp3 + Treg 以及 CTLA-4 + CD4 + Treg 的高表

达，提示 CD4 + Treg 细胞也参与了这一免疫抑制过

程。本研究中显示的上述细胞亚群的上调现象，可

能是导致患者抗肿瘤免疫功能减低的重要原因。而

在这两种 Treg 细胞中均高表达的 CTLA-4，提示它

可能同样参与了肿瘤微环境中的免疫抑制，然而这

种现象的产生的原因及其具体影响机制并不清晰。
本研究显示 NK 细胞在 HCC 患者外周血及癌

组织中表达降低，这与前期研究［14］报道相符。通过

相关性分析显示外周血 CD8 + CD25 + Treg、癌组织中

CD4 + Treg 的比例与 NK 细胞比例呈负相关，提示他

们之间可能存在某种关联，与 HCC 的免疫逃逸相

关。
总之，通过分析 Treg 细胞与 NK 细胞的关系，提

示这两种细胞都可以参与 HCC 患者体内异常的免

疫反应过程，且 CTLA-4 在此过程中可以抑制 NK 细

胞的抗肿瘤作用，其可能与 HCC 的进展相关。因而

对于设计抗肿瘤免疫方案具有重要的参考价值及临

床应用前景。
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Analysis on the relationship between regulatory T
and NK cells in hepatic carcinoma patients

Sun Dandan，Ma Qingqing，Xu Yuanhong，et al
( Dept of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate regulatory T cell ( Treg) ，including CD8 + Treg and CD4 + Treg，and their
relationship with NK cells in patients with hepatocellular carcinoma ( HCC) ． Methods A total of 55 patients with
HCC and 22 healthy controls were collected． Peripheral blood and liver tissues were collected from HCC patients．
Peripheral blood samples were obtained from healthy controls． CD8 + CD25 + Treg，CD4 + CD25 + Foxp3 + Treg and
NK cells were detected by flow cytometry． Ｒesults The levels of CD8 + regulatory T cells in the peripheral blood of
healthy people and patients with HCC were measured，and the CD8 + CD25 + regulatory T cells in the peripheral
blood of the patients ( 6． 22 ± 0. 49) % were higher than those in the healthy people ( 4. 56 ± 0. 44) % ( P ＜ 0. 05) ;

The proportion of CTLA-4 + CD8 + regulatory T cells in cancer tissues ( 41. 00 ± 4. 00) % was higher than that in ad-
jacent cancers ( 6. 23 ± 2. 75) % ( P ＜ 0. 05) ． Further comparison of CD4 + regulatory T cells in cancerous tissues
and adjacent cancerous tissues revealed that the proportion of CD4 + CD25 + FoxP3 + regulatory T cells in cancerous
tissues ( 23. 28 ± 6. 78) % was higher than that in adjacent cancerous tissues ( 10. 18 ± 4. 04) % ( P ＜ 0. 05) ． The
proportion of CTLA-4 + CD4 + Treg cells in cancerous tissue ( 61. 53 ± 11. 37) % was also significantly higher than
that in adjacent cancerous tissue ( 16. 33 ± 2. 38) % ( P ＜ 0. 05) ． Analysis of NK cell expression revealed that the
expression ratio of NK cells in the HCC group ( 13. 57 ± 1. 39 ) % was significantly lower than that in the healthy
group ( 21. 44 ± 1. 23) % ( P ＜ 0. 05) ; the proportion of NK cells in cancer tissues ( 7. 29 ± 10. 82) % was also low-
er than that in adjacent cancerous tissue ( 25. 65 ± 3. 67) % ( P ＜ 0. 05) ． The expression of NK cells in peripheral
blood of HCC patients was negatively correlated with the expression of CD8 + regulatory T cells ( r = － 0. 66，P ＜
0. 05) ; the proportion of CD4 + regulatory T cells in cancer tissue was also negatively correlated with the expression
ratio of NK cells ( r = － 0. 76，P ＜ 0. 05 ) . Conclusion The proportions of CD8 + Treg and CD4 + Treg with in-
creased CTLA-4 expression in HCC patients were detected． The percentage of NK cells in PBMC and cancer tissues
from HCC patients was significantly lower than that of adjacent cancerous tissues and healthy controls． The frequen-
cies of CD8 + Treg and CD4 + Treg were negatively correlated with NK cells． Our results indicate that CD8 + and
CD4 + Tregs mediate suppressive inhibition of NK cell function in HCC patients，suggesting targeting CTLA-4 + Treg
mediated suppression contribute to restored NK cell function．
Key words hepatic carcinoma; CD8 + regulatory T cells; CD4 + regulatory T cells; CTLA-4; NK cells
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