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摘要 目的 探究结直肠癌患者与健康对照组相比，外周

血黏膜相关恒定 T ( MAIT) 细胞的频率、表型及功能的变
化。方法 采用密度梯度离心法从健康供者和结直肠癌患
者的外周血中分离出外周血单个核细胞 ( PBMCs) ，并用佛
波脂酸 ( PMA) + 离子霉素刺激使 MAIT细胞活化，通过流
式细胞仪检测 MAIT细胞的频率、表型及活化后胞内细胞因
子的产生情况。结果 ① 结直肠癌患者外周血 MAIT 细胞
的频率与绝对数均低于健康对照组 ( P = 0. 022，P ＜ 0. 001) 。

② 同一患者，化疗前后外周血 MAIT细胞的频率与绝对数无
差异 ( P = 0. 507，P = 0. 743) 。③ 与健康对照组相比，结直
肠癌患者外周血 MAIT 细胞表面分子的水平，PD-1 分子和
CD69 分子有差异 ( P = 0. 049，P ＜ 0. 001 ) ，Tim-3 分子无差
异 ( P = 0. 757) 。④ 结直肠癌患者外周血 MAIT细胞的功能
与健康对照组相比无差异 ( P = 0. 545，P = 0. 121 ) 。⑤
MAIT细胞的频率和绝对数与临床肿瘤分期无显著关联 ( P
= 0. 261，P = 0. 173) 。结论 与健康人群相比，结直肠癌患
者外周血 MAIT细胞的频率和绝对数降低，表型改变，但在
功能上无变化，且化疗对结直肠癌患者外周血 MAIT 细胞的
频率基本无影响，MAIT细胞频率与肿瘤分期亦无关联。
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黏膜相关恒定 T ( mucosal-associated invariant
T，MAIT) 细胞是一种类先天样 T 淋巴细胞［1］，表
达半恒定的 T 细胞受体 ( T cell receptor，TCＲ) ，其
发育依赖于主要组织相容性复合体 ( the major his-

tocompatibility complex，MHC) Ib 类分子相关蛋白 1
( MHC class I-related protein 1，MＲ1) ［2］。该细胞可
被维生素 B代谢产物等激活［3］，活化后产生多种促
炎及免疫调节细胞因子，间接调节着各种免疫，包括

肿瘤免疫［4］。如 MAIT 细胞产生的 IFN-γ 可激活
NK细胞、T细胞等，从而间接促进抗癌作用［5］。此
外，其表面表达的 C 型凝集素 NKG2D 在肿瘤的免
疫监视中也同样发挥着重要的作用［5］。
结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发生发

展与肿瘤及肿瘤浸润的淋巴细胞也有密切的关

系［6］。MAIT 细胞是近来广受关注的一类免疫细
胞，在临床疾病中亦有研究［7］。现选取结直肠癌患
者，对其外周血循环 MAIT细胞进行研究，探讨结直
肠癌患者与正常健康者对比，外周血 MAIT 细胞频
率、表型及功能的变化，化疗前后 MAIT细胞频率有
无改变，以及外周血 MAIT 细胞频率与临床肿瘤分
期之间的关系。

1 材料与方法

1． 1 外周血样本的获取 样本为肝素化人外周血
约 2 ml，取自安徽医科大学第一附属医院体检中心
的 49 例健康供者，年龄 36 ～ 87 ( 58. 40 ± 1. 76) 岁，
排除肝肾心脑等重要器官疾病，排除自身免疫性疾

病、恶性肿瘤，及近期无发热、无感染等病史的健康
体检者，和已确诊的 51 例结直肠癌患者，年龄 38 ～
79 ( 60. 17 ± 1. 68) 岁。
1． 2 PBMC 的制备 将按等倍体积稀释的人外周
血样本缓慢平铺于 4 ml 的人外周血淋巴细胞分离
液 ( Ficoll液) 上，以转速 2 000 r /min，25 ℃，30 min
离心; 巴氏吸管从已经分层的样本中，缓慢吸取云雾

状白膜层，即为单个核细胞层，并用 1 × PBS 溶液洗
涤 2 遍，即得 PBMC。本研究已通过安徽医科大学
第一附属医院伦理委员会的批准。
1． 3 主要试剂和仪器 人系列单克隆荧光抗体
FITC-CD3 ( OKT3 ) ， PE-TCＲ /γδ ( B1 ) ， APC-
TCＲVα7. 2( 3C10 ) ，Brilliant Violet 605-CD161 ( HP-
3G10) ，Brilliant Violet 421-PD1 ( EH12. 2H7 ) ，PE-
CD69( FN50) ，APC /Cy7-Tim-3( F38-2E2) ，PE /Cy7-
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IFN-γ( B27 ) ，Brilliant Violet 421-TNF-α ( MAb11 ) ．
所有流式抗体购自美国 Biolegend 公司; Ficoll 液
( P8610) 购自北京 Solarbio 公司; PMA ( P8139 ) 、离
子霉素( 407951 ) 购自美国 Sigma 公司; 莫能霉素
( 420701) 购自美国 Biolegend 公司; BD FACS 流式
细胞仪购自美国 BD ( Becton，Dickinson and Compa-
ny) 公司; 检测所得数据通过流式分析软件 FlowJo_
V10 进行数据分析。
1． 4 MAIT细胞频率的检测及数据获取 将制备
好的 PBMC用移液枪依次加入标记好的 5 ml 离心
管内，加入小鼠血清 20 μl 封闭细胞表面 Fc 段，防
止非特异性结合; 再按实验方案加入预先制备的细

胞表面检测荧光抗体、同型对照荧光抗体及单染色
荧光抗体，避光，置于 4 ℃环境，30 min进行标记，最
后用 1 × PBS 溶液洗涤后上机检测，并在检测前用
单染色管调整至最佳的检测电压及补偿值。通过逐
步圈门，计算出 MAIT /CD3 + T 细胞的比例 ( % ) ;
收集临床血常规信息，进一步计算出每 ml 全血
MAIT细胞的绝对数 ( × 104 /ml) 。诸多关于 MAIT
细胞研究的报道，外周血 MAIT 细胞可定义为 CD3
+ γδ-CD161 + + Vα7. 2 + T 细胞［6 － 8］，本文亦采取

相同的圈门策略。
1． 5 MAIT细胞功能检测 将制备好的 PBMC 用
1 × PBS溶液洗 1 遍，用完全培养基重悬后，依次加
入 24 孔培养板，每个培养孔体系控制在细胞数量 1
× 106 /ml，体积 1ml; 并向孔内加入刺激剂 PMA、离
子霉素及蛋白转运阻断剂莫能霉素，置于 37 ℃、5%

CO2 的细胞培养箱内进行 4 h 的细胞刺激。刺激完
成后，依次进行细胞外染色、胞膜固定、破膜及细胞
内因子染色等步骤，最后以 300 μl 重悬液上机检
测。并注意在设门时，淋巴细胞群位置的变化。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 20. 0 和 Graph Pad
Prism5. 0 统计软件对流式仪结果进行统计学分析，
然后应用独立样本或配对样本 t 检验进行数据处
理，以 珋x ± s 进行各图内组间均数的比较; 以 P ＜
0. 05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2． 1 结直肠癌患者外周血 MAIT 细胞的频率和绝
对数降低 如图 1 ( A4) 所圈出的即为 MAIT 细胞。
图 1B为外周血 MAIT细胞占 CD3 + T 细胞的比例以
及全血中 MAIT 细胞绝对数在结直肠癌组及健康对
照组之间的水平比较;流式结果显示与健康对照组相

比，结直肠癌患者外周血 MAIT细胞的比例 ( 图 1B1，
t =1. 40 ±0. 13 /1. 97 ±0. 21，P =0. 022) 和绝对数 ( 图
1B2，t =1. 23 ±0. 13 /2. 23 ±0. 24，P ＜0. 001) 均降低。
2． 2 化疗因素对结直肠癌患者外周血 MAIT 细胞
频率的影响 共 8 例患者，对同一患者化疗前后共
收集 2 次不同的血样本，并进行 MAIT 细胞频率的
相关检测。由图可以看出，化疗前后外周血 MAIT
细胞的频率变化无统计学差异，即化疗基本不影响

结直肠癌患者外周血 MAIT 细胞频率的变化 ( 图
2A: t = 1. 23 ± 0. 26 /1. 03 ± 0. 15，P = 0. 507; 图 2B:
t = 0. 28 ± 0. 06 /0. 26 ± 0. 04，P = 0. 743) 。

图 1 流式细胞术对人外周血MAIT细胞的检测及结直肠癌组与正常对照中MAIT细胞频率的变化情况
A: 显示MAIT细胞的圈门策略，将外周血MAIT细胞定义为 CD3 + γδ-CD161 + + Vα7. 2 + T细胞; B: 结直肠癌患者外周血MAIT细胞的变

化情况; 与健康对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001
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图 2 化疗前后外周血MAIT细胞的比例和绝对数的变化
A: MAIT /CD3 + T 的比例; B: 每 ml全血 MAIT细胞的绝对数( ×

104 /ml)

2． 3 结直肠癌患者 MAIT 细胞相关重要免疫表型
的变化情况 MAIT 细胞表面存在多种表型，除常
规的 CD4、CD8 等分子外，还有一些与肿瘤免疫密切
相关的分子，如 PD-1、Tim-3、CTLA-4 等; 另外，其活
化性分子有 CD69 和 CD38。本文，我们选取其中部
分表面分子进行含量测定 ( n = 16 /16 ) 。结果发现
与健康对照组相比，结直肠癌患者外周血 MAIT 细
胞表面的 PD-1 分子 ( 图 3B 左，t = 4. 97 ± 0. 63 /

3. 24 ± 0. 56，P = 0. 049) 和 CD69 分子 ( 图 3B 中，t
= 27. 83 ± 2. 40 /14. 07 ± 1. 88，P ＜ 0. 001) 的测定是
有差异的，但 Tim-3 分子( 图 3B 右，t = 4. 10 ± 0. 52 /
4. 38 ± 0. 78，P = 0. 757) 无变化; 即结直肠癌患者外
周血 PD-1 + MAIT、CD69 + MAIT比例是升高的，但
Tim-3 + MAIT细胞比例无变化。
2． 4 经刺激活化后 MAIT 细胞功能的变化 将制
备好的 PBMC 用完全培养基重悬，加入 24 孔培养
板，每孔加入 PMA 0. 5 μl、离子霉素 1 μl 和莫能霉
素 1 μl; 再对刺激后的细胞进行胞膜固定、破膜处
理，加入相应抗体; 最后上机检测。流式结果显示与
健康对照组相比，结直肠癌患者外周血 MAIT 细胞
中 IFN-γ + MAIT 细胞的水平 ( 图 4B 左，t = 51. 69
± 7. 29 /58. 12 ± 7. 38，P = 0. 545 ) 和 TNF-α + MAIT
细胞的水平均无明显变化( 图 4B 右，t = 38. 56 ±
3. 49 /47. 98 ± 4. 33，P = 0. 121 ) 。说明结直肠癌患
者外周血 MAIT细胞的功能基本无改变。

图 3 两组表面分子 PD-1、CD69 及 Tim-3 的测定

A: 阴性区的界线，与阳性区的圈门位置; B: 两组 PD-1 +、CD69 + 及 Tim-3 + MAIT 细胞的比例情况; 与健康对照组比较: * P ＜ 0. 05，
＊＊＊P ＜ 0. 001
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图 4 结直肠癌患者外周血MAIT细胞功能的测定
A: 显示圈门策略，纵、横坐标阳性区分别表示 IFN-γ +与 TNF-α + MAIT细胞的比例; B: 分别显示两组 MAIT细胞经刺激后胞内 IFN-γ 和

TNF-α的表达水平

2． 5 结直肠癌患者外周血 MAIT 细胞的频率与其
肿瘤分期之间的关系 对于所收集的结直肠癌患者

临床肿瘤分期的数据，我们将其分组，并比较Ⅱ ～Ⅲ
期与Ⅳ期肿瘤患者外周血中 MAIT细胞频率和绝对
数的差异。然而并无阳性结果 ( 图 5 A: t = 1. 64 ±
0. 24 /1. 32 ± 0. 16，P = 0. 261; 图 5B: t = 1. 49 ±
0. 22 /1. 10 ± 0. 17，P = 0. 173) 。肿瘤标志物在肿瘤
的诊断及预后中也很有价值，根据其正常值范围均

将患者分为两组，比较后发现差异也无统计学意义，

见表 1。

图 5 外周血MAIT细胞频率与患者临床肿瘤分期之间的关系

3 讨论

MAIT细胞又是一类重要的免疫细胞，在人外
周血中占 1% ～ 10%［4］，在肿瘤免疫中也扮演着重
要的角色。我们想了解 MAIT 细胞在肿瘤免疫、肿
瘤发生发展及肿瘤治疗中的价值，故此我们初步探

讨了其最基本的生物学特性，即所呈现的频率、表型

表 1 临床肿瘤标志物的水平与MAIT细胞

外周血频率之间的关系( 珋x ± s)

项目 数量( n) MAIT细胞频率 ( % ) P值
CEA ( μg /L)
≤5 18 1． 63 ± 0． 23 0． 734
＞ 5 13 1． 75 ± 0． 29

CA19-9 ( U /ml)
≤37 23 1． 65 ± 0． 19 0． 772
＞ 37 8 1． 77 ± 0． 43

CA72-4 ( ng /ml)
≤3． 3 13 1． 57 ± 0． 25 0． 620
＞ 3． 3 18 1． 75 ± 0． 25

及功能有无变化。本研究显示: 结直肠癌患者外周
血 MAIT细胞频率与绝对数低于健康对照组，这与
之前关于肿瘤患者外周血循环 MAIT细胞频率降低
的研究结果相一致［9］。对于其重要表型的研究是
本文一个新的研究思路，我们选取了 T 细胞活化性
表面标志分子 CD69 及免疫表型 PD-1 分子和 Tim-3
分子进行定量检测，发现其中 PD-1 分子和 CD69 分
子的表面含量与对照组比是有变化的。但 MAIT 细
胞在功能研究上却无明显差异，这可能是由于MAIT
细胞的刺激实验成功率较低，只有 6 ～ 8 例左右的数
据，若增加样本量可能还会呈现其他不同的结果。
其次，化疗前后，结直肠癌患者外周血 MAIT 细胞频
率与绝对数无变化，这与我们前期的另一项实验胃

癌中 MAIT细胞的研究结论也较为一致，即化疗不
改变外周血 MAIT细胞的频率。最后，MAIT细胞频
率、绝对数与临床肿瘤分期也无关联，与肿瘤标志物
CEA、CA19-9 及 CA72-4 亦无关联。
本研究的不足之处是通过流式检测对于人外周

血 MAIT细胞进行测定的研究方法过于单一。但研
究方向、思路及内容可为后续肿瘤免疫的研究提供
一些帮助。另外，对于组织中 MAIT细胞的研究、外
周血 MAIT细胞的纯化、MAIT细胞与癌株的共培养
实验，以及细胞因子在肿瘤免疫中的具体调节机制
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的探索将会是一些很有价值的研究方向。
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Changes in frequency，phenotype and function of MAIT cells in
peripheral blood of patients with colorectal cancer

Shao Chunyan1，Zhu Yun1，Zhong Fei1，2，et al
( 1Dept of Oncology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of Oncology，Fuyang Hospital Affiliated to Anhui Medical University，Fuyang 236000)

Abstract Objective To explore the changes of frequency，phenotype and function of peripheral blood mucosal-
associated invariant T ( MAIT) cells in colorectal cancer patients compared with healthy controls． Methods Pe-
ripheral blood mononuclear cells ( PBMCs) were isolated from human peripheral blood，which were collected from
the healthy donors and colorectal cancer patients，with density gradient centrifugation，and the cells were activated
by PMA + ionomycin． The frequency，phenotype and intracellular cytokine production of MAIT cells were deter-
mined by flow cytometry． Ｒesults ① The frequency and absolute number of peripheral blood MAIT cells with
colorectal cancer patients were lower than those in healthy controls ( P = 0. 022，P ＜ 0. 001 ) ． ② In the same pa-
tient，the frequency and absolute number of peripheral blood MAIT cells before and after chemotherapy were no
difference ( P = 0. 507，P = 0. 743) ． ③ Compared with healthy controls，the levels of PD-1 and CD69 molecules on
peripheral blood MAIT cells surface in colorectal cancer patients were both different ( P = 0. 049，P ＜ 0. 001 ) ，
while Tim-3 molecule level was not different ( P = 0. 757 ) ． ④ There was no difference in the function of MAIT
cells in patients with colorectal cancer compared with healthy controls ( P = 0. 545，P = 0. 121) ． ⑤ The frequency
and absolute number of MAIT cells were not significantly correlated with clinical tumor stage ( P = 0. 261，P =
0. 173 ) ． Conclusion Compared with healthy controls，the frequency and absolute number of MAIT cells from pe-
ripheral blood of colorectal cancer patients decrease，the phenotype change，but the function is no difference．
Chemotherapy has no effect on the frequency of MAIT cells in the peripheral blood of colorectal cancer patients．
The frequency of MAIT cells is not correlated with clinical tumor stage as well ．
Key words mucosal-associated invariant T cell; colorectal cancer; peripheral blood T lymphocytes; flow cytome-
try; immune surveillance
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