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免疫细胞治疗对晚期胃癌患者外周血记忆 T 细胞的影响

李则学，张　兰，李沛雨
解放军总医院  普通外科研究所，北京　100853

摘要：目的  初步研究免疫细胞治疗对胃癌患者免疫记忆状态的影响。方法  2013 年 10 月 - 2015 年 2 月在我院普通外科

行胃癌根治术的 253 例患者按照是否经过树突细胞、细胞毒性 T 淋巴细胞免疫细胞治疗分组，其中免疫治疗组 72 例，对

照组 181 例，运用流式细胞术检测患者外周血 CD4+ TCM(CD4+ CD45RO+ CD62L+)、CD8+ TCM(CD8+ CD45RO+ CD62L+)、CD4+ 

TEM(CD4+ CD45RO+ CD62L-) 及 CD8+ TEM(CD8+ CD45RO+ CD62L-) 比例，分析晚期胃癌患者免疫记忆状态，并进一步分析免

疫细胞治疗对免疫记忆形成的影响。结果  胃癌患者中，CD4+ T 细胞中以 TCM 为主，为 54.52%±12.76% ；而 CD8+ T 细胞

中以 TEM 为主，为 24.49%±11.39%。相比对照组，免疫治疗组外周血中 CD8+ TCM 比例显著降低 ( 对照组 31.59%±9.29%，

免疫治疗组 24.26%±7.71%，P=0.025)，CD4+ TCM 比例显著降低 ( 免疫治疗组 47.86%±11.77%，对照组 60.00%±11.05%，

P=0.006)，CD8+ TEM 显著升高 ( 对照组 20.00%±8.43% ；免疫治疗组 29.93%±12.40%，P=0.013)。结论  记忆 T 细胞可以有

效评价胃癌患者抗肿瘤特异性免疫状态，且免疫细胞治疗可以有效重建胃癌患者抗肿瘤免疫记忆。
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Abstract: Objective  To explore the effects of immunotherapy on immunological memory in patients with advanced gastric cancer. 
Methods  Two hundred and fifty-three patients with advanced gastric cancer who underwent radical surgery in our hospital from 
October 2013 to February 2015 were enrolled in this study, and they were randomly divided into immunotherapy group (n=72) and 
control group (n=181) according to whether they had undergone immunotherapy, including dendritic cells (DC) and cytotoxic T 
cell (CTL). Percentage of CD4+ TCM (CD4+ CD45RO+ CD62L+), CD8+ TCM (CD8+ CD45RO+ CD62L+), CD4+ TEM (CD4+ CD45RO+ 
CD62L-) and CD8+ TEM (CD8+ CD45RO+ CD62L-) in peripheral blood was evaluated to analyze immune memory characteristics 
of advanced gastric cancer patients, furthermore, influence of immunotherapy to immune memory was also analyzed. Results  TCM 
accounted for most of the CD4+ T cells (54.52%±12.76%) while TEM in CD8+ T cells accounted for (24.49%±11.39%). Compared 
with control group, percentage of CD4+ TCM and CD8+ TCM in patients treated with immunotherapy decreased significantly (CD4+ 
TCM: immunotherapy, 47.86%±11.77%, control, 60.00%±11.05%, P=0.006; CD8+ TCM: immunotherapy, 24.26±7.71%, control, 
31.59±9.29%, P=0.025), however, CD8+ TEM increased significantly (control, 20.00±8.43%, immunotherapy, 29.93±12.40%, 
P=0.013). Conclusion  Memory T cells can effectively evaluate the immune status of advanced gastric cancer, and immunotherapy 
can be effective in restoring immune depletion status of patients with advanced gastric cancer.
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		  胃癌是消化道常见肿瘤，诊断时常为晚期，

发病率和死亡率较高 [1-4]。机体免疫紊乱是肿瘤发

生发展的重要基础，评估肿瘤患者免疫状态是免

疫治疗肿瘤的前提，但免疫的复杂性导致评估困

难，进而成为肿瘤免疫治疗及疗效监测的障碍。

研究证实，记忆 T 细胞在晚期肿瘤发生发展中具

有重要作用 [5-6]，可以介导持久的抗肿瘤特异性免

疫，其在肿瘤患者体内的维持水平与肿瘤患者免

疫治疗效果密切相关 [6-7]。因此，本研究对胃癌患

者外周血记忆 T 细胞特征进行分析，研究免疫细

胞治疗对胃癌患者外周血记忆 T 细胞的影响，探

索免疫细胞治疗恢复抗肿瘤免疫内在机制。

对象和方法

1	 研究对象　2013 年 10 月 - 2015 年 2 月在本院

普通外科行胃癌根治术的 253 例患者，均经术后
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病理检查确诊，其中男 165 例，女 88 例，年龄

23 ~ 84 岁，平均 52 岁。接受手术联合树突细胞

(dendritic cells，DC) + 细胞毒性 T 淋巴细胞 (cytotoxic 

T-lymphocytes，CTL)(CD8+ CD45RO+ CD62L+ 比例＞

60%) 治疗的患者作为免疫治疗组，共 72 例，仅接

受手术治疗的作为对照组，共 181 例，两组患者

年龄、性别、病理类型及分期、临床分期及手术

方式差异无统计学意义。见表 1。

表 1　两组胃癌患者临床资料比较
Tab. 1　Clinical characteristics of immunotherapy group 

and control group (n, %)

Control (n=181) Immunotherapy (n=72) P

Age (yrs, -x±s) 54.0±12.3 53.0±10.5 0.544

Gender 0.237

　Male 114(62.9) 51(70.8)

　Female 67(37.1) 21(29.2)

Differentiation 0.859

　Well 8(4.4) 4(5.6)

　Moderate 114(63.0) 42(58.3)

　Poor 46(25.4) 19(26.4)

　Mucinous 13(7.2) 7(9.7)

T stage 0.184

　1 3(1.7) 0(0)

　2 12(6.6) 4(5.6)

　3 125(69.1) 43(59.7

　4 41(22.7) 25(34.7)

N stage 0.871

　0 60(33.1) 26(36.1)

　1 66(36.5) 24(33.3)

　2 55(30.4) 22(33.6)

Clinic stage 0.956

　Ⅲ 107(59.1) 44(61.1

　Ⅳ 19(10.5) 7(9.7)

Operation type 0.613

　Laparoscopic 52(28.7) 23(31.9)

　Open 129(71.3) 49(68.1)

2	 免疫治疗　术前采集外周血 50 ml，分离培养

扩增淋巴细胞，分别在术后 9 d、12 d 和 14 d 回输

DC 细胞、CTL 细胞。

3	 外周血 T 细胞检测　分别于术前 1 d 和术后 1

个月门诊复查时采外周血 5 ml 用于检测免疫记忆

细胞。人淋巴细胞分离液购自中国医学科学院生

物所。PerCP 标记抗人 CD4 单克隆抗体、FITC 标

记抗人 CD8 单克隆抗体、APC 标记抗 CD45RO 单

克隆抗体、PE 标记抗人 CD62L 单克隆抗体均购自

美国 BD 公司，胎牛血清 (FBS) 购自北京元亨金马

生物技术公司。取外周血 20 ml，与等体积 0.9% 

氯化钠注射液混匀，铺在等体积的分离液上，以

2 300 r/min 离心 22 min ；收集白膜层，用 0.9% 氯

化钠注射液洗涤 1 ~ 2 次，2 300 r/min 离心 10 min，

弃上清后收获细胞。取 1×106 个细胞，加入 CD8- 

FITC/CD62L- PE/CD4- PerCP/CD45RO- APC 抗 体，

混 匀 后 常 温 避 光 反 应 30 min，洗涤 2 次 (1 200 r/

min，离心 5 min)，悬浮于 500μl PBS 中，4℃保存。

荧光抗体染色完成后，应用流式细胞仪检测细胞，

并用 CellQuest 软件分析。

4 统计学分析　采用 SPSS20.0 软件进行统计学分

析，定量资料采用 -x±s 表示，两个独立样本均数

比较采用 t 检验，定性资料采用 χ2 检验。P ＜ 0.05

为差异有统计学意义。

结　果

1	 胃癌患者术前免疫记忆状态　根据 T 细胞表

面 分 子 CD45RO 及 CD62L 的 表 达 与 否 将 T 细 胞

分 为 两 种 类 型 ：CD45RO+ CD62L+ 中 央 型 记 忆 T

细 胞 (TCM) 和 CD45RO+ CD62L- 效 应 型 记 忆 T 细

胞 (TEM)。 对 253 例 胃 癌 患 者 外 周 血 中 CD4+ T 及

CD8+ T 细胞分群分析后，CD4+ 中央型记忆 T 细胞

占 54.52%±12.76%，CD4+ 效 应 型 记 忆 T 细 胞 占

15.60%±10.17%，可见 CD4+ T 细胞中以中央型记

忆 T 细胞为主，占总数约 60%。CD8+ 中央型记忆

T 细胞占 28.28%±9.25%，CD8+ 效应型记忆 T 细

胞占 24.49%±11.39%。

2	 免疫细胞治疗对胃癌患者记忆 T 细胞的影响　

术后 1 个月时，两组患者的外周血中 CD4+ TCM 比例

差异有统计学意义，免疫治疗组 47.86%±11.77%，

对 照 组 60.00%±11.05% (P=0.006)。 免 疫 治 疗 组

CD8+ TCM 比例较对照组显著降低，对照组 31.59%±

9.29%，免疫治疗组 24.26%±7.71% (P=0.025) ( 图 1)。

而免疫治疗组 CD8+ TEM 比例较对照组显著升高，

对 照 组 20.00%±8.43%， 免 疫 治 疗 组 29.93%±

12.40%(P=0.013)。见图 2。

图 1　两组胃癌患者CD4+ TCM (CD4+ CD45RO+ CD62L+)和CD8+ 
TCM (CD8+ CD45RO+ CD62L+)比较

Fig. 1　Percentage of CD4+ TCM and CD8+ TCM in gastric cancer 
patients with or without treatment
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图 2　两组胃癌患者CD4+ TEM (CD4+ CD45RO+ CD62L-)和CD8+ 
TEM (CD8+ CD45RO+ CD62L-)比较

Fig. 2　Percentage of CD4+ TEM and CD8+ TEM in gastric cancer 
patients with or without treatment

讨　论

		  新兴的免疫治疗已经成为抗肿瘤的第四大手

段。免疫细胞是抗肿瘤免疫的重要组成部分，其

中记忆性 T 细胞是体内持久存在的抗肿瘤组分，

按照其不同的功能分为中央型记忆细胞 TCM 和效应

型记忆细胞 TEM
[8]。TCM 维持免疫记忆，在机体荷瘤

或肿瘤转移状态下发挥免疫保护作用 [9-10]，高表达

CD45RO 和 CD62L，主要分布于淋巴结等次级淋巴

器官等，而 TEM 低表达或不表达 CCR7 和 CD62L，

可以表达黏附分子和趋化因子受体，执行快速的

效应功能，主要分布在免疫反应局部 [11-12]，二者

在抗肿瘤免疫都有重要的作用，但 TCM 相比 TEM 更

有优势 [13-15]。

		  本研究分析了晚期胃癌患者外周血记忆性 T

细胞的分布，发现胃癌患者外周血中中央型记忆

性 T 细胞相对较少，而效应型记忆性 T 细胞比例

增加，呈现典型的 T 细胞耗竭状态 [16]，即中央型

记忆细胞向效应型记忆细胞转化，缺乏功能性 T

细胞。虽然效应型记忆性 T 细胞比例增加，但是缺

乏辅助性 T 细胞，无法发挥有效的抗肿瘤作用 [17]。

TCM 和 TEM 可以作为评估胃癌患者免疫状态的有效

指标，用于解释肿瘤治疗效果不佳的内在免疫机

制，也可以评估各种治疗方式，进而指导肿瘤治

疗方案的制订，实现肿瘤的个性化治疗。

		  基于 T 细胞的过继免疫治疗是肿瘤生物治疗

的重要手段，本研究中采用的 DC 和 T 细胞多细

胞联合免疫治疗，将大量优质的肿瘤抗原致敏的 T

细胞 (TCM ＞ 60%) 回输体内，及时补充肿瘤患者体

内 TCM 细胞，有效纠正胃癌患者术后免疫损伤状态

及 T 细胞耗竭状态。

		  胃癌患者免疫状态呈动态变化，以 TCM 和 TEM

为观察指标，动态监测抗肿瘤特异性免疫状态的

变化，分析各种治疗手段对免疫状态的影响，探

索建立优化、高效、个性化的抗肿瘤联合治疗方

案，值得进一步研究。
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