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摘要：目的 探讨检测原发性肝癌患者外周血CD4+ CD25+调节性T细胞（Treg）及血清转化生长因子

（TGF）-β1的临床意义。方法 应用流式细胞学方法和酶联免疫吸附测定方法分别检测原发性肝癌患

者32例、转移性肝癌患者25例、健康体检者30例的外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例和血清TGF-β1

浓度。结果 原发性肝癌、转移性肝癌患者外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例与对照组比较均明显升

高，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）；原发性肝癌患者外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例较转移性肝

癌患者亦明显升高，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。原发性肝癌、转移性肝癌患者血清TGF-β1浓

度与对照组比较均明显升高，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）；原发性肝癌患者血清TGF-β1浓度较

转移性肝癌患者亦明显升高，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）。相关分析显示，原发性肝癌患者外

周血Treg占总CD4+ T细胞的比例与病理分期、血清TGF-β1浓度呈正相关（r = 0.762、r = 0.762、r r = 0.698，r = 0.698，r P ＜

0.01），与Karnofsky功能状态（KPS）评分呈负相关（r = r = r －0.642，P ＜ 0.01）。结论 原发性肝癌患

者外周血Treg比例明显升高，且与血清TGF-β1浓度、病理分期和KPS评分具有一定的相关性。检测原

发性肝癌患者外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例可能有助于评估原发性肝癌患者的病情进展及判断其

预后。
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Abstract: Objective To evaluate the changes of CD4+ CD25+ regulatory cells (Treg) in peripheral blood and 
the serum levels of transforming growth factor beta-1 (TGF-β1) in patients with hepatocellular carcinoma. 
Methods The ratios of Treg in peripheral blood of 32 patients with hepatocellular carcinoma, 25 cases with 
metastatic liver cancer and 30 healthy controls, were determined by fl ow cytometry. Meanwhile, the serum 
levels of TGF-β1 were detected by ELISA. Results The ratio of Treg in total CD4+ T cells in peripheral blood 
[(9.61 ± 3.32)% vs (5.88 ± 1.16)%, P ＜ 0.01] and the serum levels of TGF-β1 [(98.10 ± 20.41) ng/L vs (9.78 
± 2.54) ng/L, P ＜ 0.01] of patients with hepatocellular carcinoma were signifi cantly higher than those in 
healthy controls. Meanwhile, the ratio of Treg in total CD4+ T cells in peripheral blood [(9.61 ± 3.32)% vs 
(7.56 ± 2.17)%, P ＜ 0.05] and the serum levels of TGF-β1 [(98.10 ± 20.41) ng/L vs (29.33 ± 6.90) ng/L, P ＜

0.01] of patients with hepatocellular carcinoma was higher compared with those in metastatic liver cancer (P0.01] of patients with hepatocellular carcinoma was higher compared with those in metastatic liver cancer (P0.01] of patients with hepatocellular carcinoma was higher compared with those in metastatic liver cancer (
＜ 0.05 or P ＜ 0.01). The correlation indicated that the ratio of Treg in total CD4+ T cells in peripheral blood 
were positively related with TGF-β1 levels and tumor clinical stages (r = 0.698 and 0.762, r = 0.698 and 0.762, r P ＜ 0.01), but 
negatively correlated with Karnofsky performance status score (KPS) (r = r = r －0.642, P ＜ 0.01). Conclusions
The ratio of Treg in total CD4+ T cells in peripheral blood from hepatocellular carcinoma is higher and 
correlated with TGF-β1 level, tumor clinical stages and KPS. It might be helpful to determine the prognosis of 
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原发性肝癌的发生、发展与免疫功能密切相

关，原发性肝癌患者的免疫功能处于抑制状态，

寻找抑制原发性肝癌患者的免疫应答因素对肿瘤

的免疫治疗具有重要意义[1]。CD4+ CD25+调节性

T细胞（regulatory T cell，Treg）是具有免疫抑

制功能的T细胞亚群，具有免疫调节作用。近年

来，Treg在恶性肿瘤的发生、发展及预后中的作

用更是倍受关注，成为免疫学和肿瘤学领域研究

的热点[2]。本研究通过检测原发性肝癌患者外周血

Treg占总CD4+ T细胞的比例及血清转化生长因子

（TGF）-β1浓度，探讨Treg在原发性肝癌发病中

的作用及其与预后的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料  选择本院2010年6月至2011年6月

经肝组织活检或手术病理证实的原发性肝癌住

院患者32例为原发性肝癌组，其中男性21例，

女性11例，年龄30～82岁，平均年龄（53.1 ± 

5.8）岁，其中23例并发乙型肝炎病毒感染，肝

癌TNM分期采用国际抗癌协会标准（2002年），

其中Ⅰ /Ⅱ期11例，Ⅲ期15例，Ⅳ期6例。采用

Karnofsky法评定患者功能状态，32例患者根据

KPS评分分别为10分2例，20分3例，30分2例，40

分6例，50分4例，60分5例，70分5例，80分2例，

90分1例，100分2例。选择同期转移性肝癌患者25

例为转移性肝癌组，其中男性13例，女性12例，

年龄40～77岁，平均年龄（55.8 ± 4.0）岁。转移

性肝癌组患者原发肿瘤均为消化道肿瘤，其中食

管癌5例，胃癌8例，结肠癌12例。32例原发性肝

癌组及25例转移性肝癌组测定相关指标前，均未

接受过任何抗肿瘤治疗及免疫治疗。选择同期健

康体检者30例作为对照组，其中男性17例，女性

13例，年龄35～80岁，平均年龄（50.8 ± 6.2）

岁。3组性别、年龄差异均无统计学意义（F  = 

2.162，3.338；P ＜ 0.01），具有可比性。

1.2 方法

1.2.1 Treg细胞检测  应用荧光直接标记法及流式

细胞仪检测外周血Treg细胞水平。Treg百分值为

CD4+ CD25+调节性T细胞占总CD4+ T细胞的比例。

取不同荧光标记的单克隆抗体各20 µl，分别加入

100 µl乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝的外周血，

漩涡混匀后室温下避光孵育15分钟，加入红细胞

裂解液（1 ml细胞压积加入3～5 ml裂解液），

轻轻吹打混匀，800～1000 r/min离心5～8分钟，

弃去上层红色清液，收集沉淀部分，生理盐水洗

涤2次，生理盐水悬浮。采用流式细胞仪进行检

测，Cellquest软件分析数据，以CD4荧光标记设

门区分T细胞及正常细胞群体，分析其中CD25

阳性、CD127阴性细胞占CD4细胞的比例，CD4+

CD25+CD127+LOW细胞为调节性T细胞。荧光素标

记的鼠抗人CD4+-FITC抗体、CD25-PECY5抗体、

CD127-PE抗体及各自的同型对照IgG荧光抗体购

自美国BECKMAN公司。

1.2.2 TGF-β1检测  采用酶联免疫吸附测定方法测

定血清TGF-β1浓度，试剂盒购自奥地利Bender 

Medsystems公司。

1.3 统计学处理  采用SPSS 15.0统计软件进行分

析，计量资料以x- ± s表示，计数资料以例数或百分

数进行描述，多个均数间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用q检验，两组间比较采用t检验，

两个变量间的关系采用Spearman或者Pearson直线

相关分析，P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组患者外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例及

血清TGF-β1浓度比较  原发性肝癌组、转移性肝癌

组外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例与对照组比

较，均明显升高，P ＜ 0.01，差异有显著统计学意

义。原发性肝癌组外周血Treg占总CD4+ T细胞的比

例与转移性肝癌组比较，亦明显升高，P ＜ 0.05，

差异有统计学意义；原发性肝癌组、转移性肝癌

组血清TGF-β1浓度与对照组比较，均明显升高，

P ＜ 0.01，差异有显著统计学意义；原发性肝癌

组血清TGF-β1浓度与转移性肝癌组比较，亦明显升

hepatocellular carcinoma by detecting the ratio of Treg in total CD4+ T cells in peripheral blood.
Key words: Liver neoplasms; T-Lymphocytes; Transforming growth factor beta 1
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高，P＜ 0.01，差异有显著统计学意义，见表1。

2.2 原发性肝癌组外周血Treg占总CD4+ T细胞的比

例与病理分期、血清TGF-β1浓度及KPS评分的相关

性分析  Spearman相关分析显示，原发性肝癌组外

周血Treg占总CD4+ T细胞的比例与病理分期呈正

相关（r = 0.762，r = 0.762，r P ＜ 0.01）。Pearson直线相关分

析显示，原发性肝癌组外周血Treg占总CD4+ T细

胞的比例与血清TGF-β1浓度呈正相关（r = 0.698，r = 0.698，r

P ＜ 0.01），其外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例

与KPS评分呈负相关（r = r = r －0.642，P ＜ 0.01）。

3 讨论

Treg为CD4+ T细胞的新亚群，占健康人外周

血CD4+ T细胞的5%～10%。Treg细胞具有免疫负

向调控作用，在维持机体自身免疫耐受过程及肿

瘤的发生、发展中发挥重要作用。当机体内Treg细

胞数量增多和（或）功能增强时，其抑制免疫的

功能也随之增强，除抑制CD4+及CD8+ T细胞外，

还抑制自然杀伤细胞、B细胞以及其他免疫细胞的

功能，使机体处于高度免疫耐受状态，最终肿瘤

细胞能够逃逸免疫监视系统，继而发生、发展，

形成肿瘤[3,4]。

原发性肝癌患者外周血中Treg水平目前报道

不一。早年研究认为，原发性肝癌患者外周血中

Treg占总淋巴细胞的比例与对照组比较差异无统计

学意义[5]。Thakur等[6]报道，原发性肝癌患者外周

血中Treg水平明显高于健康献血者。但近年来国内

报道，原发性肝癌患者外周血中Treg术前比例明显

低于健康献血者，而术后比例则明显高于健康献

血者[7]。为剔除年龄、性别及肿瘤类型的影响，本

研究比较了原发性肝癌、转移性肝癌及健康体检

者外周血中Treg占总CD4+ T细胞的比例。结果显

示，原发性肝癌组和转移性肝癌组外周血Treg占总

CD4+ T细胞的比例与对照组比较，均明显升高，

P ＜ 0.01，差异有显著统计学意义；原发性肝癌

组外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例与转移性肝

癌组比较，亦明显升高，P ＜ 0.05，差异有统计学

意义。目前，肝癌临床分期及患者行为状态成为

肿瘤明确的预后因素，故本研究通过直线相关分

析，进一步分析了外周血Treg比例与原发性肝癌临

床分期及KPS评分之间的相关性。结果表明，原发

性肝癌组外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例与病理

分期呈正相关，与KPS评分呈负相关。本研究结果

一方面提示了肝癌患者Treg数目增加是肿瘤免疫抑

制的机制之一，亦可能是导致机体免疫力下降的

原因之一；另一方面，检测原发性肝癌组外周血

Treg占总CD4+ T细胞的比例具有判断预后的临床意

义。本研究结果还显示，原发性肝癌组外周血Treg

占总CD4+ T细胞的比例高于转移性肝癌组，考虑

与我国原发性肝癌患者绝大多数与肝炎病毒感染

相关。

TGF-β1是一种多功能的细胞因子，目前已知

TGF-β1对肿瘤细胞的生长具有促进和抑制双重生

物学效应。在肿瘤发生早期，TGF-β1通过已知细

胞生长周期G1→S期来抑制正常细胞生长和肿瘤

细胞发生。但随着肿瘤的发展，肿瘤对TGF-β1介

导的生长抑制效应不再敏感，TGF-β1转变为肿瘤

生长刺激因子，对促进自身的生长、浸润和转移

具有重要意义[8]。TGF-β1还是很强的免疫抑制因

子，其能影响参与天然免疫和获得性免疫细胞的

增殖、活化和分化，抑制免疫调节性细胞因子的

产生。因此，TGF-β1与肝癌的发生、发展及复发

有密切的联系[9]。目前研究证实，血清TGF-β1与原

发性肝癌的临床分期呈正相关，TGF-β1升高有助

于原发性肝癌诊断及预后判断；通过下调TGF-β1

表 1 3组患者外周血Treg和血清TGF-β1浓度比较（x- ± s）

Treg（%） TGF-β1（ng/L）

原发性肝癌组（n = 32） 9.61 ± 3.32  98.10 ± 20.41

转移性肝癌组（n = 25） 7.56 ± 2.17 29.33 ± 6.90

对照组（n = 30） 5.88 ± 1.16  9.78 ± 2.54

F 16.97 23.07

P               ＜ 0.001                 ＜ 0.001



《中国肝脏病杂志（电子版）》2012 年 第 4 卷 第 4 期12 ●论著 ●

受体表达或应用TGF-β1抑制剂，抑制TGF-β通路，

可缩小肿瘤，减少门静脉侵犯及肝内转移，从而

改善原发性肝癌患者的预后[10-12]。TGF-β1能够促进

Treg细胞体外增殖，且Treg细胞自分泌TGF-β1，在

诊断原发性肝癌的血清标记物中，血清TGF-β1浓

度较血甲胎蛋白（AFP）浓度有更好的敏感性[13]。

本研究检测了研究对象中TGF-β1浓度，结果显示

原发性肝癌组、转移性肝癌组与对照组比较，血

清TGF-β1浓度均明显升高，差异有统计学意义，

提示TGF-β1有促进肝癌发生、发展的作用。原发

性肝癌组与转移性肝癌组比较，血清TGF-β1浓度

明显升高，符合我国绝大多数原发性肝癌患者存

在感染乙型肝炎病毒的现象[14]。同时，笔者通过

直线相关分析，进一步分析了外周血Treg比例与血

清TGF-β1浓度的相互关系。结果表明，原发性肝

癌患者外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例与血清

TGF-β1浓度呈正相关，进一步证实了检测原发性

肝癌患者外周血Treg占总CD4+ T细胞的比例可反

映肿瘤的进展。

肝癌患者预后差，寻找预测肝癌预后的生物

学指标具有重要的临床意义[15]。目前，对预测肝

癌预后的免疫性指标研究较少[16]。本研究结果显

示，随着肝癌的进展，外周血Treg占总CD4+ T细

胞的比例有增高趋势，Treg与患者的KPS评分呈负

相关，因此，动态检测原发性肝癌患者Treg的表达

有助于判断病情和评估预后。此外由于本研究样

本量较小，尽管原发性肝癌患者外周血Treg占总

CD4+ T细胞的比例较转移性肝癌患者升高，但尚

不能认为外周血中Treg的检测可用于两者鉴别。
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