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肿瘤微环境相关因子与直肠癌新辅助化学治疗疗效和预后的相关性

张思宇1，郗彦凤2，步鹏2，仝煦楠3，徐菁1

(1. 山西医科大学病理教研室，太原 030001；2. 山西省肿瘤医院病理科，太原 030001； 

3. 山西医科大学研究生学院，太原 030001)

[摘　要]	 目的：观察直肠癌新辅助化学治疗(n e o a d j u v a n t  c h e m o t h e r a p y， N A C)前后，肿瘤微环境中肿

瘤浸润淋巴细胞(tumor- inf i l t rat ing  ly mphoc y tes，TI L s)的CD4，CD8，叉头翼状螺旋转录因子

(transcription factor fork head box P3，FOXP3)，细胞毒性T淋巴细胞抗原-4(cytotoxic T lymphocyte 

associated antigen-4，CTLA-4)和程序性死亡配体(programmed death ligand-1，PD-L1)的表达水平变

化，探讨这些免疫标志物的表达水平与NAC疗效及预后的关系。方法：采用免疫组织化学的方法

检测50例直肠癌患者NAC前后CD4+ TILs，CD8+ TILs，FOXP3+ TILs，CTLA-4+ TILs和PD-L1+ TILs

的表达水平变化，分析以上指标的表达与临床治疗效果之间的关系，并采用Kaplan-Meier法及COX

比例风险回归模型进行生存分析。结果：与直肠癌NAC前相比，NAC后CD4+ TILs和CD8+ TILs明

显升高，差异有统计学意义(P=0.002，P=0.001)；而CTL A-4+ TILs和FOXP3+ TILs的差异则无统计

学意义(P=0.094，P=0.068)。直肠癌中PD-L1在TILs和肿瘤细胞中的表达为阴性。直肠癌NAC后降

期组CD4+ TILs和CD8+ TILs高于未降期组，差异有统计学意义(P=0.026，P=0.048)，FOXP3+ TILs

和CTLA-4+ TILs差异无统计学意义。直肠癌中CD8+ TILs高表达者总生存率较好。结论：免疫系统

可能是通过增加CD4+ TILs，CD8+ TILs来抑制直肠癌肿瘤的生长；N分期，CD4+ TILs，CD8+ TILs

的表达水平是评估NAC效果的敏感指标；CD8+ TILs的表达水平与NAC患者的预后相关。
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直肠癌是消化道常见的恶性肿瘤之一 [ 1 ]。外

科手术是治疗直肠癌的主要手段，然而由于直肠

癌特殊的解剖学特征，其复发率和病死率居高不

下。新辅助化学治疗(neoadjuvant chemotherapy，

N A C ) 是 指 在 局 部 治 疗 ( 手 术 或 加 放 射 治 疗 ) 前 所

做的全身化学治疗，目的是使肿块缩小、及早杀

灭看不见的转移细胞，以利于后续治疗。近年来

NAC由于具有降低肿瘤分期、提高保肛率、提高

手术成功率、降低肿瘤局部复发率等优点，日益

得到人们的重视。大量研究 [2-3]显示NAC的有效率

为45%~70%，然而进行NAC的患者从明确诊断到

手术大约需要6~8周的时间，如果疗效不好反而可

能延误病情。

肿瘤微环境是指肿瘤局部浸润的免疫细胞、

间质细胞及分泌的活性介质等与肿瘤细胞共同构

成的局部内环境。早在1989年Stephen Paget[4]就提

出“种子和土壤”的概念。肿瘤微环境作为“土

壤”对肿瘤的发生、发展、侵袭、转移提供必要的

物质基础 [5]。肿瘤浸润淋巴细胞(tumor-infi ltrating 
l y m p h o c y te s，T I L s)作为微环境中重要的组成成

分，对肿瘤进展和结局具有至关重要的作用。然

而关于NAC前后肿瘤微环境中TI L s的表达变化目

前尚未完全清楚。CD4+T、CD8+T对肿瘤的清除和

识别有着极其重要的作用。调节性T细胞(regulatory 
T cel ls，Tregs)可抑制机体对自体同源肿瘤细胞的

免疫应答，被认为是免疫治疗失败的主要原因，而

细胞毒性T淋巴细胞抗原-4(cytotoxic T lymphocyte 
associated antigen-4，CTL A-4)和程序性死亡配体

(programmed death ligand-1，PD-L1)与Tregs共同作用

造成免疫逃逸。因此，本研究选取TILs上与肿瘤进

展相关的免疫标志物CD4，CD8，叉头翼状螺旋转

录因子(transcription factor fork head box P3，FOXP3；

Tregs的特异性标志物)，PD-L1及CTLA-4，利用免疫

组织化学方法观察NAC前后肿瘤微环境的变化，以

期为直肠癌的临床治疗及预后判断提供依据。

1  对象与方法

1.1  对象

收集2012至2015年在山西省肿瘤医院诊断为直

肠癌的90例患者。纳入标准：1)经粗细针穿刺获取

组织，病理诊断为腺癌；2)确诊前未经过其他特殊

治疗(放射治疗，化学治疗，内分泌治疗等)；3)患

者的临床病例资料完整；4)NAC后均行手术治疗。

本研究已获得山西省肿瘤医院医学伦理委员会审

批。最终筛选出50例满足条件的患者。

(CTLA-4), programmed death ligand-1 (PD-L1) of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) in the tumor 

microenvironment before and after the neoadjuvant chemotherapy (NAC) of rectal cancer and to study the 

correlation of the expression of these immune markers with the curative effect and prognosis of NAC of rectal 

cancer. Methods: Immunohistochemical method was used to detect the 50 patients’ changes in expression levels 

of CD4+ TILs, CD8+ TILs, FOXP3+ TILs, CTLA-4+ TILs and PD-L1+ TILs in tumor microenvironment before 

and after NAC, and analyses were conducted on the relationship between the expression of these markers and 

clinical therapeutic effect; besides, Kaplan-Meier method and COX proportional hazard regression analysis were 

used in survival analysis. Results: Compared with before NAC, the expression level of CD4+ TILs and CD8+TILs 

showed an evident increase after NAC of rectal cancer, with the statistically significant differences (P=0.002, 

P=0.001), while there was no statistical difference in the expression level of CTLA-4+ TILs and FOXP3+ TILs 

before and after NAC (P=0.094, P=0.068). PD-L1 in TILs and tumor cells was negatively expressed in rectal 

cancer. After the NAC of rectal cancer, the expression levels of CD4+ TILs and CD8+ TILs in the descending 

group were higher than those in the non-descending group, with the statistically significant differences (P=0.026, 

P=0.048). There was no statistic difference in the expression level of CTLA-4+ TILs and FOXP3+ TILs before 

and after NAC. In addition, higher level CD8+ TILs showed a higher survival rate. Conclusion: Increasing the 

expression level of CD8+ TILs and CD4+ TILs by immune system can impede the growing progress of tumor. The 

N staging of rectal cancer, CD4+ TILs, CD8+ TILs are the sensitive indices of the NAC curative effect, and the 

prognosis of rectal cancer patients who receive the NAC before the surgery is associated with the expression level 

of CD8+ TILs.

Keywords neoadjuvant chemotherapy; rectal cancer; tumor microenvironment
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1.2  方法

1.2.1  治疗方案及降期未降期分组标准

5 0例患者均行FO L FOX 4治疗方案，每2 ~ 3周 
( 3  d化学治疗+ 2周休息)为1周期，术前化学治疗

2 ~ 4周期。根据美国国立综合癌症网络(Na t i o n a l 
Comprehensive Cancer Network，NCCN)指南2013
版行TNM分期，若术后TNM分期较NAC前T降期

或者N降期则纳入降期组，反之纳入未降期组。

1.2.2  组织芯片制作

1 )用组织芯片空白阵列蜡块制备仪制作受体

蜡块，孔径1.8 mm；2)50例直肠癌患者蜡块重新切

片，常规染色后进行病理诊断阅片，在富含肿瘤细

胞处定位标记。用穿刺针对比切片在蜡块的相应位

置穿孔，取出组织芯；3)然后将组织芯填入组织孔

内。为防止切片、染色、免疫组织化学过程中脱

片、掉片或穿刺部位偏差，每例样本上样2个孔；

4 )为防止组织芯在孔内下滑，将组织芯片倒放在

载玻片上，放入55 ℃的烤箱内10 min，在将要融

化时取出，室温冷却。反复多次，使组织芯与受

体蜡块融合，防止切片及染色过程中掉片。

1.2.3  免疫组织化学

1.2.3.1  主要仪器和试剂

免 疫 组 织 化 学 仪 器 购 于 罗 氏 诊 断 产 品 ( 上

海 ) 有限公司 ( B e n c h m a r k  X T ) ； C D 4 ( E P 2 0 4 ) ，

C D 8 ( C 8 / 1 1 4 B) 及 P D - L 1 ( s p 1 4 2 ) 购 于 基 因 科 技

( 上 海 ) 股 份 有 限 公 司 ； F O X P 3 ( 2 3 6 A / E 7 ) 购 于

美国 A b c a m 公司； CT L A 4 (s c - 3 7 6 0 1 6 ) 购于 S a n t a 
C r u z 公 司 。 免 疫 组 织 化 学 的 石 蜡 切 片 厚 度 为 
3 μm。

1.2.3.2  结果判读

由 两 位 中 级 以 上 医 师 ， 采 用 双 盲 法 进 行 判

读。选取5个高倍镜视野，计数TILs阳性细胞百分

比，并计算平均数。

1.2.4  随访

从患者首次确诊开始算起，所有患者随访至

2017年5月1日，中位随访时间27个月。所有患者

通过门诊随访或电话随访进行。总生存期(overal l 
survival，OS)定义为从病理确诊到死亡的时间。

1.3  统计学处理

采 用 S P S S  2 3 . 0 统 计 软 件 对 资 料 进 行 分 析 。
α = 0 . 0 5作为检验标准，P < 0 . 0 5为差异有统计学意

义。计数资料组间比较采用χ2检验；计量资料用均

数±标准差(x±s)表示，组间比较采用 t检验；单因

素患者生存分析采用Kaplan-Meier检验；预后的多

因素分析采用COX比例风险回归模型。

2  结果

2.1  病例特点

5 0 例患者中，男 2 9 例，女 2 1 例。年龄 3 2 ~ 7 8 
(55.10±11.13)岁。病理类型分为高分化2例，中分

化37例，低分化11例。浸润深度T3期17例，T4期

33例。无淋巴结转移18例，有淋巴结转移32例。

肿瘤距肛缘>7 cm者11例，≤7 cm者39例。降期组

15例，未降期组35例。

2.2  肿瘤免疫标志物特点

C D 4 在 间 质 T I L s 胞 膜 中 表 达 ( 图 1 A ) ； C D 8
在 间 质 T I L s 的 胞 质 中 表 达 ( 图 1 B ) ； C T L A 4 和

FOX P3在TI L s的胞质中表达，肿瘤细胞也有染色  
( 图 1 C ， D) ； P D - L 1 在直肠癌的癌细胞和间质细

胞中为阴性(图1 E)。C D 4 + T I L s在N A C前后阳性

细胞百分比分别为14.7%±8.57%和20.8%±8.19%，

差 异 有 统 计 学 意 义 ( P = 0 . 0 0 2 ) ； C D 8 +  T I L s 在

N AC前后阳性细胞百分比分别为1 5 . 9 % ± 6 . 4 5 %和

2 2 . 5 % ± 1 1 . 0 8 % ，差异有统计学意义 ( P = 0 . 0 0 1 ) ；

CTL A-4 + TI L s和FOX P3 + TI L s在NAC前后阳性细

胞百分比差异无统计学意义(P=0.094，P=0.068；

图2)。

2 .3   临床病理特征和NA C前肿瘤免疫标志物与治

疗效果相关性

分析性别、年龄、组织学分化程度、T分期、

N分期、肿瘤距肛缘距离与治疗效果相关性。无淋

巴结转移的患者更容易通过NAC获得降期的效果

(P=0.021，表1)。其余临床病理特征与治疗效果差

异均无统计学意义(P>0.05)。NAC前肿瘤免疫标志

物与治疗效果差异无统计学意义(P>0.05)。

2.4  NAC后肿瘤免疫标志物与治疗效果相关性

N A C 后 C D 4 + T I L s 阳性细胞百分比在未降期

与降期组分别为19.17%±7.82%和24.73%±7.94%，

差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( P = 0 . 0 2 6 ) 。 C D 8 +  T I L s
在 未 降 期 组 与 降 期 组 分 别 为 2 0 . 4 8 % ± 1 0 . 5 1 % 和

27.20%±11.29%，差异具有统计学意义(P=0.048)。

CTL A-4+ TILs和FOXP3+ TILs在未降期组与降期组

差异无统计学意义(P=0.367，P=0.261)。
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图 1 肿瘤微环境相关因子在 NAC 前后直肠癌中的阳性表达情况 (IHC，×200)

Figure 1 Positive expression of tumor microenvironment related markers before and after NAC of rectal cancer (IHC, ×200)

(A) CD4+ TILs; (B) CD8+ TILs; (C) CTLA-4+ TILs; (D) FOXP3+ TILs; (E) PD-L1+ TILs. 

NAC 前 NAC 后
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2.5  总生存期(overall surviva，OS)分析

通 过 K a p l a n - M e i e r 生 存 分 析 法 对 O S 进 行 单

因 素 分 析 ， 得 出 N A C 后 C D 8 +  T I L s 和 N 分 期 与

O S 有 相 关 性 。 无 淋 巴 结 转 移 的 患 者 O S 长 ， 生

存时间为 ( 2 6 . 5 0 ± 1 . 5 0 ) 个月 ( P = 0 . 0 2 1 ，图 3 A ) 。 

C D 8 +  T I L s 高 表 达 的 患 者 O S 长 ， 生 存 时 间 为

(22.43±1.36)个月(P=0.002，图3B)。对有统计学意

义的单因素用COX比例风险回归模型进行多因素分

析，发现NAC后CD8+ TILs是影响直肠癌NAC患者OS
的独立预后因素(P=0.032，表2)。

40

30

20

10

0

阳
性

细
胞

百
分

比
/%

P=0.002

P=0.001

CD4
+  TIL

s

CTLA-4
+  TIL

s

P=0.068

NAC前

P=0.094

NAC后

CD8
+  TIL

s

FOXP3
+  TIL

s

图2 新辅助化学治疗前后免疫参数比较

Figure 2 Comparison of immune parameters before and after NAC

表1 临床病理特征和NAC前肿瘤免疫标志物与治疗效果相关性

Table 1 Correlation of therapeutic effect with clinical pathological features and tumor immune markers before NAC

临床病理特征 未降期 降期 P

性别 0.851

男 20 9

女 15 6

年龄 / 岁 54.94±11.86 55.46±9.58 0.881

组织学分化 0.209

高分化 1 1

中分化 24 13

低分化 10 1

浸润深度 0.700

T3 12 6

T4 23 9

N 分期 0.021

无转移 9 9

有转移 26 6

距肛缘距离 /cm 5.97±2.69 4.80±3.09 0.184

CD4+TILs/% 15.08±9.59 13.93±5.70 0.667

CD8+TILs/% 15.54±6.58 16.73±6.28 0.555

CTLA-4+TILs/% 4.54±5.80 5.93±6.35 0.454

FOXP3+TILs/% 15.37±13.84 13.33±8.18 0.598
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3  讨论

C D 4 + T细胞不仅可以通过 I F N - g对肿瘤细胞

产生杀伤作用，还可以通过各种途径激活CD8 + T
细胞。CD8 + T细胞被激活以后聚集到肿瘤部位诱

导细胞凋亡 [ 6 ]。本研究显示 N A C 后 C D 4 + T I L s 和

CD8+ TILs的表达水平明显高于NAC前。无淋巴结

转移、CD4+ TILs高表达、CD8+ TILs高表达的患者

在NAC后临床分期降低。一方面说明NAC前患者

的免疫功能低下，另一方面提示化学治疗药物可

能诱导CD4+ TILs，CD8+ TILs表达水平升高。已有

研究[7]证明：化学治疗可以诱导肿瘤死亡受体的表

达并募集CD4+ TILs，CD8+ TILs等免疫细胞，将肿

瘤免疫微环境转变为活化状态，从而对NAC有更

好的反应。CD8+ TILs高表达的患者预后明显好于

CD8+ TILs低表达的患者，这也充分说明肿瘤微环

境中的CD8+ TILs对肿瘤的发生发展有抑制作用，

使得 C D 8 + T I L s 高表达的患者预后较好。这与文 

献[8-9]报道的研究结果相符。

Tregs为T细胞亚群的一种，是肿瘤免疫抑制的

主要参与者 [10-13]。目前认为FOXP3是Tregs最具特

异性的标志物。在T淋巴细胞表面上有一种抑制分

子CTLA-4[14-15]。Tregs持续性表达的CTLA-4通过与

B7(CD80/CD86)的相互作用抑制T细胞活化 [16]。

本研究显示CTL A-4+ TILs和FOXP3+ TILs在NAC前

后保持相对稳定，并且与直肠癌预后无相关性。

这两个因素都对 T 细胞具有免疫抑制作用，说明

NAC可能并没有改变肿瘤微环境中的免疫抑制状

态。这可能意味着肿瘤产生的免疫抑制状态是持

续的、非特异性的。在这种免疫微环境状态下，

NAC对肿瘤细胞的杀伤作用被削弱。因此，为达

到良好的治疗效果，可以考虑NAC联合免疫治疗

方法。但是关于FOXP3+ TILs的表达与肿瘤发生发

展之间的关系尚无一致的结论，Fre y等 [ 1 7 ]研究发

现FOX P3 + TIL s高表达与良好的预后相关，而Lin 
等[18]却认为FOXP3+ TILs与肿瘤进展相关。本研究

图3 单因素分析生存曲线

Figure 3 Univariate analysis of survival curve

表2 免疫标志物及临床病理特征与总生存期的相关性

Table 2 Correlation of the immune markers and clinical pathological features with the overall survival

变量
单因素分析 多因素分析

Log-rank P B 标准误 P

CD4+ TILs 0.255 0.614

CD8+ TILs 9.227 0.002 1.852 0.863 0.032

CTLA-4+ TILs 3.435 0.064

FOXP3+ TILs 0.057 0.812

T 分期 0.093 0.760

N 分期 5.364 0.021 −11.740 166.211 0.944

性别 1.469 0.225

年龄 0.914 0.339
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中CTL A-4 + TIL s的表达与直肠癌NAC的预后无相

关性，然而有研究 [19]显示CTL A-4 + TIL s的表达与

预后不良相关，因此还需进一步加大样本量进行

研究。

P D - L 1 是一种重要的抑制性分子 [ 2 0 ]。 P D - L 1
可以通过与 P D - 1 结合在 T 细胞上抑制 T 细胞增殖

和细胞因子的产生，这在免疫耐受和免疫逃逸中

起重要作用 [21-22]。目前，抗PD1抗体nivolumab和

pembrolizumab已经被食品药品管理局批准应用于

肾细胞癌、非小细胞肺癌等恶性肿瘤的治疗。而

本研究显示：无论是肿瘤细胞或基质细胞，PD-L1
表达都相当低，提示抗PD -1单克隆抗体应用于直

肠癌可能无明显效果。

综上所述，N分期，CD 4 + T I L s及CD 8 + T I L s
是NAC疗效的敏感指标；CD8+ TILs是影响直肠癌

NAC患者OS的独立预后因素。目前关于NAC对肿

瘤微环境影响的研究报道较少，主要集中在NAC后

的改变。另外，也有研究 [23]使用流式细胞仪检测

人体外周血相关指标来预测肿瘤微环境与肿瘤进

展的相关性，然而利用实体肿瘤的病变组织应是

研究肿瘤微环境的可靠方法。肿瘤微环境是一个

复杂的综合系统，深入研究直肠癌细胞周围炎性

微环境的免疫调控机制，探索肿瘤微环境与直肠

癌信号调控通路、代谢通路等之间可能存在的关

系，将有助于为直肠癌的病理机制及免疫治疗提

供新的视角。
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