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摘 要:目的 探讨结肠癌肺转移患者外周血CD4+CD25+ 调节性T细胞和血清TGF-β1、IL-10的临床意义。方法 
分别应用流式细胞仪(FCM)、逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)、酶联免疫吸附测定(ELISA)方法检测结肠癌肺转移患

者、健康人外周血CD4+CD25+调节性T细胞占总CD4+调节性T细胞的比例、叉头状螺旋转录因子(Foxp3)表达水平

和血清转化生长因子β1(TGF-β1)、白细胞介素10(IL-10)含量。结果 结肠癌肺转移患者外周血CD4+CD25+调节性T
细胞占总CD4+的比例、Foxp3表达水平及TGF-β1及IL-10的浓度均明显高于健康人(P<0.001或P<0.05)。结论

 结肠癌肺转移患者外周血CD4+CD25+调节性T细胞占总CD4+ 调节性T细胞的比例明显升高,可能是通过Foxp3
基因控制的抑制性细胞因子TGF-β1和IL-10而参与结肠癌肺转移的免疫耐受。
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  Abstract: Objective ToevaluatetheclinicalsignificanceofperipheralbloodCD4+CD25+regulatoryT
cells(Tregs)andtheserumlevelsoftransforminggrowthfactorbeta-1(TGF-β1),interleukin(IL)-10inpa-
tientswithlungmetastasisfromcoloncancer. Methods TheratiosofCD4+CD25+ TregstoCD4+ Tregsin
theperipheralbloodofpatientswithlungmetastasisfromcoloncancerandhealthycontrolsweredeterminedby
flowcytometry,andthelevelsofforkheadboxP3(Foxp3)weredetectedbyReverseTranscriptasePolymerase
ChainReaction(RT-PCR).Meanwhile,theserumlevelsofTGF-β1andIL-10weredetectedbyELISA. Re-
sults TheratioofCD4+CD25+ TregstototalCD4+ Tregsintheperipheralblood,theexpressionlevelsof
Foxp3,andtheconcentrationsofTGF-β1andIL-10inpatientswithlungmetastasisfromcoloncancerwere
significantlyhigherthanthoseinthehealthycontrols(P <0.001orP <0.05). Conclusion Theratioof
CD4+CD25+ TregstototalCD4+Tcellsintheperipheralbloodfrompatientswithlungmetastasisfromcolon
cancerisincreasedsignificantly,whichsuggeststhatCD4+CD25+ Tregsparticipatingintheimmunetolerance
ofpatientswithlungmetastasisfromcoloncancermightbeviatheinhibitorycellfactorsofTGF-β1andIL-10
regulatedbyFoxp3gene.
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  近年来,结肠癌肺转移发病率呈逐年上升趋势[1]。

CD4+CD25+调节性T细胞(Tregs)是一类具有免疫

抑制作用的CD4+ 亚群,可诱导肿瘤特异性地局部免

疫耐受,促进肿瘤转移[2]。本文通过检测结肠癌肺转

移患者外周血中CD4+CD25+ 调节性T细胞数量、叉
头状螺旋转录因子(Foxp3)表达水平及转化生长因子

β1(TGF-β1)、白细胞介素10(IL-10)含量变化,探讨

CD4+CD25+调节性T细胞参与结肠癌肺转移免疫耐

受的作用机制。

1 资料与方法

1.1 临床资料 随机选取2014年5月—2017年5
月在湖南省第二人民医院肿瘤科、湖南省肿瘤医院胃

肠外科住院且经病理学检查确诊的结肠癌肺转移患者

30例,其中男19例,女11例,年龄19~70岁;Ⅱ期12
例,Ⅲ期11例,Ⅳ期7例,所有肿瘤患者均无免疫系统

疾病史,入院前未进行放化疗、免疫治疗等综合治疗,
均知情并签署同意书。对照组10例来自湖南省第二

人民医院的健康体检人群,年龄20~70岁,所有研究

对象均无溃疡性结肠炎、甲状腺功能减退等自身免疫

性疾病史及免疫治疗史,均知情并签署同意书。

1.2 试剂及仪器 RNA提取试剂盒、反转录试剂盒

购于北京康为世纪生物科技有限公司,UltraSYBR
Mixture(withRox)购自CWbio.Co.Ltd,PCR引物由

上海生工公司合成,人调节性 T 细胞染色试剂盒

(Forkhead Box P3,Scurfin,JM2,Treg,Foxp3
PCH101PE,CD4FITC,CD25APC)购于美国eBio-
science公司,TGF-β1和IL-10ELISA试剂盒购于美

国eBioscience公司,BIO-RADmodel550型酶标仪购

自美国伯乐公司,荧光定量PCR仪购自 Thermo公

司,CytomicsTMFC500型流式细胞仪购自美国贝克

曼库尔特(BeckmanCoulter)公司。

1.3 标本采集与处理 采集符合纳入标准的30例结

肠癌肺转移患者与10名健康体检者,清晨空腹采集经

肝素钠抗凝的外周静脉血2ml,8h内进行流式细胞

术的测定前处理;同时干燥管采集静脉血2ml,室温

离心3000r/min10min,分离收集血清-20℃保存用

于ELISA检测。

1.4 流式细胞仪检测Tregs 密度梯度法分离获得

外周单个核细胞(PBMC),三色标记的 CD4、CD25、

Foxp3抗体做细胞表面染色,按人调节性T细胞染色

试剂盒说明书进行操作。采用CytomicsTMFC500
型流式细胞仪进行检测,测定10000个细胞,激发波

长为488nm,发射波长为535nm,分析时设门以除去

细胞碎片和细胞团块对测定的干扰。以同型抗体染色

作为阴性对照。

1.5 逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)检测 Foxp3
mRNA 参照有关文献设计,运用Primer5.0软件,
由上海生物工程技术有限公司合成Foxp3引物(For
wardPrimer5′-CACAACATGCGACCCCCTTTCA
CC-3′,ReversePrimer5′-AGGTTGTGGCGGATG-
GCGTTCTTC-3′)。Trizol法提取总 RNA,并经紫

外分光光度计测定,计算提取物RNA浓度,并经反转

录扩增cDNA。RT-PCR检测NF-κBmRNA表达,取

cDNA3μl(1μl),10×Buffer2μl,MgCl24μl,

10mmol/LdNTPs2μl,引物100ng,TagDNA多聚

酶1U,总体系20μl。循环条件:94℃预变性3min,

94℃变性40s,退火1min(NF-κB56℃,β-actin55
℃),72℃延伸(NF-κB60s,β-actin90s),共35个循

环,72℃共延伸7min。用Thermo荧光定量PCR仪

检测Foxp3mRNA,采用2-△△ct法计算Foxp3mRNA
的相对表达量。

1.6 血清TGF-β1、IL-10的检测 实验采用ELISA
法,按TGF-β1及IL-10ELISAKit说明书操作,在同

一条件下测各标本的OD值。

1.7 统计学方法 采用SPSS21.0软件进行统计学

分析。计量资料用(췍x±s)表示,流式细胞仪检测结果

应用CellQuest软件分析,两组间比较用t检验,P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组CD4+CD25+Tregs和Foxp3表达频率 
流式细胞术检测结肠癌肺转移患者(观察组)和健康人

群(对照组)外周血CD4+CD25+Tregs细胞的结果,
见表1。与对照组(2.47±0.29)%相比,结肠癌肺转

移患者外周血中CD4+CD25+Tregs占CD4+T细胞

的比例为(5.11±0.43)%,差异有统计学意义(P <
0.001),CD4+/Foxp3+ 和 CD25+/Foxp3+ 与对照组

相比,差异亦具有统计学意义(P <0.001或 P <
0.05)。见图1。

表1 两组CD4+CD25+Tregs和Foxp3
表达频率 (췍x±s,%)

组别 n CD4+/CD25+ CD4+/Foxp3+ CD25+/Foxp3+

观察组 30 5.11±0.43 2.07±0.40 1.06±0.22
对照组 10 2.47±0.29 1.13±0.06 0.53±0.21
t 18.017 12.458 6.668
P <0.001 <0.05 <0.001
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图1 两组外周血CD4+CD25+T细胞散点图

注:A:同型阴性对照;B:对照组CD4+CD25+T细胞图;C:观察组CD4+CD25+T细胞图 ;D:观察组CD4+CD25+Foxp3+T细胞图

2.2 Foxp3mRNA水平比较 根据实时聚合酶链反

应(real-timePCR)原始检测结果,按照2-△△ct相对定

量计算公式:

  结果如图2所示,结肠癌肺转移患者外周血

Foxp3mRNA均值RQ(3.705±0.290)明显高于对照

组(1.033±0.206),差异有统计学意义(t=26.858,P
<0.001)。

图2 两组Foxp3mRNA均值RQ比较

2.3 外周血TGF-β1、IL-10含量比较 用BIO-RAD
model550型酶标仪在450nm波长处测定各孔相应

细胞因子的OD值。将TGF-β1、IL-10的 OD值分别

录入Excel工作表中,以标准品浓度作纵坐标,对应

OD值作横坐标,绘制出TGF-β1、IL-10的标准线性回

归曲线,分别按曲线方程计算各样本的浓度值,用

SPSS21.0软件计算各细胞因子的均值(见表2)。与

对照组相比,结肠癌肺转移患者外周血血清TGF-β1、

IL-10数量偏高,差异有统计学意义(P <0.001或P
<0.05)。

3 讨论

结肠癌患者最常见的转移部位是局部淋巴结、肝
脏、肺脏和腹膜,有关结肠癌肺转移的报道并不多,结
肠癌肺转移与中医的“肺与大肠相表里”具有异曲同工

表2 两组TGF-β1、IL-10含量比较 (췍x±s,pg/ml)

组别 n TGF-β1 IL-10

观察组 30 766.01±42.36 2.09±0.36
对照组 10 499.25±40.18 0.91±0.17
t 17.455 13.899
P <0.001 <0.05

之妙。诸多研究表明[3-5],CD4+CD25+T细胞在宫颈

癌、胰腺癌、胃癌、头颈肿瘤等恶性肿瘤患者的外周血

和病变组织中有不同程度的升高,且与肿瘤的转移与

预后关系密切。本研究结果显示:结肠癌肺转移患者

外周血CD4+CD25+T细胞占CD4+T细胞的比例为

(5.11±0.43)%,明 显 高 于 健 康 对 照 组(2.47±
0.29)%(P<0.05),进一步说明CD4+CD25+T细胞

在肿瘤免疫中发挥重要的抗肿瘤免疫作用。叉头状螺

旋转录因子(Foxp3)是公认的CD4+CD25+Tregs所

特有的细胞标志,它在胃癌外周血及癌组织中高表达,
可抑制T细胞活化过程中的许多关键基因,与CD4+

CD25+Tregs的发育和功能维持关系密切[6]。本研究

用RT-PCR 检测结肠癌肺转移患者 外 周 血 Foxp3
mRNA均值RQ(3.705±0.290)明显高于健康对照组

(1.033±0.206),差异有统计学意义(P <0.05),说
明Foxp3mRNA是参与结肠癌肺转移CD4+CD25+T
细胞分化的重要基因之一。

CD4+CD25+T细胞参与免疫耐受反应的机制有

多种途径,如可通过分泌或影响 TGF-β1、IL-10等抑

制性细胞因子而参与肿瘤的免疫逃逸、免疫耐受或肿

瘤转移[7]。TGF-β1作为肿瘤免疫调节的重要因子,其
水平高低影响着CD4+CD25+调节T细胞对卵巢癌机

体的免疫负调节机制,在卵巢癌不同病期的表达有调

节作用[8]。本研究发现,结肠癌肺转移患者外周血

TGF-β1水平(766.01±42.36)pg/ml较健康对照组

(499.25±40.18)pg/ml明显增高,组间比较差异有

统计学意义(P<0.05),说明TGF-β1在一定程度上

(下转第25页)
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参与了结肠癌肺转移患者免疫耐受的抑制作用。本研

究还发现,结肠癌肺转移患者外周血中IL-10的含量

(2.09±0.36)pg/ml明显高于健康对照组(0.91±
0.17)pg/ml,说明IL-10同样是结肠癌肺转移患者的

免疫抑制因子,影响着结肠癌肺转移患者的预后。
本研究表明,CD4+CD25+T细胞在结肠癌肺转

移免疫耐受中发挥重要作用,可能是结肠癌发生肺转

移的重要推手。其作用机制可能是通过其重要的关键

转录因子Foxp3mRNA的主导,产生大量抑制性细胞

因子如TGF-β1、IL-10等,影响结肠癌组织周围效应

细胞的杀伤能力;或是通过 TGF-β1、IL-10等抑制性

细胞因子竞争性抑制Th1类细胞免疫反应的功能,影
响着结肠癌肺转移的病情转归与预后。
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