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三级淋巴结构在结直肠癌中的临床特征及预后分析

李艳霞,谭嘉辉,周亚杏,郭雪峰

(桂林医科大学公共卫生学院,广西 桂林 541004)

摘 要:目的 探究三级淋巴结构(tertiarylymphoidstructures,TLS)在结直肠癌中的发生情况及结构表现,分析其与结

直肠癌患者临床病理特征和预后的关联。方法 通过回顾性分析桂林医科大学附属医院2017—2024年128例结直肠

癌患者苏木精-伊红染色结果初步确定三级淋巴结构的存在,同时联合免疫组化标记CD20、CD21和CD23明确三级淋

巴结构的表达特征,并依据其所处的空间位置和成熟度水平对患者进行分类,探索其与预后的关系。结果 肿瘤内三级

淋巴结构主要分布在黏膜层,多呈扁平的泪滴状且缺失生发中心;而肿瘤周围三级淋巴结构主要分布于黏膜下层及固有

层,多为椭圆或球状结构且包含完整淋巴滤泡。队列分析显示,肿瘤周围三级淋巴结构阳性表达率较高且成熟度多处于

高水平的次级滤泡样三级淋巴结构,而肿瘤内三级淋巴结构阳性表达率较低且以早期三级淋巴结构及初级滤泡样三级

淋巴结构为主。三级淋巴结构阳性与CD20、CD21和CD23的表达有关(P<0.05)。生存分析表明,空间上,肿瘤周围

三级淋巴结构浸润与患者无进展生存期、总生存期预后良好有关;成熟度上,次级滤泡样三级淋巴结构阳性的结直肠癌

患者预后较好。结论 肿瘤周围三级淋巴结构和次级滤泡样三级淋巴结构可作为结直肠癌预后预测的重要标志物,这
将为个体化免疫治疗提供新方向。
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Clinicalcharacteristicsandprognosticanalysisoftertiary
lymphoidstructuresincolorectalcancer

LIYanxia,TANJiahui,ZHOUYaxing,GUOXuefeng

(SchoolofPublicHealth,GuilinMedicalUniversity,Guilin541004,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheoccurrenceandstructuralcharacteristicsoftertiarylymphoid
structures(TLS)incolorectalcancer(CRC)andanalyzetheirassociationswithclinicopathologicalfeaturesand
prognosisinCRCpatients. Methods Aretrospectiveanalysiswasconductedonhematoxylinandeosin
(H&E)-stainedspecimensfrom128CRCpatientstreatedattheAffiliatedHospitalofGuilinMedicalUniversi-
tybetween2017and2024topreliminarilyidentifyTLS.Immunohistochemical(IHC)stainingforCD20,

CD21,andCD23wasemployedtoclarifytheexpressioncharacteristicsofTLS.Patientswereclassifiedbased
onTLSspatiallocalizationandmaturitylevelstoexploreassociationswithprognosis. Results Intratumoral
TLSwerepredominantlylocalizedinthemucosallayer,exhibitingflat,teardrop-shapedmorphologieswithout
germinalcenters.PeritumoralTLSwereprimarilydistributedinthesubmucosaandlaminapropria,formingo-
valorsphericalstructureswithintactlymphoidfollicles.Cohortanalysisrevealedahigherpositiveexpression
rateofperitumoralTLS,mostlyashighlymaturesecondaryfollicular-likeTLS;incontrast,thepositiveex-
pressionrateofintratumoralTLSwaslower,mainlyconsistingofearly-stageTLSandprimaryfollicular-like
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TLS.ThepositivityofTLSwasassociatedwiththeexpressionofCD20,CD21,andCD23(P<0.05).Sur-
vivalanalysisindicatedthatspatially,peritumoralTLSinfiltrationwasassociatedwithfavorableprogression-
freesurvival(PFS)andoverallsurvival(OS);intermsofmaturity,CRCpatientswithpositivesecondary
follicular-likeTLShadbetterprognosis. Conclusion PeritumoralTLSandsecondaryfollicular-likeTLSare
significantprognosticbiomarkersinCRCandmayprovidenewdirectionsforindividualizedimmunotherapy.
  Keywords: colorectalneoplasms;tertiarylymphoidstructures;clinicalcharacteristics;immunotherapy;

prognosticbiomarkers

  结直肠癌作为全球范围内致死率排名第三的恶性

肿瘤,其疾病负担在人口老龄化和生活方式西化的双

重驱动下持续加剧。中国癌症流行病学监测数据显

示,2015至2022年间我国结直肠癌新发病例年增长

率高达3.92%,2022年新确诊及死亡病例分别达到

51.71万例和26万例[1],发病率和死亡率跃居恶性肿

瘤第2位和第4位。近年来,结直肠癌呈现发病率快

速攀升[2]、年轻化趋势明显[3]、早诊早治率低、晚期占

比高[4]的流行病学趋势。因此,探索新型肿瘤标志物

十分必要,这将为结直肠癌防治提供新的策略。
三 级 淋 巴 结 构 (tertiarylymphoidstructure,

TLS)是在非淋巴组织内,由持续性抗原刺激和炎症反

应诱导形成的异位淋巴样结构,其形成过程涉及淋巴

细胞、树突状细胞等多种免疫细胞的定向迁移与空间

重构[5-6]。在结构上,根据组织学成熟度,TLS可分为

3种 亚 型,包 括 早 期 三 级 淋 巴 结 构(earlytertiary
lymphoidstructure,E-TLS)、初级滤泡样三级淋巴结

构(primaryfollicular-liketertiarylymphoidstruc-
ture,P-TLS)和成熟的次级滤泡样三级淋巴结构(sec-
ondaryfollicular-liketertiarylymphoidstructure,S-
TLS)[7]。在不同阶段,上述3种三级淋巴结构分别发

挥不同的功能。E-TLS中B细胞无序聚集,尚未形成

完整的滤泡网状结构,其存在可能与T细胞耗竭、炎
症和免疫抑制相关[8]。进一步激活后,P-TLS逐步形

成,具有明显T/B淋巴细胞分区,主要参与抗原呈递

等基础免疫过程,但是其缺乏生发中心反应[9]。在发

展成熟阶段,S-TLS形成,形态上已具备完整的生发

中心,可通过促进B细胞成熟分化和抗体类别转换,
在长效维持抗肿瘤免疫应答过程中发挥关键作用[10]。
但是,在结直肠癌中,不同空间区域以及不同成熟度的

TLS与肿瘤患者的预后关系仍不明确。本研究旨在

发现TLS在结直肠癌中的空间分布和表达规律,探索

TLS与结直肠癌患者临床病理特征和预后的关系,尤
其是不同空间区域以及不同成熟度的TLS与结直肠

癌预后的关联,以期为结直肠癌的预后预测和个体化

免疫治疗提供新的理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究纳入桂林医科大学附属医院

2017年1月至2024年1月期间初诊初治并行原发灶

根治性切除的结直肠癌患者。病例筛选严格遵循以下

标准:纳入对象需符合《中国结直肠癌诊疗规范(2023
版)》诊断标准(经肠镜活检及术后病理确诊),具有完

整临床及随访数据、广西桂林户籍(年龄18~80岁)、
完成本院系统检查(血液/影像/病理)并签署知情同意

书;排除标准包括合并严重器官功能障碍、既往结直肠

癌治疗史及其他恶性肿瘤史、精神认知障碍和凝血功

能异常等[11]。以上标准旨在确保研究对象的同质性,
提高研究结果的科学性和可靠性。所有结直肠癌患者

的石蜡样本,使用免疫组织化学染色(immunohisto-
chemistrystaining,IHC)检测CD20、CD21和CD23,
同时匹配患者苏木精-伊红染色(HE)切片,共回顾了

386张病理组织切片。所有染色结果均由两位病理医

生独立判断,主要判断结直肠癌组织的细胞形态学改

变情况,包括组织学分级、浸润深度、脉管转移、淋巴转

移等情况评估。通过整合医院电子病历系统构建临床

信息数据库,涵盖患者基线特征、实验室、影像及病理

数据。采用电话或门诊随访至2024年10月,动态追

踪患者的复发及治疗数据,选用总生存期(overallsur-
vival,OS)和无进展生存期(progression-freesurvival,

PFS)作为核心的预后评估指标。研究方案经桂林医

科大学附属医院伦理委员会审批(GLMC20243358),
所有流程遵循临床研究伦理规范。

1.2 方法

1.2.1 HE染色 HE染色是一种通过碱性苏木精

和酸性伊红分别标记细胞核与细胞质、细胞外基质的

基础组织学技术,广泛应用于病理学和组织结构分

析[12]。标准化流程主要包括烤片、梯度脱蜡复水、苏
木精-伊红双染、乙醇梯度脱水及中性树胶封固。所

有HE染色切片均使用SLIDEVIEW 病理切片扫描

仪(OLYMPULSVS200,Japan)扫描为数字化图像

(×200)。主要试剂苏木素-伊红染料采购于珠海贝

索生物技术有限公司。

1.2.2 IHC IHC基于抗原与抗体特异性结合原理,
通过显色剂标记靶蛋白实现定位与定量分析,是检测

组织内蛋白质表达的关键技术[13-14]。本研究对结直肠

癌样本进行IHC染色,涵盖抗原修复、一抗与二抗孵
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育、DAB显色及苏木素核染等步骤。所有IHC染色

切片均使用SLIDEVIEW 病理切片扫描仪(OLYM-
PULSVS200,Japan)扫描为数字化图像(×200)。主

要试剂包括 CD20兔单抗(ab315160,1∶100,Ab-
cam)、CD21 兔 单 抗 (ab315160,1∶300,Abcam)、

CD23兔单抗(ZRB2691,1∶1000,Sigma)和免疫显色

试剂(GK347010,基因科技股份有限公司)。

1.2.3 多重免疫组织化学染色(mIHC) mIHC是

基于辣根过氧化酶的高密度原位酶学标记技术,可精

准解析生物标志物的空间分布及共表达特征[14]。本

研究对结直肠癌样本进行 mIHC染色,涵盖抗原修

复、一抗与二抗孵育、荧光显色及DAPI核染等步骤。
所有mIHC染色切片均使用SLIDEVIEW 病理切片

扫描仪(OLYMPULSVS200,Japan)扫描为数字化图

像(×200)。主要免疫显色试剂为爱必信生物科技有

限公司的六色多重免疫组化染色试剂。TLS的相关

标志物CD20、CD21与CD23的多重荧光染色如图1
所示。

注:A为CD20染色区域;B为CD21染色区域;C为CD23染色

区域;D为CD20、CD21和CD23的染色聚集图像。

CD20(黄色),CD21(橙色),CD23(绿色)。

图1 E-TLS、P-TLS和S-TLS的典型图像(×200)

1.2.4 TLS判读标准 判读标准:首先采用 HE染

色对TLS进行数量、形态及位置的初步识别;然后,结
合IHC的B细胞标志物,将肿瘤内和肿瘤周围CD20
+B细胞数量>50个且存在生发中心反应的淋巴滤

泡样结构,即S-TLS确定为TLS阳性[15]。进一步,通
过不同淋巴细胞标志物判断TLS的成熟度和空间分

布。具体如下。成熟度判读:基于 HE判定的三级淋

巴结构,同时结合TLS成熟度判定相关文献,将TLS
分为E-TLS、P-TLS、S-TLS和阴性。将仅有CD20染

色的淋巴聚集体,即聚集体内无CD21和CD23阳性

表达判定为早期TLS(E-TLS,仅CD20+TLS);在淋

巴聚集体中,存在双染阳性,即CD20+CD21+TLS
判定 为 初 级 滤 泡 样 TLS(P-TLS,CD20+CD21+
TLS);在淋巴聚集体中,存在三染阳性,即 CD20+
CD21+CD23+TLS,并形成生发中心判定为次级滤

泡样TLS(S-TLS,CD20+CD21+CD23+TLS);阴性

判定为未见CD20+B淋巴细胞或存在少量散在的

CD20+B淋巴细胞[16-17]。空间分布判读,肿瘤内三级

淋巴 结 构(IntratumoralTertiaryLymphoidStruc-
ture,iTLS)位于肿瘤实质区域;肿瘤周围三级淋巴结

构(PeritumoralTertiaryLymphoidStructure,pTLS)
则包括肿瘤侵袭边缘2mm内的全部TLS[18]。该体

系从多维度构建了TLS的评估框架,为预后关联研究

提供标准化依据。

1.3 统计学方法 本研究采用 R4.0.3与SPSS
28.0进行统计分析。针对TLS与临床病理特征的关

联性,分类变量应用χ2 检验或Fisher精确检验,连续

变量根据正态性检验结果选择t检验或非参数检验。
生存分析通过Kaplan-Meier法绘制OS和PFS曲线,

log-rank检验评估组间差异。所有检验均为双侧,以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 形态特征 通过组织病理学分析发现,结直肠癌

微环境中的 TLS呈现显著的空间差异性(见图2)。
图2A 所 示 为 典 型 的iTLS和 pTLS的 HE 染 色。

iTLS主要定位于肿瘤巢的黏膜层,受限于狭窄的细胞

间质,其形态多呈现扁平状或泪滴状结构;而pTLS则

集中分布于肿瘤侵袭前沿及肿瘤远端的黏膜下层及固

有层,在相对宽松的细胞外基质中发育为典型的椭圆

形或球状结构,这种形态差异现象可能是由于其形成

的机械微环境限制以及功能需求不同而导致的[19](见
图2B)。进一步的统计分析表明,在结直肠癌队列中,

pTLS的阳性表达率为53.13%,相对于阴性组稍高;
而iTLS则相反,阳性表达率仅为8.59%,显著低于阴

性组(见图2C)。同时,pTLS不同成熟度的患者占比

从S-TLS、P-TLS、E-TLS到阴性对照组逐渐降低,且
普遍呈现更成熟的S-TLS;相反,iTLS成熟度分布则

呈现逆向特征,且大多为早期发育状态,稀疏分布于癌

巢间质中(见图2D)。通过 HE染色发现,E-TLS有

淋巴细胞的低密度浸润;P-TLS在淋巴细胞聚集的基

础上可观察到滤泡样结构;S-TLS则可进一步观察到

生发中心(见图3A~图3C)。另外,免疫组化染色也

进一步验证,S-TLS呈现明确的三层组织架构:外周
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区CD20+B细胞形成高度致密的细胞团块;中间层由

CD21+B细胞构建的滤泡网状支架构成,用于支持生

发中心反应;核心区则高度富集CD23+活化B细胞

(见图3D~图3F)。这种高度有序的空间分布提示

TLS在抗肿瘤免疫应答中的功能可塑性,其结构特征

或为突破免疫治疗耐药提供新靶点。

注:A为典型TLS的 HE显微图像(×200);B为iTLS和pTLS的 HE显微图像(×200);

C为TLS存在状态(阳性/阴性)在iTLS与pTLS区域中的分布比例差异;

D为TLS成熟度分级在iTLS与pTLS区域中的分布比例差异;*P<0.05。

图2 结直肠癌组织内TLS的空间分布及形态特征

注:A为E-TLS;B为P-TLS;C为S-TLS;D为CD20的表达轮廓(红色)指示B细胞聚集体;
E为CD21的表达轮廓(绿色)指示滤泡网状结构;F为CD23的表达轮廓(橙色)指示生发中心结构。

图3 CD20、CD21和CD23在结直肠癌组织中TLS的 HE及IHC显微图像(×200)
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2.2 TLS与结直肠癌患者临床病理特征的关联分析

 采用χ2 检验分析 TLS与临床病理参数之间的关

系,结果提示,TLS与结直肠癌患者的淋巴结转移差

异无统计学意义(P =0.066),但TLS阳性患者的淋

巴结转移较少。另外,3个 TLS标志物CD20、CD21
和CD23均与 TLS差异有统计学意义(P <0.05)。
见表1。

2.3 TLS与结直肠癌患者预后的关系 为探究TLS
与结直肠癌预后的关系,从总TLS、TLS空间分布及

其成熟度分级3个方面对结直肠癌患者预后进行分

析。首先,在总TLS预后分析中,相比于阴性组,TLS
阳性 组 患 者 有 较 好 的 PFS(TLS+:62.652 个 月,

TLS-:34.820个月,P =0.002;见图4A、图4B);在

TLS空间分布的预后分析中,相比阴性组,pTLS阳性

患者的OS和PFS显著较好(OS:pTLS+:76.002个

月,pTLS-:55.853个月,P =0.029;PFS:pTLS+:

63.815个月,pTLS-:34.186个月,P <0.001;见图

4C、图4D),其他比较未见显著差异。进一步,本课题

组探索了不同TLS成熟度与结直肠癌患者预后的关

系。结果表明,相比于其他两组,S-TLS患者的PFS
显著延长(S-TLS:62.652个月,P-TLS:34.842个月,

E-TLS:10.800个月,P=0.003,见图5A),而 OS之

间差异无统计学意义(P >0.05,见图5B)。更进一

步,探讨了肿瘤周围浸润的不同成熟度的TLS对结直

肠癌患者预后的影响。结果显示,相比其他两组,肿瘤

周围成熟的S-TLS患者的 OS和PFS预后生存较好

(OS:S-pTLS:76.002个月,P-pTLS:60.315个月,E-

pTLS:29.000个月,P=0.004;PFS:S-pTLS:63.815
个月,P-pTLS:35.695个月,E-pTLS:15.571个月,P
<0.001;见图5C、图5D)。

表1 TLS的表达与结直肠癌患者临床病理特征的关联分析

项目 n
TLS表达

TLS- TLS+
χ2 P

性别 128 0.015 0.902
 女 36 16 20
 男 92 42 50
年龄/岁 128 1.854 0.173
 <60 41 15 26
 ≥60 87 43 44
肿瘤部位 128 0.744 0.389
 左半结肠 90 43 47
 右半结肠 38 15 23
组织学分级 127 3.011 0.556
 高分化 10 2 8
 高中分化 24 12 12
 中分化 69 31 38
 中低分化 14 7 7
 低分化 10 5 5
病理分型 126 2.198 0.333
 隆起型 45 19 26
 溃疡型 74 32 42
 浸润型 7 5 2
肿瘤直径/cm 126 0.216 0.642
 <5 38 16 22
 ≥5 88 41 47
神经侵犯 126 3.197 0.074
 未见神经侵犯 46 16 30
 可见神经侵犯 80 41 39
脉管侵犯 126 0.094 0.760
 未见脉管侵犯 77 34 43
 可见脉管侵犯 49 23 26
淋巴结转移 125 3.370 0.066
 未见淋巴结转移 78 30 48
 可见淋巴结转移 47 26 21
T分期 125 0.099 0.753
 T1~T3 80 35 45
 T4 45 21 24
CD20 128 11.664 0.001
 低表达 86 48 38
 高表达 42 10 32
CD21 128 13.092 0.001
 阴性 10 10 0
 阳性 118 48 70
CD23 128 128.000 0.001
 阴性 58 58 0
 阳性 70 0 70
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注:A、B为TLS与结直肠癌患者预后的关系;

C、D为pTLS与结直肠癌患者预后的关系。

图4 TLS对结直肠癌患者预后的影响

注:A、B为TLS成熟度与结直肠癌患者预后的关系;

C、D为pTLS成熟度与结直肠癌患者预后的关系。

图5 TLS成熟度对结直肠癌患者预后的影响

3 讨论

TLS是在病理状态下非淋巴组织中新形成的异

位免疫细胞聚集体[20],包含B淋巴细胞、T淋巴细胞

等多种免疫细胞。结直肠癌中的TLS在不同发育过

程中呈现时序性细胞交互变化:E-TLS表现为CD20
+B细胞的局灶性聚集,晚期成熟的 TLS则主要由

CD21阳性滤泡树突细胞、CD23阳性生发中心及高内

皮微静脉形成,包含完整的淋巴滤泡结构[21-22]。本研

究发现,结直肠癌微环境中的TLS呈现显著的空间差

异性,与患者预后密切相关。在空间上,肿瘤周围主要

以成熟的S-TLS为主,且其成熟度与患者总生存期和

无进展生存期有关;在肿瘤区域中,TLS则多处于发

育早期阶段,缺乏完整的淋巴滤泡,但与预后无显著关

联。另外,结直肠癌患者的淋巴结转移与TLS阳性表

达有关。以上结果均提示结直肠癌患者肿瘤周围浸润

较多的TLS预示较好的预后生存。
有研究表明,在实体肿瘤中,TLS聚集与患者预

后、肿瘤免疫浸润及治疗具有重要关系。结直肠癌多

中心队列研究发现,TLS在右半结肠癌和左半结肠癌

中的分布和功能存在差异。相比于左半结肠癌患者,
右半结肠癌患者的TLS具有较多的CD20+B细胞富

集,并与患者良好的预后相关[23]。XIAJ等[24]通过单

细胞测序进一步揭示,高免疫细胞浸润的结直肠癌患

者其TLS中聚集多种亚型的B淋巴细胞,包括幼稚B
细胞、记忆B细胞和生发中心B细胞等,推测其可能显

著促进抗原呈递和T细胞激活,并且发现TLS的存在

与患者免疫治疗的响应率提高显著相关。在治疗方

面,THOMMENDS等[25]发现高表达PD-1的CD8+
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T细胞通过分泌趋化因子CXCL13募集CXCR5+B
细胞、CD4+滤泡辅助T细胞向TLS迁移,促进其成

熟。并且,PD-1+T细胞的存在与患者的预后生存延

长以及接受PD-1抑制剂治疗的客观缓解率提升显著

相关。关于黑色素瘤的研究显示,TLS的密度和比例

与免疫检查点阻断治疗的应答显著相关,应答患者肿

瘤中的TLS数量更多,且TLS占据的肿瘤面积比例

更高[26]。POSCH F 等[16]在 结 直 肠 癌 中 通 过 综 合

TLS免疫评分发现,低评分组患者的复发风险是对照

组的8倍,推测综合TLS免疫评分可有效识别低复发

风险患者,避免过度化疗,这为精准化辅助治疗决策提

供了重要依据。另外,关于肝癌、卵巢癌以及乳腺癌的

机制研究发现,较为成熟的 TLS可显著改善患者预

后,这与本研究结果保持一致。其中,成熟TLS中的

DC-LAMP+树突状细胞不仅可以通过 MHC-Ⅰ/Ⅱ高

效呈递肿瘤抗原,驱动CD8+T细胞分化为效应细胞

并促进滤泡T辅助细胞通过IL-21/ICOS信号辅助B
细胞克隆扩增;而且生发中心分化的浆细胞还可分泌

高亲和力抗体,经抗体依赖的细胞毒性作用及补体途

径直接清除肿瘤细胞,显著改善患者生存[27]。此外,

TRAJKOVSKIG等[28]研究发现,肿瘤周围高密度浸

润的TLS与结直肠癌患者较低的淋巴结转移率存在

显著相关性。TLS能够通过增强局部抗肿瘤免疫反

应,提高活化细胞毒性T细胞和自然杀伤细胞浸润密

度,进而抑制淋巴管侵袭,限制肿瘤细胞向淋巴结的扩

散,这也与本研究结果一致。目前,在结直肠癌中,少
有研究将TLS的空间分布及成熟度做联合预后分析。
本研究深入讨论了不同空间区域中TLS与结直肠癌

患者预后的关系,以及不同成熟度TLS对结直肠癌患

者预后的影响。这将丰富研究者对结直肠癌中 TLS
的理解,有助于提高结直肠癌患者预后生存,并为制定

个体化免疫治疗策略提供新的理论依据。
综上所述,在结直肠癌中,pTLS和S-TLS结直肠

癌患者预后显著较好。该结果提示在结直肠癌微环境

中,不同空间区域和成熟度的TLS与结直肠癌预后关

系密切,可为结直肠癌患者预后生存预测提供新的标

志物。
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