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  [摘要] 目的 研究鼻咽癌患者外周血免疫细胞亚型、程序性死亡受体-1(PD-1)表达和干扰素-γ(IFN-
γ)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平,及其对临床的指导价值。方法 收集2019年1月至2020年1月在桂林医

学院附属医院病理确诊的鼻咽癌患者43例(鼻咽癌组)和健康体检者30例(对照组)的外周血标本,采用流式

细胞技术检测外周血免疫细胞亚型、PD-1在免疫细胞表达及治疗前后的水平变化,通过酶联免疫吸附试验检测

IFN-γ和TNF-α水平。21例患者2期辅助化疗后行同步放化疗,纳入化疗亚组。结果 鼻咽癌组PD-1+

CD14+CD64+单核细胞和PD-1+CD3-CD56+NK细胞百分比高于对照组,CD4+/CD8+比值低于对照组,差异

有统计学意义(P<0.05)。诱导化疗后,化疗组PD-1+CD14+CD64+单核细胞、PD-1+CD3-CD56+NK细胞百

分比上升,差异均有统计学意义(P<0.05)。鼻咽癌组IFN-γ水平明显低于对照组(P<0.05)。结论 化疗期

间结合针对PD-1/PD-L1的免疫治疗可能是鼻咽癌患者提升治疗效果的有效措施。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

levels
 

of
 

peripheral
 

blood
 

immune
 

cell
 

subtypes,programmed
 

death
 

receptor
 

1
 

(PD-1)
 

binding
 

expression,interferon
 

gamma
 

(IFN-γ),tumor
 

necrosis
 

factor
 

alpha
 

(TNF-α)
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

nasopharyngeal
 

carcinoma(NPC),and
 

their
 

clinical
 

guidance
 

value.Methods The
 

peripheral
 

blood
 

samples
 

of
 

43
 

patients
 

with
 

pathologically
 

confirmed
 

NPC
 

(NPC
 

group)
 

and
 

30
 

healthy
 

subjects
 

under-
going

 

physical
 

examination
 

(control
 

group)
 

in
 

the
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Guilin
 

Medical
 

College
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

collected.The
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

peripheral
 

blood
 

immune
 

cell
 

sub-
types,the

 

expression
 

of
 

PD-1
 

in
 

immune
 

cells
 

and
 

the
 

level
 

changes
 

before
 

and
 

after
 

treatment,and
 

the
 

levels
 

of
 

IFN-γ
 

and
 

TNF-α
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.Twenty-one
 

patients
 

received
 

con-
current

 

chemoradiotherapy
 

after
 

the
 

second
 

stage
 

of
 

adjuvant
 

chemotherapy,and
 

were
 

included
 

in
 

the
 

chemo-
therapy

 

group.Results The
 

percentage
 

of
 

PD-1+CD14+CD64+
 

monocytes
 

and
 

PD-1+CD3-CD56+
 

NK
 

cells
 

in
 

the
 

NPC
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

ratio
 

of
 

CD4+/CD8+
 

was
 

lower
 

than
 

that
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in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

induction
 

chemotherapy,

the
 

percentages
 

of
 

PD-1+CD14+CD64+
 

monocytes
 

and
 

PD-1+CD3-CD56+
 

NK
 

cells
 

in
 

the
 

chemotherapy
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

IFN-γ
 

in
 

the
 

NPC
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Combining
 

with
 

the
 

im-
munotherapy

 

against
 

PD-1/PD-L1
 

during
 

chemotherapy
 

may
 

be
 

an
 

effective
 

measure
 

to
 

improve
 

the
 

therapeu-
tic

 

effect
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

NPC.
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  鼻咽癌是东南亚地区最常见的头颈部恶性肿瘤

之一,其特点是瘤周免疫细胞浸润和免疫功能失

调[1]。随着放疗技术和化疗方案的改进,鼻咽癌的治

疗效果有了较大改善,但相关不良反应、循环肿瘤细

胞与残留病灶导致的浸润和复发仍是鼻咽癌有效根

治的瓶颈。程序性死亡受体-1(programmed
 

death
 

receptor-1,PD-1)/程 序 性 死 亡 受 体-1 配 体 (pro-
grammed

 

death
 

receptor-1
 

ligand,PD-L1)的负性共

刺激分子免疫疗法已在多种类型的癌症中显示出良

好的临床效果。此外,干扰素(interferon,IFN)-β和

抗PD-1的联合使用提高了自然杀伤(natural
 

killer,

NK)细胞对体内鼻咽癌细胞的细胞毒性[2-3]。然而,
并非所有患者都能从这种免疫治疗中获益。了解鼻

咽癌患者免疫细胞亚型和PD-1在鼻咽癌患者免疫细

胞表达,以及其在化疗前后的变化,有助于分析鼻咽

癌患者的免疫状态,探讨其对鼻咽癌患者免疫治疗的

指导价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

  选取2019年1月至2020年1月桂林医学院附属

医院病理确诊的鼻咽癌患者43例(鼻咽癌组)作为研

究对象。患者临床诊断明确,有详细完整的临床、影
像及实验室检查资料,所有患者之前均未接受过鼻咽

癌相关治疗,无其他类型肿瘤,乙型肝炎病毒(hepati-
tis

 

B
 

virus,HBV)、丙型肝炎病毒(hepatitis
 

C
 

virus,

HCV)和人类免疫缺陷病毒(human
 

immunodeficien-
cy

 

virus,HIV)检测均为阴性,患者皆知情同意,自愿

参与。根据美国癌症联合委员会2010年的标准,对
原发性鼻咽癌进行分类。另选取同期30例健康体检

者作为对照组。标本均在受试者知情条件下采集,并
获得桂林医学院附属医院伦理委员会批准。21例患

者2期辅助化疗后行同步放化疗,纳入化疗组。鼻咽

癌组和对照组人口学特征、肿瘤分期情况,见表1。2
组一般资料比较,差异无统计学意义(P>0.05)。中

国西南地区的鼻咽癌患者初诊断时已处于中晚期者

居多,本研究纳入临床分期为Ⅱ期患者1例、Ⅲ期患

者19例及ⅣA~ⅣB期患者23例。

1.2 方法

  收集受试者新鲜外周血标本于乙二胺四乙酸二

钾(EDTA-K2)抗凝管,采用FACS
 

Calibur流式细胞

仪(BD
 

Biosciences,美国)进行检测,采用FlowJo
 

ver-
sion

 

10.0.7软件对免疫细胞亚型、PD-1在各免疫细

胞中 的 表 达 进 行 分 型。主 要 标 记 抗 体 包 括:PE-
CD64、FITC-CD14、PE-CD56、FITC-CD3、PE-CD4、

PE-Cy7-CD8a、APC-CD279(PD-1),以及对应的同型

抗体(美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司)。采用无

抗凝剂管收集外周血并分离血清,在外周血血清和外

周血单个核细胞(peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell,

PBMC)经植物血凝素(phytohaemagglutinin,PHA)
刺激培养的上清液中,酶联免疫吸附试验(enzyme

 

linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA)试验盒(武汉伊

莱瑞特公司)检测IFN-γ和肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor,TNF)水平。
表1  鼻咽癌组和对照组受试者一般资料比较[n(%)]

项目 鼻咽癌组(n=43) 对照组(n=30) χ2 P

性别 0.038 0.846

 男 31(72.1) 21(70.0)

 女 12(27.9) 9(30.0)

年龄 0.002 0.962

 ≤50岁 16(37.2) 11(36.7)

 >50岁 27(62.8) 19(63.3)

1.3 统计学处理

  采用SPSS23.0和GraphPad
 

Prism
 

5软件进行

数据分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,
组间比较采用独立样本t检验;非正态分布的计量资

料以M(P25,P75)表示,组间比较采用非参数秩和检

验。计数资料以频数或百分比表示,组间比较采用χ2

检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 鼻咽癌组和对照组受试者外周免疫细胞亚型及

PD-1表达比较

  鼻咽癌组CD14+CD64+单核细胞百分比高于对

照组,CD3+CD4+T细胞百分比、CD4+/CD8+低于对
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照组,差异有统计学意义(P<0.05);鼻咽癌组和对照

组CD3-CD56+NK细胞和CD3+CD8+T细胞百分比

比较,差异无统计学意义(P>0.05)。鼻咽癌组PD-
1+CD14+CD64+单核细胞和PD-1+CD3-CD56+NK
细胞百分比高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05);鼻咽癌组和对照组PD-1+CD3+CD4+T细胞

和PD-1+CD3+CD8+T细胞百分比比较,差异无统计

学意义(P>0.05)。见表2。

2.2 不同肿瘤分期鼻 咽 癌 患 者 外 周 血PD-1表 达

比较

  Ⅰ~Ⅲ期和ⅣA~ⅣB期患者 PD-1+CD14+

CD64+单核细胞、PD-1+CD3-CD56+NK 细胞、PD-
1+CD3+CD4+T细胞、PD-1+CD3+CD8+

 

T细胞百分

比比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表3。

表2  鼻咽癌组和对照组受试者外周免疫细胞亚型及PD-1表达比较

项目 鼻咽癌组(n=43) 对照组(n=30) t/Z P

免疫细胞亚型

 CD14+CD64+单核细胞(x±s,%) 2.99±0.67 2.10±0.99  4.308 <0.001

 CD3-CD56+NK细胞[M(P25,P75),%] 2.30(1.65,3.35) 2.15(1.10,3.90) -0.275 0.783

 CD3+CD4+T细胞[M(P25,P75),%] 3.20(2.75,4.35) 4.80(3.30,6.00) -2.144 0.032

 CD3+CD8+T细胞(x±s,%) 3.26±1.35 3.06±1.59 -0.567  0.562

 CD4+/CD8+(x±s) 1.27±0.68 1.67±0.88 -2.067 0.030

PD-1表达

 PD-1+CD14+CD64+单核细胞(x±s,%) 22.48±7.58 16.83±7.52 3.148 0.002

 PD-1+CD3-CD56+NK细胞(x±s,%) 1.71±0.75 0.92±0.42 5.685 <0.001

 PD-1+CD3+CD4+T细胞(x±s,%) 30.31±7.06 28.75±5.41 1.065 0.312

 PD-1+CD3+CD8+T细胞(x±s,%) 32.74±9.12 29.50±7.79 1.626 0.118

表3  不同肿瘤分期鼻咽癌患者外周血PD-1表达比较(x±s,%)

项目 Ⅰ~Ⅲ期(n=20) ⅣA~ⅣB期(n=23) t P

PD-1+CD14+CD64+单核细胞 20.31±6.83 24.36±7.84 -1.807 0.080

PD-1+CD3-CD56+NK细胞 1.56±0.69 1.84±0.80 -1.221 0.229

PD-1+CD3+CD4+T细胞 29.06±7.79 31.39±6.33 -1.066 0.293

PD-1+CD3+CD8+
 

T细胞 32.89±9.04 32.60±9.38 0.105 0.917

2.3 鼻咽癌组和对照组受试者抗肿瘤细胞因子水平

比较

  鼻 咽 癌 组IFN-γ 水 平 均 低 于 对 照 组 (P <
0.001),TNF-α水平与对照组相比,差异无统计学意

义(P>0.05)。见表4。

2.4 化疗组患者化疗前后外周血免疫细胞亚型及

PD-1表达变化

  经过2~3期诱导化疗后,化疗组患者 CD14+

CD64+单核细胞百分比上升,CD3-CD56+NK细胞、

CD3+CD4+T细胞、CD3+CD8+T细胞百分比降低,

PD-1+CD14+CD64+ 单核细胞、PD-1+CD3-CD56+

NK细胞百分比上升,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表5。

表4  鼻咽癌组和对照组受试者抗肿瘤细胞因子水平比较(pg/mL)

项目 鼻咽癌组(n=43) 对照组(n=30) t/Z P

外周血血清

 IFN-γ(x±s) 3.24±0.98 8.65±1.75 -15.279 <0.001

 TNF-α[M(P25,P75)] 3.57(2.36,4.20) 2.44(1.81,6.45) -0.056 0.955

PBMC培养上清液

 IFN-γ(x±s) 70.19±7.56 90.15±14.92 -4.131 <0.001

 TNF-α(x±s) 95.21±32.73 111.28±22.25 -1.406 0.174
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表5  化疗组患者化疗前后外周血免疫细胞亚型及PD-1表达变化(n=21)

项目 化疗前 化疗后 t/Z P

免疫细胞亚型

 CD14+CD64+单核细胞(x±s,%) 3.07±0.85 4.71±2.11 -3.289 0.003

 CD3-CD56+NK细胞[M(P25,P75),%] 2.50(1.80,3.40) 0.90(0.30,1.40) -4.615 <0.001

 CD3+CD4+T细胞(x±s,%) 4.39±1.78 1.62±0.40 6.905 <0.001

 CD3+CD8+T细胞[M(P25,P75),%] 3.70(3.30,4.10) 1.20(0.80,2.10) -4.730 <0.001

 CD4+/CD8+[M(P25,P75)] 1.11(0.77,1.90) 1.27(0.89,1.75) -0.265 0.791

PD-1表达

 PD-1+CD14+CD64+单核细胞(x±s,%) 23.20±7.45 34.37±6.37 -5.221 <0.001

 PD-1+CD3-CD56+NK细胞[M(P25,P75),%] 1.20(0.90,2.00) 13.50(8.30,15.60) -5.549 <0.001

 PD-1+CD3+CD4+T细胞(x±s,%) 30.29±7.94 28.11±9.46 0.809 0.424

 PD-1+CD3+CD8+T细胞(x±s,%) 35.22±10.21 31.20±9.12 1.347 0.185

3 讨  论

  PD-1首先作为细胞表面受体发现于T细胞,其
与配体PD-L1结合会导致PD-1细胞质结构域的磷酸

化和酪氨酸磷酸酶募集,进而导致T细胞受体信号分

子磷酸化降低,诱导T细胞衰竭,损伤细胞因子分泌

和细胞毒性[4-6]。PD-1负调节免疫应答反应并维持外

周免疫耐受,癌细胞利用这种保护机制逃避免疫监

视,促进免疫逃逸[7]。研究人员在多种恶性肿瘤患者

的免疫细胞或肿瘤组织中发现PD-1或PD-L1表达上

调[8]。PD-1/PD-L1表达也被证明与鼻咽癌的发生和

发展相关。据报道,PD-1的高表达,尤其是与PD-L1
表达同时增高可能导致鼻咽癌患者高复发率和不良

临床预后[9]。FEI等[10]进一步发现,PD-1/PD-L1过

度表达激活下游PI3K/AKT信号,继而激活上皮-间
充质转化,增强鼻咽癌细胞的恶性和侵袭性。

除了在常规T细胞上的表达模式外,PD-1还存

在于调节性T细胞、B细胞和活化抗原呈递细胞上,
这类细胞上的PD-1表达不仅调节先天免疫反应,还
调节适应性免疫反应[5,11]。本研究比较了鼻咽癌患者

和健康对照者,以及患者化疗前后外周免疫细胞上

PD-1的表达,期望为评估鼻咽癌患者的免疫状态提

供新的线索。本研究在鼻咽癌组患者不同的免疫细

胞上均检测到PD-1表达,包括固有免疫细胞和适应

性免疫细胞,且PD-1+CD14+CD64+ 单核细胞、PD-
1+CD3-CD56+NK细胞百分比明显升高。结合现有

报道,发现PD-1在不同类型肿瘤之间的表达存在明

显差异,可能与恶性肿瘤的不同发生机制有关[12-13]。
此外,PD-1表达在鼻咽癌中的预后价值也存在一定

争议。一项分析涉及1
 

836例鼻咽癌患者的统计表

明,PD-1/PD-L1的表达不适合作为判断预后的生物

标志物。另有研究人员认为,PD-1可能与鼻咽癌患

者的临床结果无关,这些发现与先前关于鼻咽癌患者

PD-1/PD-L1预后价值的结论存在矛盾[14-15]。然而,
究竟何种类型的免疫细胞通过PD-1表达介导免疫抑

制来主要参与鼻咽癌的发生发展,PD-1高表达在鼻

咽癌发展和预后中有多少价值等,尚需大样本量研究

来证实。

CD4+T细胞活化后可以通过产生颗粒酶和穿孔

素等直接杀死主要组织相容性复合体(major
 

histo-
compatibility

 

complex,MHC)Ⅱ类阳性肿瘤细胞;也
可以通过产生细胞因子TNF、IFN-γ和白细胞介素-2
(IL-2),促进CD8+T细胞募集,激活巨噬细胞,活化

B细胞和抑制血管生成等途径消除 MHCⅡ类阴性肿

瘤细胞;还可以通过激活 M1肿瘤相关巨噬细胞产生

一氧化氮(NO),NK细胞合作抑制血管生成,诱导生

长停滞等方式促进肿瘤衰老[16-17]。T淋巴细胞亚群

和CD4+/CD8+正常在抗肿瘤免疫中起重要作用。研

究发现,CD4+/CD8+ 降低是免疫监测功能降低的重

要指标,CD4+/CD8+ 降低常与免疫缺陷或自身免疫

性疾 病 相 关[18]。宫 颈 癌、胃 癌 等 多 种 肿 瘤 证 实,

CD4+/CD8+逆转的患者预后较差[19-20]。本研究发

现,鼻咽癌组 CD4+/CD8+ 比值低于对照组,PD-1+

CD14+CD64+单核细胞、PD-1+CD3-CD56+NK细胞

百分比高于对照组,外周血血清和PBMC培养上清液

的IFN-γ水平低于对照组。辅助性T淋巴细胞1和

NK细胞分泌的IFN-γ可以招募和激活抗肿瘤免疫

细胞,是介导有效抗肿瘤免疫反应的关键细胞因子类

型。而缺乏1型干扰素受体(IFNR)或下游转录因子

STAT1的基因靶向小鼠几乎完全丧失自发T细胞启

动,在致癌物诱导的癌症模型中也显示出肿瘤诱导增

强,进一步证实鼻咽癌患者抗肿瘤免疫抑制机制的存

在[21-22]。免疫抑制是肿瘤免疫治疗需要解决的关键

问题,而寻找逆转免疫抑制和增强抗肿瘤免疫应答的

新靶点或机制尤为重要。
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辅助化疗后,化疗组患者CD3-CD56+NK细胞、

CD3+CD4+T细胞、CD3+CD8+T细胞百分比降低,
同时 PD-1+CD14+CD64+ 单 核 细 胞、PD-1+CD3-

CD56+NK细胞百分比上升,表明在化疗背景下抗肿

瘤免疫细胞的增殖和功能进一步受限。NK细胞是一

种能直接杀伤肿瘤细胞的颗粒型淋巴细胞,不需要抗

原致敏,由于其简单的激活和效应途径,在抗肿瘤免

疫和治疗上具有得天独厚的优势。有研究发现,将

NK细胞与化疗药物一起培养后,会诱导PD-1表达;
加入PD-1抗体后,NK细胞杀伤肿瘤细胞的能力明

显增加[23]。因此,笔者推测鼻咽癌患者常规化疗期间

阻断免疫检查点PD-1/PD-L1信号或结合PD-1表达

水平进行个性化免疫治疗设计,有望缓解鼻咽癌的免

疫抑制状态而提高治疗效果。
综上所述,鼻咽癌患者PD-1水平升高,降低了免

疫系统对肿瘤细胞激活刺激的反应能力,而诱导化疗

后PD-1的进一步表达,且NK细胞和T细胞的数量

明显降低,进一步促进了全身免疫抑制状态。由于本

次研究样本量和追踪时间有限,仍需大样本量并长期

追踪预后情况,进一步研究和证实鼻咽癌患者免疫抑

制机制和有效治疗靶点。
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