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外周血CD8+T淋巴细胞水平和CTC表达对Ⅲ期
结直肠癌根治性术后辅助放化疗患者预后的影响

熊露宁,董久兴*,赵 佳,任继勇,刘 军
(河北中石油中心医院肿瘤科,河北 廊坊065000)

  [摘要] 目的 探究外周血群集分化8阳性细胞(clusterofdifferentiation8-positivecells,CD8+)T淋巴细胞

水平和循环肿瘤细胞(circulatingtumorcell,CTC)表达对Ⅲ期结直肠癌根治性术后辅助放化疗患者预后的影响。

方法 选取我院进行治疗的Ⅲ期结直肠癌根治性术后辅助放化疗患者156例作为本次研究对象,对患者进行为期6
个月的随访,根据患者在随访期内是否复发进行分组:未复发组112例,复发组44例,对患者术后1d的T淋巴细

胞亚群水平进行检测,并对其CTC表达水平进行检测,探究CTC表达阳性率与患者临床病理特征间的关系,并探

究上述指标对患者预后的预测价值。结果 与未复发组相比,复发组 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+ 水平较低,但

CD8+水平较高(P<0.05)。测定患者外周血中CTC表达情况,未复发组CTC计数为(2.56±0.87)个,复发组

CTC计数为(6.68±2.74)个,差异有统计学意义(t=9.782,P<0.05)。患者CTC表达与患者的性别、年龄、淋巴结

是否转移、组织分化程度无关(P>0.05)。采用ROC曲线分析T淋巴细胞亚群水平及CTC表达对患者复发的预

测价值,CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+及CTC表达对患者术后复发曲线下面积(areaunderthecurve,AUC)分
别为0.852、0.703、0.712、0.747、0.920,对上述指标联合应用对患者的复发情况进行预测,其AUC值为0.954。结论

患者的CD3+、CD4+、CD4+/CD8+低表达,CD8+及CTC高表达会增加Ⅲ期结直肠癌根治性术后辅助放化疗患者

术后复发概率,且各指标联合检测对患者预后结局具有一定预测价值。
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EffectofperipheralbloodCD8+ TlymphocytelevelandCTCexpressionontheprognosisof
stageⅢcolorectalcancerpatientsundergoingadjuvantradiochemotherapyafterradicalsurgery

XIONGLu-ning,DONGJiu-xing*,ZHAOJia,RENJi-yong,LIUJun
(DepartmentofOncology,ChinaPetroleumCentralHospital,HebeiProvince,Langfang065000,China)

[Abstract] Objective Toexploretheeffectofperipheralbloodclusterofdifferentiation8-
positivecells(CD8+)Tlymphocytelevelandexpressionofcirculatingtumorcells(CTC)onthe
prognosisofstageⅢcolorectalcancer(CRC)patientsundergoingadjuvantradiochemotherapy
afterradical surgery.Methods  We selected 156 CRC patients undergoing adjuvant
radiochemotherapyafterradicalsurgeryinourhospitalasresearchsubjects.Theywerefollowed
upfor6months.Accordingtopresenceofrecurrenceduringthefollow-upperiod,theywere
dividedintonon-rercurrencegroup (n=112)andrecurrencegroup (n=44).Tlymphocyte
subsetlevelandCTCexpressionlevelsweredetectedinpatientsat1daftersurgery,toexplore
therelationship betweenthepositiverateof CTC expressionandtheclinicopathological
characteristicsofpatients,andtoinvestigatethepredictivevalueoftheaboveindicatorsfor
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prognosisofpatients.Results Comparedwithnon-recurrencegroup,recurrencegrouphadlower
CD3+,CD4+,andCD4+/CD8+levels,buthigherCD8+levels(P<0.05).CTCexpressionin
theperipheralbloodofpatientswasdetermined,andCTCcountwas(2.56±0.87)innon-
recurrencegroupand(6.68±2.74)inrecurrencegroup,suggestingsignificantdifferences(t=
9.782,P<0.05).CTCexpressionofpatientswasnotrelatedtogender,age,lymphnode
metastasis,ordegreeoftissuedifferentiationofpatients (P >0.05).Receiveroperating
characteristic(ROC)curvewasusedtoanalyzethepredictivevalueofTlymphocytesubsetlevels
andCTCexpressionforrecurrence,andtheareaunderthecurve(AUC)ofCD3+,CD4+,

CD8+,CD4+/CD8+ and CTCexpression was0.852,0.703,0.712,0.747,and0.920,

respectively.TheAUCofthecombinedapplicationoftheaboveindexesinpredictingthe
recurrenceofthepatientswas0.954.Conclusion LowexpressionofCD3+,CD4+,CD4+/

CD8+,andhighexpressionofCD8+andCTCinpatientswithstageⅢCRCundergoingadjuvant
chemoradiotherapyafterradicalsurgerywillincreasethepostoperativerecurrencerate,andthe
combineddetectionofallindicatorshascertainpredictivevaluefortheprognosisofpatients.

[Keywords] colorectalneoplasms;CD8+ Tlymphocytes;circulatingtumorcells

  结直肠癌是临床常见的消化系统恶性肿瘤,其
发病率和病死率居于恶性肿瘤前5位。由于其早期

临床表现缺乏特异性,多数患者确诊时已至Ⅲ期[1]。
根治性手术联合放化疗是目前临床治疗结直肠癌的

主要方法,但仍有部分患者术后复发、远处转移,5
年生存率仅为40%~60%[2]。影像学检查往往无

法显示早期转移灶,而血清肿瘤指标虽然对肿瘤复

制活跃程度有一定的指示作用,但假阴性和假阳性

的情况并不少见[3]。T淋巴细胞介导的细胞免疫在

机体肿瘤监视过程中发挥重要的作用,可在一定程

度上预防肿瘤逃逸[4]。循环肿瘤细胞(circulating
tumorcell,CTC)可从肿瘤原发灶或转移灶脱落、释
放入血而引起肿瘤复发和转移[5]。检测外周血中

CTC有助于评估恶性肿瘤患者的血行转移状态。

本研究探讨外周血群集分化8阳性细胞(clusterof
differentiation8-positivecells,CD8+)T淋巴细胞

水平和CTC表达对Ⅲ期结直肠癌根治性术后辅助

放化疗患者预后的影响。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 选取2019年7月—2022年7月于

我院进行治疗的Ⅲ期结直肠癌根治性术后辅助放化

疗患者156例为研究对象,对患者进行为期6个月

的随访,根据患者在随访期内是否复发分为未复发

组112例和复发组44例,2组一般资料比较差异无

统计学意义(P>0.05),具有可比性,见表1。
本研究经过医院伦理委员会知情同意,所有患

者及家属均知情同意且签署知情同意书。
表1 2组一般资料比较

Table1 Comparisonofgeneralinformationbetweenthetwogroups

组别 例数
性别(例数,%)

男性 女性

年龄

(x-±s,岁)
体重指数

(x-±s)
肿瘤最大直径

(x-±s,cm)
疾病类型(例数,%)
结肠癌 直肠癌

疾病类型(例数,%)

B期 C期

未复发组 112 59(52.68) 53(47.32)56.23±11.2323.56±2.31 4.02±0.88 71(63.39) 41(36.61) 65(58.04) 31(70.45)
复发组 44 23(52.27) 21(47.73)55.98±12.4822.98±2.46 3.89±0.87 25(56.82) 19(43.18) 47(41.96) 13(29.55)
χ2/t值 0.002 0.121 1.386 0.833 0.577 2.058
P 值 0.964 0.904 0.168 0.406 0.448 0.151

  纳入标准:①患者具有完整的临床资料,病史明

确为结直肠癌,且接受结直肠癌根治术,术后在我院

进行辅助放化疗治疗;②患者为首次结直肠癌根治

术;③患者入组前3个月未服用对本研究产生影响

的药物;④患者依从性较高,术后随访配合度高。排

除标准:①患者合并其他恶性肿瘤;②患者合并严重

内分泌系统及肝肾系统功能障碍;③患者术前影像

学检查提示为广泛性转移;④患者术前进行化疗治

疗或进行免疫抑制剂治疗。
1.2 方法 于术后1d抽取患者外周静脉血标本

5mL,分为2份。1份采用流式细胞术检测CD3+、
CD4+、CD8+等T淋巴细胞亚群水平,计算CD4+/
CD8+。1份置于柠檬酸葡萄糖抗凝管,24h内进行

富集处理,取PBS缓冲液5mL置于离心管,再置入

富集后的标本,清洗2次,取清洗液离心,取上层液

体置于新的离心管,PBS清洗2次,取清洗液离心,
弃去上清液,加甲醛甲酚(formocresol,Fc)封闭液
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4℃反 应 5 min。加 入 抗 上 皮 细 胞 黏 附 分 子

(epithelialcelladhesionmolecule,EpCAM)抗体包

被磁珠,清洗、重悬磁珠,充分混合后4℃反应2h。
启动IsoFlux分选设备富集CTC。采用福尔马林固

定富集后样本,洗涤弃去上清,加入10%驴血清封

闭,弃去上清。加入1%兔源抗CD45抗体反应,洗
涤弃去上清,加入0.5%驴抗兔CyTM3共轭抗体,
避光条 件 下 反 应,弃 去 上 清,加 入0.2% Triton
X-100,透膜,弃去上清。加入10%抗CK-FITC结

合抗体,避光下反应、洗涤弃去上清。染色,弃去上

清,重悬样本。磁铁吸附重悬后样本、风干、封片。
采用光学显微镜观察细胞形态,细胞直径>12μm,
呈长形或圆形,细胞形态完整者视为阳性。

1.3 观察指标 对患者术后1d的T淋巴细胞亚

群水平进行检测,并对其CTC表达水平进行检测,
探究CTC表达阳性率与患者临床病理特征间的关

系,通过受试者工 作 特 征 曲 线(receiveroperator
characteristiccurve,ROC),探究上述指标对患者预

后的预测价值。

1.4 统计学方法 应用SPSS23.0统计软件分析

数据。计数资料比较采用χ2 检验,计量资料比较采

用t检验,采用ROC曲线分析T淋巴细胞亚群水

平及CTC表达对患者复发的预测价值。P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 2组术后T淋巴细胞亚群水平比较 与未复

发组比较,复发组CD3+、CD4+、CD4+/CD8+ 水平

较低,CD8+ 水平较高,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),见表2。

2.2 2组术后CTC表达情况比较 未复发组CTC
计数为(2.56±0.87)个,复发组CTC计数为(6.68±
2.74)个,差异有统计学意义(t=9.782,P<0.05)。
2.3 CTC表达情况与临床病理的关系 以患者

CTC计数分为CTC<2个组和CTC≥2个组,2组

性别、年龄、淋巴结是否转移、组织分化程度差异无

统计学意义(P>0.05),见表3。

2.4 T淋巴细胞亚群水平及CTC表达及其联合应

用对患者复发的预测价值 采用ROC曲线分析T
淋巴细胞亚群水平及CTC表达对患者复发的预测

价值,CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+ 及CTC表

达预测患者术后复发的AUC分别为0.852、0.703、

0.712、0.747、0.920,对上述指标联合应用对患者的

复发情况进行预测,其 AUC值为0.954。见表4、
图1。

表2 2组术后T淋巴细胞亚群水平比较

Table2 ComparisonofTlymphocytesubsetlevelsbetweenthetwogroups
(x-±s)

组别 例数 CD3+(%) CD4+(%) CD8+(%) CD4+/CD8+

未复发组 112 65.87±7.12 39.15±6.12 24.89±5.45 1.66±0.44
复发组 44 55.46±7.15 34.79±6.23 29.45±6.56 1.23±0.46
t值 8.208 3.984 4.433 5.423
P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

表3 CTC表达情况与临床病理的关系

Table3 RelationshipbetweenCTCexpressionandclinicopathology
(例数,%)

组别 例数
性别

男性 女性

年龄

≤60岁 >60岁

淋巴结转移

是 否

CTC<2 85 41(26.28) 44(28.21) 45(28.85) 40(25.64) 44(28.21) 41(26.28)

CTC≥2 71 32(20.51) 39(25.00) 36(23.08) 35(22.44) 34(21.79) 37(23.72)
χ2 值 0.156 0.078 0.233
P 值 0.693 0.781 0.630

表4 T淋巴细胞亚群水平及CTC表达及其联合应用对患者复发的预测价值

Table4 PrognosticvalueofTlymphocytesubsetlevels,CTCexpressionandtheircombinationforrecurrenceofpatients

 指标 最佳截断值 AUC 95%CI 敏感度 特异度 P 值

CD3+ 59.990% 0.852 0.788~0.916 0.820 0.750 <0.001
CD4+ 33.255% 0.703 0.593~0.780 0.838 0.523 <0.001
CD8+ 29.335% 0.712 0.607~0.786 0.802 0.591 <0.001
CD4+/CD8+ 1.055 0.747 0.661~0.834 0.910 0.500 <0.001
CTC 4.155个 0.920 0.856~0.985 0.973 0.818 <0.001
联合应用 - 0.954 0.878~0.989 0.987 0.492 <0.001
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图1 T淋巴细胞亚群水平及CTC表达及其联合应用对患

者复发的预测价值曲线

Figure1 ROCcurveofTlymphocytesubsetlevels,CTC
expressionandtheircombinationinpredictingrecurrenceof

patients

3 讨  论

结直肠癌的发病机制复杂,已有研究[6]认为遗

传、环境、免疫、生活方式、饮食习惯等因素均与之有

关,全球结直肠癌的患病率均较高,其中以东欧、亚
洲等国家和地区相对高发[7]。Ⅲ期结直肠癌已至中

晚期,手术虽然可以清除原发灶及淋巴结,但患者术

后仍然存在较高的复发和转移风险,因此整体预后

仍较差[8-9]。术后早期预判肿瘤的微转移有利于临

床制定合理的联合治疗方案,以改善患者预后,但目

前尚缺乏理想的预测指标[10]。
基础研究[11-12]显示,恶性肿瘤患者机体处于免

疫功能异常状态,T细胞介导的细胞免疫是人体抗

肿瘤的主要机制。CD3+、CD4+ 和CD8+T淋巴细

胞等是与恶性肿瘤免疫相关的T细胞亚型,CD3+T
淋巴细胞是成熟的T淋巴细胞,其数量直接反映细

胞免疫功能状态。CD4+T淋巴细胞是辅助性T淋

巴细胞,可分泌多种细胞因子,辅助其他免疫细胞而

增强机体免疫耐受性。CD8+T淋巴细胞是抑制性

T淋巴细胞或细胞毒性T淋巴细胞,是机体抗肿瘤

机制的重要环节。CD4+/CD8+ 比值与机体细胞免

疫稳态有关,该比值低于1.4时提示免疫功能低

下[13-14]。夏吉凯等[15]研究认为,结直肠癌患者癌

组织和癌旁组织中的CD4+、CD8+T淋巴细胞水平

差异有统计学意义,CD8+、CD4+T淋巴细胞水平

是影响患者预后的独立因素。
本研究显示,与未复发组相比,复发组CD3+、

CD4+、CD4+/CD8+ 水平较低,CD8+ 水平较高;这
一结果提示,Ⅲ期结直肠癌患者的 CD3+、CD4+、

CD4+/CD8+水平较低,而CD8+水平较高时机体处

于免疫抑制状态,术后更易复发。这可能是由于Ⅲ
期结直肠癌疾病本身可引起机体免疫紊乱,可引起

免疫抑制因子大量释放[16]。而根治性手术以及放

化疗等治疗手段可进一步抑制患者免疫功能,使机

体CD3+、CD4+水平下降,而CD8+水平升高,使机

体处于免疫紊乱状态,引起肿瘤免疫耐受状态,机体

免疫系统对肿瘤细胞的监视作用下降或丧失,有利

于肿瘤细胞的逃逸和增殖,从而更易复发[17-18]。

CTC被认为是肿瘤组织脱落、转移到血中的细

胞,具有肿瘤细胞的遗传和表观特征。CTC在原发

灶侵袭局部血管前即可向上皮间质转化,使侵袭和

转移能力提高而形成远处转移灶[19-20]。CTC检测

有助于显示影像学检查无法发现的早期微转移[21]。
赵琳等[22]观察了CTC检测在胃癌、结直肠癌患者

预后评估中的价值,显示CTC值升高者预后不良。
本研究测定2组外周血中CTC表达情况,显示未复

发组CTC计数低于复发组。患者CTC表达与患者

的性别、年龄、淋巴结是否转移、组织分化程度无关。
上述结果提示,CTC表达水平Ⅲ期结直肠癌根治性

术后辅助放化疗患者术后复发有关,且不受性别、年
龄、淋巴结是否转移、组织分化程度的影响。外周血

中CTC表达较高时提示肿瘤细胞发生脱落,可随血

行播散至全身,从而更易复发或转移。
本研究采用ROC曲线分析T淋巴细胞亚群水

平及 CTC 表 达 对 患 者 复 发 的 预 测 价 值,显 示

CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+ 及 CTC表达对

患者术后复发 AUC分别为0.852、0.703、0.712、

0.747、0.920,这一结果进一步证实,CD3+、CD4+、

CD8+、CD4+/CD8+ 及CTC表达水平对于Ⅲ期结

直肠癌术后复发具有一定预测价值,其中CD3+ 和

CTC的预测价值更好。在今后的临床工作中应对

Ⅲ期结直肠癌患者术后进行血中CD3+ 和CTC检

测,以预测其复发风险,并根据结果选择合理的治疗

方案,以减少复发、改善患者预后。
综上所述,CD3+、CD4+、CD4+/CD8+ 低表达,

CD8+及CTC高表达会增加Ⅲ期结直肠癌根治性术

后辅助放化疗患者术后复发概率,且各指标联合检

测对患者预后结局具有一定预测价值。
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