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  【摘要】 目的 探讨健择联合顺铂对非小细胞肺癌患者免疫

耐受的调控作用。方法 38例经病理学或细胞学确诊的NSCLC患

者，采用健择、顺铂联合化疗方案，应用流式细胞仪检测化疗前

后外周血CD4+ CD25+ Foxp3+调节T细胞(Treg)占CD4+T细胞的

百分率。结果 化疗前NSCLC患者外周血CD4+ CD25+ Foxp3+调

节T细胞(Treg)占CD4+T细胞的比率明显高于健康对照组(P<0.05);

化疗后NSCLC患者外周血CD4+CD25+ Foxp3+调节T细胞(Treg)占

CD4+T细胞的百分率较化疗前显著降低(P<0.05);但鳞癌、腺癌及

腺鳞癌3组间化疗前、化疗后各项指标之间差异无统计学意义

(P>0.05)。结论 健择联合顺铂化疗可调控晚期非小细胞肺癌机体

的肿瘤免疫耐受，改善患者的免疫功能。 

        【【【【关键词关键词关键词关键词】 】 】 】 CD4+CD25+Foxp3+调节调节调节调节T细细细细胞胞胞胞(Treg) 流式流式流式流式细细细细

胞胞胞胞术术术术 化 化 化 化疗疗疗疗 

  肺癌是严重威胁人类生命健康的常见恶性肿瘤，它的发生、发展与机体的免疫功能状态有关。细胞免疫是机体抗肿瘤免疫的

重要机制，其细胞免疫应答主要是T细胞介导的特异性细胞免疫。T细胞是重要的免疫调节细胞，可发挥正、负两方面调节作用

[1]。在上个世纪九十年代中期， 由Sakaguchi等首先证实了CD4 CD25 调节性T细胞(regulatory T cell，Treg)为一类具有免疫抑制

作用的T细胞，约占外周CD4 T细胞的5%～10%。其不仅能抑制自身免疫性疾病的发生，还可能参与肿瘤免疫的调节,肿瘤环境中

CD4 +CD25+Treg比例增加,导致肿瘤免疫耐受[2]。非小细胞肺癌(non small cell lung cancer,NSCLC)大多确诊均较晚，化疗成为重

要的治疗手段。健择(Gemzar Gemcitabine化学名盐酸吉西他滨)是一种新型人工合成的嘧啶核苷酸类似物。有关资料显示，健择

是目前疗效较好、毒副作用较少的新型抗肿瘤药。与铂剂联合(Gemcitabine+Cisplatin,GP)是目前治疗肺癌有较显著的临床疗效的

一线方案。“GP”方案化疗对CD4+CD25+ 调节性T细胞的影响,国外罕见报道;国内未见报道。 

  本文采用流式细胞仪技术分析38例NSCLC患者外周血CD4+CD25+Foxp3+ Treg细胞的百分率在健择联合顺铂化疗前后的改

变，从而探讨该化疗方案对NSCLC患者机体免疫功能的影响。 

  1 资料与方法 

  1.1 研究对象 

  本组38例原发性NSCLC患者均为我肿瘤中心2006年1月～2007年7月收治的住院病人，年龄37～72岁，平均年龄55.1±7.2

岁，其中男25例，女13例。初治者28例，复治者10例。按UICC1992年提出的TNM法分期分为:Ⅲa期7例、 Ⅲb期10例、Ⅳ期21

例。病理分型：鳞癌14例、腺癌21例、腺鳞癌3例。38例均经病理学或细胞学确诊;有可测量的病灶;Karnofsky评分>60分;预计生

存期≥3个月,血常规、肝肾功能正常;治疗前1个月内未做过其他抗肿瘤治疗，近3个月内未用过免疫增强剂。对照组为本院体检健

康者15例，男8例，女7例，年龄26～68岁，平均48.2±12岁。 



1254635326
4006089123

545493140(重要)

400-6089-123 68590972

  1.2 研究设计及化疗方案 

  分别于化疗前、每周期化疗结束后第3天采集NSCLC患者外周血，检测CD4+CD25+Foxp3+调节T细胞水平。化疗方案均采用

GP方案：健择1250mg/m2 静脉滴注30min滴完, d1、8;顺铂30mg/m2静脉滴注, d1～d3;以21d为1周期。 

  1.3 CD4+CD25+Foxp3+调节T细胞的检测 

  1.3.1 试剂和设备 FITC标记的鼠抗人CD3抗体,PE标记的鼠抗人CD4抗体,PE标记的鼠抗人CD8,FITC标记的鼠抗人CD25抗

体,Cychrome标记的CD69和CD45RA抗体, PE标记的鼠抗人Foxp3抗体。CD4同型对照分别为PE标记的鼠抗人IgG1免疫球蛋

白,FITC标记的鼠抗人IgG1免疫球蛋白 (均购自美国BD公司)。 

  1.3.2 流式细胞仪分析 所有观察对象均于清晨空腹抽取静脉血2ml，EDTA抗凝。应用荧光直接标记法及流式细胞仪检测外周

血单个核细胞(PBMC)膜表面CD3、CD4、CD8、CD25。取不同荧光标记的单克隆抗体各20μl，分别加入100μl肝素抗凝的外周

血，室温下孵育15min，然后加入红细胞裂解液，PBS液洗涤2次，用流式细胞仪(BD公司，FACS Calibur)检测，Cellquest软件分

析数据，记录阳性细胞百分率，减去非特异对照值。 

  Foxp3检测：外周血肝素抗凝，1500r/min离心5min，弃上清，收集细胞，收集后的细胞用PBS重悬。然后取两支试管分别标

记1和2，第1管加CD4 percp 3.5μl,第2管加CD4 percp CD25 FITC各3.5μl，然后加入150μl的PBS孵育20min，再加入1ml红细胞

裂解液避光8～10min，1500r/min离心5min，弃上清，沉淀加1ml PBS重悬，再1500r/min离心5min，弃上清，加入Foxp3破膜剂

500μl,室温避光30min。1500r/min离心5min，弃上清，沉淀加1ml PBS重悬(重复一次)。第2管加7μl Foxp3 PE，然后1和2管均置于

4℃孵育30min。加1ml PBS重悬，再1500r/min离心5min，弃上清。加1ml PBS重悬，再1000r/min离心5min，弃上清。加300μl PBS

重悬，上机检测。 

  1.4 统计学方法 采用SPSS13.0统计软件行t检验和方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。 

  2 结果 

  2.1 肺癌组外周血CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞比例升高 

  健康对照组外周血CD4+CD25+Foxp3+Treg占CD4+T细胞比例为0.51%±0.54%;肺癌患者外周血CD4+CD25+Foxp3+Treg占

CD4+T细胞比例为1.96%±0.73%，两组比较差异有统计学意义(P<0.05)。 

  2.2 健择联合顺铂化疗对NSCLC患者外周血CD4+CD25+Foxp3+ Treg的影响 

  与化疗前比较，化疗后CD4+CD25+Foxp3+ /CD4+比例显著低于化疗前,两者差异有统计学意义(P<0.05)。 

  正常对照(B C)及NSCLC(D E)流式代表图(A为实验阴性对照)细胞水平占总CD4T细胞的比率与正常对照组比较   健择联合

顺铂化疗对NSCLC患者外周血 

  2.3 健择联合顺铂化疗对不同类型NSCLC患者外周血CD4+CD25+Foxp3+Treg的影响 

  可见: ①化疗前鳞癌、腺癌、腺鳞癌组患者的CD4+CD25+Foxp3+/ CD4+细胞比例显著高于对照组(P<0.05);②化疗后3组患者

的CD4+CD25+Foxp3+/ CD4+细胞比例显著低于化疗前(P<0.05);③3组间化疗前及化疗后各项指标之间差异无统计学意义

(P>0.05) 。健择联合顺铂化疗对不同类型NSCLC患者外周血#与化疗前比较(compared to pre chemotherapy group)：P<0.05 

  3 讨论 

  肺癌的发生发展及转归与机体免疫功能状态，尤其是与细胞免疫功能密切相关。可表达CD25+(即IL 2受体的a链)的CD4+T

细胞是近年来发现的一种新型免疫抑制细胞，其在免疫应答中发挥重要的负调节作用,可以下调靶细胞IL 2Ra链的表达，抑制靶

细胞增殖。近年研究显示，Treg介导的免疫抑制是肿瘤免疫逃逸的重要机制之一，也是肿瘤免疫治疗的主要障碍[3，4]。大量的

实验证据表明,由CD4+CD25+ Treg细胞介导对自身反应性细胞的调节也是自身免疫耐受建立的重要机制之一。因此,可以推测

CD4+CD25+ Treg细胞在维持自身耐受的同时,也可能抑制肿瘤免疫。去除CD4+CD25+ Treg细胞,能促进机体对肿瘤细胞表达的多

种抗原的应答[5]。Foxp3是目前公认的CD4+CD25 + Treg细胞的特异性标志。它的表达及功能与CD4CD25调节性T细胞密切相关,

对调节性T细胞的成熟及功能发挥了非常重要的作用，仅Foxp3+的CD4+CD25 + Treg细胞才具有免疫抑制功能[6，7]。 

  我们既往研究表明，NSCLC患者外周血的CD4+CD25+ Treg比例增加, 提示恶性肿瘤患者免疫功能失调与肿瘤患者外周血调

节T细胞比例增加有关，而且Ⅲ、Ⅳ期患者外周血CD4+CD25+ Treg水平高于Ⅰ、Ⅱ期患者[8]，提示NSCLC患者免疫功能受到抑

制。同时检测外周血CD4+CD25+ Treg水平可能用以提示恶性肿瘤的进展。目前人们对CD4+CD25+Treg细胞究竟如何抑制效应性

T细胞的机制还不完全清楚。有动物试验证实应用抗CD25抗体抑制CD4+CD25+ Treg功能可提高抗肿瘤免疫功能[9，10] 

  目前70%的NSCLC患者已失去手术机会，从而化疗成为其主要的治疗方法之一。探究化疗对免疫功能的影响和免疫功能与肿

瘤治疗效果的关系对于提高肿瘤综合治疗水平，加强对预后的认识有着重要的临床意义。健择目前作为肺癌化疗的一线用药广泛

应用于临床，其主要通过抑制肿瘤细胞DNA合成，将细胞阻断在G1期，最终导致肿瘤细胞凋亡，而发挥其细胞毒作用，属细胞

周期特异性抗肿瘤药。健择联合顺铂化疗，有效率在29%～54%之间[11]。 



  本研究表明：晚期NSCLC患者应用健择联合顺铂方案化疗后外周血中CD4+CD25+Foxp3+/CD4+细胞的比值较化疗前显著降

低(P<0.05)，化疗后与对照组接近;说明GP方案化疗可下调Treg水平，从而提示NSCLC患者在应用健择联合顺铂方案化疗后不但

通过细胞毒作用有效控制肿瘤，同时可下调肿瘤环境Treg水平对抗肿瘤免疫逃逸，有效提高机体抗肿瘤免疫功能,改善预后。该

研究结果为优先选择GP方案首程治疗晚期NSCLC提供了新的理论依据。本研究还显示化疗前后不同类型的晚期NSCLC，鳞癌、

腺癌及腺鳞癌3组之间外周血中CD4+CD25+Foxp3+/CD4+的比值差异无统计学意义(P>0.05),需进一步扩大病例数，进行分层分

析。在今后的研究中将对比研究GP方案与其他化疗方案对NSCLC患者外周血的CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞的影响，以及化疗后

不同时间点的变化特点，并探讨其临床意义。 
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