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肾细胞癌患者外周血T淋巴细胞表面PD-1水平及临床意义
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  摘 要:目的 探讨程序性死亡受体-1(PD-1)在初诊肾细胞癌(RCC)患者外周血T淋巴细胞表面的水平

及其临床意义。方法 收集2021年4月至2022年5月于该院初诊的42例RCC患者(RCC组)的临床资料,
选取同期45例体检健康者作为对照组。采用流式细胞术检测受试者外周血中 T淋巴细胞及PD-1水平。
结果 与对照组比较,RCC组CD8+T淋巴细胞百分比升高,CD4+/CD8+ 降低,差异均有统计学意义(P<
0.05);两组CD4+T淋巴细胞百分比比较,差异无统计学意义(P=0.20);RCC组CD4+T淋巴细胞、CD8+T
淋巴细胞表面PD-1水平明显升高(P<0.05)。外周血T淋巴细胞表面PD-1水平与患者的年龄、性别、病理分

级、临床分期、肿瘤最大径、肿瘤位置、病理类型均无关(P>0.05),而与组织中Ki-67水平有关,Ki-67水平≥
10%的患者外周血T淋巴细胞表面PD-1水平高于Ki-67水平<10%的患者(P<0.05)。结论 RCC患者外

周血T淋巴细胞水平存在失衡且T淋巴细胞表面的PD-1水平升高,PD-1的水平与肿瘤组织中Ki-67水平有

关,联合检测RCC患者外周血T淋巴细胞表面PD-1水平可更好地预测RCC的进展和分期。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

level
 

of
 

programmed
 

death
 

receptor-1(PD-1)on
 

peripheral
 

blood
 

T
 

lymphocyte
 

surface
 

in
 

patients
 

with
 

newly
 

diagnosed
 

renal
 

cell
 

carcinoma(RCC)and
 

its
 

clinical
 

significance.
Methods Clinical

 

data
 

of
 

42
 

newly
 

diagnosed
 

RCC
 

patients
 

(RCC
 

group)
 

were
 

collected
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

April
 

2021
 

to
 

May
 

2022,and
 

45
 

healthy
 

subjects
 

were
 

collected
 

as
 

control
 

group
 

during
 

the
 

same
 

period.T
 

lymphocyte
 

and
 

PD-1
 

on
 

peripheral
 

blood
 

T
 

lymphocyte
 

surface
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.Results Compared
 

with
 

the
 

con-
trol

 

group,the
 

percentage
 

of
 

CD8+T
 

lymphocyte
 

in
 

RCC
 

group
 

was
 

increased,and
 

CD4+/CD8+was
 

de-
creased,with

 

statistical
 

significance
 

(P<0.05);there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

percentage
 

of
 

CD4+

T
 

lymphocyte
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P=0.20);the
 

level
 

of
 

PD-1
 

on
 

CD4+T
 

lymphocyte
 

and
 

CD8+T
 

lym-
phocyte

 

surface
 

in
 

RCC
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).PD-1
 

level
 

on
 

peripheral
 

blood
 

T
 

lym-
phocyte

 

surface
 

was
 

not
 

correlated
 

with
 

age,sex,pathological
 

grade,clinical
 

stage,tumor
 

maximum
 

diametar,
tumor

 

location
 

and
 

pathological
 

type
 

(P>0.05),but
 

was
 

correlated
 

with
 

Ki-67
 

level
 

in
 

tissues.The
 

level
 

of
 

PD-1
 

on
 

peripheral
 

blood
 

T
 

lymphocyte
 

surface
 

in
 

patients
 

with
 

Ki-67
 

level
 

≥10%
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

pa-
tients

 

with
 

Ki-67
 

level
 

<
 

10%
 

(P<0.05).Conclusion There
 

is
 

imbalance
 

in
 

T
 

lymphocyte
 

level
 

in
 

peripher-
al

 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

RCC
 

and
 

the
 

level
 

of
 

PD-1
 

on
 

T
 

lymphocyte
 

surface
 

is
 

increased.The
 

level
 

of
 

PD-1
 

is
 

related
 

to
 

the
 

level
 

of
 

Ki-67
 

in
 

tumor
 

tissue.Combined
 

detection
 

of
 

PD-1
 

on
 

peripheral
 

blood
 

T
 

lymphocyte
 

surface
 

of
 

RCC
 

patients
 

could
 

better
 

predict
 

the
 

progression
 

and
 

staging
 

of
 

RCC.
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  肾细胞癌(RCC)是泌尿系统最常见的恶性肿瘤

之一,其发病率逐年上升,肾透明细胞癌约占所有

RCC的80%,是 RCC最常见的组织学类型[1-2]。由

于RCC对常规的放疗、化疗不敏感,近年来,对RCC
患者进行免疫靶点的治疗成为临床研究中的热点。T

淋巴细胞作为抗肿瘤免疫的主要细胞已被用于RCC
的治疗[3]。程序性死亡受体-1(PD-1)作为一种重要

的免疫抑制分子,当T淋巴细胞表面的PD-1受体与

肿瘤细胞表面的程序性死亡配体-1(PD-L1)结合后,
会抑制T淋巴细胞杀伤肿瘤的作用[4]。既往有研究
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表明RCC患者中PD-1高表达能够导致免疫抑制性

肿瘤微环境形成,使肿瘤细胞逃避机体免疫监视,不
利于RCC患者的预后[5-6]。增殖细胞核抗原Ki-67是

一种反映细胞增殖活性的核蛋白抗原,通过激活细胞

周期蛋白依赖激酶2/细胞周期蛋白E通路,加速G1/
S期的进程,促进细胞增殖,Ki-67已被证实可作为多

种肿瘤细胞的增殖标志物[7]。本研究通过流式细胞

术检测患者外周血T淋巴细胞及其表面PD-1的水平

情况,结合增殖细胞核抗原Ki-67水平,分析RCC患

者的免疫状况,以期用灵敏、高效的方法为RCC患者

的早期诊断及预后提供可靠依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2021年4月至2022年5月于

本院初诊为RCC的42例患者(RCC组)的临床资料,
其中男35例,女7例;年龄13~82岁;临床分期:
Ⅰ~Ⅱ期39例,Ⅲ~Ⅳ期3例;病理分级:Ⅰ~Ⅱ级

33例,Ⅲ~Ⅳ级9例;病理类型:透明细胞癌33例,其
他类型9例(包括未分类RCC

 

5例、嫌色细胞癌1例、
肾母细胞癌1例、乳头状细胞癌2例);肿瘤位置:左
肾18例,右肾24例;选取同期45例体检健康者作为

对照组,其中男32例,女13例,年龄18~69岁。本

研究符合《赫尔辛基宣言》,并获得本院医学伦理委员

会批准,受试者均知情同意。
1.2 仪器与试剂 所用荧光单克隆抗体:FITC标记

CD4、PE标记CD8;检测仪器、检测软件及数据分析

采用美国BD公司的FACSCantoⅡ流式细胞仪、Diva
 

自动上机软件。
1.3 方法

1.3.1 一般资料收集 记录所有RCC患者的性别、
年龄、临床分期、病理分级、肿瘤最大径、位置和增殖

细胞核抗原Ki-67的水平,分析外周血T淋巴细胞水

平及T淋巴细胞表面PD-1水平与临床病理特征的

关系。
1.3.2 T淋巴细胞比例及其表面PD-1水平检测 
清晨采集受试者空腹静脉血3

 

mL于含肝素钠抗凝剂

的采血管中,处理前充分混匀。在流式管底部加入10
 

μL
 

PD-1检测试剂,吸取100
 

μL混匀的外周血标本,
加入管底,避免标本碰到管壁上部;轻轻涡动混匀,室
温避光反应15

 

min;向管内加入2
 

mL
 

1×溶血素,轻
轻涡动混匀,室温避光孵育10

 

min;300×g离心5
 

min,弃上清液;向管内加入
 

2~3
 

mL磷酸盐缓冲液,
涡动混匀,300×g离心5

 

min,弃上清液;向管内加入

0.5
 

mL磷酸盐缓冲液并完全混合,上机检测。采用

FSC/SSC双参数设门,获取1×105 个淋巴细胞,根据

淋巴细胞膜上CD分子水平的不同,流式细胞仪可以

分辨出各种不同的细胞,并计算出CD4+T淋巴细胞、
CD8+T淋巴细胞百分比及CD4+/CD8+。
1.4 统计学处理 采用SPSS21.0软件对数据进行

处理和分析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,
若方差齐则采用t检验进行组间比较,若方差不齐则

采用近似t检验进行组间比较。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组T淋巴细胞比较 与对照组比较,RCC组

CD8+T淋巴细胞百分比升高,CD4+/CD8+ 降低,差
异均有统计学意义(P<0.05);两组CD4+T淋巴细胞

百分比比较,差异无统计学意义(P=0.20)。见表1。
表1  两组T淋巴细胞比较(x±s)

组别 n
CD4+T淋巴细胞

(%)
CD8+T淋巴细胞

(%)
CD4+/CD8+

RCC组 42 50.81±11.75 38.36±9.45 1.47±0.66

对照组 45 53.83±10.15 33.85±9.50 1.78±0.75

t -1.287 2.220 -2.044

P 0.20 <0.05 <0.05

2.2 两组T淋巴细胞表面PD-1水平比较 与对照

组比较,RCC组CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞

表面PD-1水平明显升高(P<0.05),见表2。
表2  两组T淋巴细胞表面PD-1的水平

   比较(x±s,%)

组别 n CD4+T淋巴细胞表面PD-1CD8+T淋巴细胞表面PD-1

RCC组 42 27.52±10.93 26.13±12.27

对照组 45 17.74±5.15 19.71±6.91

t 5.281a 2.975a

P <0.05 <0.05

  注:a为方差不齐,采用近似t检验。

2.3 外周血T淋巴细胞表面PD-1水平与患者临床

病理特征的关系 RCC患者中,外周血T淋巴细胞

表面PD-1的水平与患者的年龄、性别、病理分级、临
床分期、肿瘤最大径、肿瘤位置、病理类型均无关(P>
0.05),而与组织中 Ki-67水平有关,Ki-67水平≥
10%的患者外周血 T淋巴细胞表面PD-1水平高于

Ki-67水平<10%的患者(P<0.05)。见表3。

表3  外周血T淋巴细胞表面PD-1水平与患者临床病理特征的关系(x±s)

项目 n
CD4+T淋巴细胞表面

PD-1(%) t P

CD8+T淋巴细胞表面

PD-1(%) t P

年龄(岁)

 13~<55 19 25.68±11.52 -0.994 0.33 23.56±10.98 -1.241 0.22

 55~82 23 29.05±10.42 28.25±13.10
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续表3  外周血T淋巴细胞表面PD-1水平与患者临床病理特征的关系(x±s)

项目 n
CD4+T淋巴细胞表面

PD-1(%) t P

CD8+T淋巴细胞表面

PD-1(%) t P

性别

 男 35 27.80±11.49 0.358 0.72 26.93±12.00 0.943 0.35

 女 7 26.16±8.14 22.13±13.77

临床分期(期)

 Ⅰ~Ⅱ 39 27.49±11.19 -0.095 0.93 26.47±12.44 0.803 0.43

 Ⅲ~Ⅳ 3 28.25±3.61 19.30±6.08

肿瘤位置

 左肾 18 28.56±13.26 0.525 0.60 23.01±11.05 -1.444 0.16

 右肾 24 26.75±9.03 28.46±12.83

病理类型

 透明细胞癌 33 26.30±11.48 -1.402 0.17 25.57±12.42 -0.558 0.58

 其他类型 9 32.00±7.49 28.17±12.17

肿瘤大小(cm)

 最大径≥4 21 28.91±12.34 0.818 0.42 28.92±14.18 1.498a 0.14

 最大径<4 21 26.14±9.42 23.33±9.54

病理分级

 Ⅰ~Ⅱ级 33 26.98±9.79 -0.617 0.54 25.71±12.20 -0.415 0.68

 Ⅲ~Ⅳ级 9 29.53±14.95 27.64±13.15

Ki-67(%)

 ≥10 24 30.81±10.73 2.376a <0.05 31.88±11.58 4.148a <0.05

 <10 18 23.14±9.84 18.45±8.50

  注:a为方差不齐,采用近似t检验。

3 讨  论

肿瘤微环境中炎症细胞的浸润和免疫分子的调

节对肿瘤的发生、发展至关重要,肿瘤微环境包括由

CD4+T淋巴细胞和CD8+T淋巴细胞在内的肿瘤浸

润淋巴细胞组成[8]。RCC被认为是一种免疫原性肿

瘤,肿瘤微环境中免疫细胞浸润是RCC预后的重要

因素[9]。目前关于RCC免疫功能的研究不多且说法

不一,有研究报道RCC肿瘤组织中CD4+T淋巴细胞

和CD8+T淋巴细胞的高度浸润与肿瘤较高的分级和

较短的患者生存期有关[10]。有研究表明,增加CD4+

肿瘤浸润T淋巴细胞的数量,联合抗PD-1治疗能够

缓解RCC患者病情[11]。因此,深入研究RCC患者的

免疫细胞及免疫检查点对 RCC的诊断治疗意义重

大。本研究结果表明,RCC组外周血CD8+T淋巴细

胞百分比较对照组明显升高,CD4+/CD8+ 较对照组

明显降低,RCC患者外周血中存在T淋巴细胞水平

失衡,提示RCC患者处于免疫抑制状态。
PD-1属于免疫球蛋白超家族的Ⅰ型跨膜蛋白,

为CD28/细胞毒性T淋巴细胞相关抗原4/诱导性共

刺激分子受体家族的成员,主要表达于肿瘤浸润T淋

巴细胞表面[12]。近年来研究发现,PD-1除了可以在

肿瘤组织表达外,还以可溶性形式存在于外周血

中[13]。由于肿瘤组织标本来源困难不能实现多次检

测,动态观察的目的,因此,通过检测肿瘤患者外周血

PD-1水平反映患者的免疫状态至关重要。本研究发

现,RCC组外周血T淋巴细胞表面PD-1水平均高于

对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。通过对RCC
患者PD-1水平的多次动态监测,有助于临床医生对

患者病程进展、治疗方案及效果做出及 时 准 确 的

评估。
Ki-67作为一种评价细胞增殖的核抗原,其水平

指数可以独立预测癌症的进展。既往研究认为Ki-67
在RCC患者中的预后预测价值较高,高水平Ki-67的

RCC患者具有较高的临床病理分级及较短的生存

期[14]。Ki-67可促进肿瘤细胞增殖,而过快的肿瘤细

胞增殖可促进肿瘤微环境中糖酵解产生的乳酸堆积,
从而致使调节性T淋巴细胞上的PD-1水平升高[15]。
本研究结果表明,Ki-67水平≥10%的患者外周血T
淋巴细胞表面PD-1水平高于Ki-67水平<10%的患

者(P<0.05),预示着二者联合检测能更好地预测

RCC的进展和分期。Ki-67通过参与细胞周期调控

来促进肿瘤增殖,而PD-1/PD-L1轴可通过磷酸肌醇

3-激酶/蛋白激酶 B通路调节肿瘤细胞的增殖、分
化[16]。因此,PD-1与 Ki-67对肿瘤细胞的增殖调控

是否存在潜在联系值得进一步探讨。
综上所述,RCC患者外周血中存在CD8+T淋巴

细胞百分比升高,CD4+/CD8+降低;RCC组PD-1水

平的升高与肿瘤组织中 Ki-67水平有关。外周血 T
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淋巴细胞及其表面PD-1水平检测可以更好地帮助判

断RCC患者的免疫状态及预后。但本研究存在一定

的局限:RCC组的临床分期Ⅲ~Ⅳ期数量太少,一定

程度上影响统计结果;期待后期大样本研究能更好地

呈现外周血T淋巴细胞表面PD-1水平与患者临床病

理特征的关系。
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