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ＰＤ１＋肿瘤浸润性ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的表型鉴定及功能研究

李小红，陈　陵，朱　波　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院全军肿瘤诊治研究所）

　　［摘要］　目的　从肿瘤局部分离衰竭性ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞（ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞），并对其功能进行研究，初步探讨机体
免疫系统无法有效杀伤和清除肿瘤的原因。方法 　 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠皮下注射Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞株建立小鼠肿瘤模型。将肿瘤
制成单细胞悬液后，染细胞表面标志。采用流式细胞术从肿瘤局部分选ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ淋巴细胞及ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ淋巴细胞，
体外经非特异性刺激后行细胞内因子染色，检测ＩＦＮγ分泌能力。ＣＦＳＥ细胞染色检测其增殖活性。结果　 肿瘤局部成功
分离得浸润性ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞，其中将近８０％的细胞高表达衰竭表型 ＰＤ１＋。ＣＦＳＥ结果显示 ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞较
ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞增殖活性明显下降；细胞内因子染色后流式细胞术检测结果显示肿瘤局部ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞较ＣＤ８＋

ＰＤ１－Ｔ细胞 ＩＦＮγ分泌能力降低约５０％。结论 　 肿瘤局部存在一群免疫衰竭性Ｔ细胞，可能参与了肿瘤的免疫逃逸。
　　［关键词］　 肿瘤；Ｔ淋巴细胞；ＰＤ１
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　　机体Ｔ细胞免疫在控制肿瘤的发生、发展过程中起
到了重要作用［１－４］。其中肿瘤局部浸润性ＣＤ８＋Ｔ淋巴
细胞在机体抗肿瘤免疫应答中发挥了关键作用。近年

来发现，肿瘤患者体内存在免疫抑制机制［５］，妨碍机体

对肿瘤的清除，导致肿瘤长期定植，表现为Ｔ淋巴细胞
功能障碍与增殖能力减弱［６］。ＰＤ１已被公认为是衰
竭性Ｔ淋巴细胞的表面标志［７］。阻断 ＰＤ１ＰＤ１Ｌ通
路可以部分恢复衰竭性 Ｔ细胞的功能［８－１０］。为确认

肿瘤局部是否存在衰竭性 Ｔ淋巴细胞，并进一步研究
其功能特点，揭示肿瘤在体内长期定植的原因，本研究

通过小鼠皮下注射 Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞株，建立了小鼠肿
瘤模型；从肿瘤局部分离得到 ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞，并
对细胞自身特点与功能做了初步探讨。

１　材料与方法

１．１　细胞培养
　　Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞株（购自中国科学院上海细胞库）高糖
ＤＭＥＭ培养基（含 １０％胎牛血清）培养 ３～４ｄ，胰酶（购自
Ｈｙｃｌｏｎｅ）消化后制成单细胞悬液，调整细胞浓度为５×１０７／ｍＬ。

１．２　建立小鼠肿瘤模型
　　雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，ＳＰＦ级，６～８周龄，体质量（２２±２）ｇ，
购自重庆医科大学实验动物中心。所有动物实验经第三军医

大学实验动物管理及伦理委员会审核通过。

　　实验分实验组和对照组，每组５只小鼠。实验组小鼠双上
肢腋下注射 Ｌｅｗｉｓ肺癌细胞，２×１０７／只。对照组以培养基代
替。同样方法注射。

１．３　肿瘤浸润性Ｔ淋巴细胞（ＴＩＬ）的制备
　　实验组小鼠注射肺癌细胞后３周，无菌条件下取 Ｌｅｗｉｓ肺
癌移植瘤标本，除去黄色脂肪组织及血块置于含双抗的ＰＢＳ中
浸泡５ｍｉｎ（使用含双抗的ＰＢＳ目的是为了尽量保证无菌，避免
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污染），充分剪碎，研磨制成单细胞悬液，经小鼠淋巴细胞分离液

密度梯度离心后收集白膜层，ＤＭＥＭ培养基重悬，置入２５０ｍＬ
细胞培养瓶，３７℃，５％ Ｃ０２培养箱贴壁３ｈ。收集未贴壁细胞，
其中即含有肿瘤浸润性Ｔ淋巴细胞。

１．４　流式抗体与细胞分选
　　抗小鼠ＣＤ８抗体（ＡＰＣ），抗小鼠 ＰＤ１抗体（ＰＥ），抗小鼠
ＩＦＮγ抗体（ＰＥＣＹ７）及同型对照均购自ＢＤ公司。未贴壁细胞
经ＣＤ８－ＡＰＣ、ＰＤ１－ＰＥ抗体４℃３０ｍｉｎ染色后，经ＢＤＦＡＣＳＡｒ
ｉａ流式细胞仪分选得ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞。

１．５　羟基荧光素二醋酸盐琥珀酸亚胺酯（ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌｅｓｔｅｒ）染色

　　参考 Ｑｕａｈ等［１１］的染色方案进行。ＣＦＳＥ终浓度为
１μｍｏｌ／Ｌ。ＣＦＳＥ染色后细胞铺与 ９６孔平底板，５０００／孔。
ＣＤ３抗体５μｇ／ｍＬ，ＣＤ２８抗体２μｇ／ｍＬ，ｍＩＬ２１０Ｕ／ｍＬ３７℃
体外刺激０、１、３、５、７ｄ后分别进行流式检测。设不染色空白对
照孔。

１．６　细胞内因子染色（ＩＣＳ）
　　ＣＤ８＋ＰＤ１＋ Ｔ细胞和 ＣＤ８＋ＰＤ１－ Ｔ细胞体外经佛没酯
（ｐｈｏｒｂｄ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）（终浓度５０ｎｇ／ｍＬ）、离子
霉素（终浓度 １μｇ／ｍＬ）刺激５ｈ后采用标准程序染细胞内因子
ＩＦＮγ［１２］。细胞内因子染色试剂盒购自ＢＤ公司。

１．７　统计学分析
　　计量资料以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，组间差异方
差齐采用单因素方差分析；方差不齐采用秩和检验。

２　结果

２．１　肿瘤局部浸润性ＣＤ８＋Ｔ细胞分离与鉴定
　　为确定肿瘤局部是否存在浸润性淋巴细胞，肿瘤局部分离得
单个核细胞后染ＣＤ８＋表型，发现确存在肿瘤浸润性ＣＤ８＋Ｔ淋巴
细胞（图１Ａ），为进一步明确ＣＤ８＋Ｔ细胞亚群，复染ＰＤ１，发现存
在一ＣＤ８＋Ｔ细胞亚群高表达衰竭性表型ＰＤ１（图１Ｂ）。
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Ａ１、Ａ２：肿瘤局部单个核细胞，单染ＣＤ８；Ｂ１、Ｂ２：ＣＤ８＋Ｔ细胞复染ＰＤ１
图１　肿瘤局部ＣＤ８＋Ｔ细胞亚群分析

２．２　ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞在不同组织中的分布
　　为进一步明确衰竭性表型ＰＤ１是否仅表达于肿瘤浸润性
ＣＤ８＋Ｔ细胞表面，将荷瘤小鼠和正常小鼠脾脏研磨制成单细胞悬
液，染色后流式分析。比较ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞在不同组织部位
分布。结果发现ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞主要存在于肿瘤局部，荷瘤
小鼠脾脏中也有一定的分布，而在正常小鼠的脾脏中几乎不存

在（图２）。
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Ａ１、Ａ２：流式细胞分析正常小鼠脾脏中ＣＤ８＋ＰＤ１＋细胞；Ｂ１、Ｂ２：流
式细胞分析荷瘤小鼠脾脏中ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞；Ｃ：ＣＤ８＋ＰＤ１＋细
胞在不同组织部位中的分布　ａ：Ｐ＜０．０５，与正常小鼠脾脏 ＣＤ８＋

ＰＤ１＋细胞比较

图２　不同组织ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞比例分布

２．３　ＣＦＳＥ检测细胞增殖情况
　　为确认肿瘤浸润性 ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ淋巴细胞的增殖活性是
否已发生变化，流式分选 ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ
细胞分别标记ＣＦＳＥ，同时设不染色空白对照。分别在０、１、３、５、
７ｄ进行流式检测。结果发现ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞的增殖能力（图
３Ｂ）较ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞（图３Ａ）明显下降。
２．４　检测ＣＤ８＋ＰＤ１＋和ＣＤ８＋ＰＤ１－两群细胞ＩＦＮγ

分泌功能

　　分选后 ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞，体外经
ＰＭＡ和离子毒素非特异性刺激５ｈ后，行细胞内因子染色，流
式检测其ＩＦＮγ的分泌功能。发现 ＣＤ８＋ＰＤ１＋ Ｔ细胞 ＩＦＮγ
分泌能力明显降低（图４Ａ、Ｂ）。统计分析显示，荷瘤小鼠肿瘤
局部ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞ＩＦＮγ分泌能力较ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞
强，但与正常小鼠脾脏中 ＣＤ８＋Ｔ细胞相比 ＩＦＮγ分泌能力亦
明显下降（图４Ｃ）。

９３４
第３５卷第５期
２０１３年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１３



!""

#""

$%"

&%%

'""

(%%

)""

"

*+

(

*"

,

*%

&

*%

$

!
"
#
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

!++

1++

$++

&++

,++

(++

)++

+

)+

(

)+

,

)+

&

)+

$

!
%
&
$

-./0

23

2(

2,

2&

2$

4)

4( 4,

4&

4$

灰色空白为未染ＣＦＳＥ（空白对照）；灰色实心为０ｄ细胞尚未增殖（阳性对照）；黑色空白为细胞在相应检测时间点的增殖状态
Ａ１～Ａ５：分别为０、１、３、５、７ｄＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞；Ｂ１～Ｂ５：分别代表０、１、３、５、７ｄＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞

图３　ＣＦＳＥ法检测肿瘤局部ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞的增殖变化

!"

#

!"

$

!"

%

"

!"

&

!"

%

!"

$

!"

#

'
(
)
!
"

!"#$ *+,-'./

!"

&

!"

%

!"

$

!"

#

!"

#

!"

$

!"

%

"

'
(
)
!
"

!"

#

!"

$

!"

%

"

" !"

%

!"

$

!"

#

'
(
)
!
"

!"#$ *+,-'./

" !"

%

!"

$

!"

#

!"

#

!"

$

!"

%

"

'
(
)
!
"

#"

$"

%"

&"

!"

"

%
&

'
(
)
!
"
'
(
)
*
%
+

0

01

,-./01 23./01 4356

234

-

*3!!

5

234

-

*3!!

6

234

7

*3!!

6

,!

,&

8!

8&

2

Ａ１、Ａ２：肿瘤局部 ＣＤ８＋ＰＤ１－细胞刺激后检测 ＩＦＮγ；Ｂ１、Ｂ２：肿瘤
局部ＣＤ８＋ＰＤ１＋细胞刺激后检测ＩＦＮγ；Ｃ：肿瘤局部ＣＤ８＋ＰＤ１＋、
ＣＤ８＋ＰＤ１－两群细胞与正常小鼠脾脏中ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞经同样
刺激后ＩＦＮγ分泌对比　ａ：Ｐ＜００５，与正常小鼠脾ＣＤ８＋ＰＤ１－比
较；ｂ：Ｐ＜００５，与肿瘤局部ＣＤ８＋ＰＤ１－比较

图４　ＣＤ８＋ＰＤ１＋和ＣＤ８＋ＰＤ１－两群细胞功能应答分析

３　讨论

　　肿瘤严重危害人体健康，影响患者生活质量，已被
列为头号致死性疾病。目前临床上主要采用手术及放

化疗手段进行治疗，除良性肿瘤及部分早期恶性肿瘤

可起到好的治疗效果外，晚期尤其是已伴发转移的恶

性肿瘤尚无有效的治疗手段。肿瘤患者常伴有免疫功

能低下，表现为对肿瘤抗原无应答，无法有效清除体内

肿瘤细胞。究竟何种免疫细胞在抗肿瘤过程中起到了

关键作用，而其功能在肿瘤患者体内是否已发生变化，

及如何增强其抗肿瘤活性已成为肿瘤研究中关注的

重点。

　　研究［１３－１５］表明机体抗肿瘤过程中，ＣＤ８＋Ｔ细胞
发挥了关键作用。在急性感染过程中，初始ＣＤ８＋Ｔ细
胞接受抗原刺激后，活化并大量扩增为效应 Ｔ细胞，
当抗原清除后，有一小部分效应 Ｔ细胞分化成记忆性
Ｔ细胞。但是在慢性感染和肿瘤中，抗原特异性的
ＣＤ８＋Ｔ细胞由于受到抗原持久的刺激，不能有效分化
成记忆性 Ｔ细胞而逐步演变成功能紊乱的一群细
胞［９，１５］，称之为衰竭性 ＣＤ８＋Ｔ细胞。这群细胞表面
持续性高表达 ＰＤ１抑制性受体［１６－１７］，另外还包括

ＬＡＧ３，ＣＤ２４４，ＣＤ１６０，ＣＴＬＡ４和 Ｔｉｍ３［１７－１９］。它们
共同调控着ＣＤ８＋Ｔ细胞的衰竭。在慢性感染小鼠模
型中，将 ＰＤ１和 ＬＡＧ３／Ｔｉｍ３阻断后，可有效逆转
ＣＤ８＋Ｔ细胞功能紊乱恢复其功能活性［１８－２０］。但肿瘤

模型中，抑制性受体通路至今尚不清楚。

　　本研究从Ｌｅｗｉｓ肺癌移植模型中成功分离出肿瘤
浸润性ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞，对衰竭性表型 ＰＤ１分析发
现ＣＤ８＋ＰＤ１＋细胞的比例将近８０％，荷瘤小鼠脾脏
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中也占有较高的比例，然而在正常小鼠的脾脏中却几

乎不存在。由此推测，肿瘤微环境可诱导免疫细胞表

型发生改变，而这是否就是机体无法有效清除肿瘤致

其长期定植的原因，为此我们检测了ＣＤ８＋ＰＤ１＋Ｔ细
胞的增殖活性和 ＩＦＮγ分泌功能，结果发现与 ＣＤ８＋

ＰＤ１－Ｔ细胞相比，其增殖活性和 ＩＦＮγ的分泌能力
均明显下降。说明高表达 ＰＤ１＋的肿瘤浸润性 ＣＤ８＋

Ｔ淋巴细胞功能活性处于衰竭状态。在研究中我们还
发现同样为ＣＤ８＋ＰＤ１－Ｔ细胞，肿瘤局部与正常小鼠
脾脏部位相比，其ＩＦＮγ的分泌能力明显减低，推测肿
瘤微环境可能影响免疫细胞功能的发挥。

　　综上所述，本研究证实肿瘤局部存在浸润性ＰＤ１＋

ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞且其功能活性处于抑制状态，但具体
调控机制尚不十分明确。目前许多研究表明微小

ＲＮＡ（ｍｉＲ）调控着细胞生物学进程的关键环节，如：细
胞代谢、增殖、分化、凋亡［２１－２２］。免疫细胞功能的发挥

和调节与 ｍｉＲ同样密不可分［２３］。因此，我们将对

ＣＤ８＋ＰＤ１＋和ＣＤ８＋ＰＤ１－两群细胞的 ｍｉＲ谱进行比
较，从中找出具有显著性差异的功能性 ｍｉＲ并对其作
用进行深入研究，为肿瘤免疫治疗提供新的思路。
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