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摘   要 目的：观察大肠癌区域引流淋巴结中 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞（Treg）情况及其与白细胞介素

10（IL-10）和转化生长因子 β1（TGF-β1）水平的关系。

方 法： 用 免 疫 组 化 法 检 测 大 肠 癌 患 者（ 淋 巴 结 转 移 32 例， 无 转 移 28 例） 区 域 引 流 淋 巴 结 中

CD4+CD25+ 的 表 达（Treg 细 胞 数 目）；ELISA 法 检 测 外 周 血 血 清 IL-10 和 TGF-β1 水 平； 分 析

Treg 数目与 IL-10 和 TGF-β1 水平的相关性。

结果：CD4+CD25+ 在淋巴结转移患者阳性淋巴结中呈高表达，阴性淋巴结中呈低表达，而在无转

移患者淋巴结中几乎无表达；淋巴结转移患者阳性淋巴结 CD4+CD25+ 的 OD 值明显高于阴性淋巴

结与无转移患者淋巴结（P=0.012；P=0.002），转移患者的阴性淋巴结与无转移患者淋巴结 OD

值差异未达统计学意义（P=0.115）。淋巴结转移患者外周血血清 IL-10，TGF-β1 水平均明显高

于无转移患者（P=0.003；P=0.004）。患者淋巴结 CD4+CD25+ 的 OD 值与血清 IL-10 或 TGF-β1

浓度之间均呈明显正相关（r=0.683，P=0.000；r=0.532，P=0.000）。

结 论： 大 肠 癌 患 者 区 域 引 流 淋 巴 结 中 Treg 细 胞 水 平 与 淋 巴 结 转 移 密 切 相 关， 血 清 IL-10 或

TGF-β1 水平可作为监测淋巴结转移的指标。
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近 年 来 我 国 大 肠 癌 发 病 率 和 病 死 率 明 显 上

升， 其 防 治 形 势 十 分 严 峻。CD4+CD25+ 调 节 性 

T 细 胞（CD4+CD25+ regulatory T cell，Treg） 是

一种免疫抑制细胞 [1]，能抑制机体免疫功能 [2-3]，

降低恶性肿瘤患者的抗肿瘤免疫能力 [4]，在肿瘤

免疫逃逸过程中发挥重要作用 [5]。大肠癌区域引

流淋巴结中 Treg 的研究报道较少，本研究通过检

测大肠癌区域引流淋巴结中 Treg 的水平，初步探

讨其与大肠癌患者淋巴结转移的关系。

1　资料与方法

1.1  一般资料

按照时间顺序随机选择 2009 年 1 月—2012 年

1 月在柳州医院住院接受手术治疗的结直肠癌患

者 60 例， 男 36 例， 女 24 例， 年 龄 36~73 岁，

平 均（56.4±10.1） 岁。 入 选 标 准： 所 有 患 者 经

手术及术后病理组织学检查确诊，手术前 1 个月

未接受抗肿瘤治疗，手术前 2 个月未使用免疫调

节剂，无近期严重感染病史和自身免疫病史，术

前及术中均未发现其他部位肿瘤转移。患者术中

均清扫区域引流淋巴结，术后病理证实有淋巴结

转移者 32 例，无转移 28 例。

1.2  主要试剂及仪器

即 用 型 CD4 兔 抗 人 单 克 隆 抗 体（ 产 品 编 号

RMA-0620，福州迈新生物技术开发有限公司），

鼠 抗 人 白 介 素 2 受 体（CD25） 单 克 隆 抗 体（ 型

号 ZM-0042， 中 杉 金 桥 公 司）； 白 细 胞 介 素 10 

（IL-10）、 转 化 生 长 因 子 β1（TGF-β1） 酶 联 免

疫吸附试验试剂盒（ELISA）（灵敏度：5 pg/mL，

RapidBio Lab 公 司， 美 国），Multiskan MK3 酶

标仪（Thermo Electron Corporation 公司，美国）。

1.3  检测方法

1.3.1  免疫组化 SP 法检测大肠癌区域引流淋巴

结 中 Treg 细 胞　 ⑴ 染 色 步 骤： 全 部 标 本 组 织

由 10% 福 尔 马 林 溶 液 固 定， 常 规 脱 水 后 石 蜡 包

埋。石蜡切片常规脱蜡、水化、抗原修复，即用

型 CD4 兔抗人单克隆抗体、CD25 单克隆抗体免

疫组化染色，二氨基联苯胺显色，苏木素复染。 

⑵ 结 果 判 定：CD4+ 和 CD25+ 均 表 达 在 淋 巴 结

(TGF-β1) in colorectal cancer.

Methods: The CD4+CD25+ expression (reflecting Treg cell number) in the regional draining lymph nodes 

from colorectal cancer (CRC) patients (32 cases with lymphatic metastasis and 28 cases with no lymphatic 

metastasis) was detected by immunohistochemical staining, the IL-10 and TGF-β1 levels in peripheral blood 

serum of the patients were measured by ELISA assay and the correlations of Treg cell number with IL-10 and 

TGF-β1 level were analyzed. 

Results: The CD4+CD25+ presented high expression in positive lymph nodes and low expression in negative 

lymph nodes from the CRC patients with lymphatic metastasis respectively, while nearly no expression in 

the lymph nodes from patients without lymphatic metastasis; the CD4+CD25+ OD value in positive lymph 

nodes from metastatic patients was significantly higher than that in negative lymph nodes from metastatic 

patients and in lymph nodes from non-metastatic patients (P=0.012 and P=0.002), but difference between 

negative lymph nodes from metastatic patients and lymph nodes from non-metastatic patients did not reach 

a statistical significance (P=0.115). Both IL-10 and TGF-β1 levels in peripheral blood serum from metastatic 

patients were significantly higher than those from non-metastatic patients (P=0.003 and P=0.004). There was a 

significant correlation between the CD4+CD25+ OD value in lymph nodes and either serum IL-10 or TGF-β1 

concentration in the patients (r=0.683, P=0.000; r=0.532, P=0.000).

Conclusion: In colorectal cancer patients, Treg cell number in regional draining lymph nodes is closely 

related to lymphatic metastasis, and serum IL-10 or TGF-β1 level can be used as a indicator for monitoring the 

lymphatic metastasis.
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中 CD4+T 淋 巴 细 胞 胞 膜 上， 颗 粒 呈 棕 黄 色。 

⑶ 评估标准：使用病理图像分析仪（正置显微镜

及数据分析系统）双盲法阅片。以标本细胞膜上

出现棕黄色颗粒为阳性细胞。对 CD4+ 和 CD25+

进 行 定 量 分 析， 即 先 在 低 倍 镜 下（×100） 筛 选

出 CD4+ 和 CD25+ 表达较强的区域，然后在这些

区 域 中 随 机 选 取 5 个 高 倍 视 野（×400）， 每 个

视 野 随 机 选 取 5 个 阳 性 位 点 测 其 光 密 度 值（OD

值），取其平均值。阳性细胞数目越多其 OD 值

越大。

1.3.2  ELISA 法检测外周血血清 IL-10 和 TGF-β1

水平　各组于术前 1 d 空腹采集全血约 3 mL，高

速离心机以 2 000 r/min 高速离心 5 min 后收集上

层 血 清 约 0.5 mL 放 置 -20 ℃ 冰 箱 保 存 备 用。 检

测均严格按照试剂盒说明书操作。

1.4  统计学处理

使 用 SPSS15.0 软 件 进 行 统 计 分 析。 计 量 资

料采用均数 ± 标准差（x±s）表示。两组间比较

采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，

两组数据间的相关关系用双变量相关分析方法。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  患者淋巴结中 CD4+CD25+ 的表达

免疫组化方法检测显示，在淋巴结转移患者

中，CD4+CD25+ 在 阳 性 淋 巴 结 呈 高 表 达， 在 阴

性淋巴结呈低表达，而在淋巴结无转移患者淋巴

结中几乎无 CD4+CD25+ 表达（图 1），而淋巴结

转 移 患 者 淋 巴 结 中 均 有 不 同 程 度 的 CD4+CD25+

表 达。 将 不 同 性 质 淋 巴 结 CD4+CD25+ 的 OD

值 进 行 比 较 显 示， 淋 巴 结 转 移 患 者 阳 性 淋 巴 结

CD4+CD25+ 的 OD 值明显高于阴性淋巴结与无转

移 患 者 淋 巴 结（P=0.012；P=0.002）；转 移 患 者

的阴性淋巴结与无转移患者淋巴结 OD 值差异未

达统计学意义（P=0.115）（表 1）。

图 1　不同性质淋巴结中 CD4+CD25+ 的表达（×400）　　A：淋巴结转移患者阳性淋巴结；B：淋巴结转移患者阴性淋巴结；

C：无转移患者淋巴结
Figure 1　CD4+CD25+ expression in lymph nodes of different properties (×400)　　A: Positive lymph node from metastatic patient;  

B: Negative lymph node from metastatic patient; C: Lymph node from non-metastatic patient

A B C

表 1　不同性质淋巴结中 CD4+CD25+ 的 OD 值比较
Table 1　Comparison of CD4+CD25+ OD values among lymph 

nodes of different properties
淋巴结 n OD 值

转移患者阳性淋巴结 32 0.162±0.061
转移患者阴性淋巴结 32 0.103±0.021

无转移患者淋巴结 28 0.046±0.002

2.2  淋巴结转移患者与无转移患者血清 IL-10，

TGF-β1 浓度

大肠癌淋巴结转移组血清 IL-10，TGF-β1 浓

度均高于大肠癌淋巴结无转移组，差异均有统计

学意义（均 P<0.05）（表 2）。

表 2　淋巴结转移患者与无转移患者 IL-10，TGF-β1 水平

比较
Table 2　Comparison of IL-10 and TGF-β1 levels between 

metastatic patients and non-metastatic patients

组别 n
IL-10

（pg/mL）

TGF-β1

（pg/mL）
淋巴结转移组 32 136.23±14.16 147.98±17.13

淋巴结无转移组 28 60.03±15.85 75.15±6.65
P 0.003 0.004

2.3  Treg 数与 IL-10 及 TGF-β1 的相关性

相关性分析显示，大肠癌患者区域引流淋巴

结 中 CD4+CD25+ 的 OD 值 与 IL-10 或 TGF-β1
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浓 度 之 间 均 呈 高 度 正 相 关（r=0.683，P=0.000；

r=0.532，P=0.000）。

3　讨　论

恶性肿瘤的发生、发展与机体免疫机制失衡

有关，而阐明其发生、发展及预后与机体免疫功

能状态的关系，可能有助于新的治疗方法的建立。

近年来，研究 [6-7] 发现 Treg 与恶性肿瘤的发

生、发展、转移及肿瘤患者的生存率密切相关，

Treg 已成为肿瘤免疫领域的研究热点 [8]。Treg 可

分 为 天 然 性 和 适 应 性 Treg 两 大 类， 目 前 适 应 性

Treg 研究较多，其主要由 T 淋巴细胞在免疫应答

过程中诱导分化产生，并且利用自身合成的细胞

因 子 TGF-β（ 主 要 是 TGF-β1） 和 IL-10 发 挥 免

疫抑制效应 [9]。Treg 也可形成使效应细胞转变成

免 疫 抑 制 细 胞 的 微 环 境， 使 一 些 CD4+CD25-T

细 胞 能 被 Treg 诱 导 并 分 泌 TGF-β 或 IL-10[10]。

研究 [11] 还发现 Treg 可能通过穿孔素 - 颗粒酶这

一途径介导免疫抑制效应。Treg 在防止自身免疫

性疾病发生的过程中起重要作用，而在该过程中

IL-10 和 TGF-β 功 不 可 没 [12]。Misra 等 [13] 发 现

IL-10 是 肿 瘤 生 长 的 必 需 物 质， 且 能 促 进 恶 性 肿

瘤 免 疫 逃 逸 [14]。TGF-β 及 其 受 体 的 异 常 在 肿 瘤

生成、浸润、转移过程中起重要作用。Akhurst [15]

在 体 外 和 体 内 研 究 中 均 发 现，TGF-β1 表 达 水 平

越高，结肠癌的癌细胞浸润转移能力越强，癌症

相关病死率越高。

已经证实 [16]，结直肠癌患者机体细胞免疫功

能处于抑制状态。本研究发现，大肠癌患者区域

转移淋巴结中 Treg 表达明显增加，并且部分由其

合 成 的 血 清 TGF-β1 和 IL-10 水 平 相 应 增 多， 表

明 Treg 对大肠癌患者机体抗肿瘤免疫产生了一定

的 抑 制 效 应， 而 细 胞 因 子 TGF-β1 及 IL-10 在 这

一效应中可能起关键作用，提示 Treg 可能在大肠

癌患者癌细胞的发展、侵袭、转移过程中发挥重

要作用。

Treg 对于调节肿瘤免疫应答及抗肿瘤免疫治

疗有特殊意义。Imai 等 [17] 发现敲除 Treg 可增强

结 肠 腺 癌 小 鼠 模 型 由 IL-2 介 导 的 抗 肿 瘤 反 应。

CD25 特 异 性 抗 体 已 被 试 用 于 治 疗 黑 色 素 瘤 和 结

肠 癌 患 者 [18-19]。 可 以 推 测， 通 过 某 些 方 法 下 调

大 肠 癌 患 者 机 体 Treg 的 表 达 或 去 除 其 功 能， 例

如采用封闭性抗体抑制其效应细胞因子 TGF-β1

和 IL-10 的表达或减弱其体内活性，有可能降低

Treg 在大肠癌患者体内所产生的免疫抑制作用，

从而增强其机体抗肿瘤免疫功能，以致提高大肠

癌疗效和改善预后。而 Treg 在大肠癌发展、侵袭、

转移过程中与其他降低机体抗肿瘤免疫效应的因

素之间的关系尚待进一步研究。
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