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【摘要】 目的 CD8+T细胞作为细胞毒性 T细胞，可以通过释放穿孔素等方式直接杀伤肿瘤

细胞，但其浸润水平与结直肠癌预后的关系，既往研究结果不尽相同。本研究旨在探讨 CD8+T
细胞在结直肠癌肿瘤中心和浸润边缘的分布，并分析其与患者预后的关系。方法 本研究采用回

顾性队列研究方法，分析 2009—2012 年间，中山大学附属第六医院结直肠癌病理数据库中的

221 例结直肠癌患者临床病理资料。病例纳入标准：（1）经手术切除后病理证实为结直肠癌；（2）
有完整随访信息。排除标准：（1）多原发癌；（2）合并炎性肠病、林奇综合征或家族性腺瘤性息肉

病；（3）无石蜡切片；（4）术前接受过放疗或化疗。采用免疫组织化学染色方法计数患者石蜡切片

中肿瘤中心及浸润边缘的CD8+T细胞。同时选取22例新鲜冰冻结直肠癌组织标本，检测CD8B基因

相对表达量，并与CD8+T细胞计数进行相关分析。通过最小P值法选取肿瘤中心和浸润边缘CD8+T
细胞计数的最佳截断值，将患者分为高CD8+T细胞浸润和低CD8+T细胞浸润两组，采用Log⁃rank检验

比较两组患者的总体生存，并采用Cox回归分析校正CD8+T细胞浸润的预后意义。结果 全组患者

中男性118例，女性103例。在221例患者的切片中，肿瘤浸润边缘比肿瘤中心有更多的CD8+T细

胞浸润［M（范围）：37（0~141）个/视野比 14（0~106）个/视野，Z=-11.985，P<0.001］，两者呈正相关趋

势，差异有统计学意义（r=0.610，P<0.001）。肿瘤中心CD8+T细胞计数与CD8B基因相对表达呈正相

关趋势（r=0.524，P=0.012）。肿瘤中心和浸润边缘CD8+T细胞数量的最佳截断值分别为2.6个/视野和

24.8个/视野。术后中位随访 83（1~117）个月，无论是肿瘤中心还是浸润边缘，高CD8+T细胞浸润

组患者的总体生存均优于低CD8+T细胞浸润组（中位总体生存时间：84.1个月比73.5个月，P<0.001；
84.2个月比75.9个月，P=0.002）。Cox回归分析证实，肿瘤中心高CD8+T细胞浸润是总体生存的独立

保护因素（HR=0.369，95% CI：0.168~0.812，P=0.013）。结论 结直肠癌中CD8+T细胞在肿瘤中心的

浸润水平低于浸润边缘，且两者正相关。肿瘤中心CD8+T细胞浸润水平与总体生存有关，可作为结

直肠癌潜在的预后标志物。
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【Abstract】 Objective As cytotoxic T cells, CD8+ T lymphocytes can kill tumor cells by releasing
perforin and other effector molecules, but the correlation between their infiltration level and the prognosis
of colorectal cancer varies in previous studies. This study aims to explore the distribution of CD8+T cells in
tumor center and invasive margin of colorectal cancer, and to analyze their correlation with the prognosis of
patients. Methods A retrospective cohort study was used to analyze the clinicopathological features of
221 patients with colorectal cancer from the colorectal cancer pathological database of the Sixth Affiliated
Hospital of Sun Yat⁃sen University between 2009 and 2012. Case inclusion criteria: (1) colorectal cancers
confirmed by postoperative pathology; (2) patients with follow ⁃ up data. Exclusion criteria: (1) multiple
primary cancers; (2) inflammatory bowel disease, Lynch syndrome or familial adenomatous polyposis; (3) no
available paraffin slides; (4) patients receiving preoperative radiotherapy or chemotherapy. A total of 221
patients met the criteria. Immunohistochemical staining was used to count the CD8+ T cells in tumor center
and invasive margin in the paraffin slides. Meanwhile the relative expression of CD8B gene in 22 fresh
freeze samples of colorectal cancer was detected. Then the correlation of the expression with CD8+T cell
density was examined. The patients were divided into high and low infiltration groups according to the
level of CD8 + T cells. Log ⁃ rank test was applied to compare the overall survival of the two groups of
patients, and Cox regression analysis was used to adjust the prognostic significance of CD8 + T cell
infiltration. Results There were 118 males and 103 females. In 221 slides, CD8+T cells infiltrating in
invasive margin were more than those in tumor center [median (range): 37(0⁃141) / field vs. 14(0⁃106) / field,
Z=-11.985, P<0.001], and the number of CD8+T cell in the tumor center was positively correlated
with those in invasive margin (r=0.610, P<0.001). The number of CD8 + T cell in tumor center was
positively correlated with the relative expression of CD8B gene (r=0.524, P=0.012). Survival analysis
showed that the overall survival of the high infiltration group was better than that of the low infiltration
group both in tumor center and invasive margin (median survival: 84.1 months vs. 73.5 months, P<0.001;
84.2 months vs. 75.9 months, P=0.002). Cox regression analysis revealed that high CD8+T cell infiltration
in tumor center was an independent protective factor of overall survival (HR=0.369, 95% CI: 0.168⁃0.812,
P=0.013). Conclusions The infiltration level of CD8+T cells in tumor center is lower than that in
invasive margin, and they are positively correlated. The level of CD8+ T cell infiltration in tumor center is
related to overall survival and can be used as a potential pronostic marker.

【Key words】 Colorectal neoplasms; CD8+T cell; Prognosis
Fund program: Medical Scientific Research Foundation of Guangdong Province of China

(A2021171); Science Popularization Fund Project of Guangzhou Association of
Science and Technology (K20200201044)

相同分期的结直肠癌在不同个体呈现出较大

的预后异质性，这为选择恰当的治疗方式和准确评

估患者的预后提出了挑战［1］。肿瘤浸润淋巴细胞是

结直肠癌肿瘤微环境的关键组成部分，其浸润水平

是导致肿瘤治疗效果与预后呈现异质性的重要原

因之一［2］。CD8+T细胞作为细胞毒性T细胞，可以通

过释放穿孔素等方式直接杀伤肿瘤细胞，有研究证

实，结直肠癌中CD8+T细胞的浸润水平可能与肿瘤

转移及患者预后相关［3⁃5］。但最近亦有研究得到了

相反的结论［6］。这种结论的差异可能与CD8+T细胞

在肿瘤中的分布特征相关［7⁃8］。为此，本研究通过观

察结直肠癌中CD8+T细胞在肿瘤中心以及浸润边缘

的分布情况，探讨CD8+T细胞分布对预后的因素。

资料与方法

一、研究对象

本研究采用回顾性队列研究方法，分析

2009—2012年间，中山大学附属第六医院结直肠癌

病理数据库中的 221例结直肠癌患者临床病理资

料。病例纳入标准：（1）经手术切除后病理证实为

结直肠癌；（2）有完整随访信息。排除标准：（1）多

原发癌；（2）合并炎性肠病、林奇综合征或家族性腺

瘤性息肉病；（3）无石蜡切片；（4）术前接受过放疗

或化疗的患者。本研究通过了中山大学附属第六

医院伦理委员会批准（审批号：2021ZSLYEC⁃366），

并获得患者知情同意。
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二、检测及判读方法

1.CD8+T细胞计数：采用免疫组织化学（免疫组

化）染色方法，石蜡包埋切片脱蜡后进行抗原修复，

加入1∶100稀释的单克隆CD8一抗（clone C8/144B，

SK201；日本 DAKO 公司）孵育 16 h，加入二抗

（Envision+Dual Link Kit，K5007；日本 DAKO 公司）

孵育 30 min 后，DAB 显色 30 s。在 Olympus BX53
显微镜 100倍（10倍目镜，10倍物镜）视野下，观察

定位肿瘤中心及浸润边缘［9］。避开坏死区域、炎

性区域、肿瘤周边淋巴细胞密集热点及切片组织

质量较差区域。然后切换至 400倍视野下进行观

察，非连续性、随机选取肿瘤中心及浸润边缘各

5个视野进行拍照，每个照片的面积约0.125 5 mm2。

采用基于免疫组化染色的细胞计数方法，借助

Image J软件手动计数每张照片中CD8+T细胞的个

数，结果取 5 张照片计数结果的均值用于统计分

析［10］。

2.CD8B基因表达量测定：选取队列中可获取新

鲜冰冻组织的样本共 22例，用于CD8B基因表达量

测定。CD8B基因编码CD8抗原的一部分，因此其相

对表达量可以反映组织中CD8+T细胞的丰度［11］。取

25 mg新鲜冰冻组织使用Allprep DNA/RNA Mini试
剂盒（德国QIAGEN公司）提取RNA后，用ReverTra
Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover试剂盒

（FAQ⁃301；日本 TOYOBO公司）反转录得到 cDNA，

在 9700 PCR 系统（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司）中检测 CD8B基因相对表达量。引物序列如

下：CD8B⁃正向：AGACCCCTGCATACATAAAGGT；
CD8B⁃反向：CGCTGTCTCAGCCAGTAGAT；GAPDH⁃
正向：GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT；GAPDH ⁃反
向：GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG。

三、观察指标

主要观察结直肠癌病理切片肿瘤中心及浸润

边缘的CD8+T细胞的浸润情况，并分析比较不同浸

润水平与患者生存预后的关系；纳入的临床病理因

素包括：性别、年龄、肿瘤位置、肿瘤分化程度、脉管

及神经浸润情况、微卫星状态及TNM分期。

四、随访方法

术后 2年每 3个月随访 1次，2~5年每半年随访

1次，5年后每年随访 1次，直至患者死亡。采用电

话随访方式，随访内容包括患者生存状态、有无结

直肠癌复发及死亡原因。末次随访时间为 2018年

9月9日。

五、统计学方法

采用 SPSS 22.0和Graphpad Prism 8.0软件进行

统计分析及绘制统计图。相关性分析采用Pearson
χ2相关检验。非正态分布连续变量采用M（范围）

表示，组间比较使用Mann⁃Whitney U秩和检验。使

用X⁃tile软件的最小P值法选取CD8+T细胞计数的

最佳截断值，将患者分为高CD8+T细胞浸润组和低

CD8+T细胞浸润组［12］。使用Kaplan⁃Meier生存曲线

进行生存描述，采用Log⁃rank检验比较两组患者的

总体生存。使用 Cox多因素分析校正影响生存的

混杂因素。P<0.05被认为差异具有统计学意义。

结 果

一、CD8+T细胞在结直肠癌中的分布特征

CD8+T 细胞在肿瘤微环境中的分布大致可分

为肿瘤中心与肿瘤浸润边缘两个位置，见图 1。肿

瘤浸润边缘比肿瘤中心有更多的 CD8+T 细胞浸

润［M（范围）：37（0~141）个/视野比14（0~106）个/视野，

Z=-11.985，P<0.001］；且肿瘤中心的CD8+T细胞呈

现出较明显的正偏态分布；见图 2A。肿瘤中心与

浸润边缘的CD8+T细胞数量呈正相关趋势（r=0.610，
P<0.001），见图2B。

二、CD8B基因表达量与 CD8+T细胞数量的相

关性

CD8B基因相对表达量并评估其与 CD8+T 细

胞数量的相关性分析结果显示，肿瘤中心CD8B基

因相对表达量与 CD8+T 细胞计数呈正相关趋势，

差异有统计学意义（r=0.524，P=0.012）；两者在浸

图 1 结直肠癌肿瘤中心及浸润边缘CD8+T细胞浸润情况（免疫组

织化学染色，×100）
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润边缘中显示出正相关的趋势，但差异并未达到

统计学意义（r=0.396，P=0.068）；见图3。
三、CD8+T细胞不同浸润水平的结直肠癌患者

临床资料比较

肿瘤中心和浸润边缘的CD8+T细胞数量的最佳

截断值分别为2.6个/视野和24.8个/视野，据此分为

高CD8+T细胞浸润组（肿瘤中心：≥2.6个/视野；浸润

边缘：≥24.8个/视野）和低CD8+T细胞浸润组（肿瘤

中心：<2.6个/视野；浸润边缘：<24.8个/视野）。在肿

瘤中心组织中，除TNM分期外（P=0.021），CD8+T细

胞低浸润组与高浸润组患者其余临床病理资料比

较，差异均无统计学意义（均P>0.05）。在肿瘤浸润

边缘组织中，CD8+T细胞低浸润组与高浸润组患者

的肿瘤位置、神经浸润、TNM分期比较差异有统计

学意义（均P<0.05）。见表1。
四、CD8+T细胞浸润水平与结直肠癌预后的相

关性

术后中位随访时间 83（1~117）个月，生存分析

结果显示，无论是肿瘤中心还是浸润边缘，CD8+T细

胞高浸润组患者总体生存均优于 CD8+T 细胞低

浸润组（中位总体生存时间：84.1个月比 73.5个月，

P<0.001；84.2 个月比 75.9 个月，P=0.002），见图 4。
Cox回归分析结果显示，年龄<60岁（P<0.001）和肿

瘤中心高CD8+T细胞浸润（P=0.013）是影响总体生

存的独立保护因素；而浸润边缘的CD8+T细胞数量

并不是影响生存的独立因素（P=0.521），见表2。
讨 论

近 年 来 ，以 程 序 性 死 亡 受 体 1 及 其 配 体

（programmed death 1 / programmed death ⁃ ligand 1，
PD⁃1/PD⁃L1 单抗）等免疫检查点抑制剂为代表的

免疫治疗药物逐渐引起重视，而免疫治疗的效果

依赖于肿瘤浸润淋巴细胞尤其是 CD8+T细胞的浸

润特征［13⁃14］。本研究通过对 221 例结直肠癌中

CD8+T细胞在肿瘤中心和浸润边缘分布情况的分

析，发现肿瘤中心CD8+T细胞浸润水平与患者总体

生存密切相关。

结直肠癌的肿瘤环境存在异质性，可分为肿瘤

中心和浸润边缘［15］。本研究发现，肿瘤浸润边缘的

CD8+T细胞显著多于肿瘤中心，这与在胰腺癌中的

研究结论是一致的［7］。同时，本研究发现肿瘤中心

与浸润边缘的CD8+T细胞数量呈正相关趋势，这说

明，尽管结直肠癌肿瘤的不同位置存在异质性，但

A2

B2

图2 本组221份结直肠癌石腊标本肿瘤中心与浸润边缘CD8+T细

胞数量及两者相关性 2A.两个区域CD8+T细胞浸润数量的比较；

2B.两个区域CD8+T细胞浸润水平的相关性

图 3 本组 22份新鲜结直肠癌组织标本 CD8B基因相对表达量与

CD8+T细胞数量的相关性分析 3A.肿瘤中心；3B.肿瘤浸润边缘

A3

B3
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CD8+T细胞在肿瘤中心和边缘的浸润特征是类似

的，与既往研究一致［16］。本研究对CD8+T细胞计数

的方法基于免疫组织化学染色，是目前临床上评估

肿瘤组织中 CD8+T 细胞的常用方法。肿瘤中心

CD8+T细胞数量与CD8B基因相对表达量显著相关，

进一步确认了基于免疫组化染色CD8+T细胞计数方

法的可靠性。CD8B基因表达量与浸润边缘CD8+T
细胞数量存在正相关的趋势（P=0.068），但差异未达

到统计学意义。猜测这是由于本研究用于提取

RNA的组织为肿瘤的癌巢，即主要为肿瘤中心而非

浸润边缘；其次，较少的样本量也可能是结果呈现

边缘性的原因。

既往研究在探索 CD8+T细胞浸润与生存预后

的关系时，表现出不一致的结论［16⁃17］。本研究表

明，尽管浸润边缘有更多CD8+T细胞浸润，但肿瘤

中心的 CD8+T 细胞水平对患者的总体生存有更

强的预测能力，这可能是因为浸润至肿瘤上皮内
图4 根据肿瘤中心与浸润边缘CD8+T细胞浸润水平高低分组后两

组生存曲线比较 4A.肿瘤中心；4B.肿瘤浸润边缘

A4

B4

表1 肿瘤中心及浸润边缘CD8+T细胞不同浸润水平的结直肠癌患者临床病理资料比较［例（%）］

基线资料

性别

女

男

年龄（岁）

<60
≥60

肿瘤位置

结肠

直肠

肿瘤分化程度 a

低分化

中高分化

脉管浸润 a

否

是

神经浸润 a

否

是

微卫星状态 a

稳定

不稳定

肿瘤TNM分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

例数

103
118

96
125

117
104

12
180

203
16

200
19

123
56

133
88

肿瘤中心CD8+T细胞计数（个/视野）

<2.6（37例）

12（32.4）
25（67.6）

15（40.5）
22（59.5）

17（45.9）
20（54.1）

1（3.3）
29（96.7）

33（89.2）
4（10.8）

35（94.6）
2（5.4）

21（75.0）
7（25.0）

16（43.2）
21（56.8）

≥2.6（184例）

91（49.5）
93（50.5）

81（44.0）
103（56.0）

100（54.3）
84（45.7）

11（6.8）
151（93.2）

170（93.4）
12（6.6）

165（90.7）
17（9.3）

102（67.5）
49（32.5）

117（63.6）
67（36.4）

χ2值

3.588

0.152

0.873

0.095

0.305

0.207

0.610

5.320

P值

0.058

0.697

0.350

0.758

0.581

0.649

0.435

0.021

浸润边缘CD8+T细胞计数（个/视野）

<24.8（46例）

17（37.0）
29（63.0）

22（47.8）
24（52.2）

16（34.8）
30（65.2）

2（5.9）
32（94.1）

40（88.9）
5（11.1）

37（82.2）
8（17.7）

24（64.9）
13（35.1）

20（43.5）
26（56.5）

≥24.8（175例）

86（49.1）
89（50.9）

74（42.3）
101（57.7）

101（57.7）
74（42.3）

10（6.3）
148（93.7）

163（93.7）
11（6.3）

163（93.7）
11（6.3）

99（69.7）
43（30.3）

113（64.6）
62（35.4）

χ2值

2.174

0.455

7.688

0.010

0.607

4.565

0.322

6.763

P值

0.140

0.500

0.006

0.922

0.436

0.033

0.571

0.009

注：a部分数据缺失
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的淋巴细胞更直接接触癌细胞，从而发挥更强大

的杀伤作用。需要指出，浸润边缘的高 CD8+T 细

胞浸润水平可能同样是保护因素，尽管这一结果

在多因素分析中未能被证实，需要更大样本量的

深入研究。

目前临床上用于评估结直肠癌免疫水平的方

法如免疫评分法等，将肿瘤中心和浸润边缘的CD8+

T细胞水平均包含在内，但并未考虑两者的权重［18］。

而本研究认为，CD8+T细胞在肿瘤内的分布存在异

质性，且不同的浸润位置与预后的关系也不完全一

致。因此，需要进一步研究，通过大样本数据构建

合理的模型，将肿瘤不同位置的免疫细胞丰度得分

以及不同免疫细胞类型得分进行加权，更加准确地

评估结直肠癌的免疫水平，为免疫治疗应答效果的

预测提供更加可靠的参考［19］。

综上，结直肠癌中CD8+T细胞在肿瘤中心的浸

润水平低于浸润边缘，且两者成正相关。肿瘤中心

的CD8+T细胞浸润水平与总体生存有关，可考虑作

为结直肠癌的潜在预后标志物。

利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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