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摘要：目的  探讨原发性肝癌患者行肝动脉化疗栓塞术（TACE）前后外周血程序性死亡分子 1（PD-1）、

配体（PD-L1）的表达及临床意义。方法   采集中南大学湘雅医学院附属海口医院 28 例中晚期肝癌患者（肝

癌组）TACE 治疗前后外周血及 20 例健康体检者（对照组）外周血标本，流式细胞仪检测 CD4+T、CD8+T 细

胞及抗原提呈细胞（APC）表面 PD-1、PD-L1 的表达，并随访 PD-1、PD-L1 表达与肿瘤分化、疗效的关系。

结果  肝癌组外周血CD4+T、CD8+T细胞及APC表面PD-1、PD-L1表达与对照组比较，差异有统计学意义（P < 

0.05），肝癌组均高于对照组 ；治疗前后肝癌组外周血 CD4+T、CD8+T 及 APC 表面 PD-L1 表达，差异有统计

学意义（P <0.05），治疗后较治疗前下降 ；CD4+T、CD8+T 及 APC 表面 PD-1 表达也较治疗前下降，但差异无

统计学意义（P >0.05）；细胞分化差的肝癌组患者外周血 PD-1、PD-L1 表达较高 ；治疗效果差的肝癌组外周血

PD-1、PD-L1 表达较高。结论  肝癌患者外周血 PD-1、PD-L1 表达升高，治疗前后监测 PD-1、PD-L1 表达

可能预测患者预后状态。
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Abstract:  Objective  To investigate the expression of programmed death 1 (PD-1) / programmed death ligand 
1 (PD-L1) in peripheral blood of patients with primary hepatocellular carcinoma (HCC) pre and post-transcatheter 
arterial chemoembolization (TACE) and its clinical significance.  Methods  A total of 20 healthy volunteers and 28 
HCC patients were enrolled. The levels of PD-1 and PD-L1 on the surface of CD4+ T cells, CD8+ T cells and antigen-
presenting cells (APC) in peripheral blood were detected by flow cytometry. Relationship between the expression 
of PD-1 and PD-L1 and the differentiation and outcomes of tumor was analyzed.  Results  The levels of PD-1 and 
PD-L1 on the surface of CD4+ T cells, CD8+ T cells and APC in peripheral blood of HCC patients were increased 
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原发性肝癌的全球发病率呈上升趋势，预计到

2020 年肝癌新发病例将上升至 95 374 例 [1]。在全球

癌症死亡原因中排名第 3 位 [2]。我国是肝癌的高发

地，其发病率和病死率均占世界首位。原发性肝癌恶

性程度高，早期多无明显的症状和体征，出现临床症

状时多处于中晚期，导致约 80% 的患者就诊时已无

法行根治性手术切除，非手术治疗以肝动脉介入栓塞

化 疗（transcatheter arterial chemoembolization, TACE）

为首选，生存期可获得明显延长。自 2008 年以来索

拉非尼药物治疗成为晚期肝癌患者标准的一线治疗

方法，能延长晚期肝癌患者近 3 个月生存期 [3]。肝癌

对放化疗均相对不敏感，治疗效果差，新兴的免疫治

疗给肝癌患者带来新的曙光，近年来程序性死亡受

体 1（programmed death 1, PD-1）和程序性死亡配体

（programmed death ligand 1, PD-L1）作为免疫治疗新

的靶点成为国内外学者研究热点之一。

PD-1，又称 CD279，为 CD28 免疫球蛋白超家

族成员，是一种重要的免疫抑制分子。PD-L1，又称

CD274 或 B7-H1（B7 homolog 1），是 B7 家族中一个负

性 T 细胞共刺激分子。目前研究结果表明，表达于肿

瘤细胞表面的 PD-L1 与表达于 CD8+T 细胞表面的受体

PD-1 的结合后，可以在体外抑制 T 细胞的增殖和细胞

因子的产生，进而导致细胞毒性 T 淋巴细胞（cytotoxic 

T lymphocytes, CTL）的凋亡和耗竭，从而抑制机体的

抗肿瘤免疫和介导肿瘤免疫逃逸的发生 [4]。

关于 PD-1 与 PD-L1 的体内研究，目前主要集中

在采用免疫组织化学来检测恶性肿瘤组织标本，关于

恶性肿瘤治疗前后外周血 PD-1 和 PD-L1 表达变化

的研究较少，目前尚未见文献关于肝癌患者介入治疗

前后外周血 PD-1 和 PD-L1 表达变化及临床意义研究

的报道。既往研究显示，多种恶性肿瘤组织如非小细

胞肺癌 [5-6]、胃癌 [7]、肝癌 [8]、乳腺癌 [9]、宫颈癌等 [10]

患者组织标本中 PD-1 和 PD-L1 表达升高，且高水平

PD-1 和 PD-L1 可能与肿瘤的恶性程度高、肿瘤分期

晚、预后差有关，但 PD-L1 与各种不同恶性肿瘤预

后之间的相关性仍存在争议 [11]。因原发性肝癌患者手

术标本获取不易，本研究通过流式细胞术检测 TACE

治疗前后肝癌患者外周血 CD4+T、CD8+T 及抗原提

呈细胞（antigen-presenting cells, APC）表面 PD-1 和

PD-L1 表达变化，并分析 PD-1 和 PD-L1 表达与患者

细胞分化程度、疗效的关系，探讨 PD-1 和 PD-L1 与

肿瘤进展及疗效的关系，为肝癌患者的免疫治疗提供

更多的理论依据。

1    资料与方法

1.1    研究对象

选取 2014 年 1 月—2016 年 12 月中南大学湘雅

医学院附属海口医院临床资料完整的 28 例有 TACE

治疗指征的中晚期肝癌患者（肝癌组）。均经临床及

病理组织学检查确诊为原发性肝癌，且无手术指征。

其中，男性 25 例，女性 3 例 ；年龄 36 ～ 71 岁，中位

年龄 57 岁；病理类型均为肝细胞癌，高 - 中分化 16 例，

低分化 12 例。所有患者肝、肾、心、肺功能基本正常，

KPS 评分 >60 分，预计生存期 >3 个月，且无合并自身

免疫性疾病。所有患者或法定代理人知情并签署知情

同意书，并报本院医学伦理委员会批准。选取同时期

体检的年龄、性别相匹配的健康志愿者 20 例为对照

组。

1.2    材料与方法

1.2.1       主要试剂与材料    荧光抗体 PerCP-Cy5.5-

CD4、APC-H7-CD8、PE-PD-1、PE-Cy7-PD-L1、

APC-CD85g（ILT7）、FITC-CD149（美国 BD 公司），

红细胞裂解液（FACS Lysing Solution，美国 BD 公司）、

淋巴细胞分离液（美国 Cell Grow 公司），FACS Canto

流式细胞仪（美国 BD 公司）。

1.2.2    TACE 治疗    所有患者均采用 Seldinger 技术经

股动脉穿刺行动脉灌注化疗，化疗方案为 ：吡柔比星

than those in healthy volunteers (P < 0.05). The expression of PD-L1 on the surface of CD4+ T cells, CD8+ T cells 
and APC in peripheral blood of HCC patients was decreased after TACE comparing to those in patients prior to 
treatments, while no obvious difference was identified in patients prior to and post treatments. High expression of 
PD-1 and PD-L1 was determined in patients with poor differentiation or poor outcomes.  Conclusions  The levels of 
PD-1 and PD-L1 in peripheral blood of patients with hepatocellular carcinoma are responsive to TACE and clinical 
prognosis.

Keywords:  hepatocellular carcinoma; chemoembolization, therapeutic; programmed death 1; programmed 
death ligand 1
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25 ～ 40 mg/m2+ 奥沙利铂 100 ～ 130 mg/m2，将碘油与

化疗药混匀制成乳剂行远侧栓塞，依肿瘤的大小一般

用碘油 5 ～ 20 ml，注入适量的明胶海绵行近侧栓塞。

1.2.3    PD-1 和 PD-L1 检测    在 TACE 治疗前、治疗

后 1 个月内采集肝癌患者外周血 5 ～ 10 ml。流式管加

混匀全血 80 μl，加预先按比例混合的荧光抗体（18 μl，

共 6 种），蜗旋混匀，避光室温 45 min ；加 1.2 ml 红细

胞裂解液，蜗旋 1 min，避光室温 15 min ；2 100 r/min 

离心 5 min，弃上清液，加 PBS 1.5 ml，蜗旋，2 100 r/min

离心 5 min，弃上清液，加 300 ～ 400 μl 固定液（1%

多聚甲醛 PFA，4℃保存），2 h 内上机检测。

1.3    疗效评价

治疗前 1 周、治疗后 3 个月评价疗效，常规行肝

脏彩超 /CT/MRI、胸部 CT 检查，对比治疗前后肿瘤大

小变化。按《常见恶性肿瘤诊治规范》来评价肝癌患

者的疗效，显效（PR）：肿瘤缩小 <50% ；有效（PC）：

肿瘤缩小介于 25% ～ 50% ；稳定（NC）：肿瘤缩小 > 

25% ；进展（PD）：肿瘤增大 >25%，并有新病灶出现。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，组间数据的比较采用 t

检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    两组外周血 PD-1、PD-L1 表达比较

肝癌组患者外周血 CD4+PD-1、CD8+PD-1、APC  

PD-1、CD4+PD-L1、CD8+PD-L1 及 APC PD-L1 表 达

差异有统计学意义（P <0.05），肝癌组均高于对照组。

见表 1。

2.2    肝癌组治疗前后外周血 PD-1、PD-L1 表达
比较

肝 癌 组 患 者 经 TACE 治 疗 后 1 个 月 内 外 周 血

CD4+T、CD8+T 及 APC 表面 PD-L1 水平与治疗前比较，

差异有统计学意义（P <0.05），治疗后较治疗前下降，

CD4+T、CD8+T 及 APC 表面 PD-1 表达也较治疗前下降，

但差异无统计学意义（P >0.05）。见表 2。

2.3    肝癌组外周血 PD-1、PD-L1 表达与肿瘤细
胞分化程度的关系

细胞分化差的肝癌组患者外周血 PD-1、PD-L1

表达较高，以 CD8+T 细胞表面的 PD-1、PD-L1 表达

升高最明显，差异有统计学意义（P <0.05）。见表 3。

2.4    PD-1、PD-L1 表达与疗效的关系

肝癌组患者经 TACE 治疗后 3 个月，治疗有效

（PR+PC+NC）的患者有 15 例，肿瘤进展（PD）的 13

例，其中肿瘤进展者 PD-L1 表达高于治疗有效的患

者，CD8+PD-L1 表达升高比较明显，差异有统计学意

义（P <0.05）。见表 4。

表 1    两组外周血 PD-1、PD-L1 表达比较    （x±s）

组别 n CD4+ PD-1 CD8+ PD-1 APC PD-1 CD4+ PD-L1 CD8+ PD-L1 APC PD-L1

肝癌组 28 8.97±4.49 3.18±0.78 2.70±0.78 11.18±1.32 50.52±18.09 32.12±2.91

健康组 20 4.51±1.58 1.01±0.64 0.98±0.37 5.09±1.53 8.37±2.76 13.09±4.34

t 值 9.980 19.130 6.740 8.260 128.460 64.650

P 值 0.003 0.000 0.014 0.007 0.000 0.000

表 2    肝癌组治疗前后外周血 PD-1、PD-L1 表达比较    （n =28，x±s）

时间 CD4+ PD-1 CD8+ PD-1 APC PD-1 CD4+ PD-L1 CD8+ PD-L1 APC PD-L1

治疗前 8.97±4.49 3.18±0.78 2.70±0.78 11.18±1.32 50.52±18.09 32.12±2.91

治疗后 7.43±4.28 2.76±3.36 1.85±1.59 5.78±2.40 29.77±14.36 17.37±2.67

t 值 0.540 1.230 4.170 7.500 38.800 44.280

P 值 0.470 0.276 0.051 0.011 0.000 0.000

程小珍，等 ：肝癌患者 TACE 治疗前后外周血 PD-1、PD-L1 的表达及临床意义
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3    讨论

原发性肝癌恶性程度高、治疗效果差、危害大，

目前尚无特效的治疗方法和有效的疗效监测指标，综

合使用介入、化疗、免疫、分子靶向等治疗是目前提

高肿瘤局部控制率、改善疗效、延长生存期的主要方

法，迫切需要新的治疗手段来改善患者预后。PD-1

和 PD-L1 是一对负性免疫共刺激分子，因其参与 T 淋

巴细胞活化、介导肿瘤免疫逃逸，近年来成为国内外

学者的研究热点，也是肿瘤免疫治疗的靶点之一。

生理情况下，组织细胞表面的 PD-L1 与淋巴细

胞表面的 PD-1 结合后，可抑制淋巴细胞功能，诱导

活化的淋巴细胞凋亡，在维持外周 T 淋巴细胞耐受和

调节炎症反应发挥重要作用，从而避免自身免疫性疾

病的发生 [13]。到目前为止，应用免疫组织化学方法已

经在多种恶性肿瘤组织表面检测到 PD-L1 高表达，

PD-L1 可与肿瘤浸润淋巴细胞表面的 PD-1 结合，可

抑制淋巴细胞的功能及诱导其发生凋亡，从而抵抗淋

巴细胞对肿瘤细胞的杀伤作用，最终导致肿瘤发生免

疫逃逸 [14]。但 PD-1 和 PD-L1 表达与各种恶性肿瘤

患者预后关系尚不明确，比如在肝癌、胃癌患者中高

表达 PD-L1 患者预后不良，在乳腺癌患者中高表达

PD-L1 则对预后有益，而在非小细胞肺癌 [15-16] 中高表

达 PD-L1 预测预后作用存在争议。

本研究通过流式细胞仪检测发现，肝癌组患者外

周血 CD4+T、CD8+T 及 APC 表面 PD-1、PD-L1 表达

高于对照组，与既往研究结果一致 [17-18]。本研究还发

现，肝癌组患者治疗前 PD-1 和 PD-L1 表达升高，经

过治疗后 PD-1 和 PD-L1 表达下降，与 ZENG 等 [19] 的

研究结果一致，但 PD-L1 表达下降较明显，且 PD-1、

PD-L1 表达与肿瘤组织分化程度有关，肿瘤细胞分化

差的患者外周血 PD-1、PD-L1 表达较高。因本研究样

本例数较少，未能进一步分析 PD-1、PD-L1 表达与患

者年龄、性别、AFP 等指标之间的关系，需要在今后

进一步加大样本量来研究，以获得更多的关于 PD-1

和 PD-L1 表达与患者临床生物学特征之间相关性的

信息。本研究还发现，经治疗后疗效好的患者外周血

PD-1、PD-L1 表达较低，考虑治疗后疗效好的患者体

内肿瘤负荷减少更明显所致，动态监测外周血 PD-1

和 PD-L1 表达可能预测患者疗效。既往有研究报道

PD-L1 表达与患者肿瘤的侵袭性、血管侵犯等有关，

考虑细胞分化差、恶性程度高的肿瘤侵袭性更强、更

容易出现血管侵犯，也更容易出现远处转移和疾病不

容易控制 [20-21]。笔者推测，TACE 阻断肿瘤血管可能

减少肿瘤细胞浸润，进一步降低 PD-L1 表达，对于治

疗效果不好的患者联合使用抑制肿瘤血管生成的药物

可能可以进一步降低 PD-L1 表达，从而可能进一步增

加治疗效果。

综上所述，肝癌患者外周血 PD-1、PD-L1 表达

升高，且与细胞分化、治疗效果有关，严密及动态监

测患者外周血 PD-1、PD-L1 表达变化可能可以预测

患者疗效、预后情况，同时可能根据 PD-1、PD-L1

表达与患者更多的临床生物学特征筛选出对 TACE 及

免疫治疗效果更好的病例，为肝癌患者免疫治疗提供

理论基础。

分化程度 n CD4+ PD-1 CD8+ PD-1 APC PD-1 CD4+ PD-L1 CD8+ PD-L1 APC PD-L1

高 - 中分化 16 9.26±5.20 0.80±0.96 1.47±1.05 3.91±2.58 29.39±29.54 30.48±25.43

低分化 12 9.10±5.70 5.08±4.71 1.80±1.68 14.64±21.24 67.30±31.19 35.71±19.13

t 值 0.080 3.090 -0.650 -2.010 -3.280 0.620

P 值 0.939 0.005 0.519 0.055 0.003 0.539

表 3    肝癌组外周血 PD-1、PD-L1 表达与肿瘤分化程度的关系    （x±s）

表 4    肝癌组外周血 PD-1、PD-L1 表达与疗效的关系    （x±s）

疗效评价 n CD4+ PD-1 CD8+ PD-1 APC PD-1 CD4+ PD-L1 CD8+ PD-L1 APC PD-L1

PR+PC+NC 15 7.73±3.67 2.13±3.76 1.54±1.23 5.83±5.53 28.04±27.08 28.08±20.82

PD 13 10.87±6.49 4.21±4.38 1.69±1.49 11.60±20.80 65.95±33.37 38.13±22.18

t 值 -1.600 1.340 -0.290 0.180 7.240 1.230

P 值 0.122 0.193 0.772 0.675 0.012 0.229
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