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TCRγδ/δ2在结直肠癌患者外周血和肿瘤组织中的表达及
相关性
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［摘要］ 目的 检测 TCRαβ、TCRγδ 及 TCRδ2 在结直肠癌患者外周血和肿瘤组织中的表达和相关性，

为以 γδT 细胞为基础的免疫治疗提供依据．方法 使用流式细胞仪检测 TCRαβ、TCRγδ 及 TCRδ2 三者在

结直肠癌患者外周血、正常肠道粘膜组织、癌旁组织及癌组织中的表达；分析结直肠癌患者外周血中 TCRδ2 与

组织中 TCRγδ 和 TCRδ2 表达水平的相关性． 结果 外周血中 TCRγδ 和 TCRδ2 在结直肠癌组中表达高于

对照组 （ ＜0.05） ．TCRγδ 和 TCRδ2 在癌旁组织和癌组织中的表达高于正常肠道粘膜组织 （ ＜0.05） ．当

外周血 TCRδ2 升高到较高水平时，癌旁组织中 TCRγδ 和 TCRδ2 水平同步升高 （ ＜0.05），而癌组织中

TCRγδ 和 TCRδ2 水平反而降低 （ ＜0.05） ．结论 结直肠癌患者外周血 Vδ2 T 细胞的水平与癌组织中浸润

的 γδ T 细胞和 Vδ2 T 细胞具有相关关系，为 Vδ2 T 细胞的局部介入治疗提供了理论依据．
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［Abstract］ Objective To investigate the expression and correlation of TCRαβ， TCRγδ and TCRδ2 in

peripheral blood and tumor tissue of colorectal cancer patients，and provide evidence for immunotherapy based on

γδ T cell．Methods The expression of TCRαβ， TCRγδ and TCRδ2 in peripheral blood， normal

intestinal mucosa，paracancerous and carcinoma tissue of colorectal cancer patient were detected with flow cytometry.

The correlation between the expression of TCRδ2 in peripheral blood and TCRγδ， TCRδ2 in tissue was

analyzed. Results The expression levels of TCRγδ，TCRδ2 in peripheral blood were obviously higher than that

of the control group. The expression levels of TCRγδ，TCRδ2 in paracancerous and carcinoma tissue were higher

than those of the nomal intestinal mucosa tissue. With the expression of TCRδ2 in peripheral blood at a high level the

expression of TCRγδ and TCRδ2 in paracancerous tissues increased simultaneously，whereas the expression of

TCRγδ and TCRδ2 declined in carcinoma tissue．Conclusions There are correlation between the level of

Vδ2 T cell in peripheral blood and the level of γδ T cell and Vδ2 T cell in carcinoma tissue of colorectal cancer

patient， which may provide theoretical evidence for regional intervention therapy of Vδ2 T cell.
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结直肠癌是最为常见的消化系统恶性肿瘤之

一，近年来其发病率的逐年增高，对人类的健康

提出了严峻的挑战．随着人类对结直肠癌认识水平

的不断提高、手术技术的进步、新的化疗药物、分



子靶向药物的上市，患者生存率得到显著提高．免

疫治疗作为以上各种治疗方案的一个有益补充，由

于治疗的靶向和毒性完全不同于传统的化疗，在结

直肠癌的辅助治疗中起到了特殊的作用．

根据表达的 T 细胞受体 （TCR） 类型不同，T

淋巴细胞可分为 TCRαβ T 细胞和 TCR γδ T 细

胞 （简称 αβ T 细胞和 γδ T 细胞） ．γδ T 细

胞[1]绝大部分为 CD4- CD8- 表型，主要识别 MICA

和 MICB 分子 [2]、热休克蛋白 [3，4]等，既杀伤 NK 细

胞敏感的肿瘤细胞，也杀伤 NK 细胞不敏感的肿瘤

细胞．γδ T 细胞在肿瘤抗原的识别上不受主要

组织相容性复合物 （MHC） 分子的限制，并且在

肠上皮中含量丰富[5]，其识别的抗原 MICA 和 MICB

往往在结直肠癌中过度表达[2]，许多研究已证实了

其抗肿瘤的活性[6-8]．

γδ T 细胞主要分为 Vδ1 T 细胞和 Vδ2 T 细

胞两个亚型，Vδ1 T 细胞在肠上皮等上皮组织中

十分丰富，占上皮 T 细胞总体数量的 50％以上，

Vδ2 T 细胞主要分布在外周血中，占外周血 γδ

T 细胞的 50%～95％．

本研究采用流式细胞技术，对结直肠癌患者外

周血、肿瘤组织中 γδ T 细胞和 Vδ2 T 细胞的分

布情况及相关关系进行研究，为进一步开展结直肠

癌患者以 γδ T 细胞为基础的免疫治疗奠定基础.

1 材料与方法

1.1 研究对象

试验组：昆明医科大学第一附属医院肿瘤科

2012 年 3 月至 2014 年 1 月，经病理确诊的结直肠

癌住院患者 26 例，其中男性 15 例，女性 11 例．

年龄 40～66 岁．直肠癌 16 例，乙状结肠癌 4 例，

降结肠癌 2 例，升结肠癌 3 例，横结肠癌 1 例．术

后肿瘤分期情况：I 期 3 例，II 期 11 例，III 期 7

例，IV 期 5 例，高分化腺癌 2 例，中分化腺癌 21

例，低分化及粘液腺癌 3 例．对照组：健康体检者

30 例，其中男 15 例，女 15 例．年龄 40～60 岁．

1.2 标本

结直肠癌组织标本取自研究对象，均为术后新

鲜标本，以及手术前 1 d 外周静脉血 2 mL．

1.3 主要的试剂和耗材

CD45-FITC/TCRγδ-PE/TCRαβ-PC5 荧 光

抗体: Beckman-Coulter 公司; TCRδ2－FITC/CD3－

PE/CD45-PC5 荧光抗体: Beckman-Coulter 公司．

1.4 主要仪器设备

EPICS XL 4clr 流式细胞仪：Beckman-Coulter

公司．

1.5 方法

1.5.1 外周血细胞免疫细胞检测 抽取外周血 2

mL，肝素抗凝后，取 4 支试管，其中 2 支分别加

入 CD45-FITC/ TCRγδ-PE/TCRαβ-PC5 及

TCRδ2-FITC/CD3-PE/CD45-PC5 荧光抗体 20 滋L，

其余 2 支分别加入各自的同型对照 20 滋L，然后再

加入血 100 滋L，静置避光保存 30 min 后，使用

NH4CL 溶血素溶去红细胞，10 min 后上机检测．

其 中 TCRαβ 标 记 细 胞 为 TCRαβ T 细 胞 ，

TCRγδ、TCRδ2 标记细胞分别为 TCRγδ 和

Vδ2 T 细胞．检出 TCRαβ、TCRγδ 和 Vδ2 T

细胞在淋巴细胞中的比例．

1.5.2 组织中免疫细胞检测 手术中取正常肠粘

膜组织、癌旁组织及癌组织各 1 块，用生理盐水反

复冲洗后制备细胞悬液，使用研磨机械法尽量使组

织中浸润的淋巴细胞游离出来，取出组织块，液体置

入10 mL试管后离心，2 000 r/min，5min，调节细胞数

为 1.0 ×106/mL， 在 试 管 中 分 别 加 入 CD45 －

FITC/TCRγδ-PE/TCRαβ-PC5 及 TCRδ2-FITC/

-CD3-PE/ CD45-PC5 荧光抗体 20μL，另外 2 支

试管加入 20 滋L 同型对照 CD45-FITC/IgG1-PE

/IgG1-PC5，IgG1-FITC/IgG1-PE/CD45-PC5．然后

再加入配制好的细胞悬液 100 滋L，静置避光保存

30 min 后上机检测，得到在正常粘膜组织、癌旁组

织和癌组织中浸润淋巴细胞中 TCRαβ、TCRγδ

和 Vδ2 T 细胞的比例．

1.6 统计学处理

使用 SPSS 统计软件包进行统计分析，计量资

料用 （x±s） 进行统计学描述，均数比较用 检验

及方差分析，多组间两两比较采用 检验或 LSD

法，各指标的相关分析采用 Pearson 相关分析，

＜0.05 为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 外周血 TCRαβ、TCRγδ和 TCRδ2特点

结直肠癌患者与正常对照组比较，外周血

TCRαβ 变 化 无 显 著 性 意 义 （ ＞0.05）， 而

TCRγδ 和 TCRδ2 变化有显著性意义 （ ＜

0.05），TCRγδ 和 TCRδ2 在结直肠癌患者中明

显升高．TCRγδ 和 TCRδ2 在正常对照组外周血

中的比例分别为 （3.29±1.28） ％和 （2.89 ±

1.31） ％，而结直肠癌患者可达 （8.49±6.91） ％

和 （7.15±6.74） ％ （见表 1、图 1） ．
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2.2 结直肠癌患者组织中 TCRαβ、TCRγδ和

TCRδ2表达水平

正常粘膜、癌旁组织和癌组织中 TCRαβ 水

平变化无显著性差异 （ ＞0.05）；TCRγδ 水平在

癌旁组织和癌组织中与正常粘膜比较，有显著性意

义 （ ＜0.05），而癌旁组织与癌组织比较无显著性

意义 （ ＞0.05），TCRγδ 在癌旁组织中的比例为

（20.70 ±13.53） ％ ， 癌 组 织 中 为 （16.52 ±

18.05） ％；TCRδ2 水平在癌旁组织和癌组织中与

正常粘膜比较，有显著性意义 （ ＜0.05），癌旁组

织与癌组织比较仍有显著性意义 （ ＜0.05），

TCRδ2 在 癌 旁 组 织 中 的 比 例 为 （17.53 ±

18.02） ％，癌组织中为 （10.45±9.23） ％，癌旁

组织中的比例较癌组织中高 （表 2 及图 2） ．

2.3 结直肠癌患者外周血 TCRδ2 水平与组织中

TCRγδ和 TCRδ2水平的相关性分析

外周血 TCRδ2 水平在中等水平组时 （3％～

5％），癌旁组织和癌组织中 TCRγδ 和 TCRδ2

水平较正常组织高 （ ＜0.05）；当外周血 TCRδ2

水 平在高水平组 （＞5％） 时 ， 癌旁组 织中

TCRγδ 和 TCRδ2 水平相应升高 （ ＜0.05），而

癌组织中 TCRγδ 和 TCRδ2 水平反而降低 （ ＜

0.05），见表 3.

3 讨论

机体抗肿瘤免疫反应是以细胞免疫为主，在应

用经典的细胞免疫检测方法评价恶性肿瘤时，往往

显示出患者的免疫状态低下．事实上，在结直肠癌

的早中期，已明显地出现免疫功能的紊乱．本研究

中，外周血中 TCR γδ 和 TCR δ2 的变化明显，

分别达 （8.49±6.91） ％和 （7.15±6.74） ％，说明

与正常粘膜组比较，* ＜0.05.

表 2 结直肠癌患者组织中TCRαβ、TCRγδ和 TCRδ2检测结果比较［（x±s），％］

Tab. 2 Comparision of TCRαβ, TCRγδ and TCRδ2 in the tissue of colorectal cancer patients ［（x±s），％］

组 别 n TCRαβ TCRγδ TCRδ2

正常粘膜 26 59.39±9.74 6.84±5.64 6.43±6.52

癌旁组织 26 63.13±13.48 20.70±13.53* 17.53±18.02*

癌组织 26 62.94±12.85 16.52±18.05* 10.45±9.23*

表 1 结直肠癌患者外周血 TCRαβ、TCRγδ和 TCRδ2检测结果比较［（x±s），％］

Tab. 1 Comparision of TCRαβ, TCRγδ and TCRδ2 in the peripheral blood of colorectal carcinoma patients

［（x±s），％］

组 别 n TCRαβ TCRγδ TCRδ2

正常对照组 35 62.30±6.26 3.29±1.28 2.89±1.31

结直肠癌组 26 61.45±11.03 8.49±6.91* 7.15±6.74*

图 1 流式检测图

Fig. 1 Figure of flow cytometry

A:外周血 TCRαβ；B：外周血 TCRγδ； C：外周血 TCRδ2.

A B C

与正常对照组比较，* ＜0.05.
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γδ T 细胞在结直肠癌患者中具有抗肿瘤活性，与

Todaro 等 [9，10]研究结果一致．

对结直肠癌患者正常粘膜、癌旁组织和癌组织

标本中的 TCRαβ、TCR γδ 和 TCR δ2 水平进

行分析发现，TCRαβ 的水平在 3 种组织中的变

化无差异，而 TCR γδ 和 TCR δ2 水平显现出明

显的改变，TCR γδ 和 TCR δ2 在癌组织中有较

高的分布，且癌旁组织高于癌组织．按理论推测，

由于 γδ T 细胞有显著的组织学分布特点，肠粘

膜上皮含量丰富的 Vδ1 T 细胞应成为局部肿瘤组

织抗肿瘤免疫效应的主要效应细胞，而本研究显示

Vδ2 T 细胞在肿瘤组织中的分布却较高，推测肿

瘤微环境可能对 Vδ1 T 细胞存在抑制作用或屏蔽

效应．癌旁组织的 Vδ2 T 细胞高于癌组织，说明

肿瘤组织中 Vδ2 T 细胞含量减少而使肿瘤生长缺

乏有效抑制．由于 Vδ2 T 细胞主要分布在外周血

中，容易获得，并且目前已有较好的方法可以进行

体外大规模扩增并保持较高的杀伤活性，完全可以

达到肿瘤治疗剂量，Vδ2 T 细胞在肿瘤局部所表

现出的优势，为临床应用 γδ T 细胞的过继免疫

治疗创造了良好的条件．

为了进一步明确结直肠癌患者外周血 Vδ2 T

表 3 结直肠癌患者外周血TCRδ2不同水平组与组织中TCRγδ和 TCRδ2水平比较 ［（x±s），％］

Tab. 3 The test results and comparision of TCRδ2 in the peripheral blood and TCRγδ, TCRδ2 in the tissue of

colorectal cancer patients ［（x±s），％］

TCRδ2 水平 n
癌组织

TCRγδ TCRγδ TCRγδ TCRδ2

＜3％ 10 4.25±3.65 6.73±8.50 19.11±15.96 14.03±24.67 14.65±19.20 10.31±7.55

3％～5％ 6 7.50±6.62 4.75±5.82 19.95±7.33* 14.95±16.09* 26.08±24.45* 11.40±8.34*

＞5％ 10 9.04±6.14 7.13±4.93 22.73±14.70△ 22.58±10.13△ 12.64±11.08△ 9.23±6.93△

癌旁组织

TCRδ2

正常组织

TCRδ2

图 2 流式检测图

Fig. 2 Figure of flow cytometry

A:癌组织 TCRαβ；B:癌组织 TCRγδ；C:癌组织 TCRδ2.

细胞水平与组织中 γδ T 细胞和 Vδ2 T 细胞水平

的关系，本研究将外周血 TCRδ2 水平与组织中

TCRγδ、TCRδ2 水平进行了比较，结果发现，

外周血中的 TCRδ2 在接近正常水平时，癌旁组织

和癌组织中的 TCRγδ、TCRδ2 水平相对较高；

当外周血 TCRδ2 水平高于正常时，癌旁组织中

TCRγδ、TCRδ2 水平相应升高，而癌组织中

TCRγδ、TCRδ2 水平反而降低．对结直肠癌患

者而言，这种结果表明，当机体的 γδ T 细胞和

Vδ2 T 细胞水平维持在一种正常动态平衡调节的

状态下，能保持较高的抗肿瘤活性，过高或过低

的调节都可能引起机体的免疫紊乱，而导致肿瘤

的发生和发展．由此可以得出结论，在临床中如

对结直肠癌患者在外周血中直接输注 Vδ2 T 细胞

进行过继免疫治疗，虽能提高癌旁组织中 Vδ2 T

细胞的水平，但不能提高癌组织中 Vδ2 T 细胞的

水平，所以达不到抗肿瘤的效果．因此，提示我

们需要换一种思路来提高肿瘤组织中 Vδ2 T 细胞

的水平：可采用介入方法将 Vδ2 T 细胞超选择注

入肿瘤血管，进行局部治疗以进一步研究其抗肿

瘤疗效，从而为采用 Vδ2 T 细胞介入方法治疗结

直肠癌提供了理论依据．

与正常组织组比较，* ＜0.05；与 TCRδ2 组比较，△ ＜0.05.

57第 12 期 李文亮，等．TCRγδ/δ2 在结直肠癌患者外周血和肿瘤组织中的表达及相关性

（下转第 89 页）



曲线为Ⅱ型曲线；与文献报告相符[6，7]．因此，在应

用时间 - 信号强度曲线进行乳腺病变的诊断和鉴

别诊断时，要认识其不足之处，需结合其它的 MRI

征象进行综合考虑，以减少误诊率．

本研究结合形态学及血流动力学信息，采用联

合诊断标准综合评价，可以进一步提高诊断准确

率，对乳腺良恶性病变的诊断和鉴别诊断具有重要

价值．

不研究的不足之处：由于本研究通过泡沫模具

使乳腺塑形，然后采用 8 通道体部相控阵线圈进行

乳腺扫描，与乳腺专用线圈对比也存在一些缺陷：

比如多期动态增强扫描图像因不能对双侧乳腺进行

分别行局部匀场，导致图像脂肪抑制不充分等；再

者恶性组病例病理分型较单一，可能会导致数据分

析结果的偏移．
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