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肝癌小鼠外周血及脾脏 T淋巴细胞亚群的变化及其意义 *
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摘要目的：观察小鼠原位肝癌模型外周血以及脾脏 T淋巴细胞亚群与正常小鼠之间的差异变化，探讨其差异变化的意义。方法：

在正常 KM小鼠肝脏种植 H22细胞，建立小鼠原位模型。采用流式细胞术，以健康正常小鼠为对照，检测肝癌小鼠外周血以及脾

脏 T淋巴细胞亚群的变化。结果：与健康正常小鼠相比，肝癌小鼠外周血 CD4+T淋巴细胞、CD4+/CD8+比例有显著性降低，CD8+T

淋巴细胞显著性升高；脾脏 CD3+、CD4+T淋巴细胞有显著性降低。结论：小鼠原位肝癌模型外周血以及脾脏 T淋巴细胞亚群发生

异常，免疫系统紊乱，可以反映小鼠肝癌的发生、发展。
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The Changes of T Cell Subsets in Peripheral Blood and Spleen
and Its Significance in Hepatoma Mice*

To observe the difference of T cell subsets in peripheral blood and spleen between normal mice and

orthotopic liver cancer model, and to explore the significance of the difference. H22 cells were implanted in the liver of KM

mice to establish hepatoma mice and flow cytometry was used to test the changes of T cell subsets in peripheral blood and spleen in

hepatoma mice and normal mice as control. Compared with normal mice, the proportion of CD4+ T cells and CD4+/CD8+ in

peripheral blood of hepatoma mice was significantly decreased, well, the proportion of CD8+ T cells significantly increased. The

proportion of CD3+, CD4+ T cells in spleen was significantly reduced. After H22 cells were implanted in the liver of mice,

the T cell subsets in peripheral blood and spleen were abnormal, and the immune system was disordered. It can reflect the occurrence and

development of liver cancer in mice.
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前言

肝癌的发生、发展与细胞免疫功能状态关系密切[1]，机体的

免疫状态特别是由 T 淋巴细胞介导的细胞免疫起重要的作

用[2]，T淋巴细胞亚群构成人体内主要的细胞免疫系统，在杀伤

肿瘤细胞，控制肿瘤细胞生长起到极其重要的作用[3]。当 T淋

巴细胞亚群的数量和功能发生异常时，将导致机体免疫功能紊

乱，并且可作为肝癌发生、发展以及转移的指标[4]，监测机体 T

淋巴细胞亚群变化，可为治疗、预后肝癌提供一定的参考[5]。近

年来临床上已有大量报道肝癌患者外周血 T淋巴细胞亚群相

对健康人群发生异常的资料数据，李晓云[6]等收集 181例肝癌

患者患者作为试验组，与健康人群相比，试验组外周血 T细胞

亚群表现为 CD3+T淋巴细胞、CD4+T淋巴细胞比例下降，CD8+

T淋巴细胞比上升，CD4+/CD8+比值下降或倒置，说明存在着 T

淋巴细胞功能紊乱[7]，对判断肝癌患者的免疫功能、病情及预后

具有重要的临床意义。李丽坤[8]检测原发性肝癌患者外周血 T

淋巴细胞的变化也得到了相似的结果与结论。故为确定外周

血、脾脏 T淋巴细胞亚群在肝癌发生发展中的变化与作用，本

文拟以健康正常小鼠为对照，利用流式细胞术检测小鼠原位肝

癌模型的外周血以及脾脏 T淋巴细胞亚群的变化，探讨在肝癌

模型小鼠外周血以及脾脏 T淋巴细胞亚群的变化的意义，并根

据其结果以期为后期治疗提供参考依据。

1 材料与方法
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图 2正常小鼠肝脏 HE染色与肝癌模型小鼠肝脏 HE染色（200×）

Fig.2 The HE staining of normal mouse liver and liver cancer model mouse（200×）

1.1 材料

5-6周龄 KM小鼠购于斯贝福（北京）生物技术有限公司。

实验小鼠合格证号：SCXK（京）2016-0002。饲养环境：SPF级。

H22细胞瘤株购自中国医学科学院基础医学研究所基础医学

细胞中心，FACS Lysing Solution 溶血素红细胞裂解液，

CD3+-APC，CD4+-FITC，CD8+-PE 荧光标记单克隆抗体均购自

BD公司。流式细胞仪仪器购自 BD，型号：CantoTMⅡ。

1.2 方法

1.2.1 肝癌原位模型小鼠建立 参考相关文献[9，10]建立小鼠肝

癌原位模型，H22细胞瘤株系 H22细胞于 KM小鼠腹腔内保

存，并于腹腔中传代，每次传代 7天，取第三代 H22细胞进行

原位移植模型建立，取 KM小鼠 25只，无菌条件下，以 10 %水

合氯醛按 0.03 mL/10 g剂量腹腔麻醉小鼠，小鼠仰卧四肢固定

于鼠板，上腹部正中剑突下做切口，左肝膈面实质缓慢注入

50 滋L H22细胞，1号针线缝合，术毕，注意保温。

1.2.2 流式细胞术检测肝癌小鼠外周血及脾脏 T淋巴细胞亚

群 肝癌模型小鼠成模后，人道主义取小鼠全血抗凝处理、取

脾脏组织过 70 滋m筛网，得脾脏单细胞悬液，分别取 200 滋L
EDTA抗凝新鲜全血、脾脏细胞悬液按照 1：10比例加入 1× 红

细胞裂解液，摇匀后全血、脾脏细胞悬液分别裂解 15 min 和

3 min，200× g离心 5 min后重悬，按 1：100稀释比例将标记抗

体加入 200 滋L EDTA抗凝新鲜全血、脾脏细胞混合均匀，避光

染色 15 min后，用 PBS洗去非特异结合，然后进行流式细胞分

析，并对比分析其检测结果。

1.3 统计学分析

所有研究资料均采用 SPSS 22.0统计软件处理，若数据符

合正态分布且方差齐则两组间比较采用两样本均数 t检验；若

数据不符合正态分布或方差不齐则采用非参数检验。P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肝癌原位移植模型建立

10天可触到腹部有硬质肿块，14天后模型建成。图 1A为

正常小鼠肝脏，图 1B为肝癌模型小鼠肝脏图片，可见明显肿

瘤。图 2A为正常小鼠肝脏 HE染色，图 2B为肝癌模型小鼠肝

脏染色。显微镜下见肝癌模型组肿瘤细胞排列紊乱，细胞密度

大，核染色深且细胞核固缩（箭头所示）。

2.2 肝癌原位移植模型脾脏、外周血 T淋巴细胞亚群分析

经流式细胞术上机检测后，与健康正常小鼠相比，小鼠原

位肝癌移植瘤模型外周血 CD4+T淋巴细胞、CD4+/CD8+比例有

显著性降低（*p<0.05；**p<0.01），CD8+T淋巴细胞显著性升高
（**p<0.01）见图 3；脾脏 CD3+、CD4+T淋巴细胞有显著性降低

（*p<0.05）见图 4。流式图见图 5，A、C图分别为正常小鼠外周

血、脾脏 T淋巴细胞亚群流式分析图，B、D图分别为肝癌模型

小鼠外周血、脾脏 T淋巴细胞亚群流式分析图，其中 Q1门表

示 CD8+T淋巴细胞，Q4门表示 CD4+T淋巴细胞。

图 1正常小鼠肝脏与肝癌模型小鼠肝脏

Fig.1 Normal mouse liver and liver cancer model mouse liver

3 讨论

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，也是病死率最高的恶性

肿瘤之一。我国每年约有 38.3万人死于肝癌，占全球肝癌死亡

病例数的 51%，严峻的形势给我国的社会和医疗带来了沉重的

负担[11]。有文献表明肝癌的发生发展与机体免疫状态密切相

关[12]，肝癌与免疫的关系复杂，肝癌的发生往往伴随机体的免

疫功能低下和紊乱，尤其是 T淋巴细胞亚群在数量上和功能上

的改变，因此检测机体 T细胞亚群变化对研究肝癌的发生发展

有重要作用[13]。

抗肿瘤免疫以细胞免疫为主，其中 T淋巴细胞在抗肿瘤的

细胞免疫中起中心调控作用[14]。在 T淋巴细胞亚群中，CD3+T

淋巴细胞表示成熟的 T淋巴细胞，是细胞免疫中发挥活性的细

胞。CD3+T淋巴细胞又可以按 CD表型分为 CD4+T淋巴细胞和
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图 5正常小鼠、肝癌模型小鼠外周血、脾脏 T淋巴细胞亚群流式分析

Fig.5 Flow cytometry analysis of T cell subsets in peripheral blood and spleen in normal mice and liver cancer model mice

CD8+T淋巴细胞。CD4+T淋巴细胞通过分泌细胞因子等起调节

免疫系统中其它免疫细胞（B细胞以及其它 T淋巴细胞）的作

用，具有辅助抗体的生成以及活化巨噬细胞活化的效应，所以

又被称为“辅助性 T淋巴细胞”；CD8+T淋巴细胞也可以分泌一

部分 CD4+T淋巴细胞分泌的细胞因子，主要发挥细胞毒性和

免疫抑制作用，通常被称为“细胞毒性 T淋巴细胞”[15,16]，又可进

一步以 CD8+T淋巴细胞表面 CD28+的表达与否分为将其分类

为杀伤性 T淋巴细胞（CTL）和抑制性 T 淋巴细胞 Ts，其中抑

制性 T细胞发挥抑制 T、B淋巴细胞活性以及介导细胞毒活性

的效应，抑制性 T淋巴细胞可以抑制抗体的产生，以及同种异

体抗体所诱导的细胞增殖反应。抑制性 T细胞长期升高将导致

杀伤性 T细胞消耗，并引起免疫系统对肿瘤细胞产生无免疫应

答。在机体处于正常情况下时，CD4+T淋巴细胞与 CD8+T淋巴

细胞处于动态平衡，并处于互相反馈调节的状态，所以当

CD4+T淋巴细胞与 CD8+T淋巴细胞的比例发生变化时就代表

了机体免疫功能发生了显著的改变[17]。CD4+T/CD8+T比例的下

降反映了 T淋巴细胞功能紊乱，机体的细胞免疫功能处于抑制

状态，辨别及杀伤突变细胞的能力发生减弱，机体免疫功能发

生障碍，这种情况下有利于肿瘤细胞快速生长，甚至会发生肿

瘤细胞的转移[18]。

本研究中肝癌模型小鼠外周血 CD4+T 淋巴细胞、

CD4+/CD8+比例有显著性降低，CD8+T淋巴细胞显著性升高。

CD4+T淋巴细胞降低提示肿瘤细胞生长迅速，诱导了负性的免

疫微环境，从而产生了逃避免疫效应；CD8+T淋巴细胞显著性

图 3肝癌模型小鼠外周血 T淋巴细胞亚群统计图

Fig. 3 Statistical analysis of T lymphocyte subsets in peripheral blood in

liver cancer model mice

图 4肝癌模型小鼠脾脏 T淋巴细胞亚群统计图

Fig. 4 Statistical analysis of T lymphocyte subsets in spleen in liver cancer

model mice
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升高可能是由于抑制性 T淋巴细胞 Ts增多，导致免疫细胞的

免疫活性被抑制，机体免疫功能产生变化；CD4+/CD8+比例下

降，提示肝癌小鼠的 CD8+T淋巴细胞损坏程度比 CD8+T淋巴

细胞严重，这种变化反映了肝癌小鼠机体正向的免疫反应处于

下降状态，表示机体免疫细胞（T淋巴细胞）的负向调节作用大

于正向调节作用；结果中 CD3+T淋巴细胞未显示出显著性的

降低（有下降的趋势），这与样本量有一定关系，也与未采用绝

对计数存在一定的关联，但总体的结果反映了肝癌小鼠的机体

存在免疫抑制的状态。肝癌小鼠脾脏 CD3+、CD4+T淋巴细胞有

显著性降低，显示出了一定脾脏免疫细胞受到损伤，肝癌的发

生抑制了免疫细胞的活性，但实验结果并不能全面动态提示机

体免疫系统的变化，之后的实验研究将进一步动态分析肝癌模

型小鼠外周血 T淋巴细胞亚群，以及脾脏 T淋巴细胞亚群的

变化，以期得到 T淋巴细胞亚群与肝癌进展的更确切的关系。

中医药是中华民族的瑰宝，在中国有很悠久的历史。中药

在抗肿瘤方面具有一定的疗效，能够缓解肿瘤患者的症状，改

善其生活质量。目前的研究表明[19，20]中药可通过增强免疫应答，

而起到杀灭肿瘤细胞的作用。中药的成分多种多样，并且每种

成分的效果也不同，目前发现的多糖类[21]、多酚类[22，23]、黄酮类
[24]等均具有抗肿瘤免疫活性作用。在以往的研究中，也表明中

药能通过调节机体免疫细胞的活性而起到抗肿瘤的作用，方学

辉等[25]研究熊果酸抗小鼠 H22肝癌移植瘤及对免疫功能的影

响，实验结果表明熊果酸能增强机体的免疫功能明显抑制 H22

荷瘤小鼠的肿瘤生长。有实验研究表明人参皂苷[26]Rg1能够提

高肝癌患者的免疫力，增加化疗药物效应。但其中确切的中药

发挥抗肿瘤免疫活性的机制还不是很明确，有待进一步研究，

所以建立肝癌小鼠并检测具有抗肝癌作用中药对机体免疫细

胞尤其是 T细胞亚群的作用可为探究中药抗肝癌机制提供一

个新的思路。

综上所述，建立小鼠肝癌模型，利用流式细胞术研究肝癌

模型小鼠外周血、脾脏 T淋巴细胞亚群的变化，可为药物尤其

是中药治疗肝癌以及肝癌预后提供一定的参考并为筛选与免

疫机制相关的抗肿瘤药物提供相关依据，可用于探索中药对 T

淋巴细胞免疫干预的作用机制研究，并可以为肿瘤治疗提供新

的思路与方法。
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