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外周血PD-1及相关免疫指标在鼻咽癌患者放化疗过程中的变化及其意义

黄超雄 a，许婷 a，黄传钟 b，郑秋红 c，陈传本 a（福建医科大学附属肿瘤医院暨福建省肿瘤医院 a. 放疗科；b. 肿瘤

免疫学研究室；c.福建省肿瘤生物治疗重点实验室，福建 福州 350014）

[摘 要] 目的：检测鼻咽癌患者接受放化疗过程中T细胞表面PD-1表达、T细胞亚群等免疫指标的水平，探讨不同治疗时间

段内患者的免疫功能。方法：收集2015年4月至2015年9月在福建省肿瘤医院经病理确诊的30例鼻咽癌患者的血液标本，通过

流式细胞术动态监测患者在不同治疗时段（治疗前、新辅助化疗后、放疗结束）的免疫指标水平，包括T细胞上PD-1及T细胞亚

群、NK细胞、B细胞等。结果：与治疗前相比，新辅助化疗后外周血CD3+细胞、CD4+T细胞、CD8+CD28+T细胞及CD4+/CD8+比值

显著升高，而CD19+（即B细胞）及CD3-CD16+CD56+（即NK细胞）细胞水平显著下降（均P<0.05）。放化疗结束后，外周血CD4+细

胞、CD8+CD28+T细胞、CD4+/CD8+比值下调至较治疗前更低的水平（均P<0.05），而NK细胞的比例则表现为上调（P<0.05）。与

治疗前相比，放疗后T细胞PD-1的表达水平显著升高（P<0.05）。结论：鼻咽癌患者外周血T细胞亚群比例在新辅助化疗后上

调，而放疗结束时明显下降，提示放疗结束时患者的免疫功能受到显著抑制；T细胞PD-1的表达水平在放疗结束时显著上调，意

味着放化疗结束时可能正是使用PD-1抑制剂的良机，抗PD-1维持治疗有望产生更高效持久的抗肿瘤效应。
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Changes and significance of peripheral blood PD-1 level and related immune
indicators during radiochemotherapy in patients with nasopharyngeal carcinoma

HUANG Chaoxionga, XU Tinga, HUANG Chuanzhongb, ZHENG Qiuhongc, CHEN Chuanbenb (a. Department of Radiation Oncology;

b. Laboratory of Immuno-Oncology; c. Fujian Provincial Key Laboratory of Tumor Biotherapy, Fujian Medical University Cancer

Hospital & Fujian Cancer Hospital, Fuzhou 350014, Fujian, China)

[Abstract] Objective:To detect the expression of programmed death molecule 1 (PD-1) on T cell surface, the levels of T cell subsets

and other immune indices in patients with nasopharyngeal carcinoma (NPC) during chemoradiotherapy, and to discuss the immune

function of patients in different treatment periods. Methods: Blood samples of 30 patients who were pathologically confirmed of

nasopharyngeal carcinoma in Fujian Cancer Hospital from April 2015 to September 2015 were collected for this study. Flow cytometry

was used to dynamically detect the immune indicators of NPC patients in different treatment periods (pre-treatment, post-chemotherapy

and post-radiotherapy), including PD-1 on T cell surface, T cell subsets, NK cells and B cells etc. Results: Compared with pre-

treatment, the proportion of CD3+ T cells, CD4+T cells, CD8+CD28+T cells and CD4+/CD8+ ratio in peripheral blood of patients

increased significantly, while the proportion of B cells (CD19+ ) and NK cells (CD3-CD16+CD56+ cells) decreased significantly after

neoadjuvant chemotherapy (all P<0.05). After chemoradiotherapy, the proportion of CD4+T cells, CD8+CD28+T cells and CD4+/CD8+

ratio in peripheral blood of patients decreased to a lower level compared to pre-treatment (all P<0.05), while the proportion of NK cells

was up-regulated (P<0.05). Compared with pre-treatment, the expression level of PD-1 on T cells increased significantly after

radiotherapy (P<0.05). Conclusion: The study found that the proportion of T cell subsets in peripheral blood increased after

neoadjuvant chemotherapy but decreased significantly at the end of radiotherapy, indicating that the immune function of NPC patients

was significantly suppressed at the end of radiotherapy. The expression level of PD-1 on T cells was significantly up-regulated after

radiotherapy, indicating that the end of chemoradiotherapy maybe an optimal timepoint for anti-PD-1 immunotherapy, which may exert

more efficient and long-lasting anti-tumor effect for NPC.
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鼻咽癌是起源于鼻咽被覆上皮的恶性肿瘤，因

其解剖结构复杂及对射线的敏感性，使放疗成为鼻

咽癌最主要的治疗手段。随着联合铂类为基础的化

疗以及调强放疗技术的广泛应用，目前复发转移成

为鼻咽癌治疗失败最主要的原因。体内隐匿的残留

病灶和转移灶以及脱落的循环肿瘤细胞是肿瘤复发

转移的关键因素之一[1]。T细胞介导的免疫应答在肿

瘤免疫逃逸中发挥关键角色[2-3]。作为一对共抑制

分子，PD-1 与 PD-L1 结合之后介导的信号可负调

控 T 细胞的活化和增殖，削弱抗肿瘤免疫反应[4]。

相关研究[5-7]证实，在肺癌、胃癌、宫颈癌等多种恶性

肿瘤的外周血T细胞表面PD-1发生过表达，提示PD-1

的过表达可能与肿瘤的发生发展密切相关。PD-1抑

制剂也被证实对黑色素瘤、肺癌、肾癌、头颈鳞癌等

多种肿瘤有效[8-10]。鼻咽癌治疗疗效的提高得益于放

化疗的联合应用，放化疗也影响机体免疫状态。关

于放化疗对鼻咽癌患者免疫功能的影响，尤其是外

周血T细胞PD-1表达的影响尚未明确。本研究动态

监测鼻咽癌患者在 3个不同治疗时段（治疗前、新辅

助化疗后、放疗结束）外周血免疫指标的水平，包括

外周血T细胞上PD-1表达水平及免疫指标（T细胞亚

群、NK细胞、B细胞）的变化，旨在探讨鼻咽癌患者不

同治疗时间段的免疫状态，为开展鼻咽癌的免疫治

疗进一步提高综合治疗效果奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要研究对象

收集 2015年 4月到 2015年 9月在福建省肿瘤医

院经病理确诊的30例鼻咽癌患者3个时间段的血液

标本，其中男性 21 例、女性 9 例，平均年龄 48.0±9.2

（26~67）岁。肿瘤分期：Ⅰ期 0 例、Ⅱ期 1 例、Ⅲ期 9

例、Ⅳ期 20例。临床分期标准：鼻咽癌AJCC第 7版

分期。鼻咽癌组入组标准：年龄大于 18岁、小于 70

岁；卡氏评分大于80分；经病理确诊为鼻咽非角化性

未分化型癌；未经任何治疗的首诊患者；无肿瘤病

史，无自身免疫性疾病。入组前一个月内未服用任

何抗肿瘤药物。本研究经福建省肿瘤医院伦理委员

会批准，所有研究对象均知情同意并签署书面知情

同意书。

1.2 治疗方式

所有鼻咽癌患者均行 2~3 周期新辅助化疗后

行同步放化疗。新辅助化疗方案为“紫杉醇 d1

（135 mg/m2）+ 顺 铂 d1~3（80 mg/m2）/奈 达 铂 d2

（80 mg/m2），q3w”或“吉西他滨 d1，d8（1 g/m2）+顺铂

d1~3（80 mg/m2）/奈达铂 d2（80 mg/m2），q3w”。放疗

采用调强放疗技术。鼻咽及颈部转移病灶放疗剂量

约70 Gy，放疗期间采用“顺铂 d1~3（80 mg/m2）/奈

达铂d1（80 mg/m2），q3w”同步化疗2周期。分别于新

辅助化疗前、2周期新辅助化疗后、放疗结束时于清

晨采空腹血。

1.3 PBMC的分离及流式细胞仪检测外周血淋巴细

胞亚群的比例

用EDTA-K2抗凝管采集静脉血标本，并立即置

于 4 ℃保存，6 h内送检。采集的血标本在肝素抗凝

管中摇匀，加入等体积D-PBS稀释，移至装有3 ml淋

巴细胞分离液的离心管中；700×g离心25 min后用毛

细吸管吸出第二层环状乳白色淋巴细胞层，加入另

一支离心管中；用5倍以上体积的D-PBS液洗涤2次

得到 PBMC。主要的标记抗体有：CD3-PC5/CD4

PC7/CD8-ECD 抗体（购自美国 Beckman Coulter 公

司），6-color TBNK CD3-FITC/CD16-PE+CD56-PE/

CD45-PerCP-CyTM 5.5/CD4-PE-CyTM7/CD19 APC/

CD8-APC-Cy7、CD8-FITC/CD28-PE 和 FITC 鼠抗人

CD279（PD-1抗体）及上述抗体对应的同型抗体（均

购自美国BD公司）。将分离后的 PBMC 分别加入

上述抗体及对应的同型抗体，室温避光孵育30 min

后，分别加入 1 ml D-PBS液重悬细胞，500×g离心

3 min，洗涤 2次；弃上清液，加入 300 μl的 4%多聚甲

醛固定液重悬细胞，用流式细胞仪上样进行检测，分

析CD3+细胞、CD4+T细胞、CD8+CD28+CTL、CD19+细

胞（B细胞）、CD3-CD16+CD56+细胞（NK细胞）水平以

及CD4+/CD8+比值。

1.4 统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件包进行数据分析，Graph

Pad Prism 8绘图软件绘图。符合正态分布的计量数

据采用 x̄±s 表示。K-S 检验（Kolmogorov-Smirnov

test）用于各组计量资料的正态性检验，LEVENE检验

用于两组方差齐性的检验，符合正态分布的两组配

对资料的比较采用配对 t检验。以 P<0.05或 P<0.01

表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 新辅助化疗对外周血淋巴细胞亚群比例的影响

与治疗前相比，新辅助化疗后鼻咽癌患者的

CD3+细胞、CD4+T 细胞水平及 CD4+/CD8+比值显著

升高而 NK 细胞及 B 细胞水平显著下降（P<0.05或

P<0.01）。新辅助化疗前后CD8+T细胞的水平则相对

稳定（表1、图1）。
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2.2 新辅助化疗对外周血 T 细胞表面 PD-1 及

CD8+CD28+表达水平的影响

新辅助化疗之后的 CD8+CD28+细胞比例较治

疗前显著上调[（10.7±3.9）% vs（8.7±3.2）%，t=3.381，

P<0.05]，T细胞 PD-1 的表达水平在新辅助化疗前

后差异无统计意义 [（ 11.6±5.8）% vs（10.7±5.2）%，

t=0.785，P>0.05]，如图2所示。

2.3 放疗后外周血淋巴细胞亚群的比例

与治疗前相比（表 2、图 1），放疗后 CD4+细胞、

CD4+/CD8+比值的变化趋势从新辅助化疗后的高点

下调到比治疗前更低的水平（P<0.01），而 CD8+T 细

胞、NK细胞比例则出现上调（P<0.01）。在放疗结束

后B细胞的水平继续下调（P<0.01）。

表1 新辅助化疗后淋巴细胞亚群的比例（（x̄±s，n=30））

Tab.1 The proportion of lymphocyte subsets after neoadjuvant chemotherapy (x̄±s, n=30)

CD3+

CD4+

CD8+

CD4+/CD8+

CD3-CD16+CD56+

CD19+

Pre-treatment

（65.8±8.0）%

（32.1±8.3）%

（25.5±6.7）%

（1.4±0.5）%

（22.2±7.2）%

（9.87±4.6）%

Post-chemotherapy

（72.3±8.4）%

（39.3±8.6）%

（26.2±7.2）%

（1.6±0.7）%

（18.3±8.4）%

（7.9±4.1）%

t

4.937

6.060

0.740

3.604

3.350

2.330

P

<0.001

<0.001

0.465

0.001

0.002

0.027

表2 放疗后淋巴细胞亚群的比例（（x̄±s，n=30））

Tab.2 The proportion of lymphocyte subsets in after radiotherapy（（x̄±s，n=30））

CD3+

CD4+

CD8+

CD4+/CD8+

CD3-CD16+CD56+

CD19+

Pre-treatment

（65.8±8.0）%

（32.1±8.3）%

（25.5±6.7）%

（1.4±0.5）%

（22.2±7.2）%

（9.8±4.6）%

Post-radiotherapy

（68.8±11.8）%

（26.7±6.1）%

（31.0±8.1）%

（0.9±0.3）%

（27.4±10.3）%

（3.7±2.4）%

t

1.666

3.436

3.385

4.466

3.010

8.584

P

0.107

0.002

0.002

<0.001

0.005

<0.001

*P<0.05，**P<0.01

图1 淋巴细胞亚群在3个治疗时间点的变化趋势

Fig.1 Variation trend of lymphocyte subsets in three treatment periods
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2.4 放疗后外周血T细胞表面PD-1及CD8+CD28+的

表达水平

与治疗前相比（图2），放疗后鼻咽癌患者外周血

T 细胞 PD-1 的表达水平显著上调 [（13.4±6.3）% vs

（10.7±5.2）%，t=2.255，P<0.05]，CD8+CD28+T 细胞的

比例较治疗前显著下调[（7.1±2.6）% vs（8.7±3.2）%，

t=2.915，P＜0.05]。

*P<0.05

图2 T细胞PD-1（A）及CD8+CD28+细胞（B）在3个治疗时间段的变化趋势

Fig.2 Variation trend of PD-1 (A) and CD8+CD28+ cells (B) on T lymphocytes in three treatment periods

3 讨 论

鼻咽癌的发生与EB感染有关，并且免疫功能失

调在鼻咽癌的发生发展中发挥重要作用[11]。在抗肿

瘤免疫中，T 淋巴细胞相关的免疫应答至关重要。

CD4+T细胞能释放多种细胞因子激活CD8+T细胞、

NK细胞和巨噬细胞，增强杀伤肿瘤细胞的效力，也

可促进B细胞分泌抗体增强体液免疫，杀伤肿瘤[12]。

CD8+T 淋 巴 细 胞 可 分 为 CD8+CD28+T 细 胞 及

CD8+CD28-T细胞。CD8+CD28+T 细胞具有细胞毒作

用，主要通过分泌细胞毒性物质溶解肿瘤细胞或者

通过死亡受体途径诱导肿瘤细胞的凋亡发挥细胞免

疫功能。而CD8+CD28-T细胞即调节性T细胞，无细

胞毒功能，具有免疫抑制的作用[12]。T细胞亚群的比

例是评估体内抗肿瘤免疫状态的关键指标之一[13-14]。

研究结果[15-16]显示，多种肿瘤患者存在T细胞亚群比

例失调的现象，常表现为CD4+T细胞及CD4+/CD8+的

比值下降。有研究[17]发现，人体免疫系统具有自稳性

增生的现象，即在接受化疗等外界因素干预时，体内

在出现短暂的淋巴细胞减少之后会诱发T细胞的增

殖，从而使T细胞数目可以稳定在一定的水平。有学

者[18-19]认为，患者化疗后机体免疫系统在自稳性增生

这一过程中上调了记忆性T细胞的比例，同时也增强

了淋巴细胞杀伤效应，提高了抗肿瘤的特异性免疫

应答。白海亚等[20]发现，化疗有效的乳腺癌患者在经

过新辅助化疗之后，外周血CD3+细胞、CD4+T细胞水

平和CD4+/CD8+比值较化疗前显著升高，提示在化疗

减少部分肿瘤负荷之后相关免疫抑制因子减少，体

内T细胞免疫功能有恢复的趋势。肺腺癌的相关研

究结果[18]显示，在接受以顺铂为基础联合多西他赛或

培美曲塞的化疗之后，外周血CD3+细胞、CD4+T细胞

水平和CD4+/CD8+比值较化疗前显著升高。本研究

发现，鼻咽癌患者在接受新辅助化疗之后，外周血

CD3+细胞、CD4+T细胞的水平以及CD4+/CD8+的比值

较治疗前上调，这与乳腺癌、肺腺癌的相关研究结论

类似[18，20]。LAMBERTI等[21]认为，化疗药物介导的凋

亡细胞能够通过诱导DC成熟，增强DC提呈肿瘤抗

原的作用，从而激活抗肿瘤的免疫反应。因此，新辅

助化疗除了直接杀伤鼻咽癌细胞之外，还具有改善T

淋巴细胞抗肿瘤免疫功能的作用。

NK细胞是一类具有直接杀伤靶细胞效应的大

颗粒淋巴细胞，其在杀伤靶细胞之前无需抗原的致

敏，也无需 MHC 的协助。因此，NK 细胞是机体监

视、杀伤肿瘤的第一道防线，在机体抗肿瘤免疫和抗

病毒感染中发挥着重要作用[12]。有研究[11]将顺铂、

5-氟尿嘧啶或吉西他滨与NK细胞一起培养，可诱导

NK细胞表面的PD-1表达升高；加入PD-1抗体之后，

NK细胞对鼻咽癌细胞的细胞毒性显著增加。本研

究发现，新辅助化疗之后，鼻咽癌外周血NK细胞的

比例较治疗前显著下降，提示在化疗背景下NK细胞

的增殖活化功能受限，化疗联合阻断PD-L1/PD-1信

号有望增强NK细胞对鼻咽癌细胞的杀伤。在EBV

相关疾病中，B 细胞是病毒感染的主要靶细胞[22]。

XU 等[23]发现，鼻咽癌患者治疗前外周血 EBV-DNA

的含量与B细胞的水平呈负相关，SHEN等[24]研究结

果显示，低水平B细胞是鼻咽癌不利的独立预后因

··1204



黄超雄, 等 . 外周血PD-1及相关免疫指标在鼻咽癌患者放化疗过程中的变化及其意义

素，提示循环外周血中B细胞的水平和功能在鼻咽癌

中具有重要的临床意义。本研究发现，新辅助化疗

之后外周血B细胞的比例较治疗前下降，提示新辅助

化疗之后机体的抗肿瘤固有免疫和体液免疫功能受

明显抑制。

CD28与B7是一对正性共刺激分子，两者结合后

产生的共刺激信号在启动T细胞活化的过程中发挥

着重要的作用，具有抑制T细胞凋亡、促进T细胞活

化增殖的效应[25-26]。CD8+CD28+T细胞具有细胞毒作

用，是抗肿瘤免疫的主要效应细胞。本研究发现，鼻

咽癌患者在新辅助化疗后CD8+CD28+T细胞的水平

显著上调，推测新辅助化疗杀伤鼻咽癌细胞的同时

也增强了肿瘤细胞的免疫原性及抗原提呈细胞的活

性，进而上调了共刺激分子 CD28 的表达，诱导

CD8+CD28+T细胞的细胞毒效应，进而增强抗肿瘤免

疫。PD-1属于CD28家族成员，主要表达在CD4+T细

胞和CD8+T细胞表面。配体PD-L1属B7家族，主要

表达于T细胞、抗原提呈细胞以及多种肿瘤细胞等。

PD-1与 PD-L1相结合可诱导T细胞衰竭，并产生促

进肿瘤生长和侵袭的肿瘤微环境，介导免疫抑制和

肿瘤免疫逃逸[4]。本研究发现，鼻咽癌患者在新辅助

化疗之后PD-1+ T细胞的水平与治疗前无明显差异。

放疗作为治疗鼻咽癌的主要方式，治疗过程中

所引起的各种不良反应也影响着患者的免疫功能。

因此，了解鼻咽癌放疗结束时患者的免疫状态可以

为后续治疗提供依据。外周血的获取简便、实用性

强且患者易于接受，临床应用前景较好，且是目前唯

一可以借此动态监测鼻咽癌患者免疫状态的方法。

多数研究结果[16,24,27]认为，恶性肿瘤患者在放疗后外

周血中射线敏感的淋巴细胞减少，表现为 CD3+细胞、

CD4+T细胞水平及CD4+/CD8+比值明显下降。本研

究结论与上述研究一致，患者在放疗结束后CD3+细

胞、CD4+T 细胞、CD8+CD28+T 细胞水平、CD4+/CD8+

比值及B细胞明显下降。提示鼻咽癌患者在放疗后

T细胞的细胞免疫及B细胞的体液免疫均受到抑制。

本研究发现，鼻咽癌患者外周血PD-1+ T细胞水平在

放疗结束后出现显著上调，这可能是 CD4+T 细胞、

CD8+CD28+T细胞水平及CD4+/CD8+比值明显下降的

机制之一。PD-1的表达水平上调抑制了T细胞的肿

瘤杀伤功能，导致肿瘤细胞发生免疫耐受。有研究[28]

发现，放疗过程中产生的急性炎症反应可引起非特

异性免疫反应因子TLR4表达从而激活机体的非特

异性免疫。TLR4表达增多还可以激活更多的DC，

从而将大量肿瘤抗原提呈给NK细胞，促使NK细胞

活化增殖[29]，这可能是NK细胞在放疗结束时大幅度

上调的原因之一，提示放疗后体内的固有免疫功能

有所改善。综上所述，治疗结束时，鼻咽癌患者无论

是体液免疫还是细胞免疫均出现了显著的免疫功能

紊乱，这种免疫状态失衡很有可能在鼻咽癌治疗后

的复发转移中扮演重要角色。

在综合治疗背景下，治疗局部晚期鼻咽癌的疗

效改善遇到瓶颈。本研究发现，T细胞亚群比例在新

辅助化疗后上调，而放疗结束后出现明显下降，提示

放疗结束时鼻咽癌患者的免疫功能受到显著的抑

制。鼻咽癌患者外周血PD-1+ T细胞水平在放化疗结

束后显著上调，意味着放化疗结束可能是使用PD-1

抑制剂的良机，抗PD-1免疫维持治疗可能具更高效、

持久的抗肿瘤效应。本研究结果为开展鼻咽癌的免

疫治疗，以期突破局部晚期鼻咽癌的疗效瓶颈提供

了有价值的数据。但本研究样本量偏少，还有待扩

大病例规模进行分析及开展前瞻性的临床试验来进

一步验证。
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