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[摘要]背景与目的：胃癌伴神经内分泌肿瘤（ g a s t r i c  c a n c e r  w i t h 
neuroendocrine neoplasm，GC-NEN）在胃癌中占比较高。研究GC-NEN的肿瘤
微环境，能够更好地认识这类肿瘤的生物学特征，推动其精准治疗。本研究旨

在探讨单纯型胃癌（pure gastric carcinoma，PGC）和GC-NEN的免疫微环境，阐
述两者在免疫微环境方面的差异。方法：基于复旦大学附属肿瘤医院闵行分院

2021年11月21日—2024年3月5日收集的GC-NEN样本，以及TNM分期、患者年
龄、性别等与上述样本基本特征差异无统计学意义的PGC样本，采用CD8、PD-
L1、FOXP3、CD163、CD34和CKpan组合对样本进行多重荧光免疫组织化学检
测，通过HLAO软件分析肿瘤相关区域中（肿瘤区域、基质区域）相关指标的
定量数据，或空间分布差异，阐述两者在肿瘤免疫微环境方面的差异。结果：

本研究共纳入11例PGC患者样本、15例GC-NEN患者样本。定量分析结果显示，
GC-NEN组织样本中CD8+和PD-L1+细胞在基质区域的占比高于PGC组织样本，
血管内皮标志物CD34+细胞占比在肿瘤区域内的占比低于PGC组织样本；免疫
细胞浸润无论在PGC或是GC-NEN组织中均呈正相关。空间分析结果显示在GC-
NEN组织样本中与肿瘤发生相互作用的PD-L1+CKpan-细胞的有效评分（effective 
score，ES）高于PGC患者，PD-L1+细胞的有效百分比（effective percentage，
EP）高于PGC患者，而CD34+、CD163+PD-L1-细胞的EP评分低于PGC组样本。
结论：GC-NEN患者和PGC患者肿瘤免疫微环境在所检测的指标方面存在差异。
这种差异与免疫治疗患者预后的关系有待进一步探索。
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[Abstract] Background and purpose: Gastric cancer with neuroendocrine neoplasm (GC-NEN) accounts for a relatively high 
proportion of gastric cancers. This article mainly studied the immune microenvironment of pure gastric carcinoma (PGC) and GC-
NEN, and expounded the differences of immune microenvironment between them. Methods: Based on the samples of gastric cancer 
with neuroendocrine tumors collected from Fudan University Shanghai Cancer Center Minhang Branch between November 21, 
2021 and March 5, 2024, along with stage-, age- and sex-matched PGC samples showing no statistically significant differences in 
these baseline variables, we performed seven-color multiplex fluorescent immunohistochemistry (CD8, PD-L1, FOXP3, CD163, 
CD34, CKpan and DAPI). The quantitative data or spatial distribution differences of relevant indexes in tumor-related regions (tumor 
region and stromal region) were analyzed by HALO software, and the differences in tumor immune microenvironment between the 
two were explained. Results: A total of 11 PGC patient samples and 15 GC-NEN patient samples were included in this study. The 
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results of quantitative analysis showed that the proportion of CD8+ and PD-L1+ cells was higher in the stromal region of GC-NEN 
tissue samples than in PGC tissue samples, and the proportion of CD34+ cells was lower in tumor region than in PGC tissue samples. 
There was a positive correlation between the infiltration of different immune cells in both PGC and GC-NEN tissues. The results of 
spatial analysis showed that the ES scores of PD-L1+ CKpan- cells interacting with tumors in GC-NEN tissue samples were higher 
than those of PGC patients, the EP scores of PD-L1+ cells were higher than those of PGC patients, and the EP scores of CD34+ and 
CD163+ PD-L1- cells were lower than those of PGC tissue samples. Conclusion: There are some significant differences in the tumor 
immune microenvironment between GC-NEN patients and PGC patients in the indicators we tested. The relationship between this 
difference and the prognosis of patients and immunotherapy needs to be further explored.
[Key words] Gastric cancer; Gastric cancer with neuroendocrine neoplasm; Tumor immune microenvironment; Immune 
exclusion

胃癌伴神经内分泌肿瘤（gastric cancer with 
neuroendocrine neoplasm，GC-NEN）是一种特
殊类型的胃腺癌，在组织学上表现为腺癌成分为

主，但部分肿瘤细胞表达神经内分泌标志物（如

synaptophysin、chromogranin A、CD56等），
而不具备典型的神经内分泌肿瘤形态[1]。在中

国，胃癌中21.3%～39.6%为GC-NEN[2]。与单纯

型胃癌（pure gastric carcinoma，PGC）相比，
GC-NEN具有更强的侵袭性。

近年来，免疫检查点抑制剂在多种实体肿

瘤中呈现出具有统计学上显著性意义的治疗效

果，彻底改变了实体瘤的治疗模式。肿瘤免疫治

疗的效果与免疫微环境息息相关[3]。肿瘤免疫

微环境是一个复杂的生态系统，除肿瘤细胞外，

还包括免疫细胞、癌症相关成纤维细胞（cancer-
associated fibroblast，CAF）、内皮细胞、血管、
细胞外基质、细胞因子[4]。有研究[1]报道神经

内分泌肿瘤具有显著抑制性的肿瘤免疫微环境，

其特征是三级淋巴结构数量增加但不成熟，具有

更高的初始B细胞和滤泡调节性T细胞密度，并
且三级淋巴结构成熟下调。因神经内分泌肿瘤具

有免疫抑制的肿瘤微环境特征，GC-NEN肿瘤可
能重塑胃癌的免疫微环境，从而削弱免疫检查点

抑制剂的疗效。基于此，本研究旨在系统地研究

GC-NEN与PGC的肿瘤微环境差异，探索两者对
免疫治疗响应不同的原因。

1 资料和方法

1.1 样本选择

收集复旦大学附属闵行肿瘤医院2021年11月
21日—2024年3月5日收治的GC-NEN患者的临床
肿瘤样本，并选择从TNM分期、患者年龄、性别
等与上述样本差异无统计学意义的PGC患者的临
床肿瘤样本作为对照。临床资料在选择时控制选

择性偏倚，使GC-NEN组与PGC组具有基线可比
性。样本纳入标准：① 经组织病理学检查确诊
为PGC或GC-NEN；② 患者的临床病理学资料完

整，包括TNM分期、肿瘤分级，术前未接受新辅
助化疗、放疗或免疫治疗；③ 临床资料完整，包
括患者年龄、性别等。

1.2 多重荧光免疫组织化学染色

在组织样本上进行多重荧光免疫组织化学染

色，检测抗体包括CD8抗体（货号为ZA-0508，
克隆号为SP16，稀释比为1∶240）、PD-L1抗体
（货号为Ab228415，克隆号为73-10，稀释比为
1∶2 400）、FoxP3抗体（货号：LH-SA1029，
克隆号为SP97，稀释比为1∶100）、CD163抗体
（货号为ZM-0428，克隆号为10D6，稀释比为
1∶1 200）、CD34抗体（货号为LH-RA1051，克
隆号为QBEnd/10，稀释比为1∶3 000）和CKpan
抗体（货号为ZM-0069，AE1/AE3，稀释比为
1∶600）。其中CD8抗体、CD163抗体和CKpan
抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司，

FoxP3抗体、CD34抗体和荧光染料购自上海澜禾
生物技术有限公司，PD-L1抗体购自上海莱兹生
物科技有限公司。

1.3 数据分析

多重荧光免疫组织化学染色后组织切片采

用数字病理学扫描仪（宁波江丰生物信息技术有

限公司，KF-FL-020）进行成像，获得放大200
倍的图片。采用数字病理学图像分析软件HALO
（Indica Lab，版本号：Halo V 4.0）对免疫组织
化学染色图像（肿瘤区域、基质区域）进行分

析，分析内容包含肿瘤区域、基质区域以及整个

肿瘤相关区域内各标志物阳性细胞比例、密度。

在采用HALO软件对免疫组织化学染色图片中的
数据进行分析时，基于H-E染色和CKpan标志物
染色情况在病理科医师指导下对肿瘤相关区域进

行注释，并通过HALO软件的Classifiers模块进行
自动的肿瘤区域和基质区域识别。肿瘤区域定义

为肿瘤细胞富集的区域，基质区域定义为非肿瘤

细胞富集的区域。在分析过程中，分别对每种标

志物的阳性阈值进行设定，使其可以区分阴性细

胞和阳性细胞。
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1.4 统计学处理

在研究样本基线特征差异分析时，定量资料

用x±s表示，定性资料用率（或百分比），使用
Graphpad Prism 10.1.2软件进行统计学分析。计量
资料比较选用独立t检验。定性资料组间比较采
用χ2检验或Fisher精确概率法。

在PGC和GC-NEN患者肿瘤免疫微环境差异
分析、不同表型细胞相关性分析以及有效评分

（effective score，ES）和有效百分比（effective 
percentage，EP）差异性分析中，使用Graphpad 
Prism 10.1.2软件对数据进行作图及统计学分析。
不同指标在GC-NEN和PGC之间的差异采用独立
样本t检验进行显著性分析，免疫细胞之间相关
性分析采用线性回归。

2 结  果

2.1 研究样本基线信息

本研究共纳入11例PGC患者及15例GC-NEN
患者的临床资料，纳入患者的临床基线特征见表

1。其中PGC患者的平均年龄为62岁，GC-NEN
患者的平均年龄为65岁。两组患者中女性患者占
比低于男性占比，肿瘤分期集中在Ⅱ、Ⅲ期，Ⅰ

期肿瘤患者占比较少，pT分期主要集中于T3期。
GC-NEN患者淋巴结转移多于PGC患者。两组样
本基线特征差异无统计学意义（P值＞0.05）。
2.2 PGC和GC-NEN患者肿瘤微环境差异分析

本研究中，肿瘤免疫微环境标志物组合包含

了细胞毒性T淋巴细胞标志物CD8、Treg细胞标
志物FoxP3、M2型巨噬细胞标志物CD163、免疫
检查点标志物PD-L1、血管内皮细胞标志物CD34

以及上皮细胞标志物CKpan。我们采用该组合对
11例PGC患者样本和15例GC-NEN患者样本的肿
瘤免疫微环境进行了深入分析（图1、2）。

表1 研究样本基线特征

Tab. 1  Baseline characteristics of enrolled patients

PGC patient
 (n=11)

GC-NEN patient 
(n=15) P value

Age/year 62±12 65±12 0.53

Gender 0.65 

Male 8 (72.7%) 13 (86.7%)

Female 3 (27.3%) 2 (13.3%)

Tumor grade 0.94 

Ⅰ 1 (9.1%) 1 (6.7%)

Ⅱ 4 (36.4%) 5 (33.3%)

Ⅲ 5 (54.5%) 9 (60%)

pT 0.99

T1 0 (0.0%) 0 (0.0%)

T2 1 (9.1%) 1 (6.7%)

T3 10 (90.9%) 13 (86.7%

T4 0 (0.0%) 1 (6.7%)

pN 0.20

N0 5 (45.4%) 3 (20.0%)

N1 0 (0.0%) 3 (20.0%)

N2 3 (27.3%) 1 (6.7%)

N3 3 (27.3%) 8 (53.3%)

分析结果显示，PGC和GC-NEN患者样本中
肿瘤区域、基质区域以及肿瘤相关区域（包含肿

图1 PGC组织样本多重免疫组织化学染色检测

Fig. 1  Representative multi-immunohistochemistry staining images of PGC tissue samples

Merge1, ×40; Merge2 and others, ×200.

Merge1 Merge2 CD8

PD-L1 CD163 CD34

FOXP3 CKpan DAPI
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瘤区域和基质区域）内的免疫细胞和不同表型

细胞的占比差异有统计学意义（图3）。具体而
言，CD163阳性巨噬细胞、FoxP3阳性Treg细胞
在3个区域中的占比在两种肿瘤类型间均未表现
出显著性差异（图3B、C）。然而，GC-NEN患
者基质区的CD8阳性细胞比例和PD-L1阳性细胞
比例显著高于PGC患者（P=0.05和P=0.03），而
肿瘤区域中CD8阳性细胞比例和PD-L1阳性细胞
比例在两种肿瘤类型间差异无统计学意义（图

3A、E）。此外，我们还观察到GC-NEN患者

图2 GC-NEN组织样本多重免疫组织化学染色检测

Fig. 2  Representative multi-immunohistochemistry staining images of GC-NEN tissue samples

Merge1, ×40; Merge2 and others, ×200.

图3 PGC和GC-NEN患者肿瘤免疫微环境差异分析

Fig.3  Differences in tumor immune microenvironment between PGC and GC-NEN patients

A:CD8+ cells; B: CD163+ cells; C: FoxP3+ cells; D: CD34+ cells; E: PD-L1+ cells; F: CKpan+ cells; G: CD8+PD-L1+ cells; H: CD8+PD-L1- cells; I: 
CD163+PD-L1+ cells; J: CD163+PD-L1-cells; K: FoxP3+PD-L1+ cells; L: FoxP3+PD-L1- cells; M: PD-L1+CKpan+ cells; N: PD-L1+CKpan- cells.

样本肿瘤区域的CD34阳性细胞比例低于PGC患
者，但差异无统计学意义（P=0.06）不过在一定
程度上表明GC-NEN患者的肿瘤区域中血管浸润
较少（图3D）。在不同表型细胞的占比方面，
GC-NEN患者基质区的CD8+PD-L1+细胞占比高于
PGC患者（P=0.05，图3G）。这些发现揭示了
GC-NEN患者肿瘤免疫微环境的独特特征，为后
续的机制研究和临床治疗提供了重要线索。

在PGC和GC-NEN患者的肿瘤组织样本中，
浸润免疫细胞的分布呈现出一定的相关性模式
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（图4）。具体而言，在PGC患者样本中，肿瘤
相关区域（包括肿瘤和基质）的CD8阳性细胞毒
性T淋巴细胞占比与CD163阳性M2型巨噬细胞
之间存在正相关关系，Pearson相关系数为0.67
（P=0.03）。此外，CD8阳性细胞与血管内皮标
志物CD34也呈正相关，Pearson相关系数为0.42
（P=0.05）。CD163阳性M2型巨噬细胞不仅与
CD8阳性细胞呈正相关，还与PD-L1阳性细胞、
CD34阳性细胞以及FoxP3阳性细胞存在一定的

相关性，相关系数分别为0.33（P=0.03）、0.47
（P=0.04）和0.50（P=0.001）。在GC-NEN患者
组织样本中，也观察到了类似的相关性趋势。进

一步的分析发现，CD8阳性细胞和CD163阳性细
胞在肿瘤区域与CD34阳性细胞的相关性高于基
质区域，表明免疫细胞在肿瘤内部的浸润与血管

丰富性之间存在一定的联系，提示血管浸润可

能在肿瘤免疫微环境的形成和维持中发挥重要 
作用。

图4 PGC和GC-NEN样本不同表型细胞相关性分析

Fig. 4  Correlation analysis of different phenotypes in PGC and GC-NEN samples

A: PGC; B: GC-NEN.
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空间分析采用ES和EP[5]。ES指的是距离肿
瘤细胞30  μm内的免疫细胞数量占所有肿瘤细胞
的比例，EP则表示在30 μm范围内存在免疫细胞
的肿瘤细胞占所有肿瘤细胞的比例。肿瘤细胞与

免疫细胞的近距离接触，对于配体和受体结合所

介导的抗肿瘤或免疫抑制作用具有重要意义。借

助ES和EP来量化细胞间的相对空间位置，有助
于深入理解细胞在肿瘤微环境中的功能。本研究

发现，在GC-NEN组织样本中，PD-L1+CKpan-细

胞的ES值、PD-L1+细胞的EP值显著高于PGC组
织样本；而CD163+PD-L1-细胞和CD34+细胞的EP
值则显著低于PGC组织样本（图5）。
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图5 PGC和GC-NEN组织样本中ES和EP差异性分析

Fig. 5  Differential analysis of ES and EP in PGC and GC-NEN tissue samples
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3 讨  论

本研究深入探究了GC-NEN患者与PGC患者
的肿瘤免疫微环境差异，结果显示，在GC-NEN
患者的肿瘤基质区域，CD8+细胞毒性T淋巴细
胞的占比显著高于PGC患者，而在肿瘤核心区
域，这种差异并不明显。这一现象表明GC-NEN
肿瘤中CD8+T淋巴细胞更多地聚集在肿瘤边缘。
有研究对同时含有胃腺癌和神经内分泌癌的混

合型胃癌内部进行分析，发现神经内分泌癌内

部的CD8+ T淋巴细胞浸润水平较低，CD8+ T淋
巴细胞主要存在于肿瘤边缘，呈现出免疫排斥

型的免疫微环境特征[6]。尽管CD8+ T淋巴细胞
在肿瘤边缘聚集，表明存在免疫应答，但肿瘤

细胞通过分泌免疫抑制因子[如转化生长因子-β
（transforming growth factor-β，TGF-β）、白细
胞介素-10（interleukin-10，IL-10）、血管内皮
生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）]在局部建立抑制性免疫微环境，直接
抑制CD8+ T淋巴细胞的细胞毒功能[7]。此外，

CD8+ T淋巴细胞在肿瘤边缘的存在可能诱导肿瘤
细胞上调免疫检查点分子（如PD-L1），形成负
反馈机制。免疫排斥型免疫微环境产生的原因之

一是趋化因子浓度梯度失衡。CXCL9/10-CXCR3
轴失衡导致免疫排斥[8]。肿瘤实质内CXCL9/10
表达下调或呈“梯度中断”，导致CD8+ T淋巴
细胞无法沿浓度梯度进入肿瘤核心，转而滞留

在富含CXCL9/10的基质区，形成“免疫排斥”
表型。CXCL13-CXCR5轴失衡也是趋化因子浓
度梯度失衡的一种形式[9]。CXCL13在基质区
高表达可吸引CXCR5+ CD8+ T淋巴细胞与滤泡辅
助性T细胞（follicular helper T cell，Tfh）聚集，

却因TGF-β/IL-10富集而功能耗竭，进一步加剧
排斥。胰腺导管腺癌中，CCL2-CCR2轴耗竭，
肿瘤细胞分泌可溶性CCL2“诱饵受体”，中和
CCL2，阻断CCR2+CD8+T淋巴细胞募集，显著降
低了肿瘤内T淋巴细胞密度，患者生存期缩短。
此外，物理与代谢屏障也是产生免疫排斥型免疫

微环境的重要原因之一。CAF主导的细胞外基质
（extracellular matrix，ECM）重构形成物理屏
障。CAF高浸润的食管鳞癌中，CD8+ T淋巴细胞
被限制在肿瘤周边基质，而 CAF低浸润者T淋巴
细胞可深入肿瘤实质，提示CAF介导的物理-代
谢屏障是免疫排斥的关键[10]。CAF通过合成并
沉积胶原纤维（如COL1A1、COL3A1）及透明
质酸，构建致密ECM网络，阻碍CD8+ T淋巴细
胞向肿瘤实质内浸润，并限制药物穿透[11]。同

时，CAF产生乳酸、PGE2、TGF-β、VEGF及腺
苷，直接抑制T淋巴细胞增殖并诱导PD-1、Lag-
3、Tim-3等耗竭标志物表达[10]。

此外，本研究还发现GC-NEN患者基质区域
的PD-L1表达水平显著高于PGC患者，且主要为
非肿瘤细胞阳性。PD-L1作为T淋巴细胞抑制性受
体PD-1的配体，其高表达可能与免疫检查点抑制
剂的治疗效果密切相关。肿瘤比例评分（tumor 
proportion score，TPS）和联合阳性评分（combined 
positive score，CPS；包括PD-L1阳性免疫细胞）是
两种基于PD-L1表达的评分方法，与肿瘤患者免疫
检查点抑制剂的治疗效果呈正相关[12]。

进一步的分析还揭示了GC-NEN患者肿瘤区
域中CD34+细胞的占比显著低于PGC患者，且与
CD8+细胞、CD163+细胞和FoxP3+细胞在肿瘤区
域的浸润存在一定的正相关关系，这表明肿瘤血

管生成与免疫细胞浸润之间可能存在复杂的相互
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作用。CD34是血管内皮标志物。研究[13]表明，

以CD34为标志的微血管密度（CD34-MVD）与
肺腺癌患者的预后密切相关。高CD34-MVD与更
长的无病生存期（disease-free survival，DFS）及
总生存期（overall survival，OS）显著相关，而
低CD34-MVD则提示更高的复发风险和更差的预
后[13]。肿瘤内部的血管分布情况与淋巴细胞浸

润密切相关[14]。肿瘤相关高内皮静脉可以促进

淋巴细胞的浸润。而GC-NEN患者中肿瘤区域较
低的CD34+细胞占比可能暗示了肿瘤血管生成的
异常，预示着比PGC患者更差的免疫治疗效果。
比较PGC与GC-NEN肿瘤患者的ES和EP，发现伴
NED也影响胃癌组织中免疫细胞与肿瘤细胞之间
的相互作用。在GC-NEN患者中，PD-L1+细胞、
PD-L1+PanCK-细胞的ES和EP评分要高于PGC患
者中的评分，而CD34+细胞的ES和EP评分则低于
PGC患者中的评分。

综上所述，GC-NEN患者的肿瘤免疫微环境
与PGC患者存在显著差异，这些差异可能对肿瘤
的生物学行为和治疗反应产生重要影响。但本

研究为探索性研究，仍可能存在不可预测的选择

性偏倚。此外，样本量较小且缺乏分子分型等信

息，难以全面准确地评估免疫微环境差异。此

外，本研究还缺乏预后数据（如DFS、OS）、免
疫治疗效果与免疫微环境之间的直接关联分析，

未来拟进一步探索这些免疫微环境差异与预后的

关系，以及它们在免疫治疗中的潜在应用价值。
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