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［摘要］  背景与目的：程序性死亡［蛋白］-1（programmed death-1，PD-1）在调节外周免疫耐受中发挥重要作用，PD-1

在肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）肿瘤浸润淋巴细胞中的表达状态与效应细胞CD8+ T淋巴细胞的关系尚不清

楚，探讨HCC肿瘤浸润淋巴细胞中PD-1的表达及预后意义。方法：收集2008年1月—2016年12月在南通市第三人民医院接

受手术的344例HCC患者的病理样本，制备组织芯片；采用免疫组织化学法检测HCC组织中PD-1、程序性死亡［蛋白］配

体-1（programmed death ligand-1，PD-L1）的表达，分析PD-1在肿瘤浸润淋巴细胞中的表达与HCC临床病理学参数、PD-L1

的表达、CD8+ T淋巴细胞之间的相关性及与患者预后的关系；采用免疫组织化学双标记法检测CD8+ PD-1+双阳性T淋巴细胞

密度对HCC患者预后的影响。结果：PD-1阳性信号定位于HCC肿瘤浸润淋巴细胞的细胞膜或细胞质中。PD-1的高表达率为

43.9%，其高表达与肿瘤组织学分级（P=0.009）、肿瘤细胞中PD-L1的表达（P<0.001）、肿瘤浸润淋巴细胞中PD-L1的表

达（P<0.001）及肿瘤浸润CD8+ T淋巴细胞密度（P=0.003）有关，并且PD-1高表达是评估总生存（overall survival，OS）

率、无病生存（disease-free survival，DFS）率的独立危险因子（OS：HR=1.654，P=0.010；DFS：HR=2.518，P<0.001）。

另外，高密度肿瘤浸润CD8+ PD-1+双阳性T淋巴细胞组较低密度组OS和DFS更差（P均<0.001）。结论：PD-1在HCC肿瘤浸

润淋巴细胞中表达可能是潜在的预后因子。
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［Abstract］ Background and purpose: Programmed death 1 (PD-1) plays an important role in the regulation of peripheral 

immune tolerance. The expression of PD-1 in tumor-infiltrating lymphocytes of hepatocellular carcinoma (HCC) and the relationship 

between PD-1 expression and CD8+ T lymphocytes is unclear. This study was aimed to investigate the expression of PD-1 in 

tumor-infiltrating lymphocytes of HCC and its prognostic significance. Methods: Pathological paraffin samples of 344 HCC 

patients who underwent surgery in Nantong Third People’s Hospital from January 2008 to December 2016 were included. Tissue 

microarray was prepared. The protein expressions of PD-1 and programmed death ligand-1 (PD-L1) in HCC tissues were detected 

by immunohistochemical assay. Statistical analysis was performed to determine the correlation between the expression of PD-1 in 

tumor-infiltrating lymphocytes and the clinicopathological parameters of HCC, the expression of PD-L1, CD8+ T lymphocytes and 
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目前原发性肝癌是中国第4位常见恶性肿

瘤及第2位肿瘤致死病因，严重威胁中国人民

的生命健康 ［1］。肝细胞癌（Hepatoce l lu la r 
carcinoma，HCC）是最常见的组织学类型。

研究表明，HCC患者在肿瘤生长的免疫监测中

常发现功能缺陷，其中的机制包括部分抗原掩

蔽、抗原处理失败、效应细胞抑制和协同刺激

不足［2］。

程 序 性 死 亡 ［ 蛋 白 ］ - 1 （ p r o g r a m m e d 
death-1，PD-1）是一种共抑制受体分子，在活

化的T淋巴细胞和B淋巴细胞中被诱导表达，

在调节外周免疫耐受中发挥重要作用［3-4］。程

序性死亡［蛋白］配体-1（programmed death 
ligand-1，PD-L1）在树突状细胞、巨噬细胞和

实质细胞中表达。有证据［5］表明，PD-L1可通

过诱导T淋巴细胞凋亡、失能、无应答和功能衰

竭，向表达PD-1的T淋巴细胞传递抑制信号，

从而抑制免疫应答，因此PD-1/PD-L1在调节宿

主免疫应答中发挥关键作用。然而，HCC肿瘤

浸润淋巴细胞中PD-1的表达状态与肿瘤免疫主

要效应细胞CD8+ T淋巴细胞的关系尚不清楚，

通过PD-1/PD-L1途径发挥免疫抑制作用的CD8+ 
T淋巴细胞功能的变化仍有待阐明。因此，本

研究旨在探讨PD-1在肿瘤浸润淋巴细胞中的表

达情况，分析其表达状态与HCC临床病理学参

数、PD-L1的表达、CD8+ T淋巴细胞之间的相

关性及与患者预后的相关性，采用免疫组织化

学双标记法检测CD8+ PD-1+双阳性T淋巴细胞密

度对HCC患者预后的影响，旨在为HCC治疗提

供一个潜在的免疫调节靶点。

1 资料和方法

1.1  病例资料

病例纳入标准：① 2008年1月—2016年12月

于南通市第三人民医院接受手术治疗的所有HCC
患者；② 经病理学检查证实为HCC；③ 术前未

接受任何抗肿瘤治疗；④ 有完整的临床及随访资

料；⑤ 患者签署知情同意书；⑥ 通过医院伦理

委员会批准。排除标准：① 复发性HCC；② 术
前接受介入、化疗等抗肿瘤治疗的患者。共入组

344例患者，其中男性271例，女性73例。平均年

龄55.3岁。乙型肝炎病毒表面抗原（hepatitis B  
virus surface antigen，HBsAg）阳性278例。有肝

硬化289例。随访时间为8~114个月。

1.2  组织芯片的制备

组织芯片的制备由上海芯超生物科技有限公

司协助完成。步骤为：对纳入病例的H-E染色病

理切片重新阅片，标记H-E染色病理切片及对应

蜡块上的代表性位置。用打孔仪在样本蜡块上打

孔、细针吸取组织，按照排列顺序装载在芯片蜡

块中。每例样本均设置3个复点。

1.3  免疫组织化学法检测

抗原修复采用高压修复法，在乙二胺四乙

酸（ethylenediaminetetraacetic acid，EDTA）

（pH=9.0）中消化3 min；之后将样本与H2O2

一起温育15 min。采用EnVision免疫组织化学

染色法：一抗分别为小鼠抗PD-1单克隆抗体

（1∶100，北京中杉金桥生物技术有限公司）、

兔抗PD-L1单克隆抗体［1∶50，基因科技（上

海 ） 股 份 有 限 公 司 ］ 和 兔 抗 C D 8 单 克 隆 抗体

the prognosis of patients. The influence of CD8+ PD-1+ double expression T lymphocyte density on the prognosis of HCC patients 

was detected by immunohistochemical double labeling. Results: PD-1 positive signal was localized on the membrane or cytoplasm 

of HCC tumor-infiltrating lymphocytes. The high expression rate of PD-1 was 43.9%, which was related to tumor histological 

grade (P=0.009), tumor cell PD-L1 expression (P<0.001), tumor-infiltrating lymphocytes PD-L1 expression (P<0.001) and tumor 

infiltrating CD8+ T lymphocyte density (P=0.003). Moreover, PD-1 overexpression was an independent risk factor for evaluating the 

overall survival (OS) rate and the disease-free survival (DFS) rate (OS: HR=1.654, P=0.010; DFS: HR=2.518, P<0.001). In addition, 

patients with high-density tumor-infiltrating CD8+ PD-1+ double expression T-lymphocytes had worse OS and DFS compared with 

those with low-density tumor (P<0.001). Conclusion: The expression of PD-1 in tumor-infiltrating lymphocytes of HCC may be a 

potential prognostic factor.

［Key words］ Programmed death 1, Programmed death ligand-1; Hepatocellular carcinoma; Prognosis
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（1∶100，北京中杉金桥生物技术有限公司），

室温温育2 h，然后用辣根过氧化物酶（horseradish 
peroxidase，HRP）标记的山羊抗兔或山羊抗小鼠二

抗（德国Leica公司）室温温育30 min，最后用二氨

基联苯胺（diaminobenzidine，DAB）显色。

免 疫 组 织 化 学 双 染 色 法 ： 按 稀 释 比 例 同

时加入小鼠抗PD-1抗体和兔抗CD8抗体两种一

抗，室温温育2 h后，滴加碱性磷酸酶（alkaline 
phosphatase，AP）标记山羊抗小鼠二抗和HRP标

记的山羊抗兔二抗两种二抗，室温温育30 min；

用GBI-久红显色5 min、冲洗，随后DAB显色 
5 min。用苏木精复染。

1.4  结果判定

肿瘤浸润淋巴细胞中PD-1的存在表现为为

细胞膜或细胞质染色：依据参考文献［6］的

方法，用组织芯片计数PD-1+淋巴细胞数量，然

后根据PD-1+细胞计数，大于中位数判为高表达

组，小于等于中位数判为低表达组。

肿瘤细胞和肿瘤浸润淋巴细胞中PD-L1通过

评估染色细胞的百分比（PD-L1阳性肿瘤细胞数/
所有肿瘤细胞数或PD-L1阳性肿瘤浸润淋巴细胞

数/所有肿瘤浸润淋巴细胞数）来量化。当≥1%

的肿瘤细胞中PD-L1呈阳性反应时，肿瘤细胞被

判定为PD-L1阳性表达，判断标准为肿瘤细胞的

细胞膜或细胞质部分或完全染色。肿瘤浸润淋巴

细胞中PD-L1阳性表达判断标准为细胞膜或细胞

质染色阳性细胞数≥1%［7］。

肿瘤浸润CD8+ T淋巴细胞密度、CD8+ PD-1+

双阳性T淋巴细胞密度判定：计数组织芯片各点

CD8+淋巴细胞、CD8+ PD-1+双阳性细胞数量，计

算免疫反应细胞的平均计数，大于平均计数判为

高密度组，小于等于平均计数判为低密度组。

结果由两名高年资病理科医师采用双盲法评

估，可疑病例由两名医师使用多头显微镜讨论，

直到达成共识。

1.5  统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析。PD-1
表达与临床病理学参数等之间的相关性用χ2检验

评价。采用Kaplan-Meier法计算总生存率并绘制

生存曲线，组间比较用log-rank检验。采用单因

素和多因素COX回归分析判断是否为独立预后因

素。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  PD-1在HCC肿瘤浸润淋巴细胞中的表达及

与临床病理学参数的关系

免 疫 组 织 化 学 染 色 显 示 ， P D - 1 表 达 于

HCC肿瘤浸润淋巴细胞的细胞膜或细胞质中 
（图1），肿瘤浸润淋巴细胞中PD-1的阳性率为

43.9%（151/344）。PD-1高表达与肿瘤组织学

分级有关（P=0.009，表1），与年龄、性别、

HBsAg、肿瘤大小、有无肝硬化及微血管侵犯等

临床病理学参数无明显相关性。

2.2  PD-1在HCC肿瘤浸润淋巴细胞中的表达与

PD-L1表达、肿瘤浸润CD8+ T淋巴细胞密度的关系

肿 瘤 细 胞 中 P D - L 1 的 阳 性 率 为 2 1 . 8 %

（75/344），肿瘤浸润淋巴细胞中PD-L1的阳性率为

47.1%（162/344），肿瘤浸润CD8+ T淋巴细胞高密

度率为45.3%（156/344）。PD-1高表达与肿瘤细胞

中PD-L1的表达（P<0.001）、肿瘤浸润淋巴细胞中

PD-L1的表达（P<0.001）及肿瘤浸润CD8+ T淋巴细

胞密度相关（P=0.003，图1，表1）。

2.3  PD-1高表达与HCC预后的关系

Kaplan-Meier生存分析显示，PD-1高表达组

HCC患者的OS和DFS较PD-1低表达组明显降低

（P均<0.001）。单因素COX回归分析显示，肿

瘤浸润淋巴细胞中PD-1高表达是OS和DFS的不

良预后因子（OS：HR=2.344，P<0.001；DFS：

HR=2.750，P<0.001），肿瘤＞3 cm、组织学分

级高、有微血管侵犯及肿瘤细胞中PD-L1的表达

是OS和DFS的不良预后因子，并且低密度肿瘤

浸润CD8+ T淋巴细胞是DFS的不良预后因子。为

评估可能存在的混杂变量，对单变量COX比例

风险分析中达到显著性的因素，以及具有临床

意义的指标HBsAg、肝硬化等因素采用多变量

COX回归分析，结果显示，肿瘤浸润淋巴细胞

中PD-1高表达是OS和DFS的独立不良预后因子

（OS：HR=1.654，P=0.010；DFS：HR=2.518，

P<0.001，图2，表2~3）。
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图 1  免疫组织化学法标记PD-1、PD-L1和CD8的表达情况

Fig. 1  Expressions of PD-1, PD-L1 and CD8 detected by immunohistochemistry

A, B: PD-1 was highly expressed in HCC tumor-infiltrating lymphocytes; C, D: The expression of PD-1 was low in HCC tumor-infiltrating 
lymphocytes; E, F: PD-L1 was highly expressed in HCC tissues; G, H: The expression of PD-L1 was low in HCC; I, J: PD-L1 was highly expressed 
in HCC tumor-infiltrating immune cells; K, L: The expression of PD-L1 was low in HCC tumor-infiltrating immune cells; M, N: CD8 labeled tumor-
infiltrating T lymphocytes showed high density; O, P: CD8 labeled tumor-infiltrating T lymphocytes showed low density. A, C, E, G, I, K, M, O were 
H-E staining (×200); B, D, F, H, J, L, N, P were EnVision staining (×200)

表 1  PD-1的表达与HCC患者临床病理学参数、PD-L1表达及肿瘤浸润CD8+ T淋巴细胞的关系

Tab. 1  Relationship between PD-1 expression and clinicopathological parameters, PD-L1 expression and tumor-infiltrating CD8+ T 

lymphocytes in HCC patients

(n)

Characteristic Number of patients
PD-1 expression

P value
Low High

Age/year 0.512

 ≤55.3 180 104 76

 >55.3 164 89 75

Gender 0.108

 Male 271 146 125

 Female 73 47 26

HBsAg 0.994

 Negative 66 37 29

 Positive 278 156 122
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Characteristic Number of patients
PD-1 expression

P value
Low High

Liver cirrhosis 0.227

 Absent 55 34 21

 Present 289 159 130

Tumor size D/cm 0.121

 ≤3 125 77 48

 >3 219 116 103

Histological grading 0.009

 Ⅰ 26 22 4

 Ⅱ 115 63 52

 Ⅲ 203 108 95

Microvascular invasion 0.104

 Absent 228 135 93

 Present 116 58 58

Tumor cell PD-L1 expression <0.001

 Absent 269 182 87

 Present 75 11 64

Tumor-infiltrating lymphocyte PD-L1 expression <0.001

 Absent 182 131 51

 Present 162 62 100

Tumor-infiltrating CD8+ T lymphocyte density 0.003

 Low 188 119 69

 High 156 74 82

续表 1

图 2  PD-1的表达水平对HCC患者预后的预测价值

Fig. 2  The prognostic value of PD-1 expression in HCC patients

A: Kaplan-Meier survival analysis showed that the OS rate of PD-1 high expression group was lower than that of low expression group; B: Kaplan-
Meier survival analysis showed that the DFS rate of PD-1 high expression group was lower than that of low expression group
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2.4  肿瘤浸润CD8+ PD-1+双阳性T淋巴细胞密

度对HCC预后的影响

肿瘤浸润CD8+ T淋巴细胞对肿瘤患者生存

的影响一直备受关注。有研究表明，肿瘤浸润

CD8+ T淋巴细胞密度与多种实体瘤类型的良好

预后相关［8-9］，也与化疗和免疫治疗反应的改

善相关［10］。本研究数据显示，高密度肿瘤浸

润CD8+ T淋巴细胞组DFS较低密度组明显改善

（P<0.001），并且OS亦优于低密度组，但差

异无统计学意义（P>0.05）。进一步对高密度

肿瘤浸润CD8+ T淋巴细胞组HCC患者用免疫组

织化学双染色法检测CD8+ PD-1+双阳性肿瘤浸

润T淋巴细胞的密度，结果显示，高密度CD8+  

(EnVision staining, ×400)
图 3  免疫组织化学双标记CD8（棕色）、PD-1（红色）染色

Fig. 3  Immunohistochemical double labeled CD8 (brown) and 

PD-1 (red) staining

A: High density of CD8+ PD-1+ T lymphocyte; B: Low density of  
CD8+ PD-1+ T lymphocyte

表 2  单因素和多因素COX回归分析OS预测因子

Tab. 2  Univariate and multivariate COX regression analyses of OS predictors

Variable
Univariate COX regression Multivariate COX regression

HR 95% CI P value HR 95% CI P value

Age (≤55.3 years vs >55.3 years) 1.014 0.743-1.383 0.931 - - -

Gender (male vs female) 1.157 0.778-1.720 0.472 - - -

HBsAg (positive vs negative) 1.468 0.606-1.547 0.094 1.344 0.809-2.234 0.253

Liver cirrhosis (present vs absent) 0.869 0.584-1.293 0.489 0.827 0.526-1.299 0.410

Tumor size (>3 cm vs ≤3 cm) 2.179 1.540-3.083 <0.001 2.157 1.503-3.094 <0.001

Histological grading (Ⅲ vs Ⅰ+Ⅱ) 1.279 1.006-1.891 0.046 0.927 0.665-1.294 0.657

Microvascular invasion (present vs absent) 6.012 4.315-8.377 <0.001 6.808 4.692-9.880 <0.001

Tumor cell PD-L1 expression (positive vs negative) 3.339 2.387-4.670 <0.001 2.441 1.625-3.667 <0.001

Tumor-infiltrating lymphocyte PD-L1 expression (positive vs negative) 1.290 0.948-1.757 0.105 0.787 0.563-1.099 0.160

Tumor-infiltrating CD8+ T lymphocyte density (high vs low) 0.807 0.589-1.105 0.182 - - -

Tumor-infiltrating lymphocyte PD-1 expression（high vs low） 2.344 1.710-3.212 <0.001 1.654 1.131-2.419 0.010

表 3  单因素和多因素COX回归分析DFS预测因子

Tab. 3  Univariate and multivariate COX regression analyses of DFS predictors

Variable
Univariate COX regression Multivariate COX regression

HR 95% CI P value HR 95% CI P value

Age (≤55.3 years vs >55.3 years) 0.983 0.738-1.309 0.905 - - -

Gender (male vs female) 1.327 0.911-1.932 0.140 - - -

HBsAg (positive vs negative) 1.475 0.981-2.217 0.062 1.311 0.831-2.069 0.245

Liver cirrhosis (present vs absent) 1.144 0.760-1.720 0.520 0.992 0.625-1.575 0.974

Tumor size (>3 cm vs ≤3 cm) 1.781 1.313-2.418 <0.001 1.600 1.160-2.205 0.004

Histological grading (Ⅲ vs Ⅰ+Ⅱ) 1.408 1.050-1.885 0.022 1.114 0.820-1.513 0.489

Microvascular invasion (present vs absent) 3.575 2.634-4.851 <0.001 3.965 2.847-5.523 <0.001

Tumor cell PD-L1 expression (positive vs negative) 2.585 1.864-3.584 <0.001 1.894 1.297-2.765 0.001

Tumor-infiltrating lymphocyte PD-L1 expression (positive vs negative) 1.184 0.889-1.576 0.247 - - -

Tumor-infiltrating CD8+ T lymphocyte density (high vs low) 0.695 0.517-0.933 0.015 0.464 0.339-0.635 <0.001

Tumor-infiltrating lymphocyte PD-1 expression (high vs low) 2.750 2.046-3.695 <0.001 2.518 1.794-3.536 <0.001

PD-1+ T淋巴细胞组较低密度组OS和DFS更差 
（P均<0.001，图3~4）。
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图 4  CD8+ PD-1+双阳性T淋巴细胞密度对HCC患者预后的预测价值

Fig. 4  The prognostic value of CD8+ PD-1+ double expression T lymphocyte density in HCC patients

A: Prediction of OS by tumor-infiltrating CD8+ T lymphocyte density; B: Prediction of DFS by tumor-infiltrating CD8+ T lymphocyte density;  
C: Prediction of OS with CD8+ PD-1+ double expression T lymphocyte density; D: The density of CD8+ PD-1+ double expression T lymphocytes was 
used to predict DFS

3 讨  论

本研究检测了HCC患者肿瘤浸润淋巴细胞中

PD-1的表达情况，结果显示，PD-1高表达与肿瘤

组织学分级、肿瘤细胞中PD-L1的表达、肿瘤浸

润淋巴细胞中PD-L1的表达及肿瘤浸润CD8+ T淋

巴细胞密度有关，同时PD-1高表达是OS和DFS的

不良预后因子。此外，肿瘤浸润CD8+ PD-1+ T淋

巴细胞的增加可以预测疾病进展和术后复发。

HCC通常是在慢性肝病（慢性乙型肝炎或

丙型肝炎病毒感染、代谢紊乱或慢性乙醇性肝损

害）的基础上发展而来的，因其促进了肝脏的免

疫抑制状态和T淋巴细胞功能衰竭［11］。在肿瘤

的发生、发展过程中，肝脏微环境中有效的抗肿

瘤免疫监视功能受损，免疫检查点尤其是PD-1/
PD-L1信号通路参与了这一过程［12］。

有研究［13］显示，在非小细胞肺癌患者肿瘤

组织中，高密度肿瘤浸润PD-1+ T淋巴细胞组比

低密度组有更高的肿瘤识别能力和明显不同的预

后，其中高密度PD-1+ T淋巴细胞能预测患者的治

疗反应和存活率。在HCC患者中，PD-1在CD8+ 
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T淋巴细胞中的表达增加与术后复发有关［14］；

在未经免疫治疗的HCC患者中，循环和肿瘤浸润

CD8+ PD-1+ T淋巴细胞的密度增加与肝切除术后

的进展相关［15］，这与本研究结论一致。同时，

表达PD-1的肿瘤浸润T淋巴细胞的数量被证明可

以预测PD-1阻断后的临床治疗效果［16］，并且肿

瘤对PD-1阻断的反应取决于预先存在的CD8+ T淋

巴细胞的状态，这些细胞受到PD-1/PD-L1介导的

适应性免疫抵抗的负调节［17］。

对于HCC患者中PD-1/PD-L1通路在CD8+ T淋

巴细胞和肿瘤细胞之间的作用机制尚不清楚。有

研究［18-19］显示，HCC肿瘤浸润CD8+ T淋巴细胞

中PD-1不同表达水平的亚群具有不同的基因表达

模式，高表达PD-1的CD8+ T淋巴细胞亚群具有

高水平的调节T淋巴细胞衰竭的基因模式，其通

过产生低浓度的γ-干扰素和肿瘤坏死因子发挥功

能，用抗PD-1的抗体温育该亚群细胞可部分恢复

细胞因子的产生，因而具有高表达PD-1的CD8+ 
T淋巴细胞亚群的HCC患者可能对于免疫检查点

阻断剂的联合治疗效果更为明显，同时，PD-L1
在HCC中的表达可抑制T淋巴细胞在微环境中的

功能，本研究显示，肿瘤细胞中PD-L1高表达为

HCC患者复发的预测因子，这与之前的研究结

论［20］一致。对HCC切除术后标本的分析显示，

PD-L1高表达与未进一步接受过免疫治疗的患者

的肿瘤侵袭性和预后不良有关［21］。

综上所述，PD-1在肿瘤浸润淋巴细胞中显

著上调，尤其是在效应CD8+ T淋巴细胞中。这种

PD-1表达的增加可能是HCC患者预后不良的原

因。进一步通过多变量分析来证实PD-1+和CD8+ 
PD-1+免疫浸润T淋巴细胞的预后价值，并强调与

HCC肿瘤细胞中PD-L1表达的显著相关性。这些

发现拓展了我们对HCC患者抗肿瘤反应过程中

HCC细胞与CD8+ T淋巴细胞间PD-1/PD-L1相互作

用的认识。
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