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摘要目的：研究 CD4（Th1）和 CD8（Tc1）T细胞对肝癌患者的 AFP的应答反应及其与临床特征的相关性，为其早期诊断与预防提

供新策略。方法：研究对象为 62例 HCC患者，30例肝硬化患者及 30例健康志愿者；重点分析 CD4 T细胞和 CD8 T细胞对 HCC

患者的 AFP-衍生肽的反应；用胞内细胞因子检测法对 IFN-酌进行检测。结果：抗 AFP的 Tc1反应检测阳性结果在对照组为
28.5%，在 OkudaⅠ期的肝癌患者中为 25.0％，在Ⅱ或Ⅲ期的 HCC患者中为 31.6%。抗 AFP Th1阳性反应仅在 HCC患者中检测

到。抗 AFP Th1阳性反应在 44.4%的 Child-Pugh A级的 HCC患者中检测到，但是在 Child-Pugh B或 C级中仅 15.4%。Tc1型反应

在 Child-Pugh A级肝功的患者中为 16.7%，在 Child-Pugh B或 C级患者中为 46.2%。结论：抗 AFP Th1应答更多出现在早期肝硬

化的 HCC的患者中，而抗 AFP Tc1应答更可能出现在晚期肝硬化患者中，这些结论为抗肝癌疫苗药物设计提供了理论基础。
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Immune Response of Hepatocellular Carcinoma of in Patients with Different
Stages of Liver Function*

Alpha-Fetoprotein (AFP) is a kind of tumor associated antigen in hepatocellular carcinoma (HCC), and it is

also the target of immune therapy. However, there is little information on the pattern of CD4 (Th1) and CD8 (Tc1) T-cell response to

AFP in patients with HCC or on their association with clinical characteristic of patients. Therefore, we observed the CD4 (Th1) and CD8

(Tc1) response of T cells in patients with hepatocellular carcinoma AFP and its clinical features. The subjects were 62 Patients

with HCC, 30 patients with liver cirrhosis and 30 healthy people as control. CD4 and CD8T-cell responses to AFP-derived peptides of 62

HCC patients were studied, and intracellular cytokine method was applied to detect IFN- 酌. The rate of positive results of Tc1
reaction of anti AFP was 28.5% in the control group, 25.0% in patients with hepatocellular carcinoma in OkudaⅠ , and in phaseⅡ or III

of HCC patients was 31.6%. Anti AFP Th1 positive reaction was detected only in HCC patients. 44.4% of HCC patients with Child-Pugh

A were Th1 reaction; however, this was detected in only 15.4% with B or C score. Tc1 reaction was detected in 16.7% of patients with

Child-Pugh A and Child-Pugh B or C level was 46.2%. The results show that anti-AFP Th1 reactions mainly occurred in

patients with disease in early stage, anti AFP Tc1 responses are more likely to occur in patients with late stage cirrhosis, therefore, these
data provide effective information for vaccine design against hepatocellular carcinoma.
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前言

AFP的表达在出生后显著降低且在成人的肝脏中仅有痕

量的表达，而在肝细胞癌（HCC）和睾丸癌中特异性表达。肝再

生和肝癌发生过程中，AFP基因被重新被激活并表达，导致大

部分肝癌患者会出现血清中 AFP含量明显升高[1-3]。在动物模

型中，通过抗 AFP诱导细胞介导的免疫反应可以控制肿瘤生

长[4-6]。在人类中，B细胞和 T细胞可以识别 AFP序列内部的抗

原决定簇并分化成为效应物或 /和调节淋巴细胞，一些由 AFP

衍生出的 HLAⅠ类（HLA-A2 和 HLA-A24）和Ⅱ类（HLA-DR）

分子限制的 CD4（Th1）和 CD8（Tc1）抗原决定簇已经被鉴定出
来。为了揭示肝细胞癌患者疾病不同阶段的抗 AFP Th1 和
Tc1应答，我们对同组平行的 HCC的患者进行了研究，为 HCC

的早期诊断、早期预防及免疫治疗提供指导。
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表 1 HCC组和对照组 AFP衍生肽 CD4 T细胞和 CD8 T细胞应答比较

Table 1 Comparison of HCC patients and controls with CD4 and CD8 T cells reacting to AFP-derived peptides

Groups CD4 T cells reacting n(%) CD8 T cells reacting n(%)

Group HCC (n=31) 20(32.3) 18(29.0)

The control group (n=30) 0(0) 16(26.7)

X2 20.37 0.34

P <0.01 0.57

图 1（A）流式细胞仪测定 CD4和 CD8 T细胞表达的肽特异性 IFN-酌
Fig.1 Peptide-specific IFN-酌 production by CD4 and CD8 T cells using

flow cytometry

1 材料和方法

1.1 研究对象

试验组为 62例 HCC患者，对照组为 30例肝硬化患者和
30例健康志愿者。肝硬化诊断标准：符合中华医学会肝病分会

制定的肝硬化诊断标准，患者有病毒性肝炎、自身免疫性肝炎、

长期大量饮酒等可导致肝硬化的有关病史；出现肝功能减退和

门静脉高压特征性的临床表现，肝功能检验提示血清白蛋白、

转氨酶、胆红素，凝血酶原时间等检查提示肝功能失代偿；超声

或 CT提示肝硬化。肝癌诊断标准：符合中国抗癌协会制定的

肝癌标准，组织学病理或穿刺细胞学病理证实的肝癌。肝癌患

者同时满足，在就诊前未经手术、放疗、化疗或介入栓塞治疗等

抗癌治疗。外周血单核细胞（PBMC）均来自 HCC患者和健康

志愿者的血液。本项研究由医院伦理委员会批准，所有患者均

签署知情同意书。

1.2 T细胞的体外扩增
RPMI1640培养基、MEM培养基、青霉素和链霉素和 10%

胎牛血清（FCS）购自 Life Technologies公司。外周血单核细胞

（PBMC）重悬浮于含 10%胎牛血清的 MEM培养基中，细胞浓

度为 1.5× 106/ml，用特异性多肽(1 滋M)，或置于 96孔板中的多

肽中对细胞进行刺激。重组 IL-2(50 IU·mL-1)在第 3天加入到
培养基中，培养 10-12 d后对细胞进行分析。
1.3 胞内 IFN-酌染色

T 细胞用 Cy-chrome 标记的抗 CD4 和 CD8 抗体表面染

色，然后用 Cytofix/Cytoperm 试剂固定和破膜渗透，再用 FITC

标记的抗 IFN-酌对胞内细胞因子染色，并采用流式细胞仪分
析。

1.4 血清 AFP浓度检测

微粒子酶免疫分析试剂盒（雅培公司）测量血清 AFP浓

度，按说明书进行操作。

1.5 统计分析
采用 Mann-Whitney U检验比较 HCC患者血清 AFP浓度

和 T细胞对识别的抗原表位（应答与无应答）的应答能力。X2

检验 Okuda 肿瘤分期中Ⅰ或Ⅱ＋Ⅲ期的 HCC 患者中 CD4 T

细胞应答的百分率是否占主导地位。P≤ 0.05认为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 HCC患者抗 AFP Th1应答
从 62例 HCC患者分 20例患者（32.3%）出现抗 AFP的

CD4 T细胞应答，但是在对照组中 CD4 T细胞应答未检测到，

差异极显著（P<0.01）。相比之下，18例（29.0%）患者中出现抗
AFP CD8 T细胞应答，而对照组患者中出现 16例（26.7%）,差

异无统计学意义（P>0.05）（表 1）。说明抗 AFP Tc1应答在对照
组和 HCC患者中都检测到，而抗 AFP Th1应答只在 HCC患

者中检测到。在 62例 HCC患者中，抗 AFP CD4T细胞和 CD8
T细胞均应答在 6个 HCC患者中检测到，仅 CD4 T细胞应答

患者 14例，仅 CD8 T细胞应答患者 12例，而两者均无应答者

为 30例。

2.2 早期肿瘤患者抗 AFP Th1应答
AFP特异性 CD4 T细胞应答主要在血清 AFP正常或轻度

升高的 HCC患者中检测到(P=0.018)。CD8 T细胞应答和非应

答之间的 AFP浓度没有显著差异（图 2A-C）。无 CD4 T细胞应
答者的 HCC患者血清 AFP浓度为 CD4 T细胞应答者 HCC患

者 AFP浓度的 7.5倍（图 2B）。Okuda肿瘤Ⅰ期与Ⅱ或Ⅲ期的

患者相比，CD4 T细胞应答具有显著差异（P =0.04），但是在
Okuda肿瘤Ⅰ期与Ⅱ或Ⅲ期的患者中，CD8或总 T细胞应答反
应没有显著性差异（P>0.05）。这表明Ⅱ或Ⅲ期的患者未出现抗
AFP Th1细胞应答。CD8 T细胞对 AFP的应答反应较敏感，对

照组（28.5％），Okuda肿瘤Ⅰ期 HCC患者（25.0%）和 Okuda肿

瘤Ⅱ＋Ⅲ期的 HCC患者（31.6%）。AFP特异性 CD4 T细胞应
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表 2抗 AFP CD4和 CD8 T细胞在不同 Child-Pugh时期所占百分比

Table 2 The percentages of anti-AFP CD4 and CD8 T-cell response in different Child-Pugh scores

During the period of Child-Pugh n(%)CD4 T cell response, n (%) n(%)CD8T cell response, n (%) n(%)CD4 and CD8 T cell responses, n (%)

Child-Pugh A (n=36) 16(44.4) 6(16.7) 18(50.0)

Child-Pugh B+C (n=26) 4(15.4) 12(46.2) 14(53.8)

X2 8.47 6.83 1.71

P <0.01 <0.01 P=0.18

图 2抗 AFP CD4和 CD8T细胞应答患者血清 AFP水平

Fig. 2 Serum AFP levels in anti-AFP CD4 and CD8 T cells responses patients

答反应仅在 HCC患者中检测出，而且主要是在 Okuda肿瘤Ⅰ

期 HCC患者中检测出（58.3%）和很少的 Okuda肿瘤Ⅱ或Ⅲ期

的 HCC患者检测出（15.8%）。

抗 AFP总 T细胞应答（CD4和 CD8）的 HCC患者的血清
AFP水平（A）；CD4 T细胞应答的 HCC患者的血清 AFP水平
（B）；CD8 T 细胞应答的 HCC 患者的血清 AFP 水平（C）；抗
AFPCD4 T 细胞应答在血清 AFP(n=0.018)低或中度升高的患
者被检测到。应答或无应答的血清 AFP水平中值如图所示，每

一个点表示一个 HCC患者。
2.3 肝硬化发展与抗 AFP Tc1应答转移

在试验的 62 个 HCC 患者中 36 例被评为 Child-Pugh A

级，26 例被评为 Child-Pugh B 或 C 级。我们使用不同的
Child-Pugh评分分析 HCC患者中的 AFP特异性 CD4和 CD8

T 细胞应答，44.4%的 Child-Pugh A 级 HCC 患者有 CD4 T 细

胞应答，但是仅有 15.4%的 Child-Pugh B或 C级 HCC患者有

CD4 T细胞应答，差异极显著（P<0.01），表明 AFP特异性 Th1

应答主要发生在 Child-Pugh A级的 HCC患者中（表 2）。CD8 T

细胞应答在 16.7%的 Child-Pugh A级 HCC 患者中检测到，在
46.2% Child-Pugh B 或 C 级 HCC 患者检测到，差异极显著

（P<0.01）。这些结果表明，相比较于 Th1应答 Tc1应答主要在
Child-Pugh B或 C级 HCC患者检测到。然而，总的 T细胞应答

（CD4和 CD8）分别是在 Child-Pugh A级 50.0%的 HCC患者中
检测到，在 Child-Pugh B或 C级 53.8%HCC患者中检测到，差

异不具有统计学意义（P=0.18）。上述结果表明，抗 AFP Th1和
Tc1应答之间的平衡随着肝硬化的程度逐步向抗 AFP Tc1 应

答偏移。

3 讨论

以前有关抗 AFP T细胞应答的出现类型和患者临床特征

的相关性方面的报道与我们的实验结果有明显差异[7-11]，如血

清 AFP浓度、患病时期等。我们假设这些相反的报道，可能是

由于在整个疾病过程中，抗 AFPCD4和 CD8 T细胞应答出现
时间不同。在我们的研究中发现，对同一组患者的抗 AFP CD4

和 CD8T细胞反应的分析表明：抗 AFP CD4T细胞反应存在于
HCC患者中，对照组中未出现应答，而抗 AFP CD8 T细胞反应

在 HCC患者和对照组中都存在。AFP特异性 Th1细胞可以产

生 IFN-酌，IL-2和 TNF-琢。IL-2通常与记忆性应答相关，而且可

以由抗原特异性 CD4和 CD8T细胞产生。由于并非所有表达
AFP特异性 IFN-酌的 T细胞都表达 IL-2，因此我们分析了由
IFN-酌的产物为特征的抗原特异性 Th1细胞。相关研究表明健

康者细胞对整个 AFP蛋白仅有微弱的反应，而且这种反应仅

仅在抗原被树突状细胞（DCs）结合时才检测得到[12-17]。肽抗原

表位被树突状细胞递呈给 T细胞已经被被证明可以扩大潜在

的应答反应，并且提高检测的灵敏度。这表明一个弱抗 -AFP的
Th1反应是存在于健康者中，而这种反应的检测需要专门的抗

原细胞[18，19]。因此我们能够在健康对照组中检测产生 IFN-酌的
AFP特异性 CD8 T细胞，本研究结果表明抗 -AFP Tc1反应在

所有患者组中都可检测到。相比之下，抗 AFP Th1反应更多的
发生在疾病早期阶段和血清 AFP浓度低的情况下的 HCC 患

者中检测到。这些结果提示在伴随有疾病的早期阶段与低血清

AFP浓度相关的 CD4 T细胞应答扩大，与在高血清 AFP浓度

水平的疾病后期阶段的应答衰竭的 HCC 患者中抗 -AFP CD4

和 CD8 T细胞是有所不同的，从高血清 AFP浓度的 HCC患者

中分离的 CD4T细胞是缺陷的，即在体外高 AFP浓度时，抑制
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免疫细胞功能，这些与之前的相关报道相一致[20]。另外，我们的

结果还表明 Th1反应主要在 Child-Pugh A级 HCC患者中检测
到，而 Tc1反应主要在 Child-Pugh分级 B或 C的患者中检测

到。本研究是第一次报到关于抗 AFP Th1和 Tc1应答的平衡
伴随着肝硬化的发展向抗 AFP Tc1应答偏移；但是目前还不清

楚 Tc1应答优先在严重的肝硬化患者中扩大的原因[21，22]。

总之，这些结果表明抗 AFP Th1应答更多的存在于疾病早

期阶段，但是抗 AFP Tc1反应则多出现在肝硬化严重的阶段。

本文结果有助于促进我们对 HCC患者的抗肿瘤免疫反应的理
解，并且对疫苗药物设计和疫苗接种的发展有着重要临床意

义。
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