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鼻咽癌患者调强放射治疗后外周血中淋巴细胞

功能亚群的变化及其与临床预后的关系

李鑫，余建华，黄佩，石斌，邹小凤，朱文婷

【摘要】目的 探讨鼻咽癌患者调强放射治疗后外周血中淋巴细胞功能亚群的变化及其与临床预后的关系。方法

收集 2018年 5月至 2023年 5月东莞康华医院收治的鼻咽癌患者 34例（鼻咽癌组），于调强放射治疗前（T1）、放
射治疗 12个月后或疾病进展（T2）时点进行外周血淋巴细胞功能亚群检测。治疗结束后，随访观察鼻咽癌组疾病

进展及生存状况；比较外周血淋巴细胞功能亚群在 T1、T2时点的变化，确定相应指标的临界值，并进行无疾病进

展生存分析。结果 鼻咽癌组 T2时点 CD3+T细胞、CD4+T细胞、纯真 CD4+T细胞和纯真 CD8+T细胞等较 T1时
点均明显减低（均 ＜ 0.05），CD28–CD4+T细胞、HLA-DR+CD4+T细胞、CD8+T细胞、CD28–CD8+T细胞和CD3–CD56+

NK细胞等较T1时点均明显升高（均 ＜ 0.05）。年龄、T1时点纯真CD8+T细胞、T2时点的EB病毒的DNA（EBV-
DNA）（阳性）、纯真 CD4+T细胞、PD-1+CD4+T细胞、纯真 CD8+ T细胞、PD-1+CD8+T细胞、CD19+B细胞及调节性 T

细胞（Treg细胞）与患者无疾病进展预后相关（均 ＜ 0.05）。T2时点 EBV-DNA阳性、高水平 PD-1+CD8+T细胞和

Treg细胞是鼻咽癌放化疗后预测疾病进展的独立影响因素（均 ＜ 0.05）。结论 PD-1+CD8+T细胞和 Treg细胞

联合 EB病毒感染状态可能成为鼻咽癌患者放射治疗后预测疾病进展的可靠指标。
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鼻咽癌是我国华南地区高发肿瘤，调强放射治

疗后仍有约 15%患者发生远处转移，约 10%出现局

部区域复发[1]，其中发生远处转移的鼻咽癌患者中位

生存期仅 19～ 21个月 [2]。鼻咽癌的发生、发展及

EB病毒感染均与患者机体免疫功能密切相关 [3]。放

化疗除了细胞毒性作用外，还能重塑肿瘤局部免疫

微环境，乃至整个机体免疫功能 [4]。调节性 T细胞

（regulatory T cell，Treg）、耗竭性 T细胞（PD-1+T

cell）、髓源性抑制细胞等免疫细胞在肿瘤复发转移

中扮演重要角色 [5]。理论上定期局部活检是最佳的

监测疾病进展的方法，但由于是有创检查临床应用

受限。本研究拟探讨鼻咽癌患者调强放射治疗后外

周血中淋巴细胞功能亚群的变化及其与临床预后的

关系，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集 2018年 5月至 2023年 5月东

莞康华医院收治的鼻咽癌患者 34例（鼻咽癌组），患

者均确诊为鼻咽癌，并行调强放射治疗；排除免疫系

统疾病，且入院前未接受其他免疫相关治疗。调强

放射治疗前（T1）、放射治疗 12个月后或疾病进展

（T2）时点进行了外周血淋巴细胞功能亚群检测。本

研究获得东莞康华医院医学伦理委员会批准，所有

纳入患者均经本人及其家属知情同意并签署知情同

意书。

鼻咽癌组男 28例，女 6例；年龄 32～ 73岁，中

位年龄 50岁；TNM临床分期 II～ III期 20例，IV

期 14例；T1时 EB病毒的 DNA（EBV-DNA）阳性 6

例，阴性 28例；T2时 EBV-DNA阳性 5例，阴性 29

例。另取来院健康体检者 50例设为对照组，其中男

28例，女 22例；年龄 31～ 76岁，中位年龄 49.5岁。

两组年龄及性别差异均无统计学意义（均 ＞0.05）。
1.2 方法 采用贝克曼库尔特 Navios 型流式细胞

仪检测外周血免疫功能亚群，所用抗体试剂包括

CD45RA FITC、CD25 PE、CD28 PE、CD56 PE-
cy5.5、CD19 PE-cy7、CD127 PE-cy7、CD279 PE-cy7、
CD4 APC、CD8 APC-A700、CD3 APC-A750、HLA-
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DR V450及 CD45 Kome Orange。抗体组合方案：

（1）第 1管。CD45RA FITC、CD25 PE、CD56 PE-
cy5.5、CD19 PE-cy7、CD127 PE-cy7、CD4 APC、CD8
APC-A700、CD3 APC-A750、HLA-DR V450、CD45
Kome Orange。（2）第 2管。CD45RA FITC、CD28
PE、CD279 PE-cy7、CD4 APC、CD8 APC-A700、CD3

APC-A750、CD45 Kome Orange。根据抗体滴定实

验，每个抗体按 2 l/测试预混，第 1 管加预混抗体

20 l/样本，第 2管加预混抗体液 14 l/样本。样本

处理及上机检测流程：各取 EDTA抗凝静脉血 50 l，

按量加上述预混抗体，混匀、室温避光孵育抗体30min

后，加 1.5 ml NH4Cl红细胞裂解液作用 10min，接着

300 g离心 5 min弃上清，加 150 l PBS重悬后可上

机检测。开机时用 Flow-Check 微球进行光路和液

流的校准，保证仪器在检测期间具有良好的运行状

态，每日开机行淋巴细胞亚群中、低值质控，质控合

格才进行样本检测。

1.3 观察指标 （1）免疫功能细胞亚群分析包括纯

真 T细胞表型（CD45RA+CD28+）、记忆 T细胞表型

（CD45RA–CD28+）及Treg细胞（CD4+CD25+CD127low/–）。
（2）通过住院、门诊和电话的方式对患者进行随访。

随访始于住院诊断当天，治疗结束后，1年内每 3个
月随访 1次，1～ 2年每 4个月随访 1次，3～ 5年

每 6个月随访 1次；随访期间患者死亡即随访停止，

生存患者随访截止 2024年 7月 6日，无失访。无疾

病进展生存期（PFS）指肿瘤无转移、复发期间。

1.4 统计方法 数据采用 SPSS 21.0软件分析，用

GraphPad Prism 8.0.2软件进行绘图。计数资料以例

数或百分比表示，采用 2检验。计量资料呈正态分

布以均数±标准差表示，采用 检验；偏态分布计量

资料用 （ 25，75）表示，采用Mann-Whitney 检验。

采用受试者工作曲线（ROC）分析外周血中淋巴细胞

功能亚群的预测价值；采用正确诊断指数最大确定

相应指标的临界值，并计算灵敏度和特异度；采用

Kaplan-Meier生存曲线及Log-rank检验比较不同暴

露情况下患者的生存与疾病进展情况；用 Cox多因

素分析，采用先前逐步（Wald）法筛选出与疾病进展

的相关的独立预后因素。 ＜ 0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 淋巴细胞功能亚群表达水平比较 鼻咽癌组

T2时点 CD3+T细胞、CD4+T细胞、纯真 CD4+T细胞

和纯真 CD8+T 细胞等较 T1 时点均明显减低

（≥2.43，=4.83，均 ＜ 0.05），CD28–CD4+T细胞、

HLA-DR+CD4+T细胞、CD8+T细胞、CD28–CD8+T细

胞和 CD3–CD56+NK 细胞等较 T1时点均明显升高

（≥3.04，=3.21，均 ＜ 0.05）。

鼻咽癌组 T1时点 PD-1+CD8+T细胞、HLA-DR+

CD8+T细胞及 Treg细胞高于对照组（ =3.68、2.03、
5.89，均 ＜ 0.05）；纯真 CD4+T细胞和纯真 CD8+T

细胞低于健康对照（ =4.07， =3.31，均 ＜ 0.05）。
鼻咽癌组 T2时点，除 PD-1+CD4+T细胞、记忆 CD8+

T细胞及CD19+B细胞外，其余免疫细胞与对照组差

异均有统计学意义（≥2.16，≥3.75，均 ＜ 0.05）。
见表 1及图 1。
2.2 淋巴细胞功能亚群各检测时点临界值 外周血

中 CD3+T、CD4+T、纯真 CD4+T、记忆 CD4+T、CD28–

CD4+T、PD-1+CD4+T、HLA-DR+CD4+T、CD8+T、纯真

CD8+ T、记忆 CD8+T、CD28–CD8+T、PD-1+CD8+T、
HLA-DR+CD8+T、CD3–CD56+NK、CD19+B及Treg细
胞在 T1和 T2检测时点的临界值见表 2，高于临界

值的为高水平组，反之为低水平组。

2.3 外周血淋巴细胞功能亚群单因素分析 鼻咽癌

组患者发生肝转移 2例，骨转移 2例，肺转移 2例，

原发灶局部复发 1例。截止随访终点 2例死亡，中

位随访时间52个月，未达到中位生存时间。年龄≥49

岁、T2时点 EBV-DNA阳性患者无疾病进展时间较

短（均 ＜ 0.05），见表 3。
＞ 0.75淋巴细胞功能亚群指标，T2时点

的 PD-1+CD4+T细胞、PD-1+CD8+T细胞和 Treg细胞

低水平组预后好于高水平组（均 ＜ 0.05）；T1时点

纯真 CD8+T细胞，T2时点纯真 CD4+T细胞、纯真

CD8+T细胞及 CD19+B细胞低水平组预后差于高水

平组（均 ＜ 0.05），见表 4。
2.4 Cox回归分析 结果显示，T2时 EBV-DNA阳

性、PD-1+CD8+T细胞高水平和 Treg细胞高水平均是

鼻咽癌放化疗后预测疾病进展的独立影响因素（均

＜ 0.05）。见表 5。
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3 讨论

淋巴细胞亚群分为基础淋巴细胞亚群和功能亚

群 [6-7]。基础淋巴细胞亚群百分比在鼻咽癌治疗前后

有变化，CD3+T细胞和 CD4+T细胞降低，CD8+T细

胞和 CD3–CD56+NK细胞升高，与以往报道一致[8-9]，

但对鼻咽癌疾病进展没有预测价值。外周血低水平

CD19+B细胞百分比，治疗前不能预测鼻咽癌疾病进

展，治疗后水平可以预测鼻咽癌疾病进展，与Xu等[10]

结论不完全一致，但都提示体液免疫功能受损可促

进鼻咽癌疾病进展。

增值活跃的纯真 T细胞（CD28+ CD45RA+T细

胞）、纯真CD4+T与纯真CD8+T对电离辐射敏感，放

疗结束后 1个月最低，随后缓慢升高，治疗后 1年未

恢复到治疗前水平。本研究结果显示，鼻咽癌患者

低水平的纯真CD8+T细胞（T1、T2）和纯真CD4+T细
胞（T2）与高水平无疾病进展时间差异无统计学意

义。在肿瘤免疫循环中，新生肿瘤抗原只有被呈递

给纯真 T细胞才有可能启动、激活肿瘤特异性 T细

胞免疫，如果纯真 T细胞比例低，产生肿瘤特异性 T

细胞免疫概率大大减低，进而可导致肿瘤的局部复

表 1 两组淋巴细胞功能亚群分布情况

指标 鼻咽癌组 对照组

T1 T2
CD3+T细胞（%） 66.85±10.72 61.34±12.87 69.01±6.45
CD4+T细胞（%） 39.15±8.93 28.45±9.91 38.19±4.93
纯真 CD4+T细胞（%） 25.59±13.50 13.63±9.97 36.53±11.05
记忆 CD4+T细胞（%） 63.14±15.76 68.47±15.36 57.67±10.57
CD28–CD4+T细胞（%） 4.58（2.59，11.26） 11.36（5.11，20.16） 3.69（1.53，7.47）
PD-1+CD4+T细胞（%） 17.89±9.74 21.10±12.74 18.44±9.42
HLA-DR+CD4+T细胞（%） 16.72±6.72 27.96±14.88 17.61±7.25
CD8+T细胞（%） 24.08±7.29 29.33±9.70 25.37±5.49
纯真 CD8+T细胞（%） 15.47（9.33，19.94） 6.89（3.63，11.34） 22.79（17.33，37.94）
记忆 CD8+T细胞（%） 38.80（29.85，49.60） 31.57（25.04，47.23） 34.68（28.96，40.49）
CD28–CD8+T细胞（%） 41.13±11.35 50.46±18.67 36.06±17.50
PD-1+CD8+T细胞（%） 24.21±11.35 25.60±11.84 16.17±7.07
HLA-DR+CD8+T细胞（%） 38.53±14.44 44.96±16.81 32.18±13.86
CD3–CD56+NK细胞（%） 19.59±8.94 24.62±9.79 17.54±6.70
CD19+B细胞（%） 10.79±3.93 12.47±8.23 12.32±3.37
Treg细胞（%） 10.64±1.96 11.56±4.92 8.46±1.09

表 2 鼻咽癌组不同检测时点免疫指标分析

指标 T1 T2
临界值 灵敏度（%） 特异度（%） 临界值 灵敏度（%） 特异度（%）

CD3+T细胞（%） 63.70 57.14 70.37 0.52 65.40 57.14 66.67 0.52
CD4+T细胞（%） 42.30 85.71 40.74 0.54 24.52 71.43 70.37 0.69
纯真 CD4+T细胞（%） 14.98 42.86 92.59 0.63 4.46 57.14 92.59 0.79
记忆 CD4+T细胞（%） 65.24 85.71 51.85 0.69 79.58 57.14 81.48 0.65
CD28–CD4+T细胞（%） 4.40 71.43 55.56 0.56 15.87 71.43 74.07 0.69
PD-1+CD4+T细胞（%） 14.18 57.14 70.37 0.52 24.63 85.71 85.19 0.86
HLA-DR+CD4+T细胞（%） 13.55 71.43 55.56 0.58 15.35 100.00 37.04 0.62
CD8+T细胞（%） 17.26 42.86 88.89 0.56 37.00 57.14 88.89 0.72
纯真 CD8+T细胞（%） 9.60 71.43 85.19 0.83 3.22 85.71 96.30 0.94
记忆 CD8+T细胞（%） 42.04 71.43 66.67 0.65 30.33 71.43 59.26 0.59
CD28–CD8+T细胞（%） 37.35 85.71 59.26 0.69 46.20 85.71 44.44 0.59
PD-1+CD8+T细胞（%） 21.09 85.71 59.26 0.65 27.18 100.00 70.37 0.88
HLA-DR+CD8+T细胞（%） 41.80 57.14 74.07 0.57 36.91 100.00 37.04 0.62
CD3–CD56+NK细胞（%） 24.10 57.14 18.52 0.51 30.10 42.86 85.19 0.58
CD19+B细胞（%） 6.40 42.86 88.89 0.65 4.30 71.43 92.59 0.81
Treg细胞（%） 10.04 71.43 77.78 0.60 12.86 71.43 88.89 0.82
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发和远处转移[11]。

CD28是 T细胞重要的共刺激分子，对 T细胞

的激活、增殖、分化和存活发挥重要作用。CD28表
达减低与T细胞功能降低有关，包括减弱增值能力、

细胞因子产生和细胞毒性，进而影响抗肿瘤反应[12]。

Xu等[13]发现，当 CD28–CD8+T取值＞ 56%时与鼻咽

癌的预后呈负相关。而本研究 CD28–CD8+T未得出

相同的结论，可能是由于研究纳入病例主要为EBV-

表 5 34例鼻咽癌患者 Cox多因素分析

变量 值 值 Wald 2值 值 值（95% ）

T2时 EBV-DNA（阴性 VS阳性） 5.54 1.98 7.82 ＜ 0.05 253.37（5.24～ 12258.12）
T2时 PD-1+CD8+T细胞（低水平 VS高水平） 0.12 0.05 6.83 ＜ 0.05 1.13（1.03～ 1.23）
T2时 Treg细胞（低水平 VS高水平） 0.39 0.15 6.45 ＜ 0.05 1.48（1.09～ 2.00）

表 4 鼻咽癌组外周淋巴细胞功能亚群与无疾病进展时间分析

因素 例数 疾病进展（例） 无疾病进展时间（个月） 2值 值

T1时纯真 CD8+T细胞（%） 6.18 ＜ 0.05
低水平 14 6 47.69±6.89
高水平 20 1 71.45±3.46

T2时纯真 CD4+T细胞（%） 9.18 ＜ 0.05
低水平 6 4 27.33±5.38
高水平 28 3 68.16±3.74

T2时 PD-1+CD4+T细胞（%） 13.92 ＜ 0.05
低水平 24 1 72.40±2.53
高水平 10 6 38.20±8.51

T2时纯真 CD8+T细胞（%） 18.65 ＜ 0.05
低水平 8 6 32.12±7.65
高水平 26 1 72.27±2.68

T2时 PD-1+CD8+T细胞（%） 10.79 ＜ 0.05
低水平 19 0 —

高水平 15 7 —

T2时 CD19+B细胞（%） 7.83 ＜ 0.05
低水平 13 6 45.86±7.41
高水平 21 1 71.62±3.30

T2时 Treg细胞（%） 11.56 ＜ 0.05
低水平 26 2 70.29±3.18
高水平 8 5 31.75±7.46

表 3 鼻咽癌组患者一般资料

因素 例数 疾病进展 无疾病进展 2值 值

（例） 时间（个月）

性别 1.17 ＞ 0.05
男 28 7 －

女 6 0 －

年龄（岁） 4.56 ＜ 0.05
＜ 49 16 1 72.00±2.90
≥49 18 6 51.47±6.77

TNM临床分期 0.57 ＞ 0.05
II～ III期 20 3 63.06±4.71
IV期 14 4 58.07±7.33

EBV-DNA（T1） 0.09 ＞ 0.05
阳性 6 1 45.17±7.15
阴性 28 6 61.78±4.75

EBV-DNA（T2） 16.68 ＜ 0.05
阳性 5 4 23.80±6.62
阴性 29 3 68.57±3.53
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图 1 鼻咽癌组 T1、T2时点与对照组淋巴细胞功能亚群分布
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DNA阳性患者，而本研究纳入的病例 EBV-DNA阳

性仅占 17.6%（6/34）。
PD-1+T细胞又称耗竭 T细胞，T细胞 PD-1表

达越高，细胞耗竭程度越重，越不容易被再激活[14]。

本研究结果显示，尽管T1与T2时点PD-1+T细胞比

例变化不显著，PD-1表达有升有降（ ＜ 0.05）；然而

T2 时点，高水平的 PD-1+CD4+T 细胞和/或 PD-1+

CD8+T细胞患者相较于低水平疾病更容易进展（均

＜ 0.05）。本研究结果显示，鼻咽癌患者 T1和 T2

时点，Treg细胞比例都高于对照组（均 ＜ 0.05），并

且在 T2时点，高水平 Treg细胞与低水平相比，疾病

进展分险更高（ ＜ 0.05。
血浆 EBV-DNA水平是鼻咽癌疾病进展的独立

危险因素 [15]，尽管本研究也提示 T2时点血浆 EBV-
DNA阳性患者与阴性患者比疾病进展分险更高（

＜ 0.05）。同时也发现，在 T1、T2时点，不是所有

EBV-DNA阳性患者都会发生疾病进展，提示免疫状

态良好可以克服 EB病毒感染的不良预后。免疫状

态不良的患者，如正向免疫细胞（纯真 T细胞）减低

严重受损，同时负向免疫细胞（PD-1+T细胞、Treg细
胞及 CD28–T细胞）显著升高时，鼻咽癌进展风险有

叠加效应趋势，这需要更多的数据来验证。

综上所述，对于鼻咽癌患者治疗后 T2时点，负

向性免疫细胞 PD-1+CD8+T细胞和 Treg细胞比例越

高，疾病进展分险越高；治疗后血浆 EBV-DNA未清

零的疾病进展风险更高。
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