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原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，目前手

术切除仍为早期肝癌的首选治疗方法[1]，但研究表明，

手术后患者免疫功能下降，肝功能损害加重，还有可

能出现肝癌的转移及复发，造成治疗失败[2～4]。射频消

融（radiofrequency ablation，RFA）因其疗效确切、损伤

轻微、并发症少等优点在肝脏肿瘤的治疗中应用日趋

广泛，已经成为新的有效治疗方法之一[5]。我们观察了

原发性肝癌患者在 RFA 治疗前后外周血CD3+ 细胞、

原发性肝癌患者射频消融治疗前后外周血 T 细胞亚群及

NK 细胞的变化
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【摘要】目的 观察原发性肝癌患者射频消融 (RFA)治疗前后 T 细胞亚群及 NK 细胞的变化。方法 23 例原

发性肝癌患者接受 RFA 治疗；采用流式细胞仪检测患者和 23 例健康体检人群外周血 CD3+T 细胞、CD4+T 细胞、
CD4+/CD8+、CTL 细胞及 NK 细胞水平。结果 原发性肝癌患者 CD3+T 细胞、CD4+T 细胞、CTL 细胞、NK 细胞的比例

及 CD4+/CD8+ 比值分别为 61.9±13.8%、33.3±5.0%、10.3±4.9%、4.4±1.3%和 1.4±0.6，均显著低于健康人群（75.7±
12.3%、41.1±10.1%、19.7±5.8%、16.7±8.2%、1.7±0.6，P<0.05）；CD8+T 细胞的比例为 25.5±5.1%，高于健康人（21.7±
6.7%，P<0.05）；RFA 治疗后 1 周和 2 周，CD3+T 细胞（72.1±9.8%、73.3±7.3%）、CD4+T 细胞（39.6±10.9%、39.0±
10.0%）、CTL 细胞（14.8±9.6%、12.3±7.4%）、NK 细胞（11.1±4.9%、12.8±8.1%）均较治疗前上升，而 CD8+T 细胞

（22.6±5.8%、22.0±9.6%）比例下降，CD4+/CD8+ 比值（1.7±0.8、1.9±0.4）上升，差异均有统计学意义（P<0.05）。结论 原

发性肝癌患者大多处于免疫抑制状态，RFA 治疗可调节其 T 细胞亚群的平衡，升高 NK 细胞水平。
【关键词】 原发性肝癌；射频消融术；T 淋巴细胞亚群；自然杀伤细胞

doi:10.3969/j.issn.1672-5069.2013.05.010

Changes in peripheral T-cell subsets and natural killer cell in patients underwent radiofrequency ablation for pri－
mary liver cancer Deng Jun，Chen Wei，Lu Zhonghua，et al. Department of Hepatology，The Fifth People's Hospital，
Wuxi 214005，Jiangsu Province，China
【Abstract】Objective To investigate the changes in peripheral T lymphocyte subsets and natural killer （NK）

cells in patients underwent radiofrequency ablation （RFA）for primary liver cancer. Methods 23 patients with pri－
mary liver cancer were recruited and received RFA treatment. The changes in the proportion of CD3+Tcell，CD4+

Tcell，CTL cell，NK cells，and CD4+/CD8+ ratio in peripheral blood in 23 healthy controls and in 23 patients with
primary liver cancer before and after RFA treatment were determined by flow cytometry. Results The proportion
of CD3+Tcell，CD4+Tcell，CTL cell，NK cell and the CD4+/CD8+ ratio in patients with primary liver cancer were 61.9±
13.8%，33.3±5.0%，10.3±4.9%，4.4±1.3% and 1.4±0.6，respectively，all of which were significantly lower than those
in healthy controls（75.7±12.3%，41.1±10.1%，19.7±5.8%，16.7±8.2%，1.7±0.6，P＜0.05）；In contrast，the proportion of
CD8+T cell（25.5±5.1%）in patients was higher than that in healthy controls （21.7±6.7%，P＜0.05）；In patients with
primary liver cancer，the proportion of CD3+T cell（72.1±9.8%，73.3±7.3%），CD4+T cell（39.6±10.9%，39.0±10.0%），

CTL cell（14.8±9.6%，12.3±7.4%）and NK cell（11.1±4.9%，12.8±8.1%）were increased，while the proportion of CD8+T
cell（22.6±5.8%，22.0±9.6%）was reduced，and the CD4+/CD8+ ratio（1.7±0.8，1.9±0.4）was decreased（P＜0.05）one or
two weeks after RFA as compared to that before RFA. Conclusion Most of the patients with primary liver cancer
are in immunosuppressed status，and RFA therapy can adjust the balance in T cell subsets and increase NK cell
counts.
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CD4+ 细胞、CTL 细胞、NK 细胞比例和 CD4+/CD8+ 比值

的变化，以探讨 RFA 对原发性肝癌患者机体抗肿瘤

免疫功能的影响。
资料与方法

一、研究对象 我科 2011 年 10 月至 2013 年 1

月间收治的 23 例原发性肝癌患者，男 18 例，女 5 例，

年龄 28～72 岁，平均年龄为 48.3±11.1 岁。符合

2001 年第八届全国肝癌学术会议通过的原发性肝癌

的临床诊断与分期标准，经影像学，甲胎蛋白（AFP）或

肝穿组织病理学活检确诊。其中 HBsAg 阳性 22 例，

HBsAg 阴性 1 例；同时伴有肝硬化 21 例，不伴有肝硬

化 2 例；癌灶共 29 个，直径 2.0～5.0cm，肝功能 Child

A 级 20 例，B 级 3 例。同时选择 23 例健康献血者作

为对照组，男 17 例 ，女 6 例，年龄 22～59 岁，平均年

龄为 41.7±9.1 岁。
二、仪器与试剂 使用德国西门子欢悦 TWO 全

身螺旋 CT 机和迈德 S-1500 肿瘤射频治疗仪，射频消

融针为迈德配套射频消融针。使用美国 BECKMAN

COULTER 公司 Epics XL 型流式细胞仪。
三、治疗方法 先行腹部 CT 扫描，确认肿瘤位

置、穿刺方向及进针深度。常规消毒铺巾后，2%利多

卡因局麻，使用 22GChiba 针作为导引针穿刺入预设

射频靶点部位，穿刺时注意避开主要血管和胆管较大

分支，重复 CT 扫描证实导引针尖位于靶点部位，在穿

刺点局部切开约 0.3cm 的切口，射频电极针沿导引针

穿刺路径穿刺入靶点部位，CT 扫描确定射频电极针

尖位于靶点部位后，推出电极子针，使电极子针覆盖

肿瘤周围 0.5～1.0cm 正常肝组织。连接肿瘤射频治疗

仪进行射频消融治疗，设定瓦控模式，输出功率为

100W，当阻抗超限热凝自动停止。对较大或多个病

灶，行多次 RFA 治疗。术后均给予保肝、止血和支持

治疗。
四、外周血淋巴细胞亚群的检测 取外周血

2ml，EDTA 抗凝。取抗凝血 100μl，加入 CD4-FITC／

CD8-PE／CD3-PC5 三色标记的单克隆抗体 （美国

Becton Dickinson 公司）20μl，CD3-FITC／CD16+CD5

6-PE 二色标记的单克隆抗体（美国 Becton Dickinson

公司）20μl，充分混匀，室温避光染色 30min，经

Q-Per-cp 处理充分混合后立即上机检测。
五、统计学处理 应用 SPSS17.0 软件对数据

进行统计学分析，计量资料以 x±s 表示，组间比较采用

t 检验，P<0.05 为有统计学意义。
结 果

原发性肝癌患者在 RFA 治疗前后外周血 T 细胞

亚群与正常健康者比较见表 1。结果显示，原发性肝癌

患者 RFA 前 CD3+T 细胞、CD4+T 细胞、CTL 细胞、NK

细胞水平及 CD4+/CD8+ 比值均低于正常对照组，差异

有显著性（P<0.05），而 CD8+T 细胞水平则明显高于正

常对照组 （P<0.05）；在 RFA 治疗后 CD3+T 细胞、
CD4+T细胞、CTL 细胞、NK 细胞水平升高，CD4+/CD8+

比值升高 ，而 CD8+T 细胞水平下降，与治疗前比，差

异有统计学意义（P<0.05），但仍低于正常对照组水平。

讨 论

肿瘤可以通过多种途径逃逸机体的免疫监视[6]。
肝癌细胞可以通过对自身表面抗原的修饰以及改变

肝癌组织周围的微环境来逃避机体的免疫识别与攻

击，从而发生肿瘤免疫逃逸。机体的抗肿瘤效应主要

是通过体内 T 细胞介导的细胞免疫来发挥作用的，尤

其 CD4+T 细胞介导的免疫杀伤作用在抗肿瘤免疫中

发挥关键作用。肝癌患者大多数存在免疫抑制，细胞

免疫功能低下，外周血常出现 T 淋巴细胞亚群紊乱以

及 NK 细胞数量的下降[7，8]。研究发现患者 AFP 与 CD4+

细胞、CD4+/CD8+ 和 NK 细胞呈负相关，而与 CD8+ 细

胞呈正相关[9]。根据 CD28+ 的表达与否可将 CD8+T细

胞分为抑制性 T 细胞（Ts，CD8+CD28-）和杀伤性 T 细

胞（CTL，CD8+CD28+）。肝癌患者外周血 CD8+T 细胞亚

群的百分率升高为 CD8+CD28- 升高，而 CTL 细胞数

量下降[10]。机体免疫特别是细胞免疫的降低是肝癌的

表 1 健康人与原发性肝癌患者 T 细胞亚群（%，x±s）变化的比较

例数 CD3+T 细胞 CD4+T 细胞 CD8+T 细胞 CD4+/CD8+ CTL 细胞 NK 细胞

正常人 23 75.7±12.3 41.1±10.1 21.7±6.7 1.7±0.6 19.7±5.8 16.7±8.2

肝 癌 RFA

前
23 61.9±13.8①② 33.3±5.0①② 25.5±5.1①② 1.4±0.6①② 10.3±4.9①② 4.4±1.3①②

RFA 后 1 周 23 72.1±9.8 39.6±10.9 22.6±5.8 1.7±0.8 14.8±9.6 11.1±4.9

RFA 后 2 周 23 73.3±7.3 39.0±10.0 22.0±9.6 1.9±0.4 12.3±7.4 12.8±8.1

与正常人比，①P<0.05；与治疗后比，②P<0.05

417



实用肝脏病杂志2013 年 10 月第 16 卷第 5 期 J Clin Hepatol，Oct. 2013.Vol.16 No.5·· ·· ·· ·· ·· ·· ·· ·· ·· ·· ·· ··
发生、转移及复发的重要原因[11]。

近年来，RFA 治疗肝癌得到迅速普及和应用，已

成为继手术切除和介入治疗后的第三大肝癌治疗方

法，并且被认为是小肝癌根治性治疗手段之一[12]。RFA

的基本原理是通过针型电极输出高频射频波，使组织

内离子产生快速振动摩擦产热，局部温度可达 90～
120℃，引起靶区肿瘤组织细胞发生热凝固性变性和

坏死，并使肿瘤周围血管凝固闭塞，从而达到杀灭肿

瘤和防止转移的目的[13]。本组 23 例肝癌患者存在 T淋

巴细胞亚群紊乱，主要表现为 CD3+、CD4+、CTL 细胞

下降，CD4+／CD8+ 下降。经 RFA 治疗后，CD3+T 细

胞、CD4+T 细胞、CTL 细胞上升，NK 细胞上升，CD4+／

CD8+ 比值亦明显上升，相反 CD8+T 细胞则出现下降，

表明 RFA 治疗后机体细胞免疫功能得到改善，抗肿

瘤免疫功能有所提高，分析原因可能为 RFA 产生的

高温使肿瘤组织发生凝固性坏死，经灭活的肿瘤组织

作为抗原能够产生持续性的局部炎症反应，活化抗原

递呈细胞（APCs），诱导肿瘤特异性 T 淋巴细胞反应，

改善机体抗肿瘤免疫耐受状态[14，15]。
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