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［摘要］ 目的 检测 CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群在胃肿瘤组织中的浸润水平并分析其应答特

征，分析CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群在人胃肿瘤组织中的的临床相关性。方法 收集 2023年 1月至

2024年5月在陆军军医大学第二附属医院普外科接受手术切除的 32例胃癌患者的肿瘤组织、癌旁组织

以及外周血标本。采用流式细胞术结合免疫荧光染色检测 CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群在胃肿瘤组

织及癌旁组织中的应答比例与数目，并通过流式细胞术分析胃肿瘤组织中CD103+CD39+CD8+ T细胞亚

群表达的 CD69、PD-1 与 IFN- γ 水平；体外分离培养外周血来源的单个核细胞，探究 TGF- β1 对

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的分化效果；通过流式细胞术检测 CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的浸润

水平，以分析其与疾病分期的相关性。结果 与癌旁组织相比，CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群在胃肿瘤

组织中的比例明显增加（P<0. 05）；免疫荧光染色进一步证实，胃肿瘤组织中CD103+CD39+CD8+ T 细胞

亚 群 的 数 目 亦 明 显 多 于 癌 旁 组 织 ；与 CD103+CD39- 和 CD103-CD39-CD8+ T 细 胞 亚 群 相 比 ，

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群表达的活化分子 CD69 和免疫检查点分子 PD-1 均增加（P<0. 05），但功

能相关因子 IFN-γ 的表达则显著下降（P<0. 05）；体外 TGF-β1 刺激可诱导 CD8+ T 细胞中 CD103 与

CD39的共表达上调（P<0. 05）；此外，CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群在晚期胃癌患者肿瘤组织中的浸润

比例显著高于早期胃癌患者（P<0. 05）。结论 CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群在胃肿瘤组织中的浸润

增加，并展示出功能受抑的应答特征，从而有助于胃癌的免疫逃逸。
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cancer tissues and analyze their response characteristics, clarifying the clinical relevance of this subset.  
Methods　Surgical specimens (tumor tissues, adjacent tissues, and peripheral blood) were collected from 
gastric cancer patients at the Department of General Surgery, Second Affiliated Hospital of Army Medical 
University between January 2023 and May 2024.  Flow cytometry and immunofluorescence staining quantified 
the proportion and number of CD103+CD39+CD8+ T cells in tumor versus adjacent tissues.  Flow cytometry 
further analyzed CD69, PD-1, and IFN- γ expression in this subset.  Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) were isolated and cultured in vitro to assess TGF- β1-induced differentiation.  Correlation with 
disease stage was analyzed by detecting the infrltration level of CD103+CD39+CE8+ T Cell subsets via flow 
cytometry.  Results　Compared with adjacent tissues, gastric cancer tissues showed significantly increased 
proportions of CD103+CD39+CD8+ T cells (P<0. 05); immunofluorescence confirmed higher numbers in tumor 
tissues.  Relative to CD103+CD39− and CD103−CD39−CD8+ T subsets, CD103+CD39+CD8+ T cells exhibited 
elevated CD69 and PD-1 expression (P<0. 05) but reduced IFN- γ (P<0. 05).  In vitro TGF- β1 stimulation 
upregulated co-expression of CD103 and CD39 in CD8+ T cells (P<0. 05).  Moreover, advanced gastric cancer 
patients had higher tumor infiltration of this subset than early-stage patients (P<0. 05).  
Conclusion　CD103+CD39+CD8+ T cell subsets display increased infiltration and functionally impaired 
responses in gastric cancer, facilitating tumor immune escape.  

［Key words］ gastric cancer； CD8+ T cells； CD103； CD39； immune escape
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胃癌是具有高发病率和高病死率的消化道恶性

肿瘤，全球有近 50% 的胃癌发生在我国，严重危害着

人民的生命健康［1］。尽管早期胃癌可通过手术切除予

以根治，但超过 70% 的患者就诊时已处于中晚期，使

得手术切除效果有限，即使后续辅以药物进行治疗，

胃癌患者的预后仍未得到明显改善［2-3］。近年来，以

调控机体免疫细胞的功能，进而有效抵抗肿瘤发展的

治疗手段取得了新突破［4-5］。因此，深入研究胃癌微

环境中免疫细胞的应答调控机理，可为胃癌的临床治

疗提供新的方向。

在机体介导抗肿瘤应答的免疫细胞中，CD8+ T细

胞被公认为是抵抗肿瘤进展的关键细胞类型［6］。然

而，尽管肿瘤微环境中CD8+ T细胞的浸润密度显著增

加，但患者的疾病进展往往预示着CD8+ T细胞的浸润

密度增高未能有效阻止肿瘤细胞的生长。研究发现，

肿瘤浸润的 CD8+ T 细胞并非均为抗肿瘤活性的免疫

细胞群体，而是通过表达不同的表面分子呈现出显著

的异质性［7-8］。有文献报道，表达CD103分子的CD8+ T
细胞是一类具有抗肿瘤效应的组织驻留记忆型T细胞

亚群，而表达 CD39 分子的 CD8+ T 细胞却是一类抗肿

瘤功能耗竭的 T 细胞亚群［9-10］。但是，共表达 CD103
和CD39分子的CD8+ T细胞却又被认为是一类具有肿

瘤反应性的 T 细胞亚群［11］，这提示 CD8+ T 细胞中

CD103和 CD39分子的表达模式很可能是决定其抗肿

瘤与否的关键。本课题组前期探索了胃癌患者肿瘤

组织中的驻留记忆型CD8+ T细胞亚群的应答特征及其

临床意义［12］，但是关于 CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群

在胃肿瘤组织中的应答情况及其介导的免疫应答与疾

病进展的关联性尚不清楚。因此，本研究拟通过收集胃

癌患者的肿瘤组织与癌旁组织，探究CD103+CD39+CD8+ T
细胞亚群在胃肿瘤组织中的浸润水平及其应答特征，并

分析其与肿瘤进展的关系，以期为胃癌的免疫治疗提供

新思路。

1　资料与方法

1. 1　一般资料

本研究经陆军军医大学第二附属医院伦理委员

会批准（2022-研第 096-01）。在遵循伦理学标准且患

者知情同意的基础上，收集 2023年 1月至 2024年 5月

在陆军军医大学第二附属医院普外科接受手术切除

的胃癌患者的肿瘤组织、癌旁组织和外周血标本，纳

入研究的患者共 32 例，男性 20 例，女性 12 例，年龄

46~71 岁，平均 60. 5 岁。纳入标准：①无年龄和性别

限制，经病理活检诊断为胃癌；②在术前均未经铂类

等化疗药物或其他方法进行治疗。排除伴发有感染

性疾病、自身免疫性疾病以及多发肿瘤疾病者。根据

国际抗癌联盟第8版恶性肿瘤TNM分期标准［13］将入组

的患者进行分组，其中Ⅰ~Ⅱ期10例，Ⅲ~Ⅳ期22例。
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1. 2　主要试剂与仪器

组织保存液与组织消化酶购自德国 Miltenyi 公
司，DMEM培养基购自美国Hyclone公司，胎牛血清购

自美国 Gibco 公司。采用流式细胞术进行检测时，所

用的抗体包括：标记细胞活性的染料FVS700、APC-H7
标记的鼠抗人 CD3 抗体、BV605 标记的鼠抗人 CD39
抗体与淋巴细胞活化剂（美国 BD 公司），FITC 标记的

鼠抗人 CD69 抗体、FITC 标记的鼠抗人 IFN-γ 抗体、

APC标记的鼠抗人CD103抗体、PE标记的鼠抗人PD-1
抗体、PerCP/Cy5. 5标记的鼠抗人CD8抗体、PE-Cy7标

记的鼠抗人 CD45 抗体（美国 BioLegend 公司）。细胞

固定通透剂购自美国 Invitrogen公司，人淋巴细胞分离

管购自深圳达科为生物工程有限公司，纯化的鼠抗人

CD3和 CD28抗体购自美国 BioLegend 公司，重组人的

TGF-β1购自美国Peprotech公司，0. 01 mol/L的 PBS 购

自中国博士德生物技术有限公司。纯化的鼠抗人

CD8抗体购自武汉赛维尔生物科技有限公司，纯化的

兔抗人 CD103 和 CD39 抗体购自美国 Abcam 公司，

HRP 标记的山羊抗鼠或山羊抗兔二抗以及 iF440-

Tyramide、iF555-Tyramide 和 iF647-Tyramide 标记的酪

胺购自武汉赛维尔生物科技有限公司。生物安全柜

和 HF240 恒温培养箱购自上海力康生物医疗科技控

股有限公司，200 目细胞筛网购自上海碧云天生物技

术有限公司，全自动组织分离器购自德国美天旎公

司，台式高速离心机购自美国 Beckman 公司，流式细

胞仪购自美国BD公司。

1. 3　标本处理

手术切除的胃癌患者标本放入组织保存液中，利

用冰盒运回实验室。取出组织，利用无菌 PBS清洗后

进行剪取，剪取的肿瘤组织与癌旁组织间距至少

5 cm；随后肿瘤组织与癌旁组织分别分成 2 部分，一

部分经 4% 多聚甲醛固定后进行苏木精 -伊红染色

（hematoxylin and eosin staining， HE）以区分肿瘤组织

与癌旁组织；另一部分则继续剪成小片后转移至组织

分离管中，并加入含有组织消化酶的 DMEM 培养基，

将分离管倒置于全自动组织分离器上，设定组织处理

程序后进行处理，取出分离管，放入 37 ℃孵箱旋转消

化1 h，经筛网过滤，滤液在室温下以500×g离心5 min，
收集细胞沉淀，用 PBS或DMEM培养基重悬沉淀成单

细胞悬液备用。

1. 4　流式细胞术检测

不同组织消化的单细胞悬液直接加入细胞活性

的染料FVS700，室温孵育10 min后洗涤。加入不同荧

光标记的鼠抗人抗体（CD45-PE-Cy7、CD3-APC-H7、
CD8-PercP-Cy5. 5、CD39-BV605、CD103-APC、PD-1-PE
和CD69-FITC），放入 4 ℃冰箱避光染色 20 min，PBS洗

涤，以室温、500×g 离心 5 min 后，上机检测并采集数

据；若检测细胞中的 IFN-γ的表达水平，单细胞悬液需

在 96孔板中经淋巴细胞活化剂刺激 6 h，再收集细胞，

经 PBS洗涤，加入不同荧光标记的鼠抗人抗体（CD45-

PE-Cy7、CD3-APC-H7、CD8-PercP-Cy5. 5、CD39-BV605、
CD103-APC）染色，对细胞进行固定，并通透处理20 min，
加入FITC标记的鼠抗人 IFN-γ抗体在 4 ℃冰箱避光孵

育 30 min，经 PBS洗涤，在室温下以 500×g离心 5 min，
上机检测并采集数据。

1. 5　免疫荧光染色实验

石蜡包埋的组织块经组织切片后，按照以下顺序

处理切片：二甲苯脱蜡、乙醇梯度水化、EDTA 修复液

进行抗原修复、3% 双氧水去除内源性过氧化物酶、

3%BSA 封闭，加鼠抗人 CD8 抗体，4 ℃孵育过夜后加

HRP 标记的二抗，室温孵育 1 h，加入 iF555-Tyramide
标记的酪胺，室温避光孵育 10 min，采用 TBST和抗体

洗脱液进行洗涤；随后 3%BSA 封闭，加兔抗人 CD39
抗体，4 ℃孵育过夜后加 HRP 标记的二抗，室温孵育

1 h，加入 iF647-Tyramide 标记的酪胺，室温避光孵育

10 min，采用 TBST 和抗体洗脱液进行洗涤；随后

3%BSA 封闭，加兔抗人 CD103 抗体，4 ℃孵育过夜

后 加 HRP 标记的二抗，室温孵育 1 h，加入 iF440-

Tyramide 标记的酪胺，室温避光孵育 10 min，TBST 洗

涤后滴加DAPI复染细胞核 10 min，PBS洗涤后滴加自

发荧光淬灭剂 5 min，PBS清洗后采用抗荧光淬灭封片

剂封片，用全信息组织切片扫描仪采集图片。

1. 6　外周血单个核细胞的分离与培养

PBS 以 1∶1 的体积比稀释胃癌患者的外周血，然

后将其加入人淋巴细胞分离管中，以室温、800×g离心

20 min，吸走部分血浆后直接将含有细胞的上层倒入

新的离心管中，DMEM 培养基洗涤后重悬，用细胞计

数仪进行计数，调整细胞的浓度为 2×106个/mL。取出

已在37 ℃下经鼠抗人CD3和CD28抗体包被2 h的96孔
板，吸弃包被液后，加入 200 μL的细胞悬液，同时加入

终浓度为50 ng/mL的重组人细胞因子TGF-β1，设置未

包被鼠抗人 CD3 和 CD28 抗体且无 TGF-β1 刺激的细

胞孔为对照组，预包被鼠抗人 CD3 和 CD28 抗体但无

TGF-β1刺激的细胞孔为未刺激组，预包被鼠抗人CD3
和CD28抗体且有 TGF-β1刺激的细胞孔为 TGF-β1刺

激组，分别在培养后第 1、3天收集细胞，采用流式细胞

术检测CD8+ T细胞中共表达CD103和CD39的水平。
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1. 7　统计学分析

采用 GraphPad Prism 8. 0 软件进行统计学分析，

符合正态分布的数据采用 x̄±s表示，两组之间比较采

用独立样本 t 检验，多组之间的比较采用单因素方差

分析后，再采用 Tukey 事后检验进行组间多重比较，

P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群在肿瘤组织中的

浸润水平增加

采用流式细胞术检测胃癌患者外周血和组织来

源的单细胞悬液中CD8+ T细胞共表达CD103和CD39
的水平，结果显示：与外周血相比，癌旁组织和肿瘤组

织中CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群占CD8+ T细胞的比

例显著增加 （P<0. 001）；与癌旁组织相比，胃肿瘤组织

中CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群占CD8+ T细胞的比例

亦明显增加（P<0. 05，图1）。免疫荧光染色进一步证实，

胃肿瘤组织中CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群的数量亦

明显多于癌旁组织（图 2），提示 CD103+CD39+CD8+ T 
细胞亚群在肿瘤组织中的浸润水平增加。

2. 2　肿瘤组织中 CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群的浸

润水平与疾病进展成正相关

根据肿瘤组织中 CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群

的比例，比较分析其在早期患者（Ⅰ~Ⅱ期）和晚期患

者（Ⅲ~Ⅳ期）中的差异。结果显示：与早期患者相比，

晚期患者肿瘤组织中 CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群

的比例显著增加（P<0. 05，图 3），提示肿瘤组织中

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的浸润水平与疾病进展

成正相关。

2. 3　CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群中 CD69 和 PD-1
的表达增加但 IFN-γ的表达下降

基于肿瘤组织中CD8+ T 细胞表达的CD103和CD39
情况，将其分为CD103+CD39+CD8+、CD103+CD39- CD8+

与 CD103-CD39-CD8+ T 3 个细胞亚群进行比较分析。

结果显示：与CD103+CD39-CD8+和CD103-CD39- CD8+ T
细胞相比，CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群显著上调表

面分子 CD69 和 PD-1 的表达（P<0. 05，图 4），而功能
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图1　胃癌患者不同样本中CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的比例分析

Figure 1　Proportions of CD103+CD39+CD8+ T cell subsets in different samples from GC patients
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Figure 2　Immunofluorescence images of CD103+CD39+CD8+ T cells in different tissues of GC patients
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相关因子 IFN-γ 的表达水平则明显下降（P<0. 05）；
此外，CD103+CD39-CD8+ T细胞中CD69与PD-1的表达

水平亦明显高于 CD103-CD39-CD8+ T 细胞（P<0. 05），

但其 IFN-γ 的表达水平则与 CD103-CD39-CD8+ T 细胞

基本相当，差异无统计学意义（图 4），提示肿瘤组织中

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群呈现出激活的免疫抑制

性表型与功能特征。

2. 4　TGF-β1 诱导 CD8+ T 细胞中 CD103+CD39+亚群的

分化增加

体外 TGF-β1刺激培养显示：培养 1 d时，对照组、

未刺激组和 TGF-β1 刺激组中 CD103+CD39+CD8+ T 细

胞亚群的比例均未出现明显改变；培养 3 d时，未刺激

组与 TGF-β1 刺激组中 CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群

的比例均显著高于对照组（P<0. 01）；同时，与培养 3 d
的未刺激组相比，培养 3 d 的 TGF- β1 刺激组中

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群比例亦明显增加（P<0. 05，
图 5），提 示 TGF- β1 刺 激 可 诱 导 CD8+ T 细 胞 中

CD103+CD39+亚群的分化增加。

3　讨论

胃癌是严重威胁人类健康的消化道恶性肿瘤之一。

尽管全球胃癌的发病率呈逐年下降的趋势，但我国胃

癌的发病率却依然居高不下［14］。肿瘤的发生发展与

机体免疫应答失调的密切关系已被公认，而 T 细胞

——特别是 CD8+ T 细胞介导的抗肿瘤功能下降则是

导致肿瘤进展的关键。近年来，随着研究人员对肿瘤

微环境中CD8+ T细胞应答特征的深入探索，发现一群

共 表 达 CD103 和 CD39 分 子 的 CD8+ T 细 胞 即

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群在机体介导抗肿瘤免疫

应答中十分关键［15］。然而，这群细胞在胃癌微环境中

的浸润水平及其应答特征尚不明确。

3. 1　探索 CD103+CD39+ CD8+ T 细胞亚群在肿瘤组织

中的浸润变化具有重要意义

通过利用胃癌患者的临床标本，本研究发现，

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群在肿瘤组织中的占比显

著增加，这与前期关于这群细胞在胰腺肿瘤组织浸润

增加的文献报道一致［16］。然而，随着疾病的进展，本

研究亦发现这群细胞在晚期胃癌患者肿瘤组织中的

占比明显高于早期胃癌患者，这提示肿瘤微环境很可

能参与调控其在肿瘤组织中的浸润变化。有文献报

道，肿瘤来源的调节性细胞因子 TGF-β1 不仅与疾病

的进展密切相关，而且能够调节 CD8+ T 细胞的分

化［17］。本研究发现，尽管 T细胞受体的激活在一定程

度上可促进 CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群的分化增

加，但是在 T细胞受体活化的同时加入 TGF-β1刺激，

却使CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的分化比例显著上
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Figure 5　Regulation of CD103 and CD39 co-expression on CD8+ T cells by TGF-β1
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调，提示在早期胃癌中，CD8+ T 细胞很可能仅通过依

赖肿瘤抗原的识别以上调 CD103 和 CD39 的共表达；

但是随着胃癌进展至中晚期，由于肿瘤抗原的慢性

刺激以及 TGF-β1 水平的增加，CD103+CD39+CD8+ T
细胞亚群在肿瘤微环境中得以进一步分化。由于

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群具有识别和杀伤肿瘤细

胞的能力，理论上这群细胞在胃肿瘤组织中随疾病进

展而增多预示着机体抵抗肿瘤的特异性 CD8+ T 细胞

增加，进而很可能改善晚期胃癌患者的临床预后。但

肿瘤组织中CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的应答水平

与患者预后的确切关系还需进一步证实。

3. 2　明确 CD103+CD39+ CD8+ T 细胞亚群在肿瘤组织

中的表型与功能特征可提供潜在靶标

肿瘤微环境不仅调控了CD103+CD39+CD8+ T细胞

亚群的应答分化，而且对其表型和功能特征进行了重

塑［18-20］。本研究发现，在肿瘤组织中，CD103+CD39+CD8+ T
细胞亚群表达的活化分子CD69和免疫检查点分子PD-1
水平明显高于CD103+CD39-CD8+和CD103-CD39-CD8+ T
细胞亚群，提示这群细胞虽然处于持续识别肿瘤抗原

的活化状态，但是PD-1介导的免疫抑制信号很可能导

致其杀伤肿瘤细胞的能力下降。而本研究后续对

CD8+ T细胞不同亚群的 IFN-γ水平检测则证实肿瘤组

织中CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的抗肿瘤活性显著

下降，由此导致胃癌细胞得以逃避这群细胞的识别与

杀伤。因此，靶向干预 PD-1 信号很可能有助于提升

CD103+CD39+CD8+ T 细胞亚群的抗肿瘤效应功能，进

而延长胃癌患者的生存时间。

由于胃癌患者临床样本收集存在一定的困难，本

研究存在样本量较小的局限性。同时，本研究检测

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的功能受抑依赖于 IFN-γ
水平的下降，其它抗肿瘤细胞毒性分子如颗粒酶B以

及穿孔素是否也发生改变未能明确。再次，胃癌微环

境中CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群功能变化的免疫学

机制及其与患者预后的关系亦值得深入探索。

综上所述，本研究探究了一个新的CD103+CD39+CD8+ T
细胞亚群在肿瘤组织中的应答特征，并分析临床相

关性，发现其在胃癌患者肿瘤组织中的应答水平与

疾病进展密切相关，这群细胞的抗肿瘤活性下降可

能是导致胃癌免疫逃逸的重要因素。因此，后续研

究将进一步增加胃癌患者的临床样本收集，深入探索

CD103+CD39+CD8+ T细胞亚群的功能变化及其影响疾

病进展的潜在机理，进而为开发胃癌的免疫治疗新策

略提供理论支撑。
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