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[摘  要]  目的：探讨使用同种异体 Vγ9Vδ2 T 细胞回输治疗晚期肝细胞癌（HCC）患者的安全性及治疗后患者免疫功能的变

化。方法：选择 2021年 10月至 2022年 10月珠海市人民医院收治的 4例晚期HCC患者，从健康供体获取外周血单个核细胞

（PBMC）后经刺激扩增培养获得Vγ9Vδ2 T细胞，经质控放行后予以回输治疗，回输细胞剂量为5×108个/次，每两周一次，回输次

数9次以上，治疗后检测患者αβT细胞、B细胞、NK细胞、γδT细胞各亚群比例，转氨酶、肌酐、肌酸激酶等肝、肾、心功能生化标志

物，以及血常规三系（白细胞系统、红细胞系统和血小板系统）细胞数量的变化。结果：4例患者在回输治疗后均显示出对异体

Vγ9Vδ2 T细胞良好的耐受性；转氨酶、肌酐、肌酸激酶等肝、肾、心功能生化标志物以及血常规三系细胞数量在回输前后均无明

显变化；患者的 Tfh1、Tc1、CD127+TEM、HLADR+CD8+ T细胞、CD27- B细胞比例有升高趋势，提示特异性免疫功能的增强。

结论：同种异体Vγ9Vδ2 T细胞治疗晚期HCC有较好的安全性并可在一定程度上改善患者的免疫功能。
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[Abstract]  Objective: To investigate the safety of allogeneic Vγ9Vδ2 T cell reinfusion therapy for advanced hepatocellular carcinoma (HCC) 

and the changes in the immune function of patients after treatment. Methods: Four advanced HCC patients admitted into Zhuhai People’

s Hospital between October, 2021 and October, 2022 were selected for the study. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)  were obtained 

from healthy donors and Vγ9Vδ2 T cells were obtained after stimulation and amplification of PBMC. Vγ9Vδ2 T cells which passed quality control 

were reinfused. The dose of reinfused cells was 5×108 cells per time, once every two weeks, and reinfusions were carried out for more than 9 times. 

After treatments, the proportions of subgroup cells (αβT cells, B cells, NK cells and γδT cells) were detected. Biochemical markers of liver, 

kidney and heart function, such as transaminase, creatinine and creatine kinase were detected. Changes in the number of three types of cells 

in blood routine (the leukocyte system, the red blood cell system, and the platelet system) were detected.  Results: After reinfusion treatment, 

all four patients showed good tolerance to allogeneic Vγ9Vδ2 T cells. Their biochemical markers of liver, kidney and heart functions, such 

as transaminase, creatinine and creatine kinase and the cell counts of three types of cells in blood routine showed no significant difference 

before and after reinfusion. Proportions of Tfh1, Tc1, CD127+ TEM, HLADR+CD8+ T cells, CD27-B cells increased, which indicated the 

enhancement of specific immunity. Conclusion: Allogeneic Vγ9Vδ2 T cell therapy for advanced HCC exhibits a good safety profile and 

can, to a certain extent, boost the patient's immune function.
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肝癌是常见的消化系统肿瘤，在中国，肝癌发病

率位居恶性肿瘤的第5位，病死率位居恶性肿瘤的第

2位[1]。肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是

肝癌的主要组织学亚型，其治疗常采用多学科治疗，

但由于患者多存在耐药和复发，靶向治疗、免疫检查

点阻断等方式并不能显著延长晚期 HCC 患者寿

命[2-3]。免疫细胞回输治疗是新兴的肿瘤治疗方法，

过继的免疫细胞可针对肿瘤进行靶向杀伤及对免疫

系统进行重编程以治疗肿瘤。γδT细胞是固有免疫

细胞，其对抗原的识别不需要HLA抗原提呈。根据γ

链和 δ链的结构差异，人体外周血中的 γδT细胞主要

分为 Vδ1、Vδ2、Vδ3 和 Vδ5 四个亚群，其中 Vδ2 占

65%～90%[4]。γδT细胞参与抵御病原体的感染，可抵

抗病毒感染[5]、细菌感染[6]、寄生虫感染[7]，也可通过直

接杀伤、ADCC、参与抗原提呈及协同其他抗肿瘤免

疫细胞发挥多种抗肿瘤作用[8]。目前，至少有37项将

γδT细胞应用于实体瘤或血液系统肿瘤治疗的临床

研究。同种异体Vγ9Vδ2 T细胞因其独特的MHC非

依赖性特点，可减缓移植物抗宿主病（graft versus-

host disease，GVHD）的发生，降低不良反应发生率[9]。

笔者所在团队前期的临床研究 [10]发现，同种异体

Vγ9Vδ2 T细胞回输可延长晚期HCC患者的生存时

间，但该疗法对患者免疫功能的影响仍不清楚。本

研究旨在分析晚期HCC患者输注同种异体Vγ9Vδ2 

T细胞前后体内各类型淋巴细胞在比例、免疫表型上

的改变及对患者生理指标的影响，以期了解同种异

体Vγ9Vδ2 T细胞治疗的安全性及其对患者自身免疫

功能的调节能力，为进一步研究同种异体Vγ9Vδ2 T

细胞治疗肿瘤提供有参考价值的数据，用于指导临

床方案、提高同种异体Vγ9Vδ2 T细胞疗法的效果。

1  材料与方法

1.1  患者一般资料

选择2021年10月至2022年10月珠海市人民医院

收治的4例晚期HCC患者，年龄52～66岁，平均年龄57

岁，均为无法接受现有治疗手段或现有治疗失败的中

国肝癌分期方案（China National Logging Corporation，

CNLC）分期为Ⅲ、Ⅳ期的原发性HCC患者。本研究经

珠海市人民医院伦理委员会批准，批件号为（2022）伦

审核[研]第（21）号。所有患者均签署知情同意书。

1.2  主要试剂与仪器

Ficoll-Paque PLUS购自Cytiva公司，红细胞裂解

液购自天根生化科技有限公司，唑来膦酸、IL-15、维

生素C均购自 Sigma公司，IL-2购自四环生物公司，

RPMI 1640培养基购自Gibco公司，胎牛血清（FBS）

购自 AusgeneX 公司，流式抗体 CD45-APC-Cy-7、

FITC-CD8、CD56-APC 均购自 Biolegend 公司，流式

抗 体 CD3-APC-H7、CD3-PerCP-Cy5.5、CD4-APC-

H7、CD4-APC-Cy7、CD8-BV510、CD8-PerCP-Cy5.5、

CXCR5-AF647、 CXCR3-AF488、 CCR4-BV421、

CCR7-AF647、CD45RA-FITC、CD127-BV421、HLA-

DR-PE、CD28-PE-Cy7、CD19-PERCP-Cy5.5、CD27-

BV421、IgD-BB515、γδ TCR-BV421 均 购 自 BD 

Biosciences 公司，Cytek Northern Lights 全光谱流式

细胞仪购自Cytek Biosciences公司。

1.3  Vδ2 T细胞健康供者的筛选

面向社会招募供者，要求年龄为18~45周岁的健

康成年人。供者签署知情同意书后，接受评估与筛

查。要求供者生命体征正常，现病史或既往无严重

传染性疾病，无遗传性疾病，血、尿常规检查无明显

异常，血生化检查肝、肾、凝血功能无异常，X线胸片

未见明显异常，实验室检查无病原微生物感染（包括

HBV、HCV、HIV、EBV、梅毒螺旋体、T淋巴细胞白血

病病毒、巨细胞病毒感染）。

1.4  同种异体Vδ2 T细胞的制备与回输

于第0天使用基于Ficoll-Paque 的密度梯度离心

方案从采集到的健康供者外周血中分离人外周血

单个核细胞（PBMC），采用含有 10% FBS 的 RPMI 

1640 培养基培养PBMC，同时向培养基中加入唑

来膦酸（50 μmol/L）、IL-2（100 IU/mL）、IL-15和维生

素C[10]。培养 12～14 d后取部分细胞培养样本进行

质量检测，通过检测Vδ2 T细胞数量、比例、活率、内

毒素和多种病原体，经确认指标合格、排除病原体的

污染等，完成质控放行的整个流程后，可回输患者。

回输细胞剂量为 5×108个/次，每 2周一次，回输次数

大于9次。

1.5  随访评估

本研究的主要终点为评价回输同种异体Vδ2 T

细胞治疗晚期HCC的安全性及对患者外周血中免疫

细胞表型及功能的影响。所有患者在回输前及每次

回输治疗后第 14天收集外周血样本，行流式抗体染

色后使用流式细胞仪检测 αβT细胞、B细胞、NK细

胞、γδT细胞各亚群比例。每 3次回输后进行一次随

访，随访内容主要为肝、心、肾、凝血功能的血液生化

检查以及三系（白细胞系统、红细胞系统和血小板系

统）细胞数量的血常规检查，直至到达试验终点或患

者死亡。从开始细胞回输治疗到患者死亡或随访截

止日期计算患者总生存期（OS）。

1.6  统计学处理

采用GraphPad Prism 9.5软件进行统计学分析。

组间比较采用 t 检验，计数资料以 n（%）表示。以

P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。
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2  结  果

2.1  患者一般资料分析

4例患者均成功完成9次以上Vδ2 T细胞回输治疗

并完成随访，完成回输治疗时均未发生死亡。1例患者

在回输治疗后因疾病进展死亡，生存10个月。其余3例

患者仍存活，正在随访中。患者基本情况见表1。

2.2  同种异体Vδ2 T细胞治疗对患者αβ T细胞水平

的影响

回输细胞后，检测CD3+ T细胞比例发现，其在患

者1中呈升高趋势，患者2中呈下降趋势，在患者3、4

无明显变化。CD4+ T细胞比例上，患者1、2呈升高趋

势，患者 3、4无明显改变。CD8+ T细胞比例上，患者

1、4呈升高趋势，患者3、4无明显改变。CD4+ T细胞/

CD8+ T细胞的比例中，患者1、2呈上升趋势，患者3、

4呈下降趋势（图1）。

表1    入组患者基本情况

编号

1

2

3

4

性别

男

男

男

男

年龄/岁

52

66

58

52

病理分型

HCC

HCC

HCC

HCC

CNLC分期

ⅢB

ⅢB

ⅢA

ⅢB

治疗线数

3

3

3

3

OS/月

10

14

14

13

A：T细胞比例变化；B：CD4+ T细胞比例变化；C：CD8+ T细胞比例变化；D：CD4+ T细胞/CD8+ T细胞的比例变化。

从左到右依次为患者1、2、3、4。

图1　 同种异体Vδ2 T细胞回输治疗过程中患者T细胞的总体比例变化

在CD4+ T 细胞的亚群中，1型滤泡辅助 T细胞

（follicular helper T cell 1，Tfh1，CD3+CD4+CXCR5+ 

CXCR3+CCR4-）在 4 例患者中呈上升趋势（图 2A）。

在 CD8+ T 细胞的亚群中，1 型细胞毒性 T 细胞

（cytotoxic T cell 1, Tc1，CD3+CD8+CXCR5-CXCR3+ 

CCR4-）在患者 2、3、4 中呈逐渐上升趋势（图 2B）；

CD127+效应记忆CD8+ T细胞（CD8+ effector memory 

T cell，TEM，CD3+CD8+CCR7-CD45RA-CD127+ ）在

4例患者中呈上升趋势（图 2C）；CD127+终末分化效

应记忆 CD8+ T 细胞（CD8+ terminally differentiated 

effector memory T cell，TEMRA，CD3+CD8+CCR7-CD

45RA+CD127+）在 4 例患者中呈下降趋势（图 2D）； 

HLADR+CD8+ T 细胞在 4 例患者中呈上升趋势（图

2E）；CD28-CD8+ T细胞在患者 2、3、4中呈上升趋势，

在患者1中呈下降趋势（图2F）。

2.3  同种异体Vδ2 T细胞治疗对患者B细胞水平的影响

回输细胞后，对于CD3-CD19+ B细胞比例，在患者

2、3中呈上升趋势，在患者１中呈下降趋势。CD27-B细

胞（CD3-CD19+CD27-IgD+）在患者3、4中呈上升的趋势

（图3）。

2.4  同种异体Vδ2 T细胞治疗对患者NK细胞、γδT

细胞水平的影响

回输细胞后，患者1、2的NK细胞（CD3-CD56+）比

例呈下降趋势（图 4A）；4 例患者的 γδT 细胞（CD3+

γδTCR +）比例均发生了较大波动，但总体上治疗前、后

未见明显变化趋势（图4B）。
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A：Tfh1细胞比例变化；B：Tc1细胞比例变化；C：CD127+CD8+ TEM细胞比例变化；D：CD127+CD8+ TEMRA细胞的比例变化；

E：HLADR+CD8+ T细胞的比例变化；F：CD28-CD8+ T细胞的比例变化。从左到右依次为患者1、2、3、4。

图2 　同种异体Vδ2 T细胞回输治疗过程中患者αβT细胞各亚群的比例变化

A：B细胞比例变化；B：CD27-B细胞比例变化。从左到右依次为患者1、2、3、4。

图3 　同种异体Vδ2 T细胞回输治疗过程中B细胞及亚群的比例变化

2.5  同种异体Vδ2 T细胞治疗HCC安全性良好

对比 4例患者回输前及细胞回输治疗后的生理

指标，可见在肝功能、肾功能、心功能、凝血功能指标

上的变化不显著（均P>0.05），有2例患者在回输治疗

后天冬氨酸转氨酶（aspartate transaminase，AST）超出

正常范围，考虑可能与患者处于肿瘤晚期，病情的加

重难以通过治疗逆转有关（图 5 A~F）。在血常规方

面，患者的红细胞计数、白细胞计数、中性粒细胞绝

对数、血小板计数、血红蛋白水平均无显著改变

（图5 G~K）。
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从左到右依次为患者1、2、3、4。

图4 　　回输治疗过程中患者NK细胞（A）及γδT细胞（B）的比例变化

A：ALT、AST的变化；B：总胆红素、直接胆红素的变化；C：总蛋白、白蛋白、球蛋白、白/球蛋白比值的变化；D：凝血酶原时间、国际

标准化比率、凝血酶时间、部分凝血酶原时间的变化；E：肌酸激酶、肌酸激酶同工酶的变化；F：肌酐的变化；G：红细胞计数的变

化；H：血红蛋白量的变化；I：白细胞计数的变化；J：中性粒细胞绝对数的变化；K：血小板计数的变化。两虚线之间为该指标的正

常值范围；单虚线为该指标正常值范围的最大值，最小值为0。

图5　 同种异体Vδ2 T细胞回输治疗前后患者生化标志物与血常规检测指标的变化
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3  讨  论

细胞免疫治疗是恶性肿瘤的治疗策略之一，目

前已有多种免疫细胞用于肿瘤杀伤，如CAR-αβT细

胞[11]、NK细胞[12]、NKT细胞[13]等，然而由于宿主的排

斥反应以及GVHD，这些细胞疗法的效果常常有限。

γδT细胞具有识别杀伤肿瘤细胞的功能而不依赖于

MHC的特点，因此将之用于异体回输治疗肿瘤能够

减缓GVHD的发生[14]，同时，γδT细胞可与其他免疫

细胞相互作用，激活特异性的细胞免疫及体液免

疫[8]。此外，γδT细胞还能够与肠道微生物群相互作

用以进行免疫调节[15]。直接杀伤肿瘤的功能与免疫

调节的功能相辅相成，使 γδT细胞治疗具有广阔的应

用前景。

细胞免疫治疗过程中，回输的细胞释放出的细

胞因子可引起炎症反应，严重的炎症反应可造成肝、

心血管、肾等器官的损害，也可引起血液系统的异

常[16]，因此，需要着重关注在同种异体 γδT细胞治疗

中是否产生上述不良反应。目前，同种异体 γδT细胞

治疗的安全性在晚期肿瘤患者逐步得到证实。在笔

者所在研究团队前期的一项涉及 132名晚期癌症患

者（总共接受414次输注）的同种异体Vγ9Vδ2 T细胞

治疗的临床试验[10]中，大部分受试者接受多次细胞输

注后未产生严重的不良反应，如免疫排斥反应、细胞

因子风暴、GVHD 等。ZHANG 等[17]在 30 例 HCC 患

者中比较了局部消融治疗单用或联合同种异体 γδT

细胞治疗的疗效，发现两组间的不良事件发生率与

肝功能Child-Pugh评分无显著差异。本研究中，每例

患者均接受了多于9次的细胞回输，是目前已报道的

同种异体Vγ9Vδ2 T细胞回输治疗次数最多的临床试

验，回输治疗时间长达7个月。治疗后患者身体状况

稳定，转氨酶、胆红素、白蛋白等肝功能指标均未见

显著升高或降低，凝血功能、肾功能指标在治疗前后

也未见显著性改变，提示治疗未造成肝肾损害。肌

酸激酶及其同工酶同样未见显著变化，说明无心脏

毒性。同时，在血常规方面，红细胞、白细胞、血小板

的计数以及血红蛋白量在治疗前后无显著差异，尽

管部分患者的红细胞计数、血红蛋白量、血小板计数

低于正常值，但异常均在治疗前出现，且治疗后无明

显下降，说明治疗不会引起患者血细胞数量的异常

或导致患者发生贫血。因此，同种异体Vγ9Vδ2 T细

胞回输治疗较为安全，具有作为长期治疗的细胞药

物的应用前景。

γδT细胞可与多种免疫细胞协调发挥抗肿瘤作

用。γδT细胞可通过抗原提呈激活αβT细胞，促进其

活化和增殖[18]。在CD4+ T细胞、CD8+ T细胞分群比

例上，本研究未发现治疗后出现一致的变化趋势，提

示 γδT细胞可能不从总体细胞比例上改变 αβT细胞

的免疫功能。本研究进一步观察了αβT细胞的亚群。

Tfh细胞是CD4+ T细胞的亚群之一，主要功能是通过

分泌细胞因子促进 B 细胞的增殖与分化，可分为

Tfh1、Tfh2和Tfh17细胞，其中Tfh1细胞与Th1细胞

分泌功能相近，主要在病毒感染的响应中发挥作

用[19]。CD8+ T细胞也有多个亚群，其中Tc1亚群是最

主要的亚群，主要参与杀伤肿瘤并分泌 IFN-γ[20]。本

研究中，4例患者在治疗后出现Tfh1细胞比例逐步上

升，在3例患者中出现Tc1细胞比例上升，提示 γδT细

胞可能通过促进Tfh1、Tc1细胞的增殖从而介导体液

免疫与细胞免疫的激活，进而增强机体的抗肿瘤和

抗病毒功能。根据趋化因子受体 7（CCR-7）和

CD45RA的表达，可将T细胞分化分为 4个阶段，依

次为幼稚T细胞（naive T cell，TN）、中央记忆T细胞

（central memory T cell，TCM）、TEM、TEMRA，T细胞

的分化程度越高，细胞毒性越强，也越趋向于衰老[21]。

CD127是 IL-7的受体，在T细胞的发育和维持稳态中

起重要作用，研究[22]发现，在慢性丙型肝炎病毒

（hepatitis C virus，HCV）感染中，HCV特异性CD8+ T

细胞的 PD-1 表达增加而 CD127 表达减少，提示

CD127 表达的下调与 T 细胞功能耗竭的表型相关。

此外，也有研究[23]提出，CD127在记忆细胞的发育与

存活中起重要作用，CD127+的效应CD8+ T 细胞是

记忆细胞的前体。本研究中，4例患者的CD127+CD8+ 

TEM 细胞比例逐渐增加，CD127+CD8+ TEMRA 细

胞比例呈逐渐减少趋势 ，提示患者在治疗后

CD127+CD8+ T细胞的分群向幼稚方向移动，即患者

衰退的免疫功能出现逆转的趋势，也提示患者的

免疫记忆功能有所改善。同时，本研究观察到患者

HLA-DR+CD8+ T细胞比例增加，该亚群代表活化的

CD8+ T细胞[24]，提示患者体内受到抑制的CD8+ T细

胞功能在接受同种异体 Vγ9Vδ2 T 细胞回输后得

到一定程度的恢复。CD28 是 T 细胞的共刺激受

体之一，参与 T 细胞的活化，CD28 的下调会影响

T 细 胞 的 功能 ，使 T 细胞趋向 于 衰 竭 [25]。在

CD28–CD8+ T细胞比例方面，有 3例患者呈上升趋

势，可能与患者处于恶性肿瘤晚期有关，患者的免疫

系统在过度活化后出现耗竭现象，回输治疗虽能在

一定程度上改善免疫功能，但难以更进一步地逆转

晚期肿瘤患者体内 CD8+ T细胞耗竭的进展。

本研究观察到，在回输细胞后，有患者出现

CD4+ T细胞或CD8+ T细胞的比例上升，但CD4+ T细

胞/CD8+ T细胞的比例未见相对一致的变化趋势，考

虑患者数仍较少，患者的异质性较大，需要进一步扩
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大患者数才能了解回输治疗对T细胞总体分群的影

响。在B细胞方面，治疗后B细胞比例上升患者数占

50%，提示 γδT细胞对B细胞的增殖有一定的促进作

用，该现象也与 Tfh1 细胞比例升高的结果相一致。

CD27在记忆B细胞的功能与发育中有重要的意义，

CD27–的记忆B细胞有助于抵抗感染[26]，本研究中有

2例患者出现CD27–B细胞的比例升高幅度较大，最

后一次治疗后的比例约为治疗前的3倍，提示患者抗

感染的功能有所提升。NK细胞及γδT细胞比例上未

见上升趋势，提示回输的同种异体Vγ9Vδ2 T细胞可

能不是通过影响NK细胞和γδT细胞的数量或功能从

而改善患者的免疫力。

综上所述，本研究结果显示，同种异体Vγ9Vδ2 T

细胞的长期回输治疗的安全性、可行性高，可改善患

者在特异性免疫方面的功能，有助于提升患者自身

免疫力，增强抗肿瘤、抗感染能力。鉴于本研究纳入

的样本数较少，后续仍需扩大样本范围，以获得更加

准确的治疗后免疫功能变化的相关数据，为进一步

阐明回输同种异体Vγ9Vδ2 T细胞改善免疫功能的具

体作用机制以及探索可能的联合用药方案提供更多

的临床依据。
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