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[摘 要] 目的：探讨CD68+ 肿瘤相关巨噬细胞（TAM）、CD8+ T细胞、Foxp3+ Treg细胞等在肺腺癌（LUAD）组织中浸润分布及

其与患者预后的关系。方法：收集2004年9月至2009年4月间在苏州大学附属第三医院手术切除的93例LUAD组织及78例癌

旁组织，采用组织芯片（TMA）及多重免疫荧光（mIF）技术检测其中的免疫细胞浸润与分布，Wilcoxon秩和检验比较癌与癌旁组

织、癌巢与间质中浸润水平的差异，χ2检验分析其浸润水平及CD8+/CD68+细胞比值与临床病理特征的关系，Kaplan-Meier法和

COX模型分析影响患者OS的潜在危险因素。结果：与癌旁组织比较，癌组织中CD68+ TAM、CD8+ T细胞、Foxp3+ Treg细胞浸润

水平均显著增加（均P<0.01），间质CD68+ TAM、CD8+ T细胞的浸润水平均显著高于癌巢（均P<0.01）。总CD68+ TAM、癌巢及间质

CD68+ TAM 浸润水平与淋巴结转移呈正向关联（均 P<0.05），癌巢 CD68+ TAM 浸润水平与 T 分期呈正向关联（P<0.05），间质

CD68+ TAM浸润水平与病理分级呈正向关联（P<0.05）；癌组织中CD8+/CD68+细胞比值与病理分级、淋巴结转移均呈负向关联（均

P<0.05）。Kaplan-Meier生存分析显示，LUAD组织中总CD68+ TAM、癌巢及间质CD68+ TAM高浸润患者OS均短于低浸润患者

（P<0.05或P<0.01）、癌组织中CD8+/CD68+细胞比值高患者OS显著长于低比值患者（P<0.05）。多因素COX模型分析示，LUAD

患者年龄、TNM 分期及癌组织中 CD8+/CD68+ 细胞比值是影响患者预后的独立风险因素（P<0.05或P<0.01）。结论:高度浸润的

CD68+TAM与LUAD的进展、侵袭、转移和不良预后显著关联，而高CD8+/CD68+细胞比值是影响LUAD患者OS的独立保护因素。
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Tumor-associated macrophages and CD8+/CD68+ cell ratio are independent risk
factors affecting the prognosis of lung adenocarcinoma patients

ZHANG Hongyua, HE Xiana, SHEN Qiongb, LIU Yingtingb, CHEN Lujunb, ZHENG Xiaob, WANG Zhiganga (a. Department of

Geriatrics, b. Department of Tumor Biological Diagnosis and Treatment, the Third Affiliated Hospital of Soochow University,

Changzhou 213003, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective: To investigate the distribution of CD68+ tumor-associated macrophages (TAM), CD8+ T cells, Foxp3+ Treg cells,

and other immune cells infiltrating lung adenocarcinoma (LUAD) tissues and their associations with patient prognosis. Methods:

Ninety-three cases of LUAD tissues and 78 cases of paraneoplastic tissues surgically resected at the Third Affiliated Hospital of

Soochow University between September 2004 and April 2009 were collected. The immune cell infiltration and distribution were

detected by tissue microarray (TMA) and multiplex immunofluorescence (mIF) techniques. The Wilcoxon rank sum test was used to

compare the differences in infiltration levels between cancer and paraneoplastic tissues, and between cancer nests and interstitial tissues.

χ2 test was employed to analyze the relationship between their infiltration levels, CD8+/CD68+ cell ratios and clinicopathological

features. Kaplan-Meier method and COX model were used to analyze the potential risk factors affecting patients' OS. Results: The

infiltration levels of CD68+ TAM, CD8+ T cells, and Foxp3+ Treg cells in cancer tissues were significantly higher than those in

paraneoplastic tissues (all P<0.01) while the infiltration levels of CD68+ TAM and CD8+ T cells in the interstitial tissues were

significantly higher than that in the cancer nests (all P<0.01). The levels of total CD68+ TAM, cancer nest and interstitial CD68+ TAM

infiltration were positively correlated with lymph node metastasis (all P<0.05); the levels of CD68+ TAM infiltration in cancer nests

were positively correlated with T stage (P<0.05), and the levels of interstitial CD68+ TAM infiltration were positively correlated with
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pathological grading (P<0.05); the CD8+/CD68+ cell ratio in cancer tissues was negatively correlated with pathological grading and

lymph node metastasis (all P<0.05). Kaplan-Meier survival analysis showed that the OS of patients with high infiltration of total CD68+

TAM, cancer nests and interstitial CD68+ TAM in LUAD tissues was shorter than that of patients with low infiltration (P<0.05 or

P<0.01), and the OS of patients with high CD8+/CD68+ cell ratio in cancer tissues was significantly longer than that of patients with low

ratio (P<0.05). Multivariate COX model analysis showed that age, TNM stage and CD8+/CD68+ cell ratio in cancer tissues were

independent risk factors for the prognosis of LUAD patients (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: Highly infiltrative CD68+ TAM was

significantly associated with the progression, invasion, metastasis and poor prognosis of LUAD, and a high CD8+/CD68+ cell ratio was

an independent protective factor for the OS of patients with LUAD.

[Key words] lung adenocarcinoma (LUAD); tumor-associated macrophages (TAM); T cells; Treg cells; CD8+/CD68+ ; prognosis;

multiplex immunofluorescence technique

[Chin J Cancer Biother, 2022, 29(12): 1108-1114. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2022.12.007]

肺癌是目前全球发病率第二，也是癌症死亡的

主要原因[1]。非小细胞肺癌（NSCLC）约占原发性肺

癌的 85%，主要组织学类型为腺癌和鳞状细胞癌，肺

腺癌（lung adenocarcinoma，LUAD）又是最常见的肺

癌形式，占所有肺癌病例的 30%和NSCLC的 40%。

近年来随着对肺癌生物学认识的提高，促进了针对

驱动癌基因阳性和PD-L1高表达者的靶向和免疫治

疗的发展，显著提高了患者的OS，然而由于原发或获

得性耐药导致生存获益仅限于小部分患者[2-3]。因

此，亟需开发新的免疫治疗生物标志物。肿瘤微环

境（TME）由肿瘤细胞、免疫细胞、细胞外基质等构

成，影响着肿瘤的发生发展、转移和治疗耐受性，是

肿瘤发生发展和预后的关键因素[4]。特别是TME中

浸润的免疫细胞决定着宿主的肿瘤免疫和对治疗的

反应。本研究利用多重免疫荧光（multiplexed

immunofluorescence，mIF）技术检测 LUAD 组织中

CD68+ 肿瘤相关巨噬细胞（TAM）、CD8+ T 细胞、

Foxp3+ Treg细胞的浸润分布，评估其与患者临床病理

特征及预后的关系，旨在为LUAD患者探寻预后预

测指标及免疫治疗靶点提供临床分析资料。

1 资料与方法

1.1 一般资料、组织标本和主要试剂

人 LUAD 组织芯片（tissue microarray，TMA）购

自上海芯超生物科技有限公司，其含 98例LUAD组

织和 82例癌旁组织，所有被取材的患者术前均未接

受放、化疗或其他抗肿瘤辅助治疗，经病理诊断为

LUAD；收集患者的性别、年龄、肿瘤大小、T分期、病

理分级、淋巴结转移及按AJCC第7版标准行TNM分

期等临床病理资料。患者年龄范围为20~84岁，手术

时间 2004 年 9 月至 2009 年 4 月，随访时间截止至

2012年 7月，去除失访和组织芯点等数据不完整病

例，共有93例癌组织及78例癌旁组织纳入研究。

Opal 5色荧光 IHC试剂盒购自美国Perkin-Elmer

公司，鼠源CK（PA125)、CD8（PA06）、Foxp3（PA48）一

抗均购自苏州百道医疗公司，HRP 标记抗小鼠二

抗 、鼠 源 CD68 一 抗（M0876）购 自 Dako 公 司 。

TissueFAXS 系统、StrataQuest 分析软件购自奥地利

TissueGnostics公司。

1.2 mIF技术检测LUAD组织及癌旁组织中CD8+、

CD68+、Foxp3+细胞的分布

用Opal 5色荧光 IHC试剂盒，结合荧光自动定量

分析仪进行 mIF，评估 CD8+、CD68+、Foxp3+ 细胞在

LUAD 组织中的分布。用细胞角蛋白（cytokeratin，

CK）抗体标记上皮性肿瘤细胞，4',6-二氨基-2-苯基吲

哚（DAPI）标记细胞核。TMA依次在二甲苯和梯度

乙醇中脱蜡和水化，柠檬酸溶液（pH=6.0）中抗原修

复后在一抗中室温下处理 2 h[ 鼠源 CK（稀释比

例1∶4）、CD8（即用型）、Foxp3（稀释比例1∶1）、CD68

（稀释比例 1∶500）]，HRP标记抗小鼠二抗室温下处

理 1 h，把上述处理好的TMA置于Opal工作液中处

理10 min，滴加DAPI工作液处理10 min，抗荧光淬灭

封片剂封片。

1.3 mIF图像采集和定量分析免疫细胞的浸润分布

使用TissueFAXS系统对mIF染色的LUAD TMA

进行全景组织细胞多光谱扫描获取多光谱图像，

StrataQuest软件对采集的图像进行分析处理，其中每种

荧光被光谱分解成单独的通道，以获得精准的阳性染

色细胞的定量分析。CD8+ T细胞浸润数量的截点值以

中位值表示，其余指标的截点值由R survminer软件包

分析算出，然后将患者分为高和低浸润两组。

1.4 统计学处理

采用R软件（3.6.1版本）对实验数据进行统计分析，

用GraphPad Prism 9.0软件绘图。符合正态分布的计量

资料以 x̄±s 表示，两组间差异比较采用独立样本t检验；

非正态分布的计量资料用M（Q）表示，采用Wilcoxon秩

和检验；计数资料以率表示，组间比较采用χ2检验；使用

Kaplan⁃Meier法及Log⁃Rank检验进行生存分析，COX

比例风险回归模型进行多因素的危险因素分析。以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 免疫细胞在LUAD组织及癌旁组织中的浸润分布

mIF染色分析结果（图1A）显示，CD68和CD8染

色主要位于细胞质和细胞膜，Foxp3 染色位于细胞

核。癌组织中 CD68+ TAM、CD8+ T 细胞浸润水平均

显著高于癌旁组织（图1B，均P<0.01）；Foxp3+ Treg细

胞的总体浸润水平较低且分散，但癌组织浸润水平

仍显著高于癌旁组织（图1B，P<0.01）。CD68+ TAM、

CD8+ T细胞在间质浸润均显著高于癌巢（图 1C，均

P<0.01）；癌巢和间质内Foxp3+ Treg细胞的浸润水平

差异比较无统计学意义（图1C）。

A：LUAD组织的mIF染色图像，左侧第一行为组织芯点的多光谱图像，向右依次显示黄色框放大后光谱拆分的单个标记及合并

（merge）图像，各染色目标的显色：DAPI为深蓝色、CK为绿色、CD68为浅蓝色、CD8为红色、Foxp3为黄色，CK-区域定义为间质、

CK+区域定义为癌巢；B：CD68+ TAM、CD8+ T细胞、Foxp3+ Treg细胞在癌组织和癌旁组织的浸润数据统计图；C：CD68+ TAM、

CD8+ T细胞、Foxp3+ Treg细胞在癌巢和间质中的浸润数据统计图

图1 mIF技术检测LUAD组织和癌旁组织中CD68+ TAM、CD8+ T细胞、Foxp3+ Treg细胞的浸润情况

2.2 LUAD组织中免疫细胞浸润数量与患者临床病

理特征的关系

免疫细胞与临床病理特征关系的分析结果显

示，癌巢、间质及总CD68+ TAM的浸润水平均与淋巴

结转移呈正向关联（均 P<0.05），癌巢中CD68+ TAM

浸润水平与 T 分期呈正向关联（P<0.05），间质中

CD68+ TAM浸润水平与病理分级呈正向关联（P<0.05）

（表1）；CD8+ T细胞和Foxp3+ Treg细胞的浸润水平与

临床病理特征无显著关联。另外，LUAD 组织中

CD8+/CD68+细胞比值与病理分级（P<0.05）、淋巴

结转移（P<0.05）呈负向关联（表2）。
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表1 CD68+TAM浸润数量与患者临床病理特征的关系（n）

临床病理特征

性别

男

女

年龄/岁

≤71

>71

肿瘤直径/cm

≤6.0

>6.0

TNM分期

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ~Ⅳ

T分期

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ~Ⅳ

病理分级

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ

淋巴结转移

否

是

例数

（N）

56

37

77

16

81

12

52

41

70

23

57

36

56

37

总CD68+ TAM

低

12

8

17

3

18

2

14

6

18

2

13

7

17

3

高

44

29

60

13

63

10

38

35

52

21

44

29

39

34

χ2

0.0005

0.002

0.004

2.051

2.048

0.148

5.282

P

0.982

0.969

0.952

0.152

0.152

0.701

0.022

癌巢CD68+ TAM

低

32

20

44

8

46

6

32

20

44

8

35

17

36

16

高

24

17

33

8

35

6

20

21

26

15

22

19

20

21

χ2

0.086

0.274

0.196

1.514

5.535

1.800

4.002

P

0.769

0.601

0.659

0.219

0.019

0.180

0.045

间质CD68+ TAM

低

13

8

18

3

18

3

14

7

19

2

40

9

17

4

高

43

29

59

13

63

9

38

34

51

21

17

12

39

33

χ2

0.032

0.006

0.024

1.272

3.370

4.903

4.869

P

0.857

0.941

0.877

0.259

0.066

0.027

0.027

表2 CD8+/CD68+细胞比值与患者临床病理特征的关系

临床病理特征

性别

男

女

年龄/岁

≤71

>71

肿瘤直径/cm

≤6.0

>6.0

TNM分期

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ~Ⅳ

T分期

T1~T2

T3~T4

病理分级

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ

淋巴结转移

否

是

例数

（N）

56

37

77

16

81

12

52

41

70

23

57

36

56

37

CD8+/CD68+细胞比值

低

8

5

12

1

11

2

5

8

7

6

4

9

4

9

高

48

32

65

15

70

10

47

33

63

17

53

27

52

28

χ2

0.011

0.341

0.025

1.867

2.508

5.934

5.470

P

0.916

0.600

0.874

0.172

0.113

0.015

0.019

2.3 免疫细胞浸润水平对LUAD患者预后的影响

Kaplan-Meier 生存分析显示，LUAD 组织中总

CD68+ TAM高浸润患者的OS显著短于低浸润患者（截

点值=62，P<0.01；图2A），总CD8+ T细胞、总Foxp3+ Treg

细胞高浸润患者与低浸润患者OS无显著差异（图2B、

C）。癌巢CD68+ TAM高浸润患者OS显著短于低浸润

患者（截点值=29，P<0.05；图 2D），癌巢CD8+ T细胞、

Foxp3+ Treg细胞高浸润患者与低浸润患者OS无显著差

异（图2E、F）。间质CD68+ TAM高浸润患者OS显著短

于低浸润患者（截点值=53，P<0.01；图2G），间质CD8+ T

细胞、Foxp3+ Treg细胞高浸润患者与低浸润患者OS无

显著差异（图2H、I）。LUAD癌组织中CD8+/CD68+细胞

比值高的患者OS显著长于低比值患者（截点值=0.23，

P<0.05；图2J）。单因素COX模型分析显示，LUAD患者年

龄（P<0.05）、肿瘤大小（P<0.01）、TNM分期（P<0.01）、

T 分期（P<0.05）、淋巴结转移（P<0.01）均与患者较差

的OS相关联（表3）；多因素COX模型分析显示，LUAD

患者的年龄（P<0.05）、TNM分期（P<0.01），以及癌组织

中CD8+/CD68+细胞比值（P<0.05）（表3）是影响患者预

后的危险因素，因而成为患者预后评估的独立指标，而

浸润性免疫细胞不具有独立预测因子的价值。
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A~C：癌组织中总的CD68+ TAM（A）、CD8+ T细胞（B）、Foxp3+ Treg细胞（C）浸润程度与患者OS的关系；D~F：癌巢中CD68+TAM

（D）、CD8+T细胞（E）、Foxp3+Treg细胞（F）浸润程度与患者OS的关系；G~I：间质CD68+ TAM（G）、CD8+ T细胞（H）、Foxp3+ Treg细

胞（I）浸润程度与患者OS的关系；J：癌组织中CD8+/CD68+细胞比值与患者OS的关系

图2 癌组织不同区域免疫细胞的浸润水平对LUAD患者OS的影响

表3 COX模型多因素分析影响患者预后的危险因素

临床病理特征

性别（男vs女）

年龄（>71岁vs ≤71岁）

肿瘤直径（>6.0 cm vs ≤6.0 cm）

TNM分期（Ⅲ~Ⅳvs Ⅰ~Ⅱ）

T分期（T3~T4 vs T1~T2）

病理分级（Ⅲ vs Ⅰ+Ⅱ）

淋巴结转移（是vs否）

CD8+/CD68+细胞比值（高vs 低）

单因素分析

HR（95% CI）

1.072（0.622~1.849）

1.886（1.023~3.475）

2.797（1.399~5.588）

4.497（2.507~8.069）

2.118（1.185~3.786）

1.086（0.630~1.873）

2.742（1.599~4.703）

0.475（0.193~1.168）

P

0.801

0.042

0.004

<0.001

0.011

0.767

<0.001

0.027

多因素分析

HR（95% CI）

1.315（0.710~2.437）

2.091（1.086~4.386）

1.923（0.828~4.470）

4.066（2.018~8.193）

0.758（0.355~1.620）

0.979（0.515~1.860）

1.231（0.630~2.404）

0.454（0.212~0.972）

P

0.384

0.035

0.129

<0.001

0.475

0.948

0.543

0.042

3 讨 论

肺癌病死率高是由于大多数患者在确诊时已出

现转移，失去最佳的手术时机所造成。虽然放化疗

技术有所进步，但5年OS率仍然很低。针对NSCLC

特别是LUAD的EGFR、ALK和ROS1等驱动基因敏

感突变患者的靶向治疗，明显延长了患者的OS，但由

于新的突变导致耐药从而使疗效降低[5]。目前

NSCLC的治疗已进入以 ICI为代表的新型免疫治疗

时代，主要分为PD-1/PD-L1和CTLA-4抑制剂，它们

通过激活免疫系统、恢复CTL对肿瘤细胞的杀伤功

能而获得良好疗效[6]。PD-1/PD-L1抑制剂纳武利尤

单抗、派姆单抗和阿替利珠单抗已用于晚期NSCLC

的二线治疗，且ORR已达 14%~20%[2]。派姆单抗还

被批准用于 PD-L1高表达（肿瘤细胞阳性比例评分

TPS≥50%）的晚期NSCLC一线治疗，这部分高度选

择的患者群占晚期NSCLC的约 30%[7]；无论作为单

药治疗，还是联合治疗都能显著改善晚期NSCLC患

者的生存质量[8-9]。因此，寻找有效的预测生物标志

物，对筛选免疫治疗优势人群具有重要意义。除了

PD-L1表达水平、肿瘤突变负荷外，T细胞炎症基因

表达谱、错配修复基因、体细胞突变状态、肠道微生

物等都具有一定的预测作用，但也存在一定的局限

性[10]。

TME影响肿瘤的发生发展，其相关指标可作为

肺癌预后及预测标志物[11]。由Treg细胞、髓源性抑制

细胞、M2 巨噬细胞等免疫细胞构成免疫抑制性

TME，以及由癌细胞和癌症相关成纤维细胞表达的

腺苷受体、CD73进一步抑制TIL和促进Treg细胞的

功能，导致肿瘤细胞免疫逃逸，同时也是介导免疫治

疗耐药的细胞分子机制，与患者不良预后相关；活化

效应免疫细胞如TIL、DC和NK细胞及三级淋巴结构

构成的免疫原性TME，可增强免疫治疗的敏感性[3]。

本课题利用 TMA 和 mIF 技术，定量分析了

LUAD组织中主要免疫细胞浸润水平来评估LUAD

TME的免疫状态，发现癌组织中CD68+ TAM、CD8+ T

细胞、Foxp3+ Treg细胞浸润水平均显著高于癌旁组

织，间质CD68+ TAM、CD8+ T细胞的浸润水平显著高

于癌巢。

TME中免疫细胞浸润数量和功能状态与疾病的
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预后密切相关。TAM可促进血管生成、侵袭转移、免

疫抑制，与多种类型癌症不良预后相关[12-13]。研究[14]

表明，CD68+ TAM在不同肿瘤或同一肿瘤不同区域

功能不尽相同。本研究显示，癌巢中CD68+ TAM浸

润程度与T分期呈正相关，间质CD68+ TAM浸润程

度与病理分级呈正相关，且癌巢、间质中CD68+ TAM

的高度浸润均与LUAD患者的淋巴结转移及较短的

OS显著相关，表明其促进LUAD发生发展、侵袭和转

移的作用。一项荟萃分析[15]显示，间质 CD68+ TAM 和

M2巨噬细胞高度浸润与肺癌患者较短的OS相关，

而癌巢中CD68+ TAM和M1巨噬细胞高度浸润与肺

癌患者较长的OS相关，表明TAM的瘤内分布和亚群

是影响预后的重要因素。本研究中CD68为泛巨噬

细胞标志物，M1和M2巨噬细胞之间的平衡值得进

一步研究。值得注意的是，最近LIU等[16]研究发现，

NSCLC 组织中表达 PD-L1 的主要免疫细胞类型是

CD68+ TAM，且表达水平与接受抗PD-1轴治疗患者较

长OS相关。因此未来需要更多的临床研究评估高

度浸润的 CD68+ TAM 及其PD-L1 表达水平对预测

ICI疗效的价值。

肿瘤浸润CD8+ T细胞一般与癌症患者较好预后

相关[17]，但也有报道CD8+ T细胞与肾癌患者较短OS

相关[4]。本研究证实了NSCLC患者OS与CD8+ T细

胞浸润数量无关，而与 CD8+ T 细胞的功能表型相

关[18]。虽然CD8+ T细胞数量不能预测LUAD患者的

OS，但癌组织中高CD8+/CD68+细胞比值与较好的病

理分级和较少的淋巴结转移相关，且较高比值患者

具有更长的OS，并可能是影响预后的独立因素，符合

CD8+ T细胞联合CD68+ TAM预测食管癌和肝癌患者

术后预后的作用[19-20]，提示巨噬细胞在抑制T细胞活

性方面发挥作用。这也反映了在多种类型癌症中免

疫标志物的组合[18,21]以及基于原位浸润免疫细胞的新

型免疫评分系统[22-23]，能更好地评估TME的免疫功能

状态、癌症患者预后及治疗反应。目前类似的免疫

评分已在结肠癌患者中得到证实，并补充和完善了

TNM分期的作用[24-25]。因此，CD8+/CD68+细胞比值测

定将可能有助于LUAD预后评估及免疫治疗决策。

Treg细胞在维持组织稳态及自身耐受中发挥重

要作用，而TME中的Treg细胞通过多种抑制方式促

进肿瘤免疫逃逸，与多种癌症的不良预后有关，包括

NSCLC，但结肠癌例外[26]。据统计分析，用整体组织

切片研究表明，Treg细胞与较低OS显著相关，而使

用 TMA 的分析显示 Treg 细胞与 OS 无显著相关

性[27]。本研究中Treg细胞与LUAD的临床病理参数

及OS均无相关性，癌组织Treg细胞浸润水平较低，

但仍显著高于癌旁组织，提示Treg细胞在LUAD发

生发展中具有一定的作用，值得进一步探究。

总之，本研究发现CD68+ TAM与CD8+ T细胞是

LUAD 患者预后的免疫决定因素。高度浸润的

CD68+ TAM与LUAD较短OS相关，而高CD8+/CD68+

细胞比值患者较低比值患者具有更长的OS,且可作

为 LUAD 患者预后的独立保护因素，从而可能为

LUAD患者的预后提供潜在的标志物。但今后需要

进一步探索如何利用TME的相关数据使用于LUAD

患者术后个体化治疗，特别是免疫治疗的精准决策。
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