
中国中西医结合外科杂志 2019 年 8 月第 25 卷第 4 期448

NK、Th17 和 Treg 细胞水平对结直肠癌患者 
术后复发预测价值的分析

张 帆，邸泰霖，韩克松

摘要 目的：探讨 NK、Th17 和 Treg 细胞水平对经腹腔镜根治术后的结直肠癌患者临床结局的影响，并分析其预测结

直肠癌患者的复发的价值。方法：纳入 2016 年 1 月—2017 年 1 月行腹腔镜根治术治疗的原发结直肠癌患者 120 例进行随

访。采集术后第一天外周血检测 NK、Th17 和 Treg 细胞数量，采用两独立样本 t 检验分析其术后复发和未复发患者间差异；

利用 logistic 回归模型判断各指标与复发的关联；最后采用 ROC 曲线分析其在预测结直肠癌术后复发的价值。结果：术后

复发组 NK 和 Th17 细胞水平显著低于未复发组（P<0.05)，但 Treg 细胞水平复发组要高于未复发组（P<0.05）。经 Logistic
回归分析发现，NK 细胞和 Th17 细胞是复发的保护性因素，而 Treg 细胞是独立的危险因素。ROC 曲线分析表明，NK、

Th17 和 Treg 细胞水平对预测术后复发具有一定的预测价值。结论：结直肠癌患者其复发与 NK、Th17 和 Treg 细胞水平有

关，是结直肠癌患者术后预后的独立影响因素，其对结直肠癌患者预后具有一定的影响，预测患者术后复发具有一定的 
价值。
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Abstract: Objective To investigate the influences of the levels of NK cells, Th17 cells and Treg cells 
on clinical outcomes of patients with colorectal carcinoma after laparoscopic resection, and to analyze their 
predictive value for postoperative recurrence. Methods The clinical data were collected from 120 patients with 
colorectal carcinoma who underwent laparoscopic resection bfrom January, 2016 to January, 2017. The levels 
of NK cells, Th17 cells and Treg cells in peripheral blood were obtained and detected on day 1 postoperatively. 
Two independent t-test samples were used to analyze the difference between patients with recurrence and those 
without recurrence. Logistic regression model was used to determine the correlation between the indicators and 
recurrence. Finally, ROC curve was used to analyze its value in predicting recurrence of colorectal cancer after 
operation. Results We found that levels of NK cells and Th17 cells in recrudesce patients were lower than 
those in non-recrudesce patients (P<0.05), but the level of Treg cells in recrudesce patients were higher than 
that in non-recrudesce patients (P<0.05). Logistic regression analysis found that NK cells and Th17 cells were 
protective factors for recurrence, while Treg cells were independent risk factors. ROC curve analysis showed 
that the levels of NK cells, Th17 cells and Treg cells had certain predictive value for predicting postoperative 
recurrence. Conclusion Levels of NK cells, Th17 cells and Treg cells are associated with recurrence and 
independent prognostic influencing factors for postoperative patients with colorectal carcinoma, and its has a 

certain value in predicting postoperative recurrence of 
patients.
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结直肠癌（colorectal carcinoma，CRC）是世

界范围内最常见的恶性肿瘤之一，近年来我国的

患病率和病死率都呈明显的上升趋势 [1]，据 2012
年肿瘤登记年报报道，其发病率已跃居恶性肿瘤

的第 3 位，死亡率排第 5 位，在北京、上海等大

城市发病率更高 [2]，由其生存率较低，严重威胁

人民身心健康。因此对于结直肠癌的治疗成为临

床研究的热点问题之一。但调查显示，其复发率

与常规开腹手术近似 [3]，因此如何早期预测、降

低腹腔镜根治术的术后复发率，延长患者的生存

时间成为临床迫切解决的问题。有项研究表明 [4]

结直肠癌术后的复发与患者体内的免疫细胞如

NK、Th17 和效应 T 调节性（Treg）等水平有一定

程度的关联，而国内有关报道较少。本研究拟探

讨 NK、Th17 和 Treg 免疫细胞水平对经腹腔镜根

治术治疗后结直肠癌患者复发的影响，从而采取

有效的预防措施，对提高腹腔镜结直肠癌根治术

临床治疗效果，延长患者的生存时间具有重要的

临床价值和社会意义。

1  资料与方法

1.1 一般资料 选取 2016 年 1 月—2017 年 1 月

于中国石油天然气集团公司中心医院普通外科收

治的结直肠癌患者 120 例（结肠癌 78 例，直肠癌

42 例）作为研究对象，所有结直肠癌患者均行腹

腔镜根治术进行治疗。其中男性 75 例，女性 45 
例，年龄 19~63 岁，平均（ 54.6± 13.1） 岁，体

重 51~79 kg，平均体重（60.4 ± 4.9） kg。
纳入标准：（1）临床相关资料完整；（2）术前

均行纤维结肠镜及活检病理检查确诊为结直肠癌；

（3）术前均无肠梗阻、周围邻近或远处脏器肿瘤

侵及（经肺部 X 片、术前上腹部彩超及腹部 CT
证实）；（4）术后能够被随访者；（5）术后均采集

外周血测定免疫功能。

排除标准：（1）急诊手术患者；（2）既往有腹

部大手术史考虑存在严重腹腔粘连者；（3）一般情

况差或合并其它疾病不适合手术治疗的患者；（4）
姑息性切除手术患者；（5）急性感染、慢性炎症性

疾病患者；（6）术前行放化疗者；（7）术后未能完

成随访；（8）病例资料不完整。

所有研究对象均自愿参加本次研究，并签署

知情同意书，本研究经医院伦理委员会批准。

1.2  试剂与方法

1.2.1 试 剂 和 仪 器 鼠 抗 人 CD4-PC5、CD25-
FITC、CD127-PE 单克隆抗体（美国 Becton Dickinson 

公司）、同型对照 IgG1-PC5、IgG1-FITC、IgG1-PE 
和红细胞裂解液（美国 Becton Dickinson 公司）；

FACSCalibur 细胞流式仪（美国 BD 公司）。

1.2.2 方法 免疫相关细胞检测：（1）所有研究

对象行腹腔镜根治术后第一天采集晨起空腹肘静

脉血 5 mL，经 EDTA-2K 抗凝。（2）采用流式专

用试管，加入 CD4-PC5、CD25-FITC、CD127-PE
抗体及同型对照各 20 μL，振荡混匀后，在室温

下避光孵育 30 min ；（3）加入溶血素 1 mL，在室

温下避光孵育 10 min ；（4）加 PBS 1 mL，振荡混

匀；（5）将流式专用试管放入高速离心机中，并以

2000 r/min，离心 5 min ；（6）弃上清，PBS 重复

洗涤两次；（7）取 1 mL PBS 悬液上机：采用流式

细胞仪进行分析，采用 Cell Quest 软件进行上样，

检测 NK、Thl7 和 Treg 细胞含量。

1.3 随访 从 2016 年 1 月第一例患者术后出院开

始，对纳入本次研究的所有患者进行随访，计划

随访 3 年。术后 1 年内每隔 3 个月对患者进行一

次门诊复诊。此后根据患者情况每年至少行血生

化及 CT 检查 1 次。如患者确诊复发 [ 局部复发（包

括吻合口复发、盆腔复发及会阴部复发等）、远处

转移复发（包括肝转移、肾转移、肺转移、骨转

移及腹腔内广泛转移等）]，再次行腹腔镜根治术

进行治疗。

1.4 观察指标 根据患者术后有无复发分为复发

组与非复发组，观察两组患者的一般资料（年龄、

性别、BMI 等）、肿瘤直径，原发灶部位、原发灶

分期、术前 CEA 浓度、术前 CA19-9 浓度；术前

及术后 NK、Th17 和 Treg 免疫细胞水平以及是否

进行化疗。

1.5 统计学处理 采用 SAS9.4 统计软件进行数

据分析，计量资料以（ ）表示，两组间差异

采用两独立样本 t 检验。计数资料以例数（%）表

示，组间差异采用 χ2 检验。先进行单因素分析，

初步筛选出术后复发的影响因素，再进行多因素

Logistic 回归分析，筛选出独立影响因素。采用

ROC 曲线分析 NK、Thl7 和 Treg 细胞水平预测结

直肠癌术腹腔镜根治术后复发的价值。以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 两组患者一般资料比较 共纳入 120 例患者，

结果发现复发患者 24 例，未复发者 96 例。临床

资料特征参数在两组患者间的差异均无统计学意

义（P>0.05），见表 1。
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表 1  两组患者治疗前临床病理特征分析

临床病理特征参数 未复发组 (n=96) 复发组 (n=24) t /χ2 P

年龄 ( 岁 ) 56.32±10.79 58.34±9.67 –0.837 0.405

性别 (n，%) 0.214 0.643

  男 57(59.38) 13(54.17)

  女 39(40.63) 11(45.83)

BMI(kg/m2) 21.46 ±2.95 22.72 ±2.39 -1.938 0.055

肿瘤最大直径 (cm) 4.23±0.87 3.86±0.74 1.916 0.058

原发灶部位 (n，%) 1.319 0.251

  结肠 60(62.50) 18(75.00)

  直肠 36(37.50) 6(25.00)

Dukes 分期 (n，%) 4.816 0.090

  A 期 40(41.67) 6(25.00)

  B 期 36(37.50) 8(33.33)

  C 期 20(20.83) 10(41.67)

术前 CEA 浓度 (μg/L) 20.83±4.69 22.89±4.82 -1.914 0.058

术前 CA19-9 浓度 (U/mL) 56.08±155.19 88.24±136.17 -0.929 0.354

术后化疗方式 (n，%) 0.230 0.632

  FOLFOX4 49(56.98) 21(61.76)

  氟尿嘧啶单药 37(43.02) 13(38.24)

2.2 两组患者术后免疫细胞比例的分布情况 两

组患者术后复发组 NK 细胞、Th17 细胞水平显著

低于未复发组（P<0.05），但 Treg 细胞水平复发组

要高于未复发组（P<0.05），见表 2。

表 2  两组 NK、Thl7 和 Treg 细胞水平比较

组别 例数 (n) NK 细胞 (%) Th17 细胞 (%) Treg 细胞 (%)

未复发组 96 25.77±3.55 14.89±2.66 7.87±1.57

复发组 24 19.77±9.72a 12.94±1.73a 9.53±1.15b

t 2.98 4.36 4.84

P 0.007 <0.0001 <0.0001

注：a表示与未复发组比较显著降低，P<0.01；b表示与未复发组比较显著升高，P<0.01

2.3 患者术后复发的多因素 Logistic 回归分

析 为进一步了解以上因素与结直肠癌患者经腹

腔镜根治术后复发的关系，控制混杂因素，以术

后是否复发为因变量，将年龄、性别、BMI、NK
细胞、Th17 细胞和 Treg 细胞水平作为自变量纳

入Logistic 回归模型中，采用全变量法，变量进入

水平 0.05，剔除水平为 0.10，进行多因素Logistic
回归分析，结果显示：Treg 细胞水平是影响结直

肠癌术后复发的独立危险因素（OR=1.93 ≥１，

P<0.05），而 NK 细胞、Th17 细胞是保护性因素（OR
分别为 0.88、0.68，P<0.05），见表 3。

表 3  影响术后复发的多因素Logistic 回归分析结果

变量 估计值 标准误 Wald χ2 P OR(95%CI)

常数项 –3.394 4.415 0.591 0.442 0.034(–)

年龄 ( 岁 ) 0.006 0.028 0.042 0.837 1.01 (0.95，1.06 )

性别 0.063 0.606 0.011 0.918 1.06 (0.32，3.49 )

BMI 0.195 0.110 3.135 0.077 1.22 (0.98，1.51 )

NK 细胞 (%) –0.133 0.051 6.866 0.009a 0.88 (0.79，0.97 )

Th17 细胞 (%) –0.386 0.139 7.718 0.005a 0.68 (0.52，0.89 )

Treg 细胞 (%) 0.657 0.242 7.390 0.007a 1.93 (1.20，3.10 )

注：a表示与术后复发显著相关，P<0.05
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2.4 NK、Th17和Treg细胞水平预测CRC术后复发

效能分析 对多因素 logistic 回归分析有统计学意

义的指标分别进行 ROC 曲线分析，将术后未复发

组作为对照组，术后复发组作为病例组，进行指标

的诊断效能分析，结果发现：NK、Thl7 和 Treg 细

胞的ROC曲线下面积差异有统计学意义（P<0.05），
AUC 分别为：0.697（0.541，0.853）、0.743（0.644，
0.843） 和 0.797（0.713，0.880）。 当 NK 细 胞

（%）=21.166 时，诊断的灵敏度为 0.542，特异

度为 0.927，阳性预测值为 0.650，阴性预测值为

0.890 ；当 Th17 细 胞（%）=13.957 时， 诊 断 的

灵敏度为 0.792，特异度为 0.708，阳性预测值为

0.404，阴性预测值为 0.932 ；当 Treg 细胞（%）= 
8.247 时，诊断的灵敏度为 0.958，特异度为 0.552，
阳性预测值为 0.348，阴性预测值为 0.981。可见

Treg 细胞水平无论曲线下面积还是灵敏度都高；

NK 细胞其预测复发的价值有限，但是其特异度较

高；而 Th17 预测价值适中，鉴别诊断价值更高（表

4、图 1）。

表 4  NK、Thl7 和 Treg 细胞对 CRC复发预测效能分析

变量 AUC（95% CI） P cutpoint 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值

NK 细胞 (%) 0.697(0.541,0.853) 0.0134a 21.166 0.542 0.927 0.650 0.890

Th17 细胞 (%) 0.743(0.644,0.843) <0.0000a 13.957 0.792 0.708 0.404 0.932

Treg 细胞 (%) 0.797(0.713,0.880) <0.0000a 8.247 0.958 0.552 0.348 0.981

注：a表示预测术后复发价值具有显著意义，P<0.05

图 1  NK、Thl7 和 Treg 细胞的 ROC曲线 
及对 CRC复发预测效能分析

3  讨论

由于 CRC 是复发率及转移率均较高且预后较

差的消化道恶性肿瘤，因此早发现、早诊断、早

治疗对该病显得尤为重要。腹腔镜手术尽管属于

一种微创手术，具有手术创伤小、手术视野清晰、

患者术后疼痛小、利于恢复等优点，但患者术后

复发率依然较高，因此能早期诊断、预测患者复

发情况的指标在临床上尤其重要。目前临床上主

要采用 Dukes 和 TNM 分期法来判断 CRC 的预后

和临床治疗指导，由于微转移灶的存在，使其具

有一定的局限性，如 Dukes 分期较早的结直肠癌

患者术后却迅速出现转移或死亡等提示可能存在

微转移 [5]。近年来，随着肿瘤免疫学的兴起，研

究肿瘤微环境中免疫细胞与肿瘤的发生、发生以

及转移的报道逐渐增多，使得免疫细胞在肿瘤特

别是结直肠癌的诊断、病情监测、疗效评价、预

后评估等方面已成为一种不可或缺的手段 [6-9]。

自然杀伤（NK）细胞是一群广泛分布于血液

及外周淋巴器官中的重要先天效应细胞，可保护

宿主抵御外来细菌、病毒、寄生虫的入侵及清除

体内肿瘤细胞，起到天然免疫监视作用。故 NK
细胞活性是反映肿瘤患者的机体免疫功能状态常

用指标，可以作为肿瘤疗效和预后判定的参考指

标之一。因理论上认为当患者机体免疫功能低下

时，休眠的肿瘤细胞可摆脱抑制状态而持续增殖，

导致疾病进展，肿瘤复发和转移 [10]。本研究经多

因素 logistic 回归分析发现，OR=0.855<1，NK 水

平是保护性因素，且复发组的 NK 细胞水平显著

低于未复发组（P<0.05），说明可能是由于患者术

后调节免疫功能低下的原因，使得其复发组的 NK
水平降低从而导致其复发概率增加，这和冯国丽 [10]

研究结果一致。而 ROC 曲线分析提示 NK 细胞水

平作为预测结直肠癌术后复发的标志具有一定的

意义。

Th17 细胞是近年来发现的一类新的 CD4+ T
淋巴细胞亚群，其在活化状态下能高表达 IL-17、
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TNF-α 及 IL-6 而不表达 IFN-γ，使其除具有促进

炎症反应外，还参与机体的自身免疫以及肿瘤的

免疫应答过程。尽管许多研究表明 Th17 细胞促进

肿瘤的发生发展 [11-13]，但也有研究表明 Th17 细

胞能分泌的 IL-17 具有上调肿瘤组织中的 CCL2、
CCL20 以及招募 DC 等免疫细胞到肿瘤局部组织

而发挥抑瘤效应 [14]。本研究经多因素 logistic 回

归分析发现，OR=0.695<1，说明 Th17 水平是保

护性因素，且复发组的 Th17 细胞水平显著低于未

复发组，说明随着结肠癌进展，进展期癌组织中

Th17 细胞逐渐降低，故复发组其 Th17 含量较低，

ROC 曲线分析表明 Th17 细胞水平可以作为结直

肠癌术后预测复发的指标。

调节性 T 细胞（Treg）是一群通过抑制自身

反应性 T 细胞而介导免疫耐受的负性调控细胞，

约占人外周血中 5% 的 CD4+T 细胞。在维持机体

自稳态、调控免疫应答方面起着重要的作用。其

通过分泌 TGF-β、IL-10 及其他免疫抑制性细胞

因子或分泌颗粒酶Ｂ和穿孔素直接抑制 NK 细胞

的活化或杀伤效应Ｔ细胞，还可通过抑制 APC 的

成熟或促进 APC 细胞分泌抑制性酶 IDO 间接诱

导效应 T 细胞失能 [15]，使得肿瘤细胞逃避免疫监

视。多因素 logistic 回归分析发现，Treg 细胞水平

是术后 CRC 复发的独立危险因素（OR=1.857≥１，

P=0.0053<0.05），且术后复发 CRC 患者 Treg 细

胞水平要高于未复发的 CRC 患者（P<0.05），说

明 CRC 患者外周血 Treg 细胞数量增高可能导致下

调抗肿瘤免疫反应，促进肿瘤的免疫逃逸和疾病

的进展，是患者预后差的一个信号，这和以往报

道结果类似 [16-18]。而 ROC 曲线分析表明 Treg 细

胞水平可以作为结直肠癌术后预测复发的指标。

综上所述，结直肠癌患者术后的 NK、Th17
和 Treg 细胞水平与复发有关，是结直肠癌患者术

后预后的独立危险因素，虽然其作为判断预后的

指标，其真实性和准确性还有待考证，但对于其

的研究或许可以成为肿瘤患者的预后诊断、检测、

干预治疗的新思路。
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