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摘要

肝内胆管癌（ICC）是第二常见肝癌。化疗仍然是晚期 ICC患者的主要治疗方法，但是化疗敏感性因人而
异。在本研究中，我们使用飞行时间质谱仪（CyTOF）在单细胞水平上建立 ICC患者在化疗前、化疗中和
化疗后指定时间点外周血单核细胞（PBMC）的免疫谱；应用多重免疫荧光染色展现某些特定免疫亚群的
空间分布；使用组织微阵列（TMA）评估患者预后。本研究共招募了 20 名接受吉西他滨（GEM）治疗的
ICC患者，其中8例对化疗反应良好（R），12例无反应（NR）。我们观察到化疗后患者PBMC组成发生了巨
大变化，比如CD4/CD8双阳性T细胞（DPT）水平增加。治疗前CD4+CD45RO+CXCR3+ T细胞水平较高的
患者对化疗反应良好。我们的研究确定了T细胞亚群的百分比与患者化疗反应性之间存在正相关关系，
这表明通过评估PBMC中细胞亚群的比例来预测 ICC患者化疗反应性是可行的。

© 2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher
Education Press Limited Company. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. 引言

肝内胆管癌（ICC）是第二常见原发性肝癌。它被定

义为位于第二胆管近端且发病率稳定增加的胆管癌[1]。

ICC来源于肝内胆管上皮细胞，手术切除是唯一的治愈性

治疗方法[2]。作为一种恶性程度很高的疾病，只有接受

根治性 R0 手术切除的患者才有良好的生存机会[3]。此

前，针对不可切除的 ICC主要采取姑息治疗[4]。多项研究

报告称，放疗和辅助化疗可提高晚期或侵袭性胆道肿瘤的

生存率[3,5]。然而，由于复杂的肿瘤异质性，ICC患者对

化疗的反应性各异。因此，迫切需要开发一种无创方法来

区分具有良好化疗反应性（R）和对化疗无反应（NR）的

患者。

吉西他滨（GEM）是一种核苷类似物，对人类各种

实体瘤具有积极的抗肿瘤作用，包括乳腺癌、卵巢癌、胰

腺癌和非小细胞肺肿瘤[6]，它常用于 ICC起源肝转移癌的

治疗[7]。不可切除和转移性 ICC的一线化疗药是GEM联

合顺铂[8]。除了化学毒性外，GEM还具有免疫调节功能

[9‒10]。此外已有研究表明患者的免疫状态会影响他们对

化疗药物的敏感性[11‒13]。需要揭示 ICC患者的免疫状态
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与其对GEM的敏感性之间的关系。

在本研究中，我们应用飞行时间质谱仪（CyTOF）进

行高维深度免疫分型，以比较 ICC患者化疗前、化疗中和

化疗后外周血单核细胞（PBMC）的免疫特征。我们发

现，具有高水平CD4+CXCR3+ T细胞（代表外周血中T细

胞的激活状态）的 ICC患者对化疗有更好的反应性。我们

还通过多重免疫荧光染色检测了 ICC肿瘤组织中CD4+CX‐

CR3+ T细胞的水平，发现其与血液中的水平呈正相关。组

织微阵列（TMA）进一步确认了CD4+CXCR3+ T细胞水平

高的患者具有更好的总体生存率（OS）。

2. 材料方法

2.1. 患者和样本特征

分三个不同时间点（化疗前、化疗中、化疗后）采集

20 例来自东方肝胆外科医院（EHBH）接受GEM联合化

学治疗 ICC患者的血样。这些 ICC患者对化疗的反应性根

据实体瘤疗效评价标准（RECIST）分为部分缓解（PR）、

疾病稳定（SD）或疾病进展（PD）。PR和SD患者均被视

为R患者，而PD患者被视为NR患者。由于有几名患者在

研究期间停止治疗，最终共有 49 份血样被纳入本研究。

表1列出了所有20名患者的临床特征。所有样本均按照当

地道德准则匿名编码。我们的CyTOF抗体组由 35 个细胞

表面免疫标记物抗体组成，这些标记物抗体可以检测

PBMC的经典免疫表型并发现新的免疫亚群。分离PBMC

并用金属标记抗体预染色，然后使用CyTOF检测，进而

对高维原始数据进行降维处理以进一步深入分析。分析不

同采集时间点R患者与NR患者的免疫亚群分布的差异。

2.2. 分离PBMC

将 2 mL新鲜血液样品与等体积的盐水混合，然后将

混合物小心地滴加在 4 mL Ficoll液的表面上，并以 450g

离心25 min。离心后PBMC聚集在混合液的中间层。

2.3. 飞行时间质谱流式术和数据处理

每个PBMC样品在如前所述分离后用重金属耦合抗体

表1 ICC患者的临床特征和疗效评估

Patient

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Sex

Male

Female

Male

Male

Female

Female

Male

Female

Male

Female

Male

Female

Female

Female

Female

Female

Male

Female

Male

Male

Age

55

44

57

62

61

54

43

67

56

54

43

53

62

64

67

61

63

43

67

56

TNM score

T

3

x

x

x

x

x

x

x

x

2

x

2

2

x

x

x

x

2

x

x

N

0

1

1

1

x

x

x

x

x

x

1

x

x

1

x

x

1

x

1

x

M

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

TNM

stage

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

Chemo

treatment

GEMOX

GEMOX

GEMOX

GP

GEMOX

GS

GEMOX

GEMOX

GEMOX

GEMOX

GEMOX

GEMOX

GEMOX

GEMOX

GP

GS

GEMOX

GEMOX

GP

GEMOX

Before the first chemo

ECOG

1

1

1

1

1

1

2

1

1

1

1

1

1

2

1

1

1

2

1

1

CA19-9

（U·mL−1）

12.00

6.50

12981.00

61.80

12283.00

12.30

303.22

953.80

119.20

17.70

221.50

543.40

146.30

1.10

219.80

52.80

187.00

2.90

12632.00

200.30

6.10

7.57

8.46

7.76

8.32

4.06

6.25

5.45

6.39

3.26

4.05

4.95

11.79

4.99

5.32

4.47

4.57

9.92

7.47

6.80

WBC

（×109 L−1）

Before the second chemo

ECOG

1

2

1

1

1

1

1

NA

1

1

2

1

2

2

NA

2

NA

NA

2

1

CA19-9

（U·mL−1）

95.6

7.1

8700.0

153.0

1972.0

9.4

95.6

NA

256.4

14.4

357.8

866.8

132.0

0.5

NA

35.5

NA

NA

15823.0

158.7

WBC

（×109 L−1）

6.08

5.04

8.41

6.66

4.19

2.78

6.08

NA

5.69

3.36

4.36

8.11

10.93

4.39

NA

3.83

NA

NA

6.71

6.08

Before the third chemo

ECOG

2

2

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

1

NA

NA

NA

NA

NA

NA

1

CA19-9

（U·mL−1）

38.4

10.6

1909.0

184.4

132.9

10.4

38.4

1103.0

454.5

17.5

525.7

916.9

262.1

NA

NA

NA

NA

NA

NA

158.9

WBC

（×109 L−1）

6.25

6.11

6.00

7.20

4.00

3.59

6.25

5.20

7.00

3.90

4.00

5.00

11.00

NA

NA

NA

NA

NA

NA

7.00

RECIST

PR

SD

SD

PR

SD

SD

PR

SD

PD

PD

PD

PD

PD

PD

PD

PD

PD

PD

PD

PD

TNM: tumor (T)‒node (N)‒metastasis (M); GEMOX: gemcitabine plus oxaliplatin; GP: gemcitabine plus cisplatin; GS: gemcitabine plus S-1; ECOG: Eastern

Cooperative Oncology Group score standard; CA19-9: carbohydrate antigen 19-9; WBC: white blood cell; NA: not available.
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染色[14]。抗体组合包含涉及各种免疫亚群的 35 种抗体

（见附录A中的表S1）。CyTOF抗体组既可以检测PBMC的

经典免疫亚群，也可以发现新的免疫亚群。预偶联抗体直

接从供应商处购买。分离后，PBMC用 10 mmol·L−1顺铂

染色 2 min，然后与金属偶联表面抗体在 37 ℃下孵育 30

min。接下来，用固定破膜缓冲液固定细胞。最后，使用

铱加固定破膜缓冲液进行细胞固定和可视化，该过程持续

一夜，然后在 Helios 质谱流式细胞仪（Fludigm，美国）

上进行分析。根据制造商的说明使用EQTM Four Element

Calibration Beads对信号进行校正。每个样品收集250 000~

300 000 个细胞。文件（.fcs）被上传到Cytobank，手动

门控圈出目标细胞群，导出 .fcs 文件。在进一步分析之

前，对高维原始数据进行降维处理。在R软件上使用Cy‐

tofkit程序从每个 .fcs文件中进行随机抽样。然后在这些细

胞上执行基于 t 分布随机邻近嵌入（t-SNE）和基于Flow‐

SOM/Renograph 算法聚类的可视化。鉴定在不同收集时

间点的R患者与NR患者中差异分布的免疫细胞亚群。

2.4. 多重免疫荧光染色

用多重免疫组织化学检测试剂盒（Perkin-Elmer）对

含有 75 名 ICC患者癌组织的两个组织芯片进行染色，并

使用 Vectra 3.0 病理学成像系统显微镜（Perkin-Elmer）

获取图像。将载玻片脱蜡至水，并使用 Trilogy 缓冲液

（CellMarque）通过高压灭菌15 min 来修复抗原。载玻片

用3% H2O2处理15 min，洗涤，并使用4%牛血清白蛋白

（BSA）/磷酸盐缓冲盐水（PBS）/0.1% Triton X-100（均

来自Sigma）封闭。使用的抗体是：抗CD8、抗CD4和抗

CXCR3抗体。用于每种抗体的检测染料为：opal570染料

（CD8）、 opal520 染料 （CD4） 和 opal690 染料 （CX‐

CR3）。4',6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）用作核复染剂。

使用Halo Image Analysis软件（Indica Labs）Highplex FL

模块分析数字图像，该模块允许同时分析任何细胞区室

[细胞核、细胞质和（或）膜]中多达 8 个免疫荧光标记的

标记物。所有标记均阴性的细胞为黑色，单个标记阳性的

细胞根据标记颜色着色，三个标记均阳性的细胞被标记为

蓝色。所有 75 名患者的临床特征列于附录A中的表 S2。

本实验中使用的抗体和相应的稀释比例列于附录A中的

表S3。

2.5. 数据和软件

本文发布的CyTOF数据的登录号和相关数据已上传

到Mendeley数据库：10.17632/3b9yc9296n.2。 本研究中

使用的软件列于附录A中的表S1。

2.6. 伦理批准和知情同意声明

以下所有程序均符合人体实验伦理委员会（机构和国

家）的伦理标准，并符合2008年修订的1975年《赫尔辛

基宣言》。所有患者均知情同意纳入本研究。

3. 结果

3.1. GEM联合化疗改变PBMC的免疫状态

为了探索外周血免疫微环境是否可以预测 ICC患者对

GEM的反应性，我们设计了一个基于CyTOF的工作流程。

PBMC 按第 2 节所述分离和处理以进行分析。基于对

PBMC单细胞水平的深入分析，我们想要确定PBMC中可

以预测 ICC患者化疗敏感性的特定免疫亚群。多重免疫荧

光染色用于区分PBMC和肿瘤组织内免疫特征的异同[图1

（a）]。原始文件经处理后，从每个样本的CD45+细胞中

随机抽取5000个细胞进行进一步分析。使用经典的Pheno‐

Graph 聚类方法，共划分了 35 个免疫亚群。我们观察到

经GEM联合化疗后PBMC中的大多数免疫亚群发生了重

大变化，并且这些亚群的变化在不同患者中存在很大差异

[图 1（b）]。图 1（c）描绘了每个亚群的分子表达情况。

根据这35个亚群，经典免疫谱系包括B细胞、CD16+自然

杀 伤 （NK） 细 胞 、 CD16+ 髓 样 树 突 细 胞 （mDC）、

CD4+CD45RA+ T 细 胞 、 CD4+CD45RO+ T 细 胞 、

CD8+CD45RA+ T细胞、CD8+CD45RO+ T细胞、CD4/CD8

双阴性T（DNT）细胞、CD4/CD8 双阳性T（DPT）细胞

和单核细胞可以进一步被细化[图 1（c）]。经过系统分

析，我们发现DPT细胞亚群的大小显著受到GEM联合化

疗的影响，化疗后DPT细胞显著富集[图 1（d）]。PBMC

来源的免疫细胞在化疗前、化疗中和化疗后的多种表面标

志物的表达如图1（e）所示。如 t-SNE图[图1（f）]所示，

GEM 联合化疗提升了 CD7 的表达水平，同时降低了

CD161的表达。

3.2. 化疗前R患者与NR患者具有不同的免疫图谱

为了确定潜在的化疗敏感性预测因素，接下来我们使

用CyTOF分析了20例 ICC患者化疗前的PBMC，并从每个

样本中随机抽取了 5000 个CD45+细胞进行进一步分析。

FlowSOM定义了 30 个免疫亚群[图 2（a）]。二维 t-SNE

图显示了PBMC中免疫细胞所有 30 个免疫亚群的分布情

况。基于分子表达，我们进一步将 30 个亚群按照经典免

疫谱系重新划分 [图 2 （a）]。T 细胞，包括 CD4+ T、

CD8+ T、DPT和 DNT在 PBMC 中占优势，而单核细胞、

CD16+ NK细胞、B细胞、CD16+ mDC和其他细胞亚群占

1530



比很小。特征基因的表达模式如图 2（b）所示。热图显

示了30个免疫亚群和PBMC不同谱系的分子表达特征[图

2（c）和（d）]。为了进一步探究 8 名R患者和 12 名NR

患者PBMC免疫组成情况，我们分析了R和NR患者之间

图1. 吉西他滨联合化疗改变PBMC的免疫特征。（a）整个工作流程的图文摘要。收集 ICC患者化疗全程的PBMC样本。从外周血中提取的免疫细胞

孵育金属标记的抗体后利用飞行时间质谱流式仪进行检测分析。采集到的数据降维后进行可视化处理。通过手动圈门和聚类算法划分细胞亚群。（b）
热图显示了所有患者在化疗前、化疗中和化疗后全部35个亚群的细胞百分比。（c）热图显示了所有样本（所有患者化疗前、化疗中、化疗后样本）

35个亚群中35个细胞表面标记物的平均表达水平。（d）化疗前和化疗后样本中CD4+CD8+ T细胞的百分比。P <0.05。（e）比较所有患者中多种细胞表

面标记物（CD45、CD49d、CCR5、CD4、CD8a、CCR4、CCR7、CD28、Fas、CXCR3、CD278、CD45RA、CD9、HLA-DR、CD127和CD16）在化

疗前、化疗中和化疗后的细胞百分比。（f）代表性的 t-SNE图显示化疗后某些表面标记物的表达变化。
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在经典免疫谱系方面是否存在显著差异并绘制了患者的树

状图。经典免疫谱系在R组（患者 1~ 8）和NR组（患者

9~ 20）之间没有显著性差异[图 2（e）]。图 2（f）详细

展示了 20 名患者的免疫组成情况。有趣的是，与R患者

相比，NR患者中只有CD4+ T细胞和CD8+ T细胞比例显示

出下降趋势，而其他免疫谱系的分布在两组中相对相似

[见附录A中的图 S1（a）]。根据患者的树状图，一些具

有相似免疫组成的NR患者被聚类到一起[图2（f）]。R和

NR组中 PBMC不同免疫亚群的比例在附录 A中的图 S1

（b）中进行了比较。我们注意到R 患者的几个亚群比例

明显高于NR患者，包括CD4+CD45RO+CXCR3+ T细胞（3

亚群）和CD8+CD45RO+CXCR3+ T细胞（6和10亚群）[图

2（g）]。总的来说，R和NR患者仅在T细胞方面表现出

不同的免疫组成。此外，个体差异是一个不可忽视的因

素。如图 2（h）所示，经典谱系的组成在患者之间差异

很大。与其他患者不同，11号和 20 号患者中经典免疫谱

系的占比相当小。在大多数患者中，CD4+ T细胞和

CD8+ T细胞所占比例最大，而 5 号患者的PBMC中CD16+

NK细胞的比例最大。这些结果表明不同患者PBMC存在

高度异质的免疫环境。

3.3. 外周血中某些T细胞亚群与化疗反应性相关

接下来我们关注R组和NR组患者外周血T细胞组成

的差异。分别在化疗前、化疗中和化疗后收集患者T细

胞，并从中随机抽取 5000 个进行分析。我们使用 t-SNE

图来呈现外周血 29 个已识别T细胞亚群的分布情况[图 3

（a）]。发现在R患者和NR患者之间外周血T细胞亚群的

分布存在显著差异[图 3（b）]。与图 1（b）中的结果类

似，在R组和NR组中，大多数T细胞亚群在化疗后都发

生改变[图3（c）]。我们观察到无论是R还是NR组患者，

化疗后CD4+幼稚T（Tnaive）细胞（5、6 和 14 亚群）都

增加，而CD4+中央记忆 T（Tcm）细胞（9、22 和 26 亚

群）均减少。根据患者的树状图，R和NR患者可以根据

他们不同的T细胞免疫组成而被划分开来[图3（d）]。聚

类分析显示，1、16和22亚群在化疗前时间点可以更准确

地将患者划分到不同的组别[图3（e）]，然而，从其他两

个时间点收集的样本不能很好地将患者分组[图 3（e）]。

16和22亚群均为CXCR3+CD45RO+ T细胞。与之前的发现

类似，化疗前 16 和 22 亚群在 R组患者中均上调 [图 3

（f）]。 然 而 ， 化 疗 前 R 患 者 的 22 亚 群 （CD4+CX‐

CR3+CD45RO+ T细胞）比NR患者增加得相对更显著，而

16亚群（CD8+CXCR3+CD45RO+ T细胞）则呈现相反的趋

势[图3（f）]。

为了进一步阐明这些亚群的功能，我们探索了化疗前

样本中不同亚群之间的共存和互斥情况。我们观察到 27

亚群（CD4+CD9+ Tcm）与R组中的 16 和 22 亚群呈正相

关[图3（g）]，除了CXCR3外，其表达谱与22亚群相似。

NR组中亚群之间的共存关系与 R组中不同，25 亚群

（CTLA4+ DPT）、5 亚群和 6 亚群（CD45RA+ Tnaive）共

存，而所有这些亚群都与 16 和 22 亚群互斥[图 3（g）]。

我们还分析了其他免疫谱系，包括B细胞、NK细胞、单

核细胞和DC的组成情况，其聚类的 t-SNE图和热图见附

录A中的图S2（a）、（b）。然而，根据B细胞、NK细胞、

单核细胞或DC细胞群，无法很好地将患者分组[见附录A

中的图S2（c）]。

我们新引入了一个由 12 名接受GEM治疗的 ICC患者

（6 名R和 6 名NR）组成的独立队列（患者信息见附录A

中的表S4），以进一步探讨外周血免疫环境对化疗敏感性

的影响。我们分析了PBMC中CD4+CXCR3+ T细胞的百分

比，并验证了以下发现：PBMC中CD4+CXCR3+ T细胞水

平高的患者对基于GEM的治疗更敏感，并表现出更好的

临床预后[图 3（h）]。为了研究CD4+CXCR3+ T细胞的临

床应用前景，我们分析了化疗前 22 亚群大小与多个临床

指标之间的相关性[图3（i）]，发现22亚群与全身炎症指

标如R患者的白细胞（WBC）/中性粒细胞（NEUT）数量

显著负相关，而NR患者的 22 群与WBC/NEUT数量呈正

相关趋势（P = 0.0929/0.0754），这表明22亚群的增加提

示 R患者的全身炎症反应受到抑制 [附录 A中的图 S2

（d）]。总的来说，我们的数据显示R和NR组患者外周血

中T细胞亚群的分布情况不同，尤其是在化疗前差异更为

明显。

3.4. ICC患者外周血中激活状态T细胞提示良好的化疗反

应性

为了进一步探索R组和NR组患者之间T细胞分子表

达谱的差异，我们检测了R组和NR组患者T细胞所有 35

个标志物的表达情况，发现根据不同表面标志物的表达水

平可以将R与NR组患者很好地划分开[图 4（a）]。接下

来我们进行了基于免疫分子表达的二元多变量逻辑回归分

析。受试者工作特征曲线（ROC）显示，这 35 种表面标

志物对R与NR组患者具有较高的区分能力（附录A中的

图S3）。每个标志物的贡献显示在附录A中的表S5中。R

组的 CXCR3、CD45RO、HLA-DR、CD49d 和 CD11a 显著

高于NR组[图 4（b）]。这些免疫分子的表达显示T细胞

处于激活状态。我们发现CXCR3 和CD45RO 联合可以有

效预测 ICC患者的化疗敏感性[图 4（c）]。R和NR组中T
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细胞表面标志物的共表达模式如图 4（d）所示。在R组

中，HLA-DR的表达与PD-1密切相关，提示T细胞处于晚

期免疫激活状态。然而，在 NR组中，PD-1与 CD272

（BTLA1）共表达，这意味着T细胞的状态相比于R组更加

图2. R患者和NR患者化疗前外周血单核细胞的免疫特征。（a）20个样本的 t-SNE图显示：（i）通过Phenograph聚类法将免疫细胞划分为30个亚群；

（ii）将免疫细胞按经典的免疫亚群进行划分。（b）PBMC样本表面标记物标准化的 t-SNE图。（c）热图显示了30个免疫亚群中所有35个标记物的平均

表达水平。（d）热图显示了所有经典免疫亚群的标志物表达情况。（e）热图显示了20名患者中经典免疫亚群的细胞百分比。标准化方法：行标准化。

（f）热图显示了所有20名患者中30个免疫亚群的细胞百分比。标准化方法：行标准化。（g）绘制R和NR患者3、6、10亚群的细胞百分比。P <0.05。
（h）每个 ICC患者不同经典免疫亚群的比例。
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图3.外周血中某些T细胞亚群与患者化疗反应性相关。（a）t-SNE图（所有患者化疗前、化疗中、化疗后血液样本）显示，通过Phenograph 聚类法

将T细胞中划分为29个亚群。（b）t-SNE图分别显示了R和NR患者的细胞密度。（c）热图显示了29个免疫亚群中所有35个标记物的平均表达水平。

Tem：效应记忆性T细胞，Teff：效应T细胞。（d）热图显示了 20 名患者化疗前所有 29 个T细胞亚群的细胞百分比。（e）热图显示所有患者在化疗

前、化疗中、化疗后 1、16、22 亚群的细胞百分比。（f）（i）不同时间点R和NR患者CD4+CXCR3+CD45RO+和CD8+CXCR3+CD45RO+ T细胞的百分

比；（ii）比较不同时间点R和NR患者CD4+/CXCR3+CD45RO+和CD8+/CXCR3+CD45RO+ T细胞比率。P <0.05。（g）R和NR患者的亚群丰度相关性模

式不同。（h）12例 ICC患者组成的独立队列中CD4+CXCR3+ T细胞的百分比（6例化疗反应良好，6例无反应）。（i）热图显示了免疫亚群丰度与患者

临床特征之间的相关性。AST：天冬氨酸转氨酶；ALT：丙氨酸转氨酶；ALB：白蛋白；HGB：血红蛋白；PLT：血小板；DBIL：直接胆红素；TBIL：
总胆红素；CEA：癌胚抗原。
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受到抑制。

我们获取了两组中各两名患者的临床信息，影像学数

据显示，7号患者（R）的肿瘤在化疗后显着缩小，而 19

号患者（NR）的肿瘤在化疗后进展[图 5（a）]。与 19 号

患者相比，7号患者具有更高的CD4+CXCR3+CD45RO+ T

细胞比例和更低的CD8+CXCR3+CD45RO+ T细胞比例，尤

其是在化疗前时间点[图5（b）]。除了CXCR3，我们发现

在 7 号患者中其他免疫分子（包括 CD49d、CD11a 和

图4. R组患者化疗前免疫细胞表面标志物表达特征。（a）热图显示了所有20名患者治疗前PBMC中所有35个标记物的平均表达水平；（b）比较R、
NR患者几种表面标志物（CXCR3、CD45RO、PD-1、HLA-DR、CD49d和CD11a）的表达水平；（c）热图显示所有患者化疗前、化疗中、化疗后

CD45RO和CXCR3的平均表达水平；（d）聚类树展示了R、NR患者化疗前所有35个表面标记物的聚类情况。
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CD45RO）也显著高于19号患者[图5（c）]。已有研究将

CD11ahighCD8+ T细胞鉴定为含有肿瘤反应性 T细胞的群

体，并且发现较高水平的CD4+CD45RO+/CD4+ T细胞与

化疗后更好的OS相关[15‒16]。用FlowSOM算法来分析质

谱数据共得到80个亚群。根据80个亚群之间表型的相似

性，我们将它们进一步划分为 20 个元群[图 5（d）、附录

A中的图 S4]。与 19 号患者相比，7号患者中更多的元群

为CXCR3、CD11a、CD49d 和CD45RO 阳性，这证实了R

组患者中的T细胞更加活化并且对化疗具有更好的反应性

[图5（d）、附录A中的图S4]。

图5. 典型病例化疗前PBMC表面标志物表达情况与患者的临床预后情况。（a）计算机断层扫描（CT）图像显示患者7（来自R组）（i）和患者19（来

自NR组）（ii）的肿瘤在化疗前后的变化情况。（b）（i）患者7和患者19化疗前CD4+/CXCR3+CD45RO+ T细胞的百分比；（ii）患者7和患者19化疗前

CD8+/CXCR3+CD45RO+ T细胞的百分比。P <0.05。（c）患者7和患者19 PBMC中32个表面标记物的平均表达水平。P <0.05。（d）对患者7和患者19
外周血中提取的淋巴细胞进行SPADE分析。每个圆代表一个细胞亚群。颜色深浅表示表面标记的表达水平。
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3.5. 肿瘤环境中CXCR3+ T细胞的水平反映了 PBMC的状

况并具有预后价值

我们共采集了 5 名 ICC患者的活检组织（1、2、5、7

和 11号患者），用于比较配对肿瘤组织和PBMC之间的免

疫特征。为了评估CD4+CXCR3+ T细胞的数量，我们应用

了多重免疫荧光染色[图6（a）]。有趣的是，我们发现外

周血和配对肿瘤组织之间的T细胞呈正相关。1和 2 号患

者来自R组，外周血中CD4+CXCR3+ T细胞水平较高，其

ICC组织中也有更多浸润的CD4+CXCR3+ T细胞，而来自

NR组的 5、7和 11号患者外周和瘤内CD4+CXCR3+ T细胞

数量都很少[图6（a）和（b）]。为了验证PBMC和 ICC肿

瘤组织中CD4+CXCR3+ T细胞的一致性，我们收集了13对

来自东方肝胆外科医院独立 ICC患者队列的配对血液和肿

瘤组织样本。从血液/肿瘤样本中分离PBMC/肿瘤浸润淋

巴细胞（TIL），并计算CD4+CXCR3+ T细胞的百分比。分

析结果证实了外周血和配对肿瘤组织之间的 CD4+CX‐

CR3+ T细胞呈正相关[图6（c）]。这13名患者的临床特征

列于附录 A中的表 S6。接下来，我们探讨了 CD4+CX‐

CR3+ T细胞水平是否影响 ICC患者的临床预后。Kaplan-

Meier生存分析显示CD4+CXCR3+ T细胞水平与总体生存

和无复发生存呈正相关[图6（d）]。多个生存和复发相关

临床病理变量的单因素分析显示只有CD4+CXCR3+ T细胞

水平和肿瘤大小与OS显著相关（表2）。然后对每个参数

进行多因素分析，证实了CD4+CXCR3+ T细胞水平是影响

ICC患者生存的独立且显著的因素（表2）。

图6. 肿瘤环境中CXCR3+ T细胞的水平反映了PBMC的状况并具有预后价值。（a）ICC组织微阵列中CD4+ T细胞、CD8+ T细胞和CXCR3+ T细胞的多

重免疫荧光染色。使用Halo软件的Highplex FL模块分析CD4+CXCR3+ T细胞的定位。比例尺：100 μm。（b）流式分析展示了R和NR患者PBMC中

CD4+CXCR3+ T细胞的水平。（c）外周血和配对肿瘤组织之间CD4+CXCR3+ T细胞的相关性。根据Pearson相关性分析，P <0.05。r：Pearson相关系

数；n：样本数。（d）Kaplan-Meier生存分析展示了CD4+CXCR3+ T细胞水平与总生存期、无进展生存期之间的相关性。P < 0.05。OS：总生存率；

RFS：无复发生存率。
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4. 讨论

先前的研究强调了肿瘤微环境（TME）在肿瘤化疗和

放疗中的作用[5,17‒21]。肿瘤患者治疗前局部免疫微环境

的状态和全身免疫状况可能会影响他们对化疗和放疗的反

应性。最近的一项研究[5]指出，经预处理后 PBMC的全

身免疫谱可用作预测肝细胞癌（HCC）对钇-90（90Y）-

放射性栓塞（RE）持续治疗反应的生物标志物。GEM是

一种经典的化疗药物，已被证明对多种肿瘤有效，包括

ICC [6,22‒26]。然而，由于个体和肿瘤的异质性，ICC患

者对基于GEM的化疗反应性各不相同[27]。因此，找到预

测 ICC患者的化疗敏感性的生物标志物对加快 ICC化疗的

个体化治疗进程具有重要意义，这不仅会使临床医生更准

确地选择治疗策略，还可以减少不必要的医疗费用。在本

文中，我们使用CyTOF检测了20名患者的PBMC，发现R

和 NR患者的全身免疫状况存在显著差异。PBMC 中

CD4+CXCR3+ T细胞水平较高的患者对基于GEM的化疗更

敏感。此外我们发现CD4+CXCR3+ T细胞在PBMC中的丰

度与在肿瘤组织中的丰度之间存在很强的相关性。

尽管患者之间存在异质性，我们的研究依然确定了一

些一般模式。研究发现，GEM作为一种常见的化疗药物，

在人体内具有免疫调节功能[28‒ 29]。我们证实了基于

GEM的化疗对患者的全身免疫谱具有调节作用。化疗后，

与 NR患者相比，R患者的 DPT细胞和 CD7+CD161+CD1

6+ NK细胞水平升高，表明有效的化疗可以激活患者的免

疫系统[30‒ 31]。据报道，DPT细胞存在于各种病理条件

下，包括病毒感染、炎症性疾病和癌症[32‒33]。使用含

有 5-ALA的纳米复合物的强大光动力疗法可以通过增加

DPT细胞来治疗转移性黑色素瘤[31]。

为了建立PBMC免疫状态与患者化疗敏感性之间的联

系，我们继续探索R和NR组患者在化疗前的差异。有趣

的是，我们发现R患者和NR患者外周血中T细胞的分布

存 在 显 著 差 异 ， 尤 其 体 现 在 22 亚 群 （CD4+CX‐

CR3+CD45RO+ T 细胞）和 16 亚群（CD8+CXCR3+CD45

RO+ T细胞）上，这两个亚群均为CXCR3+CD45RO+ T细

胞。干扰素-γ（IFN-γ）诱导的趋化因子受体CXCR3及其

内源性配体主要参与炎症和伤口愈合[34‒ 35]；它们在

TME中也扮演着重要的双重角色。研究人员在活化的T淋

巴细胞上发现了CXCR3，其配体具有抗癌活性[36‒ 37]。

CXCR3+淋巴细胞向TME的迁移被认为参与了抗肿瘤反应

[38]。癌症中CXCR3+效应记忆CD8+ T细胞的数量和细胞

毒性在化疗后增加[39]。化疗药物，如紫杉醇，也会使肿

瘤内的CD4+ T细胞分布向Th1（CXCR3+）表型转变[40]。

然而，外周血单个核细胞和肿瘤组织中T细胞CXCR3的表

达水平是否与化疗的疗效有关尚需进一步深入研究。

进一步分析免疫亚群与临床指标之间的相关性，结果

表明，CD4+CXCR3+ T细胞的增加表明R患者的肝脏状况

更好。R 组中 CXCR3、CD45RO、HLA-DR、CD49d 和

CD11a 的表达水平升高表明T细胞处于激活状态，与更强

的化疗反应性呈正相关。此外，CXCR3 和CD45RO 联合

应用可有效预测 ICC患者的化疗敏感性。我们的数据还检

测了 ICC患者配对的肿瘤组织和 PBMC中CD4+/CD8+CX‐

CR3+ T细胞的数量，证实肿瘤内免疫微环境的状态与

PBMC一致，并且在R组更为活跃。通过多重免疫荧光染

色，我们发现CD4+CXCR3+ T细胞水平与总生存率和无复

发生存率呈正相关。

近几年出现的CyTOF技术是一种基于电感耦合等离

子体质谱的灵敏检测方法，用于深入分析精准系统免疫学

所需的单细胞蛋白质的表达情况[41]。CyTOF可以同时检

测一个细胞上 40 多种标记物，解除了传统流式细胞仪检

测参数数量的限制，使细胞类型的划分更加容易[42]。使

用传统的基于荧光的流式细胞术同时检测核糖核酸

（RNA）和蛋白质、进行抗原特异性T细胞筛选以及分析

染色质修饰会受到可用参数数量和复杂光谱重叠补偿过程

表2 单因素和多因素生存分析

Variables

CXCR3 expression

Age

Tumor number

Diabetes

Hypertension

OS

Univariate analysis

HR (95% CI)

0.729 (0.556‒0.956)

1.029 (0.999‒1.059)

1.683 (1.188‒2.383)

1.719 (0.935‒3.160)

1.746 (0.992‒3.075)

P value a

0.021

0.052

0.007

0.099

0.066

Multivariate analysis

HR (95% CI)

0.719 (0.539‒0.960)

1.007 (0.977‒1.037)

1.985 (1.333‒2.955)

1.486 (0.733‒3.013)

1.990 (1.030‒3.845)

P value a

0.025

0.666

0.001

0.271

0.041

HR: Hazard ratio, CI: confidence interval.
a P value indicated the significance of difference in OS under different survival and recurrence-related clinicopathological variables.
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的限制[43]。CyTOF目前可以同时可靠地量化多达 45 个

参数，并在未来的应用中会有更高的多重检测能力，在维

度增加方面取得了突破[42]。在本研究中，我们利用Cy‐

TOF实现了对PBMC的深入分析，并描绘了 ICC患者的系

统免疫谱。然而，本研究仍有局限性——CyTOF技术不

如流式细胞术敏感；CyTOF的抗体组需要仔细设计和验

证；需要有经验的操作技师；而且仪器和试剂都很昂贵

[41,44]。这些局限性意味着 CyTOF目前无法广泛应用。

需要进行更多的改进，使更多的医院能够使用CyTOF机

器，供全球的临床医生使用。为了验证我们CyTOF结果

的准确性，我们通过流式细胞术检测了 R组和 NR组中

PBMC的分子表达。此外，因为化疗前患者没有常规进行

活检，而且并非所有患者都经历了整个化疗过程，我们的

研究还受到了化疗前后同一患者肿瘤组织可获得性的限

制。患者的外周血比肿瘤组织更容易获得，且更便于临床

应用，因此我们主要关注PBMC中的T细胞。然而，如果

我们招募更多接受手术切除联合 GEM化疗的 ICC患者，

通过连续切片进行免疫组织化学染色等实验，进一步研究

CD4+CXCR3+ T细胞如何浸润肿瘤，这些问题就可以解

决。我们目前的研究还有其他局限性——患者主要从一个

临床中心招募，我们的发现还需要用一个独立的验证队列

进行验证，缺乏这一队列可能导致 ICC 患者外周血

CD4+CXCR3+ T细胞数量或T细胞标志物对 ICC患者GEM

敏感性的分化能力被高估或低估。为此，我们计划未来在

多中心水平上进行后续研究，在前瞻性 ICC队列中验证我

们当前的发现，并分析胆管癌细胞中CD4+CXCR3+ T细胞

潜在的生物学功能。尽管如此，这些局限并不影响我们通

过对基于GEM的化疗前后不同时间点PBMC中的T细胞进

行全面、高维分析所得出的结论。

5. 结论

综上所述，我们不仅证实了化疗药物会影响 ICC患者

的免疫特征，还揭示了 ICC患者的免疫功能直接决定了他

们对化疗的敏感性。此外，我们还明确了 ICC患者PBMC

的免疫谱可以反映全身免疫功能的状态，并确定了可以用

于预测化疗反应性的生物标志物。分析PBMC的免疫环境

以指导 ICC患者治疗具有广阔前景。
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