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[摘 要] 目的：分析鼻咽癌（NPC）肿瘤微环境（TME）中的肿瘤相关中性粒细胞（TAN）浸润与患者的预后和临床病理特征之

间的相关性，初步探讨EBV阳性NPC的TAN对CD8+ T细胞活化的作用。方法：收集2008年至2012年间中山大学肿瘤防治中

心收治的118例初治且无转移的EBV阳性NPC患者的肿瘤组织标本，通过免疫组织化学染色法观察并分析NPC组织中CD8+ T

细胞、TAN浸润和EBV感染之间的关系，检测NPC组织标本中的TAN浸润程度并分析其与患者预后和临床病理特征之间的关

系；流式细胞术检测HK1-EBV细胞培养上清液对TAN极化的N2型标志物（CD182和CD206）表达水平的影响，并进一步检测极

化后的TAN对CD8+ T细胞活化标志物（CD69和PD-1）表达水平的影响。结果：EBV阳性NPC组织中CD8+ T细胞和TAN浸润

增多且两者在数量上呈负相关关系（P=0.005 2）；EBV阳性NPC组织中高水平浸润的TAN与患者的不良预后密切相关（OS：P=

0.025，PFS：P=0.027），TAN浸润水平是EBV阳性NPC患者总生存时间（P=0.035）的独立预后因子；与对照组相比，HK1-EBV细胞

培养上清液可诱导TAN极化并高表达N2型标志物（CD182：P<0.001；CD206：P<0.01）；极化后的TAN可抑制CD8+ T细胞CD69

的表达并促进PD-1的表达（P<0.001）。结 论：EBV阳性NPC能够促进TME中的TAN浸润增多并使其极化成N2型，从而抑制

CD8+ T细胞的活化，发挥免疫抑制作用，与NPC患者的不良预后密切相关。
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Tumor-associated neutrophils in EBV-positive nasopharyngeal carcinoma suppress
the activation of CD8+ T cells in tumor microenvironment
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[Abstract] Objective: To analyze tumor-associated neutrophils (TANs) infiltration in EBV-positive nasopharyngeal carcinoma (NPC)

tumor microenvironment (TME) and its correlation with the prognosis and clinicopathological features of patients with NPC, and to

preliminarily investigate the role of TANs in activating CD8+ T cells in EBV-positive NPC. Methods: Tumor tissue specimens from 118

patients with EBV-positive NPC without metastases admitted to Sun Yat-sen University Cancer Center from 2008 to 2012 were

collected. Immunohistochemistry was performed to analyze CD8+ T cells infiltration and TANs infiltration in NPC and their correlation

with EBV infection, and to evaluate the infiltration of TANs in 118 human EBV-positive NPC tissue samples and analyze its correlation

with the prognosis and clinicopathological features of NPC patients; flow cytometry was used to detect the expression of N2 marker

(CD182 and CD206) of neutrophils stimulated by HK1-EBV-conditioned medium and the expression of CD69 and PD-1 of CD8+ T

cells co-cultured with TANs. Results: There were more CD8+ T cells and neutrophils infiltrating in EBV-positive NPC where they were

negatively correlated（P=0.0052）; densely infiltrated TANs in EBV-positive NPC tissues were positively correlated with poor prognosis

of patients (P=0.025 in OS; P=0.027 in PFS); the infiltration of TANs was proved to be an independent risk factor for overall

survival (P=0.035) in patients with NPC; compared with Control group, freshly isolated neutrophils cultured in HK1-EBV-conditioned

medium showed an increased expression of N2 markers (P<0.001 in CD182; P<0.01 in CD206) which could suppress the expression of

CD69 and promote the expression of PD-1 of CD8+ T cells. Conclusion: More TANs infiltrate in EBV-positive NPC where they

polarize into N2 neutrophils, exerting an immunosuppressive effect by suppressing the activation of CD8+ T cells and having a positive
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correlation with the poor prognosis of NPC patients.

[Key words] Epstein-Barr virus (EBV); nasopharyngeal carcinoma (NPC); tumor-associated neutrophil (TAN); CD8+ T cell; tumor

microenvironment (TME)
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鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）是起源于

鼻咽黏膜上皮的恶性肿瘤，有三种病理亚型：角化型鳞

癌、非角化型鳞癌和基底样鳞癌。非角化型NPC是NPC

流行地区主要的病理亚型，且与EBV感染高度相关[1]。

EBV阳性的NPC是一种典型的“热”肿瘤，其被大量的

淋巴细胞所浸润，淋巴细胞浸润密度越高，患者的预后

越好[2]。然而，有研究[3-8]发现，EBV可通过多种方式形

成免疫抑制微环境，帮助NPC细胞发生免疫逃逸。肿

瘤相关性中性粒细胞（tumor-associated neutrophil，TAN）

是肿瘤免疫微环境中的重要组成部分，已被发现在乳

腺癌[9-11]、肺癌[12-13]、结直肠癌[14-15]、肝癌[16-17]、胃癌[18-19]、小

肠癌[20]等多种癌症中发挥重要作用。但是，有关TAN在

NPC中所产生的作用以及EBV感染与NPC TAN之间

的关系的研究仍存在缺失。本研究探讨NPC中EBV感

染与TAN的关系，探讨NPC中TAN在免疫微环境中所

起的作用及其与NPC患者预后和临床特征之间的关系。

1 材料与方法

1.1 实验用细胞与试剂

人NPC细胞株HK1、HK1-EBV细胞均由华南肿瘤

学国家重点实验室（暨中山大学肿瘤防治中心）提供。

中性粒细胞与CD8+ T细胞通过密度梯度离心法从健康

志愿者的外周血中分离获得，具体操作步骤见实验方

法部分。胎牛血清（16140089）、RPMI 1640无血清培养

基（C11875500BT）和 CTSTM AIM VTM无血清培养基

（A3021002）均购自美国Gibco公司，Q-VD-OPh（1-800-

343-7475）购自美国 R&D 公司，抗人髓过氧化物酶

（myeloperoxidase，MPO）一抗（ab9535）购自美国Abcam

公司，抗人CD8一抗（ZA-0508-0.2）、抗鼠/兔通用型免

疫组化检测试剂盒（GK500710）和EBER检测试剂盒（原

位杂交法）（ISH-7001-50）均购自中国中杉金桥公司，人

外周血淋巴细胞分离液（LTS1077-1）购自中国天津灏

洋公司，红细胞裂解液（CW0613S）购自中国康为世纪

公司，CD8磁珠（130-045-201）购自德国美天旎公司，流

式用抗人CD15抗体（301904）、抗人CD16抗体（360704）、

抗人CD8a抗体（300926）、抗人CD182抗体（551125）和

Zombie染料（423107）均购自美国Biolegend公司，流式

用抗人CD69抗体（555530）、抗人PD-1抗体（558694）、

抗人CD206抗体（321104）及Annexin Ⅴ-FITC/PI细胞

凋亡检测试剂盒（556547）均购自美国碧迪公司，Transwell

小室购自美国康宁公司，人CD3/CD28 T细胞活化添加

剂（10971）购自加拿大Stemcell公司。

1.2 细胞培养

使用含有10%胎牛血清的RPMI 1640无血清培养

基培养人NPC细胞株HK1，使用含有10%胎牛血清和

G418（200 μg/mL，ant-gn-5）的RPMI 1640无血清培养

基培养人NPC细胞株HK1-EBV，使用含有10%胎牛血

清和3 μmol/L Q-VD-OPh的RPMI 1640无血清培养基

培养中性粒细胞，使用含有10%胎牛血清和300 U/mL

IL-2的CTSTMAIM VTM无血清培养基培养CD8+ T细胞，

均置于37 °C、5% CO2的培养箱内培养，根据细胞密度

和状态及时更换新鲜培养基和传代。

1.3 临床病理组织样本

本研究所使用的NPC石蜡组织切片均由中山大

学肿瘤防治中心提供。用于检测NPC组织中CD8+ T

细胞和TAN浸润情况及用于分析MPO表达水平与

患者生存预后关系的石蜡包埋的NPC组织切片均来

自 2008年至 2012年期间中山大学肿瘤防治中心收

治的 118例初治无转移NPC患者。患者纳入标准：

（1）病理检查确诊为NPC；（2）术前未行放疗、化疗、

靶向治疗和免疫治疗；（3）临床资料及手术标本组织

保存完整；（4）完成随访记录；（5）EBV编码的小RNA

（EBER）检测阳性。患者排除标准：（1）失访患者；

（2）合并其他系统肿瘤的患者；（3）术后因并发症死

亡患者；（4）因其他原因死亡患者。研究方案获医院

伦理委员会批准（伦理审批号：GZR2021-029），并取

得患者的知情同意和签署知情同意书。

1.4 密度梯度离心法分离中性粒细胞

取健康人外周血样本，用PBS稀释，再将其缓缓

倒至人外周血淋巴细胞分离液的上层，1 200×g离心

25 min后吸弃上清液，按照体积比3∶1加入红细胞裂

解液重悬细胞，于冰上摇晃裂解 30 min，400×g离心

后吸弃上清液，加入PBS重悬细胞沉淀，400×g离心

后吸弃上清液，沉淀即为中性粒细胞。

1.5 密度梯度离心法分离CD8+ T细胞

取健康人外周血样本，加入人外周血淋巴细胞分

离液后离心，吸取样本中间的白膜层，加入PBS离心后

吸弃上清液，按照体积比3∶1加入红细胞裂解液重悬细

胞，室温下反应10 min，离心后吸弃上清液，加入PBS清

洗细胞沉淀，离心后吸弃上清液，细胞沉淀按照磁珠分

选说明书的操作步骤用CD8磁珠分选CD8+ T细胞。

1.6 免疫组织化学法检测 NPC 组织中的 MPO 和

CD8表达

将NPC石蜡组织切片经烤片、脱蜡、梯度水化，pH9.0
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的EDTA抗原修复液进行修复、37 ℃封闭1 h，加入抗

MPO一抗（1∶100）、抗CD8一抗37 ℃处理1 h，加入二抗

37 °C处理30 min，经显色、复染、分化、返蓝、乙醇脱水

干燥、封片[21]，观察NPC组织中MPO和CD8的表达情

况。采用HALO软件对免疫组化染色结果进行病理评

分，得H-Score（软件评分系统根据染色强度及阳性染色

肿瘤细胞数进行综合评分）。根据H-score的评分结果，

用受试者工作特征曲线（ROC）求取其截断值。定义

H-score大于等于截断值的组织切片为高表达，定义

H-score小于截断值的组织切片为低表达。

1.7 EBER原位杂交法检测NPC细胞和组织的EBV

感染情况

细胞处理：将鼻咽癌细胞系HK1细胞悬液滴在

防脱处理过的载玻片上，应保证样品是单层细胞，室

温干燥30 min，用4%多聚甲醛室温固定细胞10 min，

PBS冲洗2 min×3次，逐级乙醇脱水（70%乙醇2 min、

95%乙醇 2 min、100%乙醇 2 min），空气干燥。组织

切片处理：石蜡包埋的NPC组织切片经烤片和脱蜡，

在新鲜 100%乙醇中放置 5 min后，空气干燥。将上

述处理过后的组织切片和细胞样品每个样品加入

300~400 μL新鲜配制的胃酶工作液，于37 ℃处理，其

中石蜡切片处理 30 min、细胞样品处理 10 min，弃去

胃酶工作液后，逐级乙醇脱水（70%乙醇 1 min、95%

乙醇 1 min、100%乙醇 1 min），空气干燥。混匀探针

溶液，在每张切片上加10~20 μL适量的探针，加盖盖

玻片，置于湿盒中 37 ℃处理 2 h；将切片浸入PBS缓

冲液中 10 min，直到盖玻片自然脱落，用PBS缓冲液

冲洗切片2 min×3次，取出切片，擦干多余的缓冲液。

切片上加入适量辣根过氧化物酶标记的抗地高辛抗

体溶液，37 ℃处理30 min，PBS冲洗1 min×3次，用蒸

馏水冲洗切片1 min；擦净切片边缘的水分，加入适量

配制好的DAB工作液，在显微镜下观察到样品出现

棕色时，即可用蒸馏水终止显色。复染和封片，对结

果进行判读：无棕色染色的为EBV阴性细胞株，有棕

色染色的为EBV阳性细胞株。

1.8 H-E染色法检测NPC组织切片中TAN的核形态

同免疫组织化学染色的步骤，将NPC组织切片

进行烤片、脱蜡、梯度水化、复染、分化、返蓝处理；伊

红染色1 min，流水冲洗后进行乙醇脱水、干燥、封片，

对结果进行判读。

1.9 吉姆萨染色法检测健康人外周血中性粒细胞的

细胞核形态

取从健康人新鲜外周血中即时分离出的中性粒

细胞，涂在防脱处理过的载玻片上，应保证样品是单

层细胞，室温干燥30 min；滴加瑞氏-吉姆萨染液A液

于涂片上，染色1 min；再将磷酸盐缓冲液（pH=6.8）滴

加于A液上，滴加量为A液的 2倍，以洗耳球吹出微

风使液面产生涟漪状，使两液充分混合，染色 3 min；

取蒸馏水以流水冲洗玻片，待玻片干燥后，用中性树

胶封片，显微镜观察。

1.10 流式细胞术检测中性粒细胞的纯度、凋亡和极化

HK1、HK1-EBV细胞培养上清液的制备：取2.5×

106个HK1和HK1-EBV细胞，均匀地铺在T75的培养

瓶中，置于 37 °C、5% CO2的培养箱内培养。待细胞

贴壁后，更换培养基，每个T75瓶中加入 20 mL的完

全培养基，置于 37 °C、5% CO2的培养箱内培养 3 d

后，收集上清液，400×g离心 5 min，获取的上清液即

作为HK1、HK1-EBV细胞培养上清液。

从健康人外周血中分离出中性粒细胞，取1×105个

细胞，加入提前稀释好的Zombie染料（1∶1 000），4 ℃避

光处理20 min；离心后弃上清液，加入抗人CD15抗体

和抗人 CD16 抗体，混匀；4 ℃避光处理15 min；离心

后弃上清液，每管加入200 μL预冷的PBS重悬细胞，立

即上流式细胞仪检测中性粒细胞的纯度。将分离出的

中性粒细胞用加入了HK1、HK1-EBV细胞培养上清液

的培养基进行培养（肿瘤细胞培养上清液体积∶完全培

养基体积=1∶1），用无血清培养基加完全培养基培养的

中性粒细胞作为对照组，置于37 °C、5% CO2的培养箱

内培养，分别培养 24、48 和96 h，第72 h时补液。取

1×105个经处理过的中性粒细胞，根据细胞凋亡检测

试剂盒说明书，加入Annexin Ⅴ染料和PI染料，混匀，

4 ℃避光处理15 min，立即使用流式细胞仪上机检测中

性粒细胞的凋亡情况；取1×105个经处理过的中性粒细

胞离心，加入提前稀释好的Zombie 染料（1∶1 000）重

悬细胞，4 ℃避光处理 20 min；离心后弃上清液，加

入抗人 CD182 抗体和抗人 CD206 抗体，4 ℃避光处

理15 min，离心后弃上清液，每管加入200 μL预冷PBS

重悬细胞，立即使用流式细胞仪上机检测中性粒细胞

的极化标志物表达情况。

1.11 流式细胞术检测CD8+ T的CD69和PD-1的表达

从健康人外周血中分离出CD8+ T细胞，将分离得

到的CD8+ T细胞用加入了人CD3/CD28 T细胞活化添

加剂（1∶25）的培养基培养24 h，24孔板铺板，每孔加入

5×105个细胞。一组中加入同等数量的用HK1、HK1-EBV

细胞培养上清液处理过的中性粒细胞；另外一组放入

0.4 μm孔径的Transwell小室，在小室上层加入同等数

量的用HK1、HK1-EBV细胞培养上清液处理过的中性

粒细胞，置于37 °C、5% CO2的培养箱内，培养18 h后测

CD69的表达，培养96 h后测PD-1的表达。将上述经过

处理的T细胞收集离心，加入提前稀释好的Zombie染

料（1∶1 000）重悬细胞，4 ℃避光孵育20 min；离心、弃上

清液，加入抗人CD8a抗体、抗人CD69抗体或抗人PD-1
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抗体，混匀；4 ℃避光处理15 min；离心后弃上清液，加

入200 μL预冷PBS重悬细胞，立即使用流式细胞仪上

机检测CD8+ T的CD69和PD-1的表达。

1.12 统计学处理

采用 IBM SPSS Statistics 25.0软件分析结果数据，

GraphPad Prism 9.0软件绘制图表，FlowJo V10软件分

析流式细胞术实验结果并绘制图片。符合正态分布的

计量数据均以 x̄±s 表示，均数检验采用两独立样本 t检

验（双侧），等级资料的相关分析采用卡方检验，生存曲

线的绘制采用Kaplan-Meier 法，单因素分析应用Log-

Rank test法，多因素分析采用 Cox 比例风险模型。以

P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 CD8+ T细胞和TAN在NPC组织中的浸润情况

为了研究CD8+ T细胞的浸润与 EBV感染之间

的关系，首先对NPC的组织切片进行免疫组织化学

染色，初步分析CD8+ T细胞的浸润情况。染色结果

（图 1A、B）显示，相比于EBV阴性的肿瘤组织，CD8+

T细胞在EBV 阳性的 NPC 组织中的浸润明显增多

（P<0.000 1）。进一步在NPC连续组织切片的H-E染

色中发现，EBV阳性NPC组织中有大量多型核细胞

浸润，而EBV阴性肿瘤组织中这类细胞出现较少（图

1A）。考虑到在肿瘤组织浸润的免疫细胞中，形态呈

多型核的细胞主要为 TAN。因此，利用相对应的

NPC组织切片进行TAN标志物MPO的免疫组织化

学染色，结果（图1C、D）证实，在EBV阳性NPC中，肿

瘤组织中有更多的TAN浸润（P<0.000 1）。

TAN在NPC组织中不仅呈现出了与CD8+ T细

胞相同的分布规律，并且与后者的数量存在着明显

的负相关关系。分析结果（图 1E）显示，在EBV阳性

的NPC组织当中，MPO阳性的细胞数越多，CD8+ T

细胞的数量越少（r=–0.505 1，P=0.005 2），而这种相

关性在EBV阴性的肿瘤组织中并未体现。

A：CD8在NPC组织中的免疫组化结果，图中所示为代表性视野（黑色实线框中的图像为40×视野、标尺为500 μm，黑色虚线框中

的图像为200×视野、标尺为100 μm，红色虚线框中的图像为H-E染色、1 000×视野、标尺为25 μm，红色箭头所指为TAN）；

B：CD8在NPC组织中表达情况统计图（****P<0.000 1，两独立样本 t检验，双侧）；C：MPO在NPC组织中的免疫组化结果，

图中所示为代表性视野（黑色实线框中的图像为40×视野、标尺为500 μm，黑色虚线框中的图像为200×视野、标尺为100 μm）；

D：MPO在NPC组织中表达情况统计图（****P<0.000 1，两独立样本 t检验，双侧）；E：NPC组织中CD8+细胞数量和

MPO+细胞数量之间的相关性（皮尔森积矩相关系数，t检验，双侧）

图1 CD8+ T细胞和中性粒细胞在NPC组织中的浸润情况
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2.2 MPO的表达与EBV阳性NPC患者的临床特征

和生存预后的关系

为了进一步探索EBV阳性NPC肿瘤微环境中浸

润增多的TAN与CD8+ T细胞之间的关系以及其临床

意义，本课题组调取了中山大学肿瘤防治中心在

2008年至 2012年期间收治的 118例经病理确诊、初

治且无转移、EBER检测为阳性的NPC患者治疗前的

石蜡包埋肿瘤组织切片。将这 118例肿瘤组织的连

续切片进行MPO和CD8的免疫组化染色。染色结

果用 HALO 分析软件进行病理评分，得到 H-score。

图 2A即MPO染色的代表性组织切片及其相对应的

CD8免疫组化染色图。将这 118例NPC组织切片的

MPO H-score 与 CD8 H-score 进行相关性分析（图

2B），进一步证实了在EBV阳性NPC组织中，MPO+

细胞的数量与CD8+细胞的数量呈负相关（r=–0.220 2，

P=0.016 6）。

根据MPO H-score的结果，用ROC求取其截断

值。根据截断值将 118 例 EBV 阳性 NPC 患者分为

MPO高表达组（69例）和MPO低表达组（49例），采用

Kaplan-Meier生存曲线和Log-Rank检验比较两组患

者 10 年总生存时间（OS）和 10 年无进展生存时间

（PFS）的差异。Kaplan-Meier 生存曲线分析结果显

示，相比于MPO低表达的患者，MPO高表达的患者

具有更短的 OS（P=0.025，图 2C）和更短的 PFS（P=

0.027，图 2D）。采用 Cox 比例风险模型评估影响

NPC患者 10年OS和 10年 PFS的独立预后因子，纳

入的变量包括年龄、性别、T分期、N分期、M分期、临

床分期及MPO表达水平。结果（表1）显示，年龄、临

床分期和MPO表达水平是影响EBV阳性NPC患者

10年OS的独立预后因子，MPO高表达与EBV阳性

NPC 患者更短的 OS（P=0.035，HR=3.09，95% CI：

1.15~8.29）密切相关，年龄和临床分期还影响了EBV

阳性NPC患者10年PFS。将患者的临床基本特征与

MPO的表达水平进行分析发现，不同T分期（T1~2和

T3~4）患者的 MPO 表达水平存在显著差异（P=

0.028）（表 2）。在 T1~2 分期的 EBV 阳性 NPC 患者

中，MPO表达水平高的患者所占比例达 51.9%；而在

T3~4分期的 EBV阳性NPC患者中，MPO表达水平

高的患者所占比例高达73.0%。

A：MPO、CD8在EBV阳性NPC组织中的表达情况，图中所示为不同H-Score评分的代表性视野（×200，标尺：100 μm）；B：118例EBV

阳性NPC组织切片中MPO+细胞数与CD8+细胞数之间的关系（皮尔森积矩相关系数，t检验，双侧）；C：118例EBV阳性NPC患者MPO

高表达组和低表达组的OS生存曲线；D：118例EBV阳性NPC患者MPO高表达组和低表达组的PFS生存曲线

图2 中性粒细胞在EBV阳性NPC组织中的浸润情况及MPO表达对患者预后评估价值

2.3 HK1-EBV细胞培养上清液可诱导TAN向N2型

方向极化

基于上述研究结果推测，EBV阳性NPC TME中的

TAN具有促进肿瘤发生发展的作用，为N2型中性粒细

胞。为了证实这一推测，用密度梯度离心法分离出健

康志愿者外周血中的中性粒细胞。如图 3A、B所示，
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此方法分离出的细胞中有 90% 以上的细胞为中性

粒细胞，细胞核呈分叶形。考虑到中性粒细胞的

存活时间短，在中性粒细胞的培养基中加入了凋亡

抑制剂Q-VD-OPh以延长其存活时间。结果表明，在加

入凋亡抑制剂的情况下，中性粒细胞存活时间可延长

至第4天，其存活率仍可达50%左右。

表1 EBV阳性NPC患者10年OS和10年PFS的单因素和多因素分析

临床特征

年龄/岁

>60 vs ≤60

性别

男性 vs 女性

T分期

T1~2 vs T3~4

N分期

N0~1 vs N2~3

M分期

M0 vs M1

临床分期

Ⅳ vsⅡ/Ⅲ

MPO

高 vs 低

OS

单因素分析

P值

0.303

0.828

0.053

0.221

<0.001

0.072

0.025

HR（95% CI）

1.52

(0.68~3.41)

1.23

(0.38~3.30)

2.22

(0.99~4.95)

1.65

(074~3.68)

9.83

(4.22~22.9)

2.09

(0.94~4.69)

3.09

(1.15~8.29)

多因素分析

P值

0.015

<0.001

0.035

HR（95% CI）

3.47

(1.27~9.44)

16.248

(5.11~51.68)

3.01

(1.08~8.42)

PFS

单因素分析

P值

0.431

0.816

0.052

0.22

<0.001

0.086

0.027

HR（95% CI）

1.38

(0.62~3.08)

1.14

(0.39~3.33)

2.22

(0.99~4.96)

1.65

(0.737~3.67)

20.94

(8.36~52.42)

2.05

(0.91~4.53)

3.04

(1.13~8.14)

多因素分析

P值

0.027

<0.001

0.052

HR（95% CI）

2.91

(1.13~7.49)

34.13

(10.02~116.31)

2.79

(0.99~7.88)

在此基础上，将无血清培养基和HK1、HK1-EBV

细胞培养上清液与完全培养基1∶1混合，培养分离出

的TAN，并于培养 24、48和 96 h后测定其N2型标志

物 CD182（图4A、B）和CD206（图4C、D）的表达。结

果显示，在培养 24 h 后，相比于对照组，HK1、HK1-

EBV细胞培养上清液培养的 TAN 表面的CD182和

CD206有上升的趋势，EBV阳性组的上升趋势更明

显，但是与阴性组之间并无统计学意义的差异；培养

48 h 后，HK1-EBV 细胞培养上清液处理的 TAN 的

CD182和CD206表达进一步升高，并且EBV阳性组

的中性粒细胞表达的CD182与对照组产生了具有统

计学意义的差异（P<0.05）；培养 96 h后，各组的TAN

表达的N2型标志物均有升高，相比于EBV阴性组，

EBV 阳性组中的 TAN 表达的 CD182（P<0.001）和

CD206（P<0.01）升高显著。

2.4 HK1-EBV细胞培养上清液极化后的TAN抑制

CD8+ T细胞的活化

为了在体外验证TAN对CD8+ T细胞的影响，将上

述用HK1、HK1-EBV细胞培养上清液诱导极化4 d后的

TAN和CD8+ T细胞共培养，检测其活化的标志物。为

了更加明确TAN和CD8+ T细胞之间的作用方式，将共

培养系统分为了两组：一组采用TAN和T细胞直接混

合的共培养方式 ，另外一组采用了 0.4 μm 的

Transwell 小室，上室接种 TAN，下室铺同等数量的

CD8+ T 细胞，模拟间接接触的作用方式。结果显

示，在间接接触的共培养系统中，与对照组相比，

CD8+ T 细胞受到 HK1 、HK1-EBV 细胞培养上清

液极化后 TAN的影响，其表面活化标志物CD69 的

表达呈现出升高的趋势（P<0.01）（图5A）。然而，在

直接混合的共培养系统中，CD8+ T细胞在与极化后的

中性粒细胞共培养18 h后，其表面活化标志物CD69的

表达明显下降（P<0.000 1），且EBV阳性组和阴性组之
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间具有显著差异（P<0.001）：与EBV阴性组相比，经HK1-

EBV细胞培养上清液处理过后的TAN能更明显地抑制

T细胞表面的CD69表达（图5B）。

除此之外，在共培养4 d后，与对照组相比，CD8+ T

细胞受到HK1、HK1-EBV细胞培养上清液极化后TAN

的影响，其细胞表面PD-1表达升高（P<0.001），且EBV

阳性组中的PD-1升高程度大于阴性组（P<0.05）（图5C）。

当CD8+ T细胞与极化后的TAN直接接触培养后，其表

面的 PD-1 的表达升高更加明显（P<0.000 1），且HK1-

EBV细胞培养上清液极化后的TAN能够刺激T细胞表

达更多的 PD-1（P<0.001）（图5D）。

3 讨 论

NPC的分布在地域上极不平衡，好发于东亚和

东南亚，中国尤为鼻咽癌高发地区[22]。近年来，随着

放疗技术的提升和其他治疗手段的改进，早期NPC

患者的生存率大大提高，但是远处转移和局部复发

的NPC患者仍无法得到有效的救治[23]。因此，亟待

寻找更有效的NPC治疗方法。随着免疫检查点抑制

剂的兴起，以PD-1/PD-L1免疫检查点抑制剂为代表

的免疫治疗大大改变了目前肿瘤治疗的局面，为患

者带来了长期生存的希望。有关PD-1/PD-L1单抗在

NPC治疗中的应用研究也在如火如荼地开展。有研

究[24]显示，PD-1单抗在治疗晚期或复发的NPC中具

有显著的疗效。但是，也有研究[22]表明，仍有部分

NPC患者使用 PD-1抗体疗效差，其原因尚不清楚。

研究[25]发现，EBV阳性NPC患者的肿瘤微环境中有

大量耗竭的CD8+ T细胞和调节性T细胞。EBV感染

可激活ATR通路，加速TAM向M2的转化[7]。这些发

现提示，EBV感染在形成NPC免疫抑制微环境，帮助

NPC 细胞发生免疫逃避的过程中发挥了重要的作

用。因此，深入了解NPC肿瘤微环境发生的变化，对

认识免疫治疗在NPC中的作用具有重要意义。

表2 EBV阳性NPC患者临床基本特征与MPO的

表达水平之间的关系 [n(%)]

临床特征

年龄/岁

>60

≤60

性别

男性

女性

T分期

T1~2

T3~4

N分期

N0~1

N2~3

M分期

M0

M1

临床分期

Ⅱ~Ⅲ

Ⅳ

复发

无

有

例数

72

46

97

21

81

37

67

51

106

12

68

49

111

7

MPO表达

低
N=49

(41.5%)

33 (45.8)

16 (34.8)

43 (44.3)

6 (28.6)

39 (48.1)

10 (27.0)

28 (41.8)

21 (41.2)

46 (43.4)

3 (25.0)

33 (48.5)

16 (32.7)

46 (41.4)

3 (42.9)

高
N=69

(58.5%)

39 (54.2)

30 (65.2)

54 (55.7)

15 (71.4)

42 (51.9)

27 (73.0)

39 (58.2)

30 (58.8)

60 (56.6)

9 (75.0)

35 (51.5)

33 (67.3)

65 (58.6)

4 (57.1)

χ2值

1.424

1.829

4.817

0.005

1.588

2.072

0.005

P值

0.233

0.176

0.028

0.946

0.208

0.150

0.941

A：流式细胞术检测从健康人外周血分离出的中性粒细胞的纯度；B：吉姆萨染色观察中性粒细胞核的形态（标尺：50 μm）；C：流式

细胞术检测用加入了Q-VD-OPh的完全培养基培养了0、1、2和4 d后的中性粒细胞的凋亡情况

图3 中性粒细胞的纯度、形态和生存状态分析
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*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

A：流式细胞术检测中性粒细胞在HK1、HK1-EBV细胞培养上清液中培养1、2和4 d后CD182的表达情况，对照组为无血清培养

基和完全培养基按体积比1∶1混合培养的中性粒细胞；B：中性粒细胞在HK1、HK1-EBV细胞培养上清液中培养1、2和4 d后，

CD182的表达水平统计图（n=3，两独立样本 t检验，双侧）；C：流式细胞术检测中性粒细胞在HK1、HK1-EBV细胞培养上清液中培

养1、2和4 d后，CD206的表达情况，对照组为无血清培养基和完全培养基按体积比1∶1混合培养的中性粒细胞；D：中性粒细胞在

HK1、HK1-EBV细胞培养上清液中培养1、2和4 d后，CD206的表达水平统计图（n=3，两独立样本 t检验，双侧）

图4 HK1-EBV细胞培养上清液可诱导中性粒细胞向N2型极化
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*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1

A：流式细胞术检测CD8+ T细胞通过间接接触或直接接触的方式，与极化后TAN共培养18 h后其表面 CD69的表达，对照组为

CD8+ T细胞；B：CD8+ T细胞与经HK1、HK1-EBV细胞培养上清液处理后的TAN共培养18 h后，其CD69的表达情况统计图

（n=3，两独立样本 t检验，双侧）；C：流式细胞术检测CD8+ T细胞通过间接接触或直接接触的方式，与极化后TAN共培养96 h后，

其表面PD-1的表达，对照组为CD8+ T细胞；D：T细胞与经HK1、HK1-EBV细胞培养上清液处理后的TAN共培养96 h后，

其PD-1的表达情况统计图（n=3，两独立样本 t检验，双侧）

图5 HK1-EBV细胞培养上清液极化后的中性粒细胞抑制CD8+ T细胞的活化

本研究首先通过免疫组织化学染色发现，在

EBV阳性NPC组织中有更多的CD8+ T细胞和 TAN

浸润，更为重要的是，这两者在数量上呈负相关关

系。通过对118例人EBV阳性NPC组织标本进行染

色，发现EBV阳性NPC组织中高表达的TAN与患者

的不良预后密切相关，且TAN是EBV阳性NPC患者

总生存时间的独立预后因子。中性粒细胞是一种多

型核固有免疫细胞，也是肿瘤微环境中的重要组成

部分[26]。近年来，人们将肿瘤组织中的中性粒细胞统

称为TAN。根据TAN对肿瘤产生的作用，可分为N1

型和N2型。N1型TAN起抗肿瘤作用，N2型TAN起

促肿瘤作用[27-28]。因此推测，EBV阳性NPC肿瘤微环

境中的TAN为N2型。本研究进一步证实，与HK1细

胞培养上清液相比，HK1-EBV细胞培养上清液可使

TAN 表达更多的 N2 型标志物：CD182、CD206。N2

型 TAN 是抑制性肿瘤微环境中的一个重要组成部

分，可通过多种机制发挥免疫抑制作用，例如N2型

TAN可抑制CD8+ T细胞和NK细胞的功能[29]，并可促

进其凋亡[30]；可分泌促肿瘤发生发展的物质，例如N2

型TAN分泌的MMP9能通过VEGF-A的作用，诱导

肿瘤血管的生成[31]；N2型TAN可分泌细胞外网，促进

肿瘤细胞的转移[9, 10, 32]。本研究发现，经HK1-EBV细

胞培养上清液极化后的N2型TAN可以抑制CD8+ T

细胞的活化，降低其CD69的表达并促进其 PD-1的

表达。

越来越多的研究[7, 21, 33-34]证明，EBV感染影响了肿
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瘤细胞和肿瘤微环境之间的相互作用。本研究首次

发现：在EBV阳性NPC中，中性粒细胞浸润增多并极

化成为N2型TAN，可抑制CD8+ T细胞的活化，参与

形成免疫抑制微环境，与NPC患者的不良预后密切

相关。本课题组将进一步深入研究N2型TAN通过

抑制CD8+ T细胞参与肿瘤免疫逃逸的具体机制并通

过 N2 型 TAN 相关的靶向清除剂进一步提高针对

EBV阳性NPC的临床肿瘤免疫治疗疗效。
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