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中

文

摘

要

直肠癌患者接受术前新辅助放化疗可以有效的降低肿瘤分期、提高保肛率、降低局部复发
率。但目前尚不清楚新辅助治疗是否以及如何影响组织的抗肿瘤免疫应答。我们新近发现：在
直肠癌引流淋巴结中存在一群CD169+CD8+T细胞亚群，该亚群在对新辅助治疗有效组患者淋巴
结中的比例明显高于治疗无效组。提示，CD169+T细胞可能参与了抗肿瘤免疫应答，与新辅助
治疗效果密切相关。以此为基础，本课题拟结合临床样本分析和实验模型来：1）明确直肠癌
淋巴结中浸润的CD169+T细胞的功能与表型；2）研究肿瘤微环境调控T细胞表达CD169的具体机
制；3）探讨新辅助治疗中的多类不同化疗药物对CD169+T细胞数量和功能的影响；4）利用大
规模临床样本探讨该细胞亚群对新辅助效果的预测能力。所得结果将帮助我们理解新辅助治疗
对机体免疫系统影响的具体机制，为筛选合适的患者进行新辅助治疗后的强化治疗提供理论依
据。

英

文

摘

要

Colorectal cancer patients received preoperative neoadjuvant chemoradiation can
achieve tumor down staging, better sphincter reserve rate, and lower local
recurrence rate. It is still unclear whether neoadjuvant therapy can trigger
antitumor immune response in those patients. Our recent study demonstrated that
there is a group of CD169 + CD8 + T cells in regional lymph nodes of rectal
cancer, especially in the lymph nodes of patients who respond better to
neoadjuvant therapy than those who did not. We hypothesize that CD169 + T cells
may participate in antitumor immune response, which could influence the effect of
neoadjuvant therapy. To gain a better understanding of this assumption, we plan to
use clinical sample analysis and experimental stuydies to: 1) characterize the
phenotype and function activities of CD169 + T cells in rectal cancer ; 2) dissect
the underlying mechanism that regulate the generation and function of CD169+ T
cells of tumor microenvironment; 3) investigate the impact of different types of
chemotherapy drugs on CD169 + T cell; 4) validate the above hypothesis in large
clinical samples. The results obtained from this project will help us to better
understand the mechanism of immune system, and to select the appropriate patient
after neoadjuvant therapy for the following intensive treatment.
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国家自然科学基金项目资金预算表（定额补助）
项目名称： 新辅助放化疗对直肠癌区域淋巴结中CD169阳性T细胞的影响和调控机制

项目负责人：张荣欣 金额单位：万元     

序号
科目名称 金额 备注

(1) (2) (3)

1 一、 项目资金支出 30.0000 /

2 (一) 直接费用 25.0000

3 1、 设备费 0.0000

4 (1)设备购置费 0.0000

5 (2)设备试制费 0.0000

6 (3)设备改造与租赁费 0.0000

7 2、 材料费 15.8000
用于购置项目必需的实验材料

及试剂

8 3、 测试化验加工费 4.1000
用于测序，荧光定量PCR，激光

共聚焦等

9 4、 燃料动力费 0.0000

10  5、 差旅费 0.5000 会议产生的交通费及注册费

11 6、 会议费 0.0000

12  7、 国际合作与交流费 0.0000

13 8、 出版/文献/信息传播/知识产权事务费 1.0000 文章发表所需版面费

14 9、 劳务费 3.6000 用于支付研究生的劳务费用

15 10、 专家咨询费 0.0000

16 11、 其他支出 0.0000

17 (二) 间接费用 5.0000 无法在直接费用里支出的费用

18 其中：绩效支出 1.2500

19 二、 自筹资金 0.0000
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预算说明书

一、 本项目经费合计：30万元
（一）直接费用：25万元
1、设备费：无。
2.、材料费：15.8万元。
A. 常用耗材：3.1万元
淋巴细胞分离液，600元/500ml/瓶，5瓶，共0.3万元；
DMEM液体培养基，300元/1L，10升，共0.3万元；
RPMI液体培养基，300元/1L，10升，共0.3万元；
胎牛血清（Hyclone），3000元/500ml/瓶，2瓶，共0.6万元；
柠檬酸缓冲液，20元/2L/包，100包，共0.2万元；
Tris-EDTA修复液（pH8.0，pH 9.0，pH 9.5），100元/100ml/瓶，10瓶；0.1万元；
二甲苯，100元/500ml/瓶，20瓶，共0.2万元； 
无水乙醇，100 元/500ml/瓶，20 瓶，共0.2 万元； 
PCR管，10000个/箱，200元/箱，15箱，共0.3万元； 
细胞培养板，1500元/100块/箱，2箱，共0.3万元； 
细胞培养瓶，1500元/100个/箱，2箱，共0.3万元； 
B．常用抗体 ：10.2万元
CD169单抗（PE，100T），CD3单抗（APC，100T），CD8单抗（PE,FITC,100T），CD14单抗（PE,FITC,100T），CD8

单抗（PE,FITC,100T），CD8单抗（PE,FITC,100T），IFNγ单抗（PC7,100T），TNFα单抗（PC7,100T），CTLA4单抗（
PC7,100T），均为4000 元/100T/瓶，各1瓶，共3.6 万元；

Perforin（PC7,100T），Granzyme B（PC7,100T），CD62L（APC,100T），CD45RA（PC7,100T），CD69（FITC,100T
），HLADR（PC7,100T），PD-1（PC7,100T），IL-10（FITC,100T），均为4000 元/100T/瓶，各1 瓶，共3.2 万元；

CD169 抗体，3000 元/200ug，2支，共计0.6万元； 
CD8抗体，4000元/200ug，1支，共0.4万元； 
CD68抗体，4000元/200ug，1支，共0.4万元； 
CD3抗体，4000元/200ug，1支，共0.4万元； 
山羊-抗鼠/兔IgG（荧光488,555,633），4000元/500ul，2支，共0.8万元；
山羊-抗鼠/兔Ig-HRP，4000元/1ml，2支，共0.8万元；
C．其他试剂 ：1.8万元
CD14磁珠，6000元/kit，2kit，共1.2万元。 
Pan T磁珠，6000元/kit，1kit，共0.6万元。
化疗药物：共0.4万元
5-FU，2元/支，42支，共0.0084元
奥沙利铂，2604元/支，1支，共0.2604元
CTP11，1312元/支，1支，共0.1312元
D．动物实验费用0.7万元
C57BL/6J小鼠，30元/只，200只，共0.6万元；
蛋白纯化填料：0.1万元. 
3、测试化验加工费：4.1万元
1) 测序费用,每次费用50元，预计需测序100次，共需要0.5万元；
2)荧光定量PCR，每小时费用100元，预计需要使用80小时，共需要0.8万元;
3)激光共聚焦，每小时费用100元，预计需要130小时，共需要1.3万元;
4)流式分选，每小时费用100元，预计需要150小时，共需要1.5万元；
4、燃料动力费：无
5、差旅费：合计0.5万元
参加广东省大肠癌会议：每年一次，每次参加2人，交通费平均往返车费约500元，按照3年计算。合计3次×2人×5

00元=0.3万元。参加广东省大肠癌会议：注册费500元/人*2人*2年=0.2万元。
6、会议费：无
7、国际合作与交流费：无。
8、出版/文献/信息传播/知识产权事务费 1万元
本项目预计在国外期刊发表论文2-3篇。该费用用于支付版面费或者论文修改费用。
9、劳务费：合计3.6万元
用于非在职的参加研究的在读研究生和临时聘用人员的劳务费发放。本项目有3名在读研究生进行相关实验。每人4

00元/月，资助3年：400元/月×3人×10月/年×3年=3.6万元。
10、专家咨询费：无。
（二） 间接经费：5万元
绩效支出：1.25万元
二、自筹资金：无。
（详细说明见正文资金预算说明）
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报告正文  

1. 立项依据与研究内容（4000-8000 字）：  

（1） 项目的立项依据。（研究意义、国内外研究现状及发展动态分析，

需结合科学研究发展趋势来论述科学意义；或结合国民经济和社会发展中

迫切需要解决的关键科技问题来论述其应用前景。附主要参考文献目录） 

研究意义：  

结直肠癌是全世界发病率很高的一种恶性肿瘤。我国结直肠癌发病率的特点为直肠

癌多见，且多为中低位直肠癌。目前直肠癌患者接受术前新辅助放化疗已成为了标准的

治疗模式。术前放化疗可以有效的降低肿瘤分期、提高保肛率、降低局部复发率。新近

的研究表明，放化疗除了直接对肿瘤细胞产生杀伤，还能够通过影响免疫微环境状态来

帮助清除肿瘤。但目前关于直肠癌新辅助治疗对机体免疫微环境影响的相关研究甚少。 

我们的前期研究发现：肠癌引流淋巴结中存在一群CD169+CD8+T细胞。有意思的是，

通过对40例经新辅助治疗的肠癌患者的术后淋巴结石蜡切片进行免疫荧光多重染色及

统计分析发现：对新辅助治疗有效应组的患者淋巴结中CD169+T细胞比例明显高于治疗

失败组。提示，CD169+T细胞可能参与了抗肿瘤免疫应答，与新辅助治疗效果密切相关。

以此为基础，本课题拟结合临床样本分析和实验模型系统阐明：直肠癌淋巴结中浸润的

CD169+T细胞的功能与表型；研究肿瘤微环境调控T细胞表达CD169的具体机制；探讨

新辅助治疗中的多类不同化疗药物对CD169+T细胞数量和功能的影响；利用大规模临床

样本探讨该细胞亚群对新辅助效果的预测能力。所得结果有助于我们理解新辅助治疗的

具体作用机制，并为新的肿瘤分子分期标准以及筛选合适的患者进行新辅助治疗后的强

化治疗提供新的理论依据。 

国内外研究现状及发展动态：   

结直肠癌是全世界上发病率很高的一种恶性肿瘤。我国结直肠癌发病率的特点为直

肠癌多见，且多为中低位直肠癌。目前直肠癌的综合治疗成为了标准的治疗模式[1]。局

部进展期的直肠癌（临床分期为Ⅱ期或者Ⅲ期）患者进行新辅助放化疗（RCT）结合全

直肠系膜切除（TME）的根治术已经逐步成为治疗中下段进展期直肠癌的标准模式。术

前放化疗可以有效的降低肿瘤分期、提高保肛率、降低局部复发率[1-3]。按照标准治疗

方案，直肠癌患者在接受了术前放化疗之后，仍需要接受 4-6 个月的氟尿嘧啶类药物的
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辅助化疗[4]，但是这种治疗方案也受到质疑[5]。根据临床研究 EORTC22921 的最新结

果显示对新辅助放化疗反应良好的患者更加能够从术后的辅助治疗中获益更多[6]。目前

临床上使用较多的为 TRG 分级（肿瘤消退程度分级）[7]，但其主要基于对残留肿瘤细

胞的情况进行评价，未能评估周围淋巴结情况，且与广泛使用的 TNM 分期的契合度并

不好，所以尚未能够成为一个完美的评价系统[8]。如何更好的评估新辅助治疗效果以及

筛选合适患者进行术后的辅助治疗是目前临床亟待解决的问题。 

肿瘤的发生发展是癌细胞与免疫系统长期“共进化”的结果，肿瘤局部的免疫状态

能显著影响肿瘤进展[9, 10]。既往的研究往往关注在放化疗通过直接 DNA 损伤以及细

胞 DNA 修复来对肿瘤细胞进行杀伤。然而，近年来的研究发现[11-13]，放化疗除了直

接作用于肿瘤细胞对其进行杀伤，还能通过主动的调控免疫系统平衡来帮助清除

肿瘤。例如，经照射死亡的肿瘤细胞表面的 CRT 能够加快肿瘤细胞被抗原递呈细胞

（APC）识别，并释放能够被 APC 识别的抗体。死亡的肿瘤细胞还能释放 HMGB1 迅

速通过 TLR4 途径来激活 APC [14, 15]。被激活的 APC 往往携带肿瘤特异性抗原迁移至

肿瘤引流区域的淋巴结。而淋巴结不在放射治疗的范围内，初始 T 细胞往往会被迁移至

此的 APC 激活，扩增，并获得杀伤功能。具有杀伤功能的效应 T 细胞再迁移至经照射

的肿瘤区域，或者对放射治疗范围之外的肿瘤细胞行使抗肿瘤功能。 

化疗药物除了直接杀伤肿瘤细胞也能通过各种途径影响机体的免疫状态。5-FU、奥

沙利铂（Oxaliplatin）和伊立替康（CPT11）是直肠癌常用的化疗药物。Vincent 等研究

发现，5-FU 能够杀伤髓系来源抑制性细胞（MDSC），而对于具有肿瘤杀伤功能的 CD8+T

细胞的影响不大[16]。Apolloni 等进一步的研究发现 5-FU 能够选择性触发 MDSC 细胞

的凋亡，其机制是 MDSC 中 5-FU 代谢过程中重要的 TS 酶表达量较低，使其受 5-FU 诱

导死亡的影响更大[17]。与 5-FU 的作用相类似，奥沙利铂能够降低 Treg[18]以及 MDSC

细胞数量，继而增强 CD8+T 细胞的比例和功能，提高免疫系统对于肿瘤细胞的杀伤[19, 

20]。然而，伊立替康（CPT11）的作用效果则相反。Kanterman 等发现不同化疗方案

（FOLFOX vs. FOLFIRI）会对肠癌患者外周血中 MDSC 的比例产生截然相反的影响；

在小鼠模型中的研究证实其原因是 CPT11 能够抑制 MDSC 细胞的凋亡以及分化，从而

保持了 MDSC 的免疫抑制功能，进而导致肿瘤进展[21]。这些结果说明，不同化疗药

物会对免疫系统的产生截然不同的影响；因此，明确不同化疗药物调控免疫应答的

机理将有助于临床选择合适的化疗方案。 
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化疗能通过调控免疫平衡来影响肿瘤进展，临床研究也证实对免疫微环境的评估

能进一步帮助临床预测新辅助的治疗效果。Gianni 等的临床研究报道，在接受紫杉

醇和阿霉素新辅助治疗的乳腺癌患者中，术前活检组织中的免疫相关基因表达谱与患者

的病理完全缓解程度相关[22]。另一项囊括了超过 1000 份新辅助治疗活检的乳腺癌样本

的临床研究结果也显示，肿瘤浸润淋巴细胞的密度与患者对新辅助化疗反应程度相关

[23]。在肠癌中，大规模的临床研究已证实局部微环境中的 CD45RO+记忆 T 细胞或者

CD8+效应 T 细胞数量的增多有益于单纯经手术切除治疗的肠癌患者的临床预后；通过

对肠癌免疫微环境评估来预测患者预后的免疫评分方法优于现有的临床分期[24, 25]。但

目前关于新辅助治疗对对肠癌微环境影响及相关机制研究甚少。 

CD169（又名唾液酸粘附素）作为唾液酸依赖的巨噬细胞粘附分子 [26]。CD169 的

胞外结构域由 17 个免疫球蛋白组成，是免疫球蛋白超家族的最大成员之一[27]。由于缺

乏相应的酪氨酸依赖的胞内信号传导结构域，CD169 的功能倾向于促进细胞间的粘附而

非信号传导。之前的研究主要报道 CD169 组成型表达于组织固有的巨噬细胞（Mφ）上，

该群巨噬细胞亚群主要分布于脾脏，淋巴结等二级淋巴器官[28]。CD169 在 Mφ上的表

达与其促炎症功能的发挥密切相关，可参与 B 细胞，iNKT，以及 CD8+T 细胞的活化[29, 

30]。在脂多糖诱导小鼠的免疫应答过程中发现，生发中心形成的早期阶段，CD169+Mφ

在脾脏 B 细胞滤泡区以及 T-B 细胞交界处均有分布[31]。利用病毒颗粒（VSV），抗原

微粒（载有模式抗原的荧光微粒）和免疫复合物等摄取实验，证实 CD169+Mφ摄取并呈

递抗原，促进 B 细胞活化[32, 33]。通过小鼠淋巴结双光子活体成像观察到，在引流淋

巴结中，CD169+Mφ将引流至此的肿瘤死细胞吞噬，并进行抗原呈递，将其交叉递呈给

CD8+T 细胞，并进一步诱发其增殖。虽然目前大多集中在 Mφ 表达 CD169 的相关功能

机制研究，但也有文献发现，淋巴结中被膜下窦的 Mφ可以在抗原呈递的同时通过其表

面的膜泡，使与其发生接触的 IL-7RαhiCCR6+淋巴细胞获得 CD169 的表型[34, 35]。与文

献报道的现象一致，我们前期在对直肠癌患者淋巴结组织进行流式和免疫荧光多重染色

发现：肠癌引流淋巴结的窦状区中除了表达 CD169 的 Mφ，还存在一群 CD169+CD8+T

细胞。通过荧光多重染色和共聚焦可观察到这群细胞会与 Mφ发生接触，提示这群 T 细

胞可能是在接受抗原呈递后获得了 CD169 的表型。有意思的是，我们通过对 40 例经新

辅助治疗的肠癌患者的术后淋巴结石蜡切片进行免疫荧光多重染色，统计 CD169+T 细

胞比例，结果发现：对新辅助治疗有效应组的患者淋巴结中 CD169+T 细胞比例明显高
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于治疗无效组（详见工作基础）。提示，CD169+T 细胞可能参与了新辅助治疗引起

的抗肿瘤免疫反应。 

目前，关于肠癌淋巴结中存在的这群特殊的 CD169+T 细胞的特性、功能和临床意

义等尚不清楚。因此，综合文献报道和我们的前期结果，本项目拟开展以下研究：首

先鉴定淋巴结中 CD169+T 细胞功能表型；阐明肿瘤微环境调控 T 细胞表达 CD169 的具

体机制，以及不同化疗药物对 CD169+T 细胞的影响及相应机制；最后利用大规模临床

样本明确该细胞亚群对新辅助效果的预测能力。所得结果将有助于我们理解新辅助治疗

影响免疫系统的具体机制，为新的肿瘤分子分期标准以及筛选合适的患者进行强化的辅

助化疗提供新的理论依据。 
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（2） 项目的研究内容、研究目标，以及拟解决的关键科学问题。（此

部分为重点阐述内容） 

研究内容：  

我们在前期研究中观察到：在直肠癌患者引流淋巴结中存在一群 CD169+CD8+T 细

胞，通过对新辅助治疗的肠癌患者的术后淋巴结样本进行染色统计发现，对新辅助治疗

有效应？组的患者淋巴结中 CD169+T 细胞比例明显高于治疗失败组，提示该群细胞具

有一定的抗肿瘤能力，并与新辅助治疗密切相关。以此为基础，本项目拟结合临床样本

分析和实验模型，以 CD169+T 细胞为主要研究对象，结合临床病理和预后资料，进行

以下研究： 

1) 鉴定肠癌引流淋巴结中 CD169+T 细胞功能/表型，分析其对肿瘤进展的影响，明

确该细胞亚群的抗肿瘤潜能。 

2) 设计体外实验阐明肿瘤微环境调控 T 细胞表达 CD169 的具体机制。 

3) 结合小鼠模型，探讨不同化疗药物对于免疫系统，特别是 CD169+T 细胞的影响。 

4) 利用大规模样本研究，明确该细胞亚群对新辅助治疗效果的预测能力。 

具体内容如下：  

第一部分：CD169+T 细胞的功能/表型鉴定  

1) CD169+ T 的表型鉴定：利用肠癌患者手术切除后的肿瘤以及匹配的肠旁和中

间组淋巴结的新鲜组织标本，分离组织浸润淋巴细胞，利用流式细胞术比较肿

瘤、肠旁以及中间组淋巴结中各淋巴细胞亚群的组成和比例，鉴定 CD169+T 细

胞的细胞因子表达谱（抗炎症或促炎症），和细胞膜上受体（抗肿瘤或者免疫抑

制）表达等。拟检测的指标包括：CD62L，CD45RA，CD127，CD69，HLA-DR，

PD-1，CD107a，Perforin，Granzyme B，TNFα，IFN-γ等。 

2) CD169+T 细胞的功能：利用免疫磁珠或者流式分选在体外富集 CD169+T 细胞，

与 CSFE 标记的肠癌细胞系进行共培养，通过 PI 染色检测 CD169+T 细胞的杀

伤能力。 

3) 临床样本验证：收集 300 例肠癌患者淋巴结石蜡标本，利用免疫荧光多重染

色标记 CD169+CD8+T 细胞，结合患者的临床资料及随访，分析 CD169+CD8+ T

细胞与临床分期以及患者临床预后的关系。通过以上研究明确 CD169+T 细胞的
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表型以及抗肿瘤功能，初步验证我们的假说。 

第二部分：T 细胞表达 CD169 的调控机制  

T 细胞表达 CD169 可能存在两种途径：（1）微环境因素直接诱导 T 细胞的 CD169

表达；（2）T 细胞在与 CD169+Mφ接触后间接捕获了 Mφ表面的 CD169 分子。因此，

我们将从两方面进行探讨： 

1) 直接诱导：利用流式分选获得 CD169+和 CD169-两群 T 细胞，提取 RNA，用

Real-time PCR 检测 CD169 的 mRNA 含量。若胞内存在 CD169 的 mRNA 说明

T 细胞具有合成 CD169 的能力。接下来将设计相应的因子刺激，筛选诱导 T 细

胞表达 CD169 分子的关键因素，并通过相应的抗体阻断实验验证该因子的

CD169 表达的影响。此外，还会根据实验结果，设计共培养实验，探讨微环境

中的不同免疫细胞与 CD169+ T 细胞的相互作用及其机制。 

2) 间接捕获：若上述实验发现 CD169+ T 细胞的胞内并不存在 CD169 的 mRNA，

那么 T 细胞表面的 CD169 分子很可能是在接受抗原呈递的过程中，通过与

CD169+Mφ接触间接捕获所得。那么，我们将设计相应的 Mφ与 T 细胞共培养

实验，例如用肿瘤上清处理 Mφ，或者吞噬过凋亡/坏死肿瘤细胞的 Mφ与 T 细

胞共培养，利用 transwell 小室设置细胞接触组或者不接触组，在不同时间点检

测 T 细胞上 CD169 的表达情况，验证 T 细胞上 CD169 的表达是否依赖与

CD169+Mφ的相互接触作用。 

第三部分：不同化疗药物对 CD169+T 细胞的影响  

1) 小鼠模型：构建肠癌移植瘤小鼠模型，用不同化疗药物（5-FU，奥沙利铂以及

CTP11）处理，设计不同化疗药物处理组，对比治疗前后肿瘤淋巴结中 CD169+T

细胞以及各淋巴细胞亚群的组成和比例变化，分析不同化疗药物对患者免疫微

环境组成的影响。 

2) 临床样本验证：对比有/无接受新辅助治疗，以及接受不同化疗方案的患者肿瘤

组织和淋巴结，检测上述细胞亚群的组成和比例，对动物实验的结果进行验证，

阐明不同化疗方案对 CD169+T 细胞的影响。 

第四部分：CD169+T 细胞对新辅助治疗效果的预测能力  

前瞻性收集 100 例接受新辅助治疗局部进展期直肠癌患者的肿瘤组织和淋巴结。利

用免疫荧光多重染色标记 CD169+CD8+T 细胞，结合患者的临床资料及随访，明确
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CD169+CD8+T 细胞与患者接受新辅助治疗的临床获益之间的关系，以及作为新辅助治

疗效果的预测指标和筛选需要进一步接受辅助治疗的患者的可行性。 

研究目标  

本项目拟结合实验模型，临床样本检测和小鼠模型，首先鉴定 CD169+T 细胞的功

能表型，探讨新辅助治疗对肠癌免疫环境的影响及临床意义；阐明不同化疗药物对肠癌

免疫系统，特别是 CD169+T 细胞的作用机制；明确 CD169+T 细胞对新辅助治疗效果的

评价能力，为筛选合适患者进行术后强化治疗提供理论依据。 

拟解决的关键科学问题  

1、鉴定 CD169+T 细胞的功能表型，阐明该细胞亚群的抗肿瘤潜能，探讨以该群细

胞评价新辅助治疗效果的可行性。 

2、以 CD169+T 细胞为主要研究对象，阐明目前临床常用的肠癌化疗药物对肠癌免

疫系统的影响以及其中的作用机理。为临床选择合理的化疗方案提供理论依据。 

（3） 拟采取的研究方案及可行性分析。（包括有关方法、技术路线、实

验手段、关键技术等说明） 

拟采取的研究方案：  

本课题所需的规范化临床样本收集已获得本中心标本资源库的大力支持。所用的研

究技术和方法多为分子生物学和细胞生物学的常用成熟技术，简述如下： 

1) 临床组织标本是本项目的基础，主要包括：  

新鲜肿瘤组织：取配对的肠癌肿瘤组织、近端和远端淋巴结组织（预计 30 例），

利用从中分离出组织中浸润免疫细胞，供多重染色和流式检测分析 T 细胞亚群的表型和

功能，或通过流式细胞分选得到目标亚群的细胞用于相关的体外功能实验。 

肿瘤石蜡组织：所有入组患者均为我中心诊断为局部进展期直肠癌的患者。患者

在治疗前均已经完善肠镜检查，获得了病理诊断为腺癌。选取肠癌患者的肿瘤以及引流

淋巴结的石蜡包埋标本，供连续切片和免疫组化染色。共有两组样本： 

a) 回顾性样本：拟收集 300 例。用于分析 CD169+T 细胞与患者临床预后的关系。

为直接接受手术治疗的直肠癌患者。 
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b) 前瞻性样本：拟入组 100例。用于评价CD169+T细胞对新辅助治疗的预测能力。

所有患者年龄为 18-70 岁，病理确诊为直肠腺癌，有直肠超声以及盆腔 MRI 诊

断为直肠肿瘤侵犯全层或者肠周围有肿大淋巴结。所有患者接受采用调强放疗

设计五野调强放疗或容积调强放疗，P-GTV 给予 50Gy/25F，P-CTV 给予

46Gy/25F。同期予以 XELOX 方案化疗 2 程。目前我们已经开始了相关样本的

收集工作。 

患者选取的肠旁淋巴结以及中央组淋巴结的定义依据中国卫生部制定的《结直肠癌

诊疗规范》中定义。直肠癌肠旁淋巴结包括：结肠壁上淋巴结，沿边缘动脉分布淋巴结，

沿乙状结肠动脉最下分支分布淋巴结，沿直肠上动脉分布淋巴结，直肠中动脉旁淋巴结，

以及直肠下动脉周围淋巴结。中央组淋巴结，沿肠系膜下动脉起始部分布淋巴结。 

2) 免疫荧光多重染色和定量分析  

采用 PerkinElmer Opal (TSA)多标记染色试剂盒进行免疫荧光多重染色，设置必要

的阳性及阴性对照，保证信号的特异性。染色后利用 VectraTM 智能切片扫描系统对染色

后切片，并结合 inFormTM 分析软件进行多光谱图像分析。首先训练并分割待分析的组

织区域。区分实质、间质及空白区域，并设置细胞划分参数。使用小样本训练软件识别

信号强度及细胞大小。通过对比同型对照染色信号读取临界值。根据设定好的参数对批

量切片中的特定细胞数量进行定量分析。 

3) 细胞的分离与培养  

肠癌细胞株：拟采用 SW620，HT-29 人结直肠癌细胞系，以及小鼠结直肠癌细胞

系 CT26 等，均为国际常用肠癌细胞株（ATCC）。细胞培养按常规进行。按本实验室已

发表文献收集肿瘤上清（Kuang et al. J Clin Invest 2014;124:4657）。 

健康人外周血分离单核细胞和 T 细胞：健康人新鲜的白膜（buffy coat）由广州

血液中心提供。Ficoll 密度梯度离心法分离外周血单个核细胞后，用 CD14+磁珠纯化单

核细胞，用 Pan T 磁珠纯化 T 细胞，步骤按照产品说明书进行。得到的细胞纯度达 95%

以上。细胞培养方法参考已发表文献（Kuang et al. J Clin Invest 2014;124:4657）。 

4) 细胞共培养模型  

从健康人新鲜白膜（buffy coat）中分离单个核细胞，同时利用 Pan T 磁珠纯化 CD3+T

细胞冻存备用。单核细胞经 7 天培养后获得 Mφ，或者加入肿瘤上清处理获得肿瘤相关
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巨噬细胞（TAM）。T 细胞复苏并用 CFSE 进行标记，与 Mφ以 1:1 的比例共培养，并加

入 0.5µg/ml 的 Anti-CD3 和 0.1µg/ml 的 Anti-CD28。培养两天后，更换为含有 5U/ml 重

组 IL-2 的培养液。不同时间点收集细胞进行流式检测。方法参考已发表文献（Kuang et 

al. Hepatology 2010;51:154）。 

5) 小鼠肠癌移植瘤模型  

选取 4-6 周龄清洁级 BABL/c 小鼠，按照常规方法体外培养 CT26 细胞系，收获对

数期细胞，按照 1×107 个/ml 浓度，每只小鼠腋窝皮下接种 0.2ml。皮下成瘤后进行随

机分组，每组 20 只。实验组分为：单独 5-FU 治疗，单独奥沙利铂治疗，单独 CTP11

治疗，以及 5-FU 与奥沙利铂，5-FU 与 CTP11 联合治疗组；对照组给予相应空白处理。

治疗前后观察并记录动物体重、治疗中副反应。收取移植瘤标本测量肿瘤体积和瘤重。

收取治疗后不同时间动态（12 小时，1 天，3 天，7 天和 14 天）的脾脏，肿瘤组织和淋

巴结，消化分离出免疫细胞。流式检测细胞亚群和 CD169+T 细胞的比例和表型变化。

阐明不同化疗药物对免疫微环境的影响及机制。 

以上研究涉及到的Real-time PCR、Western blot、ELISA、流式细胞术、免疫荧光、

免疫组化等均按常规实验方法进行。 

（4） 本项目的特色与创新之处；  

1） 系统研究新辅助治疗所造成的直肠癌免疫微环境改变及其产生抗肿瘤效应的具

体机制，帮助理解新辅助治疗影响机体免疫系统的具体机制。 

2） 阐明 CD169+T 细胞作为新的一群 T 细胞亚群的作用及调控机制，为预测新辅助

治疗效果提供新的标志物。 

（5） 年度研究计划及预期研究结果（包括拟组织的重要学术交流活动、

国际合作与交流计划等）。 

年度研究计划：  

2016.1-2016.12  完成临床样本的流式检测，鉴定 CD169+T 细胞的表型/功能，初步

阐明 CD169+T 细胞的抗肿瘤能力。按照拟定的入组标准收集回顾性以及前瞻性研究的
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肠癌临床样本，为后续工作做准备。 

2017.1-2017.12 利用细胞生物学以及小鼠实验，阐明肿瘤微环境调控 CD169+T 细

胞的具体机制。继续前瞻性样本的收集工作。 

2018.1-2018.12 根据上述实验结果在小鼠模型上探讨不同化疗药物对 CD169+T 细

胞的影响。完成相关临床样本的资料采集及临床随访，进行相关的预后统计分析。 

预期研究结果：  

成果主要以论文发表的形式体现，拟在国内外有影响的学术期刊上发表论文2-3篇, 

其中SIC收录论文1-2篇，争取有1篇IF>5.0。    
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2. 研究基础与工作条件  

（1） 工作基础（与本项目相关的研究工作积累和已取得的研究工作成绩）； 

课题负责人张荣欣，2007 年毕业于南昌大学，2012 年获得中山大学肿瘤学博士学

位（导师：潘志忠），2012 年至今就职于中山大学肿瘤防治中心，任主治医师。从事结

直肠癌的综合治疗工作，主要研究方向为直肠癌放化疗综合治疗，参与 2 项直肠癌放化

疗的 III 期临床研究；依托于临床研究的基础上，利用 PI3K/PTEN/AKT/mTOR 传导通路

基因多态性进行了直肠癌放化疗敏感性预测的相关基础研究，相关研究正在整理发表论

文。同时，与郑利民教授实验室合作进行了肠癌免疫微环境相关的研究，在肠癌引流淋

巴结中鉴定出了一群独特的 CD169+T 细胞亚群，该细胞亚群与肠癌新辅助治疗相关密

切相关，现将相关研究成果简述如下： 

1) 直肠癌淋巴结中存在 CD169+T 细胞亚群  

CD169（又名唾液酸粘附素）作为唾液酸依赖的巨噬细胞（Mφ）粘附分子，以往的

研究主要集中在巨噬细胞上，参与 B 细胞，iNKT，以及 CD8+T 细胞的活化。我们前期

对肠癌手术切除患者的肿瘤引流淋巴结进行组织原位的免疫荧光多重染色，结果发现，

CD169 不仅表达在 CD68+Mφ上，还表达在 CD8+CD3+T 细胞表面（图 1）。同时，收集

肠癌患者外周血以及匹配的淋巴结组织样本，分离其中的淋巴细胞进行流式检测，证实

CD169 分子特异性的存在于 CD8+T 细胞，而相应的外周血和肿瘤组织中 T 细胞并不表

达（图 2）。目前关于 CD169+T 细胞的相关功能/表型尚不清楚。 

 
图 1.直肠癌淋巴结的组织原位观察到窦状区中存在 CD169+T 细胞  

对直肠癌淋巴结石蜡切片进行免疫荧光多重染色，利用共聚焦显微镜进行观察发现：CD8+CD3+T 细胞表

达 CD169（绿色）分子。 
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图 2. 直肠癌淋巴结中 T 细胞表达 CD169 

利用流式细胞术检测肠癌患者的外周血，肿瘤组织以及淋巴结组织样本，发现一群 CD169+CD8+CD3+T

细胞特异性的存在肠癌淋巴结。LN，肿瘤引流淋巴结。 

2) T 细胞表达 CD169 的可能机制  

参考已有文献，我们推测 T 细胞表达 CD169 可能存在两种途径：微环境因素直接诱

导 T 细胞的 CD169 表达；或者是 T 细胞在与 CD169+Mφ接触后间接捕获了 Mφ表面的

CD169 分子。为了验证假设，我们对肠癌淋巴结中分离得到的淋巴细胞进行细胞涂片，

结合免疫荧光和共聚焦检测，发现 CD8+T 细胞上的 CD169 分子表达呈现弥散（图 3A）

和表面捕获（即 Bled-Catching，图 3B）两种模式。同时结合淋巴结组织原位观察可发

现，CD169+CD8+T 细胞与 CD169+CD68+Mφ存在接触，提示 CD169+ Mφ可能是 T 细胞

表面 CD169 的来源之一（图 4）。这些结果提示 T 细胞表面 CD169 分子存在直接表达和

间接捕获两种途径。但其中的具体机制目前尚不清楚。 

 
图 3. T 细胞表面 CD169 分子的表达模式  

对淋巴结中分离出的单个核细胞进行细胞涂片，免疫荧光染色确认 CD8+T 细胞表达 CD169，且可分为弥

散（B）和表面捕获，即 Bled-Catching（C）两种模式。 
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图 4. CD169+T 细胞与 Mφ存在相互接触  

对直肠癌淋巴结石蜡切片进行免疫荧光多重染色，利用共聚焦显微镜进行观察发现 CD169+CD8+T 细胞与

CD169+CD68+Mφ存在接触。 

3) CD169+T 细胞亚群与新辅助治疗效果的关系  

新辅助放化疗除了直接对肿瘤细胞产生杀伤，还会影响机体的免疫系统。我们选取

了 40 例（20 例治疗有效，20 例治疗失败）经新辅助治疗肠癌患者的术后淋巴结石蜡切

片，利用免疫荧光多重染色，利用 Inform 分析软件读取阳性信号（图 5A），统计发现，

治疗成功组患者的淋巴结中 CD8+，CD169+以及 CD8+CD169+双阳性细胞的数目明显增

多（P < 0.0001 图 5B）。提示，新辅助治疗能显著影响肠癌患者的免疫系统，产生抗肿

瘤免疫应答。而 CD169+ T 细胞在其中扮演的角色和具体作用机制尚不清楚。 

 
图 5. CD169+T 细胞亚群与新辅助治疗效果的关系  

选取 40 例（20 例治疗无效，20 例治疗有效）经新辅助治疗肠癌患者的术后淋巴结石蜡样本。（A）利用

免疫荧光多重染色（左列），利用 Inform 分析软件读取阳性信号（右列）。（B）统计 CD8+，CD169+以及

CD8+CD169+阳性细胞数目与患者临床获益的关系。R：Response，治疗有效；F，Failure，治疗失败。 
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（2） 工作条件（包括已具备的实验条件，尚缺少的实验条件和拟解决的

途径，包括利用国家实验室、国家重点实验室和部门开放实验室等研究基

地的计划与落实情况） 

中山大学肿瘤防治中心融医院、研究所于一体，拥有功能齐全、设施先进的现代

化医疗科研大楼，同时是世界卫生组织癌症合作研究中心、肿瘤学国家重点学科和华

南肿瘤学国家重点实验室，并设有国家级 GCP 中心。具有良好的实验条件（包括细胞

培养室、动物实验中心、分子生物学和细胞生物学常用仪器、中心实验室的仪器分析、

蛋白质组学实验室等），提供多种公共实验技术服务如病理切片制作、基因测序、比较

基因组杂交、电子显微镜观察、荧光显微镜使用、核酸蛋白定量分析、流式细胞仪分

析、高效液相色谱分析等。具有的大型仪器有流式细胞仪，冷冻离心干燥仪，同位素

或荧光凝胶分析系统，超速冷冻离心机，高速大容量冷冻离心机，电子显微镜，

CGH/FISH 系统，例置荧光显微镜，-140℃细胞冻存器，-80℃低温冰箱等实验设施。

实验设备与条件均能满足本研究需要。 

中山大学肿瘤防治中心结直肠科是 CSCO 青年专家委员会以及广东省大肠癌专业

委员的主任单位，利用相应平台积极在全国以及全省范围内推广结直肠癌规范化治疗；

2000 年即开始了在直肠癌新辅助放化疗的探索。近年来，五次获得中山大学 5010 项

目的支持，参与了 AVANT 等大型国际多中心临床研究，“985”工程，“211”工程和

“863”计划，国家自然基金，省自然基金等在内的科研课题 10 项。相关研究成果多

次于 ASCO 或者 ESMO 年会上进行海报展示及口头汇报，并于 2014 年受邀参加 ASCO

年会的审稿工作。我科每年平均收治患者 2000 余人，完成结直肠癌手术 1200 余台。

具有按规范化标准收集的、含完善临床和随访资料的组织标本库。为本项目的顺利开

展打下了良好基础。 

发挥我们的临床资源优势，通过与本中心实验研究部郑利民教授实验室合作，已

开展了部分前期工作（详见“立项依据”和“研究基础”部分），保证了本课题研究具

有强大的技术支持。	
  

（3） 承担科研项目情况（申请人正在承担或参加科研项目的情况，包括

国家自然科学基金的项目。要注明项目的名称和编号、经费来源、起止年

月、与本项目的关系及负责的内容等） 
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无	
  

（4） 完成国家自然科学基金项目情况（对申请人负责的前一个已结题

科学基金项目（项目名称及批准号）完成情况、后续研究进展及与本申请

项目的关系加以详细说明。另附该已结题项目研究工作总结摘要（限 500

字）和相关成果的详细目录） 

无	
  

3. 资金预算说明 

购置单项经费 5万元以上固定资产及设备等，须逐项说明与项目研究的直接相关性

及必要性。 

（一） 直接费用 	
  

1. 设备费：  

无 

2. 材料费：   

共计 15.8 万元。用于购置项目所需的各种必需的实验材料以及动物实验费用。具体明细如下： 

A. 常用耗材：  

淋巴细胞分离液，600 元/500ml/瓶，5 瓶，共 0.3 万元； 

DMEM 液体培养基，300 元/1L，10 升，共 0.3 万元； 

RPMI 液体培养基，300 元/1L，10 升，共 0.3 万元； 

胎牛血清（Hyclone），3000 元/500ml/瓶，2 瓶，共 0.6 万元； 

柠檬酸缓冲液，20 元/2L/包，100 包，共 0.2 万元； 

Tris-EDTA 修复液（pH8.0，pH 9.0，pH 9.5），100 元/100ml/瓶，10 瓶；0.1 万元； 

二甲苯，100 元/500ml/瓶，20 瓶，共 0.2 万元；  

无水乙醇，100 元/500ml/瓶，20 瓶，共 0.2 万元；  

PCR 管，10000 个/箱，200 元/箱，15 箱，共 0.3 万元；  

细胞培养板，1500 元/100 块/箱，2 箱，共 0.3 万元；  

细胞培养瓶，1500 元/100 个/箱，2 箱，共 0.3 万元；  

B．常用抗体   

CD169 单抗（PE，100T），4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元；  
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CD3 单抗（APC，100T），4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元；  

CD8 单抗（PE,FITC,100T），4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元；  

CD14 单抗（PE,FITC,100T），4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元；  

CD8 单抗（PE,FITC,100T），4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元；  

CD8 单抗（PE,FITC,100T），4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元；  

IFNγ单抗（PC7,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元；  

TNFα单抗（PC7,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

CTLA4 单抗（PC7,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

Perforin（PC7,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

Granzyme B（PC7,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

CD62L（APC,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

CD45RA（PC7,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

CD69（FITC,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

HLADR（PC7,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

PD-1（PC7,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

IL-10（FITC,100T)，4000 元/100T/瓶，1 瓶，共 0.4 万元； 

CD169 抗体，3000 元/200ug，2 支，共计 0.6 万元；  

CD8 抗体，4000 元/200ug，1 支，共 0.4 万元；  

CD68 抗体，4000 元/200ug，1 支，共 0.4 万元；  

CD3 抗体，4000 元/200ug，1 支，共 0.4 万元；  

山羊-抗鼠/兔 IgG（荧光 488,555,633），4000 元/500ul，2 支，共 0.8 万元； 

山羊-抗鼠/兔 Ig-HRP，4000 元/1ml，2 支，共 0.8 万元； 

注明：1）不同颜色和种属的抗体搭配用于流式及免疫荧光多重染色。2）具体抗体的选择将会根据

项目进展情况做相应调整。  

C．其他试剂   

CD14 磁珠，6000 元/kit，2kit，共 1.2 万元。  

Pan T 磁珠，6000 元/kit，1kit，共 0.6 万元。 

化疗药物：共 0.4 万元 

5-FU，2 元/支，42 支，共 84 元 

奥沙利铂，2604 元/支，1 支，共 2604 元 

CTP11，1312 元/支，1 支，共 1312 元 

D．动物实验费用  

C57BL/6J 小鼠，30 元/只，200 只，共 0.6 万元； 

蛋白纯化填料：0.1 万元.  
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3、测试化验加工费：4.1 万元  

1) 测序费用：用于分子生物学实验。每次费用50元，预计需测序100次，共需要0.5万元。 

2) 荧光定量PCR：用于相关分子生物学实验。每小时费用100元，预计需要使用80小时，

共需要0.8万元。 

3) 激光共聚焦：每小时费用100元，预计需要130小时，共需要1.3万元。 

4) 流式分选：用于细胞分选。每小时费用100元，预计需要150小时，共需要1.5万元。 

4、燃料动力费：  

无 

5、差旅费：  

合计 0.5 万元。主要用于本项目完成过程中在参加广东省大肠癌专业委员会等过程中发生

的交通费及注册费。具体如下： 

1) 外埠交通费：无。 

2）参加广东省大肠癌会议：每年一次，每次参加 2 人，交通费平均往返车费约 500 元，按

照 3 年计算。合计 3 次×2 人×500 元=0.3 万元。注册费 500 元/人*2 人*2 年=0.2 万元。 

3） 市内交通费：无。 

6、会议费：  

合计 0 万元。本项目进行期间，用于参加会议的注册费用。 

1） 项目成果鉴定会会议场地，资料费：无。 

2） 会议/会务费：无。 

3） 其它：0 万元 

7、国际合作与交流费：   

无 

8、出版/文献/信息传播/知识产权事务费：  

合计 1 万元，具体如下： 

1) 学术论文发表费用：合计 1 万元。 

2) 本项目预计在国外期刊发表论文 2-3 篇。该费用用于支付版面费或者论文修改费用。 

3) 论文、文献印刷费、上网费、文献资料费：无。 

9、劳务费：  

合计 3.6 万元。用于非在职的参加研究的在读研究生和临时聘用人员的劳务费发放。 

NSFC 20
15

第 24 页

国家自然科学基金申请书 2015版

版本：15110000001113236



由于课题搜集结直肠癌临床标本和进行相关实验操作，需要研究生从事标本的采集、预处

理、芯片的制作、切片及分析等。本项目有 3 名在读研究生进行相关实验。每人 400 元/月，资

助 3 年：400 元/月×3 人×10 月/年×3 年=3.6 万元。 

10.专家咨询费：  

无 

（二）  间接经费：  

合计 5 万元具体如下： 

绩效：合计 1.25 万元。 

4. 其他需要说明的问题 

无 
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签字和盖章页

申 请 人： 张荣欣 依托单位： 中山大学

项目名称： 新辅助放化疗对直肠癌区域淋巴结中CD169阳性T细胞的影响和调控机制

资助类别： 青年科学基金项目 亚类说明：

附注说明：

申请人承诺：

    我保证申请书内容的真实性。如果获得资助，我将履行项目负责人职责，严格遵守国家自然科学基

金委员会的有关规定，切实保证研究工作时间，认真开展工作，按时报送有关材料。若填报失实和违反

规定，本人将承担全部责任。

签字：

项目组主要成员承诺：

    我保证有关申报内容的真实性。如果获得资助，我将严格遵守国家自然科学基金委员会的有关规定

，切实保证研究工作时间，加强合作、信息资源共享，认真开展工作，及时向项目负责人报送有关材料

。若个人信息失实、执行项目中违反规定，本人将承担相关责任。

编号 姓名 工作单位名称 证件号码
每年工作

 时间（月）
签字

1 张嘉丽 中山大学 350181199103011744 8  

2 彭健宏 中山大学 44200019890211661x 6  

3 区庆坚 中山大学 440681198604152611 6  

4 刘超群 中山大学 430626199006235159 6  

5 孔令亨 中山大学 44010519800410273X 4  

6          

7          

8          

9          

依托单位及合作研究单位承诺：

    已按填报说明对申请人的资格和申请书内容进行了审核。申请项目如获资助，我单位保证对研究

计划实施所需要的人力、物力和工作时间等条件给予保障，严格遵守国家自然科学基金委员会有关规

定，督促项目负责人和项目组成员以及本单位项目管理部门按照国家自然科学基金委员会的规定及时

报送有关材料。

依托单位公章

日期：

合作研究单位公章1

日期：

合作研究单位公章2

日期：
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