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[摘要] 目的 探讨盆腔肿瘤患者同步放化疗对机体免疫功能、炎症状态和肠道微生态的影响。方法 收集

2021年7月—2022年12月青岛市中心医院收治的60例盆腔肿瘤患者同步放化疗前后的血液和粪便样本,采用流

式细胞术检测外周血淋巴细胞亚群、细胞因子水平,采用实时荧光定量PCR方法(RT-qPCR)检测粪便中具核梭杆

菌、双歧杆菌、嗜酸乳杆菌和链球菌的数量,比较各项指标同步放化疗前后的变化,并与疗效进行相关性分析。结

果 与治疗前相比,同步放化疗后盆腔肿瘤患者外周血CD3+CD8+ 细胞百分比、CD3-CD19+ 细胞百分比、IL-10
水平显著降低(t=2.571~2.995,P<0.05),CD3+细胞百分比、CD3+CD4+细胞百分比、CD4+/CD8+比值及IL-1β、

IL-2、IL-6、IFN-γ、TNF-α水平显著升高(t=-4.321~-2.638,P<0.05);粪便具核梭杆菌、双歧杆菌和嗜酸乳杆菌

数量显著减少(t=3.128~3.954,P<0.05)。且治疗后外周血CD3+细胞百分比、CD3+CD4+细胞百分比、粪便双歧

杆菌、嗜酸乳杆菌数量与疗效呈正相关(rs=0.440~0.540,P<0.05)。外周血IL-6、TNF-α水平及粪便具核梭杆菌

数量与疗效呈负相关(rs=-0.685~-0.377,P<0.05)。结论 盆腔同步放化疗可激活机体抗肿瘤免疫功能,促

进炎症反应发生,导致肠道致病菌和益生菌减少,造成肠道菌群紊乱。盆腔同步放化疗后外周血CD3+ 细胞百分

比、CD4+细胞百分比,IL-6、TNF-α水平,粪便双歧杆菌、嗜酸乳杆菌和具核梭杆菌数量与疗效密切相关。
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EFFECTOFCONCURRENTCHEMORADIOTHERAPYONPERIPHERALBLOODLYMPHOCYTES,CYTOKINES,AND GUT

MICROBIOTAINPATIENTSWITHPELVICTUMOR LYUZhuochun,CHEN Xiaohui,QINChen,JUFang (Facultyof

Medicine,QingdaoUniversity,Qingdao266071,China)

[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofconcurrentchemoradiotherapyonimmunefunction,inflammatory
state,andgutmicrobiotainpatientswithpelvictumor. Methods Peripheralbloodandstoolsampleswerecollectedbeforeand

afterconcurrentchemoradiotherapyfrom60patientswithpelvictumorwhoweretreatedinQingdaoCentralHospitalfromJuly

2021toDecember2022.Flowcytometrywasusedtomeasurethelevelsofperipheralbloodlymphocytesubsetsandcytokines,and

quantitativereal-timePCRwasusedtomeasurethenumberofFusobacteriumnucleatum,Bifidobacterium,Lactobacillusaci-

dophilus,andStreptococcusinstool.Eachindexwascomparedintermsofchangebeforeandafterconcurrentchemoradiotherapy,

andtheircorrelationwithtreatmentoutcomewasanalyzed. Results Afterconcurrentchemoradiotherapy,thepatientswithpel-

victumorhadsignificantreductionsinthepercentagesofperipheralbloodCD3+CD8+andCD3-CD19+cellsandthelevelofinter-

leukin-10(t=2.571-2.995,P<0.05)andsignificantincreasesinthepercentagesofCD3+andCD3+CD4+cells,CD4+/CD8+

ratio,andthelevelsofinterleukin-1β,interleukin-2,interleukin-6(IL-6),interferongamma,andtumornecrosisfactor-α(TNF-

α)(t=-4.321--2.638,P<0.05),aswellassignificantreductionsinthenumberofFusobacteriumnucleatum,Bifidobacte-

rium,andLactobacillusacidophilus(t=3.128-3.954,P<0.05).ThepercentagesofCD3+andCD3+CD4+cellsandthenumber

ofBifidobacteriumandLactobacillusacidophiluswerepositivelycorrelatedwithtreatmentoutcome(rs=0.440-0.540,P<

0.05),whilethelevelsofIL-6andTNF-αandthenumberofFusobacteriumnucleatum werenegativelycorrelatedwithtreatment

outcome(rs=-0.685--0.377,P<0.05). Conclusion Concurrentchemoradiotherapyforpatientswithpelvictumorcanacti-

vatetheanti-tumorimmunefunctionofthebody,promoteinflammatoryresponse,andleadtothereductionsinintestinalpatho-

genicbacteriaandprobiotics,therebycausinggutmicrobiotadisturbance.ThepercentagesofCD3+andCD4+cells,thelevelsof

IL-6andTNF-α,andthenumberofBifidobacterium,Lactobacillusacidophilus,andFusobacteriumnucleatumarecloselyasso-

ciatedwithtreatmentoutcome.
[KEYWORDS] Pelvicneoplasms;Uterinecervicalneoplasms;Rectalneoplasms;Chemoradiotherapy;Cytokines;Lympho-

cytesubsets;Gastrointestinalmicrobiome;Treatmentoutcome

  宫颈癌和直肠癌是常见的盆腔肿瘤,同步放化 疗是很多局部晚期盆腔肿瘤患者的首选治疗方案,
也是盆腔肿瘤多学科综合治疗的重要部分[1-2]。近

年来,关于宫颈癌、直肠癌患者放化疗对机体影响的

研究,多以全身免疫炎症指数及外周血中性粒细胞
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与淋巴细胞比值作为检测指标[3],没有进一步分析

这些指标具体的影响机制,而且对肠道微生态与疗

效相关性的研究报道也比较少。本研究选择宫颈鳞

癌及直肠腺癌患者作为研究对象,分析患者同步放

化疗前后外周血中淋巴细胞、细胞因子和粪便中肠

道菌群的变化,并进一步分析有显著变化的指标与

疗效的关系,为探讨盆腔肿瘤同步放化疗对机体免

疫功能、炎症状态和肠道微生态的影响及其机制提

供参考依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选择2021年7月—2022年12月青岛市中心

医院收治的病理确诊为宫颈鳞癌或直肠腺癌的患者

60例,其中宫颈鳞癌30例,直肠腺癌30例。纳入

标准:①年龄18~75岁者;②体力活动状态(PS)评
分0~2分者;③宫颈鳞癌患者均符合美国国家癌症

网(NCCN)诊疗指南根治性同步放化疗指征,直肠

腺癌患者均符合中国临床肿瘤学会(CSCO)诊疗指

南新辅助同步放化疗指征[4]。排除标准:①治疗前

2个月内接受过系统性抗菌药物或者益生菌治疗

者,2周内接受过任何质子泵抑制剂治疗者;②治疗

前6个月内接受过腹盆腔放疗及系统性化疗者;③
合并炎症性肠病或者肠易激惹综合征等肠炎疾病

者;④合并有自身免疫性疾病者;⑤合并严重的心血

管、肝脏、肾脏等疾病,即存在放化疗禁忌证者;⑥同

步放化疗过程中出现不良反应需行粒细胞集落刺激

因子或激素治疗者。

1.2 同步放化疗方案

宫颈鳞癌患者采用容积弧形调强技术盆腔照射

50.4Gy/28F,5次/周,腔内照射治疗 A点剂量为

6Gy/F,1次/周,共4~5次,同步顺铂25mg/m2,
静脉滴注,1次/周。直肠腺癌患者采用容积弧形调

强放疗技术盆腔照射50Gy/25F,5次/周,同步卡

培他滨825mg/m2,每天2次,口服,5次/周。

1.3 样本采集

分别于盆腔放疗开始前3d内和结束后3d内,
采集患者清晨空腹状态外周静脉血4mL,用乙二胺

四乙酸抗凝处理,6h内进行外周血指标检测;同期

收集患者清晨粪便标本1管(1.0~2.0g),2h内置

于-80℃冰箱保存待测。

1.4 观察指标的检测

1.4.1 外周血淋巴细胞亚群检测 使用Cytomics
FC500流式细胞仪(美国BECKMANCOULTER

公司)和淋巴细胞亚群检测试剂盒(美国BDBiosci-
ences公司),以荧光激活细胞分选法检测外周血中

B细胞(CD3-CD19+)、CD3+CD4+、CD3+CD8+、

CD3+、自然杀伤细胞(CD3-CD16+CD56+),并计

算细胞百分比。

1.4.2 外周血细胞因子检测 使用BriCyteE6流

式细胞分析仪(深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公

司)和细胞因子检测试剂盒(青岛瑞斯凯尔生物科技

有限公司),通过荧光激活细胞分选法检测患者外周

血中白细胞介素1β(IL-1β)、IL-2、IL-4、IL-6、IL-8、

IL-10、IL-12p70、γ干扰素(IFN-γ)以及肿瘤坏死因

子α(TNF-α)水平。

1.4.3 粪便肠道菌群检测 使用E.Z.N.A. Mag-
BindStoolDNAKit(200)DNA提取盒(美国Ome-
gaBio-Tek公司),根据试剂盒上的指示进行操作。
提取DNA之后使用SMA4000超微量紫外可见核

酸蛋白分析仪(北京美林恒通仪器有限公司)测量

DNA的浓度,DNA吸光度(A)值满足A260/A280≈
1.7~1.9。设计具核梭杆菌、嗜酸乳杆菌、双歧杆

菌、链球菌引物序列[5-7],引物名称及其序列见表1,
由Invitrogen公司合成。使用各目标菌的质粒(北
京擎科生物科技股份有限公司)作为标准品,将各目

标菌的标准品分别进行6次10倍稀释,获得10-1~
10-6共6个浓度梯度的标准品。以不同浓度的标准

品作为模板进行实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检
测,以模板数的对数值为横坐标,Ct值为纵坐标绘

制标准曲线。使用 TransStart TopGreenqPCR
SuperMix(北京全式金生物技术股份有限公司)配
制反应体系:2×TransStart TopGreenqPCRSu-
perMix10μL,上游引物0.4μL,下游引物0.4μL,

DNA模板2μL,去离子水7.2μL。RT-qPCR反应

程序:94℃预热30s;94℃变性5s,60℃延伸30s,
共循环45次,每次延伸阶段采集荧光信号,反应结

束后进行溶解曲线分析。记录CT值及溶解曲线,
将CT值代入标准曲线公式,得出每克粪便样品中

待测细菌基因拷贝数的对数值。

1.5 疗效评价

首次同步放化疗前14d内及同步放化疗结束

后(30±3)d内行盆腔 MRI检查,根据实体瘤疗效

评价标准1.1版本[8]进行客观疗效评价,包括完全

缓解(CR)、部分缓解(PR)、疾病稳定(SD)和疾病进

展(PD)4种疗效等级。将影像学评估达到CR和

PR的患者纳入疗效较好组,达到SD和PD的患者

纳入疗效较差组。
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表1 引物名称及其序列

引物名称 序列
长度
(bp)

具核梭杆菌 F:5'-CTTAGGAATGAGACAGAGATG-3' 21
R:5'-TGATGGTAACATACGAAAGG-3' 20

双歧杆菌 F:5'-GCGTGCTTAACACATGCAAGTC-3' 22
R:5'-CACCCGTTTCCAGGAGCTATT-3' 21

嗜酸乳杆菌 F:5'-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3' 19
R:5'-CACCGCTACACATGGAG-3' 19

链球菌 F:5'-CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT-3' 24
R:5'-ACTCGTTGTACTTCCCATTGT-3' 21

1.6 统计学方法

采用SPSS22.0统计软件进行数据处理,计量

资料经检验均符合或近似正态分布,以x±s表示,
组内比较使用配对样本t检验,采用Pearson相关

系数法进行指标相关性分析,以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 患者同步放化疗前后外周血淋巴细胞亚群变化

患者进行同步放化疗以后外周血CD3+CD8+

和CD3-CD19+细胞百分比较治疗前均显著性降低

(t=2.995、2.779,P<0.05),CD3+、CD3+CD4+ 细

胞百分比以及CD4+/CD8+比值较治疗前均显著升

高(t=-4.321~-2.638,P<0.05)。见表2。

2.2 患者同步放化疗前后外周血细胞因子变化

患者同步放化疗后外周血中IL-1β、IL-2、IL-6、

IFN-γ、TNF-α水平相较于治疗前均显著升高(t=
-3.422~-2.678,P<0.05),IL-10水平较治疗前

显著降低(t=2.571,P<0.05)。见表3。

表2 患者同步放化疗前后外周血淋巴细胞亚群变化(χ/%,n=60,x±s)

时间 CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD3-CD16+CD56+ CD3-CD19+ CD4+/CD8+比值

治疗前 70.64±8.42 40.02± 9.91 26.60±10.94 16.23±8.56 9.71±6.38 1.95±1.38
治疗后 74.95±9.86 46.74±10.36 22.55± 9.82 16.97±8.14 6.57±4.92 2.76±2.44

表3 患者同步放化疗前后外周血细胞因子变化(ρ/ng·L-1,n=60,x±s)

时间 IL-1β IL-2 IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 IL-12p70 IFN-γ TNF-α

治疗前 1.23±1.59 1.39±1.26 1.07±0.60 3.94±3.16 1.92± 3.49 1.99±1.27 1.19±0.97 4.16±4.11 1.07±1.45
治疗后 2.90±3.94 2.05±2.03 1.56±2.08 5.59±5.10 3.55±12.22 1.66±1.14 1.46±1.30 6.38±6.45 2.76±4.96

2.3 患者同步放化疗前后粪便肠道菌群变化

患者同步放化疗后粪便具核梭杆菌、双歧杆菌

和嗜酸乳杆菌数量较治疗前显著减少(t=3.128~
3.954,P<0.05)。见表4。

表4 患者同步放化疗前后粪便中肠道菌群的变化

(Logcopies/g,n=60,x±s)

时间 具核梭杆菌 双歧杆菌 嗜酸乳杆菌 链球菌

治疗前 4.99±1.52 6.38±1.23 5.83±1.19 5.27±1.23
治疗后 4.31±1.70 6.02±1.18 5.23±1.30 4.85±1.03

2.4 患者同步放化疗后外周血淋巴细胞亚群、细胞

因子和粪便肠道菌群与疗效的相关性

本研究结果显示,疗效较好组47例,疗效较差

组13例。将患者治疗前后存在差异变化的外周血

淋巴细胞亚群、细胞因子和粪便肠道菌群指标与疗

效进行相关性分析,结果显示患者外周血CD3+ 细

胞百分比、CD3+CD4+ 细胞百分比和粪便双歧杆

菌、嗜酸乳杆菌数量与疗效呈正相关(rs=0.440~
0.540,P<0.05);外周血IL-6、TNF-α水平和粪便

具核梭杆菌数量与疗效呈负相关(rs=-0.685~
-0.377,P<0.05)。

3 讨  论

宫颈癌和直肠癌作为常见的盆腔肿瘤,其早期

临床症状常较为隐匿,很多患者确诊时已发展为中

晚期[9]。同步放化疗是局部晚期宫颈癌和直肠癌患

者的重要治疗手段,同步放化疗较单纯放疗、化疗有

效率更高。新辅助同步放化疗可降低直肠癌患者术

后复发率,根治性同步放化疗可显著延长不可切除

的宫颈癌患者生存期。近年来研究发现,机体免疫

功能、炎症状态和肠道微生态在肿瘤的发生、发展中

有重要地位,且与肿瘤的疗效密切相关[10-12]。而盆

腔同步放化疗对机体免疫功能、炎症状态和肠道菌

群是否产生影响,以及是否进一步影响疗效,还有待

进一步研究。
淋巴细胞及细胞因子是机体免疫和炎症反应的

重要组成部分,参与肿瘤的发生发展[13],并可能与

疗效相关。淋巴细胞具有免疫识别功能,根据其表

型和生物学功能,分为CD3+CD8+细胞毒性T细胞

(CTLs)、CD3+CD4+辅助性T细胞(Th)、B细胞和

自然杀伤细胞[14]。其中CTLs通过直接或间接杀

伤肿瘤细胞发挥细胞免疫功能;Th可分为Th1和
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Th2,Th1分泌的IL-2和IFN-γ可诱导 T细胞增

殖、激活自然杀伤细胞,主要参与机体细胞免疫,能
促进炎症反应的发生,同时有研究发现肿瘤患者的

IL-2低水平与预后不良相关。Th2分泌的IL-4和

IL-10可促进B细胞分泌抗体,主要参与机体体液

免疫,能同时抑制Th1所介导的免疫反应和由活性

氧代谢产物所介导的炎症反应[15-16];B细胞通过分

泌抗体发挥调节体液免疫功能,自然杀伤细胞通过

分泌促炎因子和趋化因子参与机体的抗肿瘤、抗病

毒过程。而促炎因子IL-1β、IL-6、IL-8、TNF-α可通

过它们各自受体诱导的信号传导参与机体炎症反

应,促进肿瘤的发生、进展以及转移[17-18]。有研究发

现CD4+/CD8+比值能反映机体免疫功能,该比值

下降则提示机体的免疫功能降低。肿瘤患者外周血

中CD3+、CD3+CD4+、CD3-CD19+ 细胞百分比以

及CD4+/CD8+比值均较健康人群低,提示肿瘤患

者机体免疫功能受到了抑制[19]。
本研究结果显示,盆腔同步放化疗后患者外周

血CD3+、CD3+CD4+ 细胞百分比和CD4+/CD8+

比值显著增高,外周血CD3+CD8+ 及CD3-CD19+

细胞百分比显著降低;同时外周血促炎因子IL-1β、

IL-2、IL-6、IFN-γ、TNF-α水平显著增高,外周血抗

炎因子IL-10水平显著降低。提示盆腔同步放化疗

可能激活机体抗肿瘤免疫功能,减轻机体免疫抑制

状态,促进机体炎症反应的发生。结合淋巴细胞亚

群变化和细胞因子变化分析,同步放化疗后Th百

分比以及由Th1分泌的IL-2、IFN-γ水平升高,提
示同步放化疗可能激活机体细胞免疫;而B细胞百

分比以及由Th2分泌的IL-4、IL-10水平均降低,提
示同步放化疗可能抑制B细胞介导的体液免疫。
在同步放化疗时可以通过监测淋巴细胞亚群及细胞

因子变化,更好地了解盆腔肿瘤患者机体免疫功能

及炎症状态的变化。
肠道菌群是微生物在人体等宿主的肠道内共同

进化形成的一个复杂的生态系统[20]。由于肠道处

于缺氧环境,具核梭杆菌、双歧杆菌等厌氧菌及嗜酸

乳杆菌等兼性厌氧菌在肠道中起主导作用。研究发

现具核梭杆菌可以促进炎症反应、刺激癌细胞生长,
可能参与结直肠癌、宫颈癌等多种肿瘤的发生[21-23]。
同时有研究发现双歧杆菌、嗜酸乳杆菌和链球菌等

益生菌能降低盆腔放疗、化疗或同步放化疗所致的

腹泻发生率,并且可能与疗效相关[24]。本研究采用

能针对特定细菌进行准确检测的RT-qPCR技术,
选择具核梭杆菌、双歧杆菌、嗜酸乳杆菌以及链球菌

4种前期研究显示可能与肿瘤发生发展、疗效相关

的肠道细菌作为检测对象,发现盆腔同步放化疗后

患者粪便具核梭杆菌、双歧杆菌和嗜酸乳杆菌数量

显著减少。提示盆腔同步放化疗可能造成致病菌和

益生菌减少,出现肠道菌群紊乱。
将治疗前后有差异的观察指标与疗效进行相关

性分析发现,盆腔肿瘤患者治疗后外周血中CD3+、

CD4+细胞百分比高水平和粪便双歧杆菌、嗜酸乳

杆菌高表达与疗效较好相关,外周血IL-6、TNF-α
的高水平和粪便具核梭杆菌高表达与疗效较差相

关。提示机体免疫功能、炎症状态和肠道菌群与疗

效有一定的相关性。因此,可望通过检测上述指标

的变化预测患者疗效,并有可能通过调节机体免疫

炎症状态调控放化疗疗效,值得临床进一步研究。
综上所述,本研究发现盆腔肿瘤患者同步放化

疗可激活机体抗肿瘤免疫功能,减轻机体免疫抑制

状态,促进机体炎症反应的发生。另外,盆腔同步放

化疗可导致肠道益生菌和致病菌减少,造成肠道菌

群紊乱、改变肠道微生态。同时,盆腔同步放化疗后

外周血中CD3+CD4+细胞百分比和粪便双歧杆菌、
嗜酸乳杆菌数量与疗效呈正相关,而外周血IL-6、

TNF-α水平和粪便具核梭杆菌数量与疗效呈负相

关。但本研究纳入的病例数较少,今后将扩大样本

量进一步研究,并观察上述指标与不良反应的发生

之间的关系,探讨其具体作用机制。
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