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摘  要 

目的：外周免疫景观可能在肝细胞癌(HCC)的识别和控制中起关键作用。本研究旨在探讨外周血CD8+T
细胞数量在预测肝细胞癌根治性肝切除术后预后中的价值。方法：选取2018年8月至2023年7月79例于

我院行根治性肝切除术的初诊HCC患者作为研究对象，分析外周血CD8+T细胞数量对患者预后的预测价

值。流式细胞术检测CD8+T细胞数量。结果：CD8+T细胞数量在早期复发和死亡患者中明显减少(p < 
0.050)。多因素Cox回归分析显示CD8+T细胞数量是术后预后的独立影响因素(p < 0.050)。CD8+T细胞

数量减少组的无复发生存期(RFS)和总生存期(OS)明显短于非减少组。结果经亚组分析证实。结论：外周

血CD8+T细胞数量与HCC患者根治性肝切除术术后预后不良相关，可作为HCC患者术后新的预后指标。 
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Abstract 
Objective: The peripheral immune landscape may play a key role in determining hepatocellular car-
cinoma (HCC) recognition and control. This study aimed to examine the utility of peripheral blood 
CD8+T cells in predicting prognosis in HCC after curative hepatectomy. Methods: 79 newly diag-
nosed HCC patients from August 2018 to July 2023 were selected as research objects, we analyzed 
the prognostic value of peripheral blood CD8+T cells of HCC patients who underwent curative hepa-
tectomy. The number of CD8+T cells was detected by flow cytometry. Results: The number of CD8+T 
cells was significantly decreased in patients who developed recurrence and death (all p < 0.050). 
Cox regression demonstrated that the number of CD8+T cells was an independent indicator for poor 
prognosis after hepatectomy (both p < 0.050). The recurrence-free survival (RFS) and overall sur-
vival (OS) in decrease group were significantly shorter than non-decrease group. The results were 
confirmed by the subgroup analysis. Conclusion: The number of CD8+T cells in peripheral blood is 
associated with dismal outcomes in HCC patients and can serve as a novel prognostic indicator for 
HCC patients after curative hepatectomy. 
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1. 引言 

肝细胞癌(HCC)是一种高度致命的肿瘤，构成了影响全球健康的主要问题[1]。中国HCC发病率较高，

占世界发病率的 50%以上。根治性肝切除术是 HCC 最重要的治疗手段，但由于肝切除术后复发率高，早

期预测复发对患者预后具有重要意义。 
然而，随着肝癌免疫治疗研究的逐步深入，尤其是对免疫检查点抑制剂(ICIs)和抗血管生成药物的研

究，发现 ICIs 诱导的临床获益存在明显的异质性，这表明对 ICIs 活性和临床反应变化的决定因素的认识

仍然是有限的[2]-[4]。此外，肿瘤组织中肿瘤浸润淋巴细胞(TILs)的数量和活性与 PD-1 (程序性死亡受体

1)抗体/CTLA4 (细胞毒性 T 淋巴细胞相关蛋白 4)抗体的疗效相关，TILs 越多，疗效越好[5]。 
细胞毒性 CD8+T 淋巴细胞是 HCC 特异性适应性免疫应答的关键细胞[6]。持续抑制肿瘤微环境可导

致 CD8+T 细胞的低表达，这与肿瘤的免疫逃逸有关[7]。更重要的是，随着外周免疫景观研究的深入，我

们越来越清楚外周免疫景观可能在决定肿瘤识别和控制方面发挥关键作用[8]。研究发现，患者外周血中

对免疫治疗有效的 T 细胞与肿瘤组织中的 CD8+T 细胞一致，可能成为预测患者疗效和预后的生物学指

标[9]。因此，本研究采用流式细胞术检测 HCC 患者初诊时外周血 CD8+T 细胞数量，旨在探讨 CD8+T 细

胞数量对 HCC 患者术后预后的临床意义，为更方便、快捷地筛选免疫治疗患者的潜在获益群体提供新的

途径。 

2. 材料和方法 

2.1. 患者纳入标准及特点 

回顾性分析 2018 年 8 月至 2023 年 7 月在我院诊断为 HCC 并常规行外周血细胞免疫功能测定的 175
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例患者的相关临床资料。相关研究获得安徽医科大学第二附属医院伦理委员会的批准(编号：YX2024-201)，
符合《赫尔辛基宣言》。该研究中使用的资料均得到相关患者或其家属的书面知情同意。 

纳入标准：(1) 同一手术团队行根治性肝切除术；(2) 术前未接受肿瘤相关治疗。 
排除标准：(1) 经组织学诊断后肿瘤非肝细胞癌；(2) 围术期死亡(术后 3 个月内死亡)；(3) 临床病理

资料不完整或随访缺失。 
经术前评估，115 例患者行根治性肝切除术，36 例患者因纳入和排除标准被排除。最终，79 名患者

(66 名男性，13 名女性)被纳入研究，流程可见于图 1。纳入患者的临床病理资料包括：CD8+T 细胞数量、

B 细胞数量、NK 细胞数量性别、年龄、谷丙转氨酶(ALT)、凝血酶原时间(PT)、白蛋白(ALB)、总胆红素

(TBIL)、甲胎蛋白(AFP)、乙肝病毒表面抗原(HBsAg)、肿瘤直径、肿瘤侵犯包膜、肿瘤分化程度、肿瘤

微血管浸润(MVI)。 
 

 
Figure 1. Flow schematic of patients’ inclusion and exclusion 
图 1. 患者纳入与排除流程图 

2.2. 患者随访 

随访检查包括超声、增强 CT 或 MRI 及血液检查(肿瘤标志物等)，前 2 年每 3~6 个月 1 次，此后每

6~12 个月 1 次。随访的主要终点是无复发生存期(RFS)和总生存期(OS)。从手术日期至死亡日期或最后一

次随访日期计算 OS。RFS 定义为从手术日期到肿瘤第一次复发的时间，而复发定义为根据影像学或组织

学检查可疑或确诊的病变。复发后，患者接受适当的治疗方式，并继续进行相同的监测。 

2.3. 实验方法 

分别采集患者的外周静脉血 2 mL，收集至肝素钠抗凝管内。采用直接荧光法标记细胞膜表面各个抗
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原(包括 CD3、CD4、CD8、B 以及 NK)，检测不同 T 淋巴细胞亚群比：识别总 T 淋巴细胞(CD3+T 细胞)、
辅助性 T 淋巴细胞(CD3+CD4+T 细胞)、细胞毒性 T 淋巴细胞(CD3+CD8+T 细胞)；以及 B 淋巴细胞和 NK
细胞。具体方法如下：取 2 个试管分别加入抗凝全血 100 μl，其中一管加入检测抗体各 10 μl，另一管加

入相应的同型对照抗体各 10 μl，混匀后室温下避光反应 15 min；加溶血剂 1000 μl 混匀，室温下放置 10 
min；立即上流式细胞仪检测。CD8+T 细胞数量反映 CD8+T 细胞水平，参考范围 220~1129 (/μl)。所有试

剂和仪器均购自美国贝克曼公司。 

2.4. 统计分析 

计数资料用(n)表示，对于符合正态分布的计量资料采用均数 ± 标准差来进行统计描述，采用独立样

本 t 检验对其进行统计推断。如果不符合正态分布的计量资料，采用中位数(四分位间距)进行统计描述，

采用非参数检验来进行组间差异的统计推断。分类变量以数字(%)表示，两组差异采用 χ2 检验或 fisher
精确概率检验分析。通过 Kaplan-Meier 生存曲线、log-rank 检验和 Cox 回归分析来评估 CD8+T 细胞预

测预后的价值。所有统计分析均使用 R 4.4.1 和 GraphPad Prism 9.0 进行。以 p < 0.05 表示差异有统计学

意义。 

3. 结果 

3.1. 临床病理特征 

本研究共纳入了 79 例接受根治性肝切除术的 HCC 患者。这些患者的中位年龄为 57 岁，以男性为主

(n = 66, 83.5%)。初诊时，CD8+T 细胞数量中位数为 363 个/μl (范围：113~1394 个)。约五分之四的患者

合并 HBsAg 阳性，近 30%患者 AFP > 400 ng/ml。相关肝功能指标的中位数和平均值多数在正常范围内。

肿瘤直径大于 5 cm 者占半数以上，多数为中分化至高分化，合并有微血管浸润者不足半数。表 1 提供了

这些特征的详细总结。 
 

Table 1. Clinicopathological characteristics of HCC patients 
表 1. HCC 患者的临床病理特征 

 总计(N = 79) 

CD8+T 细胞数量分组  

减少组 19 (24.1%) 

非减少组 60 (75.9%) 

性别  

女性 13 (16.5%) 

男性 66 (83.5%) 

年龄(Years) 57.0 [22.0, 81.0] 

乙肝病毒表面抗原  

否 13 (16.5%) 

是 66 (83.5%) 
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续表 

甲胎蛋白  

<400 ng/ml 53 (67.1%) 

>400 ng/ml 26 (32.9%) 

谷丙转氨酶(U/l) 33.0 [11.0, 553] 

总胆红素(μmol/L) 15.3 [6.50, 141] 

白蛋白(cm) 38.6 [28.4, 50.3] 

血浆凝血酶原时间(s) 11.9 [1.10, 24.9] 

肿瘤直径  

<5 cm 38 (48.1%) 

>5 cm 41 (51.9%) 

肿瘤侵犯包膜  

否 68 (86.1%) 

是 11 (13.9%) 

肿瘤微血管浸润  

否 0 (0%) 

是 0 (0%) 

Missing 79 (100%) 

肿瘤分化程度  

中高分化 47 (59.5%) 

低分化 32 (40.5%) 

3.2. 外周血 CD8+T 细胞数量在评估预后中的价值 

本研究中，我们观察到在预后不同的患者之间 CD8+T 细胞数量是存在差异的：在复发和死亡的患者

中，CD8+T 细胞明显减少(p < 0.05，图 2)。而 B 细胞和 NK 细胞的数量在预后不同的患者之间无显著差

异，见图 2。 
我们将复发模式定义为早期复发(根治性肝切除术后 24 个月内复发)。采用 Cox 回归分析探讨肝细胞

癌根治性肝切除后 RFS 和 OS 的独立影响因素。经过单因素和多因素分析，结果显示，外周血 CD8+T 细

胞数量是 RFS (HR: 0.19, 95%CI: 0.08~0.44, p < 0.001)和 OS (HR: 0.37, 95%CI: 0.16~0.85, p = 0.020)的独立

影响因素，见表 2，表 3。合并有 MVI 是 RFS 的独立危险因素(HR: 3.61, 95%CI: 1.36~9.62, p = 0.01)，见

表 2。并且 CD8+T 细胞减少组的 RFS 和 OS 持续时间均明显短于 CD8+T 细胞未减少组(log-rank 检验，

p < 0.05) (图 3(a)，图 3(b))。接下来，我们进一步将影响因素分层发现，无论是否合并有 MVI，外周血

CD8+T 细胞数量减少的患者 RFS 均明显缩短(图 3(c)，图 3(d))。总的来说，我们的数据有效地证实了外

周血中 CD8+T 细胞数量对 HCC 患者术后预后的预测价值。 
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Figure 2. The number of CD8+T cells (a), B cells (b) and NK cells (c) in peripheral 
blood were compared according to the prognosis of HCC patients after hepatectomy 
图 2. 根据 HCC 患者肝切除术后的预后情况比较术前外周血 CD8+T 细胞(a)、B
细胞(b)、NK 细胞(c)数量水平 

 
Table 2. Univariate and multivariate Cox regression analyses of risk factors for early recurrence in 79 HCC patients after 
curative hepatectomy 
表 2. 79 例肝癌根治性肝切除术后早期复发危险因素的单因素和多因素 Cox 回归分析 

因素 总计 HR (单因素) HR (多因素) 

CD8.T 细胞数量分组 减少组 19 (24.1%)   

 非减少组 60 (75.9%) 0.20 (0.10~0.40, p < 0.001) 0.19 (0.08~0.44, p < 0.001) 

性别 女性 13 (16.5%)   

 男性 66 (83.5%) 1.41 (0.49~4.02, p = 0.521)  

年龄 Mean ± SD 57.6 ± 10.9 1.00 (0.97~1.03, p = 0.758)  

乙肝病毒表面抗原 否 13 (16.5%)   

 是 66 (83.5%) 3.74 (0.89~15.68, p = 0.071)  
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续表 

甲胎蛋白 <400 ng/ml 53 (67.1%)   

 >400 ng/ml 26 (32.9%) 2.10 (1.04~4.24, p = 0.039) 1.74 (0.81~3.76, p = 0.159) 

谷丙转氨酶 Mean ± SD 57.3 ± 77.6 1.00 (1.00~1.00, p = 0.630)  

总胆红素 Mean ± SD 18.6 ± 16.1 1.01 (1.00~1.03, p = 0.052)  

白蛋白 Mean ± SD 38.9 ± 4.5 0.91 (0.84~0.98, p = 0.015) 1.02 (0.92~1.13, p = 0.720) 

血浆凝血酶原时间 Mean ± SD 12.3 ± 2.3 1.04 (0.92~1.18, p = 0.553)  

肿瘤直径 <5 cm 38 (48.1%)   

 >5 cm 41 (51.9%) 2.30 (1.11~4.78, p = 0.026) 1.55 (0.68~3.57, p = 0.300) 

肿瘤侵犯包膜 否 68 (86.1%)   

 是 11 (13.9%) 1.84 (0.76~4.47, p = 0.179)  

肿瘤微血管浸润 否 45 (57.0%)   

 是 34 (43.0%) 2.73 (1.33~5.60, p = 0.006) 2.46 (1.18~5.14, p = 0.017) 

肿瘤分化程度 中高分化 47 (59.5%)   

 低分化 32 (40.5%) 1.89 (0.94~3.80, p = 0.072)  

n = 79, events = 32, Likelihood ratio test = 29.2 on 5 df(p < 0.001). 
 

Table 3. Univariate and multivariate Cox regression analyses of risk factors for overall survival in 79 HCC patients after 
curative hepatectomy 
表 3. 79 例肝癌根治性肝切除术后总生存期危险因素的单因素和多因素 Cox 回归分析 

因素 总计 HR (单因素) HR (多因素) 

CD8.T 细胞数量分组 减少组 19 (24.1%)   

 非减少组 60 (75.9%) 0.25 (0.12~0.53, p < 0.001) 0.37 (0.16~0.85, p = 0.020) 

性别 女性 13 (16.5%)   

 男性 66 (83.5%) 2.89 (0.68~12.23, p = 0.149)  

年龄 Mean ± SD 57.6 ± 10.9 0.99 (0.96~1.02, p = 0.615)  

乙肝病毒表面抗原 否 13 (16.5%)   

 是 66 (83.5%) 3.55 (0.84~15.04, p = 0.086)  

甲胎蛋白 <400 ng/ml 53 (67.1%)   

 >400 ng/ml 26 (32.9%) 2.06 (0.97~4.40, p = 0.061)  

谷丙转氨酶 Mean ± SD 57.3 ± 77.6 1.00 (1.00~1.01, p = 0.082)  

总胆红素 Mean ± SD 18.6 ± 16.1 1.01 (1.00~1.03, p = 0.114)  

白蛋白 Mean ± SD 38.9 ± 4.5 0.86 (0.78~0.94, p = 0.001) 0.92 (0.82~1.03, p = 0.147) 

血浆凝血酶原时间 Mean ± SD 12.3 ± 2.3 1.04 (0.92~1.18, p = 0.523)  
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续表 

肿瘤直径 <5 cm 38 (48.1%)   

 >5 cm 41 (51.9%) 3.35 (1.41~7.93, p = 0.006) 2.34 (0.93~5.88, p = 0.070) 

肿瘤侵犯包膜 否 68 (86.1%)   

 是 11 (13.9%) 1.91 (0.71~5.10, p = 0.197)  

肿瘤微血管浸润 否 45 (57.0%)   

 是 34 (43.0%) 3.00 (1.37~6.60, p = 0.006) 2.18 (0.97~4.90, p = 0.061) 

肿瘤分化程度 中高分化 47 (59.5%)   

 低分化 32 (40.5%) 1.80 (0.85~3.85, p = 0.127)  

n = 79, events = 27, Likelihood ratio test = 25.75 on 4 df(p < 0.001). 
 

 
Figure 3. Kaplan-Meier analysis of (a) overall survival (OS) and (b) recurrence free survival (RFS) for HCC patients stratified 
by CD8+T Cells numbers. And CD8+T Cells retained its prognostic value in subgroups: (c) Kaplan-Meier analysis of HCC 
patients without MVI according to CD8+T Cells numbers. (d) Kaplan-Meier analysis of HCC patients with MVI according to 
CD8+T Cells numbers 
图 3. 根据 CD8+T 细胞数量分组的 HCC 患者的 Kaplan-Meier 分析(a)总生存期(OS)和(b)无复发生存期(RFS)。CD8+T
细胞在亚组分析中保留了其预后价值：(c) 根据 CD8+T 细胞数量对无 MVI 的 HCC 患者的无复发生存时间进行

Kaplan-Meier 分析。(d) 根据 CD8+T 细胞数量对有 MVI 的 HCC 患者的无复发生存时间进行 Kaplan-Meier 分析 
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4. 讨论 

HCC 的预后受多种因素影响，根治性肝切除术后复发是一个特别具有挑战性的问题，据报道复发率

高达 50%~70% [10]。因此，越来越多的生物标志物被发现并运用于预测 HCC 的临床预后[11] [12]。有研

究表明外周血 CD8+T 细胞水平升高与 HCC 的低复发率密切相关，也有研究表明外周血 CD8+T 细胞水

平对评价晚期肺癌患者 ICB (免疫检查点阻断)的疗效具有重要价值[13] [14]。在本团队既往的研究中我们

发现肝细胞癌患者外周血 CD8+T 细胞表达与多种因素相关，并且 HCC 患者人群中仅有一部分患者外周

血 CD8+T 细胞低表达，因此我们考虑其是否与 HCC 患者的预后相关[15]。在本研究中，我们论证了外

周血 CD8+T 细胞在 HCC 预后中的临床意义。我们的研究结果表明，在预后不良的 HCC 患者中，外周血

CD8+T 细胞数量明显降低。此外，CD8+T 细胞数量被发现是 HCC 患者根治性切除后早期复发和生存状

态的独立影响因素。更重要的是，CD8+T 细胞水平在亚组分析中保持其预后价值，突出了其在预测 HCC
预后方面的临床相关性。 

一般来说，HCC 的复发与肿瘤细胞逃避免疫监视有关[16]。具有高侵袭力的肿瘤细胞即使在肿瘤早

期也能进入血流并扩散到非肿瘤肝组织。这些细胞随后进入静止状态，在根治性切除后很容易触发形成

复发性病变，CD8+T 细胞在这一过程中起着至关重要的作用[9] [17] [18]。 
CD8+T 细胞在 HCC 免疫应答中也起着重要作用[19] [20]，CD8+T 细胞的减少与 HCC 患者预后不良

相关，目前研究多集中在 TIL (肿瘤浸润性淋巴细胞) [21] [22]。然而，近年来人们越来越关注外周免疫景

观，检测外周血 CD8+T 细胞水平可能是一种有希望区分复发或死亡等高危患者的方法。CD8+T 细胞数

量的测定以患者外周血为基础，具有操作简单、有效、重复性高的优点。我们的研究结果表明，外周血

CD8+T 细胞数量是预测肝切除术后预后的一个新的、可靠的参数。对于外周血 CD8+T 细胞数量减少的

患者应给予更多的关注，并应使用更精确的影像学等检查来更早的发现早期复发。 

5. 结论 

综上所述，我们的研究结果有效地证实了外周血 CD8+T 细胞数量对 HCC 根治性肝切除术术后预后

的预测价值，可作为预测预后的新指标。 
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