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转化生长因子⁃β联合 CD3+、CD4+、CD8+T细胞
检测胶质母细胞瘤免疫微环境初探

刘敏婷 戴利军 张振斌 邵媛 赖名耀 张笑坛

【摘要】 目的 分析胶质母细胞瘤免疫微环境中相关免疫细胞及免疫抑制因子的表达。方法 纳

入 2020年 11月至 2021年 4月在暨南大学附属第一医院和广东三九脑科医院行手术切除并保存完整的

30例胶质瘤标本，均为胶质母细胞瘤，IDH野生型，免疫组化染色检测胶质母细胞瘤免疫微环境中 T淋

巴细胞（CD3+、CD4+、CD8+T细胞）、抑制性免疫细胞［FoxP3+调节性 T细胞（Treg）］、免疫抑制因子［转化生

长因子 ⁃β（TGF⁃β）］和免疫抑制信号［细胞程序性死亡蛋白配体（PDL1）］分布和表达。结果 CD4+T细

胞在胶质母细胞瘤中占比极低；15例（50%）CD3+T细胞占比 > 3%，CD8+T细胞分布与 CD3+T细胞相似；仅

2例（6.67%）检测到极少 FoxP3+Treg细胞。24例（80%）胶质母细胞瘤胞质强阳性表达 TGF⁃β，且其表达

与 CD3+T细胞分布存在相关性，TGF⁃β高表达区域未见 CD3+T细胞，TGF⁃β低表达区域 CD3+T细胞分布

较广；无一例检测到 PDL1表达。结论 TGF⁃β蛋白在胶质母细胞瘤中呈高表达，未来针对 TGF⁃β为靶

点设计的药物或免疫疗法可能有助于胶质母细胞瘤的临床治疗。
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【Abstract】 Objective To analyze the expression of immune cells and immunosuppressive factors in
the immune microenvironment of glioblastoma. Methods A total of 30 glioma specimens, all of which
were glioblastoma (IDH ⁃wildtype), were surgically removed and completely preserved in the First Affiliated
Hospital of Ji'nan University and Guangdong Sanjiu Brain Hospital from November 2020 to April 2021. T
lymphocytes (CD3+ T cells, CD4+ T cells, CD8+ T cells), suppressive immune cells [FoxP3+ regulatory T cell
(Treg)], immunosuppressive factors [transforming growth factor ⁃ β (TGF ⁃ β)], immunosuppressive factors
[programmed cell death protein ligand 1 (PDL1)] in the immune microenvironment of glioblastoma were
detected by immunohistochemistry. Results The proportion of CD4+ T cells in glioblastoma was very low.
CD3+ T cells accounted for more than 3% in 15 cases (50%), and CD8+ T cells were similar to CD3+ T
cells. Few FoxP3+ Treg cells were detected in only 2 cases (6.67%). The cytoplasm of 24 cases (80%) of
glioblastoma showed strong positive expression of TGF ⁃ β, and its expression was correlated with the
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distribution of CD3+ T cells. No CD3+ T cells were found in the areas with high expression of TGF⁃β, and
CD3+ T cells were widely distributed in the areas with low expression of TGF⁃β. PDL1 expression was non⁃
detected. Conclusions TGF ⁃ β protein was highly expressed in glioblastoma, and future drugs or
immunotherapies designed to target TGF⁃β may contribute to the clinical treatment of glioblastoma.

【Key words】 Glioblastoma; Tumor microenvironment; Transforming growth factor beta; T ⁃
lymphocytes; Immunohistochemistry
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胶质母细胞瘤（GBM）是最常见且病死率最高

的原发性恶性脑肿瘤，预后差，病因及发病机制复

杂［1］。治疗以手术切除为主、辅以术后放化疗，但复

发率较高［2］。肿瘤微环境（TME）是肿瘤发展所需的

特定环境，主要由肿瘤细胞、免疫细胞、细胞因子、

细胞外基质（ECM）、肿瘤相关纤维母细胞等构成［3］，

与免疫系统密切联系，如免疫细胞类型、丰度及免

疫负性调节因子是肿瘤免疫治疗的关键因素。通

过切断肿瘤微环境与肿瘤细胞之间的联系可以阻

止肿瘤发展与转移［4］。本研究拟重点描述以免疫细

胞为主的免疫微环境，通过描述 T淋巴细胞（CD3+、
CD4+和 CD8+T细胞）、抑制性免疫细胞［FoxP3+调节

性 T细胞（Treg）］、免疫抑制因子［转化生长因子 ⁃β
（TGF⁃β）］和免疫抑制信号细胞程序性死亡蛋白配

体（PDL1）在胶质母细胞瘤中的分布，初步探究胶质

母细胞瘤的抑制性免疫微环境，为深入探索和夯实

免疫治疗潜在理论基础，以及靶向药物和免疫新疗

法的研发提供可能依据。

材料与方法

一、实验材料

1.标本来源 随机选取 2020年 11月至 2021年
4月在暨南大学附属第一医院和广东三九脑科医院

神经外科手术切除且保存完整的胶质瘤组织标本

共 30例，均为胶质母细胞瘤，IDH野生型。胶质母

细胞瘤的诊断参照《2021年世界卫生组织（WHO）中

枢神经系统肿瘤分类（第五版）》分级标准［5］，并经影

像学检查和术后病理学检查证实；术前均未接受放

化疗及免疫治疗等；排除其他恶性肿瘤、复发胶质

母细胞瘤。所有患者均知晓其肿瘤组织在满足病

理诊断的前提下，样本可能用于科学研究或保存于

医院生物样本库，并签署知情同意书。30例胶质母

细胞瘤组织标本分别来自 30例患者，男性 21例，女

性 9例，男女比例为 2.33∶1；发病年龄 22 ~ 80岁，平

均为 54.50岁，40 ~ 70岁者 24例（80%）、22 ~ 39岁者

4例（13.33%）、71 ~ 80岁者 2例（6.67%）；肿瘤主要

位 于 额 叶（40%，12/30），其 次 依 次 位 于 颞 叶

（26.67%，8/30）、顶叶（20%，6/30）、枕叶和丘脑（各

6.67%，2/30）。

2.主要试剂与仪器 （1）主要试剂：CD3抗体

（规格 3 ml，即用型）购自河南赛诺特生物技术有限

公司，CD4抗体（规格 3 ml，即用型）和 CD8抗体（规

格 3 ml，即用型）购自北京中杉金桥生物技术有限公

司，PDL1抗体（规格 150 μg/ml，滴度 1∶50）购自丹

麦 Dako公司，TGF ⁃β抗体（规格 1 mg/ml，滴度 1∶
1000）购自美国 Bio ⁃Rad公司，FoxP3抗体（规格为

10 μg/ml，滴度 1∶100）购自英国 Abcam公司，免疫

组化抗原修复缓冲液（规格 100 ml，EDTA型，pH值

为 8.0）和免疫显色试剂 ⁃B系列［规格 600人份/盒
（袋）］均购自广州安必平医药科技股份有限公司，

体积分数为 3%过氧化氢溶液（规格 100 ml）购自广

东恒健制药有限公司，快速免疫染色封闭液（规格

100 ml）购自碧云天生物技术公司。（2）主要仪器：全

自动组织脱水机（型号 MEDITE TPC⁃15 Duo）、组织

包埋机（型号 MEDITE TES⁃99）购自德国 Medite公
司，冷冻台（型号WEXIS CP380）购自广州维格斯生

物科技有限公司，自动轮转切片机（型号 Thermo
HM355S）购自美国 Thermo Scientific公司，恒温摊烤

片机（型号 TZR TKP⁃1）购自武汉天之瑞医疗科技有

限公司，光学生物显微镜（型号 Axio Scope A1）购自

蔡司科技（苏州）有限公司。

二、实验方法

1. HE染色 取胶质母细胞瘤标本石蜡块进行

连续切片，厚度 4 μm，置于 70 ℃烤箱烘烤 20 min。
经二甲苯脱蜡 5 min（× 3次），无水乙醇洗涤 1 min（×
3次），体积分数 75%乙醇洗涤 1 min（× 2次），蒸馏水
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洗涤 1 min（× 2次），苏木素染色 5 min，体积分数为

1%盐酸乙醇分化 15 s，流水冲洗 5 min，饱和碳酸铝

溶液返蓝 1 min，蒸馏水冲洗 5 min，伊红染色 5 min，
蒸馏水冲洗 5 min，体积分数为 95%乙醇洗涤 1 min
（× 3次），无水乙醇洗涤 1 min（× 3次），以二甲苯透

明 5 min（× 3次），中性树胶封片。于光学显微镜下

观察胶质母细胞瘤组织学形态。

2.免疫组化染色 取胶质母细胞瘤标本石蜡块

行连续切片，厚度 4 μm，置于 70 ℃烤箱烘烤 20 min。
二甲苯脱蜡 15 min（× 2次），依次置于无水乙醇，体

积分数 95%、85%、75%乙醇，蒸馏水洗涤各 5 min，
免疫组化抗原修复缓冲液（EDTA型，pH值 8.0）高温

高压修复抗原 3 min，自然冷却至室温，磷酸盐缓冲

液（PBS）洗涤 3 min（× 3次），体积分数为 3%过氧化

氢溶液微波低火 4 min以阻断内源性过氧化物酶活

性，快速免疫染色封闭液室温封闭 30 min。分别以

CD3抗体、CD4抗体、CD8抗体、PDL1抗体、TGF⁃β
抗体、FoxP3抗体 37 ℃孵育 2 h，磷酸盐缓冲液洗涤

3 min（× 3次），免疫显色试剂 ⁃B系列中鼠抗人/兔抗

人Ⅱ抗 37 ℃孵育 20 min，磷酸盐缓冲液洗涤 3 min
（× 3次），3，3⁃二氨基联苯胺四盐酸盐染色，蒸馏水

终止反应，苏木素复染及返蓝，中性树胶封片。于

光学显微镜下观察免疫组化染色结果。

3.免疫组化结果判定 （1）CD3+T细胞、CD4+T
细胞、CD8+T细胞、FoxP+Treg细胞比例评估：采用综

合评分方法［6］评估阳性细胞比例，综合评分 =染色

评分 ×染色细胞占比评分。染色评分分为 0 ~ 3分，

0分，胞核和（或）胞质内无黄色或棕色染色；1分，胞

核和（或）胞质内有淡黄色染色；2分，胞核和（或）胞

质内有棕色染色；3分，胞核和（或）胞质内有棕褐色

染色。染色细胞占比评分根据人工计数的染色细

胞数目占所有肿瘤细胞的比例分为 1 ~ 4分，1分，染

色细胞占比 ≤ 25%；2 分，染色细胞占比 > 25% ~
50%；3分，染色细胞占比 > 50% ~ 75%；4分，染色细

胞占比 > 75%。综合评分 < 3分为免疫组化染色阴

性，≥ 3分为免疫组化染色阳性。本研究仅对综合评

分 ≥ 3分的肿瘤标本进行阳性细胞比例评估并观察

其分布。（2）TGF⁃β和 PDL1蛋白免疫组化染色结果

判定：免疫组化检测 TGF⁃β阳性定位于胶质母细胞

瘤胞质内，PDL1阳性定位于胶质母细胞瘤胞膜上，

胶质母细胞瘤胞质呈棕黄色为 TGF⁃β和 PDL1呈强

阳性，黄色为阳性，淡黄色为弱阳性，无黄色和棕色

为阴性［6］。

结 果

HE染色显示，丰富的神经胶质背景中肿瘤细

胞密度增加，异形性明显（图 1）。本组 30例胶质母

细 胞 瘤 标 本 ，CD4+T 细 胞 比 例 极 少 ，其 中 14 例

（46.67%）未检测到 CD4+T细胞，13例（43.33%）占

比 < 3%，3例（10%）占比约为 5%（图 2）；15例（50%）
CD3+T细胞占比 < 3%，11例（36.67%）占比为 3% ~
10%，4例（13.33%）占比 > 10%（图 3）。连续切片观

察显示，胶质母细胞瘤 CD3+T细胞主要为 CD8+T细

胞，因此 CD8+T细胞分布与 CD3+T细胞类似，分别有

16例（53.33%）CD8+T细胞占比 < 3%、10例（33.33%）
占比 3% ~ 10%、4例（13.33%）占比 > 10%（图 4）。仅

2例（6.67%）检测到极少 FoxP3+Treg细胞（3 ~ 4 个，

图 5）。

本组有 24例（80%）胶质母细胞瘤标本 TGF⁃β
蛋白呈阳性，6例（20%）呈阴性，提示大多数胶质母

细胞瘤细胞内有免疫抑制因子 TGF⁃β蛋白的表达；

进一步观察发现，TGF⁃β表达与 CD3+T细胞分布之

间存在相关性，TGF⁃β强阳性区域均无 CD3+T细胞

分布，TGF⁃β弱阳性区域可见 CD3+T细胞占比 > 3%
（图 6）。无一例检测到 PDL1的表达。

讨 论

近年来，肿瘤免疫疗法为肿瘤治疗带来新变

革，但不同类型恶性肿瘤的临床疗效差异较大，实

体肿瘤抑制性免疫微环境影响效应 T淋巴细胞的浸

润和功能，是导致疗效欠佳的重要因素。因此，研

究胶质母细胞瘤肿瘤微环境有助于阐明疾病的免

疫分子机制和潜在的耐药机制，为探索有效的胶质

母细胞瘤免疫疗法提供指导，对临床患者获益具有

重大意义。

T淋巴细胞的表型（如 CD4+、CD8+）和丰度在不

同类型的肿瘤微环境中存在差异，这极大地影响对

免疫疗法的药物反应［7］。实体肿瘤存在抑制性肿瘤

微环境，这种抑制性来源于多种因素的负性调控，

肿瘤间质内 T淋巴细胞的抗肿瘤功能即受肿瘤微环

境中多种因素调节，其中的负性调控因素主要包括

抑制性免疫细胞如 FoxP3+Treg细胞、免疫抑制因子

如 TGF⁃β蛋白、免疫抑制信号（即免疫检查点）如

PD1/PDL1等。CD8+T细胞承担杀伤肿瘤细胞的主

要功能，但本研究发现，CD8+T细胞在胶质母细胞瘤

中的分布比例并不高，53.33%标本（16/30）CD8+T细
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图 1 胶质母细胞瘤组织学形态所见 HE染色 × 200 1a 丰富的神经胶质背景中肿瘤细胞密度显著增加，核分裂象易见
1b 部分肿瘤细胞间质内可见较多小淋巴细胞

Figure 1 Glioblastoma histomorphology findings HE staining × 200 Tumor cell density was severely increased in the rich glial
background, with active mitotic (Panel 1a). There were more small lymphocytes in the interstitium of the tumor cells (Panel 1b).

图 2 CD4+T细胞在胶质母细胞瘤中的分布 免疫组化染色（SP二步法） × 200 2a 胶质母细胞瘤细胞中可见极个别 CD4+T细
胞 2b CD4+T细胞在胶质母细胞瘤中占比约为 5%
Figure 2 Distribution of CD4+ T cells in glioblastoma Immunohistochemistry staining (SP) × 200 The proportion of CD4+ T cells
in glioblastoma showed very few cells were positive (Panel 2a), and about 5% (Panel 2b).

胞占比 < 3%，另仅 13.33%（4/30）CD8+T细胞占比 >
10%，提示肿瘤抑制性微环境阻碍 CD8+T细胞浸润；

而仅靠自身免疫系统根本无法在术后清除残留的

肿瘤细胞；因血脑屏障的存在，药物也无法完全到

达组织病变处，且因特殊的肿瘤微环境及肿瘤细胞

耐药性等诸多因素，导致胶质母细胞瘤药物治疗效

果欠佳，患者预后较差，5年生存率不足 10%［8⁃10］。

有研究显示，低剂量放疗可以对缺乏免疫细胞浸润

的肿瘤微环境进行重新编程，促进多种免疫细胞的

浸润，并与免疫治疗一并促进免疫反应的激活，协

同杀伤肿瘤细胞［11］。提示对于胶质母细胞瘤这类

“冷肿瘤”，有望采用放疗与免疫疗法联合的治疗手

段以提高疗效。

TGF⁃β蛋白是一组能够调节细胞生长和分化功

能的多肽，具有诱导细胞凋亡、抑制细胞增殖的作

用。在肿瘤发展早期，正常细胞通过旁分泌途径产

生 TGF⁃β蛋白，TGF⁃β蛋白主要通过抑制上皮细胞、

内皮细胞和造血细胞的增殖，发挥抑制肿瘤细胞生

长的积极作用；随着肿瘤进一步发展，肿瘤细胞可

自分泌 TGF⁃β蛋白，这时在缺氧状态下，TGF⁃β蛋白

能够与肿瘤组织中的免疫细胞相互作用，导致免疫

抑制性细胞增多，同时减少抗肿瘤免疫细胞的浸

润，促进肿瘤组织中血管形成；肿瘤细胞亦会耐受

TGF⁃β蛋白的抑制作用，形成一个有利于肿瘤细胞
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图 4 CD8+T细胞在胶质母细胞瘤中的分布 免疫组化染色（SP二步法） × 200 4a CD8+T细胞在胶质母细胞瘤中占比 < 3%
4b CD8+T细胞在胶质母细胞瘤中占比 > 10%
Figure 4 Distribution of CD8+ T cells in glioblastoma Immunohistochemistry staining (SP) × 200 The proportion of CD8+ T cells
in glioblastoma was less than 3% (Panel 4a), and more than 10% (Panel 4b).

图 3 CD3+T细胞在胶质母细胞瘤中的分布 免疫组化染色（SP二步法） × 200 3a CD3+T细胞在胶质母细胞瘤中占比 < 3%
3b CD3+T细胞在胶质母细胞瘤中占比约 10%
Figure 3 Distribution of CD3+ T cells in glioblastoma Immunohistochemistry staining (SP) × 200 The proportion of CD3+ T cells
in glioblastoma was less than 3% (Panel 3a), and about 10% (Panel 3b).

生长的免疫抑制性肿瘤微环境［12⁃15］。此外，TGF⁃β
蛋白可抑制 T淋巴细胞、B淋巴细胞的增殖分化，抑

制自然杀伤细胞（NK）的杀伤作用，抑制免疫系统发

挥作用，使肿瘤细胞发生免疫逃逸［14⁃15］。本研究发

现，TGF⁃β蛋白在胶质母细胞瘤标本中表达比例高

达 80%（24/30），且 TGF⁃β蛋白表达与 CD3+T细胞分

布存在负相关之趋势，提示胶质母细胞瘤免疫抑制

性微环境可能主要受免疫抑制因子 TGF⁃β蛋白的

调控。可能机制是，脑部发生肿瘤时，星形胶质细

胞被激活，并分泌 TGF⁃β蛋白，TGF⁃β蛋白与其受体

结合后使 SMAD2/3发生磷酸化，磷酸化的 SMAD2/3
与 SMAD4形成复合物，调控血管生成素样蛋白 4

（ANGPTL4）的转录，TGF⁃β蛋白促使肿瘤细胞分泌

更多的 ANGPTL4，后者可破坏血管内皮细胞，导致

肿瘤细胞发生转移及脑损伤［16］。此外，本研究仅在

2例（6.67%）胶质母细胞瘤检测到 FoxP3+Treg细胞

阳性，表明 FoxP3+Treg细胞并非是肿瘤具有抑制性

微环境的主要原因。表达于活化的 T淋巴细胞 PD1
与其受体 PDL1结合后可减弱 CD8+T细胞介导的细

胞杀伤作用，导致免疫耐受的形成［17⁃18］。本研究发

现，胶质母细胞瘤标本中均无 PDL1抑制因子表达，

提示基于阻断 PD1/PDL1信号转导通路的免疫疗法

可能对胶质母细胞瘤疗效甚微。上述研究提示，星

形胶质细胞与肿瘤细胞之间可能存在正反馈，从而
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Louis DN, Perry A, Reifenberger G, von Deimling A, Figarella ⁃
Branger D, Cavenee WK, Ohgaki H, Wiestler OD, Kleihues P,
Ellison DW. The 2016 World Health Organization Classification
of Tumors of the Central Nervous System: a summary［J］. Acta
Neuropathol, 2016, 131:803⁃820.
Tan AC, Ashley DM, López GY, Malinzak M, Friedman HS,
Khasraw M. Management of glioblastoma: state of the art and
future directions［J］. CA Cancer J Clin, 2020, 70:299⁃312.
Schulz M, Salamero⁃Boix A, Niesel K, Alekseeva T, Sevenich L.

图 5 FoxP3+Treg细胞及 TGF⁃β在胶质母细胞瘤中的分布 免疫组化染色（SP二步法） 5a FoxP3+Treg细胞在胶质母细胞瘤中
的分布极低 × 200 5b TGF⁃β在胶质母细胞瘤细胞质呈强阳性表达 × 400
Figure 5 Distribution of FoxP3+ Treg cells and TGF⁃β in glioblastoma Immunohistochemistry staining (SP) Infiltration of FoxP3+
Treg cells were extremely in glioblastoma (Panel 5a). × 200 TGF⁃β was strongly positive in glioblastoma (Panel 5b). × 400

图 6 TGF⁃β、CD3+T细胞在胶质母细胞瘤中的分布 免疫组化染色（SP二步法） × 50 6a 肿瘤细胞 TGF⁃β弱阳性或阴性区域
（箭头所示） 6b 该区域 CD3+T细胞占比明显增加（箭头所示）

Figure 6 Distribution of TGF⁃β and CD3+ T cells in glioblastoma Immunohistochemistry staining (SP) × 50 The area of TGF⁃β
was weakly positive or negative (arrow indicates, Panel 6a). The proportion of CD3+ T cells was significantly increased (arrow
indicates, Panel 6b).

产生更强的促肿瘤细胞生长作用。未来在针对胶

质母细胞瘤以 TGF⁃β蛋白为靶点设计药物或免疫

疗法，可在一定程度上改善肿瘤抑制性免疫微环

境，增强免疫细胞的浸润，极有可能助力胶质母细

胞瘤的临床治疗［19⁃20］。

综上所述，TGF⁃β蛋白在胶质母细胞瘤标本中

表达比例高达 80%，提示胶质母细胞瘤的免疫微环

境主要受免疫抑制因子 TGF⁃β蛋白的调控，有助于

阐明胶质母细胞瘤的免疫分子机制和潜在耐药机

制。然而遗憾的是，本研究对 TGF⁃β蛋白仅进行描

述性研究，未进行定量分析及统计学分析。面对复

杂的肿瘤免疫微环境，本研究仅为初步探索，未来

将继续扩大样本量，增加研究手段并加大研究深

度，为探索有效的胶质母细胞瘤免疫疗法提供理论

指导。
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