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Abstract: Objective  To investigate Neuropilin-1 expression in Treg and PDC cells in peripheral blood of 
non-small cell lung cancer patients and clinical significance. Methods  We collected the peripheral blood 
of 49 diagnosed non-small cell lung cancer patients, and 33 healthy subjects were taken as control group. 
The expression of NRP-1 on Treg and PDC cells in peripheral blood were detected by flow cytometry. 
Results  The expression rate of NRP-1 in Treg cells of NSCLC patients was significantly higher than that 
of healthy subjects (P<0.05). The expression of NRP-1 in Treg cells of NSCLC patients was correlated with 
the maximum diameter of tumor, lymph node metastasis, TNM stage and differentiation degree (P<0.05); 
the expression of PDC was related to the maximum diameter of the tumor, lymph node metastasis and TNM 
staging(P<0.05). Conclusion  The expression of NRP-1 in peripheral blood Treg and PDC cells may be 
associated with  immunoregulation of non-small  cell  lung cancer. It may be a tumor marker for predicting the 
prognosis of NSCLC patients, and a new target for lung cancer treatment.
Key words: Non-small cell lung cancer(NSCLC); Neuropilin-1(NRP-1); Treg; PDC; Flow cytology
摘  要：目的  探讨NRP-1在非小细胞肺癌患者外周血Treg、PDC细胞中的表达及临床意义。方法  收

集49例确诊为非小细胞肺癌患者的外周血，33例健康体检者作为对照组，流式细胞仪检测Treg、

PDC细胞上NRP-l的表达。结果  NRP-1在NSCLC患者外周血Treg细胞的表达率明显高于健康体检者

（P<0.05）；NRP-1在NSCLC患者外周血Treg中的表达与肿瘤最大径、有无淋巴结转移、TNM分期、

分化程度有关（P<0.05）；NRP-1在NSCLC患者外周血PDC中的表达与肿瘤最大径、有无淋巴结转移、

TNM分期有关（P<0.05）。结论  NRP-1在外周血Treg、PDC细胞的表达可能与非小细胞肺癌免疫调节

相关，可能作为用于预测NSCLC患者预后的肿瘤标志物，并有可能成为肺癌治疗的新靶点。
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0  引言
神经纤毛蛋白1（Neuropilin-1, NRP-1）是一种

多功能的跨膜糖蛋白，在生理和病理条件下都可作

为多种生长因子或其他配体的共受体而发挥不同

的生物学功能，在免疫、肿瘤、血管发育和神经等

系统中发挥重要作用[1]，前期研究表明NRP-1在乳腺

癌、淋巴瘤、卵巢癌、黑色素瘤、胃肠道肿瘤等多

种人类肿瘤组织及癌细胞株中均过表达，但在相

应的正常组织中表达较低，并与肿瘤的预后相关，

因此NRP-1在肿瘤的发生和发展中起重要作用[2-5]。
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Treg细胞（CD4+CD25+CD127-Treg）是一群

具有低反应性及免疫抑制功能的调节性T细胞，能

阻断机体抗肿瘤免疫，达到肿瘤免疫逃逸，促进肿

瘤发生、发展的作用[6]。树突状细胞（dendritic cell, 
DC）是一种抗原呈递细胞，目前人类外周血DC
细胞主要分为髓样树突状细胞（myeloid dendritic 
cell, MDC）和浆细胞样树突状细胞（plasmacytdid 
dendritic cell, PDC)（CD123+CD303+CD304+）2个
亚型，其中PDC在诱导抗原特异性抗肿瘤免疫反

应上发挥重要作用[7]。但有关NRP-1与Treg、PDC
在非小细胞肺癌方面的研究却鲜见报道，本研究检

测了非小细胞肺癌患者和健康体检者外周血中NRP-1
在Treg、PDC的表达，旨在探讨其在非小细胞肺癌

发生中免疫调节的可能机制，并分析其与临床参数的

相关性，为NSCLC病情监测、治疗策略、疗效判

断及预后评估提供新的相关指标。

1  资料与方法
1.1  研究对象

收集2018年6月—2019年9月就诊于徐州医科

大学附属医院的49例均经手术、纤维支气管镜或经

皮肺穿刺活检确诊为非小细胞肺癌患者的外周血，

具有完整的临床、影像学、病理及随访资料。前期

均未接受针对癌症的治疗（化疗、放疗以及生物免

疫治疗等），近3月内未使用过免疫增强剂。全部

符合世界卫生组织（WHO）的诊断标准。49例非

小细胞肺癌患者年龄30~74岁，中位年龄61岁。其

中男32例、女17例。按2018年国际抗癌联盟TNM
肺癌病理分期分为：Ⅰ期18例、Ⅱ12例、Ⅲ期11
例、Ⅳ期8例。同时收集徐州医科大学附属医院33
例健康体检者外周血作为对照组，年龄22~70岁，

中位年龄55岁。其中男17例、女16例。本研究获

得徐州医科大学伦理委员会批准。

1.2  实验材料 
FITC/Alexa Fluor 488-A标记的抗人CD4单克

隆抗体试剂、APC标记的抗人CD25单克隆抗体试

剂、Alexa Fluor 700标记的抗人CD3单克隆抗体试

剂及PE.Cy5标记的抗人CDl27单克隆抗体试剂均购

自美国Biolegend公司；Brilliant Violet 421标记的抗

人CD304（NRP-1）单克隆抗体试剂、PEcy7标记

的抗人CD123单克隆抗体试剂、APC-Fire750标记

的抗人CD303单克隆抗体试剂、libIlr流式细胞仪

及percp-cy5.5标记的抗人CD45单克隆抗体试剂均

购自美国BD公司。

1.3  实验方法

清晨空腹抽取外周静脉血2 ml（肝素抗凝），

于2  h内检测。取200 μl静脉血于流式管中，加抗体2 μl
混匀，暗处孵育20 min；加红细胞裂解液2 ml，混

匀，充分裂解红细胞；加2 ml PBS混匀，2 000 r/min 
离心，洗涤3次，加 200 μl PBS混匀，置暗处4℃待上

机，流式细胞仪检测NRP-1的表达。 
1.4  统计学方法

用SPSS21.0软件对数据进行统计分析。计量资

料经正态性检验，符合正态分布的数据均采用均

数±标准差（x±s）表示，两组间比较采用独立样本

t检验；多组间比较采用单因素方差分析，进一步

采用LSD 法对有统计学意义的指标进行两两比较。分

类计数资料均采用例数（百分比）表示，组间比较

采用χ2检验。检验水准均为P<0.05有统计学意义。

2  结果
2.1  NRP-l在肺癌患者和健康体检者外周血Treg
（CD4+CD25+CD127-Treg）细胞中的表达

结果显示，肺癌患者外周血C D 4 +T表达为

（34.19±7.61）%，Treg表达为（8.24±1.12）%，Treg
上中NRP-1的表达为17.44±5.04；健康体检者外周血

CD4+T表达为（38.91±4.85）%，Treg表达为（5.25±
0.82）%，Treg中NRP-1的表达为12.69±3.29，见图1。
2.2  对照组和非小细胞肺癌组临床指标比较

对照组外周血CD4+T、PDC的表达均明显高于

非小细胞肺癌组，对照组外周血Treg/CD4+T表达

与NRP-1的表达均明显低于非小细胞肺癌组（均

P<0.05），见表1。

2.3  Treg/CD4+T、NRP-1、PDC与NSCLC患者临

床病理参数的关系

2.3.1  Treg/CD4+T  4 9 例NSCLC外周血中Treg/
CD4+T表达情况与肿瘤最大径、有无淋巴结转移、

TNM分期、分化程度有关，差异有统计学意义

（P<0.05）。随着TNM分期的升高和分化程度的降

低，TregCD4+T的表达呈增高趋势，差异有统计学

意义（P<0.05），见表2。

表1  对照组和肺癌组临床指标比较 (x±s)
Table 1  Comparison of clinical indicators between control 
group and NSCLC group (x±s)

Clinical indicators  Control
 group(n=33)

NSCLC
group(n=49) t/χ2 P

CD4+T(%) 38.91±4.85 34.19±7.61 3.425 0.001
Treg/CD4+T(%)   5.25±0.82   8.24±1.12 13.120 <0.001
NRP-1(Treg) 12.69±3.29 17.44±5.04 5.172 <0.001
PDC(CD123+CD303+

  CD304+)(%)
  0.19±0.17 0.11±0.08 2.474 0.018
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2.3.2  Treg中NRP-1的表达  49例NSCLC外周血

Treg中NRP-1的表达情况与肿瘤最大径、有无淋巴

结转移、TNM分期、分化程度有关，差异有统计

学意义（P<0.05），随着TNM分期的升高和分化

程度的降低，NRP-1的表达呈增高趋势，差异有统

计学意义（P<0.05），见表2。

2.3.3  PDC中NRP-1的表达  4 9例NSCLC外周

血PDC中NRP-1的表达情况与肿瘤最大径、有无

淋巴结转移、TNM分期有关，差异有统计学意

义（P<0.05）。随着TNM分期的升高，NRP-1在
PDC中的表达呈递减趋势，差异有统计学意义

（P<0.05），见表3。

表2  Treg/CD4+T、NRP-1与NSCLC患者临床病理参数之间的关系 (x±s)
Table 2  Correlation of Treg/CD4+T, NRP-1 with clinicopathological parameters of NSCLC  patients (x±s)
Clinicopathologic
 feature n Treg/CD4+T(%) NRP-1 expression in Treg

Expression(%) t/F P Expression(%)  t/F P
Gender
  Male 17(34.7) 8.30±1.43 0.235 0.815 17.42±6.32 0.025 0.980
  Female 32(65.3) 8.22±0.94 17.46±4.33
Age(years)
  ≤60 22(44.9) 8.22±1.21 0.159 0.874 17.65±5.09 0.252 0.802
  >60 27(55.1) 8.27±1.07 17.28±5.09
Smoking
  No 29(59.2) 8.29±1.06 0.312 0.756 17.58±5.34 0.228 0.820
  Yes 20(40.8) 8.18±1.24 17.25±4.70
Histological type
  SCC 18(36.7) 8.39±1.02 0.699 0.488 17.32±4.41 0.128 0.898
  LAC 31(63.3) 8.16±1.19 17.52±5.44
TNM stage
  Ⅰ 18(36.7) 7.25±0.69 40.283 <0.001 13.49±3.02 18.544 <0.001
  Ⅱ 12(24.5)   8.15±0.48a  16.81±3.74a

  Ⅲ 11(22.4)    8.74±0.42ab   20.09±4.28ab

  Ⅳ 8(16.3)     9.95±0.75abc    23.68±2.76abc

Differentiation
  G1 17(34.7)    7.50±0.90#@ 10.896 <0.001    13.70±2.52#@ 14.326 <0.001
  G2 19(38.8)  8.32±0.93#  17.95±5.53#

  G3 13(26.5) 9.11±1.02 21.60±2.89
Lymph node metastasis
  No 31(63.3) 7.72±0.87 5.422 <0.001 15.40±4.43 4.370 <0.001
  Yes 18(36.7) 9.15±0.93 20.96±4.05
Tumor diameter(cm) 
  ≤3 31(63.3) 7.93±1.12 2.793 0.008 15.80±4.66 3.298 0.002
  >3 18(36.7) 8.80±0.93 20.28±4.46
Notes: a: compared withⅠ, b: compared with Ⅱ, c: compared with Ⅲ, all P<0.05; #: compared with G3, @: compared with G2, all  P<0.05.

图1  肺癌患者(A)与健
康体检者(B)外周血Treg
细胞膜中NRP-l的表达
流式图
F i g u r e  1   F l o w 
cytometry  of  NRP-l 
expression in Treg cell 
membrane in peripheral 
b l o o d  o f  N S C L C 
patients(A) and healthy 
subjects(B)
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2.4  Treg/CD4+T与CD4+T、NRP-1（Treg）、PDC
的相关性分析

NSCLC患者Treg/CD4+T与NRP-1存在明显的

正相关关系（r>0, P<0.05）；Treg/CD4+T与PDC存

在明显的负相关关系（r<0, P<0.05），见表4。

3  讨论
肺癌是全球癌症死亡的主要原因之一，死亡率

在中国癌症相关死亡率中排名第一。最常见的病理

类型是非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, 
NSCLC），主要包含鳞状细胞癌（SCC）、腺癌

（LAC）和大细胞癌（LCC）[8]。随着精准医学的

发展，化学治疗、放射治疗、靶向治疗以及免疫治

疗虽然延长了一部分中晚期肺癌患者的生存期，

然而5年生存率仍小于21%[9]。因此，寻找简便易操

作的预后评估指标具有重要的临床意义。近年来，

关于肺癌患者的免疫功能引起重视，研究表明恶

性肿瘤的发生、发展、转移和复发与机体的免疫

功能缺陷有关，肺癌患者存在一定程度的免疫功

能异常。随着对肺癌免疫耐受机制的深入研究，

CD4+T、NRP-1、Treg以及PDC在肺癌发生、发展

中的相互作用日益引起国内外学者的关注。

T淋巴细胞亚群的主要作用是调节机体免疫系统，

在正常机体内各T细胞亚群保持动态平衡，维持机体正

常细胞免疫应答。当 T淋巴细胞亚群比例出现异常时，

杀伤肿瘤细胞、控制肿瘤生长的作用明显减低[10]。

CD3+代表总T细胞，主要分为 CD4+、CD8+T细胞两大亚

群，本研究检测 CD4+T（CD3+CD4+T）在非小细胞

肺癌患者和健康体检者的细胞比率，结果显示非小细

胞肺癌患者CD4+T细胞比率明显低于健康体检者，

可能原因是肿瘤细胞诱导抑制性免疫微环境的形

成。临床上可通过检测肿瘤患者外周血中T淋巴细胞

亚群的变化来进一步评估患者免疫功能状态和病情

变化，可指导临床使用免疫调节剂及其他药物。

目前国内外大多数学者认为NRP-1是VEGF165
高亲和力受体，NRP-1通过NRP-1b1/b2结构域与

络氨酸激酶受体VEGFR2结合，促进肿瘤血管的生

成，在肿瘤细胞增殖、黏附、迁移、侵袭中都发

挥重要作用，并且与肿瘤的发生、发展、转移、

复发有关[1]。Treg是一群具有独特免疫负性调节功

能的细胞，不但可抑制自身免疫性疾病的发生，

而且还参与肿瘤的免疫调节[11]。近年来癌症患者

肿瘤组织及外周血中Treg的积累已被广泛研究， 
并且与癌症进展、肿瘤免疫逃逸、预后差和对治

疗缺乏反应有关。但迄今为止国内外研究中鲜见

NRP-1和Treg两者在非小细胞肺癌中表达的相关研

究。本研究同时检测了NRP-1和Treg两者在非小细

胞肺癌中表达的情况。结果发现，两者在非小细

胞肺癌表达明显高于健康体检者， 随着肺癌TNM
分期的升高和分化程度的降低，NRP-l、Treg的
表达呈明显递增趋势。而且，相关性分析发现外

周血中NRP-1表达与Treg细胞比率呈正相关（r>0, 
P<0.05）。NRP-1在癌症患者外周血Treg中的表达

上调。动物实验已经证明，NRP-1与Treg介导的

肿瘤免疫逃逸机制有关，NRP-1充当VEGF的共受

体，并已被证明在肿瘤的Treg浸润中起重要作用，

表3  NRP-1在PDC中的表达与NSCLC患者临床病理参数
之间的关系 (x±s)
Table 3  Relation between NRP-1 expression on PDC and 
clinicopathological parameters of NSCLC patients (x±s)

Clinicopathologic
 features n

NRP-1 expresion 
in PDC(%)

(CD123+CD303+

CD304+)

t/F P 

Gender
  Male 17(34.7) 0.12±0.10 0.726 0.471
  Female 32(65.3) 0.10±0.06
Age(years)
  ≤60 22(44.9) 0.11±0.07 0.086 0.932
  >60 27(55.1) 0.11±0.09
Smoking
  No 29(59.2) 0.12±0.09 1.735 0.089
  Yes 20(40.8) 0.09±0.05
Histological type 
  SCC 18(36.7) 0.09±0.05 0.973 0.336
  LAC 31(63.3) 0.12±0.09
TNM stage
  Ⅰ 18(36.7) 0.17±0.08 17.175 <0.001
  Ⅱ 12(24.5) 0.12±0.03a

  Ⅲ 11(22.4) 0.07±0.03ab

  Ⅳ 8(16.3) 0.01±0.01abc

Differentiation
  G1 17(34.7) 0.13±0.08 1.652 0.203
  G2 19(38.8) 0.11±0.08
  G3 13(26.5) 0.078±0.06
Lymph node metastasis
  No 31(63.3) 0.14±0.08 4.493 <0.001
  Yes 18(36.7) 0.05±0.04
Tumor diameter(cm)
 ≤3 31(63.3) 0.13±0.08 2.378 0.022
  >3 18(36.7) 0.08±0.05
Notes: a: compared with Ⅰ, b: compared with Ⅱ, c: compared with Ⅲ, 
P<0.05.

表4  Treg/CD4+T与CD4+T、NRP-1(Treg)、PDC的相关性分析
Table 4  Correlation of Treg/CD4+T with CD4+T, NRP-1 
(Treg) and PDC

Clinical indicators
Treg/CD4+T

NSCLC group Control group
r P r P

CD4+T -0.079   0.588   0.119 0.508
NRP-1(Treg)   0.669 <0.001   0.010 0.954
PDC(CD123+CD303+CD304+) -0.520 <0.001 -0.093 0.607
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通过在Treg中表达的NRP-1起作用， 肿瘤衍生的

VEGF吸引NRP-1+Treg进入肿瘤组织[12]，增强肿瘤

的免疫逃逸，从而促进肿瘤的发生和发展。

在人外周血中，NRP-1在PDC细胞上高表达，

当前有许多标记用于识别PDC，包括CD123、
BDCA-2（CD303）和NRP1（CD304）。研究表

明NRP-1可通过与肿瘤细胞衍生出的VEGF的相互

作用而参与PDC的肿瘤浸润，而Treg则可通过与

NRP-1的相互作用，弱化DC活化效应性T细胞的

功能，最终使效应性淋巴细胞活化不足，抗肿瘤

抗原效应减弱[1] 。本实验数据提示非小细胞肺癌

外周血Treg与PDC呈明显负相关（r<0, P<0.05）。

近年来，程序性死亡受体1（programmed death 
1, PD-1）/程序性死亡配体1（programmed death 
ligand 1, PD-L1）免疫检查点抑制剂成为肺癌免疫

治疗研究热点，PD-1在活化后的CD8+T、CD4+T、

B、DC及单核细胞等诸多免疫细胞上表达[13-14]。

胸腺来源的Treg细胞（tTreg）可表达PD-1。PD-1/
PD-L1相互作用有助于使CD4+T细胞转化成Treg细
胞，Treg细胞上表达的PD-1还可以与T细胞上表达

的PD-L1相互作用，以介导免疫抑制，在抗原识别

过程中，NRP-1表达促进Treg与DC的相互作用 ，
从而抑制T细胞活化[15]。但非小细胞肺癌患者外周

血中NRP-1与Treg、PDC、PD-1相互作用的具体机

制，相关文献报道较少，因此明确其相互作用的

关系可能有利于对非小细胞肺癌免疫治疗。

NRP-1在人外周血Treg、PDC细胞表达的研究

结果有显著差异，提示NRP-1通过与Treg、PDC
的广泛相互作用在免疫调节和功能中起着重要作

用。但NRP-1与Treg、PDC之间的作用机制有待进

一步研究，从而使抗NRP-1治疗成为肿瘤治疗的新

靶点和途径，为临床寻找新的治疗方法提供理论

依据。
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