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口腔黏膜癌变进程中固有免疫细胞与免疫检查点

分子表达趋势验证及交互作用预测
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[摘要]  目的　研究口腔黏膜癌变进程中基于数据计算验证的固有免疫细胞和免疫检查点分子的表达趋势，并

通过预测其交互作用，探索免疫治疗抑制口腔黏膜癌变进程的方法。方法　1）利用癌症基因组图谱对口腔黏

膜癌变进程中的免疫细胞和免疫检查点分子进行全面评分，筛选出干扰肿瘤细胞免疫逃逸的固有免疫细胞和免

疫检查点分子；2）收集血常规资料，对口腔黏膜癌变进程中外周血免疫细胞进行统计学分析，筛选外周血中

可能影响口腔黏膜癌变进程的免疫细胞；3）对口腔黏膜癌变进程各阶段中基于数据计算验证的固有免疫细胞

和免疫检查点分子进行免疫组织化学染色；4）采用特殊染色鉴定口腔黏膜癌变进程各阶段中基于数据计算验

证的固有免疫细胞；5）对口腔黏膜癌变进程中基于数据计算验证的固有免疫细胞和免疫检查点分子进行生存

分析，验证固有免疫细胞和免疫检查点分子与口腔鳞状细胞癌预后间的关联。结果　在口腔黏膜癌变进程中，

单核细胞、中性粒细胞表达呈上升趋势；嗜酸性粒细胞表达呈升降单峰趋势；肥大细胞表达呈下降趋势；免疫

检查点分子细胞毒性 T淋巴细胞相关蛋白 4 （CTLA4）和细胞程序性死亡-配体 1 （PD-L1）的表达呈上升趋势。

单核细胞、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞表达趋势与CTLA4和PD-L1免疫检查点分子的表达趋势正相关；肥大细

胞表达趋势与CTLA4和PD-L1免疫检查点分子的表达趋势负相关。单核细胞、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞可能

促进 CTLA4和（或） PD-L1介导的肿瘤细胞免疫逃逸，加速口腔黏膜癌变进程；肥大细胞可能抑制 CTLA4和

（或） PD-L1介导的肿瘤细胞免疫逃逸，延缓口腔黏膜癌变进程。结论　干扰固有免疫中特定免疫细胞可在一定

程度上调控 CTLA4 和（或） PD-L1 的表达，抑制肿瘤细胞免疫逃逸，延缓口腔黏

膜癌变进程。
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[Abstract]  Objective　 This study aimed to explore the expression trends of innate immune cells and immune-

checkpoint molecules validated by data calculation in the process of oral mucosal carcinogenesis, as well as to explore 

methods of suppressing oral mucosal carcinogenesis based on immunotherapy by predicting their interactions. Me-

thods　1) The cancer genome atlas (TCGA) database comprehensively scores immune cells and immune-checkpoint 

molecules in the process of oral mucosal carcinogenesis and screens out intrinsic immune cells and immune-check‐

point molecules that interfere with tumor immune escape. 2) Clinical patient blood routine data were collected for the 

statistical analysis of peripheral blood immune cells during the progression of oral mucosal carcinogenesis. Immune 

cells in peripheral blood that may affect the progression of oral mucosal carcinogenesis were screened. 3) Immunohis‐

tochemical staining was performed on intrinsic immune cells and immune-checkpoint molecules validated based on da‐

ta calculation in various stages of oral mucosal carcinogenesis. 4) Special staining was used to identify innate immune 

cells in various stages of oral mucosal carcinogenesis based on data-calculation verification. 5) Survival analysis was 

conducted on intrinsic immune cells and immune-checkpoint molecules validated based on data calculation during the 

process of oral mucosal carcinogenesis. The association of intrinsic immune cells and immune-checkpoint molecules 

with the prognosis of oral squamous cell carcinoma was verified. Results　The expression of monocytes and neutro‐

phils increased during the process of oral mucosal carcinogenesis. The expression of eosinophils showed a single peak 

trend of up and down. The expression of mast cells decreased. In the process of oral mucosal carcinogenesis, the ex‐

pression of the immune-checkpoint molecules cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4) and programmed 

cell death-ligand (PD-L1) increased. The expression trends of monocytes, neutrophils, and eosinophils were positively 

correlated with those of CTLA4 and PD-L1 immune-checkpoint molecules. The expression trend of mast cells was 

negatively correlated with the expression of CTLA4 and PD-L1. Monocytes, neutrophils, and eosinophils may pro‐

mote tumor immune escape mediated by CTLA4 and/or PD-L1, thereby accelerating the progression of oral mucosal 

carcinogenesis. Mast cells may inhibit tumor immune escape mediated by CTLA4 and/or PD-L1, delaying the progres‐

sion of oral mucosal carcinogenesis. Conclusion　Therefore, interference with specific immune cells in innate immu‐

nity can regulate the expression of CTLA4 and/or PD-L1 to a certain extent, inhibit tumor immune escape, and delay 

the progression of oral mucosal carcinogenesis.

[Key words]  malignant transformation of oral mucosa; immunotherapy; immune escape; inherent immune 

cells; immune checkpoint molecules

免疫治疗是目前治疗恶性肿瘤的一种新颖且

有效的方法，它通过激活机体免疫机制，阻断肿

瘤细胞免疫逃逸，提高了恶性肿瘤的治愈率。口

腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OS‐

CC）是口腔颌面部最常见的恶性肿瘤，免疫疗法

的作用不容忽视。OSCC 由于肿瘤微环境的改变

和肿瘤干细胞的存在，可促进肿瘤免疫抑制，使

肿瘤细胞形成免疫逃逸，导致机体免疫系统功能

改变甚至失能，进而促进口腔黏膜癌变的恶性进

展。研究[1-4]表明，细胞毒性T淋巴细胞相关蛋白 4

（cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4， CT‐

LA4）、细胞程序性死亡 -配体 （programmed cell 

death-ligand，PD-L） 1也称为表面抗原分化簇 274

（cluster of differentiation 274， CD274） 和 PD-L2

（又称 PDCD1LG2）等免疫检查点分子在 OSCC中

高表达，且与OSCC的恶性程度相关，这提示免疫

检查点分子在口腔黏膜癌变进程中高表达具有促

进肿瘤进展的作用。研究[5-10]表明，CTLA4、PD-

L1 和 PD-L2 作为肿瘤免疫治疗最重要的免疫检查

点分子，正常情况下其功能为调节T细胞活化和维

持免疫稳态，当肿瘤微环境中免疫失衡时，这些

免疫检查点分子会抑制T细胞的活化，减少效应T

细胞的增殖，并诱导调节性T细胞，形成肿瘤细胞

免疫逃逸，且 PD-L1 和 PD-L2 不仅表达于活化后

的淋巴细胞表面，还表达于肿瘤细胞、巨噬细胞、

树突状细胞、单核细胞和肥大细胞表面。研究[11-15]

表明，肿瘤微环境中肥大细胞、单核细胞、中性

粒细胞以及嗜酸性粒细胞等固有免疫细胞也表现

出数量及功能异常，这提示肿瘤微环境中固有免

疫细胞和免疫检查点分子可能相互作用进而影响
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口腔黏膜癌变的进程。结合前期研究[16]基础，需

要进一步研究肥大细胞、单核细胞、中性粒细胞

和嗜酸性粒细胞以及免疫检查点分子CTLA4、PD-

L1和PD-L2在OSCC组织中的表达趋势。

1  材料和方法

本研究所有纳入的研究对象均知情并签署同

意书，该研究已获西南医科大学附属口腔医院医

学伦理委员会批准，伦理编号20211117001。

1.1  免疫细胞和免疫检查点分子的全面评分

从癌症基因组图谱（the cancer genome atlas，

TCGA）数据库（https://portal.gdc.canc er.gov/）获

得了 504个头颈部鳞状细胞癌（head and neck squa-

mous cell carcinoma，HNSCC） 的 RNAseq 数据和

临床信息，采用 immunedeconv R 软件包，应用

xCell计算方法对肿瘤微环境中所有免疫细胞进行

免疫细胞评分，并绘制评分热图；通过 R 软件包

ggplot2 和 pheatmap 提取免疫检查点分子的相关基

因，并根据 TCGA 数据库提取其表达值，观察获

取的免疫检查点分子相关基因的表达情况，并绘

制相关基因表达热图和表达分布图；筛选出干扰

肿瘤细胞免疫逃逸的固有免疫细胞和免疫检查点

分子。

1.2  外周血免疫细胞数据分析

1.2.1  一般资料

收集 2021 年 5 月 1 日—2022 年 5 月 30 日至西

南医科大学附属口腔医院门诊要求拔除第三磨牙

及切龈助萌的 54例患者的血常规资料作为正常对

照组，要求拔除第三磨牙或切龈助萌的口腔黏膜

无明显异常，口腔局部及全身无明显炎症性疾病，

口腔黏膜为正常口腔黏膜 （normal oral mucosa，

NOM）。同期收集在住院部经病理确诊为OSCC的

187例患者的血常规资料作为试验组，其中高分化

（highly differentiated，HD） 79 例、中分化 （mo-

derately differentiated，MD） 54例、低分化（poor‐

ly differentiated，PD） 54例。收集利用的血常规资

料均为患者初次就诊时测得，尚未经过任何治疗，

排除具有系统性疾病和全身其他感染性疾病患者，

患者的具体情况见表1。

1.2.2  观察指标

观察血常规报告中的白细胞（white blood cell，

WBC）计数及其各分类参数指标的均值和相对比，

即单核细胞数目、单核细胞比、嗜酸性粒细胞数

目、嗜酸性粒细胞比、嗜碱性粒细胞数目、嗜碱

性粒细胞比、淋巴细胞数目、淋巴细胞比、中性

粒细胞数目、中性粒细胞比。

1.2.3  统计学方法

利用 SPSS 25.0 软件对数据进行统计学分析，

对各组数据进行正态性检验及方差齐性检验，正

态方差齐者采用方差分析，方差不齐者采用 Krus‐

kal-Walliss秩和检验，检验水准α=0.05。

1.3  肿瘤相关固有免疫细胞和免疫检查点分子的

检测

根据免疫细胞评分、前期研究[16]基础和外周

血免疫细胞资料分析得出，本研究观察固有免疫

细胞为肥大细胞、嗜酸性粒细胞、单核细胞和中

性粒细胞，免疫检查点分子为 CTLA4、PD-L1 和

PD-L2。

收集 2021 年 5 月 1 日—2022 年 5 月 30 日至西

南医科大学附属口腔医院门诊要求拔除第三磨牙

或埋伏牙的 2例患者的 NOM 组织样本作为正常对

照组，住院部经病理确诊为口腔白斑伴上皮异常

增生 （oral leukoplakia with epithelial dysplasia，

OLK ED）的 3例患者的组织样本以及 11例 OSCC 

HD、MD、PD患者的组织样本作为试验组，以上

样本均根据《口腔组织病理学》 [17]进行病理诊断，

上述患者的具体情况见表2。

1.3.1  免疫组织化学（immunohistochemistry，IHC）

检测

对所有组织样本进行常规脱蜡置水，抗原热

修复后按照 IHC 染色试剂盒步骤对肥大细胞、嗜

酸性粒细胞、单核细胞、中性粒细胞、CTLA4、

PD-L1和PD-L2进行染色，检测标记物为肥大细胞

类糜蛋白酶（mast cell chymotrypsin，CYH）、嗜酸

性粒细胞颗粒关键碱性蛋白（eosinophil granulosa 

key alkaline protein，PRG） 2、单核细胞趋化蛋白

（monocyte chemoattractant protein，MCP） 1、中性

粒细胞胞浆嗜天青颗粒 （neutrophil cytoplasmic a-

zurophilic granules，P29）、CTLA4、PD-L1、PD-

表 1　外周血分析患者的基本情况

Tab 1　Basic data of peripheral blood analysis patients

分组

NOM组

OSCC HD组

OSCC MD组

OSCC PD组

性别

男

女

男

女

男

女

男

女

例数

25

29

48

31

35

19

25

29

年龄/岁

21~71

10~72

36~98

36~92

30~77

30~83

42~79

34~87

平均年龄/岁

50.28±3.10

40.76±3.60

61.88±1.70

67.48±2.40

61.17±2.00

61.37±3.20

60.88±2.20

66.28±2.70
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L2。树胶封片后显微镜下观察并采图，图片使用

image J-window64进行阳性结果吸光光密度值测定

的半定量分析，GraphPad.Prism 9.0制作柱状图。

1.3.2  免疫细胞的特殊染色鉴定

甲苯胺蓝染色鉴定肥大细胞：常规脱蜡置水，

脱水，Toluidine Blue O 染液染色，分化，透明，

中性树胶封固。

Carbol 2R 染色鉴定嗜酸性粒细胞：常规脱蜡

置水，Carbol 2R 染液及 Lea 苏木素染色液染色，

透明，中性树胶封固。

1.4  生存分析

从 TCGA 数据库获取 504 例患者的 RNAseq 临

床数据及无病生存数据，采用Logrank检验Kaplan 

Meier （KM） 生存分析，比较固有免疫细胞和免

疫检查点分子高表达组和低表达组之间的生存差

异，绘制肥大细胞、嗜酸性粒细胞、单核细胞、

中性粒细胞、CTLA4、PD-L1和PD-L2的KM生存

分析曲线，P<0.05 为差异具有统计学意义。以上

均使用v4.0.3版R软件实现。

2  结果

2.1  TCGA数据库分析结果

免疫细胞评分热图 （图 1） 显示：在 HNSCC

患者组织中，B淋巴细胞、记忆B淋巴细胞、T淋

巴细胞、CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞、记

忆 T 淋巴细胞、Tregs细胞、树突状细胞、巨噬细

胞、肥大细胞、嗜酸性粒细胞、单核细胞和中性

粒细胞等免疫细胞的评分同NOM组相比，差异有

统计学意义（P<0.05）。免疫检查点分子相关基因

表达热图（图 2）和表达分布图（图 3）显示：在

HNSCC 患者组织中，SIGLEC15、CD274、HAV-

CR2、 PDCD-1、 CTLA4、 LAG3、 PDCDILG2 和

TIGIT 的评分同 NOM 组的相比，差异有统计学意

义（P<0.05）。

2.2  外周血免疫细胞资料分析结果

各组的外周血免疫细胞资料分析结果见表 3~

8。各 OSCC组嗜酸性粒细胞相关参数和淋巴细胞

相关参数均低于 NOM组，而各 OSCC组中性粒细

胞相关参数高于 NOM 组，OSCC PD 组 WBC 指标

高于 NOM 组，差异有统计学意义 （P<0.05），其

余差异无统计学意义。

2.3  固有免疫细胞和免疫检查点分子的检测结果

2.3.1  固有免疫细胞的 IHC检测结果

CYH、MCP1、P29、PRG2在各组中 IHC染色

情况见图 4，IHC 吸光光密度值分析情况见图 5。

NOM、OLK ED 组与 OSCC 组相比较，CYH 的表

达差异有统计学意义（P<0.05），而在 OSCC 各组

中CYH的表达差异无统计学意义；OLK ED、OS‐

CC组与NOM相比较，MCP1表达的差异有统计学

意义 （P<0.05），而 OSCC HD、OSCC MD 组与

OSCC PD 组相比较，MCP1 表达的差异有统计学

意义 （P<0.05）；NOM、OSCC 组与 OLK ED 组相

比较，PRG2表达的差异有统计学意义（P<0.05），

而在 OSCC 各组中，仅 OSCC HD 与 OSCC MD 相

比较，PRG2表达的差异有统计学意义（P<0.05），

其余差异无统计学意义；NOM、OLK ED组与OS‐

CC组相比较，P29表达的差异有统计学意义（P<

0.05），而 OSCC 各组中 P29 表达的差异无统计学

意义。综上，在口腔黏膜癌变进程中，单核细胞、

中性粒细胞表达呈上升趋势，嗜酸性粒细胞表达

呈升降单峰趋势，肥大细胞表达呈下降趋势。

2.3.2  免疫检查点分子的 IHC检测结果

CTLA4、PD-L1、PD-L2 在各组中 IHC 染色

情况见图 6，IHC 吸光光密度值分析情况见图 7。

OLK ED、OSCC 组与 NOM 组相比较，CTLA4 和

PD-L1 表达的差异有统计学意义 （P<0.05），且

OSCC MD、OSCC PD 组与 OSCC HD 组相比较，

CTLA4 和 PD-L1 表达的差异有统计学意义 （P<

0.05），OLK ED 组与 NOM 组相比较，PD-L2表达

的差异有统计学意义（P<0.05），OSCC组与NOM

组相比较，PD-L2 表达的差异无统计学意义。综

上，在口腔黏膜癌变进程中，免疫检查点分子CT‐

LA4和PD-L1的表达呈上升趋势。

2.3.3  特殊染色结果

特殊染色结果见图 8，结果表示在NOM、OL-

K ED、OSCC HD、OSCC MD、OSCC PD 组中均

存在肥大细胞和嗜酸性粒细胞。

表 2　固有免疫分析患者的基本情况

Tab 2　Basic data of innate immune analysis patients

分组

NOM组

OLK ED组

OSCC HD组

OSCC MD组

OSCC PD组

性别

男

女

男

女

男

女

男

女

男

女

例数

1

1

3

0

0

4

2

2

2

1

年龄/岁

23

30

60~76

0

0

58~69

60~74

49~69

50~67

69

平均年龄/岁

23.00±0.00

30.00±0.00

68.33±4.60

0.00±0.00

0.00±0.00

63.00±2.30

67.00±7.00

59.00±10.00

58.50±8.50

69.00±0.00
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A：活化髓样树突状细胞、B淋巴细胞、CD4+记忆T淋巴细胞、CD4+幼稚T淋巴细胞、CD4+非调节性T细胞、CD4+中枢记忆T淋巴

细胞、CD4+效应记忆T细胞、CD8+幼稚T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞、CD8+中枢记忆T淋巴细胞；B：CD8+效应T淋巴细胞、转换记忆

B淋巴细胞、普通髓系祖细胞、淋巴样祖细胞、髓样树突状细胞、内皮细胞、嗜酸性粒细胞、粒-单核细胞祖细胞、造血干细胞、巨噬细

胞；C：M1巨噬细胞、M2巨噬细胞、肥大细胞、记忆B淋巴细胞、单核细胞、幼稚B淋巴细胞、中性粒细胞、NK细胞、NK-T淋巴细胞、

浆细胞样树突状细胞；D：B淋巴细胞基质、T淋巴细胞、CD4+辅助性T细胞 1、CD4+辅助性T细胞 2、调节性T细胞、免疫评分、基质评

分、免疫微环境评分。横坐标代表免疫细胞浸润类型，纵坐标代表该免疫浸润评分在不同组的分布情况。*P<0.05，**P<0.01，***P<

0.001，−差异无统计学意义。

图 1 HNSCC组织和正常组织中免疫细胞评分的分布情况

Fig 1 The distribution of immune cell scores in HNSCC tissues and normal tissues
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2.4  生存分析结果

固有免疫细胞和免疫检查点分子在OSCC组织

中的生存分析结果见图 9、10。在 OSCC 组织中，

CTLA4 高表达的总生存期比 CTLA4 低表达的高，

差异有统计学意义 （P<0.05），而无病生存期与

CTLA4 表达水平无关，差异无统计学意义，P29

低表达总生存期和无病生存期比高表达高，差异

有统计学意义 （P<0.05）。OSCC 患者的总生存期

和无病生存期与 PD-L1、PD-L2、CYH、MCP1 和

PRG2 表达水平无关，差异无统计学意义。综上，

在口腔黏膜癌变进程中，中性粒细胞表达越低，

患者生存期越长。

表 4　各组间单核细胞数及其占比的比较情况

Tab 4　Comparison of monocyte, monocyte ratio be‐

tween each groups

对比组次

NOM与OSCC HD

NOM与OSCC MD

NOM与OSCC PD

OSCC HD与OSCC MD

OSCC HD与OSCC PD

OSCC MD与OSCC PD

单核细胞

数值/

（×109/L）

0.36与0.40

0.36与0.40

0.36与0.40

0.40与0.40

0.40与0.40

0.40与0.40

组间

P值

0.47

0.32

0.33

0.73

0.86

0.98

单核细胞占比

数值/%

5.93与6.12

5.93与6.20

5.93与5.86

6.12与6.20

6.12与5.86

6.20与5.86

组间

P值

0.83

0.96

0.88

0.88

0.60

0.53

10.0

xC
el

l评
分

7.5

5.0

2.5

0

CD274 CTLA4 HAVCR2 LAG3 PDCD-1 PDCD1LG2 TIGIT SIGLEC15

Group
HNSCC HD
HNSCC MD
HNSCC PD
NOM

***P<0.001。

图 3 HNSCC组织和正常组织中免疫检查点分子基因的表达分布情况

Fig 3 The expression distribution of immune checkpoint molecular genes in HNSCC tissue and normal tissue

表 3　各组间 WBC的比较情况

Tab 3　Comparison of WBC between each groups

对比组次

NOM与OSCC HD

NOM与OSCC MD

NOM与OSCC PD

OSCC HD与OSCC MD

OSCC HD与OSCC PD

OSCC MD与OSCC PD

WBC

数值/（×109/L）

6.11与7.06

6.11与6.68

6.11与7.23

7.06与6.68

7.06与7.23

6.68与7.23

组间P值

0.23

0.23

0.05

0.96

0.37

0.32

Group

SIGLEC15***

CD274***

PDCD1LG2***

HAVCR2***

CTLA4***

LAG3***

PDCD-1***

TIGIT***

Group

2.38e−13

9.84e−06

1.10e−12

9.00e−12

8.62e−16

1.28e−14

1.23e−05

1.64e−12

4

3

2

1

0

−1

−2

HNSCC HD
HNSCC MD
HNSCC PD
NOM

不同颜色代表在不同样本中的表达趋势，***P<0.001。

图 2 免疫检查点分子相关基因的表达热图

Fig 2 Immunological checkpoint molecule related gene expression heatmap
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3  讨论

OSCC是由口腔黏膜鳞状上皮发展恶变而来的

恶性肿瘤，其恶变过程从NOM到口腔潜在恶性疾

患最终发展成为OSCC需要经历漫长的时间以及各

种危险因素的刺激，且机体的免疫环境也在不断

发生改变。研究[18]表明，在OSCC的肿瘤免疫微环

境中，肿瘤细胞招募调节性T细胞，下调肿瘤抗原

表达，诱导T细胞耐受和凋亡，并产生免疫抑制细

胞因子，刺激抑制性免疫检查点分子 CTLA-4 和

PD-L1过表达，促进肿瘤细胞免疫逃逸，进而促进

肿瘤发生发展。研究[7]表明，在小鼠模型中，阻断

CTLA4 可以减少 M2 表型肿瘤相关巨噬细胞的产

生以及促进抗原呈递和 T 细胞活化来抑制肿瘤生

长。研究[18-19]表明，PD-L1具有抑制细胞毒性淋巴

细胞的功能活性及其攻击肿瘤细胞的能力，同时

肿瘤细胞可以促进肿瘤微环境中 PD-L1的高表达，

进而影响T细胞的增殖和功能特征。综上，免疫检

查点分子介导的肿瘤细胞免疫逃逸是口腔黏膜癌

变进程发生发展的重要条件。

本试验依据口腔黏膜癌变进程临床血常规资

料分析了WBC参数表达趋势，结果显示，淋巴细

胞、嗜酸性粒细胞和中性粒细胞差异有统计学意

义。各阶段 OSCC组与 NOM组相比，淋巴细胞呈

下降趋势，嗜酸性粒细胞呈下降趋势，中性粒细

胞呈上升趋势，而OSCC各分化阶段相比较差异无

统计学意义。但在前期研究[16]基础上OSCC患者与

OLP 患者比较，单核细胞和嗜酸性粒细胞参数变

化呈上升趋势，嗜碱性粒细胞参数呈下降趋势。

研究[20]表明，OSCC 患者的外周血中性粒细胞增

多，但淋巴细胞计数减少，并且提示机体可能存

在免疫抑制，也与本研究的临床资料分析结果相

似，中性粒细胞增多，淋巴细胞减少。而 Grimm

等[21]的研究发现，外周血单核细胞数量和中性粒

细胞数量增多与肿瘤分期相关，淋巴细胞数量减

少导致免疫抑制，单核细胞、中性粒细胞与淋巴

细胞作用相反，可以促进OSCC的进展，嗜酸性粒

细胞和嗜碱性粒细胞的参数变化与OSCC患者不相

关。本研究血常规资料分析显示，OSCC 患者与

NOM 患者比较，外周血中嗜酸性粒细胞数量降

低，而李腾艳等[16]在对口腔黏膜癌变进程 WBC变

化的监测中，发现嗜酸性粒细胞数量增多，两者

数据资料的差异可能由小样本资料本身存在的偏

倚导致，可在后续研究中进一步加大样本量来减

表 5　各组间嗜酸性粒细胞数及其占比的比较情况

Tab 5　Comparison of eosinophils, eosinophils ratio 

between each groups

对比组次

NOM与OSCC HD

NOM与OSCC MD

NOM与OSCC PD

OSCC HD与OSCC MD

OSCC HD与OSCC PD

OSCC MD与OSCC PD

嗜酸性粒细胞

数值/

（×109/L）

0.15与0.11

0.15与0.11

0.15与0.10

0.11与0.11

0.11与0.10

0.11与0.10

组间

P值

0.00

0.03

0.00

0.43

0.88

0.37

嗜酸性粒细胞占比

数值/%

2.41与1.67

2.41与1.81

2.41与1.63

1.67与1.81

1.67与1.63

1.81与1.63

组间

P值

0.00

0.01

0.00

0.49

0.66

0.32

表 6　各组间嗜碱性粒细胞数及其占比的比较情况

Tab 6　Comparison of basophil, basophil ratio between 

each groups

对比组次

NOM与OSCC HD

NOM与OSCC MD

NOM与OSCC PD

OSCC HD与OSCC MD

OSCC HD与OSCC PD

OSCC MD与OSCC PD

嗜碱性粒细胞

数值/

（×109/L）

0.02与0.03

0.02与0.02

0.02与0.03

0.03与0.02

0.03与0.03

0.02与0.03

组间

P值

0.14

0.40

0.20

0.64

0.93

0.71

嗜碱性粒细胞占比

数值/%

0.39与0.44

0.39与0.39

0.39与0.42

0.44与0.39

0.44与0.42

0.39与0.42

组间

P值

0.32

0.69

0.58

0.56

0.63

1.00

表 7　各组间中性粒细胞数及其占比的比较情况

Tab 7　Comparison of neutrophil, neutrophil ratio be‐

tween each groups

对比组次

NOM与OSCC HD

NOM与OSCC MD

NOM与OSCC PD

OSCC HD与OSCC MD

OSCC HD与OSCC PD

OSCC MD与OSCC PD

中性粒细胞

数值/

（×109/L）

3.71与5.00

3.71与4.50

3.71与5.09

5.00与4.50

5.00与5.09

4.50与5.09

组间

P值

0.05

0.03

0.00

0.50

0.79

0.41

中性粒细胞占比

数值/%

67.65与68.12

67.65与66.83

67.65与67.65

68.12与66.83

68.12与67.65

66.83与67.65

组间

P值

0.80

0.70

1.00

0.47

0.80

0.69

表 8　各组间淋巴细胞数及其占比的比较情况

Tab 8　Comparison of lymphocyte, lymphocyte ratio 

between each groups

对比组次

NOM与OSCC HD

NOM与OSCC MD

NOM与OSCC PD

OSCC HD与OSCC MD

OSCC HD与OSCC PD

OSCC MD与OSCC PD

淋巴细胞

数值/

（×109/L）

1.87与1.53

1.87与1.54

1.87与1.60

1.53与1.54

1.53与1.60

1.54与1.60

组间

P值

0.00

0.00

0.02

0.89

0.47

0.79

淋巴细胞占比

数值/%

30.74与23.64

30.74与24.75

30.74与24.45

23.64与24.75

23.64与24.45

24.75与24.45

组间

P值

0.00

0.00

0.00

0.48

0.61

0.87
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少偏倚。

IHC结果及吸光光密度值测定分析显示，在口

腔黏膜癌变进程中肥大细胞表达呈下降趋势。研

究[22-25]表明，OSCC组织中肥大细胞密度低于NOM

和 OLK ED 组织中的密度，在口腔黏膜癌变进程

中呈逐渐下降的趋势；在口腔黏膜癌变进程中单

核细胞表达总体呈上升趋势，而OSCC各阶段中呈

下降趋势。

PRG2

NOM OLK ED OSCC HD OSCC MD OSCC PD

CYH

MCP1

P29

箭头示各免疫细胞的胞质显棕黄色，为阳性表达。第1、3、5、7行 × 200，第2、4、6、8行 × 400。

图 4 CYH、MCP1、P29和PRG2的 IHC染色结果

Fig 4 IHC results of CYH, MCP1, P29 and PRG2
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研究[26-27]表明，单核细胞的数量与口腔黏膜癌

变进程呈正相关；在口腔黏膜癌变进程中嗜酸性

粒细胞表达呈升降单峰趋势，嗜酸性粒细胞表达

在OLK ED组织中到达峰值，当发展成OSCC阶段

时，其表达量下降。研究[28-29]表明，嗜酸性粒细胞

数量在口腔黏膜癌变进程中增加，但是早期OSCC

中嗜酸性粒细胞数量高于中晚期OSCC；在口腔黏

膜癌变进程中中性粒细胞表达呈上升趋势，研

究[20,30]表明，在 OSCC微环境中的中性粒细胞浸润

增加。在口腔黏膜癌变进程中免疫检查点分子CT‐

LA4 和 PD-L1 表达呈上升趋势，当癌变进程发展

到中晚期时 CTLA4和 PD-L1表达降低，但是其表

达量仍高于正常组织，大量研究[31-34]表明，CTLA4

与PD-L1在OSCC组织中表达量高于正常组织，且

PD-L1 在 OSCC 进程中呈降低趋势；Weber 等[34]的

研究表明，PD-L2在OSCC组织中的表达增高，但

是其与口腔黏膜癌变进程的相关性小，与本研究

的结果一致，PD-L2在口腔黏膜癌变进程中的表达

变化差异无统计学意义。虽然 PD-L1 和 PD-L2 同

为 PD-1的配体，两者在口腔黏膜癌变进程中具有

协同作用，但是由于调控和结合受体部位的不同，

PD-L1 表现出更加明显的差异。特殊染色结果显

示：在口腔黏膜癌变进程中存在肥大细胞和嗜酸

性粒细胞。生存分析结果显示口腔黏膜癌变进程

中中性粒细胞表达越低，患者生存期越长，这说

明口腔黏膜癌变进程中中性粒细胞表达的增加会

促进OSCC的恶性进展，导致患者生存期降低。

研究[35]表明，炎症是肿瘤微环境的重要特征，

肿瘤微环境是一个高度复杂的异质生态系统，由

肿瘤浸润的肿瘤细胞、免疫细胞和其他细胞组成，

随着肿瘤的发生与进展，肿瘤微环境也随之发生

变化，其中免疫细胞的数量和免疫表型也发生相

应的改变。研究[36]表明，肥大细胞的细胞毒性作

用在肿瘤细胞浸润的初期占据主导地位，杀死肿

瘤细胞，但是当肿瘤细胞不断增多，突破上皮基

底层形成肿瘤实质后，肿瘤微环境发生改变，反

向抑制肥大细胞的浸润，降低OSCC组织中的肥大

细胞数量，减弱细胞毒性作用，促进肿瘤的发展。

研究[26,37-38]表明，正常情况下 MCP1通过调节单核-

巨噬细胞和T淋巴反应来发挥抗炎作用，随着口腔

黏膜癌变进程的发展，MCP1的表达水平不断上升

并到达一定水平时，MCP1的抗炎作用可减弱并反

向促进 OSCC 的恶性生物学行为。研究[29,39]表明，

肿瘤相关嗜酸性粒细胞在口腔黏膜癌变进程中如

双刃剑，早期大量增加以对抗肿瘤细胞和抑制肿

瘤侵袭扩散，而晚期通过各种细胞因子抑制机体

免疫系统，加速肿瘤血管生成和恶性进展。研

究[40-42]表明，在口腔黏膜癌变进程早期，大量增殖

浸润的中性粒细胞通过非特异性杀伤肿瘤细胞抑

制肿瘤的发生和发展，在口腔黏膜癌变进程晚期，

中性粒细胞在肿瘤微环境的作用下可发生表型和

功能的改变，反而促进肿瘤细胞的增殖、迁移、
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A：CYH在口腔黏膜癌变进程中的表达趋势；B：CYH在OSCC各分化阶段中的表达趋势；C：MCP1在口腔黏膜癌变进程中的表达趋

势；D：MCP1在 OSCC各分化阶段中的表达趋势；E：P29在口腔黏膜癌变进程中的表达趋势；F：P29在 OSCC各分化阶段中的表达趋

势；G：PRG2在口腔黏膜癌变进程中的表达趋势；H：PRG2在OSCC各分化阶段中的表达趋势。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，ns差

异无统计学意义。

图 5 CYH、MCP1、P29和PRG2的 IHC吸光光密度值分析结果

Fig 5 IHC absorbance optical density analysis of CYH, MCP1, P29 and PRG2
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侵袭和血管生成。研究[8,31,43]表明，CTLA4 和 PD-

L1 在 OSCC 组织中高表达，可以促进 OSCC 的发

展和转移。即单核细胞、中性粒细胞和嗜酸性粒

细胞表达趋势与 CTLA4和 PD-L1免疫检查点分子

的表达趋势正相关，肥大细胞表达趋势与 CTLA4

和PD-L1免疫检查点分子的表达趋势负相关。

研究[8-10,44]表明，PD-L1不仅表达于活化后的淋

巴细胞表面，还表达于肿瘤细胞、巨噬细胞、树

突状细胞、单核细胞和肥大细胞等固有免疫细胞

表面。研究[45]表明，肿瘤细胞可以诱导巨噬细胞

NOM OLK ED OSCC HD OSCC MD OSCC PD

CTLA4

PD-L1

PD-L2

阴性对照

箭头示各免疫细胞胞质显棕黄色，为阳性表达。第1、3、5、7行 × 200，第2、4、6、8行 × 400。

图 6 CTLA4、PD-L1、PD-L2的 IHC染色结果

Fig 6 IHC staining results of CTLA4, PD-L1, PD-L2
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分化为 M2 巨噬细胞表型，增加 OSCC 组织中 PD- L1的表达，导致T细胞凋亡，促进OSCC的进展。

NOM OLK ED OSCC HD OSCC MD OSCC PD

第 1、2行：甲苯胺蓝染色法，箭头示肥大细胞细胞核呈蓝色，细胞颗粒呈紫红色；第 3、4行：Carbol 2R染色法，箭头示嗜酸性粒细

胞细胞核呈蓝色，细胞颗粒呈粉红色。第1、3行 × 200，第2、4行 × 400。

图 8 特殊染色结果

Fig 8 Special staining results
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A：CTLA4在口腔黏膜癌变进程中的表达趋势；B：CTLA4在OSCC各分化阶段中的表达趋势；C：PD-L1在口腔黏膜癌变进程中的

表达趋势；D：PD-L1在OSCC各分化阶段中的表达趋势；E：PD-L2在口腔黏膜癌变进程中的表达趋势；F：PD-L2在OSCC各分化阶段中

的表达趋势。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，ns差异无统计学意义。

图 7 CTLA4、PD-L1、PD-L2的 IHC吸光光密度值分析结果

Fig 7 IHC absorbance optical density analysis of CTLA4, PD-L1, PD-L2
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研究[7]表明，CTLA4 既可表达于巨噬细胞表

面，又可调节肿瘤微环境中的巨噬细胞的发育，

影响肿瘤的生长。研究[46]表明，不同分化程度的

OSCC可通过促进单核细胞分化为肿瘤相关巨噬细

胞进一步促进自身的进展，这表示在口腔黏膜癌

变进程中固有免疫细胞与免疫检查点分子间可能

存在交互作用，影响口腔黏膜的癌变进程，这与

本研究的结果一致。

综上所述，单核细胞、中性粒细胞和嗜酸性

粒细胞表达趋势与 CTLA4和 PD-L1免疫检查点分

子的表达趋势正相关；肥大细胞表达趋势与 CT‐

LA4和 PD-L1免疫检查点分子的表达趋势负相关。

单核细胞、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞可能促进

CTLA4和（或） PD-L1介导的肿瘤细胞免疫逃逸，
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A：CTLA4总生存期；B：CTLA4无病生存期；C：PD-L1总生存期；D：PD-L1无病生存期；E：PD-L2总生存期；F：PD-L2无病生存期。

图 10 CTLA4、PD-L1和PD-L2的生存分析图

Fig 10 Survival analysis of CTLA4, PD-L1 and PD-L2
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A：CYH总生存期；B：CYH无病生存期；C：MCP1总生存期；D：MCP1无病生存期；E：P29总生存期；F：P29无病生存期；G：

PRG2总生存期；H：PRG2无病生存期。

图 9 CYH、MCP1、P29和PRG2的生存分析图

Fig 9 Survival analysis of CYH, MCP1, P29 and PRG2
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加速口腔黏膜癌变进程；肥大细胞可能抑制 CT‐

LA4和（或） PD-L1介导的肿瘤细胞免疫逃逸，延

缓口腔黏膜癌变进程。因此，干扰固有免疫中特

定免疫细胞可在一定程度上调控 CTLA4 和 PD-L1

的表达，抑制肿瘤细胞免疫逃逸，延缓口腔黏膜

癌变进程。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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在口腔种植手术、修复和科研方面丰富的经验，帮助口腔种植领域的医生共同成长。本书首先总结了目

前国际口腔种植领域的热点问题和共识性结论，并结合临床病例，创新性地

提出了两个种植治疗的辅助工具，即种植治疗前的评估表和治疗方案表。这

两个图表以简单明了的可视化方式，帮助医生准确评估治疗前的临床情况，

并指导医生建立标准化、个性化的手术和修复方案，使每一位患者的治疗方

案有章可循。此外，本书所展示的口腔种植病例数目多、种类全，涵盖了不

同类型、不同难度的牙列缺损和牙列缺失病例，图文并茂、内容详尽，既是

一本实用的参考书，也是一本丰富的病例集。
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