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CD39的临床意义及其与肝癌浸润 T细胞耗竭的相关性分析 *
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摘要 目的：探索 CD39分子（编码基因 ENTPD1）在原发性肝细胞肝癌（Hepatocellular carcinoma, HCC）中的表达、临床意义及其

与 HCC中免疫浸润和 T细胞耗竭的相关性。方法：TIMER、GEPIA、Kaplan-Meier Plotter、TCGA等数据库分析 CD39在肝癌中的

差异性表达、与免疫浸润的关系、相关基因的表达及其与肝癌患者预后的关系。免疫荧光染色、细胞测序和流式检测验证临床

HCC患者的癌及癌旁组织中 CD39的差异性表达及其和 CD8+T细胞耗竭特性的相关性。结果：（1）生物信息学分析结果显示：

CD39在多种肿瘤组织中表达上调（包括 HCC）（P＜0.05）；且其表达水平与 HCC的临床预后等显著相关（P＜0.05）；与 CD39低表

达组相比，HCC中 CD39高表达组患者无复发生存期（relapse-free survival, RFS）（P=0.025）和无进展生存期（progression-free sur-
vival, PFS）（P=0.026）较短；CD39与 HCC肿瘤微环境中 CD8+T、CD4+T、巨噬细胞等免疫细胞浸润水平均有明显正相关。（2）临床

HCC样本验证：免疫荧光和流式结果显示 CD39在癌组织中的表达水平高于癌旁正常组织，与耗竭相关分子 LAYN、TIM3、CT-

LA4等共表达，且在耗竭 CD8+T细胞中表达比例显著高于非耗竭细胞。结论：CD39在 HCC肿瘤组织及浸润的 CD8+T细胞中高

表达，与 HCC的 RFS、PFS、免疫细胞浸润等紧密相关，且参与 CD8+T细胞耗竭。
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Analysis of CD39 Clinical Significance Hepatocellular Carcinoma and Its
Correlation with T Cell Exhaustion*

To explore the expression and clinical significance of CD39 (encoding gene ENTPD1) in Hepatocellular

carcinoma and its correlation with immune infiltration and T cell exhaustion in HCC tumor microenvironment. The mRNA

expression of CD39 in HCC and its correlation with immune infiltration, correlated genes and prognosis of HCC were assessed by

TIMER, GEPIA, Kaplan-Meier Plotter databases. The differential expression of CD39 in HCC specimens and its relationship with CD8+T

cell exhaustion were further verified by immunofluorescence, cell sequence and flow cytometry. (1) Bioinformatics data showed

that CD39 expression was upregulated in a variety of tumor tissues (including HCC) (P＜0.05). And its expression level was significantly

related to the clinical prognosis of HCC. HCC patients with high expression of CD39 had shorter relapse-free survival(P=0.025) and pro-
gression-free survival (P=0.026) than those low expression group. The results of immune infiltration analysis indicated that CD39 expres-

sion level was positively correlated with the infiltration levels of CD8+T, CD4+T, and macrophages in HCC tumor microenvironment. (2)

Immunofluorescence and flow cytometry results revealed that transcriptional and protein levels of CD39 were both higher in HCC tumors

than adjacent tissues. And, CD39 was co-expressed with LAYN, TIM3 and CTLA4, and the expression level of CD39 in exhausted

CD8+T cells was significantly higher than that in non-exhausted cells. CD39 is highly expressed in HCC tumor tissues and

CD8+T cells, which is closely related to RFS, PFS and immune cell infiltration of HCC. And, CD39 participates in CD8+T cell exhaustion

process, which may be a potential immunotherapy target for HCC patients.
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前言

HCC免疫微环境主要由各种免疫细胞和因子所构成，是

HCC微环境研究的核心和重点，微环境的免疫失衡，是其重要

特征之一，且与不良预后紧密相关[1,2]。HCC局部形成的免疫抑

制性微环境导致 T细胞呈现增殖、抗肿瘤效应功能降低的耗竭

状态，促使肿瘤免疫逃逸及肿瘤恶性进展[3,4]。探究 T细胞耗竭

的机制及研发新的生物标志物，以此逆转 T细胞耗竭是近来肿

瘤免疫治疗的研究热点。

CD39（胞外核苷酸三磷酸二磷酸水解酶 1，由 ENTPD1基

因编码）作为 ATP代谢为腺苷(Adenosine)的关键分子，在多种

恶性肿瘤及各类免疫细胞（NK、CD8+T等）中表达上调[5]。CD39

高表达被认为是不良预后和疾病进展的标志，低水平的 CD39+

Treg与黑色素瘤患者的无复发生存率提高相关[6-8]。近来研究发

现，肺癌组织分离出的 CD39hi CD8+TIL表达相关基因的水平

与细胞的增殖和耗竭相关，且低表达 TNF-琢、IFN-酌[9-11]。CD39

可能是肿瘤特异性 CD8+TIL和患者对 CD8+TIL定向癌症免疫

疗法产生应答的预测生物标记物[12,13]。目前 CD39在 HCC中的

临床意义及与 T细胞耗竭相关的的作用研究较少，探索 CD39

的功能和细胞耗竭特性对开发新的抗肿瘤策略具有重要的临

床意义。本文利用生信数据库及实验数据分析 CD39在 HCC

中的差异表达，与免疫细胞、免疫分子浸润水平、细胞耗竭的相

关性，确定了 CD39在 HCC及 CD8+T细胞耗竭中的重要作用。

本研究为深入研究 HCC中细胞耗竭的机理及耗竭逆转策略提

供理论支持。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

1.1.1 主要试剂与仪器 四型胶原酶，DNA酶和透明质酸酶

均购于 Gibco公司；胎牛血清（FBS）购于 Gibco公司；RPMI

1640培养液和 LymGro无血清淋巴细胞培养基购于上海源培

生物科技有限公司；Ficoll淋巴细胞分离液，购于 GE Healthcare

Life Sciences公司；流式检测抗体 CD3-Bv510、CD4-percpcy5.5、

CD8-APC、CD8-APC-Cy7、CTLA4-PE-Cy7、TIM3-PerCP-Cy5.5、

CD39-FITC、CD25-APC、CD127-PE购于 Biolegend公司；CD39

免疫荧光一抗抗体（兔抗人），荧光二抗（羊抗兔）均购于 Sino

Biological公司；免疫荧光切片机、荧光显微镜等均来自上海徕

卡仪器有限公司；流式细胞仪（BD FACS Canto II），来自 BD公

司；恒温水浴箱（ZSXH-625）和摇床来自上海智成分析仪器制

造有限公司；CO2恒温培养箱和高速离心机，均来自 Thermo

Fisher公司。

1.1.2 临床标本 肝癌患者新鲜肿瘤组织样本及外周血取自

复旦大学附属中山医院肝脏外科，因诊断为肝癌，接受肝癌切

除术的原发性肝癌患者。所取癌组织为术中切除的病变组织，

经病理明确为 HCC；癌旁组织取自距肿瘤病灶 2 cm以上的肝

脏组织，经病理确诊不含癌细胞。该研究经复旦大学附属中山

医院伦理委员会批准，严格遵循赫尔辛基宣言及政府相关的研

究要求。

1.2 方法

1.2.1 生信分析 （1）TIMER数据库分析 CD39的差异性表

达和与免疫浸润的关系：登录 TIMER数据库，进入 Gene De子

文件，输入 ENTPD1（CD39的编码基因），提交得到 ENTPD1

在不同肿瘤组织及其对应的正常组织中的表达水平的差异结

果；选择 Gene子目录，输入 ENTPD1基因名，选择 LIHC，选择

purity adjustment选项矫正肿瘤纯度，提交得到HCC中，ENTPD1

与 CD8+T、CD4+T、DC、巨噬细胞等免疫细胞浸润水平的关系；

输入 CD8+T 细胞耗竭相关的免疫分子如 "LAYN，CTLA4，

HAVCR2（TIM3）"，分析 ENTPD1与耗竭分子的共表达情况和

相关性。（2）Kaplan-Meier Plotter 数据库生存分析 CD39 对

HCC患者预后的临床意义：进入数据库，选择 HCC目录，输入

ENTPD1（953），survival 依次选择 OS、PFS、RFS、DSS，设定年

龄、性别、肿瘤分期等控制条件，提交得到 ENTPD1表达水平的

高低对肝癌患者 OS、RFS、PFS 等的影响情况。分析采用

Log-rank检验，以 P<0.05为具有显著性差异。（3）CD39正负相
关基因筛选：利用 Linked Omics 数据库（http://www.linke-

domics.org/），选择靶点 "ENTPD1"，"HCC" 肿瘤类型，TC-

GA_LIHC（RNAseq）数据集，Pearson Correlation test统计分析

与 CD39表达呈正、负相关的基因，以 P<0.01为界值，正相关
基因 FDR值设为 r>0.73，负相关基因 FDR值设为 r<-0.45。（4）

TCGA数据库分析癌及癌旁中 ENTPD1表达水平差异：从 TC-

GA数据库（http：//tcga-data.nci.nih.gov/tcga/）中下载并预处理

mRNAseq测序数据，共计具有完整随访记录的 417例 HCC患

者，统计分析癌及癌旁组织中 ENTPD1 mRNA表达水平。

1.2.2 肿瘤浸润淋巴细胞的分离 获取手术切除的 HCC患者

癌及癌旁组织，使用 75%医用酒精及 1 PBS清洗组织 2次，剪

去组织上的脂肪、结缔组织及坏死组织。将组织剪成 1-2 mm的

小块，并将剪碎的小块移入装有 RPMI 1640（含 1% FBS）的

15 mL离心管，加入终浓度为 1 mg/mL的四型胶原酶，25 滋g/mL
的 DNA酶及 0.1 mg/mL的透明质酸酶，37℃培养箱，摇床轻

微消化孵育 1.5 h。加入预冷的 2倍体积的 RPMI 1640以终止

消化，过 70 滋m细胞筛，加入到等体积的 Ficoll上，2000 rpm，

升 1降 0，室温离心 20 min。离心结束后，取中间白膜层（淋巴

细胞层），加入适量 PBS洗涤，1800 rpm，离心 5 min，用适量含

1 % FBS的 PBS重悬细胞，准备好的细胞悬液放置在冰上。

1.2.3 流式细胞检测分析 计数取出 1~2× 106个细胞，离心

弃上清；加入 100 滋L流式抗体重悬细胞，冰上避光孵育 30 min；

加入 1 mL含 1 % FBS的 PBS离心，用 200 滋L含 1 % FBS的

PBS重悬细胞，过 200 目尼龙膜转移至流式管，上机检测，

Flowjo软件分析检测数据。

1.2.4 组织免疫荧光染色 获取的 HCC癌及癌旁组织分别

用 4 mL 2 %多聚甲醛固定后用于 IF染色分析：a.冰冻切片从

-20℃冰箱拿出后烤 30 min，先 PBS洗涤 3次，每次 5 min; b.接

着 0.2 % Trion X-100 RT下 固定 10 min，然后重复 PBS洗涤

3次；c. 吸掉 PBS，用 100 滋L 5 %的 BSA 进行封闭，RT 下

30 min；d.吸掉封闭液，直接加 50 滋L一抗（1:200）稀释液避光孵
育，4℃过夜，16 h左右；e.夹出玻片，PBS洗涤 3次，加 80 滋L
HRP标记的二抗稀释液（1:500）到玻片上 RT下避光孵育 1 h；

f.孵育结束后，PBS洗涤 3次，每次 5 min；g.加 80 滋L DAPI染

色液到玻片上，RT下避光染色 10 min；h. PBS洗 3次，用吸水

纸吸去多余液体，滴一滴甘油在载玻片上，把小玻片倒扣放在

1816窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.10 MAY.2023

甘油上，不要有气泡；i.在玻片周围滴加指甲油固定玻片；

1.3 统计学分析

应用 SPSS 24.0软件进行统计学分析。相关性分析使用

Pearson Correlation test相关性分析。组间差异比较采用单因素

方差分析，当 P＜0.05认为有显著性差异。

2 结果

2.1 ENTPD1 mRNA在肝癌中的差异性表达

TIMER数据库分析 ENTPD1在不同肿瘤类型及其对应的

癌旁正常组织中的表达水平差异，结果显示其在 LIHC、KIRC、

CHOL、THCA等多种肿瘤组织中表达量显著高于癌旁组织（图

1A）。GEPIA数据库分析表明 HCC的癌组织中 ENTPD1表达

水平显著上调（图 1B）。

图 1 ENTPD1 mRNA表达水平. (A) TIMER数据库分析 ENTPD1 mRNA在不同肿瘤类型中表达差异；(B) GEPIA数据库分析 ENTPD1 mRNA在

HCC癌及癌旁组织表达情况

Fig.1 Differential expression levels of ENTPD1 in diverse tumor and normal tissues (A) The mRNA expression level of ENTPD1 in human cancers was

analyzed by TIMER database; (B) Comparison of ENTPD1 in normal and HCC tumor tissues using the GEPIA website.

2.2 ENTPD1表达与 HCC患者预后相关性分析

Kaplan-Meier Plotter数据库分析 CD39与 HCC患者预后

的关系，结果显示 CD39高表达的患者具有较差的无进展生存

期（PFS）P=0.026，0.55（0.32-0.94）（图 2A）和无复发生存期

（RFS）P=0.025，HR=0.44（0.21-0.92）（图 2B）。

图 2 CD39表达水平与 HCC的无进展生存期(PFS)(A)和无复发生存期(RFS)(B)的关系

Fig.2 Correlation analysis between CD39 expression level and progression-free survival (PFS) (A) and recurrence-free survival (RFS) (B) in HCC

2.3 CD39相关性基因分析

利用 Linked Omics数据库分析与 CD39正负相关的基因，

以 P＜0.01为界值，检索出 7622个正相关基因，2743个负相

关基因（图 3A）；以 r<-0.45为界限与 PCYT2，EEFSEC，DCXR，

C1orf66，PEBP1等 11个基因显著负相关（图 3B），以 r>0.73为

界限，HCC 中 CD39 的 表 达 与 FMNL3, SYT11, RAB31,

KCTD12, TMEM173等 13个基因显著正相关（图 3C）。

2.4 CD39与肝癌微环境中免疫细胞、耗竭性分子浸润水平的

关系

TIMER数据库分析 CD39与 HCC免疫微环境之间的关

系，输入基因名 "ENTPD1"，结果显示 ENTPD1 与 CD8+T、

CD4+T、Macrophages、DCs等细胞的浸润显著正相关（P＜0.001）

（图 4A）。此外，ENTPD1与 CD8+T细胞耗竭性分子如 LAYN、

CTLA4、HAVCR2等共表达且呈正相关（P＜0.001）（图 4B）。
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图 3 CD39相关基因分析. (A) HCC中与 CD39相关的基因分布散点图；(B)与 CD39负相关性的基因热图(前 50位)；(C)与CD39正相关性的基

因热图(前 50位）

Fig.3 CD39-related genes analysis. (A) Scatterplot of CD39-related genes distribution in HCC; (B) Gene heatmap negatively correlated with CD39 (top

50); (C) Gene heatmap positively correlated with CD39 (top 50).

2.5 HCC 临床样本中 CD39 表达情况及其与 T 细胞耗竭的

关系

数据库分析了 CD39与临床预后及肝癌微环境中免疫浸

润及 CD8+T细胞耗竭的关系，接着采用临床 HCC患者标本进

行进一步验证。癌及癌旁组织 IF染色结果均显示 CD39在癌

组织中表达比例高于癌旁组织（图 5A），单细胞测序数据（来自

TCGA）结果和免疫荧光结果一致（图 5B）。此外，分离癌组织中

浸润的免疫细胞进行流式检测，CD39在 CD8+T细胞中表达比

例最高，其次是 Treg细胞和辅助性 CD4+T细胞（图 5C）。测序

数据（来自 TCGA）显示 ENTPD1在癌组织中的耗竭性细胞中

表达上调（图 5D），流式检测结果指示癌组织浸润的耗竭

CD8+T细胞中 CD39表达比例显著高于癌旁组织，且 CD39和

LAYN、CTLA4、TIM3等耗竭性特征分子共表达（图 5E）。以上

数据均表明 CD39在 HCC肿瘤中过度表达，且参与细胞耗竭，

可能作为潜在的治疗靶点。

3 讨论

CD39是一种胞外酶，Jeremy等[14]发现 CD39高表达在多

种恶性肿瘤中，如肾癌、肉瘤癌、膀胱癌等。内皮细胞、NK、肿瘤

相关巨噬细胞（TAM）等细胞中也呈现高水平表达。CD39的表

达 受 到 多 种 因 素 的 调 控 ， 如 TGF茁/SOX4、TCR/IL-2、
IL-27/STAT-1信号通路、IL-35、IL-4等均参与调控 CD39的表

达[15-18]。众多研究表明，CD39在 TIL、Treg、CD8+T细胞中表达

显著升高，且参与恶性肿瘤的发生发展和不良预后。在黑色素

瘤、鳞状细胞癌中，高水平的 CD39与较低的 RFS相关[19,20]。透

明细胞肾细胞癌患者肿瘤浸润的 CD39+CD8+T 细胞导致预后

不良和免疫逃逸[21]。CD39还可促进肿瘤的生长和转移，CD39

过表达的小鼠结肠癌模型中，原位肿瘤及转移瘤的数量、大小

均明显增强[22,23]。

众多研究指出 CD39主要是通过 CD39/CD73信号轴调控

肿瘤微环境中的腺苷途径，将 eATP转化为 ADP和 cAMP，最

终生成抑制性的细胞外腺苷，促进肿瘤的发展[24,25]。CD39的上

调是肿瘤通过耗尽 TME中的免疫刺激性 eATP来逃避抗肿瘤

策略的有效机制。Treg细胞表达的 CD39通过水解酶的作用促

进腺苷的产生，进而作用于效应性 T细胞的 A2A受体，发挥抑

制 T细胞的迁移、增殖、抗肿瘤功能[26,27]。而 CD39/CD73的阻

断，可限制 ATP或 AMP转化为腺苷，抑制肿瘤的生长和转移，

提高 CD8+T细胞和 NK的抗肿瘤效应[28-31]。Jeremy等[14]研究表

明，CD39的抑制剂 BY40可解除肿瘤对效应 T细胞增殖的抑

制作用，恢复 CTL和 NK细胞的杀伤活性。 Liu[32]等人在膀胱

癌小鼠肿瘤模型中发现，POM-1抑制 CD39活性可抑制肿瘤生

长、提高荷瘤小鼠的总生存期。值得注意的是 CD39的抑制也

可重塑肿瘤微环境，提高肿瘤内 NK、cDC1和CD8+T 细胞比

例，降低 Treg细胞负荷，减弱抑制性的免疫微环境[33]。
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图 4 ENTPD1与肿瘤微环境免疫浸润及耗竭的相关性. (A) ENTPD1与 HCC中免疫细胞浸润水平之间的关系；(B) ENTPD1与 CD8+T细胞中耗

竭性分子表达水平之间的关系

Fig.4 Correlation of ENTPD1 with immune infiltration and cell exhaustion in the tumor microenvironment (A) Relationship between ENTPD1 and levels

of immune cell infiltration. (B) Relationship between ENTPD1 and exhaustion molecules expression levels in CD8+T cells.

最近有报道发现，CD39成为区分肿瘤相关性 TIL关键分

子。卵巢癌患者肿瘤组织中，CD39在 CD8+TIL细胞中高表达，

且和 CD103共表达，CD39+CD103+CD8+TIL细胞被认为是具有

肿瘤反应性的 T细胞，并与卵巢癌患者的免疫治疗和预后紧密

相关[34-37]。此外，CD39+CD8+T细胞具有调节特性，CD39可能参

与调控肿瘤中 CD8+Treg的抑制能力，分离的 CD39+CD8+T细

胞确实在体外对 T细胞增殖产生抑制作用[8]。单细胞测序技术

的应用发现 CD39+CD8+T 细胞表现耗竭细胞的特性，并将

CD39描述为细胞耗竭的标志，CD39可识别 HBV、HCV感染

中耗竭的病毒特异性 CD8+T细胞[9,34,38]。CD39hiCD8+TIL低表达

IFN-酌、TNF-琢 和 IL-2。CD39 与多种抑制受体共表达（PD1、

TIGIT、TIM3等），与肿瘤进展相关性较高[34]。Vignali[11]等人的

研究表明在耗竭 T细胞中，氧不足驱动的 CD39介导的抑制功

能阻碍了抗肿瘤免疫。

近些年在 HCC中，CD39与细胞耗竭相关的研究较少，且

细胞耗竭的具体机制有待深入探究。本课题首先通过 TIMER

和 GEPIA数据库分析发现，肝癌组织中 CD39表达水平显著

高于癌旁组织，提示 CD39可能是 HCC中的一个抑癌基因。同

时，Kaplan-Meier Plotter 生存曲线结果表明 CD39 高表达的

HCC患者临床预后（RFS、PFS）较差。以上结果提示 CD39高表

达是 HCC患者预后不良的因素。通过 LinkedOmics数据库进

一步探究 CD39 在 HCC 中的作用，结果显示 CD39 与

FMNL3，SYT11，RAB31 等显著正相关，与 PCYT2，EEFSEC，

DCXR等显著负相关，表明这些分子可能是调控 CD39的上、

下游分子。进一步通过 TIMER数据库分析得出 CD39与 HCC

微环境免疫细胞浸润水平显著正相关，且与 CD8+T细胞耗竭

代表性分子共表达，提示 CD39可能在 CD8+T细胞耗竭中发挥

重要作用。临床 HCC组织样本免疫荧光、细胞测序和流式检测

结果与生信分析结果一致。综上，CD39与 HCC生存、肿瘤微环

境中免疫细胞及免疫分子浸润水平、细胞耗竭的相关性分析提

示在 HCC微环境和 CD8+T细胞耗竭中可能具有重要的作用。

CD39可能作为评估 HCC患者免疫治疗疗效的潜在性分子，以
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图 5 肝癌中 CD39表达及其与细胞耗竭的相关性分析.免疫荧光(A)和测序(B)分析癌及癌旁组织 CD39表达差异；(C)流式检测癌组织浸润细胞

中 CD39表达情况；测序(D)和流式(E)分析 CD39与 CD8+T细胞耗竭的关系

Fig.5 Analysis of CD39 expression in HCC and its correlation with cell exhaustion. Immunofluorescence (A) and cell sequencing (B) were used to

analyze CD39 expression levels in tumor and peri-tumor. (C) Flow cytometry detect CD39 expression in tumor TILs. Sequencing (D) and flow cytometry

(E) analyzed the correlation between CD39 and CD8+T cell exhaustion.

CD39为研究靶点，探究细胞耗竭的相关机制，可能有效逆转耗 竭细胞的抗肿瘤效应。

本研究仍存在不足之处，首先应增加临床 HCC样本量，利

用多种方法验证 CD39的表达情况。其次，关于 CD39对 T细

胞耗竭的调控机制研究不够深入，是否影响耗竭细胞的增殖、

凋亡、效应功能？是否参与调控抑制性受体的表达？后续将进一

步通过临床样本测序、CD39过表达 /沉默、小鼠肿瘤模型等实

验在体内体外探究其作用，分析 CD39调节细胞耗竭的潜在上

下游分子及相关信号通路。
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