
肝细胞肝癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是

最常见的恶性肿瘤。除了手术切除和肝移植外，针对

HCC的抗肿瘤药物治疗效果有限，患者预后较差［1］。

MCT1在预测肝细胞癌患者预后中的作用研究
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［摘 要］ 目的：探讨乳酸转运载体单羧酸转运蛋白1（monocarboxylate transporter 1，MCT1）在肝细胞肝癌（hepatocellular car⁃
cinoma，HCC）患者预后预测中的应用价值及相应的调控机制。方法：筛选临床HCC患者行肝切除后的组织标本，通过比较与

癌旁组织的表达差异区分MCT1高表达组与低表达组；研究不同组患者外周血免疫细胞分型与活化情况，以及肿瘤免疫浸润

情况。回顾性分析43例HCC手术患者乳酸和MCT1高表达与低表达组的生存与复发差异。结果：MCT1高表达组与低表达组

相比，外周血免疫细胞分型无明显差异，但CD4+T细胞更易在乳酸刺激下转化为Treg（调节型T）细胞；乳酸环境下，MCT1高表

达组Treg细胞具有明显升高的代谢水平；病理标本分析发现MCT1高表达组具有较低的炎性细胞浸润和较高的免疫抑制因子

转录水平（Foxp3、CTLA4、IL⁃10）。回顾较早手术患者分析后显示，肿瘤内乳酸表达水平与患者预后无明显相关性，而MCT1高
表达组预后和复发水平明显差于MCT1低表达组。结论：MCT1表达水平对HCC患者具备很好的预测价值，MCT1⁃Treg相关通

路可能作为新的肝癌诊断、治疗、预后评估靶点。
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The role of MCT1 in predicting the prognosis of patients with hepatocellular carcinoma
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［Abstract］ Objective：This study aims to explore the application value and possible mechanism of monocarboxy transporter 1
（MCT1）in the prediction of prognosis for the patients with hepatocellular carcinoma（HCC）. Methods：We selected the tissues of HCC
patients after liver resection，and used RT⁃PCR to estimate the expression of MCT1 and divided the patients into MCT1 high and MCT1
low groups；the phenotype and activation of the immune cells from the peripheral blood as well as the immune statues of the resected
liver tissues from both groups were analyzed. A retrospective analysis of the relationship between the overall survival（OS）and disease⁃
free survival（DFS）rate to the expression of lactate or MCT1 between 43 HCC patients who underwent liver surgery was also compared.
Results：Although there was no difference in the phenotype of immune cells from peripheral blood，CD4 + T cells were easier to
transform into Treg cells under the stimulation of lactic acid in the high MCT1 expression group；under the environment of lactic acid，
the Treg cells from the MCT1 high expression group presented a significant increase of metabolism level；MCT1 high expression group
had lower immune cell infiltration and up⁃regulated expression of anti⁃ inflammatory cytokines（Foxp3，CTLA3，IL⁃10）. The OS and
DFS rate were much worse in MCT1 high patients comparing with MCT1 low group. Conclusion：MCT1⁃Treg related targets may serve
as a new target for the diagnosis，therapeutic and prognosis prediction of HCC.
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调节性T细胞（Treg）是一类具有免疫调节功能的T
细胞亚群，在肿瘤中可观察到明显升高的 Treg浸
润，这类细胞可通过多种途径抑制效应性细胞激

活，诱导肿瘤免疫逃逸［2-4］。近年来文献表明，肿瘤

代谢产物乳酸在调控肿瘤内 Treg功能方面具有核

心作用［5］，而单羧酸转运蛋白 1（monocarboxylate
transporter，MCT1）是肿瘤环境中最重要的乳酸转运

载体［6］。本研究以南京医科大学第一附属医院行肝

切除术的HCC患者作为研究对象，探讨MCT1表达

水平在HCC预后评估中的作用和可能机制。

1 材料和方法

1.1 材料

为探讨MCT1在HCC预后评估中的作用，团队

收集了 2018年于南京医科大学第一附属医院行肝

部分切除术的 43例HCC患者的肝癌组织与癌旁组

织标本。为分析HCC患者免疫细胞对乳酸的反应

活性以及MCT1表达水平对 Tregs分化和功能的影

响，收集了2021年于南京医科大学第一附属医院行

肝部分切除术的 10例患者的肝癌组织与癌旁组织

标本以及外周血标本，所有患者均有完整病历临床

资料并签署知情同意书，所有程序均符合南京医科

大学伦理委员会研究伦理委员会的伦理标准

（SYXK2018⁃0020）。
纳入标准：①经临床综合检查，符合HCC诊断

标准；②手术前有明显的炎症感染；③截至目前有

完整的随访资料。排除标准：①免疫系统疾病或感

染性疾病；②合并其他肿瘤；③手术治疗前曾接受

其他抗肿瘤治疗（介入、药物、放疗等）。

1.2 方法

1.2.1 RT⁃PCR
根据说明书，利用RNA提取试剂盒提取组织中

的总RNA，逆转录得到 cDNA。根据试剂盒说明书

配置 25 μL 反应体系，包括逆转录产物2 μL，上、下

游引物各 1 μL，Taq 酶 0. 2 μL，2 × Buffer 12. 5 μL，
ddH2O 8. 3 μL。反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃
变性 20 s，62 ℃退火并延伸 1 min，循环 40 次；72 ℃
总延伸 5 min。

相关引物序列设计如下：MCT1，Forward Prim⁃
er：5′⁃CAATGCCACCAGCAGTTG⁃3′，Reverse Prim⁃
er：5′⁃GCAAGCCCAAGACCTCCAAT⁃3′；Foxp3，For⁃
ward Primer：5′⁃GTGGCCCGGATGTGAGAAG⁃3′，Re⁃
verse Primer：5′ ⁃GGAGCCCTTGTCGGATGATG ⁃ 3′；
CTLA4，Forward Primer：5′ ⁃ CATGATGGGGAAT⁃

GAGTTGACC⁃3′，Reverse Primer：5′⁃TCAGTCCTTG⁃
GATAGTGAGGTTC ⁃ 3′；IL ⁃ 10，Forward Primer：5′ ⁃
ATAAAAGGGGGACACCGGGC⁃ 3′，Reverse Primer：
5′⁃CTCATAACCCATGGCTTGGC⁃3′。
1.2.2 流式细胞仪检测

运用Ficoll淋巴细胞分离液从肝素抗凝静脉血

中提取PBMC，加入抗CD4、CD8、CD25、CD127等流

式抗体，运用流式细胞仪检测外周血细胞分型差

异。PBMC在进行表面染色后，PBS洗涤 2次，加入

固定剂固定，破膜剂打孔后，离心弃上清液后进行

胞内Foxp3染色。4 ℃孵育30 mins后PBS洗涤并上

机检测。流式图像和数据采用Flowjo software处理。

1.2.3 乳酸处理和Treg诱导效率检测

运用磁珠分选仪（美天旎公司，德国）分选CD4+

CD45RA+T 细胞，流式细胞仪检测所得细胞纯度

（>97%），随后在CD4+CD45RA+T细胞中加入抗CD3/
CD28扩增磁珠（1磁珠∶3细胞），TGF⁃β（20 ng/mL）
和 IL⁃2（100 U/mL）培养7 d，运用流式检测技术分析

Treg诱导的情况。

1.3 统计学方法

应用SPSS21.0统计软件，对于计数资料的组间

比较使用χ2检验，数值变量资料的组间比较使用 t检

验。生存分析采用Kaplan⁃Meier法进行分析并进行

Log⁃rank检验，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 HCC患者外周T细胞MCT1高表达导致Treg分

化倾向

为研究MCT1基因的表达差异与患者T细胞分

化以及Treg功能的关系，收集了因HCC行肝切除患

者的肿瘤与癌旁标本以及外周血，并统计和整理了

相应的临床信息。通过qPCR检测比较肿瘤与癌旁

表达MCT1的mRNA比率，随后通过MCT1表达的高

低将患者人为进行排序，分为 MCT1 高表达组和

MCT1低表达组（图1A）。运用流式细胞技术检测各

患者的外周血分型，结果显示无论是CD4+T、CD8+T
细胞抑或是CD4+CD25+CD127-Treg细胞，均无明显

差异（图1B、C）。实际上，肿瘤微环境与外周血存在

明显差异，而近年研究显示，糖酵解的发生和乳酸沉

积是肿瘤微环境的重要组成部分［7-9］。因此，通过对

naïve T细胞进行乳酸处理来模拟肿瘤微环境。运

用 10 nmol/L乳酸处理各组CD4+CD45RA+naïve T细

胞后，观察到添加乳酸明显升高MCT1高表达组的

Foxp3表达，提示MCT1基因高表达患者的T细胞更
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图1 HCC患者外周T细胞MCT1高表达导致Treg分化倾向

Figure 1 High expression of MCT1 in peripheral T cells of HCC patients leads to Treg differentiation tendency
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易向 Treg转化（图 1D）。为了研究MCT1在其中发

挥作用的可能机制，检测了两组中MCT1蛋白的表

达情况，结果显示，MCT1基因高表达患者的MCT1
蛋白表达水平在乳酸作用环境下明显升高（图1E），

而在MCT1基因低表达患者组差异不明显。最后，

在MCT1基因高表达患者的Treg诱导环境中加入乳

酸和MCT1抑制剂，结果显示，虽然乳酸可以提高

Treg的分化，但是MCT1抑制剂处理可逆转乳酸对

Foxp3表达的促进作用（图1F）。
2.2 MCT1高表达的HCC中免疫细胞增殖频率降

低而免疫抑制因子的表达上调

接下来进一步分析 HCC 患者的肿瘤组织切

片。分析结果显示，MCT1高表达HCC组织中浸润

着较低频率增殖的免疫细胞，而MCT1低表达的

HCC组织中浸润着大量活性免疫细胞，提示较好

预后（图 2A）。除此以外，qRT⁃PCR检测显示高表

达MCT1的HCC内免疫抑制因子如 Foxp3、CTLA4、
IL⁃10的表达显著上调，提示MCT1的高表达促进

HCC免疫微环境内免疫抑制因子的转录从而抑制

免疫细胞的浸润，导致HCC疾病进展和预后加重。

2.3 MCT1是HCC预后不良的标志物

由于肿瘤微环境中乳酸通过MCT1进入免疫细

胞发挥调节细胞分化与功能的作用［10-11］，本研究评

估了乳酸与 MCT1在评价和预测HCC预后中的作

用。使用表1方案，分析了2018年接受HCC切除手

术的43例患者的肿瘤组织标本，分别将患者分为高

乳酸组和低乳酸组或高MCT1高表达和MCT1低表

达组（表1）。入组43例患者中，MCT1高表达患者的

甲胎蛋白（AFP）明显高于MCT1低表达组，但是其

他指标，如肿瘤大小、微血管癌栓发生率等无明显

差异。本研究分析了不同分组的总生存期（overall
survival，OS）和无病生存期（disease free survival，
DFS）。结果显示，与乳酸水平较高的患者相比，乳

酸水平较低的患者的 OS 率略低。但总体而言，OS
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和 DFS 分析无明显差异（图 3A）。正如预期的那

样，与较低MCT1组相比，具有较高 MCT1 的患者在

OS和DFS率方面显示了不良的预后结果（图3B）。
3 讨 论

HCC是一种起源于肝细胞的致命恶性肿瘤，是

目前世界上第二大癌症相关死亡原因［12］。全球每年

报告850 000例HCC新发病例和745 500例死亡，而

中国发生 466 000例HCC新发病例和 422 000例死

亡。由于 HCC被发现时往往已严重进展，只有10%~
15% 的患者具备手术切除的指征。目前，原发性

表1 HCC中MCT1表达与临床指标的相冯性

Table 1 The correlation between MCT1 expression in
HCC and clinical indicators

项目

性别（男/女，n）

年龄（岁，x ± s）

AFP（ng/mL，x ± s）

肿瘤大小（cm，x ± s）

微血管癌栓［n（%）］

术前肝功能水平

（Child评分）

MCT1高表达组

（n=22）
18/4

58.95 ± 10.29
332.42 ± 442.42

5.16 ± 2.37
10（45.5）
5.09 ± 0.29

MCT1低表达组

（n=21）
18/3

59.05 ± 8.830
227.12 ± 465.72

5.96 ± 2.32
10（47.6）
5.19 ± 0.51

A：MCT1高/低表达两组HCC标本的HE染色（×200）；B：qRT⁃PCR检测两组的免疫抑制因子的mRNA表达。

图2 MCT1高表达的HCC中免疫细胞增殖频率降低而免疫抑制因子的表达上调

Figure 2 In HCC with high MCT1 expression，the frequency of immune cell proliferation is reduced while the expression of
immunosuppressive factors is up⁃regulated
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图3 MCT1是HCC预后不良的标志物

Figure 3 MCT1 is a poor prognostic marker of HCC
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HCC的治疗方法多种多样；除了根治性手术切除

外，还包括新型多靶点抗肿瘤药物、联合化疗、经动

脉化疗栓塞、射频消融、无水酒精注射等［13］。

Treg在抑制免疫细胞的抗肿瘤反应过程中起核

心作用［14- 15］，Treg升高既可抑制具备杀伤毒性的

CD8 T细胞的功能，而且能够抑制NK等杀伤细胞的

肿瘤杀伤作用［16-17］。最近研究表明，肿瘤代谢物乳酸

在调节肿瘤免疫微环境中至关重要［18］，目前报道的作

用主要集中在乳酸调节Treg和巨噬细胞上［19-20］。乳

酸可以调节TME中Treg的细胞数量、抑制功能和代

谢方式［21- 23］；而乳酸作用于细胞的机制主要依赖

MCT1作为载体的转运作用［6，24］。MCT1是一种转运

蛋白，主要在细胞膜上具有功能活性，在包括乳腺

癌、肝癌等多种人类癌症中普遍高表达，可以增加

肿瘤细胞的乳酸转运［25-27］。在HCC中，MCT1的乳

酸转运作用受到WNT⁃β⁃catenin信号调控［25］。基于

以上研究基础，本研究以探究MCT1依赖其调控乳

酸转运的能力影响HCC进展和预后的具体作用及

相应机制为目的。

本研究结果表明，在非乳酸环境下（外周血），T
细胞以及Treg细胞的分化和表型没有差异；但是乳

酸处理下，MCT⁃1高表达组的Treg获得明显提升，该
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结果提示MCT⁃1高表达组通过增加MCT1可以在肿

瘤微环境下提高对乳酸的摄取，进而提高Treg的分

化以及下游的免疫逃逸。运用MCT抑制剂处理可

以废除乳酸对Treg的提升作用，进一步证实这种调

节 Treg的作用依赖MCT1通路的激活。在图 2中，

在组织标本中发现MCT1低表达组较高表达组存在

更多的免疫细胞浸润，已有报道，免疫细胞浸润可

以促进更多的抗肿瘤T细胞在肿瘤内增殖，是免疫

细胞激活和抗肿瘤效果较好的标志，预示着较好的

预后［2，28］；本文猜想，MCT1高表达的肝脏中存在大

量Treg等免疫抑制细胞，他们可以抑制周边的免疫

细胞激活和增殖，进而阻断抗肿瘤免疫反应。通过

qRT⁃PCR检测也观测到了MCT浸润的HCC肝脏中

浸润大量的免疫抑制因子以及 Treg 相关因子如

Foxp3、CTLA4、IL⁃10的表达，进一步证实了上述想

法。最后，由于本课题组前期研究的患者均为2021
年入院手术患者，为了评估MCT1对HCC患者远期

预后的影响，分析了2018年行肝癌切除的患者组织

样本 43例，并进一步检测了乳酸和MCT1的表达与

预后的关系。结果发现，MCT1高表达组而不是乳

酸高表达组与预后相关。本研究结果表明，即便乳

酸在HCC中堆积高表达，如果不能通过MCT1作为

载体转运进入免疫细胞，则不能发挥免疫调节作

用，从而促进肿瘤逃逸。

综上所述，本研究通过细胞结合组织标本并依

据临床数据从多方面探讨了HCC中MCT1表达与患

者预后的关联，研究证实乳酸调控依赖MCT1通路

促进Tregs，并支持MCT1表达作为HCC患者预后的

预测标志物，提示MCT1高表达的HCC患者具有较

差的生存预后。
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步追踪至活产，且样本例数有限，未来需要前瞻性

随机对照研究来验证结果是否可信，这也将成为今

后的研究方向。
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