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·论著·

肿瘤出芽及肿瘤浸润淋巴细胞对食管鳞状细胞癌
淋巴结转移的预测价值研究

张继方 1，陈芳 1，唐佳雯 1，李红亮 2*

【摘要】　背景　食管癌淋巴结转移状态影响患者的手术方案和预后情况，需要寻找能够预测食管癌淋巴结转

移的危险因素，从而协助临床诊疗。目的　探讨肿瘤出芽（TB）、肿瘤浸润淋巴细胞（TILs）预测食管鳞状细胞癌患

者淋巴结转移的价值。方法　选择 2013 年 1 月—2022 年 3 月于宁波大学附属人民医院行食管癌根治切除并留存石蜡

标本的 124 例食管鳞状细胞癌患者为研究对象，采用光镜和细胞角蛋白（CK）5/6 免疫组织化学染色评估患者癌组织

中 TB 分级及 TILs 密度，采用多因素 Logistic 回归分析探究食管鳞状细胞癌患者淋巴结转移的影响因素，并采用受试

者工作特征（ROC）曲线探讨 TB 和 TILs 对食管鳞状细胞癌患者淋巴结转移的预测价值。结果　多因素 Logistic 回归

分析结果显示 TB〔OR=20.078，95%CI（6.043，66.713），P<0.001〕）、TILs〔OR=0.218，95%CI（0.071，0.666），

P=0.008〕、脉管内癌栓〔OR=28.609，95%CI（7.512，108.946），P<0.001〕是食管鳞状细胞癌患者淋巴结转移的影

响因素。TB 分级预测食管鳞状细胞癌患者淋巴结转移的 ROC 曲线下面积（AUC）为 0.835〔95%CI（0.763，0.907）〕，

TILs 密度预测食管鳞状细胞癌患者淋巴结转移的 AUC 为 0.656〔95%CI（0.558，0.753）〕。结论　TB、TILs 为食管

鳞状细胞癌患者淋巴结转移的影响因素，TB 分级与 TILs 密度对食管鳞状细胞癌患者淋巴结转移有较好的预测效能。
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【Abstract】　Background　The surgical protocols and prognosis of esophageal squamous cell carcinoma（ESCC）

patients influenced by the status of lymph node metastasis. It is necessary to identify risk factors that can predict lymph node 

metastasis to assist in clinical treatment. Objective　To investigate the predict value of tumor budding（TB）and tumor-

infiltrating lymphocytes（TILs）on lymph node metastasis（LNM）in patients with ESCC. Methods　A total of 124 patients 

with ESCC who underwent radical resection and retained paraffin-embedded specimens in the Affiliated People's Hospital of 

Ningbo University from January 2013 to March 2022 were selected as the research subjects. The light microscopy and CK5/6 

immunohistochemical staining were used to evaluate the amount of TB and density of TILs. Multivariate Logistic regression analysis 

was used to explore the influencing factors of lymph node metastasis in patients with ESCC and the receiver operating characteristic

（ROC）curve was plotted to investigate the predictive value of TB and TILs for lymph node metastasis in patients with ESCC. 

Results　Multivariate Logistic regression analysis showed that TB〔OR=20.078，95%CI（6.043，66.713），P<0.001〕，

TILs〔OR=0.218，95%CI（0.071，0.666），P=0.008〕and intravascular tumor thrombus〔OR=28.609，95%CI（7.512，

108.946），P<0.001〕 were influencing factors for lymph node metastasis. The area under ROC curve（AUC）for TB and TILs 

to predict lymph node metastasis in patients with ESCC was 0.835〔95%CI（0.763，0.907）〕 and 0.656〔95%CI（0.558，0.753）〕，
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食管癌是威胁人类健康的主要恶性肿瘤之一，中

国为食管癌高发国家，发病和死亡人数分别占全球的

53.7% 和 55.3%［1-2］。淋巴结转移状态和转移的数量直

接决定食管癌 N 分期以及患者进一步的治疗方案，是

影响预后的关键因素［3-4］。然而食管黏膜下淋巴管网丰

富，引流通路复杂广泛，涉及颈、胸、腹部等 20 余组

淋巴结［5］，当早期肿瘤突破黏膜固有层时即可发生淋

巴结转移，具有区域性、双向性、连续性、跳跃性等特

点［6］。因此，明确食管癌淋巴结转移的危险因素，寻

找能够预测淋巴结转移的方法具有参考意义。

按照组织学类型，我国以食管鳞状细胞癌（ESCC）

较为常见，而西方国家以食管腺癌多见［7］。虽然现今

分子病理学与免疫治疗发展迅速，但肿瘤组织形态学仍

是病理诊断的重要基石。肿瘤出芽（TB）是可在多种

恶性肿瘤中观察到的病理组织形态学现象，反映了肿

瘤具有较强的侵袭或转移能力［8-10］，并提示与早期的

结直肠癌、食管癌及胃癌等发生淋巴结转移具有相关

性［11-13］。肿瘤浸润淋巴细胞（TILs）是存在于肿瘤免

疫微环境中具有抗肿瘤作用的淋巴细胞群，发挥免疫应

答作用［14］。有证据支持 TILs 可用于预测恶性肿瘤患者

免疫治疗的疗效并提示预后［15-17］，有研究提示其在早

期胃癌中是淋巴结转移的预测因子［18］。本研究主要分

析 TB 和 TILs 与 ESCC 临床病理特征的相关性，并评估

两者对食管癌淋巴结转移的预测价值，旨在从病理组织

形态学方面寻找提示临床治疗的依据。

1　对象与方法

1.1　研究对象　2013 年 1 月—2022 年 3 月于宁波大学

附属人民医院行食管癌根治切除并留存石蜡标本的 124

例 ESCC 患者为研究对象。患者年龄 46~82 岁，中位年

龄 62 岁。纳入标准：（1）病理诊断证实为 ESCC；（2）

有完整的临床病例资料，包括患者性别、年龄、肿瘤长

径、肿瘤分化程度、肿瘤浸润层次、有无淋巴结转移、

有无脉管内癌栓；（3）术前未行新辅助治疗。排除标

准：（1）同时患有其他部位原发肿瘤的患者；（2）既

往因其他疾病接受胸或腹部大手术的患者。本研究已通

过宁波大学附属人民医院伦理委员会批准，伦理审批号

为（2021）年伦理审查（科研）第（055）号。

1.2　免疫组化染色　制备切片，厚度约 4 μm，二甲苯

脱蜡，梯度酒精乙醇（100%、95%、75%）水化，高

压锅高温抗原修复 5 min（pH 6.0 柠檬酸盐修复液），

运用全自动免疫组织化学染色仪（德国 LEICA，LEICA 

BOND MAX）染色，具体步骤按照仪器操作说明书执行。

1.3　判读 TB　TB 是在显微镜下观察到的上皮 - 间充质

转化（EMT）的病理形态学表现［19］，目前食管癌中 TB

尚无规范化的评估方法，本研究参考 2016 国际 TB 共识

会议（ITBCC）推荐的结直肠癌 TB 评估方法［20］，选择

TB 最密集的区域，即“热点区”计数（×20 视野，即

0.785 mm2 区域），计数显微镜下所见的肿瘤浸润前沿

间质内散在的呈未分化形态的肿瘤细胞群，细胞群为单

个肿瘤细胞或 <5 个细胞的肿瘤细胞簇。根据标准将其

分为低、中、高级别，出芽数分别为 0~4、5~9、≥ 10

个。本研究通过细胞角蛋白 5/6（CK5/6）免疫组化染色

判读 TB 个数，依据上述推荐的 TB 评估方法，124 例患

者的苏木素 - 伊红染色（HE）切片及 CK5/6 染色的 TB

由两名病理医师阅片综合评估并讨论确定 TB 分级［13］。

本研究将 TB 分级中的低级别和中级别合并为低 - 中级

别 TB，与高级别 TB 行进一步的对比分析。

1.4　判读 TILs　本研究采用 2014 年国际肿瘤浸润淋巴

细胞工作组推荐的乳腺癌中 TILs 的评估标准［21］进行食

管癌 TILs 形态学评估，TILs 为单核淋巴细胞总面积占

肿瘤间质总面积的百分比，并在侵袭性肿瘤的边界内全

面评估肿瘤区域的平均 TILs，而不能仅关注热点区域，

一般四舍五入到最接近的 5% 或 10%。本研究由两名病

理医师共同阅片评估 HE 切片中的 TILs，TILs<30% 为

低密度 TILs，TILs ≥ 30% 为高密度 TILs［22］。

1.5　分期　本研究参照美国癌症联合会与国际抗癌联

盟联合发布的第八版食管癌分期系统［23］，对食管癌患

者进行病理 TNM（pTNM）分期。

1.6　统计学方法　所有数据资料应用 SPSS 27.0 统计软

件进行统计学分析，符合正态分布计量资料以（x-±s）
表示，组间比较采用两独立样本 t 检验；计数资料以相

对数表示，组间比较采用 χ2 检验或 Fisher's 确切概率法；

采用多因素 Logistic 回归分析探究 ESCC 患者淋巴结转

移的影响因素，并采用受试者工作特征（ROC）曲线探

讨 TB 和 TILs 对 ESCC 患者淋巴结转移的预测价值。以

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　ESCC 的 TB 数目与分级　镜下观察肿瘤浸润前沿

间质内单个孤立的癌细胞或小癌细胞簇。应用免疫组化

CK5/6 进行染色，CK5/6 在患者中均呈强阳性表达，着

色于细胞膜，参考 CK5/6 染色进行 TB 分级，见图 1。

2.2　有无淋巴结转移 ESCC 患者临床病理特征的比较　

respectively. Conclusion　High-grade TB and low-density TILs were influencing factors for lymph node metastasis，TB grade 

and density of TILs has good diagnostic efficacy in predicting lymph node metastasis in patients with ESCC.

【Key words】　Esophageal squamous cell carcinoma；Esophageal neoplasms；Tumor budding；Tumor-infiltrating 

lymphocytes；Lymph metastasis；Logistic models；Forecasting
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有淋巴结转移者 60 例（48.4%），无淋巴结转移者 64

例（51.6%），有无淋巴结转移者肿瘤长径、肿瘤分化

程度、肿瘤浸润层次、脉管内癌栓、TB 分级、TILs 密

度比较，差异有统计学意义（P<0.05）。按病理特征将

患者分为低 - 中级别 TB+ 高密度 TILs 者（n=40）、高

级别 TB+ 高密度 TILs 者（n=17）、低 - 中级别 TB+ 低

密度 TILs 者（n=34）、高级别 TB+ 低密度 TILs 者（n=33）

（图 2），有无淋巴结转移者 TB 分级 +TILs 密度比较，

差异有统计学意义（P<0.05）。有无淋巴结转移者性别、

年龄比较，差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。

2.3　淋巴结转移与 ESCC 患者临床病理特征的多因素

Logistic 回归分析　以是否存在淋巴结转移为因变量

（赋值：无 =0；有 =1），以肿瘤长径（赋值：肿瘤长

径≤ 2.5 cm=0；肿瘤长径 >2.5 cm=1）、肿瘤分化程度 

（赋值：肿瘤高 - 中分化 =0；肿瘤低分化 =1）、肿瘤

浸润层次（赋值：pT1 期 =0；pT2+pT3 期 =1）、TB 分

级（赋值：低 - 中级别 TB=0；高级别 TB=1）、有无脉

管内癌栓（赋值：无 =0；有 =1）及 TILs 密度（赋值：

低密度 TILs=0；高密度 TILs=1）为自变量，进行多因

素 Logistic 回归分析，结果显示：TB 分级（OR=20.078）、

脉管内癌栓（OR=28.609）、TILs 密度（OR=0.218）是

ESCC 患者出现淋巴结转移的影响因素（P<0.05），见表 2。

2.4　TB 与 TILs 预测 ESCC 患者淋巴结转移的价值　采

用 ROC 曲线评估 TB 与 TILs 预测 ESCC 患者淋巴结转

移的价值，结果显示，TB 预测 ESCC 患者淋巴结转移

的 ROC 曲线下面积（AUC）为 0.835〔95%CI（0.763，

0.907），P<0.001〕，灵敏度为 0.700，特异度为 0.859；

TILs 预测 ESCC 患者淋巴结转移 AUC 为 0.656〔95%CI

（0.558，0.753），P<0.001〕，灵敏度为 0.700，特异

度为 0.609。表明 TB 分级与 TILs 密度预测 ESCC 患者

淋巴结转移的诊断效能良好（图 3）。

3　讨论

TB 最初在结直肠癌中被深入研究。一项纳入 806

例 pT1 期结直肠癌的回顾性多研究中心结果提示，浸

润深度 <1 000 μm 的 203 例患者中有 4 例（2%）发生

淋巴结转移，低于浸润深度≥ 1 000 μm 的淋巴结转

移率；高级别 TB 病例发生淋巴结转移的比例（25%）

高 于 低 级 别 TB（7%）（P<0.001）；黏 膜 下 浸 润 深 度 

≥ 1 000 μm、高级别 TB 是 pT1 期结直肠癌淋巴结转

移的独立危险因素［24］。在进展期结直肠癌，仍有相关

研究证实，高级别 TB 是提示肿瘤淋巴结转移的重要组

织学特征［25］。一项纳入 12 项研究包含 1 652 例患者的

系统评价表明，高级别 TB 与 pT2 期结直肠癌患者更短

表 1　有无淋巴结转移 ESCC 患者临床病理特征的比较〔例（%）〕
Table 1　Comparison of clinicopathological features between ESCC patients 
with and without lymph node metastasis

指标
有淋巴结转移
者（n=60）

无淋巴结转移
者（n=64）

χ2 值 P 值

性别 0.761 0.383

女 7（11.7） 11（17.2）

男 53（88.3） 53（82.8）

年龄（岁） 0.761 0.383

≤ 62 36（60.0） 28（43.8）

>62 24（40.0） 36（56.2）

肿瘤长径（cm） 6.604 0.010

≤ 2.5 14（23.3） 29（45.3）

>2.5 46（76.7） 35（54.7）

肿瘤分化程度 4.709 0.030

高 - 中 35（58.3） 49（76.6）

低 25（41.7） 15（23.4）

肿瘤浸润层次（期） — 0.001

pT1a 0 7（10.9）

pT1b 7（11.7） 17（26.6）

pT2 11（18.3） 16（25.0）

pT3 42（70.0） 24（37.5）

脉管内癌栓 37.382 <0.001

有 37（61.7） 6（9.4）

无 23（38.3） 58（90.6）

TB 分级 37.904 <0.001

低 - 中级别 TB 19（31.7） 55（85.9）

高级别 TB 41（68.3） 9（14.1）

TILs 密度 11.934 0.001

低密度 TILs 42（70.0） 25（39.1）

高密度 TILs 18（30.0） 39（60.9）

TB+TILs 44.567 <0.001

低 - 中级别 TB+ 高密度 TILs 8（13.3） 32（50.0）

高级别 TB+ 高密度 TILs 10（16.7） 7（10.9）

低 - 中级别 TB+ 低密度 TILs 11（18.3） 23（36.0）

高级别 TB+ 低密度 TILs 31（51.7） 2（3.1）

注：—表示采用 Fisher's 确切概率法；TB= 肿瘤出芽，TILS= 肿瘤

浸润淋巴细胞。

A

C

B

D

注：A 为食管鳞状细胞癌（ESCC）苏木素 - 伊红（HE）染色；

低级别肿瘤出芽（TB）；B 为 ESCC 细胞角蛋白（CK）5/6 染色，低

级别 TB；C 为 ESCC HE 染色，高级别 TB；D 为 ESCC CK5/6 染色，

高级别 TB。

图 1　ESCC 患者 TB 的 HE 和 CK5/6 染色结果（×200）
Figure 1　Haematoxylin-eosin and CK5/6 immunohistochemical staining 
results of TB in patients with ESCC
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的 5 年生存率相关［26］。由于 TB 对结直肠癌侵袭转移

及预后的重要价值，已将 TB 作为结直肠癌常规病理报

告内容。

目前尚未将 TB 作为 ESCC 病理报告的常规内容。

本研究结果提示高级别 TB 淋巴结转移率为 68.3%，

高 于 低 - 中 级 别 TB 淋 巴 结 转 移 率（31.7%）。

FUCHINOUE 等［13］分析了 50 例浅表 ESCC 患者，结果

证实 TB 分级和浅表 ESCC 的淋巴结转移相关，本研究

结果与之一致，高级别 TB 病例具有更高的淋巴结转移

率。在临床治疗中，对于早期内镜下黏膜剥离术（ESD）

及食管癌根治切除患者，均建议在病理报告中加入 TB

分级。若存在高级别 TB，早期 ESD 患者建议仍要采取

积极的治疗手段，如追加手术或放化疗。

在恶性黑色素瘤、结肠癌、乳腺癌、膀胱癌等多个

系统恶性肿瘤中均有研究证实 TILs 与预后情况相关［27］，

在 TILs 与淋巴结转移的研究中，有结果提出 TILs 与早

期胃癌的淋巴结转移相关，低密度 TILs 是淋巴结转移

的独立预测因素［18］。本研究表明，TILs 与 ESCC 淋巴

结转移具有相关性，并且多因素分析结果显示，TB、

TILs 及脉管内癌栓是 ESCC 淋巴结转移的影响因素。
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图 3　TB 与 TILs 预测 ESCC 患者淋巴结转移的 ROC 曲线
Figure 3　ROC curves of TB and TILs for predicting lymph node metastasis 
of ESCC

A
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注：A 为低级别 TB+ 高密度肿瘤浸润淋巴细胞（TILs）患者 HE

染色；B 为高级别 TB+ 高密度 TILs 患者 HE 染色；C 为低级别 TB+

低密度 TILs 患者 HE 染色；D 为高级别 TB+ 低密度 TILs 患者 HE 染色。

图 2　ESCC 患者 TB 和 TILs 的 HE 染色（×200）
Figure 2　Haematoxylin-eosin staining results of TB and TILs in ESCC 
patients

表 2　ESCC 患者出现淋巴结转移影响因素的多因素 Logistic 回归分析
Table 2　Multivariate Logistic regression analysis of the influencing factors 
of lymph node metastasis in ESCC patients 

指标 β SE OR 值 95%CI Waldχ2 值 P 值

常量 -1.565 0.470 0.209 — 11.101 0.001

TILs 密度 -1.524 0.570 0.218 （0.071，0.666） 7.146 0.008

TB 分级 3.000 0.613 20.078 （6.043，66.713） 23.972 <0.001

脉管内癌栓 3.354 0.682 28.609 （7.512，108.946） 24.165 <0.001

注：—表示无此项数据。

本研究将患者分为低 - 中级别 TB+ 高密度 TILs 者、

高级别 TB+ 高密度 TILs 者、低 - 中级别 TB+ 低密度

TILs 者、高级别 TB+ 低密度 TILs 者。结果显示，低 - 中

级别 TB+ 高密度 TILs 者淋巴结转移率较低，高级别

TB+ 低密度 TILs 者淋巴结转移率较高。通过 ROC 曲线

进一步得出，TB 分级与 TILs 密度预测 ESCC 患者淋巴

结转移的诊断效能良好，该结果应用于临床，有助于指

导患者的后续治疗，改善预后情况。

本研究存在一定的局限性，本研究为单中心回顾性

研究且规模有限，由于失访人数较多，未分析 TB 分级

与 TILs 密度对预后的影响，后期研究将进一步完善。

综上所述，TB、TILs 与 ESCC 患者淋巴结转移密切

相关，并具有较好的预测价值，对行 ESD 切除的早期

ESCC 患者以及已接受根治切除术但淋巴结清扫不足患

者的后续治疗方案具有一定临床指导意义。
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