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龚忠诚

【摘要】 三级淋巴结构（TLS）
是出生后在非淋巴组织中形成的

免疫细胞有组织的聚集体。TLS不

存在于生理条件，而是在包括自身

免疫性疾病、慢性感染和癌症等慢

性炎症环境下出现。在癌症进展

情况下，TLS促进免疫细胞涌入癌

症发生部位，因此作为提高患者抗

癌免疫力和良好治疗反应的一种

手段而引起了学术界的兴趣，但其

形成的驱动因素，以及这些结构对肿瘤内免疫反应的贡献仍

不完全清楚。笔者综述了 TLS的生物学表现并概述了 TLS
在口腔癌研究的最新进展。
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【Abstract】 Tertiary lymphoid structures （TLSs） are
organized aggregates of immune cells that form postnatally in
nonlymphoid tissues. TLSs are not found under physiological
conditions but arise in the context of chronic inflammation，
such as autoimmune diseases，chronic infection，and cancer. In
the setting of cancer development，TLSs facilitate the influx of
immune cells into the cancer site and have therefore attracted
interest as a means of improving anticancer immunity and
favorable treatment response in patients. In spite of their
presumed importance，the drivers of TLSs formation in cancer
and the contribution of these structures to intratumoral immune
response remain incompletely understood. In this article，the
biology of TLSs and their recent advances in oral cancer
research were reviewed.
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免疫系统在癌症的发生和发展中起着关键作

用。尽管阻断免疫检查点已被证明能有效改善多

种肿瘤类型的抗肿瘤免疫反应，但肿瘤免疫疗法仍

面临诸多挑战［1］。淋巴器官样结构，也称为三级淋

巴结构（tertiary lymphoid structure，TLS）或异位淋巴

结构（ectopic lymphoid structure，ELS），是一种淋巴

器官新生的结果，已在癌症中被发现［2］。TLS在肿
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瘤组织中可驱动免疫细胞活化，促进免疫细胞侵入

实体瘤，在癌症发生部位表现出有序的淋巴滤泡，

并与免疫治疗更好的预后和临床结果相关，表明

TLS可作为癌症免疫微环境重要的调节剂。然而，

癌症中TLS形成的驱动因素，以及这些结构对肿瘤

内免疫反应的贡献仍不完全清楚［1，3⁃4］。

目前，学术界对口腔癌中TLS的研究尚处于早

期阶段。少量文献已经表明，这些组织结构对口腔

鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）患

者的病理结果和临床预后都有重要影响。OSCC组

织中，TLS的存在与更强的抗肿瘤微环境、更好的预

后和更高的生存率有关，具有 TLS的患者与没有

TLS的患者其病理行为也截然不同［4］。为了理解为

什么 TLS对OSCC患者能产生如此重大的影响，以

及这个过程是如何发挥保护性作用的，需要深入了

解TLS的病理生理学背景。本文总结了OSCC中这

一现象的现有数据，详细阐述TLS是如何被检测和

定义的，其在OSCC中的形成机制，以及靶向TLS以

获得治疗益处的潜力。

一、三级淋巴结构的组成

TLS在解剖学上类似于次级淋巴器官（secondary
lymphoid organ，SLO），最初认为两者的形成在很大

程度上是由相同的刺激因素诱导的。然而，诱导两

者形成的细胞池和信号并不完全相同［5］。TLS有一个

被CD3+ T细胞包围CD20+ B细胞形成的区域，类似

于 SLO中的淋巴滤泡，这是TLS的一个重要特征［6］。

TLS的具体组成可能不同，但通常情况下 T细胞群

中的优势亚群为CD4+ T滤泡辅助细胞（TFH）［7］，也存

在CD8+细胞毒性T细胞、CD4+辅助性T细胞 1（Th1）
和调节性T细胞（Tregs）［8⁃10］。TLS相关的免疫细胞大

部分由B细胞和 T细胞群组成，或由不同的树突状

细胞（dendritic cell，DC）群构成。其中，来源于间充

质的CD21+滤泡树突状细胞（follicular dendritic cell，
FDC）在SLO生发中心（germinal center，GC）记忆B细

胞的选择中起着关键作用［11］；CD83+成熟DC主要定位

于T细胞区，在一些研究中也被称为树突状细胞溶

酶体相关膜蛋白（dendritic cell⁃lysosomal associated
membrane protein，DC⁃LAMP）DC［10，12］。滤泡还包含

一些分散的CD68+巨噬细胞，用于清除凋亡细胞，这

与其在SLO中的作用相似［13］。类似于SLO中的滤泡

网状细胞（follicular reticular cell，FRC）所形成的基

质网络，也有一些致密的基质网络将TLS锚定在慢

性炎症组织部位［14］。最后，外周淋巴结地址素

（peripheral node addressin，PNAd）阳性的高内皮微

静脉（high endothelial venule，HEV）为TLS提供了特

殊的脉管系统，介导淋巴细胞的募集［11］。不同免疫

细胞在头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous
cell carcinoma，HNSCC）TLS中的组成图像可以通过

多标记免疫荧光染色及Vectra多光谱成像技术精准

呈现［15］。肿瘤中TLS组成和标志物见表1。

二、三级淋巴结构形成的驱动因素

SLO遍布全身各处，包括淋巴结、扁桃体、脾脏、

派氏斑（Peyer patch）和黏膜相关淋巴组织。如此广

泛的分布使得 SLO允许免疫系统从不同组织中提

取抗原，并将不同免疫细胞汇集于此，从而促进诱

导适应性免疫反应。在持续的慢性炎症状态下，淋

巴组织会发生结外播种并最终在炎症部位形成

TLS。TLS显示出与SLO明显的解剖相似性，尽管大

多数组织中的TLS都缺乏周围富含胶原蛋白的纤维

包膜［16］。TLS包膜的缺失使其细胞组分可以直接进

入周围组织，从而可能使驻留在TLS中的免疫细胞

直接暴露于炎症微环境中的大分子。最初认为，

TLS和 SLO的形成是由相同的分子机制诱导的，它

们都具有淋巴毒素（lymphotoxin，LT）α1β2⁃LTβR信

号传导及黏附分子和淋巴趋化因子的局部表达作

用，但所涉及的细胞成分并不完全相同，至少有一

部分涉及TLS形成的细胞的组成是与 SLO不同的，

且驱动TLS生成的关键因素仍有待研究［5］。重要的

是，引起TLS形成的细胞和分子机制大多是在自身

免疫性疾病和慢性感染的模型中获得的，因此只能

算得上是关于肿瘤组织中 TLS形成的假说。关于

项目类别

常见内容

可能组成

部分

与TLS相关的

其他标志物

结构/细胞

高内皮微静脉

树突状细胞

B细胞

T细胞

生发中心

增殖性B细胞

滤泡辅助性T细胞

趋化因子

细胞毒性T细胞

调节性T细胞

内皮细胞

滤泡树突状细胞

成熟B细胞

标志物

无特异性，MECA⁃79

DC⁃LAMP
CD20
CD3
Ki⁃67
Ki⁃67
CD4、CXCR5、CD40L、IL⁃21、IL⁃6
CCL⁃2、3、4、5、8、18、19、21
CXCL⁃9、10、11、13
CD8
FOXP3
CD31
CD23

表1 肿瘤中三级淋巴结构（TLS）的组成和标志物
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TLS的上游启动信号机制，目前为止尚不清楚是否

需要造血淋巴组织诱导（lymphatic tissue inducer，
LTi）细胞启动局部间充质积累，或者局部积累的免

疫细胞是否可以替代LTi细胞。除此之外，某些免疫

细胞和基质细胞可能具有间充质淋巴组织的组织

者（lymphatic tissue organizer，LTo）细胞的功能，并有

助于TLS的形成和（或）维持。与LTi细胞和LTo细
胞邻近的HEV还可以通过血管地址素的表达调节淋

巴细胞的浸润，并能调控招募淋巴细胞的类型，因此

其在 TLS的形成中也发挥着重要的作用。TLS形成

的可能分子通路详见表2。值得注意的是，虽然已经

鉴定出了许多在肿瘤微环境中与TLS形成相关的因

素，但少有研究可以证明局部环境中哪些因子利于

TLS形成，而哪些因子又不利于 TLS形成。研究发

现，在某些肿瘤微环境中也会缺乏抗原等TLS形成

的必要驱动因素，使得TLS的形成明显受到抑制，这

种环境即所谓的“不充分的组织环境（inadequate
tissue environments）”［5］。

三、口腔鳞状细胞癌中三级淋巴结构的评估

方法

TLS的定义很可能需要针对不同的癌症进行调

整［5，26］。通常OSCC微环境中的 TLS包含HEV、DC⁃
LAMP+细胞、CD20+ B细胞和CD3+ T细胞，但可能包

括或不包括活性GC、增殖性 B细胞或 TFH［27⁃29］。此

外，一些研究还认为以下 1种或全部是TLS的必要/
互 补 标 志 物 ：CD4、CD8、CD31、CD23、CD163 和

FOXP3［26，29］。检测和量化OSCC组织中 TLS的方法

如下：

1. 苏木精-伊红染色：是最基本的组织学分析

方法，可识别具有GC的TLS，但无法区分未明确B/T
细胞区域边界的或形成不良的 TLS结构与其他非

TLS淋巴细胞聚集体［30］。

2. H⁃DAB+AP染色：H⁃DAB+AP单标记或双标

记形态学染色可增加将普通淋巴细胞聚集体与TLS
鉴别的准确性，缺点是仅可推断但不能量化TLS的

表型组成［31］。

3. 免疫荧光染色：确定成熟TLS组织结构的常

规方法，除可识别出B/T细胞外，还可显示Ki⁃67+细

胞、淋巴管和FDC的存在［32］。

4. 多重免疫组化+组织细胞计数：辅以组织细

胞分析的方法允许免疫组化技术使用所有可用的

标志物对细胞进行高特异性的表型鉴定，并通过机

器学习高通量定量各感兴趣区域的表征关系［33］。

5. 激光捕获显微切割（laser capture microdissec⁃
tion，LCM）+RNA测序：该方法支持TLS组织的特异

性靶向，在下游分析中去除混杂的非 TLS RNA序

列，比较两者的分子图谱，但LCM设备要求高、操作

耗时［34⁃35］。

6. 流式细胞术：该方法的样本为OSCC组织的

单细胞悬液，虽然很难确定免疫细胞是否源于 TLS
区域，然而若能确保组织样本中不存在淋巴结和使

用标志物来识别主要存在于淋巴滤泡中的细胞群，

则可以检测样本中TLS的存在。尤其是其中关键细

胞（如Ki⁃67+ B细胞）的相对比例也可以用这种方法

进行评估［32］。

7. 空间转录组学：基于有限选择的标志物来选择

组织切片上的感兴趣区域，并对大量RNA或蛋白质进

行转录组分析，但无论是GeoMx还是 10× Genomics
技术都需要资深专业技术人员进行［36⁃37］。OSCC中

TLS基因标志物的特点详见表3。
四、三级淋巴结构对抗口腔鳞状细胞癌特异性

免疫反应的调控

越来越多的证据表明，TLS中可以产生或增强

适应性免疫反应。在 TLS中，B细胞的一个主要效

表2 肿瘤微环境中三级淋巴结构（TLS）的可能驱动因素及其分子机制

注：LTi为淋巴组织诱导；LTo为淋巴组织的组织者；FDC为滤泡树突状细胞；FRC为滤泡网状细胞；ILC3为3型固有淋巴细胞；CAF为癌症

相关成纤维细胞。

驱动方式

LTi细胞

替代LTi细胞

替代LTo细胞

具体表现

LTi细胞是CD4+/CD3-/CD45+先天性淋巴样细胞，表达RORγt和 Id2转录因子，LTi细胞聚集后，依赖于TNF家族

成员启动TLS形成的初始步骤。随后CCL19+和（或）CCL21+ FRC和 CXCL13+ FDC共同调节表达相应CCR7和

CXCR5的淋巴细胞募集到淋巴生态位，以及调控 HEV的血管形成，从而允许形成T细胞区和B细胞区。

Th17细胞、ILC3、CD8+ T细胞、自然杀伤细胞、B细胞和巨噬细胞均可能替代癌症中的LTi细胞，其中T细胞产

生的 IL⁃17可诱导基质细胞表达CXCL13和CCL19，从而促进淋巴组织的形成。但是，这些淋巴聚集物中的T
和B细胞区没有间隔，且缺乏HEV。因此，通常认为这是不正常的TLS。
肿瘤内CAF群可作为LTo细胞产生CXCL13、CCL19、CCL21等淋巴趋化因子和BAFF、IL⁃7、April等生存因素诱

导形成TLS。

参考文献

［17⁃19］

［20⁃25］

［14，23］
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应功能是产生与疾病相关的抗体，后者可以与表达

抗原的APC结合，进而介导调理补体介导的裂解或

抗体依赖的细胞毒性作用［41］。尚不清楚 OSCC中

TLS到底是主要通过再激活或重塑效应 T细胞，还

是通过支持初始T细胞的启动来发挥作用的。有研

究报道，在TLS形成的早期阶段会招募效应T细胞，

这在一定程度上反映了效应T细胞在TLS生成中的

作用［14］。值得注意的是，这些初始T细胞确实会进

行原位增殖，与局部免疫反应的启动一致。而在缺

乏淋巴结的 LTα缺陷小鼠模型中，TLS可以在没有

SLO的条件下诱导 T、B细胞反应，表明 TLS可以原

位复制 SLO的功能［42 ⁃ 44］。虽然还无法得知 TLS在

OSCC的具体功能，不过一些模型研究证明，在慢性

炎症、感染或癌症部位产生的TLS可能有一些积极

作用：（1）T、B细胞群的局部启动绕过了DC和淋巴

细胞进出SLO的过程，所以可能会产生更快速的免疫

应答反应［22］；（2）局部淋巴区域的产生可能会增加

疾病相关抗原和淋巴细胞接触的发生率、效率，从

而诱导更强烈或更广泛的免疫应答反应；（3）拥有与

炎症组织部位直接接触的淋巴区域，可能可以提供

监控免疫反应的额外契机；（4）在一些TLS中存在大

量功能失调的程序性死亡受体 1（programmed cell
death protein 1，PD⁃1）高表达的CD8+ T细胞，这是一

种与肿瘤免疫反应相关的表型。在此模型中，TLS
不仅对诱导肿瘤免疫反应很重要，还用于维持免疫

反应。TLS相关的成纤维细胞和其他细胞亚群所分

泌的细胞因子能够维持TLS中淋巴细胞的稳态，也

能使肿瘤反应性T细胞长期存在于肿瘤部位［45⁃47］。

五、三级淋巴结构对口腔鳞状细胞癌患者的预

后价值

TLS与许多癌症的良好预后相关［6］，且其预后价

值通常与肿瘤的TNM分期无关［48⁃50］。而且，现已证明

TLS密度及其组分的TFH、滤泡B细胞、DC⁃LAMP+细

胞和HEV等与许多肿瘤患者的生存率相关［50⁃52］。此

外，与TLS相关的多个基因表达特征也具有良好的

预后价值（表3）。在肿瘤中，TLS的出现常伴随着全

面增加的免疫浸润。与单独CD8+ T细胞浸润相比，

若同时存在 TLS和活跃的瘤内CD8+ T细胞浸润则

预后效果更好，这也表明含有TLS的肿瘤中会产生更

积极的免疫反应［8，36，39，53］。TLS的存在与否与OSCC
患者的 5年无进展生存率及 5年总生存率呈正相

关，可作为OSCC患者的独立保护因素［4，54］，且 TLS
中CD8+ T细胞和CD57+ NK细胞的密度均显著高于

TLS阴性的OSCC患者。TLS可能导致OSCC免疫微

环境中产生更持久的抗肿瘤反应，因为TLS可以通

过上调一系列基因增加激活效应记忆B细胞和T细

胞表型［55］。Li等［27］研究发现，OSCC中TLS的出现与

其中Ki⁃67和p53有关，而Ki⁃67/p53低评分又反应了

肿瘤较低的恶性程度，从而证明了TLS的存在预示

着OSCC患者的良好预后。Wang等［28］研究也表明，

在未发生淋巴结转移的早期舌鳞状细胞癌组织中

存在较易被识别的未成熟 TLS，包括初级和次级淋

巴滤泡，同样可反应与良好的总生存率（P = 0.017 6）
和无进展生存率（P = 0.018 3）有关。

六、总结与展望

TLS在癌症的预测方面所体现的重要价值激发

了学界对这一结构作为OSCC抗肿瘤免疫治疗潜在

手段的浓厚兴趣。现已有部分证据表明，TLS确实

有助于增强OSCC特异性免疫反应。然而，目前仍

不清楚究竟是 TLS增强了 SLO中产生的 T细胞反

应，还是TLS产生了新的T、B细胞反应。另外，诚然

OSCC的TLS可通过不同的局部组织因子产生不同

性质的免疫反应，但目前亦缺乏直接充足的证据证

明 TLS中可形成或增强免疫应答反应，且OSCC中

表3 口腔鳞状细胞癌（OSCC）组织中三级淋巴结构（TLS）的基因标志物

标志物分子

IL⁃7、LTβ、CXCL13

CCL19、CCL21、CXCL12
CCR7、LTβ、CTLA4、TIM3、

LAG3

CCL20、CCR6

作用特点

只有 IL⁃7、LTβ、CXCL13在TLS+中的表达较TLS-更强，而其余编码炎症细胞因子和趋化因子的基

因如 IL⁃1B、IL⁃6、TNF、IFNG、CXCL1、CXCL9、CXCL10、CXCL11、CCL2、CCL3、CCL5、CCL19和CCL21

在新生TLS中未发现有明显改变。

包含TLS的主要标志物HEV+的标本中CCL19、CCL21、CXCL12的表达显著高于HEV-的标本。

TCF7+ T细胞位于TLS内及周围，且TCF7+ T细胞组中TLS相关基因表达水平较高，其中CCR7、LTβ

为高表达；CTLA4、TIM3、LAG3为低表达。

缺乏TLS即HEV-的标本中CCL20出现高表达，CCL20招募表达CCR6的细胞及调节性T细胞，而

肿瘤细胞也表达CCR6，因此CCL20被认为和肿瘤的出现及转移有关，阻碍抗肿瘤的免疫反应。

是否可以据此推断如果在OSCC肿瘤标本中检测出CCL20则预示着TLS的消失及肿瘤的进展。

参考文献

［27］

［38］
［39］

［40］
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肿瘤浸润淋巴细胞与TLS的关系及两者的共表达在

OSCC患者中能否显示出更高的预测准确性也亟待

阐明。为了将TLS各生物标志物在临床预测方面的

价值最大化，未来仍需要采用统一的标志物来定义

和表征OSCC TLS。此外，还需要开发更多基于细胞

组成、位置、成熟度和功能等方面的表征手段，以期

更加全面地标准化 OSCC TLS 和定义“TLS 状态

谱”。也许在将来OSCC的免疫治疗中，可以通过阻

断抑制 TLS所产生的CCL20等，同时增加促进 TLS
产生的LTβ、CXCL13等趋化因子，达到延长患者生

存时间的目的。最后，更加清晰地从分子层面定义

TLS状态可以提高在OSCC预后和预测标记方面的

应用意义，全面深入地理解TLS的功能和潜在的自身

免疫毒性也将有助于更加客观地评估其作为OSCC
治疗靶点的价值。
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