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　　摘　要：目的　检测神经胶质瘤患者外周血淋巴细胞亚群及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ淋巴细胞（Ｔｒｅｇ），探讨其与胶质瘤发病的

关系。方法　将８６例神经胶质瘤患者作为胶质瘤组，５２例健康体检者作为对照组。采用流式细胞术检测神经胶质瘤患者及健

康人外周血中 ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋、ＣＤ３＋ ＨＬＡＤＲ＋、ＣＤ３＋Ｔ 淋巴细胞，ＣＤ３－ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞，ＣＤ３－

ＣＤ１６＋５６＋自然杀伤细胞（ＮＫ）及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ水平。结果　与对照组比较，胶质瘤组患者外周血中ＣＤ３
＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋

ＨＬＡＤＲ＋及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ Ｔ淋巴细胞百分比明显降低（犘＜０．０５）。与低级别组比较，高级别组胶质瘤患者外周血中上述Ｔ淋

巴细胞百分比明显降低（犘＜０．０５），ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞百分比升高（犘＜０．０５）。与对照组相比，胶质瘤患者外周血ＣＤ３－

ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞、ＣＤ３－ＣＤ１６＋５６＋ＮＫ的百分比明显降低（犘＜０．０５），ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ百分比明显升高（犘＜０．０５）。与低级别

组比较，高级别胶质瘤患者外周血ＣＤ３－ＣＤ１６＋５６＋ＮＫ百分比明显降低（犘＜０．０５），ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ百分比明显升高（犘＜

０．０５）。结论　淋巴细胞亚群的改变和ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ水平的升高与恶性肿瘤患者免疫功能低下及肿瘤的发生、发展密切

相关。
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　　神经胶质瘤是一种常见的神经系统肿瘤，占神经系统原发

性肿瘤的５０％以上。美国癌症协会于２００１年统计，胶质瘤约

占全年所有新发肿瘤的１．４％，病死人数占肿瘤总病死人数的

２．４％。胶质瘤级别越高，患者生存期越短。恶性胶质瘤治疗

后患者的平均生存期不足１年，２年生存率仅为１０％。神经胶

质瘤呈侵袭性生长，与正常脑组织无明显界限，手术难以将其

完全切除。同时，胶质瘤又具有较高的增殖活性，术后易复发。

虽然近年来临床采用手术、放疗、化疗等常规治疗以及以基因

和免疫治疗为主的新型生物疗法对胶质瘤进行治疗，但其复发

率及患者生存期并没有明显改善。因此，目前神经胶质瘤仍然

是是预后很差的肿瘤之一。胶质瘤的发生与机体的免疫功能

密切相关，淋巴细胞亚群是其中最重要的指标之一，各亚群的

比例变化与肿瘤的恶性程度及预后相关。１９９５年Ｓａｋａｇｕｃｈｉ

等［１］发现ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ淋巴细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｌｙｍ

ｐｈｏｃｙｔｅ，Ｔｒｅｇ）具有免疫抑制功能，可能参与自身免疫性疾病

及肿瘤的发生。研究表明，Ｔｒｅｇ在肝癌、食管癌及肺癌等多种

恶性肿瘤组织中以及肿瘤患者外周血液中的百分比明显增

多［２４］，但Ｔｒｅｇ与神经胶质瘤的关系鲜见报道。本文采用流式

细胞术分析不同分级胶质瘤患者外周血淋巴细胞亚群及Ｔｒｅｇ

的比例，以探讨其与肿瘤恶性程度的关系，从而评估疾病状况，

并指导临床治疗。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００８年９月至２００９年１２月于本院住

院的神经胶质瘤患者８６例作为胶质瘤组，其中，男５１例，女
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３５例；年龄３２～８３岁，中位（５７．７±１４．６）岁。将其按胶质瘤

的恶性程度分为２组，其中，低级别组５７例（ＷＨＯ分级为Ⅱ

～Ⅲ级），高级别组２９例（ＷＨＯ分级为Ⅳ级）。所有病例均经

组织病理学检查确诊。选择５２例本院健康体检者作为对照

组，其中，男２９例，女２３例；年龄３４～７８岁，中位（５６．５±

１０．３）岁。

１．２　仪器与试剂　主要仪器为ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪，购

自美国ＢＤ公司。主要试剂为ＳｉｍｕｌＳＥＴＩＭＫＰｌｕｓ试剂盒［包

括ＣＤ４５异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）／

ＣＤ１４ＰＥ、ＩｇＧ１ＦＩＴＣ／ＩｇＧ２ａＰＥ、ＣＤ４ＦＩＴＣ／ＣＤ８ＰＥ、ＣＤ３

ＦＩＴＣ／ＣＤ１９ＰＥ、ＣＤ３ＦＩＴＣ／ＣＤ１６＋ ５６ＰＥ、ＣＤ３ＦＩＴＣ／ＨＬＡ

ＤＲＰＥ６种荧光抗体］及 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ试剂盒（包括

ＩｇＧ１ＦＩＴＣ、ＩｇＧ２ａＰＥ、ＣＤ４ＦＩＴＣ、ＣＤ２５ＰＥ荧光抗体）。

１．３　淋巴细胞亚群检测　（１）免疫荧光染色：抽取待检患者清

晨空腹静脉血２ｍＬ，乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ

ａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）Ｋ２抗凝，６个试管中分别加入ＳｉｍｕｌＳＥＴＩＭＫ

Ｐｌｕｓ试剂盒６种荧光标记抗体２０μＬ，分别与１００μＬ全血混

匀，室温避光静置２０ｍｉｎ，每个试管中加入２ｍＬ红细胞裂解

液，混匀后室温避光反应１０ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（离心半径

１４ｃｍ，１０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液，磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤，最后以３００μＬＰＢＳ悬浮细胞。

（２）流式细胞术分析：首先用流式细胞仪ＣａｌｉＢＲＩＴＥ三色校准

微球（美国ＢＤ公司），通过ＦＡＣＳＣｏｍｐ软件自动校准流式细

胞仪，调节激发光波长为４８８ｎｍ，然后运行ＳｉｍｕｌＳＥＴ软件，获

取细胞，并分别报告淋巴细胞亚群的百分比。

１．４　ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ检测　Ａ管中加入ＩｇＧ１ＦＩＴＣ、ＩｇＧ２ａ

ＰＥ各２０μＬ，Ｂ管中加入ＣＤ４ＦＩＴＣ、ＣＤ２５ＰＥ各２０μＬ，每管

中加入１００μＬ全血，混匀，室温避光静置２０ｍｉｎ，再加入２ｍＬ

红细胞裂解液，混匀后室温避光反应１０ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（离

心半径１４ｃｍ，１０００ｒ／ｍｉｎ），弃上清液，ＰＢＳ洗涤，以３００μＬ

ＰＢＳ悬浮细胞，上机检测。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以α＝０．０５为检验

水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　胶质瘤患者及正常人外周血Ｔ淋巴细胞亚群的比较　

与对照组比较，胶质瘤组患者外周血中ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细

胞百分比、ＣＤ３＋ ＨＬＡＤＲ＋ 活化 Ｔ淋巴细胞及ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

比值明显降低（犘＜０．０５），ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞有所升高，

但差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

２．２　不同分级胶质瘤患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群的比较　

与低级别组比较，高级别组胶质瘤患者外周血中ＣＤ３＋ＣＤ４＋Ｔ

淋巴细胞百分比、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值及ＣＤ３＋ＨＬＡＤＲ＋活化Ｔ

淋巴细胞百分比明显降低（犘＜０．０５），ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞

百分比升高（犘＜０．０５），见表２。

２．３　胶质瘤患者及正常人外周血Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴细胞、自

然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ，ＮＫ）及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的比

较　与对照组相比，胶质瘤患者外周血ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞总数

降低，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＣＤ３－ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细

胞、ＣＤ３－ＣＤ１６＋５６＋ＮＫ的百分比明显降低（犘＜０．０５），ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ百分比明显升高（犘＜０．０５），见表３。

２．４　不同分级胶质瘤患者外周血 Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴细胞、

ＮＫ及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ的比较　与低级别组比较，高级别胶

质瘤患者外周血ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞和ＣＤ３－ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞

百分比降低，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＣＤ３－ＣＤ１６＋

５６＋ＮＫ百分比明显降低（犘＜０．０５），ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ百分比

明显升高（犘＜０．０５），见表４。

表１　　胶质瘤患者Ｔ淋巴细胞亚群百分比与对照组的比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ３＋ＣＤ４＋ ＣＤ３＋ＣＤ８＋ ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＣＤ３＋ＨＬＡＤＲ＋

胶质瘤组 ８６ ３７．６±５．１ａ ３３．８±７．５ｂ ０．８±０．４ａ １２．４±５．１ａ

对照组 ５２ ４１．１±６．８ ３１．２±７．８ １．２±０．５ １７．５±６．７

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＞０．０５，与对照组比较。

表２　　不同分级胶质瘤患者Ｔ淋巴细胞亚群百分比的比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ３＋ ＣＤ４＋ ＣＤ３＋ＣＤ８＋ ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＣＤ３＋ＨＬＡＤＲ＋

高级别组 ５７ ３５．４±５．２ａ ３４．５±７．２ａ ０．７±０．４ａ １１．４±４．８ａ

低级别组 ２９ ４０．２±７．１ ３２．１±７．１ １．１±０．５ １５．８±５．６

　　ａ：犘＜０．０５，与低级别组比较。

表３　　胶质瘤患者Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴细胞、ＮＫ及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ亚群百分比与对照组的比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３－ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞 ＣＤ３－ＣＤ１６＋５６＋ＮＫ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ

胶质瘤组 ８６ ６２．６±７．９ｂ １１．３±３．５ａ １７．１±７．８ａ ７．１±２．６ａ

对照组 ５２ ６４．８±９．２ １５．４±４．８ ２０．８±８．６ ５．３±３．２

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＞０．０５，与对照组比较。

表４　　不同分级胶质瘤患者Ｔ淋巴细胞、Ｂ淋巴细胞、ＮＫ及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ亚群百分比的比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ３＋Ｔ淋巴细胞 ＣＤ３－ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞 ＣＤ３－ＣＤ１６＋５６＋ＮＫ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ

高级别组 ５７ ６２．９±８．１ｂ １４．９±５．５ｂ １８．３±８．２ａ ９．２±３．３ａ

低级别组 ２９ ６３．１±８．６ １５．８±５．１ ２１．９±９．１ ６．１±２．９

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＞０．０５，与低级别组比较。
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３　讨　　论

神经胶质瘤发生的一个重要原因是患者细胞免疫或体液

免疫功能失调。Ｔ淋巴细胞是一种参与肿瘤免疫的重要细胞，

包括ＣＤ４＋的辅助性Ｔ淋巴细胞（ｈｅｌｐｅｒＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，Ｔｈ）和

ＣＤ８＋的抑制／杀伤性 Ｔ淋巴细胞。Ｔｈ活化后可分泌能够激

活细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）、ＮＫ

和Ｂ淋巴细胞的细胞因子，促进这些细胞杀伤肿瘤的效应。

ＣＤ８＋可直接识别并杀伤肿瘤细胞，还可抑制Ｔ、Ｂ淋巴细胞活

化，从而抑制机体的细胞免疫及体液免疫功能。ＣＤ４＋ 和

ＣＤ８＋淋巴细胞的相对稳定状态保证了机体的免疫平衡，二者

比例的失衡会导致免疫功能失调［５７］。本研究中，胶质瘤患者

ＣＤ３＋ＣＤ８＋百分比升高，而ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比例显著降低，说明

患者的免疫稳态破坏。ＣＤ３＋ＨＬＡＤＲ＋是Ｔ淋巴细胞活化的

标志，胶质瘤组患者的该群细胞明显低于对照组，表明Ｔ淋巴

细胞活化功能降低，使Ｔ淋巴细胞不能发挥辅助作用及杀伤

效应，从而导致肿瘤的发生。胶质瘤患者的 Ｂ 淋巴细胞

（ＣＤ３－ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞）明显低于对照组，提示患者还存在

体液免疫功能的失调。同时，随着胶质瘤恶性程度升高，患者

外周血淋巴细胞亚群之间比例失调、免疫功能下降的趋势越来

越明显。

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ存在于正常机体内，同时具有免疫无能

性和免疫抑制性，约占人类ＣＤ４＋细胞的５％～１０％，因此，具

有独特的免疫调节作用。Ｔｒｅｇ表达ＣＤ４、ＣＤ２５、细胞毒性 Ｔ

淋巴细胞抗原４及叉头蛋白３（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎ３，ＦｏｘＰ３）

等［１，８］，可抑制机体的自身免疫反应和对外来异物的过度免疫

反应，从而维持自身免疫耐受，阻止自身免疫性疾病的发生。

近年来，研究发现Ｔｒｅｇ在移植免疫、肿瘤免疫等方面起着重要

作用［９１１］。Ｔｒｅｇ受Ｔ淋巴细胞抗原受体介导的信号刺激活化

后，分泌白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１０、ＩＬ４、肿瘤坏死因子

（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）β等抑制性细胞因子，并通过细

胞间直接接触来抑制ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞的增殖及活

化。天然Ｔｒｅｇ是在胸腺髓质中发育的一个淋巴细胞亚群，在

发育早期能够识别不同抗原，经胸腺选择发育后产生自身耐受

性［１２］，使机体对肿瘤免疫反应低下或无应答，导致了肿瘤的免

疫逃逸。Ｔｒｅｇ可抑制识别肿瘤细胞的肿瘤效应细胞的活化，

因此，在介导机体肿瘤免疫耐受机制中起重要作用。本研究

中，胶质瘤患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ比例增加，且与肿瘤

的临床分期相关，Ⅳ期患者外周血Ｔｒｅｇ水平高于Ⅱ～Ⅲ期患

者，这提示肿瘤患者免疫功能失调与肿瘤患者外周血Ｔｒｅｇ比

例增加有关，并且这种Ｔｒｅｇ介导的免疫耐受可能直接参与肿

瘤的进展过程。

ＣＤ３－ＣＤ１６＋５６＋ＮＫ在杀伤突变细胞的早期起重要作用，

通常肿瘤患者的ＮＫ功能降低。本研究结果表明，胶质瘤患者

的ＮＫ水平低于对照组，而ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ水平升高。有学

者将Ｋ５６２肿瘤细胞与 ＮＫ共培养４ｈ后，Ｋ５６２细胞溶解，说

明ＮＫ可参与杀伤肿瘤细胞
［１３］，当Ｋ５６２肿瘤细胞与ＮＫ共培

养前，将ＮＫ与ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ共培养２ｈ，ＮＫ介导的靶细

胞的溶解作用显著降低。这表明，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ能够有效

抑制ＮＫ介导的机体抗肿瘤作用。

以上结果表明，术前外周血淋巴细胞亚群及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ检测可作为评估胶质瘤恶性程度的参考指标。ＣＤ４
＋

ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ水平的升高与恶性肿瘤患者免疫功能低下及肿瘤

的发生、发展密切相关，去除这群细胞可能会有效诱导肿瘤免

疫，为肿瘤患者提供一种新的治疗方法。
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ＣＤ４（＋）ｍｅｍｏｒｙＴｃｅｌｌｓｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＣＤ４（＋）ＣＤ２５（＋）

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｍＪＴｒａｎｓｐｌａｎｔ，２０１１，１１（８）：１７３４１７４２．

［１０］ＹａｍａｍｏｔｏＴ，ＹａｎａｇｉｍｏｔｏＨ，ＳａｔｏｉＳ，ｅｔａｌ．ＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

Ｐａｎｃｒｅａｓ，２０１２，４１（３）：４０９４１５．

［１１］ＣｈｅｎＤＹ，ＣｈｅｎＹＭ，ＣｈｅｎＨＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｏｆｃｉｒｃｕｌａｔ

ｉｎｇＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓａｎｄＴＧＦβｗｉｔｈｄｉｓｅａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｃｏｕｒｓｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｄｕｌｔｏｎｓｅｔＳｔｉｌｌ′ｓｄｉｓ

ｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｏｎｎｅｃｔＴｉｓｓｕｅＲｅｓ，２０１０，５１（５）：３７０３７７．

［１２］ＤｅｒｂｉｎｓｋｉＪ，ＳｃｈｕｌｔｅＡ，ＫｙｅｗｓｋｉＢ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｍｉｓｃｕｏｕｓｇｅｎｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｅｄｕｌｌａｒｙｔｈｙｍｉｃｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｍｉｒｒｏｒｓｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒ

ａｌｓｅｌｆ［Ｊ］．ＮａｔＩｍｍｕｎｏｌ，２００１，２（１１）：１０３２１０３９．

［１３］ＷｏｌｆＡＭ，ＷｏｌｆＤ，ＳｔｅｕｒｅｒＭ，ｅｔａｌ．ＩｎｃｒｅａｓｅｏｆｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ

ｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２００３，９（２）：６０６６１２．

（收稿日期：２０１２１０２１）

·２８０１· 国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９


