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结核性脑膜炎和肺结核病患者Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７的检测
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　　摘　要：目的　分析结核病患者外周血ＣＤ４Ｔ细胞各亚群的特征，探讨其在结核病发生的作用。方法　应用流式细胞术分

析４０例健康对照（ＨＤ）、５０例不同类型的活动性结核病患者（ＴＢ）外周血单个核细胞中Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞应答水平。结

果　活动性结核病患者外周血Ｔｈ１和Ｔｈ１７细胞应答水平显著低于 ＨＤ（犘＜０．０１；犘＜０．００１），Ｔｈ２和Ｔｒｅｇ细胞应答水平则显著

高于 ＨＤ（犘＜０．０００１）；与单纯肺结核病患者（ＰＴＢ）相比，结核性脑膜炎患者（ＴＢＭ）外周血 Ｔｈ１７应答水平显著降低（犘＜

０．０００１）；与此同时，Ｔｒｅｇ应答水平也显著降低（犘＜０．０１）；但两组之间Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞应答水平无显著差别。结论　活动性结核

病患者ＣＤ４Ｔ细胞各亚群水平严重失调；与ＰＴＢ患者相比，ＴＢＭ 患者Ｔｈ１７细胞受损更明显，提示Ｔｈ１７与结核病的严重程度

有关。
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　　结核菌感染诱导产生的免疫以ＣＤ４Ｔ细胞为主，其在清除

体内结核菌过程中起着重要的作用。ＣＤ４Ｔ细胞按其功能和

分化途径分为 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞。以往的抗结核免

疫研究多侧重于ＣＤ４Ｔ细胞单个亚群，同时检测 Ｔｈ１、Ｔｈ２、

Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７在活动性结核病中的临床意义以及与疾病严重

程度的关系尚未见报道，本研究通过检测结核病患者外周血

ＣＤ４Ｔ细胞各亚群的水平，并比较其与疾病严重程度的关系，

探讨Ｔｈ１７和其他亚群在抗结核免疫中的作用。现将结果报

道如下。

１　材料与方法

１．１　临床资料　４０例健康对照（ＨＤ）来源于深圳市福田区中

医院及第三人民医院体检科，常规体检无异常，既往无结核病

史、无任何临床症状，经胸部放射学确定无异常，应用结核特异

性ＩＦＮγＥＬＩＳＰＯＴ技术
［１］排除了结核潜伏感染者，其中男２３

例，女１７例，平均年龄（２９．６４±７．８０）岁。５０例不同类型的活

动性结核患者（ＴＢ）来源于深圳第三人民医院结核病区住院患

者，其中３６例诊断为单纯肺结核病患者（ＰＴＢ），男２８例，女８

例，平均年龄（３５．９７±１４．８２）岁；１４例为结核性脑膜炎患者

（ＴＢＭ），男８例，女６例，平均年龄（３２．０７±１０．２９）岁。所有患

者抗结核治疗时间在２周内。所有受试者都签署了知情同

意书。

１．２　主要试剂与仪器　刺激物佛波酯ｐｒｏｐｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｍｏｎｏ

ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ），离子霉素（Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ），蛋白转运

抑制剂ＢｒｅｆｅｌｄｉｎＡ，购自美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。单克隆抗

体ＣＤ３ＡＰＣ（ＳＫ７）、ＣＤ８ＰｅｒＣＰ（ＳＫ１）、ＩＦＮｒＰＥ（２５７２３．１１），

ＩＬ４ＰＥ（３０１０．２１１）和Ｆｏｘｐ３ＰＥ（２５９Ｄ／Ｃ７），均购自美国ＢＤ

Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公 司，单 克 隆 抗 体 ＩＬ１７ＰＥ 和 ＩＬ１７ＦＩＴＣ

（ＢＬ１６８）购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司。ＦＡＣＳＬｙｓｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ溶

血素，ＦＡＣＳＰｅｒｍｅａｂｉｌｉｚｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ破膜剂，购自 ＢＤＢｉｏｓｃｉ

ｅｎｃｅｓ公司；Ｆｏｘｐ３ＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒＳｅｔ（固定破膜剂），购自

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。主要仪器：ＣＯ２ 培养箱（Ｆｏｒｍａ）、Ｂｅｃｋｍａｎ

离心机和ＢＤＣａｎｔｏ流式细胞仪。

１．３　实验方法　采集肝素锂抗凝的静脉血２ｍＬ，２ｈ内取全

血刺激。全血２５０μＬ与７５０μＬ含１０％胎牛血清１６４０培养基
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充分混匀，１毫升培养体系中加入刺激物 ＰＭＡ 、ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ终

浓度分别为５０ｎｇ／ｍＬ和１μｇ／ｍＬ，震荡混匀后于ＣＯ２ 培养

箱，３７℃孵育。１ｈ后，在培养体系中加入阻断因子Ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ

Ａ（终浓度１０μｇ／ｍＬ），继续３７℃孵育５ｈ。全血ＣＤ３／ＣＤ８表

面染色后，溶血，破膜，再加入抗人ＩＮＦγ、ＩＬ４、Ｆｏｘｐ３和ＩＬ１７

抗体进行胞内染色，流式细胞仪上机检测，用ＣＤ３＋ＣＤ８－细

胞设门分析各种细胞因子表达情况（由于ＰＭＡ刺激后会导致

ＣＤ４分子下调，实验中采用ＣＤ３＋ＣＤ８－细胞反圈门方法反映

ＣＤ４Ｔ细胞各亚群的情况），收集细胞用ＦＡＣＳＤｉｖａ软件进行

分析处理。

１．４　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ（４．０２）进行统计分

析，非配对狋检验比较健康者和结核病患者各种ＣＤ４Ｔ细胞水

平及其在肺结核和结核性脑膜炎患者之间的差异。犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＢ患者外周血 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞应答水平　

检测 ＨＤ和ＴＢ两组人群非特异性刺激情况下ＣＤ４Ｔ细胞各

亚群发现，ＴＢ患者Ｔｈ１（ＣＤ４＋ＩＦＮγ＋）和Ｔｈ１７（ＣＤ４＋ＩＬ１７

＋）应答水平均明显低于 ＨＤ（犘＜０．０１；犘＜０．００１）；ＴＢ患者

Ｔｈ２（ＣＤ４＋ＩＬ４＋）和Ｔｒｅｇ（ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋）细胞应答水平则

明显高于 ＨＤ，结果见表１。流式检测结果见图１。

图１　　ＨＤ和ＴＢ患者外周血ＣＤ４Ｔ细胞

各亚群的流式检测图

表１　　ＨＤ和ＴＢ患者外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７

　　　　细胞应答水平（狓±狊）

组别 狀 Ｔｈ１ Ｔｈ２ Ｔｒｅｇ Ｔｈ１７

ＨＤ ４０ ３７．１０±２．０５ ０．９６±０．０９ ３．３８±０．２０ ４．５６±０．２４

ＴＢ ５０ ２９．０８±１．７６ １．６６±０．１３ ５．４２±０．３２ ３．３６±０．２０

狋 ２．９８６ ４．２５５ ５．０３７ ３．８３２

犘 ＝０．００３７ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ＝０．０００２

２．２　ＰＴＢ和ＴＢＭ 患者外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞应

答水平　和ＰＴＢ患者相比，ＴＢＭ患者Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞应答

水平均明显降低（犘＜０．０１；犘＜０．０００１）；但Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞

应答水平两组间比较无差异，结果见表２。

表２　　ＰＴＢ和ＴＢＭ患者外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ／

　　　Ｔｈ１７细胞应答水平（狓±狊）

组别 狀 Ｔｈ１ Ｔｈ２ Ｔｒｅｇ Ｔｈ１７

ＰＴＢ ３６ ２８．７６±１．８８ １．８１±０．１４ ５．９４±０．４０ ３．８９±０．２２

ＴＢＭ １４ ２９．８９±４．１３ １．２６±０．２７ ４．０９±０．３６ ２．０１±０．１３

狋值 ０．２８７ １．９２６ ２．７１７ ３．８３２

犘值 ０．７７５ ０．０６ ０．００９ ＜０．０００１

３　讨　　论

ＣＤ４Ｔ细胞在抗结核免疫反应中起重要作用，有研究表

明，结核菌感染可诱导机体分泌Ｔｈ１型细胞因子如ＩＦＮγ和

ＴＮＦα起免疫保护作用，同时产生ＩＬ４和ＩＬ１０等Ｔｈ２型细

胞因子可导致结核病的发生，如果感染使机体的Ｔｈ１／Ｔｈ２细

胞平衡受到破坏，Ｔｈ２细胞免疫应答过强，将会增加发生结核

病的机会而且还与病情的严重程度有关［２３］。此外，结核菌感

染还可以诱导Ｔｒｅｇ细胞应答，增多的 Ｔｒｅｇ通过抑制 Ｔｈ１细

胞免疫，削弱了后者对体内结核菌的清除，从而在结核病的发

生中起着重要作用［４６］。Ｔｈ１７是一群有别于 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ

的ＣＤ４Ｔ细胞，它表达特异性的转录因子ＲＯＲγｔ，分泌ＩＬ１７，

参与促炎反应，并可以调节 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子功能
［７］，Ｔｈ１７

细胞不仅与自身免疫性疾病有关［８］，而且在抗胞内菌感染方面

有着重要的保护作用［９］，并参与结核保护性免疫，在加速结核

菌二次应答及其结核菌的清除中起重要作用［１０１１］。目前，随

着人们对ＣＤ４Ｔ细胞各亚群的进一步的认识，发现机体的抗

结核菌免疫是一个极其复杂的过程，各亚群之间相互作用，但

具体机制还不十分清楚。

本研究通过检测胞内ＩＦＮγ、ＩＬ１７、Ｆｏｘｐ３和ＩＬ１７分别

代表机体的Ｔｈ１、Ｔｈ１、Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１７细胞水平，结果发现活动

性结核病患者 Ｔｈ１细胞应答水平显著低于 ＨＤ（犘＜０．０１），

Ｔｈ１７细胞也明显受到抑制（犘＜０．００１）；而患者的Ｔｈ２和Ｔｒｅｇ

细胞应答水平均显著高于 ＨＤ（犘＜０．０００１）。说明结核病的

发生，不是单纯的Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡导致，也不是单一的Ｔｒｅｇ细

胞过多产生的免疫抑制所致，而是Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ各细

胞亚群共同调节失衡的结果。由于结核病的病情复杂，严重程

度不一，我们认为不同类型的结核病患者ＣＤ４Ｔ细胞各亚群

免疫反应也应有所差异。为此，本文又比较了ＰＴＢ和ＴＢＭ患

者ＣＤ４Ｔ细胞各亚群的变化，发现ＴＢＭ患者Ｔｈ１７细胞频率

比ＰＴＢ患者显著降低（犘＜０．０００１），Ｔｒｅｇ细胞应答水平也低

于ＰＴＢ（犘＜０．０１），而Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞在两组中没有明显差

异。以往有研究报道ＴＢＭ 患者存在明显的ＣＤ４Ｔ细胞数量

和功能低下的现象［１２］，但没能说明具体受损的细胞亚群，本文

通过对 ＴＢＭ 患者 ＣＤ４Ｔ细胞各亚群的比较，认为主要是

Ｔｈ１７细胞受损严重，进一步证实了 Ｔｈ１７细胞与抗结核菌免

疫反应有关［１１］，并推测ＴＢＭ 患者由于Ｔｈ１７过低，结核菌的

清除受阻，导致病情严重，预后不良，说明Ｔｈ１７细胞在结核病

保护性免疫反应中起重要作用，并能反映疾病的严重程度，然

而起免疫抑制作用的Ｔｒｅｇ在 ＴＢＭ 患者中亦是降低的，可能

与机体的免疫功能整体受损有关，具体原因待进一步探讨。

综上所述，活动性结核病患者 Ｔｈ１／Ｔｈ１７反应明显受抑
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制，Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ细胞应答水平升高，说明揭示结核病的免疫学发

病机理不能仅从单一的细胞亚型（如Ｔｈ１）免疫应答情况来阐

述而忽略免疫应答整体的相互影响，在重视传统的 Ｔｈ１／Ｔｈ２

应答的同时，更多的考虑 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞的作用。本研究发

现ＴＢＭ患者Ｔｈ１７反应更低，说明Ｔｈ１７细胞不仅在活动性结

核病保护性免疫中发挥重要作用，而且与病情的严重程度有一

定关系，提示 Ｔｈ１７细胞可以作为病情和预后评估的参考

指标。
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蛋白水平表达均增高，且与患者的血小板计数呈负相关，进一

步支持了ＩＴＰ发病机制的“分子模拟”学说。我们推测，ＩＴＰ患

者ＰＢＭＣ中穿孔素表达增高可能是由病原体感染引起的。

穿孔素不仅具有直接的免疫杀伤作用，同时还有免疫调节

作用，通过调节其他免疫细胞而间接参与了感染免疫的应答过

程。比如最近的一项研究就发现了穿孔素可以调节抗原特异

性辅助性Ｔ淋巴细胞的功能以及抗体的产生
［６］。本研究发现

穿孔素与炎症因子ＴＮＦα和ＩＦＮγ呈正相关，提示穿孔素对

这两个炎症因子的表达可能具有调节作用。本研究与以往的

研究［７８］一样，均发现了ＩＴＰ患者ＴＮＦα水平增高。ＴＮＦα是

固有免疫应答过程中产生的一类极为重要的炎症因子，具有促

进吞噬细胞活性的功能，其可能通过增强单核巨噬细胞系统对

自身抗体致敏的血小板的吞噬作用而参与了ＩＴＰ的发病

机制。

目前已知，外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡是ＩＴＰ的主要特征之一。

Ｔｈ１细胞的主要效应因子是ＩＦＮγ，而Ｔｈ２细胞主要的效应

因子则是ＩＬ４和ＩＬ１０。本研究发现穿孔素与ＩＦＮγ呈正相

关，与ＩＬ４和ＩＬ１０无关，提示穿孔素可能与 Ｔｈ１反应亢进

有关。

总之，本研究发现了ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中穿孔素的表达明

显增高，且与血小板计数、ＴＮＦα、ＩＦＮγ相关，提示穿孔素参

与了ＩＴＰ的发病机制，值得进一步研究。
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ｉｎｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ

［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＨｅｍａｔｏｌ，２０１０，１７：５９０５９５．

［３］ＰｅｎｇＳＬ，ＭｏｓｌｅｈｉＪ，ＲｏｂｅｒｔＭＥ，ＣｒａｆｔＪ．Ｐｅｒｆｏｒｉｎｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔ

ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙｉｎｌｕｐｕｓｐｒｏｎｅｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，１９９８，１６０：６５２

６６０．

［４］ ＣａｐｐｅｌｌａｎｏＧ，ＯｒｉｌｉｅｒｉＥ，ＣｏｍｉＣ，ＣｈｉｏｃｃｈｅｔｔｉＡ，ＢｏｃｃａＳ，Ｂｏｇｇｉｏ

Ｅ，ｅｔａｌ．Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｐｅｒｆｏｒｉｎｇｅｎｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅ

ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＩｍｍｕｎ，２００８，９：４３８４４４．

［５］ 侯明．成人特发性血小板减少性紫癜诊断治疗专家共识［Ｊ］．中华

血液学杂志，２００９，３０（５）：６４７６４８．

［６］ＢｉＥ，ＨｕａｎｇＣ，ＨｕＹ，ＷｕＸ，ＤｅｎｇＷ，ＬｉｎＧ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆｐｅｒｆｏｒｉｎｉｎｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＣＤ４（＋）Ｔｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙ

ａｆｆｅｃｔｉｎｇｃａｌｃｉｕｍｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｓ，２００９，１９：８１６８２７．

［７］ 李守玮，李霞．ＩＴＰ患者血清ＩＬ２，４，６，１０及 ＴＮＦα，ＩＦＮγ测定

的临床意义分析［Ｊ］．检验医学，２０１２，２７（３）：５９５５９７．

［８］ 韩志君，胡志德，邓安梅，等．慢性血小板减少性紫癜患者 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ１４６ａ的表达及其意义［Ｊ］．中华微生物学与免疫学杂志，

２０１１，３１（６）：８１８４．

（收稿日期：２０１３０１１５）

·６８７１· 国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１４


