
作者简介：刘才冬（１９８２～），男，本科，初级技师，主要从事微生物学检验工作。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：１８９５１６７０１３０＠１８９．ｃｎ。

·临床检验研究论著·

结核感染者外周血ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞亚群的检测及其意义
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（南京医科大学附属南京医院／南京市第一医院检验科，江苏南京２１０００６）

　　摘　要：目的　探讨结核感染者外周血ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞亚群的检测及其临床意义。方法　采用结核感染Ｔ淋巴细胞斑点

试验（ＴＳＰＯＴ．ＴＢ）技术筛选结核患者与非结核患者各４０例。采用流式细胞术检测其体内Ｔ淋巴细胞亚群，即调节性Ｔ淋巴细

胞（Ｔｒｅｇ）与辅助性Ｔ淋巴细胞（ＴＨ）。结果　结核组患者Ｔｒｅｇ细胞百分比明显高于对照组，ＴＨ１细胞百分比及ＴＨ１／ＴＨ２比值

明显低于对照组（犘＜０．０５）。两组ＴＨ１细胞百分比的差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　结核感染者外周血Ｔｒｅｇ细胞数量

上升，ＴＨ１细胞数量及ＴＨ１／ＴＨ２比例下降，机体免疫力的下降可能是结核感染的重要原因之一。

关键词：结核，肺；　Ｔ淋巴细胞；　流式细胞术；　斑点试验

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２３．０３２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２３３１７４０２

犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犆犇４＋犜犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊狌犫狊犲狋狊犻狀狆犲狉犻狆犺犲狉犪犾犫犾狅狅犱狅犳狆犲狅狆犾犲犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊犪狀犱犻狋狊狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀犮犲

犔犻狌犆犪犻犱狅狀犵，犣犺犪狀犵犚狌犻狊犺犲狀犵，犌犪狅犢犻狀犵犱狅狀犵，犑犻狀犔犻狀犵，犠犪狀犉犪狀犵，犡犻犪犢狅狀犵狓犻犪狀犵△

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犖犪狀犼犻狀犵犎狅狊狆犻狋犪犾犃犳犳犻犾犻狋犪狋犲犱狋狅犖犪狀犼犻狀犵犕犲犱犻犮犪犾

犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔／狋犺犲犉犻狉狊狋犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犖犪狀犼犻狀犵，犖犪狀犼犻狀犵，犑犻犪狀犵狊狌２１０００６，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＤ４
＋ Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆｐｅｏｐｌｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｕｂｅｒ

ｃｕｌｏｓｉｓ（ＴＢ）ａｎｄｉｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴＢｉｎｆｅｃｔｅｄＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｐｏｔｔｅｓｔ（ＴＳＰＯＴ．ＴＢ）ｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｓｃｒｅｅｎｆｏｒｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈＴＢａｎｄｗｉｔｈｎｏｎＴＢ，ｅａｃｈｏｆ４０ｃａｓｅｓ．ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓａｄｏｐｔｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｒＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓ，ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｌｙｍ

ｐｈｏｃｙｔｅ（Ｔｒｅｇ）ａｎｄｈｅｌｐｅｒＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ（ＴＨ）ｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎＴＢｇｒｏｕｐ

ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴＨ１ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆＴＨ１／ＴＨ２ｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｌｙｌｏｗｅｒ

ｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）．ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＴＨ１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（犘＞０．０５）．

犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＴｒｅｇｃｅｌｌｓｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆｐｅｏｐｌｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＴＢｉｎｃｒｅａｓｅｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｔｈｅｉｒＴＨ１ｃｅｌｌｓ

ａｎｄＴＨ１／ＴＨ２ｒａｔｉｏｄｅｃｒｅａｓｅｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｂｏｄｙｉｍｍｕｎｉｔｙｍａｙｂｅｏｎｅｏｆａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｃａｕｓｅｏｆＴＢｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ｐｕｌｍｏｎａｒｙ；　Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ；　ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；　ｓｐｏｔｔｅｓｔ

　　结核病是一种严重危害人类健康的慢性传染病，其发生、

发展与多种因素有关，其中机体的免疫应答能力起着重要作

用［１］。结核病的机体免疫以ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞介导的细胞免

疫为主［２］，初始ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞接受抗原刺激后首先分化为

ＴＨ０细胞，其又分化为不同的ＴＨ 细胞亚群，即 ＴＨ１、ＴＨ２、

ＴＨ３和 ＴＨ１７细胞等
［３］。ＴＨ１、ＴＨ２、Ｔｒｅｇ细胞及其细胞因

子在结核病的发生、发展过程中均起了重要作用。本研究通过

用结核感染Ｔ淋巴细胞斑点试验（ＴＳＰＯＴ．ＴＢ）检测技术对

结核病患者进行筛选，再用流式细胞术分析外周血中 ＴＨ１、

ＴＨ２、Ｔｒｅｇ亚群的变化情况，以评估结核病患者机体整体的免

疫能力和免疫平衡，为结核的临床治疗提供试验依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年１～６月于南京市第一医院就诊

的肺结核病患者４０例，将其作为结核组，其中，男２０例，女２０

例；平均年龄４５．３０岁，结核病诊断符合中华医学会结核病分

会《结核病诊断和治疗指南》。另收集同期４０例本院的体检健

康者作为对照组，其中，男２０例，女２０例；平均年龄４２．４０岁，

与结核病患者匹配。

１．２　主要试剂和仪器　主要试剂：ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测试剂

盒［４］购自英国ＯｘｆｏｒｄＩｍｍｕｎｏｔｅｃ公司；ＣＤ２５藻红蛋白（ＰＥ）、

ＣＤ４异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）、干扰素γ（ＩＦＮγ）ＦＩＴＣ、白细胞

介素４（ＩＬ４）ＰＥ、ＣＤ３ＰＣ５、ＣＤ８ＰＣ７抗体购自美国Ｂｅｃｋｍａｎ

公司；抗人ＦｏｘＰ３ＡＰＣ和破膜固定剂Ｆｉｘａｔｉｏｎ／Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａ

ｔｉｏｎＤｉｌｕｅｎｔ购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；刺激剂佛波醇酯

（ＰＭＡ）、离子霉素（ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）和莫能菌素（ｍｏｎｅｎｓｉｎ）均购自

德国默克公司；胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养液、ＡＩＭⅤ完全培

养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；人外周血淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ）

购自天津市灏洋生物制品科技有限责任公司。主要仪器：

ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪为美国ＢＤ公司产品；生物安全柜、

ＣＯ２细胞培养箱为美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品。

１．３　外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）的分离、收集　抽取健康人

以及结核病患者空腹静脉血５ｍＬ，肝素抗凝，用等体积的ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液稀释后，按Ｆｉｃｏｌｌ分离液说明书操作，进行ＰＢ

ＭＣ分离，１２００×ｇ离心２０ｍｉｎ，吸取中间层ＰＢＭＣ，加入５ｍＬ

磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）洗涤２次，３００×ｇ离心７ｍｉｎ，用 ＡＩＭ

Ⅴ完全培养基悬浮后计数，调整细胞浓度为２．５×１０６ 个／ｍＬ。

１．４　ＴＳＰＯＴ．ＴＢ法检测
［５］
　用体外酶联免疫吸附测定

（ＥＬＩＳＡ）检测分泌ＩＦＮγ的Ｔ淋巴细胞，实验分为４组，每份

血清分别设阴性对照组（５０μＬ培养基）、阳性对照组（植物血

凝素）、检测Ａ组［６ｋＤａ早期分泌性抗原靶（ＥＳＡＴ６）］和检测

Ｂ组［培养滤液蛋白１０（ＣＦＰ１０）］。按照 ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测试

剂盒说明书操作。

１．５　结果判定　当阴性对照斑点数为０～５个，以检测孔与阴

性对照孔斑点数之差不低于６个，判定为阳性；当阴性对照斑

点数不低于６个，以检测孔斑点数不低于阴性对照孔斑点数的

２倍，判定为阳性。

１．６　流式细胞术　将分离到的ＰＢＭＣ用含２５ｎｇ／ｍＬＰＭＡ，

１μｇ／ｍＬ离子霉素、２ｍｍｏｌ／Ｌ 莫能菌素和１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液培养５ｈ，收集细胞，洗涤、固定、破膜。用

ＣＤ３ＰｅｒＣＰｃｙ５．５和ＣＤ８ａＰＥｃｙ７双抗体标记ＣＤ８
＋Ｔ淋巴细
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胞，用ＣＤ３ＰｅｒＣＰｃｙ５．５和ＣＤ４ＰＥ双抗体标记ＣＤ４
＋Ｔ淋巴

细胞。再从 ＣＤ４＋ 细胞中用抗人 Ｆｏｘｐ３ＡＰＣ 抗体分选出

ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３
＋细胞，即 Ｔｒｅｇ细胞；从ＣＤ８

＋细胞中用ＩＦＮγ

ＦＩＴＣ抗体分选出ＩＦＮγ
＋ 细胞，即 ＴＨ１细胞（ＣＤ３＋ＣＤ８ａ

ＩＦＮγ
＋），用ＩＬ４ＰＥ抗体分选出ＩＬ４＋ 细胞，即 ＴＨ２细胞

（ＣＤ３＋ＣＤ８ａＩＬ４＋）
［６］。加入抗体后，室温、避光静置３０ｍｉｎ，

用ＰＢＳ洗涤２次，４００μＬ１％多聚甲醛固定，上流式细胞仪检

测。结果用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件进行分析。

１．７　统汁学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，计数资料用率表示，率的比较采用χ
２ 检

验，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　ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测结果　在选入本项研究 ＴＳＰＯＴ．ＴＢ

检测阳性的４０例患者中，后期被确诊的阳性例数为３７例，阳

性符合率为９２．５％；ＴＳＰＯＴ．ＴＢ筛选４０例健康人中，２例阳

性，阴性符合率为９５％。

２．２　流式细胞仪检测结果　结核组患者Ｔｒｅｇ、ＴＨ１、ＴＨ２细

胞百分比及ＴＨ１／ＴＨ２比值与对照组的差异见表１。结核组

患者Ｔｒｅｇ细胞百分比明显高于对照组，ＴＨ１细胞百分比及

ＴＨ１／ＴＨ２比值明显低于对照组（犘＜０．０５）。二者ＴＨ１细胞

百分比差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　结核患者及健康人淋巴细胞亚群结果分析（狓±狊）

组别 Ｔｒｅｇ（％） ＴＨ１（％） ＴＨ２（％） ＴＨ１／ＴＨ２

结核组 ２．６８±０．８３ ５．６９±１．１２ １．３１±０．６０ 　４．２３±０．１９

对照组 ０．４３±０．３９ ８．３４±１．６５ １．４３±０．３８ ５．７８５±０．２２

狋 　０．０４３ 　０．０４７ 　０．６４１ 　０．０３９

犘 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

３　讨　　论

ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测法是目前临床上最为便捷、准确的检测

结核的方法。其特异性强、灵敏度高，目前已经成为发达国家

的临床结核检测的常规项目。在２０１１年被批准进入了中国的

《医疗机构临床检验项目目录》。这种方法比传统的痰培养（检

出率低，不适用于肺外结核）、结核菌素纯蛋白衍生物（ＰＰＤ）试

验（特异性差）、基因扩增法和血清学（敏感性低，操作复杂等）

具有显著的临床运用优点。ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测的是每２５万个

淋巴细胞中分泌ＩＦＮγ的特异性结核效应 Ｔ淋巴细胞的数

量，而ＥＬＩＳＡ定量检测是指每毫升全血中ＩＦＮγ的整体含量，

因为每次采血，每毫升血液中的淋巴细胞数量都是有差异的，

但ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测是否与受试者的免疫力状况有关，还需进

一步临床研究与验证。

Ｔｒｅｇ细胞可下调机体免疫功能，所以其数目增多可以视

为免疫系统受到抑制的指征之一［７８］。目前，ＴＳＰＯＴ．ＴＢ法

已作为结核的辅助诊断在临床上得到了广泛运用。本实验研

究证实，该方法准确、可靠，阳性符合率９２．５％、阴性符合率

９５．０％。经ＴＳＰＯＴ．ＴＢ法检测的结核阳性患者，其Ｔｒｅｇ值

较阴性实验参与者明显上升（犘＜０．０５），说明结核患者的机体

免疫力相对下降，而且在结核感染中发挥免疫作用的Ｔｈ１细

胞水平下降。本实验说明，机体免疫力下降（Ｔｒｅｇ细胞增多和

Ｔｈ１减少），导致机体对结核杆菌易感，从而引发结核病的

发生。

Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞在体内的平衡共同维护着机体抵御感染的

免疫机能。Ｔｈ１细胞可产生ＩＬ２等细胞因子，促进其自身、

Ｔｈ２细胞、细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）和自然杀伤细胞（ＮＫ）

等的活化和增值，从而放大免疫效应［９１０］。可以认为，Ｔｈ１细

胞的高表达是免疫系统处于强势地位的表现，Ｔｈ１细胞的低表

达则说明免疫系统正在或已经被削弱。Ｔｈ２细胞的作用则是

辅助体液免疫应答和参与超敏反应性炎症，主要通过产生ＩＬ４

等细胞因子，协助和促进Ｂ淋巴细胞的增值和分化，以及激活

肥大细胞、嗜碱性粒细胞、嗜酸性粒细胞，从而介导免疫反

应［１１１２］。本实验发现，经ＴＳＰＯＴ．ＴＢ法检测的结核阳性患者

的Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞平衡被打破，其Ｔｈ１细胞较阴性实验参与者

明显下降，说明其免疫系统受到破坏。但是 Ｔｈ２细胞水平无

显著变化，提示 Ｔｈ２在结核病免疫中的调节作用可能不强。

Ｔｈ１／Ｔｈ２比例的变化是结核患者免疫系统变化的重要指

标［１３１４］，随着研究的深入，结核病的免疫学研究与治疗将会有

新的突破。
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