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２５例肾病综合征患儿调节性Ｔ细胞水平变化及意义

连广琬，赵明奇，郭　敏，朱　冰

（广州市妇女儿童医疗中心，广东广州５１０１２０）

　　摘　要：目的　观察肾病综合征（ＮＳ）患儿外周血中调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）、淋巴细胞各亚群的变化，探讨其在疾病发生和发展

中的作用。方法　选取２０例健康儿童作为对照组，２５例患儿作为肾病综合征组。采用流式细胞术对两组儿童进行外周血Ｔｒｅｇ、

淋巴细胞各亚群检测。结果　与正常对照组比较，ＮＳ组的外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗＴｒｅｇ细胞、ＣＤ３

＋ＣＤ４＋辅助性Ｔ细胞、

ＣＤ１９＋Ｂ细胞表达均明显降低（犘＜０．０５）；而ＣＤ３＋ＣＤ８＋抑制性Ｔ细胞表达明显升高（犘＜０．０５）；肾病综合征组患儿的ＣＤ１６＋

ＣＤ５６＋ＮＫ细胞表达降低，但与对照组相比无统计学差异（犘＞０．０５）。结论　淋巴细胞免疫功能的紊乱，特别是Ｔｒｅｇ的表达及其

功能的改变，参与了肾病综合征的发病，其检测可有助于肾病综合征的诊治。
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　　儿童肾病综合征（ｎｅｐｈｒｏｔｉｃｓｙｎｄｏｒｍｅ，ＮＳ）临床上表现多

为水肿、大量蛋白尿、高脂血症、低清蛋白血症。它并不是一种

独立性疾病，而是由于各种原因导致肾小球滤过膜的通透性增

高，大量血浆蛋白从尿中丢失而引起的一组临床症候群。

ＮＳ是临床常见的慢性迁延性疾病，易复发。儿童发病率

高，多见于３～７岁儿童。近年研究表明，ＮＳ的发病与机体免

疫功能有关。调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）是一群具有免疫调节功能

的细胞。但目前此类细胞在儿童ＮＳ中研究较少，本研究拟通

过流式细胞术，检测肾病综合征患儿外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

ＣＤ１２７－
／ｌｏｗＴｒｅｇ的表达，以及淋巴细胞各亚群的数量，探讨其

在ＮＳ的作用，为ＮＳ患儿的临床诊断和治疗提供一定依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选择２０１２年至２０１３年在广州市妇女儿

童医疗中心住院的初次确诊为 ＮＳ患儿２５例，各患儿之前均

未经过治疗，其中，男性１６名，女性９名；平均年龄６岁５个

月。２０例正常对照组为同期在门诊保健的健康儿童，其中，男

性１１名，女性９名；平均年龄３岁６个月。两组研究对象在年

龄、性别构成方面比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可

比性。

１．２　试剂与仪器　美国ＢＤ公司的抗人ＣＤ４ＦＩＴＣ抗体、抗

人ＣＤ２５ＰＥ抗体，标记ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７的抗人ＣＤ１２７抗体，以

及ＢＤＭＵＬＴＩＴＥＳＴＴＭ试剂盒。流式细胞仪型号为 ＢＤＦＡＣ

ＳＣａｌｉｂｕｒ。

１．３　方法　Ｔｒｅｇ测定：ＮＳ组和正常对照组均空腹抽取外周

静脉血２ｍＬ，用 ＥＤＴＡＫ２ 抗凝。每个标本取抗凝全血１００

μＬ，加入ＣＤ４、ＣＤ２５、ＣＤ１２７荧光抗体各２０μＬ，混匀后室温下

避光反应１５ｍｉｎ。加入２ｍＬ溶血素，室温避光，溶血１０ｍｉｎ。

然后各标本于１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清，加入２ｍＬ的

ＰＢＳ缓冲液，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清后加入４５０μＬ

ＰＢＳ重悬，待上机。

　　淋巴细胞各亚群测定：ＮＳ组和正常对照组均空腹抽取外

周静脉血２ｍＬ，用ＥＤＴＡＫ２ 抗凝。两组儿童各取５０μＬ抗凝

全血分别加入置有相应２０μＬ荧光抗体的专用的计数管中，混

匀室温避光孵育１５ｍｉｎ，每管加入４５０μＬ溶血素，室温避光孵

育１５ｍｉｎ后，待上机检测。

１．４　收集数据　用三色校准荧光微球和 ＡＰＣ荧光标记微球

制备定标液，通过ＦＡＣＳＣｏｍｐ软件调整仪器前向角、侧向角，

及其４个通道的电压和补偿。应用ＣＥＬＬＱＵＥＳＴ软件获取

１００００个淋巴细胞进行分析，计算 ＣＤ４４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗ

Ｔｒｅｇ细胞占ＣＤ４
＋Ｔ细胞的比例。

·３４８·国际检验医学杂志２０１４年４月第３５卷第７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｐｒｉｌ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．７



１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

　　外周血ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－

／ｌｏｗＴｒｅｇ细胞占ＣＤ４
＋Ｔ细胞

的比例：ＮＳ组为（７．８２±１．９２）％，显著低于正常对照组（９．３４

±２．１０）％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＮＳ组患儿的

ＣＤ３＋ＣＤ４＋辅助性Ｔ细胞绝对值、ＣＤ１９＋Ｂ细胞绝对值均明

显低于正常对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＣＤ３＋

ＣＤ８＋抑制性Ｔ细胞升高（犘＜０．０５），见图１、表１。

图１　　ＮＳ组与正常对照组Ｔｒｅｇ结果比较

表１　　ＮＳ组与对照组儿童外周血淋巴细胞各亚群结果比较

组别 ｎ
ＣＤ３＋ＣＤ４＋

绝对值（ｃｅｌｌｓ／μＬ）

ＣＤ３＋ＣＤ８＋

绝对值（ｃｅｌｌｓ／μＬ）

ＣＤ１９＋

绝对值（ｃｅｌｌｓ／μＬ）

ＣＤ１６＋ ＣＤ５６＋

绝对值（ｃｅｌｌｓ／μＬ）

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

ＣＤ１２７－／ｌｏｗＴｒｅｇ（％）

正常对照组 ２０ １８８１．００±８６．８３ ９５５．１０±３０２．０７ １０８７．４５±５１７．３７ ４５３．６５±２５９．８９ ９．３４±２．１０

ＮＳ组 ２５ １３２８．０８±５９５．００ １４３０．４４±６８５．５８ ７３７．４８±３６９．６７ ４００．５２±３９５．１３ ７．８２±１．９２

狋 ２．６８５ ３．１１０ ２．６４５ ０．５１８ ２．５３２

犘 ０．０１０ ０．００４ ０．０１１ ０．６０７ ０．０１５

３　讨　　论

ＮＳ是由于肾小球滤过膜对血浆蛋白的通透性增高，大量

血浆蛋白从尿中丢失而导致一系列病理生理改变的一种临床

综合征［１］。迄今为止，其发病机理还是不十分明确，近年发现，

ＮＳ的发病与机体免疫功能异常有关
［２］。

机体的免疫主要分为细胞免疫和体液免疫。Ｔ淋巴细胞

是机体细胞免疫的基础，可分为 ＣＤ３＋ＣＤ４＋ 辅助性 Ｔ细胞

（Ｔｈ）和ＣＤ３＋ＣＤ８＋抑制性Ｔ细胞（Ｔｓ）两大类。Ｔｈ的作用是

增强免疫应答、活化细胞，增强其吞噬或杀伤功能。而 Ｔｓ细

胞则是识别存在于靶细胞表面上的 ＭＨＣⅠ类分子与抗原结

合的复合物，特异性直接杀伤靶细胞。作者在研究中发现，ＮＳ

组患儿的Ｔｈ细胞绝对值明显低于正常对照组，这与文献报道

的相一致［３］；且Ｔｓ细胞绝对值升高。结果提示ＮＳ患儿的Ｔｈ

和Ｔｓ细胞的比例失衡，引起了机体的细胞免疫反应，引发炎

症介质的连锁释放，从而激活了炎症因子网络，导致肾小球屏

障的破坏［４］。Ｔｈ细胞按其分泌的细胞因子及功能不同，可分

为Ｔｈ１和Ｔｈ２两大亚群。Ｔｈ１细胞主要分泌白细胞介素２

（ＩＬ２）、干扰素（ＩＦＮ），以及肿瘤坏死因子β（ＴＮＦβ）等，其作用

是介导与炎症有关的免疫应答，辅助抗体生成，参与细胞免疫。

Ｔｈ２细胞主要分泌白细胞介素４（ＩＬ４）、白细胞介素５（ＩＬ５）、

白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞介素１０（ＩＬ１０）等，可刺激Ｂ细胞

增殖并产生ＩｇＧ和ＩｇＥ抗体。在生理情况下，Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞

相互制约，相对平衡，以维持机体正常的免疫状态。当某一亚

群细胞数量或功能发生变化时，这个平衡将会被打破。Ｂａｇｇａ

等［５］研究发现，在ＮＳ患儿肾脏组织中 Ｔｈ１和 Ｔｈ２细胞分泌

的细胞因子高度表达，肾小球的免疫复合物沉积，及其所致损

伤与这些细胞因子高表达密切相关。提示Ｔ细胞参与了肾脏

组织的免疫损伤［６］。

ＣＤ１９＋是成熟Ｂ淋巴细胞的特异性标志，是检测Ｂ淋巴

细胞最好的标志物。在研究中发现，ＮＳ患儿ＣＤ１９＋的Ｂ细胞

绝对值明显低于对照组，与 Ｋｅｍｐｅｒ等
［７］的研究结果一致，没

有接受激素治疗的 ＮＳ患儿ＣＤ１９＋ 的Ｂ细胞均低于正常对

照组。

Ｔｒｅｇ是一类具有免疫抑制特性的Ｔ淋巴细胞亚群，在机

体免疫应答调节中发挥重要作用［８］。早在１９９５年，日本学者

Ｓａｋａｇｕｃｈｉ等
［９］发现，将小鼠外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ 细胞去除

后，会导致小鼠自发产生多种自身免疫性疾病，而重新回输这

些细胞后则阻止了疾病的发生。因此将此群细胞命名为

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞。另外，在健康人中，近１０％的外周血

ＣＤ４＋Ｔ细胞均表达ＩＬ２受体Ａ链（即ＣＤ２５）。故ＣＤ２５成为

Ｔｒｅｇ的一种标志物。但由于ＣＤ２５既是调节性Ｔ细胞又是活

化Ｔ细胞的标志物，所以不能单纯依靠ＣＤ２５将二者区分开

来。在后续的研究中发现了Ｔｒｅｇ的转录因子Ｆｏｘｐ３，它是目

前最为特异的Ｔｒｅｇ标记物。然而Ｆｏｘｐ３为胞内蛋白，需要进

行固定、穿孔、染色，操作繁琐，不利于分选和纯化，在临床和科

研中推广比较难［１０］。近年研究表明，Ｔｒｅｇ表面ＣＤ１２７的低表

达与胞质内Ｆｏｘｐ３的高表达具有良好的相关性
［１１］。故ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗ成为了Ｔｒｅｇ的新的标志。

作者通过流式细胞术检测了 ＮＳ组患儿和正常对照组的

外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗ Ｔｒｅｇ细胞占ＣＤ４

＋ Ｔ细胞的

比例，结果发现ＮＳ组患儿的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗ Ｔｒｅｇ表

达明显低于正常对照组。提示Ｔｒｅｇ细胞数目减少导致其功能

失调，从而使机体免疫抑制功能受损。

Ｔｒｅｇ细胞主要是通过直接细胞接触机制或分泌调节性细

胞因子机制来主动抑制自身免疫细胞的活化，在维持机体的平

衡方面有重要作用。Ｔｒｅｇ细胞可通过细胞毒Ｔ淋巴细胞相关

抗原４（ＣＴＬＡ４）、转化生长因子β（ＴＧＦβ）以及糖皮质激素诱

导的肿瘤坏死因子受体（ＧＩＴＲ）等直接与肾脏组织上的相应受

体结合，并抑制靶细胞上ＩＬ２Ｒα链的表达，降低靶细胞对ＩＬ２

的反应性。由于 ＮＳ患儿ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗ Ｔｒｅｇ比例

的下降，使机体对效应Ｔ细胞的抑制作用减弱，不能有效防御

自身免疫反应的发生。同时，由于 ＮＳ患儿体内的 ＣＤ４＋
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ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗ Ｔｒｅｇ水平降低，其分泌的细胞因子也会明

显降低。Ｔｒｅｇ细胞活化后会产生细胞因子ＩＬ１０，ＴＧＦβ
［１２］。

在ＮＳ早期，Ｔｒｅｇ分泌的ＩＬ１０，ＴＧＦβ的水平降低使其通过

分泌细胞因子而对Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞亚群的平衡调节能力也相应

地降低，导致Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，进而炎症反应失控导致自身免疫

损伤。由于上述多种因素，使机体针对自身肾小球固有抗原和

种植抗原的病理性免疫应答的调节能力下降，促进ＮＳ的发生

与发展。

综上所述，ＮＳ患儿外周血中淋巴细胞免疫功能的紊乱，特

别是ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗ Ｔｒｅｇ水平降低，提示其参与了疾

病的发生和发展，为今后进一步研究ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７－
／ｌｏｗ

Ｔｒｅｇ在ＮＳ的发病机制，制备单克隆抗体回输体内的治疗方案

等方面提供了新思路及新方法，也为ＮＳ的临床诊治提供一定

的实验室依据。
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注意的是阴沟肠杆菌和弗氏柠檬酸杆菌对亚胺培南和厄他培

南耐药率有明显升高趋势，其耐药株主要分离自泌尿外科病房

患者，可能与导尿管的使用有关。对碳青霉烯类抗菌药物耐药

的肠杆菌科细菌，其耐药机制主要是产碳青霉烯酶，目前研究

发现的碳青霉烯酶有７０多种，可通过质粒和染色体介导，引起

耐药性的水平和垂直传播［４６］。肠球菌属仍是尿路感染的第２

位病原菌，万古霉素、利奈唑胺、替加环素等抗菌药物对葡萄球

菌属和肠球菌属也保持良好抗菌活性。检出３株耐万古霉素

的屎肠球菌，屎肠球菌耐药主要是ＶａｎＡ的产生
［７９］，且有研究

者认为耐万古霉素的金黄色葡萄球菌（ＶＲＳＡ）的产生是ＶａｎＡ

基因从ＶＲＥ经耐药基因水平传递的方式转移至金黄色葡萄

球菌的结果，应引起高度重视，有研究表明，加强医院内感染控

制和抗菌药物使用管理可有效控制和降低ＶＲＥ的发生
［１０］。

近年来，随着广谱抗菌药物的广泛使用，造成的选择性压

力使细菌的耐药率逐年上升［１１１２］，治疗尿路感染应依据药敏

结果或参考本单位细菌耐药情况合理选择抗菌药物。
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