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结核病患者治疗过程中外周血Ｂ细胞及其亚群的变化
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　　摘　要：目的　在比较健康人、结核潜伏感染者、活动性肺结核患者Ｂ细胞及亚群变化的基础上了解活动性肺结核患者治疗

过程中Ｂ细胞百分比及Ｂ细胞亚群的分布情况。方法　根据Ｂ细胞表面ＣＤ１９／ＣＤ５／ＣＤ１ｄ标识将Ｂ细胞分为四群。利用流式

细胞术比较活动性肺结核患者治疗前、治疗３个月、治疗６个月、治疗９个月时外周血Ｂ细胞百分比及Ｂ细胞分群表达的差异。

结果　结核患者治疗６个月时外周血Ｂ细胞较治疗３个月时有所增加（犘＜０．０１）。结核患者治疗３个月时外周血中ＣＤ１９＋

ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋和ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋Ｂ细胞百分比最高，并随治疗时间的延长而逐渐下降（犘＜０．０１）。结核患者治疗３个月时

ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞百分比较治疗前下降（犘＜０．０１），但随治疗时间的延长而逐渐上升（犘＜０．０１）。结核患者外周血

ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞百分比在治疗后逐渐上升，结果有统计学差异（犘＜０．０１）。结论　肺结核患者外周血中紊乱的Ｂ细胞

亚群在治疗过程中，逐渐恢复正常，提示Ｂ细胞亚群在结核的发病中起重要作用。
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　　传统观念认为结核保护性免疫主要是Ｔ细胞介导的细胞

免疫发挥作用，而Ｂ细胞及其产生的体液免疫在结核病的发

生和发展中的意义不大。近年来，随着免疫学的发展，新的细

胞亚群的不断发现，Ｂ细胞在结核中的研究越来越受到重视，Ｂ

细胞不仅是结核结节中数量最多的细胞，而且其在参与结核的

保护性免疫中也发挥重要作用［１２］。目前，通过对Ｂ细胞的研

究发现，与Ｔ细胞类似，外周血Ｂ细胞库也是由多个不同功能

的异质细胞亚群组成。在小鼠体内根据部位和功能不同，将Ｂ

细胞分为Ｂ１、Ｂ２细胞，以及分泌白细胞介素（ＩＬ）１０具有免疫

调节作用的调节性Ｂ细胞（Ｂｒｅｇ），亦称为Ｂ１０细胞
［３］。但对人

Ｂ细胞亚群的研究没有小鼠透彻，有研究者检测Ｂ细胞表面的

标志将外周血Ｂ细胞分为非成熟Ｂ细胞、幼稚Ｂ细胞、记忆性

Ｂ细胞、浆细胞四群
［４］，而有关人的Ｂｒｅｇ细胞的界定还没有统

一的意见［５６］。本研究应用流式细胞术根据Ｂ细胞表面ＣＤ１９／

ＣＤ５／ＣＤ１ｄ标识，将Ｂ细胞分为四群细胞，并比较了这四群细

胞在健康人、结核潜伏感染者和结核患者外周血中的变化，发

现结核患者外周血四群Ｂ细胞存在异常现象
［７］，在此基础上

继续观察了活动性肺结核患者治疗过程中Ｂ细胞分群的变

化，并对其可能的机制进行了探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　４０例活动性肺结核（ＴＢ）患者，男２５例，女

１５例，平均３４．５岁（１６～５９岁）；所有ＴＢ患者均经临床症状、

体征、痰抗酸杆菌涂片、痰结核菌培养、Ｘ线胸片、抗结核治疗

确定，结核杆菌基因分型为结核分枝杆菌。研究对象均排除
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ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ感染及糖尿病、高血压、肾炎、自身免疫性疾

病等其他慢性疾病。所有研究对象均采集治疗前、治疗３个

月、治疗６个月、治疗９个月时的肝素锂抗凝静脉血５ｍＬ。具

体程序经深圳第三人民医院伦理委员会批准通过，患者及志愿

者均签署知情同意书。

１．２　仪器与试剂　ＢＤＣａｎｔｏ流式细胞仪及试验所用单克隆

抗体均购自ＢＤ公司。

１．３　方法　采集４０例ＴＢ患者治疗前、治疗３个月、治疗６

个月、治疗９个月时的外周静脉血５ｍＬ，使用Ｆｉｃｏｌｌ经密度梯

度离心法分离外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）２×１０５ 个细胞，加入

抗人ＣＤ３ＦＩＴＣ、ＣＤ１９ＡＰＣＣｙ７、ＣＤ５ＰＥＣｙ５、ＣＤ１ｄＰＥ抗体

进行细胞表面染色。具体操作均参照试剂说明书执行。采用

流式细胞仪进行染色结果分析。在淋巴细胞设门分析ＣＤ３－、

ＣＤ１９＋细胞表达情况，然后在 ＣＤ３－ＣＤ１９＋ 细胞设门分析

ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋、ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋、ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－、ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－ 四群

细胞表达情况。以上使用流式抗体试验均同时采用各种抗体

的同型对照进行阳性背景染色的界定。具体操作均参照试剂

说明书执行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，结

果以狓±狊表示，采用单因素方差分析计算各组间的差异，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　建立稳定的Ｂ细胞分群技术　采用流式细胞术根据Ｂ

细胞 ＣＤ１９／ＣＤ５／ＣＤ１ｄ 标 识 将 Ｂ 细 胞 分 为 ＣＤ１９＋ ＣＤ５－

ＣＤ１ｄ＋、ＣＤ１９＋ ＣＤ５＋ ＣＤ１ｄ＋、ＣＤ１９＋ ＣＤ５－ ＣＤ１ｄ－、ＣＤ１９＋

ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－四群细胞。结果见图１。

２．２　ＴＢ患者外周血Ｂ细胞及其亚群的变化　比较ＴＢ患者

治疗前、治疗３个月、治疗６个月、治疗９个月外周血Ｂ细胞

（ＣＤ１９＋ＣＤ３－）百分比，发现治疗６个月时患者的Ｂ细胞百分

比较治疗３个月时升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。在治

疗３个月时外周血ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋和ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋

Ｂ细胞百分比最高，治疗９个月外周血ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋ Ｂ

细胞较治疗３个月及治疗６个月均减低，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。比较ＴＢ患者治疗前、治疗３个月、治疗６个月、

治疗９个月外周血Ｂ细胞发现治疗３个月时外周血ＣＤ１９＋

ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞百分比最低（犘＜０．０１）。患者在治疗过程

中ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞呈上升趋势，且治疗９个月时较

治疗前明显升高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结果见表１。

图１　　ＴＢ患者治疗前后Ｂ细胞各亚群变化的流式图

表１　　结核患者治疗前、后Ｂ细胞及其分群比较（％，狓±狊）

组别 狀 Ｂ细胞（ＣＤ１９＋ＣＤ３－） ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋ ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋ ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－ ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－

治疗前 ４０ ７．１５±２．９３ ３１．４７±１１．５２ １５．８９±９．０６ ４１．０７±１４．３５ １１．５８±６．６７

治疗３个月 ４０ ６．２５±２．９３ ３５．５５±１２．３５ ２３．４７±１２．４１ ２６．３２±１３．２１ １４．６７±８．２２

治疗６个月 ４０ ８．４０±３．５４ ３４．４３±１５．０７ １７．４３±８．５７ ３２．５８±１４．９２ １５．５６±７．３９

治疗９个月 ４０ ８．１１±４．８９ ２５．６７±１３．９１ １１．５６±８．１５ ４４．７４±１５．３９ １８．０３±７．９３

３　讨　　论

有关Ｂ细胞在结核菌感染及结核病发生中的作用一直没

有得到充分重视，传统观念认为结核免疫主要是细胞免疫，而

被动抗体免疫无益于结核病保护性免疫。然而，一些早期研究

和临床观察提示，Ｂ细胞在结核菌感染和肺结核的发生中起着

一定的作用，Ｂ细胞不仅参与人肺结核结节的形成，而且可以

在结核结节淋巴细胞浸润带外周形成异位淋巴滤泡结构（三级

淋巴滤泡），这对维持结核结节的稳定具有重要作用［１］，本研究

组前期研究也发现肺结核组织中Ｂ细胞淋巴滤泡样结构的形

成与否及其面积大小与患者的结核菌控制情况有关［２］，Ｍａｇｌｉ

ｏｎｅ等
［８］通过对Ｂ细胞缺陷小鼠的研究发现Ｂ细胞不仅有利

于肺炎症病理反应的控制，而且还有利于肺脏内结核菌的控

制，而Ｏｒｄｗａｙ等
［９］的研究结果则显示Ｂ细胞与肺结核免疫病

理有关。虽然这些研究结果不一致，还不能说明Ｂ细胞是参

与保护性免疫还是病理损伤，但可以肯定的是Ｂ细胞在结核

病的发生中起重要作用。为此，本研究检测了ＴＢ患者外周血

Ｂ细胞及其亚群水平的变化，发现伴随结核菌感染和结核病的

发生，外周血 Ｂ细胞库的稳态被打破
［７］，ＴＢ 患者外周血

ＣＤ１９＋ Ｂ细胞总量呈减少趋势，这一结果与 Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ等
［１０］

的报道基本一致，而Ｂ细胞各亚群的百分比出现增高或降低

现象，其中，最为突出的变化是ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋ Ｂ细胞亚

群的百分比显著增高，ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋Ｂ细胞也较健康者

稍增高，而ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞和ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－

Ｂ细胞均较健康者稍减低。在本研究中，通过对ＴＢ患者的随

访发现，ＣＤ１９＋ＣＤ３－Ｂ细胞在治疗前处于低水平状态，治疗３

个月时有所回升，治疗６个月时达到最高水平，随着治疗时间

的延长Ｂ细胞数量逐渐正常；在Ｂ细胞各亚群中，ＴＢ患者明

显升高的ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋ Ｂ细胞在治疗３个月时升高到

最高水平，但是在治疗６个月及治疗９个月时均明显下降，治

疗９个月时基本恢复到正常状态；增高的ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋
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Ｂ细胞经治疗后也下降，降低的ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞和

ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞经治疗后均升高。通过检测治疗

过程中Ｂ细胞及其亚群的变化，发现抗结核治疗３个月和治疗

６个月时是机体免疫反应最活跃的时期，各Ｂ细胞亚群的百分

比变化最大，治疗９个月时机体的免疫状态逐渐趋于稳定，说

明有效的抗结核治疗不仅可以清除结核菌还可以改变机体的

免疫紊乱状态。

本研究中所关注的ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋ Ｂ细胞被认为是

一种具有免疫调节功能的Ｂ细胞，通过分泌ＩＬ１０发挥免疫抑

制功能［１１］，本课题组前期研究发现结核患者外周血的ＣＤ１９＋

ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋ Ｂ细胞可抑制ＣＤ４细胞分泌ＩＬ１７和ＩＬ２２，但

不影响ＣＤ４细胞分泌干扰素（ＩＦＮ）γ，其作用机制是通过分泌

ＩＬ１０和细胞间接触抑制
［１２］，而ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋、ＣＤ１９＋

ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－、ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞并无抑制ＣＤ４细胞

的作用，其具体机制还有待进一步阐明。

综上所述，本研究通过对ＴＢ患者外周血的Ｂ细胞及其亚

群的研究，发现Ｂ细胞及其亚群在结核病的发生和发展中起

到重要作用，了解抗结核治疗过程中Ｂ细胞各亚群百分比的

变化可以作为疗效考核的参考指标。
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［８］ＳｏｍｅｒｖｉｌｌｅＲＰＴ，ＳｈｏｓｈａｎＹ，ＥｎｇＣ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｗｏｐｕｔａｔｉｖｅｔｕｍｏｕｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅｓ，ＰＴＥＮａｎｄＤＭＢＴ，ｗｈｉｃｈ

ｈａｖｅｂｅｅｎｉｍｐｌｉｃａｔｅｄｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅｄｉｓｅａｓｅｐｒｏｇｒｅｓ

ｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９９８，１７（１３）：１７５５１７５７．

（收稿日期：２０１４０１０８）

·４５５１· 国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２


