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结核病患者外周血和胸腔积液中多功能Ｔｈ１细胞检测
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　　摘　要：目的　探讨结核病患者外周血和胸腔积液中ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋多功能Ｔｈ１细胞的水平及其临床意义。方法　

选取结核患者４９例，其中结核性胸膜炎患者１４例，结核潜伏感染者２７例，健康对照６６例，采用佛波酯（ＰＭＡ）和离子霉素刺激全

血和胸腔积液中单个核细胞，胞内细胞因子染色，流式细胞术检测ＣＤ４＋Ｔ细胞细胞因子分泌的情况。结果　依据ＣＤ４＋Ｔ细胞

产生细胞因子的不同，将其分为７个不同亚群，分别为ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋、ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋、ＩＬ２＋ＴＮＦα＋、ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋、ＩＬ

２＋、ＴＮＦα＋、ＩＦＮγ＋细胞亚群，外周血中结核病患者的ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋多功能Ｔｈ１细胞的比例明显低于健康对照和潜伏

感染者（犘＜０．０１），ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋细胞、ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋细胞表达水平明显低于潜伏感染者和健康对照（犘＜０．０５）；ＴＮＦα＋细胞则

高于健康对照和潜伏感染者（犘＜０．０５）；其他各亚群无明显变化。胸腔积液单个核细胞（ＰＥＭＣ）的ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋多功能

Ｔｈ１应答水平高于外周血单个核细胞（犘＜０．０５）；外周血单个核细胞中ＩＬ２＋细胞低于ＰＥＭＣ（犘＜０．０１），其他各亚群无明显变

化。结论　非特异性Ｔｈ１细胞应答与结核菌感染的临床转归有关，ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋多功能Ｔｈ１细胞在结核的保护性免疫

反应中起一定作用。
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　　ＣＤ４
＋Ｔ细胞免疫在结核菌保护性免疫中起着关键作用，

同时也参与结核病的病理反应。近年来随着对ＣＤ４＋Ｔ细胞

各亚群的研究，认为结核免疫是Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１７这４个

细胞亚群组成的网络相互调节的结果，但是结核免疫极其复

杂，目前理论还不能完全解释，也可能还存在其他新发现的免

疫细胞或分子参与或干预结核病免疫应答反应并在结核病的

发生中起着重要作用［１２］。其中，新近发现的多功能Ｔｈ１细胞

可能就是一个重要的参与者，多功能Ｔｈ１细胞是一种新型的

ＣＤ４＋Ｔ细胞，可以同时分泌白细胞介素２（ＩＬ２）、肿瘤坏死因

子α（ＴＮＦα）和γ干扰素（ＩＦＮγ），参与抗寄生虫感染并与结核

病的免疫反应有关［３５］。为此，本研究通过流式细胞术和胞内

细胞因子检测技术反映分泌相应细胞因子的细胞亚群的数量

或表达水平，了解ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋多功能Ｔｈ１细胞及其

他亚群在结核病患者外周血和胸腔积液中的表达差异，探讨其
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在结核病发病中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年２～７月在深圳市第三人民医院结核

病区住院的患者，选取结核病（ＴＢ）患者４９例，诊断的依据是

按２００１年中华医学会结核病学分会肺结核诊断和治疗指南标

准，痰培养有人型或牛型结核分枝杆菌生长，临床表现和胸部

影像学特征，胸膜活检阳性以及抗结核治疗有效的初治成人继

发型肺结核患者，其中１４例为结核性胸膜炎（ＴＰ）患者，所有

受试者都已签署知情同意书，实验程序符合医院伦理委员会的

伦理学标准并且已经得到其批准。另外选取健康对照（ＨＤ）６６

例，诊断标准为用ＰＰＤ皮试和结核分枝杆菌抗原特异性ＩＦＮ

γＥｌｉｓｐｏｔ检测阴性和常规的体检排除结核菌潜伏感染者的健

康者。选取潜伏（ＬＴＢＩ）感染者２７例，诊断的依据是用ＰＰＤ

皮试和结核分枝杆菌抗原特异性ＩＦＮγＥｌｉｓｐｏｔ检测阳性，未

出现明显的临床症状。ＴＢ患者平均（３５．９７±１４．８２）岁；ＴＰ患

者平均（３２．０７±１０．２９）岁；ＬＴＢＩ患者平均（３３．３０±１３．４３）岁；

ＨＤ患者平均（２９．６４±７．８０）岁。所有受试者均排除感染艾滋

病、乙型肝炎和丙型肝炎。外周血样本在抗结核前或抗结核治

疗１周内收集。

１．２　仪器与试剂　ＣＯ２ 孵箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），离心机（美

国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），ＢＤｃａｎｔｏ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。２５０

μＬ全血，含１０％胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０完全培养基，佛波酯

（ＰＭＡ，５０ｎｇ／ｍＬ；ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）／离子霉素（１μｇ／ｍＬ；Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ），布雷菲德菌素 Ａ（１０μｇ／ｍＬ，Ｓｉｇｍａ），ＣＤ３藻红蛋白

荧光素ＣＹ５，ＣＤ８别藻蓝蛋白荧光素ＣＹ７，ＩＬ２藻红蛋白荧

光素，ＩＦＮγ别藻蓝蛋白荧光素，ＴＮＦα异硫氰酸荧光素（购

自美国ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ），磷酸盐缓冲液。

１．３　方法

１．３．１　全血和胸腔积液细胞刺激及胞内染色　肝素锂抗凝静

脉全血２５０μＬ，收集胸腔积液后１５００ｒ／ｍｉｎ５ｍｉｎ离心弃上

清，细胞计数后悬成２×１０６ 取２５０μＬ加７５０μＬ１６４０完全培

养基，非特异刺激加入刺激剂佛波酯和离子霉素，加完刺激剂

后２ｈ后加入阻断剂布雷菲德菌素Ａ，在３７℃ ＣＯ２ 孵育箱共

孵育６ｈ；胞内染色：先对全血有核细胞和胸腔积液单个核细胞

（ＰＥＭＣ）表面用抗人的荧光抗体ＣＤ３，ＣＤ８染色，用ＢＤｌｙｓｉｎｇ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ溶血素溶血，离心弃上清，后用ＢＤＰｅｒｍｓｓｏｌｕｔｉｏｎ破

膜，再加入抗人ＩＬ２、ＩＮＦγ、ＴＮＦα抗体进行胞内染色。

１．３．２　流式细胞仪检测　用前向和侧向角圈定 ＰＢＭＣ及

ＰＥＭＣ后，在淋巴细胞设门分析ＣＤ３、ＣＤ８细胞表达情况，然

后在ＣＤ３＋ＣＤ８－细胞设门分析Ｔｈ１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ＣＤ４＋Ｔ辅助细胞亚群的情况）。

１．４　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１１．０软件包和 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ（４．０２）进行统计分析，三组间用单因素方差分析分别比

较健康者，潜伏感染和结核患者的ＣＤ４＋Ｔ细胞水平，以犘＜

０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　外周血和胸腔积液中多功能 Ｔｈ１细胞的表达情况　

ＣＤ４＋Ｔ细胞在非特异性抗原短期刺激下产生大量的细胞因

子，进一步分析其组成，将 ＣＤ４＋Ｔ 细胞分为ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋

ＴＮＦα
＋、ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋、ＩＬ２＋ＴＮＦα＋、ＩＦＮγ＋ ＴＮＦα＋、ＩＬ

２＋、ＴＮＦα＋、ＩＦＮγ＋７个不同细胞亚群，每个细胞亚群在不同

人群中的比例是不相同的，ＰＥＭＣ和外周血单个核细胞（ＰＢ

ＭＣ）中多功能Ｔｈ１细胞及各亚群表达情况也有所不同，结果

见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　非特异性抗原刺激下不同结核菌感染转归的多功能Ｔｈ１

应答特征　对３组人群外周血ＩＬ２
＋ＩＦＮγ

＋ＴＮＦα
＋ 多功能

Ｔｈ１应答情况进行分析发现，ＴＢ患者外周血的多功能Ｔｈ１细

胞表达水平明显低于ＬＴＢＩ患者和 ＨＤ（犘＜０．０１）；ＬＴＢＩ患者

和 ＨＤ两者之间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＩＬ２＋

ＩＦＮγ
＋细胞、ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋细胞表达水平明显低于ＬＴＢＩ患

者和 ＨＤ（犘＜０．０１，犘＜０．０５）；ＴＮＦα＋细胞则高于ＬＴＢＩ患者

和 ＨＤ（犘＜０．０５），其他亚群在各组之间比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。结果见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）。

２．３　结核病患者胸腔积液和外周血中多功能Ｔｈ１应答特征

　非特异性抗原刺激下，结果显示ＰＥＭＣ中的ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋

ＴＮＦα
＋多功能Ｔｈ１应答水平高于ＰＢＭＣ（犘＜０．０５），而ＰＢ

ＭＣ中ＩＬ２＋细胞低于ＰＥＭＣ（犘＜０．０１），其他亚群则明显变

化，结果见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。

３　讨　　论

ＣＤ４＋Ｔ细胞及其分泌的细胞因子在结核病保护性免疫机

制中起着必不可少的作用。早期的动物实验表明，ＣＤ４＋Ｔ细

胞消除的小鼠体内的结核分枝杆菌得不到有效抑制，感染小鼠

最终死于结核病［６］。相反，通过过继转移结核菌抗原特异性Ｔ

细胞可以增强小鼠对结核菌的抵抗作用［７］。近年来研究发现，

同时分泌ＩＬ２、ＩＦＮγ和ＴＮＦα的多功能Ｔｈ１细胞与小鼠的

结核免疫保护作用密切相关［８］，但有关ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋

多功能Ｔｈ１细胞对人体肺结核免疫保护机制中的作用还不明

确，目前现有的几篇文献报道的结果并不一致，Ｃａｃｃａｍｏ等
［９］

发现结核患者用 Ａｇ８５Ｂ、ＥＳＡＴ６和１６ｋＤａ刺激ＰＢＭＣ后特

异性ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋多功能 Ｔｈ１细胞比结核潜伏感染

者明显增多，认为与结核的保护性免疫有关，并可作为诊断和

疗效检测的指标，而 Ｈａｒａｒｉ等
［５］则认为ＣＦＰ１０、ＥＳＡＴ６和

ＰＰＤ刺激后特异性ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋多功能Ｔｈ１细胞在

活动性结核体内是降低的，区分结核患者和潜伏感染者的最好

指标是ＴＮＦα单阳的ＣＤ４细胞，另有报道显示ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋

ＣＤ４细胞在活动性结核病中的诊断价值更大
［１０］。上述研究检

测的多为抗原特异性多功能 Ｔｈ１细胞，虽然特异性多功能

Ｔｈ１细胞能直接反映结核感染的情况，但因产生的细胞因子量

少，检测技术要求高，一般实验室很难掌握，为此，本研究采用

体外ＰＭＡ和离子霉素刺激的方法，使得人外周血和胸腔积液

中的淋巴细胞发生非特异性转化，产生大量的细胞因子如ＩＬ

２、ＩＦＮγ和ＴＮＦα等，采用流式细胞技术检测胞内细胞因子，

反映体内 Ｔｈ１细胞各亚群的变化。在 ＰＭＡ、植物血凝素

（ＰＨＡ）、抗ＣＤ３／ＣＤ２８等各种非特异性刺激中，ＰＭＡ刺激效

果最强，可以产生大量的细胞因子，便于检测，提高了检测的灵

敏度；本文中采用全血刺激，无需分离ＰＢＭＣ，操作简便，同时

保留了细胞及生化微环境，基本接近生物体的分析条件，更能

准确反映体内免疫状况。通过对ＴＢ患者多功能Ｔｈ１等细胞

的检测发现 ＴＢ患者外周血中ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋ 多功能

Ｔｈ１细胞反应受到抑制，表达水平明显低于ＬＴＢＩ患者和 ＨＤ；

同时发现ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋细胞、ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋细胞表达水平明

显低于ＬＴＢＩ患者和 ＨＤ；ＴＮＦα＋细胞则高于 ＨＤ和ＬＴＢＩ患

者，ＩＬ２＋ＴＮＦα＋、ＩＬ２＋、ＩＦＮγ＋等亚群细胞在各组之间比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５），结果表明ＴＢ患者ＩＬ２＋ＩＦＮ

·２７９１· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５



γ
＋ＴＮＦα

＋的多功能 Ｔｈ１细胞、ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ 细胞及ＩＦＮγ＋

ＴＮＦα
＋细胞数量减少，其发挥抗结核的功能也受到相应的影

响；而ＴＮＦα＋细胞数量的增高，ＴＮＦα是一种多效能的细胞

因子，体内适量的ＴＮＦα对机体抗结核感染有一定的保护作

用，而分泌过多时可致病情恶化，由此可见，单阳的ＴＮＦα＋细

胞过多是导致结核病发生的重要因素。此外，ＩＬ２＋ＴＮＦα＋、

ＩＬ２＋、ＩＦＮγ＋等亚群细胞在结核病中的发生作用还有待进一

步研究。

由于外周血中的ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋多功能 Ｔｈ１细胞

数量不能反映肺内多功能Ｔｈ１细胞产生情况，了解活动性肺

结核局部ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋多功能 Ｔｈ１细胞的频率更能

说明其在结核病发病中的意义，目前同时检测外周血和人体肺

组织局部ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋多功能Ｔｈ１细胞尚未见报道，

国外仅有Ｋｕｍａｒ等
［１１］报道了结核性淋巴结中多功能Ｔｈ１细

胞变化情况，淋巴结中特异性多功能Ｔｈ１细胞增多，非特异性

多功能Ｔｈ１细胞也呈现增多趋势，国内学者李丽等
［１２］检测了

胸腔积液中特异性ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋多功能Ｔｈ１的表达，

发现肺结核局部的多功能Ｔｈ１应答水平高于其他６个亚群，

与本文的结果基本一致，但文中没有对应外周血的情况，本文

进一步比较了胸腔积液和外周血配对患者 Ｔｈ１细胞表达情

况，发现胸腔积液中ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋多功能Ｔｈ１高于外

周血，ＩＬ２＋单阳细胞低于外周血，其他亚群则明显变化。综合

外周血和局部ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋多功能Ｔｈ１的检测结果，

说明结核病免疫是Ｔｈ１细胞各亚群调节失衡的结果，而不是

单一因素的结果。外周血ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋ 多功能 Ｔｈ１

细胞反映机体整体水平，其数量过低，可能会使结核菌的清除

障碍，导致疾病的发生，而结核感染的局部多功能Ｔｈ１细胞增

高，可能是感染导致多功能Ｔｈ１细胞募集到感染部位所致，以

便有效的杀灭结核杆菌。提示ＩＬ２＋ＩＦＮγ＋ＴＮＦα＋多功能

Ｔｈ１细胞在结核病保护性免疫反应中发挥重要作用，临床上通

过检测非特异性外周血和胸腔积液中ＩＬ２＋ＩＦＮγ
＋ＴＮＦα

＋

多功能Ｔｈ１细胞可以反映结核患者的免疫状况，是结核病诊

断和疗效考核的一种参考指标。
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