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流式细胞术检测二期梅毒患者外周血淋巴细胞亚群

梁　平，陈　宏，何晓丹，薛强东

（东莞康华医院皮肤科，广东东莞５２３０８０）

　　摘　要：目的　检测二期梅毒外周血淋巴细胞亚群，了解机体在二期梅毒的免疫状况。方法　选择本院门诊就诊、体检或术

前检查的３５例志愿者，按照其检测结果将其分为健康对照组与二期梅毒组。应用流式细胞仪检测两组患者外周血ＣＤ３＋、

ＣＤ４＋、ＣＤ８＋和ＣＤ１９＋淋巴细胞亚群。结果　二期梅毒组ＣＤ３＋和ＣＤ４＋均高于健康对照组，差异有统计学意义（犘＝０．００８５，

０．０３８４），ＣＤ８＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋高于健康对照组，但差异无统计学意义（犘＝０．２１０８，０．３９５２）；二期梅毒组ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞低于

健康对照组，差异有统计学意义（犘＝０．００６０）。结论　增强二期梅毒患者细胞免疫力有利于消除梅毒螺旋体。
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　　梅毒是由梅毒螺旋体（ＴＰ）感染引起的一种性传播疾病，

自然感染ＴＰ时在感染部位会出现富含病原体的硬下疳。硬

下疳不经治疗可“自愈”，大多数患者于硬下疳“自愈”６～８周

后出现皮肤黏膜、骨骼、眼等二期梅毒损伤，是否发展为三期梅

毒与二期梅毒时期的症状相关。二期梅毒损伤广泛者一般不

会发生晚期活动性梅毒，只有二期梅毒症状轻并有ＴＰ慢性病

灶者才会发展为三期梅毒，这可能与ＴＰ特异性抗原浓度低而

免疫原性弱有关。人体免疫力与病原体相互作用在疾病的发

展与结局中起到了重要的作用。但人体免疫力并不是完全有

效的，可表现为传染性免疫，即当机体有ＴＰ感染时才产生免

疫力。为了解机体在二期梅毒的免疫状况，本研究应用流式细

胞仪对二期梅毒患者进行外周血Ｔ、Ｂ淋巴细胞亚群的检测，

并与健康人群对照，观察在二期梅毒时淋巴细胞亚群的变化，

现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择本院门诊就诊、体检或术前检查的３５例

志愿者为研究对象，其中男２１例，女１４例，按照其检测结果将

其分为健康对照组与二期梅毒组。健康对照组２０例，男１４

例，女６例，平均（２９．５±６．７５）岁；二期梅毒组１５例，男７例，

女８例，平均（３０．３±９．８）岁；１５例患者 ＴＰ明胶凝集试验

（ＴＰＰＡ）全部阳性，滴度１∶１２８０～１∶１０２４０，中位数１∶２

５６０，甲苯胺红不加热血清试验（ＴＲＵＳＴ）滴度１∶２～１∶１２８，

中位数１∶３２，人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）检测均显示为阴性

（－）；健康对照组２０例ＴＰＰＡ、ＴＲＵＳＴ和 ＨＩＶ均为阴性。两

组被试一般资料比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），组间具有

可比性。

１．２　纳入与排除标准　二期梅毒组纳入标准：（１）根据病史、

临床表现和血清学检查综合诊断的二期梅毒患者；（２）患者知

情同意，并愿意加入本研究中；（３）ＨＩＶ抗体阴性并且未用过

激素和抗菌药物等治疗；（４）无严重系统疾病。二期梅毒组排

除标准：（１）有系统性疾病；（２）不愿加入本研究；（３）ＴＰ或非螺

旋体试验有一项为阴性者。健康对照组纳入标准：（１）ＴＰ血清

试验阴性、非螺旋体抗原血清试验和 ＨＩＶ均为阴性；（２）无严

重系统疾病；（３）自愿加入本研究。

１．３　仪器与试剂　美国ＢＤ公司ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪、

淋巴细胞亚群试剂盒、红细胞裂解液和破膜剂。上海荣盛生物

药业有限公司的ＴＲＵＳＴ试剂盒；日本富士瑞必欧株式会社的

ＴＰＰＡ试剂盒，北京万泰生物药业股份有限公司的 ＨＩＶ抗体

试剂盒。各试验参照各种仪器及试剂说明书操作规程由专人

进行。

１．４　方法　抽取患者外周静脉血２ｍＬ，加肝素抗凝，免疫样

品制备前在４℃下保存。样品制备：取上述研究对象抗凝全血

１００μＬ，分别加入前述单抗各２０μＬ，混匀；再加入红细胞溶解

液２ｍＬ，放置１０ｍｉｎ，以破坏红细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

弃上清液；用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）混匀，离心５ｍｉｎ，弃上清液；

加ＰＢＳ１ｍＬ，混匀进行检测，标本采集１２ｈ内完成检测。

１．５　统计学处理　应用ＳＴＡＴＡ８．０软件包进行数据处理及

统计学分析，计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；
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以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

　　二期梅毒组ＣＤ３
＋和ＣＤ４＋均高于健康对照组，差异有统

计学意义（犘＝０．００８５，０．０３８４），ＣＤ８＋、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋高于健

康对照组，但差异无统计学意义（犘＝０．２１０８，０．３９５２）；二期

梅毒组ＣＤ１９＋Ｂ淋巴细胞低于健康对照组，差异有统计学意

义（犘＝０．００６０）。见表１。

表１　　２组被试外周血淋巴细胞亚群水平比较

组别 狀 ＣＤ３＋（％） ＣＤ４＋（％） ＣＤ８＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＣＤ１９＋（％）

健康对照组 ２０ ６３．５４±１２．６３ ２９．９７±８．６２ ２７．１０±８．７９ １．１１±０．９８ １７．０６±８．１１

二期梅毒组 １５ ７３．９９±８．０３ ３５．７１±６．４５ ３０．７６±７．８３ １．１６±０．８２ ９．２４±４．９６

狋 － ７．８４ ４．６５ １．６３ －０．８５ ９．０９

犘 － ０．００８５ ０．０３８４ ０．２１０８ ０．３９５２ ０．００６０

　　－：无数据。

３　讨　　论

　　近年来国内梅毒报告发病例数持续增长，二期梅毒占

４０％以上，３０％～４０％未经治疗的二期梅毒最终发展为三期梅

毒，由于二期梅毒传染性大，所以是控制梅毒发展的重要环节。

梅毒感染时细胞免疫和体液免疫均对ＴＰ有清除作用，ＣＤ３＋

是Ｔ淋巴细胞表面标志，ＣＤ１９＋是Ｂ淋巴细胞表面标志。ＴＰ

是颗粒性抗原，体液免疫在二期梅毒中对 ＴＰ的应答并不重

要［１］，细胞免疫在抗 ＴＰ中起重要作用。动物接种实验也表

明，死的ＴＰ并不能刺激机体产生免疫，只有接种减毒的活ＴＰ

才能激活机体免疫，可见梅毒感染引起的免疫反应是细胞介

导的。

外周血ＣＤ３＋细胞代表Ｔ淋巴细胞的总体，在梅毒皮疹中

ＣＤ３＋细胞是局部浸润的主要炎性细胞，反应机体特异性免疫

应答能力，Ｔ淋巴细胞既可作为免疫效应细胞直接杀伤靶细

胞，又可作为免疫调节细胞，辅助其他免疫细胞分化和调节免

疫应答，ＴＰ 的脂蛋白成分是 Ｔ 淋巴细胞趋化的动力
［２］。

ＣＤ３＋细胞按表型不同分为ＣＤ４＋细胞和ＣＤ８＋细胞两个细胞

亚群。ＣＤ４＋细胞主要是辅助性Ｔ淋巴细胞（Ｔｈ），又可以分为

Ｔｈ１和Ｔｈ２两个亚群，ＴＰ感染刺激机体淋巴细胞活化形成

Ｔｈ０细胞，并向Ｔｈ１方向极化，Ｔｈ１分泌白细胞介素（ＩＬ）２和

γ干扰素（ＩＦＮγ）等细胞因子，促进巨噬细胞抑制和杀伤ＴＰ，

并可抑制Ｔｈ２的功能，增强细胞免疫。Ｔｈ２分泌ＩＬ４和ＩＬ１０

等细胞因子，与Ｂ淋巴细胞增殖、成熟和促进抗体生成有关，

可增强抗体介导的免疫应答，并可下调Ｔｈ１对ＴＰ的免疫应

答。ＣＤ８＋细胞可以分为在数量上占多数的抑制性 Ｔ淋巴细

胞（Ｔｓ）和占少数的细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）两个亚群，Ｔｓ

细胞通过转化生长因子（ＴＧＦ）、ＩＬ１０等细胞因子抑制Ｔｈ１对

ＴＰ的免疫应答，ＣＴＬ通过细胞裂解和细胞凋亡作用介导杀伤

ＴＰ。ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值综合了ＣＤ４＋和ＣＤ８＋两者的信息，比

单独ＣＤ４＋或ＣＤ８＋的结果更能反映机体免疫状况，二期梅毒

组ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值虽高于健康对照组但差异无统计学意义

（犘＞０．０５），总体反映二期梅毒的免疫功能并无明显下降。

目前国内流行的观点认为，二期梅毒 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋ 和

ＣＤ４＋／ＣＤ８＋均低于正常，外周血与皮损组织中的Ｔ细胞分布

相反，并且ＣＤ４＋亚群中Ｔｈ２占优势
［３４］，因此机体细胞免疫受

抑制，这是造成ＴＰ潜伏体内形成长期慢性感染的重要因素。

这种观点是基于Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ
［５］综合多项动物实验的研究结果进

行的推测，即一期梅毒向二期梅毒进展中ＣＤ４＋亚群从Ｔｈ１占

优势转变为 Ｔｈ２占优势，以上结论与本研究结果完全矛盾。

本研究结果表明二期梅毒组ＣＤ４＋和ＣＤ８＋细胞均高于健康对

照组，ＣＤ４＋上升且比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。说明

二期梅毒患者细胞免疫功能有所增强，有利于消除或抗ＴＰ感

染，这与传染性免疫是一致的。二期梅毒组ＣＤ１９＋低于健康

对照组，这种降低也可能与高滴度抗体形成的反馈抑制作用有

关，从另一个侧面也反映二期梅毒患者中Ｔｈ１占优势。

Ｌｅａｄｅｒ等
［６］在免接种实验的研究结果表明，兔睾丸中

ＣＤ４＋细胞随病情的进展分别在感染后第１８天和第３９天出现

一个双峰波，在第２５天时出现一个波谷，此时ＣＤ４＋的下降可

能是宿主体内ＴＰ清除、抗原刺激减少而导致细胞免疫反应下

调的结果［７］。整个过程中ＣＤ８＋细胞缓慢上升，但总量始终低

于ＣＤ４＋细胞，这与本研究外周血中结果是相一致。Ｗｉｃｈｅｒ

等［８］对豚鼠先天性梅毒的研究表明，在外周血、脾和淋巴结中

ＣＤ４＋升高、ＣＤ８＋ 降低、ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ 比值均升高。ｖａｎＶｏｏ

ｒｈｉｓ等
［９］的研究发现，在人体一期梅毒和二期梅毒的皮损中，

只含有 Ｔｈ１细胞因子的ＩＬ２、ＩＦＮγ和ＩＬ１２，完全没有 Ｔｈ２

的细胞因子，也就是说人体一期和二期梅毒的细胞免疫反应均

以Ｔｈ１细胞占优势。

看似矛盾的两种结果可能都是对二期梅毒免疫一个侧面

的反映，二期梅毒的Ｔ淋巴细胞亚群既可能下降也可能上升，

这与病情严重程度密切相关。人体免疫反应受到严格而复杂

的调控，在杀伤病原体的同时要避免自身误伤，三期梅毒的损

伤就是机体细胞免疫反应引起的组织损伤。人体接种试验表

明，树胶肿是小量具有毒力的ＴＰ在致敏的宿主体内，通过激

发宿主迟发性超敏反应造成的结果［１０］。Ｐｏｄｗｉｎｓｋａ等
［１１］对成

人获得性梅毒的研究结果表明，外周血中ＣＤ４＋水平和ＣＤ４＋／

ＣＤ８＋比值在潜伏梅毒时升高，随病情从一期梅毒、二期梅毒向

神经梅毒发展过程中，ＣＤ４＋逐步下降、ＣＤ８＋逐步升高，但仍不

改变ＣＤ４＋高于ＣＤ８＋的结果，外周血中ＣＤ４＋的降低和ＣＤ８＋

的升高与病情严重程度相关，只有在恶性梅毒和严重神经梅毒

时，ＣＤ４＋明显下降、ＣＤ８＋升高才表现为ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比值明

显降低。梁平等［１２］对一期梅毒患者的研究表明，在硬下疳溃

疡的第１周细胞免疫功能受抑制，第２周时增强，这与本研究

结果完全一致。当机体免疫杀伤作用使ＴＰ被大量清除时，外

来抗原对机体的免疫刺激作用下降，机体通过免疫调节对下调

特异性免疫应答，此时的免疫接近于健康人群的结果，可能由

于机体免疫下调作用太强、太快，部分未被清除的ＴＰ潜伏下

来，造成慢病程感染。

虽然有青霉素的特效治疗，仍有３０％以上患者治疗失败，

因此开发新的治疗方案一直在进行中，免疫学治疗成为新的方

向。但ＴＰ不同于其他病原体，普通方法无法染色，体外无法

培养，疫苗对预防ＴＰ的传播也没有成功，ＴＰ与人体免疫系统

的相互作用并不完全清楚，研究结果也有许多矛盾之处，免疫

学调节剂的应用只是在免疫受抑制时才有效，而且起效时间较

长，其可行性值得探讨，还必须更深入、全面地了解ＴＰ的免疫

学性质，才能提出更好的治疗方案。

（下转第１６７页）
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有文献报道了“快速抗菌药物敏感试验方法的建立”，该方

法通过测定６ｈ时水解酪蛋白（ＭＨ）液体培养基中蛋白质水

平变化得到ＡＳＴ结果
［３］，虽然快速（６ｈ时获得ＡＳＴ结果），但

试验方法操作繁琐。也有文献报道了“用显色半固体进行快速

细菌药敏试验的方法”，结果显示，氯化三苯甲基四氮唑（ＴＴＣ）

显色半固体琼脂法与 ＫＢ法同时测定细菌药物敏感度的比

较，两种药敏方法敏感度完全相同或基本相同的合计有５０９

例，占９６．４％，标准菌株用ＴＴＣ显色半固体琼脂法和 ＫＢ法

进行药敏试验的结果比较，两者药敏抑菌环直径毫米数比较差

异无统计学意义（犘＞０．０５），同时结果显示在３ｈ内有９６．８％

的菌株可得出 ＡＳＴ结果，５ｈ１００．０％的菌株可得出 ＡＳＴ结

果，但该试验方法操作也较繁琐［４］。另有文献报道了“一种新

的细菌药敏试验方法的探讨”［５］，该方法与文献［４］报道的方法

基本一致，结果也近似。文献［６］报道了一种改进的快速 ＫＢ

圆盘敏感度测试法，该方法使用四唑染料的衍生物来增强细菌

生长区和抑制区之间的抑菌圈轮廓，６～７ｈ可获得ＡＳＴ结果，

该方法简单，但其获得ＡＳＴ结果的时间长于本研究的快速Ｋ

Ｂ法。ＫＢ法ＡＳＴ除了可用于细菌外，还可用于酵母菌
［７］、真

菌［５］，也可用于耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的检测［８］。

细菌的耐药性日趋严重，已经成为医学界的重大难题，加

强细菌耐药性的监测已经迫在眉睫。相关文献报道，金黄色葡

萄球菌耐药率最高的前４位抗菌药物为青霉素Ｇ（８７．３２％）、

红霉素（８７．３２％）、苯唑西林（８０．２８％）、阿奇霉素（７６．０６％），

都大于７６％
［９］。大量文献报道金黄色葡萄球菌有很高的耐药

率［１０１１］。相关研究显示，多种细菌有很广的耐药谱和很高的

耐药率［１２］。这些应引起医学界的高度重视。

综上所述，快速 ＫＢ法快速而准确，获得 ＡＳＴ结果的时

间，快速ＫＢ法比细菌自动鉴定仪快数小时，比标准ＫＢ法快

许多，ＫＢ法虽然较快速ＫＢ法慢，但也比细菌自动鉴定仪快

１ｈ以上，比标准ＫＢ法快许多。标准ＫＢ法进行 ＡＳＴ，无需

等待１８～２４ｈ观测抑菌环直径获得ＡＳＴ结果，只要肉眼可见

抑菌环，即可测试其直径。
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