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结核患者外周血 琢茁 T 和 酌啄 T 细胞

亚群免疫亚型细胞分布的探讨

刘震天1,王兆华2,李柏青2

[摘要]目的:检测健康成人和结核患者外周血 琢茁 T 细胞亚群以及 酌啄 T 细胞亚群分布情况。 方法:采集健康成人及结核病患

者外周血,用不同荧光素标记单抗染色后,用流式细胞术检测 琢茁 T 细胞免疫亚型 CD45RA + CD27 + 初始型细胞(Tnaive)、
CD45RA - CD27 中央记忆型 T 细胞(Tcm) + 、CD45RA - CD27 - 效应记忆型 T 细胞(Tem)和 CD45RA + CD27 - 效应型 T 细胞

(Teff);酌啄 T 细胞中 V啄1、V啄2、V啄1 - V啄2 - (即 V啄3鄄8)4 种免疫亚型的百分率。 结果:与健康成人比较,结核患者 CD4 + 琢茁 T 细

胞中 Tnaive、Teff 细胞的百分率降低(P < 0. 01),Tem 细胞的百分率升高(P < 0. 01),Tcm 细胞差异无统计学意义(P > 0. 05)。
结核与健康成人比较,患者 CD8 + 琢茁 T 细胞中 Tnaive、Tcm 细胞的百分率降低(P < 0. 01 和 P < 0. 05),Tem、Teff 细胞的百分率

升高(P < 0. 01)。 与健康成人比较,结核患者 V啄1 酌啄 T 细胞中 Tnaive、Tcm 细胞的百分率降低(P < 0. 05),Tem 细胞的百分率

升高(P < 0. 05),Teff 细胞差异无统计学意义(P > 0. 05);结核患者 V啄2 酌啄 T 细胞中 Tcm 细胞的百分率降低(P < 0. 05),Tem、
Teff 细胞的百分率升高(P < 0. 05,P < 0. 01),Tnaive 细胞差异无统计学意义(P > 0. 05);结核患者 V啄3鄄8 酌啄 T 细胞中 Tem 细胞

的百分率升高(P < 0. 05),Tnaive、Tcm、Teff 细胞差异无统计学意义(P > 0. 05)。 结论:结核病患者外周血中 琢茁 T 和 酌啄 T 细胞

亚群分布均有显著改变。
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The distribution of immune subtpyes of 琢茁 and 酌啄T cell subsets
of peripheral blood in patients with tuberculosis

LIU Zhen鄄tian1,WANG Zhao鄄hua2,LI Bai鄄qing2

(1. Department of Clinical Laboratory,Anhui Provincial Children忆s Hospital,Hefei Anhui 230001;2. Department of Immunology,
Anhui Provincial Key Laboratory of Infection and Immunity,Bengbu Medical College,Bengbu Anhui 233030,China)

[Abstract] Objective:To investigate the distribution of immune subtpyes of 琢茁 and 酌啄T cell subsets of peripheral blood in healthy
adults and pulmonary tuberculosis(TB) patients. Methods:The peripheral blood from healthy adults and TB patients were stained with
different fluorochrome鄄conjugated mAbs. The CD45RA + CD27 + naive T cells ( Tnaive),CD45RA - CD27 + central memory T cells
(Tcm),CD45RA - CD27 - effector memory T cells(Tem) and CD45RA + CD27 - effector T cells of 琢茁 T cells immune subtpyes,and
the proportions of the V啄1,V啄2,V啄1 - V啄2 - (V啄3鄄8) immune subtypes T cells in 酌啄 T cells were detected using flow cytometry.
Results:Compared with healthy adults, the percentages of Tnaive & Teff cells,and Tem cells in CD4 + 琢茁 T cells of TB patients
decreased and increased,respectively(P < 0. 01),and the difference of Tcm cell between healthy adults and TB patients was not
statistically significant(P > 0. 05). Compared with healthy adults, the percentages of Tnaive & Tcm cells, and Tem &Teff cells
decreased and increased in CD8 + 琢茁 T cells of TB patients,respectively(P < 0. 01 and P < 0. 05). Compared with healthy adults,the
percentages of Tnaive & Tcm cells,and Tem cells decreased and increased in CD8 + 琢茁 T cells of TB patients,respectively(P < 0. 05),
and the difference of Teff cells between healthy adults and TB patients was not statistically significant(P > 0. 05). The percentages of
Tcm cells,and Tem & Teff cells in V啄2 酌啄 T cells of TB patients decreased and increased,respectively(P < 0. 05 and P < 0. 01),and
the difference of Tnaive cells between healthy adults and TB patients was not statistically significant(P > 0. 05). The percentage of Tem
cells in V啄3鄄8 酌啄 T cells of tuberculosis patients increased(P < 0. 05),and the differences of the percentages of Tnaive,Tcm and Teff

摇 摇 cells between healthy adults and TB patients were not statistically
significant(P > 0. 05). Conclusions:The changes of the 琢茁 T
and 酌啄 T cell subsets distributions in peripheral blood of TB
patients are significant.
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摇 摇 结核病( tuberculosis,TB)目前仍是严重威胁人

类健康的重要传染病。 在宿主抗结核分枝杆菌
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(Mycobacterium tuberculosis,Mtb)感染免疫应答中,
细胞免疫具有关键作用。 T 淋巴细胞,主要是 CD4 +

T、CD8 + T 及 酌啄 T 细胞,不仅通过产生干扰素

(IFN)鄄酌、肿瘤坏死因子鄄琢 等细胞因子,在结核免疫

中起着重要的作用,还可产生穿孔素和颗粒酶,发挥

细胞毒作用[1 - 2]。 有关 TB 患者与健康人群比较,
外周血 琢茁 T 细胞和 酌啄 T 细胞中不同免疫亚型细胞

的百分率分布有何变化的报道,目前较少。
本实验应用流式细胞仪检测了健康成人和结核

患者外周血 琢茁 T 细胞中 CD4 + 、CD8 + 亚群,以及 酌啄
T 细胞中的 V啄1 + 、V啄2 + 、V啄1 - V啄2 - (即 V啄3鄄8)亚
群的免疫亚型,并分析比较 2 组人群间是否存在差

异性,为进一步了解 TB 时,外周血中不同 T 细胞亚

群的免疫亚型的变化提供实验依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 研究对象摇 本实验所用 31 名健康成人外周血

样本来源于蚌埠医学院健康学生和教职工的外周血

(符合献血条件,出生时接种卡介苗,胸部 X 线照射

无异常,近期未接触结核患者),无细菌、病毒感染

以及肿瘤或其他自身免疫性疾病。 18 例结核患者

外周血样本来源于蚌埠市传染病医院肺科患者,根
据 TB 诊断标准,确诊为 TB。 每份标本都获得志愿

者本人知情同意,本实验研究项目获得蚌埠医学院

伦理委员会的批准(伦科批字[2010]第 2 号)。
1. 2摇 主要试剂摇
1. 2. 1 摇 抗 体 摇 anti鄄CD45RA鄄FITC, anti鄄酌啄鄄APC鄄
Vio770, ani鄄CD4鄄APC鄄Vio770, anti鄄CD27鄄APC, anti鄄
V啄1鄄PE,anti鄄V啄2鄄PerCP,anti鄄CD3鄄Vioblue 均为德国

MACS 公司产品;anti鄄CD3鄄APC 为 Biolegend 公司产

品。 anti鄄CD8鄄PE鄄Cy7 为 eBioscience 公司产品。
1. 2. 2 摇 其他试剂 摇 染色缓冲液( Staining Buffer,
SB)和全血样本溶血固定剂为本实验室配制。
1. 3摇 实验方法摇
1. 3. 1摇 全血标本抗体染色摇 吸取肝素抗凝的健康

成人或结核患者外周血 50 滋L 加入检测管中,用不

同荧光素标记单抗染色后,4 益,避光孵育 30 min。
每管加 2 mL 溶血剂,避光室温 10 min,1 500 r / min,
离心 5 min 弃上清液,每管加 500 滋L SB 液 1 500 r /
min,离心 5 min 弃上清液,加入 200 滋L 固定液重悬

细胞。
1. 3. 2摇 流式检测和分析摇 流式细胞仪检测后,所得

流式数据文件用 Flowjo 软件分析,在 FSC鄄SSC 点阵

图上设定淋巴细胞区域,以淋巴细胞目标群在 CD3

和 TCR酌啄 点阵图上设定阴阳分区,分别选定 CD3 +

TCR酌啄 + 的区域为 酌啄 T 细胞区,CD3 + TCR酌啄 - 为 琢茁
T 细胞区。 选取 琢茁 T 细胞,在 CD4、CD8 点阵图上

设定阴阳分区,以 CD3 + CD8 + 为 CD8 + 琢茁 T 细胞,
以 CD3 + CD8 - 为 CD4 + 琢茁 T 细胞,再分别以 CD4 +

琢茁 T 细胞和 CD8 + 琢茁 T 细胞在 CD45RA 和 CD27
点阵图上做 4 分法划区。 同时,选取 酌啄 T 细胞,在
V啄1、V啄2、V啄3鄄8 点阵图上设定阴阳分区,以 CD3 +

TCR酌啄 + V啄1 + 为 V啄1 T 细胞,以 CD3 + TCR酌啄 + V啄2 +

为 V啄2 T 细胞,以 CD3 + TCR酌啄 + V啄1 - V啄2 - 为 V啄3鄄8
T 细 胞, 再 分 别 以 V啄1、 V啄2、 V啄3鄄8 T 细 胞 在

CD45RA 和 CD27 点阵图上做 4 分法划区。 最后分

别计算 Tnaive(CD45RA + CD27 + ),Tcm(CD45RA -

CD27 + ), Tem ( CD45RA - CD27 - ) 以 及 Teff
(CD45RA + CD27 - )4 种免疫亚型细胞各自在 CD4 +

琢茁 T、CD8 + 琢茁 T、V啄1、V啄2、V啄3鄄8 酌啄 T 细胞中所

占的细胞的百分率。
1. 4摇 统计学方法摇 采用独立样本 t(或 t忆)检验。

2摇 结果

2. 1 摇 健康成人与 TB 患者外周血中 CD4 + 、CD8 +

琢茁 T 细胞亚群 4 种免疫亚型细胞的分布 摇 相对于

健康成人,TB 患者 CD4 + 琢茁T 细胞中 Tnaive、Teff 细
胞的百分率降低(P < 0. 01),Tem 细胞的百分率升

高(P < 0. 01),Tcm 细胞差异无统计学意义(P >
0. 05)。 相对于健康成人,TB 患者 CD8 + 琢茁 T 细胞

中 Tnaive、Tcm 细胞的百分率降低(P < 0. 01 和 P <
0. 05),Tem、Teff 细胞的百分率增高 (P < 0. 01)(见
表 1)。

摇 表 1 摇 健康成人与 TB 患者外周血中 CD4 + 琢茁 T 细胞和

CD8 + 琢茁 T 细胞 4 种免疫亚型细胞百分率(% )的
比较(x 依 s)

分组 n Tnaive Tcm Tem Teff

CD4 + 琢茁 T 细胞

摇 健康成人 31 57. 53 依 13. 59 33. 18 依 11. 40 6. 03 依 3. 26 3. 26 依 4. 09

摇 TB 患者 18 36. 49 依 17. 65 38. 32 依 10. 09 24. 44 依 10. 76 0. 75 依 0. 58

摇 摇 t — 4. 68 1. 58 7. 07吟 3. 36吟

摇 摇 P — <0. 01 > 0. 05 < 0. 01 < 0. 01

CD8 + 琢茁T 细胞

摇 健康成人 31 63. 33 依 16. 63 15. 46 依 6. 86 6. 56 依 4. 25 14. 60 依 11. 75

摇 TB 患者 18 24. 53 依 17. 58 11. 26 依 6. 84 39. 38 依 18. 31 24. 83 依 12. 90

摇 摇 t — 7. 71 2. 07 7. 49 28. 31

摇 摇 P — <0. 01 < 0. 05 < 0. 01 < 0. 01

摇 摇 吟示 t忆值
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2. 2摇 健康成人与 TB 患者外周血中 4 种免疫亚型

细胞在 V啄1、V啄2、V啄3鄄8 酌啄 T 细胞亚群的分布摇 相

对于健康成人,结核患者 V啄1 酌啄 T 细胞中 Tnaive、
Tcm 细胞的百分率降低(P < 0. 05),Tem 细胞的百

分率升高(P < 0. 05),Teff 细胞差异无统计学意义

(P > 0. 05);TB 患者 V啄2 酌啄 T 细胞中 Tcm 细胞的

百分率降低(P < 0. 05),Tem、Teff 细胞的百分率升

高(P < 0. 05,P < 0. 01),Tnaive 细胞差异无统计学

意义(P > 0. 05);TB 患者 V啄3鄄8 酌啄 T 细胞中 Tem 细

胞的百分率升高(P < 0. 05),Tnaive、Tcm、Teff 细胞

差异无统计学意义(P > 0. 05)(见表 2)。

摇 表 2摇 健康成人与 TB 患者外周血中 V啄1、V啄2、V啄3鄄8 酌啄 T
细胞 4 种免疫亚型细胞百分率(% )的比较(x 依 s)

分组 n Tnaive Tcm Tem Teff

V啄1 酌啄 T 细胞

摇 健康成人 31 32. 74 依 21. 66 17. 48 依 15. 51 4. 21 依 3. 66 45. 56 依 29. 20

摇 TB 患者 18 18. 90 依 17. 79 10. 23 依 4. 43 19. 02 依 20. 75 51. 85 依 21. 55

摇 摇 t — 2. 30 2. 44吟 3. 00吟 0. 80

摇 摇 P — <0. 05 < 0. 05 < 0. 05 > 0. 05

V啄2 酌啄 T 细胞

摇 健康成人 31 5. 46 依 4. 05 77. 90 依 10. 60 14. 65 依 10. 90 2. 00 依 2. 21

摇 TB 患者 18 5. 43 依 3. 03 61. 05 依 22. 98 28. 27 依 23. 13 5. 24 依 2. 30

摇 摇 t — 0. 03 2. 94吟 2. 35吟 4. 87

摇 摇 P — >0. 05 < 0. 05 < 0. 05 < 0. 01

V啄3鄄8 酌啄 T 细胞

摇 健康成人 31 38. 64 依 26. 64 13. 90 依 10. 50 4. 18 依 3. 76 43. 02 依 27. 55

摇 TB 患者 18 29. 69 依 26. 22 17. 33 依 10. 15 8. 86 依 7. 27 44. 14 依 29. 76

摇 摇 t — 1. 14 1. 13 2. 54吟 0. 13

摇 摇 P — >0. 05 > 0. 05 < 0. 05 > 0. 05

摇 摇 吟示 t忆值

3摇 讨论

摇 摇 T 淋巴细胞根据是否表达 CD45RA 和 CCR7,可
分为 4 种免疫亚型,即初始型 Tnaive ( CD45RA +

CCR7 + )、中央记忆型 Tcm(CD45RA - CCR7 + )、效
应记忆型 Tem ( CD45RA - CCR7 - ) 和效应型 Teff
( CD45RA + CCR7 - ) [3], 也 可 用 CD27 代 替

CCR7[4]。 不同的免疫亚型其功能特征有所不同,例
如,对于抗原刺激的敏感性,Tcm 强于 Tnaive,而
Tem 则比 Tcm 具有更快的效应功能;Tcm 主要存在

于淋巴结和扁桃体,而 Tem 主要存在于肺部、肝脏

和肠道;Tcm 主要产生细胞介素( IL)鄄2、IFN鄄酌、IL鄄
4,而 Tem 则主要产生 IL鄄2、IFN鄄酌、IL鄄5 等细胞因子,
此外 CD8 + T 细胞中的 Tem、Teff 免疫亚型含有大量

的穿孔素;抗原特异性的 Tcm、Tem 可长期存在,但

增殖能力 Tem 低于 Tcm,Teff 则最低,这可能与分化

过程中端粒的缩短有关[5]。 不同疾病时占优势的

免疫亚型不相同,如 HIV 特异性 T 细胞主要为

Tem,而巨细胞病毒特异性 T 细胞则主要为 Teff[6]。
同一疾病中不同的免疫亚型细胞对于同一抗原的反

应性也可不相同[7 - 8]。
近期有研究[10] 显示,BCG 和 Mtb驻sigH 等减毒

Mtb 通过黏膜接种的方式可增强其结核免疫的功

能,接种实验模型肺部 CD4 + 琢茁 T 细胞中 Tcm 细胞

的数量,以及 CD8 + 琢茁 T 细胞中 Tcm 细胞和 Tem 细

胞数量增加,同时这些免疫亚型细胞的增殖能力也

得到增强,而 TB 的临床症状、病灶损伤等则得到相

应改善。 BCG 免疫的或感染结核的牛外周血中

CD4 + 琢茁 T 细胞的主要为 Tem 亚型,且 Tcm 与 Tem
是 IFN鄄酌 的主要来源[11]。 有研究报道,TB 患者外

周血中 Mtb 特异性 CD4 + 琢茁T 中 Tem 细胞的百分率

增高,Tcm 细胞的百分率降低,经药物治疗后可恢复

正常[12],而抗原特异性 CD8 + 琢茁 T 细胞中 Tem 细胞

的百分率增高[2]。 上述实验显示 Tcm 和 Tem 对于

结核免疫具有重要意义。 但另一方面,BCG 致敏的

细胞和隐性结核感染者的 T 细胞,都会表达 PD鄄1
(程序性死亡受体)。 动物再感染实验显示,无论中

央记忆型还是效应记忆型细胞都具有快速和强力的

应答反应,但最终高表达 PD鄄1 并失去功能,导致感

染逐步发展[13],药物治疗虽然可以一定程度上恢复

CD4 + 琢茁 T 和 CD8 + 琢茁 T 细胞的中央记忆型细

胞[13 - 14],但临床研究显示,药物治疗后的结核患者

更容易再次感染 TB[15]。 显示,Tcm 和 Tem 细胞可

能因为结核抗原的反复刺激而凋亡,且药物治疗不

能完全恢复其对于 Mtb 的免疫应答功能。
本实验结果显示,与健康成人相比,TB 患者外

周血中 CD4 + T 细胞的 Tnaive、Teff 细胞的百分率降

低,Tem 细胞的百分率升高; CD8 + 琢茁 T 细胞中

Tnaive、Tcm 细胞的百分率低于健康成人,Tem、Teff
细胞的百分率高于健康成人。 CD4 + 琢茁 T 和 CD8 +

琢茁 T 中未被抗原活化的 Tnaive 细胞的百分率降低,
分布于外周组织中可快速识别抗原并发挥免疫功能

的 Tem 细胞的百分率增加,同时具有较强细胞毒性

功能的 CD8 + 琢茁 T 细胞 Teff 增加,这可能有助于增

强机体对 Mtb 的免疫作用。 同时结核抗原的反复刺

激,又能导致记忆型 T 细胞功能下降[13],以及具有

长期记忆、高增殖分化能力的 Tcm 细胞的百分率下

降[12 - 14],所以长期来看,机体抵抗 Mtb 的免疫保护

作用可能是降低的。
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酌啄 T 细胞亚群中,V啄2 亚群 T 细胞是成年人外

周血的优势亚群,也是对 Mtb 抗原的刺激发生特异

性免疫应答的亚群,以前我们就发现 TB 患者外周

血中 V啄2 亚群细胞数量减少对 Mtb 耐热抗原刺激

的增殖反应也明显降低[16]。 Mtb 抗原的刺激还能

激活 FAS / FASL 凋亡途径,引起 TB 患者外周血中

酌啄 T 细胞的减少[17]。 本实验显示,与健康成人相

比,TB 患者 V啄1 酌啄 T 细胞中 Tnaive、Tcm 细胞的百

分率降低,Tem 细胞的百分率升高;V啄2 酌啄 T 细胞

中 Tcm 细胞的百分率降低,Tem、Teff 细胞的百分率

升高;V啄3鄄8 酌啄 T 细胞中 Tem 细胞的百分率升高。
提示 酌啄 T 细胞在结核免疫时,其免疫亚型向能快速

发挥作用的 Tem、Teff 转变,从而发挥抗结核的作

用。 与 琢茁 T 细胞类似,TB 发病时,酌啄 T 细胞数量、
功能的下降,具有长期记忆性和高分化能力的记忆

型细胞的减少,都提示这种变化可能不利于机体于

Mtb 感染形成长期有效的抵抗,而不同 酌啄 T 细胞亚

群免疫亚型的变化在抗 Mtb 感染中的作用有待于进

一步研究探讨。
综上所述,T 细胞亚群的免疫亚型,在 TB 患者

体内向着效应记忆型或是效应型转变,造成 TB 患

者外周血中 Tcm、Tem 细胞等免疫亚型细胞数量及

细胞的百分率的改变,这一转变在 TB 早期可能有

利于机体对于 Mtb 的免疫应答作用。
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