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　　［摘　要］　目的　 通过测定哮喘患儿外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）以及 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值变
化，探讨其与哮喘病情的关系。方法　１５０例哮喘患儿按临床表现分为急性期组 （９４例）和缓解期组 （５６例），其中
急性期组按病情再分为轻度组 （５４例）和重度组 （４０例）。应用流式细胞仪检测各组外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋

Ｔｒｅｇ、ＣＤ４＋ＩＦＮγ＋Ｔｈ１和 ＣＤ４＋ＩＬ４＋Ｔｈ２水平，并与正常儿童（对照组，ｎ＝５０）进行比较。结果　哮喘组 Ｔｒｅｇ水平
明显低于对照组 （Ｐ＜０．０１）：其中急性期组 Ｔｒｅｇ水平明显低于缓解期组和对照组（Ｐ＜０．０１），重度组 Ｔｒｅｇ水平则明
显低于轻度组（Ｐ＜０．０１）。哮喘组 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值显著低于对照组 （Ｐ＜０．０１）。哮喘急性期组 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值显著低于
缓解期组和对照组 （Ｐ＜０．０１）。哮喘患儿外周血 Ｔｒｅｇ水平与哮喘的病情严重程度呈负相关 （ｒ＝－０．７３７，Ｐ＜０．０１），
Ｔｈ１／Ｔｈ２比值与哮喘病情严重程度亦呈负相关 （ｒ＝－０．６１５，Ｐ＜０．０１），且Ｔｒｅｇ的水平与 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值呈正相
关（ｒ＝０．８５６，Ｐ＜０．０１）。结论　哮喘患儿外周血Ｔｒｅｇ水平明显降低，Ｔｈ亚群失衡，提示 Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ免疫在哮喘
发病中具有重要作用。外周血Ｔｒｅｇ水平与 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值可用来评估哮喘病情。
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　　支气管哮喘 （哮喘）是一种儿童时期最常见的
慢性疾病，呼吸道炎性反应和气道重塑是哮喘的主

要病理学特征［１］。在免疫调节方面，Ｔｈ１／Ｔｈ２功能
失调在哮喘发病中扮演着重要角色，其中 ＩＦＮγ为
Ｔｈ１分泌的细胞因子，ＩＬ４为 Ｔｈ２分泌的细胞因子。
最近的研究表明免疫耐受的破坏也是哮喘发病的重

要环节［２］。调节性 Ｔ细胞 （ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）
是一类调节或抑制其他免疫细胞功能的细胞，该细

胞除了能表达细胞表面分子 ＣＤ４和 ＣＤ２５外，还能
表达一种独特的细胞核内蛋白Ｆｏｘｐ３，Ｆｏｘｐ３被认为
是 Ｔｒｅｇ的特异性标志［３］。已有实验发现 Ｆｏｘｐ３突
变小鼠伴随出现过敏性气道炎症、明显的 ＩｇＥ和嗜
酸性粒细胞增高、Ｔｈ１／Ｔｈ２型细胞因子失衡［４］。

Ｆｏｎｔｅｎｏｔ等［５］发现，Ｆｏｘｐ３突变鼠和 Ｆｏｘｐ３缺失鼠体
内的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ数目减少。人们对各种 Ｔ
细胞亚群和细胞因子的相互作用还处在探索研究阶

段，本研究希望通过检测哮喘患儿外周血中各种 Ｔ
细胞亚群的比例变化，分析 Ｔ细胞各亚群与哮喘严
重程度及症状控制之间的关系，希望对哮喘患儿的

临床诊断、预后判断提供临床依据，并进一步探讨哮

喘的发病机制。

１　资料与方法

１．１　临床资料
２００９年３月至２０１０年３月南京医科大学附属

南京儿童医院收治的 １５０例哮喘患儿，男 ８６例，女
６４例；年龄８个月至１２岁，平均年龄５．６岁。诊断
标准参照 １９９８年全国儿科哮喘防治协作组《儿科
哮喘防治常规（试行）》［６］。１５０例哮喘患儿按临床
表现分为急性期组 （９４例）和缓解期组 （５６例），
其中急性发作期组按病情再分为轻度组 （５４例）和
重度组 （４０例）。选择进行健康体检的儿童 ５０例
作为对照组，男 ２７例，女 ２３例，年龄 １５个月至 １５
岁，平均年龄 ７．５岁，均为无过敏性疾病和近期无
呼吸道感染的健康儿童。所有受试者无恶性肿瘤病

史及自身免疫病史，近 ４周内未使用糖皮质激素等
免疫抑制剂。

１．２　实验方法
１．２．１　试剂和设备　　异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标
记的鼠抗人 ＣＤ４单克隆抗体、藻红蛋白（ＰＥ）标记
的鼠抗人 ＣＤ２５单克隆抗体及其相匹配的同型对照
均购自美国 ＢＤＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ公司，别藻蓝蛋白
（ＡＰＣ）标记的鼠抗人 Ｆｏｘｐ３单克隆抗体和 Ｆｉｘａｔｉｏｎ／
Ｐｅｒｍ购自美国 ｅＢｉｏｓｉｃｅｎｃｅ公司。ＰＥＣＹ５（ＰＣ５）标

记的鼠抗人 ＣＤ３单克隆抗体、ＰＣ７标记的鼠抗人
ＣＤ８单克隆抗体、ＦＩＴＣ标记的鼠抗人 ＩＦＮγ单克隆
抗体和 ＰＥ标记的鼠抗人ＩＬ４单克隆抗体均购自美
国贝克曼公司，Ｆｉｘ＆Ｐｅｒｍ购自美国贝克曼公司，刺
激剂（ＬｅｕｋｏｃｙｔｅＡｃｔｉｖａｔｉｏｎＣｏｃｋｔａｉｌ）购自美国 ＢＤ
ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ公司。红细胞裂解液为０．８３％ 氯化铵，
洗涤液为含０．５％ 小牛血清的 ＰＢＳ。流式细胞仪为
美国 ＢＤ公司的ＦＡＣＳＣａｎｔｏ。
１．２．２　Ｔｒｅｇ的检测　　患儿清晨空腹使用肝素抗
凝管抽取静脉血１ｍＬ，取１００μＬ全血，加入１０μＬ的
ＣＤ４ＦＩＴＣ与ＣＤ２５ＰＥ刺激剂，４℃避光孵育３０ｍｉｎ；
加１ｍＬ氯化铵红细胞裂解液 １０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤 ３
次，每次 １２００ｒｐｍ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ；１ｍＬＦｉｘａｔｉｏｎ／Ｐｅｒｍ
缓冲液穿膜 ４５ｍｉｎ，洗涤缓冲液洗涤后直接加入
１０μＬＡＰＣ标记的鼠抗人 Ｆｏｘｐ３单克隆抗体于 ４℃
避光孵育３０ｍｉｎ。洗涤２次后用３００μＬ流式细胞
染色缓冲液重悬并上 ＦＡＣＳＣａｎｔｏ检测。采用 ＢＤ
ＦＡＣＳＤｉｖａ软件分析数据，计算ＣＤ４＋细胞中Ｆｏｘｐ３＋

细胞百分率。每个样本每次检测１×１０４细胞。
１．２．３　Ｔｈ１／Ｔｈ２的检测　　取１００μＬ全血标本，
用ＲＰＭＩ１６４０（不含小牛血清ＦＢＳ）１∶１等体积稀
释，加入刺激剂 １０μＬ，３７℃，５％ ＣＯ２培养箱培养
４～６ｈ。混匀，加入１０μＬＣＤ３ＰＣ５和１０μＬＣＤ８
ＰＣ７，室温，避光孵育１５ｍｉｎ；加入１００μＬＦｉｘ＆Ｐｅｒｍ
中的Ｒｅａｇｅｎｔ１（即固定液），室温，避光孵育１５ｍｉｎ；
加入３ｍＬＰＢＳ，１２００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，弃除上清。每
管中加入１００μＬＦｉｘ＆Ｐｅｒｍ中的Ｒｅａｇｅｎｔ２（即破膜
和溶血液），同时各管中加入 ＩＦＮγＦＩＴＣ和 ＩＬ４ＰＥ
１０μＬ，室温，避光孵育 １５ｍｉｎ。每管中加入 ３ｍＬ
ＰＢＳ，１２００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，弃除上清；０．５ｍＬＰＢＳ重
悬细胞，上机检测。每个样本每次检测１×１０４细胞。
１．３　统计学分析

实验数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。使用
Ｓｔａｔａ７．０软件进行分析，测定数值的方差齐性检验
采用Ｌｅｖｅｎｅ′ｓＴｅｓｔ，若方差齐用 ｔ检验，若方差不齐
采用 Ｓａｔｔｅｒｔｈｗａｉｔｅ近似 ｔ检验，相关性分析采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　Ｔｒｅｇ和Ｔｈ１／Ｔｈ２的检测
流式细胞仪检测 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ、

ＣＤ４＋ＩＦＮγ＋Ｔｈ１和 ＣＤ４＋ＩＬ４＋ Ｔｈ２细胞的表达。
见图１，图２。
·３８４·
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　　图１　外周血 ＣＤ４＋ＩＦＮγ＋Ｔｈ１、ＣＤ４＋ＩＬ４＋Ｔｈ２辅助性 Ｔ细胞的表达　Ａ表示流式细胞术收集外周血单个核细
胞，通过设门 （Ｐ１）分离出淋巴细胞群；Ｂ表示从淋巴细胞群 （Ｐ１）中分离出 ＣＤ４＋淋巴细胞 （Ｐ２）；Ｃ表示从 ＣＤ４＋淋巴细胞（Ｐ２）

群中分离出 ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋淋巴细胞 （Ｔｒｅｇ），从而获得 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ细胞在淋巴细胞中的比例。
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　　图２　外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ的表达　Ａ表示流式细胞术收集外周血单个核细胞，通过设门 （Ｐ１）分离出淋
巴细胞群；Ｂ表示从淋巴细胞群 （Ｐ１）中分离出 ＣＤ３＋淋巴细胞 （Ｐ２）；Ｃ表示从 ＣＤ３＋淋巴细胞 （Ｐ２）群中分离出 ＣＤ８ＩＦＮγ＋淋

巴细胞 （Ｔｈ１），从而获得 ＣＤ４＋ＣＤ８ＩＦＮγ＋Ｔｈ１细胞在淋巴细胞中的比例；Ｄ表示从 ＣＤ３＋淋巴细胞 （Ｐ２）群中分离出 ＣＤ８ＩＬ４＋

淋巴细胞 （Ｔｈ２），从而获得 ＣＤ４＋ＣＤ８ＩＬ４＋Ｔｈ２细胞在淋巴细胞中的比例。

２．２　各组 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ水平比较
哮喘组患儿外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ占

ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例为 （１．５±０．９）％，明显低于对
照组［（２．２±０．６）％］（ｔ＝６．０８６，Ｐ＜０．０１）。哮喘
组中急性发作期患儿外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋

Ｔｒｅｇ占 ＣＤ４＋Ｔ细胞的百分比低于缓解期组及对照
组（ｔ＝６．９７９，ｔ＝９．８８４；Ｐ＜０．０１）；而缓解期组与
对照组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见
表１。重度组患儿外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ
占 ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例为 （０．９±０．５）％，明显低于
轻度组［（１．３±０．７）％］，ｔ＝３．５９５，Ｐ＜０．０１。
２．３　各组Ｔｈ１／Ｔｈ２水平比较

哮喘组患儿 Ｔｈ亚群分类与对照组相比有明显

改变。哮喘组中急性期患儿外周血 ＣＤ４＋ＩＦＮγ＋

Ｔｈ１的百分率低于缓解期组（ｔ＝３．１４６，Ｐ＜０．０１）及
对照组（ｔ＝４．８８４，Ｐ＜０．０１）；而急性期患儿的
ＣＤ４＋ＩＬ４＋ Ｔｈ２百分率高于缓解期组和对照组
（ｔ＝１１．３８４，１２．３４；Ｐ＜０．０１）；因此急性期患儿外周
血 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值明显低于缓解期组和对照组
（ｔ＝２２．６３５，５０．５６５；Ｐ＜０．０１），提示哮喘患儿急性
发作期的 Ｔｈ亚群存在着明显失衡。缓解期组与对
照组比较，ＣＤ４＋ＩＬ４＋Ｔｈ２及Ｔｈ１／Ｔｈ２比值之间的差
异亦具有统计学意义 （ｔ＝２．０５６，１０．４２７；Ｐ＜０．０１）。
见表１。哮喘重度组患儿外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２比值明显
低于轻度组（３．４±０．４ｖｓ６．９±１．５），ｔ＝１４．０７，
Ｐ＜０．０１。

表１　流式细胞仪检测各组外周血 Ｔｒｅｇ、Ｔｈ１和 Ｔｈ２细胞的百分率比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ（％） ＣＤ４＋ＩＦＮγ＋Ｔｈ１（％） ＣＤ４＋ＩＬ４＋Ｔｈ２（％） Ｔｈ１／Ｔｈ２

对照组 ５０ ２．２±０．６ １７．６±５．６ １．６±０．５ １１．６±０．８
哮喘急性期组 ９４ １．２±０．５ａ １２．４±６．９ａ ３．５±１．３ａ ４．２±０．９ａ

哮喘缓解期组 ５６ ２．０±０．８ｂ １５．９±６．４ｂ １．８±０．５ａ，ｂ ９．２±１．５ａ，ｂ

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与急性期组比较，Ｐ＜０．０１

·４８４·
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２．４　哮喘组患儿 Ｔｒｅｇ和 Ｔｈ１／Ｔｈ２的变化与哮喘
病情的关系

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析结果显示，哮喘组患儿外
周血 Ｔｒｅｇ的水平与哮喘病情严重程度呈负相关
（ｒ＝－０．７３７，Ｐ＜０．０１），且 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值与哮喘
病情严重程度亦呈负相关（ｒ＝－０．６１５，Ｐ＜０．０１），
且 Ｔｒｅｇ的水平与 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值呈正相关 （ｒ＝
０．８５６，Ｐ＜０．０１）。即哮喘组患儿外周血 Ｔｒｅｇ水平
和 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值越低，哮喘病情越严重。

３　讨论

随着免疫学的快速发展，大量研究已证明哮喘

的发病和免疫功能紊乱有关［２］。在其气道慢性变

应性炎症中，有多种炎性细胞、炎性介质和细胞因子

参与炎症过程，Ｔ淋巴细胞及其分泌的各种细胞因
子在其中发挥了重要作用。随着研究的进展，辅助

性Ｔ细胞 （Ｔｈ１／Ｔｈ２）和Ｔｒｅｇ对哮喘的作用越来越
受到重视，成为可能揭示哮喘发病机制的一个新的

途径。

Ｔｈ１和 Ｔｈ２细胞通过分泌细胞因子，彼此进行
交叉调节、相互抑制［７］。Ｔｈ１细胞分泌 ＩＬ２和 ＩＦＮγ
等，诱导细胞免疫，也是 Ⅳ 型变态反应中的重要效
应细胞，同时可抑制过度的 Ｔｈ２细胞介导的免疫反
应。Ｔｈ２细胞分泌 ＩＬ４和 ＩＬ５。ＩＬ４具有促进肥
大细胞的生长、促进ＩｇＥ合成的作用；ＩＬ５则可诱导
嗜酸粒细胞前体的增殖和分化，并对成熟嗜酸粒细

胞有趋化和激活作用［８］。已有研究发现 Ｔｈ１／Ｔｈ２
比例失衡在哮喘发病过程中起关键作用［９１０］。本研

究结果显示，与对照组及哮喘缓解期组比较，哮喘急

性发作期患儿外周血 Ｔｈ１显著降低，而 Ｔｈ２显著增
高，Ｔｈ１／Ｔｈ２比值明显下降，提示对 Ｔｈ细胞亚群的
研究，将在哮喘患儿的临床诊断、预后判断中发挥

重要作用。

Ｔｒｅｇ是近年来发现的一群具有免疫抑制效应的
Ｔ细胞，在维持机体自身耐受和抑制自身免疫性疾
病的发生发展中具有重要作用［１１］。绝大多数的

Ｔｒｅｇ为 ＣＤ４＋Ｔ细胞，高表达 ＣＤ２５和 Ｆｏｘｐ３［１２］，能
使机体通过调节外周免疫耐受来控制免疫性疾

病［１３］。Ｔｒｅｇ在哮喘发病中的作用机制尚不明确。
高正仪等［１４］在小鼠哮喘模型的脾脏中观察到，

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ显著低于正常鼠，其数量和抑制
功能均减弱或低反应性，认为 Ｔｒｅｇ数量和抑制功能
减弱或呈低反应性可能是导致支气管哮喘发病的原

因之一。Ｊａｆｆａｒ等［１５］研究表明，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ

能够在体内强烈地抑制促进气道嗜酸性炎症形成的

Ｔｈ２的产生及 Ｔｈ２所诱导的嗜酸粒细胞在气道聚集
的情况。Ｔａｙｌｏｒ等［１６］也推测 Ｔｒｅｇ细胞可通过分泌
的 ＩＬ１０及 ＴＧＦβ抑制 Ｔｈ２细胞产生 ＩＬ４、ＩＬ５及
ＩＬ１３，从而减少 ＩｇＥ的产生；抑制嗜酸性粒细胞、嗜
碱性粒细胞及肥大细胞的致炎作用，直接抑制变态

反应性炎症。而 Ｓｈｉ等［１７］实验结果发现过敏性哮

喘患者急性发作期血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ数目明显增
加，但哮喘稳定期、非哮喘过敏症及正常人群并不增

加，且 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ对 Ｔｈ１、Ｔｈ２的抑制作用无
差别。本研究发现，哮喘组患儿外周血 Ｔｒｅｇ水平明
显低于正常对照组儿童，这提示哮喘患儿体内存在

Ｔｒｅｇ细胞免疫功能平衡失调，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细
胞处于低表达，不能有效抑制 ＣＤ４＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋

Ｔ细胞的活化增殖。同时本研究还显示哮喘急性期
患儿的外周血 Ｔｒｅｇ水平明显低于缓解期和正常对
照组儿童，而缓解期哮喘患儿外周血 Ｔｒｅｇ水平与
正常对照组比较无显著差异，此结果支持有关 Ｔｒｅｇ
数量减少，导致抑制免疫功能减弱或呈低反应性可

能是引起支气管哮喘发病的机制之一的学说，同时

也说明哮喘患儿症状的缓解可能与体内 Ｔｒｅｇ水平
的恢复有关。

关于哮喘患儿 Ｔｈ１／Ｔｈ２和 Ｔｒｅｇ水平与哮喘病
情的关系少见报道，本研究显示在哮喘发作期的患

儿中，重度组外周血 Ｔｒｅｇ水平和 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值明
显低于轻度组，而且随着病情加重，Ｔｒｅｇ水平与
Ｔｈ１／Ｔｈ２比值均明显降低，且 Ｔｒｅｇ水平与 Ｔｈ１／Ｔｈ２
比值在哮喘病情发展过程中保持较强的一致性。其

机制可能是随着哮喘病情的加重，过敏原对机体的

刺激加剧，进而导致外周血 Ｔｒｅｇ百分比降低，免疫
调节功能受损，从而导致Ｔｈ２细胞大量增殖活化，从
而抑制 Ｔｈ１细胞，致Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，进一步导致 ＩｇＥ
抗体分泌增加，产生大量致炎因子从而导哮喘发

作［１８１９］。
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