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ＣＤ４＋ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ调节性 Ｔ细胞在
再生障碍性贫血患儿中的检测及意义

王西阁　曹明　王晓格

（郑州大学第三附属医院儿内科，河南 郑州　４５００５２）

　　［摘　要］　目的　探讨再生障碍性贫血（ＡＡ）患儿外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）的表
达特点及其与 Ｈｂ、ＷＢＣ和 血小板（Ｐｌｔ）数量的相关性。方法　采用流式细胞术检测 １５例正常儿童（对照组）和
２２例治疗有效的 ＡＡ患儿治疗前后外周血 ＣＤ４＋ ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ百分比的变化，分析 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ
ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ与 Ｈｂ、ＷＢＣ和 Ｐｌｔ数量的相关性。结果　ＡＡ组急性期外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋、ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ、
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ、ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ占 ＣＤ４＋Ｔ细胞的百分比均较对照组显著降低（Ｐ

"

０．０５）；恢复
期的表达则高于急性期（Ｐ

"

０．０５），而与对照组比较差异无统计学意义（Ｐ
#

０．０５）。ＡＡ组急性期、恢复期及对
照组的 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ表达率与外周血中 Ｈｂ、ＷＢＣ和 Ｐｌｔ数量均呈正相关（ｒ分别为 ０．４９９、０．５２６、
０．５４０，Ｐ＜０．０５）。结论　 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ减低可能与 ＡＡ发病有关，为其作为判断 ＡＡ病情变化的
指标提供了可能的理论依据，并可以作为免疫治疗的靶点之一进行深入研究。
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　　再生障碍性贫血（ａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａ，ＡＡ）是以全
血细胞减少为特征的血液系统疾病，其病因尚未完

全明确，目前多数研究表明 ＡＡ的发生和发展是一
种由免疫机制介导为主的、多因素综合作用的结

果［１］。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞 （ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ
ｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）是一组具有免疫抑制性和维持机体免疫
平衡作用的 Ｔ细胞亚群，参与多种自身免疫性疾病
的发生［２］。本研究采用流式细胞术（ＦＣＭ）检测了
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急性期和恢复期的 ＡＡ患儿外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋、
ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ、ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ
ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ水平，并分析其与外周血 Ｈｂ、ＷＢＣ和
Ｐｌｔ数量的相关性，初步探讨Ｔｒｅｇ与儿童 ＡＡ的关系。

１　资料与方法

１．１　研究对象
收集郑州大学三附院及一附院小儿血液科

２００９年 ３月至２０１０年 ６月确诊并治疗有效的 ２２
例 ＡＡ患儿（ＡＡ组），男１２例，女１０例，年龄２～１３
岁，中位年龄 ７岁；诊断及疗效标准均符合《小儿再
障诊疗建议》［３］。所有恢复期患儿均未输血，血象恢

复标准：中性粒细胞绝对值 （ＡＮＣ）≥１．０×１０９／Ｌ，
Ｐｌｔ≥２０×１０９／Ｌ；骨髓增生活跃，粒系、红系比例正
常，巨核细胞数 ≥８个／Ｈｐ。正常对照组 １５例，为
郑州大学三附院体检的健康儿童，男 ８例，女 ７例，
年龄 １～１３岁，中位年龄 ６岁，其体检各项指标均
在正常范围内。对照组与 ＡＡ组年龄、性别差异无
统计学意义（Ｐ

#

０．０５）。
１．２　方法
１．２．１　主要试剂和仪器　　ＦＩＴＣ（异硫氰酸荧光
素）标记的鼠抗人 ＣＤ４抗体，ＡＰＣ（别藻青蛋白）标
记的鼠抗人 ＣＤ２５抗体，ＰＥ（藻红蛋白）标记的鼠抗
人 ＣＤ１２７抗体、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪、ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ
软件及溶血剂均购自美国 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司。
１．２．２　ＦＣＭ检测外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ

Ｔｒｅｇ　　所有观察对象均于清晨空腹抽取静脉血
２～３ｍＬ，ＥＤＴＡ抗凝。应用荧光直接标记法及
ＦＣＭ检测外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞
水平。取抗凝血 １００μＬ置于 ＦＣＭ检测管中，分别
加入不同荧光标记的单克隆抗体各 ２０μＬ，室温避

光保存 ３０ｍｉｎ后，每管各加溶血素 ２０００μＬ，混匀
后置室温避光孵育 １５ｍｉｎ。待管内液体透亮，然后
１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清加 ＰＢＳ５００μＬ混匀，
４℃ 避光 １ｈ内上机检测。先以前向散射角 （ＦＳＣ）
及侧向散射角 （ＳＳＣ）确定淋巴细胞群，再以 ＣＤ４＋

Ｔ细胞射门，分析 ＣＤ４＋Ｔ细胞上 ＣＤ２５与 ＣＤ１２７
的表达，计算 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ、ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ
ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ的百分比。Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件分析数据，
记录阳性细胞表达率，各指标均换算成占外周血

ＣＤ４＋Ｔ细胞的百分率。以 ＣＤ４＋ Ｔ细胞中表达
ＣＤ２５荧光强度

#

ＣＤ４－ Ｔ细胞中 ＣＤ２５荧光强度
者定义为 ＣＤ４＋ ＣＤ２５ｈｉｇｈＴ细胞，利用以上 ＣＤ４＋
ＣＤ２５＋及 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ的界限联合群体来界定
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ ＣＤ１２７ｌｏｗ、ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细
胞群。

１．３　统计学分析
处理数据采用 ＳＰＳＳ１５．０统计软件，所有数据

均进行正态分布和方差齐性检验，以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，多样本均数比较用单因素方差分析，组
间比较用 ＬＳＤ法，变量间的相关性分析采用 Ｐｅａｒ
ｓｏｎ积矩相关分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组外周血 Ｔｒｅｇ表达水平的比较
ＡＡ组急性期患儿外周血中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋、

ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ、ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ
ＣＤ１２７ｌｏｗ占 ＣＤ４＋Ｔ细胞的百分比均较对照组明显
降低（Ｐ＜０．０５）；恢复期的表达则较急性期明显升
高（Ｐ＜０．０５），而与对照组比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　外周血 Ｔｒｅｇ的表达水平比较　（ｘ±ｓ，％）

组别 例数 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ

对照组 １５ ７．２８±０．６０ ２．０２±０．２８ ６．５６±０．８８ １．６５±０．４１
ＡＡ急性期 ２２ ５．４９±０．８０ａ １．３３±０．２２ａ ４．７９±０．９５ａ １．０２±０．３１ａ

ＡＡ恢复期 ２２ ７．００±０．９５ｂ １．９３±０．２１ｂ ６．２１±０．８０ｂ １．５６±０．４４ｂ

Ｆ值 ２７．６５２ ５１．０１７ ２１．３２４ １５．１７１
Ｐ值

"

０．０１
"

０．０１
"

０．０１
"

０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ
"

０．０５；ｂ：与ＡＡ急性期比较，Ｐ
"

０．０５

２．２　各组 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞表达率与
血细胞数量的相关性

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，ＡＡ组急性期、恢复期及

对照组的 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞表达率与外
周血 Ｈｂ、ＷＢＣ和 Ｐｌｔ数量均呈正相关关系（ｒ分别
为 ０．４９９、０．５２６、０．５４０；Ｐ＜０．０５）。

·３９２·
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３　讨论

ＡＡ是由细胞毒性Ｔ淋巴细胞引起的造血干细
胞衰竭，应用免疫抑制剂治疗后的造血恢复和血液

学缓解表明 ＡＡ是一种免疫因素介导的疾病。
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ是机体维持自身免疫耐受的重要
组成部分，约占健康人 ＣＤ４＋ Ｔ淋巴细胞群的 ５％
～１０％［４］，具有免疫无能性和免疫抑制性两大特

性［５］。天然性 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ来源于胸腺，在外
周主要参与自身免疫耐受的维持［６］，其主要功能是

抑制自身反应性 Ｔ细胞。研究发现，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ与多种自身免疫性疾病、移植排斥、肿瘤及病
毒感染相关。

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔ淋巴细胞分为 ３个表型：
ＣＤ２５ｈｉｇｈ、ＣＤ２５ｉｎｔ和 ＣＤ２５ｌｏｗ［７］。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ主
要存在于 ＣＤ２５ｈｉｇｈ亚群中，约占人外周血 ＣＤ４＋Ｔ细
胞的 ２％ 左右。活化的 Ｔ细胞亦可表达 ＣＤ２５，而
ＣＤ２５ｉｎｔ亚群则包含大量活化的 Ｔ细胞。因此，如果
实验中直接按照外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔ细胞数量进
行比较的话，由于混杂一些活化的 Ｔ细胞，可能会
影响结果的分析。因此，本研究选择具有无能性和

免疫抑制性的 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＴ细胞作为定义 Ｔｒｅｇ
的指标之一进行研究。然而单纯依据高表达 ＣＤ２５
会丢失很多 Ｔｒｅｇ，所以再结合某一特征性表面标志
进行研究可以更确切地界定 Ｔｒｅｇ。

以往认为 Ｆｏｘｐ３可能为该细胞的特征性标志，
但其为胞内蛋白，检测时须破膜固定染色，且影响后

续研究，其实用性较差。最近有学者在分析我国健

康人 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ表达频率时，采用了三色免
疫荧光染色，分选了具有 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ

表达特征的细胞群。经胞内 Ｆｏｘｐ３染色结果证实：
ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ表达的细胞 Ｆｏｘｐ３阳性，而
ＣＤ２５ｌｏｗＣＤ１２７ｈｉｇｈ细胞几乎全部 Ｆｏｘｐ３阴性。由此
提示 ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ可作为 Ｔｒｅｇ表面的特征性
标志物而用于 Ｔｒｅｇ的分选［８］。本课题组前期的研

究已发现 ＡＡ患儿外周血中 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ

Ｔｒｅｇ的表达是降低的［９］。在此基础上，本研究将

ＣＤ４＋ＣＤ２５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞分成两个群体分别
比较分析，ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞和 ＣＤ４＋
ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ Ｔ细胞，前者比后者表达更多的
Ｆｏｘｐ３，能更快地活化并上调 Ｆｏｘｐ３的表达，表现出
更强 大 的 抑 制 功 能［１０］。说 明 ＣＤ４＋ ＣＤ２５ｈｉｇｈ
ＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞可能更确切地反映 Ｔｒｅｇ的表达水
平。据上述发现，本研究以 ＣＤ４＋ Ｔ细胞中表达

ＣＤ２５荧光强度
#

ＣＤ４－ Ｔ细胞中 ＣＤ２５荧光强度
者定义为 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＴ细胞，利用以上 ＣＤ４＋
ＣＤ２５＋及 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ的界限联合群体区分来界
定 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ、ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ Ｔ
细胞群体［１１１２］，然后对结果进行分析。

本研究发现，ＡＡ组患儿急性期 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋、
ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ及ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ
ＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞占 ＣＤ４＋Ｔ细胞的百分比明显低于对
照组，说明 ＡＡ患儿体内存在 Ｔｒｅｇ的异常；ＡＡ组恢
复期患儿上述４个数值均较急性期明显升高，而与对
照组比较差异无统计学意义，提示免疫调节剂可能对

患儿体内的 Ｔｒｅｇ起着重要作用。
Ｔｒｅｇ的表达水平降低对 ＡＡ发病的可能影响因

素有：（１）Ｔｒｅｇ的低表达使其不能充分发挥抑制
Ｔｈ１细胞活化和增殖的作用，导致由 Ｔｈ１细胞分泌
的因子如 ＩＬ２、ＩＦＮγ等表达增多，ＩＦＮγ等负性造
血因子增多阻止了细胞周期的进行和促进 ＣＤ３４＋

细胞凋亡，是造成 ＡＡ造血功能衰竭的原因之一；
（２）Ｔｒｅｇ可以经 ＴＣＲ介导的信号传导途径活化后
能够抑制 ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ细胞的活化和增殖，当其
表达降低时，则 ＣＤ４＋与 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞均增高，
提示 ＡＡ患儿 Ｔ淋巴细胞处于活化状态，并推测 Ｔ
淋巴细胞于发病前向骨髓组织选择性定向归巢和活

化增殖，继而引发骨髓干／祖细胞的损伤；（３）Ｔｒｅｇ
表达降低，则其对活化的细胞毒性 Ｔ细胞（ＣＴＬ）和
自然杀伤细胞（ＮＫ）的免疫抑制作用减弱，ＮＫ细胞
可以抑制造血细胞生长，而ＣＴＬ也可以直接杀伤白
细胞和血小板等，从而导致 ＡＡ的发生。

治疗有效的 ＡＡ患儿外周血中 Ｔｒｅｇ的数量较
治疗前升高，且治疗后患儿外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ
ＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞的表达水平与其 Ｈｂ、ＷＢＣ和 Ｐｌｔ水
平均呈正相关，经治疗后血象恢复正常的患儿在这

一点上表现得更加明显。说明 ＡＡ 发病时，
ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞的表达水平降低导致
血细胞的破坏增多，经免疫调节剂治疗有效后，紊乱

的免疫反应被纠正，ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞表
达水平恢复正常，随之血象也逐渐恢复正常。因此，

本研究认为 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞在一定程
度上可能提示病情的变化，可以此作为判断疗效及

评价预后的指标之一。另外，由于 ＡＡ发病后
ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞表达水平降低，提示可
以把 ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗＴ细胞作为治疗的靶
点，采用可以促进 Ｔｒｅｇ表达和增强其功能的免疫疗
法，以加快机体免疫紊乱的恢复，从而提高疗效。

·４９２·
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２００２年，时值国家提出开发西部的宏观战略，为了支持和配合国家西部战略的实施和推进，上海交通大学医学院
附属上海儿童医学中心结合医院的具体实际和建院理念 －“ＴＲＡＩＮＴＨＥＴＲＡＩＮＥＲ”，在美国世界健康基金会（Ｐｒｏｊｅｃｔ
ＨＯＰＥ）的通力协作下，筹建了“上海儿童医学中心－西部、东北地区儿科医师和护士培训项目”。

培训地区：云南、贵州、广西、四川、重庆、西藏、陕西、宁夏、甘肃、内蒙古、新疆、青海、辽宁、吉林、黑龙江

要 求：① 进修医生：三级医院，本科毕业，主治医生，４５岁以下，有一定英语水平。② 进修护士：三级医院，中专以
上学历，有一定英语水平。

培训科目：招生重点专业为急救与ＰＩＣＵ科、新生儿与ＮＩＣＵ科、普内科；其次为血液肿瘤科、小儿外科、儿童保健和
小儿营养等。

培训时间：２０１１年７月至２０１２年６月（１年）
西部奖学金：录取的学员均能获得“西部奖学金”，医生１００００元／年，护士８０００元／年，同时免收进修费、住宿费。
报名办法：请报名者将个人简历、进修科目（只限选一个专业）、一位正高级职称医师推荐信、盖有单位公章的介绍

信于２０１１年４月３０日前寄联系人。２０１１年５月底面试。面试地点及时间另行通知。
联系地址：上海东方路１６７８号（２００１２７）上海儿童医学中心 科教部

电 话：０２１－３８６２６１６１×３０８２／３１８１传 真：０２１－５０９０４６１２
申请表可复印或从我院网站下载，医院网址：ｗｗｗ．ｓｃｍｃ．ｃｏｍ．ｃｎ

联系人：陆梅华／张云婷

上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心

美国ＨＯＰＥ基金会
２０１１年２月

·５９２·




