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Th9 细胞与 IL-9 在肺炎支原体感染
患儿中的检测及其临床意义
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［摘要］　目的　探讨辅助性 T 细胞 9（Th9）及其细胞因子白细胞介素 -9（IL-9）在肺炎支原体（MP）

感染患儿中的临床意义。方法　2013 年 1 月至 2014 年 6 月诊断为 MP 感染患儿 86 例，分为上呼吸道感染组（URI 组，

n=29）、轻症 MP 肺炎（MPP）组（n=32）和重症 MPP 组（n=25）。另选取 28 例同期行健康体检儿童为对照组。

Ficoll 密度梯度离心法分离外周血单个核细胞，采用流式细胞术检测各组外周血 Th9 细胞百分率；ELISA 法检测

各组血清细胞因子 IL-9 水平。结果　URI 组、轻症 MPP 组和重症 MPP 组患儿外周血 Th9 细胞百分率及 IL-9 水

平均高于对照组（P<0.05）；轻症 MPP 组和重症 MPP 组患儿外周血 Th9 细胞百分率及 IL-9 水平均高于 URI 组

（P<0.05），且重症 MPP 组显著高于轻症 MPP 组（P<0.01）。结论　MP 感染患儿外周血 Th9 细胞百分率及其

细胞因子 IL-9 的表达水平升高，且随病情加重而增加，推测 Th9 细胞及 IL-9 可作为 MP 感染患儿病情发展及转

归的评价指标。                                                                            ［中国当代儿科杂志，2015，17（4）：308-311］
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Determination of Th9 cells and IL-9 in children with Mycoplasma pneumoniae 
infection
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Abstract: Objective    To investigate the clinical significance of T helper type 9 (Th9) cells and interleukin-9 (IL-
9) in children suffering from Mycoplasma pneumoniae (MP) infection. Methods    A total of 86 children who were 
diagnosed with MP infection between January 2013 and June 2014 were classified into upper respiratory infection 
(URI) group (n=29), mild MP pneumonia (MPP) group (n=32) and severe MPP group (n=25). Twenty-eight healthy 
children were used as the control group. Peripheral blood mononuclear cells were isolated by Ficoll density gradient 
centrifugation, and the percentage of Th9 cells in peripheral blood was measured by flow cytometry. Serum IL-9 
level was determined using ELISA. Results    The URI, mild MPP, and severe MPP groups had significantly higher 
percentages of Th9 cells and IL-9 levels than the control group (P<0.05); the mild MPP and severe MPP groups had 
significantly higher percentages of Th9 cells and IL-9 levels than the URI group (P<0.05), and the two indices were 
significantly higher in the severe MPP group than in the mild MPP group (P<0.01). Conclusions    Children with MP 
infection have an elevated percentage of Th9 cells and IL-9 expression, both of which are positively correlated with the 
severity of the disease. It can be predicted that Th9 cells and IL-9 can be used as evaluation indicators for the progression 
and outcome of children with MP infection.                                            [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(4): 308-311]
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肺炎支原体（Mycoplasma pneumoniae, MP）是

儿童呼吸道感染的常见病原体，以下呼吸道感染最

为常见。肺炎支原体肺炎（Mycoplasma pneumoniae 

pneumonia, MPP）作为儿科最常见的非典型肺炎，



 第 17 卷 第 4 期

  2015 年 4 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.17 No.4

Apr. 2015

·309·

近年发病率呈逐年上升趋势，除呼吸系统受累外，

还可引起多系统损害，而且重症病例逐渐增多，

严重时甚至引起死亡，已引起广泛关注 [1]。随着

对 MP 感染发病机制的深入研究，现已证实免疫学

机制在其发生发展中起重要作用。辅助性 T 细胞 9

（Th9）是新近发现的一种辅助性 T 细胞新亚群，

以分泌细胞因子白细胞介素 -9（IL-9）为典型特征，

具有重要的免疫调节作用，在自身免疫性疾病中

受到广泛关注 [2]。本文通过检测 MP 感染患儿外周

血 Th9 细胞及其细胞因子 IL-9 的水平，探讨两者

在 MP 感染患儿中的作用。

1　资料与方法

1.1　研究对象

根据纳入及排除标准，选取 2013 年 1 月至

2014 年 6 月于滨州医学院附属医院儿科诊断为

MP 感染的 86 例急性期患儿（病程 10 d 以内）为

研究对象，分为上呼吸道感染（upper respiratory 

infection, URI）组和 MPP 组，MPP 组进一步分为

轻症组和重症组。URI 组患儿 29 例，其中男 14 例，

女 15 例，年龄 3.2~13 岁，平均年龄 8.2±3.4 岁；

轻症 MPP 组患儿 32 例，其中男 15 例，女 17 例，

年龄 2.5~13 岁，平均年龄 7.8±3.7 岁；重症 MPP

组患儿 25 例，其中男 13 例，女 12 例，年龄 3.5~13 岁，

平均年龄 8.5±3.3 岁。另选取 28 例同期于我院

儿保门诊行健康体检儿童为健康对照组，其中男

13 例，女 15 例，年龄 2.6~13 岁，平均年龄 7.9±

3.9 岁。4 组儿童在性别、年龄方面比较差异无统

计学意义，具有可比性。本研究获得我院医学伦

理委员会批准，并取得患儿监护人知情同意。

1.2　纳入和排除标准

（1）URI 组纳入标准：①依据第 7 版《诸福

棠实用儿科学》[3]，血清特异性抗体 MP-IgM 阳性；

②仅有上呼吸道感染的症状及体征；③肺部 X 线

检查无下呼吸道感染表现。

（2）MPP 组纳入标准：符合 MPP 诊断标准 [3]，

其中轻症 MPP 组不具备以下任何 1 条，重症 MPP

组还应具备以下至少 1 条 [4]：①症状重，病情进

展快，肺大叶实变，单用大环内酯类抗生素治疗

效果不佳；②肺大叶实变伴中至大量胸腔积液；

③影响呼吸功能或合并其他系统功能障碍；④合

并闭塞性支气管炎或者坏死性肺炎；⑤病程超过 6

周肺部病变仍迁延不愈。

（3）排除标准：① 2 个月内有任何其他病原

体感染者；②就诊前应用过大环内酯类抗生素治

疗者；③ 2 个月内应用激素、免疫球蛋白等免疫

抑制剂或调节剂者；④有支气管哮喘等免疫性疾

病者或本次 MP 感染诱发的支气管哮喘发作者；

⑤有先天性免疫缺陷病及其他慢性病史者；⑥有

家族性过敏史者。

1.3　主要试剂

淋巴细胞分离液（Ficoll）购自上海朗顿生

物 科 技 有 限 公 司；PC5 标 记 的 抗 人 CD4 单 克 隆

抗 体（mAb）、PE 标 记 的 抗 人 IL-9 mAb 及 匹 配

的 同 型 对 照 mAb 均 购 自 美 国 BD 公 司； 鼠 抗 人

CD3、CD28 mAb 购自美国 BD-PharMingen 公司；

固定剂与破膜剂购自美国 Beckman-coulter 公司；

RPMI-1640 和胎牛血清购自 HyClone 公司；人 IL-9 

ELISA 试剂盒购自美国 BD 公司。

1.4　外周血 Th9 细胞及血清 IL-9 水平的检测

采集各组儿童空腹静脉血 6 mL，分别置于抗

凝管及非抗凝管中。

采用 Ficoll 密度梯度离心法分离抗凝血中外周

血单个核细胞（PBMC），并用 PBS 充分洗涤。显

微镜下观察细胞形态并计数，用含 10% 胎牛血清

的 RPMI-1640 培养液重悬细胞，调整细胞密度为

5×106/mL，分别加入鼠抗人 CD3、CD28 mAb，使

其终浓度分别为 0.2 mg/L、1 mg/L，置于 37℃、5%CO2

培养箱中培养 5 h，收集细胞用 PBS 洗涤 2 次。将

PBMC 进行荧光标记抗体的表面染色，同型对照管

和实验管各取 100 μL 细胞悬液（细胞 1×106 个），

然后各加入 CD4-PC5 荧光 mAb 20 μL 混匀，于 4℃

避光孵育 30 min。洗涤、去上清，加入 100 μL 固

定剂混匀，室温避光反应 20 min，然后加入破膜剂

100 μL 混匀，室温避光放置 5 min，实验管中加入

抗人 IL-9-PE mAb 20 μL，同型对照管中加入同型

对照抗体 20 μL，混匀后于 4℃避光反应 30 min。

孵育结束后，加入 PBS 3 mL 洗涤 2 次，去上清，

每管加入 0.5 mL 1% 的多聚甲醛固定液固定后上机

检测。首先设门于淋巴细胞，再以 CD4+T 细胞设门，

以散点图表示 CD4+T 细胞中 IL-9+T 细胞的百分率。

非抗凝血以 3 000 rpm 离心 10 min 分离血清，

采用 ELISA 法，严格按照试剂盒说明书检测血清
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中细胞因子 IL-9 的表达水平。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件对数据进行统计学分

析。检测结果采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用 SNK-q 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　各组外周血中 Th9 细胞的百分率

URI 组、轻症 MPP 组、重症 MPP 组患儿外周

血 Th9 细胞百分率均显著高于对照组（P<0.05），

且 病 例 组 间 两 两 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义

（P<0.05），见表 1，图 1。

表 1　各组外周血 Th9 细胞百分率及细胞因子 IL-9 的浓度

比较　（x±s）

组别 例数 Th9 (%) IL-9 (pg/mL)

对照组 28 0.80±0.24 16±5

URI 组 29 1.03±0.34a 20±6a

轻症 MPP 组 32 1.29±0.32a,b 25±5a,b

重症 MPP 组 25 1.76±0.43a,b,c 34±6a,b,c

F 值 43.38 56.19

P 值 <0.01 <0.01

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 URI 组 比 较，
P<0.05；c 示与轻症 MPP 组比较，P<0.01。

3　讨论

近年来，儿童 MP 感染有逐渐增多的趋势，

并且发病年龄明显前移。MP 感染不仅可以造成严

重的肺部损伤，而且可并发多器官、系统的损害，

研究报道 MP 感染肺外脏器受累可高达 45%，特

别多见于中枢神经系统及循环系统 [5]。迄今为止，

MP 感染的发病机制尚不清楚，目前大多数研究认

为免疫学机制在其发病中起重要作用，并且体液

免疫和细胞免疫共同参与了其发病过程。国外研

究发现 MP 抗原分子能刺激 Th0 细胞活化，分化为

Th1、Th2、Th17 及 Treg 细 胞， 合 成 和 分 泌 多 种

细胞因子，包括促炎症细胞因子 IFN-γ、TNF-α、

IL-1、IL-6 等和抗炎细胞因子 TGF-β、IL-10 等 [6]；

近年我国学者研究表明 MP 感染的儿童存在 Th1/

Th2、Th17/Treg 细胞的免疫失衡，并伴有 IFN-γ、

IL-4、IL-17 等相应细胞因子水平的紊乱，表明辅

助性 T 细胞亚群及其细胞因子在 MP 感染的发病机

制中起非常重要的作用 [7-8]。

Th9 细 胞 是 辅 助 性 T 细 胞 系 中 的 新 亚 群，

以分泌细胞因子 IL-9 为典型特征，由 Th0 细胞

在 IL-4 和 TGF-β 的特殊刺激下共同诱导产生或由

TGF-β 作用于 Th2 细胞亚群分化而来 [2,9]。不同于

已知的 Th1、Th2、Th17 和 Treg 细胞亚群，Th9 细

胞的特异性转录因子是 PU.1，从而在基因水平上

也提示 Th9 细胞与其他辅助性 T 细胞亚群不同 [2,10]。

研究发现 Th9 细胞与自身免疫疾病密切相关，主

要作用是促使炎症细胞数量上升并分泌相关炎症

介质，从而促进炎症的发生发展 [2,9]。IL-9 作为人

类 Th9 细胞的效应分子，是一种多效能的细胞因子，

主要通过肥大细胞发挥生物学效应，介导 JAK/

STAT 信号通路，是参与免疫应答和免疫调节的重

要细胞因子，在自身免疫性疾病中的作用受到广

泛关注 [2,11]。目前，Th9 细胞及细胞因子 IL-9 是否

2.2　各组血清中 IL-9 的水平

URI 组、轻症 MPP 组、重症 MPP 组患儿血清

IL-9 水平均显著高于对照组（P<0.05），且病例组

间两两比较差异均有统计学意义（P<0.05），见表 1。

轻症 MPP 组 重症 MPP 组对照组 URI 组

图 1　流式细胞术检测各组外周血 Th9 细胞百分率　　E2 象限示 Th9 细胞百分率。
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参与了 MP 感染的发病在国内外尚未见报道。本研

究通过检测 Th9 细胞及 IL-9 在 MP 感染患儿外周

血中的表达情况，探讨其在儿童 MP 感染中可能的

作用。

本研究结果显示，各组 MP 感染患儿外周血

Th9 细胞百分率及其细胞因子 IL-9 水平均高于健

康对照组，轻重症 MPP 组均高于 URI 组，而且重

症 MPP 组明显高于轻症 MPP 组，提示 Th9 细胞及

其细胞因子 IL-9 在 MP 感染患儿中的表达升高，

并随病变的加重而增加。Xing 等 [12] 研究发现过敏

性哮喘患者体内 Th9 细胞表达率明显高于正常对

照组，并提出 Th9 细胞可以作用于炎症细胞和组

织细胞，使肥大细胞、嗜酸性粒细胞及淋巴细胞

的数量增多，促进 IgE 及细胞因子分泌并参与炎症

反应，推测 Th9 细胞在过敏性哮喘等各种自身免

疫病发生发展的过程中起着主要角色。另有研究

表明哮喘患者体内 IL-9 的水平与病情严重程度呈

正相关性，推测 IL-9 的水平可作为自身免疫病活

动的标志 [13]。另外，在过敏性鼻炎、类风湿性关

节炎、系统性红斑狼疮、系统性硬化症等免疫性

疾病中，Th9 细胞及 IL-9 的表达亦显著升高，而

且与病情活动度呈正相关 [14-16]，这些均与本研究结

果一致。据此推测 Th9 细胞可能作为一种重要的

效应性 T 细胞，与其细胞因子 IL-9 共同促进了 MP

炎症的发生发展，并可能成为判断 MP 感染病情轻

重的重要指标。此外，国外一项临床随机对照试

验研究表明，IL-9 单克隆抗体可通过中和异常增

高的 IL-9 而发挥抗哮喘的作用 [17]。所以我们猜测，

可以通过调节 Th9 及 IL-9 的表达来协助治疗重症

MP 感染的患儿。

综上所述，Th9 细胞及其细胞因子 IL-9 在 MP

感染患儿外周血中的表达均高于健康儿童，并随

病变的加重而增加。据此推测 Th9 细胞及 IL-9 的

异常高表达可能参与了儿童 MP 感染的发病，并可

作为 MP 感染患儿病情发展、转归的评价指标。
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