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［ 摘 要 ］　 目 的　 研 究 肾 母 细 胞 瘤 患 儿 外 周 血 CD4+CD25+CD127low 调 节 性 T 细 胞（Treg） 和

CD3+CD16+CD56+ 自然杀伤 T 细胞（NKT）的表达变化，初步探讨发生改变的原因及其临床意义。方法　选

取 2015 年 11 月至 2016 年 7 月就诊的 21 例肾母细胞瘤患儿作为病例组，21 例于本院体检的同年龄段健康儿

童为健康对照组，采用流式细胞术检测两组儿童外周血中 CD4+CD25+CD127low T 细胞占 CD4+ T 细胞百分比和

CD3+CD16+CD56+ T 细胞占 CD3+ T 细胞百分比，分别代表 Treg 水平和 NKT 水平。结果　病例组肾母细胞瘤患儿

外周血 Treg 水平低于健康对照组（P<0.05）；病例组肾母细胞瘤患儿外周血 NKT 水平高于健康对照组（P<0.05）。

结论　Treg 和 NKT 水平变化与肾母细胞瘤的发生与发展有关，Treg 和 NKT 水平可能是反映肾母细胞瘤患儿免

疫功能状态的较好指标。                                                     ［中国当代儿科杂志，2016，18（12）：1222-1226］
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Abstract: Objective    To study the changes and clinical significance of CD4+CD25+CD127low regulatory T cells 
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肾母细胞瘤是儿童常见的腹部恶性肿瘤，高居

儿童腹部肿瘤的第 2 位，小儿恶性肿瘤的第 5 位。

在所有儿童恶性肿瘤中，肾母细胞瘤发病率约 6％，

95％以上的儿童肾脏肿瘤为肾母细胞瘤 [1]。目前肾
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母细胞瘤的发病机制尚不完全清楚，越来越多的研

究证实免疫机制在肿瘤发病中的作用。近年研究已

证实，许多实体性肿瘤（如胃癌、肺癌、肝癌等）

中均发现调节性 T 细胞（regulatory T cells, Treg）

水平异常，并且 Treg 水平改变与肿瘤进展及预后

相关 [2]，同时研究表明自然杀伤 T 细胞（natural 

killer T cells, NKT）在抑制自身免疫性疾病、风湿

性疾病、传染性疾病、移植耐受，及抗感染、抗

肿瘤中发挥重要作用，而其在肿瘤免疫调节中的

作用日益受到重视 [3-4]。但 Treg 和 NKT 在肾母细胞

瘤的免疫发病机制中的研究甚少，因此关于肾母

细胞瘤患儿外周血中 Treg 和 NKT 的表达研究在儿

童肾母细胞瘤诊疗方面有重要意义，对于临床肿

瘤免疫治疗也必将有重要的指导作用。本研究将

CD4+CD25+CD127low T 细胞占 CD4+ T 细胞比例作为

Treg 水平，CD3+CD16+CD56+ T 细胞占 CD3+ T 细胞

的比例作为 NKT 水平，检测肾母细胞瘤患儿外周

血 Treg 和 NKT 表达水平，根据 Treg 和 NKT 的表

达变化，初步探讨肾母细胞瘤的发生发展，为肾母

细胞瘤诊疗提供新的思路和方法，使肿瘤免疫治疗

得到更好的临床应用。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2015 年 11 月至 2016 年 7 月就诊于重庆

医科大学附属儿童医院泌尿外科的肾母细胞瘤住

院患儿 21 例作为病例组，其中男 7 例，女 14 例，

平均年龄 3.7±3.4 岁，均经术后病理学确诊。另

选取于本院体检的健康儿童 21 例为健康对照组，

其中男 9 例，女 12 例，平均年龄 4.2±3.5 岁。依

据年龄不同将病例组患儿分为 <3 岁组（n=11）和

≥ 3 岁组（n=10）。本研究获得医院医学伦理委

员会批准及家长知情同意。

1.2　主要仪器及试剂

FITC 标记的鼠抗人 CD4 单克隆抗体、APC 标

记的鼠抗人 CD25 单克隆抗体、PE 标记的鼠抗人

CD127 单克隆抗体、FITC 标记的鼠抗人 CD3 单克

隆抗体、APC 标记的鼠抗人 CD16 单克隆抗体、

PE 标记的鼠抗人 CD56 单克隆抗体，以及同型对

照单克隆抗体（美国 EB 公司）；人血红细胞裂解

液（中国 Biotopped 公司）；FACS Calibur 型流式

细胞仪（美国 BD 公司）。

1.3　标本收集与检测

采集两组儿童清晨空腹外周静脉血 2 mL 于

肝素锂抗凝管中，室温保存，8 h 内进行免疫荧光

染色处理。取流式管 4 支，分别标记 Treg、Treg

同型对照、NKT、NKT 同型对照。每管分别加入

50 μL 抗凝全血和相应抗体各 2.5 μL，室温、避

光孵育 30 min；孵育结束后，每管分别加入 1 mL

红细胞裂解液，充分混匀，裂解 15 min；裂解完

成后，4℃、4 500 r/min 离心 10 min，弃上清；再

加入 1 mL PBS 洗涤，离心 5 min，弃上清；每管

加 入 200 μL PBS 重 悬， 待 测。 流 式 细 胞 仪 检 测

CD4+CD25+CD127low T 细胞和 CD3+CD16+CD56+ T 细

胞， 以 CD4+CD25+CD127low T 细 胞 占 CD4+ T 细 胞

百分比作为 Treg 水平，CD3+CD16+CD56+ T 细胞占

CD3+ T 细胞的百分比作为 NKT 水平。

1.4　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计学软件对数据进行统计

学分析。服从正态分布的计量资料用均数 ± 标准

差（x±s）表示，两组间比较采用两独立样本 t 检

验。不服从正态分布的计量资料采用中位数（四分

位间距）[P50（P25，P75）] 表示，两组间比较采用

Mann-Whitney U 检验。采用 Spearman 相关系数法

进行相关性分析。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组儿童外周血中 Treg 和 NKT 水平比较

病例组患儿外周血 Treg 水平低于健康对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）（图 1，表 1）。病

例组患儿外周血 NKT 水平高于健康对照组，差异

有统计学意义（P<0.05）（图 2，表 1）。

2.2　病例组不同年龄段患儿外周血 Treg 和 NKT

水平比较

不 同 年 龄 段 肾 母 细 胞 瘤 患 儿 外 周 血 Treg

和 NKT 的 表 达 水 平 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义

（P>0.05），见表 2。

2.3　病例组不同性别患儿外周血 Treg 和 NKT 水

平比较

不同性别肾母细胞瘤患儿外周血 Treg 和 NKT

的表达水平比较差异无统计学意义（P>0.05），见

表 3。
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表 1　两组儿童外周血 Treg 和 NKT 水平比较　（%）

组别 例数
CD4+CD25+CD127lowT/

CD4+ T 
(x±s)

CD3+CD16+CD56+T/
CD3+ T 

[P50(P25, P75)]

健康对照组 21 9.9±2.3 0.9(0.5, 1.3)

病例组 21 8.2±1.3 2.0(1.3, 2.7)

t(U) 值 2.904 (3.082)

P 值 0.006 0.002

图 1　流式细胞术检测两组儿童外周血中 Treg 水平　　注：绿色箭头所示为 CD4+ T 细胞；黑色箭头所示为

CD4+CD25+ T 细胞占 CD4+ T 细胞百分比；红色箭头所示为 CD4+CD25+CD127low T 细胞占 CD4+CD25+ T 细胞百分比，结果以

CD4+CD25+CD127low T 细胞占 CD4+ T 细胞百分比代表 Treg 水平。

图 2　流式细胞术检测两组儿童外周血中 NKT 水平　　注：绿色箭头所示为淋巴细胞；黑色箭头所示为 CD3+ T 细

胞；红色箭头所示为 CD3+CD16+CD56+ T 细胞占 CD3+ T 细胞百分比，结果以 CD3+CD16+CD56+ T 细胞占 CD3+ T 细胞百分比代

表 NKT 水平。

表 2　不同年龄段患儿外周血 Treg 和 NKT 水平比较　（%）

组别 例数
CD4+CD25+CD127lowT/

CD4+ T 
(x±s)

CD3+CD16+CD56+T/
CD3+ T 

[P50(P25, P75)]

<3 岁 11 8.4±1.4 1.8(0.7, 3.2)

≥ 3 岁 10 8.0±1.3 2.2(1.6, 2.7)

t(U) 值  0.672  (0.423)

P 值  0.510  0.673
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表 3　不同性别患儿外周血 Treg 和 NKT 水平比较　（%）

组别 例数
CD4+CD25+CD127lowT/

CD4+ T 
(x±s)

CD3+CD16+CD56+T/
CD3+ T 

[P50(P25, P75)]

男  7 8.0±1.0 2.0(1.5, 2.8)

女  14 8.3±1.5 2.1(0.7, 2.8)

t(U) 值  0.450  (0.373)

P 值  0.658  0.709

2.4　病例组患儿外周血中 Treg 和 NKT 水平相关

性分析

Treg 水 平 和 NKT 水 平 无 明 显 相 关 性（r=

-0.138，P=0.552），见图 3。

3　讨论

Treg 是具有免疫负调控功能的 T 细胞亚群，

在维持自身免疫耐受的同时，也可能阻止机体

对自体同源肿瘤细胞的免疫，导致肿瘤的免疫

抑制及免疫逃逸 [5]。Treg 有许多分子标志物，如

Foxp3、CTLA-4、GITR、CD127， 其 中 Foxp3 被

公认为 Treg 的特异性标志。但许多活化的和不

具有抑制功能的细胞也表达 Foxp3 ，且不清楚是

否所有表达 Foxp3 的 T 细胞都具有抑制功能 [6]。

CD127 作为 Treg 的另一标志物，在 Treg 中低表达，

Hartigan-O'Connor 等 [7] 用 CD4、CD25、CD127 三

色抗体标记发现，人类、鼠及短尾猴外周血存在

群体清晰的 CD4+CD25+CD127low T 细胞，它们高表

达 Foxp3 和 CTLA-4，并且发现其具有抑制性、低

图 3　Treg 水平和 NKT 水平相关性分析图

增殖性和对 T 细胞受体信号的低反应性。因此，

检测 CD4+CD25+CD127low T 细胞水平可以准确识别

Treg。

NKT 是肿瘤免疫研究的另一个热点，它是既

能表达 T 细胞受体 αβ 链，又能表达 NK 细胞受体

（如 NK1.1）的 T 淋巴细胞亚群，其细胞表面的

分子表型以 CD3+、CD16+ 和 CD56+ 为特征 [8-9]。近

年来 NKT 的抗肿瘤效应日益受到国内外学者的重

视，体外实验及肿瘤动物模型的研究显示，NKT

可通过发挥细胞毒效应杀伤肿瘤细胞，尤其在血

液性肿瘤如非霍奇金淋巴瘤、白血病等 [10-11]，可

见 NKT 在肿瘤免疫中有重要作用 。

本研究结果表明，肾母细胞瘤患儿外周血中

Treg 水平较健康对照组显著降低，NKT 水平较健

康对照组显著升高，这种改变与患儿的性别、年

龄无明显相关性。

肾母细胞瘤患儿外周血中 Treg 水平降低，这

种改变和成人恶性肿瘤不同 [2,12]，可能是由于肾母

细胞瘤是一种胚胎性肿瘤，与成人恶性肿瘤组织来

源不同，同时儿童的免疫系统尚未成熟，肿瘤作为

一个异物很容易对儿童的免疫系统产生抑制作用，

从而导致 Treg 水平降低。Treg 主要是通过直接细

胞接触或分泌调节性细胞因子主动抑制自身免疫

细胞的活化，由于患儿 Treg 水平降低，使机体对

效应 T 细胞的抑制作用减弱，不能有效防御自身

免疫反应的发生。同时，由于 Treg 减少，其分泌

的细胞因子也会明显降低，如 IL-10、转化生长因

子 β（TGF-β）[13]，从而导致免疫平衡失调，促进

肾母细胞瘤的发生发展。由此推断儿童肾母细胞瘤

的发病与自身免疫的失衡有重要关系，这种机制与

成人肿瘤的发病机制有明显差异，而肾母细胞瘤患

儿外周血 Treg 水平降低证实了这种差异存在的可

能性。同时，Treg 水平的改变导致自身免疫失衡可

能是儿童肾母细胞瘤发病的原因之一，但是目前仍

缺少相关研究的报道，需要进一步研究探讨。

肾母细胞瘤患儿外周血中 NKT 水平增高，反

映了机体抗肿瘤的免疫反应增强 [14]。研究发现，

NKT 在抗肿瘤免疫中起重要作用，它们不仅能直

接杀伤肿瘤细胞，还能够产生大量细胞因子，如

干 扰 素 -γ（IFN-γ）、IL-2、IL-4、IL-13、 IL-17、

TGF-β 等 [15]，可促使 CD4+ T 淋巴细胞发生不同方

向的细胞分化，参与多种疾病的免疫调节如自身免

疫性疾病、肿瘤性疾病、感染及过敏性疾病等 [16-18]。
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肾母细胞瘤患儿外周血 NKT 水平增高，表明在肾

母细胞瘤肿瘤微环境中也可能存在上述现象，细

胞免疫功能促进激活 NKT，NKT 发挥了抗肿瘤的

功能 [19]。因此推断在肾母细胞瘤发病之后，患儿

体内的细胞免疫功能激活，NKT 水平增高发挥了

肿瘤免疫作用，一定程度上影响了肾母细胞瘤的

发展，但是由于 NKT 水平低下，其抗肿瘤效应比

较局限，提示增加肾母细胞瘤中的 NKT 水平，可

能有助于增强患儿的抗肿瘤效应。

本研究结果显示，Treg 水平降低和 NKT 水平

增高无明显相关性。但是有研究发现 [20]，在过敏

性哮喘患者中 NKT 表达 NKp30 和 NKp46 受体水

平增加，穿孔素和颗粒酶 B 的表达也增加，其细

胞毒性增强，对抗 Treg 功能，而非过敏性哮喘患

者没有以上表现，表明 NKT 能够抑制 Treg 功能

以控制疾病免疫反应。本研究中肾母细胞瘤患儿

外周血 NKT 水平增高伴随 Treg 水平降低，表明在

肾母细胞瘤中可能也存在上述现象，NKT 有抑制

Treg 的作用，两者可能存在相互作用 [21]。

综上所述，Treg 和 NKT 参与了儿童肾母细胞

瘤的发生和发展，Treg 和 NKT 是反映肾母细胞瘤

患儿免疫功能状态的较好指标，检测患儿外周血

中 Treg 和 NKT 水平有助于病情监测，对于疾病的

发展和预后有重要价值。同时，改变两种细胞水

平的临床治疗方法可能对肾母细胞瘤有治疗效果，

但是其中的机制有待进一步研究。
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