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　　摘　要：目的　探讨多发性骨髓瘤（ＭＭ）患者外周血Ｔ细胞亚群和ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性Ｔ（Ｔｒｅｇ）细胞的表达特点，分析 ＭＭ

与健康者之间的细胞免疫功能差异。方法　检测２８例初诊的 ＭＭ 患者及２２例健康志愿者外周血淋巴细胞中总 Ｔ细胞

（ＣＤ３＋）、辅助／诱导 Ｔ细胞（ＣＤ３＋ＣＤ４＋）、抑制／细胞毒 Ｔ细胞（ＣＤ３＋ＣＤ８＋）的比例、（ＣＤ３＋ＣＤ４＋）／（ＣＤ３＋ＣＤ８＋）、ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋／ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋／ＣＤ４＋ＣＤ２５＋比值，并比较 ＭＭ 患者与健康者之间细胞免疫指标（Ｔｈ１／Ｔｈ２比值、ＡｇＮＯＲ

比值、ＴＧＦβ）的差异。结果　初诊 ＭＭ患者与对照组相比，外周血淋巴细胞中总Ｔ细胞（ＣＤ３
＋）比例、辅助／诱导Ｔ细胞（ＣＤ３＋

ＣＤ４＋）比例差异无统计学意义（犘＞０．０５）；抑制／细胞毒Ｔ细胞（ＣＤ３＋ＣＤ８＋）比例增加（犘＜０．０５）；ＣＤ４＋ＣＤ２５＋／ＣＤ４＋、ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋／ＣＤ４＋ＣＤ２５＋比值明显高于健康组（犘＜０．０５）；血清中 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值、ＡｇＮＯＲ比值均明显低于健康组（犘＜

０．０５）；血清ＴＧＦβ含量较健康组上升（犘＜０．０１）。结论　ＭＭ患者外周血Ｔ细胞亚群的异常、Ｔｒｅｇ表达增加及细胞免疫功能低

下可能与疾病的发生、发展相关，对判断 ＭＭ疗效及预后有一定的指导价值。
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　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是一种骨髓浆细

胞恶性克隆性增生疾病，以血清或尿液中出现单克隆免疫球蛋

白或其成分（Ｍ 蛋白），以及广泛溶骨病变和（或）肾功能损害

为特征。研究发现［１］，ＭＭ 患者常伴有明显的免疫功能异常，

调节性Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）很可能参与了 ＭＭ 的

发病。Ｔｒｅｇ的表面标志是ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋，主要负调节机体免疫

反应，维持自身耐受和防止过度的免疫应答损伤机体，同时能

阻止机体对自体同源肿瘤细胞的识别，导致肿瘤免疫逃逸。

ＦＯＸＰ３＋是Ｔｒｅｇ特异性表达的转录因子，与Ｔｒｅｇ的分化、发

育和免疫调节功能的发挥密切相关［２］，因此很多学者将ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔ细胞作为Ｔｒｅｇ进行研究。为了解 ＭＭ患者

的免疫微环境状态，作者采用流式细胞术检测２８例初诊的

ＭＭ患者及２２例健康志愿者外周血 Ｔ细胞亚群、Ｔｒｅｇ的比

例，并研究 ＭＭ患者的细胞免疫功能，旨在为 ＭＭ相关的免疫

学机制研究、临床治疗靶点及预后的评估提供更多的依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　以解放军第４５２医院２００８年５月至２０１０年

９月肿瘤血液科初诊的 ＭＭ 患者作为研究组。ＭＭ 患者的诊

断标准参考张之南主编的第３版《血液病诊断及疗效标准》，将

其按照２００５年国际骨髓瘤工作组提出的最新 ＭＭ国际分期标

准（ＩＳＳ）进行分期。２８例初诊的患者中，Ⅰ期２例、Ⅱ期６例、Ⅲ期

２０例；其中男１５例，女１３例；发病中位年龄６２岁。对照组来自

本院体检中心２２例体检健康者，未发生相关疾病史、家族史，近

期无感冒，其中男１１例、女１１例；中位年龄６０岁。

０１２１ 重庆医学２０１３年４月第４２卷第１１期

 基金项目：四川省卫生厅项目（０９０１７３）。　作者简介：颜斌（１９８７～），医师，川北医学院在读硕士研究生，主要从事恶性血液病免疫化疗

的研究工作。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２８）８６５９０２９１；Ｅｍａｉｌ：ｙｉ＿ｓｕｎ３０７＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。



表１　　ＭＭ患者与健康对照者外周血Ｔ细胞亚群比较（狓±狊）

组别 狀 ＣＤ３＋（％） ＣＤ３＋ＣＤ４＋（％） ＣＤ３＋ＣＤ８＋（％） ＣＤ３＋ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋

健康对照者 ２２ ６９．８１±１０．７２ ３５．０７±５．４２ ２５．６０±６．０９ １．４６±０．３２

ＭＭ患者 ２８ ６８．４４±１２．６３ ３４．２２±１０．２３ ２９．６０±８．９３ １．３１±０．２８

统计学指标 狋＝０．４０６４，犘＝０．３３９２ 狋＝０．３５２３，犘＝０．３６３１ 狋＝１．７９６４，犘＝０．０３９４ 狋＝１．７６５８，犘＝０．０４１９

图１　　ＭＭ患者与健康人ＣＤ３
＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋表达情况

１．２　试剂与材料　淋巴细胞分离液购自美国 Ｍｏｄｉａｔｅｃｈ公

司；ＣＤ３ＦＩＴＣ、ＣＤ８３ＦＩＴＣ、ＣＤ４ＦＩＴＣ、ＣＤ２５ＰＥＣｙ５、Ｆｏｘｐ３

ＰＥ等抗体购自美国ＢＤ公司；洗涤液含１％ＦＢＳ与０．１％叠氮

钠的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）（实验室自行配制），４℃储存；含１％

多聚甲醛的ＰＢＳ（实验室自行配制），４℃储存。流式细胞仪

（ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａ）为美国ＢＤ公司产品，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析数

据。细胞银染液、固定液及ＫＬ型分析系统购自北京健尔康公

司。定量ＥＬＩＳＡ试剂盒购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。

１．３　Ｔ细胞亚群的检测　取５０μＬ抗凝全血加入２０μＬ抗体

（ＣＤ３＋／ＣＤ４＋／ＣＤ８＋等抗体）混匀后在室温（２５℃）下避光孵

育１５ｍｉｎ，然后加入红细胞裂解液１．５ｍＬ，混匀后在室温（２５

℃）下避光孵育１５ｍｉｎ，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上清液，

再加入１．５ｍＬＰＢＳ，混匀后再次离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃

上清液，上机分析。

１．４　Ｔｒｅｇ的检测　抽取外周血２ｍＬ，加入ＥＤＴＡ抗凝试管

中。用淋巴细胞分离液分离出单个核细胞（白膜层），ＰＢＳ洗涤

２次，离心弃上清液，制成单细胞悬液，调整细胞浓度。取１００

μＬ加入ＦＣＭ检测管１号和２号中，然后分别加入２０μＬＣＤ４

ＦＩＴＣ、５μＬＣＤ２５ＡＰＣ，混匀，室温避光孵育１５ｍｉｎ。然后固

定细胞，破膜进行胞内染色，含１％ＦＢＳ与０．１％叠氮钠的ＰＢＳ

洗涤２次，离心弃上清液。加入３００ｍＬ含含１％多聚甲醛的

ＰＢＳ重悬细胞，４℃避光保存，上机检测。

１．５　细胞免疫功能检测　分离 ＭＭ 患者和健康对照者的外

周血单个核细胞，将其银染，经 ＫＬ分析系统计算淋巴细胞银

染核仁区（ａｒｇｙｒｏｐｈｉｌｉｃｎｕｃｌｅｏｌａｒｏｒｇａｎｉｚｅｒｒｅｇｉｏｎｓ，ＡｇＮＯＲｓ）

面积与核面积的比值（ＩＳ％）；应用定量 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定

ＭＭ患者和健康对照者血清中 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值（ＩＦＮγ代表

Ｔｈ１，ＩＬ１０代表Ｔｈ２）及转化生长因子（ＴＧＦ）β含量（根据试

剂盒样品的标准曲线计算）。

１．６　统计学处理　采用ＳＡＳ９．１．３版医用统计软件分析数

据，计量资料以狓±狊表示，两组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＭ患者与健康者外周血Ｔ细胞亚群比较　初诊 ＭＭ

患者外周血总Ｔ细胞（ＣＤ３＋）比例、辅助／诱导Ｔ细胞（ＣＤ３＋

ＣＤ４＋）比例与健康对照组比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；初诊患者的抑制／细胞毒 Ｔ细胞（ＣＤ３＋ＣＤ８＋）比例较

健康组增高（犘＜０．０５），（ＣＤ３＋ＣＤ４＋）／（ＣＤ３＋ＣＤ８＋）比值较

健康组减少（犘＜０．０５），见表１、图１。

２．２　ＭＭ患者与健康者外周血Ｔｒｅｇ比较　初诊 ＭＭ患者外

周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ 细胞／ＣＤ４＋ 细胞、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋ 细

胞／ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞明显高于实验组，见表２、图２。

２．３　免疫学指标　经检测，初诊 ＭＭ 患者血清中 Ｔｈ１／Ｔｈ２

比值、ＡｇＮＯＲｓ均明显低于健康组（犘＜０．０５）；血清ＴＧＦβ含

量较健康组上升（犘＜０．０１），见表３。

表２　　ＭＭ患者与健康对照者外周血Ｔｒｅｇ比较（狓±狊，％）

组别 狀
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋／

ＣＤ４＋

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋／

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

健康对照者 ２２ ３．３７±１．４９ ５．６３±３．７５

ＭＭ患者 ２８ ５．４６±２．６８ ４３．６１±２３．１５

统计学指标 狋＝３．２７７０，犘＝０．００１０ 狋＝７．６００８，犘＝０．００００

图２　　ＭＭ患者与健康对照者ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋及ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋表达情况
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表３　　ＭＭ患者与健康对照者免疫学指标比较（狓±狊）

组别 狀 Ｔｈ１／Ｔｈ２ ＡｇＮＯＲｓ（ＩＳ％） ＴＧＦβ（ｎｇ／ｍＬ）

健康对照者 ２２ １．４１±０．３３ ４．４１±０．８７ １．０５±０．３４

ＭＭ患者 ２８ １．２５±０．３１ ４．０２±０．６５ １．２７±０．４１

统计学指标 狋＝１．７６１０，犘＝０．０４２３ 狋＝１．８１５１，犘＝０．０３７９ 狋＝２．０２７０，犘＝０．０２４１

３　讨　　论

ＭＭ是一种免疫系统的恶性肿瘤，近年来，随着分子生物

学和免疫学的不断进展，其免疫功能异常的相关机制正逐渐被

揭示。机体内抗肿瘤应答主要由Ｔ细胞执行，其中ＣＤ４＋细胞

主要为辅助性Ｔ细胞（Ｔｈ），可分化为Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７三类效

应细胞（Ｔｈ１、Ｔｈ２分别在细胞免疫和体液免疫中发挥作用，

Ｔｈ１７参与固有免疫和某些炎症）；而ＣＤ８＋细胞主要由细胞毒

性Ｔ细胞和抑制性Ｔ细胞（后者尚未分离出独立表面标志）组

成。本研究发现，ＭＭ 初诊患者外周血ＣＤ３＋ＣＤ８＋较健康者

明显增高，并导致ＣＤ４／ＣＤ８细胞比例失衡，这与既往报道相

符［３］，提示Ｔ细胞亚群比例的紊乱与 ＭＭ 的发生及进展紧密

相关。ＭＭ 患者 ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例异常上升，这些增多的

ＣＤ８＋Ｔ细胞很可能不具备正常的抗瘤功能，对瘤细胞处于失

活或耐受状态，甚至在机体中发挥着免疫抑制作用。

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ是一群具有免疫抑制性作用的Ｔ细胞，

在维持对自身机体成分免疫耐受的同时也抑制了机体对自体

肿瘤细胞的免疫应答，故Ｔｒｅｇ在肿瘤的发生、发展过程中发挥

着重要作用。ＦｏｘＰ３＋作为Ｔｒｅｇ特异性表达分子，在本研究的

初诊骨髓瘤患者中明显高表达，这与杨燕飞［４］的检测结果一

致。Ｔｒｅｇｓ能形成将效应细胞转变成抑制细胞的微环境，使一

些ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞能被Ｔｒｅｇ诱导并分泌ＴＧＦβ或ＩＬ

１０
［５］。Ｔｒｅｇ在 ＭＭ患者体内高表达，致使其免疫功能受到抑

制，可以尝试通过外界干涉减少Ｔｒｅｇ的活化，在避免自身免疫

性疾病诱发的前提下改善 ＭＭ患者的免疫状态。

为进一步分析 ＭＭ患者与健康对照组之间细胞免疫功能

的差异，作者选择以下指标进行检测：（１）Ｔｈ１／Ｔｈ２比值，反映

体内抗肿瘤免疫状态；（２）ＡｇＮＯＲｓ，是ＲＮＡ聚合酶的亚单位，

代表ｒＤＮＡ的转录效率，能体现淋巴细胞活性和机体细胞免

疫状态［６］；（３）ＴＧＦβ，由瘤细胞和Ｔｒｅｇ共同分泌的免疫抑制

因子，可显示肿瘤对免疫应答的抑制程度。经过检测，初诊

ＭＭ患者血清中 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值、ＡｇＮＯＲｓ明显低于健康组，

而血清ＴＧＦβ含量高于健康组，这提示 ＭＭ 患者体内的瘤细

胞和Ｔｒｅｇ通过分泌ＴＧＦβ等免疫抑制因子，极大地削弱了针

对瘤细胞的免疫杀伤（表现在Ｔｈ１应答向Ｔｈ２方向漂移），降

低了机体免疫细胞的活性和功能，导致患者细胞免疫功能不

全，为 ＭＭ的进一步进展提供了有利的微环境
［７］。

细胞免疫功能紊乱是导致 ＭＭ 发生、发展的重要原因和

严重后果。异常的浆细胞不仅能快速增殖，而且能模拟一些免

疫系统信号通路有利于肿瘤免疫耐受网络的形成，削弱了免疫

治疗和临床常规治疗肿瘤的有效性。骨髓瘤患者即使经常规

治疗达完全缓解，仍不能改变其难以治愈的结局。ＭＭ 患者

体内会存在微小残留病灶（ｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＭＲＤ）
［８］

而成为复发的根源，而肿瘤微环境中的Ｔｒｅｇ构成了肿瘤免疫

耐受网络的关键成分，促进了肿瘤的发生、发展。因此，以

Ｔｒｅｇｓ为靶点的免疫治疗将为血液肿瘤疾病的治疗提供新的

参考。

综上所述，本研究发现 ＭＭ 患者的ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞亚

群和Ｔｒｅｇ比例增高，且ＦＯＸＰ３
＋在 ＭＭ 患者的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ细胞表达比例明显增加，同时 ＭＭ 患者整体的细胞免疫

功能低于健康人，这提示以Ｔｒｅｇ细胞为基础的免疫功能异常

在 ＭＭ的发病过程中发挥着重要作用，但其具体的相关机制

尚不清楚，有待进一步研究。
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