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外周血自然杀伤Ｔ淋巴细胞和ＣＤ４＋自然杀伤Ｔ淋巴

细胞对哮喘患儿发病的影响

叶建兰（解放军第四一一医院妇儿科，上海２０００８１）

　　【摘要】　目的　探讨外周血自然杀伤Ｔ淋巴细胞（ＮＫＴ细胞）和ＣＤ４＋ ＮＫＴ细胞对哮喘患儿发病的影响。

方法　选取２００８年１月至２０１２年１２月住院治疗的哮喘病患儿１５０例（哮喘组），另选１６０例体检健康的儿童作为

健康对照组。收集研究对象外周静脉血标本，采用密度梯度离心法分离获得外周血单个核细胞，应用免疫荧光标记

和流式细胞术检测哮喘组和健康对照组儿童外周血ＮＫＴ细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞的比例，并观察两类细胞与过敏

指标总免疫球蛋白Ｅ（ＩｇＥ）、嗜酸性细胞阳离子蛋白（ＥＣＰ）的相关性。酶联免疫吸附试验检测外周血细胞因子白细

胞介素（ＩＬ）４、ＩＬ１０、干扰素γ（ＩＦＮγ）水平。比较两组间的差异。结果　哮喘组患儿的 ＮＫＴ细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ

细胞比例均较健康对照组明显下降（犘＜０．０５）。ＮＫＴ细胞、ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞的比例与总ＩｇＥ、ＥＣＰ均无明显相关性

（犘＞０．０５）。外周血ＩＬ４水平较健康对照组明显升高（犘＜０．０５），ＩＬ１０水平明显下降（犘＜０．０５），而ＩＦＮγ水平与

健康对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＮＫＴ细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞数量降低下及所分泌细胞因

子功能变化是导致哮喘发病的重要原因。

【关键词】　自然杀伤Ｔ细胞；　支气管哮喘；　儿童
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　　支气管哮喘是一种以气道高反应性为特征的疾病，发病机

制复杂，多种细胞和细胞组分参与气道慢性炎症性疾病［１］。自

然杀伤Ｔ淋巴细胞（ＮＫＴ细胞）是一类特殊的Ｔ淋巴细胞，属

于第４类免疫细胞，激活后可迅速产生白细胞介素（ＩＬ）４、ＩＬ

１０、干扰素γ（ＩＦＮγ）等多种细胞因子，对淋巴细胞免疫功能产

生重要影响［２３］。因此ＮＫＴ细胞及其分泌的细胞因子可能参

与哮喘的发病。本研究通过免疫荧光标记，分析哮喘患儿的

ＮＫＴ细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞的数量变化，同时观察 ＮＫＴ细

胞所产细胞因子（ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮγ）的变化，探讨外周血

ＮＫＴ细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞对哮喘患儿发病的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２００８年１月至２０１２年１２月在本院住

院治疗的哮喘病患儿１５０例为哮喘组。其中男８５例，女６５

例；年龄５～１５岁，平均（８．５７±３．１２）岁。所有患儿均符合儿

童哮喘诊断标准。对所有患儿均仔细进行体格检查，必要时行

Ｘ线片检查，排除肺部感染因素。同时选择１６０例体检健康儿

童作为健康对照组，其中男８８例，女７２例；年龄５～１６岁，平

均（８．６２±２．８４）岁。本研究获医院伦理委员会同意，所有儿童

家长均知情同意。

１．２　试剂与仪器 　所用淋巴细胞分离液、红细胞裂解液、酶

联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）ＫｉｔＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮ１及 Ａｎｔｉｈｕ

ｍａｎＣＤ４ＡＰＣ均购自武汉博士德试剂公司；ＴＣＲＶα２４ＰＥ、

ＴＣＲＶΒ１１ＦＩＴＣ购自美国Ｂａｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅ公司；αＧａｌｃｅｒ、ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液、胎牛血清购自美国Ｅｎｚｏ公司；流式细胞仪购

·９０１３·检验医学与临床２０１４年１１月第１１卷第２２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２２



自美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司。

１．３　方法

１．３．１　外周血单个核细胞（ＰＢＭＮＣｓ）分离　采集患儿及健康

对照组儿童外周血４～５ｍＬ放置于肝素抗凝管中，磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）缓冲液等体积稀释，然后放置于淋巴细胞分离液

上，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集白膜细胞层，ＰＢＳ洗涤后重

悬于ＲＰＭＩ１６４０培养液，计数备用。

１．３．２　ＮＫＴ细胞检测　采集患儿及健康对照组儿童外周血

１００μＬ 于 流 式 检 测 管 中，加 入 ＣＤ４ＡＰＣ、ＴＣＲＶα２４ＰＥ、

ＴＣＲＶΒ１１ＦＩＴＣ抗体各１０μＬ，混匀孵育后加入红细胞裂解液

１ｍＬ，充分裂解后，２５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃上清液，加入

ＰＢＳ缓冲液２ｍＬ，洗涤后使用流式细胞仪检测 ＮＫＴ细胞及

ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞。

１．３．３　ＮＫＴ细胞扩增活化　 将分离的ＰＢＭＮＣｓ置于含１００

ｇ／Ｌ胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，于２５ｃｍ
２ 培养瓶中培养，

每瓶３ｍＬ，加入αＧａｌｃｅｒ（终质量浓度为１００μｇ／Ｌ），置于含５０

ｍＬ／Ｌ二氧化碳、３７℃恒温培养箱内培养。分别于培养２４、

４８、７２ｈ时间点收取培养上清液。

１．３．４　检测ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１０的表达　取培养上清液，按

ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书对ＩＬ４、ＩＦＮγ、ＩＬ１０水平进行测定。

１．４　临床资料收集　由本院检验科对哮喘患儿常规变应性指

标进行检测，包括总免疫球蛋白Ｅ（ＩｇＥ）、嗜酸性细胞阳离子蛋

白（ＥＣＰ）等。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，比较采用狋检验，多组间比较采用方差分

析，两变量间的相关分析采用直线相关分析。以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组研究对象外周血ＮＫＴ细胞和ＣＤ４
＋ＮＫＴ细胞的比

例　与健康对照组比较，哮喘组患儿外周血中的 ＮＫＴ细胞和

ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞比例均明显下降，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。见表１。

表１　两组研究对象外周血ＮＫＴ细胞和ＣＤ４
＋

　ＮＫＴ细胞的比例（狓±狊，％）

组别 狀 ＮＫＴ细胞 ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞

健康对照组 １６０ ０．１３６±０．０７２ ６１．４５±１６．５７

哮喘组 １５０ ０．０６１±０．０２２ ４４．０１±１４．０２

狋 １２．２３２ ９．９７１

犘 ＜０．０５ ＜０．０５

２．２　相关性分析　ＮＫＴ细胞、ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞与总ＩｇＥ、ＥＣＰ

均无明显相关性（均犘＞０．０５）。见表２。

表２　ＮＫＴ细胞、ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞与总ＩｇＥ、ＥＣＰ相关性分析

项目
狉

总ＩｇＥ ＥＣＰ

ＮＫＴ细胞 －０．１５７ －０．１０４

ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞 ０．０８５ ０．１２５

２．３　ＮＫＴ细胞扩增活化后外周血ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮγ水平　

哮喘组患儿ＩＬ４水平较健康对照组明显升高（犘＜０．０５），ＩＬ１０

水平明显下降（犘＜０．０５），但ＮＫＴ细胞扩增活化后分泌的ＩＦＮ

γ水平较健康对照组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表３。

表３　ＮＫＴ细胞扩增活化后外周血ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮγ水平比较（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀
ＩＬ４

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＩＬ１０

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＩＦＮγ

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

健康对照组 １６０ １１．７±７．３ ７６．４±３４．６ ９２．５±４３．８ ３４．６±１７．９ ９８．７±６１．３ ９４．６±５９．４ １４４．２±５３．１ ４０９．４±２１５．２ ２２１．４±９５．３

哮喘组 １５０ ３１．２±８．９１４１．３±３６．３２８９．４±８１．４ １５．２±４．６ ２４．８±１７．９ ２０．９±９．８ １３４．６±３４．８ ３７９．５±９４．２ ２１２．６±８４．７

狋 ２１．１４７ １６．１１６ ２６．７４６ １２．８７９ １４．２０６ １５．００４ １．８６９ １．５６７ ０．８５７

犘 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５

３　讨　　论

ＮＴＫ细胞是一类特殊的Ｔ淋巴细胞，激活后可迅速产生

具有免疫调节作用的细胞因子，影响Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫失衡，并且

较普通Ｔ淋巴细胞产生细胞因子的速度更快
［４５］。ＮＫＴ细胞

可能通过两种方式促进哮喘的发生，一种是间接方式：ＮＫＴ细

胞和ＣＤ３＋Ｔ细胞相互作用并促使它们释放Ｔｈ２类细胞因子；

另一种是直接方式，哮喘患者循环的ＮＫＴ细胞选择性高表达

Ｔｈ１类细胞因子，一旦到达呼吸道黏膜上皮细胞，ＮＫＴ细胞就

偏向于Ｔｈ２细胞，高表达ＩＬ１３、ＩＬ４。

目前，ＮＫＴ参与调节固有免疫和获得性免疫，在移植免

疫、抗肿瘤、抗感染、参与自身免疫性疾病等多种疾病中发挥重

要作用。研究证实ＮＫＴ细胞在动物模型中，能够有效诱导气

道高反应性，从而导致动物哮喘发作，但由于伦理学、技术难度

及人群选择等原因，在人群中的研究较为有限［６］。虽然 ＮＫＴ

细胞在体内的水平很少，但其功能是不容忽视的。此外，ＮＫＴ

细胞在人体外周血中较难大量获取，制约了人体 ＮＫＴ细胞的

研究。随着医学技术的发展，体外细胞扩增技术逐渐应用于人

体，研究发现αＧａｌｃｅｒ可体外刺激 ＮＫＴ细胞扩增，且所扩增

细胞具有ＮＫＴ细胞相似的分泌功能，产生较多种类的细胞因

子［７］。本研究以抗人 ＴＣＲＶα２４ＰＥ、ＴＣＲＶΒ１１ＦＩＴＣ单克隆

抗体标记ＮＫＴ细胞，利用流式细胞分析技术检测细胞数量，

极大提高了试验的准确性。ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞具有辅助诱导性

Ｔ细胞亚群，可以刺激Ｂ细胞产生相关抗体，且ＣＤ４＋ＮＫＴ细

胞往往能同时产生ＩＬ４和ＩＦＮγ，当ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞分泌的

ＩＬ４／ＩＦＮγ比例增高，可促进ＩｇＥ的合成，造成ＩｇＥ的过度产

生，并促进嗜酸性粒细胞的分化、增殖，诱导其向呼吸道浸润，

导致呼吸道炎性反应的发生，最终导致哮喘发作。近年在哮喘

患者的气道黏膜中，发现含有大量处于激活状态的ＴＨ２细胞

（ＣＤ４＋细胞的一种功能亚群），在哮喘患者外周血中ＣＤ４＋细

胞的水平也明显增多。

本研究发现，哮喘患儿外周血中的ＮＫＴ和ＣＤ４＋ＮＫＴ细

胞比例均明显低于健康对照组，提示哮喘患儿的发病与 ＮＫＴ

和ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞可能相关。据报道，哮喘发病与 Ｔｈ１／Ｔｈ２

之间的平衡失调是目前较为认可的机制，而Ｔｈ１／Ｔｈ２之间的
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平衡是由ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮγ水平决定的，ＮＫＴ细胞具有编码

ＩＬ４、ＩＬ１０的ｍＲＮＡ，ＮＫＴ细胞被激活后便能迅速分泌这两

种细胞因子，同时ＣＤ４＋ＮＫＴ则具有编码ＩＦＮγ的 ｍＲＮＡ，两

类细胞正是通过产生ＩＬ４、ＩＬ１０和ＩＦＮγ来调节免疫应答，

对哮喘炎性反应的发生具有促进或抑制作用［８９］。本研究发

现，在体外用αＧａｌｃｅｒ刺激ＮＫＴ细胞扩增活化培养２４、４８、７２

ｈ后进行测定，发现哮喘组患儿ＩＬ４水平较健康对照组明显

下降，ＩＬ１０较健康对照组明显上升，而ＩＦＮγ则与健康对照

组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结果提示，哮喘患儿

存在ＮＫＴ细胞功能上的改变，有诱导免疫应答向Ｔｈ２诱导的

体液免疫偏移，抑制了Ｔｈ１反应。

本研究对患儿常规变应性指标进行检测，结果发现 ＮＫＴ

细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞的比例与哮喘的常见指标总ＩｇＥ、ＥＣＰ

无明显相关性，这与国外的研究结果相似。在炎性反应过程

中，患者外周血中常规变应性指标总ＩｇＥ、ＥＣＰ会有明显升高，

而ＮＫＴ细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞则可能由外周血向炎症部位

聚集和迁移，发挥局部炎症控制的作用，导致外周血中 ＮＫＴ

细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ细胞比例减少。

综上所述，哮喘患儿外周血中ＮＫＴ细胞和ＣＤ４＋ＮＫＴ细

胞是明显减少的，可能与气道局部变态反应有关，同时 ＮＫＴ

细胞所产生的ＩＬ４、ＩＬ１０等因子在哮喘发病过程中产生重要

作用，导致Ｔｈ１／Ｔｈ２之间的失衡。
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［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２００７，４４（２）：１５９１７７．

［１０］保勇，史梦，喻华，等．检测血清降钙素原对感染性疾病及

脓毒症的诊断价值［Ｊ］．实用医院临床杂志，２０１２，９（１）：

９４９６．

［１１］张芙蓉，张隆，孙继民．血清降钙素原在儿童重症监护病

房的临床应用［Ｊ］．中国小儿急救医学，２０１２，１９（５）：５１０

５１１．

［１２］ＴａｖａｒｅｓＥ，ＭａｌｄｏｎａｄｏＲ，ＯｊｅｄａＭＬ，ｅｔａｌ．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｉｎ

ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｅｄｉａｔｏｒｓｄｕｒｉｎｇｓｔａｒｔｏｆｆｅｖｅｒｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅａｎｄｇｒａｍｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎ

ｌｅｕｋｏｐｅｎｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＤｉａｇｎＬａｂＩｍｍｕｎｏｌ，２００５，１２

（９）：１０８５１０９３．

［１３］ＥｌｓｏｎＧ，ＤｕｎｎＳｉｅｇｒｉｓｔＩ，ＤａｕｂｅｕｆＢ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ

ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｔｏｔｈｅｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｇｒａｍ

ｎｅｇａｔｉｖｅａｎｄｇｒａｍｐｏｓｉｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００７，１０９

（４）：１５７４１５８３．

（收稿日期：２０１４０２１０　　修回日期：２０１４０４１２）
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