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  【摘要】 目的 比较活动性肺结核患者治疗2个月前后表达干扰素γ (IFN-γ)的CD4+

和CD8+T细胞百分比差异。方法 选取2015年3月至2016年6月医院收治的新诊断的活动性

肺结核患者40例。采集40例患者治疗前和治疗2个月后全血,采用流式细胞术检测CD4+T、

CD8+T、表达IFN-γ的CD4+T及CD8+T细胞百分比,酶联免疫吸附法检测血清IFN-γ表达。

结果 活动性肺结核患者治疗前后CD4+T及CD8+T细胞百分比比较差异无统计学意义 (P >
0 05)。治疗后表达IFN-γ的 CD4+T细胞百分比 (4 30±2 01)%显著低于治疗前 (2 06±
1 03)% (t=4 162,P =0 0005)。治疗前后表达IFN-γ的CD8+T细胞百分比比较差异无统

计学意义 (P >0 05)。治疗前血清IFN-γ表达 (53 82±8 84)ng/L显著高于治疗后 (47 73±
9 17)ng/L (t=2 709,P =0 0139)。结论 治疗前新发活动性肺结核的表达IFN-γ的CD4+

T百分比高于治疗后2个月,提示表达IFN-γ的CD4+T细胞在防治肺结核感染中发挥作用。
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【Abstract】 Objective PercentagesofCD4+andCD8+ Tcellsexpressinginterferongamma
 IFN-γ inpatientswithactivetuberculosiswerecomparedbeforeandafter2monthsstandard
treatment Methods Fourtycasesofnewlydiagnosedactivetuberculosispatientsadmittedtothe
hospitalfrom March2015toJune2016wereselected Thewholebloodwascollectedbeforeand
after2monthstreatmentinall40patients ThepercentageofCD4+T CD8+T CD4+TandCD8+

TcellsexpressingIFN-γweredetectedbyflowcytometry Theenzyme-linkedimmunosorbentassay
 ELISA wasusedtomeasuretheserumIFN-γexpression Results ThepercentagesofCD4+T
andCD8+ Tcellsinpatientswithactivetuberculosisbeforeandaftertreatmenthadnostatistical
difference P >0 05  ThepercentageofCD4+ TcellsexpressingIFN-γaftertreatment 4 30±
2 01 % wassignificantlylowerthanthosebeforetreatment 2 06±1 03 % t=4 162 P =
0 0005  ThereshowednosignificantdifferenceinthepercentagesofCD8+ Tcellsexpressing
IFN-γbetweenpatientsbeforeandaftertreatment P >0 05  SerumIFN-γexpression 53 82±
8 84 ng L beforetreatment wassignificantlyhigherthanthataftertreatment 47 73±
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结核病 (tuberculosis,TB)仍然是当今全球

较严重的传染病之一。2016年全球约有1040万人

患有 TB,约170万人因该病死亡,超过95%的

TB死亡发生在中低收入国家。2016年中国报告肺

结核患者78万多例,新发 TB人数居世界第3
位[1]。目前采用全面督导短程化疗治疗TB能有效

治愈大部分新发现TB患者。大部分患者在治疗2
个月后TB患者的临床症状、细菌学及放射学特征

均得到明显改善[2]。治疗2个月后痰培养是评估

TB治疗疗效的生物标志,但是获得高质量的痰,
尤其是肺结核患儿的痰较困难[3]。由此有必要寻找

新的判断疗效的生物标志物。研究发现接受抗结核

治疗2个月后,分泌干扰素γ (interferonγ,IFN-
γ)的免疫细胞总量减少,CD4+T和CD8+T细胞

的功能及其产生的细胞因子变化可能抗结核早期治

愈的免疫效应有关[4],这提示表达IFN-γ的免疫

细胞可能是潜在的判断疗效的生物标志物。本研究

通过比较活动性肺结核患者抗结核治疗前和治疗后

2个月表达IFN-γ的CD4+T和CD8+T细胞的百

分比,以评估2个月抗结核治疗对新发活动性肺结

核患者的细胞免疫效应,为IFN-γ作为生物标志

物运用于评估抗TB疗效奠定基础。

1 对象与方法

1 1 研究对象 选取2015年3月至2016年6月

在陕西省结核病防治院住院的新诊断为活动性肺结

核病患者20例。纳入标准:根据临床表现、影像

学检查及实验室检查诊断为活动性肺结核病,诊断

指标参照 《肺结核诊断和治疗指南》[5];排除标准:
(1)非进展期肺结核患者;(2)其他结核患者、复

治肺结核病、非结核分枝杆菌感染患者;(3)入院

前接受过抗结核治疗者;(4)严重心、肝、肾功能

损害者;(5)合并其他感染者;(6)其他免疫性疾

病者; (7)恶性肿瘤患者等。40例活动性肺结核

病患者男19例,女21例,年龄 (33 3±11 6)
岁,年龄范围为21~45岁。本研究符合 《赫尔辛

基宣言》的原则,所有研究对象均签署知情同意书。

1 2 研究方法

1 2 1 主要试剂及仪器 BDFasimuneCD4和/
或CD8细胞内细胞因子染色试剂盒、Anti-Hu-IFγ
抗体 (BDCat No 340970)、鼠抗人 CD4-APC/

CD69-PE/CD3-PerCP、鼠 抗 人 CD8-FITC/CD69-
PE/CD3-PerCP等均购自美国BD公司、IFN-γ酶

联免疫吸附试剂盒购自北京博奥龙免疫技术有限公

司。FACScaliber型流式细胞仪购自美国BD公

司。Thermo Multiskan GO 酶 标 仪 购 自 美 国

Thermo公司。

1 2 2 治疗方法 所有患者均给予正规抗结核治

疗,应用4联抗结核药物:异烟肼 (成都锦华药业

有限公司,国药准字 H51020789)、利福平 (成都

锦华药业有限公司,国药准字 H51020873)、吡嗪

酰 胺 (成 都 锦 华 药 业 有 限 公 司,国 药 准 字

H51020877)、乙胺丁醇 (广东华南药业集团有限

公司,国药准字H44020758)强化治疗2个月。

1 2 3 标本采集及检测 所有患者在接受治疗前

及治疗完成后,采集患者空腹静脉血10ml。取

9ml全血,采用流式细胞术检测 CD4+T 细胞、

CD8+T细胞及表达IFN-γ的CD4+T细胞、CD8+

T细胞百分比。取静脉血1ml取静置30min后,
离心半径8cm,3000r/min离心15min,血清分

离-80℃保存,采用酶联免疫吸附法检测血清

IFN-γ。所有操作严格按照产品说明书进行。所有

检测均由经过技术培训及质量考核的同一个操作者

完成。

1 3 统计学分析 采用Graphpad5 0软件进行绘

图和数据统计分析。计量资料以x-±s表示,计量

数据分布符合正态分布,治疗前后比较采用配对t
检验。P <0 05为差异有统计学意义。

2 结果

2 1 治疗前后CD4+T细胞及CD8+T细胞百分比

变化 活动性肺结核患者治疗前后CD4+T细胞及

CD8+T 细 胞 百 分 比 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义,

CD4+T细胞治疗前后百分比:(48 42±10 41)%
比 (44 84±9 15)% (t=2 046,P =0 0548);

CD8+T细胞治疗前后百分比:(40 70±11 84)%
比 (37 81±11 69)% (t=1 320,P =0 2024);
见图1。

图1 活动性肺结核患者治疗前后CD4+T细胞和CD8+T
细胞百分比比较 A:患者治疗前后CD4+T细胞百分比

比较;B:患者治疗前后CD8+T细胞百分比比较

2 2 治疗前后表达IFN-γCD4+T细胞及CD8+T
细胞百分比变化 活动性肺结核患者治疗后表达

IFN-γ的CD4+T细胞百分比 (4 30±2 01)%显

著低于治疗前 (2 06±1 03)% (t=4 162,P =
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0 0005);治疗前后表达IFN-γ的CD8+T细胞百

分治疗前后比差异无统计学意义 (3 654±1 80)%
比 (2 86±1 45)% (t=2 012,P =0 0586);
见图2。

注:IFN-γ为干扰素γ
图2 活动性肺结核患者治疗前后表达IFN-γ的CD4+T
细胞和CD8+T细胞百分比比较 A:IFN-γ的CD4+T细

胞百分比比较;B:IFN-γ的CD8+T细胞百分比比较

2 3 治疗前后血清干扰素γ表达变化 活动性肺

结核患者治疗前血清IFN-γ表达 (53 82±8 84)

ng/L显著高于治疗后 (47 73±9 17)ng/L (t=
2 709,P =0 0139),见图3。

注:IFN-γ为干扰素γ
图3 活动性肺结核患者治疗前后血清IFN-γ的表达

3 讨论

结核杆菌感染所致的结核病严重危害人类生命

安全。结核杆菌是胞内寄生菌,该菌感染机体后可

刺激机体产生有菌免疫应答,机体免疫应答水平与

感染结局密切相关[6]。介导机体结核杆菌感染免疫

应答的细胞主要是T淋巴细胞及其亚群。结核杆

菌感染机体后,首先被巨噬细胞吞噬,巨噬细胞通

过内 质 网 产 生 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体 (major
histocompatibilitycomplex,MHC)Ⅱ类分子,将

结核杆菌片段转移到巨噬细胞表面,被其他免疫细

胞识别并与CD4+T细胞受体结合,活化CD4+T

细胞[7]。活化的CD4+T细胞可产生破坏或控制结

核杆菌生长的细胞因子,如IFN-γ,肿瘤坏死因

子α (tumornecrosisfactor-α,TNF-α)和IL-2
等[8]。IFN-γ可激活单核细胞,使单核细胞聚集在

病灶周围,并刺激巨噬细胞形成吞噬溶酶体,增强

感染的巨噬细胞的吞噬功能。IFN-γ还可刺激含有

结核杆菌的巨噬细胞形成能够破坏结核杆菌组分的

自由基,有利于清除体内细菌[9]。另外,CD8+T
细胞也可产生IFN-γ来破坏结核分枝杆菌,与

CD4+T细胞一起抑制结核杆菌的生长[10]。研究表

明抗结核治疗后机体IFN-γ水平下降是疾病转归

的表现[11],检测机体CD4+T、CD8+T及表达的

IFN-γ的细胞对于评估机体免疫状态及判断疗效具

有重要意义。
本研究中患者标准抗结核病强化治疗2个月

后,新活动性肺结核患者中CD4+T、CD8+T细胞

的百分比有降低趋势,但并不显著。结核杆菌感染

肺组织时,细胞免疫发挥主要作用。首先外周循环

初始T细胞分布到肺部感染部位,然后通过 MHC
Ⅱ类分子通过树突细胞和巨噬细胞识别和呈递抗原

给初始T细胞,导致初始T分化成CD4+T细胞

或CD8+T细胞[12]。经过2个月的抗TB治疗后,
细菌载量和炎症的减少,感染部位的CD4+T及

CD8+T细胞减少,并且感染部位上活化的T细胞

和尚未被活化的T细胞与初始T细胞一起返回外

周循环,从而导致治疗后CD4+T细胞百分比降

低,但并不显著。本研究治疗后患者CD8+T细胞

百分比降低,这与前人的报道一致[12-13],这可能也

与机体免疫状态恢复有关。抗结核治疗后CD8+T
与CD4+T细胞同时比例下降,二者之间是否有相

关性需要进一步研究探讨。
本研究中患者标准抗TB强化治疗2个月后,

新活动性肺结核患者表达IFN-γ的CD4+T细胞百

分比显著降低,与 Feruglio等[4]研究结果相似。
该研究发现治疗2周后表达IFN-γ的T细胞总数

显著减少。这可能是痰抗酸杆菌转阴,结核杆菌感

染减少,导致有菌免疫应答减弱所致。CD4+T细

胞的主要效应功能是合成IFN-γ或其他细胞因子

刺激巨噬细胞。来自CD4+T细胞的IFN-γ直接增

加CD8+T细胞对结核杆菌感染的反应[14]。CD8+

T细胞本身也可产生IFN-γ[15]。本研究中未发现

治疗2个月后新活动性肺结核患者中表达IFN-γ
的CD8+T细胞百分比显著降低。这可能是由于

CD8+T细胞的免疫功能主要是细胞毒性细胞,而

不是IFN-γ分泌细胞。CD8+T细胞产生IFN-γ的
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效应功能在肺结核中不是主要的。
本研究结果发现,经过标准抗TB治疗2个月

后,新活动性肺结核患者中CD4+和CD8+T细胞

百分比无明显减少,但治疗后表达IFN-γ的CD4+

T细胞百分比显著降低,与国内多项研究结论相

符[16-19]。多项研究表明标准抗结核治疗后患者血清

或脑脊液中IFN-γ显著降低[16-20]。机体内多种可

表达IFN-γ,因此患者血清IFN-γ水平受多种因素

影响,本研究仅纳入结核杆菌感染导致活动性肺结

核患者,尽量减少其他因素,如感染、免疫缺陷等

因素,对血清IFN-γ表达水平的影响。监测表达

IFN-γ的CD4+T细胞比仅检测血清或体液IFN-γ
对于判断抗结核治疗后的疗效及免疫应答效应具有

更佳的临床运用价值。
本研究的不足:(1)本研究纳入对象仅限于新

诊断的活动性肺结核患者,需要进一步监测肺外结

核的结核患者中表达IFN-γ的CD4+、CD8+ T细

胞的百分比;(2)本研究仅研究全血样本中的表达

IFN-γ的CD4+和CD8+ T细胞及血清IFN-γ的表

达,其他体液如痰、胸水中IFN-γ的表达未研究,
但其他研究中已有相关研究[14-17];(3)由于临床资

料的不齐全,研究样本量较少,本研究未比较表达

IFN-γ的CD4+ T细胞与临床相关指标,如患者症

状的改善程度、胸部CT改变及血液学指标变化等

的相关性。这是后续研究的方向之一。另外,本研

究纳入对象数量较少,需要进一步扩大研究样本

量,提高研究的精准性。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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