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CD4+CD25+调节性T细胞检测在急性髓细胞
白血病中的临床意义∗

陶贞霞1　郭晓玲2　孟宇1　于彦居1　丁继生1　王娟1

　　[摘要]　目的:探讨CD4+CD25+ 调节性 T细胞检测在急性髓细胞白血病(AML)中的临床意义。方法:选
取 AML患者41例和体检健康者16例,用流式细胞仪检测 CD4+CD25+ 调节性 T细胞占 CD4+T细胞的比例。
结果:AML患者外周血的CD4+CD25+ 调节性 T细胞表达明显高于对照者[(3.88±1.99)%∶(1.96±1.66)%,

P<0.01]。AML组内,化疗耐药者(15例)的 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞表达显著高于化疗敏感者(14例)
[(3.90±1.89)%∶(2.00±1.65)%,P<0.01]。14例化疗敏感者中,缓解后复发者(4例)的 CD4+CD25+ 调节

性 T细胞表达显著高于持续缓解者(10例)[(3.95±1.86)%∶(2.02±1.55)%,P<0.05]。结论:CD4+CD25+

调节性 T细胞可能诱导免疫耐受,从而导致 AML细胞的恶性增殖,影响白血病化疗的疗效,也可能是引起缓解

患者复发的原因之一。
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　　Abstract　Objective:ToexploretheclinicalsignificanceofCD4+CD25+ regulatoryTcellsdetectioninacute
myelocyticleukemia(AML).Method:ThepercentageofCD4+CD25+ regulatoryTcellsinCD4+ Tcellswasde-
tectedin41AMLand16normalcontrolsbyflowcytometry.Result:CD4+CD25+ regulatoryTcellsexpressionin
AMLpatientswassignificantlyhigherthanthatinnormalcontrols(P<0.01).CD4+CD25+ regulatoryTcells
expressionin15patientswithchemotherapytolerancewassignificantlyhigherthanthatin14patientswithchemo-
therapysensitivity(P<0.01).CD4+CD25+regulatoryTcellsexpressionin4patientswithrecurrencewassignif-
icantlyhigherthanthatin10patientswithsustainedremission(P<0.05).Conclusion:CD4+CD25+ regulatoryT
cellsmayinduceimmunetoleranceandleadtoacuteleukemiacellproliferationandinfluencethecurativeeffectof
leukemiachemotherapy.CD4+CD25+regulatoryTcellsmaybeoneofthereasonswhichresultedintherecurrence
ofpatientsafterremission.
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　　CD4+CD25+ 调节性 T 细胞由 Sakaguchi等

(1995)首次报道。CD4+CD25+ 调节性T细胞是一

群独特的专职抑制细胞,主 要 分 泌 白 细 胞 介 素

(IL)-10和转化生长因子(TGF)-β等抑制性细胞因

子,通过细胞-细胞接触的方式发挥抑制免疫反应

作用〔1〕。近年来,白血病的免疫治疗逐渐成为白血

病治疗中的研究热点。本文通过检测白血病体内

微环境中免疫细胞的情况,探讨白血病的发病和转

移机制及新的治疗方法。
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1　资料与方法

1.1　资料

选取2009-03-2009-12在沧州市中心医院血

液科住院的急性髓细胞白血病(AML)患者41例

(AML组),男29例,女12例;年龄20~75岁,中
位年龄48岁;依据 FAB分型 M12例,M217例,

M45例,M517例。另选择同期在沧州市中心医院

体检中心的健康体检者16例作为对照组,男10
例,女6例;年龄20~53岁,中位年龄33.5岁。

1.2　方法

1.2.1　仪器和试剂　BectonDickinson公司生产

的FACScalibur流式细胞仪。藻红蛋白(PE)标记

的鼠抗人CD4抗体,鼠抗人IgG1-异硫氰酸荧光素
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(FITC)/IgG2-PE免疫球蛋白,FITC 标记的鼠抗

人CD25抗体,均来自美国BD公司。
1.2.2　标本采集　采集患者和健康体检者外周血

2ml加入 EDTA 抗凝管,充分混匀,检测 CD4+

CD25+ 调节性 T细胞占CD4+ T细胞的比例。
1.2.3　 实 验 方 法 　 ① 采 集 AML 组 患 者 外 周

血2ml加入 EDTA 抗凝管,充分混匀,取100μl
加入流式细胞检测管1和2。管1中加入各20μl
鼠抗IgG1-FITC/IgG2-PE,管 2 中 加 入 各 20μl
CD4-FITC/CD25-PE,涡旋器充分混匀,闭光孵育

20~40min。②避光孵育后加入红细胞裂解液2
ml,闭光孵育10min至液体透亮。③离心1000转

5min去上清,加入2mlPBS缓冲液洗涤,离心1
000转5min去上清。④加入 PBS缓冲液400μl
上流式细胞仪检测。⑤数据获取采用 CellQuest
3.2,应用鼠抗人IgG1-FITC/IgG2-PE/为对照设置

样本非特异荧光,即阴性对照。使用对照管调整,
使阴性群体位于点图左下角,调整和补偿,顺序放

置实验管,收集至少10000个细胞,分析荧光强度,
光散射数据存盘,测试后在计算机上用软件分析数

据,记录CD4+CD25+ 细胞的百分率。
1.3　统计学处理

采用SPSS13.0软件分析。所有数据以■x±s
表示,两组间比较用独立样本t检验,相关性检验

用线性相关性分析。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2　结果

2.1　2组CD4+CD25+ 调节性 T 细胞的表达及其

与临床特征的关系

AML组外周血的CD4+CD25+ 调节性 T细胞

表达明显高于对照组[(3.88±1.99)%∶(1.96±
1.66)%,P<0.01]。AML组内,M1、M2、M4、M5

各型的CD4+CD25+ 调节性 T 细胞表达均差异无

统计学意义。相关性分析结果显示,CD4+CD25+

调节性 T细胞的表达与患者外周血白细胞的数量、
年龄、性别及CD34表达均无显著相关。
2.2　AML组内化疗敏感者与化疗耐药者间CD4+

CD25+ 调节性 T细胞的表达

41例AML中,14例经1个或2个疗程的化疗

达到完全缓解,为化疗敏感者;15例经2个疗程化

疗未缓解,为化疗耐药者(参照文献〔2〕)。化疗耐

药者的CD4+CD25+ 调节性 T 细胞表达显著高于

化疗敏感者[(3.90±1.89)%∶(2.00±1.65)%,
P<0.01]。
2.3　AML 组内持续缓解者与缓解后复发者间

CD4+CD25+ 调节性 T细胞的表达

14例化疗敏感者中,持续缓解者10例,缓解后

复发4例。缓解后复发者的CD4+CD25+ 调节性T

细胞表达显著高于持续缓解者[(3.95±1.86)%∶
(2.02±1.55)%,P<0.05]。
3　讨论

CD4+CD25+ 调节性T细胞在实体瘤中抑制肿

瘤免疫的研究较早,而其在恶性血液病中的研究最

近几年才开始。在 AML及慢性淋巴细胞白血病

患者外周血中,CD4+CD25+ 调节性 T细胞的数量

较正常者明显增加〔3-4〕,同时出现IL-2、干扰素分

泌减 少,IL-10、TGF-β水 平 升 高。AML 患 者 的

CD4+CD25high调节性 T细胞与 CD4+CD25- 细

胞共培养,能有效抑制 CD4+CD25- 细胞的增殖和

活化,同时表达胞内 CD152(细胞毒性 T淋巴细胞

相关抗原4),但是无近期活化的标志 CD69的表

达〔4〕。提示CD4+CD25+ 调节性 T 细胞在白血病

的免疫抑制中发挥重要作用。从数量上看,CD4+

CD25+ 调节性 T 细胞数量的增多,更强地抑制了

CD4+ 和CD8+T细胞的增殖与活化,抑制了NK细

胞、NKT 细胞、细胞毒性 T 淋巴细胞的抗肿瘤作

用,从而介导了白血病患者的免疫损害,削弱了针

对肿瘤的免疫作用。
人体的血液系统和免疫系统相互联系,密不可

分。在白血病初治患者中,白血病细胞侵占造血系

统的同时也影响正常的免疫细胞,正常的淋巴细胞

数目较正常人明显减少。CD4+CD25+ 调节性T细

胞是否还能发挥免疫抑制的作用,目前国内外鲜有

报道。
本文研究表明,AML 患者的 CD4+CD25+ 调

节性 T细胞增高,可能会抑制机体的抗肿瘤免疫反

应,引起机体对白血病细胞的免疫耐受,使机体免

疫细胞不能清除白血病细胞,从而导致白血病细胞

的恶性增殖,使机体罹患白血病。提示初发 AML
患者CD4+CD25+ 调节性 T 细胞升高可能导致患

者抗肿瘤免疫功能低下,与 白 血 病 发 生 关 系 密

切〔5〕。此外还有研究证实,CD4+CD25+ 调节性 T
细胞在体内外能有效抑制 NK细胞,影响其对肿瘤

细胞的光谱杀伤作用〔6〕。CD4+CD25+ 调节性 T细

胞通过抑制自身反应性 T细胞来控制自体免疫反

应,但过度抑制肿瘤反应性淋巴细胞会导致患者失

去自身的抗肿瘤免疫反应,提示下调 CD4+CD25+

调节性 T细胞数量或功能将有助于提高机体抗肿

瘤免疫,减轻肿瘤负荷〔7〕。急性白血病患者细胞升

高是急性白血病免疫逃逸的重要机制,去除 CD4+

CD25+ 调节性 T细胞可能增强抗肿瘤免疫,为急性

白血病的治疗开辟新的途径〔8〕。
我们的研究表明,AML 患者 CD4+CD25+ 调

节性 T 细胞表达可能会影响患者的预后。CD4+

CD25+ 调节性 T细胞数量表达持续高的患者对化

疗药物不敏感,不容易达到临床缓解,这可能与

CD4+CD25+ 调节性 T细胞抑制正常的免疫细胞,
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使机体清除抗白血病细胞的能力减弱有关。AML
患者达到缓解后,免疫系统对肿瘤的监视和清除是

维持缓解状态的重要因素之一。但 CD4+CD25+

调节性 T细胞数量的增高,使免疫系统对机体的白

血病细胞清除功能下降,引起其不断增殖,患者复

发白血病。Szczepanski等〔9〕的 研 究 表 明,CD4+

CD25+ 调节性 T细胞调节的数量在急性白血病患

者中增加,而且数量较高的患者对常规化疗不敏

感,数量较低的患者通常可以达到缓解。有研究表

明,AML患儿的 CD4+CD25+ 调节性 T 细胞数量

高于健康儿童,并且与疾病的危险度和治疗的效应

有一定的关系〔10〕。CD4+CD25+ 调节性 T 细胞的

表达是否可以作为 AML患者缓解后复发预测的

一个指标,有待于更进一步的研究和跟踪。
迄今为止,CD4+CD25+ 调节性 T 细胞与白血

病细胞的相互关系尚未明了。CD4+CD25+ 调节性

T细胞促进机体对肿瘤细胞的低反应性,提供了肿

瘤细胞免疫逃逸的内环境。相反,白血病细胞是否

对CD4+CD25+ 调节性 T 细胞的数量增多和功能

活化起作用以及如何起作用,有待于进一步研究。
参考文献
[1] 徐文鑫,翁开枝.免疫细胞在白血病免疫治疗应用中

的研究进展[J].医学综述,2006,12(12):739-742.
[2] 张之南.血液病诊断及疗效标准[M].3版.北京:科学

出版社,2007:131-133.
[3] WANGX,ZHENGJ,LIUJ,etal.Increasedpopula-

tionofCD4(+)CD25(high),regulatoryTcellswith

theirhigherapoptoticandproliferatingstatusinpe-
ripheralbloodofacutemyeloidleukemiapatients[J].
EurJHaematol,2005,75:468-476.

[4] BEYER M,KOCHANEK M,DARABIK,etal.Re-
ducedfrequenciesandsuppressivefunctionofCD4+

CD25highregulatoryTcellsinpatientswithchronic
lymphocyticleukemiaaftertherapy withfludarabine
[J].Blood,2005,106:2018-2025.

[5] 张 帆,徐 菁,朱 镭.血 液 系 统 恶 性 肿 瘤 患 者 CD4+

CD25+ 调节性 T细胞的变化及意义[J].山西医科大

学学报,2007,38(12):1106-1108.
[6] RALAINIRINA N,POLIA,MICHELT,etal.Con-

trolofNKcellfunctionsbyCD4+CD25+regulatoryT
cells[J].JLeukocBiol,2007,81:144-153.

[7] 陆春伟,佟海侠,陆美言.急性白血病患者外周血淋巴

细胞亚群和调节性 T 细胞的检测及临床意义[J].现
代肿瘤医学,2010,18(11):2230-2233.

[8] 杨云,何爱丽,张王刚,等.急性白血病患者调节性 T
细胞的检测及临床意义[J].临床血液学杂志,2010,

23(3):71-73.
[9] SZCZEPANSKIM J,SZAINIK M,CZYSTOWSKA

M,etal.Increasedfrequencyandsuppressionbyregu-
latoryTcellsinpatientswithacutemyelogenousleu-
kemia[J].ClinCancerRes,2009,15:3325-3332.

[10]张爱梅,翟志敏,王宁玲,等.CD4+CD25高表达调节

性 T细胞与儿童急性淋巴细胞白血病的关系[J].白
血病.淋巴瘤,2008,17(4):267-270.

(收稿日期:2012-12-26)

　　(上接第451页)

升高 Treg细胞水平有关。治疗过程中,患者未出

现肝肾功能、体温、消化道等异常反应,说明 UC-
MSCs输注是安全的。

脐带中具有相当数量的造血干细胞和丰富的

MSCs,其具有易获得性、扩增性、自我复制和多向

分化潜能,ATG 联合 UC-MSCs输注可加强 ATG
的免疫抑制作用,有利于促进造血功能恢复,展示

了良好的研究和应用前景。UC-MSCs有可能成为

治疗SAA的一种有效可行的细胞治疗方法,但其

远期疗效和安全性有待观察更多的病例进一步证

实。
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