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　　[摘要]　目的:探讨荧光素酶法检测CD4+ 和CD8+T淋巴细胞三磷酸腺苷(ATP)水平在异基因造血干细胞

移植(allo-HSCT)后感染、急性移植物抗宿主病(aGVHD)及疾病复发的变化和临床意义。方法:纳入2019年1
月—2020年5月接受allo-HSCT的血液系统肿瘤患者为研究对象,荧光素酶法检测allo-HSCT后不同时间点患

者的CD4+ 和CD8+T细胞 ATP水平,分析其与aGVHD、感染和肿瘤复发的关系。结果:纳入本研究患者26例,
中位年龄31(17~64)岁。allo-HSCT 后 ATPCD4 和 ATPCD8 分别为(217.50 ± 117.59)ng/mL 和(196.23 ±
117.32)ng/mL,均比健康人群低(P<0.05)。发生aGVHD的中位时间为+48(+25~+184)d,发生Ⅲ~Ⅳ度

aGVHD患者基础 ATPCD4 比轻度和未发生 GVHD的患者明显下降(P=0.018),而且,aGVHD时的 ATPCD4 比

粒细胞重建时更低,aGVHD缓解后 ATPCD4 和 ATPCD8 均比起病时明显回升(P<0.01)。allo-HSCT后感染的

中位时间为+67(+36~+218)d。感染后平均 ATPCD4 比感染前明显下降(P=0.047),基础 ATP水平在+67d
内感染和非感染患者间差异无统计学意义。总体中位随访时间为 31(3~39)个月,2 年内复发患者 8 例

(30.77%),死亡患者8例(30.77%)。复发患者基础 ATPCD4 比无复发患者明显下降(P=0.009),基础 ATPCD4≤
99.90ng/mL是死亡的独立危险因素(P=0.009)。结论:ATPCD4 对预测Ⅲ~Ⅳ度严重 GVHD和疾病复发及不

良预后有一定价值。
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Abstract　Objective:ToevaluatetheclinicalutilityofCD4andCD8T-lymphocytesadenosinetriphosphate
(ATP)levelsinpredictinginfection,acuteGVHD(aGVHD)anddiseaserelapseafterallogeneichematopoietic
stemcelltransplantation(allo-HSCT).Methods:Patientswithhematologymalignancywhounderwentallo-HSCT
betweenJanuary2019toMay2020wereretrospectivelystudied.LuminescentATPdetectionassaywasusedto
assessCD4andCD8ATPlevelswhichwerecomparedatdifferenttimepointswhenpatientshadneutrophilrecon-
stitution,aGVHDonset,infectionanddiseaserelapse.Results:Atotalof26patientswereincludedwiththeme-
dianageof31years(range17-64years).CD4andCD8ATPlevelsatthetimeofneutrophilreconstitutionwere
(217.50±117.59)ng/mLand(196.23±117.32)ng/mL,respectively,whichweremuchlowerthanthoseof
healthypeople(P<0.05).PatientsdevelopedaGVHDatamediantimeof+48d(range+25to+184days).In-
itialCD4ATPlevelsofpatientswithgradeⅢ-ⅣaGVHDweresignificantlylowerthanthosewithgradeⅠ-Ⅱor
withoutaGVHD(P=0.018).CD4ATPlevelsduringaGVHD werelowerthaninitiallevelsbutincreasedas
aGVHDimproved(P<0.01).Patientshadinfectionatamediantimeof+67d(range+36to+218days).CD4
ATPlevelsduringinfectionwerelowerthaninitiallevelswhichshowednodifferencebetweenpatientswithor
withoutinfectionwithin+67dpostallo-HSCT.Patientswerefollowedupfor3to39monthswithamedianfol-
low-upof31monthsand8patients(30.77%)relapsedand8patients(30.77%)diedwithin2years.CD4ATP
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levelsatrelapsewasdramaticallydecreasedandinitialCD4ATPlevelsof≤99.90ng/mLwasconfirmedtobea
riskfactorforpoorclinicaloutcome(P=0.009).Conclusion:AssessmentofCD4andCD8ATPlevelsbyLumi-
nescentATPDetectionAssayKitplayanimportantroleinpredictinggradeⅢ-ⅣaGVHDanddiseaserelapseaf-
terallo-HSCT.

Keywords　hematopoieticstemcelltransplantation;Tcellfunction;adenosinetriphosphate;graft-versus-
host-disease

　　异基因造血干细胞移植(allogeneichemato-
poieticstemcelltransplantation,allo-HSCT)是治

疗血液 系 统 肿 瘤 和 骨 髓 衰 竭 性 疾 病 的 重 要 手

段[1-2]。感染和急性移植物抗宿主病(acutegraft-
versus-hostdisease,aGVHD)作为allo-HSCT 后

的主要并发症,明显增加移植相关死亡率(trans-
plant-relatedmortality,TRM)[3-5]。随着单倍体相

合造血干细胞移植的广泛应用,T细胞功能重建延

迟成为病原体感染、aGVHD和肿瘤复发的主要原

因[6-8]。因此,监测allo-HSCT 后 T 细胞功能,对
感染或aGVHD的发生有预测和鉴别意义,为抢先

治疗、病因治疗和预防复发提供重要依据。荧光素

酶法 检 测 三 磷 酸 腺 苷 (adenosinetriphosphate,
ATP)已广泛用于实体器官移植后 T 细胞功能的

检测,但在allo-HSCT的适用性和敏感性不明确。
本研究通过采用荧光素酶法,检测我院26例接受

allo-HSCT的患者在中性粒细胞重建后、aGVHD、
感染和肿瘤复发等不同状态下外周血的 CD4+ 和

CD8+T淋巴细胞 ATP水平,比较allo-HSCT 并

发症前后ATP水平的变化,并分析基础ATP水平

对并发症的预测作用。
1　资料与方法

1.1　资料

回顾性分析2019年1月—2020年5月接受

allo-HSCT的血液系统肿瘤患者,接受 CD4+ 和

CD8+T细胞 ATP水平(ATPCD4,ATPCD8)检测的

患者为26例,其中男16例,女10例;中位年龄31
(17~64)岁。主要疾病类型包括:急性髓系白血病

11例、急性淋巴细胞白血病7例、骨髓增生异常综

合征2例、非霍奇金淋巴瘤6例。供者类型包括:
人类白细胞抗原(humanleukocyteantigen,HLA)
全相合亲缘供者8例、HLA 半相合亲缘供者18
例。GVHD预防方案:HLA 全相合移植患者采用

环孢霉素(cyclosporinA,CsA)和短疗程甲氨蝶呤

(methotrexate,MTX);单倍体移植患者应用抗胸

腺细胞球蛋白(anti-thymocyteglobulin,ATG)、
CsA、吗 替 麦 考 酚 酯 (mycophenolate mofetil,
MMF)、巴利昔单抗和短疗程 MTX。所有患者移

植后均获得中性粒细胞重建,重建的中位时间为

14(10~31)d。所有患者在预处理期间予以抗真

菌和病毒预防。另招募健康志愿者10例检测T细

胞 ATP水平,其中男6例,女4例;中位年龄43.5
(26~70)岁。

1.2　诊断标准与定义

1.2.1　中性粒细胞重建标准　未应用粒细胞集落

刺激因子的情况下中性粒细胞连续3d≥0.5×
109/L[9]。
1.2.2　中性粒细胞重建后血流感染诊断标准　
①体温>38.0℃或<36.0℃,可伴寒战;②血培养

分离出病原微生物,即在使用抗菌药物前,通过中

心和外周静脉同时采血完善需氧菌、厌氧菌和真菌

培养[10]。
1.2.3　肺部感染诊断标准　①临床症状可表现为

咳嗽、气促;②影像学有新近出现的炎症病灶;③痰

培养或肺泡灌洗液等有病原学依据。
1.2.4　aGVHD的诊断和分度　aGVHD指发生

在移植后100d内,且主要表现为皮肤、胃肠道和

肝脏3个器官的炎症反应;或具备经典aGVHD的

临床表现、但发生于+100d后的 GVHD。根据

Blucksberg法将aGVHD分为Ⅰ~Ⅳ度[11-12]。
1.2.5　肿瘤复发　为造血干细胞移植后的疾病复

发,均以中国诊疗指南和专家共识为依据:急性白

血病完全缓解(CR)后外周血再次出现白血病细胞

或骨髓中原始细胞≥5%(除外巩固化疗后骨髓再

生等其他原因)或髓外出现白血病细胞浸润[13-14]。
淋巴瘤疗效评价标准采用2014年 Lugano会议修

订标准[15]。
1.3　ATPCD4 和 ATPCD8 检测时间

为避免粒细胞缺乏的影响,对所有患者在中性

粒细胞重建后检测 ATPCD4 和 ATPCD8 作为基础水

平;在发生aGVHD时、aGVHD缓解后、出现明确

感染时、肿瘤复发或死亡的不同时间点,根据患者

的实 际 情 况,收 集 外 周 血 标 本 进 行 ATPCD4 和

ATPCD8 检测,并在相应时间点,收集患者血常规的

淋巴细胞绝对值、T细胞亚群中 Th/Ts和 CsA 血

药谷浓度。
1.4　ATPCD4 和 ATPCD8 释放试验(荧光素酶法)

采用 CD4+ T 细胞 ATP 释放试验试剂盒进

行:采集肝素钠抗凝血,30h内到达实验室。每个

样本设置1个未刺激孔和1个刺激孔。全血用样

本稀释液(RPMIMedium1640basic)1∶3稀释,
分别加100μL/孔到无菌96孔细胞培养板(BIO-
FIL,TCP002096)。未刺激孔每孔加入样本稀释液

25μL,刺激孔每孔加入刺激剂植物血凝素(PHA-L)
25μL,终浓度10μg/mL。细胞培养板放置微孔板

振荡器600r/min振荡2min后,放入37°恒温恒
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湿培养箱(MCO-15AC)孵育15~18h。孵育结束

取出细胞培养板,每孔加入 CD4 抗体耦合磁珠

30μL,移液 器 充 分 混 匀 后,放 在 微 孔 板 振 荡 器

600r/min振荡20min,令CD4抗体磁珠与 CD4+

T细胞充分结合,从振荡器上取下细胞培养板,放
在磁力架上2min,利用磁场将磁珠结合 CD4+T
细胞吸附在微孔一侧,移去红细胞与其他未被吸附

细胞,加洗涤液洗涤3次,用80μL样本稀释液重

悬每孔细胞。标准品梯度稀释,共7个浓度,每个

浓度吸取80μL,细胞重悬孔与标准品孔加入由反

应液Ⅰ、Ⅱ和荧光素酶、底物4种试剂按一定比例

配合成的工作液80μL/孔,混匀后吸取140μL到

反应微孔板(Greiner,白色),20min内上多功能酶

标仪(Spectramax M3,MolecularDevices)读值。
读值根据标准曲线换算得到每孔的浓度。CD8+T
细胞 ATP释放试验方法同CD4+T细胞。
1.5　统计学处理

采用SPSS24.0软件进行统计学分析,Graph-
PadPrismVersion8.0.2作图。符合正态分布的

计量资料以■X±S 表示,采用t检验;计数资料以

例(%)表示,采用χ2 检验;连续变量和有序变量间

的相关性分析采用 Kendall'stau-b 法。总生存

(OS)采用 Kaplan-Meier法分析和绘制,单因素生

存分析采用log-rank检验,多因素生存分析采用

Cox回归模型,以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　中性粒细胞重建后淋系和髓系肿瘤 ATPCD4

和 ATPCD8

健康志愿者 ATPCD4 和 ATPCD8 的平均水平分

别 为 (377.50±74.78)ng/mL 和 (373.00±
65.94)ng/mL,结果与 Gesundheit等[16]报道的健

康人群 T 细胞 ATP水平相似。患者中性粒细胞

重建后基础 ATPCD4 和 ATPCD8 的平均水平分别为

(217.50±117.59)ng/mL和(196.23±117.32)ng/mL,
与健康人群比较结果提示,allo-HSCT 后 ATPCD4

和 ATPCD8 比健康人群低(P<0.05)。淋系肿瘤和

髓系肿瘤 ATPCD4 分别为(205.00±138.95)ng/mL
和(230.00±95.72)ng/mL(P=0.598),ATPCD8

分别为 (212.54±138.51)ng/mL 和 (179.92±
94.41)ng/mL(P =0.490)。淋 系 和 髓 系 肿 瘤

ATP水平表达比较,差异无统计学意义,分布见

图1。

图1　淋系和髓系肿瘤ATP水平分布情况

2.2　 移 植 后 ATPCD4 和 ATPCD8 与 aGVHD 的

关系

根据aGVHD程度把26例患者分为3组,未
发生 aGVHD 有 6 例(23.08%),发生 Ⅰ ~ Ⅱ 度

aGVHD有11例(42.31%),发生Ⅲ~Ⅳ度严重

aGVHD有9例(34.62%)。发生aGVHD的中位

时间为+48(+25~+184)d。比较3组患者在中

性粒细胞重建时淋巴细胞绝对值、Th/Ts和 CsA
谷浓度,结果均差异无统计学意义(P =0.820、
0.118、0.730)。然而,发生Ⅲ~Ⅳ度aGVHD患者

的基础 ATPCD4 比轻度和未发生 GVHD的患者明

显下降(P=0.018),相关性分析也提示CD4+T细

胞 ATP水平与Ⅲ~Ⅳ度 GVHD的发生存在负相

关关系(P=0.029)。而且,aGVHD 时的 ATPCD4

比粒细胞重建时更低,差异有统计学意义,见表1。
ATPCD8 在aGVHD发病前后差异无统计学意义,
但aGVHD缓解后 ATPCD4 和 ATPCD8 均比起病时

明显回升(图2)。淋巴细胞绝对值、Th/Ts和CsA
谷浓度在aGVHD发生前后和缓解前后均差异无

统计学意义(表1)。
2.3　移植后 ATPCD4 和 ATPCD8 与感染的关系

中性粒细胞重建后,14例(53.85%)患者出现

单一或复合感染,其中血流感染6例(23.08%)、肺
部感 染 10 例 (38.46%),出 现 感 染 的 中 位 时 间

为+67(+36~+218)d。感染后平均 ATPCD4 为

(105.79±56.39)ng/mL,比感染前明显下降(P=
0.047);平均 ATPCD8 为(132.00±82.82)ng/mL,
与感染前比较,差异无统计学意义;基础 ATP水平

在+67d内感染和非感染患者间差异无统计学意

义(图3)。淋巴细胞绝对值、Th/Ts和 CsA 谷浓

度在感染前后差异均无统计学意义。

表1　ATPCD4 和ATPCD8 在中性粒细胞重建时、aGVHD发生时和aGVHD缓解后的比较 ■X±S

时间 ATPCD4/(ng·mL-1) ATPCD8/(ng·mL-1)淋巴细胞/(×109·L-1) Th/Ts CsA/(ng·mL-1)
粒细胞重建 208.85±120.49 188.25±26.98 1.26±0.55 0.47±0.20 213.84±98.65
aGVHD起病 126.05±77.08　 135.95±95.86 1.01±0.56 0.56±0.24 215.22±81.61
aGVHD缓解 330.67±126.30 　343.33±141.15 1.43±0.43 0.48±0.10 246.01±94.11
P <0.01 <0.01 0.066 0.286 0.528
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与 GVHD 组比较,1)P<0.05;与aGVHD 起病时比

较,2)P<0.01。
图2　aGVHD发病和缓解前后ATPCD4 和ATPCD8 变化

与感染前比较,1)P<0.05。
图3　感染前后ATPCD4 和ATPCD8 变化

2.4　移植后 ATPCD4 和 ATPCD8 与肿瘤复发和 OS
的关系

总体中位随访时间为31(3~39)个月,8例

(30.77%)患者在2年内复发,其中6例(23.08%)
患者在1年内复发。复发患者基础ATPCD4 比无复

发患者明显下降(P=0.009)。8例患者复发时

ATPCD4 和 ATPCD8 分别为(27.38±20.35)ng/mL
和(36.63±27.05)ng/mL,均较粒细胞重建后明

显下降(P=0.020、0.025)(图4)。淋巴细胞绝对

值和 Th/Ts在复发前后差异无统计学意义。2年

内死亡患者共8例(30.77%)。为进一步明确 ATP
水平与疾病复发、OS的关系,以基础 ATP 平均水平

加减1个标准差为界值,分别将 ATPCD4 和 ATPCD8

分 成 3 个 等 级,1 级:ATPCD4 ≤99.90 ng/mL,
ATPCD8≤78.90ng/mL;2级:ATPCD4 =99.91~
335.08ng/mL,ATPCD8=78.91~313.54ng/mL;3级:
ATPCD4 ≥335.09ng/mL,ATPCD8 ≥313.55ng/mL。
单因素分析显示,ATPCD4 是复发的独立影响因素

(P=0.039)。多因素Cox回归分析提示,ATPCD4≤
99.90ng/mL是死亡的独立危险因素,ATP水平

越低,死亡风险越高 (P =0.009)(图5)。患 者

ATPCD8、年龄、性别、淋巴细胞绝对值、Th/Ts和

CsA谷浓度与疾病结局均无显著相关性。
3　讨论

Allo-HSCT后患者因高强度预处理化疗引起

粒细胞缺乏、黏膜屏障损伤和骨髓造血重建延迟等

原因,即使患者已获得造血重建,在化疗损伤和免

疫抑制剂共同作用下,体液免疫和细胞免疫功能仍

极 度 低 下,血 流 感 染 发 生 率 为 11.6% ~
61.98%[17-18]。感染又是诱发 aGVHD 的 主 要 因

素,aGVHD可通过限制 T细胞的发育和细胞因子

风暴等抑制 T 细胞的功能,不仅再次加重感染,
GVHD过 度 治 疗 还 明 显 削 弱 移 植 物 抗 白 血 病

(graft-versus-leukemia,GVL)效应,增加肿瘤复发

率[12,19]。供者 T细胞为主导的免疫重建和平衡是

打破该恶性循环的关键,准确判断 T 细胞功能是

并发症预防和治疗的关键。然而,目前缺乏对 T
细胞功能检测的可靠方法。因此,本研究通过荧光

素酶法检测刺激前后 T细胞内 ATP水平,分析其

对aGVHD、感染以及肿瘤复发的预测意义。

复发组比较,1)P<0.01;与粒细胞重建后比较,2)P<
0.05。

图4　疾病复发与ATPCD4 和ATPCD8 的关系

图5　ATPCD4 和ATPCD8 对2年OS的影响

临床上常通过淋巴细胞计数、T 细胞亚群分析、环
孢素的血药浓度以及细胞因子水平,间接判断 T
细胞功能,但细胞数目与功能、钙调磷酸酶抑制剂

的浓度和细胞功能受抑程度均无明显相关性[20]。
在本研究中,患者淋巴细胞计数、T 细胞亚群分布

和环孢素浓度均与aGVHD、感染或肿瘤复发无

关。细胞因子的释放是aGVHD发病机制中供者

T细胞的效应阶段,在aGVHD 发病前或早期阶

段,细胞因子的水平并未明显升高。其次,部分细

胞因子的作用具有两面性,如λ干扰素既能反映

aGVHD,又反映 GVL和抗感染效应[21-22],不能作

为鉴别感染、GVHD和 GVL的预测指标。荧光素

酶法通过检测 T 细胞活化过程经糖代谢产生的

ATP水平,判断 T细胞的活化状态,已广泛应用于

预测实体器官移植后的 T 细胞功能,以指导免疫
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抑制剂的使用[23-27]。Moon等[24]和 Ravaioli等[28]

分别报道肾移植和肝移植后感染患者的 ATPCD4

比无感染者明显下降。Berglund等[29]指出,肝移

植后排斥反应与高 ATPCD4 有关,而低 ATPCD4 则

与过度免疫抑制和早期死亡相关。然而,有大样本

研究认为 ATPCD4 对感染和排斥无预测意义,也无

ATPCD8 的 检 测 的 相 关 报 道[30]。荧 光 素 酶 法 在

allo-HSCT的应用和报道更少,而且实体器官移植

和allo-HSCT所引起的免疫排斥本质不同,前者无

宿主免疫细胞清除和供者免疫细胞重建的过程。
Allo-HSCT后免疫重建需1年以上,其中 CD8+T
细胞重建在+100d左右,CD4+T细胞则在+3~
+6个月后[7]。本研究allo-HSCT后患者的 ATP
基础水平比健康人群明显下降,与allo-HSCT后早

期 T 细胞功能未重建相符合。在发生感染时,
ATPCD4 明显下降,与部分实体器官移植后的结果

一致,但基础 ATP水平与中位感染时间内的感染

发生率无相关性,不管 ATPCD4 还是 ATPCD8 都不

能预 测 近 期 感 染 的 发 生。关 于 ATP 水 平 与

GVHD的 关 系,目 前 有 限 的 报 道 结 果 不 一 致。
Israeli等[31]指出,aGVHD 患者 ATPCD4 比免疫状

态稳定的患者明显升高。Gesundheit等[16]监测40
例allo-HSCT患者移植后 ATPCD4 的变化,发现移

植后的前2个月大部分患者的 ATPCD4 均为低水

平,2个月后低 ATPCD4 与反复感染和疾病复发明

显相关,但与急慢性 GVHD无关。本研究中,发生

GVHD时的 ATP水平并无升高,而是明显下降;
在 GVHD缓解后 ATPCD4 和 ATPCD8 均有明显恢

复。而且,低基础 ATPCD4 是Ⅲ~Ⅳ度严重 GVHD
的危险因素。众所周知,辅助性 T 细胞尤其调节

性 T细胞的重建在减轻aGVHD 和保留 GVL中

起了重要作用[7,32],本研究结果也从 T细胞功能方

面证实缓慢 T细胞重建与严重 GVHD密切相关。
Gesundheit等[16]对 allo-HSCT 患者 移 植 后

ATPCD4 的研究还指出,+7个月后 ATPCD4 恢复正

常水平的患者1年 OS率为83%;而 ATPCD4 明显

下降的患者1年 OS率只有12%。不管实体器官

移植还是allo-HSCT,低水平 ATP都与疾病不良

预后相关。本研 究 不 仅 提 示 复 发 时 ATPCD4 和

ATPCD8 均处于极度下降状态,还提示基础ATPCD4≤
99.90ng/mL是死亡的独立危险因素,可用于疾病

预后的预测指标。目前极少关于 ATPCD8 的报道,
CD8+T细胞作为杀伤性 T细胞,本研究结果却未

发现 ATPCD8 对 GVHD、感染及复发的预测意义,
这可 能 与 CD8+ T 细 胞 的 瞬 时 效 应 机 制 相 关。
CD8+T 细 胞 识 别 MHC-Ⅰ 类 分 子 后,在 活 化

CD4+T细胞的协同作用下增殖分化为杀伤性 T
细胞,通过穿孔素、颗粒酶 B以及 Fas/FasL等方

式直接杀伤靶细胞[8-9,33],因此,ATPCD8 可能仅在

CD8+T细胞活化行使效应时才会出现明显变化。
综上所述,荧光素酶法-ATPCD4 可作为Ⅲ~Ⅳ

度严重 GVHD 和疾病复发及不良预后的预测指

标,但还需要更有针对性的 T细胞体外刺激方法、
更大样本量的研究,以及更长时间的动态观察才能

验证。
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