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摘要 目的 观察肾移植受者术后 3 ～ 6 个月外周血单个核

细胞( PBMC) 中调节性 T 细胞( CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞

或 Treg 细胞) 、辅助性 Th 细胞 17( Th17 细胞) 及 T 细胞亚群

的表达百分比的变化情况。分析并探讨上述指标的变化特

征及意义。方法 收集 56 例研究对象，分为术前组 ( 15

例) ，术后 3 ～ 6 个月组( 20 例) ，对照组( 21 例) 。运用流式

细胞术检测 PBMC 中 CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞和 Th17 细

胞的表达以及 CD4 + T 细胞和 CD8 + T 细胞的表达。结果

与术前组比较，术后 3 ～ 6 个月组 CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞

的表达低( P ＜ 0. 01) 、CD8 + T 细胞表达较低( P ＜ 0. 05 ) ; 与

对照组比较，术后 3 ～ 6 个月组 CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞的

表达降低( P ＜ 0. 001) 。结论 肾移植术后 3 ～ 6 个月受者

外周血中 CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞、CD8 + T 细胞均明显降

低。
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肾移植术可显著提高终末期肾脏疾病患者的生

存率，改善生活质量，目前已经成为终末期肾脏疾病

的规范治疗方法［1］，但肾移植术后相关并发症如感

染等也越来越多，国外研究［2］ 报道肺孢子菌肺炎

( Pneumocystis jiroveci pneumonia，PJP) 已成为影响肾

移植受者预后的日益突出的问题，超过 25% 的移植

患者在术后 6 个月内患 PJP。PJP 的发生与宿主因

素有关，肾移植受者术后需长期给予免疫抑制治疗

从而导致免疫功能下降。该研究对术后随访 3 ～ 6
个月的肾移植受者人群进行细胞免疫状况研究，了

解该时期肾移植受者细胞免疫状态的变化情况，为

寻找一些指标来预测发生 PJP 风险较高的肾移植受

者提供线索和思路。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2015 年 8 月 ～ 2016 年 1 月于

安徽医科大学附属省立医院肾移植专科门诊随访且

随访时间在肾移植手术后 3 ～ 6 个月的肾移植受者

及在肾移植病房住院等待手术的患者。分为术前组

( 15 例) ; 术后 3 ～ 6 个月随访组( 20 例) ; 对照组( 21
例) 。纳入标准: 受者均为首次行活体异体肾移植

手术，受者采用的免疫抑制剂方案相同，受者的肾功

能均良好。排除标准: HIV 感染及自身免疫性疾病、
移植肾功能不良、二次肾移植、肾移植后有排异反应

病史等。均知情并签署知情同意书。
1． 2 主要仪器与试剂 流式细胞仪( 美国 BD 公

司) ; 超净工作台( 上海智诚分析仪器制造有限公

司) ; 高 速 冷 冻 离 心 机 ( 德 国 Hettich 科 学 仪 器 公

司) ; CO2 培养箱( 赛默飞世尔科技有限公司) ; 淋巴

细胞分离液( 天津市灏洋生物制品科技有限公司) ;

抗人 CD3-PE 单克隆抗体、抗人 CD4-FITC 单克隆抗

体、抗人 IL-17-APC 单克隆抗体、抗人 CD25-PE 单克

隆抗体、抗人 Foxp3-APC 单克隆抗体、抗人 CD8a-
PerCP-Cyanine5. 5 单克隆抗体、固定破膜剂 Foxp3
Staining Buffer Set( 美国 eBioscience 公司) ; 佛波酯 /
离子霉素( PMA /Ionomycin) 混合液、蛋白质转运抑

制剂布雷杆氏菌素 A /莫能霉素( BFA /Monensin) 混

合液( 美国 Sigma 公司) 。
1． 3 方法

1． 3． 1 标本收集和外周血单个核细胞( peripheral
blood mononuclear cell，PBMC) 的制备 受试者清晨

空腹时留取静脉血 4 ml 于肝素抗凝管中。生理盐

水与血液等比稀释后平铺于淋巴分离液上，离心后，

提取白膜层至离心管中，洗涤收集 PBMC，用热灭活

的含 10%胎牛血清的 ＲPMI 1640 重悬细胞，使显微

镜下计数细胞浓度在 1 × 106 ～ 6 × 106 /ml 之间。
1． 3． 2 流式细胞术检测 CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细

·8281· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2016 Dec; 51( 12)



胞、Th17 细胞及 T 细胞亚群 CD4 + CD25 + FoxP3 + T
细胞: 取 200 μl PBMC 悬液，加入 CD4-FITC、CD25-
PE 抗体，避光孵育 30 min，预冷 PBS 洗涤，收集细

胞，重悬，加入固定破膜剂，4 ℃避光孵育 1 h，洗涤，

弃上清液，重悬加入小鼠血清，孵育 30 min，加入

Foxp3-APC 抗体，4 ℃ 避光孵育过夜，24 h 内洗涤，

重悬细胞上流式机检测。Th17 细胞: 取 500 μl 体积

的 PBMC 于 48 孔细胞培养板上，加入 PMA、ionomy-
cin、BFA、Monensin 混匀后置 37 ℃的 CO2 培养箱中

刺激培养 5 h，收集细胞 200 μl PBS 重悬后加入

CD4-FITC、CD3-PE、CD8a-PerCP-Cyanine5. 5 抗 体，

混匀室温避光孵育 30 min，洗涤，重悬加入固定破膜

剂，4 ℃ 避光孵育 1 h，洗涤，弃上清液，加入 IL-17-
PE 抗体，4 ℃避光孵育过夜，24 h 内上流式机检测。
T 细 胞 亚 群: 取 50 μl PBMC，加 入 CD3-PE、CD4-
FITC、CD8a-PerCP-Cyanine5. 5 抗体混匀避光孵育 30
min 后洗涤上流式机检测。分析软件为 FlowJo7. 6，

应用散点图，设门，分析 CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞

和 Th17 细胞占 CD4 + T 细胞的百分比及 T 细胞亚群

表达百分比。
1． 4 统计学处理 全部数据录入 Excel 软件，利用

SPSS 17. 0 软件进行分析，定量资料的比较采用 t 检

验和方差分析，定性资料比较采用 χ2 检验以及相关

统计描述方法。选择 α = 0. 05 作为检验水准，得到

的概率值均表示双侧概率。

2 结果

2． 1 一般资料 术后 3 ～ 6 个月组随访时间为( 123
± 29 ) d。三组之间年龄、性别差异均无统计学意

义。见表 1。
2． 2 外周血 CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞、Th17 细

胞的表达及 Th17 /Treg 比值变化 外周血 CD4 +

CD25 + FoxP3 + T 细 胞、Th17 细 胞 的 表 达 及 Th17 /
Treg 比值见表 2。与术前组及对照组比较，术后 3 ～
6 个月组 CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞的表达百分比

明显降低( P ＜ 0. 05) 。见表 2、图 1。

表 1 各组研究对象一般资料

项目 术前组( n = 15) 术后 3 ～ 6 个月组( n = 20) 对照组( n = 21) F /χ2 值 P 值

年龄( 岁，珋x ± s) 31 ± 9 33 ± 9 35 ± 7 1． 305 0． 280
性别( 女 /男，n) 2 /13 2 /18 3 /18 0． 185 0． 912

表 2 各组 Treg、Th17 及 T 淋巴细胞亚群的表达( 珋x ± s)

项目 术前组( n = 15) 术后 3 ～ 6 个月组( n = 20) 对照组( n = 21) F 值 P 值

Treg( % ) 7． 546 ± 3． 769 4． 954 ± 1． 986＊＊## 7． 039 ± 1． 594 5． 718 0． 006
Th17( % ) 2． 241 ± 1． 649 1． 947 ± 1． 318 1． 665 ± 0． 834 0． 912 0． 408
Th17 /Treg 0． 559 ± 0． 876 0． 448 ± 0． 338## 0． 251 ± 0． 147 1． 781 0． 178
CD4( % ) 52． 647 ± 8． 692 57． 685 ± 10． 475 54． 110 ± 11． 220 1． 142 0． 327
CD8( % ) 41． 693 ± 8． 260 33． 635 ± 6． 948＊＊ 37． 976 ± 10． 165 3． 814 0． 028
CD8 /CD4 0． 836 ± 0． 294 0． 615 ± 0． 201 0． 752 ± 0． 291 3． 161 0． 050

与术前组比较: ＊＊P ＜ 0. 05; 与对照组比较: ##P ＜ 0. 05

图 1 外周血 CD4 + CD25 + FoxP3 + Treg 细胞的表达百分比

A: 术后 3 ～ 6 个月组; B: 对照组; FL2-H: CD25-PE; FL4-H: Foxp3-APC
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2． 3 外周血 CD4 + T 细胞、CD8 + T 细胞的表达及

CD8 /CD4 比值变化 外周血 CD4 + T 细胞、CD8 + T
细胞的表达及 CD8 /CD4 比值见表 2。与术前组比

较，术后 3 ～ 6 个月组的 CD8 + T 细胞表达降低( P ＜
0. 05) 。

3 讨论

肾移植受者发生肺部感染并不罕见，术后 1 个

月的肺部感染目前认为是医院获得性肺炎感染为

主，术后 1 ～ 6 个月是机会性感染的好发时间，尤其

是 PJP，国外报道其发生率为 5% ～15%［3］。本研究

对我院 2008 年 ～ 2015 年间共 323 例活体肾移植受

者的临床研究［4］显示术后 PJP 发生率为 8%，PJP 多

发生在术后 1 年内，62. 5% 的患者发生在术后 3 ～ 6
个月之间。机会性肺孢子菌感染的诊断较困难，死

亡率也较高，因而对于肾移植术受者的预后十分重

要［5］。且长期预防性口服甲氧苄啶 － 磺胺甲恶唑

对移植肾的功能有一定的影响［6］。如能及时发现

肾移植受者中发生 PJP 高风险的患者，并针对性预

防用药，将会对肾移植受者的预后有非常重要的意

义。机会性肺孢子菌感染的主要宿主因素是肾移植

受者服用的免疫抑制剂导致机体免疫力降低。对肾

移植受者进行细胞免疫学的相关研究可以发现其中

的变化从而为下一步的研究提供线索。
Treg 细胞是调控移植排斥反应的重要 T 细胞

亚群，在免疫耐受中的作用研究已成为热点。在肾

移植受者术后感染炎症反应中 Treg 细胞有重要免

疫调节作用，也越来越受到广大研究学者的重视。
其通过分泌抑制性细胞因子如 IL-10 和 TGF-β 抑制

各种免疫效应细胞( 如 CD4 + T 细胞、CD8 + T 细胞、
巨噬细胞及树突状细胞) 的激活，抑制一系列炎症

反应。Th17 细胞以可选择性高分泌 IL-17 而得名，

此外还可以分泌 IL-6、IL-21、TNF-α 等炎症细胞因

子，促进炎症反应，在慢性感染和自身免疫疾病发

生、发展中起重要作用。国内外很多研究都描述了

肾移植受者外周血中 Treg 细胞、Th17 细胞表达的变

化。研究［7］表明肾移植受者循环血 CD25 + CD127low

CD4 + T 调节性细胞表达百分比在移植后 6 个月下

降，2 年时升高，5 年时与健康对照组几乎相等; 研

究［8］表明 CD4 + CD25bright + T 调节性细胞的绝对数目

和百分比在肾移植术后 1 年内下降; 研究［9］ 报道

Treg 细胞平均数目在移植后 2 周下降，在移植后数

月后渐渐达到移植前的水平，研究结果强调了第 3
个月时 Treg 细胞的水平可以预测其在第 6 个月时

的表达水平。但大多数文献［7 － 10］报道并未重视术

后 3 ～ 6 个月这个特殊时期的免疫功能变化及其重

要的意义。
本研究报道了术后 3 ～ 6 个月时外周血 CD4 +

CD25 + Foxp3 + T 细 胞 的 表 达 明 显 降 低。动 物 研

究［11 － 12］已证明 Treg 细胞减少与肺孢子菌引起的致

死性 的 肺 部 炎 症 有 关。因 此 推 测 CD4 + CD25 +

FoxP3 + T 细胞在术后 3 ～ 6 个月时表达下降可能是

PJP 发生的易感因素，但尚需进一步的前瞻性队列

研究证明。
国外关于肾移植受者术后发生机会性感染情况

的相关研究［13］显示，术后第 6 个月时总淋巴细胞、
CD3 + T 淋巴细胞、CD4 + T 淋巴细胞、B 淋巴细胞、
NK 淋巴细胞数目明显降低，术后第 1 个月时 CD4 +

T 淋巴细胞数目是随后发生机会性感染( 尤其是巨

细胞病毒) 的最有预测价值的参数。而本研究显示

术后 3 ～ 6 个月组 CD4 + T 淋巴细胞、Th17 细胞的表

达与对照组和术前组比较无区别，由于本研究仅限

于表达百分比的研究，因此不能排除这两种细胞的

功能是否发生改变。本研究显示术后 3 ～ 6 个月时

CD8 + T 淋巴细胞的表达是降低的。研究［14］ 表明

CD8 + T 淋巴细胞数目的降低与机会性感染的发生

有关，但 CD8 + T 细胞在肺孢子菌感染中发挥的作

用与细胞因子的类型及 CD8 + T 细胞的亚型有一定

关系［15］。CD8 + T 细胞与肾移植受者发生 PJP 的关

系非常复杂，其在肾移植术后发生变化的意义需要

进一步研究和探讨。
综上所述，肾移植受者术后 3 ～ 6 个月为 PJP 的

高发时期，此时间段稳定的肾移植受者外周血中

CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞、CD8 + T 细胞的表达百

分比均明显下降。这为下一阶段的研究提供了一些

假设，CD4 + CD25 + FoxP3 + T 细胞的表达变化是否可

以作为预测肾移植受者发生 PJP 的指标，从而进一

步为针对性的个体化预防措施提供可靠的依据。
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Expression of CD4 + CD25 + FoxP3 + T cells and Th17 cells in renal
transplantation recipients during 3 to 6 months after transplantation

Zhu Zhenzhen，Ou Xin，Zhang Qian，et al
( Dept of Ｒespiratory Medicine，Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression of T regulatory cell( CD4 + CD25 + FoxP3 + T cell or Treg cell) ，

T help cell 17( Th17 cell) and T cell subsets in renal transplantation recipients during 3 to 6 months after transplan-
tation． To analyze the characteristic and significance of these changes． Methods 56 subjects were chosen in this
study and they were divided into three groups: group of before kidney transplantation，15 cases; group of 3 to 6
month after transplantation，20 cases; and the normal group，21 cases． The expression percentages of Th17 cell，
CD4 + CD25 + FoxP3 + T cell and T cell subsets in PBMC were determined with flow cytometry． Ｒesults When com-
pared with the group of before kidney transplantation，the group of 3 to 6 months after transplantation had lower ex-
pression percentages of CD4 + CD25 + FoxP3 + T cell( P ＜ 0. 01) and CD8 + T cell( P ＜ 0. 05) ． When compared with
the normal group，the group of 3 to 6 months after transplantation had lower expression percentage of CD4 + CD25 +

FoxP3 + T cell( P ＜ 0. 001) ． Conclusion In the group of 3 to 6 months after transplantation，the expression per-
centages of CD4 + CD25 + FoxP3 + T cell and CD8 + T cell descend．
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