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外周血双阴性Ｔ细胞升高与临床疾病的关系
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　　摘　要：目的　了解外周血双阴性Ｔ细胞（ＤＮＴ）含量升高的临床疾病谱，探讨ＤＮＴ升高的临床意义。方法　回顾性分析

２０１０年１月至２０１２年２月，收治患者中接受外周血Ｔ淋巴细胞亚群检测且ＤＮＴ升高的病历资料，以临床诊断为金标准，按照疾

病分类统计分析。Ｔ淋巴细胞亚群检测采用流式细胞学检测技术。结果　健康人外周血ＤＮＴ占淋巴细胞的（７．３６±２．１３）％，含

量达（０．１３±０．０６）×１０９／Ｌ。送检患者中约有５．４５％的外周血ＤＮＴ增高，主要见于肺部细菌感染、全身性病毒感染、不明原因发

热、胸膜炎、急性扁桃体炎、创伤、脑膜炎等。ＤＮＴ在外周血淋巴细胞中的比例增高和绝对含量增高均以急性扁桃体炎为最高，不

明原因的发热次之。增高患者中又以１３～１７岁青少年患者ＤＮＴ升幅为最大。结论　外周血ＤＮＴ主要是在临床急性炎症性疾

病时明显升高，可能参与了急性感染、严重创伤等患者的细胞免疫调节。
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　　双阴性Ｔ细胞（ｄｏｕｂｌｅｎｅｇａｔｉｖｅＴｃｅｌｌ，ＤＮＴ）是淋巴细胞

亚群中的一种，免疫学标志为ＣＤ３＋ＣＤ４－ＣＤ８－，因其细胞表

面没有ＣＤ４、ＣＤ８表达而被称为双阴性
［１２］。近年来，由于多

色流式细胞分析仪的诞生，ＤＮＴ细胞的检测成为可能。在日

常外周血Ｔ淋巴细胞亚群分析中，只要采用ＣＤ３ＣＤ４ＣＤ８的

三色流式细胞术即可从淋巴细胞群中很容易地将ＤＮＴ细胞

区分出来并加以测定［３］。本文回顾性分析本院近期外周血淋

巴细胞亚群检测中ＤＮＴ异常升高的患者资料，以明确外周血

ＤＮＴ含量的参考范围及其异常升高与临床疾病的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１０年１月至２０１２年２月，本院临床

送验Ｔ细胞亚群的病例１７８０例，ＤＮＴ细胞升高９７例，其中

男７２例，女２５例，年龄１～７７岁，平均２８．２岁。对照组６３

例，为近期健康体检被证实的健康个体，其中男３３例，女３０

例，年龄１５～６３岁，平均３０．５岁。

１．２　标本采集　清晨采集静脉血２～３ｍＬ，乙二胺四乙酸二

钾（ＥＤＴＡ２Ｋ）抗凝（紫头真空采血管），立即检验。

１．３　流式Ｔ细胞亚群的检测　采用双平台三色荧光全血细

胞直接染色免洗流式测定法、ＳＳＣ／ＦＳＣ设门淋巴细胞，分析总

Ｔ细胞（ＣＤ３＋）、Ｔ４细胞（ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ８－）、Ｔ８细胞（ＣＤ３＋

ＣＤ４－ＣＤ８＋）、ＤＮＴ（ＣＤ３＋ＣＤ４－ＣＤ８－）百分含量和绝对含量，

计算 Ｔ４／Ｔ８细胞比值。全部试剂如同型对照抗体ＩｇＧ１

ＦＩＴＣ／ＩｇＧ１ＰＥ／ＩｇＧ１ＰＣ５，测定抗体 ＣＤ４
－ ＦＩＴＣ／ＣＤ８－ ＰＥ／

ＣＤ３－ＰＣ５、标本预处理试剂等均为美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司

产品，仪器采用 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＸＬ４ＭＣＬ型流式细胞仪。

具体检测方法参照文献［３］进行。

１．４　诊断标准　以对照组ＤＮＴ细胞百分含量和绝对含量的

（＋２狊）为临界值，大于该水平即被认为增高。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，计量资料组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差

２０７３ 重庆医学２０１２年１２月第４１卷第３５期
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异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　外周血ＤＮＴ增高的疾病分布　１７８０例患者中ＤＮＴ增

高９７例，增高率５．４５％。９７例ＤＮＴ增高患者中临床资料齐

全的共５４例，包括肺部细菌感染１４例（２６．４％），全身性病毒

感染１１例（２０．８％），不明原因发热６例（１１．３％），胸膜炎６例

（１１．３％），急性扁桃体炎５例（９．４％），创伤３例（５．６％），脑膜炎

２例（３．７％），溃疡性结肠炎１例（１．９％），退行性脊椎炎１例

（１．９％），椎间盘突出１例（１．９％），气胸１例（１．９％），慢性肾功

能不全１例（１．９％），高血压１例（１．９％），白内障１例（１．９％）。

２．２　ＤＮＴ增高患者的外周血ＤＮＴ水平　ＤＮＴ在外周血淋

巴细胞中的比例以急性扁桃体炎患者最高，约占淋巴细胞的

１／２；其次是不明原因的发热患者，约占淋巴细胞的１／４；其余

依次是肺部细菌感染、全身性病毒感染、胸膜炎和创伤。ＤＮＴ

绝对含量以急性扁桃体炎患者最高，其余依次是不明原因的发

热患者、创伤、肺部细菌感染、全身性病毒感染、胸膜炎，见

表１。

表１　　外周血ＤＮＴ增高患者的流式检测结果（狓±狊）

组别 狀 绝对含量（×１０９／Ｌ）

对照组 ６３ ０．１３±０．０６

肺部细菌感染组 １４ ０．２７±０．２６ｂ

全身性病毒感染组 １１ ０．２１±０．１５ｂ

不明原因发热组 ６ ０．８２±１．３０ｂ

胸膜炎组 ６ ０．１９±０．０５ａ

急性扁桃体炎组 ５ ２．６８±１．３６ｂ

创伤组 ３ ０．２９±０．０５ａ

其他疾病组 ９ ０．２５±０．１３ａ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．３　外周血ＤＮＴ增高与患者年龄的关系　将９７例外周血

ＤＮＴ增高患者按照年龄进行分组。数据显示１３～１７岁青少

年人群ＤＮＴ升幅最大，ＤＮＴ平均可增高到占淋巴细胞的１／３

以上，绝对含量可增加一个数量级，结果见表２。

表２　　不同年龄外周血ＤＮＴ细胞含量升高水平（狓±狊）

年龄组 狀 绝对含量（×１０９／Ｌ）

０～３岁组 １２ ０．８９±１．０１ｅ

４～１２岁组 ２３ ０．５３±０．５９ｆ

１３～１７岁组 ７ ２．０７±１．７９ｂｄ

１８～６０岁组 ４８ ０．２４±０．１６ａｆ

＞６０组 ７ ０．１８±０．０６ａｆ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与０～３岁组比较；ｃ：犘＜０．０５，ｄ：犘＜

０．０１，与４～１２岁组比较；ｅ：犘＜０．０５，ｆ：犘＜０．０１，与１３～１７岁组比较。

３　讨　　论

正常情况下，Ｔ细胞占淋巴细胞总数的６５％以上，是人类

最重要的免疫效应细胞。Ｔ细胞（ＣＤ３＋淋巴细胞）包括Ｔ４细

胞（ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ８－，也称 ＣＤ４＋Ｔ 细胞）、Ｔ８细胞（ＣＤ３＋

ＣＤ４－ＣＤ８＋，也称ＣＤ８＋Ｔ细胞）、ＤＮＴ（ＣＤ３＋ＣＤ４－ＣＤ８－）和

双阳性Ｔ细胞（ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＤ８＋，简称ＤＰＴ）等亚群
［３４］。Ｆｉｓ

ｃｈｅｒ等
［５］采用密度梯度离心法分离了２０例健康人的外周血单

个核细胞，以ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＴＣＲαβ、ＴＣＲγδ荧光标记抗体染

色，用流式细胞仪对其中的ＤＮＴ进行了分析，结果发现ＤＮＴ

占ＣＤ３＋细胞的４．１％（１．９％～７．７％）。对这些ＤＮＴ的进一

步鉴定证实，健康人外周血中的 ＤＮＴ细胞主要表达 ＴＣＲγδ

（平均３．２％，范围２．１％～３．６％），ＴＣＲαβ
＋的 ＤＮＴ细胞仅占

０．９％（０．４％～１．９％）。上述结果表明，健康人外周血中是存

在一定数量的ＤＮＴ细胞的。本实验室２００５年采用全血细胞

直接染色免洗流式测定法，对２００例健康人进行了外周血

ＤＮＴ含量调查，结果显示健康人外周血中ＤＮＴ的百分含量占

淋巴细胞的１２．３３％以内，绝对含量达到（０．２４～１．０８）×１０９／

Ｌ水平
［３］。之后立即在流式细胞术外周血Ｔ细胞亚群检测中

向临床回报ＤＮＴ百分含量和绝对含量检测结果。本研究对

本院近一段时间临床标本中ＤＮＴ含量增高的患者进行了调

查分析，同样证实健康人外周血中含有（７．３６±２．１３）％、

（０．１３±０．０６）×１０９／Ｌ的ＤＮＴ；发现在临床送验的各种疾病

患者的外周血样中大约有５．４５％的患者存在ＤＮＴ增高的情

况，其中主要是肺部细菌感染、全身性病毒感染、不明原因发

热、胸膜炎、急性扁桃体炎等；急性扁桃体炎时，外周血 ＤＮＴ

甚至可以占到淋巴细胞的一半以上，每升全血中的ＤＮＴ含量

可以达到１０９ 水平；并且发现在１３～１７岁年龄阶段的患者，其

ＤＮＴ增高的幅度最大。本研究与ＦｉｓｃｈｅｒＫ等
［５］的报道在数

值上存在一定差异，这可能与采取的方法以及观察对象人种不

同有关。采用传统方法在单个核细胞提取时可能造成部分

ＤＮＴ丢失，而染色后的洗涤过程可能引起荧光抗体的部分脱

落，导致检验结果偏低。因此，笔者推荐外周血淋巴细胞亚群

分析应尽量采取新一代全血细胞直接染色免洗流式测定法，其

检测结果更为准确。

外周血ＤＮＴ细胞的来源目前尚不清楚。有学者以鼠为

动物模型研究提示，ＤＮＴ 可能来自 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的前体细

胞［６］，但是 ＭａｃＤｏｎａｌｄ
［７］则认为ＤＮＴ细胞有自己独特的分化

途径并非依赖 ＣＤ８＋ 细胞，肯定存在一种胸腺分化外途径。

Ｚｈａｎｇ等
［８］发现存在αβＴＣＲ

＋、ＣＤ３＋、ＣＤ４－、ＣＤ８－、ＣＤ２５＋、

ＣＤ２８－、ＣＤ４４－、ＮＫ１．１这样一群独特的ＤＮＴ细胞，也提示可

能存在胸腺以外的形成途径。

在功能方面，目前已证实ＤＮＴ细胞能够抑制具有相同Ｔ

细胞受体的ＣＤ８＋Ｔ细胞和ＣＤ４＋Ｔ细胞的功能
［１］。Ｓｔｒｏｂｅｒ

等［９］首次发现αβＴＣＲ
＋双阴性 ＮＫＴ细胞具有抑制功能并诱

导免疫耐受，随后Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ等
［１０］在转基因小鼠体内分离出无

反应性的 ＮＫ１．１ＤＮＴ细胞。也有学者报道人类ＤＮＴ细胞

具有一定的抑制性免疫调节功能［１１］。本研究显示，外周血

ＤＮＴ升高主要见于临床炎症性疾病，包括感染性和非感染性

疾病，结合上述国外研究成果，笔者推测炎症性疾病时外周血

ＤＮＴ增高可能参与了对体内Ｔ４、Ｔ８细胞功能的调节，通过对

过高Ｔ４或Ｔ８细胞应答的抑制来预防体内细胞免疫应答的过

度亢进，防止过度免疫反应对机体造成免疫损伤。基于上述推

测，笔者认为青少年患者外周血ＤＮＴ细胞增高的幅度远远大

于其他年龄段患者的情况，是因为青少年人群Ｔ细胞发育已

经完全成熟，且Ｔ细胞的功能正值旺盛时期，机体遭遇外来抗

原刺激时其反应性强于低龄段和高龄段人群的Ｔ细胞，因此

需要更多的ＤＮＴ细胞来平衡强烈的Ｔ细胞应答。

因此，检测外周血 ＤＮＴ十分重要，它是（下转第３７０６页）
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性，而且同样可以达到治疗效果。

本研究中，治疗组在研究初期，没有胃肠道反应发生，与小

剂量给药有关；研究中、后期胃肠道及血液系统的不良反应亦

没有出现，仅有２例出现血压升高，治疗依从性良好，显示了联

合治疗的安全性。有研究提出，为减少来氟米特治疗的不良反

应，可以省去负荷剂量；如果联合用药则更宜采用小剂量治疗。

对照组２例因病情控制不理想，改为联合治疗，退出本研究。

总之，小剂量来氟米特联合甲氨喋呤治疗ＲＡ疗效较好，

安全性高；药物剂量的减少亦符合药物经济学原则，并且提高

了治疗的顺应性。本研究不足的是样本量较小，观察时间较

短，需要扩大研究例数，延长观察时间来了解联合治疗的疗效

持久情况。
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急性感染、严重创伤等患者体内的免疫功能状态、病情监测的

一个新指标。进一步开展有关外周血ＤＮＴ来源、特性、功能、

表达及激活机制的研究，或许能探索出一条崭新的临床治疗路

径，推动未来相关疾病的免疫治疗。
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ｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０００，６（７）：

７８２７８９．

［９］ＳｔｒｏｂｅｒＳ，ＣｈｅｎｇＬ，ＺｅｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｄｏｕｂｌｅｎｅｇａｔｉｖｅ（ＣＤ４
－

ＣＤ８－ａｌｐｈａｂｅｔａ＋）Ｔｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈｐｒｏｍｏｔｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｎ

ｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＩｍｍｕｎｏｌＲｅｖ，

１９９６，１４９（１）：２１７２３０．

［１０］ＪｏｈａｎｓｓｏｎＭ，ＬｙｃｋｅＮ．Ａｕｎｉｑｕｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｔｈｙ

ｍｉｃａｌｌｙｄｅｒｉｖｅｄａｌｐｈａｂｅｔａＴＣＲ＋ＣＤ４
－ ＣＤ８－ Ｔｃｅｌｌｓ

ｗｉｔｈｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｓｄｏｍｉｎａｔｅｓｔｈｅｍｏｕｓｅｆｅｍａｌｅ

ｇｅｎｉｔａｌｔｒａｃｔ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００３，１７０（４）：１６５９１６６６．

［１１］张竹虚，张丽．αβＴＣＲ＋ＣＤ３
＋ＣＤ４－ＣＤ８－ 双阴性 Ｔ细

胞：一种新发现的免疫调节 Ｔ 细胞［Ｊ］．现代免疫学，

２００４，２４（１）：５８．

（收稿日期：２０１２０６０９　修回日期：２０１２０８２２）

６０７３ 重庆医学２０１２年１２月第４１卷第３５期




