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滤泡辅助性 T细胞在特发性血小板减少性紫癜患者的变化及其意义 *
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摘要目的：研究滤泡辅助性 T细胞（T follicular helper cells，Tfh）在免疫性血小板减少性紫癜（immune thrombocytopenic purpura，
ITP）患者的表达并探讨其临床意义。方法：用流式细胞术检测 20例健康人、25例 ITP患者外周血 CXCR5+CD4+T细胞占 CD4+ T
细胞的比例。结果：与健康对照组相比，ITP患者外周血 CXCR5+CD4+ T细胞占 CD4+ T细胞的比例显著增高（P<0.05）。结论：
Tfh在 ITP患者外周血比例增高，为 Tfh能否为 ITP的免疫调节和干预提出新的方向提供了证据。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of the T follicular helper cells (Tfh) in in peripheral blood of patients with
immune thrombocytopenic purpura (ITP). Methods: 25 patients with ITP and 20 healthy adults without immunologic diseases or
infectious disorders were chosen in this study.Peripheral blood was stained with anti- CD4-FITC and anti-CXCR5-PerCP. For cell surface
staining, both Abs were added and cells were stained for 30 minutes. Stained cells were examined by flow cytometric. Results: The ratio
of CXCR5+CD4+ T cells in ITP patients is significantly higher than that in the control group [(13.8±0.41% VS 9.6±0.30) P<0.05].
Conclusion: The ratio of Tfh increased in ITP patients. Tfh might play a role in evaluation and treatment of ITP.
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前言

滤泡辅助性 T细胞（T follicular helper cells, Tfh）是新界定
的一个独立的 CD4+T效应细胞亚群。Tfh细胞是主要负责辅助
B细胞的 T细胞亚群，其定位于淋巴滤泡，具有辅助 B细胞功
能，表型为 CXCR5+CD4+ CD40hiLICOShi[1,2]。新近研究发现，
Tfh细胞在人类自身免疫性疾病的发生、发展中发挥着极其重
要的作用[3,4]。本研究采用流式细胞术的方法分析初治免疫性血
小板减少性紫癜（immune thrombocytopenic purpura，ITP）患者
外周血 CXCR5+CD4+ Tfh细胞的比例及其变化的特点，初步探
讨其与 ITP这种器官特异性的自身免疫性疾病发病机制的关
系及临床意义。

1 材料与方法

1.1 临床资料
实验组选取 2009 年 10 月～2010 年 10 月在我院血液内
科门诊及住院的 ITP初治患者 25例，所有患者均符合 ITP的

诊断标准（参照张之南，沈悌血液病诊断及治疗标准，第三版，

科学出版社），均不伴有糖尿病、高血压、消化道溃疡及结核等
急慢性感染性疾病，所有受试者抗核抗体及 HIV血清学试验
均阴性。所选取患者血小板计数（BPC）均为(0～20)×109/L，中
位数为 11×109/L，其中男 11例，女 14例，年龄 15～65岁，中
位年龄 42岁，所有患者经过治疗后血小板计数均恢复到正常
值（100～300×109/L）。健康对照组 20例，选用性别和年龄相匹
配的健康志愿者作对照，均无肿瘤与自身免疫性疾病，男 8例，
女 12例，年龄 20～55岁，中位年龄 41岁，血小板计数中位数
为 230（123～299）×109/L。
1.2 实验器材及试剂
免疫荧光单克隆抗体：叶绿素蛋白（PerCp）标记的 CXCR5

即 CXCR5-PerCp单克隆抗体，购自美国 R&D公司；异硫氰酸
荧光素（FITC）标记的鼠抗人 CD4 即 CD4-FITC单克隆抗体，
购自美国 ebioscience公司；红细胞裂解剂购自德国 Beckman
Coulter公司；磷酸盐缓冲液（PBS）为本实验室自配；流式细胞
仪为德国 Beckman Coulter公司产品。
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N Sex Age(year)
PLT（×109/L）

CXCR5+CD4+ / CD4+ %

1 famale 20 12 246 13.9

2 male 35 20 168 13.7

3 male 47 5 190 13.6

4 male 56 12 246 13.7

5 famale 33 1 178 14.1

6 famale 18 13 199 14.0

7 famale 25 1 230 13.9

8 male 39 8 216 13.4

9 famale 42 14 267 13.9

10 famale 38 19 189 13.5

11 male 64 11 246 14.0

12 male 15 7 180 13.5

13 famale 49 17 266 14.1

14 male 60 6 210 14.1

15 famale 28 3 200 14.2

16 famale 46 16 195 13.9

17 famale 52 7 224 13.5

18 male 33 9 183 14.0

19 famale 50 3 231 13.7

before therapy after therapy

表 1 健康对照组和 ITP患者组 CD4 T细胞中 CXCR5、CD4 T细胞比例
Tab.1 CXCR5+CD4+ T cells ratio in ITP patients and control group

表 2 ITP患者临床资料
Tab.2 Clinical data of ITP patients

Group n CD4+ cells( %) CXCR5+CD4+ / CD4+ (%)

Healthy control 20 34.8±0.21 9.6±0.30

Patients with ITP 25 29.6±0.14 13.8±0.41

1.3 方法
1.3.1 标本采集 采集 ITP患者及健康对照者的晨起空腹外周
血 2ml，置于 EDTA抗凝的真空采血管（去热源与内毒素），轻
轻摇匀，标本于 6h内测试完毕。
1.3.2 实验方法 流式细胞术：采用直接免疫荧光法，对每一份
标本，取 2个试管，设为对照管和试验管。分别加入 EDTA抗凝
全血 100ul，然后向试验管中加入相应的荧光抗体 CXCR5-Per-
Cp及 CD4-FITC，对照管加入同型对照抗体，加入后混匀，室温
避光孵育 30min. 每管加红细胞裂解液混匀 10min，1500r/min

离心 5min，弃上清后每管加 PBS液 2ml，1500r/min离心 5min，
弃上清，重复洗 1遍，加 400ulPBS液重悬浮细胞，上机检测。所
有样品使用 Beckman Coulter公司 EpicsXL/XL-MCL流式细胞
仪分析检测，激发波长 488nm，设置各通道之间的荧光补偿后，
用前向角散射（FSC）对侧向角散射(SSC)散点图区分细胞群体，
每份标本检测 100000个细胞，测定时各荧光通道均以相应同
种型 IgG染色细胞作阴性对照。

1.4 统计学处理
应用 SPSS11.0软件，对原始资料进行正态性检验，组内的
细胞比例以平均数及标准差表示，以 P<0.05为显著性界限。

2 结果

ITP患者外周血 CXCR5+CD4+ T细胞占 CD4+ T细胞的比
例显著高于正常人（P<0.05），ITP患者外周血 CXCR5+CD4+ T

细胞比例为（9.6±0.30）%，健康对照组外周血 CXCR5+CD4+ T

细胞比例为（13.8±0.41,）%（P<0.05），见表 1。25位初治患者治
疗前后的详细资料见表 2，ITP患者组及健康对照组的流式细
胞术结果见图 1。
3 讨论
免疫性血小板减少性紫癜 (immune thrombocytopenic pur-

pura，ITP) 是一种以血小板破坏加速为特征的获得性器官特异
性自身免疫性疾病，以免疫介导的血小板减少为特征，为临床

常见疾病[5,6]。ITP的发病机制极具异质性与多重性，包括自身抗
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图 1 CXCR5+CD4+ T细胞在各组中的表达
Fig 1 The ratio of CXCR5+CD4+ T cells in CD4+ T cells:A: Healthy

control;B:Patients with ITP

20 male 22 19 194 13.9

21 famale 44 14 236 14.2

22 famale 41 5 217 13.4

23 male 63 16 240 14.1

24 famale 57 10 192 14.0

25 male 42 12 206 13.6

原识别和耐受的异常，细胞表面分子的异常，Th1/Th2细胞比
例的改变，巨核细胞的损伤以及细胞介导的细胞毒性的异常等
[7]。目前关于其发病机制的研究主要集中于体液免疫异常、T淋
巴细胞及 B淋巴细胞异常、巨核细胞及血小板生成异常、破坏
加速等多个方面，但是其发病机制尚未完全阐明。

Tfh是近几年才确定的不同于 Th1和 Th2的一个新的 T
细胞亚群，主要负责辅助 B细胞[8,9]。Tfh上表达的 CD40L和 I-
COS分别通过与 B细胞上 CD40和 ICOSL结合, 以及 Tfh所
分泌的 IL-21，在刺激 B细胞的增殖、分化以及免疫球蛋白类别
的转换中起着十分重要的作用[8]。正常的 Tfh表达 CXCR5，被
募集到淋巴组织中的 B细胞滤泡中，与 B细胞共定位和相互
作用[10]。因此 CXCR5是 Tfh迁移、定位重要的分子。CXCR5和
IL-21是 Tfh细胞重要的表面标志。研究证明，Tfh功能失调与
多种疾病的发生有关，包括自身免疫性疾病、免疫缺陷和肿瘤
等[11]。
关于 Tfh细胞在自身免疫性疾病方面的临床研究国外已

有报道，如系统性红斑狼疮患者外周血中 CD40+ICOS+T细胞
百分率增加[13,14]，类风湿性关节炎患者局部浸润炎症细胞募集

循环中的 B细胞和 Tfh到达炎症部位[15]，这些均提示 Tfh细胞
参与自身免疫性疾病的发生发展。但是，关于 Tfh细胞在免疫
性血小板减少性紫癜方面的研究尚未见报道。本课题研究结果
显示：ITP患者组外周血 CXCR5+CD4+ T 细胞占 CD4+ T 细胞
的比例显著高于健康对照组。说明 Tfh在 ITP患者体内表达高
于健康人，提示 Tfh可能在 ITP患者体内的病理状态下发生了
扩增。在正常情况下，Tfh表达 CXCR5，并定位于淋巴组织中的
B细胞滤泡中。当发生自身免疫时，一方面，如果 Tfh发生病理
性扩增，可能对自身反应性 B细胞产生过强的辅助信号，可能
引起抗体介导自身免疫性疾病；另一方面，当发生自身免疫时，

Tfh可迁移到病损部位，并产生大量的 IL-21，可能参与导致了
T细胞介导的慢性自身免疫性疾病[16]。

Tfh可能参与 ITP的发病机制，这一研究发现将为 ITP的

免疫调节和免疫干预提供新的方向。ITP患者治愈后，Tfh数目
和功能是否恢复正常,能否通过降低体内 Tfh细胞的数量，促进
患者自身免疫功能的恢复, 能否通过有效抑制 Tfh的效应分子
来治疗 ITP等自身免疫性疾病，均需要进一步研究分析。
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接种后的成瘤率与接种细胞数成正比。所用的Matrigel是由层
粘连蛋白、Ⅳ型胶原纤维、硫酸乙酰肝素和巢蛋白组成的混合
物，在 4℃为液体，在 37℃则聚合成一种凝胶[10]，在成瘤过程

中发挥了重要作用。Matrigel混合物能够增加异种移植瘤的成
活率,可能与该混合物能够形成一个有效的屏障，使肿瘤细胞
免于局部免疫效应细胞的攻击而增加移植瘤成活率[11]。乳腺癌
异种移植瘤模型的成功建立，能够为开展中药抗 TAM耐药机
制研究提供稳定的动物模型、缩短研究周期、节约研究经费。

Pgp 是一种能量依赖性跨膜糖蛋白，它具有“药泵”的作
用，能将细胞内的药物主动转运到细胞外，使细胞内药物浓度

下降或定量丧失而产生耐药[12,13]。Pgp与肿瘤细胞的多药耐药
发生关系极为密切，Pgp高表达是肿瘤细胞多药耐药的经典途
径，也是研究肿瘤细胞耐药机制与抗耐药效应的重要检测指标

之一。Her-2在多种肿瘤细胞中均有表达，其信号通路活性提高
是乳腺癌内分泌治疗过程中产生耐药的机制之一[14]。研究发现,
乳腺癌患者中 Her-2高表达者对 TAM治疗不敏感[15]。Johnston
等以 Her-2信号通路抑制剂作用于内分泌耐药的乳腺癌细胞，
结果发现，Her-2信号通路抑制剂能够克服或延迟乳腺癌细胞
对内分泌治疗的耐药性[16]。我们的研究结果显示，在建立的耐
TAM乳腺癌模型中，Pgp、Her-2均为阳性表达，提示乳腺癌细
胞对 TAM的耐药性可能与二者高表达有相关性，其耐药机制
可能为多种因素的综合，并非单一机制。但鉴于 Pgp在那些经
常接触毒物的正常组织中也有表达，故推测 Pgp的表达可能为
正常组织的防御性反应机制。因此，在对该模型的进一步研究
中，我们会选择多种指标，进一步研究 TAM耐药性与化疗药
物耐药性之间的耐药机制差异，以便为指导临床治疗提供实验

研究依据。
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