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摘要 目的：探讨细胞毒性 T淋巴细胞相关抗原 4（CTLA-4）在弥漫大 B细胞淋巴瘤（DLBCL）患者外泌体的表达及初步机制。方

法：2019年 6月至 2020年 11月就诊于本院的 DLBCL患者纳入本项研究，分为缓解组和复发组；选取来医院体检的健康志愿者

做为对照组；采用试剂盒分离外泌体，CD63抗体包被磁珠结合后，流式细胞术检测 CTLA-4+外泌体的比例；流式细胞术检测

CD4+T细胞、CD8+T细胞和调节性 T细胞（Treg细胞）的比例。结果：相对于对照组，缓解组 DLBCL患者 CTLA-4+外泌体的比例

升高了 37.42%；复发组 DLBCL患者 CTLA-4+外泌体的比例为 6.04%，相对于缓解组，差异具有显著的统计学意义；复发组

DLBCL患者 CD4/CD8+T细胞比值和 Treg细胞比例分别为 0.85和 0.44%，相对于缓解组，差异均具有显著的统计学意义；相关性

分析结果显示 CTLA-4+外泌体比例与 CD4/CD8+T细胞比值呈负相关，而与 Treg细胞比例呈正相关。结论：CTLA-4+外泌体比例

在 DLBCL患者显著升高，且与淋巴瘤的治疗效果和抗肿瘤免疫反应均具有紧密的相关性。
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Expression of CTLA-4 in Exosomes of Diffuse Large B Cell Lymphoma
and Its Primary Mechanism*

To investigate the expression of cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4) in exosomes of

diffuse large B cell lymphoma (DLBCL). DLBCL patients admitted to our hospital from June 2019 to November 2020 were

included in this study, and were divided into remission group and recurrent group. Healthy volunteers who came to the hospital for

physical examination were selected as the control group. The exosomes were isolated with the kit, and the ratio of CTLA-4+ exosomes

was detected by flow cytometry after the magnetic beads coated with CD63 antibody were bound. The ratios of CD4+T cells, CD8+T cells

and regulatory T cells (Treg cells) were measured by flow cytometry. Compared with the control group, the proportion of

CTLA-4+ exosomes in remission DLBCL patients increased by 37.42%. The proportion of CTLA-4+ exosomes in recurrent DLBCL

patients was 6.04%, and the difference was statistically significant compared with remission group. The CD4/CD8+T cell ratio and Treg

cell ratio of DLBCL patients in the recurrent group were 0.85 and 0.44% respectively, and the differences were statistically significant

compared with those in the remission group. Correlation analysis showed that the ratio of CTLA-4+ exosomes was negatively correlated

with the ratio of CD4/CD8+T cells, but positively correlated with the ratio of Treg cells. CTLA-4+ exosome proportion is

significantly increased in DLBCL patients, and it is closely correlated with the treatment effect of lymphoma and anti-tumor immune

response.
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前言

弥漫大B细胞淋巴瘤（diffuse largeB-cell lymphoma，DLBCL）

是最常见的非霍奇金淋巴瘤（non-Hodgkin's lymphoma，NHL），

早期症状不具有特异性，主要表现为发热、全身淋巴结肿大

以及结外器官受累等临床症状 [1]。临床数据显示约有 40%的

DLBCL在治疗后数月至数年间会复发，且这种复发很难达到

临床治愈[2]。因此，寻找 DLBCL诊断和治疗的潜在靶点具有十

分重要临床意义。许多研究证实外泌体是 DLBCL发生发展的

重要机制，可作为早期诊断、复发监测和疗效评估的重要指
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图 1流式细胞术检测外泌体纯度

Fig.1 The purity of exosomes was detected by flow cytometry

标 [3-5]。细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4（Cytotoxic T lympho-

cyte associated antigen 4，CTLA-4）是重要的免疫检查点，可显

著抑制抗肿瘤免疫反应，促进调节性 T细胞（regulatory T cell，

Treg细胞）的扩增[6-8]。CTLA-4单抗已经被美国 FDA批准进入

临床治疗恶性黑色素瘤等，具有很好的治疗效果[9]。本文拟研究

CTLA-4在 DLBCL患者外泌体的表达，并初步探讨其机制，为

临床诊断和治疗提供理论参考。

1 材料和方法

1.1 临床资料

2019 年 6 月至 2020 年 11 月就诊于益阳市中心医院的

DLBCL患者纳入本项研究。纳入标准：年龄＞18周岁，病理诊

断为 DLBCL，患者知情同意参与本项研究；排除标准：合并白

血病等其他恶性肿瘤、合并严重贫血等严重血液疾病、合并自

身免疫系统疾病，合并糖尿病和尿毒症，合并病毒性肝炎等感

染性疾病。患者经过环磷酰胺、吡柔比星和长春瑞宾系统治疗

后，按照治疗效果不同，分为缓解组和复发组，同时选取来医院

体检的健康志愿者做为对照组。

1.2试剂和材料

外泌体纯化试剂盒和 CD63抗体包被磁珠购于 Invitrogen

公 司 ；CD63-PE、CTLA-APC、CD4-APC、CD8-PE、CD25-FITC

和 Foxp3-PE均购于 eBioscience公司；人淋巴细胞分离液购于

天津市灏洋生物制品科技有限公司。

1.3 外泌体的分离和检测

收集各组患者的外周血，1500转离心 10 min，收集血浆。

3000伊g离心 15 min，收集上清。加入外泌体沉淀试剂，反复颠

倒充分溶解沉淀物。置于 4度冰箱中反应 30 min，1500伊g离心
30 min，弃上清。加入 CD63抗体包被磁珠，置于样品混合器上，

4度冰箱中孵育 24h。加入 CD63-PE和 CTLA-APC抗体，样品

混合器上孵育 1h。分离缓冲液清洗 3次后，在流式细胞仪上检

测 CD63+和 CTLA-4+外泌体的比例。

1.4流式细胞术检测 CD4+T细胞、CD8+T细胞和 Treg细胞的比

例

收集各组患者的外周血，采用 PBS进行同体积稀释。缓慢

加入到人淋巴细胞分离液的上层。1500伊g离心 20 min后，吸取

白膜层，PBS清洗 3次。细胞分成两组：一组加入 CD4-APC和

CD8-PE；一组加入 CD4-APC、CD25-FITC和 Foxp3-PE。避光反

应 15 min后，加入 1 mL的 PBS。PBS清洗 3次后，在流式细胞

仪上检测 CD4+T细胞、CD8+T细胞和 Treg细胞的比例。

1.5 统计学方法

计量资料采用平均值依标准差表示，多组之间的比较采用
单因素方差分析和 Bonferroni事后检验，Spearman检验进行相

关性分析，P<0.05认为组之间差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 患者的一般资料

对照组志愿者共 10例，男性 4例，女性 6例，平均年龄为

60.7岁；缓解组 DLBCL患者共 10例，男性 5例，女性 5例，平

均年龄为 63.5岁；复发组 DLBCL患者共 10例，男性 6例，女

性 4例，平均年龄为 67.5岁。对比各组患者的性别、年龄和体

重等一般资料，差异均不具有统计学意义（P均＞0.05）。

2.2 复发组 DLBCL患者 CTLA-4+外泌体的比例显著升高

对照组、缓解组和复发组外周血 CD63+外泌体比例均超过

了 95%，这说明我们分离的外泌体纯度均很高。相对于对照组，

缓解组 DLBCL患者 CTLA-4+外泌体的比例升高了 37.42%，

差异具有显著的统计学意义；复发组 DLBCL患者 CTLA-4+外

泌体的比例为 6.04%，相对于缓解组，差异具有显著的统计学

意义。见图 1和图 2。

2.3 复发组 DLBCL患者 CD4/CD8+T细胞比值显著降低

相对于对照组，缓解组 DLBCL患者 CD4/CD8+T细胞比值

显著降低，差异具有显著的统计学意义；复发组 DLBCL患者

CD4/CD8+T细胞比值为 0.85，相对于缓解组，差异具有显著的

统计学意义。相关性分析结果显示 CTLA-4+ 外泌体与

CD4/CD8+T细胞比值呈负相关。见图 3。

2.4 复发组 DLBCL患者 Treg细胞比例显著升高

相对于对照组，缓解组 DLBCL患者 Treg细胞比例显著升

高，差异具有显著的统计学意义；复发组 DLBCL患者 Treg细

胞比例为 0.44%，相对于缓解组，差异具有显著的统计学意义。

相关性分析结果显示 CTLA-4+外泌体与 Treg细胞比例呈正

相关。见图 4。

3 讨论

近几年，DLBCL的发病呈快速上升和年轻化的趋势，给我

国人民的健康带来了巨大的危害。据统计，DLBCL占我国

1397窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.7 APR.2021

图 3复发组 DLBCL患者 CD4/CD8+T细胞比值显著降低

Fig.3 CD4/CD8+T cell ratio was significantly reduced in recurrent DLBCL patients

图 2复发组 DLBCL患者 CTLA-4+外泌体的比例显著升高

Fig.2 The proportion of CTLA-4+ exosomes in recurrent DLBCL patients was significantly increased

NHL所有病例比例接近 50%[10]。早期诊断和治疗具有十分重要

的临床意义。目前 DLBCL检测的金标准是病理诊断，然而病

理穿刺对人体具有较大的创伤，且不适合长期的随访检测。外

泌体是细胞分泌一种的细胞外囊泡，表面依旧保持着来源细胞

的生物学标记，因此在乳腺癌、肺癌和肝癌等恶性肿瘤诊断和

疗效监测中均具有广阔的应用前景[11-13]。最新研究显示外泌体

内的 microRNA和蛋白质对淋巴瘤诊断和治疗均具有较好的

应用，淋巴瘤来源的外泌体可促进淋巴瘤细胞的增殖、侵袭和

远处转移等[14]。我们的研究显示复发组 CTLA-4+外泌体的比

例显著高于缓解组，因此在淋巴瘤治疗后的复发监测中具有一

定的参考价值。

CTLA-4也被称为 CD152，是一种白细胞分化抗原。CT-

LA-4属于重要的免疫检查点，在 Treg细胞和滤泡调节性 T细

胞等抑制性免疫细胞表面高表达。CTLA-4可与 B7分子特异

性的结合，诱导 T细胞的无反应性 [15]。在器官移植领域，CT-

LA-4可有效抑制同种异体排斥反应，促进移植器官的长期存

活[16]。此外，许多自身免疫性疾病和病毒感染均与 CTLA-4的

异常表达具有一定的相关性[17]。对于恶性肿瘤患者，CTLA-4高

表达可显著抑制抗肿瘤免疫反应，促进肿瘤的生长和转移。目

前已经有 CTLA-4靶向药物应用于临床治疗恶性黑色素瘤等，

具有很好的疗效[18]。我们研究显示复发组 CTLA-4+外泌体的

比例显著高于缓解组，这种外泌体在全身形成免疫抑制的微环

境，可进一步促进肿瘤的快速生长和全身转移，恶化淋巴瘤患

者的病情。

T细胞主要介导细胞免疫，是抗肿瘤免疫反应的主要细

胞。在肿瘤免疫过程中，CD4+T细胞通过分泌细胞因子或者直

接接触，启动细胞毒性 T细胞，发挥杀伤肿瘤细胞的功能，此外

CD4+T细胞还可做为效应细胞直接发挥抗肿瘤作用[19]。CD8+T

细胞的作用则主要是抑制和抗击病毒，晚期肿瘤患者体内

CD8+T细胞数量的下降，可引起患者更容易发生病原体感染。

相对于 CD4+T细胞和 CD8+T细胞，CD4/CD8的比值更能反映

人体内的免疫状态。CD4/CD8的比值降低预示着人体内处于

免疫抑制状态，常见于恶性肿瘤和艾滋病等[20-22]。我们研究显示

DLBCL患者外周血 CTLA-4+外泌体比例与 CD4/CD8+T细胞

比值呈显著的负相关性，这说明 CTLA-4+外泌体可在一定程度

上预示人体的免疫状态，然而深入机制还需要进一步研究。

除了单核细胞、T细胞和 B细胞等免疫细胞，人体内还存

在一群抑制性免疫细胞群体，两群细胞共同作用，维持着人体

免疫稳态的平衡。Treg细胞是最重要的抑制性免疫细胞，可分泌

许多抑制性细胞因子，包括白介素 10和转化生长因子 -茁等[23]。

此外，Treg细胞表面高表达 CTLA-4，可通过细胞直接接触，抑

制 T细胞和树突细胞等[24]。与我们的研究类似，大量研究显示

淋巴瘤患者体内 Treg细胞比例显著升高，能在一定程度上预

测患者的预后和治疗效果[25-27]。我们实验结果还显示 CTLA-4+

外泌体与 Treg细胞比例呈正相关，这说明 CTLA-4+外泌体可

能具有较强的诱导免疫耐受功能，在肿瘤免疫中发挥抑制免疫

监视和免疫应答的作用。

综上，CTLA-4+外泌体比例在 DLBCL患者显著升高，且
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图 4复发组 DLBCL患者 Treg细胞比例显著升高

Fig.4 The proportion of Treg cells in recurrent DLBCL patients was significantly increased

Note: A: Control group; B: Remission group; C: Recurrent group

与淋巴瘤的治疗效果和抗肿瘤免疫反应均具有紧密的相关性。

我们的研究为 DLBCL的治疗和复发监测提供了潜在指标。
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