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哮喘患者诱导痰和外周血 CD3+CD56+NKT 细胞的检测及意义
李向阳 何江玲 曾宪升 郑玉兰 吴 斌
（襄阳市中心医院（襄樊学院附属医院） 湖北 襄阳 441021）

摘要 目的：研究 CD3+CD56+NKT 细胞在哮喘患者急性发作期诱导痰和外周血中的比例改变，并探讨其临床意义。方法：以 28 例

哮喘急性发作期患者为研究组，22 名正常人作为对照组，采用二色直接荧光素标记法和多参数流式细胞仪检测诱导痰和外周血

CD3+CD56+NKT 细胞的比例，同时检测外周血 IL-4、Ig-E 及 INF-γ 等水平。结果：哮喘患者急性发作期诱导痰和外周血

CD3+CD56+NKT 细胞明显高于健康对照组（P＜0.01）。哮喘患者急性发作期外周血 IL-4、Ig-E 及 INF-γ等水平明显高于健康对照

组（P＜0.05）。哮喘患者外周血中 CD3+CD56+NKT 细胞比例与 IL-4、Ig-E 及 INF-γ升高成正相关。结论：哮喘患者急性发作期诱

导痰和外周血中的 CD3+CD56+NKT 细胞明显增高，CD3+CD56+NKT 细胞可能通过调节 IL-4、Ig-E 及 INF-γ等细胞因子从而在哮

喘的发病机制发挥重要作用。
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ABSTRACT Objective: To explore the role of CD3+ CD56+ NKT cells in induced sputum and peripheral blood in pathogenesis of

acute asthma. Methods: CD3+ CD56+ NKT cells in the induced sputum and peripheral blood in 28 patients with acute asthma and in 22
normal subjects were detected by fluorescein labeling method and flow cytometry, at the same time, the levels of IL-4, Ig-E and INF-γ
in the peripheral blood were detected. Results: The percentage of CD3+ CD56+ NKT cells in 28 patients with acute asthma was much
higher than that of induced sputum and peripheral blood in normal subjects (P<0.01). And the levels of IL-4, Ig-E and INF-γ in 28 pa-
tients were higher than that of peripheral blood in normal subjects (P<0.05). The percentage of CD3+ CD56+ NKT cells were positively
correlated with IL-4 and NF-γ . Conclusions: CD3+ CD56+NKT cells in the induced sputum and peripheral blood in acute asthma pa-
tients was increased, CD3+ CD56+ NKT cells perhaps play an important role in the pathogenesis of asthma by modulating IL-4,Ig-E
and INF-γ .

Key words: Asthma; NKT cells; Immunoregulation; Flow cytometry
Chinese Library Classification: R562.25 Document Code: A
Article ID:1673-6273（2011）09-1751-03

作者简介：李向阳（1968-），男，硕士，副主任医师，主要研究方向：

气道炎症。E-mail:lixiangyanglxy @126.com

（收稿日期：2011-02-21 接受日期：2011-03-15）

前言

支气管哮喘是以嗜酸粒细胞、肥大细胞和 T 淋巴细胞浸润

为主的多种炎性细胞、炎症介质参与的气道慢性炎症疾病。其

中 T 细胞是调节炎症反应的重要环节之一，它通过多功能细胞

因子的释放调节炎症反应过程。通常认为 T 辅助细胞（CD4+T
细胞） 参与哮喘气道炎症过程，CD4+T 细胞按照其功能的不同

分为 Th1 和 Th2 两群，Th1/Th2 型免疫应答失衡，Th2 型优势

问答是哮喘慢性气道炎症形成的基础。然而近年来,自然杀伤 T
细胞(NKT 细胞)在哮喘中的作用日益受到重视，NKT 细胞在

包括过敏性哮喘在内的多种哮喘的发病机理中具有重要作用，

本文通过检测哮喘急性发作期患者和对照组诱导痰及外周血

中 CD3+CD56+NKT 细胞的比例变化，以及血清 IL-4、Ig-E 及

INF-γ等水平变化，以探讨哮喘发病的免疫学机制。

1 材料和方法

1.1 检测对象

哮喘组 28 例，男 16 例，女 12 例，年龄 18-62 岁，平均 35.7
岁，均为急性发作期住院患者，符合中华医学会呼吸学分会制

定的哮喘诊断标准[1]。健康对照组 22 例，男 15 例，女 7 例，年龄

19-58 岁，平均 37.2 岁，均为健康成年人。
1.2 实验方法

1.2.1 主要试剂与仪器 FITC 标记的鼠抗人 CD3 抗体、PE 标记

的鼠抗人 CD56 抗体均购自美国 Beckman-Coulter 公司。IL-4、
Ig-E 和 INF-γ检测试剂购自美国 USB 公司。流式细胞仪型号

Beckman-Coulter EPICS XLMCL（Coulter 公司产品）。YS29801
型医用超声雾化器 （上海亿圣科技有限公司）。涡旋式混合器

(XW280A,上海医大仪器厂)
1.2.2 流式细胞仪检测 于上午 7:00 采集对象肘静脉血 3 ml，
肝素抗凝，标本在采集后 2 小时内测定。检测时取抗凝全血 50
μl，加入 CD56-PE、CD3-FITC 各 10 ul，混匀后室温下避光反应

15 分钟后加入 1 ml 溶血剂 （flow cytometrylysing solution），室

温下溶解红细胞 5 分钟，待完全溶血后 PBS 溶液洗涤，离心 5
分钟（1500r/min），弃上清液，涡旋混匀。每份标本加入 1％多聚
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甲醛固定液 300 μl 并重悬细胞，上流式细胞仪检测。每次检测

前常规用荧光微球（flow check）和同型阴性对照试剂对仪器进

行质量监测和调控，并用标准方法对各荧光素之间的干扰进行

补偿。检测时先根据前向角（FSC）和侧向角（SSC）散射光信号，

对淋巴细胞群进行设门，每次获取设门内细胞 10000 个以上并

保存数据。
1.2.3 诱导痰液的留取和处理 取痰前彻底清洁口腔和鼻咽腔,
以减少痰液的污染，将 4%氯化钠 20ml 加入超声雾化吸入器

中,进行痰液诱导，收集痰液需在 2 小时内处理，称重后加入 4
倍 0.1%二硫苏糖醇，混匀，37℃温浴 15-20min，涡旋式混合器

上轻轻振动，60μm 的尼龙膜过滤，1500r/min 离心 5min，细胞

成分重悬于 1mlPBS 中，用血细胞记数器记数总细胞数，苔盼

蓝染色检查细胞活力。瑞氏染色，有核细胞计数进行诱导痰液

炎性细胞分类，以百分数表示（细胞活力大于 50%，鳞状上皮细

胞小于 20%为合格痰液）。取上述处理后的细胞悬液 50μL，分

别加入荧光色素标记的单克隆抗体 CD56-PE、CD3-FITC 各 10
μl，孵化后 1％多聚甲醛固定，上流式细胞仪检测。

1.2.4 血清学指标检测 酶联免疫吸附测定法（ELISA）测定血

清 IL-4、Ig-E 和 INF-γ值。
1.3 统计学处理

使用 SPSS 10.0 软件包进行统计。计量资料用均数±标准

差(x±s)表示，先行方差齐性检验，然后做两样本均数的 t 检验

或 t' 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。相关分析采用直线相

关分析。

2 结果

2.1 CD3+CD56+NKT 细胞流式检测结果

流式细胞仪检测 CD3+CD56+NKT 细胞流式检测结果的表

达示意图。通过设门分析，严格定位 CD3+CD56+NKT 细胞群。
可见哮喘急性发作期患者和健康对照组诱导痰及外周血

CD3+CD56+NKT 细胞分布情况（图 1、图 2）。哮喘急性发作期患

者诱导痰及外周血 CD3+CD56+NKT 细胞较正常对照组明显增

高（P＜0.01）（表 1）。

图 1 哮喘急性发作期患者和对照组诱导痰中 CD3+CD56+NKT 细胞流

式分布图例

Fig.1 CD3+CD56+NKT cells flow cytometry scattergram of induced

sputum in acute asthma Patients and in normal subjects

图 2 哮喘急性发作期患者和对照组外周血中 CD3+CD56+NKT 细胞流

式分布图例

Fig. 2 CD3+CD56+NKT cells flow cytometry scattergram of peripheral

blood in acute asthma Patients and in normal subjects

Note: Compared with Control gruop,△P＜0.01.

Group IL-4 (ng/L) INF-γ(ng/L) IgE(ug/L)

Asthma group (n=28) 118.34±12.28△ 56.51±18.69▲ 2640.32±411.79△

Control group (n=22) 21.35±3.77 32.41±7.78 385.77±85.34

表 1 哮喘急性发作期患者与对照组诱导痰及外周血中 CD3+CD56+NKT 细胞比例值

Table 1 The percentage of CD3+CD56+NKT cells of induced sputum and peripheral blood in the two groups

Group induced sputum CD3+CD56+ peripheral blood CD3+CD56+

Asthma group (n=28) 8.82±2.13△ 6.96±1.88△

Control group (n=22) 1.34±0.41 1.62±0.35

2.2 哮喘急性发作期患者及对照组血清 IL-4、INF-γ及 IgE 的

检测结果

哮喘急性发作期患者血清中 IL-4、INF-γ及 IgE 水平均高

于 健 康 对 照 组 （P＜0.05 ）( 表 2)。哮 喘 患 者 外 周 血 中

CD3+CD56+NKT 细胞比例与 IL-4、INF-γ、成正相关关系（r=0.
8235, P＜0.05；r=0.7452, P＜0.05）（图 3、图 4）

Note: Compared with Control gruop,▲P＜0.05.△P＜0.01

表 2 哮喘组与健康对照组外周血中 IL-4 、INF-γ及 IgE 的比较

Table 2 The comparison of level of IL-4、INF-γ、IgE in peripheral blood between the two groups
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3 讨论

支气管哮喘是由多种细胞（T 细胞、嗜酸性粒细胞、肥大细

胞等）及细胞组分（白介素 -4、白介素 -5、白介素 -10、白介素

-13 及 IgE 等）参与的慢性气道炎症，伴随气道反应性增高及可

逆的气流受限，表现为反复发作的喘息、气促、咳嗽、胸闷等症

状。通常认为哮喘患者存在 CD4+T 细胞来源的 Th2 型细胞的

优势应答，Th2 细胞分泌 IL-5、IL-4、IL-13 等细胞因子，对嗜酸

粒细胞的生存、成熟和趋化起重要作用，IL-4 和 IL-13 可启动 B
细胞合成 IgE, 并通过表达于血管内皮的内皮细胞上黏附分子

使嗜酸粒细胞聚集。近年来发现，哮喘气道炎型反应比先前推

测的 Th2 型细胞理论要复杂的多，虽然变应原 Th2 型细胞能

解释过敏性哮喘的很多特征但并不能解释所有的哮喘病例，如

感染、空气污染和运动所致的哮喘并没有明显过敏原存在，另

外 INF-γ、IL-17 等非 Th2 细胞因子以及中性粒细胞在多种哮

喘中出现，尤其是在临床重度哮喘病人[2]。
NKT 细胞是在鼠和人中发现的独特的 T 细胞群,它们除了

表 达 T 细 胞 的 标 志 外 , 也 能 表 达 NK 细 胞 的 一 些 标 志 ，

CD3+CD56+ 是 NKT 细胞的主要表型，它们通过产生细胞因子

IL-4 和 INF-γ的作用成为先天性免疫和获得性免疫中发挥关

键作用的一类调节细胞[3]。研究发现，IL-12 缺乏时 NKT 不能被

正常激活[4]，IL-18 可以促进 NKT 细胞释放 Th2 类细胞因子,促
进 Th0 细胞由 Th1 细胞向 Th2 细胞分化，维持机体免疫反应

的动态平衡[5]。此外，NKT 细胞的激活也与抗原提呈细胞(APC)
的类型有关，Wesley 等[6]指出 NKT 细胞的活化信号完全由 DC
传递,Bezbradica 等[7]认为 B 细胞对 NKT 细胞的活化起抑制作

用。最近研究发现，哮喘患者气管活检组织中存在大量 NKT 细

胞 ， 提 示 NKT 细 胞 在 人 哮 喘 病 的 发 病 中 起 重 要 作 用 [8]。
Hamzaoui 等证实成人重度哮喘患者诱导痰液中 NKT 百分比

明显增高[9]。
本实验研究结果显示哮喘急性发作期患者诱导痰和外周

血中的 CD3+CD56+NKT 细胞较健康对照组明显增高，这与以

上报道相一致。我们还发现哮喘急性发作期患者外周血中

IL-4、Ig-E 及 INF-γ等细胞因子较健康对照组也明显增高，且

外周血中的 CD3+CD56+NKT 细胞百分率升高与 IL-4、INF-γ
的增高存在直线相关性，说明在哮喘急性发作期患者尤其是中

重度住院病人，激活的 NKT 细胞可以同时介导 Th1 细胞和

Th2 细胞的活化。研究发现，NKT 细胞在较长的鞘氨醇链 (如
α-GalCer) 刺激下以 IFN-γ的分泌为主，而在较短的鞘氨醇链

(如α-GalCer 的类似物 OCH) 刺激下则以 IL-4 的分泌为主[10]，

NKT 细胞活化后分泌的大量 IL-4 促进 Th0 细胞向 Th2 细胞

分化，而其在 IL-12 诱导下也可分泌 IFN-γ，从而促进 Th1 细

胞分化和生物学作用。Th1 细胞和 Th2 细胞的活化，可进一步

介导多种细胞因子 TNF-α,IL-1β、MIP-1α、IL-13 及 IgE 等炎

性细胞因子的分泌和紊乱，促进哮喘病程的恶化和发展[11-12]。
总之，本研究发现了哮喘急性发作期诱导痰和外周血中的

CD3+CD56+NKT 细胞较正常明显增高，NKT 细胞可能通过调

节 IL-4、Ig-E、INF-γ等多种细胞因子从而在哮喘的发病机制

发挥重要作用。随着对 NKT 细胞在哮喘发病机制中的深入研

究，有助于进一步阐明哮喘的发病机制，为哮喘的防治提供新

的途径。
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育转变为以学生为主体，教师为主导，激发了学生主动学习的

兴趣，调动学习的积极性，课堂上学生精力集中，教学效果显

著，符合现代教育理念。我们将在妇产科学理论教学中深入开

展这一教学方法，进一步探索其应用价值。
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