
尖锐湿疣患者外周血Th1/Th2淋巴细胞比的改变  

    尖锐湿疣(condyloma acuminatum, CA)是目前最为常见的性传播疾病之一，由人乳头瘤病毒(HPV)感染

引起，机体对于入侵的HPV主要以T细胞介导的细胞免疫为主。人类CD4+ T淋巴细胞可根据产生的不同类型的

细胞因子分为3个亚群：Th1、Th2和Th0细胞，其中Th1细胞主要产生干扰素-γ(IFN-γ)、白细胞介素-2(IL-2)

和肿瘤坏死因子-β(TNF-β)等，Th2细胞主要产生IL-4、IL-5、IL-6和IL-10等。本研究通过流式细胞仪检测

CA患者外周血CD4+ T细胞胞内细胞因子IFN-γ和IL-4的表达，旨在探讨CA患者Th1/Th2淋巴细胞分布的失衡情

况及其与CA发病的相关性。 

    

1  对象和方法 

    1.1  研究对象 

    2001年7月~2002年10月在我院皮肤科门诊初次就诊的40例CA患者，均有明确接触史。临床确诊，醋酸白

实验阳性，病理组织检查有典型的空泡细胞。病程1~24周，平均2.6周；女22例、男18例；已婚23例，未婚17

例；年龄18~52岁，平均28.1岁。所有患者就诊前4周内未用过免疫调节药物，并排除患有肝肾疾病、糖尿病

及其他免疫性疾病。正常对照20例，均为健康志愿者，其中男11例、女9例，平均21.3岁。 

    1.2  主要试剂及仪器 

    CYTODETECTTM 试剂盒购自荷兰Immuno Quality Products公司，RPMI 1640培养液及胎牛血清购自美国
GIBCO BRL公司，CD8-FITC单克隆抗体、CD3-Cy单克隆抗体和PE标记的鼠IgG

1
同种型对照免疫球蛋白均购自

Becton Dickinson公司，PE标记的抗人IL-4及抗人IFN-γ购自荷兰IQ公司。流式细胞仪为Becton Dickinson

公司产品。 

    1.3  方法 

    1.3.1  培养活化  取1 ml新鲜外周血，肝素抗凝。按1∶1比例用RPMI 1640培养液混匀后取1 ml加入

24孔培养板。分别加入刺激剂佛波酯、离子霉素和蛋白质转运抑制剂莫能霉素各20 μl。对照组则只加莫能霉

素。在37 ℃、5% CO2温箱中孵育5 h。 

    1.3.2  标记表面抗原及固定  在试管中加入10 μl CD3-cy和10 μl CD8-FITC；各管中分别加入300 μl

培养全血，常温下暗处孵育20 min；加入4 ml溶血剂(南方医院血液科实验室提供)，暗处孵育10 min；1 

000 r/min离心5 min后弃上清。用Hanks液(HBSS)洗涤后弃上清。加入500 μl 2%多聚甲醛，常温下孵育固

定10 min，4 ℃冰箱过夜。 

    1.3.3  破膜及标记细胞内抗原  加入1.5 ml的破膜剂，离心后弃上清。在100 μl的破膜液中使细胞悬

浮，分别加入10 μl的PE标记的抗人IL-4及抗人IFN-γ单克隆抗体。同型对照采用PE标记的小鼠IgG
1
单克隆抗

体。4 ℃暗处孵育20 min。破膜液洗涤后，在100 μl HBSS中制成混悬液。2 h内上机检测。 

    1.3.4  流式细胞仪分析  因为CD4抗原的表达在刺激剂佛波酯作用下会下调，因此用CD3+CD8-设门来圈

定CD4+ T淋巴细胞群。收集1×104细胞，用CellQuest软件分析数据，打印出散点图，以荧光抗体染色阳性细
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胞的百分率记录结果。 

    1.3.5  统计学处理  应用SPSS11.0统计软件，行t检验。 

    

2  结果 

    由表1可见，CA患者外周血分泌IFN-γ的CD4+ T淋巴细胞数显著多于分泌IL-4的CD4+ T淋巴细胞数。与健

康对照组相比，CA患者分泌IFN-γ的Th1细胞阳性细胞数降低，而分泌IL-4的Th2细胞阳性细胞数增高，差异有

统计学意义(P<0.05)；同时患者Th1/Th2比值显著低于对照组(P<0.01)。 

    

3  讨论 

    HPV感染后CA的发生、发展、消退及癌变等都与机体的免疫应答密切相关，而辅助性T细胞在抗病毒免疫

中起着重要作用。Th1细胞主要参与细胞免疫，介导迟发型变态反应；Th2细胞主要参与体液免疫反应，激发

Ⅰ型变态反应。Th1/Th2比值的平衡是维持正常免疫功能的重要因素，在清除病毒和肿瘤、诱导免疫耐受等方

面起着重要作用[1] 。对于细胞内病毒感染的免疫反应，应以Th1应答为主。Th1细胞可能通过清除病毒来促

使机体恢复，而Th2细胞亚群功能的增高则可能造成机体对病毒的耐受，致使疾病迁延不愈。 

    国内外有关CA免疫状态的研究发现，在其免疫应答过程中存在着Th1和Th2类淋巴细胞分泌细胞因子交互

作用失衡的现象[2][3]；IL-10等Th2型细胞因子增多，而IFN-γ等Th1型细胞因子减少[4] 。据此国外学者认

为在CA免疫状态中存在“克隆漂移”(clonal diversion)现象[5] 。 

    本研究中，分别选用IFN-γ和IL-4作为Th1和Th2类代表性细胞因子。在体外对CA患者外周血T淋巴细胞进

行激活后，经流式细胞仪对其CD4+ T淋巴细胞中Th1、Th2细胞亚群进行检测。实验结果显示CA患者普遍存在

Th1型细胞亚群降低、Th2型细胞亚群增高以及Th1/Th2比值降低，说明在CA患者中由HPV激发的细胞免疫应答

中Th2亚群功能增强，其细胞活动处于相对强势，从而不能诱导有效细胞免疫应答而清除病毒，导致临床上CA

的迁延和复发。 

    传统检测Th1/Th2细胞的方法，多采用对标本中T淋巴细胞进行培养后测定培养上清液中的细胞因子成

分，通过计算上述细胞因子的比率而推测计算Th1、Th2细胞频率，不够精确且费时。本研究采用荧光标记的

抗细胞因子单克隆抗体结合细胞固定、破膜打孔技术，用流式细胞仪来检测单个细胞水平内细胞因子的方法，

能够大大增加对Th1/Th2亚群检测的敏感性和特异性[6] 。 

    对Th1/Th2细胞亚群的检测，主要在于观察和分析机体的免疫状况及疾病发展动向。根据CA患者机体

Th1/Th2的漂移情况，设计治疗方案，调整机体的Th1/Th2平衡状态，设法使得免疫反应由Th2型向Th1型逆

转，将有助于临床治疗CA及对其抗复发的研究。 
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