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Abstract Objective: To investigate the role of CD4+, CD25+, and CD127low regulatory T cells (Tregs) in multiple myeloma (MM).

Methods: Levels of CD4+ T cells and Tregs, as well as expression of CTLA-4 and apoptosis-related proteins, such as CD95, bcl-2, and

Caspase3 of Tregs in peripheral blood of 30 patients with newly diagnosed cases, 27 patients under of complete remission (CR) from multiple

myeloma patients, and 25 healthy adults were analyzed by flow cytometry. Results: The percentage of CD4+ T cells in the untreated group

was significantly lower than that of the control group (P<0.05). The percentage of Tregs in CD4 + T cells in the untreated group was

significantly higher than that of the CR group and control group (P<0.05), which in ISS Ⅲ patients of the untreated group was significantly

higher than that in I/II(P<0.05). No significant difference of CD95 expression in Tregs was observed among the three groups. The expression

of CTLA-4 in Tregs from the untreated group was significantly higher than that of the CR group (P<0.05) and control group (P<0.01), and

so was in CR group than this in controls (P<0.05). The expression of bcl-2 in Tregs in the untreated group was significantly higher than that

of the CR group (P<0.05) and control group (P<0.01), and so was in CR group than this in controls(P<0.05). The expression of Caspase3

in Tregs from the untreated group and CR group were all significantly lower than that of the control group (P<0.05). The percentage of Tregs

in CD4+ T cells in the untreated group was positively correlated with the proportion of bone marrow plasma cells (P<0.05). The percentage

of Tregs in CD4+ T cells from 15 MM patients who received bortezamib and dexamethasone (VD) chemotherapy was negatively correlated
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摘要 目的：探讨外周血CD4+CD25+CD127low调节性T细胞（regulatory T cells，Tregs）在多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）

治疗中的作用。方法：采用流式细胞术检测 30例初治、27例完全缓解（CR）MM患者以及 25例健康成年人外周血CD4+T细胞、

Tregs数量，并检测Tregs表面功能分子CTLA-4及其凋亡相关蛋白CD95、bcl-2、Caspase3的表达，分析其与临床特点及疗效的关

系。结果：初治组CD4+ T细胞占外周血单个核细胞的比例低于对照组（P<0.05），Ⅲ期初治患者CD4+ T细胞明显低于Ⅰ、Ⅱ期患者

（P<0.05）；初治MM组Tregs占CD4+ T细胞比例显著高于CR组和正常对照组（P<0.05），初治Ⅲ期患者Tregs占CD4+ T细胞比例明

显高于初治Ⅰ、Ⅱ期患者（P<0.05）。初治组、CR组和正常对照组Tregs的表面CD95表达无统计学差异（P>0.05），初治组CTLA-4表达

高于CR组（P<0.05）和对照组（P<0.01），CR患者CTLA-4高于对照组（P<0.05），初治组Tregs胞浆内bcl-2水平高于CR组（P<0.05）和

对照组（P<0.01），CR组高于对照组（P<0.05），初治组和CR组Tregs胞内Caspase3的水平低于对照组（P<0.05）。初治组Tregs占
CD4+比例与骨髓瘤数量呈正相关（P<0.05），且Tregs比例与治疗前后浆细胞下降值成反比（r=0.735，P<0.05）。结论：MM患者外周

血Tregs水平升高，与瘤细胞负荷及疾病的分期呈正相关，与疗效呈负相关；Tregs水平增高与其抗凋亡能力增强有关。
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to the ratio of plasma cell reduction after the first VD chemotherapy (r= 0.735, P<0.01). Conclusion: The level of Tregs in the peripheral

blood of MM patients was positively correlated with tumor burden and progression of disease, but was negatively correlated with curative

effect. The increased level of Tregs was associated with their strengthened anti-apoptosis function.

Keywords: multiple myeloma, regulatory T cells, flow cytometry, apoptosis

多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）是浆细胞

恶性增殖性疾病。MM发病率逐年升高，国外统计资

料显示MM发生率已经超过白血病，约占全部肿瘤的

1%，约占造血系统恶性肿瘤的10%，成为血液系统第

二位的恶性肿瘤［1］。1995年，人类首次分离获得具有

免疫调节作用的CD4+CD25+T细胞，称之为调节性 T
细胞（regulatory T cells，Tregs）。FoxP3 已被证实是

Tregs最可靠及最特异的标记［2］，而细胞表面CD127
表达与FoxP3呈负相关，活化的功能性T细胞高表达

CD127，因而 CD127 低表达可替代 FoxP3 作为检测

Tregs的标记［3-4］。天然的 Tregs约占外周血中CD4+T
细胞的5%～10%。Tregs参与调节外周免疫耐受，与

自身免疫性疾病、肿瘤免疫以及移植耐受免疫发病

密切相关。已经证实 Tregs在许多实体瘤［5-6］和血液

肿瘤中数量增高［7-8］，但MM患者的Tregs数量变化存

在争议，文献报道不一。本研究通过流式细胞术检

测初治和骨髓完全缓解患者以及健康成年人外周血

CD4+、CD4+CD25+CD127low Tregs的数量及其部分凋亡

相关蛋白水平，并研究其与临床特点的关系。

1 材料与方法

1.1 研究对象

天津医科大学总医院血液科 2013 年 01 月至

2013年 11月收治初治患者组 30例，男性 17例，女性

13例；年龄 64（39～76）岁。ISS分期：Ⅰ期 5例，Ⅱ期

6例，Ⅲ期 19例。分型：IgG 17例、IgA 9例、轻链型 3
例、不分泌型1例；骨髓完全缓解组：27例男性15例，

女性 12例，中位年龄 59（44～67）岁；25例正常对照，

男性12例，女性13例，年龄40（26～56）岁。

1.2 实验材料

FACSCalibur流式细胞仪、PerCP标记的鼠抗人

CD4抗体、FITC标记的鼠抗人CD25抗体、APC标记

的鼠抗人 CD127 抗体、PE 标记的鼠抗人 CTLA-4、
CD95、bcl-2及Caspase3抗体以及溶血素、PBS均购自

美国BD公司。

1.3 方法

1.3.1 检测方法 用肝素抗凝管抽取实验对象空腹

外周血3 mL，采集后均在24 h内染色、上机检测。

1.3.2 CD4 + T 细胞、Tregs 比例及 Tregs 膜表面 CT⁃
LA-4、CD95表达率的检测 取3个流式管（A、B、C），

均加入PerCP标记的鼠抗人CD4抗体、FITC标记的鼠抗

人CD25抗体、APC标记的鼠抗人CD127抗体各20 μL，

然后Ａ、Ｂ、Ｃ3个管依次加入PE标记的同型不相关鼠

抗人IgG1（同型对照）、鼠抗人CTLA-4、CD95各20 μL。
3个管分别加入新鲜肝素抗凝外周血100 μL。混匀，

4℃避光孵育30 min，加入2 mL溶血素，混匀，室温避

光孵育10 min，1 500 r/min离心5 min，去除上清液，加

入 PBS 1 mL，离心半径 8 cm，1 500 r/min离心 5 min，
去除上清液，加PBS 300 μL上机检测。

1.3.3 Tregs胞浆内 bcl-2、Caspase3的荧光强度检测

取3个流式管（D、E、F），3个管都加入PerCP标记的

鼠抗人 CD4 抗体、FITC 标记的鼠抗人 CD25 抗体、

APC标记的鼠抗人CD127抗体各20μL，3个管分别加

入新鲜肝素抗凝外周血 100 μL，混匀，4℃避光孵育

30 min，加入2 mL溶血素，混匀，室温避光孵育10 min，
离心半径 8 cm，1 500 r/min离心 5 min，去除上清液，

分别加入 1 mL破膜剂，室温避光孵育 10 min，加入

PBS 1 mL，1 500 r/min离心 5 min，去除上清液。然后

D、E、F三管依次加入 PE标记的同型不相关鼠抗人

IgG1（同型对照）、鼠抗人 bcl-2、Caspase3各 20 μL，
4℃孵育30 min，加入PBS 1 mL，1 500 r/min离心5 min，
去除上清液，加PBS 300 μL上机检测。

1.4 统计学处理

采用SPSS 18.0统计软件分析。计量资料以 x±s，
两组间比较采用 t检验。相关性分析采用Pearson相
关分析，P<0.05为有统计学差异。

2 结果

2.1 CD4+T细胞占外周血单个核细胞的比例

初治组CD4+T细胞占外周血单个核细胞的比例为

（29.41±12.56）%，骨髓CR组为（31.13±12.38）%，对照组

为（34.78±3.84）%。初治组明显低于对照组（P<0.05），
与骨髓CR组比较无统计学差异（P>0.05），骨髓CR组

与对照组比较无统计学差异（P>0.05，表1）。
初治组按 ISS分期：Ⅰ、Ⅱ期患者CD4+ T细胞占

外周血单个核细胞的比例为占（36.32±7.24）%；Ⅲ期

（28.44±13.01）%，Ⅲ期患者低于Ⅰ、Ⅱ期（P<0.05）。

IgG型患者CD4+T细胞占外周血单个核细胞的比例

（31.52±11.87）%，IgA型患者为（34.5±9.08）%，两者间

无统计学差异（表1）。
2.2 Tregs占CD4+T细胞的比例

初 治 组 外 周 血 Tregs/CD4 + T 比 值 为（9.34 ±
4.74）%；骨髓 CR组为（7.31±2.10）%，正常对照组为

（6.95±1.59）%。初治组明显高于骨髓CR组和对照组
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（P均<0.05）；骨髓 CR 组与正常对照组无差异（P>
0.05）。初治组按 ISS分期：Ⅰ、Ⅱ期患者外周血Tregs/
CD4+T比值为（6.78±2.34）%；Ⅲ期（10.57±5.21）%，Ⅲ

期患者明显高于Ⅰ、Ⅱ期，有统计学意义（P<0.05）。

IgG型患者外周血Tregs/CD4+比值为（8.79±4.26）%与

IgA型外周血Tregs/CD4+T比值为（9.83±5.45）%，两者

之间无统计学差异（表1）。
2.3 MM患者Tregs表面功能分子CTLA-4的表达

初治组Tregs表面CTLA-4分子的表达率（4.65±
1.68）%，骨髓 CR组（2.83±1.72）%，对照组为（1.64±
0.85）%，初治组明显高于骨髓CR组（P<0.05）及对照

组（P<0.01），骨髓CR组仍高于对照组（P<0.05，表2）。
2.4 MM患者Tregs表面CD95的表达

初治组 Tregs表面 CD95分子的表达率（61.30±
13.0）%，骨髓 CR组（59.65±9.68）%，对照组（58.79±
9.53）%，各组无统计学差异（P>0.05，表2）。
2.5 MM患者Tregs胞浆内bcl-2、Caspase3分子表达

初治组 Tregs 胞浆内 bcl-2 荧光强度（772.02 ±
196.34），骨髓CR组（597.39±126.84），对照组（456.93±

74.75），初治组明显高于骨髓CR组（P<0.05）和对照

组（P<0.01）；骨髓CR组仍高于对照组（P<0.05）。初

治组 Tregs 细胞内 Caspase3 的荧光强度为（32.48±
6.97）和骨髓 CR组（37.69±7.59）均明显低于对照组

（53.15±3.55，P均<0.05），初治组和骨髓CR组无明显

差异（P>0.05，表2）。
2.6 Tregs占CD4+T细胞的比例与临床特点及疗效的

相关性

Tregs/CD4+T比值与流式细胞术检测骨髓中恶性

浆细胞水平呈正相关（r=0.373，P=0.043，图 1A），与

胸、髂骨骨髓涂片恶性浆细胞计数呈正相关（r=0.526，
P=0.003，图1B）、（r=0.693，P=0.000，图1C），均有统计

学意义。

Tregs/CD4 + T 比值与血清β 2-MG（r=0.072，P=
0.711），血清LDH水平（r=0.304，P=0.109），血肌酐值

（r=0.006，P=0.975），血尿素水平（r=0.004，P=0.985），

均无相关性。15例经VD方案化疗患者，Tregs/CD4+

比值治疗后的骨髓中瘤细胞下降比例呈负相关

（r=0.735，P<0.01，图1D）。

Group
Newly diagnosed
Bone marrow CR
Healthy controls
Ⅲ（ISS）
Ⅰ/Ⅱ（ISS）
IgG
IgA
△：compared with healthy controls，P<0.05；#：compared with bone marrow CR，P<0.05；&compared with Ⅰ/Ⅱ（ISS），P<0.05

Case
30
27
25
19
11
17
9

CD4+T/PBMC
29.41±12.56△

31.13±12.38
34.78±3.84
28.44±13.01&

36.32±7.24
31.52±11.87
34.5±9.08

CD4+CD25+CD127low/CD4+T
9.34±4.74△#

7.31±2.10
6.95±1.59

10.57±5.21&

6.78±2.34
8.79±4.26
9.83±5.45

表1 各组间外周血CD4+T细胞比例以及CD4+ CD25+ CD127low/CD4+ T比较 （x±s）%
Table1 Comparison of percentage of CD4+T in PBMCs and CD4+CD25+CD127low in CD4+T among these groups （x±s）%

Group
Newly diagnosed
Bone marrow CR
Healthy controls
△：compared with healthy controls，P<0.05；#：compared with bone marrow CR，P<0.05

Case
30
27
25

CTLA-4（%）

4.65±1.68△#

2.83±1.72△

1.64±0.85

CD95（%）

61.30±13.0
59.65±9.68
58.79±9.53

Bcl-2
772.02±196.34△#

597.39±126.84△

456.93±74.75

Caspase3
32.48±6.97△

37.69±7.59△

53.15±3.55

表2 各组间Tregs膜表面CTLA-4和CD95表达率以及bcl-2和Caspase3荧光强度的比较

Table 2 Comparison of expression of CTLA-4 and CD95 and the fluorescence intensity of bcl-2 and Caspase3 among these groups

3 讨论

Tregs是一群具有免疫负调控功能的 T细胞亚

群，在维持对自身成分免疫耐受的同时，也阻止机体

对自体同源肿瘤细胞的免疫，导致肿瘤的免疫抑制

及免疫逃逸。既往研究多采用 CD4 +CD25 +标记

Tregs，但活化的功能T细胞表面也表达CD25［9］，因而

以CD4+ CD25+标记Tregs并不准确。FoxP3已被证实

是Tregs最特异的的标志，因其在胞内表达，标记时需

要对其破膜处理，一旦破膜，将无法进行功能研究。

CD127高表达于活化的功能T细胞，而Tregs低表达，

且细胞表面 CD127 表达与 FoxP3 呈负相关，因此

CD127低表达可替代 FoxP3作为检测 Tregs的标志。

故本研究采用CD4+ CD25+ CD127low作为 Tregs。目前

MM中Tregs数量和功能的认识存在争议，Gupta等［10］
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和Prabhala等［10］报道显示，MM中Tregs数量下降；而Bey⁃
er等［12］认为MM患者CD4+CD25+FoxP3+Tregs数量明

显增加，且随着疾病的进展 Tregs 数量及膜分子

CCR7、CD45RA的表达相应增加，抑制活性增强，这

与本研究结果是一致的。本研究结果显示初治MM
患者外周血Tregs占CD4+T比例显著高于骨髓完全缓

解组和对照组：初治组中Ⅲ期患者明显高于Ⅰ、Ⅱ

期，但与分型无关。本研究结果提示在MM随着病情

进展，Tregs 逐渐升高，持续抑制体内正常免疫。

Muthu Raja等［13］研究同样发现MM患者Tregs升高，并

发现Tregs数量与患者预后有密切关系：Tregs数量越

高，疾病进展时间越短，Tregs数量明显增高的患者常

常伴随着不良的临床特征（如高钙血症等），提示

Tregs数量可作为MM的一个独立的预后影响因素。

我们还发现Tregs/CD4+T比值与恶性浆细胞数量呈正

相关，且与VD方案化疗敏感性呈负相关，同样提示

Tregs水平增高是一个预后不良因素。

A. The percentage of CD4+, CD25+, and CD127low/CD4+ T was positively correlated to the malignant plasma cell ratio in bone marrow detected by flow cytom⁃
etry; B. The percentage of CD4+, CD25+ , and CD127low/CD4+ T was positively correlated to the sternum bone marrow smears with malignant plasma cell
count; C. The percentage of CD4+, CD25+, and CD127low/CD4+ T was positively correlated to the iliac bone marrow smears with malignant plasma cell count;
D. The percentage of CD4+, CD25+, and CD127low/CD4+ T from the 15 newly diagnosed MM patients who received VD chemotherapy was negatively correlat⁃
ed to the ratio of plasma cell reduction after the first VD chemotherapy.
图1 CD4+CD25+CD127low/CD4+T比值与浆细胞数以及VD方案化疗之后浆细胞变化的相关性

Figure 1 The correlation between the percentage of CD4+, CD25+, and CD127low/CD4+ T and the malignant plasma cell count and ratio of plasma cell reduc⁃
tion after the first VD chemotherapy
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MM患者外周血 Tregs的比例增高，是否与其凋

亡异常有关呢？为此进一步检测其膜表面及胞浆内

相关凋亡蛋白的表达。本研究发现，初治、骨髓CR
的MM患者和正常人膜表面CD95表达率在3组之间

无差异，这提示MM患者 Tregs本身不存在 Fas/FasL
系统的异常。但是胞浆内 bcl-2和 Caspase3的荧光

强度在 3组之间有显著的差异，初治组 bcl-2明显高

于其他两组，即使骨髓CR患者仍具有高荧光强度的

bcl-2的表达。而Caspase3的荧光强度在初治组和骨

髓CR组均明显低于对照组，而初治组和骨髓CR组

无统计学差异，提示MM患者Tregs抗凋亡能力增强，

促凋亡减弱，两者共同作用使得Tregs不断“累积”，进

而抑制MM患者的正常免疫，使病情进展。Muthu
Raja等［13］研究发现，Tregs对CD4+T细胞抑制作用与

Tregs数量呈正相关。提示MM患者体内 Tregs数量

的不断增多，其抑制效应也是不断增强的。

MM患者 Tregs膜表面CTLA-4的表达明显高于

对照组，骨髓CR后仍高表达。CTLA-4与CD28均为

共刺激分子B7的受体，主要表达于被激活T细胞表

面，CTLA-4与CD28分子的功能相反，CTLA-4与B7

结合后抑制小鼠和人T细胞的激活，在T细胞活化中

起负调节作用［14］。研究发现CTLA-4是CD4+ CD25+

Foxp3+ Tregs的一个重要功能分子，能够抑制Tregs诱
导细胞活化死亡，维持其在体内的稳定性［15］。

MM患者Tregs数量升高，抑制功能的增强，凋亡

能力下降，Treg数量可作为监测MM的预后指标之一。
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1985～2005年减少癌症死亡率压力的评估与发展

心血管疾病（CVD）死亡率的降低延长了人们的寿命，但是评价癌症干预措施的效果时情况就更复杂一些，必

须顾及到日益增长的癌症发病率，群体癌症死亡率并不能做到这一点。日前，美国研究者Samir Soneji等人报告了

一种可以揭示因其他疾病死亡率变化而产生的效果的测量方式。

研究人员从监测、流行病学和最终结果登记数据库（SEER）中获得了每年乳腺癌、结肠癌、肺癌和前列腺

癌的死亡率，还从国家死亡登记表中获得了1975年到2005年的非癌症死亡率。他们使用寿命表法计算出癌症

死亡负担作为癌症造成的平均个人寿命损失（PYLL），即癌症特异的PYLL，并量化（可能还抵消）了癌症死亡率

和其他原因死亡率这两种因素分别对癌症特异的PYLL造成的影响。

癌症死亡率的降低减轻了高发癌症的死亡负担，但由于其他原因死亡率的降低造成癌症的发病率升高，

部分抵消了这一过程。在1985年到1989年及2000年到2004年间，男性中的肺癌负担造成的寿命损失减少了

0.1年。这个减少反映了两种效果之和：肺癌死亡率减轻了肺癌死亡的平均负担，使得其寿命损失了0.33年，而

其他原因死亡率减少造成这一指标增加了0.23年。其他常见癌症表现出相同的模式。

研究者指出，通过使用这种可以解释随着心血管疾病死亡率的改善使得癌症发病率有了提示的方式，可

以发现先前的评价低估了癌症干预措施的效果。

—— 引自《全球肿瘤快讯》
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