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视网膜母细胞瘤患者细胞免疫功能状态的改变

迟　林，邓　红

（首都医科大学附属北京同仁医院检验科　１００７３０）

　　摘　要：目的　研究视网膜母细胞瘤患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞比例及ＣＤ３＋ＣＤ４＋／

ＣＤ３＋ＣＤ８＋比值的变化，并探讨其临床意义。方法　回顾性分析２０１５年４月至２０１６年４月在该院就诊的１２２例视网膜母细胞

瘤患者外周血Ｔ细胞亚群变化，将视网膜母细胞瘤患者分为３组：双眼视网膜母细胞瘤组（狀＝５１）、左眼视网膜母细胞瘤组（狀＝

３３）、右眼视网膜母细胞瘤组（狀＝３８），另选取同期健康体检者４５例作为健康对照组，使用ＢａｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＦＣ５００流式细胞仪，

采用多参数流式细胞术检测各组的外周血Ｔ细胞亚群水平，对检测结果进行统计学分析。结果　与健康对照组相比，视网膜母

细胞瘤患者外周血ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋细胞比例明显减少，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞比例明显升高，差异有

统计学意义（犘＜０．０１）；ＣＤ３＋ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋比值明显下降，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；视网膜母细胞瘤患者各组间外周

血Ｔ细胞亚群水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　视网膜母细胞瘤患者有细胞免疫功能紊乱，监测其外周血Ｔ淋巴细胞

亚群，可以评估患者的细胞免疫功能及疾病的状态，为临床治疗提供依据。
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　　视网膜母细胞瘤（ＲＢ）是婴幼儿最常见的眼内原发恶性肿

瘤，严重危害患儿的视力及生命［１］。在肿瘤方面，随着对肿瘤

研究的不断深入，很多人都注意到了肿瘤和免疫之间的关系。

现有研究证实，Ｔ淋巴细胞介导的细胞免疫应答在杀伤肿瘤细

胞，控制肿瘤生长中起重要作用［２］。其中Ｔ辅助细胞（Ｔｈ）与

Ｔ抑制细胞（Ｔｓ）是肿瘤免疫调节的重要细胞
［３］。为探讨 ＲＢ

患者细胞免疫功能的变化，本课题拟对１２２例确诊ＲＢ患者，

包括双眼ＲＢ患者５１例，左眼ＲＢ患者３３例，右眼ＲＢ患者３８

例，探讨ＲＢ患者与健康者间的外周血Ｔ淋巴细胞的改变，以

了解ＲＢ患者的免疫功能状态及临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１５年４月至２０１６年４月在北京同仁

医院就诊的１２２例ＲＢ患者进行研究，所有患者均进行眼科Ｂ

超、彩色超声多普勒、ＣＴ或 ＭＲＩ、眼底照相检查，间接眼镜及

眼前节检查明确诊断。所有入组患者均为初次明确诊断，且未

进行治疗。按肿瘤累及范围分为３组：其中双眼ＲＢ组５１例，

肿瘤累及双眼，男２８例，女２３例，就诊年龄２９ｄ至６岁，中位

年龄２２．８个月；左眼ＲＢ组３３例，肿瘤只累及左眼，男１９例，

女１４例，就诊年龄３５ｄ至７岁，中位年龄２３．４个月；右眼ＲＢ

组３８例，男２１例，女１７例，中位年龄２３．９个月。另选取就诊

于北京同仁医院健康体检儿童４５例作为健康对照组，男２６

例，女１９例，就诊年龄１～６岁，中位年龄２４．２个月。本研究

经首都医科大学附属北京同仁医院医学伦理委员会审查同意，

所有受检者均知情同意。各组一般资料比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５），具有可比性。

１．２　方法

１．２．１　仪器与试剂　美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＦＣ５００流式细胞

仪，ＣＤ４５ＦＩＴＣ／ＣＤ４ＲＤ１／ＣＤ８ＥＣＤ／ＣＤ３ＰＣ５，ＬｙｓｉｎｇＳｏｌｕ

ｔｉｏｎ，ＰＢＳ均为美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司生产。

１．２．２　试验方法　所有观察对象空腹取静脉血２ｍＬ于乙二

胺四乙酸二钾（ＥＤＴＡＫ２）真空抗凝采血管内，混匀，室温保

存。取 ＣＤ４５ＦＩＴＣ／ＣＤ４ＲＤ１／ＣＤ８ＥＣＤ／ＣＤ３ＰＣ５荧光标记
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抗体２０μＬ加入流式试管底部，加入１００μＬ抗凝外周血，避光

孵育２０ｍｉｎ，加入ＬｙｓｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ５００μＬ，避光孵育１０ｍｉｎ，加

入ＰＢＳ５００μＬ，避光孵育１０ｍｉｎ，上机检测，记录ＣＤ３
＋、ＣＤ３＋

ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋阳性细胞比例。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２１．０进行统计分析，计量资料

以狓±狊表示，两样本均数比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同年龄组外周血Ｔ淋巴细胞亚群表达情况　ＲＢ患者

各年龄组间外周血Ｔ细胞亚群表达差异无统计学意义（犘＞

０．０５），结果见表１。

２．２　ＲＢ患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群与健康对照组比较　ＲＢ

患者外周血ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋细胞比例明显低于健康对照组

的水平（犘＜０．０１），而ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞比例明显高于健康对照

组（犘＜０．０１），ＣＤ３＋ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋比值较健康对照组显

著下降（犘＜０．０１），结果见表２。ＲＢ各组间 Ｔ细胞亚群水平

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　不同年龄组外周血Ｔ淋巴细胞亚群

　　　表达情况（狓±狊，％）

年龄

（岁）
狀 ＣＤ３＋ ＣＤ３＋ＣＤ４＋ ＣＤ３＋ＣＤ８＋

ＣＤ３＋ＣＤ４＋／

ＣＤ３＋ＣＤ８＋

＜３ ７５ ６５．１６±７．０５ ３５．６９±６．１１ ２５．９０±６．５６ １．４６±０．４５

≥３ ４７ ６５．４１±８．６４ ３５．２１±６．９０ ２６．９１±６．１１ １．３８±０．４０

犘 ０．１７４ ０．４０２ ０．８４９ ０．９９７

表２　　ＲＢ患者外周血Ｔ淋巴细胞亚群表达情况与健康对照组比较（狓±狊，％）

组别 狀 ＣＤ３＋ ＣＤ３＋ＣＤ４＋ ＣＤ３＋ＣＤ８＋ ＣＤ３＋ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋

健康对照组 ４５ ７１．１３±６．５６ ４１．６４±６．０２ ２３．７０±３．４７ １．８１±０．４８

双眼ＲＢ组 ５１ ６４．２１±８．６６ａ ３５．５０±７．０７ａ ２６．３８±５．６５ａ １．４０±０．３９ａ

左眼ＲＢ组 ３３ ６４．９８±７．５３ａ ３４．８９±６．５９ａ ２６．９９±４．８２ａ １．３４±０．２９ａ

右眼ＲＢ组 ３８ ６６．９０±６．１０ａ ３６．０４±５．３３ａ ２８．１６±６．５７ａ １．３２±０．３０ａ

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　注：与健康对照组比较，ａ犘＜０．０１。

３　讨　　论

　　肿瘤的发生并不是一个简单的过程，而肿瘤免疫的过程更

为复杂。机体抗肿瘤免疫应答以细胞免疫为主，依赖于激活的

Ｔ淋巴细胞、ＮＫ细胞和巨噬细胞对肿瘤细胞的直接杀伤并释

放效应因子，同时，抗体、补体、细胞因子和黏附分子等多种免

疫分子，它们的参与和相互调节，在机体对肿瘤的杀伤中起重

要作用［４］。细胞免疫是机体抗肿瘤免疫的重要机制，而 Ｔ淋

巴细胞是机体重要的免疫细胞，它不仅直接介导细胞免疫应

答，而且对机体抗肿瘤免疫应答的调节起关键作用［５］。Ｔ淋巴

细胞根据细胞表面ＣＤ分子表达可分为ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞及

ＣＤ８＋细胞毒性Ｔ淋巴细胞２个亚群，在抗原识别中，２个亚群

分别受不同的主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）分子约束，ＣＤ４＋

Ｔ淋巴细胞主要识别 ＭＨＣⅡ类分子递呈的外源性抗原肽，而

ＣＤ８＋细胞毒性Ｔ淋巴细胞主要识别 ＭＨＣⅠ类分子递呈的内

源性抗原肽，两者之间细微平衡是维持免疫系统内部环境稳定

的中心环节［６］。Ｔ淋巴细胞亚群中，ＣＤ３＋细胞数量代表了机

体总的Ｔ淋巴细胞免疫状态；ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞是辅助性Ｔ淋

巴细胞，辅助机体完成抗肿瘤免疫；大多数ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞

为细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞，参与直接杀伤肿瘤细胞；ＣＤ３＋

ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋比值保持动态平衡，以维持机体细胞免疫

功能稳态，当其比值降低，则机体免疫功能低下，从而有利于肿

瘤的增殖［４，６］。

ＲＢ起源于视网膜胚胎中性核层细胞，这种发生在儿童眼

部的恶性肿瘤，病因尚不明确，据统计６％为常染色体显性遗

传，其余与遗传突变和体细胞突变有关，也有人认为与病毒感

染因素有关，其发生与ＲＢ等位基因的缺失和失活具有直接联

系［７］。有研究证明，Ｔ淋巴细胞识别肿瘤抗原后激活，凋亡敏

感性增加，肿瘤低表达 ＭＨＣ、Ｂ７１，分泌抑制因子，引起 Ｔｈ１

反应向Ｔｈ２的偏移和淋巴细胞因子相互作用，使生存因子下

调和凋亡保护因子丧失，２种因素相辅相成共同促进Ｔ淋巴细

胞凋亡［８］。在凋亡的过程中，Ｆａｓｌ是诱导细胞实现凋亡的重要

途径之一，其可以通过诱导淋巴细胞的凋亡，使肿瘤细胞逃避

免疫系统的监控［７］。而在视网膜母细胞瘤中和正常视网膜细

胞中ＦａｓＬｉｇａｎｄ均为高表达，使视网膜母细胞逃避了免疫系

统的攻击，对视网膜母细胞瘤的失控性增长提供帮助，对 ＲＢ

的发展起重要的作用［９］。

本研究结果显示ＲＢ患者Ｔ淋巴细胞亚群表达水平的变

化，ＲＢ患者外周血ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋细胞比例明显低于健康

对照组（犘＜０．０１）；ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞比例较健康对照组有明显

升高（犘＜０．０１）；ＣＤ３＋ＣＤ４＋／ＣＤ３＋ＣＤ８＋比值明显下降（犘＜

０．０１），说明ＲＢ患者的细胞免疫功能低下。这与 Ｎｏｂｌｅ等
［１０］

和周晋华［１１］研究的其他类型的恶性肿瘤（食管腺癌、肺癌、鼻

咽癌等）细胞免疫状态的结果一致，研究证明，不同类型的恶性

肿瘤患者免疫功能都存在着不同程度的紊乱和（或）低下。

导致ＲＢ患者外周血Ｔ淋巴细胞活性降低的原因，可能与

以下因素相关：（１）杀伤肿瘤细胞过程中消耗大量 Ｔ淋巴细

胞。（２）肿瘤细胞分泌了一些抑制因子，使Ｔ淋巴细胞活性降

低。（３）视网膜母细胞瘤中ＦａｓＬｉｇａｎｄ的高表达，其可以诱导

淋巴细胞的凋亡，使视网膜母细胞逃避了免疫系统的攻击，使

Ｔ淋巴细胞活性降低。肿瘤免疫学的研究也证实，恶性肿瘤患

者的机体免疫功能均有不同程度降低，机体的免疫功能异常与

恶性肿瘤的发生、发展、转移及预后密切相关［１２］。因此，采用

多参数流式细胞术对视网膜母细胞瘤患者外周血Ｔ淋巴细胞

亚群ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞比例及ＣＤ３＋ＣＤ４＋／

ＣＤ３＋ＣＤ８＋比值进行监测，对了解患者细胞免疫状态、病情发

展、治疗方案的选择及预后评估有一定的帮助。
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及离散情况，见图１。

３　讨　　论

　　近年来，凝血、抗凝及纤溶系统的变化在孕产妇中的应用

价值越来越受到临床重视［９］。妊娠是一种特殊的生理过程，因

胎儿生长发育和分娩的生理需求，此时机体内的各项生理指标

均发生一定程度的改变，以利于胎儿的生长和娩出。特别是在

妊娠晚期，体内的凝血功能增强，抗凝功能减弱，纤溶功能减

弱，致使妊娠晚期妇女体内出现高凝状态，因此，对于孕妇这个

特殊群体再使用正常非孕妇女性或男性的参考区间已不合适。

故建立正常健康孕妇不同妊娠期凝血筛查４项的参考区间迫

在眉睫。

凝血筛查４项是出血性及血栓性疾病筛查的常规检验项

目。ＰＴ是外源性凝血系统较为敏感的筛选指标，可反映血浆

中凝血因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ水平；ＡＰＴＴ是内源性凝血系统较为

敏感的筛选指标，可反映血浆中凝血因子Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ水平；

ＦＩＢ是内、外源性凝血途径的最终通路，主要用于纤溶筛

查［１０］，在妊娠期ＦＩＢ可由２～４ｇ／Ｌ增至４～６ｇ／Ｌ；ＴＴ是检测

待测标本是否有循环抗凝物质的试验，其长短反映血浆纤维蛋

白原量或质的异常程度。

本研究结果显示，随着孕期进程，ＰＴ、ＡＰＴＴ逐渐缩短，

ＦＩＢ则显著升高，提示妊娠末期高凝状态易形成血栓
［９］，应高

度关注。本研究结果表明，孕早期孕妇的凝血系统和纤溶系统

发生变化，血浆纤维蛋白原的水平逐渐增加，大部分凝血因子

增多，可溶性纤维蛋白单体水平增加，纤溶酶源激活物活性下

降而其抑制物水平升高，血液呈高凝状态。这种生理变化随着

孕妇孕周的增加而加剧，适度高凝是一种生理性保护措施。其

有利于维持纤维蛋白沉积于动脉、子宫壁和胎盘绒毛间，有助

于维持胎盘的完整性以及剥离而形成血栓，有利于分娩过程中

和产后迅速止血，有效防止大出血。

然而当某些诱因存在时，机体可由高凝状态迅速转化为低

凝状态，此时由于大量凝血因子的消耗，可引起妊娠高血压综

合征及诱发纤溶的发生、胎盘早剥、弥散性血管内凝血

（ＤＩＣ）
［１１］和产后血栓等多种产科并发症，严重威胁孕产妇、胎

儿的安全［５］。因此，建立孕妇不同孕期常规凝血试验参考区

间，密切观察孕妇产前凝血４项指标，了解其凝血与纤溶功能

的变化，有助于病情的监测，防止产科出血及血栓性疾病，对提

高分娩安全、保护母婴健康具有重要意义。
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ｓｕｉｃｉｄｅｏｆｔｕｍｏｒｒｅａｃｔｉｖｅＴｃｅｌｌｆｏｌｌｏｗｉｎｇａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｔｕｍｏｒｓｅｌｅｃｔｉｖｅｒｅｓｃｕｅｂｙｅｓｃａｐｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２００９，１６２（６）：３２７３３２７９．

［９］ 李光辉，彭燕一．ＲＮＡ干扰技术在视网膜疾病治疗中的

研究进展［Ｊ］．国际眼科杂志，２０１３，１３（５）：９０１９０４．

［１０］ＮｏｂｌｅＦ，ＭｅｌｌｏｗｓＴ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｌｙｍｐｈｏ

ｃｙｔｅｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｗｉｔｈｉｍｐｒｏｖｅｄｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＩｍｍｕｎｏｌＩｍｍｕ

ｎｏｔｈｅ，２０１６，３１：１９．

［１１］周晋华．流式细胞术分析不同分期的恶性肿瘤外周血Ｔ

淋巴细胞亚群的变化［Ｊ］．临床肿瘤杂志，２００９，７（１４）：

６１９６２１．

［１２］ＢａｕｍａｎｎＭＨ，ＭｉｌｓｏｎＴＪ，ＰａｔｒｉｃｋＣＷ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌｃｏｕｎｔｗｉｔｈｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎ

ｌａｒｇｅｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，２０１０，５７：２３０９．

（收稿日期：２０１６０８１７　　修回日期：２０１６１０２３）

·６７１· 检验医学与临床２０１７年１月第１４卷第２期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．２


