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结核病仍是我国乃至全球的重大公共卫生问题

之一 [1]。如何早期诊断并监测结核病疗效是控制结

核病的主要挑战。痰培养、痰涂片阳性以及其转阴

分别是诊断和监测抗结核疗效的实验室常用方法，

但这些方法均存在灵敏度低、耗时长等缺点。因此，

可快速、灵敏的代替方法亟需临床探寻。目前关于

结核特异性生物标志物用于结核的诊断和疗效监测

少有研究报道。有研究显示[2]，经分泌抗原靶蛋白-6

（ESAT-6）和培养滤过蛋白-10（CFP-10）刺激后，

CD4+T细胞将产生 -干扰素（IFN- ）、肿瘤坏死因子

（TNF- ）等细胞因子以及 T细胞表面标记的特异性

表达变化。因此，本研究拟以 T淋巴细胞典型的早

期和中晚期活化指标 CD69和 HLA-G[3-4]为指标，同

时为减少 T细胞表面的非特异性表达的干扰，设立

对照管（不含多肽抗原）和培养刺激管（含ESAT-6和
CFP-10的蛋白混液），以培养刺激前后 CD4+HLA-

G+、CD4+CD69+T细胞群百分比差值为最终检测值，

探讨结核特异性 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T细胞

对活动性肺结核的诊断及疗效评估的潜在价值，现

报道如下。

1 对象与方法

1.1 研究对象 选取 2022年 10月至 2024年 1月

于余姚市人民医院就诊的活动性结核患者 150例为

观察组，另外入选同期健康体检者80例作为对照组。

纳 入 标 准：（1）参 考 我 国 肺 结 核 诊 断 标 准

（WS288-2017）[5]，结合患者的临床症状、体征及实验

室检查等综合诊断为活动性肺结核；（2）年龄 18～

80岁，临床资料完整。排除标准：（1）合并恶性肿瘤

或自身免疫系统疾病者；（2）服用影响机体免疫功能

的药物；（3）孕妇或哺乳期。本研究获得余姚市人民

医院伦理委员会批准，所有研究对象均同意参加本

研究并签署书面知情同意书。

1.2 仪器和试剂 美国 BD 公司 FACS Calibur 流

式细胞分析仪。RPMI-1640 培养基（购自 Thermo

Scientific公司）；ESAT-6和 CFP-10购自 Cusabio公

司；HLA-G-PE、CD4-FITC、CD69-APC、FACS Ly-

sing均购自美国 BD公司。

1.3 方法

1.3.1 标本采集 采集对照组的空腹静脉血 2ml和

观察组患者治疗前后的空腹静脉血 2 ml。
1.3.2 细胞培养 各样本分别设立未刺激的对照管

和培养刺激管。对照管中加入 1 ml 全血和 1 ml

RPMI-1640培养基，混匀。培养刺激管中加入 1ml全

血和 1 ml浓度为 10 g/ml ESAT-6和 CFP-10的蛋白

混液。放入 37℃，5%CO2培养箱中培养 20～ 24h。

1.3.3 CD69和HLD-G的检测 （1）荧光抗体标记：

取 2支流式检测管并编号 1、2号，分别加 HLA-G-

PE/CD4-FITC、CD4-FITC/CD69-APC 10 l；（2）加

样：每支流式检测管加入抗凝外周全血 50 l；（3）孵

育并溶血：室温避光孵育 30min，加入 400 l溶血素

并轻混匀；（4）上机：使用 FACS Calibur流式细胞分

析仪进行检测；（5）分析与记录：Cell Quest软件分析

CD4+HLA-G+以及CD4+CD69+T细胞群的百分数。以

培养刺激管和对照管的 CD4+HLA-G+、CD4+CD69+T

细胞百分比差值为最终检测值。

1.3.4 治疗方案和疗效判定 观察组入院治疗方案

均给予标准四联强化期抗结核治疗[6]：规律口服四联

抗结核药物方案（异烟肼 0.3 g/d，利福平 0.45 g/d，吡
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嗪酰胺 30mg • kg • –1• d–1，乙胺丁醇 30mg • kg–1 • d–1），

治疗 2个月。根据世界卫生组织标准评估肺结核治

疗效果[7]：（1）显效为症状体征基本消失，肺部病灶吸

收≥50%，空洞闭合，连续 2次痰菌试验培养呈阴性；

（2）有效为症状体征减轻，肺病灶吸收小于＜ 50%、

空洞缩小；（3）无效为病情无改善，肺部病灶无变化

或恶化。总有效率=（显效+有效）/总例数×100%。

1.4 统计方法 采用SPSS 22.0统计软件进行分析，

计数资料采用 2检验；非正态分布计量资料以中位

数（四分位数）表示，两组比较采用Mann-Whitney

检验；采用受试者工作特征曲线（ROC）评价诊断活

动性结核的效能。＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 研究对象临床特征 观察组与对照组的年龄、

性别、卡介苗接种史、出生地差异均无统计学意义

（均 ＞ 0.05），见表 1。观察组入选的 150例患者，

经过 2个月抗结核治疗后，42例复查临床症状基本

消失，且痰菌培养转阴，治疗显效率为 28.0%

（42/150）；99例患者临床症状减轻，表现为肺部病灶

缩小等，治疗有效率 66.0%（99/150）；9例患者病情

无改善 6.0%（9/150）。观察组的临床治疗总有效率

为 94.0%（141/150）。
2.2 结核特异性CD4+HLA-G+和CD4+CD69+T细胞

百分比比较 治疗前，观察组的 CD4+HLA-G+和

CD4+CD69+T 细胞百分比高于对照组（ =8.61、

11.36，均 ＜ 0.05）；治疗后，观察组的CD4+HLA-G+

和 CD4+CD69+T 细胞百分比低于治疗前（ =6.91、
11.16，均 ＜ 0.05），且与对照组差异无统计学意义

（ =1.39、1.67，均 ＞ 0.05），见表 2。1例结核患者

经ESAT-6和CFP-10刺激培养后的治疗前后外周血

CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T 细胞流式细胞术控门

方案分别见图 1～ 2。
2.3 结核特异性 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T 细胞

预测活动性结核的价值 结果显示 CD4+HLA-G+、

CD4+CD69+T细胞以及两者联合诊断结核的曲线下面

积（ ）分别为 0.784、0.885和 0.920，见表 3及图 3。
2.4 抗结核治疗效果与结核特异性CD4+HLA-G+和

CD4+CD69+T 细胞的关系 将观察组按照治疗前

CD4+HLA-G+T细胞≥1.650和＜ 1.650；CD4+CD69+

T细胞≥1.080和＜ 1.080分为高、低水平组。高水

平组 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T细胞百分比在治

疗 2个月后，其治疗显效率均高于低水平组（ ＜

0.05），治疗有效率与低水平组相比有升高趋势，但差

异无统计学意义（ ＞ 0.05），治疗无效率均低于低

水平组（ ＜ 0.05），见表 4。

表 2 抗结核治疗前后患者 CD4+HLA-G+

和 CD4+CD69+T细胞百分比比较 %
组别 例数 CD4+HLA-G+ CD4+CD69+

对照组 80 0.40（0.10，1.28） 0.62（0.02，0.72）

观察组 150
治疗前 2.90（1.50，5.00） 3.10（2.70，4.40）

治疗后 0.50（0.20，1.30） 0.70（0.00，1.10）
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注：A为根据细胞体积大小和细胞内容物对外周血淋巴细胞的门控图；B为 CD4+T细胞的门控图，C为 CD4+HLA-G+T细胞的门控图，D为

CD4+CD69+T细胞的门控图

图 1 1例结核患者经 ESAT-6和 CFP-10刺激培养后，治疗前外周血 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T细胞流式细胞术控门方案
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表 1 临床特征比较 例（%）
项目 观察组（ =150） 对照组（ =80） 2（ ）值 值

年龄 49.0（43.0，57.0） 45.0（36.0，52.0） （1.63） ＞ 0.05
性别

男 81（54.00） 47（58.75） 0.48 ＞ 0.05

女 69（46.00） 33（41.25）

出生地

城镇 48（32.00） 27（33.75） 0.07 ＞ 0.05
乡村 102（68.00） 53（66.25）

卡介苗接种史

是 145（96.67） 79（98.75） 0.26 ＞ 0.05

否 5（3.33） 1（1.25）
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3 讨论

全球结核病的防控形势依旧严峻。2023年的全

球结核病报告显示：2022年新发结核患者 1 060万，

死亡患者 130万例 [8]。早期诊断以及疗效监测对防

控结核病具有重要意义。结核分支杆菌作为胞内寄

生菌，细胞免疫在抗结核感染中起重要作用。有研

究证实，CD4+T细胞数目减少以及功能低下，将会导

致结核分枝杆菌长期存活并难以局限于病灶区，进

而加重病情[9]。故探索结核特异性 CD4+T细胞表面

的活化标志物能否作为预测肺结核以及监测抗结核

疗效具有潜在价值。

本研究结果显示，观察组的结核特异性 CD4+

HLA-G+和 CD4+CD69+T细胞百分比均高于对照组。

ROC曲线分析结果显示，CD4+HLA-G+、CD4+CD69+

T细胞两者联合对诊断活动性结核比单一指标有更

好的预测价值。CD69和 HLA-G 均为 T 淋巴细胞

表面的活化免疫标记分子 [10-11]，CD69作为早期活化

标记可作为共刺激信号进一步诱导T淋巴细胞增殖

或活化 [12]。而 HLA-G是 T淋巴细胞的中晚期免疫

标记，在激活后可进一步促进T细胞活化增殖，并且

其在抑制机体免疫功能中起重要作用[13]。近年来的

研究发现，CD4+CD69+、CD4+HLA-DR+T细胞在活动

性结核患者中的表达要高于健康人以及与结核患者

密切接触的高危人群 [14]，这和本研究结果一致。本

表 4 不同结核特异性 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T细胞

百分比与抗结核治疗效果分析

指标（%） 显效（ =42） 有效（ =99） 无效（ =9）

CD4+HLA-G+

高水平（ =107） 35（32.71） 71（66.35） 1（0.93）

低水平（ =43） 7（16.28） 28（65.12） 8（18.60）
2值 4.11 0.02 13.99

值 ＜ 0.05 ＞ 0.05 ＜ 0.05
CD4+CD69+

高水平（ =122） 39（31.96） 83（68.03） 0

低水平（ =28） 3（10.71） 16（57.14） 9（32.14）
2值 5.10 1.14 36.21

值 ＜ 0.05 ＞ 0.05 ＜ 0.05

表 3 结核特异性 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T细胞

预测活动性结核的价值

项目 截断值 95% 敏感度 特异度

CD4+HLA-G+ 0.784 1.650 0.724～ 0.844 0.713 0.812

CD4+CD69+ 0.885 1.080 0.840～ 0.930 0.787 0.850
联合检测 0.920 0.552 0.887～ 0.954 0.860 0.838

注：A为 CD4+HLA-G+T细胞预测活动性结核的 ROC曲线图，B为 CD4+CD69+T细胞预测活动性结核的 ROC曲线图，C为 CD4+HLA-G+联

合 CD4+CD69+T细胞预测活动性结核的 ROC曲线图

图 3 结核特异性 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T细胞预测活动性结核的 ROC曲线图
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图 2 1例结核患者经 ESAT-6和 CFP-10刺激培养后，治疗后外周血 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T细胞流式细胞术控门方案
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研究中 CD4+CD69+、CD4+HLA-DR+T细胞百分比在

结核患者中显著升高，笔者推测其原因可能是在活

动性结核病阶段，同时存在促进 T细胞活化的炎症

反应和逃避宿主免疫应答的抗炎反应。此外，本研

究结果显示，在有效的抗结核治疗后，活动性肺结核

患者的结核特异性 CD4+HLA-G+和 CD4+CD69+T细

胞比率均明显下降，推测可能是由于细菌载量下降

以及炎症反应减轻，使得T细胞活化反应减弱，提示

其水平变化可作为观察结核患者疗效和转归的指

标。本研究按照截断值将 CD4+HLA-G+和 CD4+

CD69+T细胞百分比分为高、低水平组，进一步分析

其与治疗效果的关系，结果显示高水平组的 CD4+

HLA-G+和CD4+CD69+患者在抗结核治疗 2个月后，

其治疗的显效率高于低水平组，并且其治疗无效率

明显低于低水平组，说明 CD4+HLA-G+和 CD4+

CD69+T 细胞百分比的高水平表达可预示活动性肺

结核的良好预后。

综上所述，结核特异性的 CD4+HLA-G+和 CD4+

CD69+T细胞百分比变化能反映抗结核治疗的疗效，并

且联合检测对预测活动性肺结核有一定的诊断价值。
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