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PD-1 在耐多药肺结核患者 T 淋巴细胞上的表达 
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【摘要】目的 分析耐多药肺结核患者自身 T 淋巴细胞表达和 PD-1 之间的关系。方法 选取对异烟肼、利福

平耐药的患者为 HR 耐药组，对异烟肼、利福平敏感的患者为 HR 敏感组，健康人群为健康组。采集外周血，运

用流式细胞检测技术对其进行 T 淋巴细胞、CD8+表面 PD-1 受体的检测。结果 分析机体淋巴细胞 CD4+表达情

况为：HR 耐药组与 HR 敏感组（P=0.016）；HR 耐药组以及健康分析组之间的数据比较，对应 p<0.05；且 HR 敏

感组以及健康分析组之间的数据比较，对应 p<0.05。针对机体淋巴细胞 CD8+表达情况为：HR 耐药组与 HR 敏感

组（P=0.012）；HR 耐药组与健康分析组（P<0.001）；HR 敏感组与健康分析组（P=0.001）。结论 HR 耐药相

关的肺结核检验中，T 淋巴细胞 CD4+、和 T 淋巴细胞 CD8 对应的 PD-1 受体均较 HR 敏感类型患者、健康群体

的受体水平高。 
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【Abstract】Objective: To analyze the relationship between self T lymphocyte expression and PD-1 in 
multidrug-resistant pulmonary TB patients. Methods: Patients resistant to isoniazid and rifampin were selected as 
the HR resistant group, patients sensitive to isoniazid and rifampin were selected as the HR sensitive group, and the 
healthy population was the healthy group. Peripheral blood was collected and tested for T lymphocytes and CD8 + 
PD-1 surface receptor by flow cytometry technology. Results: CD4 + expression of lymphocytes was: HR resistant 
and HR sensitive groups (P=0.016); data comparison between HR resistant and healthy analysis groups, 
corresponding to p <0.05; and data comparison between HR sensitive and healthy analysis groups, corresponding p 
<0.05. CD8 + expression of lymphocytes of the body was: HR resistant and HR sensitive group (P=0.012); HR 
resistant and healthy analysis group (P <0.001); and HR sensitive group and health analysis group (P=0.001). 
Conclusion: In the pulmonary tuberculosis test of HR resistance, PD-1 receptors corresponding to CD4 + of T 
lymphocytes and CD8 were higher than those of HR sensitive patients and healthy groups. 
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T 淋巴细胞的表面，存在着免疫性受体，即 PD-1。
此受体能够和相关配体结合（PD-L1），在彼此出现抑

制信号的情况下，控制 mRNA 细胞的正常合成过程，

会引出相应 T 淋巴细胞有凋亡现象，控制 T 淋巴细胞

增殖过程，从而减小其对病原体产生的清除效应[1-4]。

经过一些研究可以了解到，肺结核患者会出现身体内 T
淋巴细胞 PD-1 表达过程持续改变的情况，且部分实验

明确了若对 PD-1/PD-L1 通路有阻断的现象，可以显著

降低 T 淋巴细胞凋亡几率。结合实际情况，我们能够

初步对耐多药肺结核患者进行 T 淋巴细胞的分析，研
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究对应表达中 PD-1 是否以及健康人群的细胞表达有

差异，可能存在着耐多药肺结核患者自身有细胞免疫

抑制的问题，造成患者免疫功能降低。这样临床上患者

会有病灶面积广泛、难以治愈等一系列问题。另外结核

病的出现，在一定程度上受到免疫功能影响，相关 HR
耐药患者体内出现的免疫抑制现象，要较 HR 患者有

更加敏感的表现，对应免疫抑制过程没有直接和抑制

分子 PD-1 之间存在关联，也没有报道进一步确定。所

以为了研究患者自身淋巴细胞亚群 PD-1 的具体表现，

具体情况如下。 
1 研究对象 
1.1 对象 
时间统计为 2018 年 7 月至 2018 年 12 月，观察对

象统计为胸科医院结核内科住院患者，这些患者 37 例

均属于菌阳耐多药肺结核，被记作 HR 耐药组。并且将

44 例存在菌阳肺结核的人员与其对比，记作 HR 敏感

组。再者挑选一定数量的健康人员，这些人员经过体检

筛查属于身体健康情况，共有 22 例，记作健康分析组。

其中 HR 耐药组的男性和女性患者数量分别为 22 例、

15 例、最小年龄是 15 岁、最大年龄是 78 岁，平均年龄

40.03  16.88 岁。HR 敏感组的男性和女性患者数量分

别为男 32 例、12 例、最小年龄是 15 岁、最大年龄是 88
岁，平均年龄 43.57  19.87 岁。健康分析组的男性和

女性人员数量分别是 7 例、15 例、最小年龄年龄是 23
岁、最大年龄是 68 岁、平均年龄 38.95  11.46 岁。 

1.2 纳入标准 
选择的肺结核患者满足如下：满足临床基本症状、

通过肺部光片和细菌学得以诊断，与 2017 年颁布的肺

结核（ws288-2017）内容相一致[5]。并且利用菌种检验，

属于结合分歧杆菌，以药敏检验表明对一些药物生成

耐药性的患者，尤其是异烟肼、利福平，上述患者 37
例被记作 HR 耐药组；针对 HR 敏感组，即利用菌种鉴

定含有结核分歧杆菌，然而药敏检验对异烟肼、利福平

能够同时产生耐药作用的患者；针对健康分析组，即通

过体检表明身体所处健康范围，没有出现结核病临床

症状的人员。 
1.3 排除标准 
严重肝肾及心血管疾病，出现其他类型的免疫性

病症患者，有肿瘤患者或者伴随免疫抑制的人员。 
2 方法 
2.1 实验方法 
以细胞技术的方式对三个小组人员的外周血进行

检测，即 CD4+T 淋巴细胞、CD8+T 淋巴细胞相关表达

过程中参与的 PD-1 分子，对比检测结果。 
2.2 实验材料 

表 1  实验材料表 

产品名称 型号 生产企业 

FACSAriaTMII 流式细胞仪器 - 美国 BD 公司 

常温离心机 - 美国 ThermoFisher
公司 

细胞漩涡均匀器 - 美国 Sheldon 公司 

冷藏箱柜 - 海尔 SC-326 型 

微量移液器 - 法国 Gilson 公司 

白细胞分化抗原 CD3 检测试剂

（APC） 652815 美国 BD 公司 

白细胞分化抗原 CD4 检测试剂

（FITC） 340133 美国 BD 公司 

白细胞分化抗原 CD8 检测试剂

（PerCP） 652829 美国 BD 公司 

MsIgGKpaItCIPEMOPC-21 555749 美国 BD 公司 

HuCD279PEEHEH121 560795 美国 BD 公司 

5ml 圆底试管聚苯乙烯
12*75mm 352052 美国 BD 公司 

溶血素 349202 美国 BD 公司 

鞘液 342003 美国 BD 公司 

EDTA-K2 抗凝血无菌管 367843 美国 BD 公司 

各种规格移液器吸头 - 北京金麦克技术发展

有限公司 
FALCON 流式管 - 美国 BD 公司 

 
2.3 实验步骤 
（1）做好流式细胞仪使用的准备操作者明确检测

方案，对检查鞘液桶以及废液桶进行全方面检查，确保

前者处于充满情况。且废液桶中需要留出一定空间进

行标本的处理，即容纳相关的废液。操作者依次打开需

要应用的工具，即电源、电脑、打印机。 
（2）制备实验应用的标本组织受检人员进行静脉

血抽取，即 5 毫升。将静脉血利用紫头管进行收集，处

于室温状态置入滚动器充分转动；之后利用 2 支圆底

试管准备好聚苯乙烯，将序号分别记作 1 和 2.并且通

过加样枪加以白细胞分化抗原的吸取，记作 3ul，将抗

原 CD3 和 2 支试管分别混合。选择白细胞抗原 CD4 和

2 支试管分别混合、选择白细胞抗原 CD8 和 2 支试管

分别混合。接下来在标注为 1 号的试管中引进 10ul 的
抗体（IgG），在标注为 2 号的试管中引进 CD279 抗

体，事先轻微混合。最后增加血样 50ul 混合，以手动
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形式进行摇匀，开展相应的 15 分钟避光孵育处理。 
2.4 排除标准 
严重肝肾及心血管疾病，有其他类型重要疾病的

人员、出现肿瘤人员或者进行免疫抑制剂干预的人员。 
3 方法 
3.1 实验方法 
以细胞技术的方式对三个小组人员的外周血进行

检测，即 CD4+T 淋巴细胞、CD8+T 淋巴细胞相关表达

过程中参与的 PD-1 分子，对比检测结果。 
3.2 实验材料 

表 2  实验材料表 

产品名称 型号 生产企业 

FACSAriaTMII 流式细胞仪器 - 美国 BD 公司 

常温离心机 - 美国 ThermoFisher
公司 

细胞漩涡均匀器 - 美国 Sheldon 公司 

冷藏箱柜 - 海尔 SC-326 型 

微量移液器 - 法国 Gilson 公司 

白细胞分化抗原 CD3 检测试剂

（APC） 652815 美国 BD 公司 

白细胞分化抗原 CD4 检测试剂

（FITC） 340133 美国 BD 公司 

白细胞分化抗原 CD8 检测试剂

（PerCP） 652829 美国 BD 公司 

MsIgGKpaItCIPEMOPC-21 555749 美国 BD 公司 

HuCD279PEEHEH121 560795 美国 BD 公司 

5ml 圆底试管聚苯乙烯
12*75mm 352052 美国 BD 公司 

溶血素 349202 美国 BD 公司 

鞘液 342003 美国 BD 公司 

EDTA-K2 抗凝血无菌管 367843 美国 BD 公司 

各种规格移液器吸头 - 北京金麦克技术发展

有限公司 

FALCON 流式管 - 美国 BD 公司 

 
3.3 实验步骤 
（1）做好流式细胞仪使用的准备操作者明确检测

方案，对检查鞘液桶以及废液桶进行全方面检查，确保

前者处于充满情况。且废液桶中需要留出一定空间进

行标本的处理，即容纳相关的废液。操作者依次打开需

要应用的工具，即电源、电脑、打印机。 
（2）制备实验应用的标本组织受检人员进行静脉

血抽取，即 5 毫升。将静脉血利用紫头管进行收集，处

于室温状态置入滚动器充分转动；之后利用 2 支圆底

试管准备好聚苯乙烯，将序号分别记作 1 和 2.并且通

过加样枪加以白细胞分化抗原的吸取，记作 3ul，将抗

原 CD3 和 2 支试管分别混合。选择白细胞抗原 CD4 和

2 支试管分别混合、选择白细胞抗原 CD8 和 2 支试管

分别混合。接下来在标注为 1 号的试管中引进 10ul 的
抗体（IgG），在标注为 2 号的试管中引进 CD279 抗

体，事先轻微混合。最后增加血样 50ul 混合，以手动

形式进行摇匀，开展相应的 15 分钟避光孵育处理。 
（3）稀释溶血素的处理操作者使用 1 支试管，准

备好相应的溶血素，且准备蒸馏水，将两者以 1:9 的比

例进行混合，把配置完成的液体置入滚动器，处理五分

钟。再次取得稀释溶血素，剂量是 1ml,均置入在 1 号

试管中、2 号试管中，缓慢摇匀，依旧实施 15 分钟的

避光加工。 
（4）离心放置离心槽的处理操作者进行离心槽的

作业，即每分钟实施 1500 转，处理五分钟后得到弃掉

液体。后续增加鞘液 1ml 使用。接下来离心作业，对

废液加以处理，引进鞘液，剂量是 500ml，由此结束了

标本的准备。 
（5）标本上机尚未上机之前，不需要额外进行流

式细胞仪的功能调试，包含电压调试或者补偿数值调

试等，后续进行五千个细胞的采集以及设定。结束了采

集细胞的过程，完整对图谱结果打印出来，医师对比和

观看。 
4 统计学方法 
基于 SPSS20.0 统计学软件对全部数据信息处理，

参照EXCEL构建完整资源库，以均数±标准差（ x s± ）

的形式检验计量资料，依据 t 检验参考；以 χ2 检验研

究观察中的计数资料，通过[n（%）]形式表示 P<0.05
代表差异明显，即具备统计学意义。不符合正态分布的

计量资料经自然对数（ln）转换后，资料符合正态分布，

采用单因素方差分析（ANOVA）组间比较用 F 检验的

LSD 法进行分析。 
5 结果 
5.1 PD-1 在 CD4+T、CD8+T 淋巴细胞表面的表达 
（1）PD-1 在 CD4+T 淋巴细胞表达：HR 耐药组：

1167（743.50  1358.00）、HR 敏感组：867.00（579.25  
1236.25）、健康分析组：384.00（260.75  451.75）。 

5.2 三组比较分析（F=18.89，P<0.001）。见表 3
和图 1。 

（1）PD-1 在 CD8+T 淋巴细胞表达：HR 耐药组：

625.00（476.50  722.50）、HR 敏感组：438.00（372.50  
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545.25）、健康分析组：206.50（160.75  270.50）。 
5.3 三组比较分析（F=42.05，P<0.001）。见表 3

和图 2。 
（1）组间的两两比较结果显示 PD-1 在 CD4+T 淋

巴细胞表面的表达：HR 耐药组与 HR 敏感组

（P=0.016）；HR 耐药组与健康分析组（P<0.01）；HR
敏感组与健康对照组（P<0.01）。PD-1 在 CD8+T 淋巴

细胞表面的表达：HR 耐药组与 HR 敏感组（P=0.012）；
HR 耐药组与健康分析组（P<0.001）；HR 敏感组与健

康分析组（P=0.001）。见表 3 和图 3。 

表 3  PD-1 在淋巴细胞亚群表面表达的情况 

 
HR 耐药组 HR 敏感组 健康分析组 

F P 
M（IQR） M（IQR） M（IQR） 

CD4+T 表 1167.00 867.00 384.00 18.89 <0.00 

面的 PD-1 （743.501358.00） （579.251236.25） （260.75451.74）  1 

CD8+T 表 625.00 438.00 206.00 42.05 <0.00 

面的 PD-1 （476.50722.50） （372.50545.25） （160.75270.50）  1 

 
图 1  PD-1 在 CD4+T 淋巴细胞的表达 

 
图 2  PD-1 在 CD8+T 淋巴细胞的表达 

 
图 3  三组研究对象 PD-1 在淋巴细胞亚群表达的中位数比较 
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6 讨论 
鉴于医学领域，人体的生存中不可离开 T 淋巴细

胞的存在，对应细胞免疫主要强调了结合分歧杆菌的

应答过程，可以理解为 T 淋巴细胞活化阶段、功能体

现阶段，都应在双信号通路基础上实现。首先是进行信

号的识别、其次是进行信号的刺激。刺激分子以功能的

模式被划分为两种类型，第一种类型记作正性分子、第

二种类型记作负性分子。前者可以促进第一信号的实

现，加快细胞增殖速度。后者阻碍信号和 T 淋巴细胞

的联系，显著控制此细胞有免疫应答功能。即两者之间

的互相作用，实现了 T 细胞的免疫机制处于平衡状态。

分析细胞调节系统，包含多种衰减因子，有 PD-1、
CTLA-4 等，且相关的细胞因子有明显繁琐过程反应。 

对于 PD-1 这一个表达因子，其可以存在于 T 淋巴

细胞上、或者巨噬细胞上，呈现大范围表达的形式。还

作为 T 淋巴细胞的另外受体形式，产生了相应的免疫

应答调控功能。在 PD-1 因子以及对应 PDL-1 因子能

够互相结合的情况下，直接加快了体内 T 淋巴细胞有

凋亡的速度，阻碍了细胞功能进一步发挥，还阻碍了细

胞增殖流程[6]。本研究提示健康分析组 CD3+T、CD4+T
淋巴细胞表面有少量 PD-1 免疫负性分子表达，HR 敏

感组的表达明显高于健康人群。 
前期有学者研究显示[7-9]：具体表述是 PD-1 这种

分子能够广泛存在于肺结核患者身上，且有一定表达

升高的发展趋势，从某种层面上而言代表着结核病有

可能出现和发展，甚至是逐步转化。再者 PD-1 这种因

子能够有一定表达功能，相关的表达率指数记作（27.56
±2.34）%，将此数值和与正常健康对照组的表达率指

数（12.48±3.28）%比较、还要将此数值和肺部感染对

照组的表达率指数（14.98±4.29）%比较，相关的差异

都体现出一定统计学意义，这些结果都可以完全和之

前的研究情况进行衔接，有显著的相似性。 
通过本次分析和实践中，HR 耐药的肺结核人员

中，有 CD4+T 淋巴细胞以及相关 CD8+T 淋巴细胞表

达 PD-1 因子效果提升的情况，尤其是 CD4+T 淋巴细

胞的表达比较显著。表达的速度较健康群体、甚至是

HR 敏感的肺结核人员高一些。能够代表着 HR 耐药类

型的患者，自身 PD-1 存在于淋巴细胞上表达呈现增高

趋势，第一个调查结果可以理解为 HR 耐药肺结核人

员自身淋巴细胞的对应计数没有与亚群表达之间的数

据出现统计学意义。从另外方面考虑，即 HR 耐药肺结

核人员相对严重一些，即便 HR 耐药肺结核人员身体

内的细胞亚群计数没有与敏感类型的人员之间数据比

较出现意义，可是HR耐药肺结核人员的负性因子（PD-
1），相应的细胞表达速度提升，这一个现象的出现可

能是耐多药肺结核人员有免疫抑制显著的情况，这样

不管是 PD-1，还是 PD-L1，都会直接阻碍了机体淋巴

细胞正常增殖，程序凋亡情况明显。另外 TCR 受体可

以发出抑制信号，对应的淋巴细胞因子下调整，这样体

内淋巴细胞分歧杆菌清除的效率逐步降低，患者的病

情持续加重，引出治疗难的问题，难以从根源上对肺结

核患者进行治愈。 
一些资料明确了[10,11]：CD4+CD8+T 淋巴细胞 PD-

1 及 PD-L1 水平可能同 HIV 和肺结核合并感染者的免

疫功能低下有关。本文推理与前期关于 HIV 患者 T 淋

巴细胞免疫功能下降的原因相似。 
PD-1与 PDL-1两种细胞因子的运行途径能够促进

ITIM 酪氨酸残基有磷酸化的表达，加快了 SHP-2 磷酸

酶以及相关 SHP-2 两者的互相结合，引出了磷酸化速

度提高。这样体内 SHP-2 的活化效率也会加快，引出

抑制性细胞有信号传递的现象，相关细胞因子合成过

程受到阻碍，减少 T 细胞的增殖。在下调激活因子表

达中，包含 IL-2、IL-10，这些细胞的分泌量都会减少，

引出了相关细胞 IFN-γ的表达，加重免疫抑制[12]。 
文检测耐多药肺结核患者T淋巴细胞亚群PD-1明

显高表达，但未检测 PD-l1 是否高表达，PD-1 只有在

与其配体受体 PD-L1 相结合后才能介导免疫负性反

应，介导 T 淋巴细胞的凋亡、耗竭、抑制其增殖。故

暂不能定论耐药肺结核患者 T 淋巴细胞 PD-1 增高，就

说明其细胞免疫低下且低下由 PD-1 介导。不考虑 PD-
1 这一个因子，还涉及细胞的分子作用过程，比如细胞

正性因子、负性因子的作用。还包含了细胞之间的识

别，此实验明确了结果数据可能作为一种机制表现，然

而耐多药肺结核患者的细胞免疫过程、抑制过程的机

理依旧要被深入挖掘和探索。 
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