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儿童传染性单核细胞增多症患者外周血 T 细胞、 
血浆 PD-1 和 Tim-3 水平表达检测的临床意义

王卫国，王伟伟，马黎丽（阜阳市人民医院检验科，安徽阜阳  236001）

摘　要：目的　探讨儿童传染性单核细胞增多症（infectious mononucleosis，IM）患者外周血 T 细胞、血浆 PD-1 和

Tim-3 表达检测的临床意义。方法　采集 67 例 IM 患儿和 20 例健康对照者的外周血，流式细胞仪检测 PD-1 和 Tim-3 在

CD4+ 和 CD8+ T 细胞上的表达，ELISA 法检测血浆 PD-1 和 Tim-3 的浓度。结果　与对照组比较，IM 组 CD4+ T 和 CD8+ 
T 细胞上 PD-1 和 Tim-3 表达百分比、血浆 PD-1 和 Tim-3 浓度均明显增加（t=7.646~23.161，均 P ＜ 0.01）。ROC 曲线

分析，血浆 PD-1 和 Tim-3 诊断 IM 的界值分别为 1.24 ng/ml 和 0.44 ng/ml，敏感度分别为 62.7% 和 65.7%，特异度分别

为 85.0% 和 75.0%。结论　IM 患儿的免疫抑制与 PD-1 及 Tim-3 表达增高有关，血浆 PD-1 和 Tim-3 浓度对诊断 IM 具

有一定的价值。
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Clinical Significance of Detecting PD-1 and Tim-3 Expression of T Cells and 
Plasma in Peripheral Blood from Children with Infectious Mononucleosis
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Abstract: Objective　To explore theexpression changes of PD-1 and Tim-3 of T cells and plasma inperipheral blood and their 
clinical significance in children with infectious mononucleosis (IM). Methods　The percentage of PD-1,Tim-3 on CD4+ and 
CD8+ T cells were analyzed by flow cytometry, plasma concentrations of PD-1 and Tim-3 were tested by ELISA inperipheral 
blood in 67 children with IM and 20 healthy controls. Results　Compared with control group, the percentage of PD-1 , Tim-
3 on CD4+ and CD8+ T cells and plasma concentrations of PD-1 and Tim-3 were increased (t=7.646~23.161，all P ＜ 0.01) in 
children with IM. ROC curve analysis of plasma PD-1 and Tim-3 yielded cut-off value of for discriminating IM were 1.24 ng/ml 
and 0.44 ng/ml with sensitivity being 62.7% and 65.7% and specificity being 85.0% and 75.0%, respectively. Conclusion　The 
increased expression of PD-1 and Tim-3 were associated with immunosuppression in children with IM. Plasma concentrations of 
PD-1 and Tim-3 have certain value in diagnosis for IM.
Keywords: infectious mononucleosis；PD-1；Tim-3

传染性单核细胞增多症（infectious mononucle-
osis，IM）是儿童较为常见的急性传染病，由 EB
病毒感染导致，发病后淋巴细胞快速增生，外周血

反应性淋巴细胞即异型淋巴细胞迅速增高，导致发

热、淋巴结肿大、咽峡炎等临床症状出现 [1]。IM
患儿机体免疫系统应答迅速，致使病毒静息下来，

绝大多数形成潜伏感染，若免疫应答低下或过度可

形成慢性活动性 EB 病毒感染或嗜血细胞综合症，

造成不同的疾病和临床结局 [2]。程序性死亡分子 1
（programmed death 1，PD-1）和 T 细胞免疫球蛋

白及黏蛋白分子 3（T cell immunoglobulin and mu-
cin domain-containing protein 3，Tim-3） 是 近 年 来

发现的重要的负性免疫调节分子，在抗病毒和维
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持免疫自稳中起着重要作用，乙肝、丙肝和艾滋病

等患者中均发现 PD-1 和 Tim3 表达异常 [3-4]。PD-1
和 Tim-3 在儿童 IM 患者 T 细胞及血浆中如何表达，

目前报道较少，本研究旨在探讨上述指标的表达变

化及其临床价值。

1　材料与方法

1.1　研究对象　2018 年 3 月 ~2020 年 2 月于阜阳

市人民医院确诊的 IM 患儿 67 例，诊断标准参照《诸

福棠实用儿科学》（第 8 版），男性 47 例，女性 20 例，

年龄 1~8 岁，平均年龄 3.56±1.91 岁。对照组为健

康体检者 20 例，男性 13 例，女性 7 例，年龄 1~9 岁，

平均年龄 3.60±2.23 岁。两组间在性别和年龄上的

差异无统计学意义。此次研究通过了本院医学伦理
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委员会的批准。

1.2　试剂和仪器　CD3，CD4，CD8，PD-1，Tim-
3，CD45 及相关同型对照荧光标记抗体购自 BD 公

司； 人 血 浆 PD-1 和 Tim-3 检 测 ELISA 试 剂 购 自

江莱生物公司；芬兰雷勃 mk3 酶标仪和美国 BD 
Calibur 流式细胞仪。

1.3　方法

1.3.1　T 细胞 PD-1 和 Tim-3 表达检测 :  取四支流

式管，每种抗体用量为 10 μl。第 1 和第 2 支加入

CD3，CD4 和 CD45 后，再分别加入 PD-1 和 Tim-
3，第 3 和第 4 支加入 CD3，CD8 和 CD45 后，再

分别加入 PD-1 和 Tim-3，各管加入 50 μl EDTA 抗

凝全血，避光染色 30 min，溶血后离心弃上清，加

入磷酸盐缓冲液上机检测。cell quest 软件分析，以

百分比（%）表示 PD-1 和 Tim-3 在 CD4+ 和 CD8+ 
T 细胞上的表达。

1.3.2　血浆 PD-1 和 Tim-3 的水平检测 :   按试剂盒

操作说明书进行：样本孔和标准品孔各加 50 μl 样

品和辣根过氧化物酶标记的检测抗体 100 μl，封

板后 37 ℃孵育 30 min，洗涤 5 次后加入酶作用底

物，15 min 后加入终止液，于酶标仪 450 nm 波长

读取吸光度值，采用曲线回归方程计算血浆 PD-1
和 Tim-3 浓度（ng/ml）。

1.4　统计学分析　应用 SPSS 18.0 软件，正态分布

资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，采用 t 检验、

t’检验和相关性分析，绘制 ROC 曲线，评估其诊

断的价值。以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　IM 组和对照组 T 细胞上 PD-1，Tim-3 表达百

分比比较　见表 1，图 1。与对照组比较，IM 患儿

CD4+ T 和 CD8+ T 细胞上 PD-1 和 Tim-3 表达百分

比均明显升高（均 P ＜ 0.01）。
表 1　IM 组和对照组 CD4+ 和 CD8+ T 细胞上  

　　　　PD-1 和 Tim3 表达百分比（%）比较

项目
IM 组

（n=67）
对照组

（n=20）
t’/t P

CD4+ PD-1+/ CD4+ 35.94±10.17 16.29±5.18 11.561 0.000

CD4+ Tim-3+/CD4+ 10.18±3.92 4.82±2.29 7.646 0.000

CD8+ PD-1+/CD8+ 74.38±7.62 29.94±7.21 23.162 0.000

CD8+ Tim-3+/CD8+ 26.74±9.55 11.82±4.60 9.586 0.000

注：①，②，③，④为 IM 患者；⑤，⑥，⑦，⑧为对照组。

图 1　PD-1 和 Tim-3 表达流式图

2.2　IM 组 和 对 照 组 血 浆 PD-1 及 Tim-3 水 平 比

较　见表 2。与对照组比较，IM 患儿血浆 PD-1 和

Tim-3 浓 度 明 显 升 高（ 均 P ＜ 0.01）。ROC 曲 线

分析，血浆 PD-1 和 Tim-3 浓度诊断 IM 的曲线下

面积分别为 0.794（95% 可信区间为 0.694~0.894，

P=0.000）和 0.722（95% 可信区间为 0.611~0.833，

P=0.003），Youden 指数最大点对应的诊断界值分

别为 1.24 ng/ml 和 0.44 ng/ml，血浆 PD-1 的敏感度

和特异度分别为 62.7% 和 85.0%，血浆 Tim-3 的敏

感度和特异度分别为 65.7% 和 75.0%，两者联合诊

断的敏感度和特异度分别为 52.2% 和 95.0%，ROC

曲线见图 2。相关性分析，血浆 PD-1 和 Tim-3 水

平呈正相关（r=0.63，P ＜ 0.01）。

表 2　IM 组和对照组血浆 PD-1 及 Tim-3 水平（ng/ml）比较

项目 IM 组 对照组 t’ P

PD-1 1.61±0.67 0.92±0.41 5.649 0.000

Tim-3 0.57±0.31 0.34±0.17 4.241 0.000

3　讨论

细胞免疫异常是 EB 病毒感染后发病和转归的

关键因素。研究发现 [5-6]：急性期 IM 患者 CD8+ T
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细胞迅速增加；CD4+ T 细胞分化漂移，效应性 Th1
细胞增加；具有免疫抑制作用的 CD4+CD25+ 调节

性 T 细胞和 CD4- CD8- 双阴性 T 细胞增加等，表

明 IM 患者抗病毒和抑制性免疫反应可同时存在。

1- 特异度

图 2　PD-1，Tim-3 的 ROC 曲线

本次实验发现：较对照组，IM 患儿 CD4+ 和

CD8+ T 细胞表面 PD-1 及 Tim-3 表达明显升高，血

浆中 PD-1 和 Tim-3 水平明显升高。PD-1 在活化的

淋巴细胞中诱导性的表达上调，能抑制 T 细胞增殖

和 IL-2 产生，许多病毒和肿瘤均是通过 PD-1 途径

逃避机体的免疫防御和监视。CD4+ T 细胞主要包

括辅助性 T 细胞和调节性 T 细胞，IM 患者不论哪

种类型 CD4+ T 细胞 PD-1 表达增加，都导致机体

快速清除病毒的能力减弱，而且会导致 CD8+ T 细

胞向效应性的细胞毒性细胞分化减少。CD8+ T 细

胞主要包括抑制性和细胞毒性细胞，IM 患儿 CD8+ 
T 细胞 PD-1 表达升高，从理论上讲是促进抑制性

功能和减弱细胞毒作用，但 CHATTERJEE 等 [7] 发

现 PD-1 阳性 CD8+ T 细胞保留了增殖、细胞因子

产生和细胞毒性的能力，而且在 EB 病毒特异性细

胞毒性 CD8+ T 上也发现升高的 PD-1 表达 [6]，提示

IM 患儿 PD-1 表达升高可能在抗病毒和维持过度

的免疫应答方面都起着一定的作用。Tim-3 负性调

节 T 细胞的应答反应，过表达能引起病毒感染过程

中 T 细胞的衰竭，引起免疫功能无能。研究发现越

来越多的肿瘤细胞对抗 PD-1 发生耐药，而抗 Tim-3
和抗 PD-1 联合用药可以解决该问题 [8]，也证明了

Tim-3 在免疫抑制中的关键作用。与其他免疫检查

点分子不同，Tim-3 不是在所有的 T 细胞活化后表

达增加，只在 Th1 和具有细胞毒作用的 CD8+ T 中

表达上调。IM 患儿 CD4+ 和 CD8+ T 细胞 Tim-3 表

达增高，提示两种主要的抗病毒效应细胞存在免疫

功能被抑制。血浆 PD-1 和 Tim-3 主要来自于膜型

分子的裂解或细胞基因编码产生，不论是膜型还是

可溶性分子，均与受体结合的信号途径发挥作用。

PD-1 和 Tim-3 与其受体的信号途径可致使病毒特

异性 T 细胞的失能及耗竭，IFN-γ，IL-2 和 TNF
等抗病毒的细胞因子水平降低，导致病毒感染的持

续或潜伏 [8-9]，但新的研究似乎并不支持 PD-1 抗体

应用于 EBV 感染。ROC 曲线显示：血浆 PD-1 和

Tim3 浓度对诊断 IM 的灵敏度不佳，而特异度较好，

两者联合诊断 IM 的特异度可达 95%，显示其血浆

水平在排除性诊断中具有一定的价值。IM 患儿血

浆 PD-1 和 Tim3 水平呈正相关，提示两者在抑制性

功能上具有协同作用。

综上所述，IM 患儿 PD-1 和 Tim 表达水平升高，

一方面降低了免疫应答，另一方面可能预防了过激

的免疫反应，维持机体相对的免疫自稳，致使病毒

静息和潜伏起来。
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