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摘要：目的　通过比较儿童过敏原免疫治疗前后Ｂ淋巴细胞亚群的变化，明确 Ｂ细胞亚群在过敏原免疫治疗（ＡＩＴ）治疗机制

中的作用。方法　使用流式细胞计数法检测３２例儿童过敏原免疫治疗前后１年Ｂ淋巴细胞亚群的数量，另选取３２例年龄性

别匹配的健康儿童作为对照组。结果　ＡＩＴ治疗后活性Ｂ淋巴细胞的相对数和绝对数均明显低于治疗前水平（Ｐ＝０．００１），

其余Ｂ淋巴细胞亚群治疗前后差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　过敏原免疫治疗直接影响Ｂ淋巴细胞细胞分化，导致活

性Ｂ细胞计数减少。活性Ｂ细胞计数或可作为ＡＩＴ治疗效果及是否需要继续治疗的评估指标，具有重要的临床应用价值。

关键词：过敏原免疫治疗；Ｂ淋巴细胞；哮喘；过敏性鼻炎

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００９－６４６９．２０１７．１２．０１３

ＲｏｌｅｏｆＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓｉｎａｌｌｅｒｇｅｎｓｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎ
ＣＨＥＮＪｉａｎｇ，ＲＥＮＹｉ，ＨＥＮａ，ＳＨＩＬｉｎ

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＭａｔｅｒｎａｌａｎｄＣｈｉｌｄＨｅａｌｔｈＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＨａｉｋｏｕ，Ｈａｉｋｏｕ，Ｈａｉｎａｎ　５７０１０２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｌｌｅｒｇｅｎｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ（ＡＩＴ），

ａｎｄｔｏｃｌａｒｉｆｙｔｈｅｒｏｌｅｏｆＢｃｅｌｌｓｕｂｓｅｔｓｉｎＡＩＴｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

ｓｕｂｓｅｔｓｉｎ３２ｃｈｉｌｄｒｅｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｌｌｅｒｇｅｎｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ．Ｔｈｉｒｔｙｔｗｏｈｅａｌｔｈｙｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｍａｔｃｈｅｄａｇｅａｎｄｓｅｘｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓ

ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｎｄａｂｓｏｌｕｔｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｂｅｆｏｒｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｐ＝０．００１）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ

ｏｆａｌｌｅｒｇｅｎｓｄｉｒｅｃｔｌｙａｆｆｅｃｔｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｉｎａｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢｃｅｌｌｓ．ＡｃｔｉｖｅＢｃｅｌｌｃｏｕｎｔ

ｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓｅｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎＡＩＴｔｒｅａｔｍｅｎｔｅｆｆｅｃｔａｎｄｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｒｅｉｓｔｈｅｎｅｅｄｆｏｒｃｏｎｔｉｎｕｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｗｈｉｃｈｈａｓｉｍｐｏｒｔａｎｔ

ｃｌｉｎｉｃａｌｖａｌｕｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ａｌｌｅｒｇｅｎｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ；Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ；Ａｓｔｈｍａ；Ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ

　　过敏原免疫治疗（ＡＩＴ）是用来治疗由吸入性
过敏原引起的免疫球蛋白 Ｅ（ＩｇＥ）介导的变态反
应性疾病如哮喘及过敏性鼻炎的有效治疗措

施［１］。一直以来关于 ＡＩＴ的作用机制尚无定
论［２］。目前的研究认为其可能的作用机制为减

少肥大细胞及嗜碱性粒细胞的应答，降低特异性

免疫蛋白 ＩｇＥ水平及诱导调节性 Ｔ细胞的产

生［３］。最近的研究显示 Ｂ细胞的某些亚群具有
分泌白细胞介素１０（ＩＬ１０）的能力或在 ＡＩＴ作
用机制中起重要作用［４］，然而尚缺乏 Ｂ细胞亚群
在 ＡＩＴ治疗机制中的作用相关研究，本研究拟通
过比较儿童接受 ＡＩＴ治疗前后 Ｂ淋巴细胞亚群
的变化，为明确 Ｂ细胞亚群在 ＡＩＴ治疗机制中的
作用提供参考。
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１　资料与方法
１．１　一般资料　选取２０１５年６月—２０１７年１月
在海口市妇幼保健院接受 ＡＩＴ治疗的儿童支气管
哮喘或过敏性鼻炎患者３２例作为观察组，其中男
童１８例（５６．３％），女童１４例（４３．７％），年龄６～１２
岁，平均年龄９岁，哮喘者２例（６．３％），过敏性鼻
炎者７例（２１．９％），哮喘合并过敏性鼻炎者２３例
（７１．９％）。按成组年龄性别匹配的方法另选取３２
例健康儿童作为对照组，其中性别构成和平均年龄

与观察组相同。３２例患儿均符 ＩＣＤ１０疾病分类诊
断标准［５］，达到ＡＩＴ治疗要求。本研究获海口市妇
幼保健院伦理委员会审批，患儿家属均签署知情同

意书。

１．２　研究方案　对照组为健康儿童，无需给予治
疗。观察组患者采用每月１次 ＡＩＴ法在前臂内侧
皮下注射０．１ｍＬ抗原提取液，治疗周期为１年。检
测治疗前两组Ｂ淋巴细胞亚群的差异及观察组治疗
前后Ｂ淋巴细胞亚群的变化，同时评估观察组 ＡＩＴ
治疗前后支气管哮喘及过敏性鼻炎症状的得分。

１．２．１　Ｂ淋巴细胞亚群检测方法　用乙二胺四乙
酸（ＥＤＴＡ）管抽取所有研究对象静脉血 ３ｍＬ，以
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，避光放置５ｍｉｎ后弃上
清液，加入１ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）混匀后采用流
式细胞仪分析测定Ｂ淋巴细胞亚群免疫分型，免疫
分型采用以下单克隆抗体识别：ＩｇＤＰＥ，ＣＤ１９ＡＰＣ
和ＣＤ２７ＦＩＴＣ，所用试剂由德国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司
提供。流式细胞仪为美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司ＥＰ
ＩＣＳ—ＸＬ型流式细胞仪。根据测定结果 Ｂ淋巴细
胞亚群可分为活性Ｂ细胞（ＣＤ１９＋ＣＤ３８－ＣＤ２１－），
记忆 Ｂ细胞（ＣＤ１９＋ＣＤ２７＋），幼稚 Ｂ细胞（ＣＤ１９＋

ＩｇＤ＋ＣＤ２７－），成熟Ｂ细胞（ＣＤ１９＋ＩｇＤ－ＣＤ２７＋），成
熟敏感Ｂ细胞 （ＣＤ１９＋ＩｇＤ－ＣＤ２３＋），成熟非敏感Ｂ
细胞 （ＣＤ１９＋ＩｇＤ－ＣＤ２３－），幼稚敏感 Ｂ细胞

（ＣＤ１９＋ＩｇＤ＋ＣＤ２３＋），幼稚非敏感 Ｂ细胞（ＣＤ１９＋

ＩｇＤ＋ＣＤ２３－）。
１．２．２　评估观察组 ＡＩＴ治疗前后症状得分　评估
哮喘患儿哮喘症状（咳嗽、喘息、呼吸困难、胸部疼

痛）得分，评分标准为［６７］：（１）白天或晚上均无症状
记０分；（２）有哮喘症状但不影响日常生活或夜间
睡眠记１分；（３）有哮喘症状且对日常生活或夜间
睡眠有轻微影响记２分；（４）哮喘症状每周至少有２
ｄ以上影响到日常生活或夜间睡眠。评估观察组过
敏性鼻炎症状（打喷嚏、鼻痒、流鼻涕和鼻塞）得分，

评分标准为［５６］：（１）白天或晚上均无症状记０分；
（２）有症状但无不适记１分；（３）有哮喘症状且有不
适感但对日常生活或夜间睡眠无影响记２分；（４）
症状影响到日常生活或夜间睡眠记３分。
１．３　统计学方法　计量资料以中位数、极小值、极
大值表示，ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验统计分析，计数资
料以百分比及绝对值的形式描述，以χ２检验统计分
析，所有统计分析均采用 ＳＰＳＳ２０．０软件，Ｐ＜０．０５
表示差异有统计学意义。

２　结果
２．１　两组ＡＩＴ治疗前后Ｂ淋巴细胞亚群的比较　
观察组患儿接受ＡＩＴ治疗前Ｂ淋巴细胞各亚群（成
熟、幼稚、记忆、活性、成熟敏感、成熟非敏感、幼稚

敏感、幼稚非敏感）的相对数（百分率）和绝对数与

对照组之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。观察组
ＡＩＴ治疗后Ｂ淋巴细胞亚群中活性 Ｂ细胞的相对
数和绝对数明显低于治疗前水平（Ｐ＝０００１），其余
Ｂ淋巴细胞亚群治疗前后均差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），具体数据见表１。
２．２　观察组在ＡＩＴ治疗前后哮喘或过敏性鼻炎症
状比较　经过１年的ＡＩＴ治疗后，观察组患儿的哮喘
症状或过敏性鼻炎症状与治疗前相比均有明显的改

善，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），具体数据见表２。

表１　两组ＡＩＴ治疗前后Ｂ淋巴细胞亚群的比较／％（个·ｍｍ－３）

Ｂ淋巴细胞亚群
观察组

治疗前 治疗后
对照组

观察组治疗前ｖｓ治疗后

χ２值 Ｐ值

观察组治疗前ｖｓ对照组

χ２值 Ｐ值

观察组治疗后ｖｓ对照组

χ２值 Ｐ值

成熟Ｂ细胞 １７（４２６） １５（４０４） １６（４０３） １．０２５ ０．８４１ １．１４６ ０．８３２ １．００５ ０．８７１

幼稚Ｂ细胞 ４２（１７６） ６２（２２７） ４１（１５２） １．８７３ ０．４３６ １．８４５ ０．４５８ １．８３６ ０．４５２

记忆Ｂ细胞 ６（２２） ５（１７） ５（１９） １．２６９ ０．７５３ １．２７４ ０．７３９ １．２８２ ０．７３２

活性Ｂ细胞 ２５（１４７） ４（１６） ８（３３） ６．４２８ ０．００１ ３．６４１ ０．１０６ ６．３６４ ０．００３

成熟敏感Ｂ细胞 ８（２９） ５（２２） ６（３０） １．７６２ ０．４７４ １．７９１ ０．４３５ １．４７８ ０．４５２

成熟非敏感Ｂ细胞 １８（１０９） １３（５６） １９（４８） ２．８６４ ０．２６６ ２．９１５ ０．２６１ ３．１２７ ０．２５３

幼稚敏感Ｂ细胞 ４４（１５２） ４６（１９７） ５３（２０１） ２．４７５ ０．３８１ ２．５８３ ０．３７２ ２．４７６ ０．３８１

幼稚非敏感Ｂ细胞 １６（４７） ２２（８６） ２５（１０４） １．８２６ ０．４７９ １．７８６ ０．４８５ １．８４５ ０．４６３
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表２　观察组ＡＩＴ治疗前后哮喘或过敏性鼻炎症状比较／分

项目 ＡＩＴ治疗前 ＡＩＴ治疗后 Ｚ值 Ｐ值

哮喘症状得分

　咳嗽 ３［１～３］ １［０～３］ ５．２６８ ０．０１４

　喘息 ３［１～３］ １［０～３］ ６．８３６ ０．００２

　呼吸困难 ３［０～３］ ０［０～２］ ６．１３７ ０．００８

过敏性鼻炎症状得分

　打喷嚏 ３［２～４］ １［０～４］ ８．３２８ ＜０．００１

　鼻痒 ３［１～４］ １［０～２］ ９．４１６ ＜０．００１

　流鼻涕 ３［１～３］ １［０～２］ ９．５３９ ＜０．００１

　鼻塞 ３［０～４］ １［０～２］ ８．６４７ ＜０．００１

３　讨论
过敏原免疫治疗主要是通过对过敏性鼻炎和

支气管哮喘患者长期使用过敏原提取液，使机体产

生免疫耐受从而缓解临床症状的方法。此外，ＡＩＴ
治疗法还可以降低过敏性鼻炎进展为哮喘的概率。

目前公认的 ＡＩＴ治疗机制有［８９］：（１）通过纠正
Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡失调，Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡是过敏性疾病的
重要发病基础，ＡＩＴ治疗可以提高Ｔｈ１／Ｔｈ２比例，下
调Ｔｈ２细胞的反应抑制其分泌白细胞介素９（ＩＬ
９）、白细胞介素１３（ＩＬ１３）等在过敏性疾病起重要
作用的细胞因子；（２）诱导调节 Ｔ细胞的产生及免
疫耐受，调节Ｔ细胞可分泌 ＩＬ１０和转化生长因子
β（ＴＧＦβ），调节效应性 Ｔｈ２细胞的炎症活动，抑制
由效应细胞如肥大细胞、嗜碱粒细胞和嗜酸粒细胞

介导的过敏性炎症反应；（３）ＡＩＴ可减少肥大细胞
的数量和降低肥大细胞释放功能。

本研究对接受 ＡＩＴ治疗的儿童哮喘或过敏性
鼻炎患者采用流式细胞术法检测了 Ｂ淋巴细胞亚
群的变化。结果显示经过１年的治疗，患者活性 Ｂ
淋巴细胞的相对数及绝对数均有显著降低，而其他

Ｂ淋巴细胞亚群未见有明显变化。结果显示活性 Ｂ
淋巴细胞可能在ＡＩＴ治疗中起重要作用。Ｂ淋巴细
胞在骨髓的成熟过程比较复杂包括前 Ｂ细胞、不成
熟Ｂ细胞、成熟Ｂ细胞、活化Ｂ细胞、浆细胞５个阶
段，成熟Ｂ细胞受抗原刺激后变成活化 Ｂ细胞，此
过程中分泌型 Ｉｇ逐渐增加，免疫反应增强。ＡＩＴ治
疗后活性Ｂ细胞数量减少说明抗原依赖性 Ｂ淋巴
细胞的分化在过敏性免疫反应中更慢。

一般而言，ＡＩＴ治疗后０．５～１年时间需要对治
疗效果进行评估［１０］。本研究中观察组患者经１年
治疗后支气管哮喘或过敏性鼻炎症状均有明显改

善，而活性Ｂ细胞的分化与上述症状有显著相关，
该结果也与 ＡＩＴ治疗后活性 Ｂ细胞数量的减少相
一致。

综上所述，ＡＩＴ治疗后活性 Ｂ淋巴细胞明显减
少，活性Ｂ淋巴细胞或可作为 ＡＩＴ治疗效果及是否
需要继续治疗的评估指标，具有临床应用价值。
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