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Detection of interleukin 2, interleukin 10, transforming growth factor β and CD4+CD25+ 
regulatory T cells in peripheral blood of patients with acute lymphoblastic leukemia      

Wu Cui-Ping1, Qin Xi1, Wu Cui-yun2, Zhu Hong1, Zhou Hai-yan1 

Abstract 
BACKGROUND: At present, the cause of acute lymphoblastic leukemia (ALL) has not yet entirely understood, CD4+CD25+ 
regulatory T cells (Treg) may have certain regulatory effect on immune response in pathogenic process of ALL.  
OBJECTIVE: To study the levels of interleukin 2 (IL-2), interleukin 10 (IL-10), transforming growth factor (TGF-β) of CD4+CD25+ 
regulatory T cells (Treg) in peripheral blood of patients with ALL. 
METHODS: The peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated with density gradient centrifugation from 22 B cell 
series ALL (B-ALL) patients, 13 T cell series ALL (T-ALL) patients and 18 normal people. Immunomagnetic bead separation was 
used to separate CD4+CD25+Treg cells, and the levels of IL-2, IL-10 and TGF-β in the cells culture supernatant were detected by 
using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
RESULTS AND CONCLUSION: The levels of IL-10 and TGF-β in the cells culture supernatant of B-ALL patients and T-ALL 
patients were significantly higher than those in normal people, while the level of IL-2 was significantly lower than that in normal 
people (P < 0.05). There was no significant difference between B-ALL and T-ALL patients in the IL-2, IL-10 and TGF-β levels of the 
cells culture supernatant (P > 0.05). CD4+CD25+Treg cells might interfere the immunologic reaction of antitumor by increasing the 
IL-10 and TGF-β levels and decreasing the IL-2 level. 
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摘要 
背景：目前急性淋巴细胞白血病的病因尚未完全清楚，而 CD4+CD25+T 调节细胞对机体的免疫反应可能起着一定的调节作用。 
目的：观察急性淋巴细胞白血病患者外周血 CD4+CD25+T 调节细胞分泌白细胞介素 2、白细胞介素 10 及转化生长因子 β的

情况。 
方法：采用密度梯度离心法分离 22 例 B 细胞系列的急性淋巴细胞白血病(B-ALL)患者、13 例 T 细胞系列的急性淋巴细胞白

血病(T-ALL)患者和 18 名正常人外周血单个核细胞。采用免疫磁珠法分离出 CD4+CD25+T 调节细胞进行培养，同时用双抗体

夹心酶联免疫吸附试验检测细胞培养上清中白细胞介素 2、白细胞介素 10 及转化生长因子 β的水平。 
结果与结论：B-ALL 患者和 T-ALL 患者外周血 CD4+CD25+T 调节细胞培养上清中白细胞介素 10 和转化生长因子 β水平显著

高于正常人水平，而白细胞介素 2 水平显著低于正常人水平(P < 0.05)；B-ALL 和 T-ALL 患者的 CD4+CD25+T 调节细胞培养

上清中 3 种因子表达差异无显著性意义(P > 0.05)。提示 CD4+CD25+T 调节细胞可能通过增加分泌白细胞介素 10 和转化生

长因子 β、减少分泌白细胞介素 2 等干扰抗肿瘤的免疫反应。 
 

关键词：急性淋巴细胞白血病；CD4+CD25+T 调节细胞；白细胞介素 2；白细胞介素 10；转化生长因子 β 
缩略语注释：ALL：acute lymphoblastic leukemia，急性淋巴细胞白血病；Treg：regulatory T cell，T 调节细胞 
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0  引言 
 

急性淋巴细胞白血病(acute lymphoblastic 
leukemia，ALL)是一种异质性疾病，以原始和幼

稚淋巴细胞恶性克隆为主，细胞大量增殖、广泛

浸润，抑制正常造血，是基于形态学、免疫表型、

细胞遗传学和分子异常的白血病细胞[1]。目前

ALL的病因尚未完全清楚[2]。CD4+CD25+T调节

细胞(regulatory T cell，Treg)是近年来发现的

一种新型免疫抑制性调节细胞，1995年由

Sakaguchi等[3]首次报道。CD4+CD25+Treg细胞

具有低反应性和免疫抑制性两大功能特征[4]。基

于CD4+CD25+Treg细胞独特的免疫效应，作者

认为在ALL发病过程中，CD4+CD25+Treg对机

体的免疫反应可能起着一定的调节作用。因此，

实验通过检测ALL患者CD4+CD25+Treg细胞分

泌白细胞介素2、白细胞介素10及转化生长因子
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β的水平，旨在探讨CD4+CD25+Treg细胞在ALL
发病机制中的作用。 
 
1  对象和方法 

 
设计：同期病例-对照比较。 
时间及地点：病例来自2008-01/2011-06

海南医学院附属医院、海口市人民医院和海南

省人民医院。 
对象：选自2008-01/2011-06海南医学院

附属医院、海口市人民医院和海南省人民医院

就诊的初诊成人ALL患者35例，男19例，女16
例；年龄16~56岁(中位年龄31岁)。入选的病例

均经骨髓涂片、细胞组织化学染色及临床表现

确诊，按照FAB分型标准进行分类。其中B细胞

系 列 ALL(B-ALL) 患 者 22 例 、 T 细 胞 系 列

ALL(T-ALL)患者13例。 
诊断标准：参照张之南主编的《血液病诊断

及疗效标准(第3版)》[5]，符合急性淋巴细胞白

血病的诊断标准。 
纳入标准：①未进行化疗治疗。②研究对象

血液采集前均征得患者书面同意。 
排除标准：急性髓系白血病患者。 
另选18名健康个体作为对照，均经临床体

格检查和生化检查符合健康人判断标准，来自

同期海南医学院附属医院健康体检中心，男10
例，女8例；年龄22~50岁(中位年龄30岁)。 

技术路线： 

CD4+CD25+Treg细胞的分离：所有研究对象

化疗前抽取静脉血5 mL，采用肝素抗凝，用生

理盐水将其等倍稀释，稀释后的白细胞悬液缓

慢加入人淋巴细胞分离液液面上，比例为1∶1，
2 000 r/min离心20 min，吸取单个核细胞层，

PBS洗涤2次，采用密度梯度离心法分离22例B
细胞系列的ALL(B-ALL)患者、13例T细胞系列

的ALL(T-ALL)患者和18名正常人外周血单个

核细胞(PBMC)。取出一部分新鲜分离的PBMC
用CD4+CD25+Treg细胞磁珠分选试剂盒(德国

美天旎生物技术有限公司 )分离出其中的

CD4+CD25+Treg细胞，然后通过流式细胞仪(美
国Becton-Dickson公司)分析细胞纯度。取24孔
细胞培养板，每孔加入经免疫磁珠分选法分离、

纯化得到的CD4+CD25+Treg细胞(1×109 L-1)悬
液1 mL，设复孔，于37 ℃、体积分数为5%CO2

培养箱培养。 
白细胞介素2、白细胞介素10及转化生长因子β

的检测：CD4+CD25+Treg细胞培养48 h后，    

1 000 r/min离心10 min，收集细胞培养上清，

采用双抗体夹心ELISA法分别检测细胞培养上

清中白细胞介素2、白细胞介素10及转化生长

因子β的分泌水平，试剂盒购自上海森雄科技实

业有限公司，操作步骤严格按说明书进行。 
主要观察指标：各组细胞培养上清中白细胞

介素2、白细胞介素10及转化生长因子β的表达。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 11.5

软件完成统计处理，实验数据以x
_

±s表示，采用

单因素的方差分析(ONE-WAY ANOVA)及基于

此的最小显著差数法(LSD法)多重比较方法比

较不同组间白细胞介素2、白细胞介素10及转

化生长因子β的水平，上述分析均采用双侧检

验，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   

2  结果 

 
2.1  CD4+CD25+Treg细胞纯度  CD4+CD25+ 

Treg细胞纯度大于90%，该纯度可以进行后续

的实验。 
2.2  细胞培养上清中白细胞介素2、白细胞介

素10及转化生长因子β的分泌水平 
白细胞介素2：B-ALL组、T-ALL组及对照组

细胞培养上清中白细胞介素2水平分别为

(10.36±4.82)，(9.85±4.72)，(15.49±6.33) ng/L，
见图1。3组患者白细胞介素2水平差异有显著

性意义(F=5.880，P=0.005)，其中B-ALL组和

T-ALL组白细胞介素2水平显著低于正常健康

人群(P < 0.05)；而B-ALL组和T-ALL组白细胞

介素2水平差异无显著性意义(P > 0.05)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
白细胞介素10：B-ALL组、T-ALL组及对照

组细胞培养上清中白细胞介素10水平分别为

(29.50±11.26) ， (28.37±13.08) ， (20.01±  
8.08) ng/L，见图2。3组患者白细胞介素10水平

Figure 1  Level of interleukin 2 (IL-2) in the cells culture
supernatant of acute lymphoblastic leukemia 
(ALL) patients and health control people 

图 1  急性淋巴细胞白血病患者和健康对照人群细胞
培养上清中白细胞介素 2 表达水平 
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差异有显著性意义(F=4.240，P=0.020)，其中B-ALL组
和T-ALL组白细胞介素10水平显著高于正常健康人群 
(P < 0.05)；而B-ALL组和T-ALL组白细胞介素10水平差

异无显著性意义(P > 0.05)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
转化生长因子 β：B-ALL 组、T-ALL 组及对照组细胞

培养上清中转化生长因子 β 水平分别为 (118.90± 
42.23)，(124.57±53.53)，(82.99±31.50) ng/L，见图 3。
3 组患者 TGF-β 水平差异有显著性意义(F=4.917，
P=0.011)，其中 B-ALL 组和 T-ALL 组转化生长因子 β
水平显著高于正常健康人群(P < 0.05)；而 B-ALL 组和

T-ALL 组转化生长因子 β 水平差异无显著性意义(P > 
0.05)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 

 
Treg细胞是近年发现的一群具有低反应性和免疫抑

制功能的细胞，它们能将抗原特异性耐受转移给天然动

物，实现“主动”耐受的过程[6]。Treg细胞在机体外周免

疫耐受中起着重要作用，与机体免疫稳态的维持[7]、自身

免疫性疾病[8]、过敏性疾病[9]、移植耐受等有关[10]。自从

科学家在人和鼠中发现T细胞抑制抗肿瘤免疫之后[11-12]，

证实体内可能存在肿瘤细胞免疫抑制功能，肿瘤的发

生、发展可能与Treg细胞有关。研究证实，在乳腺癌[13]、

卵巢癌[14]、肺癌[15]、肝癌和胰腺癌等多种肿瘤患者外周

血和肿瘤局部组织中Treg比例增高[16-17]，且数量与患者

肿瘤进展程度和预后呈负相关，而去除Treg或封闭其抑

制功能可使抗肿瘤免疫恢复[18]。而Treg细胞如何发挥免

疫抑制功能，与细胞因子白细胞介素2、白细胞介素10
及转化生长因子β水平之间可能存在关联。 

白细胞介素2是由辅助性T淋巴细胞产生的一种重

要免疫调节因子，具有促进T细胞增殖，诱生LAK细胞，

促进B细胞分泌抗体，促进T细胞杀伤作用及增强NK细
胞活性等作用[19]。白细胞介素10是具有多向生物学活性

的强免疫抑制因子，能改变机体的免疫应答和主要组织

相容性复合体 (MHC )Ⅱ Ⅱ 类抗原的表达，并介导Th1和
Th2两类细胞之间的相互调节[20]。转化生长因子β也是

免疫抑制因子，能够抑制免疫活性细胞增殖，抑制淋巴

细胞分化，抑制PBMC中干扰素γ和肿瘤坏死因子α的产

生，对细胞免疫功能有重要的调节作用[21]。实验结果显

示，B-ALL和T-ALL患者CD4+CD25+Treg细胞培养上清

中白细胞介素10和转化生长因子β的水平显著高于正常

人水平，而白细胞介素2水平显著低于正常人水平(P < 
0.05)。B-ALL和T-ALL患者的CD4+CD25+Treg细胞培养

上清中白细胞介素2、白细胞介素10及转化生长因子β
表达差异无显著性意义(P > 0.05)。表明CD4+CD25+ 
Treg细胞可能通过下调白细胞介素2的分泌，增加白细

胞介素10及转化生长因子β的分泌来调节细胞免疫功

能，达到抑制细胞免疫功能的作用。 
综上所述，CD4+CD25+Treg细胞是肿瘤细胞逃避肿

瘤免疫的重要机制，能够控制自身免疫反应，抑制细胞

的免疫功能，导致对肿瘤的免疫耐受，与肿瘤细胞生长

密切相关。但是CD4+CD25+Treg细胞是通过何种途径进

行调节自身细胞分泌细胞因子水平，还需要进一步的研

究。 
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图 2  急性淋巴细胞白血病患者和健康对照人群细胞培养上
清中白细胞介素 10 表达水平 
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Figure 3  Level of transforming growth factor β (TGF-β) in the 
cells culture supernatant of acute lymphoblastic 
leukemia (ALL) patients and health control people 

图 3  急性淋巴细胞白血病患者和健康对照人群细胞培养上
清中转化生长因子 β表达水平 
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投稿后按编辑要求修改时润色？ 

投稿命中把握率大的文章可在此时进行，

此时的关键是要快，在期刊规定的时间内完成

→我们可提供高质量短时效的润色服务。 

对向有SCI收录优秀杂志投稿经验，有优秀

科研能力，有国家级多项基金资助项目的团队，

可提供的服务项目有： 

第二种层面的服务： 

服务项目1：可提供临床试验的“北美临床

注册”服务：凡从事临床实验研究者，均应在课

题进行前即认真注重和完成此项目，为临床稿

件发表奠定基础。  

服务项目2：可为优秀科研成果向国际影响

因子较高杂志投稿提供策划方案：及文章撰写

设计合理性的咨询服务。 

服务项目3：可提供邀请国际一流期刊主编

讲座并与其见面沟通交流了解国内优秀团队的

服务：这是优秀团队融入国际化队列的必由之

路，也是优秀团队熟悉国际化投稿规范，以及

国际主编认识中国团队的必要的交流活动。 

服务项目4：可提供与国际优秀专家及国际

优秀实验室进行学术交流与科研合作的服务：

同时可提供优秀专家去国际一流实验室学习进

修的机会。 

服务项目5：可提供为科研和投稿选题服务

的国际数据库检索和数据分析应用技能的培训

服务：这是课题、文章具有国际创新性的前提

保障。 

第三种层面的服务： 

服务项目1：可免费为作者提供选刊服务 

服务项目2：可提供高质量的稿件语言翻译

和润色服务。 

服务项目3：可提供按投稿期刊要求进行的

文章格式调整及参考文献核准的服务。→如投

稿前不认真进行此项规范，将增加稿件被拒的

机率。 

    服务项目4：可提供标准投稿信撰写及选择

审稿人的服务。 

来自本文课题的更多信息--  

基金声明：海南省卫生厅科研立项课题(琼卫 2008-55)。

作者贡献：通讯作者进行实验设计，实验实施为第一、

四作者，实验评估为第四作者，资料收集为第三、五作者，

第一作者成文，通讯作者审校，第一作者对文章负责。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

伦理要求：实验所纳入的研究对象已经签署知情同意

书，实验方案通过医学伦理委员会批准。 

研究的创新之处：以“急性淋巴细胞白血病，

CD4+CD25+Treg，白细胞介素 2，白细胞介素 10，转化生

长因子 β”为关键词检索 CNKI 数据库 2001/2011 文献，未

发现同类性质的文章，证明实验具有先进性。 

实验通过检测急性淋巴细胞白血病患者 CD4+CD25+T
调节细胞分泌白细胞介素 2、白细胞介素 10 及转化生长因

子 β的水平，发现 CD4+CD25+T 调节细胞可能通过下调白

细胞介素 2 的分泌，增加白细胞介素 10 及转化生长因子 β
的分泌来调节细胞免疫功能，达到抑制细胞免疫功能的作

用。 

社长的话：向 SCI 收录杂志投稿：能够为您做些什么？② 
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