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急性期恶性疟患者外周血
PD-1+TIGIT+ T细胞功能
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【摘要】目的   研究急性期恶性疟患者外周血T淋巴细胞共抑制分子PD-1和TIGIT的表达模式及

功能。方法   收集2019年4月至2019年10月首都医科大学附属北京地坛医院感染二科14例非洲输入型

急性期恶性疟患者发病后4～12 d和28例健康对照者外周血单个核细胞。流式细胞术检测患者外周血

CD4+ T和CD8+ T淋巴细胞PD-1－TIGIT－、PD-1+TIGIT－、PD-1－TIGIT+和PD-1+TIGIT+四个亚群比例，

比较各细胞亚群凋亡（Annexin V+）、增殖（Ki67+）、分泌细胞因子（IFN-γ+、IL-2+和TNF-α+）和

杀伤（Granzyme B+和Perforin+）能力差异，正态分布资料采用one-way ANOVA检验进行方差分析，

Holm-Sidak’s进行多重比较；偏态分布资料则采用Kruskal-Wallis检验进行分析，Bonferroni法进行多

重比较。统计患者临床资料并分析急性期恶性疟患者T细胞各亚群比例和CD8+ T细胞杀伤能力与临床

指标的相关性，正态分布资料采用Pearson相关性分析，非正态分布资料采用Spearman相关性分析。

结果   与健康对照组相比，急性期恶性疟患者CD4+ T和CD8+ T细胞中PD-1+和PD-1+TIGIT+细胞比例

均显著增高（CD4：t = 4.85、P ＜ 0.001，t = 4.77、P = 0.0002；CD8：t = 3.90、P = 0.001、t = 3.29、P = 
0.0021）；CD4+ T细胞TIGIT+亚群增加（t = 4.12、P = 0.0002）。CD4+ T细胞和CD8+ T细胞PD-1+TIGIT－

和PD-1+TIGIT+细胞亚群Annexin V+表达比例均显著高于PD-1－TIGIT－细胞亚群（F = 4.67、P = 
0.0125，F = 3.19、P = 0.0460），但CD4+ T细胞PD-1+TIGIT－和PD-1+TIGIT+细胞亚群Ki67+和IFN-γ+

表达比例均显著高于PD-1－TIGIT－细胞亚群（H = 17.80、P = 0.0005，F = 11.22、P = 0.0002），

CD8+ T细胞PD-1+TIGIT－和PD-1+TIGIT+细胞亚群IFN-γ+、IL-2+和Granzyme B+表达比例均显著高于

PD-1－TIGIT－细胞亚群（F = 7.95、P = 0.047，H = 8.29、P = 0.0404，F = 12.18、P ＜ 0.001）。急性

期恶性疟患者CD4+和CD8+ T细胞各亚群比例与患者临床参数相关性分析发现CD4+ T细胞PD-1+TIGIT+

表达比例与RBC计数和HGB浓度呈负相关（r =－0.3861、P = 0.0116，r =－0.3980、P = 0.0091）。

CD8+ T细胞杀伤能力与患者临床参数相关性分析发现CD8+ T细胞Granzyme B+和Perforin+表达比例与Cr
浓度呈显著负相关（r =－0.4812、P = 0.0201，r =－0.6255、P = 0.0014）。结论   急性期恶性疟患者

外周血T细胞PD-1和TIGIT表达上调，仍具有较强的增殖、杀伤和分泌细胞因子的能力，并未表现出

典型的T细胞耗竭表型。患者CD4+ T细胞PD-1+TIGIT+表达比例增高可能与机体严重的红细胞破坏和溶

血有关，CD8+ T细胞Granzyme B+和Perforin+表达比例增高可能与肾脏功能损伤程度有关。
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in Infectious Diseases Department-Ⅱ of Beijing Ditan Hospital, Capital Medical University, from April 
to October 2019 were enrolled. Peripheral blood mononuclear cells at 4-12 d after symptom onset were 
collected, while 28 healthy were enrolled as controls. Flow cytometry was used to detect the proportions of 
four subsets (PD-1－TIGIT－, PD-1+TIGIT－, PD-1－TIGIT+ and PD-1+TIGIT+) of CD4+ T and CD8+ T cells 
in peripheral blood of patients, and the further expression level on apoptosis (Annexin V+), proliferation 
(Ki67+), cytokines secretion (IFN-γ+, IL-2+ and TNF-α+) and cytotoxicity (Granzyme B+ and Perforin+) in 
four subsets were compared, among which, variance analysis of normal distribution data were analyzed by 
one-way ANOVA test and multiple comparison were taken by holm-Sidak’s test. Skewness distribution data 
were analyzed by Kruskal-wallis test for variance analysis andmultiple comparison were taken by Bonferroni 
method. The clinical data of patients were collected, and correlations between the proportion of T cell subsets 
and clinical parameters as well as the cytotoxicity of CD8+ T cells and clinical parameters in patients with 
acute falciparum malaria were analyzed, among which, normal distribution data were analyzed by Pearson 
correlation analysis and skewness distribution data were analyzed by Spearman correlation analysis. Results   
Compared with healthy controls, the proportions of PD-1+ and PD-1+TIGIT+ subsets of CD4+ and CD8+ T cells 
in acute falciparum malaria patients were significantly increased (CD4: t = 4.85, P < 0.001; t = 4.77, 
P = 0.0002; CD8: t = 3.90, P = 0.001; t = 3.29, P = 0.0021). The proportion of TIGIT+ subsets of CD4+ T cells 
was increased (t = 4.12, P = 0.0002).The rates of Annexin V+ expressed by PD-1+TIGIT－ and PD-1+TIGIT+ 
subsets of CD4+ T cells and CD8+ T cells were significantly increased compared those of PD-1－TIGIT－ subsets 
(F = 4.67, P = 0.0125; F = 3.19, P = 0.0460), but the rates of Ki67+ and IFN-γ+ expressed by PD-1+TIGIT－ 
and PD-1+TIGIT+ subsets of CD4+ T cells were significantly increased compared those of PD-1－TIGIT－ 
subsets (H = 17.80, P = 0.0005; F = 11.22, P = 0.0002), and the rates of IFN-γ+ , IL-2+ and Granzyme 
B+ expressed by PD-1+TIGIT－and PD-1+TIGIT+ subsets of CD8+ T cells were also significantly increased 
compared those of PD-1－TIGIT－ subsets (F = 7.95, P = 0.0470; H = 8.29, P = 0.0404; F = 12.18, P < 
0.001). Correlation analysis between the proportion of four subsets of T cells and clinical parameters showed 
a negative relationship between the proportion of PD-1+TIGIT+ subsets of CD4+ T cells and red blood cells count or 
hemoglobin concentration (r =－0.3861, P = 0.0116; r =－0.3980, P = 0.0091). Correlation analysis between 
the CD8+ T cells cytotoxic capacity and clinical parameters also showed the proportion of Granzyme B+ and 
Perforin+ subsets of CD8+ T cells were negatively correlated with the creatinine concentration (r =－0.4812, 
P = 0.0201; r =－0.6255, P = 0.0014). Conclusions   In patients with acute falciparum malaria infection, the 
up-regulated expression of PD-1 and TIGIT induced T cells higher ability of proliferation, cytotoxic capacity 
and production of cytokines in peripheral blood, but they did not show typical T cells exhaustion phenotype. 
Moreover, the increased expression of PD-1+TIGIT+ subsets of CD4+ T cells may be related to severe red 
blood cells destruction and hemolysis, and the increased expression of Granzyme B+ and Perforin+ of CD4+ T 
cells may be related to the degree of renal function injury.

【Key words】 Plasmodium falciparum malaria; Acute phase; T lymphocyte cells; Co-inhibitory 
molecules; Multi-color flow cytometry 

T淋巴细胞作为人体免疫系统中的重要组分，

对于机体清除入侵的病原微生物有重要作用[1-2]。

T细胞活化受共刺激分子和共抑制分子双重信号

调节。既往研究发现，在慢性病毒感染性疾病患

者中，抗原长时间持续性刺激，可导致T细胞表

面多种共抑制分子表达增加，T细胞发生功能耗

竭，机体清除病原微生物能力减弱 [3]。此外，在

肿瘤和慢性病毒感染性疾病中，程序性死亡受体

（programmed cell death 1，PD-1）和细胞免疫球蛋

白和ITIM结构域（T cell immunoglobulin and ITIM 

domain，TIGIT）等共抑制分子表达同时上调，协

同诱导T细胞功能耗竭[4-9]。典型的功能耗竭T细胞

表现为：凋亡增加，杀伤功能减弱和分泌细胞因子

能力降低[10]。

研究发现，急性感染时患者外周血T细胞也有

共抑制分子表达上调现象，其中PD-1和TIGIT比例

最高且有协同效应[11-17]。但急性恶性疟感染时共抑

制分子PD-1和TIGIT表达对于T细胞免疫功能有何

影响，是否具有协同效应，目前尚未明确。

疟疾是由疟原虫感染引起的一种病媒传播的
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热带寄生虫病[18]。急性恶性疟患者可发生急性呼

吸窘迫综合征、急性肾功能损伤等多器官功能障

碍，甚至导致死亡[19-22]。机体特异性免疫应答反应

是急性恶性疟疾病情进展的关键因素之一[1, 23]。本

研究检测急性期恶性疟患者外周血T细胞共抑制分

子PD-1和TIGIT表达，以及二者对T细胞功能的影

响，以证实在急性期恶性疟患者中，PD-1+TIGIT+ 

T细胞并不表现为典型的T细胞耗竭表型，而与患

者器官损伤密切相关，报道如下。

资料与方法

一、研究对象

选取2019年4月至10月就诊于首都医科大学附属

北京地坛医院感染二科的14例非洲输入型急性期恶

性疟患者为研究对象，年龄22～55岁，男性12例，女

性2例，于发病后4～12 d采血。招募性别和年龄相

匹配的健康对照者28例。急性期恶性疟患者的诊断

均符合国家2015年新修订的《疟疾的诊断》的诊断

标准[24]。本研究方案通过本医院医学伦理委员会批

准（审批号：京地伦字[2019]059号），所有研究

对象均已签署知情同意书。

二、实验方法

1.  外周血单个核细胞分离：采集静脉外周

EDTA抗凝血标本4 ml，将抗凝血与RPMI 1640
（Corning公司）以1︰1比例充分混匀，用Ficoll-
Paque密度梯度离心法分离外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMCs），用

RPMI 1640调整细胞浓度为5 × 106 /ml待用。

2. T淋巴细胞表面分子和凋亡染色：取5 × 105个

细胞于流式管中，加入相应的混合荧光抗体：CD3 
BV786，CD4 BUV395，CD8 BV510，PD-1 BV711，
TIGIT PE-CY7（BD Pharmingen公司），室温避光

30 min，加入2 ml PBS（Corning公司）润洗，室温                                                                                                               
1 200 r/min离心5 min（离心半径r = 11.5 cm），弃上清

后重悬，使用Annexin V FITC试剂盒（BioLegend
公司）检测T细胞凋亡水平，7-AAD用于评估细胞

活性，用流式细胞仪收取数据。

3. T淋巴细胞体外刺激和胞内染色：用含10%
胎牛血清（Gibco公司）的RPMI 1640培养细胞，

加入抗-CD3，抗-CD28（eBioscience公司）和

GolgiPlug刺激剂（BD Pharmingen公司），放入

5% CO2，37 ℃孵箱中体外刺激5 h；收集细胞，加

入上述胞外混合荧光抗体，室温避光30 min；加入

2 ml PBS润洗，室温1 200 r/min离心5 min，弃上

清重悬，使用IntraSureTMKit（Regant A和B）（BD 
Pharmingen公司）对细胞固定和破膜，加入胞内混

合荧光抗体：IFN-γ AF700，IL-2 PE和TNF-α FITC
（eBioscience公司），室温避光30 min；加入2 ml 
PBS润洗，室温1 200 r/min离心5 min，弃上清后

进行流式检测。另取5 × 105个细胞于流式管中，

加入上述胞外混合荧光抗体，使用Transcription 
Factor试剂盒（BD Pharmingen公司）对细胞进行

破膜处理，加入胞内混合荧光抗体：Ki67 FITC，
Granzyme B AF700（BDPharmingen公司）和

Perforin APC-CY7（BioLegend公司），室温避光

30 min；加入2 ml PBS润洗，室温1 200 r/min离心       
5 min，弃上清后进行流式检测。

4. 流式细胞仪检测：T淋巴细胞表面分子及功

能利用多色流式细胞仪BD LSR Fortessa进行检测，

设置并调节各通道的电压及荧光补偿，使用FACS 
Diva软件进行数据收集，Flowjo 10.0对所得细胞亚

群流式数据进行分析。

三、统计学处理

利用GraphPad Pr ism 7.0进行数据统计分

析。使用Kolmogorov-Smirnov检验评估每组计

量资料是否符合正态分布。T淋巴细胞表面共抑

制分子PD-1和TIGIT表达比例呈正态分布，采

用 x ± s描述，采用独立样本t检验；若为偏态分

布，则中位数（四分位数） [M（P25，P75） ]
描述，采用Mann-Whitney U检验。急性期恶性

疟患者T细胞各亚群比例和Granzyme B+CD8+ T
细胞比例分别与红细胞（redblood cell，RBC）

计数、血红蛋白（hemoglobin，HGB）浓度和

红细胞沉降率（erythrocyte sedimentation rate，
E S R）的相关性均采用P e a r s o n相关性分析；

T细胞各亚群比例和Granzyme B +CD8 + T细胞

比例分别与C-反应蛋白（C-reactive protein，
CRP）、降钙素原（procalcitonin，PCT）、肌酐

（creatinine，Cr）、丙氨酸氨基转移酶（alanine 
aminotransferase，ALT）、天门冬氨酸氨基转移

酶（aspartate aminotransferase，AST）和直接胆

红素（direct bilirubin，DBil）浓度的相关性以及

Perforin+CD8+ T细胞比例与各临床指标的相关性均

采用Spearman相关性分析。比较急性期恶性疟患者

T细胞各亚群间凋亡、增殖、分泌细胞因子和杀伤
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功能比例若呈正态分布则采用one-way ANOVA检

验进行方差分析，Holm-Sidak’s进行多重比较；

若为偏态分布则采用Kruskal-Wallis检验进行分

析，Bonferroni法进行多重比较，以P ＜ 0.05为差

异有统计学意义。

结    果

一、健康对照者和急性期恶性疟患者的一般

资料

健康对照者（28例）和急性期恶性疟患者

（14例）的年龄、性别、血小板（platelet，PLT）
计数、尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）和总胆

红素（total bilirubin，TBil）浓度差异无统计学意

义（P均＞ 0.05），RBC计数、HGB、Cr、ALT、
AST和DBi l浓度差异均有统计学意义（P均＜ 
0.05），见表1。

二、急性期恶性疟患者外周血T淋巴细胞PD-1
和TIGIT上调表达

采用流式细胞仪检测急性期恶性疟患者以及

健康对照者外周血T淋巴细胞PD-1和TIGIT阳性细

胞比例，根据PD-1和TIGIT表达水平，将急性期恶

性疟患者以及健康对照者CD4+ T细胞和CD8+ T细
胞分成PD-1+、TIGIT+和PD-1+TIGIT+三个细胞亚群

（表2）。与健康对照者相比，急性期恶性疟患者

CD4+ T细胞中PD-1+、TIGIT+ 和PD-1+TIGIT+ 细胞比

例均显著增高（P均＜ 0.001），CD8+ T细胞中，

PD-1+和PD-1+TIGIT+细胞比例显著高于对照（P
均＜ 0.001），但两组TIGIT+CD8+ T细胞比例差异

无统计学意义（U = 161.00、P = 0.3617）。

三、急性期恶性疟患者PD-1以及TIGIT表达与

T细胞功能表型分析

1. 急性期恶性疟患者高表达PD-1的T细胞亚群

凋亡易感性增高：为研究急性期恶性疟患者高表

达共抑制分子的T淋巴细胞是否表现典型的T细胞

功能耗竭表型，根据PD-1和TIGIT表达水平将急性

期恶性疟患者外周血CD4+ T细胞和CD8+ T细胞分

成PD-1－TIGIT－、PD-1+TIGIT－、PD-1－TIGIT+和                                                                     
PD-1+TIGIT+四个细胞亚群。急性期恶性疟患者外

周血中T细胞各亚群凋亡水平（表3和表4）检测

发现，无论CD4+T还是CD8+ T细胞，PD-1+TIGIT+

群体中Annexin V+比例显著高于PD-1－TIGIT－

细胞，提示PD-1+TIGIT+细胞更易发生凋亡，且

PD-1+TIGIT－细胞Annexin V+表达比例均显著高

表 1  健康对照者和急性期恶性疟患者的临床资料

参数
健康对照者

（28例）

急性期恶性疟患者

（14例）
统计量 P值

年龄（ x ± s，岁） 38.93 ± 10.38 39.64 ± 9.24 t = 0.23        0.8218

性别（男/女，例） 12/2 12/2 －         1.0000a

血细胞

RBC（ x ± s，× 1012/L）   4.55 ± 0.47 3.60 ± 0.95 t = 4.37 ＜ 0.001

HGB（ x ± s，g/L） 132.80 ± 12.62 107.60 ± 26.17 t = 3.41        0.0035

PLT（ x ± s，× 109/L） 228.70 ± 55.89 166.20 ± 112.50 t = 1.95        0.0679

肝肾功能

BUN [M（P25，P75），mmol/L] 4.43（3.92，5.14） 3.70（2.98，9.21）   U = 177.00         0.6214b

Cr [M（P25，P75），µmol/L] 59.40（52.70，67.20） 72.55（62.23，142.20） U = 98.00         0.0057b

ALT [M（P25，P75），U/L] 16.90（11.65，23.70） 70.60（47.68，162.80） U = 38.00 ＜ 0.001b

AST [M（P25，P75），U/L] 18.60（16.40，22.15） 50.80（41.28，72.78） U = 33.00 ＜ 0.001b

TBil（ x ± s，µmol/L） 11.01 ± 3.63 14.00（10.04，21.89）   U = 155.00         0.2806b

DBil [M（P25，P75），µmol/L] 3.80（2.40，4.50） 6.95（4.20，15.85） U = 65.00       0.002b

其他指标

CRP（mg/L） ＜ 5 18.00（10.15，54.75） － －

PCT（ng/ml）   ＜ 0.5 0.53（0.13，3.03） － －

ESR（ x ± s，mm/h）  ＜ 15 38.00 ± 39.47 － －

注：RBC：红细胞计数，HGB：血红蛋白，PLT：血小板，BUN：尿素氮，Cr：肌酐，ALT：丙氨酸氨基转移酶，AST：天门冬氨酸氨基转移酶，

TBil：总胆红素，DBil：直接胆红素，CRP：C- 反应蛋白，PCT：降钙素原，ESR：红细胞沉降率。“－”无相关数据。a：Fisher’s 确切概率法；b：

非正态分布资料，采用 Mann-Whitney U 检验
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表 2  健康对照者和急性期恶性疟患者 T 淋巴细胞表面共抑制分子 PD-1 和 TIGIT 表达比例

组别 例数
CD4+ T细胞（%） CD8+ T细胞

PD-1+ TIGIT+ PD-1+TIGIT+ PD-1+ TIGIT+ PD-1+TIGIT+

健康对照者 28 10.14 ± 3.94 17.27 ± 4.92 5.08 ± 1.54 11.57 ± 4.74 34.75（28.13，44.3）   9.01 ± 3.97

急性期恶性疟患者 14 16.93 ± 4.88 24.70 ± 6.63 9.14 ± 2.99 20.03 ± 7.39 34.2（20.07，42.58） 13.78 ± 5.25

统计量 t = 4.85a t = 4.12a t = 4.77a t = 3.90a U = 161.00b t = 3.29a

P值 0.0001 0.0002 0.0002 0.0010 0.3617 0.0021

注：a：正态分布资料以 x ± s 表示，采用独立样本 t 检验；b：非正态分布资料以 M（P25，P75）表示，采用 Mann-Whitney U 检验

表 3  急性期恶性疟患者 CD4+ T 细胞各亚群及功能表型比例（%）

指标 PD-1－TIGIT－ PD-1+TIGIT－ PD-1－TIGIT+ PD-1+TIGIT+ 统计量 P值

细胞比例 67.5 ± 6.7 7.79 ± 3.4 15.6 ± 4.5 9.1 ± 3.0     F = 529.30a   ＜ 0.001

Annexin V+ 15.7 ± 6.5   41.1 ± 14.5   29.5 ± 12.6 31.9 ± 12.5 F = 4.67a 0.0125

Ki67+ 1.3（0.9，3.0）   16.5（13.7，34.2） 2.0（1.3，6.3）   19.2（14.9，27.1）   H = 17.80b 0.0005

IFN-γ+   1.0 ± 0.3   5.8 ± 2.2   0.3 ± 0.4 3.7 ± 3.0   F = 11.22a 0.0002

TNF-α+ 5.5（1.8，6.8） 10.3（4.3，13.7） 1.6（0.8，2.5） 2.3（0.7，3.6） H = 7.01b 0.0490

IL-2+ 0.6（0.4，4.1）   1.8（0.9，11.1） 2.5（1.6，4.2） 4.0（2.9，5.7） H = 5.09b 0.1656

注：a：正态分布资料以 x ± s 表示；b：非正态分布资料以 M（P25，P75）表示。CD4+ T 细胞各亚群细胞比例、Annexin V+ 和 IFN-γ+ 比例采用

one-way ANOVA 检验进行方差分析，Holm-Sidak’s 进行多重比较；Ki67+、IL-2+ 和 TNF-α+ 比例采用 Kruskal-Wallis 检验进行分析，Bonferroni 法进

行多重比较

表 4  急性期恶性疟患者 CD8+ T 细胞各亚群及功能表型比例（%）

指标 PD-1－TIGIT－ PD-1+TIGIT－ PD-1－TIGIT+ PD-1+TIGIT+ 统计量 P值

细胞比例 59.1（52.7，67.8） 5.0（2.9，7.0） 15.1（9.5，27.9）  12.6（10.3，18.8）   H = 41.03a  ＜ 0.001

Annexin V+ 21.7 ± 9.2   45.1 ± 14.6 39.3 ± 17.2 43.4 ± 16.6  F = 3.19b 0.0460

Ki67+   5.4 ± 5.1   22.2 ± 17.7 20.1 ± 14.3 28.3 ± 24.0  F = 2.04b 0.1412

IFN-γ+   3.1 ± 2.6 11.2 ± 7.3 8.2 ± 4.1 7.6 ± 3.7  F = 7.95b 0.0470

TNF-α+ 1.6（0.8，8.6）   7.6（2.8，13.7）   6.6（2.3，12.6）  4.5（1.2，11.1） H = 2.69a 0.4425

IL-2+ 0.5（0.3，2.3） 2.3（1.1，7.7） 3.4（2.1，6.4） 4.2（2.8，7.0） H = 8.29a 0.0404

Granzyme B+   13.5 ± 12.4   50.6 ± 26.2 66.1 ± 16.5 70.1 ± 14.1    F = 12.18b  ＜ 0.001

Perforin+ 0.9（0.7，3.3）   5.1（1.4，15.4）   6.9（5.3，12.5）  6.3（2.6，16.3） H = 6.72a 0.0815

注：a：非正态分布资料以 M（P25，P75）表示；b：正态分布资料以 x ± s 表示。CD8+ T 细胞各亚群 Annexin V+、Ki67+、IFN-γ+ 和 Granzyme 
B+ 比例采用 one-way ANOVA 检验进行方差分析，Holm-Sidak’s 进行多重比较；各亚群细胞比例、IL-2+、TNF-α+ 和 Perforin+ 比例采用 Kruskal-
Wallis 检验进行分析，Bonferroni 法进行多重比较

于PD-1－TIGIT－细胞（t = 3.69、P = 0.0043，
t  = 2.76、P  =  0.0359），但PD-1－TIGIT + 与                                           
PD-1－TIGIT－亚群Annexin V+比例差异无统计学意

义（t = 2.01、P = 0.0581，t = 2.07、P = 0.0518），

提示PD-1可能是导致细胞凋亡的主要分子。

2. 患者高表达PD-1和TIGIT的CD4+ T细胞亚群

增殖能力增强：T细胞各亚群Ki67+表达水平（表

3～4）检测发现与T细胞功能耗竭表型不同，急

性期恶性疟患者表达PD-1和TIGIT的T细胞增殖能

力并未降低。CD4+ T细胞亚群中，PD-1+TIGIT－

和PD-1+TIGIT+亚群Ki67+ 表达比例显著高于PD-1－

TIGIT－细胞亚群（H = 17.80、P = 0.0005）。CD8+ T

细胞各亚群间Ki67+表达比例差异无统计学意义（F = 
2.04、P = 0.1412）。

3. 高表达PD-1和TIGIT患者的T细胞亚群细

胞因子水平增高：T细胞各亚群分泌细胞因子

IFN-γ+、IL-2+ 和TNF-α+的比例见表3和表4。CD4+ 

T细胞各亚群中，PD-1+TIGIT－细胞IFN-γ+表达

比例显著高于PD-1－TIGIT－细胞（t = 4.55、P = 
0.0010），PD-1+TIGIT－细胞TNF-α+表达比例显著

高于PD-1－TIGIT+细胞（t = 3.20、P = 0.0219）。

CD8+ T细胞各亚群中，PD-1+TIGIT－细胞IFN-γ+和

PD-1+TIGIT+细胞IL-2+表达比例均显著高于PD-1－

TIGIT－细胞（t = 2.95、P = 0.0463，t = 2.65、P = 
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0.048）。而CD4+ T细胞各亚群间IL-2+比例和CD8+ 
T细胞各亚群之间TNF-α+比例差异均无统计学意义

（P均＞ 0.05）。

4. 急性期恶性疟患者高表达PD-1和TIGIT的
CD8+ T细胞亚群杀伤能力增强：为评价CD8+ T
细胞杀伤能力，进一步检测CD8+ T细胞各亚群

Granzyme B+ 和Perforin+表达比例（表4）。结果发

现PD-1+TIGIT－、PD-1－TIGIT+ 和PD-1+TIGIT+ 亚群

Granzyme B+表达比例显著高于PD-1－TIGIT－细胞

亚群（t = 3.55、P = 0.0080；t = 5.04、P = 0.0003，
t = 5.41、P = 0.0002），而各亚群间Perforin+ 表达

比例差异无统计学意义（H = 6.72、P = 0.0815）。

提示急性期恶性疟感染者外周血中，高表达共抑制

分子PD-1和TIGIT的T细胞并未表现出典型的耗竭

表型和功能，而是保持较高的增殖、杀伤和分泌细

胞因子的能力。

四、急性期恶性疟患者CD4+ T细胞PD-1+TIGIT+ 

表达比例与红细胞计数和血红蛋白浓度相关性

分析急性期恶性疟患者外周血CD4+ T细胞和

CD8+ T细胞各亚群比例与患者临床指标（RBC计

数、HGB、CRP、PCT、Cr、ALT、AST、DBil浓
度和ESR）的相关性（表5），结果显示，CD4+ T
细胞PD-1+TIGIT+ 表达比例与RBC计数和HGB浓度

均呈负相关（图1A和B）。

五、急性期恶性疟患者CD8+ T细胞杀伤能力

与肌酐浓度相关性

急性期恶性疟患者外周血 C D 8 +  T 细胞

Granzyme B+ 和Perforin+ 表达比例与患者临床指

表 5  急性期恶性疟患者 T 细胞各亚群比例与临床指标的相关性 [r 值（P 值）]

指标
CD4+ T细胞亚群 CD8+ T细胞亚群

PD-1－TIGIT－ PD-1+TIGIT－ PD-1－TIGIT+ PD-1+TIGIT+ PD-1－TIGIT－ PD-1+TIGIT－ PD-1－TIGIT+ PD-1+TIGIT+

RBC 0.2684
（0.0857）

0.0765
（0.6299）

－0.1082
  （0.4953）

－0.3861
  （0.0116）

0.1193
（0.4516）

0.1315
（0.4066）

   －0.1591
   （0.3142）

－0.1265
   （0.4247）

HGB 0.2666
（0.0879）

0.0928
（0.5587）

－0.1207
  （0.4466）

－0.3980
  （0.0091）

0.1169
（0.4611）

0.1460
（0.3561）

   －0.1982
   （0.2082）

－0.0382
   （0.8103）

CRP    －0.3740
    （0.0546）

0.1951
（0.3295）

  0.2350
  （0.2380）

  0.3249
  （0.0982）

0.0382
（0.8501）

0.2791
（0.1586）

   －0.1011
   （0.6160）

－0.2932
   （0.1378）

PCT 0.2210
（0.3357）

0.0325
（0.8888）

－0.1690
  （0.4640）

－0.0787
  （0.7347）

0.0858
（0.7115）

  －0.0488   
   （0.8338）

   －0.0182
   （0.9376）

－0.2715
   （0.2338）

ESR    －0.1824
    （0.5321）

   －0.0418
  （0.8915）

  0.1848
  （0.5244）

  0.1473
  （0.6158）

   －0.4286 
   （0.1281）

0.0506
（0.8676）

0.5165
（0.0741）

   0.2885
   （0.3147）

Cr    －0.1873
    （0.2472）

   －0.2098
  （0.1939）

  0.1029
  （0.5276）

－0.0483
  （0.7672）

   －0.1995
   （0.2170）

0.0956
（0.5573）

0.0848
（0.6029）

   0.0487
   （0.7654）

ALT 0.1964
（0.2733）

   －0.1641
  （0.3615）

－0.0271
  （0.8811）

－0.3353
  （0.0565）

   －0.0702
   （0.6979）

0.0358
（0.8434）

0.1414
（0.4326）

－0.1611
   （0.3704）

AST 0.3062
（0.0883）

   －0.3013
  （0.0884）

－0.0652
  （0.7229）

－0.3478
  （0.0511）

   －0.0213
   （0.9080）

   －0.0749
   （0.6834）

0.2399
（0.1859）

－0.3183
   （0.0759）

DBil 0.0156
（0.9293）

0.3127
（0.0674）

－0.1264
  （0.4695）

－0.1320
  （0.4498）

   －0.2477
   （0.1515）

0.1938
（0.2647）

0.2141
（0.2169）

   0.0310
   （0.8595）

注：RBC：红细胞计数，HGB：血红蛋白，Cr：肌酐，ALT：丙氨酸氨基转移酶，AST：天门冬氨酸氨基转移酶，DBil：直接胆红素，CRP：C-
反应蛋白，PCT：降钙素原，ESR：红细胞沉降率。

T 细胞各亚群比例与 RBC 计数、HGB 浓度和 ESR 的相关性采用 Pearson 检验，与 CRP、PCT、Cr、ALT、AST 和 DBil 浓度的相关性采用 Spearman
相关性分析。r 值（P 值）：r 值为相关性系数，P 值表示差异有无统计学意义

注：采用Pearson相关性分析，*P＜0.05、**P＜0.01

图1  患者CD4+ T细胞PD-1+TIGIT+ 表达比例与红细胞计数和血红蛋白浓度的相关性
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表 6  急性期恶性疟患者 CD8+ T 细胞杀伤能力与临床指标的相关性

指标
Granzyme B+CD8+ T细胞 Perforin+CD8+ T细胞

r值 P值 r值 P值

RBC 0.0226 0.9167 0.2080 0.3295

HGB 0.0079 0.9706 0.2370 0.2648

CRP 0.4126 0.1845 0.2378 0.4573

PCT 0.3604 0.4262 0.6667 0.1556

ESR －0.4286 0.1281 0.8000 0.3333

Cr －0.4812 0.0201 －0.6255 0.0014

ALT 0.2721 0.2897 －0.0750 0.7664

AST 0.1520 0.5594 0.3375 0.1708

DBil －0.2487 0.3196 0.1476 0.5590

注：RBC：红细胞计数，HGB：血红蛋白，Cr：肌酐，ALT：丙氨酸氨基转移酶，AST：天门冬氨酸氨基转移酶，DBil：直接胆红素，CRP：C-
反应蛋白，PCT：降钙素原，ESR：红细胞沉降率

注：均采用Spearman相关性分析，*P ＜ 0.05、**P ＜ 0.01

图2  急性期恶性疟患者Granzyme B+CD8+ T细胞和Perforin+CD8+ T细胞比例与肌酐浓度的相关性

标（RBC计数、HGB、CRP、PCT、Cr、ALT、
AST、DBil浓度和ESR）的相关性分析显示，CD8+ T
细胞Granzyme B+ 和Perforin+表达比例[Granzyme 
B+：（35.22 ± 16.15）%，Perforin+：4.45（2.54，
7.73）%]均与Cr浓度呈显著负相关（表6和图2）。

讨    论

既往研究表明，肿瘤和慢性病毒感染性疾病

通常导致共抑制分子PD-1和TIGIT上调表达，从而

诱导T细胞功能耗竭[4-9]。急性感染性疾病可诱导

共抑制分子上调表达，但对T细胞功能的调节作用

尚存在争议[25-27]。本研究发现急性期恶性疟患者外

周血CD4+ T细胞和CD8+ T细胞表面高表达PD-1和
TIGIT，同时相应表达这两种共抑制分子的T细胞

比例增高，提示在恶性疟原虫感染急性期，可迅速

上调机体T细胞共抑制分子表达水平。同时有多项

研究也发现，急性期恶性疟患者T细胞表面多种共

抑制分子表达上调，但PD-1和TIGIT表达比例最高

（PD-1：20%～50%，TIGIT：30%～40%）[11-16, 28]，

且PD-1和TIGIT协同表达模式对急性期恶性疟感染

T细胞功能的影响尚无报道。

既往研究认为，共抑制分子表达上调抑制

机体清除疟原虫 [14,  16]。急性恶性疟患者外周血

PD-1和细胞毒性T淋巴细胞相关抗原4（cytotoxic 
T-lymphocyte-associated antigen 4，CTLA-4）上

调表达抑制效应CD4+ T细胞增殖和分泌细胞因子

IFN-γ和IL-10的能力[14]，PD-1阻断可促使CD4+ T
细胞分泌IFN-γ能力增强[16]。本研究发现，虽然急

性期恶性疟患者外周血高表达PD-1和TIGIT的T细
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胞凋亡水平升高，但未表现出耗竭的典型特征。

CD4+ T细胞中PD-1+TIGIT－和PD-1+TIGIT+亚群不

仅增殖能力增强，且分泌IFN-γ增加。CD8+ T细胞

中PD-1+TIGIT－亚群分泌IFN-γ以及PD-1+TIGIT+

亚群分泌IL-2亦显著增加；同时，CD8+ T细胞

PD-1+TIGIT－、PD-1－TIGIT+和PD-1+TIGIT+亚群

Granzyme B+表达比例显著高于PD-1－TIGIT－细胞

亚群。本研究和近期其他相关研究均提示，共抑制

分子PD-1和TIGIT在急性感染中可能不作为T细胞

功能抑制的标志物，而是一个活化性标志物。这些

活化的T细胞分泌细胞因子增加可能与组织损伤有

关[29-30]。本研究发现患者CD4+ T细胞PD-1+TIGIT+

表达比例与RBC计数和Hb浓度均呈负相关，提示

CD4+ T细胞表面共抑制分子PD-1和TIGIT上调表

达可能与机体严重的红细胞破坏和溶血有关，但

是否与该群细胞分泌IFN-γ增多有关尚需进一步研

究。同时，本研究发现CD8+ T细胞Granzyme B+和

Perforin+表达比例均与患者肌酐水平呈负相关，提

示CD8+ T细胞杀伤能力增强可能与患者肾脏功能重

度损伤有关。

综上，本研究发现急性期恶性疟患者外周血

共抑制分子PD-1和TIGIT上调表达并未抑制T细胞

功能，虽然T细胞凋亡易感性增加，但仍具有较高

的增殖、杀伤和分泌细胞因子的能力。同时还发现

CD4+ T细胞中PD-1+TIGIT+比例和CD8+ T细胞杀伤

功能可能与该疾病的临床损伤有关。因我国急性期

恶性疟患者多为输入型病例，样本量有限，本研究

结果还需扩大样本量进一步验证。此外，急性期恶

性疟患者T淋巴细胞共抑制分子表达上调导致炎性

表型的机制也尚需进一步研究，从而为疟疾患者临

床治疗提供更新的免疫学依据。
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