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·论著·

基于多色流式降维聚类方法的自发性

细菌性腹膜炎患者T淋巴细胞亚群分析
王锃涛 1  王宪波 2  曹钰 3  郝禹 3  韩俊燕 3  曾辉 1,3

【摘要】目的  建立多色流式降维聚类分析方法，检测自发性细菌性腹膜炎（SBP）患者外周血

和腹水中T细胞亚群，探讨SBP患者外周以及腹腔局部T淋巴细胞的表面标志物表达差异。方法   选
取2021年12月至2022年1月就诊于首都医科大学附属北京地坛医院的4例SBP患者为研究对象。根据

多色流式荧光搭配原则，初步确立检测外周血及腹水T淋巴细胞亚群比例的多色流式配色方案。利用

健康对照者外周血单个核细胞（PBMCs）调节最适检测电压及荧光补偿；设定条件后，检测4例SBP
患者的外周血及腹水样本。建立多色流式降维聚类分析方案以检测SBP患者外周血和腹水中T淋巴细

胞的差异。结果   采用统一流形逼近和投影（UMAP）结合FlowSOM插件的多色流式降维分析法将

CD4+ T细胞和CD8+ T细胞均分为12个细胞群。该降维聚类方法通过可视化UMAP图定位，并结合统计

学分析初步发现，与外周血相比，SBP患者腹水中CD69+PD-1+ CD4+ TEM（t = 3.427、P = 0.0416）以及         
CD25－TIGIT－CD4＋ TEM（t = 3.203、P = 0.0492）比例较高，差异有统计学意义。结论   多色流式降维

聚类分析法用于检测SBP患者外周血及腹水样本中T淋巴细胞分群及功能，具有快速、准确、多维度

并且可视化强的优点。

【关键词】多色流式；自发性细菌性腹膜炎；降维聚类分析；T细胞亚群
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【Abstract】Objective   To establish a dimensionality reduction and clustering method of flow 
cytometric data for measuring T cell subpopulations in peripheral blood and ascites of patients with 
spontaneous bacterial peritonitis (SBP), and to explore the differences in the expression of markers                        
of T lymphocytes in the peripheral blood and ascites. Methods  Total of 4 patients with SBP were recruited 
in Beijing Ditan Hospital, Capital Medical University from December 2021 to January 2022. The monoclonal 
antibodies targeting cell surface antigen were used to establish the multi-color flow cytometry analysis 
panel. The peripheral blood mononuclear cell (PBMC) sample from one healthy donor was applied to adjust 
optimal detection voltage and fluorescence compensation. This panel was applied to detect peripheral blood 
and ascites samples from 4 patients with SBP. Uniform manifold approximation and projection (UMAP) and 
FlowSOM were used to analyze the results from multicolor flow cytometric data. Results   Using UMAP 
combined with FlowSOM, CD4+ T cells and CD8+ T cells were both divided into 12 clusters, respectively. 
Through the visual UMAP map positioning and statistical analysis, compared with the peripheral blood, the 
proportion of CD69+PD-1+CD4+ TEM cells (t = 3.427, P = 0.0416) and CD25－TIGIT－CD4+TEM cells (t = 
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3.203, P = 0.0492) in ascites of patients with SBP were increased, with significant differences. Conclusions   
The dimensionality reduction and clustering method of flow cytometric data can be used to detect the groups 
and functions of T lymphocyte in peripheral blood and ascites samples of patients with SBP, which has the 
advantages of rapidity, accuracy, multi-dimensionality and strong visualization.

【Key words】 Muti-color flow cytometry; Spontaneous bacterial peritonitis; Dimensionality reduction 
and cluster analysis; T cell subset

自发性细菌性腹膜炎（spontaneous bacterial 
peritonitis，SBP）是指在无明确腹腔病变来源（如

肠穿孔或肠脓肿）的情况下，病原微生物侵入腹

腔，造成明显损害的腹腔感染[1]，是肝硬化合并腹

水患者常见且严重的并发症之一。

SBP发病机制复杂，而肠道屏障功能障碍是造

成SBP的重要原因之一[2]，其主要机制是由于SBP
患者肠道通透性增加，从而导致细胞间的紧密连

接破坏[3]。此外，由于患者肠道菌群失调，有害细

菌代谢物积累会逐渐破坏肠上皮屏障[4]，并且通过

改变肠道中微生物群所产生短链脂肪酸的组成进

而导致肠道免疫失调，这种免疫失调会导致肠道免

疫屏障破坏和细菌异位[5]。细菌从肠道异位进入血

液循环后，血液中脂多糖、脂多糖结合蛋白、细菌

DNA含量均升高，细菌或其产物到达全身各处[6]，

当细菌通过肠系膜淋巴结异位至腹腔时，倘若患者

腹腔免疫细胞功能低下，就会造成腹腔局部感染。

一旦发生SBP，患者预后往往不佳，1个月、6个月

和1年病死率分别为33%、50%和58%[7]。

T细胞是免疫系统重要的组成部分，在适应性

免疫应答中发挥重要作用，其数量和功能的改变直

接影响机体的免疫状态。既往研究观察到在伴有腹

水的肝硬化患者中，外周血T细胞总数显著减少，

活化的CD4+ T细胞和衰老的CD8+ T细胞数量显著增

加[8]。此外，与健康对照组相比，肝硬化患者CD4和
CD8记忆T细胞中，凋亡标志物CD95+细胞比例显著

增加，共刺激分子CD28表达下调。因此，肝硬化患

者适应性免疫的改变可能在其免疫抑制过程中发挥

重要作用，导致患者对细菌感染的易感性增加[9]。

因此，探究SBP患者腹水中T细胞亚群分布以及功能

状态，对了解患者腹腔局部免疫状态，辅助改善患

者细菌感染状态具有重要意义。

既往研究中[10]，受传统四色流式技术局限性的

影响，通常需要大量临床样本来进行腹水中免疫

细胞不同分群的检测，并且缺乏进一步细分亚群后

的功能研究。随着多色流式细胞染色技术的迅猛发

展，研究者能够在1个细胞上通过标记免疫细胞表

面标记物可区分不同免疫细胞亚群，同时标记多

个功能性膜表面分子[11]，从而实现快速、多维度对

SBP患者外周血及腹水中免疫细胞亚群及其相关功

能性分子的比较。

随着分析方法的发展，有一些降维分析技术可

以帮助研究人员，使得高维数据可视化。其中，统

一流形逼近和投影（uniform manifold approximation 
and projection，UMAP）是一种新兴的降维分析方

法，与t分布-随机近邻嵌入（t-distributed stochastic 
neighbor embedding，t-SNE）相比，其保留了与

t-SNE一样多的局部数据结构和更多的全局数据结

构，且运行时间更短[12]。鉴于SBP患者免疫细胞的

复杂性和在不同环境中的异质性，本研究通过多色

流式细胞术联合UMAP可以实现外周血及腹水免疫

细胞的精准分型、绘制不同环境下免疫细胞流式降

维图，探讨免疫细胞亚群的组成、功能改变，进而

理解患者腹水稳态，研究局部免疫细胞对抗感染可

能的机制，现报道如下。

材料与方法

一、研究对象  
选择首都医科大学附属北京地坛医院2021年

12月至2022年1月收治住院的SBP患者4例，年龄

38～73岁，用含有EDTA-K2的真空采血管取患者

空腹6～8 h后外周静脉血8.0 ml，用无菌离心管取

患者腹水30.0 ml。SBP诊断标准：腹水中性粒细

胞 ＞ 250个/mm3（250 × 106/L）或＜ 250个/mm3

（250 × 106/L），但腹水培养阳性[13]。

二、试剂和仪器

1. 试剂：淋巴细胞分离液（ lymphoprep）
购自加拿大S T E M C E L L公司；磷酸盐缓冲溶

液（phosphate buffer saline，PBS）购自美国

Corning公司；胎牛血清（Fetal Bovine Serum，

F B S）购自美国G i b c o公司；小鼠抗人单克
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隆抗体细胞表面标记物T I M 3 B B 5 1 5、H L A -
DRAPC、CD45RAAF700、CD4APC-Fire750、
C C R 7 B V 4 2 1、C D 8 B V 5 1 0、C D 2 7 B V 6 0 5、
C D 3 8 B V 6 5 0、P D - 1 B V 7 11、C D 3 B V 7 8 5、
VISTAPE、CD25PE-CF594、TIGITPE-cy7、
CD31BUV395和CD69BUV737均购自美国BD公

司；RBC裂解液（RBCLysisBuffer）购自美国

Biolegend公司。

2. 仪器：美国BDLSRFortessa流式细胞仪。

三、实验方法

1. 全血样本处理：在EDTA管中采集患者空腹

血8 ml。全血中加入适量PBS充分混匀，沿管壁缓

慢加入到5 ml淋巴细胞分离液上层，血样体积与

淋巴细胞分离液体积比约为2︰1，注意保持两液

界面清晰，在室温下2 000 r/min离心20 min（离心

半径r = 11.5 cm）。待离心缓慢停止后，轻轻吸取

上、中层界面相交处白色云雾状外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）层，

加入10  ml  PBS溶液，清洗所得PBMC，再经                                                       
1 500 r/min，离心10 min后，去除淋巴细胞分离

液；加入10 ml PBS再次重悬，离心1 200 r/min、 
5 min后弃去上清，再加入2 ml含2% FBS的PBS重
悬，混匀计数后备用。

2. 腹水样本处理：加入适量PBS充分混匀后，用

70 μm的筛网缓慢过滤至新的试管中，离心1 200 r/min、
5 min后弃去上清；加入2 ml RBC裂解液，室温静

置5 min，离心1 200 r/min、5 min后弃去上清；加

入10 ml PBS再次润洗，去除残余的RBC裂解液，

离心1 200 r/min、5 min（r = 11.5 cm）后弃去上清，

混匀计数后备用。

3. 抗体选择及染色：根据多色流式荧光搭配

原则，弱表达抗原采用强荧光抗体，强表达抗原采

用弱荧光抗体，同时结合设备滤光片配置，制定抗

体荧光搭配方案。根据样本种类分类标记试管，外

周血管和腹水管各加入100 μl未染色的单细胞悬液

（含1 × 106细胞），每个试管各加入抗体CD4APC-
Fire750 1 μl、CD8BV510 1 μl、CCR7BV421 
1 μl、CD45RAAF700 1 μl、CD31BUV395 2 μl、
C D 6 9 B U V 7 3 7  1  μ l、H L A - D R A P C  1  μ l、
CD27BV605 1 μl、CD38BV650 1 μl、CD25PE-
CF594 1 μl、PD-1BV711 1 μl、VISTAPE 1 μl、
TIGITPE-CY7 1 μl和TIM3BB515 1 μl；室温避光孵

育30 min。每个试管均加入1 ml PBS，1 200 r/min、

5 min离心洗涤后，加入100 μl PBS重悬，每管加                                                                                   
3 μl 7-AAD用于区分死细胞，室温避光孵育5 min。

4. 流式细胞术检测SBP患者外周血及腹水T淋
巴细胞分群和活化状态：设置并调节LSRFortessa
流式细胞仪各个通道的电压和补偿，将先前制备的

样品在LSRFortessa流式细胞仪上进行数据采集，

使用FlowJo10.8.1软件进行数据记录及多色分析。

首先将流式数据按照标志物7AAD、CD3、CD4和
CD8分别得到CD4和CD8T细胞群体，其设门策略

依次为FSC-A/SSC-A（圈出淋巴细胞）、FSC-H/
FSC-A（去除粘连细胞）、CD3/7-AAD（排除死细

胞）、CD4/CD8（T细胞亚群鉴定），圈门策略如

图1A所示。然后使用Down Sample V3插件将各个

样本的CD4+ T和CD8+ T细胞进行数量的统一；接

着对数量统一后的数据通过UMAP插件进行降维；

最后使用FlowSOM插件把细胞聚类成12个不同的

细胞群，以此来分析SBP患者外周血及腹水中不同

T细胞细胞群比例改变和功能状态，流程图如图1B
所示。其中CD4、CD8、CCR7和CD45RA用于T细
胞亚群的分类；CD69、HLA-DR、CD27和CD38
可用于评估T细胞的活化程度，而PD-1、VISTA、

TIGIT和TIM3可用于评估T细胞的功能状态。

四、统计学处理

采用GraphPad Prism 8.0软件对数据进行统计

学分析及绘图。以CD4+ T细胞为例，对UMAP以及

FlowSOM降维聚类后所分成的12个细胞群所占外

周血或腹水中总CD4+ T细胞的比例进行正态检验和

方差齐性检验，若为正态分布，则将该细胞群所占

外周血中总CD4+ T细胞的比例与占腹水中总CD4+ T
细胞的比例进行配对t检验；若为偏态分布，则将

该细胞群所占外周血中总CD4+ T细胞的比例与占

腹水中总CD4+ T细胞的比例进行Wilcoxon检验。

CD8+ T细胞用同样的方法进行分析，以P ＜ 0.05为
差异具有统计学意义。

结    果

一、SBP患者的外周血、腹水多色流式检测联

合UMAP降维聚类分析

应用方法中所述建立的多色流式配色方案检

测SBP患者的外周血及腹水CD4+ T细胞和CD8+ T
细胞得到相应的流式数据后，在FlowJo 10.8.1软
件中，对4个患者的外周血和腹水样本进行单独
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分组和标记（样本类型和样本编号）。分组后

对所有样本CD4+ T和CD8+ T细胞的数据进行聚合

聚类。使用UMAP插件对聚类结果进行分析，得

到降维聚类后的UMAP总降维图。以CD4+ T细胞

为例，根据上述流程，将腹水以及外周血所有                                    
C D 4 +  T细胞降维聚类后得到C D 4 +  T细胞总的

UMAP降维图见图2A。聚类后将各个分群的各个

表面标志物表达通过直方图进行展示，如图2B所

示，再根据其各个表面标记物直方图表达不同将

CD4+ T淋巴细胞亚群进行分类及命名，其中阳性

标记为（+），阴性标记为（－），有表达强弱的

之分以low和med来区分，而后首先根据CCR7、
CD45RA分子表达不同将T细胞分为初始T细胞

（Naïve T，CD45RA+CCR7+）、中央记忆性T细
胞（TCM，CD45RA－CCR7+）、效应记忆性T细胞

（TEM，CD45RA－CCR7－）和终末效应记忆T细胞

（TEMRA，CD45RA+CCR7－）四个亚群[14]，同时依

据其不同的功能性标志物表达进行命名以区分各

个T细胞亚群，最终整理成表格如图2C所示。同样

将CD8+  T细胞也根据上述方法进行分析，如图3
所示。

三、SBP患者的外周血及腹水UMAP降维图分析

在聚类后的数据中，根据样本分组，从总

UMAP降维图中分别得出SBP患者外周血UMAP降
维图和腹水UMAP降维图，根据UMAP降维图，结

合每个亚群在各个样本中所占比例，比较SBP患者

外周血及腹水中T细胞亚群比例以及功能差异，以

CD4+ T细胞为例，根据聚类时样本分组不同，分

别做出患者外周血与腹水UMAP降维图如图4A所

示，再根据聚类时患者编号单独计算比例，可以得

到每例患者外周血和腹水中某一细胞亚群所占总细

胞群体的比例，将这些数据在GraphPad Prism 8.0
软件中进行绘图及统计分析最终得到统计学结果，

如图4B所示。

同样，将CD8+ T细胞也根据上述方法进行分

析如图5A和5B所示。从CD4+ T细胞UMAP降维图

初步看出，相比于外周血，腹水中naïve CD4+ T
细胞比例较低，但推测因样本例数过少，差异无

统计学意义（t = 2.142、P = 0.1216）。结合统计

学分析发现，较外周血，患者腹水中CD69+PD-1+                 

CD4+ TEM细胞（ t  = 3.427、P  = 0.0416）以及

CD25－TIGIT－CD4+ TEM（t = 3.203、P = 0.0492）
细胞比例较高。同样，CD8+ T细胞UMAP降维图

初步显示，较外周血，腹水中naïve CD8+ T细胞比

例较低，但可能由于样本例数过少，差异亦无统

计学意义（t = 2.912、P = 0.0619）。

注：A：T细胞亚群圈门策略；B：FlowJo软件中T细胞流式数据UMAP降维聚类分析法流程图

图1    多色流式降维聚类分析流程
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注：A：外周血（PB）和腹水（AS）CD4+ T细胞总UMAP降维图；B：各个CD4+ T细胞群不同标志物的表达直方图；C：各个CD4+ T

细胞群不同标志物的表达以及命名

图2    SBP患者CD4+ T细胞降维聚类分析

注：A：外周血（PB）和腹水（AS）CD8+ T细胞总UMAP降维图；B：各个CD8+ T细胞群上不同标志物的表达直方图；C：各个CD8+ T细

胞群上不同标志物表达以及命名

图3    SBP患者CD8+ T细胞降维聚类分析
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注：A：外周血（PB）CD4+ T细胞UMAP降维图以及腹水（AS）CD4+ T细胞UMAP降维图；B：外周血（PB）及腹水（AS）中CD4+ T

细胞各个细胞群的比例差异

图4    SBP患者CD4+ T细胞统计分析

注：A：外周血（PB）和腹水（AS）CD8+ T细胞总UMAP降维图；B：各个CD8+ T细胞群上不同标志物的表达直方图；C：各个CD8+ T细

胞群上不同标志物表达以及命名

续图3    SBP患者CD8+ T细胞降维聚类分析
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注：A：外周血（PB）CD4+ T细胞UMAP降维图以及腹水（AS）CD4+ T细胞UMAP降维图；B：外周血（PB）及腹水（AS）中CD4+ T

细胞各个细胞群的比例差异

续图4    SBP患者CD4+ T细胞统计分析

注：A：外周血（PB）CD8+ T细胞UMAP降维图以及腹水（AS）CD8+ T细胞UMAP降维图；B：外周血（PB）及腹水（AS）中CD8+ T

细胞各个细胞群的比例差异

图5    SBP患者CD8+ T细胞统计分析
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讨    论

流式细胞术是T淋巴细胞鉴别和分型的一种重

要手段，但是目前在临床研究中仍大多采用四色及

以下常规流式细胞术检测T细胞亚群及其他指标，

故在实验中往往需要多管染色来分析1个样本，这

就导致难以准确的获得特定T细胞亚群的生物学特

性[15]。随着流式细胞术的发展，多色流式分析技术

可以帮助研究者进行更复杂的实验，能够同时分析

更多的荧光参数，实现多角度对细胞表面多种分子

进行精确研究。

随着多色流式检测细胞表面标志物的增多，

需要方法以对多参数的数据进行分析，而降维分

析技术可以帮助研究人员将高维数据可视化。降

维方法有线性降维法，例如主成分分析（principal-
componentanalysis，PCA）广泛被使用于检测样本

间异质性，而在最近开发的非线性方法，如t-SNE
和UMAP，可以有效地将样本聚类。不同于PCA等

线性降维方法，t-SNE和UMAP可以直接将多维数

据的结构特征投影成低维形式表现[16]，即将原本多

维数据中的差异通过二维图形中点的疏密远近表

现。尽管t-SNE和UMAP在算法上总体思路相似，

但也存在部分差异：第一，在计算高维距离时，

t-SNE会计算各个点之间的距离，通过参数调整全

局结构与局部结构间的软边界，而UMAP则只计算

各点与最近k个点之间的距离，以此严格限制局部

的范围；第二，t-SNE使用KL散度衡量信息损失，

这或许在全局结构上会出现失真，而UMAP则使用

二元交叉熵，全局和局部结构均有保留。简而言

之，UMAP相比于t-SNE而言，保留了更多的全局

数据结构，且运行时间更短，更重要地是，UMAP
结果揭示了样本的不同生物学特征和临床意义，在

分析大量数据时使用UMAP，可以实现更高效地分

析不同类型样本[17]。但近期也有研究认为，当使用

相同的初始化过程时，UMAP保留全局数据结构的

能力似乎与t-SNE相似[18]。与传统的流式分析方法

相比，本研究创新性建立的多色流式降维聚类分析

方法能快速、准确并可视化地研究免疫细胞细胞亚

群的变化及功能，并初步应用于SBP患者T细胞亚

群的分析。

本研究采用多色流式方案对SBP患者外周血以

及腹水中T淋巴细胞进行染色，同时使用UMAP降
维聚类分析法对多色流式数据进行可视化分析，

通过CD3、CD4、CD8、CD45RA、CCR7的表达

强度将CD4+ T、CD8+ T细胞进一步细分为naïve T、
TCM、TEM、TEMRA四个亚群；再通过CD31、CD69、         
HLA-DR、CD27、CD38、CD25、PD-1、VISTA、

TIGT和TIM3等功能性细胞表面分子对T细胞进行

亚群分类。在此基础上，分析上述多个T细胞亚群

的功能状态以及在外周血和腹水之间的差异，以探

讨SBP患者腹腔局部免疫状态。在既往流式细胞术

中，往往通过常规经验圈门法对细胞进行分析，这

使得实验结果存在一定的人为误差，且随着通道的

增多，两两比较功能性标志物过程十分繁琐；以本

实验为例，倘若使用经验圈门法，即使除去分群的

细胞标志物，两两比较各个功能性标志物的表达，

也需要45种搭配才可完成，不可避免地增加了分析

数据时间，而通过UMAP降维聚类分析，如图3A
所示，可以清晰地看到患者外周血和腹水中naïve T
细胞群体以及CD69+ T细胞群体的差异，不仅减少

了分析数据的时间成本，且一定程度上避免了人为

误差，提示UMAP降维聚类分析法具有可视性强、

快速以及准确的特点，故此办法也可应用于不同群

组患者标本之间的比较，可帮助研究者迅速地找到

不同群组患者之间有差异的免疫细胞亚群，以此为

基础探究不同群组患者的免疫状态。

SBP发生机制复杂，目前认为主要是由于肠道

细菌易位和腹腔应对感染能力减弱。SBP作为一种

在肝硬化合并腹水患者中常见且严重的并发症，其

免疫功能减弱离不开肝脏损伤。众所周知，肝脏对

于机体免疫的作用十分重要，主要体现在两个方

面：第一，免疫监测，肝脏通过不同种群的常驻抗

原呈递细胞和淋巴细胞发挥其抗菌监测功能[19]；第

二，参与全身免疫反应，肝细胞是参与先天性和适

应性免疫反应的蛋白质的主要来源，包括补体成

分和许多分泌型模式识别受体（pattern recognition 
receptor，PRR）[20]。肝硬化的发展势必会伴随着

肝脏结构和功能的损伤，这就导致肝脏的免疫监视

功能受损及参与全身免疫反应能力减弱，削弱了机

体对感染的抵抗力，构成机体免疫缺陷[21]。所以无

论其病因如何，晚期肝硬化的病程都伴随着肝硬

化相关的免疫功能障碍，称为肝硬化相关免疫功

能障碍（cirrhosis-associated immune dysfunction，
CAID），这导致机体对细菌感染易感性增加[22]，

而当细菌易位至腹腔时，若腹腔局部免疫无法抵

抗，则易诱发SBP，故探究腹腔局部的免疫状态十
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分重要。既往研究表明，肝癌患者腹水中有一部

分淋巴细胞与外周血淋巴细胞十分相似[23]，此外

在胃肠癌患者中发现，相比于外周血，腹水中T淋
巴细胞的共抑制分子TIM3和PD-1均有不同程度的

升高[24]，或许会是疾病潜在的治疗靶点[25]，提示腹

水所处的腹腔免疫环境并不是独立的，其中免疫细

胞与外周血很有可能存在某种程度上的联系。了解

SBP患者中外周血与腹水中总体免疫细胞分群与功

能状态的差异，可探究患者腹腔局部免疫状态，或

有助于改善患者腹腔感染状态。

naïve T细胞是T淋巴细胞中十分重要的亚群之

一。naïve T细胞可以对免疫系统尚未遇到的新病

原体作出反应，并进一步分化为记忆T细胞，拥有

足够数量的naïve T细胞对于免疫系统持续应对陌

生病原体至关重要[26]，此外，有研究表明naïve T
在免疫衰老中占据了十分重要的地位[27]，伴随着

年龄的增长，naïve T细胞会出现显著的下降，从

而导致老年人免疫功能下降。而本研究发现，相

比于外周血，SBP患者腹水中naïve CD4+ T细胞较

少，或许是因为naïve CD4+ T细胞缺失导致了腹腔

局部应对细菌能力的下降，从而引发SBP，但也可

能是由于naïve CD4+ T细胞长期应对易位至腹腔中

的细菌，从而导致了其比例缺乏，又或者腹腔中

所存在的naïve CD4+ T细胞本身就少于外周血，但

受限于样本量较少以及患者队列较为单一，仍需

进一步实验来证明。

CD69是一种膜结合的2型C-凝集素受体，由于

其在刺激后迅速出现在质膜表面，其参与T细胞增

殖并作为其中的信号传递受体发挥作用，因此通常

被认为是T淋巴细胞活化的经典早期标志物[28]，本

研究发现，腹水中CD69+PD-1+ CD4+ TEM细胞要多

于外周血，这或许可以说明腹腔中T淋巴细胞具有

某种程度上的活化，从而试图应对腹腔感染。但近

来也有文献表明，位于肝脏中的CD8+ T淋巴细胞大

多表达CD69[29]，也可能腹水中这些T淋巴细胞是由

肝脏中迁移而来，也仍需进一步的实验来验证，本

研究中发现增加或减少的这几类免疫细胞亚群是否

为SBP患者所独有，尚需进一步探讨，仍需进一步

扩大样本量并增加患者队列来研究证实。

综上，本研究方案建立了一种快速、准确、

多维度可视化的方法，即多色流式降维聚类分析

法，基于这种方法检测SBP患者外周血及腹水中T
淋巴细胞的亚群及其功能差异，为分析SBP患者腹

腔局部免疫状态提供了可靠的方法学，也为进一

步研究SBP患者腹腔局部免疫状态的发生机制提供

了新途径。更重要的是，本研究建立的多色流式

降维聚类分析方法，在技术层面具有创新性，该

方法也适用于其他免疫细胞如单核细胞、粒细胞

等在其他疾病中的比例、功能变化及临床意义的

研究和探讨。
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