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　　摘　要：目的　研究穿孔素是否参与了特发性血小板减少症（ＩＴＰ）的发病机制。方法　采用ＲＴＰＣＲ法检测了３５例特发性

血小板减少症患者和４５例健康个体外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）内穿孔素 ｍＲＮＡ的表达，以免疫印迹法检测穿孔素蛋白含量。

采用ＥＬＩＳＡ法检测受试对象血浆ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮγ、ＴＮＦα水平。以Ｓｐｅａｒｍａｎ法分析穿孔素与上述细胞因子以及血小板计数

的关系。结果　与健康对照组比较，ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中穿孔素蛋白和ｍＲＮＡ的表达均较健康个体增高（犘＜０．０１）。穿孔素蛋白

水平与ＩＦＮγ、ＴＮＦα水平均呈正相关（犘＜０．０１），与血小板计数呈负相关（犘＜０．０５），与ＩＬ４、ＩＬ１０水平无相关性（犘＞０．０５）。

结论　穿孔素参与了ＩＴＰ的发病机制。
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　　特发性血小板减少症（ｐｒｉｍａｒｙｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｅｙｔｏｐｅ

ｎｉａ，ＩＴＰ）是一种原因不明的以血小板减少为典型特征的自身

免疫性疾病［１］。在环境和遗传因素的联合作用下，免疫系统固

有的精细调控机制被破坏，产生了针对血小板的自身抗体，被

自身抗体致敏了的血小板更容易被单核巨噬细胞系统吞噬破

坏，患者因而表现出血小板减少的临床特征［２］。在对ＩＴＰ发

病机制的研究历程中，人们发现ＩＴＰ患者的免疫细胞内有多

种基因表达异常。研究这些表达异常的基因与ＩＴＰ患者临床

特征的关系，有助于我们深入了解ＩＴＰ的发病机制，并可为

ＩＴＰ的免疫干预治疗提供新的思路。

穿孔素（ｐｅｒｆｏｒｉｎ）是主要表达于细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ｃｙ

ｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＣＴＬ）和自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，

ＮＫ）内的具有免疫杀伤和免疫调节作用的分子
［２］。有研究发

现穿孔素基因敲除的小鼠具有自身免疫性疾病的典型特征，比

如球蛋白水平增高、外周血高水平的自身抗体和免疫复合物沉

积于各个器官［３］，提示穿孔素可能参与了自身免疫性疾病的发

病机制。最近在多发性硬化中展开的遗传学研究也发现穿孔

素基因的多态性与多发性硬化的发病风险有关［４］。鉴于多种

自身免疫性疾病的发病机制都存在一些“共通之处”，我们推测

穿孔素可能参与了ＩＴＰ的发病机制。

在本研究中，为明确穿孔素是否与ＩＴＰ发病机制有关，我

们检测了ＩＴＰ患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中的穿孔素在

蛋白和ｍＲＮＡ水平的表达，分析了其与ＩＴＰ临床特征、外周血

细胞因子水平的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年９月至２０１２年９月间在上海长海医

院确诊的特发性血小板减少症患者３５例，其中男１４例，女２１

例，平均年龄４５（Ｑ２５～Ｑ７５：３３～５９）岁。ＩＴＰ的诊断依据为中

华医学会血液学分会止血与血栓组２００９年制定的诊断标

准［５］。所有患者均为首诊患者，在血液标本采集前未接受任何
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ＩＴＰ的相关治疗。另从同期来我院体检的个体中选取１９例男

性和２６例女性作为健康对照，所有健康对照个体的常规实验

室检查、影像学检查和体格检查未见明显异常，平均年龄为３９

（Ｑ２５～Ｑ７５：２５～５５）岁。本研究得到了上海长海医院伦理委员

会批准，受试对象均签署知情同意书。

１．２　样本的采集　抽取患者外周静脉血５ｍＬ，枸橼酸钠抗

凝，于３０００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心１０ｍｉｎ，吸取上层血浆置于

－８０℃保存备用，并采用淋巴细胞分离液（购自上海华精生物

公司）分离ＰＢＭＣ，用于ＲＴＰＣＲ和免疫印迹的检测。

１．３　ＲＴＰＣＲ　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，以Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司的逆转录试剂盒进行反转录，得到ｃＤＮＡ后置于－８０℃保

存，待标本收集完成后统一进行 ＰＣＲ 扩增。参照 ＧＥＮＥ

ＢＡＮＫ中人１８ｓｒＲＮＡ和穿孔素基因序列设计合成引物和探

针，委托美国ＡＢＩ生物公司合成引物。序列见表１。

表１　　穿孔素以及内参引物序列

基因 引物

１８ｓｒＲＮＡ 正向：５′ＡＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡＧＧＣＡＧＣＡＧ３′

反向：５′ＴＴＣＧＴＣＡＣＴＡＣＣＴＣＣＣＣＧＧ３′

探针：ＦＡＭＣＧＣＧＣＡＡＡＴＴＡＣＣＣＡＣＴＣＣＣＧＡＴＡＭＲＡ

穿孔素 正向：５′ＴＧＧＡＧＴＧＣＣＧＣＴＴＣＴＡＣＡＧＴ３′

反向：５′ＧＣＣＣＴＣＴＴＧＡＡＧＴＣＡＧＧＧＴＧ３′

探针：ＦＡＭＣＣＡＴＧＴＧＧＴＡＣＡＣＡＣＴＣＣＣＣＣＧＣＴＡＭＲＡ

１．４　免疫印迹　用超声破碎仪将ＰＢＭＣ裂解，用考马斯亮蓝

法检测上清液蛋白浓度，以保证每孔上样量的一致。样本经

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后进行转印至硝酸纤维素薄膜，用含５％

ＢＳＡ的ＰＢＳ封闭１ｈ，与１∶１０００稀释的穿孔素或βａｃｔｉｎ（内

参）抗体反应２ｈ，充分洗涤后与１∶１０００稀释的 ＨＲＰ标记的

羊抗鼠抗体反应２ｈ，用凝胶成像分析系统测定其光密度值。

以穿孔素／βａｃｔｉｎ光密度值表示穿孔素蛋白相对表达量。

１．５　ＥＬＩＳＡ　采用ＥＬＩＳＡ法检测受试对象血浆ＩＬ４、ＩＬ１０、

ＴＮＦα、ＩＦＮγ水平，ＥＬＩＳＡ检测试剂盒均购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公

司，检测过程参照试剂说明书进行。

１．６　统计学处理　采用２
ΔΔｃｔ法表示ＲＴＰＣＲ检测结果，两组

资料的比较采用独立样本狋检验或 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 检验，两

组资料的相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ法。所有统计学处理均在

Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１１．０中进行，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＩＴＰ患者外周血单个核细胞穿孔素的表达　如图１Ａ所

示，ＲＴＰＣＲ结果表明，ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中穿孔素ｍＲＮＡ的相

对表达量较健康个体增高了约３．２２倍，差异具有统计学意义

（犘＜０．０１）。免疫印迹结果表明（图１Ｂ），ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中

穿孔素蛋白的表达量较健康个体增高，如图１Ｂ所示。

图１　　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中穿孔素表达增高

２．２　穿孔素蛋白与ＩＴＰ患者血小板计数的关系　如图２所

示，相关性分析结果表明，ＩＴＰ患者穿孔素蛋白与血小板计数

存在较弱的相关性（狉＝－０．５０，犘＜０．０１）。

２．３　穿孔素蛋白与ＩＴＰ患者血清ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ４和ＩＬ

１０的关系　如表２所示，ＩＴＰ患者血清中的ＴＮＦα和ＩＦＮγ

水平较健康个体增高（犘＜０．０１）；ＩＬ４和ＩＬ１０水平较健康个

体降低（犘＜０．０１）。其中穿孔素蛋白与ＴＮＦα、ＩＦＮγ水平呈

正相关（犘＜０．０５），与ＩＬ４和ＩＬ１０水平之间的相关性无统计

学意义（犘＞０．０５），如图３所示。

图２　　ＩＴＰ患者穿孔素蛋白与血小板计数的相关性

表２　　ＩＴＰ患者细胞因子水平（狓±狊）

组别
ＩＬ４

（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＬ１０

（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＦＮγ

（ｐｇ／ｍＬ）

ＴＮＦα

（ｐｇ／ｍＬ）

ＩＴＰ组（狀＝３５） ２９±１７ ２５±１４ ５５±３４ ８７±５３

健康对照（狀＝４５） ４４±２６ ３９±２０ ３９±２２ ４５±２９

犘 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

图３　　穿孔素蛋白与ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ４和

ＩＬ１０水平的相关性

３　讨　　论

ＩＴＰ的发病机制存在较多假说，其中尤以分子模拟学说较

为流行。该学说认为，入侵机体的病原体（通常为病毒）抗原与

血小板上的自身抗原结构相似，因此针对该病原体的抗体与血

小板存在“交叉反应”，引起血小板的免疫损伤。支持这一假说

的一个重要证据就是多数ＩＴＰ患者在发病以前有感染性疾病

的病史。

穿孔素主要表达于ＣＴＬ和 ＮＫ细胞，在病原体感染时表

达上调，是免疫系统应对病原体感染的主要武器之一。本研究

发现ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中穿孔素在ｍＲＮＡ和（下转第１７８６页）
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制，Ｔｈ２／Ｔｒｅｇ细胞应答水平升高，说明揭示结核病的免疫学发

病机理不能仅从单一的细胞亚型（如Ｔｈ１）免疫应答情况来阐

述而忽略免疫应答整体的相互影响，在重视传统的 Ｔｈ１／Ｔｈ２

应答的同时，更多的考虑 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞的作用。本研究发

现ＴＢＭ患者Ｔｈ１７反应更低，说明Ｔｈ１７细胞不仅在活动性结

核病保护性免疫中发挥重要作用，而且与病情的严重程度有一

定关系，提示 Ｔｈ１７细胞可以作为病情和预后评估的参考

指标。
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蛋白水平表达均增高，且与患者的血小板计数呈负相关，进一

步支持了ＩＴＰ发病机制的“分子模拟”学说。我们推测，ＩＴＰ患

者ＰＢＭＣ中穿孔素表达增高可能是由病原体感染引起的。

穿孔素不仅具有直接的免疫杀伤作用，同时还有免疫调节

作用，通过调节其他免疫细胞而间接参与了感染免疫的应答过

程。比如最近的一项研究就发现了穿孔素可以调节抗原特异

性辅助性Ｔ淋巴细胞的功能以及抗体的产生
［６］。本研究发现

穿孔素与炎症因子ＴＮＦα和ＩＦＮγ呈正相关，提示穿孔素对

这两个炎症因子的表达可能具有调节作用。本研究与以往的

研究［７８］一样，均发现了ＩＴＰ患者ＴＮＦα水平增高。ＴＮＦα是

固有免疫应答过程中产生的一类极为重要的炎症因子，具有促

进吞噬细胞活性的功能，其可能通过增强单核巨噬细胞系统对

自身抗体致敏的血小板的吞噬作用而参与了ＩＴＰ的发病

机制。

目前已知，外周血Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡是ＩＴＰ的主要特征之一。

Ｔｈ１细胞的主要效应因子是ＩＦＮγ，而Ｔｈ２细胞主要的效应

因子则是ＩＬ４和ＩＬ１０。本研究发现穿孔素与ＩＦＮγ呈正相

关，与ＩＬ４和ＩＬ１０无关，提示穿孔素可能与 Ｔｈ１反应亢进

有关。

总之，本研究发现了ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中穿孔素的表达明

显增高，且与血小板计数、ＴＮＦα、ＩＦＮγ相关，提示穿孔素参

与了ＩＴＰ的发病机制，值得进一步研究。
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