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　　摘　要：目的　研究特发性血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）患者外周血中辅助性Ｔ细胞１７（Ｔｈ１７）、辅助性Ｔ细胞１（Ｔｈ１）和调节Ｔ

细胞（Ｔｒｅｇ）及其细胞因子白介素１７（ＩＬ１７）和干扰素（ＩＦＮ）γ的表达情况，探讨Ｔｈ１７、Ｔｈ１与Ｔｒｅｇ细胞在ＩＴＰ的发病机制中作

用及其临床意义。方法　选择３１例ＩＴＰ患者和２０例健康对照者，采用流式细胞术检测外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中Ｔｈ１７、

Ｔｈ１及Ｔｒｅｇ细胞的比例；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血清中相关细胞因子ＩＬ１７和ＩＦＮγ的水平。结果　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣｓ

中Ｔｈ１细胞及其细胞因子ＩＦＮγ的表达显著高于对照组（犘＜０．０５）；Ｔｒｅｇ细胞的表达显著低于对照组（犘＜０．０５）；而Ｔｈ１７细胞

的差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　本实验数据表明Ｔｈ１、Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ及其细胞因子在ＩＴＰ患者外周血中有不同的表达，

提示Ｔｈ１７、Ｔｈ１及Ｔｒｅｇ细胞在ＩＴＰ发病过程中发挥不同的作用，为ＩＴＰ的发病机制的研究及临床治疗提供理论基础。
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　　特发性血小板减少性紫癜（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ

ｐｕｒｐｕｒａ，ＩＴＰ），又称自身免疫性血小板减少性紫癜，是一种细

胞免疫和体液免疫共同参与的自身免疫病。本病确切的发病

原因尚未完全阐明，有研究证实调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴ

ｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）、辅助性Ｔ细胞１７（ｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌｓ，Ｔｈｌ７）和Ｔｈ１可

能共同参与ＩＴＰ的发病过程。因此，作者通过研究ＩＴＰ患者３

种细胞及相关细胞因子的变化来初步阐述ＩＴＰ的免疫异常，

以利于进一步了解ＩＴＰ的发病机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料　患者组为大连市中心医院２０１２年２～１０月

入本院的门诊和住院的ＩＴＰ患者共３１例，其中男６例，女２５

例，年龄１５～６１岁，平均（３０．２４±１０．８８）岁；ＩＴＰ的诊断符

合《血液病诊断及疗效标准》的标准［１］，均为初治患者，病程３

周～８个月。２０例健康体检者作为对照组（男４例，女１６例），

年龄１９～５９岁，平均年龄（２９．２２±９．４３）岁，标本采集前未接

受过糖皮质和免疫治疗。两组对象一般资料比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

１．２　主要试剂与仪器　固定破膜剂ＩｎｔｒａＰｒｅｐＴＭ、异硫氰酸

荧光素（ＦＩＴＣ）标记抗人ＣＤ３单克隆抗体，ＦＩＴＣ标记抗人

ＣＤ４单克隆抗体，藻红蛋白青色素５．１（ＰＣ５）标记抗人ＣＤ４

单克隆抗体，ＰＣ５标记抗人ＣＤ２５单克隆抗体购自美国Ｂｅｃｋ

ｍａｎ公司，藻红蛋白（ＰＥ）标记抗人ＩＬ１７单克隆抗体，ＰＥ标

记抗人ＩＦＮγ单克隆抗体，ＰＥ标记抗人ＦｏｘＰ３单克隆抗体

及同型购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，佛波酯（ＰＭＡ）、离子霉素

（Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）、莫能霉素（ｍｏｎｅｎｓｉｎ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＩＬ１７

和ＩＦＮγ的ＥＬＩＳＡ试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ公司，流式细胞仪

Ｅｐｉｃｓｘｌ型（Ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ），酶标仪仪器为瑞典ＳＵＮＲＩＳＥ

酶标仪。

１．３　标本采集和处理　受检者均于入院后第２天清晨空腹静

脉采血５～６ｍＬ于肝素抗凝管中，密度梯度离心法分离ＰＢ

ＭＣｓ用于Ｔｈ１７和 Ｔｈ１细胞的流式检测，１ｍＬ外周血直接用

于Ｔｒｅｇ细胞的检测。分离血浆于－２０℃冻存用于细胞因子

·２９７１· 国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１４

 基金项目：大连市医药卫生科学研究项目。　作者简介：徐维家，男，主任技师，教授，硕士生导师，主要从事自身免疫与分子生物学研究。

　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｐｏｓｔｌｉｚｈｉ＠１２６．ｃｏｍ。



检测。所有标本均无乳糜、无溶血。

１．４　实验方法

１．４．１　Ｔｈ１和 Ｔｈ１７细胞的染色　细胞胞外染色：将 ＣＤ３

ＦＩＴＣ和ＣＤ４ＰＣ５单抗加入到分离出的ＰＢＭＣｓ中，混匀，避光

室温孵育２０ｍｉｎ；细胞培养：将孵育后的 ＰＢＭＣｓ用 ＲＰＭＩ

１６４０培养液洗涤后加入到ＲＰＭＩ１６４０培养体系中（含１０％新

生牛血清、５０ｎｇ／ｍＬＰＭＡ、１μｇ／ｍＬｉｏｎｏｍｙｃｉｎ、３μｍｏｌ／Ｌ

ｍｏｎｅｎｓｉｎ）稀释细胞终浓度至１×１０６／ｍＬ，３７°培养箱中孵育１８

ｈ。细胞固定破膜及胞外染色；用ＰＢＳ洗涤培养后的细胞，固

定破膜剂进行固定、破膜（按试剂盒说明书）之后加入ＰＥ抗人

ＩＦＮγ和ＰＥ抗人ＩＬ１７，对照管加入同型对照抗体，孵育３０

ｍｉｎ。

１．４．２　Ｔｒｅｇ细胞的染色　细胞胞外染色及溶血：取外周血

２００μＬ加入ＣＤ４ＦＩＴＣ和ＣＤ２５ＰＣ５单抗，混匀，避光室温孵

育２０ｍｉｎ；加入溶血素溶解红细胞后，ＰＢＳ洗涤两次细胞固定

破膜及胞外染色：将ＰＢＳ洗涤后的细胞用固定破膜剂进行固

定、破膜加入ＰＥ抗人ＦｏｘＰ３单抗，对照管加入同型对照抗体，

孵育３０ｍｉｎ。

１．４．３　流式细胞仪检测Ｔｈ１、Ｔｈ１７和 Ｔｒｅｇ细胞　应用Ｅｐ

ｉｃｓｘｌ型流式细胞仪测定淋巴细胞内和胞膜各种荧光素的荧光

强度，Ｔｈ１（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＩＦＮγ＋）、Ｔｈ１７（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＩＬ

１７＋）和Ｔｒｅｇ细胞（ＣＤ４
＋、ＣＤ２５＋、Ｆｏｘｐ３

＋）。

１．４．４　ＥＬＩＳＡ检测血清中ＩＬ１７和ＩＦＮγ的水平　对于ＩＬ

１７和ＩＦＮγ的测定严格按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行分析，数据以

狓±狊表示，两组间数据用独立样本狋检验，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组外周血中Ｔｈ１７、Ｔｈ１及Ｔｒｅｇ细胞的表达　ＩＴＰ患

者外周血中Ｔｈ１细胞占ＣＤ４＋Ｔ细胞的比例显著高于对照组

（犘＜０．０５）；Ｔｒｅｇ细胞显著低于对照组（犘＜０．０５）；而Ｔｈ１７细

胞的比例虽高于对照组，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），见

表１。

表１　　各组外周血中Ｔｈ１７、Ｔｈ１及Ｔｒｅｇ细胞的表达（狓±狊）

组别 狀
Ｔｈ１７／ＣＤ４＋Ｔ

细胞（％）

Ｔｈ１／ＣＤ４＋Ｔ

细胞（％）

Ｔｒｅｇ／ＣＤ４＋Ｔ

细胞（％）

ＩＴＰ组 ３１ ０．６２±０．２４ １９．６４±８．３２ ３．５８±０．３８

对照组 ２０ ０．５５±０．２１ １３．３７±４．７６ ６．０６±１．４２

　　：犘＜０．０５，与对照组相比。

２．２　ＩＬ１７和ＩＦＮγ水平检测　健康对照组ＩＦＮγ水平为

（１０．３４±２．２５）ｎｇ／Ｌ，而ＩＴＰ患者水平则明显升高为（１９．８３±

６．６３）ｎｇ／Ｌ，两组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；两组中

ＩＬ１７水平比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

特发性血小板减少性紫癜是一种获得性器官特异性的自

身免疫性疾病，以免疫介导的血小板减少为特征，血小板表面

结合有抗血小板抗体，血小板寿命缩短，骨髓巨核细胞可代偿

性增多而血小板生成障碍，临床以皮肤黏膜或内脏出血为主要

表现。ＩＴＰ患者的血浆里的一些因子包括抗血小板抗体与巨

核细胞的改变有关，巨核细胞的表面表达 ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ或者

ＧＰＩｂ，巨核细胞膜上的自身抗体能引起髓内巨核细胞或血小

板破坏及阻碍巨核细胞的成熟，进而干扰骨髓血小板的生

成［２］。大量的实验证明了Ｔ淋巴细胞亚群参与了ＩＴＰ免疫应

答的诱导和发病，Ｔ淋巴细胞的活化及其产生的细胞因子是引

起免疫损伤的重要原因。

调节Ｔ细胞与多种自身免疫疾病、器官移植耐受等关系

密切，来自胸腺的天然的 Ｔｒｅｇ细胞通过抑制病原 Ｔｈ１及

Ｔｈ１７细胞的增值和效应功能来维持外周免疫耐受，阻止自身

免疫及组织损伤，对维护机体免疫平衡及抑制炎性反应起重要

作用。但是在一系列的自身免疫紊乱中，这些淋巴细胞的比例

失调，功能受损的Ｔｒｅｇ细胞和数目增加的致病Ｔ细胞打破了

正常的免疫平衡，使免疫系统向着促炎的状态发展［３］。本实验

中ＩＴＰ患者调节 Ｔ细胞的比例显著低于健康对照组，说明

ＩＴＰ患者体内确实存在Ｔｒｅｇ细胞的减少，同时也有研究证实

ＩＴＰ患者的调节Ｔ细胞大多出现功能异常
［４］，由此推断调节Ｔ

细胞数量的减少致使能够发挥免疫抑制作用的细胞数减少，导

致细胞免疫抑制功能下降，免疫耐受平衡被打破，进而Ｔ细胞

增殖失去控制，使自身反应性Ｔ细胞激活，加之Ｂ细胞活化，

产生大量自身抗体及一系列炎症效应因子，而大量的实验证

明促炎环境能使Ｔｒｅｇ细胞向Ｔｈ１７细胞分化，使免疫和炎症

之间的平衡向着炎症的状态转化，加速了血小板的破坏，成为

ＩＴＰ发生的重要原因
［５］。

Ｔｈ１７细胞与Ｔｒｅｇ细胞表面的大部分趋化受体均相同，两

种细胞在许多组织中同时存在，与Ｔｒｅｇ具有抗炎性反应和维

持自身免疫耐受的功能相反。Ｔｈ１７细胞在防御胞外感染、介

导慢性炎症和自身免疫性疾病中发挥重要作用。Ｔｈ１细胞主

要产生ＩＦＮγ、ＩＬ２和ＴＮＦβ，协助Ｂ细胞产生ＩｇＧ，在抗细胞

内微生物感染和细胞免疫所引起的炎性反应中发挥作用。过

去一直认为自身免疫病的发生与Ｔｈ１细胞及细胞因子有重大

关系。本实验中ＩＴＰ患者外周血中Ｔｈ１７及其细胞因子ＩＬ１７

较健康对照组没有显著差异，与郭宁红等［６］的研究结果一致，

但是Ｌｉ等
［７］却得出完全不同的结论，他们发现ＩＴＰ发病组与

缓解组、对照组比较，Ｔｈ１７／ＣＤ４＋Ｔ细胞比例明显上调、血浆

ＩＬ１７浓度明显增高。近几年来Ｔｈ１／Ｔｈ１７之间的平衡研究成

为探讨ＩＴＰ的发病机制的热点，本实验中患者外周血中 Ｔｈ１

及其细胞因子较健康对照组显著升高。Ｌｅｏｎｉｄａｓ
［８］证明ＩＴＰ

患者的外周血中Ｔｈ１细胞的数量明显升高，且Ｔｈ１７及其相关

细胞因子ＩＬ１７，ＩＬ６，ＩＬ８等高表达，而在ＩＴＰ中 Ｔｈ１７与

Ｔｈ１细胞间亦存在显著的正相关性。有学者指出 Ｔｈ１７细胞

在ＴＧＦβ的诱导下产生ＩＬ１７，两者共同活化 κβ核因子

（κβＮＦ），因此便起始了 ＭＡＰ级联反应并刺激产生ＲＯＲ转录

因子，由此导致了很强的致炎效应；同时募集巨噬细胞和中性

粒细胞，加强炎性反应［９］。Ｈｉｒｏｔａ等
［１０］曾报道ＩＬ１７和ＩＬ６

可以抑制 Ｔｈ１的分化及ＩＦＮγ的产生；然而在一定条件下

Ｔｈ１７细胞的应答受局部细胞因子环境的影响，有时不仅只产

生ＩＬ１７，而且能产生Ι类细胞因子如ＩＬ２，ＴＮＦα和ＩＦＮγ

等，说明Ｔｈ１７细胞可能在向Ｔｈ１细胞转化，ＩＬ１７和ＩＦＮγ的

相互调节在自身免疫耐受中发挥重要作用［１１］。从以上结果可

以看出Ｔｈ１７与Ｔｈ１之间的免疫失衡与疾病的发生、发展有很

大关系，但目前关于Ｔｈ１／Ｔｈｌ７细胞平衡与ＩＴＰ发病机制的相

关研究甚少。

从以上结果可以看出Ｔｈ１７、Ｔｈ１与Ｔｒｅｇ之间的免疫失衡

与疾病的发生、发展有很大关系，同时其相关的细胞因子也极

大的参与了疾病的免疫过程并发挥重要的生物学作用。但各

细胞亚群在ＩＴＰ免疫紊乱中的具体作用还不清楚，因此还需

要大量的研究文献去进一步阐明它们的相互（下转第１７９５页）
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变的原因是病原体感染所致促炎因子产生过度和抗炎介质生

成不足［１］。糖尿病是一个从代谢紊乱到炎性反应的逐渐发展

过程，慢性低度炎症与２型糖尿病的发生、发展紧密相关
［２］。

糖尿病患者存在细胞免疫功能异常，易合并各种不同的感染，

其中以肺部感染最为常见［３］。而艾滋病患者由于免疫细胞急

剧减少致免疫力全面下降，非常容易发生各类机会性感染，若

患者合并有糖尿病将加剧其发生感染的机会，治疗也相对困

难。杨长贵等［４］认为艾滋病和糖尿病的合并最显著的特点，就

是加重了患者的机体免疫功能的抑制和损害，感染症状更重，

感染更易出现。

目前有关艾滋病与糖尿病关系研究报道有限，但有研究显

示艾滋病合并糖尿病比例更高，可能原因有：（１）而随着生活水

平的提高，生活方式的改变，体力活动的减少，营养过剩等原

因，致糖尿病患者数量飞速增长，ＡＩＤＳ合并糖尿病患者将会

逐渐增多［５］。（２）ＨＩＶ感染本身可引起胰岛素敏感性下降，因

而患者应用胰岛素效果受影响。（３）艾滋病患者在高效抗病毒

治疗（ＨＡＲＲＴ）过程中，其中的部分药物可能诱导血糖升高。

如在应用蛋白酶抑制剂（ＰＩ）的患者，在非糖尿病患者中，１％～

６％的使用ＰＩ的患者血糖升高，可出现类似于２型糖尿病的表

现［６］。（４）ＨＡＲＲＴ中的某些药物会加重糖尿病对病程影响或

危害。其中的核苷类逆转录酶抑制剂（ＮＲＴＩ）和司他夫定

（Ｄ４Ｔ）可因线粒体毒性加重糖尿病患者的周围神经损伤。（５）

艾滋病合并结核病是艾滋病最常见的机会感染［７１０］，而艾滋

病、结核病和糖尿病三者会相互影响，通常 ＡＩＤＳ合并糖尿病

因免疫抑制改变了结核病的特征，常以毒血症状急性起病，发

病急骤，进展迅速，干酪性病变和空洞较多见，排菌率高，而结

核病又加重胰岛负荷，糖耐量减低，使血糖不易控制，异烟肼

（ＩＮＨ）可影响糖代谢，使糖耐量降低，使血液血糖上升
［５］。本

研究结果，艾滋病患者组血糖水平显著高于健康人群（犘＜

０．０５），说明艾滋病患者中患糖尿病比例高于健康人，证实了平

常工作中发现艾滋病患者血糖水平比较高的结论，故提示艾滋

病临床医生正视艾滋病患者合并糖尿病比例更大的特点，在对

艾滋病进行 ＨＡＲＲＴ和抗结核治疗时应充分考虑糖尿病对治

疗疗效影响，包括抗 ＨＩＶ药物、抗结核药物影响及胰岛素应用

中的问题；患者个体的机会感染和身体状况，针对个体制定方

案和及时调整方案，注意加强血糖指标监测。研究结果还显

示：相对高龄的（＞４０岁组）较低龄的（＜４０岁组）更有患糖尿

病的可能（犘＜０．０５），与健康人群表现相似，但对于艾滋病人

群却有特殊意义。对于相对高龄艾滋病患者，由于病情更复杂

和身体状况，在 ＨＡＲＲＴ治疗中应倍加谨慎。
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作用及免疫调节功能，为ＩＴＰ发病机制的认识并为其临床治

疗提供新的手段。
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［１０］ＨｉｒｏｔａＫ，ＨａｓｈｉｍｏｔｏＭ，ＹｏｓｈｉｔｏｍｉＨ，ｅｔａｌ．Ｔｃｅｌｌｓｅｌｆｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｆｏｒｍｓａｃｙｔｏｋｉｎｅｍｉｌｉｅｕｆｏｒｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＩＬ１７Ｔｈ

ｃｅｌｌｓｔｈａｔｃａｕｓｅａｕｔｏｉｍｍｕｎｅａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪＥｘｐＭｅｄ，２００７，２０４

（１）：４１４７．

［１１］ＨｅｎｒｉｑｕｅｓＡ．Ｔｈ１７ｃｅｌｌｓｉｎｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓｓｈａｒｅ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｆｅａｔｕｒｅｓｗｉｔｈＴｈ１７ｃｅｌｌｓｆｒｏｍｎｏｒｍａｌｂｏｎｅｍａｒｒｏｗａｎｄ

ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＲｈｅｕｍａｔｏｌ，２０１２，３１（３）：４８３４９１．

（收稿日期：２０１２１２１２）

·５９７１·国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１４




