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慢性ＩＴＰ患儿调节性Ｂ细胞与效应Ｔｈ细胞的相关性研究
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　　摘　要：目的　研究慢性特发性血小板减少性紫癜（ＣＩＴＰ）患儿外周血调节性Ｂ细胞数量与相关细胞因子的变化，分析它们

之间的相关性，研究这些细胞的分化在ＣＩＴＰ发病机制中的作用。方法　选择３０例ＣＩＴＰ患儿，外周血单个核细胞被分离，Ｂｒｅｇ

细胞以及Ｔｈ１、Ｔｈ２２、Ｔｈ１７的比例变化通过流式细胞术检测；并体外培养ＰＢＭＣ细胞，上述培养液中ＩＬ１０水平以及ＩＦＮγ、ＩＬ

１７、ＩＬ２２运用ＥＬＩＳＡ法检测，与同期选择的健康组比较。结果　与健康组比较，ＣＩＴＰ患儿外周血中Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２细胞亚群

的比例均升高（１８．４±４．７ｖｓ１０．８２±４．４；２．４２±１．０２ｖｓ１．２３±０．４２；０．７９±０．２４ｖｓ０．２６±０．１１，％），调节性Ｂ细胞（Ｂｒｅｇ）的

比例降低（０．８３±０．２１ｖｓ１．８９±０．１２，％），差异均有统计学意义（犘＜０．０５），Ｂｒｅｇ细胞分别与Ｔｈ效应细胞亚群的变化呈负相关

（犘＜０．０５），细胞因子ＩＬ１０水平与ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２水平也呈负相关（犘＜０．０５）。结论　调节性Ｂ细胞比例下调可能参与

ＣＩＴＰ患儿效应Ｔ细胞免疫紊乱机制，为ＣＩＴＰ患儿的免疫调节治疗提供了新思分路。
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ｍａｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｄｉｓｏｒｄｅｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅＴｈｃｅｌｌｓｉｎＣＩＴＰｃｈｉｌｄｒｅｎ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｎｅｗｉｄｅａｆｏｒｔｈｅｉｍ

ｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙｉｎＣＩＴＰｃｈｉｌｄｒｅｎ．
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　　慢性特发性血小板减少性紫癜（ｃｈｒｏｎｉｃｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｔｈｒｏｍ

ｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃｐｕｒｐｕｒａ，ＣＩＴＰ）是一种常见的自身免疫性血液系

统疾病，其发病机制尚未完全明了。目前从免疫学的角度研究

发现，ＣＩＴＰ患者的疾病状态与其体内免疫调节紊乱有关
［１］。

本研究将从患儿免疫细胞入手，研究调节性Ｂ细胞及效应性

Ｔｈ细胞的表达特点，以及相应的细胞因子水平，并分析它们的

相关性。本研究旨在探讨调节性Ｂ细胞与效应Ｔｈ细胞之间

的关系，并分析它们在ＣＩＴＰ患儿发病机制中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　自２０１２年１月至２０１３年６月，本院儿科病

房与门诊共收治３０例ＣＩＴＰ患儿（男１６例，女１４例，年龄９个

月至１５岁，平均９．９岁），他们均符合 ＣＩＴＰ的临床诊断标

准［２］。另选择对照组为年龄、性别相匹配的健康体检者３０例

（男１７例，女１３例，平均１０．５岁）。

１．２　主要实验材料　荧光标记的抗体：兔抗人 ＣＤ５抗体

（ＦＩＴＣ）、ＣＤ１ｄ抗体（ＰＥ）、ＰｅｒＣＰｃｙＴＭＣＤ１９（美国，ＢＤ 公
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司），抗ＣＤ４（ＦＩＴＣ标记）（美国，ＥＢ公司），抗ＩＦＮγ（ＰＥ标

记）、抗ＩＬ１７Ａ（ＰＥ标记）、抗ＩＬ２２（ＰＥ标记）（美国，Ｍｉｌｔｅｎｙ

ｉｂｉｏｔｅｃ公司）；ＩｇＧ１ＦＩＴＣ，ＩｇＧ１ＰＥ，ＩｇＧ１ＰｅｒＣＰｃｙＴＭ 分别为

同型对照；上海科华生产的ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２、ＩＬ１０细胞因

子ＥＬＩＳＡ检测试剂盒，美国ｓｉｇｍａ公司生产的淋巴细胞分层

液，流式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，ＢＤ公司产品）。

１．３　研究方法

１．３．１　外周血采集及处理　各自３ｍＬ外周血分别从ＣＩＴＰ

患儿和健康对照组采集，肝素钠抗凝，ＰＢＭＣ由密度梯度离心

法分离，ＰＢＭＣ密度调整为１×１０９／Ｌ，１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液悬浮ＰＭＢＣ，同步取１ｍＬ细胞悬液，进行

细胞荧光抗体染色，Ｂ细胞亚群运用ＦＣＭ测定；加入ＰＭＡ（５０

μｇ／Ｌ）、离子霉素（１μｍｏｌ／Ｌ）于２ｍＬ细胞悬液中，３７℃孵箱

中培养过夜，用于ＥＬＩＳＡ检测的上清液冻存置于－７０℃。

１．３．２　Ｂｒｅｇ与Ｔｈ效应细胞的检测　分别取上述淋巴细胞分

层液分离ＰＢＭＣ，ＰＢＳ洗２次计数，共５支试管各取浓度为１×

１０９／Ｌ外周血单个核细胞１００μＬ，进行试管编号，第１管为同

型对照；第２管加入ＦＩＴＣＣＤ４抗体与ＰＥＩＦＮγ抗体各１０

μＬ；第３管加入ＦＩＴＣＣＤ４抗体与ＰＥＩＬ１７Ａ抗体各１０μＬ；

第４管加入ＦＩＴＣＣＤ４抗体与ＰＥＩＬ２２抗体各１０μＬ；第５管

加入ＣＤ５ＦＩＴＣ、ＣＤ１ｄＰＥ和ＰｅｒＣＰＣＤ１９抗体各１０μＬ，将标

本与抗体充分混匀后，分别加入破膜剂，避光室温孵育１ｈ后

取出，加入２ｍＬ红细胞裂解液裂解１０ｍｉｎ，离心后弃上清液，

ＰＢＳ洗２次，上流式细胞仪检测，结果用软件分析。

１．３．３　相关效应分子ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２、ＩＬ１０的检测　取

上述冻存ＰＢＭＣ培养上清液，采用 ＥＬＩＳＡ法检测上清液中

ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２、ＩＬ１０水平，具体操作按试剂盒说明书进

行，每个样本和标准品均设３个复孔，在４５０ｎｍ波长处用酶联

仪依序测量各孔的光密度（ＯＤ值）。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件分析，检测结果用狓

±狊表示，差异性分析采用两样本狋检验，两变量的相关程度用

直线相关分析法Ｓｐｅａｒｍｅｎ，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＩＴＰ患儿外周血Ｔｈ效应细胞（Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２）与调

节性Ｂｒｅｇ比例变化　健康儿童比较，ＣＩＴＰ患儿外周血Ｔｈ１、

Ｔｈ１７、Ｔｈ２２细胞比例明显上升，差别有统计学意义（犘＜

０．０５）；调节性Ｂ细胞（Ｂｒｅｇ）的比例降低，差别有统计学意义

（犘＜０．０５），见表１。

表１　　ＣＩＴＰ患儿及健康儿童外周血Ｔｈ１、Ｔｈ１７、

　　Ｔｈ２２、Ｂｒｅｇ细胞的检测（％，狓±狊）

组别 狀 Ｔｈ１ Ｔｈ１７ Ｔｈ２２ Ｂｒｅｇ

对照组 ３０ １０．８２±４．４０ １．２３±０．４２ ０．２６±０．１１ １．８９±０．１２

ＣＩＴＰ组 ３０ １８．４０±４．７０＃ ２．４２±１．０２＃ ０．７９±０．２４＃ ０．８３±０．２１＃

　　＃：与对照组比较，犘＜０．０５。

２．２　ＣＩＴＰ患儿外周血相关细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２和

ＩＬ１０的表达水平　与健康对照组比较，ＣＩＴＰ患儿外周血ＰＢ

ＭＣ细胞培养上清液中ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２水平升高，ＩＬ１０的

表达水平均降低，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

２．３　ＣＩＴＰ患儿外周血调节性Ｂ细胞与Ｔｈ效应细胞及Ｌ１０

与ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２因子的相关性　ＣＩＴＰ患儿外周血Ｂｒｅｇ

细胞的比例变化与ＰＢＭＣ培养上清液中细胞因子ＩＬ１０表达

水平成正相关（狉＝０．７１７，犘＜０．０５）；Ｂｒｅｇ细胞与效应性Ｔｈ细

胞：Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２细胞的比例变化呈负相关性（犘＜０．０５）。

ＩＬ１０水平与ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ２２水平也呈负相关性（犘＜

０．０５）。

表２　　ＣＩＴＰ患儿及健康儿童外周血ＩＦＮγ、ＩＬ１７、

　　ＩＬ２２、ＩＬ１０的检测（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＦＮγ ＩＬ１７ ＩＬ２２ ＩＬ１０

对照组 ３０ １８１．８±８２．２ １６１．４±６７．８ ９０．８±３１．１ ４６．１±１６．２

ＣＩＴＰ组 ３０２７８．２±１２１．２＃ ２１４．８±１００．５＃ １２２．２±２２．２＃ ２７．４±１２．６＃

　　＃：与对照组比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

新型调节性Ｂ细胞（Ｂｒｅｇ）是一种具有负向调节性作用的

细胞，其表型为ＣＤ１ｄｈｉｇｈＣＤ５＋ＣＤ１９＋，在一些自身免疫病的发

病机制中发挥重要的作用。ＣＩＴＰ是一种常见的自身免疫性血

液病，ＣＤ４＋Ｔ细胞分化异常可能引起ＣＩＴＰ的临床疾病的发

生，Ｔｈ效应细胞的功能和比例失衡在ＣＩＴＰ患儿的临床出血

与相关症状的出现中起着非常重要的作用［３］。我们前期研究

发现，可能导致血小板破坏增多的活性效应性Ｔ细胞大量存

在ＣＩＴＰ患儿外周血中，引起临床出血症状
［４］，造成持续性血

小板的免疫损伤。根据免疫调节平衡理论，造成激活的Ｔｈ细

胞增多的原因以前主要认为是调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）减少或功

能异常，但具体机制尚不明确的负向Ｂｒｅｇ也可能在ＣＩＴＰ免

疫失衡中发挥重要作用。这些效应Ｔｈ细胞与Ｂｒｅｇ的相关性

如何，有待进一步研究。

我们通过ＣＩＴＰ患儿临床病例综合分析：患者外周血中

Ｂｒｅｇ的数量要比健康对照组低，与健康对照组比较，患者外周

血ＰＢＭＣ培养液上清液效应细胞相关因子ＩＦＮγ、ＩＬ１７、ＩＬ

２２水平升高，ＩＬ１０的表达水平均降低，且具有统计学意义；同

时，经相关性分析表明在 ＣＩＴＰ患儿外周血中，Ｂｒｅｇ的比例变

化与细胞因子ＩＬ１０表达水平表现为正相关；负相关性表现在

Ｂｒｅｇ与Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２细胞，以及细胞因子ＩＬ１０与ＩＦＮγ、

ＩＬ１７、ＩＬ２２水平之间。由此表明ＩＬ１０可能是Ｂｒｅｇ的效应分

子，并以此发挥免疫抑制功能。抑制ＩＬ６和ＩＬ１２在树突状细

胞中的产生可能是由Ｂｒｅｇ分泌的ＩＬ１０引起的，进一步抑制

Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２细胞亚群的发育
［５６］。由此可见，导致ＣＩＴＰ

患儿Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２细胞免疫紊乱的重要原因可能是调节

性Ｂｒｅｇ细胞的异常。

目前国内外的研究表明 Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｈ２２等效应细胞异

常可导致自身免疫病的发生［８］。那Ｂｒｅｇ是如何对效应性Ｔｈ

细胞发挥免疫抑制功能的呢？据目前的研究理论：ＩＬ１０对

Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡的恢复作用可能是Ｂｒｅｇ免疫调节机制的重要

功能之一；通过信号调节让 Ｔｒｅｇｓ等免疫抑制细胞集中发挥作

用；直接对效应性Ｔｈ、Ｔｃ、ＮＫ等细胞产生抑制作用
［７８］。Ｂｒｅｇ

可抑制炎性反应的发生，它们主要通过分泌细胞因子或抗体，

直接或间接发挥相应的作用。而在ＳＬＥ、ＥＡＥ等患者中，Ｂｒｅｇ

可通过抑制效应Ｔ细胞的活性，减弱对自身成分的细胞毒作

用，也可通过抑制自身反应性 Ｔ细胞来减弱自身免疫的发

生［９１０］；若Ｂｒｅｇ及相关细胞因子的下调可能会使效应性Ｔ细
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胞活化，导致自身免疫病的发生或病情加重。

自身免疫病的治疗是目前临床工作者的难题，但是通过特

异性诱导Ｂｒｅｇ抑制自身免疫病患者的自身免疫反应，可能是

更有前景的治疗方法。但是，怎样才能有效地诱导Ｂｒｅｇ的产

生呢？在ＣＩＴＰ患儿外周血中，虽然我们发现Ｂｒｅｇ与效应性

Ｔｈ细胞间存在负相关性，但是患儿外周血Ｂｒｅｇ是否代表一群

独立的调节性细胞，其与调节性Ｔ细胞间如何协同作用并发

挥调节作用的机理不明确。另外，Ｂｒｅｇ调节细胞发挥负性调

节作用的信号转导通路和转录因子也没有明确。这些深层次

的问题还有待我们今后深入研究。

结合前期的研究结果，Ｂｒｅｇ与相关细胞因子ＩＬ１０在

ＣＩＴＰ患儿免疫紊乱中发挥重要作用，并且与效应性Ｔｈ细胞

免疫功能紊乱相关。因此可通过检测患儿Ｂｒｅｇ及ＩＬ１０水平

作为ＣＩＴＰ临床诊断的辅助指标，并用于疾病活动状态的判

断；此外可通过调节Ｂｒｅｇ分化来控制ＣＩＴＰ患儿疾病的进展，

在ＣＩＴＰ的临床治疗和诊断中具有重要的意义。
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集也计入大血小板而使ＰＣＴ、ＰＤＷ、ＭＰＶ相应升高所致。

综上所述，血小板参数的变化预示血小板生成和功能等方

面的改变［１４１５］，血小板聚集率、数量及体积的改变与急性脑梗

死的发生和发展密切相关，监测它们的变化对预防和治疗急性

脑梗死具有重要的临床意义。
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［６］ ＧｒｅｍｍｅｌＴ，ＳｔｅｉｎｅｒＳ，ＳｅｉｄｉｎｇｅｒＤ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｅｔｈｏｄｓ

ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌｍｅｄｉａｔｅｄｐｌａｔｅｌｅｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｆｔｅｒｐｅｒｃｕｔａ

ｎｅｏｕｓｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｗｉｔｈｓｔｅｎｔｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＴｈｒｏｍｂＨａｅｍｏｓｔ，

２００９，１０１（３）：３３３３３９．

［７］ ＲｏｌｌｉｎｉＦ，ＴｅｌｌｏＭｏｎｔｏｌｉｕＡ，ＡｎｇｉｏｌｉｌｌｏＤＪ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｐｌａｔｅｌｅｔ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｔｅｓｔｉｎｇａｓｓｅｓｓｉｎｇｂｌｅｅｄｉｎｇｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｐｌａｔｅｌｅｔｓ，２０１２，２３（７）：５３７５４１．

［８］ＳｈａｒｍａＲＫ，ＶｏｅｌｋｅｒＤＪ，ＳｈａｒｍａＲ，ｅｔａｌ．Ｅｖｏｌｖｉｎｇｒｏｌｅｏｆｐｌａｔｅｌｅｔ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｔｅｓｔｉｎｇｉｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．ＶａｓｃＨｅａｌｔｈＲｉｓｋ

Ｍａｎａｇ，２０１２，８（１）：６５７５．

［９］ ＷｈｅｅｌｅｒＧＬ，ＢｒａｄｅｎＧＡ，ＳｔｅｉｎｈｕｂｌＳＲ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＵｌｔｅｇｒａｒａｐｉｄ

ｐｌａｔｅｌｅｔｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｓａｙ：ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｔｏｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｔｅｌｅｔｆｕｎｃｔｉｏｎ

ａｓｓａｙｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓｃｏｒｏｎａｒｙｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ

ｗｉｔｈａｂｃｉｘｉｍａｂｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＡｍＨｅａｒｔＪ，２００２，１４３（４）：６０２６１１．

［１０］张有涛，赵益明，季顺东．ＰＬ１１血小板分析仪检测功能的性能评

价［Ｊ］．中华检验医学杂志，２０１２，３５（１２）：１１３９１１４１．

［１１］张玮，梁红梅．ＰＬ１１血小板分析仪检测功能的性能评价及应用

研究［Ｊ］．中国医疗前沿，２０１３，８（１）：９４９５．

［１２］唐万兵，李梅笑，李观强，等．平均血小板容积、纤维蛋白原含量及

血液流变学在青年脑梗死患者外周血中的变化［Ｊ］．中国实验血

液学杂志，２０１２，２０（２）：３９０３９３．

［１３］马丽萍，魏菁，常建星，等．血小板 ＴＬＲ４表达介导ＬＰＳ诱导的血

小板活化［Ｊ］．中国实验血液学杂志，２００９，１７（１５）：１５６４１５６８．

［１４］闫绍荣，李 强．急性脑梗死血小板相关参数的改变［Ｊ］．检验医学

与临床，２００７，４（１１）：１０３６１０３７．

［１５］徐永川，冯涓，韩东．急性脑梗死血小板数量与血小板平均体积的

关系［Ｊ］．中风与神经疾病杂志，２０１１，２８（１０）：９４２９４３．

（收稿日期：２０１４０３１８）

·８９６１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３


