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系统性红斑狼疮(
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)是一种典型的慢性系统

性自身免疫性疾病%目前
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的发病机制尚不明确%

而免疫调节异常则是该病发生'发展的重要因素%患

者体内
/

细胞亚群比例失衡%各亚群典型细胞因子分

泌水平出现紊乱&
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淋巴细胞(

/C

)

""

细胞是
*]*<

,0X3

等#

!

$在
"&&6

年新发现的
XZ'

j

/

细胞功能亚

群%它独立于
/C!

'

/C"

和
/C!;

%不分泌
+

<

干扰素

(

0Q1<

+

)'白细胞介素(

0U

)

<'

'

0U<!;

%而
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则是

/C""

细胞分泌的最主要的细胞因子%其功能主要通
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来实现%芳香烃受体(
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)是其关键调控转

录因子&既往研究表明%
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细胞可能在皮肤的自

稳调节和病理状态中发挥重要作用%同时%
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细胞

在监督和协调引起炎症的免疫细胞过程中起特殊的

作用%但
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细胞在
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患者中是否存在表达异常

及其与狼疮活动和器官损害的关系尚未得到确认&

为深入探讨
/C""

细胞在
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免疫炎性反应中的作

用机制%笔者对
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患者全血中
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细胞的频率'

外周血清
0U<""

的水平及其关键转录因子
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患者
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例%其中男
%

例%女
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例%平均年龄(
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)肝脏

疾病-(

'

)其他感染性疾病等-同期选取江西中医药大

学附属医院健康体检人员
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例作为对照组%其中男
#

例%女
##

例%平均年龄(
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检人员肝肾功能'血尿常规正常%均无上述所列各类

疾病且年龄和性别与活动期
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患者组及非活动期
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患者组差异无统计学意义(
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细胞的频率
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(终浓度
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)阻断细胞因子分泌%混

匀后继续培养
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%各实验组均同时设置单加
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对照组&
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#

细胞表面抗原及胞浆内细胞因子染色
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收集

培养后的细胞%
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离心后吸取压积红细胞层
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%
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到各流式管中%加入抗
<XZ'<Q0/X

做细胞表面染色%

'g

避光反应
"&K8:

%经溶血后离心弃上清液%以
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多聚甲醛(

4Q2

)固定
#&K8:

%经破膜后最后加入抗
<

0U<""<4AX

G

(

'抗
<0U<!;<24X

和抗
<0Q1<

+

<4*

于检测

管内进行胞内染色%同型对照管加入相应匹配的抗人
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)!<24X

和
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)!<4*

%避光冰

浴
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%洗涤'固定'重悬细胞%上流式细胞仪检测%

每管收集
S

万
&

!&

万个细胞数据%以同型对照管设定

阴性区域%各测定管阳性率减去同型管即为特异度阳

性率%

XZ'

j
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j细胞为
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细胞&
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#

,/<4X,

法检测外周血中转录因子
2C, K,<
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相对表达量

@$C$@
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标本收集与保存
#

取各组
*Z/2<1J

"

抗凝全

血
!KU

%每管吸取
#&&

%

U

到
,1J9A<Q@AA*
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管%再加入
!KU/@8P>:

试剂%用移液枪反复吹打或涡

旋混合器混合均匀%保存在
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冰箱备用%防止

,12

降解&
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#

细胞总
,12

的提取
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从
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离心管中%加入
"&&
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氯仿%剧烈震荡后静置%

离心待其分层%
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主要在水相层中%把水相层(约

(&&

%

U

)转移到一个新的预冷的
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离心管中%加入等体积预冷的
;&̂

乙醇%颠倒混匀%经

柱提法离心'洗涤和洗脱后得到
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检测
"%&

"

"S&
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%

U

%

(h ,/YDIIA@

'

%

U

%逆转录酶
38Q8.?@8

5

B!

%

U

%

Z//"

%

U

%总体系

"&

%

U

%反应条件!加入
,12

'

L1/4

'

4@8KA@V8O

后

;&g

孵育
!&K8:

%再放到冰箱中冰浴
"K8:

%再加入

(h,/YDIIA@

'

38Q8.?@8

5

B

'

Z//

后%

(& g

孵育
!(

K8:

%

S(g

孵育
(K8:

&

@$C$C

#

荧光定量
4X,

(

d

,/<4X,

)

#

根据
)A:YJ:R

中目的基因序列按照引物设计原则使用软件
4@8KA@

4@AK8A@($&

自行设计%经
1XY0

网站
YU2./

验证其

特异性%由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成%所用内参为
#<

磷酸甘油醛脱氢酶(

)24Z3

)%引物

序列及反应条件见下表
!

&在
4X,

反应管依次加入

上述
?Z12!

%

U

%上'下游引物各
!

%

U

%

"h F̀B@J

.]Y,V8OBD@A!"$(

%

U

%

,1J9AQ@AAL3

"

+6$(

%

U

%

总体系
"(

%

U

%按以下条件进行扩增!

6(g

预变性
!&

K8:

-

6(g

变性
!&9

%

(%g

退火
#&9

%

;"g

延伸
#&9

%

'&

个循环&扩增结束后采用
"

<

""

XB法计算相对表

达量&

表
!

##

=,/<4X,

检测引物序列及扩增范围

引物名称 引物序列 引物长度(

E

5

) 产物长度(

E

5

) 退火温度(

g

)

2C,Q )/X/22))/)/X/)X/))2/22/ "# !(6 (%$&

2C,, 2/))/))X/)22)/))2)/2 "&

)24Z3Q )2)/X22X))2///))/X) !6 "!( (%$(

)24Z3, X/))22)2/))/)2/)))2/ "&

@$D

#

*U0.2

法检测
#

外周血清
0U<""

的水平不加抗凝

剂抽取各组全血
"KU

吸取血清
!&&

%

U

%按
*U0.2

试

剂盒操作说明书进行检测%最低检测限
"$S

5H

"

KU

&

@$K

#

统计学处理
#

采用
.4..!;$&

软件进行数据分

析%计量资料以
1e,

表示%组间比较采用单因素方差

分析和
.1-<

M

检验%以
7

$

&$&(

为差异有统计学

意义&

A

#

结
##

果

A$@

#

/C""

细胞占
XZ'

j

/

细胞的比例
#

活动期
.U*

患者组和非活动期
.U*

患者组外周血
/C""

细胞的

比例均显著低于健康对照组%差异有统计学意义(

7

$

&$&(

)%同时活动期
.U*

患者
/C""

细胞比例显著低

于非活动期
.U*

患者组%差异有统计学意义(

7

$

&$&(

)%如表
"

所示%典型流式图见图
!

所示%

,!

为淋

巴细胞群%以
XZ'<Q0/X

和
0Q1<

+

<4*

分出
XZ'

j

0Q1<

+

<

细胞群
,"

%在
0U<""<4AX

G

(

和
0U<!;<24X

点

阵图设定
)"_,!

!

,"

%分析
,"

细胞群内
0U<""

j

0U<

!;

[细胞即为
/C""

细胞(

XZ'

j

0Q1<

+

<0U<!;<0U<""

j

细胞)&

A$A

#

转录因子
2C,K,12

的相对表达量
#

活动期

.U*

患者组与非活动期
.U*

患者组
2C,K,12

的

相对表达量%二者相比较差异无统计学意义(

7

&

&$&(

)%但无论活动期还是非活动期
.U*

患者组%均显

著低于健康对照组(

2C,K,12

的相对表达量为
!

)%

差异有统计学意义(

7

$

&$&(

)&见表
#

&

表
"

##

.U*

患者组与健康对照组外周血
/C""

细胞占

###

XZ'

j

/

细胞的比例的比较%

1e,

&

组别
% /C""

(

^

)

健康对照组
#% &$((e&$&;

活动期
.U*

患者组
"S &$#&e&$&#

!)

非活动期
.U*

患者
!S &$#;e&$!!

!

##

注!与健康对照组比较%

!

7

$

&$&(

-与非活动期
.U*

患者比较%

)

7

$

&$&(

图
!

##

.U*

患者组及健康对照组典型流式图

A$B

#

外周血清
0U<""

的水平活动期
#

.U*

患者组和

非活动期
.U*

患者组外周血清
0U<""

的水平分别为

!%;$!6

'

!%S$;S

5H

"

KU

%均显著低于健康对照组%差异

有统计学意义(

7

$

&$&(

)%但活动期
.U*

患者
0U<""

的水平与非活动期
.U*

患者组比较差异无统计学意

义(

7

&

&$&(

)&见表
'

&

*

##'!

*
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表
#

##

活动期
.U*

组#非活动期
.U*

组和健康对照组

###

2C,K,12

的相对表达量%

1e,

&

组别
% 2C,

健康对照组
#% !

活动期
.U*

患者组
"S &$'Se&$"%

!

非活动期
.U*

患者组
!S &$(Se&$"S

!

##

注!与健康对照组比较%

!

7

$

&$&(

表
'

##

.U*

患者组与健康对照组外周血清

###

0U<""

的水平比较%

1e,

&

组别
% 0U<""

(

5H

"

KU

)

健康对照组
#% !;;$&%e'$';

活动期
.U*

患者组
"S !%;$!6e'$!%

!

非活动期
.U*

患者组
!S !%S$;Se#$6#

!

##

注!与健康对照组比较%

!

7

$

&$&(

A$C

#

相关性分析
#

.U*

活动期患者外周血中
0U<""

的水平和
2C,K,12

的表达水平均与
/C""

的细胞

比例呈正相关(

9_&$S'6

'

&$;;S

%

7_&$&&&

'

&$&&!

)%

同时
2C,K,12

的表达水平与
0U<""

的水平呈正相

关(

9_&$%('

%

7_&$&!

)%

.U*

活动期患者
/C""

细胞

比例与
.U*Z20

指数呈负相关(

9_ [&$;(S

%

7_

&$&&;

%但
0U<""

的水平和
2C,K,12

的表达水平均

与
.U*Z20

指数无相关性(

7

&

&$&(

)&

B

#

讨
##

论

##

通常观点认为%

.U*

为+

Y

细胞类疾病,即患者体

内介导体液免疫的
Y

细胞过度活化导致免疫球蛋白

谱改变%自身抗体的大量产生以及补体活化造成的机

体损伤#

"

$

%而单纯
Y

细胞的过渡活化必然伴有辅助性

/C

的协助方可引起
.U*

的炎性反应%因此%

/

细胞的

异常活化和
/C

细胞异常分泌细胞因子则被认为是

.U*

发病的关键因素&

/C""

细胞则是新近发现的一

种独立
/C

细胞亚群#

!

$

%其关键转录因子是
2C,

%主

要分泌
0U<""

'

0U<"%

'

0U<!#

等细胞因子#

#

$

%同时
0U<%

'

/1Q<

'

共同对
/C""

细胞的分化起诱导作用&

/C""

细

胞在自身免疫病和炎症性疾病中发挥重要作用%主要通

过激活后分泌大量的
0U<""

来实现#

'<(

$

&在正常情况

下%

/C""

细胞与
/C!;

细胞'

/@A

H

细胞及其他细胞亚群

互相调控%使机体处于免疫平衡状态%在慢性炎性疾病

中%

/C""

细胞功能丧失%将使慢性炎性疾病恶化&

作为
/C""

细胞调节分化的关键转录因子%

2C,

在生物中的表达非常广泛%并且具有高度保守性%其

参与调控编码细胞色素
4'(&

蛋白%在机体的多种生

理机能及疾病的进展中发挥一定的作用%许多自身免

疫性疾病的发生可能与
2C,

配体及毒物代谢酶的活

性有关#

%

$

%并且其可以调控
/C!;

细胞和
/@A

H

细胞的

分化#

;

$

%这使得
2C,

在免疫学领域中引起了越来越

多的关注&

在本研究中%笔者不仅聚焦在
.U*

患者中
/C""

细胞的表达%还同时探讨其上游调控分化的转录因子

2C,

对
.U*

的影响及与
/C""

的关系%并观察了其下

游的表达产物
0U<""

在
.U*

血清中的表达及与
/C""

的关系%以期能较为全面分析
/C""

细胞在
.U*

炎性

反应中的作用机制&笔者发现活动期
.U*

患者组和

非活动期
.U*

患者组
/C""

细胞比例均显著低于健

康对照组%同时活动期
.U*

患者组的
/C""

细胞比例

显著低于非活动期患者组%这说明
/C""

细胞的表达

频率与
.U*

疾病的进展和活动度有一定的关系%进一

步的相关分析表明%

/C""

细胞的比例与
.U*

的疾病

活动度指数
.U*Z20

之间存在负相关关系&该结果

与
]21)

等#

#

$报道的结果略有不同%后者对
.U*

并

发的器官损害进行了分类%尤其以合并肾炎患者

/C""

细胞表达显著降低%但对合并皮肤损害的患者

/C""

的比例增高&

对
/C""

细胞下游功能分子
0U<""

的检测发现%

.U*

患者血清
0U<""

的水平显著低于健康对照组%但

活动期组与非活动期组之间差异无统计学意义%

0U<""

的水平与
.U*Z20

无相关性%该结果与岳林环等#

S

$报

道的结果基本一致&

0U<""

是
/C""

细胞最重要的效

应因子%

0U<""

有多种细胞来源%

/C""

'

/C!

'

/C!;

细

胞及其他淋巴细胞都能分泌表达
0U<""

%相关分析表

明%

0U<""

与
/C""

细胞呈正相关%这提示在
.U*

患者

中%

0U<""

主要来源于
/C""

细胞%因此研究
0U<""

在

.U*

中的作用对揭示
/C""

细胞在
.U*

的发病和进

程的作用至关重要&另一方面%多种细胞因子的网络

调控效应对不同
.U*

病程阶段的影响也会不同%可能

尚存有其他调控机制导致活动期
.U*

与非活动期

.U*

的
0U<""

的水平差异无统计学意义&

本研究采用
d

,/<4X,

技术证实了外周血淋巴细

胞中
2C,K,12

的表达水平在
.U*

中显著降低%相

关分析表明%作为
/C""

细胞上游调控关键转录因子%

其表达水平与
/C""

细胞频率呈显著正相关%这也提

示
2C,

可能通过干扰淋巴细胞活化和功能进而促进

.U*

疾病发病&有研究显示%多种炎性细胞因子包括

0U<""

及其受体'受体相关蛋白基因的启动子或增强

子区域%具有
2C,

结合序列的
Z,*

位点%进而
2C,

能直接或间接调控炎性细胞因子的产生和分泌#

6<!&

$

&

本研究的结果也证实了这一点%

2C,

在
.U*

显著降

低%影响到下游
0U<""

的产生和分泌%其水平也显著低

于健康对照%进一步的相关分析表明%二者存在正相

关%由此可以推见%

2C,

可能是
.U*

调控免疫反应%

控制炎症效应的关键分子&而在活动期
.U*

组和非

活动期
.U*

组患者%

2C,

的表达水平差异无统计学

意义%并且
2C,

的表达与
.U*Z20

指数无显著相关

性%这可能源于有部分患者在临床诊疗过程中或疾病

早期未确诊之前自行服用激素或免疫(下转第
!'#S

页)
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