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  摘 要:目的 了解原发性胆汁性胆管炎(PBC)患者疾病过程中外周血单个核细胞中CD4+T细胞及调节

性T细胞(Treg)改变。方法 采用流式细胞术分析36例PBC患者(PBC组)及15例健康对照者(健康对照

组)外周血单个核细胞中CD4+T细胞及CD4+CD25+FoxP3+Treg水平及不同疗效及临床分期PBC患者治疗

前后Treg水平变化。结果 PBC组外周血中CD4+CD25+FoxP3+Treg水平
 

[(3.61±1.82)%]比健康对照

组
 

[(9.80±4.70)%]水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.05)。分析PBC患者治疗前Treg水平及实验

室指标相关性,可见PBC患者Treg水平与碱性磷酸酶
 

(r=0.257,P=0.03)、IgM(r=0.241,P=0.045)等生

化指标呈正相关;CD4+T细胞与年龄呈负相关(r=-0.252,P=0.033)。Treg水平在不同疗效PBC患者组

内及组间比较差异均无统计学意义(P>0.05),不同阶段的PBC患者比较仅在第2阶段可见显著升高,差异有

统计学意义(P=0.033)。结论 PBC患者疾病早期体内Treg水平显著高于其他分期,熊去氧胆酸治疗不影

响患者体内Treg水平。
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Abstract:Objective To

 

understand
 

the
 

change
 

of
 

CD4+T
 

cells
 

and
 

Treg
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

of
 

patients
 

with
 

PBC.Methods Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

levels
 

of
 

CD4+T
 

cells
 

and
 

CD4+

CD25+FoxP3+
 

Treg
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

of
 

36
 

patients
 

with
 

PBC
 

(PBC
 

group)
 

and
 

15
 

healthy
 

controls
 

(healthy
 

control
 

group),as
 

well
 

as
 

the
 

changes
 

of
 

Treg
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

PBC
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

in
 

different
 

therapeutic
 

effects
 

and
 

clinical
 

stages.Results The
 

percentage
 

of
 

CD4+CD25+

FoxP3+Treg
 

of
 

PBC
 

group
 

[(3.61±1.82)%]
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

healthy
 

control
 

group
 

[(9.80±
4.70)%],the

 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).Analysis
 

the
 

correlation
 

of
 

Treg
 

levels
 

and
 

la-
boratory

 

indicators
 

before
 

treatment,ALP(r=0.257,P=0.03),IgM(r=0.241,P=0.045)
 

were
 

positively
 

relationship
 

with
 

Treg
 

levels,age
 

of
 

patients(r=-0.252,P=0.033)
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

CD4+T
 

cells.Treg
 

level
 

in
 

PBC
 

patients
 

with
 

different
 

curative
 

effects
 

showed
 

no
 

statistical
 

significance
 

(P>0.05),
while

 

the
 

level
 

of
 

Treg
 

in
 

PBC
 

patients
 

with
 

different
 

stages
 

only
 

increased
 

significantly
 

in
 

stage
 

2,with
 

statis-
tical

 

significance
 

(P=0.033).Conclusion Treg
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

PBC
 

are
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

ear-
ly

 

stage
 

of
 

disease
 

than
 

in
 

other
 

stages,and
 

ursodeoxycholic
 

acid
 

treatment
 

do
 

not
 

affect
 

Treg
 

levels
 

in
 

pa-
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tients.
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  原发性胆汁性胆管炎(PBC)是一种原因未明的

慢性胆汁淤积性疾病,患者以碱性磷酸酶(ALP)和γ-
谷丙酰转肽酶(GGT)升高为主,丙氨酸氨基转移酶
(ALT)或天门冬氨酸基转移酶(AST)及免疫球蛋白
(主要为IgM)可见中等程度升高,胆红素升高、清蛋

白下降、凝血酶原时间(PT)延长常为疾病进展的表

现。PBC的发病机制尚不明确,但遗传易感性及环境

因素是其主要发病机制之一[1]。已有研究表明,PBC
患者受累胆管周围伴随淋巴细胞浸润,可见CD4+T、
CD8+T细胞及B细胞,而且在PBC患者外周血及受

累胆管周围均已被证实有丙酮酸脱氢酶复合体E2
(PDC-E2)抗原特异性的CD4+的自身反应性T细胞

的存在。CD4+CD25+T细胞具有免疫抑制功能,可
抑制自身反应T细胞的增殖。很多学者提出PBC患

者自身反应T细胞与免疫调节性T细胞(Treg)的失

衡,可能是PBC的致病因素之一。本研究分析PBC
患者外周血CD4+T细胞、Treg水平与肝功能指标的

相关性,重点探讨不同临床分期及治疗前后PBC患

者外周血CD4+CD25+FoxP3+调节T细胞在其病情

进展及机体免疫平衡维持中的可能作用,以尝试从免

疫调节角度为PBC的早期治疗提供新的策略。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2009年6月至2013年12月于

北京佑安医院初次住院治疗且后期随访依从性较好

36例PBC患者(PBC组),选取该36例患者随访过程

中(治疗时间均大于或等于12个月)不同时间点标本

进行下述研究。研究对象符合2009年美国肝病学会
(AASLD)制定的PBC诊断标准,同时排除病毒性肝

炎,酒精性及药物性肝损害[2]。健康对照组均为北京

佑安医院及首都医科大学的健康献血志愿者,共计15
例。所有标本的采集均符合北京佑安医院科研伦理

委员会要求且已签署知情同意。
1.2 仪器与试剂 荧光抗体抗CD4-FITC、抗CD25-
percp和FoxP3-PE购自BD公司,RPM1640培养基

购自北京Hyclone公司,二亚基甲砜(DMSO)及胎牛

血清(PBS)购 自 Sigma公 司。流 式 细 胞 仪 FACS
 

Calrbar为BD公司产品。
1.3 方法

1.3.1 淋巴细胞悬液的制备 乙二胺四乙酸(ED-
TA)抗凝管分别采取不同时间段患者的外周静脉血

且在6
 

h内进行实验,用淋巴细胞分离液按说明书步

骤分离淋巴细胞,以RPM1640离心洗涤细胞2次,加
入细胞冻存液(DMSO∶PBS=1∶9)后调节细胞浓

度,分装冻存入液氮以备用。
1.3.2 细胞染色 提取适宜细胞迅速入37

 

℃水浴

箱进行复苏,转移至10
 

mLR10(RPMI1640∶PBS=
9∶1)中离心弃上清,以5

 

mL
 

R10重悬后计数细胞及

存活率(10
 

μL细胞悬液及10
 

μL
 

2%台盼蓝混合),37
 

℃孵箱培养。取培养的细胞,加 PBS调节浓度为

107/mL后加100
 

μL入BD流式管中同时加入CD4
及CD25抗体各5

 

μL,避光染色20
 

min后PBS洗涤

离心弃上清,加入 Fix/Perm 液1
 

mL破膜后加入

FoxP3抗体2.5
 

μL染色30
 

min,PBS洗涤后2%多聚

甲醛固定,待测。
1.3.3 流式细胞仪检测及分析

 

染色后细胞在流式细

胞仪上检测,用Cell
 

Quest软件获取数据后然后分别

用Cell
 

Quest及Flowjo软件分析结果。
1.4 统计学处理 采用SPSS16.0

 

统计软件进行分

析,计数资料用行×列χ2 检验;正态分布的定量资料

以x±s表示,采用独立样本t检验进行组间比较;偏
态分布定量资料以中位数和四分位数表示,采用 Wil-
coxon秩和检验;正态分布定量资料采用Pearson多

元相关分析法;偏态分布定量资料采用Spearman秩

相关分析法,P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 流式实验分析不同组 别 间 CD4+T 细 胞 及

CD4+CD25+FoxP3+
 

Treg水平 比较36例随访依

从性较好PBC患者治疗前时间点细胞与15例健康对

照外周血单个核细胞中CD4+T细胞及CD4+CD25+

FoxP3+Treg水平,可见PBC患者在熊去氧胆酸治疗

前表达CD4+CD25+FoxP3+Treg水平显著低于健康

对照组,CD4+T细胞数量未见显著变化,见表1。
表1  两组CD4+T及CD4+CD25+FoxP3+

   Treg水平比较(%,x±s)
 

组别 n CD4+T细胞 CD4+CD25+FoxP3+Treg

健康对照组 15 47.72±5.88 9.80±4.70

PBC组 36* 42.71±6.12 3.61±1.82

P 0.613 0.000

  注:*表示治疗前的例数

2.2 CD4+T细胞、Treg水平与血清生化指标相关性

分析 36例治疗前PBC患者的CD4+T细胞、Treg
水平与相应时间点的血清生化值的相关性见表2,可
见PBC患者外周血 Treg水平与 ALP(r=0.257、
P=0.03)、IgM(r=0.241、P=0.045)等生化指标呈

正相关;CD4+T 细胞水平仅与年龄呈负相关(r=
-0.252,P=0.033)。
2.3 不同临床阶段PBC患者及治疗前后Treg水平

比较分析 根据文献[3]将PBC患者分为4个阶段,
第1阶段:无临床症状且生化检查正常,AMA阳性,
病理上有PBC表现;第2阶段:无临床症状但可见肝

脏生化异常;第3阶段:出现临床症状,如乏力、瘙痒

等;第4阶段:出现肝功失代偿征象。因第1阶段的

PBC患者在临床较难发现,故本研究中的36例患者

分别涵盖第2阶段(9例)、第3阶段(17例)、第4阶

段(10例)患者,经方差分析可得,第2阶段患者Treg
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水平[(3.88±1.70)%]显 著 高 于 第3阶 段 患 者
[(2.66±1.13)%],差异有统计学意义(P<0.05)。
各阶段PBC患者熊去氧胆酸治疗前后Treg%比较,
差异均无统计学意义(P>0.05)。
2.4 不同疗效PBC患者治疗前后Treg水平比较 
巴塞罗那标准判断患者应答状况:PBC患者经过熊去

氧胆酸治疗1年后ALP下降40%或降至正常值范围

说明患者对熊去氧胆酸应答较佳[4]。根据该标准将

36例PBC患者分为无应答组18例,应答良好组18
例。经分析后可见不同疗效PBC患者组内及组间比

较,差异均无统计学意义(P>0.05),见表3,似乎可

认为熊去氧胆酸治疗对PBC患者体内Treg%可能无

太大影响。

表2  CD4+T细胞、Treg水平与生化指标相关性分析

项目 年龄 ALT AST ALP GGT IgG IgA IgM

CD4T

 r -0.252 -0.12 -0.80 0.003 -0.136 0.164 -0.07 0.016

 P 0.033 0.302 0.399 0.981 0.259 0.174 0.566 0.897

Treg

 r -0.018 0.212 0.159 0.257 0.239 -0.103 0.01 0.241

 P 0.324 0.076 0.084 0.03 0.045 0.395 0.937 0.045

表3  不同疗效PBC治疗前后CD4+T及Treg水平变化(%,x±s)

组别
CD4+T细胞

治疗前 治疗后
P

Treg

治疗前 治疗后
P

无应答组 40.68±9.26 38.28±12.22 0.526 2.86±1.28 2.65±1.45 0.511
应答良好组 41.35±11.7 41.01±10.09 0.631 3.13±1.51 3.35±2.21 0.662
P 0.549 0.722 0.564 0.256

3 讨  论

  自1995年日本学者SAKAGUCHI等[5]首次报

道CD4+CD25+Treg细胞以来,很多学者投入到这类

细胞的研究中并且取得了丰硕成果。FoxP3是目前

公认的 CD4+CD25+Treg的特异性标志[6]。CD4+

CD25+T 细 胞 具 有 免 疫 抑 制 性,可 抑 制 CD4+T、
CD8+T等增殖反应及杀伤功能,从而抑制机体自身

免疫反应、维持免疫稳定。PBC患者由于环境、遗传

等因素影响胸腺内CD4+CD25+T细胞的产生,外周

血中CD4+CD25+T细胞数量减少,其抑制功能受到

严重削弱,因而产生Th1细胞驱动的有害自身免疫应

答。LAN等[7]研究在PBC患者中FoxP3+Treg数量

相对减少,提示其在FoxP3+Treg细胞免疫耐受缺

乏。许茵等[8]及 CICHOZ-LACH 等[9]研究也指出

PBC患者外周血CD4+CD25+FoxP3+Treg调节性T
淋巴细胞减少,免疫抑制功能减弱,对评估PBC患者

细胞免疫状态和预后有重要价值。本研究中结果与

上述学者研究结果类似。
有研究报道Treg细胞比例降低会促使胆管上皮

细胞表达IL-17受体,与体内IL-17结合后会促进多

种炎症因子的释放,加剧炎性反应,这可能是其致病

机制所在[10]。本研究还显示,Treg水平似乎能够对

临床分期为Ⅱ、Ⅲ期的PBC患者进行区分,但总体而

言区分能力不强。
本研究中未治疗的 PBC患者,其自然病程中

Treg水平与ALP及IgM 水平呈正相关(r=0.257、

P=0.03,r=0.241、P=0.045),这与其他研究报道

结果一致[10],RONG等[11]认为PBC患者Th17细胞、
Treg细胞及相应细胞因子的异常参与自身免疫耐受

的打破,在损害胆管上皮细胞中起着重要作用,同时

PBC继发肝内胆管炎,导致肝脏合成TB、ALP、GGT
等经胆道排泄异常。本研究后期尚需要加大病例数、
细化治疗前PBC患者的临床分期和病理分期后进行

进一步研究,方能得出一个更为可靠的结论。
熊去氧胆酸是目前被美国FDA 批准用于PBC

治疗的唯一药物,在体外实验中熊去氧胆酸被证实可

抑制免疫球蛋白和细胞因子的产生、抑制淋巴细胞增

殖及CD4+T淋巴细胞调节的靶细胞凋亡[12]。熊去

氧胆酸治疗可使PBC患者血清胆红素及ALP、GGT
等降低,肝功能恢复正常,临床症状基本缓解,使具有

调节作用的CD4+CD25+T细胞逐渐恢复正常水平,
本研究中仅可见升高趋势,可能与患者差异及选择例

数较少有关,期待后期扩大样本量继续观察。
本实验初步研究PBC患者外周血CD4+CD25+

FoxP3+T细胞在不同阶段及治疗前后水平比较,提
示Treg细胞可能通过抑制体内T细胞活化来延缓病

情发展和减轻肝功能损伤,故今后PBC患者除早发现

早治疗外,有望通过刺激机体产生Treg细胞来达到

治疗效果。
4 结  论

  PBC患者与健康者对比可见外周血Treg水平显

著降低且与ALP、IgM 等生化指标呈正相关,且患者
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疾病早期体内Treg水平显著高于其他分期。熊去氧

胆酸治疗似乎不影响患者体内Treg水平,仅可见应

答良好患者中呈现轻微上升趋势。
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