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  摘 要:目的 探讨布鲁氏菌病(简称布病)患者血清中可溶性程序性死亡蛋白1(sPD-1)水平与初始

CD4+T细胞(CD4+CD45RA+T)、记忆CD4+T细胞(CD4+CD45RO+T)、CD4+CD45RA+T/CD4+CD45RO+

T的相关性。
 

方法 选取2022年12月至2025年5月新疆维吾尔自治区人民医院(下称该院)收治的92例布

病患者为病例组,根据感染情况将布病患者分为急性期组43例,慢性期组49例。另选取同期在该院接受健康

体检的40例体检健康者为对照组。采用流式细胞术检测外周血中CD4+CD45RA+T和CD4+CD45RO+T细

胞的比例,并使用流式液相多重蛋白定量技术(CBA)检测sPD-1水平。采用Spearman相关分析各指标间的相

关性,采用受试者工作特征(ROC)曲线分析各指标对急、慢性期布病的诊断价值。结果 与健康对照组比较,
急性期组CD4+CD45RA+T细胞比例降低(P<0.05),CD4+CD45RO+T细胞比例、CD4+CD45RO+T/CD4+

CD45RA+T、sPD-1水平升高(P<0.05);与健康对照组比较,慢性期组CD4+CD45RA+T细胞比例降低,
CD4+CD45RO+T细胞比例、CD4+CD45RO+T/CD4+CD45RA+T、sPD-1水平升高(P<0.05);与急性组比

较,慢性期组CD4+CD45RA+T比例降低,CD4+CD45RO+T细胞比例、CD4+CD45RO+T、sPD-1水平升高

(P<0.05)。相关性分析显示,sPD-1水平与CD4+CD45RA+T呈负相关(ρ=-0.638,P<0.01),与CD4+

CD45RO+T、CD4+CD45RO+T/CD4+CD45RA+T呈正相关(ρ=0.533、0.722,均P<0.01)。患者SAT滴度

与CD4+CD45RA+T 呈 负 相 关(ρ=-0.235,P=0.02),与 CD4+CD45RO+T、CD4+CD45RO+T/CD4+

CD45RA+T 呈 正 相 关 (ρ=0.265、0.370,均 P<0.01)。ROC曲 线 结 果 表 明,CD4+CD45RA+T、CD4+

CD45RO+T、CD4+CD45RO+T/CD4+CD45RA+T、sPD-1单独及四者联合诊断急、慢性期布病的曲线下面积

分别为0.639、0.732、0.767、0.692、0.793。
 

结论 sPD-1可能通过抑制CD4+CD45RA+T活化并促进CD4+

CD45RO+T转化,导致T细胞亚群失衡,从而影响布病的发生和发展。
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  布鲁氏菌病(简称布病),在国际上亦被称为马耳

他热,是全球范围内由布鲁氏菌引起的人畜共患传染

病[1]。布病全球年发病病例数超过50万例[2],在中

国,布病发病率也呈上升趋势,尤其是在内蒙古、新
疆、青海等畜牧业发达地区,发病率逐年升高[3]。新

疆地区布病流行形势严峻,呈现持续扩散态势,疫情

分布呈现“北高南扩”特征,发病具有明显季节性和职

业聚集性。高峰期集中于5~7月(牲畜接羔及屠宰

旺季),感染者以牧民、兽医、屠宰及乳制品加工人员

为主[4]。该病以发热、多汗、关节痛、肝脾肿大为典型

症状[5],易转为慢性感染并累及多器官系统,导致劳

动力丧失,给当地居民的生活和经济带来沉重负担。
尽管抗菌药物治疗可缓解其症状,但布病的免疫病理

机制尚未完全阐明。
CD4+T淋巴细胞在抗布鲁氏菌免疫中发挥核心

作用。CD45RA 和 CD45RO 作为 T细胞分化标志

物,分别标识初始CD4+T细胞(CD4+CD45RA+T)
和记忆CD4+T细胞(CD4+CD45RO+T)[6]。初始T
细胞在抗原刺激下活化、增殖,分化为不同功能的效

应T细胞,参与免疫应答的启动;记忆T细胞则能够

在再次接触相同抗原时迅速活化,产生更强的免疫反

应,对病原体的再次入侵起到快速防御作用[7]。研究

表明,布鲁氏菌感染可诱导T细胞耗竭[8],但不同分

化阶段CD4+T细胞在急慢性病程中的变化规律及其

调控机制尚未明确。
近年来,随着对免疫调节机制的深入研究,免疫
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检查点分子在感染性疾病中的作用逐渐受到关注。
程序性死亡蛋白1(PD-1)作为一种免疫抑制受体,主
要表达于活化T细胞、B细胞、自然杀伤细胞等免疫

细胞的表面[9],通过与特异性配体程序性死亡蛋白配

体1(PD-L1)和程序性死亡蛋白配体2(PD-L2)发生

相互作用,能够有效调控 T 淋巴细胞的生物学功

能[10]。sPD-1作为PD-1的可溶性形式[11],在多种感

染性疾病和肿瘤中发挥着重要的免疫调节作用[12]。
有研究提示,sPD-1在慢性病毒感染及自身免疫性疾

病中具有双重作用:一方面可能抑制T细胞功能,促
进免疫逃逸;另一方面或通过阻断膜型PD-1信号恢

复T细胞活性[13]。在布鲁氏菌慢性感染过程中,机
体的免疫平衡被打破,sPD-1水平可能发生改变,进而

影响T细胞的功能和活性,导致免疫逃逸和疾病的慢

性化。然而,sPD-1在布病中与CD4+T细胞亚群分

化的关系仍未见报道。
基于上述背景,本研究系统分析不同病程阶段患

者血 清 sPD-1 水 平、CD4+ CD45RA+ T 及 CD4+

CD45RO+T 细胞比例的变化趋势,探讨sPD-1与

CD4+T细胞亚群间的相关性。研究结果有望为解析

布病的免疫发病机制提供新视角,并为开发基于免疫

检查点调控的治疗策略奠定理论基础。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年12月至2025年5月新

疆维吾尔自治区人民医院(下称本院)收治的92例布

病患者为病例组,其中男58例、女34例,平均年龄
(41.9±4.3)岁。根据感染情况将布病患者分为急性

期组43例,慢性期组49例。急性期组中男27例、女
16例,平均年龄(41.8±4.5)岁。慢性期组中男31
例、女18例,平均年龄(41.9±4.1)岁。另选取同期

在本院接受健康体检的40例体检健康者为对照组,
其中男28例、女12例,平均年龄(41.8±6.2)岁。纳

入标准:(1)依据《布鲁氏菌病诊断》(WS
 

269-2019)确
诊为布鲁氏菌感染病例[14],病程短于3个月判定为急

性期,超过6个月归为慢性期;(2)健康对照组选自同

期体检中心健康人群;(3)受试者年龄在18~70周

岁;(4)具有完整的临床诊疗记录及实验室检测数据。
排除标准:(1)合并自身免疫系统异常或免疫功能低

下(含长期或近期接受免疫调节/抑制治疗);(2)现患

或既往有结核、伤寒等传染性疾病史;(3)伴有恶性肿

瘤或重大器官功能障碍;(4)罹患风湿热、类风湿关节

炎等伴发热症状的疾病;(5)临床资料不完整或拒绝

签署知情同意书。所有研究对象入院后,对其年龄、
性别及实验室指标等相关信息进行记录。本研究经

本院医学伦理学委员会批准(KY2023060171),所有

研究对象均知情同意。
1.2 仪器与试剂 FACS

 

Lyric
 

流式细胞仪购自美

国
 

BD公司,BD
 

BACTECTM
 

FX全自动微生物培养系

统购自美国
 

BD公司,VITEK
 

MS全自动微生物质谱

检测系统购自法国梅里埃公司,CD3-Alexa
 

700购自

美国
 

BD公司(货号:557943),CD4-PE
 

Cy7购自郑州

凯普瑞生物(货号:S004PE24),CD45RA-FITC购自

美国
 

BD公司(货号:662840),CD45RO-PE购自美国
 

BD公司(货号:663530),人布氏杆菌免疫球蛋白(Ig)
G/IgM抗体检测试剂盒购自北京中检安泰公司(胶体

金法),布病虎红平板凝集抗原购自北京赛诺利康公

司,布鲁氏菌抗体检测试剂购自北京赛诺利康公司
(试管凝集法),sPD-1试剂盒购自北京旷博生物公司。
1.3 方法

1.3.1 标本处理 采用EDTA抗凝管采集所有受试

者的全血标本。其中,取
 

1
 

mL
 

全血用于流式细胞术
(FCM)试验,剩余3

 

mL
 

全血经3
 

000
 

r/min离心5
 

min后取上层血浆至Ep管,并于-80
 

℃超低温冰箱

保存备用,以备后续进行sPD-1的流式液相多重蛋白

定量技术(CBA)检测。
1.3.2 试管凝集试验(SAT) 布病SAT应在18~
25

 

℃的室温下进行。试剂、标本和用具需提前在室温

下平衡至少30
 

min。试剂使用前需摇匀,随后用

0.5%生理盐水按1∶10稀释抗原备用。准备5支试

管,第1管加2.3
 

mL生理盐水,其余各管加0.5
 

mL
生理盐水。将0.2

 

mL待检血清加入第1管,混匀后

依次取0.5
 

mL转入下一管进行1∶1稀释,第1管弃

去1.5
 

mL,后续各管弃去0.5
 

mL,最终各管保留0.5
 

mL稀释血清,对应稀释度分别为1∶25、1∶50、1∶
100、1∶200、1∶400。然后向各管加入0.5

 

mL稀释

抗原液,混匀后置于37
 

℃水箱孵育24
 

h。次日取出

后在室温下静置2
 

h,通过观察凝集程度判断结果,以
“++”(50%凝集)的最高血清稀释度作为最终滴度。
1.3.3 流式细胞术检测 采用EDTA抗凝管移取

50
 

μL外周血标本至流式管底部,严格依据试剂说明

书要求加入荧光抗体。经涡旋振荡混匀后,进行15
 

min避光室温孵育。随后加入2
 

mL溶血素裂解红细

胞,混匀后避光孵育8
 

min,孵育完成后离心,再加入

PBS缓冲液洗涤去除细胞碎片(此步骤进行两次),最
终以200

 

μL
 

PBS重悬制备单细胞悬液,立即进行流

式细胞检测。应用FlowJo
 

V10软件分析具体操作流

程如下:(1)通过前向散射面积与高度参数(FSC-A
 

vs
 

FSC-H)排除细胞粘连体;(2)基于FSC-A与侧向散

射(SSC-A)特征界定淋巴细胞群;(3)依据SSC-A与

CD3划分T淋巴细胞亚群;(4)筛选CD3+CD4+双阳

性群体作为CD4+T细胞;(5)最终通过CD45RA与

CD45RO 表 面 标 记 分 别 筛 选 CD45RA+ T 和

CD45RO+T亚群。
1.3.4 细胞因子检测 运用CBA技术检测受试者

血浆标本中sPD-1水平。实验全程严格参照 Human
 

sPD-1
 

CBA检测试剂说明书建立标准化操作流程及

质控要求。通过荧光微球信号强度与标准品浓度梯

度关系构建定量检测模型,最终依据研究对象标本的

荧光信号值进行sPD-1浓度定量分析及组间统计学

对比。
1.4 统计学处理 采用SPSS26.0统计学软件对数

据进行统计学分析。呈正态分布且方差齐的计量资
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料以x±s表示,组间比较采用单因素方差分析,两两

比较采用LSD-t检验;不呈正态分布或参差不齐的计

量资料以 M(P25,P75)表示,组间比较采用非参数

Kruskal-Wallis
 

秩和检验,两两比较采用Mann-Whit-
ney

 

U 检验;计量资料以例数和百分率表示,组间比较

采用χ2 检验;采用Spearman相关分析各指标间的相

关性,采用受试者工作特征(ROC)曲线分析各指标对

急、慢性期布病的诊断价值。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 各组CD4+T细胞分化亚群水平及sPD-1水平

比较 结果显示,与健康对照组比较,急性期组CD4+

CD45RA+T 细 胞 比 例 降 低 (P <0.05),CD4+

CD45RO+T 细 胞 比 例、CD4+ CD45RO+ T/CD4+

CD45RA+T、sPD-1水平升高(P<0.05);与健康对

照组比较,慢性期组CD4+CD45RA+T细胞比例降

低,CD4+CD45RO+T细胞比例、CD4+CD45RO+T/
CD4+CD45RA+T、sPD-1水平升高(P<0.05);与急

性组比较,慢性期组 CD4+CD45RA+T 比例降低,
CD4+CD45RO+ T 细 胞 比 例、CD4+ CD45RO+ T/
CD45RA+T、sPD-1水平升高(P<0.05)。见表1。

表1  各组CD4+T细胞分化亚群水平及sPD-1水平比较[M(P25,P75)或x±s]

组别
CD4+

CD45RA+T(%)
CD4+

CD45RO+T(%)
CD4+CD45RO+T/

CD4+CD45RA+T
sPD-1(pg/mL)

健康对照组 40.4(28.1,51.9) 35.8(26.8,46.5) 1.0(0.7,1.3) 29.36±12.34
急性期组 21.1(17.1,28.2) 46.8(39.0,56.2) 2.1(1.6,2.7) 59.56±19.98
慢性期组 18.6(13.9,24.2) 57.8(52.4,61.0) 2.9(2.3,3.8) 73.46±19.54

2.2 相关性分析 结果显示,sPD-1水平与CD4+

CD45RA+T 呈负相 关(ρ=-0.638,P<0.01),与
CD4+CD45RO+T、CD4+CD45RO+T/CD4+CD45RA+

T呈正相关(ρ=0.533、0.722,均 P<0.01)。患者

SAT 滴 度 与 CD4+ CD45RA+ T 呈 负 相 关 (ρ=
-0.235,P=0.02),与 CD4+CD45RO+ T、CD4+

CD45RO+T/CD4+CD45RA+T呈正相关(ρ=0.265、

0.370,均P<0.01)。
2.3 各指标对急、慢性期布病的诊断价值分析 
ROC 曲 线 结 果 表 明,CD4+ CD45RA+ T、CD4+

CD45RO+T、CD4+CD45RO+T/CD4+CD45RA+T、
sPD-1单独及四者联合诊断急、慢性期布病的曲线下

面积(AUC)分 别 为0.639、0.732、0.767、0.692、
0.793。见表2。

表2  各指标对急、慢性期布病的诊断价值分析

项目 AUC 95%CI 最佳临界值 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数

CD4+CD45RA+T 0.639 0.526~0.752 18.7% 51.0 72.1 0.231
CD4+CD45RO+T 0.732 0.623~0.841 48.1% 89.9 55.8 0.456
CD4+CD45RO+/CD4+CD45RA+T 0.767 0.669~0.865 2.3

 

79.6 67.4 0.470
sPD-1 0.692 0.584~0.800 61.95

 

pg/mL 71.4 62.8 0.342
四者联合 0.793 0.696~0.889 - 79.6 79.1 0.587

  注:-为此项无数据。

3 讨  论

  布鲁氏菌作为胞内寄生菌,具有逃避和塑造宿主

免疫的能力[8],广泛分布在全球,尤其在卫生条件、食
品安全和兽医保健标准相对较低的发展中国家,对公

共卫生构成重大威胁[15]。该菌感染人体后可长期存

活,引发涉及固有免疫和适应性免疫的复杂免疫反

应,导致疾病的慢性化和反复发作。因此,寻找调控

免疫应答的关键细胞或分子至关重要。
CD4+T细胞在布鲁氏菌感染的免疫防御中起核

心作用。初始 T细胞是未接触过抗原的细胞[16],激
活后可分化为效应 T细胞和记忆 T细胞。研究表

明,布鲁氏菌感染会导致宿主细胞免疫应答失衡,其
特征为T淋巴细胞亚群比例失调和免疫细胞功能耗

竭,这与布鲁氏菌逃逸宿主免疫监视的致病机制密切

相关[17]。本研究发现,布病患者 CD4+CD45RA+T
细胞比例降低,慢性期患者CD4+CD45RA+T细胞比

例低于急性期患者,提示 布 鲁 氏 菌 感 染 后,CD4+

CD45RA+T被大量激活并分化,导致其数量相对减

少,机体试图通过激活CD4+CD45RA+T来清除病原

体。慢性期患者CD4+CD45RA+T细胞比例的进一

步降低,表明CD4+CD45RA+T的消耗更为严重,可
能削弱了机体对布鲁氏菌的免疫反应。同时,布病患

者 CD4+CD45RO+T 细 胞 比 例、CD4+CD45RO+/
CD4+CD45RA+T升高,慢性期患者上述指标更高。
研究发现,非酒精性脂肪性肝病患者外周血 CD4+

CD45RA+T比例降低,而CD4+CD45RO+T细胞比

例代偿性升高[18];操明等[19]发现年轻原发性高血压

患者较健康者外周血中CD4+CD45RA+T细胞比例

降低,而CD4+CD45RO+T淋巴细胞比例代偿性升

高,表明存在T淋巴细胞过度活化的免疫失衡现象。
CD4+CD45RO+T在免疫保护中具有重要作用,但布

鲁氏菌可能通过诱导CD4+CD45RO+T形成,使机体

免疫反应陷入低效循环,有利于其长期存活。
PD-1/PD-L1通路传递抑制信号并减少 T细胞
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的增殖,以防止过度的免疫反应[20]。sPD-1是PD-1
的可溶性形式,它在免疫调节中发挥着重要作用。本

研究发现,布病患者血清中sPD-1水平高于体检健康

者,且慢性期患者更高,与卢佩佩等[21]、庞盼等[22]的
研究结果一致。最新研究揭示,PD-1/PD-L1信号轴

在感染进程中呈现双相免疫调节特性,在疾病急性期

通过抑制炎症组织损伤发挥保护作用,慢性期则因持

续性抗原刺激导致免疫稳态失衡,形成病理性免疫耐

受[23]。因此,推测sPD-1水平升高可能涉及PD-1/
PD-L1通路介导的胞内信号转导抑制,下调T细胞免

疫应答效能,进而促进布鲁氏菌免疫检查点逃逸,成
为其逃避免疫清除的关键分子机制,导致病原体在宿

主体内持续性感染。
相关性分析显示,布病患者sPD-1水平与CD4+

CD45RO+ T 细 胞 比 例、CD4+ CD45RO+/CD4+

CD45RA+T呈正相关,与CD4+CD45RA+T细胞比

例呈负相关。之前的研究发现,sPD-1/sPD-L1可能

参与慢性乙型肝炎病毒相关慢加急性肝衰竭病程中

肝功能的异常及T细胞的失调,其可作为新型的治疗

靶点,改善HBV-ACLF患者的病情状况[24]。这表明

sPD-1可能在CD4+CD45RO+T形成和维持中起重

要作用,同时抑制CD4+CD45RA+T活化和效应 T
细胞 功 能,实 现 免 疫 逃 逸。sPD-1 水 平 与 CD4+

CD45RA+T细胞比例呈负相关,进一步证实了其对

CD45RA+T的抑制作用,可能削弱机体对布鲁氏菌

的免疫清除能力。sPD-1在布鲁氏菌感染后异常表

达,参与疾病免疫逃逸过程,与CD4+T细胞亚群的密

切联系为理解疾病免疫逃逸机制提供了新视角。
本研 究 通 过 ROC 曲 线 分 析,评 估 了 CD4+

CD45RA+T 细 胞、CD4+CD45RO+ T 细 胞、CD4+

CD45RO+T/CD4+CD45RA+T、sPD-1及其联合检测

在区分急性期与慢性期布病中的诊断价值。结果显

示,各指标均具有一定的区分效能,但单独应用时,
CD4+ CD45RO+ T/CD4+ CD45RA+ T 表 现 最 佳
(AUC=0.767),提示 CD4+CD45RO+T 与 CD4+

CD45RA+T的动态平衡可能在布病慢性化过程中发

挥关键作用。此外,联合模型的AUC达到0.793,明
显大于单一指标,表明多参数整合可弥补单一生物标

志物的局限性,提高分期准确性。
综上所述,本研究通过分析sPD-1水平与CD4+

T细胞亚群比例的相关性,揭示了sPD-1可能通过抑

制初始CD4+T细胞活化、促进记忆CD4+T细胞转

化,导致CD4+T细胞亚群失衡,影响布病的发生发

展。这一发现为深入理解布鲁氏菌的免疫逃逸机制

提供了新的视角,丰富了对布病免疫学发病机制的认

识,也为后续的研究和临床治疗提供了更有针对性的

理论依据。未来的研究将进一步探索sPD-1在布病

中的具体作用机制,为开发新的治疗策略提供理论

支持。
尽管本研究获得了一些有意义的发现,但也存在

一定局限性。本研究样本量规模不大,这可能会对研

究结果的统计学效力造成干扰,并且可能也会使研究

结论在更普遍情况下的适用性受到一定影响。所以,
后续有必要开展更大样本量的研究,进一步验证sPD-
1与CD4+T细胞亚群的相关性及患者各种临床症状

与研究指标的关联性。此外,本研究主要关注了sPD-
1和CD4+T细胞亚群,而布病的免疫逃逸机制可能

涉及多种细胞和分子的相互作用。因此,未来的研究

可以结合其他免疫指标,更全面地揭示布病的免疫

机制。
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·短篇论著·

上皮性卵巢癌组织miR-542-3p、SLC1A5水平
变化及与临床病理特征和预后的关系

付 英,朱秀娟,张蓝之

四川省巴中市中医院病理科,四川巴中
 

636000

  摘 要:目的 探讨上皮性卵巢癌(EOC)组织微小RNA-542-3p(miRNA-542-3p)、溶质载体家族1成员5
(SLC1A5)水平变化及其与临床病理特征和预后的关系。方法 选取2019年6月至2021年6月该院收治的

EOC患者89例为研究对象,收集术中切除的EOC组织及相应癌旁组织。采用实时荧光定量PCR检测 miR-
542-3p、SLC1A5水平,免疫组织化学法检测EOC及癌旁组织SLC1A5表达,采用Kaplan-Meier生存曲线分析

miR-542-3p、SLC1A5水平与预后的关系,采用Cox回归分析EOC患者预后的影响因素,绘制受试者工作特征

(ROC)曲线分析miR-542-3p、SLC1A5
 

mRNA对EOC患者预后不良的预测价值。结果 EOC组织 miR-542-
3p水平低于癌旁组织(P<0.05),SLC1A5

 

mRNA水平高于癌旁组织(P<0.05)。EOC组织中SLC1A5阳性

表达率高于癌旁组织(P<0.05)。Pearson相关结果显示,EOC组织 miR-542-3p水平与SLC1A5呈负相关

(r=-0.483,P<0.05)。EOC组织中miR-542-3p、SLC1A5表达与国际妇产科联盟分期、分化程度、淋巴结转

移、淋巴结清扫有关(P<0.05)。miR-542-3p高表达患者3年生存率高于低表达患者(χ2=8.136,P<0.05);
SLC1A5阳性患者3年生存率低于阴性患者(χ2=8.124,P<0.05)。与预后良好组比较,预后不良组miR-542-
3p水平降低,SLC1A5

 

mRNA水平升高(P<0.05)。Cox回归分析结果显示,SLC1A5、FIGO分期、分化程度、
淋巴结转移、淋巴结清扫是影响EOC患者预后的危险因素(P<0.05),miR-542-3p是保护因素(P<0.05)。
ROC曲线结果显示,miR-542-3p、SLC1A5

 

mRNA单独及二者联合预测EOC患者预后不良的曲线下面积

(AUC)为0.829、0.881、0.924,二者联合检测的AUC大于各指标单独检测(Z=2.685、2.732,P<0.05)。结

论 EOC组织miR-542-3p水平明显降低,SLC1A5水平明显升高,二者均与患者临床病理特征和预后有关,联

合检测对预测患者预后不良有一定的临床价值。
关键词:上皮性卵巢癌; 微小RNA-542-3p; 溶质载体家族1成员5; 临床病理特征; 预后
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  卵巢癌是一种常见妇科恶性肿瘤,死亡率在妇科

恶性肿瘤中占比最高,全世界每年新发病例约有24
万例,死亡病例约有15万例[1],其发病机制复杂,内
分泌紊乱、致癌因子异常表达等都是影响卵巢癌发生
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