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  摘 要:目的 探究血清肿瘤坏死因子配体相关分子1A(TL1A)在抗中性粒细胞胞浆抗体(ANCA)相关

性血管炎(AAV)患者中的表达变化及其临床价值。方法 选取2019年9月至2022年2月在该院就诊并确诊

为AAV的患者51例纳入AAV组,同期该院进行健康体检的体检健康者50例作为对照组。流式细胞术测定

外周血辅助性T细胞17(Th17)细胞的频率,采用酶联免疫吸附试验测定血清TL1A、白细胞介素-17(IL-17)和

IL-23的浓度。采用Spearman法用于评估血清TL1A与实验室指标、IL-17、IL-23、Th17及疾病活动度评分指

标BVAS-2003间的相关性。结果 AAV患者多为显微镜下多血管炎,肾脏和肺部表现最为常见。AAV组具

有更高水平的白细胞计数(WBC)、中性粒细胞计数(NEU)、血尿素氮(BUN)、肌酐(Cr)、尿酸(UA)和C反应

蛋白(CRP)以及更低水平的血红蛋白浓度(Hb)、淋巴细胞计数(LYM)、血清清蛋白(ALB)和肾小球滤过率

(GFR),与对照组比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。AAV 组具有更高水平的 TL1A(P<0.05),且

Th17、IL-17及IL-23在AAV组中亦高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。相关性结果显示AAV患者

中血清TL1A与IL-17、Th17频率、CRP、2003版伯朝翰血管炎评分(BVAS-2003)及GFR间均呈显著相关性

(均P<0.05)。受试者工作特征(ROC)曲线结果显示血清TL1A预测AAV疾病活动度具有较好的价值。结

论 血清TL1A与BVAS-2003评分密切相关,或可成为用于评价AAV疾病活动度的生物标志物。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

serum
 

TNF-like
 

ligand
 

1A
 

(TL1A)
 

in
 

patients
 

with
 

anti-neutrophil
 

cytoplasmic
 

antibody
 

(ANCA)
 

associated
 

vasculitis
 

(AAV)
 

and
 

its
 

clinical
 

value.Methods A
 

total
 

of
 

51
 

patients
 

diagnosed
 

as
 

AAV
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

September
 

2019
 

and
 

February
 

2022
 

were
 

selected
 

the
 

AAV
 

group,and
 

50
 

healthy
 

persons
 

who
 

undetment
 

the
 

physical
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

study
 

subjects.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

frequency
 

of
 

peripheral
 

blood
 

Helper
 

T
 

cell
 

17(Th17),and
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

TL1A,in-
terleukin(IL)-17

 

and
 

IL-23.Spearman
 

method
 

was
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

TL1A
 

and
 

la-
boratory

 

indexes,IL-17,IL-23,Th17
 

and
 

disease
 

activity
 

score
 

index
 

BVAS-2003.Results Patients
 

with
 

AAV
 

tended
 

to
 

have
 

microscopic
 

polyangiitis,with
 

renal
 

and
 

pulmonary
 

manifestations
 

being
 

the
 

most
 

common.Pa-
tients

 

with
 

AAV
 

had
 

higher
 

levels
 

of
 

white
 

blood
 

cells
 

count
 

(WBC),neutrophils
 

count(NEU),blood
 

urea
 

ni-
trogen(BUN),creatinine(Cr),uric

 

acid(UA)
 

and
 

C-reactive
 

protein(CRP),as
 

well
 

as
 

lower
 

levels
 

of
 

hemoglo-
bin

 

concentration(Hb),lymphocytes
 

count(LYM),serum
 

albumin(ALB)
 

and
 

glomerular
 

filtration
 

rate
(GFR),all

 

with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Patients
 

with
 

AAV
 

had
 

higher
 

levels
 

of
 

TL1A(P<0.05),and
 

Th17,IL-17
 

and
 

IL-23
 

were
 

also
 

higher
 

in
 

AAV
 

group
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group(P<0.05).The
 

correlation
 

results
 

showed
 

serum
 

TL1A
  

significantly
 

correlated
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with
 

IL-17,Th17
 

frequency,CRP,BVAS-2003
 

and
 

GFR
 

in
 

patients
 

with
 

AAV(all
 

P<0.05).The
 

receiver
 

op-
erating

 

characteristic(ROC)
 

curve
 

result
 

showed
 

that
 

serum
 

TL1A
 

had
 

a
 

good
 

value
 

in
 

predicting
 

AAV
 

dis-
ease

 

activity.Conclusion Serum
 

TL1A
 

closely
 

correlates
 

with
 

BVAS-2003
 

score
 

and
 

might
 

be
 

a
 

biomarker
 

used
 

to
 

evaluate
 

AAV
 

disease
 

activity.
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  抗中性粒细胞胞浆抗体(ANCA)相关性血管炎

(AAV)是寡免疫复合物沉积介导的免疫性坏死性血

管炎[1-2],患者存在不可逆器官损伤的风险[3]。AAV
的疾病活动度不仅影响治疗方案的选择,还提示了疾

病的复发率或难治性,因而准确地定义AAV的活动

度非 常 重 要。目 前,伯 明 翰 血 管 炎 活 动 性 评 分

(BVAS)、医师全局评估、疾病程度指数和五因素评分

(FFS)等可用于评估
 

AAV
 

疾病活动性[4-6]。但这些

指标的主观性和复杂性使其难以应用于临床实践,因
而发掘新的客观评价标志物至关重要[7]。此外,AAV
的确切发病机制尚不清楚。已有证据表明靶向与

 

CD4+T
 

辅助细胞亚群分化相关的细胞因子可有效改

善抗髓过氧化物酶抗体(MPO)肾小球肾炎[8]。其中

T淋巴细胞17(Th17)细胞可诱导白细胞介素-8(IL-
8)和CXCL-1的分泌,而这些细胞因子可促进ANCA
靶抗原的表达。而在抗 MPO肾小球肾炎动物模型

中,IL-17缺陷发挥保护作用[9]。这些研究均表明

Th17参与了AAV的致病机制,但其调控机制不明。
有研究发现肿瘤坏死因子配体相关分子1A

 

(TL1A)
可调控 Th17分化[10],据此本文推测 TL1A 可能在

AAV中发挥作用,但报道甚少。本研究将通过分析

AAV患者TL1A的表达变化及其与Th17细胞相关

细胞因子和临床参数间的关系,为AAV的发病机制

研究提供新的方向。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年9月至2022年2月于

本院就诊并确诊为AAV的患者51例为AAV组,所
有患者均符合美国风湿病学会关于AAV的分类标准

及2012年 Chapel
 

Hill
 

共识会议关于 AAV 的 定

义[11-12]。另选取同期于本院体检中心行健康检查的

50例体检健康者作为对照组。两组人群年龄和性别

构成比比较,差异均无统计学意义(P>0.05),具有可

比性。纳入的 AAV病例中 MPO-AAV
 

42例,蛋白

酶-3(PR-3)-AAV
 

9例。所有患者均被告知本研究的

目的、并签署知情同意书,研究经过医院伦理委员会

批准。AAV病例纳入标准:(1)AAV初诊患者;(2)
纳入研究前6个月内无激素使用史;(3)无感染、重大

心血管疾病、过敏性疾病、肿瘤及其他自身免疫性疾

病。排除标准:(1)非初诊患者;(2)就诊前6个月内

使用过免疫抑制剂或非甾体抗炎药等药物;(3)既往

和当前合并急慢性感染、免疫性疾病及肿瘤等疾病。

记录AAV患者的活动度评分即2003版伯明翰血管

炎评分(BVAS-2003)。本研究经本院医学伦理委员

会讨论通过。
1.2 标本采集及处理 抽取所有受试者清晨空腹静

脉血4
 

mL,其中2
 

mL分装于乙二胺四乙酸(EDTA)抗
凝管中,淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞(PB-
MC),用于流式细胞术检测。另2

 

mL静脉血分装于干

燥管中,4
 

000
 

r/min,离心10
 

min分离血清并于-80
 

℃冰箱保存,用于酶联免疫吸附试验(ELISA)检测。
1.3 流式细胞术检测Th17细胞 用RPMI

 

1640调

整PBMC浓度至2.0×106/mL,接种于6孔板中,加
入25

 

ng/mL佛波酯、500
 

ng/mL离子霉素及1.7
 

μg/mL莫能霉素,37
 

℃
 

5%
 

CO2 培养箱中孵育4
 

h。
然后取出细胞加入抗CD3和CD4抗体各10

 

μL,充分

混匀后室温避光孵育20
 

min,用PBS
 

清洗2次后,
1

 

200
 

r/min离心去上清液,加入固定剂固定15
 

min,
PBS清洗1次后离心去上清液,加入破膜剂室温孵育

5
 

min离心去上清液。加入抗IL-17抗体10
 

μL,室温

避光孵育20
 

min,离心去上清后加入500
 

μL
 

PBS重

悬后上机检测。圈定CD3+CD4+细胞群,进一步分析
 

Th17细胞群,其表型定义为CD3+CD4+IL-17+。
1.4 ELISA 测定血清 TL1A、IL-17和IL-23的水

平 血清TL1A、IL-17和IL-23测定均采用ELISA
法,所需试剂盒均购自美国 R&D公司,分别为 Hu-
man

 

TL1A/TNFSF15
 

DuoSet
 

ELISA(DY1319-05)、
Human

 

IL-17
 

Quantikine
 

ELISA
 

Kit(D1700)和 Hu-
man

 

IL-23
 

Quantikine
 

ELISA
 

Kit(M2300),所有步骤

均严格参照试剂盒操作说明书执行。
1.5 统计学处理 采 用 SPSS23.0和 Graphpad

 

Prism
 

8.0统计学软件进行数据处理与统计分析,正
态分布计量资料采用x±s表示,组间比较采用独立样

本t检验。不符合正态分布的计量资料组间比较采用

Mann-Whitney
 

U 检验。计数资料用百分率表示,组间

比较采用χ2 检验。使用Pearson相关系数评价变量之

间的相关性。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 纳入患者的基线特征 纳入研究的AAV患者

基线资料见表1。平均年龄为(53.17±16.89)岁,其
中男16例(31.37%)。15例为肉芽肿性多血管炎、26
例为显微镜下多血管炎和10例嗜酸性肉芽肿性多血

管 炎。在 临 床 表 现 中,肾 脏 表 现 是 最 常 见 的
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(82.35%),其 次 是 肺 部 (68.63%)和 系 统 性

(41.18%)表现。AAV患者BVAS-2003疾病活动度

评分为(16.32±7.81)分。
表1  纳入的AAV患者临床基线特征

参数 结果

年龄(x±s,岁) 53.17±16.89

性别(男/女) 16/35

类型[n(%)]

 肉芽肿性多血管炎 15(29.41)

 显微镜下多血管炎 26(50.98)

 嗜酸性肉芽肿性多血管炎 10(19.61)

ANCA类型

 MPO-AAV[n(%)] 37(72.55)

 PR3-AAV[n(%)] 14(27.45)

 BVAS-2003(x±s) 16.32±7.81

临床表现[n(%)]

 肾脏表现 42(82.35)

 肺部表现 35(68.63)

 神经系统表现 9(17.65)

 心血管系统表现 7(13.73)

 耳鼻喉、口腔黏膜表现 10(19.61)

 消化系统表现 2(3.92)

 系统性表现 21(41.18)

2.2 AAV组与对照组实验室一般资料比较 与对

照组相比,AAV组的白细胞计数(WBC)、中性粒细胞

计数(NEU)、血尿素氮(BUN)、肌酐(Cr)、尿酸(UA)

和C反应蛋白(CRP)均明显升高,差异均有统计学意

义(均P<0.05)。此外,AAV组相较对照组具有更

低水平的血红蛋白浓度(Hb)、淋巴细胞计数(LYM)、
血清清蛋白(ALB)和肾小球滤过率(GFR),差异均有

统计学意义(均P<0.05)。见表2。
表2  AAV组与对照组实验室一般资料比较(x±s)

参数 对照组 AAV组 P

WBC(×109/L) 6.25±1.23 8.37±3.68 <0.001

Hb(g/L) 126.28±30.36 101.67±36.25 <0.001

LYM(×109/L) 1.85±0.51 1.57±0.62 <0.001

NEU(×109/L) 3.51±0.72 4.67±2.39 <0.001

PLT(×109/L) 231.20±73.59 246.90±95.51 0.411

BUN(mmol/L) 5.12±1.32 21.28±12.07 <0.001

Cr(μmol/L) 73.31±20.14 328.28±328.77 <0.001

UA(μmol/L) 268.50±102.21 423.58±152.54 <0.001

ALB(g/L) 41.17±3.13 31.25±9.10 <0.001

GFR(mL/min) 81.72±15.69 51.16±30.17 <0.001

CRP(mg/dL) 0.08±0.11 8.21±3.48 <0.001

2.3 AAV患者血清TL1A、Th17、IL-17及IL-23的

变化 ELISA结果显示,与对照组相比,AAV组具有

更高水平血清IL-17(5.67±2.16
 

vs.
 

2.72±1.34)、
IL-23(12.12±4.91

 

vs.
 

7.14±2.93)和 TL1A
(22.52±7.72

 

vs.
 

10.16±4.45),差异均有统计学意

义(均P<0.05)。而流式细胞术结果显示Th17细胞

频率在AAV患者中同样显著高于对照组,差异有统

计学意义(P<0.05)。见图1。

  注:A为IL-17;B为IL-23;C为TL1A;D、E为Th17。

图1  AAV患者血清的变化
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2.4 TL1A与实验室指标及活动度评分BVAS-2003
的相关 性 分 析 Spearman相 关 性 分 析 结 果 显 示

AAV患者中血清 TL1A与血清IL-17、Th17频率、

CRP及BVAS-2003均呈显著正相关(均P<0.05)。
而与GFR呈显著负相关性(P<0.05)。与其他指标

间的相关性并不显著(均P>0.05),见图2。

图2  TL1A与IL-17、Th17、CRP、BVAS-2003及GFR间的相关性

2.5 以BVAS-2003为标准绘制血清TL1A的ROC
曲线 BVAS

 

评分总分15
 

分以上为活动期,反之则

为缓解期,本研究中活动期患者22例,缓解期患者30
例。据此绘制TL1A预测疾病活动期的ROC曲线,
血清TL1A预测AAV疾病活动期具有较好的价值,
其曲线下面积(AUC)高达0.87(95%CI:0.775

 

9~
0.966

 

3,P<0.001),最佳cut
 

off值为19.95
 

ng/

mL,灵敏度为90.48%,特异度为72.41%。并与IL-
17、IL-23、Th17及CRP进行比较,TL1A预测 AAV
疾病活动期的AUC最大,见图3。

图3  血清TL1A、IL-17、IL-23、Th17及CRP预测

AAV活动性的ROC曲线

3 讨  论

在临床实践中,急性期反应物如CRP和
 

ANCA
 

滴度是评估当前
 

AAV
 

活动度的最常见的生物标志

物[15]。然而,由于这些实验室变量的低特异性,需要

新的和便捷的替代生物标志物来更加准确地评估

AAV
 

的疾病活动性。目前,研究证实T细胞介导的

免疫反应在AAV发病机制中扮演重要角色,有报道

发现AAV
 

患者肾脏活检组织中可见大量T
 

细胞浸

润,肉芽肿组织亦可见大量淋巴细胞浸润[16]。其 T
 

细胞处于持续的活化状态,激活的T
 

细胞可通过细胞

毒效应、聚集和激活巨噬细胞等多种途径而引起组织

损伤[8]。AAV
 

患者的Th17细胞及相关效应细胞因

子异常上调,这可能是引起AAV炎症产生的重要原

因。以往研究显示在AAV患者中产生IL-17的淋巴

细胞数量增加,活动期血清IL-17水平更高[17]。此

外,在AAV患者的肾小球和肾间质中观察到IL-17
阳性细胞存在,并证实 AAV患者的肾组织中IL-17

 

mRNA表 达 增 加[18]。近 期 越 来 越 多 的 证 据 表 明

Th17活化在
 

AAV
 

的发病机制中起关键作用。作为

Th17细胞分化的关键调节因子,TL1A在多种自身

免疫性疾病,如类风湿关节炎、强直性脊柱炎、炎症性

肠病、原发性胆汁性肝硬化和银屑病中均已被证实显

著升高并与疾病活动相关[19],但其在AAV患者中如

何变化,并不清楚。
在本研究中,血清TL1A水平在AAV患者中显

著升高,与
 

BVAS-2003显著相关。此外,血清TL1A
与Th17细胞及其相关效应细胞因子亦存在显著正相

关性,提示其可能在 AAV中扮演调控Th17细胞的

角色。SUN等[20]发现在与骨关节炎患者和健康对照

者相比,类风湿关节炎患者血清和关节液中TL1A水

平显著升高,且血清水平与类风湿关节炎特异性自身
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抗体相关,包括类风湿因子和抗瓜氨酸蛋白抗体。且

TL1A刺激后来自类风湿关节炎患者的外周血单核

细胞所产生的抗体显著升高。但该研究并未发现血

清TL1A
 

水平与类风湿关节炎疾病活动之间的相关

性。值得注意的是,本研究中的ROC曲线结果显示

血清TL1A水平预测 AAV患者疾病活动度具备较

好的性能,可能是评估
 

AAV
 

疾病活动的潜在生物标

志物。血清TL1A水平与 AAV
 

疾病活动之间的显

著关联在理论上可能是因为TL1A可以由活化的T
淋巴细胞和巨噬细胞分泌[21],而这些细胞在AAV的

发病机制中起重要作用。T淋巴细胞活化标志物在

AAV患者血清中升高。此外,ANCA的IgG亚型主

要由IgG1和IgG4组成,提示需要T
 

细胞参与 AN-
CA的同种型转换[22]。多项研究发现,持续T细胞浸

润及活化与AAV相关,并最终导致终末期肾脏病,而
巨噬细胞可能会在血管炎靶组织中积聚,并在急性炎

症消退后的损伤反应阶段引起
 

AAV
 

中的器官损

伤[23-24]。这些结果支持血清TL1A可能是评估AAV
活性的生物标志物的证据。其次,由于血管损伤,内
皮细胞可以分泌血清TL1A。有研究表明AAV中血

管损伤和血管生成的循环分子水平显著增加[24]。因

此,推测当发生广泛的血管损伤和血管生成时,血清

TL1A水平会上调。或者,TL1A也可能通过增加趋

化性、细胞黏附和血管内皮细胞迁移与AAV炎症直

接相关,从而导致血管损伤增加。有研究表明,TL1A
在同为广泛血管损伤的川崎病患者中显著上调[25],这
也间接支持这一假说。

总之,本研究初步发现血清TL1A在AAV患者

中异常上调,且与同样升高的 Th17细胞密切相关。
此外,与BVAS-2003的显著相关性及ROC曲线结果

表明血清TL1A可能成为 AAV患者疾病活动度评

价的新的生物标志物。当然,这有必要在未来的研究

中扩大样本量进一步验证,且需利用TL1A敲除的动

物模型探究TL1A参与AAV发病过程的分子机制。
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