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类风湿关节炎"
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#是一种以慢性破

坏性关节病变为特征的全身性自身免疫性疾病%以双手&腕&

膝&踝和足关节的对称性多关节炎为主要表现%其病因及发病

机制目前尚不明确*
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$研究发现
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m

R

细胞亚群失衡及各

种细胞因子和炎症介质的异常表达在
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发病中起重要作用,
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m调节性
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细胞"
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#具有免疫应答负调节和免

疫无反应性两大功能%在
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发病和进展中起负调控作用*

%

+

%

而白细胞介素"
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#

.&'

是
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3

细胞发挥最大抑制效应所必需

的一种抑制性细胞因子$

*P.&'

属于
*P."%

细胞因子家族%主

要由
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3

细胞分泌$小鼠体内实验表明%体内
*P.&'

的表达

缺失降低了
RC@
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细胞的抑制功能%与野生型
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相比%

*P.&'

缺陷的
RC@

3

细胞不能控制效应
R

细胞的增殖*

&
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$目前国内

对
>?

患者
RC@

3

细胞及其所分泌的
*P.&'

的相关研究和报道

较少%因此本研究拟观察
>?

患者外周血中
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细胞和
*P.&'

表达及其与临床指标的相关性$
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资料与方法

!9!

"

一般资料
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年
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月至
%$"8

年
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月在成都军

区总医院就诊并确诊为
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的患者
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例"
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组#%均符合

"+!#

年美国风湿病学会诊断标准*
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$其中男
+

例%女
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例%

年龄
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"
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岁%部分患者经过抗风湿药物或激素治疗%根据
%!

%%8

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期

!

基金项目!国家自然科学基金资助项目"

!"&$%'+8

&

!"&$"=!=

#,成都军区总医院院管课题"

%$"&_S.O$8=

#$

"

作者简介!熊怡淞"

"+!&,

#%

主管技师%博士研究生%主要从事自身免疫性疾病的诊治研究$
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通信作者%
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!根据前向角散射光"

U()

#和侧向角散射光"

(()

#圈出淋巴细胞门
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,

O

!根据
)L=

表达圈出
)L=

m

R

细胞,

)

!

>?

患者
)L=

m

R

细胞中

\4A

7

&

及
)L%'

表达,

L

!

W?

患者
)L=

m

R

细胞中
\4A

7

&

及
)L%'

表达,

-

!健康者
)L=

m

R

细胞中
\4A

7

&

及
)L%'

表达

图
"
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检测外周血
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表达

关节疾病活动度评分"

L?(%!

#评估目前疾病活动程度!

L?(%!g$9'8l

"压痛关节数#

"

)

%

m$9%!l

"肿胀关节数#

"

)

%

m

$9#$lP5

*红细胞沉降率"

->(

#+

m$9$"=l

"患者健康状况评

分#$选择同时期骨关节炎"

4<B@40CBGC1B1<

%

W?

#患者
%%

例"

W?

组#%其中男
!

例%女
"=

例%年龄
&!

"

8+

岁$选择同期健康体

检者
%8

例"对照组#%其中男
!

例%女
"!

例%年龄
"#

"

8'

岁$

本研究通过该院伦理委员会批准并已获得入选对象的知情同

意$排除标准!合并其他自身免疫性疾病及高血压&糖尿病&冠

心病&肿瘤性疾病&急慢性感染&传染性疾病%合并严重并发症%

孕妇及哺乳期妇女$
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方法
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仪器与试剂
"

OLU?)()05B4

$

流式细胞检测仪购自

美国
OL

公司,低速离心机"

QL).=$

型#购自河北白洋离心机

厂,酶标仪购自美国
O14.C0;

公司,洗板机
=$'P(

购自美国

O14B@Z

公司,

)L=.U*R)

荧光单克隆抗体&

)L%'.M-

荧光单克

隆抗体&

U4A

7

&.?2@A0U2D4C

-

8=#

荧光单克隆抗体&破膜剂"

OL

)

I

B4\1A

)

)

I

B4

7

@C/

#购自美国
O@:B45L1:Z15<45

公司,牛血清清

蛋白"

O(?

#购自瑞士
>4:G@

公司,人
*P.&'

细胞因子检测试剂

盒购自美国
J

I

O14(4DC:@

公司,人淋巴细胞分离液"

U1:422.

K

I7

0

d

D@

#购自国药集团化学试剂有限公司$

!9"9"

"

标本采集
"

采集各组对象空腹静脉外周血标本%用

-LR?.Q

%

抗凝处理%于
!G

内分析检测%用人淋巴细胞分离液

分离外周血单个核细胞"

MOJ)

#%

MO(

清洗重悬%制成浓度为

"9$l"$

#

)

/P

细胞悬液用于流式细胞术"

U)J

#检测$全血标

本
&$$$C

)

/15

离心
'/15

分离血浆用于细胞因子检测$

!9"9#

"
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细胞的检测
"

"

"

#取流式上样管%加入各
8

*

P

的

)L=

和
)L%'

单抗及
"$$

*

PMOJ)

悬液%混匀%室温避光放置

%$/15

,"

%

#混匀细胞%加入
%'$

*

POL)

I

B4\1A

)

)

I

B4

7

@C/

%混

匀%

=f

放置
%$/15

,"

&

#加入
"/POLM@C/

)

X0<G

RJ

HD\\@C

%

"'$$C

)

/15

水平离心
'/15

%弃上清液%沾干,"

=

#重复第
&

步

再洗
"

遍,"

'

#将细胞重悬于
'$

*

POLM@C/

)

X0<G

RJ

HD\\@C

%

加入
\4A

7

&

抗体
"$

*

P

%混匀%

=f

放置
&$

"

8$/15

,"

8

#重复步

骤
&

洗
%

遍%弃上清液%细胞重悬于
'$$

*

PMO(

中%用
OL

U?)()05B4

$

U)J

检测%

L1E0

软件分析结果$

!9"9$

"

*P.&'

的检测
"

用
-P*(?

方法检测血浆
*P.&'

水平%

操作按试剂盒说明书进行$

!9#

"

统计学处理
"

应用
(1

3

/0(B0B&9'

软件包进行统计分析%

对于正态分布及接近正态分布的计量资料用
EcK

表示%各组

间均数首先进行方差齐性检验%如满足方差齐性%多组间比较

采用方差分析%两组间比较采用
B

检验%两组间相关性分析采

用
M@0C<45

直线相关分析%以
!

$

$9$'

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"9!

"

&

组对象外周血中
RC@

3

细胞水平比较
"

U)J

分析
RC@

3

表达%见图
"

$结果发现%

>?

组患者外周血中
RC@

3

"

)L=

m

)L%'

m

\4A

7

&

m

R

#细胞占
)L=

m

R

细胞百分率较对照组明显升

高"

!

$

$9$'

#,

W?

组患者
RC@

3

表达比
>?

患者高%但差异无

统计学意义"

!g$9$!8

#$

&

组对象
\4A

7

&

的荧光强度比较%差

异无统计学意义"

!

%

$9$'

#%见表
"

$

表
"

""

&

组对象
RC@

3

表达率及
\4A

7

&

"""

荧光强度的比较&

EcK

(

组别
+ RC@

3

表达"

T

#

U4A

7

&

荧光强度

>?

组
=' '98'c%9&&

0

"&!89%"c%!#9'8

W?

组
%% 898'c%9'"

0

"=&&9%'c&'89='

对照组
%8 =9"%c"9#' "&"&9==c"'89#'
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0

!

!

$

$9$'

%与对照组比较

"9"

"

>?

患者不同组别外周血
RC@

3

细胞水平比较
"

根据

L?(%!

评分将
>?

患者分成
=

组%

L?(%!

评分越高的患者%其

外周血
RC@

3

细胞数量和
\4A

7

&

荧光强度越低%

RC@

3

百分数在

各组间比较差异有统计学意义"

!

$

$9$"

#%而
\4A

7

&

的荧光强

度在各组间比较%差异无统计学意义"

!

%

$9$'

#%见表
%

$

表
%

""

>?

患者不同
L?(%!

评分
RC@

3

表达及
\4A

7

&

"""

荧光强度的比较&

EcK

(

L?(%!

"分#

+ RC@

3

表达"

T

#

U4A

7

&

荧光强度

$

%98 "" #9+!'c&9!&" "='&9'&=c&#&9#=%

%98

"$

&9% %" 89$$+c%9=&=

0

"="!9!$%c&%=9'%8

&9%

"

'9" + &98&'c"9&"8

0H

"%!'9'8%c%#!9&="

%

'9" = "9!%"c$9!!=

0H:

"%'89=&%c%'89&%'

""

0

!

!

$

$9$"

%与小于
%98

分比较,

H

!

!

$

$9$"

%与
%98

"$

&9%

分比

较,

:

!

!

$

$9$"

%与
&9%

"

'9"

分比较

"9#

"

转录因子
\4A

7

&

表达与
)L%'

表达的相关性
"

将
)L=

m

R

细胞根据
)L%'

表达荧光强度不同分为
M&

&

M=

&

M'&

群%分别

显示每群细胞
\4A

7

&

表达情况"图
%

#$

\4A

7

&

主要表达于高表

达
)L%'

的
)L=

m

R

细胞%中等程度表达
)L%'

的细胞中也含

有少量
\4A

7

&

阳性细胞$可见
\4A

7

&

表达与
)L%'

表达呈正相

关性$

"9$

"

&

组对象
*P.&'

水平比较
"

>?

&

W?

&对照组血浆
*P.&'

分别为"

&=9%%c"=9&'

#&"

#!98&c%=9'!

#&"

8#9'8c%'9=&

#

5

3

)

P

%

>?

组外周血中
*P.&'

水平明显低于
W?

组及对照组

"

!

$

$9$'

#,

*P.&'

在
>?

患者
L?(%!

$

%98

分&

%98

"$

&9%

分&

&9%

"

'9"

分&

%

'9"

分组分别为"

'$9'&c"89==

#&"

=%9+&c

"&9'&

#&"

#9+#c=9'%

#&"

%9#$c"9#=

#

5

3

)

P

%

L?(%!

评分越高

*P.&'

水平越低%各组间比较差异有统计学意义"

.g&$9#%'

%

!

$

$9$"

#%见图
&

$

"9%

"

>?

患者
RC@

3

数量与
>?

实验室指标相关性分析
"

相

&%8

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



关性分析发现%

>?

患者
RC@

3

数量与类风湿因子"

>U

#&

)

反应

蛋白&抗环瓜氨酸肽"

))M

#抗体无相关性%而与
-(>

&

L?(%!

评分呈负相关"

Ag,$9%%&

&

,$9&=&

%

!g$9$%&

&

$9$""

#$

*P.

&'

水平与
L?(%!

评分呈负相关"

Ag,$9&8!

%

!g$9$$!

#$

图
%

""

\4A

7

&

表达与
)L%'

表达的相关性

""

0

!

!

$

$9$'

%与
>?

组比较,

H

!

!

$

$9$"

%与小于
%98

分比较,

:

!

!

$

$9$"

%与
%98

"$

&9%

分比较,

;

!

!

$

$9$"

%与
&9%

"

'9"

分比较

图
&

""

各组间
*P.&'

水平比较

#

"

讨
""

论

""

目前
>?

病因和发病机制尚不完全清楚%但一般认为与机

体的自身免疫耐受被打破有关*

'

+

$

RC@

3

细胞是一群具有免疫

负调控作用的
R

淋巴细胞亚群%健康人外周血
RC@

3

细胞占

)L=

m

R

细胞的
'T

"

"$T

%其在维持机体自身免疫耐受方面

发挥着极为重要的作用*

8

+

$

RC@

3

细胞主要通过以下
&

个方面

发挥免疫抑制作用!"

"

#细胞直接接触介导抑制,"

%

#分泌抑制

性细胞因子%如
*P."$

&

RSU.

'

&

*P.%

等,"

&

#表达抑制性转录因

子
\4A

7

&

*

#.+

+

$

*P.&'

是
*P."%

家族成员之一%主要由
RC@

3

细胞产生$

*P.&'

由
M&'

亚基和
-O*&

亚基构成%其中
M&'

亚基与
*P."%

M&'

亚基相同%

-O*&

亚基与
*P.%#-O*&

亚基相同$小鼠体内

实验表明%

*P.&'

的表达缺失降低了
RC@

3

细胞的抑制功能*

&

+

%

与野生型
RC@

3

细胞相比%

*P.&'

缺陷的
RC@

3

细胞不能控制效

应
R

细胞的增殖$

N*-LO?P?

等*

"$

+证明%构建的
-O*&.M&'.

U:

融合蛋白体外能促进
)L=

m

)L%'

m

RC@

3

细胞增殖%抑制

)L=

m

)L%'.R

细胞增殖%体外和体内均能抑制
RG"#

细胞的分

化%抑制
*P."#

分泌%增强干扰素
%

"

*UN.

%

#的产生%改善胶原性

关节炎"

)*?

#症状$

*P.&'

对
)L=

m和
)L!

m

R

细胞有抑制功

能%但仅局限于外周血成熟
R

细胞$

*P.&'

能诱导
)L=

m

)L&+

m

)L%'

m

R

细胞产生
*P."$

%从而阻止
)*?

的发生和恶

化*

""."%

+

$

本研究发现%

>?

患者外周血
RC@

3

细胞数量增加%但
*P.

&'

却明显低于对照组%说明具有负向调控功能的
*P.&'

在
>?

表达降低%免疫耐受遭到破坏$但
RC@

3

细胞数量却增加%有可

能其处于免疫'无能(状态%功能与正常
RC@

3

细胞不一致%不能

发挥有效的免疫负调控功能$由于本研究中部分
>?

患者经

过治疗%不能反映原始的发病状态%因此通过
L?(%!

评分对

>?

患者进一步分组研究%发现不同组别
RC@

3

和
*P.&'

表达存

在较大差异%

L?(%!

评分越高%代表疾病活动度越大%其
RC@

3

细胞比例和
*P.&'

表达均降低%说明在疾病活动期%外周血中

的
RC@

3

细胞数量及功能均受一定程度的抑制%负调控能力减

弱%机体处于免疫激活状态$而疾病恢复期
RC@

3

细胞数量和

分泌
*P.&'

功能均增强%甚至超过对照组%使机体处于免疫抑

制状态$本研究还发现%

RC@

3

细胞与
>?

病程具有一定相关

性%并与
->(

和
L?(%!

评分呈负相关%而与
>U

和
)

反应蛋白

均无相关性$

RC@

3

细胞分泌
*P.&'

的水平也与疾病活动度指

标
L?(%!

评分呈现负相关关系$

有文献报道
>?

患者外周血
RC@

3

细胞及
*P.&'

减少%关

节液中
RC@

3

细胞增加*

"&."8

+

$也有研究发现
>?

患者外周血

RC@

3

细胞数量与对照组相比无变化或增高*

"#."!

+

$造成这些研

究结果差异的可能因素有!"

"

#

>?

患者的活动度及不同病程

的影响%患者处于风湿病的活动期%其
RC@

3

细胞的表达可能降

低%而处于非活动期的患者其
RC@

3

细胞的表达可能跟健康者

相同或者高于健康者$"

%

#用药情况%某些患者用药物治疗后%

能部分改善机体免疫功能%重建机体对自身抗原的免疫耐受%

其中
RC@

3

细胞就是重要的负调控细胞%其表达可能会增

加*

"+

+

$"

&

#本研究中
>?

患者
RC@

3

表达虽高于对照组%但其

*P.&'

水平降低%说明其发挥正常的免疫抑制能力减弱%可能属

于功能缺陷的
RC@

3

细胞$"

=

#实验样本群及抽样误差造成的

影响$

综上所述%

RC@

3

细胞及其分泌的
*P.&'

有可能是影响
>?

发生&发展的重要因素%目前%对于此方面的研究尚待进一步完

善%若研究清楚这些将对
>?

的发病及治疗提供有力的理论

依据$
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