
#

!

通讯作者#

*BE

!

&+//)6$-66(

%

0#JF:E

!

EOL+)+'

"

5:<F,C9J

)

!论
!!

著!

+'

例多发性硬化患者
*A&6

细胞及相关细胞因子的检测

于
!

周&

!吕志宇)

!李作孝)

#

"

&,

四川省凉山彝族自治州第一人民医院神经内科!西昌
!

(&'...

#

),

泸州医学院

附属医院神经内科!四川泸州
!

(-'...

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨多发性硬化"

!1

$患者外周血
*A&6

细胞水平及相关细胞因子的意义%方法
!

采用流式细胞分析法检测

+'

例
!1

患者"

!1

组$和
).

例健康者"对照组$外周血
*A&6

细胞占
%R-

a

*

细胞比例!

04X1=

法检测外周血
X4#&6

&

X4#)+

水平%

结果
!

!1

组患者外周血
*A&6

'

%R-

a

*

细胞比例*"

&,$-̂ .,+)

$

7

+显著高于对照组*"

.,(.̂ .,)'

$

7

+!差异有统计学意义"

!

%

.,.&

$#

!1

组患者外周血
X4#&6

&

X4#)+

水平亦明显高于对照组*

X4#&6

)

!1

组"

($,.&̂ &$,)$

$

<

M

'

4

&对照组"

)',$-̂ &',(&

$

<

M

'

4

#

X4#)+

)

!1

组"

''.,/.̂ &&),.(

$

<

M

'

4

&对照组"

&'/,6/̂ ++,&$

$

<

M

'

4

!"

!

%

.,.&

$+%患者外周血
X4#&6

水平与
X4#)+

水平呈正相关

"

8̀ .,6+&

!

!

%

.,.&

$%结论
!

!1

患者外周血
*A&6

'

%R-

a

*

细胞比例增加!相关细胞因子
X4#&6

&

X4#)+

水平升高!

*A&6

细胞可

能参与了
!1

的发生与发展%

关键词"多发性硬化#白细胞介素#

*A&6

细胞

89:

!

&.,+$($

"

;

,:55<,&(6&#/+-/,).&&,.6,../

文献标识码"

=

文章编号"

&(6&#/+-/

"

).&&

$

.6#.(--#.)

K$'$8'(")"1L/%68$%%0&)4#$%&'$48

-

'"E()$0()+'8&0$0"1.7%'(

,

%$08%$#"0(0

$#K/%#

&

#

JDK/,

>

#

)

#

J,K#%F,)%

)

#

$

&6+

7

)89*+&9%

:

Q+#8%A%

'>

#

",8@9(%@

7

,9)A%

:

J,)&

'

@/)&

#

1,=/)&

'

#

.,=/#)&(&'...

#

;/,&)

%

)56+

7

)89*+&9%

:

Q+#8%A%

'>

#

O

::

,A,)9+<(%@

7

,9)A%

:

J#M/%#B+<,=)A;%AA+

'

+

#

J#M/%#

#

.,=/#)&(-(...

#

;/,&)

&

9*0'#&8'

!

:*

;

$8'(<$

!

*9:<PB5>:

M

F>B>ABEBPBE59K*ABE

I

&6CBEE5

$

*A&6

&

F<8DBEF>B8C

@

>9V:<B5:<>AB

I

F>:B<>5H:>AJ?E>:

I

EB5CEB#

D95:5

$

!1

&

F<8>AB:D5:

M

<:K:CF<CB>9CE:<:C,=$'/"40

!

X4#&6F<8X4#)+EBPBE5K9DJ?E>:

I

EB5CEBD95:5

I

F>:B<>5F<8C9<>D9E5HBDBBPFE?F#

>B8G

@

B<O

@

JB#E:<VB8:JJ?<9F55F

@

,*ABKDB

N

?B<C:B59K*A&6:<%R-

a

*CBEE5HBDBCABCVB8G

@

KE9HC

@

>9JB>:CF<FE

@

5:5,>$07%'0

!

*AB

KDB

N

?B<C:B59K*A&6:<

I

BD:

I

ABDFEGE998HBDBK9?<8>9GB5:

M

<:K:CF<>E

@

A:

M

ABD:<>AB

I

F>:B<>5H:>AJ?E>:

I

EB5CEBD95:5

$

!

%

.,.&

&

,*A&6

>

@I

BC

@

>9V:<BX4#&6F<8X4#)+JFDVB8E

@

:<CDBF5B8:<J?E>:

I

EB5CEBD95:5

I

F>:B<>5

'

X4#&6

!

!1

$

($,.&̂ &$,)$

&

<

M

"

4

#

C9<>D9E

$

)',$-̂

&',(&

&

<

M

"

4

(%

X4#)+

!

!1

$

''.,/.̂ &&),.(

&

<

M

"

4

#

C9<>D9E

$

&'/,6/^++,&$

&

<

M

"

4

#$

!

%

.,.&

&

,"EF5JFC9<CB<>DF>:9<9KX4#&6HF5

I

95:>:PBE

@

C9DBEF>B8H:>AC9<CB<>DF>:9<9KX4#)+:<J?E>:

I

EB5CEBD95:5

I

F>:B<>5

$

8̀ .,6+&

#$

!

%

.,.&

&

,!")8%70(")

!

*ABKDB

N

?B<C:B59K

*A&6CBEE5F<8*AE6>

@I

BC

@

>9V:<B5:<>AB

I

F>:B<>5H:>AJ?E>:

I

EB5CEBD95:5JF

@

5?

MM

B5>F

I

9>B<>:FED9EB:<

I

D9

M

DB55:9<F<85>FG:E:>

@

9K

J?E>:

I

EB5CEBD95:5,

?$

-

+"#40

!

J?E>:

I

EB5CEBD95:5

%

:<>BDEB?V:<

%

*ABE

I

&6CBEE

!!

新近研究发现#机体存在一种新型的
%R-

a 效应性
*

细

胞000

*A&6

细胞#该细胞具有独立的分化和发育调节机制#因

其主要分泌
X4#&6

#不表达干扰素
#

1

$

:<>BDKBD9<#

1

#

X3Q#

1

&和
X4#

-

#故被命名为
*A&6

细胞$

*ABE

I

&6CBEE
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*A&6

细胞已经被

证实在部分自身免疫性疾病*感染等疾病中发挥重要的作用#

但与多发性硬化$

J?E>:

I

EB5CEBD95:5
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!1

&的相关报道较少)本

实验通过对
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患者外周血
*A&6

"
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*

细胞比例及相关细

胞因子
X4#&6

*

X4#)+

水平的检测#探讨
!1

患者
*A&6

细胞比

例与功能变化及其意义)

@
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资料与方法
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!

一般资料
!

选取泸州医学院附属医院神经内科
)..$

年
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月住院
!1

患者
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例#男
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例#女
)+

例%平均年龄$

+(̂

/

&岁#均符合
)..'

年新修订的
!C89<FE8

诊断标准%对照组选

取该院门诊健康体检者
).

名#平均年龄$

+-^$

&岁)排除标

准!$

&

&并发严重心*肝*肾功能不全%$

)

&脑出血*脑梗塞及其他

脑部合并症%$

+

&急*慢性感染%$

-

&合并其他自身免疫性疾病%

$

'

&肿瘤%$

(

&合并妊娠%$

6

&应用免疫调节剂*非甾体类抗炎药

物者)

@,A

!

方法
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仪器与试剂
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&*离子霉素$
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&和蛋白质转运抑制剂莫能霉素

$
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&(%淋巴细胞分离液$比重
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为上

海君创生物科技有限公司生产%人
X4#&604X1=

试剂盒为
Y:9#

59?DCB

公司生产%人
X4#)+04X1=

试剂盒为
YB<8BD !B81#

B5>BJ5

公司生产)
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标本收集
!

于入院第
)

天$体检&清晨从研究对象肘静

脉采取空腹血标本)标本置入肝素钠抗凝管内%分离外周血单

个核细胞$

"Y!%

&用于流式细胞学检测)外周血离心后取血

浆保存于
W/.S

低温冰箱内用于
04X1=

检测细胞因子)

@,A,B

!

*A&6

细胞流式检测
!

将肝素抗凝静脉血用
3:C9EE

淋

巴细胞分离液提取
"Y!%

#用
2"!X#&(-.

调整细胞浓度至
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--(

重庆医学
).&&

年
+

月第
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卷第
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期
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孔培养板后加入刺激剂
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#
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和
J9<B5:<'..

#

M

"

4

#在
+6 S

*
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)

细胞培养箱培养
-A

)收集细胞#根据计数等分为测定管和同

型对照管#加入
).

#

M

"

#

4"0

标记的抗鼠
%R-

a单抗#

-S

避光

孵育
+.J:<

)

"Y1

洗涤
)

次#固定液室温避光固定反应
).J:<

后离心弃上清液#

"Y1

洗涤
)

次)加入破膜剂进行细胞打孔利

于细胞因子单抗进入细胞#离心弃上清液后进行胞内细胞因子

染色)测定管中加入
3X*%

标记的
X4#&6=.,'

#

M

#对照管中

加入相应的同型对照#

-S

避光孵育
+.J:<

#

"Y1

洗涤
)

次后

上机检测)
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X4#&6
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X4#)+

水平的检测
!

用
04X1=

试剂盒分别检测

研究对象外周血
X4#&6

*

X4#)+

水平#操作过程按产品说明书

进行)

@,B
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统计学处理
!

所有数据应用
1"11&',.

软件进行分析)

计量资料以
F @̂

表示#计量资料两组均数比较用
9

检验#变量

间相互关系采用
"BFD59<

直线相关分析#以
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为差异有

统计学意义
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结
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果
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两组外周血
X4#&6
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细胞比例比较
!

实验结果显

示
!1

组外周血
*A&6
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*

细胞比例'$

&,$-̂ .,+)
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7

(明

显高于对照组'$

.,(.^.,)'

&

7

(#差异有统计学意义$

!
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.,.&

&)

A,A

!

两组外周血
X4#&6

及
X4#)+

水平比较
!

!1

组外周血
X4#

&6

及
X4#)+

水平均较对照组明显增高$

!

%

.,.&

&#见表
&

)进

一步相关分析显示
X4#&6

水平与
X4#)+

水平呈正相关$
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.,6+&
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两组外周血
X4#&6

及
X4#)+
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!!!
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组患者
X4#&6

水平与
X4#)+

水平的相关性分析
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讨
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*

细胞是
!1

发病过程中的主要效应细胞'

&

(

)它有

多个细胞亚群#各细胞亚群间相互作用#相互影响#彼此间保持

相对的动态平衡#其间任一环节异常均会打破平衡#引起免疫

缺陷病或自身免疫性疾病)

*A&6

细胞是由天然
*

细胞前体分化而来#具有独立的分

化和发育调节机制#因其主要分泌
X4#&6

#不表达
X3Q#

1

和
X4#

-

#故被命名为
*A&6

细胞)有研究发现转化生长因子
#
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K9DJ:<

MM

D9H5KFC>9D#

/

#

*U3#

/

&与
X4#(

或者
X4#)&

的协同作用

是诱导
*A&6

细胞分化的关键因素#而
X4#)+

在促进
X4#&6

分

泌*增强
*A&6

细胞效应功能方面发挥重要作用'

)

(

)现证实

2_2#

1

>

$

DB>:<9:8#DBEF>B89D

I

AF<DBCB

I

>9D5#

1

>

&是促进
*A&6

细

胞分化*调节其功能的特异性转录调节因子'

+#-

(

)

*A&6

细胞分

泌的细胞因子除了
X4#&6

$

X4#&6=#X4#&63

&外#还包括
X4#)&

*

X4#))

*

X4#(

*肿瘤坏死因子
#

,

$

>?J9D<BCD95:5KFC>9D#

,

#

*Q3#

,

&

等细胞因子'

'

(

)目前#在多种自身免疫性疾病#包括类风湿关

节炎*系统性红斑狼疮$

140

&*哮喘等患者的血清及组织中检

测到了
X4#&6

的高表达'

(#&.

(

)有学者发现
140

患者中
X4#&6

的

表达水平升高#在人肾脏移植中也出现
X4#&6

蛋白在前期排斥

中表达升高)与上述发现一致的是
X4#&6

缺陷小鼠或用
X4#&6

受体拮抗剂处理的小鼠表现出对佐剂诱导的关节炎或者实验

性自身免疫性脑脊髓膜炎的抵抗'

&&#&)

(

)

近期关于
*A&6

细胞的鉴定*分化*调节的机制已有较多

研究和进展#但作为
%R-

a

*

效应性
*A&6

细胞在
!1

患者中

的比例与功能改变尚未见报道)本研究结果显示
!1

患者外

周血
*A&6

细胞比例显著高于对照组#同时
X4#&6

的水平也明

显高于对照组#说明
*A&6

细胞比例升高与细胞功能增强是一

致的)由此推测
*A&6

细胞作为一种新发现的病理性效应

%R-

a

*

细胞可能通过
X4#&6

的促炎效应#加重机体的病理性

免疫应答反应#参与炎性脱髓鞘并促进
!1

发生*发展)因为

X4#)+

是由抗原提呈细胞$

F<>:

M

B<

I

DB5B<>:<

M

CBEE

#

="%

&分泌的

促炎性细胞因子#是
X4#(

家族的一员#由一个独特的
I

&$

亚基

以及与
X4#&)

共用的
I

-.

亚基组成#是诱导人
*A&6

细胞分化

和
X4#&6

产生的重要细胞因子#在自身免疫性疾病的发生*发

展中发挥关键作用'

&+

(

#本研究进一步测定了外周血
X4#)+

水

平#结果显示
!1

组患者外周血
X4#)+

水平也明显高于对照

组#从而提示
X4#)+

通过促进
*A&6

细胞分化和
X4#&6

产生参

与
!1

发病与疾病进展)

*A&6

细胞亚群比例变化证实了
%R-

a细胞亚群功能失衡

导致
!1

发病免疫学机制的观点#

*A&6

细胞比例及相关细胞

因子的变化反映了
!1

整个复杂免疫反应异常的一个环节#对

*A&6

细胞在
!1

发病机制中作用的研究可以进一步揭示
!1

的发生*发展机制#有望成为治疗
!1

的新靶点)
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早期诊断*预后判断具有一定价值#并有可能成为乳腺癌治疗

的潜在靶点)
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