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·临床研究·

ＨＬＡＢ２７阳性强直性脊柱炎患者淋巴细胞含量、ＤＫＫ１和

ＢＭＰ２因子表达研究

刘　华，董　青△

（江苏省苏州市中医院检验科　２１５００７）

　　摘　要：目的　研究 ＨＬＡＢ２７阳性强直性脊柱炎（ＡＳ）患者淋巴细胞含量、ＤＫＫ１和骨形成蛋白２（ＢＭＰ２）因子表达特点及

临床意义。方法　采用流式细胞术分别检测患者及健康者ＣＤ４＋Ｔ、ＣＤ８＋Ｔ、Ｂ及ＮＫ细胞百分率，并分析ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ比值，

应用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）分别检测患者及健康者ＤＫＫ１和ＢＭＰ２因子的表达。结果　与对照组相比，ＨＬＡＢ２７阳性ＡＳ

患者总Ｔ细胞含量百分比显著下降，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｂ细胞含量百分比显著升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５），

ＤＫＫ１和ＢＭＰ２的表达均显著上升，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　免疫系统及ＤＫＫ１和ＢＭＰ２异常可能是ＨＬＡＢ２７阳

性ＡＳ发病机制之一，值得进一步深入研究。
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　　强直性脊柱炎（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ，ＡＳ）是一种危害骨

骼系统与自身免疫相关的慢性疾病，症状表现为关节部位疼

痛，行动不便，严重者甚至丧失活动能力，病理实验显示为关节

的纤维化和骨性强直，进一步研究表明该疾病与人类白细胞抗

原 ＭＨＣⅠ类分子 ＨＬＡＢ２７高度相关，ＨＬＡＢ２７阳性成为

ＡＳ的诊断指标之一
［１］。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ（ＤＫＫ１）是一种含有２个富

半胱氨酸区域的分泌性糖蛋白，参与抑制 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信

号［２］，通过多种级联反应抑制成骨细胞，激活破骨细胞，破坏成

骨与溶骨失衡。骨形成蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，

ＢＭＰ２）是一种生长因子，在体内、体外均有较强的骨诱导活

性，可以使碱性磷酸酶的活性增高、骨桥蛋白、骨钙蛋白及１型

胶原蛋白合成增加［３］。本研究通过流式细胞术检测淋巴细胞

亚群在Ｂ２７阳性患者和健康人之间的差别，通过酶联免疫反

应检测ＤＫＫ１和ＢＭＰ２在 ＡＳ患者和健康人中的含量，探讨

淋巴细胞亚群的结构与 ＡＳ患病的关系，并进一步深入研究

ＤＫＫ１和ＢＭＰ２与ＡＳ疾病之间的关系，为研究ＡＳ疾病提供

新的参考依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机抽取３０例 ＨＬＡＢ２７阴性健康受试者

（对照组），６０例 ＨＬＡＢ２７阳性住院患者（ＡＳ组），符合 ＡＳ诊

断标准。所有受试者均于当天抽取外周静脉血２ｍＬ，ＥＤＴＡ

２Ｋ抗凝，标本在６ｈ之内测定。

１．２　仪器与试剂　流式细胞仪购自美国ＢＤ公司；酶标仪、洗

板机购自芬兰雷勃公司；离心机购自德国艾本德公司；隔水式

培养箱购自海门市恒昌仪器厂。ＣＤ３ＦＩＴＣ／ＣＤ８ＰＥ／ＣＤ４５

ＰｅｒＣＰ／ＣＤ４ＡＰＣ（ＣａｔＮＯ：３４０４９９ｔ）、ＣＤ３ＦＩＴＣ／ＣＤ１６＋５６

ＰＥ／ＣＤ４５ＰｅｒＣＰ／ＣＤ１９ＡＰＣ（ＣａｔＮＯ：３４０５００＋）购自 ＢＤ公

司；人ＤＫＫ１和ＢＭＰ２酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购

自上海沪尚生物科技有限公司。

１．３　方法

１．３．１　流式细胞仪标本处理　选２支试管，分别加入ＣＤ３

ＦＩＴＣ／ＣＤ８ＰＥ／ＣＤ４５ＰｅｒＣＰ／ＣＤ４ＡＰＣ、ＣＤ３ＦＩＴＣ／ＣＤ１６＋５６

ＰＥ／ＣＤ４５ＰｅｒＣＰ／ＣＤ１９ＡＰＣ２０μＬ，将标本充分混匀，分别加

入５０μＬ标本，振荡器上充分混匀，避光放置１５ｍｉｎ；加入溶血

素２ｍＬ，充分振荡，避光放置１０ｍｉｎ。１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ

弃上清液，加入生理盐水２ｍＬ振荡，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ

弃上清液，加入生理盐水１００μＬ，充分振荡混匀，待测。

１．３．２　流式细胞仪器设置及数据分析　采用ＦＡＣＳＣｏｍｐ调

整仪器ＦＳＣ、ＳＳＣ、ＦＬ１、ＦＬ２、ＦＬ３、ＦＬ４的电压及补偿。采用

ＣＥＬＬＱｕｅｓｔ软件获取２００００个淋巴细胞，分析ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、
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表１　　对照组与ＡＳ患者的淋巴细胞亚群百分比（狓±狊）

组别 狀 Ｔ ＣＤ４＋ ＣＤ８＋ ＣＤ４＋Ｔ／ＣＤ８＋Ｔ Ｂ ＮＫ

对照组 ３０ ６１．４７±５．２３ ３１．５０±５．２０ ２３±６．０６ １．４４±０．４２ １０．８６±２．３７ １９．５０±７．３７

ＡＳ组 ６０ ５４．９１±８．６６ ２９．００±８．５８ ２０±７．２０ １．６５±０．９２ １３．０５±４．１７＃ ２０．００±９．９９

　　：犘＜０．０５，＃：犘＜０．０５，与对照组比较。

ＣＤ１９、ＣＤ１６＋５６细胞占淋巴细胞的百分比。分别将他们与淋

巴细胞绝对数相乘，得到各种表型细胞的绝对值。

１．３．３　ＥＬＩＳＡ分析　按照试剂盒说明操作，标准品的稀释与

加样：标准品稀释好５个梯度，每孔加样量均为５０μＬ；加样：

分别设空白孔、待测样品孔。在酶标包被板上待测样品孔中先

加样品稀释液４０μＬ，然后再加待测样品１０μＬ；温育：封板膜

封板３７℃ 温育３０ｍｉｎ；洗涤：弃去液体，每孔加满洗涤液，静

置３０ｓ后弃去，重复５次；加酶：每孔加入酶标试剂５０μＬ；温

育：步骤同上；洗涤：步骤同上；显色：每孔先加入显色剂 Ａ５０

μＬ，再加入显色剂Ｂ５０μＬ，轻轻震荡混匀，３７℃避光显色１５

ｍｉｎ；终止：每孔加终止液５０μＬ，终止反应；测定：４５０ｎｍ波长

依序测量各孔Ａ值。

１．４　统计学处理　采用Ｓｔａｔａ７．０软件进行统计分析，计量资

料以狓±狊表示，两组样本间采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

与对照组相比，ＨＬＡＢ２７阳性 ＡＳ疾病患者总Ｔ细胞含

量百分比显著下降，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＣＤ４＋Ｔ和

ＣＤ８＋Ｔ细胞百分比明显下降，而差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；Ｔ４／Ｔ８比值有所上升，但差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；Ｂ细胞含量百分比显著升高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；ＮＫ细胞百分比含量略有上升，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。ＥＬＩＳＡ试剂盒标准曲线的绘制，通过标准品的

梯度加样测定并绘制标准曲线，ＤＫＫ１和ＢＭＰ２的标准曲线

狉２ 分别为０．９９８５、０．９９７９，ＨＬＡＢ２７阳性中ＤＫＫ１和ＢＭＰ２

的表达与对照组相比均显著上升，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。

表２　　对照组与ＡＳ患者的ＤＫＫ１和ＢＭＰ２（狓±狊，μｇ／Ｌ）

分组 狀 ＤＫＫ１ ＢＭＰ２

对照组 ３０ １５．２１±２．６０ ５６．１４±９．３０

ＡＳ组 ６０ ２０．０３±３．５９▲ ７２．７９±１３．３０△

　　▲：犘＜０．０５，△：犘＜０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

ＡＳ是与免疫学密切相关的疾病，有流行病学发病因素，也

有遗 传 学 易 感 因 素［４］。早 在 １９７３ 年 Ｂｒｅｗｅｒｔｏｎ 等
［５］和

Ｓｃｈｌｏｓｓｔｅｉｎ等
［６］就分别证实 ＨＬＡＢ２７抗原与 ＡＳ有强关联

性，并且 ＨＬＡＢ２７阳性个体一生中患 ＡＳ的可能性为 ＨＬＡ

Ｂ２７阴性者的３００倍，这提示 ＨＬＡＢ２７基因或者是 ＡＳ的疾

病相关的基因，或者是与致病基因紧密连锁。有越来越多的证

据表明，ＨＬＡＢ２７基因或与 ＡＳ疾病相关，ＨＬＡＢ２７转基因

大鼠骨量的变化，发现有疾病倾向的 ＨＬＡＢ２７大鼠骨量减

少，该实验表明 ＨＬＡＢ２７基因缺陷与疾病中骨量丢失有

关［７］。ＨＬＡＢ２７基因多态性影响机体相关的免疫应答反应，

本研究通过流式细胞术检测 ＡＳ患者淋巴细胞亚群的含量百

分比，探讨淋巴细胞的变化与疾病的关系，总Ｔ细胞百分含量

有显著下降，Ｂ细胞百分含量显著上升，表明在本检测的患者

体内，Ｔ细胞和Ｂ细胞较对照组异常，可能与ＡＳ有关，而Ｔ４、

Ｔ８、Ｔ４／Ｔ８及ＮＫ细胞的百分比含量均有所变化，但差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。

虽然 ＨＬＡＢ２７阳性与 ＡＳ有强相关性，但是至今 ＡＳ的

发病机制仍然不清楚，提示 ＡＳ发病机制的复杂性。ＡＳ是危

害骨骼系统的疾病，临床主要表现为骶髂关节及中轴关节病变

为特征的脊柱关节炎症疾病。ＤＫＫ１蛋白属于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ家

族，可通过诱导ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎ磷酸化及降解来抑制 Ｗｎｔ信号通

路，从而阻断早期成骨细胞形成并诱导未成熟成骨细胞的凋

亡［８］。ＤＫＫ１是一种可溶性外泌型的糖蛋白，通过对 Ｗｎｔ信

号的作用调节骨质重塑。有研究表明，过度表达 ＤＫＫ１或

ＤＫＫ１缺失表达分别可导致严重骨质丢失及大量骨质形成
［９］。

另有研究表明，多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）细胞泌

的ＤＫＫ１通过与基质细胞表面的 ＬＲＰ５和（或）ＬＲＰ６相互作

用抑制βｃａｔｅｎｉｎ组装，从而抑制成骨细胞发挥骨质重塑功

能［１０］。以上证据表明，ＤＫＫ１与骨质的丢失和形成有关，本实

验测得ＡＳ患者ＤＫＫ１表达显著上升，这提示ＤＫＫ１与ＡＳ疾

病的发病相关，其具体机制尚待进一步深入研究。

ＢＭＰ２作为ＴＧＦβ超家族成员，是一种重要的成骨调节

因子，有很强的促进成骨细胞分化的功能，并表达特异性的成

骨细胞产物［１１］。ＢＭＰ２可以促进骨髓基质间充质细胞体外增

值和诱导其分化为成骨前体细胞［１２］。重组人ＢＭＰ２（ｒｈＢＭＰ

２）可诱导再生软骨和再生骨的形成
［１３］。本研究检测 ＨＬＡ

Ｂ２７阳性ＡＳ患者中ＢＭＰ２的表达与对照组相比显著升高，

ＡＳ与骨组织的逐步病变密切相关，有学者也提出ＢＭＰｓ类蛋

白可能在ＡＳ发生过程中其重要作用，ＢＭＰ２的表达异常是否

与患者骨组织病变有关，值得深入研究［１４］。

虽然ＡＳ的研究广泛而深入，但尚不能揭示其发病的根本

原因，也表明ＡＳ发病的复杂性及影响因素的复杂性，有免疫

因素、遗传因素以及环境的互作，大多相关试验都在研究这些

因素与ＡＳ的关系，而ＡＳ患者病理实验显示为关节的纤维化

和骨性强直，提示调节骨质或者骨细胞生长发育的基因也很有

可能直接或间接参与ＡＳ的发病，而这些研究比较少见。本研

究利用传统的流式细胞术发现，ＭＨＣⅠ类分子 ＨＬＡＢ２７阳

性ＡＳ患者Ｔ淋巴细胞和Ｂ淋巴细胞异常，进一步说明了 ＡＳ

的发病与 ＨＬＡＢ２７遗传基因及免疫因素相关。采用ＥＬＩＳＡ

分析发现，调节骨质和骨细胞生长发育的两个因子ＤＫＫ１和

ＢＭＰ２表达显著升高，该两种因子可能与 ＡＳ发病有关，有待

进一步探讨，这为深入研究ＡＳ发病机制及临床的诊断和治疗

提供新的思路和方法。
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查才能做出正确诊断。

３．５　治疗及预后　肝脏ＣＳ转移率很高，以血行转移为主，对

放、化疗均不敏感，预后很差［１１］。其恶性程度高，病情发展快，

出现临床症状时多为晚期，本组病例１、２和４在就诊时均因肿

块巨大，且有肝内播散或邻近器官组织的转移，行姑息性手术

切除后辅以化疗，分别于确诊后两个半月、３个月和４个月死

亡；病例３因肿块包膜完整，术中得以完整摘除且未发现周围

浸润及转移灶，术后未化疗，随访８个月存活，后失访。大部分

患者因肿块体积较大，侵袭性强，比同部位的普通癌预后

差［１２］。因为预后差，符合米兰标准的患者，移植学家也不主张

行肝移植治疗肝脏ＣＳ。目前，首选的治疗方式为早期根治性

手术切除，只有无法手术切除或无法切净的病例采用放、化疗。

因病例数少，该肿瘤的诊断、治疗和预后等方面的特点，有待更

多病例数的积累和研究予以明确。
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［１４］ＣａｒｔｅｒＳ，ＢｒａｅｍＫ，ＬｏｒｉｅｓＲＪ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏ

ｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓ［Ｊ］．ＴｈｅｒＡｄｖ

ＭｕｓｃｕｌｏｓｋｅｌｅｔＤｉｓ，２０１２，４（４）：２９３２９９．

（收稿日期：２０１２０７０３　修回日期：２０１２１００８）
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