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"摘要#
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目的
!

探讨滤泡辅助性
=

淋巴细胞"

=ML

$百分率在类风湿关节炎"

<D

$患者外周血中的变化及意义%方法
!

选取

该院
1%$)

年
(X$$

月收治的
<D

患者!分为
<D

活动组与
<D

稳定组!各
'2

例%另选取同期行健康体检者
'2

例作为健康对照

组%用流式细胞术检测受试者外周血
?S0

[

?̀ ?<2

[

4?IW

[

=ML

细胞的百分率!分析
<D

患者外周血
=ML

细胞百分率与
1/

个关

节疾病活动度评分"

SDW1/

$&抗环瓜氨酸肽"

??>

$抗体及类风湿因子"

<5

$水平的相关性%结果
!

<D

活动组外周血
=ML

细胞百

分率+"

%&/0G%&$)

$

V

,明显高于
<D

稳定组+"

%&)0G%&$2

$

V

,及健康对照组+"

%&2)G%&$0

$

V

,!差异均有统计学意义"

$

#

%&%$

$#且
<D

稳定组亦高于健康对照组"

$

#

%&%2

$%

<D

患者外周血
=ML

细胞百分率与
SDW1/

及抗
??>

抗体水平均呈明显正相

关"

<j%&'22

&

%&'10

!

$

#

%&%$

$!与
<5

水平无明显相关性"

<j%&1%2

!

$

&

%&%2

$%结论
!

外周血中
=ML

细胞百分率的增加可能与

<D

的发生&发展有关%
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类风湿关节炎$
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#

<D

&是以对称性外周

多关节病变为主要表现的慢性自身免疫病#自身抗体引发慢性

炎症是
<D

的重要特征'

$

(

)目前认为患者体内淋巴细胞的高

度活化及
=

*

U

淋巴细胞之间相互作用导致致病性自身抗体的

产生是
<D

发病的重要因素'

1

(

)

U

淋巴细胞产生抗体需要
=

淋巴细胞的辅助#近年有学者认为辅助
U

淋巴细胞产生抗体

的最主要
=

淋巴细胞亚群是滤泡辅助性
=

细胞$

=M";;#NQ;E9

L7;

H

79N7;;+

#

=ML

&

'

'

(

)

=ML

细胞分布异常或数量增多或功能亢

进均可导致自身抗体的产生#引发自身免疫病'

0

(

)鉴于
?S0

[

?̀ ?<2

[

4?IW

[为
=ML

细胞为较合适的表面标志'

2

(

#本研究用

流式细胞术检测了
<D

患者外周血
?S0

[

?̀ ?<2

[

4?IW

[

=ML

细胞百分率#分析外周血
=ML

细胞百分率与
1/

个关节疾病活

动度评分$

SDW1/

&*抗环瓜氨酸肽$

??>

&抗体及类风湿因子

$

<5

&水平之间的相关性#初步探讨
=ML

细胞分布*数量的变化

与
<D

之间的关系)

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

-%

例
<D

患者为本院
1%$)

年
(X$$

月的门

诊及住院患者#

<D

诊断符合美国风湿病学会"欧洲抗风湿联

盟$

D?<

"

Ye\D<

&

1%$%

年修订的最新分类标准'

)

(

)按照

SDW1/

将患者分为
<D

活动组$

SDW1/

大于或等于
1&)

分&与

<D

稳定组$

SDW1/

小于
1&)

分&)

<D

活动组患者
'2

例#男
1

例*女
''

例#年龄
1%

"

)$

岁#平均$

01G$'

&岁%

<D

稳定组患者

'2

例#男
'

例*女
'1

例#年龄
1$

"

)'

岁#平均$

0'G$1

&岁%所有

患者无其他自身免疫病)另选取
'2

例性别与年龄相匹配的于

本院做健康体检者为健康对照组#排除所有自身免疫病)

?&@

!

主要仪器与试剂
!

异硫氰酸$

54=?

&标记的鼠抗人
?̀ ?

型趋化因子受体
2

$

?̀ ?<2

&抗体*多甲藻叶绿素蛋白$

>79?>

&

标记的鼠抗人
?S0

抗体*藻红蛋白$

>Y

&标记的鼠抗人诱导性

协同刺激分子$

4?IW

&抗体及相应的同型对照
4

O

Z$.>Y

$美国
US

公司&#淋巴细胞分离液$天津灏洋生物制品科技有限公司&#抗

%1(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期

"

基金项目!国家自然科学基金青年基金项目$

/$'%$)2-

&%江苏省自然科学基金青年基金项目$

UA1%$'%0-)

&%江苏省检验医学重点实验室

开放课题$

fWA\3.1%$0.%$$

&)

!

作者简介!邹晓月$

$(-%X

&#副主任技师#本科#主要从事医学免疫学检验研究)

!

%

!

通信作者#
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D

!设门于
?S0

[淋巴细胞%

U

!

<D

活动组%

?

!

<D

稳定组%

S

!健康对照组

图
$
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流式细胞术检测外周血
?S0

[

?̀ ?<2

[

4?IW

[

=ML

细胞

??>

抗体酶联免疫吸附试验$

Y\4WD

&检测试剂盒$上海科新生

物技术股份有限公司&#

<5

免疫比浊法检测试剂盒$美国

U7NJBE,?"Q;879

公司&)

5D?W?E;#:Q9

流式细胞仪$美国
US

公司&%

S<DZIC 3A'

酶标仪$芬兰
S7,;7

P

公司&%

433DZY

/%%

型特种蛋白分析仪$美国
U7NJBE,?"Q;879

公司&)

?&A

!

方法

?&A&?

!

外周血单个核细胞$

>U3?

&的分离
!

于清晨抽取受试

者空腹静脉血
0&%B\

#以肝素抗凝)用淋巴细胞分离液分离

出
>U3?

#再以磷酸盐缓冲液$

>UW

&洗涤
'

次后#将细胞数调

成
$d$%

/

N7;;+

"

B\

备用)

?&A&@

!

细胞染色
!

在流式专用试管中加入上述
>U3?

悬液

1%%

$

\

*

?S0.>79?>$%

$

\

*

?̀ ?<2.54=?$%

$

\

*

4?IW.>Y$%

$

\

后混匀$同时设同型对照管&#室温避光静置
1%B#,

#加入

1B\>UW

洗涤
$

次后以
'%%

$

\>UW

重悬细胞待测)

?&A&A

!

流式细胞术检测
!

用
?7;;

h

Q7+8

软件获取并分析
'd

$%

) 个细胞数据)在
?S0.WW?

点图上设门于
?S0

[淋巴细胞#

测定其中
?̀ ?<2

[

4?IW

[细胞的百分率)

?&A&B

!

抗
??>

抗体及
<5

检测
!

抗
??>

抗体检测按试剂盒

说明书进行#

<5

按试剂盒说明书及特种蛋白分析仪操作规程

进行测定)

?&B

!

统计学处理
!

采用
W>WW$(&%

统计软件进行统计分析#

计量资料以
EG"

表示#组间比较采用方差分析#组间两两比较

采用
\WS.+

检验#以
>7E9+",

相关进行相关性分析#以
$

#

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

<D

患者外周血
?S0

[

?̀ ?<2

[

4?IW

[

=ML

细胞百分率
!

<D

活动组外周血
=ML

细胞百分率'$

%&/0G%&$)

&

V

(明显高

于
<D

稳定组'$

%&)0G%&$2

&

V

(及健康对照组'$

%&2)G

%&$0

&

V

(#差异均有统计学意义$

$

#

%&%$

&%

<D

稳定组亦高于

健康对照组#差异有统计学意义$

$

#

%&%2

&#见图
$

*

1

)

图
1

!!

<D

患者外周血
=ML

细胞的百分率

@&@

!

<D

患者外周血
=ML

细胞百分率与
SDW1/

*抗
??>

抗体

及
<5

水平的相关性
!

相关性分析显示#

<D

患者外周血
=ML

细胞百分率与
SDW1/

呈明显正相关$

<j%&'22

#

$

#

%&%$

&#与

抗
??>

抗体水平呈明显正相关$

<j%&'10

#

$

#

%&%$

&#与
<5

水平之间无明显相关性$

<j%&1%2

#

$

&

%&%2

&#见图
'

)

!!

D

!外周血
=ML

细胞百分率与
SDW1/

相关性%

U

!外周血
=ML

细胞百分率与抗
??>

抗体水平相关性%

?

!外周血
=ML

细胞百分率与
<5

水平相关性

图
'

!!

D

患者外周血
=ML

细胞百分率与
SDW1/

(抗
??>

抗体及
<5

水平的相关性

A

!

讨
!!

论

!!

自身抗体导致骨质破坏是
<D

的重要特征#而自身抗体的

产生与
=

*

U

淋巴细胞的高度活化及相互作用密切相关'

1

(

)

=ML

细胞是新近发现的辅助
U

淋巴细胞产生抗体的
=

淋巴细

胞亚群#正常情况下该细胞存在于
U

淋巴滤泡中#当机体发生

自身免疫时#会出现在淋巴组织之外'

-

(

)

滤泡归巢受体
?̀ ?<2

[

*

4?IW

[和
?S0%

配体$

?S0%\

&

[

是
=ML

细胞重要的表面特征'

2

(

)

?̀ ?<2

是滤泡归巢
?̀ ?

型

趋化因子配体
$'

$

?̀ ?\$'

&的受体#

?̀ ?<2

同时也表达于
U

淋巴细胞表面)存在于
U

淋巴滤泡中的滤泡树突状细胞产生

?̀ ?\$'

继而趋化
=ML

细胞与
U

淋巴细胞一起到
U

淋巴滤泡

中#

=ML

细胞与
U

淋巴细胞相互作用后增殖分化形成生发中心

$

Z?

&

'

/

(

)在
Z?

中#

U

淋巴细胞上的诱导性协同刺激分子配体

$

4?IW\

&和
?S0%

分别与
=ML

细胞上的
4?IW

和
?S0%\

结合#

诱导
=ML

细胞产生多种细胞因子)

=ML

细胞主要的效应因子

是其分泌的白细胞介素
.1$

$

4\.1$

&#而
U

淋巴细胞上有
4\.1$

受体#

=ML

分泌的
4\.1$

与该受体结合会引发
U

淋巴细胞增

殖#诱导各种
U

淋巴细胞亚群$记忆
U

淋巴细胞*生发中心
U

$1(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



淋巴细胞*过渡型
U

淋巴细胞*初始
U

淋巴细胞*新生
U

淋巴

细胞&分化成免疫球蛋白形成细胞并分泌大量的抗体'

(

(

#

4\.1$

还可促使
4

O

Z

与
4

O

D

之间的型别转换'

$%

(

)

本研究发现
<D

活动组外周血
=ML

细胞百分率显著高于

<D

稳定组#

<D

稳定组亦高于健康对照组#此结果提示
<D

患

者体内存在异位且增多的
=ML

细胞#且该细胞数量随疾病活动

度的增强而增加)

\#Q

等'

(

(发现#

<D

患者除外周血中出现

=ML

细胞数量增多外#其血清中的
4\.1$

水平也出现异常升

高#且血清
4\.1$

水平与
SDW1/

*抗
??>

抗体水平呈显著正相

关)本研究虽未检测
<D

患者
4\.1$

水平与疾病的相关性#但

患者外周血
=ML

细胞百分率与
SDW1/

*抗
??>

抗体水平的相

关性可表明#

<D

患者外周血
=ML

细胞数量的增多与病情活动

度及
<D

特异性自身抗体有关)除
<D

中出现了
=ML

细胞异

常外#在自身免疫性甲状腺疾病*系统性红斑狼疮等其他自身

免疫病中#

=ML

细胞数量变化的趋势与本研究相似#且与疾病

特异性自身抗体呈显著正相关'

$$.$1

(

)

由于
=L$-

细胞也分泌
4\.1$

'

$'

(

#故血清
4\.1$

水平与
<D

的相关性并不能代表
=ML

细胞与
<D

的相关性)在后续工作

中#笔者将用流式细胞仪无菌分选出
=ML

细胞进行培养#用培

养物上清液中的
4\.1$

水平验证
=ML

细胞分泌
4\.1$

的能力#

并观察
4\.1$

与
U

淋巴细胞功能之间的关系)

综上所述#

<D

患者机体内的
=ML

细胞可能出现了异位#

异位的
=ML

细胞可能发生扩增#而扩增的
=ML

细胞可能引发
U

淋巴细胞的过度活化#从而导致
U

淋巴细胞分泌大量的致病

性自身抗体#引起
<D

患者的免疫损伤)今后#除数量外#笔者

将对
<D

患者
=ML

细胞的功能进行研究#以进一步明确
=ML

细

胞在
<D

发病机制中的确切作用)
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