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  [摘要] 目的 观察糖尿病视网膜病变患者CD4+CD25+Foxp3+ 调节性T细胞(CD4+CD25+Foxp3+

Treg)与细胞血管黏附分子-1(VCAM-1)、细胞间黏附分子-1(ICAM-1)的变化并探讨其临床意义。方法 回顾

性收集并分析南充市中心医院2017年10月至2019年5月收治的112例糖尿病视网膜病变患者设为观察组,
同期选择糖尿病而无视网膜病变患者112例设为对照组,并选择门诊体检的健康志愿者112例设为空白组。
抽取3组研究对象空腹静脉血5

 

mL,采用流式细胞术检测CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞的比例,ELISA法检

测血清VCAM-1和ICAM-1的表达水平。比较3组研究对象的CD4+CD25+Foxp3+Treg阳性率与VCAM-
1、ICAM-1表达水平差异。结果 3组患者年龄、腰臂比(WHR)比较,差异无统计学意义(P>0.05);观察组和

对照组BMI、空腹血糖(FPG)和糖化血红蛋白(HbA1c)表达水平与空白组比较,差异有统计学意义(P<
0.05);而观察组与对照组BMI、FPG和 HbA1c水平比较差异无统计学意义(P>0.05)。观察组和对照组

CD4+CD25+Foxp3+Treg阳性率低于空白组,C反应蛋白(CRP)高于空白组,且观察组CD4+CD25+Foxp3+

Treg阳性率低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。观察组和对照组 VCAM-1和ICAM-1均高于空白

组,观察组VCAM-1和ICAM-1表达水平高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 糖尿病视网膜病

变的发生与CD4+CD25+Foxp3+Treg及VCAM-1和ICAM-1的表达密切相关,临床医生可根据这些指标给予

糖尿病患者针对性治疗。
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  [Abstract] Objective To
 

observe
 

the
 

changes
 

of
 

CD4+CD25+Foxp3+Treg
 

cells,vascular
 

cell
 

adhesion
 

molecule-1
 

(VCAM-1)
 

and
 

intercellular
 

adhesion
 

molecule-1
 

(ICAM-1)
 

in
 

patients
 

with
 

diabetic
 

retinopathy
 

and
 

to
 

explore
 

its
 

clinical
 

significance.Methods A
 

total
 

of
 

112
 

cases
 

of
 

diabetic
 

retinopathy
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

October
 

2017
 

to
 

May
 

2019
 

were
 

retrospectively
 

collected
 

and
 

analyzed
 

as
 

the
 

observation
 

group.
And

 

a
 

total
 

of
 

112
 

patients
 

with
 

diabetes
 

without
 

retinopathy
 

at
 

the
 

same
 

time
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group,and
 

112
 

healthy
 

volunteers
 

from
 

out-patient
 

clinic
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

blank
 

control
 

group.5
 

mL
 

of
 

fasting
 

venous
 

blood
 

was
 

drawn
 

from
 

the
 

three
 

groups.The
 

proportion
 

of
 

CD4+CD25+Foxp3+Treg
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

VCAM-1
 

and
 

ICAM-1
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

expression
 

levels
 

of
 

CD4+CD25+Foxp3+Treg
 

cells,VCAM-1
 

and
 

ICAM-1
 

in
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

compared.Results There
 

were
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

age
 

and
 

WHR
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P>
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0.05).The
 

BMI,FPG
 

and
 

HbA1c
 

levels
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

were
 

significantly
 

dif-
ferent

 

from
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

BMI,FPG
 

and
 

HbA1c
 

between
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

(P>0.05).The
 

positive
 

rate
 

of
 

CD4+CD25+Foxp3+

Treg
 

cells
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group,and
 

C-reaction
 

protein
 

(CRP)
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

blank
 

control
 

group,and
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

CD4+

CD25+Foxp3+Treg
 

cells
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

VCAM-1
 

and
 

ICAM-1
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

blank
 

control
 

group,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

VCAM-1
 

and
 

ICAM-1
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

occurrence
 

of
 

diabetic
 

retinopathy
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

expression
 

of
 

CD4+CD25+Foxp3+Treg
 

cells
 

and
 

VCAM-1
 

and
 

ICAM-1.Clinicians
 

can
 

give
 

targeted
 

treatment
 

to
 

diabetic
 

patients
 

according
 

to
 

these
 

indicators.
[Key

 

words] diabetic
 

retinopathy;CD4+CD25+Foxp3+Treg
 

cells;vascular
 

cell
 

adhesion
 

molecule-1;in-
tercellular

 

adhesion
 

molecule-1

  据国际糖尿病联盟(international
 

diabetes
 

feder-
ation,IDF)的数据显示,2014年全世界有

 

3.87亿糖

尿病患者。预计至2035
 

年,糖尿病患病人数将达到6
亿[1-3]。我国是全球糖尿病患者人数最多的国家,据

2013年IDF统计数据,我国20~79岁糖尿病患者为

0.98亿,预计至2035年将增至1.43亿[4-5]。国内的1
项研究报道了2007年6月至2008年5月的大样本抽

样调查结果,我国糖尿病及糖尿病前期患者人数分别

为0.92亿和1.48亿;而2010年的流行病学调查显

示分别增至1.14亿和4.93亿,由此可见我国面临着

巨大的糖尿病预防和治疗压力[6]。视网膜病变是糖

尿病患者最常见的并发症之一,其发病因素与高血糖

对血管壁的损伤及免疫因素密切相关,而免疫因素在

近年来越来越被研究者们认可,但具体的发病机制尚

不十分清楚。CD4+CD25+Foxp3+ 调节性 T 细胞

(CD4+CD25+Foxp3+Treg)在免疫系统调节过程中

扮演 着 重 要 的 角 色,有 研 究 报 道 称 CD4+CD25+

Foxp3+Treg有助于减少牛奶蛋白过敏的发生,并帮

助诱导免疫耐受[7]。而CD4+CD25+Foxp3+Treg的

改变会影响机体的炎性反应,改变细胞血管黏附分子-
1(VCAM-1)和细胞 间 黏 附 分 子-1(ICAM-1)的 表

达[8]。亦 有 研 究 表 明,糖 尿 病 视 网 膜 病 变 患 者

VCAM-1和ICAM-1的表达会显著上调[9]。但其参

与糖尿病视网膜病变发生发展的机制尚无研究报道,
本研究拟收集并分析糖尿病视网膜病变患者CD4+

CD25+Foxp3+Treg与 VCAM-1、ICAM-1的变化并

探讨其临床意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料

回顾性收集并分析四川省南充市中心医院2017
年10月至2019年5月收治的112例糖尿病视网膜病

变患者设为观察组,其中男65例,女47例;平均年龄

(44.56±10.05)岁;病程2~7年,平均(3.92±1.13)
年。同期选择糖尿病而无视网膜病变患者112例设

为对照组,其中男58例,女54例;平均年龄(45.08±
11.21)岁;病程1~7年,平均病程(3.68±0.91)年。
观察组和对照组患者平时血压控制良好,无高血脂、
冠状动脉粥样硬化性心脏病等心血管并发症。2组患

者的纳入标准:(1)所有糖尿病患者均符合 WHO推

荐的2型糖尿病的诊断标准;(2)观察组患者的糖尿

病视网膜病变分期为Ⅳ~Ⅵ期;(3)所有患者及家属

均知情同意,签署知情同意书。排除标准:(1)1型糖

尿病及继发性糖尿病患者;(2)近期使用(口服或静脉

注射)免疫抑制剂或糖皮质激素者;(3)眼部具有疾病

史者;(4)近期具有感染史者;(5)具有肿瘤等消耗性

疾病者。选取2017年10月至2019年5月门诊体检

的112例健康志愿者设为空白组,其中男62例,女50
例,平均年龄(45.69±12.36)岁,纳入标准:无高血

压、糖尿病、高血脂及其他慢性病史,近期无感染史及

眼部疾病史。本研究得到了南充市中心医院伦理委

员会的批准。

1.2 方法

1.2.1 标本的采集与分离

使用真空抗凝采血管采集所有研究对象的晨起

静脉血约5
 

mL×3管,PBS洗涤后制成单核细胞悬

液。另取单核细胞悬液150
 

μL,向其中分别加入15
 

μL
 

FITC标记的CD4单克隆抗体(RM-4,货号:45-
0042-82,美国eBioscience公司)与PE标记的CD25
单克隆抗体(PC61.5,货号:17-0251-82,美国eBio-
science公司),避光后室温放置0.5

 

h,之后加入2
 

mL
 

事先预冷的
 

PBS,离心机1
 

000
 

r/min震荡洗涤5
 

min,随后加入1
 

mL的破膜剂(货号:A24261,美国
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eBioscience公司),1
 

h后加入透膜缓冲液(规格:00-
19001,美国eBioscience公司),10

 

min后离心重悬,
紧接 着 加 入 10

 

μL
 

PE-Cy5 标 记 的 Foxp3 抗 体

(PCH101,货号:35-4776-41,美国eBioscience公司),
避光后室温放置0.5

 

h,之后加入2
 

mL
 

事先预冷的

PBS,离心机1
 

000
 

r/min震荡洗涤5
 

min,然后加入

500
 

μL的PBS重悬。

1.2.2 空腹血糖(FBG)及糖化血红蛋白(HbA1c)
检测

取清晨空腹外周静脉血5
 

mL,采用葡萄糖氧化

酶法测定血清FBG水平,试剂盒购自浙江蓝森生物

科技有限公司;采用高效液相离子层析分析仪(美国

安捷伦科技公司)检测HbA1c水平。

1.2.3 全自动生化分析仪检测C反应蛋白(CRP)
水平

取清晨空腹外周静脉血5
 

mL,3
 

500
 

r/min(离心

半径7.5
 

cm)离心20
 

min,取上清液,血清CRP水平

采用7600-020型全自动生化仪(日本日立公司产品)
测定。

1.2.4 流式细胞术检测CD4+CD25+Foxp3+Treg
采用Coulter

 

Epics
 

XL
 

流式细胞仪(美国Beck-
man公司)对各组悬液进行细胞计数。在FSC-SSC
点图上选定淋巴细胞群选项,分析CD4+CD25+T细

胞内
 

Foxp3的表达情况。根据同型对照中的阴性细

胞确定Foxp3空白和阳性阈值,以此阳性阈值求得测

定管的Foxp3在CD4+CD25+T细胞的阳性率。

1.2.5 ELISA法检测 VCAM-1和ICAM-1的表达

水平

采用ELISA试剂盒分别检测血清 VCAM-1(批
号:ab47355,英国 Abcam 公司)和ICAM-1(批号:

ab174445,英国Abcam公司)的表达水平。所有的操

作流程均按照试剂盒说明书要求严格执行。具体步

骤如下:室温下从密封袋中取出实验所需板条,事先

预留空白孔,分别将标本血清和不同浓度的试剂标准

品置于相应孔中(100微升/孔),密封板孔后置于烤箱

37
 

℃反应60
 

min。密封避光保存,洗板机洗板3次,
每次15

 

min,加入TMB显色工作液(包括空白孔)每
孔100

 

μL,置于37
 

℃保温箱避光孵育,待各板孔出现

梯度颜色时即可加入终止液,每孔100
 

μL,根据样品

吸光度(A)值计算样本浓度。

1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件对全文数据进行统计分析。
计量资料采用x±s的形式表示,3组间比较采用单

因素方差分析,两两比较采用 LSD 检验。以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 3组患者的一般资料比较

3组患者年龄、腰臂比(WHR)比较,差异无统计

学意义(P>0.05);观察组及对照组BMI、FPG 和

HbA1c水平与空白组比较,差异有统计学意义(P<
0.05);而观察组与对照组BMI、FPG和 HbA1c水平

比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。

表1  3组患者的一般资料比较(x±s,n=112)

组别 年龄(岁) BMI(kg/m2) WHR FPG(mmol/L) HbA1c(%)

空白组 45.69±12.36 22.99±2.45 0.89±0.08 4.62±1.06 4.72±0.44

对照组 45.08±11.21 19.81±2.57a 0.91±0.07 15.54±2.32a 10.88±1.03a

观察组 44.56±10.05 20.91±2.66a 0.90±0.07 15.37±2.65a 11.12±1.08a

F 0.283 8.549 2.074 28.274 26.248

P 0.754 0.018 0.127 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与空白组比较。

2.2 3组患者血清细胞检测结果

3组患者IgE水平比较,差异无统计学意义(P>
0.05);观察组和对照组CD4+CD25+Foxp3+Treg阳

性率均低于空白组,CRP水平均高于空白组,且观察

组CD4+CD25+Foxp3+Treg阳性率低于对照组,差
异有统计学意义(P<0.05);观察组CRP水平与对照

组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。

2.3 3组VCAM-1和ICAM-1表达水平比较

观察组和对照组患者VCAM-1和ICAM-1表达

水平均高于空白组,且观察组 VCAM-1和ICAM-1
表达水平均高于对照组,差异均有统计学意义(P<

0.05),见表3。
表2  3组患者血清细胞检测结果(x±s,n=112)

组别 CRP(mg/L)
CD4+CD25+

Foxp3+Treg(%)
IgE(ng/mL)

空白组 0.73±0.15 5.09±1.01 5.52±1.02

对照组 1.39±0.12a 4.15±1.28a 5.61±1.05

观察组 1.34±0.16a 3.57±1.06ab 5.58±1.02

F 35.939 12.273 0.222

P <0.001 <0.001 0.801

  a:P<0.05,与空白组比较;b:P<0.05,与对照组比较。
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表3  3组VCAM-1和ICAM-1表达水平比较

   (x±s,n=112,ng/mL)

组别 VCAM-1 ICAM-1

空白组 221.45±45.27 431.78±58.37

对照组 352.65±68.14a 519.31±66.92a

观察组 402.18±54.02ab 669.36±54.91ab

F 38.614 27.307

P <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与空白组比较;b:P<0.05,与对照组比较。

3 讨  论

糖尿病视网膜病变是糖尿病常见的十分严重的

微血 管 并 发 症 之 一,是 导 致 视 力 丧 失 的 主 要 原

因[10-12]。糖尿病视网膜病变是糖尿病代谢紊乱和内

分泌系统与血液系统损害在视网膜上的综合反映,其
发病率随糖尿病病程的发展而增高,40岁以上糖尿病

患者,大约有40%存在视网膜病变,大约8.2%存在

视力损伤[13-14]。而在临床实践中发现,许多患者在发

现糖尿病视网膜病时,已经错失了预防性治疗的最佳

时机,因此及时准确地给予治疗,对于挽救患者视力,
提高其生活质量具有极其重要的意义。

CD4+ CD25+ Treg 是 1995 年 SAKAGUCHI
等[15]发现的对免疫反应有重要调控功能的T

 

细胞亚

群,通过主动调节的方式抑制存在于正常机体内潜在

的自身反应性T细胞的活化与增殖,并识别自身抗原

肽和分泌抑制因子;而CD4+CD25+Foxp3+Treg表

达多种表面分子,其中Foxp3+ 是目前公认的CD4+

CD25+Foxp3+Treg的特异性标志物[16-18]。本研究结

果显示,观察组和对照组CD4+CD25+Foxp3+Treg
阳性率均低于空白组,CRP水平均高于空白组,且观

察组CD4+CD25+Foxp3+Treg阳性率低于对照组,
差异有统计学意义(P<0.05)。说明糖尿病视网膜病

变患者的CD4+CD25+Foxp3+Treg明显低于糖尿病

无视网膜病变患者。原因可能是患者CD4+CD25+

Foxp3+Treg减少从而损伤视网膜,与既往报道较为

一致[18]。

VCAM-1是一类与动脉粥样硬化密切相关的黏

附分子。在许多疾病病理过程中,VCAM-1有利于炎

症细胞浸润到局部组织,炎症反过来又促进组织新生

血管生成化[19-
 

20]。本研究结果显示观察组和对照组

患者VCAM-1和ICAM-1均高于空白组,且观察组

VCAM-1和ICAM-1水平高于对照组,差异有统计学

意义(P<0.05)。该结果说明 VCAM-1和ICAM-1
的表达在糖尿病患者血清中表达水平较高,而在糖尿

病视网膜病变患者中表达水平更高,与本研究预期相

符,临床上在糖尿病治疗的过程中应给与重视,定期

检测血清CD4+CD25+Foxp3+Treg数量及VCAM-1

和ICAM-1的表达水平,为明确病因和患者的早期诊

疗提供可靠的实验依据。但其具体的机制尚不明确,
需进一步研究探索。

综上所述,糖尿病视网膜病变的发生与 CD4+

CD25+Foxp3+Treg及 VCAM-1和ICAM-1的表达

密切相关,临床医生可根据这些指标给予糖尿病患者

针对性治疗。
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