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  [摘要] 目的 分析血清白细胞介素-35(IL-35)和颗粒蛋白前体(PGRN)在原发性胆汁性胆管炎(PBC)中

的表达及其临床意义。方法 选取2020年12月至2022年3月该院确诊的PBC患者58例(PBC组),并根据

肝功能指标进一步分为异常肝功能组(47例)和正常肝功能组(11例)。另选取同期在健康检查中心招募的26
例健康体检者作为健康对照组(HC组)。采用酶联免疫吸附试验检测所有研究对象血清IL-35和PGRN水平,
并分析其与肝功能状态、临床症状及影像学特征之间的关系。其中,26例PBC患者采用熊去氧胆酸(UDCA)
标准治疗方案治疗,比较治疗前后血清IL-35和PGRN水平的差异。结果 PBC组血清PGRN水平明显高于

HC组
 

(P<0.001),但两组血清IL-35水平无明显差异(P>0.05)。肝功能异常组血清IL-35水平明显低于肝

功能正常组(P<0.001),但两组血清PGRN水平无明显差异(P>0.05)。有肝硬化影像特征的PBC患者血清

PGRN水平明显高于无肝硬化特征患者(P<0.001),有瘙痒症状的PBC患者血清IL-35水平明显低于无瘙痒

症状患者(P=0.007)。治疗后,PBC患者血清PGRN水平较治疗前明显降低(P<0.05),但治疗前、后血清

IL-35水平无明显差异(P>0.05)。结论 血清PGRN和IL-35水平在一定程度上反映PBC患者的临床特征,
可能作为疾病活动性和治疗效果的评估指标。
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  [Abstract] Objective To

 

analyse
 

the
 

serum
 

expression
 

levels
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

interleukin-35
 

(IL-35)
 

and
 

progranulin
 

(PGRN)
 

in
 

patients
 

with
 

primary
 

biliary
 

cholangitis
 

(PBC).Methods A
 

total
 

of
 

58
 

cases
 

of
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

PBC
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

December
 

2020
 

to
 

March
 

2022
 

were
 

selected
 

(the
 

PBC
 

group)
 

and
 

further
 

divided
 

into
 

the
 

abnormal
 

liver
 

function
 

group
 

(47
 

cases)
 

and
 

normal
 

liver
 

function
 

group
 

(11
 

cases)
 

according
 

to
 

liver
 

function
 

indicators.Additionally,another
 

26
 

health
 

subjects
 

recruited
 

in
 

the
 

health
 

examination
 

center
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

health
 

control
 

group
 

(HC
 

group).The
 

levels
 

of
 

serum
 

IL-35
 

and
 

PGRN
 

in
 

all
 

subjects
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,and
 

their
 

relationship
 

with
 

liver
 

function
 

status,clinical
 

symptoms
 

and
 

imaging
 

features
 

were
 

analyzed.Among
 

them,26
 

cases
 

of
 

patients
 

with
 

PBC
 

were
 

treated
 

with
 

ursodeoxycholic
 

acid
 

(UDCA)
 

standard
 

treatment
 

regi-
men,and

 

the
 

differences
 

in
 

serum
 

IL-35
 

and
 

PGRN
 

levels
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

were
 

compared.
Results The

 

serum
 

level
 

of
 

PGRN
 

in
 

the
 

PBC
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

HC
 

group
 

(P<
0.001),while

 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

serum
 

IL-35
 

level
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05).
The

 

serum
 

IL-35
 

level
 

in
 

the
 

abnormal
 

liver
 

function
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

normal
 

liv-
er

 

function
 

group
 

(P<0.001),while
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

serum
 

PGRN
 

level
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05).The
 

serum
 

PGRN
 

level
 

of
 

PBC
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

features
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

without
 

liver
 

cirrhosis
 

features
 

(P<0.001),and
 

the
 

serum
 

IL-35
 

level
 

of
 

PBC
 

patients
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with
 

pruritus
 

symptoms
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

without
 

pruritus
 

symptoms
 

(P=
0.007).After

 

treatment,the
 

serum
 

PGRN
 

level
 

of
 

PBC
 

patients
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

before
 

treat-
ment

 

(P<0.05),while
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

serum
 

IL-35
 

level
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

(P>0.05).Conclusion Serum
 

levels
 

of
 

PGRN
 

and
 

IL-35
 

reflect
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

PBC
 

patients
 

to
 

a
 

certain
 

extent,and
 

may
 

be
 

used
 

as
 

indicators
 

for
 

disease
 

activity
 

and
 

therapeutic
 

effect.
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  原发性胆汁性胆管炎(primary
 

biliary
 

cholangi-
tis,PBC)是最常见的自身免疫性肝病(autoimmune

 

liver
 

disease,AILD)。该病为自身免疫介导的慢性肝

胆炎性病变,以胆道破坏和进行性肝内胆汁淤积为病

变特征。抗线粒体抗体出现,以及肝功能标志物碱性

磷酸酶(ALP)、γ-谷氨酰胺转移酶(GGT)和免疫球蛋

白 M升高是其血清学特征[1-2]。PBC的发病机制尚

不清楚,目前研究认为PBC发病可能是遗传和环境

因素相互作用的结果,其中免疫调节起着至关重要的

作用,而细胞因子是免疫系统的重要组成部分,参与

了PBC的发病。颗粒蛋白前体(progranulin,PGRN)
是一种由颗粒蛋白基因编码的多功能分泌型糖蛋白,
它在免疫细胞、增殖的上皮细胞[3]、软骨细胞和神经

元[4]中大量表达,具有调节免疫炎症反应和促进生长

发育的作用。近年来,大量研究证实了PGRN作为免

疫调节剂的重要性。在类风湿关节炎、炎症性肠病等

多种自身免疫性疾病的发展中,PGRN通过调节免疫

功能促进疾病进展,特别是通过调节肿瘤坏死因子-α/
TNF 受 体 (TNF-α/TNFR)信 号 通 路[5]。同 时,
PGRN裂解形成的颗粒体蛋白(granulin,GRN)小肽

片段中和其抗炎作用,刺激机体产生多种炎症因子,
增强免疫反应,促进自身免疫性疾病的发生[5]。但

PGRN与PBC在临床症状和实验室指标上的关系尚

缺乏报道。因此,研究PGRN是否参与调节PBC中

的炎症反应具有一定意义,可以为PGRN和PBC之

间的关系提供新的见解。
白细胞介素(interleukin,IL)-35是最近发现的

IL-12因子家族成员。它是一种主要由调节性T淋巴

细胞(Treg)和调节性B细胞(Breg)[6]合成的细胞因

子,通过抑制T淋巴细胞增殖发挥免疫抑制功能,同
时诱导Treg生成,提高Treg比例,增加抗炎细胞因

子,抑制免疫细胞增殖,保护肝脏免受炎症环境的攻

击,发挥免疫抑制作用[7]。目前,IL-35已被证实与几

种自身免疫性疾病的发生和进展密切相关,包括炎症

性肠病、系统性硬化症、类风湿性关节炎和系统性红

斑狼疮[8]。有研究报道,PBC患者血清IL-35水平较

低[9]。因此,IL-35可能在血清和肝脏组织中作为疾

病的保护因子影响PBC的发生和进展。但关于IL-
35在PBC中的免疫应答机制及其与疾病发生、发展

的关系仍在探索中。本研究通过检测PBC患者血清

PGRN和IL-35水平,分析其与临床症状、实验室指

标、疾病活动性和疗效的关系,探讨PGRN和IL-35

在PBC发展中的意义。
1 资料与方法

1.1 一般资料

  选取2020年12月至2022年3月在本院确诊为

PBC的住院和门诊患者58例(PBC组)作为研究对

象,所有患者均符合亚太肝脏研究学会(APASL)临床

实践指南2022年制定的PBC诊断标准[10]。排除标

准:(1)合并其他肝炎病毒及人类免疫缺陷病毒感染;
(2)有任何自身免疫性疾病史;(3)酒精或药物引起的

肝损伤等;(4)近期使用糖皮质激素或免疫抑制剂治

疗。根据肝功能指标分为异常肝功能组(47例)和正

常肝功能组(11例)两个亚组,肝功能指标包括血清丙

氨酸 氨 基 转 移 酶 (ALT)、门 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶

(AST)、GGT、ALP,其中1项及以上高于实验室正常

参考范围上限判为肝功能异常。所有患者中26例采

用熊去氧胆酸(UDCA)标准治疗方案,并在治疗4周

后得到随访。选取同期在本院健康检查中心招募的

26例健康体检者作为健康对照组(HC组)。本研究

获得 重 庆 医 科 大 学 伦 理 委 员 会 批 准 (批 准 号:
2022-K78)。
1.2 方法

1.2.1 临床和实验室资料收集

  所有临床资料均来自门诊和住院病历,所有患者

在入院时进行病史记录。(1)一般临床资料:包括性

别、年龄、体重指数(BMI);(2)实验室检查指标:临床

相关实验室检查均在本院检验科完成,其中血清总蛋

白、白 蛋 白、总 胆 红 素、直 接 胆 红 素、ALT、AST、
GGT、ALP采用德国罗氏公司Cobas

 

C701全自动生

化分析仪及配套试剂检测;(3)症状和影像学表现:包
括乏力、瘙痒、腹胀、黄疸等症状,以及肝硬化、门静脉

高压、腹水、胆囊壁增厚等影像学表现。
1.2.2 血清标本的收集和处理

  所有研究对象在空腹6~8
 

h后采集静脉血,
3

 

600
 

r/min离心10
 

min后进行实验室生化指标检

测,同时用EP管收集血清,于-80
 

℃冰箱储存,避免

反复冻融。
1.2.3 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清IL-35
和PGRN水平

  采用ELISA测定血清IL-35和PGRN水平,IL-
35

 

ELISA 试 剂 盒 购 自 美 国 Novus 公 司,PGRN
 

ELISA试剂盒购自美国R&D公司,操作参照试剂盒

说明书进行。
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1.3 统计学处理

  采用GraphPad
 

Prism7.0软件和SPSS25.0软件

进行统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,两组间比较采用独立样本t检验。不符合正态分

布的计量资料以 M(Q1,Q3)表示,两组间比较采用

Mann-Whitney
 

U 检验,多组比较采用 Kruskal-Wal-
lis

 

H 检验。计数资料以例数或百分比表示,组间比

较采用χ2 检验。检验水准α=0.05,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 PBC组与HC组临床和实验室指标比较

  PBC组血清白蛋白水平明显低于 HC组(P<
0.001),总胆红素、ALT、AST、GGT及ALP水平均明

显高于HC组(P<0.05),两组性别、年龄、BMI及其他

实验室指标水平均无明显差异(P>0.05),见表1。
2.2 PBC组与HC组血清PGRN和IL-35水平比较

  PBC 组 血 清 PGRN 水 平 为 100.33(86.96,
126.66)ng/mL,高于 HC组的54.92(48.56,68.77)
ng/mL,差异有统计学意义(P<0.001);PBC组和

HC组血清IL-35水平分别为6.31(0.00,32.39)、
11.14(4.33,14.03)pg/mL,差异无统计学意义(P>
0.05),见图1。

表1  PBC组与 HC组临床和实验室指标比较

项目 PBC组(n=58) HC组(n=26) t/χ2/Z P

性别[n(%)]
 

0.061 0.805

 男 12(20.69) 6(23.08)

 女 46(79.31) 20(76.92)

年龄(x±s,岁) 60.60±12.23 59.77±5.05 0.442 0.660

BMI[M(Q1,Q3),kg/m
2] 22.68(20.67,24.68) 22.00(20.00,23.25) 1.031 0.302

总蛋白[M(Q1,Q3),g/dL] 72.00(64.00,80.25) 73.00(71.00,75.00) 0.416 0.677
白蛋白[M(Q1,Q3),g/dL] 37.00(31.75,41.00) 45.50(43.00,47.00) 6.108 <0.001
总胆红素[M(Q1,Q3),g/dL] 16.45(10.25,38.20) 10.40(7.98,13.63) 3.106 0.002
直接胆红素[M(Q1,Q3),g/dL] 6.05(3.40,22.00) 4.90(3.65,5.63) 1.665 0.096

ALT[M(Q1,Q3),U/L] 49.50(31.00,100.50) 14.00(12.00,20.25) 6.509 <0.001

AST[M(Q1,Q3),U/L] 62.00(37.50,86.50) 17.00(15.00,21.25) 6.713 <0.001

GGT[M(Q1,Q3),U/L] 156.50(76.25,327.25) 20.50(12.00,29.75) 6.977 <0.001

ALP[M(Q1,Q3),U/L] 163.00(108.00,257.00) 63.00(57.00,68.25) 6.498 <0.001

  A:血清PGRN水平比较;B:血清IL-35水平比较;a:P<0.001。

图1  PBC组与 HC组血清PGRN和IL-35水平比较

2.3 PGRN、IL-35水平与肝功能的关系

  PBC患者中异常肝功能组和正常肝功能组血清

PGRN水平分别为101.77(86.38,127.98)和91.59
(87.16,114.47)ng/mL,均明显高于 HC组(P<
0.001);正常肝功能组和异常肝功能组血清PGRN水

平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。正常肝功能

组和 异 常 肝 功 能 组 血 清IL-35水 平 分 别 为42.87
(29.67,69.93)和0.00(0.00,14.87)pg/mL,差异有

统计学意义(P<0.001),见图2。

  A:血清PGRN水平比较;B:血清IL-35水平比较;a:P<0.001。

图2  不同肝功能情况PBC患者及健康对照者血清PGRN
和IL-35水平比较
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2.4 PBC治疗前后血清PGRN和IL-35水平比较

  26例PBC患者治疗前、后血清PGRN水平分别

为108.02(89.82,139.20)和83.93(67.00,108.47)
ng/mL,治疗后较治疗前明显降低(P<0.05);治疗

前、后血清IL-35水平分别为0.00(0.00,15.43)和
10.29(0.00,24.25)pg/mL,差异无统计学意义(P>
0.05),见图3。

  A:血清PGRN水平比较;B:血清IL-35水平比较;b:P<0.05。

图3  PBC患者治疗前后血清PGRN和IL-35水平比较

2.5 不同症状和影像学表现患者血清PGRN、IL-35
水平的差异

  58例PBC患者中,有肝硬化影像学表现的患者

血清PGRN水平明显高于无肝硬化影像学表现的患

者(P<0.001);有瘙痒症状的患者血清IL-35水平明

显低于无瘙痒症状的患者(P=0.007),其余不同症状

和影像学表现的患者血清PGRN、IL-35水平均无明

显差异(P>0.05),见表2、3。
表2  不同症状和影像学表现患者血清PGRN水平

   比较[n=58,M(Q1,Q3),ng/mL]

项目 n PGRN Z P

乏力 0.385 0.701
 

 有 22 99.32(90.88,131.25)

 无 36 101.81(86.09,126.17)

瘙痒 0.622 0.534

 有 20 105.13(86.82,139.02)

 无 38 99.32(86.86,126.08)

腹胀 0.852 0.394

 有 16 112.50(92.03,128.15)

 无 42 99.32(86.28,126.66)

黄疸 0.185 0.853
 

 有 18 101.47(83.34,132.44)

 无 40 98.10(87.83,126.17)

肝硬化 3.742<0.001

 有 34 115.02(94.84,138.68)

 无 24 88.90(78.65,101.61)

续表2  不同症状和影像学表现患者血清PGRN水平

   比较[n=58,M(Q1,Q3),ng/mL]

项目 n PGRN Z P

门静脉高压 0.436 0.663
 

 有 14 99.32(92.64,126.18)

 无 44 101.17(86.09,127.54)

腹水 0.968 0.333

 有 15 111.43(92.73,125.51)

 无 43 99.51(85.99,127.98)

胆囊壁增厚 1.456 0.145
 

 有 12 111.43(99.51,155.74)

 无 46 96.70(86.86,125.68)

表3  不同症状和影像学表现患者血清IL-35水平

   比较[n=58,M(Q1,Q3),pg/mL]

项目 n IL-35 Z P

乏力 0.538 0.591

 有 22 0.00(0.00,24.05)

 无 36 0.00(6.57,37.22)

瘙痒 2.692 0.007

 有 20 0.00(0.00,12.17)

 无 38 12.96(0.00,50.49)

腹胀 0.410 0.682

 有 16 6.31(0.00,16.35)

 无 42 6.09(0.00,40.45)

黄疸 0.564 0.573

 有 18 0.00(0.00,39.75)

 无 40 6.57(0.00,29.89)

肝硬化 0.670 0.503

 有 34 6.57(0.00,16.96)

 无 24 5.55(0.00,46.98)

门静脉高压 0.819 0.413

 有 14 9.96(0.00,25.44)

 无 44 0.94(0.00,37.22)

腹水 1.163 0.245

 有 15 0.00(0.00,16.91)

 无 43 11.26(0.00,40.06)

胆囊壁增厚 0.776 0.438

 有 12 13.09(0.00,18.71)

 无 46 0.94(0.00,40.45)

3 讨  论

  PBC在全球范围内广泛分布,既往报道主要来自

欧洲和北美,但近年来亚太地区发病率呈上升趋势。

PBC的病因和发病机制尚未完全明确。有研究显示,

PBC患者体内存在明显的免疫调节紊乱及多种细胞

因子的异常表达,且与PBC的发生和发展、严重程度
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及预后密切相关[11-13]。目前,PGRN和IL-35在自身

免疫性疾病中的作用已经成为研究热点,但在PBC
中的研究少见报道。本研究检测了PBC患者血清

PGRN和IL-35水平,并分析其与疾病的关系。
PGRN是一种自分泌生长因子,在伤口愈合、肿

瘤发生和发展、感染及细胞增殖等过程中发挥调节作

用[14]。另有研究表明,PGRN是一种多功能免疫调节

分子,可调节免疫细胞的募集,以及趋化因子和炎症

因子的释放,如通过调节IL-8、IL-10、TNF-α等炎症

因子的分泌控制机体的免疫反应[15-16]。PGRN通过

促进自身抗体的产生,增强辅助性T淋巴细胞(Th)1
和Th17的细胞反应,以及促进Treg的产生[17-18],参
与多种自身免疫性疾病的发生、发展。近期有研究表

明,PGRN与Treg上的TNFR2结合,拮抗TNF-α下

调Treg的免疫抑制功能,保护Treg的正常功能,从
而控制自身免疫反应[19]。如PGRN在类风湿关节炎

中的表达水平与疾病活动度及关节功能密切相关[15]。
在系统性红斑狼疮中PGRN表达明显升高,且与疾病

活性呈正相关,其可通过增强Toll样受体9(TLR9)
信号,促进炎症反应,从而加重疾病严重程度[20]。本

研究与以上研究结果一致,PBC患者血清PGRN水

平明显高于健康对照者,表明PBC患者较健康人群

机体表现出较强的免疫炎症反应。进一步分析发现,
正常肝功能和异常肝功能PBC患者血清PGRN水平

无明显差异,但有肝硬化的PBC患者血清PGRN水

平明显高于无肝硬化患者,提示PGRN可作为判断

PBC患者肝硬化的一项重要指标。此外,UDCA治疗

4周后,PBC患者血清PGRN水平较治疗前明显降

低,提示PGRN可能作为PBC的疗效观察指标。
IL-35作为一种新的具有免疫抑制功能的细胞因

子,主要通过提高Treg比例,分泌更多的炎症细胞因

子,抑 制 Th17 分 化 来 发 挥 免 疫 调 节 作 用[21-23]。
WANG

 

等[24]研究表明,IL-35可以通过调节炎症性

肠病小鼠模型炎症因子的表达,促进炎症因子IL-10
的分泌,抑制促炎细胞因子IL-6、TNF-α、IL-17等的

表达,发挥免疫抑制作用。在一项关于系统性红斑狼

疮的研究中发现,活动期系统性红斑狼疮患者血清

IL-35水平低于非活动期,狼疮性肾炎患者血清IL-35
水平低于无狼疮性肾炎患者[25]。据 LI等[9]报道,
PBC患者血清IL-35水平低于健康人群,且晚期患者

血清IL-35水平高于早期患者。另有研究发现,IL-35
在慢性乙型肝炎患者血清中呈高表达,而在健康对照

组中没有检测到IL-35[26]。这些研究结果均提示IL-
35的生物学功能较为复杂,在不同的疾病中其产生机

制及调控免疫反应的作用不尽相同。本研究在大多

数PBC患者和健康对照者血清中都检测到IL-35,但
IL-35总体水平较低,且PBC患者与健康对照者无明

显差异,这与LI等[9]发现PBC患者血清IL-35水平

低于健康对照组不一致,分析原因可能与纳入人群、

样本量、患者的疾病进程不同等因素有关。比较不同

肝功能状态的PBC患者血清IL-35水平发现,正常肝

功能PBC患者血清IL-35水平明显高于异常肝功能

PBC患者和健康对照者,这似乎与IL-35的免疫负调

节功能相矛盾,分析原因可能是由于在疾病发生和发

展的某些时机机体处于“免疫麻痹”状态,导致IL-35
的促炎-抗炎功能出现不平衡现象,抗炎因子的表达占

据优势,机体产生更多的IL-35来拮抗促炎性细胞因

子以维持肝功能的稳定。本研究提示了PBC患者血

清IL-35水平与疾病活动度相关的可能性。但在治疗

前后的观察中发现血清IL-35水平无明显变化,表明

IL-35可能与疗效无关。此外,在分析其与临床症状

的关系中发现,有瘙痒症状的PBC患者血清IL-35水

平更低,而瘙痒是胆汁淤积的一个重要临床表现,也
是PBC的疾病特点。鉴于IL-35在PBC患者体内较

为复杂的表现,还需进一步研究分析其在疾病中的

作用。
综上所述,血清PGRN和IL-35在PBC的发生、

发展中呈现出不同的变化,并与疾病的活动性和疗效

有一定的关系,可能作为新的血清学指标辅助疾病诊

疗。但本研究存在样本量较小、未进行疾病分期等不

足,需进行更深入的研究来阐明PGRN 和IL-35在

PBC发生、发展中的复杂机制。
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