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树突状细胞、Ｔｒｅｇ细胞在 ＳＬＥ伴血小板
计数减少患者外周血中的表达

王向丽　沈育娟　吴艳群　李光文　邢　倩

摘　要　目的　探讨树突状细胞（ＤＣ）及 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）在系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）伴中重度血小

板计数减少患者外周血中的表达及临床意义。方法　选取 ＳＬＥ伴中、重度血小板计数减少患者 ３２例，ＳＬＥ伴血小板计数正常患

者 ２８例，正常健康人 ３０例，应用流式细胞术检测各组外周血中髓系 ＤＣ（ｍＤＣ）、浆细胞样 ＤＣ（ｐＤＣ）治疗前后比率变化及与 Ｔｒｅｇ

细胞的相关性，酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ法）检测外周血 ＩＬ－１２、ＩＦＮ－α、ＴＧＦ－β水平。结果　ＳＬＥ伴血小板计数减少组外周血

ｐＤＣ比率显著低于 ＳＬＥ伴血小板计数正常组患者（Ｐ＜０．０５）。ＳＬＥ伴血小板计数减少组激素治疗后 ｐＤＣ比率较治疗前减少，

Ｔｒｅｇ细胞比率较治疗前增加，ｐＤＣ与 Ｔｒｅｇ细胞呈负相关（ｒ＝－０．５３７，Ｐ＜０．０５）。ＳＬＥ伴血小板计数减少组患者外周血 ＤＣ表面

协同刺激分子 ＣＤ８６表达的 ＭＦＩ明显高于 ＳＬＥ伴血小板计数正常组及健康对照组。ＳＬＥ患者外周血 ＩＬ－１２、ＩＦＮ－α水平与健康

对照组比较显著升高，ＴＧＦ－β水平显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ｐＤＣ可能参与了 ＳＬＥ伴中重度血小板计数减少的免疫发病机

制，并与 Ｔｒｅｇ细胞有一定的相关性。
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　　系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，
ＳＬＥ）是一种多系统损害的慢性自身免疫性疾病，表
现为多种自身抗体的产生、免疫复合物沉积于靶器官

激活补体，引起一系列炎性介质释放从而造成组织

的损伤。血小板计数减少是 ＳＬＥ常见的血液系统受
累表现，发生率为 １０％ ～４０％，其中约 ５％发生中重
度血小板计数减少，可致消化道出血、颅内出血危及

生命，血小板计数减少被认为是 ＳＬＥ预后不良的独
立危险因素

［１］
。

目前，ＳＬＥ合并血小板计数减少的发病机制尚不
明确。研究表明，Ｔ细胞亚群功能异常和比例失调是
导致 ＳＬＥ发病的重要因素。近年来研究显示，在 ＳＬＥ
患者体内 Ｔ细胞异常引起的细胞免疫反应，与树突
状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣ）功能异常有着密切的关
系

［２］
。本研究通过流式细胞术检测 ＳＬＥ患者外周血

中 ＤＣ、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋调节性 Ｔ（Ｔｒｅｇ）细胞的比

率，ＥＬＩＳＡ法检测相关细胞因子，并与患者临床指标
的相关性进行分析，为探讨外周血 ＤＣ、Ｔｒｅｇ细胞在

·２３１·
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ＳＬＥ伴中重度血小板计数减少发生、发展中的免疫作
用机制提供新的证据。

对象与方法

１．研究对象：收集２０１６年１月 ～２０１７年 ６月于
青岛市市立医院免疫风湿科就诊的住院和门诊 ＳＬＥ
患者６０例，所有患者均符合１９９７年美国风湿病学院
（ＡＣＲ）修订的 ＳＬＥ诊断标准。以血小板计数减少程
度分为轻度（＞５０×１０９／Ｌ），中度（＞（２０～５０）×
１０９／Ｌ）和重度（≤２０×１０９／Ｌ）。选取 ＳＬＥ并血小板
计数减少中、重度患者 ３２例为 ＳＬＥ伴血小板计数减
少组，其中男性２例，女性 ３０例；选取 ＳＬＥ伴血小板
计数正常患者２８例为 ＳＬＥ伴血小板计数正常组，其
中男性 ２例，女性 ２６例；健康对照组 ３０例，男性 ２
例，女性２８例，平均年龄３２±５岁。各组在性别和年
龄构成比较，差异无统计学意义。全部患者和对照组

均排除抗磷脂综合征、药物性血小板计数减少、心血

管疾病、糖尿病、肝脏疾病、代谢性疾病、器官移植、肿

瘤及其他急慢性感染性疾病。ＳＬＥ伴血小板计数减
少组患者确诊后即予中大剂量激素（泼尼松 ０．５～
１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）治疗，连续 ７天。在初始治疗开始 ７
天后复查血小板计数结果进行评估。疗效评定参照

２００９年免疫性血小板计数减少症国际工作组修改的
疗效标准

［３］
：治疗后血小板计数≥３０×１０９／Ｌ并至少

增加至基础值的２倍以上，且没有出血作为有治疗反
应标准。研究遵循的程序符合青岛市市立医院医学

伦理委员会所制定的伦理学标准，并获得该委员会的

批准。标本的采集均获得受试者知情同意后完成。

２．方法：经确诊的 ＳＬＥ患者及健康对照者，均晨
起空腹采集肘静脉血８ｍｌ，其中各 ３ｍｌ静脉血以肝素
钠抗凝，外周血 ＰＢＭＣ分离，６ｈ内进行免疫荧光染色
处理；２ｍｌ静脉血用普通采血管采集，标本采集后静
置，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，分离出血清分装于 ＥＰ管
内，－８０℃冰箱保存备用。每位研究对象均设立
ｍＤＣ管、ｐＤＣ管、Ｔｒｅｇ管及同型对照管，进行免疫荧
光染色处理，应用流式细胞仪进行结果表型分析。

ＥＬＩＳＡ法检测外周血 ＩＬ－１２、ＩＦＮ－α、ＴＧＦ－β水平，
检测采用双抗体夹心法，严格按说明书操作。流式细

胞仪数据应用 ＦｌｏｗＪｏ７．６．１版本软件分析：（１）区分
细胞和碎片：应用前向散射光（ＦＳＣ）／侧向散射光
（ＳＳＣ），圈出 Ｒ１，排除碎片和死细胞（图１Ａ）。（２）找
到 Ｌｉｎ１－ＦＩＴＣ阴性细胞群：使用 Ａｎｔｉ－ＨＬＡ－ＤＲ／
Ｌｉｎ１圈定 Ｌｉｎ１阴性的细胞圈出 Ｒ２（图１Ｂ）。（３）区
分外周血 ｐＤＣ和嗜碱性粒细胞：使用 Ａｎｔｉ－ＨＬＡ－
ＤＲ／ＣＤ１２３点图根据 Ａｎｔｉ－ＨＬＡ－ＤＲ＋／ＣＤ１２３＋圈
出 Ｒ３，圈出的 ＣＤ１２３＋ＤＣ细胞即 ｐＤＣ（图１Ｃ）。（４）
同法根据 Ａｎｔｉ－ＨＬＡ－ＤＲ＋／ＣＤ１１ｃ＋定义 ＣＤ１１ｃ＋

ＤＣ细胞即 ｍＤＣ。（５）根据 ＦＳＣ和 ＳＳＣ特性初步圈取
淋巴细胞群门，分析淋巴细胞群门内 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

ＦｏｘＰ３＋的阳性细胞定义为 Ｔｒｅｇ细胞。

图 １　流式细胞仪数据分析
Ａ．区分细胞和碎片；Ｂ．找到 Ｌｉｎ１－ＦＩＴＣ阴性细胞群体；Ｃ．区分外周血 ｐＤＣ和嗜碱性粒细胞

　　３．统计学方法：所有数据采用 ＳＰＳＳ１３０统
计学软件进行统计分析，计量资料使用均数 ±标
准差（ｘ±ｓ）表示，两组间的比较采用 ｔ检验，所有
数据均进行正态分布检验。３组间的比较采用
Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ分析法，并进行方差齐性检验。
相关分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析法，以 Ｐ＜

０．０５为差异有统计学意义。
结　　果

１．ＳＬＥ各组与健康对照组外周血 ｍＤＣ、ｐＤＣ、
Ｔｒｅｇ细胞比率的比较：ＳＬＥ伴血小板计数减少组患者
外周血 ｍＤＣ比率与 ＳＬＥ伴血小板计数组患者比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＳＬＥ伴血小板计数
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减少组患者外周血 ｐＤＣ比率显著低于 ＳＬＥ正常血小
板计数正常组患者及健康对照组（Ｐ＜０．０５）。ＳＬＥ
伴血小板计数减少组患者外周血 Ｔｒｅｇ细胞比率与

ＳＬＥ伴血小板计数正常组患者比较，差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５，表１）。

表 １　ＳＬＥ各组与对照组外周血 ｍＤＣ、ｐＤＣ和 Ｔｒｅｇ细胞的比率结果比较（ｘ±ｓ，％）

组别 ｎ 血小板计数（×１０９／Ｌ） ｍＤＣ相对计数 ｐＤＣ相关计数 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦｏｘＰ３＋Ｔ细胞
健康对照组 ３０ １２６．２±４３．６ ０．１８±０．０６２ ０．２４８±０．０４２ ２．５８±１．５２

ＳＬＥ伴血小板计数减少组 ３２ ２１．８±８．３３ ０．１４±０．０４８ ０．０４２±０．０１６ １．２４±０．６３
ＳＬＥ伴血小板计数正常组 ２８ １３１．４±３４．５ ０．１６±０．０５３ ０．１２５±０．０３４ １．４０±０．７２

　　与 ＳＬＥ伴血小板计数正常组、健康对照组比较，Ｐ＜０．０５

　　２．ＳＬＥ伴血小板计数减少组激素治疗后外周血
ｐＤＣ与 Ｔｒｅｇ细胞的相关性分析：激素治疗 １周后，治
疗初始反应率为 ８９．２％。患者在治疗后 １周血小板
计数达（７８．９±１８．４）×１０９／Ｌ，范围（３０～１２０）×１０９／Ｌ。
外周血 ｐＤＣ比率较治疗前显著减少 （Ｐ＜０．０５），而
ｍＤＣ比率较治疗前显著增加 （Ｐ＜０．０５），Ｔｒｅｇ细胞
比率较治疗前显著增加（Ｐ＜０．０５）；治疗后 ｐＤＣ与
Ｔｒｅｇ细胞呈负相关（ｒ＝－０．５７２，Ｐ＜０．０５），而 ｍＤＣ
与 Ｔｒｅｇ细胞间无相关性（ｒ＝０．２８５，Ｐ＞０．０５）。

３．ＳＬＥ各组外周血 ＤＣ细胞表面协同刺激分子
表达：ＳＬＥ伴血小板计数减少组患者外周血 ＤＣ表面

协同刺激分子 ＣＤ８６表达的 ＭＦＩ明显高于 ＳＬＥ伴血
小板计数正常组及健康对照组（Ｐ＜０．０５）。

４．ＳＬＥ患者外周血 ｐＤＣ细胞与临床指标的相关
性：对 ６０例 ＳＬＥ患者外周血 ｐＤＣ比率与患者的抗
体、ＣＲＰ、ＥＳＲ、补体、免疫球蛋白等水平的相关性进
行统计学分析。结果表明，ｐＤＣ的表达与患者的抗
ｄｓＤＮＡ抗体水平呈负相关（Ｐ＜０．０５），与 ＥＳＲ、ＣＲＰ、
免疫球蛋白、补体 Ｃ３、Ｃ４无相关性（Ｐ均 ＞０．０５），抗
核抗体、抗 ＳＳＡ、ＳＳＢ抗体阳性组与阴性组之间 ｐＤＣ
的表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表２）。

表 ２　ＳＬＥ患者外周血 ｐＤＣ细胞比率与临床及实验室指标的相关性　

项目 ＡＮＡ 抗 ｄｓ－ＤＮＡ ＩｇＧ Ｃ３ Ｃ４ ＥＳＲ ＣＲＰ 抗 ＳＳＡ Ｓ抗 ＳＳＢ
ｒ ０．２２ －０．５９ ０．２７ －０．３２ －０．１３ ０．３１ ０．１４ ０．２６ ０．３２
Ｐ ０．０８ ０．０１ ０．０８ ０．０６ ０．７６ ０．０７ ０．９２ ０．６８ ０．７４

　　５．ＳＬＥ各组与健康对照组血清中细胞因子 ＩＬ－
１２、ＩＦＮ－α、ＴＧＦ－β表达水平比较：ＳＬＥ伴血小板计
数减少组患者血清中细胞因子 ＩＬ－１２、ＩＦＮ－α水平
较健康对照组显著升高（Ｐ＜０．０５），ＴＧＦ－β水平较

对照组显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＳＬＥ伴血小板计数减
少组患者外周血与 ＳＬＥ组血小板计数正常组患者比
较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表３）。

表 ３　ＳＬＥ各组与对照组血清 ＩＬ－１２、ＩＦＮ－α、ＴＧＦ－β水平比较（ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍｌ）

组别 ｎ ＩＬ－１２ ＩＦＮ－α ＴＧＦ－β
健康对照组 ３０ １６４．９±６８．２ ６２．９±２１．４ ６２８．２±６３．５

ＳＬＥ伴血小板计数减少组 ３２ ７６０．３±５６．５ １３４．６±５３．２ ３４２．５±４１．８

ＳＬＥ伴血小板计数正常组 ２８ ６８４．８±７８．７ １００．１±４８．５ ３５７．１±３３．６

　　与健康对照组比较，Ｐ＜０．０５

讨　　论
近一半的 ＳＬＥ患者血液系统受累，且常以血小

板计数减少为首发症状。研究表明 ＳＬＥ伴血小板计
数减少的发生有多种因素参与，如细胞免疫、抗磷脂

抗体、抗血小板抗体、巨核祖细胞分化障碍、药物及感

染、血栓性微血管病等。其中，细胞免疫异常、Ｔ细胞
异常活化、自身抗原免疫耐受性缺失是导致组织损伤

发生的重要因素。ＤＣ是迄今为止发现的最强大的抗
原递呈细胞 （ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ），在激发获
得性免疫反应中起着关键作用。ＤＣ和 Ｔｒｅｇ细胞在 Ｔ

·４３１·
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细胞活化和免疫耐受中发挥重要作用。ＤＣ依据其功
能可分化为髓系起源的 ＤＣ（ｍｙｅｌｏｉｄＤＣ，ｍＤＣ）和浆
细胞起源的 ＤＣ（ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｉｄＤＣ，ｐＤＣ）细胞。ｍＤＣ
表面具有 ＣＤ１１ｃ分子，是人体主要的抗原递呈细胞，
通过分泌 ＩＬ－１２可以活化初始 Ｔ淋巴细胞并促使其
分化为 Ｔｈ１细胞，参与机体免疫应答。ｐＤＣ表达
ＣＤ１２３分子，有较弱的 ＡＰＣ功能，当人体受到病毒攻
击时能产生大量 ＩＦＮ－α，增强人体免疫功能［４］

。

Ｔｒｅｇ细胞是具有免疫调节功能的Ｔ细胞亚群，在维持
机体免疫自稳和诱导免疫耐受中发挥重要作用。转

录因子 ＦｏｘＰ３是表达于 Ｔｒｅｇ细胞内的标记分子，对
Ｔｒｅｇ细胞在抑制功能的维持具有重要作用。

Ｒｏｂａｋ等［５］
研究发现，ＳＬＥ活动期患者外周血中

ＤＣ的数量明显低于正常对照组和 ＳＬＥ稳定期，且以
ｐＤＣ降低为主。本研究显示 ＳＬＥ伴血小板计数减少
组与 ＳＬＥ伴血小板计数正常组相比外周血 ｐＤＣ比率
显著降低，可能与以下原因有关：（１）ＤＣ在成熟的过
程中发生迁移：稳态条件下，人体内绝大多数 ＤＣ处
于未成熟状态，主要分布于外周组织，当受到外来刺

激时，未成熟 ＤＣ在摄取抗原后可能通过上调趋化因
子的表达获取迁移能力，向炎症部位或靶器官迁移，

从而导致外周组织中 ＤＣ数量减少。Ｔｕｃｃｉ等［６］
发现

ＳＬＥ患者外周血中的ｐＤＣ在ＩＬ－１８的作用下迁移到
肾脏组织中，导致肾脏中 ｐＤＣ高表达，而外周血中的
ｐＤＣ数量减少。（２）细胞凋亡：ＳＬＥ体内免疫异常，
中性粒细胞、单核细胞及淋巴细胞等多种细胞的凋亡

增加。

ＳＬＥ伴血小板计数减少组患者外周血 ＤＣ表面
协同刺激分子 ＣＤ８６表达的 ＭＦＩ明显高于 ＳＬＥ伴血
小板计数正常组及健康对照组。Ｔ细胞在活化中需
要第二信号即 ＡＰＣ和 Ｔ细胞之间的协同刺激，主要
协同刺激途径是 ＡＰＣ表面的 Ｂ７家族成员 ＣＤ８６，与
Ｔ细胞表面 ＣＤ２８或 Ｔｒｅｇ细胞表达共抑制分子 ＣＴＬＡ
－４高亲和结合，从而启动抑制信号，导致 Ｔ细胞凋
亡

［７］
。ＣＤ８６是通过 ＣＤ２８调节并维持 Ｔ细胞活化必

需的第二信号，成熟 ＤＣ高水平表达协同刺激分子，
参与机体免疫应答。在 ＳＬＥ伴血小板计数减少患者
中，成熟 ＤＣ高水平表达协同刺激分子 ＣＤ８６，提示
ＤＣ在迁移过程中逐渐分化成熟，提成抗原并刺激初
始 Ｔ细胞活化的能力增强，其表面共刺激分子及趋化
因子等表达上调，同时分泌多种细胞因子，机体免疫

应答过度可能致血小板计数减少。

Ｔｒｅｇ细胞能有效抑制 Ｔ细胞活化从而维持自身

免疫耐受防止自身免疫性疾病的发生，其途径主要通

过分泌抑制性细胞因子、抑制 ＤＣ抗原递呈功能，影
响 ＤＣ分化和成熟等。各种关于 Ｔｒｅｇ细胞在 ＳＬＥ中
的研究结果并不一致。有的研究提示 Ｔｒｅｇ细胞的数
量降低，不能对凋亡细胞有效清除可能与 ＳＬＥ发病
有关

［８］
。而有研究表明外周血中 Ｔｒｅｇ细胞的数量升

高
［９］
。还有研究报道 ＳＬＥ患者体内 Ｔｒｅｇ细胞的抑制

功能有缺陷，提示 ＳＬＥ患者体内 Ｔｒｅｇ细胞不仅生成
障碍，且对效应 Ｔ细胞的免疫抑制功能不足［１０］

。本

研究显示，ＳＬＥ伴血小板计数减少组患者中 Ｔｒｅｇ细
胞比率在激素治疗后显著增加，ＳＬＥ伴血小板计数减
少组的 ｐＤＣ比率低于 ＳＬＥ伴血小板计数正常组，经
治疗后血小板计数有所上升，而 ｐＤＣ比率较治疗前
还减少，且外周血 ｐＤＣ比率与 Ｔｒｅｇ细胞比率呈负相
关，可能与 Ｔｒｅｇ细胞抑制 ＤＣ的抗原呈递功能和成熟
发挥免疫抑制效应有关。不同亚群 ＤＣｓ在不同微环
境下可诱导 Ｔｒｅｇ细胞生成，Ｔｒｅｇ也能通过负反馈来
影响 ＤＣｓ的分化成熟［１１，１２］

。ＤＣｓ与 Ｔｒｅｇ细胞互为调
节，Ｔｒｅｇ通过下调 ＡＰＣ细胞的功能或者竞争 ＡＰＣ细
胞上的共刺激分子抑制效应性 Ｔ细胞，可能参与了
ＳＬＥ合并血小板计数减少发病的环节。但本研究入
组例数较少，在以后临床研究中进一步扩大病例数目

以观察证实。

近年来 ｍＤＣ分泌的ＩＬ－１２与 ｐＤＣ分泌的ＩＦＮ－
α的异常升高在 ＳＬＥ患者体内表达升高引起了关注，
其与疾病的活动度、病情的轻重等密切相关

［１３］
。本

研究结果也显示 ＳＬＥ患者外周血中 ＩＬ－１２、ＩＦＮ－ɑ
的表达水平显著高于健康对照组。ＳＬＥ患者外周血
ＤＣ数量虽然减少，但是 ＤＣ表达的产物 ＩＬ－１２、
ＩＦＮ－α的表达持续上升，可能是由于 ＳＬＥ患者外周
血 ＤＣ转移至组织内所致。由 ３５０００（ｐ３５）和 ４００００
（ｐ４０）两个亚单位组成的异二聚体 ＩＬ－１２是促炎性
反应因子，对于 Ｔｈ１的细胞分化具有至关重要的作
用

［１４］
。ＩＦＮ－α可以诱导 ＤＣ的成熟，呈递来自于凋

亡细胞核成分的自身抗原，促进活化的自身反应性 Ｔ
细胞

［１５］
。成熟的 ＤＣ可以使活化细胞毒性 Ｔ细胞破

坏组织产生凋亡小体，细胞凋亡坏死后产生的相关蛋

白与自身抗体形成免疫复合物可作为内源性 ＩＦＮ诱
导物，促进 ｐＤＣ进一步产生更多的 ＩＦＮ－α，又进一
步促进抗体产生及 ｐＤＣ活化［１６，１７］

。有研究表明，

ＳＬＥ患者的血小板可以被循环免疫复合物激活，与
ｐＤＣ通过 ＣＤ１５４－ＣＤ４０结合，增强免疫复合物诱导
的 ＩＦＮ－α分泌，从而进一步促进炎性反应［１８］

。
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血小板计数减少是 ＳＬＥ常见的血液系统损害，
ＳＬＥ伴血小板计数减少患者比单纯 ＳＬＥ患者更易出
现肾脏、肺及血液系统疾病，预后较差。本研究结果

表明 ｐＤＣ可能参与了 ＳＬＥ伴血小板计数减少患者的
免疫发病机制，并与 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞有一定的
相关性。
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