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　　【摘要】　目的　研究系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）患者外周血ＣＤ４、ＣＤ２５以及ＣＤ３０３种表面抗原的表达与ＳＬＥ疾

病活动性的相关性。方法　运用流式细胞仪采用三色荧光标记分析ＳＬＥ患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）的ＣＤ４、

ＣＤ２５及ＣＤ３０３种表面抗原的表达。用系统性红斑狼疮病情活动记分（ＳＬＥＤＡＩ）标准评分来判断ＳＬＥ疾病活动

性。结果　ＳＬＥ患者ＰＢＭＣ中ＣＤ４＋细胞较健康对照组显著减少，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞的百分率较健康对照组显著增

高，两组几乎均无ＣＤ４＋ＣＤ３０＋细胞表达，也未见ＣＤ４－ＣＤ３０＋细胞。结论　ＳＬＥ患者ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞阳性率与

疾病的活动性显著相关。
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　　系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）患者免疫系统的主要异常是依赖

于Ｔ淋巴细胞的Ｂ细胞功能亢进，产生大量的自身抗体和免

疫复合物［１］。据产生的细胞因子的不同，表达ＣＤ４分子的辅

助性Ｔ淋巴细胞（Ｔｈ）至少可分为３种亚型：Ｔｈ１细胞主要生

成白细胞介素２（ＩＬ２）、干扰素γ和肿瘤坏死因子α；Ｔｈ２细胞

主要生成ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６和ＩＬ１０；Ｔｈ０细胞可生成两类细胞

因子［２］。本实验运用流式细胞仪采用三色荧光标记分析ＳＬＥ

患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）的ＣＤ４、ＣＤ２５以及ＣＤ３０３种

表面抗原的表达，通过这些表面标记反映ＳＬＥ患者外周血Ｔｈ

细胞数量的变化、激活状态以及活化细胞是否分泌Ｔｈ２细胞

因子，并探讨这些Ｔ淋巴细胞膜分子表达与ＳＬＥ疾病活动性

的相关性。

１　资料与方法

１．１　临床资料　２８例ＳＬＥ患者男１例，女２７例，年龄１６～

５９岁，根据ＡＣＲ标准确定诊断
［３］，患者均未合并炎性感染。

其中１０例患者已接受激素治疗（口服强的松１～２ｍｇ／

ｋｇ·ｄ），１８例患者尚未接受任何治疗。５０例健康献血者作为

健康对照组，男２例，女４８例，年龄２２～５７岁。

１．２　试剂与仪器　红蛋白（ＰＥ）标记的小鼠抗人ＣＤ２５单克隆

抗体、Ｃｙｃｈｒｏｍ标记的小鼠抗人ＣＤ４单克隆抗体和异硫氰酸

荧光素（ＦＩＴＣ）标记的小鼠抗人 ＣＤ３０单克隆抗体，购自

ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ公司。仪器采用 ＦＡＣＳｃａｎ流式细胞仪（Ｂｅｃｔｏｎ

Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）。

１．３　方法

１．３．１　标本处理　取肘静脉血（肝素抗凝）在４ｈ内进行分

析。用ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ淋巴细胞分离液（ｐｈａｒｍａｃｉａ）离心分层，

取出中间层的ＰＢＭＣ置于５ｍＬＦａｌｃｏｎ试管，每管的１００μＬ

细胞悬液中含大约１０５个细胞，采用三色免疫荧光染色。

１．３．２　细胞染色　２０μＬ异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的小鼠

抗人ＣＤ３０单克隆抗体、２０μＬ藻红蛋白（ＰＥ）标记的小鼠抗人

ＣＤ２５单克隆抗体和２０μＬＣｙｃｈｒｏｍ标记的小鼠抗人ＣＤ４单

克隆抗体分别加入待测试管，以相应标记的小鼠ＩｇＧ亚型抗体

作为阴性对照 。试管置于４℃ 暗处反应３０ｍｉｎ后用磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ ＝７．４，含１％叠氮钠和０．５％清蛋白）清洗离

心，吸去上清液后用３００μＬ１％多聚甲醛固定待测。

１．３．３　流式细胞仪分析　采用ＦＡＣＳｃａｎ流式细胞仪（Ｂｅｃｔｏｎ

Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）进行细胞表面抗原分析，仪器提供前向散射光

（ＦＳＣ），侧向散射光（ＳＳＣ）以及不同波长的荧光（ＦＬ１、ＦＬ２、

ＦＬ３）等参数，在ＦＳＣＳＳＣ二维点图上确定出淋巴细胞的分布，

随后在ＦＬ１ＦＬ２及ＦＬ２ＦＬ３二维点图上进行细胞各表面标记

的分析，每份标本分析１００００个细胞。

１．４　系统性红斑狼疮病情活动记分（ＳＬＥＤＡＩ）评分　ＳＬＥ疾

病活动性运用ＳＬＥＤＡＩ标准评分
［４］来判断。中枢神经系统表

现（癫痫、精神病、器质性脑病、视觉障碍、颅神经病变、狼疮性

头痛、脑血管意外）各计８分，血管炎计８分，关节炎和肌炎各

计４分，肾脏表现（管型尿、血尿、蛋白尿、脓尿）各计４分，新

发皮疹、脱发和黏膜溃疡各计２分，胸膜炎和心包炎各计２分，

低补体血症和ＤＮＡ结合率增高各计２分，发热、血小板减少

和白细胞减少性血症各计１分，总分１０５分。

１．５　统计学处理　分别计算ＳＬＥ患者组与健康对照组细胞
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阳性率的中间值，下２５％至上２５％的区间值用以反映变化范

围，运用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验进行ＳＬＥ组与对照组的表面抗原

比较；运用Ｓｐｅａｒｍａｎ检验进行表面抗原与疾病活动性ＳＬＥ

ＤＡＩ评分的相关性分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞表面抗原表达　病例组及健康对照组的血液标本在

采集后及时加以染色分析以尽可能反映细胞在体内的状况。

ＳＬＥ患者标本的流式细胞仪分析图谱ＦＬ１～ＦＬ３和ＦＬ２～

ＦＬ３二维点图显示单个细胞水平上淋巴细胞的３种表面抗原

的表达。经统计学分析ＳＬＥ患者ＰＢＭＣ中ＣＤ４＋细胞较健康

对照组显著减少，差异有统计学意义（犘＜０．０５），二者的中间

值分别为３８．２％和３１．９％。ＳＬＥ组ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞的百分

率中间值为９．６％，较健康对照组６．９％显著增高，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。健康对照组与ＳＬＥ组的ＰＢＭＣ几乎均无

ＣＤ４＋ＣＤ３０＋细胞表达，也未见ＣＤ４－ＣＤ３０＋细胞。

２．２　ＳＬＥＤＡＩ评分　２８例ＳＬＥ患者中，２１例伴有肾脏病变，

２１例伴有关节炎和／或肌炎，２３例伴低补体血症和／或 ＤＮＡ

结合率增高，１６例有皮疹和（或）脱发和（或）黏膜溃疡，１７例伴

发热，１５例外周血中血小板减少和／或白细胞减少，１２例伴有

胸膜炎和／或心包炎，５例合并血管炎，３例合并中枢神经系统

病变。患者的临床疾病活动性ＳＬＥＤＡＩ评分范围为１４～３８

分，中间值为２４分。

２．３　相关性分析　ＳＬＥ患者ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋细胞阳性率与患者

ＳＬＥＤＡＩ的评分有显著的相关性（狉＝０．４６８８，犘＜０．０５），

ＣＤ４＋细胞阳性率与ＳＬＥＤＡＩ无显著相关性（狉＝０．１１６６，犘＞

０．０５）。

３　讨　　论

ＳＬＥ患者外周血中淋巴细胞亚群分布反映了机体免疫调

节状态，其变化可以导致ＳＬＥ的免疫异常。本研究结果显示，

ＳＬＥ患者ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞数目减少，这可能是Ｔ淋巴细胞反

应性自身抗体作用的结果，免疫激活引起的细胞死亡也可能减

少细胞数。ＣＤ２５是ＩＬ２受体的α链，表达于活化的Ｔ淋巴细

胞、Ｂ细胞和单核细胞
［５］，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞表达显著增高，揭

示ＳＬＥ患者免疫系统处于高激活状态，它与疾病活动性间也

存在显著相关性，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋细胞百分率可作为ＳＬＥ活动性

的标志之一。Ｗｏｌｆ等
［６］的研究报道ＳＬＥ患者血清中可溶性

ＣＤ２５（ｓＣＤ２５）显著增高，并建议作为疾病进展的观察指标。

ＣＤ３０是ＴＮＦ受体超家族成员，表达于产生 Ｔｈ２型细胞

因子的活化Ｔｈ细胞表面
［７］。活化 Ｔ淋巴细胞表达ＣＤ３０分

子被认为是产生Ｔｈ２型细胞因子的一类分化和／或活化Ｔ淋

巴细胞的标志。Ｔｈ２细胞因子生成增多参与ＳＬＥ的病理过

程［８９］，这些因子可以促进分泌自身抗体的Ｂ细胞的活化和分

化［１０］。有研究显示ＳＬＥ患者血清中可溶性ＣＤ３０（ｓＣＤ３０）较

健康对照组明显增高 ，而且与ＳＬＥ的活动性相关
［１１］。本研究

结果显示，ＣＤ４＋细胞未表达ＣＤ３０，ＣＤ４－细胞也无ＣＤ３０的表

达，可能是ＣＤ３０细胞表达局限于机体发生炎性病变的微环

境中。
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