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外周血Tfh/Tfr、Breg比例在CITP患者中的临床意义*
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  摘 要:目的 分析慢性免疫性血小板减少症(CITP)患者外周血滤泡辅助性T细胞(Tfh)/滤泡调节性T
细胞(Tfr)、负性调节性B细胞(Breg)比例及相关细胞因子白细胞介素(IL)-21、IL-10的变化,探讨Tfh/Tfr、
Breg比例在CITP免疫紊乱中的作用及意义。方法 选择30例CITP患者和30例健康体检者,淋巴细胞分离

液分离外周血单个核细胞(PBMC),采用流式细胞术检测外周血Tfh、Tfr、Breg比例;采用ELISA检测上清液

IL-21与IL-10表达水平;采用流式细胞术检测患者血小板相关抗体(PAIgG)阳性率。结果 与健康对照者比

较,CITP患者外周血Tfh比例升高,差异有统计学意义(P<0.05);Tfr、Breg比例降低,差异有统计学意义

(P<0.05);CITP患者外周Tfh/Tfr升高,差异有统计学意义(P<0.05)。Tfh/Tfr与PAIgG阳性率呈正相

关(r=0.622,P<0.05),Breg比例与PAIgG阳性率呈负相关(r=-0.535,P<0.05)。CITP患者外周血

IL-21/IL-10升高,差异有统计学意义(P<0.05),IL-21/IL-10与 血 小 板 计 数 呈 负 相 关(r=-0.643,P<
0.05),与PAIgG阳性率呈正相关(r=0.548,P<0.05)。结论 CITP患者外周血 Tfh/Tfr、Breg比例及

IL-21/IL-10异常,以上指标参与免疫紊乱机制,可为CITP的临床诊断与治疗提供新思路。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

changes
 

of
 

follicular
 

helper
 

T
 

cells
 

(Tfh)/follicular
 

regulatory
 

T
 

cells
 

(Tfr),Breg
 

cells
 

proportions
 

and
 

related
 

cytokines
 

(IL-21,IL-10)
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

chronic
 

immune
 

thrombocytopenia
 

(CITP),and
 

to
 

explore
 

the
 

role
 

and
 

significance
 

of
 

Tfh/Tfr,Breg
 

propor-
tions

 

in
 

CITP
 

immunologic
 

derangement.Methods Thirty
 

cases
 

of
 

CITP
 

and
 

30
 

people
 

undergoing
 

physical
 

examination
 

were
 

selected.Peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

lymphocytes
 

separation
 

medium.The
 

changes
 

of
 

peripheral
 

blood
 

Tfh,Tfr,Breg
 

proportions
 

were
 

detected
 

by
 

fluid
 

cytometry
  

(FCM)
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

IL-21
 

and
 

IL-10
 

in
 

supernatant
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

positive
 

rate
 

of
 

platelet
 

related
 

antibody
 

PAIgG
 

was
 

detected
 

by
 

FCM.Results Compared
 

with
 

the
 

healthy
 

controls,the
 

pe-
ripheral

 

blood
 

Tfh
 

proportion
 

was
 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),while
 

the
 

proportions
 

of
 

Tfr
 

and
 

Breg
 

were
 

decreased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
Tfh/Tfr

 

in
 

the
 

CITP
 

patients
 

was
 

increased
 

with
 

statistical
 

difference
 

(P<0.05).Tfh/Tfr
 

was
 

positively
 

cor-
related

 

with
 

the
 

PAIgG
 

positive
 

rate
 

(r=0.622,P<0.05),and
 

Breg
 

proportion
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

PAIgG
 

positive
 

rate
 

(r=-0.535,P<0.05);peripheral
 

blood
 

IL-21/IL-10
 

levels
 

in
 

the
 

CTIP
 

pa-
tients

 

were
 

increase,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);IL-21/IL-10
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

platelet
 

(r=-0.643,P<0.05),and
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

PAIgG
 

positive
 

rate
 

(r=
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0.548,P<0.05).Conclusion The
 

abnormalities
 

of
 

peripheral
 

blood
 

Tfh/Tfr,Breg
 

proportions
 

and
 

IL-21/IL-
10

 

in
 

the
 

patients
 

with
 

CITP
 

are
 

involved
 

in
 

its
 

immunologic
 

derangement
 

mechanism,which
 

provides
 

a
 

new
 

i-
dea

 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

CITP.
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  慢性免疫性血小板减少症(CITP)是一种发病机

制尚未完全明确的自身免疫病。目前国内外研究发

现,CITP的发生、发展与患者体内免疫调节紊乱有

关[1]。近年研究发现,负性调节性B细胞(Breg)是一

种新型负性调节性细胞,可能与抑制抗体的产生有

关。而滤泡辅助性T细胞(Tfh)是一种辅助抗体产生

的效应性T细胞,滤泡调节性T细胞(Tfr)是一种负

性调节性 T细胞,Tfh/Tfr平衡可能调控B细胞应

答,调 节 血 小 板 抗 体 的 产 生,但 Breg、Tfh、Tfr在

CITP发病机制中的作用尚不明确。因此,本研究将

通过分离CITP患者及健康对照者外周血单个核细胞

(PBMC),研究Breg、Tfh、Tfr及相关细胞因子的变

化,探讨患者外周血Breg比例、Tfh/Tfr及相关细胞

因子与血小板计数及血小板抗体之间的关系,分析它

们在CITP免疫紊乱中的作用机制,为CITP的临床

诊断与治疗提供新思路与新靶点。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2016年10月至2018年6月在

深圳市第二人民医院住院病房、门急诊收治的CITP
患者30例(男12例、女18例,年龄18~67岁、中位年

龄37岁),按免疫性血小板减少症的分型标准[急性

(<3月)、持续性(3~12月)和慢性(>12月)],本研

究的病例均符合CITP的诊断标准[2],排除其他自身

免疫性疾病患者。健康对照组:于该院选择年龄、性
别匹配的健康体检者30例(男16例、女14例,年龄

17~64岁、中位年龄38岁)。
1.2 仪 器 与 试 剂 抗 人 PercP-CD4

 

mAb,抗 人

FITC-CXCR5
 

mAb,抗 人 FITC-ICOS
 

mAb,抗 人

FITC-FoxP3
 

mAb,抗人FITC-CD5
 

mAb,兔抗人PE-
CD1d

 

mAb,兔 抗 人 PerCP-CD19
 

mAb;同 型 对 照

IgG1-FITC,IgG1-PercP,IgG1-PE(美国BD公司);流
式细胞仪EPICS-XL型(美国Beckman公司),全自动

酶标仪Elx80型(美国Bio-Tek公司)。
1.3 方法

 

1.3.1 CITP患者与健康对照者标本处理 采集

CITP患者和健康对照者外周血各5
 

mL,分离PB-
MC,用 RPMI1640培养液(含10%胎牛血清)调整

PBMC水平为1×109/L。取1
 

mL细胞悬液,用荧光

抗体染色,流式细胞术测定细胞亚群比例;另取1
 

mL
细胞悬液加入1

 

μmol/L的离子霉素与50
 

μg/L的佛

波酯PMA,温箱(37℃)培养24
 

h,收集上清液,在
-70

 

℃冰箱内保存。
1.3.2 流式细胞术检测CITP患者及健康对照者外

周血Tfh、Tfr、Breg比例 取上述分离的PBMC,PBS
洗3次,各取106 个PBMC做如下试验:(1)外周血

Tfh比例的检测。取2支试管,分别为试验管和同型

对照管,其中1支分别加入抗人PercP-CD4
 

mAb、抗
人FITC-ICOS

 

mAb与抗人FITC-CXCR5
 

mAb各5
 

μL,混匀,设立同型对照,避光30
 

min,洗涤2次,重悬

细胞后检测。(2)外周血Tfr比例的检测。取2支试

管,加 入 抗 人 FITC-FoxP3
 

mAb、抗 人 PercP-CD4
 

mAb和抗人FITC-CXCR5
 

mAb各5
 

μL,设立同型对

照,避光30
 

min,洗涤2次,重悬细胞后检测。(3)外
周血Breg比例的检测。取2支试管,加入PE-CD1d

 

mAb、FITC-CD5
 

mAb、PerCP-CD19
 

mAb各5
 

μL,充
分混匀后设立同型对照,室温避光孵育1

 

h,用PBS洗

2遍,重悬细胞后检测。
1.3.3 ELISA检测外周血Tfh、Tfr、Breg相关细胞

因子白细胞介素(IL)-21、IL-10水平 选取前期冻存

的PBMC培养液上清液,ELISA检测外周血IL-21、
IL-10水平。按试剂盒说明书操作,标本和标准品均

设3个复孔,酶标仪测定450
 

nm波长处的吸光度,取
平均值后,再根据标准曲线确定各个标本IL-21、IL-
10水平。
1.3.4 CITP患者与健康对照者外周血血小板相关

抗体(PAIgG)检测 采用流式细胞术检测PAIgG:取
上述抗凝血1

 

mL,1
 

000
 

r/min离心10
 

min,制备富

血小板血浆,取100
 

μL加入试管中,再加入PBS
 

500
 

μL混匀,2
 

000
 

r/min离心3
 

min,去除上清液,加入

等体积PBS,洗涤3次,PBS重悬。取2支试管,加入

50
 

μL悬浮血小板,分别加入10
 

μL
 

FITC-抗IgG(阴
性对照)、FITC-抗人IgG

 

mAb,混匀,室温下避光孵

育15
 

min。PBS洗涤,加500
 

μL
 

PBS悬浮,上机测

定,收集5
 

000个血小板进行检测。结果以血小板表

面表达PAIgG的阳性率表示。
1.4 统计学处理 运用SPSS18.0软件进行分析。
计量资料以x±s表示,组间比较采用两样本均数t
检验;两变量相关性分析采用Spearman相关。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 CITP患者外周血Tfh、Tfr、Breg比例分析 流

式细胞仪检测结果显示,与健康对照者比较,CITP患

者外周血 Tfh比 例 升 高,差 异 有 统 计 学 意 义(t=
5.32,P<0.05);Tfr、Breg比例降低,差异有统计学

意义(t=5.52、4.79,P<0.05)。见图1。
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图1  两组外周血Tfh、Tfr、Breg比例比较

2.2 CITP患者外周血 Tfh/Tfr、Breg比例变化与

PAIgG的相关性 与健康对照组比较,CITP组患者

外周血Tfh/Tfr、PAIgG阳性率升高,差异有统计学

意义(P<0.05)。同时CITP组患者外周血Tfh/Tfr
与PAIgG阳性率呈正相关(r=0.622,P<0.05);
Breg比例与PAIgG的阳性率呈负相关(r=-0.535,
P<0.05)。见表1。

  

表1  两组外周血Tfh/Tfr、Breg比例与PAIgG
   阳性率比较(x±s)

组别 n Breg比例(%) Tfh/Tfr
PAIgG

阳性率(%)

CITP组 30 1.21±0.45 3.3±0.2 38.4±12.2

健康对照组 30 2.72±0.64 2.1±0.3 7.8±4.5

t 10.97 6.35 8.62

P <0.05 <0.05 <0.05

2.3 CITP患者外周血Tfh、Tfr、Breg相关细胞因子

IL-21、IL-10的检测结果 测定结果显示,与健康对

照组比较,CITP患者外周血Tfh相关细胞因子IL-21
表达水平升高(t=4.37,P<0.05),而Tfr与Breg的

细胞抑制因子IL-10表达水平降低,差异有统计学意

义(t=3.12,P<0.05),IL-21/IL-10升高,差异有统

计学意义(t=4.02,P<0.05)。
2.4 CITP患者外周血IL-21/IL-10与血小板计数及

PAIgG阳性率的相关性分析 CITP患者外周血上清

液中 IL-21/IL-10 与 血 小 板 计 数 呈 负 相 关 (r=
-0.643,P<0.05),与PAIgG阳性率呈正相关(r=
0.548,P<0.05)。
3 讨  论

  CITP发病机制可能与致病性T细胞与调节性T
细胞(Treg)平衡失调相关,CD4+T细胞能够辅助B
细胞产生抗体的结论已被证实,但辅助性T细胞(Th
细胞)的作用机制仍不明确。近年研究表明,Tfh是

主要辅助B细胞产生抗体的T细胞亚群,Tfh表达的

CD40L和ICOS分别与B细胞CD40和ICOSL结合,
Tfh分泌的IL-21在刺激B细胞的增殖、分化方面起

重要作用。CXCR5是Tfh迁移、定位与转运的重要

标志。因此,Tfh是一种新型CD4+ 效应性 T细胞。

Tfr是一种兼有Tfh与Treg双重性质的负性调节细

胞[3],但Tfh/Tfr平衡在CITP发病机制中的具体作

用尚不完全明确。
Breg是一种具有负性调节功能的新型调节性B

细胞,该细胞的负性调节功能可能与IL-10有关[4-5]。
动物实验发现,小鼠体内如果存在缺乏STIM 蛋白的

B细胞,则抗炎细胞因子IL-10就不能产生,导致小鼠

多发性硬化症等自身免疫病症状加重。推测自身免

疫病的产生可能与Breg有重要关系。有研究人员发

现在 Breg缺 陷 小 鼠 体 内,小 鼠 炎 症 增 强,Th1与

Th17细胞增多,Treg数量降低,表明Breg可能是维

持Th17/Treg、Th1/Th2平衡的重要细胞[6-7]。Breg
可通过抑制自身反应性Th细胞而抑制自身免疫,也
可通过抑制Tc细胞活性来减弱对自身成分的细胞毒

作用[8]。但Breg在CITP发病机制中的作用尚不完

全明确,通过本研究可为CITP免疫紊乱网络的构建

提供理论基础。
笔者对CITP患者外周血Tfh/Tfr、Breg平衡机

制进行了研究,发现Tfh在CITP患者外周血中比例

升高,Tfr、Breg比例降低,Tfh/Tfr升高,Tfh/Tfr与

患者PAIgG阳性率呈正相关,IL-21/IL-10与血小板

计数呈负相关。由此结果提示:Tfh/Tfr及Breg可能

共同参与CITP患者的免疫紊乱机制。通过ELISA
检测CITP患者PBMC培养液中Tfh/Tfr、Breg的相

关细胞因子发现,培养液上清液中发挥免疫抑制作用

的效应因子IL-10水平下降,提示CITP患者外周血

中Tfr、Breg的免疫抑制功能可能降低,Tfh效应分子

IL-21水平升高,证实IL-21是促炎因子,而IL-10是

发挥免疫抑制功能的效应分子之一。IL-21/IL-10与

PAIgG阳性率变化呈正相关,与血小板计数呈负相

关,这与当前研究结果相近[9]。
近年国内外研究表明CD4+效应性Th细胞功能

和比例失衡在CITP发病机制中发挥重要的作用。笔

者前期结果表明,CITP患者外周血活化的T淋巴细

胞通过诱导血小板凋亡发挥细胞毒作用,导致血小板

破坏增多[10]。由此推测,CITP患者血小板减少机制

是通过B细胞产生的抗血小板抗体与巨核细胞结合,
引起巨核细胞成熟障碍[11-12]。Tfh是血小板自身抗

体产生的效应细胞,而Tfr、Breg具有负性抑制功能,
Tfh/Tfr、Breg比例及IL-21/IL-10免疫失衡共同参

与CITP免疫紊乱机制。
综上所述,Tfh、Tfr、Breg与其相关细胞因子IL-

10、IL-21在 CITP发病过程中发挥重要作用,可将

Tfh/Tfr、Breg比例及IL-21/IL-10作为CITP临床检

测和诊断的新指标,通过调节Tfh/Tfr、Breg比例对

治疗CITP有重要临床意义。目前,Tfh/Tfr、Breg信

号调控机制尚不完全明确,特异性转录因子也在研究

中。因此,Tfh/Tfr、Breg比例在其他自身免疫性疾病

中的作用值得深入探讨。 (下转第3255页)
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