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  摘 要:目的 分析梅毒患者外周血程序性死亡分子1(PD-1)的表达水平及临床价值。方法 将2018
 

年

6
 

月至
 

2019
 

年
 

6
 

月在该院就诊的60例梅毒患者纳入梅毒组,另选取同期该院30例体检健康志愿者作为对照

组。采用酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测外周血PD-1水平,比较2组外周血PD-1水平及不同临床特征的

梅毒患者外周血PD-1水平。采用Spearman相关性分析外周血PD-1与梅毒患者临床特征的相关性。采用流

式细胞术检测外周血CD4+CD25+hight 调节性T细胞(Treg)、CD4+CD25+lowTreg、CD4+CD25+lowTreg/CD4+

CD25+hightTreg及其细胞表面上的PD-1水平。结果 梅毒组外周血PD-1水平显著高于对照组(P<0.05);不

同性别、年龄的梅毒患者外周血PD-1水平比较,差异无统计学意义(P>0.05);但梅毒快速血浆反应试验

(RPR)滴度为1∶8患者外周血PD-1水平显著高于1∶1、1∶2、1∶4患者,临床分期Ⅱ期患者外周血PD-1水

平显著高于Ⅰ期患者(P<0.05)。Spearman相关分析结果显示,外周血PD-1与RPR滴度、临床分期呈正相关

(r=0.659、0.433,P<0.01)。梅 毒 组 外 周 血 CD4+CD25+hightTreg、PD-1+/CD4+CD25+hightTreg、PD-1+/
CD4+CD25+lowTreg细胞高于对照组,CD4+CD25+lowTreg/CD4+CD25+hightTreg显著低于对照组(P<0.05)。
结论 梅毒患者外周血PD-1存在高表达现象,且表达水平与病情密切相关。

关键词:梅毒; 程序性死亡分子1; 调节性T细胞

中图法分类号:R759 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2020)15-2168-04

Study
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

and
 

clinical
 

value
 

of
 

programmed
 

death-1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

syphilis
 

patients
LIN

 

Jie,LI
 

Dongchun,LIN
 

Yucen,YU
 

Jinsheng,LUO
 

Shirong
Department

 

of
 

Clinical
 

Laboratory,Huidong
 

County
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Huizhou
 

City,
Huizhou,Guangdong

  

516300,China
Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

level
 

and
 

clinical
 

value
 

of
 

programmed
 

death-1
 

(PD-1)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

syphilis
 

patients.Methods Totally
 

60
 

syphilis
 

patients
 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

June
 

2018
 

to
 

June
 

2019
 

were
 

included
 

in
 

the
 

syphilis
 

group,and
 

30
 

healthy
 

volunteers
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

level
 

of
 

PD-1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

was
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immu-
nosorbent

 

assay
 

(ELISA).The
 

level
 

of
 

PD-1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

and
 

the
 

level
 

of
 

PD-
1

 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

syphilis
 

patients
 

with
 

different
 

clinical
 

characteristics
 

were
 

compared.The
 

correlation
 

between
 

PD-1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

and
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

syphilis
 

patients
 

was
 

analyzed
 

by
 

Spearman
 

correlation.The
 

levels
 

of
 

CD4+CD25+hightTreg,CD4+CD25+lowTreg
 

and
 

CD4+CD25+lowTreg/CD4+CD25+hight
 

Treg
 

in
 

peripheral
 

blood,and
 

PD-1
 

level
 

in
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.Results The
 

level
 

of
 

PD-1
 

in
 

syphilis
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

level
 

of
 

PD-1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

syphilis
 

patients
 

of
 

different
 

genders
 

and
 

ages
 

(P>
0.05).However,the

 

level
 

of
 

PD-1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

1∶8
 

RPR
 

titer
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

1∶1,1∶2,1∶4,the
 

level
 

of
 

PD-1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

clinical
 

stage
 

Ⅱ
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

stage
 

Ⅰ(P<0.05).Spearman
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

PD-1
 

in
 

peripheral
 

blood
 

was
 

significantly
 

positively
 

correlated
 

with
 

RPR
 

titer
 

and
 

clinical
 

staging
 

(r=0.659,0.433,P <0.01).CD4+ CD25+hightTreg,PD-1+/CD4+ CD25+hightTreg
 

and
 

PD-1+/CD4+

CD25+lowTreg
 

cells
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

syphilis
 

patients
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

control
 

group,while
 

CD4+CD25+lowTreg/CD4+CD25+hight
 

Treg
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group
 

(P<0.05).Conclusion The
 

soluble
 

PD-1
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

syphilis
 

patients,and
 

the
 

expression
 

level
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

disease.
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  梅毒系苍白密螺旋体苍白亚种引起的性传播性 疾病,临床表现多样,虽病程发展相对较慢,但可导致
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皮肤黏膜、心血管、神经、骨骼等多系统病变,不仅损

害患者自身身心健康,而且危及下一代健康[1]。相关

流行病学报道,我国梅毒发病率自2000年的6.43/
10万增长至2013年的32.86/10万,年均增长率达

13.37%,已成为重要的公共卫生问题[2]。程序性死

亡分子1(PD-1)属CD28超家族成员,主要表达于活

化的T淋巴细胞、B淋巴细胞表面,PD-1及其配体

PD-L1或PD-L2相互作用,如与PD-L1结合后通过

受体分子胞质尾部的酪氨酸激酶抑制基序激发抑制

信号,从而介导负性调控[3-4]。但当前PD-1的临床研

究多侧重于肿瘤疾病,甚至有以PD-1/PD-L1为治疗

靶点的抗肿瘤药物,并取得一定治疗效果[5]。本研究

以本院收治的60例梅毒患者为研究对象,对其外周

血PD-1水平及临床意义进行分析,旨在为梅毒的临

床诊治提供参考依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018
 

年6
 

月至
 

2019
 

年
 

6
 

月在

本院就诊的60例梅毒患者为研究对象(梅毒组)。纳

入标准:(1)符合《中华人民共和国卫生行业标准

WS273-2007》梅毒诊断要求;(2)患者知晓研究内容

并签署研究知情同意书。排除标准:(1)合并梅毒以

外的其他内外科疾病、感染性疾病、自身免疫性疾病;
(2)既往使用抗菌药物、激素或免疫调节剂;(3)梅毒

病程<2年;治疗及随访期间有不洁性生活。梅毒患

者男33例,女27例;年龄22~61岁,平均(49.24±
12.33)岁;<40岁27例,40~60岁20例,>60岁13
例;梅毒快速血浆反应试验(RPR)滴度1∶1

 

13例,
1∶2

 

15例,1∶4
 

21例,1∶8
 

11例;临床分期Ⅰ期19
例,Ⅱ期41例。另选取本院同期30例体检健康志愿

者作为对照组,其中男15例,女15例;年龄25~
64岁,平均(20.27±12.01)岁。2组研究对象性别、
年龄比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可

比性。
1.2 方法

1.2.1 仪 器 与 试 剂 PD-1酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)试剂盒购自上海瓦兰生物科技有限公司;酶
标分析仪为Rayto

 

RT-2100C型,流式细胞仪为CY-
TOMICS

 

FC
 

500型,均购自美国 Beckman
 

Coulter
公司;PE鼠抗人PD-1单克隆抗体购自美国BD公

司;RPMI1640培养液购自美国Gibco公司;佛波酯、
离子酶素购自美国Sigma公司。
1.2.2 外周血PD-1水平检测 采集研究对象晨间

空腹静脉血标本,乙二胺四乙酸抗凝,3
 

000
 

r/min、
4

 

℃条件下离心10
 

min分离血浆,ELISA检测外周

血血浆中可溶性PD-1水平。
1.2.3 流式细胞术检测细胞比例 采用流式细胞术检

测外周血CD4+CD25+hight 调节性T细胞(Treg)、CD4+

CD25+lowTreg、CD4+CD25+lowTreg/CD4+CD25+hightTreg
及其细胞上的PD-1水平。使用淋巴细胞分离液分离

外周 血 单 核 细 胞(PBMC),10%胎 牛 血 清 的 RP-

MI1640培养液重悬调整细胞水平至(2.0~6.0)×
107/mL,RPMI1640培养液1∶1体积稀释肝素钠抗

凝的全血标本,滴加佛波酯、离子酶素充分混匀,终水

平分别为10
 

μg/L、1
 

mg/L,37
 

℃、5%
 

CO2 细胞培养

箱培养4
 

h,用于PD-1分子检测。另取刺激后的肝素

钠抗凝全血标本50
 

μL,分别滴加FITC-CD4/APC-
CD25+、PE鼠抗人PD-1单克隆抗体,充分混匀后4

 

℃下避光孵育30
 

min,加1.7%
 

NH4Cl溶血剂混匀,
室温静置5~10

 

min至溶血完全,1
 

500
 

r/min条件下

离心5
 

min,弃上清液,PBS洗涤,300
 

μL
 

PBS液重

悬,FACSCanto检测,CYTOMICS
 

FC500型流式细

胞仪及配套分析数据,以CD4+T淋巴细胞设门读数。
1.3 观察指标 (1)比较梅毒组、对照组外周血

PD-1水平;(2)比较不同性别、年龄、RPR滴度、临床

分期的梅毒患者外周血PD-1水平;(3)分析梅毒患者

外周血PD-1与临床特征的相关性。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计学软件进行

数据分析,计量资料符合正态分布以x±s表示,采用

t检验或方差分析;梅毒患者外周血PD-1与临床特征

的相关性采用Spearman相关性分析,以P<0.05为

差异统计学意义。
2 结  果

2.1 2组外周血PD-1水平比较 梅毒组外周血PD-
1水平显著高于对照组[(56.09±8.13)pg/mL

 

vs.
(11.20±4.50)pg/mL],差 异 有 统 计 学 意 义(t=
-3.212,P=0.001)。
2.2 不同临床特征的梅毒患者外周血PD-1水平比

较 不同性别、年龄的梅毒患者外周血PD-1水平比

较,差异无统计学意义(P>0.05);但 RPR滴度为

1∶8患者外周血PD-1水平显著高于1∶1、1∶2、1∶4
患者,临床分期Ⅱ期患者外周血PD-1水平显著高于Ⅰ期
患者,差异有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1  不同临床特征的梅毒患者外周血

   PD-1水平比较(x±s,pg/mL)

临床特征 组别 n PD-1水平

性别 男 33 60.85±4.22
女 27 73.78±7.71

t -1.079

P 0.286
年龄(岁) <40 27 55.60±8.36

40~60 20 65.61±9.87

>60 13 78.99±9.55

F 0.832

P 0.441

RPR滴度 1∶1 13 41.25±3.42

1∶2 15 47.31±4.93

1∶4 21 60.13±4.95

1∶8 11 99.99±3.21

F 6.470

P 0.001
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续表1  不同临床特征的梅毒患者外周血

   PD-1水平比较(x±s,pg/mL)

临床特征 组别 n PD-1水平

临床分期 Ⅰ期 19 49.00±3.95

Ⅱ期 41 71.76±4.73

t -2.130

P 0.037

2.3 梅毒患者外周血PD-1与RPR滴度、临床分期

的相关性分析 Spearman相关性分析结果显示,外
周血 PD-1与 RPR 滴度、临床分 期 呈 正 相 关(r=
0.659、0.433,P<0.01)。见图1。

  注:A表示外周血PD-1与临床分期的相关性分析,B表示外周血

PD-1与RPR滴度的相关性分析。

图1  梅毒患者外周血PD-1水平与RPR滴度、
临床分期的相关性分析

2.4 2 组 外 周 血 CD4+ CD25+hightTreg、CD4+

CD25+lowTreg细胞比较 2组 CD4+CD25+lowTreg
细胞比较,差异无统计学意义(P>0.05),但梅毒组外

周血 CD4+CD25+hightTreg细 胞 显 著 高 于 对 照 组,
CD4+CD25+lowTreg/CD4+CD25+hightTreg显著低于

对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  2组外周血CD4+CD25+hightTreg、CD4+

   CD25+lowTreg细胞比较(x±s)

组别 n
CD4+CD25+hight

Treg
CD4+CD25+low

Treg

CD4+CD25+lowTreg/

CD4+CD25+hightTreg

梅毒组 60 9.05±2.22 39.45±14.27 4.36±2.57

对照组 30 3.46±1.57 35.36±10.01 10.21±2.45

t 12.321 1.404 -10.336

P <0.001 0.163 <0.001

表3  2组外周血PD-1+/CD4+CD25+hightTreg、

PD-1+/CD4+CD25+lowTreg细胞上的表达(x±s)

组别 n
PD-1+/CD4+

CD25+hightTreg

PD-1+/CD4+

CD25+lowTreg

(PD-1+/CD4+

CD25+lowTreg)/(PD-1+

CD4+CD25+hightTreg)

梅毒组 60 10.46±1.02 9.36±0.55 1.39±0.08

对照组 30 7.31±2.89 5.51±2.45 0.67±0.20

t 7.584 11.658 13.484

P <0.001 <0.001 <0.001

2.5 2组外周血PD-1+/CD4+CD25+hightTreg、PD-1+/
CD4+CD25+lowTreg细胞上的表达 梅毒组外周血PD-

1+/CD4+CD25+hightTreg、PD-1+/CD4+CD25+lowTreg 细

胞上的表达显著高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表3。
3 讨  论

研究指出,PD-1及其配体PD-L1信号通路在帮

助机体形成自身免疫耐受的同时,也被慢性感染病毒

利用,通过这一通路削弱机体抗感染免疫,促进病毒

的持续感染[6]。肖健等[7]报道,HIV感染患者CD8+

T细胞PD-1存在过表达现象,不仅与病毒载量呈正

相关,且体内阻断PD-1/PD-L1通路或可发挥CD8+T
细胞功能,认为基于该信号通路或可为临床治疗 HIV
感染提供理论指导。梅毒同为慢性病毒感染性疾病,
但笔者查阅文献未见PD-1在梅毒患者中的表达的报

道。本研究结果显示,梅毒组外周血PD-1水平显著

高于对照组,且虽不同性别、年龄的梅毒患者外周血

PD-1水平比较,差异无统计学意义(P>0.05);但
RPR滴度为1∶8患者外周血PD-1水平显著高于

1∶1、1∶2、1∶4患者,临床分期Ⅱ期患者外周血PD-
1水平显著高于Ⅰ期患者,差异有统计学意义(P<
0.05)。Spearman相关性分析结果显示,外周血PD-1
与RPR滴度、临床分期呈正相关。

既往研究报道,在病毒性感染疾病中,持续的病毒

刺激可导致免疫损伤[8-9]。CD4+CD25+Treg细胞不仅

可纠正持续病毒复制引起的免疫系统过度激活,也能抑

制抵抗病毒复制的特异性免疫应答,发挥“双刃剑”的作

用[10-11]。其 中 CD4+CD25+hightTreg 作 为 高 表 达 的

CD4+Treg主要发挥抑制活性,可抑制自身反应性T细

胞的增殖活化,其数量或功能的缺失与自身免疫性疾病

的免疫平衡紊乱、疾病发生、发展密切相关[12-13]。在慢

性病毒感染性疾病中,为进一步明确梅毒患者外周血

PD-1的 表 达,本 研 究 分 析 梅 毒 患 者 外 周 血 CD4+

CD25+hightTreg、CD4+CD25+lowTreg 细胞及细胞 表 面

PD-1的 表 达。结 果 显 示,梅 毒 组 与 对 照 组 CD4+

CD25+lowTreg细 胞 比 较,差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05),但梅毒组外周血CD4+CD25+hightTreg细胞显著

高于对照组,CD4+CD25+lowTreg/CD4+CD25+hightTreg
显著低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),这与

张明海等[14]的报道结论相似。且梅毒患者外周血

PD-1+/CD4+CD25+hightTreg、PD-1+/CD4+CD25+low
 

Treg细胞上的表达显著高于对照组,差异有统计学意

义(P<0.05)。由此可见,梅毒患者不仅外周血PD-1
水平存在高表达现象,外周血CD4+CD25+hightTreg、
CD4+CD25+lowTreg细胞及细胞表面PD-1也存在过

度表达现象。
本研究也存在一定的局限性,除标本数量相对较

少外,受标本采集时间影响,本研究未能进一步分析

梅毒血浆固定患者外周血PD-1、CD4+CD25+Treg细

胞及细胞表面PD-1的表达情况。另外,梅毒感染引

起PD-1表达上调的确切机制、PD-1对CD4+CD25+
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Treg细胞的免疫调控机制等,或两者间的相互协调机

制等仍未明确,笔者拟在下阶段工作中持续深入

探究。
综上所述,梅毒患者不仅外周血PD-1存在过表

达现象,与 RPR滴度、临床分期呈正相关,且CD4+

CD25+Treg细胞及细胞表面PD-1也存在过表达现

象,但基于本研究局限性,其具体机制仍有待持续

探究。
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