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IL-4/STAT6通路相关基因对Graves病患者外周血

B淋巴细胞水平的影响*
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  摘 要:目的 探讨白细胞介素-4(IL-4)/信转导和转录激活因子6(STAT6)通路相关基因对Graves病患

者外周血B淋巴细胞水平的影响。方法 选择2021年1-6月在上海市第五人民医院门诊及病房初发、未使

用过抗甲状腺药物治疗的Graves病患者20例作为Graves病组,选择同期在上海市第五人民医院体检健康且

性别、年龄匹配的20例健康者作为健康对照组。留取外周血并收集血清,检测甲状腺功能[游离三碘甲状腺原

氨酸(FT3)、血清游离甲状腺素
 

(FT4)]、甲状腺抗体[甲状腺过氧化物酶抗体(TPOAb)、甲状腺球蛋白抗体

(TGAb)、促甲状腺激素受体抗体(TRAb)]、IL-4等指标。磁珠分选外周血B淋巴细胞,RT-PCR检测IL-4R
 

mRNA的表 达 水 平,流 式 细 胞 术 检 测 外 周 血 CD19+、CD19+IL-4R+、CD19+pSTAT6+B淋 巴 细 胞 水 平。
结果 与健康对照组相比,Graves病组FT3、FT4、TPOAb、TGAb水平升高(P<0.05),CD19+B淋巴细胞比

例明显增加(P<0.05)。与健康者相比,RT-PCR检测显示Graves病患者B淋巴细胞IL-4R
 

mRNA表达增加

(P<0.05)。Graves病组血清IL-4水平及外周血CD19+IL-4R+、CD19+pSTAT6+B淋巴细胞水平与健康对

照组比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。IL-4、CD19+IL-4R+B淋巴细胞、CD19+pSTAT6+B淋巴细胞与

FT3、FT4及TPOAb、TGAb、TRAb均无相关性(P>0.05)。结论 虽然Graves病患者外周血B淋巴细胞显

著增加,但是IL-4/STAT6通路相关基因可能不影响Graves病患者外周血B淋巴细胞增生,与疾病状态也无

明显相关性。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

interleukin-4
 

(IL-4)/signal
 

transduction
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

6
 

(STAT6)
 

pathway
 

related
 

genes
 

on
 

the
 

level
 

of
 

peripheral
 

blood
 

B
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

Graves'
 

disease.Methods A
 

total
 

of
 

20
 

patients
 

with
 

Graves'
 

disease
 

initial
 

onset
 

without
 

using
 

antithy-
roid

 

drugs
 

in
 

the
 

outpatient
 

department
 

and
 

ward
 

of
 

Shanghai
 

Municipal
 

Fifth
 

People's
 

Hospital
 

from
 

January
 

to
 

June
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

Graves'
 

disease
 

group
 

and
 

contemporaneous
 

20
 

sex
 

and
 

age
 

matched
 

healthy
 

subjects
 

undergoing
 

healthy
 

physical
 

examination
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

health
 

control
 

group.Peripheral
 

blood
 

was
 

taken
 

and
 

serum
 

was
 

collected
 

to
 

detect
 

the
 

thyroid
 

function
 

indicators
 

[free
 

triiodothyronine
 

(FT3),ser-
um

 

free
 

thyroxine
 

(FT4)],thyroid
 

antibodies
 

[thyroid
 

peroxidase
 

antibody
 

(TPOAb),thyroid
 

globulin
 

anti-
body

 

(TGAb),thyroid
 

stimulating
 

hormone
 

receptor
 

antibody
 

(TRAb)]
 

and
 

IL-4.The
 

magnetic
 

beads
 

were
 

used
 

to
 

isolate
 

peripheral
 

blood
 

B
 

lymphocytes,and
 

RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

IL-4R
 

mRNA.The
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

CD19+,CD19+IL-4R+
 

and
 

CD19+pSTAT6+B
 

lymphocytes
 

in
 

peripheral
 

blood.Results Compared
 

with
 

the
 

healthy
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

FT3,FT4,
TPOAb

 

and
 

TGAb
 

in
 

the
 

Graves'
 

disease
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

proportion
 

of
 

CD19+B
 

lymphocytes
 

was
 

significantly
 

increased(P<0.05).Compared
 

with
 

healthy
 

subjects,the
 

expression
 

of
 

IL-4R
 

mRNA
 

in
 

B
 

lymphocytes
 

of
 

patients
 

with
 

Graves'
 

disease
 

was
 

increased
 

by
 

RT-PCR
 

(P<0.05).The
 

serum
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IL-4
 

level
 

and
 

peripheral
 

blood
 

CD19+IL-4R+
 

and
 

CD19+
 

pSTAT6+B
 

lymphocytes
 

levels
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

between
 

the
 

Graves'
 

disease
 

group
 

and
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P>0.05).IL-4,CD19+IL-4R+
 

lymphocytes
 

and
 

CD19+pSTAT6+B
 

lymphocytes
 

were
 

not
 

correlated
 

with
 

FT3,FT4
 

and
 

TPOAb,TGAb,
TRAb

 

(P>0.05).Conclusion Although
 

peripheral
 

blood
 

B
 

lymphocytes
 

significantly
 

increases
 

in
 

the
 

pa-
tients

 

with
 

Graves'
 

disease,but
 

the
 

IL-4/STAT6
 

pathway
 

related
 

genes
 

may
 

not
 

affect
 

the
 

proliferation
 

of
 

pe-
ripheral

 

blood
 

B
 

lymphocytes
 

and
 

has
 

no
 

obvious
 

correlation
 

with
 

the
 

disease
 

status.
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  Graves病是器官特异性自身免疫性甲状腺疾病,
患病率约为1%[1]。目前认为抑制性免疫细胞功能的

减弱[2],以及辅助性T淋巴细胞和B淋巴细胞功能的

增强[3],导致Graves病致病性抗体促甲状腺素受体

抗体 (TRAb)的 产 生。本 课 题 组 既 往 研 究 显 示

CD20+B淋巴细胞在Graves病患者甲状腺组织中浸

润[3],占Graves病甲状腺淋巴细胞的9%左右,外周

血CD19+B淋巴细胞也显著增加[4]。但目前Graves
病B淋巴细胞增多机制还有待进一步研究。

白细胞介素-4(IL-4)主要由活化T细胞产生,通
过促甲状腺激素受体(THSR)免疫野生型(WT)、IL-
4基因敲除的老鼠发现,只有IL-4基因敲除的老鼠不

易发展成为Graves病,证实IL-4在Graves病发生中

的重要作用[5]。而Graves病患者血清IL-4水平与健

康人对比目前存在争议,结果不一致[6-7]。此外IL-4
对于B淋巴细胞免疫调节起着重要的作用。促进B
淋巴细胞增殖是IL-4被识别的第一个生物学功能[8]。
后续研究还发现IL-4可促进前B淋巴细胞分化为成

熟B淋巴细胞,拮抗Fas介导的B淋巴细胞凋亡,延
长B淋巴细胞的寿命,促进B淋巴细胞抗体类别转换

以及促进主要组织相容性复合物(MHC)-Ⅱ生成,增
强抗原递呈等[8-10]。IL-4在B淋巴细胞中的转录调

控作用依赖信转导和转录激活因子6(STAT6)信
号[11]。STAT6属于信号转导子和转录激活子家族一

员,在B淋巴细胞发育、分化以及抗体类别转化中也

起着重要的作用[12]。目前IL-4/STAT6通路相关基

因对Graves病患者外周血B淋巴细胞的影响尚不

清楚。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2021年1-6月在上海市第五

人民医院门诊及病房初发、未使用过抗甲状腺药物治

疗的Graves病患者20例作为Graves病组,其中男8
例、女12例,年龄21~78岁、平均(42.0±2.8)岁。
选择同期在上海市第五人民医院体检健康且性别、年
龄匹配的20例健康者作为健康对照组。Graves病的

诊断依据 美 国 甲 状 腺 协 会(ATA)2016年 相 关 指

南[13]。排除标准:(1)甲状腺炎及其他可引起甲状腺

素水平升高的疾病;(2)近期服用过胺碘酮及其他可

影响甲状腺功能的药物;(3)妊娠期女性;(4)患严重

心脑血管疾病,肝、肾衰竭,肿瘤,急性感染,慢性炎症

性疾病,其他自身免疫性疾病。
1.2 仪器与试剂 罗氏

 

Cobas
 

800全自动生化免疫

分析仪,Beckman
 

Counter
 

CyAn流式细胞仪。Hu-
man

 

BD
 

Fc
 

BlockTM 购自BD
 

Biosciences公司,anti-
human

 

CD19购自Biolegend公司,anti-hu/mo
 

pSTAT6
购自Ebioscience公司,anti-human

 

IL-4R购自Bioleg-
end公司,RNA提取试剂盒、PCR试剂盒购自TaKa-
Ra公司,IL-4

 

ELISA试剂盒购自Abcam公司。
1.3 方法 所有研究对象采血前禁食12

 

h,并于次

日清晨8点采血,抽取3
 

mL于采血管中,每人采血2
管。(1)甲状腺功能及甲状腺抗体检测:取3

 

mL外周

血送上海市第五人民医院检验科检测甲状腺功能[游
离三 碘 甲 状 腺 原 氨 酸(FT3)、血 清 游 离 甲 状 腺 素

 

(FT4)]、甲状腺抗体[甲状腺过氧化物酶抗体(TPO-
Ab)、甲状腺球蛋白抗体(TGAb)、TRAb]。TRAb是

Graves病生化诊断指标,健康对照组未检测该抗体。
(2)流式检测CD19+B淋巴细胞、IL-4受体(IL-4R)和

pSTAT6:取3
 

mL外周血于EDTA抗凝管中,根据密

度梯度离心法获得单个核细胞。向细胞悬液中加入

Fc
 

Block
 

抗体,4
 

℃
 

孵育
 

15
 

min,再加入荧光抗体an-
ti-human

 

CD19、
 

anti-hu/mo
 

pSTAT6、anti-human
 

IL-4R,4
 

℃
 

避光孵育
 

0.5
 

h。洗去未与细胞表面抗原

结合的抗体后重悬细胞,上机检测IL-4R、CD19+B淋

巴细胞水平。将表染后的细胞用PBS
 

洗涤后加入穿

核液,4
 

℃
 

孵育45
 

min。再予Perm
 

洗涤细胞加入含

荧光抗体的Perm,4
 

℃
 

避光孵育
 

40
 

min。一管加入

Perm洗去未与细胞核内分子的抗体,再重悬细胞,上
机进行pSTAT6流式检测。(3)IL-4R

 

mRNA检测:
为验证RNA-seq芯片数据的可靠性,通过磁珠分选8
例Graves病患者和5例健康者外周血B淋巴细胞进

行实时荧光定量PCR(RT-PCR)检测验证IL-4R
 

mR-
NA表达。使用TRIzol试剂提取总RNA,并按照说

明书反转录为cDNA。引物设计和合成由捷瑞生物

公司完成,以β-肌动蛋白(β-actin)基因为内参。RT-
PCR检测严格按照说明书进行操作。RT-PCR反应

条件如下:95
 

℃
 

30
 

s预变性,95
 

℃
 

5
 

s,55
 

℃
 

34
 

s,40
个循环;95

 

℃
 

15
 

s,55
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

15
 

s。使 用 2-ΔΔCt 计 算 IL-4R
 

mRNA 的 水 平。(4)
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ELISA检测IL-4:按照人IL-4
 

ELISA试剂盒操作步

骤进行,最后根据标准物浓度与吸光度(A)计算出标

准曲线的直线方程,将A代入方程式,计算出浓度,再
根据稀释倍数,算出实际浓度。
1.4 统计学处理 采用SPSS

 

22.0软件进行数据分

析。采用K-S检验评估数据正态性。呈正态分布的

计量资料以x±s表示,两组间比较采用t检验;呈非

正态分布的计量资料以 M(P25,P75)表示,两组间比

较采用非参数检验;采用Spearman相关分析IL-4、
CD19+IL-4R+B淋巴细胞、CD19+pSTAT6+B淋巴

细胞与甲状腺功能及甲状腺抗体之间的相关性。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组甲状腺功能、甲状腺抗体比较 与健康对

照组比较,Graves病组FT3、FT4、TPOAb、TGAb水

平升高,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。
 

表1  两组甲状腺功能、甲状腺抗体水平比较[M(P25,P75)或x±s]

组别 n FT3(pmol/L) FT4(pmol/L) TPOAb(U/mL) TGAb(U/mL) TRAb(U/L)

健康对照组 20 4.6(4.2,4.8) 16.3(15.2,17.4) 13.3(11.7,17.1) 10.0(10.0,10.8) -

Graves病组 20 25.3(17.8,32.4) 52.6(42.6,71.7) 200.4(120.3,373.8) 366.4(35.2,633) 12.6±1.1

Z -5.411 -4.871 -4.667 -5.193 -

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 -

  注:-表示无数据。

2.2 两组CD19+B淋巴细胞比例和IL-4R水平比

较 Graves病组外周血 CD19+B淋巴细胞比例为

(7.74±2.68)%,高 于 健 康 对 照 组 的 (3.38±
1.59)%,差异有统计学意义(t=6.235,P<0.05)。
Graves病患者B淋巴细胞IL-4R

 

mRNA的水平为

3.415±0.813,高于健康者的1.037±0.210,差异有

统计学意义(t=5.747,P<0.05)。mRNA芯片原始

文件可从 GEO 数据库(编号 GSE136709)获取,ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?
acc=GSE136709。
2.3 两组IL-4、CD19+IL-4R+B淋巴细胞和CD19+

pSTAT6+B淋巴细胞水平比较 Graves病组血清

IL-4水平及外周血CD19+IL-4R+、CD19+pSTAT6+

B淋巴细胞水平与健康对照组比较,差异均无统计学

意义(P>0.05)。见表2。
2.4 IL-4、CD19+IL4R+B 淋 巴 细 胞、CD19+

pSTAT6+B淋巴细胞与Graves病患者甲状腺功能及

甲状腺抗体相关性分析 相关性分析显示,Graves病

IL-4、CD19+IL4R+B淋巴细胞、CD19+pSTAT6+B
淋巴细胞水平与甲状腺功能(FT3、FT4)、甲状腺抗体

(TPOAb、TGAb、TRAb)均无相关性(P>0.05)。见

表3。

表2  血清IL-4及外周血CD19+IL-4R+B淋巴细胞、CD19+pSTAT6+B淋巴细胞组间比较[x±s或M(P25,P75)]

组别 n IL-4(pg/mL)
CD19+IL-4R+B淋巴细胞

(MFI)
CD19+pSTAT6+B淋巴细胞

(MFI
 

Fold
 

change)

健康对照组 20 0.78±0.17 189.5(135.7,204.5) 4.8(3.4,8.3)

Graves病组 20 0.69±0.21 191.0(161.5,255.0) 5.9(4.1,7.6)

t或Z 1.437 -1.042 -1.001

P 0.155 0.301 0.327

  注:MFI为流式平均荧光强度。

表3  IL-4、CD19+IL-4R+和CD19+pSTAT6+B淋巴细胞水平与Graves病甲状腺功能及甲状腺抗体之间的相关性

变量 FT3 FT4 TPOAb TGAb TRAb

IL-4 r -0.044 -0.136 -0.124 -0.162 -0.104

P 0.853 0.568 0.602 0.496 0.663

CD19+IL-4R+B淋巴细胞 r -0.296 -0.369 -0.066 -0.293 0.029

P 0.204 0.110 0.782 0.209 0.905

CD19+pSTAT6+B淋巴细胞 r 0.198 0.272 0.050 -0.035 0.105

P 0.403 0.247 0.835 0.885 0.659

·8371· 检验医学与临床2023年6月第20卷第12期 Lab
 

Med
 

Clin,June
 

2023,Vol.20,No.12



3 讨  论

Graves病的病因目前尚未完全阐明,现认为其发

病与遗传、精神因素、自身免疫系统密切相关,是多种

因素共同作用的结果[14]。B淋巴细胞是Graves病自

身抗体TRAb的来源,在Graves病患者外周血和甲

状腺组织中均显著增加。当前研发针对B淋巴细胞

的药物以期从根本上阻断Graves病异常免疫应答,
成为Graves治疗的新方向[15]。可以说B淋巴细胞在

Graves病发生和治疗中均发挥着重要的作用。

Graves病是以Th2免疫为主的器官特异性自身

免疫性疾病,而IL-4是Th2细胞分泌的细胞因子,在
Graves病患者甲状腺组织中高表达[16]。B淋巴细胞

的增殖、分化需要多种细胞因子和转录因子协同作

用。目前研究发现IL-4依赖STAT6在B淋巴细胞

增殖、延长B淋巴细胞生存周期及减少B淋巴细胞凋

亡中发挥着重要的作用[9]。IL-4在B淋巴细胞中的

转录调控很大程度上依赖于STAT6。即IL-4与IL-
4R结合后,激活Jak1和Jak3激酶,而后使得STAT6
磷酸化(pSTAT6),磷酸化的STAT6形成二聚体进

入细胞核参与目的基因的转录[17]。本课题组既往研

究证实了TRAb刺激甲状腺细胞后导致甲状腺细胞

自分泌IL-4,IL-4与IL-4R结合促进STAT6磷酸

化,再通过促进增生相关基因Bcl-xL、Cyclin
 

D1表

达,来促进甲状腺滤泡上皮细胞增生,导致Graves病

的发生[18]。IL-4/STAT6对B淋巴细胞生发中心的

形成 和 抗 体 类 别 转 换 至 关 重 要[19],但 目 前IL-4/

STAT6对B淋巴细胞增殖、分化尚不清楚。虽然IL-
4对Graves病的发病和B淋巴细胞的增殖起着重要

的作用,但本研究发现血清IL-4水平在Graves病组

和健康对照组间差异无统计学意义(P>0.05)。
本课题组mRNA表达谱芯片结果显示参与激活

B淋巴细胞增殖的IL-4R
 

mRNA在Graves病患者B
淋巴细胞中上调,并且 PCR验证IL-4R

 

mRNA 在

Graves病患者外周血B淋巴细胞中显著增加,但流式

细胞 术 检 测 显 示 外 周 血 CD19+IL-4R+、CD19+

pSTAT6+B淋巴细胞水平在Graves病组和健康对照

组间差异无统计学意义(P>0.05)。STAT6作为重

要的转录因子,参与细胞的增殖、分化以及免疫调节

等许多重要的生物学效应,缺乏会导致B淋巴细胞免

疫功能受损、糖酵解能力降低以及细胞形态改变,导
致各种疾病的发生、发展。STAT6的活化需要IL-4
介导,本课题组猜想外周血 CD19+IL-4R+、CD19+

pSTAT6+B淋巴细胞水平在Graves病组和健康对照

组间无明显差异可能是因为本研究纳入的样本量小,

Graves病组和健康对照组间血清IL-4水平无差异所

致,本课题组后续将扩大样本量进行深入探讨。甲状

腺微环境下CD19+IL-4R+、CD19+pSTAT6+B淋巴

细胞水平尚不明确,后续需要动物实验进行验证。经

过相关性分析发现,IL-4、CD19+IL-4R+B淋巴细胞、
CD19+pSTAT6+B淋巴细胞水平与甲状腺功能和甲

状腺抗体均无相关性。虽然 B淋 巴 细 胞 和IL-4/
STAT6通路在Graves病的发生、发展中起着重要作

用,但IL-4/STAT6通路相关基因并不能反映Graves
病的疾病状态。

综上所述,Graves病患者外周血B淋巴细胞显著

增加,IL-4/STAT6信号通路相关基因可能并不影响

Graves病患者外周血B淋巴细胞增殖和Graves病的

疾病状态。
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比升高,且高黏液型菌株毒力基因rmpA、rmpA2及

aerobactin的携带率明显高于非高黏液型菌株。但本

研究纳入样本量较少,且可供实验室检测的肺炎克雷

伯菌毒力基因、炎症指标及临床指征还有很多,高黏

液型与非高黏液型肺炎克雷伯菌在毒力和临床特点

之间的差异还可进一步研究。
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