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B细胞活化因子及调节性T细胞在免疫性血小板减少症发病中的作用

文瑞婷，杨志刚，聂丽容，龙 杰，梁 亮，吴国才，何红华，李庆华 (广东医科大学附属医院

血液内科，广东湛江524001)

摘要：目的了解B细胞活化因子(BAFF)及调节性T(Treg)细胞在免疫性血小板减少症(ITP)发病中的作用。方法

采集34例ITP及28例健康对照者外周血，用流式细胞术检测外周1血Treg细胞数，ELISA检测血浆BAFF水平。结果ITP

患者外周ffllTreg细胞／CD4+细胞比值低于对照者【(1．55±1．13)％VS(2．73±0，83)％，P<0。01]，而血浆BAFF水平高于对照

者【(】426．14±1 280．67)肚g，L坩(644．29-t-307．97)gg／L，P<O．Oll。结论BAFF与Treg：绍[胞可能存在相互作用，从而参与

ITP发病。
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Role of B cell activating factor and regulatory T cells in the pathogenesis of immune

thromboeytopenia
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Abstract：0bjective To investigate the role of B cell activating factor(BAFF)and regulatory T(Treg)cells in the

pathogenesis of immune thrombocytopenia(ITP)．Methods Peripheral blood Treg cells and plasma BAFF level of 34 ITP

patients and 28 healthy controls were respectively detected by flow cytometry and ELISA．Results Compared with control

group，the ratio ofTreg／CD4+cells was decreased[(1．55±1．13)％VS(2．73±O．83)％，P<0．01]，while plasma BAFF level was

increased[(1 426．14±1 280．67)Ittg／L VS(644．29±307．97)pg／L，P<0．01]in ITP group．Conclusion There may be an inter-

reaction between BAFF expression and Treg cells，which might be involved in the pathogenesis of ITP．
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免疫性血小板减少症(Immune Thrombocytope—

nia，ITP)是一种器官特异性自身免疫性疾病，以免

疫介导的血小板减少与抗血小板自身抗体的出现导

致耐受丢失为特征。近年来研究发现ITP的发病机制

不仅与B淋巴细胞功能异常有关，与T淋巴细胞的

表达及功能异常也密切相关U-2]。调节性T细胞

fTregs)在机体免疫负调节中发挥重要作用，其功能

下降可能是导致自身免疫性疾病发生的机制之一。

并且研究发现细胞活化因子(B cell activating factor，

BAFF)表达过度可使B淋巴细胞分化为浆细胞，延

长浆细胞的寿命，从而不断分泌自身抗体，最终导
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致一系列自身免疫性疾病的发生【31。因此，本研究

采用流式细胞术检测了ITP患者及健康对照者外周血

CD4+CD25+FOXP3+Tregs的表达，采用ELISA法检

测了血浆BAFF水平的变化，以探讨Tregs及BAFF在

ITP发病中的作用。

1资料和方法

1．1观察对象

选取2013年11月至2014年3月在广东医科大学附

属医院血液科住院部或门诊确诊的[TP患者34例，其

中男14例，女20例；年龄13～58岁。ITP诊断符合文
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献标准【41。选取同期健康志愿者28例，其中男15

例，女13例，年龄18～42岁。

1．2主要试剂及仪器

人BAFF ELISA试剂盒(武汉博士德生物工程有

限公司)；Anti—Human CD4．FITC、CD25一APC、

Foxp3．PE—cy7单克隆抗体及同型对只fllgG2a·PE-cy7、

IgG1．APC(美国Ebioscience公司)；FACSCantolI流

式细胞仪(美国BD公司)；酶标仪(Thermo公司)。
1．3 实验方法

外周血CD4+CD25+Foxp3+Tregs检测：所有观察

对象均于早晨空腹抽取EDTA抗凝的外周血4 mL。

(1)Ficoll密度梯度离心法分离人外周血单个核细胞

(PBMC)后，用200 gL PBS重悬细胞，苔盼蓝染液计

数细胞总数，调整活细胞浓度为l×106个／mL；(2)取

2个流式管，各加入100 gL PBMC后，每管加入5此
Anti．Human CD4．FITC，测定管加人5 gL Anti—Human

CD25一APC，对照管加入5 gL IgGl一APC，混匀后避

光孵育30 min；(3)加人适量冷的PBS，离心1 500

转，8 min后去掉上清；(4)每管jJIJA 1 mL新鲜配制的

固定／破膜剂，震荡摇匀后在4℃避光孵育60 min，

离心1 500转，8 min后去掉上清；(5)每管jJIA2 mL

Permeabilation Buffeff昆匀后，离心1 500转，8 min；

(6)重复步骤(5)1次；(7)同型对照管中加入5此的

IgG2a—PE．cy7，测定管中加入5此的Anti—Human

Foxp3一PE—cy7抗体，在4℃避光孵育30 min；(8)每

管加入2 mL 1 xpermeabilization buffer混匀后，离心

1 500转，8 min；(9)去掉上清后，每管加入500 gL

PBS重悬细胞，流式细胞仪检测分析；(10)采用
EXP032 ADC XL软件进行分析CD4+CD25+Foxp3+

细胞占CD4+细胞的比例。

血浆BAFF水平检测：所有观察对象均于早晨空

腹抽取EDTA抗凝的外周血2 mL，分离出血浆，一

80℃保存。标本一次性解冻，用Human BAFF

ELISA kit彳亍夹心酶联免疫吸附法检测血浆BAFF水

平，按照说明书操作步骤进行。通过Microplate

Manager Curve Fit Report程序计算血浆BAFF水平。
1．4统计学处理

采用SPSS 17．0统计软件对所有数据进行统计分

析。正态分布计量资料以均数±标准差(i±s)表示，

计量资料两个变量之间比较采用独立样本的t检验

法，以P<0．05为差异具有统计学意义。

2结果

2．1外周．&CD4+CD25+Foxp3+Tregs的比例

ITP患者外周Im CD4+CD25+Foxp3+Tregs d5 CD4+

T细胞比例较健康对照者低[(1．55±1．13)％VS(2．73±

0．83)％]，差异有统计学意义衅0．01)。见图1。

102 103 104 105

FlTC．CD4

A健康对照者Tregs表达的FCM图

50 100 I 50 200 250 102 101 104 10
5

FSC．A (x 000) FITC—CD4

B ITP患者Tregs表达的FCM图

图1外周I[11CD4。CD251FoxP3+Tregs的表达

万方数据



第4期 文瑞婷，等．B细胞活化因子及调节性T细胞在免疫性血小板减少症发病中的作用 355

2．2 ITP患者及健康对照者血浆BAFF水平

ITP患者血浆BAFF水平为(1 426．14±1 280．67)

gg／L，明显高于健康对照者的(644．29___307．97)

gg／L，差异有统计学意义(P<0．01)。

3讨论

ITP是一种出血性自身免疫性疾病，其发病机制

尚未完全明了。传统观念认为ITP患者血小板减少是

由于机体体液免疫异常、B淋巴细胞产生大量抗血

小板抗体介导血小板被单核吞噬细胞系统破坏所

致。然而，越来越多的研究发现，T淋巴细胞的表达

及功能异常也参与其发病过程[21。Tregs是一群具有

免疫负性调节功能的CD4+Th细胞亚群，对维持外周

免疫耐受起重要作用。研究发现Tregs数量和功能的
受损在多种自身免疫性疾病的发生、发展中扮演了

重要作用[5】。本研究结果发现ITP患者外周血CD4+

CD25+Foxp3+Tregs较健康对照者少，与既往文献报

道一致【51，这进一步证实了Tregs的产生不足或功能

缺陷可能导致了ITP患者自身耐受的破坏。Tregs发

挥免疫抑制作用的具体机制目前尚未明确，近几年

的研究[6-7]发现可能与以下机制有关：(1)通过分泌免

疫抑制因子发挥作用，如IL．10、TGF—p、IL一35；

f2)通过分泌穿孔素和颗粒酶A活化效应T细胞直接发

挥细胞毒作用；(3)Tregs通过作用于细胞表面的免疫

抑制分子，女1]CTLA4，使效应T细胞失活参与免疫

反应的负调节。因此，由于Tregs的异常而引起ITP
发病的具体机制有待进一步深入研究。

BAFF是近几年发现的肿瘤坏死因子超家族的配

体，对B细胞的发育、存活、增殖、分化和免疫球

蛋白生成起重要作用[81。研究发现BAFF过表达可能

通过使B淋巴细胞分化为浆细胞，从而不断分泌自身

抗体，最终导致一系列自身免疫性疾病的发生[9J 01。

近几年研究发现ITP患者也存在外周血BAFF水平升

高[11-12l，本研究结果显示ITP患者血浆BAFF水平高

于健康对照者，与既往研究报道一致。但BAFF过表

达参与ITP发病的具体机制尚不清楚，国内外相关报

道也甚少，有研究表明BAFF可能通过促进了CDl9+

和CD8+细胞的存活、血小板的凋亡从而参与了ITP

的发生[13]。本研究结果发现ITP患者存在BAFF水平

升高、Tregs数量减少，因此我们推i贝f]BAFF与Tregs

的相互作用有可能是其参与ITP发病的另一种机制，

这有待进一步研究证实。
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