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!!'摘要(!目的!检测类风湿关节炎!VC"患者外周血和关节液IL!W细胞的变化&探讨该细胞亚群在VC免疫

炎症机制中的作用)方法!采用流式细胞术检测!K例VC患者外周血+关节液及!K例健康对照外周血IL!W细

胞比例#分析VC患者关节液IL!W细胞比例与临床炎症指标的相关性#通过*+25A30.+D(V检测外周血和关节液

淋巴细胞维甲酸相关孤儿受体73!V=V73"+白细胞介素!U9"A!W基因表达)结果!(活动期VC患者关节液IL!W

细胞比例6!!NBXa&NBB"[7高于配对外周血6!!N&#a&NKW"[7和健康对照组6!&N#Ka&N!B"[7&差异有统计学意

义!!$&N&!"#)VC患者关节液IL!W细胞比例与血清(反应蛋白!(VD"呈正相关!D]&$K!X&!]&N&'W"#*活动

期VC患者关节液淋巴细胞M$M!@+/.(!W基因表达水平均高于配对外周血和健康对照组!!$&N&!")结论!VC

患者关节液中IL!W细胞的变化反映了VC关节炎症和系统炎症的差异&揭示了关节损伤的机制)

'关键词(!IL!W细胞!关节液!类风湿关节炎!流式细胞术

Q%,:;?,;RQa,?W,F1M8,??B;R"G(;*#'?T?&#-#(:%,&<'>;#-EF>%F#>#B!./4#'*
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B*<='1,%,*H7D?*@:&(L+1786%!&&'!&(L012#"$07L1D@I7,@+CM=7'I1@+8+-:&.'S=+'G7E*<18A+887-7&96TL-6

%'%&&&&(L012##$07L1D@I7,@+C $D@=+L17E*<B'D-7D:&;7?@A=*,1 #+?L*@18&B*<='1,%,*H7D?*@:&(L+1786

%!&&'!&(L012

# (-**+4@-18017263L-*&MA.205$P0"&&%506"!%#N,-.

'E=B>F'$>(!H=I,$>#*,!I-01O+430723+3L+*-5+-HIL!W,+554-H4P1-O025H5608 !;F"013L+@23L-7+1+404-H

*L+6.23-082*3L*0304!VC"N+,>%;-B!VC@230+134Q03LS1++4P1-O025H5608!,]!K"218L+253LPO-5613++*4!,]!K"

Q+*++1*-55+8NIL+2.-6134-HIL!W,+55401@+*0@L+*25/5--8218;FQ+*+.+246*+8/PH5-Q,P3-.+3*PN;01,+3L+*+

Q241-;F01L+253LP,-13*-5&-15P3L+2.-6134-HIL!W,+55401@+*0@L+*25/5--8Q+*+.+246*+8NIL+,-**+5230-1

/+3Q++13L+2.-6134-H;FIL!W,+554218,5010,2501H52..23-*P@2*2.+3+*4Q24+O25623+8NV+301-0,2,08A*+523+8

-*@L21*+,+@3-*72..23!V=V73"&013+*5+6S01A!W!U9A!W"7+1++R@*+440-1015P.@L-,P3+4Q+*+244+44+8/P*+25A

30.+D(VN:,B&?>B!( IL+@+*,+1327+4-HIL!W,+55401;FH*-.VC@230+134!!NBXa&NBB"[ Q+*+40710H0,2135P

L07L+*3L213L2301@20*+8DYH*-. VC@230+134!!N&#a&NKW"[ 2183L2301DYH*-.L+253LP,-13*-54!&N#Ka

&$!B"[#)IL+H*+j6+1,P-HIL!W,+55401;FH*-.VC@230+134,-**+523+8@-4030O+5PQ03L4+*6.(VD!D]&NK!X&

!]&N&'W"#* IL+.VJC5+O+54-HM$M!@218/.(!WQ+*+01,*+24+801;F5P.@L-,P3+@-@65230-1H*-.VC@230+134

,-.@2*+83-@20*+8DYH*-.VC@230+134218L+253LP,-13*-54!!$&N&!"N8;($?&B#;(!U1,*+24+4-HIL!W,+55401

4P1-O025H5608-H@230+134Q03LVC@230+134.07L3233*0/63+3-3L+80HH+*+1,+/+3Q++15-,25e-01301H52..230-1218

4P43+.0,01H52..230-1&218@2*30,0@23+401e-01382.27+N

'J,GK;F-B(!!IL!W,+554!!;P1-O025H5608!!VL+6.23-082*3L*0304!!F5-Q,P3-.+3*P

!!类风湿关节炎!*L+6.23-082*3L*0304&VC"是炎

症性自身免疫性疾病的代表之一&I细胞异常活化&

分化为不同功能亚群&产生大量细胞因子&导致的关

节滑膜炎症+软骨及骨质破坏是其主要临床特征)

其中&I淋巴细胞浸润和滑膜成纤维细胞过度增生&

" 国家自然科学基金项目!J-NB!!&""W'"和成都市科技攻关

项目!J-N!&ZZcY%'';FA&"#"资助

# 通讯作者&MA.205$P0"&&%506"!%#N,-.

尤其()'`I细胞浸润&是VC免疫炎症发生的中

心环节
/!0)早期认为VC是以IL!细胞占主导的

器官特异性自身免疫性疾病&但是 IL!细胞因

子444干扰素7!UFJ7"缺失导致VC动物模型胶原

诱导性关节炎!(UC"发生更严重的炎症反应&而另

一种细胞因子白细胞介素!U9"A!W缺失却可抑制

(UC的免疫反应)说明除IL!细胞外&还有另外一

群分泌U9A!W的细胞发挥着更强的致病作用)"&&K

年将这种分泌U9A!W的 IL细胞命名为 IL!W细
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胞
/"0)维甲酸相关孤儿受体73!*+301-0,2,08A*+523+8

-*@L21*+,+@3-*72..23&V=V73"是IL!W细胞特

异性转录因子&可激活/.(!W基因&促进U9A!W分

泌&诱导初始I细胞向IL!W细胞分化)

虽然IL!W细胞在(UC和VC发病中的功能已

得到初步认识&但是在VC患者关节局部炎症中的

作用及其与全身免疫反应的关系尚需进一步论证)

本研究旨在从 IL!W细胞比例和M$M!@+/.(!W基

因角度&观察IL!W细胞在活动期VC患者关节液

和外周血中的变化&了解IL!W细胞在关节局部炎

症和全身免疫反应中的作用&为探讨VC患者关节

液IL!W细胞分化调控机制提供理论和实验依据)

1!对象和方法

1N1!研究对象

中+重度活动期合并膝关节积液的VC患者!K

例&女性!#例&男性"例&平均年龄!'XNBWaXN#'"

岁&所有患者均符合 !XBW 年美国风湿病学会

!C(V"修订的VC诊断标准或"&&X年欧洲抗风湿

病联盟!Mf9CV"VC分类标准)疾病活动度判断

采用疾病活动指数!)C;""B&)C;"B-#N"定为疾

病中+重度活动)标本采集前!个月患者均未接受

改善 病 情 抗 风 湿 药 !804+24+ .-80HP017 2130A

*L+6.230,8*674&)GCV)4"和激素类药物&入选患

者平均)C;"B为%N'!a!N'W&类风湿因子!VF"阳

性的占W#N#[!!!例")健康对照组!K例&其中女性

!#例&男性"例&平均年龄!'KNK#aBN''"岁&无自

身免疫性疾病+肿瘤及近期感染史)健康对照组无

关节积液)本研究取得四川大学华西医院医学伦理

委员会批准&并获得受试者的知情同意)

1N/!试剂与仪器

佛波酯!DGC"+离子霉素!U-1"+莫能霉素

!G-1+1401"购自;07.2公司#FUI(A抗人()'+DMA

抗人 U9A!W 及 相 应 同 型 对 照 抗 体 购 自 美 国

+Y0-4,0+1,+公司#固定与透膜试剂盒!FUg*DMVG"

购 自 美 国 Y+,S.21 公 司#I*0T-5 购 自 美 国

U1O03*-7+1公司#M$M!@+/.(!W+$A2,301引物&上海

英骏生物技术有限公司合成#人淋巴细胞分离液

!F0,-55"购自天津灏洋生物制剂公司#FC(;C*02

流式细胞仪为美国Y)公司产品&实时荧光定量

D(V仪(FgAX%为美国Y0-AV28公司产品)

1N2!研究方法

1N2N1!临床资料记录!详细记录每个VC患者的

年龄+性别+病程+肿胀关节数+压痛关节数&魏氏法

检测血沉!M;V"&速率散色比浊法检测(反应蛋白

!(VD"+VF&M9U;C法检测抗((D抗体!C(DC"&

计算疾病活动性指标)C;"B评分)

1N2N/!流式细胞仪!F(G"检测IL!W细胞!采用

F0,-55密度梯度分离VC患者和健康对照者外周血

淋巴 细 胞 !DY94"+VC 患 者 关 节 液 淋 巴 细 胞

!;F94"&以含!&[FY;的!%'&培养液重悬细胞&加

入DGC!K&17*.9"+离子霉素!K&&17*.9"和莫

能霉素!!.9*9"&#W\+K[(=" 细胞培养箱中培

养KL)取细胞悬液!&&#9&加入!&#9FUI(标记

的抗人()'&于'\避光孵育#&.01后洗涤"次)

加入!&&#9固定剂C反应!K.01&洗涤!次&再加

入透膜剂Y!&&#9&反应K.01&加入!&#9DM标

记的抗人U9A!W&同时设同型对照反应管&反应

#&.01后洗涤"次&以#&&#9DY;重悬细胞&进行

F(G检测&结果用F5-Qe-WN%N!软件分析)

1N2N2!V+25A30.+D(V检测淋巴细胞M$M!@+/.(

!W基因表达!采用F0,-55密度梯度分离出DY94和

;F94&直接加入 I*0T-5抽提 VJC&并反转录获得

,)JC)取,)JC为模板&采用;cYVZ*++15嵌合

荧光法实时定量D(V&建立D(V反应体系!总体积

!&#9")引物设计如下$M$M!@上游&KhA(ZZZ(

(IC(CCIZ(IZC(CA#h&下游&KhAZ((C((ZIC

IIIZ((II(CCA#h#/.(!W上游&KhA(CZCIIC(

IC(CC((ZCI((A#h&下游&KhA(CIZIZZICZI

((C(ZII((A#h#$A2,301上游&KhAIZZCZCCCC

I(IZZ(C((C(A#h&下游&KhAZCZZ(ZIC(CZZ

ZCICZ(C(A#h)D(V循环条件$XK\K4.各基

因退火温度!M$M!@为 %& \&/.(!W 为 KW \&

$A2,301为KW\"!&4̂ '&循环)用(Fg G2127+*

O!N%软件计算出每样本合格数据的(3值&用同板

$A2,301的(3值减去样本靶基因平均 (3值&得到

b4(3值&用"b4(3
代表样本靶基因 .VJC的起始

拷贝量)

1N2N3!统计学方法!数值以,2a?表示)组间比较

采用@检验&配对两组间比较采用配对@检验&IL!W

细胞阳性率与病情活动指标的相关性分析采用

;@+2*.21相关分析&!$&N&K为差异有统计学意

义)

/!结果

/_1!:E患者外周血和关节液Q%1M细胞比例

活动期VC患者关节液()'`I细胞中 IL!W

细胞比例高于配对外周血和健康对照组外周血

B&X
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6!!$BXa&$BB"[ O4N!!N&#a&NKW"[+!&N#Ka

&$!B"[&!$&$&!7&活动期 VC患者外周血 IL!W

细胞比例也高于健康对照组外周血!!$&N&!")见

图!)

/_/!:E患者关节液Q%1M细胞比例与临床炎症指

标相关性分析

图1!2组对象893cQ细胞中Q%1M细胞比例比较

T#A1!X,F$,(>'A,;RQ%1M$,??B#(893c Q?G<W%;$G>,B#(W,F#W%,F'?=?;;-;R%,'?>%G$;(>F;?!a8XU"&W,F#W%,F'?=?;;-;R:EW'>#,(>B!:EXU"

'(-BG(;*#'?R?&#-;R:EW'>#,(>B!:E"T"

!!VC患者关节液()'`I细胞中IL!W细胞比

例与炎症指标 (VD 呈正相关 !D]&$K!X&!]

&$&'W&图""&与 M;V+)C;"B+VF+C(DC 无相关

性)

图/!:E患者关节液893cQ细胞中Q%1M细胞比例与8:X的相关

性

T#A/!8;FF,?'>#;(=,>K,,(>%,W,F$,(>'A,;RQ%1M$,??B#(893c Q

?G<W%;$G>,B#(BG(;*#'?R?&#-;R:EW'>#,(>B!:E"T"'(-8

F,'$>#*,WF;>,#(!8:X"#(BG(;*#'?R?&#-;R:EW'>#,(>B

/_2!:E 患者外周血和关节液 $8$!9+:201M

<:SE水平

!!结果显示$活动期 VC 患者关节液淋巴细胞

M$M!@+/.(!W.VJC水平较健康对照组外周血升

高!&$BX'a&N!B"O4N&N"##a&N&XW&!NBB'a&N%X#

O4N&N"W&a&N!""&!$&N&!"&亦高于配对外周血

!&$BX'a&N!B"O4N&N%B'a&N!K&&!NBB'a&N%X#

O4N&NB'Wa&N"XX&!$&N&!")另外&活动期VC患

者外周血淋巴细胞M$M!@+/.(!W.VJC水平也高

于健康对照组外周血!!$&N&!")

2!讨论

VC是一种常见的以关节滑膜组织慢性炎症为

主要表现的系统性自身免疫性疾病&影响世界上约

![的人口
/#0)IL!W细胞是新近发现的辅助性

()'`
细胞&在VC的发病中占据重要地位)研究证

实&IL!W细胞及其产生的细胞因子U9A!W&可作用

于滑膜细胞&促进肿瘤坏死因子A!!IJFA!"+U9A!$

和U9A%释放
/'0#吸引中性粒细胞和巨噬细胞&募集

到VC关节腔内&扩大炎症反应/K0#诱导滑膜成纤维

细胞基质金属蛋白酶!GGD4"的表达&促进软骨降

解
/%0#通过 JFA'Y受体激活因子!VCJ<"*JFA'Y

配体激活因子!VCJ<9"推动成骨细胞向破骨细胞

转化&导致骨质侵蚀+破坏/W&B0)因此&探讨IL!W细

胞在VC患者关节滑膜或滑液中的作用和功能对于

深刻了解VC关节损伤机制具有重要意义)

在本研究中我们发现&活动期VC患者外周血

IL!W细胞比例较健康对照组增高&这与大部分报道

相符)说明IL!W细胞在VC全身炎症反应过程中

发挥重要作用)关节是 VC病变累及的主要靶器

官&我们更关注VC关节局部炎症)本研究又测定

了配对VC 患者外周血和关节液 IL!W细胞的变

化&发现关节液IL!W细胞比例升高明显&高于配对

VC患者外周血&考虑与VC患者外周血和关节液

I细胞特性和炎性环境不同有关
/X0$( ()"B和I

细胞受体;!I(V;"链表达差异))+;21304等
/!&0
指

出&关节液较外周血来源的 I细胞()"B与 I(V;

链表达减少)F+**2,,0-50等
/!!0
又发现&VC 患者

X&X
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()'`I细胞()"B和I(V;链表达减少与疾病活

动度)C;''呈显著相关)进一步研究证实&这些

I(V;链缺陷的IL细胞较I(V;链相对正常的IL

细胞产生高水平的U9A!W
/!"0)因此&VC患者关节

液()"B与I(V;链结构和功能的异常可能导致

IL!W细胞在VC全身炎症反应和关节局部炎症中

的差异分布))免疫炎症模式转变)VC患者关节

液好似一个-致炎细胞因子池.&调控效应性I细胞

表型转换&造成IL!W细胞在关节液中的扩增&关节

炎症进一步加重
/'&!#0)基于这一理论&学者们提出

了VC关节局部免疫反应可能存在着由-抗原刺激

模式.向-细胞因子刺激模式.的转换/!!0)

本研究结果还发现&关节液IL!W细胞水平与

血清炎症指标(VD呈正相关)既往研究证实&VC

患者关节液含有较外周血更高水平的U9A%&而U9A%

可促进AM!基因表达
/!'0&同时U9A%本身还可促进

IL!W细胞分化&增多的IL!W细胞又通过正反馈机

制促进U9A%与(VD产生
/!K0)除此之外&我们还观

察了关节液IL!W细胞与VF+C(DC+M;V+)C;"B

的关系&但是没有相关性)V=V73是IL!W细胞特

异性转录调控因子&V=V73活化与/.(!W基因启动

子结合&促进/.(!W 基因转录
/!#0)检测 M$M!@

.VJC与/.(!W.VJC从间接与直接途径反映了

U9A!W的转录水平)本研究采用*+25A30.+D(V检

测VC患者外周血和关节液淋巴细胞中转录因子

M$M!@.VJC与/.(!W.VJC水平&结果显示较

健康对照组明显升高&而且VC患者关节液中两种

转录因子水平较配对外周血亦明显增高&间接提示

VC患者关节液 IL!W细胞增多&与流式细胞学

IL!W细胞亚群的变化趋势一致)

综上&本研究结果显示&活动期VC患者关节液

中IL!W细胞较外周血明显增多&而且关节液IL!W

细胞比例与全身炎症指标直接相关&进一步表明

IL!W细胞在VC病理生理中的重要作用)因此&深

入探讨人类关节液IL!W细胞的分化调控机制&将

为揭示VC关节损伤的分子机制及发现VC潜在的

治疗靶点提供新的依据)
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