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桥本甲状腺炎患者外周血Ｔｈ１７与Ｔｒｅｇ细胞及其相关因子表达的研究
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　　摘　要：目的　研究桥本甲状腺炎（ＨＴ）患者外周血中Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞及其细胞因子ＩＬ１７、ＴＧＦβ的表达情况，探讨Ｔｈ１７

与Ｔｒｅｇ细胞在 ＨＴ发病机制中的作用及其临床意义。方法　选择４２例 ＨＴ患者（ＨＴ组）和２０例对照组为研究对象，采用流式

细胞术检测 ＨＴ组和对照组外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞的比例；应用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血清中

Ｔｈ１７的相关因子ＩＬ１７和Ｔｒｅｇ的相关因子 ＴＧＦβ含量。结果　ＨＴ组患者ＰＢＭＣｓ中 Ｔｈ１７细胞比例明显高于对照组（犘＜

０．０１），Ｔｒｅｇ细胞比例明显低于对照组（犘＜０．０１）；ＨＴ组患者血清ＩＬ１７含量较对照组显著升高（犘＜０．０５），ＴＧＦβ含量较对照

组略低，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　在ＨＴ患者中，Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞的变化可能在ＨＴ发病机制中发挥重要作用；对

Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的观察可用于 ＨＴ疾病进展情况监测及疗效观察。
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　　桥本甲状腺炎（ＨＴ）又称为慢性淋巴细胞性甲状腺炎
［１］。

ＨＴ为器官特异性自身免疫病，具有遗传倾向，发病机制可能

是在某种遗传因素和环境因素的作用下，免疫系统对正常甲状

腺组织的自身耐受状态被打破，产生了自身抗体及相关细胞因

子［２］。ＨＴ以血清中存在甲状腺特异性自身抗体为特征
［３４］。

Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞是新鉴定的具有相反功能的ＣＤ４
＋Ｔ细胞

亚群，近年来对Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡与自身免疫性疾病的关系研

究已成为热点。本研究通过检测 ＨＴ 患者外周血 Ｔｒｅｇ与

Ｔｈ１７细胞亚群比例及其相关细胞因子的变化，探讨 Ｔｒｅｇ、

Ｔｈ１７细胞的异常在 ＨＴ发病中的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１２年６～１０月大连市中心医院的门诊和

住院ＨＴ患者共４２例（ＨＴ组）。ＨＴ的诊断标准采用《中国甲

状腺疾病诊治指南》（中华医学会内分泌学会，２００８年），同时

排除肝炎、结核病、糖尿病、肾病等其他内科疾病及其他禁忌使

用激素的患者。其中男５例，女３７例；年龄２４～５７岁，平均

（３９．５±１２）岁。２０例健康体检者作为对照组，其中男５例，女

１５例，平均年龄（４１．２±１０）岁。两组一般资料比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。

１．２试剂与仪器 固定破膜剂ＩｎｔｒａｐｒｅｐＴＭ、异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）标记抗人ＣＤ３单克隆抗体，ＦＩＴＣ标记抗人ＣＤ４单克

隆抗体，藻红蛋白青色素５．１（ＰＣ５）标记抗人ＣＤ４单克隆抗

体，ＰＣ５标记抗人ＣＤ２５单克隆抗体购自美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司，

藻红蛋白（ＰＥ）标记抗人ＩＬ１７单克隆抗体及同型，ＰＥ标记

抗人Ｆｏｘｐ３单克隆抗体及同型购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，固

定破膜剂Ｆｏｘｐ３Ｆｉｘ／ｐｅｒｍＢｕｆｆｅｒ购自Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司，佛波酯

（ＰＭＡ）、离子霉素（ｉｎｏｍｙｃｉｎ）、莫能霉素（ｍｏｎｅｎｓｉｎ）购自美国

Ｓｉｇｍａ公司，流式细胞仪Ｅｐｉｃｓｘｌ型（Ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ），酶标仪

仪器为瑞典ＳＵＮＲＩＳＥ酶标仪，ＩＬ１７、ＴＧＦβＥＬＩＳＡ试剂盒购

于大连宝生物公司。

１．３　标本采集和处理　受检者均于入院后第２天清晨空腹静

脉采血５～６ｍＬ于肝素抗凝管中，密度梯度离心法分离ＰＢ
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ＭＣ用于Ｔｈ１７细胞的流式检测，分离血清于－２０℃冻存用于

细胞因子检测。所有标本均无乳糜、无溶血。

１．４　实验方法

１．４．１　Ｔｈ１７细胞的染色　细胞胞外染色：将ＣＤ３ＦＩＴＣ和

ＣＤ４ＰＣ５单抗加入到分离出的ＰＢＭＣｓ中，混匀，避光室温孵

育２０ｍｉｎ。细胞培养：将孵育后的ＰＢＭＣｓ用ＲＰＭＩ１６４０培养

液洗涤后加入到ＲＰＭＩ１６４０培养体系中（含１０％新生牛血清、

５０ｎｇ／ｍＬＰＭＡ、１μｇ／ｍＬｉｏｎｏｍｙｃｉｎ、３μｍｍｏｌ／Ｌｍｏｎｅｎｓｉｎ）稀

释细胞终浓度至１×１０６／ｍＬ，３７℃培养箱中孵育１８ｈ。细胞

固定破膜及胞外染色：用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤培养后的细

胞，固定破膜剂进行固定、破膜（按试剂盒说明书）之后加入

ＰＥ抗人ＩＬ１７，对照管加入同型对照抗体，孵育３０ｍｉｎ。ＰＢＳ

洗涤两次后加入５００μＬＰＢＳ悬浮细胞。

１．４．２　Ｔｒｅｇ细胞的染色　胞外染色及溶血：取外周血２００μＬ

入ＣＤ４ＦＩＴＣ和ＣＤ２５ＰＣ５单抗，混匀，避光室温孵育２０ｍｉｎ；

加入溶血素溶解红细胞后，ＰＢＳ洗涤两次。细胞固定破膜及胞

外染色：将ＰＢＳ洗涤后的细胞用固定破膜剂进行固定、破膜加

入ＰＥ抗人ＦｏｘＰ３单抗，对照管加入同型对照抗体，孵育３０

ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤两次后加入５００μＬＰＢＳ悬浮细胞。

１．４．３　流式细胞仪检测Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞　应用Ｅｐｉｃｓｘｌ型

流式细胞仪测定淋巴细胞内和胞膜各种荧光素的荧光强度，

Ｔｈ１７（ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＩＬ１７＋）和 Ｔｒｅｇ细胞（ＣＤ４
＋、ＣＤ２５＋、

Ｆｏｘｐ３
＋）。

１．４．４　ＥＬＩＳＡ检测血清中ＩＬ１７和ＴＧＦβ的含量　对于ＩＬ

１７和ＴＧＦβ的测定要严格按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行分析，数据

以狓±狊表示，两组间数据用独立样本狋检验，犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｔｈ１７与Ｔｒｅｇ细胞的检测结果　见表１。

表１　　各组外周血中Ｔｈ１７及Ｔｈ１细胞所占比例（狓±狊）

组别 狀 Ｔｈ１７／ＣＤ４＋Ｔ细胞（％） Ｔｒｅｇ／ＣＤ４＋Ｔ细胞（％）

ＨＴ组 ４２ １．５６±０．７１ ２．２４±０．４４

对照组 ２０ ０．４３±０．２９ ５．７１±１．４２

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

２．２　ＩＬ１７与ＴＧＦβ的表达　见表２。

表２　　各组血清中ＩＬ１７和ＴＧＦβ的含量（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ＩＬ１７ ＴＧＦβ

ＨＴ组 ９．４７±２．２５ １５．６１±２．１０

对照组 ７．０８±１．５４ １６．２５±３．３６

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

ＨＴ为常见的器官特异性自身免疫性疾病之一。对 ＨＴ

发病机制的研究一直为研究热点。早期研究认为，ＨＴ是由

Ｔｈ１细胞介导发生的，并且 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞免疫平衡倾向于

Ｔｈ１细胞而引起相关的细胞因子分泌异常在其中起关键作

用［５］。但随着新的效应Ｔ细胞亚群的发现，人们对自身免疫

的理解发生了新的变化。Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞是两类新近发现

的ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群，Ｔｒｅｇ细胞可以介导免疫耐受、抑制炎症，

Ｔｈ１７有促炎作用，这两种细胞在功能和分化过程上相互对抗，

对维持免疫内环境的稳定起重要作用［６］。

Ｔｈｌ７细胞自２００５年由Ｌａｎｇｒｉｓｈ等
［７］提出，此亚群由ＩＬ

２３诱导分化生成，分泌ＩＬ１７、ＩＬ１７Ｆ、ＩＬ２２和ＴＮＦα等细胞

因子发挥致病效应，并能诱导其他细胞分泌化学因子和促炎因

子。现已经证实Ｔｈ１７细胞及其细胞因子参与多种自身免疫

性疾病的发生过程。在多发性硬化症、原发性胆汁性肝硬化、

系统性红斑狼疮等自免性疾病的患者的外周血及病灶处均检

测到大量的Ｔｈ１７细胞。本实验初步研究了Ｔｈ１７及ＩＬ１７在

ＨＴ患者外周血中的表达，结果显示Ｔｈ１７及ＩＬ１７相比对照

组均呈高表达，结果与国内外研究结果相符［８１０］。ＨＴ表现为

甲状腺滤泡上皮细胞的破坏，而ＩＬｌ７可以诱导产生ＩＬ６、急

性反应蛋白、前列腺素Ｅ２等炎症因子，与炎症因子ＴＮＦα等

发挥协同效应，放大炎症反应。目前尚无文献报道 ＨＴ中ＩＬ

１７的变化和作用，但是结合ＩＬ１７的强促炎因子的作用，可以

推测：ＩＬ１７可能导致甲状腺组织的炎症并促使更多炎症因子

的释放，趋化炎症细胞，加重甲状腺局部炎症反应，从而在 ＨＴ

起到破坏性作用。

体内存在一类可对免疫应答发挥负调控作用的 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｔ细胞亚群命名为 Ｔｒｅｇ细胞。Ｆｏｘｐ３是 Ｔｒｅｇ细胞的

特异性标志。通过对自身免疫病机制的不断研究，人们已经认

识到Ｔｒｅｇ细胞不仅能够参与产生自身免疫耐受，防止自身免

疫疾病的发生，而且能够限制免疫防御中Ｔ、Ｂ细胞过度活化，

避免造成组织损伤。Ｔｒｅｇ细胞通过细胞细胞接触模式和分

泌抑制性因子等机制发挥免疫抑制作用。ＴＧＦβ对Ｂ淋巴细

胞、Ｔ淋巴细胞、巨噬细胞等多种细胞有抑制作用，在诱导和维

持机体免疫耐受的诱导和维持方面起了很大作用。近年来许

多研究表明，多种自身免疫病中出现Ｔｒｅｇ数量的减少和功能

的缺陷，Ｔｒｅｇ在自身免疫性疾病的发生中具有重要意义。在

本研究中，ＨＴ患者Ｔｒｅｇ细胞相比对照组呈低表达，ＴＧＦβ含

量低于对照组但差异无统计学意义，这与已有研究结果相符

合。本实验中 ＨＴ患者ＩＬ１７与 Ｔｈ１７表达一致而 ＴＧＦβ与

Ｔｒｅｇ表达不完全一致，可能是因为ＩＬ１７在体内主要由Ｔｈ１７

细胞分泌；而ＴＧＦβ可以由如 Ｔｒ１、Ｔｈ、成骨细胞、Ｋｕｐｆｆｅｒ细

胞等许多细胞分泌，骨组织是其最大的来源。因此Ｔｒｅｇ细胞

的减少对ＴＧＦβ的数量不会造成太大影响。ＣＤ４
＋Ｔ细胞亚

群之间往往在功能和分化过程的互相抑制现象（如：Ｔｈ１和

Ｔｈ２细胞），这是维持机体免疫系统平衡的机制之一。Ｔｈ１７／

Ｔｒｅｇ细胞亚群就存在典型的互相抑制现象。ＴＧＦβ与人

Ｔｈ１７细胞的发育无关，但它有维持 Ｆｏｘｐ３在 ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ细胞表达的作用，并可以诱导ＣＤ４
＋ＣＤ２５－Ｔ细胞表达

Ｆｏｘｐ３，使其转变为具有功能活性的Ｔｒｅｇ细胞。Ｆｏｘｐ３可以抑

制Ｔｈ１７的功能，作用机制为直接与Ｔｈ１７细胞的关键转录因

子ＲＯＲγｔ结合，后者主要介导ＩＬ１７ＡｍＲＮＡ的转录。Ｆｏｐｘ３

通过影响ＩＬ１７的分泌起到实现对Ｔｈ１７功能的抑制。结合本

实验结果分析，ＨＴ患者 Ｔｒｅｇ细胞表达过低，不能够通过对

ＲＯＲγｔ转录的抑制来限制 Ｔｈ１７，与此同时相对较低水平的

ＴＧＦβ不能有效地诱导Ｔｒｅｇ细胞的分化发育，对ＴＧＦβ不反

应使Ｔｈ１７易于逃离Ｔｒｅｇ细胞的免疫抑制等多方面机制导致

Ｔｒｅｇ对效应性Ｔ细胞抑制不足，有促炎作用的 Ｔｈ１７细胞异

常增殖，进而引起甲状腺的炎症反应。

综上所述，在 ＨＴ患者中 Ｔｈ１７细胞与 Ｔｒｅｇ细胞的失衡

可能导致甲状腺自身免疫功能的紊乱，进而诱导 ＨＴ的产生，

因此对Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ的观察可用于 ＨＴ疾病进（下转第９４９页）
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体具有非特异性抵抗力。ｈｓＣＲＰ是临床实验室采用了超敏感

检测技术，能准确的检测低浓度Ｃ反应蛋白，提高了试验的灵

敏度和准确度。ｈｓＣＲＰ检测最常用于各种急性炎症辅助诊断

和疗效指标。在４９例细菌培养的病例中，４５例ｈｓＣＲＰ为阳

性，其敏感度达到９１．８％。４例细菌培养阳性但ｈｓＣＲＰ为阴

性，这可能是由于正常血浆中ＣＲＰ含量极低，只有在机体受到

炎症、损伤等刺激４～６ｈ后，ＣＲＰ才开始升高，２４～７２ｈ才达

高峰的原因［５］，这部分急性感染者由于感染时间短，血清ＣＲＰ

还未升高，故ＣＲＰ显示为阴性。１９７例ｈｓＣＲＰ阳性标本中只

有４５例细菌培养也为阳性，这是由于ＣＲＰ为非特异性炎症标

志物［６］，发生组织损伤、放射性损伤、手术创伤、心肌梗死、恶性

肿瘤或者其他部位感染时，即使浆膜腔没有感染，ＣＲＰ也会上

升，所以单独用 ｈｓＣＲＰ 诊断浆膜腔感染，其阳性预测值

（０．２２８４）及特异度（５６．４％）均不如 ＢＡＣＴ，容易造成误

诊［７９］。

联合用ｈｓＣＲＰ＋ＢＡＣＴ 诊断浆膜腔感染，特异度高达

９５．７％，说明当ｈｓＣＲＰ、ＢＡＣＴ均为阴性时，患者被诊断为浆

膜腔感染的可能性很小；虽然灵敏度下降到了８１．６％，但阳性

似然比（１８．９９）、阳性预测值（０．７２７３）、阴性预测值（０．９５７０）、

Ｙｏｕｄｅｎ指数（７７．３）及诊断符合率（９４．０％）均明显高于单独用

ｈｓＣＲＰ或ＢＡＣＴ，说明ｈｓＣＲＰ＋ＢＡＣＴ阴性时，排除感染的

能力优于单独使用 ｈｓＣＲＰ 或 ＢＡＣＴ，从而使 ｈｓＣＲＰ 和

ＢＡＣＴ的诊断价值进一步得到提高。

ｈｓＣＲＰ＋ＢＡＣＴ为阴性时，由于敏感性下降，部分患者细

菌培养结果仍可能为阳性，说明即使联合检测 ｈｓＣＲＰ和

ＢＡＣＴ提高了浆膜腔感染诊断价值，仍不能完全代替细菌

培养。

ＲＯＣ曲线是以每一个检测结果作为可能的诊断界值，以

计算得到相应的真阳性率（即灵敏度）为纵坐标，以假阳性率为

横坐标绘制曲线，其曲线下面积（ＡＵＣ）的大小表明了诊断试

验准确度的大小［１０］。ＡＵＣ在０．５～０．７时有较低准确性，

ＡＵＣ在０．７～０．９时有一定准确性，ＡＵＣ在０．９以上时有较

高准确性。本实验中，用ｈｓＣＲＰ结果诊断浆膜腔细菌感染，

其曲线下面积为０．８６８，诊断价值一般；用ＢＡＣＴ诊断，其曲线

下面积为０．９２９，具有较高的诊断价值。以 Ｙｏｕｄｅｎ指数最大

值确定ｈｓＣＲＰ和ＢＡＣＴ的最佳诊断点，并根据这两个诊断点

计算，显示分别用ｈｓＣＲＰ和ＢＡＣＴ对浆膜腔细菌性感染诊

断，灵敏度均有所下降，漏诊的可能性会相应增加，但特异度明

显增高，说明排除浆膜腔细菌感染的能力大为提高，另外，阳性

似然比、阳性预测值和诊断符合率等指标也有明显的升高，说

明确诊或排除浆膜腔细菌感染的价值得到进一步的提高。

总之，ｈｓＣＲＰ联合ＢＡＣＴ诊断浆膜腔感染，可作为快速

诊断浆膜腔感染的敏感指标，为患者的治疗争取时间。
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展情况监测及疗效观察。自身免疫性疾病的发病机制极其复

杂，已有研究表明，Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｒ１等多种Ｔ淋巴细胞与自身免

疫性甲状腺疾病都有重大关联，但其具体的作用机制还有待于

进一步的研究。
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