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桥本甲状腺炎患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞瘦素检测及临床意义
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　　摘　要：目的　检测桥本甲状腺炎（ＨＴ）患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞瘦素（ＬＰ）表达的水平，探讨其在 ＨＴ发生、发展中的作用。

方法　收集 ＨＴ患者和健康对照者外周血标本，分离外周血单核细胞（ＰＢＭＣ），再用ＣＤ４＋Ｔ细胞免疫磁珠分离ＣＤ４＋Ｔ细胞，体

外进行培养，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测上清液中ＬＰ水平。采用实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）方法检测ＰＢＭＣ中孤儿核受体

γｔ（ＲＯＲγｔ）相对表达量。结果　ＨＴ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞培养液中ＬＰ水平明显高于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

ＨＴ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞培养液中ＬＰ水平与ＲＯＲγｔ相对表达量呈正相关。结论　ＨＴ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞ＬＰ水平升高，与疾病的

发生发展关系密切。
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　　桥本甲状腺炎（ＨＴ），是一种常见的器官特异性自身免疫

病。以往认为ＣＤ４＋Ｔ细胞尤其是Ｔｈ１在其发病中发挥重要

作用［１］。新近发现Ｔｈ１７升高可能与 ＨＴ发病有关
［２３］。瘦素

（ＬＰ）是由肥胖基因（狅犫）编码、与白细胞介素６等细胞因子结

构高度相似的肽类激素［４６］。近年来的研究表明，ＬＰ作为一种

新型的免疫调节因子与多种自身免疫病的发生、发展密切相

关。本研究通过检测ＬＰ在 ＨＴ患者血浆及外周血ＣＤ４＋Ｔ细

胞培养液中的水平并分析其与Ｔｈ１７细胞特征性转录因子孤

儿核受体γｔ（ＲＯＲγｔ）ｍＲＮＡ表达的相关性，探讨其在 ＨＴ发

病中的作用机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年１２月至２０１２年１１月沭阳县人

民医院经临床诊断和实验室检查证实为 ＨＴ患者２７例（ＨＴ

组），其中女２４例，男３例，平均年龄（４７．６±１１．３）岁；体质量

指数（ＢＭＩ）为（２２．９４±２．８１）ｋｇ／ｍ
２，甲状腺功能正常均为初诊

未治疗的患者；选取同期的２５例健康体检者作为健康对照组，

其中女２２例，男３例，平均年龄（４５．７±９．２）岁；ＢＭＩ为

（２３．６７±３．１７）ｋｇ／ｍ
２。

１．２　方法

１．２．１　采集方法　抽取清晨空腹肘静脉血３～５ｍＬ，肝素钠

抗凝，随后用ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ人淋巴细胞分离液（天津灏阳生

物制品有限公司）梯度离心得到人外周血单个核细胞（ＰＢ

ＭＣ）；同时离心分离血浆，保存在－８０℃待测。

１．２．２　ＣＤ４
＋Ｔ细胞分离、纯化和增殖　利用ＦｉｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ

人淋巴细胞分离液梯度离心得到人外周血单个核细胞（ＰＢ

ＭＣ），再用ＣＤ４＋Ｔ细胞免疫磁珠分离试剂盒（ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ

ＧｍｂＨ公司）进行分离，经流式细胞仪检测，纯度在９５％以上。

在含１０ｍｇ／ｍＬａｎｔｉＣＤ３ｍＡｂ、２ｍｇ／ｍＬａｎｔｉＣＤ２８ｍＡｂ、１００

Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素、１０％胎牛血清的１６４０培养

液中，３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度条件下培养７２ｈ后，吸取上清

液做ＬＰ测定。

１．２．３　样本ＲＯＲγｔ相对表达量检测　采用人淋巴细胞分离

液分离ＰＢＭＣ，提取总ｍＲＮＡ。按照ＴＯＹＯＢＯ试剂盒说明书

逆转成ｃＤＮＡ。合成的ｃＤＮＡ存于－２０℃冰箱备用。依照

ＢｉｏＲａｄＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒＭｉｘ说明书，使用ＣＦＸ９６实时荧

光ＰＣＲ仪检测。所用引物序列：ＲＯＲγｔ上游引物为５′ＣＣＴ

ＧＧＧＣＴＣＣＴＣＧＣＣＴＧＡＣＣ３′，下游引物为５′ＴＣＴＣＴＣ

ＴＧＣＣＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＣＣ３′，βａｃｔｉｎ上游引物为５′ＣＡＣ

ＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣ３′，下游引物为５′ＣＡＴＡＣＴ

ＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣ３′。每份样本采用相同反应体系及

条件同时进行ＰＣＲ扩增３次，以βａｃｔｉｎ为参照校准ＲＯＲγｔ的

相对表达。

１．２．４　ＬＰ测定　血浆和ＣＤ４
＋Ｔ细胞培养液中的ＬＰ采用酶

联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍ公司），按照说

·１３５·国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５
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明书 进 行 操 作，酶 标 仪 采 用 ＢｉｏＴｅｋＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公 司

ｕＱｕａｎｔ型。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析。正态

分布的资料以狓±狊表示，组间比较采用非配对狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两组ＣＤ４
＋Ｔ细胞培养液和血浆中 ＬＰ水平比较　见

表１。

表１　　两组ＣＤ４
＋Ｔ细胞培养液和血浆中ＬＰ水平比较

组别 狀
血浆

ＬＰ（ｎｇ／ｍＬ）

ＣＤ４＋Ｔ细胞培养液

ＬＰ（ｐｇ／ｍＬ）

ＨＴ组 ２７ １６．４±４．８ ５９．９±１３．４

健康对照组 ２５ １４．２±３．７ ３２．８±５．８

　　：犘＜０．０５，与健康对照组比较。

２．２　相关性分析　采用直线相关分析了 ＨＴ患者ＣＤ４
＋Ｔ细

胞培养液中ＬＰ水平与其外周血单个核细胞ＲＯＲγｔ表达的相

关性，结果见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）显示ＣＤ４＋Ｔ细胞培养液中ＬＰ水平与ＲＯＲγｔ之间呈正

相关（狉＝０．６７２，犘＜０．０１）；而血浆中的ＬＰ水平与ＲＯＲγｔ之

间则相关性不明显（狉＝０．２９４，犘＝０．１３６），结果见图２（见《国

际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

近年来，人们发现了一种新型的ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群，其具

有独特的分化途径和转录因子（ＲＯＲγｔ）称为Ｔｈ１７细胞，以分

泌ＩＬ１７为特征。越来越多的证据支持以往认为由Ｔｈ１细胞

介导的多种炎症性自身免疫反应，在其中发挥关键作用的是

Ｔｈ１７细胞
［７８］。ＨＴ属于器官特异性自身免疫性疾病，过去的

研究也提示 Ｔｈ１在疾病中发挥重要作用。新近的研究发现

Ｔｈ１７升高可能与 ＨＴ的发病有关
［２３］。本研究发现 ＨＴ患者

外周血 Ｔｈ１７细胞的特异性转录因子 ＲＯＲγｔ的表达显著增

高。提示Ｔｈ１７细胞与 ＨＴ的发生相关。

动物研究表明ＬＰ在自身免疫性疾病中起着前炎症性细

胞因子的作用，能够刺激Ｔ细胞的增殖和促进Ｔｈ１型免疫反

应［９］。也有研究表明ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞能够通过自分泌

方式产生较高水平的ＬＰ和高表达ＬＰ受体来调控其自身的增

殖［１０］。在ＬＰ基因缺失（狅犫／狅犫）和ＬＰ受体缺失（犱犫／犱犫）的小

鼠，ＬＰ阻断能够延缓ＥＡＥ的发生和发展，并且显示ＬＰ水平

与Ｔｒｅｇ细胞呈负相关
［１１］。这些研究结果均表明ＬＰ调控着

Ｔｒｅｇ／Ｔｅｆｆ细胞间的平衡。

由于ＩＬ６在调节Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞间的平衡中发挥重要作

用［１２１３］，而ＬＰ与ＩＬ６结构和又高度相似
［５］，因此在 ＨＴ发病

过程中，ＬＰ可能对Ｔｈ１７起着一定的调节作用。有学者在研

究绝经后骨质疏松症发生、发展过程中ＩＬ１７作用时发现ＩＬ

１７负反馈调节 ＬＰ的表达
［１４］；最近在对系统性红斑狼疮

（ＳＬＥ）的研究还表明，狅犫／狅犫和犱犫／犱犫小鼠体内因ＬＰ／ＬＰ受体

轴缺陷而引起ＩＬ１７降低；同时，ＬＰ在体内和体外均能增加

Ｔｈ１７细胞比例且呈剂量依赖性；另外，ＬＰ还可诱导 Ｔｈ１７细

胞的特异性转录因子ＲＯＲγｔ转录并增加其表达；人外周血单

个核细胞（ＰＢＭＣ）培养，增加ＬＰ可以提高 Ｔｈ１７细胞的数量

和ＩＬ１７水平且也呈剂量依赖
［１５］。这些研究均表明ＬＰ确实

调控着Ｔｈ１７细胞。研究结果显示 ＨＴ患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细

胞培养液中ＬＰ较对照组有明显升高，且与Ｔｈ１７细胞的特异

性转录因子ＲＯＲγｔ的表达呈正相关，但血浆ＬＰ增加却无统

计学意义且与ＲＯＲγｔ表达的相关性不明显，用抗ＬＰ单克隆

抗体进行体外ＬＰ阻断试验显示ＲＯＲγｔ的表达下降。本研究

提示，在 ＨＴ的发病机制中可能是ＣＤ４＋Ｔ细胞ＬＰ而非血浆

ＬＰ促进Ｔｈ１７细胞的致病作用。有关其调节Ｔｈ１７细胞的分

子机制尚需进一步研究。
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