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  摘 要:目的 检测类风湿关节炎(RA)患者外周血中的程序性死亡配体-1(PD-1)水平,分析其与常用临

床实验室检测指标的相关性,并探讨其表达的临床意义。方法 (1)收集RA患者及体检健康者的外周血标

本,采用流式细胞术检测其PD-1水平;(2)记录RA的常用临床检测指标及其阳性率,并与PD-1进行相关分析

与比较;(3)跟踪同一患者并观察其不同时期PD-1水平的变化。结果 (1)在RA外周血中CD4+PD-1+T%和

CD8+PD-1+T%水平活动期高于缓解期和健康对照组,差异均有统计学意义(均P<0.01);缓解期高于健康对

照组,差异有统计学意义(P<0.05);(2)在RA外周血中其PD-1与C反应蛋白(CRP)和红细胞沉降率呈正相

关关系(P<0.01)与抗环瓜氨酸肽抗体(抗CCP抗体)无明显相关性(P>0.05),且PD-1的阳性表达率高于

CRP和红细胞沉降率,差异有统计学意义(P<0.01),而与抗CCP抗体阳性率比较,差异无统计学意义(P>
0.05);(3)同一患者其外周血PD-1水平活动期明显高于缓解期,差异有统计学意义(P<0.01)。结论 RA患

者外周血PD-1水平高表达,并且PD-1与疾病严重程度密切相关;PD-1的阳性表达率高,并且与CRP、红细胞

沉降率等指标密切相关,PD-1作为新的临床检测指标用于RA有一定的应用前景。
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Abstract:Objective To
 

detect
 

programmed
 

death
 

ligand-1
 

(PD-1)
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

patients
 

with
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA),analyze
 

its
 

correlation
 

with
 

commonly
 

used
 

clinical
 

laboratory
 

testing
 

indicators,

and
 

explore
 

the
 

clinical
 

significance
 

of
 

its
 

expression.Methods The
 

peripheral
 

blood
 

samples
 

of
 

RA
 

patients
 

and
 

healthy
 

people
 

were
 

collected,and
 

their
 

PD-1
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.The
 

common
 

clinical
 

detec-
tion

 

indexes
 

and
 

their
 

positive
 

rates
 

of
 

RA
 

were
 

recoreded,and
 

make
 

correlation
 

analysis
 

and
 

comparison
 

with
 

PD-1.The
 

same
 

patient
 

was
 

tracked
 

and
 

the
 

changes
 

of
 

PD-1
 

in
 

different
 

periods
 

were
 

observed.Results The
 

activity
 

of
 

CD4+PD-1+T%
 

and
 

CD8+PD-1+T%
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

RA
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

remission
 

period
 

and
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.01).In
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

RA,PD-1
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

CRP
 

and
 

erythrocyte
 

sedimentation
 

rate
 

(P<0.01),but
 

not
 

with
 

anti
 

CCP
 

an-
tibody

 

(P>0.05),and
 

the
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

PD-1
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

CRP
 

and
 

erythrocyte
 

sedi-
mentation

 

rate
 

(P<0.01),but
 

not
 

with
 

anti
 

CCP
 

antibody
 

(P>0.05).The
 

activity
 

period
 

of
 

PD-1
 

in
 

periph-
eral

 

blood
 

of
 

the
 

same
 

patient
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

remission
 

period
 

(P<0.01).Conclusion 
PD-1

 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

RA
 

patients,and
 

PD-1
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease.The
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

PD-1
 

is
 

high,and
 

it
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

CRP,erythrocyte
 

sedimentation
 

rate
 

and
 

other
 

indicators.PD-1
 

as
 

a
 

new
 

clinical
 

detection
 

indicator
 

has
 

a
 

certain
 

application
 

prospect
 

in
 

RA.
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  近年来程序性死亡配体-1(PD-1)备受大家关注,
研究者们探讨了PD-1在各种疾病中的作用[1],PD-1
作为负性共刺激分子在自身免疫性疾病中也发挥着

关键作用[2-4]。类风湿关节炎(RA)是一种常见的自

身免疫性疾病,其发病机制尙未明确,而PD-1可能在

其发病机制中起重要作用。RA常见的临床实验室检

测指标有红细胞沉降率(ESR)、C反应蛋白(CRP)、抗
环瓜氨酸肽抗体(抗CCP抗体)、类风湿因子(RF)等,
各项指标都有各自的优点及不足之处。本研究探讨

PD-1在RA外周血T淋巴细胞的表达情况及其临床

意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集江苏大学附属昆山医院2016
年1-12月的RA患者78例,其中女68例、男10例;
年龄19~77岁,平均(49.82±14.18)岁;其均已被江

苏大学附属昆山医院风湿免疫专科确诊,并以类风湿

关节炎患者评分(DAS28)[5]为标准将其分为活动期

与缓解期(DAS28≥2.6为活动期,DAS28<2.6为缓

解期),其中活动期患者有44例,缓解期患者有34
例,并追踪观察了其中的部分患者,2016年1-12月

这些患者中有6例患者经治疗由活动期转为缓解期。
另选取同期江苏大学附属昆山医院体检中心的体检

健康者31例为对照组,其中男3例,女28例;年龄

22~71岁,平均(49.42±12.11)岁。统计两组年龄、
性别等差异无统计学意义(P>0.05)。排除感染、肿
瘤、其他自身免疫性疾病和风湿免疫性疾病及其他骨

关节疾病。

1.2 仪器与试剂 主要试剂:FITC-标记小鼠同型对

照、FITC-Mouse
 

Anti-Human
 

CD3、PE-Mouse
 

Anti-
Human

 

CD4、PE-Mouse
 

Anti-Human
 

CD8、FITC-
Mouse

 

Anti-Human
 

PD-1均由美国BD
 

Biosciences
 

公司生产。主要仪器:
 

BD
 

FACSCalibur流式细胞仪

(美国)。

1.3 试验方法 抽取对照组及 RA 患者静脉血

2
 

mL于EDTA-K2 抗凝真空采血管中,其均在清晨

空腹时采集。使用BD
 

FACSCalibur流式细胞仪对样

本进行检测,所有样本均在6
 

h内检测完毕,其具体实

验步骤如下。

1.3.1 加抗体 取8根BD
 

FACSCalibur流式细胞

仪专用配套试管,第
 

1
 

管不加任何试剂作为阴性对

照,其余试管内分别加入对应的FITC-Mouse
 

Anti-
Human

 

CD3
 

抗体、
 

PE-Mouse
 

Anti-Human
 

CD4抗

体、PE-Mouse
 

Anti-Human
 

CD8抗体和FITC-Mouse
 

Anti-Human
 

PD-1抗体。

1.3.2 加血及染色 取患者静脉血50
 

μL加入每根

试管 中,充 分 震 荡 混 匀,室 温 (25
 

℃)避 光 染 色

15
 

min。

1.3.3 溶血 在每根试管中加溶血素1
 

L,振荡混匀

后避光保存在室温(25
 

℃)下15
 

min,使其充分溶血。

1.3.4 离 心 及 上 机 检 测 以2
 

000
 

r/min离 心

3
 

min;弃上清液后每管加入500
 

μL缓冲液,充分混

匀后用BD
 

FACSCalibur流式细胞仪进行检测。

1.4 统计学处理 采用FlowJo软件对流式结果进

行分析,处理其他数据使用的软件有SPSS17.0和

GraphPad
 

Prism
 

6,实验中所得计量数据以x±s表

示,两组间比较用t检验,率的比较用χ2 检验,相关

性用pearson检验,以 P<0.05为差异有统计 学

意义。

2 结  果

2.1 3组外周血中PD-1的表达水平比较 PD-1在

RA患者外周血中的表达水平活动组高于缓解组和对

照组,差异均有统计学意义(均P<0.01),缓解组高

于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),结果见表1
和图1、图2。

表1  3组外周血中PD-1的表达水平比较(x±s)

组别 n CD4+PD-1+T% CD8+PD-1+T%

活动组 44 38.83±10.30**## 29.71±6.98**##

缓解组 34 25.36±4.51* 21.19±4.51**

对照组 31 21.60±4.27 16.81±3.74

  注:与对照组比较,*P<0.05,**P<0.01;与缓解组比较,#P<

0.05,##P<0.01。

2.2 RA 活动期 CD4+PD-1+T、CD8+PD-1+T 与

ESR、CRP、RF及抗CCP抗体的阳性率比较 在RA
活动期CD4+PD-1+T细胞与CD8+PD-1+T细胞的

阳性率高于 ESR、CRP、RF,差异均有统计学意义

(P<0.05),而与抗CCP抗体阳性率比较,差异无统

计学意义(P>0.05),见表3、表4。
表2  RA活动期CD4+PD-1+T与ESR、CRP、RF及

   抗CCP抗体的阳性率比较[n(%),n=44]

项目 阳性 阴性 P

CD4+PD-1+T 43(97.73) 1(2.27) -

RF 36(81.82)* 8(18.18) 0.030

ESR 34(77.27)** 10(22.73) 0.007

CRP 27(61.36)** 17(38.64) 0.000
 

1

抗CCP抗体 41(93.18) 3(6.82) 0.616

  注:与CD4+PD-1+T比较,
 *P<0.05,**P<0.01;-表示无

数据。

2.3 RA患者PD-1与ESR、CRP、抗CCP抗体的相

关性 RA患者外周血PD-1的表达与ESR、CRP呈
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正相关关系(P<0.01),与抗CCP抗体无相关(P> 0.05),结果见表2和图3、图4。

图1  流式细胞术检测3组外周血CD4+PD-1+T淋巴细胞

图2  流式细胞术检测3组外周血CD8+PD-1+T淋巴细胞
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图3  RA患者CD4+PD-1+T与ESR、CRP、抗CCP抗体的相关性比较

图4  RA患者CD8+PD-1+T与ESR、CRP、抗CCP抗体的相关性比较

表3  RA患者中PD-1与ESR、CRP、抗-CCP的相关性

项目 ESR CRP 抗CCP抗体

CD4+PD-1+T% r 0.388** 0.334** 0.205

t 0.0001 0.003 0.062

CD8+PD1+T% r 0.409** 0.312** 0.201

t 0.0001 0.005 0.071

  注:*P<0.05,**P<0.01。

表4  RA活动期CD8+PD-1+T与ESR、CRP、RF及

   抗CCP抗体的阳性率比较[n(%),n=44]

项目 阳性 阴性 P

CD8+PD-1+T 44(100.00) 0(0.00) -

RF 36(81.82)** 8(18.18) 0.006

ESR 34(77.27)** 10(22.73) 0.001

CRP 27(61.36)** 17(38.64) 0.000
 

1

抗CCP抗体 41(93.18) 3(6.82) 0.241

  注:与CD8+PD-1+T比较,
 *P<0.05,**P<0.01;-表示无

数据。

2.4 RA 缓解期 CD4+PD-1+T、CD8+PD-1+T 与

ESR、CRP、RF及抗CCP抗体的阳性率比较 在RA
缓解期CD4+PD-1+T细胞与CD8+PD-1+T细胞的

阳性率高于 ESR、CRP、RF,差异均有统计学意义

(P<0.05),而与抗CCP抗体阳性率比较,差异无统

计学意义(P>0.05),见表5、表6。

2.5 同1例RA患者活动期与缓解期外周血PD-1
水平比较 同1例RA患者其外周血PD-1水平活动

期明显高于缓解期,差异有统计学意义(P<0.01),见

表7。
表5  RA缓解期CD4+PD-1+T与ESR、CRP、RF及

   抗CCP抗体的阳性率比较[n(%),n=34]

项目 阳性 阴性 P

CD4+PD-1+T 29(85.29) 5(14.71) -

RF 19(55.88)* 15(44.12) 0.015

ESR 8(23.53)** 26(76.47) 0.000
 

1

CRP 5(14.71)** 29(85.29) 0.000
 

1

抗CCP抗体 26(76.47) 8(23.53) 0.539

  注:与CD4+PD-1+T比较,*P<0.05,**P<0.01;-表示无

数据。

表6  RA缓解期CD8+PD-1+T与ESR、CRP、RF及

   抗CCP抗体的阳性率比较[n(%),n=34]

项目 阳性 阴性 P
CD8+PD-1+T 31(91.18) 3(8.82) -
RF 19(55.88)** 15(44.12) 0.002
ESR 8(23.53)** 26(76.47) 0.000

 

1
CRP 5(14.71)** 29(85.29) 0.000

 

1
抗CCP抗体 26(76.47) 8(23.53) 0.186

  注:与CD8+PD-1+T比较,
 *P<0.05,**P<0.01;-表示无

数据。

表7  同1例RA患者活动期与缓解期外周血

   PD-1水平比较(x±s)

项目 n CD4+PD-1+T% CD8+PD-1+T%

活动组 6 46.52±6.88* 33.70±7.78*

缓解组 6 27.82±4.15 20.05±4.61

  注:与缓解组比较,*P<0.05。
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3 讨  论

至今RA的发病机制尚未完全明确,而众多学者

认为RA是T细胞介导的自身免疫性疾病,T细胞的

活化在RA免疫病理过程中可发挥重要作用[4]。PD-
1是重要的负性共刺激分子,其提供的负性共刺激信

号在自身免疫性疾病中发挥重要作用[6-7]。有小鼠试

验也证实了PD-1的负性调控作用[8-9]。根据疾病活

动度以DAS28评分[5]为依据可将RA患者分为活动

期与缓解期,活动期DAS28≥2.6,缓解期DAS28<
2.6。而本实验探讨PD-1在RA不同时期外周血T
淋巴细胞的表达情况及其临床意义。通过图1及表1
可看出,在RA外周血中CD4+PD-1+T%淋巴细胞活

动期(38.83±10.30)明显高于缓解期(25.36±4.51)
高于健康对照组(21.60±4.27)(P<0.01),缓解期高

于健康对照组,差异有统计学意义(P<0.05),并且活

动期增加得更明显。这说明随着RA病情的进展,疾
病活动度越高病情越严重,则CD4+PD-1+T淋巴细

胞的表达就越高。这一现象在其他学者的研究中也

有体现[4,10]。从图2和表1中可以看出,在 RA 中

CD8+PD-1+T淋巴细胞与CD4+PD-1+T淋巴细胞

有相同的表现,其在RA活动期(29.71±6.98)高于

缓解期(21.19±4.51)和健康对照组(16.81±3.74),
其差异均有统计学意义(P<0.01),这说明CD8+PD-
1+T淋巴细胞随着 RA 病情的进展也是逐渐增高

的[4,11]。为了进一步证实这一结果,本研究追踪了部

分患者并发现同1例RA患者其CD4+PD-1+T细胞

和CD8+PD-1+T细胞在疾病活动期明显高于缓解

期,差异具有统计学意义(P<0.01)(表7),这也更加

说明PD-1在 RA的发病病理机制中可能起重要作

用。由以上数据分析可见在RA中其外周血PD-1的

变化能很好地反映RA患者病情的变化情况[12]。
该研究统计了RA患者的CRP、ESR等指标,并

与其外周血PD-1进行了比较。由表2及图3可见,

CD4+PD-1+T淋巴细胞与CRP、ESR等临床检测指

标呈正相关关系(P<0.01),而与抗CCP抗体无明显

相关性(P>0.05);由表2及图4可见,CD8+PD-1+T
淋巴细胞与ESR、CRP呈正相关关系(P<0.01),而
与抗CCP抗体无明显相关性(P>0.05)。ESR与

CRP是计算RA疾病活动度(DAS28评分)的重要因

子[5],与疾病活动度密切相关,而PD-1也与疾病的严

重程度密切相关[13-14],所以PD-1与ESR和CRP呈

正相关关系(P<0.01)。PD-1与抗CCP抗体无明显

相关,可能与其在RA中的作用特点有关,抗CCP抗

体是由RA患者的B细胞分泌产生的一种特有的氨

基酸肽,对RA具有较高的特异度,在RA的早期诊

断中重要价值[15-16],但PD-1是负性调控分子,为了抑

制RA患者T细胞的大量活化,PD-1会高水平表达,
并随RA病情的进展呈逐渐上升趋势,与疾病的严重

程度密切相关[13-14],其在RA发病机制中可能扮演有

重要角色,故其在判断病情变化方面比抗CCP抗体

更有优势,所以抗CCP抗体可作为RA的早期诊断指

标,而PD-1可考虑作为RA的病情分析指标。
通过观察本文发现有一部分患者在其疾病活动

期时其CRP、ESR、RF等检测指标也为阴性,但实际

上机体已受到免疫损伤,这时只检测上述指标就会对

病情判断产生误导,而PD-1能更好地反映患者的免

疫状况,检测PD-1可以很好地弥补这一缺陷。因此,
本研究对比分析了RA患者外周血PD-1的阳性表达

率与RF、CRP、ESR和抗CCP抗体的阳性率。通过

表3与表5可见,CD4+PD-1+T淋巴细胞在RA活动

期与缓解期的阳性率均高于RF、CRP、ESR等指标;
通过表4与表6可见,CD8+PD-1+T淋巴细胞在RA
活动期与缓解期的阳性率也高于RF、CRP、ESR等指

标。通过上述结果可见,PD-1在RA外周血中的阳性

表达率高于RF、CRP、ESR等指标,所以检测外周血

PD-1有利于疾病的分析及病情判断。分析其原因可

能是由于PD-1是负性共刺激分子,能直接调控T细

胞的活化程度和生存状态[17],是RA病理过程的直接

和关键调控分子;而CRP等常用的临床实验室检测

指标是免疫细胞在免疫应答过程中才产生的炎性因

子或抗体,属于体液免疫,从免疫病理过程角度考虑

其属于下游分子,因此PD-1能更精准地反映RA患

者的病情变化[4]。

4 结  论

  PD-1在RA患者外周血中高表达并与疾病严重

程度密切相关,PD-1与CRP、ESR等检测指标密切相

关,并且其阳性表达率高,PD-1可能在RA的免疫病

理机制中起重要作用,检测患者外周血PD-1水平对

RA的临床诊断与治疗、病情观察等都有积极意义,故

PD-1作为新的临床检测指标用于RA有一定的应用

前景。
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