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细胞因子及淋巴细胞亚群水平变化
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  摘 要:目的 研究过敏性紫癜(HSP)合并肺炎支原体(MP)感染患儿外周血中细胞因子及淋巴细胞亚群

水平变化,了解细胞因子和淋巴细胞亚群在疾病发生和发展过程中的作用及预后。
 

方法 选取2016-2018年

浙江大学医学院附属儿童医院收治的101例MP-IgM阳性HSP患儿作为HSP-MP感染组,101例MP-IgM阴

性HSP患儿作为HSP组,59例体检健康儿童作为对照组。采用酶联免疫吸附试验(ELISA)测定HSP患儿外

周血中 MP-IgM水平,采用流式细胞术测定各组儿童外周血中淋巴细胞亚群水平,采用ELISA双抗体夹心法

检测各组儿童外周血中细胞因子水平。对HSP-MP感染组患儿进行临床分型,观察各型之间年龄和细胞亚群

水平的差 异。结果 HSP-MP感 染 组、HSP组 患 儿 白 细 胞 介 素-2(IL-2)、干 扰 素-γ(IFN-γ)、CD3-CD16+

CD56+水平均低于对照组,IL-4、肿瘤坏死因子(TNF)水平均高于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05);
HSP-MP感染组IL-4水平高于HSP组,差异有统计学意义(P<0.05)。

 

结论 HSP合并MP感染患儿存在体

液免疫及细胞免疫水平失调所造成的免疫功能紊乱,表现为Th1/Th2分化失衡,IL-2、IFN-γ水平降低,IL-4、
TNF水平升高,其中HSP合并 MP感染时IL-4水平升高更为明显。

 

HSP-MP感染不同临床分型间年龄和T
细胞亚群存在差异,可为临床对

 

HSP-MP感染患儿尽早进行临床分型提供参考,从而及早进行个体治疗,尽早

康复。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

levels
 

of
 

cytokines
 

and
 

lymphocyte
 

subsets
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

chil-
dren

 

with
 

anaphylactoid
 

purpura
 

(HSP)
 

complicated
 

with
 

mycoplasma
 

pneumoniae
 

(MP)
 

infection,and
 

to
 

un-
derstand

 

the
 

role
 

of
 

cytokines
 

and
 

lymphocyte
 

subsets
 

in
 

the
 

development
 

of
 

disease
 

and
 

its
 

prognostic
 

signifi-
cance.Methods A

 

total
 

of
 

101
 

children
 

with
 

MP-IgM
 

positive
 

HSP
 

from
 

the
 

Children's
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Medical
 

College
 

of
 

Zhejiang
 

University
 

from
 

2016
 

to
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

HSP-MP
 

infection
 

group
 

and
 

101
 

children
 

with
 

MP-IgM
 

negative
 

HSP
 

were
 

taken
 

as
 

HSP
 

group,59
 

cases
 

of
 

healthy
 

children
 

were
 

taken
 

as
 

con-
trol

 

group.The
 

levels
 

of
 

MP-IgM
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

children
 

with
 

HSP
 

were
 

measured
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA),the
 

levels
 

of
 

lymphocyte
 

subsets
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

measured
 

by
 

flow
 

cytometry,and
 

the
 

levels
 

of
 

cytokines
 

in
 

peripheral
 

blood
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

age
 

and
 

cell
 

subsets
 

of
 

HSP-MP
 

infection
 

group
 

were
 

observed.Results The
 

levels
 

of
 

interleukin-2
 

(IL-2),interferon-γ
 

(IFN-γ)
 

and
 

CD3-CD16+CD56+
 

in
 

the
 

HSP-MP
 

infection
 

group
 

and
 

the
 

HSP
 

group
 

were
 

all
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

interleukin-4
 

(IL-4)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)in
 

the
 

HSP-MP
 

infection
 

group
 

and
 

the
 

HSP
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

IL-4
 

in
 

HSP-MP
 

infection
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

HSP
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
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(P<0.05).Conclusion Children
 

with
 

HSP
 

and
 

MP
 

infection
 

have
 

immune
 

dysfunction
 

caused
 

by
 

imbalance
 

of
 

humoral
 

immunity
 

and
 

cellular
 

immunity,characterized
 

by
 

the
 

imbalance
 

of
 

Th1/Th2
 

differentiation,the
 

level
 

of
 

IL-2
 

and
 

IFN-γ
 

decreased,the
 

level
 

of
 

IL-4
 

and
 

TNF
 

increased.Among
 

them,the
 

increase
 

of
 

IL-4
 

was
 

more
 

obvious
 

in
 

mycoplasma
 

pneumoniae
 

infection
 

with
 

anaphylactic
 

purpura.There
 

are
 

differences
 

in
 

age
 

and
 

T
 

cell
 

subsets
 

among
 

different
 

clinical
 

types
 

of
 

HSP-MP
 

infection,which
 

can
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

classification
 

of
 

HSP-MP
 

infection
 

as
 

early
 

as
 

possible,so
 

as
 

to
 

carry
 

out
 

individual
 

treatment
 

and
 

help
 

the
 

pa-
tients

 

recover
 

as
 

soon
 

as
 

possible.
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  过敏性紫癜(HSP)是儿童时期常见的一种以免

疫复合物在受累组织小血管内皮沉积为主要特征的、
多种免疫介导的系统性免疫性血管炎,多累及皮肤、
关节、消化道和肾脏,病因复杂,致病机制目前并不十

分清楚[1-2]。目前大多认为 HSP的发病可能与感染、
药物、疫苗接种、食物过敏等因素有关。近年有较多

研究报道HSP合并肺炎支原体(MP)感染病例,但尚

缺乏确切证据证实 MP感染可导致 HSP。HSP发病

诱因以感染占第1位,而 MP感染诱发儿童 HSP近

年有增多趋势[3]。本研究通过回顾性调查2016-
2018年在浙江大学医学院附属儿童医院进行检查的

HSP-MP感染患儿、HSP患儿和健康体检儿童的白

细胞介素-2(IL-2)、IL-4、IL-6、IL-10、肿瘤坏死因子

(TNF)、干 扰 素-γ(IFN-γ)、CD4+、CD8+、CD3-

CD16+CD56+、CD4+/CD8+ 水平,探讨 MP感染与

HSP发病机制的关系。此外,对 HSP-MP感染组根

据临床特点和累积部位进行临床分型,观察各型之间

年龄和 T 细胞亚群水平的差异,为临床及早判断

HSP的病情和预后提供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016-2018年在浙江大学医

学院附属儿童医院住院的 HSP急性期发作儿童作为

研究对象,均符合美国风湿病学会制定的 HSP诊断

标准[4],所有患儿均为初次发病。起病在15
 

d以内,
既往身体健康,排除其他免疫性疾病。HSP-MP感染

组101例,男49例,女52例;HSP组101例,男65
例,女36例。另选取年龄、性别与HSP-MP感染组和

HSP组相配的同期在浙江大学医学院附属儿童医院

健康体检且资料齐全的59例儿童作为对照组,男32
例,女27例。3组研究对象性别、年龄等一般资料比

较,差异均无统计学意义(P>0.05),具有可比性。所

有HSP患儿均为急性期初发病例,近期(2周内)均未

使用抗组胺药物、肾上腺皮质激素和免疫抑制剂治疗。
本研究通过浙江大学医学院附属儿童医院伦理委员会

批准,患儿家长均知情同意并签署知情同意书。
1.2 仪器与试剂 (1)病原学诊断:德国Virion/Se-
rion公司的 MP-IgM 试剂盒。(2)免疫功能检测:仪
器为美国BD公司

 

FACSCalibur型流式细胞分析仪,
抗体及溶血素均为美国BD公司产品,试剂盒购自北

京中山生物技术有限公司。

1.3 方法 (1)病原学诊断:HSP患儿于入院当天未

治疗前采集静脉血,取2
 

mL血清,采用酶联免疫吸附

试验(ELISA)检测,德国 Virion/Serion公司的 MP-
IgM试剂盒,严格按说明书操作,检测患儿 MP-IgM
水平。抗体效价>1∶80确诊为阳性。(2)免疫功能

检测:①入院后治疗前空腹抽取 EDTA-K2 抗凝血

2
 

mL,采用流式细胞术测定T淋巴细胞亚群,由专人

严格根据试剂盒说明书 步 骤 进 行 操 作,检 测 各 组

CD4+、CD8+、CD3-CD16+CD56+、CD4+/CD8+ 水平。
②入院后治疗前采集空腹静脉血2

 

mL,3
 

000
 

r/min
离心10

 

min,分离收集血清,置-20
 

℃冰箱保存待

测,采用ELISA双抗体夹心法检测上清液中IL-2、IL-
4、IL-6、IL-10、TNF和IFN-γ水平,试剂盒购自深圳

晶美有限公司,步骤按试剂盒说明书进行操作。
1.4 统计学处理 采用SPSS18.0统计软件进行数

据分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s 表

示,不符合正态分布的计量资料以 M(P25~P75)表
示。多组间比较满足正态分布性和方差齐性条件时,
采用单因素方差分析,多组间两两比较采用SNK-q
检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组外周血细胞因子水平比较 HSP-MP感染

组、HSP组IL-2、IFN-γ水平均低于对照组,IL-4、
TNF水平均高于对照组,差异均有统计学意义(P<
0.05);HSP-MP感染组IL-4水平高于 HSP组,差异

有统计学意义(P<0.05);HSP-MP感染组和 HSP
组IL-6和IL-10水平与对照组比较,差异均无统计学

意义(P>0.05);HSP组IL-6和IL-10水平与对照组

比较,差异均无统计学意义(P>0.05);HSP-MP感

染组IL-2、IL-6、IL-10、TNF、IFN-γ水平与HSP组比

较,差异均无统计学意义(P>0.05),见表1。
2.2 3组外周血淋巴细胞亚群水平比较 HSP-MP
感染组、HSP组CD3-CD16+CD56+水平均低于对照

组,差异均有统计学意义(P<0.05);
 

HSP-MP感染

组和 HSP组 CD4+、CD8+、CD3-CD16+CD56+ 和

CD4+/CD8+水平与对照组比较,差异均无统计学意

义(P>0.05);HSP-MP感染组CD4+、CD8+、CD3-

CD16+CD56+和CD4+/CD8+水平与HSP组比较,差
异均无统计学意义(P>0.05),见表2。
2.3 HSP-MP感染组各临床分型间年龄和淋巴细胞
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亚群水平比较 HSP-MP感染组101例患儿中,单纯

皮肤型13例,关节型36例,腹型16例,肾型8例,混
合型28例。通过比较发现,肾型患儿年龄和CD8+水

平均明显高于单纯皮肤型、关节型、腹型和混合型,

CD4+/CD8+水平低于单纯皮肤型、关节型、腹型和混

合型,两两比较差异均有统计学意义(P<0.05);肾型

患儿CD4+水平与其他临床分型比较,差异均无统计

学意义(P>0.05),见表3、图1~4。

表1  3组外周血细胞因子水平比较[M(P25~P75),pg/mL]

组别 n IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 TNF IFN-γ

HSP-MP感染组 1012.5(1.8~3.3)* 2.2(1.7~2.9)*# 4.0(2.6~9.8) 3.4(2.7~5.2) 1.9(1.4~2.3)* 2.9(1.0~4.2)*

HSP组 1012.2(1.9~2.9)* 2.0(1.7~2.2)* 4.0(2.4~10.9) 3.4(2.7~4.2) 1.7(1.4~2.2)* 2.0(1.0~4.1)*

对照组 59 5.2(2.5~6.7) 1.5(0.7~1.8) 3.8(2.5~6.4) 3.5(2.9~4.1) 1.1(0.6~1.5) 3.7(2.6~6.3)

  注:与对照组比较,*P<0.05;与 HSP组比较,#P<0.05。

表2  3组外周血淋巴细胞亚群水平比较(x±s)

组别 n CD4+(%) CD8+(%) CD3-CD16+CD56+(%) CD4+/CD8+

HSP-MP感染组 101 30.73±8.77 29.67±7.71 10.67±5.98* 1.12±0.46

HSP组 101 32.98±9.60 28.78±7.73 9.96±6.13* 2.25±0.24
对照组 59 32.12±1.78 28.27±2.91 17.25±3.55 1.13±0.26

  注:与对照组比较,*P<0.05。

表3  HSP-MP感染组各临床分型间年龄和淋巴细胞亚群水平比较

临床分型 n 年龄[M(P25~P75),月] CD4+(x±s,%) CD8+(x±s,%) CD4+/CD8+(x±s)

单纯皮肤型 13 83.6(57.0~101.8)* 36.29±10.82 24.35±4.05* 1.51±0.36*

关节型 36 83.8(64.0~95.9)* 30.59±8.56 28.99±6.25* 1.13±0.49*

腹型 16 84.5(64.0~108.0)* 30.35±9.01 30.39±8.96* 1.09±0.51*

混合型 28 73.7(62.5~100.5)* 28.97±7.79 29.60±7.33* 1.03±0.37*

肾型 8 105.8(95.7~132.0) 29.28±7.05 40.25±7.85 0.76±0.27

  注:与肾型比较,*P<0.05。

图1  HSP感染组各临床分型间年龄比较(月)

图2  HSP感染组各临床分型间CD4+水平比较(%)

图3  HSP感染组各临床分型间CD8+水平比较(%)

图4  HSP感染组各临床分型间CD4+/CD8+水平比较
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3 讨  论

  HSP是儿童时期常见的一种自身免疫性疾病,
HSP患儿存在体液免疫紊乱、T细胞亚群功能失调及

细胞因子分泌异常等多种免疫失衡,但其具体发病机

制尚不清楚[5]。MP感染的 HSP的发病机制也未明

确,有研究显示,HSP-MP感染较单纯HSP
 

存在更为

严重的T细胞功能紊乱[6]。本研究通过观察外周血

中细胞因子、T细胞亚群水平的变化,了解 HSP患儿

免疫功能状态,探讨 MP
 

感染与 HSP免疫学发病机

制之间的关系;并通过比较 HSP-MP感染患儿不同

临床分型间年龄和T细胞亚群水平的差异,为临床及

早对HSP进行分型提供参考。
CD4+

 

T淋巴细胞接受不同刺激后向不同的功能

亚群分化,相应的细胞因子在CD4+
 

T淋巴细胞分化

过程中起调控作用。IL-4主要由Th2辅助细胞分泌,
参与体液免疫,促进过敏反应;IL-4对B细胞的增殖

和抗体的产生特别是IgE的产生有巨大促进和诱导

功能;IL-2和IFN-γ主要由Th1辅助细胞分泌,参与

细胞免疫,对抗细胞内细菌及原虫的免疫反应,在清

除结核、麻风等细胞内寄生菌感染中发挥重要作用。
如果Th1功能亢进,将导致炎症的慢性迁延、接触性

皮炎、自身免疫性疾病和器官移植急性排斥反应等疾

病的发生和病理损伤。CD4+T淋巴细胞分化过程

中,Th1和Th2存在交互调节,作用相反的两种细胞

因子在调节 Th1/Th2免疫平衡中发挥重要作用,高
水平IL-4抑制 CD4+

 

T 淋巴细胞向 Th1分化;而
Th1通过IFN-γ抑制IL-4的分泌和CD4+

 

T淋巴细

胞向Th2分化。LI等[7]研究表明,HSP存在Th2功

能亢进,血清IL-4水平升高,而Th1和IFN-γ改变不

明显。本研究发现,HSP-MP感染患儿和 HSP患儿

IL-4水平升高,IL-2和IFN-γ水平下降,Th2优势活

化,存在Th1/Th2失衡。此外,Th2类的细胞可产生

IL-4等抗炎性的细胞因子,促进抗体产生,介导体液

免疫应答[8]。本研究HSP-MP感染患儿IL-4水平明

显高于HSP患儿,提示儿童 HSP合并 MP感染时可

能存在Th2细胞分泌亢进,体液免疫更加明显。
TNF是由单核-巨噬细胞分泌的一种具有多种生

物活性的多肽调节因子,属于促炎因子,能有效反映

肾脏受损程度,是检测评估 HSP持续性进展的重要

指标,在 HSP发病机制中发挥重要作用[9]。本研究

中HSP-MP感染患儿和 HSP患儿 TNF水平均升

高,符合以往报道。而 HSP-MP感染组和 HSP组

TNF水平差异无统计学意义(P>0.05),说明 HSP
患儿是否合并 MP感染,TNF水平均会升高。

自然杀伤(NK)细胞即CD3-CD16+CD56+,是
第三 类 群 淋 巴 细 胞,其 特 征 性 表 型 是 CD16+ 和

CD56+分子。测定CD3-CD16+CD56+ 水平可较准

确反映机体的免疫活性细胞状态。魏樊[10]研究表明,
HSP-MP感染患儿和 HSP患儿的NK(CD3-CD16+

 

CD56+)细胞水平均下降,且 HSP-MP感染患儿 NK
(CD3-CD16+CD56+)细胞水平低于 HSP患儿。还

有文献表明,HSP患儿CD3-、CD4+/CD8+水平均低

于对照组[11-13]。本研究结果显示,HSP-MP感染患儿

和HSP患儿的NK(CD3-CD16+CD56+
 

)细胞水平较

对照组下降,二者与对照组比较差异均有统计学意义

(P<0.05),说明HSP患儿的细胞免疫活性降低。此

外,由于
 

NK细胞对B细胞有一定的抑制作用,因此,
NK细胞的活性降低使B细胞过度增殖,导致体液免

疫亢进。
HSP好发于儿童,本研究通过比较 HSP-MP感

染组不同临床分型间中位年龄可发现,单纯皮肤型中

位年龄为83.6个月,关节型为83.8个月,腹型为

84.5个月,混合型为73.7个月,肾型为105.8个月,
肾型中位年龄明显高于其他临床分型,差异有统计学

意义(P<0.05),可以为临床及早对HSP分型提供参

考。通过 比 较 HSP-MP 感 染 组 不 同 临 床 分 型 间

CD4+、CD8+和CD4+/CD8+水平发现,肾型CD8+水

平明显高于其他临床分型,CD4+/CD8+ 低于其他临

床分型。近年来有研究发现,与健康人比较,HSP患

者CD4+ 水 平 降 低,而 CD8+ 水 平 升 高[14],CD4+/
CD8+水平下降,由此提示在 HSP患者急性期体内T
淋巴细胞亚群功能处于紊乱状态,同时也说明CD4+、

 

CD8+
 

T细胞参与了 HSP的发病过程。
 

本研究中肾

型CD8+
 

水平明显高于其他临床分型,提示肾型 HSP
患儿体内存在更加严重的T细胞功能紊乱。
4 结  论

  本研究表明,HSP患儿体内存在免疫失衡,表现

为Th1/Th2分化失衡,IL-2、IFN-γ水平降低,IL-4、
TNF水平升高,MP感染合并 HSP时IL-4水平升高

更加明 显。此 外,肾 型 HSP-MP感 染 患 儿 年 龄 和

CD8+水平均高于其他临床分型,CD4+/CD8+低于其

他临床分型,可为临床对 HSP-MP感染患儿尽早进

行临床分型提供参考,有利于及早进行个体治疗,尽
早康复。
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果应无差异或上下浮动不超过一个梯度即可。对于

功能学评价部分,参考国家行业标准 YY/T
 

0475-
2011文件,包括重复性、携带污染率、检出限、阴性符

合率和阳性符合率,与尿干化学法性能评估相似,性
能指标均符合要求。

由于没有室间质评,因此,需要通过室间比对评

估实验室结果的准确性。与东直门医院进行比对的

10例标本中有3例真菌阳性标本和3例线索细胞阳

性标本。标本由天坛医院先检测,然后1
 

h内低温转

运至东直门医院检测,保证从标本采集到检测结束的

时间不超过4
 

h,并注意在比对试验前应加足稀释液,
保证室间比对的标本一致。
4 结  论

  本研究初步建立了一套用于评估全自动阴道分

泌物检测工作站性能验证的方案。HJ-500全自动阴

道分泌物检测工作站7个形态学项目(滴虫、真菌、线
索细胞、上皮细胞、白细胞、乳酸杆菌、清洁度)

 

的仪器

镜检识别率、重复性、携带污染率及6
 

个干化学项目

(pH值、脯氨酸氨基肽酶、乙酰氨基β-半乳糖苷酶、白
细胞酯酶、唾液酸苷酶、过氧化氢)的重复性、携带污

染率、检出限、阴性符合率、阳性符合率等性能均符合

要求。
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