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血液科!福建漳州
!
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#
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#摘要$

!

目的
!

探讨类风湿关节炎"

R+

#患者外周血
&

淋巴细胞亚群
<'!

Y

(

<'0

Y的表达变化对疾病进展的

关系%方法
!

采用流式细胞术检测
/!

例
R+

患者和
##

例健康对照者外周血
&

淋巴细胞亚群
<'!

Y

(

<'0

Y

%其中

/!

例
R+

患者按
R+

疾病活动指数"

'+)#0

#评分分为低值$中值$高值
1

组%结果
!

与健康对照组比较!

R+

组外

周血中
<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞的表达率明显升高"

!

$

"9":

#!其中
<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞在
'+)#0

低值组为

"

!$9"1T/9:1

#

_

!

'+)#0

中值组为"

!#9$%T>9"0

#

_

!

'+)#0

高值组为"

!19>#T/9%1

#

_

&

<'1

Y

<'0

Y

&

淋巴细胞

表达率明显降低"

!

$

"9":

#!其中
<'1

Y

<'0

Y

&

淋巴细胞在
'+)#0

低值组为"

#$911T%9%>

#

_

!

'+)#0

中值组为

"

#$91/T>91%

#

_

!

'+)#0

高值组为"

#$9#0T%9%"

#

_

%结论
!

<'!

Y

(

<'0

Y比值与
R+

患者疾病进程相关!表明

<'!

Y

(

<'0

Y失衡在
R+

的发病中发挥了重要作用%
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类风湿关节炎$

R+

%是一种常见的关节慢性炎症的自身免

疫性疾病#病理显示
&

淋巴细胞在关节炎症中浸润和渗出*

$

+

)

<'1

被认为是所有
&

细胞均表达的共同标志性抗原#参与
&

细胞的信号转导#

<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞是
&

淋巴细胞中重

要的亚群#激活后分化成特定的免疫辅助性
&

细胞#分泌白细

胞介素$

8;

%

7!

,

8;7$>

,干扰素$

8U*

%

7

+

等细胞因子#进一步促进

免疫应答的产生)研究表明
<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞在
R+

的

发病机制中有重要作用*

#

+

#

<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞识别自身抗

原而活化#导致炎症因子分泌增加#使自身免疫应答机制失衡#

从而造成
R+

关节的炎性反应*

1

+

)尽管
<'1

Y

<'0

Y

&

淋巴细

胞是免疫系统主要的效应细胞#能够发挥细胞毒性效应#但其

在自身免疫性疾病中的作用研究较少)

&

淋巴细胞亚群中

<'!

Y

"

<'0

Y比例的失衡与多种自身免疫性疾病相关#本文采

用流式细胞术检测
R+

患者及健康者外周血
<'1

,

<'!

,

<'0

阳性
&

淋巴细胞的表达情况#探讨其在
R+

疾病中的作用)

$

!

资料与方法

$9$

!

一般资料
!

收集福建医科大学附属漳州市医院
#"$1

年

%

$

$#

月门诊及住院的
R+

患者
/!

例$

R+

组%#其中男
#!

例#

女
>"

例(年龄
$%

$

0$

岁#平均$

:"91#T$$9>"

%岁(均符合美国

风湿病协会$

+<R

%

#"$"

年修订的诊断标准*

!

+

)健康对照组

##

例#其中男
!

例#女
$0

例(年龄
#1

$

>#

岁#平均$

!!9>>T

$:9##

%岁(为同期本院健康志愿者#均排除自身免疫性疾病和

慢性炎症性疾病)

R+

病情活动度以
R+

疾病活动指数

$

'+)#0

%评分为标准*

:

+

#将
R+

患者分为低度活动期$

'+)#0

$

19#

%

##

例#其中男
/

例,女
$1

例#平均年龄$

!>9"/T19"1

%

岁(中度活动期$

'+)#019#

$

:9$

%

!"

例#其中男
/

例,女
1$

例#平均年龄$

:191$T$90:

%岁(高度活动期$

'+)#0

&

:9$

%

1#

例#其中男
%

例,女
#%

例#平均年龄$

:"9"1T$9%!

%岁)

1

组研

-

!!$1

-

检验医学与临床
#"$:

年
$$

月第
$#

卷第
#$

期
!

;EI(?L<AFG

!

U6Q?MI?B#"$:

!

V6A9$#

!

U69#$

"

基金项目!福建省卫生厅青年科研课题立项$

#"$$7#7:$

%)

!!

作者简介%梅序桥#男#主管技师#博士#主要从事血液学疾病的实验室诊断)



究对象在年龄,性别构成方面差异无统计学意义$

!

&

"9":

%)

该研究获得医院伦理委员会通过#针对研究对象的采样均获得

研究对象的知情同意)

$9/

!

主要试剂及仪器
!

+GCF7,NMEG<'!7*8&<

"

<'073W

"

<'173?B<3

组合抗体$美国
2'

公司%#红细胞裂解液$美国

2?-aMEG

公司%#

2'*+<)<EGC6

&(

(

流式细胞仪$美国
2'

公

司%)

$9'

!

方法
!

经确诊的
R+

患者及健康对照者#均晨起空腹采

集肘静脉血
#M;

#用乙二胺四乙酸二钾$

W'&+7̀

#

%抗凝)每

份标本分别加入
:"

"

;

抗凝全血)

&

标记的试管中加入
#"

"

;

的组合抗体
<'!7*8&<

"

<'073W

"

<'173?B<3

#涡旋振荡混匀#

室温#避光孵育
$:MFG

)加入
!""

"

;

红细胞裂解液#振荡混

匀#室温避光
0

$

$"MFG

)每管中加入
#M;

磷酸缓冲盐溶液

$

32)

%#振荡混匀#

$:""B

"

MFG

#离心
:MFG

#弃上清液)再加入

$M;32)

重悬细胞#上机分析)

$91

!

统计学处理
!

数据采用
)3))$>9"

进行统计分析#计量

资料以
DT@

来描述#正态分布的方差齐性资料#各组间均数比

较采用单因素方差分析$

+Û V+

检验%#非正态分布或方差不

齐时采用
B̀NHaEA7SEAAFH

检验(以
!

$

"9":

为差异有统计学

意义)

/

!

结
!!

果

!!

R+

各组
<'1

Y

&

淋巴细胞水平与对照组相比差异无统计

学意义$

!

&

"9":

%(而
<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞水平及
<'!

Y

"

<'0

Y比值均明显高于对照组$

!

$

"9":

%#

<'1

Y

<'0

Y

&

淋巴

细胞明显低于对照组$

!

$

"9":

%#然其在
R+

不同活动期组间

差异无统计学意义$

!

&

"9":

%)见表
$

#图
$

,

#

)

图
$

!

流式细胞仪
&

淋巴细胞亚群
<'!

*

<'0

*

<'1

检测示意图

表
$

!

R+

患者及健康者外周血淋巴细胞亚群

!!!

检测结果&

DT@

+

_

'

组别
&

<'1

Y

<'1

Y

<'!

Y

<'1

Y

<'0

Y

低度活动期
## %/9$"T09!> !$9"1T/9:1

"

#$911T%9%>

"

中度活动期
!" >"9$"T>9//

!#9$%T>9"0

"

#$91/T>91%

"

高度活动期
1# >"9#%T/90$ !19>#T/9%1

"

#$9#0T%9%"

"

对照组
## >$9:/T%90" 1%9%>T%9#/ #%9#!T>9">

!!

注!与对照组比较#

"

!

$

"9":

)

!!

注!

"表示
!

$

"9":

)

图
#

!!

R+

患者与健康者外周血
<'!

*

<'0

比较

'

!

讨
!!

论

R+

是临床常见的自身免疫性疾病#在中国的发病率约为

!q

#它的发病机制涉及多种因素#主要由免疫机制引起#有多

种免疫细胞和细胞因子的参与)研究表明
&

淋巴细胞亚群的

失衡在
R+

疾病的进程中发挥重要作用#尤其是当
<'!

"

<'0

平衡被破坏时#患者便表现出关节慢性炎症等相关临床症

状*

%

+

)

&

淋巴细胞按其表面抗原的表达#又分为
<'1

Y

<'!

Y

亚群和
<'1

Y

<'0

Y亚群#

<'!

Y

&

淋巴细胞又称为辅助性
&

细

胞#它可以分泌大量的细胞因子#诱导体液免疫细胞激活#同时

通过信号传导#激活
<'0

Y

&

淋巴细胞)

<'0

Y

&

淋巴细胞通

过多种机制发挥细胞毒性作用#杀伤靶细胞)研究表明
<'!

Y

&

"

<'0

Y

&

淋巴细胞的平衡与多种自身免疫性疾病相关*

>

+

)

<'!

分子在
&

淋巴细胞发育及成熟过程中发挥重要作

用#它可以促进
&

淋巴细胞的活化以及信号转导#是适应性免

疫应答发生的重要效应分子)当机体内淋巴细胞的
<'!

分子

异常表达时#即可能导致疾病的发生)

'?

e

E-6

等*

0

+研究发现在

+)

患者的外周血及关节腔滑液中可以检测到
<'!

Y

&

淋巴细

胞的活化#并且分泌高水平的炎症因子
8*U7

+

,

8;7%

,

&U*7

*

与

8;7#

等#促进
R+

发展*

/

+

)也有研究报道
R+

患者
<'!

Y

&

细

胞高表达
<'!";

#这可能延长和增强
<'!

Y

&

淋巴细胞的活

化#加重疾病的程度)动物模型试验表明
<'!

Y

&

淋巴细胞可

以导致自身免疫性的关节损伤*

$"

+

)此外静脉注射抗
<'!

M+I

的靶向治疗发现#初次治疗
<7

反应蛋白的水平出现短暂

降低#而循环中
<'!

Y

&

淋巴细胞的数量没明显改变#再次治

疗后#

8;7#

和
8*U7

+

MRU+

表达明显降低*

$$

+

(同时采用免疫

组化发现滑膜组织中浸润炎症细胞数量减少及黏附分子的表

达明显降低#

R+

患者关节炎症状得到很大改善*

$#

+

)本研究发

现#

R+

的
'+)#0

各组
<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞明显高于对照

组#表明在
R+

中
<'!

分子处于一种异常表达状态#但
'+)

#0

各组的
<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞相互比较差异无统计学意义

$

!

&

"9":

%#这可能与本次病例选择的数量较少有关系)

<'0

Y

&

淋巴细胞的表达减低或是缺失#能导致机体的免

疫功能下降#引发自身免疫性疾病#这在几种自身免疫性疾病

动物实验模型中得到证实*

$17$:

+

)但
<'0

Y

&

淋巴细胞在
R+

动物模型中的作用存在争议*

$%7$>

+

)

<'0

Y

&

淋巴细胞缺乏的

)<S

的大鼠模型能诱导早期的
R+

发病和延长
R+

病程(而

在
<'0

Y

&

淋巴细胞缺乏的
<8+

老鼠模型未出现对于
R+

的

诱导#提示
<'0

Y

&

淋巴细胞在
R+

的病理机制中的作用并不

显著)然而#敲除
<'0

Y

&

淋巴细胞的小鼠在经过初始免疫的

刺激之后才对疾病的进程有影响#表明
<'0

Y

&

淋巴细胞并没

有在
R+

发病的初始阶段发挥作用#而是在
R+

的效应阶段发

挥重要的作用*

$0

+

)

(EHNa67,6G

O

6

等*

$/

+发现
R+

患者的滑液

聚集的寡克隆
&

细胞主要是
<'0

Y 细胞#它们的存在超过一

-

:!$1

-
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年#主要表达
<'#:

或
<'!:R̂

分子#表明这些细胞是记忆细

胞)说明了长期存在的
<'0

Y

&

淋巴细胞参与了
R+

慢性关

节炎症进程)

R+

易感性的基因是
,;+7'R0

)

&EG?

e

E

等*

#"

+

报道证实了
'l0<'!7

"

7

小鼠能抵抗胶原蛋白所诱发的关节炎

$

<8+

%#然而
'l0<'07

"

7

小鼠相对于
'l0

鼠增加
<8+

的发生

率与疾病的严重度)这又说明了
<'!

Y

&

淋巴细胞启动
<8+

#

而
<'0

Y

&

淋巴细胞则起免疫调节"保护的作用)本研究发

现#

R+

的
')+#0

各组
<'1

Y

<'0

Y

&

淋巴细胞明显低于对照

组#说明
<'1

Y

<'0

Y

&

淋巴细胞对
R+

疾病的进展还是有一

定的影响#尽管
')+#0

各组的
<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞相互比

较并没有显著性差异)故作者认为
<'0

Y

&

淋巴细胞在
R+

的病理机制还有待进一步的研究)

淋巴细胞亚群
<'!

"

<'0

比例的失衡可导致多种自身免

疫性疾病)有研究发现
R+

患者外周血
<'!

Y

&

淋巴细胞比

例升高#

<'0

Y

&

淋巴细胞无显著变化#

<'!

Y

"

<'0

Y比值明显

升高#

<'!

Y

"

<'0

Y比例的失衡与
R+

的发病密切相关*

#$

+

)本

研究发现#

R+

组
<'1

Y

<'!

Y

&

淋巴细胞水平及
<'!

Y

"

<'0

Y

比值均明显高于对照组#

<'1

Y

<'0

Y

&

淋巴细胞明显低于对照

组#然其在
R+

不同活动期组间#

<'!

Y

&

淋巴细胞,

<'!

Y

"

<'0

Y比值表现增高趋势#但差异无统计学意义(

<'1

Y

&

淋巴

细胞无显著性变化)本结果所显示的
<'0

Y

&

淋巴细胞的减

少与李忠等*

##

+的结果相一致#证明了
&

淋巴细胞#尤其是

<'!

Y

&

淋巴细胞参与
R+

发生,发展#

<'!

Y

"

<'0

Y失衡在
R+

的发病中发挥了重要作用且可能与疾病的严重程度相关)

综上所述#

R+

患者
<'!

Y

"

<'0

Y比值升高#且随着疾病程

度加重#

<'!

Y

"

<'0

Y比值也有增高的趋势#表明
<'!

Y

"

<'0

Y

失衡在
R+

的发病中发挥了重要作用#

<'!

Y

"

<'0

Y比值可作

为
R+

诊断及疾病进展程度判断的参考指标)
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表
1

!

2U3

的携带污染率统计结果

项目
高值测定结果

,

$

,

#

,

1

低值测定结果

;

$

;

#

;

1

高值干扰

;

$

Z;

1

低值干扰

,

1

Z;

1

2U3 1$0$! 1##%" 1$/>1 >9:1 >91/ 09%1 Z$9#! 1$/%!91>

!!

根据携带污染率计算公式计算!$

;

$

Z;

1

%"$

,

1

Z;

1

%

h$""_[$9#!

"

1$/%!91>h$""_["9""_

)

'

!

讨
!!

论

R6-D?<6IEH?!$$

分析仪是应用
W<;8+

的原理*

>

+进行肿

瘤标志物,甲状腺功能,激素,心肌标志物等检测#其通过罗氏

封闭检测系统来完成对各检测项目的检测#说明书中提供的所

有参数都是厂家在国外的最佳条件下完成的#这与本科室的水

质,电压的稳定性,实验室环境温湿度,实验室操作人员的素质

等实际的外部条件存在差异#因此#对本科在
<6IEH?!$$

上开

展的
DH7-&G&

,

<̀ 7(2MEHH

,

(d̂

,

U&7

5

B62U3

和
3<&

共
:

个项目进行了的方法学性能验证)

'9$

!

精密度
!

由表
$

可以看出#按照
U<<;)

的
W3:7+#

文件

所有
:

个项目的批内及批间精密度都能满足厂家声明的性能#

与苏维等*

0

+结论一致#但与杨苹等*

/

+的结论不一致#可能与检

测项目不同#试剂盒性能也有差异有关)按照
W3$:7+#

验证

的精密度不能满足厂家声明的性能#与欧阳能良等*

$"

+结论相

似)因此#建议实验室按照
W3:7+#

文件验证)通过验证结果

可以看出#在精密度验证上#

<̀ 7(2MEHH

验证结果偏差最大#

可能与
<̀ 7(2

属于酶类#易受很多因素影响而活性改变有

关#而本试验验证过程使用的非同一试剂盒#该试剂的瓶间差

较其他
!

种试剂偏大)

'9/

!

线性范围
!

由表
#

可以看出#本研究验证的
:

个检测项

目的线性范围与厂家声明的一致#与苏维等*

0

+结论一致)

'9'

!

携带污染
!

<6IEH?!$$

在加入标本和试剂前#会自动冲

洗加样针#且标本检测时#一个标本一个吸头#一个项目一个杯

子#携带污染率低及抗干扰能力强#由表
1

可以看出#本次验证

的
:

个检测项目与厂家声明的一致#检测结果准确,可靠)

'91

!

功能灵敏度
!

根据临床实际应用需要#本研究只进行了

DH7-&G&

功能灵敏度的验证#结果与厂家声明的一致)

R6-D?

-6IEH?!$$

是全自动,随机的异相免疫分析系统)该系统采用

最先进的电化学发光免疫分析技术#具有高灵敏度,高特异性,

高亲和力,高准确度,线性范围宽,自动化程度高,无放射线污

染,操作简便快速等特点)实验结果显示
R6-D?<6IEH?!$$

全

自动化学发光分析仪检测
DH7-&G&

,

<̀ 7(2MEHH

,

(d̂

,

U&7

5

B62U3

和
3<&

的主要分析性能良好#与厂家声明一致#能够

满足临床检测的性能要求#适用于临床标本的检测)
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