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布鲁氏菌病患者外周血T淋巴细胞表面BTLA、LAG-3及
相关细胞因子的临床意义*
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  摘 要:目的 检测急性、慢性布鲁氏菌病(以下简称布病)患者T淋巴细胞表面B、T淋巴细胞衰减因子

(BTLA),淋巴细胞活化基因-3(LAG-3)占比以及血清白细胞介素(IL)-2、IL-18和干扰素(IFN)-γ水平,探讨临

床意义。方法 选择2023年3月1日至12月31日就诊于新疆维吾尔自治区人民医院的布病患者50例为研

究对象,分为急性布病组(25例)、慢性布病组(25例)。另选取同期体检的30例健康人群作为健康对照组。采

用流式细胞术检测各组外周血中CD3+、CD4+、CD8+、CD4+CD45RA+、CD4+CD45RA-、CD8+CD45RA+、
CD8+CD45RA-T淋巴细胞表面BTLA和LAG-3的表达。采用流式液相多重蛋白定量实验(CBA)技术检测

各组血清IL-2、IL-18和IFN-γ水平。结果 与健康对照组相比,急性布病组、慢性布病组CD3+T淋巴细胞、
CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞表面BTLA和LAG-3占比均升高(P<0.05),且慢性布病组BTLA高于

急性布病组(P<0.05)。与健康对照组相比,急性布病组CD8+CD45RA+T淋巴细胞表面BTLA占比升高

(P<0.05),CD4+CD45RA-T淋巴细胞、CD4+CD45RA+T淋巴细胞、CD8+CD45RA-T淋巴细胞和CD8+

CD45RA+T淋巴细胞表面LAG-3占比升高(P<0.05)。与健康对照组相比,急性布病组、慢性布病组的IL-18
和IFN-γ水平显著升高(P<0.05),且急性布病组高于慢性布病组(P<0.05);与健康对照组相比,急性布病组

IL-2水平升高(P<0.05),慢性布病组差异无统计学意义(P>0.05)。BTLA、LAG-3、IL-2、IL-18和IFN-γ诊

断布病分期的曲线下面积分别为0.786、0.736、0.779、0.694、0.932。结论 布病患者外周血T淋巴细胞表面

BTLA、LAG-3占比及血清IL-2、IL-18和IFN-γ表达水平升高,这可能是布鲁氏菌慢性持续感染的原因。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

the
 

proportions
 

of
 

B
 

and
 

T
 

lymphocyte
 

attenuator
 

(BTLA)
 

and
 

lympho-
cyte

 

activation
 

gene-3
 

(LAG-3)
 

expressed
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

T
 

lymphocytes
 

in
 

patients
 

with
 

acute
 

and
 

chronic
 

brucellosis,as
 

well
 

as
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

interleukin
 

(IL)-2,IL-18
 

and
 

interferon-gamma
 

(IFN-γ),and
 

to
 

ex-
plore

 

their
 

clinical
 

significance.Methods A
 

total
 

of
 

50
 

patients
 

with
 

brucellosis
 

who
 

received
 

treatment
 

at
 

the
 

People's
 

Hospital
 

of
 

Xinjiang
 

Uygur
 

Autonomous
 

Region
 

from
 

March
 

1,2023
 

to
 

December
 

31,2023
  

were
 

en-
rolled

 

in
 

the
 

study.The
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

acute
 

brucellosis
 

group
 

(25
 

cases)
 

and
 

chronic
 

brucello-
sis

 

group
 

(25
 

cases).In
 

addition,30
 

healthy
 

individuals
 

undergoing
 

routine
 

physical
 

examinations
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

healthy
 

control
 

group.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

BTLA
 

and
  

LAG-3
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

peripheral
 

blood
 

T
 

lymphocyte
 

subsets,including
 

CD3+,CD4+,CD8+,
CD4+CD45RA+,CD4+CD45RA-,CD8+CD45RA+

  

and
 

CD8+CD45RA-T
 

cells.The
 

serum
 

levels
 

of
 

IL-2,IL-
18

 

and
 

IFN-γ
 

were
 

measured
 

using
 

a
 

cytometric
 

bead
 

array
 

(CBA)-based
 

multiplex
 

protein
 

quantification
 

as-
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say.Results The
 

proportions
 

of
 

BTLA
 

and
 

LAG-3
 

expression
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

CD3+,CD4+
 

and
 

CD8+
 

T
 

lymphocytes
 

in
 

both
 

the
 

acute
 

brucellosis
 

group
 

and
 

chronic
 

brucellosis
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05).Moreover,the
 

proportions
 

of
 

BTLA
 

in
 

the
 

chronic
 

brucellosis
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

acute
 

brucellosis
 

group
 

(P<0.05).The
 

proportion
 

of
 

BTLA
 

expression
 

on
 

CD8+CD45RA+
 

T
 

lymphocytes
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

acute
 

brucellosis
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

healthy
 

controls
 

(P<0.05).The
 

proportion
 

of
 

LAG-3
 

expression
 

on
 

CD4+CD45RA-,CD4+

CD45RA+,CD8+CD45RA-
 

and
 

CD8+CD45RA+T
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

acute
 

group
 

was
 

also
 

significantly
 

high-
er

 

than
 

those
 

in
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05).Serum
 

levels
 

of
 

IL-18
 

and
 

IFN-γ
  

significantly
 

elevated
 

in
 

the
 

acute
 

brucellosis
 

group
 

and
 

chronic
 

brucellosis
 

group,compared
 

with
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<
0.05).The

 

levels
 

of
 

IL-18
 

and
 

IFN-γ
 

in
 

the
 

acute
 

brucellosis
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

chronic
 

brucellosis
 

group
 

(P<0.05).Serum
 

IL-2
 

level
 

in
 

the
 

acute
 

brucellosis
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05).No
 

significant
 

difference
 

in
 

IL-2
 

levels
 

was
 

observed
 

between
 

the
 

chronic
 

brucellosis
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group
 

(P>0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

for
 

distinguishing
 

disease
 

stages
 

were
 

0.786
 

for
 

BTLA,0.736
 

for
 

LAG-3,0.779
 

for
 

IL-2,
0.694

 

for
 

IL-18,and
 

0.932
 

for
 

IFN-γ
 

respectively.Conclusion Elevated
 

proportions
 

of
 

BTLA
 

and
 

LAG-3
 

ex-
pression

 

on
 

peripheral
 

blood
 

T
 

lymphocytes,along
 

with
 

increased
 

serum
 

levels
 

of
 

IL-2,IL-18
  

and
 

IFN-γ,may
 

contribute
 

to
 

the
 

chronic
 

and
 

persistent
 

infection
 

observed
 

in
 

patients
 

with
 

brucellosis.
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  布鲁氏菌病(以下简称布病)是布鲁氏菌感染人

或动物后引起的全球常见的人畜共患传染病[1]。布

病主要在畜牧业发达地区流行,研究表明,全球每年

有50万新发病例,新疆是该病的高发地区之一[2-3]。
对于发展中国家,布病是一个持续存在的公共卫生挑

战,不仅对畜牧业的发展产生负面影响,造成经济损

失,还严重危害人类的身心健康。布鲁氏菌感染宿主

后,会诱发一系列复杂的免疫应答,其中T淋巴细胞

介导的细胞免疫在这一过程中发挥着关键作用[4]。
研究发现,布鲁氏菌能够在宿主体内长期存活并

逃避免疫系统的清除,主要机制可能与免疫细胞的耗

竭有关[5]。B、T淋巴细胞衰减因子(BTLA)是重要的

免疫检查点分子,主要表达在活化的T淋巴细胞上,
属于CD28超家族的一员[6]。其配体为疱疹病毒侵入

介体(HVEM),属于肿瘤坏死因子受体超家族,BT-
LA和HVEM结合后,负性调控T淋巴细胞的免疫

应答[7]。淋巴细胞活化基因-3(LAG-3)属于免疫球蛋

白超家族的一员,是一种跨膜糖蛋白,也是近年来发

现的一种免疫细胞负性调控因子,通常在活化的T淋

巴细胞、调节性T淋巴细胞(Tregs)、自然杀伤(NK)
细胞、B淋巴细胞上表达[8]。当LAG-3与其配体主要

组织相容性复合体Ⅱ类分子(MHC-Ⅱ)高亲和力结合

后,LAG-3细胞质结构域会传递抑制信号,抑制T淋

巴细胞增殖与分化,促进T淋巴细胞凋亡,从而发挥

免疫抑制的作用[9]。布鲁氏菌作为细胞内寄生菌,侵
入机体后在吞噬细胞内生存和繁殖,并依靠特定的免

疫逃逸机制不被机体清除,最终导致慢性持续感

染[10-11]。其中白细胞介素-2(IL-2)、白细胞介素-18

(IL-18)和干扰素-γ(IFN-γ)作为重要的细胞因子,参
与了布鲁氏菌感染后机体的免疫应答[12-13]。但BT-
LA、LAG-3和相关细胞因子与该病患者疾病进展的

关系鲜有报道,基于此,本研究采用流式细胞术检测

布病患者BTLA、LAG-3占比及IL-2、IL-18、IFN-γ
的表达水平,分析其与疾病进展的关联,从而为该病

的治疗提供新的思路和方法。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2023年3月1日至12月31日

就诊于新疆维吾尔自治区人民医院的布病患者50例

作为研究对象,将病程<3个月的患者纳入急性布病

组(25例),病程>6个月的患者纳入慢性布病组(25
例)。所有患者均符合《布鲁氏菌病诊断:WS

 

269-
2019》[14]中的相关诊断标准。纳入标准:(1)有流行病

学接触史;(2)血清学检查虎红平板凝集试验(RBPT)
阳性,试管凝集试验(SAT)检测抗体滴度≥1∶100,
伴有血培养结果阳性;(3)临床资料完整。排除标准:
(1)合并结核、风湿等发热性疾病的患者;(2)合并自

身免疫性疾病和免疫缺陷的患者;(3)近3个月服用

过糖皮质激素或免疫抑制剂的患者;(4)伴有呼吸、循
环、神经等其他系统严重疾病的患者;(5)处于妊娠期

的女性和年龄<18岁的人群。另选取同期体检的30
例健康人作为健康对照组。本研究已获得新疆维吾

尔自 治 区 人 民 医 院 医 学 伦 理 学 委 员 会 批 准

(KY2023060171),所有研究对象均签署知情同意书。
健康对照组、急性布病组、慢性布病组的年龄、性别比

较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。
1.2 仪器与试剂 流式细胞仪(美国BD公司,型号:
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BD
 

FACSLyric,用于检测BTLA和LAG-3;深圳唯公

生物科技有限公司,型号:EasyCell
 

206A1,用于检测

IL-2、IL-18 和IFN-γ)。主 要 试 剂 包 括 CD3-APC-
CyTM7(美国BD公司,批号:557832)、CD4-FITC(美
国BD公司,批号:555346)、CD8-PerCP-CyTM5.5(美
国BD公司,批号:565310)、BTLA-PE/Cyanine7(美
国BD公司,批号:344516)、LAG-3-BV421(美国BD
公司,批号:565720)、CD45RA-BV510(美国BD公

司,批 号:560673)、溶 血 素(美 国 BD 公 司,批 号:
349202)、鞘液(迈瑞公司生产,批号:342003)、细胞因

子检测试剂(深圳唯公生物科技有限公 司,批 号:
20240501)。

表1  健康对照组、急性布病组和慢性布病组一般

   资料比较(n/n或x±s)

组别 n 性别(男/女) 年龄(岁)

健康对照组 30 19/11 50.17±13.06

急性布病组 25 18/7 52.94±12.62

慢性布病组 25 16/9 51.95±14.31

χ2/F 2.036 0.510

P >0.05 >0.05

1.3 方法

1.3.1 标本收集与处理 采集所有研究对象静脉血

置于乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝管中,充分混匀后,进
行流式细胞术检测;同时采集静脉血于不含抗凝剂的

采血管中,3
 

000
 

r/min离心15
 

min后,将上清液转移

至EP管中,放置-80
 

℃冰箱中储存,用于流式液相

多重蛋白定量实验(CBA)。
1.3.2 BTLA和LAG-3检测 吸取外周血标本100

 

μL,分 别 加 入 CD3-APC-CyTM7
 

3
 

μL,CD4-FITC
 

2
 

μL,CD8-PerCP-Cy
TM5.5

 

4
 

μL,BTLA-PE/Cyanine7
 

5
 

μL,LAG-3-BV421
 

6
 

μL,CD45RA
-BV510

 

8
 

μL。
混匀避光温育15

 

min,加入溶血素裂解红细胞后

1
 

500
 

r/min离心5
 

min,去上清液,加入磷酸盐缓冲

液(PBS)洗涤,1
 

500
 

r/min离心5
 

min去上清液。加

入200
 

μL
 

PBS混匀后,采用BD
 

FACSLyric流式细

胞仪进行检测,使用Flowjo软件进行数据分析。首

先,根据正向散射(FSC)和侧向散射(SSC)设门圈出

淋巴细胞群,再用 SSC和 CD3设门圈出 CD4+ 和

CD8+T淋巴细胞,在CD3+、CD4+、CD8+T淋巴细胞

群中,分析BTLA和LAG-3占比。然后,分析CD4+

CD45RA-/CD45RA+、CD8+CD45RA-/CD45RA+T
淋巴细胞表面BTLA和LAG-3占比。
1.3.3 血清IL-2、IL-18、IFN-γ水平检测 利用

CBA对血清IL-2、IL-18和IFN-γ水平进行检测。取

出-80
 

℃下储存的标本进行解冻,吸取50
 

μL微球悬

液和50
 

μL血清标本充分混匀后,室温避光温育1
 

h;
磁分离去上清液,加入100

 

μL荧光标记抗体,充分混

匀,室温避光温育1
 

h;磁分离去上清液,用200
 

μL磁

珠稀释液清洗1次,再次磁分离,用200
 

μL磁珠稀释

液重悬微球,采用流式细胞仪进行检测。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据分析。采用GraphPad
 

Prism8.0软件进行图片绘

制。符合正态分布且方差齐性的计量资料以x±s表

示,多组间比较采用单因素方差分析,采用SNK-q 法

进行 两 两 比 较;不 符 合 正 态 分 布 的 计 量 资 料 以

M(P25,P75)表示,多组间比较采用 Kruskal-Wallis
 

H 检验,采用Dunn's
 

test进行两两比较。绘制受试

者工作特征(ROC)曲线,计算曲线下面积(AUC),分
析各指标对布病分期的诊断效能。以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 一般情况 急性布病患者最常见的临床症状是

发热(48%),其次是乏力(44%)、关节疼痛(32%)、淋
巴结肿大(32%)、肝脾肿大(20%)、寒战(12%)和盗

汗(4%);慢性布病患者最常见的临床症状是关节疼

痛(44%),其次是发热(40%)、乏力(24%)、肝脾肿大

(24%)、淋 巴 结 肿 大 (16%)、盗 汗 (12%)和 寒 战

(4%)。
 

2.2 3组BTLA占比比较 与健康对照组比较,急
性布病组、慢性布病组CD3+T淋巴细胞、CD4+T淋

巴细胞、CD8+T淋巴细胞表面BTLA占比均明显升

高(P<0.05),且慢性布病组高于急性布病组(P<
0.05)。见表2、图1。

表2  3组BTLA占比比较(x±s,%)

组别 n
CD3+T淋巴细胞

表面BTLA占比

CD4+T淋巴细胞

表面BTLA占比

CD8+T淋巴细胞

表面BTLA占比

健康对照组30 3.02±2.02 7.31±2.26 3.12±1.51

急性布病组25 18.51±5.37* 21.40±7.71* 17.00±4.67*

慢性布病组25 30.40±15.23*# 38.55±19.41*# 25.59±9.85*#

F 62.66 48.26 108.66

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与健康对照组比较,*P<0.05;与急性布病组比较,#P<
0.05。

2.3 3组LAG-3占比比较 与健康对照组相比,急
性布病组、慢性布病组CD3+T淋巴细胞、CD4+T淋

巴细胞、CD8+T淋巴细胞表面LAG-3占比均明显升

高,差异均有统计学意义(P<0.05)。与急性布病组

相比,慢性布病组CD4+T淋巴细胞表面LAG-3占比

升高(P<0.05)。见表3、图2。
2.4 3组CD4+CD45RA-、CD4+CD45RA+、CD8+

CD45RA-、CD8+CD45RA+T淋巴细胞表面BTLA
占比比较 与健康对照组相比,急性布病组、慢性布

病组CD8+CD45RA+T淋巴细胞表面BTLA占比升

高,差异均有统计学意义(P<0.05),而3组CD4+

CD45RA-、CD4+CD45RA+、CD8+CD45RA-T淋巴
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细胞表面 BTLA 占比比较,差异均无统计学意义 (P>0.05)。见表4。

图1  健康对照组、急性布病组和慢性布病组BTLA流式细胞术检测结果

表3  3组LAG-3占比比较(x±s,%)

组别 n
CD3+T淋巴细胞

表面LAG-3占比

CD4+T淋巴细胞

表面LAG-3占比

CD8+T淋巴细胞

表面LAG-3占比

健康对照组30 6.62±3.33 4.59±2.10 6.21±1.55

急性布病组25 17.62±7.75* 17.15±6.21* 20.64±7.79*

慢性布病组25 24.19±11.23* 25.06±9.85*# 27.38±14.66*

F 35.07 67.10 37.46

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与健康对照组比较,*P<0.05;与急性布病组比较,#P<
0.05。

2.5 3组CD4+CD45RA-、CD4+CD45RA+、CD8+

CD45RA-、CD8+CD45RA+T淋巴细胞表面LAG-3

占比比较 与健康对照组相比,急性布病组 CD4+

CD45RA-、CD4+CD45RA+、CD8+CD45RA-、CD8+

CD45RA+T淋巴细胞表面LAG-3占比升高,慢性布

病组CD4+CD45RA-T淋巴细胞表面LAG-3占比升

高,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表5。
2.6 3组血清细胞因子水平比较 与健康对照组相

比,急性布病组、慢性布病组IL-18和IFN-γ水平均

升高,急性布病组IL-18和IFN-γ水平高于慢性布病

组,差异均有统计学意义(P<0.05);与健康对照组比

较,急性布病组IL-2水平升高(P<0.05),而慢性布

病组差异无统计学意义(P>0.05)。急性布病组IL-
2水平高于慢性布病组,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表6。

表4  3组CD4+CD45RA-、CD4+CD45RA+、CD8+CD45RA-、CD8+CD45RA+T
   淋巴细胞表面BTLA占比比较

 

[M(P25,P75),%]

组别 n
CD4+CD45RA-T淋巴

细胞表面BTLA占比

CD4+CD45RA+T
淋巴细胞表面BTLA占比

CD8+CD45RA-T
淋巴细胞表面BTLA占比

CD8+CD45RA+T
淋巴细胞表面BTLA占比

健康对照组 30 6.47(2.65,14.13) 5.14(0.13,9.91) 3.82(0.88,10.20) 0.06(0.00,0.21)

急性布病组 25 23.30(3.39,43.90) 10.00(0.10,28.60) 10.20(0.87,19.60) 6.59(0.01,15.25)*
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续表4  3组CD4+CD45RA-、CD4+CD45RA+、CD8+CD45RA-、CD8+CD45RA+T
   淋巴细胞表面BTLA占比比较

 

[M(P25,P75),%]

组别 n
CD4+CD45RA-T淋巴

细胞表面BTLA占比

CD4+CD45RA+T
淋巴细胞表面BTLA占比

CD8+CD45RA-T
淋巴细胞表面BTLA占比

CD8+CD45RA+T
淋巴细胞表面BTLA占比

慢性布病组 25 22.25(10.38,31.75) 4.67(0.10,16.40) 10.20(5.15,15.68) 3.23(0.03,11.16)*

H 5.37 2.72 2.76 12.49

P >0.05 >0.05 >0.05 <0.01

  注:与健康对照组比较,*P<0.05。

图2  健康对照组、急性布病组和慢性布病组LAG-3流式细胞术检测结果

表5  3组CD4+CD45RA-、CD4+CD45RA+、CD8+CD45RA-、CD8+CD45RA+T
   淋巴细胞表面LAG-3占比比较[M(P25,P75),%]

组别 n
CD4+CD45RA-T

淋巴细胞表面LAG-3占比

CD4+CD45RA+
 

T
淋巴细胞表面LAG-3占比

CD8+CD45RA-T
淋巴细胞表面LAG-3占比

CD8+CD45RA+T
淋巴细胞表面LAG-3占比

健康对照组 30 3.08(2.18,5.85) 3.08(0.75,6.08) 12.40(5.48,23.83) 1.09(0.54,3.49)

急性布病组 25 15.70(7.39,25.30)* 16.00(2.75,44.45)* 32.30(15.95,74.45)* 13.20(2.02,33.90)*

慢性布病组 25 10.20(7.25,12.40)* 4.69(0.62,14.82) 18.95(10.76,35.00) 10.13(0.81,24.90)

H 27.22 7.73 11.41 11.16

P <0.001 <0.05 <0.01 <0.01

  注:与健康对照组比较,*P<0.05。

2.7 BTLA、LAG-3及细胞因子对布病分期的诊断

价值 为进一步评估上述指标在区分急性布病和慢

性布病中的效能,将BTLA、LAG-3及细胞因子作为

检验变量,急性和慢性布病作为状态变量,对其进行
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ROC曲线分析。结果显示,BTLA、LAG-3、IL-2、IL-
18和IFN-γ在区分急性和慢性布病患者的 AUC分

别为0.786、0.736、0.694、0.779、0.932,其中IFN-γ
的AUC最大。见图3、表7。

表6  3组血清细胞因子水平比较(x±s,pg/mL)

组别 n IL-2 IL-18 IFN-γ
健康对照组 30 4.13±1.64 42.93±12.80 0.67±0.18
急性布病组 25 7.22±3.23* 80.53±33.17* 9.76±2.47*

慢性布病组 25 4.31±1.79# 60.55±12.77*# 5.38±1.98*#

F 13.96 20.26 162.63
P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与健康对照组比较,*P<0.05;与急性布病组比较,#P<
0.05。

图3  BTLA、LAG-3、IL-2、IL-18、IFN-γ诊断布病

分期的ROC曲线

表7  BTLA、LAG-3、IL-2、IL-18和IFN-γ对布病分期的诊断效能

项目
  

AUC(95%CI) 最佳截断值
 

P 灵敏度(%)
 

特异度(%) 约登指数

BTLA 0.786(0.648~0.925) 30.60% 0.001 68.0
 

88.0
 

0.560
LAG-3 0.736(0.597~0.875) 21.95% 0.004 60.0

 

84.0
 

0.440
IL-2 0.779(0.652~0.906) 4.97

 

pg/mL 0.001 68.0
 

80.0
 

0.480
IL-18 0.694(0.553~0.844) 76.56

 

pg/mL 0.016 44.0
 

92.0
 

0.360
IFN-γ 0.932(0.880~0.999) 6.74

 

pg/mL <0.001 92.0 76.0 0.680

3 讨 论

  布病是一种感染布鲁氏菌后引起多种临床症状

的人畜共患疾病,在全球范围内广泛传播。布鲁氏菌

可经皮肤、黏膜等多种途径感染人体,其发病机制复

杂,治疗困难,若未及时干预,易进展至慢性期,不仅

对公共卫生健康造成重大威胁,同时也对社会经济发

展造成较大影响[15]。因此,明确布鲁氏菌感染在不同

阶段对免疫系统的影响,有助于临床医师更早地采取

有效措施,减少急性布病患者发展为慢性的可能性,
为治疗提供帮助。

研究表明,布鲁氏菌感染机体后导致免疫细胞稳

态失调,免疫功能被抑制,这使得其在宿主细胞内生

存和复制,并通过各种方法来逃避宿主的免疫反应,
导致布病的迁延不愈[16-17]。作为重要的免疫检查点

分子,BTLA和LAG-3通过传递抑制性信号,减弱了

T淋巴细胞的免疫功能。既往研究表明,在乙型病毒

性肝炎患者的外周血单个核细胞中,BTLA在CD4+

T淋巴细胞表面占比增加,这可能减弱对病毒的免疫

反应,从而增加疾病的易患性[18]。在活动性肺结核患

者中,LAG-3在CD8+T淋巴细胞上的占比升高,通
过与其配体 MHC-Ⅱ的高亲和力结合,导致T淋巴细

胞功能缺陷,促进肺结核的发生。此外,阻断LAG-3
可以恢复T淋巴细胞的功能,表明LAG-3在调控T
淋巴细胞活性中起关键的负向调节作用[19]。本研究

分别检测了急性、慢性布病患者和健康对照者外周血

中CD3+、CD4+ 和CD8+T淋巴细胞表面BTLA和

LAG-3的表达情况,发现与健康对照者相比,急性、慢
性布病患者中BTLA和LAG-3占比升高,且慢性布

病患者BTLA占比显著高于急性布病患者,这一结果

表明布病 患 者 外 周 血 T 淋 巴 细 胞 表 面 BTLA 和

LAG-3的表达上调,推测在布病感染过程中BTLA
和LAG-3发挥重要的负性调控作用,通过与其相应

配体结合,抑制免疫细胞活化,降低机体清除布鲁氏

菌的能力,使布鲁氏菌能够实现免疫逃逸,从而导致

慢性持续性感染[20]。
CD45RA+T淋巴细胞即初始T淋巴细胞,经抗

原特异性刺激后,可转变为CD45RA-T淋巴细胞(记
忆T淋巴细胞),当再次暴露于相同抗原时能迅速参

与对特异性抗原的有效应答[21]。既往研究结果显示,
在人类免疫缺陷病毒(HIV)感染早期CD45RA- 和

CD45RA+T淋巴细胞表面BTLA表达升高,于慢性

期降低[22]。本研究结果显示,与健康对照组相比,急
性、慢性布病组CD8+CD45RA+T淋巴细胞表面BT-
LA占比升高,急性布病组 CD4+CD45RA-、CD4+

CD45RA+、CD8+CD45RA- 和CD8+CD45RA+T淋

巴细胞表 面 LAG-3占 比 升 高;慢 性 布 病 组 CD4+

CD45RA-T淋巴细胞表面LAG-3占比升高。笔者

推测,在布病感染的急性期,大量布鲁氏菌刺激淋巴

细胞分化和成熟,并发挥其效应功能,BTLA和LAG-
3作为免疫负性调控因子,其表达为反馈性升高,以防

止免疫反应过度激活。而在持续慢性感染阶段,局部

或整体免疫应答出现失衡或异常激活,LAG-3占比升

高使得CD4+CD45RA-T淋巴细胞处于耗竭状态,随
着机体免疫应答能力降低,在长期慢性感染中,局部

或整体免疫应答出现失衡或异常激活,部分T淋巴细

胞出现耗竭,难以有效清除布鲁氏菌,最终导致布病

迁延不愈。
既往研究结果显示,在布病感染急性期,机体的

免疫系统启动,辅助性T细胞(Th)1细胞被激活,分
泌大量的细胞因子,而在慢性期会出现Th1/Th2的
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比例失衡,Th1功能减弱,其分泌的细胞因子水平较

急性期降低,导致布病的慢性进展[23]。本研究通过检

测布病患者血清中IL-2、IL-18和IFN-γ水平发现,与
健康对照组相比,急性布病组、慢性布病组血清IL-18
和IFN-γ水平升高,且在急性期水平更高。由此推

测,在布病的早期阶段,Th1对于抗感染应答起主要

作用,随着疾病的进展,Th2开始出现并逐渐占据优

势。在慢性布病患者中,Th1免疫反应减弱,分泌IL-
2、IL-18和IFN-γ等细胞因子能力减弱,导致布鲁氏

菌无法被完全清除从而发生免疫逃逸。另外,IL-18
作为促炎性细胞因子,可以诱导IFN-γ的分泌,从而

参与清除病原体的过程。
本研究通过ROC曲线分析外周血 T淋巴细胞

BTLA、LAG-3,以及血清IL-2、IL-18和IFN-γ对布

病分期的诊断意义,结果发现IFN-γ的曲线下面积为

0.932,提示IFN-γ对鉴别诊断急性和慢性布病有重

要价值。布病患者细胞因子水平存在差异,动态监测

细胞因子水平有利于判断疾病进展。
综上所述,在布病感染过程中,综合分析免疫检

查点BTLA和LAG-3占比,并结合血清炎症细胞因

子IL-2、IL-18和IFN-γ检测,对于布病的诊断及分期

诊断具有重要意义。另外,通过免疫方法阻断BTLA
和LAG-3恢复免疫细胞的功能,有望成为治疗布病

的新靶点,为布病免疫治疗提供了新的思路和视角。
此外,由于收集样本困难导致本研究样本量较少,后
续研究将持续收集样本进行验证。
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