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　　［摘　要］　目的　探讨再生障碍性贫血（简称再障）患儿应用环孢素治疗后外周血中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴ
调节细胞（Ｔｒｅｇ）及Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达水平的变化。方法　选取５０例慢性再障（ＣＡＡ）患儿，随机分为环孢素治疗组
（３０例）及非环孢素治疗组（２０例），同时选取健康儿童２０例作为对照组。采用流式细胞术检测各组患儿 ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ的表达，并用实时荧光定量ＰＣＲ检测Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ的水平。结果　治疗６个月后，环孢素治疗
组外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ和Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达水平与对照组比较差异无统计学意义；而非环孢素治疗组
两者表达水平显著低于对照组，差异有统计学意义；环孢素治疗组两者表达水平明显高于非环孢素治疗组，差异有

统计学意义。结论　环孢素可以促进再障患儿外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ及Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达水平上升。
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　　再生障碍性贫血（简称再障）是一组以生物、物
理、化学、药物及不明原因等多因素引起的疾病，以

全血细胞减少为临床特点，以骨髓造血功能衰竭为

本质。儿童再障中除少数先天性再障外，绝大多数

均为后天获得性再障。而获得性再障多数与免疫介

导机制相关［１］。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋调节性 Ｔ细胞 （ｒｅｇｕ
ｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）是一组具有免疫抑制性和维持机
体免疫平衡作用的 Ｔ细胞亚群，它参与多种自身免
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疫性疾病的发生。最近许多学者研究了 Ｔｒｅｇ在再
障患者外周血中的表达，均发现其与再障的发生有

着密切的联系［２７］。环孢素（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ，ＣＳＡ）是一
种强效的免疫抑制剂，可以选择性抑制Ｔ淋巴细胞的
增殖，具有较好的免疫抑制作用，已广泛应用于各类

型再障的治疗［８］。本研究观察了ＣＳＡ对再障患儿外
周血Ｔｒｅｇ及Ｆｏｘｐ３表达的影响，现报告如下。

１　资料与方法

１．１　研究对象
郑州大学第三附属医院及第一附属医院２００８

年３月至２０１０年３月确诊的初治慢性再障（ＣＡＡ）
患儿５０例，其中男３１例，女１９例，年龄３～１５岁，
中位年龄９岁。ＣＡＡ诊断标准参考小儿再障诊疗
建议［９］：（１）起病慢，病情进展缓慢，轻度或中度贫
血，感染和出血均较轻；（２）血象：网织红细胞、白细
胞、血小板３项中至少有２项减低（包括血小板减
低）；（３）骨髓象：二至三系细胞增生减低（巨核细胞
系必须减低），淋巴细胞增多；骨髓小粒中非造血细

胞增多；（４）排除先天性再障。
５０例患儿均为初治，既往均未给予输血及免疫

抑制剂治疗，经过家长知情同意后根据患儿入院时

间先后采用随机数字表法将患儿随机分为两组：

ＣＳＡ治疗组（３０例）和非 ＣＳＡ治疗组（２０例）。两
组患儿性别、年龄、病情等差异无统计学意义。以治

疗６个月为观察点，进行前瞻性研究。同时选取我
院同期健康体检儿童２０例作为对照组，其中男１２
例，女８例，年龄６～１２岁，中位年龄８岁。
１．２　治疗方案

非ＣＳＡ治疗组给予口服再造生血片（辽源誉隆
亚东药业有限责任公司，国药准字Ｚ２２０２５８５６），３～
５粒／次，每日３次。同时联用康力龙（司坦唑醇）每
日０．１～０．３ｍｇ／ｋｇ，分２次口服。部分患儿（有出
血倾向者）给予醋酸泼尼松片每日０．５ｍｇ／ｋｇ，分次
口服。维持血红蛋白在７０ｇ／Ｌ以上，必要时给予输
血治疗，若有出血倾向者及时输注血小板。如出现

感染，积极使用抗生素。每周查一次血常规，每３个
月复查一次骨髓细胞学检查。ＣＳＡ治疗组在非ＣＳＡ
组治疗的基础上，加用ＣＳＡ软胶囊（田可，中国华北
制药集团，批准文号Ｈ１０９６０００７），每日３～５ｍｇ／ｋｇ，
分２次口服。每两周测一次 ＣＳＡ血药浓度，维持在
２００～４００ｎｇ／Ｌ（用荧光偏振免疫分析法测定），根据
血药浓度调整ＣＳＡ剂量。治疗３个月后，根据血红
蛋白恢复情况酌情减量。

１．３　主要试剂和仪器
流式细胞仪（美国 ＢＤ公司，ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ），

旋涡混合器（江苏海门，ＱＬ８６１），ＦＩＴＣ标记的鼠抗
人单克隆抗体 ＣＤ４（美国 ＢＤ公司，编号３４０１３３），
ＡＰＣ标记的鼠抗人单克隆抗体 ＣＤ２５（美国 ＢＤ公
司，编号 ３４０１３９）ＰＥ标记的鼠抗人单克隆抗体
ＣＤ１２７（美国 ＢＤ公司，编号５５７９３８），ＦＩＴＣ标记的
小鼠ＩｇＧ１（美国ＢＤ公司，编号３４９０４１），ＰＥ标记的
小鼠ＩｇＧ１（美国ＢＤ公司，编号３４９０４３），ＰｅｒＣＰ标记
的小鼠 ＩｇＧ１（美国 ＢＤ公司，编号 ３４９０４４），ＢＤ
ＦＡＣＳＬｙｓｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ（美国ＢＤ公司），Ｔｒｉｚｏｌ（Ｂｉｏｍｅｄ
公司），反转录试剂盒（Ｆｅｒｍａｎｔａｓ公司），ＧＡＰＤＨ及
Ｆｏｘｐ３上下游引物（上海生工生物工程公司合成）；
荧光实时定量 ＰＣＲ试剂盒（东洋纺，ＱＰＳ２０１）。荧
光实时定量ＰＣＲ仪（ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭＸ３００５Ｐ）。
１．４　样本采集

于清晨患儿空腹时取肘静脉血５ｍＬ，ＥＤＴＡ抗
凝，其中 ２ｍＬ用于 ６ｈ内进行流式细胞术检测
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ水平，３ｍＬ放入 －８０℃
冰箱，用于Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ水平的检测。
１．５　流式细胞术检测ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ

各标记试管中分别加入１００μＬ抗凝混匀全血；
在标记Ｔｒｅｇ的试管中分别加入ＦＩＴＣ标记的鼠抗人
单克隆抗ＣＤ４２０μＬ，ＡＰＣ标记的鼠抗人单克隆抗
体 ＣＤ２５１０μＬ，ＰＥ标记的鼠抗人单克隆抗体
ＣＤ１２７１０μＬ；在标记同型对照的试管中分别加入
ＦＩＴＣ标记的小鼠ＩｇＧ１２０μＬ，ＡＰＣ标记的小鼠ＩｇＧ１
２０μＬ和ＰＥ标记的小鼠ＩｇＧ１２０μＬ；低速涡流混匀
试剂和血液，在各试管加入稀释好的红细胞溶解液

１ｍＬ，低速涡流混匀，室温条件下离心，弃上清，低
速涡流混匀试管中残留液，使试管底的细胞悬浮。

加入１ｍＬ鞘液，低速涡流混匀，离心，弃上清，在试
管中加入５００μＬ鞘液，低速涡流混匀，进行流式细
胞术检测。用 ＦＡＣＳＣｏｍｐ软件检测１００００个细胞，
以ＣＤ４设门，以 ＣＤ４为横坐标、侧向散射角（ＳＳＣ）
为纵坐标的二维散点图上把淋巴细胞分为 ＣＤ４＋和
ＣＤ４－Ｔ淋巴细胞。在 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞中，以
ＣＤ２５、ＣＤ１２７设门，分析 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ淋巴
细胞占 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞的比例，将 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

ＣＤ１２７ｌｏｗ淋巴细胞／ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞作为Ｔｒｅｇ细胞
水平。

１．６　荧光定量实时 ＰＣＲ测定 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ的相
对表达

按照血液Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒操作说明提取外周血全
血总 ＲＮＡ，按照 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ逆转录试剂盒说明将
·７３９·
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２μＬ总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。根据 ＧｅｎＢａｎｋ中
Ｆｏｘｐ３和ＧＡＰＤＨ基因序列应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件分别设计 Ｆｏｘｐ３和 ＧＡＰＤＨ引物序列。Ｆｏｘｐ３
上游 引 物 为 ５′ＧＧＡＧＧＡＡＣＴＣＴＧＧＧＡＡＴＧＴＧ３′，
Ｆｏｘｐ３下游引物为 ５′ＴＧＡＣＣＡＡＧＧＣＴＴＣＡＴＣＴＧＴＧ
３′，扩增产物 １８０ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引物为 ５′ＡＧＴ
ＧＧＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧＡ３′，ＧＡＰＤＨ下游引物为 ５′
ＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＡ３′，扩增产物 １４５ｂｐ。
ＰＣＲ扩增及结果分析：反应体系总体积为 ２５μＬ，
ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤＳＹＢＲ ｑＰＣＲＭｉｘ（１０×）１２．５μＬ，
正向引物（１０μＭ）０．５μＬ，反向引物（１０μＭ）０．５
μＬ，５０×ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．５μＬ，模板２μＬ，去
离子水 ９μＬ。应用实时 ＰＣＲ扩增仪，９４℃ ３０ｓ预
变性；９４℃ １５ｓ变性，５６℃ ３０ｓ退火，６８℃ ３０ｓ延
伸，４０个循环；结果以ＣＴ值输出，每个标本中Ｆｏｘｐ３
ｍＲＮＡ的相对表达水平可直接用样品各自内参基因
ＧＡＰＤＨ表达量进行标准化，采用相对定量法２ΔΔＣＴ

计算。

１．７　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析，数据用均数 ±

标准差（ｘ±ｓ）表示，多组样本均数比较采用方差分
析检验，组间两两比较采用ＬＳＤ检验，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

治疗 ６个月后 ＣＳＡ治疗组 ＣＤ４＋ ＣＤ２５＋

ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ及Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ的表达水平接近对照
组，两组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；非 ＣＳＡ
治疗组二者表达水平均明显低于对照组，差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＣＳＡ治疗组二者表达水平均
高于非ＣＳＡ治疗组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
见表１。

　　表１　３组外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ及Ｆｏｘｐ３
ｍＲＮＡ表达的比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ

对照组 ２０ ５．９１±１．５１ １．１７±０．３２
非ＣＳＡ治疗组 ２０ ４．５６±０．９５ａ ０．７９±０．３４ａ

ＣＳＡ治疗组 ３０ ５．３１±１．１８ｂ １．０１±０．２６ｂ

Ｆ值 ６．０６３ ７．０２４
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与非ＣＳＡ治疗组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

ＣＳＡ作为一种强效免疫抑制剂治疗再障的作用
机制为：调节 Ｔ淋巴细胞亚群比例；抑制 Ｔ细胞表
达白介素２（ＩＬ２）受体，生成 ＩＬ２；同时可以抑制 Ｔ
细胞对 ＩＬ２的反应性；ＣＳＡ通过抑制 ＣＤ４＋／ＣＤ８＋

Ｔ细胞的白细胞介素正常分泌，下调白细胞双重的
免疫抑制效应［１０］；ＣＳＡ通过抑制 Ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ活化，
阻碍ＮＦＡＴ去磷酸化与核转位，阻断 ＩＬ２转录和 Ｔ
细胞活化［１１］，而 ＩＬ２及 ＩＬ２受体信号通路对维持
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的发育和平衡起重要作用［１２］。

获得性再障大多是由免疫介导的，ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ是机体维持自身免疫耐受的重要组成部
分［１３１４］。ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ对控制人类自身抗原和
非自身抗原的免疫反应起着关键作用［１５１９］，Ｆｏｘｐ３
则是控制 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ的主要基因，特异性地
表达于 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ Ｔｒｅｇ内［１５］。体外实验证实免

疫抑制剂可以诱导初始 Ｔ细胞分化为 Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ
细胞［２０］。Ｓｏｌｏｍｏｕ等［５］研究发现，再障患者外周血

中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３细胞明显低于健康人，而给予
再障患者免疫抑制剂治疗３～６个月后其 Ｔｒｅｇ水平
升高，治疗更长时间，则上升更加明显。本课题组前

期研究亦发现再障患儿外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ及 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ的表达水平下降［６］。

本研究观察了 ＣＳＡ治疗对 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗ

Ｔｒｅｇ及 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达水平的影响，结果显示，
ＣＳＡ治疗组两者表达水平与对照组比较差异无统计
学意义；而非ＣＳＡ治疗组两者表达水平明显低于对
照组，差异有统计学意义；ＣＳＡ治疗组两者表达水平
明显高于非ＣＳＡ治疗组，差异具有统计学意义。这
些结果提示 ＣＳＡ可以在一定程度上诱导再障患儿
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７ｌｏｗＴｒｅｇ及 Ｆｏｘｐ３ｍＲＮＡ表达水
平的上升，说明 ＣＳＡ可能具有诱导初始 Ｔ细胞向
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ分化的作用。

总之，ＣＳＡ治疗可以增加再障患儿外周血 Ｔｒｅｇ
及Ｆｏｘｐ３的表达。因此，对于再障患儿，建议尽早加
用ＣＳＡ治疗，将有利于再障患儿的康复。
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