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糖皮质激素对慢性免疫性血小板
减少症患儿树突状细胞的影响
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（１．湖南省儿童医院血液内科，湖南 长沙　４１０００７；２．中南大学湘雅二医院血液科，湖南 长沙　４１００１１）

　　［摘　要］　目的　探讨树突状细胞（ＤＣｓ）在儿童慢性免疫性血小板减少症（ｃＩＴＰ）中的变化以及糖皮质激素
对ｃＩＴＰ患儿ＤＣｓ的作用。方法　流式细胞术分别检测１５例ｃＩＴＰ患儿应用糖皮质激素治疗前后和２０例对照者外
周血ＤＣｓ亚群的变化；体外培养并收集ｃＩＴＰ患儿外周血单核细胞来源的 ＤＣｓ，采用流式细胞术检测其免疫表型。
结果　与对照组比较，ｃＩＴＰ患儿治疗前髓样 ＤＣ（ｍＤＣ）绝对数无明显改变，浆细胞样 ＤＣ（ｐＤＣ）绝对数降低，
ｍＤＣ／ｐＤＣ比值增高（Ｐ＜０．０５）；ｃＩＴＰ治疗后，ｐＤＣ绝对数较治疗前增高，而ｍＤＣ绝对数及ｍＤＣ／ｐＤＣ比值较治疗前
降低（Ｐ＜０．０５）；ｃＩＴＰ患儿治疗前外周血ＤＣｓ的ＨＬＡＤＲ、ＣＤ８０、ＣＤ８３和ＣＤ８６阳性表达率均明显高于对照组（均
Ｐ＜０．０１）；治疗后ｃＩＴＰ患儿ＤＣｓ的ＨＬＡＤＲ、ＣＤ８０、ＣＤ８３和ＣＤ８６表达率较治疗前均明显下降（Ｐ＜０．０１），与对照
组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＤＣｓ亚群比例失衡及功能失调与儿童ｃＩＴＰ的发病有关；糖皮质激素
能增强ｃＩＴＰ患儿 ＤＣｓ的免疫抑制效应，可能是糖皮质激素有效治疗儿童ｃＩＴＰ的机制。
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　　免疫性血小板减少症（ｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅ
ｎｉａ，ＩＴＰ）是由于血小板破坏增多或血小板生成下降
而导致的出血性自身免疫性疾病［１］，是一种儿童常

见的出血性疾病［２］，超过２０％的患儿可表现为反复
发作、迁延难愈的慢性病程，病程超过１年的ＩＴＰ为
慢性ＩＴＰ（ｃｈｒｏｎｉｃＩＴＰ，ｃＩＴＰ），目前其发病机制尚未
完全清楚。有研究证实ＩＴＰ患者存在Ｔｈ１细胞功能
亢进，而地塞米松可纠正 ＩＴＰ患者的 Ｔｈ１细胞功
能［３］。王薛平等［４］的研究表明 ＩＴＰ患儿 Ｔｒｅｇ细胞
百分率降低，提示其可能参与了 ＩＴＰ的发病机制。
树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）是抗原提呈功能最
强的抗原提呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＡＰＣ），
人外周血ＤＣｓ根据其来源和功能主要分为髓样 ＤＣ
（ｍｙｅｌｏｉｄＤＣ，ｍＤＣ或ＤＣ１）和浆细胞样 ＤＣ（ｐｌａｓｍａ
ｃｙｔｏｉｄＤＣ，ｐＤＣ或ＤＣ２）两个亚群。ＤＣｓ是体内维持
自身免疫耐受最主要的细胞，目前研究表明，ＤＣｓ可
促发和调控外周调节性Ｔ细胞的产生［５］，后者可通

过阻止效应 Ｔ细胞在抗原特异刺激下的激活从而
维持外周免疫耐受。在调节 ＤＣｓ成熟或其功能方
面的任何分子机制的改变都可以增加自身免疫性

疾病的易感性［６］，因此 ＤＣｓ在儿童 ｃＩＴＰ发病中可
能发挥了重要作用。本研究拟应用流式细胞术检

测 ｃＩＴＰ患儿采用糖皮质激素治疗前后的外周血
ＤＣｓ亚群，同时在体外培养 ｃＩＴＰ患儿外周血单核
细胞来源的 ＤＣｓ，并研究其免疫表型的变化，探讨
糖皮质激素对 ＤＣｓ亚群数量和功能的影响，从而
阐明ＤＣｓ亚群数量和功能改变在儿童ｃＩＴＰ发病中
的作用。

１　资料与方法

１．１　研究对象
２０１０年３月至２０１１年１２月在我院血液科住院的

ｃＩＴＰ患儿１５例，其中男９例，女６例；年龄３～１４岁，中
位年龄７．２岁，根据临床血象和骨髓检查确诊，诊断
标准参照文献［１］，诊断时血小板数均 ＜３０×１０９／Ｌ。
对照组为 ２０例于我院体检健康儿童，男 ８例，女
１２例；年龄４～１２岁，中位年龄７．８岁。两组年龄、性
别差异无统计学意义，具有可比性。ｃＩＴＰ患儿经确诊
后每日采用地塞米松１ｍｇ／ｋｇ静脉滴注，待血小板升
至≥５０×１０９／Ｌ后停用地塞米松（地塞米松疗程不超
过１周），改为强的松每日１～１．５ｍｇ／ｋｇ口服，共治
疗２周。本研究通过湖南省儿童医院伦理委员会同
意，已获取ＩＴＰ患者及健康对照组家长知情同意，并
签属知情同意书。

１．２　方法
１．２．１　试剂和仪器　　ＦＩＴＣ标记的Ｌｉｎ混合抗体，
包括 ＣＤ３、ＣＤ１４、ＣＤ１６、ＣＤ１９、ＣＤ２０和 ＣＤ５６，ＰｅｒＣＰ
标记的 ＨＬＡＤＲ单抗，ＡＰＣ标记的 ＣＤ１１ｃ单抗，ＰＥ
标记的 ＣＤ１２３、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ８３单抗，ＰＥ标
记的同型对照鼠ＩｇＧ１和ＩｇＧ２ａ单抗均为美国ＢＤ公
司产品；人粒细胞 －巨噬细胞集落刺激因子（ｒｈＧＭ
ＣＳＦ）、重组人白细胞介素４（ｒｈＩＬ４）、脂多糖（ＬＰＳ）购
自美国Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０为美国Ｇｉｂｃｏ
公司产品；流式细胞仪为美国 ＢＤ公司产品；倒置显
微镜为日本ＯＬＹＭＰＵＳ产品。
１．２．２　外周血ｍＤＣ和ｐＤＣ检测　　取ｃＩＴＰ患儿治
疗前后外周血１００μＬ和对照组体检时外周血１００μＬ
用于检测。试验时向外周血中加入 Ｌｉｎ混合抗体、
ＣＤ１２３、ＣＤ１１ｃ、ＨＬＡＤＲ各２０μＬ，并设同型对照，充分
混匀后室温避光孵育２０ｍｉｎ。加溶血素裂解红细胞，
ＰＢＳ洗涤２次，以４００μＬ冷ＰＢＳ重悬后进行流式细胞
仪测定。采用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔＰｒｏ软件分析Ｌｉｎ混合抗体阴
性细胞，ｍＤＣ定义为ＣＤ１１ｃ和ＨＬＡＤＲ阳性，ｐＤＣ定
义为ＣＤ１２３和ＨＬＡＤＲ阳性。根据血细胞计数仪检测
所得同一标本外周血白细胞数及流式细胞术检测所得

ＤＣｓ占白细胞的百分比，分别计算出ｍＤＣｓ和ｐＤＣｓ在
外周血循环中的绝对数量。

１．２．３　ＤＣｓ的体外诱导培养　　取１５例ｃＩＴＰ患儿
治疗前后和２０例对照组空腹静脉血８ｍＬ置于含有
１／１０体积抗凝液的离心管中，用ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ分离液取
得单核细胞层，用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基
调整细胞浓度为４×１０６个／ｍＬ接种于塑料培养瓶中。
３７℃、５％ＣＯ２培养箱全湿条件下培养３ｈ，全量换液，去
除血细胞及其他未贴壁成分。贴壁细胞培养液中加入

Ｌ谷氨酰胺（０．０２ｍｍｏｌ／Ｌ），并按常规方案诱导ＤＣｓ，即
加入 ｒｈＧＭＣＳＦ（１０００Ｕ／ｍＬ）＋ｒｈＩＬ４（５００Ｕ／ｍＬ），
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，每２～３ｄ半量换液１次。
１．２．４　ＤＣｓ的流式细胞仪分析　　取培养至第
６天的ＤＣｓ细胞，加入终浓度为５００ｎｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ，
过夜后收集细胞用于流式检测。ＰＢＳ洗 ２次，按
１×１０６个／ｍＬ重悬，分别加入 ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６、
ＣＤ８３和ＨＬＡＤＲ单克隆抗体及相应的同型对照，
混匀后置３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次后流式
细胞仪分析各抗原表达百分率。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包对数据进行统计学

分析，计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组样
本均数比较采用方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ
法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
·２９·
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２　结果

２．１　ｃＩＴＰ患儿外周血ＤＣｓ亚群检测结果
与对照组相比，ｃＩＴＰ患儿治疗前ｐＤＣ绝对数降

低，ｍＤＣ／ｐＤＣ比值增高，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），而ｍＤＣ绝对数无明显改变；糖皮质激素治
疗后ｃＩＴＰ患儿ｐＤＣ绝对数增高，而 ｍＤＣ绝对数及
ｍＤＣ／ｐＤＣ比值明显低于治疗前，差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。见表１。

　　表１　ｃＩＴＰ患儿治疗前、后与对照组 ＤＣｓ亚群水平的
比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数
ｍＤＣ

（个／μＬ）
ｐＤＣ

（个／μＬ）
ＤＣ

（个／μＬ）
ｍＤＣ／ｐＤＣ
比值

对照组 ２０ ２８±１１ １６±７ ４４±１７ １．７±０．５
ｃＩＴＰ组治疗前 １５ ３０±１０ １２±４ａ ４２±１４ ２．５±０．９ａ

ｃＩＴＰ组治疗后 １５ ２３±８ｂ １６±５ｂ ３９±１５ １．４±０．５ｂ

Ｆ值 ６．１９ ７．６９ ０．６８ ８．７３
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５ ＜０．０５

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与治疗前比较，Ｐ＜０．０５

２．２　ｃＩＴＰ患儿ＤＣｓ的体外诱导培养
从外周血获取的单个核细胞贴壁培养３ｈ后获

得的贴壁细胞为单核细胞，加入细胞因子培养６ｄ
后，大多细胞呈悬浮生长并有聚集现象，形态由圆形

变得不规则，加入ＬＰＳ后细胞逐渐由聚集状态变为
分散状，且形态明显不规则，可见到具有树突样突起

的悬浮细胞。见图１。

　　图１　ｃＩＴＰ患儿体外培养７ｄ的 ＤＣｓ形态学观察　
（瑞氏－吉姆萨染色，×４００）　可见 ＤＣｓ体积较大，形态不规则，且

有明显的树突状突起（箭头所示）。

２．３　ｃＩＴＰ患儿体外诱导培养ＤＣｓ的免疫表型
ｃＩＴＰ患儿治疗前外周血 ＤＣｓ的 ＨＬＡＤＲ、

ＣＤ８０、ＣＤ８３和 ＣＤ８６阳性表达率均明显高于对照
组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。治疗后 ｃＩＴＰ
患儿ＤＣｓ的 ＨＬＡＤＲ、ＣＤ８０、ＣＤ８３和 ＣＤ８６表达率
与治疗前比较均明显下降，差异均有统计学意义（Ｐ
＜０．０１），与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ

＞０．０５）；而ＣＤ４０在治疗前后与对照组比较均无明
显变化（Ｐ＞０．０５）。

　　表２　ＤＣｓ的 ＨＬＡＤＲ、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６表
达情况　（ｘ±ｓ，％）

组别 例数 ＨＬＡＤＲＣＤ４０ ＣＤ８０ ＣＤ８３ ＣＤ８６

对照组 ２０ ６０±１０ １５±４ ３５±８ ３６±７ ４３±８
ＩＴＰ组治疗前 １５ ７９±１４ａ １６±６ ５０±１１ａ ４９±１１ａ ５９±１３ａ

ＩＴＰ组治疗后 １５ ６３±１１ｂ １５±４ ４０±８ｂ ３７±７ｂ ４６±１１ｂ

Ｆ值 ８．４２ ０．７３ ７．８３ ７．９５ ８．６８
Ｐ值 ＜０．０１ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与治疗前比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

Ｔ细胞亚群功能异常和比例失常是导致 ＩＴＰ发
病的重要因素，Ｂ细胞产生自身抗体结合血小板引起
其破坏是ＩＴＰ发病的直接原因，而Ｔ细胞和Ｂ细胞的
活化需要ＤＣｓ表面Ｂ７ＣＤ２８／ＣＴＬＡ４和ＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ
共刺激分子的相互作用［６］。ＤＣｓ主要参与细胞免疫
和Ｔ细胞依赖的体液免疫反应，在维持机体自身免疫
耐受和活化外周Ｔ、Ｂ淋巴细胞中发挥重要作用，在调
节ＤＣｓ成熟或其功能方面的任何分子机制的改变都
可以增加自身免疫性疾病的易感性。

不同成熟程度的 ＤＣｓ具有不同的生物学功能。
外源性抗原进入体内，被未成熟 ＤＣｓ捕获后，加工
成抗原肽，这些抗原肽被呈递给ＤＣｓ表面的ＭＨＣＩＩ
类复合物。而内源性抗原，首先被蛋白酶分解为肽，

然后在内质网上组装成稳定的 ＭＨＣＩ肽复合物，再
呈递到 ＤＣｓ表面。未成熟 ＤＣｓ主要通过 ＴＬＲＮＦ
κＢ途径识别并捕获抗原［７］，然后迁移至次级淋巴器

官并成熟，成熟 ＤＣｓ的主要任务是抗原提呈。在
ＤＣｓ转移并成熟化的过程中，表现为 ＤＣｓ抗原摄取
能力下调，但加工、呈递抗原的能力上调［８］，同时其

表面 ＭＨＣＩ及 ＭＨＣＩＩ类分子及 ＣＤ８０、ＣＤ８６、
ＣＤ４０、ＣＤ８７等的表达也同时上调，进而诱导Ｔ细胞
产生特异性细胞毒 Ｔ细胞。成熟 ＤＣｓ诱导的免疫
激活在炎症反应及自身免疫性疾病中有重要的作

用。不同亚群的 ＤＣｓ功能也存在差异，ｍＤＣｓ通过
合成和分泌 ＩＬ１２促使静息 Ｔｈ细胞向 Ｔｈ１细胞分
化，引发 Ｔｈ１反应；ｐＤＣｓ使静息 Ｔｈ细胞向 Ｔｈ２分
化，激发Ｔｈ２型反应［５］。ｐＤＣｓ可通过诱导Ｔｈ２型反
应而抑制Ｔｈ１型应答的产生，Ｔｈ２型反应产生的 ＩＬ
１２能影响ＤＣｓ的成熟，减少其ＭＨＣＩＩ类分子、共刺
激分子和黏附分子的表达，并能诱导调节性 Ｔ细胞
的分化［９］，进而诱导免疫耐受。未成熟 ｍＤＣｓ和
ＣＤ４０配体活化的 ｐＤＣｓ可通过诱导调节性 Ｔ细胞
·３９·
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亚群而抑制自身 Ｔ细胞反应［１０］，所以未成熟 ｍＤＣｓ
和ｐＤＣｓ在免疫耐受中发挥重要作用。

ＤＣｓ不仅可以通过摄取、加工和提呈作用诱发Ｔ
细胞免疫，还可通过对Ｔ细胞的杀伤和／或对Ｔｒｅｇ细
胞的诱导作用来介导免疫耐受的发生［１１］。Ｔ细胞的
活化除需要ＡＰＣ通过其细胞表面抗原肽ＭＨＣ复合
物与Ｔ细胞受体结合传导第一信号外，还需要第二信
号即ＡＰＣ和Ｔ细胞之间的协同刺激，主要协同刺激
途径是 ＡＰＣ表面的 Ｂ７家族成员（ＣＤ８０，ＣＤ８６）和
ＣＤ４０，他们分别与 Ｔ细胞表面 ＣＤ２８（或 ＣＴＬＡ４）和
ＣＤ４０Ｌ结合。ＣＤ８０和 ＣＤ８６为 ＤＣｓ活化的标志，而
ＣＤ８３为ＤＣｓ成熟的标志［１２］。成熟、活化的ＤＣｓ主要
发挥ＡＰＣ细胞的免疫激活功能。目前ＤＣｓ在ＩＴＰ中
的作用也日益引起重视。Ｓａｉｔｏ等［１３］的研究表明原发

和幽门螺杆菌相关的免疫性血小板减少症患者循环

中的ｐＤＣｓ降低，它的改变取决于治疗方法。也有研
究发现ｃＩＴＰ患者成熟树突状Ｔ细胞活化能力显著高
于健康对照者［１４］。Ｈｓｕ等［１５］发现糖皮质激素可抑制

循环血中的ＤＣｓ数量，从而抑制免疫反应，减少抗血
小板自身抗体的产生。本研究显示ｃＩＴＰ患儿治疗前
ｐＤＣ绝对数较正常儿童降低，而 ｍＤＣ／ｐＤＣ比值增
高；糖皮质激素治疗后ｐＤＣ绝对数较治疗前增高，而
ｍＤＣ绝对数及ｍＤＣ／ｐＤＣ比值降低；ｃＩＴＰ患儿治疗前
外周血ＤＣｓ较正常儿童高水平表达 ＣＤ８０、ＣＤ８３及
ＣＤ８６，糖皮质激素治疗后 ＤＣｓ的 ＣＤ８０、ＣＤ８３及
ＣＤ８６表达较治疗前均下降，表明ｃＩＴＰ患儿存在ｐＤＣ
减低，不能维持自身免疫耐受，而ＤＣｓ更趋于成熟及
活化状态，导致机体免疫应答过度，抗原递呈功能增

强，导致机体的免疫平衡紊乱，这可能与ｃＩＴＰ的发病
有关，而糖皮质激素可调节ｃＩＴＰ患儿ＤＣｓ亚群并抑
制ＤＣｓ成熟，这可能是糖皮质激素有效地治疗儿童
ｃＩＴＰ的作用机制。

在ＤＣｓ诱导外周耐受功能的主要机制包括促使初
始Ｔ细胞向调节性Ｔ细胞分化及扩增、ＩＬ１０和其他免
疫调节细胞因子的释放以及吲哚胺２，３双加氧酶（ｉｎ
ｄｏｌｅａｍｉｎｅ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＩＤＯ）的表达。活化的调节
性Ｔ细胞反过来又能提供生物活性的干扰素（ＩＦＮ）γ
促进ＩＤＯ在抗原提呈细胞上的表达，因此形成了正反
馈链［１６］。ＩＤＯ是ＤＣｓ长期耐受的信号蛋白［１７］，最近研

究表明 ＩＴＰ患者 ＤＣｓ的 ＩＤＯ表达下降，提高 ＤＣｓ的
ＩＤＯ表达和酶的活性可能是一种治疗ＩＴＰ的很有前途
的方法［１８］，但还需进一步研究以证实。
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