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&&!摘&要"&目的&11L;R

'

与免疫细胞分化*凋亡*增殖和细胞因子分泌调控均密切相关#该实验旨在研究急

性特发性血小板减少性紫癜%D[1&患儿外周血淋巴细胞 11L;R

'

/;8L表达变化及其与血浆 DQR!F 的相关性) 方

法&序贯收集 #$$G 年 % 月至 #$$@ 年 G 月符合试验入选标准的急性D[1患儿 "F 例#同时收集相匹配的同期体检儿

童 "$ 例作为对照) ;[R1';法检测D[1患儿外周血淋巴细胞11L;R

'

/;8L的表达#VQDEL法检测血浆中DQR!F 水

平) 结果&急性 D[1患儿外周血淋巴细胞 11L;R

'

/;8L表达显著高于正常对照组!%$7G@ b$7$F& =A%$7"# b

$7$"&#0d$7$""$急性D[1患儿血浆中DQR!F 的含量显著高于正常对照组!%!Y$7#! bFH7#Y&0J_/Q=A%!#!7H# b

!#7Y%&0J_/Q#0d$7$"") 急性D[1患儿血浆中的DQR!F 含量与外周血淋巴细胞11L;R

'

/;8L表达变化呈正相关

%5k$7@%#0d$7$"&) 结论& 急性D[1患儿外周血淋巴细胞11L;R

'

/;8L表达上升#并与 DQR!F 水平呈正相关#

11L;R

'

与DQR!F 可能均参与了急性D[1的发病过程) !中国当代儿科杂志#@AAB#CC$D%&ESG FEGA"

!关&键&词"&急性特发性血小板减少性紫癜$11L;R

'

$DQR!F$儿童

!中图分类号"&;""H

`

7Y&&!文献标识码"&L&&!文章编号"&!$$@ e@@F$%#$$%&$" e$FYG e$H

=*$$).%'0*"*&.2(13*+.%-'0/??8<5

"

(<Y8)Z1$)--0*",0'31.%-(% IL5!F /*"')"'-

0"/30.4$)",0'3%/7')040*1%'30/'3$*(+*/2'*1)"0/17$17$%

Q(#>A%+,*'&/+,# )(-E/+,# S("I.3+,# !"#$!%+*QC/+# >.G#'C+# K.G#$2&*J&+,# )($C3*@&+,OP%=/56D%+638

@&:534&3?3,7/+9 (DDC+3?3,7# $C/+,93+, @%9&:/?>3??%,%# KA/+T&/+,# $C/+,93+, "#H$#F# >A&+/ %)&C E/+,# GD/&?'

?&C8/+,X,9D:O%9CO:+&

&&8+-'$%/'' 9+6)/'0:)&11L;R

'

)A3AA,<)3-.2 ])-( -(.2)NN.4.*-)3-),*# 30,0-,A)A# 04,6)N.43-),* 3*2 <:-,a)*.A.<4.-),*

,N)//C*,6,J)<<.66A7[()AA-C2:)*=.A-)J3-.2 0.4)0(.436?6,,2 6:/0(,?63A-)<11L;R

'

/;8L.\04.AA),* 3*2 )-A<,44.63-),*

])-( 063A/3DQR!F <,*-.*-A)* <()624.* ])-( 3<C-.)2),03-()<-(4,/?,<:-,0.*)<0C40C43%D[1&7;)'3*4-&B)N-:R-(4..

<()624.* ])-( 3<C-.D[1](,].4.)* 6)*.])-( -(.A-3*2342 -.A-?.-]..* E.0-./?.4#$$G 3*2 +C6:#$$@ ].4..*4,66.27B)N-:

(.36-(:<()624.* 2C4)*J-(.A3/.0.4),2 ].4.CA.2 3A-(.<,*-4,6J4,C0711L;R

'

/;8L.\04.AA),* )* 0.4)0(.436?6,,2

6:/0(,<:-.A].4.2.-.<-.2 ?:;[R1';7163A/3DQR!F <,*-.*-A].4.2.-.<-.2 CA)*JVQDEL7<)-7.'-&11L;R

'

/;8L

.\04.AA),* )* 0.4)0(.436?6,,2 6:/0(,<:-.AN4,/3<C-.D[1<()624.* ].4.A)J*)N)<3*-6:()J(.4-(3* -(3-)* -(.<,*-4,6J4,C0

%$7G@ b$7$F =A$7"# b$7$"$ 0d$7$"&7163A/3DQR!F <,*-.*-A)* <()624.* ])-( 3<C-.D[1].4.36A,A)J*)N)<3*-6:

()J(.4-(3* -(,A.)* -(.<,*-4,6J4,C0 %!Y$7#! bFH7#Y 0J_/Q=A!#!7H# b!#7Y% 0J_/Q$ 0d$7$"&7[(.4.]3A3

0,A)-)=.<,44.63-),* ?.-]..* 063A/3DQR!F 6.=.63*2 6:/0(,?63A-)<11L;R

'

/;8L.\04.AA),* )* <()624.* ])-( D[1%5k

$7@%# 0d$7$"&7=*"/.7-0*"-&11L;R

'

/;8L.\04.AA),* )* 0.4)0(.436?6,,2 6:/0(,<:-.A)*<4.3A.2 3*2 ].4.0,A)-)=.6:

<,44.63-.2 ])-( 063A/3DQR!F <,*-.*-A)* <()624.* ])-( 3<C-.D[1# ACJJ.A-)*J-(3-11L;R

'

3*2 DQR!F /)J(-034-)<)03-.)*

-(.03-(,J.*.A)A,N3<C-.D[17 !=30"> =*"')(1?)40%'$# @AAB# CC %D&'ESG FEGA"

&&H)2 ,*$4-'&L<C-.)2),03-()<-(4,/?,<:-,0.*)<0C40C43$ 11L;R

'

$ DQR!F$ '()62

&&过氧化物酶体增生物活化受体
'

% 0.4,\)A,/.

04,6)N.43-,43<-)=3-.2 4.<.0-,4R

'

# 11L;R

'

&属于核激

素受体超家族的亚族#为配体依赖性转录因子#其在

脂代谢*糖代谢和肿瘤细胞的分化和凋亡中起重要

作用) 近年发现#11L;R

'

广泛表达于 [细胞*I细

胞*8i细胞等免疫细胞#参与机体的免疫调节)

11L;R

'

可通过参与调控 [

T

!_[

T

# 细胞分化而发挥

免疫调节功能#而 [

T

细胞因子也可能影响 11L;R

'

的表达#有实验证明细胞[

T

# 型细胞因子%如 DQRH&

可诱导8i细胞表达 11L;R

'

) 本研究旨在观察急

(GYF(
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性特发性血小板减少性紫癜%D[1&患儿外周血淋巴

细胞11L;R

'

/;8L表达及与血浆 DQR!F 水平的相

关性#探讨DQR!F 及11L;R

'

在急性D[1发病中的可

能作用机制)

CQ资料与方法

C7CQ研究对象及分组

"F 例急性 D[1患儿系广东医学院附属第一医

院和附属湛江中心医院住院病人#男 #" 例 #女 #@

例#年龄 # 个月至 @ 岁#平均为 "7# b!7@ 岁#均符合

急性D[1诊断标准#为急性D[1组$正常对照组为 "$

例健康体检儿童#男 #Y例#女 #H 例#年龄 F o% 岁#平

均为 "7H b#7H岁)

C7@Q试剂和仪器

引物合成%上海生工生物工程技术服务有限公

司&#淋巴细胞分离夜%中国医学科学院生物工程研

究所&#>R(3*aA液%美国 EDM9L&#[4)O,6试剂%D*R

=)-4,J.*公司&#异丙醇%上海西唐生物科技有限公

司&#氯仿%迪申生物技术上海有限公司&#人 DQR!F

VQDEL试剂盒%I),A,C4<.公司&#紫外可见分光光度

计%型号'U5R#""$#日本岛津&#移液器%德国V00.*R

2,4N&#电泳系统 %美国 IDZR;L>&#1';仪 %型号'

93A-.4<:<6.4"FFF#德国 V00.*2,4N&#电子天平 %型

号'nE##"L#瑞士 14.<)A3&#台式低速离心机%型号'

"G$##德国 V00.*2,4N&#高速冷冻离心机 %型号'

'B!Y;n#日本日立&#超高灵敏度全自动凝胶成像

分析系统%型号'D*N)*)-:#法国5Q&)

C7EQ方法

清晨空腹抽肘静脉血 # /Q#肝素抗凝#

# $$$ 4_/)*#离心 !$ /)*#血液分为三层) 取上

层血浆至 !7" /QV1管中# eG$l低温冰箱冻存#用

作细胞因子DQR!F 的测定$取中间层白细胞#移至一

新试管中#用作淋巴细胞总;8L的提取)

!7F7!&总;8L的提取和定量&&按照 !h! 的体积

比例#向装有白细胞的试管加入>R(3*aA液#混匀后

! $$$ 4_/)*#离心 " /)*#取中间膜状物加入到装有

! /Q的淋巴细胞分离液的 !7" /QV1管中#进行单

个核细胞的提取#采用吸附柱过滤法分离淋巴细胞)

经1IE液洗涤后加 ! /Q[4)O,6#于旋涡振荡器上低

速震匀#室温放置 " o!$ /)*) 加氯仿 $7# /Q#混

匀#室温静置 F /)*) Hl# !# $$$ 4_/)*# 离心

!" /)*) 吸取上清液至新的 !7" /QV1管中#加

$7" /Q%等体积&异丙醇#Hl#!# $$$ 4_/)*#离心

!$ /)*) 弃去上清液#加 >V1'及新配制的 G"c乙

醇 ! /Q洗涤总;8L#Hl#G "$$ 4_/)*#离心 " /)*#

弃去上清液#瞬时离心后用小吸管吸尽残留液体#置

冰浴盒上#自然干燥#置eG$l冰箱保存)

!7F7#&<>8L的合成&&逆转录反应体系列为

#$

!

Q#包括;8L#

!

J#Z6)J%2[&!@ $7"

!

J#28[1A

!7$ //,6_Q#;83A)* H$ U#9R9CQ5逆转录酶 #$$ U

%[3i3;3生物公司&#" g;[缓冲液 H

!

Q) H#l孵

育 Y$ /)*#%"l灭活酶 " /)*#最后将逆转录产物用

于1';扩增)

1';扩增'根据 M.*I3*a 序列设计引物'引物

正义链%"SRFS&' [MLMMLMLLM['L'L'['[M#反义

链%"SRFS&'[MMM['LM'['[[M[MLL[M#产物长度

#H! ?0#内参照'

"

R3<-)* 引物正义链%"SRFS&'LM[[R

MLMMMMML'[[['''LMM'#反义链%"SRFS&''''[R

MMMLLLM[''''['LL'[#产物长度 #!% ?0) ;[R

1';反应体系'%Hl预变性 " /)*#%Hl变性 F$ A#

Y#l退火 F$ A#G#l延伸 F$ A#循环 F" 次#最后 G#l

延伸 G /)*) 取 "

!

Q1';产物在含有溴化乙锭

%VI&的 !7"c琼脂糖凝胶中电泳)

!7F7F &细胞因子 DQR!F 的检测&&取冻存于

eG$l低温冰箱的血浆#严格按照说明书用 VQDEL

法检测DQR!F 的含量)

C7WQ统计学处理

全部数据均经 ELE !$7$ 统计软件分析) 数据

用均数b标准差%Hb<&表示#构成比采用
!

# 检验#

独立样本均数间的比较采用独立样本均数间 6检

验#双变量间的相关分析用二变量相关检验#0d

$7$"表示差异有显著性)

@Q结果

@7CQ两组一般情况比较

两组研究对象的一般情况见表 !) 急性 D[1组

血小板数量明显低于正常对照组%0d$7$!&) 两组

在年龄*性别构成*体重指数*红细胞数量*白细胞数

量*血红蛋白*心率*体温*呼吸频率方面差异无显著

性意义%0q$7$"&)

@T@Q急性I[?组与正常对照组??8<5

"

(<Y8表

达水平及血浆IL5CE 含量比较

将1';电泳凝胶图用 V3J6.V:.6D型图像分析

系统测量#计算 11L;R

'

/;8L表达的相对值%图

!&) 由表 # 显示#急性 D[1患儿 11L;R

'

/;8L表

达水平明显高于正常对照组#同样发现急性 D[1患

儿血浆DQR!F 水平明显高于正常对照组)

(@YF(
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表 CQ急性D[1组和正常对照组一般资料比较

分组 例数
年龄

%岁&

男性

!例数%c&"

体重指数

%aJ_/

#

&

红细胞

% g!$

!#

_Q&

血红蛋白

%J_Q&

血小板

% g!$

%

_Q&

白细胞

% g!$

%

_Q&

心率

%次_/)*&

体温

%l&

呼吸频率

%次_/)*&

正常对照组 "$ "7F% b#7F" #Y%"#& !Y7% bF7H H7% b!7# !"H b!$ !@Y7F b!H7Y Y7@ b#7G @$ b!$ FG7! b$7H !Y bF

急性D[1组 "F "7!" b!7G@ #"%HG& !G7# b#7G "7! b$7Y !"# b!#

#"7Y b!#7F

3

Y7F b!7# @F bY FG7# b$7@ !G b#

&&注'以上测量数据均是在抽血前常规检查项目内容) 3'与正常对照组比较#0d$7$!)

!"#$$%&'

()#%&'

)##%&'

*)$"&'

!$$"&'

)$"&'

*+!"&'

*!,"&'

&&图 CQ?=<电泳凝胶图Q

Q3*.! 和Q3*.# 为急性D[1组#

Q3*.F*Q3*.H 为正常对照组#Q3*."*Q3*.Y 为阴性对照组%未加

11L;R

'

引物&##H! ?0处为11L;R

'

##!% ?0处为
"

R3<-)*)

&&表 @ Q急性 I[?组与正常对照组外周血 ??8<5

"

(<Y8表达及血浆IL5CE 水平比较
%Hb<&

组别 例数 1L;R

'

/;8L DQR!F%0J_/Q&

正常对照组 "$ $7H# b$7$% !#!7H# b!#7Y%

急性D[1组 "F

$7G@ b$7!H

3

!Y$7#! bFH7#Y

3

&&3'与正常对照组比较#0d$7$")

@TE Q急性 I[?患儿外周血淋巴细胞 ??8<5

"

(<Y8表达与血浆IL5CE 水平的相关性分析

将11L;R

'

/;8L表达与血浆 DQR!F 水平进行

相关性分析#如图 # 所示#急性 D[1组 11L;R

'

/;8L表达越高#血浆中 DQR!F 的水平均越高#二者

呈正相关%5k$7@%#0d$7$"&)

!
"
#
$
%
&
'
(
)
*
"
+

,,-

,--

./0

.10

.20

$,0

034 051 -67 05/ 058 .

99:;<= *;>:!"#$%&

?@,0,582AB85/714

;

,

@0577%%

&&图 @Q外周血 ??8<5

"

(<Y8表达与血浆 IL5CE 水平

的相关趋势图

EQ讨论

D[1是一种获得性自身免疫性疾病#在儿童群

体中年发病率约为 H o@_!$ 万!!"

#男女无明显差异#

可发生于任何年龄#但以婴幼儿多见#大多数为急

性#急性型半数以上患者于发病前 F 周内有病毒感

染病史#起病急#自发性皮肤与黏膜出血为主要症

状#少数发展为慢性D[1

!#"

) 近年来研究发现#细胞

免疫在急性D[1的发病机制中扮演着极其重要的角

色) 急性D[1患者体内可检测到自身反应性 '>H

`

[细胞#这些[细胞能辅助 I细胞产生针对血小板

表面糖蛋白的自身抗体!F"

#自身反应性 '>H

`

[细

胞的异常激活是 D[1发病机制的始动环节之一!H"

)

11L;R

'

参与固有性免疫应答的发生#树突细胞的

分化成熟$抑制树突细胞摄取抗原后向引流淋巴结

的迁移#影响抗原递呈过程$抑制炎性因子的释放及

白细胞的聚集来控制炎症!""

) 11L;R

'

在免疫内环

境稳定中发挥重要作用#随着对 11L;R

'

研究日益

深入#发现其在自身免疫性疾病*炎症反应*超敏反

应*移植免疫及先天性免疫中发挥重要的作用#例如

11L;R

'

能够通过抑制 8BR

*

I基因表达#增强识别

自身抗原肽9T'[细胞无活性的能力#增强了对自

身抗原的耐受#从而避免对机体的损伤!Y#G"

) [R?.-*

ML[LRF 是[

T

$ 向[

T

!#[

T

# 分化重要的靶基因转录

因子#11L;R

'

能够以下调 [R?.-或上调 ML[LRF 表

达#或增强ML[LRF 核定位#影响[

T

!#[

T

# 类细胞因

子如 DB8R

'

#DQRH 合成与分泌来调控 [

T

细胞平

衡!@"

) 在超急性排斥反应中# 11L;R

'

能调控其靶

基因 'ZnR##抑制花生四烯酸代谢产物 1MV# 和

[nL# 的合成#避免1MV# 和 [nL# 对内皮组织损伤

及诱导微血栓形成#从而抑制了超急性排斥反应的

发生$对于急性排斥反应#实验证明给予 11L;R

'

激

动剂匹格列酮明显提高在急性排斥反应中的小鼠存

活率!%"

)

DQR!F 由I细胞*肥大细胞及活化的 [细胞产

生#在I细胞的增殖和分化*DJV的类别转换中起到

重要作用) ',A-.等!!$"发现#DQR!F 能够活化小鼠腹

(%YF(
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膜巨噬细胞的 11L;R

'

#通过甘露糖受体表达途径#

促进白色念珠菌胃肠道中的吸收和杀灭) 对有免疫

力或免疫缺陷的小鼠腹腔注射 DQR!F 后#通过空腔

感染酵母菌 @ 2 后#显示可以减少胃肠道中白色念

珠菌的定居) 组织因子%[B&#以前称为凝血酶原激

酶#是凝血级联反应的关键起始因子#它结合因子

5DD3#导致因子Dn和 n因子的激活#并最终导致纤

维蛋白的形成#纤维酸衍生物是治疗血脂异常的一

类药物#而这些药物可以通过激活过氧化物酶体增

殖物激活受体R

(

%11L;R

(

&#来减少单核细胞和巨噬

细胞的[B表达) 在单核细胞中#DQR!F 也可以阻止

[

T

! 细胞诱导的[B的表达#由于 11L;R

(

和 11L;R

'

具有相似的性质#11L;R

'

和 DQR!F 在阻止 [B表

达方面有一定的相似功能!!!"

)

最近的研究发现#巨噬细胞中的 11L;R

'

是血

管粥样硬化病变中胆固醇自身稳定的重要调节因

子#在鼠类模型中#11L;R

'

促效药能够减弱炎症反

应及动脉粥样硬化的进展# DQR!F 能够增加低密度

脂蛋白的氧化作用#阻止动脉内壁的脂肪沉滞的作

用#同样可以减弱动脉粥样硬化的进展#但两者之间

的具体关系尚未阐明!!#"

) 有研究发现#在肠道样

'3<,R# 细胞中#11L;R

'

的配体曲格列酮能够显著

增加白细胞介素R!F 的产生!!F"

) 但至今 11L;R

'

与

DQR!F 的关系在临床中的研究尚未见报道#我们的研

究发现#在急性D[1患儿中外周血淋巴细胞11L;R

'

/;8L表达与血浆 DQR!F 水平呈正相关#11L;R

'

与

DQR!F 可能均参与了急性D[1的发病过程#具体机制

尚需要进一步的研究)
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