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$$!摘$要"$目的$通过分析急性特发性血小板减少性紫癜#XT/$儿童血中转录因子T<E,+和CATA; -?6A的

表达及细胞因子XF6<

/

和XJ<@ 的含量'探讨急性 XT/发病机制中 T&!KT&" 细胞分化的趋势及其与转录因子的关

系& 方法$利用?T</%?技术'测定急性 TX/患儿发作期#) H;#$和缓解期#) H":$外周血中 T<E,+和 CATA;

-?6A的表达'并使用OJXPA法检测血浆XF6<

/

和XJ<@ 含量& "# 例健康儿童作为对照组& 结果$XT/患儿发作期

血中T<E,+-?6A表达和XF6<

/

含量明显高于缓解期和对照组##_#5#!$& 发作期血中CATA; -?6A表达和XJ<@

的含量明显低于缓解期和对照组##_#5#!$& 结论$ 儿童急性XT/存在明显的T&! 优势分化现象'且可能与转录

因子T<E,+和CATA; 的调控作用有关& !中国当代儿科杂志##/!/#!#$!%&#N 0$!"

!关$键$词"$特发性血小板减少性紫癜% T&!KT&"% 转录因子%细胞因子%儿童

!中图分类号"$?9"=5=@>$$!文献标识码"$A$$!文章编号"$!##: 8::;##"#!#$#! 8##"7 8#;

2B'*4<<87973W@C46)9AX&W&$ 895:8;A*49L86:)5>648A87')6:856:*7?C75=67'4985

'>*'>*)

TK6MG/3092)' %&,67FG:)082/' =5;(20F/2>?(@/$AB()A3C#(E2A$2H"' ,CC2D2/A(E &3"@2A/D3C5)))($93)*3D2/ 9(E2H/D

F3DD(*(' &3GG3A#!##=#' FG2)/ #KB/2D*$()"B""lJ/G33>H3B>H)$

$$&C<6*)56* DCE4568F4$T*W+Z0U+&,,\.2,WW'*( *[+21(WS2'.+'*(14[1S+*2WT<E,+1(0 CATA; -?6A1(0 +&,4,R,4W*[

XF6<

/

1(0 XJ<@ '( E4**0 '( S&'402,( f'+& 1SZ+,'0'*.1+&'S+&2*-E*SU+*.,('S.Z2.Z21#XT/$ 1(0 '(R,W+'G1+,+&,+,(0,(SU*[

.*412'Q1+'*( *[T&!KT&" '( S&'402,( f'+& XT/5G46:7A<$N4**0 T<E,+1(0 CATA; -?6A,\.2,WW'*( f,2,,\1-'(,0 ZW'(G

?T</%?1(0 .41W-1XF6<

/

1(0 XJ<@ 4,R,4Wf,2,-,1WZ2,0 ZW'(GOXAPA'( S&'402,( f'+& 1SZ+,XT/'( 1SZ+,#) H;#$ 1(0

2,-'WW'*( W+1G,W#) H":$5Tf,(+U&,14+&US&'402,( W,2R,0 1W+&,S*(+2*4W5H4<>;6<$N4**0 T<E,+-?6A,\.2,WW'*( 1(0

XF6<

/

4,R,4W'( S&'402,( f'+& XT/'( +&,1SZ+,W+1G,f,2,-12I,04U&'G&,2+&1( +&*W,'( +&,2,-'WW'*( W+1G,1(0 S*(+2*4W

##_#5#!$5X( S*(+21W+' E4**0 CATA; -?6A,\.2,WW'*( 1(0 XJ<@ 4,R,4W'( S&'402,( f'+& XT/'( +&,1SZ+,W+1G,f,2,

W'G('['S1(+4U4*f,2+&1( +&*W,'( +&,2,--'WW'*( W+1G,1(0 S*(+2*4W##_#5#!$5I795;><879<$T&,&'G& ,\.2,WW'*( *[T<E,+

1(0 XF6<

/

1(0 +&,4*f,\.2,WW'*( *[CATA; 1(0 XJ<@ '(0'S1+,+&,,\'W+,(S,*[T&! .*412'Q1+'*( '( S&'402,( f'+& 1SZ+,XT/5

T&'W-'G&+E,2,41+,0 +*+&,2,GZ41+'*( *[T<E,+1(0 CATA;5 !I:89J I7964?'.4A8)6*' #/!/' !# #!$*#N 0$!"

$$K4= L7*A<*$X0'*.1+&'S+&2*-E*SU+*.,('S.Z2.Z21% T&!KT&"%T21(WS2'.+'*(14[1S+*2% %U+*I'(,% %&'40

$$特发性血小板减少性紫癜#'0'*.1+&'S+&2*-E*<

SU+*.,('S.Z2.Z21'XT/$的发病机制尚未完全明确'

学者们认为与多种病毒感染有关!!"

'但最终是血小

板特异性自身抗体在该病的发病中起关键作用'而

这些自身抗体的产生有赖于一个极其复杂的免疫调

控网络!""

'以往研究多从细胞因子水平分析其免疫

紊乱状态'但结果不甚一致'有的发现呈T&! 优势分

化状态!;"

'有的却认为呈 T&" 优势分化状态!@"

& T&

分泌细胞因子受多种因素影响!="

'其中转录因子 T<

E,+和CATA; 发挥着关键作用!>"

& T<E,+促进 T&!

细胞的发育'抑制T&" 细胞的发育及其细胞因子的

产生%CATA; 促进 T&" 细胞的发育'抑制 T&! 细胞

的发育及其细胞因子的产生'两者最终决定T&细胞

向T&! 方向分化还是向 T&" 方向分化!>"

& 近年来'

T<E,+和CATA; 与疾病的相关性引起了人们的重

视!9<:"

'但有关 T<E,+和 CATA; 与儿童 XT/的关系'

国内外未见报道& 因此'本课题检测了儿童急性

XT/不同时期血中 T<E,+和CATA; -?6A的表达以

及XF6<

/

和XJ<@的含量'旨在探讨急性XT/T&!KT&"

细胞分化趋势及其与转录因子的关系'为儿童急性

XT/免疫诊断和治疗的研究奠定基础&

(7"(
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! "对象与方法

!5!"研究对象

为 "##> 年 7 月至 "##9 年 !" 月在我院儿科住

院的 ;# 例急性XT/患儿'其中男 !7 例'女 !! 例'平

均发病年龄为 =5# L;5# 岁'符合.诸福棠实用儿科

学/的XT/诊断标准!7"

& 急性发作期的纳入标准为

首次发病'并在院外未应用丙种球蛋白)糖皮质激素

等影响免疫状态的药物'排除慢性 XT/和药物等引

起的继发性血小板减少性紫癜及过敏性紫癜& 急性

发作期病例经治疗后取得缓解 ": 例& 缓解标准依

据文献执行!!#"

*急性XT/发病治疗后持续 " 周内无

出血症状'每隔 ; 0测血常规一次'连续 ; 次血小板

计数
"

!## s!#

7

KJ& 对照组 "# 名'均为在我院儿科

门诊进行体检的同群体健康儿童'其中男 !# 名'女

!# 名'平均年龄 =5" L"5= 岁'近 @ 周内均无感染)

过敏和与免疫密切相关的疾病史或家族史'年龄)性

别构成与XT/组差异无显著性&

!5#"方法

!5"5!$主要试剂及仪器$$XF6<

/

和 XJ<@ 的

OJXPA试剂盒购自尚柏生物医学技术有限公司%

?6AW'-.4,T*+14?6Ab'+购自天根生化科技有限公

司% X-.2*-<

1

T̀ ?,R,2W,T21(WS2'.+1W,购自 /2*<

-,G1公司%余?T</%?试剂和/%?扩增引物均购自

宝生物工程有限公司& 酶标仪由美国 /,2I'( O4-,2

公司提供% TO%D6O/%?仪由英国F4,\'G,(,公司提

供%凝胶图象分析仪由C*NBp基因有限公司提供&

!5"5"$标本采集$$抽取柠檬酸钠抗凝静脉血

"5= -J'其中 " -J用于检测细胞因子'另 #5= -J

立即进行总?6A的提取&

!5"5;$?T</%?法检测 T<E,+和 CATA; -?6A表

达$$外周血总 ?6A提取及鉴定依循 ?6AW'-.4,

T*+14?6Ab'+操作说明提取总?6A'以琼脂糖电泳

分析?6A的完全性%?T反应合成 SV6A按 T1b1?1

?'E*(ZS4,1W,X(&'E'+*2试剂盒说明书进行& ?T</%?

反应各目的基因引物序列见表 !&

表 !"HW@.IH反应引物序列及扩增长度

引物名称 扩增长度#E.$ 引物序列

!

<1S+'( @=# #上游$%%AC%T%A%%ATCCATCATC

#下游$C%%ACACC%CTA%ACCCATA

T<E,+ ;:> #上游$T%%T%T%%TA%%%AA%%ACT

#下游$TT%C%%%ACT%%TCAAT%A%

CATA; ;#: #上游$%TCCC%AAT%ACTCTTA%%C

#下游$T%%CAC%A%AA%%A%%TTAC

$$/%?反应体系*!

'

J反转录产物%!

'

J06T/

'̀\+Z2,%=

'

J!# sO\T1g NZ[[,2%@"5;=

'

J灭菌蒸馏

水%#5"=

'

JT1b1?1O\T1g%#5"

'

J特异性上游引

物#或
!

<1S+'(上游引物$% #5"

'

J特异性下游引物

#或
!

<1S+'(下游引物$& /%?反应条件* 7=n = -'(

! 个循环'7@n ;# W,S)>!5>nK=:59nK==n ;# W,S)

9"n ;# W,S;# 个循环'9"n !# -'( ! 个循环#退火

温度
!

<1S+'( 为 >!5>n)CATA; 为 =:59n)T<E,+为

==n$& 取 T<E,+)CATA; 及
!

<1S+'( 扩增产物 =

'

J

在 !5"]琼脂糖凝胶中'"## 3电泳 "# -'('将凝胶

电泳图输入 b*01I V'G'+14PS',(S,PUW+,-凝胶成像

系统'应用C,(,P(1. [2*-WU(G,(,和C,(,T**4[2*-

WU(G,(,2Z1(软件进行各条带平均灰度值分析表达'

结果判定以同时扩增的
!

<1S+'(为内参照'用转录因

子K

!

<1S+'(的比值表示转录因子相对表达量&

!5"5@$OJXPA法检测XF6<

/

和XJ<@ 的血浆含量

以BV值为纵坐标'以标准品浓度为横坐标'绘制标

准曲线& 根据血浆样品的 BV值在标准曲线查出'

得出相应的血浆XF6<

/

和XJ<@ 浓度&

!5$"统计学处理

采用 P/PP !;5# 统计软件作统计分析& 计量资

料以均数L标准差#!L"$表示'采用 .检验和 Q检

验& 外周血XF6<

/

)XJ<@ 含量与T<E,+)CATA; -?6A

的相关性分析采用直线相关分析& #_#5#= 为差异

有显著性&

#"结果

#%!"外周血W@C46和X&W&$ ?HQ&表达

XT/患儿发作期 T<E,+-?6A表达高于缓解期

和对照组'且缓解期亦高于对照组##_#5#!$%而发

作期CATA; -?6A的表达低于缓解期和对照组'且

缓解期亦低于对照组 ##_#5#!$& 见表 "&

$$表 #"各组W@C46及X&W&$ ?HQ&表达
$#!L"$

组别 例数 T<E,+ CATA;

对照组 "# #5!! L#5#! #5!@ L#5#!

XT/组

$发作期 ;#

#5@# L#5#!

1'E

#5#: L#5#>

1'E

$缓解期 ":

#5"# L#5#!

1

#5!; L#5#!

1

.值 ";==5>: !>;57@

#值 #5### #5###

$$1*与对照组比较'#_#5#!% E*与缓解期比较'#_#5#!

#%# "血浆MZQ@

!

和MV@+ 含量

XT/患儿发作期血浆 XF6<

/

含量高于缓解期和

对照组'且缓解期亦高于对照组##_#5#!$%而发作

(#;(



第 !" 卷第 ! 期
"#!# 年 ! 月

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

中国当代儿科杂志
%&'( )%*(+,-. /,0'1+2

3*45!" 6*5!

)1(5"#!#

期XJ<@ 含量低于缓解期和对照组'且缓解期亦低于

对照组##_#5#!$& 见表 ;&

$$表 $"各组MZQ@

!

及MV@+ 的浓度
$#!L"' .GK-J$

组别 例数 XF6<

/

XJ<@

对照组 "# !@75; L!#59 ">5@ L!5=

XT/组

$发作期 ;#

">75; L!;5#

1'E

!"5; L!5!

1'E

$缓解期 ":

!9:5: L959

1

"!5@ L!5@

1

.值 :::=5;9! 9"=5;:"

#值 #5### #5###

$$1*与对照组比较'#_#5#!% E*与缓解期比较'#_#5#!

#%$"MZQ@

!

'MV@+ 和W@C46'X&W&$ 相关性分析

XT/发作期与缓解期及对照组 XF6<

/

含量与

T<E,+-?6A表达均呈正相关 ##_#5#!$'而与

CATA; -?6A表达均呈负相关##_#5#!$% XJ<@ 含量

与CATA; -?6A表达均呈正相关##_#5#!$'而与

T<E,+-?6A表达均呈负相关##_#5#!$%XF6<

/

KXJ<@

比值与T<E,+KCATA; 比值呈正相关##_#5#!$&

$"讨论

辅助性T淋巴细胞按其分泌细胞因子的不同

可分为T&! 和T&" 细胞'T&# 为 T&! 和 T&" 的前体

细胞& T&! 细胞主要分泌白细胞介素#XJ$")

/

<干扰

素#XF6<

/

$等%T&" 细胞主要分泌XJ<@)XJ<!# 等& 其

中'XF6<

/

是T&! 的特征性细胞因子'XJ<@ 是 T&" 的

特征性细胞因子& XF6<

/

能促进 T&# 向 T&! 细胞分

化及T&! 类细胞因子的产生'而抑制 T&" 类细胞因

子的产生%相反'XJ<@ 可促进T&# 向T&" 细胞分化及

T&" 类细胞因子的产生'而抑制 T&! 类细胞因子的

产生& 转录因子 T<E,+和 CATA; 由于可分别与

XF6<

/

基因和 XJ<@ 基因的启动子区结合'而对 T&!

和T&" 两类细胞的发育分化及细胞因子分泌起中心

调节作用!!!"

& 本研究发现急性 XT/患儿发作期血

T<E,+-?6A表达和XF6<

/

含量明显高于对照组'而

CATA; -?6A表达和XJ<@ 含量显著低于对照组'提

示儿童急性 XT/存在 T&! 优势分化'与张鲁勤等!;"

报道一致'其中T<E,+的过表达或CATA;的表达缺陷

可能是急性XT/患儿存在T&!优势分化的重要原因&

另外'本研究还发现在XT/缓解期血中T<E,+和

CATA; -?6A的表达强度和 XF6<

/

和 XJ<@ 的含量

与对照组比较差异也有显著性& 这可能与部分病例

取材于缓解期早期有关& 由于从转录因子T<E,+K

CATA; 水平分析急性XT/患儿 T& 免疫紊乱状态的

研究较少'因而尚需增加样本含量'严格掌握各期纳

入和排除标准'并在缓解期不同时间段采样做对比

分析'以反复多次实验验证&

本研究提示儿童急性 XT/免疫紊乱的发生与

T&!KT&" 两类细胞因子间平衡紊乱有关'而转录因

子则在更高的层面调控着细胞因子的水平& 急性

XT/患儿 T&! 优势表达受到核转录因子 T<E,+和

CATA; 调控的影响'其中 T<E,+高表达诱导了 T&!

的优势分化'CATA; 的低水平则抑制了 T&" 的分

化'最终表现T&向 T&! 的漂移& 为此'在临床工作

中可通过对转录因子进行检测了解患儿的免疫紊乱

状态'可能为儿童急性 XT/的实验室诊断开辟一个

新的研究前景& 针对急性 XT/患儿 T&! 功能的亢

进'如在细胞分化的上游环节进行干预'调控 T<E,+

和CATA; 的表达水平'则有望从可能的源头上逆转

急性XT/患儿的 T&! 优势状态'下调 T&! 类细胞因

子的表达)上调T&" 类细胞因子的表达'达到免疫治

疗的目的'为儿童急性 XT/的免疫辅助治疗提供新

的思路&
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