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调节性 !细胞及 "#$%& 基因在再生障碍性贫血
患儿外周血中的变化及意义

王西阁%王晓格%栾斌%胡姬婷

!郑州大学第三附属医院"河南 郑州%#>$$>"#

%%!摘%要"%目的%研究&?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A调节性 B细胞$B3-C%及 D+E/; 基因在再生障碍性贫血$简称再

障%患儿外周血中的表达水平'探讨其在再障发病机制中的作用& 方法%采用流式细胞术分别检测 "! 例慢性再障

$&88%)9 例急性再障$F88%和 !> 例健康儿童$对照组%外周血B3-C细胞的比例变化'并用GBH0&G方法检测其外

周血中D+E/; .G78的表达水平& 结果%F88和 &88组患儿外周血中 &?#

@

B细胞百分比)&?#

@

&?">

@

)

&?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞占&?#

@

B细胞百分比均低于对照组$!I$6$>%'且 F88组低于&88组$!I$6$>%#

相关基因D+E0; .G78在 F88患儿外周血中呈低表达$$6#< J$6$K%L'明显低于对照组$$6<! J$6!"%L和 &88

组$$6=K J$6!#%L'!I$6$>& 结论% 再障患儿外周血 B3-C细胞和 D+E/; .G78表达减低'可能在再障的发病过

程中有重要作用'且 F88表达低于&88'有望用于再障病情严重程度的评估&

!中国当代儿科杂志#'()(#)'$*%&'*) +'*&"

!关%键%词"%再生障碍性贫血#调节性B细胞#流式细胞术#D+E/;#儿童
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%%?</7-697* @<A.970B.%B+()N-O,(C2,-,'-5-N-5O+P&?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

3-CQ52,+3RBS-55O$B3-CO% 2)1 ,'-

-E/3-OO(+) +PD+E/; C-)-() /-3(/'-325T5++1 +PS'(513-) A(,' 2/52O,(S2)-.(2$88% 2)1 ,+O,Q1R,'-(33+5-O() ,'-

/2,'+C-)-O(O+P886C.7;#:/%BA-),RH+)-S'(513-) A(,' S'3+)(S88' 9 A(,' 2SQ,-882)1 !> '-25,'RS'(513-) A-3-

-)3+55-16B'-/3+/+3,(+) +P&?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-CO() &?#

@

BS-55OA2O-N25Q2,-1 TRP5+ASR,+.-,3(S2)25RO(O6B'-

5-N-5+PD+E/; .G78A2O2OS-3,2()-1 TRGBH0&G6D./457/%B'-/-3S-),2C-+P/-3(/'-325T5++1 &?#

@

BS-55O2)1 &?#

@

&?">

@

2)1 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-CO() &?#

@

BS-55O() T+,' ,'-2SQ,-2)1 S'3+)(S88C3+Q/OA2OO(C)(P(S2),5R5+A-3

,'2) ,'2,() ,'-)+3.25S+),3+5C3+Q/ $!

!

$6$>%6B'-2SQ,-88C3+Q/ '21 .+3-1-S3-2O-1 &?#

@

BS-55O2)1 &?#

@

&?">

@

2)1 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-CO/-3S-),2C-S+./23-1 A(,' ,'-&88C3+Q/ $!I$6$>%6B'--E/3-OO(+) +PD+E/;

.G78() /-3(/'-325T5++1 1-S3-2O-1 +TN(+QO5R() ,'-2SQ,-88C3+Q/ $$6#< J$6$KL% S+./23-1 A(,' ,'2,() ,'-)+3.25

S+),3+5$$6<! J$6!"L% 2)1 ,'-&88C3+Q/O$$6=K J$6!#L% $!I$6$>%6E#1954/0#1/%B'-5+A-E/3-OO(+) +PB3-CO

2)1 D+E/; .G78() /-3(/'-325T5++1 .2RT-()N+5N-1 () /2,'+C-)-O(O+P886B'-.+3-1-S3-2O-1 B3-CO2)1 D+E/; .G78

-E/3-OO(+) () 2SQ,-88,'2) S'3+)(S88OQCC-O,O,'-(3/+OO(T5-3+5-O() ,'-2OO-OO.-),+P,'-O-N-3(,R+P886

!E;01F E#17.>%G.:067-' '()(' )' $*%*'*) +'*&"

%%H.8 =#-:/*%8/52O,(S2)-.(2# G-CQ52,+3RBS-55# D5+ASR,+.-,3R# D+E/;# &'(51

%%再生障碍性贫血$2/52O,(S2)-.(2'88%简称再

障'是由于骨髓造血衰竭导致全血细胞生成减少的

一种疾病'研究发现免疫系统紊乱与再障的发生密

切相关'多数再障是 B淋巴细胞介导的自身免疫性

疾病!!"

& 因此'深入研究再障患儿的免疫功能有利

于新的免疫治疗策略& 近年来发现'&?#

@

&?">

@调

节性B细胞 $B3-C细胞%是具有维持自身免疫自稳

作用的B细胞亚群'转录因子 D+E/;$D+3U'-21 T+E

/;% 特异性表达于 &?#

@

&?">

@

B3-C细胞上'对

&?#

@

&?">

@

B3-C细胞发育成熟和功能完善发挥重

(!#"(



第 !" 卷第 # 期
"$!$ 年 # 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6#

8/36"$!$

要作用'其在自身免疫性疾病中的作用逐渐成为研

究热点& 但有关 B3-C细胞在再障发病中的作用目

前尚不清楚'本研究通过检测再障患儿外周血 B3-C

细胞及相关基因 D+E/; 的表达水平'探讨其在再障

发病中的作用&

)I资料和方法

)6)I研究对象

收集郑州大学第三)第一附属医院 "$$K 年 = 月

至 "$$9 年 = 月住院及门诊再障患儿 ;$ 例'诊断标

准参考小儿再障诊疗建议!""

'其中慢性再障$&88%

患儿 "! 例'男 !; 例'女 K 例'中位年龄 >6> 岁$" V

!# 岁%'急性再障$F88%患儿 9 例'男 = 例'女 ; 例'

中位年龄 = 岁$; V!" 岁%'既往均未输血及接受免

疫抑制剂治疗& 本院儿童保健中心同期正常体检儿

童 !> 例作为对照组'男 !$ 例'女 > 例'中位年龄 =

岁$; V!# 岁%& 各组之间性别)年龄差异无统计学

意义'具有可比性&

)6'I主要试剂

荧光鼠抗人 &?#HDWB&'&?">H80&'&?!"<H0X

单克隆抗体'阴性对照鼠抗人 WCY!HDWB&'WCY!H

80&'WCY!H0X'D8&F,2,(+) 流式细胞仪均为美国

Z-S,+) ?(SU()O+) $Z?%公司产品& GBH0&G试剂盒

购自&8[B8Y公司#B3(\+5试剂)引物由上海生工有

限公司合成&

)J&I流式细胞术检测外周血EK*

L

EK'M

L

EK)'N

5#=

!-.3细胞

所有对象均于清晨空腹'采集肘静脉血 !$ .[

$X?B8抗凝%'= '内用流式细胞仪检测& 应用荧光

免疫直接标记法及 D&]检测外周血 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞& 流式管中各加入 !$$

!

[抗凝

全血'然后每管中分别加入不同荧光标记的单克隆

抗体 !$

!

['同型对照分别为WCY!HDWB&'WCY!H80&'

WCY!H0X'振荡混匀'室温避光孵育 "$ .() 后'每管

各加入 ! .[的红细胞裂解液$本实验室配制%'振

荡混匀'室温避光 !$ .()'! $$$ 3̂.()离心> .()'弃

上清液'加入0ZF液 ! .['! $$$ 3̂.() 离心 > .()'

弃上清液'加入 0ZF 液 $6> .[混匀后'应用 D8&H

F,2,(+)流式细胞仪检测'每管标本采集 !$

> 个细胞进

行分析'分析软件使用美国Z?公司提供的&-55_Q-O,

软件'以 &?# 阳性细胞设门'分析 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞所占的百分比&

)J*ID!OGED检测外周血"#$%& >DP?表达水平

采用B3(\+5法常规提取细胞总 G78'按照 B2_H

]2)逆转录试剂盒说明'将 "6$

!

[总 G78逆转录

为S?78'以
"

H2S,()作为内参'D+E/; .G78特异性

引物作0&G反应'0&G产物进行琼脂糖凝胶电泳'

凝胶成像系统扫描'以 D+E/;^

"

H2S,() 表示 D+E/;

.G78表达水平& D+E/; 引物*上游 > H̀B&8YB&H

&8&BB&8&&88YH; '̀下游 > H̀BBY8YYY8Y88Y8&H

&&&8YBH; #̀内参照
"

H2S,()*上游 > H̀&BYYY8&Y8H

&8BYY8Y8888H; #̀ 下 游 > H̀88YY88YY&BYH

Y88Y8YBY&H; &̀ 0&G反应条件*9>a > .()$9>a

;$ O'>>a ;$ O'<"a ;$ O%;> 个循环#<"a K .()#

#a 延伸&

)6MI统计学处理

采用 F0FF !;6$ 统计软件分析'数据用均数 J

标准差$FJ;%表示'以单因素方差分析进行多组间

比较'组间比较采用 [F?法'相关分析采用 /-23O+)

相关系数'!I$6$> 表示差异有统计学意义&

'I结果

'J)I再障患儿外周血!-.3细胞的表达水平

与对照组相比'F88和 &88组外周血 &?#

@

B

细胞百分比)&?#

@

&?">

@及 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

占&?#

@

B细胞的百分比均降低$!I$6$>%'且 F88

组低于&88组$!I$6$>%& 见表 !&

%%表 )I!-.3细胞和"#$%& >DP?的表达I

$FJ;'L%

组别 例数
&?#

@

&?#

@

&?">

@

&?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

D+E/; .G78

对照组 !> ;=69 J;6" =699 J$6#> >6$ J!6> $6<! J$6!"

F88 9

">69 J#6!

2'T

;6#! J$6"!

2'T

"6! J$6K

2'T

$6#< J$6$K

2'T

&88 ";

;!6# J;6K

2

>6!= J$6#!

2

#6K J"6!

2

$6=K J$6!#

H值 ;;6= =K6# >>6< "96>

!值 I$6$> I$6$> I$6$> I$6$>

%%2*与对照组比较' !I$6$>#T*与&88组比较'!I$6$>

'J'I外周血"#$%& >DP?的表达

F88组患儿外周血中D+E/; .G78的表达水平

为$$6#< J$6$K%L'而&88组与对照组外周血中的

表达水平分别为 $ $6=K J$6!# %L和 $ $6<! J

$6!"%L'F88组的D+E/; .G78表达明显低于对照

组和&88组'!I$6$>'后两者比较差异无统计学意

义$!b$6$>%& 见图 !&

'6&I相关性分析

F88组患儿 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞

与 D+E/; .G78表达水平呈正相关 $6c$6<='

!I$6$>% &

("#"(
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(%###%&'

*$$"&'

+$$"&'

,-./0. 122!

322! "#!

456'7

89-:;<=

%%图 )I外周血中"#$%& >DP?的D!OGED产物电泳图

I

F88组的D+E/; .G78表达明显低于对照组和&88组&

&I讨论

有关再障的+免疫介导,发病机制'国内外已经

基本达成共识'认为细胞免疫异常在再障的发病中

起到极为重要的作用& F2U2CQS'(等!;"于 !99> 年首

先报道在人类和小鼠外周血 &?#

@

B细胞中有一亚

群细胞持续高表达 &?"> 分子$W[H" 受体
#

链%'即

&?#

@

&?">

@

B3-C细胞& 随着对这群细胞的深入研

究'认识到B3-C细胞的持续表达在机体免疫抑制反

应和免疫耐受状态方面起重要作用'这种 B3-C细胞

同时具有免疫无能和免疫抑制两大特点'约占外周

血&?#

@

B细胞的 >L V!$L'该细胞数量减少或功

能丧失常导致自身免疫病的发生!#"

& 其功能实现

可通过细胞之间直接接触'也可通过分泌 W[H!$ 和

转化生长因子
"

$BYDH

"

%对局部免疫反应产生抑

制'且这种免疫抑制不具有]d&限制性!>"

&

新近研究表明'再障患者外周血亦存在 B3-C细

胞数量和功能的异常& F+5+.+Q等!="研究证实再障患

者&?#

@

&?">

@

D+E/; B3-C细胞显著低于正常人群'

说明B3-C细胞缺乏与再障发病有关#&'-) 等!<"用抗

原d=$免疫介导的再障小鼠模型中'亦证实 &?#

@

&?">

@

D+E/; B3-C细胞与再障的发生密切相关& 最

近d23,(C2)Hè&+))+3等!K"用&?#)&?">)&?!"< 三色

抗体标记'发现&?!"<在具有免疫抑制活性的&?#

@

&?">

@

B3-C细胞中呈现低表达'因而认为 &?!"< 是

B3-C细胞目前最理想的表面标志物& 本研究用

&?!"<标记B3-C细胞'采用流式细胞术检测了 ;$ 例

再障患儿及 !> 例健康儿童外周血中 B3-C细胞占

&?#

@

B细胞的比例变化'发现急)慢性再障患儿外周

血中 &?#

@

)&?#

@

&?">

@

)&?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C

细胞比例均低于对照组'与 F+5+.+Q 等!="研究结果一

致'提示再障患儿外周血存在 B淋巴细胞异常'即

&?#

@

&?">

@

)&?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞在外周

血比例是降低的'且在 F88中B3-C细胞比例进一步

降低'由此可能导致细胞免疫抑制功能缺陷'自身反

应性B细胞活化'机体免疫耐受被打破'免疫效应细

胞增多'骨髓造血障碍的发生'提示 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞可能参与了再障的发病&

转录因子D+E/; 主要作用是抑制转录'研究发

现D+E/; 基因敲除或突变的小鼠体内 &?#

@

&?">

@

B3-C细胞数量减少'调节功能缺陷'可诱发严重的自

身免疫反应'因此 D+E/; 对机体免疫自稳起决定性

作用'目前作为B3-C细胞内的特征性标志物已得到

公认!9"

& 本研究发现在 F88患儿外周血中 D+E/;

.G78的表达明显低于对照组和 &88组'而后两者

比较差异无统计学意义'提示在 F88免疫发病机制

中可能存在 D+E/; 表达降低从而导致 B3-C细胞免

疫抑制功能不能正常发挥'而&88虽然与正常对照

组相比差异无统计学意义'但均值低于对照组'推测

随病情严重程度不同 D+E/; 基因表达下调'提示

D+E/; 基因在再障的发病中可能发挥了作用&

总之'本研究表明'在再障患儿外周血 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞比例下降'基因 D+E/;

.G78表达水平亦明显低于正常对照'提示 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞及其在 .G78水平的异常

表达可能参与了再障的发生发展'深入研究 &?#

@

&?">

@

&?!"<

5+A

B3-C细胞在再障发病机制中的作

用'可能为再障免疫发病机制提供新的思路'并可能

为再障的免疫调控治疗策略提供有益的启示&
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