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类风湿性关节炎患者ＣＴＬ和ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ和穿孔素的表达及临
床意义
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［摘要］　目的：检测类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）患者外周血Ｔ杀伤细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）和自

然杀伤细胞（ＮＫ）中颗粒酶素Ｂ和穿孔素的表达，探讨其可能的临床意义。方法：取２５例健康者、４３例ＲＡ患者（３１例活动

期、１２例稳定期；初发１６例、复发２７例）外周血及其中１５例患者（初发８例、复发７例）关节液标本。采用三色流式细胞术胞

内检测外周血及关节液标本中ＣＴＬ、ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ和穿孔素的表达。结果：ＲＡ患者关节滑膜液中ＣＴＬ和ＮＫ细胞颗

粒酶素Ｂ及穿孔素的表达显著高于ＲＡ患者健康者外周血（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。活动期ＲＡ患者外周血ＣＴＬ和 ＮＫ细胞

表达颗粒酶素Ｂ、穿孔素明显高于稳定期ＲＡ患者（Ｐ＜０．０１或Ｐ＜０．０５）。初发和复发患者关节液及外周血中二者表达无显

著差异。结论：ＲＡ患者外周血及关节液中ＣＴＬ和ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ及穿孔素的表达显著高于正常人外周血，对其水平的

检测利于判断疾病活动程度，但对判断疾病初发、复发的意义不大。
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　　类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种常见

的累及滑膜和关节的慢性自身免疫性疾病。其关节液中浸

润较多的炎症细胞，如：Ｔ淋巴细胞、巨噬细胞、浆细胞和ＮＫ
细胞，这些细胞引起免疫炎症反应，导致关节和滑膜的破坏。

细胞毒淋巴细胞是参与机体免疫病理损伤的重要细胞，主要

包括杀伤性Ｔ（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）细胞（ＣＤ３＋／

ＣＤ８＋）和ＮＫ细胞（ＣＤ３－／ＣＤ１６＋５６＋），均依赖穿孔素（ｐｅｒ

ｆｏｒｉｎ，Ｐｆ）和颗粒酶素Ｂ（ｇｒａｎｚｙｍｅＢ，ＧｚＢ）发挥细胞毒性作

用。穿孔素可以在靶细胞的胞膜上形成许多贯穿细胞内外

的圆柱形孔，利用胞内外渗透压的差异使细胞裂解。颗粒酶

素Ｂ属于ｓｅｒｉｎｅ蛋白酶家族，在ＣＴＬ及 ＮＫ细胞的胞质颗

粒中与穿孔素共分泌，经过穿孔素形成的小孔进入靶细胞

内，导致细胞死亡。为了探讨ＲＡ患者ＣＴＬ、ＮＫ细胞穿孔

素和颗粒酶素Ｂ表达的变化及其临床意义，本研究采用三色

流式细胞术对ＲＡ患者外周血及关节液中穿孔素和颗粒酶

素Ｂ的表达进行检测。

１　材料和方法

１．１　临床资料　ＲＡ患者４３例，年龄２４～６０（４４．６±９．３）

岁，病程１～１０年。诊断依据参照１９８７年美国风湿病学会

修订的ＲＡ诊断标准。共检测４３例ＲＡ患者外周血和１５例

患者关节滑膜液。根据病史将患者分为初发和复发，其中初

发病例外周血１６例，复发病例２７例；初发患者关节液８例，

复发患者７例。根据患者的病情分为活动期和非活动期，其

中活动期患者３１例，非活动期１２例。具体的活动性标准依

据如下：（１）关节晨僵时间≥６０ｍｉｎ；（２）关节疼痛≥５个；（３）

关节肿胀≥３个；（４）红细胞沉降率（ＥＳＲ）≥３０ｍｍ／１ｈ；（５）

Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）≥正常上限１．５倍。符合（２）、（３）并有

（１）、（４）、（５）其中一项即判定为活动期。对照组为年龄和性

别相匹配的健康体检者，共２５例。所有受试者均签署知情

同意书。

１．２　试剂　抗人ＣＤ３ＰＥＣＹ５、ＣＤ８ＰＥ、ＧｚＢＦＩＴＣ抗体；

ＩＣＦｉｘａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，１０×ＰｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ购自美国

ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ。抗人ＣＤ１６、ＣＤ５６ＰＥ、ＰｆＦＩＴＣ、红细胞裂解液

购自美国ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ。同型对照抗体分别购自相应的公

司。

１．３　标记步骤　采用肝素抗凝采集外周血和关节液。每个

样品检测４管，分别是：ＣＤ３ＰＥＣＹ５、ＣＤ８ＰＥ、ＧｚＢＦＩＴＣ；

ＣＤ３ＰＥＣＹ５、ＣＤ８ＰＥ、ＰｆＦＩＴＣ；ＣＤ３ＰＥＣＹ５、ＣＤ１６ＣＤ５６

ＰＥ、ＧｚＢＦＩＴＣ；ＣＤ３ＰＥＣＹ５、ＣＤ１６ＣＤ５６ＰＥ、ＰｆＦＩＴＣ。取

１００μｌ样品加入两试管中，第１管加入ＣＤ３ＰＥＣＹ５、ＣＤ８

ＰＥ抗体各５μｌ，第２管加入ＣＤ３ＰＥＣＹ５、ＣＤ１６ＣＤ５６ＰＥ抗

体各５μｌ。室温、避光、静置２０ｍｉｎ。每管中各加入红细胞

裂解液１ｍｌ，混匀，室温、避光、静置１０ｍｉｎ。１２００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，去除上清液；各加入１ｍｌＰＢＳ，摇匀后１２００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，去除上清液。每管加入固定液（ＩＣＦｉｘａｔｉｏｎＢｕｆｆ

ｅｒ）１００μｌ，室温、避光、静置２０ｍｉｎ；每管各加入１ｍｌ穿孔液

（ＰｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ），混匀，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸

上清弃去；每管加入２００μｌ穿孔液。将１、２号管混匀，各管

均分为２管，分别加入ＧｚＢＦＩＴＣ、ＰｆＦＩＴＣ抗体各５μｌ。涡

旋混匀，室温、避光、静置２０ｍｉｎ。各加入１ｍｌ穿孔液洗涤，

１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清。将细胞溶至４００μｌ含

０．５％多聚甲醛的ＰＢＳ缓冲液。同型对照抗体处理步骤和检

测样本相同，仅将检测抗体换为同型对照抗体。

１．４　检测　采用美国ＢＤ公司的ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪
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进行检测，上样检测前用ＢＤ公司的标准校准微球进行仪器

的校准，并用单标和双标的抗体进行颜色补偿调节。每个样

品收集８０００～１５０００个细胞。分别分析ＣＤ３＋ ＣＤ８＋细胞

及ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋细胞表达穿孔素及颗粒酶素Ｂ的阳

性百分率和平均荧光强度（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，

ＭＦＩ）。

１．５　统计学处理　采用独立样本ｔ检验和单因素方差分

析。

２　结　果

２．１　外周血及关节液中ＣＴＬ、ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ、穿孔素

的表达　ＣＴＬ细胞和 ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ、穿孔素表达在

ＲＡ患者关节液中最高，其次是ＲＡ患者的血液，表达最低的

是健康者外周血，各组之间均有明显的统计学差异（Ｐ＜０．０１
或Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　健康者、ＲＡ患者外周血及关节液中ＣＴＬ、ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ、穿孔素的表达
（珚ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＣＴＬＧｚＢ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＮＫＧｚＢ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＣＴＬＰｆ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＮＫＰｆ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＲＡＳＦ １５ ４０．１１±１３．３９△３４．６６±１４．０５△ ４６．７６±１０．５６△７１．５６±１５．５２△４５．９６±１１．６２△５４．１５±１５．５８△ ６５．６０±１４．１２△１７７．５６±３２．１０△

ＲＡＰＢ ４３ ２９．３８±１２．４８△ ２６．２９±１０．６８△ ３４．８４±１０．７２△ ５３．９６±１３．０６△ ３４．８３±１３．０２△ ４１．５１±１６．１２△ ５２．７６±１５．５８△ １４０．２２±２９．２１△

ＣｏｎＰＢ ２５ ２１．００±９．２８ １９．４６±９．１２ ２８．２５±８．９３ ４５．４４±１０．４８ ２６．７３±１２．４３ ３１．５８±１４．４３ ４３．０７±１３．８４ １１９．３７±３４．３６

　ＲＡ：类风湿性关节炎；ＳＦ：关节液；ＰＢ：外周血；Ｃｏｎ：对照．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与ＲＡＰＢ组相比；△Ｐ＜０．０５与ＣｏｎＰＢ组相比

２．２　活动期、非活动期ＲＡ患者外周血ＣＴＬ、ＮＫ细胞颗粒

酶素Ｂ、穿孔素的表达　ＣＴＬ、ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ、穿孔素的

表达在活动期ＲＡ患者外周血显著高于非活动期患者（Ｐ＜
０．０１或Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　活动期、非活动期ＲＡ患者外周血ＣＴＬ、ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ、穿孔素的表达
（珚ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＣＴＬＧｚＢ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＮＫＧｚＢ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＣＴＬＰｆ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＮＫＰｆ

阳性率（％） ＭＦＩ
活动期　 ３１ ３２．７９±１１．９４２８．４１±１０．３６ ３７．０１±１０．７５ ５６．９４±１３．２９ ３７．８３±１２．２７ ４４．５７±１６．２２ ５６．０７±１５．２１ １４６．２１±２７．２０

非活动期 １２ ２０．５７±９．３９ ２０．８１±９．８８ ２９．８１±９．１６ ４７．０９±９．８６ ２７．０７±１２．０８ ３３．６１±１３．４４ ４４．２２±１３．６２ １２４．７２±２９．６０

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与非活动期比较

２．３　初发、复发ＲＡ患者关节液、外周血ＣＴＬ、ＮＫ细胞颗粒

酶素Ｂ、穿孔素的表达　初发ＲＡ患者外周血、关节液ＣＴＬ、
ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ、穿孔素的表达和复发患者没有显著差

异（表３）。

表３　初发、复发ＲＡ患者关节液、外周血ＣＴＬ、ＮＫ细胞颗粒酶素Ｂ、穿孔素的表达
（珚ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＣＴＬＧｚＢ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＮＫＧｚＢ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＣＴＬＰｆ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＮＫＰｆ

阳性率（％） ＭＦＩ
ＩＳＦ ８ ３８．１１±１３．７１ ３２．３８±１３．６４ ４７．３２±９．９０ ７２．３６±１５．５１ ４７．０２±１２．２２ ５５．７５±１５．７０ ６２．６８±１４．５５ １８２．６３±２２．９７
ＲＳＦ ７ ４２．３９±１３．７０ ３７．２８±１５．１２ ４６．１３±１２．０４ ７０．６４±１６．７２ ４４．７４±１１．７３ ５２．３２±１６．４９ ６８．９５±１３．９２ １７１．７７±４１．４２
ＩＰＢ １６ ３０．３０±１４．２０ ２７．１３±１１．１８ ３６．７０±１０．６８ ５６．５０±１３．９６ ３４．８５±１３．８９ ４２．４５±１８．７１ ５１．７４±１６．３８ １３７．８０±２９．７５
ＲＰＢ ２７ ２８．８３±１１．５９ ２５．７９±１０．５６ ３３．７３±１０．８０ ５２．４６±１２．５２ ３４．８２±１２．７６ ４０．９５±１４．７４ ５３．３７±１５．３８ １４１．６５±２９．３６

　Ｉ：初发；Ｒ：复发；ＳＦ：关节液；ＰＢ：外周血

３　讨　论

　　穿孔素和颗粒酶素Ｂ主要表达于ＣＴＬ和 ＮＫ细胞，参

与细胞免疫反应。穿孔素和颗粒酶素Ｂ在ＣＴＬ的表达水平

与细胞的杀伤能力呈正相关［１］。局部浸润的淋巴细胞穿孔

素和颗粒酶素Ｂ的表达水平更是与其细胞毒活性相关。研

究［２］发现ＣＴＬ细胞表达的穿孔素和颗粒酶素Ｂ可以降解基

底膜的Ⅳ型胶原，使得血液循环中的炎症细胞易于通过血管

基底膜进入局部炎症部位。穿孔素和颗粒酶素Ｂ在自身免

疫反应中的作用得到了越来越多的关注，有报道颗粒酶素Ｂ

和穿孔素在活化的ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞上的表达与系统性红斑

狼疮的疾病活动有关［３］。在扁平苔癣患者血液和局部病变

部位 ＣＤ８＋ 淋巴细胞高表达［４］。在哮喘患者外周血 中

ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋和ＣＤ５６＋细胞表达穿孔素的水平高于

健康人［５］。

　　对于穿孔素和颗粒酶素Ｂ在ＲＡ中的作用目前研究还

较少。早期的研究采用酶联免疫技术检测血液和关节液中

的颗粒酶素Ａ和Ｂ水平，发现ＲＡ患者血液和关节液中游离

的颗粒酶素Ａ和Ｂ水平较高，推测颗粒酶素 Ａ和Ｂ可能在

ＲＡ发病中起一定的作用［６７］。近来的研究［８］采用流式细胞

术检测发现穿孔素在 ＲＡ患者的血液和关节液中 ＣＤ８＋ 和

ＮＫ细胞均存在较高的表达，推测穿孔素可能参与ＲＡ的发
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病。颗粒酶素Ｂ的高表达与关节炎症的加重相关［９１０］。亦有

研究［１１］发现，在穿孔素基因缺陷的小鼠中，胶原诱导的关节

炎程度明显减轻。

　　本研究应用流式细胞技术系统地观察了颗粒酶素Ｂ和

穿孔素在ＲＡ患者关节液、外周血的表达，结果发现穿孔素

和颗粒酶素Ｂ在ＲＡ患者的外周血和关节液中均明显的高

表达，与前人研究报道结果类似。这提示颗粒酶素Ｂ和穿孔

素的高表达是参与 ＲＡ发病的两个重要因素。为了更详细

的观察穿孔素和颗粒酶素Ｂ在ＲＡ发病中的作用，本研究将

患者分为活动期和非活动期，结果发现活动期ＲＡ患者外周

血淋巴细胞表达穿孔素和颗粒酶素Ｂ要高于非活动期 ＲＡ
患者，这也说明穿孔素和颗粒酶素Ｂ参与疾病的进展。在初

发和复发ＲＡ患者，外周血和关节液的淋巴细胞穿孔素和颗

粒酶素Ｂ表达并没有显著的变化，提示淋巴细胞表达穿孔素

和颗粒酶素Ｂ的变化和疾病是否复发可能没有直接的联系。

　　总之，ＲＡ患者外周血及关节液中ＣＴＬ细胞和 ＮＫ细胞

中穿孔素和颗粒酶素Ｂ呈高表达，提示其可能是参与ＲＡ发

病和疾病进展的重要分子。
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Ｂ型利尿钠肽单克隆抗体的制备
ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙａｇａｉｎｓｔＢｔｙｐｅｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ

游晓华１，秦永文１，黄盛东２，龚德军２，袁　扬２

（１．第二军医大学长海医院心血管内科，上海２００４３３；２．长海医院胸心外科）
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［作者简介］　游晓华，博士，讲师、主治医师．

Ｅｍａｉｌ：ｙｏｕｘｉａｏｈｕａ＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ

　　Ｂ型利尿钠肽（Ｂｔｙｐｅｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃｐｅｐｔｉｄｅ，ＢＮＰ）是一种

由３２个氨基酸构成的多肽类神经激素，主要来自于心室，作

为一种心衰标志物在临床逐渐被接受。本研究拟以先前已

制备的ＴＲＸＢＮＰ融合蛋白作抗原，制备ＢＮＰ单克隆抗体，

为研制ＢＮＰ单抗试剂盒作准备。

１　材料和方法

１．１　材料　抗原 ＴＲＸＢＮＰ系通过基因重组技术自行制

备［１］，Ｓｐ２／０骨髓瘤细胞由本院胸外科实验室提供，ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠购自长春生物制品研究所。完全及不完全弗氏佐剂、

ＲＰＭＩ１６４０培养基购自Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公

司，聚乙二醇（ＰＥＧ）购自 Ｍｅｒｃｋ公司，辣根过氧化物酶标记

羊抗鼠ＩｇＧ购自 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司，ＭＡＢＴＥＳＴ试剂盒购自
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晶美公司。超声粉碎仪由 Ｓｏｎｉｃｓ＆ｍａｔｅｒｉｑｌｓ公司生产，

ＥＬＩＳＡ仪由ＢｉｏＴｅｃｈ公司生产。

１．２　方法

１．２．１　杂交瘤细胞株的建立　按照常规操作［２］，选取７～８
周龄ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，以 ＴＲＸＢＮＰ作抗原，经背部注射

免疫，反复免疫４次，末次免疫４ｄ后，拉颈处死免疫小鼠，无

菌摘取脾脏，经研磨冲洗，收集脾细胞悬液，锥虫蓝染料排斥

法计数活的脾细胞数目。取１×１０８脾细胞与２×１０７Ｓｐ２／０
骨髓瘤细胞混匀，注入５０％聚乙二醇（ＰＥＧ），进行细胞融合。

终止融合后，接种于含饲养细胞的９６孔板孵育，至出现小克

隆，克隆长至孔底面积的１／３～１／２时取培养上清液，行抗体

检测。

１．２．２　抗ＢＮＰ单抗的检测　采用ＥＬＩＳＡ法测定。取对数

生长期细胞系，用０．２５％胰蛋白酶消化分散，制成细胞悬液，

接种于９６孔板，按操作常规，依次每孔加杂交瘤细胞培养上

清液，加辣根过氧化物酶标记的兔抗小鼠ＩｇＧ，加新鲜配置

的底物溶液，２５℃暗处反应，以 Ｈ２ＳＯ４终止反应，判定结果，

阴性对照孔无色，阳性对照孔呈橙黄色。

１．２．３　克隆化培养　将杂交瘤细胞悬浮接种于含饲养细胞

的培养板中孵育，１０～１４ｄ取培养上清进行抗体检测，对阳

性单克隆再克隆化培养，直到１００％的克隆分泌特异性抗体。

１．２．４　单克隆抗体的大量制备　选用ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，

腹腔接种杂交瘤细胞７～１２ｄ，可见小鼠腹部明显膨胀，消毒

腹部皮肤，收集腹水，离心，－７０℃保存待用。

１．２．５　ＢＮＰ单克隆抗体特异性鉴定　用 ＭＡＢＴＥＳＴ试剂

盒测定抗体类型。用上述抗ＢＮＰ抗体分泌杂交瘤细胞株的

培养上清对表达的重组蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测。对人

心肌ＢＮＰ蛋白进行免疫组化鉴定，明确其与人ＢＮＰ蛋白结

合的特异性。

２　结　果

２．１　抗体效价检测结果　检测Ｓｐ２／０骨髓瘤细胞培养上

清、腹水效价，血清作阴性对照，以Ｄ 值≥阴性对照平均Ｄ
值±２ｓ者为阳性标准，出现阳性的最高稀释倍数为该腹水

或血清的效价。杂交瘤细胞的培养上清抗体效价为１１０４

左右。腹水抗体效价为１（１０７～１０８）。

２．２　单克隆抗体Ｉｇ类型检测结果　经 ＭＡＢＴＥＳＴ试剂盒

测定，杂交瘤细胞培养上清及腹水中的抗体均为ＩｇＧ类。

２．３　单克隆抗体的特异性鉴定结果　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显

示，目的蛋白在相对分子质量为２１０００处出现特异性显色条

带，而对照组未见相应的表达条带（图１）。

　　免疫组化结果显示所获目的抗体能特异性结合人心肌

细胞中天然 ＢＮＰ蛋白，呈棕褐色阳性反应，而对照组阴

性。　　　　

图１　ＢＮＰ单抗 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果

１：细菌总蛋白；２～５：抗体稀释倍数分别为１００、２００、４００、８００

３　讨　论

　　１９７５年 Ｋｏｈｌｅｒ和 Ｍｉｌｓｔｅｉｎ在细胞融合技术的基础上，

首次成功地制备了能永久分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株。

目前，单克隆抗体已被广泛应用于各个医学领域［３］。ＢＮＰ是

１９８８年由日本学者Ｓｕｄｏｈ等［４］最初由猪脑分离出来的，主

要来自于心室，在心功能衰竭时大量分泌。检测血浆ＢＮＰ
浓度有助于对心功能程度的判断［５］。另外，ＢＮＰ在心血管内

外科其他疾病中的研究也越来越广泛［６］。研制开发ＢＮＰ试

剂盒是近期的热点。由于目前已有的试剂盒主要依赖进口，

检测标准及结果均不同。

　　为寻找一种快速、有效、经济的检测手段，本研究以先前

已制备的 ＴＲＸＢＮＰ融合蛋白作抗原，利用单克隆抗体技

术，制备了效价高、特异性好的 ＢＮＰ单克隆抗体，为研制

ＢＮＰ单抗试剂盒奠定了基础。
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