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类风湿关节炎患者外周血和关节液中Ｔ淋巴细胞亚型和Ｔ细胞共刺激
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［摘要］　目的：探讨Ｔ细胞共刺激分子ＣＤ２８在类风湿关节炎（ＲＡ）患者外周血和关节液中的表达和意义，同时比较Ｔ淋巴细胞

亚群ＣＤ４、ＣＤ８在类风湿关节炎患者外周血和关节液中的表达和意义。方法：选取ＲＡ患者４５例，平均年龄（４７．５７±１６．４３）岁，

平均病程（５．８４±７．１９）年，男性９例，女性３６例。取新鲜抗凝外周血细胞（ＰＢＭＣ）应用流式细胞仪进行检测。其中１５例有膝关

节液者同时抽取关节液单个核细胞（ＳＦＭＣ）行同样检测。与ＲＡ年龄和性别匹配的正常体检者５４例作为对照。检测ＣＤ４、ＣＤ８、

ＣＤ２８、ＣＤ１９（Ｂ淋巴细胞）的百分比以及ＣＤ４＋和ＣＤ８＋细胞分别表达ＣＤ２８＋的百分比。结果：类风湿关节炎外周血ＣＤ４＋百分率

较正常对照明显升高（Ｐ＜０．０１），但较关节液均明显降低（Ｐ＜０．０５）；外周血ＣＤ８＋百分率与正常对照无显著差别，而关节液细胞

中ＣＤ８＋百分率较外周血显著升高（Ｐ＜０．０１）。ＣＤ２８＋百分比在关节滑液细胞中较血细胞中有明显增高（Ｐ＜０．０１）。ＣＤ４＋

ＣＤ２８＋／ＣＤ４＋百分比在类风湿关节炎患者血细胞、关节液细胞与正常对照组均无差别。ＣＤ８＋ＣＤ２８＋／ＣＤ８＋百分比在类风湿关节

炎关节滑液中较血细胞中有明显增高，二者相差非常显著（Ｐ＜０．０１）。结论：类风湿关节炎患者外周血和关节液中Ｔ淋巴细胞

亚型和Ｔ细胞共刺激分子ＣＤ２８的表达异常，可能是参与ＲＡ发病和病情发展的重要机制之一。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是以关节滑膜

炎、软骨和骨进行性破坏为特征的自身免疫性疾病，其病变

特点为周围关节呈非特异性的对称性炎症，病程迁延，致残

率高。疾病的确切发病机制仍不完全清楚，但与细胞免疫功

能紊乱、Ｔ细胞异常活化和Ｔ细胞亚群的失衡等因素有关。

ＲＡ的发生与特定的 ＭＨＣⅡ类抗原的多态性相关［１２］，以及

ＣＤ４＋Ｔ细胞在ＲＡ早期滑膜毛细血管聚集的事实［３］提示我

们，Ｔ淋巴细胞在ＲＡ的发生和发展中占重要的地位。本研

究采用流式细胞仪技术检测类风湿关节炎患者外周血与关

节液Ｔ淋巴细胞亚群ＣＤ４和ＣＤ８的分布及其表达ＣＤ２８＋

的百分率，旨在探讨Ｔ淋巴细胞在ＲＡ的发生发展过程中的

意义，同时报道Ｂ淋巴细胞（ＣＤ１９）在 ＲＡ外周血与关节液

中的表达。

１　对象和方法

１．１　对象　选择自２００４年９月至２００５年１１月在我院风湿

免疫科门诊和（或）住院的ＲＡ患者４５例，全部诊断均符合

１９８７年美国风湿病协会的分类标准［４］。平均年龄（４７．５７±

１６．４３）岁，平均病程（５．８４±７．１９）年，男性９例，女性３６例。

其中１５例有膝关节液者同时留膝关节液检查。所有血液和

关节液以肝素抗凝管抗凝后，摇匀，２ｈ以内分离细胞并行流

式细胞仪检查。５４例正常体检者作为对照，平均年龄

（３８．６５±１２．３４）岁，男性２０例，女性３６例。两组对象的年

龄和性别比较无统计学差异。

１．２　试剂　抗人ＣＤ４藻红蛋白花青素（ＣＤ４ＰＥＣＹ５），抗

人ＣＤ８藻红蛋白花青素（ＣＤ８ＰＥＣＹ５），异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）抗ＣＤ２８和ＦＩＴＣ抗ＣＤ１９抗体，均购自ＢＤＢｉｏｓｃｉ

ｅｎｃｅ公司。溶血素是美国ＢＤ公司产品，所有试剂４℃避光

保存。

１．３　方法　采集ＲＡ患者外周血和膝关节液，经肝素无菌

抗凝，２ｈ内进行流式细胞检测。

　　流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测细胞表面分子：
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免疫分子在外周血Ｔ细胞亚群的表达水平采用美国ＢＤ公

司ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪进行分析。首先，取１０μｌ全

血或关节液与适当体积的相应抗体及同型对照抗体在室温

避光孵育３０ｍｉｎ，加入２ｍｌ流式细胞仪专用红细胞裂解液

（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ）室温避光孵育１０ｍｉｎ，加入５

ｍｌＰＢＳ以８３３×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，同法洗涤３次后，立

即进行双色流式细胞仪检测。每个标本收集１００００～

２００００个细胞，采用Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件进行分析。以淋巴细胞设

门，在ＦＬ１和ＦＬ３散点图上分析ＣＤ４＋和ＣＤ８＋细胞分别表

达ＣＤ２８的百分比。

１．４　统计学处理　所有表面分子百分率均以珚ｘ±ｓ表达。

采用ｔ检验比较各组数据，用ＳＡＳ９．１．３统计软件进行分

析。

２　结　果

２．１　类风湿关节炎外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）和关节滑液

单个核细胞（ＳＦＭＣ）ＣＤ４、ＣＤ８表达及ＣＤ４／ＣＤ８比值　见表

１。ＣＤ４＋细胞的百分比在类风湿关节炎患者ＰＢＭＣ中较正

常对照组明显增高（Ｐ＜０．０１），ＳＦＭＣ较ＰＢＭＣ中又有较明

显增高（Ｐ＜０．０５）。而ＣＤ８＋细胞的百分比在类风湿关节炎

患者ＰＢＭＣ较正常对照组有降低，但无统计学意义，ＳＦＭＣ
较ＰＢＭＣ有明显增高，二者相差显著（Ｐ＜０．００１）。ＣＤ２８＋细

胞百分比在类风湿关节炎患者ＰＢＭＣ较正常对照组无明显

变化，ＳＦＭＣ较ＰＢＭＣ有明显增高（Ｐ＜０．０１）。ＣＤ１９＋Ｂ淋

巴细胞的百分比在类风湿关节炎患者ＰＢＭＣ中较正常对照

组增高（Ｐ＜０．０５），ＳＦＭＣ较ＰＢＭＣ有明显降低（Ｐ＜０．０１）。

表１　在类风湿关节炎血液／关节液与正常血液中各类细胞百分率比较
（％，珚ｘ±ｓ）

样　品 ｎ ＣＤ４ ＣＤ８ ＣＤ２８ ＣＤ１９

正常对照ＰＢＭＣ ５４ ３１．７１±７．５９ ２５．２３±８．３９ ４５．１７±１０．２８ ８．５９±４．２４
类风湿关节炎ＰＢＭＣ ４５ ３７．４８±９．２１ ２３．１９±７．５８ ４７．８６±１２．８９ １０．６０±６．１４

类风湿关节炎ＳＦＭＣ １５ ４３．２７±１１．２９△ ３７．８０±１２．７１△△ ６８．０７±１２．０９△△ ４．５７±４．５５△△

　ＰＢＭＣ：外周血单个核细胞；ＳＦＭＣ：关节滑液单个核细胞；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与正常对照ＰＢＭＣ比较；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１与类风湿

关节炎ＰＢＭＣ比较

２．２　ＣＤ２８在不同 Ｔ 淋巴细胞亚群中表达的百分比比

较　ＣＤ４＋ＣＤ２８＋／ＣＤ４＋ 百分比在类风湿关节炎 ＰＢＭＣ、

ＳＦＭＣ与正常对照组ＰＢＭＣ均无差别。

　　ＣＤ８＋ＣＤ２８＋／ＣＤ８＋百分比在类风湿关节炎患者ＰＢＭＣ
中较正常对照组稍降低，但相差无统计学意义；ＳＦＭＣ中较

ＰＢＭＣ中有明显增高（Ｐ＜０．０１），见表２、图１。

表２　ＣＤ２８＋在Ｔ淋巴细胞亚群中表达的百分率
（％，珚ｘ±ｓ）

样品 ｎ ＣＤ４＋ＣＤ２８＋／
ＣＤ４＋

ＣＤ８＋ＣＤ２８＋／
ＣＤ８＋

正常对照ＰＢＭＣ ５２ ９３．０５±６．９４ ５０．０９±１３．０２
类风湿关节炎ＰＢＭＣ ４５ ９１．０４±９．４９ ４６．９５±１８．３９
类风湿关节炎ＳＦＭＣ １５ ９２．２０±５．９５ ６１．７５±１５．４７

　Ｐ＜０．０１与类风湿关节炎ＰＢＭＣ比较

图１　ＣＤ２８在１例ＲＡ患者ＣＤ４＋和ＣＤ８＋淋巴细胞上的表达

Ａ，Ｂ：外周血检测结果；Ｃ，Ｄ：关节液细胞检测结果
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３　讨　论

　　Ｔ细胞介导的自身免疫反应被认为在ＲＡ的发病机制中

有重要作用。Ｔ细胞活化需要二个信号：第一信号是 Ｔ细胞

通过Ｔ细胞受体（ＴＣＲ）识别抗原提呈细胞（ＡＰＣ）提呈的抗

原肽ＭＨＣ复合物，为Ｔ细胞活化提供第一信号。Ｔ细胞的

充分活化尚需另一来自细胞膜的第二信号或称协同刺激信

号，第二信号是由共刺激分子介导，由Ｔ淋巴细胞表面ＣＤ２８
与抗原提呈细胞（ＡＰＣ）表面的Ｂ７１／２家族共同作用是这些

共刺激途径中最重要的途径之一。它诱导Ｔ细胞活化和克

隆扩增，产生白细胞介素２（ＩＬ２）和干扰素γ（ＩＦＮγ），并阻

止Ｔ细胞凋亡。仅有ＴＣＲ活化而没有ＣＤ２８的共刺激途径

活化并不能诱导Ｔ淋巴细胞的活化，反而诱导免疫无能或细

胞死亡。除ＣＤ２８分子外，共刺激分子还包括对Ｔ细胞活化

起抑制作用的ＣＤ１５２（ＣＴＬＡ４）分子，介导Ｔ、Ｂ淋巴细胞之

间活化信号转导的ＣＤ１５４（ＣＤ４０Ｌ）和参与维持免疫效应的

ＩＣＯＳ等。其中ＣＴＬＡ４Ｉｇ已经作为ＲＡ的生物制剂用于治

疗［５］。

　　类风湿关节炎患者 Ｔ淋巴细胞亚群存在明显的异常。

我们的研究结果显示，ＣＤ４＋细胞在ＲＡ患者的外周血中较

正常对照组中明显增高，关节液中较外周血细胞中还有明显

增高；高度活化的ＣＤ４＋ 细胞在参与激活 Ｔ、Ｂ淋巴细胞通

路，诱导体液免疫功能亢进中扮演重要角色。而ＣＤ８＋细胞

在ＲＡ患者较正常对照的外周血无统计学意义的下降，但关

节液中较血细胞有非常显著的增高。说明ＣＤ８＋细胞在关节

局部炎症反应中发挥着更强的作用。相反Ｂ淋巴细胞在ＲＡ
体内被激活后主要作用是产生自身抗体，关节腔内浸润的Ｂ
淋巴细胞较少。

　　ＣＤ２８是 Ｔ细胞表面分子，约９５％ＣＤ４＋Ｔ细胞、５０％

ＣＤ８＋Ｔ细胞表面可表达ＣＤ２８。ＣＤ２８的生物学活性主要表

现在Ｔ细胞激活中发挥共刺激作用。ＲＡ患者ＣＤ２８在淋巴

细胞中的表达，关节液细胞中较血细胞中有明显增多。ＲＡ
患者外周血ＣＤ４＋细胞和ＣＤ８＋细胞亚群上ＣＤ２８分子与正

常相比无明显差别，关节液中只有ＣＤ８＋Ｔ细胞上ＣＤ２８表

达较血液中明显增高，这与最初国外报道一致［６］。而对Ｔ细

胞共刺激起抑制作用的ＣＤ１５２分子高表达［７］，提示ＣＤ４＋细

胞和ＣＤ８＋细胞上ＣＤ２８分子的活化信号途径被明显抑制，

ＣＤ４＋细胞上高表达的ＣＤ１５２分子在ＣＤ４＋细胞亚群中可能

参与了这种平衡偏移效应［８］。ＣＤ１５２分子的负性调节信号

的增强可对下调其他活化效应分子ＣＤ１５４，ＩＣＯＳ等的表达

有相关作用［９］。这与我们观察到的ＩＣＯＳ分子在 ＲＡ外周血

和关节液细胞上呈低表达相一致［１０］。针对ＣＤ１５２的免疫融

合蛋白（ＣＴＬＡ４Ｉｇ）治疗 ＲＡ有望纠正这种平衡偏移，恢复

ＣＤ２８对Ｔ细胞活化的正向调节作用。
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