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老年
C

型糖尿病周围神经病变患者外周血调节性
B

细胞的检测及其临

床意义
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目的
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探讨
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型糖尿病$
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%周围神经病变$
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h调节性
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细胞$

O2,
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%的变化及其检测的临床应用&

方法
!

采用流式细胞技术多色荧光分析法#对
!"

例初诊

老年
!

型
AF@

患者$

AF@

组%'

!"

例初诊老年
O!A7

不伴并发症患者$

O!A7

组%及
!"

例性别'年龄匹配的健康对照者$

MB@

组%外周血中
O2,

P

细胞进行测定#对各组结果进行统计分析并进行比较&

结果
!

与
MB@

组相比#
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组和
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组患者外
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%评分呈负
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学意义$

Lid">&&%

#

-

#

">"$

%&

结论
!

老年
AF@

患者外周血
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细胞数量减少#可能在
AF@

的发

生'发展中起到一定作用&
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月#第
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卷

!!

随着社会不断进步与发展#人口老龄化现象日

益明显&

!""D

%

!""G

年的
!

型糖尿病$

O!A7

%患病

率的调查结果显示#我国老年人$

'

'"

岁%的患病率

已高达
!">È

)

#

*

&老年人是糖尿病防治的重点人

群#老年糖尿病的治疗目的是减少大血管和微血管

并发症#以提高生活质量和预期寿命&糖尿病周围

神经病变$

+.*K,8.)

=

,2.

=

N,2*43,120

=

*8N

9

#

AF@

%是

老年
O!A7

患者最常见的慢性并发症之一#其病程

较长#累及范围较广#临床表现多样#常导致糖尿病

足的发生#是造成老年糖尿病患者致残'致死的主要

原因之一&

AF@

发病机制复杂#自身免疫在其中可

能起重要作用)

!

*

&随着年龄增长#机体免疫功能发

生调整#而老年
AF@

患者免疫系统的改变情况尚不

清楚&本研究拟采用流式细胞技术检测
MAE

h

MA!$

h

L0[

=

&

h调节性
O

细胞$

O2,

P

%在老年
AF@

患者外周血中的比例#探讨其与老年患者
AF@

的关

系及可能的临床意义&

$

!

资料和方法

#>#

!

一般资料
!

选择
!"#&

年
#

月至
!"#E

年
#

月

在长征医院就诊的初诊老年
O!A7

患者
E"

例#根

据
!"#"

年中国
O!A7

防治指南诊断标准#将患者

分为
AF@

组
!"

例#男性
#"

例'女性
#"

例#平均年

龄$

D#>"fE>'

%岁$

'!

%

DD

岁%#病程$

Df&

%年(
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无并发症组$
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组%

!"

例#男性
#"

例'女

性
#"

例#平均年龄$
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%岁$

'#

%

D'

岁%#病

程$

&>"f!>$

%年(对照组
!"

例为长征医院的健康体

检者$
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组%#男性
#"

例'女性
#"

例#平均年龄

$
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%岁$

'#

%

DD

岁%&所有对象均排除糖尿

病肾病'心脑血管病变'周围血管病等#排除糖尿病

急性并发症#排除自身免疫性病变及其他内分泌代

谢疾病#排除感染'过敏反应#无严重肝'肾功能损

害&本研究通过了长征医院医学伦理学委员会审核

批准#并获得患者知情同意&

#>!

!

方法

#>!>#

!

一般情况
!

仔细询问病史'详细体格检查#

包括血压'身高'体质量#计算体质指数$

Z7C

%等#并

做记录&

#>!>!

!

AF@

量表评分
!

采用密歇根糖尿病神经病

变评分量表$

7.)N.

P

*3+.*K,8.)3,120

=

*8N
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<)02,

#
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%和密歇根神经病变筛查量表$
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3,120

=
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P

.3<821-,38

#

7@6C

%

)

&

*对患者

的症状和体征进行评价&

#>!>&

!

实验室检查
!

单克隆抗体抗
MAEHLCOM

'

MA!$H(FM

和各阴性对照
C

P

W

均为美国
Z,)803

A.)].3<03

$

ZA

%公司产品(抗
L0[

=

&HFR

单抗和染色

缓冲液为美国
,Z.0<).,3),

公司产品&应用美国
ZA

公司的
())12.M'

流式细胞仪进行检测#分析软件

为
M,44 1̂,<8

&

各组受试者近
!

个月内未服用过不明成分中

药'乙醇及免疫调节药物#空腹
'N

后于清晨
G

!

""

时#应用
RAO(HV

!

抗凝负压真空采血管采集肘正

中静脉血
!-X

#混匀#室温保存&标本在
#N

内处

理&具体步骤如下!取
!-X

全血#

#c#FZ6

稀释(

取复温后的人淋巴细胞分离液
&-X

#置于离心管(

将
E-X

稀释后的血液缓铺于淋巴细胞分离液上(

#$""2

"

-.3

$离心半径为
#$)-

%离心
&"-.3

#取中

段白色淋巴细胞层(加
FZ6!-X

后#

#$""2

"

-.3

$离心半径为
#$)-

%离心
#"-.3

#去上清#加
&""

&

X

A7R7

培养液#加入
MAEHLCOM

'

MA!$H(FM

标记抗

体(加
Ea

预冷的
FZ6!-X

洗
!

遍#

#$""2

"

-.3

$离

心半径为
#$)-

%离心
$-.3

#弃上清(旋涡震荡重悬

细胞后加入
#-X

新鲜制备的固定"破膜剂$

#c&

稀

释%#再次旋涡混匀#

Ea

避光孵育
'"-.3

(加入破膜

剂缓冲液$

#c#"

稀释%

!-X

孵育
!"-.3

#离心'弃

上清(洗涤细胞(加入
!

&

X

正常鼠血清#避光
Ea

孵

育
#$-.3

(加入
$

&
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=

&HFR

标记的抗体#混匀#

Ea

避光孵育
E$-.3

(用
!-X

破膜剂缓冲液洗
!

遍#分别离心弃上清#加入
">$-XFZ6

#混匀&取分

离好的外周血单核细胞$

=

,2.

=

N,2*4-03031)4,*2

K400+),44

#

F7ZM

%上流式细胞仪进行检测&

#>&

!

统计学处理
!

采用
6F66#&>"

统计软件#正态

分布的计量资料以
$

@f(

表示#进行方差齐性检验#

多组间比较采用单因素方差分析#多组间两两比较

采用
6@V

检验#检验水准$

"

%

i">"$

&

O2,

P

细胞比

例与
7@6C

'

7A@6

评分的相关性采用
F,*2<03

相

关分析&

C

!

结
!

果

!>#

!

基线资料的比较
!

结果$表
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雪#等
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老年
!

型糖尿病周围神经病变患者外周血调节性
O

细胞的检测及其临床意义

龄'性别比例'

Z7C

'腰臀比$

YTU

%'低密度脂蛋白

胆固醇$

XAXH)

%'促甲状腺激素$

O6T

%等水平差异

均无统计学意义(

AF@

组与
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组糖化血红蛋白

$

TK(#)

%水平高于
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水平差异无统计学意义&
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各组患者外周血
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P

细胞比例的比较
!

流式

细胞仪检测结果$图
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结果显示!
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重要
O

细胞功能亚群#可通过主动调节的方式抑制

自身反应性
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细胞的活化与增殖#对维持自身免疫
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能导致机体平衡被打破#免疫功能紊乱#从而导致疾

病发生&近年来研究表明#
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在机体衰老的过程中#免疫系统进行性减退是

其重要生理变化之一&随着年龄增长#
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细胞的

数量和功能会发生变化#而这种变化可能参与了老
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患者的胰岛素合成'分泌'作用缺陷破坏了糖
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除了遗传'环境因素外#越来越多的证据提示免疫功

能紊乱可能参与了
O!A7
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照组相比降低结果一致#提示免疫功能紊乱与
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的发生'发展有关&

糖尿病及其慢性并发症的发生发展与慢性免疫
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和补体沉积#证实糖尿病时神经

组织自身免疫性损伤的原因可能与高血糖引起神经

血管屏障破坏#导致机体对某些神经组织产生免疫

反应有关&本课题组前期研究亦显示#
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患者周

围神经存在
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淋巴细胞浸润#亦提示其发生发展可
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病变的发生和加重过程中

发挥重要作用&然而#本研究尚有一定的局限性#需
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用#为临床应用提供理论基础&

随着人口老龄化#机体免疫系统衰老到一定程

度#老年人患病概率大大增加&
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多种代谢紊乱和免疫功能异常#老年
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患者外
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降#诱发持续存在的轻度慢性炎症及免疫功能异常
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控
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细胞比例的机制#对

今后探索
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治疗策略和方法提供了有益的启迪&

调节老年
AF@

患者体内
O2,
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水平的平衡#以改善

机体免疫炎症状态#对最终实现防治
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发生发展

的目的有重要意义&
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