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(! 例多发性硬化患者 ) 淋巴细胞亚群及相关细胞因子
的检测
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（威海市立医院南院区检验科，威海 *+'*,,）
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多发性硬化症（INRHQGR9 P>R98;PQP，-.）是一种以

中枢神经系统脱髓鞘病变为主的自身免疫性疾病，常

见于欧美国家，中国发病率较低，为 !C!,万_*C!,万 !̀a。

-. 确切的病因及发病机制尚未清楚。通常认为，-.

的发生与遗传因素、自身免疫反应及环境因素关系

密切。主要病理改变是免疫活性细胞浸润、轴索损

伤及髓鞘脱失，主要的临床表现为进行性神经功能

障碍，随着病程的进展，双下肢瘫痪为绝大多数患

者最终的结果。目前为止尚无根治 -. 的方法，常用

的是激素治疗和免疫抑制，可明显缓解急性期和复
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发期的病程，但病损程度却不能减轻，长期疗效也

不肯定，且毒副作用很大。本文通过对 !" 例 #$ 患

者静脉血 % 淋巴细胞亚群及相关细胞因子含量的

检测，探讨 %&"' 细胞、%()* 细胞在多发性硬化发

病中的作用，为今后临床治疗多发性硬化提供新

的方向。

! !"#$%

"+" !"#$ 选取 ,-". 年 " 月/,-"' 年 0 月威

海市立医院神经内科门诊及住院 #$ 患者 !" 例，男

"!例，女 "0例；平均年龄（!'!""）岁，均符合 ,--1 年

修订的 #2345673 诊断标准；正常对照组选自同期该

院健康体检者 ,- 例，平均年龄（!0!",）岁。排除标

准：（"）并发严重心、脑血管疾病，肝、肾功能不全；

（,）急、慢性感染；（!）合并其他自身免疫性疾病；

（.）应用免疫调节剂、非甾体类抗炎药物者；（1）肿

瘤；（8）合并妊娠。

"+, %&'() 仪器采用美国 9: ;<=$=67>?@(

流式细胞仪，小鼠抗人荧光标记的抗体、同型对照

抗体小鼠 A*B，流式微球芯片捕获技术细胞因子试

剂盒均购自美国 9: 公司；小鼠抗人 AC/"'/;A%= 购

自 )9>42>)52) 公司；淋巴细胞分离液、佛波酯乙醇、

离子霉素、蛋白质转运抑制剂莫能霉素购自 $>*D6

公司。

"+! *+,- !" 例门诊及住院 #$ 患者初诊和

泼尼松治疗 . 周后均清晨空腹采集肘静脉血标

本 1 DC 于肝素钠抗凝管中，! DC 血标本用于分离

外周血单个核细胞进行流式细胞学检测，, DC 血标

本离心后留取血浆于 EF 管中保存在/0- "= 低温冰

箱中用于检测细胞因子，随机抽取 ,- 名同期健康

体检人员采集相应血液标本作为对照检查。

"+. ./01%23 % 淋巴细胞亚群加入等体

积 F9$ 稀释静脉血，采用淋巴细胞分离液分离单个

核细胞。加入 "- D*GC 的布雷菲德菌素 <、" D*GC 的

离子霉素和 -+-, D*GC 的佛波酯，!' #培养箱孵育

. &。! --- (GD>5 离心 1 D>5，弃去上清液收集细胞，

调整细胞浓度至 "$"-

8

GDC，取细胞悬液 !-- !C，按

淋巴细胞亚群配对方案分别加入 "- !C 荧光标记

D<?=:./<F=、=:0/F)(2F，室温避光孵育 !- D>5，

.H多聚甲醛固定 ,- D>5，加破膜缓冲液作用 "- D>5。

按组合方案加入相应的小鼠抗人 D<?A;I/"/;A%=、

AC/./FE、AC/"'/;A%=、;JKF!/FE，室温避光孵育

!- D>5，F9$ 充分洗涤，"H多聚甲醛固定，上机检

测，每份标本采集的细胞数!,- --- 个，采用 =)77

L@)MN 分析。

"+1 ./456789:;<=9<=23>?01

@A 通过 9: ;<=$=4DO 软件设置 ;=# 的基本

参数，按照试剂盒中细胞因子标准品梯度法依次稀

释成以下 0 个浓度："%,、"%.、"%0、"%"8、"%!,、"%8.、"%

",0 和 "%,18，加上阴性对照和最高浓度绘制各细胞

因子标准曲线。待测血浆 " 1-- (GD>5 离心 1 D>5，吸

取 1-!C上清液于待测管中，加入 1种捕获微球混合

物 1- !C，孵育 " &，再加入 1- !C FE检测试剂，室温

避光孵育 , &。加入 " DC 洗液，" 1-- (GD>5 离心

1 D>5，弃上清，加入 !--!C洗液上机，使用 =)77 L@)MN

检测。将标准品和待测样品捕获数据转入 9: ;=<F

<((6P 软件，绘出标准曲线，分析待测样品的细胞因

子 A;I/"、%I;/#、AC/"'<、AC/.、AC/"- 含量。

"+8 BCDEF 所有数据以 !"# 表示，采用 $F$$

"0+- 软件包对实验数据进行统计分析。组间差异比

较采用独立样本 ! 检验分析，"&-+-1 表示差异有统

计学意义。

" &'

,+" !GHI> %JK01LM'NOGPQ #$

组 %&" 细胞和 %&"' 细胞均明显升高（"&-+-1）；%()*

细胞和 %=" 细胞显著下降（"&-+-"），%&"'G%()* 比例

明显升高（"&-+-"）；与 #$ 组比较，泼尼松组 %2"、

%2, 和 %()* 细胞百分率均明显升高（"&-+-"），而

%&" 和 %&"' 细胞显著下降（"&-+-1Q，%&"'G%()* 比值

降低（"&-+-"）（表 "，图 "）。

,+, >?01@ARST'NOGPQ #$ 组

A;I/"和 AC/"'< 含量升高（"&-+-1；"&-+-"），AC/. 和

AC/"- 含量明显降低（"&-+-"）；与 #$ 组比较，泼尼

松组 AC/"'< 含量明显降低（"&-+-"），AC/. 和 AC/"-

均显著升高（"&-+-"）（表 ,）。

组别
% 淋巴细胞亚群GH

%&"G%&, %&"'G%()*

%&" %&, %&"' %()* %=" %=,

正常组 -+1.!-+,' "+R8!-+.. !+",!"+8' !1+-.!.+," !+!R!"+., .+1'!"+0' -+!8!-+", -+"-!-+-,

#$ 组 "+1'!-+,-

"

"+0.!-+!8 "1+,.!,+1.

"

"-+",!.+"!

"

-+8,!-+"0

"

!+!1!"+!" -+R"!-+!! "+1"!-+8,

"

泼尼松组 -+'-!-+!-

S

"+"!!-+!R 8+",!,+-.

S

,R+1,!",+-"

T

,+R'!-+8R

T

"!+'-!'+,,

T

-+8"!-+R' -+"R!-+-'

T

"："&-+-"U #$ 正常组；S：%&-+-1，T："&-+-"，#&#$ 组

( ! #)*+, $-./0123456!"#7

$%& ! '(%)*+, -. $ /012(-304+ ,5&,+4, 6) 2+762(+7%/ &/--8 -. 2%46+)4, 6) 4(7++ *7-52,6!"$7
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! ! ""#$%&'()*+,!"#-#$%&'.

()* ! +,-./-01)02,-3 ,4 #5)3&) .60,72-/3 2- 081// $1,9#3,!"$-#$%&'.

" /0

过去普遍认为，!"# 细胞活性异常升高是 $%

的重要免疫发病机制，$% 是由 !"& 细胞介导的。近

年来，!"&' 细胞成为免疫学研究的热点，研究发现

其在自身免疫性疾病发病过程中发挥重要作用(&)*+。

!"&, 细胞是一类独立的 -./

0

! 细胞，因活化后可以

产生 1234, 而得名，12)5, 是早期产生的具有广泛

生物学活性的炎性细胞因子，!"&, 细胞同时也分泌

12)*&、12)**、12)*6、12378 和 !9:3! 等，这些细胞

因子可以诱导促炎性细胞因子、趋化因子和基质金

属蛋白酶的表达，引起组织细胞炎性浸润和组织破

坏(;+，进而引起自身免疫性疾病的发生。已有研究证

明在 <% 患者病灶中 1234, 转录上调，且脑脊液中

1234, 表达明显高于正常对照组(=+。国内研究已证明

在 多 发 性 硬 化 动 物 模 型 >?>（@AB@CDE@FGHI

HJGKDEEJF@ @FL@B"HIKEM@IDGDN，OP>）大鼠外周血中

-.=

Q

12)&,

0（!"&,）细胞亚群百分率明显升高，且在

>?> 模型组脑和脊髓组织呈现大量炎性细胞浸润，

有血管套形成(R)6+。

本研究中 <% 患者静脉血中 !"5 和 !"5, 细胞

亚群百分率明显升高，而 !C@S 细胞百分比显著降

低，且 !"5,T!C@S 比例也明显升高。有研究报道，

:KAUV

0

!C@S 可以调节机体对外源性抗原免疫反应的

程度，其功能失调与多种疾病密切相关如自身免疫

性疾病、过敏性疾病、感染性疾病等(,WX+。正常情况

下，!"&, 和 :KAUY

0

!C@S 细胞之间相互拮抗、制约，维

持两者的生理平衡是机体抗感染免疫和自身免疫

耐受的重要机制。通过本实验推测，<% 的发生与

!"&,T!C@S 比例失衡关系密切。因此探讨靶向抑制

!"&, 细胞和调节 :KAUY

0

!C@S 细胞是目前自身免疫

性疾病重要的免疫治疗方向。目前，临床上治疗多

发性硬化大多应用激素和非特异性的免疫抑制剂，

本实验中泼尼松治疗组 !L&、!L* 和 !C@S 细胞百分

率均明显升高，而 !"& 和 !"&, 细胞显著下降，!"&,T

!C@S 比值降低；12)&,? 含量明显降低，12)Z 和 12)

5[ 均显著升高，在一定程度上可以缓解 <% 的症

状，但是毒副作用较大\不适合长期使用，因此，寻找

靶向免疫调节 !"4']!C@S 失衡可能是今后临床治疗

<% 的新希望。已有研究报道，干细胞不仅具有自我

复制及定向分化的功能，更能发挥巨大的免疫调节

功能，间充质干细胞（E@N@FL"MEHI NG@E L@IIN，<%-N）

治疗实验性自身免疫性脑脊髓炎（@AB@CDE@FGHI

HJGKDEEJF@ @FL@B"HIKEM@IDGDN，>?>）模型具有明显

的效果，主要是 <%-N 抑制 ! 淋巴细胞增殖，下调

!"4 和 !"4,，上调 !"7 和 !C@S 细胞，纠正 !"4]!"7、

!"4,]!C@S 失衡，机制可能主要与其抑制炎性细胞因

子及促进抗炎细胞因子分泌密切相关(8W4;+。国内也已

有研究证实人羊膜间充质干细胞、人羊膜上皮细

胞，可以下调 !"4, 细胞的表达，上调 :KAU;

0

!C@S 细

胞的表达，纠正 !"4,]!C@S 失衡(^W_+。

在免疫系统中，各类细胞因子相互协同或制约

发挥着重要的免疫调节作用，本文通过检测 !"4 和

!"` 型细胞因子发现，<% 组 !"4 型细胞因子 1:9W"

含量均明显高于正常组，!"` 型细胞因子 12W4a 和

12Wb 则明显降低，推测通过调节 !"4]!"7 型细胞因

子的平衡也是减轻 <% 免疫损伤的重要机制之一。

本实验采用 -c? 方法检测血浆细胞因子含量，与传

统的 >21%? 和 d@NG@CF eIKG 技术相比，该种方法不

仅标本用量少，检测速度更快，结果更精准，灵敏度

更高，值得临床研究及实验室广泛应用。同时，本研

1 : ""23456%&78 ;+<1

;2$ : =8/-,06#/ ,4 56&#8,.60/ 39*3/03 )-)56>/? *6 ;+< 2- 081// $1,9#3

<% 组 4fgR=!=g7a

!

7=4ga;!4;7g=a 47g4a!4ag74

h

;gX;!5g5a

h

7i8g8,!,Rg8;

h

泼尼松组 57gba!5g;a 755gab!55agbR iigbR!5bg;5

j

8g7[!5g8;

k

lag6;!Xg67

k

正常组 Xgl;!4g=7 ;,Xg74!7X;g,7 ;6g6l!4lg=4 4;ga,!,g7= 77gl;!7g76

1:9W" !9:W! 12W4a 12W= 12W4,?

组别
!"4 型细胞因子 !"7 型细胞因子 !"4, 型细胞因子

!：!"agal，h：!"aga4，"# 正常组；k：!"aga4，"$<% 组

第 7l 卷天津医科大学学报X7



究由于样本量较少也存在一定的局限性，今后的研

究中要增加临床样本量，降低结果的误差。本实验

推测，!" 的发生与 #$%&'#()* 比例失衡和 #$%'#$+

型细胞因子的失衡关系密切，但在 !" 的发生发展

过程中具体通过什么途径促使 #$%& 表达上调，#()*

表达下调，还不完全清楚，是今后研究的重点内容，

此外 #,% 和 #,+ 淋巴细胞亚群在 !" 中意义尚不

清楚，值得进一步探讨。
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然而，本研究改良方法组不宜过早将支气管、主

管纵轴塑成一致，以免影响导管自身弹性，防止撤出

管芯时导管回位不良而影响支气管定位，面罩加压

给氧辅助通气结束，喉镜置入口腔前塑形即可。当

然，本研究亦具有局限性：入选病例均为左侧支气管

插管的非困难气道患者，且无气管、支气管解剖异常

者，插管条件相对较好，尚无法判断改良插管方法是

否能较好地应用于右侧支气管插管及困难气道患

者；双腔气管导管选用美国 8kX"\J 2,Z 公司导

管，其材质管型塑形较好，若国产导管可能因材质问

题塑形不良，导致一次定位成功率可能下降。综上所

述，双腔气管导管改良插管方法具有操作简单，稳定

循环，降低术后并发症等优势，但能否在右侧支气管

插管及困难气道中应用需进一步临床研究。
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