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【摘　要】目的：检测类风湿关节炎（Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）患者外周血中 ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－ＣＤ８－细胞、ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－

ＣＤ８－Ｔ细胞（ＤｏｕｂｌｅｎｅｇａｔｉｖｅＴｃｅｌｌｓ，ＤＮＴ细胞）及各细胞亚群表面凋亡相关蛋白 ＦＡＳ的表达情况，探讨 ＲＡ患者 ＴＣＲαβ＋

ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞与ＦＡＳ介导的凋亡之间的关系。方法：选取２４例ＲＡ患者以及２４例同期健康查体者作为研究对象，检测所
有研究对象外周血ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－ＣＤ８－细胞、ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞的数量及表面凋亡相关蛋白 ＦＡＳ的表达情况，
并分析以上指标与类风湿因子（Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄｆａｃｔｏｒｓ，ＲＦ）、白细胞数（Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，ＷＢＣ）、急性时相反应蛋白（Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＣＲＰ）以及血沉（Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎｒａｔｅ，ＥＳＲ）之间的相关性。结果：ＲＡ患者外周血ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－ＣＤ８－细胞
与健康对照相似，ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞数量显著高于健康对照（０．８２±０．３８ｖｓ．０．５７±０．２６，Ｐ＝０．０１３），ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－

ＣＤ８－Ｔ细胞表面的ＦＡＳ的表达增高（１．２３±０．６９ｖｓ．０．８０±０．４５，Ｐ＝０．０１６），并与 ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞数量呈显著正
相关关系（ｒ＝０．８０９，Ｐ＝０．０００）；ＴＣＲαβ＋细胞及其表面表达的 ＦＡＳ受体、ＣＤ４－ＣＤ８－细胞及其表面表达的 ＦＡＳ受体、
ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞及其表面表达的ＦＡＳ受体与ＲＦ、ＷＢＣ、ＣＲＰ以及ＥＳＲ之间均无相性（Ｐ＞０．０５）。结论：ＲＡ患者外
周血中ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞及其表面表达的ＦＡＳ受体显著增加，表明ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞对ＦＡＳ介导的凋亡敏
感性增加，可能会导致免疫反应性Ｔ细胞的比例失调。ＲＡ患者中ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞及其表面表达的ＦＡＳ受体与疾
病活动性指标之间无相关关系，ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞及其表面表达的ＦＡＳ受体在ＲＡ患者的发病机制中的作用还有待
于进一步探讨。
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　　类风湿关节炎（Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种
以关节损伤为主的慢性自身免疫性疾病。ＦＡＳ，又
名ＣＤ９５或ＡＰＯ１，是细胞凋亡受体，与其配体ＦＡＳＬ
共同组成ＦＡＳ系统，是调节细胞凋亡的重要调节因
子。ＦＡＳ系统表达异常导致细胞的异常凋亡是类风
湿性关节炎的发病机制之一［１］，探讨 Ｔ细胞的凋亡
对于理解ＲＡ患者关节损害的机制有着重要意义。
调节性Ｔ细胞在自身免疫性疾病中发挥着重要的免
疫调节作用，ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞是一种调节
性Ｔ细胞，在自身免疫、移植耐受和免疫缺陷性疾病
中起着重要作用［２～４］。目前，有关 ＲＡ患者外周血
中ＤＮＴ细胞与ＦＡＳ介导的凋亡以及疾病活动性指
标之间的关系尚未见报道。本研究采用流式细胞术

检测 ＲＡ患者外周血 ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－ＣＤ８－细
胞、ＤＮＴ细胞的数量及其表面 ＦＡＳ受体的表达，探
讨ＲＡ患者外周血中 ＤＮＴ细胞与 ＦＡＳ介导的凋亡
之间的关系，并进一步探讨 ＤＮＴ细胞及其表面 ＦＡＳ
受体的表达与疾病活动性指标之间的相关性。

１　对象与方法

１．１　对象
１．１．１　ＲＡ患者组　选取２０１１年６月至２０１２年１月期间南
方医科大学南方医院２４例ＲＡ确诊患者，所有入选患者诊断
均符合１９９７年美国风湿学会修订的ＲＡ诊断标准，排除标准
包括原发性心、肝、肾等器质性病变、感染以及其他自身免疫

性疾病的ＲＡ患者。平均年龄为（４４．０４±１１．００）岁，其中男
性１例，女性２３例。
１．１．２　对照组　选取２０１１年７月至２０１２年１月期间南方
医科大学南方医院２４例健康查体者，平均年龄为（３６３８±
１０．５２）岁，其中男性１例，女性２３例，除外感染、原发性心、
肝、肾等器质性病变以及自身免疫病史等。

１．２　主要试剂和仪器
ＡｎｔｉｈｕｍａｎＴＣＲαβＰＥ，ａｎｔｉｈｕｍａｎＦＡＳ（ＣＤ９５）ＡＰＣ及

相应的同型对照 ＩｇＧ１ＰＥ，ＩｇＧ１ＡＰＣ均购于德国美天旎公
司，ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ４ＦＩＴＣ，ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ８ＦＩＴＣ以及相应的
同型对照ＩｇＧ１ＦＩＴＣ均购于 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，溶血剂（ｃｙｔｏｌｙ
ｓｉｓ）购于美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，ＰＢＳ缓冲液（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司），多聚甲醛（ＰＦＡ）（凯基公司），ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式
细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１．３　标本收集

分别抽取ＲＡ患者以及健康对照组静脉血２ｍｌ，ＥＤＴＡ

抗凝，４ｈ之内完成检测。
１．４　外周血Ｔ细胞亚群及各细胞亚群表面ＦＡＳ受体的检测
　　取 ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ４ＦＩＴＣ、ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ８ＦＩＴＣ、ａｎｔｉｈｕ
ｍａｎＴＣＲαβＰＥ以及ａｎｔｉｈｕｍａｎＦＡＳ（ＣＤ９５）ＡＰＣ各１０μｌ分
别置于流式管底部，同时设立同型对照，分别加入１００μｌ全
血，轻轻混匀，４℃避光孵育１５ｍｉｎ，每管加溶血剂５００μｌ，混
匀，室温避光溶血１０ｍｉｎ，１５００ｒ?ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，１
ｍｌＰＢＳ洗涤细胞两遍，离心后弃上清，５００μｌＰＢＳ重悬细胞，
采用ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪进行检测，计数至少１０万
个细胞，分别检测 ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－ＣＤ８－细胞、ＤＮＴ细胞
以及各个细胞亚群表面ＦＡＳ受体的表达情况，以ＦＳＡ?ＳＳＣ二
维散射光设门圈定淋巴细胞群，利用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件（ＢＤ公
司）进行参数获取和数据分析。

１．５　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行统计学分析。所有计量
资料均采用 珋ｘ±ｓ表示，正态分布计量资料两样本均数比较
采用独立样本 ｔ检验，方差不齐采用 ｔ’检验，相关分析采用
Ｐｅａｒｓｏｎ相关进行分析。偏态分布的计量资料两样本均数比
较采用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关进
行分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＲＡ患者组及对照组外周血中 ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－

ＣＤ８－细胞、ＤＮＴ细胞的表达
与对照组相比，ＲＡ患者组的淋巴细胞百分数（Ｌｙｍ）、

ＴＣＲαβ＋细胞以及总的 ＣＤ４－ＣＤ８－细胞差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）；ＲＡ患者组外周血中 ＤＮＴ细胞在淋巴细胞中所
占的比例显著高于对照组（０．８２±０．３８ｖｓ．０．５７±０．２６，Ｐ＝
００１３）（见表１）。

表１　ＲＡ患者组与对照组外周血ＴＣＲαβ＋细胞、
ＣＤ４－ＣＤ８－细胞、ＤＮＴ细胞的表达（％，珔ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＣＲαβ＋，ＣＤ４－ＣＤ８－

ａｎｄＤＮＴｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆＲＡｐａｔｉｅｎｔｓ
ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ（％，珔ｘ±ｓ）

组别 Ｌｙｍ ＴＣＲαβ＋ ＣＤ４－ＣＤ８－ ＤＮＴ

ＲＡ患者组 ３０．２９±１０．０７ ５４．７５±１６．２０ ２８．４８±１３．０３ ０．８２±０．３８

对照组 ３２．８４±６．４７ ５７．９２±９．９７ ２９．０５±７．５２ ０．５７±０．２６

Ｐ ０．３０４ ０．２０６ ０．３５３ ０．０１３

注：，与对照组相比Ｐ＜０．０５

２．２　ＲＡ患者组及对照组外周血中 ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－

ＣＤ８－细胞、ＤＮＴ细胞表面ＦＡＳ受体的表达
与对照组相比，ＲＡ组 ＤＮＴ＋ＦＡＳ＋细胞比例显著升高，

—２１３— 重庆医科大学学报２０１２年第３７卷第４期 （ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ２０１２．Ｖｏｌ．３７Ｎｏ．４）



（１．２３±０．６９ｖｓ．０．８０±０．４５，Ｐ＝０．０１６）；ＲＡ患者组外周血
ＴＣＲαβ＋ＦＡＳ＋细胞与对照组相比，差异无统计学意义（３７５８
±１０．０９ｖｓ．３６．９５±１１．２４，Ｐ＝０．４４６）；ＣＤ４－ＣＤ８－ＦＡＳ＋细
胞比例与对照组相比差异亦无统计学意义（１０．５６±６２１ｖｓ．
１３．４９±４．１９，Ｐ＝０．０６２）。ＲＡ患者外周血 ＤＮＴ细胞与其表
面ＦＡＳ受体的表达之间存在显著地正相关关系（ｒ＝０．８０９，Ｐ
＝０．０００）；ＴＣＲαβ＋细胞与其表面 ＦＡＳ受体的表达之间无相
关关系（ｒ＝０．３９２，Ｐ＝０．０７１）；ＣＤ４－ＣＤ８－细胞与其表面
ＦＡＳ受体的表达之间无相关关系（ｒ＝０．０５３，Ｐ＝０．８０６）（见
表２，图１、２）。

表２　ＲＡ患者组与对照组外周血ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－ＣＤ８－细胞、
ＤＮＴ细胞表面ＦＡＳ的表达（％，珔ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＣＲαβ＋ＦＡＳ＋，ＣＤ４－ＣＤ８－ＦＡＳ＋

ａｎｄＤＮＴ＋ＦＡＳ＋ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆＲＡｐａｔｉｅｎｔｓ
ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ（％，珔ｘ±ｓ）

ＴＣＲαβ＋ＦＡＳ＋ ＣＤ４－ＣＤ８－ＦＡＳ＋ ＤＮＴ＋ＦＡＳ＋

ＲＡ患者组 ３７．５８±１０．９５ １０．５６±６．０１ ０．８２±０．３８

对照组 ３６．９５±１１．２４ １３．４９±４．１９ ０．５７±０．２６

Ｐ ０．４４６ ０．０６２ ０．０１６

注：，与对照组相比Ｐ＜０．０５

图１　ＲＡ患者以及对照者外周血ＴＣＲαβ＋ＦＡＳ＋细胞流式分析图
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＣＲαβ＋ＦＡＳ＋ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ

ｂｌｏｏｄｏｆＲＡｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ

图２　ＲＡ患者ＤＮＴ细胞与其表面ＦＡＳ受体表达的相关性分析
Ｆｉｇ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＤＮＴｃｅｌｌｓ
ａｎｄＦＡＳｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎＲＡｐａｔｉｅｎｔｓ

２．３　ＲＡ患者ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－ＣＤ８－细胞和ＤＮＴ细胞表
面ＦＡＳ受体的表达与 ＷＢＣ、ＣＲＰ、ＥＳＲ以及 ＲＦ之间的相
关性

ＲＡ患者外周血中ＴＣＲαβ＋细胞及其表面表达的ＦＡＳ受
体分别与白细胞数（Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ，ＷＢＣ）、急性时相反应蛋
白（Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＲＰ）、血沉（Ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｅｄｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ，ＥＳＲ）和类风湿因子（Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄｆａｃｔｏｒｓ，ＲＦ）之间无相关
关系（Ｐ＞０．０５）；ＣＤ４－ＣＤ８－细胞及其表面表达的 ＦＡＳ受体
分别与 ＷＢＣ、ＣＲＰ、ＥＳＲ和 ＲＦ之间也没有相关关系（Ｐ＞
００５）；ＤＮＴ细胞及其表面表达的 ＦＡＳ受体与 ＷＢＣ、ＣＲＰ、
ＥＳＲ和ＲＦ之间亦无相关关系（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

免疫细胞比例失衡在类风湿性关节炎的发病机

制中起着重要作用。调节性Ｔ细胞是一类具有免疫
调节作用的功能性Ｔ细胞，为今后自身免疫性疾病以
及风湿性疾病的生物治疗提供了重要的理论基础［５］。

目前的研究发现调节性 Ｔ细胞具有多种表型，如
ＣＤ６９＋ＣＤ４＋ＣＤ２５－Ｔ［６］、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＦＯＸＰ３＋Ｔ细胞［７］、
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋ＣＤ１２７＋［８］、ＣＤ４＋ＣＤ２５ｈｉｇｈＣＤ１２７ｌｏｗ?Ｔ细
胞［９］以及ＣＤ４－ＣＤ８－ＴＣＲαβ＋细胞［１０］等。有报道显示调
节性Ｔ细胞在ＲＡ以及ＳＬＥ等自身免疫性疾病的免疫调
节中起重要作用［１０，１１］。

ＴＣＲαβ＋ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ细胞是一种调节性 Ｔ细
胞，在正常人和小鼠中仅占外周血 Ｔ淋巴细胞的
１％～３％，在移植免疫以及自身免疫性疾病中发挥
着重要的作用［１２～１５］。Ｃｒｉｓｐｉｎ等［１６］的研究发现 ＤＮＴ
细胞在系统性红斑狼疮患者外周血中显著升高，在

狼疮肾炎患者发病机制中扮演着重要角色。然而，

ＤＮＴ细胞在ＲＡ患者中的作用至今尚未明确。有研
究报道在ＲＡ患者的外周血和关节滑液中，ＴＣＲαβ＋

ＣＤ４－ＣＤ８－细胞的比例分别为（０．８２±０６８）％和
（０．８１±０．６２）％［１７］。本研究结果表明，与健康对照

组相比，ＤＮＴ细胞在ＲＡ患者中显著升高（０．８２％±
０．３８％ ｖｓ．０．５７％ ±０．２６％，Ｐ＝０．０１３），但升高的
ＤＮＴ细胞数量与ＲＦ、ＣＲＰ、ＷＢＣ以及 ＥＳＲ等疾病活
动性指标之间并无显著相关性（Ｐ＞００５）。在以往
的研究中，ＤＮＴ细胞在造血干细胞移植免疫调节中
主要是发挥着重要的免疫抑制作用，可以预防移植

物抗宿主反应的发生［１２］，但是在系统性红斑狼疮中

却可以分泌炎性细胞因子并且浸润狼疮肾脏［１６］，提

示ＤＮＴ细胞免疫调节发挥作用与局部微环境密切
相关。本研究结果表明ＲＡ患者外周血中的ＤＮＴ细
胞显著高于对照组，提示 ＤＮＴ细胞在 ＲＡ的发病机
制中起一定的作用，但 ＤＮＴ细胞在 ＲＡ免疫调节中
的作用及机制，还有待于进一步研究。

ＦＡＳ是一种凋亡相关蛋白，ＦＡＳ系统功能的紊
乱在自身免疫性疾病的发病机制中起着重要作用，

维持机体内稳态及适应性免疫应答，免疫系统凋亡

相关基因的调节异常能够导致免疫性疾病的发

生［１８］。近年来，有研究发现细胞的异常凋亡与系统

性红斑狼疮以及 ＲＡ疾病的发生和发展密切相
关［１９，２０］。ＦＡＳ系统的失衡以及功能的异常可以导
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致ＲＡ患者关节滑液组织细胞的异常增殖以及炎症
反应［２１］。Ｃｈｏｕ等［１］研究表明在 ＲＡ患者外周血中
ＦＡＳ?ＦＡＳＬ的水平较骨关节炎患者显著增高，提示
ＦＡＳ系统在调节Ｔ淋巴细胞凋亡过程中发挥着重要
作用。本研究结果显示，ＲＡ患者外周血ＴＣＲαβ＋细
胞、ＣＤ４－ＣＤ８－双阴性细胞、ＤＮＴ细胞表面 ＦＡＳ受
体表达各不相同，表明不同的 Ｔ细胞亚群所处的凋
亡状态不同，对 ＦＡＳ介导的凋亡敏感性也不同；随
着ＲＡ患者外周血中的 ＤＮＴ细胞增多，其表面 ＦＡＳ
受体的表达也随之增加，ＤＮＴ细胞表面的ＦＡＳ受体
的高度表达表明其对 ＦＡＳ介导的凋亡的敏感性增
加，然而，细胞是否发生凋亡还受许多相关基因以及

一系列级联分子的影响［２２］。ＷＢＣ、ＲＦ、ＣＲＰ以及
ＥＳＲ是与ＲＡ患者病情发展密切相关的一些临床指
标，为临床ＲＡ患者疾病的诊断和治疗效果的监测
提供了有力的证据。我们的研究结果表明 ＲＡ患者
的ＴＣＲαβ＋细胞、ＣＤ４－ＣＤ８－细胞和 ＤＮＴ细胞及其
表面ＦＡＳ受体的表达与ＷＢＣ、ＲＦ、ＣＲＰ以及ＥＳＲ之
间均无显著相关性，提示 ＤＮＴ细胞数量的多少及其
表面表达的 ＦＡＳ受体可能不是影响类风湿关节炎
患者的疾病活动性的主要因素，这可能与小样本以

及相关药物治疗干预有关，后续的研究尚需加大样

本量和排除药物干扰加以证实。

综上所述，免疫调节性 Ｔ细胞比例失调与细胞
表面 ＦＡＳ的表达水平有一定相关性，ＤＮＴ细胞对
ＦＡＳ介导的凋亡的敏感性增加，然而，细胞是否发生
凋亡与周围的微环境密切相关。ＲＡ患者中 ＤＮＴ细
胞及其表面表达的 ＦＡＳ受体与疾病活动性指标之
间无相关关系，ＤＮＴ细胞及其表面表达的 ＦＡＳ受体
在ＲＡ患者的发病机制中的作用还有待于进一步探
讨。研究ＲＡ患者外周血调节性Ｔ细胞亚群及其凋
亡状态有助于我们更加深入地了解免疫稳态，从而

为ＲＡ患者的发病机制的研究提供新的实验基础。
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