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　　【摘要】　目的　检测特发性血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）患者治疗前后外周血调节性 Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）和转化
生长因子唱β１（ＴＧＦ唱β１）的变化，探讨 Ｔｒｅｇ细胞和 ＴＧＦ唱β１ 在 ＩＴＰ发病中的可能作用。 方法　采集 ２５ 例新诊
断的 ＩＴＰ患者糖皮质激素治疗前、后和 ２０例正常对照者的外周血标本，流式细胞术（ＦＣＭ）检测 Ｔｒｅｇ 细胞比
例，ＥＬＩＳＡ方法检测血清 ＴＧＦ唱β１浓度。 结果　２５例 ＩＴＰ患者治疗前 Ｔｒｅｇ细胞的比例为（１畅６７ ±０畅７９）％，明
显低于正常对照组（３畅８４ ±１畅４９）％，治疗后为（２畅５２ ±１畅１５）％（P均＜０畅０１），治疗后 Ｔｒｅｇ细胞比例升高，但
仍低于正常对照组（P＜０畅０１）；ＩＴＰ治疗后完全反应组 Ｔｒｅｇ细胞高于有效组和无效组（P均＜０畅０１）；治疗前
血清 ＴＧＦ唱β１的浓度［（６２７畅７ ±７２畅８） ｎｇ／Ｌ］低于治疗后［（１１４１畅５ ±１２５畅６）ｎｇ／Ｌ］和正常对照组［（９３１畅６ ±
９５畅４）ｎｇ／Ｌ］（P均＜０畅０５），治疗后明显上升，高于正常对照组（P＜０畅０５）；ＩＴＰ患者 Ｔｒｅｇ细胞与 ＴＧＦ唱β１无相
关性（P＞０畅０５）。 结论　Ｔｒｅｇ细胞和 ＴＧＦ唱β１与 ＩＴＰ的发病及转归有关，糖皮质激素治疗可以增加 Ｔｒｅｇ细胞
数量和 ＴＧＦ唱β１的浓度。
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　　血小板减少性紫癜（ ＩＴＰ）患者血小板减少与自身抗体介导
的血小板破坏增加有关。 Ｔｒｅｇ细胞可以通过直接或者间接抑制
其他免疫细胞的增生和活化来维持自身耐受性。 近年来研究发
现免疫调节细胞 Ｔｒｅｇ和细胞因子 ＴＧＦ唱β１ 与多种自身免疫性疾
病发生有关。 我们应用流式细胞仪和 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩＴＰ患者治疗
前后 Ｔｒｅｇ细胞和 ＴＧＦ唱β１的变化，初步探讨两者与 ＩＴＰ发病及专
归的关系，并观察糖皮质激素对两者的影响。

一、资料与方法
１．一般资料：选取 ２０１０ 年 １０月至 ２０１２ 年 ６ 月在我院门诊

就诊和住院患者 ２５例，男 １０ 例，女 １５例，中位年龄 ４２（１２ ～７１）
岁，均符合 ＩＴＰ诊断标准［１］ ，既往无心肝肾等重要脏器功能异常
和其他自身免疫病。 正常对照 ２０ 例，均为我院健康查体者，男
１０例，女 １０例，中位年龄 ４５畅５（８ ～７５）岁。 所有患者检查和治
疗前签署知情同意书。 治疗前和激素开始治疗后 １个月采集外
周血进行检测。

２．治疗方案及疗效评价：给予泼尼松 １ ｍｇ· ｋｇ －１ · ｄ－１ ，当
血小板接近正常时逐渐减量；初诊时血小板计数（ＢＰＣ） ＜１０ ×
１０９ ／Ｌ或有明显出血表现者给予人免疫球蛋白 ０畅４ ｍｇ· ｋｇ －１ ·
ｄ －１，共３ ～５ ｄ，并给予泼尼松维持治疗。 所有患者在应用激素同
时均应用质子泵抑制剂和钙剂预防消化性溃疡和骨质疏松。 疗
效判断参考成人特发性 ＩＴＰ诊断治疗中国专家共识［２］ 。 完全反
应（ＣＲ）：治疗后 ＢＰＣ≥１００ ×１０９ ／Ｌ且没有出血表现；有效（Ｒ）：
治疗后 ＢＰＣ＞３０ ×１０９ ／Ｌ，并且至少比基础血小板数增加 ２倍，且
没有出血表现；无效（ＮＲ）：治疗后 ＢＰＣ＜３０ ×１０９ ／Ｌ或者 ＢＰＣ增
加不到基础值的 ２倍或者有出血表现。

３．外周血 Ｔｒｅｇ细胞百分率的 ＦＣＭ 检测：淋巴细胞分离液
购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，人调节性 Ｔ 细胞检测试剂盒（Ｈｕｍａｎ
Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌ Ｓｔａｉｎｉｎｇ Ｋｉｔ）购自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司。 抽取患

者和正常对照者外周血 ２ ｍｌ，肝素抗凝，淋巴细胞分离液分离单
个核细胞（ＰＢＭＮＣ），ＰＢＳ 调整至 １ ×１０９ ／Ｌ。 取 ＰＢＭＮＣ 悬液
１００ μｌ 于标本管中，加入 ＦＩＴＣ唱ＣＤ４ 和 ＡＰＣ唱ＣＤ２５ 混合单抗
２０ μｌ，加入红细胞裂解液，避光放置 ２０ ｍｉｎ。 缓冲液洗涤 ２ 遍，
加入 ＰＥ唱Ｆｏｘｐ３ 单抗 ５ μｌ，避光放置 ２０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤 ２ 遍，上
ＦＡＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪（ＢＤ 公司）。 检测 ＣＤ４ ＋ＣＤ２５ ＋Ｆｏｘｐ３ ＋Ｔ
细胞／ＣＤ４ ＋Ｔ细胞比值。

４．外周血 ＴＧＦ唱β１浓度：采集患者治疗前后和正常对照者
空腹血 ３ ｍｌ，按照 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（北京方程生物科技有限公
司）说明进行操作。

５．ＢＰＣ：采集静脉空腹血，用血细胞分析仪自动分析计数。
６．统计学分析：采用 ＳＰＳＳ １７畅０ 统计软件进行分析，计量资

料以均数±标准差（珋x±s）表示，用 t检验进行两组间差异比较；两
变量间相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ′ｓ检验。 以 P＜０畅０５为有统计学差异。

二、结果
１．治疗效果：治疗开始 １ 个月时，ＣＲ １１ 例（４４％），Ｒ ９例

（３６％），ＮＲ ５例（２０％），总有效率 ８０％。 所有患者均出现不同
程度的食欲增加、体重增加。 ９ 例（３６％）患者出现高血压，给予
降压药物均得到控制，未发生消化性溃疡和骨折等严重并发症。

２．外周血 Ｔｒｅｇ 细胞比值：ＩＴＰ 治疗前 ＣＤ４ ＋ＣＤ２５ ＋Ｆｏｘｐ３ ＋

Ｔｒｅｇ细胞／ＣＤ４ ＋Ｔ细胞比值显著低于对照（P ＜０畅０１）和治疗后
（P＜０畅０１），治疗后比治疗前显著升高，仍低于对照组（P ＜
０畅０１）（表 １）。 治疗后，ＣＲ 组 Ｔｒｅｇ（％）高于 Ｒ组（P ＜０畅０１）和
ＮＲ组（P＜０畅０１），Ｒ组亦高于 ＮＲ组（P＜０畅０１）（表 ２，图 １）。

表 1　ＩＴＰ治疗前后与对照组间 Ｔｒｅｇ细胞与
ＴＧＦ唱β１的比较（珋x±s）

组别 例数 Ｔｒｅｇ（％） ＴＧＦ唱β１（ｎｇ／Ｌ）
ＩＴＰ 组　治疗前 ２５ 吵１ ((畅６７ ±０  畅７９ ６２７ WW畅７ ±７２ I畅８

　　 　治疗后 ２５ 吵２   畅５２ ±１  畅１５ ａ １１４１ FF畅５ ±１２５ `畅６ ａ

对照组 ２０ 吵３   畅８４ ±１ �畅４９ ａｂ ９３１ 88畅６ ±９５ *畅４ ａｂ

　　注：与治疗前相比，ａP ＜０畅０１；与 ＩＴＰ治疗后相比，ｂP ＜０畅０１
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表 2　ＩＴＰ治疗后不同疗效组间的 Ｔｒｅｇ细胞的比较（％，珋x±s）
ＩＴＰ 疗效组别 例数 治疗前ａ 治疗后ｂ

ＣＲ组 １１ 枛１   畅６９ ±０ �畅９６ ３ <<畅０６ ±１ .畅３８

Ｒ 组 ９ 倐１   畅６７ ±０ �畅５１ ２ <<畅３２ ±０ .畅８６

ＮＲ 组 ５ 倐１   畅６３ ±０ �畅６９ １ <<畅７０ ±０ .畅５２

　　注：三组间两两比较，ａP均 ＞０畅０５，ｂP 均 ＜０畅０１

　　３．外周血 ＴＧＦ唱β１浓度：ＩＴＰ治疗前 ＴＧＦ唱β１ 浓度低于正常
对照组（P＜０畅０５）和治疗后（P ＜０畅０５），治疗后高于治疗前和对
照组（P＜０畅０５）（表 １）。

４．外周血 Ｔｒｅｇ比例与 ＴＧＦ唱β１ 的相关性：未发现 ＩＴＰ 患者
Ｔｒｅｇ比例与 ＴＧＦ唱β１浓度具有相关性（r＝０畅０６３，P＞０畅０５）。

三、讨论
ＩＴＰ是一种免疫介导的血小板减少引起的出血性疾病，通过

不同机制机体免疫耐受被打破，自身反应性 Ｂ淋巴细胞被活化，
产生针对血小板膜糖蛋白如 ＧＰⅡｂ／Ⅲａ、ＧＰⅠｂ／Ⅸ等抗原的血
小板相关抗体。 这些自身抗体在血小板膜上与其相应的抗原结
合，形成抗原抗体复合物，在单核唱巨噬细胞系统中被大量破坏，
自身抗体产生过程需要 Ｔｈ细胞和 Ｔｒｅｇ细胞的调节。 其中 Ｔｈ２
细胞为辅助 Ｂ细胞，通过表达 ＩＬ唱４、１０、１３ 等刺激 Ｂ 细胞产生抗
体。 Ｔｒｅｇ细胞是一种具有免疫抑制作用的细胞，可以抑制 Ｔ细
胞、Ｂ细胞和 ＮＫ细胞的增生和活化来维持自身耐受性。 近年来
研究发现在多种自身免疫性疾病中存在 Ｔｒｅｇ 数量和功能异
常［３］ 。 Ｔｒｅｇ 细胞除了表达 ＣＤ４ 和 ＣＤ２５ 外，还特异性表达
Ｆｏｘｐ３，因此我们以 ＣＤ４ ＋ＣＤ２５ ＋ Ｆｏｘｐ３ ＋为标志，通过流式细胞术
检测发现 ＩＴＰ患者治疗前体内 Ｔｒｅｇ 细胞比例明显降低，而治疗
后比值上升，且治疗后不同疗效组 Ｔｒｅｇ 细胞仍有差异，这说明
ＩＴＰ患者产生自身抗体可能与 Ｔｒｅｇ 对自身反应性 Ｔｈ 细胞和 Ｂ
淋巴细胞的抑制作用减弱有关，糖皮质激素可能通过上调 Ｔｒｅｇ
数量使得 ＩＴＰ病情得以缓解，治疗后 Ｔｒｅｇ 上调不明显的患者疗
效差。 另外有学者通过体外培养发现 ＩＴＰ患者的 ＣＤ４ ＋ＣＤ２５ｈｉｇｈ
Ｔｒｅｇ细胞不能抑制 ＣＤ４ ＋ＣＤ２５ －Ｔ细胞的增生，而健康对照者的
Ｔｒｅｇ细胞可以，说明 ＩＴＰ患者不但存在 Ｔｒｅｇ 数量下降而且存在
功能异常［４］ 。

ＴＧＦ唱β１是一种免疫抑制剂，抑制 Ｔ、Ｂ 细胞增殖，减少主要
组织相容性复合体 ＭＨＣ唱Ⅱ类抗原表达，减轻局部炎症反应。 本
研究发现 ＩＴＰ患者血清 ＴＧＦ唱β１浓度低于正常对照，治疗后浓度
上升，这与文献报道相似［５唱７］ 。 这说明 ＩＴＰ患者经过激素治疗后

Ｔｒｅｇ细胞比例上升可能通过分泌 ＴＧＦ唱β１ 等细胞因子抑制自身
反应性 Ｂ 细胞使得病情缓解。 但我们发现 Ｔｒｅｇ 细胞比例和
ＴＧＦ唱β１无相关性，这可能与 ＴＧＦ唱β１ 不单纯由 Ｔｒｅｇ细胞分泌有
关，如成骨细胞、肾脏、血小板［８］ 、巨核细胞［９］ 、活化的 Ｂ 细胞以
及肿瘤细胞等均可以合成大量的 ＴＧＦ唱β１。 另有研究发现 ＴＧＦ唱
β１可以诱导 Ｆｏｘｐ３ －的 Ｔ细胞转化成 Ｆｏｘｐ３ ＋的 Ｔｒｅｇ 细胞［１０唱１１］ ，
ＴＧＦ唱β１受体发生无义突变的转基因小鼠的 Ｔｒｅｇ 细胞体内抑制
功能下降［１２］ ，这说明 ＴＧＦ唱β１对于维持 Ｔｒｅｇ 细胞数量和功能方
面起着重要作用。 因此 ＩＴＰ 患者发病可能与 Ｔｒｅｇ 细胞数量和
ＴＧＦ唱β１水平下降不足以抑制产生自身抗体的 Ｂ淋巴细胞有关，
糖皮质激素可能通过诱导 ＴＧＦ唱β１ 表达来上调 Ｔｒｅｇ的数量和功
能，从而抑制自身反应性 Ｔ细胞和 Ｂ细胞使得病情得以缓解，这
一推测尚需实验来证实。
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