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·临床论著· 

过敏性紫癜患儿外周血单个核细胞 TLR6 
表达及其与 Th1、Th2 和 Th17 细胞 
免疫应答相关性研究 

訾广芹  付元  陈秀霞  曹永献  张庆群  常红
 

【摘要】  目的  探讨TLR6 在过敏性紫癜（HSP）患儿外周血单个核细胞（PBMC）的表达及

其与Th1、Th2 和Th17 细胞免疫应答的相关性，探讨TLR6 与HSP发病机制的关系。方法  选取我院

住院的急性期HSP患儿 42 例为研究对象，另选取健康儿童 30 例作为正常对照组。采用流式细胞术

检测外周血单个核细胞TLR6蛋白表达，实时荧光定量PCR技术检测外周血单个核细胞MyD88 mRNA
的基因相对表达量，ELISA法检测血浆IFN-γ、IL-4、IL-17 水平。结果  （1）HSP患儿外周血单个

核细胞TLR6 蛋白表达（TLR6 阳性细胞百分率及平均荧光强度）显著高于正常对照组（t'＝9.40，
P＜0.01；t'＝10.49，P＜0.01），HSP组外周血单个核细胞MyD88 mRNA相对表达量显著明显高于正

常对照组（t'＝2.46，P＜0.01）。（2）HSP组血浆IL-4 水平显著高于对照组（t'＝3.44，P＜0.01），IFN-γ
水平高于对照组（t'＝2.44，P＜0.05），IFN-γ/IL-4 比值低于对照组（t'＝2.27，P＜0.05），IL-17
水平显著高于对照组（t'＝2.64，P＜0.01）。（3）HSP组单个核细胞TLR6 蛋白表达与MyD88 mRNA
呈显著正相关（r＝0.79；P＜0.01）；与血浆IL-4 水平呈显著正相关（r＝0.69，P＜0.01）；与IFN-γ/IL-4
比值呈负相关（r＝－0.38，P＜0.05）；与IL-17 水平呈正相关（r＝0.36，P＜0.05）；与血浆IFN-γ
水平不存在相关性（P＞0.05）。结论  TLR6 活化可能参与了HSP的免疫发病机制；HSP患儿体内

存在Th1/Th2 失衡，Th17 异常活化，活化的TLR6 可能通过上调Th2、Th17 免疫应答介导HSP的免疫

发病机制。
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【Abstract】  Objective  To investigate the expression of TLR6 in peripheral blood mononuclear 
cells and its correlation with Th1, Th2 and Th17 immune response in children with Henoch-Schonlein 
purpura(HSP), to explore the relationship between Toll-like receptor 6 and the pathogenesis of HSP. 
Methods Forty-two patients with HSP and 30 age-matched healthy subjects were recruited. Flow 
cytometry (FCM) was performed to detect the expression of TLR6. The relative expression level of MyD88 
mRNA in PBMCs was detected by real-time fluorescent PCR. The levels of IFN-γ, IL-4 and IL-17 in 
plasma were determined by ELISA. Results (1)The levels of TLR6 and MyD88 mRNA of the HSP 
children were significantly higher than the control group (P<0.01). (2)The levels of IL-4, IFN-γ and IL-17 
in plasma of HSP children were significantly higher than the controls (t'=3.44, P<0.01; t'=2.44, P<0.05; 
t'=2.64, P<0.01), and the ratio of IFN-γ/IL-4 in plasma of HSP children was lower than the control group 
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(t'=2.27, P<0.05). (3)The mRNA expression of MyD88 showed a positive correlation with expression of 
Toll-like receptor 6 protein of CD4+ T in HSP children (r=0.79; P＜0.01); Toll-like receptor 6 had 
positively correlated with IL-4 (r=0.69, P<0.01); and negatively correlated with the ratio of IFN-γ/IL-4 
ratio (r=-0.38, P<0.05); and positively associated with IL-17 (r=0.36, P<0.05); had no correlation with 
plasma IFN-γ (P>0.05). Conclusion The aberrant activation of TLR6 might be associated with the 
immunological pathogenesis of HSP by enhancing Th17 immune response. The hyper-activation of Th2 
and Th17 might be involved in the process of HSP development. 

【Key words】   Purpura, Schoenlein-Henoch;  Toll-like receptor 6;  Interferon type Ⅱ ;  
Interleukin-4;  Interleukin-17 

   
过敏性紫癜（HSP）是儿童时期最常见的一种

自身免疫性系统性血管炎，临床表现可累及皮肤、

胃肠道、关节、肾脏等多个系统，肾脏受累的严重

程度往往直接影响到本病的病程和预后[1]。目前认

为，感染为主要的发病诱因，研究表明 HSP 急性期

存在明显的免疫功能异常，导致其免疫失衡的具体

机制尚未完全阐明。 
Toll 样受体（Toll-like receptor，TLR）是一种

Ⅰ型跨膜模式识别受体，识别病原体相关分子模式

（pathogen associated molecular patterns，PAMPs），
启动针对入侵病原体的早期应答，诱发特异性免疫

反应[2]。近年发现 TLR 在支气管哮喘、系统性红斑

狼疮、类风湿关节炎、多发性硬化和川崎病等多种

疾病的发病中起着重要的作用[3]。然而 TLR 信号途

径及其与 Th1、Th2 及 Th17 相关关系在 HSP 的免

疫发病机制中的作用如何，国内外研究尚少。本研

究通过检测HSP患儿外周血单核细胞TLR6蛋白表

达和血浆中 IL-4、IFN-γ、IL-17 水平，观察 HSP 患

儿 TLR6 与辅助性 T 细胞亚群之间的相关性，为进

一步研究儿童 HSP 的发病机制及为 HSP 的治疗提

供新思路。 

资料和方法 

一、一般资料 
选取 2013 年 6 至 11 月青岛大学附属医院儿科

收治的过敏性紫癜急性期患儿 42 例。男 25 例，女

17 例；年龄 4～13 岁，平均 6.7 岁。诊断均符合 2006
年 EULAR/PReS 过敏性紫癜诊断标准[4]，均为首次

发病，近 4 周内未接受糖皮质激素、免疫抑制剂或

肝素等药物治疗。另选取同期本院儿童保健科健康

体检儿童 30 名作为健康对照组。男 20 名，女 10
名；年龄 3～12 岁，平均年龄为 6.5 岁。两组年龄、

性别比较无统计学差异。该实验获得受试者家属知

情同意后实施，并经本院医学伦理会讨论通过。 

二、研究方法 
1. 标本采集：无菌采集外周静脉血 4 ml，室温

下立即将其中 1 ml 加入无菌肝素抗凝管（20 IU/ml），
用于流式细胞术检测 TLR6 蛋白表达率；普通管留

取血浆，置于－80 ℃保存，留做 ELISA 检测细胞

因子。  
2. 流式细胞仪检测外周血 CD14+单个核细胞

TLR6 蛋白表达：无菌采取肝素抗凝静脉血 2 ml，
用 Mark 笔标记 2 个流式细胞仪检测管分别为测试

管和同型对照管。测试管加入 10 μl抗人CD14-FITC
抗体，同型对照管中加入 10 μl 鼠抗人 IgG2a-FITC
抗体；测试管中加入 10 μl 抗人 TLR6-PE 抗体，同

型对照管中加入 10 μl PE 标记的大鼠的阴性对照抗

体。室温、避光孵育 15 min。将采集的新鲜的外周

静脉血各 100 μl，分别加入测试管和同型对照管中。

混匀，室温避光静置 15 min，然后将溶血素 3 ml
加入测试管和同型对照管内，混匀后避光室温静置

15 min，2 000 r/min（相对离心力 696×g）离心

5 min。弃上清液，用磷酸盐缓冲液（PBS）反复洗

涤 2 遍，每次 2 000 r/min，离心 5 min。最后丢弃

上清液，将 PBS 液 500 μl 加入测试管和同型对照管

内。将测试管和同型对照管同时放入流式细胞仪

（美国Beckman Coulter公司）进行检测，测定10 000
个外周血单核细胞中双染色双阳性细胞的百分率。试

验抗体购自 eBioscience 公司。 
3. 实时荧光定量PCR反应检测MyD88 mRNA

的表达：（1）分离外周血单个核细胞：采取淋巴细

胞分离液密度梯度离心法分离外周血单个核细胞，

于－80 ℃冰箱中保存。（2）总RNA的提取：取已分

离的外周血单个核细胞，加入RNAisoPlus裂解后，

依次加入氯仿、异丙醇、75%的乙醇离心后获得总

RNA，应用核酸定量分析仪测量总RNA的浓度和纯

度，所有标本的A260/A280比值均在1.8～2.0之间。

（3）反转录-聚合酶链反应：在50 μl的反转录反应
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体系中，以2.5 μg mRNA为模板逆转录cDNA。取1 μl
的cDNA为模板，进行PCR扩增，目的基因mRNA
序列相关引物的参数见表1。（4）实时荧光定量PCR
反应：按照实时荧光定量PCR试剂说明书提供的参

考用量及终浓度范围，将所需原料放入荧光定量

PCR专用反应的8连管，在冰上制备PCR反应混合

液，然后混匀。按照TaKaRa两步法试剂盒中推荐的

标准程序进行PCR扩增。 
ABI7000型荧光定量PCR扩增仪完成PCR反应后，

自动生成荧光强度曲线，该荧光强度曲线反映所有标

本不同循环时的荧光强度；电脑同时算出反应体系中

待测样本中MyD88及GAPDH mRNA的Ct值，进行目

的基因的相对定量检测，用2-ΔΔCt表示实验组MyD88 
mRNA的相对表达量，具体计算方法参考文献[5]。 

表 1  引物的序列 

基因 引物序列 
复性温

度(℃) 
产物大

小(bp) 

MyD88 
上游引物：

5'-GCACATGGGCACATACAGAC-3' 
58 239 

 
下游引物：

5'-TGGGTCCTTTCCAGAGTTTG-3' 
  

GAPDH 
上游引物： 
5'- AACAGCCTCAAGATCATCAGCAA-3' 

60 146 

 
下游引物： 
5'- GACTGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3' 

  

 
4. ELISA 法检测血浆 IFN-γ、IL-4、IL-17 水平：

具体操作参照试剂说明书。试剂盒购自上海元龙生

物技术有限公司。 
三、统计学分析 
所有数据处理均采用 SPSS 17.0 软件包进行分

析，检测结果以均数±标准差（ sx ± ）表示，两

组间方差齐采用独立样本 t 检验，方差不齐采用独

立样本 t′检验，相关分析采用 Pearson 分析，P＜0.05
为差异有统计学意义。 

结    果 

一、外周血单个核细胞 TLR6 阳性细胞百分率、

平均荧光强度（MFI）变化和 MyD88 mRNA 的表

达 
HSP 组 TLR6 阳性细胞百分率、MFI 和 MyD88 

mRNA 相对表达量均显著高于正常对照组，差异有

统计学意义（均 P＜0.01），见表 2，图 1～3。 
二、HSP 患儿外周血单个核细胞 TLR6 蛋白与

MyD88 mRNA 表达相关性分析 
HSP 患儿外周血单个核细胞 TLR6 蛋白荧光强

度与 MyD88 mRNA 表达呈正相关（r＝0.79；P＜
0.01），见图 4。 

三、血浆 IFN-γ、IL-4、IFN-γ/IL-4 比值及 IL-17
的变化 

HSP组血浆 IFN-γ水平及 IL-4水平均较对照组

水平显著升高，差异有统计学意义（t′＝2.44，P＜
0.05；t′＝3.44，P＜0.01）；IFN-γ/IL-4 比值较对照

组比值显著低下，差异有显著性意义（t′＝2.27，
P＜0.05）；IL-17 水平较对照组水平显著升高，差

异有统计学意义（t′＝2.64，P＜0.01）；见表 3。 
四、TLR6 蛋白表达与血浆 IFN-γ、 IL-4、

IFN-γ/IL-4 比值及 IL-17 的相关性分析   
HSP 组外周血单个核细胞 TLR6 蛋白表达

（MFI）与血浆 IL-4 水平呈显著正相关（r＝0.69，
P＜0.01）；与 IFN-γ/IL-4 比值呈负相关（r＝－0.38，
P＜0.05）；与血浆 IL-17 呈正相关（r＝0.36，P＜  

表 2  HSP 组及正常对照组单个核细胞 TLR6 蛋白及 MyD88 mRNA 表达（ sx ± ） 

组别 例数 TLR6平均荧光强度 TLR6阳性细胞百分率(%) MyD88 mRNA表达 

HSP组 42 12.56±4.09 29.13±10.17 1.28±0.42 

正常对照组 30 2.97±1.83 6.86±4.05 0.99±0.25 

t′值  9.40 10.49 2.46 

P值  <0.01 <0.01 <0.01 

表 3  HSP 组与正常对照血浆 IFN-γ、IL-4、IFN-γ/IL-4 比值及 IL-17 的比较（ sx ± ） 

组别 例数 IFN-γ(pg/ml) IL-4(pg/ml) IFN-γ/IL-4 IL-17(pg/ml) 

HSP 组 42 195.86±84.16 8.18±3.48 25.67±11.47 13.17±2.84 

正常对照组 30 140.83±77.78 5.05±1.88 47.90±10.06 11.09±1.77 

t′值  2.44 3.44 2.27 2.64 

P值  <0.05 <0.01 <0.05 <0.01 
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0.05）；与血浆 IFN-γ 水平不具有相关性（P＞0.05），
见表 4。 

表 4  HSP 组外周血单个核细胞 TLR6 蛋白与血浆 IFN-γ、
IL-4、IFN-γ/IL-4 及 IL-17 水平比值相关分析 

项目 IFN-γ IL-4 IFN-γ/IL-4 IL-17 

r 值 0.097 0.69 -0.38 0.36 
P 值 >0.05 <0.01 <0.05 <0.05 

讨    论 

HSP 的发病机制尚不明确，目前认为可能与体

液免疫和细胞免疫紊乱、凝血与纤溶机制的紊乱及

遗传易感性有关，但是导致免疫功能异常的调控机

制仍未完全清楚。既往研究显示 HSP 患儿的体内存

在细胞免疫功能紊乱，急性期 Th1/Th2 失衡，Th2
细胞优势活化[6]。Th17 细胞异常活化，调节性 T
（regulatory T cell，Treg）细胞产生减少或者反应

不足。本研究结果发现 HSP 患儿急性期外周血中

Th1 类细胞因子 IFN-γ 水平增加，Th2 类细胞因子

IL-4 水平增加，IFN-γ/IL-4 比值明显降低，提示 HSP
患儿体内的确存在着明显 Th1/Th2 失衡即 Th2 优势

明显，IFN-γ 水平增高可能为机体调节免疫失衡代

偿所致，由于代偿不完全导致疾病的发生。Th17
是近年来发现的一种新的CD4+辅助性T细胞亚群，

分泌 IL-17、IL-21、IL-22 等细胞因子，通过所分泌

的 IL-17 诱导单核/巨噬细胞、平滑肌细胞、上皮细

胞、内皮细胞等产生多种炎症细胞因子及趋化因

子，参与机体炎症反应或自身免疫反应[7]。我们前

期研究及本次试验结果均显示：HSP 患儿血浆中

IL-17 的水平明显升高，提示 Th17 细胞在 HSP 的

发病过程中起重要作用[8-10]。 
TLR 是一类重要的模式识别受体[11-12]，是联系

天然免疫和适应性免疫应答的桥梁，不同的 TLR 识

别不同的配体，当特异性配体与相应的 TLR 结合后

TLR 活化，经过依赖 MyD88 或非依赖 MyD88 的途

径[13-16]，引起多种转录因子（IRF3、IRF7、AP-1
和 NF-κB）的活化；一方面增强 IL-6、IL-1β、IL-12
和 TNF-β 等炎症因子的基因表达，另一方面促进使

抗原提呈细胞细胞表面的协同刺激分子表达上调，

产生多种细胞因子，促进 Th 细胞的活化，启动适

应性免疫应答[17-18]。TLR 过度活化和表达，会导致

多种自身免疫疾病的发生和发展[19-22]，蒋莉等[23]

研究发现痛风患者外周血单个核细胞中 TLR4、
NF-κB 和血浆中 IL-1β 的表达均高于健康对照组，

TLR4、IL-1β 与体内血尿酸水平呈正相关，提示

TLR4 信号参与了痛风免疫与炎症反应调节；

TLR2/MyD88信号转导途径可能通过作用于树突状

细胞的活化和细胞因子分泌，而影响心脏中特异性

CD4+ T细胞的增殖、活化，从而导致心肌炎的发生[24]。

关于 TLR 是否参与 HSP 的发病目前报道较少。 
TLR信号途径活化产生的共刺激分子和形成的

细胞因子微环境，可诱导初始T细胞分化为CD4+辅

助性T细胞，包括Th1、Th2、Th17及CD4+CD25+ 
Foxp3 Treg。大多数TLR的配体可诱导机体产生Th1
型免疫应答，然而在某些条件下也可导致Th2型或

Th17免疫应答的发生。Redecke等[25]研究发现TLR2
人工配体Pam3 Cys能够诱导明显的Th2型免疫反

应，从而诱发哮喘。使用脂多糖（LPS）、CpG DNA
和完全弗氏佐剂（含多种TLR的配体）等TLR4配体

的佐剂免疫小鼠，可诱导Th1型免疫反应和产生Th1
依赖的抗体。Geun-Tae等[26]研究发现TLR4、TLR9
过度表达可能通过激活Th1、Th2、Th17细胞反应参

与多发性皮肌炎的免疫发病机制；Morgan等[27]证实

在炎症性肠病时TLR6活化可促进胃肠道淋巴组织

趋向Th1、Th17免疫反应。 
我们前期研究发现活化的TLR2、4可能通过上

调Th2型免疫应答介导HSP的免疫发病机制，但

TLR6与Th1/Th2、Th17细胞的关系以及是否参与

HSP发病目前尚不明确，这也正是本研究的目的所

在。 
本研究显示：HSP患儿外周血单个核细胞TLR6

蛋白与MyD88 mRNA表达均显著升高，且TLR6与
MyD88呈显著正相关（P＜0.01）；提示TLR6可能通

过MyD88依赖信号转导途径，介导炎性细胞因子的

产生，参与HSP的发病。研究还显示HSP患儿TLR6
蛋白表达与血浆 IL-4水平呈显著正相关，与

IFN-γ/IL-4比值呈负相关，与血浆IL-17水平呈正相

关，提示机体可能通过TLR6与配体结合，激活TLR
信号转导通路，导致多种炎性细胞因子的产生，另

一方面通过多种免疫机制导致Th2、Th17优势活化， 
IL-4大量释放引起Th1/Th2失衡、IL-17的过度产生

从而导致HSP发病。 
综上，HSP患儿外周血单个核细胞TLR6蛋白和

MyD88 mRNA表达显著升高且呈显著正相关，HSP
患儿存在Th1/Th2失衡（Th2优势活化），Th17过度

活化，TLR6蛋白表达与Th2及Th17细胞免疫应答

均呈正相关，提示活化的TLR6可能通过上调Th2、 
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Th17免疫应答介导HSP的免疫发病机制。 
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