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摘要：目的　 分析活动性类风湿关节炎（ＲＡ）患者 Ｔｏｌｌ 样受体 ９（ＴＬＲ９）在单核细胞亚群中的表达及单核细胞经配体活化后分

泌细胞因子的功能，初步探讨外周血单核细胞 ＴＬＲ９ 在 ＲＡ 疾病中的作用。 方法　 收集 ３２ 例活动性 ＲＡ 患者（ＲＡ 组）和 ３２ 例

健康人对照（ＨＣ 组）外周血，流式细胞术分析单核细胞亚群 ＴＬＲ９ 表达；体外培养单核细胞，经 ＴＬＲ９ 配体 ＣｐＧ⁃２００６ 活化培养

４８ ｈ，Ｌｕｍｉｎｅｘ ２００ 液相芯片技术检测培养上清液白细胞介素（ＩＬ）⁃６、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）⁃α 和单核细胞趋化蛋白（ＭＣＰ）⁃１ 浓

度。 结果　 与 ＨＣ 组相比，ＲＡ 患者外周血 ３ 个单核亚群 ＴＬＲ９ 平均荧光强度（ＭＦＩ）均显著上升（ＣＤ１４＋＋ＣＤ１６－：２１１．４±３５．３ ｖｓ
７３．４±１１．３；ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋：２１４．９±３２．６ ｖｓ ６９．３±１４．１；ＣＤ１４ｌｏｗＣＤ１６＋：１４１．８±２２．６ ｖｓ １２．８±４．８），差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 与

ＨＣ 组活化后相比，ＲＡ 组活化后上清液细胞因子 ＩＬ⁃６［（２０９．８±３２．９） ｐｇ ／ ｍＬ ｖｓ （７１．１±１２．６） ｐｇ ／ ｍＬ］、ＴＮＦ⁃α［（２６４．３±３５．４） ｐｇ ／ ｍＬ
ｖｓ （７６．２±１８．７） ｐｇ ／ ｍＬ］、ＭＣＰ⁃１［（１６７．６±１９．２） ｐｇ ／ ｍＬ ｖｓ（２３．３±７．４） ｐｇ ／ ｍＬ］浓度均显著上升，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 结

论　 活动性 ＲＡ 患者外周血单核细胞亚群高表达 ＴＬＲ９，促进炎性细胞因子的分泌，在 ＲＡ 疾病过程中发挥重要的作用。
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　 　 慢性炎症是类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，
ＲＡ）重要的发病机制，关节腔中浸润大量单核细胞

等炎性细胞，导致患者关节腔滑膜异常增生、软骨和

骨质破坏［１］。 基于细胞表面 ＣＤ１４ 和 ＣＤ１６ 的表达

情况，人类单核细胞可分为 ＣＤ１４＋＋ ＣＤ１６－ 经典型、
ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋中间型和 ＣＤ１４ｌｏｗＣＤ１６＋＋ 非经典型，中
间型和非经典型亚群被认为在 ＲＡ 等多种炎症、自
身免疫病中发挥重要作用［２⁃３］。 单核细胞表面表达

Ｔｏｌｌ 样受体 ９（Ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃９，ＴＬＲ９），通过识别

细菌 ／病毒等 ＤＮＡ 的非甲基化胞嘧啶－磷酸－鸟嘌

呤（ＣＰＧ）、真核细胞线粒体 ＤＮＡ 等配体，诱导单核

细胞分泌炎性因子和趋化因子，发挥固有免疫应答

的作用［４］。 但 ＴＬＲ９ 在单核细胞亚群中的表达及其

在 ＲＡ 疾病中的作用目前尚不明确。 本研究通过流

式细胞术检测 ＲＡ 患者外周血单核细胞 ＴＬＲ９ 表达，
并通过非甲基化 ＣＰＧ 活化 ＴＬＲ９，分析单核细胞分

泌炎性细胞因子的变化，探讨单核细胞 ＴＬＲ９ 在 ＲＡ
疾病中的作用。
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１　 材料与方法

１．１　 研究对象　 选择 ２０１８ 年 １ 月—２０１９ 年 ２ 月在

灌云县人民医院骨科就诊的活动性中重度 ＲＡ 患者

３２ 例，作为 ＲＡ 组，年龄（４８．７±１２．５）岁，男 ６ 例，女
２６ 例；纳入标准：符合 ２０１０ 年美国风湿病学会 ／欧
洲风湿病联盟分类标准，未接受甲氨蝶呤或生物制

剂治疗，ＤＡＳ２８⁃ＥＳＲ 疾病活动评分≥３．２ 分，３．２ 分＜
ＤＡＳ２８＜５．１ 分为中疾病活动度；ＤＡＳ２８≥５．１ 分为高

疾病活动度［５］。 同时招募健康人对照者 ３２ 例，作为

ＨＣ 组，年龄（４６．３±１１．３）岁，男 ５ 例，女 ２７ 例；排除

标准：血液病、感染性疾病、恶性肿瘤或自身免疫病。
两组年龄、性别差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具
有可比性。 本研究经医院伦理委员会批准（批准号

２０１７⁃０４），参加者知情同意。
１．２　 仪器和试剂 　 Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞分析仪（美国

ＢＤ 公司），Ｌｕｍｉｎｅｘ ２００ 液相芯片检测系统（Ｒ＆Ｄ 公

司），特定蛋白仪 （德灵公司）；异硫氰酸荧光素

（ＦＩＴＣ）⁃鼠抗人 ＣＤ１４ 单克隆抗体（ｍＡｂ）、别藻青蛋

白（ ＡＰＣ）⁃鼠抗人 ＴＬＲ９ ｍＡｂ、 ｐｅｒｃｐｃｙ５． ５⁃鼠抗人

ＣＤ１６ ｍＡｂ 及同型对照和红细胞裂解液（ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅｓ 公司），Ｆｉｃｏｌｌ⁃ＨｙＰａｑｕｅ 分离液（上海西糖生物

公司），ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养液（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），
非甲基化全链硫代修饰 ＣｐＧ⁃ＯＤＮ ２００６（上海生工

公司），肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、单核细胞趋化蛋

白（ＭＣＰ）⁃１ 和白细胞介素（ ＩＬ）⁃６ 检测试剂（美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１．３　 方法

１．３．１　 标本采集 　 在空腹状态下抽取健康人对照

者和 ＲＡ 患者静脉血 ６ ｍＬ 置于肝素钠抗凝管中，其
中 １ ｍＬ 用于流式细胞检测，其余 ５ ｍＬ 用于分离单

核细胞。 ＲＡ 患者有 ９ 例有关节腔积液，治疗前抽

取积液 ４ ｍＬ，采用 Ｆｉｃｏｌｌ 密度梯度法分离积液单个

核细胞，并用 ５００ μＬ ＰＢＳ 重悬，用于流式细胞分析。
１．３． ２ 　 流式细胞术检测单核细胞亚群及其表面

ＴＬＲ９　 取肝素抗凝静脉血 １００ μＬ 或 ＰＢＳ 重悬的关

节腔积液单个核细胞 １００ μＬ，加入 １０ μＬ ＦＩＴＣ⁃鼠抗

人 ＣＤ１４ ｍＡｂ、１０ μＬ ｐｅｒｃｐｃｙ５．５⁃鼠抗人 ＣＤ１６ ｍＡｂ，
避光反应 ３０ ｍｉｎ，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清

液，加入 ０． １％ 皂素 ５００ μＬ 破膜 ２０ ｍｉｎ。 １ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液，加入 １０ μＬ ＡＰＣ⁃鼠抗人

ＴＬＲ９ ｍＡｂ，避光反应 ３０ ｍｉｎ，然后加入 ５００ μＬ 红细

胞裂解液，避光反应 ８ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤后用 ４００ μＬ
ＰＢＳ 重悬，上流式分析仪检测。 根据前向散射光和

侧向散射光，外周血以单核细胞设门（关节液中细

胞分散，以所有的细胞设门），检测 ＣＤ１４＋＋ＣＤ１６－经

典型、ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋ 中间型和 ＣＤ１４ｌｏｗＣＤ１６＋＋ 非经典

型细胞比例，并检测各亚群细胞表面 ＴＬＲ９ 平均荧

光强度（ｍｅａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ）。
１．３．３　 单核细胞分离和培养　 采用 Ｆｉｃｏｌｌ 密度梯度

法分离来自健康人志愿者和 ＲＡ 患者的外周血单个

核细胞，用 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养液（含 １０％小牛血

清、１００ Ｕ ／ Ｌ 链霉素、１００ Ｕ ／ Ｌ 青霉素）重悬，在 ２４ 孔

细胞培养板中贴壁 ２ ｈ 后，去除非贴壁细胞，加入

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液继续培养 ４ ｈ，收集单核细胞，取
１００ μＬ 单核细胞，加入 １０ μＬ ＦＩＴＣ⁃鼠抗人 ＣＤ１４
ｍＡｂ，避光反应 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤后用 ４００ μＬ ＰＢＳ
重悬，流式分析仪检测 ＣＤ１４ 阳性细胞比例，结果显

示纯度＞９５％。
１．３．４　 细胞因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＭＣＰ⁃１ 浓度检测　 上

述单核细胞经 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液重悬，调整细胞浓

度为 １×１０４ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，培养于 ２４ 孔板，分 ２ 孔，其中

１ 孔加入 ４０ μｇ ／ ｍＬ ＣｐＧ⁃ＯＤＮ ２００６，另 １ 孔为空白

对照，置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养 ４８ ｈ，收集上

清液，储存于－８０ ℃。 用 Ｌｕｍｉｎｅｘ ２００ 液相芯片检测

上清液细胞因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＭＣＰ⁃１ 浓度：取 ９６ 孔

板，每孔加 ５０ μＬ 交联待检细胞因子 ｍＡｂ 的磁球，
平放在磁铁板上 ５ ｍｉｎ 后弃上清液，然后每孔加

５０ μＬ样本和标准品，室温下振荡反应 ３０ ｍｉｎ，弃上

清液，每孔加入亲和素标记的二抗 ２５ μＬ，室温反应

３０ ｍｉｎ，最后每孔加入 ５０ μＬ ＰＥ 标记的生物素，室
温静置 １０ ｍｉｎ 后洗涤，Ｌｕｍｉｎｅｘ ２００ 检测系统检测

样本的荧光强度，根据标准品的荧光强度计算各样

本细胞因子浓度。 每个样本检测 ３ 次，取均值。
ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、 ＭＣＰ⁃１ 检 测 限 分 别 为 １． ５ ｐｇ ／ ｍＬ、
１．８ ｐｇ ／ ｍＬ和 ２．０ ｐｇ ／ ｍＬ。
１．４　 统计学分析 　 用 Ｓｔａｔａ ７．０ 软件进行。 资料为

正态分布，用均值±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，两组间差异

比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ 检验。 以双侧 Ｐ＜０．０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２．１　 ＲＡ 患者外周血单核细胞亚群比例　 以单核细

胞设门（见图 １Ａ），根据 ＣＤ１４ 和 ＣＤ１６ 表达检测单

核细胞亚群（见图 １Ｂ）。 与 ＨＣ 组相比，ＲＡ 患者经

典型单核细胞比例显著降低，中间型和非经典型单

核细胞比例均显著上升，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０．０５），结果见表 １。
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　 　 注：Ａ，分选单核细胞；Ｂ，单核细胞亚群分析。 Ｒ１，以单核细胞设门；Ｒ２，ＣＤ１４＋＋ ＣＤ１６－ 经典型单核细胞；Ｒ３，ＣＤ１４＋ ＣＤ１６＋ 中间型；Ｒ４，

ＣＤ１４ｌｏｗＣＤ１６＋＋非经典型单核细胞。

图 １　 ＲＡ 患者外周血单核细胞亚群分析

表 １　 外周血单核细胞亚群比例比较

组别 ＣＤ１４＋＋ＣＤ１６－（％） ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋（％） ＣＤ１４ｌｏｗＣＤ１６＋（％）
ＲＡ 组 ７１．２±９．６ １６．４±７．７ ８．３±３．２
ＨＣ 组 ８５．６±５．１ １０．４±４．１ ５．４±２．１
ｔ 值 ７．４９ ３．８９ ４．２８
Ｐ 值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２．２　 ＲＡ 患者外周血单核细胞 ＴＬＲ９ ＭＦＩ 检测　 与

ＨＣ 组相比， ＲＡ 患者外周血 ３ 个单核细胞亚群

ＴＬＲ９ ＭＦＩ 均显著上升，差异有统计学意义 （Ｐ ＜
０．０５），结果见图 ２、表 ２。

注：Ａ，ＣＤ１４＋＋ＣＤ１６－ＴＬＲ９；Ｂ，ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋ ＴＬＲ９；Ｃ，ＣＤ１４ｌｏｗＣＤ１６＋ ＴＬＲ９。

图 ２　 外周血单核细胞亚群 ＴＬＲ９ ＭＦＩ

表 ２　 外周血单核细胞亚群中 ＴＬＲ９ 平均荧光强度比较

组别 ＣＤ１４＋＋ＣＤ１６－ ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋ ＣＤ１４ｌｏｗＣＤ１６＋

ＲＡ 组 ２１１．４±３５．３ ２１４．９±３２．６ １４１．８±２２．６
ＨＣ 组 ７３．４±１１．３ ６９．３±１４．１ １２．８±４．８
ｔ 值 ２１．０６ ２３．１９ ３１．５８
Ｐ 值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

２．３ 　 不同活动度 ＲＡ 患者外周血单核细胞亚群

ＴＬＲ９ ＭＦＩ 比较　 高疾病活动度组与中疾病活动度

组相比，单核细胞亚群 ＴＬＲ９ ＭＦＩ 表达均显著上升，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。 见表 ３。

表 ３　 不同活动度 ＲＡ 患者外周血单核细胞亚群 ＴＬＲ９ ＭＦＩ

组别 ｎ ＣＤ１４＋＋ＣＤ１６－ ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋ ＣＤ１４ｌｏｗＣＤ１６＋

中疾病活动度组 １３ １８５．１±３０．７ １９１．５±３２．８ １２５．４±１７．８
高疾病活动度组 １９ ２２９．５±３４．３ ２２６．４±３５．９ １５３．１±２５．２
ｔ 值 ３．７５ ２．７９ ３．４１
Ｐ 值 ０．００１ ０．００１ ０．００２

２．４　 ＲＡ 患者关节腔积液单核细胞 ＴＬＲ９ 检测　 ＲＡ
患者关节腔积液单核细胞亚群比例分别为：经典型

（６０． ６ ± ９． １）％、中间型 （ ３１． １ ± ６． ４）％、非经典型

（８．７± ２． ３）％； ＴＬＲ９ ＭＦＩ 分别为：经典型 ３０９． ６ ±
３２．４、中间型 ４６１．２±２６．５、非经典型 ２８８．５±２５．４。
２．５　 ＣＰＧ 活化的外周血单核细胞培养上清液细胞

因子检测　 与 ＨＣ 组活化后相比，ＲＡ 患者组活化后

上清液细胞因子浓度均显著上升，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５）；与活化前相比，ＨＣ 和 ＲＡ 组活化后上

清液细胞因子浓度均显著上升，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。 见表 ４。

　 　 表 ４　 ＣＰＧ 活化的单核细胞培养上清液细胞因子水平

（ｐｇ ／ ｍＬ）

组别 ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α ＭＣＰ⁃１
ＨＣ 组活化前 １９．２±９．４ ２３．４±９．５ １１．５±４．５
ＨＣ 组活化后 ７１．１±１２．６＃ ７６．２±１８．７＃ ２３．３±７．４＃

ＲＡ 组活化前 ２４．５±１１．２ ３２．７±１１．６ ４２．３±１１．４
ＲＡ 组活化后 ２０９．８±３２．９＃∗ ２６４．３±３５．４＃∗ １６７．６±１９．２＃∗

　 　 注：＃，与同组活化前比较，Ｐ＜０．０５；∗，与 ＨＣ 组活化后比较，Ｐ＜

０．０５。
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３　 讨论

　 　 人类单核细胞 ＣＤ１４＋＋ＣＤ１６－经典型可产生高水

平的活性氧（ＲＯＳ）、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８，迅速募集到炎症部

位，吞噬清除病原体［６］；ＣＤ１４＋ＣＤ１６＋中间型高表达

ＨＬＡ⁃ＤＲ，产生更高水平的活性氮物质（ＲＮＳ）、ＩＬ⁃１β
和 ＴＮＦ⁃α；而 ＣＤ１４ｄｉｍＣＤ１６＋非经典型参与巡逻血管

内皮细胞对病毒和免疫复合物的反应［７］。 早期研

究表明 ＲＡ 患者外周血中 ＣＤ１４ｄｉｍＣＤ１６＋非经典型单

核细胞增加［８］，而最近研究表明外周血中 ＣＤ１４＋

ＣＤ１６＋中间型亚群的频率增加［９⁃１０］，且与疾病的严

重程度显著相关。 本研究结果表明 ＲＡ 患者外周血

经典型亚群显著降低，中间型和非经典型显著上升。
本研究还发现 ＲＡ 患者关节腔积液中存在较多的单

核细胞，且中间型亚群比例高于外周血，表明这些细

胞不断向炎症组织募集，参与参与关节腔炎症反应。
Ｋｙｂｕｒｚ 等［１１］ 研究表明 ＴＬＲ９ 信号传导抑制剂

羟氯喹可抑制 ＲＡ 炎症的严重程度，其显著的治疗

效果表明 ＴＬＲ９ 参与 ＲＡ 疾病过程。 本研究在外周血

和关节腔积液 ３ 个单核细胞亚群中均检测到 ＴＬＲ９ 的

高表达，且高疾病活动度患者 ＴＬＲ９ 表达更显著，突
显了单核细胞 ＴＬＲ９ 在 ＲＡ 疾病中的潜在作用。

ＲＡ 患者血液中死亡细胞释放的含有非甲基化

ＣｐＧ 重复序列的线粒体 ＤＮＡ、细菌 ／病毒等病原体

ＤＮＡ 的非甲基化的 ＣｐＧ 寡核苷酸均可作为 ＴＬＲ９
内源性配体，活化激活丝裂原活化蛋白激酶 ｐ３８ 和

ＮＦ⁃κＢ 信号通路，诱导细胞的固有免疫应答［１２］。 本

研究证实，单核细胞经 ＴＬＲ９ 配体 ＣｐＧ⁃ＯＤＮ ２００６ 刺

激后可分泌高浓度的 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＣＰ⁃１。 促炎

细胞因子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 可刺激软骨细胞、破骨细

胞、血管内皮、淋巴细胞、ＮＫ 细胞和成纤维细胞的

活化，从而直接介导滑膜增殖和损伤，并产生降解关

节软骨基质的基质金属蛋白酶（ＭＭＰ），导致 ＲＡ 中

的骨吸收［１３］。 ＭＣＰ⁃１ 是一种高效的趋化因子，参与

炎症单核细胞的募集。 以上结果表明，ＲＡ 患者单核

细胞高水平的 ＴＬＲ９ 参与促炎细胞因子或趋化因子

ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 和 ＭＣＰ⁃１ 的产生，参加 ＲＡ 疾病发展。
综上所述，活动性 ＲＡ 患者关节腔积液中存在

高比例的中间型和非经典型单核细胞。 另外，ＲＡ
患者外周血单核细胞 ３ 个亚群均具有高水平的

ＴＬＲ９，ＴＬＲ９ 激动剂增加炎性细胞因子和趋化因子

的产生。 因此，单核细胞 ＴＬＲ９ 在 ＲＡ 患者的疾病过

程中发挥重要作用。 本研究的局限性是对总体细胞

的细胞因子分泌进行检测，未对单核细胞亚群进行

分选，分析亚群中的功能。 因此，单核细胞亚群

ＴＬＲ９ 在 ＲＡ 疾病中的作用需要进一步深入研究。
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