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摘 要
:

【目的】研究系统性红斑狼疮 (
s ys et 而

c l uP
u , 。

yrt he am ot s us SL )E 外周血单个核细胞 ( eP ir p ha 磁 b fo do

m on on cu le a : 。
ell

, P B M c
,
)的细胞周期相改变和药物的影响

,

探讨其在 s比 发病中的作用
。

【方法】用流式细胞分

析技术
,

检测 SLE 患者 (活动期和静止期 ) P B M C
s
的细胞时相构成比例

,

观察药物对其的影响
,

并和正常人进行

比较 ;分析 s LE 患者细胞周期时相构成比例和血清抗 ds DN A 抗体的相关性 J 结果】①基础状况下
,

s L E 患者 P BM
-

c s
的细 胞周期时相构成 比例 (% )和正常人之间无明显差别 (均 尸 > 0

.

0 5 )
。

② 植物凝集素 ( p h y tho
e m a

gg l ut i in
n ,

P H )A 使活动期 SLE 患者 P B M c s
的 0G / G

:

期比例减低 ( p < 0
.

01 )和 S 期比例增高 ( 尸
< 0

.

01 )
、

缓解期 S LE 患者

P B M c
。 S 期比例增高 ( 尸

< 0
.

01 )
、

正常人 PB M c
,

各时相均无明显改变
。

③ 用地塞米松 ( d ex am
e ht as on

e ,

D ex )后
,

活动期 s L E 患者 P B M c
s
各期时相 比例无改变

,

缓解期 s LE 患者 P B M C s

吼 / G
、

期比例增高 ( p < 0
.

001 )和 S 期比

例减低 (尸
< 0

.

00 1 )
,

正常人 P B M c
s
的 0G / G

:

期比例增高 (尸
< 0

.

05 )
。

④ 活动期 s LE 患者血清抗 ds D N A 抗体和

oG / G
:

期比例呈负相关 (
; = 一

0
.

7 5 7
,

尸 二
0

.

0 0 1 )
、

和 s 期比例呈正相关 (
; 二 0 55 5

,

尸 二 0
.

0 0 0 1 )
。

【结论】s比 患

者 P B M C ,
具有较强的潜在增殖活性

,

其时相构成 比例和血清抗 ds DN A 抗体相关
,

可能和其发病及病程有关
。
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s 。 f 。 e l一。 y e一e一 ph a s e 。 f p e h p h e r al H o o d m o n o

un
-

e l e a r e e l ls ( PB M C s
) i n p a ti e n t s w i th s y s t e m i e l u p u s e巧 t h e m at o s u s

( SLE ) an d th e e
ffe

e ts o f al l

e h a n g e , b y d ur g s
.

[M
e th o d s

] T h。 。 。 n s ti tu e n t r a ti。 。 f d i ffe
r e n t C e l l 。 y e l e
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A f t e r

s tim u l a t e d b y p h y to h e m a g g l u t i n i n ( PH A ) a n d d e p r e s s e d b y d e x a m e th a s o n e ( D e x )
,

th e s e e x a m i n a t i o n s

w e er r e p e a te d
·

hT
e e o

err l a ti o n b e tw e e n e o n s t i tu e n t ar t i o o f d i ffe
r e n t e e l l e y e le

一

p h ar s e o f P B M C s a n d

s e ur m 。 n t i
一

a s D N A 。 n tib o d y l e v e l w e er 。 n a l y s e d
.

[ R e s u l t s

l ① T h e r 。 w e er 。 。 。 i g n iif e a n t a iffe
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Ph a s e o f PB M C s i n S L E a n d h e a l t h e o n tor l a t b a s a l s t a t u s
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② S t i m u la t e d b y p H A
,

th e e o n s t i t u e n t r a t i。 。 f p h a s e oC / G
, o f P B M C , a e e er a s e d m a r k e d ly i n 。 e t iv e

S L E ( P < 0
.

0 1 )
,

th e p h a s e 5 i n e r e a s e d i n a e t i v e a n d i n a e t i v e S L E (
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.
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.

③ D e p er s s e d b y D e x ,
t h 。 e o n s t it u e n t ar t io 。 f p h a s e

肠 / G
:
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系统性红斑狼疮 (
s y s t e m i。 l u p u 。 。巧 th e m a to s u s ,

S LE ) 是一种慢性 自身免疫性疾病
,

引起多器官损

害
,

具有产生多种 自身抗体的特点
。

淋巴细胞在 S LE

的发生发展中具有重要作用
,

包括 T 细胞分泌的细

胞因子和 B 细胞产生的自身抗体
,

此类细胞功能的

改变和其生存状态 (增殖
、

分化和凋亡 )有关
’̀

,

2 , 。

本

研究选择在 S LE 发生发展中起重要作用的外周血

细胞
,

采用流式细胞术对 S LE 患者和正常人的细胞

周期时相构成进行研究
,

包括使用药物 (植物凝集

素和地塞米松 ) 干预的影响 ; 同时分析血清抗 ds D
-

N A 抗体和细胞周期相构成 比例间的相关性
,

了解

细胞周期相改变和功能的关系
,

探讨细胞周期时相

改变在 S L E 中发病中的可能作用
。

1 材料和方法

1
.

1 研究对象

本 院肾内科和风湿 内科住院病人 ( 2 0 0 2 年 7

月 一 1 0 月 )共 2 6 例
,

全部符合美国风湿病协会 S L E

诊断标准 ! ’ ] ,

除外使用大剂量免疫抑制剂 (糖皮质

激素
、

细胞毒药物 )者
。

依据 S L E D AI 标准
礴̀’ ,

病人分

为活动期组 ( > 9 分 )和缓解期组
。

活动期 14 例
,

男

2 例
,

女 12 例
,

年龄 16 一 3 5 ( 2 5 士 6 )岁 ;缓解期 12

例
,

男 3 例
,

女 g gIJ
,

年龄 19 一 4 4 ( 2 9 士 9 )岁
。

正常

对照组 10 例
,

全部女性
,

年龄 18 一 30( 23 士
4) 岁

,

为健康体检者和志愿者
。

3 组间年龄差异无显著性

(均 尸 > 0
.

0 5 )
。

1
.

2 细胞分离及处理

肝素钠抗凝外周静脉血 5 m L
,

用淋巴细胞分

离液按常规操作分离出外周血单个核细胞 ( eP ir p
-

h e r a l b一o o d m o n o n u e l e a : c e l l s ,

PB M e S
)

,

取 10 6

细胞

进行检测
。

均分所余 PB M C S ,

加人含 10 0 m L / L 新

生牛血清 (杭州四季青公司 ) 的 R P M I 1 6 4 0 培养基

( iG cb 。 公司 )
,

调整细胞数为 10
6 / m L

,

分别加人植

物凝集素 ( p h y t o h e m a g g l u t i n in
,

p H A
,

Si g m a 公司
,

终浓度 Z m g / L )和地塞米松 ( d
e x a m e t h a s o n e ,

D e x ,

S i g m a 公司
,

终浓度 10
一 ’ m o l / L )

。

处理后的 PB M e :

放入培养箱于 37 ℃
、

5% C O
:

条件下培养 24 h 后收

集细胞
,

以磷酸盐缓冲液 ( P B )S 洗 2 次
,

加人 70 0

m L / L 乙醇固定 12 一 2 4 h
。

1
.

3 流式细胞术检测

取固定的培养细胞
,

以 P B S 洗 2 次
,

调整细胞

数为每 管 ( 10 0 卜)L 10
`
后 加入 专 用 D N A 染 液

( c
o u l t e : 公司

,

内含 R N a s e l O m g / L 和 p or p i d i u m

i o d i d e ,

P l 5 0 m g / L ) 0
.

5 m L
,

避光染色 3 0 m i n ,

以

流式细胞仪 ( C
o u l t e : 公司

,

PN 6 6 0 4 4 5 1 )分析每份样

品中至少 10
`
细胞

,

用 M u l t i e y e l e 软件 ( p h o e n i x 公

司 )分析细胞周期相
,

分为 G 。 / G
, 、

S
、

G
Z / M 期

,

得出

每份样品的构成比例 (% )
。

1
.

4 血清抗 ds D N A 抗体测定

用 E L I S A 法
,

试剂为 Z E U S S e i e n t iif C I n e 产

品
。

1
.

5 统计学分析

统计数据以 见士 ￡ 表示
,

应用 S P S SI 0
.

0 进行分

析
,

组间比较用方差分析 ( on
e w ay A N OV A )并进行

两两比较
,

组 内比较用配对 t 检验
,

相关分析用

Pae sr o n 法
,

取 尸 < 0
.

05 为显著性差异标准
。

2 结 果

2
.

1 基础状况下细胞周期时相的构成

流式细胞分析结果说明
,

未予处理的基础状况

下
,

正常人和 S L E患者 (活动期和缓解期 ) PB M sC

的 细胞 周 期 时相 构 成 比之 间 无 差 别 (均 尸 >

0
.

0 5 )
,

见表 l
。

2
.

2 P H A 刺激后细胞周期时相的改变

用 P H A 刺激后
,

活动期 S L E 患者 P B M C S

的

G
。 / G

,

期时相 比例减低 ( 尸
< 0

.

01 )
,

S 期 比例增高

( 尸 < 0
.

01 )
,

G
Z / M 期 比例有改变

,

但无差异
。

缓解

期 S LE 患者 P B M C S 在 P H A 刺激后
,

其 肠 / G
l

期和

仪 / M 期的构成 比例变化不明显
,

而 S 期比例增高

( 尸 < 0
.

01 )
。

正常人 PB M C s 在 PH A 刺激后
,

各时

相均无明显改变
,

见表 1
。

2
.

3 D e x 作用后细胞周期时相的改变

D e x 应用后
,

活动期 S LE 患者 PB M C s 的 G
。 / G

,

期
,

S 期和 仪 / M 时相比例无改变
。

缓解期 S L E 患者
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表 1 3组 P BM C
。
不同时相的构成

Ta b l
e 1 Th

e e o n s t i tu e n r ar t io o
f

e e ll e y e le
一

p h r a s e

(% )

B
a s

al

.

6 士 3
.

7

.

5 士 2
.

3

.

2 士 2
.

4

岛 / G
t

PH A B as al PH A D
e x

B as al

q /M

PH A

A
e t iv e

I n a c t iv e

C o n tor l

.

5 士 2
.

8
1 ) 96

.

2 士 3
.

7 3
.

8 士 3
.

7

2
.

3 士 1
.

2

2
.

7 士 2
.

4

5
.

7 士 2
.

5 1 ) 3
.

4 士 3
.

8

6 士 2
.

,J工勺Q户O产

94
.

6 士 2
.

6

9 8
.

1 士 l
,

4
2 )

9 8
.

5 士 0
.

9
3 〕

3
.

5 士 1
.

5 ’ )

3
.

3 土 0
.

7

3 土 0
.

9 2〕

2
.

0 士 2
.

7

0
.

7 士 1
.

2

1
.

2 土 1
,

7

1
.

1 士 1
.

6

0
.

8 士 0
.

8

0
.

9 土 1
.

5

2
.

2 士 2
.

8

0
.

4 土 0
.

4

0
.

6 土 0
.

9

0
.

2 土 0
.

3

ù、J
66

O了O少O了

C o m p are d w iht b a s al : 1) P < 0
.

0 1
,

2 ) p < 0
.

0 0 1
,

3 ) p < 0
.

0 5

P B M C s 在 D xe 作用后
,

其 oG / G
,

期的构成 比例增高

( P < 0
.

0 0 1 )
,

S 期 比例减低 ( 尸 < 0
.

0 0 1 )
,

吼 / M 期

变化不明显
。
D ex 可以使正常人 P B M C s 的 0G / G

,

时

相 比例增高 ( p < 0
.

0 5 )
,

而 S 期和 G
Z / M 期时相比

例均无 明显改变
,

见表 1
。

2
.

4 抗 ds D N A 抗体水平和 BP M C s 时相构成比

例相关性分析

活动期 S L E 患者血清抗 ds DN A 抗体水平 为每

m L ( 0
.

3 7 土 0
.

24 ) k u
,

明显高于缓解期 s LE 患者

( 0
.

19 土 0
.

0 2 ) k u ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

活动期 S LE 患者血

清抗 ds D N A 抗体水平与基础状态 0G / G
l

期 比例呈

明显负相关 (
: 二 一 0

.

7 87
,

尸 二 0
.

0 01 )
,

与基础状态

s 期 比例呈显著正相关 (
: 二 0

.

855
,

p = 0
.

0 00 1 )
。

缓解期 S LE 患者血清抗 ds D N A 抗体水平和基础状

态各时相比例无相关性
。

3 讨 论

我们的结果表 明
,

正常情况下患者和正常人

PB M C s 的细胞时相构成 比例无显著差别
。

用 P H A

刺激后
,

活动期 S LE 患者 PB M C s
的 0G / G

:

期 比例

减低
、

S期 比例增高
,

缓解期患者 P B M C s 的 S期 比

例增高
,

正常人 P B M C s
各时相均无明显改变

。 PH A

能够刺激静止的淋巴细胞进行有丝分裂
,

是研究淋

巴细胞生理 的标准试剂
。

P H A 是一种钙结合蛋白

质
,

与细胞膜受体结合后
,

影响胞膜上腺昔酸环化

酶 ( Aca s e
) 活性

,

继而通过一系列复杂的细胞内信

号转导过程 ( IP 3 ,

PK e
,

C A M P
一

P KA )
,

促进 DN A 等合

成
,

引起细胞增殖 l5]
。

此外
,

P H A 能够诱导辅助性 T

淋巴细胞 (hT )表达 CD 4O ;L 同时
,

我们此前的资料

表明
,

SL E 患者 P B M C s
表达的 C D4 0 L 增多 (待发表

资料 )
,

C D4 0 L / C D 40 的相互作用促进 T 细胞活化

和细胞因子的产生
,

参与 B 细胞增殖
、

活化及抗体

的产生
,

改变 了 PB M C s 的细胞周期
,

这可能与调节

C D K 等有关
’ 6 1

。

P H A 刺激引起的 P B M C s 细胞时相

改变
,

在 S L E 患者之间 (活动期和缓解期 ) 和 S L E

患者与正常人之 间的差别
,

表明不 同人群 P B M sC

对 P H A 的反应有差别
,

SLE 患者的 P B M C 。
具有较

强的潜在增殖能力
,

这可能和淋 巴细胞信号转导异

常有关
,

这种异常增殖能力引起 T
、

B 淋巴细胞功能

改变在 S L E 的发病中具有重要作用
。

用地塞米松后
,

活动期 SL E 患者 P B M C ,
各期

时相比例无改变
,

缓解期 SLE 患者 PB M C s 的 场 /

G
l

期的构成比例增高
、

S 期比例减低 ;正常人 P B M
-

C s 的 场 / G
,

时相比例增高
。

糖皮质激素广泛应用

于治疗 自身免疫性疾病
,

其可以使多种细胞在增殖

过程中停滞于 G
l

晚期
,

这与以下因素有关
〔7, 日’ :

抑

制促进细胞进程的细胞周期调节蛋白 (如
c y icl

n s 、

C D K s 、
p Rb / p l一。 )

,

上调抑制细胞周期的 C K I (如

p Z I “ `p , 、 p 2 7
K i p , 、

p 5 3 )
。

此外
,

我们的资料证实
,

D e x
能

够抑制 PBM C s C D4OL 的表达
,

继而干扰 P B M C S 的

细胞周期进程
。

本研究表明
,

不同于缓解期 S L E 患

者和正常人
,

活动期 S L E 患者 PB M C s
潜在的增殖

能力
,

受 D ex 影响较小
,

此现象的原 因尚待进一步

探讨
,

亦可能和 S L E 患者 P BM C s 的某些 内在缺陷

有关
,

在发病和治疗反应变化 (激素耐受 / 抵抗 )方

面起一定作用
。

S L E 产生的多种 自身抗体中
,

抗 ds D N A 抗体

具有高度特异性
,

被认为与 S L E 的发生和发展有

关
,

为诊断 S L E 的特异性指标
,

亦为疾病活动性的

敏感指标
,

已成为评定临床状况和预后的指标
,

甚至

成为先于临床表现具有指导诊断意义的标志物 19 ’ 。

我们的结果表明
,

在活动期 SLE 患者
,

其血清抗

ds D N A 抗体水平和基础状态 G
。
/ G

l

期 比例呈 负相

关 ( 尸 < 0
.

01 )
、

和基础状态 S 期比例呈正相关 ( p

< 。
.

00 1) ; 而缓解期 s LE 患者血清抗 ds D N A 抗体

水平和基础状态各时相 比例无相关性
。

细胞周期进

程中
,

伴随着 G
,

期向 S 期的转化
,

其 D N A 和蛋 白

质的合成增加
,

为向 q 期和 M 期的进程作准备 ;因

此
,

S期与 T
、

B 细胞的功能 (细胞因子的产生和抗

体的分泌 ) 关系密切
。

我们推测
,

S LE 患者 P B M cs

(下转第 2 94 页 t o p a g e
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的结论
。

虽然 PI
、

lG 在各阶段都不断降低
,

但妊娠

早期和妊娠 中期的差异并不明显
,

这可能是因为患

者在这一时期 口腔卫生保持不 良所致
。

3
.

2 牙周治疗对妊娠期 G C F
一

P G E :
的影响

G C F
一

P G E
Z

与牙周病免疫破坏密切相关
,

它不

仅直接促进牙周附着丧失
,

激活破骨细胞
,

调节骨

吸收
,

抑制胶原与非胶原合成
,

还能作为血管扩张

剂强化其他炎症介质的作用 l5]
。

关于牙周治疗对

G C F
一

P G E
Z

的影响
,

文献中主要集中在对非妊娠个

体的研究 。 ’ 。
这些治疗手段主要有 口腔卫生教育

,

眼上洁治
,

眼下刮治或根面平整结合全身和局部应

用抗生素
。

本研究由于受试对象是妊娠妇女
,

故在

牙周治疗全部过程中没有结合抗生素的使用
。

结果

显示 :
受试对象在临床状况改善的同时

,

G C F
一

P GE
Z

明显降低
,

与非妊娠个体的研究结论一致
。

3
.

3 G C F
·

P G E
:

与牙周临床指数间的关系

周坚等的研究表明
: GC F

一

P GE
:

水平与牙周袋

深度正相关
,

它可作为检测牙周炎破坏程度的标记

物 sI[
。

然而本实验却未发现 G C F
一

P GE
:

与各临床指

数间存在相关性
。

这可能是 因为样本数量太少所

致
。

同时
,

由于来本院就诊的妊娠妇女都有 明显的

牙眼炎症
,

以她们中的一部分作为对照来完善本研

究
,

显然不符合医德要求
,

故不易建立对照组
。

因

此
,

要进一步研究 G C F
一

P G E :
与牙周临床指数间的

相关性
,

必须设法建立对照组
,

并增加样本数量
。
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较高的潜在增殖活性和其 T
、

B细胞功能异常有关
,

其机理可能为细胞周期相的改变 (尤 S 期的增加 )

促进 了蛋白等 的合成
,

产生致病作用
。

本研究表明
,

S L E 患者 PB M C s
具有较强的潜

在增殖能力
,

其细胞周期相的构成比例和抗 ds D N A

抗体产生有关 ; 此种细胞周期相的改变和细胞信号

转导异常有联系
,

在 SLE 发病中起作用
,

且可能和

治疗反应有关
。
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