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ITP患者脾细胞分泌IL-18及IL-18结合蛋白的研究
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摘要 本研究旨在探讨特发性血小板减少性紫癜(rrP)脾脏单个核细胞培养后IL-18，IL-18结合蛋白(binding

protein，BP)，鼎．1，也_4等细胞因子的表达及其临床意义。常规无茵制备脾单个核细胞，置含PHA(phytohemag·
glutinin)10 IJLg／ml。10％胎牛血清的RPMI 1640完全培养基中，于37℃、5％C02条件下培养；分析rrP患者及正常

对照者脾单个核细胞分泌细胞因子的差异。结果表明：脾单个核细胞培养48小时后，rrP患者IL-18和IFN-一／的含

量较正常对照者明显升高；IL一18BP含量两组间差异无统计学意义(p=0．646)；Ⅱ4低于检测限。结论：IL-18、肚
18BP等细胞因子表达失衡在n甲的免疫紊乱和发生发展中起着一定的作用。
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h,bstraet 11lis study w硒aimed tO investigate the expression and clinical significance of IL—18．1L．18 binding

protein(IL·18BP)，IFN—Y and儿一4 secreted from splenocytes of patients witla idiopathic thrombocytopenie purpur,a

(rre)／n vitro．Spleen mononuelcarcells(MNC)were prepared by璐ing routine sterile method，and were cultured in

RPMI 1640 complete medium containing lO“g／ml PHA，10％fetal calf serum at 37℃and 5％C02．The levels of

IFN．’．IL-4．Ⅱ，18 and ILl 8BP secreted from MNC ofⅡP padents and normal controls were determined after culture

for 48 hours．m results showed that after culture of spleen MNC for 48 hours．the levels of IL—l8 andⅡiNl were

significantly higher in patients with n甲than that in controls．but the levels of IL—18BP was not significantly elevated in

nP oatients．The level of IL-4 w鹪below the detectable limit of the assay used．It is concluded tlaat imbalance between

Ⅱ，．18 and IL-18BP may play lln important role in pathogenesis of nP．and regulation of balance between IL-18 andⅡr

18BP may be a therapeutic approach against ITP．
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特发性血小板减少性紫癜(idiopathic thrombo—

eytopenic purpura，ITP)是一种自身免疫性出血性疾

病。大量实验研究表明，ITP的发病与细胞免疫功

能异常关系密切。尽管B细胞过度增殖、活化和成

熟产生多种针对血小板的自身抗体导致血小板破坏

增多是ITP发病的直接原因，但T细胞亚群功能异

常和细胞因子比例失调导致B细胞激活才可能是

n甲的主要发病机制¨-41；在部分情况下细胞毒性T

细胞可以直接导致111P患者的血小板溶解∞J。脾脏

是破坏血小板的重要器官和场所，切除脾脏可以去

掉产生抗体的器官和破坏血小板的场所，使外周血

中的血小板上升【5’6I。Thl过度极化是导致册发
生的重要机制已得到大多数学者的证实。但作为T

细胞炎症介质的强有力的诱导者白介素18

(interleukin 18，11,一18)在111P发病中的作用尚不完

全清楚。本课题前期研究亦发现，活动期riP患者

血清中儿一18表达明显高于正常对照者和缓解期患
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者，几一18天然拮抗剂白介素18结合蛋白

(interleukin 18 binding protein，也一18nv)的含量在

ITP患者急性期虽略有升高，但无显著性差异，m-

18／IL．18BP明显失衡旧’9 J。为进一步探讨m-18、几一

18BP等在培养的ITP脾细胞中的表达及其临床意

义，本研究检测了10例ITP患者及其正常对照者脾

脏(外伤脾切除)脾细胞培养后几-18，IL一18BP，

IFN-1，IL-4的表达。

材料和方法

研究对象

山东大学附属省立医院和山东大学齐鲁医院2007

年12月一2008年12月ITP患者行外科手术治疗脾

切除标本10例，男4例，女6例，年龄18—87岁，中

位数30．5岁；病程7—62个月，中位数20．5个月。

另选2001年1月一2008年12月因创伤性脾破裂而

手术切除的正常脾标本4例作对照，其中男3例，女

l例，年龄26—58岁，中位数31．5岁(表1)。本项

研究得到山东大学附属省立医院和山东大学齐鲁医

院伦理委员会的批准，受试者均获知情同意。

Table 1．Clinical characteristics of ITP patients and

controls

脾淋巴细胞培养

常规无菌制备脾细胞悬液，小心加入淋巴细胞分离

液中，2 000 r／min离心20分钟，吸取淋巴细胞层，

用不含胎牛血清的RPMI 1640培养液洗涤3遍，收

集淋巴细胞后，用含10％胎牛血清的RPMI 1640稀

释至浓度为1×109／L，置含PHA(phytohemagglu-

tinin，植物血凝素)10∥Inl，10％胎牛血清的RPMI

中国实验血液学杂志_，脚Hematol 2011；19(4)

1640完全培养液中，于37℃、5％CO：条件下培养

48小时，留取细胞悬液及淋巴细胞于一70℃保存待

测。标本均未经反复冻融。

ELISA检测

用几-18、IFN一^y和几4试剂盒(美国Uscnlife公司

产品)和IL一18BP试剂盒(R&D公司产品)，ELISA

双抗体夹心法检测细胞悬液中几·18，IL一18BP，

IFN一1及m4水平，严格按照试剂盒说明操作。每

个试验设8个复孔，重复2板。

实时定量聚合酶链反应(RT-PCR)测定

TRIzoL试剂提取脾淋巴细胞总RNA。应用ABI

PRISM 7500序列检测系统和SYBRw Gre％

(Toyobo，Osaka，Japan)PCR试剂盒进行实时定量

PCR。内参(13一actin)及几一18，IL-18BP，IFN一1及

几．4的上下游引物见表2。循环参数设定如下：

95℃预变性15分钟后95℃变性15秒，60℃退火15

秒(也一18，IFN-1，IL-4，B—actin)，62℃退火15秒

(IL．18BP)，72℃延伸35秒，连续40个循环。每个

标本重复3次，所有的PCR产物均经溶解曲线分析

以分辨目的产物与非特异产物以及引物二聚体，并

且再经1．5％琼脂糖凝胶电泳证实。

统计学方法

采用SPSS 13．0软件包进行分析，RT-PCR结果应

用REST(c)分析软件统计‘10|。

Table 2．n妇rs and conditi咄 for RT．PCR

experiments

结 果

ITP患者脾单个核细胞培养后细胞因子的变化

ELISA测定结果显示，rrP患者几一18的含量较正常

万方数据



仃P患者脾细胞分泌／／,-18及z己一1 8BP的研究

对照者明显升高(p=O．0404)；I四患者中脾单个核
细胞细胞悬液中IFN一_y水平与正常对照者有显著性

差异(p--0．0058)；IL一18BP含量两组间差异无统计

学意义(p=O．3252)；几4低于检测限(图1)。
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Figure 1．ExpressiOnS of IFN．Y，儿-18 and IL-埔BP

in spleen mononuc：lear cells from normal controls

and ITP patients．Human spleen mononuclear cells we,re

stimulated wi出PHA(10“∥m1)for48 hours．Thereafter。

删-T(A)，几．18(B)and IL，18BP(C)were determined

by ELISA．The expressions of IFN．^v and IL—18 WLM'e much

IligIl iIl nP than that in normals controls．There is no

significant difference of IL-l8BP between two groups．+P<

0．05．compared with normal controls．

IL-18、IlL-18BP和IFN-Y的表达

RT—PCR检测结果显示，rrP患者几一18和IFN一^y的

基因表达较正常对照明显升高；与正常对照者相比，

rrP患者IL一18BP mRNA表达虽略有升高，但差异

无统计学意义(p>O．05)(图2)。
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Figure 2．Relative mRNA expressions of IFN．Y，玎■

18 and IL·18BP in spleen from normal controls and
ITP patients．Human spleen mononuclear cells Were

stimulated with PHA(10“∥m1)for 48 hours．Thereafter．
[FN-T．m．18 and IL．1 8BP were determined by RT．PCR．

tP<O．05．compared wi出normal controls．

讨 论

rrP是一种自身免疫性出血性疾病。大量实验研究
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表明，ITP的发病与细胞和体液免疫功能异常关系

密切。B细胞产生多种血小板自身抗体介导血小板

破坏增多是ITP发病的直接原因。抗体包被的血小

板由于被网状内皮系统的细胞快速清除而寿命短

暂，特别是在脾和肝。包被较重的血小板由肝吞噬

细胞清除，而包被较轻的血小板则通过肝再经脾丽

被清除∞o，Isaka¨u检测了ITP患者血小板的存活

率、生成率及清除部位。结果发现，血小板的清除率

(肝脏和脾脏清除血小板总和)与其存活率呈反比；

外周血小板数和血小板生成率与清除率之比呈正相

关。因此，脾脏是破坏血小板的莺要器官和场所，切

除脾可去掉产生抗体的器官和破坏血小板的场所．

使外周血中的血小板上升。

近年研究表明，自身免疫性疾病的发生与机体

免疫内环境平衡紊乱有关，而Thl与Tb2细胞间平

衡是维持免疫内环境稳定的中心环节。多数研究认

为，ITP患者呈Thl优势反应模式，而Thl优势反应

除可促进抗体产生外，还能直接促进淋巴细胞的细

胞毒作用。细胞免疫功能异常与ITP的发展、转归

有显著关系。作为T细胞炎症介质的强有力的诱

导者，几一18通过刺激Thl反应、诱导严重免疫紊

乱，从而参与一些免疫疾病的发生发展。

Ⅲ一18，一种强烈的Th．1反应诱导剂，能诱导T

细胞和NK细胞产生1FN一1，促进Thl细胞因子极

化，参与Thl优势性调节失衡性自身免疫性疾病的

发生发展。与IL一18R结合，通过IL一1受体相关激

酶途径诱导NF—r,B结合DNA信息，促进INF一1等

Thl细胞相关因子的释放而导致11ll／n12失衡的

发生。IL一18BP是近年来新发现的一种内源性几．

18拮抗剂，主要存在于循环中，通过与儿一18受体

(IL·18R)竞争性结合m一18而发挥其抑制m-18生

物活性的作用，三者形成负反馈调节。IL一18／IL．

18BP在系统性红斑狼疮、风湿性关节炎等自身免疫

性疾病发病机制中的作用已有研究。本课题前期研

究亦发现，活动期ITP患者血清中也．18表达显高

于正常对照组和缓解期组，与IFN一1的表达显著正

相关(p<O．05)，而与患者年龄，性别及血小板数量

无明显相关性。IL一18BP的含量与正常对照组无显

著性差异，IL一18／IL-18BP明显失衡"’9J。而作为破

坏血小板的重要器官和场所一脾脏单个核细胞培养

后几一18、IL一18BP及其INF一^y和儿_4的表达尚不清

楚。本研究首次证实，脾脏单个核细胞培养后m—18

表达明显升高，几-18BP表达虽略有升高，但不能完

全结合升高的几一18，IL一18／IL一18BP失衡，导致ITP

病变进展。
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目前研究资料表明，Thl／Th2细胞的平衡是体

内体液免疫及细胞免疫间重要的调节枢纽，在自身

免疫病的发生发展过程中起重要作用。在生理条件

下，机体Thl／Th2细胞的免疫功能处于动态平衡，

一旦这种平衡发生偏离，机体就会趋向疾病状态。

本研究还测定了患者脾脏淋巴细胞培养后中"Pal

细胞因子INF一1和Th2细胞因子儿．4的表达。结

果证实，ITP患者脾脏脾脏淋巴细胞培养后Ⅲ-18、

IFN·1等Thl因子的基因表达明显高于正常对照

组，可能是由于ITP患者体内免疫紊乱，不能有效下

调Thl免疫应答，从而产生儿-18和IFN．^y等Tlal

细胞因子能力增强，导致Thl极化。

本研究表明，IL-18／IL一18BP失平衡是ITP活动

中的重要病理过程，阻断几·18信号通路或应用内

外源性几-18拮抗剂有望成为治疗ITP尤其是难治

性ITP的新途径。
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