
原发免疫性血小板减少症患者脾脏中

白细胞介素18及其结合蛋白的表达

单宁宁 王欣朱效娟 彭军侯明

【摘要】 目的探讨白细胞介素(IL)18及IL—18结合蛋白(IL．18BP)在原发免疫性血小板减少

症(ITP)脾脏中的表达及其临床意义。方法收集山东大学齐鲁医院和山东大学附属省立医院2007

年12月至2008年12月ITP患者行外科手术治疗的脾切除标本(n=12)及另取的因创伤性脾破裂而

行手术切除的患者的正常脾标本(n=10)，应用免疫组化和免疫荧光技术检测2组脾脏组织中lL·18、

IL·18BP的表达；反转录·聚合酶链反应(RT—PCR)方法检测脾脏IL-18、IL-18BP、干扰素(IFN)1，IL4

等细胞因子的mRNA表达。结果免疫组化及免疫荧光结果显示lL．18在ITP组患者中阳性率为

100％(12／12)，高于对照组表达率(90．O％，9／10)；IL一18BP在ITP组患者阳性率为83．3％(10／12)，

高于对照组脾脏中阳性率(60．O％，6／10)。ITP组患者脾脏中IL-18 mRNA表达为对照组的6．0倍

(P<O．05)，虽IL-18BP的mRNA含量亦有升高，但不能代偿明显升高的IL-18的含量。ITP患者

IFNl mRNA表达是对照组lo．2倍，而IL．4 mRNA表达较对照组低，为对照组的41．7％，差异均有统

计学意义(均P<0．05)。结论IL-18／IL一18BP在ITP的免疫紊乱和发生发展中起着一定的作用，提

示通过增加Ibl8BP含量拮抗IL—18的产生及活性可能是ITP治疗的一个新的策略和方向。
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【Abstract】 objective To investigate the role of IL．1 8 and IL．18 BP balance in the spleens of

patients with primary immune thmmbocytopenla(ITP)．Methods A total of 12 active 11甲patients and 10

normal controls were recruited．Their expressions of IL．18 and IL-18BP were measured by

immunohistochemistry(IHC)and immunofluorescence．The mRNA expressions of IL-1 8，IL．1 8BP，IFN-1

and IL-4 were studied by陀ve倦e transcription．polymerase chain reaction(RT．PCR)in all SUbiects．Results

The positive rate of IL．18 was higher in the ITP patients than that of the normal controI group(100％VS

90．0％)．And the positive rate of IL-18BP w鹪higher in the ITP patients than that of the normal control

spleen(83．3％VS 60．O％)．The relative amount of mRNA gene expression of IL．1 8 w鹊increased 6．0-fold

in active patients compared to controls(P<0．05)．But the elevated mRNA content of IL-18BP failed to

compensate for the sharply elevated content of IL．1 8．As compared with the normal controI group．the

expression level of IFN．．v mRNA expression w聃significantly increased 10．2．foId in ITP patients(P<

O．05)．111e decrease observed in IL4 waa 41．7％in active patients compared to controls(P<0．05)．

Conclusion The IL-18／IL．18BP imbalanee plays an important role in pathogenesis of n．P and its correction

may become a potential therapeutic target for n甲．
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原发免疫性血小板减少症(primary immune

thrombocytopenia，ITP)是一种免疫介导的血小板减

少综合征，B淋巴细胞过度增殖、活化和成熟产生多

种针对血小板的自身抗体，介导血小板破坏增多是

ITI'P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。脾脏是破

坏血小板的重要器官和场所，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¨‘2l。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Th2

细胞间平衡是维持免疫内环境稳定的中心环节。

Thl过度极化是导致ITP发生的重要机制L3-4]，作为

T细胞炎症介质的强有力的诱导者，白细胞介素

(IL)18通过刺激Thl反应、诱导严重免疫紊乱。大

量研究证实IL一18及其天然拮抗剂IL—18结合蛋白

(IL-18BP)在自身免疫性疾病的发生、发展中发挥

重要的作用。在系统性红斑狼疮、风湿性关节炎等

自身免疫性疾病的患者和动物模型中”’已经检测

出上述因子mRNA和蛋白质的表达失衡，在IrIP患

者脾脏中的表达尚少见报道，本研究旨在探讨IL广

18／IL．18BP在ITP脾脏中的表达及其临床意义。

对象与方法

一、对象

收集山东大学齐鲁医院和山东大学附属省立医

院2007年12月至2008年12月12例ITP患者行外

科手术治疗的脾切除标本，其中男4例，女8例，年

龄18～87岁，中位年龄33．0岁，中位病程24．5个

月(7．0—62．0个月)；另选2001年1月至2008年

12月10例因创伤性脾破裂而行手术切除的患者的

正常脾标本作对照研究，其中男6例，女4例，年龄

16—58岁，中位年龄33．5岁。本项研究得到山东

大学齐鲁医院和山东大学附属省立医院伦理委员会

的批准，受试者均签署知情同意书。

二、方法

1．免疫组化检测：标本经10％甲醛固定，石蜡

包埋，厚4岬连续切片，70℃烤片60 min；二甲苯
脱蜡2次；梯度乙醇至水充分冲洗，进行抗原修复；

3％过氧化氢孵育消除内源性过氧化物酶活性；5％

牛奶进行抗原封闭30 rain。取稀释相应比例的一抗

(兔抗IL-18抗体及兔抗IL．18BP抗体均购自美国

Abeam公司)4℃孵育过夜，置湿盒中。磷酸盐缓冲

液(PBS)替代一抗为阴性对照；倾去一抗液体，切片

在PBS缓冲液充分冲洗；二抗(购自北京中杉金桥

生物技术有限公司)37℃孵育30 min，DAB显色，充

分水冼，苏木精复染，脱水，中性树胶封片，显微镜下

观测。

2．免疫荧光检测：步骤同前，标本加入一抗过

夜后，滴加适当稀释的间接荧光抗体，置湿盒中，

37℃30—60 rain；PBS洗2次，双蒸水洗1次；甘油

缓冲液封片，荧光显微镜下观察。

3．实时定量反转录-聚合酶链反应(RT—PCR)

测定：常规制备脾细胞悬液，小心加入淋巴细胞分离

液中，2000 r／min离心20 rain，吸取单个核细胞层，

用不含胎牛血清的RPMIl640培养液洗涤3遍，留

取单个核细胞待一70℃保存待测，标本均未经反复

冻融。TRIzol试剂提取脾单个核细胞总RNA。实

时定量PCR应用ABI PRISM 7500序列检测系统，

采用SYBRw Green(日本Toyobo公司)PCR试剂

盒，内参(p-肌动蛋白)及IL—18、IL一18BP、干扰素

(IFN)_y及IL=4的上下游引物见表1。循环参数设

定如下：95℃15 min，95℃15 8，60℃15 s(IL-18、

IFN-扎IL一4、B一肌动蛋白)／62℃15 s(IL一18BP)，

72℃35 s，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。

表1 RT．PCR引物及反应条件

注：几：白细胞介素；IL-18BP：自细胞介素墙结合蛋白；IFN：干

扰素。下同

三、统计学处理

采用SPSSl3．0软件包进行分析，数据先经正
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圈1免疫组化法检测原发免疫性血小板减少症(rrP)患者脾脏中IL-18、IL-18BP表达S-P法 ×400 lA．rrP组I[,-18蛋白呈棕黄色颗

粒，强阳性。位于脾淋巴细胞胞质及细胞外；lB．对照组IL-18蛋白弱阳性，位于脾淋巴细胞胞质及细胞外；lc．rrP组IL-18BP蛋白呈棕黄色

颗粒。强阳性，位于脾淋巴细胞胞质及细胞外；lD．对照组IL-18BP蛋白弱阳性．位于脾淋巴细胞胞质及细胞外 圈2免疫荧光法检测

脾脏中IL-18、IL一18BP的表达 ×100 2A．IL-18蛋白呈红色荧光，在ITP患者脾脏中高表达；2B．IL-18蛋白在正常对照脾脏不表达或低表

达；2C．IL-18BP蛋白呈红色荧光，在rrP患者脾脏中高表达；2D．IL-18BP蛋白在正常对照脾脏低表达

态分布检验和方差齐性检验，若符合正态分布和方

差齐性的条件，则进行t检验分析，以P<0．05为差

异有统计学意义。RT—PCR结果应用RESTo分析

软件统计‘61。

结 果

1．ITP患者脾脏中IL·18和IL一18BP的表达：免

疫组化及免疫荧光结果显示IL．18及IL一18BP在

111P患者脾脏中的表达明显高于正常对照组(图l。

2)。IL—18在11’P组患者阳性率100％(12／12)，其

中弱阳性(+)3例，强阳性(++)9例；在对照组脾

脏中阳性率90．O％(9／10)，其中弱阳性(+)8例，

强阳性(++)l例。IL一18BP在ITP组患者阳性率

83．3％(10／12)，其中弱阳性(+)3例，强阳性

(++)7例；在对照组脾脏中阳性率60．O％

(6／10)，6例均为弱阳性(+)。

2．1TP患者脾脏中细胞因子的mRNA表达：RT．

PCR检测脾单个核细胞中细胞因子mRNA显示I，I'P

组患者IL—18的表达是对照组的6．0倍，IL．18BP的

表达是对照组的3．0倍；，rhl细胞因子IFN一’表达

高于对照组，而1112细胞因子IL4的含量明显低于

对照组，差异均有统计学意义(均P<0．05，图3)。

ITP患者IL-18／IL．18BP的比值是正常对照组2．0

倍，差异有统计学意义(P<0．05)。

讨 论

ITP是一种Th调节失衡的自身免疫性疾病，由

IL 18 IL一18BP IFN Y IL一4

细胞因子

注：与同一指标对照组比较，‘P<0．05

圈3各组脾单个核细胞内细胞因子及转录因子的表达

于T细胞亚群的平衡失调导致活化T细胞产生的

细胞因子发生偏移，从而诱导B淋巴细胞异常增

生，产生大量抗体，促进细胞毒性T细胞活化等一

系列免疫效应性病理损伤。TIll相关细胞因子的增

高引起Thl型反应，进一步诱导巨噬细胞激活、补体

形成和细胞毒细胞活性增加，终致引起巨核细胞成

熟障碍及血小板的破坏。作为T细胞炎症介质的

强有力的诱导者，IL-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。

IL·18是1996年正式命名的细胞因子，主要由

单核巨噬细胞产生，是一种强有力的免疫调节因子，

其结构与IL-1相似，功能与lL．12相似，但发挥作用

却不依赖于两者。与白细胞介素18受体(IL．18R)

结合，通过IL-l受体相关激酶途径诱导核因子

(NF)KB结合DNA信息，促进INF-1等Thl细胞相

关因子的释放而导致Thl／Th2失衡的发生。IL．

18BP为Novick等¨1新近发现的一种糖蛋白，属于
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免疫超家族成员，能抑制IL—18诱导Thl细胞产生

INF一7，降低INF一1对NF—KB的激活作用，是IL—18

的天然拮抗剂，与IL—18协调作用参与细胞免疫反

应。IL．18／IL一18BP在其他自身免疫性疾病如系统

性红斑狼疮、风湿性关节炎的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IL—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<0．05)，而与患者年

龄、性别及血小板数量无明显相关性。IL一18BP的

含量在I，IP患者急性期虽略有升高，但差异无统计

学意义，IL一18／IL一18BP明显失衡旧引。而脾脏作为

破坏血小板的重要器官和场所，其IL—18，IL-18BP

及INF一^y和IL_4的表达尚不清楚。本研究证实

IL一18和IL一18BP在ITP患者脾脏中蛋白表达和基因

水平均明显升高，而轻微增高的IL—18BP不能完全

结合升高的IL一18表达，IL．18／IL一18BP表达失衡，导

致ITP病变进展。

此外本研究测定了患者脾脏中Thl细胞因子

INF—Y和Th2细胞因子IL4的表达。ThI／Th2细胞

的平衡在自身免疫病的发生发展过程中起重要作

用，其平衡失调与111P的发生发展有关。Thl和Th2

可相互调节，影响免疫应答的格局。它们来自共同

的前体细胞ThO，在不同的细胞因子、抗原等因素的

影响下，可发生Thl与Th2的转换。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。

Panitsas等¨驯研究表明兀甲的发病机制是以细胞免

疫紊乱为中心的，尤其是T细胞发挥重要作用。T细

胞功能紊乱表现的Thl优势反应，不仅介导体液免疫

异常、产生自身抗体，还能直接促进淋巴细胞的细胞

毒作用。本研究结果证实ITP患者脾脏中IL一18、IFN-

Y等Thl因子的基因表达明显高于正常对照组，而

Th2细胞因子(IL一4)的表达则明显下降，进一步证实

ITP是一种Thl极化性自身免疫性疾病。

本研究表明IL一18／IL一18BP表达失平衡是111P

活动中的重要病理过程，提高IL一18BP的水平可能

有效地拮抗IL—18的致炎作用，从而缓解ITP的病

程进展。评估邢患者IL一18／IL一18BP的平衡有利
于进一步理解IrIP的发病机制，IL一18BP可能提供

一个新的治疗靶点。
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本刊有关文稿中法定计量单位的书写要求

本刊法定计量单位具体使用参照1991年中华医学会编

辑出版部编辑的<法定计量单位在医学上的应用>一书。注

意单位名称与单位符号不可混合使用，如ng·培。·天4应改

为Ilg·kg～·d一；组合单位符号中表示相除的斜线多于l条

时，应采用负数幂的形式表示，如rig／kg／min应采用

哩·kg一·min‘1的形式；组合单位中斜线和负数幂亦不可混

用，如前例不宜采用n晷／kg·min。的形式。在首次出现不常

．读者．作者．编者．

用的法定计量单位处用括号加注与旧制单位的换算系数，下

文再出现时只列法定计量单位。人体及动物体内的压力单

位使用唧Hg_或cm H：0，但文中首次出现时用括号加注(I
姗Hg=o．133 kVa)。正文中时问的表达，凡前面带有具体
数据者应采用d、h、min、s，而不用天、小时、分钟、秒。统计学

符号一律用斜体字母。
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