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肾虚型类风湿关节炎与
H

淋巴细胞人免疫球蛋白
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段受体
! 1

的相关性研究
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摘要$目的$探索
H

淋巴细胞!

H

细胞"人免疫球蛋白
I J@

段受体
!1

!

J@A>00> 2-@-./42!1

#

J@"K

!1

"的表达与肾虚型类风湿关节炎!

2D-L0>/4?M >2/D2?/?N

#

KO

"的相关性$ 方法$

KO

患者
:$

例#其中肾虚型

!<

例#非肾虚型
#9

例#采用流式细胞术检测外周血幼稚
H

细胞%记忆
H

细胞和前浆细胞表达
J@"K!1

的水

平#分析压痛关节数%肿胀关节数%血沉!

;,K

"%类风湿因子!

KJ

"和病情活动指数评分!

EO,!8

"与
H

细胞分布

及
J@"K!1

表达水平的相关性&另设健康志愿者对照
!#

名$ 结果$肾虚型
KO

外周血记忆
H

细胞及前浆细

胞
J@"K!1

表达分别为!
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记忆
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细胞
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!
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"(比健康对照组明显下调!
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"&肾虚型
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前浆细胞
J@"K ! 1

表达明显低于非肾虚组
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细胞亚群
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表达与压痛关节数%肿胀关节

数%
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和
EO,!8

评分无相关性$ 结论$肾虚型
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患者
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细胞免疫失耐受可能与记忆
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细胞及前浆
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下调密切相关#肾虚型
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可能存在
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基因的异常从而导致自身免疫失耐受$
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$$类风湿关节炎$

2D-L0>/4?M >2/D2?/?N

!

KO

%是一种

原因不明的自身免疫性疾病!以慢性'对称性'进行性多关

节炎为主要特点( 关节滑膜的慢性炎症'增生!形成血管

翳!侵犯关节软骨'软骨下骨'韧带和肌腱等!造成关节软

骨'骨和关节囊破坏!最终导致关节畸形和功能丧失)

#

*

!

是造成人类丧失劳动力和致残的主要疾病之一(

随着
H

淋巴细胞$

H

细胞%清除疗法在
KO

的治

疗中取得成功)

!

*

!

H

细胞自身免疫失耐受在
KO

的发

病机制中的作用越来越受到关注(

H

细胞是由骨髓内

多能造血干细胞分化而来!其分化及发育过程主要在

骨髓中完成( +肾主骨生髓,是中医藏象学说的重要

理论!历代医家认为肾虚是
KO

发病的重要原因!因此

我们推测
KO

患者
H

细胞免疫失耐受可能与肾虚相

关!但其机制仍不清楚(

人免疫球蛋白
I J@

段受体
!1

$

J@"K!1

%是表

达于
H

细胞表面的抑制性受体!其胞内区免疫受体酪

氨酸抑制基序 $
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%磷酸化!可诱导产生
H

细胞活

化抑制信号!限制
H

细胞的活化及增殖)

$

*

( 近年来!

研究表明
KO

患者
H

细胞功能障碍与
J@"K!1

低表

达密切相关)

:

*

!而且
J@"K!1 <%=) b &

基因的变化

是
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关节破坏重要的因素)

=

*

(

基于以上背景!本研究拟探索
H

细胞
J@"K!1

的表达与肾虚型
KO

的相关性及其可能的机制!为进

一步阐明肾虚型
KO

的免疫学机制提供临床依据(

资料与方法

#

$诊断标准$所有患者均符合美国风湿病协会

$
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%

!"#"

年
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分类标准)

<

*

&肾虚参考全国中西

医结合虚证与老年病研究专业委员会
#%8<

年制订的

中医虚证辨证)

9

*参考标准#$

#

%腰脊酸痛!外伤性除

外&$

!

%胫酸膝软或足跟痛&$

$

%耳鸣耳聋&$

:

%发脱或

齿摇&$

=

%尿后有余沥或失禁&$

<

%性功能减退'不孕'

不育( 上述
<

项具备
$

项即诊断为肾虚证(

!

$临床资料$

:$

例
KO

患者来自
!"##

年
9

月-

!"#!

年
:

月广州中医药大学第一附属医院风湿

病科门诊及病房!男性
9

例!女性
$<

例!平均年龄

$

::

!

88

%

#"

!

$<

%岁&

!#

名健康对照者来自同期广州

中医药大学第一附属医院健康体检志愿者!男性
##

名!女性
#"

名!平均年龄$

$#

!
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%

##
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%岁(

纳入研究的
:$

例
KO

患者中按中医辨证!

#9

例

为非肾虚组!

!<

例为肾虚组!两组年龄比较差异有统

计学意义$

Q R"

!

"=

%( 两组在病程'压痛关节数'肿胀

关节数'血沉$

;,K

%'类风湿因子$

KJ

%和病情活动指

数评分$

EO,!8

%方面比较差异无统计学意义$

Q b

"

!

"=

%!见表
#

(

表
#

%非肾虚组及肾虚组
KO

患者临床资料比较$$

B

%

N

%

项目
非肾虚型
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组

$

#9

例%
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组

$

!<

例%

年龄$岁%
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=
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压痛关节数$个%
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肿胀关节数$个%

=
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=
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&
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$
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%

$##

&
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&
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评分$分%

=

&
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%

#

&
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&

#8

%

#

&
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$$注#与非肾虚型
KO

组比较!

!

Q R"

&

"=

$

$主要试剂与仪器$鼠抗人
&E#% Q;

"

&U=

$

&E#%

单克隆抗体!美国
HE

公司%'

J@"K!1

二抗

$美国
-H?4N@?-S@-

公司%!

J()&

鼠抗人
&E!9

$美国

HE

公司%!

J@"K!1

一抗$美国
I-S-)-B

公司%!红

细胞裂解液$美国
H-@Y0>S &4L5/-2

公司%!

:P

多聚

甲醛$联科生物技术有限公司%(

JO&,&>5?1L2

流式

细胞仪$美国
HE

公司%!

V

"

=="

台式低速离心机$湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司%(

:

$观察指标$观察各组外周血
H

细胞亚群比

例!各亚群
H

细胞表达
J@"K!1

水平!一般资料如性

别'年龄'病程!

EO,!8

评分)包括压痛关节数$

!8)

%'

肿胀关节数$

!8,

%'

;,K

'类风湿因子$

JK

%和最近一

周患者对疾病活动性的综合评价$

3O,

评分%*(

=

$流式细胞术检测方法$参考文献)

8

*( 取

;E)O

抗凝全血
#"" #V

!分别加入
&E#%

抗体'

&E!9

抗体'

J@"K!1

一抗!混匀!室温下避光反应
!" 0?S

&

加入
"

!

= 0V

红细胞裂解液!混匀!避光反应
#= 0?S

&

QH,

洗涤后!加入
J@"K!1

二抗!混匀!避光反应

!" 0?S

&

QH,

洗涤后!加入
"

!

= 0V QH,

!上流式细胞

仪分析(

<

$统计学方法$采用
,Q,, #!

!

"

统计软件包

进行数据分析#定量资料均数以
B

%

N

表示!对各组数

据进行正态分布检验和方差齐性检验(

$

组间的均数

差异采用单因素方差分析法进行比较!方差齐性检验
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示数据方差齐性时以
V,E

方法检验&方差不齐时以

ELSS-// )$

方法检验!

Q R "

!

"=

为差异有统计学意

义( 频数资料采用非参数检验进行比较!

Q R"

!

"=

为

差异有统计学意义( 相关性分析采用线性回归逐步回

归法分析!以
Q->2N4S

相关系数$

2

%度量变量之间的

相关性( 当
"

!

$"2 "#

!

"

!认为两个变量正相关&当

#

#

!

""2 "

#

"

!

$

!认为两个变量负相关&且
Q R"

!

"=

时
2

值有统计学意义( 最后以逐步回归法检验自变量

对因变量有无显著性影响( 文中示意图使用
I2>.D

"

Q>M Q2?N0 =

制作(

结$$果

#

$

$

组外周血
H

细胞亚群比例及各亚群
H

细胞

表达
J@"K!1

水平比较$图
#

%$肾虚型
KO

患者外

周血幼稚
H

细胞
J@"K ! 1

表达为
<8

!

<"P

%

#<

!

%9P

!非肾虚型组为
<:

!

=$P

%

#:

!

#<P

!健康对

照组为
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!

"8P

%

%

!

=<P

!

$
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计学意义$
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%&肾虚型
KO

患者外周血记忆
H

细胞
J@"K ! 1

表达为
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%
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8<P
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!
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!

"$P

%

<

!

"#P

!肾虚型
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组'非肾虚型
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比较!差异均有统计学意义$

Q c"

!

""#

!

Q c "

!

""$

%!

肾虚型
KO

组及非肾虚型
KO

组比较差异无统计学意

义$

Q c "

!

8:!

%&肾虚型
KO

患者外周血前浆细胞

J@"K ! 1

表达为
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%
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!
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%
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!
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!

=%P

%

#"

!

#8P

!肾虚型
KO

较健康对照组表达明显减少$

Q

R"

!

"#

%!肾虚型
KO

组及非肾虚型
KO

组比较差异无

统计学意义$

Q c"

!

"=

%(

!

$各组
J@"K!1

在外周血
H

细胞
$

个亚群表

达水平比较$图
!

%$健康对照组及非肾虚型
KO

组外

周血中
H

细胞
$

亚群的
J@"K!1

表达水平比较差异

无统计学意义$

Q b "

!

"=

%(

J@"K!1

在肾虚型
KO

患者记忆
H

细胞及前浆细胞的表达水平均较幼稚
H

细胞显著下调$

Q R"

!

"#

%(

$

$

KO

患者外周血
H

细胞亚群比例及其
J@"K

!1

表达水平与临床资料的线性回归分析$表
!

%

压痛关节数'肿胀关节数'

;,K

'

KJ

'

EO,!8

评分与

H

细胞亚群比例及
J@"K! 1

表达水平之间均无

相关性(

讨$$论

KO

属中医学+痹证,范畴!其临床表现与中医古

籍所记载的+历节病,'+白虎历节,'+骨痹,等相似(

中医学认为+肾为先天之本!主骨生髓,!中医经典理

论和历代医家认为肾虚是引起
KO

的主要内因!.金匮

要略"中风历节病/篇曰#+寸口脉沉而弱!沉即主骨!

弱即主筋!沉即为肾!弱即为肝(, 明确指出肝肾不足是

$$注#点阵中水平线代表平均值&

#

为健康对照组!

!

为肾虚型
KO

组!

$

为非肾虚型
KO

组

图
#

%各组
H

细胞亚群的
J@"K!1

表达水平

$$注#点阵中水平线代表平均值&

#

为幼稚
H

细胞!

!

为记忆
H

细胞!

$

为前浆细胞

图
!

%各组
J@"K!1

在外周血
H

细胞
$

个亚群表达水平比较
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表
!

%

KO

患者
H

细胞亚群分布及
J@"K!1

表达水平与临床表现相关性分析

临床表现 幼稚
H

细胞 记忆
H

细胞 前浆细胞
幼稚

H

细胞的

J@"K!1

记忆
H

细胞的

J@"K!1

前浆细胞的

J@"K!1

压痛关节数
2 "

&

"<8

#

"

&

!99 "

&

#=%

#

"

&

#!9

#

"

&

"## "

&

"9<

Q

值
"

&

$:$ "

&

":< "

&

#9$ "

&

!!: "

&

:9: "

&

$!<

肿胀关节数
2 "

&

!:%

#

"

&

!#=

#

"

&

#:"

#

"

&

#=%

#

"

&

#:"

#

"

&

"%#

Q

值
"

&

"<< "

&

"%9 "

&

!"# "

&

#9# "

&

!"" "

&

!%:

;,K 2

#

"

&

#%= "

&

"#= "

&

!$= "

&

!=: "

&

!$" "

&

"#9

Q

值
"

&

""$ "

&

:$# "

&

""" "

&

":$ "

&

"$! "

&

::8

KJ 2

#

"

&

""!

#

"

&

#$: "

&

#$" "

&

"9= "

&

"9<

#

"

&

"":

Q

值
"

&

:%< "

&

!## "

&

!#8 "

&

$!8 "

&

$!= "

&

:%"

EO,!8

评分
2 "

&

#:!

#

"

&

!$9 "

&

"##

#

"

&

"#: "

&

"!8 "

&

"$!

Q

值
"

&

#%9 "

&

"9< "

&

:9: "

&

:<9 "

&

:$$ "

&

:!:

$$注#

2

为
Q->2N4S

相关系数&

Q

为相关系数单侧检验的
Q

值

本病发生的主要内因( 王肯堂曰#+痹病有风'有湿'

有寒'有热00皆标也&肾虚!其本也,( 先天禀赋不

足! 房事过度!或产后失血而致肾虚!一方面正气不

足!不能抵御外邪!风寒湿邪侵入人体!痹阻气血&另

一方面肾虚可引起主骨生髓功能的失调!血损津亏!

筋骨失养!关节结构破坏而致残)

%

!

#"

*

( 既然肾虚是

KO

发生的主要内因!众多研究也表明
KO

等自身免

疫性疾病的患者中!前
H

细胞在骨髓的发育过程中

就已经存在大量表达自身抗体的情况)

##

!

#!

*

( 那么!

肾虚与
H

细胞免疫耐受失调是否存在内在联系1 理

论上!

H

细胞来源于骨髓的干细胞!并在骨髓中发育

分化!因此与肾的关系密切!肾虚会导致
H

细胞的发

育异常( 基于此思路!我们对
:=#

例
KO

患者研究

发现!肾虚型
KO

患者 $

!#8

例% 出现抗核抗体

$

O7O

%阳性和高滴度
KJ

的风险分别是非肾虚型的

!

!

"=%

倍和
#

!

=9:

倍$数据另文发表%!提示肾虚与

H

细胞自身免疫耐受缺陷密切相关!印证了我们的

假设!但其发生和发展的确切机制仍不明了!有待于

进一步研究(

J@"K!1

是
H

细胞表面的抑制性受体!可抑制
H

细胞过度活化及增殖( 该受体在骨髓中即可通过克隆

排除$

@54S>5 M-5-/?4S

%或克隆无反应性$

@54S>5 >S-2

"

AU

%以及通过受体编辑$

2-@-./42 -M?/?SA

%使自身免

疫性
H

细胞恢复正常( 此外!在外周淋巴组织!

J@"K

!1

亦可继续通过克隆排除'克隆无反应性及克隆忽

视$

@54S>5 ?AS42>S@-

%!或滤泡排除 $

T455?@L5>2 -B

"

@5LN?4S

%'诱导凋亡等途径调节
H

细胞功能)

$

*

( 近年

来!多项研究表明!

J@"K!1

在
KO

及系统性红斑狼

疮等自身免疫疾病表达下调)

=

!

#$

*

(

&>/>5

'

S E

等)

8

*观

察到!

KO

患者的外周血中记忆
H

细胞及前浆细胞的

J@"K!1

表达水平降低!而且患者血清中抗环瓜氨酸

肽抗体$抗"

&&Q

%滴度低的
KO

患者
J@"K!1

高表

达!提示外周血
H

细胞表达
J@"K!1

下调后
H

细胞

过度活化!分泌大量的自身抗体$抗"

&&Q

%( 因此!作

为
H

细胞活化的负向调节分子!

J@"K!1

在
KO

自身

免疫性疾病中的作用越来越受到重视(

本研究参考
H4DSD42N/ '

等)

#:

*的方法!以
&E!9

将外周血
H

细胞 $

&E #%

d

%分为
$

个不同亚群#

&E #%

d

&E !9

#为幼稚
H

细胞'

&E #%

d

&E !9

d为记

忆
H

细胞'

&E #%

d

%

&E !9

D?AD为前浆细胞!以流式细

胞术分析外周血
H

细胞
$

个亚群的
J@"K!1

表达水平(

本研究的结果显示!

J@"K!1

在
KO

患者的记忆
H

细胞

的表达水平均显著下调!该结果与相关
KO

文献类似(

而与以往报道不同的是!本研究增加了中医肾虚证型研

究的内容!

J@"K!1

在肾虚型
KO

记忆
H

细胞的下调更

为明显!同时肾虚型
KO

患者前浆细胞
J@"K!1

表达明

显低于非肾虚型&在
H

细胞亚群中!肾虚型
KO

记忆
H

细胞及前浆细胞
J@"K!1

表达率比幼稚
H

细胞显著下

调( 由于肾虚型
KO

患者出现
O7O

阳性和高滴度
KJ

的机率明显增高!

J@"K!1

在诱导
H

细胞免疫耐受方面

起着重要作用!肾虚型
KO

记忆
H

细胞及前浆细胞

J@"K!1

表达率比幼稚
H

细胞显著下调!提示肾虚型

KO H

细胞免疫失耐受可能与记忆
H

细胞及前浆细胞

表达
J@"K!1

下调密切相关(

此外!本研究还对
J@"K!1

与
KO

病情活动的相

关性进行了研究( 目前!国内外对
KO

的活动性多采

用
EO,!8

进行评价!包括
!8

个关节压痛及肿胀程

度!

;,K

以及患者对自己健康程度的评估!可以客观

反映患者病情的活动程度( 研究中未发现外周血
H

细胞的
J@"K!1

表达水平与压痛关节数'肿胀关节

数'

;,K

'

KJ

以及
EO,!8

评分等相关!提示
J@"K!1

与
KO

病情的近期活动程度无相关性(
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综上所述!我们推测肾虚型
KO H

细胞免疫失耐

受可能与记忆
H

细胞及前浆细胞表达
J@"K!1

下调

密切相关!肾虚型
KO

可能存在
J@"K!1

基因的异常

从而导致自身免疫失耐受( 本研究结果为进一步深入

研究肾虚型
KO

发生和发展的免疫学机制提供了新的

临床线索(
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