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不同方法检测急性移植物抗宿主病患者的血清标志物
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　　［摘要］　目的　采用两种方法检测急性移植物抗宿主病（ａｃｕｔｅｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ，ａＧＶＨＤ）患
者的血清生物标志物，筛选出有临床价值的生物标志物，并阐明两种方法检查结果的一致性，建立

ａＧＶＨＤ的生物标志物筛查流程。方法　收集２０１６年４月至２０１８年４月本血液病医学中心进行异基
因造血干细胞移植的患者６０例，采用蛋白质芯片法和ＥＬＩＳＡ检测同时期接受异基因造血干细胞移植后
发生（ａＧＶＨＤ组，ｎ＝３０）和未发生急性移植物抗宿主病患者（对照组，ｎ＝３０）的血清细胞因子表达水平。
结果　两种不同实验方法检测均发现，ａＧＶＨＤ组患者血清中 ＩＬ７、ＩＬ２７表达水平高于对照组（Ｐ＜
０．０５），而ＣＤ１２７在ａＧＶＨＤ组患者中表达水平降低（Ｐ＜０．０５）。其中ＩＬ２７表达水平与急性移植物抗宿
主病的疾病严重程度相关（Ｐ＜０．０５）。两种检测方法的ＲＯＣ曲线下面积均在０．７～０．９之间，差异无统
计学意义。结论　蛋白质芯片和ＥＬＩＳＡ两种检测方法的准确度高，结果一致。可以建立先通过蛋白质
芯片法筛选出有临床意义的重点细胞因子，再扩大样本量后通过ＥＬＩＳＡ法进行重复验证的血清生物标
志物筛查流程，利于临床开展。
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　　近年来，血液系统疾病的发病率及死亡率逐年上
升，而异基因造血干细胞移植（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ，ＨＳＣＴ）仍然是目前治疗血液系统疾病最为
有效的手段［１］。感染、复发、移植物抗宿主病是异基

因造血干细胞移植的主要并发症，其中移植物抗宿主

病（ｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ，ＧＶＨＤ）是造成异基因造血
干细胞移植后非复发死亡（ｎｏｎｒｅｌａｐｓｅｍｏｒｔａｌｉｔｙ，
ＮＲＭ）的主要原因，严重影响患者的生存质量和生存
率。ＧＶＨＤ是以受者的靶细胞为目标发动的一系列细
胞毒攻击，其中以皮肤黏膜、肝脏、消化道等为主要靶

器官。移植物抗宿主病分为急性和慢性两种，急性移

植物抗宿主病（ａｃｕｔｅｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ，ａＧＶＨＤ）
主要是指发生在移植 １００ｄ内，起病急、病情重，死亡
率高。病理活检及受损靶器官的临床表现是目前诊断

移植物抗宿主病的主要依据，其中病理活检是诊断的

金标准，但是作为有创的操作，移植后患者可能因各种

原因无法完成该项检查。而不同靶器官的临床表现又

缺乏特异性，容易受药物、感染等因素干扰，不能作为

诊断的金标准。目前针对重度的 ａＧＶＨＤ仍然是提倡
早诊断早干预的原则，以减轻靶器官的损伤，提高疗

效，增加移植的成功率，降低死亡率。

　　在目前的 ａＧＶＨＤ诊疗研究中，血清生物学标志
物筛查是一种较病理活检更简便的早期诊断手段，而

且血清生物学标志物的生理学研究有利于进一步了解

ａＧＶＨＤ的发病机制，促进 ａＧＶＨＤ治疗手段的研发。
有研究报道，Ｅｌａｆｉｎ（弹性蛋白酶抑制剂）在 ａＧＶＨＤ的
小鼠模型及ａＧＶＨＤ的患者血浆中表达水平升高［２－３］，

还有研究发现白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞介素７（ＩＬ７）
在ａＧＶＨＤ患者中的表达有显著差异［４－５］，但是上述几

种生物标志物的特异性和灵敏度尚不足以辅助临床诊

断，重复性较差，且很少有能预测 ａＧＶＨＤ严重程度的
特异性生物标志物的报道。因此，筛查新的血清生物

学标志物有重要的临床意义。本研究采用两种方法检

测同一时期接受异基因造血干细胞移植后发生和未发

生急性移植物抗宿主病患者的血清细胞因子表达水

平，筛选出与ａＧＶＨＤ相关的细胞因子水平变化，对比
两种方法的结果是否有一致性，后期拟建立 ａＧＶＨＤ
生物标志物的筛查流程。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　收集２０１６年４月至２０１８年４月在陆军军医大学
第二附属医院血液病医学中心进行异基因造血干细胞

移植的患者，其中移植后发生急性ＧＶＨＤ的患者３０例
为ａＧＶＨＤ组，未发生 ａＧＶＨＤ的患者３０例为对照组，
收集患者的血清。本研究经陆军军医大学第二附属医

院伦理委员会审批批准（２０１７ＹＦＡ０２）。ａＧＶＨＤ组纳
入标准：按标准诊断为急性 ＧＶＨＤ的患者，基础疾病
稳定；排除标准：出现疾病进展或复发，出现活动性感

染者。对照组纳入标准：移植后 １００ｄ内基础疾病稳
定，无活动性感染，没有出现临床或活检证实的

ａＧＶＨＤ表现者。按 ａＧＶＨＤ的 Ｔｈｏｍａｓ分度法进行疾
病严重程度分度（表１）。

表１　急性移植物抗宿主病靶器官分度（Ｔｈｏｍａｓ分度法）

ａＧＶＨＤ分度 皮肤 肝脏（胆红素） 肠道（腹泻量）

０ 无皮疹 ≤３４．２μｍｏｌ／Ｌ（≤２ｍｇ／ｄＬ） ≤５００ｍＬ／ｄ

Ⅰ 斑丘疹体表面积＜２５％ ≤５１．３μｍｏｌ／Ｌ（≤３ｍｇ／ｄＬ） ＞５００ｍＬ／ｄ

Ⅱ 斑丘疹体表面积＜５０％ ≤１０２．６μｍｏｌ／Ｌ（≤６ｍｇ／ｄＬ） ＞１０００ｍＬ／ｄ

Ⅲ 全身广泛斑丘疹体表面积≥５０％ ≤２５６．５μｍｏｌ／Ｌ（≤１５ｍｇ／ｄＬ） ＞１５００ｍＬ／ｄ

Ⅳ 全身广泛斑丘疹，伴水疱或皮肤剥脱 ＞２５６．５μｍｏｌ／Ｌ（＞１５ｍｇ／ｄＬ） ＞２０００ｍＬ／ｄ伴严重腹痛或肠梗阻

１８２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）



１．２　方法
　　分别采用蛋白质芯片法及 ＥＬＩＳＡ法（酶联免疫吸
附测定）。蛋白质芯片法采用广州瑞博奥生物科技有

限公司定制的 ＲａｙＢｉｏ膜芯片，测定１６种细胞因子
的表达水平变化。ＥＬＩＳＡ法采用博士德生物公司的
ＥＬＩＳＡ试剂盒。收集的血清标本时相点为：ａＧＶＨＤ发
生前、发生 ａＧＶＨＤ时、发生 ａＧＶＨＤ高峰时、予抗
ａＧＶＨＤ治疗后的４个时相点。未发生ａＧＶＨＤ的对照
组患者主要收集异基因造血干细胞移植造血重建后，

每２周１次的血清标本至移植后１００ｄ。
　　最初用蛋白质芯片法将患者血清中的生物标志物
进行初步筛选，共筛选了 １６种细胞因子，包括 ＩＬ２、
ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ７、ＩＬ１０、ＩＬ２６、ＩＬ２７、趋 化 因 子 ３
（ＣＸＣＬ３）、ＣＸＣＬ５、ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１３、致癌抑制
因子 ２（ＳＴ２）、ＣＤ１２７、ＴＮＦα、ＩＦＮγ，发现 ＩＬ６、ＩＬ７、
ＩＬ２７、ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１３、ＳＴ２、ＣＤ１２７、ＩＦＮγ的表达水平
在ａＧＶＨＤ患者中有显著差异，其中ＩＬ６、ＣＸＣＬ９、ＩＦＮγ
国内外研究报道较多，所以最终筛选出５种目前报道
较少的细胞因子，进行 ＥＬＩＳＡ法的再次验证。这５种
细胞因子包括：ＩＬ２７、ＳＴ２、ＩＬ７、ＣＤ１２７和ＣＸＣＬ１３。

表３　蛋白质芯片法检测两组患者细胞因子表达水平变化（ｐｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＩＬ２７ ＩＬ７ ＳＴ２ ＣＤ１２７ ＣＸＣＬ１３
ａＧＶＨＤ组 ３０ ３２１４．００±１４６．００ ２８３７．００±１１６．９０ １８５５３．００±８０２．６０ ２９０５．００±２１９．９０ ２１１４．００±１６９．９０
对照组 ３０ ２２５３．００±１１６．３０ １９００．００±１０４．２０ １４９３３．００±７５２．７０ ４２５９．００±３４１．３０ １９６８．００±１４２．１０
Ｐ值 ＜０．０００１ ＜０．０００１ ０．００１５ ０．００２４ ０．５１７０

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，两组间比较采用 ｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用ＬＳＤ法多重检验。通过受试者工作曲线（ＲＯＣ）分
析实验方法的准确度，曲线下面积采用 Ｚ检验，检验
水准为双侧，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　入组患者的基本情况
　　ａＧＶＨＤ组３０例，其中男性 １０例，女性 ２０例，中
位年龄２７．３（５～５４）岁；对照组３０例，其中男性１５例，
女性１５例，中位年龄２７．５（７～５１）岁。两组患者的基
线情况差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表２）。
２．２　患者５种血清细胞因子的表达水平
２．２．１　蛋白质芯片法检测５种细胞因子的表达　　
结果发现，与对照组比较，ａＧＶＨＤ组患者 ＩＬ２７、ＩＬ７、
ＳＴ２表达显著增高，ＣＤ１２７表达显著降低，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５，表３）。

表２　两组患者的一般临床资料［ｎ＝３０，例（％）］

临床特征 ａＧＶＨＤ组 对照组

疾病类型

　ＡＭＬ １２（４０．０） １５（５０．０）

　ＡＬＬ ８（２６．７） ９（３０．０）

　ＭＤＳ ４（１３．３） １（３．３）

　ＮＨＬ ２（６．７） １（３．３）

　ＳＡＡ ４（１３．３） ４（１３．３）

供受者类型

　有血缘关系 ２０（６６．７） １８（６０．０）

　其他 １０（３３．３） １２（４０．０）

干细胞来源

　ＰＢＳＣ １８（６０．０） １６（５３．３）

　ＰＢＳＣ＋ＢＭ １２（４０．０） １４（４６．７）

是否使用ＡＴＧ体外去Ｔ细胞

　使用ＡＴＧ １８（６０．０） １６（５３．３）

　未使用ＡＴＧ １２（４０．０） １４（４６．７）

预防ａＧＶＨＤ的方案

　ＣＳＡ＋ＭＭＦ＋ＭＴＸ ２０（６６．７） １８（６０．０）

　ＦＫ５０６＋ＭＭＦ＋ＭＴＸ １０（３３．３） １２（４０．０）

发生ａＧＶＨＤ的严重程度

　Ⅰ／Ⅱ ２０（６６．７） ０（０．０）

　Ⅲ／Ⅳ １０（３３．３） ０（０．０）

ＡＭＬ：急性髓系白血病；ＡＬＬ：急性淋巴细胞白血病；ＭＤＳ：骨
髓增生异常综合征；ＮＨＬ：非霍奇金淋巴瘤；ＳＡＡ：重型再生障
碍性贫血；ＰＢＳＣ：外周血干细胞；ＢＭ：骨髓干细胞；ＡＴＧ：抗胸
腺细胞球蛋白；ＣＳＡ：环孢素；ＭＭＦ：吗替麦考酚脂；ＭＴＸ：甲
氨蝶呤；ＦＫ５０６：他克莫司

２．２．２　ＥＬＩＳＡ法检测５种细胞因子的表达　　结果
发现，与对照组比较，ａＧＶＨＤ组患者 ＩＬ２７、ＩＬ７表达
显著增高，ＣＤ１２７、ＣＸＣＬ１３的表达显著降低（Ｐ＜０．０５，
表４）。再将患者按Ｔｈｏｍａｓ急性移植物抗宿主病的严
重程度进行分组，发现Ⅲ／Ⅳ度 ａＧＶＨＤ患者 ＩＬ２７的
表达较对照组、Ⅰ／Ⅱ度ａＧＶＨＤ患者显著升高（Ｐ＜０．０５，
表５）。
２．３　两种检测方法的准确度
　　两种不同方法检测发生ａＧＶＨＤ和未发生ａＧＶＨＤ
患者的细胞因子水平变化同时有统计学意义的为ＩＬ２７、
ＩＬ７、ＣＤ１２７。发现两种实验方法检测 ＩＬ２７、ＩＬ７、
ＣＤ１２７的ＲＯＣ曲线下面积均在 ０．７～０．９之间，差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１）。
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表４　ＥＬＩＳＡ法检测两组患者细胞因子表达水平变化（ｐｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＩＬ２７ ＩＬ７ ＳＴ２ ＣＤ１２７ ＣＸＣＬ１３

ａＧＶＨＤ组 ３０ １７４．５０±６．６４ ３８０．１０±２０．４９ １７３．８０±２１．３１ ２６７．１０±２４．５８ ３３．５１±３．５２
对照组 ３０ １３４．５０±１２．４２ ２６３．１０±５２．８２ １３５．６０±３８．３２ ４１９．００±１４５．６０ ５１．６５±１０．９３
Ｐ值 ０．００４３ ＜０．０００１ ０．１５７９ ０．０１９０ ０．０００８

表５　ＥＬＩＳＡ法检测Ⅰ／Ⅱ度、Ⅲ／Ⅳ度ａＧＶＨＤ及对照组患者细胞因子表达水平变化（ｐｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）
组别 ｎ ＩＬ２７ ＩＬ７ ＳＴ２ ＣＤ１２７ ＣＸＣＬ１３
对照组 ３０ １３４．５０±１２．４２ ２６３．１０±５２．８２ １３５．６０±３８．３２ ４１９．００±１４５．６０ ５１．６５±１０．９３

Ⅰ／Ⅱ度ａＧＶＨＤ ２０ １３６．２０±９．８２ ３４４．６０±１３４．８０ａ １７３．６０±３８．０５ ２７３．４０±１５４．１０ａ ３４．５５±１．１６

Ⅲ／Ⅳ度ａＧＶＨＤ １０ ２０５．２０±１２．１６ａｂ ３９７．９０±５３．３３ａ １７３．９０±２．６７ ２６５．００±８．４８ａ ５０．４９±１５．９４

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ⅰ／Ⅱ度ａＧＶＨＤ比较
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Ａ：ＩＬ２７；Ｂ：ＩＬ７；Ｃ：ＣＤ１２７　 蓝色实线为参考线

图１　蛋白质芯片法及ＥＬＩＳＡ法检测细胞因子变化水平的ＲＯＣ曲线

３　讨论

　　急性移植物抗宿主病是异基因造血干细胞移植术
后的严重并发症之一，也是导致移植患者早期死亡的

重要原因［６］。目前认为 ａＧＶＨＤ的发生机制主要与
Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞的失衡有关，从而导致受者体内的一系
列细胞因子风暴［７］，最终引起各种靶器官的损害［８－９］。

本研究发现在 ａＧＶＨＤ的患者血清中 ＩＬ７、ＩＬ２７表达
水平显著增高，ＣＤ１２７在 ａＧＶＨＤ患者中表达水平下
降，上述结果通过蛋白质芯片法及 ＥＬＩＳＡ两种试验方
法，在同一批患者中结果得到重复。其中，ＩＬ２７还与
ａＧＶＨＤ的严重程度呈正相关。所以，可将ＩＬ７、ＩＬ２７、
ＣＤ１２７作为辅助早期诊断 ａＧＶＨＤ的血清特异性标志
物，并且如果 ＩＬ２７的表达水平越高，需警惕重度
ａＧＶＨＤ的发生可能，可作为早期预测与及时干预的重
要参考，降低移植后的病死率。

　　本研究发现与ａＧＶＨＤ发生呈正相关的因子为ＩＬ７，
白介素家族中的 ＩＬ７在淋巴细胞的增殖，分化，活化
中起着至关重要的作用。ＩＬ７通过刺激肿瘤坏死因
子，干扰素等促进炎症因子的分泌，从而在机体的免疫

反应中发挥重要的作用。ＩＬ７与 Ｔ细胞上的 ＩＬ７受
体表达水平以及外周的 Ｔ细胞数量呈负相关。研究
表明，ＩＬ７的高水平表达与 ＧＶＨＤ发生相关［１０］，与本

研究结果一致。而在发生 ａＧＶＨＤ的患者中，ＣＤ１２７
及ＣＸＣＬ１３的表达水平呈负相关。在动物实验中已经
发现通过阻断ＩＬ７或其受体，可以改善炎症的病理过

程［１１］。本研究发现在 ａＧＶＨＤ患者血清中 ＩＬ７受体
ＣＤ１２７表达水平降低，导致 ＩＬ７表达水平增高，从而
促进ａＧＶＨＤ的发生。另一个负性调控的细胞因子是
ＣＸＣＬ１３，因为其具有吸引 Ｂ细胞的能力，又被称为 Ｂ
细胞趋化因子（Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔ，ＢＬＣ）。
他的受体是 ＣＸＣＲ５、ＣＸＣＬ１３与其受体在 Ｂ淋巴细胞
的转运过程中起重要作用。有研究发现，在生发中心

异常表达的ＣＸＣＬ１３与免疫性疾病发生发展有关［１２］。

ＣＸＣＲ５是滤泡辅助 Ｔ细胞（Ｔｆｈ细胞）表面的重要标
志物，本研究发现ＣＸＣＬ１３的表达水平在ａＧＶＨＤ患者
血清中明显降低。因此，我们推断出 ＣＸＣＬ１３与其受
体ＣＸＣＲ５的结合降低，导致 ＣＸＣＲ５表达增高，引起
Ｔｆｈ细胞的表达增高，从而导致生发中心的过度应答，
引起ＧＶＨＤ的发生发展。负调控因子在治疗 ａＧＶＨＤ
中起关键作用，上述两种细胞因子或许能成为后期治

疗ａＧＶＨＤ的新靶点。
　　发生Ⅲ／Ⅳ度ａＧＶＨＤ的患者往往病情危重，进展
迅速，所以目前针对Ⅲ／Ⅳ度的 ａＧＶＨＤ仍然提倡早诊
断早干预。目前国内外针对提示 ＧＶＨＤ严重程度的
生物标志物研究较少，本研究采用两种不同的实验方

法均证实了ＩＬ２７在ａＧＶＨＤ的患者中呈高表达水平，
同时也与ａＧＶＨＤ的严重程度呈正相关，提示 ＩＬ２７的
高水平表达可以作为辅助预测 ＧＶＨＤ严重程度的特
异性指标，从而进行早期干预，达到减少重度 ａＧＶＨＤ
的发生。ＩＬ２７作为ＩＬ６／ＩＬ１２的家族成员，在肿瘤免
疫，自身免疫性疾病中发挥了重要的作用［１３］。ＩＬ２７
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是Ｔｈ１细胞的启动因子［１４］，能通过激活 ＣＤ４＋Ｔ细胞
中的ＳＴＡＴ１，诱导 Ｔｈ１细胞分化［１５］，破坏 Ｔｈ１和 Ｔｈ２
细胞之间的平衡，从而导致 ａＧＶＨＤ的发生。在小鼠
实验中发现，通过阻断ＩＬ２７的表达，相应的小鼠模型
组中没有发现ａＧＶＨＤ的表现［１６］。

　　本研究发现一些细胞因子的表达水平变化与
ａＧＶＨＤ的发生发展相关，有一定的特异性。并且通过
两种不同的实验方法，结果得到了重复，两种检测方法

的结果具有一致性，在临床上有一定的参考价值。其

中蛋白质芯片法的优势在于需要的样本量少，灵敏度

高，一次性可以筛选多个血清生物标志物，具有微量，

准确，快速，自动化等优点，按定制的细胞因子数量计

算费用每次在３～５万元，成本昂贵，而且对实验室设
备及条件要求高，特别是在临床应用中，有一定的局限

性，可操作性差。而 ＥＬＩＳＡ法快速、灵敏、操作简单，
对实验设备要求简单，上述５种细胞因子每次花费在
０．５万元左右，成本为蛋白质芯片法的１／６～１／５，成本
低廉，性价比高，而且具有很好的可操作性。确诊

ａＧＶＨＤ的金标准为病理活检，但是其操作性差，临床
上开展实施困难，所以只能将蛋白质芯片法及 ＥＬＩＳＡ
法互相进行对比。通过两种检测方法的 ＲＯＣ曲线对
比显示，ＣＤ１２７的 ＥＬＩＳＡ法的 ＲＯＣ曲线波动较大，可
能原因是样本量较少，样本分布不均匀所致，后期拟扩

大样本量再进行统计分析。同时发现两种检测方法的

ＲＯＣ曲线下面积均在０．７～０．９之间，曲线下面积无显
著差异，提示两种检测方法对于 ａＧＶＨＤ的诊断都有
较高的准确度。

　　由于ａＧＶＨＤ发病机制复杂，参与的细胞因子多，
本研究发现一些有临床意义的特异性生物标志物，并

且阐明了两种方法检测结果的一致性。我们后期拟建

立检测ａＧＶＨＤ的特异性血清标志物流程，先通过蛋
白质芯片法高通量的筛选出有临床参考价值的重点细

胞因子，增加样本量后再通过 ＥＬＩＳＡ法进行验证，减
少成本及工作量，最终筛选出与 ａＧＶＨＤ相关的特异
性生物标志物，指导临床诊疗。
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