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CTLA4Ig抑制银屑病外周血单个核细胞增殖的体外研究

阎　衡 ,宋志强 ,向明明 ,叶庆佾 ,郝　飞　　(第三军医大学西南医院皮肤科 , 重庆市皮肤性病研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　研究 CTLA4Ig在银屑病外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear cells , PBMCs)增殖中的作用。

方法　PBMC 标本取自 33 例寻常型银屑病患者和 20 名健康献血者 , 利用植物血凝素(phytohemagglutinin , PHA)、脂多糖

(lipopolyaccharide , LPS)、金葡菌肠毒素 B(staphylococcal enterotoxin B , SEB)刺激增殖 ,在加入或未加入CTLA4Ig情况下 , 观察

细胞形态并检测 3H-TdR掺入量。结果　显示 CTLA4Ig对 PHA、LPS 有抑制作用 , 并呈剂量依赖关系;而 CTLA4Ig 浓度只有

高于 5μg/ml时 , 对 SEB 才有抑制作用 ,且可完全抑制。结论　CTLA4Ig对 PHA、LPS 、SEB 刺激下的银屑病 PBMC 增殖反应

有明显的抑制作用 ,但反应模式不一致。
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In vitro study of psoriatic PBMC proliferation inhibited by CTLA4Ig
YAN Heng , SONG Zhi-qiang , XIANG Ming-ming , YE Qing-yi , HAO Fei (Department of Dermatology , Southwest Hospital , Third

Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the roles of CTLA4Ig in the proliferation of psoriatic peripheral blood mononu-

clear cells(PBMC).Methods　PBMC samples were taken from 33 patients with psoriasis vulgaris and 20 healthy

blood donors.Proliferation of PBMC was induced by phytohemagglutinin (PHA), lipopolysaccharide (LPS), and

staphylococcal enterotoxin B(SEB)with orwithout CTLA4Ig.The morphological changes of cells were observed , and
3H-TdR incorporation rate was measured.Results　CTLA4Ig could inhibit PHA- and LPS-induced psoriatic PBMC

proliferation in a dose-dependent manner.SEB-induced psoriatic PBMC proliferation could be completely inhibited

only when the dose of CTLA4Ig reached to the level higher than 5μg/ml.Conclusion　CTLA4Ig can effectively in-

hibit psoriatic PBMC proliferation induced by PHA , LPS , and SEB with different reaction patterns.
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　　目前 ,许多学者认为银屑病具有自身免疫性疾病

的特征 ,其发病早期表现为外周血 T 细胞过度活化。

T 细胞激活需要两个信号 ,第一信号是 T 细胞受体(T

cell receptor , TCR)同抗原递呈细胞(antigen presenting

cell , APC)上的抗原多肽MHC 分子复合物结合;第二

信号是 T 细胞表面分子 CD28/细胞毒性 T 淋巴细胞相

关抗原4(cytotoxic T lymphocytic associated antigen 4 , CT-

LA4 ,CD152)与APC表面 B7分子相互作用产生的共刺

激信号 ,为抗原非特异性的
[ 1]
。其中 ,CTLA4对 T细胞

激活有较强的抑制作用
[ 2]
。1991年由 Linsley 等

[ 3]
采

用基因重组的方法构建了 CTLA4Ig ,它包括人 CTLA4

膜外部分和人 IgG1FC 段 ,是一种可溶性的嵌合蛋白。

CTLA4Ig与 B7的亲和力显著高于CD28 ,可以封闭APC
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上的 B7 ,阻断共刺激通路 ,抑制 T 细胞的激活。外周

血单个核 细胞 (peripheral blood mononuclear cells ,

PBMC)主要包括 T 细胞和 B 细胞 , B细胞的激活亦有

赖于T 细胞的激活 ,通过 PBMC 增殖反应可间接反应

T 细胞活化状态 。本试验通过植物血凝素(phyto-

hemagglutinin , PHA)、脂多糖(lipopolysaccharide , LPS)、

金葡萄肠素 B(staphylococcal enterotoxin B , SEB)3种物

质在体外诱导银屑病患者 PBMC 增殖 , 并分别加入

CTLA4Ig ,研究 CTLA4Ig 在此过程中的作用 。

1　材料与方法

1.1　病例
　　寻常型银屑病患者 33 例(进行期 21 例 ,静止期 12 例), 均

来自本科门诊和病房 ,并经临床和组织病理确诊。其中男性 23

例 ,女性 10例 , 年龄12 ～ 66岁 , 平均35 岁 ,病程 1～ 25 年。病例

要求:①1个月内无任何发热史;②3 个月内未接受任何系统治

疗 ,如皮质类固醇激素 、维甲酸类和免疫抑制剂等;③3 个月内
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无大面积外用强效皮质类固醇激素类药物。正常对照组 20

例 ,选自本院健康献血者 , 男性 13 例 , 女性 7 例 , 年龄 23 ～ 40

岁 ,平均 28 岁 ,无银屑病家族史。

1.2　刺激条件
　　设进行期银屑病组 、静止期银屑病组和正常对照组。空腹

静脉采血 , 肝素抗凝 , 采用密度梯度离心法分离 PBMC , 以完全

培养基(含 5%FCS)悬浮 , 配成 1×106 细胞/ml , 加入 96 孔板

(200μl/孔),再分别加入终浓度为 10 μg/ml PHA(Sigma公司)、

10 μg/ml LPS(Sigma 公司)和 1 μg/ml SEB(军科院微生物流行病

研究所制备);另将进行期组 PBMC 悬液在 PHA 、LPS 和 SEB 刺

激的同时 , 加入终浓度为 0 ～ 10 μg/ml CTLA4Ig(第三军医大学

全军烧伤研究所免疫室制备), 均设空白对照组 , 于 37 ℃, 5%

CO2 的饱和湿度条件下培养 72 h。

1.3　观察镜下形态
　　每隔 24 h 记录细胞镜下形态。

1.4　3H-TdR掺入试验
　　培养结束前 24 h 加入 3H-TdR(3.7×104 Bq),培养结束后测

量放射性(cpm),计算刺激指数 SI(SI=刺激孔 cpm/对照孔 cpm)。

1.5　统计学处理
　　结果以 x±s表示 , 采用 SPSS 软件进行 t 检验。

2　结果

2.1　SEB 、LPS 、PHA刺激银屑病 PBMC的增殖反应

2.1.1　镜下形态观察　　光镜下 , PHA 及 SEB 刺激组 , 24 h 细

胞即大量增殖 ,细胞增大 , 母细胞化现象明显 ,细胞数量明显增

多 ,并形成许多细胞集落;72 h细胞增殖达高峰。LPS 刺激作用

相对较弱 , 形成较小的集落 , 但仍可见明显的细胞分裂及母细

胞化现象。相同刺激条件下 , 3 组间镜下形态并无明显差异。

2.1.2　3H-TdR掺入试验　　与正常对照组及静止期银屑病组

相比 ,进行期 PBMC 仍具有显著的自发增殖活性;PBMC 对SEB、

PHA 均有明显的增殖反应 , 其中进行期和静止期对 SEB 反应明

显高于对照组;3 组间对 PHA 反应无显著性差异;LPS 刺激

PBMC 只发生轻度增殖反应 , 且 3组间无显著性差异 , 见表 1。

表 1　PHA 、LPS、SEB诱导银屑病 PBMC增殖( x±s)

Tab 1　Psoriatic PBMC proliferation induced by PHA , LPS ,

and SEB( x±s)

SI
Group n cpm

PHA LPS SEB

Control 20 1 666.55±559.97 41.62±8.54 6.64±1.25 36.17±5.40

Psoriasis vulgaris 33 2 395.88±723.65＊ 38.48±7.27 7.16±1.26 43.13±6.48＊

Active stage 21 2 684.62±615.37＊ 37.65±7.40 7.10±1.29 42.63±7.07＊

Static stage 12 1 890.58±630.25# 39.94±7.11 7.25±1.26 43.99±5.50＊

＊:P<0.01 , vs control;#:P<0.01, vs active stage

2.2　CTLA4Ig 在进行期银屑病PBMC增殖反应中的作用
2.2.1　镜下形态观察　　光镜下 , PHA、LPS 刺激组中随 CT-

LA4Ig浓度增高 , 进行期银屑病 PBMC 增殖数量逐渐减少 ,细胞

集落逐渐变小;而 SEB 组中 CTLA4Ig 浓度低于 5μg/ml时 ,细胞

集落及母细胞化现象无明显差别 , 高于此浓度 , 增殖可被完全

抑制。

2.2.2　3H-TdR掺入试验　　PHA、LPS 与 CTLA4Ig共同作用于

进行期银屑病 PBMC 时 ,随 CTLA4Ig 浓度的增加 , SI 逐渐降低;

当CTLA4Ig终浓度高于 10 μg/ml时 , SI 低于空白水平。 SEB 与

CTLA4Ig 共同刺激下 , CTLA4Ig 终浓度高于 5 μg/ml时 , SI 低于

空白水平;低于此浓度则全无作用 , 见表 2。

表 2　CTLA4Ig与刺激因子作用下进行期银屑病 PBMC增殖反应( x±s)

Tab 2　Active psoriatic PBMC prol iferation induced by stimulating factors and CTLA4Ig( x±s)

SI with different concentrations of CTLA4Ig(μg/ml)
Group n

0 1.25 2.5 5 10

PHA 21 37.65±7.40 19.03±5.72＊ 8.10±2.61＊ 0.80±0.64＊ 0.38±0.27＊

LPS 21 7.10±1.29 3.28±1.05＊ 1.39±0.37＊ 0.61±0.27＊ 0.20±0.09＊

SEB 21 42.63±7.07 47.71±6.38 42.97±6.70 0.83±0.54＊ 0.43±0.23＊

＊:P<0.01 , vs group without CTLA4Ig

3　讨论

　　银屑病的病因与发病机制尚未完全明确 ,但免疫

功能异常是一个重要因素 。临床上经常见到产生超抗

原性毒素的金黄色葡萄球菌 、链球菌的咽部或皮肤感

染会诱发银屑病发病或加重病情 ,因此超抗原在银屑

病发病中所起的作用成为近年来关注的焦点 。SEB被

证实可体外选择性刺激银屑病患者体内特定 VβT 细

胞[ 4] 。Yamamoto 等[ 5]应用 SEB 反复注射免疫缺陷鼠

皮下 ,可以诱导其产生银屑病样损害 。我们证实 SEB

可以在体外诱导银屑病患者 PBMC 明显增殖 。

　　本实验中 SEB刺激下进行期和静止期银屑病组

PBMC增殖明显强于正常对照组 ,而 PHA不具有选择

TCR可变成分的特性 ,故其刺激银屑病组与正常人间

无明显差异 ,这与国外许多学者的研究结果相符
[ 6]
。

LPS作为 B细胞丝裂原 ,其作用则明显弱于 PHA 、SEB 。

　　T 细胞克隆增殖需要细胞因子(IL-2等)的维持。

共刺激信号中CD28与B7结合后 ,单独作用就可使 IL-

2的产生增加几十倍;而阻断其它共刺激信号 ,并不能

阻止T 细胞的激活 ,故而共刺激信号中 , CD28/CTLA4

起着关键作用 。对自身免疫性疾病以及移植排斥反

应 ,纠正其免疫过激状态是治疗的关键
[ 7]
。在发现

CTLA4具有负性免疫调节作用之后 ,于 1991年合成了
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CTLA4Ig ,这种可溶性蛋白与 B7的结合力比 CD28Ig 与

B7的结合力强 20倍 ,故可采用 CTLA4Ig 竞争结合 B7

分子 ,阻断共刺激信号通路[ 8] 。

　　本研究结果提示共刺激通路在 T细胞激活中是必

需的 ,CTLA4Ig可以封闭共刺激通路 ,抑制进行期银屑

病PBMC 增殖 。PHA 、LPS 刺激下 ,CTLA4Ig浓度越高 ,

抑制作用越强 ,且可以完全抑制。在 SEB刺激下 , CT-

LA4Ig必须达到一定浓度才起完全抑制作用 ,无梯度

变化 ,故对 SEB抑制作用中 , CTLA4Ig 浓度的选择是关

键 ,这可能与SEB超抗原特性有关 。不单是对进行期

银屑病PBMC的增殖有抑制作用 ,现已有许多报道利

用 CTLA4Ig 治疗自身免疫性疾病 ,如系统性红斑狼

疮[ 9] 、重症肌无力等;以及移植排斥反应 ,如异种胰岛

移植 、皮肤移植等 ,都有一定的效果。CTLA4Ig 通过阻

断共刺激通路 ,绕过了特异性抗原 ,对不同疾病中始发

的T 细胞激活均应有抑制作用 ,故而其治疗作用可能

具有普遍性 ,在临床上有广阔的应用前景。
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　　(上接 331页)
表 1　银质针灸治疗 89例软组织损害性下腰痛的疗效

疾病分类 例数 显效 有效 无效 有效率(%)

(A)急性损伤演变 38 17 10 11 71.05＊＊

(B)慢性过劳损伤 34 16 6 12 64.70＊

(C)肌纤维织炎 17 3 2 12 29.41

总数 89 36 18 35 66.67

显效:无痛 ,无板机点与肌僵 、肌痉挛;有效:痛减 , 体征部分改善;

无效:痛与体征无改善;＊:P <0.05 , vs (C)(χ2 =4.34),

＊＊:P<0.01 , vs(C)(χ2=6.75)

3　讨论

　　软组织损害的患者在下腰部 , 甚至臀 、腿部易有顽固性疼

痛。文献[ 3 , 4] 报道 , 上述病理包括局部无菌性炎症 , 微循环淤

阻 、疤痕 、肌腱张力增加等。目前的诸多保守疗法可能暂时缓

解疼痛。软组织损害性腰腿痛是数 10 年前 , 中国上海 1 名骨

科医生首先提出。他认为软组织损害性无菌性炎症是产生颈 、

肩 、背和腿痛的重要原因。 因此 , 他发展了一套软组织松解外

科手术[ 2] 。随后 ,银质针灸用于代替外科手术。 银质针灸疗法

实际是银针和灸法的结合。 灸的温度在尾部 、皮肤外体部 、针

尖部分别为 100°、55°、40°。 银质针灸较一般针刺有以下优点:

①针体长 ,是以达深部病损。 ②粗的针体可预防断针或滞针。

③银质针体可塑性好 , 可潜行分离病变。 ④银质导热性好 , 传

导灸热效果好。 ⑤治疗基于因病理解剖定位而非经络。过去 ,

超过10 000例患者接受银质针灸。有效率达 90%。该治疗方

法在中国已有很多医院应用 ,其效应包括针刺和灸热作用。 阻

断软组织损害的病理变化 , 改善局部循环 , 软组织重新正常修

复 ,这些可能是银质针灸是代替手术抑痛的主要机制。

　　根报道 ,银质针灸疗法对腰突症患者的腰部与臀部肉软组

织长期处于痉挛缺血 ,收缩无力状态 , 也具有明显的松解作用 ,

从而使血供得到改善 ,最终达到消炎止痛恢复肌肉和神经机能

之目的。当然 ,如传统针灸 , 银质针灸也能刺激中枢神经系统

分泌吗啡类 , 5-HT等物质 , 抑制 P物质等 ,发挥抑痛效能[ 3 , 5] 。

　　肌纤维组织炎可能有更复杂的病理改变所以银质针灸对

此疗效不好。

　　关键词:银质针灸;软组织损害;疼痛
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