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CD28 CTLA-4在类风湿关节炎患者外周血和关节积液中的表达及意义
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　　提　要:目的　探讨 T细胞辅助刺激分子 CD28 和 CTLA-4 在类风湿关节炎(rheumatoid arthritis , RA)中的表达及其与

疾病活动的相关性。方法　采集患者外周抗凝血和关节积液 ,通过淋巴细胞分离液密度梯度离心法分离其中的淋巴细

胞 ,采用流式细胞术双标染色技术 , 检测 CD3+CD28+和 CD3+CTLA-4 +在淋巴细胞上的表达 ,通过 Spearman 相关进行统计

分析 ,评价其与疾病活动的相关性。结果　①RA 患者外周血单个核细胞(PBMC)CD3+CD28+的表达显著低于正常对照组

和 RA患者关节积液(SFMC)组(P <0.01);②RA患者 PBMC 上 CD3 +CTLA-4 +的表达与正常组无差异 , 但显著低于 SFMC 组

(P<0.05)。 ③SFMC 组 CD3+CD28+的表达与正常组无显著性差异 ,但 CD3+CTLA-4+的表达显著高于正常组(P<0.01)④

PBMC 组 、SFMC 组 CD3 +CD28+和 CD3+CTLA-4+的表达与反映疾病活动性的指标 RF、抗 CCP 抗体存在相关关系。结论　

RA患者外周血和关节积液中 CD28+和 CTLA4 的表达异常是参与 RA发病和病情进展的重要机制之一。但其在病程进展

中的具体作用尚不明确。
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　　Abstract:Objective　To study the expressions of co-stimulatory factors CD28 and CTLA-4 on CD3
+
T cells in

peripheral blood lymphocytes(PBMC)and synovial f luid lymphocytes(SFMC)in patients with rheumatoid arthritis

(RA)and the relationship of these molecules with the activity of RA.Methods　The lymphocytes were collected

from the peripheral blood and synovial fluid in RA patients.The CD3
+
CD28

+
and CD3

+
CTLA-4

+
molecules on

these cells were measured by dual-color-fluorescence cytometry.The correlation of the expressions of CD3+CD28+

and CD3
+
CTLA-4

+
molecules with the activity of RA was statistically analyzed by Spearman.Results　①The level

of CD3
+
CD28

+
in PBMC of RA patients was significantly lower than that of the control group and SFMC (P <

0.01).②The expression of CD3
+
CTLA-4

+
in PBMC was not significantly different from that of the control group ,

but lower than that of SFMC(P <0.05).③The expression of CD3
+
CD28

+
in SFMC of RA patients was not signif-

icantly different from that of control group , but the expression of CD3
+
CTLA-4

+
was significantly higher than that of

the control group(P <0.01).④The expressions of CD28 and CTLA-4 were partly associated with the activity of

RA.Conclusion　The abnormal expression of CD28 and CTLA-4 molecules in peripheral blood lymphocytes and sy-

novial fluid lymphocytes is one of the important mechanisms involved in the genesis and progression of RA , but the

definite roles in the process of the disease are not clear.
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　　类风湿关节炎(rheumatoid arthritis , RA)是以对称

性多关节滑膜炎为主要临床表现的自身免疫性疾病 ,

病程迁延 ,致残率高。目前认为 RA 可能是由未知的

某种抗原 ,对某些具有敏感性的遗传背景的人刺激产

生免疫反应后发生的 ,该免疫反应过程涉及到抗原提

呈细胞对自身抗原的提呈和自身反应性 T 细胞的活
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化。在 RA的病程中 ,T 细胞被认为扮演了重要的角

色
[ 1]
。T 细胞被诱导增殖分化成效应细胞时 ,需要双

信号的作用 ,即第一信号-抗原识别 ,第二信号来自辅

助刺激分子(co-stimulatory molecule)。第二信号在 T 细

胞活化上的重要作用 ,表现在两个方面:①如果T 细胞

识别抗原时没有辅助刺激分子提供第二信号 ,则 T 细

胞不能充分活化 ,不能表现效应功能 。 ②抗原识别时

没有辅助刺激信号 ,则使识别抗原的T 细胞凋亡 ,或被

诱导呈无能状态(anergy)。已有的研究表明 , RA患者

的关节滑膜树突状细胞将外来抗原或自身抗原提呈给

T 细胞 ,CD28 CTLA-4
-
CD80 CD86 信号通路是初始 T

细胞活化的基本条件
[ 2]
。

　　在外周血淋巴细胞中 ,几乎所有的 CD4
+
T 细胞和

约50%的 CD8
+
T 细胞上表达 CD28分子 ,其配体是主

要表达于 APC 细胞上的 B7 家族 ,它们之间的结合和

随后介导的信号转导是 T-B 细胞相互协作的分子基

础。CTLA-4在结构上与 CD28 分子高度同源 ,短暂地

表达于活化的 T 细胞上 ,它与 CD80 CD86的亲和力显

著高于 CD28 ,目前已经在体内外系统中证明 CTLA-4

对T 细胞反应起负性调节作用 。本研究采用直标双色

荧光流式细胞计术检测了 RA 患者外周血和关节积液

(synovium fluid ,SF)淋巴细胞上CD28和 CTLA-4分子的

表达 ,并探讨它们在 RA活动中的作用和意义。

1　资料和方法

1.1　研究对象
1.1.1　病例选择　　RA 患者 28 例 , 男性 7 例 , 女性 21 例;年

龄 19～ 63岁 , 平均(47±10.27)岁 , 病程 0.5 ～ 12年 , 平均(3.4±

2.74)年。所有病例均符合 1987年美国风湿病学会(ACR)诊断

标准。病情均处于活动期。其中采集外周血 28 例 , 双膝关节

积液 14例。正常对照组 12 名 , 均为西南医院健康查体工作人

员 ,男性 5 名 ,女性 7 名 ,年龄 22 ～ 42 岁 , 平均(35.58±7.42)岁 ,

均采集外周血作为对照阴性。

1.1.2　临床资料采集　　所有病例均按照 ACR标准 , 采集血

沉(ESR)、类风湿因子(RF)、抗环瓜酸酶抗体(抗 CCP)作为临床

检查指标。

1.2　试剂与器材
　　鼠-抗人-CD3-FITC 单克隆抗体(mAb)(eBioscience);鼠-抗人

-CD28-PE mAb (eBioscience);鼠-抗 人-CD152-PE mAb (eBio-

science);羊-抗鼠-FITC PE IgG mAb(eBioscience);红细胞裂解液

(BioE), 0.01 mol L PBS 洗液(BioE), 固定液(BioE), 淋巴细胞分

离液(上海恒信化学试剂有限公司)。 流式细胞仪(BD Bio-

sciences)。

1.3　方法
　　外周血采用全血直标法:①肝素抗凝的外周血 300μl ,分装

于3 个试管 ,实验组分别加入 20 μl鼠-抗人-CD3-FITC mAb+20

μl鼠-抗人-CD28-PE mAb , 20 μl鼠-抗人-CD3-FITC mAb +20 μl

鼠-抗人-CD152-PE mAb ,阴性对照组加入 20μl羊-抗鼠-FITC PE

IgG mAb ,室温混匀并避光静置 30 min。 ②加 2 ml 红细胞裂解

液 , 37 ℃水浴 30 min。 ③2 000×g 离心 4 min , PBS 洗涤 2 次。

④各加 1 ml固定液 , 4 ℃保存待测。 ⑤关节积液用淋巴细胞分

离液梯度密度离心法分离出淋巴细胞(SFMC), PBS 洗涤后 , 调

整细胞浓度为 1×106 ml , 其余步骤同前。 ⑥流式细胞仪设置人

淋巴细胞门 ,计数 5 000 个以上细胞。测定密度值用%表示。

1.4　统计学处理
　　计量资料均采用 x±s 表示 , 采用 SPSS11.0 软件进行数据

分析。相关分析采用 Spearman相关 , 组间比较用 t检验。

2　结果

2.1　CD28 CTLA-4在 RA病人外周血和关节积液中的

表达
　　RA 患者外周血单个核细胞(peripheral blood monoeuclear

cell , PBMC)CD3+CD28+的表达显著低于正常对照组和 RA 患

者关节积液(synovium fluid monoeuclear cell , SFMC)组(P <

0.01);RA 患者 PBMC上 CD3+CTLA-4+的表达与正常组无显著

性差异 ,但显著低于 SFMC 组(P<0.05)。 SFMC 组 CD3 +CD28+

的表达与正常组无显著性差异 ,但 CD3+CTLA-4+的表达显著高

于正常组(P<0.01)(表 1)。

表 1　RA病人外周血和积液和单核细胞上 CD3CD28 CD3 CTLA-4

的表达 [ ( x±s)%]

Tab 1　Expression of CD3CD28 CD3CTLA-4 molecules on peripheral

blood cell s and synovium fluid cells in RA patients [ ( x ±

s)%]

Group CD3+CD28+ CD3+CTLA-4+

Control 87.88±3.44 0.39±0.19

RA-PBMC 79.16±8.96■ 0.48±0.34

RA-SFMC 89.26±4.83＊＊ 1.73±1.37

■:P<0.01 , vs control group;＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs RA-

PBMC groups

2.2　CD28 CTLA-4的表达与ESR、RF 、抗 CCP 的相关性
　　PBMC 组 CD3+CD28+与 RF、抗 CCP均呈正相关 , CD3 +CT-

LA-4+与 RF 呈负相关 , SFMC 组 CD3+CD28 +、CD3+CTLA-4 +与

上述指标均无关(表 2)。

表 2　CD3CD28 CD3CTLA-4与 ESR、RF 、抗 CCP的相关性

Tab 2　Correlation of CD3CD28 CD3CTLA-4 molecules with ESR , RF , and

CCP in RA patients

CD3+CD28+ CD3+CTLA-4+

PBMC SFMC PBMC SFMC

r P r p r P r P

pESR -0.183 0.190 0.042 0.444 -0.218 0.147 -0.222 0.223

RF 0.414 0.040 0.066 0.824 -0.390 0.027 -0.038 0.448

Anti-CCP 0.404 0.035 0.395 0.258 -0.080 0.365 -0.012 0.973

3　讨论

　　CD28 CTLA-4与T 细胞和APC 细胞之间的相互作
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用是动态的且复杂的免疫调节过程 ,弄清这个过程 ,有

助于我们更好的理解 RA 的免疫机制 。CD28(CTLA-

4) B7 作为 T细胞与抗原提呈细胞相互作用中最重要

的辅助刺激分子之一 ,其在自身免疫性疾病中的作用

是近期国内外研究的热点 。对另一自身免疫性疾病

———系统性红斑狼疮模型小鼠研究表明 ,基因敲除

CD28的小鼠其自身反应性 T 细胞的聚集几乎无改变 ,

而关节症状和自身抗体的产生均明显减轻
[ 3]
。证明缺

少辅助刺激信号则T 细胞不能充分表现效应功能 。另

一分子CTLA-4作为负性调节信号也参与了自身免疫

性疾病的病程。CTLA-4的表达水平或功能的降低使

自身免疫性T细胞克隆增殖并导致自身免疫性疾病的

发生。CTLA-4Ig 是一种能阻止 T 细胞活化的重组融

合蛋白 , Emilia等
[ 4]
研究显示注射 CTLA-4Ig 的 CIA小

鼠 ,其关节病变指数 、爪的肿胀程度均有减轻 , Ⅱ型胶

原特异性淋巴细胞增殖反应 , IFN-γ和抗 Ⅱ型胶原抗

体的产生均受到抑制。证实 CTLA-4Ig 可有效的改善

CIA小鼠的关节症状并抑制其免疫反应。

　　我们的研究发现在活动期的类风湿关节炎病人的

外周血和关节积液中 ,其 T 细胞上 CD28和 CTLA4的

表达均与正常人显著不同 。在 RA 病人外周血中

CD28的表达为(79.16±8.96),显著低于正常人(P <

0.01);而在关节损伤部位 ,其表达为(89.26±4.83),显

著 RA病人外周血中的表达(P<0.01),这些提示我们

CD28
+
T 细胞可能选择性的迁移到自身免疫损伤部位

而发挥作用。另一方面 ,病人服用的抗风湿药物 ,主要

进入血液循环 ,其血药浓度远大于关节局部浓度 ,也会

对炎症细胞起到一定的抑制作用。令我们感兴趣的

是 ,为何关节积液中 CD28 的表达较外周血中显著增

高 ,但与正常人外周血中的表达却无差异 。可能的解

释是与关节局部高分泌的 TNF-α有关 。Ewa 等
[ 5]
的研

究提供了部分佐证 ,他们将患者外周血 T 细胞与 RA

病程中最重要的促炎因子 TNF-α共同孵育 24h 后 ,发

现CD4 的表达无变化而 CD28的表达降低了一半以

上 ,表明TNF-α可以引起 CD28分子表达的下调。作为

负性调节信号的 CTLA-4在关节积液中的表达为(1.73

±1.37),显著高于 RA的PBMC组(P <0.05)和正常人

组(P <0.01),说明在炎症损伤部位 ,不但有 CD28的

表达增高来协助 T 细胞的活化 ,同时也有负性调节信

号的增高来抑制 T 细胞的活化 ,而炎症的发展可能与

上述二者的比例失调有关 。已有的研究表明当应用抗

CTLA-4抗体封闭 CTLA-4分子后 ,作为主要促炎因子的

TNF-α和 IL-1β的分泌增高 ,并且与抗 CTLA-4抗体的剂

量呈正比。因此 ,我们推断在类风湿关节炎的炎症过程

中 ,CTLA-4可能是通过降低 TNF-α和 IL-1β的分泌而发

挥负性调节作用。在实验性自身免疫性神经炎等其他

自身免疫性疾病的研究中 ,也发现了类似的结果
[ 6]
。

　　通过统计学方法在计量水平上研究辅助刺激分子

与临床的关系 ,文献中报道很少 。ESR、RF 、抗 CCP 抗

体是反映疾病活动性的常用临床指标 , 本研究进一步

对CD28 CTLA-4的表达与 ESR、RF 、抗 CCP 进行了相

关性分析 ,表明 PBMC 组 CD28 CTLA-4 的表达与上述

几个主要反映 RA临床活动性的指标均存在一定的相

关关系。作为有助于 T 细胞活化的 CD28 与反映 RA

疾病活动性的 RF 、抗 CCP 呈正相关 ,而抑制 T 细胞活

化的 CTLA-4与 RF 呈负相关 ,提示我们辅助刺激分子

不仅参与了自身免疫的启动过程 ,而且是 RA病情进

展的影响因素之一 。但上述相关系数均较低 ,说明这

些分子并不是影响病情转归的决定性因素。Andrzej

等
[ 7]
曾研究发现CD4

+
CD28

-
T细胞与 RA病人的关节

外表现关系更密切 ,因此我们推测辅助刺激分子可能

影响了炎症不同发展方向 ,但还需大样本研究来进一

步验证 。SFMC 组中 CD28 CTLA-4与 RF 、ESR、抗 CCP

均无关 ,可能的原因是本研究所采集的上述临床指标

均来自外周血 ,更多的反映了全身情况而非局部变化 ,

因此有必要进一步研究关节积液中 RF 、抗 CCP的滴度

与辅助刺激分子之间的关系。但辅助刺激分子究竟在

炎症过程中处于什么地位还不完全清楚 ,其表达改变

究竟发生在疾病的哪个阶段 ,以及临床二线药物治疗

及免疫治疗是否可改变其表达水平等诸多问题均需要

下一步的研究和探讨 。
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