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摘要 目的 探讨程序性死亡分子 1(PD1)在类风湿关节炎

(ＲA)患者外周血 CD4 + T 和 CD8 + T 细胞上的表达及临床意

义。方法 应用流式细胞仪检测 66 例 ＲA 患者和 30 例健

康对照者外周血 CD4 + T 和 CD8 + T 细胞上 PD1 表达( 平均

荧光强度和百分率)，比较 ＲA 组和健康对照组之间 CD4 + T
和 CD8 + T 细胞上 PD1 表达水平，分析其与 ＲA 实验室检查

指标的相关性。结果 ① ＲA 患者 CD4 + T、CD8 + T 细胞

PD1 表达的平均荧光强度(MFI) 显著高于对照组，差异均有

统计学意义(P ＜ 0. 05);ＲA 患者 CD4 + PD1 + T 细胞百分率

显著高于对照组，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。② ＲA 患

者外周血 CD4 + T、CD8 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与 DAS28 评

分呈正相关性 ( r = 0. 49，P ＜ 0. 000 1; rs = 0. 40，P = 0. 000

8)。③ ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与血

沉(ESＲ)、C-反 应 蛋 白 (CＲP) 呈 正 相 关 性 ( r = 0. 45，P ＜
0. 000 1;r = 0. 39，P = 0. 001);ＲA 患者外周血 CD8 + T 细胞

PD1 表达的 MFI 与 CＲP 呈正相关性 ( rs = 0. 40，P = 0. 000

9);ＲA 患者外周血 CD4 + PD1 + T 细胞百分率与 CＲP 呈正相

关性( r = 0. 24，P = 0. 048)。④ ＲA 患者外周血 CD8 + T 细胞

PD1 表达的 MFI 与类风湿因子(ＲF) 呈正相关性( rs = 0. 32，

P = 0. 009);ＲA 患者外周血 CD4 + PD1 + T 细胞百分率与 ＲF
呈正相关性( r = 0. 27，P = 0. 030)。结论 ＲA 患者外周血

CD4 + T 和 CD8 + T 细胞 PD1 表达异常，与疾病的活动性及抗

体产生有关。
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类风湿关节炎( rheumatoid arthritis，ＲA)是一种

主要累及关节的系统性自身免疫性疾病，血清中可

检测到病理性自身抗体是其主要特点之一。ＲA 的

发病机制比较复杂，涉及遗传、环境和免疫等多种因

素。研究
［1］

表明，T 细胞在多种层面上参与 ＲA 的

致病，比如促进抗体的产生
［2］。近年来，共刺激分

子在 ＲA 中的作用受到极大关注
［3 － 4］。程序性死亡

分子 1(programmed death 1，PD1) 是近年来新发现

的负性共刺激分子，属于免疫球蛋白超家族的成员，

在调节 T 细胞耐受中起关键作用。研究
［5］

显示 ＲA
患者外周血中 T 细胞 PD1 表达降低，并且与疾病活

动性评分呈负相关性，提示 PD1 在 ＲA 中展示的是

抑制作用。研究
［3］

表明在 ＲA 中 CD4 + PD1 + T 是一

群免疫无能性 T 细胞。因此，PD1 在 ＲA 中的具体

作用目前还不是很明确。该研究通过检测 ＲA 患者

和健康对照者外周血 CD4 +
和 CD8 + T 细胞表面 PD1

的表达(包括平均荧光强度和百分率)，分析其与疾

病活动度、炎症程度和自身抗体的关系，探讨 PD1
在 ＲA 中的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2015 年 1 月 ～ 12 月在南昌

大学第一附属医院风湿免疫科就诊的 66 例 ＲA 患

者，其中男 12 例，女 54 例; 年龄 25 ～ 80 (52. 3 ±
11. 6) 岁，临 床 诊 断 符 合 美 国 风 湿 病 学 会 (ACＲ)

1987 年修订 ＲA 诊断标准
［6］，并排除其他疾病。对

照组 30 例，均为健康志愿者，排除其他疾病，男 6
例，女 24 例;年龄 27 ～ 76(51. 0 ± 11. 0) 岁。两组性

别、年龄差异无统计学意义。详细收集 ＲA 患者临

床资料及相关实验室检查数据，并计算其 ＲA 疾病

活动性评分 ( disease activity score 28，DAS28)［7］。
根据 DAS28 将 ＲA 患者分为活动期(DAS28 ＞ 2. 6)

和缓解期(DAS28 ＜ 2. 6)。根据病程的长短将 66 例

ＲA 患者分为新发病例组(病程小于 6 个月)13 例和

复发病例组(病程大于 6 个月)53 例
［8］。ＲA 患者均

接受激素和抗风湿病药物的治疗。本研究经过南昌

大学第一附属医院伦理委员会批准，患者和对照组

均签署知情同意书。
1． 2 试剂和仪器 流式细胞抗体藻红蛋白标记的

PD1 抗体购自美国 eBioscience 公司;藻红蛋白-Cy5
标记的 CD8 抗 体、藻 红 蛋 白-得 克 萨 斯 红 标 记 的

CD3 抗体、异硫氰酸荧光素标记的 CD4 抗体及相应

的 同 型 对 照 PE-IgGl、PE-Cy5-IgGl、FITC-IgGl 和
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ECD-IgGl 均购自美国 Beckman Coulter 公司;Cytom-
ics FC 500 流式细胞仪购自美国 Beckman Coulter 公

司，分析软件为仪器自带的 CXP 分析系统。
1． 3 流式细胞术 每例待检者均采集 5 ml 肝素钠

抗凝静脉血，6 h 内送检。各取 100 μl EDTA 抗凝全

血加入 2 支试管中，分别加入 4 种单克隆抗体藻红

蛋白-Cy5 标记的 CD8 抗体、藻红蛋白 － 得克萨斯红

标记的 CD3 抗体、异硫氰酸荧光素标记的 CD4 抗

体、藻红蛋白标记的 PD1 抗体和相应的同型对照各

10 μl，4 ℃避光孵育 30 min，加入 200 μl 红细胞裂

解液，室温避光孵育 10 min，室温 1 500 r /min 离心 5
min，弃上清液，用生理盐水洗涤 2 次，用 500 μl 生

理盐水重悬上机检测;Cytomics FC 500 流式细胞仪

进行分析，使用 CXP 分析软件分析 CD4 +、CD8 + T
(CD3 + CD4 +、CD3 + CD4 + )PD-1 的表达。
1． 4 ＲA 的其他指标检测方法 C-反应蛋白(C-re-
active protein，CＲP) 和类风湿因子( rheumatoid fac-
tors，ＲF)采用速率散色比浊法(美国 Beckman Coul-
ter 公司);抗环瓜氨酸多肽抗体( anti-cyclic citrulli-
nated peptide，anti-CCP)采用 ELISA 法(上海科新生

物技术股份有限公司);血沉(erythrocyte sedimenta-
tion rate，ESＲ) 采用动态血沉仪法( 北京普利生公

司)。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析。
计量资料正态分布用 珋x ± s 表示。首先进行正态性

检验，符合正态分布数据，两组间比较采用 t 检验，

否则采用非参数检验。两变量为正态分布数据，相

关性采用 Pearson 相关分析，否则采用 Spearman 相

关分析。双侧 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 两 组 T 细 胞 的 PD1 表 达 水 平 ＲA 患 者

CD4 + T、CD8 + T 细 胞 PD1 表 达 的 平 均 荧 光 强 度

(mean fluorescence intensity，MFI)显著高于对照组，

差异均有统计学意义 (P ＜ 0. 05);ＲA 患者 CD4 +

PD1 + T 细胞百分率显著高于对照组，差异有统计学

意义(P ＜ 0. 05);ＲA 患者 CD8 + PD1 + T 细胞百分率

虽然高于对照组，差异无统计学意义。进一步分析

ＲA 缓解期和活动期患者 PD1 在 T 细胞上的表达水

平表明:ＲA 活动期患者 CD4 + T、CD8 + T 细胞 PD1
表达水平 MFI 显著高于缓解期，差异有统计学意义

(P ＜ 0. 05);而 CD4 + PD1 + T 和 CD8 + PD1 + T 细胞

百分率在 ＲA 活动期与缓解期患者之间差异无统计

学意义。见表 1、2。

表 1 ＲA 组及对照组 CD4 + T、CD8 + T 细胞表面 PD1 的表达(珋x ± s)

项目 对照组(n = 30) ＲA 组(n = 66) t / z 值 P 值

PD1(% )

CD4 + T 15． 61 ± 1． 41 20． 15 ± 1． 10 2． 39 0． 019
CD8 + T 13． 30 ± 1． 53 17． 87 ± 1． 59 1． 55 0． 120

PD1(MFI)
CD4 + T 5． 17 ± 0． 43 6． 83 ± 0． 29 3． 19 0． 002
CD8 + T 5． 38 ± 0． 55 6． 12 ± 0． 24 2． 29 0． 022

计算 z 值采用的是 Mann-Whitney Test

表 2 ＲA 缓解期和活动期患者 CD4 + T、
CD8 + T 细胞表面 PD1 的表达(珋x ± s)

项目 缓解期(n = 19) 活动期(n = 47) t / z 值 P 值

PD1(% )

CD4 + T 18． 37 ± 1． 98 20． 77 ± 1． 36 0． 97 0． 330
CD8 + T 19． 48 ± 3． 38 16． 98 ± 1． 81 0． 70 0． 480

PD1(MFI)
CD4 + T 5． 67 ± 0． 37 7． 29 ± 0． 37 2． 71 0． 007
CD8 + T 5． 02 ± 0． 42 6． 59 ± 0． 27 3． 18 0． 002

计算 z 值采用的是 Mann-Whitney Test

2． 2 ＲA 患者 T 细胞的 PD1 表达与 DAS28 评分相

关性分析 ＲA 患者外周血 CD4 + T、CD8 + T 细胞

PD1 表达的 MFI 与 DAS28 评分呈正相关性 ( r =
0. 49，P ＜ 0. 0 001;rs = 0. 40，P = 0. 0 008);而 ＲA 患

者外周血 CD4 + PD1 + T、CD8 + PD1 + T 细胞百分率

与 DAS28 评分不相关。见图 1。
2． 3 ＲA 患者 T 细胞的 PD1 表达与炎性指标相关

性分析 ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的

MFI 与 ESＲ、CＲP 呈 正 相 关 性 ( r = 0. 45，P ＜ 0. 0
001;r = 0. 39，P = 0. 001);ＲA 患者外周血 CD8 + T 细

胞 PD1 表达的 MFI 与 CＲP 呈正相关性( rs = 0. 40，P
= 0. 0 009)，而 与 ESＲ 不 相 关; ＲA 患 者 外 周 血

CD4 + PD1 + T 细胞百分率与 CＲP 呈正相关性( r =
0. 24，P = 0. 048)，而与 ESＲ 不相关。见图 2。
2． 4 ＲA 患者 T 细胞的 PD1 表达与自身抗体相关

性分析 ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的

MFI 与 ＲF、抗 CCP 抗 体 不 相 关;ＲA 患 者 外 周 血

CD8 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与 ＲF 呈正相关性( rs
= 0. 32，P = 0. 009)，而与抗 CCP 抗体不相关;ＲA

患者外周血 CD4 + PD1 + T 细胞百分率与 ＲF 呈正相

关性( r = 0. 27，P = 0. 030)，而与抗 CCP 抗体不相

关，ＲA 患者外周血 CD8 + PD1 + T 细胞百分率与与

ＲF、抗 CCP 抗体不相关。见图 3。
2． 5 新发和复发 ＲA 患者 T 细胞的 PD1 表达的比

较 CD4 + T 细胞和 CD8 + T 细胞 PD1 表达在新发

ＲA 患者与复发 ＲA 患者之间，差异无统计学意义。
见图 4。
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图 1 ＲA 患者 T 细胞的 PD1 表达与 DAS28 评分相关性分析

A:ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与 DAS28 评分呈正相关性;B:ＲA 患者外周血 CD8 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与 DAS28 评

分呈正相关性;C:ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的百分率与 DAS28 评分不相关;D:ＲA 患者外周血 CD8 + T 细胞 PD1 表达的百分率与

DAS28 评分不相关

图 2 ＲA 患者 T 细胞的 PD1 表达与炎性指标相关性分析

A:ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与 ESＲ 呈正相关性;B:ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与 CＲP 呈正相关性;

C:ＲA 患者外周血 CD8 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与 CＲP 呈正相关性;D:ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的百分率与 CＲP 呈正相关性
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图 3 ＲA 患者 T 细胞的 PD1 表达与自身抗体相关性分析

A:ＲA 患者外周血 CD8 + T 细胞 PD1 表达的 MFI 与 ＲF 呈正相关性;B:ＲA 患者外周血 CD4 + T 细胞 PD1 表达的百分率与 ＲF 呈正相关性

图 4 新发 ＲA 患者和复发 ＲA 患者 T 细胞 PD1 表达

A:新发 ＲA 患者 CD4 + T 细胞 PD1 表达 MFI 与复发 ＲA 患者差异无统计学意义;B:新发 ＲA 患者 CD4 + T 细胞 PD1 表达百分率与复发 ＲA

患者差异无统计学意义;C:新发 ＲA 患者 CD8 + T 细胞 PD1 表达 MFI 与复发 ＲA 患者差异无统计学意义;D:新发 ＲA 患者 CD8 + T 细胞 PD1 表

达百分率与复发 ＲA 患者差异无统计学意义

3 讨论

ＲA 是一种病因不明的、难治性的系统性自身

免疫性疾病。大量文献证实，共刺激分子在 ＲA 致

病中发挥着重要作用。PD1 是与 CD28 类似的重要

负性共刺激分子，可表达于活化的 T 细胞，在调节 T
细胞耐受中起至关重要的作用。动物实验

［9］
证实

PD1 敲除实验小鼠 CIA 的发病率和严重程度明显增

加，并且其主要涉及的是 T 细胞功能的异常。Li et
al ［5］

研究表明 ＲA 患者外周血中 T 细胞 PD1 表达降

低，并且与疾病活动性评分呈负相关性。本研究表

明 PD1 在 ＲA 起着免疫抑制作用。但是还有研究者

认为 PD1 可通过调控 B 细胞抗体产生而对 ＲA 发病

产生免疫促进作用
［2，8，10］，此外研究

［3］
显示 ＲA 关节

腔积液中富含的 CD4 + PD1 + T 为一群无能的 T 细胞

亚群。为了深入了解 PD1 在 ＲA 中的作用，本研究

对 ＲA 患者和健康对照者外周血 CD4 + T 和 CD8 + T
中 PD1 的表达同时进行检测，发现 ＲA 患者外周血

CD4 + T 和 CD8 + T 上 PD1 表达显著高于健康对照

组，且随着疾病活动程度的加重而增加。此外，ＲA
患者外周血 CD4 + T 和 CD8 + T 上 PD1 表达与炎症

程度呈正相关性，提示 CD4 + T 和 CD8 + T 上 PD1 表

达水平越高，患者炎症程度越高。ＲA 外周血 T 细

胞上调 PD1 的机制目前尚不明确，以往研究
［11］

证实
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T 细胞活化和细胞因子可诱导 PD1 的表达。
ＲA 血清中可检测到 ＲF 或抗 CCP 等自身抗体，

本研究显示 ＲA 患者外周血 PD1 的表达与 ＲF 呈正

相关性，提示 PD1 + T 与 ＲA 自身免疫反应相关。这

可能是由于 PD1 可通过调控 T 细胞和树突状细胞

之间的相互作用从而调节 B 细胞的功能及抗体的

产生
［8，10，12］。此外，虽然发现 ＲA 患者外周血 T 细

胞 PD1 表达在抗 CCP 抗体阳性组高于阴性组，差异

无统计学意义。研究
［13］

显示抗 CCP 抗体其实与病

情的活动性并不相关，其主要与 ＲA 患者的骨侵蚀

相关。
需要指出的是，本文也存在一些不足:① 新发

ＲA 患者的研究样本不够多;② 没有检测未用药的

新发 ＲA 患者，因此无法了解在没有药物干扰情况

下 PD1 在 ＲA 中的作用，本研究在后续的研究中将

进一步检测未用药新发 ＲA 患者 PD1 的表达情况，

并扩大研究对象数量，使研究结果更具有权威性。
综上所述，ＲA 患者外周血 T 细胞表达 PD1 升

高，且其表达与疾病活动度及抗体产生有关，提示

PD1 可作为疾病活动性指标之一。因此，PD1 除了

作为负性共刺激分子执行免疫抑制功能，可能还能

执行其他功能。深入研究 T 细胞中 PD1 在 ＲA 中的

具体作用机制，对阐明 ＲA 患者免疫调节机制及临

床免疫治疗具有指导意义。
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Expression of programmed death 1 on T cell from the patients
with rheumatoid arthritis and clinical significance

Huang Zikun1，Li Xue2，Ju Beihua1，et al
( 1Dep of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Nanchang University，Nanchang 330006;

2Dep of Medical College，Nanchang University，Nanchang 330006)

Abstract Objective To investigate the expression of PD1 on CD4 + T and CD8 + T from the patients with rheuma-
toid arthritis (ＲA) and to analyze the clinical relevance to disease severity． Methods The expression of PD1 on
CD4 + T and CD8 + T were examined from 66 ＲA patients and 30 healthy controls (HC) by the technique of flow
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cytometry． The expression of PD1 including mean fluorescence intensity (MFI) on CD4 + T and CD8 + T and per-
centage of CD4 + PD1 + T and CD8 + PD1 + T were compared between ＲA patients and HC． Moreover，its correlation
with laboratory inspection was analyzed． Ｒesults ① The MFI of PD1 on CD4 + T and CD8 + T from ＲA patients
significantly elevated compared with HC (P ＜ 0． 05)，and the percentage of CD4 + PD1 + T from ＲA patients signifi-
cantly elevated compared with HC (P ＜ 0. 05) ． ② The MFI of PD1 on CD4 + T and CD8 + T in ＲA patients were
positively associated with DAS28 ( r = 0. 49，P ＜ 0. 000 1;rs = 0. 40，P = 0. 000 8) ． ③ The MFI of PD1 on CD4 + T

in ＲA patients were positively associated with CＲP and ESＲ( r = 0. 45，P ＜ 0. 000 1;r = 0. 39，P = 0. 001) ． The
MFI of PD1 on CD8 + T in ＲA patients was positively associated with CＲP( rs = 0. 40，P = 0. 000 9) ． The percent-

age of CD4 + PD1 + T in ＲA patients was positively associated with CＲP ( r = 0. 24，P = 0. 048) ． ④ The MFI of PD1
on CD4 + T in ＲA patients were positively associated with ＲF ( rs = 0. 32，P = 0. 009) ． The percentage of CD4 +

PD1 + T in ＲA patients was positively associated with ＲF( r = 0. 27，P = 0. 030) ． Conclusion The aberrations ex-
pression of PD1 on CD4 + T and CD8 + T are observed in patients with ＲA． Increased expression of PD1 on CD4 + T
and CD8 + T are correlated with disease activity，and also the production of antibody．
Key words rheumatoid arthritis; CD4 + T; CD8 + T; PD1
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超声对慢性肾衰患者 SHPT 的筛查及术前评估
李 翀，张超学，卢 文，徐闪闪，邱文倩，张嘉靖

摘要 目的 探讨彩色多普勒超声在肾衰维持透析患者继

发性甲状旁腺增生筛查及甲状旁腺术前评估的价值。方法

选取 300 例维持血液透析患者，分别记录患者透析龄、钙
磷值及全段甲状旁腺激素( iPTH) 含量，使用彩色多普勒超

声评估甲状旁腺增生情况。另选择具有甲状旁腺全切加前

臂自体移植手术适应证、并愿意接受手术治疗的患者 25 例，

术前进行超声、核素扫描及 CT 等影像检查，以手术及病理

为对照，对比分析各项检查术前评估甲状旁腺增生的准确

性。同时观察患者手术前后生化指标及症状变化情况。结

果 在入组的患者中，iPTH 及透析龄在甲状旁腺增生组和

非甲状旁腺增生组的差异有统计学意义，甲状旁腺组患者

iPTH 显著高于非甲状旁腺增生组(P ＜ 0. 05)，甲状旁腺增生

组患者透析龄显著大于非甲状旁腺增生组(P ＜ 0. 05)。以

手术病理为对照，超声、CT 及核素扫描对于增生甲状旁腺的

检出率分别为 93. 8%、40. 0%及 35. 0%，超声对增生甲状旁

腺检出率显著高于 CT 及核素扫描(P ＜ 0. 05)。结论 在维

持血液透析患者甲状旁腺增生的筛查中，iPTH 及透析龄是
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极其重要的影响因素。与其他影像学比较，术前超声对甲状

旁腺增生诊断准确性较高，可以作为临床常规筛查以及术前

判断甲状旁腺增生数量、位置的可靠检查手段，核素扫描及

CT /MＲI 可以作为特殊情况下评估有无异位甲状旁腺的必

要补充。
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继发性甲状旁腺功能亢进(secondary hyperpara-
thyroidism，SHPT) 主要是指在各种病因如:慢性肾

功能不全、肾小管酸中毒、肠道营养吸收不良等情况

下，体内钙(Ca)、磷(P) 代谢紊乱，分泌过多甲状旁

腺激素( intact parathyroid hormone，iPTH)，导致甲

状旁腺增生肥大合并其功能亢进
［1］。近些年来随

着透析技术的发展，慢性肾病患者的生存期逐渐增

长，但是 SHPT 却成为影响患者生存质量的重要因

素之一，其严重破坏机体钙磷代谢，与尿毒症骨病、
软组 织 或 血 管 钙 化、心 血 管 事 件 等 等 息 息 相 关。
SHPT 的及时、准确诊断，对于慢性肾病患者治疗方

案的选择至关重要。虽然血清 Ca 和 iPTH 检测是
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