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摘要 目的 检测系统性红斑狼疮(SLE) 患者和健康者外

周血 CD19 + B 细胞中 B 淋巴细胞诱导成熟蛋白-1(Blimp-1)

mＲNA 的表达，并探讨 Blimp-1 在 SLE 的临床意义。方法

应用实时荧光定量 PCＲ 技术检测 40 例 SLE 患者和 20 例健

康者外周血 CD19 + B 细胞中 Blimp-1 mＲNA 的表达水平，应

用流式细胞术检测外周血中 CD19 － CD138 +
浆细胞 /CD19 +

B 细胞比例、CD19 + CD27 +
记忆性 B 细胞 /CD19 + B 细胞比

例，分析 SLE 患者 Blimp-1 表达与 B 细胞亚群及临床相关指

标的相关性。结果 ① SLE 组 CD19 + B 细胞中 Blimp-1
mＲNA 的表达水平高于正常对照组(P ＜ 0. 05)、活动组高于

稳定组(P ＜ 0. 05);② SLE 组 CD19 － CD138 +
浆细胞 /CD19 +

B 细胞比例显著高于正常对照组(P ＜ 0. 01)、活动组高于稳

定组 (P ＜ 0. 05); SLE 组 与 正 常 对 照 组 外 周 血 中 CD19 +

CD27 －
记忆性 B 细胞 /CD19 + B 细胞比例差异无统计学意义

(P ＞ 0. 05);③ SLE 患者 Blimp-1 表达与 CD19 － CD138 +
浆细

胞 /CD19 + B 细胞比例呈正相关性( rs = 0． 336，P = 0． 034)，

与 CD19 + CD27 +
记忆性 B 细胞 /CD19 + B 细胞比例无显著

相关性( rs = － 0. 271，P = 0. 116)，与抗 ds-DNA 抗体、免疫球

蛋白 IgG 呈正相关性( rs = 0. 493，P = 0. 006;rs = 0. 527，P =
0. 004)，与抗 核 小 体 抗 体、抗 C1q 抗 体 呈 正 相 关 性 ( rs =
0. 452，P = 0. 040;rs = 0. 522，P = 0. 015)，与白细胞数量、血
小板数量呈负相关性( rs = － 0. 367，P = 0. 046;rs = － 0. 386，

P = 0. 035)。结论 Blimp-1 在 SLE 患者 B 细胞中表达升

高，与浆细胞明显相关，提示 Blimp-1 可能通过促进 B 细胞

分化而参与 SLE 的发病。
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系统性红斑狼疮( systemic lupus erythematosus，
SLE)是一种累及全身多器官多系统的慢性自身免

疫性疾病。研究
［1 － 2］

表明 SLE 的发生与 B 细胞的

免疫功能异常密切相关，自身反应性 B 细胞受到抗

原刺激后活化增殖并分化为浆细胞，浆细胞分泌多

种致病性自身抗体导致 SLE 的发生。B 淋巴细胞诱

导成熟蛋白-1(B lymphocyte induced maturation pro-
tein-1，Blimp-1)是 PＲ 区锌指蛋白家族的一员，是 B
细胞终末分化的主调节因子，促进 B 细胞分化为浆

细胞并产生抗体，Blimp-1 在浆细胞的存活中发挥重

要作用
［3 － 5］。近年研究

［6 － 8］
显示，Blimp-1 是 SLE 的

一个易感基因，在 SLE 患者外周血单核淋巴细胞

(peripheral blood mononuclear cells，PBMCs) 中表达

升高，但其在外周血 B 细胞中的表达情况尚未见报

道。因此，该研究通过检测 SLE 患者外周血 CD19 +

B 细胞中 Blimp-1 的表达及将其与浆细胞及实验室

指标的相关性进行分析，初步探讨 Blimp-1 在 SLE
发病中的作用。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 选取 2012 年 2 ～ 12 月就诊于安徽

医科大学附属省立医院风湿免疫科的 40 例确诊

SLE 患者，其中男 4 例，女 36 例，年龄 21 ～ 52 岁

(33. 4 ± 9. 6)岁，诊断均符合 2009 年美国风湿病学

会(American Collage of Ｒheumatology，ACＲ) 修订的

SLE 分类诊断标准
［9］，并排除感染、肿瘤及其他自身

免疫性疾病。根据 SLE 疾病活动指数( systemic lu-
pus erythematosus disease activity index，SLEDAI)，将

SLE 患者分为活动组 20 例(SLEDAI ＞ 5 分)，稳定

组 20 例(SLEDAI 评分 ≤ 5 分)。同时选取 20 例健

康成年者作为正常对照组，其中男 2 例，女 18 例，年

龄 23 ～ 57(38. 3 ± 7. 8) 岁，两组间年龄及性别差异

无统计学意义。所有对象根据伦理学要求并签署知

情同意书。
1． 2 主要试剂与仪器 人淋巴细胞分离液( 北京

索莱宝公司);磁珠分选柱、CD19 磁珠( 德国 Milte-
nyi Biotec 公 司); TＲIzol 试 剂 ( 美 国 Invitrogen 公

司);Prime Script 逆转录试剂盒、SYBＲ Green PCＲ
试剂盒、PCＲ 引物( 日本 TaKaＲa 公司)，Blimp-1 引

物:上游 5'-CTTGTGGCACTGGGAGCAC-3'，下游 5'-
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ACACACGGGAGAAAAGCCAC-3'。GAPDH 引物:上

游 5'-GAAGATGG-TGATGGGATTTC-3'，下 游 5'-
GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3' ;DEPC 水( 美国 Sig-
ma 公司);FITC 标记的鼠抗人 CD138 抗体、PerCP-
CY5. 5 标记的鼠抗人 CD19 抗体、APC 标记的鼠抗

人 CD27 抗 体 ( 美 国 eBioscience 公 司); 实 时 定 量

PCＲ 仪 ABI 7500 型( 美国 ABI 公司)，FACSCalibur
流式细胞仪(美国 BD 公司)。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 PBMCs 收集 清晨空腹抽取 SLE 患者及健

康对照者肘静脉血 20 ml，经乙二胺四乙酸(EDTA)

抗凝，采用密度梯度离心法分离出 PBMCs，分别用

于流式检测 B 细胞亚群和磁珠分选 CD19 + B 细胞

(溶于 1 ml TＲIzol 试剂，放入 － 80 ℃冰箱保存)。
1． 3． 2 ＲNA 提取和 cDNA 合成 将冻存的 CD19 +

B 细胞放在冰上待其融化后，用三氯甲烷、异丙醇、
75%乙醇萃取、沉淀，提取细胞 ＲNA，将 ＲNA 溶于

无 ＲNA 酶水中，测定其浓度与纯度。使用 Prime-
Script 逆转录试剂盒中 5 × 引物处理缓冲液 2 μl、反
转录酶混合液 0． 5 μl、寡脱氧核苷酸引物(50 μmol /
L) 0. 5 μl、随机六核苷酸引物 (100 μmol /L) 0. 5
μl，加 入 模 板 ＲNA ( 终 浓 度≤500 ng)，最 后 加 入

ＲNase Free dH2O 至 10 μl，充分混合后放在水浴箱

中 37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s 灭活。逆转录得到的 cD-
NA 存放于 － 80 ℃冰箱，待 PCＲ 反应时应用。
1． 3． 3 荧光实时定量 PCＲ 反应 荧光实时定量

PCＲ 反应液配制:SYBＲ Green PCＲ 混合液(2 × ) 10
μl、正向 引 物 (10 μmol /L) 0. 8 μl、反 向 引 物 (10
μmol /L)0. 8 μl、ＲOX 校正染剂(50 × ) 0. 4 μl、cD-
NA 模板 2 μl、ddH20 6 μl，充分混匀后加入光反应

八连管中，置于 ABI 7500 实时定量 PCＲ 仪中进行

反应，设置反应条件为:95 ℃ 30 s 预变性→(95 ℃
5 s→60 ℃ 34 s)，40 个循环。应用双标准曲线法计

算基因相对表达量。
1． 3． 4 流式检测 B 细胞亚群 将 PBMCs 用 400 μl
PBS 重悬，分至 5 支流式管，设空白对照、CD19-Per-
CP5. 5 单 标、CD138-FITC 单 标、CD27-APC 单 标、
CD19-PerCP5. 5 + CD138-FITC + CD27-APC 三标

本样管。CD19-PerCP5. 5 抗体所加量为 2 μl，CD27-
APC 抗体所加量为 2 μl，CD138-FITC 抗体所加量为

5 μl。然后混匀，4 ℃ 避光孵育 30 min;各管加入 2
ml PBS，混匀;离心，4 ℃，1 000 r /min，5 min，弃上清

液;各管加固定液 200 μl，混匀，4 ℃，避光待测;24 h

内进行流式检测。每次检测前对仪器进行流量监测

和调控。检测时先根据前向角和侧向角散射光信

号，对淋巴细胞群和单个核细胞进行设门，分别以

CD19-PerCP5. 5 单标、CD138-FITC 单标、CD27-APC
单标管调节仪器 FL1、FL2 之间的补偿。每次获取

设门内细胞 10 000 个以上并保存数据。用 WinMD
2. 9 软件分析流式数据。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行分析。
数据以 珋x ± s 表示，2 组间比较采用独立样本 t 检验，

多组间比较采用单因素方差分析;不符合正态分布

资料用 M(P25，P75)表示，2 组间比较采用独立样本

非参数秩和检验，多组间首先采用 Krukal-Wallis H
法检验，再进行两两独立样本非参数秩和检验;变量

间相关性分析采用 Spearman 进行检验，检验水准为

α = 0． 05。

2 结果

2． 1 外周血 CD19 + B 细胞中 Blimp-1 mＲNA 的表

达 SLE 组 Blimp-1 mＲNA 表达显著高于正常对照

组(P ＜ 0. 05);SLE 活动组 Blimp-1 mＲNA 的表达显

著高于 SLE 稳定组(P ＜ 0. 05);Blimp-1 mＲNA 表达

SLE 稳定组与正常对照组比较差异无统计学意义。
见表 1。

表 1 SLE 组与正常对照组 CD19 + B 细胞中 Blimp-1 的

相对表达水平［M(P25，P75)］

组别 例数 Blimp-1 相对表达量

SLE 40 0． 020(0． 012，0． 051) *

SLE 活动 20 0． 031(0． 016，0． 224) #

SLE 稳定 20 0． 018(0． 010，0． 027)

正常对照 20 0． 013(0． 008，0． 033)

与正常对照组比较:* P ＜ 0. 05;与稳定组比较:#P ＜ 0. 05

2． 2 外周血中 B 细胞亚群的比例 与正常对照组

相比，SLE 组 CD19 － CD138 +
浆细胞 /CD19 + B 细胞

比例 显 著 增 高 ( P ＜ 0. 01 ); SLE 活 动 组 CD19 －

CD138 + 浆细胞 /CD19 + B 细胞比例显著高于 SLE
稳定组(F = 8. 15，P ＜ 0. 05);CD19 － CD138 +

浆细

胞 /CD19 + B 细胞比例在 SLE 稳定组与正常对照组

差异无统计学意义;SLE 组与正常对照组 CD19 +

CD27 －
记忆性 B 细胞 /CD19 + B 细胞比例差异无统

计学意义。见表 2。
2． 3 Blimp-1 的表达水平与 B 细胞亚群间的相关

性 SLE患者Blimp-1表达与CD19 － CD138 +
浆细

·9241·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Oct;49(10)



表 2 SLE 组与正常对照组浆细胞、记忆 B 细胞占

CD19 + B 细胞的比例［(珋x ± s)］%

组别 n 浆细胞 /B 细胞 记忆 B 细胞 /B 细胞

SLE 40 0． 11 ± 0． 10＊＊ 0． 38 ± 0． 15
SLE 活动 20 0． 14 ± 0． 14# 0． 37 ± 0． 14
SLE 稳定 20 0． 05 ± 0． 04 0． 38 ± 0． 15
正常对照 20 0． 03 ± 0． 01 0． 36 ± 0． 07

与正常对照组比较:＊＊P ＜ 0. 01;与稳定组比较:#P ＜ 0. 05

胞 /CD19 + B 细胞比例呈显著正相关性( rs = 0. 336，

P = 0. 034)，与 CD19 + CD27 +
记忆性 B 细胞 /CD19 +

B 细胞比例无显著相关性。
2． 4 SLE 患者 Blimp-1 mＲNA 的表达水平与临床

表现、实验室指标的相关性 将 SLE 患者按有无关

节炎(痛)、皮疹、浆膜炎或肾炎进行分组，均未发现

B 细胞中 Blimp-1 mＲNA 表达差异有统计学意义。
采用 Spearman 秩相关分析 SLE 患者 Blimp-1 表达

与白细胞数量、血小板数量呈负相关(P ＜ 0. 05)，与

抗 ds-DNA 抗体、免疫球蛋白 IgG 呈显著正相关性

(P ＜ 0. 05)，与狼疮活动指标抗核小体抗体、抗 C1q
抗体呈正相关性(P ＜ 0. 05)，与 ANA 滴度、补体、贫
血、中性粒细胞及淋巴细胞百分比均无显著相关性，

见表 3。

表 3 SLE 患者 B 细胞中 Blimp-1 mＲNA 表达水平

与实验室指标的相关性

实验室指标 rs 值 P 值

白细胞 － 0． 367 0． 046
血红蛋白 － 0． 130 0． 493
血小板 － 0． 386 0． 035
IgG 0． 527 0． 004
IgM 0． 324 0． 990
IgA 0． 306 0． 114
C3 － 0． 174 0． 364
C4 － 0． 110 0． 571
ANA 滴度 0． 120 0． 528
抗 ds-DNA 抗体 0． 493 0． 006
抗核小体抗体 0． 452 0． 040
抗 C1q 抗体 0． 522 0． 015

3 讨论

转录抑制因子 Blimp-1 是一种 DNA 结合蛋白，

由 PＲ 区锌指蛋白 1 基因编码，可促进 B 细胞分化

为浆细胞并分泌抗体
［3 － 4］。研究

［6］
显示在人类基因

组中 Blimp-1 基因是 SLE 的一个易感基因。狼疮鼠

模型研究
［10］

显示，Blimp-1 能与其上游分子 IＲF5 形

成基因轴，调节小鼠狼疮易感基因座中的 3 个基因

Ifi202、Aim2、Fcgr2b 的表达，进而导致小鼠狼疮样疾

病的 发 生。有 研 究
［8］

显 示 SLE 患 者 外 周 血 中

Blimp-1 mＲNA 表达水平较正常对照者升高，提示

Blimp-1 可能在 SLE 发病机制中起了重要作用。
本研究显示，SLE 组外周血 CD19 + B 细胞中

Blimp-1 mＲNA 表达水平显著高于正常对照组，与研

究
［7 － 8］

结果一致，提示 Blimp-1 在 SLE 患者中的表

达是异常的，可能参与 SLE 发病。本研究亦显示，

SLE 组 CD19 － CD138 +
浆细胞 /CD19 + B 细胞比例显

著高于正常对照组，且 SLE 患者 Blimp-1 表达水平

与浆细胞比例呈显著正相关性，与免疫球蛋白 IgG
水平、抗 ds － DNA 抗体、抗核小体抗体、抗 C1q 抗体

均呈显著正相关性，表明 Blimp-1 可能通过促进浆

细胞生成并分泌自身抗体参与 SLE 发病。Zhou et
al［11］

研究发现将编码 Blimp-1 siＲNA 的合成腺病毒

注入狼疮小鼠体内，使小鼠 B 细胞中 Blimp-1 表达

显著降低，发现浆细胞分化受到明显抑制，血清抗

ds-DNA 抗体的生成受到抑制而保持在基础水平，小

鼠寿命较对照组延长。
抗 ds-DNA 抗体是 SLE 特征性抗体，与抗核小

体抗体、抗 C1q 抗体均是 SLE 的活动指标。本研究

显示 SLE 患者 Blimp-1 表达水平与这 3 种抗体呈显

著正相关性，且 SLE 活动期患者 Blimp-1 表达水平、
浆细胞比例均高于 SLE 稳定期患者，提示 SLE 患者

Blimp-1 表达水平可能与疾病活动度有关，Blimp-1
表达水平越高，疾病活动度越高。此外，本研究显示

Blimp-1 表达水平与白细胞、血小板数量呈负相关

性，推测 SLE 患者 Blimp-1 表达升高导致浆细胞异

常分化并产生自身抗体，这些自身抗体也包括破坏

外周淋巴细胞、中性粒细胞的抗体、抗血小板抗体、
抗血小板生成素抗体等，使白细胞、血小板受到破坏

或生成减少。本研究中 SLE 患者 Blimp-1 表达水平

与 ANA 滴度、补体、贫血、中性粒细胞及淋巴细胞比

例均无显著相关性，也未发现与不同临床亚型的关

联，可能与本组患者各临床亚型组的例数较少有关。
综上所述，SLE 患者外周血 B 细胞中 Blimp-1

表达上调，可能与 SLE 发病有关，其可能的机制是

Blimp-1 促进 B 细胞分化从而导致抗体分泌异常，

且可能与疾病活动度相关。因此，推测特异性抑制

Blimp-1 可能对 SLE 治疗具有一定的临床意义。
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The expression of Blimp-1 in peripheral blood B cells from
patients with SLE and its clinical significance

Wang Manru，Kong Feifei，Li Xiaomei，et al
(Dept of Ｒheumatology and Immunology，The Affliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To detect the mＲNA expression of B lymphocyte induced maturation protein-1(Blimp-1) in
peripheral blood CD19 + B cells from patients with systemic lupus erythromatosus(SLE) and healthy people，and ex-
plore its clinical significance． Methods Expression level of Blimp-1 mＲNA in peripheral blood CD19 + B cells was
determined by real-time PCＲ in 40 SLE patients and 20 healthy controls． The ratio of CD19 － CD138 + plasma cells
and CD19 + B cells and the ratio of CD19 + CD27 － memory B cells and CD19 + Bcells were studied by flow cytometry
in peripheral blood from two groups． Ｒesults ① The expression level of Blimp-1 mＲNA in peripheral blood
CD19 + B cells from SLE patients group was higher than that in normal control group(P ＜ 0. 05)，and the expression
level of Blimp-1 in active SLE patients group was higher than that in inactive SLE patients group(P ＜ 0. 05) ． ②
The CD19 － CD138 + plasma cells /CD19 + B cells ratio was increased in SLE patients group compared with healthy
control group(P ＜ 0. 01)，and the CD19 － CD138 + plasma cells /CD19 + B cells ratio in active SLE patients group
was more increased than that in inactive SLE patients group(P ＜ 0. 05) ． However，the CD19 + CD27 － memory B
cells /CD19 + Bcells ratio was not significantly different between SLE patients group and normal control group(P ＞
0. 05) ．③ The expression level of Blimp-1 was positively correlated with the CD19 － CD138 + plasma cells /CD19 + B
cells ratio( rs = 0. 336，P = 0. 034)，not correlated with the CD19 + CD27 － memory B cells /CD19 + B cells ratio( rs =
－ 0. 271，P = 0. 116)，positively correlated with anti-dsDNA antibody and immunoglobulin G( rs = 0. 493，P =
0. 006;rs = 0. 527，P = 0. 004)，positive correlated with anti-nucleosome antibody and anti-C1q antibody ( rs =
0. 452，P = 0. 040;rs = 0. 522，P = 0. 015)，negatively correlated with white blood cell count and platelet count( rs
= － 0. 367，P = 0. 046;rs = － 0. 386，P = 0. 035) ． Conclusion Blimp-1 expression is up-regulated in SLE pa-
tients and significantly correlated with plasma cells，which suggests that Blimp-1 might be involved in the pathogene-
sis of SLE by promoting plasma cell differentiation．
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