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Abstract Objective Evaluation of the effects of CT on early diagnosis of atherosclerosis plaque window tech-
nique． Methods By a high-fat diet to establish the rabbit model of atherosclerosis and parallel CT angiography，we
only selected 2 confirmed by gross specimens and whose pathological atherosclerotic plaque was distributed in the
entire section of the aorta rabbit，observed its cross-sectional CT angiography image ( 800) ，and applied the follow-
ing 9 display window observation images: ( 200 HU，200 HU) ，( 250 HU，200 HU) ，( 300 HU，200 HU) ，( 350
HU，200 HU) ，( 400 HU，200 HU) ，( 450 HU，200 HU) ，( 500 HU，200 HU) ，( 550 HU，200 HU) ，( 600 HU，200
HU) ． 800 vessels cross-sectional images were observed and the number of abnormal images were recorded． Using
test，display rate between the two groups and the adjacent display probability difference of early atherosclerotic
plaques was compared under different conditions． Ｒesults Under window level in certain circumstances ( 200
HU) ，bandwidth ( 200 ～ 250 HU) was relatively narrow for the high rate of early plaque． Conclusion CT window
technology application shows great influence on early plaque of atherosclerosis plaques．
Key words window technique; window width; window level; atherosclerosis plaque; CT angiography

系统性红斑狼疮患者 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1的表达
项 楠，李向培，厉小梅，汪国生，陶金辉，马 倩，任启洁，方 旋

摘要 目的 研究系统性红斑狼疮( SLE) 患者 CD4 + CD25 +

Treg 细胞中 E26 转录因子-1 ( Ets-1 ) mＲNA 的表达水平，探

讨其表达变化与 SLE 发病的相关性。方法 收集 30 例 SLE

患者及健康者的抗凝静脉血 20 ml，采用磁珠分选试剂盒分

选出 CD4 + CD25 + Treg 细胞，实时荧光定量 PCＲ 技术检测

Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA 的表达水平，分析其与 SLE 疾病活

动指数( SLEDAI) ，以及主要临床表现和实验室指标之间的

关联。结果 SLE 组 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA

表达水平［0. 225 ( 0. 111，0. 416) ］低于健康对照组［0. 503

( 0. 248，0. 785) ］( P = 0. 011) ; 根据 SLEDAI 评分将 SLE 患

者分为疾病活动组和稳定组，疾病活动组 Ets-1 mＲNA 表达

水平［0. 190 ( 0. 121，0. 617) ］低 于 稳 定 组［0. 243 ( 0. 094，

0. 304) ］，但差异无统计学意义 ( P = 0. 895) ; 与健康对照组
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相比，疾病活动组和疾病稳定组 Ets-1 mＲNA 表达水平均降

低( P ＜ 0. 05 ) 。SLE 患者 Ets-1 mＲNA 的表达水平与 SLE-
DAI、主要临床表现和实验室指标之间均无相关性。结论

SLE 患者 CD4 + CD25 + Treg 中 Ets-1 mＲNA 表达水平显著降

低，提示 CD4 + CD25 + Treg 中 Ets-1 的表达异常可能与 SLE

的发病有关。
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系统性红斑狼疮( systemic lupus erythematosus，
SLE) 是一种典型的自身免疫性疾病，其发病机制尚

未阐明，但外周免疫耐受的异常在 SLE 的发病中发

挥重要作用。调节性 T 细胞( Treg) 是一群具有免疫

抑制功能的细胞［1］，CD4 + CD25 + Treg 细胞是 Treg
的主要组成成分，其细胞数量和功能的异常与 SLE
的发生、发展密切相关［2 － 4］。E26 转录因子-1 ( E26
transformation specific-1，Ets-1 ) 能够调控包括增殖

与分化在内的多种细胞过程，进而参与自身免疫性

疾病 的 发 生 与 发 展。研 究 证 实，Ets-1 缺 陷 鼠 中

CD4 + CD25 + Treg 细胞的抑制活性降低。两项全基
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因组关联研究［5 － 6］( GWAS) 均证实了 Ets-1 与中国

人群 SLE 的相关性。而且，Ets-1 基因多态性与 SLE
的临床亚型的关联也得到了证实［7 － 8］。该研究拟通

过对 SLE 患者外周血 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1
mＲNA 表达水平进行检测，以探讨 Ets-1 在 SLE 发

病中的作用机制，为 SLE 的治疗提供新的靶点。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 采用病例对照的研究方法，选取

2012 年 7 月 ～ 12 月在安徽医科大学附属省立医院

风湿免疫科住院部及门诊就诊的 30 例 SLE 患者，

女 28 例，男 2 例，年龄 15 ～ 53 ( 34. 10 ± 12. 18 ) 岁，

所有患者均符合美国风湿病学会( American College
of Ｒheumatology，ACＲ) 2009 年修订的 SLE 诊断标

准［9］。根据 SLE 疾病活动指数( systemic lupus ery-
thematosus disease activity index，SLEDAI) 将 SLE 患

者分为疾病活动组( SLEDAI≥5 分) 20 例，疾病稳定

组( SLEDAI ＜ 5 分) 10 例。同时收集 SLE 患者的详

细临床资料，主要包括肾脏损害、关节炎、心包炎、皮
疹、血管炎、口腔溃疡、脱发、发热等临床表现。15
例健康对照均为健康志愿者，性别、年龄与 SLE 患

者组匹配，无相关免疫性疾病和近期感染史。所有

纳入研究的对象均根据伦理学要求并签署知情同意

书。
1． 2 试剂与仪器 CD4 + CD25 + Treg 细胞磁珠分选

试剂盒、LD 和 MS 细胞分选柱( 德国 Miltenyi Biotec
公司) ; 人淋巴细胞分离液( 北京索来宝公司) ; TＲ-
Izol 试剂( 美国 Invitrogen 公司) ; PrimeScript 逆转录

试剂 盒、Ｒeal-time PCＲ 试 剂 盒、PCＲ 引 物 ( 日 本

TaKaＲa 公司) ，Ets-1 引物序列的上游引物为 5’-
GGAGCAGCCAGTCATCTTTC-3’，下 游 引 物 为 5’-
GTCCCGCACATAGTCCTTGA-3’，预计扩增的产物长

度为 128 bp; β-actin 引物序列的上游引物为 5’-TG-
GCACCCAGCACAATGAA-3’，下游引物为 5’-CTA-
AGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’，预计扩增的产

物长度为 186 bp。Allegre-64Ｒ 高速低温离心机( 美

国 Beckman-Coulter 公司) ; ABI7500 实时定量 PCＲ
仪( 美国 ABI 公司) 。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 磁珠分选 CD4 + CD25 + Treg 细胞 抽取空

腹外周静脉抗凝血 20 ml，分选出外周血单个核淋巴

细胞 ( peripheral blood mononuclear cells，PBMCs) ，

行细胞计数。每 107 个细胞加入 90 μl PBS-EB 和

10 μl CD4 + T Cell Biotin-Antibody Cocktail 混匀，4 ℃
孵育 10 min，每 107 个细胞再加入 20 μl Anti-Biotin
磁珠，4 ℃孵育 15 min; 每 107 个细胞加入 2 ml PBS-
EB，1 070 r /min 离心 10 min 后弃上清液; 每 108 个

细胞加入 500 μl PBS-EB 冲悬细胞，将细胞悬液垂

直加入 LD 柱中，阴选出 CD4 + T 细胞; 离心后加入

90 μl PBS-EB 及每 107 个细胞 10 μl CD25 磁珠，4
℃孵育 15 min; 加入 PBS-EB 洗涤后离心，弃去上清

液; 加入 500 μl PBS-EB 后将细胞悬液垂直加入 MS
柱中，阳选出 CD4 + CD25 + Treg 细胞。
1． 3． 2 ＲNA 提取和 cDNA 的合成 取分离好的

CD4 + CD25 + Treg 细胞，加入 500 μl TＲIzol，充分混

匀后先后加入三氯甲烷、异丙醇、75% 乙醇，最后加

入 10 μl DEPC 水溶解 ＲNA。取 2 μl 用于 ＲNA 浓

度和纯度测定，紫外线分光光度计测定 ＲNA 纯度

( OD260 /OD280 ) 在 1. 8 ～ 2. 0 间。使用总体系为 10 μl
的逆转录试剂盒，放入水浴箱中 37 ℃ 15 min、85 ℃
5 s 合成 cDNA。
1． 3． 3 实时荧光定量 PCＲ SYBＲ Premix Ex TaqTM

II( 2 × ) 10 μl，ＲOX Ｒeference Dye( 50 × ) II 0． 4 μl，
cDNA 2． 0 μl，Forward Primer 0. 8 μl，Ｒeverse Primer
0. 8 μl，ddH2O 6 μl，总体系为 20 μl，进行实时荧光

定量 PCＲ 反应。反应条件: 95 ℃ 预变性 30 s，PCＲ
反应 95 ℃ 5 s、60 ℃ 34 s( 共 40 个循环) 。以 Ct 值

作为基因表达量的评估指标，Ct 值越小代表基因表

达量越大。ΔCt = 目的基因平均 Ct 值 － 内参 β-actin
平均 Ct 值。用 2 － ΔΔCt值表示 Ets-1 与 β-actin 的相对

表达量。
1． 3． 4 实验室指标的检测 抗双链 DNA 抗体( 抗

ds-DNA) 用间接免疫荧光法检测; 免疫球蛋白 IgG、
IgM、IgA 及补体 C3、C4 用免疫比浊法检测; 常规检

测血、尿常规、红细胞沉降率( erythrocyte sedimenta-
tion rate，ESＲ) 水平。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行统计

分析，定量资料符合正态分布的采用 珋x ± s 表示，不

符合正态分布的采用中位数和四分位数间距［M
( P25，P75) ］表示。两组间 Ets-1 mＲNA 表达水平的

比较采用两独立样本的秩和检验; Ets-1 mＲNA 表达

水平与 SLEDAI 及实验室指标之间的关联性分析采

用 Spearman 秩相关，检验水准 α = 0. 05。

2 结果

2． 1 Ets-1 mＲNA 表达水平 SLE 组 CD4 + CD25 +
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Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA 表达水平［0. 225 ( 0. 111，

0. 416) ］显著低于对照组［0. 503 ( 0. 248，0. 785 ) ］，

差异有统计学意义 ( Z = － 2. 553，P = 0. 011 ) 。其

中，SLE 疾病活动组［0. 190 ( 0. 121，0. 617) ］与疾病

稳定组［0. 243 ( 0. 094，0. 304) ］相比，Ets-1 mＲNA
表达水平降低，但差异无统计学意义( Z = － 0. 132，

P = 0. 895 ) ; SLE 疾病活动组与对照组相比，Ets-1
mＲNA 表达 水 平 降 低，差 异 有 统 计 学 意 义 ( Z =
－ 2. 201，P = 0. 028 ) ; SLE 疾病稳定组与对照组相

比，Ets-1 mＲNA 表达水平也显著降低，差异有统计

学意义( Z = － 2. 219，P = 0. 027) ，见图 1。

图 1 SLE 患者与健康对照者 CD4 + CD25 + Treg

细胞中 Ets-1 mＲNA 表达水平的比较

与健康对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 Ets-1 mＲNA 表达水平与 SLEDAI 的相关性

SLE 患者的 SLEDAI 评分为( 7. 23 ± 5. 85 ) ，采用

Spearman 秩相关分析 SLE 患者 CD4 + CD25 + Treg 细

胞中 Ets-1 mＲNA 表达水平与 SLEDAI 的关联，结果

显示，两 者 之 间 无 相 关 性 ( rs = － 0. 094，P =
0. 622) ，见图 2。

图 2 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA

表达水平与 SLEDAI 的相关性

2． 3 Ets-1 mＲNA 表达水平与 SLE 主要临床表现

的相关性 将 SLE 患者按有无肾损害、关节炎、心

包炎、皮疹、血管炎、口腔溃疡、脱发、发热分组，结果

表明，各组的 Ets-1 mＲNA 的表达差异均无统计学意

义( P ＞ 0. 05) ，见表 1。

表 1 SLE 患者 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA

表达水平与临床表现的相关性［M( P25，P75) ］

临床表现
阳性组

n Ets-1 mＲNA
阴性组

n Ets-1 mＲNA
Z 值 P 值

肾损害 9 0． 218( 0． 094，0． 816) 21 0． 232( 0． 116，0． 362) － 0． 385 0． 700
关节炎 11 0． 358( 0． 135，0． 959) 19 0． 218( 0． 098，0． 283) － 0． 947 0． 344
心包炎 4 0． 373( 0． 108，0． 867) 26 0． 197( 0． 111，0． 369) － 0． 519 0． 604
皮疹 8 0． 154( 0． 121，0． 338) 22 0． 260( 0． 098，0． 558) － 0． 680 0． 496
血管炎 6 0． 148( 0． 080，0． 231) 24 0． 266( 0． 116，0． 646) － 1． 422 0． 155
口腔溃疡 4 0． 080( 0． 072，0． 608) 26 0． 243( 0． 136，0． 416) － 1． 525 0． 127
脱发 7 0． 148( 0． 097，0． 218) 23 0． 266( 0． 135，0． 646) － 1． 447 0． 148
发热 4 0． 085( 0． 070，0． 509) 26 0． 243( 0． 136，0． 416) － 1． 678 0． 093

2． 4 Ets-1 mＲNA 表达与实验室指标之间的相关

性 采 用 Spearman 秩 相 关 分 析 SLE 患 者 CD4 +

CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA 表达水平与各实验

室指标之间的相关性，结果显示，CD4 + CD25 + Treg
细胞中 Ets-1 mＲNA 表达水平与白细胞( WBC) 、血

小板( PLT) 、淋巴细胞( Ly) 、C3、C4、ESＲ、IgM、IgG、
IgA、抗 Sm 抗体、抗 ds-DNA 抗体、抗 SSA 抗体、抗

SSB 抗体等指标均无相关性( P ＞ 0. 05) ，见表 2。

表 2 SLE 患者 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA

表达水平与实验室指标的相关性

实验室指标 r 值 P 值

WBC －0． 002 0． 990
Ly 0． 254 0． 175
PLT 0． 128 0． 507
C3 0． 066 0． 766
C4 － 0． 082 0． 718
ESＲ － 0． 037 0． 859
CＲP － 0． 343 0． 252
IgM 0． 046 0． 833
IgG 0． 085 0． 700
IgA 0． 090 0． 683
抗 Sm 抗体 － 0． 112 0． 556
抗 ds-DNA 抗体 0． 063 0． 741
抗 SSA 抗体 0． 102 0． 591
抗 SSB 抗体 0． 241 0． 199

3 讨论

SLE 是一种典型的自身免疫性疾病，主要表现

·032· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Feb; 49( 2)



为对自身抗原的外周免疫耐受失衡，导致自身反应

性 T 淋巴细胞的活化、扩增和 B 淋巴细胞功能亢

进，进而引起大量自身抗体的产生和免疫复合物的

沉积。然而，Treg 细胞是一种具有免疫抑制活性的

T 细胞亚群，能够防止自身免疫性 T 细胞的活化并

抑制其效应功能，在外周免疫耐受的维持中发挥重

要作用。CD4 + CD25 + Treg 细胞是 Treg 细胞的主要

组成成分，占 CD4 + T 细胞的 5% ～ 10%［10］，它可以

通过细胞接触依赖机制或抑制性细胞因子依赖机制

主动抑制自身免疫 T 细胞的活化，维持自身免疫耐

受，防 止 自 身 免 疫 病 的 发 生［11］。在 动 物 实 验 中，

CD4 + CD25 + Treg 细胞的缺失能够增强自身反应性

T 细胞的扩增，使自身抗体产生增加，导致器官特异

性的自身免疫性疾病的发生［11 － 12］。而在 SLE 患者

中，外周血 CD4 + CD25 + Treg 细胞数也低于正常对

照者［13］。Ets-1 是细胞内信号依赖转录调控因子

Ets 家族最具代表性的成员，其可作为信号转导的上

游或下游效应物，激活或抑制相应的靶基因，产生不

同的生物学功能［14］。多项研究［5 － 8］提示 Ets-1 可能

在 SLE 的发病中发挥重要作用。
本研 究 显 示 SLE 疾 病 活 动 组 和 稳 定 组 患 者

CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA 表达水平较正

常对照组均显著降低，提示 CD4 + CD25 + Treg 细胞

中 Ets-1 的异常表达可能与 SLE 的发病有关。其可

能的作用机制是 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲ-
NA 的表达降低减弱了 Treg 细胞的抑制功能，加重

了细胞免疫平衡紊乱。有研究［15］支持了这一假设，

表明 Ets-1 可影响 Treg 细胞的发育和功能，Ets-1 缺

陷鼠( Ets-1 － / － ) 的 Treg 细胞的体内和体外抑制活

性均降低。Li et al［16］研究发现在 SLE 患者外周血

单个核细胞( PBMC) 中 Ets-1 mＲNA 表达水平低于

正常对照者，进一步提示 Ets-1 表达的减少可能参

与了 SLE 的发病。
本研究显示 SLE 患者 CD4 + CD25 + Treg 细胞中

Ets-1 mＲNA 表达水平与 SLEDAI 及其他反应疾病

活动度的指标 ( 如 ESＲ、CＲP、C3、C4、抗 ds-DNA 抗

体) 等均无相关性。而 SLE 疾病活动组与稳定组患

者 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA 表达水平

也无显著差异，表明其可能仅与 SLE 发病相关而不

是 SLE 疾病活动的有效指标。动物模型研究［17］显

示 Ets-1 敲除的小鼠会出现以高水平的 IgM 和 IgG
为特点的狼疮样疾病以及局部补体的激活，且在肾

脏病理切片中发现大量的 IgG、IgM 和补体 C3。但

在本研究中并未发现 Ets-1 mＲNA 表达水平与 IgG、
IgM 和 C3 的相关性，可能是 CD4 + CD25 + Treg 细胞

中 Ets-1 mＲNA 的表达异常对 B 细胞的分化影响较

小，或与动物种属不同有关。该研究还发现 SLE 患

者 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA 的表达水

平与 SLE 各临床表现均无相关性。可能由于本研

究中纳入的 SLE 患者各临床亚型组阳性例数较少，

统计分析检验效能较低，未能显示出有统计学意义

的关联。
叉头 /螺 翼 家 族 转 录 因 子 ( Foxp3 ) 是 CD4 +

CD25 + Treg 细胞的特异性转录因子，它能够影响

CD4 + CD25 + Treg 细胞的发育和功能; 有报道［15］Ets-
1 可通过调控 Treg 细胞中 Foxp3 的稳定表达影响其

发育和功能。研究［15］证实小鼠脾和胸腺 Treg 细胞

Ets-1 的缺陷会导致 Foxp3 的表达水平降低，Ets-1
能够与 Foxp3 基因的转录调控序列相互作用并控制

其甲基化状态。今后的研究应进一步分析 CD4 +

CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 与 Foxp3 表达的相关性。
综上所述，本研究首次检测了 SLE 患者 CD4 +

CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA 表达水平，发现 SLE
患者 CD4 + CD25 + Treg 细胞中 Ets-1 mＲNA 的表达

水平低于健康对照，提示 Ets-1 表达水平的降低可

能与 SLE 的发病有关。
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Expression of Ets-1 mＲNA in CD4 + CD25 + T regulatory
cells from patients with systemic lupus erythematosus

Xiang Nan，Li Xiangpei，Li Xiaomei，et al
( Dept of Ｒheumatology and Immunology，The Affiliated Provincial Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To detect the mＲNA expression of Ets-1 mＲNA in CD4 + CD25 + Treg cells from patients
with systemic lupus erythematosus ( SLE) ，in order to investigate its potential role in the pathogenesis of SLE．
Methods Peripheral blood from SLE patients and healthy controls was collected，respectively． PBMCs were fur-
ther purified using CD4 + CD25 + regulatory T Cell Isolation Kit． Ｒeal-time transcription-polymerase chain reaction
analysis ( ＲT-PCＲ) was performed to determine the expression of Ets-1 mＲNA in CD4 + CD25 + Treg cells． The
correlations between Ets-1 mＲNA and systemic lupus erythematosus disease activity index ( SLEDAI) ，laboratory
measurements，clinical features were also analyzed． Ｒesults Compared with the healthy controls ［0. 503( 0. 248，

0. 785) ］，the Ets-1 mＲNA expression level was decreased in patients with SLE ［0. 225 ( 0. 111，0. 416) ］( P =
0. 011 ) ． SLE patients were separated into active SLE groups and inactive SLE groups according to the SLEDAI． No
significant difference was found between active SLE groups ［0. 190 ( 0. 121，0. 617) ］ and inactive SLE groups
［0. 243( 0. 094，0. 304 ) ］( P = 0. 895 ) ． Compared to healthy controls，Ets-1 mＲNA expression in active SLE
groups and inactive SLE groups were decreased ( P ＜ 0. 05) ． No correlations were found between Ets-1 mＲNA and
SLEDAI，laboratory measurements，clinical features． Conclusion The expression levels of Ets-1 mＲNA in CD4 +

CD25 + Treg cells from patients with SLE are significantly decreased． The results indicate that the abnormal expres-
sion of Ets-1 may contribute to the pathogenesis of SLE．
Key words systemic lupus erythematosus; regulatory T-lymphocytes; Ets-1
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