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大剂量地塞米松对免疫性血小板减少性紫癜患者浆样
树突状细胞功能及 Toll样受体9表达的影响

王莉1　张连生1　柴晔1　曾鹏云1　吴重阳1

　　[摘要]　目的:研究大剂量地塞米松对免疫性血小板减少性紫癜(ITP)患者浆样树突状细胞(pDCs)功能及Toll
样受体9表达的影响。方法:15例初诊的ITP患者给予地塞米松40mg/d,连用4d。采用免疫磁珠分离法体外分

离15例正常对照及13例治疗有效患者治疗前后外周血中浆细胞样树突状细胞(pDCs),用CPG-ODN2216刺激外

周血pDCs并与之共培养24h,采用酶标记免疫吸附(ELISA)方法检测上清中IFN-α、IL-6、TNF-α的含量;实时定量

聚合酶链反应(RT-PCR)检测pDCs的TLR9mRNA表达量。结果:①治疗前pDCs产生IFN-α、IL-6、TNF-α细胞因

子的水平[(960.83±164.65)pg/ml,(156.15±39.89)pg/ml,(137.31±35.44)pg/ml]明显高于正常对照组[(616.67
±105.98)pg/ml,(89.13±21.48)pg/ml,(88.53±25.81)pg/ml)](P<0.05);治疗后pDCs产生IFN-α、IL-6、TNF-α
细胞因子水平分别降至(678.46±128.88)pg/ml、(97.77±26.31)pg/ml、(103.08±26.42)pg/ml,与治疗前比较差异

有统计学意(P<0.05),与正常对照组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。②治疗前pDCs的 TLR9mRNA的表达

水平高于正常对照组(P<0.05);治疗后pDCs的TLR9mRNA的表达水平低于治疗前(P<0.05),但与正常对照组

的表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论:pDCs分泌的细胞因子及其表达的TLR9在ITP发病中起重

要作用;地塞米松可能通过下调TLR9的表达,抑制pDCs分泌细胞因子的功能,从而对ITP起到治疗作用。
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　　Abstract　Objective:Toinvestigatetheeffectofhigh-dosedexamethasoneonthefunctionandTLR-9expressionof
plasmacytoiddendriticcellsinthepatientswithimmunethrombocytopenicpurpura.Method:Fifteennewlydiagnosedpa-
tientswithimmunethrombocytopenicpurpurareceivedhighdose(HD)DXMatsingledailydosesof40mgfor4consecu-
tivedays.Theperipheralbloodplasmacytoiddendriticcellsisolatedfrom13remissionpatientsand15normalcontrols
wereseparatedbyimmunomagnetiebeadsandtheninducedbyCpG-OND2216for24hours.ThelevelsofIFN-α,IL-6and
TNF-αinthesupernatantweredetectedbyenzymelinkedimmunosorbentassay.TheexpressionofTLR9mRNAofpDCs
wasdetectedbyReal-timequantitativePCR.Result:InITPpatients,thelevelsofIFN-α,IL-6andTNF-αproducedby
pDCsweresignificantlyhighercomparedwiththoseinnormalcontrolsandintreatedgroup(P<0.05).AfterHDDXM
treatment,thelevelsofIFN-α,IL-6andTNF-αweredecreasedsignificantlywithoutsignificantdifferencebetweenHD-
DXMtreatmentpatientsandnormalcontrols(P>0.05).TheexpressionofTLR9mRNAofpDCsinuntreatedgroup
weresignificantlyhigherthancontrolgroup(P<0.05).TLR9mRNAlevelofpDCsintreatedgroupwassignificantlyre-
duced,withoutsignificantdifferencefromthatincontrolgroup(P>0.05).Conclusion:pDCsmayplayimportantrolein
ITPbytheirToll-likereceptor9andcytokinessecretion;DexamethasonemayreducetheexpressionofTLR9,inhibitpDC
function,andthusplayatherapeuticrole.
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　　免疫性血小板减少性紫癜(ITP)是一种涉及

体液免疫和细胞免疫功能异常的自身免疫性疾病,
特点是外周血小板显著减少伴骨髓巨核胞发育成

熟障碍,临床上以广泛皮肤、黏膜及内脏出血为主

要表现。大剂量地塞米松冲击治疗对ITP患者具

有效果显著、起效快、不良反应轻等优点,已成为
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第11期 浆样树突状细胞功能及 Toll样受体9表达的影响

ITP一线治疗方案,但其作用机制尚不十分清楚。
树突状细胞(DC)是目前所知的机体内功能最强的

抗原提呈细胞(antigenpresentingcell,APC),外
周血 DC根据其表型和功能可分为髓样树突状细

胞(myeloiddendriticcell,mDC)和浆样树突状细

胞(plasmacytoiddendriticcell,pDC)。其中,pDC
是机体产生内源性Ⅰ型IFN 的主要细胞,参与多

种自身免疫性疾病的发生过程,如 SLE、银屑病

等〔1-3〕。Toll样受体9(Tolllikereceptor9,TLR9)
是新 近 发 现 的 一 种 模 式 识 别 受 体,pDCs 依 靠

TLR9识别各种细菌、病毒核酸 CPG 基序而被活

化,分泌多种细胞因子,从而连接天然免疫和特异

性免〔4〕。本文通过免疫磁珠法分离和体外培养初

诊ITP患者在大剂量地塞米松治疗前后外周血中

的 pDCs,研 究 其 分 泌 的 细 胞 因 子 及 其 表 面 的

TLR9在ITP发病机制中的作用,并探讨大剂量地

塞米松干预治疗ITP的相关机制及可能的作用靶

点。
1　资料与方法

1.1　临床资料

15例初诊的ITP 患者均为我院 2011-08-
2011-12住院患者,均符合ITP的诊断标准〔5〕,不
伴有糖尿病、高血压、消化道溃疡及结核等慢性感

染性疾病,无应用糖皮质激素或免疫抑制剂史。所

有ITP患者均静脉给药:地塞米松40mg/d,连用

4d,无维持治疗;对血小板≤10×109/L或有活动

性出血患者给予血小板输注。选取13例完全缓解

患者(即治疗后血小板≥100×109/L)为研究对象,
其中男4例,女9例,平均年龄34.2(18.0~58.0)
岁。治疗前血小板平均数 12.8(1.0~29.0)×
109/L。正常对照组为15例健康志愿者,其中男5
例,女10例;平均年龄32.7(18.0~55.0)岁;血小

板平均数161.4(103.0~267.0)×109/L。
1.2　主要试剂

人淋巴细胞分离液 Ficoll-hypaque(相对密度

1.007)购自北京 Solarbio化学试剂公司,鼠抗人

BDCA-4免疫磁珠购自德国美天妮生物技术公司,
CD123、BDCA-2单抗为荷兰 Hycult公司,IFN-α、
IL-6、TNF-α酶联免疫吸附(ELISA)试剂盒购自美

国R&D公司,Trizol试剂、实时荧光定量PCR试

剂盒购自大连 TakaRa公司,CpG-ODN2216(5'-
GGGGGACGATCGTCGGGGG-3')购自上海生工

生物工程技术服务有限公司。
1.3　方法

1.3.1　外周血pDCs的分选　采集外周血20ml
(40U/ml肝素抗凝),用等体积的 PBS 液稀释 1
倍,加等体积的 Ficoll分离液密度梯度离心,收集

单个核细胞层于10ml离心管中,用PBS液洗涤3
次,用1640 培养液调整细胞密度为 1 × 109/L。

再经美天妮细胞磁珠分选系统分离获得 pDCs,具
体操作严格按照试剂说明书进行。分选出的pDCs
进行细胞纯度检测为 89.3%,锥虫蓝活细胞染色

计数pDC存活率为96%。
1.3.2　外周血pDC功能检测　将分选出的pDCs
用含10%胎牛血清的 RPMI1640 培养液调整细

胞调整密度为 1 × 106/L,接种于 48 孔培养板

(500μl/ 孔),每孔均加入终浓度为 6μmol/L 的

CpC-ODN2216,在 37℃饱和湿度、5% CO 2 孵箱

中共孵育,24h后收集上清液。用 ELISA 法测定

各组INF-α、TNF-α、IL-6 水平,具体实验步骤按

ELISA 检测试剂盒说明书进行,显色后即刻用酶

标仪(Bio-Rad Model680 酶标仪,美国,Bio-Rad
公司)检测450nm波长的吸收度(A)值,根据标准

曲线确定IFN-α、TNF-α、IL-6的含量。
1.3.3　实时荧光定量 PCR 法检测 pDC 的 TLR9
的表达　总 RNA 的提取:采用 TRIzol一步法提

取试剂盒(大连宝生物公司产品)提取各组 pDCs
细胞总 RNA,经紫外分光光度计测定总 RNA 浓

度,所 有 样 品 A260/A280 比 值 均 在 1.8 左 右。
RNA 逆转录:cDNA 合成总反应体积 10μl,Pri-
meScript® Buffer2μl,PrimeScript® RTEnzyme
MixI0.5μl,OligodTprimer0.5μl,random6
mers0.5μl,总 RNA 模板6.5μl。37℃45min,
85℃5s。产物于-70℃冰箱中保存备用。引物设

计及 合 成:根 据 NCBI 网 站 Gen-Bank 查 询 人

TLR7mRNA、内参照β-actinmRNA,利用 Oligo
6.71软件设计引物。引物由大连 TakaRa生物工

程技术服务有限公司合成。实时荧光定量聚合酶

链反应(real-timequantitativePCR):反应体系总

体积为25μl,SYBR ® PremixExTapTM12.5μl,
正向引物1μl,反向引物1μl,cDNA 模板2μl,去
离子 8.5μl。PCR 循环设置:95℃,15s;95℃,
5s,60℃,30s(共40个循环)。ABIPrism7900测

序仪收集检测荧光信号,数据分析用 Rotor-Gene
Real-TimeAnalysisSoftware6.1进行计算标准化

后的2-CT值表示 mRNA 的相对表达含量。
1.4　统计学分析

采用SPSS13.0统计软件包进行统计学处理,
数据以■x±s表示。样本均数的两两比较采用t检

验,P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　pDC产生细胞因子能力的检测

ITP患者治疗前外周血pDCs产生INF-α、IL-
6、TNF-α等细胞因子的水平明显高于治疗后(P<
0.01)和正常对照组(P<0.05),经 HD-DXM 治疗

后外周血pDCs产生上述细胞因子的水平明显下

降,但仍略高于正常对照组,差异无统计学意义(P
>0.05),见表1。
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表1　ITP患者大剂量地塞米松治疗前后pDC产生细胞因子水平的比较 pg/ml,■x±s

组别 例数 INF-α IL-6 TNF-α
治疗前 13 960.83±164.651) 156.15±39.891) 137.31±35.441)

治疗后 13 678.46±128.882) 97.77±26.312) 103.08±26.422)

对照组 15 616.67±105.98 89.13±21.48 88.53±25.81

　　与对照组比较,1)P<0.05;与治疗前比较,2)P<0.05。

2.2　pDCs的 TLR9mRNA 的表达水平

相对定量法采用 CT表示,以标准化样本间差

异;CT表示ITP组与正常对照组 CT之差。ITP
患者 pDC 中 TLR9 基因相对表达量为 2.72±
0.82,正常对照组为1,两组比较,差异有统计学意

义(P<0.05)。经 HD-DXM 治 疗 后 ITP 患 者

pDC中 TLR9基因相对表达量为1.34±0.45,较
治疗前显著降低,差异有统计学意义(P<0.05),
但与正常对照组比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。
3　讨论

pDC 是树突状细胞的一个亚型,在病毒和

CPG刺激下能够分泌大量IFN-α/β及一定量的

IL-6和TNF-α。IFN-α激活NK细胞、巨噬细胞和

细胞毒性 T细胞等效应细胞,诱导B细胞分化为

效应性浆细胞,分泌病毒特异性抗体IgG,进而抑

制病毒复制〔6〕;同时 TNF-α促进未成熟的 DC成

熟,启动CD4+T细胞偏向 Th1的免疫反应。pDC
是启动固有性免疫应答的关键,也是连接固有性免

疫和适应性免疫的桥梁,在机体的免疫系统中发挥

着重要的作用。TLR9主要表达于 B细胞和浆细

胞样树突状细胞上,可特异性地识别细菌和病毒

DNA中丰富的未甲基化 CpG 基序(CpG-DNA),
通过 MyD88依赖的信号传导途径激活 NF-κB、
AP1和IRF-7等转录因子和蛋白激酶,释放 TNF-
α、IL-6等炎症递质和IFN-α,介导急性炎症及免疫

反应,诱发 Thl型细胞免疫应答〔7〕。Robak等〔1〕研

究发现SLE患者淋巴细胞凋亡增加,且淋巴细胞

凋亡率与外周血pDCs数量呈正相关,pDCs数量

与患者C3、C4水平及患者的皮损程度成正相关,
提示SLE患者淋巴细胞凋亡增加,凋亡产物刺激

pDCs使其持续活化状态。Patole等〔2〕发现有肾炎

表现的狼疮鼠肾组织 TLR9mRNA 表达明显增

加。陈静等〔3〕研究发现银屑病患者皮损中有pDCs
浸润,TLR9及其 mRNA的表达水平上调,可能与

银屑病的发病相关。Summers等〔8〕发现Ⅰ型糖尿

病患者外周血pDCs数量减少,且产生IFN-α的功

能明显减低。pDCs功能及TLR9表达异常参与了

多种自身免疫性疾病发生和发展。
ITP是一种器官特异性自身免疫性疾病,以免

疫介导的血小板减少为特征。其发病机制可能与

B细胞功能亢进、T 细胞功能异常、细胞因子产生

异常及自身免疫耐受破坏等环节相关〔9〕。ITP患

者pDCs的功能及 TLR9表达如何,目前尚无报

道。我们的研究发现,ITP 患者外周血 pDCs经

CPG-ODN2216刺激后,分泌细胞因子IFN-α、IL-6
和 TNF-α的水平明显增高,而在治疗有效组则明

显降低。与pDCs功能密切相关的 TLR9mRNA
的表达水平在治疗前组明显上调,而治疗有效组明

显下调。说明ITP患者pDCs的功能亢进及其表

面 TLR9表达的上调与ITP的发生及发展密切相

关。
近年来,大剂量地塞米松因其疗效高,用药时

间短,不良反应发生率低已成为ITP一线治疗用

药方案〔10-11〕,其对细胞免疫和体液免疫均具有抑制

作用,可以减少血小板自身抗体的生成,抑制单核-
巨噬细胞系统对血小板的破坏,改善毛细血管通透

性。本研究发现经大剂量地塞米松治疗有效患者

pDCs的功能及 TLR9mRNA 的表达均较治疗前

下降。地 塞 米 松 可 能 通 过 下 调 pDCs上 TLR9
mRNA的表达,抑制了 TLR9/IFN-α通路的激活,
减少B细胞多克隆激活产生抗血小板膜糖蛋白的

自身抗体,使血小板被破坏减少,从而达到治疗

ITP的作用。
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定了血清FLC检测在临床应用中的地位和价值。
国内针对FLC的相关研究较少,缺乏统一的

正常参考值范围,本研究通过对403例健康体检患

者血清进行sFLC检测并计算rFCL值,确立了我

院正常人群sFLC正常参考值范围。本研究同时

观察了sFLC检测对 MM 患者诊断及疗效评价等

方面的作用。通过对58例初诊为 MM 患者进行

sFLC检测结果发现,所有初诊 MM 患者sFLC水

平及rFLC 值均异常,与IFE、SPE、Ig定量及尿

FLC检测等常规检测方法一致性较好,而敏感性

高于常规检测方法。本研究中,IFE检测的阳性率

为98.3%,阴性患者1例,该患者为κ轻链型,其
κFLC检测结果为105.32mg/L,而IFE检测敏感

度为150~500mg/L,因此该患者IFE的检测为阴

性结果。SPE检测的敏感度为500~2000mg/L,
在sFLC浓度较低时检测不到,同时结果具有主观

性,因此其敏感性较低。Ig定量检测方面,对于

LCMM 患者,其Ig定量检测结果均为正常或降

低,非LCMM 患者阳性率为91.1%,其中阴性的4
例患者为未达到 MM 诊断的主要标准(IgG>35
g/L,IgA>20g/L,IgM>15g/L)。尿轻链检测虽

能反应血清游离轻链水平,但是尿液既难收集,又
难以储存,且极易受到轻链浓度、pH 和肾功能的

影响〔3〕,本研究也反映了尿轻链检测的局限性。提

示sFLC的检测对 MM 的诊断更有实际应用价值。
以往 MM 病情检测通常采用骨髓穿刺活检、

血清及尿蛋白电泳、IFE等方法,由于以上方法大

多为定性检测,不能准确反应病情变化及化疗疗

效。本研究中疗效评价为SD的患者中,SPE、IFE
检测在化疗前后均为阳性,Ig水平未见降低,但化

疗后sFLC水平较化疗前相比均有所下降,这是由

于sFLC 在血液中半衰期很短(κFLC:2~4h,
λFLC:3~6h),明显短于完整的免疫球蛋白的半

衰期(IgG为20~25d,IgA 约为6d,IgD为3d,
IgE约为2d),FLC的浓度和肿瘤细胞负荷密切相

关,因此更能实时、定量的检测治疗反应。本研究

显示,相比于SPE、Ig定量、IFE及uFLC等传统检

测方法,sFLC可以及时、准确、定量的监测治疗反

应,在化疗疗效检测方面的敏感性更好,与国外文

献报道相似〔4-6〕。
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