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　　[摘要]　目的:探讨 TIGIT、CD226、CD96和 CD155在血小板糖蛋白自身抗体(plateletglycoproteinau-
toantibody,GPs)阳性的原发性免疫性血小板减少症(immunethrombocytopenia,ITP)患者外周血CD8+T细胞和

树突状细胞(dendriticcell,DC)膜表面的表达,并分析其临床意义。方法:选取41例 GPs阳性的ITP患者和20
例健康对照者,采用流式细胞术检测CD8+T细胞表面TIGIT、CD226和CD96表达比例,并检测ITP患者外周血

DC细胞的亚群变化及浆细胞样 DC(plasmaDC,pDC)上CD155的表达比例。结果:GPs阳性ITP组患者的pDC
和CD155+pDC比例均明显高于对照组,且 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组均明显高于 GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组

(P<0.05,F=40.83;P<0.01,F=59.50)。GPs阳性ITP组患者的 TIGIT+CD8+T 细胞比例明显低于对照

组,且 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组明显低于 GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组(P<0.05,F=36.41),但 CD226+CD8+T
细胞与CD96+CD8+T细胞比例均明显高于对照组,且 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组均明显高于 GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/

Ⅲa+ 组(P<0.05,F=45.01;P<0.01,F=41.66)。GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组与 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组的

CD155+pDC与 TIGIT+CD8+T细胞比例呈负相关(P<0.01,r=-0.54;P<0.01,r=-0.76),与 CD226+

CD8+T细胞和CD96+CD8+T 细胞比例呈正相关(P<0.05,r=0.61;P<0.05,r=0.51;P<0.01,r=0.79;

P<0.01,r=0.73)。结论:TIGIT、CD226、CD96与CD155表达异常,导致 GPs阳性的ITP的免疫失耐受,可能

参与了疾病发生。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheexpressionofTIGIT,CD226,CD96andCD155onCD8+Tcellsand
dendriticcells(DC)intheperipheralbloodofpatientswithplateletglycoproteinautoantibody(GPs)-positivepri-
maryimmunethrombocytopenia(ITP)andtoanalyzetheirclinicalsignificance.Methods:Forty-oneGP-positive
ITPpatientsand20healthyindividualswereselected.Theflowcytometrywasusedtodetectthepercentageof
TIGIT,CD226,andCD96expressiononCD8+TcellsandthechangesinDCcellsubsetsandthepercentageof
CD155expressiononplasmaDC(pDC)wereanalyzed.Results:ThepercentageofpDCandCD155+pDCinthe
GPs-positiveITPgroupweresignificantlyhigherthanthoseinthehealthycontrolgroup,andtheyweresignifi-
cantlyhigherintheGPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-groupthanthoseintheGPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+group(P<0.05,F=
40.83;P<0.01,F=59.50).Ontheotherhand,thepercentageofTIGIT+CD8+TcellsintheGPs-positiveITP
groupwassignificantlylowerthanthatinthehealthycontrolgroup,anditwassignificantlylowerintheGPⅠb/

Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-groupthanthatintheGPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+group(P<0.05,F=36.41).However,theper-
centagesofCD226+ CD8+ TcellsandCD96+ CD8+ Tcellsweresignificantlyhigherthanthoseinthecontrol
group,andtheyweresignificantlyhigherintheGPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-groupthanthoseintheGPⅠb/Ⅸ-/
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Ⅱb/Ⅲa+group(P<0.05,F=45.01;P<0.01,F=41.66).ThepercentagesofCD155+pDCintheGPⅠb/

Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+groupandGPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-groupwerenegativelycorrelatedwithTIGIT+CD8+ Tcells
(P<0.01,r=-0.54;P<0.01,r=-0.76),whileitpositivelycorrelatedwiththepercentagesofCD226+

CD8+TcellsandCD96+CD8+Tcells(P<0.05,r=0.61;P<0.05,r=0.51;P<0.01,r=0.79;P<0.01,

r=0.73).Conclusion:TheabnormalexpressionofTIGIT,CD226,CD96,andCD155contributestoimmunein-
toleranceinGPs-positiveITP,whichmaybeinvolvedinthepathogenesisofthedisease.

Keywords　immunethrombocytopenia;inhibitorymolecule;CD226;CD96

　　原发性免疫性血小板减少症(immunethrom-
bocytopenia,ITP)是一种以出血和血小板计数低

于100×109/L 为特征的血液系统自身免疫性疾

病[1]。导致ITP 发病的因素主要有以下 几 种:
①血小板糖蛋白 特 异 性 自 身 抗 体 (glycoprotein,
GPⅠb/Ⅸ和 GPⅡb/Ⅲa)介导的血小板的破坏过

多和生成不足;②自身反应性B细胞活化产生大量

抗体与血小板自身抗原结合,脾巨噬细胞通过 Fc
受体吞噬自身抗体结合的血小板;③CD8+T 细胞

参与 ITP 患 者 免 疫 耐 受 失 衡 导 致 的 血 小 板 破

坏[2-3]。研究发现ITP患者体内的细胞毒性 T 细

胞能够直接溶解血小板及抑制、破坏巨核细胞的功

能[4]。ITP患者体内免疫功能紊乱导致血小板免

疫性破坏、外周血血小板减少的发病机制仍不明

确。越来越多的证据表明,ITP的发生、发展主要

是由效应细胞和调节性免疫细胞之间的相互作用

不平衡而导致[5]。这种不平衡的反应导致免疫耐

受性失调,使免疫细胞对血小板的清除增加,并且

影响血小板生成[6]。树突状细胞(dendriticcell,
DC)作为专业抗原提呈细胞,有显著的表型异质性

和功能可塑性。DC大致分为2种亚型:浆细胞样

DC(plasmaDC,pDC)和髓样 DC(medullaryDC,
mDC)。在ITP患者中DC上吲哚胺2,3-双加氧酶

的表达明显低于正常对照,说明其对 DC的免疫耐

受功能下降。因此,DC 的功能状态可能决定着

ITP的发生、发展[7]。T细胞免疫球蛋白和免疫受

体酪氨酸基序(T-cellimmunoglobulinandimmu-
noreceptor tyrosine-based inhibitory motif
domain,TIGIT)是一种免疫抑制受体,主要表达在

T细胞和 NK 细胞上,与之相关的免疫激活受体

CD226和另一种免疫受体 CD96 均可以与配体

CD155(Poliovirusreceptor,PVR)结合,形成免疫

细胞的激活与抑制平衡轴,在免疫应答的调节中起

至关重要的作用[8]。
我们发现 GPs阳性的ITP患者存在 TIGIT、

CD226、CD96和 CD155的表达异常,提示 TIGIT
相关调节因子对GPs阳性的ITP患者T细胞紊乱

可能有较为重要的作用。本研究通过观察 GPs阳

性的ITP 患者及健康者外周血 CD8+ T 细胞上

TIGIT、CD226和CD96的表达情况,同时检测 DC
细胞上 TIGIT配体 CD155的表达情况;分析上述

检测指标在ITP患者中的差异,初步探讨共抑制分

子 TIGIT、相 关 调 节 因 子 CD226、CD96 和 配 体

CD155在不同分组的 GPs阳性ITP患者中的表达

差异及相关性,可能参与了疾病的发生,现报告

如下。
1　资料与方法

1.1　资料

选择2021年1月—2022年6月在新疆医科大

学第一附属医院血液科初诊的41例 GPs阳性的

ITP患者,其中男 16 例,女 25 例;中位年龄 63
(41~82)岁;GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 患者18例

(男7例,女11例),GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 患者23
例(男9例,女14例)。20例健康者为对照组,其中

男11例,女9例,中位年龄60(43~80)岁。2组受

试者性别及年龄比较差异无统计学 意 义 (P >
0.05)。所有患者近3个月内均未输注血小板,采
集标本时患者血小板计数均低于100×109/L。所

有ITP患者均进行骨髓及外周血细胞形态学检查

和血小板糖蛋白特异性自身抗体检测,诊断标准根

据成人原发免疫性血小板减少症诊断与治疗中国

指南(2020年版)[9]。临床资料包括年龄、性别、血
小板计数和血小板糖蛋白特异性自身抗体检测结

果等,所有研究对象签署知情同意书。
1.2　试剂与仪器

所用荧光抗体包括 CD45-V500、CD3-V450、
CD19-V450、CD20-percp、CD56-APC,CD14-APC、
HLA-DR-APC-cy7、CD123-PE-cy7、CD11c-FITC、
CD155-PE、CD3-APC-cy7、CD8-PE-cy7、CD96-
FITC、TIGIT-APC和 CD226-PE,均购自美国 BD
公司。流式细胞仪FACSCantoⅡ购自美国BD公

司。血小板糖蛋白特异性自身抗体检测试剂盒购

自苏州元德维康。
1.3　血小板糖蛋白特异性自身抗体检测及血小板

制备

样本 制 备:采 集 EDTA-K2 抗 凝 的 外 周 血

5mL,200×g 离心5min,分离富血小板血浆,再
3000×g 离心2min,弃上清,下层沉淀为血小板,
加入800μL血小板洗涤液,3000×g 离心2min,
洗涤3遍。阴性对照:用3份正常人外周血制备;
阳性对照:提取1份正常人血小板,加入110μL试

剂盒内阳性对照,18~25℃摇床1h,加入800μL
血小板洗涤液,3000×g 离心2min,洗涤3遍。
向上述3种样本中加入110μL裂解液震荡混匀摇
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床30min,3000×g 离心20 min,取上清,加入

50μL荧光微球,避光摇床1h,加入微球洗涤液,
离心留沉淀,加入 GAH-FITC10μL,避光摇床

30min,洗涤,上机检测。
1.4　流式细胞术检测外周血中 DC细胞亚群分类

及pDC上CD155的表达

采集ITP患者治疗前及对照组外周肝素钠抗

凝血5mL,流式管内分别加入 CD45-V500、CD3-
V450、CD19-V450、CD20-percp、CD56-APC,CD14-
APC、HLA-DR-APC-cy7、CD123-PE-cy7、CD11c-
FITC、CD155-PE 各5μL;同型对照组流式管中

加入CD45-V500、CD3-V450、CD19-V450、CD20-
percp、CD56-APC,CD14-APC、HLA-DR-APC-
cy7、CD123-PE-cy7、CD11c-FITC、IgG1-PE,加 入

抗体 后 充 分 混 匀,避 光 15 min,在 室 温 下 孵 育

15min。加入 2000μL 的红细胞裂解液,避光

5min,1500×g,离心5min,弃上清。PBS洗涤

2次,最后加入300μLPBS缓冲液重悬细胞,上机

检测。SSC 和 CD45识别 DC 大致位置,先选定

HLA-DR+ 细 胞 群,再 选 定 CD3- CD19- CD14-

CD56-CD20- 细胞,通过 CD123与 CD11c,将 DC
分为 pDC(CD123+ CD11c- )与 mDC(CD123-

CD11c+ ),进而分析 pDC 细胞上 CD155 的表达

情况。
1.5　流式细胞术检测外周血中 CD8+ T 细胞上

TIGIT、CD226、CD96的表达

流式管内分别加入 CD3-APC-cy7、CD8-PE-
cy7、CD96-FITC、TIGIT-APC 和 CD226-PE 各

5μL,同型对照组流式管中 加 入 CD3-APC-cy7、
CD8-PE-cy7、IgG1-FITC、IgG1-APC 和 IgG1-PE

各5μL;加入抗体后充分混匀,后续操作同前。上

机检测,以SSC和 FSC设门,圈出淋巴细胞群,以
CD3+ 细 胞 设 门,再 设 CD8+ 细 胞 门,分 别 记 录

TIGIT+CD8+ 、CD226+CD8+ 和CD96+CD8+T细

胞占CD8+T细胞的比例。
1.6　统计学处理

采用SPSS26.0软件进行统计分析。符合正

态分布的计量资料以■X±S 表示,2组间比较采用

t检验,多组间比较采用单因素方差分析,多个样

本间的两两比较采用SNK检验。非正态分布的计

量资料 以 M (P25,P75)表 示,2 组 间 比 较 采 用

Mann-WhitneyU 检验,多组间比较采用 Kruskal-
WallisH 检 验,多 个 样 本 间 的 两 两 比 较 采 用

Kruskal-WallisH 检验和 Bonferroni校正。采用

Pearson法分析 TIGIT、CD155、CD226、CD96表达

的相关性。使用 GraphPadPrism9.5 制图。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa- 组与 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+

组 DC 亚 群、CD155+ pDC 和 TIGIT+/CD226+/
CD96+CD8+T细胞比例的比较

GPs阳性的ITP患者中,GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa- 组

与 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+ 组患者的 mDC和pDC
比例比较差异无统计学意义,CD155在pDC上的

表达水平亦无统计学意义。2组 TIGIT、CD226、
CD96在 CD8+T 细胞上的表达差异不明显,均无

统计学意义(表1)。故以下实验设计将 GPⅠb/
Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa- 组与 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+ 组合并

为 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组。

表1　GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa- 组与GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+ 组DC亚群、CD155+pDC和CD226+/TIGIT+/CD96+CD8+T
细胞比例的比较

组别 例数 pDC/% mDC/% CD155+pDC/%
CD226+

CD8+T/%
TIGIT+

CD8+T/%
CD96+

CD8+T/%

GPⅠb/Ⅸ+/

Ⅱb/Ⅲa- 组
13

18.82
(16.32,21.02)

46.93
(44.32,58.51)

21.75
(19.86,25.32)

27.31
(26.21,29.32)

7.49
(5.69,15.36)

13.21
(12.65,15.65)

GPⅠb/Ⅸ+/

Ⅱb/Ⅲa+ 组
5

19.03
(18.96,19.03)

51.63
(44.18,57.82)

22.01
(17.48,25.41)

27.32
(22.23,30.28)

8.21
(4.95,13.65)

14.23
(10.94,15.48)

Z -0.093 -0.246 -0.049 -0.542 -0.197 -0.187
P 0.926 0.805 0.961 0.588 0.844 0.766

2.2　GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-

组ITP患者治疗前DC的亚群比例

与对照组比较,GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和 GPⅠb/

Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组ITP患者的pDC水平明显升高,
且 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组 pDC 比 例 明 显 高 于

GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组(P<0.05,F=40.83);mDC
比例在3组间差异无统计学意义(图1、2)。

2.3　GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-

组ITP患者治疗前pDC上CD155的表达水平

与对照组比较,GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和

GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组pDC上 CD155的表达

水平明显升高,且 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组明显

高于 GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组 (P <0.01,F =
59.50)(图3)。
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2.4　GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-

组ITP患者治疗前CD8+T细胞上 TIGIT、CD226和

CD96的表达水平

与对照组比较,GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和 GPⅠb/
Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组CD8+T细胞上TIGIT的表达水平

明显降低,且GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-组明显低于GPⅠb/
Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组(P<0.05,F=36.41)(图4a);与对照

组比 较,GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组 和 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/
Ⅲa+/-组CD8+T细胞上CD226的表达水平明显升

高,且GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组明显高于 GPⅠb/Ⅸ-/
Ⅱb/Ⅲa+组(P<0.05,F=45.01)(图4b);与对照组比

较,GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组

CD8+T细胞上CD96的表达水平亦明显升高(P<
0.01,F=41.66),但 GⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和 GPⅠb/

Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-组间差异无统计学意义(图4c)。
2.5　GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组 和 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/
Ⅲa+/- 组 CD155+ pDC 比 例 分 别 与 TIGIT+/
CD226+/CD96+CD8+T细胞比例的相关性

分 析 CD155+ pDC 与 TIGIT+/CD226+/
CD96+CD8+T 细胞的相关性发现,GPⅠb/Ⅸ-/
Ⅱb/Ⅲa+ 组和 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组均有相

同的趋势,2组CD155+pDC与 TIGIT+CD8+T细

胞呈负相关(P<0.01,r=-0.54;P<0.01,r=
-0.76)(图 5a、d),与 CD226+ CD8+ T 细 胞 和

CD96+CD8+T细胞呈正相关(P<0.05,r=0.61;
P<0.05,r=0.51;P<0.01,r=0.79;P<0.01,
r=0.73)(图5b、c、e、f)。

图1　流式细胞术检测GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组ITP患者外周血中DC的亚群比例

与对照组比较,1)P<0.05,2)P<0.01;与 GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组比较,3)P<0.05。

图2　对照组、GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组 mDC和pDC的比例

a:对照组;b:GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组;c:GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组。与对照组比较,1)P<0.01;与 GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/

Ⅲa+ 组比较,2)P<0.01。

图3　对照组、GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组治疗前pDC上CD155的表达
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a:3组间 TIGIT+CD8+T细胞比例;b:3组间CD226+CD8+T细胞比例;c:3组间CD96+CD8+T细胞比例。与对照组

比较,1)P<0.01;与 GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组比较,2)P<0.05。
图4　对照组、GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组治疗前TIGIT+/CD226+/CD96+CD8+T细胞的

比例

a、b、c:GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组 CD155+pDC 比例与 TIGIT+/CD226+/CD96+CD8+ T 细胞比例的相关性;d、e、f:

GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组CD155+pDC比例与 TIGIT+/CD226+/CD96+CD8+T细胞比例的相关性。
图5　GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组和GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组CD155+pDC比例与TIGIT+/CD226+/CD96+CD8+T细

胞比例的相关性

3　讨论

原发性ITP的发生、发展由多种免疫细胞的参

与,调节性 T 细胞的功能受损导致辅助 T 细胞
(Th1/Th2)比率的失衡,并进一步导致细胞毒性 T
细胞数量和活性的增加[10]。随后,这些活性增强

的细胞毒性 T 细胞导致血小板破坏的增加,并伴

有自身反应性B细胞的清除障碍。自身反应性 B
细胞的存活率增强促进了自身抗体的大量产生,导
致血小板清除速度加快[11-12]。自身抗体促进了血

小板的吞噬、凋亡以及阻碍血小板的生成。血小板

表面抗原与自身抗体的可变区结合形成抗原抗体

复合物,巨噬细胞通过识别自身抗体的恒定区吞噬

复合物、破 坏 血 小 板,此 过 程 主 要 在 脾 脏 中 完

成[13]。最近研究发现ITP自身抗体可以在血小板

GPs上引发糖基修饰[14]。在被肝细胞膜表面表达

的 Ashwell-Morell受体进一步识别后,这种 GPs
修饰导致肝脏对血小板清除加速[15]。ITP患者的

CD8+T细胞也会诱导肝细胞对血小板进行脱唾液

酸化和吞噬。这也解释了为什么一部分ITP患者

脾切除手术无效[16]。Quach等[17]的研究发现,体
内携带 GPⅠb/Ⅸ自身抗体的ITP患者往往对治

疗无效,预后较差。研究表明在携带抗 GPⅠa/Ⅱa
自身抗体的ITP患者血液中未发现凋亡血小板,而
携带抗GPⅡb/Ⅲa和抗GPⅠb自身抗体的患者中

凋亡血小板明显增多,这表明自身抗体 GPⅡb/Ⅲa
和GPⅠb具有促进血小板凋亡的作用[18]。ITP患

者体内的自身抗体不仅影响血小板的存活,而且阻

碍巨核细胞的分化与成熟[19-20]。研究发现自身抗

体与巨核细胞的特异性结合阻碍巨核细胞成熟,使
巨核细胞发育停滞在颗粒巨核阶段[21]。我们利用

流式微球技术测定ITP患者血清中血小板糖蛋白

自身抗体发现,GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa- 组与 GPⅠb/
Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+ 组ITP患者的pDC与 mDC百分比

差异无统计学意义,进一步观察 CD155在pDC上
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的 表 达 水 平 亦 无 统 计 学 意 义。2 组 TIGIT、
CD226、CD96在CD8+T细胞膜表面的表达均差异

无统计学意义。故我们对研究分组进行了调整,将
GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa- 组与GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+ 组统称
为GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组。

在ITP患者中,DC参与自身免疫反应。ITP
中的单核细胞衍生树突状细胞能够吞噬凋亡血小

板并刺激特定的 T细胞[22]。它们的吞噬能力与对

照组的DC相似,但它们表达的共刺激分子 CD86
和CD80更高,并且产生更多的IL-12[23]。然而,外
周血DC无法自发诱导自身反应性 T细胞增殖,而
脾巨噬细胞能够做到这一点。为了获得自身反应

性 T细胞增殖,DC首先被 GPⅡbⅢa- 抗原肽装

载,进一步向 T细胞提呈新的隐藏抗原表位,从而

促进更多的自身反应性 T 细胞产生,表明在ITP
中DC细胞可能是更强效的抗原呈递细胞,从而促

使脾脏高效吞噬血小板[24]。有研究发现血液中

DC亚群的定量,ITP患者和对照组中的 pDC 和

mDC水平相似,地塞米松治疗会导致pDC数量减

少[20-21]。而pDC在自身免疫疾病如系统性红斑狼
疮中发挥重要作用[25]。本研究发现 GPⅠb/Ⅸ-/
Ⅱb/Ⅲa+ 组和 GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/- 组ITP患
者pDC水平明显升高,且GPⅠb/Ⅸ+/Ⅱb/Ⅲa+/-

组pDC比例明显高于 GPⅠb/Ⅸ-/Ⅱb/Ⅲa+ 组;
mDC比例在组间差异无统计学意义。这可能与选

取样本种类不同有关,需要进一步的大样本研究完

善结论。
在ITP的发生、发展中,CD8+T 细胞被认为

是血小板破坏的机制之一[26]。在 Olsson等[18]研

究中,DNA 微阵列筛选显示活动期ITP 患者的

CD3+T细胞表达高水平的细胞毒素基因,如穿孔

素和 A、B两种颗粒酶。该研究还证明来自活动期

ITP患者的体外刺激的 CD8+T 细胞能够诱导正

常血小板表达磷脂酰丝氨酸,诱导血小板凋亡。有

研究认为 CD8+T 细胞可以诱导血小板脱唾液酸

化,即从血小板表面剪切末端唾液酸酸基,从而促

进ITP中的血小板清除。CD8+T 细胞表达唾液
酸酶 Neu1和 Neu3,在ITP患者CD8+T细胞存在

的情况下,无论是体外还是在 CD61基因敲除的小

鼠ITP模型中,血小板都显示出溶解、凋亡和去唾

液酸化的迹象,而去唾液酸化的血小板随后被肝脏

清除[16]。研究发现与对照组比较,ITP患者血浆

中颗粒酶 A 和B水平升高,表明ITP患者存在更

为显著的细胞介导的细胞毒性作用[27]。因此,
CD8+T细胞在ITP中高度活跃且具有细胞毒性,
但尚不完全清楚 CD8+T 细胞的细胞毒性针对血

小板的具体作用机制。
共刺激和共抑制免疫受体 DNAX辅助分子-1

(也称为CD226)和具有免疫球蛋白和免疫受体酪

氨酸基序结构域(TIGIT)的 T细胞免疫受体分别

于1996年和2009年被鉴定出来[28]。它们是成对

的激活和抑制受体,共享配体脊髓灰质炎病毒受体
(PVR,也称为 CD155)及其家族成员凝集素-2(也
称为CD112)[29]。最近的研究表明,这些配对的受
体相互调节先天性和适应性免疫反应。尽管 T细

胞激活增加的晚期表达蛋白(也称为CD96)是一种

免疫受体,也与CD155结合,但其作用机制仍不明

确[30]。CD226属于免疫球蛋白受体超家族,并介

导细胞的活化和分化,全基因组关联研究提供了大

量证据表明,染色体18q22上 CD226基因外显子

中的非同义单核苷酸多态性(rs22)导致细胞质区

残基307(G307S)处从甘氨酸到丝氨酸的氨基酸突

变,改变了CD226转录本的剪接,影响下游信号传

导,增加了 T细胞和 NK细胞的活化,与多种自身

免疫性疾病(包括1型糖尿病)、多发性硬化症、类
风湿性关节炎、幼年特发性关节炎和自身免疫性甲

状腺疾病的高发病率有关[31]。CD226作为一种免

疫活化受体,通过与其配体(如 CD155)结合,促进

效应淋巴细胞(包括CD4辅助性T细胞、CD8细胞

毒性T淋巴细胞和NK细胞)的活化、增殖,促使细

胞因子产生细胞毒性活性,而 TIGIT 抑制 CD226
这些功能,TIGIT 抑制免疫功能在肿瘤免疫逃逸

方面研究较多[32]。另外,CD226与 TIGIT竞争性

结合调节性 T(Treg)细胞上的配体 CD155,下调

Treg细胞功能[33]。因此,CD226通过增强效应淋
巴细胞功能和抑制 Treg细胞功能来增强抗肿瘤免

疫和炎症反应,而 TIGIT 通过抑制效应淋巴细胞

功能和增强 Treg细胞功能来相互抑制这些免疫反

应[34]。部分研究表明 CD96在 NK 细胞介导的肿
瘤细胞杀伤中具有免疫抑制作用[35]。最近的一项
研究发现,CD96在效应记忆CD4+ 和CD8+T细胞

上表达最高。转录组分析揭示 CD96高表达的记

忆 T细胞在静息和激活状态下具有独特的转录特

点,而CD96高表达的 T细胞在激活后也表现出不

同的功能表型,表明CD96可能在 T细胞分化和激

活中起作用[36]。因此,TIGIT、CD226和 CD96在
结合 CD155时存在竞争关系,它们之间的平衡对

于免疫应答的调节至关重要。
本研究发现 GPs阳性的ITP患者体内 CD8+

T 细胞上 CD226和 CD96的表达均增高,TIGIT
表达减低,我们推测CD226与CD96的表达异常影
响了CD8+T细胞的功能,TIGIT的下调似乎使得

CD8+T细胞的免疫抑制功能减弱,CD226与CD96
的上调增强了CD8+T细胞的效应能力,进一步打
破这种免疫稳态。GPs阳性的ITP疾病状态下,
CD8+T 细胞上 CD226、CD96的过表达和 TIGIT
的低表达,与pDC细胞上 CD155所发挥的功能在

临床中的意义研究甚少,我们假设 CD226、CD96、
TIGIT与CD155的相互作用可能在细胞免疫功能

的调节中很重要。故通过流式细胞术检测发现

ITP患者pDC上 CD155的表达明显高于对照组,
且携带GPⅠb/Ⅸ抗体的患者明显高于携带GPⅡb/Ⅲa
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抗体 组。本 研 究 还 发 现 GPs阳 性 的 ITP 患 者

CD155+pDC 细 胞 与 CD8+ T 细 胞 上 CD226 和

CD96的表达水平呈正相关,而与 TIGIT的表达水

平呈负相关。说明在携带 GPs抗体的ITP患者外

周循环中,CD8+T 细胞表面 TIGIT 的表达降低,
与pDC上的CD155结合减弱,导致抑制 T细胞活

化的功能减弱,而CD226与CD96在CD8+T的表

达上调与pDC细胞上的CD155结合可能促进了细

胞毒性 T细胞活化的功能。表明 TIGIT、CD226、
CD96和CD155参与了ITP的发生,与其免疫紊乱

有关。本课题组下一步的研究计划为探索TIGIT、
CD226、CD96/CD155共刺激轴是否参与了 GPs阳

性的ITP患者的发生、发展。
综上 所 述,GPs 阳 性 的 ITP 患 者 TIGIT、

CD226、CD96与CD155的表达异常可能是其致病

因素之一,探索 TIGIT、CD226、CD96与CD155在

ITP患者免疫失耐受中的作用机制,不仅能够更好

地理解ITP的发病机制,还能为ITP的治疗提供

新的方向,改善难治性ITP患者的预后。
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