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维生素 Ｄ诱导调节性 Ｔ细胞分化及其在自身免疫性肝炎发病中的
作用

田二军１，２，王　辉２

（１．平顶山市第一人民医院检验科，河南　平顶山　４６７０００；２．新乡医学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　分析自身免疫性肝炎（ＡＩＨ）患者外周血调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）比例、白细胞介素１０（ＩＬ１０）水平与
维生素Ｄ的相关性，探讨维生素Ｄ对Ｔｒｅｇ细胞分化的影响。方法　选取平顶山市第一人民医院２０１５年２月至２０１６
年１２月收治的ＡＩＨ患者３０例为观察组，另选取同期体检健康者１８例为对照组，对照组于体检当日、观察组于入院次
日抽取晨起空腹肘静脉血１０ｍＬ，以肝素锂抗凝，分离血浆冻存，并采用密度梯度离心法分离外周血单个核细胞（ＰＢ
ＭＣ），分别采用全自动生物化学分析仪和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测血浆２５羟维生素Ｄ［２５（ＯＨ）Ｄ３］和ＩＬ１０

水平，采用多色荧光抗体结合流式细胞术分析样本中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例，分析三者之间的相关
性。在体外条件下分离观察组患者的ＰＢＭＣ，在有或无活化形式的维生素 Ｄ［１，２５（ＯＨ）２Ｄ３］的条件下给予佛波酯

（ＰＭＡ）刺激１６ｈ，再用流式细胞术检测刺激后ＰＢＭＣ中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例，同时采用ＥＬＩＳＡ法
检测刺激后上清液中ＩＬ１０水平。结果　观察组患者血浆２５（ＯＨ）Ｄ３、ＩＬ１０水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．

０１）。观察组患者外周血ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。观察组患者外周血
２５（ＯＨ）Ｄ３水平与ＩＬ１０水平及ＣＤ４

＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例均呈正相关（Ｒ２＝０．３７９，Ｐ＝０．０００３；Ｒ２＝

０．１５１，Ｐ＝０．０３４１）。在有１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的条件下给予ＰＭＡ刺激，观察组患者的 ＣＤ４
＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细

胞比例和上清液中ＩＬ１０水平均显著高于无１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的条件下给予ＰＭＡ刺激后（Ｐ＜０．０５）。结论　维生素Ｄ
可直接诱导Ｔｒｅｇ细胞增殖分化，ＡＩＨ患者体内Ｔｒｅｇ细胞减少在某种程度上与维生素Ｄ缺乏有关。

关键词：　自身免疫性肝炎；调节性Ｔ细胞；白细胞介素１０；维生素Ｄ
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　　自身免疫性肝炎（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＡＩＨ）是
一种以高丙球蛋白血症、血浆自身抗体增高为特征

的肝炎。ＡＩＨ发生机制尚不明确，目前认为其与遗
传因素、环境因素、病毒感染及自身免疫功能紊乱有

关。多种因素引起机体固有免疫及适应性免疫应答

增强，进一步引起肝脏组织损伤。其中，调节性 Ｔ
细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌ，Ｔｒｅｇ）／辅助性 Ｔ细胞（ｈｅｌｐｅｒ
Ｔｃｅｌｌ）１７的平衡破坏在ＡＩＨ疾病发生、发展中起着
重要作用。Ｔｒｅｇ细胞在 ＡＩＨ患者外周血比例减少，
且分泌较少量的细胞因子白细胞介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１０，ＩＬ１０）。慢性肝脏疾病患者多出现钙甲状
旁腺素维生素Ｄ轴功能紊乱，ＡＩＨ患者多出现维生
素Ｄ缺乏。目前，基因组学研究可为发现连接维生
素Ｄ和ＡＩＨ发病的功能性蛋白提供依据。维生素
Ｄ可影响多种免疫细胞功能，如 Ｂ细胞、Ｔ细胞等。
ＡＩＨ患者外周血 Ｔｒｅｇ细胞减少与维生素 Ｄ缺乏是
否有关以及相互影响的机制如何尚未见文献报道。

本课题采用流式细胞术、酶联免疫等技术分析 ＡＩＨ
患者外周血 Ｔｒｅｇ细胞比例、ＩＬ１０水平与维生素 Ｄ
的关系，并在体外条件下探讨维生素Ｄ对Ｔｒｅｇ细胞
分化的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择平顶山市第一人民医院２０１５
年２月至２０１６年１２月收治的 ＡＩＨ患者３０例为观
察组，其中男１７例，女１３例，年龄１９～６１岁，平均
（３４．１±２２．５）岁，均符合２０１０年美国肝病学会自
身免疫性肝炎诊断标准［１］。另选取同期体检健康

者１８例为对照组，其中男９例，女９例，年龄２０～５５
岁，平均（３６．４±２３．１）岁。２组对象的性别、年龄比
较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。
１．２　主要试剂及仪器　ＩＬ１０酶联免疫试剂盒（默
沙克生物公司），固定破膜剂、荧光素 ＢＢ５１５标记白
细胞分化抗原４检测试剂 ＣＤ４ＢＢ５１５、荧光素 ＡＰＣ
标记白细胞分化抗原２５检测试剂 ＣＤ２５ＡＰＣ、荧光
素ＰＥ标记的叉头蛋白Ｐ３检测试剂Ｆｏｘｐ３ＰＥ（美国
ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎａｎｄＣｏｍｐａｎｙ公司），荧光素 ＰＥｃｙ７
标记白介素１０检测试剂 ＩＬ１０ＰＥｃｙ７（美国 Ｂｉｏｌｅｇ

ｅｎｄ公司）；流式细胞仪器（美国 Ｂｅｃｔｏｎ，Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
ａｎｄＣｏｍｐａｎｙ）。
１．３　标本收集方法　对照组于体检当日、观察组于
入院次日抽取晨起空腹肘静脉血１０ｍＬ，以肝素锂
抗凝，分离血浆冻存，并采用密度梯度离心法分离外

周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，
ＰＢＭＣ），备用。
１．４　方法
１．４．１　外周血血浆 ＩＬ１０水平检测　采用酶联免
疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）检测２组受试者外周血血浆 ＩＬ１０水平，具
体检测方法参照试剂盒说明书进行，检测标准品及

样本在４５０ｎｍ处的吸光度值，以标准品倍比稀释浓
度绘制标准曲线，将样本吸光度值转化为相应浓度。

１．４．２　外周血血浆维生素 Ｄ水平检测　采用化学
发光法检测２组受试者外周血血浆２５羟维生素 Ｄ
［２５（ＯＨ）Ｄ３］水平，检测仪器采用美国贝克曼库尔
特全自动生物化学分析仪，检测流程参考相应标准

化操作流程文件。

１．４．３　ＰＢＭＣ中ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ
细胞比例检测　２组受试者的外周血 ＰＢＭＣ标本经
过预冷磷酸盐缓冲液洗涤后，加入固定破膜剂 Ａ固
定２０ｍｉｎ，离心洗涤后加入１×固定破膜剂 Ｂ，然后
加入ＣＤ４ＢＢ５１５、ＣＤ２５ＡＰＣ、Ｆｏｘｐ３ＰＥ和 ＩＬ１０ＰＥ
ｃｙ７荧光抗体各５μＬ，避光孵育５０ｍｉｎ，洗涤后采用
流式细胞仪收集分析细胞。

１．４．４　维生素 Ｄ对 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋

Ｔｒｅｇ细胞分化影响检测　观察组患者分选的 ＰＢ
ＭＣ加入ＣＤ４ＢＢ５１５孵育３０ｍｉｎ，洗涤，采用流式细
胞仪分选ＣＤ４＋Ｔ细胞，铺入２４孔板，每孔１×１０８

Ｌ－１，在有或无活化形式的维生素 Ｄ［１，２５（ＯＨ）２
Ｄ３］（４０ｎｍｏｌ·Ｌ

－１）的条件下，分别采用 １０μｇ·
Ｌ－１的佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）
刺激，流式细胞术检测刺激后 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋

ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例，ＥＬＩＳＡ法检测刺激后上清液
中ＩＬ１０水平。各项检测均严格按照对应试剂盒说
明进行。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行分析，
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计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采
用ｔ检验或配对 ｔ检验，外周血维生素 Ｄ与 ＩＬ１０、
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞相关性采用
Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　２组受试者血浆２５（ＯＨ）Ｄ３水平比较　对
照组受试者血浆２５（ＯＨ）Ｄ３水平为（６１．４３±１４．
９０）ｎｍｏｌ·Ｌ－１，观察组患者血浆２５（ＯＨ）Ｄ３水平
为（３８．６５±５．３８）ｎｍｏｌ·Ｌ－１，观察组患者血浆２５
（ＯＨ）Ｄ３水平显著低于对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。
２．２　２组受试者血浆 ＩＬ１０水平比较　对照组受
试者血浆ＩＬ１０水平为（５７．５１±１２．６８）ｎｇ·Ｌ－１，观
察组患者血浆 ＩＬ１０水平为（３３４３±６．５０）ｎｇ·
Ｌ－１，观察组患者的血浆 ＩＬ１０水平显著低于对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
２．３　２组受试者外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ
１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例比较　对照组受试者外周血
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例为（１０．０８
±４．０３）％，观察组患者外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋

ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例为（５．０９±１．５０）％，观察组患
者外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例
显著低于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　观察组患者外周血维生素 Ｄ与 ＩＬ１０、ＣＤ４＋

ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例的相关性　观
察组患者外周血２５（ＯＨ）Ｄ３水平与 ＩＬ１０水平及
ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例均呈正相
关（Ｒ２＝０．３７９，Ｐ＝０．０００３；Ｒ２＝０．１５１，Ｐ＝０．０３４
１）。
２．５　维生素Ｄ对ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ
细胞分化的影响　在无１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的条件下
给予ＰＭＡ刺激，观察组患者ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ
１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例为（５．５４±２１７）％，上清液中 ＩＬ
１０水平为（１９．９９±６．７２）ｎｇ·Ｌ１；在有 １，２５
（ＯＨ）２Ｄ３的条件下给予 ＰＭＡ刺激，ＣＤ４

＋ＣＤ２５＋

Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例为（１２．０５±４５９）％，
上清液中ＩＬ１０水平为（５７．２６±２０．２０）ｎｇ·Ｌ１；在
有１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的条件下给予ＰＭＡ刺激，观察组
患者的 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ细胞比例和
上清液中ＩＬ１０水平均显著高于无１，２５（ＯＨ）２Ｄ３
的条件下给予 ＰＭＡ刺激后，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５）。

３　讨论

ＡＩＨ以血浆ＩｇＧ水平增高并出现自身免疫性抗

体为特点，该类抗体主要包括抗核抗体和抗平滑肌

抗体［２］，病理学表现为界面性肝炎，典型患者可观

察到肝组织淋巴细胞和浆细胞浸润［３４］。ＡＩＨ的发
生、发展主要基于抗自身肝细胞免疫耐受异常及引

发的相关免疫应答，ＡＩＨ的发病因素不仅与遗传因
素有关，还与机体免疫学异常有关［５７］。

参与ＡＩＨ疾病发生、发展的适应性免疫应答主
要涉及自体活化 Ｔ细胞的功能。这些 Ｔ细胞通常
可被Ｔｒｅｇ细胞抑制，当这一抑制作用被破坏，机体
免疫耐受将受到干扰，进而引发自身免疫性疾

病［８１０］。基于ＡＩＨ患者外周血 Ｔｒｅｇ细胞表达减少，
Ｔｒｅｇ定量及半定量检测均表明与 ＡＩＨ发病机制有
关［１１１３］。此外，尽管浸润到肝脏组织的 ＣＤ８＋细胞
毒性 Ｔ细胞被认为是引起肝细胞损伤的主要效应
细胞，但近年来学者更多关注于 Ｔｈ１７细胞［１４］。

ＡＩＨ患者外周血及肝组织均可出现Ｔｈ１７细胞增加。
在转化生长因子β和ＩＬ６的诱导下，可刺激Ｔ细胞
向 Ｔｈ１７分化，且抑制 Ｔｒｅｇ细胞分化［１５１６］。Ｔｒｅｇ／
Ｔｈ１７平衡在ＡＩＨ疾病发生、发展中起重要作用［１７］。

本课题组在早期研究中发现，与对照组受试者相比，

观察组患者外周血 ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３＋ＩＬ１０＋Ｔｒｅｇ
细胞比例和 ＩＬ１０水平均显著降低，与文献报道一
致［１５，１７］。

慢性肝脏疾病患者多出现钙甲状旁腺素维生
素Ｄ轴功能紊乱。ＡＩＨ患者多出现维生素 Ｄ缺乏。
目前，基因组学研究可为发现连接维生素 Ｄ和 ＡＩＨ
发病的功能性蛋白提供依据，这类蛋白主要包括组

织相容性抗原２型分子、维生素 Ｄ受体、Ｔｏｌｌ样受
体、细胞毒素Ｔ淋巴细胞抗原、细胞色素 Ｐ４５０、Ｔｒｅｇ
细胞及可调控其功能的转录调控因子 ３（Ｆｏｘｐ３）
等［１８１９］。维生素Ｄ还可通过非基因组学因素参与
ＡＩＨ发病，如促分裂原活化蛋白激酶信号通路、γδＴ
细胞、一氧化氮合成酶和活性氧成分等［２０］。总之，

维生素Ｄ对ＡＩＨ患者极其重要，其可提高患者的肝
功能状态。本研究结果显示，ＡＩＨ患者外周血维生
素Ｄ水平降低，患者呈现维生素Ｄ缺乏状态。

本研究中，ＡＩＨ患者 Ｔｒｅｇ细胞比例及 ＩＬ１０水
平降低，经相关性分析，二者降低程度均与维生素Ｄ
缺乏程度呈正相关，说明维生素 Ｄ可能直接或间接
影响Ｔｒｅｇ细胞的比例和功能。为了进一步验证该
假设，本实验在体外条件下采用１，２５（ＯＨ）２Ｄ３直
接刺激 ＣＤ４＋Ｔ细胞，结果显示，Ｔｒｅｇ细胞比例呈上
升趋势，且Ｔｒｅｇ细胞分泌ＩＬ１０水平也增高，证明维
生素 Ｄ可直接诱导 Ｔｒｅｇ细胞增殖分化，进而揭示
ＡＩＨ患者体内 Ｔｒｅｇ细胞减少在某种程度上与维生
素Ｄ缺乏有关。本研究为 ＡＩＨ在临床治疗的同时
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需要补充维生素Ｄ提供了理论依据。
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能异常率为３４．８％［７］。本研究结果发现，不同丙

戊酸钠血药浓度的３组患儿的肾功能和红细胞参
数比较差异均无统计学意义。高浓度组患儿

ＡＬＴ、ＡＳＴ水平显著高于低浓度组和中浓度组，差
异有统计学意义。说明高丙戊酸钠血药浓度的患

者和长期用药的患者出现肝功异常的概率增加，

ＡＬＴ和 ＡＳＴ可较早反映肝脏损伤，对于长期服用
该药的患者，应定期检测这些指标，并及时对症

治疗。

综上所述，长期服用高浓度丙戊酸钠可引起

ＡＬＴ和ＡＳＴ异常。因此，癫痫患儿使用丙戊酸钠
时，应特别注意监测 ＡＬＴ和 ＡＳＴ，及时调整丙戊酸
钠剂量，降低丙戊酸钠血药浓度及因血药浓度高引

起的不良反应，保证患者用药安全，提高患者的生活

质量，实现个体化精准治疗。
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