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4-1BBL /4-1BB 信号对系统性红斑狼疮患者

外周血淋巴细胞活化的影响
高元元1，吴俊英1，2，李柏青2，王 慧1，梁友宝2，梁 华2

［摘要］目的:探讨 4-1BBL /4-1BB 信号对系统性红斑狼疮( SLE) 患者外周血淋巴细胞活化及共刺激分子表达的影响。方法:

用 CD3 单抗刺激 SLE 患者外周血单个核细胞，并用抗 4-1BBL 单抗阻断 4-1BBL /4-1BB 共刺激信号，流式细胞术检测阻断前后

T、B 细胞上 4-1BB、CD40L、4-1BBL、CD40 以及 CD69 表达水平。结果:SLE 患者 T 细胞上 CD69 表达明显高于正常对照组( P ＜
0． 01) ; SLE 患者外周血 T 细胞上 4-1BB、CD40L 和 B 细胞上 4-1BBL、CD40 表达明显高于正常对照组( P ＜ 0． 01) ，活化后 T 细

胞上共刺激分子表达升高更加明显( P ＜ 0． 01 ) ; 抗 4-1BBL 单抗阻断后 4-1BB、CD40L 表达明显下降( P ＜ 0． 01 ) ，B 细胞上

CD40 表达下降，与 SLE 未活化组和活化组比较差异有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。结论:SLE 患者外周血 T、B 细胞活化水平升

高，4-1BBL /4-1BB 信号对其活化状态维持可以起重要作用。
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The effect of costimulatory signal 4-1 BBL /4-1 BB on
the activation of peripheral blood lymphocytes with systemic lupus erythematosus

GAO Yuan-yuan1，WU Jun-ying1，2，LI Bai-qing2，WANG Hui1，LIANG You-bao2，LIANG Hua2

( 1． Research Center of Clinical Laboratory Science;
2． Department of Immunology，Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China)

［Abstract］Objective: To investigate the effect of costimulatory signal 4-1BBL /4-1 BB in the activation of the T lymphocytes and the
expression of costimulatory molecule of patients with ( SLE ) ． Methods: The peripheral blood mononuclear cells ( PBMCs ) were
stimulated with anti-CD3 and the costimulatory signal of 4-1BBL /4-1BB was blocked by anti-4-1BBL． The expressions of 4-1BB，

CD40L，4-1BBL，CD40 and CD69 of T cell and B cell before blocked and after blocked by anti-4-1BBL were detected by flow
cytometry． Results: The expression of CD69 on T cells of SLE patients showed significant difference( P ＜ 0． 01) with healthy controls．
The expressions of 4-1BB，CD40L，4-1BBL and CD40 on the lymphocytes of SLE patients were significantly higher than that of normal
control( P ＜ 0． 01 ) ． There were obviously increased expression of 4-1BB and CD40L on the T lymphocytes stimulated by anti-CD3
antibody in SLE patients than healthy controls ( P ＜ 0． 01 ) ． With the anti-4-1BBL monoantibody blocked，there were decreased
expression of 4-1BB CD40L ( P ＜ 0． 01 ) ． The expression of CD40 on B cell was significantly decreased，which is less than SLE
unstimulted group and SLE stimulated group( P ＜ 0． 05) ． Conclusions: T cell and B cell activation level of SLE patients were increased
and 4-1BBL /4-1BB signals play a role in keeping the activation．
［Key words］ lupus erythematosu，systemic; 4-1BB; CD40L; CD69

系统性红斑狼疮( systemic lupus erythematosus，
SLE) 是一种复杂的多基因自身免疫性疾病，发病缓

慢，常隐袭发生，主要侵袭育龄期女性，临床表现多

样且变化多端，常累及机体的皮肤、浆膜、关节、肾小

球及中枢神经等多个器官系统。在疾病发生过程

中，机体的细胞免疫和体液免疫功能异常，多种自身

抗体( 如抗核抗体、抗 DNA 抗体、抗 Sm 抗体、抗血

细胞抗体等) 的产生可能是导致 SLE 病理性损害的

关键原因，但其具体的机制尚不十分清楚［1］。近年

有研究［2 － 5］报道，共刺激分子在 SLE 的发生发展中

起着重要作用，SLE 患者 T 细胞表面 CD28 表达下

调，但 4-1BB 表达显著增强，提示 4-1BB 可能为其 T
细胞活化提供重要的共刺激信号，影响着 SLE 的发

生发展。本文利用抗 4-1BBL 单抗阻断 4-1BBL /4-
1BB 信号通路，观察阻断前后 SLE 患者外周血 T、B
细胞的活化情况以及共刺激分子的表达水平，探讨

4-1BBL /4-1BB 信号系统在 SLE 发病中的作用。

7711蚌埠医学院学报 2011 年 11 月第 36 卷第 11 期

DOI:10.13898/j.cnki.issn.1000-2200.2011.11.024



1 材料与方法

1． 1 病例选择 选择 2010 年 4 ～ 7 月在蚌埠医学

院第一附属医院风湿免疫科住院的 SLE 患者 22 例

( SLE 组) ，诊断均符合 1982 年美国风湿病学会 SLE
分类标准，并除外其他全身性疾病和感染性疾病。
其中男 5 例，女 17 例; 年龄 12 ～ 70 岁。正常对照组

为健康体检者，男 6 名，女 16 名; 年龄 22 ～ 38 岁。2
组在年龄、性别构成等方面具可比性。
1． 2 主要试剂和仪器 淋巴细胞分离液( 中国医

学科学院生物医学研究所) ; 胎牛血清( 杭州四季青

公司) ; RPMI 1640 培养基( GIBCO 公司) ; 抗人 CD3
单克隆抗体、rhIL-2 ( 李柏青博士惠赠) ; 鼠抗人 4-
1BBL 单抗、CD137L-PE ( 美国 BD 公司) ; CD3-FITC
( 天津协科) ，CD19-FITC ( Ancell 公司) ，CD137-PE、
CD40-PE、CD40L-PE( 均为 eBioscience 公司) ，CD69-
PE( Invitrogen 公司) ，同型 对 mIgG2-PE ( Invitrogen
公司) ; 流式细胞仪 Calibur( 美国 BD 公司) 。
1． 3 方法

1． 3． 1 外周血单个核细胞( PBMC) 的分离和刺激

分别抽取 SLE 组患者、正常对照组晨起空腹静脉

血 10 ml 于肝素抗凝管中，常规密度梯度离心法分

离获取 PBMC，调整细胞密度为 1． 5 × 106 个 /ml 备

用。用抗 CD3 单抗刺激 T 细胞活化，并按以下分组

实验: ( 1 ) 实验孔 1，加入 SLE 组患者 PBMC 悬液

1 ml; ( 2 ) 实验孔 2，加入 SLE 组患者 PBMC 悬液

1 ml，抗 CD3 单抗( 终浓度为 5 μg /ml) 和 rhIL-2 ( 终

浓度 50 u /ml) ; ( 3) 实验孔 3，SLE 组患者 PBMC 悬

液 1 ml，抗 CD3 单抗( 终浓度为 5 μg /ml) 和 rhIL-2
( 终浓度 50 u /ml) ，再加入抗 4-1BBL 单抗( 终浓度

为 5 μg /ml) ; 同时设置正常对照组。将上述各实验

组置 37 ℃、5%CO2 和 95%湿度条件下孵育 12 h，加

入刺激物及收集细胞前均以锥虫蓝拒染法检测细胞

活力，活细胞达到 95%以上。
1． 3． 2 流式细胞术检测 T 细胞上 CD69 表达 收

集上述各组细胞悬液于离心管中，加入等体积预冷

的 PBS 混匀，1 500 r /min 离心 5 min，弃上清，用

PBS 重悬细胞，调整密度为 1 × 106 个 /ml，分别取

30 μl 细胞悬液加入流式管中，再分别加入荧光标记

的鼠抗人单克隆抗体 CD3-FITC /CD69-PE，阴性对

照加入相同荧光标记的同种型免疫球蛋白，4 ℃ 避

光孵育 30 min，孵育后的细胞悬液用 1 ml PBS 洗涤

2 次后每管再分别加入 300 μl PBS 重悬，用流式细

胞仪检测，并用 Cellqest 软件分析 T 淋巴细胞表达

CD69 的阳性细胞数。
1． 3． 3 流式细胞术检测 T、B 细胞共刺激分子表达

将上述培养细胞悬液收集于离心管中，加入等体

积预冷 PBS 混匀，1 500 r /min 离心 5 min，弃上清，

用 PBS 重悬细胞密度为 1 × 106 个 /ml，分别取 30 μl
细胞悬液加入流式管中，再分别加入荧光标记的鼠

抗人单克隆抗体 CD3-FITC /CD137-PE、CD19-FITC /
CD137L-PE、 CD3-FITC /CD40L-PE、 CD19-FITC /
CD40-PE，阴性对照加入相同荧光标记的同种型免

疫球蛋白，4 ℃避光孵育 30 min，孵育后的细胞悬液

用 1 ml PBS 洗涤 2 次后每管再分别加入 400 μl PBS
重悬，用流式细胞仪检测，并用 Cellqest 软件分析淋

巴细胞表达共刺激分子的阳性细胞数。
1． 4 统计学方法 采用方差分析、q 检验和相关

分析。

2 结果

2． 1 阻断 4-1BBL /4-1BB 信号对 SLE 组患者外周

血 T 细胞活化的影响 SLE 组患者外周血 T 细胞

CD69 表达明显高于正常对照组( P ＜ 0． 01) ，抗 CD3
单抗刺激活化后表达显著升高( P ＜ 0． 01 ) ，应用抗

4-1BBL 单抗阻断后 T 淋巴细胞上 CD69 的表达明

显下降( P ＜ 0． 01) ( 见表 1) 。

表 1 SLE 患者外周血 T、B 细胞 CD69 表达水平( ni = 22;

x ± s)

分组 CD69 /CD3

正常对照组 0． 77 ± 0． 46

SLE 未活化组 9． 99 ± 3． 64＊＊

SLE 活化组 34． 40 ± 19． 27＊＊##

SLE 阻断组 16． 28 ± 7． 05＊＊#△

F 40． 85

P ＜ 0． 01

MS组内 108． 624

q 检验: 与正常对照组比较＊＊P ＜ 0． 01; 与 SLE 未活化组比较，

#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01; 与 SLE 活化组比较，△P ＜ 0． 01

2． 2 阻断 4-1BBL /4-1BB 信号对 SLE 组患者外周

血 T、B 细胞共刺激分子表达的影响 实验结果表

明，SLE 组患者 T、B 淋巴细胞上 4-1BB、CD40L、4-
1BBL、CD40 的 表 达 明 显 高 于 正 常 对 照 组 ( P ＜
0． 05) ; 抗 CD3 单抗刺激活化后 T 细胞上共刺激分

子表达显著升高，与正常对照组、SLE 未活化组比较

差异有统计学意义( P ＜ 0． 01) ，而 B 细胞上共刺激

分子表达无明显变化( P ＞ 0． 05) ; 应用抗 4-1BBL 单

抗阻断后 T 细胞上 4-1BB、CD40L 的表达明显下降，
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与正常对照组、SLE 未活化组、SLE 活化组比较差异

有统计学意义( P ＜ 0． 01 ) ，B 细胞上 CD40 表达下

降，与 SLE 未活化组和活化组比较差异有统计学意

义( P ＜ 0． 05) ( 见表 2、图 1) 。

表 2 SLE 患者 T 细胞 CD137、CD40L 和 B 细胞 CD137L、CD40 的表达水平( ni = 22; x ± s)

分组 CD137 CD137L CD40 CD40L

正常对照组

PBMC 0． 99 ± 0． 83 0． 49 ± 0． 38 0． 76 ± 0． 70 2． 40 ± 2． 54

SLE 组

PBMC 21． 88 ± 16． 87＊＊ 3． 43 ± 5． 03* 3． 56 ± 4． 10* 23． 84 ± 15． 56＊＊

PBMC + anti-CD3 35． 13 ± 19． 56＊＊## 3． 33 ± 4． 17* 3． 83 ± 4． 06＊＊ 36． 20 ± 19． 70＊＊##△

PBMC + anti-CD3 + anti-4-1BBL 9． 18 ± 6． 44* ##△△ 1． 61 ± 2． 70 1． 52 ± 2． 26#△ 11． 66 ± 10． 86* ##△△

F 27． 70 3． 55 5． 17 25． 18

P ＜ 0． 01 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05 ＜ 0． 01

MS组内 177． 338 12． 531 9． 722 188． 649

q 检验: 与正常对照组比较* P ＜0．05，＊＊P ＜0．01; 与SLE 组PBMC 比较#P ＜0．05，##P ＜0．01; 与SLE 组PBMC +anti-CD3 比较△P ＜0．05，△△P ＜0．01
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2． 3 SLE 患者外周血 T 细胞上 4-1BB 与 CD69 表

达相关性分析 SLE 患者外周血经过 CD3mAb 刺激

和 4-1BBL mAb 阻断后 4-1BB 的表达与 CD69 均呈

正相关关系( 见表 3) 。

表3 SLE 患者外周血 T 细胞4-1BB 与 CD69 表达的相关性分析

SLE 组 r P

PBMC 0． 524 ＜ 0． 01

PBMC + CD3mAb 0． 498 ＜ 0． 01

PBMC + CD3mAb + 4-1BBL mAb 0． 663 ＜ 0． 01

3 讨论

SLE 是一种复杂的多基因自身免疫性疾病，发

病机制错综复杂，至今仍未明确，但众所周知，SLE
患者细胞免疫和体液免疫均出现紊乱，B 细胞过度

活化产生大量自身抗体是其致病的主要因素。B 细

胞的活化需要 T、B 细胞的相互作用，这一相互作用

过程包括: ( 1 ) 外来抗原或自身成分变异产生抗原

与 BCR 结合提供 B 细胞活化的第一信号; ( 2 ) B 细

胞作为抗原提呈细胞( antigen presenting cell，APC)

递呈抗原，为 T 细胞活化提供第一信号; ( 3 ) 活化 T
细胞表达的共刺激分子( 如 CD40L) 与 B 细胞表面

相应分子( 如 CD40 ) 结合，为 B 细胞活化提供第二

信号; ( 4) B 细胞表达的共同刺激分子( 如 B7 ) 与 T
细胞表面相应分子( 如 CD28 ) 结合，为 T 细胞活化

提供第二信号。在上述作用过程中，T 细胞只有在

活化后才能为 B 细胞提供第二信号［6 － 7］。因此，在

SLE 的发病机制中，B 细胞异常活化产生的多种自

身抗体可能是引起病理损害的直接原因，而 T 细胞

的活化则可能是 B 细胞激活的原动力。SLE 患者的

T 淋巴细胞功能紊乱及其共刺激分子的表达异常在

疾病中发挥着重要作用，因而共刺激分子在参与 T
细胞活化及功能异常中的作用成为目前关注的焦

点。有研究［8］报道 4-1BBL /4-1BB，CD40L /CD40 在

许多细胞表面包括肿瘤细胞表面表达，与肿瘤与自

身免疫性疾病的发生相关。
已有实验研究协同刺激分子 4-1BB 可能通过

p38MAPK 信号转导通路促使 SLE 患者 T 淋巴细胞

的活化 与 增 殖［9］。本 实 验 通 过 抗 CD3 单 抗 刺 激

SLE 患者 PBMC 活化，并且应用抗 4-1BBL 单抗阻断

4-1BBL /4-1BB 信号以观察该信号对 SLE 患者 T 淋

巴细胞活化的影响。实验结果表明，阻断 4-1BBL /
4-1BB 信号，T 细胞活化收到明显抑制，T 细胞早期

活化的标志 CD69 的表达也随之下降，同时 T 细胞

上 4-1BB、CD40L 等共刺激分子的表达也显著下降，

但是对 B 细胞上的 4-1BBL、CD40 分子的影响较小，

原因并不十分清楚，可能与 B 细胞缺乏共同刺激信

号刺激有关。用 IgM 抗体刺激 SLE 患者外周血 B
细胞，B 细胞上的 4-1BBL、CD40 分子可能会显著上

升，相反若用抗 CD40L 单抗阻断 CD40 /CD40L 信

号，则会明显抑制 B 细胞的活化和自身抗体的产

生。T、B 细胞相互作用，天然的调节性 T 细胞能够

直接抑制产生自身抗体的自体反应性 B 细胞，进而

抑制了 SLE 的自体免疫反应［10］，然而也有研究［11］

表明，部分 B 细胞的高反应性并不依赖 T 细胞的辅

助。所以 T、B 细胞的相互作用机制非常复杂，有待

于进一步的探讨。
综上所述，鉴于研究发现的 SLE 致病机制，人

们寻找出了一套治疗 SLE 的免疫疗法，目的都是抑

制 T、B 细胞的活化，包括针对免疫细胞如 B 细胞的

疗法，针对免疫分子如共刺激分子、细胞因子等的疗

法，研究者通过细胞移植，静脉注射 Ig 人化的抗

CD40L 来治疗 SLE。还有研究［12］将抗 4-1BB 单抗

注射 SLE 模型小鼠体内可以减轻 SLE 小鼠的症状，

延长其寿命，这为抗 4-1BB 单抗治疗 SLE 提供了实

验依据。这些免疫疗法与以往使用的皮质醇、乙酰

唑胺、氨甲喋呤和环磷酰胺等药物疗法相比副作用

较小，但 SLE 的治疗仍需要免疫抑制剂和免疫疗法

双管齐下的综合治疗。
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瘦素抵抗肥胖雌性大鼠肺通气功能的损伤研究

姚荣英1，顾 璇2，郑 玲3

［摘要］目的:观察高脂饮食诱导的瘦素抵抗肥胖大鼠肺通气功能( PVF) 的变化。方法:将 30 只 SD 雌性刚离乳大鼠按体重随

机分成对照组和高脂组各 15 只; 对照组给予普通饲料喂养，高脂组给予高脂饲料喂养，第 8 周末按体重增量从高脂组中筛选

出 7 只大鼠作为瘦素抵抗肥胖组，测定 2 组大鼠的体重、血清瘦素浓度及潮气量( TV) 、肺通气量( PV) 、用力肺活量( FVC) 、最
大呼气中段流量( MMEF) 、吸气峰流量( PIF) 和呼气峰流量( PEF) 。结果:瘦素抵抗肥胖组第 3 周末至第 8 周末大鼠的体重和

第 8 周末血清瘦素浓度、PV、PIF 与 PEF 均高于对照组( P ＜ 0． 05 ～ P ＜ 0． 01 ) ，TV、FVC 和 MMEF 差异均无统计学意义( P ＞
0． 05) 。结论:饮食诱导的瘦素抵抗性肥胖降低了雌性大鼠的 PVF。
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Study on the pulmonary ventilation function in obese female rats with leptin resitance
YAO Rong-ying1，GU Xuan2，ZHENG Ling3

( 1． Department of Preventive Medicine，2． Department of Nursing，

3． Department of Physiology，Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China)

［Abstract］Objective: To explore the changes of pulmonary ventilation function( PVF) in obese rats with leptin resistance induced by
high-fat diet．Methods: Thirty female Sprague-Dawley weaning rats were randomly divided into control group and high-fat diet group
according to their body weight． Fifteen rats were fed with basic diet and 15 rats were fed with high-fat diet． At the end of the 8th week，

7 obese rats were selected by body weight from high-fat diet group as obese group with leptin resistance． The body weight，blood serum
leptin concentration，tidal volume ( TV) ，pulmonary ventilation ( PV) ，forced vital capacity ( FVC) ，maximal midexpiratary flow curve
( MMEF) ，peak inspiratory flow( PIF) and peak expiratory flow( PEF) of all rats in two groups were detected． Results: The body weight
from the 3rd week to the 8th week，blood serum leptin concentration，PV，PIF and PEF of obese group at the end of the 8th week were
higher than those of control group( P ＜ 0． 05 － P ＜ 0． 01) ． No significant difference of TV，FVC and MMEF were found between two
groups at the end of 8th week． Conclusions: Obesity with leptin resistance induced by high-fat diet impairs the PVF of female rats．
［Key words］obesity; leptin resistance; pulmonary ventilation function; rats

随着人们的生活方式和饮食结构的改变，儿童

肥胖症的发病率也随之不断升高。儿童期肥胖症是

许多疾病的危险因素。近年来发现肥胖儿童存在肺

功能异常现象，与正常体重者相比，肥胖患儿呼吸功

能异常的比例远远增加，是引起阻塞性睡眠呼吸暂

停综合征的主要因素［1］。研究［2 － 5］发现，大多数肥

胖者和啮齿类动物存在明显的瘦素抵抗。虽然，肥

胖和肺功能异常的确切关系及其机制仍不明确，但

越来越多的证据表明，肥胖、
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瘦素和肺功能之间存在
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