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摘 要:目的 分析多发性肌炎(PM)患者FAS/FASL抗原的表达与外周血淋巴细胞亚群的相关性。方法 选取17例

我院2012年10月~2014年10月接诊的活动期PM患者为研究对象;对照组为非骨骼肌疾病者20例。免疫组化法分

别检测两组患者FAS/FASL蛋白质在不同部位的表达,流式细胞仪测定两组外周血CD3+、CD4+、CD8+、CD19+、NK
细胞百分率;分析PM患者FAS/FASL抗原的表达与外周血淋巴细胞亚群的关系。结果 结果 FAS、FASL抗原在PM
肌纤维表面及浸润的淋巴细胞均有较强的表达,与对照组相比,差异有统计学意义 (P<0.01);CD4+、CD8+T细胞百

分比、CD4+/CD8+的比值高于对照组,差异有统计学意义 (P <0.05)。结论 可能CD4+T细胞介导细胞免疫与

FAS/FASL蛋白的促进肌细胞凋亡关系更加密切。
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  Abstract: Objective ToanalyzethecorrelationbetweentheexpressionofFAS/FASLantigensandpe-
ripheralbloodlymphocytesubsetsinpatientswithpolymyositis(PM). Methods Seventeenpatientswithac-
tivepolymyositiscaredatourhospitalfromOctober2012toOctober2014wereinvolvedinthisstudy,and20
patientswithnon-skeletalmusclediseasewerechosenasthecontrols.Animmunohistochemistrymethodwas
usedtomeasuretheexpressionsofFAS/FASLproteinsatdifferentlociofthetwogroups,respectively.A
flowcytometryinstrumentwasusedtodetecttheperipheralbloodlymphocytesubgroupCD3+,CD4+,CD8+,
CD19+,andNKcellspercentage.Astatisticalanalysiswasperformedontheassociationoftheexpressionof
FAS/FASLantigensandperipheralbloodlymphocytesubsetsinPMpatients. Results PMpatientswere
foundwithhigherFASandFASLantigenexpressiononPM musclefiberssurfaceandinfiltratinglymphocyte
cells,comparingtothecontrolgroupshowedstatisticallysignificantdifference(P<0.01).Theelevatedper-
centageofCD4+,CD8+TcellsandtheratioofCD4+/CD8+ werefoundinPMgroup,comparedtothecontrol
group,therewerestatisticallysignificantdifferences(P<0.05). Conclusion Maybethereweremoreclose
relationshipsbetweentheCD4+ TcellmediatedcellimmuningandFAS/FASLproteininpromotingmyocyte
apoptosis.
  Keywords: polymyositis;FA;FASL;peripheralblood;lymphocytesubgroup

  多发性肌炎(PM)是特发性炎症性肌病的一种,以
四肢近心端肌无力为主的骨骼肌非化脓性炎症性疾
病。大多数患者伴发自发性肌痛、握痛,生化检查发现
血清肌酸激酶(CK)升高,肌电图多出现肌源性改变。
骨骼肌活检病理检查,可见肌纤维变性、坏死、肌细胞
萎缩和纤维化或被脂肪组织替代 [1]。PM/DM 的发
病可能与病毒感染、遗传因素、体液免疫、细胞免疫、

MHC-Ⅰ分子的表达及多种细胞因子有关[2-3],我们
在临床工作中发现,PM患者激素治疗好转,但停药易
复发,甚至有部分患者应用激素治疗无任何疗效、病情
急剧加重,加用甲氨蝶呤、环磷酰胺或吗替麦考酚酯等
免疫抑制剂治疗,甚至应用生物制剂CD20单抗治疗,
疗效仍不佳,因而有必要对PM 患者肌细胞凋亡与体
液免疫、细胞免疫的相关性进行研究,为揭示PM肌细
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胞凋亡与人体细胞免疫、体液免疫的相关性做出贡献,
为临床发现新的有效治疗PM药物提供理论基础。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取我院2012年10月~2014年10
月接诊的PM 患者为研究对象,诊断均符合1975年

Bohan/Peter关于皮肌炎的诊断标准[4],均为活动期
患者。对照组为非骨骼肌疾病者,主要为四肢外伤需
手术治疗的排除合并骨骼肌慢性疾病者,均于研究开
始前签署知情同意书。研究组,男性7例,女性10例,
平均年龄(41.76±11.84)岁;对照组,男性10例,女
性10例,平均年龄(42.15±8.13)岁;所有研究对象均
不合并严重的心、肝、肾等器质性疾病及免疫性疾病,
且8周内未服用免疫抑制剂。两组在年龄、性别构成
比等方面的差异无统计学意义(P>0.05),具有可比
性。
1.2 研究方法

1.2.1 组织活检制备方法 所有研究对象均取上肢
或下肢近心端肌纤维5g,经10%福尔马林固定,常规
石蜡包埋,待检。
1.2.2 淋巴细胞亚群检测方法 所有研究对象均于
清晨空腹抽取静脉血5ml,采用我院流式细胞仪测定
其外周血CD3+、CD4+、CD19+、CD8+、NK细胞细胞
百分比及辅助性T细胞和抑制性T细胞比值,并做组
间比较,分析其与病情活动情况的关系,具体操作方
法按实验室规程进行。
1.3 免疫组化检测方法

1.3.1 切片制作 行石蜡包埋后制成4μm石蜡切
片3张,行免疫组化染色。
1.3.2 抗体检测 兔抗人FAS和FASL多克隆抗
体、LSAB药盒购自上海卓康生物科技有限公司,实验
过程:采用结合微波脱交联的LSAB法,所有实验步
骤均按试剂盒实验说明书进行。具体如下:4μm切片
载于玻片上,在56℃孵箱中干燥过夜,二甲苯梯度酒
精水化,置标本于枸橼酸溶液中,于微波炉中处理8
min后取出,室温下自然冷却,分别在蒸馏水及PBS
溶液中洗两次,滴3%H2O2 及DAKO药盒阻断液处
理8min,滴10%正常牛血清于37 ℃室温放置10
min,阻断非特异性蛋白结合点,之后PBS液冲洗3
次,滴加稀释的一抗,其中FAS抗原在室温中孵育30
min,FASL在4℃湿盒中过夜,再经PBS洗3次,滴加
标记的多聚HRP,于室温放置25min后PBS冲洗3
次,滴加DAB液,显色后用苏木素复苏。

结果判断:在标本染色过程中,加入由卓康生物科
技有限公司提供的切片作为阳性对照(+++),用
PBS替代一抗作为阴性对照。根据肌肉纤维着色的深

浅及着色细胞占总细胞数的百分比,将其分为4个等
级:- :无阳细胞;+:阳性细胞<20%;++:阳性细
胞占20%~50%;+++:阳性细胞>50%。
1.4 统计学方法 所有数据均采用SPSS15.0统计
学软件进行分析,两组构成比资料采用秩和检验分析,
计量资料采用两样本均数比较的t检验分析,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 病理形态学改变 PM肌肉组织活检,经 HE染
色后在光镜下均可见到肌纤维肿胀,横纹肌消失,肌浆
透明化,肌纤维膜细胞核增多,肌组织内炎症细胞浸
润,以淋巴细胞为主的炎症细胞浸润。对照组肌肉组
织活检,经HE染色后在光镜下均可见到肌纤维正常,
肌组织周围有炎症细胞浸润,亦以淋巴细胞为主的炎
症细胞浸润。
2.2 FAS、FASL在PM不同部位的表达差异 FAS
抗原在PM肌纤维表面及浸润的淋巴细胞均有较强的
表达,而正常对照组则为低表达,PM与对照组相应阳
性率比较,差异均有统计学意义 (P <0.05);FASL
抗原在PM肌纤维表面及浸润的淋巴细胞均有较强的
表达,而正常对照组则为低表达,两组相应阳性率比
较,差异均有统计学意义 (P<0.01),见表1、表2。

表1 FAS在PM标本中的表达 (n,%)

组别 - + ++ +++ Z P
肌纤维

 PM组 3(17.65) 2(11.76) 4(23.53) 8(47.06) -3.810 <0.001
 对照组 16(80.00) 1(5.00) 2(10.00) 1(5.00)
淋巴细胞

 PM组 1(5.88) 3(17.65) 5(29.41) 8(47.06) -3.335 0.001
 对照组 10(50.00)3(15.00) 6(30.00) 1(5.00)

2.3 两组外周血淋巴细胞亚群细胞百分比对比 
CD4+、CD8+细胞百分比高于对照组,差异有统计学
意义(P <0.05),CD4+/CD8+ 比值高于对照组,差
异有统计学意义(P<0.05),见表3。

表2 FASL在PM标本中的表达 (n,%)

组别 - + ++ +++ Z P
肌纤维

 PM 组 1(5.88) 3(17.65) 6(35.29) 7(41.18) -4.354 <0.001
 对照组 13(85.00)5(10.00) 2(5.00) 0(0)
淋巴细胞

 PM 组 1(5.88) 4(23.53) 4(23.53) 8(47.06) -3.186 0.001
 对照组 10(50.00)3(15.00) 6(30.00) 1(5.00)

表3 PM组及对照组T、B淋巴细胞亚群、NK细胞检测结果 (췍x±s,%)

组别 n CD3+ CD4+ CD8+ CD19+ NK CD4+/CD8+

PM组 17 66.43±8.83 41.63±8.38 22.01±3.19 11.4±9.47 21.55±2.71 2.00±0.62
对照组 20 69.86±7.68 36.89±4.14 19.41±3.65 16.01±5.16 23.40±48.11 1.63±0.40
t  1.264 2.233 2.339 1.794 0.158 2.189
P  0.215 0.032 0.013 0.073 0.875 0.035

(下转第47页)
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(上接第38页)
3 讨论

PM是细胞免疫介导的针对肌纤维的自身免疫反
应,是T细胞介导的细胞免疫反应,它的靶器官是肌
纤维。我们检测PM患者外周血淋巴细胞亚群,发现
其CD4+、CD8+T细胞百分比均高于对照组,CD+/
CD8+的比值亦高于对照组,此结果与张士发等[5]的研
究结果相同。而CD4+T细胞具有辅助/诱导功能,
CD8+T细胞具有抑制/细胞毒功能,从本研究结果分
析,CD4+、CD8+T细胞百分比均高于对照组,提示

PM患者CD4+、CD8+T细胞均参与细胞免疫作用,
至于CD4+/CD8+ 的比值亦高于对照组,可能为PM
患者由CD4+T细胞介导的以诱导功能为主的作用更
强于CD8+T细胞的细胞毒作用,这与张士发等[5]的
观点又有不一致之处。目前临床上对PM淋巴细胞亚
群变化的研究和检测尚不多,且结论也不尽一致[6-7],
这均说明了免疫性疾病作用机制的复杂性。
FAS/FASL一直以来被认为是细胞介导程序死

亡的通路[8],近年关于凋亡机制是否参与肌细胞的坏
死及凋亡相关因子在PM/DM 发病中的作用受到许
多学者的关注[9],本研究FAS/FASL蛋白在PM患者
中明显表达,与文献研究相符[10],说明PM 患者肌纤
维及其周围组织促进细胞凋亡的活性是活跃的,结合
我们研究发现PM患者免疫失调以CD4+、CD8+细胞
免疫功能亢进为主,其中CD4+T细胞介导的诱导功
能更强于CD8+T细胞的细胞毒作用,说明PM 患者
诱导肌细胞凋亡及细胞毒作用至肌细胞死亡、肌细胞
周围炎症反应同时存在,可能CD4+T细胞介导细胞
免疫与FAS/FASL蛋白的促进肌细胞凋亡关系更加
密切,但促进PM患者肌纤维肿胀、横纹肌消失的因素

可能尚有其他更强信号分子作用。
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