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川崎病患儿治疗前后抗体分泌细胞和免疫球蛋白样受体水平的变化
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[摘要]目的:探讨川崎病(KD)患儿 B 细胞亚群特异性抗体分泌细胞(ASC)、免疫球蛋白样受体(LILR)表达特征。 方法:选取

我院 2018 年 1 月至 2021 年 3 月收治的急性期 KD 患儿 32 例为观察组及体检健康儿童 19 例为对照组。 其中 11 例 KD 患儿(类

固醇组)Egami 评分>3 分,预测可能存在静脉注射免疫球蛋白( IVIG)无反应,采用类固醇药物治疗,其余 21 例患儿( IVIG 组)
均给予 IVIG 治疗,比较对照组与观察组治疗前后 CD19+

 

B 细胞群中 ASC、白细胞 LILR 表达情况。 结果:观察组 KD 患儿外周血

单核细胞(PBMC)水平、B 细胞亚群中 ASC 水平高于对照组(P<0. 05)。 IVIG 组及类固醇组患儿治疗后 PBMC 水平、PBMC 中

CD4+
 

T 细胞、CD8+
 

T 细胞水平均高于治疗前(P<0. 05),ASC 水平低于治疗前(P<0. 05),且类固醇组 ASC 占比低于 IVIG 组(P<
0. 05)。 流式细胞术检查显示,4 种抑制性 LILR 亚型在单核细胞上表达,LILRB1 在每个 B 细胞亚群上表达,而 LILRB2 或

LILRB3 在 B 细胞亚群上的表达在急性期和治疗后均较少;LILRB4 在 ASC 上呈现唯一表达,其急性期水平低于单核细胞;观察

组 ASC 的 LILRB1、LILRB4 水平高于对照组,且治疗后低于治疗前(P< 0. 05)。 结论:KD 患儿急性期 ASC 呈升高趋势且富含

LILRB4 表达,治疗结果不受类固醇给药影响。 ASC 可能在 KD 发生发展过程中发挥着重要作用。
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[Abstract] Objective:
 

To
 

probe
 

into
 

the
 

expression
 

characteristics
 

of
 

B
 

cell
 

subset
 

specific
 

antibody-secreting
 

cells
 

( ASC)
 

and
 

leukocyte
 

immunoglobulin-like
 

receptors
 

(LILR)
 

in
 

children
 

with
 

Kawasaki
 

disease
 

(KD).
 

Methods:
 

Thirty-two
 

children
 

with
 

acute
 

KD
 

admitted
 

into
 

our
 

hospital
 

from
 

Jan.
 

2018
 

to
 

Mar.
 

2021
 

were
 

extracted
 

as
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

19
 

healthy
 

children
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.
 

Egami
 

score
 

of
 

11
 

KD
 

children
 

(steroid
 

group)
 

was
 

greater
 

than
 

3
 

points,
 

predicting
 

that
 

intravenous
 

immunoglobulin
 

(IVIG)
 

was
 

not
 

responsive,
 

and
 

steroid
 

drugs
 

were
 

administered.
 

The
 

remaining
 

21
 

children
 

(IVIG
 

group)
 

received
 

IVIG
 

treatment.
 

Expression
 

of
 

ASC
 

and
 

LILR
 

in
 

CD19+
 

B
 

cells
 

was
 

compared
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

between
 

the
 

control
 

group
 

and
 

observation
 

group.
 

Results:
 

In
 

the
 

observation
 

group,
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cell
 

( PBMC)
 

and
 

ASC
 

in
 

B
 

cell
 

subsets
 

of
 

children
 

with
 

KD
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0. 05).
 

In
 

the
 

IVIG
 

group
 

and
 

steroid
 

group,
 

PBMC
 

levels,
 

CD4+
 

T
 

cells
 

and
 

CD8+
 

T
 

cells
 

in
 

PBMC
 

after
 

treatment
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

before
 

treatment
 

(P<0. 05),
 

while
 

ASC
 

levels
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

before
 

treatment
 

(P
<0. 05),

 

and
 

ASC
 

in
 

the
 

steroid
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

IVIG
 

group
 

(P<0. 05).
 

Flow
 

cytometry
 

analysis
 

showed
 

that
 

all
 

four
 

inhibitory
 

LILR
 

subtypes
 

were
 

expressed
 

on
 

monocytes,
 

LILRB1
 

was
 

expressed
 

on
 

each
 

B
 

cell
 

subset,
 

while
 

the
 

expression
 

of
 

LILRB2
 

or
 

LILRB3
 

on
 

B
 

cell
 

subsets
 

was
 

lower
 

during
 

the
 

acute
 

phase
 

and
 

after
 

treatment.
 

LILRB4
 

was
 

uniquely
 

expressed
 

on
 

ASC,
 

and
 

its
 

level
 

during
 

the
 

acute
 

phase
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

on
 

monocytes.
 

The
 

levels
 

of
 

LILRB1
 

and
 

LILRB4
 

on
 

ASC
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

decreased
 

after
 

treatment
 

(P<0. 05).
 

Conclusion:
 

In
 

the
 

acute
 

stage,
 

ASC
 

of
 

children
 

with
 

KD
 

shows
 

an
 

elevated
 

trend
 

and
 

is
 

enriched
 

in
 

LILRB4
 

expression,
 

the
 

treatment
 

outcome
 

is
 

not
 

affected
 

by
 

steroid
 

administration.
 

ASC
 

cells
 

may
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

progression
 

of
 

KD.
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B
 

cell
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　 　 川崎病(Kawasaki
 

disease,KD)作为一种患儿自身免

疫障碍引发的急性自限性系统性血管炎,已成为儿童后

天性心脏病的主要影响因素之一。 儿童患上 KD 后,常
出现持续发热、非化脓性结膜炎等临床症状[1] 。 自 1967
年川崎对 KD 的最初描述以来,研究人员和临床医师均

致力于确定 KD 的病因,但 KD 发病机制等尚未阐明。
有文献表明,急性期 KD 患儿外周血单核细胞( PBMC)
中 CD19+占比升高[2] 。 此外,单克隆免疫球蛋白 A(IgA)
浆细胞在 KD 急性期浸润血管壁,表明患儿存在对传染

原的体液免疫反应[3] 。 但 KD 是一种自限性疾病,不直

接归因于自身抗体的产生。 对 KD 患儿的全基因组关联

研究确定了 KD 的易感基因, 包括 FCGR2A、 ITPKC、
CASP3、HLA、BLK 和 CD4+

 

T 细胞,其中 BLK 和 CD4+
 

T 细

胞与 B 细胞功能密切相关,单克隆免疫球蛋白 G( IgG)
低亲和力受体 FCGR2A 的非同义基因多态性与 KD 发病

机制和静脉注射丙种球蛋白(IVIG)有效性相关[4-5] 。 白

细胞免疫球蛋白样受体( LILR)又称免疫球蛋白样转录

子(ILT),是具有免疫调节功能的先天免疫受体家族,
LILRB1、LILRB2 和 LILRB5 与主要组织相容性复合体Ⅰ
类分子结合并在免疫系统中发挥调节作用[6] 。 因此,本
研究推测 KD 患儿 PBMC 中 B 细胞亚群及急性期和

IVIG 后免疫抑制受体表达可能具有差异,从分子水平定

义 B 细胞病理作用水平对于更好地了解 KD 和开发新治

疗策略具有重要意义。

1　 资料和方法

1. 1　 一般资料

选取我院 2018 年 1 月至 2021 年 3 月收治的急性期

KD 患儿 32 例为观察组及体检健康儿童 19 例为对照

组。 纳入标准:(1)符合《儿童风湿性疾病相关巨噬细胞

活化综合征诊断与治疗专家共识之五———川崎病篇》 [7]

中 KD 诊断标准;(2)年龄 0 ~ 5 岁;(3) 临床资料完整。
排除标准:(1)合并肝肾功能或免疫功能障碍;(2)合并

先天性心脏病;(3)合并严重感染或肢体残疾;(4)合并

严重精神疾病。 32 例 KD 患儿中,11 例 ( 类固醇组)
Egami 评分>3 分,预测可能存在 IVIG 无反应,在 IVIG 治

疗基础上加用类固醇药物治疗,其余 21 例患儿( IVIG
组)均给予 IVIG 治疗。 本研究经我院医学伦理委员会

批准[伦审 2017(13)号],患儿家属均已签署知情同意

书。 样本量计算公式 n = Z2 ×σ2 / d2,Z 为置信区间、n 为

样本容量、d 为抽样误差范围、σ 为标准差取 0. 5。

1. 2　 方法

1. 2. 1 　 外 周 血 样 本 采 集 　 在 IVIG 治 疗 前, 使 用

Hemogard 采血管从观察组及对照组儿童获得外周血样

本(0. 5 ~ 2. 0
 

mL)。 在 1 次高剂量 IVIG ( 2
 

g / kg 持续

12 ~ 20
 

h)治疗 4 ~ 12
 

d 后,再次从观察组 KD 患儿中采集

血液样本。
1. 2. 2　 主要试剂　 用于纯化 PBMC 的细胞密度梯度分

离液购自默克生物。 PE 标记的小鼠抗人 CD8+
 

T 细胞 5j
( ILT2 / LILRB1,克隆 GHI / 75) 抗体购自 BD

 

Biosciences
(Franklin

 

Lakes, NJ)。 PerCP-Cy5. 5 标记的小鼠抗人

CD19(HIB19)、别藻蓝蛋白标记的小鼠抗人 CD27(0323)、
Pacific

 

Blue 标记的小鼠抗人 CD8+
 

T 细胞( RPA-T8)、
FITC 标记的小鼠抗人 CD4+

 

T 细胞( RPA-T4)、PE-标记

的大鼠抗人 CD8+
 

T 细胞 5d( ILT4 / LILRB2) ( 42D1) 和

PE 标记的大鼠抗人 CD8+
 

T 细胞 5a ( ILT5 / LILRB3 )
(MKT5. 1)抗体购自 BioLegend

 

(San
 

Diego,CA)。 PE 标

记的小鼠抗人 CD8+
 

T 细胞 5k( ILT3 / LILRB4)抗体购自

eBioscience(San
 

Diego,CA)。 使用 CD27 作为 B 细胞标

志物,可一步识别主要的 B 细胞亚群,包括 CD27-naïve
和 CD27+记忆 B 细胞及抗体分泌细胞(ASC)。
1. 2. 3　 细胞分离　 采用细胞密度梯度分离液通过密度

梯度分离获得单核细胞。 采用磷酸盐缓冲液将新鲜血

液样本稀释至 4
 

mL 的总体积,将稀释的血液以 4
 

mL 增

量分层到 15
 

mL 离心管中的 3
 

mL 聚蔗糖淋巴细胞分

离液上,然后离心管室温下以 430 ×g 离心 40
 

min。 收

集所得单核细胞层并以磷酸盐缓冲液洗涤 2 次。 流式

细胞术分析和细胞分选如前所述,对 PBMC 进行免疫

荧光染色并在流式细胞仪上分选纯化。 使用 FACS
 

Diva 和 FlowJo 分析数据。 根据生产商说明,通过对前

向散射宽度与前向散射高度进行门控从而去除双联

细胞。

1. 3　 观察指标

(1)对照组和观察组 B 细胞亚群表达;(2) PBMC 表

达;(3) PBMC 中 ASC 占比;( 4) B 细胞亚群中 ASC 占

比;(5)观察组患儿 LILR 表达情况。

1. 4　 统计学方法

应用 SPSS
 

21. 0 统计学软件,计量资料以 x±s 表示,
采用独立样本 t 检验或 F 检验,P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结果

2. 1　 对照组和观察组 B 细胞亚群表达情况

通过流式细胞术在总活 PBMC 中门控淋巴细胞以

及作为 LILR 阳性对照的单核细胞,见图 1。 排除来自

KD 患儿的粒细胞,以免错误估计 PBMC 中淋巴细胞亚

群的表达(图 1 左二列)。 为精确检查淋巴细胞亚群,对
淋巴细胞门中的细胞进行双重细胞消除(图 1 左三列)。
单线态淋巴细胞进一步对 CD4+

 

和 CD8+ 及 CD4+ -CD8+ -
CD19+进行门控,然后对 3 个主要 B 细胞亚群进行门控,
即 CD19+

 

CD27-未活化 B 细胞、CD19+
 

CD27+记忆 B 细胞

和 CD19+
 

CD27+
 

ASC(图 1 右一列)。
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PBMC

急性期

治疗后
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图 1　 对照组和观察组 B细胞亚群表达

2. 2　 各组 PBMC 水平比较

观察组 KD 患儿 PBMC 水平低于对照组。 IVIG 组

及类固醇组患儿治疗后 PBMC 水平高于治疗前 (P <
0. 05),且两组治疗后 PBMC 水平比较差异无统计学意

义(P>0. 05)。 见表 1。

表 1　 各组 PBMC水平比较 ×106 / mL

　 组别 治疗前 治疗后

对照组 5. 75±1. 28 -
观察组 2. 24±0. 96 4. 07±1. 05∗

t 10. 349 -
P <0. 01 -
IVIG 组 2. 31±0. 98 3. 92±1. 03∗

类固醇组 2. 17±0. 95 4. 19±1. 11∗

t 0. 392 0. 700
P >0. 05 >0. 05

　 注:∗与治疗前比较,P<0. 05

2. 3　 各组 PBMC 中 ASC 占比比较

观察组患儿 PBMC 中 CD4+
 

T 细胞、CD8+
 

T 细胞占

比低于对照组,ASC 占比高于对照组(P< 0. 05)。 IVIG
组及类固醇组治疗后,PBMC 中 CD4+

 

T 细胞、CD8+
 

T 细

胞占比升高,ASC 占比降低(P< 0. 05),且两组治疗后

PBMC 中 CD4+
 

T 细胞、CD8+
 

T 细胞占比比较差异无统计

学意义(P>0. 05)。 类固醇组 ASC 占比低于 IVIG 组(P<
0. 05)。 见表 2。

2. 4　 各组 B 细胞亚群中 ASC 占比比较

观察组 KD 患儿 B 细胞亚群中 ASC 占比高于对照

组。 IVIG 组及类固醇组患儿治疗后 ASC 占比均低于治

疗前(P<0. 05),且治疗后类固醇组 ASC 占比低于 IVIG
组(P>0. 05)。 见表 3。

表 2　 各组 PBMC中 ASC占比比较 %

　 组别
CD4+

 

T 细胞 CD8+
 

T 细胞 初始 B 细胞 记忆 B 细胞 ASC
治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

对照组 39. 14±4. 07 - 13. 27±2. 66 - 17. 08±3. 42 - 3. 27±1. 06 - 0. 14±0. 02 -

观察组 27. 52±2. 98 35. 54±3. 98∗ 10. 08±2. 03 11. 52±2. 23∗ 16. 83±3. 27 16. 98±3. 39 3. 55±1. 18 3. 57±1. 21 0. 59±0. 05 0. 12±0. 03∗

t 10. 839 - 4. 506 - 0. 257 - 0. 874 - 48. 186 -

P <0. 01 - <0. 01 - >0. 05 - >0. 05 - <0. 01 -

IVIG 组 28. 14±3. 23 35. 21±3. 95∗ 10. 14±2. 12 11. 59±2. 31∗ 16. 75±3. 25 17. 05±3. 41 3. 04±1. 02 3. 29±1. 14 0. 53±0. 05 0. 17±0. 04∗

类固醇组 26. 29±2. 95 35. 73±4. 01∗ 10. 03±2. 05 11. 47±2. 19∗ 16. 91±3. 31 16. 95±3. 34 3. 59±1. 21 3. 58±1. 19 0. 62±0. 08 0. 11±0. 03∗

t 7. 181 0. 350 0. 143 0. 145 0. 131 0. 114 1. 257 0. 664 3. 400 4. 773

P <0. 01 >0. 05 >0. 05 >0. 05 >0. 05 >0. 05 >0. 05 >0. 05 <0. 05 <0. 05

　 注:∗与治疗前比较,P<0. 05
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表 3　 各组 B细胞亚群中 ASC占比比较 %

　 组别 治疗前 治疗后

对照组 0. 38±0. 6 -

观察组 2. 65±0. 27 0. 40±0. 08∗

t 43. 885 -

P <0. 01 -

IVIG 组 2. 69±0. 29 0. 41±0. 09∗

类固醇组 2. 60±0. 26 0. 35±0. 05∗

t 0. 893 2. 423

P >0. 05 <0. 05

　 注:∗与治疗前比较,P<0. 05

2. 5　 观察组患儿 LILR 表达

采用流式细胞术检查每个 B 细胞亚群 LILRB1 ~ B4
(又称 ILT2 / CD8+

 

T 细胞 5j、ILT4 / CD8+
 

T 细胞 5d、ILT5 /
CD8+

 

T 细胞 5a 和 ILT3 / CD8+
 

T 细胞 5k)的表达谱,以及

作为阳性对照的单核细胞。 4 种抑制性 LILR 亚型在单

核细胞上表达,LILRB1 在每个 B 细胞亚群上表达,而
LILRB2 或 LILRB3 在 B 细胞亚群上的表达在急性期和

治疗后均较少。 LILRB4 在 ASC 上呈现唯一表达,在急

性期水平低于单核细胞。 同时,比较平均荧光强度发现

观察组 ASC 的 LILRB1、LILRB4 水平高于对照组,且治

疗后低于治疗前(P<0. 05)。 见图 2、表 4。

同型

初始B细胞

记忆B细胞

ASC

单核细胞

LILRB1

LILRB2

LILRB3

LILRB4

0 104 105 0 104 105

0 104 105 0 104 105

0 104 105 0 104 105

0 104 105 0 104 105

治疗前 治疗后

图 2　 观察组患儿 LILR表达情况

表 4　 观察组和对照组 LILRB1、LILRB4平均荧光强度比较

指标 组别 治疗前 治疗后 t P
LILRB1 对照组 107. 21±21. 45 - - -

观察组 349. 58±60. 07∗ 172. 49±33. 83 14. 531 <0. 01
LILRB4 对照组 252. 33±39. 71 - - -

观察组 769. 84±152. 43∗ 463. 25±97. 74 9. 578 <0. 01

　 注:与对照组比较,P<0. 01

3　 讨论

KD 作为一种临床常见的婴幼儿出血性疾病,其发

病及病情发展机制尚不明确,冠状动脉损害是其较为严

重的并发症之一,也是患儿后天性心脏病的主要致病因

素,严重可导致患儿死亡,且 KD 发病率呈逐年上升趋

势[8] 。 随着全球卫生事业的发展,临床对 KD 的认识逐

渐加深,其治疗已逐步进入标准化阶段疗效较佳,但目

前国内对于 KD 患儿机体 B 细胞亚群分子层面的研究仍

处于起步阶段。 本研究结果显示, 观察组 KD 患儿

PBMC 水平低于对照组;IVIG 组及类固醇组患儿治疗后

PBMC 水平均高于治疗前 ( P < 0. 05),且两组治疗后

PBMC 水平比较差异无统计学意义(P> 0. 05);观察组

PBMC 中 CD4+
 

T 细胞、CD8+
 

T 细胞水平低于对照组,
ASC 水平高于对照组(P<0. 05);IVIG 组及类固醇组治

疗后,PBMC 中 CD4+
 

T 细胞、CD8+
 

T 细胞水平升高,ASC
水平降低(P<0. 05),且两组治疗后 PBMC 中 CD4+

 

T 细

胞、CD8+
 

T 细胞水平比较差异无统计学意义(P>0. 05),
类固醇组 ASC 占比低于 IVIG 组(P<0. 05)。

关于 KD 患儿 ACS 表达,近年有研究表明,传染病

对照患者和 KD 患者的 CD19+
 

CD27+
 

ASC 水平相似,两
组 CD19+

 

CD27+
 

ASC 占比均升高,峰值出现在第 4~6 天,其
认为 CD4+

 

T 细胞相对于 CD8+
 

T 细胞的优势可能会抑制

B 细胞向 ASC 分化[9] 。 本研究中,ASC 表达在治疗前的

急性期 KD 患儿中增加,而在 IVIG 后减少。 提示 ASC 可

能在 KD 治疗过程中发挥着重要作用。 同时,B4 表达在

急性期 KD 中的 ASC 上增加,并在 IVIG 后下调且不受类

固醇给药影响。 提示 B4 可作为免疫抑制或致耐受受

体。 在抗原呈递细胞( APC) 上表达的 B4 诱导 CD4+
 

T
细胞辅助细胞无反应性,并在与 T 细胞上的配体结合后

引发 CD4+
 

T 细胞和 CD8+
 

T 细胞向调节性 T 细胞的分

化。 APC 上 B4 的过表达抑制了核因子( NF)-κB 激活、
炎症细胞因子和共刺激分子的转录[10] 。 B4 也存在于源

自肿瘤诱导的髓源性抑制细胞( MDSC),且其可通过靶

向调节 MDSC 抗肿瘤免疫反应加快肿瘤进程[11] 。 推测

B4 也会抑制健康个体的 ASC,其作用机制类似于 B4 原

位表达的髓系细胞。 有研究从急性糖尿病(DM)患者获

得的 ASC 通路分析数据显示,与 B4
 

low / -细胞比较,B4
 

high
 

ASC 中的几种 B 细胞信号下调,与 B4 可能至少部

分抑制 ASC 的推测一致[12] 。
进一步分析 LILRB4 表达,近年来有研究指出,B4
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中的两种遗传多态性与系统性红斑狼疮(SLE)患者树突

状细胞表面表达降低、Ⅰ型干扰素和肿瘤坏死因子-α 水

平升高有关,提示 B4 在 SLE 中具有生物学作用[13] 。 证

实 B4 表达水平在其与包括自身免疫性疾病和白血病在

内的疾病关系中的重要性。 有研究表明,在响应沙门菌

感染或用沙门菌成分刺激 Toll 样受体时,也观察到树突

状细胞和巨噬细胞上 B4 表达升高,表明其在限制感染

期间的炎症反应方面具有生理作用[14-15] 。 本研究结果显

示,急性期 KD 中 ASC 上 B4 表达升高且在 IVIG 后下调。
提示在 KD 患儿中 ASC 上的 B4 具有类似于在沙门菌感

染的树突细胞上观察到的抑制功能的可能性,表明

LILRB4 在 KD 治疗过程中限制炎症反应中的作用。 基

于此结果,检查先天免疫受体的刺激是否可上调 ASC 上

B4 的表达可能具有重要价值[16] 。 此外,本研究评估了

类固醇对 PBMC 的影响,且治疗后类固醇组 ASC 占比低

于 IVIG 组(P<0. 05)。 接受类固醇治疗的 KD 患儿在治

疗前倾向于具有较高的中性粒细胞百分比和较低的淋

巴细胞百分比。 与 IVIG 治疗后和对照组比较,急性期

KD 患儿 ASC 占比更高。 在用类固醇治疗的 KD 患儿中

观察到类似趋势;与 IVIG 治疗后比较,急性期 ASC 中的

B4 水平升高,与接受类固醇治疗的 KD 患儿 ASC 变化一

致。 提示使用类固醇不会影响结果。 因此,在 KD 患儿

中,受其免疫受体分泌影响,ASC 表达升高,CD4+
 

T 细胞

和 CD8+
 

T 细胞向调节性 T 细胞的分化且 APC 上 B4 的

过表达抑制了 NF-κB 激活、炎症细胞因子和共刺激分子

的转录,急性期 KD 患儿 ASC 上 B4 表达增加。
综上所述,KD 患儿急性期 ASC 呈升高趋势且其富

含 LILRB4 表达,CD4+
 

T 细胞和 CD8+
 

T 细胞向调节性 T
细胞的分化且 APC 上 B4 的过表达抑制了 NF-κB 激活、
炎症细胞因子和共刺激分子的转录,治疗结果不受类固

醇给药影响。 ASC 细胞可能在 KD 病情发生发展过程中

发挥着重要作用。
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