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儿童系统性红斑狼疮患者外周血淋巴细胞表面

CD95的表达及临床意义

石海涛，张春莲

(北京儿童医院顺义妇儿医院皮肤性病科，北京 101300)

[摘　要]	 目的：探讨儿童系统性红斑狼疮(systemic lupus er ythematosus，SLE)外周血淋巴细胞表达CD95的

特征及与疾病活动性和其他免疫学指标间的关系。方法：使用流式细胞术检测60例SLE患儿和20

例对照外周血T淋巴细胞亚群和B淋巴细胞表面CD95的表达，并分析其与SLE疾病活动性以及实验

室检查之间的关系。结果：初发SLE患儿外周血中CD4+T细胞表面CD95的表达显著高于对照组，

差异有统计学意义(P<0.05)；初发SLE患儿外周血中CD19+B细胞表面CD95的表达显著高于健康儿

童(P<0.05)；CD19+CD95+ B细胞的比例和SLE疾病活动性呈正相关(r=0.4，P<0.05)；CD4+CD95+T

细胞的比例和SLE疾病活动性呈正相关(r=0.3，P<0.05)，CD4+CD95+T细胞的比例和外周血抗双链

DNA抗体(anti-dsDNA Abs)的水平呈正相关(r=0.2，P<0.05)；治疗后SLE患儿外周血中CD19+CD95+ 

B细胞和CD4+CD95+T细胞的比例均有显著下降，差异有统计学意义(P<0.05)。结论：儿童SLE患者

外周血中淋巴细胞表达CD95的水平显著升高，且与SLE的疾病活动性及血清中抗双链DNA抗体相

关，可以作为SLE的评价指标。
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Expression and significance of CD95 in peripheral blood 
lymphocytes of children with new-onset systemic lupus 

erythematosus
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Abstract Objective: To investigate the expression of CD95 in peripheral blood lymphocytes of children with systemic 

lupus erythematosus (SLE) and its relationship with disease activity and other immunological parameters. 

Methods: Flow cytometry was used to detect the expression of CD95 on T and B lymphocytes in peripheral 

blood of 60 children with SLE and 20 healthy children, and analyze the relationship between the expression of 

CD95 and disease activity. Results: The expression of CD95 in CD4+ T cells in peripheral blood of children with 

SLE was significantly higher than that of healthy children. The expression of CD95 in CD19+ B in peripheral blood 

of children with SLE was significantly higher than that of healthy children. The proportion of CD4+ CD95+ T 
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系统性红斑狼疮(systemic lupus erythematosus，

SLE)为累及全身多器官和组织的，以免疫系统异

常为特征的系统性自身免疫性疾病。其中，儿童

S L E 指 发 病 时 间 在 青 春 期 前 后 的 S L E ， 约 占 所 有

S L E患者的2 5 %。儿童S L E相较于成人S L E的临床

表现更为严重，在儿童SLE患者中更易出现狼疮肾

炎、神经精神病变及三系细胞减少等临床症状[1]。

深入研究儿童SLE的发病机制对提高诊治水平具有

重要的意义。

SLE发病的主要特征为体内大量存在的自身抗

体，其中抗双链DNA抗体为SLE的特异性抗体，且

与SLE的疾病活动度呈正相关 [2]。在疾病进展过程

中，自身抗体的增加为SLE复发的主要标志。SLE
中自身抗体的产生由抗原诱导产生，且为依赖T细

胞的过程。近年来研究 [3]发现：SLE体内淋巴细胞

的异常凋亡和SLE中自身抗体的产生密切相关。

C D 9 5分子和其配体为介导T细胞和B细胞凋

亡的重要分子。CD95-CD95L介导的凋亡机制是维

持机体免疫稳态的重要机制 [ 4 ]。在正常情况下，

CD95-CD95L可以快速诱导包括活化B细胞在内的

一系列细胞的凋亡，而在SLE中，存在大量活化B
细胞和 T 细胞的异常增殖。本研究探索儿童初发

S L E 患者外周血中 B 细胞和 T 细胞表达 C D 9 5 的水

平，初步阐明CD95介导的凋亡机制在SLE发病中

的作用，为评价和治疗儿童SLE提供新方向。

1  对象与方法

1.1  对象

选 取 北 京 顺 义 区 妇 幼 保 健 院 自 2 0 1 4 年 1 月

至2 0 1 6年1 1月住院及门诊的儿童S L E患者6 0例，

其 中 男 7 例 ， 女 5 3 例 ， 年 龄 ( 1 2 . 5 ± 3 . 6 ) 岁 。 纳 入

标 准 ： 所 有 患 者 均 符 合 2 0 0 9 年 美 国 风 湿 病 学 会

修订的 S L E 分类标准 [ 5 ]。排除标准： 1 ) 患有急慢

性 感 染 、 肿 瘤 或 其 他 自 身 免 疫 性 疾 病 及 严 重 系

统 性 疾 病 者 ； 2 ) 家 属 不 同 意 入 组 者 。 所 有 S L E
患 儿 均 根 据 S L E 疾病活动度评分 (s y s t e m i c  l u p u s 
erythematosus disease activity score，SLEDAI)分为活

动性SLE(SLEDAI>4分)和非活动性SLE(SLEDAI≤ 

4分)。另选性别和年龄与SLE患者相匹配的体检健

康儿童2 0例作为对照，实验采血均经患儿家长同

意，本研究征得医院伦理委员会批准实施。

纳入60例SLE患儿及20例健康对照儿童，并分

成SLE组和对照组，其中SLE组又分为初发组和治

疗后组，初发组患儿共20例，病程<3个月，未接

受任何治疗，男2例，女18例，年龄(12.5±3.6)岁，

SLEDA I评分9.5±4.3，其中活动性(SLEDA I>4分) 
SLE患儿16例，非活动性(SLEDAI≤4分)SLE患儿 
4 例。治疗后组患儿共 4 0 例，接受药物治疗时间

> 6 个 月 ， 男 5 例 ， 女 3 5 例 ， 年 龄 ( 1 5 . 4 ± 4 . 3 ) 岁 ，

SLEDA I评分5.7±4.7，其中活动性(SLEDA I>4分)
SLE患儿14例，非活动性(SLEDAI≤4分)SLE患儿 
26例。其中接受环磷酰胺联合激素及羟氯喹治疗

SLE患儿5例，接受吗替麦考酚酯联合激素及羟氯

喹治疗SLE患儿10例，接受甲氨蝶呤联合激素加羟

氯喹治疗SLE患儿8例，接受激素联合羟氯喹治疗

SLE患儿17例。对照组包括20例健康对照儿童，其

中男3例，女17例，年龄(13.5±3.4)岁。

根据 S L E D A I 评分将所有 S L E患儿分为 2组： 
1 ) 活 动 性 S L E 组 ， 包 括 儿 童 S L E 患 者 3 0 例 ，

SLEDAI>4分；2)非活动性SLE组包括儿童SLE患者

30例，SLEDAI≤4分。

1.2 仪器和试剂

用 B D  FA S C a l i b a r 型 号 的 流 式 细 胞 仪 ( 美 国

B D 公 司 ) 进 行 流 式 检 测 ， 所 用 单 克 隆 抗 体 为 鼠

抗人CD 1 9 -A P C (美国B D公司)，鼠抗人CD 8 -Per-
CP (美国B D公司)，鼠抗人CD 4 -F I TC (美国B D公

司 ) ， C D 9 5 -P E ( 美国 B D 公司 )人外周血淋巴细胞

分离液(天津灏洋华科生物科技有限公司，批号：

LTS1077)。

1.3  方法

1.3.1 标本采集

所有研究对象均空腹12 h后于早上8:00~10:00
采集EDTA抗凝血2 mL，4 ℃保存，标本采集后6 h

cells was positively correlated with SLE disease activity. The proportion of CD19+ CD95+ B cells was positively 

correlated with SLE disease activity. The proportion of CD4+ CD95+ T cells was positively correlated with the level 

of anti-double stranded DNA antibody (anti-dsDNA Abs) in peripheral blood. Conclusion: The expression level 

of CD95 in peripheral blood lymphocytes of children with SLE is significantly increased, and the activity of SLE is 

correlated with the activity of SLE and anti-double stranded DNA antibody in serum.
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内上机检测。

1.3.2 流式细胞仪检测

将 外 周 血 用 P B S  1 : 1 稀 释 后 ， 加 入 含 有

等 量 淋 巴 细 胞 分 离 液 的 1 5  m L 离 心 管 中 ， 离

心 后 吸 取 中 间 层 环 状 乳 白 色 单 个 核 细 胞 层 ，

然 后 进 行 细 胞 计 数 ， 将 细 胞 浓 度 调 整 为 1 × 
10 6个/mL；取100 μL淋巴细胞悬液加入单克隆抗

体抗-CD19–APC 20 μL，抗-CD8- Per-CP 20 μL，抗

CD4-FITC 20 μL，抗-CD95-PE5 μL，室温避光孵育

30 min后，用流式细胞仪检测。

1.4  统计学处理

采用SPSS19.0统计软件，计数资料采用例(%)
表示，计数资料采用卡方检测或 Fi s h e r 切确概率

法，计量资料采用均数±标准差( x± s)表示，采用

Kolmogorov-Smirnov或Shapiro-Wilk检验检验数据是

否呈正态分布，若数据呈正态分布且方差齐性，则

采用独立样本t检验；若数据呈正态分布且方差不

齐，则采用近似t检验；若数据不呈正态分布，则

采用Mann-Whitney U检验，相关分析用Pearson相关

分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 一般资料比较

初发组SLE患儿20例，男2例，女18例，年龄

(12.5±3.6)岁，SLEDAI评分9.5±4.3；治疗后组SLE
患儿40例，男5例，女35例，年龄(15.4±4.3)岁，

S L E DA I评分5 . 7 ± 4 . 7。对照组健康儿童2 0例，男 
3例，女17例，年龄(13.5±3.4)岁(表1~2)。

表1 SLE组和健康对照组基本资料

Table 1 Basic data for SLE patients and healthy controls

条目 对照组(n=20) SLE组(n=60) t/χ2 P

年龄/岁 13.5±3.4 13.6±3.9 –0.102 0.918

性别(男/女) 3/17 7/53 0.152 0.696

SLEDAI — 7.6±4.5 — —

表2 SLE患者根据治疗的分组

Table 2 Two SLE patients groups divided according to treatment

条目 初发组(n=20) 治疗后组(n=40) t/χ2 P

年龄/岁 12.5±3.6 15.4±4.3 –2.593 0.012

性别(男/女) 2/18 5/35 — 1.000*

SLEDAI 9.5±4.3 5.7±4.7 3.034 0.004

病程/月 — 4.5±2.4 — —

临床表现/[例(%)]

血液系统 10 (50) 16 (40) 0.543 0.461

狼疮肾炎 12 (60) 14 (35) 3.394 0.065

皮肤黏膜 6 (30) 10 (25) 0.170 0.680

关节炎 3 (15) 4 (10) — 0.676*

神经精神 5 (25) 8 (20) 0.196 0.658

自身抗体/[例(%)]

抗核抗体 20 (100) 40 (100) — —

抗双链DNA抗体 20 (100) 30 (75) 6.000 0.014

抗Sm抗体 11 (55) 18 (45) 0.534 0.463

抗U1-RNP抗体 7 (35) 14 (35) 0.000 1.000

抗SSA/SSB抗体 5 (25) 12 (30) 0.164 0.685

*Fisher切确概率法。

*Fisher’s exact test.
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2.2 初发组 SLE 患儿与对照组 CD95 表达的比较

初 发 组 S L E 患 儿 外 周 血 中 C D 4 + 辅 助 T 细

胞 ( 5 9 . 3 ± 1 5 . 9  v s  4 3 . 4 ± 1 7 . 6 ， t = 3 . 0 ， P < 0 . 0 5 ) 和

CD19+B(52.4±9.1 vs 23.1±11.5，t=8.9，P<0.05)细

胞 表 面 C D 9 5 的 表 达 显 著 高 于 对 照 组 。 而 初 发 组

SLE患儿的CD8 +T细胞表达CD95的水平和对照组

差异无统计学意义(图1)。

2.3  CD95在T细胞上的表达和SLE疾病活动性的关系

活动性SLE组外周血中CD4+CD95+ T细胞的比

例显著高于非活动性SLE组(58.3±15.7 vs 43.6±13.1，

t=3.937, P=0.000)；且CD4+CD95+ T细胞的比例和

SLEDAI呈正相关(r=0.3，P<0.05)；CD4+CD95+T细

胞的比例和外周血抗双链DNA抗体(anti-dsDNA)的

水平呈正相关(r=0.2，P<0.05；图2)。

2.4  CD95 在 B 细胞上的表达和 SLE 疾病活动度

之间的关系

活 动 性 S L E 组 外 周 血 中 C D 1 9 + C D 9 5 +  B 细

胞 比 例 显 著 高 于 非 活 动 性 S L E 组 ( 5 7 . 2 ± 1 3 . 8  v s 
42.1±11.1，t=4.669，P<0.001)；CD19+CD95+ B细胞

的比例和SLEDAI呈正相关(r=0.4，P<0.05，图3)。

图1 初发组和对照组CD95表达的比较

Figure 1 Comparison of CD95 expression in new-onset SLE patients and healthy controls

(A)初发组和对照组外周血中CD4+T细胞表达CD95的比较；(B)初发组和对照组外周血中CD8+T细胞表达CD95的比较；(C)

初发组和对照组外周血中CD19+B细胞表达CD95的比较。*P<0.05。

(A) Comparison of CD95 expression on CD4+ T cells in new-onset SLE patients and healthy controls; (B) Comparison of CD95 expression 

on CD8+ T cells in new-onset SLE patients and healthy controls; (C) Comparison of CD95 expression on CD19+ T cells in new-onset SLE 

patients and healthy controls. *P<0.05.

图2 CD4+CD95+ T细胞的比例和SLE疾病活动性的关系

Figure 2 Correlation between frequency of CD4+CD95+ T cells and SLE disease activity

(A)活动性SLE组和非活动性SLE组CD4+T细胞表达CD95的比较；(B)SLEDAI评分和CD4+CD95+ T细胞比例的相关性分析；

(C)抗双链DNA抗体水平和CD4+CD95+T细胞比例的相关性分析。*P<0.05。

(A) Comparison of CD95 expression on CD4+ T in active SLE group and inactive SLE group; (B) Correlation between SLEDAI score and 

the frequency of CD4+CD19+T cells; (C) Correlation between anti double stranded DNA antibody and the frequency of CD4+CD95+T 

cells. *P<0.05.
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2.5  CD95 的表达和其他免疫学指标之间的关系

分析CD95在B细胞和T细胞上的表达和其他免

疫学指标之间的关系，结果显示，CD19 +CD95 + B
细胞的比例和SLE患儿血清中 lg G的水平呈正相关

(r=0.25，P<0.05)，CD19+CD95+ B细胞的比例和血

清补体C3的水平呈负相关(r=  -0.30，P<0.05)，但

是CD95在淋巴细胞上的表达和其他免疫学指标无

相关性(表3)。

2.6  治疗对 CD95 表达的影响

治 疗 后 组 患 儿 外 周 血 中 C D 4 + C D 9 5 + T 细

胞 ( 4 7 . 8 ± 1 5 . 1  v s  5 9 . 3 ± 1 6 . 0 ， t = 2 . 8 ， P < 0 . 0 5 ) 和

CD19+CD95+ B细胞(34.7±14.3 vs 52.5±9.1，t=5.1，
P<0.05)的比例均低于初发SLE患儿(图4)。

表3 免疫学指标和淋巴细胞上CD95表达的相关性分析(r值)

Table 3 Correlation analysis of immunological indexes and expression of CD95 on lymphocytes (r value)

类别
免疫学检测

lgG lgM lgA C3 C4 ESR CRP

CD4+CD95+T细胞/% 0.05 0.12 0.16 0.21 0.06 0.14 0.17

CD8+CD95+T细胞/% 0.17 0.04 0.03 0.14 0.02 0.16 0.24

CD19+CD95+ B细胞/% 0.25* 0.16 0.08 –0.30* –0.05 0.18 0.14

图3 CD19+CD95+ B细胞比例和SLE疾病活动性的关系

Figure 3 Correlation between frequency of CD19+CD95+ B cells and SLE disease activity

(A)活动性SLE和非活动性SLE组CD19+B细胞表达CD95的比较；(B)SLEDAI评分和CD19+CD95+ B细胞比例的相关性分析。

*P<0.05。

(A) Comparison of CD95 expression on CD19+ T in active SLE group and inactive SLE group; (B) correlation between SLEDAI score and 

the frequency of CD19+CD95+B cells. *P<0.05.

图4 治疗对淋巴细胞上CD95表达的影响

Figure 4 Effect of treatment on the expression of CD95 on lymphocytes

(A)治疗对CD4+T细胞上表达CD95的影响；(B)治疗对CD19+B细胞上CD95表达的影响。*P<0.05。

(A) Effect of treatment on the CD95 expression on CD4+T cells; (B) Effect of treatment on the CD95 expression on CD19+ B cells. *P<0.05.
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3  讨论

S L E 是一种典型的、累及全身多器官的自身

免疫性结缔组织病。SLE在不同地域发病率不同，

美 国 流 行 病 学 调 查 [ 6 ]发 现 ： S L E 的 发 病 率 为 5 . 5 / 
1 0 万 ； 我 国 S L E 的 患 病 率 要 高 于 西 方 国 家 ， 为

70~100/10万 [7]，SLE的患病率居高不下，并呈逐

年上升趋势。SLE在儿童中并不少见，且相较于成

人SLE，儿童SLE的活动性更高，更易发生血管炎

及重要脏器的损伤 [1]。但是，目前SLE的发病机制

尚未研究清楚。探索SLE的发病机制是SLE诊断和

治疗的基础[8]。

近期的研究发现：凋亡细胞在SLE的发病中起

重要作用[9]，在动物模型中注入凋亡细胞会导致自

身免疫性疾病的发生[10]。另外，在人类SLE患者外

周血中可以检测到凋亡淋巴细胞的存在，这些凋

亡淋巴细胞出现在外周血中的原因还不清楚，可

能为SLE中对凋亡细胞的吞噬作用存在异常导致。

在活化淋巴细胞中，诱导凋亡的主要通路为Fas通

路，即CD95-CD95L通路 [11]。CD95为细胞表面的

膜蛋白，通过和其配体结合触发细胞凋亡。为探

索CD95在SLE患儿的疾病发生和发展中所起的作

用，我们分析了CD19在SLE患儿外周血中淋巴细

胞上的表达情况。

对SL E患者外周血单个核细胞凋亡的研究 [ 1 2 ]

发现： S L E 患者中凋亡的细胞数目增加，且主要

表现为T淋巴细胞的凋亡。Wen等 [13]研究发现：活

动性SLE患者外周血中表达CD95的CD4 +T细胞的

比例明显升高；另外，Si l vest r i s等 [ 1 4 ]研究发现：

CD95表达升高的CD4+T细胞更易发生凋亡。而对

于CD95在SLE患者中B细胞上的表达水平的研究还

很少。

本 研 究 发 现 ： 初 发 S L E 患 儿 外 周 血 中

CD4+CD95+T细胞和CD19+CD95+B细胞的比例高于

对照组，且SLE患儿外周血中CD4 +CD95 +T细胞和

CD19+CD95+B细胞的比例和SLE的疾病活动度呈正

相关。以上结果显示：CD95在B细胞和T细胞上的

表达和SLE病情活动相关，这和大多数的横断面研

究结果相符 [15-18]。SLE中B细胞和T细胞表达CD95
升高的原因还不清楚，但是，Silvestris等[14]研究发

现：CD4 +T细胞表达CD95升高后更易发生凋亡。

CD4+T细胞和CD19+B细胞表达CD95增加可能导致

其发生凋亡，这些凋亡细胞产生的分子可能是体

内大量自身抗原的重要组成部分，这些抗原可被

机体自身的免疫耐受机制所清除，从而触发自身

免疫性疾病的发生[19]。

分析CD95和SLE中抗双链DNA抗体的关系后

发现SLE患儿中CD4 +CD95 +T细胞的比例和抗双链

DNA抗体的水平呈正相关。Böhm等 [20]研究发现：

在抗双链DNA抗体阳性的患者中CD95在CD4+T细

胞上的表达显著高于抗双链DNA抗体阴性的SLE患

者。抗双链DNA抗体为SLE的特异性抗体，抗双链

DNA抗体的滴度和SLE的疾病活动度相一致[2]，即

抗双链DNA抗体效价随SLE活动性的升高而升高，

在 S L E 疾病缓解后可降解或消失，另外，抗双链

DNA抗体还参与狼疮肾炎的发病 [21]，为临床上监

测SLE病情及指导治疗的重要指标，提示CD95和

SLE的病情活动相关，且在抗双链DNA抗体阳性的

患者中其比例升高进一步验证了这一结论。

C D 9 5 在 淋 巴 细 胞 上 的 表 达 能 否 作 为 S L E 治

疗评价的指标，还有待进一步的研究。本研究发

现 ： 经 过 治 疗 后 ， C D 4 +T 细 胞 和 C D 1 9 +B 细 胞 上

CD95的表达均低于儿童初发SLE患者，且随着SLE
患者疾病活动度的降低而降低。提示传统改变病

情抗风湿药可以部分降低外周血中淋巴细胞表面

CD95的表达。进一步说明CD95可作为药物疗效的

新的评价指标。

当然，本研究也存在一些不足之处，比如：

CD95的表达水平与SLE疾病活动性分级之间有无

联系，值得进一步研究。

综上所述，初发SLE患儿中存在CD95的表达

增加，且与疾病活动度呈正相关。说明CD95可能

参与了儿童SLE的发病，且可作为SLE疾病活动评

价的新指标。
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