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IFN-γ，caspase-3，LC3-II 在原发性干燥综合征	

唇腺中的表达及其相关性

侯佳奇，吴香香，潘云翠，王守梅，张树辉，薛鸾

(上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院风湿科，上海 200437)

[摘　要]	 目的：检 测 干 扰 素 γ ( I F N - γ ) 、 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 3 (c a s p a s e - 3 ) 、 微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链

3 -I I (LC 3 -I I)在原发性干燥综合征( p r i mar y  Sjög ren’ s  s y n d ro m e，p SS)与非干燥综合征患者唇腺

中的表达，探讨三者与唇腺灶性指数、血清抗核抗体滴度、补体及免疫球蛋白之间的关系，

为进一步探索p SS发病机制提供依据。方法：收集p SS患者及怀疑p SS但最终排除诊断的患者的

唇腺各1 9例，应用免疫组织化学检测组织样本中 I F N - γ，c a s pa s e - 3，L C 3 -I I的表达，统计分析

pSS患者及非pSS患者之间三者表达的差异性及三者与唇腺淋巴细胞浸润程度及自身免疫活化程

度之间的相关性。结果： I F N - γ主要表达于唇腺中浸润的炎性细胞的细胞质中，c a s pa s e - 3主要

表达于唇腺腺泡上皮细胞及导管上皮细胞的细胞质中，LC 3 -I I在炎性细胞和唇腺上皮细胞的细

胞质中均有表达。 I F N - γ，c a s p a s e - 3，L C 3 -I I (上皮细胞)、L C 3 -I I (炎性细胞)在p S S及非p S S患

者唇腺中的表达具有显著差异(均P < 0 . 0 0 1 )。 I F N - γ在唇腺中的表达与c a s p a s e - 3，L C 3 -I I (上皮

细胞)、LC 3 -I I (炎性细胞)、灶性指数、抗核抗体滴度存在正相关性(r = 0 . 5 4 9，0 . 8 2 2，0 . 7 5 7，

0 . 7 6 2 ， 0 . 5 6 0 ，均 P < 0 . 0 0 1 ) 。 C a s p a s e - 3 在唇腺中的表达除与 I F N - γ 之外，还与 L C 3 - I I ( 上皮细

胞)、LC3-II(炎性细胞)、灶性指数、血清Ig A、类风湿因子(rheumatoid factor，RF)水平呈正相

关(r=0.646，P<0.001；r=0.454，P=0.004；r=0.688，P<0.001；r=0.376，P=0.020；r=0.337，

P = 0 . 0 3 9 )。LC 3 -I I (上皮细胞)在唇腺中的表达除与 I F N- γ，c a s pa s e - 3之外，还与LC 3 -I I (炎性细

胞 ) 、灶性指数、抗核抗体滴度呈正相关 ( r = 0 . 8 0 0 ， P < 0 . 0 0 1 ； r = 0 . 7 8 8 ， P < 0 . 0 0 1 ； r = 0 . 4 6 7 ，

P=0.003)。LC3-I I(炎性细胞)在唇腺中的表达除与I FN-γ，caspase-3，LC3-I I(上皮细胞)之外，

还与灶性指数、抗核抗体滴度、类风湿因子呈正相关(r=0.727，P<0.001；r=0.459，P=0.004；

r=0.410，P=0.011)。结论：IFN-γ，caspase-3，LC3-II在pSS患者唇腺中高表达，三者之间存在

相关性，且三者均与唇腺灶性指数及抗核抗体滴度呈正相关，提示 I I型干扰素通路的活化及唇

腺上皮细胞的凋亡和自噬及炎性细胞自噬可能在p S S自身免疫活化中发挥重要作用，值得进一

步探索。

[关键词]	 原发性干燥综合征；干扰素γ；半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3；微管相关蛋白1轻链3-II
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原 发 性 干 燥 综 合 征 ( p r i m a r y  S j ö g r e n ’ s 
syndrome，pSS)是一种发病率仅次于类风湿关节炎 
的第二大弥漫性结缔组织病 [1]。pSS也是一种显著

影响患者生存质量的疾病，约 9 0 % 的患者有外分

泌腺受累，临床表现为口、眼干燥症，严重者可

出现猖獗龋齿、角膜溃疡；有1/2~2/3的患者可出

现皮肤、关节肌肉、呼吸系统、泌尿系统、血液 

系 统 、 消 化 系 统 、 神 经 系 统 等 腺 体 外 损 害 ； 同

时，患者合并非霍奇金淋巴瘤的风险是正常人的 
44倍[2]。

pSS的发病机制目前尚未完全阐明，各组织上

皮细胞尤其是唾液腺上皮细胞是该病损害的靶目

标，其病理表现为上皮细胞周围灶性淋巴细胞浸

润。上皮细胞的凋亡和自噬可能是自身免疫启动
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Abstract Objective: To investigate the expression of IFN-γ, caspase-3, LC3-II in primary Sjögren’s syndrome (pSS) 

patients’ labial gland and to explore the relationship between the three factors and the focus score of labial gland, 

serum antinuclear antibody titer, complement and immunoglobulin for providing a basis for further exploration 

of the pathogenesis of pSS. Methods: Labial glands of 19 patients with pSS and 19 patients suspected of pSS but 

ultimately excluded were collected. Using immunohistochemistry was used to detect the expression of IFN-γ, 

caspase-3 and LC3-II in tissue samples. Statistical analysis of pSS patients and non-pSS patients between the 

expression of the three differences and the three with the degree of lymphocyte infiltration of the labial gland and 

the correlation between the degree of autoimmune activation. Results: IFN-γ is mainly expressed in the cytoplasm 

of inflammatory cells infiltrating in the labial glands. Caspase-3 is mainly expressed in the cytoplasm of labial gland 

acinar epithelial cells and ductal epithelial cells. LC3-II is expressed in cytoplasm of both inflammatory cells and 

labial gland epithelial cells. The expressions of IFN-γ, caspase-3, LC3-II (epithelial cells) and LC3-II (inflammatory 

cells) in the labial glands of patients with pSS and non-pSS are significantly different (all P<0.001). The expression 

of IFN-γ in labial glands was positively correlated with caspase-3, LC3-II (epithelial cells), LC3-II (inflammatory 

cells), focus score and ANA titer (r=0.549, 0.822, 0.757, 0.762, 0.560, all P<0.001). In addition to IFN-γ, the 

expression of caspase-3 in labial gland is positively correlated with LC3-II (epithelial cells), LC3-II (inflammatory 

cells), focus score, serum IgA and RF levels (r=0.646, P<0.001; r=0.454, P=0.004; r=0.688, P<0.001; r=0.376, 

P=0.020; r=0.337, P=0.039). In addition to IFN-γ, caspase-3, the expression of LC3-II (epithelial cell) in labial 

gland is positively correlated with LC3-II (inflammatory cells), focus score and ANA titer (r=0.800, P<0.001; 

r=0.788, P<0.001; r=0.467, P=0.003). In addition to IFN-γ, caspase-3, LC3-II (epithelial cells), the expression 

of LC3-II (inflammatory cells) is positively correlated with focus score, ANA titer and RF (r=0.727, P<0.001; 

r=0.459, P=0.004; r=0.410, P=0.011). Conclusion: IFN-γ, caspase-3 and LC3-II have high expression in the 

labial glands of pSS patients and there is a correlation between the three. The three are positively correlated with 

the focus score and ANA titer, which suggests the activation of type 2 interferon pathway, apoptosis and autophagy 

of lip gland epithelial cells, autophagy of inflammatory cells may play an important role in the activation of pSS 

autoimmunity, which is worth further exploring.
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IFN-γ，caspase-3，LC3-II 在原发性干燥综合征唇腺中的表达及其相关性    侯佳奇，等 771

和维持的关键因素[3]。近年来有研究[4-5]显示：T淋

巴细胞的自噬增强与自身免疫的发展有关，其中

又以Th1细胞占主导，Th1细胞主要诱导II型干扰

素系统活化。在G WA S研究和动物模型研究 [6-7]中

都显示II型干扰素通路的活化在pSS的病理损害中

起关键作用。因此，本文拟检测唾液腺组织中上

皮细胞、炎性细胞表达的IFN-γ，caspase-3，LC3-
II，并探讨它们之间的相关性，为进一步研究pSS
的发病机制提供参考。

1  材料与方法

1.1  标本来源

经上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院

医学伦理委员会审查，收集 2 0 1 6 年 4 月至 2 0 1 7 年

4 月 上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院风

湿科病房诊治的pSS患者的唇腺19例，所有pSS患

者均符合2 0 0 2年SS分类标准 [ 8 ]，均为女性，年龄

26~80(57.79±14.50)岁，行唇腺活检术前均未接受

治疗。另取同期怀疑pSS但最终排除诊断的口干燥

症患者19例唇腺组织作为对照组，其中男性2例，

女性17例，年龄33~84(57.32±16.00)岁。所取标本

经中性甲醛固定、脱水、透明，常规石蜡包埋。

1.2  唇腺淋巴细胞浸润程度分级

唇腺活检组织经切片、脱蜡、苏木精和伊红

染 色 、 封 片 ， 完 成 H E 染 色 病 理 切 片 制 作 。 淋 巴

细胞浸润程度采用Chi sholm-Mason组织学评分分 
级 [9]，计算每4 mm2组织浸润灶数量，每个浸润灶

至少50个淋巴细胞浸润。

1.3  免疫组织化学法

免 疫 组 织 化 学 染 色 使 用 L e i c a  B o n d  M a x 全

自 动 免 疫 组 织 化 学 仪 ( 徕 卡 仪 器 有 限 公 司 ) 进 行

染 色 ： 将 甲 醛 固 定 、 石 蜡 包 埋 的 病 理 组 织 块

经 3  μ m 连 续 切 片 ， 二 甲 苯 脱 蜡 ， 梯 度 浓 度 乙

醇 水 化 ， 将 玻 片 放 入 全 自 动 免 疫 组 织 化 学 仪

中 进 行 染 色 。 机 器 设 置 程 序 ： 加 热 抗 原 修 复

2 0  m i n ，冷却至室温 ( 每步后均需用 P B S 漂洗 ) ，

3 %  H 2 O 2 溶 液 封 闭 内 源 性 过 氧 化 物 酶 活 性 ，

加一抗 2 0  m i n ， Po s t  P r i m a r y  1 0  m i n ， Po l y m e r  
10 min，DAB显色10 min，苏木精复染，水洗后将

玻片取出机器，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中

性树胶封片。对照组设阳性、阴性和空白对照，

用已知阳性表达组织作为阳性对照，以PBS代替一

抗作为空白对照。

1.4  免疫组织化学结果判定

按 照 半 定 量 积 分 法 判 定 ， 每 例 均 随 机 观 察 
10个高倍视野(×400)，判断结果：阳性细胞<10%
记0分，10%~25%记1分，>25%~50%记2分，>50%
记3分。染色强度阴性记0分，阳性(+)记1分，中

等阳性(++)记2分，强阳性(+++)记3分。将细胞阳

性率与染色强度积分相乘取其分值，最低0分，最

高9分，1~2分记阳性(+)，3~4分记中阳性(++)，

6~9分记强阳性(+++)。

1.5  其他结果判定

抗核抗体滴度<1:80记0分，1:80记1分，1:160
记 2 分 ， ≥ 1 : 3 2 0 记 3 分 。 C 3 ， C 4 ， I g G ， I g A ，

IgM，类风湿因子(rheumatoid factor，RF)均取其检

测数值。

1.6  统计学处理

使用SPSS 19.0统计软件建立数据库并进行数

据分析。计量资料符合正态分布以均数 ± 标准差

(x±s)表示，不符合正态分布以中位数和四分位数

间距(M，Q)表示。计量资料的比较符合正态分布

用t检验，不符合正态分布用秩和检验。等级资料

的比较用Mann-W hitney U检验，相关性分析采用

Spear man等级相关分析。所有统计检验均采用双

侧检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  淋巴细胞浸润程度比较

19例pSS患者唇腺组织浸润灶阳性率94.74%，

灶性指数3.11±2.69。19例口干燥症患者唇腺组织

浸润灶阳性率10.53%，平均灶性指数0.11±0.31。

经Mann-W hitney U检验比较，两组唇腺活检标本

淋巴细胞浸润程度差异有统计学意义(Z=−5.190，
P<0.001；图1)。

2.2  IFN-γ，caspase-3，LC3-II 在唇腺中的表达

IFN-γ阳性着色主要定位于浸润的炎性细胞的细

胞质，caspase-3阳性着色主要定位于唾液腺上皮细

胞的细胞质，LC3-II阳性着色均可见于浸润的炎性

细胞和唾液腺上皮细胞的细胞核(图2)，pSS患者唇

腺组织中的IFN-γ，caspase-3，LC3-II表达与非pSS患

者相比，差异有统计学意义(均P<0.001，表1)。
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2.3  IFN-γ 表达与 caspase-3，LC3-II，灶性指数

及血清免疫学指标的相关性

经 S p e a r m a n 相关性检验， I F N - γ 在唇腺中的

表达与caspase-3，LC3-II(上皮细胞)、LC3-II(炎

性 细 胞 ) 的 表 达 、 灶 性 指 数 、 血 清 A N A 滴 度 存

在正相关性 ( 秩相关系数 r 分别是 0 . 5 4 9 ， 0 . 8 2 2 ，

0.757，0.762，0.560，均P<0.001；表2)。

2.4  Caspase-3 表达与 LC3-II、灶性指数及血清免

疫学指标的相关性

经Spear man相关性检验，caspase-3在唇腺中

的表达与LC3-II(上皮细胞)、LC3-II(炎性细胞)的

表达、灶性指数、血清Ig A，RF水平呈正相关(秩

相关系数 r 分别是0 . 6 4 6，0 . 4 5 4，0 . 6 8 8，0 . 3 7 6，

0.337，均P<0.05；表3)。

图1 唇腺组织中淋巴细胞的浸润程度(HE，×200)

Figure 1 Degree of the lymphocyte infiltration in labial glands (HE, ×200)

(A)pSS患者；(B)非pSS患者。

(A) pSS patients; (B) non-pSS patients.

图2 IFN-γ，caspase-3，LC3-II在唇腺组织中的表达(IHC，×200)

Figure 2 Expression of IFN-γ, caspase-3, LC3-II in labial glands (IHC, ×200)

(A)pSS唇腺组织IFN-γ表达；(B)非pSS唇腺组织IFN-γ表达；(C)pSS唇腺组织caspase-3表达；(D)非pSS唇腺组织caspase-3表

达；(E)pSS唇腺组织LC3-II表达；(F)非pSS唇腺组织LC3-II表达。

(A) Expression of IFN-γ in labial glands of pSS; (B) Expression of IFN-γ in labial glands of non-pSS; (C) Expression of caspase-3 in labial 

glands of pSS; (D) Expression of caspase-3 in labial glands of non-pSS; (E) Expression of LC3-II in labial glands of pSS; (F) Expression of 

LC3-II in labial glands of non-pSS.
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2.5  LC3-II(ep) 表达与 LC3-II(in)、灶性指数及血

清免疫学指标的相关性

经Spearman相关性检验，LC3-II(上皮细胞)在

唇腺中的表达与LC3-II(炎性细胞)的表达、灶性指

数、血清A N A滴度呈正相关(秩相关系数 r 分别是

0.800，0.788，0.467，均P<0.01；表4)。

2.6  LC3-II(in) 表达与灶性指数及血清免疫学指标

的相关性

经Spearman相关性检验，LC3-II(炎性细胞)在

唇腺中的表达与灶性指数、血清ANA滴度、RF呈

正相关(秩相关系数r分别是0.727，0.459，0.410，

均P<0.05；表5)。

表1 IFN-γ，caspase-3，LC3-II在pSS、非pSS患者唇腺中的表达差异

Table 1 Different expression of IFN-γ, caspase-3, LC3-II in labial glands

分组 n
IFN-γ Caspase-3

− + ++ +++ Z P − + ++ +++ Z P

pSS 19 1 1 5 12
−4.689 <0.001

0 2 4 13
−4.103 <0.001

非pSS 19 9 8 2 0 0 12 6 1

分组
LC3-II (in) LC3-II (ep)

− + ++ +++ Z P − + ++ +++ Z P

pSS 5 6 5 3
−4.887 <0.001

0 5 6 8
−4.950 <0.001

非 pSS 17 2 0 0 12 7 0 0

LC3-II(in) 表示唇腺中炎性细胞的 LC3-II 表达，LC3-II(ep) 表示唇腺中上皮细胞的 LC3-II 表达。

LC3-II(in) represents the expression of LC3-II in inflammatory cells of labial glands; LC3-II(ep) represents the expression of LC3-II in 

epithelial cells of labial glands.

表2 IFN-γ表达与caspase-3，LC3-II，灶性指数及血清免疫学指标的相关性

Table 2 Correlation between expression of IFN-γ and caspase-3, LC3-II, focus score and serum immunological indexes

参数 Caspase-3 LC3-II(ep) LC3-II(in) 灶性指数 ANA滴度 C3 C4 IgA IgG IgM RF

相关系数 0.549 0.822 0.757 0.762 0.560 −0.017 −0.039 0.265 0.240 −0.209 0.198

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.918 0.816 0.108 0.147 0.209 0.233

表3 Caspase-3表达与LC3-II、灶性指数及血清免疫学指标的相关性

Table 3 Correlation between expression of caspase-3 and LC3-II, focus score and serum immunological indexes

参数 LC3-II(ep) LC3-II(in) 灶性指数 ANA滴度 C3 C4 IgA IgG IgM RF

相关系数 0.646 0.454 0.688 0.291 −0.048 −0.272 0.376 0.177 0.006 0.337

P <0.001 0.004 <0.001 0.076 0.774 0.099 0.020 0.287 0.973 0.039

表4 LC3-II(ep)表达与LC3-II(in)、灶性指数及血清免疫学指标的相关性

Table 4 Correlation between expression of LC3-II(ep) and LC3-II(in), focus score and serum immunological indexes

参数 LC3-II(in) 灶性指数 ANA滴度 C3 C4 IgA IgG IgM RF

相关系数 0.800 0.788 0.467 −0.095 −0.238 0.216 0.132 −0.191 0.144

P <0.001 <0.001 0.003 0.569 0.151 0.192 0.429 0.251 0.388
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3  讨论

上 皮 组 织 周 围 大 量 炎 性 细 胞 浸 润 是 p S S 的 病

理 特 征 ， 在 浸 润 的 炎 性 细 胞 中 ， T 淋 巴 细 胞 占

70%~80%，B淋巴细胞占20%~25%，其余约5%是

单 核 细 胞 、 巨 噬 细 胞 、 N K 细 胞 等 [ 1 0 ]， 显 示 了 T
淋巴细胞在发病中的重要地位。在浸润的 T 淋巴

细 胞 中 ， T h 1 细 胞 又 占 主 导 ， 其 分 泌 的 I F N - γ 在

靶器官的炎性损害中发挥重要作用 [11]。在基因表

达 的 研 究 中 发 现 了 p S S 患 者 存 在 I I 型 干 扰 素 通 路

的活化 [7,12-13]。在pSS动物模型NOD小鼠中，敲除

了IFN-γ或IFN-γ受体基因后，小鼠无法发展出自

身免疫反应、腺泡上皮细胞凋亡和唾液腺的炎性

细胞浸润 [14]。另一项动物实验 [6]采用了对R o60多

肽免疫的Balb/c小鼠和SJL/J小鼠，均出现了唾液

腺功能的损害和血清及唾液腺局灶的 I N F - γ 水平

的增高，提示了 I F N - γ 与唾液腺功能损害之间的  
联系。

pSS又被称为自身免疫性上皮炎，抗SSA/Ro和

抗SSB/La抗体是pSS较特异的自身抗体，但Ro/La
抗原普遍存在于各种细胞的核糖核蛋白中，pSS呈

现出明显的器官特异性，提示了上皮细胞在发病

中的核心作用。在病毒感染、交感神经递质异常

等尚未确认的起始条件下，上皮细胞受到损害并

发挥抗原提呈细胞样功能，主动构建一个适宜淋

巴细胞聚集的环境。研究 [15]显示干燥综合征中存

在上皮细胞的过度凋亡。上皮细胞的凋亡一方面

由于淋巴细胞的浸润及炎性细胞因子环境导致的

组织损害，另一方面上皮细胞的早期和持续凋亡

可以诱导自身免疫性淋巴细胞的浸润[16-17]。无论是

何原因激活细胞的凋亡信号，最终都会通过含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(caspase)对细胞器进

行有组织的降解，caspase-3即是这一级联反应最终

的执行者。

近年来，自噬在自身免疫性疾病中的作用日

渐受到关注。自噬是一种溶酶体介导的分解代谢

过程，使损伤的细胞器和错误折叠的蛋白质降解

从而重复利用。在自噬过程中细胞质被双层膜包

裹，成为自噬小体，运往溶酶体进行降解，自噬

相关蛋白LC3-II是双层膜的重要组成部件，是自噬

体成熟的标志物。虽然在系统性红斑狼疮、类风

湿关节炎、强直性脊柱炎等疾病中已发现自噬参

与发病，但自噬在干燥综合征发病中的作用尚未

得到充分的阐释 [18-20]。研究 [18]显示：pSS上皮细胞

在自噬过程中形成的自噬小体促进了自身抗原向

上皮细胞表达的MHCI I类分子递呈，因此可能与

上皮细胞参与自身免疫活化的过程相关。

本研究发现：pSS患者唇腺组织中的I FN-γ表

达明显高于非pSS患者，提示pSS患者唇腺组织存

在明显的炎性环境，同时 p S S 患者唇腺上皮细胞

的caspase-3和LC3-II表达也明显高于非pSS患者，

提示 p S S 患者的唇腺上皮细胞存在更显著的凋亡

和自噬现象。相关性分析提示 p S S 患者唇腺的炎

性环境与上皮细胞的凋亡及自噬之间存在明显的

正相关性，同时本研究也验证了 p S S 患者唇腺组

织上皮细胞的凋亡和自噬的程度与自身免疫的活

化程度呈正相关，但这其中的因果关系仍需要进

一步探讨。

本研究还发现了pSS患者唇腺中浸润的炎性细

胞的自噬程度较非pSS患者增加的现象，且增加的

炎性细胞的自噬程度与自身免疫的活化程度亦呈

显著的正相关，提示了炎性细胞的自噬可能与自

身免疫的发展有关。最近一项研究[20]也在pSS中发

现了类似的现象。虽然关于pSS的报道不多，但淋

巴细胞自噬增强的现象在系统性红斑狼疮中已有

一定的研究[21-23]。研究[24]认为：淋巴细胞自噬的增

强促进了淋巴细胞的生存、增殖和分化，有利于

自身免疫的发生，而抗自噬也可能是羟氯喹等抗

疟药治疗自身免疫病的机制之一。

综上，pSS的发病机制仍未完全揭示，本研究

提示II型干扰素通路的活化及唇腺组织上皮细胞的

凋亡和自噬及炎性细胞自噬之间可能互相促进，

且均可能在pSS自身免疫活化中发挥重要作用，值

得进一步探索。

表5 LC3-II(in)表达与灶性指数及血清免疫学指标的相关性

Table 5 Correlation between expression of LC3-II(in) and focus score and serum immunological indexes

参数 灶性指数 ANA滴度 C3 C4 IgA IgG IgM RF

相关系数 0.727 0.459 −0.168 −0.255 −0.007 0.123 −0.212 0.410

P <0.001 0.004 0.313 0.123 0.967 0.462 0.202 0.011
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