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细胞结合补体活化产物在系统性红斑狼疮诊断中的价值
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摘要：目的  检测外周血T、B淋巴细胞和红细胞结合补体活化片段C3d、C4d水平，评价细胞结合补体活化产物在SLE诊断中的价值。方法  随机收集68例SLE患者、70例非SLE的自身免疫性疾病患者和68例体检健康者外周血样本，采用流式细胞术检测细胞结合补体活化产物T-C4d、B-C4d、E-C4d、T-C3d、B-C3d、E-C3d的表达水平，同时检测抗核抗体（ANA）、抗双链DNA抗体（anti-dsDNA）、外周血细胞计数等相关指标，应用受试者工作曲线、非参数方法、敏感性、特异性等统计学方法分析三组间细胞结合补体活化产物的分布差异。结果  T-C4d、B-C4d、E-C4d、T-C3d、B-C3d、E-C3d在SLE中的特异性中位荧光强度（SMFI）均高于非SLE的自免性疾病患者和正常对照，差异有统计学意义（所有P<0.05），T-C4d、B-C4d和E-C4d在SLE患者中的表达水平最高，分别为3.8(1.2,13.1)、22.1(6.2,67.9)和19.6(1.8,52.4)；T-C4d、B-C4d和E-C4d在红细胞和/或淋巴细胞少患者中的水平也显著高于无红细胞和/或淋巴细胞减少患者（所有P<0.05）；T-C4d、B-C4d、E-C4d、T-C3d、B-C3d、E-C3d ROC曲线下面积分别为0.711、0.763、0.663、0.631、0.611、0.615（所有P<0.05）。T-C4d、B-C4d联合诊断SLE敏感性为73.5%，优于anti-dsDNA的36.8%。结论  外周血细胞结合补体活化产物在SLE患者中特异性高表达，联合检测不同系细胞补体活化产物有助于SLE诊断。
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The diagnostic value of cell-bound complement activation products for systemic lupus erythematosus
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Abstract: Objective To investigate the diagnostic value of cell-bound complement activation products (C3d and C4d) on T lymphocyte, B lymphocyte and erythrocyte in systemic lupus erythematosus (SLE). Method Sixty-eight SLE patients, 70 patients with other rheumatic diseases as a non-SLE control group and 68 healthy individuals were recruited randomly. The levels of C3d and C4d on T lymphocyte, B lymphocyte and erythrocyte were determined using flow cytometry. ANA, anti-dsDNA, blood cell count and other markers were measured. Calculations of area under the receiver operating characteristic curve(AUC), nonparametric tests, sensitivity and specificity were used for statistical analysis. Result Specific median fluorescence intensity(SMFI) of T-C4d, B-C4d, E-C4d, T-C3d, B-C3d and E-C3d in SLE patients were significantly higher than those in non-SLE patients and healthy individuals (all P value <0.05). Patients with SLE had the highest SMFI of T-C4d (3.8(1.2,13.1)), B-C4d(22.1(6.2,67.9)) and E-C4d(19.6(1.8,52.4)). The significant differences of SMFI of T-C4d, B-C4d and E-C4d were found between the SLE patients with and without reduced red blood cells and/or lymphocytes (all P value<0.05). AUC of T-C4d, B-C4d, E-C4d, T-C3d, B-C3d and E-C3d were 0.711, 0.763, 0.663, 0.631, 0.611, 0.615 respectively(all P value<0.05). Compared with anti-dsDNA (36.8%), the sensitivity for SLE diagnosis increased significantly when combination of T-C4d and B-C4d(73.5%) was made. Conclusion The levels of CB-CAPs in SLE population increased specifically. CB-CAPs were reliable indicators for diagnosis of SLE.
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系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus, SLE）是一种进行性、异质性自身免疫性疾病，发病机制复杂，器官损害不可逆且难以预测[1-2]。目前尚无针对SLE的诊断标准，诊断主要基于美国风湿病学会的分类标准，评价指标存在主观性，误诊率高[3-4]。患者自身抗体高达100余种，大多难以有效应用于临床诊断，SLE免疫学诊断项目主要有抗核抗体（ANA）、抗双链DNA抗体（anti-dsDNA）和抗可提取核抗原谱（ENA）等，ANA是SLE筛查的关键指标，敏感性高但特异性低，其他自身免疫性疾病和健康人群也可检出；anti-dsDNA特异性高但敏感性低；ENA谱中无针对SLE敏感而特异的指标[5-7]。
SLE患者免疫复合物激活补体经典途径致细胞损伤，外周血补体C3和C4水平降低可作为病情活动度监测指标，但难以用于疾病诊断。Kalunian等[8]报道，补体激活产生的C3和C4活化片段（C3d和C4d）可稳定地沉积于外周血细胞膜上，形成细胞结合补体活化产物（cell-bound complement activation products, CB-CAPs），CB-CAPs对SLE有重要的诊断价值，有可能成为SLE新的特异性诊断标志物。本研究采用横断面研究设计，收集SLE患者和其他自身免疫性疾病患者外周血，以健康人群为正常对照，检测红细胞、T淋巴细胞和B淋巴细胞相关CB-CAPs水平，评价CB-CAPs在SLE中的诊断价值。
1 研究对象和方法
[bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK36]1.1研究对象  收集2016年5月至2018年5月皖南医学院弋矶山医院风湿免疫科收治的SLE患者68例，所有SLE患者均符合1997年修订的美国风湿病学会分类标准[3]，年龄（47.4±11.8）岁，男6例，女60例，病情活动度评估（SLEDAI）为5.2±4.7分。收集同期非SLE自身免疫病患者70例，包括类风湿关节炎（RA）24例、多肌炎/皮肌炎（PM/DM）12例、干燥综合征（SS）5例、硬皮病（SCL）8例、强直性脊柱炎（AS）13例、未分化结缔组织病8例，所有患者均为确诊患者，年龄（52.6±12.0）岁，男29例，女41例。收集同期体检健康者68例为正常对照，均排除严重肝肾胰脾疾病，无特殊病史且ANA筛检结果为阴性，年龄（50.9±11.7岁），男20例，女48例。3组间年龄和性别差异有统计学意义，但与CB-CAPs的分布无显著相关性。留取患者EDTA抗凝全血，所有流式检测于采血后24 h内完成。
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]1.2主要仪器与试剂  FACS CantoⅡ流式细胞仪（BD公司）；BC-6800型五分类血细胞分析仪（迈瑞公司）；7600生化分析仪（日立公司）。FITC标记鼠抗人CD59抗体、PERCP-CY5.5标记的鼠抗人CD3单抗、APC标记的鼠抗人CD19单抗（IgG1，BD Biosciences公司），鼠抗人C3d和C4d单抗（IgG1，美国圣地亚哥奎德尔研究所），淋巴细胞分离液（Histopaque-1077，Sigma公司），鼠抗人IgG1单抗（MOPC21，Abcam公司），Zenon®抗体标记试剂盒（Thermo Fisher scientific公司），ANA和anti-dsDNA检测试剂（德国欧蒙公司），Hanks液（Sigma公司）。
1.3研究方法
1.3.1细胞准备
[bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK24][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13]红细胞：使用PBS（含1%小牛血清）洗涤抗凝全血标本，室温下400g离心5min，弃上清，重复洗涤3次后以Hanks液稀释至1×106/L备用。淋巴细胞：采用密度梯度离心法分离外周血单个核细胞，3 mL EDTA抗凝血经离心后弃上清，细胞部分缓慢加至不少于2倍体积的淋巴细胞分离液上，室温下400g离心15 min，小心吸取中间层细胞至新的eppendorf管中，PBS洗涤2次后以Hanks液稀释至1×106/L分装备用。
1.3.2流式细胞检测
[bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK7]采用FACS CantoⅡ流式细胞仪及Flow Jo软件分析T淋巴细胞、B淋巴细胞、红细胞表面结合的C3d和C4d分子（T-C3d，T-C4d；B-C3d，B-C4d；E-C3d，E-C4d）特异性荧光强度值（specific median fluorescence intensity，SMFI）。以CD59为红细胞分群标记蛋白；淋巴细胞分群：首先在白细胞散点图上圈定淋巴细胞群，然后以CD3圈定T淋巴细胞群，以CD19圈定B淋巴细胞群，分别分析C3d和C4d表达情况。C3d和C4d单抗使用前应用Zenon®抗体标记试剂盒标记Alexa Fluor®染料以备使用，标记步骤参照试剂盒说明书。同型对照选择鼠抗人IgG1单抗（MOPC21），用于阴性和阳性分群。
[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21]1.3.3 ANA和anti-dsDNA检测  ANA筛查采用间接免疫荧光法，包被基质为Hep-2细胞和灵长类肝组织切片，检测时的血清稀释比例可为1:100、1:320和1:1000。anti-dsDNA采用ELISA法检测，检测步骤参照试剂盒说明书。
1.3.4血常规、补体等指标检测  血常规采用迈瑞BC-6800型五分类血细胞分析仪及其配套试剂检测。球蛋白的结果为全血总蛋白和白蛋白之差，总蛋白和白蛋白的检测方法分别为双缩脲法和溴甲酚绿比色法，血清蛋白检测试剂均为利德曼品牌，检测平台均为日立7600生化分析仪。
[bookmark: OLE_LINK22]1.4统计学分析  用SPSS 22.0分析数据，根据数据分布类型，定量数据采用x±s或中位数（四分位数间距）表示。数据正态性采用Shapiro-Wilk方法检验，CB-CAPs组间检测结果的分布差异采用Kruskal-Wallis H检验或Mann-Whitney U检验，组间两两比较采用同步分析法；构成比分析采用配对设计的卡方检验；C3d和C4d的诊断价值采用ROC分析。以P<0.05为差异有统计学意义。
2结果
2.1CB-CAPs在三组间的表达水平  典型的流式结果见图1，CB-CAPs在SLE患者组的水平显著升高，在非SLE自免患者组和正常对照组中呈相对低平的分布。由于SMFI数据呈非正态分布，采用非参数方法比较。T-C4d、B-C4d、E-C4d、T-C3d、B-C3d、E-C3d在三组间SMFI差异均有统计学意义（P值均0.05）。进一步两两比较，T-C4d、B-C4d、E-C4d、T-C3d的SMFI结果在SLE组高于正常对照组，差异有统计学意义（P<0.01）；B-C4d、E-C4d、T-C3d的SMFI结果在SLE组高于非SLE自免患者组，差异有统计学意义（P<0.01）；B-C4d、E-C4d、B-C3d、E-C3d的SMFI结果在非SLE自免患者组高于正常对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；其他差异无统计学意义。见表1。
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图1  CB-CAPs在SLE、Non-SLE和healthy control外周血中的表达情况。
表1  CB-CAPs在三组间的表达水平比较
	组别
	T-C4d
	B-C4d
	E-C4d
	T-C3d
	B-C3d
	E-C3d

	SLE
	3.8(1.2,13.1)▲■
	22.1(6.2,67.9)▲■
	19.6(1.8,52.4)▲■
	1.5(0.8,4.1)▲■
	11.5(2.6,21.9)■
	12.1(0.9,31.1)△■

	non-SLE
	2.0(1.0,2.8)
	2.6(1.3,24.2)■
	8.9(1.3,21.1)■
	1.0(0.5,2.2)
	6.2(1.5,18.6)□
	4.3(0.6,18.6)□

	正常对照
	1.7(0.9,2.3)
	4.2(1.0,8.8)
	6.0(2.1,9.6)
	1.2(0.7,1.5)
	6.3(3.4,9.5)
	6.5(1.0,9.8)

	

	25.5
	39.2
	18.2
	9.3
	7.6
	7.7

	P
	<0.001
	<0.001
	<0.001
	0.009
	0.023
	0.021



注：△表示与非SLE比较P<0.05，▲表示与非SLE比较P<0.01，□表示与正常对照比较P<0.05，■表示与正常对照比较P<0.01；为Kruskal-Wallis H统计量。
[bookmark: OLE_LINK31][bookmark: OLE_LINK32]2.2红细胞和/或淋巴细胞减少患者中CB-CAPs分布  红细胞计数少于3.51012个/L（女）或41012个/L（男）即为红细胞减少，淋巴细胞少于0.8109个/L即为淋巴细胞减少。68例SLE患者中共有24例伴发红细胞和/或淋巴细胞减少，70例非SLE患者中共有19例伴发红细胞和/或淋巴细胞减少，由于C3d型总体水平较低，本研究仅就C4d型CB-CAPs进行比较。SLE组和非SLE患者组中，T-C4d、B-C4d、E-C4d的水平在伴发红细胞和/或淋巴细胞减少患者中均显著高于非红细胞和/或淋巴细胞减少患者。
表2 红细胞和/或淋巴细胞减少患者中CB-CAPs分布
	组别
	例数
	T-C4d
	B-C4d
	E-C4d
	Z/P(T)
	Z/P(B)
	Z/P(E)

	SLE组+
	24
	18.9±27.7
	58.2±59.9
	39.9±38.6
	-3.709/<0.001
	-2.810/0.005
	-2.105/0.035

	SLE组-
	44
	9.0±19.1
	37.7±52.7
	24.2±28.0
	
	
	

	非SLE组+
	19
	5.6±8.6
	24.2±28.9
	28.3±21.7
	-3.103/0.002
	-2.974/0.003
	-3.916/<0.001

	非SLE组-
	51
	1.7±1.1
	10.0±14.1
	9.2±10.0
	
	
	


注：+表示有红细胞和/或淋巴细胞减少，-表示无红细胞和/或淋巴细胞减少; Z/P为Mann-Whitney U检验统计量Z值和P值，（*）表示T、B淋巴细胞或红细胞。
[bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK26]2.4 CB-CAPs诊断价值  将非SLE患者组和正常对照组整合为对照组，SLE患者为实验组，进行ROC曲线分析，结果见图2。T-C4d、B-C4d、E-C4d、T-C3d、B-C3d、E-C3d曲线下面积分别为0.711、0.763、0.663、0.631、0.611、0.615，P值均小于0.05（与参照线内面积比较）。T-C4d和B-C4d截断值分别选取为2.0和6.6时，T-C4d的诊断敏感性和特异性分别为0.691和0.601，B-C4d为0.735和0.659。在不改变截断值情况下，T-C4d和B-C4d并联联合诊断SLE价值和anti-dsDNA对比见表3，anti-dsDNA诊断为阴性的43例SLE患者中有31例T-C4d、B-C4d诊断为阳性（任一阳性），T-C4d、B-C4d诊断为阴性（均为阴性）的18例SLE患者中仅有6例anti-dsDNA诊断为阳性，T-C4d、B-C4d联合诊断SLE敏感性为73.5%，anti-dsDNA诊断敏感性为36.8%。
[image: ]
图2   CB-CAPs受试者工作曲线
表3  T-C4d、B-C4d和anti-dsDNA构成比分析
	T-C4d合并B-C4d
	anti-dsDNA

	
	+
	-

	+
	19
	31

	-
	6
	12

	McNemar
	<0.001


注：McNemar为配对卡方检验
3 讨论
ANA和anti-dsDNA检测难以避免假阳性和假阴性结果[9-10]，我们基于SLE患者一次采样的检测结果，T-C4d、B-C4d的诊断特异性高于ANA，敏感性高于anti-dsDNA。Kalunian等[8]研究显示，T-C4d、B-C4d和E-C4d在SLE中的敏感性分别为46.2%、65.7%和70%，特异性均超过83%，其他研究报道的敏感性稍低[11-12]，我们的结果与上述结果基本相似，特异性稍低，可能与非SLE自身免疫性疾病病种和数量不同相关。T-C4d、B-C4d联合检测有助于提高诊断敏感性，43例anti-dsDNA阴性SLE患者中，有31例T-C4d、B-C4d检测结果为阳性，约占72.1%（31/43），表明在该截断值设定条件下，72.1%anti-dsDNA阴性SLE患者可经T-C4d、B-C4d检测为阳性，基于ROC曲线截断值的调整，在不损失过多特异性的情况下，T-C4d、B-C4d的检测敏感性可进一步提高，如B-C4d截断值设定为3.2时，敏感性可提高至85.3%，而特异性仅降至49.3%，因此，T-C4d、B-C4d可与dsDNA抗体配合提供更佳的诊断效果。
[bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK34][bookmark: OLE_LINK29][bookmark: OLE_LINK30]补体活化为级联放大反应，C3d形成于C4d下游，人体中补体C3水平高于C4，因此预期C3d相关CB-CAPs检测水平高于C4d，然而我们的研究中，T-C4d、B-C4d、E-C4d的检测水平明显高于相应T-C3d、B-C3d、E-C3d的水平（数据见表2），T-C4d、B-C4d、E-C4d在SLE患者、其他自免性疾病患者和健康人群中的水平差异更为显著，ROC曲线下面积也高于T-C3d、B-C3d和E-C3d，C4d相对于C3d具有更高的诊断价值，Liu等的研究也有相似的发现[12]。另外，B-C4d水平整体也高于T-C4d，通过数据整理发现，并非所有SLE患者B-C4d均高于T-C4d，有11例患者T-C4d的检测水平接近或高于B-C4d，其他研究人群中也有相似发现，表明C4d在不同系细胞间的结合表现并不一致，似乎存在个体特异性[13]。考虑到外周血红细胞总数约为白细胞1000倍，本研究将待检标本均稀释至106数量级，可能对E-C4d的检测和结果比较产生影响，T-C4d、B-C4d、E-C4d联合检测将提高SLE诊断敏感性。
贫血和白细胞减少是SLE患者常见的临床表现，发生的概率和严重程度可能与病情活动度、感染、药物毒性和造血功能障碍等相关[14]。自身免疫性溶血性贫血患者可出现补体系统异常活化[15,16]，针对自身红细胞或白细胞的自身抗体激活补体系统导致血细胞破坏可能是SLE患者贫血和白细胞减少的原因[13,17,18]。本研究中，SLE患者组和非SLE自免疾病组中均有不同比例的贫血或淋巴细胞减少患者，T-C4d、B-C4d、E-C4d的水平在伴发红细胞和/或淋巴细胞减少患者中显著高于无红细胞和/或淋巴细胞减少患者。Yang等的研究也指出E-C4d在伴发溶血SLE患者外周血中显著高于无溶血SLE患者[19]。然而补体激活并不一定形成膜攻击复合物导致细胞溶解，大多T-C4d、B-C4d、E-C4d阳性SLE人群并无外周血细胞减少，溶血SLE患者CB-CAPs水平也可低于非溶血SLE患者。
[bookmark: OLE_LINK39][bookmark: OLE_LINK40][bookmark: _GoBack]CB-CAPs在SLE患者人群中升高机制尚未明确，自身免疫复合物可能是CB-CAPs形成的启动因素，血细胞膜相关自身抗体与膜抗原形成免疫复合物激活补体，形成C3d和C4d吸附于细胞膜表面形成CB-CAPs。Liu等[13]发现SLE患者来源的血浆可使健康个体来源的淋巴细胞标记上C4d，而健康个体来源的血浆和去除抗体的SLE患者血浆没有标记C4d的能力，表明CB-CAPs的形成与血浆中的抗体相关。有报道SLE患者自身抗体可达100余种，除了细胞核和细胞质相关自身抗体外，尚有多种血细胞膜相关抗体，如β2糖蛋白、磷脂、膜受体等自身抗体，阳性率20%-70%不等[20]。另外，尚不能排除循环免疫复合物局部沉积或组织免疫复合物活化补体系统形成的C3d和C4d非特异性吸附于血细胞表面形成CB-CAPs的可能性。本研究中，CB-CAPs的个体特异性可能与SLE个体细胞膜相关抗体谱相关。非SLE自身免疫性疾病中，抗磷脂抗体和β2糖蛋白抗体等阳性率均较低，其他血细胞膜相关自身抗体鲜有报道，与CB-CAPs在自身免疫性疾病中的分布存在一致性。
综上所述，CB-CAPs对SLE有较高的诊断价值，C4d和C3d与T、B淋巴细胞和红细胞结合能力存在个体特异性，可能与SLE抗自身血细胞抗体谱的差异相关，联合检测不同系细胞CB-CAPs将提高SLE的诊断敏感性。
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