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[摘要]暋目的:通过检测口腔扁平苔藓(orallichenplanus,OLP)患者外周血 T细胞B7-H1及PD-1的表达情况

及与疾病状态的关系,以此来探讨B7-H1/PD-1信号通道在 OLP患者 T细胞免疫中的作用。方法:选择22例

OLP患者,12例健康成人作为对照。应用 REU计分系统及视觉模拟评分法(VAS)对 OLP患者的疾病状态进行

计分。密度梯度离心法分离 OLP组和对照组外周血中的单个核细胞,流式细胞术检测单个核细胞中 T细胞表面

B7-H1及PD-1的表达水平。贴壁法去除单核细胞后,将 OLP患者的淋巴细胞与健康成人淋巴细胞混合培养,

加入抗B7-H1单克隆抗体阻断B7-H1/PD-1信号通道,培养5d后应用 XTT方法检测细胞增殖情况。结果:

CD3
+B7-H1+、CD3

+PD-1+的表达百分率在 OLP和正常对照组之间存在有明显差异(P<0.05)。CD3
+B7-

H1+在 OLP组的表达水平与疾病状态计分正相关(P=0.002),而 CD3
+PD-1+的表达水平与疾病的临床状态

计分无关(P=0.537)。在混合淋巴细胞培养中,使用抗B7-H1单克隆抗体阻断B7-H1/PD-1信号通道后,淋
巴细胞增殖情况与对照组无明显差异(P>0.05)。结论:OLP患者外周血 T细胞中的 CD3

+B7-H1+、CD3
+PD

-1+很可能参与了 OLP的发病;CD3
+B7-H1+对 OLP的疾病进展可能产生一定作用。
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[Abstract]暋Objective:TocomparetheexpressionofB7-H1andPD-1onperipheralbloodTcellsinorallichen

planus(OLP)patientsandcontrols,andtoexploreitsrelationshipwiththedisease.Methods:Twenty-twopa灢
tientsofOLPandtwelvehealthyadultswerechosen.ThescoresofOLPdiseaseactivitywereassessedaccordingto
theREUscoringsystemandthevisualanaloguescale(VAS)asdescribedinthepreviousstudies.Peripheralblood
mononuclearcells(PBMCs)wereisolatedbydensitygradientcentrifugation.TheexpressionofB7-H1andPD-1
onTcellsinPBMCsweretestedbytwo-colorflowcytometry.Aftermonocytecellswereremovedbyadhesion,

thelymphocytecellsofOLPpatientsandcontrolsweremixedforcultureusinganti-B7-H1mAbstoblocktheB7
-H1/PD-1pathway,thentheproliferationoflymphocytecellsweredetectedthroughXTTmethodafter5days.
Results:SignificantdifferenceswerefoundamongOLPpatientsandcontrolsintheexpressionofB7-H1andPD-
1onTcells(P ﹤0.05).TheexpressionofB7-H1onTcellsinOLPpositivelyassociatedwiththediseaseactivity
score(P=0.002).However,therehadnorelationshipbetweentheexpressionofPD-1onTcellsandthedisease
activityscoreinOLP(P=0.537).AfterblockingtheB7-H1/PD-1pathwaywithanti-B7-H1mAbs,thepro灢
liferationofTcellswasnotsignificantdifferentbetweenthecontrolgroupandtheOLPgroupaftermixedlympho灢
cytecellcultures(P>0.05).Conclusion:TheresultsindicatedthatB7-H1andPD-1mightplayimportant
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暋暋尽管目前口腔扁平苔藓(orallichenplanus,

OLP)的病因尚未明确,但已有许多研究表明,OLP
是一种 T 细胞介导的自身免疫性疾病[1]。目前为

止,国内外关于B7-H1/PD-1信号通道在口腔扁

平苔藓方面的研究还很少,且已有研究均没有显示

B7-H1/PD-1信号通道与 OLP临床特征之间是

否存在联系。因此本研究通过检测 OLP患者外周

血中B7-H1及PD-1表达水平的变化,探讨其与

OLP临床特征间的关系,并观察在阻断 B7-H1/

PD-1信号通道后 T细胞增殖能力是否发生改变,
进而推测其在OLP发病中的作用,从而提供一种新

的更有效治疗 OLP的思路及方法。

1暋材料与方法

1.1暋材料暋主要试剂:人淋巴细胞分离液(天津灏

洋生物制品科技有限责任公司);磷酸盐缓冲液(实
验室自配);胎牛血清(HyClone公司,美国);改良

型RPMI-1640 培养基(HyClone公司,美国);异
硫氰酸基荧光素(Fluoresceinisothiocynate,FITC)
标记的抗人CD3单抗(FITCanti-humanCD3);藻
红蛋白(Phycoerythrin,PE)标记的抗人 CD3 单抗

(PEanti-humanCD3),藻红蛋白(Phycoerythrin,

PE)标记的抗人 B7-H1 单抗(PEanti-humanB7
-H1),藻红蛋白(Phycoerythrin,PE)标记的抗人

PD-1单抗(PEanti-huamnPD-1),纯化抗人B7
-H1单抗(purifiedanti-humanB7-H1)。(Bio灢
legend公司,美国);XTT细胞增殖及细胞毒性检测

试剂盒(凯基生物,中国南京)。研究对象:OLP患

者22例,均来自于本院口腔科门诊,男8例,女14
例,年龄32~61岁,平均年龄(47.18暲7.37)岁,病
程1~36个月。所有病例经临床及病理检查证实,
均符合 WHO关于 OLP诊断标准。患者均无全身

系统性疾病,近3个月内未接受任何局部或全身免

疫治疗。12例健康成人为对照组,男5例,女7例,
年龄25~62岁,平均年龄(45.25暲11.76)岁。经 T
检验和方差分析性别无差异(P ﹥0.05),年龄具有

统计学差异(P=0.001)。该实验均在患者和健康

志愿者知情同意的情况下进行。

1.2暋方法

1.2.1暋根据疾病状态进行计分,采集标本暋分别应

用REU 计分系统(表1)及 VAS (visualanalogue
scale)评分法对 OLP患者临床表现进行评估,再测

算疾病临床状态。采用 VAS评分法对记录疼痛程

度,操作方法:用一条长10cm 直线,两端分别标上

0和10,0表示无痛,10表示想象中的最剧烈疼痛。

操作者用棉签在OLP病损充血溃疡区轻轻摩擦,向
患者介绍 VAS含义及与疼痛的关系,让患者根据

自己所感受的疼痛程度,在直线上某一点作标记,以
表示疼痛的强度,记录从起点至记号处的长度,即

VAS疼痛指数。无菌条件下采集 OLP组及正常对

照组外周静脉血5ml,肝素抗凝,待用。

表1暋REU计分系统

Table1暋REUscoringsystem

临床表现 计分

斑纹或过度角化(R) 0=无白色条纹;
1=有白色条纹或者角化丘疹

充血发红(E)
0=无病损;1=病损<100mm2;
2=病损在100mm2 和300mm2

之间;3=病损>300mm2

溃疡糜烂(U)
0=无病损;1=病损<100mm2;2=病损
在100mm2 和300mm2 之间;3=病损
>300mm2

总分 毑R+毑(E暳1.5)+毑(U暳2.0)

1.2.2暋B7-H1和PD-1表达的检测暋取5只离

心管,做标记后加样:A 管:加入20毺LFITC-anti
-human-CD3

+20毺LPE-anti-human-B7-
H1+100毺L细胞悬液;B管:加入20毺LFITC-
anti-human-CD3

+20毺LPE-anti-human-PD
-1+100毺L细胞悬液;C管:加入20毺LFITC-
anti-human-CD3

+100毺L细胞悬液;D 管:加入

20毺LPE-anti-human-CD3
+100毺L细胞悬液

E管:加入100毺L细胞悬液,以上各管混匀后,室温

避光孵育20min。各管加入PBS2mL,洗涤,离心

1000r/min,5min,弃上清。加入0.5mL1%多聚

甲醛固定混匀后上流式细胞仪检测。

1.2.3暋混合淋巴细胞培养暋剩余细胞用含10%胎

牛血清 (FBS)的 RPMI-1640 细胞培 养 液 培 养

1.5h,去除贴壁细胞,调整细胞浓度,OLP组调整

为1暳105/mL,正常对照组为2暳105/mL。96孔板

中混合淋巴细胞培养1组:100毺LOLP组细胞悬液

+1毺L抗B7-H1单抗,培养30min后,加入100

毺L正常对照组细胞悬液;二组:100毺LOLP组细

胞悬液+100毺L正常对照组细胞悬液;3组:200毺L
正常对照组细胞悬液(浓度1.5暳105/mL);4组:

200毺LRPMI-1640完全培养液;每组各设3个复

孔。将96孔板放入培养箱内培养5d(按分组加入

刺激因子),培养结束前4h加入XTT工作液,培养

结束后上酶标仪检测各孔A450值。

1.3暋统计学处理暋所有数据均采用SPSS13.0统

计软件进行统计学分析。结果以均数暲标准差表

示,各组数据经方差齐性检验(Levene检验),分析
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各组数据方差齐性后,数据采用样本均数t检验或

ANOVAS-N-K 检验;相关性分析采用 Pearson
法,以P<0.05为差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋 正常对照组及 OLP 组 CD3
+ B7-H1+、

CD3
+PD-1+的表达百分率暋如表2所示,OLP患

者和正常对照组外周血单个核细胞 CD3
+B7-H1

+及CD3
+PD-1+的表达存在有显著差异(P<0.

05)。提取PBMC,加入FITC-anti-CD3及PE-
anti-human-B7-H1或PE-anti-human-PD
-1,上机进行流式分析。结果显示 CD3

+B7-H1
+、CD3

+PD-1+的表达百分率在 OLP和正常对

照组之间存在有明显差异(P ﹤0.05)。

表2暋CD3
+B7-H1+、CD3

+PD-1+表达结果

Table2暋ExpressionofCD3
+B7-H1+andCD3

+PD-1+
煀x暲s

项目 OLP Control

CD3
+B7-H1+/% 22.20暲16.43 12.08暲9.49

CD3
+PD-1+/% 18.66暲12.91 10.12暲4.48

暋注:P<0.05

2.2暋OLP组CD3
+B7-H1+、CD3

+PD-1+表达

水平与疾病状态计分的关系暋如图1所示,CD3
+

B7-H1+在 OLP组的表达水平与疾病状态计分呈

明显正相关(相关系数r=0.615,P=0.002),而

CD3
+PD-1+的表达水平与疾病的临床状态计分

无关(相关系数r=0.139,P=0.537)。CD3
+B7-

H1+表达水平与疾病计分成正相关(相关系数r=
0.615,P=0.002),而CD3

+PD-1+表达水平与疾

病状态计分无关(相关系数r=0.139,P=0.537)。

图1暋OLP组CD3
+B7-H1+、CD3

+PD-1+表达水平与疾病状态

计分的关系散点图

Fig.1暋ScatterdiagramoftherelationshipbetweenCD3
+B7-H1+

andCD3
+ PD-1+ expressionlevelsanddiseasestatus

score

2.3暋抗-B7-H1单克隆抗体对混合淋巴细胞培

养(MLC)T细胞增殖的影响暋各组间无显著差异

(P>0.05)。因此,使用抗 B7-H1单克隆抗体阻

断B7-H1/PD-1信号通道后,淋巴细胞增殖情况

与对照组无明显差异,见表3。

表3暋抗-B7-H1单克隆抗体对混合淋巴细胞培养(MLC)T细胞增殖的影响

Table3暋Effectofanti-B7-H1monoclonalantibodyonproliferationofmixedlymphocytecultures(MLC)Tcells 煀x暲s

项目 1组 2组 3组 4组

A450值 0.454暲0.065 0.456暲0.076 0.457暲0.099 0.433暲0.083
增值抑制率/% 28.53暲2.26 29.32暲1.69 27.32暲2.58 27.62暲2.24

3暋讨论

暋暋在对肿瘤动物模型的研究中发现,阻断 B7-
H1也可以对患癌动物的长期生存率产生影响,这
说明阻断B7-H1可能能够改善记忆免疫反应的发

展过程[2]。当B7-H1/PD-1通道被阻断时,实验

小鼠体内的肿瘤加速消失,对黑色素瘤细胞株及结

肠癌细胞株的研究显示,阻断B7-H1还可以抑止

肿瘤的转移[3]。在慢性淋巴球性脑膜脉胳膜炎病毒

(LCMV)感染的小鼠体内发现了失去功能的病毒特

异性 T细胞,有学者[4]通过进行全基因微点阵的对

比分析发现,这些失去功能的LCMV特异性CD8+
T细胞最显著上调了 PD-1基因,同时他们注意

到,B7-H1在感染小鼠脾细胞上大量表达。

暋暋有学者认为,OLP的发病机理可能是有活化的

朗格汉斯细胞和角质形成细胞参与的 T 细胞介导

的免疫过程。Pornpan[5]等通过多色荧光染色技术

研究发现,PD-1在 OLP病损组织局部浸润 T 细

胞及巨噬细胞中大量表达,B7-H1则表达在接近

T细胞浸润区的上皮下和上皮内的淋巴细胞以及角

质形成细胞上。有学者通过多色荧光染色技术研究

发现,PD-1和B7-H1在 OLP上皮下浸润区的T
细胞和巨噬细胞以及上皮内淋巴细胞上高表达,此
外,B7-H1在邻近上皮下 T细胞浸润的角质形成

细胞上也大量表达。

暋暋目前检测到大多数的人恶性肿瘤细胞表面高表

达B7-H1,但是在小鼠和人类肿瘤细胞系中却检

测到B7-H1低表达甚至很少表达,这可能是因为

体外细胞系培养时缺乏机体内的完全的肿瘤微环

境,免疫调节的失衡会影响肿瘤微环境中肿瘤特异

性 T细胞的免疫功能[6]。Fumihiko[7]等通过免疫
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组化的实验方法发现,口腔鳞状细胞癌细胞 B7-
H1染色呈显著阳性,在肿瘤细胞的质膜及细胞质

中发现有B7-H1的表达。因此,阻断肿瘤细胞的

B7-H1/PD-1途径有望成为一种治疗肿瘤的新

型有效方法。本实验从 B7-H1/PD-1信号通道

的角度对 OLP的发病机制进行了探讨。本文运用

流式细胞术的方法检测了22例 OLP患者和12例

健康对照者外周血单个核细胞(PBMC)中 T 细胞

B7-H1、PD-1的表达状况,结果显示,CD3
+B7-

H1+、CD3
+PD-1+的表达百分率在 OLP和正常

对照组之间存在有明显差异(P<0.05)。这说明 T
细胞中的B7-H1、PD-1很可能参与了 OLP疾病

的发生。这与之前外国学者所做相关研究结果一

致。为进一步探明 T细胞表面B7-H1、PD-1的

表达是否与 OLP患者的临床病情状态相关,CD3
+

B7-H1+在 OLP组的表达水平与疾病状态计分正

相关(P=0.002),而 CD3
+PD-1+的表达水平与

疾病的临床状态计分无关(P=0.537)。这表明与

PD-1相比,OLP患者外周血T细胞B7-H1的表

达水平与病情关系更为密切。

暋暋在慢性炎症过程中,效应 T细胞分泌细胞因子

(如IFN-毭、IL-4、TNF-毩等)增多,如炎症来源

未被及时消除,则一些细胞因子会诱导上调 T细胞

及靶细胞表面B7-H1、PD-1的表达水平,因此,

B7-H1/PD-1信号通道可能会发挥其抑制作用,
延迟 T细胞应答,产生慢性炎症性免疫反应,造成

病情反复[8]。有学者[9]在对 OLP患者病损组织渗

出液的研究中发现,TNF-毩、IL-1-毩、IL-6、IL
-8分泌水平显著增高。因此,OLP患者细胞因子

的变化可能与 B7-H1/PD-1信号通道的功能发

挥有密切联系。而 PD-1除了 B7-H1外还有另

一个配体B7-DC(PD-L2),通过本实验,可以推

测得知,B7-DC/PD-1信号通道与B7-H1/PD-
1信号通道在 OLP的发病机制中可能表达及作用

不尽相同,因此,与PD-1相比,OLP患者 T 细胞

B7-H1的表达水平与病情关系更为密切。

暋暋有研究认为,B7-H1通过一个未知受体(B7-
H1R)共刺激na瘌ve或primedT细胞及静止的记忆

性CD4
+T细胞增殖并促进细胞因子(如IL-10)的

产生,而对已活化的 T细胞,B7-H1则通过B7-
H1/PD-1信号通道发挥抑制 T 细胞作用。本文

可以推测,OLP患者与健康成人的外周血淋巴细胞

表面的B7-H1分子很可能通过不同的受体通道,

发挥不同的细胞调节作用。而其具体作用过程及机

制则需进一步实验来证明。OLP虽然是一种发生

于口腔黏膜局部的疾病,但是许多研究表明,OLP
患者全身的免疫状态存在异常[10]。

暋暋综上所述,本文研究从分子水平上检测了共刺

激分子B7-H1、PD-1在 OLP患者外周血的表达

状况,并进一步探讨了B7-H1、PD-1在 OLP患

者的表达情况与其疾病严重程度的关系,初步研究

了B7-H1分子在 OLP中对淋巴细胞增殖情况的

作用,对揭示 OLP的免疫机制具有一定的理论意

义。一些体外实验及动物模型的研究表明,阻断B7
-H1/PD-1信号通道可对多种疾病达到治疗效

果,因此对B7-H1/PD-1信号通道的深入研究可

能成为有效治疗 OLP提供一种新的思路。
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