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摘要
目的:观察 Ｎｏｔｃｈ 受体和 ＩＬ－２２ 在 Ｖｏｇｔ－小柳原田(ＶＫＨ)
综合征患者中的表达变化ꎬ探讨 Ｎｏｔｃｈ 信号通路对 ＶＫＨ
综合征患者 ＣＤ４＋Ｔ 细胞分泌 ＩＬ－２２ 的调控作用ꎮ
方法:选取 ＶＫＨ 综合征患者 ３５ 例(活动期 １５ 例和静止期
２０ 例)和健康对照者 １２ 例ꎬ分选血浆和 ＣＤ４＋Ｔ 细胞ꎬｑＲＴ－
ＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｎｏｔｃｈ 受体ꎬＥＬＩＳＡ 法检测血浆
ＩＬ－２２ 表达ꎬ流式细胞术检测 Ｔｈ１７ 和 Ｔｈ２２ 的比例ꎮ 观察
抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号通路对 ＶＫＨ 综合征患者 ＣＤ４＋Ｔ 细胞转录
因子相对表达量和 ＩＬ－２２ 分泌水平的变化ꎮ
结果:活动期 ＶＫＨ 综合征患者 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中 Ｎｏｔｃｈ１ ~ ３
较静止期和健康对照者显著升高ꎮ 活动期 ＶＫＨ 综合征患
者血浆 ＩＬ－２２ 及 Ｔｈ１７、Ｔｈ２２ 水平高于静止期和健康对照
者ꎮ 抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号通路可导致活动性 ＶＫＨ 综合征患者
ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ＡｈＲ ｍＲＮＡ 降低ꎬ分泌 ＩＬ－２２ 水平降低ꎮ
结论:Ｎｏｔｃｈ－ＡｈＲ－ＩＬ－２２ 信号通路可能参与了 ＶＫＨ 综合
征的发病ꎮ
关键词:Ｖｏｇｔ－小柳原田综合征ꎻＮｏｔｃｈ 信号通路ꎻ白细胞介
素－２２ꎻＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞
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０引言

Ｖｏｇｔ－小柳原田 ( Ｖｏｇｔ － Ｋｏｙａｎａｇｉ － Ｈａｒａｄａ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ
ＶＫＨ)综合征是一种由自身免疫反应引发的攻击黑色素

细胞抗原导致的致盲性眼病ꎬ以双侧肉芽肿性全葡萄膜炎
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为主要特征ꎬ还可侵袭耳、脑脊髓膜、毛发、皮肤等器官[１]ꎮ
ＶＫＨ 综合征的发病机制尚未完全阐明ꎬ病毒感染、自身免

疫等 因 素 均 参 与 了 ＶＫＨ 的 发 病ꎮ 白 细 胞 介 素

(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎꎬＩＬ)－２２ 属于 ＩＬ－１０ 细胞因子家族成员ꎬ主要

由 ＣＤ４＋Ｔ 细胞分泌ꎬＩＬ－２２ 的受体仅表达在组织器官的实

质细胞中ꎬ因此 ＩＬ－２２ 介导的信号通路主要参与组织器

官炎症应答的调控ꎬ在肿瘤、感染和自身免疫性疾病中

均发挥重要的调控作用[２－３] ꎮ ＩＬ－２２ 的表达受多种因素

的调控ꎬ研究发现 Ｎｏｔｃｈ 信号通路可通过诱导芳香烃受

体(ａｒｙｌ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＡｈＲ)表达调控 ＣＤ４＋Ｔ 细胞

分泌 ＩＬ － ２２ꎬ诱导肝脏炎症应答[４－６]ꎮ 但有关 ＩＬ － ２２ 在

ＶＫＨ 综合征患者中的表达及其调控机制尚未见相关报

道ꎮ 因此ꎬ本研究观察了 Ｎｏｔｃｈ 受体和 ＩＬ－２２ 在 ＶＫＨ 综

合征患者中的表达ꎬ并评估 ＶＫＨ 患者中 Ｎｏｔｃｈ 信号通路

对 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞分泌 ＩＬ － ２２ 的调控作用ꎬ以期初步阐释

ＶＫＨ 综合征的免疫发病机制ꎮ
１对象和方法

１􀆰 １对象　 选取 ２０１６－０９ / ２０１８－０６ 本院就诊的 ＶＫＨ 综合

征患者 ３５ 例ꎬ其中活动期 １５ 例ꎬ男 ８ 例ꎬ女 ７ 例ꎬ年龄

２９~５５(平均 ３９􀆰 ０±１１􀆰 ９)岁ꎬ活动期患者采集标本时未接

受任何药物治疗ꎻ静止期 ２０ 例ꎬ男 １０ 例ꎬ女 １０ 例ꎬ年龄

３１~５４(平均 ３９􀆰 ２±１２􀆰 １)岁ꎬ静止期患者使用免疫抑制剂

治疗 １ａ 以上ꎬ炎症静止 ３ｍｏ 以上ꎮ 纳入标准:(１)年龄

１８~６５岁ꎻ(２)符合国际命名委员会的标准以及杨培增教

授提出的参考标准[１ꎬ７]ꎻ(３)获得知情同意ꎮ 排除标准:
(１)合并慢性病毒感染ꎻ(２)合并其他自身免疫性疾病ꎻ
(３)合并恶性肿瘤ꎻ(４)合并心、脑、肺、肝脏等重要脏器功

能障碍ꎻ(５)妊娠期或哺乳期妇女ꎮ 选取同时期在我院进

行体检的 １２ 例志愿者作为健康对照者ꎬ男 ７ 例ꎬ女 ５ 例ꎬ
年龄２８~５５(平均 ３７􀆰 １±１０􀆰 ８)岁ꎬ健康对照的年龄和性别

比例与 ＶＫＨ 综合征患者的差异无统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
本研究方案已经在本院伦理委员会备案并获得批准ꎬ所有

研究对象均对本研究了解并签署知情同意书ꎮ
１􀆰 ２方法

１􀆰 ２􀆰 １血浆和 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的分选 　 清晨、空腹采集研究

对象 ＥＤＴＡ 抗凝外周血 １０ｍＬꎬ３ ０００ｇ / ｍｉｎ 离心 １０ｍｉｎꎬ收
集上层血浆ꎬ冻存于－８０℃备用ꎮ 下层血细胞使用 Ｆｉｃｏｌｌ
淋巴细胞分离液(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)、采用密度梯度离心法

分离外周血单个核细胞ꎬ使用 ＣＤ４＋细胞分选试剂盒(德国

美天旎公司)按说明书要求分选外周血单个核细胞中的

ＣＤ４＋Ｔ 细胞ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ ＣＤ４＋Ｔ 细胞的刺激 　 培养取 １０６个分选的 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞ꎬ加入抗 ＣＤ３ / ＣＤ２８ 抗体(终浓度 １μｇ / ｍＬ)ꎬ同时加

入 Ｎｏｔｃｈ 信号通路抑制剂 ＤＡＰＴ(美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司ꎬ终浓

度 ７５μｍｏｌ / Ｌ)刺激培养 ４８ｈ 后收集培养细胞和上清ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 实 时 定 量 聚 合 酶 链 反 应 ( ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＰＣＲ) 　 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)
提取细胞总 ＲＮＡꎬ取 １μｇ 总 ＲＮＡꎬ使用反转录试剂盒(瑞
士罗氏公司) 将总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ使用 ＦａｓｔＳｔａｒｔ
ＤＮＡ Ｍａｓｔｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 实时定量 ＰＣＲ 试剂盒(瑞士罗氏

公司)对目的片段进行扩增ꎬ引物序列根据既往文献[５ꎬ８] 合

成ꎮ 采用 ５０μＬ 反应体系ꎬ反应条件:预变性:９４℃ ５ｍｉｎꎻ
ＰＣＲ 反应 ９４℃ １０ｓꎬ５０℃ ２０ｓꎬ７２℃ ３０ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎮ 应用

２－ ΔΔ Ｃｔ法对目的片段的相对表达量进行分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 取 ５ × １０５ 个 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞ꎬ加入

２５０μＬ ２×ＳＤＳ 缓冲液＋５μＬ β－巯基乙醇裂解细胞ꎬ孵育

５ｍｉｎ 后于 ９５℃静置 １０ｍｉｎꎬ离心后将待测样本加入 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 电泳浓缩胶孔中ꎬ１００Ｖ 将蛋白分离后电转至 ＰＶＤＦ
膜ꎬ用含 ５％脱脂奶粉的 ＰＢＳ－Ｔ 封闭 １ｈꎬ洗涤后分别加入

抗 Ｎｏｔｃｈ１ 抗体(１ ∶ ５００ 稀释)、抗 Ｎｏｔｃｈ２ 抗体(１ ∶ ２００ 稀

释)、抗 Ｎｏｔｃｈ３ 抗体(１∶ ４００ 稀释)、抗 Ｎｏｔｃｈ４ 抗体(１∶ ７００
稀释)、抗 Ｈｅｓ － １ 抗体 ( １ ∶ １０００ 稀释)、抗 Ｈｅｓ － ５ 抗体

(１ ∶ １０００稀释)或抗 ＧＡＰＤＨ 抗体(１∶ ２０００ 稀释) (所有抗

体均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ４℃孵育过夜ꎮ 洗涤后加入

抗兔或抗小鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ(１∶ ２０００ 稀释)ꎬ室温孵育 ２ｈꎮ 洗

涤后利用化学发光法成像ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５ 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 ( ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ) 　 使用商品化人 ＩＬ － ２２
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒(美国 Ｒ＆Ｄ 公司)对血浆和培养上清中

ＩＬ－２２ 表达水平进行检测ꎬ操作严格按说明书要求进行ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６流式细胞术 　 分选的 ＣＤ４＋Ｔ 细胞使用佛波酯(终
浓度 ５０ｎｇ / ｍＬ)和伊乌诺霉素(终浓度 １μｇ / ｍＬ)刺激培养

１２ｈꎬ同时加入莫能霉素(终浓度 １０μｇ / ｍＬ)抑制蛋白转

运ꎮ 收集细胞转入 ＦＡＣＳ 管中ꎬ加入抗 ＣＤ４－ＡＰＣ(美国

ＢＤ 公司)进行表面染色ꎬ４℃避光孵育 ２０ｍｉｎꎬ洗涤后加入

破膜固定液孵育 ３０ｍｉｎꎬ然后加入抗 ＩＬ－１７－ＦＩＴＣ(美国 ＢＤ
公司)和抗 ＩＬ－２２－ＰｅｒＣＰ(美国 ＢＤ 公司)进行细胞内细胞

因子染色ꎬ室温避光孵育 ３０ｍｉｎꎬ洗涤后加入含有 ４％多聚

甲醛 / ＰＢＳ 溶液固定ꎬ使用 ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪分析ꎬ
ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ Ｐｒｏ 软件获取细胞ꎬＦｌｏｗＪｏ Ｖｅｒｓｉｏｎ ８􀆰 ４􀆰 ２ 软件分

析结果ꎮ
统计学分析:所有数据均采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行统

计分析ꎮ 首先采用 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 检验对样本的正态性进

行分析ꎬ所有样本均符合正态分布ꎮ 计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ
表示ꎬ多组样本间资料比较首先采用单因素方差分析ꎬ若
存在差异再采用 ＬＳＤ－ｔ 检验进行两两比较ꎬＤＡＰＴ 刺激前

后的资料比较采用配对样本 ｔ 检验ꎬ采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性

分析对两组资料进行相关性检验ꎮ 以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异具

有统计学意义ꎮ
２结果

２􀆰 １ ＶＫＨ 综合征患者 ＣＤ４＋Ｔ 细胞中 Ｎｏｔｃｈ 受体 ｍＲＮＡ
相对表达量和蛋白表达的变化 　 健康对照、静止期 ＶＫＨ
综合征和活动期 ＶＫＨ 综合征患者间 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中

Ｎｏｔｃｈ１ ｍＲＮＡ(Ｆ ＝ ２３８􀆰 ８ꎬＰ < ０􀆰 ００１)、Ｎｏｔｃｈ２ ｍＲＮＡ(Ｆ ＝
１８３􀆰 ７ꎬＰ<０􀆰 ００１)和 Ｎｏｔｃｈ３ ｍＲＮＡ(Ｆ＝ １３０􀆰 ９ꎬＰ<０􀆰 ００１)的
差异具有统计学意义ꎮ 活动期 ＶＫＨ 综合征患者 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞中 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２ 和 Ｎｏｔｃｈ３ ｍＲＮＡ 相对表达量较静

止期 ＶＫＨ 综合征患者和健康对照均显著升高 (均 Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎬ但在静止期 ＶＫＨ 综合征患者和健康对照之间的

差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０􀆰 ３１３、０􀆰 １６２、０􀆰 ３７６)ꎮ ＣＤ４＋ Ｔ 细

胞中 Ｎｏｔｃｈ４ ｍＲＮＡ 相对表达量在三组之间的差异无统计

学意义(Ｆ＝ ０􀆰 ３６２ꎬＰ＝ ０􀆰 ６９８)ꎬ见图 １ꎮ
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图 １　 实时定量 ＰＣＲ检测健康对照和 ＶＫＨ 综合征患者 Ｎｏｔｃｈ 受体 ｍＲＮＡ 的表达　 Ａ:Ｎｏｔｃｈ１ꎻＢ:Ｎｏｔｃｈ２ꎻＣ:Ｎｏｔｃｈ３ꎻＤ:Ｎｏｔｃｈ４ꎻｂＰ<
０􀆰 ００１ ｖｓ 健康对照和静止期 ＶＫＨꎮ

　 　 进一步检测了 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２、Ｎｏｔｃｈ３ 和 Ｎｏｔｃｈ４ 蛋白
在 ６ 例活动性 ＶＫＨ 综合征患者和 ５ 例健康对照志愿者
ＣＤ４＋Ｔ 细胞中的水平ꎮ 与 ｍＲＮＡ 相对表达量的趋势相
似ꎬＶＫＨ 综合征患者 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中 Ｎｏｔｃｈ１、 Ｎｏｔｃｈ２ 和
Ｎｏｔｃｈ３ 蛋白水平显著高于健康对照ꎬ而 Ｎｏｔｃｈ４ 蛋白水平
在两组之间无显著差异(图 ２)ꎮ
２􀆰 ２ ＶＫＨ综合征患者血浆 ＩＬ－２２、ＣＤ４＋Ｔ 细胞中 ＡｈＲ 和
ＲＯＲγｔ转录因子以及 Ｔｈ１７、Ｔｈ２２细胞的变化　 血浆 ＩＬ－
２２ 在健康对照、静止期 ＶＫＨ 综合征和活动期 ＶＫＨ 综合
征患者之间的差异有统计学意义(Ｆ ＝ １０１􀆰 ６ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ
图 ３)ꎮ 活动期 ＶＫＨ 综合征患者血浆 ＩＬ － ２２ ( ３０４􀆰 ２ ±
５９􀆰 ２３ｐｇ / ｍＬ)显著高于静止期 ＶＫＨ 综合征患者(１３３􀆰 ４±
１９􀆰 ８９ｐｇ / ｍＬ)和健康对照(１４０􀆰 ２ ± ２３􀆰 ４７ｐｇ / ｍＬ)ꎬ差异均
有统计学意义(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ但在静止期 ＶＫＨ 综合征患
者和健康对照之间的差异无统计学意义(Ｐ ＝ ０􀆰 ３８８)ꎬ且
血浆 ＩＬ－２２ 水平与 Ｎｏｔｃｈ 受体 ｍＲＮＡ 相对表达量无显著
相关(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 健康对照、静止期 ＶＫＨ 综合征和活动期
ＶＫＨ 综合征患者间 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中 Ｔｈ２２ 细胞转录因子
ＡｈＲ ｍＲＮＡ(Ｆ ＝ ２２４􀆰 ２ꎬＰ<０􀆰 ００１)和 Ｔｈ１７ 细胞转录因子
ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ(Ｆ＝ ９９􀆰 １２ꎬＰ<０􀆰 ００１)的差异具有统计学意
义ꎬ见图 ４ꎮ 活动期 ＶＫＨ 综合征患者 ＣＤ４＋Ｔ 细胞中 ＡｈＲ
和 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 相对表达量较静止期 ＶＫＨ 综合征患者和
健康对照均显著升高(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ但在静止期 ＶＫＨ 综
合征患者和健康对照之间的差异无统计学意义 ( Ｐ ＝
０􀆰 ２３４、０􀆰 ２４２)ꎮ Ｔｈ２２ 细胞和 Ｔｈ１７ 细胞的流式检测分析
见图 ５ꎮ 健康对照、静止期 ＶＫＨ 综合征和活动期 ＶＫＨ 综
合征患者 Ｔｈ２２ 细胞(Ｆ ＝ １８􀆰 ７６ꎬＰ<０􀆰 ００１)和 Ｔｈ１７ 细胞
(Ｆ＝ ２２􀆰 ０４ꎬＰ<０􀆰 ００１)比例的差异具有统计学意义ꎮ 活动
期 ＶＫＨ 综合征患者 ＣＤ４＋Ｔ 细胞中 Ｔｈ２２(３􀆰 ３８％±０􀆰 ７８％)
和 Ｔｈ１７ 细胞(５􀆰 ５１％±１􀆰 １４％)比例较静止期 ＶＫＨ 综合征
患者(Ｔｈ２２:２􀆰 ０３％±０􀆰 ６３％ꎻＴｈ１７:３􀆰 ７３％±０􀆰 ８６％)和健康
对照(Ｔｈ２２:１􀆰 ９４％±０􀆰 ８１％ꎻＴｈ１７:３􀆰 ３８％±０􀆰 ７２％)均显著
升高(均 Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ但在静止期 ＶＫＨ 综合征患者和健康
对照之间的差异无统计学意义(Ｐ＝ ０􀆰 ７２５、０􀆰 ２３６)ꎮ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测健康对照和活性期 ＶＫＨ 综合征患者

Ｎｏｔｃｈ受体蛋白的表达ꎮ

２􀆰 ３ 抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号通路对活动性 ＶＫＨ 综合征患者
ＣＤ４＋Ｔ 细胞转录因子表达和分泌 ＩＬ－２２ 的影响 　 取 １０６

个从活动性 ＶＫＨ 综合征患者分选的 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞ꎬ加入
ＤＡＰＴ 刺激后ꎬＮｏｔｃｈ 信号通路下游分子 Ｈｅｓ１ 和 Ｈｅｓ５ 的
表达显著降低(图 ６Ａ)ꎬ提示 ＤＡＰＴ 有效抑制了 Ｎｏｔｃｈ 信
号通路ꎮ ＡｈＲ ｍＲＮＡ 相对表达量显著降低( ｔ ＝ ７􀆰 ０８８ꎬＰ<
０􀆰 ００１ꎬ图 ６Ｂ)ꎬ但 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 相对表达量在无 ＤＡＰＴ 刺
激和 ＤＡＰＴ 刺激的 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞中的差异无统计学意义
( ｔ＝ １􀆰 ２４７ꎬＰ ＝ ０􀆰 ２３３ꎬ图 ６Ｃ)ꎮ ＤＡＰＴ 刺激后 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞
分泌 ＩＬ － ２２ 的水平亦显著降低 (４４􀆰 ４７ ± １１􀆰 ８３ｐｇ / ｍＬ ｖｓ
７８􀆰 ８７±９􀆰 ６３ｐｇ / ｍＬꎻｔ＝ ８􀆰 ４７２ꎬＰ<０􀆰 ００１ꎬ图 ６Ｄ)ꎮ
３讨论

虽然 ＶＫＨ 综合征的发病机制尚未完全阐明ꎬ目前的
研究均认为 ＶＫＨ 综合征是机体攻击靶器官中的黑色素相
关抗原所致的自身免疫性疾病ꎮ 研究发现ꎬＶＫＨ 综合征
的发病与人类白细胞抗原等位基因的多态性、ＩＬ－２３ 受体
的表达、固有免疫和适应性免疫功能失调以及环境诱导的
免疫失衡等多种免疫因素相关[９－１１]ꎮ

Ｎｏｔｃｈ 信号通路是一种高度保守的细胞信号通路ꎬ可
影响细胞形态和功能发育的多个过程ꎬ如多能祖细胞的分
化、细胞增殖和凋亡等[１２]ꎮ Ｎｏｔｃｈ 信号通路在眼部血管系
统发育中发挥重要作用ꎬ参与多种与血管生成相关的眼病
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图 ３　 ＥＬＩＳＡ检测健康对照和 ＶＫＨ综合征患者血浆 ＩＬ－２２ 的表达　 ｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 健康对照和静止期 ＶＫＨꎮ

图 ４　 实时定量 ＰＣＲ检测健康对照和 ＶＫＨ 综合征患者 ＣＤ４＋Ｔ 细胞中转录因子 ＡｈＲ 和 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 的表达　 Ａ:ＡｈＲ ｍＲＮＡꎻＢ:
ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡꎻｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 健康对照和静止期 ＶＫＨꎮ

图 ５　 流式细胞术检测健康对照和 ＶＫＨ综合征患者 Ｔｈ２２ 和 Ｔｈ１７ 细胞比例　 Ａ:流式检测散点图ꎻＢ:Ｔｈ２２ꎻＣ:Ｔｈ１７ꎻｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 健
康对照和静止期 ＶＫＨꎮ

(如视网膜新生血管疾病、脉络膜新生血管疾病)的发生
发展[１３]ꎮ 新近的研究发现ꎬＮｏｔｃｈ１ 信号通路在氧诱导的
视网膜血管退化中亦发挥调控作用[１４]ꎮ 但目前尚无
Ｎｏｔｃｈ 信号通路在 ＶＫＨ 综合征发病中的相关研究报道ꎮ
本研究发现ꎬＮｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２ 和 Ｎｏｔｃｈ３ ｍＲＮＡ 和蛋白在活
动性 ＶＫＨ 综合征 ＣＤ４＋Ｔ 细胞中的表达显著升高ꎬ但在静
止期 ＶＫＨ 综合征患者中的表达则无明显变化ꎬ提示 Ｎｏｔｃｈ
信号通路不但参与了 ＶＫＨ 综合征疾病的炎症活动ꎬ还说
明抑制机体免疫应答可能降低了 Ｎｏｔｃｈ 受体的表达ꎮ 虽
然仅有 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２ 和 Ｎｏｔｃｈ３ 的表达升高ꎬＮｏｔｃｈ４ 的表
达无显著变化ꎬ而根据实时定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果ꎬ提示 Ｎｏｔｃｈ２ 受体占优势ꎮ 但 Ｎｏｔｃｈ１ ~ ４ 介导的下游信

号通路是相同的ꎬ因此 Ｎｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ２ 和 Ｎｏｔｃｈ３ 的表达升
高已足够诱导下游信号分子的活化ꎮ 但由于 Ｎｏｔｃｈ 信号
通路具有重要且广泛的免疫应答调控功能ꎬ其在 ＶＫＨ 综
合征发生发展中的免疫调控机制尚待深入研究ꎮ

ＩＬ－２２ 是一种具有双重功能的细胞因子ꎬ其发挥促进
炎症应答或发挥免疫保护的功能取决于疾病类型、病期以
及 ＩＬ－２２ 所处的免疫微环境等[１５]ꎮ 在活动性巩膜炎[１６]、
自身免疫性非感染性葡萄膜炎[１７]、干眼症[１８] 患者的外周
血或泪液中ꎬＩＬ－２２ 的表达水平显著升高ꎻ但在增生性糖
尿病视网膜病变患者的房水中ꎬＩＬ－２２ 的水平却未见明显
变化[１９]ꎮ 但尚未见有关 ＩＬ－２２ 在 ＶＫＨ 综合征患者中的
相关报道ꎮ 本研究发现ꎬ活动期 ＶＫＨ 综合征患者血浆
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图 ６　 ＤＡＰＴ刺激对活动性 ＶＫＨ综合征患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞中 Ｎｏｔｃｈ下游信号分子表达和 ＡｈＲ、ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ及分泌 ＩＬ－２２ 的影响　
Ａ:Ｈｅｓ１ 和 Ｈｅｓ５ 蛋白表达ꎻＢ:ＡｈＲ ｍＲＮＡꎻＣ:ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡꎻＤ:ＩＬ－２２ 分泌ꎻｂＰ<０􀆰 ００１ ｖｓ 无 ＤＡＰＴ 刺激ꎮ

ＩＬ－２２、Ｔｈ１７ 和 Ｔｈ２２ 细胞的水平显著升高ꎬ但静止期 ＶＫＨ
综合征患者 ＩＬ－２２、Ｔｈ１７ 和 Ｔｈ２２ 细胞的水平与健康对照
比较则无明显变化ꎬ提示 ＩＬ－２２ 不但参与了 ＶＫＨ 综合征
患者的机体炎症应答ꎮ 还说明抑制机体免疫应答可能降
低了 ＩＬ－２２ 的分泌ꎮ ＣＤ４＋Ｔ 细胞分泌 ＩＬ－２２ 主要由 Ｎｏｔｃｈ
信号通路调控ꎬＴｈ２２ 细胞转录因子 ＡｈＲ 参与了此过程ꎬ
Ｎｏｔｃｈ－ＡｈＲ－ＩＬ－２２ 信号通路具有精细调控炎症应答作
用[４]ꎮ 因此ꎬ虽然本研究在活动性 ＶＫＨ 综合征患者中未
发现 Ｎｏｔｃｈ 受体与 ＩＬ － ２２ 表达存在明显相关ꎬ但应用
ＤＡＰＴ 抑制 Ｎｏｔｃｈ 信号通路却显著降低 ＩＬ－２２ 的表达ꎬ在
此过程中ꎬＴｈ２２ 细胞转录因子 ＡｈＲ 表达降低ꎬ而 Ｔｈ１７ 细
胞转录因子 ＲＯＲγｔ 的表达未受明显影响ꎬ提示 Ｎｏｔｃｈ 信号
通路可能主要影响 Ｔｈ２２ 细胞分泌 ＩＬ－２２ꎬ而对 Ｔｈ１７ 细胞
分泌 ＩＬ － ２２ 的功能无显著影响ꎬ这与在慢性病毒性肝
炎[５－６]、肺癌[２０] 中的研究结果一致ꎮ 由于既往的研究发
现ꎬＩＬ－２３ 受体和 Ｔｈ１７ 细胞在 ＶＫＨ 综合征中的水平均升
高ꎬ促进了 ＶＫＨ 综合征的疾病进展[１１ꎬ２１]ꎮ ＩＬ－２３ 主要作
用于 Ｔｈ１７ 细胞ꎬ促进 Ｔｈ１７ 细胞产生 ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－２２ 等细
胞因子ꎮ 因此ꎬ作为 Ｔｈ１７ 细胞分泌的另外一种重要细胞
因子ꎬＩＬ－２２ 在 ＶＫＨ 综合征中很可能发挥促进炎症应答、
诱导疾病进展的作用ꎬ而这一功能仍有待体内试验进一步
证实ꎮ

总之ꎬＮｏｔｃｈ－ＡｈＲ－ＩＬ－２２ 信号通路可调控 ＶＫＨ 综合
征的炎症应答ꎬ参与了 ＶＫＨ 综合征的发病ꎬ促进 ＶＫＨ 综
合征的疾病进展ꎮ Ｎｏｔｃｈ 信号通路及 ＩＬ－２２ 的调控可能作
为治疗靶点ꎬ为 ＶＫＨ 综合征的治疗提供新的思路ꎮ
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ｗｉｔｈ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ２０１７ꎻ１２(５):ｅ０１７８２３０
２０ Ｐａｎｇ Ｂꎬ Ｈｕ Ｃꎬ Ｘｉｎｇ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌｅｖａｔｅｄ Ｎｏｔｃｈ１ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－
２２ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ＣＤ４＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ａｒｙｌ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｂｉｏｓｃｉ Ｒｅｐ ２０１８ꎻ３８(６):ＢＳＲ２０１８１９２２
２１ Ｗａｎｇ Ｃꎬ Ｔｉａｎ Ｙꎬ Ｌｅｉ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＩＬ － ２７ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｔｈ１７ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ Ｖｏｇｔ－Ｋｏｙａｎａｇｉ－Ｈａｒａｄａ
ｄｉｓｅａｓｅ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１２ꎻ５３(８):４６６８－４６７５
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