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IL-35、IgG4/IgG、TSI水平与甲状腺相关性眼病活动度及严重程度的相关性分析
 颜宇1，钟琴1，杨蕾1，张健2，李爽乐1*
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【摘要】目的：探究白细胞介素-35（IL-35）、免疫球蛋白4/免疫球蛋白（IgG4/IgG）、促甲状腺免疫球蛋白（TSI）水平与甲状腺相关性眼病（TAO）活动度及严重程度的相关性分析。方法：选取2023年1月至2024年7月本院收治的148例TAO患者为观察组，根据活动度分为活动组（75例）和非活动组（73例），根据病情严重程度分为重度组（95例）和轻度组（53例）；另选取同期148例体检健康患者为对照组。比较血清中IL-35、IgG4/IgG、TSI的水平；采用Pearson法分析血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平与活动度及严重程度的相关性；多因素Logistic回归分析TAO患者发展为重度的影响因素；ROC曲线分析血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平对TAO患者发展为重度的诊断价值。结果：与对照组相比，观察组血清IL-35水平明显降低（P<0.05），IgG4/IgG、TSI水平明显升高（P<0.05）；与非活动组组相比，活动组血清IL-35水平明显降低（P<0.05），IgG4/IgG、TSI水平明显升高（P<0.05）；与轻度组相比，重度组血清IL-35水平明显降低（P<0.05），病程、IgG4/IgG、TSI水平明显升高（P<0.05）；血清IL-35水平与活动度及严重程度呈负相关，IgG4/IgG水平与活动度及严重程度呈正相关，TSI水平与活动度及严重程度呈正相关（P<0.05）；多因素Logistic回归分析结果显示，IL-35、IgG4/IgG、TSI均为TAO患者发展为重度的影响因素（P<0.05）；血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平诊断TAO患者发展为重度的曲线下面积（AUC）分别为0.868、0.859、0.830，三者联合诊断的AUC为0.955，明显高于各单一指标诊断（Z三者联合-IL-35=2.893、Z三者联合-IL-35=3.510、Z三者联合-IL-35=4.157，P=0.004、0.000、0.000）。结论：TAO患者血清IL-35水平明显下调，IgG4/IgG、TSI水平明显上调，且IL-35、IgG4/IgG、TSI水平与TAO活动性及严重程度相关，三者联合对TAO患者发展为重度具有较高的诊断价值。
【关键词】甲状腺相关性眼病；白细胞介素-35；免疫球蛋白4/免疫球蛋白；促甲状腺免疫球蛋白

Analysis of the correlation between IL-35, IgG4/IgG, TSI levels and the activity and severity of thyroid associated ophthalmopathy

Abstract Objective: To investigate the correlation between the levels of interleukin-35 (IL-35), immunoglobulin 4/immunoglobulin (IgG4/IgG), thyroid stimulating immunoglobulin (TSI) and the activity and severity of thyroid associated ophthalmopathy (TAO). Methods: A total of 148 TAO patients admitted to our hospital from January 2023 to July 2024 were regarded as the observation group. They were assigned into an active group (75 cases) and an inactive group (73 cases) based on their activity level, and were assigned into a severe group (95 cases) and a mild group (53 cases) based on the severity of their condition; another 148 healthy patients who underwent physical examinations were regarded as the control group. The levels of IL-35, IgG4/IgG, and TSI in serum were compared. Pearson method was applied to analyze the correlation between serum IL-35, IgG4/IgG, TSI levels and activity and severity. Multivariate logistic regression was applied to analyze the influencing factors of TAO patients developing severe symptoms. ROC curve was applied to analyze the diagnostic value of serum IL-35, IgG4/IgG, and TSI levels for the development of severe TAO in patients. Results: Compared with the control group, the serum IL-35 level in the observation group was obviously lower (P<0.05), and the IgG4/IgG and TSI levels were obviously higher (P<0.05). Compared with the inactive group, the serum IL-35 level in the active group was obviously lower (P<0.05), and the IgG4/IgG and TSI levels were obviously higher (P<0.05). Compared with the mild group, the serum IL-35 level in the severe group was obviously lower (P<0.05), and the disease duration, IgG4/IgG, and TSI levels were obviously higher (P<0.05). The serum IL-35 level was negatively correlated with activity and severity, IgG4/IgG level was positively correlated with activity and severity, and TSI level was positively correlated with activity and severity (P<0.05). Multiple logistic regression analysis showed that IL-35, IgG4/IgG, and TSI were all influencing factors for TAO developing into severe (P<0.05). The areas under the curve (AUC) for diagnosing severe TAO with serum IL-35, IgG4/IgG, and TSI levels were 0.868, 0.859, and 0.830, respectively. The AUC of the combined diagnosis of the three factors was 0.955, which was obviously higher than that of each single indicator diagnosis (Z three factors combination - IL-35=2.893, Z three factors combination - IL-35=3.510, Z three factors combination - IL-35=4.157, P=0.004, 0.000, 0.000). Conclusion: Serum IL-35 level is obviously downregulated in TAO patients, while IgG4/IgG and TSI levels are obviously upregulated.The levels of IL-35, IgG4/IgG, and TSI are correlated with the activity and severity of TAO, and their combination has high diagnostic value for TAO developing into severe.

[Keywords] Thyroid associated ophthalmopathy; Interleukin-35; Immunoglobulin 4/immunoglobulin; Thyroid stimulating immunoglobulin

甲状腺相关性眼病（TAO）是一种器官特异性自身免疫性疾病，与甲状腺相关，是由于眼眶组织发生炎症及自身免疫反应引起[1]。TAO主要影响眼睛和眼眶，常见的临床表现为眼球突出、视力减退、眼部干涩、结膜及框周组织红斑等，甚至发展为压迫性视神经病变，严重影响患者的日常生活及身体健康[2]。目前，TAO的发病机制尚不清楚，增加临床诊断和治疗的难度，并且在所有眼眶疾病中，该疾病的发病率较高，受到各位学者的广泛关注[3]。因此，寻求生物学指标用于临床辅助诊断及病情评估，可尽早诊断和治疗，对提高诊断准确率及评估病情有重要意义。白细胞介素-35（IL-35）是一种具有重要治疗前景的抗炎细胞因子，参与多种自身免疫性疾病的发生发展过程，研究发现，IL-35可通过调控T淋巴细胞和B淋巴细胞，进而抑制自身免疫性疾病[4,5]。免疫球蛋白G（IgG）是免疫球蛋白中的一种，其中IgG4是一种重要的亚类，在多种免疫炎性相关疾病中发挥重要作用[6]。IgG4水平升高是IgG相关疾病（IgG-RD）的重要特征，常用于诊断IgG-RD，而IgG4/IgG比值可提高诊断的准确性[7]。促甲状腺免疫球蛋白（TSI）是促甲状腺激素受体自身抗体（TRAb）的一种类型，参与激活甲状腺细胞持续的信号转导，研究发现，TSI在TAO患者血清中表达上调，可用于TAO的诊断[8]。但是关于血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平在TAO中的作用及其与疾病的发生发展的关系仍需探索研究较少，基于此因此，本研究通过检测血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平，进一步分析其与TAO患者的活动度及严重程度相关性，探究其对TAO患者发展为重度的诊断价值，为临床诊断和后续治疗提供新的思路和参考。
1 研究对象与方法
1.1 研究对象
选取2023年1月至2024年7月本院收治的148例TAO患者为观察组，其中男70例，女78例，年龄38~60岁，平均（50.22±5.85）岁；另选取同期148例体检健康患者为对照组，其中男73例，女75例，年龄40~60岁，平均（50.37±5.92）岁。纳入标准：（1）所有患者均符合TAO相关诊断标准[9]；（2）临床资料完整；（3）自愿加入本研究并签署知情同意书。排除标准：（1）入院前接受过相关治疗；（2）患恶性肿瘤；（3）患其他自身免疫性疾病；（4）患感染性疾病；（5）患精神或认知功能异常。本研究获得本院伦理委员会批准（批号：2022-12-105）。
患者活动度评定按照TAO程度的临床活动性评分（CAS）结合眼眶MRI检查结果判定[9]，将CAS评分≥3分且眼外肌T2加权像（T2WI）与同侧颞肌或脑白质相比呈高信号的患者为活动组（75例），CAS评分<3分且信号强度降低或不提高的患者为非活动组（73例）；
根据NOSPECS评分标准对病情严重程度进行分级[10]，将4~6级分为重度组（95例），0~3级分为轻度组（53例）。
1.2 试剂与仪器
[bookmark: OLE_LINK4]离心机[型号：Sarstedt，莎斯特（上海）贸易有限公司]；酶标仪（型号：VANTAstar，广州进科驰安科技有限公司）；IL-35 ELISA试剂盒[货号：FLD711300，福来德生物（武汉）公司]；TSI ELISA试剂盒（货号：QY-MB11779，上海岑特生物公司）。
1.3 方法
取所有患者入院后次日及健康者体检当日早晨空腹静脉血4 mL，3000 r/min离心10 min，分离血清，在-80℃冰箱中保存。采用ELISA对血清IL-35、TSI水平进行检测，吸取50 μL血清样品加入96孔板中，37℃孵育1 h后洗涤，加入酶标抗体50 μL，37 ℃孵育1 h后洗涤，加入显色液显色，加入终止液终止反应，最后用酶标仪测定。采用免疫散射比浊法检测IgG4、IgG水平，计算IgG4/IgG值。 
1.4 统计学分析


数据以SPSS25.0软件进行统计学分析，计数资料以“n（%）”表示，行χ2检验；计量数据均符合正态分布，以（±）描述，两组比较采用t检验；三组比较采用单因素方差分析，进一步两两比较用SNK-q检验；采用Pearson法分析血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平与活动度及严重程度的相关性；多因素Logistic回归分析TAO患者发展为重度的影响因素；ROC曲线分析血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平对TAO患者发展为重度的诊断价值。P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结果
2.1 观察组和对照组血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平比较
与对照组相比，观察组血清IL-35水平明显降低（P<0.05），IgG4/IgG、TSI水平明显升高（P<0.05）。见表1。
表1 观察组和对照组血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平比较
	组别
	例数
	IL-35（pg/mL）
	IgG4/IgG（%）
	TSI（IU/L）

	观察组
	148
	6.55±1.82
	5.80±1.55
	0.75±0.23

	对照组
	148
	12.34±3.38
	2.39±0.84
	0.33±0.09

	t
	
	18.349
	23.531
	20.688

	P
	
	0.000
	0.000
	0.000


2.2 活动组和非活动组血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平比较
与非活动组相比，活动组血清IL-35水平明显降低（P<0.05），IgG4/IgG、TSI水平明显升高（P<0.05）。见表2。
表2 活动组和非活动组血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平比较
	组别
	例数
	IL-35（pg/mL）
	IgG4/IgG（%）
	TSI（IU/L）

	活动组
	75
	5.46±1.56
	6.83±1.85
	0.93±0.27

	非活动组
	73
	7.66±2.08
	4.74±1.24
	0.57±0.18

	t
	
	7.292
	8.051
	9.518

	P
	
	0.000
	0.000
	0.000


2.3 重度组和轻度组临床资料比较
与轻度组相比，重度组患者的年龄、BMI以及性别、吸烟史、饮酒史、高血压、糖尿病占比差异无统计学意义（P>0.05），病程明显升高（P<0.05）。见表3。
表3 重度组和轻度组临床资料比较
	项目
	重度组（n=95）
	轻度组（n=53）
	t/χ2
	P

	年龄
	50.33±5.94
	50.01±5.68
	0.319
	0.750

	性别
	
	
	1.110
	0.292

	男
	48（50.53）
	22（41.51）
	
	

	女
	47（49.47）
	31（58.49）
	
	

	BMI（kg/m2）
	23.65±3.32
	23.47±3.09
	0.324
	0.746

	病程（月）
	11.74±2.43
	9.89±2.21
	4.584
	0.000

	吸烟史
	
	
	0.722
	0.395

	有
	39（41.05）
	18（33.96）
	
	

	无
	56（58.95）
	35（66.04）
	
	

	饮酒史
	
	
	0.280
	0.597

	有
	30（31.58）
	19（35.85）
	
	

	无
	65（68.42）
	34（64.15）
	
	

	高血压
	
	
	0.298
	0.585

	有
	23（24.21）
	15（28.30）
	
	

	无
	72（75.79）
	38（71.70）
	
	

	糖尿病
	
	
	1.335
	0.248

	有
	26（27.37）
	10（18.87）
	
	

	无
	69（72.63）
	43（81.13）
	
	



2.4 不同病情严重程度血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平比较
与轻度组相比，重度组血清IL-35水平明显降低（P<0.05），IgG4/IgG、TSI水平明显升高（P<0.05）。见表4。
表4 不同病情严重程度血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平比较
	组别
	例数
	IL-35（pg/mL）
	IgG4/IgG（%）
	TSI（IU/L）

	重度组
	95
	5.84±1.57
	6.57±1.75
	0.88±0.26

	轻度组
	53
	7.82±2.26
	4.43±1.19
	0.53±0.17

	t
	
	6.258
	7.932
	8.800

	P
	
	0.000
	0.000
	0.000


2.5 血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平与活动度及严重程度的相关性分析
血清IL-35水平与活动度及严重程度呈负相关（r=-0.529、-0.554，P=0.000、0.000），IgG4/IgG水平与活动度及严重程度呈正相关（r=0.625、0.663，P=0.000、0.000），TSI水平与活动度及严重程度呈正相关（r=0.594、0.607，P=0.000、0.000）。
2.6 多因素Logistic回归分析TAO患者发展为重度的影响因素
以TAO患者是否发展为重度（是=1，否=0）为因变量，以病程（实测值）、IL-35（实测值）、IgG4/IgG（实测值）、TSI（实测值）为自变量，进行多因素Logistic回归分析。结果显示，IL-35、IgG4/IgG、TSI均为TAO患者发展为重度的影响因素（P<0.05）。见表5。
表5 多因素Logistic回归分析TAO患者发展为重度的影响因素
	指标
	β
	SE
	Wald
	P
	OR
	95%CI

	病程
	0.623
	0.319
	3.817
	0.051
	1.865
	0.998~3.485

	IL-35
	-0.152
	0.066
	5.303
	0.021
	0.859
	0.755~0.978

	IgG4/IgG
	0.623
	0.301
	4.280
	0.039
	1.864
	1.033~3.362

	TSI
	0.700
	0.309
	5.126
	0.024
	2.013
	1.099~3.689


2.7 血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平对TAO患者发展为重度的诊断价值
血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平诊断TAO患者发展为重度的曲线下面积（AUC）分别为0.868、0.859、0.830，三者联合诊断的AUC为0.955，三者联合诊断的AUC明显高于各单一指标诊断（Z三者联合-IL-35=2.893、Z三者联合-IL-35=3.510、Z三者联合-IL-35=4.157，P=0.004、0.000、0.000），三者联合诊断的敏感度为96.84%，特异性为81.13%。见表6和图1。
表6 血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平对TAO患者发展为重度的诊断价值
	变量
	AUC
	截断值
	95%CI
	敏感度（%）
	特异性（%）
	Youden指数

	IL-35
	0.868
	6.95 pg/mL
	0.803~0.918
	78.95
	83.02
	0.620

	IgG4/IgG
	0.859
	5.44 %
	0.793~0.911
	71.58
	92.45
	0.640

	TSI
	0.830
	0.79 IU/L
	0.759~0.887
	63.19
	92.45
	0.556

	三者联合
	0.955
	
	0.908~0.982
	96.84
	81.13
	0.780
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图1 血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平诊断TAO患者发展为重度的ROC曲线
3 讨论
TAO是因甲状腺自身免疫疾病引发的眼部疾病，发病基础是眼眶组织的炎症及自身免疫反应，其中T细胞在甲状腺和球后组织常见自身抗原产生的自身抗体中占据关键作用[11]。随着免疫学、分子生物学等相关研究不断进展，对TAO的相关研究不断深入，研究发现，TAO的发展是一个动态的慢性过程，并且与甲状腺功能异常密切相关[12]。目前，TAO的发病机制尚未明确，并且对该疾病病情评估受到主观性影响，缺乏客观的评判标准，治疗效果欠佳[13]，因此，寻求有效指标用于临床诊断和病情评估中，对后续采取针对性治疗提供一定参考。
IL-35作为具有免疫抑制功能的细胞因子，可通过调控Treg平衡，促进分泌炎症细胞因子，并抑制Th17分化，进而参与免疫调节过程[14]。研究发现，IL-35具有抗炎和免疫调节特性，可诱导Treg细胞，促进调节性B细胞，进而抑制巨噬细胞以及效应T细胞，发挥抗炎及免疫抑制作用，在TAO的发展中占据关键作用[15]。Gao等[16]研究表明，IL-35介导的信号通路、细胞因子活性、T细胞分化等相关基因，在TAO疾病中均存在显著差异，对维持自身免疫性疾病中免疫平衡发挥重要作用。本研究结果显示，TAO患者血清IL-35水平明显低于健康者，且活动性患者血清IL-35水平明显低于非活动性患者，进一步分析可知，重度患者血清IL-35水平明显低于轻度组，说明血清IL-35水平变化可能参与TAO的发生发展过程，IL-35水平下调，可能会导致患者免疫失衡，抗炎能力减弱，继而在TAO中发挥重要作用[16]。但是其在该疾病中的作用机制仍待进一步探索。
近年来，随着IgG-RD相关研究逐渐深入，研究发现，IgG4在自身免疫性疾病中发挥重要作用，IgG4/IgG是评估病情的重要指标[17]。Sheremeta等[18]发现，TAO患者血清IgG4水平明显上升，且IgG4/IgG比值升高，与患者病情发展密切相关，参与调控甲状腺功能。Zhao等[19]研究表明，IgG4/IgG比值与TAO患者活动度存在密切联系，活动期患者IgG4/IgG比值明显升高，并且与CAS评分相关。本研究结果表明，TAO患者血清IgG4/IgG比值明显高于健康者，且活动性患者血清IgG4/IgG比值明显高于非活动性患者，这一研究结果与上述一致[19]，进一步分析发现，重度患者血清IgG4/IgG比值明显高于轻度组，提示IgG4/IgG比值与TAO患者的活动度及严重程度存在一定联系，可作为有效指标用于临床诊断及病情评估中，为准确评估病情提供一定帮助。
研究发现，TSI水平在TAO发病机制中占据重要地位，经证实，在TAO患者血清中TSI水平明显升高，并且可能与甲状腺功能、疾病活动度及严重程度密切相关，可作为生物标志物[20,21]。Hötte等[22]研究表明，眼眶成纤维细胞中促甲状腺激素受体（TSHR）表达是TAO发展的重要靶点，TSI可调控TSHR的信号传导过程，进而参与TAO的发生，TSI检测可用于评估TAO的发生发展。本研究中，TAO患者血清TSI水平明显高于健康者，且活动性患者血清TSI水平明显高于非活动性患者，进一步分析发现，重度患者血清TSI水平明显高于轻度组，说明TSI水平变化与TAO的发生发展过程密切相关，可作为有效生物标志物用于临床诊断和病情评估中。
经相关性分析可知，血清IL-35水平与活动度及严重程度呈负相关，IgG4/IgG、TSI水平与活动度及严重程度呈正相关，说明血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平与TAO的活动度及严重程度相关，可作为有效指标用于临床评估患者病情，为后续制定合理的治疗方案提供一定参考。ROC曲线分析可知，血清IL-35、IgG4/IgG、TSI水平诊断TAO患者发展为重度的AUC分别为0.868、0.859、0.830，三者联合诊断的AUC为0.955，三者联合诊断的AUC明显高于各单一指标诊断，说明三者联合诊断具有较高的诊断价值，可应用于临床辅助诊断，对提高诊断准确率提供一定参考依据。
综上所述，TAO患者血清IL-35水平明显下调，IgG4/IgG、TSI水平明显上调，且IL-35、IgG4/IgG、TSI水平与TAO活动性及严重程度相关，三者联合对TAO患者发展为重度具有较高的诊断价值。本研究也存在一些不足之处，缺乏对血清指标IL-35、IgG4/IgG、TSI在TAO发生发展中的作用机制进一步探究，且由于样本量受限，样本间也存在着区域差异和个体差异，需要更多的临床病例对照数据验证此分析结果的可靠性，后续将增加样本量，进行深入的探究和分析。
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