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T-bet、GATA-3 与 T 细胞亚群在再障中的相关性研究 *
沈红石 任传路 陈海飞 李征洋 唐杰庆 吴天勤△

（苏州解放军第 100 医院血液科，南京军区血液病中心 215007）

摘要 目的：探讨外周血中 T-bet 和 GATA-3 mRNA 的表达在再生障碍性贫血中的发病机制及意义。方法：入选 27 例再障患者，其

中重型再障 15 例，轻型再障 l2 例，25 例健康体检者为对照组。采用流式细胞术检测参试者外周血 Thl 和 Th2 细胞，RT-PCR 检测

外周血单核细胞中转录因子 T-bet 和 GATA-3 mRNA 的表达。结果：与健康对照组相比，再障患者血浆 T-bet mRNA 与 Th1 细胞

比例显著升高(P<0.01)，GATA-3 mRNA 与 Th2 细胞明显降低(P<0.05、P<0.01)。与轻型再障患者相比，重型再障患者血浆转录因子

T-bet mRNA 及 Th1 细胞比例均明显升高(P<0.01)，GATA-3 mRNA 水平与 Th2 细胞比例也显著下降(P<0.05、P<0.01)。结论：T-bet
与 GATA-3 异常表达可增强 Th1 细胞功能，抑制 Th2 细胞功能，导致患者免疫功能异常，最终引起再障发生、发展。
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ABSTRACT Objective: To investigate the pathogenic role of T-bet and GATA-3 mRNA expression in aplastic anemia(AA). Methods:

27 patients with AA including 15 cases of severe AA and 12 cases of mediate AA, and 25 healthy people (control group) were selected.
Flow cytometry was used to detect the expression of Thl and Th2 in peripheral blood, and RT-PCR to quantify T-bet and GATA-3 mRNA.
Results: Compared with the control group, the expression of Thl and T-bet mRNA in the AA group increased significantly (P<0.01),
while the expression Th2 and GATA-3 mRNA decreased (P<0.05, P<0.01). Conclusion: Abnormal expression of T-bet and GATA-3
plays an important role in the development and progression of AA, with the possible mechanism of enhancing Thl cells and inhibting Th2
cells.
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再生障碍性贫血(aplastic anemia，AA)是一种以全血细胞

减少与骨髓造血衰竭为特征的骨髓造血系统疾病[1,2]。其发病机

制尚不十分清楚，免疫介导的造血功能抑制是目前研究最多的

机制。Th1、Th2 细胞失衡在 AA 的免疫机制中起关键作用。免

疫学研究表明，Th1、Th2 细胞的分化可受多种因素影响，但以

局部微环境的调节最为重要。T-bet(T-box expressed in T cells)
和 GATA-3(GATA binding protein-3)作为特异性 Th 细胞转录

因子，在 Th 细胞分化发育中发挥重要的作用[3-5]。本研究即探讨

血液 T-bet/ GATA-3 及 Th1、Th2 细胞水平在 AA 中的临床意

义。

1 资料与方法

1.1 临床资料

入选 2008 年 6 月至 2011 年 5 月我院血液科门诊就诊及

病房收治的 AA 患者 27 例，其临床骨髓细胞形态学、生化及细

胞遗传学检查符合 AA 的诊断标准[6]，其中重型再障(SAA)患者

15 例，轻型再障(MAA)患者 12 例。全部患者中，男 17 例，女 10
例，年龄 19-58 岁，平均 33±9.8 岁，病程 5-235 月，平均 20±
17.6 月。对照组选择健康体检者 25 例，其中男 16 例，女 9 例，

年龄 20-59 岁，平均 32±8.3 岁。
1.2 标本采集

再障组与对照组均抽取外周静脉血 8mL，其中 EDTA 抗

凝 6 mL，肝素钠抗凝 2 mL。后者经培养 16-20 h 后用于 Th 辅

助细胞亚群检测。EDTA 抗凝血分离单个核细胞，提取总 mR-
NA，于 -80℃冰箱冻存，用于 T-bet 与 GATA-3 的检测。
1.3 检测方法

1.3.1 T-bet 与 GATA-3 mRNA 的 检 测 通 过 实 时 荧 光 定 量

PCR(Real time FQ-PCR)方法检测这两种转录因子 mRNA 的水

平。Trizol 试剂盒、FQ-PCR 试剂盒均购自美国 Gibco-BRL 公

司。ABI-7300 型 Real time PCR 检测仪购自美国 ABI 公司。通

过美国生物技术信息中心 Genebank 数据库检索 T-bet、GA-
TA-3、GAPDH 的 mRNA 序列，利用美国 Whitehead 生物医学
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研究所 Primer3 程序设计探针，参照文献方法设计上下游引物。
由上海申友生物技术公司合成。探针及引物序列见表 1。实时

定量 FQ-PCR 总反应体系 25μL，其中含 2×QuantiTect SYBR
Green PCR Master Mix 12.5μL，上下游引物各 1μL，样品 cDNA
1.5μL。反 应 条 件 ：50℃ 2 min，95℃ 15 min；94℃ 15 s，55℃
30s，72℃ 30s，50 次 循 环。利 用 RG-3000 实 时 监 测 定 量

RT-PCR 仪。利用溶解曲线对扩增产物进行特异性分析，采用

Relative Quantification Software1.0 分析软件对结果分析，以同

时扩增的内参 GAPDH 的表达量为参照，表达强度以转录因子

/GAPDH 的基因拷贝数的比值来表示。
1.3.2 Th 细胞亚群的检测 利用流式细胞仪测定外周血 Thl、
Th2 细胞比例。主要仪器与试剂：佛波酯(PMA，美国 Sigma 公

司)，离子霉素(Ionomycin，美国 Alexis 公司)，布雷菲德菌素 A
(BFA，美国 Sigma 公司)，RPMI 1640 培养基与胎牛血清均为南

通碧云天生物制品公司生产，二甲基亚砜(DMSO，美国 Sigma

公司 )，单抗 CD3Per-CP、CD8-APC、IFNγ-FITC/IL-4PE、FACS
通透液、FACS 溶血素、流式细胞仪(FACSArial)均由美国 BD
公司生产。检测步骤参照文献方法[7]。
1.4 统计学方法

所有数据通过 SPSS 13.0 软件包进行处理，计量资料以均

数±标准差表示，采用双侧 t 检验，计数资料采用 x2 检验，以

P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

与健康对照组相比，再障患者血浆 T-bet mRNA 与 Th1 细

胞比例显著升高 (P<0.01)，GATA-3 mRNA 与 Th2 细胞明显降

低(P<0.05、P<0.01)，见表 2。与轻型再障患者相比，重型再障患

者血浆转录因子 T-bet mRNA 及 Th1 细胞比例均明显升高

(P<0.01)，GATA-3 mRNA 水平与 Th2 细胞比例也显著下降

(P<0.05、P<0.01)，见表 3。

Gene Sequence

GAPDH Probe 5'-FAM-CATCCTGGGCTACACTGAGGACCA-TAMRA-3'

F-primer 5'-CCGAGGGCCCACTAAAGG-3'

R-primer 5'-GCTGTTGAAGTCACAGGAGACAA-3'

T-bet Probe 5'-FAM-TTCCGGGTGGCAGCTGACAT-TAMRA-3'

F-primer 5'-ATGTGACCCAGATGATTGTGC-3'

R-primer 5'-CTTGGAAAGTAAAGATATGCGTG-3'

GATA-3 Probe 5'-FAM-AAATGGCTTGCTCAGGGAACT-TAMRA-3'

F-primer 5'-GGCACGGGACACTACCTG-3'

R-primer 5'-GTCCCCATTGGCATTCCT-3'

表 1 T-bet、GATA-3、GAPDH 探针及引物序列

Table 1 The probe and primer sequence of T-bet, GATA-3, GAPDH gene

表 2 再障患者与对照组转录因子与 Th 细胞亚群水平比较 (x±s)

Table 2 The comparison of Transcription Factor and Th cell subsets level between aplastic anemia group and control group

Group n T-bet GATA-3 Th1(%) Th2(%)

AA group 27 4.78±1.24 1.08±0.12 25.79±4.15 1.05±0.35

Control group 25 1.12±0.17 1.27±0.41 12.68±2.27 1.44±0.42

T value 14.6209 2.2289 13.9716 3.6479

P value 0.0000 0.0303 0.0000 0.0006

group n T-bet GATA-3 Th1(%) Th2(%)

MAA group 15 6.21±1.49 1.11±0.32 31.63±5.26 0.78±0.19

SAA group 12 3.46±1.03 1.56±0.53 21.53±3.28 1.21±0.43

T value 5.4298 2.5829 5.7983 3.4837

P value 0.0000 0.0160 0.0000 0.0018

表 3 轻型与重型再障患者转录因子与 Th 细胞亚群水平比较 (x±s)

Table 3 The comparison of Transcription Factor and Th cell subsets level between MAA group and SAA group

3 讨论
细胞免疫功能异常是 AA 的重要发病机制之一。近年来研

究发现，由 T 细胞介导的造血功能抑制在 AA 的发生、发展中
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有重要意义[8-9]。而 Th1、Th2 细胞的分化及其平衡对免疫应答

起关键调节作用。Th1、Th2 细胞均由初始型 CD4+T 细胞 (即
Th0 细胞)转化而来，后者在多种信号分子刺激下分化发育，包

括抗原 - 抗原受体复合体、胞外细胞因子、胞内信号转导分子、
核转录因子、共刺激信号分子等。国外研究发现，AA 患者血浆

Th1、Th2 细胞水平失衡，Th1 细胞比例显著升高[10]。在本组资料

中，AA 患者 Th1 细胞比例平均达 25.79%，远高于对照组的

12.68%，而 Th2 细胞比例明显降低，重型 AA 患者 Th1 细胞比

例也明显高于轻型 AA 患者，这与相关研究结果相似[11]，提示

Th1 细胞数目增多或功能亢进是 AA 的重要发病机制之一。转

录因子 T-bet、GATA-3 分别作为 Th1、Th2 细胞的特异性转录

因子而受到广泛关注。在本组资料中，AA 患者血浆 T-bet mR-
NA 远高于对照组患者，而 GATA-3 mRNA 则显著低于对照

组，在重型 AA 与轻型 AA 患者也可见到类似现象，与国外有

关研究结果相似。表明转录因子 T-bet、GATA-3 对 AA 患者

Th1、Th2 细胞的分化其重要作用。
T-bet 是 2000 年哈佛大学的 Szabo 等发现的一个重要的

Th1 转录因子，因发现其 T 盒仅表达于 T 细胞而得名[3,12]。T-bet
可控制 Th1 细胞特征性细胞因子 IL-4 的合成，故被称为 Th1
特异性细胞因子。T-bet 在 Th0 细胞向 Th1 细胞分化过程中起

决定作用[13]。首先，T-bet 是 IFN-γ 转录的强烈激活剂[14]。其次，

T-bet 可诱导并维持 IL-12Rβ2 的表达。此外，T-bet 还可将分化

中或完全分化的 Th2 细胞、效应性 Th2 细胞逆转为 Th1 细胞，

并产生大量 IFN-γ，抑制 IL-4、IL-5、IL-13 等 Th2 型细胞因子的

合成。GATA-3 是 1993 年发现的一种细胞谱系特异性因子，是

T 细胞发育重要的转录调节因子。研究表明，GATA-3 可能通

过两种不同的机制发挥作用[15,16]。首先，IL-4 通过活化 STAT-6
增强 GATA-3 的表达；其次，GATA-3 的产生在 Thl 细胞中完

全 受 抑 制 ， 说 明 IL-12 和 IFN-γ 的 信 号 转 导 分 别 依 赖 于

STAT-4 和 STAT-1 的活化。Th0 细胞高表达 GATA-3，向 Th2
细胞分化时 GATA-3 水平进一步升高，而向 Thl 细胞分化时其

表达降到最低水平，当分化中的 Thl 细胞导入 GATA-3 基因

时，可使其分化方向发生改变，而表达 Th2 型细胞因子，且能维

持 Th2 的极化状态。转录因子 T-bet、GATA-3 表达异常将导致

Th 分化失衡，这可能在再障发病机制中起关键作用。升高的

T-bet 通过促进 IFN-γ、IL-12 的分泌，使 Th0 细胞大量向 Thl 细

胞分化，并诱导 Thl 细胞功能亢进，过度活化自身反应性 T 淋

巴细胞，促进细胞毒 T 淋巴细胞产生颗粒酶 A、B 及穿孔素等，

从而大量杀伤自身造血干细胞，抑制骨髓造血。
总之，AA 患者外周血转录因子 T-bet、GATA-3 mRNA 表

达异常及相应的 Th1、Th2 细胞水平失衡，表明 AA 患者存在免

疫异常，且与疾病严重程度密切相关，但 AA 发生、发展的详细

分子机制尚需进一步深入研究。
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