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∙论著∙

重型再生障碍性贫血患者SLAMF6
表达状态的初步研究
曾立洁 刘春燕 丁少雪 张田 邵宗鸿 付蓉

【摘要】 目的 探讨SLAMF6在重型再生障碍性贫血（SAA）CD8+ T细胞中的表达情况及其与疾

病免疫状态的相关性。方法 选取2017年2月至2018年4月天津医科大学总医院血液科收治的初治

SAA患者21例，以15例健康人外周血标本作为正常对照，应用流式细胞术（FCM）检测外周血CD8+ T

细胞SLAMF6表达量，并与患者HGB、PLT、中性粒细胞绝对值、网织红细胞绝对值、骨髓造血功能（粒

系百分比、红系百分比、淋系百分比、巨核细胞数）等临床指标及CD8+ T细胞功能分子穿孔素、颗粒酶

B、IFN-γ表达量进行相关性分析。进一步采用 anti-SLAMF6 Ab阻断其功能，FCM检测CD8+ T细胞穿

孔素、颗粒酶B、IFN-γ分泌量。结果 初治SAA患者CD8+ T细胞SLAMF6表达量明显低于正常对照，

差异有统计学意义［（56.29±12.97）%对（80.96±7.36）%，t＝-7.672，P＜0.001］；初治SAA患者CD8+ T细

胞SLAMF6表达量与HGB、PLT、中性粒细胞绝对值、网织红细胞绝对值、骨髓粒系百分比、骨髓红系百

分比均呈正相关（P＜0.05），与CD8+ T细胞穿孔素、颗粒酶B、IFN-γ表达量均呈负相关（P＜0.05）；anti-

SLAMF6 Ab阻断该信号分子后，初治SAA患者CD8+ T细胞anti-SLAMF6 Ab处理组穿孔素、颗粒酶B、

IFN-γ表达量较未处理组明显增多，差异有统计学意义（P值均＜0.05）。结论 SLAMF6在SAA患者

CD8+ T细胞中明显低表达，其可能作为负性免疫调节分子通过影响CD8+ T细胞功能分子的分泌参与

SAA的发生机制。
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【Abstract】 Objective To explore the expression of SLAMF6 on CD8 + T cells in patients with
severe aplastic anemia (SAA) and its correlation with disease immune status. Methods By flow
cytometry (FCM), SLAMF6 expression level in peripheral blood CD8+ T cells was detected in 21 patients
with SAA and 15 normal controls respectively from February 2017 to April 2018. The correlation between
SLAMF6 expression level and hematopoietic functions, including HGB, PLT, the neutrophil granulocyte
and reticulocyte absolute value in peripheral blood, hyperplasia degree (percentage of granulocytes,
erythrocytes, lymphocytes and megakaryocytes in bone marrow) and perforin, granzyme B, IFN- γ
expression level in CD8+ T cells were evaluated. To further confirm the effect of SLAMF6 on CD8+ T cells,
anti-SLAMF6 Ab was used to block SLAMF6 pathway (IgG as control), and FCM was used to detect the
perforin, granzyme B, and IFN- γ production of CD8 + T cells. Results The expression of SLAMF6 on
CD8 + T cells in untreated SAA patients［(56.29 ± 12.97)%］was significantly lower than that of normal
controls［(80.96±7.36)%］(t＝-7.672, P＜0.001). The expression of SLAMF6 on CD8 + T cells in SAA
patients were positively correlated with the HGB, PLT, the neutrophil granulocyte and reticulocyte absolute
value in peripheral blood, percentage of granulocytes, erythrocytes in bone marrow (all P＜0.05), but they
were negatively correlated with the percentage of lymphocytes in bone marrow, and the expression of
perforin, granzyme B, and IFN-γ of CD8+ T cells (all P＜0.05). After blocking SLAMF6 pathway by anti-
SLAMF6 Ab, the expression levels of perforin, granzyme B and IFN-γ in SAA patients were significantly
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重型再生障碍性贫血（SAA）是以骨髓造血功

能衰竭为特征的血液系统重症。免疫抑制治疗

（IST）为年轻无同胞相合供者的SAA患者的首选治

疗方案。 IST 联合促造血治疗 SAA 的缓解率达

70%，但仍有近 30%的患者治疗无效。因此进一步

探索SAA免疫发病机制，开拓新的治疗方向、建立

有效的诊断及判断预后的指标至关重要。本研究

中我们分析SLAMF6在SAA患者CD8+ T细胞中的

作用机制，探索该分子在SAA免疫发病机制中所扮

演的角色，为进一步明确SAA免疫发病机制提供理

论基础。

对象与方法

1. 病例：以天津医科大学总医院血液科2017年

2月至 2018年 4月收治的 21例初治 SAA患者为研

究对象，男10例，女11例，中位年龄45（24～75）岁，

诊断及疗效标准符合《再生障碍性贫血诊断与治疗

中国专家共识（2017年版）》［1］。以15例正常健康人

为正常对照，男 8例，女 7例，中位年龄 32（21～58）

岁。方案获天津医科大学伦理委员会批准，所有研

究对象签署知情同意书。

2. 主要试剂与仪器：鼠抗人CD3-FITC（APC）、

CD8-PerCP（FITC）、SLAMF6-PE、IFN-γ-APC、穿孔

素-PE、颗粒酶B-PE单抗、同型对照、溶血素、破膜

剂、佛波酯、离子霉素、蛋白转运抑制剂等均购自美

国 BD 公司。anti-SLAMF6-Ab 购自德国美天旎公

司。流式细胞仪为美国BD公司FACS Calibur。

3. 胞膜蛋白标记：实验管中加入鼠抗人

SLAMF6、CD8和CD3的荧光标记单克隆抗体5 μl，

对照管加入相应的同型对照抗体，每管中分别加入

肝素抗凝全血 50 μl，混匀，4 ℃避光孵育 15 min，加

入1 ml溶血素，室温避光8 min溶解红细胞，离心弃

上清，PBS洗2次，上机检测。

4. 胞质蛋白标记：将50 μl破膜剂加入上述溶血

后的标本，分别加入穿孔素-PE、颗粒酶B-PE、IFN-

γ-APC单抗各 5 μl，4℃避光孵育 15 min，破膜固定，

PBS洗2次，上机检测。

5. 体外 anti-SLAMF6 Ab阻断实验：取5例初治

SAA 患者外周血标本与含 10%胎牛血清的 RPMI

1640 培养基 1∶2 混合置于 24 孔培养板，每孔 500

μl，加入anti-SLAMF6 Ab及对照抗体山羊 IgG（终浓

度 10 μg/ml）37℃孵育 6 h，检测 IFN-γ表达需同时

加入佛波酯（终浓度 25 ng/ml）、离子霉素（终浓度

1 μg/ml）、蛋白转运抑制剂（终浓度 10 μg/ml），收集

细胞于流式管中，处理标本方法同上，上机检测，实

验设2个复孔，重复2次。

6. 统计学处理：采用 SPSS 23.0 统计软件进行

分析，对符合正态分布且方差齐性的计量资料，用

x±s表示，组间比较采用独立样本 t检验，相关性分析

采用Spearman法，以P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. SAA 患者 CD8+ T 细胞 SLAMF6 的表达量：

初治SAA患者外周血CD8+ T细胞SLAMF6的表达

量为（56.29±12.97）%，明显低于正常对照的（80.96±

7.36）%（t＝-7.672，P＜0.001）。

2. SLAMF6表达量与临床指标相关性分析：初

治SAA患者外周血CD8+ T细胞SLAMF6表达量与

HGB（r＝0.45）、PLT（r＝0.53）、中性粒细胞绝对值

（r＝0.45）、网织红细胞绝对值（r＝0.47）、骨髓粒系

百分比（r＝0.48）、骨髓红系百分比（r＝0.48）均呈正

相关（P值均＜0.05），与骨髓淋系百分比、骨髓巨核

细胞数无明显相关性（图1）。

3. SLAMF6表达量与CD8+ T细胞功能分子表

达相关性分析：初治 SAA患者外周血CD8+ T细胞

SLAMF6表达量与CD8+ T细胞穿孔素（r＝-0.45）、

颗粒酶 B（r＝-0.48）、IFN-γ（r＝-0.44）表达均呈负

相关（P值均＜0.05）（图2）。

4. 体外实验穿孔素、颗粒酶B、IFN-γ表达情况

分析：anti-SLAMF6 Ab作用于 SAA患者CD8+ T细

胞后，anti-SLAMF6 Ab组与未处理组相比，CD8+ T

细胞穿孔素表达上调［（51.96±14.59）%对（37.48±

13.79）%，t＝-4.967，P＝0.008］、颗粒酶B表达上调

［（50.22 ± 16.02）%对（37.18 ± 12.61）%，t＝- 4.406，

P＝0.012］、IFN- γ表达上调［（62.14 ± 15.77）% 对

（45.18±15.02）%，t＝-4.420，P＝0.012］（图3）。

higher than those in the untreated group, and the differences were statistically significant (all P＜0.05).
Conclusions SLAMF6 is significantly down-regulated on CD8+ T cells in SAA patients, which may act as
a negative immunoregulatory molecule participating in the mechanism of SAA by affecting the functional
molecules secretion on CD8+ T cells.

【Key words】 Aplastic anemia; SLAMF6; T lymphocyte subsets
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讨 论

SAA是以全血细胞重度减少和骨髓造血功能

衰竭为特点的血液系统重症，临床表现为严重的贫

血、出血和感染，致死率高预后差。绝大多数 SAA

属获得性，目前认为T淋巴细胞异常活化、功能亢进

造成骨髓损伤在获得性SAA发病机制中占主要地

位。并且自从1970年引入强化免疫抑制治疗以来，

A：HGB；B：PLT；C：中性粒细胞绝对值；D：网织红细胞绝对值；E：骨髓红系比例；F：骨髓粒系比例；G：骨髓粒系比例；H：骨髓巨核细胞计数

图1 初治重型再生障碍性贫血患者CD8+ T细胞SLAMF6表达量与临床指标相关性分析

图2 初治重型再生障碍性贫血患者CD8+ T细胞SLAMF6表达量与CD8+ T细胞功能分子穿孔素（A）、颗粒酶B（B）、IFN-γ（C）表达相关性分析
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以及支持治疗的优化，SAA患者的预后已取得明显

改善。对年龄>35岁或年龄虽≤35岁但无HLA 相合

同胞供者的 SAA 患者首选 ATG/ALG 和环孢素 A

（CsA）的 IST［2-3］，因此，近年来对于SAA的发病机制

集中于其免疫状态的研究。

SAA 患者体内重要的效应细胞 CTL（主要为

CD8+ T细胞）数量增多、功能增强，体外实验证实

对骨髓造血细胞具有明显的抑制作用［4］。Risitano

等［5］扩增AA患者外周血T细胞受体（TCR）-Vβ，通

过测序技术发现 AA 患者 TCR-Vβ的互补可变区 3

（CDR3）出现数个寡克隆或单克隆峰，含CDR3优势

克隆的CD8+ T细胞比例明显增高，CDR3优势克隆

的含量与AA患者病情呈正相关。穿孔素、颗粒酶

B作为CTL主要效应分子，是其发挥功能很重要的

一环。激活的CTL与靶细胞结合后脱颗粒释放的

穿孔素可直接插入靶细胞膜导致靶细胞渗透性溶

解，或是通过在靶细胞膜上形成的孔道协同颗粒酶

B启动靶细胞凋亡程序损伤细胞［6］。本课题组前期

研究表明穿孔素PRF1基因突变可能是部分SAA患

者的遗传易感因素［7］。Lin等［8］及Chen等［9］通过建

立 IFN-γARE-del 小鼠模型发现骨髓微环境中的

IFN-γ可直接抑制骨髓三系造血祖细胞的增殖和多

系分化，从而造成再生障碍性贫血等骨髓衰竭性疾

病。CD8+ T细胞比例、穿孔素、颗粒酶B及 IFN-γ表

达量在 SAA患者中明显升高，在 SAA的发生发展

中起重要作用，且免疫抑制有效的SAA患者CD8+ T

细胞内这些效应分子明显下调［3,10］。故CD8+ T细胞

的功能亢进在SAA发病中发挥了重要作用，如何拮

抗该细胞功能亦成为临床及科研研究的重点。

SLAMF6 是信号转导淋巴细胞激活分子家族

（SLAMF）的一员，在NK、T、B等免疫细胞上均有表

达［11］。Wang 等运用基因敲除技术发现 SLAMF6-/-

小鼠 Th1 类细胞因子增多、Th2 类细胞因子缺

陷［12-13］。SLAMF6起到负性调控自身免疫性疾病的

作用，SLAMF6在系统类型红斑狼疮（SLE）中发挥

的重要作用已有报道，例如SLAMF6表达量与狼疮

活动度呈正相关，其通过改变Th17［14］或 IFN-γ［15］的

产生参与疾病进程，Eisenberg等［16］通过体内或体外

实验研究发现，SLAMF6可激活CD8+ T细胞生物学

功能，从而在肿瘤免疫方面发挥重要作用。因此，

本研究我们致力于探索SLAMF6是否对SAA的发

生发挥作用，是否参与CD8+ T细胞功能亢进等SAA

免疫失衡环节。通过临床检测发现，初治SAA患者

外周血CD8+ T细胞SLAMF6表达明显下降，相关性

分析结果亦显示 CD8+ T 细胞 SLAMF6 表达量与

HGB、PLT、中性粒细胞绝对值、网织红细胞绝对值、

骨髓红系百分比、骨髓粒系百分比呈正相关，与穿

孔素、颗粒酶 B、IFN- γ表达量呈负相关，提示

SLAMF6可能参与SAA疾病进程。其中，SAA患者

外周血CD8+ T细胞SLAMF6表达量与骨髓淋系百

分比、骨髓巨核细胞数无明显相关性，可能与样本

数量尚少，SAA患者残存骨髓造血干细胞数量、质

量，对血小板生成素反应，血常规恢复记录时间及

个体异质性有关［17］。体外利用 anti-SLAMF6 Ab封

闭SLAMF6信号途径后，进一步促进CD8+ T细胞穿

孔素、颗粒酶B、IFN-γ的分泌，基于这个结果，我们

认为SLAMF6的低表达可能是引起CD8+ T细胞进

一步激活而导致SAA骨髓衰竭，加重疾病进程的重

要因素。

综上所述，SLAMF6 在 SAA 患者 CD8+ T 细胞

中明显低表达，且与SAA患者血红蛋白、血小板、中

性粒细胞绝对值、网织红细胞绝对值、骨髓造血功

能等临床指标呈正相关，与CD8+ T细胞功能分子穿

孔素、颗粒酶 B、IFN- γ表达量呈负相关，anti-

SLAMF6 Ab阻断SLAMF6后，CD8+ T细胞穿孔素、

颗粒酶B、IFN-γ明显增高，提示SLAMF6与SAA的

发生发展密切相关，其可能作为负性免疫调节分子

通过促进CD8+ T细胞功能亢进参与SAA的发生机

图3 体外实验比较anti-SLAMF6 Ab处理与否再生障碍性贫血患者CD8+ T细胞穿孔素（A）、颗粒酶B（B）及 IFN-γ（C）表达水平
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制。SLAMF6参与 SAA的具体机制将在我们今后

的研究中进一步明确。
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