血清TNF-α、IL-35在炎症性肠病患者中的水平变化及其临床意义

张欣 1李洺2 杨嫣华3 韩坤4 孟存英5 陕西西安 710000
1、4陕西省西安市中心医院消化科
2西安市第九医院干部病房
3武警陕西省总队医院
5延安大学附属医院消化科
基金信息:陕西省卫生厅2010C10，项目名称:自噬体基因ATG16L1多态性与炎症性肠病的相关性研究
【摘要】目的：探讨炎症性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）患者血清中肿瘤坏死因子-α（Tumour necrosis factor，TNF-α）、白细胞介素-35（Interleukin - 35，IL-35）水平变化及其临床意义。方法：选取2010年1月至2016年1月期间本院消化内科住院的IBD患者120例，其中克罗恩病（Crohn’s disease，CD）患者60例，溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）患者60例作为UC组，选取同期健康体检中心的60例健康志愿者作为对照组，采用双抗夹心酶联免疫吸附试验（Double sandwich enzyme-linked immunosorbent assay，DSA-ELISA）检测患者血清TNF-α、IL-35水平。结果：CD组与UC组患者血清TNF-α水平明显高于对照组，血清IL-35水平明显低于对照组，P<0.05。随着CD、UC患者病情活动度增加，血清TNF-α水平逐渐增加，血清IL-35水平逐渐降低，不同病情活动度血清TNF-α、IL-35水平比较差异具有统计学意义（P<0.05）。经Pearson直线相关性分析显示，两组患者血清TNF-α水平与血清IL-35水平均呈负相关（r=-0.412，-0.423，P<0.001）。结论：炎症性肠病患者血清TNF-α水平明显升高，血清IL-35水平明显降低，且其水平的变化与病情活动度具有紧密的关系。
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The changes and its clinical significance of serum TNF-α, IL - 35 levels in inflammatory bowel disease
[Abstract] Objective:To study the changes and its clinical significance of serum Tumour necrosis factor-α(TNF-α), Interleukin - 35(IL-35) levels in inflammatory bowel disease(IBD).Methods: 120 cases in-patients with IBD from  Digestive System of our hospital during the period of  January 2010 and January 2016  were selected,which patients with Crohn’s disease(CD) of 60 cases, patients with ulcerative colitis(UC) of 60 cases, at the same time,60 cases of healthy volunteers from healthy physical examination center were as control group, serum TNF-α, IL - 35 levels of patients were detected by Double sandwich enzyme - linked immunosorbent assay(DSA - ELISA).Results: The  serum TNF-α levels of CD group and UC group patients were significantly higher than the control group, the  serum TNF-α, IL - 35 levels were significantly lower than the control group, P < 0.05.With the increase of disease activity  in CD and UC patients,  serum TNF-α levels were increased gradually, serum IL - 35 levels were  decreased gradually ,  serum TNF-α, IL - 35 levels compared among different disease activity with  statistically significant differences (P < 0.05).The straight Pearson correlation analysis showed, serum TNF-α levels of two groups patients were  negatively correlated to serum IL - 35 levels(r =-0.412, -0.423,P < 0.001). Conclusion: The serum TNF-α is significantly increased  and serum  IL - 35 is significantly decreased in inflammatory bowel disease , and the level changes has a significantly close relationship  with disease activity.
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炎症性肠病（inflammatory bowel disease，IBD）是由遗传、环境与免疫等多种因素相互作用导致的胃肠道慢性非特异性炎症病变[1-2]。IBD主要包括克罗恩病（Crohn’s disease，CD）与溃疡性结肠炎（ulcerative colitis，UC）[3]。临床主要根据内镜特征与临床症状评定病情程度，但缺乏有效的血清学指标[4]。IL-35在自身免疫性葡萄膜炎 、系统性红斑狼疮与类风湿性关节炎中表现为抑制炎症反应，其水平与病情程度密切相关[5]。本研究通过对比IBD患者与健康志愿者血清TNF-α、IL-35的水平变化探讨血清TNF-α、IL-35在IBD患者中临床意义，报道如下。

1.资料与方法

1.1临床资料：选取2010年1月至2016年1月期间本院消化内科住院的IBD患者120例(60例CD患者作为CD组,60例UC患者作为UC组，同期选取健康体检中心的60例健康志愿者作为对照组，CD组:病情活动度：轻度18例，中度31例，重度11例，病变部位：全结肠10例，右半结肠5例，左半结肠22例，直肠23例。UC组：轻度19例，中度32例，重度9例，病变部位：直肠4例，结肠43例，小肠4例，小肠合并结肠9例；三组研究对象在性别、年龄、受教育程度、婚姻状况、医疗付费方式等一般资料之间的比较差异均无统计学意义（P>0.05），见表1，具有可比性。

表1三组研究对象一般资料之间的对比结果 例（%）

	一般资料
	CD组（n=60）
	UC组（n=60）
	对照组（n=60）
	F/χ2
	P

	性别
	男
	38（63.33）
	39（65.00）
	37（61.67）
	0.132
	0.514

	
	女
	22（36.67）
	21（35.00）
	23（38.33）
	
	

	平均年龄（岁）
	37.98±10.25
	38.02±10.34
	38.16±10.46
	0.217
	0.607

	受教育程度
	小学
	21（35.00）
	20（33.33）
	21（35.00）
	0.321
	0.416

	
	初中与高中
	30（50.00）
	32（53.33）
	31（51.67）
	
	

	
	大学及其以上
	9（15.00）
	8（13.33）
	8（13.33）
	
	

	婚姻状况
	已婚
	51（85.00）
	52（86.67）
	53（88.33）
	0.216
	0.321

	
	未婚
	8（13.33）
	7（11.67）
	7（11.67）
	
	

	
	离婚
	1（1.67）
	1（1.67）
	0（0.00）
	
	

	医疗付费方式
	自费
	15（25.00）
	14（23.33）
	15（25.00）
	0.146
	0.416

	
	公费
	45（75.00）
	46（76.67）
	45（75.00）
	
	


1.2纳入与排除标准

1.2.1纳入标准：全部患者均符合炎症性肠病诊断与治疗的共识意见(2012年，广州)》关于CD、UC诊断及其病情程度评定的克罗恩病活动指数(Crohn's disease activity index，CDAI)标准与Mayo标准[6]。全部患者自愿参加本研究试验并签署知情同意书。

1.2.2排除标准[7]：合并严重肝肾功能障碍、其他感染性疾病、恶性肿瘤、自身免疫性疾病、内分泌性疾病与精神性疾病等患者。

1.3检测方法：全部受试者清晨空腹采集静脉血5ml，经3500r/min离心操作后取上清液，采用双抗夹心酶联免疫吸附试验（DSA-ELISA）检测血清TNF-α、IL-35水平，严格按照TNF-α试剂盒（上海恒远生物科技有限公司）与IL-35试剂盒（中国武汉优尔生科技股份有限公司）说明书操作。

1.4观察指标：比较三组间血清TNF-α、IL-35水平的差异；比较不同病情活动度CD、UC患者血清TNF-α、IL-35水平的差异；采用Pearson直线相关性分析CD、UC患者血清TNF-α水平与血清IL-35水平之间的关系。

1.5统计学处理：本研究数据采用SPSS18.0统计软件进行分析，多组间的计量资料采用F检验，进一步组组间比较采用q检验，计量资料采用均数±标准差（x±s）表示，多组间的计数资料采用χ2检验，计数资料采用例（%）表示，IBD患者血清TNF-α水平与血清IL-35水平之间的关系采用Pearson直线相关性分析。 P<0.05提示差异具有统计学意义。

2.结果

2.1三组间血清TNF-α、IL-35水平的比较
CD组与UC组患者血清TNF-α水平明显高于对照组，血清IL-35水平明显低于对照组，两组比较差异具有统计学意义（P<0.05），见表2。

表2三组间血清TNF-α、IL-35水平的比较（x±s）
	组别
	例数
	TNF-α（pg/ml）
	IL-35（pg/ml）

	CD组
	60
	2.56±1.06*
	47.26±18.17*

	UC组
	60
	2.49±1.03*
	42.98±17.59*

	对照组
	60
	0.85±0.31
	79.02±23.16

	F值
	
	8.695
	9.658

	P值
	
	<0.001
	<0.001


注：经q检验，与对照组比较，TNF-α：*q=11.994，11.810，*P<0.001；IL-35：*q=8.357，9.599，*P<0.001

2.2不同病情活动度患者血清TNF-α、IL-35水平的比较
CD、UC各亚组患者随着病情活动度增加，血清TNF-α水平逐渐增加，血清IL-35水平逐渐降低，各亚组间比较差异具有统计学意义（P<0.05），见表3，4；

表3不同病情活动度CD患者血清TNF-α、IL-35水平的对比结果

	组别
	例数
	TNF-α（pg/ml）
	IL-35（pg/ml）

	轻度
	18
	1.21±0.62*
	60.31±20.62*

	中度
	31
	1.86±0.76*
	46.17±12.97*

	重度
	11
	6.74±2.17
	28.98±7.21

	F值
	
	7.659
	8.214

	P值
	
	<0.001
	<0.001


注：经q检验，TNF-α：*q=10.253，10.957，*P<0.001；IL-35：*q=4.833，4.015，*P<0.001

表4不同病情活动度UC患者血清TNF-α、IL-35水平的对比结果

	组别
	例数
	TNF-α（pg/ml）
	IL-35（pg/ml）

	轻度
	19
	1.32±0.71*
	58.62±19.61*

	中度
	32
	1.96±0.82*
	40.14±10.01*

	重度
	9
	6.84±2.05
	20.06±6.97

	F值
	
	7.431
	8.169

	P值
	
	<0.001
	<0.001


注：经q检验，TNF-α：*q=10.645，10.945，*P<0.001；IL-35：*q=5.683，5.622，*P<0.001

2.3 IBD患者血清TNF-α水平与血清IL-35水平的关系

经Pearson直线相关性分析显示，CD组患者血清TNF-α水平与血清IL-35水平呈负相关（r=-0.412，P<0.001）；UC组患者患者血清TNF-α水平与血清IL-35水平呈负相关（r=-0.423，  P<0.001）。

3. 讨论

3.1血清TNF-α在IBD患者中的水平变化及其临床意义

IBD主要由于易感个体对病原微生物的免疫平衡失调引起的，免疫平衡失调主要包括先天性与获得性[8-9]。肠道黏膜正常微生物环境与肠道黏膜T细胞的异常免疫应答的相互作用是IBD患病的基础[10]。TNF在机体免疫炎症应答中发挥重要的作用，TNF根据来源差异将其分为TNF-α与TNFβ，TNF-α与TNF-β基因分别定位于人染色体6q21.1-p22、6p23-ql2。在TNF-α-308位点与TNFβ-252位点均存在鸟嘌呤核苷酸/腺嘌呤核苷酸（guanine nucleotide/adenine nucleotide，G/A）多态性，从而影响TNF的表达与转录，最终影响TNF的生物学作用[11]。TNF-α-308等位基因与IBD患病易感性具有紧密的关系，TNF-β-252等位基因多态性与IBD患病易感性无明显的关系。目前，TNF-α在IBD患病机制期间的作用主要通过自分泌与旁分泌途径而发挥局部炎症细胞活化与聚集的作用。相关文献显示活动期UC患者血清TNF-α水平是非活动期UC患者的1.7倍，是健康体检者的380倍，本结果与之相符[12]。临床主要通过采用抗TNF抗体药物（英夫利昔）治疗以降低IBD患者血清TNF-α水平，从而有效降低炎症趋化因子水平，最终改善病情程度[13]。

3.2血清IL-35在IBD患者中的水平变化及其临床意义
促炎症因子与抗炎症因子平衡失调是IBD的重要患病机制，即Th1与Th2亚类分泌因子平衡失调。IL-35是白细胞介素家族的最新成员，与IL-27、IL-23、IL-12等结构相似，源自α链中的p35与源自β链中的Ebi3配对构成IL-35的异质二聚体结构。IL-35主要由调节性T细胞表达与分泌，从而发挥免疫拮抗作用。IL-35对于IBD小鼠结肠炎模型的肠道免疫应答具有重要的保护作用[17]。本研究结果显示，IBD患者血清IL-35水平明显低于健康志愿者，随着IBD患者病情程度的恶化，血清IL-35水平呈逐渐降低的倾向，IBD患者血清TNF-α水平与血清IL-35水平呈负相关。IL-35是新型抗炎性细胞因子，其通过诱导T细胞分化为新型调节性T细胞（iTr35），后者具有免疫抑制的介导作用；且IL-35通过抑制效应性T细胞分化与增殖，对肠道免疫应答具有重要的保护作用[14-15]。
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