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白细胞介素 33通过促进上皮细胞黏附分子表达参与干燥综合征发病 *
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摘要 目的：探讨白细胞介素（Interleukin-33，IL-33）可能通过调控上皮细胞黏附分子（Epithelial cell adhesion molecule, EpCAM）表

达参与干燥综合征（Sj觟gren's syndrome, SS）发病的作用机制。方法：收集因 SS诊断需要行唇腺活检术的患者血清和唇腺组织标本

及相关临床资料,根据 2016年 ACR-EULAR SS分类诊断标准将患者分为 SS组和非 SS组，选取性别、年龄匹配的 21例 SS患者

和 21例非 SS患者，利用多重检测流式试剂盒（人炎症因子组合 1）检测血清中 IL-33水平并用 t检验比较 SS患者组与非 SS患

者组、抗 SSA抗体阳性与阴性组以及唇腺病理阳性与阴性组之间 IL-33水平的差异。对唇腺组织石蜡切片进行 IL-33免疫组织化

学染色，用流式细胞术检测新鲜唇腺组织中上皮细胞 EpCAM表达水平并与血清 IL-33水平进行相关性分析。结果：SS患者组

IL-33水平为（1736± 590.1，n=21, pg/mL），显著高于非 SS患者组（306.8± 120.3, n=21, pg/mL）（t=2.373，P=0.027）；唇腺病理阳性
组即灶性血清 IL-33水平（489.8± 170, n=27, pg/mL）高于病理阴性组（1978± 793.1, n=15, pg/mL），2组之间有统计学差异（t=2.

368，P=0.023）；而抗 SSA抗体阳性组与阴性组之间无明显差异（P＞0.05）。免疫组化染色结果提示 SS患者唇腺组织上皮细胞

IL-33 表达相较于非 SS 患者上升，且血清 IL-33 水平与唇腺上皮细胞 EpCAM 的表达呈中等强度正相关（r=0.4915，P=0.
0009，95%CI 0.2205-0.692）。结论：IL-33是与 SS密切相关的炎症因子，IL-33可能通过促进唾液腺上皮细胞 EpCAM的表达参与

SS发病。
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Interleukin-33 Involves in Pathogenesis of Sj觟gren's Syndrome through
Promoting Epithelial Cell Adhesion Molecule Expression*

To investigate the role of interleukin 33 (IL-33) in the pathogenesis of Sj觟gren's syndrome (SS) by regulat-
ing the expression of epithelial cell adhesion molecule (EpCAM). Serum and labial gland tissue samples, as well as clinical data

of patients who needed biopsy of labial gland for SS diagnosis were collected. According to the 2016 ACR-EULAR classification criteria

of SS, the patients were divided into SS group and non SS group, and the 21 SS patients and 21 non-SS patients were gender and age

matched. The serum IL-33 level was detected by Multi-Analyte Flow Assay Kit (Human Inflammation Panel 1). The difference of IL-33

level between SS group and non SS group, anti SSA antibody positive and negative group and labial gland pathology positive and nega-

tive group was compared by t test. Immunohistochemical staining of IL-33 was performed on paraffin section of labial gland tissue. The

expression of EpCAM in epithelial cells of fresh labial gland tissues was detected by flow cytometry, and the correlation between

EpCAM expression and serum IL-33 level was conducted by pearson correlation analysis. The level of IL-33 in SS group was

(1736± 590.1, n=21, pg/mL), which was significantly higher than that in non SS group (306.8± 120.3 n=21, pg/mL) (t=2.373, P=0.027);
The level of IL-33 in the pathological positive group (489.8± 170, n=27, pg/mL) was higher than that in the pathological negative group

(1978± 793.1, pg/mL), (t=2.368, P=0.023); But there was no significant difference between the anti-SSA positive group and negative

group (P>0.05). The immunohistochemical staining of IL-33 in labial gland epithelial cells of SS patients was more intense than that of

non SS patients. Besides, the serum level of IL-33 was positively correlated with the expression of EpCAM (r=0.4915, P=0.0009, 95% CI

0.2205-0.692). IL-33 is a kind of inflammatory cytokine closely related to SS. IL-33 might involve in the pathogenesis of SS

through promoting the expression of EpCAM in salivary gland epithelial cells.
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前言

干燥综合征（Sj觟gren's syndrome, SS）是一种慢性炎症性自
身免疫性疾病，其特征是唾液腺和泪腺淋巴细胞浸润，导致口

眼干燥症状及全身表现[1]。SS作为发病率仅次于类风湿关节炎

的自身免疫性疾病，目前仍无有效的治疗手段，深入研究 SS的

发病机制并从中发掘潜在的治疗靶点显得尤为重要，而近年来

一系列研究聚焦于促炎因子在 SS外分泌腺炎性病变中的功能

作用。白细胞介素 -33（Interleukin-33，IL-33）是一种 IL-1家族

的核细胞因子，在维持组织稳态、调控免疫反应等方面中发挥

重要作用，IL-33表达异常与上皮炎症密切相关如呼吸道炎症、

肠道炎症等[2-5]。SS本质上是一种上皮炎，患者的外分泌腺组织

结构发生异常改变，紧密连接结构的破坏会导致唾液腺泡细胞

顶端极的紊乱引发腺体分泌功能受损，这是造成 SS患者干燥

症状的重要原因之一[6]。炎性细胞因子在紧密连接蛋白的顶端 -

基底部重新定位中起着关键作用[6,7]，尽管有文献报道 IL-33参

与调控上皮屏障导致上皮组织病变[8-10]，但 IL-33是否影响 SS

唾液腺上皮屏障引起患者分泌功能障碍及其具体机制有待阐

明。上皮细胞粘附分子 EpCAM （Epithelial cell adhesion

molecule, EpCAM）是一种在上皮细胞广泛表达的跨膜糖蛋白，

介导胞内外信号转导及细胞连接等 [11]。我们前期研究表明

EpCAM胞内段 EpICD在 SS患者唇腺腺泡细胞胞浆增多，且

可作为 SS的诊断标志物[12]，提示 EpCAM可能是导致 SS唾液

腺病理损伤引起 SS发病的重要分子。已有证据证实 EpCAM

表达可受到 IL-6、IL-8、TGF-茁1 等多种细胞因子调控 [13,14]，而

IL-33作为近年来逐渐受到关注的与 SS发病密切相关的促炎

因子，其是否参与调控涎腺上皮细胞 EpCAM的表达亟待阐明。

本研究旨在分析炎症因子 IL-33在 SS患者血清与唇腺组

织中的表达水平，以及与临床指标的关系，并探究 IL-33调控

EpCAM表达参与 SS发病的潜在分子机制，为进一步阐明 SS

发病机制提供新线索。

1 材料与方法

1.1 材料

一 抗 ：IL-33 （abcam, Cat.No.ab207737），EpCAM/CD326

（BD Biosciences，Cat.No.563180），lineage (biolegend, Cat.No.

348807)，CD73 （BD Biosciences，Cat.No. 561254），CD90（BD

Biosciences，Cat.No. 328120），多重检测流式试剂盒（人炎症因

子组合 1） 购自美国 biolegend 公司（Cat.No.740808），gen-

tleMACS全自动组织处理器购自德国Miltenyi公司，流式细胞

仪购自美国 Beckman公司。

1.2 研究对象

选取 2020年 4月至 2020年 8月就诊于西京医院临床免

疫科因 SS诊断需要行唇腺活检术的患者，本研究纳入标准为

出现 SS相关症状如口干、眼干、龋齿、关节痛、皮疹、四肢无力

或麻木等症状和 /或实验室检查异常考虑 SS诊断需行唇腺活

检的患者，排除标准为有头颈部放疗史、活动性丙肝病毒感染、

获得性免疫缺陷综合征、结节病、淀粉样变、移植物抗宿主病、

IgG4 相关疾病。排除标准按照 2016 年美国风湿病学会

(American College of Rheumatology, ACR)-欧洲抗风湿病联盟

(European League Against Rheumatism, EULAR) 制定的 pSS诊

断标准执行[15]。将符合 2016ACR/EULAR分类诊断标准[15]的患

者分为 SS组，而余下的为不满足 SS诊断标准、同时也不满足

其他自身免疫病诊断标准的非 SS对照。本研究已通过空军军

医大学西京医院临床免疫科伦理委员会审批（批件号

KY20203225-1），所有纳入组患者均签署知情同意书。

1.3 方法

1.3.1 标本收集 无菌操作手术取出患者唇腺组织约 3-5 mm3

浸泡于 PBS中，2小时内对唇腺组织进行处理并进行流式细胞

术染色。使用促凝管采集患者 1 mL血液，3000 rpm室温下离

心 5分钟，取上层血清保存于 -80℃。

1.3.2 免疫组织化学染色 石蜡包埋取得的唇腺组织，将蜡块

连续切片为约 3 滋m的切片，切片脱蜡置水，用碱性修复液修
复，加 30 %的过氧化氢 37℃ 20 min以去除内源性过氧化物

酶，山羊血清封闭 37℃ 1 h，孵育一抗 IL-33（1:500）4℃过夜，

加入结合辣根过氧化物酶的二抗室温孵育 1 h。

1.3.3 血清 IL-33水平检测 血清 IL-33水平检测采用多因子

流式细胞仪法测定。按照多因子检测试剂盒的说明书进行操

作，使用贝克曼流式细胞仪进行上机检测。该试剂盒可检测血

清中炎症相关的 13种细胞因子，本研究重点关注 IL-33的水平。

1.3.4 流式细胞术检测唇腺上皮细胞 EpCAM表达 PBS冲

洗唇腺组织 3 min，眼科剪将唇腺组织剪碎，利用 gentleMACS

全自动组织处理器将唇腺组织研磨为单细胞悬液，1200 rpm离

心 5 min，弃上清，加入 200 滋L PBS重悬细胞并转移到流式染

色管中，加入胞外染色抗体 EpCAM/CD326、lineage (CD3,

CD14,CD16,CD19,CD20,CD56)、CD73和 CD90，涡旋混匀；将

流式染色管置于避光条件下孵育 15 min，室温条件下离心，弃

去上清，PBS洗涤一次后，弃去上清，每管加入 PBS 300 滋L涡
旋混匀，贝克曼流式细胞仪对样本进行检测。

1.4 数据学分析

本研究数据采用 graphpad prism 7.0 和 SPSS 19.0 进行绘

图和统计分析，计量资料以 mean± SEM表示，2组计量资料比

较采用独立 t检验，2组分类变量比较采用卡方检验，相关性分

析采用 pearson检验，当 P＜0.05时认为有统计学差异。

2 结果

2.1 SS患者血清和唇腺组织中 IL-33水平升高

通过多因子检测试剂盒检测 SS患者和性别 -年龄匹配对

照的血清 IL-33水平，SS组与非 SS组各 21例，每组男性均为

2例，SS组平均年龄为 53.43 ± 2.475岁，非 SS组平均年龄为

46.62± 2.644岁。非 SS对照组出现临床症状的时间为 10.1±

2.267月，低于 SS组 30.62± 6.677月,两组之间具有统计学差

异(t=2.911, P=0.006)；非 SS组出现口干和 /或眼干症状的比例

为 66.7 %(14/21)，SS组为 71.4 %(15/21)，两组之间无统计学差

异(Pearson x2=0.111, P=0.739)；SS组身体质量指数(Body Mass

Index, BMI)为 22.17± 0.4304，显著低于非 SS组 BMI 23.23±

0.2877 (t=2.051, P=0.047)。图 1A展示非 SS组和 SS组唇腺活

检 HE染色，非 SS组腺小叶结构尚可见，导管未见明显扩张，

纤维组织轻度增生，未查见明显淋巴细胞浸润灶。而 SS组腺小

叶结构几乎消失，可见导管扩张，纤维组织轻度增生，大量淋巴
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细胞浸润，灶性指数 >3，符合 SS唇腺活检特征。免疫组化染色

结果提示相比于正常的唇腺组织，SS患者唇腺组织淋巴浸润

灶周围的腺上皮细胞 IL-33 表达上升。见图 1B。SS 组血清

IL-33水平为 1736± 590.1 pg/mL，显著高于非 SS组 306.8±

120.3 pg/mL（t=2.373，P=0.027）。见图 1C。

2.2 血清 IL-33水平与唇腺活检病理相关，与抗 SSA抗体无关

采用独立 t检验比较血清 IL-33水平在唇腺活检病理阳性

组和阴性组、抗 SSA抗体阴性组和阳性组的差异，结果表明唇

腺病理阳性组即灶性指数≥ 1 血清 IL-33 水平（489.8± 170,

n=27）高于病理阴性组即灶性指数＜1（1978± 793.1, n=15），2

组之间有统计学差异（t=2.368，P=0.023）。见图 2A；而抗 SSA

抗体阳性组与阴性组之间无明显差异（P＞0.05）。见图 2B。

2.3 血清 IL-33水平与唇腺上皮细胞 EpCAM表达相关

通过流式细胞术检测唇腺组织上皮细胞中 EpCAM表达，

基于既往文献报道本研究采用阴性选择策略[16,17]，排除 lineage

（CD3/14/16/19/20/56）阳性包含的单核 -巨噬细胞、T细胞、B

细胞、NK细胞以及中性粒细胞和嗜酸性粒细胞，排除 CD73和

CD90阳性的成纤维细胞和干细胞，最终检测 lineage、CD73和

CD90均为阴性的细胞中 EpCAM的阳性率。见图 3A。对血清

IL-33水平和唇腺上皮细胞中 EpCAM表达阳性率进行 pearson

相关性分析，结果提示唇腺组织上皮细胞中 EpCAM表达与血

清 IL-33水平呈中等强度正相关（r=0.4915，P=0.0009，95%CI

0.2205-0.692）。见图 3B。

3 讨论

SS是一种主要累及外分泌腺体的慢性炎症性自身免疫

病，由于唾液腺和泪腺受累，患者除口干、眼干、吞咽困难外,还

累及肌肉骨骼、皮肤、肺等多器官，约有 1/3患者出现系统并发

症，且原发性 SS患者患淋巴瘤的风险比健康人高 10-44倍，同

时也高于系统性红斑狼疮和类风湿性关节炎[1,18-21]。然而，目前

SS的治疗方案以缓解症状为主，缺乏特异性的有效治疗药物。

SS的发病机制尚有诸多不明之处，因此深入开展 SS发病机制

相关研究，不仅可加深对 SS的发病机制的理解，并且对寻找更

有效的治疗靶点具有重要意义。

SS是一种以外分泌腺上皮炎为特征的自身免疫病，多种

炎性因子在 SS发病过程中发挥作用，而 IL-33作为近来发现

的一种 IL-1家族细胞因子，已被证实参与过敏性、纤维化性、

传染性和慢性炎症性疾病等多种疾病的致病过程[22-24]。目前已

有证据证实多种炎性或自身免疫性疾病患者血中 IL-33水平

升高，包括哮喘、特应性皮炎、多发性硬化症、类风湿性关节炎

和 SS[22,24]。IL-33是由内皮细胞、上皮细胞、成纤维细胞样细胞

和肌成纤维细胞等产生的组织源性核细胞因子，它既可以在细

胞内作为核因子调节基因表达，也可以在细胞外作为 IL-1家

族细胞因子发挥作用[24]。作为一种重要的免疫调节剂，IL-33能

诱导产生某些适应性免疫的 Th2细胞因子由此辅助维持 Treg

细胞稳定性[25]；IL-33也具有促炎作用，IL-33可激活肥大细胞、

2型固有淋巴细胞（ILC2s）、CD8+T细胞和自然杀伤细胞（NK）

细胞等导致组织炎症[26]。综上所述，IL-33通过多种方式参与多

种自身免疫病发病过程，其不仅表达于免疫细胞，并且可表达

于上皮细胞，而 SS作为一种以主要累及外分泌腺上皮的慢性

炎症性自身免疫病，深入研究 IL-33促进 SS唾液腺上皮病理

损伤参与 SS发病的分子机制有重要意义。既往有文献报道

IL-33 及其受体 ST2 在 SS患者血清及唾液腺组织中表达升

高，通过与 IL-12和 IL-23共同作用可促进 NK细胞与 NKT细

胞释放 IFN酌，进而促进 SS患者唾液腺上皮发生炎性改变[27,28]。

本研究发现 IL-33在 SS患者血清中水平升高，并且唇腺活检

病理阳性相关。由于 2016 ACR/EULAR诊断标准将唇腺活检

病理阳性（每 4 mm2唇腺组织至少有 50个淋巴细胞浸润，即

FS≥ 1）列为诊断 SS的最关键指标之一[15]，因此本研究结果也

进一步提示 IL-33与 SS密切相关，尤其是与 SS主要受累器官

唾液腺的病理损伤相关。

上皮屏障破坏与多种疾病相关，包括囊性纤维化、癌症、1

型糖尿病、乳糜泻、克罗恩病和 SS，而许多研究证实免疫因素

尤其是炎症因子在导致 SS外分泌腺上皮屏障功能丧失的过程

中起重要作用[6]。EpCAM作为一种粘附分子具有调节上皮细

胞紧密连接结构的作用，EpCAM表达升高可改变 claudin 蛋

白细胞内定位和选择性降解 claudin蛋白进而抑制紧密连接结

构[29]。此外，EpCAM还具有转录因子作用，当 EpICD进入细胞

图 1 IL-33在 SS患者唇腺组织和血清中升高。A：非 SS对照和 SS患

者唇腺活检 HE染色 ;B: SS患者唇腺组织 IL-33免疫组织化学染色较

non-SS增强（红色箭头指示阳性染色部位）；C:SS患者血清中 IL-33水

平升高

Fig.1 IL-33 level was increased in both labial gland tissue and serum of SS

patients. A:HE staining of labial gland biopsy of non-SS controls and SS

patients; B: the immunohistochemical staining of IL-33 in the labial gland

of SS patients was more intense than non-SS(red arrow pointed positive

staining); C: The level of serum IL-33 of SS patients was increased

1826窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.10 MAY.2021

核时可与 Lef、茁-catenin和 tcf结合为转录复合物从而调控靶

基因 c-myc等的表达进而调节细胞生存、细胞周期等生命过

程。SS是一种主要表现为外分泌腺受累的慢性炎症性疾病[30]，

目前认为唾液腺上皮细胞死亡和上皮紧密连接结构破坏是导

致 SS患者唾液分泌障碍的重要原因[31-34]，EpCAM兼具调控上

皮屏障和细胞生存的双重作用，且我们前期研究已证实 Ep-

CAM与 SS具有相关性[12]，因此深入研究 SS唾液腺上皮细胞

EpCAM的表达调控机制具有重要意义。本研究利用流式细胞

术检测唇腺组织中上皮细胞表达 EpCAM的阳性率并与血清

IL-33水平进行相关性分析，结果表明血清 IL-33水平与唇腺

上皮细胞 EpCAM 表达呈正相关，揭示了 IL-33 可能对 Ep-

CAM表达存在正性调控作用。

本研究不仅发现 IL-33在 SS患者血清和唇腺组织中表达

上升、与唇腺活检病理相关，并且提示 IL-33可能通过调控唾

液腺上皮细胞 EpCAM 的表达参与多个信号通路导致 SS发

病。这些结果为深入探索 IL-33调控唾液腺上皮细胞 EpCAM

表达参与 SS发病的分子机制提供了重要线索，对 SS发病机制

的研究具有重要的指导意义。
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