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狼疮肾炎DN2细胞的CRAC和病情活动相关性分析
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摘 要：【目的】探讨狼疮肾炎（LN）患者外周血双阴性B细胞 2（DN2）细胞的比例，以及DN2细胞钙离子释放

激活的钙离子通道（CRAC）蛋白表达情况及其与临床相关性。【方法】流式细胞学检测健康对照者（HC，n=15）、狼

疮肾炎（LN，n=30）、类风湿关节炎（RA，n=15）和原发性干燥综合征（pSS，n=15）患者外周血DN2细胞的比例以及

DN2细胞CRAC蛋白Orai1表达情况；用单因素方差分析四组间差异，用Pearson相关性分析探讨Orai1表达与LN疾

病活动指标的相关性。【结果】四组研究对象外周血DN2细胞比例差异有统计学意义（F= 9.315，P＜0.000 1），LN患

者 DN2细胞比例显著高于 HC、RA患者和 pSS患者［（2.60±2.20）% vs.（0.68±0.56）% vs.（0.69±0.45）% vs.（1.04±
0.72）%］，并与 24 h尿蛋白定量呈正相关（r=0.599 9，P=0.000 5）。四组研究对象DN2细胞的Orai1表达差异有统计

学意义（F=7.935，P＜0.000 1），LN患者DN2细胞的Orai1表达显著高于HC、RA患者和 pSS患者（2.30±1.50 vs. 0.86±
0.39 vs. 1.34±0.57 vs. 1.13±0.64），并与 SLEDAI评分（r=0.56，P＜0.005）、血抗 dsDNA抗体水平（r=0.43，P＜0.05）和

24 h尿蛋白定量（r=0.44，P＜0.05）水平呈正相关，与血补体C3水平（r=-0.39，P＜0.05）呈负相关。【结论】LN患者

DN2细胞比例增加，其 Orai1表达增加，且与疾病活动度相关；DN2细胞的SOCE可能是LN潜在的治疗靶点。
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Abstract：【Objective】The aim of this study is to investigate the proportion of DN2 cell and the correlation between
the expression of calcium ion release activated calcium ion channel（ Ca2+ release-activated Ca2+，CRAC）protein in DN2
cells and the clinical activity of lupus nephritis（LN）.【Methods】Flow cytometry was used to detect the proportion of DN2
cells in healthy controls（HC，n=15），LN（HC，n=30），rheumatoid arthritis（RA，n=15）and primary Sjogren syndrome
（pSS，n=15）patients and the expression of SOCE protein Orai1 in DN2 cells. One-way ANOVA was used to analyze the
differences among the four groups. The correlation between Orai1 expression and LN disease activity was analyzed by Pear⁃
son correlation analysis.【Results】There was a statistically significant difference in the proportion of DN2 cells in peripher⁃
al blood among the four groups（F= 9.315，P＜0.000 1）. The proportion of DN2 cells in the peripheral blood of patients
with LN was significantly higher than that of HC，RA and pSS［（2.60±2.20）% vs.（0.68±0.56）% vs.（0.69±0.45）% vs.

（1.04±0.72）%］and was correlated with 24-hour urinary protein excretion（r=0.599 9，P=0.000 5）. There was a statisti⁃
cally significant difference in the Orai1 expression in DN2 cells among the four groups（F= 7.935，P＜0.000 1）. The
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Orai1 expression in DN2 cells of LN was significantly higher than that of HC，RA and pSS（2.30±1.50 vs. 0.86±0.39
vs. 1.34±0.57 vs. 1.13±0.64）. Orai1 expression in DN2 cells was positively correlated with SLEDAI（r=0.56，P＜0.005），

blood anti-dsDNA antibody level（r=0.43，P＜0.05）and 24-hour urinary protein excretion（r=0.44，P＜0.05），and neg⁃
atively correlated with complement C3（r=-0.39，P＜0.05）.【Conclusions】The proportion of DN2 cells and the expres⁃
sion of Orai1 increases in patients with LN and is correlated with disease activity. SOCE of DN2 cells may be a potential
therapeutic target for LN.

Key words：lupus nephritis；calcium ion release activated calcium ion channel；DN2 cells；Orai1
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（6）：824-830］

系统性红斑狼疮（systemic lupus erythemato⁃
sus，SLE）是一种典型的自身免疫性疾病，以产生

抗核抗体和抗 dsDNA抗体等自身抗体为特征［1-2］。

狼疮肾炎（lupus nephritis，LN）是 SLE最常见并发

症之一，也是严重影响预后的临床表现之一［3］。LN
发病机制不清，目前认为，自身反应性 B细胞激活

后产生的自身抗体，与抗原结合形成免疫复合物沉

积于肾脏，激活补体系统，引起肾脏损害，可见B细

胞与 SLE及 LN的发生和发展有密切关系［4-5］。LN
患者存在 B细胞异常，包括初始 B细胞降低、记忆

性 B细胞增加、抗体分泌细胞及 CD138+浆细胞增

加［6-9］。近几年研究发现 SLE患者外周血中DN2细
胞 即 双 阴 性 B 细 胞 比 例 增 高 ，这 类 细 胞 为

CD19+CD27-IgD-CD11c+CD21-，高表达转录因子 T-
bet，为自身免疫抗体分泌细胞前体细胞［10］。Ca2+是
细胞内重要的第二信使［11］。钙库操纵性钙内流

（store-operated Ca2+ entry，SOCE）是淋巴细胞主要

的钙内流途径，为免疫反应所必须［12］。钙离子释放

激活的钙离子通道（Ca2+ release-activated Ca2+，
CRAC）介导 SOCE钙内流。CRAC组成蛋白包括位

于细胞膜上的钙离子通道Orai蛋白和内质网上的

基 质 互 作 蛋 白（stromal interaction molecule，
STIM）［13-14］。然而DN2细胞的CRAC蛋白表达情况

目前仍不清楚，需要进一步探索。因此，本研究拟

探讨狼疮肾炎（LN）患者外周血DN2细胞的比例，以

及DN2细胞钙离子释放激活的钙离子通道（CRAC）
蛋白的表达情况及其与临床指标的相关性。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

流式抗体：CD19-PE/CY7、CD27-AF700、anti-
IgD-BV421、CD11c-Percy5.5和 CD21 APC/Fire 750

（Biolegend，美国）；Orai1（Abcam R&D，英国），羊抗

兔 IgG AF488（Thermo Fisher，美国）。Fluo 3-AM
（Sigma，美国）、流式细胞仪（CytoFLEX S Beckman
Coulter，美国）。

1.2 研究对象

收集 2019年 11月-2021年 5月在中山大学第

一附属医院就诊的 30例LN患者，患者均符合 1997
年美国风湿病学会 SLE分类标准［15］，同时具有肾损

害，并满足以下标准 1项以上：经肾活检证实存在

狼疮肾炎；持续性蛋白尿>0.5 g/d或>3+；细胞管型：

可为红细胞、血红蛋白、颗粒管型或混合型管型［15］。

排除存在妊娠、肿瘤、其他免疫性疾病、传染性疾病

及其他各系统疾病的患者。年龄、性别匹配的原发

性干燥综合征（primary Sjögren's syndrome，pSS）和

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）患者来自

中山大学第一附属医院风湿免疫科住院患者，年

龄、性别匹配的健康对照者来自广州市血液中心献

血者，无自身免疫疾病史及家族史。本研究获得中

山大学附属第一医院伦理委员会批准和患者理解

并书面知情同意。

1.2.1 患者资料收集 收集正常对照组（HC）、LN、
pSS和RA四组研究对象的年龄、性别，汇总见表 1。
记录参与研究的 LN患者临床和相关实验室资料，

汇总见表 2。临床治疗包括年龄、性别、是否初次

就诊、发病至诊断时间和既往治疗方案等。实验室

资料包括外周血白细胞（WBC）、红细胞（RBC）及血

小板（PLT）计数、血色素（Hb）、24 h蛋白尿定量、血

肌酐（Cr）、白蛋白（ALB）、红细胞沉降率（ESR）、自

身抗体、补体 C3（C3）、补体 C4（C4）、免疫球蛋白

IgM、IgG和 IgA水平等。

1.2.2 病情活动性评分 使用 SLEDAI-2000积分

评估 SLE病情：病情无活动为 0~4分，病情轻度活

动为 5~9分，病情中度活动为 10~14分，病情重度
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活动为≥15分［16］。

1.3 人外周血单个核细胞(PBMC)分离

本研究采用密度梯度离心法分离人的 PBMC。
使用肝素抗凝管采集患者或健康对照者的外周血；

将外周血加入 PBS稀释混匀后轻柔加到淋巴细胞

分离液面上，此步骤注意避免打破分离界面；水平

离心机（300×g）离心 22 min，升降速均为 3，使液体

明显分层；小心吸取中间的淋巴细胞层至新的试

管，不吸取淋巴细胞层下面的中性粒细胞层面，加

入冷 PBS洗细胞，去除淋巴细胞分离液；得到

PBMC，混匀后计数细胞。

1.4 流式细胞术

采用密度梯度离心法分离人的PBMC，取1×106
个细胞，加入流式抗体：CD19-PE/CY7、CD27-
AF700、抗 IgD-BV421、CD11c-Percy5.5 和 CD21
APC/Fire 750，室温避光染色 30 min。用 1 mL PBS
洗细胞2次后重悬，进行胞浆染色，或用于流式细胞

仪检测。表面染色后的细胞沉淀加入50 μL固定/破
膜液，冰上避光破膜 30 min，破膜洗液洗细胞 2次
后，加入胞浆流式抗体抗Orai1抗体室温避光染色

30 min，洗细胞后加入山羊抗兔二抗-Alexa Fluor®
488，室温避光染色30 min，PBS洗细胞后，重悬上机。

1.5 细胞内Ca2+测定

采用密度梯度离心法分离人的 PBMC，取 1 ×
106个细胞，离心（300×g）、5 min；用 50 μL无钙 PBS
重悬细胞，加入相应的流式抗体比例加入表面流式

抗体及 Fluo-3am，室温避光染色 30 min；加入 10
mL PBS洗两次，离心（300×g）、5 min；用 400 μL 无

钙PBS稀释细胞，用超高速流式分析仪检测细胞内

钙浓度，流式过程中，加入抗人-IgM刺激钙峰值。

1.6 统计分析

数据表示为平均值±标准差。本研究以Graph⁃
pad Prism 8.0软件对实验数据进行统计学分析。两

组间比较选用双侧 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析（one-way ANOVA），多组间的两两比较采

用 Bonferroni法，两组间相关性根据数据类型选用

Pearson相关性分析。

2 结 果

2.1 研究对象的基本情况

本组研究对象共 75人，分为正常对照组（n=

15）、LN（n=30）、pSS（n=15）和 RA（n=15）四组。四

组人群的年龄、性别比例无差异。四组研究对象的

性别和年龄信息见表 1。LN患者的临床特征及实

验室检查结果见表2。

2.2 LN患者外周血DN2细胞比例增加

使用流式细胞仪检测研究对象外周血CD19+B
细胞中DN2的比例，经单因素方差分析，四组间差

异有统计学意义（F= 9.315，P＜0.000 1）；采用Bon⁃
ferroni法进一步作两两比较。如图 1E，LN患者外

周血 CD19+B 细胞中 DN2 细胞的比例［（2.60 ±
2.20）%］显著高于HC［（0.68±0.56）%，P＜0.005］、

RA患者［（0.69±0.45）%，P＜0.005］和 pSS患者

［（1.04±0.72）%，P＜0.01］。进一步研究DN2比例

与蛋白尿相关性，经 Pearson相关性分析发现，DN2
细胞的比例与 24 h 尿蛋白定量呈正相关（r=
0.599 9，P=0.000 5；图1F）。

2.3 LN患者DN2细胞的钙信号增高

我们进一步用流式细胞仪检测LN患者的外周

血 DN2细胞 SOCE引起的钙内流情况。与 HC相

比，LN患者外周血DN2细胞抗 IgM抗体刺激后的

Ca2+内流峰值高于HC（图2）。

2.4 不同研究对象DN2细胞Orai1表达情况

我们进一步使用流式细胞仪检测研究人群外

周血DN2的Orai1表达情况，经单因素方差分析，四

组间差异有统计学意义（F= 7.935，P＜0.000 1）；采

用Bonferroni法进一步作两两比较，如图 3，LN患者

外周血的 DN2细胞 Orai1表达（2.30±1.50）显著高

于正常对照组（0.86±0.39，P＜0.005）、RA 患者

（1.34±0.57，P＜0.05）和pSS患者（1.13±0.64，P＜0.05）。

表1 研究对象的性别和年龄

Table 1 Sex and age of the study groups
［n（%）or（x̄ ± s）］

Groups
HC
LN
RA
pSS
χ2/F
P

n

15
30
15
15

Male
4（36.3）
9（42.8）
5（33.3）
5（33.3）

0.22
0.97

Age/years
31±13
29±10
32±13
36±16
1.07
0.37
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2.5 LN患者DN2细胞Orai1MFI值与患者病情相

关性

我们用 Pearson相关性分析研究 DN2的 Orai1
表达与疾病活动相关性，结果发现，DN2细胞的

Orai1 MFI值与 SLEDAI评分（r=0.562，P＜0.005）、

24 h尿蛋白定量（r=0.439，P＜0.05）和抗 ds-DNA
抗体（r=0.432，P＜0.05）水平呈正相关；DN2细胞

的Orai1 MFI值与补体C3水平（r=-0.386，P＜0.05）
呈负相关（图4）。

3 讨 论

狼疮肾炎（LN）是影响系统性红斑狼疮（SLE）
患者预后主要因素之一，目前由于对 LN发病机制

认识有限，部分 LN疗效不佳或经常复发。虽然近

来在 SLE的治疗中靶向B细胞的治疗有了进展［17］，

但是 B细胞在 LN中活化的确切机制尚不清楚，有

必要进一步深入研究，以寻找更好的B细胞靶向治

疗方案。

SLE患者存在自身反应性B细胞，参与疾病的

发生发展。这种自身反应性B细胞可能可以作为B
细胞干预治疗的靶点。本研究发现LN患者的外周

血中DN2细胞比例明显高于正常对照者，提示 LN
患 者 体 内 存 在 DN2 细 胞 扩 增 。 DN2 细 胞 是

CD19+CD27-IgD-非典型记忆 B细胞中 CXCR5-和
CD21-的一群细胞，其表达 CD11c和 T-bet，DN2细
胞可以分化为产生自身抗体的细胞，这群细胞可以

产生大量自身抗体，增加 LN患者疾病活动度［17］。

我们发现 LN患者外周血DN2比例明显高于RA和

pSS患者，可能是相对于RA和 pSS患者，LN患者的

自身抗体更多，自身免疫性B细胞更活跃。我们还

发现外周血DN2细胞比例与患者 24 h蛋白尿呈正

比，提示DN2细胞比例反映了LN肾脏病变程度，推

测DN2细胞可能参与LN的发病机制。有研究提示

DN2细胞在非裔美国人 SLE患者中明显增加，且与

高疾病活动性、狼疮肾炎、抗 Sm和抗RNA自身抗

表2 LN临床特征和实验室检查结果

Table 2 Clinical features and laboratory results of LN ( x̄ ± s)
Parameters
Newly-onset/n
Time since onset/years
SLEDAI
ESR/（mm/h）
ANA/（U/mL）
Anti-dsDNA antibody/（U/mL）
C3/（g/L）
C4/（g/L）
WBC/（×109/L）
Hb/（g/L）
PLT/（×109/L）
IgG/（g/L）
IgA/（g/L）
IgM/（g/L）
ALB/（g/L）
Creatinine/（μmol/L）
Proteinuria/（g/24 h）

Patients（n=30）
14/16
1.30 ± 0.75
16.2 ± 5.2
45 ±33
206 ± 103
213 ± 104
0.39 ± 0.19
0.12 ± 0.08
4.8±.1.7
114±38
170±60
12.5 ± 3.1
1.73 ± 0.79
0.75 ± 0.60
27.84 ± 6.90
89 ± 75
3.5 ± 5.3

Normal references

（≤34）
（0~12.00）
（0~30.00）
（0.79~1.17）
（0.17~0.31）
（4.00~10.00）
（115~150）
（100~300）
（10.13~15.13）
（1.45~3.45）
（0.92~2.04）
（35~50）
（53~115）
（0~0.12）

SLEDAI：Systemic lupus erythematosus disease activity index；ESR：Erythrocyte sedimentation rate；ANA：Antinuclear antibody；anti-dsD⁃
NA antibodies：Anti-double stranded DNA antibodies；C3：Complement 3；C4：Complement 4；WBC：White blood cell；Hb：hemoglobin；PLT：
Platelets；IgG：Immunoglobulin G；IgA：Immunoglobulin A；IgM：Immunoglobulin M；ALB：Albumin.
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体相关［18］，而我们的结果则证明了亚裔人 LN的

DN2细胞比例增加，并与病情相关。

Ca2+是细胞内重要的第二信使，参与细胞的多

种活动，如基因组转录、蛋白质翻译后修饰、细胞发

( A-D) The percentage of CD19+CD27-IgD-CD11c+CD21- DN2 cells derived from LN (n=30), RA (n=15) or pSS (n=15) patients or HC (n=15) was
determined by flow cytometry. Representative counter plots were shown. E: Percentage of DN2 cells in CD19+B cells from LN (n=30), RA (n=15) or pSS
(n=15) patients or HC (n=15) was summarized and shown as dot plot with bar. All data are mean ± SD,1）P<0.001, 2) P<0.001 by one-way ANOVA. F:
The correlations between percentage DN2 cell in CD19+B cell and 24-hour urinary protein excretion of LN patients were shown by Pearson coefficient
of correlation (r=0.599 9, P=0.000 5, n=30).

图1 研究人群DN2细胞在CD19+B细胞中的比例

Fig. 1 The proportion of DN2 cells in CD19+B cells in the study population

图2 LN患者外周血的DN2细胞钙信号更高

Fig. 2 The calcium signal of DN2 cells is higher in
patients with LN Mean fluorescence intensity (MFI) of Orai1 in DN2 cells from LN

(n=30)，RA (n=15) or pSS patients (n=15) or HCs (n=15) was summa⁃
rized and shown as dot plot with bar. All data are mean ± SD, 1) P<
0.005, 2) P<0.05 by one-way ANOVA.

图3 研究人群DN2细胞Orai1的MFI值
Fig. 3 MFI of Orai1 in DN2 cells of the study population
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育、增殖、分化和凋亡等，对细胞活动起关键作

用［11］。DN2细胞的钙信号情况目前尚无文献报告。

我们的研究发现抗 IgM抗体刺激 LN患者外周血

DN2细胞产生钙内流峰值高于正常对照。既往研

究提示 Ca2+信号调节淋巴细胞功能，Ca2+信号增强

会导致 B细胞高度反应，产生自身抗体，出现自身

免疫性疾病［19］。因此，LN患者 DN2细胞 Ca2+内流

增高，可能促进其向抗体分泌细胞分化，从而参与

了LN的发病机制。

CRAC通道介导的 SOCE是控制淋巴细胞 Ca2+
内流的主要通道［12］。目前暂未见 DN2细胞 SOCE
通道的研究。当BCR识别并结合抗原后，IP3生成

增加，IP3与内质网上的 IP3受体结合，内质网钙库

清空，引起 STIM1蛋白构象变化移位至细胞膜内

侧，激活细胞膜上的 Orai蛋白，触发 B细胞中的

SOCE，引起细胞外钙内流。CRAC组成蛋白包括位

于细胞膜上的钙离子通道Orai蛋白和内质网上的

基质互作蛋白（stromal interaction molecule，STIM）
［13］，人 Orai蛋白包括 Orai1、Orai2和 Orai3三种，其

中Orai1是表达最多的蛋白，是控制 CRAC通道引

起钙内流的关键蛋白，也是目前研究最多的［20-21］，

因此本研究选择Orai1蛋白作为代表性CRAC通道

蛋白来进行探讨。我们发现DN2细胞的Orai1蛋白

表达比正常人、RA和 pSS患者增加，而且 LN患者

SOCE引起细胞外钙内流也增加，表明LN患者DN2
细胞不仅仅只是比例增高，而且还在功能上有

增强。

我们还发现：LN患者Orai1蛋白与 24 h尿蛋白

定量、SLEDAI和抗 ds-DNA抗体呈正相关，与血补

体C3呈负相关，表明DN2细胞的Orai1表达反映患

者的疾病活动度及肾脏受损情况。因此，我们推测

LN患者DN2细胞Orai1表达增加引起钙内流增加，

促使其分化为产生自身抗体的细胞，产生自身抗

体，特别是抗 dsDNA抗体，引起免疫复合物的沉

积，从而导致肾脏损伤。既往研究显示CRAC通道

蛋白编码基因突变可减少淋巴细胞 SOCE的钙内

流，导致患者出现严重的联合免疫缺陷疾病［22-24］。

在胶原诱导的关节炎模型中，用慢病毒沉默小鼠全

身CRAC基因后，小鼠关节炎症和自身免疫反应减

弱［25］。给胶原诱导性关节炎小鼠注射 CRAC通道

抑制剂 YM-58483，可缓解小鼠类风湿关节炎症

状，抑制骨破坏［26］。综合我们的结果和上述分析，

提示CRAC在LN发病机制中发挥重要的作用。

总之，本研究发现 LN患者外周血DN2细胞增

加，DN2细胞的Orai1表达增加，并与 LN患者的病

情呈正相关。DN2细胞的 SOCE可能是 LN潜在的

治疗靶点。
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