发疹型药疹与传染性单核细胞增多症血浆细胞因子研究
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[bookmark: _Hlk197372334]【摘要】目的 本研究的目的是通过检测发疹型药疹与传染性单核细胞增多症两种疾病患者血浆中IL-2、IL-4、IFN-γ的表达差异来筛选两种疾病实验室鉴别诊断的标志物。方法 选取承德医学院附属医院确诊为发疹型药疹患者、传染性单核细胞增多症患者和健康体检者各20例，用ELISA方法来检测三组受试者血浆中IL-2、IL-4、IFN-γ的表达水平。结果 传染性单核细胞增多症组IL-2、IL-4及IFN-γ水平显著高于发疹型药疹组与对照组（P＜0.05），后两组之间差异无统计学意义（P＞0.05）。Logistic回归模型预测概率为P=1/(1+e^-(-4.78542+0.085604×IL-2+0.22842×IL-4+0.10893×IFN-γ))，联合预测的ROC曲线AUC为0.991，诊断传染性单核细胞增多症的敏感性为100%，特异性为94%。结论 IL-2、IL-4及IFN-γ可作为鉴别传染性单核细胞增多症与发疹型药疹的潜在生物标志物，联合检测具有较高的敏感性与特异性。
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【Abstract】Objective This study aimed to identify potential cytokine-based diagnostic markers by comparing the plasma levels of interleukin-2 (IL-2), interleukin-4 (IL-4), and interferon-gamma (IFN-γ) between the drug-induced exanthema (DIE) and infectious mononucleosis (IM). Methods A total of 60 subjects were enrolled, including 20 patients with DIE, 20 patients with IM, and 20 healthy individuals, all diagnosed or examined at the Affiliated Hospital of Chengde Medical University. Plasma levels of IL-2, IL-4, and IFN-γ were measured using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results The IM group exhibited significantly higher plasma levels of IL-2, IL-4, and IFN-γ compared to the DIE group and the healthy control (P < 0.05). No significant differences were observed between the DIE group and the control group (P> 0.05). A logistic regression model was established to calculate the probability of IM using the following equation: P=1/(1+e^-(-4.78542+0.085604×IL-2+0.22842×IL-4+0.10893×IFN-γ)) The area under the ROC curve (AUC) for this combined prediction model was 0.991, with a sensitivity of 100% and specificity of 94% for diagnosing IM. Conclusion IL-2, IL-4, and IFN-γ may serve as potential biomarkers for distinguishing IM from DIE. Their combined detection offers high sensitivity and specificity.
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[bookmark: OLE_LINK1]发疹型药疹（Drug-induced exanthema，DIE）是药物不良反应中最常见的皮肤表现形式之一。通常在首次用药后6天至4个月内发生，尤以6～12天为多见，主要表现为全身性红斑、丘疹性发疹，常伴有发热、腹泻等全身症状。传染性单核细胞增多症（Infectious mononucleosis，IM）是由Epstein-Barr病毒（EBV）感染引起的急性自限性疾病，约10%–20%在发热4–10天后出现红斑、丘疹性皮疹[1]。其中，使用青霉素类抗生素7–8天后，皮疹发生率显著增加[1]。IM患者的皮疹出现时间与药物致敏后的发疹型药疹高度重叠，且皮损类型相似，鉴别诊断困难。若误将发疹型药疹诊断为病毒感染，继续使用致敏药物，进而发展为重症药疹，如中毒性表皮坏死溶解症（toxic epidermal necrolysis, TEN）或史蒂文斯-约翰逊综合征（Stevens-Johnson syndrome, SJS）[2]。反之，若将IM误诊为药疹并中止药物治疗，可能导致病情恶化，出现严重咽喉水肿、神经系统并发症、血小板减少性紫癜、心肌炎、心包炎等，甚至病程迁延，继发脾破裂、脑膜炎等严重并发症，危及生命。因此临床上需要有意义的实验室诊断方法方法。本研究拟通过检测DIE与IM患者外周血中IL-2、IL-4及IFN-γ三种细胞因子的表达水平，探讨两病在免疫学指标上的差异，以期为鉴别诊断提供依据。*通讯作者：段昕所（1964-）男，汉，河北石家庄，硕士、主任医师、皮肤病与性病学，研究方向：药物变态反应及皮肤免疫。

1 材料与方法
1.1 病例选择
本研究纳入2019年10月至2020年12月期间就诊于承德医学院附属医院皮肤性病科或儿科门诊及住院部的患者。包括DIE组患者20例（男9例，女11例）及IM组患者20例（男11例，女9例）。对照组为健康志愿者20例（男11例，女9例），来自该院体检中心，符合健康人标准。统计分析显示：IM组年龄分布为偏态，而DIE组与对照组为正态分布，三组间年龄存在统计学差异（P＜0.05），年龄以M（P25，P75）表示，分别为DIE组55（48.25，65.75）岁，IM组4（3.00，6.00）岁，对照组33（26.50，44.50）岁。
1.2 标本采集与保存
采集符合纳入标准的各组受试者外周静脉血5 mL，置于含肝素抗凝剂的采血管中。样本以3500 rpm离心10分钟，提取上清液，分装于无菌无酶的1.5 mL离心管中，按分组及采集顺序编号（Drug 1–20，EB 1–20，Control 1–20），并储存于-80℃超低温冰箱中备用。
1.3 试剂与检测方法
所用人IL-2、IL-4及IFN-γ酶联免疫吸附试剂盒购自武汉爱博泰克生物科技有限公司（ABclonal Technology）。检测方法按照试剂盒说明书进行，采用酶联免疫吸附法（enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA）测定血浆中三种细胞因子的表达水平。
1.4 统计学分析
使用SPSS 25.0统计软件对实验数据进行分析。计数资料采用χ²检验；计量资料三组比较中，若符合正态分布，采用单因素方差分析（ANOVA）；若不符合正态分布，则采用Kruskal-Wallis H秩和检验。结果以M（P25，P75）表示。P＜0.05为差异具有统计学意义。进一步进行两两比较时，采用P值校正（P＜0.05）判断差异是否显著。采用MedCalc软件进行Binary Logistic回归分析，评估IL-2、IL-4、IFN-γ三项指标的联合诊断效能，构建预测模型：P=1/（1+e-logit（b0+b1X1+b2X2 +b3X3+…+biXi））并绘制受试者工作特征（ROC）曲线，计算AUC值、敏感性、特异性及诊断临界值（cut-off value），以评估各因子及其组合在DIE与IM鉴别诊断中的价值。
2 结果
2.1 DIE组、IM组与对照组血浆IL-2水平比较
三组IL-2浓度数据均为偏态分布的独立样本。采用Kruskal-Wallis秩和检验分析三组之间的差异，结果显示总体分布差异具有统计学意义（Z=15.736，P＜0.05）。进一步两两比较结果表明，IM组血浆IL-2浓度显著高于DIE组和对照组（P＜0.05）；而发DIE与对照组之间差异无统计学意义（P＞0.05），见图1。
2.2 DIE组、IM组与对照组血浆IL-4水平比较
IM组数据呈偏态分布，DIE组与对照组数据符合正态分布。采用Kruskal-Wallis检验分析三组IL-4浓度的差异，结果显示总体分布存在统计学差异（Z=9.681，P＜0.05）。与DIE组和对照组相比，IM组血浆IL-4水平显著升高（P＜0.05）；而DIE组与对照组之间差异无统计学意义（P＞0.05），见图2。
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	图1  DIE组、IM组与对照组血浆IL-2的表达水平（左）
	图2  DIE组、IM组与对照组血浆IL-4的表达水平（中）
	图3  DIE组、IM组与对照组血浆IFN-γ的表达水平（右）




2.3 DIE组、IM组与对照组血浆IFN-γ水平比较
三组IFN-γ数据均为偏态分布的相互独立样本。Kruskal-Wallis秩和检验显示三组IFN-γ浓度的总体分布差异显著（Z=40.283，P＜0.05）。进一步分析显示，IM组血浆IFN-γ水平明显高于DIE组和对照组（P＜0.05），而DIE组与对照组之间差异无统计学意义（P＞0.05），见图3。
2.4 IL-2、IL-4、IFN-γ单独及联合用于两组疾病鉴别诊断的效能评估
采用MedCalc软件对DIE组与IM组的IL-2、IL-4和IFN-γ浓度分别绘制ROC曲线，结果见图4。利用Binary Logistic回归方法对多种因子进行联合建模，包括：IL-2联合IL-4、IL-2联合IFN-γ、IL-4联合IFN-γ、以及IL-2联合IL-4和IFN-γ。对各组合的预测概率分别进行ROC曲线分析，结果见图5。比较四条ROC曲线的AUC值后发现，IL-2、IL-4、IFN-γ三项因子联合预测的AUC最大，为0.991，提示其综合诊断效能最优。
联合预测模型的公式为：P=1/（1+e^-（-4.78542+0.085604×IL-2+0.22842×IL-4+0.10893×IFN-γ））当预测概率P＞0.326时，诊断为IM的敏感性为100%，特异性为94%。
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	图4  血浆IL-2、IL-4及IFN-γ水平的受试者工作特征（ROC）曲线分析（左）
	图5  IL-2联合IL-4、IL-4联合IFN-γ、IL-2联合IFN-γ及IL-2联合IL-4与IFN-γ组合的预测概率（P值）分析（右）




3 讨论
DIE是最常见的药物不良反应之一。目前诊断金标准为药物激发试验（drug provocation test，DPT），但其可能诱发严重过敏反应，进而导致重症药疹。因此，斑贴试验、皮内试验及针刺试验作为替代手段被广泛应用，但其阳性率分别为43%、67%和24%，且亦存在诱发药疹加重的风险。另有研究采用淋巴细胞转化实验，其敏感性为60%～80%，特异性可达90%[3]。IM是由Epstein-Barr病毒（EBV）感染引发，诊断主要依赖EBV-CA-IgM、EBV-CA-IgG抗体阳性、EBV-DNA载量升高、外周血涂片中异型淋巴细胞增多，并结合发热、咽充血、淋巴结肿大、肝脾肿大等临床特征进行综合判断[4,5]。既往研究尝试通过检测DIE与病毒感染相关出疹性疾病（如麻疹、风疹、细小病毒感染）患者外周血中IL-2、IL-4及IFN-γ等细胞因子水平以探寻差异。HARI等研究表明，DIE患者IL-4水平升高，IFN-γ未见明显变化；而麻疹、风疹及细小病毒感染者则表现为IFN-γ升高、IL-4无显著变化[6]。TORRES等人采用RT-PCR检测10例药疹与10例病毒性皮疹患者外周血单个核细胞中细胞因子mRNA，结果显示：IL-2 mRNA在DIE中升高更显著，IL-4 mRNA在病毒性皮疹中升高更明显，IFN-γ mRNA在两者中均升高但无统计学差异[7]。因此，血浆IL-2、IL-4及IFN-γ在二者鉴别诊断中的作用仍存在争议，关于IL-2在发疹型药疹与IM中的表达水平，不同研究结论不一。王婷婷等研究发现，DIE患者外周血单核细胞后，IL-2释放显著升高[5]。Shouichi等人进一步证实，无论是IM急性期患者还是慢性活动性EB病毒感染患者，IL-2基因表达均显著高于正常人[4]。Bellini等通过皮肤活检发现，IL-2在DIE与病毒性皮疹组织中均升高，差异无统计学意义[8]。本研究结果显示，与DIE患者和健康对照相比，IM患者血浆IL-2水平显著升高，而DIE组与健康对照组之间无明显差异。ROC分析显示，IL-2的曲线下面积（AUC）为0.865，截断值为8.052 pg/mL时，诊断IM的敏感性为90%，特异性为95%。提示IL-2可能具有鉴别诊断两病的潜在价值。关于IL-4在两者间的差异性，不同研究亦存在争议。HARI等人发现IL-4在发疹型药疹患者外周血中水平升高[7]，而另有研究指出，与健康人相比，IM患者血浆IL-4水平下降，TORRES等在比较药疹与病毒性皮疹的研究中指出，仅12.5%的药疹患者可检测到IL-4 mRNA表达，而在病毒感染组（包括EBV感染）中，该比例达80%[9]。本研究结果表明，IM患者血浆IL-4浓度高于DIE组，差异具有统计学意义；而DIE组IL-4水平虽略高于健康人群，但差异无统计学意义。ROC分析提示，IL-4曲线下面积为0.767，当临界值设定为9.84 pg/mL时，诊断IM的敏感性为94%，特异性为50%。尽管特异性不高，但IL-4在联合检测中仍具有一定参考价值。IFN-γ作为Th1型细胞因子，其在两种疾病中的表达也存在研究分歧。TSUGE与王婷婷等均证实，IFN-γ在DIE患者的淋巴细胞转化实验中水平显著升高，且皮肤活检中也可观察到IFN-γ明显表达[8,10]。而HARI等研究未观察到DIE患者血清中IFN-γ水平的升高[7]。另有研究显示，在IM患儿急性期，IFN-γ显著高于正常人[11]。TORRES研究亦提示，DIE及IM患者PBMC中均可检测到IFN-γ mRNA升高[9]。但DECHAMPS等采用Luminex Assay检测显示两者均无显著升高[12]。在本研究中，IM组血浆IFN-γ水平显著高于DIE组与对照组，差异具统计学意义；而DIE组与健康对照组之间无显著差异。ROC分析结果显示，IFN-γ曲线下面积为0.964，临界值为0.627 pg/mL时，诊断IM的敏感性为100%，特异性为80%，提示IFN-γ在临床鉴别中具有较高诊断价值。进一步地，研究采用Logistic回归模型将IL-2、IL-4、IFN-γ联合分析，构建联合预测方程：Logit（P）=−4.78542+0.085604×IL-2+0.22842×IL-4+0.10893×IFN-γ；预测概率为：𝑃=1/[1+𝑒−Logit（𝑃）]。联合指标的ROC曲线AUC高达0.991，当P值大于0.326时，其诊断IM的敏感性为100%，特异性为94%。提示三项因子联合检测在临床上具有极高的鉴别诊断效能。
综上所述，IL-2、IL-4及IFN-γ可作为DIE与IM鉴别的潜在生物标志物。其中，IFN-γ表现出最优的单项诊断能力，而三项联合检测具有最高的灵敏度与特异度。然而，本研究样本量有限，仍需在更大样本基础上进一步验证。此外，由于IM主要发生于儿童，而发疹型药疹多见于成人，年龄因素可能对细胞因子表达存在一定干扰。已有研究表明，在健康人群中，成人外周血中Th1细胞（分泌IL-4）及Th0细胞（分泌IFN-γ与IL-4）水平高于儿童，但关于其他细胞因子的年龄差异目前尚缺乏充分文献支持。因此，后续研究中应尽量匹配患者年龄，进一步明确细胞因子在两类疾病中的差异性及其机制。
4 结论
本研究结果表明，血浆细胞因子IL-2、IL-4和IFN-γ在鉴别由DIE与IM具有较高的诊断价值。进一步通过Logistic回归分析构建IL-2、IL-4、IFN-γ三项因子的联合预测模型：P= 1/（1+e-（-4.78542+0.085604IL-2+0.22842IL-4 +0.10893IFN-γ））当预测概率P大于0.326时，诊断为IM的敏感性可达100%，特异性为94%。
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Abstract
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Objective


 


This study aimed to 


identify potential cytokine


-


based diagnostic markers by comparing the


 


plasma levels of interleukin


-


2 (IL


-


2), interleukin


-


4 (IL


-


4), and interferon


-


gamma (IFN


-


γ) 


between the drug


-


induced 


exanthema


 


(DIE)


 


and infectious mononucleosis (IM). 


Methods


 


A total of 60 subjects were enrolled, including 20 patients 


with 


DIE


, 20 patients with IM, and 20 healthy individuals, all diagnosed or examined at the Affiliated Hospital of Chengde 


Medical University. Plasma le


vels of IL


-


2, IL


-


4, and IFN


-


γ 


were measured using enzyme


-


linked immunosorbent assay 


(ELISA). 


Results


 


The IM group exhibited significantly higher plasma levels of IL


-


2, IL


-


4, and IFN


-


γ 


compared to the 


DIE


 


group and the healthy control (P < 0.05). No signifi


cant differences were observed between the 


DIE


 


group and the control 


group (P>


 


0.05). A logistic regression model was established to calculate the probability of IM using the following equation: 
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The area under the ROC curve (AUC) for this 


combined prediction model was 0.991, with a sensitivity of 100% and specificity of 94% for diagnosing IM. 


Conclusion


 


IL
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2, IL


-


4, and IFN


-
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may serve as potential biomarkers for distinguishing IM from 


DIE


. Their


 


combined detection offers 


high sensitivity and specificity.
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出现时间与药物致敏后的发疹型药疹高度重叠，且皮
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