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中英文摘要

第一部分全基因组表达谱芯片检测

目的利用基因芯片技术找出原发性胆汁性肝硬化(primary biliary cirrhosis，

PBC)患者中差异表达的基因。方法收集PBC患者和健康对照各3例，采集外周

静脉血，提取PBMC总RNA，进行人类全基因组表达谱芯片(22K，约22000个基

因)检测。结果基因芯片共筛选出356个在PBC中差异表达的基因，其中296

个表达上调，60个表达下调。结论基因芯片为探索PBC的发病机制提供了方向。

第二部分实时荧光定量PcR及ELIsA检测

目的扩大样本量验证芯片结果的准确性，进一步分析筛选基因mRNA及蛋白水平

与疾病相关性。方法选取5个基因CCL20、CCL3、PBEFl、S100A12、CDl4，扩

大样本量对PBC患者、健康对照、慢性乙肝患者进行RT—PcR及ELISA验证。结

果PBC患者PBMC中CCL20、CCL3、PBEFl、S100A12、CDl4 mRNA表达均升高，

且与疾病活动性及进展相关；CDl4 mRNA表达与细胞组分有关。PBC患者血清CCL20

与S100A12浓度与疾病进展相关。结论PBC患者CCL20、CCL3、PBEFl、S100A12

的表达水平可以成为判断疾病活动性及进展情况的指标。

【关键词】原发性胆汁性肝硬化；人类全基因组表达谱芯片；实时荧光定量PCR；

发病机制：生物标志物



0bjectives To explore the differentially expressed genes in PBC compared

with healthy contr01s． Methods Peripheral blood mononuclear cells

(PBMCs)were is01ated from 3 PBC patients and 3 age and sex matched healthy

controls． Total RNA was extracted from PBMCs， then analyzed by human

genome expression profiling microarrays(22K)． Results 356 genes

differentially expressed in PBC were identified by microarray analysis，in

which 296 genes were up—regulated and 60 genes were down—regulated．

Conclusions Gene microarray provided a research direction for the

pathogenes is of PBC．

P8rt2 Analysi s by q盯一PcR锄d ELIsA

Objectives To confirm the microarrays results， and to find the

relationship beween the genes and the disease． Methods Real—time

quantitative polymerase chain reaction and ELISA were used to verify the

expression of CCL20、CCL3、PBEFl、S100A12、CDl4 in 1arger populations．

Results The mRNA expression were all up—regulated in PBC，and CCL20、

CCL3、PBEFl、S100A12 were found to be correlated with the disease activitv

or progression，but CDl4 mRNA expression were found to be correlated with

the percentage of monocytes．The serum concentrat ions of CCL20 and S 100A1 2

were found to be correlated with the disease progression．(bnclusions

CCL20、CCL3、PBEFl、S100A12 may be actively involved in the pathogenesis

of PBC and may be indexes for the di sease activi ty or progression．

【key-ords】 PBC；human genome expression profiling microarrays(22K)：

Quantitative real—time PCR： pathogenesis：biomarker
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前 言

原发性胆汁性肝硬化(PBC)是一种原因不明的以血清中出现高滴度抗线粒

体抗体(AMAs)及自身免疫介导的肝内小胆管进行性破坏和炎细胞浸润为主要特

点的自身免疫病。其病因至今未明，可能是遗传、环境、性别、感染、免疫等多

个因素作用的结果。

目前疾病诊断主要依照美国肝脏病学会2009年制定的PBC诊疗指南：①胆

汁淤积的生化学证据：主要基于ALP升高；②AMA阳性；③非化脓性破坏性胆管

炎及小叶间胆管破坏的组织学证据(Class I，Level B)。如果符合上述三个标准

中的两项则PBC的诊断可以成立。鉴别诊断包括药物引起的胆汁淤积反应、胆道

阻塞、结节病、AIH及原发性硬化性胆管炎[1]。

在最终确诊的PBC患者中，有5％’10％AMA／AMA—M2检测阴性，可通过肝穿活

检进行病理诊断；而在临床实际工作中，肝脏病理不易获得。也有一部分患者

AMA／AMA—M2阳性，但ALP、GGT不高。因此过分依赖AMA检测，容易造成漏诊或

误诊。

PBC患者血清中也存在其他的特异性抗核抗体(ANA)，抗gp210抗体，抗spl00

抗体。用抗gp210抗体诊断PBC的特异性可达99％，但敏感性仅为10％’41％；抗

体阳性与阴性患者预后有显著差异，阳性患者死于肝衰竭者明显多于阴性者。用

抗sploo抗体诊断PBC的特异性约为97％，敏感性为10％’30％；该抗体阳性PBC

患者出现肝硬化几率明显增加，血清中胆红素升高，患者病情进展速度快，预后

较差。但是有研究表明35％的PBC患者HIV一1检测假阳性[2]，因为spl00蛋白

的一个结构域与眦V的nef蛋白具有相似的序列[3，4]。

鉴于以上自身抗体在特异性及敏感性上的不足，我们研究PBC发病机制，研

究其基因表达谱，寻找新的生物标志物，为疾病早期诊断、疾病活动性评估、预

后评估及治疗提供帮助是非常必要的。

多种因素导致的基因差异性表达与疾病的发生发展密切相关，分析差异表达

的基因，对于研究疾病的发病机制、寻找新的标志物非常重要。随着分子生物学

的进展，基因芯片技术的成熟为研究疾病的发病机制提供了新的平台，鉴于其快

速、高通量、样品用量少等优点，现正广泛运用于生物学研究。该研究获得原发

性胆汁性肝硬化外周血单个核细胞的基因表达谱，从一个较宽的层面上认识原发

性胆汁性肝硬化的基因表达情况。有望为PBC的临床诊断、评估疾病活动度、预
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后及治疗提供新的途径。

实验目的

利用人类全基因组表达谱芯片技术找出PBC患者外周血单个核细胞中差异表

达的基因，并对其转录水平及翻译水平进行验证，从而为疾病诊断、评估、治疗

及预后提供帮助。

材料与方法

一、研究对象及项目

1．样本来源：

全部66例PBC患者来自2009年11月至2010年5月就诊于北京协和医院和

北京佑安医院的门诊或住院病例，全部73例正常健康对照来自北京协和医院健

康医学部体检者，全部55例慢性乙型肝炎患者来自于北京协和医院肝炎门诊及

北京佑安医院，患者、健康志愿者参加研究前均签署知情同意书。

2．入组标准及分组情况：

(1)PBC入组标准及分组标准：

①根据美国肝病研究学会(从SLD)2009年制定的原发性胆汁性肝硬化指南：a．

胆汁淤积的生化学证据：主要基于ALP升高；b．AMA阳性；c．非化脓性破坏性胆管

炎及小叶间胆管破坏的组织学证据(Class I，Level B)。如果符合上述三个标准中的

两项则PBC的诊断可以建立。鉴别诊断包括药物引起的胆汁淤积反应、胆道梗

阻、结节病、自身免疫性肝炎及原发性硬化性胆管炎[1】。

②PBC患者分组：一部分患者对UDCA治疗反应好，治疗后肝功完全正常；另一部

分患者经UDCA治疗后ALP和GGT仍然高于正常上限；另外Tbil在很多晚期，存在肝

硬化的患者中升高，在Mayo分期中占有较大比重，是一个非常好生存预后指标

[5]，但是Tbil水平容易受感染、药物等因素的影响。故在本研究中将PBC患者分

为三组：稳定期(定义为：用UDCA治疗后，ALT、AST、GGT、ALP、Tbi l完全正常)；

活动期(定义为GGT、ALP超出正常上限，Tb订在正常范围内，且B超未提示肝硬

化)；肝硬化期(定义为：除外感染、药物因素，胆红素升高，或B超证实有肝



硬化，门脉高压的患者)。

③根据公式计算Mayo危险评分(Mayo rish score，MRS)：MRS=O．871×109。[总

胆红素(mg／d1)卜2．53×log。[白蛋白(g／d1)]+0．039×(年龄)+2．38×109。[凝血

酶原时间(s)]+0．859×(水肿积分)，其中水肿积分：O分为无水肿；O．5分为可

控制的水肿；1分为难控制的水肿。

④病理分期：根据Ludwig分期标准分为4期：I期为汇管区炎症；II期为弥漫

性汇管区和汇管区周围炎症和／或纤维化；III期为出现纤维间隔或桥接坏死；

IV期为肝硬化。若同时出现不同期别的病理表现，则归入高级别组，例如II—III

期归入III期。

由病理科医生进行PBC肝脏病理分期。I．II期为早期，III．Ⅳ期为晚期。

(2)健康对照入组标准：

全部健康对照来自北京协和医院体检中心的健康志愿者。入选条件：①无既

往肝病史、自身免疫性疾病史、肿瘤病史及相应家族史；②无烟酒嗜好；⑨体检

当日血常规、尿常规、大便常规、肝功能(ALT、AST、ALP、GGT、TBil、DBil、

TP、ALB)均正常；HBsAg阴性。

(3)慢性乙型肝炎入组标准：

根据中华医学会肝病学分会中华医学会感染病学分会于2005年制定的《慢

性乙型肝炎防治指南》：

①HBeAg 阳性慢性乙型肝炎血清HBsAg、HBV DNA和HBeAg 阳性，抗

一HBe 阴性，血清ALT持续或反复升高，或肝组织学检查有肝炎病变。

②HBeAg 阴性慢性乙型肝炎血清HBsAg和HBV DNA阳性，HBeAg持续阴

性，抗一HBe阳性或阴性，血清ALT持续或反复异常，或肝组织学检查有肝炎

病变。

二、主要仪器和试剂

1．人类全基因组表达谱芯片(22K)：

由博奥生物有限公司提供技术平台，是其研发的基因芯片产品之一，编号

220010，产品名称晶芯@人类全基因组寡核苷酸微阵列芯片服务V1．O，包含21522

条70 mer长度的寡核苷酸，每条寡核苷酸代表了人的一个基因转录本：其中21329

条来自于Operon公司的Human Genome Oligo Set Version 2．1，其余193条0ligo

DNA为博奥公司合成。芯片上寡核苷酸代表的近22000个基因中包含少部分功能
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Gene Amp2400型PCR扩增仪

CH一2型显微镜

4803一02加热磁力搅拌器

ECP3000型三恒电泳仪

FluorChem IS一8800凝胶成像系统

H一84微型混合器

XK96一B快速混匀器

wD900ASL23—2格兰仕微波炉

NanoDrop ND一1000分光光度仪

实时荧光定量PCR仪IQ5

4℃及一20℃低温冰箱

一80℃低温冰箱

3．主要试剂

(1)主要的生物化学试剂

氯仿

异丙醇

无水酒精

琼脂糖

淋巴细胞分离液

去离子水

DNA Marker

2×Taq MasterMix

Trizol试剂

PrimeScriptTM RT—PCR Ki t DRR037A

SYBR Premix Ex Taq TM(Perfect Real Time)

DRR04】A

美国PERKIN ELMER公司

日本0LYMPUS公司

Cole—Parmer公司

北京六一仪器厂

美国Alpha Innotech公司

江苏水泗实验设备厂

姜堰市新康医疗器械有限公司

广州格兰仕电器实业有限公司

美国Thermo公司

美国Bio Rad公司

中国海尔集团有限公司

日本SANY0公司

北京化学试剂厂

北京化学试剂厂

国药集团化学试剂有限公司

北京赛百盛生物技术有限公司

国药集团化学试剂有限公司

北京天根生物有限公司

北京天根生物有限公司

北京康为试剂生物科技有限公司

美国Invitrogen公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司



Human CCL20／MIP一3a Quantikine ELISA Kit美国R＆D公司

S100A12／EN—RAGE ELISA Kit 日本Circulex公司

(2)主要试剂的配备

1×PBS(PH7．20)

TAE buffer(50×TAE)

琼脂糖凝胶制备(1．5％)

NaCl 8．09，KH2P04 O．29， Na2HP4．12H20 2．99， KCl

0．29，加蒸馏水至l000ml

1L中含Tris．Cl 2429，冰乙酸57．1ml，0．5姗ol／l

EDTA(PH8．0)100ml。按1：50稀释配制使用。

O．39加入20m1 1×TAE电泳缓冲液中，微波炉加热

30秒后至沸腾，加入EB 2“1，充分混匀，将温热的

凝胶倒入己放置好梳子的制胶盘中，待凝胶凝固后

待用，

三、实验方法

1．实验标本采集：

PBC患者、健康对照组及疾病对照组受试者，均采集静脉血7ml，(肝素或

EDTA抗凝5m1，血清管2m1)取血后立即进行血浆和细胞的分离，1500rpm，常

温，离心5分钟，血浆一80℃冻存备用，细胞留作下一步分离。

2．提取外周血单个核细胞(PBMC)：

(1)分离血浆后剩余的细胞层中加入2倍体积PBS缓冲液，充分混匀。

(2)取2支试管，每支试管均加入3 ml左右淋巴细胞分离液。

(3)将稀释后的血细胞均匀加入两支试管中，注意小心缓慢操作，保持淋巴细胞

分离液层面不被破坏，使稀释后的抗凝血置于淋巴细胞分离液层上。

(4)2500rpm，常温，离心20分钟。

(5)离心结束后立即小心吸取两支试管中的PBMC至另一试管，并加入3—4m1 PBS

洗涤。

(6)1500rpm，4℃，离心5分钟。

(7)离心结束后弃去上清，将剩余细胞团块敲打散开，加入PBS定容至2 m1，混

匀。

(8)取9U L加入计数板，计数细胞数目。

(9)重复洗涤离心一次。

⑩洗涤结束后，弃上清，将剩余细胞团块敲打散开，加入适量PBS，将细胞加

入一个RNase free的1．5ml EP管中。



aD 3000rpm，4℃，离心10分钟。

∞离心结束后尽量弃净上清，加入lml triz01反复吹打至细胞团块完全溶解

(具体加入trizol量由细胞数目决定，原则上每5—10×106个细胞加入lml

triz01)。

⑩一80℃冻存用于RNA的制备。

3．提取PBMC总RNA：

(1)取出冻存的trizol细胞溶解液，彻底混匀，室温静置5分钟。

(2)加入0．2ml氯仿(每lml triz01加入0．2ml氯仿)，用力振荡混匀(15秒)，

室温放置10分钟。

(3)12000rpm，4℃，离心15分钟。

(4)转移水相(约300一400Ij 1)入另一EP管(RNase free)，加入(500IJ l／lml

triz01)异丙醇，颠倒混匀，一20℃放置1小时。

(5)12000rpm，4℃，离心15分钟。

(6)弃去上清，加入1ml 75％乙醇(冰预冷)洗涤。

(7)7500rpm，4℃，离心10分钟(重复洗2遍)。

(8)弃上清，吸干乙醇，超净台内干燥(不能完全干燥)。

(9)加入30IJ L DEPC处理水溶解RNA，55℃水浴5—10分钟。

⑩用凝胶电泳和分光光度计检测提取RNA纯度和浓度。

QD RNA一80℃立即冻存备用。

4．凝胶电泳鉴定RNA质量：

(1)琼脂糖凝胶的制备：

称取琼脂糖0．3克，加TAE缓冲液20毫升，微波炉加热，直至琼脂糖完全

溶解，加入朗替代染料1微升，摇匀，将胶倒入胶槽中，室温放置30分钟，

至其凝固。

(2)上样电泳：

吸取RNA 5微升，与1微升6×loading buffer上样缓冲液混合后，加样

至己放置在TAE电泳缓冲液中的1．5％琼脂糖凝胶，120伏恒压电泳约lO一15

分钟，利用紫外透射仪及凝胶图像成像分析仪照相留图分析。

5．全基因组表达谱芯片检测：

(1)本次实验共使用6张全基因组表达谱芯片检测，PBC患者、健康对照各3张，

保证年龄、性别匹配。
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(2)纯化总RNA：

进行基因芯片检测的RNA需进一步纯化，采用NucleoSpi旧RNA clean—up试

剂盒(MACHEREY—NAGEL，Germany)对总RNA进行过柱纯化。

(3)对样品I{NA进行荧光标记： 、

采用Cy5一dCTP、Cy3一dCTP(GE Healthcare Cat．No．PA 55021／PA 53021)。

(4)杂交与清洗：

标记的DNA溶于80U 1杂交液中，于42℃杂交过夜。杂交结束后，先在42℃左

右含O．2％SDS、2×SSC的液体中洗5分钟，而后在0．2×SSC中室温洗5分钟。

玻片甩干。

(5)芯片扫描：

用LuxScan 10KA双通道激光扫描仪(CapitalBio公司)进行扫描。

(6)芯片图像的采集与数据分析：

①采用LuxScan 3．0图像分析软件(CapitalBio公司)对芯片图像进行分析，

把图像信号转化为数字信号；

②片间校正：根据Cy5和Cy3总体信号的global mean对各芯片进行片间线性校

正，使得各张芯片的global mean相同；

③片内归一化：Lowess方法或线性归一化：

④根据信号强度和图像质量对基因进行标记；

⑤筛选表达基因：

删除了荧光信号弱的基因以及芯片上的阴性对照、内标、外标等冗余的数据；

⑥筛选差异表达基因：

单张芯片——筛选标准为比值(PBC／健康对照)≥2．0或≤O．5，包括了表达

上调和下调的基因；

多张芯片——每个基因有9个重复比值，用SAM软件进行分析，FDR控制在5％

以内，再以2倍及O．5倍标准筛选差异表达基因。

6．RNA逆转录成cDNA：

(1)采用TaKaRa公司PrimeScript反转录试剂盒DRR037A。

(2)按照试剂盒要求严格操作，冰上进行。

(3)采用10 U L反转录体系，组成如下：

5×PrimeScriptw Buffer 6 U 1：

PrimeScript憎Enzyme Mix I 1．5 U l；

Oligo dT Primer 1．5 U 1；

Random 6 mers 1．5 U l；

lO



RNA(具体加入体积由其浓度决定，每一反转录体系加入1U g RNA)；

DEPC处理水(加入体积由RNA加入量决定)。

(3)反应条件：37℃15 min，85℃5s。

(4)cDNA冻存于一20℃备用。

7．实时定量PCR验证：

(1)引物设计、合成：应用Primer Premier5．O和DNAMAN软件设计实时定量PCR

所需引物，Invitrogen公司完成引物合成。设计引物时尽量满足如下条件：’

①PCR扩增产物长度：80—200bp最为合适；

②引物长度：18—25核苷酸；

③GC含量：40—60％；

④引物序列：A、G、C、T整体分布尽量均匀，不要有部分的GC rich或AT rich；

⑤3’末端序列：最好为G或C，尽量避免为T；

⑥互补序列：尽量避开引物内部或两条引物之间有过多碱基互补的序列，两条引

物间的3’末端避开有2个碱基以上的互补序列；

⑦特异性：使用BLAST检索确认引物的特异性。

⑧引物序列(5’一3’)如下：

GAPDH—F： TCGGAGTCAACGGATTTGGTC

GAPDH—R： GCCATGGGTGGAATCATATTGG

CCL20—F： GAAGGCTGTGACATCAATGCTATC

CCL20—R： GACTTTTTTACTGAGGAGACGCAC

CCL3一F： TCTCTGCATCACTTGCTGCTG

CCL3一R： TTAGG从GATGACACCGGGC

PBEF 1一F： CCGACTCCTACAAGGTTACTCAC

PBEFl一R： TCTGTCTTCTTTTCACGGCATTC

S1 00A1 2一F： ATTGAGGGGTT从CATTAGGCTG

S1 00A1 2一R： GATATTCTTGATGGTGTTTGCAAGC

CD 1 4一F1： AGACTTATCGACCATGGAGCG

CD】4一R 1： TCATCGTCCAGCTCACAAGG

(2)引物稀释、保

①稀释前，将引

②确定引物量；

③配置储存液：

④配置工作液：

存：

物管离心数秒使DNA聚集至管底：

储存液浓度配置为100 umol／L：

根据储存液浓度稀释配置到所需浓度，一般为10 umol／L：



②采用反应条件：

94℃3min

94℃30sec+55℃

72℃5min

×

30sec+72℃1min X

③制备琼脂糖凝胶，取反应后产物5u1，

成像分析仪照相留图分析。

×

上样电泳，

采用25IJ L反应体系，

1cycle；

30cycles；

1cycle

利用紫外透射仪及凝胶图像

(4)RT—PCR验证：

①采用TaKaRa公司SYBR PrimeScript RT—PcR试剂盒DRR041A。按照试剂盒要

求严格操作，冰上进行。采用25 U L反应体系，组成如下：

2×Premix Ex Taq删12．5 U L；

上游引物O．5IJ L：

下游引物．O．5IJ L；

cDNA 2 IJ L(稀释至5ng／u1)；

ddH。0 9．5U L。

②反应条件：

95℃30sec ×1cycle；

95℃5sec+60℃30sec ×40cycles；

融解曲线分析95℃60sec+55℃10sec+55℃10sec。

③每份标本以目标基因和内参基因各重复3孔，求出目标基因3个复孔循环阈值

(Cycle threshold，Ct)的平均值和内参基因3个复孔Ct值的平均值，△Ct

值=CT(目的基因)一CT(内参基因)。

8． ELISA

(1)检测血清CCL20浓度
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①采用美国R＆D公司Human CCL20／MIP一3a Quantikine ELISA试剂盒。

②按试剂盒说明书严格操作。

③标准品梯度稀释：用蒸馏水溶解标准品干粉，室温混合>5分钟；梯度稀释至

500、250、125、62．5、31．2、15．6、7．8pg／m1，以calibrator diluent作为

Opg／m1，用于标准曲线的制作。

④ELISA检测血清CCL20浓度

加Assay Di luent 100IJ 1／孔

l

加梯度标准品、标本各looIJ l／孔

l 室温孵育2小时

洗涤×4遍

l

力口conjugate 200U l／孑L

J 室温孵育2小时

洗涤×4遍

l

力口显色齐0 200U 1／孑L

I 室温避光孵育30分钟

加终止液50lJ 1／孔

J

酶标仪检测

⑤根据标准曲线将测得的标本oD值换算为浓度(pg／m1)。

(2)检测血清S100A12浓度

①采用日本CircuLex公司S100A12／EN—RAGE ELISA试剂盒

②按试剂盒说明书严格操作。

③标准品梯度稀释：用去离子水溶解标准品干粉，室温混合>5分钟：梯度稀释

至5000、2500、1250、625、313、156、78pg／ml，以calibrator diluent作为

Opg／ml，用于标准曲线的制作。

④ELISA检测血清S100A12浓度

稀释样本(1．5U 1血清+300lJ l Dilution Buffer)

l

加梯度标准品、活化标本各50lJ 1／孔

l 室温孵育l小时



洗涤×4遍

l

力口conjugate 100¨1／孑L

l 室温孵育1小时

洗涤×4遍

l

加显色齐0 100IJ 1／孔

l 室温避光孵育20分钟

加终止液looIJ 1／孔

l

酶标仪检测

⑤根据标准曲线将测得的标本oD值换算为浓度(pg／m1)，再乘以稀释倍数

(×201)。

四、统计分析

数据的统计学分析采用SPSS 13．O软件，对实时荧光定量PCR结果2‘△n进行

统计；组间比较符合正态分布采用两样本均数t检验，相关性分析采用Pearson

相关检验，以P<0．05为差异有统计学意义。

一、样本临床基本情况

结7果

1．PBC芯片检测组患者基本情况如表1：

表1 PBC芯片检测组患者基本情况
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2．qRT—PCR及ELISA检测组临床基本情况如表2
表2疾病组及对照组临床资料及生化指标

年龄及肝功能指标表示为中位数(范围)。正常范围：ALP 30一120u／L，GGT

10—67U／L，ALT 5—40U／L，AST 5—37U／L，TBil 5．1—22．2umol／L，DBil 0—8．6um01／L，

ALB 35—519／L。

二、提取PBMC总RNA结果

凝胶电泳检测：28s和18s条带清晰，宽度及亮度比例基本符合2：l(图1)，

分光光度计检测A260／280>1．70，RNA质量符合实验要求。

图1 RNA电泳图

三、全基因组表达谱芯片检测结果

1．芯片杂交体系质控情况：

Hex、外标、内标等阳性对照信号正常，阴性对照检测为阴性；看家基因重

复性好，比值CV不超过0．3；无影响数据的污染，漏点率不超过3‰。

2．差异表达基因筛选情况：

6张芯片共筛选出356个基因差异表达(图2)，其中296个基因表达上调，

60个基因表达下调。 信号通路如(表3)
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图2芯片示意图(红点代表PBC中高表达基因，

绿点代表低表达基因，黄点代表基因表达基本无差异)

Log-Log SCa仕er plot

300 1000 3000 10000 30000

Imensity『．-Human Reference RNA

图3比较分析散点图(红点代表PBC中高表达基因，

绿点代表低表达基因，黑点代表基因表达基本无差异)
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图4芯片非监督聚类分析图(B112’B114代表PBc患者，N113’N115代表健康对照，

可见芯片结果基本能将PBC患者和健康对照区分开)
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表3主要信号通路基因

Path-ayN锄e Ge聃 q1陋1l埒 Fold ch觚聃(阳c／

(％) 健康对照)

CD22 4．03575 O．18692

CDHl O 3．22638

CLDN4 0 3．11141

HLA—DOB 1．68704 0．3053

Cell adhesion molecules(CAMs)
ICAMl 0 5．06762

PECAMl 0 0．29139

SELP 2．29828 0．19863

F11R 3．21115 0．4666

CD276 1．5151l 2．23914

COLlA2 2．29828 2．26391

COL4A1 1．51511 4．75314

ECM—receptor interaction ITGAl 3．21115 2．10211

ITGB4 1．51511 3．29486

VTN 1．21054 3．19097

SV2A 0 3．28777

CXCL2 2．20252 11．4505

PPBP 2．20252 O．14206

CCL2 4．0067l 2．3133

Cytokine—cytokine receptor CCL20 0 14．5991

interaction XCLl 2．78756 0．3855

XCL2 2．78756 0．3855

GDF5 0 3．43712

TNFSFl4 2．20252 O．20326

TNFRSFl 2A 2．78756 3．57895

CFB 2．29828 4．25

F2 1．51511 3．16963

Complement and coagulation cascades

F10 0．83464 2．37293

CFI O 4．44835

TFPI 2．20252 2．54325

Leukocyte transendothel ial migration CLDN4 O 3．1114l

ICAMl 0 5．06762
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m俨2 4．00671 2．08511

PECAMl 0 O．29139

THYl 1．21054 3．81504

F1lR 3．21115 O．4666

COLlA2 2．29828 2．26391

COL4Al 1．51511 4．75314

DOCKl 3．21115 2．55126

Focal adhesion

FLNC 2．78756 2．93236

ITGAl 3．21115 2．10211

ITGB4 1．51511 3．29486

VTN 1．21054 3．19097

GPX2 2．29828 2．79791

Arachidonic acid metab01ism GPX3 3．21115 2．69524

PTGDS 0 0．177ll

PTGS2 O 9．33898

B肝5 O．83464 2．91419

TGF—beta signal ing pathway
SMAD6 0．83464 2．01329

GDF5 0 3．43712

FST 2．78756 2．50312

DOCKl 3．21115 2．55126

F2 1．51511 3．16963

Regulation of actin cytoskeleton ITGAl 3．21115 2．10211

ITGB4 1．51511 3．29486

ENAH 2．78756 2．92378

GNGl2 0 4．42258

Nitrogen metab01ism CA9 2．78756 3．18186

CAl2 2．29828 2．38416

APOAl 2．29828 2．81364

PPAR s i gnal ing pathway
FABPl 0．83464 3．47282

FABP3 3．21115 2．402

CD7 4．03575 0．30201

Hematopoietic cell 1ineage
CD22 4．03575 0．18692

ITGAl 3．21115 2．10211
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图5 GAPDH、CCL20、S100A12、PBEFl普通PCR电泳图

(GAPDH目的基因片段长度为146bp，CCL20目的基因片段长度为114bp，PBEFl

目的基因片段长度为91bp，S100A12目的基因片段长度为172bp)

CDl4

：00bp

1∞bP

图6 CCL3 CDl4普通PCR电泳图

(CCL3目的基因片段长度为135bp，CDl4目的基因片段长度为102bp)

2．标准曲线：

(1)10倍(或5倍)系列稀释模板cDNA，模板cDNA量为100ng(或50ng)，稀释

后的量分别是lOng、1ng、O．1ng、O．01ng，进行实时定量PCR检测，建立标准

曲线(图7—11)。其中纵坐标代表Ct值，横坐标代表浓度对数。

(2)从图中可见，基因GAP阴、CCL20、PBEFl、S100A12曲线Ct值和模板cDNA浓

度对数之间均有良好的线性关系。GAPDH R2=O．9992、斜率=一3．193；CCL20



R2=O．9963、斜率=一3．5839；CCL3 R2=0．9958、斜率=一2．6455； PBEFl R2=0．9983、

斜率一3．0932； S100A12 R2=0．9968、斜率一3．5164。说明三个基因扩增效率一

致，可以用2也乱进行统计比较。

图7 GAPDH标准曲线

图8 CCL20标准曲线
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图9 CCL3标准曲线

图10 PBEFl标准曲线

图11 S100A12标准曲线



3．基因GAPDH、CCL20、CCL3、PBEFl、S100A12扩增曲线、融解曲线：

(1)GAP阴扩增曲线、融解曲线：

扩增曲线(图12)表现为S型，荧光信号良好，多样本重复性好。

融解曲线(图13)表现为单一明显主峰，无杂峰，表明扩增产物单一，不含有

引物二聚体及非特异扩增产物，反应体系稳定。
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图13 GAPDH融解曲线

(2)CCL20扩增曲线、融解曲线：

扩增曲线(图14)表现为S型，荧光信号良好，多样本重复性好。

融解曲线(图15)表现为单一明显的主峰，无杂峰，表明扩增产物单一，不含

有引物二聚体及非特异扩增产物，反应体系稳定。
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图15 CCL20融解曲线

(3)CCL3扩增曲线、融解曲线：

扩增曲线(图16)表现为S型，荧光信号良好，多样本重复性好。

融解曲线(图17)表现为单一明显的主峰，无杂峰，表明扩增产物单一，不含

有引物二聚体及非特异扩增产物，反应体系稳定。
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图16 CCL3扩增曲线
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(4)PBEFl扩增曲线、融解曲线：

扩增曲线(图18)表现为S型，荧光信号良好，多样本重复性好。

融解曲线(图19)表现为单一明显的主峰，无杂峰，表明扩增产物单一，不含

有引物二聚体及非特异扩增产物，反应体系稳定。
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(5)S100A12扩增曲线、融解曲线：

扩增曲线(图20)表现为S型，荧光信号良好，多样本重复性好。

融解曲线(图21)表现为单一明显的主峰，无杂峰，表明扩增产物单一，不含

有引物二聚体及非特异扩增产物，反应体系稳定。
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(6)CDl4扩增曲线、融解曲线：

扩增曲线(图22)表现为S型，荧光信号良好，多样本重复性好。

融解曲线(图23)表现为单一明显的主峰，无杂峰，表明扩增产物单一，不含

有引物二聚体及非特异扩增产物，反应体系稳定。
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3．RT—PCR验证结果

(1)CCL20 RT—PCR验证结果

①PBC HC C耶组CCL20 mRNA相对表达量比较

表4 PBC HC CHB CCL20 mRNA表达量的2也n统计比较

PBC和HC：P=0．043；PBC和CHB：P=0．000；HC和CHB：P=0．000
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图24 PBC HC CHB CCL20 mRNA相对表达量比较

②将PBc患者进一步分组统计

表5 PBC患者稳定期活动期肝硬化期CCL20 mRNA表达量的2也n统计比较

稳定期和活动期P=O．117，稳定期和肝硬化期P=O．031，活动期和肝硬化期P=0．000
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图25稳定期活动期肝硬化期PBC患者CCL20 mRNA相对表达量比较
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③CCL20 mRNA相对表达量与mayo评分(29名患者有凝血功能检测结果，可以计算

mayO

mayo评分

图26 PBC患者CCL20 mRNA相对表达量与mayo评分相关分析

④小结：a．PBC患者与健康对照相比，PBMC中CCL20 mRNA表达量升高(P=0．043)，

有显著差异，与基因芯片结果一致，但是CHB患者PBMC中CCL20 mRNA表达量较PBC

患者升高(P=0．000)差异极显著。b．进一步将PBC患者分组统计：活动期与稳定

期相比，患者PBMC中CCL20的表达量升高，但未达到统计学水平(P=O．117)；肝

硬化期患者PBMC中CCL20的表达量较稳定期及活动期下降(P值分别为0．03l和

O．000)。c．CCL20的表达量与mayo分期呈负相关(P=O．002)。

(2)CCL3 RT—PCR验证结果

①PBC HC CHB CCL3 mRNA相对表达量比较

表6 PBC HC CHB CCL3 mRNA表达量的2也n统计比较

PBC和HC：P=0．001；PBC和CHB：P=0．000；HC和CHB：P=0．000
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图27 PBC HC CHB CCL3 mRNA相对表达量比较

②将PBC患者进一步分组统计：

表7 PBC患者稳定期、活动期、肝硬化期CCL3 mRNA表达量的2吣n统计比较

稳定期和活动期P=0．005，稳定期和肝硬化期P=0．046，活动期和肝硬化期P=O．000

≯
组别

图28 PBC患者稳定期活动期肝硬化期CCL3 mRNA相对表达量比较
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CCL20mRNAExpressiOn

图30 CCL3 mRNA与CCL20 mRNA相对表达量相关分析



⑤小结：a．PBc患者与健康对照相比，PBMC中CCL3 mRNA表达量升高(P=0．001)，

有差异极显著，但是CHB患者PBMC中CCL3 mRNA表达量较PBC患者升高(P=O．ooO)，

差异极显著。b．进一步将PBC患者分组统计：活动期与稳定期相比，患者PBMC中

CCL3的表达量升高，差异极显著(P=O．005)；肝硬化期患者PBMC中CCL3的表达

量较稳定期及活动期下降(P值分别为O．046和0．000)。c．CCL3 mRNA相对表达量

与mayo评分负相关(P=O．006)。d．CCL3 mRNA与CCL20 mRNA相对表达量呈正相

关(P=0．000)。

(3)PBEFl RT—PCR验证结果

①PBC Hc CHB组PBEFl mRNA相对表达量及BMI比较

表8 PBC HC CHB组PBEFl mRNA表达量的2咄n及BMI统计比较

PBC和健康对照BMI：P=0．857

PBC和HC：P=O．000：PBC和CHB：P=0．505；HC和CHB：P=0．000

≯
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图31 PBC HC CHB PBEFl mRNA相对表达量比较

②将PBC患者进一步分组比较

表9 PBC患者稳定期、活动期、肝硬化期PBEFlmRNA表达量的2也n及BM工统计比较

稳定期和活动期P=O．147，稳定期和肝硬化期P=O．485，活动期和肝硬化期P=0．023
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图32稳定期活动期肝硬化期PBEFlmRNA相对表达量比较

③PBEFlmRNA相对表达量与mayo分期相关分析：相关系数一2．36(P=O．201)

mayo评分

图33 PBEFlmRNA相对表达量与mayo分期相关分析

④小结：a．PBC患者与健康对照相比(BMI相匹配)，PBMC中PBEFlmRNA表达量

升高(P=0．000)，差异极显著，与基因芯片结果一致；但是CHB患者PBMC中

PBEFl mRNA表达量也较健康对照升高(P=O．000)，差异极显著；CHB患者PBMc
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中PBEFl mRNA表达量较PBC患者升高，但无统计学差异(P=0．505)。b．进一步

将PBC患者分组统计：活动期与稳定期相比，患者PBMC中PBEFl mRNA的表达量

升高，但没有统计学差异(P=0．147)；肝硬化期患者PBMC中PBEFl mRNA的表

达量较稳定期下降，但没有统计学差异(P=0．485)；肝硬化期患者PBMC中PBEFl

mRNA表达量较活动期下降(P=0．023)，有显著差异。但是PBC患者肝硬化期BMI

较稳定期及活动期低。c．PBEFl mRNA相对表达量与mayo分期无明显相关性

(P=0．201)。

(4)S100A12 RT—PCR验证结果

①PBC HC CHB S100A12 mRNA相对表达量及比较

表10 PBC HC CHB S100A12 mRNA表达量的2也n统计比较

P值：PBC和HC：P=O．033：PBC和CHB：P=0．000；HC和CHB：P=O．000

一
组别

图34 PBC HC CHB S100A12 mRNA相对表达量比较

②将PBC患者进一步分组比较

表1l PBC患者稳定期、活动期、肝硬化期S100A12 mRNA表达量的2啦n统计比较

稳定期和活动期P=0．03l，稳定期和肝硬化期P=O．331，活动期和肝硬化期

P=O．345。

33

4

3

2

1

O

0

O

0

O

0

coIs筮‘盘×山《z芷E

N乏oo
P∞



萨
组别

图35 PBC患者稳定期活动期肝硬化期S100A12 mRNA相对表达量比较

⑧S100A12 mRNA相对表达量与mayo分期相关分析(30名患者有凝血功能检测结

Mayo{》IE分

图36 S100A12 mRNA相对表达量与mayo评分相关分析

④小结：a．PBC患者与健康对照及慢性乙肝患者相比，PBMC中S100A12 mRNA表达

量升高(P值分别为O．033和0．000)，有显著差异；但是CHB患者PBMC中S100A12

mRNA表达量较健康对照降低(P=0．000)，差异极显著。b．进一步将PBC患者分组
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统计：活动期与稳定期相比，患者PBMC中S100A12 mRNA的表达量升高(P=0．031)，

有显著差异；肝硬化期患者PBMC中S100A12 mRNA的表达量较稳定期升高

(P=O．331)，无统计学差异；肝硬化期患者PBMC中SlooAl2的表达量较活动期下

降(P=0．345)无统计学差异。c．PBC患者S100A12 I删A的相对表达量与mayo分期
呈正相关(P=O．039)。

(5)CDl4 RT—PCR验证结果

①CDl4是单核细胞标志物，在中性粒细胞表面有少量表达。因用淋巴细胞分离

液提取的PBMC中基本无中性粒细胞，故根据患者及健康对照当天血常规结果各

种细胞比例进行计算：

单核细胞在PBMC中比例=Mono％／ (卜Neut％)

②PBC HC组CDl4mRNA表达量及单核细胞比例

表12 PBC HC组CDl4mRNA表达量的2也n及单核细胞比例统计比较

PBC与HC CDl4 mRNA表达量P=O．000，单核细胞比例P=0．001。

r虻

图37 PBC HC组CDl4mRNA相对表达量及单核细胞比例比较

③CDl4 mRNA表达和单核细胞比例的相关性：相关系数为0．394(P=O．000)，如

图：
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图38 CDl4 mRNA表达和单核细胞比例的相关性

④小结：PBC患者PBMC中CDl4 mRNA的表达量较健康对照升高(P=0．ooO)，差

异极显著；但同时发现PBC患者PBMC中单核细胞的比例较健康对照升高

(P=O．01)，也有显著差异。相关分析示PBMC中CDl4 mRNA的表达与单核细胞比

例正相关，相关系数0．394(P=0．000)。

五、ELISA结果

1．血清CCL20 ELISA检测结果

(1)CCL20 ELISA标准曲线

图39 CCL20ELISA标准曲线



由图39可见，用梯度稀释的CCL20标准品的吸光度的log值对浓度的log

值做图，所得标准曲线线性良好，Y=O．9158X一2．5748，R2=O．9968。

(2)将测得的试验标本OD值根据标准曲线计算浓度值。

(3)将PBC组、CHB和HC血清CCL20浓度进行比较：

表13 PBC CHB HC血清CCL20浓度统计比较

PBC和HC：P值O．001；PBC和CHB：P值O．026；HC和CHB：O．243

毋 ≯
组别

图40 PBC CHB HC组血清CCL20浓度比较

(4)PBC患者血清CCL20浓度与mayo分期相关性分析：相关系数O．665，P值O．ooO。

图41 PBC患者血清CCL20浓度和mayo risk score的相关性
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(5)按肝穿刺病理分期进行分组：将PBC患者分为I／II期(早期)，和III／Ⅳ期(晚期)，

并将临床表现为肝硬化肝功能失代偿期的患者归入Ⅳ期。

表14 PBC患者不同病理分期血清CCL20浓度比较

早期和晚期：P值0．ooO

(6)小结：①PBC患者血清CCL20浓度较正常对照及慢性乙肝患者均明显升高(P

值分别为0．001和0．026)；慢性乙肝患者血清CCL20水平较正常对照升高，但

无统计学差异(P=0．243)；②PBC患者血清CCL20浓度与mayo risk score呈

正相关，相关系数0．665，P=0．ooO；③按照肝穿病理分期，晚期患者CCL20血

清浓度较早期患者明显升高(P=0．000)

2．血清S100A12 ELISA检测结果

(1)SlooAl2 ELISA标准曲线

图42 S100A12 ELISA标准曲线

由图42可见，用梯度稀释的slooAl2标准品的吸光度的log值对浓度的109

值做图，所得标准曲线线性良好，Y=1．2261X．4．6365，R2=0．9992。

(2)将测得的试验标本OD值根据标准曲线计算浓度值，乘以稀释倍数201后得到

各样本的实际测量浓度。



(3)将PBC、CHB和HC血清S100A12浓度进行比较，

表15 PBC CHB HC血清S100A12浓度统计比较

PBC患者

正常对照

乙肝患者

33

17

17

204689．6±99 l 75．65585

255828．6±80940．89579

237418．5±71553．53194

PBC和HC：P=O．073；PBC和CHB：P=O．234；HC和CHB：P=0．487
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图43 PBC CHB HC血清S100A12浓度比较

(4)PBC患者血清S100A12浓度与mayo risk sCore相关性分析：相关系数O．397，

P=O．022。
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图44 PBC患者血清S100A12浓度和mayo评分的相关性
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(5)按肝穿刺病理分期进行分组：将PBC患者分为I／II期(早期)，和III／Ⅳ期(晚期)，

并将临床表现为肝硬化肝功能失代偿期的患者归入Ⅳ期。

表16 PBC患者不同病理分期血清S100A12浓度比较

早期和晚期：P=O．772

(6)小结：①血清S100A12浓度PBC患者、正常对照及慢性乙肝患者三者之间均无

显著差异，②PBC患者S100A12血清浓度与mayo risk score呈正相关，相关

系数O．397，P值0．022：③按照肝穿病理分期，早期及晚期患者之间血清S100A12

浓度无显著差异(P值0．772)。

讨论

第一部分全基因组表达谱芯片检测结果分析

基因芯片技术是今年来应用于生物科学研究的一种高通量技术平台，可以同

时检测成千上万个基因的表达谱数据，在较短的时间内发现大量的分子生物学信

息，从而可以揭示多种疾病各种临床特征背后mRNA转录水平的调控情况，为疾

病发病机制的研究提供了新的方法。

原发性胆汁性肝硬化(PBC)的靶器官为肝脏，但常合并肝外器官特异的自

身免疫性疾病如自身免疫性甲状腺疾病、干燥综合征、类风湿关节炎等；95％的

患者外周血中存在抗线粒体抗体(AMA)和自身反应性T细胞，因此认为该疾病

是一种器官特异性的自身免疫性疾病。针对肝脏组织的基因表达谱芯片在PBC中

已有应用。Honda M等[6]比较了AIH、PBC肝组织表达谱的差异，并将其应用到

临床鉴别诊断；Baba N等[7]将PBC、CHC、健康对照者肝组织中的胆管上皮细胞

分离出来进行表达谱分析；Furuta K等[8]比较了CHB、AIH、PBC、药物性肝炎

之间肝组织表达谱差别；Chen L等[9]比较了UDCA治疗前后肝组织表达谱的差

异。

本研究选取外周血单个核细胞为研究对象的目的是因为：在临床工作中，肝

组织不易获得，外周血较易获得。如果能先从PBMC mRNA水平找到差异表达的基

因，再从PBMC细胞膜上或者血清中找到相应差异表达的蛋白，找到疾病特异性

或活动性相关的新的标志物，将为临床诊断、评估、治疗提供便捷途径。

本次6张芯片共筛选出356个基因差异表达，其中296个基因表达上调，60



个基因表达下调，分属多个信号通路。但是由于芯片样本量太小，有待下一步

RT—PCR验证。

第二部分荧光定量PCR及ELIsA检测结果分析

为了验证芯片的正确性及可靠性，本研究从芯片结果中选取了上调或下调表

达的，并且可进行相应蛋白水平验证的基因：CCL20、CCL3、PBEFl、S100A12、

CDl4进行验证。

1．CcL20在PBC患者外周血单个核细胞中mRNA表达水平及血清中蛋白表达水平

的研究

CCL20为CC亚族趋化因子配体20[chemokine(C—C motif)ligand 20]；

又名巨噬细胞验证蛋白3a (macrophage infla姗atory protein 3 alpha，

MIP一3a)，亦称肝脏活化调节趋化因子(1iver and activation—regulated

chemokine)，肝细胞受刺激后表达量增加。其与CCL3均为CC亚家族成员。CCL20

在人肝脏、肺脏、阑尾、扁桃体隐窝和上皮细胞上表达。具有促进树突细胞、淋

巴细胞定向迁移的作用。

在肝脏疾病中，Shimizu等[10]用免疫组化的方式证明：慢性肝炎患者肝组

织点状坏死周围浸润的单个核细胞表达MIP一3a。K．Yamauchi等[11]用ELISA的

方法证明：慢性肝炎患者血清中MIP一3a的表达增高，并与疾病严重程度相关。

在自身免疫性疾病，如银屑病上皮细胞表面[12]，炎性肠病肠粘膜表面

[13]CCL20高表达。ChunHe等[14]用RT—PCR的方式证明炎性肠病患者外周血单

个核细胞中CCL20表达升高，并与疾病活动性相关。RA患者关节滑液中CCL20

表达较oA患者升高[15]，且在RA、PsA、non—PsA SpA患者滑液中CCL20表达较

血清中升高，提示CCL20在促进淋巴细胞向关节中迁移的作用[16，17]。而且，

CCL20的配体为CCR6，Thl7细胞表面表达CCR6，在RA中CCR6与CCL20结合，

从而促使Thl7细胞募集到关节中，从而刺激一些炎症因子的释放，如NO和

删Ps[18，19]。

汇管区淋巴细胞浸润为PBC的典型病理特征。已经有研究表明趋化因子

CCL21、CCL28、CX3CLl、CXCL9和CXCLl0在淋巴细胞募集至汇管区的过程中启

到重要作用[20，21]。CCL20可能也参与了这一过程。已经有很多报道表明，Thl7

细胞在PBC发病机制中起到重要作用[22]，CCL20可能也参与了趋化Thl7的过

程。

本研究证明：PBC患者PBMC中CCL20 mRNA表达量较健康对照升高，与基因

芯片结果一致，活动期较稳定期表达量有所升高；同时血清中CCL20浓度较正常
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对照及慢性乙肝患者明显升高，推测CCL20可能在PBC患者淋巴细胞迁移过程中

起到了重要作用。但肝硬化期mRNA表达量明显下降，与Mayo分期呈负相关：而

血清中CCL20表达却升高，与Mayo分期呈正相关。这一矛盾现象的出现可能与

多种细胞及组织均表达CCL20有关：并且从mRNA至蛋白的这一翻译过程是非常

复杂的，可能血清中蛋白浓度的升高会对PBMC中mRNA的表达形成负调控作用，

具体机制有待进一步探索。而CHB患者PBMC中mRNA表达量与血清中蛋白表达量

均较正常对照升高，与文献报道的CCL20在慢性肝炎的肝组织中及血清中高表达

相一致。

2．CCL3在PBC患者外周血单个核细胞中mRNA表达水平的研究

CCL3[chemokine(C—C motif)1igand 3]又称为巨噬细胞炎性蛋白

l—a(macrophage infla姗atory protein 1一alpha，MIP一1a)，也属于CC亚家

族成员，其配体为CCRl和CCR5。CCL3可以由多种细胞产生，包括活化的T细胞、

B细胞、单核细胞、肥大细胞、中性粒细胞、Langerhans细胞、胶质细胞、内皮

细胞、成纤维细胞和平滑肌细胞。

同其他趋化因子一样，CCL3具有趋化单核细胞、淋巴细胞、NK细胞的作用，

使其进入组织的炎症损伤部位执行免疫应答功能[23]。在类风湿关节炎患者滑液

中，CCL3的水平高于骨关节炎等其他类型关节炎[24]。Cuel lo等[25]用免疫组

化的方法证明干燥综合症患者唇腺组织导管上皮CCL3高表达。本实验证明，在

PBC患者PBMC中，CCL3 mRNA高表达，且CCL3 mRNA表达量与CCL20表达量呈明

显正相关，提示在淋巴细胞向汇管区趋化的过程中，CCL3可能也起到了一定的

作用。

同时CCL3对Thl分化有促进作用[26，27]。PBC被认为是Thl细胞作用为

主的疾病[28，29]，Thl型细胞主要表达趋化因子受体CCR5，其配体主要就是

CCL3，本研究结果显示CCL3在PBC患者中的上调表达，支持Thl细胞在PBC发

病机制中的主导作用这一理论。同样，CCL3在肝硬化期表达量明显下降，且其

表达量与mayo分期呈负相关，提示肝硬化期肝纤维化起主要作用。

在慢性丙型肝炎或慢性乙型肝炎肝组织及外周血中CCR5高表达，其配体

CCL3在汇管区聚集，在血清中升高[30—32]。本实验证明CCL3 mRNA在CHB患者

PBMC中高表达，与文献报道一致。

3．PBEFl在PBC患者外周血单个核细胞中mRNA表达水平的研究

PBEFl(pre—B—cell colony enhancing factor 1)与1994年发现的淋巴细

胞所分泌的前B细胞克隆增强因子(PBEF)的免疫系统蛋白结构一致。又称
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Visfatin，是新近发现的一种脂肪细胞因子，由脂肪细胞分泌，也在肝脏和肌肉

中高表达。多项研究表明该因子与内分泌代谢如肥胖及胰岛素抵抗相关。已经有

文献用RT—PCR方法证明PBMC中PBEFl的表达与肥胖相关[33]，故本研究选择与PBC

患者年龄及BM工匹配的健康对照进行试验。因此，假设PBC患者有脂质代谢异常可

能与该因素相关。

PBEFl还与炎性反应相关性疾病的发生、发展密切相关[34]。系统性炎症影

响脂肪细胞代谢，因此影响到脂肪因子；脂肪组织也可产生大量炎症因子。

Visfatin可活化人白细胞，导致IL一1B、TNF—a和IL一6等炎症因子的产生。已经

有很多研究表明，IL一1B、TNF—a和IL一6等炎症因子与PBC的发病机制相关。在免

疫疾病中：用ELISA方法检测到SLE患者血清中PBEFl水平高于健康对照[35]。有

研究表明：RA患者血清中PBEFl水平高于健康对照；也有研究表明，肥胖者有较

低的PBEFl水平，肥胖的RA患者，疾病进展慢[36，37]。

在肝脏疾病中，有文献表明肝硬化患者血清中循环PBEFl下降[38]。

本研究证明：PBC患者及CHB患者PBMC中PBEFl mRNA表达量较健康对照升

高，与基因芯片结果一致，PBC活动期较稳定期表达量有所升高，说明PBEFl在

PBC及CHB的炎症反应中有一定作用。肝硬化期表达量有所下降，与文献报道一

致。

4．S100A12在PBc患者外周血单个核细胞中mRNA表达水平及血清中蛋白表达水

平的研究

钙结合蛋白S100A12(S100 calcium binding protein A12)，又名胞外RAGE

配体(extracellular newly identified RAGE—binding protein，ENRAGE)，可

作用于晚期糖基化终末产物受体(RAGE)，而激活多种免疫细胞和炎性细胞，在

机体的免疫反应和炎症反应中发挥重要作用。S100A12正常表达于中性粒细胞，

同时在单核细胞及巨噬细胞中有低表达。已经有多篇文献，用基因芯片、RT—PCR

或者ELISA的方法，证明其表达与川崎病[39，40]、类风湿关节炎[41，42]、幼

年类风湿关节炎[43]、炎性肠病[44]相关，并与疾病活动性相关。

本研究证明：PBC患者PBMC中S100A12 mRNA表达量较健康对照升高，较CHB

患者升高，PBC活动期患者较稳定期患者表达量升高；但是血清中S100A12的浓

度PBC患者、正常对照、CHB之间无明显差异。一方面可能是由于SlooAl2主要

由中性粒细胞表达有关，本研究没有对中性粒细胞的mRNA水平进行研究，只对

PBMC中mRNA表达进行研究， Jun Abe等[45]同时用基因芯片和RT—PCR的方法

证明在KaWasaki Disease：无论采用PBMC，还是采用分选的单核细胞中，S100A12

表达水平都升高，用IVIG治疗后下降。因此本实验RT—PCR结果能够部分提示
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S100A12 mRNA在PBC发病机制中的作用。另一方面可能与从mRNA到蛋白的表达

调控有关。另外还可能与样本选取有关，ELISA验证的CHB组及正常对照组样本

量较小，需要扩大样本量进行研究。但是PBC患者PBMC中mRNA表达水平及血清

浓度均与腿yo评分呈正相关，提示S100A12与疾病进展相关。可能成为预示疾

病进展程度的标志物。

5．CDl4在PBC患者外周血单个核细胞中mRNA表达水平的研究

感染被认为是PBC重要的促发因素之一，其机制是分子模拟，LPS为G一细菌

细胞壁的主要结构成分，TLR4通过识别LPS与CDl4复合物，从而获取革兰阴性

细菌感染的信息，启动LPS信号途径。文献表明TLR4在PBC的发病过程中起到

了重要作用[46]。本研究探讨了CDl4在PBC发病机制中的作用。

实验表明PBC患者PBMC CDl4 mRNA的表达水平较健康对照升高，提示CDl4

可能在PBC的发病过程中可能起到了一定作用。

第三部分研究的影响因素、不足之处和改进方法

1．采用PBMC进行基因芯片及RT—PCR研究的影响因素

文献报道：基因表达与年龄、性别、采血时间及PBMC细胞组成有关。Radich

等证明同一个个体，不用时间点采集外周血进行基因表达谱分析，存在差异[47]。

本研究检测了CDl4 mRNA在PBMC中的表达水平，其为单核和巨噬细胞表面

的标志物，我们发现CDl4 mRNA的表达量与单核细胞比例具有明显相关性。基因

表达量与PBMC中细胞比例有关。Bovin等[41]也用芯片技术分析14例RA患者

及7例健康对照PBMC中的基因表达谱，发现RA患者CDl4上调，用RT—PCR验证

了21例RA患者及13例健康对照PBMC中CDl4表达的差异，但是RA患者中单核

细胞在PBMC中的比例也高于健康对照。也支持基因表达与细胞成分有关。

whitney等[48]用基因芯片的方法比较了77个样本的基因表达谱，也证明外

周血的基因表达差异与年龄、性别及采血时间有关，尤其是与各种血细胞之间比

例相关，例如：CD20、CD2、CD79A等55个淋巴细胞相关基因表达与淋巴细胞绝

对值之间的相关系数为O．45，52个中性粒细胞相关基因表达与中性粒细胞绝对

值之间的相关系数为0．42。

因此无论是用基因芯片的方法还是用RT—RCR的方法在对PBMC mRNA表达水

平进行研究，PBMC的细胞组成成分是一个不可忽视的因素。有必要进行细胞分

选从而对基因转录水平或翻译水平进一步研究。目前，已经有多篇文献[49—51]



支持将PBMC细胞进行分选，再进行基因表达谱研究的优势。

从技术层面来讲，不同基因芯片由于探针序列、靶位点及敏感性的不同，检

测结果不能达到完全一致，RT—PCR的结果不能与芯片结果达到完全一致[52]。

2．从mRNA到蛋白的表达调控

本研究证实了外周血单个核细胞中CCL20、CCL3、S100A12、PBEFl mRNA的

高表达，但是用ELISA验证血清中CCL20和S100A12的浓度，却与RT—PCR结果

却不完全一致。

一方面是由于多种组织及细胞均表达该蛋白，另一方面是由于mRNA转录后

的调节机制是复杂的，就可能产生同一细胞因子的mRNA水平和蛋白表达水平不

完全平行。然而最终的效应分子仍是蛋白产物，所以对于外周血及靶器官肝脏是

否存在相应蛋白水平的差异表达仍需要流式细胞术、ELISA、免疫组化等实验方

法来证实。

3．本研究的不足之处

由于实验经费限制，我们只采用了3例PBC患者及3例健康对照进行基因芯

片检测。由于各个基因mRNA在PBMC中的表达水平，个体差异比较大，因此采

用小样本进行基因芯片筛选命中率较低，因此需要扩大样本量进行芯片筛选及

RT—PCR验证。

PBMC细胞包括了淋巴细胞、单核细胞、NK细胞等多种细胞，在对其进行芯

片研究或者RT—PCR研究的过程中，细胞组分对实验结果有很大影响：一些差异

表达的基因，可能是由于细胞组分的不同而出现表达的差异。因此在进行芯片筛

选或RT—PCR研究时需要对细胞进行分选。

另外，由于mRNA翻译成蛋白这过程的复杂性，mRNA与蛋白表达水平不完全

平行，对于芯片所筛选的基因及RT—PCR所验证的基因仍需要流式细胞术、ELISA、

免疫组化等实验方法来验证。

结论

1．采用人外周血单个核细胞进行基因表达谱研究，为探索PBC的发病机制和新

的生物标志物提供了方向及丰富的生物信息学资料。

2．PBC患者CCL20、S100A12 mRNA及蛋白表达水平与疾病活动性及疾病进展情

况相关。

3． PBC患者CCL3、PBEFlmRNA表达水平与疾病活动性及进展有一定相关性。

4． CDl4在PBC患者PBMC中mRNA的表达升高，但与单核细胞比例有关。
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原发性胆汁性肝硬化mRNA及蛋白差异表达研究进展

原发性胆汁性肝硬化(prilllary biliary cirrhosis，PBC)是多见于中年女

性的慢性进行性淤积性肝脏疾病。以乏力、瘙痒、黄疸、肝肿大、骨质疏松等为

主要临床表现，绝大多数患者抗线粒体抗体阳性。病理特点为肝内进行性非化脓

性小胆管破坏伴门脉区炎症、纤维化，最终可进展为肝硬化和肝衰竭需要肝移植

治疗。其病因至今未明，可能是遗传、环境、性别、感染、免疫等多个因素作用

的结果。随着近年来分子生物学的进展，目前发现其在mRNA、蛋白水平都存在

众多的差异表达，认识这些差异表达的基因、蛋白及其相应功能，对于揭示该疾

病的发病机制具有重要意义。本文就该领域的研究进展进行综述，按照其功能的

不同进行分类阐述。

一、适应性免疫相关

1．细胞免疫相关

通过免疫组化研究发现PBC患者肝组织汇管区浸润的淋巴细胞主要是活化的

CD4+和CD8+T细胞，表明T细胞介导的免疫反应是胆管上皮损伤的重要机制[1]。

根据T细胞在免疫应答中的功能的不同，可以将T细胞分为辅助性T细胞(helper

T 1ymphocyte)、细胞毒性T细胞(cytotoxic T lymphocyte， CTL或cytotoxic

T cell，Tc)、和调节性T细胞(regulatory T cell，Tr)。

(1)辅助性T细胞：

①Thl细胞和Th2细胞功能的平衡和消长是免疫调节的核心环节。在PBC患

者的外周血和肝脏中都有PDC—E2(丙酮酸脱氢酶复合体的二氢硫辛酸胺转移酶)

特异性的CD4+T细胞。PBC患者肝脏中PDC—E2特异的CD4+T细胞出现频率比外

周血大四倍。PDC—E2特异的CD8+T细胞在PBC患者肝脏中出现的频率也是外周

血的10倍，而且在疾病早期，此类细胞出现的频率更高。从功能上来讲，该自

身反应性CD8+T细胞不仅对PDC—E2抗原有细胞毒性，而且其更倾向于产生IFNl，

而不是IL一4和IL—lO。因此，PBC被认为是以Thl作用为主的慢性胆管炎症[2]。

在Thl优势的疾病中，PPARgamma(Peroxisome proliferator—activated

receptor—g锄a)的配体能够通过下调促炎症因子表达而改善疾病状况。Harada
等[3]研究发现PBC患者肝组织受损胆道PPA研mRNA表达下调，因此PPARr配

体可能对治疗PBC胆管炎症有益。

②Thl7：Thl7细胞是近来发现的不同于Thl和Th2细胞亚群的新型效应性

CD4+T细胞亚群。G．Rong等[4]证明PBC患者PBMC中IL一17A mRNA表达升高，血
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清中IL一17A升高，CD4+T细胞中Thl7+的细胞增加。Lan等[5]的研究发现，PBC

患者肝组织浸润淋巴细胞中IL一17+的细胞比例较正常对照增加。

(2)细胞毒性T细胞：

CTL的杀伤机制介导的细胞毒性反应主要是由细胞毒性颗粒的释放所介导的，

最终诱导细胞凋亡，穿孔素和颗粒酶是杀伤靶细胞的两个最重要的颗粒蛋白。CTL

另外一个杀伤机制是通过CTL表面表达FasL和分泌TNF—a，启动caspase信号

转导途径，诱导细胞凋亡。关于CTL介导的免疫反应导致胆管上皮细胞损伤也有

很多研究，详见本文“细胞凋亡"部分。

(3)调节性T细胞：

其中CD4+CD25+Tregs是自然产生的调节性T细胞，主要通过接触抑制的

方式抑制T细胞的活化和增殖。Lan等[6]研究发现：PBC患者外周血CD4+CD25+

Tregs数量低于健康对照。CD4+CD25+Tregs缺乏会导致其抑制功能削弱，产生

Thl细胞驱动的有害的自身免疫反应。

(4)T淋巴细胞介导的免疫应答过程：

在这个连续过程中：共刺激分子CD28／B7超家族的PD—L1(B7一H1／CD274)、

PD—L2(B7一DC)是PD一1(progra姗ed death一1／CD279)的配体，可抑制活化的

T细胞的增殖和细胞因子的产生，抑制B细胞功能，参与免疫耐受。Makaki等[7]

用免疫组化和RT—PCR的方法发现PBC患者肝脏组织中PD一1、PD—L1、PD—L2表达

水平较下调。

2．体液免疫相关

PBC患者体内可以出现多种自身抗体，抗线粒体抗体、抗核孔膜蛋白gp一210

及抗核小体蛋白sploo抗体等，关于这方面有众多研究，本文不再累述。PBC患

者血清免疫球蛋白特别是IgM明显升高；肝组织中浸润的浆细胞主要表达IgM，

而AIH、PSC、CHC等其他慢性肝病则主要表达IgG[8]。

CD40—CDl54(又称CD40L)的结合提供了B细胞活化的第二信号。CD40表达

于B细胞，CD40L表达于活化的CD4+Th细胞，属于TNF家族成员。Mayo等[9]

研究发现PBC患者肝组织中CDl54 mRNA表达增高，并且肝脏CDl54 mRNA表达量

与分泌型Ig mRNA表达量正相关。因此，CD40一CDl54可能参与PBC患者肝脏Ig

生成。

二、固有免疫相关

1． TLR(Toll一like receptor)

TLR能够识别作为配体的病原相关分子模式(pathogen associated

m01ecular patterns，PAMPs)，从而启动机体的固有免疫，进而引起获得性免疫。



可能通过TLRs，PBC患者固有免疫系统对微生物相关刺激处于高应答状态[10]。

Takii等[11]通过RT—PCR和免疫组化的方法发现：PBC患者肝门和肝实质组

织中，TLR一3较AIH、CHC表达水平均显著升高。在国内，王红梅等[12]用RT—PCR

证明PBC患者活动期PBMC中TLR3 mRNA的表达水平高于疾病缓解期，同时也高

于肝癌患者和健康对照组。

Mao等[13]体外分离PBC患者的单核细胞，用TLRs配体刺激，其促炎症因子

IL—lB、IL一6、IL一8和TNF—a较健康对照明显升高。Honda等[14]分离PBC患者、

CⅧ患者、健康对照外周血单个核细胞及单核细胞进行体外试验，用脂多糖(TLR4

配体)刺激后，PBC患者组NF—K B活性、MyD88 mRNA表达及单核细胞表面TLR4

表达均明显升高，参与TLR4信号转导的负向调节分子RPl05 mRNA表达显著降

低。因此，研究认为TLR4配体刺激后，PBC组RPl05、TLR4表达改变，导致对

LPS刺激敏感增加，从而导致炎性因子的分泌。wang等[15]用免疫组化的方法发

现PBC患者胆管上皮细胞TLR4表达显著升高，在PBC进展期，门静脉周围的肝

细胞和小叶间肝细胞也表达TLR4。在国内，仲人前等[16]证明PBC患者及乙型

肝炎肝硬化患者PBMC中TLR4 mRNA的表达水平均显著高于健康对照。

Kikuchi等[17]的研究表明：用TLR9的配体CpG刺激PBC患者的PBMC，PBC

患者比健康对照产生了更多IgM。，

2．单核巨噬细胞

单核细胞表面表达多种TLRs，被PAMP激活后产生大量的炎症因子，包括

IL—l、IL一6、IL—18、IL一12和TNF—a，从而可以调节T淋巴细胞的增生和活化。

将PBC患者外周血单核细胞体外培养，被TLR2、TLR3、TLR4、TLR5和TLR9的配

体刺激，不仅单核细胞数目增多，而且可以产生更大量的炎症因子，如IL一1、

IL一6、和TNF—a[2，18，19]。研究表明PBC患者中巨噬细胞吞噬凋亡细胞的作

用延迟，血清抗CDl6抗体，可能通过阻断补体受体3(CD3)对该机制作用[20]。

3．树突状细胞

树突状细胞(DC)是专职的抗原递呈细胞，可以有效刺激T淋巴细胞和B淋巴

细胞活化，从而将固有免疫和适应性免疫有机联系起来。免疫组化研究发现PBC

病人内部交错突细胞(inter—digitating cells，IDC)数量增多及CD83+DC细胞

分布较局限[21]。抗原负载的DC能更有效的诱导PDC—E2特异性的CD4+T细胞的

增殖[22]。说明DC在PBC中发挥作用[23]。

4．NK细胞

NK细胞是执行固有免疫功能的重要细胞。Chuang YH等[24]人的研究得出结

论：PBC患者PBMC及肝脏组织中NK细胞数目较对照增多，外周血中NK细胞溶

解细胞功能增强，NK细胞PRFl表达上调，但NK细胞合成的细胞因子IFN—r、IL一6



和IL一8较正常对照下调。

5．NKT细胞

NKT细胞是一群细胞表面既有T细胞受体，又有NK细胞受体的特殊T细胞亚

群。接受CDld分子递呈的糖脂抗原。NKT细胞激活可以产生细胞因子和趋化因

子，调节适应性免疫和固有免疫；另外NKT细胞也具有细胞毒作用。研究表明

PBC患者CDld限制性NKT细胞增多，而且该细胞在肝脏中比在外周血中多[25]。

在dnTGFBRII PBC模型鼠肝脏中，CDld限制性NKT细胞增多，CDld缺陷的

dnTGFBRII PBC模型鼠肝脏淋巴细胞浸润减少，胆管炎减轻[26]。

三、细胞因子相关

细胞因子精细调节着特异性免疫应答各个阶段对固有免疫和适应性免疫均

有作用。PBC中有多种细胞因子的表达异常：

1．白细胞介素(interleukin，IL)：

IL在传递信号、激活与调节免疫细胞、介导T、B细胞活化、增殖、分化及

炎症反应中起重要作用。研究发现早期PBC患者肝脏组织中IL一5、IL一6 mRNA表

达水平较CHC、健康对照升高，IL一2、IL一4 mRNA表达在早期PBC肝脏很难检测

到，IL一10 mRNA在早期PBC肝脏中表达低于CHC患者[27]。PBC患者血清IL一1B、

IL一6[28]、 IL一15[29]、IL一17A[4]、IL一18[30]、IL一22[31]较健康对照升高；

PBMC中IL—15[29]、IL一17A[4]mRNA的表达量升高。IL一12及IL一23也在PBC的

发病机制中起了重要作用，IL一12缺陷的小鼠模型，证实了这一点[32]。

2．干扰素(interferon，IFN)

IFN具有广谱抗病毒、抗肿瘤和免疫调节功能，研究发现早期PBC患者肝脏

组织中，IFN—a、一D在汇管区、肝实质中表达水平比AIH、CHC显著升高，且

汇管区IFN—a mRNA表达水平和血清ALP之间存在正相关性[11]。肝组织中

IFN—Y mRNA表达高于CHC[27，33]。血清中，IFN—Y在PBC患者较正常对照升

高，但非疾病特异性[34]。

3．肿瘤坏死因子超家族(tumor necrosis factor，TNF)

肿瘤坏死因子超家族最常见的为TNF—a和TNF—B。PBC患者血清TNF—a[28]

较正常对照升高。近年来，又不断有新成员加入该家族。B淋巴细胞活化因子(B

cell—activating factor belonging to the TNF fami ly，BAFF)是肿耀萝坏死因

子超家族的新成员，是B淋巴细胞生长、分化和发育所需的细胞因子，其通过与

细胞表面的3种受体一B细胞成熟抗原(B cell maturation antigen，BCMA)、

穿膜蛋白活化物(transmembrane activator and CAMI—interactor，TACI)和

B细胞活化因子受体(BAFF receptor，BAFF—R)结合产生信号发挥重要调节作
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用。BAFF的缺陷或过量表达均能引起机体的免疫失衡，从而诱发多种疾病。有

研究表明PBC患者外周血单个核细胞BCMA mRNA表达水平显著升高，TACI基因

表达明显降低[35]，血清中BAFF水平也升高[36]，提示PBC发病机制与体液免

疫增强、免疫耐受打破有关。TNFSF9，又名4一lBBL和CDl37L，是肿瘤坏死因子

家族成员，在抗原提呈细胞表面作为协同刺激分子，它参与T细胞和B细胞的活

化、增殖和凋亡。Xia等[37]的研究表明PBC患者PBMC中TNFSF9 mRNA表达升

高，并且与疾病进展相关；细胞膜表面与血清中TNFSF9较正常人显著增加。

增殖诱导配体(APRIL)也为肿瘤坏死因子超家族(TNFSF)的一名新成员，即

TNFSFl3， APRIL在免疫调节方面也发挥着重要作用。原发性胆汁性肝硬化患者

PBMc中APRIL mRNA的表达升高[38]。但血清中APRIL的表达与正常对照比，没

有明显差异[36]。

4．趋化性细胞因子(chemokine)

汇管区淋巴细胞浸润为PBC的典型病理特征。己经有研究表明趋化因子

CCL21、CCL28、CX3CLl、CXCL9和CXCLlO在淋巴细胞募集至汇管区的过程中启

到重要作用[39，40]。

5．生长因子(growth factor，GF)

生长因子是具有刺激细胞生长作用的细胞因子，其中转化生长因子一B

(TGF—B)是一种重要的肝纤维化因子，也是Thl7细胞分化的重要调节因子。PBC

患者血清TGF—B升高，且与GGT及ALP呈显著的相关性[41]。

四、细胞凋亡相关

PBC患者胆管上皮细胞会出现胞浆皱缩和核固缩以及DNA断裂增加，因此胆

管上皮凋亡在PBC的发病中具有重要作用。具有促凋亡作用的FAS分子及其配体

在PBC患者肝门汇管区及外周血中的表达水平均有明显增加，可能参与PBC胆管

上皮的损伤[42]。具有抗凋亡作用的bc卜2蛋白水平明显降低[43]。穿孔素和颗

粒酶B属于同一条作用途径，Fox CK等[44]发现，颗粒酶B mRNA水平在PBC患

者肝脏组织中升高， Harada等用免疫组化的方式，证明穿孔素和颗粒酶B在胆

管上皮高表达。TRA工L(TNF—related apoptosis—inducing ligand)可以诱导凋

亡发生。研究发现PBC及慢性乙型肝炎患者外周血单个核细胞中，TRAIL mRNA

表达、细胞表面膜结合TRAIL蛋白、血浆可溶性TRAIL蛋白水平较健康对照均有

增加[45]。

另外，凋亡细胞清除机制的异常被认为与自身免疫机制紊乱相关。Berg等[46]

用western blot的方式，用PBC患者的血清IgG可以检测到细胞内抗原，但是

用健康对照的血清IgG检测不到。并且在用staurosporine或TRAIL介导凋亡



的细胞中，PBC患者的血清工gG可以识别caspase底物。在国内，仲人前等的研

究表明PBC患者PBMCs中的caspase 8和caspase 3的mRNA和蛋白的表达明显

低于健康对照组[47]。

但是究竟是PBC的发病机制导致凋亡途径的改变，还是凋亡途径的改变导致

PBC发病，还有待于进一步研究。

五、细胞损伤相关

PBC是以小胆管受损为主要病理表现的疾病，胆管上皮细胞的损伤可能参与

了发病的过程。

ITF(intestinal trefoil factor)能够促进炎症过程中上皮细胞迁移和粘膜

重建。Ki叫ra Y等[48]人的研究发现PBC患者肝组织中ITF mRNA表达水平较PSC

及健康对照显著升高，但是原位杂杂交技术和免疫组化技术证明PBC患者中ITF

大部分表达于大胆管，与对照肝组织明显不同。可以解释PBC小胆管受损这一现

象。

氧化机制可能在PBC的胆管损伤中存在一定作用。转录因子(Nuclear

factor—E2一related factor一2，Nrf2)具有保护多个组织免受氧化损伤的作用。

KaWata等[49]的研究表明，UDCA治疗后，PBC患者肝组织中代表氧化损伤程度

的8一羟基脱氧鸟嘌呤(8-hydroxydeoxyguanosine，8一OHdG)蛋白降低；而Nrf2

及Nrf2相关的抗氧化蛋白硫氧还蛋白(thioredoxin，TRX)和硫氧还蛋白还原

酶thioredoxin reductasel(TrxRl)升高。

六、细胞粘附相关

粘附分子在PBC的发病机制中也起着重要作用，根据其结构特点可以分为整

合素家族、选择素家族等。

属于免疫球蛋白超家族的细胞间粘附因子一1(Intercellular adhesion

m01ecule 1，ICAM一1)和血管细胞粘附分子一1(vascular adhesion molecule l，

VCAM一1)在PBC患者肝组织中破坏的胆管上皮高表达。另外，属于整合素家族的

淋巴细胞功能相关抗原(1ymphocyte function—associated antigens，LFA一1)

和迟现抗原(very 1ate antigens，VLA)也在汇管区或肝实质的血管上皮细胞

或浸润的炎症细胞尤其是淋巴细胞表达[50]。Yokomori等[51]用免疫组化、

Werstern blot、免疫电镜及原位杂交的方式证明ICAM一1及其配体IFA一1在PBC

胆管上皮及周围浸润淋巴细胞的差异表达，提示ICAM一1及IFA一1可能参与了胆

管上皮的破坏。UDCA治疗后，ICAM一1及IFA一1表达下调[52]。在PBC患者血清

中，有研究表明sICAM一1较正常对照升高，且与疾病严重程度正相关，UDCA治



疗后，sICAM一1下降[53]。在国内也有研究表明：PBC患者血清sVCAM一1水平明

显高于对照组；child—pugh分级B、C级患者血清sVCAM—l水平高于A级[54]。

Si91ec一1(sial ic acid_binding i唧un0910bul in—like 1ectins，唾液酸结合的

免疫球蛋白样凝集素，CDl69)也属于免疫球蛋白超家族的成员之一，其在PBC患

者PBMC中mRNA的表达量与在单核细胞表面蛋白的表达量均高于健康对照[55]。

属于选择素家族的E选择素(endothel ial一1eukocyte adhesion molecule 1，

ELAM一』or E—selectin)在肝组织中表达[50，56]，在PBC患者血清中表达升高，

提示白细胞与内皮细胞粘附或迁移可能对PBC的发病有一定的作用[57，58]。

七、胆汁分泌、转运相关：

PBC是慢性进行性胆汁淤积性肝病，与胆汁分泌、转运相关的基因和蛋白是

否与PBC的发病和进展有关?

在对未经治疗的PBC患者肝脏组织的研究中，发现早期和晚期的PBC患者

MRP4(multidrug—resistance protein 4)mRNA均较健康对照显著上调，而MRP2

mRNA、MRP3 mRNA仅在早期PBC患者中显著上调，因此研究认为MRP2 mRNA、MRP3

mRNA上调表达的缺失可能与疾病进展相关[59]。

碳酸氢盐载体(Chloride-bicarbonate anion exchanger 2，AE2)可能参

与胆汁分泌过程的。研究发现PBC患者肝脏组织中AE2 mRNA及蛋白表达均下调

[60，61]。Arenas F等[62]用UDCA+糖皮质激素联合处理培养的正常人肝脏细胞

系(包括肝细胞和胆管上皮细胞)，使得AE2 bl、AE2 b2 mRNA表达水平上调，

可能此联合治疗通过改变AE2表达，增加富含碳酸氢盐的胆汁分泌来发挥作用。

同时，PBC患者外周血单个核细胞中AE2 mRNA表达水平较健康对照下调[60]。

Ae2(a，b)缺陷的小鼠模型AMA阳性，血清IgG和IgM升高，ALP升高，充分证明

了AE2在PBC发病中的作用[63，64]。

总之，PBC的发病机制是非常复杂的，可能是遗传、环境、性别、感染、免

疫等多个因素作用的结果，其发病机制的研究将是一个艰难而漫长的过程。随着

科学技术的进步，我们将会发现更多差异表达的基因和蛋白，寻找关键的基因和

蛋白作为该病的标志物，从而可以实现PBC的早诊断、早治疗，也许能将PBC根

治。
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TWEA刚Fnl 4在自身免疫性疾病中的研究进展

肿瘤坏死因子样凋亡的微弱诱导剂(tumor necrosis factor—like weak

inducer of apoptosis，TWEAK)是肿瘤坏死因子配体超家族的新成员，其受体

为成纤维细胞因子诱导14(fibroblast growth factor—inducible 14，

FNl4／TNFRSFl2A)。TwEAK与其受体Fnl4具有广泛的生物学活性，在促进炎症反

应，诱导细胞凋亡，促进上皮细胞增生和微血管的生成等方面发挥着重要的作用，

已有很多报道表明其对肿瘤的生物学行为有重要影响，近年来发现其与很多自身

免疫性疾病，如红斑狼疮、类风湿关节炎、硬皮病、多发性硬化也密切相关，本

文就TwEAK及其受体Fnl4在自身免疫疾病中的作用进行综述。

1．T盹AK—Fnl4的结构与表达

TWEAK是由249个氨基酸构成的II型跨膜蛋白。可经furin蛋白酶切割后分泌

到细胞外。成为由156个氨基酸构成的可溶性细胞因子。Fnl4是由129个氨基酸构

成的I型跨膜蛋白。TWEAK与其受体Fnl4在许多组织和细胞中表达[1]。

2．T肛AK—Fnl4介导的信号传导通路：

TWEAK与Fnl4结合后可通过接头分子TRAF(TNFR—associated factor，TRAF)

激活转录因子(nuclear factor—kappa B，NF—kB)信号通路，从而调节IL一6、

IL一8、RANTES和ICAM一1的表达。另外，TWEAK与Fnl4的结合还可以激活胞外信

号调节激酶(extracel 1ular signa卜regulated kinase，ERK)、c—Jun氨基末端

激酶(c—Jun N—terminal kinase，JNK)和p38丝裂原活化蛋白激酶(p38 mi togen

activated protein kinase，p38MAPK)信号传导通路[2]。

3．T盹AK—Fnl4与炎症反应

TWEAK可诱导PGE2、删P一1[3]、IL一6、IL一8、RANTES[1]的产生；可诱导成

纤维细胞和滑膜细胞产生IP—10，在上皮细胞中上调ICAM一1、E—selectin[4]、

IL一8和MCP一1的表达，从而引起炎症反应[5]。

4．T'rEAK-Fnl4与细胞凋亡

同肿瘤坏死因子配体超家族的其他成员，如TRAIL、Fas一样，TwEAK也介导

了细胞凋亡。Browning等[6]首先发现：TWEAK与Y干扰素协同作用，可导致HT29

细胞(人腺癌细胞)凋亡。另外，TWEAK单独作用也可能引起细胞凋亡。Nakay锄a

等[7]描述了另外两条TwEAK介导的细胞特异性凋亡的两条途径：caspase依赖
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途径和cathepsin—B依赖途径。

5．T肛AK—Fnl4与血管生成

TwEAK具有诱导血管生成的作用。Wiley等[8]发现在TWEAK的作用下，体外

培养的多种血管上皮细胞增生速度增加2—4倍；接下来的体内试验[9]，将TwEAK

制剂植入大鼠角膜后能诱导强烈的血管生成作用，如果用Fnl4一Fc阻断TWEAK信

号传导途径可以抑制大鼠角膜血管的生成，降低血管密度。同时TwEAK可以促进

上皮细胞迁移，Donohue等[10]发现TwEAK能够增强bFGF和VEGF刺激HUVECs

增生的总用，诱导上皮细胞迁移。TwEAK的该作用与系统性硬化症的微血管病变

有关。

删和自身免疫性疾病
6．1多发性硬化

多发性硬化是中枢神经系统的一种慢性脱髓鞘疾病。实验性自身免疫性脑脊

髓炎(experimental autoi舳une encephalomyelitis，EAE)是多发性硬化的主要

研究模型。在EAE模型中，脊髓内TwEAK mRNA表达增加，TwEAK抗体能够减轻

症状和白细胞浸润，但对T细胞增殖无影响[11]。TWEAK过度表达的转基因小鼠

EAE模型的症状明显加重，早期T细胞浸润增加。如果在6—8周前应用Fnl4或

TwEAK的胞外段免疫动物并使之产生抗体，则EAE模型动物的症状能够改善，而

中枢神经系统炎症明显减轻[12]。

Serafini B等[13]同时用免疫组化技术和RT—PCR技术证明在多发性硬化患

者脑组织中TWEAK和Fnl4均表达上调。血管和脑膜周围白质损伤的巨噬细胞、

星形胶质细胞和小胶质细胞被认为是MS脑组织中TwEAK的主要来源。

Sophie等[14]用流式细胞术证明TwEAK在多发性硬化患者单核细胞表面表

达。

6．2系统性红斑狼疮

狼疮。肾炎和狼疮脑病是引起狼疮患者死亡的主要原因。Richardson等[15]

发现狼疮患者T淋巴细胞表面TwEAK表达上调，从而促进单核细胞的细胞毒性，

引起单核细胞凋亡。凋亡物质的增多和清除的减少，可能导致抗原的产生异常，

从而产生自身抗体，引起自身免疫疾病。
6．2．1狼疮肾病

Schwartz等[16]发现TwEAK在狼疮肾脏受累的病人尿液中升高，并与疾病活动

性相关，因此uTWEAK可能成为狼疮肾潜在的标志物。活动性狼疮肾炎的小鼠肾脏



TwEAI(IIlRNA水平表达下调。肾脏系膜细胞表面表达Fnl4，与TwEAK结合后可释放

MCP一1、RANTES和IP一10等炎症因子，从而加重肾脏损伤。Alberto Molano等[17]

培养了只在骨髓来源的细胞表达Fnl4的慢性移植物抗宿主狼疮小鼠模型， 与只

在非骨髓来源的细胞表达Fnl4的小鼠模型对比，发现前者可以使疾病减轻和延

缓；而后者对自身抗体滴度与狼疮肾炎无影响。进一步研究表明敲除巨噬细胞的

小鼠，自身抗体滴度升高，狼疮肾炎加重。

6．2．2狼疮脑病

狼疮脑病的病理表现为弥漫性血管炎或局灶性血栓形成、血管闭塞。主要病

理变化包括血管壁炎症细胞浸润，血管内皮细胞增生肥大，纤维素栓子形成；周

围可有小胶质细胞聚集，白质坏死或出血。已经有证据表明，狼疮脑病患者脑脊

液中IL一6、IL一8明显升高[18]，TWEAK可能通过IL一6和IL一8破坏胶质细胞。

TWEAK还可能通过其上调表达ICAM一1促进血管上皮细胞的增生，导致血管闭塞

[5]。

6．3类风湿关节炎

Park等[19]用ELISA方法检测RA患者血清中的TWEAK，发现其较健康对照明

显升高，经过益赛普治疗后，RA患者血清中的TwEAK水平明显下降。而疾病对

照组(强直性脊柱炎患者)血清中TwEAK水平较正常对照无明显区别。

van Kuijk等[20]用免疫组化的方式发现RA病人TwEAK在RA滑膜组织中表

达明显高于银屑病关节炎患者。

S．K锄ijo等[21]用流式细胞术分析RA患者滑液细胞表面TWEAK和Fnl4的

表达，其中CD45阳性细胞表面检测到TwEAK表达，Fnl4在CD45阳性和阴性细

胞表面都能检测到。在rTwEAK的刺激下，培养的RA和oA滑膜细胞增生，产生。

从RA患者分离的滑膜细胞，在抗TWEAK和抗Fnl4的作用下，细胞增生和IL一6、

IL一8和MCP一1细胞因子的产生被抑制。

TWEAK可以通过p38MAPK(mitogen—activated”otein kinases)信号通路

诱导类风湿关节炎(RA)成纤维样滑膜细胞(FLS)合成基质金属蛋白酶9(删P一9)，

删P一9与关节骨和软骨基质的降解有关[22]。

6．4 TⅣEAK和系统性硬化症

Yanaba K等[23]检测了70例SSc患者血清中TWEAK水平，较健康对照(31例)

升高，较SLE患者(22例)升高。局限性SSc与弥漫性SSc相比较，TwEAK没有明显

区别。但是TwEAK明显升高的患者有较低的肺间质纤维化的发生率。TWEAK可能成

为肺间质纤维化的保护因素，可能成为治疗靶点。

Marek Bielecki等[24]对22例SSc患者和14例正常对照的PBMC进行培养，用
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