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"摘要#

!

目的
!

探讨
.>!/

细胞与类风湿关节炎"

',

#疾病的相关性$方法
!

采用
'.6*&'

检测外周血单个

核细胞"

*U%&B

#中
.>!/

细胞的特异性转录因子视磺醛酸相关的孤儿核受体"

'S'

3

=

#

F'),

'酶联免疫吸附法

"

\Qa(,

#检测
2"

例健康体检者和
22

例
',

患者外周血单个核细胞"

*U%&B

#刺激培养后!上清液中白细胞介素
6!/

"

aQ6!/

#的水平$结果
!

与健康对照组相比!

',

患者
*U%&B

刺激后产生
aQ6!/

的量明显增高"

@

$

"4"!

#!

'S'

3

=

F'),

也高于健康对照组"

@

$

"4"!

#$结论
!

.>!/

细胞参与了
',

发病及病情发展$

"关键词#

!

类风湿关节炎'

!

.>!/

细胞'

!

白细胞介素
6!/

!"#
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类风湿关节炎$

?>8<F:=@7I:?=>?@=@B

#

',

%是一种自身免疫

性疾病#它的基本病理改变为关节滑膜慢性炎症形成侵袭性血

管翳#破坏软骨,骨与周围组织)大量的临床和基础研究表

明
.

细胞参与了
',

中免疫应答的诱导和发病)研究者在实

验性自身免疫性脑脊髓炎$

\,\

%和胶原蛋白诱导性关节炎

$

&a,

%这些自身免疫病模型中#发现了一种能够分泌白细胞介

素
6!/

$

aQ6!/

%的新的细胞亚群#并将其命名为
.>!/

*

!

+

)

.>!/

主要介导防御胞外病原微生物的感染#参与自身免

疫和炎性反应)

aQ6!/

是一种致炎因子#它可以通过诱导其他

炎症细胞因子如
aQ60

,肿瘤坏死因子
6

4

$

.)d6

4

%以及趋化因子

如单核细胞趋化蛋白$

%&*

%

6!

,巨噬细胞炎性蛋白$

%a*

%

62

等

的表达#介导炎症细胞局部浸润及组织损伤#通过不同机制发

挥致炎作用*

2

+

)本文运用
'.6*&'

检测了外周血单个核细胞

$

*U%&B

%中
.>!/

细胞的特异性转录因子特异性转录因子视

磺醛酸相关的孤儿核受体$

'S'

3

=F'),

%,

\Qa(,

分析了
',

患者
*U%&B

培养上清液中
aQ6!/

的水平#探讨
.>!/

细胞与疾

病发生的关系)

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

选取
2"!"

年
3

月至
2"!!

年
!

月在本院门诊

部就诊的
',

患者
22

例#其中 男
-

例#女
!$

例#年龄
20

!

0/

岁#平均$

-/4/2f!24#3

%岁#均符合
2""3

年美国风湿病协会

$

,&'

%和欧洲抗风湿病联盟$

\hQ,'

%修订的
',

诊断标准#

均未用药治疗)健康对照组
2"

例为本院健康体检者#男
-

例#

女
!0

例#平均$

-!4$f345-

%岁#年龄
20

!

05

岁#无相关自身免

疫性疾病,肿瘤或近期感染史)各组间性别,年龄比较差异无

统计学意义$

@

%

"4"5

%#具有可比性)

$4/

!

主要仪器
!

*\2-""

型
*&'

扩增仪,

&7?D8=='16#"""

荧

光定量
*&'

扩增仪#通用型酶标仪$美国
UaS6.\T

公司%,细

胞培养箱$

.>8?F7

公司%)

$4'

!

主要试剂
!

抗人
aQ6!/\Qa(,L@=

购于美国
'm+

公司)

佛波酯$

*%,

%,离子霉素$

@7A7F

J

G@A

%购自
(@

H

F:

公司)

'*%a

!0-"

培养液购自
1aU&S

公司)葡聚糖
6

泛影葡胺$

d@G7;;6

>

JC

:

O

<8

%购自上海华精生物科技公司)鼠抗人
&+#

和抗人

&+2$F,D

购自美国
U+6*>:?%@A

H

8A

公司)

'),

反转录试

剂,

*&'

试剂为
d8?F8A=:B

产品)

*&'

引物均由上海生物工

程有限公司合成)

$41

!

方法
!

$414$

!

'.*&'

检测
*U%&B

,

'S'

3

=F'),

!

肝素抗凝静脉

血
#FQ

#常规密度梯度离心法分离
*U%&B

#

:̂ALVB

液洗涤

后#加入
! FQ '*%a!0-"

培养液#然后加入终浓度为
5"

A

H

"

FQ

佛波酯$

*%,

%和
/5"A

H

"

FQ

离子霉素$

@7A7F

J

G@A

%#

#/W

,

5X&S

2

培养
0>

#磷酸盐缓冲液$

*U(

%洗涤后#按
'),

提取试剂盒说明书提取细胞总
'),

#反转录酶$

%6%QY

%逆

转录合成
G+),

行
*&'

扩增#

'S'

3

=F'),

引物序列#上游!

5V6,&&.&,&&1,11&&,..&,16#V

(下游!

5V6.,11&&

&11&,&,.&&., ,&6#V

)内参照
1,*+̂

引物序列#上

游!

5V61&,&&1.&,,11&.1,1,,&6#V

(下游!

5V6,.1

1.11.1,,1,&1&&,1.6#

#

'.6*&'

采用
2"

0

Q

反应体

系#于
05W5F@A

后#

-2W0"F@A

,

/"W5F@A

(

*&'

采用
25

0

Q

反应体系#按
35W/F@A

#

35W#"B

,

55W#"B

,

/2W#"

B

#循环
#5

次#最后
/2W

延伸
5F@A

#结束
*&'

反应)

$414/

!

aQ6!/\Qa(,

检测
!

肝素抗凝静脉血
2FQ

#常规密度

梯度离心法分离
*U%&B

#

:̂ALVB

液洗涤后#取
5g!"

0 单个核

细胞用
!FQ'*%a!0-"

培养液重悬#分别加入终浓度为
"42

F

H

"

Q

抗
&+#

和
!F

H

"

Q

抗
&+2$F,D

#

#/W

,

5X&S

2

培养箱

中培养
#I

#

aQ6!/\Qa(,

检测上清液)

-

2$5!

-

检验医学与临床
2"!!

年
/

月第
$

卷第
!#

期
!

Q:D%8I&;@A

!

[<;

J

2"!!

!

Y7;4$

!

)74!#



$42

!

统计学方法
!

用
(=:=:

软件包进行数据统计和统计学分

析#进行了正态性检验,方差分析,成组
6

检验#计量资料用

Of:

表示#

@

$

"4"5

则认为差异具有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/4$

!

'.6*&'

检测
*U%&B

,

'S'

3

=F'),

#用相对定量

2

`

++

&.

$表示实验组目的基因的表达相对于对照组变化的倍

数%法计算
'S'

3

=F'),

含量#每次检测以一例健康对照设

定为
!

)

',

患者组与健康对照组相比#

'S'

3

=F'),

差异有

统计学意义$

@

$

"4"!

%#结果见表
!

)

/4/

!

\Qa(,

检测
*U%&B

经刺激培养
#I

后上清液中
aQ6!/

的含量)结果表明#在未经任何刺激的情况下#健康者,

',

患

者
*U%&B

均不产生或仅产生少量的
aQ6!/

$数据未显示%#加

入多克隆刺激剂后产生大量的
aQ6!/

#

',

患者组与对照组相

比差异有统计学意义$

@

$

"4"!

%)见表
!

)

表
!

!

',

患者与健康对照组
'S'

3

=F'),

和

!!!

aQ6!/

含量比较%

Of:

&

组别
'S'

3

=F'), aQ6!/

$

CH

"

FQ

%

健康对照组
#4!2f24"/ 2$"4"f2""4-

',

患者
!#40$f04/5

"

!#!"45f--!40

"

!!

注!与对照组比较#

"

@

$

"4"!

)

'

!

讨
!!

论

.>!/

细胞是不同于
.>!

和
.>2

的一种致炎细胞系#

.>!/

的发现弥补了
.>!

"

.>2

介导效应机制的不足)目前辅助性
.

细胞根据产生细胞因子种类的不同分为
-

个亚群!

.>!

,

.>2

,

.>!/

和
.?8

H

)

.>!

主要分泌
aQ62

,干扰素$

ad)

%

6

3

和
.)d6

4

#防御细胞内病原微生物的感染(

.>2

主要分泌
aQ6-

,

aQ65

,

aQ6!#

#防御寄生虫感染#并参与免疫反应)

.>!

和
.>2

分别介

导细胞免疫和体液免疫应答(

.?8

H

主要抑制自身免疫(

.>!/

主要介导防御胞外病原微生物的感染#参与自身免疫和炎性反

应)

aQ6!/

是一种致炎因子#它可以通过诱导其他炎症细胞因

子如
aQ60

,

.)d6

4

以及趋化因子如
%&*6!

,

%a*62

等的表达#

介导炎症细胞局部浸润及组织损伤#通过不同机制发挥致炎作

用*

2

+

)

aQ6!/

刺激炎症局部产生
aQ60

,

)S

和前列腺素
\2

$

*1\2

%#它也能与其他炎症因子$如
aQ6!

%

,

.)d6

4

,

ad)6

3

和

&+-"

配体%相互协同作用上调基因表达和促进局部炎症发

展(

aQ6!/

通过趋化介质
aQ6$

,

%&*6!

和生长相关蛋白将中性

粒细胞和单核细胞趋化到炎症局部(

aQ6!/

还促进造血因子生

成#如粒细胞集落刺激因子$

16&(d

%和粒细胞
6

单核细胞集落

刺激因子$

1%6&(d

%#促进血管新生(

aQ6!/

可刺激人滑膜细胞

产生
1%6&(d

和
*1\2

)此外#

aQ6!/

通过其他细胞因子增强

诱导共刺激分子$如
a

细胞音黏附分子
6!

等%的作用#在固有免

疫和适应性免疫之间建立起桥梁*

#

+

)

aQ6!/

除上述作用#还能

诱导软骨产生一氧化氮合酶#刺激产生基质金属蛋白酶

$

%%*

%和抑制基质修复成分如蛋白聚糖和胶原#从而促进细

胞外基质的损伤)

目前
.>!/

"

aQ6!/

在
',

中的作用主要来自动物实验数

据)实验证明正常鼠关节内注射
aQ6!/

引起了类似
',

的病

理改变#局部过多的
aQ6!/

明显加重了
&a,

)

aQ6!/

阻断剂拮

抗缺乏
aQ6!'

鼠能完全中断炎症性关节炎的自然病程#而缺乏

aQ6!/

的鼠不患
&a,

)

',

患者的血清,关节腔滑液以及关节

滑膜活检过程中#均发现存在
aQ6!/

#而在骨性关节炎中则较少

发现*

-

+

)

',

患者的滑膜液中
aQ6!/

水平明显提高#

',

滑膜

培养后能自身分泌
aQ6!/

)

aQ6!/

可以上调软骨细胞及滑膜成

纤维细胞基质金属蛋白酶$

%%*6!

"

#

"

!#

%的表达#增强聚合素

酶和胶原酶活性#

aQ6!/

增加关节软骨细胞
@)S(

表达和
)S

产量#与
.)d6

4

有协同作用)

aQ6!/

联合
.)d6

4

或
aQ6!

%

协同

增加软骨细胞和成骨细胞
*1\2

的合成#上调环氧合酶

$

&Sb

%

62

的表达)

aQ6!/

刺激,活化滑膜细胞及巨噬细胞#增

加破骨细胞分化因子基因表达#诱导破骨细胞祖细胞向成熟破

骨细胞分化#促进软骨蛋白多糖及胶原降解#抑制软骨细胞蛋

白多糖的合成*

5

+

)

aQ6!/

还可以通过
)d6

5

U

和
*a#T

"

,L=

依

赖的途径诱导
',

患者关节滑液中的成纤维细胞分泌
aQ60

,

aQ6$

和血管内皮生长因子*

0

+在
',

滑膜成纤维细胞中上调
aQ6

2#

的表达*

/

+

#而成纤维细胞可以使
.

细胞分泌更多的
aQ6

!/

*

$

+

)此外#还发现
aQ6!/

在关节腔滑膜中的
F'),

表达水

平可以预示损伤的程度*

3

+

)

本次实验分析了
',

患者和健康对照组
*U%&B

产生
aQ6

!/

的水平#结果显示#在无体外刺激的情况下#培养上清液中

几乎检测不到
aQ6!/

的表达#加入多克隆刺激剂刺激后可产生

大量的
aQ6!/

#

',

患者产生
aQ6!/

的量明显高于健康对照组#

提示
',

患者
*U%&B

中存在大量记忆性的产生
aQ6!/

的细

胞)外周血单个核细胞中
.>!/

特异性转录因子
'S'

3

=F'6

),

也明确了
*U%&B

中
.>!/

细胞转录活性增加或细胞增多#

提示
.>!/

与
',

的疾病有关)

.>!/

细胞作为一群新发现的
&+-

e效应
.

细胞#其生物

学特性愈来愈被重视)

.>!/

细胞在免疫调控中的作用规律和

与
.>!

效应细胞的关系等仍有待进一步明确)目前倾向于认

为
.>!/

细胞及
.>!

细胞在发挥效应的过程中存在合作或协

同关系)

.>!/

细胞产生迅速#可能在炎症的急性期发挥作用#

而
.>!

细胞则在延长或促进后期组织炎性反应方面发挥主导

作用)

.>!/

细胞与
',

发病关系密切#以
.>!/

"

aQ6!/

为靶点

的药物治疗将为
',

的防治提供新的思路)
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!论
!

著!

血清同型半胱氨酸和血浆
+6

二聚体水平与脑梗死

相关性分析

宫春勇"河北保定第二五二医院检验科
!

"/!"""

#

!!

"摘要#

!

目的
!

研究血清同型半胱氨酸"

Ĝ

J

#和血浆
+6

二聚体与脑梗死的相关性以及探讨二者本身相互关

系$方法
!

检测
!!"

例脑梗死患者"脑梗死组#与
!""

例健康体检者"对照组#的血清
Ĝ

J

和血浆
+6

二聚体水平!并

分析患者组两种指标的相关性$结果
!

患者组血清
Ĝ

J

和血浆
+6

二聚体明显高于对照组"

@

$

"4"5

#!且在一定范

围内血清
Ĝ

J

与血浆
+6

二聚体呈正相关性$结论
!

血清
Ĝ

J

和血浆
+6

二聚体在一定范围内的高表达与脑梗死有

相关性!且一定范围内二者本身也是趋势一致$

"关键词#

!

脑梗死'

!

同型半胱氨酸'

!

+6

二聚体

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$$&$'&%/1

文献标志码$

,

文章编号$

!0/263-55

"

2"!!

#

!#6!5$-6"2
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<
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(

!

>7F7G

J

B=8@A8

(

!

+6I@FF8?

!!

近年来#随着人们对脑梗死病因不断深入研究发现#血清

同型半胱氨酸$

Ĝ

J

%与脑梗死的发生,发展有密切关系#可能

是导致脑梗死发病的独立危险因素之一*

!

+

)血浆
+6

二聚体是

纤维蛋白$原%的特异性降解产物#体内
+6

二聚体增高#提示有

纤维蛋白形成和溶解#是血管内血液高凝状态和继发性纤溶亢

进的标志之一)本文探讨了血清
Ĝ

J

和血浆
+6

二聚体水平和

脑梗死关系及二者本身是否存在相关性#现将结果报道如下)

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

选择
2""/

年
!"

月至
2""3

年
-

月本院神经

内科收治脑梗死患者
!!"

例为脑梗死组#其中男
05

例#女
-5

例#均符合脑梗死诊断标准#经脑颅
&.

或核磁共振检查证实)

所有病例发病前均未服用抗血小板抗血凝和溶栓类药物#未服

用
U

族维生素及其他影响
Ĝ

J

代谢的药物)对照组为本院

!""

例健康体检者#男女各
5"

例#年龄与脑梗死组相当)

$4/

!

标本采集
!

入院第
2

天清晨空腹静脉抽血#

#FQ

注入真

空促凝管内均匀颠倒后#

#2""?

"

F@A

离心
0F@A

#分离血清进

行血清
Ĝ

J

测定)

2FQ

注入枸橼酸钠抗凝真空管#均匀颠倒

离心后进行
+6

二聚体测定)

$4'

!

方法
!

+6

二聚体采用免疫比浊法#由
(

J

BF8M

公司提供

的
&,/"""

全自动血凝仪检测#试剂质控均由德国
+:=8U8>

J

6

@A

H

%:?D<?

H

1FD̂

公司提供)

Ĝ

J

采用循环酶法#由日立

/2""

全自动生化分析仪检测#质控试剂由宁波美康提供)

$41

!

统计学方法
!

数据采用
Of:

表示#

(*((!!45

统计软件

进行正态性,方差齐性检验#两组采用
6

检验比较#二者本身采

用直线相关性分析法)

/

!

结
!!

果

/4$

!

脑梗死组血清
Ĝ

J

与血浆
+6

二聚体水平分别为

$

#040-f2/42#

%

0

F7;

"

Q

及$

"4#5f"42!

%

F

H

"

Q

#健康体检组

Ĝ

J

与
+6

二聚体分别为$

$43$f#4!

%

0

F7;

"

Q

和$

"4!0f"4"$

%

F

H

"

Q

)两组数据水平差异有统计学意义$

@

$

"4"5

%)

表
!

!!

脑梗死组
Ĝ

J

不同水平组间
Ĝ

J

和
+6

二聚体

!!

水平对比%

Of:

&

组别
4 Ĝ

J

$

0

F7;

"

Q

%

+6

二聚体$

F

H

"

Q

%

Ĝ

J

正常
!5 !!4#2f242" "4!/f"4!#

Ĝ

J

轻度增高
-5 2!40/f#4$/ "425f"4!/

Ĝ

J

中度增高
-" -/45-f!-4#2 "4-"f"4!$

Ĝ

J

重度增高
3 !"24#0f/43# "403f"4#!

/4/

!

按国际标准把脑梗死组按
Ĝ

J

分成正常$

54"

!

!54"

%

0

F7;

"

Q

,轻度增高$

!54!

!

#"4"

%

0

F7;

"

Q

,中度增高$

#"4!

!

!""4"

%

0

F7;

"

Q

和重度增高组$

%

!""4"

%

*

2

+

#通过对比不难看出

Ĝ

J

增高的同时
+6

二聚体也随之增高#两者趋势一致#即脑梗

死患者血清
Ĝ

J

与
+6

二聚体呈正相关)见表
!

)

'

!

讨
!!

论

脑梗死是多因素致病的结果#动脉粥样硬化是其中主要原

因之一)脂质代谢紊乱,炎性疾病,免疫反应,凝血纤溶机制失

衡等都是脑梗死发病的重要病理基础*

#

+

)

Ĝ

J

是一种反应性

血管损伤性氨基酸#是体内营养必需氨基酸甲硫氨酸的中间代

谢产物#是一种非必需含硫氨基酸)

Ĝ

J

的代谢包括再甲基化

-

-$5!

-

检验医学与临床
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年
/

月第
$

卷第
!#

期
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和转硫化两条途径)

Ĝ

J

在体内转化需特定的酶与辅因子$如

叶酸,维生素
U

0

#维生素岛%参与#由于酶的先天缺乏和后天营

养缺乏致辅因子摄入不足#导致体内
Ĝ

J

代谢障碍而异常升

高)初期研究发现高
Ĝ

J

尿症和胱硫醚尿症患者早期即可发

生全身动脉硬化和血栓形成#推断血浆中高含量的
Ĝ

J

可能

与动脉硬化有关*

-

+

)研究发现
Ĝ

J

致动脉粥样硬化的发病机

制有!$

!

%

Ĝ

J

氧化时生成睾胱氨酸释放自由基导致血管内皮

损伤和功能障碍#同时自由基还促进低密度脂蛋白$

Q+Q

%氧化

后被巨噬细胞吞噬形成泡沫细胞#启动粥样硬化进程*

5

+

($

2

%

Ĝ

J

诱导血管平滑肌细胞中新的
F'),

合成#促进血管平滑

肌增殖#动脉内皮脱落沉积#形成斑块*

0

+

($

#

%

Ĝ

J

可以通过促

进血栓素和前列腺素形成来影响血小板聚集和凝血因子的活

性#导致血小板存活周期缩短#黏附性和聚集性加强($

-

%

Ĝ

J

还可以增加凝血因子活性#干扰内皮细胞硫酸乙酰肝素合成#

从而减弱抗凝血酶
#

的抗凝作用#促进内皮血栓形成($

5

%通过

破坏体内凝血和纤溶平衡#刺激纤溶酶原激活物抑制剂
!

基因

表达#干扰内皮细胞表面纤维蛋白溶解特性*

/

+

($

0

%降低血管内

皮细胞一氧化氮合酶活性#使一氧化氮合成减少#引起血管痉

挛#缺血缺氧#加速细胞变性坏死*

$

+

)本研究亦发现#随着动脉

粥样硬化程度加重#血清
Ĝ

J

水平升高$

@

$

"4"5

%#这与国外

文献报道
Ĝ

J

升高#其动脉粥样硬化及脑梗死危险性上升

一致*

3

+

)

+6

二聚体是纤维蛋白单体活化后交联纤维蛋白经纤溶酶

水解产生的特异性降解产物#是反映体内凝血纤溶功能的理想

指标)通过检测血浆
+6

二聚体水平#对判定血栓形成及溶栓

治疗均有重要意义)心脑血管疾病中#血液的高凝状态以及凝

血纤溶系统的失衡在疾病的发生,发展,转归中起重要作

用*

!"

+

)

+6

二聚体在体内高表达提示体内血液有高凝状态存在

而引发继发性纤溶亢进)本研究分析还提示#

+6

二聚体水平随

着
Ĝ

J

的增高而升高#二者水平呈正相关)由于
Ĝ

J

导致动

脉硬化的机制涉及血管壁,血小板和凝血因子等几方面#激发

了机体的凝血及纤溶系统的失衡#使得体内血液高凝且纤溶功

能低下#导致
+6

二聚体水平的升高)金庆和任艳*

!!

+发现在粥

样硬化的动脉腔内存在持续的交联纤维蛋白形成和降解#

+6

二

聚体肽片段具有致动脉粥样硬化作用#而且动脉粥样硬化的程

度与血浆
+6

二聚体水平呈显著正相关#局部交联纤维蛋白的

形成和降解则会加速动脉粥样硬化的进程)可见
+6

二聚体和

血管粥样硬化互为因果#相互促进)

由此可见#大家在观察和治疗脑梗死患者时#可以将血清

Ĝ

J

与血浆
+6

二聚体联合检测#动态观察二者水平变化#在降

低血清
Ĝ

J

的同时关注患者凝血纤溶系统功能#并给予适时,

适当的对症治疗#对脑梗死的诊断,鉴别诊断,病情判断,疗效

观察及预后的预测均有十分重要的意义)
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