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要"目的
!

探讨
AH4/.&)

调控
#\\.

参与结核感染的分子机制$方法
!

选择
B.

例结核病患者"结核组#和
B1

例健康体

检者"对照组#作为研究对象!采用逆转录
/

荧光定量
a*4

检测
AH4/.&)

及其靶基因
#\\.

的表达水平'在结核感染细胞模型中!

分别在
B

%

&.

%

.1I

检测
AH4/.&)

%

#\\.

及肿瘤坏死因子"

D$e

#

/

'

%白细胞介素"

-+

#

/B

的表达水平$结果
!

与对照组比较!

AH4/

.&)

在结核组的表达显著下调"

!

'

'@'9

#!

#\\.

明显上调"

!

'

'@'9

#$在结核感染细胞模型中!

BI

时
AH4/.&)

的表达显著下降

而
#\\.

表达明显升高"

!

'

'@'9

#'随时间延长两者的表达水平与对照组相比!差异无统计学意义"

!

%

'@'9

#'在
.1I

时
D$e/

'

表达增高"

!

'

'@'9

#!

-+/B

出现表达下调"

!

'

'@'9

#$结论
!

结核分枝杆菌可能通过诱导宿主
AH4/.&)

表达下调!靶向抑制

#\\.

作用减弱!

]K<

通路活性降低!进而打破免疫调节平衡促进结核病的发生$
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结核病由结核分枝杆菌$

6D:

%感染引起#仍然是威胁人

类健康的公共卫生问题*据世界卫生组织
.'&B

年全球结核病

报告显示(

&

)

#世界范围内估计约有
&'1'

万新发病例和
&1'

万

死亡病例#结核病仍然是全球十大死因之一*深入研究结核病

的发病机制对结核病的防控有着重要的意义*微小
4$%

$

AH4$%

%是一类存在于真核细胞中约
&)

"

..

个核苷酸的内

源性非编码小分子
4$%

#在疾病的发生'发展过程中发挥着重

要的作用(

.

)

*近年来研究报道#

AH4$%

能够调节
6D:

感染

的宿主免疫应答#在结核病的进程中有着十分重要的意义(

(

)

*

课题组前期芯片结果发现#

AH4/.&)

在结核组与对照组间有明

显差异*查阅文献(

1/9

)发现
AH4/.&)

可靶向结合
]K<

通路

抑制剂111

#H7RR;

?

J

相关蛋白
.

$

#\\.

%#影响
]K<

信号转

导*同时有研究表明(

B

)

#

]K<

信号通路参与宿主对
6D:

的免

疫应答*而
AH4/.&)

调控
#\\.

对
]K<

通路活性的影响是否

与结核感染机制有关#尚无相关报道*因此#本研究分析结核

病患者和健康对照者
AH4/.&)

及
#\\.

的表达情况#并进一

步在结核感染细胞模型中对其调控机制进行初步研究#旨在探

讨
AH4/.&)

调控
#\\.

参与结核感染的分子机制#为
AH4/.&)

作为结核病诊断标志物的研究提供新的证据*

$

!

资料与方法

$@$

!

一般资料
!

收集
.'&9

年
2U&&

月就诊于四川大学华西

医院的初发未诊治活动性结核患者
B.

例#将其作为结核组*

诊断标准依据国家肺结核诊断标准$

],.))/.'')

%*排除患有

其他呼吸系统'感染性'自身免疫性疾病'肿瘤*选择同期健康

体检者
B1

例作为对照组$既往无结核病史#结核相关检查阴

性'三大常规检查和胸片检测结果无明显异常%*本研究由四

川大学华西医院伦理委员会授权(授权号!

&C)

$

.'&1

%)#并经过

研究对象知情同意*

+

C11(

+

检验医学与临床
.'&2

年
&.

月第
&1

卷第
.(

期
!

+>F6E!*GHK

!

#E7EAFE=.'&2

!

W;G@&1

!

$;@.(

"

基金项目!国家自然科学基金项目$

)&12.'.B

&

)&B2.'C9

%*

!!

作者简介!李引钰#女#主管技师#主要从事结核病方面的研究*

!

#

!

通信作者#

0/A>HG

!

!;7FP

M!

&.B@7;A

*



$@/

!

方法

$@/@$

!

标本的采集和处理
!

采集研究对象乙二胺四乙酸

$

0#D%

%抗凝全血
.A+

#与平衡盐液等比混匀#缓慢加入到
(

A+eH7;GG/a>

Q

NEa+3,

$美国
S0

%液面上方#共
1''

O

#

&)

"

.'[

离心
('

"

1'AHK

#吸取中间单个核细胞层#

.9''=

"

AHK

离心
&'AHK

吸弃上清液留取沉淀#加入
&A+D=HT;G

试剂$美

国
-KLH<=;

O

EK

%#吹打混匀后#冻存于
U)'[

备用*采用
D=HT;G

试剂严格按照说明书提取外周血单个核细胞中总
4$%

#

U)'[

保存*

$@/@/

!

AH4/.&)

及
#\\.

体内表达水平的检测
!

首先利用

4ELE=<%H!eH="<,<=>K!7#$%,

M

K<IE"H"\H<

$美国
DIE=A;

%在

LE=H<

M

CBPEGGDIE=A>G*

M

7GE=

$美国
%

??

GHE!:H;"

M

"<EA"

%上将

模板
4$%

逆转录生成互补
#$%

#再在
+H

O

I<*

M

7GE=1)'

实时

荧光聚合酶链反应$

a*4

%仪$德国
4;7IE

%上用
,f:4a=EAHY

0YD>

Q%

试剂盒$日本
D>\>4>

%进行荧光定量
a*4

#

.

/

**

*<表

示相对表达量*

4$3B

作为
AH4/.&)

的内参#

)

/>7<HK

作为

#\\.

的内参*

$@/@'

!

AH4/.&)

调控
#\\.

机制的初步研究
!

$

&

%体外结核

感染细胞模型的建立*采用中国科学院上海细胞库的小鼠巨

噬细胞系
4%].B1@2

*将冻存的细胞复苏后#置于含
&'̀

胎

牛血清的
&B1'

培养基$美国
b

M

7G;KE

%中进行培养#生长达到

2'̀

"

)'̀

融合度时进行传代#在细胞生长稳定后收集细胞*

根据文献(

2/C

)报道#用结核菌素试验$

aa#

组%刺激巨噬细胞

模拟结核感染细胞模型#以磷酸盐缓冲液$

a:,

组%作为空白对

照#分别在
B

'

&.

'

.1I

收集细胞及上清液*细胞用于
4$%

的

提取#上清液用于细胞因子水平的检测*$

.

%细胞总
4$%

提

取及检测*收集的细胞中加
&A+D=HT;G

试剂#充分吹打裂解

后提取
4$%

*在小鼠巨噬细胞中#检测
AH4/.&)

#

4$3B

作为

内参&检测
#\\.

和炎性因子肿瘤坏死因子$

D$e

%

/

'

'白细胞

介素$

-+

%

/B

#甘油醛
/(/

磷酸脱氢酶$

S%a#b

%作为内参#方法同

前*$

(

%细胞培养上清液中细胞因子水平的检测*收集细胞培

养上清液#采用小鼠
D$e/

'

酶联免疫吸附试验$

0+-,%

%试剂

盒$中国四正柏%#按试剂说明书检测*

$@/@1

!

4$%

检测的质量控制
!

用
$>K;WNEaGN"

微量分光光

度计$美国
S0

%测定
4$%

的浓度和纯度#

5#

值$

.B'KA

"

.)'

KA

%在
&@)

"

.@'

之间纯度较好*选取纯度较好的标本检测#

所有位点的荧光
a*4

检测均重复两次#以保证结果的准确性*

在
4$%

提取和检测过程中#设置
!!b

.

5

作为阴性对照*

$@'

!

统计学处理
!

采用
,a,,..@'

统计软件进行分析处理#

正态分布的计量资料采用
DVE

表示#组间比较采用
=

检验&非

正态分布的计量资料采用中位数和四分位数间距(

F

$

!

.9

#

!

29

%)#组间比较采用秩和检验*用
S=>

?

I

?

>!

?

=H"A9

软件对差

异表达的
AH4$%

绘制受试者工作特征$

45*

%曲线#判断其诊

断价值*以
!

'

'@'9

为差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/@$

!

纳入人群的基本特征
!

本研究纳入的
B.

例结核患者中#

包括
()

例肺结核和
.1

例肺外结核患者*研究对象基本特征

见表
&

*年龄和性别构成在结核组和对照组间的差异均无统

计学意义$

!

%

'@'9

%#具有可比性*实验室检查中#结核组和

对照组的清蛋白'红细胞计数'血红蛋白'红细胞比容和血小板

计数差异有统计学意义$

!

'

'@'9

%#而谷氨酸氨基转移酶

$

%+D

%'天门冬氨酸氨基转移酶$

%,D

%'尿素氮'血肌酐'白细

胞和单核细胞计数在两组间的分布差异无统计学意义$

!

%

'@'9

%*

/@/

!

外周血单核细胞中
AH4/.&)

及
#\\.

的表达水平分析

!

在结核病患者中#

AH4/.&)

的表达水平为
'@1)

$

'@.(

#

'@))

%#

对照组为
&@'(

$

'@B9

#

&@B9

%#两组相比#结核组明显低于对照

组#差异有统计学意义$

!

'

'@'9

%*为进一步评价
AH4/.&)

对

结核病的诊断价值而绘制
45*

曲线#

AH4/.&)

的曲线下面积

$

%3*

%为
'@29B1

#

C9̀ ?/

!

'@B2.&

"

'@)1')

#诊断结核的灵

敏度为
'@B9

#特异度为
'@2)

*

#\\.

在结核组中的表达水平

为
9@9(

$

&@2C

#

.&@'B

%显著高于对照组的
'@CC

$

'@9B

#

&@)'

%#差

异有统计学意义$

!

'

'@'9

%*遂进一步在体外细胞模型中初

步探讨
AH4/.&)

调控
#\\.

参与结核感染的分子机制*

/@'

!

AH4/.&)

调控
#\\.

在结核感染分子机制中的初步研究

/@'@$

!

结核感染细胞模型中
AH4/.&)

'

#\\.

及炎性因子的

A4$%

表达水平
!

收集分别与
aa#

'

a:,

共孵育
B

'

&.

'

.1I

的

巨噬细胞#分析结核感染细胞模型中
AH4/.&)

'

#\\.

'炎性因

子$

D$e/

'

'

-+/B

%的表达变化*发现在
BI

时#

aa#

组的
AH4/

.&)

水平明显低于
a:,

组#而
#\\.

的表达明显高于
a:,

组#

差异均具有统计学意义$

!

'

'@'9

%*

aa#

组的
D$e/

'

基因

A4$%

表达水平随时间延长逐渐增高#在
.1I

的水平显著高

于
a:,

组#差异有统计学意义$

!^'@'(&

%&而
-+/B

在
.1I

低

于
a:,

组#差异有统计学意义$

! '̂@'&.

%*见表
.

*

表
&

!!

两组研究对象的基本特征

组别
*

年龄$岁#

DVE

% 男"女$

*

"

*

%

%+D

(

-3

"

+

#

F

$

!

.9

#

!

29

%)

%,D

(

-3

"

+

#

F

$

!

.9

#

!

29

%)

清蛋白

$

O

"

+

#

DVE

%

尿素氮

$

AA;G

"

+

#

DVE

%

结核组
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+

#
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$

!

.9

#

!

29

%)
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+

#

DVE

%
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O
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#

DVE
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_&'
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+

#
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%
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表
.

!!

aa#

组和
a:,

组
AH4/.&)

&

#\\.

及炎性因子的
A4$%

表达水平#

DVE

%

组别
AH4/.&)

BI &.I .1I

#\\.

BI &.I .1I

aa#

组
'@BBV'@&( &@'BV'@&& &@'(V'@&' .@'1V'@'2 &@'2V'@'C '@)2V'@&(

a:,

组
'@C)V'@'C &@'&V'@&( &@'&V'@&1 &@'.V'@&' &@'&V'@&. '@C)V'@&1

! '@'.B '@9C2 '@)2C

'

'@''& '@9&& '@(11

组别
D$e/

'

BI &.I .1I

-+/B

BI &.I .1I

aa#

组
'@CBV'@&& &@'2V'@&& &@(BV'@&( '@)&V'@&& &@'1V'@&. '@B(V'@&&

a:,

组
'@CCV'@') &@''V'@'1 '@CCV'@&9 &@'&V'@'C '@C)V'@') &@'(V'@&.

! '@BBC '@(B9 '@'(& '@'B) '@9.& '@'&.

/@'@/

!

结核感染细胞模型中
D$e/

'

的表达水平
!

根据
.@(@&

结果显示#

D$e/

'

基因
A4$%

表达水平在
aa#

刺激
.1I

后

明显升高#收集
B

'

&.

'

.1I

的细胞培养上清液对其进行蛋白水

平验证*分析发现#

D$e/

'

的水平随时间延长逐渐增高#在
.1

I

时在
aa#

组显著高于
a:,

组#差异有统计学意义$

!^

'@'&&

%#与基因表达情况一致*见表
(

*

表
(

!!

D$e/

'

在
aa#

组和
a:,

组中的表达差异#

?O

$

A+

'

DVE

%

D$e/

'

aa#

组
a:,

组
!

BI .2)@.&V9C@2' .C.@BCV1B@2. '@22B

&.I ())@'BVB9@B2 ()'@('V2&@B1 '@)C2

.1I B11@2)V99@.. 1((@9)VB&@&C '@'&&

'

!

讨
!!

论

!!

AH4$%

参与细胞的生长'分化'增殖'凋亡等各个环节#已

成为近年来研究的热点*大量的研究发现
AH4$%

调节结核

感染的发病机制#在结核病的进程中发挥重要的作用(

&'

)

*

AH4/.C

可通过在转录后水平靶向作用于
+

/

干扰素
A4$%

的

(h3D4

#下调
+

/

干扰素的表达#抑制机体对
6D:

的免疫应

答(

&&

)

*

#;=I;H

等(

&.

)研究发现在
AH4/..(

缺陷的小鼠中#异常

分化的粒细胞增加会加大组织的损伤与破坏#导致
6D:

的易

感性增加*

AH4/&11

可能通过调节细胞因子产生和
D

细胞增

殖来调节抗结核免疫(

&(

)

*这表明
AH4$%

与结核感染密切相

关#需加大其参与免疫应答的机制研究*

AH4/.&)

是一种脊椎

动物特异性内含子
AH4$%

#作为肿瘤抑制因子通过靶向与增

殖'凋亡和侵袭相关的致癌基因#在癌症的发展过程中发挥关

键作用(

&1

)

*

4>;

等(

&9

)发现
AH4/.&)

在宫颈癌组织中的表达与

正常宫颈组织相比#显著下调*

f>K

O

等(

&B

)发现
AH4/.&)

通过

-+/B

"

,D%D(

信号通路调节作为肺癌肿瘤抑制因子#降低细胞

增殖'侵袭和肿瘤形成从而抑制肿瘤生长*也有研究发现#

AH4/.&)

参与慢性炎症反应#在小鼠结肠炎相关的肿瘤中被显

著诱导#可能在炎症到癌变的转化过程中发挥特异作用(

&2

)

*

而结核同样作为慢性炎症疾病#尚未有
AH4/.&)

参与其感染机

制的研究报道*本研究首次发现
AH4/.&)

在结核患者外周血

单个核细胞中的表达相比健康对照显著下调#提示
AH4/.&)

可

能在结核的发生'发展过程中起着重要作用*通过分析
45*

曲线显示
%3*

为
'@29B1

#灵敏度为
'@B9

#特异度为
'@2)

#表

明
AH4/.&)

对结核具有一定的诊断价值#可作为潜在的生物标

志物#为下一步研究提供线索*

#\\.

属于
#\\

家族#通过结合
+#+

受体相关蛋白

$

+4a9

"

B

%调控
]K<

"

)

/7><EKHK

信号#是涉及
]K<

信号转导抑

制的关键基因(

&)

)

*

b>"">K

等(

9

)的研究发现#

AH4/.&)

通过下

调
]K<

信号转导抑制剂!硬化蛋白$

,5,D

%#

#\\.

和分泌型

卷曲相关蛋白
.

$

,e4a.

%#激活
]K<

信号转导#在成骨分化和

肿瘤转移过程中发挥作用*

XI>K

O

等(

1

)再次验证了
AH4/.&)

能直接靶向
]$D

信号通路拮抗剂的
,e4a.

和
#\\.

#导致

]K<

"

)

/

连环蛋白信号转导活性的增强*有研究证实#下调的

#\\.

导致
]K<

信号通路激活#参与慢性炎症反应而促进肝

纤维化(

&C

)

*检测本实验外周血单个核细胞中
#\\.

的表达水

平#发现结核组的
#\\.

表达较对照组明显上调#与前面
AH4/

.&)

下调的结果相符*原因可能为
AH4/.&)

的下调降低其对

#\\.

的抑制作用#从而导致
#\\.

水平升高*随后用
aa#

刺激巨噬细胞建立结核感染细胞模型#分析细胞模型中
AH4/

.&)

和
#\\.

的表达情况#发现在
BI

时
AH4/.&)

表达下降而

#\\.

表达升高#随着时间延长#两者的表达水平与对照组相

平*这表明结核感染巨噬细胞早期可以出现
AH4/.&)

下调#

#\\.

相反地升高#与外周血单个核细胞中变化模式一致*鉴

于
]K<

通路在结核病的发展过程中起着关键作用(

B

)

#由此推

测!结核感染刺激巨噬细胞后#

AH4/.&)

表达下调#靶向抑制

]K<

通路拮抗剂
#\\.

作用减弱#

]K<

通路活性降低#进而参

与机体对抗结核感染的免疫应答*在
6D:

感染宿主后#机体

会产生多种细胞因子参与炎症反应和免疫应答*

D$e/

'

是由

活化的巨噬细胞产生的前炎性细胞因子#能启动抗菌炎症反

应#在机体抵抗结核杆菌的过程中起着关键作用&并且结核患

者
D$e/

'

的水平较健康对照者显著上调#随着病情的加重其

水平也随之上升(

.'

)

*细胞模型中的研究结果也发现#

aa#

组

D$e/

'

的基因表达水平随着时间逐渐升高#

.1I

时与
a:,

组

比较#差异有统计学意义$

!

'

'@'9

%#随后在蛋白水平进行验

证#两者结果一致*

-+/B

由多细胞产生具有广泛的生物学活

性#

6D:

可诱导
-+/B

上调以抵御机体固有免疫(

.&

)

*本研究中

-+/B

的基因表达逐渐升高至
&.I

后开始下降#在
.1I

时显著

低于
a:,

组*可据此推测发生
6D:

感染时#细胞因子随着疾

病的发生'发展处于动态变化过程#机体的免疫平衡被破坏时

其表达也会发生变化*

综上所述#本研究在群体标本和细胞模型中对
AH4/.&)

进

行初步研究发现!

6D:

可能通过诱导宿主
AH4/.&)

表达下调#

靶向抑制
#\\.

作用减弱#

]K<

通路活性降低#进而打破免疫

调节平衡促进结核病的发生*该研究结果仍需扩大样本量#并

进一步从正反双向探讨调控机制*
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