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系统性红斑狼疮患者外周血单个核细胞中

EFAF293G4

的表达及意义"
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要"目的
!

通过检测系统性红斑狼疮!

HCI

#患者外周血单个核细胞!

EJKA

#凋亡相关基因程序化细胞死亡因子
2

!

EFAF2

#

93G4

表达变化"从而探讨
EFAF2

基因与
HCI

发生与发展的关系%方法
!

应用逆转录
EA3

!

3B1EA3

#半定量检测
#'

例
HCI

患者和
2$

例健康者
EJKA

中
EFAF293G4

的表达%结果
!

HCI

活动期患者
EFAF293G4

阳性表达率明显高于健康

者!

!L$,$$

#$

HCI

活动期患者
EFAF293G4

表达水平明显高于稳定期患者和健康者!
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#
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#"稳定期患者
EFAF293G4

比

健康者也明显升高!

!

#

$,$+

#%

HCI

活动期患者
EJKA

中
EFAF2

的表达与反应
HCI

疾病活动的指标如
HCIF4M

&补体
A%

&抗

(/1FG4

抗体等呈显著相关!

!

#

$,$2

#%狼疮性肾炎患者和非狼疮性肾炎患者
EFAF2

表达差异无统计学意义!
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$
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#%结论

!

HCI

患者
EJKA

中
EFAF2

表达上调"且与
HCI

疾病活动相关"提示
EFAF2

通过增加表达量而导致异常淋巴细胞凋亡"参与

HCI

的发生&发展%

关键词"系统性红斑狼疮$程序化细胞死亡因子
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$凋亡$外周血单个核细胞
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程序化细胞死亡因子
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EFAF2

)

是由北京大学人类疾病基因中心从白血病细胞株
BD1+

细胞

中克隆得到的凋亡相关基因"具有促进多种细胞凋亡和抑制增

殖的效应+
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,

$系统性红斑狼疮(
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HCI

)是一种典型的自身免疫性疾病"其发病机制复杂"尚未

完全阐明$近年来淋巴细胞凋亡紊乱并伴随一些凋亡相关基

因表达异常已成为
HCI

病因研究热点$

HCI

患者外周血单个

核细胞(
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EJKA

)早期凋亡增加"导

致细胞内物质释放入血"成为自身抗原"促进自身反应性淋巴

细胞激活"产生自身抗体"进而形成循环免疫复合物沉积于多

个器官"造成多系统损害"从而促进
HCI

的发生#发展+

&
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$目

前研究发现
HCI

患者血清中
EFAF2

蛋白水平表达明显高于

健康者"而
EFAF2

在
HCI

患者
EJKA

中
93G4

水平的表达

情况还少见报道+

%

,

$因此从基因水平研究
EFAF2

表达对阐

明凋亡在
HCI

发病中的作用有更为重要的意义$
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临床资料

!,!

!

一般资料
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选择
&$$'

年
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月至
&$$'

年
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月在唐山市

开滦医院风湿免疫科门诊就诊和住院
HCI

患者
#'

例"其中男

2

例"女
#&

例*年龄
-
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岁"平均(

%2,&&V+",&$

)岁$均符合

美国风湿协会(
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HCI

的诊断标准"排除患有其他全身性

疾病者$以
HCI

疾病活动性指数(
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HCIF4M

)评价疾病活动程度"将

HCI

患者分为活动期患者
"2

例(

HCIF4M

%
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分)"稳定期患者

&&

例(

HCIF4M
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-

分)*活动期患者中初发病例
+'

例"已用激
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素或免疫抑制剂治疗病例
&!

例*依据狼疮性肾炎(
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CG

)诊断标准"将
HCI

患者分为
CG%2

例"非
CG%&

例$同期选择性别#年龄与之匹配的健康者
2$

例"其中女
"#

例"男
"

例*年龄
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实验方法
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引物设计与合成
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根据
W;0J70X

人
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序
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物"正向!
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$内参照
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2YAAA4WW

A4AA4WWWAWBW 4BWWB%Y

"反向!
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$两

对引物均由上海生物工程技术服务有限公司合成"经
E4WI

纯化$
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总
3G4

提取与
3B1EA3

反应
!

取肝素抗凝血
29C

"

淋巴细胞分离液分离
EKJA

$使用
B6*Z)?

试剂提取细胞内总

3G4

$具体操作步骤按说明书进行"用紫外分光光度计测定

3G4

纯度和浓度$
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根据
3G4

加

入量补齐$
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#$ 9*0
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加热
+$ 9*0

"以灭活

KKC1]

反转录酶"
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贮存备用$
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特异性
EFAF2
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)上游和下
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CFFa
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$经优化的
EA3

反应条件为!
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变性
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EFAF2

特异引物的退火温度为
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*优化的循环次数亦分别为
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EA3

产物电泳和半定量分析检测
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将
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'

CEA3

产

物加样至
+=

琼脂糖凝胶样品孔中"在
+\B4I

电泳缓冲液中

电泳鉴定
EA3

产物"紫外灯下观测电泳结果"照相记录实验结

果$用凝胶影像分析软件(

U
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)测定每个条带的光密

度值"并计算样品
EFAF2

条带与内参照
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条带的光密度

比值"该值是
EFAF2

基因的相对表达值(
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作为半定量
3B1EA3

结果$
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统计学方法
!

数据结果以
FV@

表示$应用
HEHH++,2

统

计软件处理数据"进行
(

& 检验#单因素方差分析和
E;76/)0

相

关性分析"以
!

#

$,$2

为差异有统计学意义$

"
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结
!!

果
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EFAF293G4

在
HCI

活动期患者#稳定期患者和健康

者
EJKA

中阳性表达率的比较
!

EFAF2

阳性表达率在健康

者#稳定期患者#活动期患者中呈逐渐升高趋势$

HCI

活动期

患者
EFAF293G4

表达阳性率与健康者比较"差异有统计学

意义(
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L+",%"
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!L$,$$

)*而活动期患者与稳定期患者比

较"差异无统计学意义(

(
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L+,$"

"

!L$,%+

)"稳定期患者与健

康者比较"差异无统计学意义(

(
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L%,&'

"

!L$,$'

)"见表
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EFAF293G4

在
HCI

活动期患者#稳定期患者和健康

者
EJKA

中表达水平的比较
!

EFAF2

在健康者#稳定期患

者#活动期患者中的表达水平逐步升高"见图
+

$方差分析结

果显示"

GL!$,"!

"
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$

HCI

活动期患者
EJKA

中
EF1

AF293G4

平均表达水平明显高于稳定期患者和健康者(

!

#

$,$+

)"

HCI

稳定期患者
EFAF293G4

表达水平高于健康

者"两者比较"差异有统计学意义(

!

#
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)"见表
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非活动期*
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"
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HCI

活动期*
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!健康对照*
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!阴性

对照*

-
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!阳性对照*
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图
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半定量检测
EFAF293G4

表达电泳图

表
+
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EFAF293G4

在
HCI

活动期#稳定期及健康者的

!!

阳性表达率和表达水平比较

组别
)

阳性率(

=

) 表达水平(

FV@

)

HCI

活动期患者
"2 -%,%%

"
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"&

HCI

稳定期患者
&& !+,!& $,!+V$,+"

"

健康者
2$ #$,$$ $,"2V$,$!

!!

"

!与健康者比较"

!

#
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!与
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稳定期患者比较"

!

#
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$
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EFAF293G4

在
HCI

活动期患者中的表达与反应疾病

活动的临床指标之间的关系
!

HCI

活动期患者
EJKA

中
EF1

AF293G4

的表达与反映
HCI

疾病活动的各项指标如
HCI1

F4M

评分#抗
(/1FG4

抗体呈显著正相关(

!

#

$,$2

)"与补体

A%

呈显著负相关(

!

#

$,$2

)*

EFAF293G4

的表达与补体
A"

无显著相关性(

!

$
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)"见表
&

$

表
&
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HCI

活动期
EFAF2

的表达与疾病活动临床

!!!

指标的相关性

临床指标
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抗
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抗体
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EFAF293G4

在
HCI

活动期患者初发病例和已用激素

或免疫抑制剂治疗病例表达水平的比较
!

EFAF293G4

在

HCI

活动期患者初发病例的表达水平为(

+,$-V$,+-

)"在已治

疗病例的表达水平为(

+,+"V$,+!

)"两者比较差异无统计学意

义(

6L$,'#%

"

!L$,"2$

)$
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!

EFAF293G4

在
CG

患者和非
CG

患者中表达水平的

比较
!

EFAF293G4

在
CG

患者和非
CG

患者中的表达水平

分别为
+,$$V$,&"

#

+,$2V$,&+

"

CG

患者的表达水平低于非

CG

患者"但差异无统计学意义(

6L+,$+"

"

!L$,%+2

)$

#

!

讨
!!

论

HCI

是一种多发于青年女性的自身免疫性疾病"其发病

可能涉及遗传背景#环境因素和免疫异常等诸多因素$有研究

表明"

HCI

的发病机制与淋巴细胞异常凋亡密切相关$细胞

凋亡要受到一系列相关基因的调控"如
D7/

#
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#

O
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#

A19

@

:

#

R7N

#

R:?1&

等基因表达异常"可使外周血淋巴细胞凋亡过程发

生障碍"从而导致免疫功能失调"诱发
HCI

+

"

,

$凋亡调控基因#

$"-+

重庆医学
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年
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月第
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卷第
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期



淋巴细胞凋亡与
HCI

之间有着内在本质的联系$

EFAF2

是

从
BD1+

细胞中克隆得到的新基因"能够促进不同凋亡诱导因

素触发下的细胞凋亡$国内外多项研究发现"

EFAF2

在与凋

亡相关疾病"如恶性肿瘤及自身免疫性疾病的发病过程中起重

要作用+

21!

,

$但关于
EFAF2

的表达与
HCI

的相关性研究鲜有

报道$

本研究检测
EFAF293G4

在
HCI

患者
EJKA

中的表达

情况"结果显示
EFAF2

在健康者#

HCI

稳定期患者和活动期

患者的阳性表达率分别为
#$,$$=

#

!+,!&=

#

-%,%%=

"提示

EFAF2

基因在健康者和
HCI

患者的
EJKA

中普遍表达"

EF1

AF2

可能对
EJKA

(以淋巴细胞为主)的凋亡有重要的调节作

用$本研究结果显示"

EFAF293G4

在活动期患者的表达阳

性率明显高于健康者(

!L$,$$

)*就
EFAF293G4

表达水平

而言"活动期患者高于稳定期患者和健康者"稳定期患者高于

健康者"三者比较"差异均有统计学意义(

!

#

$,$+

)$由此说

明"

EFAF2

在
HCI

患者
EJKA

中的过表达"尤其是活动期患

者表达更多"可能是促进
HCI

的发病和病程进展的重要因素"

并且这种表达量的增加在转录水平就已经开始"这与大多数凋

亡相关基因在
HCI

外周血表达增多并与病情有相关的趋势的

结果一致+

-

,

$据此推测
EFAF2

可能通过增加表达量而导致

淋巴细胞凋亡增多"免疫功能失调"引起
HCI

的发生#发展$

至于
EFAF2

表达阳性率和表达水平在三者比较结果不完全

一致"考虑可能与样本量有关"造成计数资料和计量资料在统

计上的差别$

HCI

的免疫学特征为体内大量自身抗体的产生"通常认

为抗
(/FG4

抗体参与疾病的发展过程$本研究结果显示"

HCI

活动期患者
EJKA

中
EFAF293G4

的表达与反应
HCI

疾病活动度的临床指标如
HCIF4M

评分#补体
A%

#抗
(/1FG4

抗体呈显著相关(

!

#

$,$2

)"进一步提示
EFAFH

的表达水平

在一定程度反映了
HCI

病情活动的变化$

有文献报道用激素或环磷酰胺治疗后的
HCI

患者
EJKA

的凋亡与治疗前比较"差异无统计学意义$本研究结果也显

示"

EFAF2

在
HCI

活动期患者的初发病例和已治疗病例的表

达差异无统计学意义"这一研究结果排出治疗因素的干扰"进

一步说明
HCI

患者
EFAF2

表达的变化是一种内源性的异常"

与
HCI

患者本身免疫异常有关$

CG

是
HCI

最常见的严重并发症"目前认为
CG

的发生与

自身抗体产生有关"自身免疫复合物在肾小球基底膜沉积"在

肾小球内发生免疫炎症反应"引起肾脏损伤$传统观点认为

FG4

与抗
(/1FG4

抗体免疫复合物沉积在肾小球基底膜是引

起
CG

发病的重要原因"但已有动物实验证明"并非是抗
(/1

FG4

抗体而是核小体及其抗体家族与
CG

发生密切相关+

+$

,

$

本研究结果显示"

CG

患者和非
CG

患者的
EFAF293G4

表

达水平差异无统计学意义(

!

$

$,$2

)"因此尚不能将
EFAF2

作为衡量
HCI

并发肾脏损伤的参考指标$

综上所述"

HCI

患者
EJKA

中
EFAF2

的表达上调"并且

依赖
HCI

疾病活动程度而升高"提示
EFAF2

可能作为淋巴细

胞凋亡的正性调控基因在
HCI

发生#发展中具有重要意义$

参与
HCI

发病的细胞凋亡基因众多"今后可进一步探讨
EF1

AF2

与其他基因的相关性"为
HCI

病因的全面揭示提供重要
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