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表达的研究
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要"目的
!

从天然免疫角度探讨尖锐湿疣发病机制%方法
!

收集尖锐湿疣患者
"2

例及健康对照者
&2

例"用实时荧光定

量
EA3

技术检测外周血单个核细胞!

EJKA/

#

BC3&

&

%

&

-93G4

的表达%结果
!

尖锐湿疣组
EJKA/BC3&

&

%

&

-93G4

表达水

平与健康对照组比较"差异无统计学意义!

!

$

$,$2

#%结论
!

尖锐湿疣患者循环中的天然免疫受体
BC3&

&

%

&

-

可能并未在抗尖

锐湿疣病毒感染的免疫过程中起作用%

关键词"尖锐湿疣$
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尖锐湿疣(
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?)97577:89*0757

"

A4

)是由人乳头瘤病毒

(

Ê]

)感染生殖器#会阴或肛门等部位所引起的一种常见的#

易复发的性传播性疾病$

B)??

样受体(

5)??1?*X;6;:;

O

5)6/

"

BC3/

)是近年来发现的天然免疫应答中的细胞跨膜受体及病

原模式识别受体(

O

755;606;:)

Q

0*5*)06;:;

O

5)6

"

E33

)之一"其可

以通过广泛特异性识别病原微生物"偶联信号传导途径"并激

活天然免疫细胞"最终导致一系列免疫反应+

+1&

,

$有研究表明"

A4

病程与机体免疫有重要的关系"但在
BC3/

与
A4

易感性

关系方面的研究尚鲜有报道$作者采用实时荧光定量
EA3

技

术观察并比较
A4

患者和正常人外周血单个核细胞(

O

;6*

O

<;67?

R?))(9)0)08:?;76:;??/

"

EJKA/

)

BC3/

(主要是与病毒感染相

关的
BC3&

#

%

#

-

)的表达"以从天然免疫角度探讨
A4

发病

机制$

!

!

临床资料

!,!

!

研究对象
!

收集
&$$#

年
'

月至
&$$#

年
+&

月在上海交

通大学附属上海市第六人民医院皮肤科#性病科就诊的
A4

+

%

,

患者
"2

例"所有病例均经临床和病理确诊"年龄
+-

!

!$

岁"平

均(

%+,+V+&,"

)岁"病程
&

周至
+$

个月"

+

个月内未接受系统

糖皮质激素及其他免疫抑制剂治疗$另外收集健康对照者
&2

例"年龄
&&

!

2'

岁"平均(

&-,2V!,'

)岁$

!,"

!

EJKA/BC3-

测定
!

无菌抽取外周静脉血
29C

"予

%,!=

枸橼酸钠抗凝"

D*:)??1<

@O

Z8;

淋巴细胞分离液(上海华精

高科技有限公司)分离
EJKA/

"用
B6*Z)?

(美国
M0S)56*

Q

;0

公

司)提取
EJKA/

内总
3G4

"取等量
3G4

逆转录合成
:FG4

(美国
E6)9;

Q

7

公司)"采用荧光染料法(

HdJ3W6;;0

)实时监

测
EA3

产物量$

BC3-

及
&

17:5*0

引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成"见表
+

$

!,#

!

建立标准曲线
!

通过构建标准品(已知拷贝数)标准曲线

对样品进行定量检测$抽提
BC3-

质粒作为标准品建立标准

曲线"依据标准曲线得到样品中目的基因拷贝数*同时以管家

基因
&

17:5*0

作为内参建立标准曲线"得到标本样品中管家基

因拷贝数*将目的基因的拷贝数用管家基因进行校准"最后得

到的校正拷贝数即为目的基因绝对定量$

!,G

!

EA3

反应体系
!

BC3

及
&

17:5*0EA3

反应体系!

BC3&

'

"

'

-

'

&

17:5*0

为
HdJ3W6;;0EA3K7/5;6K*N+&,2

'

C

"引物
D

$,%

'

C

"引物
3$,%

'

C

"

:FG4

模板
%,$

'

C

"

((̂

&

[!,-

'

C

$

!,H

!

扩增条件
!

上述各基因的扩增条件为!

-2_

预变性
"

9*0

*

-"_

变性
"$/

"

2!_

退火
%$/

"

'&_

延伸
&$/

"

%2

个循

环*

'&_

延伸
%$/

$结果以目的基因绝对表达量"即(目的基

因拷贝值'
&

17:5*0

拷贝值)

\+$$$

的校正拷贝数以
FV@

表示$

!,N

!

统计学方法
!

采用
HEHH++,2

统计软件进行数据处理$

各组数据间比较采用
6

检验分析"以
!

#

$,$2

为差异有统计学

意义$

"

!

结
!!

果

",!

!

BC3&

#

%

#

-

及
&

17:5*0EA3

产物电泳图
!

封
&

图
+

为

BC3&

#

%

#

-

及
&

17:5*0EA3

产物
+,2=

琼脂糖凝胶电泳图"抽

提的
3G4

没有降解及受到污染$
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!

两组
EJKA/

中
BC3&

#

%

#

-

基因表达水平比较
!

A4

组

EJKA/

中
BC3&

#

%

#

-93G4

表达量与健康对照组比较"差异

均无统计学意义(

!

$
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值分别为
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表
+

!!

BC3&

#

%

#

-

及
&

17:5*0

引物序列及扩增片段

引物 序列 扩增片段(

R

O

)

BC3&1D 2Y1BAWW44BWBA4A4WW4A4WA1%Y

BC3&13 2Y1A4WBBA4B4ABBWA4AA4ABA4A1% "$2

BC3%1D

(

2Y1%Y

)!

A44WB4AABWA4WABW4AB4W

*

BC3%13

(

2Y1%Y

)!

4WAAWBBWW4ABAA44WBB44

*

%&%

BC3-1D 2Y14A4WABWAWA44WABB44AA1%Y

BC3-13 2Y1ABW4BWAWWBBWBAAW4A4W1%Y &!&

8̂970

&

17:5*01D 2Y1BA4AAA4A4ABWBWAAA4BAB4AW41%Y

8̂970

&

17:5*013 2Y1A4WAWW44AAWABA4BBWAA44BWW1%Y %$$

表
%

!!

两组
EJKA/

中
BC3&

#

%

#

-93G4

表达量

!!!!!!

比较$

FV@

%

组别
) BC3& BC3% BC3-

A4

组
"2 $,%#-V$,+$- +,$+V$,&!$ $,+&$V$,$&!

健康对照组
&2 $,"&+V$,+&! +,$#V$,&!! $,+&-V$,$%"

#

!

讨
!!

论

A4

是由
Ê]

引起的增生性疾病$人体免疫状态是影响

A4

发生#转归的重要基础之一$临床上伴细胞免疫缺陷的

A4

患者皮疹常持续不退"其外周血中抑制性
B

细胞数增多#

自然杀伤细胞功能低下"

A4

者自然杀伤细胞产生
/

1

干扰素和

白介素
1&

减少+

"

,

$

自
+--'

年
b70;T7

@

等鉴定了第
+

个果蝇
B)??

蛋白的人类

同源体---

BC3/

后"迄今为止"已相继报道在人类发现了
++

种
BC3/

(

<BC3+

!

++

)$其主要分布于免疫细胞"如树突状细

胞(

FA/

)#淋巴细胞#单核巨噬细胞及少数非免疫细胞"如成纤

维细胞及上皮细胞中"通过识别病原微生物表面保守的病原体

相关分子模式及一些内源性配体"介导急性炎症反应"释放大

量致炎因子"如
MC1+

#

MC1#

#

BGD1

+

等"同时通过诱导
FA/

分化

成熟"辅助抗原特异性的获得性免疫应答(主要是
B<+

型免疫

应答)的建立+

2

,

$因此"作为天然免疫系统的主要组成部分"

BC3/

在宿主抗感染的防御反应中扮演着重要角色$不同的

BC3/

可以在一定程度上识别并区分不同类型病原体"

BC3&

识别肽聚糖#脂磷壁酸等成分*

BC3%

识别双链
3G4

*

BC3-

识别细菌#病毒特殊序列胞嘧啶磷酸鸟苷(

A

O

WFG4

)$目前

对
BC3/

在病毒感染中作用的研究主要集中在
BC3&

#

%

#

-

+

#

,

$

在本实验中应用实时荧光定量
EA3

技术观察并比较
A4

患者

和健康者
EJKA/

中与病毒感染相关的
BC3/

(

BC3&

#

%

#

-

)的

表达"结果显示"

A4

组与健康对照组比较"

BC3&

#

%

#

-

表达的

差异均无统计学意义(

!

$

$,$2

)"提示
A4

患者循环中的天然

免疫受体
BC3&

#

%

#

-

可能并未在抗
A4

病毒感染的免疫过程

中起作用$病毒感染后建立有效的免疫机制涉及到病毒抗原

的提呈#免疫反应的激活和效应细胞清除病毒感染的靶细胞等

%

个环节"其中任何一个或多个环节发生障碍即可导致免疫功

能缺陷+

'1-

,

"由于
Ê]

感染是非溶细胞性的"很少由病毒抗原

释放给抗原提呈细胞"且
Ê]

抗原主要在分化成熟的角质形

成细胞中表达"而皮肤中的抗原提呈细胞---郎罕细胞主要分

布在基底层和中层表皮细胞"所以很少有机会接触病毒抗原并

递呈给真皮内免疫活性细胞"不能形成针对
Ê]

感染的免疫

反应+

+$

,

$因此作者推测
A4

患者的免疫缺陷主要存在于感染

局部"对系统中天然免疫受体识别作用影响不大$当然也不能

排除机体通过其他途径来识别
A4

病毒$

参考文献"

+

+

,

K;(Z<*5)S3

"

E6;/5)01̂ 86?R865E

"

b70;T7

@

A4b6,4<81

970<)9)?)

Q

8;)P5<;F6)/)

O

<*?7B)??

O

6)5;*0/*

Q

07?/7:1

5*S75*)0)P7(7

O

5*S;*9980*5

@

+

b

,

,G7586;

"

+--'

"

%!!

!

%-",

+

&

,

B;66

@

>,B<;R*)?)

Q@

)PB)??1?*X;6;:;

O

5)6/

+

b

,

,A

@

5)X*0;

W6)T5<D7:5)63;S*;T/

"

&$$$

"

++

!

&+-,

+

%

, 赵辨
,

临床皮肤病学+

K

,

,%

版
,

南京!江苏科学技术出版

社"

&$$%

!

2%2,

+

"

, 林能兴"

"

亚庭
,

尖锐湿疣患者自然杀伤细胞活性及其与

血清
MDG1

/

#

MC1"

的相关性研究+

b

,

,

中国皮肤性病学杂

志"

&$$&

"

+#

(

%

)!

+2$,

+

2

,

4X*67H

"

f;975/8H

"

B7X;8:<*[,E75<)

Q

;06;:)

Q

0*5*)0

70(*0075;*9980*5

@

+

b

,

,A;??

"

&$$#

"

+&"

(

"

)!

'!%,

+

#

,

>*

@

)/<*B7X;(7

"

H<*Z8)4X*67,B)??1?*X;6;:;

O

5)6/*0*01

075;*9980*5

@

+

b

,

,M05M9980)?

"

&$$2

"

+'

(

+

)!

+,

+

'

,

HZ)?0)X

@

W

"

J7571A/)6

Q

)c

"

>;0(;6;//

@

4H

"

;57?,49701

0)/;1R*0(*0

Q

6;:;

O

5)6*/;N

O

6;//;()0<8970X;675*0)1

:

@

5;/70(9;(*75;/X*??*0

Q

)PA70(*(77?R*:70/

+

b

,

,bM0S;/5

F;6975)?

"

&$$+

"

++'

(

&

)!

&$2,

+

!

,

H)0

Q

EM

"

E76XdK

"

4R67<79 B

"

;57?,̂ 8970X;675*0)1

:

@

5;/;N

O

6;//P80:5*)07?AF+"70(5)??1?*X;6;:;

O

5)6"

+

b

,

,

bM0S;/5F;6975)?

"

&$$&

"

++-

(

&

)!

"&",

+

-

, 郝飞"叶庆倩
,

人乳头瘤病毒感染局部细胞免疫缺陷的形

成机制+

b

,

,

国外医学皮肤性病学分册"

&$$+

"

&'

(

%

)!

+#%,

+

+$

,

C;*

Q

<MK

"

W?)S;6Kb,A8570;)8/T765/70(589)8/*0*91

980)/8

OO

6;//;(

O

75*;05/

+

b

,

,b3H):K;(

"

+--2

"

!!

(

&

)!

#+,

(收稿日期!

&$$-1++1+$

!

修回日期!

&$+$1$+1+$

)

-#-+

重庆医学
&$+$

年
!

月第
%-

卷第
+2

期




