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"摘要#

!

目的
!

探究长链非编码
CY4

"

S,DCY4

$在类风湿性关节炎"

C4

$患者外周血单个核细胞"

ATR3+

$和健康人
ATR3+

中的差异表达!并对其分析以进一步阐明
C4

的发病机制%方法
!

选取
1%$)

年
$U0

月在该院风湿免疫科就诊的
C4

患者
11

例

作为观察组!

11

例健康人作为对照组%采用
4

N

#8I,E>GKH,S,DCY4

芯片测定
2

例
C4

患者和
2

例健康人的
ATR3+

中的
S,.

DCY4

和
KCY4

的差异表达'利用
@V

以及
AHE6JH

7

分析检测出差异表达的
S,DCY4

的功能分布!构建起
S,DCY4.KCY4

的共

表达网络!采用
;FH,+.

与
3#+.

预测其中与
C4

发病相关的
S,DCY4

%结果
!

S,DCY4

在
C4

患者的
ATR3+

和健康人的
ATR3+

中

共存在
$)1'

条差异表达!

KCY4

差异表达则有
/2$

条%

@V

&

AHE6JH

7

分析表明!差异表达的
KCY4

的主要功能是参与蛋白激

酶&核苷酸&金属离子的结合和转录调节!还参与
T

细胞受体信号通路&

;Y?

信号通路的调节%经过
3#+.

和
;FH,+.

分析预测和
CI.

H8.E#KIA3C

验证后找到
'

个
S,DCY4

可能与
C4

发病有关!分别为
YVY><4;$1%)()

&

GD&/%k

&

YVY><4;%'$2%$

%结论
!

S,.

DCY4

在
C4

患者
ATR3+

和健康人
ATR3+

中存在差异表达!

YVY><4;$1%)()

&

GD&/%k

&

YVY><4;%'$2%$'

个
S,DCY4

可

能与
C4

的发病有关%
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类风湿性关节炎$

C4

%是一种常见的由多种因素引起的自

身免疫性疾病#其病理改变主要为滑膜关节的破坏和慢性炎

症&

$

'

)长链非编码
CY4

$

S,DCY4

%是一类长度大于
1%%9

M

的

CY4

分子#但不编码蛋白质)近年来有研究表明
S,DCY4

不

但在细胞中起着传递信息的中间媒介的作用#而且还通过影响

基因的转录调控蛋白质的表达&

1

'

#可能与
C4

的发病有关)本

研究通过探究
S,DCY4

在
C4

患者
ATR3+

和健康人
ATR3+

中的差异表达#筛选与
C4

发病有关的
S,DCY4

#现报道如下)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

选取
1%$)

年
$U0

月在本院风湿免疫科就诊

且确诊为
C4

的患者
11

例作为观察组#

11

例健康人作为对照

组)其中
C4

的诊断标准根据
1%$%

年美国风湿病学会$

43C

%

和欧洲抗风湿病联盟$

5̀ :4C

%的
C4

分类标准&

'

'

#所有患者

评分均大于
)

分#年龄
'2

#

2$

岁#平均$

01&$1['&1$

%岁#所有

患者均为女性(对照组
11

例来源于同期于本院进行体检的健

康人群#年龄
')

#

0/

岁#平均$

01&'0['&2'

%岁#均为女性)两

组患者的年龄比较差异无统计学意义$

!

$

%&%2

%#具有可

比性)

@&A

!

方法

@&A&@

!

试剂与仪器
!

D=Y4

反转录试剂盒*

;F#c"8

试剂*

<BTC

-''1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期



表
$

!!

CIH8.E#KIA3C

引物

S,DCY4

正向引物$

?

% 反向引物$

C

% 产物长度$

9

M

%

GD&/%k 2l.4;;33<<;@;<<@3<<;3<@;@.'l 'l.34@;44;4;@;;3;@@34;3@;.2l $)(

YVY><4;%'$2%$ 2l.33;;@;;33;4@;@@;;;@3.'l 'l.4@4@;;;@3;;3@@3;@3;4.2l 120

YVY><4;$1%)() 2l.4@@344344@;344@@4;443.'l 'l.;;@@3;@;34;3;@44433.2l $00

@4A=> 2l.@3433;344@@3;@4@443.'l 'l.;@@;@44@43@334@;@@4.2l $'/

@FII,CIH8.E#KIA3CKH+QIFK#P

试剂均购自
;HQHFH

公司(人

淋巴细胞分离液购自灏洋生物有限公司(

=5A3

水购自索莱宝

公司(

CIH8.E#KIA3C

引物购自上海生工生物工程技术服务有

限公司(

4

N

#8I,E>GKH,S,DCY4R#DF"HFFH

7

芯片为
4

N

#8I,E

公

司提供的
S,DCY4

芯片#探头为
KIF

的长寡核苷酸#可覆盖包

括
TF"H!S,+E#EGEI

*

;̀ 3A 3HEH8"

N

*

3̀<3 :#,DCY4+ ;FH,.

+DF#

M

E+

等多个数据库最新的
S,DCY4

信息#还可同时检测
S,.

DCY4

和
KCY4

#分析两者的关系(图像采集数据分析等均由

欧易公司完成)

@&A&A

!

收集细胞
!

采集
C4

患者和健康人的外周静脉血
2

K:

保存于
5=;4

抗凝管中#高速离心后#将血浆转移至
$&2

K:5A

管中#冻存于
U/%g

冰箱中备用(离心后的血细胞层适

应淋巴细胞分离液分离
ATR3

#离心后用
%&$K"8

"

:AT<

洗涤

ATR3+

细胞#同样冻存于
U/%g

冰箱中备用)

@&A&B

!

提取总
CY4

!

采用
;F#c"8

法提取总
CY4

)先使用

K#F_H,HCY4

提取试剂分别提取
C4

患者和健康人
ATR3+

中的总
CY4

#纯化后使用
4

N

#8I,E1$%%

分析仪对总
CY4

进行

质量*定量的分析)

@&A&C

!

分析
S,DCY4

表达谱
!

按照
D=Y4

反转录试剂盒说明

书分别对
C4

患者和健康人的
;"EH8CY4

进行
D=Y4

的合

成#体外转录合成
DCY4

)反转录
DCY4

后荧光标记#对产物

进行
4

N

#8I,E>GKH,S,DCY4 R#DF"HFFH

7

芯片杂交#完成后使

用
4

N

#8I,E@I,I<

M

F#,

N

软件对检测数据进行分析#其中#观察

组患者的
S,DCY4

比对照组的变化超过
1

倍且
!

%

%&%2

者定

义为差异表达)使用
@V

*

AHE6JH

7

分析差异表达的
KCY4

的

功能属性并进行生物学途径分析#构建
S,DCY4.KCY4

的共

表达网络)使用
3#+.

和
;FH,+.

分析最有可能与
C4

发病相关

的
S,DCY4

)

@&A&D

!

CIH8.E#KIA3C

验证实验
!

在筛选出差异表达的
S,.

DCY4

中#选取差异倍数较大的
S,DCY4

作为验证对象#

@4A.

=>

作为内参#进行
CIH8.E#KIA3C

反应$引物见表
$

%)

A3C

反应条件为预变性
(2g'%+

#变性
(2g2+

#退火
2/g'%+

#

延伸
-1g'%+

(总共进行
0%

的循环)最后计算
C4

患者的目

的基因表达相对于健康对照组患者变化的倍数)

A

!

结
!!

果

A&@

!

总
CY4

的质量*定量分析
!

CY4

质量的鉴定标准是可

见清晰的
1/+

和
$/+

条带#且无降解#在肉眼观察下可见
1/+

条带的亮度是
$/+

条带亮度的
1

倍左右)提取*纯化后的总

CY4

经
4

N

#8I,E1$%%

分析仪检测分析#可见所有样本的

CSY

+

-

#且
1/+

"

$/+

+

%&-

)即总
CY4

的样本质量达标#完整

性较好#可用于芯片杂交实验#可满足本研究的需要#见图
$

)

A&A

!

S,DCY4

表达谱分析

A&A&@

!

S,DCY4

和
KCY4

的差异表达
!

进行
4

N

#8I,E>GKH,

S,DCY4R#DF"HFFH

7

芯片杂交后使用
4

N

#8I,E@I,I<

M

F#,

N

软件

对检测数据进行分析可得#

S,DCY4

在
C4

患者的
ATR3+

和

健康人的
ATR3+

中共存在
$)1'

条差异表达#

KCY4

差异表

达则有
/2$

条#且差异倍数均大于
1

$

!

%

%&%2

%)其中#表达上

调的
S,DCY4

有
$1%-

条#占
-0&'-X

(表达下调的
S,DCY4

有

0$)

条#占
12&)'X

)差异表达的
KCY4

中#上调的有
2($

条#

占
)(&0/X

(下调的有
1)%

条#占
'%&22X

)

图
$

!!

A&A&A

!

@V

*

AHE6JH

7

分析
!

通过对差异表达的基因进行
@V

分析#发现差异表达的
KCY4

的主要功能是参与蛋白激酶*核

苷酸*金属离子的结合和转录调节等)

AHE6JH

7

分析则表明#

差异表达的基因的主要功能是参与
T

细胞受体信号通路*

;Y?

信号通路等)构建
S,DCY4.KCY4

共表达网络后#获得

S,DCY4.KCY4

对共
11-

对)经过
3#+.

*

;FH,+.

分析预测最有

可能与
C4

发病相关的
S,DCY4

为
YVY><4;%'$2%$

*

YVY.

><4@%1-/-2

*

?C'-/2%)

)

A&A&B

!

CIH8.E#KIA3C

验证
!

验证实验针对差异表达倍数较

大的部分
S,DCY4

和与
C4

发病有关的
S,DCY4

进行验证#包

括
GD&/%k

*

YVY><4;%'$2%$

*

YVY><4;$1%)()

*

@4A.

=>

*

YVY><4@%1-/-2

)结果显示
YVY><4;$1%)()

*

GD&

/%k

*

YVY><4;%'$2%$

在扩大样本中得到较好的验证#与

芯片杂交的结果相仿#见表
1

)

表
1

!!

CIH8.E#KIA3C

验证实验与芯片杂交实验对比

S,DCY4

名称
倍数变化$

$

%

CIH8.E#KIA3C

验证 芯片杂交

YVY><4;$1%)() 0&(21 2&120

GD&/%k '&20$ '&(-%

YVY><4;%'$2%$ 1&-$) 1&)($

B

!

讨
!!

论

C4

是一种以对称性多关节炎为主要临床表现的常见自

身免疫性疾病#可导致关节的畸形甚至功能丧失&

0

'

#其发病原

因至今未明#至今尚无彻底根治的治疗方案)有研究已证实#

肿瘤坏死因子
!

*白细胞介素
)

*白细胞介素
$9

等炎症因子与

C4

的发病有关&

2.)

'

)红细胞沉降率*

3

反应蛋白*类风湿因子*

/''1

重庆医学
1%$-

年
)

月第
0)

卷第
$-

期



抗角蛋白抗体的检查结合患者临床表现有利于
C4

的诊断#可

有效降低误诊率)但临床明确诊断的
C4

患者一般已发生不

可逆的病理改变#临床上需要更早期的诊断标志物发现早期的

C4

以及时逆转其病理改变)

近年来#有报道称
S,DCY4

参与了自身免疫功能的调

节&

-./

'

)

S,DCY4

是一类长度大于
1%%9

M

的非编码
CY4

#按照

其在基因组中与邻近蛋白质编码基因的位置可分为
2

类!正义

S,DCY4

*反义
S,DCY4

*双向
S,DCY4

*基因内
S,DCY4

和基因

间
S,DCY4

&

(

'

)

S,DCY4

不参与蛋白质的合成#但可调控蛋白

质的合成#表现为参与转录的调控*影响转录后的加工*表观遗

传沉默*核内运输&

$%

'

)

S,DCY4

作用的多样性和其在基因表达

中的作用有关#其表达的异常则可能引起多种疾病或功能失调

症)越来越多的研究表明#

S,DCY4

与肿瘤*心血管疾病*神经

系统疾病和其他疾病的发病有密切关系&

$$

'

)

本研究通过研究
S,DCY4

在
C4

患者和健康人的
ATR3+

中的差异性表达#探讨
C4

的可能发病机制#为临床的早期诊

断和靶向治疗提供便利)本研究结果显示#

S,DCY4

在
C4

患

者的
ATR3+

和健康人的
ATR3+

中共存在
$)1'

条差异表达#

KCY4

差异表达则有
/2$

条)筛选其中差异倍数较大的
S,.

DCY4

进行
@V

*

AHE6JH

7

分析#结果表明#差异表达的
KCY4

的主要功能是参与蛋白激酶*核苷酸*金属离子的结合和转录

调节#还参与
T

细胞受体信号通路*

;Y?

信号通路的调节)经

过
3#+.

和
;FH,+.

分析预测和
CIH8.E#KIA3C

验证实验后找到
'

个
S,DCY4

与
C4

有关#分别为
YVY><4;$1%)()

*

GD&/%k

*

YVY><4;%'$2%$

)

另外#有研究表明#

C4

患者中的上调
S,DCY4 >"EH#F

的

表达有促进巨噬细胞转移的作用#能激活化膜细胞和破骨细胞

中金属蛋白酶
1

$

RRA.1

%*金属蛋白酶
$'

$

RRA.$'

%的表达并

且参与到
C4

的发病机制当中#提示
S,DCY4>"EH#F

可能是潜

在的
C4

诊断标记&

$1

'

)

:G

等&

$'

'的研究表明#

;

细胞的激活能

升高
:V3$%%2%'%')

的表达#能调节
4RA=$

*

Y?4;$

等多个

基因)在
C4

患者中#可见滑膜组织和滑液单个核细胞中的

3=0

k细胞
<?R3

的
@4==02

*

的表达水平显著增高#而

<?R3

可上调健康人
ATR3

中
@4==02

*

和
S?Y.

)

的 表

达&

$0

'

#可能与
C4

的发病机制有关)陈莉等&

$2

'的研究则表明#

C4

患者稳定期的
3=/

k

3=1/

U

;

细胞较活动期患者和健康人

显著 增 高#而
3=/

k

3=1/

k

;

细 胞 及
3=/

k

3=1/

U

"

3=/

k

3=1/

k比值
C4

活动期和稳定期患者与对照组差异无统计学

意义#提示
C4

的发病机制可能与
3=/

k细胞亚群的比例改变

有关#机体的细胞免疫功能紊乱可能参与到自身免疫病的发病

机制当中)上述研究结果不但说明了
S,DCY4

的异常表达与

C4

发病有密切关系#也为自身免疫性相关疾病提供了新的研

究方向#且随着后基因研究时代的来临#基因芯片杂交技术和

其他的检测技术得到极大的进步#也促进了对
S,DCY4

的深入

研究)

综上所述#

S,DCY4

在
C4

患者的
ATR3+

中的存在差异

表达#且
S,DCY4

参与调控编码蛋白质的表达#导致
ATR3+

的功能紊乱#可能与
C4

的发病机制有关)本研究得出
YVY.

><4;$1%)()

*

GD&/%k

*

YVY><4;%'$2%$

共
'

个
S,DCY4

在
C4

患者中有明显差异#但其在
C4

的发病机制的作用还需

要后续的研究继续深入探讨#期待其能成为早期诊断
C4

和靶

向治疗
C4

的新方向)
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