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痛风石组织中巨噬细胞BCAS3和RFX3蛋白表达及意义*

董淑慧,徐 瑾△
 

(天津市天津医院病理科,天津
 

300211)

  [摘要] 目的 分析痛风石组织中巨噬细胞人类乳腺癌扩增序列3(BCAS3)和调节因子X3(RFX3)蛋白

表达及意义。方法 收集2019年4月至2022年12月该院痛风石切除标本30例作为试验组,同期切除的关节

置换术后滑膜增生伴有异物巨细胞反应的标本25例、脂肪坏死伴有巨噬细胞增生的标本5例作为对照组,对

照组血尿酸均为正常水平。应用免疫组织化学法对所有标本行CD68、CD163、BCAS3和 RFX3抗体染色,
CD68和CD163用于组织中巨噬细胞的定位,检测巨噬细胞中BCAS3和RFX3蛋白表达,分析两种抗体蛋白

表达情况与年龄、性别、血尿酸的相关性,受试者工作特征(ROC)曲线评估二者对于痛风的诊断价值。结果 试验

组BCAS3、RFX3蛋白表达明显高于对照组(P<0.05),对照组不同性别BCAS3、RFX3蛋白表达比较差异无

统计学意义(P>0.05)。试验组BCAS3蛋白表达与RFX3蛋白表达呈正相关(P<0.05)。试验组血尿酸与

BCAS3、RFX3蛋白表达均呈正相关(P<0.05),对 照 组 血 尿 酸 与BCAS3、RFX3蛋 白 表 达 均 不 相 关(P>
0.05)。两组年龄与BCAS3、RFX3蛋白表达不相关(P>0.05)。RFX3的曲线下面积(AUC)、灵敏度、特异度

分别为0.935、96.55%、86.67%,均高于BCAS3的0.742、70.00%和80.00%,RFX3对于痛风有更高的诊断

价值。结论 巨噬细胞高表达BCAS3和RFX3可能参与痛风的发病,二者可能存在某种协同促进作用,RFX3
对于痛风的诊断价值高于BCAS3。

[关键词] 痛风;巨噬细胞;人类乳腺癌扩增序列3;调节因子X3
[中图法分类号] R365 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2024)08-1157-05

Expression
 

and
 

significance
 

of
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

protein
 

in
 

macrophages
 

of
 

gout
 

stone
 

tissue*
DONG

 

Shuhui,XU
 

Jin△

(Department
 

of
 

Pathology,Tianjin
 

Municipal
 

Tianjin
 

Hospital,Tianjin
 

300211,China)
  [Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

proteins
 

in
 

mac-
rophages

 

from
 

gout
 

stone
 

tissues.Methods Thirty
 

gout
 

stone
 

excision
 

specimens
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

April
 

2019
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

experimental
 

group,and
 

during
 

the
 

same
 

period
 

25
 

specimens
 

of
 

synovial
 

hyperplasia
 

accompanied
 

by
 

foreign
 

body
 

giant
 

cell
 

reaction
 

after
 

joint
 

replacement
 

and
 

5
 

specimens
 

of
 

fat
 

necrosis
 

accompanied
 

by
 

macrophage
 

hyperplasia
 

served
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

blood
 

uric
 

acid
 

level
 

of
 

the
 

control
 

group
 

was
 

normal.Immunohistochemical
 

staining
 

was
 

applied
 

to
 

conduct
 

CD68,CD163,BCAS3
 

and
 

RFX3
 

antibodies
 

staining
 

in
 

all
 

specimens.CD68
 

and
 

CD163
 

were
 

used
 

to
 

locate
 

macrophages
 

in
 

tissues.
The

 

expression
 

levels
 

of
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

in
 

macrophages
 

were
 

detected.The
 

expressions
 

of
 

the
 

two
 

antibod-
ies

 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

age,sex
 

and
 

blood
 

uric
 

acid
 

level
 

were
 

analyzed.The
 

receiver
 

operating
 

character-
istic

 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

the
 

both
 

on
 

gout.Results The
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

control
 

group
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

between
 

the
 

different
 

sexes
 

(P>0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

BCAS3
 

protein
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

RFX3
 

protein
 

expression
 

(P<0.05);the
 

uric
 

acid
 

level
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

protein
 

(P<0.05).The
 

blood
 

uric
 

acid
 

level
 

in
 

the
 

control
 

group
 

had
 

no
 

correlation
 

with
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

protein
 

(P>0.05).The
 

age
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

had
 

no
 

correlation
 

with
 

the
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

protein
 

(P>0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC),sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

RFX3
 

were
 

0.935,96.55%
 

and
 

86.67%
 

respectively,which
 

were
 

higher
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than
 

0.742,70.00%
 

and
 

80.00%
 

of
 

BCAS3.RFX3
 

had
 

the
 

higher
 

diagnostic
 

value
 

for
 

gout.Conclusion High
 

expression
 

of
 

BCAS3
 

and
 

RFX3
 

proteins
 

in
 

macrophages
 

may
 

participate
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

gout.There
 

may
 

be
 

some
 

synergistic
 

promoting
 

effect
 

between
 

the
 

two.The
 

diagnostic
 

value
 

of
 

RFX3
 

for
 

gout
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

BCAS3.
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  痛风是一组由于长期嘌呤代谢紊乱导致的以单

钠尿酸盐晶体沉积为特征的疾病,以痛风性关节炎最

为常见,其特征是血尿酸升高导致尿酸盐晶体沉积在

关节腔、软骨、滑膜及周围组织,引起局部关节突发疼

痛、红肿,反复发作可引起关节僵硬、变形,严重影响

生活质量。痛风还可诱发痛风石、痛风性眼病、痛风

性心脏病。临床资料显示,痛风还与脑血管疾病、代
谢综合征、糖尿病、肾脏疾病等有着密不可分的联系,
与其他合并症一起,可以使患者的预期寿命总体下

降[1-3]。近年来,由于我国经济水平的提高和人们饮

食结构的改变,痛风的发病率明显升高,患病率为

0.03%~10.47%[4];高尿酸血症的发病还有明显年

轻化的趋势[5]。目前高尿酸血症和痛风在我国已成

为一种常见的代谢性疾病。
目前认为遗传、炎症及免疫因素参与了痛风的发

病[6],遗传因素是主要因素。我国汉族人群的首个大

样本量全基因组关联分析(GWAS)显示,人类乳腺癌

扩增序列3(BCAS3)和调节因子X3(RFX3)是我国人

群特有的痛风易感基因[7]。单核巨噬细胞是参与痛

风发病的主要炎症细胞[8],是痛风石中数量最多的细

胞。因此,本研究选择手术切除的痛风石标本,应用免

疫组织化学方法检测痛风石中巨噬细胞的BCAS3和

RFX3蛋白表达情况,分析两种蛋白参与痛风的发病机

制和对于痛风的诊断价值,以期为临床预防、诊断和治

疗痛风筛选靶向药物提供相关依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2019年4月至2022年12月本院痛风石切

除标本30例为试验组,均为男性,年龄(45.73±
17.63)岁,血尿酸(577.04±145.89)μmol/L。同期切

除的关节置换术后滑膜增生伴有异物巨细胞反应的

标本25例、脂肪坏死伴有巨噬细胞增生的标本5例

作为对照组,其中男16例,年龄(57.44±17.60)岁,
血尿酸(343.92±104.93)μmol/L,女14例,年龄

(60.86±15.41)岁,血尿酸(273.15±75.68)μmol/L。
纳入标准:(1)依据2013年中华医学会内分泌学分会

《高尿酸血症和痛风治疗的专家共识》标准[9],试验组

患者空腹血尿酸均>420
 

μmol/L;(2)痛风石标本均

经组织印片偏光显微镜检确认尿酸盐晶体的存在,见
图1。排除标准:(1)具有类似表现的假痛风、类风湿

关节炎等;(2)对照组患高尿酸血症(男性空腹血尿

酸>420
 

μmol/L,女性>360
 

μmol/L)、高血压、冠心

病、糖尿病、肿瘤等。

图1  偏光显微镜下尿酸盐晶体(100×)

1.2 方法

1.2.1 仪器与试剂

LEICA全自动免疫组织化学染色机,BCAS3单

克隆抗体(克隆号DF9291)、RFX3多克隆抗体(克隆

号ZC-4066)浓缩液购自上海茁叶生物科技有限公司;
CD68、CD163抗体工作液购自北京中杉金桥生物技

术有限公司。
1.2.2 免疫组织化学染色

将标本行3
 

μm挂胶切片,60
 

℃烤箱烘烤2
 

h,在
LEICA全自动免疫组织化学染色机上进行染色,常规

脱水、透明、封片后镜检。CD68、CD163抗体为工作

液;浓缩液按照使用说明书适度稀释,BCAS3抗体稀

释浓度为1∶100,RFX3抗体稀释浓度为1∶150。人

肾脏组织和脑组织作为阳性对照,同时采用PBS代替

一抗作为阴性对照。
1.2.3 评分判断标准

CD68、CD163定位于巨噬细胞的细胞质,对二者

定位的细胞进行BCAS3和RFX3的染色结果判读,
阳性的标准定为棕褐色、棕黄色与黄色颗粒状着色。
根据巨噬细胞的染色强度和阳性细胞所占比例进行

评分。颜色越深则分数越高,棕褐色、棕黄色、黄色分

别记为3、2、1分,没有着色记0分;在巨噬细胞密集

区随机观察5个高倍视野(400×),在每个视野中计

数100个巨噬细胞,一共计数500个巨噬细胞,阳性

细胞所占比例≤5%、>5%~25%、>25%~50%、>
50%~75%和>75%分别记为0、1、2、3和4分。两

种评分结果相加为最终得分。
1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件进行统计学分析。计量资料

以x±s 表示,采用t检验。Pearson进行相关性分

析,受试者工作特征(ROC)曲线分析相关参数的诊断

效能。以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 各个抗体的细胞定位情况

CD68、CD163均定位于巨噬细胞的细胞质,多核

巨噬细胞多表达CD68(图2),单核巨噬细胞多表达

CD163(图3),二者相互补充标示出组织中的巨噬细

胞。BCAS3定位于巨噬细胞的细胞核和细胞质(图
4),而RFX3主要定位于细胞质(图5)。

图2  痛风石中巨噬细胞表达CD68(200×)

图3  痛风石中巨噬细胞表达CD163(200×)

2.2 BCAS3、RFX3蛋白表达情况及相关性分析

试验组BCAS3、RFX3蛋白表达明显高于对照组

(t=3.036、8.617,P=0.004、0.001),对照组不同性

别BCAS3、RFX3蛋白表达比较差异无统计学意义

(t=0.158、0.882,P=0.876、0.386),见表1。

  试验组BCAS3蛋白表达与RFX3蛋白表达呈正

相关(r=0.539,P =0.002)。试 验 组 血 尿 酸 与

BCAS3、RFX3蛋白表达均呈正相关(P<0.05),对照

组血尿酸与 BCAS3、RFX3蛋白表达不相关(P>
0.05)。两组年龄与BCAS3、RFX3蛋白表达不相关

(P>0.05),见表2。
表1  两组BCAS3、RFX3蛋白表达比较(x±s)

组别 n BCAS3 RFX3

对照组(男性)16 4.71±0.86 0.74±0.80

对照组(女性)14 4.76±0.92 1.02±0.95

试验组 30 5.43±0.92 2.73±0.79

图4  痛风石中巨噬细胞表达BCAS3(200×)

图5  痛风石中巨噬细胞表达RFX3(200×)

表2  血尿酸、年龄与BCAS3和RFX3的相关性分析

项目
试验组血尿酸

r P

对照组血尿酸

r P

试验组年龄

r P

对照组年龄

r P

BCAS3 0.417 0.034 -0.199 0.329 0.122 0.522 0.205 0.277

RFX3 0.524 0.001 -0.116 0.574 -0.129 0.504 0.103 0.589

2.3 BCAS3、RFX3对痛风的诊断效能

RFX3的曲线下面积(AUC)、灵敏度、特异度分

别为0.935、96.55%、86.67%,均 高 于 BCAS3的

0.742、70.00%和80.00%,说明RFX3对于痛风有更

高的诊断价值,见表3、图6。

表3  BCAS3和RFX3对痛风的诊断效能

项目 AUC 95%CI P 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数 截断值

BCAS3 0.742 0.612~0.846 <0.001 70.00 80.00 0.500 5.30

RFX3 0.935 0.839~0.983 <0.001 96.55 86.67 0.832 1.80
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图6  ROC曲线分析

3 讨  论

BCAS3位于染色体17q23,全长600
 

kb,含有24
个外显子,能够编码913个氨基酸,是一种细胞骨架

蛋白,最早在乳腺癌组织中被发现过表达[10]。随着研

究的深入,BCAS3被认为和多种疾病相关,如脑肿瘤、
肾脏疾病和原发性开角型青光眼等。LI等[11]发现,
BCAS3 的 3 个 单 核 苷 酸 基 因 位 点 (rs9895661、
rs9905274和rs11653176)的多态性与我国汉族男性

人群的痛风相关联。赵会文[12]研究发现,BCAS3单

核苷酸基因多态性可能与我国沿海地区汉族男性人

群的痛风易感性相关。痛风急性期和缓解期患者的

外周血单个核细胞中BCAS3
 

mRNA表达均较健康

人群 明 显 升 高 (P <0.05),推 测 rs9905274 和

rs11653176两个位点的单核苷酸多态性可能会影响

BCAS3的表达从而调节单核细胞的功能,进而促进白

细胞介素(IL)-1β等炎性因子的释放,导致痛风的

发生。
本研究发现,试验组BCAS3蛋白表达明显高于

对照组,说明BCAS3蛋白表达上调能够调节巨噬细

胞的功能来参与痛风的发病。JOSHI等[13]研究发

现,BCAS3
 

作为一种细胞骨架蛋白,通过偶联微管、
中间丝,能够促进血管发育过程中内皮细胞的迁移。
据此,推测BCAS3也可能通过调节巨噬细胞的迁移

能力来参与痛风的发病。作为一种炎症性疾病,痛风

的发病过程涉及巨噬细胞的极化和焦亡现象。在痛

风的急性期巨噬细胞倾向于向 M1型极化,释放促炎

因子,导致剧烈的炎症反应;而在痛风的缓解期,巨噬

细胞倾向于向 M2型极化,抑制炎症的发展和促进炎

症的消退,这可部分解释痛风发作的“自限性”[14]。细

胞焦亡是一种细胞程序性死亡方式,通过细胞肿胀并

破坏细胞膜的完整性,造成细胞穿孔,细胞内代谢产

物和炎性因子释放,产生并扩大炎症反应,是一种促

炎程序性死亡。研究表明,抑制巨噬细胞焦亡可以减

少活化的IL-1β释放,从而缓解痛风的炎性反应[15]。
巨噬细胞的极化和焦亡过程均涉及很多细胞因子和

传导通路,细胞骨架蛋白也必不可少地参与其中。作

为一种细胞骨架蛋白的BCAS3是否在痛风发生的不

同阶段通过调节巨噬细胞的极化和焦亡来参与痛风

的发病还有待进一步的研究。
RFX3是纤毛形成和功能调节的关键性转录因子

之一。纤毛是存在于大多数脊椎动物细胞表面的保

守细胞器,能够感知对于细胞增殖、分化、极性调节和

组织动态平衡至关重要的各种细胞外信号[16-17]。本

研究发现,试验组RFX3蛋白表达高于对照组(P<
0.05),说明巨噬细胞通过高表达RFX3参与痛风的

发病。巨噬细胞在免疫系统中发挥着重要作用,包括

感知和吞噬异物、提呈抗原、释放促炎因子、招募炎症

细胞等[18]。这些功能的实现很大程度上依赖于对肌

动蛋白的调控[19]。肌动蛋白细胞骨架是一个高度平

衡的动态网络系统,参与如细胞迁移和膜运输等重要

的生物学过程,其基本功能是通过聚合作用来改变脂

膜的结构[20]。其中重要的一员是生长的肌动蛋白细

丝(F-actin),其有助于维持细胞形状,建立和维持与

细胞运动相关的膜突起,促进囊泡的运输[21]。这些复

杂的细胞功能的实现需要对F-actin的产生、稳定和

周转进行精密的时间和空间调节。有研究表明,分枝

的F-actin对纤毛的形成有抑制作用[22]。
李脉超[23]发现巨噬细胞特异性RFX3基因敲除

小鼠的巨噬细胞黏着斑增大,足小体增多,F-actin荧

光强度增加,迁移能力增强,提示RFX3基因可能是

通过促进F-actin
 

的产生从而抑制纤毛形成,改变巨

噬细胞的迁移能力。同时,尿酸盐介导的腹膜炎模型

中条件性敲除RFX3小鼠腹腔灌洗液中IL-1β水平较

对照组有明显下降,表明敲除RFX3基因后,炎症情

况有所改善,RFX3在痛风的发病过程中具有促炎的

作用[23]。这一研究部分解释了RFX3参与痛风的发

病机制。
本研究发现,试验组BCAS3蛋白表达与 RFX3

蛋白表达呈正相关(r=0.539,P=0.002),说明二者

在痛风的发病过程中可能具有一定的协同作用。虽

然是比较弱的正相关,但二者都具有明确的促炎作

用,均促进了痛风的发病。二者具体的相互关系和作

用机制,需待相关通路研究清晰后确定。同时,试验

组血 尿 酸 与 BCAS3、RFX3蛋 白 表 达 均 呈 正 相 关

(P<0.05),且RFX3的相关系数更高。由此推测,从
遗传因素方面,对于高尿酸血症和痛风的发生,RFX3
可能起到比BCAS3更为重要的作用。

ROC曲线分析显示,RFX3对于痛风具有较高的

诊断价 值(AUC、灵 敏 度 和 特 异 度 分 别 为0.935、
96.55%和86.67%),说明巨噬细胞中RFX3在痛风

发生过程中所起的作用较BCAS3更明显。对于缺乏

临床症状而组织中发现可疑结晶沉积的患者,BCAS3
和RFX3在巨噬细胞中的高表达(>5.30和>1.80)
提示痛风的可能,为临床诊断不典型痛风提供了新的

途径。
综上所述,痛风石中巨噬细胞通过高表达BCAS3

和RFX3参与痛风的发生。BCAS3可能是通过促进

0611 重庆医学2024年4月第53卷第8期



IL-1β等炎性因子的表达和释放等方面参与痛风的发

生,而RFX3可能是通过改变巨噬细胞的迁移能力并

通过促炎作用参与痛风的发病,在痛风的发生过程中

二者可能具有一定的协同促进作用。RFX3可能起到

比BCAS3更为重要的作用,并且二者在巨噬细胞中

的高表达对于痛风具有较高的诊断价值,为临床诊断

不典型的痛风和开发治疗痛风的靶向药物提供了理

论依据。其中涉及的具体通路和相关蛋白还需要进

一步的研究证实。
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