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)接着
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洗板
)
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#美国&)抗
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抗体的免疫特

性在以前的研究中被鉴定'
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)为了证实
#./!&

中抗
V&̀ /9

抗体的特异性#抗体用合成寡肽在
)+T

孵育
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#然后加入微

孔来代替抗
V&̀ /9

抗体#这个过程中没有免疫吸光度)滑膜

液标本抗
OOV

抗体用
#./!&

试剂盒操作测定$

#G@;8̀5E
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7;68

A5HE&"

#瑞典&)测定前
'D.

滑膜液标本用稀释液稀释
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和
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.

稀释液室温孵育
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)然后洗

板去除未结合抗体和其他成分#人
/

J
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碱性磷酸酶结合抗体加

入微孔中第
(

次室温孵育
),D57

)再次洗板#用底物液室温孵

育
),D57

)抗体含量和颜色深度有关#并测定吸光度)
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!5

J

DE

&根据试剂说明操作)
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J
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&存在的情

况下#和
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抗体
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加

入混合物中
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倍
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&)用
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V&̀ /9
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抗体用来印迹检测$货号!
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#

&FHED

#美国&#后用结合碱
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/

J
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&)根据试剂说明#用
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R":
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&提取总
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光度计测定总
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浓度)根椐试剂说明的要求#应用
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试剂盒$
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&#通过随机六聚物的方法#每

一样本取
'

&

J

总
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反转录制备
H̀ R&

)

V&̀ /9

特异性寡

核苷酸上游引物为$
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-d8ZZ&OOZ&:Z&O:OZ:::Z&8)d
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这是根据基因库$

R$,'()1+

&中
DUR&

序列设计的)管家基

因
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&)实时定量
VOU

最终在毛细管中反应体积为
(,

&

.

#仪器为
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%AO
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$

U;H%< 5̀E

J
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#德国&)反应混

合物包括
(
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反

应试剂$
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上下游引物#
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J
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&

.

模板
H̀ R&

)

VOU

应用下列程序!开始
3-T-

D57

激活聚合酶#后
3-T '-69,

个循环#最后
0, T 'D57

)

阴性对照除模板
R̀&

外包括反应混合物中的所有成分)每

个样本
VOU

反应做
)

次)证实
V̀ &/9

和
'

8EHA57H̀ R&

是以

同样的效率扩增后#

V&̀ /9DUR&

相对定量表达按照制造商

的描述应用比较
OA

的方法计算)目的基因的相对定量#和管

家基因规范化并和校准比较#目的基因表达为
(

((

OA

#

(

OAf

目

的基因
OAS

管家基因
OA

)

((

OAf

目的样本基因
(

OAS

目的基

因校准
(

OA

)

正常滑膜组织
V&̀ /9

的表达作为
U&

*

c&

和
&!

滑膜组

织的校准)引物效率通过稀释一系列标准
VOU

反应产物来测

定)

VOU

效率根据稀释曲线通过仪器软件自动计算)引物特

异性根据凝胶电泳和熔解曲线分析来测定)
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其他实验指标
"

用散射免疫比浊方法检测
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及
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#

用
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全自动蛋白分析仪$美国&测定#试剂为仪

器配套进口试剂)
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统计学处理
"

统计分析应用
!V!!''*,

)滑膜液标本中
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*抗
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抗体表达水平用均数和标准差表示)组间

差异统计分析用
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和
Û
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等级相关分

析)
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为差异有统计学意义)
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果
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本组检测了滑膜液标本中
V&̀ /9

*
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和 抗
OOV

抗体水

平)相比较于
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和
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样本#在
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患者中
V&̀ /9

*抗
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显著升高$
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和
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组中#
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与
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显著相关$
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&#与抗
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相关性无统计学意义)但
U&

组中抗
OUV

抗体水平与血清

OUV

和血清
Û

水平差异有统计学意义$

!

$

,*,-

&#而
V&8

/̀9

*

Û

水平与血液中
]"O

*

#!U

*

VO:

*

OUV

*

Û

的差异均无

统计学意义$

!

%

,*,-

&)

c&

和
&!

组中
V&̀ /9

*

Û

*抗
OOV

抗体水平差异无统计学意义$

!

%

,*,-

&#见表
'

)

表
'

""

滑膜液标本中
V&̀ /9

#

Û

和 抗
OOV

抗体水平

病例
V&̀/9

$

c̀

值&

Û

$

Q

"

D.

&

抗
OOV

抗体

$

Q

"

D.

&

U&

$

%f+)

&

'*)(W,*,0

!

'(-*+(W(3*)'

!

1'9*((W0-*19

!

c&

$

%f30

&

,*-)W,*,( '-*0W'*1- ')+*1)W((*9'

&!

$

%f)(

&

,*+9W,*,0 '1*0+W1*+9 '(-*0+W((*0-

""

!

!相比较于
c&

和
&!

#

U&

患者中
V&̀ /9

*

Û

和抗
OOV

抗体显

著升高$

!

$

,*,'

&)

C*C

"

/V

后蛋白印迹#

U&

*

c&

*

&!

患者滑膜标本中
V&̀ /9

抗

体检测到一个
0+_',

) 的片段$见图
'

&)

U&

患者
!̂

中免疫信号的密度比
c&

和
&!

样本中的要

强)所有的样本显示同样的表达)虽然同样数量的总蛋白用

同样的程序处理#可能蛋白样本在
/V

中丢失)所以免疫信号

密度不能准确代表
!̂

样本中
V&̀ /9

水平的表达)但是#蛋白

印迹结果证实了滑膜标本中
V&̀ /9

的表达并支持
#./!&

结果)

图
'

""

U&

#

c&

#

&!

蛋白印迹片段图

用
'

8EHA57

作为参考#实时定量
VOU

检测到
U&

患者滑膜

标本
V&̀ /9

表达增加#

U&

患者标本比
c&

患者标本中的表达

高
)

倍$

!f,*,,(

&#比
&!

患者样本也明显高$

!f,*,)

&)这

些结果和
#./!&

结果相符合)

VOU

效率是
,*33

)熔解曲线

单个峰出现在
11T

#凝胶电泳中可见
'

条片段#提示
VOU

引

物的特异性)

D

"

讨
""

论

O%E7

J

等'

3

(在
U&

滑膜中检测到
V&̀ /9

和瓜氨酸的表

达#并检测到
V&̀ /9

在
U&

滑膜的高转录#这些结果表明
V&8

/̀9

在
U&

滑膜的表达增加#这就相应地发现某些人群中
V&8

/̀9

和
U&

的特异联系)

O%E

等'

',

(通过分析了
)''

例非侵蚀

性和侵蚀性
U&

患者血样证实了抗
OOV

抗体水平与
V&̀ /9

单

元型存在关系#他们发现携带
V&̀ /9

疾病单元型的患者的抗

+

0(3'

+

国际检验医学杂志
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年
1

月第
))

卷第
'0

期
"

/7AX.EF$<I

!

&G

J

G6A(,'(

!

Y;?*))

!

R;*'0



OOV

抗体表达水平比不携带疾病单元型的患者的明显增

高'

''

(

)他们还发现
V&̀ /9

疾病单元型与
U&

早期抗
OOV

抗

体表达量增高有关)这就暗示着
V&̀ /9

的表达影响了
U&

的

早期发病过程)

本组发现
U&

血液中
V&̀ /9

与
Û

以及
V&̀ /9

与抗
OOV

抗体有显著的相关性#由此推测在
U&

变得更严重并转化慢性

病过程中#

V&̀ /9

和它所催化的瓜氨酸化反应与该过程中的

自身免疫反应有关)

:EN5MEKE

等'

''

(利用重组
V&̀ /9

蛋白进

行
#./!&

实验#在
-,P

的
U&

患者体内存在大量的抗
V&̀ /9

抗体#暗示在一些
U&

患者中
V&̀ /9

是一种自身抗原)

在临床实践中抗
OOV

抗体和
Û

广泛用来诊断
U&

#据报

道血液中抗
OOV

抗体和
Û

水平与
U&

患者的关节腐烂和畸

形有关'

'(8')

(

)增加的
V&̀ /9

水平还与
Û

和
U&

明显相关#说

明
V&̀ /9

的表达和
U&

的临床表现相关#当然这还需要更多

关于滑膜液
V&̀ /9

水平和关节畸形
h

线资料的研究)

&D;

等'

')

(报道具有较高抗
OOV

抗体水平的
U&

患者血清中
OUV

升高#并有更严重的放射性损害#患者抗
OOV

抗体水平和血清

中
OUV

值有明显的相关性)他们的结果符合本组关于
U&

患

者滑膜液抗
OOV

和血清
OUV

明显相关的发现)

Y;66<7EE@

等'

9

(表明在关节炎鼠和人的关节炎症过程中#

滑膜液抗原的瓜氨酸可能是一个普遍的过程)但是#本组只在

U&

中检测到
V&̀ /9

水平的表达和
Û

有显著关联#而在
&!

和
c&

样本中没有检测到#这意味着
V&̀ /9

参与
U&

的发病

是通过不同的机制)

概括来说#本组在
U&

患者中检测到
V&̀ /9

表达增加#在

样本中发现
V&̀ /9

水平和
Û

水平明显相关#也检测到
U&

患

者滑膜
V&̀ /9

的转录增加)这些结果符合在一些人群中
V&8

/̀9

和
U&

特异性相关的发现)
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