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特发性血小板减少性紫癜患者ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２的表达及分析
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　　摘　要：目的　分析肿瘤坏死因子受体相关因子２（ＴＲＡＦ２）是否参与了特发性血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）的发病机制。方法

　采用荧光定量ＦＱＰＣＲ（ＦＱＲＴＰＣＲ）检测了５５例首诊ＩＴＰ患者和４５例健康体检者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中ＴＲＡＦ２的

ｍＲＮＡ表达，分析了其与血小板计数的相关性。对其中１２例接受糖皮质激素治疗的患者进行随访，分析治疗２个月以后ＰＢＭＣ

中ＴＲＡＦ２的表达变换状况。结果　ＩＴＰ患者中ＴＲＡＦ２的ｍＲＮＡ表达高于正常对照组（犘＜０．０１），且与血小板计数呈负相关（狉

＝－０．５６，犘＜０．０１）。患者接受治疗后，ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２表达下调。结论　ＴＲＡＦ２在ＩＴＰ中可能起一定的作用，为以后临床进

一步诊治提供一定的帮助。
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　　特发性血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）是一种多发生于青少年

的自身免疫性疾病［１］。在环境和遗传因素的联合作用下，机体

产生了针对血小板的自身抗体，介导了血小板的免疫性清除，

最终引起患者外周血血小板计数降低［２］。ＩＴＰ的本质是自身

免疫性疾病，从细胞层面上讲，ＩＴＰ患者免疫功能的紊乱主要

表现为各种免疫细胞亚群数量、功能和表型的改变；从分子层

面上讲，免疫细胞内多个免疫相关分子的表达异常是造成免疫

系统功能紊乱的基础［３］。深入研究在ＩＴＰ发生与发展中表达

异常的分子，探讨这些分子在ＩＴＰ发病机制中的作用，以期为

ＩＴＰ的免疫干预治疗提供理论依据。肿瘤坏死因子受体相关

因子２（ＴＲＡＦ２）是近年来发现的肿瘤坏死因子家族的成员，具

有光发且活跃的免疫调节功能，以往的研究发现其与多种自身

免疫性疾病的发病机制有关。但ＴＲＡＦ２是否参与了ＩＴＰ的

发病机制尚不明确。在本研究中，以采用荧光定量ＰＣＲ检测

５５例ＩＴＰ患者和４５例健康个体外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中

ＴＲＡＦ２的ｍＲＮＡ表达。分析了其与患者血小板计数的关系。

同时对其中１２例接受了糖皮质激素的患者进行了随访，分析

其治疗前后ＴＲＡＦ２表达变化状况，旨在明确ＴＲＡＦ２是否参

与了ＩＴＰ的发病机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料　研究对象为２０１０年５月至２０１２年５月间在

上海长海医院新确诊的ＩＴＰ患者５５例，男２３例，女３２例，平

均年龄（４３±６）岁。健康个体４５例为正常对照组，其中男２０

例，女２５例，平均年龄（３８±８）岁。ＩＴＰ的诊断标准为：连续两

次检测患者血小板计数均在１００×１０９／Ｌ之下，且无法用病史、

体征以及实验室误差解释血小板减少的原因。本研究得到了

长海医院医学科研伦理委员会的批准，所有受试对象的监护人

均签署知情同意书。

１．２　ＰＢＭＣ的分离及总ＲＮＡ的提取　于患者接受治疗前抽

取静脉血５ｍＬ，以浓度为１０９ｍｍｏｌ／Ｌ枸椽酸钠按照体积比１

∶９的比例抗凝，用淋巴细胞分离液ＬｙｍｐｈｏｐｒｅｐＴＭ（购自挪

威ＡＸＩＳＳＡＩＥＬＤ公司）分离ＰＢＭＣ。采用Ｑｉａｇｅｎ试剂盒提取

细胞总ＲＮＡ，以Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的逆转录试剂盒进行反转录，

得到ｃＤＮＡ后至于－８０℃保存，待标本收集完成后统一进行

ＰＣＲ扩增。以ＮＣＢＩ的ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ设计ＴＲＡＦ２和内参１８ｓ

ＲＮＡ的引物，ＴＲＡＦ２正义链引物为：５′ＧＧＡＧＧＣＡＴＣＣＡＣ
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ＣＴＡＣＧＡ ＴＧ３′；反义链引物序列为５′ＧＧＧ ＡＧＡ ＡＧＡ

ＴＧＧＣＧＧＧＴＡＴＧ３′；１８ｓＲＮＡ的正义链引物序列为：５′

ＡＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡＧＧＣＡＧＣＡＧ３′；反义链引物序列为：

５′ＴＴＣＧＴＣＡＣＴＡＣＣＴＣＣＣＣＧＧ３′。

１．３　统计学处理　两组资料的比较采用独立样本狋检验，患

者治疗前后比较采用配对样本狋检验。患者ＴＲＡＦ２与血小板

计数的相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ法。所有统计学处理均在

ＳＰＳＳ１７．０中完成，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２表达状况　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ

中ＴＲＡＦ２ｍＲＮＡ表达量是健康个体的２．５倍，差异有统计学

意义（犘＜０．０１），如图１所示。

　　：犘＜０．０１，与正常对照组比较。

图１　　ＩＴＰ患者和健康个体ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２

ｍＲＮＡ的比较

２．２　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２ｍＲＮＡ与血小板计数的相关

性　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２ｍＲＮＡ与血小板计数呈负相

关，相关系数为－０．５６（犘＜０．０１），如图２所示。

图２　　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２ｍＲＮＡ与血小板

计数的相关性

图３　　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２ｍＲＮＡ治疗前后比较

２．３　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中 ＴＲＡＦ２ｍＲＮＡ治疗前后比较　对

１２例ＩＴＰ进行随访，分析治疗２个月后ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２表

达量的变化，发现患者在治疗后ＴＲＡＦ２的表达逐渐降低（犘＜

０．０１）。见图３。

３　讨　　论

ＩＰＴ患者体内主要是抗血小板抗体增多，血小板破坏过多

而出血为特点，发病机制多为复杂，可能涉及细胞因子、Ｂ细

胞、Ｔ细胞、转录因子等诸多因素错综复杂的关系
［４］。有关

ＴＲＡＦ２在本病中的发病机制，研究不多，检测ＩＴＰ患者中的

ＴＲＡＦ２后发现，ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２ｍＲＮＡ较健康个

体明显增高，且与血小板计数呈负相关。对１２例ＩＴＰ患者进

行随访后，在经过免疫抑制治疗后，ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ＴＲＡＦ２

表达下调。这些结果提示 ＴＲＡＦ２可能参与了ＩＴＰ的发病

机制。

ＴＲＡＦ２是一种具有多种生物功能的胞内信号接头分子，

其主要通过与受体胞内段的ＴＲＡＦ同源结构域结合而形成复

合物并向下游传递信号。比如，在 Ｂ细胞的活化过程中，

ＴＲＡＦ２是激活人Ｂ淋巴细胞ＣＤ４０介导的ＮＦκＢ信号传导系

统中的重要因子，在Ｂ细胞活化分化中起重要作用
［５］。在肿

瘤坏死因子（ＴＮＦ）诱导细胞凋亡的过程中，ＴＲＡＦ２发挥着十

分重要的调节作用［６］。已知多种自身免疫性疾病的发病机制

与外周血ＴＲＡＦ２表达异常有关，比如系统性红斑狼疮
［７］和原

发性胆汁性肝硬化［８］。本研究发现ＴＲＡＦ２参与了ＩＴＰ的发

病机制，提示ＴＲＡＦ２表达异常可能是多种自身免疫性疾病发

病机制的共同环节，是自身免疫性疾病潜在的治疗靶点。

总之，ＴＲＡＦ２在ＩＴＰ发病机制中起着重要的作用，值得

深入研究。
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［３］ ＧｅｒｎｓｈｅｉｍｅｒＴ．Ｃｈｒｏｎｉｃｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃｐｕｒｐｕｒａ：

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌｏｇｉｓｔ，２００９，１４（１）：１２２１．

［４］ ＮｏｓｏｔｔｉＭ，ＦａｌｌｅｎｉＭ，ＰａｌｌｅｓｃｈｉＡ，ｅｔａｌ．Ｒｅａｃｔｉｏｎｄｅｃｔｉｏｎｇｏｆ

ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｌｕｎｇｃａｎｎｅｒｍｉｃｒｏｍｅｔａｓｔａｓｉｓｕｓｉｎｇｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ

ａｎｔｉｇｅｎｍａｒｋｅｒ［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，２００５，１２８（３）：１５３９１５４４．

［５］ 张文，张?．ＴＲＡＦ２在人Ｂ淋巴细胞 ＡＰ１信号传导系统中的作

用［Ｊ］．基础医学与临床，２００８，２８（５）：４６５４６８．

［６］ 张嘉．ＴＲＡＦ２在 ＴＮＦ诱导细胞凋亡过程中的作用及其信号转导

途径［Ｊ］．中国肿瘤生物治疗杂志，２００１，８（４）：３０１３０３．

［７］ 柴华旗，黎曼，贺丹，等．ＴＲＡＦ１／ＴＲＡＦ２ｍＲＮＡ在系统性红斑狼

疮患者外周血单个核细胞中的表达及意义［Ｊ］．江苏医药，２００５，

３１（４）：２９８２９９．

［８］ 孙懿，韩志君，胡志德，等．原发性胆汁性肝硬化患者外周血单个

核细胞ＴＲＡＦ２表达上调及其临床意义［Ｊ］．现代免疫学，２０１１，３１

（２）：１１７１２０．

（收稿日期：２０１２１２２８）
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