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乙型肝炎、肝硬化和肝癌患者ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达的研究

刘　军

（聊城市中心血站，山东聊城２５２０００）

　　摘　要：目的　研究乙型肝炎、肝硬化和肝癌患者外周血单个核细胞Ｔｈ１７细胞特异转录因子———ＲＯＲγｔ的 ｍＲＮＡ表达。

方法　采用实时定量 ＲＴＰＣＲ测定乙型肝炎、肝硬化和肝癌患者外周血单个核细胞ＲＯＲγｔ基因 ｍＲＮＡ表达。结果　健康对照

组外周血单个核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达为０．３１±０．１３，乙型肝炎组为１．２３±０．２５，肝硬化组为１．３６±０．２１，肝癌组为１．４２±

０．２７。乙型肝炎、肝硬化和肝癌组外周血单个核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达与健康对照组比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。

结论　乙型肝炎、肝硬化和肝癌患者外周血单个核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达升高，ＲＯＲγｔ在乙型肝炎、肝硬化和肝癌的发病中具

有重要的作用。
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　　Ｔｈ１７细胞是在研究实验性自身免疫性脑脊髓炎鼠模型中

发现的新的Ｔｈ细胞亚型，被认为与免疫介导的组织损伤有

关，该细胞亚型称为Ｔｈ１７细胞
［１］。ＲＯＲγｔ基因的表达激活促

进前体细胞分化为 Ｔｈ１７细胞，是 Ｔｈ１７细胞的特异转录因

子［２］。乙型肝炎、肝硬化和肝癌的发病和机体的免疫功能有

关，本文通过检测乙型肝炎、肝硬化和肝癌患者外周血单个核

细胞ＲＯＲγｔ的 ｍＲＮＡ表达，探讨 Ｔｈ１７细胞特异转录因子

ＲＯＲγｔ在乙型肝炎、肝硬化和肝癌发病中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择乙型肝炎患者６３例，年龄（５１±１６．３）

岁；肝硬化患者５６例，年龄（５３±１０．３）岁。乙型肝炎和肝硬化

疾病组诊断和分类按２０００年中华医学会传染病与寄生虫学分

会、肝病学分会修订的诊断标准［３］。肝癌患者５２例，年龄

（５４±８．６）岁。肝癌病例参照２００１年第五届全国传染病、寄生

虫病学术会议修订的诊断分型标准进行诊断分型［４］。肝硬化

和肝癌患者均经影像和病理学检查确诊。健康对照组３０例，

为正常健康体检人员，均无心、脑血管疾病和肝肾疾病等器质

性病变，年龄（５１±１５．８）岁。

１．２　主要试剂　淋巴细胞分离液（中国医学科学院血液学研

究所），Ｔｒｉｚｏｌ抽提试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），Ｍｏｎｅｙ鼠白

血病病毒（ＭＭＬＶ）反转录酶（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ嵌合荧光ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ试剂盒（大连宝生物公司）。

１．３　外周血单个核细胞的提取　取乙肝、肝硬化、肝癌患者和

健康对照外周静脉血２ｍＬ，ＥＤＴＡＫ２ 抗凝，对抗凝血进行离

心，３０００ｒ／ｍｉｎ，室温离心１０ｍｉｎ，取白细胞层约１ｍＬ，生理盐

水与白细胞层液１∶１混匀后，小心加于２ｍＬ淋巴细胞分离

液面上，水平离心机上离心，３０００ｒ／ｍｉｎ，室温离心２５ｍｉｎ，用

吸管小心吸取云雾层，加入１．５ｍＬｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，水平离心

机上离心，７０００ｒ／ｍｉｎ，室温离心１０ｍｉｎ，弃上清。

１．４　外周血单个核细胞总ＲＮＡ的提取　Ｔｒｉｚｏｌ抽提试剂盒

提取上述淋巴细胞分离液分离单个核细胞的总ＲＮＡ，用紫外

分光光度计测定提取的总ＲＮＡ的吸光度（Ａ）值，Ａ２６０／Ａ２８０在

１．８～２．０范围内，表明所提取的ＲＮＡ浓度较纯，并根据 Ａ值

计算提取的ＲＮＡ浓度。

１．５　外周血单个核细胞 ＲＯＲγｔ基因引物序列设计　通过

ｇｅｎｅｂａｎｋ检索ＲＯＲγｔ基因序列，输入ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软

件设计基因引物，同时检测看家基因Ｂａｃｔｉｎ水平作为ＲＮＡ定

量标准，引物由上海生工合成引物。外周血单个核细胞

ＲＯＲγｔ基因引物序列为：上游为５′ＣＣＴＧＧＧＣＴＣＣＴＣＧＣＣ

ＴＧＡＣＣ３′，下游为５′ＴＣＴＣＴＣＴＧＣＣＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＣ

Ｃ３′；内参βａｃｔｉｎ引物：上游５′ＴＧＡ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＣＡ

ＡＣＧＧＡ３′，下游５′ＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣ３′。

１．６　实时定量 ＲＴＰＣＲ　首先反转录合成ｃＤＮＡ，在ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ管中加入５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４μＬ，ｄＮＴＰ１μＬ，ＭＬＶ１μＬ，

ＯｌｉｇｏｄＴ引物１μＬ，样品 ＲＮＡ１μｇ，补足双蒸水为２０μＬ。

３７℃６０ｍｉｎ，９５℃ ＲＮＡ 酶灭活５ｍｉｎ。后在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ

ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增仪上扩增外周血单个核细胞ＲＯＲγｔ基因

和ｂｅｔａａｃｔｉｎ基因，分别取相应的上下游引物进行ＰＣＲ扩增。

应用ＴａＫａＲａ公司产品荧光染料实时定量ＰＣＲ试剂盒，在ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ管中加入ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（２×）１０μＬ，上游引物
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０．４μＬ，下游引物０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，补足双蒸水至２０μＬ。

９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，５５℃退火２０ｓ，７２℃延伸１５

ｓ，４０个循环，在延伸阶段检测荧光信号。后９５℃１ｓ，６５℃

３０ｓ，９５℃１ｓ进行熔解曲线分析。根据２ΔＣｔ值做 ｍＲＮＡ表

达的相对定量分析。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，采用两样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

健康对照组外周血单个核细胞 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ 表达为

０．３１±０．１３，乙型肝炎组为１．２３±０．２５，肝硬化组为１．３６±

０．２１，肝癌组为１．４２±０．２７。乙型肝炎、肝硬化和肝癌组外周

血单个核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达与健康对照组比较，差异均

有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。乙型肝炎、肝硬化和肝癌组

之间外周血单个核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达比较，差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

表１　　乙型肝炎、肝硬化和肝癌患者外周血单个

　　核细胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达（狓±狊）

组别 狀 ＲＯＲγｔｍＲＮＡ

健康对照组 ３０ ０．３１±０．１３

乙型肝炎组 ６３ １．２３±０．２５

肝硬化组 ５６ １．３６±０．２１

肝癌组 ５２ １．４２±０．２７

　　：犘＜０．０１，与健康对照组比较。

３　讨　　论

乙型肝炎发病机制十分复杂，宿主免疫调节紊乱是导致不

能有效清除病毒、病情迁延不愈的重要原因，肝硬化和肝癌与

乙型肝炎关系密切。许多研究表明Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞亚群的比例

失衡、功能失调是导致乙型肝炎、肝硬化和肝癌发病的重要

因素。

Ｔｈ１７细胞是一类不同于Ｔｈ１和Ｔｈ２的ＣＤ４＋Ｔ细胞新亚

群，此类细胞以分泌ＩＬ１７为主而得名。ＲＯＲγｔ是控制Ｔｈ１７

细胞分化的特异转录因子，对Ｔｈ１７细胞分化起关键作用，编

码于Ｒｏｒｃ位点
［２］，为维 Ａ酸相关孤儿核激素受体家族成员，

对致病性Ｔｈ１７细胞的分化中起关键作用
［１］，并维持Ｔｈ１７细

胞的分泌功能［５］。

Ｔｈ１７细胞作为炎症细胞，在参与炎症和自身免疫性疾病

的病理进程中发挥了重要的作用。大量证据表明ＲＯＲγｔ在乙

型肝炎、肝硬化和肝癌的发生、发展中具有重要的作用。乙型

肝炎是一种长期的慢性炎症，是机体免疫受到损害的一种表

现。本研究显示，乙型肝炎、肝硬化和肝癌组外周血单个核细

胞ＲＯＲγｔｍＲＮＡ表达与健康对照组比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。当 ＲＯＲγｔ表达增强时，Ｔ 细胞的分化趋向于

Ｔｈ１７细胞易于发生炎症损伤，容易造成慢性乙型肝炎，随后发

展为肝硬化，慢性炎症长期不愈可诱导肿瘤的发生而发展成为

肝癌［６］。

综上所述，Ｔｈ１７细胞特异转录因子ＲＯＲγｔ在乙型肝炎、

肝硬化和肝癌外周血单个核细胞中高表达，很可能是 ＲＯＲγｔ

参与了乙型肝炎、肝硬化和肝癌的免疫进程，ＲＯＲγｔ在乙型肝

炎、肝硬化和肝癌的发生、发展中具有重要的作用。
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ＲＯＲγｔｄｉｒｅｃｔｓｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｏｆｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙＩＬ

１７＋ Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００６，１２６（１１）：１１２１１１３３．

［３］ 中华医学会传染病与寄生虫病学分会和肝病学分会．病毒性肝炎

防治方案［Ｊ］．中华肝脏病杂志，２０００，８（５）：３２４３２９．

［４］ 中华医学会传染病与寄生虫病学分会、肝病学分会．病毒性肝炎

防治方案［Ｊ］．中华传染病杂志，２００１，１９（１）：５６６２．

［５］ ＭａｎｅｌＮ，ＵｎｕｔｍａｚＤ，ＬｉｔｔｍａｎＤＲ．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎ

Ｔｈ１７ｃｅｌｌｓｒｅｑｕｉｒｅｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβａｎｄｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒＲＯＲγｔ［Ｊ］．ＮａｔＩｍｍｕｎｏｌ，２００８，９（４）：６４１

６４９．

［６］ ＲｉｚｖｉＭ，ＰａｔｈａｋＤ，ＦｒｅｅｄｍａｎＪＥ，ｅｔａｌ．ＣＤ４０ＣＤ４０ｌｉｇａｎｄｉｎｔｅｒａｃ

ｔｉｏｎｓｉｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．

ＴｒｅｎｄｓＭｏｌＭｅｄ，２００８，１４（１２）：５３０５３８．

（收稿日期：２０１３０２２５）

（上接第２５２３页）

　　 海市大人群地中海贫血的遗传筛查和产前诊断［Ｊ］．中华医学遗

传学杂志，２００８，２５（３）：２５６２６１．

［２］ＬｉａｏＣ，ＭｏＱＨ，ＬｉＪ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｒｉｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒａｌｐｈａａｎｄｂｅｔａ

ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙ：ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎ１１ｙｅａｒｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ

ｐｒｏｇｒａｍｉｎＧｕａｎｇｚｈｏｕＭａｔｅｒｎａｌａｎｄＮｅｏｎａｔａｌｈｏｓｐｉｔａｌ［Ｊ］．Ｐｒｅｎａｔ

Ｄｉａｇｎ，２００５，２５（２）：１６３１７１．

［３］ＳａｍａｖａｔＡ，ＭｏｄｅｌｌＢ．Ｉｒａｎｉａｎｎａｔｉｏｎａｌｔｈａｌａｓｓａｅｍｉａｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｒｏ

ｇｒａｍｍｅ［Ｊ］．ＢＭＪ．２００４，３２９（７４３５）：１１３４１１３７．

［４］ 蔡稔，梁昕，潘莉珍，等．血液学指标在育龄人群地贫筛查中的诊

断价值［Ｊ］．中国优生与遗传杂志，２００３，１１（１）：１２９１３２．

［５］ 丁高侬，郑雁坚，王治伟．ＭＣＶ、ＭＣＨ 和ＲＤＷ对孕前筛查地中海

贫血的意义［Ｊ］．白求恩军医学院学报，２０１１，９（３）：１６３１６６．

［６］ 邓捷，刘新质，刘颖琳，等．应用平均红细胞体积测定法及红细胞

脆性一管定量法筛查地中海贫血［Ｊ］．中华妇产科杂志，２０００，３５

（６）：６１０６１２．

［７］ 何雅军，马福广，杨小华．２０００例血红蛋白全自动琼脂糖凝胶电泳

检测血红蛋白异常结果分析［Ｊ］．中国优生与遗传杂志，２００１，１２

（３）：２４２５．

［８］ＳｉｒｉｃｈｏｔｉｙａｋｕｌＳ，ＷａｎａｐｉｒａｋＣ，ＳｒｉｓｕｐｕｎｄｉｔＫ，ｅｔａｌ．Ａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

ｏｆｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｏｆｔｈｅｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｆｒａｇｉｌｉｔｙａｎｄｍｅａｎｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒ

ｖｏｌｕｍｅｔｅｓｔｓｆｏｒｔｈｅａｌｐｈａｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ１ａｎｄｂｅｔａｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ

ｔｒａｉｔｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＧｙｎａｅｃｏｌＯｂｓｔｅｔ，２００９，１０７（１）：２６２９．

［９］ ＭａｍｔａｎｉＭ，ＪａｗａｈｉｒａｎｉＡ，ＤａｓＫ，ｅｔａｌ．Ｂｉａｓｃｏｒｒｅｃｔｅｄｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｔｈｅｎａｋｅｄｅｙｅｓｉｎｇｌｅｔｕｂｅｒｅｄｃｅｌｌｏｓｍｏｔｉｃｆｒａｇｉｌｉｔｙ

ｔｅｓｔ（ＮＥＳＴＲＯＦＴ）：ａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｏｏｌｆｏｒｂｅｔａｔｈａｌａｓｓｅ

ｍｉａ［Ｊ］．Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ，２００６，１１（４）：２７７２８６．

［１０］ＤｕｍａｒｓＫＷ，ＢｏｅｈｍＣ，ＥｃｋｍａｎＪＲ，ｅｔａｌ．Ｐｒａｃｔｉｃａｌｇｕｉｄｅｔｏｔｈｅ

ｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ．ＣｏｕｎｃｉｌｏｆＲｅｇｉｏｎａｌＮｅｔｗｏｒｋｓｆｏｒＧｅｎｅｔ

ｉｃＳｅｒｖｉｃｅｓ（ＣＯＲＮ）［Ｊ］．ＡｍＪＭｅｄＧｅｎｅｔ，１９９６，６２（１）：２９３７．

［１１］ＳｉｒｉｃｈｏｔｉｙａｋｕｌＳ，ＭａｎｅｅｒａｔＪ，ＳａｎｇｕａｎｓｅｒｍｓｒｉＴ，ｅｔａｌ．Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｍｅａｎｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｖｏｌｕｍｅｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

ｆｏｒａｌｐｈａｔｈａｌａｓｓｅｍｉａ１ａｎｄｂｅｔａｔｈａｌａｓｓｅｍｉａｔｒａｉｔｓ［Ｊ］．ＪＯｂｓｔｅｔ

ＧｙｎａｅｃｏｌＲｅｓ，２００５，３１（３）：１９８２０１．

［１２］ＣｈａｎｇＰＬ，ＫｕｏＩＴ，ＣｈｉｕＴＣ，ｅｔａｌ．Ｆａｓｔａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆ

ｔｈａｌａｓｓｅｍｉａｂｙｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏａｎａｌＣｈｅｍ，

２００４，３７９（３）：４０４４１０．

（收稿日期：２０１３０３１３）
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