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免疫性血小板减少性紫癜患者单个核细胞中
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　　摘　要：目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ是否参与了免疫性血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）的发病机制。方法　采用实时荧光定量逆转

录聚合酶链反应（ＦＱＲＴＰＣＲ）技术检测３８例ＩＴＰ患者及３５例健康者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ和Ｌｙｎ

ｍＲＮＡ的相对表达量，并进行统计分析。结果　ＩＴＰ患者外周血ＰＢＭＣ中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ表达较健康对照组明显增高（犘＜

０．０１），且与血小板计数呈负相关（狉２＝０．４２，犘＜０．０５）；ＩＴＰ患者外周血ＰＢＭＣ中ＬｙｎｍＲＮＡ表达较健康对照组明显降低（犘＜

０．０１），且与ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ呈负相关（狉２＝０．３３，犘＜０．０１）。结论　ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ可能通过Ｌｙｎ参与了ＩＴＰ的发病机制。
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　　免疫性血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）是一种以血小板计数下

降为特征，伴或不伴有皮肤黏膜出血的获得性自身免疫性疾

病［１］。迄今为止，关于ＩＴＰ的发病机制并没有明确的结论，但

是可以肯定免疫因素在其中起主导地位［２］。研究表明，ＩＴＰ中

Ｂ淋巴细胞功能亢进，产生针对血小板抗原的自身反应性抗

体，导致血小板的破坏增加和生成减少［３］，但其分子机制还有

待进一步阐明。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一种长度

在２３个碱基左右的小分子ＲＮＡ，可通过与靶基因的３′非编码

区（ＵＴＲ）结合而对靶基因的表达发挥负向调节作用
［４５］。近

年来研究表明，ｍｉｃｒｏＲＮＡ在自身免疫性疾病的发生和发展中

发挥着重要作用，比如 ｍｉＲ１４６ａ、ｍｉＲ１５５等
［６８］。Ｌｉｕ等

［９］在

系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）患者中发现，ｍｉＲ３０ａ可以通过直接作

用于靶基因Ｌｙｎ，使得Ｂ淋巴细胞功能亢进，提示其可能参与

了ＳＬＥ的发病机制。但其在其他自身免疫性疾病中的作用尚

不明确。本研究旨在分析ＩＴＰ 患者外周血单个核细胞

（ＰＢＭＣ）中ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ的相对表达量，以及与靶基因Ｌｙｎ

的表达量和ＰＬＴ计数的相关性，以初步明确其是否参与了

ＩＴＰ的发病机制，为以后临床治疗提供可能的潜在靶点。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究纳入第二军医大学长海医院和上海同

济医院血液科ＩＴＰ患者３８例，其诊断标准参照中华医学会血

液学会血栓与止血学组２０１１年制定的诊断标准
［１０］。其中，男

１２例，女２６例；平均年龄（４５±８）岁。另从同期来院体检者中

选择３５例健康者作为对照组，男女构成比为１０∶２５，平均年

龄为（４３±１１）岁。实验组和对照组在年龄和性别构成比上的

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。本研究经过第二军医大学长

海医院和上海同济医院伦理委员会批准，所有受试对象均签署

知情同意书。

１．２　方法

１．２．１　血样标本的采集与ＰＢＭＣ的分离　对所有纳入的研

究对象，采集空腹静脉血５ｍＬ，置于枸橼酸抗凝管中。使用密

度梯度离心法分离ＰＢＭＣｓ（Ｆｉｃｏｌｌ分离液购自北京鼎国生物技

术有限公司）。

１．２．２　ＲＮＡ 抽提与反转录　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法抽提细胞总

ＲＮＡ，再反转录为ｃＤＮＡ，然后置于－８０℃冰箱备用。细胞总

ＲＮＡ抽提试剂盒及逆转录试剂盒购自北京Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
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１．２．３　ＰＣＲ扩增　定量ＰＣＲ采用荧光染料ＳＹＢＧｒｅｅｎ，以

ＧＡＰＤＨ为内参将逆转录得到的ｃＤＮＡ模板进行ＰＣＲ扩增。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ和Ｌｙｎ引物参考文献［９］。内参ＧＡＰＤＨ引物

序列为：５′ＡＡＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡ３′（ｆ），５′

ＣＣＧＴＴＧＡＡＴＴＴＧＣＣＧＴＧＡＧＴＧ３′（ｒ）。引物均由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。ＰＣＲ反应条件为：

９５℃５ｍｉｎ随后９５℃１５ｓ，５９℃３０ｓ循环４０次。读取每个

定量ＰＣＲ反应的阈循环（Ｃｔ）值后，根据公式ΔＣｔ＝［Ｃｔ（目的

基因）］－［Ｃｔ（内参基因）］和 ΔΔＣｔ＝［ΔＣｔ（研究组）］－［ΔＣｔ

（对照组）］，将定量ＰＣＲ结果以２－ΔΔＣｔ表示。

１．２．４　实验室资料的获取　患者和对照组的血小板计数均在

ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００上完成。

１．３　统计学处理　两组之间比较采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 检

验，相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ法，犘＜０．０５为差异有统计学意

义。所有统计都在ＳＰＳＳ１７．０统计软件中完成。

２　结　　果

２．１　ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ以及其靶基因Ｌｙｎ在ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中

的表达　与健康对照相比，ＩＴＰ患者中ｍｉＲ３０ａ的相对表达量

增高了２．９倍，差异具有统计学意义（犘＜０．０１）；ＬｙｎｍＲＮＡ

的相对表达量下降了３倍，差异具有统计学意义（犘＜０．０１），

见图１。

图１　　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ｍｉＲ３０ａ和ＬｙｎｍＲＮＡ相对

表达量与健康个体的比较

２．２　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ的表达与血小板计数

的相关性　ｍｉＲ３０ａ与血小板计数呈负相关（狉２＝０．４２，犘＜

０．０１），见图２。

图２　　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ｍｉＲ３０ａ相对表达量与

血小板计数的关系

图３　　ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中ｍｉＲ３０ａ与ＬｙｎｍＲＮＡ

相对表达量的关系

２．３　ＩＴＰ患者外周血 ＰＢＭＣ中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ３０ａ表达与 Ｌｙｎ

ｍＲＮＡ表达的相关性　ｍｉＲ３０ａ与其靶基因ＬｙｎｍＲＮＡ表达

水平呈负相关（狉２＝０．３３，犘＜０．０１），见图３。

３　讨　　论

ＩＴＰ的发病机制尚未完全阐明，目前研究均表明细胞免疫

功能紊起到了关键性作用。在ＩＴＰ患者中，常发现有自体反

应性的Ｂ细胞功能亢进，并产生针对血小板的自身抗体，大部

分患者的自身抗体都是对 ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ或 ＧＰＩｂ／ＩＸ 有特异

性［１］，它不仅可以通过网状内皮系统损伤血小板［１１］，也可以抑

制血小板的产生［１２１３］。目前，针对ＩＴＰ患者的治疗手段还十

分有限，其原因是对于发病机制认识的不足。ｍｉＲＮＡｓ是一类

存在于许多生物体内的短链非编码 ＲＮＡｓ，近年研究发现，

ｍｉＲＮＡｓ作为一类新型免疫调节分子，在免疫细胞分化，免疫

耐受建立和许多自身免疫性疾病的发生发展中有重要作

用［１４１５］。

Ｌｙｎ是非受体酪氨酸激酶中Ｓｒｃ家族中的一种，主要在Ｂ

细胞内表达，和许多细胞表面受体有关，包括Ｂ细胞抗原受

体。Ｌｙｎ可以通过抑制性受体，酶的磷酸化作用，负向调控信

号通路来调控Ｂ细胞的功能。同时，它也是许多Ｂ细胞活化

通路的一个重要介质，诸如ＣＤ１９和ＣＤ１８０通路。此外，Ｌｙｎ

也参与细胞的基础生命活动调节，包括细胞周期、分化、增殖和

凋亡［１６］。Ｌｙｎ缺陷的小鼠会发生自身免疫性疾病，血清中会

产生自身抗体。另有研究发现，ＳＬＥ中ｍｉＲ３０ａ可以通过直接

作用于ＬｙｎｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ，阻止Ｂ细胞中Ｌｙｎ的表达，影

响Ｂ细胞功能，导致自身免疫疾病的产生。

本研究发现，在ＩＴＰ患者ＰＢＭＣ中 ｍｉＲ３０ａ表达增高，其

靶基因Ｌｙｎ表达下降，并与 ｍｉＲ３０ａ呈负相关，提示 ｍｉＲ３０ａ

可能通过调节Ｂ细胞功能亢进参与ＩＴＰ的发病机制。进一步

研究其分子机制，可以为未来治疗提供新的选择。
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２．２　患者血清ＲＢＰ与ＣｙｓＣ、Ｃｒ及Ｃｃｒ的相关性　统计学研

究表明，在ＣｙｓＣ、Ｃｒ和Ｃｃ异常的患者组，血清ＲＢＰ与ＣｙｓＣ、

Ｃｒ及Ｃｃ均有明显的相关性（相关系数分别为０．７７３、０．７７８、

－０．８２２）；结果表明，血液中ＲＢＰ的变化与Ｃｃ、Ｃｒ和ＣｙｓＣ反

映肾小球滤过功能的指标有明显的相关性，测定血液中 ＲＢＰ

的水平能在一定程度上反映肾小球滤过功能。

３　讨　　论

肾小球滤过功能是肾脏主要功能之一，当肾小球病变导致

滤过面积减少、滤过膜损伤，或肾血流量减少，肾小球滤过率可

明显下降。作为传统反映肾小球滤过功能的指标，Ｃｒ的灵敏

性较差。因为肾脏有强大的储备能力，在肾脏损伤不严重的情

况下，余下的肾单位仍能排出日常机体所产生的肌酐等代谢产

物，血浆中这些物质浓度变化并不大。只有当肾小球滤过率下

降到正常的５０％以下时，才会引起血清肌酐的升高，说明测定

肾小球滤过率比测定肌酐含量更为灵敏。

ＧＦＲ的测定是目前临床上用以判断肾排泄功能的重要参

数。目前用于测定ＧＦＲ的物质分为外源性和内源性，前者包

括菊粉和一些放射性核物质，后者包括Ｃｒ、ＢＵＮ、ＵＡ和β２

ＭＧ、ＲＢＰ等相对低分子质量蛋白质。菊粉清除率为测定ＧＦＲ

的金标准，但测定复杂不适于临床应用，临床常用内生肌酐清

除率。内源性肌酐是肌肉组织的肌酸代谢的终产物，对于具体

的个体而言，肌肉质量是恒定的，在膳食中不含肌酐的情况下，

血浆肌酐排除了受外源因素的影响，其含量相对恒定并且方法

简单。

ＣｙｓＣ能在所有有核细胞表达，其在体内的代谢有稳定的

生成速度及循环水平，不受其病理状态的影响；能自由通过肾

小球滤过，不被肾小管重吸收和分泌［２４］。由于肾脏是清除循

环中ＣｙｓＣ的惟一器官，故血清ＣｙｓＣ浓度主要由 ＧＦＲ决定，

即血清ＣｙｓＣ可准确反映ＧＦＲ变化，当ＧＦＲ下降时，ＣｙｓＣ水

平随之上升，且不受炎症、胆红素、溶血、三酰甘油等影响，并与

性别、年龄、肌肉量无关。已有研究证明［５］，ＣｙｓＣ的肾清除率

与核素９９ＴｃＤＴＰＡ清除率相同。因此，ＣｙｓＣ是评估肾小球滤

过功能的一种敏感性好、特异性高的指标。

ＲＢＰ可自由滤过肾小球，近来的研究发现，血液中ＲＢＰ的

变化也能在一定程度上反映肾小球的滤过功能［６７］。在本研究

中，通过对１１４例临床明确诊断有肾功能损伤的患者和１２６例

健康对照血液中ＲＢＰ、Ｃｃｒ、Ｃｒ与ＣｙｓＣ的测定值进行统计学分

析，发现患者血液中ＲＢＰ的含量与血液中Ｃｒ、ＣｙｓＣ和Ｃｃｒ的

变化均有明显的相关性，患者组的ＲＢＰ、Ｃｒ和ＣｙｓＣ的测定均

值明显的高于健康对照组，Ｃｃｒ明显低于健康对照组，差异均

具有显著性（犘＜０．０１）。结果表明血液中ＲＢＰ的检测是监测

肾小球滤过功能损伤的良好指标。但是也应该注意到，血液中

ＲＢＰ的水平受肝功能及营养状态的影响，ＲＢＰ是由肝细胞粗

面内质网合成的蛋白质，当肝细胞损伤时，ＲＢＰ的合成受到抑

制；ＲＢＰ在机体营养不良或应激反应时可迅速下降。因此在

判断是否存在肾功能受损时，一定要结合其他的指标进行综合

分析判断。
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ｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１０，１１（４）：２５２２６３．

［１６］ＤｅＦｒａｎｃｏＡＬ，ＣｈａｎＶＷ，ＬｏｗｅｌｌＣＡ．Ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｒｏｌｅｓ

ｏｆｔｈｅｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅＬｙｎｉｎＢｃｅｌｌｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，

１９９８，１０（４）：２９９３０７．

（收稿日期：２０１３０９０４）

·１１３３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４




