
瘤坏死因子拮抗剂皮下注射
&,K

P

#

&

次"周#甲氨蝶呤
%*K

P

口服#每周
%

次(

%&

)

*眼科以局部用药为主*其疗效显著#能缩

短葡萄膜炎病程#耐受性和安全性良好*不同的治疗方法有各

自的优缺点#可以根据患者的病情及经济基础#选择适合患者

的治疗方案*

E

!

小
!!

结

\!"A2&5

阳性的患者中#以强直性脊柱炎为最常见的脊

柱关节病*作为强直性脊柱炎在关节外症状的一种表现#葡萄

膜炎的出现不能忽视*由于有
(%V

的患者以葡萄膜炎为首发

症状就诊眼科#为了避免漏诊#眼科医生除了询问患者的骶髂

关节病史外#

\!"A2&5

应作为一项重要的实验室检查#帮助医

生更加准确地辨别患者的眼部病变是否为强直性脊柱炎伴发

的一种症状#找到疾病的根源所在#才能够更好地减轻患者的

痛苦*
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类风湿性关节炎$

7"

&是一种常见的自身免疫性疾病#据

不完全统计#我国有
'**

万人以上患有
7"

#其发病率为

*)'V

"

*)+V

*

7"

发病原因尚不清楚#现认为其发病原因有

感染因素'遗传因素和免疫因素#以慢性'对称性'多滑膜关节

炎和关节外病变为主要临床表现*

7"

诊断主要依靠临床表

现'

]

射线检查及类风湿因子$

7;

&检测*随着免疫技术的不

断发展#许多自身抗体广泛应用于
7"

的诊断#主要应用酶联

免疫法检测抗核周因子$

"$;

&'抗角蛋白抗体$

"b$

&'抗环瓜

氨酸抗体$抗
66$

抗体&#以及其
7;

分型$

U

P

/

'

U

P

#

'

U

P

"

&*这

些检查可以提供早期诊断依据#提高患者疾病的治愈率*近年

来随着分子生物学技术的发展#可以直接从基因水平检测疾

病#提供更可靠的特异性的临床诊断依据*

聚合酶链式反应$

$67

&是体外扩增
89"

的技术#它的研

究已经有很长的发展历史#

%=Z,

年美国科学家申请了有关

$67

的第一个专利#在
@H?01H0

杂志上发表了第一篇
$67

的学

术论文#从此
$67

技术得到了生命科学界的普遍认同*但是

最初使用的
89"

聚合酶是大肠杆菌的
89"

聚合酶
%

的
bE0A

1CR

片段#但是
bE01CR

酶不耐热#在
89"

模板进行热变形时

会导致此酶钝化#每加入一次酶只能完成一个扩增反应周期#

这使操作程序更加复杂化*

%=ZZ

年初#有研究者改用
B(

89"

聚合酶进行扩增#其扩增的产物具有均一性#但是每循环

一次也需要重新加入酶*

%=ZZ

年有研究者提取出了
B3

Q

89"

酶#此酶耐高温在热变性时不会被钝化#不必在每次扩增反应

后再加入新酶#从而极大地提高了
$67

扩增效率*在此之后#

$67

方法不断被改进#很多新技术不断发展#比如具有
'̀

'

,̀

修复活性的热稳定
89"

聚合酶代替之前不具有
'̀

'

,̀

修复活

性的
89"

聚合酶*此外#在基础原理上发展了新的技术#比

如后来的反转录
$67

'定量
$67

及芯片
$67

等新技术*本文

就
$67

技术在
7"

中的应用与发展做一简单综述*

B

!

$67ASŜ

反向杂交法和
$67ASS$

法在
7"

中的应用

!!

$67ASŜ

即
$67

序列特异性寡核苷酸扩增分析#其基本

检测原理是顺序特异性寡核苷酸作为探针#用同位素或者是非

放射性核素标记#然后与
$67

扩增的目标产物片段杂交#根据

阳性斑点判断基因型*此种方法如果在基因型较多时需要数

+

'(+

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



量较多的探针对每个
89"

进行多次杂交#操作繁琐#所以后

来在此基础上形成了
$67ASŜ

反向杂交技术#即将各种不同

的探针固定于同一张陌上#再将
$67

产物标记#以
$67

产物

$待测基因
89"

&反过来与探针杂交*这样一次即可完成多个

等位基因分析#此种方法灵敏度高'特异度强'需要样本量少*

$67ASS$

即
$67

序列特异性引物#其基本检测原理是设

计出特异性引物#借助
$67

获得的特异性产物#可通过电泳分

析带型决定基因的型别#这极大地简化了实验操作步骤#简单

易行*

$67ASŜ

和
$67ASS$

主要用于基因分型的研究#下面

介绍这两种方法在
7"

患者中的应用*

人类白细胞分化抗原$

\!"

&

A87(

为
7"

的易感因素(

%

)

#

\!"A87(

携带者在一些细小病毒等病原体感染时#可在短期

内发展成
7"

#这较
\!"A87

阴性者时间短#朱乃硕等(

&

)用

$67ASŜ

法研究发现
7"

患者
\!"A87(

表达率要高于健康

对照组*后来研究发现
68&,

和
68&Z

等共刺激分子也可能与

7"

的发生'发展相关(

'A(

)

*顾国浩等(

,

)用
$67ASS$

研究发现

\!"A87(

阳性的活动性
7"

患者的活动度明显高于
\!"A

87(

阴性者#表现为
6

反应蛋白$

67$

&显著增高者高达

5Z)+V

#另外
\!"A87(

阳性
7"

患者以
U

P

/

'

U

P

"

增高为主#

而
\!"A87(

阴性者则以
U

P

#

增高为主#提示
\!"A87(

基因

与
7"

发生'发展密切相关#这与朱乃硕等(

&

)的研究结果相似*

活性
B

细胞#尤其是细胞毒性
B

细胞在
7"

的病理损伤中起

重要作用#而共刺激分子
68&Z

在
B

细胞特异性激活中是不可

缺少的(

+A5

)

#

68&,

是白细胞介素
&

受体
$

$

U!A&7

$

&分子#主要

分布于活化
B

细胞'

2

细胞和巨噬细胞上#白细胞介素
A&

$

U!A

&

&与之结合后发挥生物学活性*顾国浩等(

,

)研究发现活动性

7"

患者
68&Z

i细胞百分比明显低于健康对照组#提示
68&Z

分子在
7"

的免疫失调和关节炎症中起重要作用#活动性
7"

患者
68&,

i淋巴细胞明显增高#表明患者淋巴细胞处于高度

活化状态(

'

)

#活动性
7"

患者
68&,

表达上升而
68&Z

表达

下降(

(

)

*

通过以上几种指标可以看出用这两种方法可以从基因水

平检测与
7"

相关的因素但是这两种方法各有优缺点*

$67A

SS$

和
$67ASŜ

在操作时标本需要量不多#但是需要大量的

试剂#

$67ASŜ

在分析时检测成本高#

$67ASS$

在检测时不易

自动化#重复实验需要重提
89"

且必须使用紫外凝胶成像仪

保留原始资料极大地增加了实验成本*并且两者在
\!"

基

因分型时不能识别非经典的
\!"

#所以这些基因是否与
7"

有关需要进一步研究*

C

!

差异显示
$67

在
7"

患者中的应用

!!

高等动物在生命活动过程中#由于基因的选择性表达'各

种物理化学因素导致的突变及生理因素等会导致基因表达图

谱的差异*分析比较不同条件下基因表达差异能够帮助了解

组织分化发育及疾病的发生机制*

差异显示
$67

技术是将随机引物和锚定
H89"

的引物结

合使用#利用一系列的
CE?

P

C

$

DB

&引物#逆转录真核生物细胞中

全部表达的
K79"

#通过
$67

扩增的方法#转换成
H89"

双

链#再利用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳#将有差异的片段分开#筛

选出目的基因
)

基因在不同组织细胞中的表达有差异#在细胞的不同阶段

和状态中的表达也有差异#研究基因表达谱的变化有助于理解

细胞分化'增生'细胞周期的调节和细胞衰老凋亡的过程*差

异显示
$67

$

88A$67

&是一种以反转录
$67

为基础的研究基

因表达差异的技术#可用于肿瘤和多种疾病的分子遗传学研

究#是筛选差异表达基因的有效方法*

88A$67

基本原理是取

两种从不同组织或细胞中分离出来的细胞质
79"

或
K79"

做为模板#利用可能的
%&

种不同序列的寡核苷酸作为引物
CEA

?

P

C

$

DB

&进行逆转录#逆转录合成的
%&

种互补
89"

$

H89"

&几

乎代表真核生物某一特定细胞中所有
K79"

#通过
$67

扩增

的方法#转换成
H89"

双链#再利用变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳#将有差异的片段分开#筛选出目的基因*

88A$67

是筛选

差异表达基因比较有效的方法之一*有研究者设计的第三代

88A$67

引物中#

,̀

端引物为
Z

种#

'̀

引物仍为
'

种#它们的组

合$共
&(

组&将覆盖所有的
K79"

序列(

ZA=

)

#利用
88A$67

对

7"

患者滑膜细胞基因进行分析*

王吉村等(

%*

)用差示
$67

技术检测
7"

患者滑膜细胞中

高表达基因发现#

7"

患者滑膜细胞高表达
\S$5*

#并且这与

SH.0II

等(

%%

)用免疫组化研究的结果一致#他们认为#这是由于

在炎性因子或切力作用下#滑膜细胞细胞内热休克蛋白因子
A%

的转录活性增高所致*王夏(

%&

)用实时荧光定量
$67

在研究

内质网基因表达时发现非结构蛋白$

<$7

&通路基因
"B;+

#

U7Y%

表达水平与病程呈正相关*之前也有研究表明蛋白热休

克蛋白$

\S$@

&和
Y7

伴侣分子如免疫球蛋白重链结合蛋白

$

2U$

&被证明能激发
2

和
B

细胞免疫活性*在
7"

患者#滑膜

组织内过度表达的
2U$

对滑膜
B

细胞有高度的选择性(

%'A%(

)

*

同时研究者还用差示
$67

技术检测了
7"

患者体内的蛋白酶

2

基因#发现
7"

患者滑膜细胞高表达组织蛋白酶
2

的基

因(

%*

)

*这些研究结果都表明
88A$67

是筛选差异表达基因比

较有效的方法之一*

D

!

反转录
$67

在
7"

患者中的应用

!!

反转录
$67

$

7BA$67

&是一种以细胞内总
79"

或者
K7A

9"

为材料进行体外扩增的技术*由于
$67

中的耐热的
89"

酶$

B3

Q

酶&不能以
79"

或
K79"

为模板#所以首先要对

79"

或
K79"

进行反转录生成与之互补的
H89"

#然后以

H89"

为模板进行扩增*

79"

'

89"

印迹杂交技术'原位杂交

组化的进行#提取
79"

需标本剂量大'细胞数多#一般外周血

需
,*K!

分离淋巴细胞方可提取
79"

#进行
79"

电泳后转

膜杂交*有研究者应用经典的
79"

印迹杂交和
7BA$67

两

种技术进行实验#表明
7BA$67

与
79"

印迹方法完全具有可

比性'相似性#认为
7BA$67

是研究基因表达高效'敏感的方

法#且所需
79"

量极少*

林琳(

%,

)用
7BA$67

检测
7"

患者外周血单个核细胞$

$2A

#6

&中白细胞介素
A%5"

$

U!A%5"

&

K79"

的表达水平发现在

7"

患者
$2#6

中
U!A%5"K79"

的表达水平明显增高并与疾

病活动程度呈正相关*有研究者在实验中发现
7"

患者关节

滑液中白细胞介素
A%5

$

U!A%5

&水平明显高于骨性关节炎患者

滑液中水平(

%+

)

*通过一系列细胞因子的作用#

U!A%5

上调了

6

O

G+%

表达#参与慢性炎性反应(

%5A%Z

)

#增强了
7"

关节的胶原

破坏和重新合成'骨质的破坏及关节软骨的破坏(

%=

)

*孟明

等(

&*

)研究表明
7"

患者外周血中
?9bB

细胞频率与干扰素
A

(

$

U;9A

(

&"白细胞介素
A(

$

U!A(

&比值呈负相关*裴明等(

&%

)用

7BA$67

研究发现
7"

患者的滑膜中高度表达白细胞介素
%

受体拮抗剂$

U!A%73

&*这表明细胞因子在
7"

患者发病中起

着重要作用#可以用
7BA$67

准确高效地检测出过度表达的

异常相关基因#可分析
K79"

是否异常及是否由其导致基因

表达异常#可直接从基因水平显示与
7"

的相关因素*

基于
7BA$67

技术的原理#

a3K3KCIC

等(

&&

)建立了一种

分析
B

细胞克隆型的方法#即
7BA$67

"单链构象多态性分析

+

((+

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



$

SS6$

&*

SS6$

可以检测
89"

序列之间的不同#进行
89"

序列差异分析#在非变性条件下#单链
89"

可自身折叠呈现

一种由内部分子相互作用形成的三维构象#这种构象由单链

89"

分子内的碱基顺序决定#它影响了
89"

在非变性凝胶

中的迁移率*相同长度但不同核苷酸序列的
89"

由于在凝

胶中的不同迁移率而被分离*迁移率不同的条带可被银染或

者荧光标记引物检测#然后用
89"

自动测序进行分析*

7BA

$67

"

SS6$

法是根据不同
B

细胞受体$

B67

&

)

链
L

区中

687'

碱基序列的不同#来分析
B

细胞克隆型*其不同于常用

的在体外建立抗原特异性
B

细胞克隆后#再分析
B

细胞克隆

型方法的优点是#即使在特异性抗原不明的情况下#也能直接

分析体内聚集的
B

细胞克隆型*赵文明等(

&'

)采用
7BA$67

"

SS6$

法#比较分析一种自发性
7"

小鼠模型
ASb/

小鼠$发病

初期与后期关节内聚集的
B

细胞克隆型的变化#结果显示

Sb/

小鼠自发性关节炎动物模型与
B67L

)

&

和
L

)

Z)&

的
B

细胞克隆型关系密切*此前有研究报道人的
7"

与
B67

L

)

'

'

L

)

(

'

L

)

%5

#

-

型胶原蛋白诱导的大鼠
7"

模型与
B67

L

)

Z)&

'

L

)

(

'

L

)

%5

#

-

型胶原蛋白诱导的小鼠
7"

模型与

B67L

)

&

'

L

)

,

'

L

)

ZB

细胞克隆型关系密切(

&(A&,

)

*这些研究结

果均显示某些
B67L

)

型的
B

细胞与
7"

的发展密切相关*

7"

的自身抗原不明确#而
7BA$67

"

SS6$

的主要优点就是在

特异性抗原不明的情况下#也能直接分析体内聚集的
B

细胞

克隆型#所以
7BA$67

"

SS6$

很适合用于对
7"

患者的
B

细胞

克隆分型分析*

E

!

定量
$67

在
7"

中的检测应用

!!

近年来定量
$67

广泛用于检测
7"

患者中基因水平的异

常*定量
$67

有荧光定量
$67

$

;hA$67

&又称为实时
$67

#

还包括水解探针$

B3

Q

#31

F

GCM0

&技术'杂交探针技术'分子信

标技术*

;hA$67

的基本原理是指在
$67

反应体系中加入荧光基

团#利用荧光信号累积实时监测整个
$67

进程#最后通过标准

曲线对未知模板进行定量分析的方法#在
$67

反应体系中加

入
Sa27/G001

%

染料#该染料能选择性地掺入直双连
89"

分子中#并且产生强烈的荧光#荧光信号的检测在每一个循环

的延伸期完成后进行#其结合的荧光信号与
89"

水平成

正比*

焦志军等(

&+

)用定量
$67

检测
7"

患者外周血中单个核

细胞
9CIH.

基因表达#结果显示
7"

患者外周血中存在一群高

表达
9CIH.'

的活化
B

细胞*之后焦志军等(

&5

)用流式细胞术

和定量
$67

技术#分别在蛋白质水平和
K79"

表达水平检测

;CT$'

表达#其研究结果显示
7"

活动期时
68(

i

68&,

i

;CT$'

i调节性
B

细胞明显减少#这群调节性
B

细胞可能参与

了
7"

病理进程*曹新国等(

&Z

)用套式实时定量
$67

技术检

测外周血单核细胞中
;̂ ]$'

i

K79"

基因表达#发现
68(

i

68&,

i

B

细胞数量与
;̂ ]$'

i

K79"

基因表达水平呈正相

关*与此类似#

d3

FF

?3

等(

&=

)在研究幼年型特发性关节炎$

WU"

&

时也发现#患者外周血中
68(

i

68&,

i数量少于健康人#而病

情较轻或有自限倾向的患者外周血
68(

i

68&,

i调节性
B

细

胞数相对较高且表达较多的
;CT$'

基因#这些结果表明
B

细

胞在
7"

发病过程中具有重要病理作用#研究其具体作用机制

对
7"

的病因研究和治疗具有重要作用*荀春华等(

'*

)用实时

荧光定量
$67

技术检测
K?79"A%(+3

在
7"

患者外周血单个

核细胞表达水平#并且同时用免疫法检测血清
67$

'

7;

'

U!A

%5

'肿瘤坏死因子
A

$

$

B9;A

$

&水平#分析
7"

患者外周血单个

核细胞
K?79"A%(+3

表达水平与血清
67$

'

7;

'

U!A%5

'

B9;A

$

水平的相关性#结果显示
7"

患者外周血单个核细胞的
K?7A

9"A%(+3

高表达#且与血清
67$

'

U!A%5

'

B9;A

$

水平呈明显正

相关*

bC1

P

等(

'%

)的研究发现
S?GI%

可以抑制核因子
+

2

$

9;A

+

2

&的转录活性#从而抑制炎性细胞因子的产生#如
B9;A

$

#白

细胞介素
A%

)

$

U!A%

)

&和白细胞介素
A+

$

U!A+

&等#丁永利等(

'&

)用

;hA$67

检测
-

型胶原蛋白诱导的关节炎$

6U"

&小鼠去乙酰

化酶
%

$

S?GI%

&'

##$A%'

'基质金属蛋白酶组织抑制物
%

$

BU#$A

%

&

K79"

的表达#同时用
Y!US"

检测小鼠血清中
U!A%

)

'

B9;A

$

'

U!A%5

'

U!A(

和白细胞介素
A%*

$

U!A%*

&的水平#结果发现在

6U"

小鼠中
S?GI%

过表达#并且过表达
S?GI%

的小鼠中血清细胞

因子
U!A%

)

'

B9;A

$

'

U!A%5

水平比对照组明显降低#而
U!A(

水

平升高#这与之前的研究相似#因此
S?GI%

可作为新的治疗点#

不过这有待于更多的研究*

!?1

等(

''

)也用
;hA$67

检测
7"

患者外周血中单个核细胞诱骗受体
'

$

8H7'

&

K79"

的水平发

现
7"

患者中
8H7'K79"

的表达明显高于健康者#

8H7'

是

一种可溶性肿瘤坏死因子受体超家族成员#可与肿瘤坏死因子

配体
!U/\B

'

;3@!

和
B!U"

竞争结合其相应的受体如

\LY#

'

;3@

和
8H7'

*不过由于
8H7'

缺乏胞内区#不会传导

凋亡信号(

'(

)

*

8H7'

主要表现为抑制细胞凋亡#调节细胞生

长'分化及免疫等作用#与多种疾病的发生和发展密切相

关(

',

)

#结合研究结果表明
8H7'

在
7"

发生'发展中具有重要

作用#可能通过抑制凋亡途径进行#这有待于进一步研究*

;hA$67

技术是近年来新发明的定量
$67

技术#定量更

准确并且具有更高的灵敏度和特异性#除此之外还有其他的优

点!$

%

&通过显示系统实时监测
$67

的扩增过程%$

&

&反应完成

后可直接得到实验结果#无需打开反应管对产物进行电泳检

测#从而避免了开盖检测环节形成的气溶胶对实验室造成的

污染*

F

!

错配
$67

技术在
7"

患者中的应用

!!

许多的研究表明
U!A%5"

在
7"

的发病中具有重要作用#

U!A%5

上调了
6

O

G+%

的表达#参与慢性炎性反应(

%,A%Z

)

*田辉

等(

'+

)通过错配
$67

技术提高人源化抗
.U!%5"

单链抗体

$

@H;-

&的亲和力#为进一步开发治疗
7"

的人源化抗体药物奠

定基础*错配
$67

技术是抗体体外亲和力提高的一种可行性

方法#在保证与抗原结合能力的基础上提高了其亲和力和中和

活性*

细菌感染引起
7"

的原因一直备受关注#近年来检测
7"

患者体内细菌内毒素的研究也越来越多#有研究发现
7"

患者

体内存在葡萄球菌肠毒素
0

的基因#检出率为
%')&,V

(

'5

)

*

上述是
$67

技术在
7"

中的应用#随着
$67

技术的不断

发展#精密度'特异度'灵敏度不断提高#尤其是近年来广泛应

用的实时荧光定量
$67

技术#可对异常表达基因实时定量检

测*通过
$67

对
7"

患者基因表达的分析可以为
7"

的诊断

和治疗提供更可靠的依据#减轻
7"

患者的痛苦#达到早期诊

断早期治疗的目的*但是#上述研究只是针对
7"

患者基因方

面的检测#至于其具体临床应用及其针对异常基因的药物的研

制还应继续研究#并且其疗效的好坏需要更多的临床试验证

明*

$67

技术不断发展#每种技术具有各自的优缺点#在具体

应用时应结合实际应用条件和目的选择合适的方法*通过更

多的研究进一步探讨
7"

的发病机制和早期诊断方法#为
7"

的诊断'治疗'预后提供更多'更可靠的依据*
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