
作者简介!王加平#女#副主任技师#主要从事临床免疫检验研究(

!论
!!

著!

重症肌无力患者外周血单个核细胞中
e2*(

#

U<U

-

I

与

KBU,"&9

水平变化的临床意义

王加平!朱继平!孟晓波!梅
!

燕!秦文敬

"江苏省连云港市东海县人民医院检验科
!

"""%&&

$

!!

摘
!

要"目的
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检测重症肌无力患者外周血单个核细胞"
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的表达水平!探讨它们在重症肌无力患者发病中的作用&方法
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采集重症肌无力患者及健康对照者清晨空腹外周血

标本!梯度离心得到人
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&采用实时荧光定量聚合酶链反应检测
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中
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的相对表

达量&结果
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重症肌无力患者
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中
e2*(KU51

为
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!健康对照者为
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#重症肌无力患者
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IKU51

表达水平为
&#'$&b&#"99

!健康对照者为
&#&9$b&#&!9

!重症肌无力患者均显著高于健康对照组!差异均有统计

学意义"
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$&重症肌无力患者
+0;6

中
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表达水平为
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!健康对照者为
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!重症肌无

力患者显著低于健康对照组!差异有统计学意义"
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7_f&#9$'

!

$

$

&#&'

!

7_f&#>&9

!

$

$

&#&'

$&结论
!

重症肌无力患者
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的表达水平增高及
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表达水平下降!和疾病的发生和发展有密切的关系&
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重症肌无力$

;)

&是一种以胸腺为靶器官的自身免疫性

疾病*

!

+

(有研究表明#辅助性
/

细胞
!$

$

/J!$

&参与
;)

的发

病#

/J!$

是近年来新命名的一类辅助性
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细胞亚群#其

具有独特的分化途径和转录因子$
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&#以能够诱导编码白

细胞介素
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72,!$

&的下游基因表达为主要特征*
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(锌指样

转录因子
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e2*(

&是一种含锌指修饰结构的蛋白#是
/J!$

分

化的正调节因子*
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;B3GEU51
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KBU51

&是一类短的非编

码
U51

#大约
"&

$

""

个核苷酸#介导
U51

干扰并且在翻译水

平抑制蛋白表达(已经证实人类
e2*(

是
KBU,"&9

的靶分子

之一*

9

+

(本研究采用实时荧光定量聚合酶链反应$

+6U

&检测

;)

患者人外周血单个核细胞$

+0;6

&中
e2*(

)

U<U

-

IKU,

51

和
KBU,"&9

的表达水平#并分析
e2*(

)

U<U

-

I

与
KBU,"&9

表达的相关性#探讨这几个因素在
;)

发病中的作用机制#现

报道如下(
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资料与方法
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一般资料
!

选择
"&!"

年
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月至
"&!'

年
9

月在本院经临

床确诊的
;)

患者
"$

例#选择的
;)

病例根据典型的临床症

状)新斯的明试验阳性或神经重复电刺激递减试验阳性确
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#其中男
!9

例#女
!!

例#平均年龄$

(@b!(

&岁%健康对照

组选择本院体检中心健康体检者
"&

例#其中男
!%

例#女
$

例#

平均年龄$

'!b@

&岁#均无近期感染或自身免疫病史(两组研

究对象之间性别)年龄差异均无统计学意义$
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仪器与试剂
!

实时荧光
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仪为美国伯乐
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型#
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人淋巴细胞分离液从天津灏阳生物制品有限

公司采购#淋巴细胞刺激剂佛波酯$
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&)离子霉素$

7EDEK

M

,
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&从
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公司采购(上海生工合成
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引物)
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和
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购自
7DHBIGE

=

FD

公司(
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方法
!

A#C#A

!

标本处理
!

清晨采取研究对象空腹静脉血
%

$

'K2

#

肝素钠抗凝#采用
*B3ERR,8

M-

O

V

LF

人淋巴细胞分离液梯度离心

获得人
+0;6

#磷酸盐缓冲液$

+0:

&洗涤
"

次#将细胞数调整

为
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9

"
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#加入
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孔细胞培养板#放置在含有
+;1

$
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$
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K2

&
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的培养基中#
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饱和温度条件下温育
'J

后#收集细胞(

A#C#B

!

样本中
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)
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IKU51

及
KBU,"&9

相对表达量

检测
!

从将
+0;6C

刺激
'J

后收集的细胞中提取总
KU51

(

按照
/<d<0<

试剂盒说明书反转录成
3451

(新合成的
34,

51

置于
f"&]

冰箱中备用(采用
6*i@9

实时荧光
+6U

仪

按照
0BE,UOP:d0U)GFFD:L

-

FG;BW

说明书进行检测(所用

引物序列为!

e2*(

上游引物为
'\,611)/666)66)6/6

61//16611,%\

#下游引物为
'\,66161)66)/6661)

/6161) /)),%\

%

U<U

-
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上游引物为
'\,66/ ))) 6/6

6/6)66/)166,%\

#下游引物为
'\,/6/6/6/)666/

61)66//)66,%\

%

.

,O3IBD

上游引物为
'\,616)11 16/

166//6116/66,%\

#下游引物为
'\,61/16/66/)6/

/)6/)1/6,%\

#以
.

,O3IBD

为参照进行校准%

KBU,"&9

上游引

物为
'\,)1)/)6/))11/)/11))11),%\

#下游引物

为
'\,)61 ))) /66)1) )/1 //6,%\

#以
CKORRDL3RFOG,

U51

即
CDU51

为参照(每份标本同时采用相同反应体系和

条件进行检测#

+6U

扩增
%

次(

A#D

!

统计学处理
!

采用
:+::!$#&

软件对数据进行统计分

析(正态分布资料数据以
Hb?

表示#组间比较采用非配对
8

检验#以
$

$

&#&'

为差异有统计学意义(

B

!

结
!

果

B#A

!

;)

患者与健康对照组
+0;6

中
e2*(

)

U<U

-

IKU51

及
KBU,"&9

表达水平比较
!

见表
!

(

;)

患者
+0;6

中
e2*(

和
U<U

-

IKU51

相对表达量显著高于健康对照组#差异有统

计学意义$

8_9#'9%

)

$#''"

#

$

$

&#&'

&#

KBU,"&9

相对表达量显

著低于健康对照组#差异也有统计学意义$

8_"#'$@

#

$

$

&#&'

&(

表
!

!!

两组
+0;6

中
e2*(KU51

#

U<U

-

IKU51

和

!!

KBU,"&9

表达水平比较$

Hb?

&

组别
e2*( U<U

-

I KBU,"&9

;)

患者
&#'@(b&#!>!

"

&#'$&b&#"99

"

&#&'%b&#&!>

"

健康对照组
&#&>@b&#&"' &#&9$b&#&!9 &#!%(b&#&'9

!!

注!与健康对照组比较#

"

$

$

&#&'

(

B#B

!

;)

患者
+0;6

中
e2*(

和
U<U

-

I

相关性分析
!

见图

!

(对
;)

患者
+0;6

中
e2*(

和
U<U

-

IKU51

相对表达量

的相关性采用直线相关分析#图
!

显示
e2*(

与
U<U

-

I

之间

呈正相关$

7_&#$&'

#

$

$

&#&'

&(

图
!

!!

;)

患者
+0;6

中
e2*(

和
U<U

-

IKU51

相关性分析

B#C

!

;)

患者
+0;6

中
e2*(

)

U<U

-

I

与
KBU,"&9

的相关性

分析
!

见图
"

)

%

(采用直线相关分析
;)

患者
+0;6

中

e2*(

和
U<U

-

IKU51

分别与
KBU,"&9

相对表达量的相关

性#图
"

)

%

结果显示#

e2*(

和
U<U

-

IKU51

与
KBU,"&9

的表

达水平之间均呈负相关$

7_f&#9$'

)

f&#>&9

#

$

$

&#&'

&(

图
"

!!

;)

患者
+0;6

中
e2*(

与
KBU,"&9

相关性分析

图
%

!!

;)

患者
+0;6

中
U<U

-

IKU51

与
KBU,"&9

相关性分析
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!!

论
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;)

是一种自身免疫性疾病#以
/

细胞辅助)抗体介导)补

体参与的神经肌肉接头传递障碍为特征#有研究结果表明#免

疫调节细胞参与
;)

诱导和发病过程*

!

+

(

/J!$

是一类与
/J!

和
/J"

不同的
64(

a

/

细胞新亚群#这类细胞主要以分泌

72,!$

而得名*

$,>

+

(

U<U

-

I

是
/J!$

特异性的主要转录因子#调

控
72,!$

的分泌*

"

+

(有研究表明#

/J!$

细胞数目上调可导致

免疫耐受失衡#引发
;)

等自身免疫性疾病发病*

%

+

(本研究

'

!&'!

'
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发现#

;)

患者外周血
/J!$

特异性转录因子
U<U

-

I

的表达呈

显著性增高#由此提示
/J!$

与
;)

的发生和发展密切相关(

e2*

家族是真核生物中一大类基础转录因子#在真核细

胞的基因转录调控过程中起重要作用*

@

+

(

e2*(

是其家族中

目前研究最多的一员#包含
%

个结构域!高度保守的
6,

端
451

结合结构域)高度可变的
5,

端转录调节结构域及核定位序

列*

!&

+

(

e2*(

能结合靶基因富含
)3

的启动子序列#促进或抑

制下游基因表达#

e2*(

对
/J!$

的分化具有正调节作用*

'

+

(

本研究发现#在
;)

患者
+0;6

中
e2*(KU51

的表达也显

著增高#而且与
U<U

-

IKU51

的表达呈正相关$

7_&#$&'

#

$

$

&#&'

&(本研究结果提示#

;)

患者
+0;6

中
e2*(KU,

51

可以通过促进
U<U

-

I

活性进而上调
/J!$

表达#促进

/J!$

细胞分化(

KBU51

是一类内源性的具有调控功能的非编码小分子

U51

#每个
KBU51

可以有多个靶基因#而几个
KBU51C

也可

以调节同一个基因(它通过与靶基因的
%\X/U

结合继而抑制

靶基因的表达*

!!

+

(人类的外周血中
e2*(

是
KBU,"&9

的靶分

子之一*

9

+

(本研究发现#

;)

患者
+0;6

中
KBU,"&9

表达下

降#相反
e2*(KU51

表达水平却呈升高状态#二者呈明显负

相关$

7_f&#9$'

#

$

$

&#&'

&#并且
KBU,"&9

与
U<U

-

IKU51

表达也表现出显著负相关$

7_f&#>&9

#

$

$

&#&'

&#这可能是

由于
KBU,"&9

的低表达从而上调了
e2*(KU51

的表达#进

而促进
U<U

-

IKU51

的高表达#从而使
;)

患者
+0;6

中

/J!$

比例增高(

本研究结果表明#

;)

患者
+0;6

中
KBU,"&9

的表达下

降可在一定程度使
e2*( KU51

表达上调#进一步促使

U<U

-

IKU51

表达增强#最终提高了
/J!$

水平#促进疾病的

发生和发展#相关的分子机制还需进一步研究(
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