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!!摘!要#目的!探讨系统性硬化病#;;R$患者血清长链非编码:75#N@R:75$人母系表达基因,#8[c,$
表达水平及其与外周血辅助性#细胞-/##M-/$(调节性#细胞##>=L$平衡的关系"方法!选取%+-C年-月
至%+%-年,月该院收治的&1例;;R患者设为;;R组!并纳入同期&1例体检健康者进行对照研究#对照组$"
采用实时荧光定量4":#:#!Y4":$法检测N@R:75 8[c,%维甲酸相关孤核受体4K#:':4K$?:75%微小

:75!%-#?G:!%-$%叉头(翼状螺旋转录因子,#WI$<,$?:75表达水平!流式细胞仪测定#>=L%#M-/细胞百
分比并计算#M-/(#>=L!4=3>HI@法分析;;R患者血清N@R:758[c,%?G:!%-表达水平与外周血#M-/%#>=L%
#M-/(#>=L相关性!6ILGHKGR回归分析;;R发生的影响因素"结果!;;R组患者血清N@R:75 8[c,#+A1/\
+A-0$%WI$<,?:75#+A&%\+A-/$表达水平和#>=L细胞百分比)#-A/,\+A&C$D*低于对照组)-A+1\+A,&%

-A+0\+A,&%#%A11\+AC-$D*!差异均有统计学意义#!$+A+&$&?G:!%-#-AC0\+A0%$%:':4K?:75
#-A//\+A0+$表达水平和#M-/细胞百分比)#-A2/\+A00$D*%#M-/(#>=L#-A-1\+A1%$高于对照组)-A+-\
+A,,%-A+,\+A,1%#-A-,\+A,C$D%+A10\+A-2*!差异均有统计学意义#!$+A+&$";;R患者血清N@R:75
8[c,表达与#M-/%:':4K?:75%#M-/(#>=L%?G:!%-及血清?G:!%-表达与#>=L%WI$<,?:75均呈负相
关#!$+A+&$!血清N@R:75 8[c,表达与#>=L%WI$<,?:75及血清?G:!%-表达与#M-/%:':4K?:75%

#M-/(#>=L均呈正相关#!$+A+&$";;R患者血清N@R:75 8[c,表达水平与 ?G:!%-呈负相关#!$+A+&$"

N@R:75 8[c,是影响;;R发生的保护因素#!$+A+&$!?G:!%-%#M-/(#>=L是影响;;R发生的危险因素#!$
+A+&$"结论!;;R患者血清N@R:75 8[c,表达水平较低!且与 ?G:!%-%#M-/(#>=L平衡显著相关!N@R:75
8[c,可能是诊断;;R的潜在靶标之一"
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TGKM<=>G<M=>3NQNIIU#M=N<=>R=NN-/##M-/$(>=LPN3KI>V#R=NNH##>=L$Q3N3@R=A>,;9-7/!WGOKV!OIP>R3H=HIO
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8[c,!>=KG@IGR3RGU!>=N3K=UI><M3@@PRN=3>>=R=<KI>4K#:':4K$?:75!?GR>I:75!%-#?G:!%-$!OI>SM=3U(
TG@L=UH<G>3NK>3@HR>G<KGI@O3RKI>,#WI$<,$?:75&ONITRVKI?=K>VT3HPH=UKI?=3HP>=KM=<=>R=@K3L=HIO
#>=L3@U#M-/R=NNH!3@UR3NRPN3K=#M-/(#>=L&4=3>HI@?=KMIUT3HPH=UKI3@3NVZ=KM=RI>>=N3KGI@Q=KT==@
KM==$<>=HHGI@N=J=NHIOH=>P?N@R:75 8[c,!?G:!%-3@U<=>G<M=>3NQNIIU#M-/!#>=L!#M-/(#>=LG@;;R
<3KG=@KH&6ILGHKGR>=L>=HHGI@T3HPH=UKI3@3NVZ=KM=G@ONP=@RG@LO3RKI>HIO;;RA?,/+%;/!#M==$<>=HHGI@N=J=NH
IOH=>P?N@R:75 8[c, #+A1/\+A-0$!WI$<, ?:75 #+A&%\+A-/$3@UKM=<=>R=@K3L=IO#>=LR=NNH
)#-A/,\+A&C$D*G@KM=;;RL>IP<T=>=NIT=>KM3@KMIH=G@KM=RI@K>INL>IP<)-A+1\+A,&!-A+0\+A,&!
#%A11\+AC-$D*!3@UKM=UGOO=>=@R=HT=>=HK3KGHKGR3NNVHGL@GOGR3@K#!$+A+&$!KM==$<>=HHGI@N=J=NHIO?G:!%-
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#-AC0\+A0%$!:':4K?:75 #-A//\+A0+$!KM=<=>R=@K3L=IO#M-/R=NNH)#-A2/\+A00$D*3@U#M-/(#>=L
#-A-1\+A1%$T=>=MGLM=>KM3@KMIH=G@KM=RI@K>INL>IP<)-A+-\+A,,!-A+,\+A,1!#-A-,\+A,C$D!+A10\
+A-2*!3@UKM=UGOO=>=@R=HT=>=HK3KGHKGR3NNVHGL@GOGR3@K#!$+A+&$A#M==$<>=HHGI@N=J=NIOH=>P?N@R:75
8[c,G@;;R<3KG=@KH@=L3KGJ=NVRI>>=N3K=UTGKM#M-/!:':4K?:75!#M-/(#>=L!?G:!%-!3@UKM==$<>=H!
HGI@N=J=NIOH=>P??G:!%-@=L3KGJ=NVRI>>=N3K=UTGKM#>=L3@UWI$<,?:75#!$+A+&$A#M==$<>=HHGI@N=J!
=NIOH=>P?N@R:75 8[c,<IHGKGJ=NVRI>>=N3K=UTGKM#>=L!WI$<,?:75!3@UKM==$<>=HHGI@N=J=NIOH=>P?
?G:!%-<IHGKGJ=NVRI>>=N3K=UTGKM#M-/!:':4K?:75!#M-/(#>=L#!$+A+&$A#M=H=>P?=$<>=HHGI@N=J=N
ION@R:758[c,@=L3KGJ=NVRI>>=N3K=UTGKM?G:!%-G@;;R<3KG=@KH#!$+A+&$A6@R:758[c,T3HKM=<>I!
K=RKGJ=O3RKI>3OO=RKG@LKM=IRRP>>=@R=IO;;R#!$+A+&$!?G:!%-3@U#M-/(#>=LT=>=>GHSO3RKI>H3OO=RKG@L
KM=IRRP>>=@R=IO;;R#!$+A+&$A$-'(%+/&-'!#M==$<>=HHGI@N=J=NIOH=>P?N@R:758[c,G@;;R<3KG=@KHGH
NIT!3@UGKGHHGL@GOGR3@KNV>=N3K=UKI?G:!%-3@UKM=Q3N3@R=IO#M-/(#>=LA6@R:758[c,?3VQ=3<IK=@KG3N
K3>L=KOI>KM=UG3L@IHGH3@UK>=3K?=@KIO;;RA

@,AB-07/'HVHK=?GRHRN=>IHGH&!NI@L@I@!RIUG@L:75MP?3@?3K=>@3NNV=$<>=HH=UL=@=,&!>=LPN3KI>V
#R=NNH&!#M=N<=>R=NN-/

!!系统性硬化病$;;R%是一种结缔组织病变'可累
及皮肤(肾脏(心脏(消化道等'损害患者身心健
康)-!%*&有研究认为';;R发病与免疫失调(环境(微小

:75$?G:75%(血管纤维化(长链非编码 :75$N@!
R:75%等有关),!1*&研究发现'辅助性 # 细胞-/
$#M-/%"调节性#细胞$#>=L%在;;R中失衡'其可能
通过影响免疫水平影响;;R发生(发展)&*&另外'N@!
R:75人母系表达基因,$8[c,%在类风湿关节炎
$:5%中呈低表达'其可能通过调节炎性反应'进而影
响:5病变过程)0*+而在;;R患者中'微小 :75!%-
$?G:!%-%可促进纤维化'N@R:75 8[c,可靶向调节

?G:!%-表达)/!C*&由此推测';;R患者中N@R:75
8[c,表达水平可能与#M-/"#>=L平衡有关&本研
究旨在通过测定N@R:75 8[c,在;;R患者血清中
的表达情况'分析N@R:75 8[c,与 #M-/"#>=L平
衡的关系&

C!资料与方法

CAC!一般资料!选取%+-C年-月至%+%-年,月本
院诊治的&1例;;R患者作为;;R组&其中男C例'
女10例+年龄%&%&/岁'平均$1-A,&\-%A&0%岁+病
程,%%1个月'平均$-,A/C\CA%2%个月&另选取同
期&1例体检健康者作为对照组'其中男-+例'女11
例+年龄%&%&/岁'平均$1%A0,\-%A/+%岁+无自身
免疫性疾病史&;;R组与对照组性别(年龄等比较'差
异无统计学意义$!%+A+&%&;;R组纳入标准!$-%符
合文献)2*中的;;R诊断标准+$%%病程(%1个月'临
床资料完整&排除标准!$-%合并心血管疾病(急性感
染者+$%%合并精神疾病(肿瘤者+$,%合并肝(肾原发
性疾病者+$1%皮肤硬化且处于晚期(皮肤严重萎缩
者+$&%哺乳期(妊娠期女性&本研究符合/赫尔辛基
宣言0要求'获得本院伦理委员会批准'且受试者及其
家属签署知情同意书&

CAD!方法

CADAC!标本收集!分别收集健康体检者(;;R患者清
晨空腹外周血0%/?6'分成两份'一份置于含肝素
抗凝剂的抗凝管内'用于 #M-/(#>=L细胞百分比检
测+另一份置于&?6[4管内'自然凝集%&?G@后'

,C++>"?G@离心/?G@$离心半径为CR?%'分离血
清'于.C+i冰箱中保存&

CADAD!流式细胞术检测 #M-/(#>=L细胞水平!取

-A%A-中的抗凝血'按密度梯度离心法使用人WGRINN
淋巴细胞分离液$上海雅吉生物科技有限公司%获取
外周血单个核细胞$4̂ 8"H%'利用:489-01+培养
液$南京维森特生物技术有限公司%将 4̂ 8"H稀释为

-A&j-+0 个"?6的细胞悬液'流式细胞仪$型号!

W5";"3@KI&'美国 *̂公司%检测 #M-/(#>=L细胞
百分比'求#M-/"#>=L比值&

CADAE!实时荧光定量4":$:#!Y4":%法检测血清

N@R:75 8[c,(?G:!%-(维甲酸相关孤核受体 4K
$:':4K%?:75(叉头"翼状螺旋转录因子,$WI$<,%

?:75表达水平!解冻血清'按#:9ZIN试剂盒$上海
爱必信生物科技有限公司%说明书提取总:75'用超
微量分光光度计$美国 aP3T=NN公司%按R*75逆转
录试剂盒$上海康朗生物科技有限公司%说明书将

:75逆转录为R*75&使用%j;d̂ :c>==@a4":
?G$试剂盒$美国 58[e' 公司%及 :#!Y4": 仪
$"Wb20型'美国 ĜI!:3U公司%对R*75 进行4":
扩增&采用%.**"K法计算血清N@R:75 8[c,(?G:!
%-及WI$<,?:75(:':4K?:75相对表达水平'

N@R:75 8[c,(:':4K(WI$<,以 c54*( 为内参'

?G:!%-以B0为内参'各引物序列见表-&

CAE!统计学处理!运用;4;;%%A+软件分析数据'计
量资料以G\E表示'组间比较行独立样本9检验+采
用 4=3>HI@法分析 ;;R患者血清N@R:75 8[c,(

?G:!%-表达水平与外周血 #M-/(#>=L(#M-/"#>=L
的相关性'采用6ILGHKGR回归分析;;R发生的影响因
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素&以!$+A+&为差异有统计学意义&

D!结!!果

DAC!两组血清N@R:75 8[c,(?G:!%-及外周血

#M-/(#>=L(#M-/"#>=L比较!与对照组相比';;R组
患者血清N@R:75 8[c,表达水平(#>=L细胞百分

比降低$!$+A+&%'?G:!%-表达水平(#M-/细胞百分
比(#M-/"#>=L升高$!$+A+&%'见表%&两组 #M-/
$"*1_96!-/_ %(#>=L$"*1_"*%&_WI$<,_ %细胞水
平见图-(%&

表-!!N@R:75 8[c,"WI$<,":':4K"?G:!%-及c54*("B0的引物序列

名称 正向引物$&f.,f% 反向引物$&f.,f%

N@R:75 8[c, 5#"5#""c#""5""#""##c#"##" c#55#c5c"5#5c"555cc#"5ccc"

:':4K "#c"55c5"#"5#"c""555c ###""5"5#c"#cc"#5"5"5

WI$<, ccc#5c""5#cc555"5c"55c#5 #"c"5#c##c#cc55"##c55c#5c

c54*( ##c##5"5cc55c#"""##c"" 5#c"#5#"5""#""""#c#c#c

?G:!%- c"#c"cc#5c"##5#"5c5"#c5 c#c"5ccc#""c5cc#

B0 c5c""5"5c"c#55"c "#5c"5"5#5c#5"5cc#

表%!!两组血清N@R:75 8[c,"?G:!%-及外周血#M-/"#>=L"#M-/)#>=L比较%G\E'

组别 ' N@R:75 8[c, ?G:!%- #M-/$D% #>=L$D% #M-/"#>=L

对照组 &1 -A+1\+A,& -A+-\+A,, -A-,\+A,C %A11\+AC- +A10\+A-2

;;R组 &1 +A1/\+A-0 -AC0\+A0% -A2/\+A00 -A/,\+A&C -A-1\+A1%

9 -+ACC1 CAC2, CA-+& &A%,/ -+AC1+

! $+A++- $+A++- $+A++- $+A++- $+A++-

!!注!5为对照组+̂ 为;;R组+百分率为"*1_96!-/_""*1_ #细

胞比例&

图-!!流式细胞仪检测#M-/细胞水平

!!注!5 为对照组+̂ 为;;R组+百分率为 "*1_"*%&_WI$<,_"

"*1_ #细胞比例&

图%!!流式细胞仪检测#>=L细胞水平

DAD!两组血清 :':4K?:75(WI$<,?:75表达
水平比较!与对照组相比';;R组患者血清 :':4K
?:75表达水平升高$!$+A+&%'WI$<,?:75表
达水平降低$!$+A+&%&见表,&

DAE!;;R患者血清N@R:75 8[c,(?G:!%-表达水
平与外周血 #M-/(#>=L(#M-/"#>=L相关性!4=3>!

HI@法分析显示';;R患者血清N@R:75 8[c,表达
水平与 #M-/(:':4K ?:75(#M-/"#>=L 及血清

?G:!%-表达水平与 #>=L(WI$<, ?:75 呈负相关
$!$+A+&%'血清N@R:75 8[c,表达水平与 #>=L(

WI$<,?:75 及血清 ?G:!%- 表达水平与 #M-/(

:':4K?:75(#M-/"#>=L呈正相关$!$+A+&%&
见表1&
表,!!两组血清:':4K?:75"WI$<,?:75相对

!!!表达水平比较%G\E'

组别 ' :':4K?:75 WI$<,?:75

对照组 &1 -A+,\+A,1 -A+0\+A,&

;;R组 &1 -A//\+A0+ +A&%\+A-/

9 /ACC& -+A-2C

! $+A++- $+A++-

表1!!;;R患者血清N@R:75 8[c,"?G:!%-表达水平与

#M-/"#>=L":':4K?:75"WI$<,?:75的相关性

指标
N@R:75 8[c,

" !

?G:!%-

" !

#M-/ .+A12/ $+A++- +A1,- $+A++-

#>=L +A1&C $+A++- .+A100 $+A++-

:':4K?:75 .+A&&- $+A++- +A&-% $+A++-

WI$<,?:75 +A&%, $+A++- .+A&/& $+A++-

#M-/"#>=L .+A&/C $+A++- +A1C& $+A++-
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DAF!;;R患者血清N@R:75 8[c,表达水平与?G:!
%-的相关性!4=3>HI@法分析显示';;R患者血清N@!
R:75 8[c,表达水平与 ?G:!%-呈负相关$"E
.+A&01'!$+A+&%&见图,&

DAH!影响;;R发生的影响因素分析!以是否发生

;;R为因变量$发生E-'未发生E+%'采用[@K=>法纳
入和剔除变量$(剔除E+A-+'(入选E+A+&%'以N@R:75

8[c,$实测值%(?G:!%-$实测值%(#M-/$实测值%(

#>=L$实测值%(:':4K?:75$实测值%(WI$<,?:!
75$实测值%(#M-/"#>=L$实测值%为自变量'6ILGHKGR
回归分析显示'N@R:75 8[c,是影响;;R发生的保
护因素$!$+A+&%'?G:!%-(#M-/"#>=L是影响;;R
发生的危险因素$!$+A+&%&见表&&

表&!!6ILGHKGR回归分析;;R发生的影响因素

自变量 " )+ K8>F ! 3S 3S 的2&D=J

N@R:75 8[c, .+A&&& +A-+- ,+A%+2 $+A++- +A&/1 +A1/-%+A/++

?G:!%- +AC/, +A%-0 -0A,12 $+A++- %A,2& -A&0C%,A0&/

#M-/ +A+0+ +A-+, +A,1- +A&&2 -A+0% +AC0C%-A,++

#>=L +A-+, +A-+/ +A2,& +A,,1 -A-+2 +AC22%-A,0C

:':4K?:75 +A+-0 +A-+% +A+%1 +AC/0 -A+-0 +AC,%%-A%1-

WI$<,?:75 +A--0 +A-+C -A-&1 +A%C, -A-%, +A2+2%-A,CC

#M-/"#>=L +A2,& +A%,- -0A,21 $+A++- %A&1C -A0%+%1A++/

图,!!;;R患者血清N@R:75 8[c,表达水平与

?G:!%-相关性

E!讨!!论

!!;;R是一种多发于女性的自身免疫系统疾病'以
内脏纤维化(皮肤增厚为主要特征'病死率高)-+!--*'寻
找与;;R发病相关因素并及时干预对改善患者生存
情况有积极意义&

既往研究发现'?G:!%-在;;R血管病变及纤维
增生性改变中起促进作用'其可能是;;R的治疗靶
点)-%*&N@R:75可调节相关信号转导(免疫炎性反
应'且N@R:75 8[c,作为N@R:75的一员'其可通
过靶向调节 ?G:!%-表达'进而影响银屑病发生(发
展)C'-,*&有报道显示'N@R:75 8[c,在 :5中表达
下调'其可能靶向调节有关基因进而影响:5病理变
化)-1*&研究显示'N@R:75 8[c,在强直性脊柱炎中
表达水平降低'其可能调节炎性反应'进而影响强直
性脊柱炎病变进程'N@R:75 8[c,可能是治疗强直
性脊柱炎的潜在靶标)-&*&本研究探究了N@R:75
8[c,(?G:!%-与;;R的关系'结果显示';;R患者血

清N@R:75 8[c,表达水平较低'与其在:5患者中
的表达情况一致)-1*'?G:!%-表达水平较高'与 ([7!
:d等)-%*研究结果相符'提示N@R:75 8[c,(?G:!
%-表达失调可能与;;R发生有关&由此推测'N@!
R:75 8[c,可能靶向调控 ?G:!%-'进而调节血管
病理变化'影响免疫炎性反应'从而在;;R病变过程
中发挥作用'但相关机制仍需深入研究&

免疫系统维持着机体对外界刺激的反应与免疫

耐受间的平衡'其中#M-/"#>=L平衡是保证免疫稳态
的重要环节'#M-/"#>=L在复发缓解型多发性硬化患
者中较高'其可能在多发性硬化中起重要免疫调节作
用)-0*&:':4K(WI$<,分别是 #M-/(#>=L细胞的关
键转录因子':':4K影响#M-/细胞分化及96!-/分
泌'调节炎性反应'而WI$<,可与染色体结合'调控多
种基因表达'在免疫功能(#>=L细胞发育中具有重要
作用)-/!-C*&本研究显示'与体检健康者相比';;R患者

#M-/细胞百分比(#M-/"#>=L(血清 :':4K?:75
表达水平较高'#>=L细胞百分比及血清WI$<,?:!
75表达水平较低较低'与李丹等)-0*(6[9等)-2*(乐静
等)%+*研 究 一 致'提 示 #M-/(#>=L 细 胞(:':4K(

WI$<,可能参与并影响;;R病理发展'分析可能原
因'#M-/细胞增多会增强免疫炎性反应'#>=L细胞减
少会降低免疫炎症抑制作用强度'#M-/(#>=L细胞比
例失衡'打破免疫平衡'#M-/(#>=L细胞在;;R疾病
进展中起免疫调节作用'而:':4K(WI$<,可能通过
影响#M-/(#>=L细胞功能'调节炎性反应'进而在

;;R中发挥调节作用&
此外'̀ ([7c 等)%-*报道显示'?G:!%-可调节

#M-/"#>=L平衡&本研究探讨了N@R:75 8[c,(

?G:!%-表达水平与 #M-/(#>=L(#M-/"#>=L的相关
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性'结果显示;;R患者血清N@R:75 8[c,(?G:!%-
表达水平与 #M-/(#>=L(#M-/"#>=L(:':4K(WI$<,
?:75均相关'提示N@R:75 8[c,(?G:!%-可能与

:':4K(WI$<,(#M-/(#>=L(#M-/"#>=L 共同影响

;;R发病进程&本研究还发现';;R患者血清N@R:75
8[c,表达水平与?G:!%-呈负相关'分析可能原因'

N@R:75 8[c,可能通过调节 ?G:!%-表达'进而调
节#M-/"#>=L平衡'从而影响;;R病理进展&6ILGH!
KGR回归分析显示'N@R:758[c,表达降低'?G:!%-(

#M-/"#>=L升高均会增加;;R发生风险'及时检测上
述指标水平可能有助于及早诊治;;R&

综上所述'N@R:75 8[c,在;;R患者中表达下
调'与?G:!%-(#M-/"#>=L平衡密切相关'为临床诊
治;;R提供了新思路&但本研究样本量较小'后期需
增加样本量'从多中心(多角度探讨N@R:75 8[c,
与;;R的关系'以提高研究的可靠性&
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