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强直性脊柱炎患者外周血单个核细胞踝蛋白１
表达的研究

邓伟明　廖泽涛　黄志祥　郭欣　李天旺

　　 【摘要】　目的　探讨强直性脊柱炎 （ＡＳ）患者、类风湿关节炎 （ＲＡ）患者及健康志愿者
（ＨＶ）外周血单个核细胞 （ＰＢＭＣ）中踝蛋白１的表达水平及其差异。方法　采集 ＡＳ、ＲＡ患者及
ＨＶ外周血样本各３０例，流式细胞术分析ＣＤ３＋Ｔ细胞及ＣＤ１４＋单核细胞中踝蛋白１蛋白平均荧光强
度 （ＭＦＩ），逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测ＰＢＭＣ中踝蛋白１ｍＲＮＡ表达水平，比较组间踝蛋白１在蛋
白及ｍＲＮＡ表达的差异。结果　在ＣＤ３＋Ｔ细胞及 ＣＤ１４＋单核细胞中，ＡＳ患者的踝蛋白１ＭＦＩ水平
均高于ＨＶ和ＲＡ患者 （Ｐ均 ＜００５），而 ＨＶ与 ＲＡ患者比较差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。ＲＴ
ＰＣＲ提示ＡＳ患者、ＨＶ及 ＲＡ患者踝蛋白１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１３７±０２２、０２６±００５、
０２７±００６，ＡＳ患者的踝蛋白１ｍＲＮＡ相对表达水平均高于 ＨＶ和 ＲＡ患者 （Ｐ均 ＜００５）。结论　
ＡＳ患者ＰＢＭＣ中踝蛋白１表达水平明显高于ＨＶ及ＲＡ患者，提示踝蛋白１可能在ＡＳ发病机制中发
挥作用。

　　 【关键词】　强直性脊柱炎；外周血单个核细胞；踝蛋白１；平均荧光强度；
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　　强直性脊柱炎 （ＡＳ）是一种常见的炎症性系
统性风湿病，其发病率及致残率均较高，但病因及

发病机制至今尚未完全明确［１２］。整合素是一类普

遍存在的跨膜糖蛋白，参与细胞间及细胞与胞外基
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质 （ＥＣＭ）间的黏附及细胞信号的转导，介导包
括炎症性疾病在内多种疾病的发生与发展［３］。踝

蛋白１在整合素信号通路的活化过程中发挥了至关
重要的调节作用。既往的蛋白质组学研究初步发

现，ＡＳ患者ＰＢＭＣ的踝蛋白１表达上调，提示整
合素信号通路可能涉及 ＡＳ的发病及炎症调节［４］。

故本研究拟通过流式细胞术（ＦＣＭ）检测ＡＳ患者单
核及Ｔ细胞中踝蛋白１蛋白平均荧光强度（ＭＦＩ），
并以逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法检测 ＡＳ患者 ＰＢＭＣ
中踝蛋白１ｍＲＮＡ的表达情况，同时以健康志愿者
（ＨＶ）及类风湿关节炎（ＲＡ）患者为对照，比较踝
蛋白１在３组中的表达差异，初步探讨踝蛋白１在
ＡＳ发病及炎症活动中的作用及其临床意义。

对象与方法

一、研究对象

纳入初诊活动期ＡＳ患者３０例（ＡＳ组），同时
纳入活动期 ＲＡ患者３０例（ＲＡ组）。ＡＳ组患者入
组标准：①年龄２０～４０岁；②符合１９８４年修订的
ＡＳ纽约标准；③无其他慢性病病史；④入选前３
个月内无急性感染史；⑤入组前３个月内未使用过
任何缓解疾病的抗风湿药物及糖皮质激素；⑥无生
物制剂使用史；⑦毕氏 ＡＳ疾病活动指数 （ＢＡＳ
ＤＡＩ）≥４。ＲＡ组患者入组标准：①年龄 ２０～４０
岁；②诊断上满足１９８７年美国风湿病学会修订的
ＲＡ分类标准；③为初治或病情反复的患者，近３
月内未使用过糖皮质激素及其他免疫抑制剂；④疾
病活动度评分（ＤＡＳ２８４）均 ＞５１分；⑤近２月内
无任何急性感染病史；⑥无其他慢性病病史。另纳
入年龄２０～４０岁的３０名 ＨＶ（ＨＶ组）作对照。本
研究经医院伦理委员会批准，所有入组的个体均为

自愿参加试验，并于入选时签署知情同意书。

二、标本采集

对入组的每例个体，均以真空 ＥＤＴＡ抗凝管
（２ｍｌ及４ｍｌ各１管）于空腹状态经外周静脉采血
６ｍｌ，立刻置４℃冰箱保存备用。其中２ｍｌ静脉血
于６ｈ内进行免疫荧光染色处理并于当日进行ＦＣＭ
分析；４ｍｌ静脉血于２ｈ内用于分离 ＰＢＭＣ，并提
取总ＲＮＡ用于ＲＴＰＣＲ实验。

三、方　法
１踝蛋白１的蛋白表达水平检测
取依地酸二钠（ＥＤＴＡ）抗凝全血标本 １００μｌ，

分别加入 ＰＥａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ１４（美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ）、ＰＥＣＹ５ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３（美国 ＢＤＢｉｏｓｃｉ

ｅｎｃｅｓ）各５μｌ混匀，经过避光孵育及离心后，加入
红细胞裂解液并离心，弃去上清后充分固定，在破

膜之后加入踝蛋白 １抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ），最后加入 ＦＩＴＣ标记的二抗（美国 Ｓａｎｔａ
ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），避光孵育待测。以ＦＡＣＳＣａｌｉ
ｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）检测及分析
ＰＢＭＣ（ＣＤ１４＋单核细胞及ＣＤ３＋Ｔ细胞）中踝蛋白１
的ＭＦＩ值。
２踝蛋白１的ｍＲＮＡ表达水平检测
采用ＲＴＰＣＲ法，将ＴｒｉｚｏｌＲｅｇｅｎｔ（美国Ｉｎｔｒｏ

ｇｅｎ公司）加入ＰＢＭＣ裂解细胞，然后按１ｍｌ含细
胞裂解产物的Ｔｒｉｚｏｌ加２００μｌ氯仿的比例加入氯仿
萃取总 ＲＮＡ，并以异丙醇将总 ＲＮＡ析出后加入
ＤＥＰＣ水溶解。按照ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ逆转录试剂盒（加拿
大Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）说明书合成模板 ＤＮＡ。通过 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５０设计引物，其中踝蛋白１基因的引物序
列为：上游５′ＣＴＧＡＣＡＡＣＡＡＣＣＣＴＣＡＡＣＧＡ３′，下
游５′ＣＴＧＴＧＧＣＡＡＴＧＡＣＡＴＣＴＴＣＣ３′，踝蛋白 １基
因扩增长度为１１８６ｂｐ；选用ＧＡＰＤＨ为内参基因，
其引物序列为：上游 ５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＧＴＧ
ＴＡ３′，下 游 ５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，
ＧＡＰＤＨ基因扩增长度为４５２ｂｐ。ＰＣＲ反应总体积
２０μｌ，按照２倍体积ＴａｑＰｌｕｓＰＣＲＭａｓｋｅｒＭｉｘ（中
国天根生物技术）说明书将各成分充分混合后，

按照９４℃预变性３ｍｉｎ、９４℃变性３０ｓ、６０℃退火
３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环，７２℃延伸５
ｍｉｎ。最后取 ＰＣＲ产物置２％琼脂糖凝胶电泳，成
像仪拍摄并分析踝蛋白 １ｍＲＮＡ的相对表达水平
（踝蛋白 １ｍＲＮＡ的光密度值／ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的光
密度值）。

四、统计学处理

使用ＳＰＳＳ１３０统计软件处理数据。计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素分析，多组
间两两比较采用 ＳＮＫｑ检验。计数资料组间比较
采用χ２检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

一、研究对象的临床特征

ＡＳ组３０例患者，年龄 （２７６±７６）岁，男
１８例、女１２例；ＲＡ组３０例患者，年龄 （３０１±
５９）岁，男１２例、女１８例；ＨＶ组３０名，年龄
（２７４±６２）岁，男１７例、女１３例。３组研究对
象的年龄和性别构成比较差异无统计学意义 （Ｐ均
＞００５）。
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二、ＰＢＭＣ中踝蛋白１的蛋白表达水平比较
在ＣＤ１４＋单核细胞及ＣＤ３＋Ｔ细胞中，ＡＳ组踝

蛋白１的 ＭＦＩ值均高于 ＨＶ组及 ＲＡ组（Ｐ均 ＜
００５），而ＨＶ组与 ＲＡ组间比较差异均无统计学
意义（Ｐ均＞００５），见表１。
　　表１ ＡＳ、ＨＶ与ＲＡ的ＰＢＭＣ中

踝蛋白 １ＭＦＩ值的比较 （珋ｘ±ｓ）

组 别 例数
踝蛋白１的ＭＦＩ值

ＣＤ１４＋单核细胞 ＣＤ３＋Ｔ细胞

ＨＶ组 ３０ ２８３±１０１ ９８±３２

ＲＡ组 ３０ ２６３±９９ ９４±３３

ＡＳ组 ３０ ３７７±１１７ａｂ １６６±４７ａｂ

Ｆ值 １１２１３ ３２２５４

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１

　　注：ＣＤ１４＋单核细胞中，ＡＳ组与 ＨＶ组比较 ｑ＝
５２１、ａＰ＜００５，ＡＳ组与 ＲＡ组比较 ｑ＝６２４、ｂＰ＜００５；
ＣＤ３＋Ｔ细胞中，ＡＳ组与 ＨＶ组比较 ｑ＝９４９、ａＰ＜００５，

ＡＳ与ＲＡ组比较ｑ＝１０１６、ｂＰ＜００５

三、ＰＢＭＣ中踝蛋白１ｍＲＮＡ表达水平比较
ＡＳ组、ＨＶ组及ＲＡ组 ＰＢＭＣ中踝蛋白１ｍＲ

ＮＡ的相对表达水平分别为 １３７±０２２、０２６±
００５及０２７±００６，３组间比较差异有统计学意
义 （Ｆ＝５３６９４８，Ｐ＜０００１），ＡＳ组 ＰＢＭＣ中踝
蛋白 １ｍＲＮＡ的相对表达水平明显高于 ＨＶ组 （ｑ
＝３７７０，Ｐ＜００５）及 ＲＡ组 （ｑ＝３７３６，Ｐ＜
００５），而ＲＡ组与 ＨＶ组比较差异无统计学意义
（ｑ＝０３４，Ｐ＞００５），见图１。

图１　ＡＳ、ＨＶ与ＲＡ组间ＰＢＭＣ中踝蛋白１ＲＴＰＣＲ检测结果

Ａ：踝蛋白１及内参ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ在 ＰＢＭＣ中的表达

情况，其中Ｍ为标记物、泳道１～４为ＡＳ患者、泳道５～８

为ＨＶ个体、泳道９～１２为 ＲＡ患者；Ｂ：３组研究对象踝
蛋白 １ｍＲＮＡ定量结果

讨　　论

ＡＳ是一种以中轴关节受累为特征的慢性炎症
性风湿病，其发病机制仍未清楚。有研究表明其发

生、发展与自身炎症或免疫系统功能异常有

关［５６］。多项研究表明，单核细胞及其分泌的细胞

因子在ＡＳ发病过程中起关键作用［７８］。ＡＳ的主要
临床症状是慢性炎症反应，但免疫细胞在其发病过

程中的作用日益受关注，研究表明，抑制 Ｔ细胞
反应可以提高ＴＮＦα拮抗剂对ＡＳ的疗效［９］。淋巴

细胞在ＡＳ发病机制中发挥重要作用［１０］。但其具体

机制尚未明确。本研究探讨了ＡＳ、ＲＡ及ＨＶ中踝
蛋白１在单核细胞、淋巴细胞的表达是否存在差
异。

整合素家族是一组介导细胞间及细胞与 ＥＣＭ
间相互作用的受体，它们不仅可识别细胞外环境，

将信号传到细胞内，还可经胞内的信号调节其与配

体的亲和力，这个过程也称为整合素的活化。它们

参与了细胞增殖、迁移、凋亡与信号传导等生命活

动的调节。严重的整合素结构改变及整合素通路异

常，可导致细胞功能的改变乃至疾病的发生。整合

素参与了炎症细胞的活化与迁移［１０１２］。ＶａｎＤａｍｍｅ
等［１３］研究显示，ＡＳ患者肠黏膜 Ｔ细胞中整合素
αＥβ７表达增高。许多研究表明，整合素参与 ＲＡ、
ＡＳ疾病的发生及发展过程［１４１６］。

踝蛋白１是整合素的一个重要配体，是免疫细
胞踝蛋白的关键部分，在整合素介导细胞黏附过程

中起关键作用。其通过与其胞内亚单位结合从而参

与整合素通路的活化。在炎症细胞因子刺激下，白

细胞表面的整合素受体由静止构象转换为活性构

象，促使其活化并向炎症区域迁移，参与炎症性疾

病的病理生理过程［１７１８］。ＡＳ是一类慢性炎症性疾
病，其发生、发展机制虽未完全明确，但整合素在

其发病过程中的作用日益受关注。本研究通过基因

及蛋白水平检测表明ＡＳ患者中踝蛋白１表达明显
高于ＨＶ，提示踝蛋白１在 ＡＳ发生、发展过程中
起重要作用。

ＡＳ与ＲＡ是本质不同的两种疾病，但 ＡＳ与
ＲＡ在临床表现、病理过程及病变部位上，均存在
交叉及相似的地方，对于某些早期或不典型病例，

有时临床上也难以鉴别。因此，本研究中除了设立

ＨＶ对照组外，同时用 ＲＡ患者作为疾病对照组，
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以了解 ＡＳ与 ＲＡ患者间蛋白表达差异的情况。结
果显示，在 ＲＡ患者中并未发现踝蛋白 １表达增
高，说明 ＡＳ与 ＲＡ炎症的产生可能是通过不同的
信号通路调节的，踝蛋白１可能是 ＡＳ潜在的、具
有较高特异性的疾病标志物，经进一步证实后既有

可能为ＡＳ的发病机制提供新的理论依据，也有可
能作为ＡＳ特异的诊断指标，用于 ＡＳ的早期诊断
及鉴别诊断。

综上所述，踝蛋白１在 ＡＳ患者 ＰＢＭＣ中的表
达水平明显高于ＨＶ及 ＲＡ患者，提示踝蛋白１可
能在ＡＳ发病及炎症活动过程中起重要调节作用，
但其与踝蛋白１的内在联系尚需继续深入探讨。
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ＶｅｒｂｒｕｇｇｅｎＧ，ＭｉｅｌａｎｔｓＨ，ＶｅｙｓＥＭ，ＤｅＶｏｓＭ，ＤｅＫｅｙｓｅｒ

ＦＧｕｔｍｕｃｏｓａｌＴｃｅｌｌｌｉｎｅｓｆｒｏｍａｎｋｙｌｏｓｉｎｇｓｐｏｎｄｙｌｉｔｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ

ａｒｅｅｎｒｉｃｈｅｄｗｉｔｈａｌｐｈａＥｂｅｔａ７ｉｎｔｅｇｒｉｎＣｌｉｎＥｘｐＲｈｅｕｍａｔｏｌ，

２００１，１９（６）：６８１６８７

［１４］ 岳枫，胡波人类白细胞抗原、信号转导和转录激活因子、

整合素与自身免疫病的相关性研究进展中国医药导报，

２０１５，１２（１４）：３１

［１５］ 杨慧ＣＤ１４７及整合素拮抗剂抑制 ＲＡ患者 Ｔｈ１７细胞分化

的作用和意义第四军医大学，２０１２

［１６］ 刘俊晓，王嘉祺，王志学，丁勇黏附分子在类风湿关节炎

发病机制中作用的新进展 医学综述，２０１５，２１（１８）：

３２７７

［１７］ ＤｅｇｒｏｏｔｅＲＬ，ＨａｕｃｋＳＭ，ＴｒｅｕｔｌｅｉｎＧ，ＡｍａｎｎＢ，ＦｒｈｌｉｃｈＫＪ，

ＫｒｅｍｍｅｒＥ，ＭｅｒｌＪ，ＳｔａｎｇａｓｓｉｎｇｅｒＭ，ＵｅｆｆｉｎｇＭ，Ｄｅｅｇ

ＣＡＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓａｎｄｎｏｖｅｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｐａｒｔｎｅｒｓｏｆｔａｌｉｎ１

ｉｎｅｆｆｅｃｔｏｒｃｅｌｌｓｏｆａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｕｖｅｉｔｉｓＪＰｒｏｔｅｏｍｅＲｅｓ，２０１３，

１２（１２）：５８１２５８１９

［１８］ ＰｌａｖｉｎａＴ，ＨｉｎｃａｐｉｅＭ，ＷａｋｓｈｕｌｌＥ，ＳｕｂｒａｍａｎｙａｍＭ，Ｈａｎｃｏｃｋ

ＷＳＩｎｃｒｅａｓｅｄｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌａｎｄＣａ２＋

ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｐｓｏｒｉａｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓＣｌｉｎ

Ｃｈｅｍ，２００８，５４（１１）：１８０５１８１４

（收稿日期：２０１６０３１０）

（本文编辑：林燕薇）
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