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　　［摘要］　目的　研究肿瘤坏死因子受体相关因子６（ＴＲＡＦ６）在原发性干燥综合征（ｐＳＳ）患者外周血单个核细胞（ＰＢ
ＭＣｓ）中的表达及意义。方法　采用实时荧光定量反转录ＰＣＲ法检测了２３例ｐＳＳ患者和２３例健康对照个体ＰＢＭＣｓ中
ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的相对表达量，分析了其与ｐＳＳ患者血清类风湿因子（ＲＦ）、免疫球蛋白浓度、抗ＳＳＡ抗体和抗ＳＳＢ抗体的关

系。对其中９名接受糖皮质激素治疗的ｐＳＳ患者进行了随访，观察了治疗前后患者ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ水平的变化。

结果　ｐＳＳ患者ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的相对表达量是健康对照个体的２．７７倍（Ｐ＜０．０１），且与血清 ＲＦ（ｒ＝０．４５，
Ｐ＝０．０３）和免疫球蛋白水平（ｒ＝０．４３，Ｐ＝０．０４）呈正相关，但与抗ＳＳＡ抗体和抗ＳＳＢ抗体无关。９名患者经过治疗后

ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ表达下调了约５０％（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＢＭＣｓ中的ＴＲＡＦ６参与了ｐＳＳ的发病机制，且是一种潜在的ｐＳＳ
标志物。
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　　干燥综合征（Ｓｊｇｒｅｎ’ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＳ）是一种典
型的自身免疫性疾病，以泪腺及唾液腺淋巴细胞浸
润为典型的病理学特征，长期的自身免疫反应导致
唾液腺和汗腺功能丧失，进而引起患者口腔黏膜和
眼部角结膜干燥的典型临床表现，部分患者还可能
具有腺体外的表现［１］。ＳＳ的发病机制与机体免疫
细胞功能的紊乱密切相关。在遗传和环境因素的联
合作用下，机体免疫系统固有的精细调控机制被破
坏，导致免疫细胞功能异常，从而引发了针对腺体的
自身免疫反应［２］。虽然目前对于ＳＳ患者免疫功能
异常发生和发展的机制尚不清楚，但是人们已经发
现了ＳＳ患者免疫细胞内有多种免疫相关分子的表
达异常，这些表达异常的免疫分子中，有的是促进

ＳＳ发展的原因，因而是ＳＳ潜在的治疗靶点，有的则
仅仅是ＳＳ发生和发展的结果，可以为ＳＳ的预防以
及诊治提供线索［３］。

　　肿瘤坏死因子受体相关因子 （ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，ＴＲＡＦ）是一个遗传结构保守的接
头蛋白，参与了多种信号转导过程。迄今为止，已经
在哺乳动物中发现了７种ＴＲＡＦ，分别为ＴＲＡＦ１～
７。其中，ＴＲＡＦ６在免疫应答调控中发挥着十分重
要的作用［４］。本研究采用荧光定量反转录ＰＣＲ法
检测了２３例原发性干燥综合征（ｐＳＳ）患者外周血单
个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的表达，分析
其与ｐＳＳ患者实验室检测指标之间的关系以及糖皮
质激素治疗对ＴＲＡＦ６的影响，初步探讨了ＴＲＡＦ６
在ＳＳ中的作用和意义。

１　材料和方法

１．１　研究对象　２３例ｐＳＳ均为２０１１年３月至１０
月间来我院就诊的患者，其诊断标准符合２００２年修

订的ＳＳ国际分类（诊断）标准［５］和中华医学会风湿

病学分会２０１０年制订的ＳＳ诊断标准［６］。本研究排

除了患有恶性肿瘤的ＳＳ患者和近１个月内有感染

性疾病病史的患者。２３例ｐＳＳ患者中，男女比为

２２１，年龄２１～７２岁，平均（４６±１０）岁。所有ｐＳＳ
患者均为首诊患者，就诊前未接受相关治疗。另从

同期来我院查体的人群中选择２３名健康个体作为

对照，健康个体的定义为：（１）常规实验室和影像学

检查无明显异常；（２）近１个月内无明显感染性疾病

病史。对照组年龄１９～６８岁，平均（４９±１３）岁，男

女比为２２１。本研究获得第二军医大学长海医院

医学伦理委员会批准，所有受试对象均签署知情同

意书。

１．２　方法

１．２．１　标本采集及ＰＢＭＣｓ分离　患者接受治疗前

抽取空腹静脉血４ｍｌ，以体积为１９、浓度为３．８％
的枸橼酸钠抗凝。血液采集完毕４ｈ内采用Ｆｉｃｏｌｌ
密度梯度离心分离ＰＢＭＣｓ（Ｆｉｃｏｌｌ分离液购自北京

鼎国生物技术有限公司），经生理盐水洗涤２次后加

入１ ｍｌＴＲＩｚｏｌ（购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），置

于－８０℃保存。

１．２．２　总ＲＮＡ的抽提　取ＴＲＩｚｏｌ处理好的匀浆

ＰＢＭＣｓ于室温静置；加入０．２ｍｌ氯仿，剧烈震荡１５

ｓ，４℃静置１５ｍｉｎ。然后在４℃条件下，以１２０００×ｇ
离心１５ｍｉｎ，移上层水相至新ＥＰ管，加０．５ｍｌ异丙

醇混匀后室温静置２０ｍｉｎ；４℃、１２０００×ｇ离心１５

ｍｉｎ，弃上清，以 ７５％乙醇洗涤沉淀。之后 ４℃、

１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清。待自然干燥后加入

２０μｌ无ＲＮＡ酶水溶解ＲＮＡ。通过１．２％琼脂糖凝

胶电泳和紫外分光光度仪检测提取的总ＲＮＡ的质

量和浓度。

１．２．３　反转录　反转录试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，按照试剂盒推荐步骤进行反转录，将得到的

ｃＤＮＡ置于－８０℃保存。

１．２．４　定量ＰＣＲ　采用荧光染料ＳＹＢＧｒｅｅｎ，以β

ａｃｔｉｎ为内参对反转录得到的ｃＤＮＡ模板进行ＰＣＲ
扩增。根据 ＮＣＢＩ基因库中人 ＴＲＡＦ６和βａｃｔｉｎ

ｍＲＮＡ序列，以ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件设计基因的特

异性引物。ＴＲＡＦ６引物序列为５′ＡＴＡＡＧＧＧＡＴ

ＧＣＡＧＧＴＣＡＣＡＡＡ ＴＧ３′（ｆ）和５′ＴＣＣＴＣＡ

ＡＧＡＴＧＴＣＴＣＡＧＴＴＣＣＡＴ３′（ｒ）；内参βａｃｔｉｎ
引物序列为５′ＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ ＧＡＴ

ＣＡ３′（ｆ）和５′ＴＣＧ ＴＣＡ ＴＡＣ ＴＣＣ ＴＧＣ ＴＴＧ

ＣＴ３′（ｒ）。采用ＴａＫａＲａ公司的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试

剂盒在ＡＢＩ７５００型定量ＰＣＲ仪上进行ＰＣＲ，反应

条件：９５℃１０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，４０个循环。每

个样本设３复孔，取Ｃｔ平均值，以２－ΔΔＣｔ表示基因表

达的相对变化。

１．２．５　ｐＳＳ患者实验室指标的检测　用美国Ｂｅｃｋ

ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司Ｉｍｍａｇｅ８００系列特定蛋白分析仪

及配套试剂检测ｐＳＳ患者的血清类风湿因子（ｒｈｅｕ

ｍａｔｏｉｄｆａｃｔｏｒ，ＲＦ）水平；用 Ｈｉｔａｃｈｉ７６００型全自动

生化分析仪及Ｒｏｃｈｅ公司试剂检测ｐＳＳ患者的血清

球蛋白水平；用免疫印迹法检测抗ＳＳＡ和抗ＳＳＢ抗

体，试剂为ＥＵＲＯＩＭＭＵＮ公司产品。上述检测均

在患者入院后３ｄ内进行。

１．２．６　ｐＳＳ患者的随访　在患者诊断明确后，即开
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始按照ＳＳ治疗指南［５６］对患者进行相应的治疗，并

在治疗启动后１～２个月中检测患者 ＰＢＭＣｓ中

ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．３　统计学处理　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件进

行统计学分析，两组之间比较采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ
检验或者配对 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验，两组数据之间的相关性

采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｐＳＳ患者 ＰＢＭＣｓ 中 ＴＲＡＦ６ ｍＲＮＡ 的表

达　结果显示，ｐＳＳ患者ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ
的相对表达量为健康个体的２．７７倍，差异具有统计

学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ表达水平和实验室特征性检

测指标的关系　结果显示：ｐＳＳ患者 ＰＢＭＣｓ中

ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ水平与血清 ＲＦ水平（图１Ａ，ｒ＝

０．４５，Ｐ＝０．０３）以及球蛋白水平（图１Ｂ，ｒ＝０．４３，

Ｐ＝０．０４）呈正相关。但ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ在抗ＳＳＡ／

ＳＳＢ抗体阴性和阳性患者中的差异无统计学意义

（图１Ｃ、１Ｄ，Ｐ均＞０．０５）。

图１　ｐＳＳ患者ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ与其实验室特征的关系

Ｆｉｇ１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＴＲＡＦ６ｍＲＮＡａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｆｉｎｄｉｎｇｓｉｎｐＳＳｐａｔｉｅｎｔｓ
ｐＳＳ：ＰｒｉｍａｒｙＳｊｇｒｅｎ’ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ；ＰＢＭＣｓ：Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ；ＴＲＡＦ６：ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ６；ＲＦ：Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ

ｆａｃｔｏｒ．Ａ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ６ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗｉｔｈｓｅｒｕｍＲＦ；Ｂ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ６ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗｉｔｈｇｌｏｂｕｌｉｎ；Ｃ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ

ｌｅｖｅｌｗｉｔｈａｎｔｉＳＳＡａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｄ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ６ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗｉｔｈａｎｔｉＳＳＢａｎｔｉｂｏｄｙ．Ａ，Ｂ：Ｓｐｅａｒｍａｎｔｅｓｔ；Ｃ，Ｄ：ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵｔｅｓｔ

２．３　治疗前后ｐＳＳ患者ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ
的表达变化　对９名接受糖皮质激素治疗的ｐＳＳ患
者进行了随访，在接受糖皮质激素治疗１～２个月
后，检测了患者ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的表达。
结果发现，患者在接受糖皮质激素治疗后，ＴＲＡＦ６
ｍＲＮＡ表达均下调了约５０％，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５，表１）。

２．４　治疗前后ｐＳＳ患者血清ＲＦ和免疫球蛋白水
平的变化　９名接受糖皮质激素治疗的ｐＳＳ患者在
接受糖皮质激素治疗１～２个月后，血清ＲＦ和免疫
球蛋白水平降低，差异有统计学意义 （Ｐ 均 ＜
０．０５，表１）。

表１　治疗前后ｐＳＳ患者ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的表达及血清ＲＦ、免疫球蛋白水平

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＡＦ６ｍＲＮＡｉｎＰＢＭＣｓａｎｄｓｅｒｕｍＲＦａｎｄｇｌｏｂｕｌｉｎｉｎｐＳＳｐａｔｉｅｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｎ＝９

Ｉｎｄｅｘ Ｂｅｆｏｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｐｖａｌｕｅ

ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ ３．３３５（２．６９８，３．３３５） １．８８５（１．３２８，２．２５８） ０．０１２
ＳｅｒｕｍＲＦｚＢ／（Ｕ·ｍｌ－１） ８６．５００（５３．２５０，１３８．２５０） ５１．５００（３６．７５０，８０．７５０） ０．０１７
ＳｅｒｕｍｇｌｏｂｕｌｉｎρＢ／（ｇ·Ｌ－１） ３４．０００（２９．５００，４０．５００） ３２．０００（２９．２５０，３４．７５０） ０．０２７

　ｐＳＳ：ＰｒｉｍａｒｙＳｊｇｒｅｎ’ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ；ＰＢＭＣｓ：Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ；ＴＲＡＦ６：ＴＮＦｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ６；ＲＦ：Ｒｈｅｕｍａ
ｔｏｉｄｆａｃｔｏｒ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｍｅｄｉａｎ（ｉｎｔｅｒｑｕａｒｔｉｌｅｒａｎｇｅ）ａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｂｙＷｉｌｃｏｘｏｎｔｅｓｔ
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３　讨　论

　　本研究检测了ｐＳＳ患者 ＰＢＭＣｓ中 ＴＲＡＦ６
ｍＲＮＡ的表达，发现患者ＰＢＭＣｓ中 ＴＲＡＦ６ｍＲ
ＮＡ的表达量较健康对照个体增高，且与患者的实
验室特征指标有一定相关性；糖皮质激素可以下调

ｐＳＳ患者ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的表达。这些
结果提示：ＴＲＡＦ６可能参与了ｐＳＳ的发病机制；

ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ是潜在的ｐＳＳ标志物。

　　ＴＲＡＦ６在免疫细胞信号转导过程中发挥的作
用主要包括：在固有免疫应答过程中，ＴＲＡＦ６作为

ＴＬＲ受体通路的重要信号分子，将 ＴＬＲ受体感知
到的抗原信号传递给下游的信号分子，包括ＴＡＢ２、

ＴＡＫ１和ＮＦκＢ，最终启动炎症因子的表达，引起局
部或者全身的免疫应答反应［４，７］。值得注意的是，炎
症反应是“双刃剑”，虽然适度的炎症反应有利于抗
原的清除和组织的修复，但是过度或者失控的炎症
反应将会导致机体的损伤，其中急性的炎症反应可
能引发全身炎症反应综合征（ＳＩＲＳ），而慢性的炎症
反应则会导致自身免疫性疾病的发生［８９］。本研究
发现ｐＳＳ患者ＰＢＭＣｓ中 ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ 表达上
调，提示ｐＳＳ患者的“ＴＬＲ／ＴＲＡＦ６／炎症介质”信号
通路可能处于过度活化状态，导致了长期、持续的炎
症反应。以往的研究也发现ｐＳＳ患者外周血炎症因
子ＴＮＦα、ＩＬ６等水平显著高于健康个体［１０１２］。

　　当然，ＰＢＭＣｓ中ＴＲＡＦ６表达也有可能系Ｔ或
者Ｂ淋巴细胞内 ＴＲＡＦ６表达上调所致。目前已
知，在Ｔ细胞与Ｂ细胞相互作用的过程中，Ｂ细胞内
的ＴＲＡＦ６发挥着十分重要的信号转导作用，介导
了由ＣＤ４０Ｌ／ＣＤ４０传递的共刺激信号，促进Ｂ细胞
的活化、增殖以及抗体的产生［７］。ｐＳＳ患者ＰＢＭＣｓ
中ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ表达上调，也提示其可能是导致

Ｂ细胞过度活化，自身抗体产生的原因之一。此外，
也有研究发现，ＴＲＡＦ６对于维持 Ｔ细胞的功能至
关重要，Ｔ细胞内 ＴＲＡＦ６特异性缺失的小鼠更容
易出现自身免疫病的病变［１３］。这些结果都提示：

ＴＲＡＦ６参与了ｐＳＳ的发病机制。

　　为进一步明确ＴＲＡＦ６与ｐＳＳ的发病机制是否
相关以及ＴＲＡＦ６是否可以作为评价ｐＳＳ病情的标
志物，本研究进一步分析了ｐＳＳ患者 ＰＢＭＣｓ中

ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的表达水平与血清 ＲＦ、免疫球蛋
白、抗ＳＳＡ和ＳＳＢ抗体的关系。本研究发现ｐＳＳ患
者ＰＢＭＣｓ中的ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ表达与患者的血清

ＲＦ水平、免疫球蛋白水平呈正相关，不仅进一步证

实了ＴＲＡＦ６参与了ｐＳＳ的发病机制，提示ＴＲＡＦ６
也是一种潜在的ｐＳＳ标志物，对ｐＳＳ的预防以及诊
疗可能具有一定的价值。

　　总之，本研究发现 ＴＲＡＦ６参与了ｐＳＳ的发病
机制，同时也是潜在的ｐＳＳ标志物。对 ＴＲＡＦ６在

ｐＳＳ发病机制中的作用进行深入的研究，可能有助
于我们深入了解ｐＳＳ的发病机制，同时也可能为

ｐＳＳ的治疗提供新的靶点。

４　利益冲突
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