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［摘要］　目的：观察皮肌炎（ＤＭ）患者外周血Ｂ淋巴细胞刺激因子（ＢＬｙＳ）的含量及其ｍＲＮＡ在外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）

中的表达。方法：ＥＬＩＳＡ法测定１０例皮肌炎患者外周血中ＢＬｙＳ含量，同时采用ＲＴＰＣＲ技术检测ＢＬｙＳｍＲＮＡ在ＰＢＭＣｓ

中的表达情况，并取健康体检者作对照。结果：皮肌炎患者外周血ＢＬｙＳ为（１０．２５±１．１９）μｇ／Ｌ，显著高于健康对照组

［（３．１９±０．６５）μｇ／Ｌ；ｔ＝５．１８６，Ｐ＜０．０１］；ＢＬｙＳｍＲＮＡ在皮肌炎患者外周血单个核细胞中高表达（０．３９±０．０４）％，明显高于

健康对照组［（０．１７±０．０１）％；ｔ＝５．６１１，Ｐ＜０．０１］。结论：皮肌炎患者外周血中ＢＬｙＳ含量较正常人明显增高，同时伴有ＰＢ

ＭＣｓＢＬｙＳｍＲＮＡ的高表达，提示ＢＬｙＳ分子水平的改变与皮肌炎的发生发展有着密切关系。
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　　Ｂ淋巴细胞刺激因子（Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｓ，ＢＬｙＳ），

又称为ＢＡＦＦ（ＢｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅＴＮＦ

ｆａｍｉｌｙ）或 ＴＡＬＬ１（ＴＮＦａｎｄａｐｏＬｒｅｌａｔｅｄｌｅｕｋｏｃｙｔｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄｌｉｇａｎｄ１），是１９９９年发现的一种与免疫相关的细胞

因子，属ＴＮＦ配体超家族的新成员。主要调节Ｂ细胞的存

活、增生和分泌大量免疫球蛋白、并能部分抑制Ｆａｓ１的促凋

亡作用。近年国外的研究显示［１］，ＢＬｙＳ过量表达与体液免

疫为主的自身免疫疾病密切相关。皮肌炎（ｄｅｒｍａｔｏｍｙｏｓｉ

ｔｉｓ，ＤＭ）是以体液免疫为主的自身免疫疾病，针对自身抗原

产生的记忆性Ｂ细胞是此病持续、迁延及难治的根源，有效

删除自身反应性记忆性Ｂ细胞是提高Ｂ细胞免疫治疗皮肌

炎疗效的关键［２］。

　　本研究利用ＥＬＩＳＡ和ＲＴＰＣＲ技术对ＤＭ患者外周血

中及ＰＢＭＣｓ中ＢＬｙＳ的表达情况进行检测，从而探讨ＢＬｙＳ

的转录水平与皮肌炎的关系，为临床通过干预ＢＬｙＳ来调控

Ｂ淋巴细胞的功能，提高ＤＭ免疫治疗疗效提供试验数据和

理论依据。

１　材料和方法

１．１　资料　收集１０例我院２００６年门诊皮肌炎患者，对照

组为１０例门诊健康体检者。入选标准：（１）患者发病３个月

以内；（２）３个月内无发热且未曾行治疗者；（３）患者符合中华

医学会风湿病分会制定的皮肌炎诊断标准：Ⅰ特征性的皮肤

损害；Ⅱ肌电图异常；Ⅲ肌活检异常，符合Ⅰ＋Ⅱ或Ⅰ＋Ⅲ即

可诊断。排除标准：（１）患有其他免疫相关疾病或免疫缺陷

者；（２）妇女孕期或服用避孕药物者；（３）肿瘤患者；（４）合并

有其他疾病而服用免疫抑制剂者。

１．２　试剂　ＥＬＩＳＡ一步反应试剂盒购自奥地利Ｂｅｎｄｅｒ公

司，ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ｃＤＮＡ第一链反应试剂盒

购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。ＰＣＲ引物序列由上海生工生物工程

公司合成。

１．３　ＥＬＩＳＡ检测外周血ＢＬｙＳ含量　按照反应试剂盒操作说

明得出标准曲线和方程，将所得到的样本血清ＥＬＩＳＡ检测结

果（３次测定的平均值）根据方程换算出ＢＬｙＳ血清浓度。

１．４　ＰＢＭＣｓ细胞的分离及细胞总 ＲＮＡ提取　取外周血

２０ｍｌ，利用密度梯度离心法，获取ＰＢＭＣｓ，按照ＴＲＩｚｏｌ细胞

裂解法操作说明书提取组织样本总ＲＮＡ（液氮保存）备用。

１．５　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　紫外分光光度计定

量总ＲＮＡ，调整浓度为１μｇ／μｌ。按ｃＤＮＡ第一链反应试剂

盒说明书采用随机引物法合成ｃＤＮＡ。用 ＧＡＰＤＨ 作为内

参照行 ＰＣＲ 检测。ＢＬｙＳ引物序列，上游：５′ＧＣＴ ＧＧＴ

ＣＧＧＧＡＧＡＡＧＡＧＧＡＡＡＡ３′，下游：５′ＣＡＧＴＡＴＣＣＣ

ＡＣＧＧＡＡＡＴＡＡＣＣＴ３′，扩增长度３９３ｂｐ。ＧＡＰＤＨ 引

物序列，上游：５′ＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧ３′，下

游：５′ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３′，扩增长度５７６

ｂｐ。ＰＣＲ参数：９４℃５ｍｉｎ变性；９４℃３５ｓ，５２℃４０ｓ，７１℃

５５ｓ，３８个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物于２％琼脂糖电

泳，电压６０Ｖ，５５ｍｉｎ。ＧｅｌＩＤ凝胶图像分析系统摄片并测

定分析其光密度。计算各个样本ＢＬｙＳ表达水平，表达量的

相对值＝待测基因扩增条带的灰度值／ＧＡＰＤＨ基因扩增条
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带的灰度值。

１．６　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，运用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ

４．０对各组间数据比较行ｔ检验，Ｐ＜０．０５有统计学差异。

２　结　果

２．１　皮肌炎患者外周血中ＢＬｙＳ水平　根据ＢＬｙＳ标准样

品得出的标准曲线方程为：Ｙ＝０．０６３４５＋０．０９７８５４１９４Ｘ，

皮肌炎患者血清中ＢＬｙＳ含量为（１０．２５±１．１９）μｇ／Ｌ，显著

高于健康对照组 （３．１９±０．６５）μｇ／Ｌ（ｔ＝５．１８６，Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＢＬｙＳｍＲＮＡ在外周血ＰＢＭＣｓ中的表达　ＢＬｙＳｍＲ

ＮＡ在皮肌炎患者和健康对照组外周血ＰＢＭＣｓ中的表达量

相对值分别是（０．３９±０．０４）％和（０．１７±０．０１）％（图１），

ＢＬｙＳｍＲＮＡ在皮肌炎患者ＰＢＭＣｓ中的表达明显增高，与

对照组相比具有显著统计学差异（ｔ＝５．６１１，Ｐ＜０．０１）。

图１　ＢＬｙＳｍＲＮＡ在正常人和

皮肌炎患者外周血ＰＢＭＣｓ中的表达水平

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１，３，５为皮肌炎患者外周血；２，４，６为正常对照组

３　讨　论

　　ＢＬｙＳ属肿瘤坏死因子家族，是由Ｓｈｕ等［３］于１９９９年首

先发现并克隆的一种新的细胞因子，随后又有几个研究小组

相继发表了相关的论文［４６］。ＢＬｙＳ主要由中性粒细胞和巨

噬细胞分泌，活化的 Ｔ细胞和树突状细胞也有少量表达。

ＢＬｙＳ作为一种Ｂ淋巴细胞的共刺激因子，在ＩｇＭ 抗体或

ＩＬ４存在下能专一地刺激Ｂ细胞增殖和分化，在体液免疫中

有重要的作用［７］；而其在体内的过量表达又与自身免疫性

疾病密切相关［８］。由于ＢＬｙＳ具有调控机体免疫应答等重

要功能，特别是对于维持生发中心（ｇｅｒｍｉｎａｌｃｅｎｔｅｒ，ＧＣ）Ｂ细

胞的增殖和抗原特异性ＩｇＭ的分泌具有重要作用，目前已经

受到广泛重视［９］。

　　ＤＭ 临床难治性的主要原因之一就是Ｂ淋巴细胞不可

控制的过度增生，因此本研究就血浆ＢＬｙＳ质量浓度在ＤＭ

疾病发生发展中的表达情况，以及血浆ＰＢＭＣｓＢＬｙＳｍＲＮＡ

的表达进行探讨分析，进而为阐明ＤＭ的发病机制提供实验

依据。有动物实验表明ＢＬｙＳ的过度表达可引起Ｂ淋巴细

胞过多和功能异常所致的自身免疫疾病［１０］，阻断ＢＬｙＳ的作

用可以缓解模型鼠的病情［１１］。本研究结果显示ＤＭ 患者血

浆中总的ＢＬｙＳ的质量浓度明显高于正常人，同时其 ｍＲＮＡ
表达明显上调。这说明 ＤＭ 患者体内存在高表达的ＢＬｙＳ

ｍＲＮＡ，使得ＢＬｙＳ表达过度，进而使调节刺激Ｂ细胞增殖

分化的作用加强，从而对 ＤＭ 的发生发展起到了促进的作

用，提示通过对皮肌炎患者体内ＢＬｙＳ基因表达进行调控，可

能达到限制Ｂ淋巴细胞功能和增殖的目的，从而通过控制Ｂ
淋巴细胞找到一条提高皮肌炎免疫治疗疗效的新途径［１２］。
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