
书书书

·１４２　　 ·
第二军医大学学报　２００９年２月第３０卷第２期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｅｂ．２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．２

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．００１４２ ·论　著·

原发性胆汁性肝硬化患者外周血单个核细胞趋化因子受体的表达及临床意义

韩志君，吴传勇，蒋廷旺，唐裕杰，周　晔，陈　燕，谷明莉，邓安梅，仲人前

第二军医大学长征医院实验诊断科，全军医学免疫诊断中心，全军临床免疫重点实验室，上海２００００３

［摘要］　目的：初步探讨趋化因子受体（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ）与原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ，ｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ）发生发展的关系。

方法：采用实时荧光定量ＰＣＲ和流式细胞术，分别从基因转录和蛋白表达水平检测６０例ＰＢＣ、６０例乙型肝炎肝硬化患者（疾病对

照）和６０例健康对照者的外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中ＣＣＲ１、ＣＣＲ３和ＣＣＲ５的表达；生化常规测定ＰＢＣ患者和健康对照者的总胆

红素（ＴＢＩＬ）、γ谷氨酰基转移酶（γＧＴ）水平，分析它们与趋化因子之间的相关性。结果：ＰＢＣ患者ＰＢＭＣｓ中的ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５
的ｍＲＮＡ和蛋白表达均明显低于健康对照组和疾病对照组（Ｐ＜０．０５），而疾病对照组和健康对照组ＰＢＭＣｓ中ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５

ｍＲＮＡ和蛋白表达无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；ＰＢＣ患者Ⅲ、Ⅳ期ＰＢＭＣｓ中的ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５的ｍＲＮＡ和蛋白表达较Ⅰ、Ⅱ期明显降

低（Ｐ＜０．０５）；ＰＢＣ患者ＣＣＲ１蛋白表达水平与ＴＢＩＬ水平显著负相关（ｒ＝－０．４４５，Ｐ＜０．０１），与γＧＴ无线性相关关系（ｒ＝－０．２３０，

Ｐ＞０．０５）；ＣＣＲ３蛋白表达水平与ＴＢＩＬ水平无线性相关关系（ｒ＝－０．１７３，Ｐ＞０．０５），与γＧＴ水平负相关（ｒ＝－０．２９５，Ｐ＜０．０５）；

ＣＣＲ５蛋白表达水平与ＴＢＩＬ、γＧＴ水平均负相关（ｒ＝－０．５３１，Ｐ＜０．０１；ｒ＝－０．６６５，Ｐ＜０．０１）。结论：ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５的表达与

ＰＢＣ的发生发展存在一定的相关性，可能参与了ＰＢＣ的调控机制，为ＰＢＣ的诊断和预防提供了新线索。
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第２期．韩志君，等．原发性胆汁性肝硬化患者外周血单个核细胞趋化因子受体的表达及临床意义 ·１４３　　 ·

　　原发性胆汁性肝硬化（ｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏ
ｓｉｓ，ＰＢＣ）是一种原因不明，由免疫损伤介导的慢性
进展性自身免疫性肝病，主要表现为肝内小胆管进
行性破坏伴门脉炎症性改变，慢性胆汁淤积，严重者
最终发展成肝纤维化和肝硬化［１］。ＰＢＣ患者肝组织
活检显示门管区浸润的淋巴细胞主要是活化的

ＣＤ８＋、ＣＤ４＋ Ｔ 细胞，表明Ｔ 细胞介导的免疫反应
是胆管上皮细胞损伤的重要机制［２］。

　　趋化因子是一类对单核细胞和中性粒细胞有较
强趋化活性的淋巴因子，其功能行使由趋化因子受
体介导［３］。一种趋化因子可以通过多种受体起作
用，并且这些受体在不同的Ｔ细胞亚群上的分布并
不均衡，将淋巴细胞趋化、聚集到炎症部位，可以调
控免疫细胞在循环系统和器官组织间迁移，诱导细
胞分化，以维持组织细胞正常免疫功能的平衡，这些
受体在Ｔ细胞上的表达、分布变化又可以影响相应
趋化因子，参与疾病的发生［４］。研究趋化因子和不
同免疫细胞上趋化因子受体的变化，有利于从新角
度认识疾病发病机制。趋化因子与自身免疫病密切
相关［５７］。因此，本研究利用实时荧光定量ＰＣＲ技
术和流式细胞术，分别从基因和蛋白水平观察

ＣＣＲ１、ＣＣＲ３和ＣＣＲ５在ＰＢＣ患者中的表达变化，
探讨其在ＰＢＣ发生发展中的意义。

１　材料和方法

１．１　标本来源　ＰＢＣ患者组：第二军医大学长征医
院确诊的 ＰＢＣ患者６０例，均符合美国肝病学会

２０００年推荐的ＰＢＣ诊断指南［８］：其中男４例，女５６
例，发病年龄（４５．６±９．８）岁；按照组织学改变分为４
期［９］，Ⅰ期：胆小管炎期，Ⅱ期：胆小管减少期，Ⅲ期：

瘢痕形成期，Ⅳ期：肝硬化期。疾病对照组：第二军
医大学长征医院确诊的乙型肝炎肝硬化患者６０例，
既往无自身免疫性疾病史，其中男６例，女５４例，发
病年龄（４５．８±１０．１）岁。健康对照组：第二军医大
学长征医院无亲缘关系的健康体检者６０例，肝肾功
能正常，无其他自身免疫性疾病表现，年龄、性别与

ＰＢＣ组相匹配。

１．２　主要仪器和试剂　淋巴细胞分离液（上海生化
试剂公司），ＭＡＣＳ磁性细胞分选试剂盒（美国

ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司）；ＲＮＡ 提取试剂盒 ＲＮｅａｓｙ
ＭｉｎｉＫｉｔｓ（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）；ＴａｑＭａｎ２×ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，ＧｅｎｅＡｍｐ７９００Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍｓ（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；流式细胞
仪、ＱＰＲＥＰ标本处理仪（美国Ｃｏｕｌｔｅｒ公司）；藻红素
（ＰＥ）标记鼠抗人ＣＣＲ１、ＣＣＲ３和ＣＣＲ５单抗（ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ，ＵＳＡ）。

１．３　抽提 ＰＢＭＣ和提取细胞总 ＲＮＡ　取３ｍｌ
ＥＤＴＡＫ２抗凝的全血，加入等体积生理盐水稀释
后，以５ｍｌ淋巴细胞分离液按密度梯度离心法分离
单个核细胞，１０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，收集单个核细胞
层，用ｐＨ７．２ＰＢＳ缓冲液３５０×ｇ离心１０ｍｉｎ洗涤
细胞２次，收集细胞沉淀，即为ＰＢＭＣｓ。提取细胞
总ＲＮＡ，操作严格按照ＲＮＡ提取试剂盒说明书进
行，分别通过１．２％琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度
仪，检测所得总ＲＮＡ的质量和浓度。

１．４　引物、探针的设计与合成　根据基因库中人

ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５和选作内参的人βａｃｔｉｎ的ｍＲＮＡ
序列，以ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件设计基因的特异性引物
和探针，引物和探针序列见表１。所有引物和探针均
购自上海生工生物工程技术服务有限公司。

表１　ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５和βａｃｔｉｎ的引物和探针序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒａｎｄｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣＣＲ１，ＣＣＲ３，ＣＣＲ５ａｎｄβａｃｔｉｎ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ａｍｐｌｉｃｏｎｓｉｚｅ
（ｂｐ）

ＣＣＲ１ Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＡＣＣＴＣＴＴＴＧＧＧＣＴＧＧＴＡＴＴＧ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＡＡＣＧＧＡＣＡＧＣＴＴＴＧＧＡＴＴＴＣ １０８
Ｐｒｏｂｅ ＣＣＣＴＧＴＧＴＡＧＣＡＧＡＴＧＡＴＣＡＴＧＡＣＣＡ

ＣＣＲ３ Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＣＡＧＣＴＣＴＧＴＣＴＣＴＣＣＡＴＣＣＡ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＴＣＡＴＣＴＣＣＴＴＧＧＴＣＣＴＴＣＣ ９８
Ｐｒｏｂｅ ＣＡＧＣＡＧＡＧＣＣＧＧＡＡＣＴＣＴＣＴＡＴＴＧＴＧ

ＣＣＲ５ Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧＣＡＴＴＧＣＴＣＣＧＴＣＴＡＡＧＴＣＡ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＡＴＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＣＣＴＣＣＴＴＴ ９３
Ｐｒｏｂｅ ＣＡＡＣＣＡＧＧＡＴＣＴＣＣＣＴＧＣＴＣＡＧＣ

βａｃｔｉｎ Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡＧＡＴＣＡ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ ＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴ １２９
Ｐｒｏｂｅ ＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴＣＣＡ
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１．５　ＲＮＡ的逆转录　采用美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ公司的 ＴａｑＭａｎ逆转录试剂盒，以随机引物，
分别将从ＰＢＣ患者、健康体检者及乙型肝炎肝硬化
患者外周血各组细胞中抽提的总 ＲＮＡ 逆转录为

ｃＤＮＡ。反应体系为：ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ３μｌ，５×ＲＴ
ｂｕｆｆｅｒ４μｌ，ｄＮＴＰｍｉｘ（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，ＲＮａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（１０Ｕ／Ｌ）１μｌ，ＯｌｉｇｏｄＴ２０（１０μｍｏｌ／Ｌ）

１μｌ，总 ＲＮＡ８μｌ，ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ１μｌ，共２０μｌ。

４２℃２０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ，瞬时离心，将
逆转录后的ｃＤＮＡ分装，冻存于－２０℃冰箱备用。

１．６　荧光定量ＰＣＲ技术检测ＣＣＲ１、ＣＣＲ３和ＣＣＲ５
的表达　以逆转录的ｃＤＮＡ为模板，利用美国 Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司的ＰＣＲ反应试剂盒进行荧光定
量ＰＣＲ。反应体系：去离子水１３．２５μｌ，１０×ＴａｑＭａｎ
缓冲液Ａ５μｌ，氯化镁溶液（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）７μｌ，ｄＡＴＰ
１μｌ，ｄＣＴＰ１μｌ，ｄＧＴＰ１μｌ，ｄＵＴＰ１μｌ，Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｐｒｉｍｅｒ５μｌ，ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ５μｌ，Ｐｒｏｂｅ５μｌ，ＡｍｐｌｉＴａｑ
ＧｏｌｄＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μｌ）０．２５μｌ，ＡｍｐＥｒａｓｅＵＮＧ
（１Ｕ／μｌ）０．５μｌ，ｃＤＮＡ５μｌ，读取测得阈循环（ｔｈｒｅｓｈ
ｏｌｄｃｙｃｌｅ，Ｃｔ）值；根据公式ΔＣｔ＝ ［Ｃｔ（目的基因）］－
［Ｃｔ（内参基因）］和ΔΔＣｔ＝［ΔＣｔ（研究组）］－［ΔＣｔ
（对照组）］，计算出２－ΔΔＣｔ，以反映出目的基因在研究
组中表达水平（相对于对照组）。

１．７　流式细胞术检测ＣＣＲ１、ＣＣＲ３和ＣＣＲ５表达

　取１００μｌ用ＥＤＴＡＫ２抗凝的全血，加入２０μｌＰＥ
标记单抗，混匀后室温避光孵育３０ｍｉｎ。用 Ｑｐｒｅｐ
标本处理仪进行红细胞裂解和细胞固定，离心后弃
上清，用２ｍｌＳｔａｉｎｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．４的磷酸盐缓冲液
加２％小牛血清和０．１％叠氮钠）洗２次，细胞沉淀
用５００μｌＳｔａｉｎｂｕｆｆｅｒ重悬后上流式细胞仪检测，同

时设不加标记抗体的阴性对照管。

１．８　临床肝功能生化指标的检测　采用 Ｒｏｃｈｅ
Ｐ８００全自动生化分析仪，按生化常规测定ＰＢＣ患
者和健康对照者的总胆红素（ＴＢＩＬ）、γ谷氨酰基转
移酶（γＧＴ）。

１．９　统计学处理　两组之间比较采用ｔ检验，多组
资料之间比较用方差分析。相关性检验采用Ｐｅａｒ
ｓｏｎ相关分析，以α＝０．０５为检验水准。

２　结　果

２．１　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣｓ中 ＣＣＲ１、ＣＣＲ３和 ＣＣＲ５
ｍＲＮＡ表达情况　ＰＢＣ患者组ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５
ｍＲＮＡ的表达量显著低于健康对照组和疾病对照
组（Ｐ＜０．０１），而疾病对照组和健康对照组ＰＢＭＣｓ
中ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５ｍＲＮＡ的表达无统计学差
异（Ｐ＞０．０５，图１）。ＰＢＣ患者Ⅲ、Ⅳ期ＰＢＭＣｓ中
的ＣＣＲ１、ＣＣＲ３和ＣＣＲ５的ｍＲＮＡ的表达较Ⅰ、Ⅱ
期明显降低（Ｐ＜０．０５，表２）。

图１　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣｓ中ＣＣＲ１、

ＣＣＲ３、ＣＣＲ５ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＣＣＲ１，ＣＣＲ３ａｎｄＣＣＲ５ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＢＭＣｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＰＢＣ

Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

表２　ＰＢＣ患者Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期ＰＢＭＣｓ中的ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５ｍＲＮＡ的表达

Ｔａｂ２　ＣＣＲ１，ＣＣＲ３ａｎｄＣＣＲ５ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＢＭＣｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｓｔａｇｅⅠ，Ⅱ，ⅢａｎｄⅣＰＢＣ（Ｖａｌｕｅｓａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ２－ΔΔＣｔ）
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｓｔａｇｅ ＣＣＲ１ ＣＣＲ３ ＣＣＲ５

Ⅰ ０．３９±０．１２ ０．５３±０．１２ ０．５７±０．１４

Ⅱ ０．３８±０．１２ ０．５５±０．１２ ０．５９±０．１３

Ⅲ ０．３１±０．０９ ０．４３±０．１０ ０．５１±０．１２

Ⅳ ０．３０±０．０８ ０．４１±０．０６ ０．４９±０．０８

　Ｐ＜０．０５ｖｓｓｔａｇｅⅠ

２．２　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣｓ中ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５蛋
白表达情况　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣｓ中 ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、

ＣＣＲ５表达阳性率分别为（１．８５±０．６２）％、（７．９３±
１．１２）％、（１．９２±０．７１）％，显著低于健康对照组

［（５．５３±０．９３）％、（１２．５３±２．４３）％、（４．８７±
１．２１）％］和疾病对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），而疾病对照组和健康对照组没有统计学差异
（Ｐ＞０．０５，图２）。ＰＢＣ 患者Ⅲ、Ⅳ期 ＰＢＭＣｓ中的
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ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５的表达较Ⅰ、Ⅱ期明显降低
（Ｐ＜０．０５，图３）。

图２　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣｓ中ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＣＣＲ１，ＣＣＲ３ａｎｄＣＣＲ５ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎＰＢＭＣｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＰＢＣ
Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　ＰＢＣ患者各期ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＣＣＲ１，ＣＣＲ３ａｎｄＣＣＲ５ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｔａｇｅⅠ，Ⅱ，ⅢａｎｄⅣＰＢＣ

Ｐ＜０．０５ｖｓｓｔａｇｅⅠ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＰＢＣ患者ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５与肝功能指标
的相关性　ＰＢＣ患者组 ＴＢＩＬ、γＧＴ水平［（１０７±
９３）μｍｏｌ／Ｌ和（４８８±２７４）ＩＵ／Ｌ］均显著高于正常
对照组［（１３±７）μｍｏｌ／Ｌ和（１９±１１）ＩＵ／Ｌ）］，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＰＢＣ患者组ＣＣＲ１阳
性细胞百分率与 ＴＢＩＬ 水平显著负相关 （ｒ＝
－０．４４５，Ｐ＜０．０１）；与γＧＴ无线性相关关系（ｒ＝
－０．２３０，Ｐ＞０．０５）；ＣＣＲ３阳性细胞百分率与ＴＢＩＬ
水平无线性相关关系（ｒ＝－０．１７３，Ｐ＞０．０５），与γ
ＧＴ水平负相关（ｒ＝－０．２９５，Ｐ＜０．０５）；ＣＣＲ５阳性
细胞百分率与ＴＢＩＬ、γＧＴ水平均显著负相关（ｒ＝
－０．５３１，Ｐ＜０．０１；ｒ＝－０．６６５，Ｐ＜０．０１）。具体
见图４。

３　讨　论

　　ＰＢＣ是一种慢性胆汁淤积性肝病，以血清中抗
线粒体抗体阳性（ＡＭＡ）和肝内小胆管进行性非化
脓性损伤为特征，最终发展为肝硬化和肝纤维化，甚
至是肝衰竭。ＰＢＣ也是一种典型的自身免疫性疾
病，对胞内抗原具有强烈的体液和细胞免疫反应，其

图４　ＰＢＣ患者ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５与

血清ＴＢＩＬ、γＧＴ相关性

Ｆｉｇ４　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＣＣＲ１，ＣＣＲ３ａｎｄＣＣＲ５ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈＴＢＩＬａｎｄγＧＴｌｅｖｅｌｓｉｎＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓ

自身抗原为位于线粒体内膜的二氢硫辛酰胺乙酰转

移酶复合物（２ＯＡＤＣ），其中以丙酮酸脱氢酶复合
体的Ｅ２亚基（ＰＤＣＥ２）为主，大约９０％～９５％ＰＢＣ
患者的血清中抗ＰＤＣＥ２为阳性［１０］。此外，ＰＢＣ中
还存在自身反应性ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞和Ｂ
细胞表位的重叠［１１］。因此，深入研究ＰＢＣ疾病进程
中的分子调控机制，探讨有效治疗ＰＢＣ的新途径，
具有重要意义。

　　ＰＢＣ患者体内免疫系统紊乱，细胞免疫中Ｔｈ１细
胞略占优势，Ｔｈ１／Ｔｈ２比例上升。两者比例的失调促
进ＣＴＬ功能亢进以及Ｂ细胞分泌大量自身抗体引起
免疫损伤［１２］。此外，大量的Ｔ细胞和ＮＫ细胞聚集
于ＰＢＣ患者胆管区周围，说明淋巴细胞在ＰＢＣ的疾
病过程中起了重要作用，但ＰＢＣ患者免疫调节异常和
免疫缺陷在致病机制中的作用仍不清楚。

　　趋化因子及受体的表达和分布异常，可以引起
机体免疫功能紊乱，导致各脏器免疫性炎症损害。
目前还不清楚趋化因子亚群变化对机体免疫反应有

何影响，但不同的趋化因子受体在ＣＤ４＋Ｔ和ＣＤ８＋

Ｔ细胞上异常表达，可以引起机体的异常免疫。有
研究［１３］证明，趋化因子受体表达的异常，可以影响
相应趋化因子对Ｔｈ１或Ｔｈ２细胞的趋化激活，从而
影响Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡。Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子平衡紊乱
在一些炎症性、自身免疫性疾病的发病过程中发挥
着重要的作用。已经有研究［１４１９］发现，在系统性红
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斑狼疮和多发性硬化等自身免疫病中，Ｔ细胞上趋
化因子受体活性发生改变，但目前国内外关于趋化
因子受体在ＰＢＣ研究中的相关报道并不多见。

　　本研究利用实时荧光定量ＰＣＲ技术和流式细
胞技术，分别从基因转录和蛋白表达水平上，检测

ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５在 ＰＢＣ患者 ＰＢＭＣｓ中的表
达。结果发现ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５ｍＲＮＡ在ＰＢＣ
患者ＰＢＭＣｓ中的表达均明显低于健康对照者和疾
病对照组，且与疾病活动相关，表明ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、

ＣＣＲ５可能与ＰＢＣ相关；进一步检测ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、

ＣＣＲ５ｍＲＮＡ在ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞中的
表达，结果显示ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５ｍＲＮＡ在ＰＢＣ患
者ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞中表达均明显低于健
康对照组的相应细胞亚群，提示在ＰＢＣ中ＣＣＲ１、

ＣＣＲ３、ＣＣＲ５可能参与ＰＢＣ中ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ
细胞的调控机制；ＰＢＣ患者分期结果显示，ＰＢＣ患者

Ⅰ、Ⅱ期ＰＢＭＣｓ中的ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５的 ｍＲＮＡ和
蛋白表达无明显差异，ＰＢＣ患者Ⅲ、Ⅳ期ＰＢＭＣｓ中的

ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５ｍＲＮＡ和蛋白表达无明显差异，

ＰＢＣ患者Ⅲ、Ⅳ期ＰＢＭＣｓ中的 ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５
ｍＲＮＡ和蛋白表达较Ⅰ、Ⅱ期明显降低，从而也说明在
疾病的不同发展阶段，ＣＣＲ的表达也存在一定的差
异。

　　ＴＢＩＬ、γＧＴ是反映胆汁淤积、肝细胞损伤状况
以及诊断 ＰＢＣ的重要实验室指标。本研究发现

ＰＢＣ患者ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５与血清 ＴＢＩＬ、γＧＴ
的表达显著相关，提示ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５的表达
与ＰＢＣ的严重程度相关，可能在ＰＢＣ患者肝细胞
及胆管上皮细胞的损伤及自身抗原的产生中具有一

定作用，也表明ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５可能是ＰＢＣ的
一个辅助诊断指标。

　　本研究结果初步提示ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５及其
介导的天然免疫应答与ＰＢＣ的发生发展存在一定
相关性。但是ＣＣＲ１、ＣＣＲ３、ＣＣＲ５在ＰＢＣ中究竟
起到什么作用，仍有待进一步研究探索。
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