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　　［摘要］　目的　探讨ＡＰＲＩＬ（ＴＮＦＳＦ１３）／ＢＬｙＳ系统及其受体ＢＣＭＡ、ＴＡＣＩ（ＴＮＦＲＳＦ１３Ｂ）、ＢＡＦＦＲｍＲＮＡ在原发性胆
汁性肝硬化（ＰＢＣ）患者外周血中的表达水平和临床意义。方法　设计特异性引物和荧光探针，实时检测ＰＣＲ产物的荧光强
度，检测４２例正常健康者和５６例ＰＢＣ患者外周血中ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳ系统及其受体 ｍＲＮＡ表达水平，采用全自动酶标仪测定

ＰＢＣ患者血清中细胞因子ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０和 ＴＮＦα的水平。结果 　 与健康者相比，ＰＢＣ 患者外周血中 ＡＰＲＩＬ
（ＴＮＦＳＦ１３）、ＢＬｙＳ及其受体ＢＣＭＡ的 ｍＲＮＡ表达均升高（Ｐ＜０．０１），ＡＰＲＩＬ、ＢＬｙＳｍＲＮＡ表达与ＢＣＭＡｍＲＮＡ表达有显
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　　［关键词］　原发性胆汁性肝硬化；增殖诱导配体；Ｂ淋巴细胞刺激因子；Ｂ细胞成熟抗原；穿膜蛋白活化物

　　［中图分类号］　Ｒ５７５．２２　　　［文献标志码］　Ｂ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）１０１１３８０３

［收稿日期］　２０１００１１９　　　　［接受日期］　２０１００３２５
［基金项目］　国家高技术研究发展计划（“８６３”计划，２００６ＡＡ０２Ｚ４９６），国家自然科学基金（３０６７１８４０，３０７７２０１，８１０７２４７９），上海市科学技术

委员会基金（０８ＱＨ１４００１，０９ＪＣ１４０５４００）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＨｉｇｈｔｅｃｈＲ＆ＤＰｒｏｇｒａｍ（“８６３”Ｐｒｏｇｒａｍ，２００６ＡＡ０２Ｚ４９６），ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕ

ｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３０６７１８４０，３０７７２０１，８１０７２４７９），ａｎｄＦｕｎｄｓｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈａｉＭｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙ
（０８ＱＨ１４００１，０９ＪＣ１４０５４００）．
［作者简介］　陈　波，技师．Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｐｏｏ２２２＠１６３．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８８６０７４，Ｅｍａｉｌ：ａｍｄｅｎｇ７０＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　原发性胆汁性肝硬化（ｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ，ＰＢＣ）是

一种以肝内中小胆管的非化脓性、进行性炎性损伤为特征并

最终发展为肝硬化的自身免疫性肝病。ＰＢＣ早期症状轻微，

临床表现不典型，极易误诊为病毒性肝炎，从而使病情迁延

发展，造成严重后果。此病多见于中年女性，抗线粒体抗体

（ＡＭＡ）是其标志性抗体，９５％ＰＢＣ患者 ＡＭＡ 阳性，其对

ＰＢＣ的诊断尤其是ＡＭＡＭ，特异性达９８％［１］，临床和病理

上均以胆汁淤积为主要表现，伴轻度肝实质损伤。ＰＢＣ的患

病率为（２～４０）／１０万，且随着人们对ＰＢＣ认识增强，检出率

有逐步增高的趋势［２］。

　　ＰＢＣ病因及发病机制尚不清楚，可能与遗传、感染等多

种因素打破机体的免疫耐受有关［３］，研究表明增殖诱导配体

（ａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＡＰＲＩＬ）／Ｂ淋巴细胞刺激因

子（Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，ＢＬｙＳ）系统在肿瘤的发生、发展

及免疫调节中起着重要作用［４］。人 ＡＰＲＩＬ与ＴＮＦ家族成

员ＢＬｙＳ有着高度的同源性，Ｂ细胞成熟抗原（ＢＣＭＡ）和穿

膜蛋白活化物（ＴＡＣＩ）是 ＡＰＲＩＬ 与 ＢＬｙＳ的共同受体。

ＡＰＲＩＬ在正常人组织中表达较弱，而在多种肿瘤组织中存在

高表达，这可能是由于ＢＣＭＡ、ＴＡＣＩ的刺激引起了Ｔ、Ｂ淋

巴细胞的周期改变，类似于膜结合型和可溶型 ＴＮＦα的作

用。本研究采用实时荧光定量ＰＣＲ技术分析了ＰＢＣ患者外

周血中ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳ系统及其受体 ｍＲＮＡ的表达，并对其

与疾病相关性进行初步探讨。

１　材料和方法

１．１　研究对象　本院确诊的ＰＢＣ患者５６例，男１９例、女

３７例，平均年龄４５±６．６８（３６～６５）岁，其中抗核抗体（ＡＮＡ）

阳性５２例。诊断标准依据２０００年美国肝病学会（ＡＡＳＬＤ）

的诊断指南：（１）血清碱性磷酸酶等胆汁淤积指标升高；（２）

通过腹部Ｂ超或ＣＴ排除其他胆道梗阻因素；（３）血清ＡＭＡ
或ＡＭＡＭ２亚型阳性；（４）ＡＭＡ阴性患者肝脏组织学检查

符合ＰＢＣ的病理改变。正常健康对照组４２例，男１５例，女

２７例，平均年龄４２±３．８６（３５～５７）岁。两组的年龄、性别构

成比差异无统计学意义，所有标本均为 ＨＩＶ阴性。

１．２　主要仪器及试剂　淋巴细胞分离液（ＡｘｉｓＳｈｉｅｌｄＰｏＣ

ＡＳ，Ｎｏｒｗａｙ）；ＴＲＩｚｏｌ试剂，反转录反应体系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

ＵＳＡ）；ＴａｑＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＡＳＩ，ＵＳＡ）；

ＤＵ６４０型紫外分光光度仪（Ｂｅｃｋｍａｎ，ＵＳＡ）；ＧｅｎｅＡｍｐ７９００
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ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍｓ（ＰＥＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）。

１．３　方法

１．３．１　外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）的分离及总ＲＮＡ的提

取　无菌抽取正常健康者和ＰＢＣ患者外周血３ｍｌ，枸橼酸钠

抗凝。用等量生理盐水稀释后加于淋巴细胞分离液上，以

７００×ｇ离心２０ｍｉｎ后，收集白膜层细胞。ＰＢＳ洗涤２次后加

入ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细胞总ＲＮＡ，取少量在紫外分光光度仪

２６０ｎｍ和２８０ｎｍ下测得浓度和纯度，且在－７０℃保存备用。

１．３．２　引物和探针的设计与合成　利用ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ

２．１软件设计引物和探针（表１），均由美国 ＡＢＩ生物技术公

司合成。

表１　荧光定量ＲＴＰＣＲ的引物和探针序列

基　因 引物序列（５′→３′） 探针序列（５′→３′）

１８ＳｒＲＮＡ 上游：ＡＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡＧＧＣＡＧＣＡＧ ＦＡＭＣＧＣＧＣＡＡＡＴＴＡＣＣＣＡＣＴＣＣＣＧＡＴＡＭＲＡ
下游：ＴＴＣＧＴＣＡＣＴＡＣＣＴＣＣＣＣＧＧ

ＢＬｙＳ 上游：ＧＣＡＡＴＣＣＡＡＴＣＧＧＡＧＧＧＴＡＡ ＦＡＭＴＧＣＣＡＧＣＡＡＡＣＣＴＡＴＡＭＲＡ
下游：ＴＣＴＧＣＡＴＣＴＣＴＡＣＣＣＣＴＡＣＴＧＴＡＣＡ

ＡＰＲＩＬ 上游：ＡＧＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＣＡＡＴＴＴＣＡＧ ＦＡＭＣＡＧＧＧＡＧＴＡＧＴＧＣＡＧＧＣＴＡＭＲＡ
下游：ＧＧＣＣＧＧＧＴＧＴＧＴＴＧＧＡＡ

ＴＡＣＩ 上游：ＣＴＣＡＡＧＧＣＣＣＣＧＴＣＡＡＡＧＴ ＦＡＭＣＧＧＣＣＡＡＧＴＣＴＴＣＴＡＭＲＡ
下游：ＧＣＴＴＣＣＡＴＣＧＣＧＴＧＡＴＣＣＴ

ＢＣＭＡ 上游：ＣＴＴＡＧＣＴＧＣＣＧＣＧＡＡＧＡＣＡ ＦＡＭＡＧＡＣＡＧＣＣＣＣＣＧＴＡＡＧＴＡＭＲＡ
下游：ＴＧＡＡＣＴＴＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＧＴ

ＢＡＦＦＲ 上游：ＡＧＴＴＴＧＧＴＧＴＧＣＴＴＧＣＣＴＴＴＧ ＦＡＭＣＴＴＣＡＧＡＣＣＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＡＭＲＡ
下游：ＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡＧＧＧＣＴＧＴＣＡ
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１．３．３　反转录合成ｃＤＮＡ　取总ＲＮＡ２μｌ，随机引物１μｌ，

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μｌ，ＤＥＰＣ水６μｌ放置６５℃孵育５ｍｉｎ、

置冰上１ｍｉｎ；准备ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＭｉｘ：１０×ＲＴＢｕｆｆｅｒ

２μｌ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２４μｌ，０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ２μｌ，ＲＮａｓｅ

ＯＵＴ１μｌ，ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ ＲＴ０．５μｌ；加９．５μｌｃＤＮＡＳｙｎ

ｔｈｅｓｉｓＭｉｘ入ＲＮＡ／ｐｒｉｍｅｒｍｉｘｔｕｒｅ，离心，孵育２５℃１０ｍｉｎ，

５０℃５０ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ，置冰上，离心后加入１μｌＲＮａｓｅＨ，

３７℃２０ｍｉｎ；产物ｃＤＮＡ置－２０℃保存。

１．３．４　ＰＣＲ反应　１０μｌ反应体系：模板ｃＤＮＡ１μｌ，ＰＣＲ

Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ５μｌ，上下游引物、探针各０．２μｌ，ＲＮＡａｓｅｆｒｅｅ水

３．４μｌ。扩增条件：５０℃２ｍｉｎ；９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃

１ｍｉｎ，４０个循环。反应在ＡＢＩＰｒｉｓｍ７９００ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｏｒ
（ＡＢＩ公司）中进行，反应结束后，计算并绘制出各基因和内

参１８ＳｒＲＮＡ的标准曲线，结果由ＡＢＩ７９００ＨＴ软件ＳＤＳ２．１
系统保存并分析。

１．３．５　ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０和ＴＮＦα测定　采用ＥＬＸ８００全自

动酶标仪检测研究对象血清中的ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０、ＴＮＦα的

浓度。

１．４　统计学处理　靶基因与管家基因Ｃｔ值之差表示靶基

因的相对表达量。以ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，组间比

较采用成组ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣｓ中ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳ系统及其受体 ｍＲ

ＮＡ的表达　荧光定量ＰＣＲ技术分析结果显示（图１），ＰＢＣ
患者 ＰＢＭＣｓ中 ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳ ｍＲＮＡ 表达量升高 （Ｐ＜

０．０１），ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳ的３种受体中，ＢＣＭＡｍＲＮＡ表达量明

显升高（Ｐ＜０．０１），ＴＡＣＩ、ＢＡＦＦＲｍＲＮＡ表达量与正常对

照组比较无明显变化。

　　经统计学分析，ＰＢＣ患者中ＢＬｙＳｍＲＮＡ表达与其受体

ＢＣＭＡｍＲＮＡ表达正相关（ｒ＝０．５５９，Ｐ＜０．０１），ＡＰＲＩＬ

ｍＲＮＡ表达与其受体ＢＣＭＡｍＲＮＡ表达正相关（ｒ＝０．６０７，

Ｐ＜０．０１）。

图１　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣｓ中ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳ系统及

其受体ｍＲＮＡ的表达

ＰＢＣ：原发性胆汁性肝硬化．Ｐ＜０．０１与正常对照组相比；珚ｘ±ｓ

２．２　ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳｍＲＮＡ 表达与ＰＢＣ患者血清中ＩＬ２、

ＴＮＦα相关性分析　ＰＢＣ患者血清中细胞因子水平检测结

果见表２，其中ＩＬ２、ＴＮＦα水平升高（Ｐ＜０．０１）；统计学分

析结果显示：ＰＢＣ患者中ＢＬｙＳｍＲＮＡ表达与ＩＬ２水平正相

关（ｒ＝０．７４０，Ｐ＜０．０１），ＡＰＲＩＬｍＲＮＡ的表达与ＩＬ２亦正

相关（ｒ＝０．４６２，Ｐ＜０．０５）；ＢＬｙＳｍＲＮＡ的表达与ＴＮＦα水

平正相关（ｒ＝０．３８１，Ｐ＜０．０５），而ＡＰＲＩＬｍＲＮＡ表达与

ＴＮＦα水平无相关（ｒ＝０．２７１，Ｐ＝０．１４７）。
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表２　ＰＢＣ患者血清中细胞因子分析
［珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）］

组别 ｎ ＩＬ２ ＩＬ４ ＩＬ１０ ＴＮＦα

正常对照组 ４２ ２５．２±３．９２ ２６．１±３．０ ４６．２±９．０ ４６．２±９．９１
ＰＢＣ组 ５６ １７０．１±５．００  ２８．１±４．０ ４９．１±５．０ １３５．１±９．５０

　ＰＢＣ：原发性胆汁性肝硬化．Ｐ＜０．０１与正常对照组相比

３　讨　论

　　研究发现ＰＢＣ患者的免疫自稳系统受损，免疫耐受遭到破

坏［５］，导致大量针对自身的抗体产生。自身抗体作为诊断ＰＢＣ
的标志物已被广泛应用于临床，但目前还没有常规检测自身反

应性Ｔ细胞的特异性指标。Ｔ细胞产生的细胞因子检测在一定

程度反映了Ｔ细胞的活化程度。几种细胞因子的联合检测可反

映不同辅助性Ｔ细胞（Ｔｈ）亚群的活化，如ＩＬ２、ＴＮＦα代表Ｔｈ１
细胞活性，主要介导细胞免疫应答；ＩＬ４、ＩＬ１０代表Ｔｈ２细胞活

性，主要介导体液免疫。正常情况下Ｔｈ１和Ｔｈ２细胞通过分泌

细胞因子交叉调节，相互抑制，处于动态平衡状态，对维持机体

的免疫自稳起着重要作用。细胞因子ＩＬ２、ＴＮＦα与自身抗体

的产生密切相关［６］，在自身免疫性疾病的发生、发展过程中起重

要作用。ＩＬ４、ＩＬ１０主要由单核细胞、巨噬细胞、Ｔ淋巴细胞和

Ｂ淋巴细胞分泌，在细胞免疫中作为一种重要的负调节因子，通

过抑制Ｔ细胞、巨噬细胞分泌致炎因子；刺激Ｂ淋巴细胞参与体

液免疫调节；抑制ＩＦＮ诱导的抗原呈递细胞，降低抗原递呈能

力；抑制巨噬细胞的辅佐功能，导致Ｔｈ１细胞和ＮＫ细胞活化、

增殖受抑制；抑制Ｔｈ０细胞向Ｔｈ１细胞的转化，抑制炎症细胞的

迁移等干预细胞介导的免疫。

　　ＡＰＲＩＬ是肿瘤坏死因子超家族（ＴＮＦＳＦ）的一名新成员，

即ＴＮＦＳＦ１３，ＡＰＲＩＬ与其他ＴＮＦ家族成员ＢＬｙＳ（３３％）、ＦａｓＬ
（２０％）、ＴＮＦα（２０％）高度同源，主要表达于单核细胞、巨噬细

胞、树突状细胞、Ｔ细胞和某些肿瘤细胞，可以通过上调Ｂｃｌ２
影响Ｔ细胞的存活，在Ｔ细胞非依赖性抗原反应中发挥重要

作用，但在其他细胞功能中的作用尚不清楚。ＡＰＲＩＬ过表达

不仅在多种肿瘤细胞的增殖、存活及促肿瘤形成过程中有独

特作用，而且与免疫系统的调节异常亦有密切关系。ＢＬｙＳ有

很强的Ｂ细胞趋向性，能选择性刺激Ｂ淋巴细胞增殖和免疫

球蛋白的产生，在体液免疫中起着重要作用，ＢＬｙＳ缺失能够导

致机体免疫功能低下。

　　ＢＣＭＡ和ＴＡＣＩ是 ＡＰＲＩＬ与ＢＬｙＳ的共同受体［７］，ＢＣ

ＭＡ表达于Ｂ细胞表面，ＴＡＣＩ表达于Ｂ细胞和活化Ｔ细胞

表面。ＴＡＣＩ与 ＢＬｙＳ优先结合，ＢＣＭＡ 与 ＡＰＲＩＬ优先结

合。ＢＣＭＡ和ＴＡＣＩ都可与 ＡＰＲＩＬ结合，但任何一种结合

对于肿瘤的增殖都不是特异的，推测可能存在其他影响

ＡＰＲＩＬ促增殖效应发挥的特异性受体。本研究着重探讨了

ＰＢＣ患者外周血中 ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳ基因及其受体的表达在病

程发生和发展中的临床意义。

　　本研究结果表明，在ＰＢＣ患者外周血中，ＡＲＰＩＬ／ＢＬｙＳ
系统的基因表达及其受体ＢＣＭＡｍＲＮＡ的表达都明显升高

（Ｐ＜０．０１），而且显著正相关（ｒ＝０．５５９，Ｐ＜０．０１），提示

ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳｍＲＮＡ的检测可作为监测病情的免疫指标之

一。ＰＢＣ患者的血清细胞因子与肝功能损伤指标有一定的

相关性，在肝功能受损时，血清ＩＬ２和 ＴＮＦα水平增高。

ＩＬ２和ＴＮＦα可能是通过活化机体内Ｔ细胞参与肝脏功能

免疫损伤，而ＩＬ４和ＩＬ１０可能是通过抑制机体内Ｔ细胞活

化来延缓病情发展和减轻肝功能损伤。本研究中，ＰＢＣ患者

ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳｍＲＮＡ表达与血清ＩＬ２正相关、ＢＬｙＳｍＲＮＡ
表达与血清ＴＮＦα正相关，表明细胞因子与肝脏功能状态、

肝损害的发生发展密切相关。

　　研究表明，特殊细胞因子的出现对于ＰＢＣ胆管损伤的发

病机制可能有重要作用，控制自身抗体的产生以减弱ＰＢＣ患

者的自身免疫反应，有利于ＰＢＣ患者的治疗［８］。免疫抑制疗

法能有效控制ＰＢＣ患者的病情［９］，但能否通过降低ＰＢＣ患者

外周血中ＡＰＲＩＬ／ＢＬｙＳ基因及其受体ＢＣＭＡ的表达量，实现

减少血清中分泌性免疫球蛋白的含量，还有待进一步研究。
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