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人附睾蛋白
6

在类风湿关节炎滑膜细胞中的作用及机制"

洪宏海!王
!

征!林丽英

"广州医科大学附属第三医院检验科!广州
<&****

&

!!

摘
!

要"目的
!

探讨人附睾蛋白
6

"

+!6

&在类风湿关节炎滑膜细胞中作用及机制'方法
!

选择
'*&<

年
)

月

至
'*&-

年
)

月在该院治疗的类风湿关节炎患者和骨关节置换手术患者共
56

例'采用实时荧光定量聚合酶链

反应"

e

;3"a.;

&(免疫印迹试验"

Q$%#$?H>E=#

&和酶联免疫吸附试验"

!/102

&检测类风湿关节炎患者滑膜细胞

和血清中
+!6

水平'结果
!

类风湿关节炎患者滑膜细胞
+!6

转录水平"

'('-h*(')

&明显高于骨关节置换手

术患者滑膜细胞
+!6

转录水平"

&('7h*(&6

&!且类风湿关节炎患者血清中
+!6

水平)"

&*&(&&h'6(*<

&

D

K=E

#

/

*也明显高于与骨关节置换手术患者血清中
+!6

水平)"

)&(<5h&6(*6

&

D

K=E

#

/

*!差异均有统计学意义

"

!

$

*(*<

&%受试者工作特征曲线"

;[.

曲线&分析显示!

+!6

诊断类风湿关节炎的曲线下面积为
*(775

!灵敏

度和特异度分别为
7*(*8

和
75(58

'

a$C?%=H

相关分析显示!血清
+!6

与血清类风湿因子"

;R

&和抗环瓜氨酸

抗体"

2.a2

&呈正相关"

@9*(-)'

!

*(<55

&'干扰
+!6

后明显抑制类风湿关节炎滑膜细胞
O+-2

生长!且下调

增殖细胞核抗原"

a.V2

&和上调
D

'&

表达水平'结论
!

类风湿关节炎患者滑膜细胞
+!6

水平上调!通过调控

a.V2

和
D

'&

表达进而促进类风湿关节炎滑膜细胞细胞增殖'

关键词"类风湿关节炎%

!

人附睾蛋白
6

%

!

增殖细胞核抗原%
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类风湿关节炎是一种自身免疫性疾病#其病理特

征为炎性反应+炎性因子分泌增多及滑膜细胞异常增

殖#其临床表现为长期的慢性炎症浸润+关节疼痛+关

节肿大和畸形#且女性发病率约为
&(&)8

#男性约为

*

:5*'

*

检验医学与临床
'*&7

年
-

月第
&<

卷第
&6

期
!

/C>O$L.E,H

!

TJE

F

'*&7

!

U=E(&<

!

V=(&6

"

基金项目!广州医科大学博士启动基金项目$

'*&<.'6

&%广州市卫生和计划生育委员会一般引导项目$

'*&-&2*&&5&'

&)

!!

作者简介!洪宏海#男#技师#主要从事医学检验方面的研究)
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)该病的发病机制目前尚不清楚)目前认

为炎性反应过度激活和滑膜细胞异常增殖是类风湿

关节炎最重要的致病机制'

'

(

)肿瘤坏死因子
"

.

$

3VR"

.

&+脂多糖$

/a0

&+白细胞介素
"&

!

$

1/"&

!

&等促炎因子

刺激关节纤维样滑膜细胞后激活
VR"

/

4

信号通路#诱

导
1/")

+

1/"7

+

1/"&

!

和金属蛋白酶$

OOa%

&表达#最终

导致关节炎症和骨关节破坏'

5"<

(

)人附睾蛋白
6

$

+!6

&普遍存在于正常女性生殖道+乳腺+附睾+呼吸

道上皮细胞+肾小管等部位'

)"-

(

)

+!6

基因位于
'*

号

染色体#长度约为
&'S>

#由
<

个外显子和
6

个内含子

组成'

7

(

)

+!6

有着广泛的生物学功能#其与精子成

熟+天然免疫和肿瘤增殖有关'

:

(

)最近研究发现#

+!6

在调控增殖细胞核抗原$

a.V2

&和
D

'&

基因中

发挥着重要作用#可促进卵巢癌和胰腺癌增殖'

&*"&&

(

)

但
+!6

在类风湿关节炎患者中表达及其是否调控类

风湿滑膜细胞增殖尚未清楚)本研究旨在探讨
+!6

在类风湿关节炎患者滑膜细胞中表达及其诊断价值#

以及
+!6

在滑膜细胞中调控
a.V2

和
D

'&

的分子机

制)现将结果报道如下)

$

!

资料与方法

$($

!

一般资料
!

选择
'*&<

年
)

月至
'*&-

年
)

月在

本院治疗的类风湿关节炎患者$

0,+!6

组&和骨关节

置换患者$对照组&共
56

例)

0,+!6

组
''

例#其中男

-

例#女
&<

例%平均年龄$

):('h6('

&岁#平均病程

$

7(<h5(6

&月%类风湿因子$

;R

&阳性
&7

例#其水平为

$

&6&()h)&(6

&

1_

"

K/

%

1

I

c;R

阳性
&7

例$

7&(78

&#

1

I

O ;R

阳性
)

例 $

'-(58

&#

1

I

2 ;R

阳性
6

例

$

&7('8

&%抗环瓜 氨 酸 抗 体 $

2.a2

&阳 性
&5

例

$

<:(&8

&#其水平为$

&5<(7h-7()

&

_

"

K/

)对照组

&'

例#其中男
<

例#女
-

例%平均年龄$

)-(<h<(6

&岁%

;R

水平 $

6(6h'('

&

1_

"

K/

%

1

I

2 ;R

阳性
&

例

$

7(58

&%

2.a2

水平为$

6(<h&(:

&

_

"

K/

)两组研究

对象年龄+性别构成+病程比较#差异无统计学意义

$

!

&

*(*<

&#具有可比性)所有患者资料和标本收集

都严格按照广州医科大学附属第三医院伦理委员会

相关规定执行)

$(/

!

仪器与试剂
!

酶联免疫吸附试验$

!/102

&检测

+!6

试剂盒购自北京普利莱公司)实时荧光定量聚

合酶链反应$

e

;3"a.;

&的双链嵌合荧光染色试剂和

逆转录酶试剂盒购自
3CSC?C

公司)

;V2

提取试剂

盒购自康为世纪公司)

+!6

小分子干扰片段购自锐

博公司)转染试剂
/,

D

='***

购自
1H@#?=

I

$H

公司)

细胞培养液购
+

F

BE=H$

公司)细胞培养皿购自康宁

公司)

a.V2

+

D

'&

+

!

"CB#,H

抗体购自
.03

公司#

+!6

抗体购自
2>BCK

公司)

$('

!

方法

$('($

!

检测滑膜成纤维细胞增殖能力
!

采用噻唑兰

颜色反应法$

O33

法&行细胞增殖活力的测定)其原

理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性

O33

还原为水不溶性的蓝紫色晶体000甲缵#并沉

淀在细胞中#而死细胞无此功能)类风湿关节炎成纤

维细胞
O+-2

处理至相应时间点后#每孔避光加入

&**

&

/

的
O33

工作液$浓度为
<K

I

"

K/

&#继续培养

6A

%吸除上清后每孔加入
&K/

二甲基亚砜#用脱色

平板摇床摇匀#使甲缵完全溶解#用酶标仪测定光密

度$

:>

&

<-*

的值)试验中每份样品设
6

个复孔#至少

重复测量
5

次)

$('(/

!

检测
+!6

+

a.V2

和
D

'&

水平
!

采用
e

;3"

a.;

检测
+!6

+

a.V2

和
D

'&

相对表达水平)收集

处理好滑膜细胞或是
O+-2

细胞
;V2

#逆转录为

BdV2

#用
3CSC?C

公司的
0W4;

I

?$$H

试剂盒进行

e

;3"a.;

)

e

;3"a.;

条件!

:< ]

#

5*%

#

&

个循环%

:<]

+

<%

#

)* ]

+

&<%

#

6<

个循环%溶解#

:< ]

+

*%

#

)<]

+

'*%

#

:<]

+

*%

#

&

个循环)

e

;3"a.;

结束后#

根据反应得到的
.

D

值#使用相对定量的分析方法#以

标准曲线进行校正#最后计算出样品中各
K;V2

的

相对浓度)

e

;3"a.;

引物序列见表
&

)

$('('

!

+!6

干扰试验
!

+!6

干扰试验具体方法如

下!

O+-2

细胞种植于
)

孔板中#待其融合度为

<*8

%

)*8

时#用
/,

D

='***

转染试剂转染
+!6

干扰

小分子片段#

5)A

后收集细胞
;V2

和蛋白#检测

+!6

+

a.V2

和
D

'&

转录和蛋白水平)干扰
+!6

小

分子序列见表
'

)

表
&

!!e

;3"a.;

引物

V.411d

基因 引物 引物序列 产物大小$

>

D

&

VO

1

**'<:'(' a.V2

上游
<i"c.3.33...332.c.22c3.3"5i 7<

下游
<i"2c3.32c.3cc333.cc.33"5i

VO

1

***57:(6

D

'&

上游
<i"3c..c22c3.2c33..33c3"5i 7)

下游
<i"c33.3c2.23cc.c..3.."5i

VO

1

**'*6)(< c2ad+

上游
<i"2..23.33..2cc2c.c2c2"5i -&

下游
<i"c2.3..2.c2.c32.3.2c."5i

VO

1

***57:(6 +!6

上游
<i"32c.2..23c..3c.33c3."5i :6

下游
<i"3..3c3c..3c2c2.32ccc"5i

*

*6*'

*

检验医学与临床
'*&7

年
-

月第
&<

卷第
&6

期
!

/C>O$L.E,H

!

TJE

F

'*&7

!

U=E(&<

!

V=(&6



表
'

!!

+!6

干扰序列

基因 干扰片段 引物 引物序列

+!6 0,"&

上游
<i"..cccc2.2c.c223c.c..c2.22.3.c2c33c3.cc.c.233.c.3c3..33333c"5i

下游
<i"2233.22222cc2.2c.c223c.c..c2.22.3.c2c33c3.cc.c.233.c.3c3.."5i

0,"'

上游
<i"..cc..c.223cc.3c3ccc22cc3.3.c2c2..33...2.2c..233c.cc33333c"5i

下游
<i"2233.22222..c.223cc.3c3ccc22cc3.3.c2c2..33...2.2c..233c.cc"5i

$('(1

!

免疫印迹试验$

Q$%#$?H>E=#

&

!

采用
Q$%#$?H

>E=#

检测
a.V2

和
D

'&

蛋白水平#具体方法如下!收

集处理好的
O+-2

细胞蛋白#进行蛋白定量#跑胶)

加入
a.V2

和
D

'&

一抗#

6]

过夜#收集一抗#加入二

抗#然后加入化学发光显色液显色#拍照)

$(1

!

统计学处理
!

采用
0a00&-(*

软件进行统计学

处理)计量资料以
OhH

表示#组间比较采用
A

检验)

采用受试者工作特征曲线$

;[.

&分析
+!6

对类风湿

关节炎诊断价值)采用
a$C?%=H

相关分析对两指标间

的相关性进行分析)以
!

$

*(*<

表示差异有统计学

意义)

/

!

结
!!

果

/($

!

干扰
+!6

后
O+-2

关节滑膜细胞增殖情况
!

O33

试验显示#关节滑膜细胞
O+-2

干扰
+!6

后#

在
'6

+

67

+

-'A

都明显抑制
O+-2

生长#见表
5

)

表
5

!!

干扰
+!6

后
O+-2

在关节滑膜细胞的水平

组别
)

时间$

A

&

O+-2

$

OhH

&

对照组
&' '6 &(&*h*(&*

0,+!6

组
'' *(-*h*(&*

!

$

*(*&

对照组
&' 67 &(55h*(&)

0,+!6

组
'' &(**h*(&*

!

$

*(*<

对照组
&' -' &(:<h*(*:

0,+!6

组
'' &(5<h*(*<

!

$

*(**&

/(/

!

+!6

调控
O+-2

细胞增殖的分子机制
!e

;3"

a.;

结果显示#

a.V2

转录水平明显下调#而
D

'&

转

录水平则升高#见表
6

#表明
a.V2

和
D

'&

参与
+!6

调控类风湿关节炎增殖作用)与此类似#

Q$%#$?H

>E=#

结果也表明#干扰
+!6

后#

a.V2

蛋白水平下

调#

D

'&

蛋白水平明显上调#表明
+!6

可能通过调控

a.V2

和
D

'&

水平进而调控类风湿关节炎滑膜细胞

增殖#见图
&

)

表
6

!!

干扰
+!6

后关节滑膜细胞中
a.V2

和
D

'&

!!!

转录水平$

OhH

%

组别
) a.V2

转录水平
D

'&

转录水平

对照组
&' &(&*h*(&* &('-h*('<

0,+!6

组
'' *())h*(*7 &(:*h*(&*

!

$

*(*&

$

*(*<

图
&

!!

干扰
+!6

后
a.V2

和
D

'&

蛋白水平

/('

!

滑膜细胞和血清中
+!6

水平检测
!e

;3"a.;

结果显示#

0,+!6

组患者滑膜中
+!6

水平$

'('-h

*(')

&明显高于对照组$

&('7h*(&6

&#差异有统计学

意义$

!

$

*(**&

&)此外#

Q$%#$?H>E=#

结果显示
0,"

+!6

患者滑膜细胞
+!6

蛋白水平明显高于对照组患

者#见图
'

)另外#也收集患者的血清#检测血清中

+!6

水平)与滑膜细胞结果相似#

!/102

检测结果

显示
0,+!6

组患者血清中
+!6

水平'$

&*&(&&h

'6(*<

&

D

K=E

"

/

(明显 高于对照 组患者 '$

)&(<5h

&6(*6

&

D

K=E

"

/

(#差异有统计学意义$

!

$

*(*<

&)

图
'

!!

两组患者滑膜细胞中
+!6

蛋白水平

/(1

!

血清中
+!6

水平对类风湿关节炎诊断价值
!

;[.

曲线分析结果显示#曲线下面积 $

2_.

&为

*(775

#表明血清
+!6

对类风湿关节炎诊断具有较高

的价值)同时
;[.

曲线分析表明血清
+!6

对类风

湿关节炎诊断的灵敏度和特异度分别为
7*(*8

和

75(58

%

:<895

为
*(-)'

%

&(**6

)同时#

a$C?%=H

相

关分析显示#血清
+!6

与类风湿关节炎患者血清
;R

和
2.a2

水平呈正相关#相关系数分别为
*(-)'

和

*(<55

$

!

$

*(*<

&)

'

!

讨
!!

论

!!

类风湿关节炎是一种自身免疫性疾病#其基本病

理特征为炎性反应和滑膜细胞异常增殖)有研究显

示#在人附睾远端上皮细胞发现并成功克隆
+!6

#其

与精子成熟和天然免疫有关'

7

(

)随后发现其具有促

*

&6*'

*

检验医学与临床
'*&7

年
-

月第
&<

卷第
&6

期
!

/C>O$L.E,H

!

TJE

F

'*&7

!

U=E(&<

!

V=(&6



进肿瘤细胞增殖作用#并且可作为卵巢癌诊断的标志

物'

&*"&&

(

)与
+!6

促进肿瘤细胞增殖作用类似#研究

发现
+!6

在类风湿关节炎滑膜增殖中起着关键作

用'

:

(

)目前#在类风湿关节炎患者中#针对炎性因子

1/"&

!

和
1/")

的治疗取得一定的效果#但是#在一部

分患者中效果较差#表明在类风湿关节炎发病机制

中#除了炎性反应外#还存在其他致病因素'

6

(

)最近

研究发现#关节炎滑膜细胞异常增殖导致关节肿大和

畸形#是类风湿关节炎治疗效果较差的关键因素'

7

(

)

a.V2

是细胞有丝分裂的关键调控蛋白#其可与细胞

周期蛋白相互作用调控
dV2

合成#进而调控细胞周

期和细胞增殖'

&'

(

)

D

'&

是细胞周期的负性调控蛋白#

具有抑制细胞周期蛋白激酶活性#诱导细胞凋亡作

用'

&5"&6

(

)本研究结果显示#干扰
+!6

后#

a.V2

水平

下调#

D

'&

水平上调#表明
+!6

可能调控
a.V2

和

D

'&

蛋白进而调控类风湿关节炎滑膜细胞增殖作用#

且
;[.

曲线分析其对类风湿关节炎诊断具有一定价

值#灵敏度和特异度分别为
7*(*8

和
75(58

%进一步

研究其与类风湿关节炎
;R

和
2.a2

水平呈正相关)

但是#

+!6

调控
a.V2

和
D

'&

蛋白的具体分子机制

及是否具有抑制类风湿关节炎炎性反应还值得进一

步研究)

综上所述#

+!6

在类风湿关节炎患者滑膜细胞和

血清中表达上调#且与类风湿关节炎
;R

和
2.a2

水

平密切相关)

;[.

曲线分析表明血清
+!6

对类风湿

关节炎诊断具有良好价值)此外#

+!6

通过调控
a."

V2

和
D

'&

蛋白从而调控滑膜细胞增殖作用#这些结

果提示
+!6

可能成为类风湿关节炎治疗新的靶点#

具有一定的临床意义)
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