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表达明显高于对照组#治疗组又低于模型组#见图
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表达明显低于模型组和治疗

组#差异有统计学意义$
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是近年来发现的一种脂多糖受体#其家族成员目前

已确认的有
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个$

<U8$
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&)其中#

<U81

和
<U80

为主要

成员#

<U81

主要介导细菌外毒素所致的炎症反应#

<U80

主要

介导细菌内毒素所致的炎症反应)当脂多糖经级联活化反应

激活
<U80

后#其胞内
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"
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&结构域招募一系列信

号分子#活化核因子$

\K

&

.

.

3

#引起以
<\K.
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等为主的核心促

炎因子的炎症因子级联反应#形成第二次打击力量#导致机体

损伤'
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)在其信号传导通路中
<\K.
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起着极为重要的作

用#

<\K.

,

可抑制脂蛋白的脂质活性#目前的研究表明高浓度

的
<\K.

,

可降低外周组织的脂肪分解#促进肝细胞对三酰甘

油的合成与聚集#而富余脂质特别是三酰甘油在肝脏中的沉积

是
\:KUS

形成和发展的前提条件)既往的研究表明#血清内

毒素水平升高与
<\K.

,

水平呈显著正相关'

$'.$2
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)

本研究结果显示#经过持续
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周的高脂饮食喂养#大鼠体

质量*肝指数明显升高#病理形态形成
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)治疗组和模型

组均有不同程度的肝细胞脂肪变性#治疗组肝细胞脂肪变性轻

于模型组)模型组*治疗组
<U80G8\:

及蛋白表达*

<\K.

,

表达高于对照组#模型组又高于治疗组)对照组血清
:U<

*
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明显低于模型组及治疗组#治疗组又低于模型组)表明

银杏叶提取物对非酒精性脂肪肝炎大鼠有较好的肝脏保护作

用#其可能机制与降低
<U80

的表达*抑制炎性反应有关)

综上所述#

<8U0

介导的炎性反应可能是导致非酒精性脂

肪肝大鼠肝脏炎症*肝功能损伤的原因之一)银杏叶提取物对

肝脏的保护作用可能与其降低
<U80

的表达*抑制炎性反应

有关)
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总体与样本

根据研究目的确定的同质研究对象的全体$集合&称为总体#包括有限总体和无限总体)从总体中随机抽取的部分观察

单位称为样本#样本包含的观察单位数量称为样本含量或样本大小)如为了解某地区
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岁儿童血钙水平#随机选取该
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"摘要#
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目的
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研究狼疮性肾炎"
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&患者外周血
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<

细胞组蛋白乙酰化水平!探究其在
U\

发病中的作用'方法
!
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例
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患者均来自该科病房!全部患者都达到美国风湿学会
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年推荐的系统性红斑狼疮"
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&的分类诊断标准'满足以下条
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!排除感染(肾结石和其他原因引起的'非活动的
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!非活动

性的尿沉渣'将
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患者分为两组$非活动性"
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例(活动性的
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组&
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例!对照组"

\
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患者和
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组的外周血
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!密度梯度离心法"
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法&分离出外周血中的单个核细胞!采用免疫磁珠技术分选出
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细胞!并提取

组蛋白!采用组蛋白
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#
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乙酰化检测试剂盒检测组蛋白
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的乙酰化水平!分析组蛋白
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细胞具有调控*辅助免疫应答作用#对
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细胞的

激活和增殖发挥辅助作用#在
ZUP

发病中发挥了重要作用'
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近年来#表观遗传学是
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发病机制研究热点#组蛋白乙酰化

修饰参与了
ZUP

的发病)本研究旨在研究
U\

患者中外周血

VS0

i

<

细胞组蛋白乙酰化水平#探究其在
U\

发病中可能的

作用)

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

$/

例
U\

患者均来自本科病房#全部患者都

达到美国风湿学会$

:GAB#;E,;"CCA

J

A"MB@A>GE="C"

J?

#

:V8

&

$((-

年推荐的
ZUP

的分类诊断标准)参照文献对
U\

的分类

'($0

重庆医学
1%$2

年
$%

月第
00

卷第
'%

期

"

基金项目&湖南省人民医院仁术青年基金资助$

1%$$.-

&)

!

作者简介&刘抗寒$

$(-(O

&#博士#主治医生#主要从事慢性肾功能不全的

防治)

!

#

!

通讯作者#

<AC

!

$'2-0/(2(2(

%

P.GE#C

!

C#E,

J?

>GA#

$

EC#

?

>,&;"G

)



标准'

'.2

(

#满足以下条件为活动性的
U\

#蛋白尿大于
%&2

J

"

!

#

或活动性尿沉渣改变$血尿红细胞大于
2

个"
7

I

#或脓尿白细

胞大于
2

个"
7

I

#或细胞管型大于
$

个"
7

I

&#血肌酐升高大于

$&1G

J

"

U

#并排除感染*肾结石和其他原因引起的)非活动的

U\

!蛋白尿小于
%&2

J

"

U

#非活动性的尿沉渣)将
U\

患者分

为两组#非活动性的
U\

组$

#,E;=#DA

J

B">

I

#

5

组&#患者
$%

例#

活动性的
U\

组$

E;=#DA

J

B">

I

#

:

组&#患者
/

例)对照组$

,"B.

GEC

J

B">

I

#

\

组&

/

例#均来自本院的健康医务人员)组间的性

别*年龄均差异无统计学意义)

U\

患者和
\

组的一般资料见

表
$

)

表
$

!!

U\

患者和
\

组的一般资料比较

组别
5

组$

'T$%

&

:

组 $

'T/

&

\

组$

'T/

&

年龄$

IQ<

#年&

')&$%Q$%&0% '(&2%Q(&0% '(&0%Q0&)%

性别$

'

"

'

#男"女&

1

"

/ $

"

- $

"

-

蛋白尿$

IQ<

#

J

"

U

&

$&/(Q%&)$ %&'1Q%&$( %&%1Q%&%$

血肌酐$

IQ<

#

'

G"C

"

U

&

('&%%Q21&-%/%&%%Q0%&-%-'&%%Q''&-%

ZUPS:5

$

IQ<

&

/&1%Q1&'% 1&12Q$&%% %

?&@

!

方法

?&@&?

!

分离外周血中的单个核细胞
!

抽取
$/

例
U\

患者和
/

例对照组外周血
2%GU

#使用密度梯度离心法来分离
2%GU

外

周血中的单个核细胞)

?&@&@

!

免疫磁珠技术纯化分离单个核细胞中的
VS0

i

<

淋巴

细胞
!

$

$

&接着上面分离单个核细胞的步骤弃上清液之后#用

移液枪吸取
X3Z$%%%

'

U

打匀细胞#将混匀后的液体移入一

个干净的新的
2%GU

离心管中#再用相同的方法继续用
X3Z

洗细胞#清洗
'

次之后#全部都收集到
2%GU

的离心管中#之

后再加满
X3Z

%$

1

&在
0`

*

1%%%B

"

G#,

离心
$%G#,

#弃上清液

后#在避光条件下加入新鲜的
9>MMAB

溶液
'1%

'

U

$

$%GU

血液

加入
/%

'

U9>MMAB

溶液&#充分混匀后#加入
VS0

i

<

细胞磁珠

$

4#C=A,

?

#

公司#德国&

/%

'

U

$

$%GU

血液加入
1%

'

U9>MMAB

溶

液&#充分混匀#在
0`

的冰箱中避光条件下孵育
$2G#,

%$

'

&孵

育之后取出离心管后#加入
9>MMAB

溶液至总容量达
$2

%

1%

GU

%$

0

&在
0`

*

'1%a

J

离心
$%G#,

#弃上清液#将分选
VS0

i

<

细胞的磁柱放在磁力架上#同时用移液枪吸取
'GU

的
9>MMAB

溶液润湿磁柱#下接干净的新的
2%GU

的离心管%$

2

&在弃上

清的离心管中加入
)%%

'

U

的
9>MMAB

溶液#吹打混匀后转入柱

中过磁%$

)

&待滴尽后将
'GU

的
9>MMAB

溶液加入离心管中#充

分洗净混匀后再次转入柱中过磁#并反复重复
1

次#为了尽量

减少丢失离心管中的单个核细胞%$

-

&全部滴尽后取下磁珠置

于一支新的
$2GU

的离心管#加入
2GU

的
9>MMAB

溶液于磁珠

中#快速加压打尽#新的
$2GU

离心管中的溶液即为
VS0

i

<

细胞#原来离心管中的事杂细胞%$

/

&将收集的
2GU

的
VS0

i

<

细胞均匀分装到
'

个新的
P

I

管中#在离心机中
12%%B

"

G#,

中

离心
'G#,

#弃上清液后再次离心
12%%B

"

G#,$G#,

#以便完全

弃掉
9>MMAB

溶液#用移液枪吸取多余的水分#防止细胞降解%

$

(

&将离心后的
P

I

管放入
O/%`

的冰箱中保存#为下一步的

提取组蛋白做准备)

?&@&A

!

提取组蛋白
!

按照
P

I

#g>#R

<4

="=EC@#+=",AAH=BE;=#",

R#=

试剂盒的说明书提取
VS0

i

<

细胞组蛋白)

?&@&B

!

检测组蛋白
7'

和组蛋白
70

乙酰化
!

采用
P

I

#g>#R

<4

="=EC@#+=",A7':;A=

?

CE=#",SA=A;=#",KE+=f#=

$

V"C"B#GA=B#;

&试

剂盒检测组蛋白
7'

的乙酰化#

P

I

#g>#R

<4

="=EC@#+=",A70

:;A=

?

CE=#",SA=A;=#",KE+=f#=

$

V"C"B#GA=B#;

&检测组蛋白
70

乙酰化#采用酶标仪在
02%,G

处读取吸光值$

:2

值&%计算组

蛋白
7'

*

70

乙酰化!组蛋白
7'

$

70

&乙酰化
NT:2

$样本组

O

空白对照组&"

:2

$标准对照组
O

空白对照组&

a$%%N

)

?&A

!

统计学处理
!

采用
ZXZZ$$&2

对数据进行分析#计数资

料以
IQ<

表示!多个样本均数之间差异分析应用方差分析#成

组设计的多个样本均数比较采用方差分析$

L,A.6E

?

:\L.

Y:

&)相关性分析采用
XAEB+",

相关性分析#以
!

$

%&%2

为差

异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

U\

患者外周血
VS0

i

<

细胞组蛋白
7'

和组蛋白
70

乙

酰化水平的比较
!

与
\

组相比#

5

组和
:

组
U\

患者外周血

VS0

i

<

细胞组蛋白
7'

均呈低乙酰化状态$

!

$

%&%$

&%与
5

组

比较#

:

组
U\

患者外周血
VS0

i

<

细胞组蛋白
7'

乙酰化程

度降低#但差异无统计学意义$

!

'

%&%2

&#见表
1

#图
$

)与
\

组相比#

5

组和
:

组
U\

患者外周血
VS0

i

<

细胞组蛋白
70

均呈低乙酰化状态$

!

$

%&%$

&%

:

组
U\

患者组蛋白
70

的乙

酰化水平比
5

组患者的明显降低#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&)

表
1

!!

各组外周血
VS0

i

<

细胞组蛋白
7'

'

!!!!

70

乙酰化的程度

组别
'

组蛋白
7'

乙酰化 组蛋白
70

乙酰化

\

组
/ %&$(-Q%&%1$ %&$)$Q%&%$0

5

组
/ %&%2$Q%&%12

E

%&%2/Q%&%$-

E

:

组
$% %&%)/Q%&%'%

E

%&%'$Q%&%%/

E9

!!

E

!

!

$

%&%2

#与
\

组比较%

9

!

!

$

%&%2

#与
5

组比较)

图
$

!!

'

组蛋白乙酰化水平比较

图
1

!!

VS0

i

<

细胞组蛋白
70

乙酰化水平与
10@

尿蛋白排泄的相关性分析

0($0

重庆医学
1%$2

年
$%

月第
00

卷第
'%

期



@&@

!

U\

患者外周血
VS0

i

<

细胞组蛋白
7'

*

70

乙酰化的水

平与
10@

尿蛋白排泄量的相关性分析
!

U\

患者外周血

VS0

i

<

细胞组蛋白
70

乙酰化水平与
10@

尿蛋白排泄量呈负

相关$

7TO%&))$

#

!

$

%&%$

&#见图
1

)

A

!

讨
!

论

U\

是
ZUP

的最常见和严重的并发症#是
ZUP

患者死亡

的常见病因'

$

(

)

ZUP

是患者体内内源性的
3

淋巴细胞过度活

化#导致产生大量的抗体#尤其是针对自身机体的
S\:

*

8\:

及与他们结合的蛋白产生抗体#而这个过程是在
<

细胞介导

下产生的适应性的免疫应答过程)目前研究发现#

VS0

i

<

细

胞在
ZUP

的发病过程中起主导作用'

1

#

).-

(

)

组蛋白的修饰方式在
ZUP

疾病的发生*发展过程中起很

重要的作用'

/.$%

(

)

4#+@BE

等'

$$

(给
48U.C

I

B

"

C

I

B

小鼠注射组蛋

白去乙酰化酶抑制剂$如
<Z:

和
Z:7:

&#导致细胞中的组蛋

白
7'

和组蛋白
70

的乙酰化的累积增加#从而下调脾细胞中

的
5U.$1

*

5K\.

/

*

5U.)

和
5U.$%

的
G8\:

和蛋白质的水平#进

而影响了基因转录#而
48U.C

I

B

"

C

I

B

小鼠的临床表现明显减

轻#如蛋白尿的量减少*肾小球肾炎症状缓解和脾脏的体积减

轻等方面)

WEB;#E

等'

$1

(给狼疮小鼠注射
7S5

$组蛋白去乙酰

化酶抑制剂#

<Z:

&#发现可以控制狼疮的活动性#蛋白尿和免

疫复合物在肾小球中的沉积减少#脾脏的重量减轻)

8A#CC

?

等'

$'

(的实验也证实了在狼疮小鼠体内注射
7S5

$

5<K1'2-

#

$%

G

J

"

R

J

&注射可以减轻肾脏疾病症状和减少炎症因子#这主要

是通过改变
<

细胞的亚型和
<

细胞的乙酰化来减轻疾病的临

床症状)

e@">

等'

$0

(在研究
ZUP

患者中也发现#患者
VS0

i细

胞存在组蛋白低乙酰化状态)

本研究观察了
$)

例
U\

患者#采用免疫磁珠分选高纯度

的
VS0

i

<

细胞#提取组蛋白后#检测组蛋白的乙酰化程度)

结果发现#

U\

患者的
VS0

i

<

细胞中的组蛋白
7'

和组蛋白

70

呈低乙酰化状态#提示
U\

患者
VS0

i

<

细胞中同样存在

组蛋白的低乙酰化状态)活动性
U\

患者的组蛋白
70

乙酰

化明显低于非活动性的
U\

患者%同时#组蛋白
70

乙酰化程

度与
10@

尿蛋白排泄量成负相关#提示
VS0

i

<

细胞乙酰化状

态可能与
U\

活动性*尿蛋白排泄量有关)结合既往动物实验

研究结果#干预
VS0

i

<

细胞组蛋白
70

乙酰化水平可能可以

诱导
U\

患者缓解)然而与既往研究不同的是#本研究中发现

VS0

i

<

细胞中的组蛋白
7'

的乙酰化水平有所降低#但与
U\

的活动性无关#推测可能存在以下几种可能!$

$

&本研究中
U\

的活动性标准与其他研究中采用的
ZUPS:5

评分不一致#导

致结果有区别%$

1

&

U\

患者
VS0

i

<

细胞中的组蛋白
7'

的乙

酰化水平与
ZUP

无肾脏受累的患者本身存在区别%$

'

&样本量

较小#存在研究偏倚)

本研究存在的不足!仅观察了
U\

患者
VS0

i

<

细胞乙酰

化的水平#未检测血浆中
7:<

和
7S:V

等活性#由于目前研

究处于初步阶段#不能进行体内干预实验)

VS0

i

<

细胞乙酰

化与
U\

的关系有待进一步的实验研究)
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