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"摘要#

!

目的
!

探讨
5R4

与
4I+

A

I+?.$

在原发性胆汁性肝硬化"

SX4

%发病过程中的影响&方法
!

采用实时荧光定量
S4>

'

d?+D?C,MB"D

'焦磷酸测序及
6;8R5

等方法分别检测
'%

例
SX4

患者及健康对照者外周血单个核细胞"

SX:4

%中
4I+

A

I+?.$

与

5R4

的
F>_5

和蛋白的相对表达情况!以及
5R4

启动子区甲基化状况和血浆中
4I+

A

I+?.$

和
8;.$/

的表达水平&结果
!

SX4

组

患者
SX:4

中
4I+

A

I+?.$

'

5R4F>_5

和蛋白表达明显高于对照组"

O

$

%&%2

%&

5R4

启动子区域
8+BI,!$

"

8R$

%各位点甲基化率

明显低于对照组"

O

$

%&%2

%!

8+BI,!1

"

8R1

%各位点甲基化率小于背景值!未发生甲基化&

SX4

组血浆中
4I+

A

I+?.$

与
8;.$/

的水平

明显高于对照组"

O

$

%&%2

%&

5R4F>_5

与
4I+

A

I+?.$F>_5

的表达呈明显正相关"

O

$

%&%2

%$

5R4

启动子区域
8R$

的第
$

'

1

'

0

和
2

位点的甲基化率与
5R4F>_5

的表达均呈负相关"

O

$

%&%2

%!第
'

'

)

位点甲基化率则与其表达无相关性"

O

&

%&%2

%$血浆中

4I+

A

I+?.$

与
8;.$/

水平呈明显正相关"

O

$

%&%2

%&结论
!

5R4

和
4I+

A

I+?.$

参与了
SX4

的免疫炎性反应&
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原发性胆汁性肝硬化$

SX4

&是一种渐进性发展的慢性自

身免疫性肝脏疾病#以肝脏汇管区淋巴细胞浸润*胆管上皮细

胞特异性损伤及血清中出现高滴度抗线粒体抗体为特征#其病

因及发病机制目前尚不完全清楚#可能与遗传易感性及环境等

因素有关'

$.1

(

)熊去氧胆酸是目前公认唯一治疗
SX4

有效的

药物#但约
$

"

'

的患者治疗效果欠佳#最终均需要肝脏移植'

'

(

)

近年来
SX4

的患病率和发病率不断增高'

0.2

(

#因此开展
SX4

治疗相关的创新研究#对于提高
SX4

治疗效果和减轻疾病负

担具有重要的现实意义)

4I+

A

I+?.$

属于
4I+

A

I+?

家族成员#

在调控炎性反应和细胞凋亡等方面起重要作用'

)

(

)

4I+

A

I+?

家族是一类能特异性水解半胱氨酸天冬氨酸的蛋白酶#在多种

疾病的组织及血清中均有不同程度的表达)正常情况下

4I+

A

I+?.$

是以无催化活性的
A

C".4I+

A

I+?.$

形式存在#而
A

C".

4I+

A

I+?.$

的活化则依赖于
5R4

的招募)

5R4

是
:5R\: .̂

<̂

等
$(((

年于日本衰老研究中心发现的一种蛋白#它因在

细胞凋亡时能在细胞质中聚集成中空的斑块而得名'

-

(

#近年的

研究表明其在炎症*免疫调节和肿瘤等方面广泛发挥作用'

/

(

)

当存在
5R4

抗体时#炎症小体活化
4I+

A

I+?.$

的作用可被阻

断#表明
5R4

是活化
4I+

A

I+?.$

的关键因子)表观遗传学是近

来在自身免疫性疾病方面研究的热门领域#而
7_5

甲基化则

是其最重要的遗传修饰形式之一#在免疫紊乱*肿瘤发生等方

面发挥重要作用)基因启动子区甲基化的改变可影响相关细

胞因子等的表达#使
<

细胞的分化及反应性发生相应改变#从

而参与免疫性疾病的发病'

(.$%

(

)

5R4

基因
2h

端富含
4

A

9

岛#
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1%$/

年
'
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卷第
/
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其启动子区异常甲基化与一些自身免疫性疾病或肿瘤的发生*

发展相关'

$$.$1

(

#这可能也与
SX4

的发生存在联系)而目前

4I+

A

I+?.$

*

5R4

及
5R4

基因甲基化等研究在
SX4

中尚未见报

道)本研究旨在通过检测
SX4

患者外周血单个核细胞$

SX.

:4

&中
4I+

A

I+?.$

与
5R4

的
F>_5

和蛋白表达情况#以及

5R4

启动子区甲基化状况和血浆中
4I+

A

I+?.$

和白细胞介素

$

8;

&

.$/

的表达水平#探讨
4I+

A

I+?.$

和
5R4

介导的免疫炎性

反应在
SX4

发生过程中的作用)

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

选取
1%$2

年
)

月至
1%$)

年
$%

月就诊于贵

州省人民医院的
SX4

患者
'%

例为病例组#其中男
'

例#女
1-

例#平均年龄$

)0&%/e$1&$$

&岁%对照组为健康志愿者
'%

例#

其中男
0

例#女
1)

例#平均年龄$

)'&'(e$%&2(

&岁)两组间年

龄与性别分布差异无统计学意义$

O

&

%&%2

&)所有患者均知

情同意且经伦理委员会审查通过$

1%$-$%(

&)纳入标准!参照

1%%(

年美国肝病学会$

55R;7

&推荐的诊断标准'

$'

(

)排除标

准!$

$

&病毒*乙醇*药物*胆道梗阻等原因或其他系统疾病引起

的肝脏病变%$

1

&合并其他自身免疫性疾病)

?&@

!

材料和试剂
!

反转录试剂盒及
R]X>9C??,

)

试剂盒购

自大连
<ITI>I

公司%

6

A

#<?GD=I+D7_5X#+HBJ#D?T#D

$

2%

&及

S

L

C":ICVS4>V#D

$

1%%

&购自德国凯杰生物公司%

3HFI,8;.$/

6;8R5V#D

$

()<

&及
3HFI,4I+

A

I+?.$6;8R5V#D

$

()<

&购自

>q7

武汉博士德公司%

5,D#.4I+

A

I+?.$

抗体及
5,D#.<:R$

抗

体购自美国
5MGIF

生物有限公司%

S4>

引物由上海生工生物

工程有限公司合成)

?&A

!

方法

?&A&?

!

SX:4

的富集及
7_5

"

>_5

"蛋白的提取
!

取
'F;

67<5.T1

抗凝全血#

'2%%C

A

F

"

F#,

离心
$%F#,

#收集血浆分

装为每管
0%%

"

;

备用#剩余的血细胞采用
=#G"BB

法分离出
SX.

:4

%采用
7_5

"

>_5

"蛋白共提取试剂盒严格按照试剂说明

书操作提取
SX:4

中的
>_5

*

7_5

和蛋白质#并用微量核酸

定量仪检测
>_5

和
7_5

浓度和纯度)

?&A&@

!

实时荧光定量
S4>

检测
4I+

A

I+?.$

和
5R4F>_5

的

相对表达量
!

取
$

"

K

>_5

逆转录为
G7_5

#后进行实时荧光

定量
S4>

扩 增)根 据
9?,?XI,V

设 计 引 物#序 列 如 下!

4I+

A

I+?.$

$

$%'M

A

&上游引物
2h.595455999<94<95

5455.'h

#下游引物
2h.44<<<49955<5549959<.

'h

%

5R4

$

$/2M

A

&上游引物
2h.954944<<99544<4544

95.'h

#下游引物
2h.<<994<944954<9599599.

'h

)以
95S73

作为内参引物)扩增条件!

(2Z'%+

#

$

个循

环%

(2Z2+

#

)%Z'0+

#

0%

个循环)

?&A&A

!

d?+D?C,MB"D

检测
4I+

A

I+?.$

和
5R4

蛋白的相对表达

量
!

采用
X45

蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度%以
%

.IGD#,

为内

参#经蛋白凝胶电泳*转膜*封闭*孵育抗体*曝光后采集图像并

分析)

?&A&B

!

焦磷酸测序检测
5R4

启动子区甲基化状态
!

利用在

线软件
:?DE

A

C#F?C

查找
5R4

启动子区甲基化岛#用
S

L

C".

:ICV5++I

L

7?+#

K

,1&%

软件预测其甲基化位点并进行引物设

计#其中
8+BI,!$

$

8R$

&含有
)

个
4

A

9

位点#

8+BI,!1

$

8R1

&含有
(

个
4

A

9

位点#见图
$

*

1

)根据焦磷酸测序仪判断标准#甲基化

率为
%Y

$$

2Y

时为检测背景值#即该位点未发生甲基化#而

甲基化率大于或等于
2Y

时#才认为该位点甲基化)根据测序

需要在上游或下游引物的
'h

端加生物素标记#

8R$.$

表示
8+.

BI,!$

中第
$

个
4

A

9

位点#

8R$.1

"

)

表示针对
8+BI,!$

中第
1

$

)

个
4

A

9

位点#以此类推#

=

*

>

*

R

分别表示上游引物*下游引

物和测序引物#见表
$

)基因组
7_5

经亚硫酸盐处理过夜后#

采用
S4>

进行启动子区甲基化位点扩增#扩增条件!

(2Z$2

F#,

%

(0Z'%+

#

2) Z '%+

#

-1 Z '%+

#

02

个循环%

-1 Z

#

$%

F#,

%

0Z

保存)最后严格按照焦磷酸测序操作手册进行焦磷

酸测序)

?&A&C

!

6;8R5

检测血浆
4I+

A

I+?.$

和
8;.$/

水平
!

严格按照

4I+

A

I+?.$

和
8;.$/6;8R5

试剂盒说明书进行检测#酶标仪
02%

,F

"

)'%,F

波长测定光密度$

.3

&值#根据
.3

值换算出相应

浓度)

?&B

!

统计学处理
!

采用
RSRR1%&%

统计软件进行分析)计量

资料符合正太分布用
JeB

表示#满足方差齐性两组间比较采

用两独立样本
7

检验%分类变量资料采用
!

1 检验%不符合正太

分布的采用秩和检验%相关性分析采用
R

A

?ICFI,

相关性分析

法)

O

$

%&%2

为差异有统计学意义)

表
$

!!

5R4

启动子区域
4

A

9

位点的引物

名称 引物序列$生物素修饰& 产物长度

8R$.$= 2h.9599959<<<<559<<<<<59<<9<<5<9.'h.

生物素
$)0M

A

8R$.$> 2h.5444555544<5554<554<4<454<55.'h

8R$.$R 2h.44<<5555<44<4<4445.'h

8R$.1

"

)= 2h.<9599959<<<<559<<<<<59<<9<<5<9.'h $)%M

A

8R$.1

"

)> 2h.55544<5554<554<4<454<555<<<5<.'h.

生物素

8R$.1

"

)R 2h.5<5<9<999595995.'h

8R1.$

"

2= 2h.599995<<55999<9<59<5.'h /(M

A

8R1.$

"

2> 2h.44<<44<44454<4<55<4<.'h.

生物素

8R1.$R 2h.9995<<55999<9<59<55.'h

8R1.1

"

2R 2h.9<<<<<<9<<995999.'h

8R1.)

"

(= 2h.9995<<55999<9<59<5599.'h $/'M

A

8R1.)

"

(> 2h.44445<554<445555<444.'h.

生物素

8R1.)

"

(R 2h.99595<<5959<9995.'h

20%$
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年
'

月第
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图
$

!!

利用在线软件
:?DE

A

C#F?C

预测
5R4

启动子区甲基化岛

!!

5

!预测
8R$

的
4

A

9

位点%

X

!预测
8R1

的
4

A

9

位点%黄底黑字部分为模拟亚硫酸亚处理后的序列#其中黑体加粗位点为预测的
4

A

9

位点

图
1

!!

S

L

C":ICV5++I

L

7?+#

K

,1&%

软件预测
5R4

启动子区域
4

A

9

位点

@

!

结
!!

果

@&?

!

4I+

A

I+?.$

和
5R4F>_5

表达情况
!

SX4

组患者
SX:4

中
4I+

A

I+?.$

*

5R4F>_5

表达分别为对照组的
1&2%1

*

1&00%

倍#差异有统计学意义$

O

$

%&%2

&#见图
'

)

图
'

!!

两组
4I+

A

I+?.$

和
5R4F>_5

的相对表达情况

@&@

!

4I+

A

I+?.$

和
5R4

蛋白表达情况
!

SX4

组患者
SX:4

中

4I+

A

I+?.$

和
5R4

蛋白表达均高于对照组#差异有统计学意义

$

O

$

%&%2

&#见图
0

)

@&A

!

焦磷酸测序检测两组
5R4

启动子区甲基化情况
!

SX4

组
8R$

中
$

$

)

位点的甲基化率均低于对照组#差异有统计学

意义$

O

$

%&%2

&#见表
1

)

8R$.$

位点测序结果见图
2

#图中红框

中碱基为焦磷酸测序质量控制位点#背景淡红$黄&色#无峰值#

代表亚硫酸盐处理完全#测序结果可靠)两组
8R1

中
(

个位点

各自的甲基化率均值不超过
2Y

#见表
'

)

图
0

!!

两组
4I+

A

I+?.$

%

5R4

蛋白表达情况

@&B

!

血浆中
4I+

A

I+?.$

和
8;.$/

水平
!

SX4

组患者血浆中

4I+

A

I+?.$

和
8;.$/

水平均明显高于对照组#差异有统计学意

义$

O

$

%&%2

&#见表
0

)

@&C

!

相关性分析
!

血浆中
4I+

A

I+?.$

与
8;.$/

表达呈正相关

$

6c%&-$)

#

O

$

%&%$

&%

5R4F>_5

与
4I+

A

I+?.$F>_5

表达

呈正相关$

6c%&0-1

#

O

$

%&%2

&%

8R$.$

*

8R$.1

*

8R$.0

及
8R$.2

位

点甲基化率与
5R4 F>_5

表达均呈负相关$

6c[%&-0

*

)0%$

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
/

期



[%&2($

*

[%&2'0

*

[%&2%'

#

O

$

%&%2

&#

8R$.'

及
8R$.)

位点无 显著相关性$

6c[%&'-1

*

[%&1)2

#

O

&

%&%2

&)

表
1

!!

5R4

启动子区域
8R$

各位点甲基化率'

JeB

&

Y

(

组别
*

8R$

$ 1 ' 0 2 )

SX4

组
'% $)&0-e'&)) $%&$e'&)( 2&-)e1&)0 2&(2e1&1 $%&$%e'&02 0&1(e$&%2

对照组
'% 1%&$)e2&0- $0&)e)&%/ /&2)e0&$2 /&)-e0&$ $0&)$e)&-$ -&1/e0&2'

表
'

!!

5R4

启动子区域
8R1

各位点甲基化率'

JeB

&

Y

(

组别
*

8R1

$ 1 ' 0 2 ) - / (

SX4

组
'% 1&)/e$&2( $&//e$&20 $&//e$&2/ $&2)e$&00 $&//e$&/0 '&1$e1&%) 0&%%e1&$$ 0&%%e'&%/ 1&$0e$&($

对照组
'% '&$-e$&)/ 1&$-e$&%$ 1&'(e$&01 1&%)e$&'$ 1&'(e$&2' '&%-e$&)2 0&1(e$&2/ '&2%e$&-- 1&//e1&1'

图
2

!!

8R$.$

位点测序结果

表
0

!!

两组患者血浆中
4I+

A

I+?.$

和
8;.$/

!!!

水平'

JeB

&

AK

)

F;

(

组别
* 4I+

A

I+?.$ 8;.$/

SX4

组
'% 1/%&%1e1$'&-) '(0&$$e$'-&2$

对照组
'% )$&$(e0/&)% 1%2&-(e2%&''

A

!

讨
!!

论

!!

4I+

A

I+?.$

又称
8;.$

%

转换酶$

8,D?CB?HV#,.$M?DIG",Q?CD#,

K

?,O

L

F?

#

846

&#可将
8;.$

%

前体蛋白转化为成熟的活化成

分'

$0

(

)

8;.$/

作为
8;.$

家族成员#可与
470

i

<

细胞表面的

8;.$/>

*

结合并激活其核因子
.

+

X

$

_=.

+

X

&信号通路促进
SX4

患者
470

i

<

细胞增殖#进而产生大量炎症因子#最终引起

SX4

的发生'

$2

(

)

4I+

A

I+?.$

作为
8;.$/

的上游调节因子#能够

将
8;.$/

的前体转化为具有生物学活性的成熟
8;.$/

#这一过

程与多种炎症性疾病和自身免疫性疾病的发生*发展有关#并

可通过对其的抑制产生积极治疗效果'

$).$-

(

)通常
4I+

A

I+?.$

以无活性前体形式存在#当细胞受到各种胞内外危险信号刺激

时#在胞内会装配形成炎性体并招募
A

C".GI+

A

I+?.$

#随后活化

为有活性的
4I+

A

I+?.$

)而
5R4

可通过对
A

C".GI+

A

I+?.$

的募

集并促进酶活性形式生成的方式调控
4I+

A

I+?.$

的活化过程#

这一机制在系统性红斑狼疮$

R;6

&及类风湿关节炎$

>5

&的发

病过程中的作用已经得到证实'

$/

(

)

5R4

的表达情况则可在表

观遗传学层面通过编码基因启动子区甲基化水平进行调节)

尽管
5R4

启动子区甲基化情况*

4I+

A

I+?.$

*

5R4

及
8;.$/

等在

多种自身免疫病或肿瘤中均有研究并取得有益成果#但均未在

SX4

领域涉及)

本研究结果显示#

SX4

组
SX:4

中
4I+

A

I+?.$

蛋白*

F>.

_5

和血浆中
4I+

A

I+?.$

及
8;.$/

的表达水平均明显高于对照

组#且血浆中
4I+

A

I+?.$

与
8;.$/

表达呈正相关)已有研究证

实
8;.$/

与
SX4

的发病有关#结合本试验结果可以推测

4I+

A

I+?.$

与
SX4

的发病密切相关#这与
R;6

*银屑病及
:R

等多个自身免疫性疾病中的研究结果一致'

$(.1$

(

)本研究还显

示#病例组
5R4

蛋白*

F>_5

的表达均明显高于对照组#且

5R4F>_5

与
4I+

A

I+?.$F>_5

的表达呈正相关)因此可认

-0%$

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
/

期



为在
SX4

患者中由于
5R4F>_5

增加使蛋白表达量增多#从

而导致有活性的
4I+

A

I+?.$

分泌增多#提示
5R4

可通过调节

4I+

A

I+?.$

相关炎性通路参与
SX4

的免疫炎性反应)

进一步对
5R4

的研究中发现#

5R4

启动子区域有
1

个甲

基化岛)通过焦磷酸测序显示
SX4

组中
8R$

各位点甲基化水

平低于对照组#这与
5R4F>_5

的高表达结果相符)由于特

定的
4

A

9

位点是
4

A

9

岛中决定基因表达与沉默的关键#因此

检测具体位点甲基化水平对于判断整个
4

A

9

岛的甲基化情况

具有重要意义)

8R1

各位点未见明显甲基化情况#而
8R$

的第

$

*

1

*

0

及
2

位点的甲基化水平与
5R4F>_5

的表达呈显著负

相关%第
'

和第
)

位点甲基化率无明显相关性)因此可以认

为#

5R4

通过其启动子区甲基化水平的改变影响表达水平#进

而导致下游
4I+

A

I+?.$

及
8;.$/

的表达上调#促进了
SX4

的发

生*发展)故而可以设想#是否可以通过诱导
5R4

启动子区

4

A

9

岛过甲基化以降低该基因的表达从而最终影响
SX4

的发

病#而在诱导
5R4

启动子区
4

A

9

岛过甲基化过程中
8R$.$

*

8R$.1

*

8R$.0

*

8R$.2

等
0

个位点可能更有价值)

综上所述#

SX4

患者存在
5R4

甲基化率降低#

4I+

A

I+?.$

和
5R4F>_5

及蛋白的表达上调#血浆中
8;.$/

水平升高等

一系列改变#表明
5R4

和
4I+

A

I+?.$

参与
SX4

的免疫炎性反

应#而该通路受到
5R4

启动子区甲基化的调节)提示通过干

预
4I+

A

I+?.$

的表达可能成为有效治疗
SX4

的新靶点)本研

究在表观遗传学方面为自身免疫病研究提供了新的视角#同时

为拓展
SX4

的免疫治疗方案提供了新思路#但还需更多的基

础和临床研究将成果转化为真正的治疗方法)
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