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#摘要$

"

目的
"

研究锌指和
MOM

结构域蛋白
,%

"

VMOM,%

#在系统性红斑狼疮"

)QG

#患者外周血
M

细胞中

的表达!并探讨
VMOM,%

在
)QG

中的临床意义$方法
"

采用
7O6E*7

技术检测
!#

例
)QG

患者"

)QG

组#和
!%

例健康对照者"对照组#外周血
*L"&

d

M

细胞中
VMOM,%>7N8

的表达水平%

;̂4<;=5K@0<

检测分析外周血

VMOM,%

蛋白水平%流式细胞术检测
M

细胞亚群所占比例$分析
)QG

患者
M

细胞中
VMOM,%>7N8

的表达与

M

细胞亚群比例变化的关系及与临床指标"抗
/46LN8

抗体&抗核抗体&免疫球蛋白
+

I

Y

&抗
GN8

抗体#的相关

性$结果
"

)QG

组外周血
*L"&

d

M

细胞中
VMOM,%>7N8

的表达明显高于对照组"

!

$

%2%-

#%

)QG

组患者外

周血
VMOM,%

蛋白水平高于对照组"

!

$

%2%-

#$与对照组相比!

)QG

患者外周血
M

细胞亚群!

*L"&

d

M

细胞比

例降低 "

!

$

%2%-

#!

*L"&

'

*L"!(

d浆细胞+
*L"&

d

M

细胞之间的比值及
*L"&

'

*L"!(

d浆细胞比例明显增高

"

!

$

%2%-

#%

)QG

患者
M

细胞中
VMOM,%>7N8

的表达水平与
*L"&

'

*L"!(

d浆细胞+
*L"&

d

M

细胞的比值呈

正相关"

!

$

%2%-

#%

VMOM,%>7N8

与抗
/46LN8

抗体&免疫球蛋白
+

I

Y

&抗核抗体&抗
GN8

抗体均呈正相关

"

!

$

%2%-

#$结论
"

VMOM,%

可能通过促进
M

细胞分化从而参与
)QG

发病$

#关键词$
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系统性红斑狼疮"

)QG

#是一种因
M

细胞异常活

化%

O

细胞激活机制异常%机体对免疫复合物清除障

碍并累及全身多器官多系统的慢性自身免疫性疾

病)

"6,

*

$目前
)QG

的发病机制尚不明确%一般认为其

机制是由遗传'自身免疫等诸多因素共同作用%使机

体免疫系统功能发生紊乱而引起机体发病$有研究

表明
)QG

中由
M

细胞异常分化的浆细胞对自身抗原

具有特异性和高亲和力%并且可以产生大量的抗体而

导致
)QG

的发病)

!6$

*

$锌指和
MOM

结构域蛋白
,%

"

VMOM,%

#%也称为
PXF

'

LEVF

和
VB

A

,((

%与
MC@#

同

源%是一种广泛的锌指复合体)

-

*

$同时
VMOM,%

也参

与细胞功能%包括细胞转录'增殖及肿瘤的发生)

#6.

*

$

近年有研究表明%

VMOM,%

是淋巴细胞分化重要的转

录因子%通过调控免疫细胞相关增殖'分化通路参与

到免疫反应中%可诱导异常的体液免疫反应%尤其是
M

细胞过度活化引起的自身免疫性疾病的发病$

VMOM,%

依赖干扰素调节因子
6$

"

+7F$

#启动
M

细胞

分化为浆细胞%促进其生发中心反应%维持浆细胞的

寿命并且分泌免疫球蛋白)

(

*

$因此%

VMOM,%

在
)QG

的发病机制中起了至关重要的作用%与
M

细胞过度活

化分化为浆细胞并且持续分泌自身抗体相关$该研

究主要通过检测
VMOM,%

在
)QG

外周血
*L"&

d

M

细

胞中的表达及与浆细胞的相关性%初步探讨
VMOM,%

与
)QG

发病的相关性及可能参与的发病机制$

!

"

资料与方法

!2!

"

一般资料

!2!2!

"

研究对象
"

从郑州大学第一附属医院风湿免

疫科
,%"#

年
(

月至
,%".

年
,

月的住院患者中选取

!#

例初次确诊
)QG

的患者为
)QG

组%其中男
,

例%女

!$

例%年龄
"&

&

$(

岁%平均"

!"g.

#岁$患者均符合

,%%&

年美国风湿病学会"

8*7

#制订的
)QG

诊断标

准%排除患有感染%肿瘤及其他自身免疫性疾病的患

者$对照组为
!%

例健康体检者%其中男
$

例%女
,#

例%年龄
,$

&

-%

岁%平均"

!-g#

#岁$两组在性别及

年龄方面的差异无统计学意义"

!

%

%2%-

#%具有可比

性$所有对象签署知情同意书%研究经本院伦理委员

会批准$

!2!2"

"

试剂与材料
"

人外周血淋巴细胞分离液"天

津市灏洋生物制品科技有限公司#&磁珠分选柱'

*L"&

磁珠"德国美天旎公司#&

F+O*

标记的抗人
*L"!(

抗

体"美国
ML

公司%批号!

!$."&!

%

"f"%%

稀释#&

E;=6

*E*_-2-

标记的鼠抗人
*L"&

抗体"美国
;M104C1;5C;

公司#&

O7+]0@

试剂和反转录试剂盒"日本
O?\?=?

公

司#&

E*7

试剂盒"北京康为世纪生物科技有限公司#&

E*7

引物"上海生工生物工程有限公司#%

VMOM,%

引

物上游序列!

-a6**Y*8Y8*888**8Y*O8Y86!a

%

下 游 序 列!

-a688YY*OYOOYO8YY8*Y*O*6!a

$

甘油醛
6!6

磷酸脱氢酶"

Y8ELP

#引物上游序列!

-a6

8Y88YY*OYYY*O*8OOOY6!a

%下 游 序 列!

-a6

8YYYY**8O**8*8YO*OO*6!a

$

!2"

"

方法

!2"2!

"

分离外周血单个核细胞"

EMJ*4

#

"

清晨空腹

抽取
)QG

组及对照组肘静脉血
"%>Q

%经乙二胺四乙

酸"

GLO8

#抗凝%保存于
$ c

%采集后
,S

内处理标

本%用
F1C0@@

梯度密度离心法分离
EMJ*4

%分别用于

磁珠分选提取
*L"&

d

M

细胞和流式细胞检测
M

细胞

亚群$

!2"2"

"

7O6E*7

检测
VMOM,%

的表达
"

O7+VXQ

法

提取磁珠分选的
*L"&

d

M

细胞总
7N8

%

X@1

I

06/O

逆

转录为
CLN8

%之后冻存于
'(%c

冰箱以备用$管家

基因
Y8ELP

为内参%之后放入
E*7

仪中进行扩增$

反应条件为
&-c

预变性
"%>15

%进行
"

个循环&变性

&-c"%4

%

#%c

退火延伸
$-4

%

$%

个循环&

#-

&

&-c

绘制溶解曲线$采用双标准曲线法计算基因相对表

达量$

!2"2#

"

;̂4<;=5K@0<

分析外周血
VMOM,%

蛋白水平

"

用红细胞裂解液提取
EJM*4

%然后提取细胞总蛋

白%检测外周血
VMOM,%

蛋白的表达$

!2"2$

"

荧光标记人外周血
EMJ*

及流式细胞术检测

"

用
$%%

!

Q

磷酸盐缓冲液"

EM)

#重悬
EMJ*4

%设置

空白对照'

*L"&

'

E;=*E*_-2-,

!

Q

单标'

*L"!(6

F+O*$

!

Q

和
*L"!(6F+O*$

!

Qd*L"&

'

E;=*E6

*_-2-,

!

Q

双标样本管%轻轻混匀后%置
$c

避光孵

育
!%>15

&各管加入
,>QEM)

后混匀&

"%%%=

(

>15

%

$c

%离心
->15

%弃上清液&重复加入
EM),>Q

混

匀%再以
"%%%=

(

>15

%

$c

%离心
->15

&各个管中加固

定液
,%%

!

Q

%混匀后%

$c

避光
"

&

,S

后上机检测$

使用美国
ML

公司的
F8*)C?@1KH=

流式细胞仪检测

各管
*L"&

'

*L"!(

d 浆细胞(
*L"&

d

M

细胞比例%

F@0[T0

软件进行分析$

!2#

"

统计学处理
"

采用
)E))".2%

和
Y=?

A

SE?/

E=14>-

软件进行分析%符合正态的计量资料用
HgA

表示%两组间均数的比较采用
:

检验&非正态分布%方差

不齐的计量资料用
D

"

!

,-

%

!

.-

#表示%组间比较采用单

因素方差分析%以
!

$

%2%-

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"2!

"

外周血
*L"&

d

M

细胞
VMOM,%>7N8

和外周

血
VMOM,%

蛋白表达
"

)QG

组
VMOM,%>7N8

的表

达水平"

%2-,.g%2"("

#明显高于对照组"

%2,$#g

%2"$-

#%差异有统计学意义"

!

$

%2%-

#%见图
"8

$

)QG

组
VMOM,%

蛋白的表达水平高于对照组"

!

$

%2%-

#%见图
"M

$

"2"

"

)QG

组
M

细胞亚群的比例
"

与对照组比%

)QG

组
*L"&

d

M

细胞比例降低%

*L"&

'

*L"!(

d浆细胞比

例及
*L"&

'

*L"!(

d浆细胞(
*L"&

d

M

细胞比值明显

增高%差异有统计学意义"

!

$

%2%"

#%见表
"

'图
,

$

"2#

"

*L"&

d

M

细胞中
VMOM,%>7N8

表达水平与
M

细胞亚群的相关性分析
"

)QG

患者中
VMOM,%>76

"(-"

重庆医学
,%"(

年
$

月第
$.

卷第
",

期



N8

表达水平与
*L"&

'

*L"!(

d浆细胞比例呈明显正

相关"

6e%2"#-

%

!e%2%,(

#%与
*L"&

'

*L"!(

d浆细

胞(
*L"&

d

M

细胞的比值也呈正相关"

6e%2,,-

%

!e

%2%,"

#&与对照组无相关性"

6e'"2$-

%

!e%2!,

#%见

图
!

$

""

8

!两组外周血
*L"&

d

M

细胞中
VMOM,%>7N8

表达%

M

!两组

VMOM,%

蛋白水平

图
"

""

两组
VMOM,%

表达水平

表
"

""

)QG

组
M

淋巴细胞亚群之间的比较#

D

&

!

,-

(

!

.-

'$

组别
, *L"&

d

M

细胞
*L"&

'

*L"!(

d

浆细胞

*L"&

d

M

细胞(

*L"&

'

*L"!(

d浆细胞

)QG

组
!# $2(-

"

,2-!

%

-2&.

#

%2!(

"

%2,-2%2-#

#

%2%&

"

%2%-

%

%2"-

#

对照组
!% #2$,

"

$2""

%

.2(-

#

%2".

"

%2%(

%

%2!"

#

%2%!

"

%2%"

%

%2%$

#

图
,

""

)QG

组和对照组外周血
M

细胞比例&

8

'%浆细胞

比例&

M

'%浆细胞)
M

细胞&

*

'比值

图
!

""

VMOM,%>7N8

与
*L"&

'

*L"!(

d浆细胞)

*L"&

d

M

细胞比值的相关性分析

"2$

"

)QG

组
VMOM,%>7N8

表达与临床指标的相关

性
"

)QG

组
VMOM,%>7N8

的表达与
)QG

活动期指

标均呈明显正相关"

!

$

%2%-

#%见表
,

$

表
,

""

)QG

组
VMOM,%

表达水平与实验室指标的相关性

项目
6 !

抗
/46LN8

抗体
%2$"- %2%%.

免疫球蛋白
+

I

Y %2-%. %2%%-

抗核抗体
%2"!, %2%"-

抗
GN8

抗体
%2"," %2%,!

#

"

讨
""

论

""

VMOM,%

最早是在人树突状细胞中发现的锌指蛋

白家族的新成员%因具有
MOM

(

EXV

结构域和
-

个

*

,

P

,

锌指结构域得名)

&

*

$近年来%有研究发现

VMOM,%

可通过调控免疫细胞从而参与机体的免疫反

应%参与调控的关键就是可以促进
M

细胞分化为浆细

胞%维持一部分浆细胞的寿命并分泌抗体%在这个调

控过程中可能是由于存在
+7F$6VMOM,%6M@1>

A

"

调

节通路从而发挥了重要的作用)

"%

*

$韩国研究者
QGG

等)

""

*对
"-&#

例
)QG

患者和
,#$%

例健康者进行了全

基因组关联性研究%从中筛选出
"#

个
)QG

新易感基

因%

VMOM,%

就是其中之一$

GQJ8NN

等)

",

*通过对

)QG

模型鼠脾细胞提取总的
7N8

进行检测%患病小

鼠
VMOM,%>7N8

的表达与未患病小鼠相比上调

"2&

倍%

7O6E*7

实验进一步证实了微阵列的实验结

果$

GQJ8NN

认为%

VMOM,% >7N8

表达明显增

加%可能与促进肾组织形成免疫复合物沉淀有关$上

述研究结果提示
VMOM,%

在
)QG

发病机制中可能起

到了关键作用$本研究结果显示%

)QG

组患者外周血

M

细胞中
VMOM,%>7N8

的表达明显高于对照组%提

示
VMOM,%

可能参与
)QG

发病$

VMOM,%

在多种免疫细胞中表达%包括树突状细

胞'单核细胞'淋巴细胞等%参与机体获得性免疫和固

有免疫)

"!

*

$

VMOM,%

通过正向调控
O0@@

样受体

"

OQ7

#%介导核因子
\?

AA

?M

"

NF6

*

M

#激活%参与固有

免疫反应)

"$6"-

*

$

VMOM,%

在生发中心成熟的
M

细胞

中表达%随
M

细胞分化成熟
VMOM,%

的表达也逐渐增

加%然后依赖干扰素调节因子
$

"

+7F6$

#促进
M

细胞分

化为浆细胞%同时也与
M

细胞分化的关键转录因子
M

淋巴细胞成熟蛋白
"

"

M@1>

A

6"

#存在着某种调节作用$

本研究显示%

)QG

患者外周血
*L"&

d

M

细胞比例明

显降低%表明
M

细胞过度激活分化为浆细胞是
)QG

发病最主要的免疫学特征之一$并且
)QG

患者

VMOM,%>7N8

的表达与
*L"&

'

*L"!(

d 浆细胞比

例'

*L"&

'

*L"!(

d浆细胞(
*L"&

d

M

细胞比值均呈正

相关%说明
VMOM,%

可能通过参与
M

细胞异常分化而

参与
)QG

发病机制$

综上所述%

VMOM,%

在
)QG

患者体内的表达水平增

加%这与
M

细胞异常分化为浆细胞且分泌的自身抗体

有关%提示
VMOM,%

可能通过调节
M

细胞异常分化参与

到
)QG

发病机制中%这也为以后研究提供了新思路$
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Ù P

%

^8NLG7)GGNT

%

YUX_

%

;<?@2)1C\@;C;@@/146

;?4;15C=;?4;4S1

I

S>0K1@1<

RI

=0H

A

K0D"

!

?50:;@>;CS?6

514>0B15B@?>>?<105

)

T

*

2M@00/

%

,%"$

%

",$

"

,#

#!

!&.(6

!&("2

)

"$

*王晓武%张卫达%罗林%等
2

大鼠心肌梗死后心肌高迁移率

族蛋白
"

的时程变化)

T

*

2

南方医科大学学报%

,%%(

%

,(

"

&

#!

"#((6"#&%2

)

"-

*

^8NYT

%

PU`

%

+̀GT

%

;<?@2M;<?6"6?/=;5;=

I

1C=;C;

A

<0=4

>;/1?<;N=B,6PX6"6PJYM6"?D14=;

I

H@?<105<0?<<;5H?<;

S

RA

0D1?

(

=;0D

RI

;5?<105615/HC;/C?=/10>

R

0C

R

<;415

3

H=

R

15

:1<=0

)

T

*

2*;@@ES

R

410@M10CS;>

%

,%"-

%

!-

"

,

#!

.#.6...2

)

"#

*

^8NYT

%

_8NY P

%

PU `

%

;<?@2L0KH<?>15;6>;/1?<;/

S;>;0D

RI

;5?4;6"15/HC<105:1?E+!Z?5/

A

!(J8EZ156

S1K1<4S1

I

S>0K1@1<

RI

=0H

A

K0D"

A

=0<;15=;@;?4;?5/?<6

<;5H?<;4=?<>

R

0C?=/1?@14CS;>1?

(

=;

A

;=BH410515

3

H=

R

15:16

:0

)

T

*

2T)H=

I

7;4

%

,%"!

%

"(!

"

,

#!

-%&6-"#2

)

".

*

Z^8Z J)

%

Q+J J

%

QGG_T

%

;<?@2PJYM6"K15/4<0

@1

A

0<;1CS01C?C1/?5/;5S?5C;4ONF6

)

?5/+Q6#

A

=0/HC<105

<S=0H

I

SPJYM6"6>;/1?<;/<=?54B;=0B@1

A

0<;1CS01C?C1/<0

*L"$?5/OQ7,

)

T

*

2T+55?<;+>>H5

%

,%"-

%

.

"

$

#!

$%-6

$"#2

)

"(

*

_8X P *

%

VPXU J

%

VPXU _ P

%

;<?@2+5<=?:;50H4

S1

I

S>0K1@1<

RI

=0H

A

K0D"H

A

=;

I

H@?<;4<S;;D

A

=;441050B

P+F6"

)

15<S;>

R

0C?=/1H>:1??

A

=0<;15\15?4;M6/;

A

;5/6

;5<

A

?<S[?

R

15=?<4B0@@0[15

I

?CH<;>

R

0C?=/1?@14CS;>1?

)

T

*

2J0@J;/7;

A

%

,%"#

%

"!

"

,

#!

",""6","&2

"收稿日期!

,%".6%&6"(

"

修回日期!

,%".6",6"%

#

"上接第
"-(,

页#

)

$

*

*PXNYMF

%

JXP8N*2O?=

I

;<15

I

<S;*̀ *7$

(

*̀ *Q",

?D14154

R

4<;>1C@H

A

H4;=

R

<S;>?<04H4

)

T

*

2GD

A

;=<X

A

15OS;=

O?=

I

;<4

%

,%%&

%

"!

"

"%

#!

""$.6""-!2

)

-

*

8QM8YQ+X2OS;MOM

(

EXV/0>?15

!

?5;[

A

=0<;156

A

=06

<;1515<;=?C<105>0<1BC0>>05<0LN86?5/?C<156K15/15

I

A

=0<;154

)

T

*

2*;@@Y=0[<SL1BB;=

%

"&&-

%

#

"

&

#!

""&!6""&(2

)

#

*

QGG)U

%

J8GL8O2EXZ

(

VMOM

A

=0<;154

!

?5;>;=

I

15

I

B?>1@

R

0B

A

=0<;154<S?<=;

I

H@?<;@

R

>

A

S01//;:;@0

A

>;5<?5/

BH5C<105

)

T

*

2+>>H50@7;:

%

,%",

%

,$.

"

"

#!

"%.6""&2

)

.

*

Z8N P2V15CB15

I

;=

A

=0<;15VMOM,%14?515/;

A

;5/;5<

A

=0

I

504<1C>?=\;=?5/

A

=0>0<;4<H>0=

I

=0[<S0BSH>?5

S;

A

?<0C;@@H@?=C?=C150>?K

R

=;

A

=;4415

I

F0DX"

)

T

*

2X5C06

<?=

I

;<

%

,%"#

%

.

"

",

#!

"$!!#6"$!$&2

)

(

*

*PGW7+G7)2OS;MOM6VF<=?54C=1

A

<105B?C<0=VK<K,%

14/=1:;5K

R

+=B$<0

A

=0>0<;

A

@?4>?C;@@/1BB;=;5<1?<105

?5/@05

I

;:1<

R

)

T

*

2TGD

A

J;/

%

,%"$

%

,""

"

-

#!

(,.6($%2

)

&

*

)OXY+X)ET2);

i

H;5C;?5/4<=HC<H=?@?5?@

R

4140BMOM

/0>?15

A

=0<;154

)

T

*

2Y;50>;M10@

%

,%%-

%

#

"

"%

#!

7(,2

)

"%

*

^8NY_28/

3

H:?5<64

A

;C1B1C=;

I

H@?<1050B@05

I

6<;=>?5<16

K0/

R

=;4

A

054;4K

R

VMOM,%

)

T

*

2TGD

A

J;/

%

,%"$

%

,""

"

-

#!

($"6(-#2

)

""

*

QGGP)2G<S51C4

A

;C1B1C1<

R

0B@H

A

H46?440C1?<;/@0C11/;56

<1B1;/15 ?

I

;50>;6[1/;?440C1?<105 4<H/

R

15 Z0=;?5

[0>;5

)

T

*

28557S;H>L14

%

,%"$

%

.!

"

#

#!

",$%6",$-2

)

",

*

GQJ8NN828@<;=;/

I

;5;;D

A

=;4410515>1C;[1<S@H

A

H4

<=;?<;/[1<S;/=?<1/;

%

?

A

;

A

<1/;<S?<?>;@10=?<;4<S;/146

;?4;>?51B;4<?<1054

)

T

*

28=<S=1<147S;H>

%

,%%.

%

-#

"

.

#!

,!."6,!("2

)

"!

*

VP8NY^2+/;5<1B1C?<105?5/CS?=?C<;=1]?<1050BLEVF

%

?

50:;@SH>?5MOM

(

EXV]15CB15

I

;=

A

=0<;154S?=15

I

S06

>0@0

IR

<0M*Q6#

)

T

*

2M10CS;> M10

A

S

R

47;4*0>>H5

%

,%%"

%

,(,

"

$

#!

"%#.6"%.!2

)

"$

*

^8NYh2V15CB15

I

;=

A

=0<;15VMOM,%;D

A

=;4410514156

C=;?4;/15S;

A

?<0C;@@H@?=C?=C150>??5/?440C1?<;/[1<S

A

00=

A

=0

I

50414

)

T

*

2MJ**?5C;=

%

,%""

"

""

#!

,."2

)

"-

*

YU)

%

78N)

%

h+N F

%

;<?@2PH>?5/;5<?@

A

H@

A

4<;>

C;@@4:1?<S;NF6\?

AA

?M

A

?<S[?

R

)

T

*

2*;@@ES

R

410@M106

CS;>

%

,%"-

%

!#

"

-

#!

".,-6".!$2

"收稿日期!

,%".6%&6"$

"

修回日期!

,%".6",6,-

#

((-"

重庆医学
,%"(

年
$

月第
$.

卷第
",

期


