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ＲＡ患者血清 ＴＮＦ－α和外周血单个核
细胞 ＴＩＰＥ２表达的意义
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摘　要　目的　探讨类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）患者血清中肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ－α）和

外周血单个核细胞中肿瘤坏死因子 α诱导蛋白家族 ８样蛋白 ２（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－αｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ８ｌｉｋｅ２，ＴＩＰＥ２）的表达

在 ＲＡ的诊断及疗效评价中的价值。方法　选取开封市第二人民医院风湿科近两年收治的 ＲＡ患者 ８６例，包括活动期患者 ４２

例，缓解期患者 ４４例，门诊健康对照 ４０例，用酶联免疫吸附法检测 ３组的血清中 ＴＮＦ－α的浓度，无菌抽取各组外周血，提取外

周血单个核细胞，用荧光定量 ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达。结果　ＲＡ活动组和缓解组患者

血清中的 ＴＮＦ－α浓度高于健康对照组，ＲＡ活动组血清中 ＴＮＦ－α明显高于缓解组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＴＮＦ－α和

ＲＦ联合检测的敏感度和特异性分别为 ７５．５％和 ９０％，特异性与单独检测 ＲＦ相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＲＡ活动期患

者血清中 ＴＮＦ－α的浓度及 ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ表达水平和 ＤＡＳ２８评分呈正相关（Ｐ＜０．０１），ＲＡ患者血清中 ＴＮＦ－α的浓度和

ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ表达水平呈正相关（Ｐ＜０．０１）。ＲＡ患者外周血 ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ及蛋白水平均高于对照组，而且活动组高于缓

解组（Ｐ＜０．０１）。结论　联合检测 ＲＡ患者血清中的 ＴＮＦ－α对患者的诊断和病情的监测有重要临床价值，ＴＩＰＥ２参与了 ＲＡ的

发病过程，可以和 ＴＮＦ－α一起作为判断疾病严重程度的指标。
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　　类风湿关节炎（ＲＡ）以慢性对称性关节损害反
复发作为特点，晚期出现关节强直、畸形，关节功能受

损，严重影响患者生活质量。ＴＮＦ－α被认为是 ＲＡ
发病中首先动员的细胞因子，能启动和维持 ＲＡ的炎
性反应

［１］
。ＴＩＰＥ２基因在实验性自身免疫性脑脊髓

炎小鼠动物模型中首次发现，是维持机体免疫稳态的

一种必要蛋白，对固有免疫及适应性免疫发挥负性调

节作用
［２］
。有实验证明 ＴＮＦ－α能上调 ＴＩＰＥ２的表

达
［３］
。在 ＲＡ的发病过程中，ＴＮＦ－α和 ＴＩＰＥ２之间

有无关系鲜有报导。本实验通过测定 ＲＡ患者血清
中的 ＴＮＦ－α浓度及外周血单个核细胞 ＴＩＰ２在 ｍＲ
ＮＡ及蛋白水平的表达，探讨二者在 ＲＡ的诊断及疗
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效评价中的价值。

材料与方法

１．临床资料：选取笔者医院风湿科 ２０１５年 １月
～２０１７年１月收治 ＲＡ患者８６例，符合２０１０年美国
风湿病学会 ＲＡ分类标准［４］

，根据临床症状及疾病活

动指数 ＤＡＳ２８，分为活动期４２例，缓解期４４例，其中
男性１４例，女性７２例，患者年龄３０～６４岁；病程８～
８２个月，所有入选病例排除结核病、慢性病毒性肝炎
等感染性疾病和肿瘤、血液病引起的关节肿痛。门诊

健康对照组 ４０例，其中男性 ８例，女性 ３２例，年龄
３０～６２岁，对照组与观察组患者在年龄（Ｆ＝０．７８，
Ｐ＝０．４５）、性别构成等方面比较，差异无统计学意义
（χ２＝０．２７，Ｐ＝０．８７）。

表 １　各组年龄和性别构成

组别 年龄（岁） 男性 女性

ＲＡ活动组 ４８．２±１２．１ ７ ３５
ＲＡ缓解组 ４７．８±１１．３ ７ ３７
健康对照组 ４８．６±１０．６ ８ ３２

　　２．主要试剂：Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
反转录试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），引物合成（北京
金唯智公司）。ＴＮＦ－αＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 ＢｉｏＬｅｇ
ｅｎｄ公司），兔抗人 ＴＩＰＥ２抗体（美国 ＣＳＴ公司）。

３．方法：无菌条件下抽取患者及健康对照静脉血
１０ｍｌ，做常规的ＲＦ、血沉等检测。（１）ＲＦ检测操作步
骤：提前 ３０ｍｉｎ从冰箱中取出试剂和患者标本，于
３７℃解冻后使用；生化仪开机预温、设置参数、标准品
定标；输入待检测项目，放入标本进行检测，检测完成

后接受结果。ＲＦ值 ＞２０ＩＵ／ｍｌ为阳性。（２）ＴＮＦ－α
的检测：按照 ＴＮＦ－α定量检测 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书
（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司），同时检测血清 ＴＮＦ－α的
值，重复３次求平均值。步骤如下：配制 ＴＮＦ－α标
准品：标准品管加１６０μｌ稀释液配制成５０ｎｇ／ｍｌ的标
准品，继续稀释成 ９６０、３８４、１５３．６、６１．４４、２４．５８、
１２５、６．２５ｐｇ／ｍｌ，空白对照为稀释液，将 １００μｌ不同
浓度的标准品及待检血清加入，４℃过夜；弃去微孔板
内液体，洗板４次；每孔加入 １００μｌ生物素化抗体，室
温下孵育 １ｈ，弃去孔内液体，洗板 ４次；每孔加入
１００μｌ辣根过氧化物酶 －Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ液，室温孵育
４５ｍｉｎ；弃去孔内液体，洗板 ４次；每孔加 １００μｌ底物，
避光室温下孵育 ３０ｍｉｎ；加入 ５０μｌ终止液；酶标仪检
测４５０ｎｍ吸光度值，根据稀释倍数和标准曲线计算
出 ＴＮＦ－α的浓度。（３）分离外周血单个核细胞：无

菌法抽取患者及健康对照静脉全血 １０ｍｌ，用人淋巴
细胞分离液按常规方法分离外周血单个核细胞，细胞

分为两份，一份提取细胞总 ＲＮＡ。荧光定量 ＰＣＲ扩
增 ＴＩＰＥ２基因，目的片段为 ２１４ｂｐ，引物（上游）５′－
ＧＣＣＣＡＧＣＧＣＧＴＡＴＣＡＡＧＧＡ－３′，（下游）５′ＧＣＡ
ＣＡＴＣＣＣＧＧＣＡＣＴＣＧＧＴＣ－３′。β－ａｃｔｉｎ作为内参，
用荧光定量 ＰＣＲ仪所配软件对实验结果进行分析。
ＴＩＰＥ２的 ｍＲＮＡ相对表达量采用 ２－ΔΔＣＴ法进行计算。
（４）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＴＩＰＥ２蛋白表达差异：收集 ３
组外周血单个核细胞，提取蛋白，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，
电泳结束后转移到 ＰＶＤＦ膜上封闭 １ｈ，加兔抗人
ＴＩＰＥ２抗体４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗涤 ３次后加二抗孵
育１ｈ，洗膜３次，然后暗室压片显影，用 ＧＡＤＰＨ做内
参。（５）ＲＡ活动评分：根据患者临床症状及疾病活
动指数 ＤＡＳ２８将 ＲＡ患者分为活动组（ＤＡＳ２８＞２．６）
和缓解组（ＤＡＳ２８≤２．６），ＤＡＳ２８的计算公式如下：
ＤＡＳ２８＝０．５６×压痛关节数 ＋０．２８×肿胀关节数 ＋
０．７×ｌｎ（ＥＳＲ）×１．０８＋０．１６。

４．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１７．０软件学软件进行
统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，３
组间比较采用单因素方差分析，计数资料采用 χ２检
验，ＴＮＦ－α水平与 ＴＩＰＥ２及各种临床指标的相关性
采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义，ＴＩＰＥ２的 ｍＲＮＡ相对表达量采用 ２－ΔΔＣＴ法
进行计算。

结　　果
ＲＡ活动组和缓解组患者的血清中 ＴＮＦ－α浓度

均高于健康对照组，ＲＡ活动组血清 ＴＮＦ－α浓度比
ＲＡ缓解组明显升高，各组间比较差异有统计学意义
（Ｆ＝１５．７００，Ｐ＝０．０００，表２）。

表 ２　各组血清中 ＴＮＦ－α的比较 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＮＦ－α（ｐｇ／ｍｌ）
ＲＡ活动组 ４２ ２４８．３±６２．８
ＲＡ缓解组 ４４ １０２．４±５８．４
健康对照组 ４０ ２５．６±１８．７

　　ＴＮＦ－α和 ＲＦ单独检测及联合检测的敏感度
和特异性见表３。８６例 ＲＡ组患者的 ＲＦ和 ＴＮＦ－α
敏感度分别为 ８０３％和 ７７．９％，特异性分别为
７２５％和 ８７．５％，ＴＮＦ－α和 ＲＦ联合检测的敏感
度和特异性分别为 ７５．６％和 ９００％，特异性与单
独检测 ＲＦ比较，差异有统计学意义（χ２＝５．５４，Ｐ＝
００２）。

·６６１·
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表 ３　研究对象各指标检测结果

指标
ＲＡ组（ｎ＝８６）

＋（ａ） －（ｃ）

敏感度

（％）

非 ＲＡ组（ｎ＝４０）
＋（ｂ） －（ｄ）

特异性

（％）

阳性预测值

（％）

阴性预测值

（％）
ＲＦ ６９ １７ ８０．３ １１ ２９ ７２．５ ８６．２ ６２．３

ＴＮＦ－α ６７ １９ ７７．９ ５ ３５ ８７．５ ９３．６ ６９．７
ＲＦ和 ＴＮＦ－α ６５ ２１ ７５．６ ３ ３７ ９０．０ ９４．４ ６３．５

　　敏感度 ＝ａ／（ａ＋ｃ），特异性 ＝ｄ／（ｂ＋ｄ），阳性预测值 ＝ａ／（ａ＋ｂ），阴性预测值 ＝ｄ／（ｃ＋ｄ）；ａ．ＲＡ组阳性例数；ｂ．非 ＲＡ组阳性例数；ｃ．ＲＡ组

阴性例数；ｄ．非 ＲＡ组阴性例数

　　ＲＡ患者外周血 ＴＮＦ－α浓度及单个核细胞
ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ的表达水平与 ＤＡＳ２８评分的相关
性。ＲＡ活动期患者外周血 ＴＮＦ－α浓度与 ＤＡＳ２８评
分呈正相关（ｒ２＝０．８３８，Ｐ＜０．０１），详见图 １。单个
核细胞 ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ表达水平与 ＤＡＳ２８评分呈明
显正相关（ｒ２＝０．７９６，Ｐ＜０．０１），详见图２。

图 １　ＲＡ活动期患者血清 ＴＮＦ－α浓度与

ＤＡＳ２８评分的相关性分析
　

图 ２　ＲＡ患者外周血单个核细胞 ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ

水平的表达与 ＤＡＳ２８评分的相关性分析
　

ＲＡ缓解组及活动组患者外周血 ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ
水平表达的 ２－ΔΔＣｔ值分别为 ３．３９±０．９８和 ９．４６±
３２８，明显高于健康对照组，ＲＡ活动组高于 ＲＡ缓解
组，组间比较差异有统计学意义（Ｆ＝１１．１９，Ｐ＝
０００），详见图３。

图 ３　对照组、ＲＡ缓解组及 ＲＡ活动组外周血

ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ水平的表达

与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与缓解组比较，＃Ｐ＜０．０５

如图４所示，ＲＡ活动期患者外周血中 ＴＩＰＥ２和
ＴＩＰＥ２在蛋白水平的表达高于缓解期，缓解期高于对照
组，组间比较差异有统计学意义（Ｆ＝１０．３２，Ｐ＝０．００）。

图 ４　对照组、ＲＡ缓解组及 ＲＡ活动组外周血

ＴＩＰＥ２在蛋白水平的表达

与对照组比较，Ｐ＜０．０５；与缓解组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
ＲＡ是一种自身免疫性疾病，以关节炎症的多变

性、关节破坏和进行性功能障碍为特点。细胞因子在

ＲＡ的发病过程中具有重要作用，是引起 ＲＡ关节损
伤和滑膜炎症的重要介质，如 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１、ＩＬ－８
等

［５］
。ＴＮＦ－α是重要的促炎性因子，可以趋化并活

化白细胞、激活内皮细胞和破骨细胞等，促进炎症持

·７６１·
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续发生、引起骨与软骨渐进性的破坏。ＴＮＦ－α在
ＲＡ的局部滑膜炎症、血管翳的生成和组织损伤中都
发挥重要的作用

［６，７］
。

研究发现，ＴＮＦ－α在血清中的浓度随患者病情
严重程度的增加而升高，与病情程度呈正相关

［８］
。

本实验对健康对照、缓解期和活动期患者血清的

ＴＮＦ－α进行测定并比较发现，ＲＡ活动组和缓解组
患者血清 ＴＮＦ－α抗体均高于健康对照组，ＲＡ活动
组的血清 ＴＮＦ－α水平比 ＲＡ缓解组明显升高，和其
他研究者的结论是一致的，ＴＮＦ－α在 ＲＡ患者血清
中的浓度显著升高，且与 ＤＡＳ２８呈明显正相关，可以
用于 ＲＡ病情监测。

ＴＮＦ－α诱导蛋白（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ－
ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＮＦＡＩＰ）是由 ＴＮＦ－α诱导产生的蛋
白，参与多种生命过程，在自身免疫性疾病的发生、发

展中发挥一定作用
［９］
。ＴＮＦＡＩＰ家族包括ＴＮＦＡＩＰ１～

９、ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２即 ＴＩＰＥ２，可以调节免疫反应的稳定
性。有研究者发现，ＴＩＰＥ２具有抗动脉粥样硬化的作
用

［１０］
。本实验发现，ＲＡ患者外周血 ＴＮＦ－α及单个

核细胞 ＴＩＰＥ２表达水平与 ＤＡＳ２８评分呈正相关，
ＴＩＰＥ２的定量 ＰＣＲ结果显示，ＲＡ缓解组及 ＲＡ活动
组外周血 ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ水平的表达均明显高于健
康对照组，ＲＡ活动组明显高于 ＲＡ缓解组，ＴＮＦ－α
和 ＴＩＰＥ２的表达可以作为判断 ＲＡ活动度的指标，
ＴＮＦ－α是 ＲＡ治疗的一个靶点，临床上应用 ＴＮＦ－α
抑制剂对 ＲＡ患者进行治疗，取得良好效果，ＴＩＰＥ２
也有望成为 ＲＡ治疗的靶点。

本实验统计了 ＲＦ、ＴＮＦ－α单独检测及联合检
测的敏感度和特异性。８６例 ＲＡ组患者的 ＲＦ和
ＴＮＦ－α敏感度分别为 ８０．３％和 ７７．９％，特异性分
别为 ７２．５％和 ８７．５％。ＴＮＦ－α和 ＲＦ联合检测的
敏感度和特异性分别为 ７５６％和 ９０．０％，特异性
与单独检测 ＲＦ相比，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５）。综上所述，本实验认为联合检测 ＲＡ患者血
清中的 ＲＦ和 ＴＮＦ－α的表达水平，可以提高诊断的
特异性，检测 ＴＮＦ－α的浓度和外周血单个核细胞的
ＴＩＰＥ２在 ｍＲＮＡ水平的表达对患者的治疗效果和病
情的监测有重要临床价值。
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１３　陈德君，厉春萍．血清补体及抗 ｄｓ－ＤＮＡ水平与狼疮病理分型
及活动性的相关性分析［Ｊ］．中国中西医合肾病杂志，２０１２，１３
（１０）：９１０－９１１

１４　闭闵，李家燕．肾脏病理学参数对狼疮性肾炎治疗指导意义的探
讨［Ｊ］．广西医学，２００３，２５（９）：１５９７－１５９８
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