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!摘!要" 目的!检测系统性硬化症!3B3>8@2D3DA876323"IID#患者血浆外泌体微小 &S+!@2D76&S+"@2&S+#的表达"

探讨其在 IID中的临床意义* 方法!选取 "# 例梅州市人民医院风湿免疫科 "#"# 年 $ 月至 "#"" 年 $ 月未接受治疗

的初诊 IID患者"同时以年龄及性别匹配的 $' 例健康志愿者作为对照组* 采用超速离心法获得血浆外泌体"采用

实时荧光定量聚合酶链式反应 !b=<4><>2V878<A.>2@896AB@87<38D?<24 78<D>264" b&%.[5&#检测外泌体 @2&.)E.'9,

@2&.(".)9和@2&.$E".)9的表达* 采用 I98<7@<4秩相关系数检验分析@2&S+表达水平与 IID临床特点的相关性*

结果!"# 例 IID患者的平均年龄为!'"*, m$"*,#岁"男性 - 例"女性 $) 例* 根据皮肤累及范围"$) 例为局限皮肤型

IID!A2@2>8: D=><486=33B3>8@2D3DA876323" ADIID#"- 例为弥漫皮肤型 IID!:2RR=38D=><486=33B3>8@2D3DA876323" :DIID#*

根据高分辨率胸部5%检查结果"- 例确诊间质性肺病!24>873>2>2<AA=4;:238<38" XJO#"$) 例确诊非XJO* IID患者血

浆外泌体@2&.)E.'9,@2&.(".)9和@2&.$E".)9的表达水平显著高于对照组!分别为 4j#*##),4j#*### $ 和 4j

#*#$,#* 与未并发XJO的患者相比"并发 XJO患者 @2&.)E.'9 和 @2&.$E".)9 的表达水平显著降低!分别为 4j

#*#)- 和4j#*#$'#* @2&.)E.'9和@2&.$E".)9的表达水平与XJO!分别为,ja#*EF,4j#*#)$ 和,ja#*'',4j

#*#$$#,关节炎!分别为,ja#*E,,4j#*#E# 和,ja#*EF,4j#*#)"#均呈负相关* @2&.$E".)9 与红细胞沉降率

呈负相关!,ja#*'',4j#*#$"#* 结论!IID的血浆外泌体@2&.)E.'9,@2&.(".)9和@2&.$E".)9存在表达失调"表

达异常的@2&.)E.'9和@2&.$E".)9与 IID相关XJO!IID<336D2<>8: XJO" IID.XJO#存在相关性*

!关键词" 系统性硬化症$微&S+3$外泌体$间质性肺疾病
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!!系统性硬化症!3B3>8@2D3DA876323" IID#是一种

异质性的系统性自身免疫性疾病"其特征是皮肤和

器官纤维化"目前其发病机制尚未完全明确($)

* 越

来越多的证据表明"微小&S+!@2D76&S+" @2&S+#

参与 IID的发病过程(" aE)

* 有研究发现"@2&.)E.'9

和@2&.(".)9 参与纤维化疾病的发病过程(' a,)

"

@2&.$E".)9 具有抗纤维化作用(- aF)

"这些 @2&S+3

在 IID的发病机制中可能发挥重要作用*

肺是 IID最常受累的器官之一"间质性肺病

!24>873>2>2<AA=4;:238<38" XJO#已成为 IID患者死亡

的最主要原因之一(()

* 目前"XJO的诊断主要依靠

临床表现,胸部高分辨率 5%检查和肺组织病理活

检"但是通过以上检查方法得到的结果具有一定的

滞后性"因此"研究和发现可用于早期诊断XJO血清

学特异性生物标志物具有重要意义*

外泌体是一种富含多种信息物质!如 @2&S+3

等#的胞外囊泡"外泌体@2&S+3参与了人体生理和

病理过程"在免疫反应和炎症反应等方面发挥重要

作用($# a$$)

* e87@=>?等($")的研究发现 IID患者外

周血外泌体 @2&S+3表达失调"其血清能诱导真皮

成纤维细胞的促纤维化基因高表达* e=>>;8等(,)

的研究发现血清部分 @2&S+3在不同临床亚群 IID

患者中的表达存在差异*

本研究通过实时荧光定量聚合酶链式反应

!b=<4><>2V878<A.>2@896AB@87<38D?<24 78<D>264" b&%.

[5&#检测 IID患者血浆外泌体 @2&.)E.'9,@2&.(".

)9和@2&.$E".)9的表达"并将其表达水平与 IID的

临床特点进行相关性分析"探究这几个血浆外泌体

@2&S+3在 IID中的临床意义*

%&资料与方法

%*%!研究对象

收集梅州市人民医院风湿免疫科 "#"# 年 $ 月

至 "#"" 年 $ 月住院诊治的初诊 IID患者 "# 例"所

有患者均未接受药物治疗"其中男性 - 例"女性 $)

例"年龄 $- d-$ 岁"平均年龄!'"*, m$"*,#岁* 所

有 IID患者均符合 "#$) 年美国风湿病学会!+@872.

D<4 56AA8;86R&?8=@<>6A6;B" +5&#0欧洲抗风湿病

联盟 !%?8K=7698<4 J8<;=8+;<243>&?8=@<>23@"

KZJ+&#制定的 IID分类标准* 排除标准包括%合

并其他自身免疫性疾病,恶性肿瘤,急慢性感染性疾

病,慢性阻塞性肺疾病及血液系统疾病等*

根据 IID患者的皮肤累及范围"分为局限皮肤

型 IID!A2@2>8: D=><486=33B3>8@2D3DA876323" ADIID#组

$) 例和弥漫皮肤型 IID! :2RR=38D=><486=33B3>8@2D

3DA876323" :DIID#组 - 例* 根据高分辨率胸部 5%检

查确诊 IID患者是否并发 XJO"分为 XJO组 - 例和

非XJO组 $) 例* 选取梅州市人民医院体检中心的

同期 $' 名健康志愿者作为对照组"其中男性 E 例"

女性 $$ 例"年龄 ), d'- 岁"平均年龄!E(*$ m,*E#

岁* 本研究经梅州市人民医院医学伦理委员会批准

!审批编号%"#"$.5_.E##"所有参与者均签署了书

面知情同意书*

%*'!外泌体的分离

从新鲜血液样本中分离外泌体"将 KO%+抗凝

血于 E v," ### n/ 离心 $# @24 获得血浆"将血浆

分装于 " @J无菌K[管"存储在aF# v备用* 外泌

体采用超速离心法分离获得"将 " @J血浆解冻后"

在 E v," '## n/ 离心 $# @24"取上清液在 E v,

) ### n/离心 $' @24"再将获得的上清液置于 ' @J

离心管"采用超速离心机! 2̀@<D5[$##S/"日本#在

E v,"## ### n/ 超速离心 )# @24"去除上清液"最

后用 '#

+

J[LI 重悬管底沉淀物"得到外泌体* 使

用外泌体标志分子 5O,) 和 %I]$#$ 的抗体 !+N.

D<@"英国#标记外泌体"采用免疫印迹检测提纯的

外泌体中 5O,) 和 %I]$#$ 的表达* 采用透射电镜

!YKT.$E##"日本#显像外泌体的超微结构和大小*

%*-!外泌体&S+的提取

按照外泌体&S+试剂盒!S67;84"加拿大#说明

书提取外泌体 &S+"使用 S<46O769.$### 分光光度

计!%?87@6W23?87ID284>2R2D"美国#检测光密度值

!J#"评价总&S+的质量和浓度*

%*.!逆转录和@2&S+定量

使用@2&S+b&%.[5&试剂盒!%<G<7<"日本#进
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行逆转录酶定量[5&以检测 @2&S+的表达* 将外

泌体总 &S+逆转录成 DOS+"在含有 DOS+,I_L&

混合物和特异性引物的 (, 孔板中进行 b&%.[5&扩

增"扩增反应在 &6D?8J2;?>5BDA87EF# 平台!&6D?8"

美国# 上进行* 以 Z, 小核 &S+!3@<AA4=DA8<7.

&S+"34&S+#作为内参照"每个样本做 " 个复孔"

@2&S+3的循环数阈值!DBDA8>?783?6A:" 5>#取平均

值"计算
3

>&的公式为%

3

>&j>&

@2&S+

a>&

Z,

"使用

"

a

33

>&方法计算目的@2&S+3的相对表达水平*

%*/!统计学分析

采用 I[II "'*# 软件和 ]7<9?[<: [723@(*# 软

件进行数据分析* 计量资料以均数m标准差或中位

数!K

$

" K

)

#表示"正态分布的计数资料采用 I>=:84>

&检验或W23?87检验"非正态分布的资料组间比较采

用T<44.e?2>48BA检验"外泌体 @2&S+3的表达水

平与 IID临床特点的相关性采用 I98<7@<4 相关分

析"以4k#*#' 为差异有统计学意义*

'&结果

'*%!研究对象的临床基线资料

研究对象的临床基线资料如表 $ 和 " 所示"IID

患者组与健康对照组之间的年龄和性别差异无统计

学意义* "# 例 IID患者中有 - 例并发 XJO"且均为

女性* IID患者亚组间的临床特点相比较"雷诺现

象!&<B4<=: 9?846@8464#在 XJO组和 ADIID组中更

常见"血清抗 &6.'" 抗体阳性率在 XJO和 :DIID患

者组中更高"但这些临床特点在 IID两亚组间的差

异无统计学意义*

表 %&系统性硬化症患者组和健康对照组的人口统计学和临床参数

!69<7%&O8@6;7<9?2D<4: DA242D<A9<7<@8>8736RIID9<>284>3<4: ?8<A>?BD64>76A3

<̂72<NA83

IID!# j"##

ADIID!# j$)# :DIID!# j-#

8̀<A>?BD64>76A3!# j$'#

+;80B8<73 ')*F m$$*E '#*$ m$'*" E(*$ m,*E

T<A80W8@<A8" # E0( )0E E0$$

&<B4<=: 9?846@8464 $# !-,*(# E !'-*$# 40<

+7>?72>23 - !')*F# E !'-*$# 40<

O2;2><A=AD873 " !$'*E# # !## 40<

XJO ' !)F*'# " !"F*,# 40<

KI&0!@@0?# ",*# !$'*#" )F*## "E*# !,*'" EF*'# 40<

5[&0!;0J# $*' !#*(" -*)# "*' !$*"" $(*'# 40<

+S+9632>2V8 $) !$##*## - !$##*## 40<

+4>2.IDA.-# <4>2N6:B F !,$*'# ) !E"*(# 40<

+5+ ) !")*$# # !## 40<

+4>2.&6.'" <4>2N6:B " !$'*E# ) !E"*(# 40<

&6:@<4 <33833@84> '*# m"*E

$'*E mE*F

##

40<

!!

##

4k#*#$" D6@9<78: f2>? ADIID3=N18D>3*O<><<78978384>8: <3

"

6m2" # !H#" 67)!K

$

" K

)

#*IID" 3B3>8@2D3DA876323$ ADIID" A2@2>8: D=><.

486=33B3>8@2D3DA876323$ :DIID" :2RR=38D=><486=33B3>8@2D3DA876323$ 40<" 46><99A2D<NA8$ XJO" 24>873>2>2<AA=4;:238<38$ KI&" 87B>?76DB>838:2@84><>264

7<>8$ 5&[" 5.78<D>2V8976>824$ +S+" <4>24=DA8<7<4>2N6:283$ +5+" <4>2D84>76@878<4>2N6:B*

'*'!外泌体的鉴定

采用e83>874 NA6>技术检测从血浆中提取的外

泌体表面标记蛋白 5O,) 和 %I]$#$ 进行鉴定!图

$+#"采用透射电镜鉴定外泌体的结构!图 $L#*

'*-!外泌体 @2&S+3在健康对照组和 IID组及其

亚组中表达水平的比较

与健康对照组相比"IID患者血浆外泌体 @2&.

)E.'9,@2&.(".)9 和 @2&.$E".)9 的表达水平均显著

升高!分别为4j#*##),4j#*### $ 和4j#*#$,#"

差异有统计学意义!图 "+#$这三个@2&S+3的表达

水平在 :DIID和 ADIID两亚组间的差异无统计学意

义!图 "L#* XJO组 @2&.)E.'9 和 @2&.$E".)9 的表

达水平明显低于非XJO组!分别为4j#*#)- 和4j

#*#$'#"而 @2&.(".)9 的表达水平在这两亚组间的

差异无统计学意义!4j#*-'-"图 "5#*

'*.!外泌体 @2&S+3的表达水平与 IID患者临床

特点的相关性分析

外泌体@2&.)E.'9和@2&.$E".)9的表达水平与

IID相关 XJO!IID<336D2<>8: XJO" IID.XJO#呈负相

关!分别为,ja#*EF,4j#*#)$ 和,ja#*'',4j

#*#$$#" 与关节炎也呈负相关!分别为 ,ja#*E,,

4j#*#E# 和,ja#*EF,4j#*#)"#* 在实验室检查

'E"#$'
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指标方面"外泌体 @2&.$E".)9 的表达水平与红细胞

沉降率!87B>?76DB>838:2@84><>264 7<>8"KI&#呈负相关

!,ja#*'',4j#*#$"#* 外泌体 @2&.(".)9 的表达

与 IID患者的临床特点之间无显著相关性!表 )#*

表 '&IID患者XJO和非XJO亚组的临床特征

!69<7'&5A242D<AD?<7<D>8723>2D36RXJO<4: 464.XJO3=N;76=93<@64;IID9<>284>3

<̂72<NA83 XJO!# j-# SXJO!# j$)#

+;80B8<73 '$*$ m$#*F ')*E m$)*F

T<A80W8@<A8" # #0- -0,

&<B4<=: 9?846@8464 , !F'*-# F !,$*'#

+7>?72>23 E !'-*$# - !')*F#

O2;2><A=AD873 $ !$E*)# $ !-*-#

KI&0!@@0?# )F*# !"$*#" E-*'# $F*# !$#*#" )F*##

5[&0!;0J# $*E !#*(" E*(# $*F !$*$" $F*)#

+S+ - !$##*## $) !$##*##

+4>2.IDA.-# <4>2N6:B ' !-$*E# , !E,*"#

+5+ # !## ) !")*$#

+4>2.&6.'" <4>2N6:B " !"F*,# ) !")*$#

&6:@<4 <33833@84> (*# m-*$ (*( m-*$

!!O<><<78978384>8: <3

"

6m2" # !H#" 67)!K

$

" K

)

#*IID" 3B3>8@2D3DA876323$ XJO" 24>873>2>2<AA=4;:238<38$ SXJO" 464.24>873>2>2<AA=4;:238<38$

KI&" 87B>?76DB>838:2@84><>264 7<>8$ 5&[" 5.78<D>2V8976>824$ +S+" <4>24=DA8<7<4>2N6:283$ IDA.-#" <4>2.OS+>696236@87<38

'

$ +5+" <4>2D84>76@878

<4>2N6:B*

+" <4<AB3236R8M636@83NB@<7G8735O,) <4: %I]$#$ =324;e83>874 NA6>$ L" 8M636@83f8786N387V8: =4:87>7<43@233264 8A8D>764 @2D763D698

!<776f3#*KOI" 8M636@8:8972V8: 3=9874<><4>*

图 %&血浆外泌体的鉴定

K$2A=7%&X:84>2R2D<>264 6R9A<3@<:872V8: 8M636@83

!

-&讨论

@2&S+失调会导致免疫疾病!如自身免疫和炎

性疾病#的发生"失调的 @2&S+加速 IID的发展"促

进XJO的发生(E)

* 本研究检测了 IID患者血浆外泌

体@2&.)E.'9,@2&.(".)9 和@2&.$E".)9 的表达"发现

这三个 @2&S+3表达失调"@2&.)E.'9 和 @2&.$E".)9

的表达水平与 IID.XJO均呈负相关* @2&.)E 可通过

负反馈机制在抑制肺纤维化中起重要作用($))

*

L=AV2G等($E)的研究发现"小鼠肺肌成纤维细胞高表

达的@2&.)E可以减轻肺纤维化* O23<B<N=>7等($')的

研究发现"特发性肺纤维化患者的
"

型肺泡上皮细胞

高表达 @2&.)E.'9"且与肺纤维化的进展呈负相关*

本研究发现"并发 XJO的 IID患者血浆外泌体 @2&.

)E.'9表达水平明显低于未并发 XJO的患者"而且

@2&.)E.'9的表达水平与XJO呈负相关"提示外泌体

@2&.)E.'9表达异常可能与 IID.XJO密切相关"但需

进一步深入研究其在 IID.XJO发病机制中的作用*

@2&.("<参与细胞外基质的代谢过程"其可以

下调基质金属蛋白酶 $ !@<>72M@8><AA6976>824<38"

TT[.$#的表达"从而减少细胞外基质的降解($,)

*

肺纤维化的发生,发展与 @2&.("<的表达异常密切

相关"特发性肺纤维化和间质性肺纤维化患者成纤

维细胞 @2&.("<的表达水平显著高于健康对照

组($-)

* 国内外有学者报道"IID患者血浆 @2&.("<

的表达水平低于健康对照组($F a$()

"而本研究结果显

示"IID患者血浆外泌体@2&.(".)9的表达水平显著

高于健康对照组"这与 I24;等("#)报道的结果相一
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致* 本研究未发现外泌体@2&.(".)9 的表达水平在

XJO组和非XJO组之间存在差异"而 e=>>;8等(,)的

研究发现"合并 XJO的 IID患者血浆 @2&.("<表达

下调"尤其是在那些抗 IDA.-# 抗体和抗 Z$ 小核糖

核蛋白!72N64=DA86976>824" &S[#抗体阳性的患者*

本研究未发现外泌体 @2&.(".)9 的表达水平与 IID

患者自身抗体谱存在相关性"这与 I>884 等($F)的报

道相一致* 目前"关于 IID外周血 @2&.(".)9 表达

异常的研究结果尚存在差异"需今后进一步探讨其

在 IID中的表达及其临床意义*

+" D6@9<72364 6R8M97833264 6R@2&.)E.'9" @2&.(".)9 <4: @2&.$E".)9 N8>f884 IID9<>284>3<4: ?8<A>?BD64>76A3$ L" D6@9<72364 6R8M97833264 6R8M6.

36@<A@2&.)E.'9" @2&.(".)9 <4: @2&.$E".)9 N8>f884 ADIID<4: :DIID9<>284>3$ 5" D6@9<72364 6R8M97833264 6R@2&.)E.'9" @2&.(".)9 <4: @2&.

$E".)9 N8>f884 IID9<>284>3f2>? XJO<4: f2>?6=>XJO*IID" 3B3>8@2D3DA876323$ 5̀3" ?8<A>?BD64>76A3$ :DIID" :2RR=38D=><486=33B3>8@2D3DA876323$

ADIID" A2@2>8: D=><486=33B3>8@2D3DA876323$ XJO" 24>873>2>2<AA=4;:238<38$ SXJO" 464.XJO*

图 '&不同组间血浆外泌体@2&S+3表达水平的比较

K$2A=7'&56@9<72364 6R8M97833264 6R9A<3@<8M636@<A@2&S+3N8>f884 >?8;76=93

!

表 -&IID患者外泌体@2&S+3与临床参数的 I98<7@<4等级相关系数

!69<7-&I98<7@<4&37<4G D6778A<>264 D68RR2D284>3N8>f884 8M636@<A@2&S+3<4: DA242D<A9<7<@8>87324 IID9<>284>3

<̂72<NA83

@2&.)E.'9 @2&.(".)9 @2&.$E".)9

, 4 , 4 , 4

&<B4<=: 9?846@8464 #*$( #*E"E #*## l#*((( #*$) #*'-F

+7>?72>23 a#*E,

#*#E#

#

#*$) #*'F) a#*EF

#*#)"

#

XJO a#*EF

#*#)$

#

#*#F #*-)" a#*''

#*#$$

#

KI& a#*E$ #*#-' a#*$F #*E)F a#*''

#*#$"

#

5[& a#*$$ #*,E# a#*$# #*,F, a#*#' #*F"$

+4>2.IDA.-# <4>2N6:B a#*)' #*$", a#*EE #*#'$ a#*$F #*E''

+5+ #*$) #*'-' #*#( #*-"" #*", #*"-F

+4>2.&6.'" <4>2N6:B #*$' #*'") #*)# #*$() #*$) #*'F'

&6:@<4 <33833@84> #*") #*)), #*"# #*E#, #*"# #*)(E

!!

#

4k#*#'*IID" 3B3>8@2D3DA876323$ XJO" 24>873>2>2<AA=4;:238<38$ KI&" 87B>?76DB>838:2@84><>264 7<>8$ 5&[" 5.78<D>2V8976>824$ IDA.-#" <4>2.

OS+>696236@87<38

'

$ +5+" <4>2D84>76@878<4>2N6:B*

',"#$'
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!!@2&.$E".)9 是参与抗纤维化作用的 @2&S+"其

表达异常参与了器官纤维化的发病("$)

* @2&.$E".

)9通过下调细胞转化生长因子
&

受体 $!>7<43R67.

@24;;76f>? R<D>67

&

78D89>67$" %]W

&

.&$#的表达"

进而抑制肺泡上皮细胞和肺成纤维细胞的纤维化反

应"富含 @2&.$E".)9 的外泌体具有抗纤维化作

用("$)

* 与健康人相比"IID患者血浆 @2&.$E".)9 的

表达明显下调($F)

* ]=26>等("$)的研究发现"血浆外

泌体@2&.$E".)9在特发性肺纤维化患者中明显升

高* 本研究发现"IID患者血浆外泌体 @2&.$E".)9

表达明显高于健康对照组"合并 XJO的 IID患者外

泌体@2&.$E".)9表达水平明显低于未合并 XJO的

患者"而且外泌体 @2&.$E".)9 的表达水平与 IID.

XJO呈负相关"提示 @2&.$E".)9 的表达下调促进了

IID.XJO的发生和发展* S16DG等("")的研究发现"特

发性肺纤维化患者痰液中外泌体 @2&.$E".)9 的表

达与肺的弥散功能呈负相关* 表达异常的外泌体

@2&.$E".)9与XJO密切相关"可能成为 IID.XJO一

个潜在的生物学标志物*

本研究也存在一些局限性"首先"入组的病例数

及并发XJO的病例数较少"需扩大样本量进一步探

讨血浆外泌体 @2&S+在 IID中的临床意义$其次"

本研究未能获得@2&S+表达水平的动态观察"在今

后的研究中需弥补以上不足*

综上所述" IID患者血浆外泌体 @2&.)E.'9,

@2&.(".)9和@2&.$E".)9表达失调"IID.XJO患者血

浆外泌体@2&.)E.'9 和 @2&.$E".)9 表达下调"且与

XJO呈负相关"提示这两种异常表达的血浆外泌体

@2&S+3与 IID.XJO的发生和发展存在相关性*
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