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系统性硬化症血清细胞因子表达谱变化及
调控机制
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!摘!要" 目的!分析系统性硬化症!2A2=7?1C2C@765212"KKC$血清细胞因子表达谱"探讨其可能的调控机制) 方法!

收集 $# 例 KKC患者及 F# 例正常对照组血清和外周血单个核细胞 LQ("按照 KKC有无合并肺间质病变!13=762=1=1;@

@<3:9127;27" URL$分为 KKC合并URL组及 KKC不合并URL组"根据皮肤受累程度"分为弥漫性系统性硬化症!91JJ<27

C<=;375<22C@765976?;"9CKKC$组和局限性系统性硬化症!@1?1=79 C<=;375<22C@765976?;"@CKKC$组"根据 KKC患者血清

中是否存在抗拓扑异构酶+" 抗体!即抗 KC@+*# 抗体$" 分为 KKCKC@+*#! p$组及 KKCKC@+*#! b$组) 使用 R<?137f

c(VHU,检测系统和 1̂5+H@7fH65Z<?;3 4A=5E137-*+8@7f(22;A试剂盒检测血清中的 -* 种细胞因子&白细胞介素

!13=76@7<E13"UR$"

*

!UR+"

*

$#UR+" 受体拮抗剂!13=76@7<E13+" 67C78=56;3=;:5312="UR+"6;$#UR+-#UR+%#UR+D#UR+)#UR+*#UR+

F#UR+'#UR+"##UR+"-H*##UR+"$#UR+"D#UR+"*#碱性纤维生长因子!a;21CJ1a76:65]=> J;C=56" (̂KU4MVM$#嗜酸性粒细胞

趋化因子!75=;f13$#粒细胞集落刺激因子!:6;3<@5CA=7C5@53A2=1?<@;=13:J;C=56"V+4KM$#粒细胞+巨噬细胞集落刺激

因子!:6;3<@5CA=7+?;C658>;:7C5@53A2=1?<@;=13:J;C=56"Vc+4KM$#干扰素
+

!13=76J7653+

+

"UMQ+

+

$#人干扰素诱导蛋白

"#!13=76J7653+:;??;139<C79 865=713 "#"UH+"#$#单核细胞趋化蛋白+"!?535CA=7C>7?5=;C=1C865=713 "" c4H+"$#人巨

噬细胞炎性蛋白 "

)

!?;C658>;:713J@;??;=56A865=713+"

)

"cUH+"

)

$#人巨噬细胞炎性蛋白 "

*

!?;C658>;:713J@;??;=56A

865=713 "

*

"cUH+"

*

$#人血小板衍生生长因子 ^̂ !8@;=7@7=+9761I79 :65]=> J;C=56̂ "̂HLVM+̂ $̂#调节激活正常X细胞

表达和分泌细胞因子!67:<@;=79 53 ;C=1I;=153 13 356?;@X+C7@@7f8672279 ;39 27C67=79"&(QXSK$#肿瘤坏死因子+

)

!=<?5637C65212J;C=56

)

"XQM+

)

$和血管内皮生长因子!I;2C<@;67395=>7@1;@:65]=> J;C=56"WSVM$) 利用 U@@<?13;%D#T

甲基化芯片检测单个核细胞LQ(全基因组甲基化位点变化) 结果!与正常对照组相比较""- 种细胞因子! (̂KU4

MVM#75=;f13#V+4KM#Vc+4KM#UMQ+

+

#UR+"

*

#UR+"&(#UR+)#UH+"##c4H+"#XQM+

)

和 &(QXSK$在 KKC中表达明显升高

!#l#.#D$" UR+D 在 KKC中表达降低!#l#.#D$"其余细胞因子表达差异无统计学意义) 与@CKKC组比较" ' 种细胞

因子!75=;f13#UR+D#c4H+"#UR+-#&(QXSK#UR"*(#UR+F#cUH+"

*

和HLVM+̂ $̂在 9CKKC组增高"但差异无统计学意义)

与 KKC不合并URL组相比较"UR+"D 在 KKC合并URL组增高*"F.-!"*-.'*$ 3:/R!".-.#$!#.#D$ 3:/R"#l#.#D+%与

KKCKC@+*#! b$组相比较"UH+"# 在 KKCKC@+*#! p$组表达降低*" #$#!- "').)$ 3:/R!"." F*F!- ')%$ 3:/R"#l

#.#D+) 分析血清细胞因子与红细胞沉降率!76A=>65CA=72791?73=;=153 6;=7"SK&$#4反应蛋白!4+67;C=1I7865=713"

4&H$的相关性发现"UR+) 与SK&正相关!Nm#.#%" #m#.#"*$%c4H+"!Nm#.%'" # m#.#%$$和 cUH+"

*

!Nm

#.%"" # m#.##*$与 4&H正相关) 分析细胞因子甲基化位点变化"发现 UR+"# XKK"D## 区的 C:"**%%)#%#UR+

"-H*#XKK-## 区的C:#)"""-F)#UR+"

*

XKK-## 区的C:#*'$D-)%#UR+" 6;XKK"D## 区的C:#"%)*%"*#UR+" 6;Dj非翻译区

的C:#$'F''F* 和WSVMXKK-## 区的C:-"#'')-% 均呈低甲基化) 结论!KKC患者血清存在多种细胞因子变化"且细

胞因子变化与皮肤受损程度#肺纤维化有关"多种细胞因子表达受甲基化调控)

!关键词" 系统性硬化症%细胞因子%全基因组甲基化
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2C@765212!KKC$ ;39 7f8@5671=285221a@767:<@;=56A?7C>;312?2.<)89"!5& K76<?;39 LQ(5J87618>76;@

a@559 ?5353<C@7;6C7@@2]767C5@@7C=79 J65?$# KKC8;=173=2;39 F# 356?;@C53=65@2!Q42$.(CC56913:=5

=>7867273C756;a273C75J13=762=1=1;@@<3:9127;27!URL$ 13 KKC" =>78;=173=2]76791I1979 13=5KKC]1=>

URL:65<8 ;39 KKC]1=>5<=URL:65<8.(CC56913:=5=>797:6775J2E13 13I5@I7?73=" =>78;=173=2]767

91I1979 13=591JJ<272A2=7?1C2C@765976?;! 9CKKC$ :65<8 ;39 @1?1=79 2A2=7?1C2C@765976?;!@CKKC$

:65<8.(CC56913:=5=>7867273C75J;3=1+=585125?76;27+" ;3=1a59A!;3=1+KC@+*# ;3=1a59A$ 13 =>7276<?5J
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-*+8@7f(22;AE1=& 13=76@7<E13+"

*

!UR+"

*

$" 13=76@7<E13+" 67C78=56;3=;:5312=!UR+"6;$" UR+-" UR+%" UR+

D" UR+)" UR+*" UR+F" UR+'" UR+"#" UR+"-H*#" UR+"$" UR+"D" UR+"*" a;21CJ1a76:65]=> J;C=56! (̂KU4
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$" 8@;=7@7=+9761I79 :65]=> J;C=56̂ ^!HLVM+̂ $̂" 67:<@;=79 53 ;C=1I;=153 13

356?;@X+C7@@7f8672279 ;39 27C67=79 !&(QXSK$" =<?5637C65212J;C=56+

)

!XQM+

)
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=>7@1;@:65]=> J;C=56!WSVM$.c7=>A@;=153 21=72]76797=7C=79 aAU@@<?13;%D#T?7=>A@;=153 C>18.()I

5-485& 45?8;679 ]1=> Q42:65<8" =>77f86722153 5J"- CA=5E1372! (̂KU4MVM" 75=;f13" V+4KM" Vc+

4KM" UMQ+

+
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*
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;39 &(QXSK$ 13 =>7KKC:65<8 21:31J1C;3=@A

13C67;279 !#l#.#D$" UR+D ];297C67;279 7f86722153 13 =>7KKC:65<8 !#l#.#D$" =>767];23521:31+

J1C;3=91JJ7673C713 =>77f8672215325J=>75=>76"% CA=5E1372.45?8;679 ]1=> @CKKC:65<8" ' CA=5E1372

!75=;f13" UR+D" c4H+"" UR+-" &(QXSK" UR"*(" UR+F" cUH+"

*

;39 HLVM+̂ $̂ 13C67;279 13 9CKKC

:65<8" a<==>767];23521:31J1C;3=91JJ7673C7.45?8;679 ]1=> KKC]1=>5<=URL:65<8" UR+"D 13C67;279 13

KK4]1=> URL:65<8 *"F.-!"*-.'*$ 3:/R!".-.#$!#.#D$ 3:/R" #l#.#D+.45?8;679 ]1=> KKCKC@+

*# ! b$ :65<8" =>77f86722153 5JUH+"# 97C67;279 13 KKCKC@+*# ! p$ :65<8 *" #$# !- "').)$ 3:/R

!"." F*F !- ')%$ 3:/R" #l#.#D+.X>7C5667@;=153 ;3;@A2125J276<?CA=5E1372]1=> 76A=>65CA=72791+

?73=;=153 6;=7!SK&$ ;39 4+67;C=1I7865=713 !4&H$ 2>5]79 =>;=UR+) ];28521=1I7@AC5667@;=79 ]1=> SK&

!Nm#.#%" #m#.#"*$" c4H+" !Nm#.%'" #m#.#%$$ ;39 cUH+"

*

!Nm#.%"" #m#.##*$ 8521+

=1I7@AC5667@;=79 ]1=> 4&H.̂ A;3;@A\13:=>7C>;3:725J?7=>A@;=153 21=725JCA=5E1372" 1=];2J5<39 =>;=

C:"**%%)#% 13 UR+"# XKK"D## 67:153" C:#)"""-F) 13 UR+"-H*# XKK-## 67:153" C:#*'$D-)% 13 UR+"

*

XKK-## 67:153" C:#"%)*%"* 13 UR+"6;XKK"D## 67:153" C:#$'F''F* 13 UR+"6;DjPX& 67:153 ;39

C:-"#'')-% 13 WSVMXKK-## 67:153 ]767;@@>A85?7=>A@;=79.E"074-5#"0& X>767]76791JJ7673=CA=5+

E13727f86722153 865J1@7213 =>7276<?5JKKC8;=173=2" ;39 =>7;@=7679 CA=5E1372]767C5667@7C=79 ]1=> =>7

97:6775J2E13 9;?;:7;39 8<@?53;6AJ1a65212.c;3ACA=5E1372]76767:<@;=79 aA?7=>A@;=153.

?@>AB(C:!

KA2=7?1C2C@765212% 4A=5E137% V735?7+]197?7=>A@;=153

!!系统性硬化症!2A2=7?1C2C@765212"KKC$是一种

病因不明的高度异质性的自身免疫病"其主要特征

是微血管功能障碍#慢性炎症#免疫异常以及皮肤和

内脏器官进行性纤维化) KKC患病率约为 "/

"# ###"在风湿病中病死率最高*"+

) 肺间质病变

!13=762=1=1;@@<3:9127;27"URL$和肺动脉高压是导致

KKC死亡的主要并发症*" b-+

) KKC根据皮肤受累程

度"分为弥漫性系统性硬化症 ! 91JJ<27C<=;375<2

2C@765976?;"9CKKC$和局限性系统性硬化症!@1?1=79

C<=;375<22C@765976?;"@CKKC$两种主要亚型) 9CKKC

皮肤受损广泛"常累及四肢#躯干和腹壁"病情进展

快"发病 D 年内容易出现脏器衰竭) @CKKC皮肤受损

局限于肢体末端或面部"或仅累及手指 !指端硬

化$"病情进展缓慢*$+

) KKC发病机制复杂"多种细

胞因子参与纤维化的发生发展"如血小板源性生长

因子#内皮素 "#白介素!13=76@7<E13" UR$+) 和 UR+"$

等"但目前由于 KKC血清细胞因子受疾病病程#治疗

药物#样本量和检测方法的影响"其表达变化在各研

究中报道不一致*% b)+

) 本研究采用 R<?137fc(V+

HU,检测系统对 KKC血清中 -* 种细胞因子进行高

通量检测"并将其表达量与 KKC亚型#临床指标进行

相关性分析)

在前期研究中"本课题组利用高通量芯片技术

对 KKC外周血单个核细胞进行全基因组 LQ(甲基

化分析**+

) 本研究中"进一步将细胞因子的表达与

全基因组LQ(甲基化进行整合分析"以探讨细胞因

子的调控机制)

$%资料与方法

$.$!研究对象

收集中南大学湘雅医院 -#"$ 年 "- 月至 -#")

年 ) 月入院的 KKC患者 $# 例"-F 例汉族"" 例苗族"

" 例瑶族) 男性 "" 例"女性 "' 例) 年龄为 "$ _

)% 岁"平均年龄!%%.-$ k"-.F)$岁"病程 " 个月至

' 年) 根据 KKC患者肺部影像学高分辨 4X表现诊

断患者是否合并URL"分为 KKC合并URL组*KKCURL

! p$组+及 KKC不合并URL组*KKCURL! b$组+"各

"D 例%根据皮肤受累程度"分为 9CKKC组 -# 例和

(*"*(朱红林"等!系统性硬化症血清细胞因子表达谱变化及调控机制



@CKKC组 "# 例%根据 KKC患者血清中是否存在抗拓

扑异构酶+" 抗体!即抗 KC@+*# 抗体$"分为 KKCKC@+

*#! p$组 -# 例及 KKCKC@+*#! b$组 "# 例) F# 例正

常对照!356?;@C53=65@2"Q42$均为汉族人"男性 $#

例"女性 D# 例"年龄为 -" _F# 岁"平均年龄

!$F.DF k"$.*$$岁) 所有 KKC患者均符合 "'F# 年

美国风湿病学会制定的分类标准*F+

"该标准包括以

下条件&!"$主要条件&近端皮肤硬化"即手指及掌

指!跖趾$关节近端皮肤增厚#紧绷和肿胀"可累及

整个肢体#面部#颈部和躯干!胸#腹部$) !-$次要

条件&

,

指硬化&上述皮肤改变仅限手指)

-

指尖凹

陷性瘢痕或指垫消失&由于缺血导致指尖凹陷性瘢

痕或指垫消失)

.

双肺基底部纤维化&在立位胸部

,线片上"可见条状或结节状致密影"以双肺底为

著"也可呈弥漫斑点或蜂窝状肺"但应除外原发性肺

病所引起的这种改变) 符合上述主要条件或次要条

件 - 条及 - 条以上者"可诊断为 KKC) Q42来自同时

期来中南大学湘雅医院体检的健康志愿者) 本研究

通过 中 南 大 学 伦 理 委 员 会 审 批 !批 准 号&

-#"$#$-'$$" 所有研究对象均签署知情同意书)

$.&!方法

$.&.$!细胞因子芯片分析!本实验收集 $# 例 KKC

患者及 F# 例正常对照组血清"采用 R<?137fc(V+

HU,检测系统 !c(VHU,"R<?137f公司"美国$和

1̂5+H@7fH65Z<?;3 4A=5E137-*+8@7f(22;A试剂盒

! 1̂5+H@7f" 1̂5+&;9公司"美国$" 分析血清样本中的

-* 种细胞因子&UR+"

*

#UR+" 受体拮抗剂!13=76@7<E13+

" 67C78=56;3=;:5312="UR+"6;$#UR+-#UR+%#UR+D#UR+)#

UR+*#UR+F#UR+'#UR+"##UR+"-H*##UR+"$#UR+"D#UR+"*#

碱性纤维生长因子!a;21CJ1a76:65]=> J;C=56" (̂KU4

MVM$#嗜酸性粒细胞趋化因子!75=;f13$#粒细胞集

落刺激因子!:6;3<@5CA=7C5@53A2=1?<@;=13:J;C=56"V+

4KM$#粒细胞+巨噬细胞集落刺激因子!:6;3<@5CA=7+

?;C658>;:7C5@53A2=1?<@;=13:J;C=56"Vc+4KM$#干扰

素
+

!13=76J7653+

+

"UMQ+

+

$#人干扰素诱导蛋白 "#

!13=76J7653+:;??;139<C79 865=713 "#"UH+"#$#单核细

胞趋化蛋白+"!?535CA=7C>7?5=;C=1C865=713 ""c4H+

"$#人巨噬细胞炎性蛋白 "

)

!?;C658>;:713J@;??;+

=56A865=713+"

)

"cUH+"

)

$#人巨噬细胞炎性蛋白 "

*

!?;C658>;:713J@;??;=56A865=713 "

*

"cUH+"

*

$#人血

小板衍生生长因子 ^̂ !8@;=7@7=+9761I79 :65]=> J;C=56

^̂ "HLVM+̂ $̂#调节激活正常X细胞表达和分泌细

胞因子 ! 67:<@;=79 53 ;C=1I;=153 13 356?;@X+C7@@

7f8672279 ;39 27C67=79"&(QXSK$#肿瘤坏死因子+

)

!=<?5637C65212J;C=56

)

"XQM+

)

$和血管内皮生长因

子!I;2C<@;67395=>7@1;@:65]=> J;C=56"WSVM$) 使用

fHOQSQX%.- 软件 !R<?137f公司"美国$绘制标准

曲线并计算细胞因子的浓度!3:/R$)

$.&.&!全基因组 LQ(甲基化分析!全基因组

LQ(甲基化分析方法详见本课题组已发表文章**+

)

本实验提取 $# 例 KKC患者及 F# 例Q42外周血单个

核细胞 LQ("利用 U@@<?13;%D#T甲基化芯片!U3J1+

31<?"U@@<?13;公司"美国$检测全基因组 %FD ### 个

48V位点) 实验步骤如下&使用 SdLQ(甲基化试

剂盒!dA?5&727;6C> 4568"dA?5&727;6C> 公司"美

国$将 "

!

:外周血单核细胞LQ(进行转化#染色和

扫描) 利用&$.D." 软件包 ! 7̂@@R;a56;=56172实验

室"美国$进行数据提取和归一化处理) 归一化处

理后的数据使用 K(c软件!斯坦福大学"美国$进

行分析"#l#.#D 被认为是有差异的甲基化位点)

全基因组LQ(甲基化程度!

*

值$用 # _" 之间的数

值表示"# 代表完全未甲基化"" 代表完全甲基化)

基因转录本可分为几个功能区"分别为 XKK-##!转

录起始位点到上游 -## 3=$#XKK"D##!转录起始位点

到上游 -## 3=至 " D## 3=$#Dj非翻译区!DjPX&$#第

" 外显子区#基因主体和 $j非翻译区!$jPX&$)

$.'!统计学分析

使用H7627<2".D.D.# 软件!c;fH@;3CE U32=1=<=7

5Ĵ 15C>7?12=6A"德国$ 和 V6;8>8;9 H612? * 软件

!V6;8>H;9 K5J=];67公司"美国$进行统计分析"正态

分布的计量资料两两比较采用两样本 L检验"非正

态分布资料组间比较采用c;33+̀ >1=37AG检验"细

胞因子与红细胞沉降率 !76A=>65CA=72791?73=;=153

6;=7"SK&$或4反应蛋白!4+67;C=1I7865=713"4&H$的

相关性分析采用 K87;6?;3 相关性分析) 细胞因子

表达值数据用中位数!四分位距$ * c791;3!Ue&$+

表示"全基因组 LQ(甲基化程度用均值!c7;3$表

示" #l#.#D 认为差异具有统计学意义)

&%结果

&.$!细胞因子在 KKC中的表达变化

首先对Q42组和 KKC组细胞因子表达谱进行比

较"在 -* 种细胞因子中""- 种细胞因子 ! (̂KU4

MVM#75=;f13#V+4KM#Vc+4KM#UMQ+

+

#UR+"

*

#UR+"6;#

UR+)#UH+"##c4H+"#XQM+

)

和 &(QXSK$在 KKC中表

达明显升高"UR+D 在 KKC中表达降低"差异有统计学

意义!#l#.#D$%进一步比较 9CKKC组和 @CKKC组细

胞因子表达谱变化"75=;f13#UR+D#c4H+"#UR+-#&(Q+

XSK#UR"*(#UR+F#cUH+"

*

和HLVM+̂^在 9CKKC组增

高"但差异无统计学意义!表 "$)

(F"*(
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表 $%血清细胞因子表达谱在 KKC#9CKKC和@CKKC组中的变化/!3:/R$" 中位数!四分位距$

K1F4)$%(@=7679 276<?CA=5E1377f86722153 865J1@7213 KKC" 92KKC;39 @CKKC:65<82/!3:/R$" c791;3 !Ue&$

4A=5E137 Q42!9 mF#$ KKC!9 m$#$

#I;@<7

!Q4!".KKC$

@CKKC!9 m"#$ 9CKKC!9 m-#$

#I;@<7

!@CKKC!".9CKKC$

(̂KU4MVM )%.-* !%-.$*$ FF.D" !%).DF$ #.##- '%.#* !%'.%*$ F).*# !%F.#F$ q#.#D

S5=;f13 "%D.'# !F'.$#$ "*F.F# !"DD.*#$ #.#$' "$'.%# !"-*.$#$ "FF.)# !"D).)#$ q#.#D

V+4KM *D.F* !DF.%D$ ""$.'# !"#%.F%$ l#.##" "--.%# !"%'.F'$ "#F.## !F-.D#$ q#.#D

Vc+4KM $#.*D !D*.D"$ D$."* !"-%.)D$ #.#$' "#).D# !').#'$ %-.*) !"$%.")$ q#.#D

UMQ+

+

)D.D# !*D.D-$ "'F.)# !"%'.)#$ l#.##" -D'.-# !--%.)#$ "'%.'# !"").'#$ q#.#D

UR+D F.*) !-$."$$ $.-F !%.-*$ #.##" $.-F !"#.-$$ %.)$ !%.D*$ q#.#D

UR+"

*

".)- !-*.#F$ ).DF !).)%$ l#.##" *.)' !D.F-$ D.%) !"#.$)$ q#.#D

UR+"6; "%$.*# !"**.$)$ %F".)# !)"$."#$ l#.##" D%".%# !D"%.)#$ $D'.D# !$''."#$ q#.#D

UR+) -".DF !$-.*-$ $D.'- !$".$'$ #.##- $%.%' !%#."#$ $$.F) !-".#"$ q#.#D

UH+"# *)).## !D-$.%#$ " $#*.## !- D#).%#$ #.##- - #').## !- FFD.##$ " #'%.## !- #F".)#$ q#.#D

c4H+" ""F.$# !*$."#$ --'.)# !$"'.%#$ l#.##" "F#.$# !-F%."F$ -)".## !D%F.%#$ q#.#D

XQM+

)

%$."* !$$.$D$ )-.)% !%$.*%$ l#.##" )$.%$ !)".*-$ DD.F" !$'.)#$ q#.#D

&(QXSK -$ %#%.## !-* %F-.##$ D- )$-.## !*D )'%.##$ #.#"' %- F#-.## !F# $F$.##$ *" *D-.## !*D -*#.##$ q#.#D

UR+- $*.-' !D%.'-$ D.#% !$#.**$ #.#D$ %.%F !$).%%$ D.#% !-'.-"$ q#.#D

WSVM "D$."# !"$'.##$ -#%.## !-*F.'#$ #.#D- $#%.F# !$$F.-#$ "D#.$# !-FD."#$ q#.#D

UR+"# "'.%$ !$#.*F$ "'.F% !"D.*)$ q#.#D -$.'" !$).D%$ "F.'- !"-.%%$ q#.#D

UR+"D "$.FF !%).$D$ -.#$ !-#.D"$ q#.#D -.#$ !*.$$$ -.#$ !%-.%#$ q#.#D

UR+"*( '-.'D !"#F.#"$ "-*.-# !)%."'$ q#.#D ""'.## !*).%D$ "%$.D# !'*.F$$ q#.#D

cUH+"

)

*.%) !-$.D"$ ).*) !%.'#$ q#.#D *.D) !D.%$$ ).)) !%.%F$ q#.#D

UR+% *.$# !"*.#-$ D.'- !$.D"$ q#.#D ).$' !).FD$ D.'F !%.-$$ q#.#D

UR+* -$.'" !"'.-F$ "'.-) !"D.-*$ q#.#D -#.)* !-'.$-$ "'.*' !"$.F)$ q#.#D

UR+F %F.#D !DD.#D$ %".#D !$-.)"$ q#.#D $).D' !D%.D$$ %-.#) !$".*D$ q#.#D

UR+' $D."' !*".""$ $).#% !$-.*'$ q#.#D %$.*F !D-.)%$ $D.D* !-).'D$ q#.#D

UR+"$ -".%' !-$.'%$ "*.D" !%$.#F$ q#.#D -".-D !FF.%)$ ")."D !"D.$#$ q#.#D

cUH+"

*

$"*.F# !-F#.$#$ -'#.)# !-)#.*#$ q#.#D -D%.$# !-*$.*#$ $-%.)# !-$".)#$ q#.#D

UR+"-H*# %D.-) !-D.-D$ %D.F' !%D.)%$ q#.#D D*.)' !%$.%"$ %".#F !%$.D%$ q#.#D

HLVM+̂^ % )-$.## !- )F#.##$ % *#".## !- **#.##$ q#.#D $ '"".## !- D-".##$ D D'F.## !$ #$).##$ q#.#D

!!KKC" 2A2=7?1C2C@765212% 9CKKC" 91JJ<27C<=;375<22C@765976?;% @CKKC" @1?1=79 C<=;375<22C@765976?;% Q42" 356?;@C53=65@2% (̂KU4MVM" a;21CJ1+

a76:65]=> J;C=56% V+4KM" :6;3<@5CA=7C5@53A2=1?<@;=13:J;C=56% Vc+4KM" :6;3<@5CA=7+?;C658>;:7C5@53A2=1?<@;=13:J;C=56% UMQ+

+

" 13=76J7653+

+

% UR"

13=76@7<E13% UR+"6;" 13=76@7<E13+" 67C78=56;3=;:5312=% UH+"#" 13=76J7653+:;??;139<C79 865=713 "#% c4H+"" ?535CA=7C>7?5=;C=1C865=713 "% XQM+

)

"

=<?5637C65212J;C=56

)

% &(QXSK" 67:<@;=79 53 ;C=1I;=153 13 356?;@X+C7@@7f8672279 ;39 27C67=79% WSVM" I;2C<@;67395=>7@1;@:65]=> J;C=56% cUH+"

)

"

?;C658>;:713J@;??;=56A865=713+"

)

% cUH+"

*

" ?;C658>;:713J@;??;=56A865=713 "

*

% HLVM+̂ "̂ 8@;=7@7=+9761I79 :65]=> J;C=56̂ .̂

&.&!细胞因子表达谱在 KKCURL! p$#KKCKC@+*#

! p$组中的变化

与 KKCURL! b$组相比较"UR+"D 在 KKCURL

! p$组表达增高"差异有统计学意义!#l#.#D$)

与 KKCKC@+*# ! b$组相比较"UH+"# 在 KKCKC@+*#

! p$组表达降低"差异有统计学意义!#l#.#D"表

-$)

&.'!KKC血清细胞因子表达谱与 SK&#4&H的相关

性分析

血清 -* 种细胞因子与 SK&相关性分析发现"

"* 种细胞因子 ! (̂KU4MVM#75=;f13#V+4KM#Vc+

4KM# UMQ+

+

# UR+"## UR+"-H*## UR+"

*

# UR+"6;# UR+-#

WSVM#XQM+

)

#UR+"$#UR+%#UR+D#UR+* 和 UR+'$与 SK&

负相关"UR+) 与 SK&正相关"其余细胞因子与 SK&

无相关性%血清 -* 种细胞因子与 4&H相关性分析

发现"UR+"$ 和 HLVM+̂^与 4&H负相关%c4H+" 和

cUH+"

*

与4&H正相关"且相关性较大!表 $$" 其余

细胞因子与4&H无相关性)

('"*(朱红林"等!系统性硬化症血清细胞因子表达谱变化及调控机制



表 &%血清细胞因子表达谱在 KKCURL! p$#KKCKC@+*#! p$组中的变化/!3:/R$" 中位数!四分位距$

K1F4)&%(@=7679 276<?CA=5E1377f86722153 865J1@7213 KKCURL! p$#KKCKC@+*#! p$ :65<82/!3:/R$" c791;3 !Ue&$

4A=5E137

KKCURL! b$

!9 m"D$

KKCURL! p$

!9 m"D$

#I;@<7

*URL! b$ !".

URL! p$+

KKCKC@+*#! b$

!9 m"#$

KKCKC@+*#! p$

!9 m-#$

#I;@<7

*KC@+*#! b$ !".

KC@+*#! p$+

(̂KU4MVM FF.D" !%-.*#$ ''.#F !D".%)$ q#.#D **.%' !%#.%*$ F'.*# !D#.DF$ q#.#D

S5=;f13 "*-."# !"%#.)#$ "FD.%# !"'D.-#$ q#.#D "DF.%# !%#-.##$ "FF.)# !"*'.##$ q#.#D

V+4KM "--.%# !"-F.D%$ ""-.## !'*.#%$ q#.#D "#D.%# !-$#.D'$ ""D.'# !F'.*F$ q#.#D

Vc+4KM D-.'* !F).'%$ "-".)# !"$).DD$ q#.#D %'.)D !"%$.$D$ D$."* !"--.%'$ q#.#D

UMQ+

+

-#D.'# !"$".##$ "F%.## !"FF.F#$ q#.#D -$F."# !'%$."#$ "F*.*# !""%.F#$ q#.#D

UR+"-H*# $).D' !%%.*$$ %*.%F !$%.D)$ q#.#D D#.** !"F).""$ %D.F' !%).)'$ q#.#D

UR+"

*

).$# !D.$%$ '.-$ !-$.*$$ q#.#D ).DF !%#."'$ *.#D !).D*$ q#.#D

UR+"6; %)#.%# !D#F.D#$ D#-.'# !*'-."#$ q#.#D D##.'# !)%-".'#$ %D).$# !D-%.F#$ q#.#D

UR+) $D.*% !").$F$ $).-* !""'.-F$ q#.#D -*.$% !"*#.-*$ $).$) !$$.%'$ q#.#D

UH+"# " %"F.## !- ')'.'#$ " "F-.## !- $#).)#$ q#.#D " F*F.## !- ')%.##$ " #$#.## !- "').)#$ #.#$'

c4H+" "F#.%# !"*'.'#$ $-$."# !D*".-#$ q#.#D "*D.## !-")."-$ -').'# !%''."#$ q#.#D

XQM+

)

*".## !$'."*$ D-.F# !""F.%"$ q#.#D D"."F !$"D.F"$ )'.%F !%".'%$ q#.#D

WSVM "'$.*# !-"#.-#$ -'F."# !$FF.F#$ q#.#D -*D.-# !%-F.%#$ "*).$# !-$-.$#$ q#.#D

UR+"$ -%.*$ !F$.)-$ "D."- !$).))$ q#.#D "F.'% !*).D)$ "*.D" !DD.DF$ q#.#D

UR+* "F."' !"F.*"$ "'.)" !"-.#"$ q#.#D "F.#- !D*.*%$ -".-# !"D.#"$ q#.#D

&(QXSK %D D#%.## !*% )#'.##$ D' *D'.## !** -"*.##$ q#.#D *F %D#.## !*) *$'.##$ $F 'D$.## !*D )D#.##$ q#.#D

UR+"# "F.-F !"".F"$ -$.%# !"$.%D$ q#.#D "%.FD !"D).D#$ -".)% !"%.**$ q#.#D

UR+"D -.#$ !#.#D$ "F.-# !"*-.'*$ #.#-% -.#$ !)$.$"$ -.#$ !-D."'$ q#.#D

UR+"*( "--.$# !)).*'$ "%D.-# !""-.D$$ q#.#D "-$.'# !%$."#$ "$%.D# !*$.F-$ q#.#D

UR+- -.F% !").D*$ D.'D !$%.D#$ q#.#D %.$) !"F#.%$$ D.#F !-'.-"$ q#.#D

cUH+"

)

).*) !$."F$ ).%) !-#.$)$ q#.#D ).D" !).D"$ *.*% !%.$'$ q#.#D

UR+% ).-$ !%.)$$ D.*- !$.#%$ q#.#D ).#D !"#.F"$ D.FD !$.D"$ q#.#D

UR+D $.-" !$.'#$ $.$% !%.F%$ q#.#D %.#' !"#.FF$ $.-" !$.-"$ q#.#D

UR+F $*.%D !-".F'$ %'.*" !%*.-#$ q#.#D %#.$" !DF.-%$ %".#D !-F.*-$ q#.#D

UR+' $).-- !$D."#$ $D.F) !$#.-'$ q#.#D $$.#" !$#.)*$ $F.D) !-'.**$ q#.#D

cUH+"

*

-)#.*# !-FD.%#$ $"#.)# !%-#."#$ q#.#D $"-.$# !-'$."#$ -'#.)# !-%$.F#$ q#.#D

HLVM+̂^ % $D'.## !$ #*-.##$ D #%$.## !$ "-F.##$ q#.#D % F-*.## !$ $%#.##$ % *#".## !- 'DF.##$ q#.#D

!!URL" 13=762=1=1;@@<3:9127;27% 5=>76;aa67I1;=1532;213 X;a@7".

&.M!细胞因子的LQ(甲基化表达调控

进一步分析上述 KKC中差异表达的细胞因子的

LQ(甲基化位点变化"发现位于 UR+"# XKK"D## 区

的 C:"**%%)#%#UR+"-H*# XKK-## 区的 C:#)"""-F)#

UR+"

*

XKK-## 区的C:#*'$D-)%#UR+"6;XKK"D## 区的

C:#"%)*%"*# UR+"6;DjPX&区 的 C:#$'F''F* 和

WSVMXKK-## 区的 C:-"#'')-% 均呈低甲基化!表

%$)

'%讨论

细胞因子是自身免疫和炎症性疾病中的关键炎

症介质"在风湿病中"细胞因子不仅在免疫细胞中具

有重要调控作用"在非免疫细胞如成纤维细胞#内皮

细胞#成骨细胞和破骨细胞等中也均起着重要作用)

细胞因子生物学研究的进步为我们了解 KKC的发病

机制提供了重要帮助*'+

) 早在 "''- 年"Q779@7?;3

等*"#+发现了 UR+-#UR+% 和 UR+) 在 KKC中表达增高)

Z;27:;];等*""+于 "''* 年发现了 UR+%#UR+"# 和 UR+

"$ 在 KKC中表达增高"UR+"$ 水平与 SK&#4&H相

关) -#"" 年"该团队利用流式微珠阵列细胞因子检

测试剂盒分析了 "# 种细胞因子在 $" 例日本 KKC患

者中的表达水平"发现 UH+"##膜结合免疫球蛋白#

c4H+" 显著性表达增高"UR+) 和 UR+F 表达增高"但

差异无统计学意义) UR+-#UR+%#UR+"##XQM+

)

和

(#-*(
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UMQ+

+

在多数样本中未检测到*"-+

) L;3=;2等*)+采用

酶联免疫吸附实验 !73\A?7@13E79 1??<35256a73=

;22;A"SRUK($检测了 F 种细胞因子的表达"发现

UR+"*(在 KKC中增高"但差异无统计学意义"UR+-#

UR+%#UR+"## UR+) 和XQM未检测到) 本研究采用R<+

?137fc(VHU,分析了 KKC患者血清 -* 种细胞因子

表达谱"发现在 KKC患者血清中""- 种细胞因子在

KKC中表达明显升高"UR+D 在 KKC中表达降低) R<+

?137fc(VHU,检测方法较 SRUK(更为敏感"我们

能检测到所有 KKC患者及正常对照组中细胞因子的

表达变化"且大部分细胞因子表达水平变化与文献

*D+报道相符) 本研究还发现细胞因子的表达水平

与 KKC临床特征相关"有 ' 种细胞因子在 9CKKC组

中的表达较在 @CKKC组中的表达更高"UR+"D 在 KKC

URL! p$组增高"UH+"# 在 KKCKC@+*#! p$组表达降

低) UR+"D 是一种多功能的细胞因子"在调节免疫#

血管病变和结缔组织分化中具有重要作用) 研究报

道 KKC血清中的 UR+"D 水平增高"且与肺功能受损

相关"在早期 KKC中"UR+"D 与 KKC纤维化和肺血管

疾病及肺血管病变相关*"$+

) 在抗黑色素瘤分化相

关基因+D !?7@;35?;91JJ7673=1;=153 67@;=79 :737+D"

@?$D$抗体阳性的无肌病性皮肌炎合并 URL患者

中"血清UR+"D 水平在死亡患者中显著高于未死亡

患者"提示 UR+"D 在抗 cL(D 抗体阳性的无肌病性

皮肌炎肺间质病变中发挥着重要作用*"%+

"结合本研

究结果"提示UR+"D 可能是 KKCURL! p$的重要生物

标志物) UH+"# 是由多种细胞分泌的炎症趋化因子"

可通过募集淋巴细胞调节免疫反应并抑制血管新

生) UH+"# 在 KKCURL! p$患者中增高"且与心血管

累及程度#肺动脉高压和 SK&上升正相关*"D+

) 本

研究发现"UH+"# 与 KKCKC@+*#! p$存在相关性"但

其作用和意义还需进一步研究) SK&和 4&H属于

非特异性的炎症指标"UR+)#c4H+" 和 cUH+"

*

均属

于促炎症细胞因子"UR+) 是急性炎症反应细胞因子"

在类风湿关节炎等多种炎症性疾病中发挥重要作

用) c4H+" 和 cUH+"

*

属于促炎症趋化因子"广泛

调节多种免疫细胞的功能"如巨噬细胞#树突细胞和

中性粒细胞等*")+

) 本研究发现"UR+)#c4H+" 和

cUH+"

*

与 SK&或 4&H相关"提示此类细胞因子可

能与 KKC疾病活动度相关"可能成为判断 KKC疗效

的潜在标志物)

本研究结合全基因组甲基化表达谱"分析了细

胞因子的 LQ(甲基化变化"发现 UR+"##UR+"-H*##

UR+"

*

#UR+"6;和WSVM的转录起始区均存在LQ(低

甲基化"提示其可能受LQ(甲基化调控) 由于多数

细胞因子在体外不稳定"如前文所述多个研究中利

用SRUK(方法无法检测到细胞因子的表达) 细胞

因子LQ(甲基化水平与其 ?&Q(表达存在一定相

关性"且在体外可长期保存"血标本或尿液均易检

测"所需标本量少) 如果通过检测细胞因子LQ(甲

基化水平替代常规血清细胞因子检测"将对 KKC的

诊断#分类#并发症的预防和预后判断具有更重要的

意义*"*+

)

表 '%KKC血清细胞因子表达谱与SK&#4&H的相关性

K1F4)'%X>7C5667@;=153 5J276<?CA=5E1377f86722153

865J1@7]1=> SK&" 4&H13 KKC

4A=5E137

SK& 4&H

N # N #

(̂KU4MVM b#.#' #.##' #."- q#.#D

S5=;f13 b#."- #.#"$ #."D q#.#D

V+4KM b#."" #.##% #."' q#.#D

Vc+4KM b#.#% #.#"- #.#D q#.#D

UMQ+

+

b#.#* #.#"# #."# q#.#D

UR+"# b#.#' #.##- #.-D q#.#D

UR+"-H*# b#."' l#.##" #.") q#.#D

UR+"D #.#' q#.#D #.#F q#.#D

UR+"*( #.#D q#.#D #."% q#.#D

UR+"

*

b#.#) #.##F #.-$ q#.#D

UR+"6; b#.#- #.#"" #."# q#.#D

UR+- b#.$" l#.##" #.#* q#.#D

UR+) #.#% #.#"* #.$# q#.#D

UH+"# b#.#- q#.#D #.#' q#.#D

c4H+" #.#' q#.#D #.%' #.#%$

cUH+"

)

b#.#D q#.#D #.$F q#.#D

XQM+

)

b#.#) #.#"" #.") q#.#D

WSVM b#."$ #.#-% #."* q#.#D

UR+"$ b#.$D l#.##" b#.#* #.#D#

UR+% b#.- #.##D #.#% q#.#D

UR+D b#.#* #.#$% #.#) q#.#D

UR+* b#.#% #.##) #."* q#.#D

UR+F #.#' q#.#D #.$- q#.#D

UR+' b#.-" #.##" #.$# q#.#D

cUH+"

*

b#.#- q#.#D #.%" #.##*

HLVM+̂^ b#.#% q#.#D b#.#" #.#%-

&(QXSK #."* q#.#D #.#- q#.#D

!!SK&" 76A=>65CA=72791?73=;=153 6;=7% 4&H" 4+67;C=1I7865=713%

5=>76;aa67I1;=1532;213 X;a@7".

("-*(朱红林"等!系统性硬化症血清细胞因子表达谱变化及调控机制



表 M%细胞因子甲基化表达的改变

K1F4)M%(@=7679 ?7=>A@;=153 7f86722153 5JCA=5E1372

4A=5E137 V737 c7=>A@;=153 21=72 Q42

*

!c7;3$ KKC

*

!c7;3$

#*

#I;@<7 V737@5C<2 4>65?525?;@@5C;=153

UR+"# 8%,. C:"**%%)#% #.%#$ #.-'* b#."#) l#.##" XKK"D## "

UR+"-H*# 8%,/D C:#)"""-F) #.$") #.-D# b#.#)) #.##" XKK-## D

UR+"

*

8%,D C:#*'$D-)% #."'D #."D# b#.#%D l#.##" XKK-## -

UR+"6; 8%,73 C:#"%)*%"* #."-* #."#F b#.#"' #.#"% XKK"D## -

UR+"6; 8%,73 C:#$'F''F* #.$#" #.-$F b#.#)$ #.##) DxPX& -

WSVM UFCE$ C:-"#'')-% #.#'* #.#F' b#.##F #.#"" XKK-## )

!!KKC" 2A2=7?1C2C@765212% Q42" 356?;@C53=65@2% UR" 13=76@7<E13% UR+"6;" 13=76@7<E13+" 67C78=56;3=;:5312=% WSVM" I;2C<@;67395=>7@1;@:65]=> J;C+

=56.

!!本研究利用高通量分析方法检测了 KKC血清

-* 种细胞因子的表达"并与 KKC亚型#临床指标进

行相关性分析"最后探讨了细胞因子的表达调控机

制) 本研究发现 "$ 种细胞因子在 KKC血清中存在

表达变化"UR+"D 与 KKCURL相关"UH+"# 与 KKC抗

KC@+*# 抗体相关"UR+)#c4H+" 和 cUH+"

*

与 SK&#

4&H正相关"部分细胞因子受LQ(甲基化调控) 细

胞因子在 KKC血管新生#免疫炎症和纤维化中均发

挥着重要作用"其表达受多种免疫细胞影响"单一细

胞因子可能不足以反映疾病的活动性或并发症) 在

今后的研究中"联合使用多种细胞因子进行疗效和

预后判断对临床将具有更重要的指导意义*"F b-#+

)
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*"F+ cCU3372Û" <̂CE@7A4L" U2;;C2NL.4A=5E137213 6>7<?;=519

;6=>61=12+2>;813:=>71??<35@5:1C;@@;392C;87*N+.Q;=&7I&>7<+

?;=5@" -#")" "-!"$& )$ b)F.

*"'+ I;3 976Z71097L" 4>73:+4><3:`71N" L5<:;952c" 7=;@.

Uf7E1\<?;a" ;3 13=76@7<E13+"*( ;3=;:5312=13 =>7=67;=?73=5J

;3EA@5213:28539A@1=12566;915:6;8>1C;f1;@28539A@5;6=>61=1213

8;=173=2867I15<2@A<3=67;=79 ]1=> a15@5:1C;@9127;27+?591JA13:;3=1+

6>7<?;=1C96<:2!4O(KX+W$& ") ]77E 672<@=25J;8>;27$ 6;3+

95?1279" 95<a@7+a@139" ;C=1I7+C53=65@@79 ;39 8@;C7a5+C53=65@@79

=61;@*N+.R;3C7=" -#"F" $'-!"#")$$& -%%" b-%D".

*-#+ 4>73 d" 5̂\7C(" &;??13:(" 7=;@.(3=1+13J@;??;=56A;39

1??<37+67:<@;=56ACA=5E137213 6>7<?;=519 ;6=>61=12*N+.Q;=&7I

&>7<?;=5@" -#"'" "D!"$& ' b"*.

!-#"'+#"+"" 收稿$

!本文编辑&刘淑萍$

(--*(

北 京 大 学 学 报 ! 医 学 版 $

NOP&Q(ROMHSTUQVPQUWS&KUXY!ZS(RXZK4USQ4SK$!W5@.D"!Q5.%!(<:.-#"'


