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原发性胆汁性肝硬化患者单个核细胞中

ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９表达增高及意义
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　　摘　要：目的　研究ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９是否参与了原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ）的发病机制。方法　采用实时荧光定量逆转

录聚合酶链反应 （ＲＴＰＣＲ）技术检测了４２例ＰＢＣ患者及４０例健康者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９的相对

表达量，分析了其与疾病特征的关系。结果　ＰＢＣ患者外周血ＰＢＭＣ中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９表达较健康对照组明显增高（犘＜

０．０１），且随疾病分期的不同其表达量有明显变化（犘＜０．０５）；ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９表达与 Ｍａｙｏ危险评分呈正相关（狉
２＝０．３３，

犘＜０．０１）。结论　ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９可能参与了ＰＢＣ的发病机制，同时还是ＰＢＣ的潜在标志物。
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　　原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ）是一种以肝小叶汇管区淋巴

细胞浸润、小胆管炎性破坏、血清特征性抗线粒体抗体（ＡＭＡ）

阳性为特征的自身免疫性肝病［１］。流行病学调查显示，在我国

４０岁以上的人群中，ＰＢＣ在男性中的发病率约为４．９２／万，女

性中的发病率约为１５．５８／万
［２］。研究表明，在环境或遗传因

素的作用下，免疫细胞分化、发育与活化过程中固有的精细调

节机制被打破，导致免疫系统对自身组织产生免疫应答，是该

病发生与发展的根本原因［３４］，但其分子机制还有待进一步阐

明。

长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡｓ）是一类转录本长度超过２００

ｎｔ、无或少有蛋白编码能力的复杂长链非编码ＲＮＡ
［５］。近来

研究发现ｌｎｃＲＮＡｓ通过修饰染色体
［６］、调节转录活性［７］、调节

ｍＲＮＡ剪接
［８］等方式调节多种基因的表达，并由此参与了多

种病理以及生理过程。新近研究表明，ｌｎｃＲＮＡ在免疫细胞活

化以及自身免疫性疾病的发生和发展中发挥十分重要的作

用［９１０］。在前期工作中，作者采用芯片发现ＰＢＣ患者ＰＢＭＣ

中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９表达明显增高，提示其可能参与了ＰＢＣ

的发病机制。本研究旨在分析ＰＢＣ患者外周血单个核细胞

（ＰＢＭＣ）内ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９的相对表达量，以初步明确ｌｎ

ｃＲＮＡＡＫ０５３３４９是否参与了ＰＢＣ的发病机制，为进一步探讨

其在ＰＢＣ发生、发展中的作用提供参考。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究纳入第二军医大学长海医院和长征医

院ＰＢＣ 患 者 共 ４２ 例，其 诊 断 标 准 参 照 美 国 肝 病 协 会

（ＡＡＳＬＤ）２０００年制定的ＰＢＣ诊疗指南
［１１］。其中，男性８例，

女性３４例；平均年龄（５３±１１）岁；根据组织学病变共分为４

期，Ⅰ期（非化脓性破坏性胆管炎期）６例；Ⅱ期（小胆管增生

期）１０例；Ⅲ期（瘢痕形成期）７例；Ⅳ期（肝硬化期）５例。另有

１４例无法获得肝穿资料。另从同期来院体检者中选择４０名

健康者作为健康对照，健康对照组男女性别之比为１５∶２５。

平均年龄为（５１±９）岁。实验组和对照组在年龄和性别构成比

上差异无统计学意义（犘＞０．０５）。本研究经过第二军医大学

长海医院和长征医院伦理委员会批准，所有受试对象均签署知

情同意书。
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１．２　方法

１．２．１　血样标本的采集与ＰＢＭＣ的分离　对所有纳入的受

试对象，采集空腹静脉血５ｍＬ，置于枸橼酸钠抗凝剂的无菌试

管中。采用密度梯度离心法分离ＰＢＭＣ（Ｆｉｃｏｌｌ分离液购自北

京鼎国生物技术有限公司）。

１．２．２　ＲＮＡ 抽提与反转录　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法抽提细胞总

ＲＮＡ，将其反转录为ｃＤＮＡ，然后置于－８０℃冰箱备用。细胞

总 ＲＮＡ 抽提试剂盒及逆转录试剂盒购自北京ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司。

１．２．３　ＰＣＲ扩增　定量ＰＣＲ采用荧光染料ＳＹＢＧｒｅｅｎ，以

ＧＡＰＤＨ为内参将逆转录得到的ｃＤＮＡ模板进行ＰＣＲ扩增。

ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９引物序列为：５′ＴＣＡ ＡＧＧ ＧＡＡ ＡＧＡ

ＴＧＧＣＡＡＡＣ３′（ｆ），５′ＡＧＣＣＴＧＡＡＡＣＣＡＡＣＴＧＴＧＣＴ

３′（ｒ）；内参 ＧＡＰＤＨ 引物序列为：５′ＡＡＡＴＧＧＴＧＡ ＡＧＧ

ＴＣＧＧＴＧＴＧＡ３′（ｆ），５′ＣＣＧＴＴＧ ＡＡＴＴＴＧＣＣＧＴＧＡ

ＧＴＧ３′（ｒ）。引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。ＰＣＲ反应条件为：９５℃５ｍｉｎ随后９５℃１５ｓ，５９℃３０ｓ

循环４０次。读取每个定量ＰＣＲ反应的阈循环（ｃＴ）值后，将定

量ＰＣＲ结果以２ΔΔＣｔ表示。

１．２．４　实验室指标的检测　纳入患者的实验室检查包括凝血

酶原时间（ＰＴ）、胆红素、清蛋白。并根据ＰＴ、清蛋白、患者年

龄等特征计算出其 Ｍａｙｏ危险评分。ＰＢＣ患者 Ｍａｙｏ危险评

分的计算公式为：Ｍａｙｏ危险评分＝０．８７１×ｌｏｇｅ［总胆红素

（ｍｇ／ｍＬ）］－２．５３×ｌｏｇｅ［白蛋白（ｇ／ｄＬ）］＋２．３８×ｌｏｇｅ［凝血

酶原时间（ｓ）］＋０．０３９×年龄（岁）＋０．８５９×水肿状况
［１２］。水

肿状况的计分规则是：无水肿记为０分；有水肿但是治疗后好

转记为０．５分；有水肿治疗后未好转则记为１分。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分

析。两组之间比较采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 检验，多组资料的比

较采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ犎 检验，相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ法，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣ中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９表达结果　与正

常对照组相比，ＰＢＣ患者ＰＢＭＣ中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９的相对

表达量较健康对照组增高了约４．３倍，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。

２．２　ＰＢＣ患者ＰＢＭＣ中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９分期表达结果　

不同分期的ＰＢＣ患者其ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９的表达有差异，随

着病程的加剧ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９表达明显增高（犘＜０．０１）。

见图１。

图１　　ＰＢＣ患者不同病理分期下ＡＫ０５３３４９

相对表达量的比较

２．３　ＰＢＣ患者外周血ＰＢＭＣ中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９表达与患

者 Ｍａｙｏ危险评分的相关性分析　ＰＢＣ患者 Ｍａｙｏ危险评分

为（５．５１±０．９４）分。ＰＢＣ患者ＰＢＭＣ中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９

与 Ｍａｙｏ危险评分呈正相关（狉
２＝０．３３，犘＜０．０１）。见图２。

图２　　ＰＢＣ患者ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９的表达量

与 Ｍａｙｏ评分的关系

３　讨　　论

目前对ＰＢＣ的治疗仍然十分棘手，熊去氧胆酸（ＵＤＣＡ）

是唯一通过美国ＦＤＡ认证的用于临床治疗ＰＢＣ的药物，其可

以在一定程度上改善患者症状，但最近来自循证医学证据表

明，ＵＤＣＡ可能并不会有效改善患者预后
［１２］。深入研究ＰＢＣ

发生与发展的分子机制，对于发展新的ＰＢＣ治疗方案具有十

分重要的价值。

本研究首先比较了 ＰＢＣ患者和健康个体 ＰＢＭＣ中ｌｎ

ｃＲＮＡＡＫ０５３３４９ 的相对表达量，发现 ＰＢＣ 患者ｌｎｃＲＮＡ

ＡＫ０５３３４９较健康个体明显增高，说明ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９参

与了ＰＢＣ的发病机制。然而，尚不明确 ＰＢＭＣ中ｌｎｃＲＮＡ

ＡＫ０５３３４９表达增高与ＰＢＣ发生发展之间的因果关系，对这一

问题的阐释还需要进一步的分子生物学实验和动物实验予以

证实。

在ＰＢＣ的诊断成立以后，对患者的病情进行全面、客观地

评估，是制定个体化治疗方案，改善患者预后的基础［１３］。目

前，ＰＢＣ的病情评估方法主要包括肝脏活检和实验室检查
［１４］。

Ｍａｙｏ危险评分融合了３个与患者肝功能密切相关的指标，较

为全面地反映了患者的肝功能状态，且属于无创检查，因为更

受临床医师青睐。作者发现ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９的表达ＰＢＣ

患者的组织学分期 Ｍａｙｏ评分密切相关。这一方面进一步印

证了ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９参与ＰＢＣ发病机制的结论，另一方面

也说明了ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９是ＰＢＣ潜在的疾病标志物，检测

ＰＢＭＣ中ＡＫ０５３３４９的表达，有助于判断ＰＢＣ患者的病情。

综上所述，本研究发现ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９参与了ＰＢＣ的

发病机制，其确切的分子机制值得进一步研究。此外，检测

ＰＢＣ患者ＰＢＭＣ中ｌｎｃＲＮＡＡＫ０５３３４９的表达可能有助于判

断患者的病情。
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（犘＞０．０５），见表２。

表２　　不同组别 ＨＦＡＢＰ与ｃＴｎＩ敏感性比较（狀）

组别 狀
ＨＦＡＢＰ

阳性 阴性

ｃＴｎＩ

阳性 阴性

ＡＭＩ组 ３０ ２９ １ ２４ ６

ＵＡＰ组 ２６ ２ ２４ ３ ２３

ＮＣＣＰ组 ２５ ０ ２５ ０ ２５

对照组 ２７ ０ ２７ ０ ２７

３　讨　　论

对于急性胸痛患者，如何正确和迅速判断出 ＡＭＩ在临床

上具有十分重要的意义，以往常采用典型临床表现，特征性心

电图改变和实验室生化指标检查等加以确诊。但在临床实践

工作中，常可遇到缺乏典型临床表现，或者特征性心电图改变

的患者。而既往实验室诊断指标、主要以ＣＫ、ＣＫＭｂ、ｃＴｎＩ

及肌红蛋白为主，但是ＣＫ表达水平一般在患者发病６ｈ后才

出现升高现象，而ＣＫＭｂ表达水平则一般在发病４ｈ后才出

现升高现象，检测心肌酶则至少需要２ｈ，而肌红蛋白缺乏诊断

特异性，不能区分骨骼肌和心肌损伤，故患者难以在６ｈ内得

到及时正确的治疗措施［３］。

ＨＦＡＢＰ主要存在于心肌胞质中，在健康人血浆和尿液中

ＨＦＡＢＰ的表达水平极低，而当心肌细胞受到严重损害时 Ｈ

ＦＡＢＰ可快速释放到血液并较早检测出来，并且心肌特异性较

高［４５］。经相关研究发现，ＨＦＡＢＰ表达水平在 ＡＭＩ发病

１．３～３ｈ就开始明显升高，８ｈ可达到表达水平的最高峰，２４ｈ

内其表达水平可恢复至正常范围，故认为 ＨＦＡＢＰ可作为检

测早期ＡＭＩ的一种敏感性实验室指标
［６１０］。

本研究结果显示，ＨＦＡＢＰ对早期 ＡＭＩ患者的诊断敏感

性显著高于ｃＴｎＩ，其诊断发病６ｈ内的心肌梗死的准确性明显

优于ｃＴｎＩ，而其特异性与ｃＴｎＩ比较无明显差别，与相关研究

相符合［１１］。因此可知，ＨＦＡＢＰ水平可作为心肌坏死或损伤

的早期判断指标，可为急性胸痛患者的诊断提供依据。
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ｒｅｇｕｌａｔｅｓＺｅｂ２／Ｓｉｐ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇＳｎａｉｌ１ｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅ

ｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＤｅｖ，２００８，２２（６）：７５６７６９．

［９］ＳｈａｒｍａＳ，ＦｉｎｄｌａｙＧＭ，ＢａｎｄｕｋｗａｌａＨＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ（ＮＦＡＴ）ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒｉｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙａｎＲＮＡｐｒｏｔｅｉｎｓｃａｆｆｏｌｄｃｏｍｐｌｅｘ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ

ＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１１，１０８（２８）：１１３８１１１３８６．

［１０］ＶｉｇｎｅａｕＳ，ＲｏｈｒｌｉｃｈＰＳ，ＢｒａｈｉｃＭ，ｅｔａｌ．Ｔｍｅｖｐｇ１，ａｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｇｅｎｅｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆＴｈｅｉｌｅｒ′ｓｖｉｒｕｓｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ，ｃｏｕｌｄｂｅｉｍｐｌｉ

ｃａｔｅｄｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇａｍｍａｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００３，７７

（１０）：５６３２５６３８．

［１１］ＨｅａｔｈｃｏｔｅＥＪ．Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ．ＴｈｅＡ

ｍｅｒｉｃａｎＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｌｉｖｅｒｄｉｓｅａｓｅｓｐｒａｃｔｉｃｅｇｕｉｄｅ

ｌｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２０００，３１（４）：１００５１０１３．

［１２］ＧｏｎｇＹ，ＨｕａｎｇＺ，ＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎＥ，ｅｔａｌ．Ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｆｏｒ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ：ａｎｕｐｄａｔｅｄｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅ

ｖｉｅｗａｎｄｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓｕｓｉｎｇＢａｙｅｓｉａｎ

ａｐｐｒｏａｃｈａｓｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００７，

１０２（８）：１７９９１８０７．

［１３］ＬｌｅｏＡ，ＩｎｖｅｒｎｉｚｚｉＰ，ＭａｃｋａｙＩＲ，ｅｔａｌ．Ｅｔｉｏｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｐｒｉｍａ

ｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００８，１４（２１）：３３２８

３３３７．

［１４］ＤｉｃｋｓｏｎＥＲ，ＧｒａｍｈｓｃｈＰＭ，ＦｌｅｍｉｎｇＴＲ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｐｒｉ

ｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ：ｍｏｄｅｌｆｏｒｄｅｃｉｓｉｏｎｍａｋｉｎｇ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，

１９８９，１０（１）：１７．

（收稿日期：２０１３０８０８）

·９５６２·国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第２０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２０


