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要"目的
"

通过构建质粒特异性的表达类泛素化修饰物"

WQT`

%!并初步研究抗
WQT`

抗体在原发

性胆汁性胆管炎"

]MN

%&系统性红斑狼疮"

WRP

%&类风湿性关节炎"

34

%&结缔组织病"

N5Z

%&干燥综合征"

WW

%多

种典型性自身免疫性疾病患者血清中的表达水平!探究抗
WQT`

抗体是否可作为
]MN

的特异性血清标志物'

方法
"

采用
]N3

和
P5

克隆制备含有
WQT !̀

&

WQT "̀

&

WQT *̀

片段的质粒!将其分别导入大肠杆菌进行蛋

白的诱导和纯化$采用斑点印迹法初步筛查
]MN

患者血清样本中抗
WQT`

抗体阳性标本!并通过
L8098D1

H@69

进行验证!获取阳性参考血清$通过建立的最适抗
WQT`

抗体
PRSW4

诊断体系!分别检测抗
WQT`

抗体

*

种亚型在
]MN

&

WRP

&

WW

&

34

及
N5Z

中的阳性率表达!并通过
!

" 检验分析其差异性'结果
"

抗
WQT`

抗体

标记物在
]MN

中的特异度高达
++-

!灵敏度保持在
&,-

左右$经
!

" 检验分析!抗
WQT`

抗体在
]MN

中的阳

性检出率较非
]MN

自身免疫性疾病和健康对照高!差异有统计学意义"

!

$

%#%!

%$抗
WQT`

抗体在其他自身

免疫性疾病人群"非
]MN

自身免疫性疾病%中的阳性率表达差异无统计学意义"

!

&

%#%$

%'结论
"

高特异度的

抗
WQT`

抗体有望成为
]MN

诊断的一种新型抗体!对于提高
]MN

的临床诊断效率意义重大'
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原发性胆汁性胆管炎&

]MN

'是一种最终导致肝

硬化和肝衰竭的典型慢性进展性自身免疫性疾病$

病变特点是累及病人肝内胆管系统#表现为由自身免

疫性
5

细胞引起的非化脓性胆管炎和门静脉浸润#并

伴随小叶间的胆管损伤(

!

)

$经美国肝病研究协会认

可#满足以下
*

大标准任意
"

条即可确诊为
]MN

!&

!

'

表明胆汁淤积的生化指标111碱性磷酸酶&

4R]

'水

平的升高+&

"

'抗线粒体抗体&

4T4

'阳性+&

*

'肝组织

活检显示非化脓性破坏性胆管炎及小叶间胆管破坏$

约
+%-

"

+$- ]MN

患者可检测出
4T4

的血清自身

抗体#与
4T40

相比#大约
$%-]MN

患者具有血清抗

核抗体&

4O4

'的存在(

"

)

$

4O4

在
]MN

中的致病作

用尚不清楚#但了解这些特异性自身抗体的发展过程

似乎对解析
]MN

的致病机制至关重要$近来#表达

类泛素化修饰物&

WQT`

'在疾病中的表达研究已初

见成效#但其在
]MN

等自身免疫性疾病中的作用才

刚刚研究$因此#基于先前的研究结果#笔者旨在探

讨
]MN

和其他自身免疫性疾病中抗
WQT`

抗体的表

达是否存在差异#抗
WQT`

抗体是否是潜在性的

]MN

特异性抗体$

>

"

资料与方法

>#>

"

一般资料
"

本研究将于江苏省各大医院采集的

)!"

例
]MN

和
$+,

例其他自身免疫性疾病(包括
"+,

例系统性红斑狼疮&

WRP

'#

!%*

例干燥综合征&

WW

'#

!!(

例类风湿性关节炎&

34

'及
&%

例结缔组织病

&

N5Z

')血清样本纳入研究$纳入的
]MN

患者均符

合以下几条标准!&

!

'中国汉族人群+&

"

'肝脏的生化

检测指标碱性磷酸酶&

4R]

'水平的异常升高+&

*

'生

化指标显示胆汁淤积+&

)

'抗线粒体抗体"抗线粒体抗

体亚型
"

&

4T42T"

'血清学检测为阳性或
4O4

血清

学检测为阳性+&

$

'无血吸虫感染史+&

,

'各类肝炎病

毒感染以及人类免疫缺陷病毒抗体阴性&乙肝病毒表

面抗原阴性%血清中乙肝病毒
ZO4

小于
"%%

拷贝

数"
IR

%血清中丙肝病毒
3O4

小于
$%%

拷贝数"
IR

%

戊肝抗原阴性%人类免疫缺陷病毒抗体阴性'+&

(

'患

者主诉饮酒量小于
!%%IR

"

>

$纳入的其他自身免疫

性疾病患者满足的条件如下!&

!

'中国汉族人群+&

"

'

各类肝炎病毒感染以及人类免疫缺陷病毒抗体阴性+

&

*

'

4O4

血清学检测为阳性+&

)

'通过病理结果等手

段明确疾病的诊断#确诊为其他自身免疫性疾病中的

一种$本课题选用的健康对照人数
$%%

例#对照来源

于东南大学校医院健康体检的汉族人群&健康对照的

纳入标准为临床基本检查处于正常范围内#包括临检

常规检查和生化常规检查'$其中
]MN

样本包括男

,%

例#女
*$"

例#平均年龄&

$$#!^!!#*

'岁$非
]MN

自身免疫性疾病样本包括男
$!

例#女
$)$

例#平均年

龄&

)$#!̂ !)#+

'岁$

>#?

"

仪器与试剂

>#?#>

"

仪器
"

电泳仪&上海天能科技有限公司'+

]N3

仪&美国
M/623;>

公司'+紫外分光光度计&上海

美谱达仪器有限公司'+凝胶成像系统&上海天能科技

有限公司'+超声波细胞破碎仪
Ỳ 2,$%Z

&南京先欧仪

器制造有限公司'+狭缝式杂交点样器&乐购化工仪器

MJ[]2[]2*!4

'+冷 冻 离 心 机 &德 国
P

CC

81>6D?

$&!%3

'$

>#?#?

"

试剂
"

ZO4 ,\R6;>/1

:

MA??8D

&日 本

54[434

公司'+明胶&美国
WScT4

公司'+脱脂奶

粉&德国
MS̀ U3̀ YY

公司'+

L8098D1M@69

化学发光

b3]

底物
PNR

发光液&美国
T/@@/

C

6D8

公司'+孔径

%#""

#

I

的
]VZU

膜&美国
T/@@/

C

6D8

公司'+

b3]

标

记山羊抗人
S

:

c

二抗&南京金斯瑞生物科技有限公

司'+

+,

孔酶标板&美国
5<8DI6

公司'+

5F8812"%

&美

国
MS̀ Wb43]

公司'$

>#@

"

方法

>#@#>

"

菌种和质粒
"C

P52"&;

质粒购自南京金斯瑞

生物科技有限公司+

cM%$2Z/D

大肠杆菌%

MR"!2ZP*

等由本实验室保存$

>#@#?

"

引物的设计与合成
"

利用
ONMS

找到
WQ2

T !̀

%

WQT "̀

%

WQT *̀*

种蛋白的编码序列#分别设

计
*

对引物对
*

种目的片段进行
]N3

扩增$其中

WQT !̀

蛋白上游引物
U]

!

4c4 4cc 4c4 545

4NN45cccN45c5N5c4NN4cc4ccN4

#

下游引物
3]

!

c5c c5c c5c c5c c5c N5N

c4c44N5c55c4 45c4NNNNN

+

WQT "̀

蛋

白上游引物
U]

!

4c4 4cc 4c4 545 4NN45c

ccN45c cNN c4N c44 44c NNN

#下游引物

3]

!

c5c c5c c5c c5c c5c N5N c4c c54

c4N4N45N4Nc5N5c

+

WQT *̀

蛋白上游引物

U]

!

554 4c4 4cc 4c4 545 4NN 45c 5NN

c4cc4c 44c NNN 444 c4c

#下游引物
3]

!

c5cc5cc5cc5cc5cN5Nc4cc44 4N5

c5cNNN5cNN44cN5

$

>#@#@

"

人
WQT !̀

%

WQT "̀

%

WQT *̀

基因原核表达

载体的构建
"

利用聚合酶链式反应&

]N3

'扩增
*

种

目的蛋白的
ZO4

片段$

]N3

反应体系为!

+$g

#预

变性
*I/1

#

+$g

变性
*%0

%

,%g

复性
*%0

%

("g

延伸

*$0

%

*%

个循环后
("g$I/1

终止反应$选择已构建

好的含
b/0

标签序列的
C

P52"&;

质粒#根据多克隆位

*

++"

*
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点以
O=6S

和
Y<6S

作为酶切位点#对该质粒进行双酶

切$将扩增的
]N3

产物和酶切后的质粒混合#导入

cM%$2Z/D

大肠杆菌培养$通过卡纳抗性筛选阳性单

克隆#经
]N3

进行菌落扩增$采用成品试剂盒对过

夜培养的菌种提取含目的
ZO4

片段的重组质粒#采

用紫外分光光度计测试其浓度$将提取的重组质粒

送南京金斯瑞公司测序#以检测重组质粒是否构建

成功$

>#@#A

"

人
WQT !̀

%

WQT "̀

%

WQT *̀

蛋白在大肠杆

菌中的诱导表达
"

将测序正确的人
WQT !̀

%

WQ2

T "̀

%

WQT *̀

重组质粒转化至
MR"!2ZP*

#选取阳性

单克隆于液体培养基
*( g

振荡培养至
Z̀

值约为

%#,

$在诱导剂
S]5c

&

!T

"

R

'的条件下分别于
*(g

摇床培养
)<

和
"$g

摇床过夜$收获不同条件下的

菌液#

WZW2]4cP

电泳检测$最终确定菌种的最适诱

导表达条件为
*(g

摇床培养
)<

$

>#@#B

"

人
WQT !̀

%

WQT "̀

%

WQT *̀

蛋白表达产物

分离与纯化
"

将置于
'&%g

冰箱保存的菌体取出#用

"%IR$IT

咪唑&作为裂解缓冲液'&

R

E

0/0HA??8D

'重

悬$期间按
!p$%%

添加
]TWU

以防止蛋白降解$再

按
!p!%%

添加溶菌酶&

!T

"

R

'#之后每隔
$I/1

涡旋

振荡
!

次#冰上孵育
*%I/1

$超声破菌#功率
*,-

#每

次工作
"0

#间歇
*0

#待上清液澄清可透光提示破菌完

成$采用亲和层析柱和超滤管进行蛋白的纯化$为

防止蛋白降解#在超滤之后需将目的蛋白分装到若干

个
P]

管中#做冷干#制成蛋白干粉并置于
'&%g

超

低温冰箱长久保存$

>#@#K

"

筛选
]MN

中抗
WQT`

抗体阳性样品
"

采用

斑点印迹法初步大量筛查
]MN

患者血清样本中抗

WQT`

抗体阳性标本#实验保证每孔的蛋白上样量

$%%1

:

左右$通过
L8098D1H@69

验证斑点印迹法筛

选出的抗
WQT`

抗体阳性样品#获取阳性参考血清$

WZW2]4cP

分离凝胶浓度为
!$-

#样品量约为
"#$

#

:

+

WZW

电泳条件!先低压再高压&从
&%V

#

)%I/1

至

!)%V

#

!<

'+转膜条件!恒定电流#

"%%I4

#

!<

$

>#@#M

"

建立抗
WQT`

抗体
PRSW4

诊断体系
"

采用

碳酸盐缓冲液作为
WQT`

蛋白&抗原'的包被液#分

别设置
!%%

%

"%%

%

*%%

%

$%%1

:

)

个梯度进行实验以选

取最适抗原包被量$加样后#用保鲜膜覆盖整块微孔

板#

)g

冰箱过夜$次日#弃去包被液#用
]MW5

洗
*

遍#拍干$使用
!-

的明胶作为封闭液&

!\]MW

作为

稀释液'封闭酶标反应孔#每孔加
*%%

#

R

封闭液#室

温下封闭
"<

$

"<

后弃去封闭液#用
]MW5

洗
*

遍$

加入稀释好的待检样品&

]MN

患者血清#稀释比为

!p"%%

#稀释液为
!-

的
MW4

磷酸盐缓冲液'#每孔加

样
!%%

#

R

#室温下孵育
"<

$实验设置
!p"%%

%

!p$%%

%

!p!%%%

%

!p"%%%

%

!p)%%%

%

!p&%%%,

个

稀释梯度以确认最适一抗滴度$据说明书推荐的

b3]

标记的山羊抗人
S

:

c

二抗最适稀释比&

!p)%

%%%

#稀释液为
!-

的
MW4

磷酸盐缓冲液'进行实验$

最终
4

液和
M

液
!p!

等比例&各
$%AR

'混合显色#

"T b"Ẁ )

终止反应$

>#@#T

"

L8098D1H@69

和斑点印迹法验证
PRSW4

筛选

出的抗
WQT`

抗体阳性样品
"

将
PRSW4

筛选出的

抗
WQT`

抗体阳性标本通过
L8098D1H@69

和斑点印

迹法验证#证明
=A96??

值的正确性和
PRSW4

体系的

有效性$实验步骤同上述
!#*#,

$

>#A

"

统计学处理
"

实验标本的所有计量资料描述为

E ?̂

#采用
!

" 检验比较不同血清群体中抗
WQT`

抗

体阳性表达率#

!

$

%#%$

为差异具有统计学意义$统

计分析工具由
W]WW!,#%

执行$

?

"

结
""

果

?#>

"

WQT`*

种蛋白亚型的纯化结果
"

通过
ONMS

找到
WQT !̀

%

WQT "̀

%

WQT *̀*

种蛋白亚型的编码

序列#构建
*

种重组质粒$待质粒构建成功后#将其

分别导入大肠杆菌进行蛋白的诱导与表达$通过条

件的不断改进#获得条带单一%纯度较高的目的蛋白$

*

种蛋白亚型纯化结果如图
!

所示$

""

注!图中
T

代表蛋白
T;DB8D

#目的蛋白在&

!(

"

!&

'

\!%

*左右

图
!

""

*

种
WQT`

蛋白亚型的纯化结果

?#?

"

抗
WQT`

抗体
PRSW4

诊断体系的构建

?#?#>

"

获取抗
WQT`

抗体阳性样本
"

)!"

例
]MN

患者样本进行抗
WQT`

抗体阳性的初步筛查$部分

结果如图
"

示$为证明斑点印迹检验系统的有效性#

笔者从初筛出的抗
WQT`

阳性样品中随机挑选出部

分#采用
L8098D1H@69

方法再次验证$结果显示
"

种

检验方法的结果基本上是一致的$

?#?#?

"

确定最适
PRSW4

抗原包被量和一抗滴度
"

经实验条件的不断改进#以阳参和阴参样品的
Z̀

值

能拉开较大差距的抗原包被量和一抗滴度为最佳浓

度#确定本实验选取的最佳抗原包被量为
$%%1

:

#

!p

"%%

为最佳血清稀释比$

?#@

"

PRSW4

诊断效率的评价
"

在构建抗
WQT`

抗

体检测的最佳
PRSW4

诊断体系后需要对该体系的诊

断效率进行评价$用已验证的抗
WQT`

抗体阳性的

]MN

标本作为阳性样本#健康人的体检样本作为阴性

样本进行
PRSW4

诊断性能的评价#分别统计实验的

*

%%*

*

国际检验医学杂志
"%!+

年
"

月第
)%

卷第
*

期
"

S19JR;HT8>

!

U8HDA;D

E

"%!&

!

V6@#)%

!

O6#*



阴阳性例数#计算灵敏度和特异度(特异度
a

真阴性"

&真阴性
h

假阳性'

\!%%-

+灵敏度
a

真阳性"&真阳

性
h

假阴性'

\!%%-

)$如表
!

所示$

""

注!图中
M]

&

MǸ 4ZN2]ZN

耦联的抗原'为
]MN

患者的检验标志

物#作为阳参+

=515

%

=51S

%

SR"!

为阴参+图左边编号为
]MN

患者的样

本编号+图
4

和图
M

是
]MN

样品的斑点印迹图#图
N

是
]MN

样品的

L8098D1H@69

图

图
"

""

]MN

样本的部分斑点印迹图和
L8098D1H@69

图

表
!

""

抗
WQT`

抗体
PRSW4

诊断效率评价$

-

%

PRSW4

评价指标 抗
WQT !̀

抗体 抗
WQT "̀

抗体 抗
WQT *̀

抗体

灵敏度
&,#)% &$#(% &&#"%

特异度
++#!% ++#&% +&#)%

""

注!

=A96??

值
a*\I8;1=619D6@ Z̀

#

Z̀

值大于
!#!\=A96??

值的

样品定义为阳性#

Z̀

值介于
%#+\=A96??

值和
!#!\=A96??

值之间的

样品定义为灰区#灰区样品二次验证#若仍处于灰区#则定义为阳性

""

注!图中
4SZ

代表自身免疫性疾病#

4

显示抗
WQT`

抗体在
]MN

和健康对照中的表达+

M

显示非
]MN

自身免疫性疾病和健康对照中抗

WQT`

抗体的表达分布

图
*

""

抗
WQT`

抗体在
]MN

&其他自身免疫性

疾病及健康对照中的表达

?#A

"

PRSW4

检验
]MN

和其他自身免疫性疾病血清

样本
"

用构建的
PRSW4

诊断体系对
)!"

例
]MN

血清

样本和
$+,

例其他自身免疫性疾病&包括
N5Z&%

例#

WRP"+,

例#

34!!(

例#

WW!%*

例'血清样本进行

PRSW4

检验$结果如图
*

所示$

?#B

"

L8098D1H@69

和斑点印迹法验证其他自身免疫

性疾病中抗
WQT`

抗体阳性标本
"

随机挑选通过

PRSW4

筛选出的其他自身免疫性疾病中的抗
WQT`

抗体阳性标本进行
L8098D1H@69

和斑点印迹法的验

证#以证明
PRSW4

检测系统的有效性$见图
)

$

""

注!图中
M]

&

MǸ 4ZN2]ZN

耦联的抗原'为
]MN

患者的检验标志

物+

=515

%

=51S

%

SR"!

为阴参$样品
WRP!$"

经查病历证实患有心肌梗

死性疾病

图
)

""

其他自身免疫性疾病样品的部分

L8098D1H@69

和斑点印迹图

?#K

"

]MN

和其他自身免疫性疾病中抗
WQT`

抗体

阳性率比较
"

对
)!"

例
]MN

样本和
$+,

例其他自身

免疫性疾病样本进行
PRSW4

检测#统计抗
WQT`

抗

体两组样本中的阳性率$采用统计学方法
!

" 检验计

算二者的阳性率差异$实验结果如表
"

所示$结果

显示
*

种抗
WQT`

抗体在
]MN

和其他自身免疫性疾

病人群中的阳性率存在显著差异#差异有统计学意义

&

!

$

%#%!

'$

表
"

""

抗
WQT`

抗体在
]MN

及其他自身免疫性疾病

"""

中的阳性率比较(

'

$

-

%)

抗体结果

样品

]MN

患者

&

'a)!"

'

其他自免疾病

患者&

'a$+,

'

!

抗
WQT̀ !

抗体&

h

'

*%

&

%#%(*

'

"!

&

%#%*$

'

$

%#%$

抗
WQT̀ !

抗体&

'

'

*&"

&

%#+"(

'

$($

&

%#+,$

'

抗
WQT̀ "

抗体&

h

'

,,

&

%#!,%

'

!(

&

%#%"+

'

$

%#%%!

抗
WQT̀ "

抗体&

'

'

*),

&

%#&)%

'

$(+

&

%#+(!

'

抗
WQT̀ *

抗体&

h

'

,)

&

%#!$$

'

"%

&

%#%*)

'

$

%#%%!

抗
WQT̀ *

抗体&

'

'

*)&

&

%#&)$

'

$(,

&

%#+,,

'

""

注!其他自免疾病包括
N5Z&%

例#

WRP"+,

例#

34!!(

例及
WW

!%*

例

?#M

"

其他自身免疫性疾病中的抗
WQT`

抗体阳性

率表达
"

实验对
$+,

例其他自身免疫性疾病&

N5Z&%

例#

WRP"+,

例#

34!!(

例及
WW!%*

例'进行
PRSW4

检测#统计抗
WQT`

抗体的阳性率&图
$

'$采用
!

"

检验分析比较
)

组间的阳性率差异#结果如表
*

所

*

!%*

*

国际检验医学杂志
"%!+

年
"

月第
)%

卷第
*

期
"

S19JR;HT8>

!

U8HDA;D

E

"%!&

!

V6@#)%

!
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示$结果显示#抗
WQT`

抗体在其他自身免疫性疾

病中的阳性率差异无统计学意义&

!

&

%#%$

'#因此认

为抗
WQT`

抗体对于鉴定其他自身免疫性疾病无

意义$

表
*

""

抗
WQT`

抗体在其他自身免疫性疾病中的阳性率比较(

'

$

-

%)

抗体结果
样品

WRP

&

'a"+,

'

WW

&

'a!%*

'

N5Z

&

'a&%

'

34

&

'a!!(

'

!

抗
WQT !̀

抗体&

h

'

&

&

%#%"(

'

$

&

%#%)+

'

*

&

%#%*&

'

$

&

%#%)*

'

%#(""

抗
WQT !̀

抗体&

'

'

"&&

&

%#+(*

'

+&

&

%#+$!

'

((

&

%#+,*

'

!!"

&

%#+$(

'

抗
WQT "̀

抗体&

h

'

)

&

%#%!)

'

,

&

%#%$&

'

*

&

%#%*&

'

)

&

%#%*)

'

%#!%+

抗
WQT "̀

抗体&

'

'

"+"

&

%#+&,

'

+(

&

%#+)"

'

((

&

%#+,*

'

!!*

&

%#+,,

'

抗
WQT *̀

抗体&

h

'

(

&

%#%")

'

$

&

%#%)+

'

*

&

%#%*&

'

$

&

%#%)*

'

%#$&*

抗
WQT *̀

抗体&

'

'

"&+

&

%#+(,

'

+&

&

%#+$!

'

((

&

%#+,*

'

!!"

&

%#+$(

'

图
$

""

其他自身免疫性疾病中抗
WQT`

抗体

的阳性率表达分布

@

"

讨
""

论

""

]MN

的治疗效果不佳#早期诊断和治疗是控制

]MN

疾病发展的最有效手段$但不同的
]MN

患者#

他们的病症表现不尽相同#同时也伴随不同的并发

症#这对患者的对症治疗产生很大的难度$

目前#针对
]MN

的特异性抗体包括
4T42T"

%抗

核抗体
W

C

!%%

及抗
c

C

"!%

$

4T4

因其特异度高#是

]MN

的关键性诊断标志$

]MN

的血清学特征是高滴

度的
4T4

#其主要靶点为
MǸ 4ZN2P"

%

]ZN2P"

和

c̀ZN2P"

$但是#

4T4

也可在其他疾病如硬皮病中

检测到$因此#寻找新的血清标志物#如抗
WQT`

抗

体#对于区分
]MN

与其他自身免疫性疾病至关

重要(

*2)

)

$

WQT`

蛋白分布广泛$人类基因组主要编码
)

种
WQT`

蛋白亚型
WQT !̀

%

WQT "̀

%

WQT *̀

和

WQT )̀

(

$

)

$其中#

WQT !̀

"

*

起主要作用并在各种

组织中均有表达#而
WQT )̀

主要在肾%脾和淋巴结

中表达(

,

)

$在各亚型中#

WQT !̀

和
WQT "̀

具有

$%-

的序列同源性#

WQT "̀

和
WQT *̀

高度相似#仅

有
*

个氨基酸差异#同源性高达
+$-

#所以经常共写

为
WQT "̀

"

*

(

(2&

)

$在针对
*

种
WQT`

蛋白亚型的实

验组中#笔者发现抗
WQT "̀

抗体和抗
WQT *̀

抗体

在
]MN

和其他自身免疫性疾病两组间的阳性率差异

]

值接近&表
"

'#表明
WQT "̀

和
WQT *̀

二者同源

性高$鉴于成熟
WQT "̀

和
WQT *̀

蛋白之间的高

度同源性#笔者推测识别抗
WQT "̀

抗体的疾病也可

能同时识别抗
WQT *̀

抗体#这有待后续实验进一步

考证$

]MN

起病隐匿#表现为慢性进行性胆汁淤积性肝

病#最终导致肝硬化和肝功能衰竭$其作为典型的自

身免疫性疾病的一种#目前诊断依赖于临床表现#特

异性自身抗体的检测和病理组织学检查(

+2!!

)

$

4T42

T"

是
]MN

的特异性抗体#其特异度高达
+$-

#但

4T4

对
]MN

的诊断仍有局限性#约有
!%-

的
]MN

患者
4T4

阴性#这给诊断带来一定困难#有时需依

赖有创检查肝活检#存在一定风险且患者依从性

差(

!"2!*

)

$本研究发现抗
WQT`

抗体在
]MN

中的诊断

特异度高达
++-

#其灵敏度保持在
&,-

左右&表
!

'$

表明抗
WQT`

抗体可以成为辅助诊断
]MN

的一个新

的血清标志物$

]MN

常伴有其他自身免疫性疾病#包括
WW

%

WRP

%

N5Z

%

34

等$本研究发现上述其他自身免疫性疾病

中
*

种抗
WQT`

抗体均有一定的检出率#尤以
WW

和

34

较高#提示这类患者有合并潜在的亚临床
]MN

的

可能性#需要密切随访#以便于早期发现#早期治疗#

改善疾病预后(

!)

)

$笔者还发现抗
WQT`

抗体在
]MN

中的阳性率明显高于其他自身免疫性疾病组和健康

对照组#阳性表达率差异有统计学意义&表
"

'#说明抗

WQT`

抗体和
]MN

存在很好的相关性#对于辅助诊

断
]MN

具有良好的效益$鉴于非
]MN

的自身免疫性

疾病中的抗
WQT`

抗体的低阳性率&图
$

'#笔者对

"+,

例
WRP

#

!%*

例
WW

#

&%

例
N5Z

及
!!(

例
34

进行

研究#发现抗
WQT`

抗体在其他自身免疫性疾病人

群中的阳性率无明显差异&表
*

'#说明抗
WQT`

抗体

对于鉴定其他非
]MN

的自身免疫性疾病无特异度#抗

WQT`

抗体有望成为诊断
]MN

的潜在性特异性

抗体$

像其他
]MN

自身抗体一样#抗
WQT`

抗体在

*

"%*

*
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]MN

或其他自身免疫性疾病中的发病机制仍然未知$

有趣的是#一项研究表明大量的
WQT`

结合物可以

在线粒体中找到#尽管构成
4T4

自身抗原的线粒体

复合物的
WQT`

化尚未报道$线粒体抗原的异常表

达归因于在应激条件下失调的自噬#最终导致自身免

疫介导的细胞毒性反应#特别是小胆管的损伤$因此

后期研究抗
WQT`

抗体产生是否是细胞因子依赖性

将是有意义的$另外据文献报道#抗
W

C

!%%

抗体表达

可能通过介导胆管细胞增生参与
]MN

发病(

!$

)

$胆管

细胞增生在
]MN

组织病理中较常见#胆管性界面炎

含有增生胆管和肉芽肿的碎屑样坏死#提示胆管细胞

增生在
]MN

的进展中起到一定作用$而
WQT`

蛋白

可以通过修饰
W

C

!%%

蛋白发挥
WQT`

化修饰作用#

表明
WQT`

对于
]MN

的致病机制也有可能一部分是

通过介导胆管细胞增生实现的$

]MN

是复杂性自身免疫性疾病研究的极佳模型#

与其他自身免疫性疾病相比#

]MN

具有明显的组织专

一性和很强的遗传易感性$目前#熊去氧胆酸是对早

期
]MN

患者&尤其是黄疸没有出现的患者'进行有效

控制的药物#但无治愈作用$而挽救晚期
]MN

患者

的唯一手段是实施肝脏移植手术治疗(

!,2!(

)

$鉴于

WQT`

在
]MN

中可以作为一种新的抗原成分#而

WQT`

化修饰和去
WQT`

化修饰过程的失控可能使

细胞不能维持动态平衡#进而暗示着疾病的发展$所

以#对
WQT`

化的研究可能蕴含着治疗
]MN

疾病的

潜在靶点$

诊断试验的持续改进导致对轻度或明显无症状

疾病的个体的检测陷入热潮$另外#特别是基于患者

基因型和表型的分层将在未来变得重要$本研究结

果表明#抗
WQT`

抗体是高特异度的
]MN

新标记物#

有必要将抗
WQT`

抗体纳入
]MN

的血清学评估$这

将有助于消除
]MN

诊断不确定性#提高诊断效率#建

立
]MN

早期诊断方法和诊断指标#并评估
]MN

预后

药物的个体化以提供标准化的临床诊断和治疗方案$

A

"

结
""

论

""

本研究通过建立抗
WQT`

抗体的
PRSW4

诊断

体系#分别检测抗
WQT`

抗体在
]MN

%

WRP

%

WW

%

N5Z

%

34$

种典型性自身免疫性疾病血清样本中的

阳性率表达#最终证实抗
WQT`

抗体和
]MN

存在很

好相关性#有望成为诊断
]MN

的特异度抗体$其创

新之处在于分别构建了
WQT !̀

%

WQT "̀

%

WQT *̀*

种蛋白亚型的表达质粒并分别研究
*

种抗
WQT`

抗

体在
$

种自身免疫性疾病中的表达#其有利于后期提

高疾病的诊断效率#并具有广泛的临床应用和推广前

景$但本实验并未证明抗
WQT`

抗体与
]MN

间的直

接因果性#因此未来研究方向将进一步揭示抗
WQT`

抗体的状态是否与
]MN

的临床进程相关并分析
]MN

患者接受熊去氧胆酸前后抗
WQT`

抗体的变化等$
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各个指标的单独检出率#说明其联合诊断可有效提示

患者子宫内膜癌的发生发展状况#提高子宫内膜癌的

临床诊断性$

及时有效地检测女性患者体内
NP4

%

N4!+2+

%

N4!"$

%

bP)

和
3̀ T4

值的水平变化#有助于提示患

者生殖系统相关组织的癌变情况+联合检测患者体内

NP4

%

N4!+2+

%

N4!"$

%

bP)

和
3̀ T4

值的水平变化

可有效提高患者子宫内膜癌的诊断率#为临床诊断%

治疗和评价子宫内膜癌提供了良好的数据依据$选

择血清肿瘤标志物
NP4

%

N4!+2+

%

N4!"$

和
bP)

的

检测#并计算患者
3̀ T4

指数在鉴别诊断子宫内膜

癌及高危人群的筛查方面具有很好的临床应用价值#

联合诊断有助于提高诊断效能#值得临床实验室推广

使用$

A

"

结
""

论

""

检测女性患者体内
NP4

%

N4!+2+

%

N4!"$

%

bP)

水平和
3̀ T4

测定值可有效提高患者子宫内膜癌的

诊断率$对于临床鉴别诊断子宫内膜癌%筛查高危人

群具有很好的临床应用价值#值得临床实验室推广

使用$
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