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  摘 要:目的 检测并分析类风湿关节炎(RA)患者外周血单个核细胞(PBMC)中LC3Ⅱ、Beclin-1的

mRNA相对表达水平和羟氯喹治疗前后的变化情况,以及其与疾病活动度、炎症介质的关系。方法 收集

2018年4月至2019年9月陕西中医药大学附属医院风湿肾病科确诊的RA住院患者58例作为RA组,同期体

检健康者46例作为健康对照组。根据28关节疾病活动度评分(DAS28),将RA组分为活动期组(高度、中度、
低度活动度组)及缓解期组。利用实时荧光定量PCR检测RA组及健康对照组,RA组中治疗前组(无羟氯喹

使用史,16例)及治疗后组(使用羟氯喹并达到临床缓解期,14例)LC3Ⅱ、Beclin-1的 mRNA相对表达水平。
采用酶联免疫吸附试验法检测RA组肿瘤坏死因子α(TNF-α)的水平,利用统计学方法分析LC3Ⅱ、Beclin-1的

mRNA在RA组和治疗前后组的表达情况,并分析LC3Ⅱ、Beclin-1的 mRNA相对表达水平与不同疾病活动

度及炎症介质的关系。结果 RA组PBMC中的LC3Ⅱ的mRNA相对表达水平高于健康对照组,差异有统计

学意义(t=2.894,P<0.01);RA活动期组LC3Ⅱ
 

的mRNA相对表达水平高于缓解期组,差异有统计学意义

(t=2.872,P<0.05)。同时,LC3Ⅱ
 

的mRNA相对表达水平与DAS28评分及炎症介质TNF-α水平呈正相关

(r=0.783、0.671,P<0.05),但与C反应蛋白无相关性(P>0.05)。与治疗前组比较,治疗后组RA患者LC3
Ⅱ、Beclin-1的mRNA相对表达水平显著下降,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 自噬相关基因LC3Ⅱ在

RA中具有监测疾病活动度及疗效的临床价值。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

and
 

analyze
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

LC3Ⅱ
 

and
 

Beclin-1
 

mRNA
 

in
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

(PBMC)
 

of
 

patients
 

with
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA)
 

and
 

the
 

changes
 

be-
fore

 

and
 

after
 

hydroxychloroquine
 

treatment,as
 

well
 

as
 

their
 

relationship
 

with
 

disease
 

activity
 

and
 

inflamma-
tory

 

mediators.Methods From
 

April
 

2018
 

to
 

September
 

2019,58
 

patients
 

with
 

RA
 

diagnosed
 

in
 

the
 

Depart-
ment

 

of
 

rheumatic
 

nephropathy,Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Shaanxi
 

University
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

were
 

selected
 

as
 

RA
 

group,and
 

46
 

healthy
 

people
 

were
 

selected
 

as
 

healthy
 

control
 

group.According
 

to
 

28
 

joint
 

dis-
ease

 

activity
 

score
 

(DAS28),RA
 

group
 

was
 

divided
 

into
 

active
 

stage
 

group
 

(high,moderate
 

and
 

low
 

activity
 

group)
 

and
 

remission
 

stage
 

group.Real
 

time
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

relative
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

LC3Ⅱ
 

and
 

Beclin-1
 

in
 

RA
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group,before
 

treatment
 

group
 

(without
 

hydroxychloroquine
 

use
 

history,16
 

cases)
 

and
 

after
 

treatment
 

group
 

(using
 

hydroxychloroquine
 

and
 

reaching
 

clinical
 

remission
 

stage,14
 

cases).The
 

levels
 

of
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

α
 

(TNF-α)
 

in
 

RA
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3Ⅱ
 

and
 

Beclin-1
 

mRNA
 

in
 

RA
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group
 

and
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

were
 

analyzed
 

by
 

statistical
 

method,and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

rel-
ative

 

expression
 

levels
 

of
 

LC3Ⅱ
 

and
 

Beclin-1
 

mRNA
 

and
 

different
 

disease
 

activity
 

and
 

inflammatory
 

mediators
 

were
 

analyzed.Results The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3Ⅱ
 

mRNA
 

in
 

PBMC
 

of
 

RA
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

healthy
 

control
 

group
 

(t=2.894,P<0.01);
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

LC3Ⅱ
 

mRNA
 

in
 

ac-
tive

 

RA
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

remission
 

group
 

(t=2.872,P<0.05).Meanwhile,the
 

relative
 

expres-
sion

 

level
 

of
 

LC3Ⅱ
 

mRNA
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

DAS28
 

score
 

and
 

TNF-α
 

level
 

(r=0.783,0.671,
P<0.05),but

 

there
 

was
 

no
 

correlation
 

with
 

C-reactive
 

protein
 

(P>0.05).Compared
 

with
 

before
 

treatment,
the

 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

LC3Ⅱ
 

mRNA
 

and
 

Beclin-1
 

mRNA
 

in
 

RA
 

patients
 

decreased
 

significantly
 

after
 

treatment
 

(P<0.05).Conclusion Autophagy
 

related
 

gene
 

LC3Ⅱ
 

has
 

clinical
 

value
 

in
 

monitoring
 

disease
 

ac-
tivity

 

and
 

curative
 

effect
 

in
 

RA.
Key

 

words:rheumatoid
 

arthritis; disease
 

activity; inflammation; autophagy

  类风湿关节炎(RA)是一种慢性关节炎,可导致

关节软骨、骨质破坏并造成功能丧失[1]。这种慢性疾

病发病机制复杂,是遗传、环境、免疫等多种因素共同

作用的结果[2]。其中,激活的免疫细胞不断释放炎症

介质是导致滑膜持续性炎症及关节软骨和骨质破坏

的重要原因。因此,在临床应用中,一方面通过观察

RA患者炎症相关指标的变化,监测病程进展;另一方

面,以抑制及平衡机体炎症为主要的治疗手段,缓解

病情[3]。
细胞自噬是指在外界不良环境因素影响下(包括

饥饿、氧化应激、感染、营养缺乏),可被诱导产生并通

过一系列途径将细胞内物质运送到溶酶体中进行降

解的过程[4]。近年来研究发现,细胞自噬不仅可以形

成自噬小体传递吞噬物到溶酶体中,以发挥细胞保护

作用,而且它在确保重要免疫细胞行使正常功能及调

控炎症信号等方面同样扮演着重要角色[4-6]。本研究

旨在分析自噬相关基因LC3Ⅱ、Beclin-1在RA患者

外周血单个核细胞(PBMC)中相对表达水平的变化,
以及其与炎症因子的相关性,探讨细胞自噬在RA患

者中的临床价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年4月至2019年9月陕

西中医药大学附属医院风湿肾病科确诊的RA住院

患者58例作为RA组。纳入标准:(1)符合2010年美

国风湿病学会和欧洲抗风湿病联盟修订的RA分类

标准[7];(2)无羟氯喹药物使用史。排除标准:排除患

有其他自身免疫性疾病、感染、肿瘤。根据28关节疾

病活动度评分(DAS28评分),将RA组分为活动期组

(高、中、低3个疾病活动度亚组,分别为18、11、12
例)及缓解期组(17例)。RA组中选取16例初诊病

例(无羟氯喹药物治疗史)作为治疗前组;使用含羟氯

喹药物的治疗方案正规治疗后,随访14例(2例患者

失访)达到临床缓解期的RA患者作为治疗后组。收

集同期体检健康者46例作为健康对照组。RA组和

健康对照组的一般资料比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。见表1。
1.2 仪器与试剂 Ficoll淋巴细胞(北京索莱宝公

司);Trizol
 

试剂、反转录试剂盒、TB
 

Green
 

Premix
 

Ex
 

TaqⅡ
 

PCR定量试剂盒(日本TaKaRa);肿瘤坏

死因子α(TNF-α)酶联免疫吸附试验(ELASA)试剂

盒(南京建成生物科技有限公司);Nano
 

Drop-2000紫

外分光光度仪(美国Thermo);Sure
 

Cycler
 

8800
 

热循

环仪(美国安捷伦);Step
 

One
 

Plus实时荧光定量

PCR(qPCR)仪(美国ABI);全自动酶标仪(美国Bio-
TEK)。

表1  RA组和健康对照组一般资料比较

组别 n
性别

(女/男,n/n)
年龄

(x±s,年)
体质量指数

(x±s,kg/m2)

RA组 58 46/12 50.17±12.48 20.67±2.19

健康对照组 46 35/11 45.73±12.41 21.06±2.23

1.3 实验方法

1.3.1 临床及实验室资料收集及整理 收集RA组

患者临床及实验室资料,整理到Excel表中。包括(1)
患者性别、年龄、体质量指数等一般资料;(2)患者既

往史:患病史、用药史;(3)患者现病史:28
 

肿胀关节计

数(SJC)、28
 

疼痛关节计数(TJC)、患者全身视觉模拟

评分(100-mm
 

VAS);(4)患者实验室检查结果:C反

应蛋白(CRP)、红细胞沉降率(ESR)。利用 DAS28
评分软件计算患者DAS28评分。
1.3.2 PBMC分离、RNA提取及cDNA合成 使用

乙二胺四乙酸二钾抗凝管空腹采集静脉血3
 

mL,离
心分离血浆后,差速密度梯度离心法分离PBMC,Tr-
izol法提取细胞中的总 RNA,微量分光光度计检测

RNA浓度、纯度[吸光度(A)260/280 比值],将符合标准

的RNA样本统一调整至50
 

ng/μL,反转录为cDNA,
于-20

 

℃冰箱保存。
1.3.3 qPCR qPCR采用核酸染料法,以cDNA为

模板,β-actin为内参基因,每个标本做3个复孔,使用

Step
 

One
 

Plus
 

qPCR 仪 进 行 PCR 扩 增。引 物 由

TaKaRa公司设计合成,序列见表2。PCR反应条件:
95

 

℃预变性30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环。
基因相对表达水平采用(2-ΔΔCt

 

)表示,其中ΔΔCt
 

=
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(CtRA组目的基因 -CtRA组内参基因 )-
 

(Ct健康对照组目的基因 -
Ct健康对照组内参基因)。

表2  内参基因及目的基因的引物序列

基因 引物序列 Tm值(℃)

β-actin 5':TGG
 

CAC
 

CCA
 

GCA
 

CAA
 

TGA
 

A 64.7

3':CTA
 

AGT
 

CAT
 

AGT
 

CCG
 

CCT
 

AGA
 

AGC
 

A 62.3

LC3Ⅱ 5':TGT
 

CAA
 

CAT
 

GAG
 

CGA
 

GTT
 

GGT 61.7

3':CGT
 

CCT
 

CGT
 

CTT
 

TCT
 

CCT
 

GCT 63.2

Beclin-1 5':AAG
 

GGT
 

CTA
 

AGA
 

CGT
 

CCA
 

ACA
 

A 60.0

3':GCC
 

TGG
 

GCT
 

GTG
 

GTA
 

AGT
 

AAT
 

G 62.9

1.3.4 TNF-α检测 使用无抗凝剂采血管采集RA
患者3

 

mL血液,分离血清,ELISA法检测RA患者

TNF-α水平。
1.4 统计学处理 应用SPSS22.0进行统计学分析,
计量资料以x±s表示,2组间比较采用两独立样本t
检验,多组间计量资料比较采用单因素方差分析;计
数资料以率表示,2组间比较采用χ2 检验;相关性分

析采用Spearman相关。以P<0.05表示差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 RA组PBMC中LC3Ⅱ、Beclin-1
 

mRNA的相

对表达水平 LC3Ⅱ、Beclin-1
 

mRNA在2组PBMC
中均有表达,RA组与健康对照组相比,LC3Ⅱ

 

mR-
NA相对表达水平显著升高,差异有统计学意义(t=
2.894,P<0.01),而2组Beclin-1

 

mRNA相对表达

水平差异无统计学意义(t=1.847,P>0.05)。见表3。
表3  RA组及健康对照组PBMCs中LC3Ⅱ、Beclin-1的

   mRNA相对表达水平比较(x±s)

组别 n LC3Ⅱ Beclin-1

RA组 58 3.75±1.97 1.28±0.91

健康对照组 46 0.94±0.65 0.98±0.23

t 2.894 1.847

P
 

0.006 0.158

2.2 LC3Ⅱ、Beclin-1
 

的mRNA相对表达水平与RA
疾病活动度的相关性 活动期组LC3Ⅱ

 

的mRNA相

对表达水平较缓解期组显著升高(4.31±2.86
 

vs.
 

0.96±0.81),差异有统计学意义(t=2.872,P<
0.05);Beclin-1的mRNA相对表达水平没有显著变

化(1.32±0.67
 

vs.
 

0.91±0.18),差异无统计学意义

(t=1.186,P>0.05)。
高度活动期组、中度活动期组、低度活动期组、缓

解期组中LC3Ⅱ
 

mRNA的相对表达水平比较,差异

有统计学意义(F=2.56,P<0.05),且随疾病活动度

升高,呈上升趋势。DAS28评分与LC3Ⅱ
 

mRNA相

对表达水平呈正相关(r=0.783,P<0.05)。而高度

活动期组、中度活动期组、低度活动期组、缓解期组中

Beclin-1
 

mRNA相对表达水平比较,差异无统计学意

义(F=0.858,P>0.05),且与DAS28评分也无相关

性(r=0.196,P>0.05)。RA组LC3Ⅱ
 

mRNA相对

表达水平与血清中的 TNF-α水平呈正相 关(r=
0.671,P<0.05),但 与 CRP水 平 无 相 关 性(r=
0.149,P>0.05)。Beclin-1

 

mRNA相对表达水平与

TNF-α及CRP水平均无相关性(r=0.270、0.151,
P>0.05)。RA不同疾病活动度LC3Ⅱ、Beclin-1的

mRNA相对表达水平,见图1。

图1  RA不同疾病活动度LC3Ⅱ、Beclin-1的

mRNA相对表达水平

2.3 治疗前后组LC3Ⅱ、Beclin-1
 

mRNA的相对表

达水平 与治疗前组比较,治疗后组LC3Ⅱ、Beclin-1
 

mRNA相对表达水平显著下降,差异有统计学意义

(t=2.931,P<0.05)。见表4。
表4  RA患者PBMC中LC3Ⅱ、Beclin-1的

   mRNA在治疗前后的相对表达水平比较(x±s)

组别 n LC3Ⅱ Belin-1

治疗前组 16 4.21±2.73 1.48±0.23

治疗后组 14 0.75±0.42 0.62±0.19

t 2.931 2.174

P 0.001 0.031

3 讨  论

  细胞自噬是一种维持细胞内环境稳态的生存机

制,能够在各种不同刺激下诱导产生。通过包裹损伤

的细胞器、错误折叠的蛋白质形成自噬小体,并与溶

酶体融合完成内容物的降解,从而避免细胞凋亡,起
到保护细胞的作用[8-9]。有研究发现,RA成纤维滑膜

细胞的过度增殖与凋亡抵抗有关,而细胞的凋亡抵抗

正是由于自噬作用增强,细胞得到保护的结果[10]。
RA作为慢性炎症性疾病,参与其发病的T细胞

(CD4+
 

T淋巴细胞)、B细胞、单核巨噬细胞通过释放

多种细胞因子、直接攻击靶组织、抗原呈递、促进破骨

细胞分化、形成慢性炎症环境等方式参与RA疾病进

程[11-12]。有研究显示,RA中的 T细胞异常激活,凋
亡减少,并且还能保证其他细胞如成纤维滑膜细胞、
单核巨 噬 细 胞、B 细 胞 等 在 慢 性 炎 症 环 境 中 的 生

存[13]。在本研究中,提取 RA 患者及健康者的PB-

·703·国际检验医学杂志2021年2月第42卷第3期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,February
 

2021,Vol.42,No.3



MC,比较观察自噬相关基因LC3Ⅱ及Beclin-1的相

对表达水平,发现RA患者LC3Ⅱ
 

mRNA相对表达

水平高于健康者,表示外周血PBMC中存在自噬现

象,推测T细胞凋亡减少或许与其发生自噬有关。
除细胞保护机制,自噬途径及相关蛋白在机体免

疫和炎性反应中同样扮演重要角色。通过平衡免疫

和炎性反应的利弊效应,自噬作用保护机体免受自身

免疫性疾病的伤害[5]。然而,炎性反应和自噬的具体

调节机制迄今尚不明晰,蔡永青等[14]研究表示,自噬

在炎性反应中通过抑制作用来维持内环境的稳态。
有研究发现,自噬与炎症因子可互相调节,一方面,炎
症因子调节自噬,诱导或抑制细胞自噬;另一方面,自
噬反过来可以调节炎症因子的产生和释放[15]。RA
患者可通过疾病活动度反映机体炎症情况,临床上通

常用DAS28评分进行评估。本研究在探索自噬与炎

症关系中发现,LC3Ⅱ
 

mRNA相对表达水平与疾病

活动度呈正相关。LC3Ⅱ
 

mRNA可作为反映疾病活

动度的指标监测RA患者的病情。另外,研究显示,
TNF-α作为重要的炎症因子参与RA的发生、发展,
并与疾病活动度呈正相关[16]。本研究也对 LC3Ⅱ

 

mRNA相对表达水平与TNF-α的相关性进行分析,
发现LC3Ⅱ

 

mRNA相对表达水平与TNF-α呈正相

关。因此,可进一步证实机体炎症情况与自噬水平有

相关性,但炎症因子与自噬二者是单方面作用还是互

为因果还需继续深入研究。
在肿瘤治疗中,已提出以自噬作为治疗靶点干预

疾病的进程[17]。RA同样存在自噬现象,推测通过抑

制自噬可缓解病情。羟氯喹是抑制自噬的有效药

物[18],在研究中选择RA初诊患者(未使用羟氯喹)进
行正规治疗(治疗药物中有羟氯喹),比较治疗前后

RA患者自噬水平,结果显示LC3Ⅱ
 

mRNA相对表达

水平在治疗后下降,推测自噬活性的降低可缓解病

情。但是,在临床治疗过程中难以使用单一药物进行

干预,其他药物造成的影响无法判断。因此,自噬作

为有效治疗靶点仍需通过细胞或动物模型,控制单因

素进行验证。
综上所述,从RA患者和治疗前后自噬相关基因

的相对表达水平,及其与疾病活动度和炎症介质相关

性分析结果表明,自噬水平在活动期 RA 患者中升

高,且与疾病活动度及机体炎症情况呈正相关。自噬

相关基因LC3Ⅱ作为评价RA疾病活动度和治疗效

果的指标之一,为临床监测病情及疗效提供帮助。同

时,本研究也为探索自噬、炎症、RA三者之间的关系

提供一定依据,课题组将针对三者之间的具体作用机

制展开进一步的研究。
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