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摘要!目的 探讨系统性红斑狼疮!234"患者外周血 ! 细胞 !5%! 链 56%&7谱系漂移#为 234 的免疫应答机制和个性化

治疗研究提供基础$方法 采用免疫扫描谱型分析技术#分析 + 例正常献血员的 5$%& 分布特征及 + 例 234 患者 89:5
中 ! 细胞 !5%! 链 56%& 的优势利用情况# 对克隆性增生 !7细胞的 56%& 区进行序列分析$ 结果 + 例正常献血员

89:57!5%79;756%& 谱型均呈高斯分布#+ 例活动型 23< 患者 (07!5%79;756%& 家族均出现不同的优势表达#对单 =
寡克隆性增生 ! 细胞 ! 链 56%& 区基因进行测序#证实存在不同的 56%& 序列$结论 23< 活动期外周血 ! 细胞 !5%!
链 56%& 谱系出现明显漂移# 提示 56%& 的选择性表达可能与 23< 的免疫发病机理有关# 特异应答的 ! 细胞 !5%7
56%& 序列的确定#将为 23< 的发病机制研究和个性化治疗提供新的方法与手段$
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系统性红斑狼疮!234"病变可以累及患者全身

多个系统和器官#其发生发展与遗传因素&环境诱发

因素和免疫系统功能紊乱有关#其中机体的免疫功能

紊乱起着至关重要的作用’’($ 234 中大多数致病性抗

体是 ! 细胞依赖的’-(#! 细胞受体!!5%"是 ! 细胞识

别抗原并被激活的关键环节#!5% 的选择性表达可

能与 234 的免疫发病机理有关e 但 ! 细胞是如何被

诱导出自身反应性 !5% 的机制未明$目前研究发现#
在 234 的 炎 症 活 动 期 # 有 部 分 !5%7!k 链 可 变 区

!!5%79;"亚家族呈单 t 寡克隆性增生#但进一步研

究其完整基因序列的较少$本研究利用免疫谱型分析

技术#在筛选出单 t 寡克隆性增生的 !5%! 链的基础

上#进一步测定 56%& 区的基因序列e为 234 的免疫

发病机制和个性化治疗研究提供基础$

@77材料和方法

@q@77材料

@q@q@77病例选择 & 例 234 患者来源于南方医院皮肤

科#( 例 234 患者来自中山医科大学第三附属医院免

疫风湿科$ + 例患者全部为女性#均符合美国风湿病

学会 @>C( 年修订的诊断标准$ 同时选择 + 例正常献

血员作为对照$
@q@q(7主要试剂 总 %W? 提取试剂盒!EdGQY"#a6W?
合成和 85% 试剂!u9ck:9c"#hGNG2aYNk+..k!?:%?
!+..7%EM"标 准 品!?\\‘HGf79HTOUO^GdOe7?9c#D2?"#
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去离子甲酰胺!!"#$%"#凝胶回收试剂盒!&$’(%"等$
)*+,,方法

按照参考文献合成 -./,01,.2/3 谱型分析引

物%34,5&$
)*+*),,总 /67 提取和 8267 合成 分离出外周血标

本中单个核细胞#按试剂盒条件#提取 9:; 和正常献

血员 <0=.!+!)>? 细胞"中的总 /67#取 ),!( 样品

总 /67 为模板# 用 &@"(A- 作引物# 反应体系为 5>,
!@#每标本做 3 个反应#按试剂盒条件合成 8267$
)*+*+,, -./, 01, <./,,, <./ 反 应 体 积 为 B>, !@# 含

8267 模 板 ),!@#+,$$C@D:, E6-<, B,!@#)>!0FGG’H, B,
!@#+B,$$C@D: 氯化镁 3,!@#-./,01 上游引物 )*I,!@
! 所 有 -./,01 上 下 游 引 物 的 应 用 浓 度 均 为 )>,
!$C@D:"# 下 游 共 用 -./,0.JK7= 引 物 )*I,!@#LMNO
267 多聚酶 )*+B,P$ 反应条件为’Q5!"变性 3,$"R(
Q5!" )$"R#BB," ),$"R#S+!" )$"R#3B 个循环(S+!"
)>,$"R 延伸$ <./ 产物 I!!@ 在 )*BT的琼脂糖凝胶进

行电泳#余!+>,"保存备用$
)*+*3,,U’R’9V%R 分析 取 -./,01,各家族带荧光标

记的 <./,产物 +,!@# 加入 +,!@ 去离子甲酰胺#>*B,!@
变 性 胶 上 样 缓 冲 液 !+B$=, ;2-7#B>$(D$@, W@F’,
A’XYH%R,"#Q5!"变性 5$"R 后#每管取 +,!@,在 3S3,267
序列分析仪Z70[#<’H\"R;@$’H]中电泳 +^!?T变性聚

丙酰胺凝胶"# 计算机收集电泳过程中不同时间所出

现的不同颜色和强度的荧光素# 以显示出不同位置)
高度) 颜色和形态的峰#U’R’98%RO?S+ 软 件 自 动 分

析 %B&$
)*+*5OO测序 经 U’R’98%R 分析后#对 9:; 单寡克隆增

生的 -./O01 家族# 取相应带荧光标记的 <./O产物

5O!@ 为模板#对应家族的上游引物和不带 K7= 标记

的下游引物各 +O!@#)>O$$C@D:OA6-<O)O!@#)>!0FGG’HO
BO!@#+BO$$C@D:O=(.@+3O!@#-%NO267 聚 合 酶 )*+BOP
重新进行 <./#总反应体积为 B>O!@$ <./ 产物琼脂

糖凝胶回收纯化#送 "R_"YHC(’R 上海英骏生物技术有

限公司测序$

+OO结果

+*)OO正常人对照和 9:;O病人 <0=.O-./O01O的 <./
结果

正常献血员和 9:; 病人的 <0=.O-./O01+5 家

族及 -./O0. 对照的 <./ 产物 )*BT琼脂糖凝胶电

泳图#在 )>>‘B>>OWa 之间出现明显条带!图 )#+"$
+*+OO正常人对照和 9:; 患者 -./O01OU’R’98%RO?S+
软件自动分析的激光扫描结果

正常献血员 <0=.O-./O01 各家族均为 I 个以

上的中间高两端低的钟型峰图#呈高斯分布#相邻两

条条带大小相差 bWaOZ图 3]#B 例 9:; 患者分别于不

同的家族出现单峰)寡峰和偏峰图#其中 9:;J) 列出

完整扫描图!图 5"#余病例仅列出异常峰图!表 )"$ c
轴的相位差为各 <./ 产物的大小#d 轴不同高度的

峰为相应 <./ 产物的荧光密度# 即各 .2/3 的表达

频率# 正常多克隆增生呈大于 I 个峰的钟型峰图#单

克隆为单峰#寡克隆少于 I 个峰!图 5 中异常家族均

用下划线标出"$
+*3OOB 例 9:; 患者部分单 D 寡克隆 01 家族测序后

.2/3长度的分析结果

根据测序结果# 按 220e)U’R0%R\ 及 [=U- 库

中 -./O12e. 标准基因序列# 发现 B 例 9:; 中存在

不同大小的 .2/3 序列!表 +"$

3OO讨论

活组织病理检查和尸解显示在病人炎症部位例

如唾液腺和肾脏等部位有明显的 - 淋巴细胞浸润#
这些 - 细胞抗多种自身抗原# 在 9:; 的免疫发病机

理中占有至关重要的地位%B&$
-./O.2/3 区 是 - 细 胞 直 接 与 抗 原 接 触 的 位

点# 一种 .2/3 序列代表一个 - 细胞克隆# 通过对

-./O.2/3 谱型分析及序列测定#可筛选出单克隆高
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图 ! 正常人对照 ! 的 "#$ %& ’( 家族和 ")$ *) 对照的

+)$ 产物 ,-.T琼脂糖凝胶电泳图
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图 ’ CDE 病例 , 的 ")$ *& ’F 家族和 ")$ *) 对照的

+)$产物 ,-.T琼脂糖凝胶电泳图
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表达的自身反应性 ! 细胞! 对疫苗研制和疾病的治

疗有重要意义""#$
本研究通过分析 #$% 病人单 & 寡克隆增生的 !

细胞 !’(! 链 ’)(* 区基因序列及结构来反映自身

反应性 ! 细胞的特征$ 基因扫描的结果显示!+ 例正

常人各 ,- 家族均呈正态分布的标准峰图!而且各家

族的表达频率相对均衡$ 而 + 例 .$/ 病人都有明显

的单峰%寡峰和偏峰出现!某些家族表达频率较高!且

表达少于 0 种 !’(1,-1’)(*2 而另一些家族表达量

很低甚至消失$综合 + 个病例基因扫描的结果异常率

3表 45! 发 现 6-4%6-7%6-+%6-8%6-44%6-49 和

6-7: 单 ; 寡克隆表达的频率相对较高!与 .<=><??@A

等人发现 -!7 与狼疮性肾炎发病有关相符 "B#$ 至于

病人个体选择的亚家族不同且每一个体同时出现多

种单 ; 寡克隆表达的 !C(16-1家族则可能与个体不

同的 DEF 表型和自身抗原的多样性有关$
这些表达量较高的单 ; 寡克隆家族有可能就是

来源于自身反应性 ! 淋巴细胞"0#!我们通过对筛选出

的 6- 家族进行测序! 进一步明确这些家族的序列$
结果显示存在多种不同的 6-%6G%6H 组合和不同类

型与数目的氨基酸组成! 同时也存在一些共同基序$
从 表 7 可 以 看 到 !.$%I7 的 6-J9 和 6-7: 共 有

(IFIH 序列! 而 .$%I7 的 6-7:1和 .$%I9 的 6-: 和

6-+ 都测到了序列 KI%ILIM! 此外!.$%I: 的 6-7:

6-J11111116-71111111116-911111116-:111111116-+1111111116-NO11111116-B111111116-0

6-81111111116-JP11111116-44111116-47111116-4911116-4:1111116-4+11111116-4N

6-4B1111116-40111116-48111116-7P1111116-7411116-7711116-791116-7:1116C

Q?
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图 ! 正常供血者 I" #$%& 的 ’&( ! &)(! 谱型基

因扫描分析图
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图 G FHII" #$%& 的 ’&( ! &)(! 谱型基因扫描分析图
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表 " FHI 患者 ’&( $2 出现单克隆!寡克隆增生及扫描峰型偏移的家族
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和 !"#$% 的 &’( 中都发现了 )$*+#$,$-. 与前面提

到的 )$#$,$- 仅相差一个氨基酸!同时!在 !"#$/ 的

&’0"&’% 和 !"#$% 的 &’1 都 存 在 2+2+2 序 列!推

测这些共同基序可能与自身抗原相关!更多的病例分

析将有助于进一步明确 !"# 相关的共同氨基酸序列

及其与自身抗原和 3"4 之间的关系#
参考国内外关于 !"# 与 567! 链相关研究的实

验和我们的结果! 需要进一步深入研究的工作有$同

时 筛 选 出 特 异 性 增 生 自 身 反 应 5 细 胞 的 " 链 和 !
链!模拟 567 蛋白结构!为 !"# 的免疫发病机制研

究和个性化治疗提供基础# 此外还可分选出特异性 5
细胞!建立起自身反应性克隆增生的 5 细胞系!并利

用狼疮鼠动物模型!试行采用针对抗特异性自身反应

5 细胞或 567 的抗体来去除或抑制这些攻击自身的

5 细胞克隆以研究治疗和预防 !"# 可能的新途径#
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