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摘要　目的　探讨胞苷／尿苷单磷酸激酶２（ＣＭＰＫ２）在系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）患者ＣＤ４＋Ｔ细胞中的表达水平及其与临床指
标的相关性，及其能否通过ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）促进ＳＬＥ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡，从而为ＳＬＥ的治
疗提供新的靶点。方法　ＲＴ-ｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＭＰＫ２在ＳＬＥ患者和健康对照组（ＨＣ）ＣＤ４＋Ｔ细胞中的ｍＲＮＡ及蛋
白表达水平；Ｐｅａｒｓｏｎ或Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析评估ＣＭＰＫ２ｍＲＮＡ水平与临床指标的相关性；检测ＳＬＥ患者及ＨＣ组ＣＤ４＋Ｔ细
胞中焦亡相关指标 ＮＬＲＰ３、凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、半胱天冬蛋白酶-１（ｃａｓｐａｓｅ-１）、消皮素-Ｄ（ＧＳＤＭＤ）、ＧＳＤＭＤ蛋白氨
基端片段（ＧＳＤＭＤ-Ｎ）的表达水平，并在ＳＬＥ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞中沉默ＣＭＰＫ２后进一步检测ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、ｃａｓｐａｓｅ-１、ＧＳＤＭＤ、
ＧＳＤＭＤ-Ｎ的蛋白表达水平。结果　ＣＭＰＫ２在 ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞中高表达，与 ＳＬＥ疾病活动指数 （ＳＬＥＤＡＩ）、抗 ｄｓＤＮＡ
抗体、抗核小体抗体、抗Ｃ１ｑ抗体呈正相关，与补体 Ｃ３、Ｃ４呈负相关；ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋ Ｔ细胞中焦亡相关蛋白 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
ｃａｓｐａｓｅ-１、ＧＳＤＭＤ、ＧＳＤＭＤ-Ｎ表达水平增加（Ｐ＜０.０５）；此外，细胞培养上清液中细胞因子ＩＬ-１β和ＩＬ-１８的水平也有所增加，
细胞焦亡率也明显升高（Ｐ＜０.０５）；沉默ＣＭＰＫ２后可减少上述指标的水平（Ｐ＜０.０５）。结论　ＣＭＰＫ２在ＳＬＥ患者的ＣＤ４＋Ｔ
细胞高表达，并与临床指标有一定相关性，其可能通过ＮＬＲＰ３促进ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡参与ＳＬＥ的发展。
关键词　系统性红斑狼疮；ＣＤ４＋Ｔ细胞；ＣＭＰＫ２；生物标志物；ＮＬＲＰ３；焦亡
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　　系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，
ＳＬＥ）是一种目前尚无法根治的慢性自身免疫性疾
病，临床特征表现为自身抗体异常、免疫复合物沉积

和组织炎症［１］。ＳＬＥ的发病机制复杂，目前尚未完
全明晰。越来越多的证据表明，细胞焦亡在 ＳＬＥ发
病机制中发挥着重要作用［２］，但是关于细胞焦亡在

ＳＬＥ中的发生机制尚未阐明。胞苷／尿苷单磷酸激
酶 ２（ｃｙｔｉｄｉｎｅ／ｕｒｉｄｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｋｉｎａｓｅ２，
ＣＭＰＫ２）是一种核苷单磷酸激酶，在线粒体中负责
将（ｄ）ＣＭＰ／ＵＭＰ转化成（ｄ）ＣＤＰ／ＵＤＰ。已有研
究［３］报道其可以通过调控线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ-
ａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）的合成，影响氧化线粒体ＤＮＡ（ｏｘ-
ｉｄｉｚｅｄ-ｍｔＤＮＡ，ｏｘ-ｍｔＤＮＡ）水平，从而促进 ＮＯＤ样

受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤ-ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）
炎性小体的激活。而 ＮＬＲＰ３参与了细胞的焦亡途
径［４］，然而 ＣＭＰＫ２能否通过 ＮＬＲＰ３促进 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞焦亡，进而影响 ＳＬＥ的发生发展尚不清楚。该
研究探讨了ＣＭＰＫ２在 ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞中的
表达水平，分析其与临床指标的相关性，并进一步探

索了 ＣＭＰＫ２对 ＣＤ４＋ Ｔ细胞焦亡的作用机制，为
ＳＬＥ的诊断和治疗提供新靶点。

１　材料与方法

１．１　病例资料　该研究所涉及的患者样本均是从
中国科学技术大学附属第一医院（安徽省立医院）

风湿免疫科获得，收集时间为２０２３年８月至２０２４
年６月，共４９例ＳＬＥ患者外周血样本，其中女性４６
例，男性３例，年龄１５～８７（４４.２２±１６.６４）岁。所
有患者均符合美国风湿病学会（ＡＣＲ）修订的 ＳＬＥ
诊断标准，患者相关信息详见附表１。采用 ＳＬＥ疾
病活动指数 （ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓｄｉｓｅａｓｅａｃ-
ｔｉｖｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＳＬＥＤＡＩ）评估疾病活动程度，并收集患
者年龄、性别、抗双链 ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）抗体、补体 Ｃ３
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和Ｃ４等实验室指标。实验所用健康样本收集自健
康体检中心，共３３例，其中女性３０例，男性３例，年
龄２１～６４（４３.０９±１２.６５）岁。本研究已经过安徽
省立医院伦理委员会同意（伦理批号：２０２３ＫＹ伦审
第２８３号），所有受试者均自愿参加本研究并签署
知情同意书。

１．２　主要试剂与仪器　人外周血淋巴细胞分离液
（天津市灏洋生物制品科技有限责任公司，货号：

ＬＴＳ１０７７）；ＲＰＭＩ-１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，货
号：２２４０００８９）；人ＣＤ４＋Ｔ细胞分选试剂盒（德国美
天旎生物技术有限公司，货号：１３０-０９４-１３１）；
ＣＭＰＫ２抗体、凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ-ａｓｓｏ-
ｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋ-ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＳＣ）抗体、消皮素-Ｄ（ｇａｓ-
ｄｅｒｍｉｎＤ，ＧＳＤＭＤ）抗体（武汉三鹰技术有限公司，
货号：２５８７７-１-ＡＰ、１０５００-１-ＡＰ、２０７７０-１-ＡＰ）；半胱
天冬蛋白酶-１（ｃｙｓｔｅｉｎｅ-ａｓｐａｒｔａｔｅ-ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ-
１，ｃａｓｐａｓｅ-１）抗体（成都正能生物技术有限责任公
司，货号：３４２９４７）；ＮＬＲＰ３抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司，
货号：ａｂ２６３８９９）；ＧＳＤＭＤ蛋白氨基端片段（Ｎ-ｔｅｒｍｉ-
ｎａｌｄｏｍａｉｎｏｆＧＳＤＭＤ，ＧＳＤＭＤ-Ｎ）抗体（江苏亲科
生物研究中心有限公司，货号：ＡＦ４０１２）；总 ＲＮＡ抽
提试剂盒（广州美基生物科技有限公司，货号：

Ｒ４１１１-０２）；ＢｉｏＲＴＭａｓｔｅｒＨｉＳｅｎｓｉｃＤＮＡ第一链合成
试剂盒（杭州博日科技股份有限公司，货号：

ＢＳＢ４０Ｍ１）；２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭｉｘ（山东思科捷
生物技术有限公司，货号：ＡＨ０１０１-Ｂ）；ＲｉｂｏＦＥＣＴ-
ＣＰ转染试剂、ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ缓冲液（广州锐博生
物技术有限公司，货号：Ｕ１１０１、Ｃ１０５１１-０５）；人 ＩＬ-
１８和ＩＬ-１βＥＬＩＳＡ检测试剂盒 （江苏酶免实业有限
公司，货号：ＭＭ-０１３９Ｈ２、ＭＭ-０１８１Ｈ２）；超敏 ＥＣＬ
化学发光试剂盒，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海
碧云天生物技术有限公司，货号：Ｐ００１８Ｓ、Ｐ００１２）；
ＰＩ溶液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，货号：Ｐ３５６６）；Ｃａｓｐａｓｅ-１ｐ２０Ａｎ-
ｔｉｂｏｄｙ／ＦＩＴＣ（英 国 ＥｔｅｒＬｉｆｅ有 限 公 司，货 号：
ＥＬ９００４４３）；ＣＯ２培养箱（美国赛默飞世尔科技公
司，型号：３７１）；无菌超净工作台（苏州安泰空气技
术有限公司，型号：ＳＷ-ＣＪ-２Ｆ）；医用离心机（湖南湘
仪实验仪器开发有限公司，型号：Ｈ１７５０Ｒ）；化学发
光图像分析系统（上海天能生命科学有限公司，型

号：Ｔａｎｏｎ５２００）；实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国安捷
伦科技有限公司，型号：Ｍｘ３０００Ｐ）；多功能酶标仪
（杭州奥盛仪器有限公司，型号：ＡＭＲ-１００Ｔ）；流式
细胞仪（美国贝克曼库尔特有限公司，型号：Ｃｙｔ-
ｏＦＬＥＸ）。

１．３　方法
１．３．１　ＣＤ４＋Ｔ细胞的提取分离　清晨采集患者及
健康对照组（ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＨＣ）外周静脉血于ＥＤ-
ＴＡ抗凝管中，将血液用等体积 ＰＢＳ稀释，之后将血
液铺至含淋巴细胞分离液的１５ｍｌ离心管中，１５００
ｒ／ｍｉｎ离心２１ｍｉｎ，吸取中间白膜层至离心管，２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，向细胞沉淀中加入８０μｌＢｕｆｆｅｒ，
重悬细胞，随后加入２０μｌＭＡＣＳＣＤ４微珠，避光孵
育１５ｍｉｎ，之后过ＬＳ分选柱，即可得ＣＤ４＋Ｔ细胞。
１．３．２　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ-ｑＰＣＲ）　使用 ＲＮＡ
抽提试剂盒从细胞中提取总ＲＮＡ，随后制备ｃＤＮＡ，
之后检测ＣＭＰＫ２的基因表达水平，ＧＡＰＤＨ作为内
参。数据采用２－ΔΔＣＴ法分析。人 ＣＭＰＫ２和 ＧＡＰＤＨ
的引物均来自北京擎科生物技术有限公司，引物序

列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＣＭＰＫ２ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′-ＧＴＡＣＣＴＣＣＴＴＴＡＴＴＣＣＴＧＡＡＧＣＣ-３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：３′-ＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＣＣＴＧＧＡＡＣＴＴＴ-５′
ｈＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′-ＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ-３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ：３′-ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ-５′

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　收集细胞，使用 ＲＩＰＡ细胞裂
解液裂解细胞，于－２０℃冰箱反复冻融３次，之后４
℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，收集上清液，使用
ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，随后加入蛋白上样缓冲
液，１００℃金属浴１０ｍｉｎ［５］。将样品加载至１０％凝
胶，电泳分离蛋白后，将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，随
后用５％脱脂奶粉封闭ＰＶＤＦ膜２ｈ，然后在４℃下
与相应抗体孵育过夜（ＧＡＰＤＨ，１∶５０００；ＣＭＰＫ２，１
∶２０００；ＮＬＲＰ３，１∶１０００；ＡＳＣ，１∶１０００；ｃａｓｐａｓｅ-１，
１∶１０００；ＧＳＤＭＤ，１∶５０００；ＧＳＤＭＤ-Ｎ，１∶２０００），
次日，用ＴＢＳＴ缓冲液洗涤条带，随后将膜与山羊抗
兔抗体（１∶１００００）在室温下孵育２ｈ。使用 ＥＣＬ
化学发光检测试剂盒对条带进行成像，运用 ＩｍａｇｅＪ
软件分析条带的灰度值，以目的蛋白相对于内参

ＧＡＰＤＨ灰度值的比值表示目的蛋白的相对表达量。
１．３．４　ＥＬＩＳＡ实验　将前处理结束的细胞收集至
１.５ｍｌＥＰ管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液
用于细胞因子的检测，随后按照试剂盒说明书检测细

胞因子水平，使用酶标仪（波长４５０ｎｍ）读取吸光度
值，根据标准品的浓度和吸光度值制成标准曲线并

根据标准曲线得出的公式计算各样本的浓度值。

１．３．５　流式细胞术检测细胞焦亡率　将 ｃａｓｐａｓｅ-１
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用５０μｌＤＭＳＯ溶解，之后加入 ２００μｌＰＢＳ稀释
ｃａｓｐａｓｅ-１，以１∶５０的比例将稀释后的 ｃａｓｐａｓｅ-１加
入到细胞悬液中，孵育１ｈ，之后１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ去除液体，加入ＰＢＳ缓冲液重悬细胞，洗涤细胞
３次，随后加入终浓度为３μｍｏｌ／Ｌ的 ＰＩ，轻轻混匀，
室温避光孵育 １５ｍｉｎ，流式细胞仪上机检测，
ｃａｓｐａｓｅ-１和ＰＩ双阳性细胞即焦亡细胞。
１．３．６　ＣＭＰＫ２沉默实验　将 ＣＤ４＋Ｔ细胞接种于
６孔板，按照ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ转染试剂说明书进行转
染实验。在干净无酶ＥＰ管中加入１２０μｌ１×的 ｒｉ-
ｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ缓冲液，再吸取５μｌ２０μｍｏｌ／ＬｓｉＲＮＡ
储存液，使储存液浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ，随后加入１２μｌ
ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰＲｅａｇｅｎｔ至上述ＥＰ管中，轻轻吹打混
匀，室温静置１５ｍｉｎ后，以１３７μｌ每孔加入６孔板，
转染４８ｈ后收集细胞用于后续实验。ｓｉ-ＣＭＰＫ２购
自广州市锐博生物科技有限公司，沉默靶序列（５′-
３′）为：ＧＧＣＴＧＴＣＣＴＣＴＴＡＡＡＧＴＣＡ。
１．４　统计学处理　所做实验均重复３次，使用统计
软件ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０.２进行统计和数据分析，
数据以 �ｘ±ｓ表示，符合正态分布的两组之间的比较
采用 ｔ检验，不符合的采用非参数秩和检验。对于
相关性分析，首先使用Ｓｈａｐｉｒｏ-Ｗｉｌｋｔｅｓｔ法检验数据
是否符合正态分布，符合正态分布采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关
性分析，不符合正态分布采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分
析。Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＭＰＫ２在ＳＬＥ患者的 ＣＤ４＋Ｔ细胞中的表
达水平　通过ＲＴ-ｑＰＣＲ实验评估ＣＭＰＫ２在ＳＬＥ患
者及 ＨＣ组 ＣＤ４＋Ｔ细胞的 ｍＲＮＡ表达水平，结果
显示ＳＬＥ患者 ＣＭＰＫ２ｍＲＮＡ水平明显高于 ＨＣ组

（Ｕ＝１３４.０００，Ｐ＜０.０１），见图１Ａ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实
验结果表明ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ＣＭＰＫ２的蛋
白水平相较于 ＨＣ组增加（ｔ＝４.３１８，Ｐ＜０.０５），见
图１Ｂ。
２．２　ＣＭＰＫ２与临床指标的相关性的分析　分析
ＳＬＥ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ＣＭＰＫ２的 ｍＲＮＡ表达水
平与临床指标的相关性，结果显示 ＣＭＰＫ２表达水
平与 ＳＬＥＤＡＩ（ｒ＝０.４４７，Ｐ＜０.０５）呈正相关（图
２Ａ），与补体Ｃ３（ｒ＝－０.５６０，Ｐ＜０.００１）和补体 Ｃ４
（ｒ＝－０.４５６，Ｐ＜０.０１）呈负相关（图２Ｂ、２Ｃ），与抗
ｄｓＤＮＡ抗体（ｒ＝０.４０４，Ｐ＜０.０５）、抗核小体抗体（ｒ
＝０.４２３，Ｐ＜０.０５）和抗 Ｃ１ｑ抗体（ｒ＝０.４４７，Ｐ＜
０.０５）也呈正相关（图２Ｄ、２Ｆ）。
２．３　ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞的焦亡水平　通过实
验发现ＳＬＥ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞中ＮＬＲＰ３（ｔ＝５.７２８，
Ｐ＜０.０１）、ＡＳＣ（ｔ＝４.０２７，Ｐ＜０.０５）、ｃａｓｐａｓｅ-１（ｔ＝
５.９４７，Ｐ＜０.０１）、ＧＳＤＭＤ（ｔ＝６.９８３，Ｐ＜０.０１）、ＧＳ-
ＤＭＤ-Ｎ（ｔ＝３.０８７，Ｐ＜０.０５）蛋白水平均高于ＨＣ组
（图３Ａ）。此外，ＳＬＥ组细胞培养上清中 ＩＬ-１β（ｔ＝
９.０１１，Ｐ＜０.０５）及ＩＬ-１８（ｔ＝２.５９４，Ｐ＜０.０１）水平
也增加（图３Ｂ、３Ｃ）。随后的流式细胞术实验也发
现ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡率明显高于 ＨＣ组（ｔ
＝９１.７９０，Ｐ＜０.０１）（图３Ｄ）。
２．４　沉默 ＣＭＰＫ２对 ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡的影响　
为探究ＣＭＰＫ２是否影响 ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡，在 ＳＬＥ
患者ＣＤ４＋Ｔ细胞中沉默ＣＭＰＫ２，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
检测沉默效率，同时检测细胞焦亡相关蛋白、细胞上

清液中ＩＬ-１β和ＩＬ-１８细胞因子水平，以及细胞的焦
亡率。实验结果显示，ｓｉ-ＣＭＰＫ２组 ＣＭＰＫ２蛋白水
平低于 ｓｉ-ＮＣ组（ｔ＝３.５９３，Ｐ＜０.０１），见图４Ａ，这
一结果证实ＣＭＰＫ２沉默成功，可以进行后续实验。

图１　ＣＭＰＫ２在ＨＣ和ＳＬＥ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞中的表达水平分析

Ｆｉｇ．１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＭＰＫ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｓｆｒｏｍｂｏｔｈＨＣａｎｄＳＬＥｐａｔｉｅｎｔｓ

　　Ａ：ＣＭＰＫ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴ-ｑＰＣＲ（ａ：ｎ＝１６，ｂ：ｎ＝３２）；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓｈｏｗｅｄＣＭＰＫ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ；ａ：

ＨＣｇｒｏｕｐ（ｎ＝８）；ｂ：ＳＬＥｇｒｏｕｐ（ｎ＝８）；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１ｖｓＨＣｇｒｏｕｐ．
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图２　ＣＭＰＫ２与临床指标的相关性分析

Ｆｉｇ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＭＰＫ２ｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ

　　Ａ－Ｅ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＣＭＰＫ２ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｗｉｔｈＳＬＥＤＡＩ，ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ３，ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ４，ａｎｔｉ-ｄｓＤＮＡａｎｔｉｂｏｄｙ，ａｎｔｉ-ｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄ

ａｎｔｉ-Ｃ１ｑａｎｔｉｂｏｄｙ．

图３　ＳＬＥ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞的焦亡水平

Ｆｉｇ．３　ＬｅｖｅｌｓｏｆＣＤ４＋ＴｃｅｌｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎＳＬＥｐａｔｉｅｎｔｓ

　　Ａ：ＮＬＲＰ３，ＡＳＣ，ｃａｓｐａｓｅ-１，ＧＳＤＭＤ，ａｎｄＧＳＤＭＤ-ＮｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＬｅｖｅｌｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅＩＬ-１βｉｎｃｅｌｌｃｕｌ-

ｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ；Ｃ：ＬｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅＩＬ-１８ｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ；Ｄ：Ｃｅｌｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＨＣｇｒｏｕｐ；ａ：ＨＣｇｒｏｕｐ；ｂ：ＳＬＥｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１ｖｓＨＣｇｒｏｕｐ．

实验结果显示沉默 ＣＭＰＫ２后可以降低焦亡相关蛋
白ＮＬＲＰ３（ｔ＝３.５７７，Ｐ＜０.０５）、ＡＳＣ（ｔ＝６.５１４，Ｐ
＜０.０１）、ｃａｓｐａｓｅ-１（ｔ＝１０.３４０，Ｐ＜０.０１）、ＧＳＤＭＤ（ｔ
＝２.８１６，Ｐ＜０.０５）、ＧＳＤＭＤ-Ｎ（ｔ＝６.６０５，Ｐ＜０.０１）

蛋白水平（图４Ｂ），以及细胞因子 ＩＬ-１β（ｔ＝２.９６２，
Ｐ＜０.０１）及 ＩＬ-１８（ｔ＝２.２４０，Ｐ＜０.０５）水平（图
４Ｃ、４Ｄ）；此外，ＣＤ４＋ Ｔ细胞焦亡率也降低（ｔ＝
９２.１６０，Ｐ＜０.０１），见图４Ｅ。
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图４　沉默ＣＭＰＫ２对ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇＣＭＰＫ２ｏｎＣＤ４＋ＴｃｅｌｌＰｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

　　Ａ：ＣＭＰＫ２ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＮＬＲＰ３，ＡＳＣ，ｃａｓｐａｓｅ-１，ＧＳＤＭＤ，ａｎｄＧＳＤＭＤ-Ｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｄｅｔｅｃ-

ｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｃ，Ｄ：ＬｅｖｅｌｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅＩＬ-１βａｎｄＩＬ-１８ｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ；Ｅ：Ｃｅｌｌｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗ

ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；ａ：ｓｉ-ＮＣｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉ-ＣＭＰＫ２ｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１ｖｓｓｉ-ＮＣｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　ＳＬＥ是一种复杂的自身免疫性疾病，其特征是
全身免疫耐受丧失并伴有广泛的炎症［６］。作为炎

症反应的核心者，Ｔ细胞具有多种功能，它们可以分
化成 ＣＤ４＋Ｔ细胞和 ＣＤ８＋Ｔ细胞，前者负责调节
先天性免疫细胞和其他适应性免疫细胞，后者则直

接杀死病原体或异常细胞［７］。传统观念认为 ＳＬＥ
是由Ｂ细胞介导的疾病，但实际上，Ｂ淋巴细胞的活
化是依赖于Ｔ细胞的，研究［８］表明，缺乏ＣＤ４＋Ｔ细
胞的参与，单独的Ｂ细胞无法引发ＳＬＥ相关炎症反
应，这些发现提示调控 ＣＤ４＋ Ｔ细胞对于缓解 ＳＬＥ
疾病进展的重要性。

　　通过分析课题组 ＲＮＡ-ｓｅｑ数据发现 ＣＭＰＫ２在

ＳＬＥ患者的外周血单个核细胞中高表达，并且已有
文献［９］报道 ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ＣＭＰＫ２ｍＲ-
ＮＡ表达水平明显高于ＨＣ组，但是研究仅停留在基
因层面的验证，未进行蛋白水平的检测。该项研究

则进一步证明了 ＣＭＰＫ２在 ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞
中表达水平增加。目前 ＳＬＥ疾病活动度的评估主
要依赖两种方法，即 ＳＬＥ疾病活动指数（ＳＬＥＤＡＩ-
２０００）和英国岛狼疮评估指数（ＢＩＬＡＧ-２００４）［１０－１１］。
这两种方法均需结合疾病相关的临床表现和实验室

检查结果来进行评估，进行起来较为复杂，应用起来

有一定局限性。因此，寻找更简便、安全的实验室指

标评估 ＳＬＥ疾病活动度具有重要意义。从理论上
讲，血清分子易受环境影响，而 ＣＤ４＋Ｔ细胞中的分
子表达受影响较小，在评估 ＳＬＥ严重程度方面具有
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更大的优势［１２］。ＳＬＥＤＡＩ是评估临床疾病活动度的
常用的指标，代表 ＳＬＥ疾病的活动程度。此外，研
究［１３－１４］报道抗ｄｓＤＮＡ抗体、抗核小体抗体、抗 Ｃ１ｑ
抗体，以及补体Ｃ３、Ｃ４降低均与疾病活动有关。本
研究结果显示ＳＬＥ患者ＣＤ４＋Ｔ细胞ＣＭＰＫ２ｍＲＮＡ
水平与临床指标ＳＬＥＤＡＩ、抗ｄｓＤＮＡ抗体、抗核小体
抗体和抗Ｃ１ｑ抗体呈正相关，与补体Ｃ３、Ｃ４呈负相
关。这些发现提示ＣＭＰＫ２可能在 ＳＬＥ的发病中发
挥作用，并对评估 ＳＬＥ疾病活动度具有一定的价
值。

　　焦亡是一种新的细胞程序性死亡方式，伴随着
质膜渗透、细胞肿胀和溶解［１５］。细胞焦亡机制包括

经典途径和非经典途径。在经典的焦亡途径中，

ｃａｓｐａｓｅ-１首先被 ＮＬＲＰ３炎性小体激活，之后裂解
ＧＳＤＭＤ形成 ＧＳＤＭＤ-Ｎ，后者具有成孔活性并诱导
焦亡，同时释放成熟的 ＩＬ-１β和 ＩＬ-１８，然后，ＩＬ-１β
和ＩＬ-１８启动免疫反应，从而放大炎症反应并启动
焦亡，这种焦亡途径介导的炎症环境可能破坏 ＳＬＥ
患者免疫耐受性，进而诱导 ＳＬＥ的发生和发展［１６］。

研究［１７］表明 ＣＭＰＫ２在 ＮＬＲＰ３炎性小体的激活中
扮演着重要角色，而 ＮＬＲＰ３介导细胞焦亡途径［１８］，

因此推测 ＣＭＰＫ２可能通过 ＮＬＲＰ３介导 ＳＬＥ患者
ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡。本研究检测 ＨＣ和 ＳＬＥ患者
ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡相关蛋白水平、炎性细胞因子 ＩＬ-
１β、ＩＬ-１８水平以及细胞的焦亡率。实验结果显示
ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡相关蛋白 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
ｃａｓｐａｓｅ-１、ＧＳＤＭＤ及 ＧＳＤＭＤ-Ｎ的表达水平明显增
加，同时 ＩＬ-１８、ＩＬ-１β水平也升高，并且细胞的焦亡
率也明显增加，表明 ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞存在焦
亡现象，这一结果与 Ｚｈａｎｇｅｔａｌ［１９］的研究相符。在
沉默ＣＭＰＫ２后，上述指标的水平显著降低，提示沉
默ＣＭＰＫ２有助于减轻ＣＤ４＋Ｔ细胞的焦亡，这一结
果可能也解释了 ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋ Ｔ细胞减少的机
制。

　　综上所述，ＣＭＰＫ２在 ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋Ｔ细胞中
高表达，并与 ＳＬＥＤＡＩ和低补体等临床指标密切相
关。此外，ＳＬＥ患者 ＣＤ４＋ Ｔ细胞焦亡水平增加，
ＣＭＰＫ２可能通过ＮＬＲＰ３促进ＣＤ４＋Ｔ细胞焦亡，然
而具体机制仍需进一步探索，该研究有望为 ＳＬＥ疾
病活动度的评估提供新依据，并且为 ＳＬＥ的治疗提
供新靶点。
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