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传染性单核细胞增多症患儿 Ｂ细胞
刺激因子 ｍＲＮＡ表达水平研究
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　　［摘　要］　目的　Ｂ淋巴细胞增殖是传染性单核细胞增多症免疫变化的始发环节，该实验采用实时荧光定量
ＰＣＲ（ＲＦＱＰＣＲ）技术检测儿童传染性单核细胞增多症患儿外周血人 Ｂ细胞刺激因子（ＢＬｙＳ）ｍＲＮＡ表达水平，为
临床诊断该病提供新的实验依据。方法　在ＢＬｙＳ基因的高保守区设计相应引物和荧光探针，实时检测ＰＣＲ产物
的荧光强度，根据标准品建立的标准曲线，由软件自动计算出待测样本中靶基因中ＢＬｙＳ的水平。结果　ＲＦＱＰＣＲ
检测靶基因ｍＲＮＡ含量的线性范围为１０９ｎｇ／Ｌ～１０１ｎｇ／Ｌ，批内和批间重复性测定的变异系数ｖ分别为１．８８％～
５．８９％和６．３２％～１２．３４％。１８例传染性单核细胞增多症患儿样本的 ＢＬｙＳｍＲＮＡ水平的表达水平均显著高于正
常儿童（Ｐ＜０．０１）。结论　 成功建立ＲＦＱＰＣＲ检测ＢＬｙＳｍＲＮＡ含量的方法，具有较好的检测灵敏度和重复性；
而且发现ＢＬｙＳ在儿童传染性单核细胞增多症发病过程中可能起了重要作用，ＢＬｙＳ可以作为儿童传染性单核细胞
增多症的一个参考指标。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５５３－５５６］
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　　人 Ｂ细胞刺激因子（Ｂｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ，
ＢＬｙＳ）是１９９９年 Ｍｏｏｒｅ等［１］发现的一种与免疫相

关的新细胞生长因子，是肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）超家
族的新成员，属Ⅱ型跨膜蛋白。ＢＬｙＳ的生物活性主

要通过与３种特异性受体—Ｂ细胞成熟抗原（ＢＣ
ＭＡ）、穿膜蛋白活化物（ＴＡＣＩ）和Ｂ细胞活化因子受
体（ＢＡＦＦＲ）结合而实现，促进 Ｂ淋巴细胞增生、分
化、成熟和免疫球蛋白的产生。

·３５５·
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传染性单核细胞增多症（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏ
ｓｉｓ，ＩＭ）是由ＥＢ病毒（ＥＢＶ）所致急性感染性疾病。
患儿除临床表现为发热、咽峡炎、肝脾大外，还存在

外周血变异淋巴细胞增多［２］，Ｂ淋巴细胞的增殖是
ＩＭ的免疫变化的始发环节。考虑到ＢＬｙＳ对Ｂ细胞
的关键作用，本研究采用实时荧光定量 ＰＣＲ技术
（ＲＦＱＰＣＲ）分析 ＩＭ患儿外周血中 ＢＬｙＳｍＲＮＡ的
表达水平，为进一步探讨它们在传染性单核细胞增

多症发生、发展过程中的作用及其分子机制等研究

奠定实验基础。

１　对象和方法

１．１　样本来源
１８例传染性单核细胞增多症患儿来自本院，标

本采集时间为２００４年５月至２００６年３月，其中男８
例，女１０例，年龄２～９岁，中位年龄６岁。所有患
儿诊断均符合《实用儿科学》的诊断标准：即临床出

现发热、咽峡炎、淋巴结及肝脾大，传染性单核细胞

增多症确诊依靠：①异常淋巴细胞＞１０％；②血清嗜
异凝集实验反应阳性；③特异血清学检测。确诊后
采取外周血４ｍＬ，用淋巴细胞分离液分离单个核细
胞后，液氮速冻后置 －７０℃保存备用。同时经治疗
后体温正常，淋巴结缩小，外周血涂片异常淋巴细胞

消失后再抽外周血４ｍＬ，用淋巴细胞分离液分离单
个核细胞后，液氮速冻后置 －７０℃保存备用。其中
３例失访。对照组为正常体检儿童。
１．２　主要试剂

ｐＧＥＭＴ载体、大肠杆菌ＤＨ５α（Ｅ．Ｃｏｌｉ，ＤＨ５α）、
Ｔｒｉｚｏｌ购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司，ＵＮＧ、ＩＰＴＧ、Ｘｇａｌ、
ｄＮＴＰｓ、ｐｆｕＤＮＡ聚合酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，毛细管
由 Ｒｏｃｈｅ公司提供，Ｏｎｍｉｓｃｒｉｐｔ逆转录试剂盒为
ＱＩＡＧＥＮ公司产品，胶回收试剂盒、质粒抽提试剂盒
为上海华舜生物工程公司产品。

１．３　引物和探针设计
根据基因库中人ＢＬｙＳ（注册号为ＡＹ１２９２２５）和

内参 β２ 微球蛋白 （β２Ｍ）全序列 （注册号为

ＮＭ０１２５１２），应用 ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ２．１软件，设计相
应引物和荧光探针，并由上海生工生物工程公司合

成（见表１）。
１．４　ＲＮＡ提取和逆转录反应

血清０．１ｍＬ加１ｍＬＴｒｉｚｏｌ，按说明书操作提取
细胞总 ＲＮＡ，核酸蛋白紫外分析仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）检测ＲＮＡ质量和浓度。取总ＲＮＡ２μｇ进行逆
转录反应，体系含 １×逆转录缓冲液，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ，１μｍｏｌ／ＬｏｌｉｇｏｄＴ引物，ＲＮａｓｅ抑制剂１０Ｕ，
逆转录酶４Ｕ，３７℃１ｈ，６５℃１５ｍｉｎ灭活逆转录酶，
ｃＤＮＡ分装置－２０℃保存。
１．５　ＢＬｙＳ定量质粒的构建

取上述ｃＤＮＡ２μＬ，用引物ＢＬｙＳｓｅｎｓｅ和ａｎｔｉ
ｓｅｎｓｅ，于 ＰＥ９６００进行 ＰＣＲ扩增。经胶回收的 ＰＣＲ
电泳产物３μＬ（约２０ｎｇ）与 ｐＧＥＭＴ载体４℃连接
１２～１６ｈ。连接产物转化感受态大肠杆菌 ＤＨ５α
（Ｅ．Ｃｏｌｉ，ＤＨ５α），涂布于含Ｘｇａｌ和ＩＰＴＧ并具Ａｍｐ
抗性的１．５％琼脂平皿上，３７℃倒置培养１２～１６ｈ，
经蓝白斑筛选，ＥｃｏＲⅠ酶切初步鉴定，阳性克隆进
行测序分析（由上海博亚公司完成）。将筛选出的

阳性菌株进一步扩增，抽提质粒，用核酸蛋白紫外分

析仪准确定量，并进行１∶１０倍比系列稀释，做为标
准品－２０℃保存。
１．６　ＢＬｙＳ定量质粒的构建

取上述ｃＤＮＡ２μＬ，用相应引物于ＰＥ９６００进行
ＰＣＲ扩增目的片段。其余步骤同 ＡＰＲＩＬ定量质粒
的构建。阳性克隆经测序证实。

１．７　标本ＢＬｙＳｍＲＮＡ含量测定
Ｔｒｉｚｏｌ法提取血清总ＲＮＡ，经逆转录合成 ｃＤＮＡ

（同步骤４）。将２μＬｃＤＮＡ模板加入１８μＬＰＣＲ反
应液 （含 １×ＰＣＲ 缓 冲 液，５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，
０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，靶基因或 β２Ｍ上下游引物各
０．２μｍｏｌ／Ｌ，相应荧光探针各０．１μｍｏｌ／Ｌ，０．５μｇ／
μＬＢＳＡ，ＵＮＧ０．３Ｕ，ｐｆｕＤＮＡ聚合酶０．５Ｕ），混匀
后加入Ｒｏｃｈｅ专用毛细管中，并设空白管对照、阴性
对照、无模板对照和相应６个质粒标准品对照（浓
度分别为１０８，１０７，１０６，１０５，１０４，１０３ｎｇ／Ｌ）。各反应

表１　寡核苷酸探针和引物

Ｔａｒｇｅｔｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′） Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ＢＬｙＳｓｅｎｓｅ ５′ＴＴＧＡＡＣＣＡＣＣＡＧＣＴＣＣＡＧＧＡ３′ ｎｔ３４４～ｎｔ３６３
ＢＬｙＳａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′ＡＧＴＴＧＣＡＡＧＣＡＧＴＣＴＴＧＡＧＴＧＡ３′ ｎｔ４４６～ｎｔ４２５
ＢＬｙＳｐｒｏｂｅ ５′ＦＡＭＴＣＴＴＣＴＧＧＡＣＣＣＴＧＡＡＣＧＧＣＡＣＧＣＴＴＡＭＲＡ３ ｎｔ４１９～ｎｔ３９５
β２Ｍｓｅｎｓｅ ＧＴＣＴＴＴＣＴＡＣＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＣＡ ｎｔ２４７～ｎｔ２６９
β２Ｍａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＧＡＣＧＧＴＴＴＴＧＧＧＣＴＣＣＴＴＣＡ ｎｔ３４６～ｎｔ３２７
β２Ｍｐｒｏｂｅ ＦＡＭＣＡＣＣＣＡＣＣＧＡＧＡＣＣＧＡＴＧＴＡＴＡＴＧＣＴＴＧＣＴＡＭＲＡ ｎｔ２７９～ｎｔ３０７

·４５５·
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管于 Ｒｏｃｈｅ荧光定量检测仪（Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ）进行 ＰＣＲ
扩增：５０℃ １ｍｉｎ激活ＵＮＧ，９４℃预变性３ｍｉｎ，然后
９４℃ １０ｓ，６２℃ ３５ｓ，共４０个循环。根据各自标准
品建立的标准曲线，由软件自动计算出待测样本中

靶基因或β２ＭｍＲＮＡ的准确含量。为了消除样本、
逆转录和 ＰＣＲ反应的差异，以靶基因 ＢＬｙＳｍＲＮＡ
和β２ＭｍＲＮＡ含量的比值作为评价 ＡＰＲＩＬ及其受
体表达水平的指标。

１．８　统计学处理
应用ＳＴＡＴＡ８．０统计分析软件对样本数据进行

ｔ检验，所得结果表示为均数 ±标准差（ｘ±ｓ），显著
性差异的概率设为Ｐ＜０．０１。

２　结果

２．１　总ＲＮＡ的质量和纯度
Ｔｒｉｚｏｌ法提取组织总ＲＮＡ，经１％甲醛变性琼脂

糖凝胶电泳，显示清晰的２８Ｓ，１８Ｓ条带，２８Ｓ／１８Ｓ
≥１．５，提示总 ＲＮＡ完整性良好。核酸蛋白紫外分
析仪检测ＲＮＡＡ２６０／Ａ２８０≥１．８，提示总 ＲＮＡ质量
较好。

２．２　电泳检测ＰＣＲ扩增产物
以ｃＤＮＡ为模板，用相应引物进行 ＰＣＲ扩增，

产物经２％琼脂糖凝胶电泳，结果显示扩增出的目
的片段大小与预期值相符合（图１）。
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　　图１　琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增产物　Ｍ：ＤＬ２０００
分子量标准（ＴａＫａＲａ）；泳道１、２：ＢＬｙＳ扩增片段；泳道３：β２Ｍ扩增
片段；泳道４：阴性对照。

２．３　阳性克隆的鉴定
经胶回收的 ＰＣＲ电泳产物与 ｐＧＥＭＴ载体连

接后，转化Ｅ．Ｃｏｌｉ，ＤＨ５α，获得重组质粒，ＥｃｏＲⅠ酶
切初步鉴定，并经测序证实与 ＮＣＢＩ基因序列的同
源性为１００％。
２．４　ＲＦＱＰＣＲ检测的线性范围

将１０倍系列稀释质粒标准品，用建立的荧光定
量ＰＣＲ测定，结果显示本法具有较好的检测灵敏度
（１０１ｐｇ／ｍＬ）。将Ｃｔ（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ）值与不同浓度
标准品的对数值拟合作图，得出一条标准曲线，图３

显示Ｃｔ值和模板启始浓度的ｌｏｇ值之间具有较好的
线性关系（ｒ＝１．００）。
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　　图２　ＢＬｙＳ标准品的荧光定量标准曲线　 Ａ：ＢＬｙＳ定

量标准曲线（ｒ＝１．００）；Ｂ：β２Ｍ定量标准曲线 （ｒ＝１．００）

２．５　ＲＦＱＰＣＲ检测的重复性
将系列稀释的质粒标准品，用荧光定量 ＰＣＲ重

复测定１０次，每次每个稀释度重复５管，结果显示
本法的批内和批间重复性均较好，ＣＶ分别为１．８８％
～５．８９％和６．３２％～１２．３４％。
２．６　标本ＢＬｙＳｍＲＮＡ表达水平检测结果

１５例正常儿童外周血中ＢＬｙｓｍＲＮＡ为０．５６±
０．０８，１８例 ＩＭ患儿治疗前为１．６５±０．１０，其中１５
例经治疗恢复期为０．８９±０．１２。治疗前正常儿童
相比ｔ＝３４．０７０６，Ｐ＜０．０１，治疗后与正常儿童相比
ｔ＝１９．８５５５，Ｐ＜０．０１，治疗前与治疗后相比 ｔ＝
８．８６１９，Ｐ＜０．０１（表２）。

　　　　表２　儿童传染性单核细胞增多症外周血中
ＢＬｙＳｍＲＮＡ定量检测结果 （ｘ±ｓ）

组别 例数 ＢＬｙＳ

正常儿童 １５ ０．５６±０．０８
治疗前 １８ １．６５±０．１０ａ，ｃ

治疗后 １５ ０．８９±０．１２ｂ

　　ａ治疗前与正常儿童相比，Ｐ＜０．０１；ｂ治疗后与正常儿童相比，
Ｐ＜０．０１；ｃ治疗前与治疗后相比，Ｐ＜０．０１

３　讨论

传染性单核细胞增多症发病机制目前认为病毒

尤是ＥＢＶ侵入易感者口咽部，与Ｂ淋巴细胞受体结
合，刺激Ｂ淋巴细胞在局部增殖，带有 ＥＢＶ基因组
的Ｂ细胞常有Ｔ淋巴细胞识别的膜抗原，可被 Ｔ淋
巴细胞识别的膜抗原，可被 Ｔ淋巴细胞识别，并激
活Ｔ淋巴细胞大量增殖，形成以激活的 Ｔ细胞为主
的异形淋巴细胞，浸润全身内脏器官及淋巴结，引起

急性咽峡炎及淋巴结肿大、脾大。同时亦可产生

ＥＢＶ血症，播散到机体其他部位的淋巴系统的 Ｂ淋
·５５５·
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巴细胞，甚至导致中枢神经系统及全身脏器发生严

重的病变［３，４］。Ｂ淋巴细胞的增殖是该病的免疫变
化的始发环节。

国外学者 Ｖｅｒｅｋｅ等［５］用原位杂交加免疫组化

的方法研究了１４例 ＩＭ患者的扁桃体活检标本，发
现 ＥＢＶ早期 ＲＮＡ（ＥＢＥＲ）阳性细胞５０％～７０％为
Ｂ细胞，其余的为非Ｔ非Ｂ细胞，未发现有ＥＢＥＲ与
Ｔ细胞抗原共同表达，可见Ｔ细胞凋亡率明显增高，
表明ＩＭ的病变主要在 Ｂ细胞，而 Ｔ细胞的改变仅
仅为继发的细胞免疫反应。

ＢＬｙＳ通过细胞表面的３个受体调节 Ｂ细胞的
活化存活、增生和分泌，还能促进免疫球蛋白产生、

调节免疫反应。近年来国内外的研究显示［６～１８］，系

统性红斑狼疮、类风湿性关节炎、干燥综合征、多发

性硬化、重症肌无力、多发性骨髓瘤、非霍奇金病、获

得性免疫缺陷综合征等疾病患者 ＢＬｙＳ及其受体蛋
白和（或）ｍＲＮＡ表达水平有异常改变。ＩＭ发病与
Ｂ细胞有关，至今为止尚未见 ＢＬｙＳ与 ＩＭ关系研究
报道。

本实验研究发现 ＩＭ患儿 ＢＬｙＳｍＲＮＡ表达水
平在治疗前明显升高，同时经治疗临床症状消失后

ＢＬｙＳｍＲＮＡ的表达水平虽较治疗前有所下降，但较
正常对照组仍升高，其差异有统计学意义。说明

ＢＬｙＳ在ＩＭ的发病过程中起重要作用，ＢＬｙＳ可以作
为诊断儿童传染性单核细胞增多症一个参考指标。

同时ＩＭ患儿的免疫异常不会随着临床症状的消失
而恢复正常，其可能还要持续一段时间。

ＢＬｙＳ及其受体作为体内重要的免疫调控因子，
对于机体免疫应答，特别是体液免疫起着重要的平

衡作用，其缺陷或过量表达均能引起机体的免疫失

衡，从而诱发多种疾病。ＢＬｙＳ究竟通过三个受体的
哪一受体参与 ＩＭ的发病，有待于进一步研究。总
之，本研究为今后进行 ＢＬｙＳ及其受体表达水平与
ＩＭ发病机制之间的关系探讨提供一个可靠的实验
基础。
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