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自噬与全身型幼年特发性关节炎发生的
关系及其相关机制的初步研究
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［摘要 ]　目的　通过研究全身型幼年特发性关节炎（sJIA）患儿外周血淋巴细胞中微管相关蛋白轻链3- Ⅱ
（LC3- Ⅱ）、髓样细胞分化因子 88（MyD88）及 T 细胞受体信号抑制因子 1（STS-1）的表达，探讨自噬在 sJIA

发生发展中的作用。方法　26 例 sJIA 患儿及 26 例健康体检的儿童（对照组）纳入研究。采用 Western blot 检测

外周血淋巴细胞中LC3- Ⅱ、STS-1及MyD88蛋白的表达水平，免疫荧光法检测LC3- Ⅱ在淋巴细胞胞浆中的表达，

并采用 Pearson 相关分析法进行各指标间的相关性分析。结果　sJIA 组 LC3- Ⅱ、STS-1、MyD88 表达均较对照组

显著增高，差异有统计学意义（P<0.05）。sJIA 组 LC3- Ⅱ表达与 MyD88 表达呈正相关（r=0.478，P<0.05）； 

STS-1 表达与 MyD88 表达亦呈正相关（r=0.817，P<0.01）。结论　sJIA 患儿外周血淋巴细胞 LC3- Ⅱ高表达，

提示 sJIA 的发生发展与自噬过度表达有关；STS-1 可能通过激活某些信号通路诱导自噬的发生；MyD88 可能通

过 Toll 样受体信号通路参与自噬的发生。                               ［中国当代儿科杂志，2019，21（10）：966-971]
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样细胞分化因子 88；儿童
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Abstract: Objective    To study the role of autophagy in the development of systemic juvenile idiopathic arthritis 
(sJIA) by analyzing the expression of microtubule-associated protein 1 light chain 3-II (LC3-II), myeloid differentiation 
factor 88 (MyD88), and suppressor of T-cell receptor signaling 1 (STS-1) in peripheral blood lymphocytes of children 
with sJIA. Methods    A total of 26 children with sJIA were enrolled as the sJIA group, and 26 healthy children were 
enrolled as the control group. Western blot was used to measure the protein expression of LC3-II, STS-1, and MyD88 in 
peripheral blood lymphocytes. Immunofluorescence assay was used to measure the expression of LC3-II in the cytoplasm 
of lymphocytes. Pearson correlation analysis was used to assess the correlation between indices. Results    Compared 
with the control group, the sJIA group had significant increases in the expression of LC3-II, STS-1, and MyD88 (P<0.05). 
In the sJIA group, the expression of LC3-II was positively correlated with that of MyD88 (r=0.478, P<0.05), and the 
expression of STS-1 was also positively correlated with that of MyD88 (r=0.817, P<0.05). Conclusions    There is high 
expression of LC3-II in peripheral blood lymphocytes of children with sJIA, suggesting that the development of sJIA 
may be associated with excessive expression of autophagy. STS-1 may induce autophagy by activating some signaling 
pathways, and MyD88 may participate in autophagy through the Toll-like receptor signaling pathway.                                                                                                
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全身型幼年特发性关节炎（systemic juvenile 

idiopathic arthritis, sJIA）是幼年特发性关节炎（JIA）

中发病率较高的类型，约占 JIA 发病率的 10%，

其致死率及致残率很高 [1]。根据国际风湿病学会联

盟（ILAR）划分的 7 种 JIA，sJIA 是最特殊的一

组罕见 [2]、多基因、异质性疾病 [3]。sJIA 的发病机

制目前不明确，近年来，一些学者认为 sJIA 更倾

向于自身炎症性疾病 [4]，而非自身免疫性疾病。自

身炎症性疾病是针对自身组织、器官的免疫性炎

性疾病，固有免疫细胞异常反应是自身组织损伤

的直接原因；自身免疫性疾病以识别自身或非己

的适应性免疫耐受机制破坏为特征，适应性免疫

细胞异常反应导致自身组织炎性损害。细胞自噬

在参与自身炎症性疾病中的作用已成为近年研究

的热点。自噬是一把双刃剑，它依赖于细胞环境

和功能状态决定增加细胞活力或诱导细胞凋亡 [5]。

当细胞自噬异常时，可导致自身炎症性疾病、自

身免疫性疾病的发生发展。并且某些自噬相关基

因与机体免疫功能紊乱亦存在相关性。有研究表

明 TNF-α 介导了类风湿关节炎患者破骨细胞自

噬相关基因的表达并活化细胞自噬，自噬的增加

导致了类风湿关节炎患者成纤维细胞样滑膜细胞

中瓜氨酸化蛋白的产生，滑膜细胞中微管相关蛋

白轻链 3- Ⅱ（microtubule-associated protein 1 light 
chain 3- Ⅱ , LC3- Ⅱ）与抗环瓜氨酸蛋白抗体水平

呈正相关 [6]。但尚无细胞自噬参与 sJIA 的直接证

据。LC3 是与自噬相关基因 8（Atg8）同源，在细

胞内有 LC3- Ⅰ和 LC3 - Ⅱ两种存在形式。LC3- Ⅱ
被作为检测自噬的标记物，而 LC3- Ⅱ和 LC3- Ⅰ
的水平可以反映自噬体的数量。髓样细胞分化因

子 88（myeloid differentiation factor 88, MyD88） 是

Toll 样受体信号通路中重要的衔接分子，是信号向

下游转导的关键蛋白 , MyD88 依赖的 Toll 样受体

信号通路参与自噬的发生 [7]。T 细胞受体信号抑制

因子 1（suppressor of T-cell receptor signaling 1, STS-
1）是通过基因芯片技术在 SLE 患者外周血 CD19+ 

B 细胞中筛选出的一个显著高表达的基因，并且参

与自噬的发生。由于一个基因突变或异常可能导

致多种免疫系统疾病的发生，在 sJIA 患儿机体中

STS-1可能亦表达异常，进而诱导自噬的过度表达。

本研究通过探讨 LC3- Ⅱ、MyD88 及 STS-1 在 sJIA

患儿外周血淋巴细胞中的表达及对三者进行相关

性分析，进一步探讨自噬在 sJIA 发生发展中的作

用，为预防 sJIA 的发病提供新策略和新靶点，进

而为未来临床靶向治疗提供依据及新思路。

1　资料与方法

1.1　研究对象

前瞻性收集自 2015 年 5 月至 2017 年 1 月在

河北医科大学第二医院就诊的 26 例 sJIA 儿童作为

研究对象，其中男孩 12 例，女孩 14 例；平均年

龄 7±3 岁（范围：2~13 岁）。

纳入标准：（1）符合 sJIA 的诊断标准 [8]：发

病年龄在 16 岁前，关节炎≥ 1 个关节，发热至少

2 周（弛张高热），至少持续 3 d，伴有以下≥ 1

项症状：①间断出现的（非固定性的）红斑样皮疹；

②全身淋巴结肿大；③肝和 /或脾增大；④浆膜炎。

（2）初治病例，未接受激素、免疫抑制剂等治疗。

排除标准 [8]：除外银屑病或患儿 / 一级亲属有

银屑病史；大于 6 岁、HLA-B27 阳性的男性关节炎

患儿；患强直性脊柱炎、附着点炎症相关的关节炎、

伴炎症性肠病的骶髂关节炎、瑞特综合征或急性前

葡萄膜炎， 或一级亲属中有上述疾病之一；至少

两次类风湿因子 IgM 阳性，两次间隔至少 3 个月。

并除外感染、血液 / 恶性肿瘤、外科等疾病。

另外纳入 26 例该院儿科门诊进行健康体检的

儿童作为对照组。其中男孩 15 例，女孩 11 例；

平均年龄 8±4 岁（范围：2~14 岁）。

本研究获得了河北医科大学第二医院伦理委

员会的批准（批准号：2015221），并获研究对象

监护人知情同意。

1.2　研究方法

收集 sJIA 患儿与健康儿童抗凝静脉血 5 mL。

采用人外周血淋巴细胞分离液分离提取淋巴细胞；

采用 Western blot 检测淋巴细胞 MyD88 及 STS-1、
LC3- Ⅱ的表达；免疫荧光法检测 LC3- Ⅱ的表达。

标本收集及处理方法： 晨起空腹采血时，抽

取 5 mL 静脉血置于抗凝管中，3 h 内采用人外周血

淋巴细胞分离法分离淋巴细胞 , 按照人外周血淋巴

细胞分离液说明书（天津市灏洋生物制品科技有限

责任公司）进行操作。将获得的淋巴细胞培养在含

有 10％胎牛血清（FBS）的 RPMI 1640 培养基中，

在恒温 37℃的 CO2 培养箱中过夜。次日将培养基
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吸入 15 mL 离心管中离心（1 200 r/min，5 min），

弃上清液后加入 300 μL 细胞裂解液，于 4℃冰箱

或者冰上放置30 min，然后吸入EP管内离心（4℃，

12 000 r/min，20 min）提取上清液即为细胞蛋白，

放置于 -80℃冰箱保存备用。或按 100 μL 裂解液

加 20 μL 的 6X 的 loading buffer 的比例，向蛋白样

品液中添加 loading buffer，对蛋白样品进行高温变

性（95℃，5 min）后放置于 -20℃保存备用。

1.3　统计学分析

应用 SPSS 21.0 统计软件进行统计学处理与分

析。计量资料采用均数 ± 标准差表示，两样本间

的比较应用成组 t 检验；相关性分析采用 Pearson

相关分析。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　sJIA 组与对照组外周血淋巴细胞STS-1 蛋白

表达水平的比较

与对照组比较，sJIA 组外周血淋巴细胞 STS-1
表达增高（1.03±0.28 vs 0.71±0.17），差异有统

计学意义（t=-5.166，P<0.05），见图 1。

图 2　sJIA 组与对照组外周血淋巴细胞MyD88 蛋白表

达水平　　上图为电泳条带图；下图为统计图（n=26）。a 示与

对照组比较，P<0.05。

图 3　sJIA 组与对照组外周血淋巴细胞 LC3- Ⅱ的蛋白

表达　　上图为电泳条带图；下图为统计图（n=26）。a 示与对

照组比较，P<0.05。

图 1　sJIA 组与对照组外周血淋巴细胞 STS-1 蛋白表

达水平　　上图为电泳条带图；下图为统计图（n=26）。a 示与

对照组比较，P<0.05。

2.2　sJIA 组与对照组外周血淋巴细胞MyD88 蛋

白表达水平的比较

与对照组比较，sJIA 组外周血淋巴细胞

MyD88 表达增高（1.61±0.62 vs 0.88±0.51），差

异有统计学意义（t=-4.623，P<0.05），见图 2。

2.3　sJIA 组与对照组外周血淋巴细胞 LC3- Ⅱ蛋

白表达的比较

与对照组比较，sJIA 组外周血淋巴细胞 

LC3- Ⅱ的表达增高（0.88±0.44 vs 0.60±0.18），

差异有统计学意义（t=-3.067，P=0.004），见图 3。

2.4　免疫荧光染色观察 LC3- Ⅱ在外周血淋巴细

胞胞浆中的表达水平

与对照组比较，LC3- Ⅱ在 sJIA 组淋巴细胞胞

浆中的表达水平增高，与 Western blot 检测结果一

致，见图 4。
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图 5　LC3- Ⅱ与MyD88 相关分析图

图 6　STS-1 与 MyD88 相关分析图

图 4 免疫荧光染色观察 LC3- Ⅱ在 sJIA 组与对照组外

周血淋巴细胞胞浆中的表达（×400）　　LC3- Ⅱ在 sJIA 组

淋巴细胞胞浆中的表达水平高于对照组。图中呈现绿色亮点的为

LC3- Ⅱ表达（箭头所示）。

2.5　sJIA 患儿外周血淋巴细胞各指标 Pearson 相

关性分析

Pearson 相关分析显示，sJIA 患儿外周血淋

巴细胞中 LC3- Ⅱ表达与 MyD88 表达呈正相关

（r=0.478，P=0.013），见图 5；sJIA 患儿外周血

淋巴细胞中 STS-1 表达与 MyD88 表达亦呈正相关

（r=0.817，P<0.001），见图 6；sJIA 患儿外周血

淋巴细胞中 LC3- Ⅱ表达与 STS-1 表达无统计学意

义（r=0.336，P=0.093）。

3　讨论

在传统观念中，sJIA 归于自身免疫性疾病，

但近年来研究发现 sJIA 为自身炎症性疾病范畴，

因 sJIA 病理环节中炎性细胞因子 IL-6、IL-18、
IL-1、TNF-α 等在 sJIA 发病中具有明显作用，而无

自身抗体参与及组织相容性抗原相关性。因此重

新认识 sJIA 作为自身炎症性疾病特征，可以更好

地帮助临床制定靶向性更明确的治疗方案。而越

来越多的实验证据表明，很多自身免疫疾病及自

身炎症性疾病的发生发展与自噬关系密切 [9-10]。

LC3 与哺乳动物细胞中酵母 Atg8 基因同源，

可以靶向定位在自噬体膜上，参与自噬的形成，

LC3 是自噬的标记物，通过检测 LC3 的表达反映

自噬的发生情况。LC3- Ⅱ被作为检测自噬的标记

物，而 LC3- Ⅱ和 LC3- Ⅰ水平可以反映自噬体的

数量。LC3- Ⅱ蛋白结合并始终位于胞内自噬体

膜上，其含量与自噬泡数量成正比 [11]，所以检测 

LC3- Ⅱ的表达可以得知细胞自噬水平的高低。有

研究表明，自噬参与成人风湿性关节炎的发病 [6]。

在 TNF-α 的作用下患者关节处的破骨细胞内 Atg7 

和 Beclin 1 的表达升高，自噬的活性随之增强。自

噬活动增强会促进患者关节处的单核细胞转变为

破骨细胞，从而造成关节处骨质被吸收。另有研

究认为LC3在成人类风湿关节炎中的表达降低[12]。

本研究通过检测 sJIA 患儿外周血淋巴细胞自噬标

记物 LC3 的表达反映 sJIA 自噬的表达水平。结果

表明，与健康儿童比较，sJIA 患儿外周血淋巴细

胞 LC3 表达显著增高，这与成人类风湿关节炎中

LC3 表达降低的结论不符。分析可能原因为：与

成人相比，儿童发病过程有其特殊的发病机制，

sJIA 为自身炎症性疾病，而成人类风湿关节炎为

自身免疫性疾病。自身炎症性疾病是针对自身组

织、器官的免疫性炎性疾病，固有免疫细胞异常

反应是自身组织损伤的直接原因；自身免疫性疾

病以识别自身 / 非己的适应性免疫耐受机制破坏为

特征，适应性免疫细胞异常反应导致自身组织炎

性损害。病变基因仅涉及固有免疫细胞异常反应，

其所致疾病称为纯粹自身炎症性疾病；如病变基

因仅涉及适应性免疫细胞异常反应，其所致疾病

称为纯粹自身免疫性疾病；如果兼具自身炎症性

疾病 - 自身免疫性疾病双重病理特性，即为自身

对照组 sJIA 组
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P=0.013

Y=1.8X-0.3
r=0.817
P<0.001
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免疫性中间型疾病。有目的地寻找患者自身炎症

性和自身免疫性疾病特征，将有助于更准确地把

握患者病情，合理、精细地制定靶向性明确的治

疗方案 [13]。自噬在 sJIA 发生发展中的意义及作用

有待进一步研究。本研究希望以 LC3 为突破口，

深入揭示 sJIA 的发病机制，为临床提供有效治疗

方案。

sJIA 是在感染、易感基因等的相互作用下，

引起固有免疫系统异常，并使包括中性粒细胞、

单核细胞、巨噬细胞在内的吞噬细胞活化失控，

其分泌大量的炎性因子（IL-1、IL-6、IL-18 等）[14]。

MyD88 分子是 Toll 样受体信号通路中重要的衔接

分子，是信号向下游转导的关键蛋白，其作为重要

的转导蛋白 [15]，在信号通路和调控细胞因子分泌

从而影响免疫应答中都发挥着关键作用。近年来，

很多学者通过对 MyD88 及其依赖的信号通路的研

究，加深了人们对免疫应答的认识。MyD88 信号

可以刺激产生 IL-6，IL-6 再通过 JNK-STAT 途径激

活转录活化因子 3（signal transducer and activator of 

transcription 3, STAT3）引发免疫抑制。IL-6 作为促

炎症细胞因子，通过激活淋巴细胞而加速炎症反

应蛋白的合成。Loiarro 等 [16] 证实 MyD88 信号途径

可以调控 IL-6 的分泌。此外 MyD88 基因敲除可以

促进小鼠肾脏移植术后肾功能恢复和诱导免疫耐

受，也证实 MyD88 在免疫应答中的作用。MyD88

是Toll样受体信号通路中与自噬相关的关键蛋白，

生理性自噬可通过降解 MyD88 调节炎症反应过度，

从而抑制炎性因子如 IL-6 的产生。当自噬表达异

常时，MyD88 能及时被降解，最终使炎症因子产

生增多。S100 蛋白为小分子量的钙结合蛋白，是

JIA 预后不良的生物学标志物 [17]，其受体主要为

Toll 样受体等，可诱导产生 IL-1、IL-6 及粘附因子

等，具有参与炎症反应、调控细胞凋亡、促进中

性粒细胞脱颗粒及招募巨噬细胞等作用 [18]。目前

关于 MyD88 在 sJIA 疾病自噬发生中的作用的研究

较少。本研究中 MyD88 在 sJIA 患儿外周血的表达

水平升高，与健康儿童比较差异具有统计学意义，

提示 sJIA 患儿体内 Toll 样受体信号通路可能被激

活。此外，自噬标志性蛋白LC3在sJIA中异常表达，

其在 sJIA 发生发展中的意义及作用亦有待进一步

研究。本研究显示，sJIA 患儿外周血淋巴细胞中

LC3- Ⅱ与 MyD88积分光密度值呈正相关（r=0.478，

P=0.013），提示 Toll 样受体信号通路参与自噬的

发生。

有研究表明，系统性红斑狼疮患者中 B 细胞

的增殖及分布存在异常，这种异常是一种复杂且

严密的过程 [19]。STS-1 是通过基因芯片技术在系统

性红斑狼疮患者外周血 CD19+ B 细胞中筛选出的一

个显著高表达的基因，能够抑制 Casitas B 淋巴瘤

细胞系原癌基因（c-cbl）的活性，对酪氨酸蛋白磷

酸酶活性的调节有重要作用，并且 c-cbl 在许多信

号通路转导中发挥负调控作用 [20]。STS-1 也可以使

一些酪氨酸磷酸化蛋白去磷酸化。有研究报道，

STS-1 能够通过结合 c-cbl 促进 Tyk2 的磷酸化，进

而促进 IFN-α 诱导的 JAK1-STAT1 的活化及Ｂ细胞

的自噬；而且 STS-1 能够通过去磷酸化 Syk 抑制

IFN-α诱导的PI3K-mTOR通路活化[21]。本研究显示，

sJIA 患儿外周血淋巴细胞 STS-1 的表达显著高于对

照组 , 证实 STS-1 在 sJIA 中高表达，并且自噬的标

志性蛋白 LC3 亦高表达。但 LC3- Ⅱ与 STS-1 的相

关性分析无统计学意义，推测 STS-1 可能亦为 sJIA

的致病基因，并通过激活或抑制某些信号通路诱导

自噬的发生。相关性分析示STS-1与MyD88相关，

提示STS-1可能通过Toll样受体信号通路诱导自噬。

自噬在炎症反应中具有双向调节作用，一方

面自噬可以通过降解相关炎性蛋白，降低炎性因

子水平，发挥抑制炎性反应作用；另一方面，自

噬可以激活炎症体，分泌大量炎性因子，加快炎

症反应作用。因此适度的自噬可以维持细胞内环

境稳态，而过高或过低均会危害机体。本研究结

果表明，sJIA 患儿机体自噬过度表达，但异常的

自噬表达参与sJIA发病的具体机制目前尚不明确，

有待进一步探索。本研究显示，sJIA 患儿外周血

淋巴细胞中 STS-1 表达与 MyD88 表达呈正相关

（r=0.817，P<0.001），LC3- Ⅱ表达与 MyD88 表

达亦有一定相关性，且有文献报道 Toll 样受体信

号通路刺激 STS-1 后激活或者抑制某些信号通路从

而诱导自噬的过表达 [21]，提示 sJIA 自噬过度表达

可能亦与 STS-1 激活或抑制某些信号通路有关，亦

有待进一步研究。阐明这些机制有助于在细胞和

基因水平上深入认识自身炎症性疾病的发病机制，

为 sJIA 的预防及治疗提供依据。

综上，本研究初步证明，sJIA 患儿外周血淋

巴细胞中存在病理性自噬的发生，MyD88 表达与
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LC3- Ⅱ表达呈正相关，提示在 sJIA 中 Toll 样受体

信号通路可能参与了自噬的发生。但二者关联系

数较低，考虑可能与样本量小有关。另外，本研

究表明，STS-1 在 sJIA 患儿与正常儿童间存在差

异性表达，推测 STS-1 通过激活某些信号通路诱

导 sJIA 自噬的发生。后续我们将扩大样本量，并

通过透射电子显微镜观察自噬现象，进一步研究

sJIA 与非 sJIA 以及 sJIA 疾病不同时期自噬的表达

情况，以期为临床治疗 sJIA 提供新的思路。
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