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肽基精氨酸脱亚胺酶 ４ 调控 ＩＬ⁃８ 分泌参与
系统性红斑狼疮发病的研究

马　 洁，汪晓庆，周廷栋，罗　 颖，周　 强

（安徽医科大学第二附属医院检验科，合肥　 ２３０６０１）

摘要　 目的　 探讨肽基精氨酸脱亚胺酶 ４（ＰＡＤＩ４）对白细胞介素 ８（ＩＬ⁃８）分泌的调控，及其对系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）发病的影

响。 方法　 利用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对比健康对照（ＨＣ）和 ＳＬＥ 患者中性粒细胞 ＩＬ⁃８ 表达水平。 ＥＬＩＳＡ 检测 ＨＣ 和 ＳＬＥ 患者血清中 ＩＬ⁃
８ 分泌水平，分析狼疮患者血清 ＩＬ⁃８ 水平与 ＳＬＥ 相关血清学指标的关联性。 ＥＬＩＳＡ 检测 ＨＣ 或 ＳＬＥ 血清对中性粒细胞分泌

ＩＬ⁃８ 的影响。 在原代中性粒细胞中使用 ＰＡＤＩ４ 特异性抑制剂 ＧＳＫ４８４，或在 ＰＡＤＩ４ 敲减的中性粒细胞样 ＨＬ⁃６０ 细胞（ｄＨＬ⁃６０）
中检测 Ｎ⁃甲酰⁃蛋氨酸⁃亮氨酸⁃苯丙氨酸（ｆＭＬＰ）及免疫复合物（ＩＣｓ）刺激下 ＩＬ⁃８ 的分泌水平。 结果　 与 ＨＣ 相比，ＩＬ⁃８ 高表达

于 ＳＬＥ 患者中性粒细胞。 狼疮患者血清 ＩＬ⁃８ 水平明显增高，且与血清 ＩｇＭ 水平呈正相关。 ＳＬＥ 患者血清能够诱导中性粒细

胞分泌更多 ＩＬ⁃８。 ＰＡＤＩ４ 抑制剂能够上调中性粒细胞中 ＩＬ⁃８ 的产生，ｄＨＬ⁃６０ 细胞中，ＰＡＤＩ４ 敲减导致 ＩＬ⁃８ 分泌显著上升。 结

论　 促炎细胞因子 ＩＬ⁃８ 在 ＳＬＥ 患者中性粒细胞和血清中高表达，并受 ＰＡＤＩ４ 调控，与狼疮血清学指标相关。 ＩＬ⁃８ 通过炎症反

应在 ＳＬＥ 发生发展中发挥作用，ＰＡＤＩ４ ／ ＩＬ⁃８ 为 ＳＬＥ 的监测及治疗提供新思路。
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　 　 系统性红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，
ＳＬＥ）是一种典型的慢性自身免疫病，多发病于女

性，其特征为自身抗体过度产生及免疫复合物（ ｉｍ⁃
ｍｕｎｅ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＩＣｓ）介导的炎症反应。 ＳＬＥ 全球年

发病率为 １. ５ ～ １１. ０ ／ １０ 万人 ［１］，病死率是普通人

群的 ２ ～ ３ 倍［２］。 目前尚无治愈 ＳＬＥ 的方法，部分

难治性患者在适当的治疗后无法获得临床缓解，易
发展为终末器官损害甚至死亡，因此，亟需新的治疗

策略以提高疗效并减少副作用。
ＩＬ⁃８ 是一种强效促炎趋化因子，在肾小球肾炎

和 ＩｇＡ 肾病等疾病中得到了深入研究［３］。 ＳＬＥ 患者

循环 ＩＬ⁃８ 水平与疾病活动性呈正相关，并与肾损伤

和肺纤维化密切相关［４］。 肽基精氨酸脱亚胺酶 ４
（ｐｅｐｔｉｄｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ ｄｅｉｍｉｎａｓｅ ４，ＰＡＤＩ４）主要在中性粒

细胞中表达，可将精氨酸转化为瓜氨酸，介导中性粒

细胞 胞 外 诱 捕 网 （ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｓ，
ＮＥＴｓ）形成，参与自身免疫性疾病的发生［５］。 据文

献［６］报道，ＰＡＤＩ４ 可促进 Ｔ 细胞中 ＩＬ⁃８ 的转录激

活。 在 ＳＬＥ 患者中，ＰＡＤＩ４ 是否参与调控促炎细胞

因子 ＩＬ⁃８ 的表达分泌尚不清楚。 该课题利用 ＳＬＥ
患者临床样本和细胞模型探讨 ＰＡＤＩ４ 调控 ＩＬ⁃８ 表

达与 ＳＬＥ 发展的关系，为疾病的靶向治疗提供新见

解。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料　 选取 ２０２３ 年 ９ 月—２０２４ 年 ９ 月在

安徽医科大学第二附属医院就诊的 ＳＬＥ 患者共 ５５
例。 入选标准：① 年满 １８ 岁；② 符合美国风湿病学

会（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，ＡＣＲ）２００９ 年

修订的 ＳＬＥ 诊断标准；③ 具有相关实验室检查资料

者，包括补体 ３（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ３，Ｃ３）、补体 ４（ｃｏｍｐｌｅ⁃
ｍｅｎｔ ４，Ｃ４）、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ 血清学数据。 排除标准：
① 合并肿瘤疾病，其他自身免疫性疾病或免疫缺陷

病者；② 治疗情况不详者。 选取 ２６ 例年龄与性别

匹配的健康体检者作为健康对照（ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ＨＣ）。
１． ２　 研究方法

１． ２． １　 中性粒细胞分离纯化　 从新鲜的 ＥＤＴＡ 抗

凝血中分离原代中性粒细胞。 使用内毒素定量试剂

盒（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）检测分离和培养
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过程中所用的试剂，以确保内毒素水平低于 ０. ５
ＥＵ ／ ｍＬ。 将全血与等体积 ＰＢＳ 混合，轻轻铺在 Ｆｉ⁃
ｃｏｌｌ⁃Ｐａｑｕｅ Ｐｌｕｓ 溶液（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，瑞
典）顶部，３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 梯度离心 ３０ ｍｉｎ 后，血液成分

从上至下分为 ５ 层，包括血浆、外周血单个核细胞、
Ｆｉｃｏｌｌ 溶液、粒细胞和红细胞。 将混有红细胞的粒细

胞层收集在新的离心管中，室温下与 ６％ 葡聚糖溶

液（Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ，挪威）混合并沉淀 ２０ ｍｉｎ，随后将

含有粒细胞的上层溶液收集到新管中。 无菌去离子

水裂解剩余红细胞 ３０ ｓ，ＰＢＳ 中和后离心，在含 １０％
小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中培养纯化的中性粒

细胞。
１． ２． ２　 ＨＬ⁃６０ 细胞的培养和分化 　 ＨＬ⁃６０ 细胞系

购自美国标准生物品收藏中心（Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌ⁃
ｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ，美国）。 在整个培养期间，细
胞密度保持在 １ × １０６ 个 ／ ｍＬ 以下，每 ２ ～ ３ 天传代 １
次，实验中使用的细胞传代次数不超过 ２０ 次。 将

ＨＬ⁃６０ 细胞与 １. ３％二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
ＤＭＳＯ）孵育 ５ ｄ，细胞分化为中性粒细胞样 ＨＬ⁃６０
细胞（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ⁃ｌｉｋｅ ＨＬ⁃６０ ｃｅｌｌｓ，ｄＨＬ⁃６０）。 通过流

式细胞术检测 ＣＤ１１ｂ 表达及 ＤＡＰＩ 染色观察细胞核

形态来评估 ＨＬ⁃６０ 分化水平。
１． ２． ３ 　 构建 ＰＡＤＩ４ 敲低的 ＨＬ⁃６０ 细胞系 　 靶向

ＰＡＤＩ４ 的 ｓｈＲＮＡ（序列：ＧＧＴＣＣＴＧＣＴＡＣＡＡＡＣＴＧＴ⁃
ＴＣＣ） 和 对 照 组 ｓｈＲＮＡ （ 序 列： ＧＣＴＴＣＧＣＧＣＣＧ⁃
ＴＡＧＴＣＴＴＡ）克隆到慢病毒干扰载体 ｐｓｉ⁃ＬＶＲＵ６ＧＰ
中（ ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａａ，美国）。 使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）将上述重组质粒和两个慢病毒包

装载体 ｐｓＰＡＸ２ 及 ｐＭＤ２. Ｇ 共转染到 ２９３Ｔ 细胞中，
２ ｄ 后收集含病毒颗粒的 ２９３Ｔ 细胞培养上清液用

于感染 ＨＬ⁃６０ 细胞。 随后，流式细胞仪分选出 ＧＦＰ
阳性的 ＨＬ⁃６０ 细胞，并在培养过程中用 ０. ２ ｇ ／ ｍＬ 嘌

呤霉素持续筛选。 ＨＬ⁃６０ 细胞诱导分化为 ｄＨＬ⁃６０
细胞后 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＰＡＤＩ４ 敲减效率。
１． ２． ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂（Ｍｏｌｅｃｕ⁃
ｌａｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ Ｉｎｃ. ，美国）提取 ＲＮＡ，随后，使
用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒（Ｔａｋａｒａ，日本）将 ＲＮＡ 反

转录为 ｃＤＮＡ。 在 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 实时 ＰＣＲ 系统中利

用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒（Ｔａｋａｒａ，日本）进行

ｑＲＣＲ。 将 ＧＡＰＤＨ 表达水平作为内参，对基因表达

进行标准化，以相对量（ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｔｙ，ＲＱ）表示并

通 过 ２ － ［ΔＣＴ（测试样本） － ΔＣＴ（参考样本）］ 公 式 进 行 计 算。
ｑＰＣＲ 引物序列如下：ＧＡＰＤＨ（ＮＭ＿００２０４６. ７，正向

引 物： ５′⁃ＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣ⁃３′； 反 向 引

物：５′⁃ＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡ⁃３′）， ＩＬ⁃８ （ＮＭ＿
０００５８４. ４，正向引物：５′⁃ＴＧＣＣＡＡＧＧＡＧＴＧＣＴＡＡＡＧ⁃
３′，反向引物：５′⁃ＣＴＣＣＡＣＡＡＣＣＣＴＣＴＧＣＡＣ⁃３′）。
１． ２． ５　 ＥＬＩＳＡ 实验　 使用高敏型人 ＩＬ⁃８ 酶联免疫

吸附测定试剂盒（Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ，美国）检测健康对照

者或 ＳＬＥ 患者血清中 ＩＬ⁃８ 分泌水平。 将原代中性

粒细胞或 ｄＨＬ⁃６０ 细胞与 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｎ⁃甲酰⁃蛋氨

酸⁃亮氨酸⁃苯丙氨酸 （ Ｎ⁃ｆｏｒｍｙｌ⁃ｍｅｔ⁃ｌｅｕ⁃ｐｈｅ， ｆＭＬＰ）
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国）、健康对照者血清、ＳＬＥ 患者血

清或 ＳＬＥ 血清衍生 ＩＣｓ 共培养 ２４ ｈ，使用上述 ＩＬ⁃８
检测试剂盒测量培养上清液中 ＩＬ⁃８ 分泌水平。
１． ３ 　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件

（ＧｒａｐｈＰａｄ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｉｎｃ. ，美国）分析数据。 进行统

计分析前，通过 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 检验对数据的正态分

布进行检验。 数据遵循正态分布时，采用 ｔ 检验或

配对 ｔ 检验。 如果数据不服从正态分布，则使用

Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验或 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析。 多

组间比较使用 Ｏｒｄｉｎａｒｙ Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验。 Ｐ
＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 一般资料　 入选 ＳＬＥ 患者 ５５ 例，平均年龄 ４１
岁，健康对照 ２６ 例，平均年龄 ４４ 岁，两组研究者间

性别年龄相匹配，差异无统计学意义（表 １）。 ＳＬＥ
患者血清学实验室检测指标 Ｃ３、Ｃ４、ＩｇＧ、ＩｇＡ 及 ＩｇＭ
水平见表 １。

表 １　 研究参与者的人口统计学和临床特征 （�ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． １　 Ｄｅｍｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆ ｓｔｕｄｙ ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓ （�ｘ ± ｓ）

Ｓｔｕｄｙ ｇｒｏｕｐ Ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ （ｎ ＝ ２６） ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ （ｎ ＝ ５５）
Ｍａｌｅ ∶ Ｆｅｍａｌｅ ３ ∶ ２３ ７ ∶ ４８
Ａｇｅ （ｙｅａｒ） ４４ ± １４ 　 ４１ ± １４　
Ｃ３ （ｇ ／ Ｌ） ／ ０． ８７ ± ０． ３１
Ｃ４ （ｇ ／ Ｌ） ／ ０． ２４ ± ０． １６
ＩｇＧ（ｇ ／ Ｌ） ／ １４． ３３ ± ４． ４７
ＩｇＡ（ｇ ／ Ｌ） ／ ２． １６ ± １． ０３
ＩｇＭ（ｇ ／ Ｌ） ／ １． ５５ ± ２． ７８

２． ２　 促炎细胞因子 ＩＬ⁃８ 表达情况　 中性粒细胞可

自发分泌促炎细胞因子 ＩＬ⁃８，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，
ＳＬＥ 患者中性粒细胞 ＩＬ⁃８ 的基础 ｍＲＮＡ 表达水平

明显高于 ＨＣ（图 １Ａ）。 同时，ＳＬＥ 患者血清 ＩＬ⁃８ 基

础分泌水平显著高于 ＨＣ（图 １Ｂ）。
２． ３　 血清 ＩＬ⁃８ 水平与 ＳＬＥ 血清学指标相关性分

析 　 ＳＬＥ患者血清 ＩＬ⁃８水平与血清补体Ｃ３、Ｃ４及
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图 １　 ＨＣ 和 ＳＬＥ 患者中 ＩＬ⁃８ 表达情况

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃８ ｉｎ ＨＣ ａｎｄ ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ
Ａ： Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｆｒｏｍ ＨＣ （ｎ ＝ １２） ａｎｄ

ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ （ｎ ＝ １９）； ＲＱ： ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｂ： ＩＬ⁃８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒａ ｏｆ ＨＣ （ ｎ ＝ ２６） ａｎｄ ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ （ ｎ ＝ ５５）；∗∗∗ Ｐ ＜

０. ００１， ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＨＣ ｇｒｏｕｐ．

ＩｇＧ、ＩｇＡ 水平无线性相关（Ｃ３：ｒ ＝ － ０. １７，Ｐ ＝ ０. ２３；
Ｃ４：ｒ ＝ ０. ０６，Ｐ ＝ ０. ６９； ＩｇＧ： ｒ ＝ － ０. １１，Ｐ ＝ ０. ４２；
ＩｇＡ：ｒ ＝ － ０. １５，Ｐ ＝ ０. ２６）（图 ２Ａ －２Ｄ），与血清 ＩｇＭ
水平呈正相关（ＩｇＭ：ｒ ＝ ０. ５４，Ｐ ＜ ０. ０００ １）（图 ２Ｅ）。
２． ４　 血清诱导中性粒细胞分泌 ＩＬ⁃８ 情况　 狼疮患

者血清中某些因子能够诱导炎症反应。 与未刺激组

及健康对照组血清相比，ＳＬＥ 患者血清能够刺激中

性粒细胞分泌更多的促炎细胞因子 ＩＬ⁃８（图 ３Ａ）。
２． ５　 ＰＡＤＩ４ 抑制剂 ＧＳＫ４８４ 影响中性粒细胞分泌

ＩＬ⁃８ 情况 　 细菌衍生肽 ｆＭＬＰ 和 ＳＬＥ 血清来源的

ＩＣｓ 能够在体外刺激中性粒细胞释放 ＩＬ⁃８。 ＰＡＤＩ４
特异性抑制剂 ＧＳＫ４８４ 显著上调了 ｆＭＬＰ 和 ＩＣｓ 诱

导的 ＩＬ⁃８ 的分泌（图 ３Ｂ、３Ｃ）。
２． ６　 ＰＡＤＩ４ 敲减的中性粒样 ＨＬ⁃６０ 细胞分泌 ＩＬ⁃８
情况　 鉴于 ＰＡＤＩ４ 抑制剂 ＧＳＫ４８４ 增加了原代中性

粒细胞中 ｆＭＬＰ 和 ＩＣｓ 诱导的 ＩＬ⁃８ 的释放，在 ｄＨＬ⁃６０

图 ２　 血清 ＩＬ⁃８ 水平与 ＳＬＥ 血清学

指标相关性

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｒａ
ＩＬ⁃８ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ＳＬＥ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ａ － Ｅ：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｒａ
ＩＬ⁃８ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＳＬＥ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ Ｃ３，Ｃ４，ＩｇＧ，
ＩｇＡ，ＩｇＭ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ．

图 ３　 中性粒细胞分泌 ＩＬ⁃８ 情况

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ
Ａ： ＩＬ⁃８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＣ ａｎｄ ＳＬＥ ｓｅｒａ， ＵＴ：Ｕｎｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ；Ｂ： Ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｖｅｈｉｃｌｅ ｏｒ ＧＳＫ４８４， ＩＬ⁃８

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｆＭＬＰ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ； Ｃ： Ａｆｔｅｒ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｖｅｈｉｃｌｅ ｏｒ ＧＳＫ４８４， ＩＬ⁃８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＩＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ；∗∗∗Ｐ ＜

０. ００１ ｖｓ ＨＣ ｓｅｒａ ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｖｅｈｉｃｌｅ ｇｒｏｕｐ．
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图 ４　 ＰＡＤＩ４ 敲减的 ｄＨＬ⁃６０ 分泌 ＩＬ⁃８ 情况

Ｆｉｇ． ４　 ＩＬ⁃８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＰＡＤＩ４⁃ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｄＨＬ⁃６０ ｃｅｌｌｓ
Ａ： ＩＬ⁃８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｆＭＬＰ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄＣＴＲＬ ａｎｄ ｄＫＤ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： ＩＬ⁃８ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＩＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｄＣＴＲＬ ａｎｄ ｄｋＤ ｃｅｌｌｓ；Ｃ： Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃８ ｉｎ ｄＣＴＲＬ （ｎ ＝ ８） ａｎｄ ｄＫＤ （ｎ ＝ ８） ｃｅｌｌｓ，ＲＱ： ｒｅｌａｔｉｖｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｄＣＴＲＬ ｇｒｏｕｐ．

细胞中进一步研究 ＰＡＤＩ４ 对 ＩＬ⁃８ 分泌的调节。 在

没有任何刺激的情况下，ＰＡＤＩ４ 敲低的 ｄＨＬ⁃６０ 细胞

（ｄＫＤ）中 ＩＬ⁃８ 的基础分泌水平高于乱序对照组

（ｄＣＴＲＬ）；ｆＭＬＰ 或 ＩＣｓ 刺激后，ｄＫＤ 细胞中 ＩＬ⁃８ 分

泌增多（图 ４Ａ、４Ｂ）。 如图 ４Ｃ 所示，ＰＡＤＩ４ 缺乏对

ＩＬ⁃８ 的 ｍＲＮＡ 表达没有显著影响。

３　 讨论

　 　 ＳＬＥ 发病机制复杂，治疗手段有限且难以治愈，
对患者及其家庭和社会产生广泛影响。 现阶段治疗

的策略主要是通过羟氯喹、皮质类固醇激素、免疫抑

制剂和生物制剂等药物抑制症状［７］，缓解或降低疾

病活动度，以限制活动状态下的器官损伤，减少继发

性并发症。 尽管单独或联合使用上述药物可以有效

控制 ＳＬＥ，但许多患者仍会面临病情复发、长期并发

症及药物副作用的困扰，急需开发潜在治疗靶

点［８］。 因此，ＳＬＥ 发病机制的深入研究有望为临床

上提供新的狼疮防治策略。
细胞因子表达失调是 ＳＬＥ 的典型特征，促炎和

抗感染细胞因子产生不平衡，免疫细胞对各种细胞

因子的异常反应，加剧免疫失调，导致 ＳＬＥ 中组织

炎症和器官损伤［９］。 ＳＬＥ 中促炎细胞因子的异常表

达影响疾病活动性，有文献［１０］ 报道血清 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８
和 ＩＬ⁃１８ 水平有潜力作为临床上监测 ＳＬＥ 疾病活动

性的指标。 本研究中，相较于健康对照，ＳＬＥ 中性粒

细胞高表达促炎细胞因子 ＩＬ⁃８，ＳＬＥ 患者血清 ＩＬ⁃８
水平显著高于对照血清，且与血清 ＩｇＭ 水平呈正相

关，表明 ＩＬ⁃８ 与 ＳＬＥ 发生发展有密切关联。 ＩＬ⁃８ 水

平升高在多种肾脏疾病中被报道，包括 ＩｇＡ 肾病、急
性肾小球肾炎和 ＳＬＥ 性肾炎［１１］。 ＩＬ⁃８ 能够募集中

性粒细胞至炎症部位，促进 ＮＥＴｓ 形成激活中性粒

细胞释放新的表位［１２］，进而参与 ＳＬＥ 的发生发展。
动物模型中，施用抗 ＩＬ⁃８ 抗体可预防蛋白尿、减轻

中性粒细胞在肾小球中的浸润并改善小鼠肾小球损

伤程度［１３］。 以上结果提示 ＩＬ⁃８ 可能作为疾病监测

和治疗的靶点。
ＰＡＤＩ４ 被认为能够调节促炎细胞因子的产

生［１４］。 ＰＡＤＩ４ 通过对 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 亚基进行瓜氨酸

化可增强中性粒细胞中 ｐ６５ 与 ｉｍｐｏｒｔｉｎ ａ３ 之间的结

合，从而增加 ＮＦ⁃κＢ 核转位率以及 ＴＬＲ 诱导的 ＩＬ⁃
１β 和 ＴＮＦ⁃α 产生［１５］。 ＰＡＤＩ４ 还可促进 Ｔ 细胞中

ＩＬ⁃８ 的转录激活。 据报道，ＰＡＤＩ 对 ＴＮＦ⁃α 进行瓜

氨酸化会降低其在体外刺激人成纤维细胞分泌 ＩＬ⁃８
的能力［１６］。 本研究表明， ＰＡＤＩ４ 特异性抑制剂

ＧＳＫ４８４ 显著上调了 ｆＭＬＰ 和 ＳＬＥ 血清来源的 ＩＣｓ 诱
导的中性粒细胞 ＩＬ⁃８ 的分泌。 同时，在细胞模型

中，与乱序对照相比，未刺激或 ｆＭＬＰ、 ＩＣｓ 刺激的

ＰＡＤＩ４ 敲减 ｄＨＬ⁃６０ 细胞均分泌更多的 ＩＬ⁃８，这表明

ＰＡＤＩ４ 活性可能调节 ＳＬＥ 中 ＩＬ⁃８ 的产生。 ＰＡＤＩ４
的瓜氨酸化活性已被证明可以抑制蛋白质相互作用

和聚集［１７］。 据报道，ＰＡＤＩ４ 能够在体外瓜氨酸化
ＩＬ⁃８，并降低 ＩＬ⁃８ 的趋化活性［１８］。 ＰＡＤＩ４ 可能通过

调控染色质可及性影响 ＩＬ⁃８ 表达水平，也可能通过

调节其他蛋白质功能参与中性粒细胞中 ＩＬ⁃８ 的转

录后加工与分泌，具体机制尚待探索。
综上所述，本课题通过对临床样本和细胞模型

的分析显示，ＰＡＤＩ４ 调节 ＳＬＥ 中促炎细胞因子 ＩＬ⁃８
的表达，为 ＳＬＥ 发病机制及干预手段提供新思考。
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ｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ｉｎ ｒａｔ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ＮＲＫ⁃５２Ｅ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌ⁃
ｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ＮＣ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ ａ ＣｏＣｌ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＣｏＣｌ２
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ １， ２， ３， ａｎｄ ４ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｃｙｃｌｅ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ９ ｈ
ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ＣｏＣｌ２ ⁃ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ３ ｈ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ＣｏＣｌ２ ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ＥＭＴ ｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ． Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｐｈａｌｌｏｉ⁃
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（Ｐ ＜ ０. ０１）， ｍｅｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ｃｌｅ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ９ ｈ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ３ ｈ （Ｐ ＜ ０. ００１）， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｓｔ
ｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ． Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｒｈｏｄａｍｉｎｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅ⁃
ｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ
３⁃ｃｙｃｌｅ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ９ ｈ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ３ ｈ， ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｍｏｄｅｌ ｓｔａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉ⁃
ｂｒｏｕｓ ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ３⁃ｃｙｃｌｅ ｇｒｏｕｐ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ９ ｈ
ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ３ ｈ （Ｐ ＜ ０. ００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｔｒｅａｔｉｎｇ ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ １００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２ ｆｏｒ ９ ｈ， ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ３ ｈ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ＣｏＣｌ２ ⁃ｆｒｅｅ ｍｅｄｉｕｍ． Ｒｅｐｅａｔｉｎｇ ｔｈｉｓ ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｃａｎ ｅｓｔａｂ⁃
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＮＲＫ⁃５２Ｅ ｃｅｌｌｓ； Ｃｏｂａｌｔ（Ⅱ） ｄｉｃｈｌｏｒｉｄｅ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃
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