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ＴＮＩＰ１基因及其编码蛋白ＡＢＩＮ１在进行期寻常型银屑病中的表达及意义
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　　［摘要］　目的　研究ＴＮＦα诱导蛋白３相互作用蛋白１（ＴＮＦαｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＴＮＩＰ１）ｍＲＮＡ及
其编码蛋白在进行期寻常型银屑病患者体内的表达水平，探讨其在银屑病发病机制中的意义。方法 　 研究分为两组，病
例组为２０１１年１０月至２０１２年４月我院皮肤科收治的进行期寻常型银屑病患者 ２５例，男性 １３例，女性 １２例，年龄
（３３．０±８．３）岁；健康对照组为我院体检中心健康人群共２５例，男性１４例，女性１１例，年龄（３１．３±９．９）岁。通过荧光定
量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＮＩＰ１ｍＲＮＡ及其编码蛋白ＡＢＩＮ１在病例组和对照组外周血淋巴细胞中的表达，免疫组化染
色法检测ＡＢＩＮ１蛋白在患者皮损和健康对照者皮肤中的定位和表达。结果 　病例组外周血淋巴细胞中ＴＮＩＰ１ｍＲＮＡ的
相对表达量（０．２９２１±０．１０１６）显著低于健康对照组（１．０８５９±０．２６６３）（Ｐ＜０．０５），ＡＢＩＮ１蛋白在病例组外周血淋巴细
胞中的表达（０．０９３２±０．００３９）与健康对照组（０．２９０９±０．０５７８）相比也有显著差异（Ｐ＜０．０５）。ＡＢＩＮ１蛋白主要表达
在健康对照者皮肤的表皮层，且主要表达在细胞核外，病例组皮损中 ＡＢＩＮ１蛋白的表达明显减少。结论 　银屑病患者
ＴＮＩＰ１ｍＲＮＡ及其蛋白的低表达可能与银屑病的发生、发展有密切的联系。
　　［关键词］　 ＴＮＩＰ１；ＡＢＩＮ１；寻常型银屑病；免疫印迹；ＲＴＰＣＲ；免疫组化
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　　银屑病的病因和发病机制尚不十分清楚，目前公
认银屑病是遗传和环境因素共同作用的结果，免疫介

导的炎症反应是其主要的病理机制［１］。ＴＮＦα诱导蛋
白３相互作用蛋白１（ＴＮＦαｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３ｉｎｔｅｒａｃ
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ｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＴＮＩＰ１）基因是一种新型的内源性炎症调
控因子。近年来开展的全基因组关联研究（Ｇｅｎｏｍｅ
ｗｉｄｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ，ＧＷＡＳ）发现，ＴＮＩＰ１是中国和欧
美银屑病患者的易感基因，其单个核苷酸的遗传多态

性与银屑病的发病相关［２－４］。研究证实，ＴＮＩＰ１不仅
参与炎症介导的反应过程，也参与免疫功能的调

节［５］。为此，本研究拟采用免疫印迹和 ＲＴＰＣＲ法检
测ＴＮＩＰ１及其编码蛋白 Ａ２０结合抑制 ＮＦκＢ激活因
子（Ａ２０ｂｉｎｄｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ＡＢＩＮ１）
在寻常型银屑病患者和健康对照者外周血淋巴细胞中

的表达差异，同时通过免疫组化染色检测 ＡＢＩＮ１蛋白
在患者皮损和健康对照者皮肤中的分布和表达，初步

探讨ＴＮＩＰ１介导银屑病发病的可能机制。

１　资料与方法

１．１　病例资料
　　本研究获第三军医大学西南医院伦理委员会批准，并与受
试者签署知情同意书后进行，试验共分为２组。病例组为２０１１
年１０月至２０１２年４月我院皮肤科收治的寻常型银屑病患者
２５例，其中男性１３例，女性１２例，年龄（３３．０±８．３）岁，符合以
下标准：①汉族，年龄区段为１８～６０岁；②临床明确诊断为寻
常型银屑病（进行期）；③根据《银屑病皮疹面积和严重程度评
分法》［６］（ＰＡＳＩ）皮损严重程度为中度；④无银屑病性关节炎；
⑤就诊前３个月内无系统药物治疗史；⑥近期无其他疾病和相
关药物的应用史。健康对照２５例，其中男性１４例，女性１１例，
年龄（３１．３±９．９）岁，汉族，年龄２０～５５岁，为我院体检中心健康
人群，血尿常规、肝肾功等检测均正常。病例组和健康对照组性

别（Ｐ＝０．７７７）、年龄（Ｐ＝０．５０９）分布平衡，均无统计学差异。
　　采集患者及健康志愿者外周静脉血６ｍＬ用于 ＲＴＰＣＲ和
免疫印迹检测。随机选取 ６名患者活检切取皮损处 ２ｃｍ×
１ｃｍ大小皮肤组织，同时在４名健康对照者相同部位取材（健
康对照者为我科就诊行病理活检的其他患者，经病理活检证实

为正常皮肤组织，且排除银屑病及其他炎症性疾病），用于免疫

组化检测。

１．２　主要材料与试剂
　　ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ７５００为 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙＳｔｅｍｓ产品，低温离心
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ机购于ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，Ｄｅｃ２０００凝胶成像系统
为ＢｉｏＲａｄ产品。ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ反转录试剂盒购于ＴＯＹＯＢＯ
公司，２×ＰＣＲＭｉｘＴａｑ、ＴＲＮｚｏｌ试剂、ＲＩＰＡ裂解液购于北京天
根公司，人外周血淋巴细胞分离液购于天津灏洋公司。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测
　　分离外周血淋巴细胞，用ＴＲＮｚｏｌ法提取总ＲＮＡ；用反转录
试剂盒反转录为 ｃＤＮＡ后，ＰＣＲ扩增 ＴＮＩＰ１和 βａｃｔｉｎ基因片
段，引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，分别为：ＴＮＩＰ１上游 ５′ＣＡ
ＧＡＡＴＧＡＧＴＴＧＣＴＧＡＡＡＣＡ３′， 下 游：５′ＴＣＴＣＣＴＣＡＴＣＴＴＴ
ＧＡＡＴＧＣＴ３′，共合成长度 １７５ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游：５′ＣＡＡＣ
ＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴ３′，下游：５′ＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣ
３′，扩增产物长度为１５９ｂｐ。以 βａｃｔｉｎ的引物作为内参对照。
反应条件：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５７℃退火 ３０ｓ、
７２℃ 延伸 ３０ｓ，共进行 ３０个循环；末次循环后 ７２℃延伸
１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物凝胶成像，电泳图像采用Ｄｅｃ２０００凝胶成像
系统 （ＢｉｏＲａｄ公司）分析。

１．４　ＱＲＴＰＣＲ检测
　　首先提取ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ。接着进行 ＱＲＴＰＣＲ。反
应体系为：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（２×）１０μＬ，ＴＮＩＰ１上下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，βＡｃｔｉｎ上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，
ｃＤＮＡ稀释后取１μＬ，补超纯水至２０μＬ。每个样品设３复孔，
置于 ＢｉｏＲａｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪扩增，ＱＲＴＰＣＲ反应条件为：
９５℃ 预变性１ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，扩增４０个循环（实
时定量）；９５℃ １ｍｉｎ，５５℃ １ｍｉｎ，５５℃ １０ｓ８１个循环（溶解
曲线），用参照基因的△Ｃｔ法计算基因的相对表达量。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　分离外周血淋巴细胞，按细胞总蛋白提取方法提取总蛋白，
取１０μＬ蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，电转至ＰＶＤＦ膜上，５％
脱脂牛奶３７℃封闭２ｈ。１∶５００稀释的ＴＮＩＰ１抗体（１４９９０３８２，
ＥＢ）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ溶液漂洗３次后加入１∶１０００稀释的二
抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ溶液洗涤３次，ＥＣＬ试剂发光，凝胶成像系
统中扫描图像，最后用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４．５分析软件分析条带积
分光密度值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
１．６　免疫组化检测
　　活检组织在４％多聚甲醛溶液中固定过夜，梯度乙醇中脱
水，经二甲苯透明、石蜡包埋后切片。切片组织进行热抗原修

复，经３％Ｈ２Ｏ２、２％山羊血清封闭处理后孵育抗体，１∶２００稀释
的一抗ＴＮＩＰ１（１４９９０３８２，ＥＢ）４℃过夜，１∶２００稀释的山羊抗小
鼠抗体室温孵育１ｈ，滴加辣根酶标记链霉卵白素（ＨＲＰ）工作
液室温孵育１ｈ，ＤＡＢ显色后先后经苏木精复染、梯度乙醇脱
水、二甲苯透明、中性树胶封片。以磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替
一抗的切片作为阴性对照。显微镜下观察，任选取５个视野采
图，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ４．５软件测定平均积分吸光度值（ａｖｅｒａｇｅ
ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＩＯＤ）进行半定量分析。
１．７　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析；计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，两组样本间的比较采用独立样本 ｔ检验；计数资料采用
Ｐｅａｒｓｏｎχ２检验；检验水平为α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＴＮＩＰ１ｍＲＮＡ在进行期银屑病患者和健康对照
者外周血淋巴细胞中的表达比较

　　ＲＴＰＣＲ检测结果显示病例组的表达量要低于对照组。进
一步通过ＱＲＴＰＣＲ研究，结果表明 ＴＮＩＰ１ｍＲＮＡ在进行期银
屑病患者外周血淋巴细胞中的相对表达量（０．２９２１±０．１０１６）
与健康对照组（１．０８５９±０．２６６３）相比显著降低，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＡＢＩＮ１蛋白在进行期银屑病患者和健康对照者

外周血淋巴细胞中的表达差异

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明病例组（ＩＯＤ＝０．０９３２±０．００３９）
与健康对照组（ＩＯＤ＝０．２９０９±０．０５７８）相比，ＡＢＩＮ１的表达水
平显著降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图１。
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１～３：病例组；４～６：对照组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测病例组和对照组外周血淋巴细胞中ＡＢＩＮ１
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２．３　ＡＢＩＮ１在患者皮损和正常对照者皮肤中的分布和
表达

　　免疫组化结果显示，进行期寻常型银屑病患者表皮角化过
度伴角化不全，部分可见Ｍｕｎｒｏ微脓肿，棘层增生肥厚，表皮突
伸长增厚，真皮乳头位置上移，真皮浅层毛细血管增生、扩张，

ＡＢＩＮ１表达很低甚至无表达。正常对照组皮肤组织中，ＡＢＩＮ１
高表达于表皮各层细胞，且主要表达于细胞核外，真皮层亦可见

少量阳性细胞，见图２。
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Ａ：对照组；Ｂ：病例组
图２　免疫组化检测银屑病病例组及正常皮肤组织中ＡＢＩＮ１

蛋白的表达和分布　（ＳＰ×４００）

３　讨论

　　银屑病是一种具有复杂遗传背景的多基因疾病，近
年来开展的全基因组关联研究（ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ
ｓｔｕｄｉｅｓ，ＧＷＡＳ）已发现多个银屑病的易感基因位点。其
中，位于人 ５号染色体的 ＴＮＩＰ１（ＴＮＦＡＩＰ３ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＴＮＩＰ１）基因已被研究证实与欧美和中国人群
的银屑病相关［２，７］。ＴＮＩＰ１基因位于人染色体５ｑ３２－
３３．１上，含１８个外显子，其ｍＲＮＡ表达于多个组织中，
尤其是在淋巴细胞、脾脏、骨骼肌呈高表达，与细胞分

化、凋亡和炎症反应调节密切关联［８－１０］。Ｅｌｄｅｒ等［８］研

究认为ＴＮＩＰ１的遗传突变可能通过ＮＦκＢ通路负向调
节炎症信号通路。ＴＮＩＰ１编码的蛋白被称为 ＡＢＩＮ１，
ＡＢＩＮ１和Ａ２０相互作用可抑制 ＮＦκＢ信号通路的活
化，影响下游的信号转导，最终抑制炎症反应［３］。ＴＮＩＰ１
也可独立调节 ＮＦκＢ通路，研究证实 ＴＮＩＰ１突变体在
细胞中共表达时可以干扰其对 ＮＦκＢ的抑制活性，且
不依赖于Ａ２０。此外，研究还发现，ＴＮＩＰ１ｍＲＮＡ在静息
性Ｔ细胞（ｒｅｓｔｉｎｇＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ）表达水平是低的，在活
化的ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞表达是升高的，表明 ＴＮＩＰ１
表达上调与Ｔ细胞活化相关。由此可见，ＴＮＩＰ１不仅影
响ＴＮＦ介导的炎症反应过程，也可能参与免疫功能的
调节［３］。但到目前为止，有关ＴＮＩＰ１参与银屑病等自身
免疫性疾病发病的遗传学基础及其机制尚缺乏研究。

　　本研究发现，与正常对照相比，ＴＮＩＰ１ｍＲＮＡ及其

编码蛋白ＡＢＩＮ１在进行期寻常型银屑病患者外周血淋
巴细胞和皮损内的表达均显著降低，提示ＴＮＩＰ１在银屑
病中的作用，可能始发于转录水平，进而影响到蛋白水

平的变化而发挥作用；ＴＮＩＰ１的低表达可能是导致银屑
病患者ＮＦκＢ通路活性增强、免疫炎症反应过度的原
因［１１］。２００９年，Ｎａｉｒ等［１２］报道ＴＮＩＰ１ｍＲＮＡ在银屑病
患者中的表达高于正常对照，在患者皮损区的表达也高

于非皮损区。分析其原因可能有：Ｎａｉｒ等［１２］的研究未

报道受试者银屑病皮损严重程度分级结果，且研究对象

是欧洲人群；本研究是中国汉族人群，ＴＮＩＰ１在不同种
族中的表达可能不一致；此外，结果差异还可能是抗体

或试验环境不同所致。
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