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［摘要］　目的　利用酶联免疫吸附方法（ＥＬＩＳＡ）测定类风湿关节炎（ＲＡ）患者血清中的 α－微管蛋白
（α－ｔｕｂｕｌｉｎ）的水平，评价与临床实验室指标的关系，为寻找ＲＡ新的血清学标记物，探讨疾病的发病机制提供
依据。方法　选取ＲＡ患者６８例，骨关节炎（ＯＡ）患者３２例，健康对照（ＨＣ）３２例，各取血清１０μＬ，应用ＥＬＩＳＡ
方法检测不同患者及健康对照血清α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平，应用非配对资料的ｔ检验分析不同患者与健康对照者之间
α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平的差异，相关性检验分析α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平与 ＲＡ患者年龄、病程、压痛关节数、肿胀关节数、红细
胞沉降率（ＥＳＲ）、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）水平、ＤＡＳ２８评分、类风湿因子（ＲＦ）水平、免疫球蛋白（ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ）水平
的相关性。结果　ＲＡ患者血清α－ｔｕｂｕｌｉｎ的水平明显高于骨关节炎患者及健康对照（Ｐ＜０．０５），进一步分析
提示α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平与ＲＡ患者病程长短呈正相关（ｒ＝０．３０７，Ｐ＝０．０２３），与血清类风湿因子水平及ＩｇＡ水平呈
正相关（ｒ＝０．５５８，Ｐ＝０．０００１；ｒ＝０．３９５，Ｐ＝０．００４）。结论　 α－ｔｕｂｕｌｉｎ是ＲＡ新的血清学标记物，在ＲＡ患者
的免疫反应中具有一定的意义，可能参与了ＲＡ的发病。
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　　类风湿关节炎（ＲＡ）是一种慢性全身性自身免
疫病，在我国的患病率约为０．２％ ～０．９３％［１］，是一

种严重的致残性疾病，严重影响着患者的生存质量

和身心健康。近年来，抗环瓜氨酸肽抗体的发现及

ＴＮＦα拮抗剂的应用提高了 ＲＡ的诊断率，改善了
患者的生存质量及预后［２３］。但由于发病机制不明

确，仍有很多早期、不典型病例未能得到及时诊断及

治疗。基于现状，迫切要求找到与疾病相关的、新的

生物标记物。目的是更深入的了解 ＲＡ的病理过
程，寻找可能的途径阻断疾病的病理过程，寻找 ＲＡ
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诊断及治疗的新的作用靶点。

α微管蛋白（α－ｔｕｂｕｌｉｎ）是细胞骨架蛋白微管
蛋白的亚单位之一，国外学者通过质谱技术研究

发现 α－ｔｕｂｕｌｉｎ在 ＲＡ的血清有升高的趋势，但缺
乏进一步与临床资料关系及发病机制的探讨［４］。

本研究拟用酶联免疫吸附方法，测定 ＲＡ患者血清
中α－ｔｕｂｕｌｉｎ的水平，明确 α－ｔｕｂｕｌｉｎ与 ＲＡ各临床
实验室指标之间的关系；为 ＲＡ的早期诊断寻找新
的生物学靶点，为评估病情、探讨疾病发病机制提供

新的实验依据。

１　对象与方法
１．１　研究对象　６８例ＲＡ患者均为２０１０—２０１４年
期间在北京医院风湿免疫科住院患者，符合２０１０年
美国风湿病学会（ＡＣＲ）制定的ＲＡ分类标准［５］。其

中，女５６例，男１２例；年龄１８～７５岁，平均（５６．８±
１０．７）岁；病程１～１０年，平均（１．５±２．３）年。选取
年龄、性别相匹配的 ３２例骨关节炎（ＯＡ）患者，３２
例健康志愿者作为健康对照组。

１．２　研究方法
１．２．１　标本采集　每例取血２ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ，离
心１５ｍｉｎ，取上清，保存于－８０℃。
１．２．２　ＥＬＩＳＡ方法检测血清中的 α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平
　α－ｔｕｂｕｌｉｎ的检测采用 α－ｔｕｂｕｌｉｎＥＬＩＳＡ检测试
剂盒（Ｎｏｖａｔｅｉｎｂｉｏ公司）。将 ＥＬＩＳＡ检测板常温放
置２０ｍｉｎ，不同浓度的标准品５０μＬ加入标准孔，将
５倍稀释的血清样本５０μＬ加入样本孔，同时加入
辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的抗 α－ｔｕｂｕｌｉｎ抗体
１００μＬ，３７℃孵育１ｈ。清洗９６孔板，加入５０μＬ
底物Ａ（０．０２％ Ｈ２Ｏ２）、底物 Ｂ（３，３＇，５，５＇四甲基联
苯胺，ＴＭＢ），３７℃避光孵育１５ｍｉｎ。加入１Ｍ硫酸
终止液５０μＬ。在 ４５０ｎｍ波长处测定各孔的 ＯＤ
值。绘制标准曲线，按照曲线方程计算样本的浓度。

１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件，对
ＲＡ、ＯＡ与健康对照之间血清 α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平的差
异采用独立样本资料的 ｔ检验。对 α－ｔｕｂｕｌｉｎ与
ＲＡ疼痛关节数，肿胀关节数等非连续性变量之间
的相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析，对 α－ｔｕ
ｂｕｌｉｎ与年龄、病程、ＥＳＲ、ＣＲＰ、ＤＡＳ２８评分、ＲＦ水平
、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ等联系性变量之间的相关性分析采
用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　ＲＡ患者与健康对照者血清中的α－ｔｕｂｕｌｉｎ水

平比较　ＲＡ患者血清中 α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平［（３７．９０
±３７．０９）μｇ／Ｌ］明显高于健康对照［（１４．５２±１０．
９９）μｇ／Ｌ］，两者之间差异有统计学意义（ｔ＝４．８２４，
Ｐ＜０．０１）；骨关节炎（ＯＡ）患者血清中的 α－ｔｕｂｕ
ｌｉｎ水平［（１５．５９±１５．６４）μｇ／Ｌ］与健康对照［（１４．
５２±１０．９９）μｇ／Ｌ］差异无统计学意义 （ｔ＝０．３３４，Ｐ
＝０．７３９）。
２．２　α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平与ＲＡ临床及实验室相关性分
析　将ＲＡ患者血清 α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平与患者年龄、
病程、压痛关节数、肿胀关节数、红细胞沉降率、Ｃ反
应蛋白水平、ＤＡＳ２８评分、类风湿因子水平、免疫球
蛋白水平等临床及实验室指标做相关性分析，发现

α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平与ＲＡ患者ＲＦ及ＩｇＡ水平呈正相关
（ｒ＝０．５５８，Ｐ＝０．０００１；ｒ＝０．３９５，Ｐ＝０．００４，如图１
所示），与病程长短呈正相关（ｒ＝０．３０７，Ｐ＝
０．０２３）。
３　讨论

微管蛋白是细胞的一种骨架蛋白，对维持细胞

形态、细胞内物质运输和胞器定位等细胞功能起关

键作用。α－ｔｕｂｕｌｉｎ和βｔｕｂｕｌｉｎ两种蛋白亚单位与
微管辅助蛋白（ＭＡＰｓ）一同构成微管，两者交替以
螺旋状形式形成二聚体，并首尾相连构成原纤维，对

细胞有明显的支持作用，被认为是细胞的主要“骨

骼”。通常情况下，α－ｔｕｂｕｌｉｎ和βｔｕｂｕｌｉｎ的表达水
平不会发生改变，因此常被用于蛋白差异表达研究

的内参。

目前对微管蛋白的研究多集中在肿瘤方面。研

究发现微管蛋白的表达可能与肿瘤发生和细胞增殖

失控，以及肿瘤细胞的恶性生物学行为相关［６］。当

肿瘤细胞增殖活跃时，有丝分裂处于活跃状态，相应

的微管蛋白异常表达。因此，研究者将微管蛋白作

为肿瘤细胞增殖的血清学标记物之一［７］。同时，微

管稳定剂（ＭＳＡｓ），一种靶点在微管蛋白的抗肿瘤药
物，在肿瘤治疗领域显示出了良好的应用前景［８］。

近年来逐渐发现 ｔｕｂｕｌｉｎ在自身免疫病患者有
增高的趋势。Ｚｈｅｎｇ等［４］通过反相高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）及线性离子阱质谱分析（ｌｉｎｅａｒｉｏｎｔｒａｐＦＴ
ＭＳ）方法研究发现ＲＡ患者血清中ｔｕｂｕｌｉｎ的水平增
高。Ｋａｍａｄａ通过二维胶和质谱分析技术研究发现
ＲＡ患者骨髓源性粘连细胞（ＢＭＡＣｓ）的 α－ｔｕｂｕｌｉｎ
的表达水平明显高于ＯＡ患者［９］。目前缺乏进一步

与临床资料关系的研究及发病机制的探讨。

本研究发现，ＲＡ患者血清中α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平明
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显高于健康对照，且 α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平与类风湿因子
水平、ＩｇＡ水平呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），研究结果
提示α－ｔｕｂｕｌｉｎ参与了 ＲＡ的发病，但并不提示是
一种急性相蛋白，更多的与ＲＡ患者免疫反应相关。

关于ｔｕｂｕｌｉｎ在自身免疫病发病机制的作用。
已知微管蛋白主要参与了血管内皮细胞的生成、迁

移［１０］，而血管炎是类风湿关节炎等自身免疫性疾病

的病理基础之一。研究者推测，血管炎可使血管内

皮细胞破坏，微管解聚，α－ｔｕｂｕｌｉｎ释放入血，可能
是构成自身免疫病患者血清α－ｔｕｂｕｌｉｎ水平升高的
病理机制之一。

同时，有学者提出 α－ｔｕｂｕｌｉｎ作为一种自身抗
原参与了自身免疫病的发病。研究发现，肺移植后

出现慢性排斥反应患者 Ｋα１ｔｕｂｕｌｉｎ抗体的水平明
显高于不出现的患者及健康对照者。且抗 Ｋα１ｔｕ
ｂｕｌｉｎ抗体的浓度越高，发生慢性排斥反应的危险性
越高。研究者推测抗体与气道表皮细胞Ｋα１ｔｕｂｕ
ｌｉｎ结合激活转录因子 ＴＣＦ５和 ｃＭｙｃ，引起纤维源
性生长因子的表达增高，最终激活细胞周期及纤维

增殖信号系统，诱发肺移植后的免疫病理反

应［１１１２］。本研究中，ＲＡ患者血清中 α－ｔｕｂｕｌｉｎ水
平与类风湿因子水平、ＩｇＡ水平呈显著正相关（Ｐ＜
０．０５），进一步提示了α－ｔｕｂｕｌｉｎ参与了体内的免疫
炎性反应。

（本文图１见封三）
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