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中文摘要 

A20 通过介导 STAT3 的泛素依赖性蛋白酶体降解调节 Th17 的分化 

 

研究背景： 

强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis，AS）是一种慢性炎症性自身免疫病，

属于中轴型脊柱关节炎的一种，其发病主要累及中轴骨骼和骶髂关节，导致骨骼

结构和功能的失常，严重影响患者的生存质量。目前为止，强直性脊柱炎的发病

机制还不完全清楚，但许多研究表明遗传易感性、环境因素以及免疫细胞和细胞

因子等均在强直性脊柱炎的发病过程中起到关键作用。 

CD4+辅助性 T 淋巴细胞是细胞免疫的介质，在活化其它免疫细胞以及调节

免疫反应中起着关键作用，它进一步分化为以细胞因子分泌和效应功能为特征的

Th1、Th2、Th17 和 Treg 等亚群，这些亚群在外周血中由固有免疫细胞诱导分化, 

产生细胞因子，从而在适应性免疫、癌症、炎症和自身免疫病中发挥重要作用。 

免疫细胞和细胞因子在强直性脊柱炎的发生发展中扮演着重要角色，其中

Th17 细胞比例增加及其释放的炎症因子最为重要，因此研究者们对 Th17 细胞的

分化诱导机制进行了详尽研究。研究表明，TGF-β、IL-1、IL-6、IL-21 和 IL-23

等细胞因子可促进 Th17 分化，而 IL-2、IL-4、IL-27、IL-35 和 IL-Y 等细胞因子

可阻碍 Th17 分化。此外，研究发现 RORγt、RORα、STAT3、IRF4、BATF、JunB、

SMAD2 和 SMAD3 等转录因子可激活 Th17 分化，而 STAT4、STAT5 和 SMAD4

等转录因子可抑制 Th17 分化。基于上述机制研究，人们已开发出了包括 TNF 抑

制剂、IL-23 阻滞剂、IL-17A 阻滞剂以及 JAK 抑制剂等多种治疗强直性脊柱炎

的药物，然而这些药物的疗效并不十分令人满意。因此，研究者们也在不断探索

Th17 分化机制以及治疗强直性脊柱炎的新药物和新疗法。 

肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 3（TNFAIP3）基因可编码 A20蛋白，此蛋白被认

为是一种泛素编辑酶，在无细胞和细胞系统中表现出去泛素化酶、E3 泛素连接

酶和泛素结合活性，可通过去泛素化和泛素化机制分别调节多条炎性因子信号通

路的活性。研究表明，A20 的表达异常和功能突变与多种炎症、自身免疫病和恶
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性疾病相关，其中就包括强直性脊柱炎。然而截止目前，A20 在 Th17 分化和强

直性脊柱炎发生发展中的作用机制和临床意义尚未被人们所关注。 

赤霉素（gibberellic acids，GAs）是一类具备生长调节功能的重要植物激素，

在农业和生态学领域有很多研究应用。此前研究发现，赤霉素 GA3 可以在人呼

吸道上皮细胞中诱导 A20 的表达从而发挥抗炎效果，这启发我们 GA3 是否同样

也可以诱导 Th17 细胞中 A20 的表达，从而在强直性脊柱炎的治疗中发挥一定的

作用。由于之前有多项研究表明 GA3 可在特定剂量下通过介导氧化应激导致明

显的机体毒性，因此针对 GA3 的临床前研究需要依据其药代动力学指标严格控

制其用法用量。在药代动力学研究中，一个关键的内容就是测定血药浓度，因此

我们在本研究中还对测定血液中药物浓度的方法进行了优化改进，从而为评估利

用 GA3治疗强直性脊柱炎的可能性打下技术基础。 

研究目的： 

在本研究中，我们首次探究了 A20 对于 Th17 分化的调控机制，并力求以此

调控机制为靶点探索利用 GA3治疗强直性脊柱炎的可能性。 

研究方法: 

用酶联免疫吸附实验检测了血清中 Th 细胞相关细胞因子的浓度、IL-17A 分

泌水平。用流式细胞术分析了 Th17 细胞比例，总 T 细胞和 Th17 细胞中 A20 的

蛋白表达水平和 Jurkat 细胞向 Th17 分化水平情况。通过基因过表达和敲低实验

发现 A20 可负调控 Th17 细胞分化以及 IL-17 的表达和分泌。用免疫印记评估目

标蛋白表达水平，免疫共沉淀（Co-IP）分析蛋白间相互作用或泛素化修饰。实

时定量 PCR（qRT-PCR）测定 IL-17A mRNA 表达水平。用 TaqMan实时定量 PCR

法对 756 例强直性脊柱炎患者和 1001 例健康对照样本进行基因分型。用荧光素

酶实验分析单核苷酸多态性对 TNFAIP3 基因表达的调控作用。细胞活力检测方

法和细胞内活性氧水平检测方法评价 GA3 毒性。利用 LC-MS3策略检测血液中

药物浓度。 
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研究结果： 

我们发现与健康对照相比，强直性脊柱炎患者血清中的 IL-17A、IFNγ、IL-

2 和 IL-6 等细胞因子浓度显著升高，IL-10 和 TNF-α 的浓度略有升高，而 IL-4 的

浓度略有降低。这些结果表明强直性脊柱炎患者发展出了炎症因子释放紊乱的现

象。IL-17 在强直性脊柱炎发生发展的病理机制中扮演着重要角色，因此我们探

究了强直性脊柱炎患者血清中 IL-17A显著增高的原因，通过流式细胞术技术，

发现 IL-17A 浓度的升高是由 Th17 细胞比例增加所导致的。为探究强直性脊柱

炎患者血液中 Th17 细胞比例增加是否与 A20 的表达相关，我们从健康人和强直

性脊柱炎患者的外周血中分离出了总 T 细胞和 Th17 细胞并考察了其中 A20 的

蛋白表达水平，发现总 T 细胞中 A20 的蛋白表达并无显著变化，但 Th17 细胞中

A20 的蛋白表达显著减少。那么 A20 是否能直接调控 Th17 细胞分化以及 IL-17

的分泌和表达呢？通过基因过表达和敲低实验，我们发现 A20 可负调控 Th17 细

胞分化以及 IL-17的表达和分泌。进一步的机制研究表明，A20可通过介导STAT3

的泛素化-蛋白酶体降解从而负调控 STAT3，进而抑制 Th17 细胞的分化和 IL-17

的表达和分泌。强直性脊柱炎患者 Th17 细胞中 A20 的表达又是通过什么机制被

抑制的呢？为了探索这一原因，我们考察了TNFAIP3基因单核苷酸多态性和A20

表达之间的关联，发现 rs7749323 和 rs10499194 位点的突变等位基因频率在中国

东北汉族人群 AS 患者中偏低，仅为 3.84%和 4.56%，且 AS 患者 rs7749323 位点

的突变等位基因频率低于健康对照组，AS 患者 rs10499194 位点的突变等位基因

频率高于健康对照组。然而遗憾的是 rs7749323 和 rs10499194 位点等位基因的突

变对 A20 的表达水平未见明显差异，导致的原因可能是 AS 患者的样本量偏低，

SNPs突变的样本数量较少，西方研究已经报道的 SNPs 在中国东北地区 AS 患者

人群中不具有功能性。 

先前研究发现赤霉素 GA3 可以在人呼吸道上皮细胞中诱导 A20 的表达从而

发挥抗炎效果，因此我们接下来考察了 GA3 是否也同样可以诱导 Th17 细胞中

A20 的表达，从而通过对 STAT3 的调控来抑制 IL-17A 的表达和分泌。我们设置

了高低两种浓度的 GA3处理组，发现两种浓度的 GA3处理均可通过 A20-STAT3

调控轴调控 IL-17A 的表达和分泌，且均未引起 Th17 细胞活力下降或活性氧积
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累，这说明 GA3 有可能在不引起毒性效应的浓度下在强直性脊柱炎的治疗中发

挥作用。这让我们对 GA3 在临床前研究中的表现具备了一定信心。因此我们在

本研究中还对测定血液中药物浓度的方法进行了优化改进，从而为评估利用GA3

治疗强直性脊柱炎的可能性打下技术基础。具体而言，我们在本研究中首次尝试

使用基于 Qtrap串联质谱仪的 MS3策略监测血药浓度，并以临床上用于治疗癫痫

病和神经性疼痛的卡马西平作为待测物进行了概念验证实验，并对此方法的准确

度、精密度、选择性、线性范围、定量下限等参数进行了评估，发现此方法具有

灵敏度高、信噪比高、所需样品量小等优点，是一种高效的临床血药浓度的监测

方法。 

综上所述，本研究发现 A20 可通过介导 STAT3 泛素化降解从而抑制 Th17

细胞的分化、IL-17A 的表达以及 IL-17A 的分泌，因此 AS 患者中 A20 表达偏低

可能是诱导 Th17 分化及促进 IL-17A 表达的重要因素。研究还发现 GA3 可以在

不引起细胞毒性和活性氧积累的情况下抑制 Th17 细胞分泌 IL-17A 细胞因子。

此外，本研究还成功建立了基于 LC-MS3监测血液药物浓度的技术手段。上述研

究发现阐明了 Th17 分化的一种新调控机制，说明 GA3 具备用于治疗强直性脊

柱炎的潜力，还为包括 GA3 在内的血药浓度监测奠定技术基础。SNPs 分析尽管

未见明显差异，还将继续收集样本，并希望通过 GWAS 分析检测中国东北 AS 患

者中特异性 SNPs 位点。本研究将为关于强直性脊柱炎的基础和临床前研究提供

新的思路和技术手段。 

 

关键词： 

强直性脊柱炎（AS），TNFAIP3/A20，GA3，Th17， LC-MS3 
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Abstract 

A20 regulates Th17 differentiation by mediating ubiquitin-

dependent proteasomal degradation of STAT3 
 
Background: 

Ankylosing spondylitis (AS) is a chronic inflammatory autoimmune disease, 

belonging to axial spinal arthritis, which mainly involves axial bones and sacroiliac 

joints, leading to disorders of bone structure and function, and exerts a negative impact 

on patients' quality of life. To date, the pathogenesis of ankylosing spondylitis has yet 

been fully understood, but many studies have shown that genetic susceptibility, 

environmental factors, and immune cells and cytokines play a key role in the 

pathogenesis of ankylosing spondylitis. 

CD4+ helper T lymphocytes are the mediators of cellular immunity regulating the 

activation of other immune cells and immune response. They can further differentiate 

into Th1, Th2, Th17 and Treg subgroups characterized by cytokine secretion and 

effector function upon being induced by innate immune cells in the periphery, and they 

play an important role in adaptive immunity, cancer, inflammation, and autoimmune 

diseases by producing cytokines. 

Immune cells and cytokines are crucial for the occurrence and development of 

ankylosing spondylitis, among which the increase in the proportion of Th17 cells and 

the release of inflammatory factors are the most important influencing factors. 

Therefore, the mechanisms modulating Th17differentiation have attracted intensive 

research interest. Studies have shown that cytokines TGF-β, IL-1, IL-6, IL-21 and IL-

23 can promote Th17 differentiation, while IL-2, IL-4, IL-27, IL-35 and IL-Y can 

hinder Th17 differentiation. In addition, transcription factors RORγt, RORα, STAT3, 

IRF4, BATF, JunB, SMAD2, and SMAD3 were found to activate Th17 differentiation, 

while STAT4, STAT5, and SMAD4 were found to inhibit Th17 differentiation. Based 
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on the aforementioned research, a variety of drugs have been developed for the 

treatment of AS, including TNF inhibitors, IL-23 blockers, IL-17A blockers and JAK 

inhibitors, but the efficacy of these drugs was found to be suboptimal. Hence these is 

an imperative need for continuous exploration of new drugs and therapies for 

ankylosing spondylitis treatment. 

The A20 protein encoded by the tumor necrosis factor α-induced protein 3 

(TNFAIP3) gene is considered to be a ubiquitin editing enzyme and exhibits ubiquitin 

binding, E3 ubiquitin ligase and exititase activities in acellular and cellular systems, 

which can regulate the activity of multiple inflammatory cytokine-triggered signaling 

pathways through deubiquitination and ubiquitination mechanisms, respectively. 

Studies have shown that abnormal expression and functional mutations of A20 are 

associated with a variety of inflammatory, autoimmune and malignant diseases, 

including AS. However, there has been insufficient research on the role and clinical 

significance of A20 in Th17 differentiation and the development of AS. 

Gibberellin (GAs) are a group of plant hormonesregulating the growth of 

plantsthathavebeen widely investigated and applied in the fields of agriculture and 

ecology. A previous study found that GA3 can induce the expression of A20 in human 

respiratory epithelial cells to exert anti-inflammatory effects. Inspired by this finding, 

we hypothesized that GA3 may be a potential anti-AS drug that functions through 

modulating the expression of A20 in Th17 cells. As a number of previous studies have 

shown that GA3 can lead to significant toxicity in vivo through mediating oxidative 

stress at specific doses, preclinical studies on GA3 will require strict control on its usage 

and dosage according to its pharmacokinetic indexes. A crucial part of pharmacokinetic 

studies is the determination of blood drug concentration. Therefore, we also developed 

and optimized a novel method for the determination of blood drug concentration in this 

study, so as to lay a technical foundation for evaluating the possibility of using GA3 in 

the treatment of AS. 
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Objective: 

This studyexplored the possibility of using GA3 to treat AS by delving into the 

regulatory mechanism of A20 on Th17 differentiation for the first time. 

Methods: 

The levels of Th cell related cytokines and IL-17A secretion in serum are measured 

by ELISA. The proportion of Th17 cells, the expression level of A20 protein in total T 

cells and Th17 cells, and the differentiation level of Jurkat cells to Th17 are analyzed 

by flow cytometry. Through gene overexpression and knockdown experiments, it is 

found that A20 negatively regulates Th17 cell differentiation and IL-17 expression and 

secretion. Western blot is used to assess the expression level of target proteins, and co-

immunoprecipitation (Co-IP) is used to analyze protein-protein interactions or 

ubiquitination modifications. Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) is used to 

determine IL-17A mRNA expression. 756 patients with ankylosing spondylitis and 

1001 healthy control samples are genotyped by TaqMan real-time quantitative PCR. 

The regulation effect of single nucleotide polymorphisms on TNFAIP3 gene expression 

is analyzed by luciferase assay. GA3 toxicity is evaluated by cell viability assay and 

intracellular reactive oxygen species assay. The drug concentration in blood is detected 

by LC-MS3 strategy. 

Conclusions:  

First, we compared the concentrations of Th cell-related cytokines in serum of AS 

patients with those of healthy controls by enzyme-linked immunosorbent assays and 

found that the serum concentrations of IL-17A, IFN-γ, IL-2 and IL-6 in AS patients 

were significantly increased compared to healthy controls. Additionally, the serum 

concentrations of IL-10 and TNF-α were slightly higher, while that of IL-4 was slightly 

lower in AS patients relative to the healthy controls. These results suggest that the 

included AS patients exhibited a disordered pattern of inflammatory factor release. IL-

17 plays an important role in the pathogenesis of AS. Therefore, we investigated the 

mechanism underlying the significant increase of serum IL-17A in AS patients. 

Through flow cytometry, we found that the increase in serum IL-17A concentration 
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could be ascribed to increased Th17 cell proportions in the peripheral blood of AS 

patients. Then we explored whether the increase in the proportion of Th17 cells in the 

blood of patients with ankylosing spondylitis wasassociated with A20 

dysregulation.We isolated total T cells and Th17 cells from peripheral blood of healthy 

controls and AS patients and investigated the expression level of A20 protein in these 

cells.The results indicated that there was no significant difference in the expression of 

A20 protein in total T cells between the two cohorts, whereas the Th17 cells of AS 

patients expressed significantly lower levels of A20 compared with those of healthy 

controls.These data imply that A20 may play a crucial role in regulating Th17 cell 

differentiation and IL-17 secretion and expression. To test this hypothesis, we 

performed gene overexpression and knockdown experiments and found that A20 can 

indeed inhibit Th17 cell differentiation and IL-17 expression and secretion. Further 

mechanism studies revealed that A20 can negatively regulate STAT3 expression by 

mediating its ubiquitination and proteasome degradation, thereby inhibiting Th17 cell 

differentiation and IL-17 expression and secretion. By what mechanism is A20 

expression inhibited in Th17 cells in patients with ankylosing spondylitis? In order to 

explore this reason, we investigate the association between TNFAIP3 gene single 

nucleotide polymorphism and A20 expression, and find that the mutation allele 

frequencies of rs7749323 and rs10499194 are low in AS patients of Northeast Chinese 

Han population, only 3.84% and 4.56%. The mutation allele frequency of rs7749323 in 

AS patients is lower than that of healthy control group, and the mutation allele 

frequency of rs10499194 in AS patients is higher than that of healthy control group. 

However, unfortunately, allele mutations at rs7749323 and rs10499194 show no 

significant difference in the expression level of A20, which may be caused by the low 

sample size of AS patients and the small number of SNPs mutations, and SNPs reported 

in Western studies to be not functional in AS patients in northeast China. 

Previous studies have found that GA3 can induce the expression of A20 in human 

respiratory epithelial cells to exert anti-inflammatory effects. Therefore, we next 
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investigated whether GA3 can also induce the expression of A20 in Th17 cells, thereby 

inhibiting the expression and secretion of IL-17A through the regulation of STAT3. We 

set up two treatment groups with high and low concentrations of GA3, and found that 

both concentrations of GA3 could reduce the expression and secretion of IL-17A 

through the A20-STAT3 regulatory axis. At the same time, the GA3 treatments did not 

significantly affectthe viability of Th17 cells or their reactive oxygen species levels. 

This suggests that GA3 can exert therapeutic effects at the doses that do not elicit 

toxicity during AS treatment and gives us confidence on the performance of GA3 in 

preclinical studies. Therefore, we next developed and optimized the method for the 

determination of blood drug concentration in this study, so as to lay a technical 

foundation for evaluating the possibility of using GA3 in the treatment of AS. 

Specifically, we utilized the LC-MS3 strategy based on Qtrap series mass spectrometer 

to monitor blood drug concentration for the first time, and conducted a proof-of-concept 

experiment with carbamazepine, which is clinically used in the treatment of epilepsy 

and neuropathic pain, to evaluate the accuracy, precision, selectivity, linear range, 

lower limit of quantification and other parameters of this method. It was found that this 

method had the advantages of high sensitivity, high signal-to-noise ratio and small 

sample size. Therefore, it is an efficient method for monitoring blood drug 

concentration in clinical settings. 

In summary, this study found that A20 can inhibit Th17 cell differentiation, IL-

17A expression and IL-17A secretion by mediating STAT3 ubiquitination degradation. 

It was also found that GA3 can inhibit the secretion of IL-17A cytokine by Th17 cells 

without causing cytotoxicity and accumulation of reactive oxygen species. In addition, 

this study also successfully established a technique for monitoring blood drug 

concentration based on LC-MS3. These findings shed light on a new regulatory 

mechanism for Th17 differentiation, verified the potential of using GA3 for the 

treatment of AS, and laid the technical foundation for monitoring blood concentration 
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of drugs including GA3. This study provides new ideas and technical means for basic 

and preclinical research on AS. 

 

Keywords: 
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第 1 章 绪 论 

1.1  研究背景 

自身免疫病是由于机体对自身抗原的免疫耐受丧失和持续的自身免疫反应，

导致自身抗体的过度产生和器官损伤，进而造成的一种免疫类疾病。常见的自身

免疫病包括银屑病、重症肌无力、系统性红斑狼疮以及强直性脊柱炎等。 

1.1.1 免疫细胞和细胞因子在强直性脊柱炎发生发展中扮演的角色 

强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis, AS）是一种慢性炎症性自身免疫病，

属于中轴型脊柱关节炎（axial spondyloarthritis, axSpA）的一种[1-2]。其发病主要

累及中轴骨骼和骶髂关节，导致骨骼结构和功能的失常。据统计，患有强直性脊

柱炎的人群约占总人群的 0.7-3.2%，且男性的比例高于女性[3-4]。与类风湿性关

节炎相比，强直性脊柱炎的炎性损伤部位一般不涉及关节滑膜，而主要局限于肌

腱或韧带与骨之间的界面（称为嵌体），以及软骨与骨之间的界面，主要在骶髂

关节和脊柱中。先前研究证实，主要组织相容性复合体（MHC）单倍型人类白细

胞抗原 B27（HLA-B27）与 AS 的病因有关，然而 HLA-B27仅占 AS 遗传易感性

的 20%-30%。到目前为止，在全基因组关联研究（GWAS）中已经发现了许多潜

在的非 HLA 强直性脊柱炎相关遗传因素，其中包括一些易感基因座[5-6]。目前为

止，关于强直性脊柱炎的发病机制还不完全清楚，但许多研究显示，遗传易感性、

环境因素以及免疫细胞和细胞因子均在强直性脊柱炎的发病过程中起到关键作

用。 

CD4+辅助性 T 淋巴细胞（Th）是细胞免疫的介质，在活化其它免疫细胞（如

B 细胞和细胞毒性 T 细胞）以及调节免疫反应中起着关键作用。Th0 进一步分化

为以细胞因子分泌和效应功能为特征的 Th1、Th2、Th17 和 Treg 等亚群，这些

亚群在外周由固有免疫细胞的诱导而实现分化，它们通过产生细胞因子在适应性

免疫、癌症、炎症和自身免疫病中发挥重要作用。 
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1.1.1.1 Th1/Th2数量比例与强直性脊柱炎的关系 

Th1 细胞主要分泌引起炎症和抗病毒作用的细胞因子，如白介素-2（IL-2）、

IL-12、干扰素-γ（IFN-γ）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、和 TNF-β 等，介导细胞

免疫反应，起到免疫杀伤作用。Th1 细胞也可促进 B 细胞产生抗体、活化巨噬细

胞、自然杀伤细胞和其他细胞毒性淋巴细胞，并可促进迟发型超敏反应。在诱发

器官特异性自身免疫疾病、器官移植排斥反应和抗感染免疫中起着重要的免疫调

节作用。Th2 细胞主要分泌白细胞介素 IL-4、IL-5、IL-6、IL-10 和 IL-13 等，调

节体液免疫反应，抑制 T 细胞活化，使机体得以接受外来细胞，如在器官移植或

妊娠时。Th2 细胞还可以促进细胞增殖、分化、抗体的产生和参与 B 淋巴细胞的

体液免疫反应。当机体处于正常状态时，Th1 和 Th2 细胞的数量处于动态平衡状

态，它们彼此调节、相互抑制，以维持正常的细胞免疫和体液免疫功能。当机体

发生功能异常时，Th1与 Th2之间的数量平衡常常被打破，导致二者之一占据主

导地位，这种现象被称为“Th1/Th2漂移”，是造成人体细胞因子网络的动态平

衡被破坏，导致疾病发生发展的重要机制。在不同免疫疾病中，Th1/Th2 的平衡

漂移方向各不相同。Th1 过度活化时可能会导致免疫细胞攻击错误的目标，引发

特异性的自身免疫性疾病，比如在类风湿关节炎、Ⅰ型糖尿病、多发性硬化、慢

性甲状腺炎和器官移植排斥反应等疾病中，Th1 细胞占优势状态。而在系统性红

斑狼疮、硬皮病以及一些常见的变态反应疾病中，Th2 细胞占优势状态。肿瘤患

者的体内也存在着 Th1/Th2漂移。当 Th2 细胞数量占优时，Th2 会过度抑制 Th1

细胞活性，此时机体易发感染和癌变，或可导致肿瘤的免疫逃逸。在强直性脊柱

炎患者的血清中，Th1 细胞数量占优势状态，Th1/Th2 比值增高，此时 IFN-γ 和

TNF-α水平较高而 IL-4 和 IL-10 的水平显著降低。其中 IFN-γ 和 TNF-α 是促炎

因子，会导致关节炎的恶化，而 IL-4 和 IL-10则是抗炎因子，可以缓解关节炎的

症状。经过治疗后，强直性脊柱炎患者血清中的 Th1/Th2 比值降低，此时 IL-4 和

IL-10 的水平升高，而 IFN-γ 和 TNF-α水平降低。这说明 Th1/Th2 的数量比和分

泌的细胞因子水平高低可以反应强直性脊柱炎疾病的状态和疗效。 
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1.1.1.2 Th17 细胞与 IL-17 在强直性脊柱炎发生发展中的作用 

Th17 在 2005年首次被人们所认知，其主要的生理功能是对抗细菌和真菌感

染。Th17 细胞可释放多种细胞因子，包括 IL-17-A、IL-17F、IL-22、IFN-γ 以及

粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子（GM-CSF）等[7-8]。其中，由 Th17 细胞释放的 IL-

17 细胞因子在强直性脊柱炎的发病机制中扮演着至关重要的角色。据报道，强

直性脊柱炎患者体内产生 IL-17A 的细胞数量有显著增加[9]。此外研究发现，在

强直性脊柱炎患者的血清、关节液和滑液中 IL-17 的水平均显著升高[10]。因此，

IL-17 已被公认为强直性脊柱炎的主要致病因子。在动物模型中，针对 IL-17 的

靶向性强直性脊柱炎疗法也取得了很好的效果，进一步说明了 IL-17 在强直性脊

柱炎发生发展中的重要性。尽管 IL-17A 和 IL-17F具有促炎作用，但二者本身并

非强效促炎因子。事实上，它们的强效促炎作用主要与其募集免疫细胞的功能以

及与 TNF、IL-1β、IFN-γ、GM-CSF 和 IL-23 等其它促炎细胞因子的协同作用有

关[11]。 

1.1.1.3 IL-23 在强直性脊柱炎发生发展中的作用 

IL-23 是一种异二聚体细胞因子，可由树突状细胞和巨噬细胞产生并由肠上

皮分泌[12]。研究表明 IL-23 的受体 IL-23R与强直性脊柱炎的易感性有关[13]，从

而说明该细胞因子在强直性脊柱炎的发生发展中发挥着一定的功能。IL-23 在调

节、激活和扩增 Th17 细胞以及诱导 IL-22 生成方面起到主要作用[14]。此前的一

项研究表明，IL-23 可以在 Th17 细胞已经产生 IL-17之后提升 IL-17 的表达和分

泌水平[15]。后续一项实验研究表明，在 IL-23 缺失的情况下，IL-6 和 TGF-β 可

以介导非致病性 Th17 细胞分化[16]。IL-23 还是肥大细胞、NK 细胞、γδT 细胞亚

群以及固有淋巴样细胞中 IL-17 和 IL-22 表达水平的主要调控者。研究表明，强

直性脊柱炎或中轴型脊柱关节炎患者体内有更多的 γδT 细胞，这些细胞 IL-23R

并可产生 IL-17[17-18]。此外，用 IL-23刺激 γδT 细胞可使 IL-17 的生成增加 6倍，

而在添加抗 CD3/CD28抗体后 IL-17 的生成水平进一步扩大至 9倍[19]。 
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1.1.2 Th17细胞分化调控机制 

从上述内容可以看出，Th17 细胞所分泌的细胞因子在强直性脊柱炎发生发

展中处于核心调控地位，因此研究者们也对 Th17 细胞的分化诱导机制进行了详

尽研究，以期开发出以 Th17 细胞为靶点的强直性脊柱炎新药物或疗法。相关研

究现状如下： 

1.1.2.1 调节 Th17 细胞分化的细胞因子 

（1）促进 Th17 分化的细胞因子 

促进 Th17 分化的细胞因子包括 TGF-β、IL-1、IL-6、IL-21 和 IL-23 等。其

中，IL-6 和 TGF-β 是 Th17 分化不可或缺的细胞因子。此前研究利用小鼠模型证

明了 IL-6 和 TGF-β 可通过调节 IL-17F 基因位点的染色质重塑来启动 Th17 分化

[20-22]。IL-6 可以通过激活信号转导和转录激活因子 3（STAT3）增强 RORγt 转

录，从而促进 Th17 分化[23]。TGF-β 细胞因子可通过经典的 SMAD 信号转导或

SMAD非依赖性途径上调 RORγt 表达水平、促进 Th17 细胞因子的产生，从而调

节 Th17 分化。矛盾的是，Yang 等人表明，TGF-β 可以诱导激活 FOXP3，后者

通过拮抗 RORγt 和 RORα来抑制 Th17 分化，而 IL-6 可以克服 FOXP3 的抑制功

能，激活 STAT3并下调 FOXP3，以将诱导型 Treg 细胞转化为 Th17 细胞[24-26]。

此外 Tanaka 等人在 2018年还报道了 Trim33 可以在 Th17 细胞中转导 TGF-β信

号通路，从而增强 Th17 细胞的促炎功能[27]。随后的一项研究发现 IL-6-STAT3

调控轴似乎在很大程度上依赖于保守的非编码序列 9（CNS9）来控制 RORγt 的

表达，而仅 TGF-β就足以通过 SMAD蛋白与 CNS6 的结合以 CNS6依赖性的方

式诱导 RORγt 的表达[28]。这些发现说明 TGF-β 和 IL-6 可通过不同的顺式调节元

件协同调节 RORγt 表达，从而调控 Th17 细胞的分化。 

IL-21信号分子可作为 IL-6 的替代细胞因子，在没有 IL-6 的情况下与 TGF-

β共同诱导 RORγt 的表达，从而调节 Th17 细胞的分化[29-30]。在 IL-21 诱导 Th17

细胞分化的过程中，SMAD4 是一个重要的调节因子[31]。此外，IL-6 诱导的 IL-

21 可以进一步促进 Th17 细胞的发育[32]。 
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IL-23 的功能主要是维持 Th17 细胞的表型。此外，IL-23 还可以驱动人 Th17

细胞分化，同时在没有 CD28共刺激的情况下增加葡萄糖摄取和糖酵解[33]，这说

明 IL-2 可通过调节细胞代谢影响 Th17 细胞的分化。重要的是，TGF-β 和 IL-6 诱

导产生的 Th17 细胞需要在有 IL-23参与的情况下才能诱导自身免疫性疾病，这

表明 IL-23 可驱动 Th17 细胞的致病性转化[34]。此外，Jain 等人发现 IL-23 可通

过 Blimp1 刺激 Th17 细胞的炎症功能[35]。临床上，IL-23/IL-17 通路或调控轴与

许多疾病密切相关，可为治疗这些疾病提供理想靶点[36-37]。 

IL-1β 可通过上调干扰素调节因子 4（IRF4）和 RORγt 的表达，在 Th17 分

化的早期阶段发挥重要作用[38]。此外，IL-1β 可以抑制 TGF-β 诱导的 FOXP3 表

达，抑制向 Treg方向的分化[39]。另外，IL-1β 可以诱导 Treg 中 FOXP3 的选择性

剪接，导致 Treg 发生向 Th17 的功能转换[40]。 

 

 
图 1.1  促进 Th17 分化的关键细胞因子、信号通路与转录因子 

Figure 1.1 Key cytokines, signaling pathways, and transcription factors that promote 

Th17 differentiation 
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After IL-6 or IL-1 induces STAT3 signaling and RORγt upregulation in the presence of TGF-

β , Naive CD4+T cells begin to differentiate to the Th17 lineage. IL-21 maintains Th17 

differentiation in an autocrine manner, while IL-23 from antigen-presenting cells promotes Th17 

maturation, survival, and effector function. 

 

（2）阻碍 Th17 分化的细胞因子 

除了上述可以促进 Th17 分化的细胞因子以外，IL-2、IL-4、IL-27、IL-35 和

IL-Y 等细胞因子可以阻碍 Th17 分化，具体研究现状如下： 

IL-2 是 Th17 分化的抑制因子。尽管 IL-2 对于活化 CD4+T 细胞的克隆扩增

十分重要，但它在小鼠模型中可负调控 Th17 分化[41]。研究表明，IL-2 可通过下

调 IL-6受体的表达同时诱导 STAT5磷酸化来抑制 IL-6信号通路，从而抑制 Th17

分化[42-43]。既然 IL-2 可以抑制 Th17 细胞分化，那么在 Th17 分化过程中，IL-2

的功能是如何被抑制的呢？Kim 等人的研究表明 PTEN 可阻止 IL-2 的产生来驱

动 Th17 的分化[44]。基于 IL-2 在 Th17 细胞分化中发挥的抑制作用，一项关于系

统性红斑狼疮的研究将 IL-2 与雷帕霉素联合使用以恢复和维持 Th17 与 Treg 细

胞之间比例的长期平衡[45]。在一项关于原发性干燥综合征的研究中，研究者发现

IL-2 对 Th17 分化抑制作用的缺失可增加 Th17 细胞的生成，且此机制与 Treg 的

分化无关[46]。因此，IL-2 可能是介导 Th17 和 Treg 细胞比例失衡引起的 Th17相

关疾病的关键因素。 

IL-4 主要由 Th2 和 Tfh 细胞产生，是驱动 Th2 细胞与 naïveT 细胞分化的必

需细胞因子，也是 Th17 细胞分化的负调节因子。在 Th17 分化过程中，用 IL-4

的抗体阻断 IL-4 信号通路可促进 IL-17A 的产生，而添加外源性的 IL-4 则可抑

制 IL-17A 的表达[47-48]。Cooney 等人进一步发现 IL-4 可以以 STAT6依赖性的方

式抑制 Th17 细胞产生 IL-17 F[49]。此外，IL-4 可以通过沉默抗原呈递细胞中的

IL-23 来消除 Th17 细胞引起的炎症[50]。IL-4 疗法已被应用于胶原蛋白诱导的关

节炎[51]和实验性自身免疫性脑脊髓炎[52]等 Th17相关疾病的治疗，并展现出了喜

人的疗效。 

IL-27、IL-35 和 IL-Y与 IL-23同属 IL-12 家族，但它们在调控 Th17 分化过

程中却发挥着与 IL-23 截然不同的作用，可以通过促进 Treg 细胞的扩增来负调
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节 Th17 分化[53-55]。在小鼠过敏性结膜炎模型中，IL-27 的缺乏可导致 IL-17A、

IL-17 F 和 RORγt 表达升高，说明 IL-27 的缺乏可导致 Th17 细胞过度活化[56]。

在过敏性鼻炎患儿中，IL-35 可以通过丝裂原活化蛋白激酶（MEK）和 c-Jun N末

端激酶（JNK）途径抑制 Th17 的活化[57]。在所有抗炎细胞因子中，IL-35 可能是

唯一一个本身就具有抗炎特性的细胞因子，这也让 IL-35 成为治疗 Th17相关自

身免疫性疾病的高潜力候选药物。 

1.1.2.2 调节 Th17 细胞分化的转录因子 

细胞分化的本质是由基因时序性表达介导的细胞功能特化，因此转录因子在

细胞分化调节中起到了决定性的作用。从上述内容也可以看出，细胞因子主要是

通过信号通路介导转录因子的活化，从而在转录水平调控 Th17 分化的。因此，

研究者对于调控 Th17 细胞分化的转录因子同样进行了详尽的研究。 

（1）促进 Th17 分化的转录因子 

RORγt 和 RORα 是调控 Th17 细胞分化的两种关键转录因子。ROR 由三个成

员组成，即 RORα、RORα 和 RORγ。在哺乳动物中有两种不同的 RORγ蛋白，

即 RORγ 和 RORγt。Ivanov 等人表明 RORγt 在 Th17 细胞中选择性表达，其过表

达增强了 Th17 分化，但同时抑制了 Th1 和 Th2 细胞的发育[58]。相反，RORγt缺

乏会导致严重的 Th17 细胞缺乏，同时可以防止小鼠发生实验性自身免疫性脑脊

髓炎。上述结果表明 RORγt 在 Th17 分化中发挥着关键作用。此外，还有研究表

明 RORγt 的泛素化或 SUMOylation 可抑制 IL-17 的产生，并介导结肠炎症和肿

瘤发生[59]。RORα也是一种 Th17 细胞特异性转录因子，可以与 RORγt共同作用

介导 Th17 的特异性谱系分化[60-62]。RORα 和 RORγt 均可调节 IL-17A、IL-17 F 和

IL-23R 等 Th17 分化相关基因的表达[63]。研究发现，转录因子 RORα 也可以像

RORγt 一样响应 STAT3 信号通路，并促进 Th17 分化和功能性细胞因子的表达

[64]。此外，RORα 和 RORγt 还可以以协同方式促进 Th17 的分泌，二者共同缺失

会导致 Th17 细胞发育完全抑制[65]。 

STAT3 是调节 Th17 细胞分化的重要转录因子。STAT3 可被多种信号分子

激活，包括 IL-6、IL-23 和 IL-21 等，在 IL-6/IL-21/IL-23 介导的 Th17 细胞分化

调节中起到重要作用[66-68]。STAT3 的过表达会增强 Th17 细胞的分化，而 STAT3
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的缺失会抑制 Th17 细胞分化[69-70]。STAT3 缺乏会导致 RORγt 和 RORα 转录因

子的表达显著降低[71-73]。FOXP3 是 Treg 细胞的谱系特异性转录因子，可以结合

RORγt并拮抗其功能，而 STAT3 可以抑制 TGF-β 诱导的 FOXP3 表达增加[74-75]。

从上述内容可以得知，影响 STAT3 活性的因素或分子将对 Th17 的分化产生重

要影响。例如，E3泛素连接酶 Hectd3 可通过激活 STAT3来促进 Th17 分化，而

microRNA let-7f-5p则可通过抑制 STAT3 表达阻碍 Th17 分化[76-78]。 

IRF4 在调节 IL-4 产生和 Th2 分化中发挥重要作用[79-80]。但同时，IRF4也可

以通过激活 RORγt 和 RORα来促进 Th17 分化[81]。此外，IRF4 还可以与其他转

录因子（如 STAT3 和 BATF）一起调节与 Th17 分化密切相关的 IL-17、IL-17 F

和 RORγ 等蛋白的表达[82]。然而也有研究发现，在树突状细胞中抑制 IRF4 的表

达会抑制 Th2 反应，但却促进 Th17 反应[83]。 

BATF 是一种碱性亮氨酸拉链转录因子，属于激活蛋白-1（AP-1）家族[84]。

研究表明，BATF 对 Th17 和 Tfh 细胞的产生至关重要，而对于 Th1 和 Treg 细胞

的发育则并非不可或缺[85]。BATF 的过表达会增加 Th17 细胞的数量，而 Batf敲

除小鼠则会出现 Th17 和 Tfh 细胞严重缺乏的表型[86]。就机制而言，BATF 可以

介导染色质的开放，从而引导 Th17 分化过程的发生[87]。BATF 还可以与 IRF4相

互作用，促进 IRF4与 DNA 结合，从而诱导 Th17 细胞中 IL-17A 和 IL-21 的表

达。在胶原诱导的关节炎疾病模型中，BATF 可以通过促进 Th17 分化和抑制 Th17

转化为 Treg 细胞来改善疾病症状[88]。此外，在乙型肝炎病毒转基因小鼠中，BATF

敲低显着降低了 Th17 细胞和相关炎症反应的比例，导致肝脏病变得到缓解[89]。

综上，BATF 可能是治疗 Th17相关疾病的一个有前途的靶点。 

JunB 是 Jun 家族的成员，是 AP-1 家族的另一个转录因子。Li 等人证明 T 细

胞中 IRF4 介导的转录过程依赖于 BATF/Jun复合物[90]。这说明 JunB 可能在 Th17

分化中发挥一定作用。2017 年发表的两项研究表明 JunB 可参与 RORγt 和 RORα

在 Th17 细胞中的特异性激活，但却可降低 FOXP3 的表达[91-92]。另一项研究进

一步探索了 JunB 在致病性和非致病性 Th17 细胞中的作用，结果表明，在 IL-23

依赖性的致病性 Th17 细胞中，JunB 可通过增强 BATF 与 Rorc 位点的 DNA 结
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合来介导 RORγt 的表达，但在 TGF-β1依赖性非致病性 Th17 细胞中并不存在上

述现象[93]。 

SMAD 是高度保守的转录因子。许多 SMAD 蛋白可被 TGF-β 信号通路激

活，在 Th17 分化过程中发挥着重要的调控作用。SMAD 家族蛋白对于 Th17 分

化的调控机制极为复杂，关于此问题的研究也常常得出不同乃至截然相反的结论。

例 Martinez 等人的研究表明 SMAD3 可以降低 RORγt 的活性，其缺陷会导致

Th17 分化增强[94]，而另一项研究则表明 SMAD2 和 SMAD3 的双重缺陷会抑制

Th17 细胞分化，且抑制效果比 SMAD2 单独缺陷所造成的抑制效果要强得多，

这表明 SMAD3 可能在 Th17 分化中发挥正调控作用[95]。显然 SMAD3 对于 Th17

细胞分化的调控作用有待进一步研究。与 SMAD3 的功能不同，人们一致认为

SMAD2 可促进 Th17 细胞分化。Martinez 等人的另一项研究表明，SMAD2 可与

RORγt 一起促进 Th17 分化[96]。Tanaka 等人的一项研究还表明 TRIM33 可以与

ROR-γ 和 Smad2形成复合物，共同驱动 Th17 细胞的促炎功能[97]。 

（2）抑制 Th17 分化的转录因子 

STAT4 起初被认为是 Th17 分化的负调节因子，因为 STAT4 是一种众所周

知的 Th1 特异性表达转录因子，对 IFN-γ 的产生至关重要，而 IFN-γ 可抑制 IL-

17 的产生[98]。此外，白血病抑制因子（LIF，一种 IL-6 家族细胞因子）可以激活

STAT4，从而通过阻碍 Th17 细胞分化来抑制肠道炎症[99-100]。然而，其它研究证

明 STAT4 可以在实验性自身免疫性脑脊髓炎模型中调控 Th17 和 Th1 细胞产生

GM-CSF[101]。此外，研究证明 IL-23 激活的 STAT3/STAT4 在 Th1/Th17 介导的

中枢神经系统自身免疫中发挥重要作用[102]。可见 STAT4 可能在 Th17 细胞发育

的不同阶段发挥截然不同的作用。 

IL-2/STAT5 调控轴可以抑制 Th17 细胞分化。此外 STAT5 还可以与 STAT3

相互拮抗，以维持 Th17 和 Treg 细胞之间的平衡。研究表明，STAT5 可以与 BATF

合作将 Th17 细胞转化为可以产生 IL-9 的细胞[103]。在急性冠脉综合征患者中，

STAT5 的过表达可增加 Treg 细胞数量但减少 Th17 细胞数量，且当 STAT3被敲

低时，更多的 STAT5 可以与 FOXP3 基因位点结合[104]。在慢性阻塞性肺疾病的
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临床治疗中，中药补肺益肾方可通过调节 STAT3 和 STAT5 的激活导致 Treg 细

胞数量的上调和 Th17 细胞数量的下调，从而恢复 Th17 和 Treg之间的平衡[105]。 

与 SMAD2 的作用不同，SMAD4 可抑制 Th17 分化。研究表明，在 TGF-β

信号通路未被激活的情况下，SMAD4 可通过抑制 RORγt 的表达来抑制 IL-21 介

导的 Th17 分化[106]。 

1.1.3 强直性脊柱炎的治疗方案及其局限性 

基于上述关于强直性脊柱炎的基础研究，人们开发出了多种治疗药物，并开

展了多项临床前和临床研究以评价它们的疗效和局限性，现将相关研究现状总结

如下： 

1.1.3.1 TNFi 的疗效与局限性 

TNFi 是 TNF 的抑制剂。在过去的二十年中，TNFi 已被成功用于强直性脊

柱炎的临床治疗。根据国际脊柱关节炎评估协会（ASAS）反应标准 20 和国际脊

柱关节炎评估协会（ASAS）反应标准 40，依那西普、英夫利昔单抗、阿达木单

抗和戈利木单抗等 TNFi 均分别展现出约为 60%和 40%的缓解率[107-110]。上述所

有 TNFi 均能改善疼痛、功能、僵硬和整体健康状况[111]。此外，磁共振成像结果

也表明 TNFi治疗可以改善脊柱和骶髂关节炎症。对于葡萄膜炎和炎症性肠病等

症状而言，TNF-α 单克隆抗体的疗效要优于其它生物药物，这是因为经 TNF-α 单

克隆抗体治疗后这些症状的复发和加重发生率相对较低[112]。此外，虽然目前尚

无针对强直性脊柱炎新骨形成的治疗方案，但用 TNFi 治疗强直性脊柱炎超过 4

年可以抑制脊柱影像学进展[113]。TNFi疗法的局限性在于其副作用。有报道称用

TNFi 治疗炎症性肠病可造成 I 型干扰素表达失调，进而诱发银屑病和反常关节

炎[114-115]。 

1.1.3.2 IL-23 阻滞剂的疗效与局限性 

虽然 IL-23 阻滞剂可用于治疗银屑病，但它们对于强直性脊柱炎患者的疗效

有限[116-117]。乌司奴单抗是一种可以与 IL-12 和 IL-23 的 p40 亚基结合的人源单

克隆抗体。用乌司奴单抗治疗强直性脊柱炎的临床试验未能证明该药物可以改善

疾病症状，因此这些临床实验被终止了[118-119]。一项基于大鼠动物模型的研究显
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示，IL-23 阻滞剂能够抑制强直性脊柱炎疾病发作，但对炎症反应没有显著影响

[120]。此外，IL-17A 的产生也不仅仅依赖于 IL-23/IL-17A 调控轴，因此阻断 IL-

23 可能无法完全抑制 IL-17引起的炎症反应。虽然 IL-23 阻滞剂对于强直性脊柱

炎的疗效有限，但它对于银屑病的外周滑膜炎和附着点炎显示出了良好疗效，并

且对银屑病关节炎的脊髓区域疼痛有显著改善[121-122]。 

1.1.3.3 IL-17A 阻滞剂的疗效与局限性 

司库奇尤单抗是首个直接阻断 IL-17A 与 IL-17 受体结合的重组人单克隆抗

体[123]。用司库奇尤单抗治疗强直性脊柱炎 16 周后，根据 ASAS 反应标准 40计

算的缓解率达到约 40%，同时降低了 C 反应蛋白浓度，降低了基于磁共振成像

的骶髂关节水肿评分，同时提升了患者的生活质量[124]。滑膜炎症的组织病理学

检查显示，使用 300 mg 司库奇尤单抗 12 周后，CD15+中性粒细胞和 CD56+巨

噬细胞均较基线下降[125]。依奇珠单抗对关节改善的效果与阿达木单抗相当[126]。

一项关于银屑病关节炎的扩展研究显示，依奇珠单抗具有持续的疗效、安全性和

对影像学进展的抑制作用[127]。除了可以改善骨骼症状外，IL-17A 阻滞剂还可以

改善皮肤症状。然而，IL-17A 阻滞剂对于肠道症状几乎没有改善，甚至还会引发

或加重炎症性肠病[128]。司库奇尤单抗在控制结核感染方面也具有优势，因为经

司库奇尤单抗治疗后，没有结核发生或再激活的现象出现[129]。 

布罗达单抗是一种抗 IL-17受体 A 的单克隆抗体。一项针对布罗达单抗的 3

期试验显示，布罗达单抗治疗第 16 周时，中轴型脊柱关节炎患者的 ASAS 40 和

ASAS 20 缓解率分别为 43.8%和 67.5%[130]。在该研究的扩展试验中，安慰剂组

在第 16 周改用布罗达单抗，而在第 68 周时安慰剂组在治疗效果和临床指标上

确实追上了布罗达单抗治疗组[131]。此外，磁共振成像显示两组患者在第 68 周时

的柏林脊柱评分均有所改善。该项研究中发现的严重药物和治疗相关不良事件包

括耳带状疱疹、急性心肌梗死、蜂窝织炎、阑尾炎和憩室炎各 1 例。一项关于 IL-

17A 和 IL-17F 的中和单克隆抗体比美吉珠单抗的研究显示，每 4 周给予 160 mg

和 320 mg 比美吉珠单抗的强直性脊柱炎患者在第 12 周时 ASAS 40 缓解率为

46%，且在 IIb期试验中，约 60%的患者在第 48 周时症状缓解[132]。 
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1.1.3.4 JAK 抑制剂的疗效与局限性 

JAK 抑制剂托法替尼和乌帕替尼已被美国食品药品监督管理局批准用于治

疗强直性脊柱炎。其中乌帕替尼是一种选择性 JAK1抑制剂。一项 3期试验显示，

在 15 mg/天的剂量下，乌帕替尼对于用疾病改善性抗风湿生物药治疗无效的强

直性脊柱炎患者有较好治疗效果，在 14 周时 ASAS 40缓解率为 45%[133]。该试

验的重症感染发生率为 2.4%，涉及 5个病例，其中 4 例为 COVID-19 感染，1 例

为葡萄膜炎。此外该试验的带状疱疹感染率为 0.9%。托法替尼是靶向 JAK1、

JAK2 和 JAK3 的第一代 JAK 抑制剂[134]。一项关于强直性脊柱炎的 3 期临床试

验显示，托法替尼在第 14 周时的 ASAS 40 缓解率为 40.6%[135]。该试验的非严

重带状疱疹感染率为 2.3%，并有 0.8%的严重感染率。在关于乌帕替尼和托法替

尼的两项研究中，没有发生重大不良心血管事件、血栓栓塞事件、恶性肿瘤或死

亡。 

1.1.4 TNFAIP3的生物学功能及其相关疾病 

从上述内容可以看出，现有强直性脊柱炎治疗方法的疗效只能说差强人意，

因此研究者们一直没有停下探索新靶点、药物或治疗方案的脚步。在本研究中，

考虑到 TNFAIP3 的生物学功能和它与各类疾病的关系，我们将目光集中于这个

基因及其所编码的 A20 蛋白上，首次考察了 TNFAIP3 对 Th17 分化和强直性脊

柱炎发生发展的影响，以期以 TNFAIP3靶点探索治疗强直性脊柱炎的新药物。 

1.1.4.1 TNFAIP3 的生物学功能 

肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 3（tumor necrosis factor alpha-induced protein 3, 

TNFAIP3）基因由 Dixit 等人于 1990 年被发现报道，其表达由肿瘤坏死因子诱

导。TNFAIP3 编码 A20 蛋白，其在序列上具有一定的保守性，在氨基端含有卵

巢肿瘤结构域（ovarian tumor domain, OTU），羧基端含有七个锌指结构域（zinc 

finger domain，ZnF）。A20被认为是一种泛素编辑酶，在无细胞和细胞系统中表
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现出去泛素化（DUB）、E3 泛素连接酶和泛素结合活性（图 1.2）。

 
图 1.2  A20 蛋白功能的生化特征 

Figure 1.2 Biochemical characterization of A20 protein function 

 

A20 的去泛素化（DUB）活性由 OTU 结构域内 103 位（C103）的催化半胱

氨酸介导。A20 的七个锌指结构则介导其 E3泛素连接酶活性（通过 ZF4）及其

泛素结合活性[136-140]。A20 可通过 ZF4–ZF7与 E2泛素结合酶如 UBCH5A 结合，

通过 ZF4与 K63连接的多泛素链结合[141]，并通过 ZF7与线性多泛素链条结合。

A20 还可通过 ZF1–ZF3与如受体相互作用蛋白 1（RIP1）等底物相互作用，其中

ZF1 对结合至关重要[142-143]。此外，A20 的 OTU 结构域可以与如 TNFR 相关因

子 6（TRAF6）等 E3泛素连接酶相互作用，并通过 ZF 结构域与泛素结合蛋白如

TAX1 结合蛋白 1（TAX1BP1）、IκB 激酶-γ（IKKγ）、A20 NF-κB 活化结合抑

制剂 1（ABIN1）和 ABIN2 等相互作用。然而，介导 A20与环指蛋白 11（RNF11）

和 ITCH 等 E3泛素连接酶以及其自身相互作用的区域尚未明确定义。此外，C103

和 ZF4 基序还被证明可以支持 E2泛素结合酶的降解[144]。 

多泛素链与信号蛋白的连接可刺激泛素结合蛋白的募集。众所周知，K48连

接的多泛素链修饰可介导靶蛋白被蛋白质体降解，而通过其他赖氨酸残基连接的

多泛素链，如 K63连接的多泛素链则可以募集下游信号蛋白从而传递信号。A20

的 DUB 活性可切割 K63连接的多泛素链，因此可能有助于限制泛素依赖性信号

传递。K63 连接的多泛素链的组装介导了 IL-1R 和 TLR 信号转导过程中 TNFR

相关因子 6（TRAF6）介导的 NF-κB 激活，并且 A20 去除这些多泛素链可能是

A20限制 TLR信号转导的机制[145-148]（图 1.3）。此外，A20 可在 NOD信号转导



吉林大学博士学位论文 

14 
 

过程中限制 RIP2（也称为 RIPK2）的泛素化，且在双链 RNA 诱导的信号传导过

程中限制 TBK1 和 IKKε（也称为诱导型 IKK）的泛素化[149]，这表明 A20 的 DUB

活性存在其它潜在靶点（图 1.3）。A20 还限制由 T 细胞受体（TCR）、BCR 和

CD40触发的 NF-κB信号转导，这也很可能与A20 的去泛素化酶活性有关[150-151]。

这些研究证明了 A20 的 DUB 活性可以通过从靶信号蛋白中切割活化的 K63 连

接的多泛素链来限制细胞活化信号。除了通过切割多泛素链来限制泛素化外，

A20 还被证明通过干扰 E2–E3 结合来抑制泛素链合成[152]。A20 抑制 E2 酶

UBCH5C 和 UBC13与 TRAF2 和细胞凋亡抑制剂（cIAP）蛋白（即环指 E3泛素

连接酶）的相互作用[153]。这些发现表明，A20 可以抑制多种 E2–E3 组合，从而

抑制广泛的泛素化事件。无论 A20 是通过切割多泛素链还是通过抑制泛素连接

酶活性来限制底物泛素化，信号蛋白泛素化的限制似乎是 A20 调节免疫信号的

重要机制。 

 
图 1.3  A20 调节泛素依赖性信号通路的分子机制 

Figure 1.3 Molecular mechanism of A20 regulating ubiquitin-dependent signaling 

pathway 
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A20 调节多种泛素依赖性的先天免疫信号通路，包括肿瘤坏死因子受体 1

（TNFR1）、白细胞介素-1受体（IL-1R）、Toll样受体 4（TLR4）和核苷酸结

合寡聚结构域（NOD）蛋白下游的信号通路。在这些信号级联过程中，包括UBCH5

和 UBC13 在内的 E2酶，以及包括 cIAP、TRAF6 和 TRAF2 在内的 E3连接酶可

协同作用，介导多泛素链的构建。这些多泛素链可以通过 K48、K63或其它赖氨

酸残基连接到底物上，其底物包括 RIP1、TRAF6、IκB 激酶-γ（IKKγ）和 RIP2

等。一种被称为 LUBAC（线性泛素链组装复合物）的独特酶复合物可以在 RIP1

和 IKKγ 上构建线性多泛素链[154-155]。此外，未固定的泛素链（即未共价连接到

信号蛋白上的泛素链）也是这些信号级联的组成部分。A20 可以通过其 OTU 结

构域的去泛素化（DUB）活性从 RIP1、TRAF6 和/或 IKKγ 上切割 K63连接的泛

素链来调节这些信号复合物的活性。A20还可以通过支持E2酶UBCH5和UBC13

的降解来调节这些信号通路，从而抑制依赖于这些 E2 酶的 E3 连接酶的活性。

最后，A20 可以通过在 RIP1 上构建 K48连接的多泛素链导致其降解。 

此外，体外研究表明，A20 的 ZF4 和 ZF7 结构域可分别与 IKK 复合物和

TNFR 复合物上 K63 连接的泛素链和线性泛素链结合，并可利用这些相互作用

抑制这些信号复合物的活性。A20 还可以与其他具有泛素结合活性的蛋白形成竞

争关系或作为其他调节因子的衔接蛋白发挥作用，如 NF-κB 活化的 A20 结合抑

制剂 1（ABIN1）、ITCH、环指蛋白 11（RNF11）或 TAX1 结合蛋白 1（TAX1BP1）。

除了可以限制 TNFR、IL-1R、TLR 和 NOD 等信号通路外，A20 还可调节由 T 细

胞受体和 CD40触发的信号级联反应。最后，A20 还可能通过限制胱天蛋白酶 8

的泛素化来限制 TNF 诱导的细胞凋亡[156]。 

1.1.4.2 TNFAIP3与人类疾病的关联 

TNFA IP3 基因编码的 A20 是核因子-κB（NF-κB）信号通路的重要负调控因

子。NF-κB 的过度激活可能会使许多促炎基因过度表达从而引发炎症反应和组织

损伤，A20 通过抑制 NF-κB 的功能参与介导免疫和炎症反应。此外，大量证据

表明 A20 可以限制 B 细胞的存活并预防自身免疫性病理，同时 A20被发现在调

节树突状细胞（DC）的成熟和功能方面发挥了重要作用。A20 沉默的 DC 抑制

调节性 T 细胞（Tregs）、辅助 T 细胞（Th）以及过度活化的肿瘤浸润细胞毒性

T 淋巴细胞，这些淋巴细胞产生白细胞介素-6（IL-6）和 TNF-α[157]。 
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单核苷酸多态性（Single nucleotide polymerphism，SNP），是指在基因组水

平上由单个核苷酸的变异所引起的一种 DNA序列多态性。这种变异可由单个碱

基的转换或颠换所引起，也可由碱基的插入或缺失所致，最小等位基因频率

（MAF, minor allele frequency）大于 1%的 SNP 位点大约有 1000万个，占总的

SNP 位点的 90％。SNP 是人类可遗传的变异中最常见的一种，也是基因组中最

为稳定的变异，最大限度地代表了不同个体之间的遗传差异，所以 SNP 成为遗

传学上重要分子标记，而更重要的将其应用于疾病遗传易感性研究，有助于阐明

某些基因与疾病易感性的关系，从而找到疾病易感基因，为进一步阐述疾病的发

病机制提供重要线索[158-159]。 

TNFAIP3 基因非编码区域的上游或者下游以及内含子区域的单核苷酸多态

性与免疫性疾病和自身免疫病均相关，包括类风湿性关节炎、系统性红斑狼疮、

银屑病和炎症性肠病等，如图 1.4所示。TNFAIP3 基因位点上的单核苷酸多态性

或突变可能会影响其表达或者功能。比如 rs5029941/A125V 和 rs2230926/F127C

是两个错义突变，这两个突变位点位于 TNFAIP3 基因的 3 号外显子中，属于 DUB

结构域的编码区域。这两个错义突变可导致 A20蛋白表达降低以及 NF-кB 的功

能受到抑制。此外，TNFAIP3 基因的单核苷酸多态性也可以通过影响 A20 蛋白

的表达或功能来影响免疫细胞的生理活动，进而导致其携带者罹患某种免疫性疾

病的风险发生改变。例如 TNFAIP3 基因位点的 rs2230926、 rs6920220 和

rs10499194 等单核苷酸多态性与类风湿性关节炎密切相关。在一项分析研究中，

作者总结了关于 TNFAIP3 基因 rs10499194 单核苷酸多态性的 13 项研究结果，

发现 rs10499194 多态性与类风湿性关节炎患病风险降低相关，且此相关性在白

种人群中尤为显著。Parhalad 等人分析了 445 位幼年特发性关节炎患者与 643 位

健康对照，发现 TNFAIP3 基因的 rs10499194 和 rs6920220 单核苷酸多态性与幼

年特发性关节炎密切相关。此外，有研究表明对 TNFAIP3 基因的 5个单核苷酸

多态性（SNPs）进行基因分型，只有 rs10499194 多态性与强直性脊柱炎的风险

降低具有相关性，然而在 Bonferroni校正后没有显著的相关性；随后分层分析表

明，rs10499194 多态性降低了男性亚组、年龄≥29岁亚组、HLA-B27阳性亚组以

及 BASFI<4 和 BASDAI<4 亚组患 AS 的风险（均 P<0.05）[160]。 
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有遗传学研究者提出了一对串联多态二核苷酸 (TT>A， rs148314165，

rs200820567）风险等位基因，携带在与 TNFAIP3 基因座和 A20蛋白表达相关的

风险单倍型上[161]。TT>A突变体代表一个 T 的缺失，随后一个 T突变成 A，在

第 6 号染色体的第 138272732–138271733 位置上，TNFAIP3 基因下游 42 kb 处

[162-164]。后续研究表明，TT>A突变体位于一个功能增强子元件中，该 TT>A突

变体结合到一个包含 NF-κB 和 SATB1 转录因子的核蛋白复合物上，通过长程

DNA 环与 TNFAIP3启动子相互作用，从而导致 A20 的表达降低[165]。多项研究

证明，位于 TT>A突变体下游 349 bp 的 SNP rs7749323 已被用作有效的替代 SNP，

用于鉴定欧洲、韩国和中国汉族的功能性 TT>A突变体[166-168]，TT>A突变体与

替代 SNP rs7749323处于完全的连锁不平衡（Linkage disequilibrium，LD）中，

r2值为 1，即 rs7749323 能完全连锁 TT>A突变体进行基因分型[206]。尽管 TT>A

突变体与欧洲人群的 SLE 有关，但它在中国汉族人群中的存在概率以及对强直

性脊柱炎的疾病易感性的作用还不太清楚。 

图 1.4  TNFAIP3 多态性或突变与人类疾病 

Figure 1.4 TNFAIP3 polymorphism or mutation and human disease 

 

鉴于 A20 的生物学功能和 TNFAIP3 基因 SNP 人类疾病已有的关联，本研究

首次探索了 A20 对于 Th17 分化的调控机制。 
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1.1.5 赤霉素在哺乳动物中的机体和细胞生物学效应 

赤霉素（gibberellins, GAs）是一大类四环二萜类羧酸，是具备生长调节功能

的重要植物激素[169-171]。在一些植物物种中，赤霉素与对生物胁迫（如捕食和感

染）和非生物胁迫（如冷、盐和渗透胁迫）的应对反应直接相关[172]。迄今为止，

文献中共描述了 136 种赤霉素[173]，按照发现的先后顺序，这些赤霉素被命名为

GA1-GA136。其中，GA3 是研究最多的一种赤霉素。 

1.1.5.1 赤霉素的生物学效应 

尽管在农业和生态学领域有很多关于赤霉素的研究，但少有研究分析它们在

哺乳动物中的生物学效应。一项研究显示，GA3 可在哺乳动物气道上皮细胞中

诱导炎症调节因子 A20 的表达，从而抑制 NF-κB 的活性，导致 IL-6 和 IL-8 释

放减少[174]。另一项早期的研究则发现用 2-100 mg/kg 的 GA 可明显缓解糖尿病

小鼠的急性炎症反应[175]。此外也有文献报道了 GAs 对医学和牙科相关微生物群

的影响。其中之一表明，GA4广泛抑制多种人类临床细菌分离株的群落增长，包

括大肠杆菌、植物拉氏菌、铜绿假单胞菌、诺丁汉沙门氏菌、蜡样芽孢杆菌、单

核细胞增生李斯特菌和金黄色葡萄球菌等。而与 GA4相比，GA7 的抑菌效果似

乎较差，可抑制铜绿假单胞菌、诺丁金沙菌、蜡样芽孢杆菌、单核细胞增生李斯

特菌和金黄色葡萄球菌等的生长[176]。此后的一项工作探究了 GA4 和 GA7 在体

外实验中所展现出的抗 NF-κB、抗菌和抗氧化活性及其毒性效应，发现 GA4 可

以抑制 NF-κB 的活性。GA7虽然没有抗 NF-κB 活性，但却可以抑制念珠菌的生

长。此外 GA4 和 GA7 均展现出了抗过氧化物自由基的活性，且无显著细胞毒性

[177]。 

1.1.5.2 赤霉素的毒性效应 

此外还有多项研究评价了 GA3 的体内毒性。例如一项研究关于 GA3 的亚慢

性毒性研究表明每天饮用含有 75 ppm GA3 的饮用水 50天后，大鼠可的抗氧化

机制被激活，但抗氧化机制不能阻止 GA3 引起的组织脂质过氧化的增加，说明

经过 50天的亚慢性暴露后，GA3 在脾脏、肺、胃、心脏和肾脏中产生了明显的

器官毒性[178]。另一项研究表明，在每天饮用含有 75 ppm GA3 的饮用水 6 周后，
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GA3 可在成年雄性白化大鼠中诱导出显着的肝毒性，而 6 周的随访期不足以使

这些毒性效应完全恢复[179]。此外一项用体外培养人源细胞进行的研究表明赤霉

酸可诱导人永生化角质形成细胞 HaCaT 和表皮样癌细胞 A431 启动内质网应激

并激活其分化[180]。 

上述内容说明 GA3既可以通过 A20 发挥调节炎症反应的功能，同时也在特

定剂量下展现出了明显的机体毒性。本研究中，我们发现 GA3 可以调控 T 细胞

中 A20 的蛋白水平，且并没有在体外实验中展现出明显的细胞毒性。因此我们

后续将探索利用 GA3治疗强直性脊柱炎的可能性。 

1.1.6 利用 LC-MS3策略检测血液中药物浓度的基本原理与设想 

关于药物有效性和毒性的探讨需要在特定的药物剂量下进行，这就需要对药

物进行药代动力学研究。在药代动力学研究中，一个关键的内容就是测定血药浓

度。因此，我们在本研究中还对测定血液中药物浓度的方法进行了优化改进，从

而为评估利用 GA3治疗强直性脊柱炎的可能性打下技术基础。 

长期以来，人们一直使用免疫测定法进行血液药物浓度监测[181-186]。然而，

免疫测定法的特异性并不理想，其测定结果可能受到生物基质、结构相似化合物

或代谢产物的影响。与免疫测定法相比，液相色谱 -串联质谱法（ liquid 

chromatography–tandem mass spectrometry, LC-MS/MS）在特异性和灵敏度方面显

示出更多的优势。此外，LC-MS/MS 方法的结果更加精准。这就是为什么 LC-

MS/MS 方法被认为是测定生物样品中化合物的“金标准”。然而据我们所知，基

于 Qtrap 串联质谱仪的 MS3检测策略尚未被用于在测定生物样品中治疗药物的

浓度[187-196]。MS3 的激发效率高，扫描速度快，其扫描速度最高可达 20,000 Da/s。

MS3扫描模式的工作流程如下：首先，在 Q1 中选择待分析物母离子。然后在碰

撞池（Q2）中通过碰撞诱导解离将母离子碎裂，以产生子离子。接着通过线性离

子阱捕获子离子。随后，在线性离子阱中选择特定的子离子进行二次碎裂。最终

的二代子离子则可被检测器所捕获。因此，MS3扫描模式可以通过质谱多反应监

测特定的转换反应来实现更准确的定量。综上，LC-MS3 是一种具有高灵敏度、

选择性和更好检测限的检测策略。 
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由于 GA3并未被用于任何疾病的临床治疗，我们无法基于血液中 GA3浓度

的检测来优化上述血药浓度监测策略，因此我们选择临床上使用比较普遍，用于

治疗癫痫病和神经性疼痛的卡马西平作为待测物进行了概念验证实验。 

1.2 研究目标 

强直性脊柱炎是一种慢性炎症性自身免疫病，其发病主要累及中轴骨骼和骶

髂关节，导致骨骼结构和功能的失常，严重影响患者的生存质量。现有强直性脊

柱炎治疗方法的疗效差强人意，因此研究者们一直没有停下探索新靶点、药物或

治疗方案的脚步。在本研究中，我们力求以 A20 对于 Th17 分化的调控机制作为

切入点，探索利用 GA3治疗强直性脊柱炎的可能性。具体的研究目标如下： 

（1）阐明 A20 对于 Th17 分化的调控作用和调控机制； 

（2）初步探索 GA3 对于 Th17 分泌 IL-17A 细胞因子水平的影响； 

（3）建立基于 LC-MS3监测血液药物浓度的技术手段； 

（4）分析中国东北地区 AS 患者单核苷酸多态性与 A20 表达的关联性。 

1.3 研究意义 

本研究发现A20可通过介导STAT3泛素化降解从而抑制Th17细胞的分化、

IL-17A 的表达以及 IL-17A 的分泌，分析了 TNFAIP3 单核苷酸多态性与 A20 表

达之间的关联。还研究还发现 GA3 可以在不引起细胞毒性和活性氧积累的情况

下抑制 Th17 细胞分泌 IL-17A 细胞因子。此外，本研究还成功建立了基于 LC-

MS3监测血液药物浓度的技术手段。上述研究发现有如下重要意义： 

（1）阐明了 A20 是 Th17 分化的一种新调控机制； 

（2）说明 GA3具备用于治疗强直性脊柱炎的潜力； 

（3）为包括 GA3 在内的血药浓度监测奠定技术基础； 

（4）为中国东北汉族人群提供了 TNFAIP3 基因单核苷酸多态性研究基础。 
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第 2 章材料与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 主要试剂和材料 

试剂耗材名称 公司名称 

RPMI-1640培养基 武汉普诺赛 

10%胎牛血清 武汉普诺赛 

100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链霉素母液 武汉普诺赛 

DMEM高糖培养基 Hyclone 

10%的 Gibco One-shot胎牛血清 武汉普诺赛 

人重组 IL-6 细胞因子 武汉普诺赛 

人重组 TGF-β 细胞因子 武汉普诺赛 

10 μM MG132 Glpbio 

GA3 Glpbio 

ImmunoSepTM 细胞分选液 北京诺为生物 

ImmunoSepTM 密度梯度细胞分离液 北京诺为生物 

SepTubeTM 密度梯度离心管 北京诺为生物 

ImunoSepTM Human T Cell Enrichment Kit 北京诺为生物 

EasySepTMHuman Th17 Cell Enrichment Kit II 加拿大 STEMCELL 公司 

固定剂 上海翌圣生物 

破膜剂 上海翌圣生物 

流式染色缓冲液 Biosharp 

TNFAIP3 Monoclonal Antibody ThermoFisher Scientific 

FITC标记山羊抗小鼠 IgG（H+L） 碧云天生物技术有限公司 

A20 的 siRNA套装 锐博生物 

A20 的 CRISPR敲除质粒 Santa Cruz 
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RFectSP悬浮细胞质粒 DNA 转染试剂 百代生物 

RFectSP悬浮细胞小核酸转染试剂 百代生物 

Uncoated Human IL-17AELISA Kit Elabscience 

RNA提取试剂盒（纯化柱型） 北京奥秘佳得 

cDNA Synthesis SuperMix 北京全式金生物 

TransStart® Top Green qPCR SuperMix（+Dye I） 北京全式金生物 

RIPA裂解缓冲液 上海雅酶 

Omni-Easy™即用型 BCA蛋白定量试剂盒 上海雅酶 

PAGE凝胶快速制备试剂盒 上海雅酶 

Omni-Easy™速溶型蛋白上样缓冲液 上海雅酶 

蛋白酶抑制剂 上海雅酶 

蛋白分子量标准品 上海雅酶 

Tris/甘氨酸/SDS电泳缓冲液 上海雅酶 

0.22 μM孔径的聚偏二氟乙烯（PVDF）膜 上海雅酶 

Omni-Flash™免冰浴快速转膜缓冲液 上海雅酶 

TBST 上海雅酶 

5%脱脂奶粉 上海雅酶 

山羊抗小鼠或山羊抗兔辣根过氧化物酶偶联二抗 上海雅酶 

Tanon™ High-sig ECL 化学发光底物 上海天能 

Protein A/G 免疫(共)沉淀试剂盒 上海雅酶 

蛋白酶抑制剂 上海雅酶 

STAT3 Monoclonal Antibody (9D8) Invitrogen 

TNFAIP3 Monoclonal Antibody (59A426) Invitrogen 

CCK-8试剂盒 碧云天生物技术有限公司 

Elabscience®活性氧荧光法测试盒 Elabscience 

卡马西平 中国食品药品检定所（中

国，北京） 

内标卡马西平-D2N15 Chemsky International 公司
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（中国，上海） 

乙腈 Fisher Scientific 

Jurkat 细胞 中国科学院上海细胞生物

学研究所（中国上海） 

人源 Th17 细胞 上海细胞库 

大肠杆菌 BL21 感受态细胞 全式金公司 

大肠杆菌 DH5α 感受态 全式金公司 

HEK-293T ATCC 细胞库 

TNFAIP3 Rabbit mAb 正能生物 

IL-17A Polyclonal Antibody Invitrogen 

ROR gamma Monoclonal Antibody  Invitrogen 

STAT3 Rabbit mAb 正能生物 

Ubiquitin Monoclonal Antibody (Ubi-1) Invitrogen 

GAPDH Rabbit Polyclonal Antibody 上海雅酶生物医药 

BV605-CD3mAb BD Biosciences 

BB515-CD4mAb BD Biosciences 

BV421-CD183mAb BD Biosciences 

PE-CD196mAb BD Biosciences 

荧光素酶检测试剂盒 Promega 

Opti-MEM 

PEI 

Promega 

Roche 

2.1.2 主要仪器 

设备名称 公司名称 

BD FACSAriaTM III设备 美国 BD Biosciences 公司 

Q-Trap 5500 美国 Applied Biosystems Sciex 公司 

PCR仪 美国 Thermo Fisher 公司 

q-PCR仪 美国 Agilent 公司 
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全波长分光光度计 美国 hermo Fisher 公司 

台式离心机 美国 Thermo Fisher 公司 

冷冻超高速离心机 美国 Thermo Fisher 公司 

蛋白电泳仪 美国 Bio-Rad 公司 

蛋白湿转仪 美国 Bio-Rad 公司 

水平核酸电泳仪 北京市六一仪器厂 

超声破碎仪 美国 Thermo Fisher 公司 

多功能成像系统 美国 Thermo Fisher 公司 

干式恒温摇床 美国 Thermo Fisher 公司 

生物安全柜 中国海尔公司，美国 Thermo Fisher 公司 

CO2 细胞培养箱 美国 Thermo Fisher 公司 

FACS Fortessa流式细胞仪 美国 BD 公司 

高压灭菌锅 日本 SANYO 公司 

电热恒温水浴锅 美国 Thermo Fisher 公司 

-80℃冰箱 美国 Thermo Fisher 公司 

正置光学显微镜 日本 Olympus 公司 

倒置光学显微镜 日本 Olympus 公司 

脱色摇床 海门市其林贝尔仪器制造有限公司 

纯水净化仪 英国 ELGA 公司 

制冰机 日本 Panasonic 公司 

体式显微镜 日本 Olympus 公司 

蓝光切胶仪 美国 Thermo Fisher 公司 

电子天平 美国 Thermo Fisher 公司 

Promega20/20LUMINOMETER 
GLOMAX 

美国 Promega 

2.2 实验方法 
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2.2.1 研究对象入组及排除标准 

我们通过吉林大学第一医院，招募收集了 756 例强直性脊柱炎患者以及 1001

例健康对照样本。病例组直性脊柱炎患者 756 例，诊断标准符合 2009年国际脊

柱关节炎评价工作组制定的中轴脊柱关节炎的分类（诊断）标准[197]，见表 2.1。

完整详细的记录了患者的基本情况和临床诊断，包括：编号，姓名，性别，年龄，

病例号，检验结果及主要诊断。健康对照组健康人群 1001 例，均为与病例组年

龄和性别方面相匹配的健康体检人员，他们均无自身免疫性疾病，检查结果均无

明显异常。该研究得到吉林大学第一医院伦理委员会的批准。 

表2.1  2009年ASAS推荐的中轴型脊柱关节病（SpA）的分类标准 

起病年龄<45岁和腰背痛≥3个月的患者，加上符合下述中 1 种标准： 

1.影像学提示骶髂关节炎加上≥1个下述的 SpA 特征 

2.HLA―B27阳性加上≥2个下述的其他 SpA 特征 

影像学提示骶髂

关节炎 

MRI提示骶髂关节活动性（急性）炎症，高度提示与 SpA

相关的骶髂关节炎或明确的骶髂关节炎影像学改变（根据

1984年修订的纽约标准）。 

 

 

 

 

SpA 特征包括 

炎性背痛 

关节炎 

起止点炎（跟腱） 

眼葡萄膜炎 

指（趾）炎 

银屑病 

克罗恩病，溃疡性结肠炎 

对非甾体抗炎药（NSAIDs）反应良好 

SpA 家族史 

HLA―B27阳性 

CRP升高 
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本研究纳入了大多数来自中国北方汉族人群的 756 例强直性脊柱炎患者以

及年龄和性别方面相匹配的 1001 例健康对照，样本年龄、性别等基本人口统计

学和临床特征情况见表 2.2。年龄和性别在对照组和病例组之间没有明显差别，

不具统计学差异（P>0.05），病例组和对照组在年龄和性别方面匹配性良好。 

 

表2.2  本研究纳入的强直性脊柱炎患者与健康对照的人口统计学和临床特征 

 AS（n=756） HC（n=1001） P 

性别（男性/女性） 608/148 834/167 0.237 

年龄 28.56±8.25 28.12±7.98 0.312 

BMI 21.78±4.25   

发病年龄 24.89±10.23   

病程 3.00（1.00, 8.00）   

HLA-B27阳性（%） 478（63.25%）   

ESR（mm/h） 15.6（6.18, 31.26） <15mm/h  

CRP（mg/L） 10.78（2.89, 31.25） 0-5mg/L  

WBC（109/L） 8.98（6.25, 10.36） 3.5-9.5×109/L  

BASDAI 2.00（0.60，3.80）   

BASFI 0.90（0.00，2.60）   

2.2.2 细胞的获取与培养 

2.2.2.1 Jurkat 细胞的获取与培养 

Jurkat细胞系是一种永生化的T淋巴细胞系。此细胞系最初来源于一名患有T

细胞白血病的男孩的外周血中[198]。Jurkat细胞系最常被用作原型T细胞系，用于

研究T细胞的信号传导。本研究采用Jurkat细胞系作为体外模型研究A20对Th17分

化的调控机制。 

Jurkat购自于中国科学院上海细胞生物学研究所（中国上海）。此细胞系是

悬浮细胞，因此将其培养于 RPMI-1640 培养基中。完全培养基中还包含 10%胎

牛血清，100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链霉素（由母液 100倍稀释而成）。培
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养条件为 37°C，5% CO2 的细胞培养箱。细胞在培养过程中每 48小时换液或传

代一次，以将细胞密度维持在 40-80%之间。 

2.2.2.2 Th17 细胞的获取与培养 

人源 Th17 细胞购自上海细胞库，此细胞株已在此前被成功用于 Th17 细胞

的分泌功能研究[199]。经厂家鉴定该株细胞中 Th17 细胞的纯度大于 80%。 

该细胞株培养于 DMEM高糖培养基中。完全培养基中还包含 10%的 Gibco 

One-shot胎牛血清，100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链霉素（由母液 100倍稀释

而成），50 ng/mL 人重组 IL-6 细胞因子以及 20 ng/mL 人重组 TGF-β 细胞因子。

其中 IL-6 和 TGF-β 细胞因子的加入可以维持 Th17 细胞的分化状态。其余细胞

培养条件同 2.1.1部分所述。经验证，此细胞株可在上述培养条件下维持 Th17 分

化特征多达 8 代左右。本研究用 10 μM MG132处理 Th17 细胞以在 A20 过表达

的情况下阻止 STAT3 的降解，此外还用 GA3 处理 Th17 细胞以考察 GA3 对于

IL-17A 表达和分泌的影响。 

2.2.3流式细胞术分析总 T细胞和 Th17细胞中 A20 表达的方法 

2.2.3.1 总 T 细胞的分离方法 

（1）外周血单个核细胞的获取 

(a) 取 10 mL静脉血，置于肝素处理过的抗凝管中，轻柔颠倒混匀。 

(b) 用 ImmunoSepTM 细胞分选液等比例稀释血样。 

(c) 将 ImmunoSepTM 密度梯度细胞分离液装载到 SepTubeTM 密度梯度离心

管中。 

(d) 将 b 步骤中稀释好的样品缓慢加入 SepTubeTM 密度梯度离心管中，使样

品与 ImmunoSepTM 密度梯度细胞分离液混合。 

(e) 室温下离心 10 分钟，离心力为 1200 g。注意需要使用水平转子，且不宜

快速制动。 

(f) 将 SepTubeTM 密度梯度离心管隔板上方的液体转移至新离心管中。 

(g) 向此液体中添加等体积的 ImmunoSepTM 细胞分选液，室温下离心 8 分

钟，离心力为 300 g。 
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(h) 弃上清。 

(i) 重复步骤 g 和 h。 

(j) 将细胞团重悬，此细胞悬液既包含外周血单个核细胞。 

（2）T 细胞分离 

基于 ImunoSepTM Human T Cell Enrichment Kit 进行 

(a) 用 ImunoSepTM 细胞分选液将上述外周血单个核细胞悬液中的细胞密度

稀释为 1×108个/mL。 

(b) 将稀释后的悬液转移至 5 mL 流式管中，确保流式管中的细胞数不多于

2×108个。 

(c) 添加细胞悬液 1/4 体积的分选试剂 A，用移液器轻轻吸打混匀，之后室

温静置 10 分钟。 

(d) 用 ImunoSepTM 细胞分选液将总体积调整为 4 mL，上下颠倒混匀后室温

下离心 5 分钟，离心力为 300 g。 

(e) 弃上清，用 ImunoSepTM 细胞分选液重悬细胞团，并确保细胞悬液的体积

与 b 步骤时的体积相等。 

(f) 添加细胞悬液 1/4 体积的分选试剂 B，用移液器轻轻吸打混匀，之后室

温静置 10 分钟。 

(g) 用 ImunoSepTM 细胞分选液将总体积调整为 2.5 mL，用移液器轻轻吸打

混匀。 

(h) 将流式管插入分选磁极中，确保流式管管底接触到实验台台面，室温静

置 5 分钟。 

(i) 保持流式管在磁极中，快速将流式管中的上清液倒入 15 mL灭菌离心管。此

时 15 mL离心管中即为高纯度人总 T 细胞。 

2.2.3.2 Th17 细胞的分离方法 

外周血单个核细胞的获取方法如 2.2.3.1 部分所示。Th17 细胞的分离基于

EasySepTMHuman Th17 Cell Enrichment Kit II 进行。具体方法如下： 

(a) 用ImunoSepTM细胞分选液将外周血单个核细胞悬液中的细胞密度稀释

为1×108个/mL。 
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(b) 将稀释后的悬液转移至 5 mL 流式管中，确保流式管中的细胞数不多于

2×108个。 

(c) 添加 25 μL/mL 的 CCR6 Positive Selection Cocktail，用移液器轻轻吸打混

匀，之后室温静置 5 分钟。 

(d) 将 Releasable RapidSpheresTM磁珠涡旋 30秒。 

(e) 向细胞悬液中加入 200 μL/mL 的 Releasable RapidSpheresTM磁珠。上下

颠倒混匀后室温下静置 5 分钟。 

(f) 用 ImunoSepTM 细胞分选液将总体积调整为 2.5 mL，用移液器轻轻吸打

混匀。 

(g) 将流式管插入分选磁极中，确保流式管管底接触到实验台台面，室温静

置 5 分钟。 

(h) 保持流式管在磁极中，快速将流式管中的上清液倒掉。 

(i) 将流式管从分选磁极中拔出，加入 ImunoSepTM 细胞分选液将细胞悬液的

总体积调整为 2.5 mL，用移液器轻轻吸打混匀。 

(j) 将流式管插入分选磁极中，确保流式管管底接触到实验台台面，室温静

置 5 分钟。 

(k) 保持流式管在磁极中，快速将流式管中的上清液倒掉。 

(l) 再次重复上述流程。 

(m) 将流式管从分选磁极中拔出，加入 ImunoSepTM 细胞分选液将细胞悬液

的总体积调整为初始细胞悬液体积的一半，用移液器轻轻吸打混匀，此步骤需将

所有残留在流式管管壁上的细胞收集到细胞悬液中。 

(n) 添加 200 μL/mL 的 Release Buffer，轻弹管壁混匀后，室温静置 5 分钟。 

(o) 添加 100 μL/mL 的 CD4+CXCR3- T Cell Pre-Enrichment Cocktail，轻弹管

壁混匀后，室温静置 5 分钟。 

(p) 将 Dextran RapidSpheresTM磁珠涡旋 30秒。 

(q) 向 o 中细胞悬液添加 50 μL/mL 的 Dextran RapidSpheresTM磁珠，轻弹混

匀。 
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(r) 立即用 ImunoSepTM 细胞分选液将上述混合物的总体积调整为 2.5 mL，

用移液器轻轻吸打混匀，将流式管插入分选磁极中，室温静置 5 分钟。 

(s) 保持流式管在磁极中，快速将流式管中的上清液倒入 15 mL灭菌离心管。

此时 15 mL离心管中即为高纯度人 Th17 细胞。 

2.2.3.3 用流式细胞术检测 A20蛋白表达的方法 

基于上述总T细胞和Th17细胞进行。具体步骤如下： 

(a) 将细胞悬液收集至15 mL离心管中，4℃ 500 g离心8分钟，弃上清。 

(b) 加入500 μL冰预冷的固定剂，重悬细胞后孵育10分钟。 

(c) 4℃ 500 g离心8分钟，弃上清。 

(d) 加入1 mL磷酸盐缓冲液（PBS）重悬细胞，4℃ 500 g离心8分钟，弃上清。 

(e) 加入1 mL破膜剂，孵育15分钟。 

(f) 4℃ 500 g离心5分钟，弃上清。 

(g) 先加入500 μL流式染色缓冲液，再加入5 μg/mL的TNFAIP3 Monoclonal 

Antibody，轻弹并颠倒混匀后室温孵育1小时。 

(h) 4℃ 500 g离心5分钟，回收上清抗体溶液。 

(i) 加入1 mL破膜剂重悬细胞，轻弹并颠倒混匀后4℃ 500 g离心5分钟，弃上

清。 

(j) 先加入500 μL流式染色缓冲液，再加入1μL的FITC标记山羊抗小鼠IgG

（H+L）轻弹并颠倒混匀后室温避光孵育30分钟。 

(k) 4℃ 500 g离心5分钟，弃上清。 

(l) 加入500 μL流式染色缓冲液重悬细胞，轻弹并颠倒混匀后4℃ 500 g离心5

分钟，弃上清。 

加入200 μL流式染色缓冲液重悬细胞，用BD FACSAriaTM III设备采集数据，

并使用FlowJo V10软件进行分析。 

2.2.4流式细胞术分析人外周血中 Th17细胞比例的方法 

(a) 每个样本管分别加入 200 μL抗凝全血（裂解红细胞后，白细胞浓度达到

2×10^6 细胞/mL）。 
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(b) 向样本管中依次加入2.5 μLCD3, 1.5 μLCD4, 5 μLCD183, 2.5 μLCD196抗

体（滴定抗体浓度已提前滴定），室温避光孵育15-30分钟。 

(c) 取 10X红细胞裂解液，按照体积 1(10X红细胞裂解液)：9(dH2O)，稀释。 

(d) 每 200 μL 全血加入 4mL 1X红细胞裂解液，室温裂解 8-12min，至细胞

悬液呈澄清透明状。 

(e) 裂红后，500g，离心 5 分钟，洗涤细胞，离心后弃上清。 

(f) 重复裂解红细胞步骤 1次。 

(g) 加入 2 mL Staining Buffer，500g，离心 5 分钟，洗涤细胞，离心后弃上

清。 

(h) 每管加入 500μL PBS洗液，重悬过网，上机检测，用 BD FACSAriaTM III

设备采集数据，并使用 FlowJo V10软件进行分析。 

2.2.5基因敲除/敲低与过表达方法 

研中用到的A20过表达载体由丰晖生物合成，A20的siRNA套装购自锐博生

物，A20的CRISPR敲除质粒购自Santa Cruz。 

2.2.5.1 A20 过表达实验方案 

采用RFectSP悬浮细胞质粒DNA转染试剂将A20过表达载体转染入Th17细胞

和Jurkat细胞中，具体流程如下： 

(a) 转染前一天接种入六孔板并用2.5 mL完全培养基培养细胞，使细胞密度

在转染时维持在50%左右。 

(b) 将2 μg质粒DNA与250 μL不添加血清的培养基混合，轻弹混匀；同时将

转染试剂与250 μL不添加血清的培养基混合，室温孵育5分钟。 

(c) 将上述质粒DNA稀释液和转染试剂混合在一起，轻弹混匀，室温孵育20

分钟。 

(d) 将上述混合液加入到细胞培养基中，轻轻晃动培养板以混匀。 

(e) 培养细胞24小时后再次重复上述过程，继续培养细胞24小时后收取细胞

进行后续实验。 
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2.2.5.2 A20敲除实验方案 

采用RFectSP悬浮细胞质粒DNA转染试剂将A20的CRISPR敲除质粒转染入

Jurkat细胞中，具体流程如下： 

(a) 转染前一天接种入六孔板并用2.5 mL完全培养基培养细胞，使细胞密度

在转染时维持在50%左右。 

(b) 将1.5 μg的A20/TNFAIP3 CRISPR质粒和1.5 μg的A20/TNFAIP3 HDR质粒

(h2)同时与250 μL不添加血清的培养基混合，轻弹混匀；同时将转染试剂与250 μL

不添加血清的培养基混合，室温孵育5分钟。 

(c) 将上述质粒DNA稀释液和转染试剂混合在一起，轻弹混匀，室温孵育20

分钟。 

(d) 将上述混合液加入到细胞培养基中，轻轻晃动培养板以混匀。 

(e) 继续培养细胞，每48小时再次重复上述过程，重复三次，共培养细胞14

天，然后收集细胞进行后续检测。 

2.2.5.3 A20敲低实验方案 

采用RFectSP悬浮细胞小核酸转染试剂将genOFF st-h-TNFAIP3_001-003转染

入Th17细胞中，具体流程如下： 

(a) 转染前一天接种入六孔板并用2.5 mL完全培养基培养细胞，使细胞密度

在转染时维持在50%左右。 

(b) 将genOFF st-h-TNFAIP3_001-003各30 pmol与250 μL不添加血清的培养基

混合，轻弹混匀；同时将转染试剂与250 μL不添加血清的培养基混合，室温孵育

5分钟。 

(c) 将上述质粒DNA稀释液和转染试剂混合在一起，轻弹混匀，室温孵育20

分钟。 

(d) 将上述混合液加入到细胞培养基中，轻轻晃动培养板以混匀。 

(e) 培养细胞24小时后再次重复上述过程，继续培养细胞48小时后收取细胞

进行后续实验。 
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2.2.6流式细胞术分析 Jurkat细胞向 Th17 分化情况的方法 

(a) 将Jurkat细胞收集至1.5 mL离心管中，加入1 mL PBS重悬细胞，4℃ 800 g

离心5分钟，弃上清。 

(b) 加入500 μL冰预冷的固定剂重悬细胞后孵育10分钟。 

(c) 4℃ 800 g离心5分钟，弃上清。 

(d) 加入1 mL PBS重悬细胞，4℃ 800 g离心5分钟，弃上清。 

(e) 先加入500 μL流式染色缓冲液，再同时加入5μL的CD4 Monoclonal 

Antibody (RPA-T4), FITC, eBioscienceTM 和 5μL 的 CD196 (CCR6) Monoclonal 

Antibody (R6H1), APC, eBioscienceTM，轻弹并颠倒混匀后室温避光孵育1小时。 

(f) 4℃ 800 g离心3分钟，弃上清。 

(g) 加入500 μL流式染色缓冲液重悬细胞，轻弹并颠倒混匀后4℃ 800 g离心

3分钟，弃上清。 

(h) 加入300 μL流式染色缓冲液重悬细胞，用BD FACSAriaTM III设备(BD 

Biosciences, USA)采集数据，并使用FlowJo V10软件(Tree Star, USA)进行分析。 

2.2.7 酶联免疫吸附试验（ELISA）测定 IL-17A 分泌水平的方法 

基于Uncoated Human IL-17A（Interleukin 17A）ELISA Kit对血清和细胞培养

基中的IL-17A浓度进行检测。具体步骤如下： 

(a) 对于血清中IL-17A浓度的测定，首先用促凝管收集5 mL受试者外周血，

室温静置1小时后1000 g离心10分钟，取上层血清待用。 

(b) 对于细胞培养基中IL-17A浓度的测定，首先收集细胞，室温下800 g离心

3分钟，取上清待用。 

(c) 将血清和细胞培养上清样本用标准品&样品稀释液稀释10倍作为待测样

品。 

(d) 从冰箱中取出试剂盒，室温下放置30分钟，使试剂盒内试剂温度接近室

温。 

(e) 将试剂盒中的浓缩洗涤液用超纯水稀释25倍，配置成洗涤工作液。 

(f) 将标准品粉末10,000 g离心1分钟，加入1 mL标准品&样品稀释液，将其配
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制成1000 pg/mL的标准品工作液。 

(g) 将1000 pg/mL的标准品工作液倍比稀释成500、250、125、62.5、31.25、

15.63和0 pg/mL的工作液以建立标准曲线。 

(h) 使用前15分钟，将浓缩生物素化抗体800 g离心1分钟，再用生物素化抗体

稀释液将其稀释100倍。 

(i) 使用前15分钟，将浓缩HRP酶结合物800 g离心1分钟，再用酶结合物稀释

液将其稀释100倍。 

(j) 在酶标板上设置标准孔、空白孔和样本孔，分别加入100 μL的倍比稀释的

标准品、标准品&样品稀释液和待测样品。 

(k) 给酶标板覆膜，37℃孵育1.5小时。 

(l) 甩尽孔内液体。每个孔中加入100 μL生物素化抗体工作液，给酶标板覆膜，

37℃孵育1小时。 

(m) 甩尽孔内液体，在洁净的吸水纸上拍干。每孔加350μL洗涤工作液，浸

泡1分钟，甩掉酶标板内的液体，在洁净的吸水纸上拍干。重复此步骤3次。 

(n) 每孔加100 μLHRP酶结合物工作液，给酶标板覆膜，37℃孵育30分钟。 

(o) 甩尽孔内液体，洗板5次，方法如步骤m所述。 

(p) 每孔加90 μL底物溶液，给酶标板覆膜，37℃孵育20分钟。 

(q) 每孔加90 μL终止液，立即用Tecan Infinite M Nano酶标仪在450 nm波长

下测定各孔光吸收值。 

(r) 依据标准曲线计算各样品中IL-17A的浓度。 

2.2.8实时定量 PCR（qRT-PCR）测定 IL-17A mRNA 表达水平的

方法 

2.2.8.1 总 RNA提取 

基于RNA提取试剂盒（纯化柱型）进行总RNA提取，具体步骤如下： 

(a) 收集细胞，用1 mL冰预冷的PBS重悬细胞，4℃ 800 g离心3分钟，弃上清。 

(b) 用600 μL裂解液重悬细胞团，室温静置5分钟。 

(c) 将细胞裂解液转入gDNA去除柱，12,000g4℃离心30秒，丢弃gDNA去除
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柱，保留滤液。 

(d) 向滤液中加入等体积的70%乙醇，混匀后转入RNA纯化柱，12,000g4℃离

心30秒，弃滤液。 

(e) 向RNA纯化柱中加入500 μL Wash Buffer A，12,000g4℃离心30秒，弃滤

液。 

(f) 向RNA纯化柱中加入500 μL Wash Buffer B（用无水乙醇配制）12,000g4℃

离心2分钟，弃滤液。 

(g) 将RNA纯化柱插入新的无核酸酶1.5 mL离心管中，向柱中央加入50μL无

核酸酶水，室温静置3分钟。 

(h) 12,000g4℃离心2分钟，滤液即为RNA溶液。 

(i) 立即用Thermo Scientific公司生产的NanoDrop分光光度计测定RNA溶液

260 nm和280 nm处的吸光值。本研究所提取的RNA样品的OD260/OD280的比值均

在1.9-2.0的范围内，说明质量良好。 

2.2.8.2 反转录 

基于TransScript®One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix将

mRNA反转录为cDNA，具体步骤如下： 

(a) 将上述RNA溶液的浓度稀释至1 μg/μL。 

(b) 按照下表建立反转录反应体系： 

表2.3  反转录反应体系 

组分 体积（μL） 

总RNA溶液 1 

Anchored Oligo（dT）18 Primer（0.5 μg/μL） 1 

2×TS Reaction Mix 10 

TransScript®RT/RI Enzyme Mix 1 

无核酸酶水 7 

(c) 将上述反应体系轻弹混匀，用PCR仪42℃孵育15分钟。 

(d) 85℃加热5秒使TransScript® RT/RI失活。 

(e) 将所得产物稀释5倍，用于后续的qRT-PCR反应。 
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2.2.8.3 qRT-PCR 反应 

基于TransStart® Top Green qPCR SuperMix（+Dye I）进行qRT-PCR反应，具

体步骤如下： 

(a) 按照下表建立qRT-PCR反应体系： 

表2.4  qRT-PCR反应体系 

组分 体积（μL） 

稀释后的cDNA样品 1 

正向引物（10 μM） 0.4 

反向引物（10 μM） 0.4 

2×TransScript® Top/Tip Green qPCR SuperMix 10 

无核酸酶水 8.2 

 

(b) 采用两步法PCR程序进行qRT-PCR反应，即一个循环的94℃ 30秒和40个

循环的94℃ 5秒，60℃ 30秒（此步采集荧光信号）。 

(c) 以人源GAPDH作为内参，利用2-∆∆Ct公式评估靶基因mRNA相对水平。 

(d) 本研究qRT-PCR实验所用的引物信息如下表所示： 

表2.5  qRT-PCR反应所用引物信息 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

Human GAPDHqF TCATCAGCAATGCCTCCT 

Human GAPDHqR CATCACGCCACAGTTTCC 

Human IL17AqF CTGTCCCCATCCAGCAAGAG 

Human IL17AqR AGGCCACATGGTGGACAATC 

 

2.2.9 免疫印记评估目标蛋白表达水平的方法 

2.2.9.1 总蛋白提取 

(a) 收集细胞，用1 mL冰预冷的PBS重悬细胞，4℃ 800 g离心3分钟，弃上清。 

(b) 按每106个细胞100 μL的比例添加有1%蛋白酶抑制剂混合液（不含EDTA）
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的RIPA裂解缓冲液重悬细胞团。冰上放置20分钟，每5分钟涡旋一次。 

(c) 14,000g4℃离心5分钟，上清即为总蛋白溶液。 

2.2.9.2 总蛋白定量 

采用Omni-Easy™即用型BCA蛋白定量试剂盒对提取到的总蛋白进行浓度

测定。具体步骤如下： 

(a) 首先计算所需显色工作液的总体积，按每个样品的复孔需200 μL试剂A和

4 μL试剂B计算，并根据计算出的总体积配制显色工作液。 

(b) 取20 μL标准品1-8和用冰预冷PBS稀释5倍的待测蛋白样品（设置三个重

复）加入到96孔板中。 

(c) 每个待测孔加入200 μL显色工作液，盖上孔板盖，37℃孵育30分钟。 

(d) 用Tecan Infinite M Nano酶标仪在562 nm波长下测定各孔光吸收值。 

(e) 依据标准品建立标准曲线，计算各样品的总蛋白浓度。 

2.2.9.3 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE） 

(a) 清洗制胶用的玻璃板，组装制胶模具。 

(b) 首先采用Omni-Easy™一步法PAGE凝胶快速制备试剂盒制备PAGE凝胶。

本研究所用均为1 mm胶，因此下层胶配方为2.7 mL下层胶溶液、2.7 mL下层胶缓

冲液和60 μL改良型促凝剂；上层胶配方为0.75 mL下层胶溶液、0.75 mL下层胶缓

冲液和15 μL改良型促凝剂。 

(c) 下层胶配好后先灌注入制胶模具中，灌注至胶界面距离模具短玻璃板上

沿1.5 cm时停止，用移液器缓慢将上层胶灌注至下层胶之上，轻磕制胶模具，确

保上下层胶之间的界面平整，放置梳子。 

(d) 室温静置30分钟，拔除梳子。 

(e) 向全蛋白样品中按1/4体积加入Omni-Easy™速溶型蛋白上样缓冲液（变

性，还原型，5×）以及1×蛋白酶抑制剂，轻弹混匀并瞬时离心后，于98℃金属浴

中加热8分钟，使蛋白质变性。 

(f) 开始上样。每块胶的其中一个孔需要上10 μL蛋白分子量标准品。根据目

标蛋白的丰度，每个孔上20-100 μg全蛋白样品。 

(g) 向电泳槽中注入配制好的Tris/甘氨酸/SDS电泳缓冲液，恒压120 V开始电
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泳，待前端蓝紫色条带迁移至上下层胶界面后将电压调至160 V，直至电泳结束。 

2.2.9.4 转膜、封闭、抗体孵育与化学发光 

(a) 将0.22 μM孔径的聚偏二氟乙烯（PVDF）膜置于无水甲醇中浸泡5分钟，

同时将转膜所需的滤纸、转膜夹海绵垫等置于配制好的Omni-Flash™免冰浴快速

转膜缓冲液中平衡5分钟。 

(b) 依次将海绵垫、滤纸、PAGE胶、PVDF膜、滤纸、海绵垫放置到转膜夹

的负极侧，形成“三明治”样。将转膜夹放入转膜槽中，恒流400 mA转膜35分钟。 

(c) 将转印好的PVDF膜置于用1×TBST配制的5%脱脂奶粉溶液中室温封闭1

小时。 

(d) 用1×TBST洗膜三次，每次5分钟。 

(e) 将PVDF膜置于用5%脱脂奶粉溶液配制的一抗溶液中，室温孵育2小时或

4℃孵育过夜。 

(f) 用1×TBST洗膜三次，每次5分钟。 

(g) 将PVDF膜置于用5%脱脂奶粉溶液稀释5000倍的山羊抗小鼠或山羊抗兔

辣根过氧化物酶偶联二抗，室温孵育1小时。 

(h) 用1×TBST洗膜三次，每次5分钟。 

(i) 用Tanon™ High-sig ECL化学发光底物对目的蛋白进行化学发光显影。 

(j) 用ImageJ v. 1.53进行免疫印迹条带灰度分析，从而对蛋白条带进行相对

定量。 

本研究中免疫印记实验所用抗体稀释倍数见下表2.6。 

表2.6  免疫印记实验所用抗体信息 

抗体名称 稀释倍数 

TNFAIP3 Rabbit mAb 1:1000 

IL-17A Polyclonal Antibody 1:1000 

ROR gamma Monoclonal Antibody  1:1000 

STAT3 Rabbit mAb 1:500 

Ubiquitin Monoclonal Antibody (Ubi-1) 1:500 

GAPDH Rabbit Polyclonal Antibody 1:2000 
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2.2.10 免疫共沉淀（Co-IP）分析蛋白间相互作用或泛素化修饰的方

法 

采用经典Protein A/G免疫(共)沉淀试剂盒进行免疫共沉淀实验。详细步骤如

下： 

(a) 收集细胞，用1 mL冰预冷的PBS重悬细胞，4℃ 800 g离心3分钟，弃上清。 

(b) 重复上述步骤。对细胞团称重，按10 μL/mg细胞团的比例加入裂解/漂洗

缓冲液并加入1×蛋白酶抑制剂，轻弹混匀，冰上孵育20分钟。 

(c) 14,000g4℃离心10分钟，将上清转移至冰预冷的新离心管中。 

(d) 用2.7.2部分所述方法对上清裂解液进行蛋白定量。 

(e) 将含有200 μg蛋白的上清裂解液转移至冰预冷的新离心管中，加入5 μg抗

体，混匀后置于翻转混合仪上4℃孵育过夜。本研究所用两种免疫沉淀抓取抗体

为STAT3 Monoclonal Antibody (9D8)以及TNFAIP3 Monoclonal Antibody (59A426)。 

(f) 用移液器轻柔吸打Protein A/G磁珠，随后取30 μL磁珠悬液置于冰预冷的

1.5 mL离心管中。 

(g) 向磁珠悬液中加入500μL裂解/漂洗缓冲液，用移液器轻柔吹打混匀后，

在磁力架上静置2分钟，随后吸弃上清。 

(h) 重复步骤g一次。 

(i) 用500μL步骤e中所得抗原-抗体混合液重悬磁珠，混匀后置于翻转混合仪

上4℃孵育过夜。 

(j) 在磁力架上静置2分钟，随后吸弃上清。 

(k) 加入500μL裂解/漂洗缓冲液，用移液器轻柔吹打混匀后，在磁力架上静

置2分钟，随后吸弃上清。 

(l) 重复步骤k两次。 

(m) 加入100μL含有蛋白酶抑制剂的1×Omni-Easy™速溶型蛋白上样缓冲液，

涡旋混匀。 

(n) 于98℃金属浴中加热8分钟，冷却后在磁力架上静置2分钟，随后收集上

清，进行免疫印记分析。 
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2.2.11 基因组 DNA 的提取方法 

基于血液/组织 DNA 磁珠法提取试剂盒说明书进行基因组 DNA 提取，具体

步骤如下： 

(a) 取 200 μL 全血样品充分混匀后加入离心管中，取 20 μL 蛋白酶 K 加入

血中。 

(b) 加入 200 μL 裂解液 BL。漩涡震荡混匀，70℃孵育 15min，中间涡旋振

荡 2次。 

(c) 孵育结束后瞬时离心，加入 450 μL无水乙醇和 30 μL磁珠 BC，漩涡震

荡混匀，于翻转摇匀仪上 50 rpm速度翻转 10 min，进行 DNA吸附。 

(d) DNA吸附之后，旋涡震荡混匀磁珠，将离心管置于磁力架上，静置磁力

架磁吸至溶液澄清，弃去上清液。 

(e) 加 700 μL洗涤液 BW1（已加乙醇），漩涡震荡 1min，将离心管置于磁

力架上至溶液澄清，弃去上清液。 

(f) 加 700 μL洗涤液 BW1（已加乙醇），按上个步骤洗涤一次。 

(g) 加 800 μL80%乙醇溶液，按步骤 4洗涤一次。 

(h) 将离心管置于磁力架上，室温开盖干燥 5-10 分钟至无乙醇残留。 

(i) 加入 50 μL洗脱液 CE，充分混匀，在 56℃温浴 10 min 进行 DNA洗脱，

中间涡旋振荡混匀 1次。 

(j) 洗脱结束后混匀磁珠，磁吸至溶液澄清，小心吸取上清，检测 DNA 浓

度，存放于-20℃保存备用。 

2.2.12 TaqMan实时定量 PCR 法鉴定 SNP 位点的基因型 

(a) 按 2.2.11 基因组 DNA提取方法提取样本全基因组 DNA。 

(b) 在 UCSC Genome Browser找到 rs7749323 和 rs10499194 位点上下游 250 

bp 基因组 DNA序列，用 Primer Express 3.0.1 进行引物和探针的设计，信息如

下表所示： 

 

表2.7  rs7749323和rs10499194引物及探针信息 
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分类 序列（5′-3′） 

rs7749323  

Forward primer GAGATTCAGATTTAATTTGCCTAAGACA 

Reverse primer TCTAGAGTGGTAGACCATGGAATCC 

probe 1 FAM-ATCGTGGATGGATG 

probe 2 HEX-TGATCGTGGATGGGTGT 

rs10499194  

Forward primer GCTATCAGTTTCATTACCTAAGAAATAGAGAC 

Reverse primer CAACGGATAAGCAATCAGACCA 

probe 1 FAM- AATGTGTTCAACCCTTT 

probe 2 HEX- CAAATGTGTTTAACCCTTT 

(c) 按照下表建立 TaqMan实时定量 PCR 反应体系： 

表2.8  TaqMan实时定量PCR反应体系 

试剂 使用量 

2×Taq Man Genotyping Master Mix 5.00μL 

PCR Forward Primer （50μM） 0.18μL 

PCR Reverse Primer （50μM） 0.18μL 

Risk -Probe（10μM） 0.25μL 

Non-risk-Probe（10μM） 0.25μL 

Template gDNA（5μg/μL） 4.00μL 

无核酸酶水 0.14μL 

(d) 采用两步法 PCR 程序进行 qRT-PCR 反应，即一个循环的 95℃ 30秒和

40个循环的 95℃ 5秒，60℃ 30秒（此步采集荧光信号）。 

(e) 结果分析：X 轴、Y 轴分别为 HEX 和 FAM荧光相对强度，根据样品孔

的两种荧光值可得到散点分布图（如图 2.1）。如图 2.1所示，rs10499194 位点绿

色矩形框代表 C/C 基因型, 红色矩形框代表 C/T 基因型，绿色矩形框代表 T/T 基

因型，黄色矩形框代表未扩增出荧光的样品孔。 
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图2.1  双色荧光散点分布图 

2.2.13 双荧光素报告基因法分析 TNFAIP3单核苷酸多态性对其转

录活性的影响 

2.2.13.1 重组质粒的构建 

设计引物扩增出 TNFAIP3-promotor 目的基因片段，然后对其和荧光素酶报

告基因载体 pGL3 用 Hind III 和 Nco I酶双酶切，构建 pGL3-TNFAIP3-promotor

重组质粒。 

以携带 TNFAIP3 基因 rs7749323 位点突变 A/A 的强直性脊柱炎患者基因组

DNA 为模版，在 TNFAIP3 基因 rs7749323 位点上下游各 100 bp左右设计引物，

扩增出包含 rs7749323 位点 A/A突变的目的 DNA片段，用 KpnI 和 Sac I酶双酶

切目的 DNA 片段和 pGL3-TNFAIP3-promotor，将目的 DNA 片段插在重组质粒

的 TNFAIP3 启动子之前，得到能反应 AS 患者 rs7749323 位点 A/A 基因型对

TNFAIP3 转录活性影响情况的重组质粒，并标记为 pGL3-A/A-TNFAIP3-promotor

重组质粒；同理构建了反应 AS 患者 rs7749323 位点 G/G 基因型对 TNFAIP3 转

录活性影响的 pGL3-G/G-TNFAIP3-promotor 重组质粒。依照上述方法，用 Sac I

和 Xho I双酶切获得反应 AS 患者 rs10499194 位点 C/C 和 T/T 基因型对 TNFAIP3
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转录活性影响的 pGL3-C/C-TNFAIP3-promotor、pGL3-T/T-TNFAIP3-promotor 重

组质粒。在 pGL3-TNFAIP3-promotor 质粒同样的位置插入一段无序序列作为对

照，标记为 pGL3-control-TNFAIP3-promotor。其中 PCR扩增引物信息如下表 2.8

所示： 

表2.9  荧光素酶实验引物信息 

分类 序列（5′-3′） 

rs7749323 位点  

EN-323-F GTACTTCTCAACAAGATGACTAGTG 

EN-323-R CACGTTGATTTGAGAATGAAGCAG 

rs10499194 位点  

EN-194-F TCTAGTATGCTCATTACCCACCTTGAA 

EN-194-R GATAAGCAATCAGACCACACAGTT 

TNFAIP3-Promoter  

TNFAIP3-Pro-F CCCAAGCTTACATGACTCACCCTCCCTGTGCAACGCAT 

TNFAIP3-Pro-R CATGCCATGGATCCATGTGGAAATCGCGGTGATGGGAACT 

 

2.2.13.2 在 HEK-293T 中转染 2.2.13.1 中构建的 5个重组质粒 

在 HEK-293T 中转染重组质粒的具体步骤如下： 

(a) 将细胞密度达 80%状态良好的 HEK-293T 细胞，经 PBS 清洗，胰酶消化

后传代铺板，细胞密度为 1×105个/ml。 

(b) 24 h后细胞贴壁，显微镜下观察状态，若状态良好，用 1×PBS 清洗细胞

2 次（注意清洗时要轻柔，以免将细胞吹起），给细胞换上新鲜的培养基（含

10%FBS）。 

(c) 将 5 μg 的质粒和 15 μL PEI 分别加入 200 μL 的 Opti-MEM涡旋混匀，室

温静置 5 min。 

(d) 将上述步骤的质粒和 PEI混匀，室温放置 30 min，加入已换好培养液的

细胞中。 
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(e) 以海肾荧光素酶基因（renilla luciferase，Rluc）作为共转染的对照即内参，

分别与以上 5 种重组质粒共转染 HEK-293T 细胞。 

(f) 37℃，5%CO2 的培养箱培养 48小时后，荧光显微镜观察看转染效率后，

用 10 mL PBS 清洗 2次，胰酶消化，收集细胞沉淀。 

2.2.13.3 双荧光素酶基因检测方法 

(a) 用双蒸水稀释 5×Lysis Buffer 至 1×Lysis Buffer，先用现配。 

(b) 每个样本管中加入 500 μL 1×Lysis Buffer，在旋转仪上室温裂解 15min，

12000 rmp/min离心 1min后收集上清至新 EP管中。 

(c) 取上清液 20 μL 加入到另一干净的 EP管中，加入 100 μL荧光素酶检测

试剂 II（LAR II），检测萤火虫荧光素酶的活性，然后向检测管中加入 100 μL 

Stop＆Glo试剂，猝灭上一级荧光并海参荧光素酶活性。 

2.2.14 细胞活力检测方法 

采用CCK-8试剂盒对GA3处理后Th17细胞的活力进行检测，具体步骤如下： 

(a) 将10,000个Th17细胞接种入96孔板，每孔加100 μL培养基。 

(b) 用相应浓度的GA3处理48小时后，每孔加入10 μL的CCK-8溶液，轻弹板

沿混匀后继续培养细胞2小时。 

(c) 用Tecan Infinite M Nano酶标仪在450 nm波长下测定各孔光吸收值。 

(d) 根据对照组和空白组吸光值计算处理组的相对吸光值，即相对细胞活力。 

2.2.15 细胞内活性氧水平检测方法 

采用Elabscience®活性氧荧光法测试盒对GA3处理后Th17细胞内的活性氧积

累水平进行检测，具体步骤如下： 

(a) 收集细胞，用1 mL的PBS重悬细胞，室温800 g离心5分钟，弃上清。 

(b) 用适量试剂一工作液重悬细胞，使细胞悬液密度为3×105个/mL。 

(c) 37℃，避光孵育1小时，每10分钟取出细胞悬液轻弹混匀一次。 

(d) 室温800 g离心10分钟，用不含血清的培养基按a步骤所述洗涤细胞3次。 

(e) 最后一次用不含血清的培养基重悬细胞后，用Tecan Infinite M Nano酶标
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仪测定500 nm激发波长/520 nm发射波长条件下的荧光值。 

(f) 根据对照组和空白组（无细胞）荧光值计算GA3处理组的相对活性氧积累

水平。 

2.2.16 利用 LC-MS3策略检测血液中药物浓度方法的构建 

2.2.16.1 LC-MS3相关实验条件与参数设定 

色谱系统由岛津UFLC XR系统组成，该系统具有40℃柱温箱、4℃自动取样

器和两个二元泵。使用ACQUITY UPLC HSS T3色谱柱（2.1×100 mm，1.8 m）

分离卡马西平和卡马西平-D2N15，用溶剂A（0.1%甲酸水溶液）和溶剂B （0.1%

甲酸乙腈溶液）进行梯度洗脱，流速为0.25 mL/min。洗脱梯度为：0-2.0分钟，50%

至50%溶剂B；2.0-3.0分钟，50%到65%溶剂B；3.0-3.5分钟，65%至75% 溶剂B；

3.5-4.0分钟，75%至90%溶剂B；4.0-4.5分钟，90%到90%溶剂B；4.5-4.6分钟，90%

到50%溶剂B；4.6-7.0分钟，50%到50%溶剂B。 

串联质谱采用Q-Trap 5500的正离子模式电喷雾电离。在MS3模式下，产物离

子可以在一定条件下在离子阱中富集并且分裂成第二代产物离子-孙离子，被检

测器检测。监测卡马西平的离子对如下：m/z 237.0→220.0→192.0；监测卡马西

平-D2N15的离子对如下：m/z 240.1→196.2→181.0。监测选择性孙离子的质量范

围窗口为1.0 Da。采用1.0 μg/mL卡马西平标准溶液优化质谱条件。 

2.2.16.2校准品与质控样品的准备 

卡马西平的储备溶液（1.00 mg/ml）用甲醇配置。将空白血浆加入储备溶液

中，得到0.50、1.00、2.00、5.00、10.0、15.0、30.0 μg/mL的标准系列溶液。用同

样的方法，制备了三个质控样品，终浓度分别为1.00 μg/mL、5.00 μg/mL、15.0 

μg/mL。用卡马西平-D2N15的甲醇储备溶液（1.00 mg/ml）制备内标工作溶液，用

甲醇与水比例为50：50（v/v）的甲醇水溶液将其稀释至10.0 μg/mL，作为内标工

作溶液。 

2.2.16.3待测样品准备 

室温下在水浴锅中解冻冷冻的血浆样品。在1.5 mL EP管中一次加入5 μL血

浆、5μL内标工作溶液和1000 μL甲醇，涡旋混匀1分钟，并在4℃下以12000 rpm
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的转速离心5分钟。取2 μL的上清液注入LC-MS系统。 

2.2.16.4 分析方法验证 

LC-MS3分析方法的验证是基于美国食品和药品监督管理局的生物样品分析

方法指导原则。采用6种不同的空白血浆样品、浓度-响应关系以及适当的加权

方案和回归方程来考察该分析方法的选择性。以分析物峰面积比为基础，以

1/x2为标准曲线权重指标，采用线性最小二乘回归法进行线性检验。方法确证

采用三个分析批，每个分析批中有两条标准曲线和低中高三个浓度（每个浓度6

个重复）的质控样品。通过分析质量控制样品验证分析方法日内和日间的精密

度和准确度。 

测得的定量下限的准确度为±20%，精密度为15%。通过比较标准溶液中分析

物和内参的峰面积与提取后样品的峰面积来验证基质效应。回收率是通过比较质

量控制样品的峰面积与提取后的空白血浆在一定浓度下的峰面积来确定的。质量

控制样品在-70℃下保存14天，在25℃下解冻1小时，此为一个冻融循环。经过三

次冻融循环后，我们验证了样品的稳定性。此外我们还对4℃条件下保存在自动

进样器小瓶中6小时的分析物稳定性进行了检测。 

2.2.16.5卡马西平血药浓度监测 

为了证明这种分析方法的适用性，选择接受卡马西平干预的癫痫患者作为本

研究的受试者，分析他们的血浆样品卡马西平的浓度。每天早上服用卡马西平前

采集患者血样。这项研究是由独立的伦理委员会批准的。所有受试者签署知情同

意书。通过定量分析患者血浆样本中的卡马西平浓度来评价该方法的临床适用性。 

2.2.17 数据处理与分析 

实验数据分析使用Student’s t检验和方差检验，P值小于0.05即认为差异显

著。采用GraphPad Prism6.0 统计分析并绘制统计图，流式数据采用Flowjo分析

数据并作图。采用Analysis1.6.3软件（Sciex, Concord, ON, Canada）、Microsoft 

2010 （Microsoft, Redmond, WA, USA）和MedCalc Version 15.2.2（MedCalc 

software Ltd., Beijing, China）对数据进行采集、处理和图形展示。使用Bland-

Altman分析和Passing-Bablok回归评估由质谱多反应监测和MS3策略检测到的卡
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马西平浓度之间的一致性。如果多于67%的样本的差异在1.96倍标准差以内，则

认为该检测的两种方法是一致的。卡马西平的血浆浓度分别根据质谱多反应监

测和MS3数据计算。 
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第 3 章结果与讨论 

3.1 实验结果 

3.1.1 强直性脊柱炎患者表现出炎症因子释放紊乱 

强直性脊柱炎是一类免疫疾病，其发生发展与免疫细胞稳态失衡和炎症因子

释放紊乱密切相关，我们首先采用酶联免疫吸附实验比较了强直性脊柱炎患者与

健康对照血清中 Th 细胞相关细胞因子的浓度。如下图 3.1 所示，与健康对照相

比，强直性脊柱炎患者血清中的 IL-17A（p=0.0268）、IFNγ（p=0.0193）、IL-

2（p=0.0493）和 IL-6 等细胞因子的浓度显著升高，其中 IL-6 的差异极为显著

（p<0.0001）。血清 IL-10 的浓度略有升高，IL-4 的浓度降低，TNF-α浓度升高，

但这些指标的差异均未见明显差异。这些结果表明相比于健康对照，强直性脊柱

炎患者的确发展出了炎症因子释放紊乱的现象。 
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图 3.1  强直性脊柱炎患者（AS）和健康对照（HC）血清中 Th 相关细胞因子

的浓度 
Figure 3.1 Concentrations of Th-related cytokines in serum of patients with 

ankylosing spondylitis (AS) and healthy controls (HC) 
Th-related cytokine concentrations in peripheral blood serum of patients with ankylosing 

spondylitis (n=46) and healthy controls (n=44) were detected by ELISA. Student's t test was used 

to compare the differences between the groups, p value less than 0.05 was considered significant. 

Error bars donate SEM.  
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3.1.2 强直性脊柱炎患者外周血中 Th17细胞比例升高 

从上文的介绍可以看出，Th17 细胞及其分泌的多种细胞因子，特别是 IL-17，

在强直性脊柱炎发生发展的病理机制中扮演着重要的角色。我们已经发现了强直

性脊柱炎患者血清中 IL-17A 的水平较健康对照而言显著增加，那么这是否是由

Th17 细胞比例升高所导致的呢？接下来，我们采用流式细胞术分析了健康对照

和强直性脊柱炎患者外周血中多种 Th 细胞的比例。如图 3.2 所示，与健康对照

相比，强直性脊柱炎患者外周血中 Th17 细胞比例的确显著升高了（p=0.0076）。

此外我们还发现相比于健康对照，强直性脊柱炎患者外周血中 Th1 和 Th2 细胞

比例均略降低，但 Th1/Th2 比值升高了。上述实验结果说明强直性脊柱炎患者血

清中 IL-17A浓度的升高的确是由 Th17 细胞比例增加所导致的。 

 

 

图 3.2  强直性脊柱炎患者（AS）和健康对照（HC）外周血中 Th 细胞的比例 

Figure 3.2 Proportion of Th cells in peripheral blood of patients with ankylosing 

spondylitis (AS) and healthy controls (HC) 
The proportion of Th cells in peripheral blood of patients with ankylosing spondylitis (n=42) 

and healthy controls (n=38) was analyzed by flow cytometry. Monoclonal antibodies CD3, CD4, 
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CD183 and CD196 were used to label and identify Th1, Th2 and Th17 cells. Data were collected 

by BD FACSAriaTMIII device and analyzed by FlowJo V10 software. Student's t test was used to 

compare the differences between the groups, p value less than 0.05 was considered significant. Error 

bars donate SEM.  

3.1.3 强直性脊柱炎患者外周血 Th17细胞中 A20 的表达降低 

A20与多种炎症相关疾病的发生有密切关系。那么，A20 是否与 Th17 细胞

的分化以及强直性脊柱炎的发生相关呢？为探寻A20 在 Th17分化及强直性脊柱

炎发生发展中的作用，我们用基于磁珠分选技术从健康人和强直性脊柱炎患者的

外周血中分离出了总 T 细胞和 Th17 细胞，并基于流式细胞术检测了总 T 细胞和

Th17 细胞中 A20蛋白表达的情况。实验结果表明，相比于健康对照，强直性脊

柱炎患者总 T 细胞中 A20 的蛋白表达并无显著变化，但 Th17 细胞中 A20 的蛋

白表达显著减少（p=0.0137）（图 3.3）。 

 

 
图 3.3  健康对照（HC）和强直性脊柱炎患者（AS）外周血总 T 细胞和

Th17 细胞中 A20 的表达水平 

Figure 3.3 A20 expression levels in total T cells and Th17 cells in peripheral blood of 

healthy controls (HC) and ankylosing spondylitis patients (AS) 
Total T cells and Th17 cells were isolated from peripheral blood of healthy controls (n=10) 

and ankylosing spondylitis patients (n=10) by magnetic bead-based sorting technique, and then the 

isolated total T cells and Th17 cells were labeled with A20 monoclonal antibody. The expression 

level of A20 protein (MFI) in total T cells and Th17 cells was determined by flow cytometry. (A) 

A20 expression level in total T cells of HC and AS and (B) A20 expression level in Th17 cells of 
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HC and AS. Data were collected by BD FACSAriaTMIII device and analyzed by FlowJo V10 

software. Student's t test was used to compare the differences between the groups, p value less than 

0.05 was considered significant. Error bars donate SEM.  

3.1.4 A20 可负调控人外周血 Th17细胞中 IL-17 的分泌和表达 

上述实验结果表明强直性脊柱炎患者外周血中 Th17 细胞比例升高，IL-17 分

泌增多，且 Th17 细胞中的 A20 表达显著减少。那么，A20 是否能直接调控 IL-

17 分泌、表达以及 Th17 细胞分化呢？我们首先通过在人外周血来源的原代 Th17

细胞中敲低和过表达 A20并考察 IL-17 分泌水平以及 mRNA 和蛋白表达的变化

来探究 A20 是否可以调控 IL-17 的分泌和表达。如图 3.4 所示，当在原代 Th17

细胞中过表达 A20时，IL-17 的分泌量、mRNA水平和蛋白丰度均显著减少。相

反，当在原代 Th17 细胞中利用 siRNA技术敲低 A20时，IL-17 的分泌量、mRNA

水平和蛋白丰度均显著增加。这些结果表明 A20 可负调控 IL-17 的分泌，且这可

能是通过在转录水平上抑制 IL-17 的表达来实现的。 
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图 3.4  A20 可负调控人外周血 Th17 细胞中 IL-17 的分泌和表达 

Figure 3.4 A20 can negatively regulate the secretion and expression of IL-17 in Th17 

cells of human peripheral blood 
A20 was knocked down and overexpressed in primary Th17 cells derived from human 

peripheral blood, and the changes of IL-17 secretion level (A), mRNA expression level (B) and 

protein expression level (C) were investigated. Empty A20 vector and overexpressed vector were 

transfected into Th17 cells using RFectSP plasmid DNA transfection reagent. genOFF st-h-

TNFAIP3_001-003 was transfected into Th17 cells using RFectSP suspension cell small nucleic acid 

transfection reagent. Cells and media were collected to detect changes in IL-17 secretion levels and 

mRNA and protein expression levels. ANOVE test, n=3 or 4 biologically independent experiments, 

p value less than 0.05 was considered significant. Error bars donate SEM. 
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3.1.5 A20 可抑制 Th17 分化 

IL-17 是 Th17 细胞的主要效应因子。我们在前一部分观察到 A20 可在 Th17

细胞中负调控 IL-17 的分泌和表达，那么，A20 是否还可以负调控 Th17 的分化

呢？如前文所述，Jurkat 细胞系可被当作原型 T 细胞使用，是研究 T 细胞中分子

调控机制的理想模型。因此，为了研究 A20 表达对 Th17 分化的影响，我们构建

了 A20 敲除的 Jurkat 细胞株，并基于流式细胞术考察了 A20 敲除是否可诱导

Th17 分化。如图 3.5所示，在未敲除 A20时 Jurkat 细胞群中 CCR6+CD4+细胞的

比例很低，而在 A20敲除后，CCR6+CD4+细胞的比例显著上升（p=0.0006）。

CCR6+CD4+是 Th17 细胞的标志，因此这些结果说明 A20敲除可促进 Jurkat 细

胞向 Th17方向分化。 

图 3.5  A20 敲除可促进 Jurkat 细胞向 Th17 方向分化 

Figure 3.5 A20 knockout can promote the differentiation of Jurkat cells into Th17 

The CRISPR knockout plasmid of A20 was transfected into Jurkat cells using RFectSP 

suspended cell plasmid DNA transfection reagent. Stable knockout strains were obtained after 14 

days of cell culture. To investigate whether A20 knockout can induce Th17 differentiation, CD4 

and CD196 (CCR6) monoclonal antibody markers were used to detect CD4+CCR6+ cells by flow 

cytometry. In this experiment, the data were collected by BD FACSAriaTMIII device and analyzed 

by FlowJo V10 software. Student's t test was used to compare the differences between the 
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groups, n=3 biologically independent experiments, p value less than 0.05 was considered significant. 

Error bars donate SEM. 

随后我们检验了 A20敲除对于 Jurkat 细胞 IL-17A 分泌和转录的影响，发现

相比于未敲除对照组，A20敲除组 IL-17A 的 mRNA 表达水平（p<0.0001）以及

IL-17A 的分泌水平（p=0.0002）均显著上升（图 3.6）。以上数据共同说明 A20

可抑制 IL-17A水平以及 Th17 细胞分化。 

图 3.6  A20 敲除可增加 IL-17 的转录与分泌 
Figure 3.6 A20 knockout can increase IL-17 transcription and secretion 

 (A) ELISA was used to detect IL-17A secretion level in medium of stable Jurkat cells with 

A20 knockout, n=4 biologically independent experiments. (B) Real-time qPCR was used to detect 

IL-17A mRNA expression level of stable Jurkat cells with A20 knockout, n=3 biologically 

independent experiments. Student's t test was used to compare the differences between the groups, 

p value less than 0.05 was considered significant. Error bars donate SEM. 

3.1.6 STAT3 可能是 A20 调控 Th17 分化的关键转录因子 

如前文所述，RORγt 和 STAT3 是在调控 Th17 分化中扮演最重要角色的两个

转录因子。A20并非转录因子，其本身并不能调控基因的表达水平，但它既有去

泛素化酶活性又有泛素化酶活性和 E3泛素连接酶活性。那么 A20 是否可通过调

控 RORγt 和 STAT3二者之一来调控 Th17 分化呢？基于 A20敲除的 Jurkat 细胞

株以及 A20瞬时过表达实验，我们探究了 A20敲除和过表达对 RORγt 和 STAT3

转录因子蛋白水平的影响。如图 3.7 所示，相比于对照组，A20 敲除后 RORγt

A B 
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（p=0.007067）、STAT3（p=0.004191）和 IL-17（p=0.002414）的蛋白水平均显

著上升。 

  
图 3.7  A20 敲除后 RORγt、STAT3 和 IL-17 的蛋白水平变化 

Figure 3.7 Changes of RORγt, STAT3 and IL-17 protein levels after A20 knockout 

The CRISPR knockout plasmid A20 was transfected into Jurkat cells using RFectSP suspended 

cell plasmid DNA transfection reagent, and the protein expression levels of RORγt, STAT3 and 

IL-17A were detected by Western Blot. Student's t test was used to compare the differences between 

the groups, n=3 biologically independent experiments, p value less than 0.05 was considered 

significant. Error bars donate SEM. 

 

然而 A20 过表达实验则显示，相比于对照组，A20 过表达后 RORγt 的蛋白

水平并无显著变化，而 STAT3（p=0.009494）和 IL-17（p=0.001273）的蛋白水平

则显著降低（图 3.8）。这些结果说明 A20并非是通过 RORγt来调控 Th17 分化

的，而 STAT3则可能是介导 A20 调控 Th17 分化的关键转录因子。 

-90 

-18 

-37  

kDa 

-58  

-86  



吉林大学博士学位论文 

58 
 

图 3.8  A20 过表达后 RORγt、STAT3 和 IL-17 的蛋白水平变化 

Figure 3.8 Changes of RORγt, STAT3 and IL-17 protein levels after A20 

overexpression 

The empty A20 vector and overexpressed A20 vector were transfected into Jurkat cells 

using RFectSP suspended cell plasmid DNA transfection reagent, and the protein expression levels 

of RORγt, STAT3 and IL-17A were detected by Western Blot. Student's t test was used to compare 

the differences between the groups, n=3 biologically independent experiments, p value less than 

0.05 was considered significant. Error bars donate SEM. 

3.1.7 A20 可通过介导 STAT3 的泛素化-蛋白酶体降解从而负调控

STAT3 

接下来我们探究了 A20 是否可以调控 STAT3 的表达，如果可以，又是通过

什么机制来实现的。如前文所述，A20同时具备去泛素化酶和 E3泛素连接酶的

活性，而之前研究中我们又发现 A20与 STAT3 的表达呈相反变化趋势。因此我

们推测 A20 可通过其 E3泛素连接酶活性介导 STAT3 的泛素化-蛋白酶体降解。

E3 泛素连接酶介导靶蛋白降解的前提是二者需要存在蛋白间相互作用，因此我

们首先通过免疫共沉淀实验考察了在 Th17 和 Jurkat 细胞中 A20 和 STAT3 之间

是否存在相互作用。如图 3.9所示，在 Th17 和 Jurkat 细胞中，在用 A20 作为抓
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取抗体时能在免疫复合物中检测到 STAT3 的存在，而在用 STAT3 作为抓取抗体

时同样能在免疫复合物中检测到 A20 的存在。这证明二者之间的确存在相互作

用。 

 

 

图 3.9  Th17 和 Jurkat 细胞中 A20 和 STAT3 之间的相互作用研究 

Figure 3.9 Study of the interaction between A20 and STAT3 in Th17 and Jurkat cells 

The interaction between A20 and STAT3 in Th17 and Jurkat cells was investigated by 

immunocoprecipitation (Co-IP) assay. In Th17 and Jurkat cells, (A) STAT3 was detected in the 

immune complex when A20 was used as a fetching antibody. (B) The presence of A20 was also 

detected in the immune complex when STAT3 was used as a fetching antibody. 

 

接下来我们考察了 A20 是否能够介导 STAT3 的泛素化。我们在 Th17 细胞

中以 STAT3 为抓取蛋白，以泛素分子作为待测靶标，利用免疫共沉淀技术比较

了 A20 过表达前后 STAT3 的泛素化情况。如图 3.10所示，与空载对照组相比，

过表达 A20 的 Th17 细胞中 STAT3 蛋白表达水平下降，但泛素化水平升高，即

在 Th17 细胞中过表达 A20 可以增加 STAT3 泛素化。我们已经证明了 A20 和

STAT3之间存在相互作用。因此可以得出结论：A20 能够介导 STAT3 的泛素化。 
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图 3.10  Th17 细胞中 A20 过表达可增加 STAT3 的泛素化 

Figure 3.10 Overexpression of A20 in Th17 cells increases the ubiquitination of 

STAT3 

In Th17 cells, STAT3 as grabber protein and ubiquitin molecule as target, the ubiquitination 

of STAT3 before and after A20 overexpression was compared by co-immunoprecipitation 

technique. 

 

作为一种可调控蛋白表达水平的翻译后修饰机制，泛素化可引导底物蛋白被

蛋白酶体所降解[200]。那么，A20 介导的 STAT3泛素化修饰是否会导致其被蛋白

酶体降解呢？我们用MG132这种蛋白酶体活性抑制剂处理了A20过表达的Th17

细胞，以考察蛋白酶体活性的抑制是否能够挽救 A20 过表达所引起的 STAT3 表

达水平降低，从而完善 A20 对于 STAT3 的调控机制。我们发现，相比于转染空

载质粒的对照组，A20 过表达的 Th17 细胞中 IL-17A（p=0.00016）和 STAT3

（p=0.0001）的表达均显著降低。在用 MG132处理 A20 过表达的 Th17 细胞后，

IL-17A 和 STAT3 的表达均提升到了与对照组相当甚至略高的水平（图 3.11）。 
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图 3.11  MG132 处理可挽救 A20 过表达引起的 STAT3 和 IL-17A 表达水平降低 

Figure 3.11 MG132 treatment can save the decreased expression levels of STAT3 and 

IL-17A caused by A20 overexpression 

In order to improve the regulation mechanism of A20 on STAT3, the A20-overexpressed Th17 

cells were treated with MG132 proteasome activity inhibitor, and the expression levels of STAT3 

and IL-17A were compared with the empty plasmid group of Th17 cells and the A20-overexpressed 

group. ANOVE test, n=3 biologically independent experiments, p value less than 0.05 was 

considered significant. Error bars donate SEM.  

 

随后我们又检测了在 A20 过表达的情况下加入 MG132处理对 IL-17A 的转

录和分泌是否同样有挽救作用。qRT-PCR 和 ELISA实验结果表明，与转染空载

质粒的对照组相比，A20 过表达组 IL-17 的 mRNA 表达水平和 IL-17 的分泌水平

均显著下降（p<0.0001 和 p=0.0074）（图 3.12）。而在过表达 A20 的同时用 MG132

处理则可使 IL-17 的 mRNA 表达水平和分泌水平均显著回升，甚至显著高于对

照组的水平（p=0.0044 和 p=0.0012）（图 3.12）。以上实验结果表明，在 A20 过

表达的情况下加入MG132处理对 IL-17A 的转录和分泌的确有挽救作用。 
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图 3.12  Th17 细胞过表达 A20 及过表达 A20 同时用 MG132 处理后 IL-17A 的

mRNA 表达水平及分泌水平 

Figure 3.12 mRNA expression and secretion levels of IL-17A in Th17 cells after 

overexpression of A20 and overexpression of A20 with MG132 treatment 

After MG132 proteasome activity inhibitor treatment of A20-overexpressed Th17 cells, 

compared with the empty plasmid group of Th17 cells and the A20-overexpressed group, (A) 

ELISA assay was performed to detect IL-17A secretion in the medium, which was independently 

repeated for 4 times; (B) The transcription of IL-17A in Th17 cells was detected by RT-qPCR assay, 

which was independently repeated 3 times. ANOVE test, p value less than 0.05 was considered 

significant. Error bars donate SEM.  

 

综合以上数据，我们得出结论：A20 可通过介导 STAT3 的泛素化-蛋白酶体

降解从而负调控 STAT3。 

3.1.8 TNFAIP3基因单核苷酸多态性与 A20 表达之间的关联性研究 

为了探究强直性脊柱炎患者 Th17 细胞中 A20 的表达是通过什么机制被抑制

的，我们考察了 TNFAIP3 基因单核苷酸多态性和 A20 表达之间的关联。查阅文

献后发现 rs7749323 位点突变会导致 TNFAIP3 基因及 A20 表达水平的降低，而

A20 的降低、rs10499194 多态性与强直性脊柱炎的风险降低有关[201-202]，因此我

们选用了 TNFAIP3 基因的两个 SNP 位点 rs7749323 和 rs10499194 位点进行研

究，希望能探索出强直性脊柱炎患者中 A20 的表达被抑制的机制。 
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首先，我们用 rs7749323 和 rs10499194 这两个位点对 757 例强直性脊柱炎患

者和 1001 例健康对照样本进行了基因分型检测，先探索一下 TNFAIP3 的 SNPs

与中国东北汉族人群强直性脊柱炎易感性的关系。众所周知，rs7749323 位点野

生型等位基因是 G，突变型等位基因是 A（G>A）；rs10499194 位点野生型等位

基因是 C，突变型等位基因是 T（C>T）。 

通过 TaqMan探针鉴定 SNP 位点的基因型，756 例强直性脊柱炎患者和 1001

例健康对照样本的基因分型检测，结果如表 3.1所示：1001 例健康对照样本中，

rs7749323位点G/G基因型 903例，G/A基因型 97例，A/A基因型 1例；rs10499194

位点 C/C 基因型 934 例，C/T 基因型 64 例，T/T 基因型 3 例；756 例强直性脊柱

炎患者中，rs7749323 位点 G/G 基因型 698 例，G/A 基因型 58 例，A/A 基因型 0

例；rs10499194 位点 C/C 基因型 690 例，C/T 基因型 63 例，T/T 基因型 3 例。 

表 3.1  强直性脊柱炎患者（AS）与健康对照（HC）的基因型分布情况 

rs7749323  G/G G/A A/A 总计 

 HC 903 97 1 1001 

 AS 698 58 0 756 

rs10499194  C/C C/T T/T 总计 

 HC 934 64 3 1001 

 AS 690 63 3 756 

 

rs7749323 位点的野生等位基因 G 在健康对照组和强直性脊柱炎患者中的基

因频率分别为 95.07%和 96.16%，突变等位基因 A 在健康对照组和强直性脊柱炎

患者中的基因频率分别为 4.95%和 3.84%，突变等位基因频率在两组间差异明显

（P=0.00026），具有统计学意义，如表 3.2所示。rs10499194 位点的野生等位基

因 C 在健康对照组和强直性脊柱炎患者中的基因频率分别为 96.50%和 95.44%，

突变等位基因 T 在健康对照组和强直性脊柱炎患者中的基因频率分别为 3.50%

和 4.56%，突变等位基因频率在两组间差异明显（P=0.009），具有统计学意义。

rs7749323 和 rs10499194 位点的突变等位基因频率在中国东北汉族人群强直性脊

柱炎患者中偏低，仅为 3.84%和 4.56%，且对于 rs7749323 位点，强直性脊柱炎
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患者的突变等位基因频率低于健康对照的突变等位基因频率；对于 rs10499194位

点，强直性脊柱炎患者的突变等位基因频率高于健康对照的突变等位基因频率。 

表 3.2  强直性脊柱炎患者（AS）与健康对照（HC）的突变等位基因频率 

CHR SNP Pos(hg38) Allele 1 Allele 2 MAF OR P 

     HC AS   

6 rs7749323 137909252 G A 4.95% 3.84% 0.776 0.00026 

6 rs10499194 137681500 C T 3.50% 4.56% 1.305 0.00900 

MAF, minor allele frequency, 最小等位基因频率； Allele 1 是野生型，Allele 2 是突变型； 

OR, odds ratio 

 

其次，我们又用荧光素酶试验在细胞水平上研究了 rs7749323 和 rs10499194

位点等位基因的突变与 A20 表达之间的联系。为了在细胞水平研究探讨

rs7749323 和 rs10499194 位点的野生型和突变型（rs7749323 位点的野生型 G/G

和突变型 A/A与 rs10499194 位点的野生型 C/C 和突变型 T/T）作为增强子区域，

对 TNFAIP3 基因的调控作用。 因此设计在 TNFAIP3 启动子上游插入分别插入

G/G、A/A、C/C、T/T 构建 TNFAIP3四种亚型的真核表达载体，并将其分别转染

到 HEK-293T 细胞中检测相对荧光素酶活性。 

如图 3.13所示，rs7749323 位点的突变型 A/A 比野生型 G/G 的相对荧光素酶

活性明显降低，有统计学意义（p=0.014），即 rs7749323 位点等位基因的突变降

低了 A20 的表达水平。 

 

图 3.13  rs7749323 位点的野生型 G/G 和突变型 A/A 对 TNFAIP3 基因的调控作

用 
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Figure 3.13 Regulation of TNFAIP3 gene by wild type G/G and mutant A/A at 

rs7749323 

The eukaryotic expression vector of TNFAIP3 subtype was constructed by inserting G/G and 

A/A into the upstream of the TNFAIP3 promoter, respectively, and transfected into HEK-293T cells 

to detect the relative luciferase activity. Student's t test was used to compare the differences between 

the groups, n=3 biologically independent experiments, p value less than 0.05 was considered 

significant. Error bars donate SEM.  

如图 3.14 所示，rs10499194 位点的突变型 T/T 比野生型 C/C 的相对荧光素

酶活性显著升高，有统计学意义（p=0.0035），即 rs10499194 位点等位基因的突

变增高了 A20 的表达水平。 

 

图 3.14  rs10499194 位点的野生型 C/C 和突变型 T/T 对 TNFAIP3 基因的调控作

用 

Figure 3.14 Regulation of TNFAIP3 gene by wild-type C/C and mutant T/T at 

rs10499194 

The eukaryotic expression vector of TNFAIP3 subtype was constructed by inserting C/C and 

T/T into the upstream of the TNFAIP3 promoter, respectively, and transfected into HEK-293T cells 

to detect the relative luciferase activity. Student's t test was used to compare the differences between 

the groups, n=3 biologically independent experiments, p value less than 0.05 was considered 

significant. Error bars donate SEM.  

最后，因为荧光素酶实验只是构建了一个体外模型，并不是真实在体内发生

的情况，所以我们用强直性脊柱炎患者和健康对照样本对体外荧光素酶试验结果

进行了验证。应用实时定量 PCR实验检测了 74 例健康对照和 78 例强直性脊柱

炎患者 PBMC 中 TNFAIP3 的 mRNA 表达水平，如图 3.15所示，分析发现强直
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性脊柱炎患者组 TNFAIP3 的 mRNA 表达水平显著低于健康对照组 TNFAIP3 的

mRNA 表达水平，具有统计学意义（p=0.0011）。 

 
图 3.15  健康对照（HC）和强直性脊柱炎患者（AS）TNFAIP3 的 mRNA 表达

水平 

Figure 3.15 mRNA expression levels of TNFAIP3 in healthy controls (HC) and 

ankylosing spondylitis patients (AS) 

The mRNA expression level of TNFAIP3 in PBMC of 74 healthy controls and 78 patients with 

ankylosing spondylitis was detected by real-time qPCR. Student's t test was used to compare the 

differences between the groups, p value less than 0.05 was considered significant. Error bars donate 

SEM.  

随后又对这 78 例 AS 患者进行了 rs7749323 和 rs10499194 位点的基因分型

检测，其中 78 例 AS 患者中 rs7749323 位点基因型分布为 71 例 G/G，7 例 G/A；

rs10499194 位点基因型分布为 68 例 C/C，8 例 C/T，2 例 T/T。如图 3.16所示，

把 rs7749323 位点按 G/G、G/A 基因型分组比较发现，AS 患者携带 G/A 基因型

的个体 TNFAIP3mRNA 表达稍高于携带 G/G 基因型的 AS个体，但 P>0.05没有

统计学意义。 
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图 3.16  强直性脊柱炎患者 TNFAIP3 mRNA 表达水平与 rs7749323 基因型的关

系 

Figure 3.16 Relationship between TNFAIP3 mRNA expression level and rs7749323 

genotype in patients with ankylosing spondylitis 

The rs7749323 locus was genotyping detected in 78 patients with AS, and the rs7749323 locus 

genotype distribution was 71 G/G and 7 G/A. Then the TNFAIP3 mRNA expression level of 

individual patients with different genotypes of AS was compared. Student's t test was used to 

compare the differences between the groups, p value less than 0.05 was considered significant. Error 

bars donate SEM.  

如图 3.17所示，把 rs10499194 位点按 C/C、C/T、T/T 基因型分组比较发现，

AS 患者携带 C/T 和 T/T 基因型的个体 TNFAIP3mRNA 表达略高于携带 C/C 基

因型的 AS个体，纯合子突变 T/T 基因型的个体比纯合子突变 T/T 基因型的个体

TNFAIP3 的 mRNA 表达水平更高一点，但所有 P>0.05，都没有统计学意义。 

 
图 3.17  强直性脊柱炎患者 TNFAIP3 mRNA 表达水平与 rs10499194 基因型的

关系 



吉林大学博士学位论文 

68 
 

Figure 3.17 Relationship between TNFAIP3 mRNA expression level and rs10499194 

genotype in patients with ankylosing spondylitis 

The rs10499194 locus was genotyping detected in 78 patients with AS, and the rs10499194 

locus genotype distribution was 68 C/C, 8 C/T and 2 T/T. Then the TNFAIP3 mRNA expression 

level of individual patients with different genotypes of AS was compared. ANOVE test, p value less 

than 0.05 was considered significant. Error bars donate SEM.  

 综上所诉，虽然 rs7749323 和 rs10499194 位点等位基因突变在体外细胞水平

上表现出了对 A20 表达水平的调控作用，但用 AS 患者和健康对照样本验证后，

发现 rs7749323 和 rs10499194 位点等位基因突变对 A20 的表达水平未见明显差

异，需要进一步收集 SNPs突变的患者样本，扩大样本数量分析 SNPs与 TNFAIP3

转录活性之间的关系。 

3.1.9 GA3 可通过 A20-STAT3 调控轴调控 IL-17A 的表达和分泌 

如前文所述，GA3 可以在人呼吸道上皮细胞中诱导 A20 的表达从而发挥抗

炎效果。那么，GA3 是否也同样可以诱导 Th17 细胞中 A20 的表达，从而通过对

STAT3 的调控来抑制 IL-17A 的表达和分泌呢？为回答以上问题，我们用 25 和

50μM两种浓度的 GA3 对 Th17 细胞进行处理，然后考察 STAT3 和 IL-17A 的蛋

白水平、IL-17A 的转录水平以及 IL-17 分泌水平的变化。如图 3.18 所示，两种

浓度的 GA3 均可显著增加 A20蛋白水平（p=0.000309 和 p=0.001698），并降低

Th17 细胞中 STAT3 的蛋白水平（p=0.00231 和 p=0.001889）、IL-17A 的蛋白水

平（p=0.004893 和 p=0.003854）、IL-17A 的转录水平（p 值均<0.0001）和 IL-

17A 的分泌水平（p=0.049 和 p=0.0001）。此外，高浓度 GA3 对于 IL-17A 的转

录水平和分泌水平的调控效果要比低浓度 GA3更为显著（p=0.0006 和 p=0.0019）

（图 3.18）。这些结果说明 GA3 可通过 A20-STAT3 调控轴调控 IL-17A 的表达

和分泌。 
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图 3.18  两种浓度 GA3 处理对 Th17 细胞中 STAT3 和 IL-17A 的蛋白水平、IL-

17A 的转录水平以及 IL-17A 分泌水平的影响 

Figure 3.18 Effects of GA3 treatment on the protein levels of STAT3 and IL-17A, the 

transcription level of IL-17A and the secretion level of IL-17A in Th17 cells 

Th17 cells were treated with GA3 concentrations of 25μM and 50μM, and then the changes 

of (A) STAT3 and IL-17A protein levels and (B) IL-17A transcription levels and IL-17 secretion 

levels were investigated. ANOVE test, p value less than 0.05 was considered significant. Error bars 

donate SEM.  
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3.1.10 GA3处理并未导致 Th17细胞活力下降或活性氧积累 

既然 GA3 可通过 A20-STAT3 调控轴调控 IL-17A 的表达和分泌，那么它是

否可以作为一种治疗强直性脊柱炎的新药物呢？如前文所述，已有多项研究发现

GA3 可诱导活性氧的产生，从而在体内外实验中导致毒性效应。关于药物有效

性和毒性的探讨需要在特定的药物剂量下进行。因此我们考察了在本研究所使用

的处理浓度下，GA3 是否可引起 Th17 细胞活力下降或活性氧积累。如图 3.19所

示，在 25 和 50μM 两种可以抑制 IL-17A 表达和释放的浓度下，GA3 并未引起

Th17 细胞活力下降或活性氧积累。这些结果说明 GA3 有可能在不引起毒性效应

的浓度下在强直性脊柱炎的治疗中发挥作用。 

 

 

图 3.19  两种浓度 GA3 处理对 Th17 细胞活力与活性氧积累的影响 

Figure 3.19 Effects of GA3 treatment on Th17 cell viability and ROS accumulation 

Th17 cells were treated with GA3 at two concentrations of 25μM and 50μM to detect (A) 

Th17 cell viability and (B) ROS accumulation. ANOVE test, n=3 biologically independent 

experiments, p value less than 0.05 was considered significant. Error bars donate SEM.  

 

3.1.11 建立基于 LC-MS3策略测定血液药物浓度的技术手段 

上述研究发现 GA3 可以抑制 Th17 细胞分泌 IL-17A 细胞因子，作为治疗强

直性脊柱炎的潜在新药，我们需要对 GA3 进行药代动力学研究，其中测定血药

A B 
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浓度就是一个关键内容。由于 GA3 并未被用于任何疾病的临床治疗，因此我们

选择临床上使用比较普遍，用于治疗癫痫病和神经性疼痛的卡马西平作为待测物

进行了概念验证实验，并且成功建立了基于 LC-MS3测定血液药物浓度的技术手

段。 

首先我们建立并优化了液相色谱和质谱条件，以及样品处理条件。 

选择 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱（2.1×100 mm，1.8 m）进行色谱分

离，因为该色谱柱对卡马西平和卡马西平-D2N15具有良好的峰形和保留行为。采

用高有机相梯度洗脱能有效减少残留，对消除基质效应有积极作用。在优化的液

相色谱条件下，二者的保留时间均为 3.25 分钟。对于 LC-MS3方法，卡马西平和

卡马西平-D2N15 的代表性色谱图如图 3.20 所示，表明两者几乎不受人血浆中内

源性物质的影响。此外，对于空白血浆样品，没有观察到卡马西平和卡马西平-

D2N15 的响应增强，这表明残留可以忽略不计，并且MS通道之间没有干扰。 

 

图 3.20  卡马西平(I)和卡马西平-D2N15(II)的代表性 LC-MS3 色谱图 

Figure 3.20 Representative LC-MS3 chromatograms of carbamazepine (I) and 

carbamazepin-D2N15 (II) 
(A) Blank plasma; (B) LLOQ samples (carbamazepine, 0.50μg/mL; Carbamazepin-D2N15, 

10.0μg/mL); (C) Blood samples from patients with epilepsy after oral carbamazepine 

MS3 (237.00),(220.10) Max. 6.2 ×104 cps.

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Time, min

0%

20%

40%

60%

80%

100%

R
el

. I
nt

. (
%

)

7.0

MS3 (240.00),(196.20)

Max. 396.5 cps.

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Time, min

0%

20%

40%

60%

80%

100%

R
el

. I
nt

. (
%

)

7.0

MS3 (237.00),(220.10) Max. 1.2 ×106 cps.

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Time, min

0%

20%

40%

60%

80%

100%

R
el

. I
nt

. (
%

)

3.22

S/N 60.5

7.0

MS3 (240.00),(196.20) Max. 1.2 ×105 cps.

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Time, min

0%

20%

40%

60%

80%

100%

R
el

. I
nt

. (
%

)

7.0

MS3 (237.00),(220.10) Max. 1.1 ×107 cps.

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Time, min

0%

20%

40%

60%

80%

100%

R
el

. I
nt

. (
%

)

3.26

7.0

MS3 (240.00),(196.20) Max. 1.0 ×105 cps.

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Time, min

0%

20%

40%

60%

80%

100%

R
el

. I
nt

. (
%

)

3.25

7.0

A I

B I

C I

B II

AII

C II



吉林大学博士学位论文 

72 
 

卡马西平和卡马西平-D2N15 的 MS2 和 MS3 质谱图如图 3.21 所示，由于卡

马西平和卡马西平-D2N15都是含氮化学物质，在正离子模式下响应较高。在中等

分辨率 MRM采集中，卡马西平的定量分析采用的离子对为 m/z 237.0→220.1，

卡马西平-D2N15 的定量分析采用的离子对为 m/z 240.0 →196.2（图 3.21 A 和

B）。在 MS3 模式下，对于卡马西平，m/z 220.1 的产物离子进一步碎裂成 m/z 

192.2、165.1 的第二代产物离子。而对于卡马西平-D2N15，m/z 196.2处的产物离

子进一步碎裂成 m/z 181.2、167.2 的第二代产物离子。孙离子监测模式如下：卡

马西平，m/z 237.0→220.1→192.2；卡马西平-D2N15，m/z 240.1 →196.2→181.2。

孙离子选择提取的窗口质量范围为 1.0 Da。 

 

图 3.21  卡马西平和卡马西平- D2N15 (B，D)的 MS2 和 MS3 质谱图 

Figure 3.21 MS2 and MS3 mass spectra of Caramazepine (A, C) and Caramazepine-

D2N15 (B, D) 

(A, C) represates for carbamazepine; (B, D) stands for Carmazepin-D2N15 
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选用甲醇沉淀蛋白质进行样品处理，此方法具有方便、简单的优点。将内标

溶液（5 μL）和甲醇（1000 μL）加入 5 μL 血浆中以沉淀蛋白质。结果发现，蛋

白质沉淀样品之后可以得到较好的灵敏度和对称的色谱峰，卡马西平或卡马西平

-D2N15 的分析不受基质效应的影响。 

然后我们对该方法的准确度、精密度、选择性、线性范围、定量下限等参数

进行了验证。消耗样品体积为 5 μL, LLOQ 为 0.5 μg/mL。日内、日间精密度为

8.23%，准确度在 98.26% ~ 102.92%之间。 

卡马西平的线性范围为 0.50-30 g/mL，典型回归方程为 y=17.4x+1.52 

(r2=0.9973)。所有浓度的精密度均小于 2.92%，日内和日间准确度的变异系数均

小于 8.23%。如表 3.3所示，卡马西平-D2N15 的回收率为 98.9-110.2%，卡马西平

的回收率在所研究的浓度范围内具有重现性。 

表 3.3  卡马西平在血浆中的绝对回收率 (数据为平均值标准差 n=3) 

 

回收率(%) 

低浓度质控 中浓度质控 高浓度质控 

卡马西平 100.7±9.20 110.5±7.00 110.2±4.00 

 

对于基质效应，3 个水平 QC 样品的实际浓度占标示浓度的百分比分别为: 

94.3±8.66%（低）、107.7±6.83%（中）、112.5±4.11%（高）。 

卡马西平的稳定性数据如表 3.4所示，卡马西平的浓度在所有试验条件下都

保持在标示浓度的 100±7.23%，表明卡马西平在实验条件下稳定。 

 

表 3.4  卡马西平的稳定性 (数据为平均值±标准差，n = 3) 

化合物 
标称浓度 
（μg/mL） 

长期 
（-70°C） 

短期 反复冻融 样品处理后 

卡马西平 

1.0 99.9±3.77 105.0±2.65 98.0±5.75 101.5±7.21 

5.0 96.4±1.51 101.5±7.23 100.4±5.25 91.6±3.52 

15 94.4±2.52 98.4±3.67 94.9±3.01 89.3±0.67 
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最后我们将 LC–MS3方法与 LC-MRM 方法进行了比较，并且将该方法应

用于卡马西平治疗后癫痫患者血药浓度的监测。卡马西平 MRM 为 m/z 237.0→

220.1，卡马西平- D2N15MRM 为 m/z 240.1→196.2。0.50 μg/mL卡马西平的 LC-

MRM 色谱图见图 3.22 B I，LC-MS3 色谱图见图 3.20 B I。0.50 μg/mL卡马西平

的 MS2采集峰高为 1449.5 cps，信噪比为 19.6，而 MS3采集峰高为 1.2e6 cps，

信噪比为 60.5，MS3显示出更高的灵敏度和信噪比。 

 
图 3.22  卡马西平(I)和卡马西平-D2N15(II)的代表性 LC-MRM 色谱图 

Figure 3.22 Representative LC-MRM chromatograms of carbamazepine (I) and 

carbamazepin-D2N15 (II) 
(A) Blank plasma; (B) LLOQ samples (carbamazepine, 0.50μg/mL; Carbamazepin-D2N15, 

10.0μg/mL); (C) Blood samples from patients with epilepsy after oral carbamazepine 

 

使用经验证的 LC-MS3方法对 34 名接受卡马西平治疗(100-1100mg/天)的患

者进行血药浓度监测，两种方法检测的卡马西平浓度见表 3.5 和图 3.23。 
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表 3.5  LC-MRM 和 LC-MS3 测定 34 例患者的卡马西平药物浓度 

样品 ID 年龄 性别 MRM MS3 % 
样本 1 74 女 6.39 6.67 95.8 
样本 2 34 女 8.06 7.56 106.6 
样本 3 40 男 2.03 2.33 87.1 
样本 4 29 男 1.06 1.2 88.3 
样本 5 23 男 11.1 11.4 97.4 
样本 6 61 男 12.1 13.1 92.4 
样本 7 34 女 13.8 15.2 90.8 
样本 8 37 女 14.8 15.4 96.1 
样本 9 30 男 5.87 6.67 88.0 
样本 10 33 女 7.31 8.34 87.6 
样本 11 27 男 2.1 2.44 86.1 
样本 12 29 男 2.05 2.16 94.9 
样本 13 25 男 5.36 5.94 90.2 
样本 14 57 女 14.9 16.6 89.8 
样本 15 23 男 6.47 7.33 88.3 
样本 16 30 女 7.84 8.51 92.1 
样本 17 34 男 6.13 7.05 87.0 
样本 18 23 女 6.5 7.5 86.7 
样本 19 33 女 7.46 7.97 93.6 
样本 20 39 女 2.21 2.32 95.3 
样本 21 9 男 1.19 1.13 105.3 
样本 22 14 男 10.6 12 88.3 
样本 23 58 女 12.7 13.1 96.9 
样本 24 20 女 5.27 5.92 89.0 
样本 25 40 女 6.24 6.77 92.2 
样本 26 36 男 7.72 8 96.5 
样本 27 29 女 10.4 11.3 92.0 
样本 28 39 女 12.3 13.2 93.2 
样本 29 52 男 14.8 15.1 98.0 
样本 30 19 女 6.54 7.1 92.1 
样本 31 25 女 8.05 8.44 95.4 
样本 32 20 男 6.70 7.48 89.6 
样本 33 38 女 7.58 8.23 92.1 
样本 34 29 男 4.82 4.88 98.8 
平均值   7.60 8.19  

SD   4.01 4.25  
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图 3.23  LC-MS3 和 LC-MRM 定量分析 34 份患者样本中的卡马西平浓度 

Figure 3.23 Quantitative analysis of carbamazepine concentrations in 34 patient 

samples by LC-MS3 and LC-MRM 

The validated LC-MS3 method was used to monitor the blood concentration of 34 patients 

treated with carbamazepine (100-1100mg/ day), and the accuracy of LC-MS3 and LC-MRM 

methods for detection of blood concentration was compared. 

血浆浓度测量结果与估计值的比较如图 3.23 和图 3.24 所示，将 Passing-

Bablok 用于回归分析，结果显示数据具有很强的一致性，没有恒定偏差和比例偏

差(如图 3.24所示)，其中 y = -0.105109 (95% CI，-0.3767至 0.1084) + 0.934783 

(95% CI，0.9059至 0.9757)x。 

 

图 3.24  LC-MRM 和 LC-MS3 测定的患者样本中卡马西平浓度的比较 

Figure 3.24 Comparison of carbamazepine concentrations in patient samples 

measured by LC-MRM and LC-MS3  
The solid black line was the pass-Bablok regression, which showed strong data consistency 

without constant bias and proportional bias, and y = -0.105109 + 0.934783 x 
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Bland-Altman 图显示 LC-MRM 和 LC-MS3 方法之间的差异为- 7.7% (95% 

LoA，- 17.9-2.6%)。虚线之间的圆点表示样品对在±1.96 SD 的可接受范围内，

如图 3.25所示，卡马西平差异均匀分布在均值的两侧，只有 2/34 的值（5.88%）

没有落在可信区间；其中 94.1%的卡马西平样品对应的最大浓度偏差为 1.96SD，

因此 LC-MS3 分析方法的可靠性与 LC-MRM 是一致的。建立的 LC-MS3方法具

有灵敏度高、信噪比高、消耗样品量小（5 μL）等优点。 

 

图 3.25  卡马西平测量的 Bland-Altman 图说明了 MRM 和 MS3 之间的差异 

Figure 3.25 Bland-Altman plot of carbamazepine measurements illustrates the 

difference between MRM and MS3 

The Bland-Altman plot showed that the difference between LC-MRM and LC-MS3 methods 

is -7.7%, and the dots between the dashed lines indicated that the sample pairs were within the 

acceptable range of ± 1.96SD, carbamazepine differences were evenly distributed on both sides 

of the mean, and only 2/34 values (5.88%) do not fall within the confidence interval; 94.1% of 

carbamazepine samples had a maximum concentration deviation of 1.96SD. 

 

验证结果数据表明，本研究所建立的 LC-MS3方法可以用于定量分析人血浆

中卡马西平的浓度，同时应用于临床血药浓度监测。本研究首次将 LC-MS3 应用

于人血浆中卡马西平浓度的定量检测，为 LC-MS3 应用于生物样品中化合物的定

量分析提供了依据和证据。 
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3.2 讨论 

本研究中，我们证明了 A20 可通过介导 STAT3 的泛素化-蛋白酶体降解抑制

其表达，从而抑制 Th17 分化以及 IL-17 细胞因子的表达和分泌（如图 3.26）。 

 

图 3.26  A20 通过介导 STAT3 的泛素化-蛋白酶体降解抑制 IL-17 的表达 

Figure 3.26 A20 inhibits IL-17 expression by mediating ubiquitination and 

proteasome degradation of STAT3 

The schematic showed that A20 inhibited the expression of STAT3 by mediating its 

ubiquitination and proteasome degradation, thereby inhibiting Th17 differentiation and IL-17 

cytokine expression and secretion 

此前很多文献报道 A20 有抗炎功能，但多数研究认为 A20 是通过抑制 NF-

κB 的表达或通路活性来发挥其抗炎功能的。如前文所述，A20 去泛素化酶活性

的第一个底物是 RIP1。当 TNF 受体被激活时，RIP1 可在第 63 位赖氨酸 63 被

E3泛素连接酶 cIAP1 和 cIAP2 多泛素化[148]。A20则可通过其去泛素化酶的活性

去除这些 K63 连接的聚泛素链，阻止 RIP1 与 NF-κB 重要调节因子（NF-κB 

essential modulator,NEMO）相互作用。随后，A20 还可以介导 RIP1 的 K48 位连

接聚泛素链，使其被蛋白酶体降解[203]，而 RIP1 在 NF-κB 的激活中扮演着重要

作用[204]。通过这种方式，A20通过先去泛素化再泛素化介导的 RIP1降解，从而
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抑制 TNF 诱导的 NF-κB信号通路。A20 还可分别通过去泛素化 TRAF6 和 RIP2

来抑制由 TLR4 和 NOD2所触发的 NF-κB信号通路[205-206]。此外，A20也是 T 细

胞和 B 细胞诱导的 NF-κB信号通路的关键抑制剂，可凭借其去泛素化酶活性移

除 MALT1 蛋白 K63 位的多泛素化链，从而抑制 MALT1 作为 NF-κB 激活支架

蛋白的活性[207]。本研究是首次发现 A20 可通过调控 STAT3 的表达来抑制炎性

细胞的分化和炎症因子的表达，因此，本研究阐明了一种 A20 发挥抗炎作用的

新机制。 

除了在 Th17 分化中扮演重要角色外，STAT3 还有多种重要的生物学功能。

例如，研究者发现，在超过 50%的人类癌症中均能观察到 STAT3酪氨酸的持续

磷酸化，包括白血病、淋巴瘤、乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌和肺癌等，说明这些

癌症的发生发展很可能与 STAT3 的激活有关[208]。通常情况下，STAT3 在癌症

中的异常激活源于其自身的功能获得性突变或上游调节因子的持续激活，包括细

胞因子和生长因子受体、它们的同源配体以及非受体酪氨酸激酶等。例如，IL-6

是许多癌症中 STAT3异常激活的驱动因素。IL-6/IL-6Ra信号通路与多种癌症的

肿瘤进展相关，包括乳腺癌、肺癌和前列腺癌等，而这些癌症的进展又与患者的

不良预后相关[209-211]。此外，IL-6信号通路还可与其他 IL-6 家族细胞因子（如 IL-

11）一起调节一系列炎症以及炎症相关肿瘤的发生。例如，IL-6 和 IL-11 介导的

STAT3 激活会诱发肠道慢性炎症，影响肠上皮细胞更新，从而导致对胃癌的易

感性增加[212]。既然 STAT3 的高活性与多种炎症和癌症的发生发展相关，而本研

究又发现 A20 可通过介导 STAT3 的泛素化-蛋白酶体降解而下调其表达且 GA3

可通过上调 A20 的表达降低 STAT3 的蛋白水平，那么，是否可以以本研究所建

立的A20-STAT3调控轴作为靶点，以GA3为药物治疗这些 STAT3相关疾病呢？

在继续利用动物实验验证本研究所阐明的机制和 GA3 对强直性脊柱炎的预防和

治疗效果之后，我们将以本研究作为基础和契机，探索利用 GA3治疗其它 STAT3

相关疾病的可能性。 

TNFAIP3 的单核苷酸多态性已被证明与多种疾病的发生发展有关。既然 A20

可以通过调控 STAT3 的表达来调控 Th17 细胞的分化和 IL-17 的表达与分泌，那

TNFAIP3 的单核苷酸多态性是否也与强直性脊柱炎的发生发展有关呢？在本研
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究中，我们初步探索了 TNFAIP3 的单核苷酸多态性与中国东北汉族人群强直性

脊柱炎易感性的关系以及 TNFAIP3 基因 rs7749323 和 rs10499194 位点的突变对

A20 表达水平的影响，结果显示 rs7749323 和 rs10499194 位点的突变等位基因频

率在中国东北汉族人群强直性脊柱炎患者中偏低，仅为 3.84%和 4.56%，且 AS

患者 rs7749323 位点的突变等位基因频率低于健康对照组，AS 患者 rs10499194

位点的突变等位基因频率高于健康对照组。然而遗憾的是 rs7749323 和

rs10499194 位点等位基因的突变对 A20 的表达水平未见明显差异。导致这样结

果的原因有很多，首先可能是 rs7749323 和 rs10499194 位点的突变等位基因频率

在中国东北地区强直性脊柱炎患者中较低，仅为 3.84%和 4.56%，在 A20 表达水

平与 SNPs 基因型的关系实验中 AS 患者的样本量偏低（仅为 78 例），需要进一

步收集 SNPs突变的患者样本；其次也有可能是这些已经报道的 SNPs 在中国东

北地区的强直性脊柱炎症患者群中不具有功能性，与西方强直性脊柱炎患者人群

的机制不同。尽管 SNPs 结果未见明显差异，与其他人群的单核甘酸多态性分析

结果不一致，这也从另一个角度说明了中国东北强直性脊柱炎患者的炎症致病机

制的特异性，为未来研发针对中国尤其东北强直性脊柱炎患者的有效药物和剂量

提供了参考，同时也要求我们继续收集 SNPs突变的病例，继续分析不同单核苷

酸多态性，以求找到中国东北地区患者中特异性的 SNPs突变位点，进一步研究

阐明 TNFAIP3 基因单核苷酸多态性与强直性脊柱炎发生发展之间的联系。 

赤霉素 GA3 是一种重要的植物激素。本研究发现 GA3 可以通过 A20-STAT3

调控轴来抑制 IL-17A 的表达和分泌，因此提出了利用 GA3治疗强直性脊柱炎的

进一步研究设想。事实上这已不是第一次利用植物激素治疗人类疾病的探索。例

如脱落酸可通过调控胰岛素释放和葡萄糖摄取来影响葡萄糖稳态，因此与 2 型糖

尿病和妊娠期糖尿病有关[213]。既然如此，摄入富含脱落酸的饮食是否能够在某

种程度上缓解糖尿病呢？答案是肯定的。Magnone 等人的研究表明，增加富含脱

落酸水果的摄入可增强葡萄糖耐受性并缓解胰岛素血症[214]除了能够调控胰岛素

释放和葡萄糖摄取之外，脱落酸还被认为具有促炎作用[215]。已知有多种刺激和

诱导人粒细胞产生脱落酸，进而增加免疫细胞中 cAMP[216-217]。有趣的是，脱落

酸类似物可抵消这种 cAMP 增加，从而被作为抗炎症药物使用[218]。然而，目前
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也有关于脱落酸缓解肥胖[219]、炎性肠病[220]和流感感染[221]所引发炎症的报道。

除了脱落酸之外，水杨酸和包括阿司匹林在内的水杨酸衍生物也被认为可以调节

葡萄糖代谢[222]。值得注意的是，水杨酸可防止 AMP 活化蛋白激酶失活，而 AMP

活化蛋白激酶是治疗 2 型糖尿病的药物靶点[223]。这些研究表明水杨酸盐有希望

作为糖尿病的治疗药物。在本研究中我们初步探索了利用 GA3 治疗强直性脊柱

炎的可能性。虽然初步的结果表明 GA3 可在不引起 Th17 细胞活力下降和活性

氧积累的情况下抑制 IL-17A 的表达和分泌，但考虑到已有多项研究报道了 GA3

的细胞和机体毒性，我们后续将构建强直性脊柱炎小鼠模型，在评价 GA3 治疗

小鼠强直性脊柱炎效果和生物安全性的同时也对我们建立的 A20-STAT3 调控轴

进行体内验证，从而进一步提升本研究的严谨性和临床价值。 

除了用小鼠模型考察 GA3 治疗强直性脊柱炎的疗效和安全性之外，我们还

将在临床前实验中依据其药代动力学指标优化其用法用量。在药代动力学研究中，

一个关键的内容就是测定血药浓度。因此，我们在本研究中还对测定血液中药物

浓度的方法进行了优化改进，从而为评估利用 GA3 治疗强直性脊柱炎的可能性

打下技术基础。具体而言，我们首次尝试了使用基于 Qtrap串联质谱仪的 MS3策

略监测血药浓度，并以临床上用于治疗癫痫病和神经性疼痛的卡马西平作为待测

物进行了概念验证实验，对此方法的精确性、稳定性和选择性进行了详细评估。

结果表明，本研究所开发的 LC-MS3方法具有灵敏度高、信噪比高、所需样品量

小等优点，可以定量人血浆中卡马西平的浓度，实现临床血药浓度监测。 

综上，本研究针对强直性脊柱炎的发病机制和治疗药物进行了初步探索，并

对治疗药物的药代动力学研究方法进行了改良，取得了一定的成果。本研究将为

关于强直性脊柱炎的基础和临床前研究提供新的思路和技术手段。 
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第 4 章  结论 

1. 强直性脊柱炎患者表现出炎症因子释放紊乱现象，并且外周血中 Th17 细胞

比例升高、IL-17 分泌增多、Th17 细胞中的 A20 表达显著减少 

2. A20 可负调控人外周血 Th17 细胞中 IL-17 的分泌和表达，并抑制 Th17 分化 

3. STAT3可能是介导A20调控Th17分化的关键转录因子，A20通过介导STAT3

的泛素化-蛋白酶体降解从而负调控 STAT3。 

4. GA3 可通过 A20-STAT3 调控轴调控 IL-17A 的表达和分泌，并且 GA3处理

并未导致 Th17 细胞活力下降或活性氧积累 

5. 基于 LC-MS3策略测定血液药物浓度的方法具有灵敏度高、信噪比高、所需

样品量小等优点，是一种高效的临床血药浓度监测方法 
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