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系统型硬化症尿液 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 差异表达基因
筛选及生物信息学分析
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摘　 要：为探讨系统性硬化症（ＳＳｃ）患者尿液样本中的长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡ）、信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的表达谱和生物学功

能。 选取 ６ 名 ＳＳｃ 患者和 ３ 名健康对照者（ＨＣ），采集样本为中段晨尿，应用 ｍＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 微阵列检测总 ＲＮＡ 表达变异，
ＳＳｃ 组与 ＨＣ 组相比。 检测尿液 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 表达，Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ）分析 Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ
（ＫＥＧＧ） 信号通路分析差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ 功能分布；ＳＴＲＩＮＧ 在线网站和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件网络应用分析构建蛋白质相互作用

网络（ＰＰＩ）并筛选出核心基因（Ｈｕｂ Ｇｅｎｅ）。 结果发现：与 ＨＣ 相比，ＳＳｃ 患者尿液中共有 ６４５ 个（上调 ５４６，下调 ９９）ｍＲＮＡ 和

１ ８８８ 个（上调１ ６４７，下调 ２４１） ｌｎｃＲＮＡ 差异表达（Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ 绝对值≥２，且 Ｐ ≤ ０．０５）。 ＫＥＧＧ 通路结果显示富集 ＴＧＦ－β 信

号通路、氧化磷酸化、磷酸戊糖通路。 ＳＳｃ 的 ＧＯ 分析显示与转录调控、ＤＮＡ 去甲基化、白介素 ６ 反应等相关；ＰＰＩ 网络分析表

明主要富集在氧化磷酸化、细胞凋亡、自噬途径通路。 通过采用 ｌｎｃＲＮＡ 基因芯片分析 ＳＳｃ 患者尿液样本，发现存在异常表达

的 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ，说明 ＳＳｃ 尿液生物学特征与 ＨＣ 组存在差异改变；尿液 ｌｎｃＲＮＡ 可能可以为该病提供生物标志物及治疗

靶点研究方向和手段，尿液线粒体基因可能是 ＳＳｃ 生物标记物。
关键词：生物学分析；ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ；系统性硬化症
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　 　 系统性硬化症（Ｓｙｓｔｅｍｉｃ Ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＳＳｃ）是一种

多系统受累的自身免疫性疾病，目前该病发病机制

暂不明确，以炎症反应、血管病变、纤维化、免疫异常

为其主要特征，其中炎性反应及血管内皮细胞受损

在疾病整个进展中占有重要作用。 由于缺乏典型症

状，早期诊断 ＳＳｃ 可能很困难［１］。 ＳＳｃ 的诊断和治

疗的延迟可能导致疾病快速发展，多项研究已经发

现系统性硬化症的发病与遗传因素密切相关［２］。
寻找非侵入性临床指标来预测慢性疾病已成为近年

来的研究热点［３］。
长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｎｃＲＮＡ） 是内源性转录

ＲＮＡ 分子长度超过 ２００ 个核苷酸并且没有蛋白质

编码能力［４］。 ｌｎｃＲＮＡｓ 已成为通过多种机制参与各

种生物过程的潜在强大调节剂。 根据它们与蛋白质

编码基因的基因组接近程度，ｌｎｃＲＮＡｓ 可分为六类：
内含反义、内含义重叠、天然反义、外显义重叠、双向

和基因间。 许多 ｌｎｃＲＮＡｓ 已被证实具有重要的功

能并作为局部调节剂。 ｌｎｃＲＮＡｓ 还可以促进或抑制

ｍＲＮＡｓ 在细胞质中的翻译。 越来越多的研究表明

ｌｎｃＲＮＡｓ 在包括 ＳＳｃ 在内的多种风湿病中发挥着重

要的作用［５ － ６］。 由于尿液已被确定为蛋白质、ＤＮＡ
和 ＲＮＡ 的最佳非侵入性样本来源［７］。 大多数尿液

生物标志物已被开发用于监测标准治疗后膀胱肿瘤

的复发，并因此与监测相关［８］。
通过整合尿液样本，微阵列分析 ｌｎｃＲＮＡｓ 在

ＳＳｃ 患者和正常差异表达情况。 综合分析 ＳＳｃ 患者

尿液的 ｍＲＮＡｓ 和 ｌｎｃＲＮＡｓ 表达网络。 我们旨在突

出 ｌｎｃＲＮＡ 差异表达（ＤＥＬ） 尿液分析的关键功能

模块和信号通路，这将提高对 ＳＳｃ 发病机制的理解，
并将为 ＳＳｃ 提供潜在的无创性生物标记物和药物靶

点开发提供依据。

１　 资料和方法

１．１　 患者和样本

　 　 所有患者在研究前均签署由医院伦理委员会批

准的患者知情同意书。 本实验经深圳市福田风湿病

医院委员会（ＦＳ２０１９０３００７）审批同意。
所有样本及临床资料来自 ２０１８ 年 １０ 月至 ２０１９

年 １２ 月间在深圳市福田风湿病医院风湿科门诊和

住院确诊 ＳＳｃ 患者 ６ 名和 ３ 名年龄性别匹配的健康

对照（ＨＣ）者。 其中，ＳＳｃ 患者女性 ５ 人，男性 １ 人；
ＨＣ 组女性 ２ 人，男性 １ 人。 平均年龄 ＳＳｃ 是 ４７．５
岁，ＨＣ 组 ４１．７ 岁。 ＳＳｃ 的诊断符合 ２０１７ 年美国风

湿病学会确定 ＳＳｃ 的分类标准［９］； 所有参与者均来

自汉族人群。 研究流程（见图 １）。

图 １　 研究流程图

Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

１．２　 尿 ＲＮＡ 提取

　 　 使用ｍｉｒＶａｎａＴＭＰＡＲＩＳＴＭ试剂盒（美国 Ａｍｍｂｉｏｎ－
１５５６）从尿液中提取总 ＲＮＡ。 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－
２０００（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）对总 ＲＮＡ 进行定量，
并使用尿液评估 ＲＮＡ 的完整性。 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ
２１００（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＱＩＡＧＥＮ，德国）。 提取的

ＲＮＡ 浓度约为 ２００ ～ ２ ０００ ｐｇ ／ μｌ。根据制造商的标

准规程进行样品标记，微阵列杂交和洗涤。 然后从

ｃＲＮＡ 合成第二个周期的 ｃＤＮＡ，接着进行片段化和

生物素标记，将第二个周期的 ｃＤＮＡ 杂交到微阵列

上。 洗涤和染色后，用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ Ｓｃａｎｎｅｒ ３０００ （
Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）。
１．３　 微阵列分析

　 　 使用 Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ ＧｅｎｅＣｈｉｐ Ｃｏｍｍａｎｄ Ｃｏｎｓｏｌｅ（版
本 ４． ０，Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ） 软件提取原始数据。 接下来，
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｃｏｎｓｏｌｅ（版本 １．３．１，Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）软件提供
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ＲＭＡ 归一化用于基因和外显子水平分析，然后进行

基因 表 达 分 析 和 替 代 剪 接 分 析 芯 片 分 析 由

Ｏｅｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（中国上海）进行。 分层聚类分

析、火山图、基因富集分析 （ Ｇｅｎｅ Ｓｅｔ Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ） 使用 Ｒ 平台的图和热图软件包

进行。
１．３．１　 基因表达分析

使用 ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ 软件（１４．９ 版；安捷伦科技）完
成基础分析。 然后通过倍数变化和 ｔ 检验计算的 Ｐ
值鉴定差异表达基因。 上调和下调基因的阈值设置

为 Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ 绝对值≥２．０ 和 Ｐ＜０．０５ 之后，应用

ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 分析来确定这些差异表达的

ｍＲＮＡ（ＤＥＭ）和差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ（ＤＥＬ）在这些

ＧＯ 或 ＫＥＧＧ 中所起的作用。 进行层次聚类以显示

可区分的基因样本之间的表达模式。
１．３．２　 筛选关键基因

将识别出的 ＳＳｃ 的 ＤＥＭ 输入 ＳＴＲＩＮＧ［１０］ 在线

网（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ －ｄｂ． ｏｒｇ），应用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ＭＣＯＤＥ
和 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件（３．６．１ 版）构建蛋白质相互作用

网络（ ＰＰＩ） 和可视化分析，然后筛选出核心基因

（Ｈｕｂ Ｇｅｎｅ）。 使用 Ｍａｘｉｍａｌ Ｃｌｉｑｕｅ Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ （ＭＣＣ）
确定前 １０ 个 ｈｕｂ 基因。 ＤＡＶＩＤ 软件执行每个

ＭＯＣＤＥ 中基因的通路分析（得分≥５）模块［１１］。 构

建 ＰＰＩ 核心网络图，获取所获取的基因是直接或间

接调控发挥治疗 ＳＳｃ 作用的关键基因。 同时，使用

ｃｙｔｏｓｃａｐｅ． ｏｒｇ （ ＶＥＲＳＩＯＮ ３． ６． １ ） 构 建 ｍＲＮＡ⁃
ｌｎｃＲＮＡ 对。
１．３．３　 功能富集

１．３．３． １ 　 关键基因的基因本体论（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，
ＧＯ）分析

利用 ＤＡＶＩＤ 数据库对关键基因进行 ＧＯ 功能

富集分析，通过统计学 Ｐ 值和倍数变化值（ＦＤＲ）值
来评估 ＧＯ 生物过程 （ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、分子

功能（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ），研究关键基因在 ＳＳｃ
发生发展过程中的主要生物功能。
１．３．３．２　 关键基因的京都基因与基因组百科全书

（ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析及基因集富集

分析

　 　 利用 ＤＡＶＩＤ 数据库对关键基因进行 ＫＥＧＧ 功

能富集分析，根据所富集的通路功能条目，探究 ＳＳｃ
发生发展相关的信号通路。 采用 Ｒ 包读取和处理

芯片数据，利用 ｆｇｓｅａ 进行 （ Ｇｅｎｅ Ｓｅｔ Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
Ａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）分析，挖掘与 ＳＳｃ 相关的 ｍＲＮＡｓ 及

细胞信号转导通路。

２　 结　 果

２．１　 系统性硬化症与 ＨＣ 尿液中 ｌｎｃＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ
差异基因分析

　 　 经过 ６ 名 ＳＳｃ 患者和 ３ 名健康对照组（ＨＣ）尿
液中的 ｌｎｃＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 微阵距分析。 发现 ＳＳｃ 患者

（ｎ＝ ６）和 ＨＣ 组（ｎ ＝ ３）在 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 的表

达上存在系统差异（见图 ２ａ、２ｂ）。 与 ＨＣ 组相比，
在 ＳＳｃ 患 者 中 观 察 到 ５４４ 个 ｍＲＮＡｓ ／ １６４７ 个

ｌｎｃＲＮＡｓ 上调，同时有 ９９ 个 ｍＲＮＡｓ ／ ２４１ 个 ｌｎｃＲＮＡｓ
下 调。 上 调 ｌｎｃＲＮＡ 的 前 五 名 是 ＲＮＹ４Ｐ１４、
ＲＮＹ４Ｐ３、ＥＰＨＡ１－ＡＳ１、ＲＰ１１－３１２Ｂ８．１、ｓｏｍａｙｏ；而前

五名 下 调 的 ｌｎｃＲＮＡ 的 分 别 为 ＡＲＰＣ３、 ｓｎｙｇｙ、
ＵＣＡ１、ＲＲＰ３６、ＲＮ７ＳＬ７３７Ｐ。 上调 ｍＲＮＡ 的 Ｔｏｐ５ 是

ｓｈａｋｙｂｏ、ｗｏｇｅｙｂｕ、 ｓｎｏｔｏｙｂｕ、 ｆａｒｓｔｏｂｙ、 ｒｏｒｖａｗ；而前五

名 下 调 的 ｍＲＮＡ 的 为 ＯＬＦＭ４、 ＧＩＰＣ２、 ＦＢＸ０８、
ＧＬＴＰ、ＺＮＦ８３０。 两组基因差异表达的火山图和

ＰＣＡ 图（见图 ２ｃ、２ｄ）。
２．２ 　 ＳＳｃ 患者尿液 ｍＲＮＡ 差异表达的 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 分析

　 　 随后，进行了 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集途径分析以阐

明排名前列的分子功能（ＭＦ）、生物过程（ＢＰ）。 为

了预测 ＤＥＭｓ 的功能，我们采用了现有论文中描述

的方法［１０］。 结果提示，ＳＳｃ 患者 ＤＥＭｓ 的 ＧＯ 富集

分析发现失调的基因主要参与转录的调节、ＤＮＡ 去

甲基化、白介素 ６ 反应等信号通路异常有关（见图

３ａ、３ｂ）；ＫＥＧＧ 通路结果显示差异基因下调的富集

主要为氧化磷酸化、ＴＧＦ－β 信号通路、内吞信号通

路、Ｂ 细胞受体信号通路（见图 ３ｃ）；上调的富集主

要在嗅觉传导、磷酸戊糖通路（见图 ３ｄ）。
２．３　 ＳＳｃ 患者尿液中 ｌｎｃＲＮＡｓ－ｍＲＮＡｓ 的 ＰＰＩ 网

络的构建及功能分析

　 　 首先进行了 ＳＳｃ 患者尿液 ＤＥＭｓ 的 ＰＰＩ 网络构

建。 并使用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库对 ＳＳｃ 患者中表达显著

改变的基因 ＰＰＩ 网络（差异倍数＞１．２ 和 Ｐ＜０．０５）进
行聚类分析［１１］。 ＤＥＭ 的 ＰＰＩ 网络包含 ５４４ 个上调

的 ３１ 个节点和 １０１ 条边（见图 ４ ａ）；而下调的包含

９９ 个网络含 ３０ 个节点和 １２５ 个条边，其中 １４１ 个

（见图 ５ ａ）．
　 　 进一步通过 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件使用 ＭＣＣ 方法从

ＰＰＩ 网络中选择前 １０ 位核心基因。 前十位上调核

心基 因 分 别 是 ＳＴＸ４、 ＶＡＭＰ８、 ＶＡＭＰ７、 ＳＮＡＰ２５、
ＳＴＸ１７、 ＳＴＸ２、 ＸＮＡＰ２３、 ＳＮＰ２９、 ＳＴＸ１２、 ＳＴＸ６ （图 ４
ｂ）；而下调基因中前 １０ 位的核心基因为 ＮＤＵＦＢ７、
ＮＤＵＦＡ７、 ＮＤＵＦＢ４、 ＮＤＵＦＢ５、 ＮＤＵＦＳ３、 ＮＤＵＦＢ９、
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ＮＤＵＦＡ９、ＮＤＵＦＡ２、ＮＤＵＦＶ２、ＮＤＵＦＢ１０（图 ５ ｂ）；上
调 ／下调模块最高程度的节点分别是 ＳＴＸ４ 和

ＮＤＵＦＢ７。 通过 ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件使用 ＭＯＣＤＥ 插件方

法，分别在上调和下调基因中选出两个模块。 其中

上调模块 １ 由 １０ 个节点和 ４５ 条边组成（图 ４ ｃ），模
块 ２ 由 ６ 个节点和 １５ 条边组成（图 ４ ｄ）；下调模块

１ 由的 １３ 个节点和 ７８ 条边（图 ５ ｃ）组成，模块 ２ 由

９ 个节点和 ３４ 条边（图 ５ｄ）组成。

图 ２　 ＳＳｃ 和 ＨＣ 患者尿液中 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的差异表达

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ｌｎｃＲＮＡ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＳｃ ａｎｄ ＨＣ
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图 ３　 ＳＳｃ 患者尿液中 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

Ｆｉｇ． ３　 ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｅｓ ｉｎ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ＳＳｃ

图 ４　 ＳＳｃ 患者尿液 ＤＥＭｓ 的 ＰＰＩ 上调网络构建与模块分析

Ｆｉｇ．４　 ＰＰＩ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｄｕｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ＤＥＭｓ ｉｎ ＳＳｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ

２．４　 核心基因功能分析

　 　 利用ＤＡＶＩＤ 数据库对 １０ 个关键基因进行 ＧＯ
和 ＫＥＧＧ 功能分析，其中上调关键基因 ＧＯ 功能主

要涉及细胞内蛋白质转运、自噬体成熟、吞噬调控等

过程（见图 ６ａ）；ＫＥＧＧ 信号通路条目，主要涉及自

噬、血小板活化、吞噬体通路等（见图 ６ｂ）。

下调关键基因 ＧＯ 功能主要涉及线粒体呼吸链

复合体、活性氧代谢、内源性凋亡信号通路的负调

控、ＮＡＤＨ 脱氢酶（泛醌）活性等过程（见图 ６ｃ）；
ＫＥＧＧ 信号通路条目，主要涉及氧化磷酸化等（见图

６ｄ）。 通过 Ｒ 软件，进行 ｆｇｓｅａ 的 ＧＳＥＡ 分析，发现

ＳＳｃ 富集通路与氧化磷酸化通路相关（见图 ７）。

２７ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ２１ 卷



图 ５　 ＳＳｃ 患者尿液 ＤＥＭｓ 的 ＰＰＩ 下调网络构建与模块分析

Ｆｉｇ ５　 ＰＰＩ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｄｕｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ＤＥＭｓ ｉｎ ＳＳｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ
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图 ６　 ＳＳｃ 患者尿液关键基因 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 情况

Ｆｉｇ． ６　 Ｇｏ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＳＳｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ

图 ７　 ＳＳｃ 患者尿液差异基因 ＧＳＥＡ 分析

Ｆｉｇ．７　 ＧＳＥＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎ ＳＳｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ

３　 讨　 论

　 　 系统性硬化症（Ｓｙｓｔｅｍｉｃ Ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＳＳｃ）以皮肤、
脏器纤维化（或硬化）、血管改变和自身抗体产生为

特征的慢性系统性自身免疫性疾病。 尽管系统性硬

化症并不常见，但其发病率和死亡率都很高，ＳＳｃ 死

亡率风湿性疾病中个体死亡率最高的疾病，该病发

病率为每年每百万人 １０－５０ 例，每百万人 ４０－３４０
例，且存在明显地域差异［１２］。 目前，该病尚无根治

手段，利用简便易得指标和方法早期诊断、早期评估

病情对预后有重要作用。 但目前尚缺乏反映病情及

预后的生物标记物。
长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｎｃＲＮＡｓ）是定义为长度超

过 ２００ 个核苷酸且缺乏蛋白质编码能力的 ＲＮＡ 转

录本。 染色质相关和核 ｌｎｃＲＮＡ 通常参与转录过程

的调节，例如，通过染色质重塑或转录因子的募集；
而细胞质 ｌｎｃＲＮＡ 最常作用于转录后水平，例如：通

过 ｍｉＲＮＡ 海绵、ｍＲＮＡ 翻译的调节或蛋白质活性的

改变。 它们通过各种生物学机制参与几乎所有水平

的基因表达调控［１３］。 最近发现 ｌｎｃＲＮＡｓ 与多种包

括自身免疫疾病在内的病种的多种生物学功能密切

相关［１４－１６］，近年来，ｌｎｃＲＮＡ 作为免疫细胞中基因表

达的关键生物调节剂受到广泛关注，目前已经有血

液、组织学等方面研究证明 ｌｎｃＲＮＡ 及 ｍｉＲＮＡ 与

ＳＳｃ 的发病机制有关，包括遗传易感性、病毒感染等

环境因素［ １７－１９］。 但是，尿液 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＳＳｃ 患者中

研究尚未见涉足。
尿液细胞学作为应用最广泛的非侵入性方法之

一，对膀胱肿瘤等疾病的诊断具有很高的特异

性［２０］。 尿液检测方便取用。 ｌｎｃＲＮＡｓ 已成为信息

量最大的尿液生物标志物，特别是对于泌尿生殖系

统肿瘤。 ｌｎｃＲＮＡｓ 可以成功地从尿液中分离出来并

且相当稳定。 国外有文献报道，应用尿液检测游离

轻链（Ｆｒｅｅ Ｌｉｇｈｔ Ｃｈａｉｎｓ，ＦＬＣｓ）并肯定了尿液 ＦＬＣｓ
生物标记物和监测疾病活动度的作用［２１］。 通过 ＳＳｃ
患者尿液 ｌｎｃＲＮＡ 调控网络进行分析。 首次展示了

尿液 ｌｎｃＲＮＡ 分析在 ＳＳｃ 发病机制中的作用。
通过使用基因微阵列芯片分析，发现 ＳＳｃ 患者

和 ＨＣ 组之间的尿液中有 ６４５ 个 ｍＲＮＡｓ 和 １ ８８８ 个

ｌｎｃＲＮＡｓ 差异表达，其中上调、下调 ｍＲＮＡ 分别有

５４６ 个、９９ 个；上调、下调 ｌｎｃＲＮＡ 分别有 １ ６４７ 个、
２４１ 个。 这说明，ＳＳｃ 患者尿液 ｌｎｃＲＮＡ 存在差异表

达，意味着它们作为 ＳＳｃ 筛选的生物标志物的潜在

应用价值。 进一步的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路分析结果表

明尿液 ｍＲＮＡｓ 主要参与通路富集在 ＴＧＦ－β 信号通

路、氧化磷酸化和磷酸戊糖通路、转录调控、ＤＮＡ 去

甲基化、白介素－６ 反应等相关。 这些生物过程与
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ＳＳｃ 发病密切相关。
ＳＳｃ 发病初期表现为血管损伤，诱发因素包括

病毒、环境暴露、自身抗体、蛋白水解酶和炎性细胞

因子［２２］。 这种最初的血管损伤导致内皮细胞活化，
随后活化的血小板释放血栓素－Ａ２、ＰＤＧＦ 和 ＴＧＦ－
β 并激活凝血酶，导致凝血、血栓形成、血管收缩和

成纤维细胞活化。 其中，促纤维化生长因子转化生

长因子－β（ＴＧＦ－β） ／泛素连接酶（Ｓｍａｄ）信号通路

活化是纤维化发生发展过程中的关键因素［２３］。 ａ－
平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａ－ＳＭＡ）、白介素－６（ ＩＬ－６）、
ＴＧＦ－β 受体 １ ／ ２ 都属于纤维化相关基因［２４］。 因此，
这种最初的血管损伤最终导致组织缺氧，ＳＳｃ 患者

出现代偿性血管修复机制，伴随着广泛的微血管病

变和微血管系统的损伤，渐进性血管生成减少，这会

导致慢性组织缺氧和氧化应激。
通过 ＰＰＩ 网络、ｃｙｔｏｈｕｂｂａ 分析表明 ＫＥＧＧ 主要

富集在氧化磷酸化、细胞凋亡、自噬途径、线粒体功

能异常。 ＧＳＥＡ 富集亦分析发现氧化磷酸化与 ＳＳｃ
相关，与我们的网络分析结果是一致的。

１９９７ 年， 日 本 科 学 家 大 隅 良 典 （ Ｙｏｓｈｉｎｏｒｉ
Ｏｈｓｕｍｉ） 首次在酵母细胞中克隆出第一个自噬相关

的基因－－ＡＴＧ１３［２５］，自噬是从酵母到人类的一种高

度保守的蛋白质降解途径。 从自噬从发病机制来

看，与自噬流相关的疾病可以大致分为三类：分别是

１）自噬、溶酶体本身功能异常；２）自噬、溶酶体调节

异常；３）自噬基质装运异常。 自噬作为免疫效应因

子，在多种自身免疫疾病中起到了调控病原体清除，
具体体现为：抗原呈递、促进淋巴细胞归巢和生存，
调节细胞因子产生等，来连接自发免疫和获得性免

疫。 文献报道提示，ＳＳｃ 患者成纤维细胞自噬功能

紊乱，自噬水平下降，导致胶原过度合成［２６ － ２７］。
免疫细胞的存亡由线粒体氧化磷酸化、糖酵解、

脂肪酸合成、β 氧化、氨基酸代谢等多种代谢过程控

制的，包括戊糖磷酸途径，戊糖磷酸途径是细胞增殖

和维持还原环境的唯一代谢物质来源［２８］。 与戊糖

磷酸途径等免疫代谢相关的的研究有望成为治疗

ＳＳｃ 等自身免疫疾病提供新的方向。
线粒体功能异常，氧化应激是 ＳＳｃ 发生和发病

的重要因素。 ＳＳｃ 成纤维细胞细胞内和线粒体活性

氧（ＲＯＳ）水平上调，引起 ＳＳｃ 成纤维细胞氧化应激

诱导纤维化基因的表达。 这些细胞反应与 ＤＮＡ 损

伤反应、衰老相关分泌表型和纤维反应平行［２９］。 血

管损伤和炎症导致间充质细胞活化和分化导致组织

纤维化、不可逆的细胞外基质积累、不受控制的成纤

维细胞活化、持续的肌成纤维细胞、微血管周细胞室

增加和病理性上皮间质转化。 ＲＯＳ 所引起的氧化

应激可能是 ＳＳｃ 重要机制之一，氧化应激还可通过

加速细胞衰老，以及与此复杂过程相关的分子事件

在 ＳＳｃ 的纤维化和增殖性血管病变特征中起着重要

的作用［３０］。 然而，介导 ＳＳｃ 氧化应激发展的确切机

制及其致病作用尚未完全阐明。
在下调差异基因中，发现多个 ＮＤＵＦ 基因为

ＳＳｃ 核心基因，而且富集通路为还原型烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸（ＮＡＤＨ）通路、氧化磷酸化相关通路。
ＮＡＤＨ 是人体代谢、应激、细胞分化、线粒体功能等

各种生物过程中必不可少的，而补充 ＮＡＤＨ 可以恢

复体内的 ＮＡＤ＋水平，除了激活沉默信息调节因子

（ＳＩＲＴ１）外，ＮＡＤＨ 还可能通过调节其他途径降低

老年动物的氧化应激，改善血管功能、保护细胞、降
低细胞死亡率［３１］。 总之，ＳＳｃ 目前病因未明，国内

外学者也在积极寻求新的生物标记物。

４　 结　 论

　 　 １） 生物信息分析方法可为包括 ＳＳｃ 在内的自

身免疫疾病进行基因组个体化诊疗提供有力证据。
２） 通过使用微阵列揭示了 ＳＳｃ 样本尿液中

ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的表达水平，这可能直接反映关

键基因在 ＳＳｃ 中整合识别的作用，为 ＳＳｃ 早期诊断

和预后提供新的非侵入性潜在生物标志物检测手

段。 也说明了 ＳＳｃ 的发病是多基因、多靶点参与的

复杂过程。
３） 通过关键基因的分析也是研究 ＳＳｃ 的突破

点，可为药物干预疾病提供较为可靠的路径和作用

靶点。
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９７８－３－３１９－４２０５９－２＿１．

［１４］ＳＴＡＴＥＬＬＯ Ｌ， ＧＵＯ Ｃ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｂｙ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ
［ Ｊ ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０２１，
２２（２）：９６－１１８． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｓ４１５８０－０２０－００３１５－９．

［１５］ ＴＳＡＩ Ｃ Ｙ， ＳＨＥＮ Ｃ Ｙ， ＬＩＵ Ｃ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ａｂｅｒｒａｎｔ ｎｏｎ⁃
ｃｏｄｉｎｇ ｒｎａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙ⁃
ｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ： ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｉｓ⁃
ｓｕｅ ｄａｍａｇｅ［Ｊ］． Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２０，１０（１２）：１６４１． ＤＯＩ：
１０．３３９０ ／ ｂｉｏｍ１０１２１６４１．

［１６］ＭＩＨＡＹＬＯＶＡ Ｇ， ＶＡＳＩＬＥＶ Ｖ， ＫＯＳＴＵＲＫＯＶＡ Ｍ Ｂ，
ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ｒｎａｓ ａｓ ｎｅｗ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｌｕｐｕｓ ｎｅ⁃
ｐｈｒｉｔｉｓ： Ａ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ［ Ｊ］． Ｃｕ⁃
ｒｅｕｓ，２０２０，１２（７）：ｅ９００３． ＤＯＩ： １０．７７５９ ／ ｃｕｒｅｕｓ．９００３．

［１７］ ＭＡＲＩＯＴＴＩ Ｂ， ＳＥＲＶＡＡＳ Ｎ Ｈ， ＲＯＳＳＡＴＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＮＲＩＲ ｄｒｉｖｅｓ ＩＦＮ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｍｏｎｏ⁃
ｃｙｔｅｓ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｆｒｏｎｔｉｅｒ ｏｆ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１９，１０：１００． ＤＯＩ： １０． ３３８９ ／ ｆｉｍｍｕ． ２０１９．
００１００．

［１８］ＶＡＮ ＤＥＲ ＫＲＯＥＦ Ｍ， ＣＡＳＴＥＬＬＵＣＣＩ Ｍ， ＭＯＫＲＹ Ｍ， ｅｔ
ａｌ． Ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｕｎｄｅｒｌｉｅ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ｕｎｄｅｒｌｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ［Ｊ］． Ａｎｎａｌｓ ｏｆ Ｒｈｅｕ⁃
ｍａｔｏｌｏｇｙ Ｄｉｓｅａｓｅ，２０１９，７８（４）：５２９－５３８． ＤＯＩ： １０．１１３６ ／
ａｎｎｒｈｅｕｍｄｉｓ－２０１８－２１４２９５． Ｅｐｕｂ ２０１９ Ｆｅｂ ６．

［１９］ＳＺＡＢＯ Ｉ， ＭＵＮＴＥＡＮ Ｌ， ＣＲＩＳＡＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ｃｏｎｃｅｐｔｓ
ｉｎ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ： Ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｍｉＲＮＡｓ ［ Ｊ］．

Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅｓ，２０２１，９（１０）：１４７１． ＤＯＩ： １０．３３９０／ ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅｓ
９１０１４７１． ＰＭＩＤ： ３４６８０５８７； ＰＭＣＩＤ： ＰＭＣ８５３３２４８．

［２０］ＢＲＩＳＯＴＴＯ Ｇ， ＧＵＥＲＲＩＥＲＩ Ｒ， ＣＯＬＩＺＺＩ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ａｓ ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ ｕｒｉｎａｒｙ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｂｉｏｍａｒｋ⁃
ｅｒｓ［ Ｊ］． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０２１，２２９２：７３ － ９４．
ＤＯＩ： １０．１００７ ／ ９７８－１－０７１６－１３５４－２＿７．

［２１］ＧＩＧＡＮＴＥ Ａ， ＰＥＬＬＩＣＡＮＯ Ｃ， ＬＥＯＤＯＲＩ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｒｕｍ
ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ｆｒｅｅ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎｓ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ： ｎｏｖｅｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
［Ｊ］． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ＆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０２１，２０５（２）：
１３５－１４１． ＤＯＩ： １０．１１１１ ／ ｃｅｉ．１３６１１． Ｅｐｕｂ ２０２１ Ｊｕｎ ２．

［２２］ＶＡＮ ＣＡＡＭ Ａ， ＶＯＮＫ Ｍ， ＶＡＮ ＤＥＮ ＨＯＯＧＥＮ Ｆ， ｅｔ ａｌ．
Ｕｎｒａｖｅｌｉｎｇ ＳＳｃ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ； Ｔｈｅ ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ［ Ｊ］．
Ｆｒｏｎｔｉｅｒ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１８，９：２４５２． ＤＯＩ： １０．３３８９ ／ ｆｉｍ⁃
ｍｕ．２０１８．０２４５２．

［２３］ＦＩＮＮＳＯＮ Ｋ Ｗ， ＡＬＭＡＤＡＮＩ Ｙ， ＰＨＩＬＩＰ Ａ． Ｎｏｎ⁃ｃａｎｏｎｉ⁃
ｃａｌ （ｎｏｎ⁃ＳＭＡＤ２ ／ ３） ＴＧＦ⁃β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｆｉｂｒｏｓｉｓ： Ｍｅｃｈａ⁃
ｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｓ［ Ｊ］． Ｓｅｍｉｎａｒｓ ｉｎ Ｃｅｌｌ ＆ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０２０， １０１： １１５ － １２２． ＤＯＩ： １０． １０１６ ／ ｊ． ｓｅｍｃｄｂ．
２０１９．１１．０１３．

［２４］ＡＲＶＩＡ Ｒ， ＭＡＲＧＨＥＲＩ Ｆ， ＳＴＩＮＣＡＲＥＬＩ，ｅｔ ａｌ． Ｐａｒｖｏｖｉｒ⁃
ｕｓ Ｂ１９ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｎｏｒｍａｌ ｈｕｍａｎ ｄｅｒｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ：
ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｋｉｎ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏ⁃
ｓｉｓ［ Ｊ］． Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ （ Ｏｘｆｏｒｄ），２０２０，５９ （ １１）：３５２６ －
３５３２． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ ／ ｋｅａａ２３０．

［２５］ＦＵＮＡＫＯＳＨＩ Ｔ， ＭＡＴＳＵＵＲＡ Ａ， ＯＨＳＵＭＩ Ｙ． Ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ
ＡＰＧ１３ ｇｅｎｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｙｅａｓｔ， Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙ⁃
ｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］． Ｇｅｎｅ， １９９７，１９２（２）：２０７－２１３． ＤＯＩ：
１０．１０１６ ／ ｓ０３７８－１１１９（９７）０００３１－０．

［２６］ ＪＩＮ Ｍ， ＺＨＡＮＧ Ｙ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ
［Ｊ］． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２０２０，１２０７： ４０５ － ４０８． ＤＯＩ： １０． １００７ ／ ９７８ － ９８１ － １５ －
４２７２－５＿２８．

［２７］ＭＯＲＩ Ｔ， ＴＡＭＵＲＡ Ｎ， ＷＡＧＵＲＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｃｌｅｒｏｔｉｃ ｐｈａｓｅ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ［ Ｊ］．
Ｆｕｋｕｓｈｉｍａ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０２０，６６（１）：１７－
２４． ＤＯＩ： １０．５３８７ ／ ｆｍｓ．２０１９－２８． Ｅｐｕｂ ２０２０ Ａｐｒ １０．

［２８］ ＳＴＡＴＨＯＰＯＵＬＯＵ Ｃ， ＮＩＫＯＬＥＲＩ Ｄ， ＢＥＲＴＳＩＡＳ Ｇ． Ｉｍ⁃
ｍｕｎｏｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ： ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｉｎ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ］． Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１９，１１（９）：
８１３－８２９． ＤＯＩ： １０．２２１７ ／ ｉｍｔ－２０１９－０００２．

［２９］ＭＡＮＣＩＮＩ Ｏ Ｋ， ＡＣＥＶＥＤＯ Ｍ， ＦＡＺＥＺ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｏｘｉｄａ⁃
ｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ
ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｆｒｏｍ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ［ Ｊ］． Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ （ Ｏｘｆｏｒｄ）， ２０２１， ６１： １２６５ －
１２７５． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ ／ ｋｅａｂ４７７．

［３０］ＤＯＲＩＤＯＴ Ｌ，ＪＥＬＪＥＬＩ Ｍ， ＣＨＥＮＥ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｖｉａ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］． Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２０１９，２５：１０１１２２． ＤＯＩ： １０． １０１６／ ｊ． ｒｅｄｏｘ． ２０１９． １０１１２２． Ｅｐｕｂ
２０１９ Ｊａｎ ２５． ＰＭＩＤ： ３０７３７１７１； ＰＭＣＩＤ： ＰＭＣ６８５９５２７．

［３１］ＰＥＣＬＡＴ Ｔ Ｒ， ＳＨＩ Ｂ， ＶＡＲＧＡ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＮＡＤａｓｅ ｅｎ⁃
ｚｙｍｅ ＣＤ３８： ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｓｙｓ⁃
ｔｅｍｉｃ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ ａｎｄ ｒｈｅｕｍａ⁃
ｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｏｆ Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，２０２０，
３２（６）：４８８－４９６． ＤＯＩ： １０．１０９７／ ＢＯＲ．０００００００００００００７３７．
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