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**!摘要"*目的*分析溃疡性结肠炎"JK#患者血清及肠黏膜组织中!"#$%&&'和!"#$()) 的表达水平%探

讨其与疾病活动度的关系& 方法*选择 %&+( 年 +& 月至 %&+3 年 ( 月该院消化内科收治的JK患者 2( 例%根

据改良的L9M@评分系统将其分为内镜下活动期组"%& 例#和内镜下愈合期组"+( 例#%另选择同期健康志愿

者 %& 名作为对照组& 应用实时荧光定量聚合酶链反应"#N$GOK##法检测肠黏膜组织及血清样本 !"#$%&&''

!"#$()) 的表达水平%并进行三组间比较& 结果*对照组肠黏膜!"#$%&&''!"#$()) 表达水平显著高于内镜下

活动期组和内镜下愈合期组"!P&Q&)#%而内镜下活动期组与内镜下愈合期组比较差异无统计学意义"!R

&Q&)#& 内镜下活动期组血清中!"#$%&&''!"#$())水平高于内镜下愈合期组和对照组%差异有统计学意义"!P

&Q&)#%但后两组血清!"#$%&&''!"#$())水平比较差异无统计学意义"!R&Q&)#& 结论*血清 !"#$%&&''!"#$())

表达水平有可能间接反映JK患者的肠黏膜损伤情况&
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**炎症性肠病""=H:9!!9U@XM'@Z>:S"<>9<>% à[#是

一类由多种原因引起的以慢性肠道炎症为主要表现

的自身免疫性疾病%常反复发作%病理分型主要有溃

疡性结肠炎"?:C>X9U"Y>C@:"U"<%JK#和克罗恩病"KX@E=b<

S"<>9<>%K[#& 黏膜愈合是JK治疗好转的目标& 微

小#.1"!"CX@#.1%!"#.1#可通过与靶基因序列特

异性的相互作用%在转录和翻译水平调节相关基因

表达%从而参与细胞发育'增殖'分化'凋亡等过程$

还能通过影响下游炎症因子的分泌或参与免疫系统

的发育'分化过程%调控慢性炎症的发生'发展(+$%)

%甚

至对结直肠癌的发生'发展产生直接影响(2$7)

& 有研

究显示%!"#$%&&'可维持 à[患者肠上皮完整性(2)

%

且血清 !"#$%&&' 的表达水平可反映 JK患者疾病

的严重程度(7)

& 另外也有研究显示%!"#$()) 可通

过靶向调节8盒结合锌指蛋白 +"D"=CH"=F>X8$'@V$

'"=S"=FWX@U>"= +%]8a+#等因子抑制上皮间充质转化

">W"UE>:"9:$!><>=CEM!9:UX9=<"U"@=%8LN#来保持上皮

的完整性())

%但其与JK内镜下活动度的关系尚未阐

明& 本研究通过比较 JK患者与健康体检者血清及

肠黏膜组织 !"#$%&&''!"#$()) 的相对表达量%探讨

!"#$%&&''!"#$())表达水平与JK疾病活动的关系&

D>对象与方法

DED>研究对象*选择%&+(年+&月至%&+3年(月我

院消化内科收治的JK患者2(例%均经内镜检查结合

临床症状进行确诊& 其中内镜下活动期 %& 例"内镜

下活动期组#%内镜下愈合期 +(例"内镜下愈合期组#&

纳入标准!"+#年龄 %& c4& 岁$"%#符合+炎症性肠

病诊断与治疗的共识意见"%&+% 年%广州#,

(()中关

于JK的诊断标准$"2#检查资料完整& 排除标准!

"+#过去 2个月内使用过水杨酸制剂'糖皮质激素'免

疫抑制剂及生物制剂等$"%#合并心血管疾病和肝肾

疾病$"2#合并恶性肿瘤$"7#孕期妇女$")#合并其他

自身免疫系统疾病& 另选择同期健康志愿者 %& 名作

为对照组& 所有研究对象签署知情同意书& 内镜下

活动期组男 +2例%女 4例%年龄"73Q(& d+2Q32#岁& 内

镜下愈合期组男 +&例%女 (例%年龄")%Q(3 d3Q(3#岁&

对照组男 ++ 名%女 3 名%年龄")+Q+3 d++Q(3#岁&

三组年龄'性别比较差异无统计学意义"!R&Q&)#&

DE5>JK内镜下活动期及愈合期的判断方法(()

*根据

改良的L9M@评分系统进行诊断分级& 见表 +& 由于

L9M@评分对于黏膜愈合无明确定义%本研究以L9M@

评分为 & c+分定义为愈合期%% c2分定义为活动期&

表 +*改良的L9M@评分系统

项*目 & 分 + 分 % 分 2 分

排便次数 正常 比正常增加 + c% 次TS 比正常增加 2 c7 次TS 比正常增加 ) 次TS

便血 未见出血 不到一半时间内出现便中混血 大部分时间内为便中混血 一直存在便血

内镜检查 正常或无活动性病变
轻度病变"红斑'血管纹理减少'

轻度易脆#

中度病变"明显红斑'血管纹理
缺乏'易脆'糜烂#

重度病变"自发性出血%

溃疡形成#

意识总体评价 正常 轻度病情 中度病情 重度病情

DEF>标本采集

+Q2Q+*组织标本采集*JK患者及对照组均在行内镜

检查时应用活检钳取直肠或乙状结肠黏膜组织 2 块&

活动期患者活检部位为直肠或乙状结肠黏膜糜烂或

溃疡处$内镜下愈合期患者活检部位为直肠或乙状结

肠愈合黏膜处$对照组活检部位为正常的直肠黏膜组

织& 将其中 %块标本经液氮速冻后置I5& e保存备

用%另 + 块标本置于福尔马林液中行病理切片检查&

+Q2Q%*血清标本提取*取研究对象肘静脉血 ) !:%

分离血清%以 ) &&& XT!"= 条件离心 +) !"=%提取上

清液备检&

DEG>#.1提取*取活检组织 % 块%清洗去除血污

后置入洁净8O管中%加入NX"D@:"f"H>生物技术有限

公司#%利用高速组织研磨器对组织进行匀浆%至匀

浆液均匀无颗粒& 对于血清样本则直接取冻融血清

%&&

!

:置于洁净8O管中%加入 + !:NX"D@:%充分混匀&

随后两者均按 +T) 体积的比例加入 7 e的氯仿%剧

烈振荡%充分混匀后冰上放置 +) !"=%+% &&& XT!"='

7 e离心 +) !"=& 小心吸取上层无色液相后加入等体

积的异丙醇%轻柔混匀%常温静置 +) !"=%+% &&& XT!"='

7 e离心 +) !"=& 取上清液%加入I%& e冻存 4)g乙

醇 + !:%轻柔颠倒数次%5 &&& XT!"='7 e离心 ) !"=%弃

上清液%所得沉淀为总#.1& 室温下静置 +& c+) !"=%

使沉淀自然晾干& 随后加入 2&

!

:SS\

%

"̂血清标本则

用 %&

!

:SS\

%

#̂%室温静置 +& !"=%使 #.1充分溶

解%混匀后取 %

!

:进行#.1纯度检测%其余I5& e

冻存备检&

DE:>#.1完整性分析*取洁净电泳槽%配制 +g的

琼脂糖凝胶%用移液器吸取总#.1样品 7Q)

!

:于薄

膜上%再加入 &Q)

!

:的 +& h:@9S"=F'?HH>X%混匀%将

*52+*

KE"=><>_@?X=9:@H.>ZK:"="C9:L>S"C"=>%0>'X?9XM%&%%%i@:?!>+)%.?!'>X%**



其小心加入点样孔& 电压设置为 +&& i%电泳 2& !"=&

琼脂糖凝胶电泳实验结果可见 %5 <'+5 <及 ) <小分

子#.1条带%则说明完整性好$%5 <和 +5 <#.1比

值约为 %j+%表明#.1无降解& 见图 +&

图 +*琼脂糖凝胶电泳图

DE9>实时荧光定量聚合酶链反应"X>9:$U"!>G?9=U"$

U9U"Y>W@:M!>X9<>CE9"= X>9CU"@=%#N$GOK##法检测组织

及血清样本!"#$%&&''!"#$())的表达*应用!"#C?U>

增强型!"#.1C[.1第一链合成试剂盒"天根生化#

进行#.1逆转录%获得C[.1& 应用!"#C?U>增强型

!"#.1荧光定量试剂盒"天根生化#进行扩增检测&

实验操作严格按照试剂盒说明书进行& J("内参#'

!"#$%&&''!"#$()) 引物均由,>=>K@W@>"9公司合成&

以 %

I

!!

KU法计算相对表达量&

DEH>统计学方法>应用 /O//%%Q& 统计软件进行数

据分析& 计量资料以均数 d标准差"

"

>d<#表示%三

组间比较采用单因素方差分析%组间两两比较采用

f/[$5检验& 计数资料以例数"'#表示%组间比较采

用
!

% 检验& !P&Q&) 为差异有统计学意义&

5>结果

5ED>三组肠黏膜组织!"#$%&&''!"#$()) 表达水平

比较*对照组肠黏膜组织!"#$%&&''!"#$()) 表达水

平显著高于内镜下活动期组和内镜下愈合期组"!P

&Q&)#%而内镜下活动期组与内镜下愈合期组比较差

异无统计学意义"!R&Q&)#& 见表 %&

表 %*三组肠黏膜组织!"#$%&&'!!"#$()) 表达

* *水平比较"#

"

>d<$%相对表达量&

组*别 例数 !"#$%&&' !"#$())

内镜下活动期组 %& &Q54 d&Q+( +Q&) d&Q%+

内镜下愈合期组 +( +Q+3 d&Q%) &Q(( d&Q+&

对照组**** %&

2)Q&+ d(Q5%

9'

4Q7) d+Q(+

9'

C I 777Q32) %32Q4)(

! I &Q&&& &Q&&&

*注!与内镜下活动期组比较%

9

!P&Q&)$与内镜下愈合期组比较%

'

!P&Q&)

5E5>三组血清!"#$%&&''!"#$()) 表达水平比较*

内镜下活动期组血清 !"#$%&&''!"#$()) 水平高于

内镜下愈合期组和对照组%差异有统计学意义"!P

&Q&)#& 但后两组血清!"#$%&&''!"#$()) 水平比较

差异无统计学意义"!R&Q&)#& 见表 2&

表 2*三组血清!"#$%&&'!!"#$()) 表达

* *水平比较"#

"

>d<$%相对表达量&

组*别 例数 !"#$%&&' !"#$())

内镜下活动期组 %& (Q() d%Q2(* %3Q32 d+(Q)%

内镜下愈合期组 +(

+Q35 d&Q%(

9

%&Q)5 d+&Q23

9

对照组**** %&

+Q3) d&Q)&

9

+)Q&) d4Q3(

9

C I (4Q&(3 4Q7()

! I &Q&&& &Q&&+

*注!与内镜下活动期组比较%

9

!P&Q&)

F>讨论

FED> à[可引起肠道通透性和抗原渗透增加%导致

肠道上皮屏障损伤(4)

& 黏膜愈合是 JK的一个治疗

目标%目前已有大量研究证据表明%黏膜愈合可以维

持临床缓解时间%降低患者住院率及手术风险%从而

改善JK的疾病进程& 而内镜检查是目前评估 JK

黏膜愈合情况的金标准(5)

&

FE5>KE>=等(2)的研究显示%活动期 à[患者肠黏膜

组织中!"#$%&&'的表达水平显著低于对照组%!"#$%&&'

可通过抑制8LN促进肠上皮细胞的增殖以维持 à[

患者肠道上皮的完整性& 另外%69=F等(3)的研究也

显示%!"#$%&& 家族成员可通过直接靶向下调 ]8a+

和8盒结合锌指蛋白 %"D"=CH"=F>X8$'@V$'"=S"=FWX@$

U>"= %%]8a%#来抑制肠上皮 8LN%促进肠黏膜上皮

增生& 也有研究发现%!"#$%&&' 可通过抑制肿瘤坏

死因子
"

'白介素$5 的表达%改善肠上皮紧密连接损

伤%从而发挥保护肠上皮屏障的功能(+&$++)

& 本研究

结果显示%JK患者肠黏膜组织 !"#$%&&' 表达水平

显著低于对照组%这与上述研究结论相符&

FEF>有研究证据表明%活动期JK患者血清中血管内

皮生长因子"Y9<C?:9X>=S@UE>:"9:FX@ZUE H9CU@X%i8,0#水

平显著高于非活动期JK患者及健康者(+%)

%而!"#$%&&'

可直接靶向抑制i8,0的表达(+2)

& 在JK患者的结

肠中%炎性新生血管可激活并募集免疫细胞%促进炎

性调节因子分泌%导致疾病迁延不愈%抗i8,0抗体

可抑制炎性血管生成%缓解 à[疾病进程(+7)

& 本研

究发现内镜下活动期组血清 !"#$%&&' 的表达水平

显著高于对照组和内镜下愈合期组%提示JK活动期

肠黏膜损伤严重%i8,0释放增多%血清!"#$%&&' 可
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能为代偿性增多以抑制i8,0的表达%提示!"#$%&&'

参与了JK的发生'发展&

FEG>!"#$()) 在一些肿瘤细胞中呈低表达%并具有

抑制肿瘤的作用%参与了肿瘤细胞的多种生物学过

程(+)$+4)

%但其在JK中的表达趋势及作用尚未阐明&

有研究显示%!"#$())可通过靶向调节]8a+等因子抑

制8LN%抑制肿瘤细胞的增殖与转移%这与!"#$%&&'

维持肠黏膜完整性的机制类似(+5$+3)

& 也有研究指出

!"#$())可通过直接靶向作用i8,0抑制卵巢癌细胞

的增殖和侵袭(%&)

%与!"#$%&&'对i8,0的抑制作用

相似%但该研究未进行血清中相关指标的检测%故其

在血清中表达的相互作用尚未可知& 本研究结果显

示%!"#$()) 在JK患者肠黏膜组织中的表达水平显

著低于对照组%但在内镜下活动期组患者血清中的

表达却明显高于对照组%与!"#$%&&'在JK患者肠黏

膜组织及血清中的表达趋势相似%提示!"#$()) 也可

能参与维持肠道上皮的完整性%并通过与 i8,0作

用%反映肠黏膜的损伤愈合情况%但此推论仍需进一

步研究证实&

综上所述%!"#$%&&''!"#$()) 在 JK患者血清

中呈高表达%而在肠黏膜组织中呈低表达%可反映疾

病的发展& 但是%本研究样本量较小%且为单中心研

究%对于!"#$%&&''!"#$()) 作用的具体机制也尚未

能够进行证实%故结论仍需进一步研究加以验证&
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