
儿童更容易发生复发性 ＡＲＴＩ、ＧＥ和缺铁性贫血，儿
童复发感染风险与缺铁性贫血显著相关，一旦铁缺乏

得到纠正，ＡＲＴＩ和 ＧＥ的复发率可降低。更有研究
报道，反复感染患儿普遍存在不同程度的体液或细胞

免疫功能低下，而微量元素缺乏和营养不足是引起患

儿免疫力低下的重要原因
［１５］
。对于反复上呼吸道感

染患儿而言，血清微量元素锌、铁缺乏较明显，并且缺

乏程度与患儿感染复发频率及病情严重程度密切相

关，临床进行间断补锌、铁后能显著改善患儿血清微量

元素及免疫功能指标水平，具有良好的防治效果
［１６］
。

综上所述，铁不但参与血红蛋白的合成，对于免

疫细胞的增殖和成熟也很重要，特别是淋巴细胞，对

于产生对感染的特异性反应
［１７］
。也可能是由于血红

蛋白降低使肺血管和肺实质携氧能力降低，导致对侵

袭性病原体的保护能力下降。由于胃上皮细胞具有

较高的生物活性，需要良好的营养状态来维持黏膜完

整性和吸收能力。在随访期间复发性 ＡＲＴＩ和 ＧＥ明
显减少，表明补充铁对儿童复发性 ＡＲＴＩ和 ＧＥ具有
明显的保护作用，因此在一级基层医疗单位补充铁治

疗，或可作为儿童感染一级预防策略。
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摘　要　目的　拟在浙江省汉族人群中探讨结肠组织中诱骗受体和护骨素基因多态性及其结肠组织表达水平与 ＵＣ的关

系。方法　收集 ５６例 ＵＣ患者和 ６２例性别、年龄相匹配的良性结肠息肉患者作为对照组，采集空腹外周静脉血和结肠组织标

本。采用 ＳＮａＰｓｈｏｔ技术检测 ＤｃＲ１（ｒｓ１２５４９４８１）、ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）及 ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）的基因多态性。采用反转录实时定量 ＰＣＲ
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（ＲＴ－ｑＰＣＲ）法和免疫组织化学法检测结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧｍＲＮＡ及蛋白表达水平。在 ＵＣ组和对照组之间，以及携带

不同基因型的 ＵＣ患者之间比较结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧｍＲＮＡ和蛋白表达水平差异。结果　ＵＣ组中突变基因型（ＧＡ＋

ＡＡ）及突变等位基因（Ａ）频率均显著高于正常对照组（１５．１８％ ｖｓ６．４５％，ＯＲ＝２．５９５，９５％ＣＩ：１．０７３～６．２７４，Ｐ＝０．０３０；

２８５７％ ｖｓ１２．９０％，ＯＲ＝２．７００，９５％ＣＩ：１．０５３～６．９２６，Ｐ＝０．０３５）。ＵＣ患者结肠组织中 ＤｃＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著低

于对照组（４．４９±２．２９ｖｓ９．４９±４．０６，ｔ＝８．１３４，Ｐ＜０．０１；０．１８０±０．０５２ｖｓ０．２７３±０．０６９，ｔ＝８．３２２，Ｐ＜０．０１）。携带 ＤｃＲ２

（ｒｓ１１３３７８２）突变基因型（ＧＡ＋ＡＡ）的患者结肠组织中 ＤｃＲ２的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著高于携带野生纯合子（ＧＧ）基因型者

（３．６４±１．６３ｖｓ６．６２±２．３５，ｔ＝５．４３，Ｐ＜０．０１；０．１２９±０．０２８ｖｓ０．１９８±０．０４７，ｔ＝７．１４７，Ｐ＜０．０１）。然而，ＵＣ组和对照组之间，

以及携带 ＤｃＲ１、ＯＰＧ不同基因型的 ＵＣ患者之间，ＤｃＲ１和 ＯＰＧｍＲＮＡ和蛋白表达水平差异均无统计学意义（Ｐ均 ＞００５）。

结论　 ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）基因突变可能降低 ＵＣ的发病风险，其机制可能通过降低 ＤｃＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平发挥作用，ＤｃＲ１

（ｒｓ１２５４９４８１）和 ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）基因多态性及其结肠组织表达水平与 ＵＣ的发病风险无显著关联。
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ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓ（４．４９±２．２９ｖｓ９．４９±４．０６，ｔ＝８．１３４，Ｐ＜０．０１；０．１８０±０．０５２ｖｓ０．２７３±０．０６９，ｔ＝８．３２２，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｃａｒｒｙｉｎｇ（ＧＧ）ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｂｏｔｈＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏ

ｔｅｉｎｗｅｒｅａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｈｏｓｅｃａｒｒｙｉｎｇ（ＧＡ＋ＡＡ）ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ（３．６４±１．６３ｖｓ６．６２±２．３５，ｔ＝５．４３，Ｐ＜０．０１；０．１２９±

０．０２８ｖｓ０．１９８±０．０４７，ｔ＝７．１４７，Ｐ＜０．０１）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＤｃＲ１

ａｎｄＯＰＧｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＵＣａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＵＣｃａｒｒｙｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ（ａｌｌＰ＞

０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｍａｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅｒｉｓｋｏｆＵＣｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＤｃＲ２．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ＤｃＲ１（ｒｓ１２５４９４８１）ａｎｄＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｒｅｎｏｔ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｉｓｋｏｆＵＣ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｄｅｃｏｙｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ；Ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ；Ｇｅｎｅｔｉｃｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；Ｃｏｌｏｎｉｃｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种慢性
非特异性肠道炎症，主要累及结肠黏膜和黏膜下层，

范围多自远端结肠开始，可逆行向近端发展，甚至累

及全结肠及末端回肠，病灶多呈连续性分布。流行病

学数据显示，ＵＣ的全球发生率不断升高，我国亦是逐
年增加

［１］
。ＵＣ的确切病因和发生机制至今尚未阐

明，而且由于缺少特异性的治疗手段和药物，ＵＣ患者
的病情常迁延、反复，不仅严重影响患者的生活质量，

也给家庭和社会带来沉重的负担。

细胞凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）是调控机体正常发育、维护

内环境稳定的重要生理过程，研究证实细胞凋亡失调

在 ＵＣ的发病中占有十分重要的地位，肠黏膜上皮细
胞凋亡过度，黏膜固有层淋巴细胞（ＬＰＴ）凋亡抵抗和
凋亡迟滞，是导致肠组织炎性反应发生和持续的重要

原因
［２］
。研究发现在 ＵＣ炎症局部及其邻近区域，整

个结肠隐窝上皮细胞均有凋亡现象。用多种凋亡标

志物检测 ＵＣ和正常结肠上皮细胞凋亡的程度和范
围，发现活动性 ＵＣ病变区域上皮细胞凋亡发生的程
度和范围都高于正常组织

［３］
。

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
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ｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）能
激活外源性凋亡途径，促进细胞凋亡。研究证实

ＴＲＡＩＬ与类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）、多
发性硬化症（ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＭＳ）、系统性红斑狼
疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＳＬＥ）、自身免疫性甲
状腺 炎 （ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ，ＡＩＴ）等 疾 病 相
关

［４～７］
。ＴＲＡＩＬ主要通过与死亡受体（ｄｅａｔｈｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ，ＤＲ）４或 ＤＲ５结合，产生促细胞凋亡信号，诱导
靶细胞凋亡。除 ＤＲ４、ＤＲ５外，ＴＲＡＩＬ受体家族还包
括诱骗受体（ｄｅｃｏｙｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＤｃＲ）１、ＤｃＲ２及护骨素
（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）。ＴＲＡＩＬ与死亡受体结合，通
过天冬氨酸蛋白水解酶 －８（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆ
ｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－８，ｃａｓｐａｓｅ－８）和 Ｆａｓ相关死亡结构域
（Ｆａｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｅａｔｈｄｏｍａｉｎ，ＦＡＤＤ）途径转导凋亡
信号，但 ＤｃＲ１缺乏跨膜区及胞内域，ＤｃＲ２仅含有截
断的死亡结构域，ＯＰＧ缺乏功能性的死亡结构域，因
此这３种受体与 ＴＲＡＩＬ结合后不仅不产生细胞凋亡
信号，还与 ＤＲ４或 ＤＲ５竞争性结合 ＴＲＡＩＬ，抑制靶细
胞凋亡。

本研究组前期初步探讨了 ＴＲＡＩＬ基因 ３′非翻译
端 （Ｇ１５２５Ａ、Ｇ１５８８Ａ、Ｃ１５９５Ｔ）３个 ＳＮＰｓ和血浆
ｓＴＲＡＩＬ水平以及死亡受体 ＤＲ４、ＤＲ５基因多态性与
中国汉族人群 ＵＣ易感性的关系，结果发现 ＵＣ患者
中 ＴＲＡＩＬ（Ｇ１５２５Ａ、Ｇ１５８８Ａ、Ｃ１５９５Ｔ）位点的突变率
明显高于对照组，提示这 ３个 ＳＮＰ的突变对 ＵＣ具
有保护作用，可能是影响 ＵＣ易感性的潜在功能性
位点

［８］
。进一步研究发现 ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２位点）

基 因 多 态 性 可 能 影 响 ＵＣ 的 易 感 性，ＯＰＧ
（ｒｓ３１０２７３５）基因突变不仅会增加 ＵＣ的患病风险，
还可能影响 ＵＣ的疾病严重程度［９］

。但由于 ＴＲＡＩＬ
的生物学效应受多种因素的影响，尤其是与 ＴＲＡＩＬ
受体家族的表达或功能密不可分，因此本研究将进

一步探讨结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２和 ＯＰＧ的表达水
平与 ＵＣ的关系，旨在为揭示 ＵＣ的遗传免疫学机
制提供线索。

对象与方法

１．研究对象：收集 ２０１８年 ３月 ～２０１９年 ４月温
州医科大学附属第二医院消化住院和门诊确诊的 ＵＣ
患者５６例，其中男性 ２６例，女性 ３０例，患者平均年
龄３８．４２±１５．２４岁。同期于温州医科大学附属第二
医院消化内科收集的性别、年龄相匹配的良性结肠息

肉患者６２例（男性３０例，女性３２例），患者平均年龄
３７．５６±１６．３６岁。依据中华医学会消化病分会制定

的“炎症性肠病诊断与治疗的共识意见”
［１０］
，经临床、

实验室、胃镜、结肠镜、小肠镜或胶囊内镜、放射影像

学及病理组织学等检查综合确立 ＵＣ诊断，所有纳入
研究的病例均为初发型 ＵＣ。依据结肠镜表现将 ＵＣ
疾病部位分为远端结肠炎 （Ｅ１＋Ｅ２，３１例）和广泛
结肠炎 （Ｅ３，２５例）。依据“改良的 Ｔｒｕｅｌｏｖｅ＆Ｗｉｔｔｓ
评分”将 ＵＣ疾病严重程度分为轻度（２３例）、中度
（２８例）和重度（５例）［１１］。所有 ＵＣ病例纳入前经各
项检查排除感染性腹泻、缺血性肠病、放射性肠炎、消

化道肿瘤、糖尿病、系统性红斑狼疮、自身免疫性甲状

腺炎等疾病。以上研究对象均来自无血缘关系的浙

江汉族人群，所有入选者均签署知情同意书，本研究

获得温州医科大学附属第二医院医学伦理学委员会

批准。

２．ＲＴ－ｑＰＣＲ检测结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２和
ＯＰＧ的表达水平：（１）标本采集：５６例 ＵＣ患者和 ６２
例性别、年龄相匹配的良性结肠息肉患者均采用结肠

镜活检钳留取乙状结肠部位 （距肛缘 ３０ｃｍ）的黏膜
组织，大小约 ２ｍｍ×２ｍｍ×２块，一部分置于 －８０℃
冻存备用，另一部分用 ４％多聚甲醛固定保存，石蜡
包埋后以 ４～５μｍ厚度连续病理切片。（２）ＲＴ－
ｑＰＣＲ检测：采用 ＴＲＩｚｏｌ试剂 （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），
按照试剂盒说明书，在严格无菌条件下提取结肠组织

总 ＲＮＡ。ＮａｎｏＤｒｏｐ－２０００分光光度计（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）检测 ＲＮＡ纯度和浓度。使用反转录试剂盒 （美
国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）合成ｃＤＮＡ，引物由上海捷
瑞生物工程有限公司合成，序列如下：β－ａｃｔｉｎ上游引
物：５′－ＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＡＴ－３′，下游
引物：５′－ＣＣＡＧＴＴＴＴＴＡＡＡＴＣＣＴＧＡＧＴＣＡＡＧＣ－３′；
ＤｃＲ１上游引物：５′－ＧＴＧＧＴＴＣＧＴＴＴＴＧＡＴＴＴＧＣＣＣ－
３′，下游引物：５′－ＣＧＴＧＴＴＧＡＴＴＧＴＧＡＣＴＣＧＴＧＧＡ－
３′；ＤｃＲ２上游引 物：５′－ＡＡＣＡＴＧＧＴＣＣＴＧＣＴＴＧＴ
ＧＡＣＧ－３′，下游引物：５′－ＡＴＣＴＧＣＧＧＴＣＴＣＡＣＴＧ
ＧＴＣＴＧ－３′；ＯＰＧ上 游 引 物：５′－ＣＣＴＧＧＡＴＴＴＧ
ＧＡＧＴＧＧＴＧＣＡＡ－３′，下游引物：５′－ＡＡＴＧＣＣＴＣＣＴ
ＣＡＣＡＣＡＧＧＧＴＡ－３′；以 ｃＤＮＡ为模板，严格按照
ＲＴ－ｑＰＣＲ试剂盒（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）说
明书进行实验操作，２５μｌ反应体系中含 ｃＤＮＡ２．５μｌ，
上下游引物各 １０μｌ，２×ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲＭｉｘ
１２５μｌ和适量去离子水。反应程序：９５℃预变性
１０ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，共 ４０个循环。采用
２－△△ＣＴ法计算 ｍＲＮＡ相对表达量。

３．免疫组织化学法检测结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２
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和 ＯＰＧ蛋白表达水平：主要试剂包括鼠抗人 ＤｃＲ１、
ＤｃＲ２、ＯＰＧ抗体 （英国Ａｂｃａｍ公司），抗兔／鼠通用型
免疫组化试剂盒 （丹麦 ＤａｋｏＤｅｎｍａｒｋＡ／Ｓ公司）。
石蜡切片置于６５℃烘箱中烘片２ｈ，然后二甲苯脱蜡，
经梯度乙醇水化，切片 ＰＢＳ浸泡后，用 ＰＢＳ冲洗 ３
次，每次５ｍｉｎ。切片置于 ｐＨ６．０柠檬酸缓冲液中微
波修复，微波炉中火至沸后断电，间隔 １０ｍｉｎ低火至
沸。自然冷却后用 ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ。切片放
入３％过氧化氢溶液，室温下孵育１０ｍｉｎ，以阻断内源
性过氧化物酶。ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ，甩干后用
５％牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）（瑞士罗氏公司）室温
２０ｍｉｎ封闭非特异性反应位点。每张切片加入 ５０μｌ
２００倍稀释的鼠抗人 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧ抗体 （英国

Ａｂｃａｍ公司）覆盖组织，４℃过夜。ＰＢＳ洗 ３次，每次
５ｍｉｎ。去除 ＰＢＳ液，每张切片加 ５０～１００μｌ的抗兔／
鼠通用型免疫组化二抗 （丹麦 ＤａｋｏＤｅｎｍａｒｋＡ／Ｓ公
司），４℃孵育 ５０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗 ３次，每次 ５ｍｉｎ。去除
ＰＢＳ，每张切片加５０～１００μｌ新鲜配制二氨基联苯胺
（ＤＡＢ）溶液，显微镜下控制显色时间。显色完全后，
蒸馏水冲洗，苏木精复染，１％盐酸乙醇分化 （１ｓ），蒸
馏水冲洗，１％氨水（ＮＨ３·Ｈ２Ｏ）返蓝，自来水冲洗。
最后切片经过梯度乙醇（７０％ ～９０％ ～９５％ ～１００％）
各１０ｍｉｎ，脱水干燥，二甲苯透明，中性树胶封固，显微
镜下观察。免疫组化结果判定以细胞质或细胞核中

出现棕黄色为阳性。在 ２００倍镜下每张切片随机选
取 ５个视野，用 Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件 （美国

ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司）分析每张图片中阳性染色部
分的平均光密度 （ＩＯＤ／Ａｒｅａ）值，取均值表示 ＤｃＲ１、
ＤｃＲ２、ＯＰＧ蛋白表达水平。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件对数
据进 行 统 计 分 析。采 用 χ２ 检 验 分 析 ＤｃＲ１
（ｒｓ１２５４９４８１）、ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）和 ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）
基因型分布是否符合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律。性
别和平均年龄比较分别采用 χ２检验和两独立样本 ｔ
检验。采用非条件 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、
ＯＰＧ基因多态性分布差异及其对 ＵＣ患者临床病理
特征的影响。采用Ｈａｐｌｏｖｉｅｗ４．２软件进行连锁不平
衡分析。ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧｍＲＮＡ和蛋白表达水平
用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，ＵＣ组和对照组之间
采用单因素方差分析比较结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、
ＯＰＧｍＲＮＡ和蛋白表达水平差异。进一步依据基
因型将 ＵＣ患者分组，携带正常野生基因型的患者

为一组，携带杂合子突变基因型或纯合子突变基因

型的患者归为另一组，两组之间采用两独立样本 ｔ
检验比较结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧｍＲＮＡ和蛋
白表达水平差异，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

结　　果
１．ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧ基因多态性与 ＵＣ易感性的

关系：ＵＣ组和对照组中，ＤｃＲ１（ｒｓ１２５４９４８１）、ＤｃＲ２
（ｒｓ１１３３７８２）和 ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）的基因型分布均符
合 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡定律（ＵＣ组：Ｐ＝０５４３，
０７６３，０８４５；对照组：Ｐ＝０６６６，０５８７，０５８２）。非
条件 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析发现，与对照组比较，ＵＣ组中
ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）的突变等位基因（Ａ）和基因型
（ＧＡ＋ＡＡ）频率均显著增高（１５１８％ ｖｓ６４５％，
ＯＲ＝２５９５，９５％ ＣＩ：１０７３～６２７４，Ｐ ＝００３０；
２８５７％ ｖｓ１２９０％，ＯＲ＝２７００，９５％ＣＩ：１０５３～
６９２６，Ｐ＝００３５，表 １）。而其他两个 ＳＮＰ的突变等
位基因和基因型频率在 ＵＣ组和对照组之间比较，差
异均无统计学意义（Ｐ均 ＞００５）。
　　２．ＵＣ组和对照组的结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、
ＯＰＧｍＲＮＡ表达水平比较：ＵＣ患者结肠组织中
ＤｃＲ２ｍＲＮＡ表达水平显著低于对照组（４．４９±２．２９
ｖｓ９．４９±４．０６，ｔ＝８１３４，Ｐ＜０．０１）。５６例 ＵＣ患者
中，携带 ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）（ＧＧ）基因型 ４０例，（ＧＡ）
基因型 １５例，（ＡＡ）基因型 １例。与携带 ＤｃＲ２
（ｒｓ１１３３７８２）基因型 （ＧＧ）的 ＵＣ患者比较，携带
ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）（ＧＡ＋ＡＡ）基因型的患者结肠组
织中 ＤｃＲ２ｍＲＮＡ表达水平显著降低（３．６４±１．６３ｖｓ
６．６２±２．３５，ｔ＝５．４３，Ｐ＜０．０１）。而 ＵＣ组中，ＤｃＲ１
（ｒｓ１２５４９４８１）和 ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）不同基因型携带者
之间ＤｃＲ１、ＯＰＧｍＲＮＡ表达水平比较，差异均无统计
学意义（Ｐ均 ＞０．０５）。

３．ＵＣ组和对照组的结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、
ＯＰＧ蛋白表达水平比较：ＵＣ组结肠组织中 ＤｃＲ２蛋白
表达水平显著低于对照组（０．１８０±０．０５２ｖｓ０．２７３±
００６９，ｔ＝８．３２２，Ｐ＜０．０１，图 １）。ＵＣ患者中，与携带
ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）（ＧＧ）基因型的患者比较，携带
ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）（ＧＡ＋ＡＡ）基因型的患者结肠组织
中 ＤｃＲ２蛋白表达水平也显著降低（０．１２９±０．０２８ｖｓ
０．１９８±０．０４７，ｔ＝７．１４７，Ｐ＜０．０１，图 ２）。而 ＵＣ组
中，ＤｃＲ１和 ＯＰＧ的不同基因型携带者之间蛋白表达
水平比较，差异均无统计学意义（Ｐ均 ＞０．０５）。

·０１１·
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表 １　溃疡性结肠炎（ＵＣ）组和对照组 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧ基因多态性分布差异［ｎ（％）］

基因 对照组（ｎ＝６２） ＵＣ组（ｎ＝５６） Ｐ ＯＲ（９５％ＣＩ）
ＤｃＲ１（ｒｓ１２５４９４８１）
　ＴＴ ３７（５９．６８） ３３（５８．９３）

０．９３４ １．０３２（０．４９４～２．１５２）
　ＴＣ ２１（３３．８７） ２１（３７．５０）
　ＣＣ ４（６．４５） ２（３．５７）
　ＴＣ＋ＣＣ ２５（４０．３２） ２３（４１．０７）
　等位基因 Ｔ ９５（７６．６１） ８７（７７．６８）

０．８４６ ０．９４１（０．５１２～１．７３１）
　等位基因 Ｃ ２９（２３．３９） ２５（２２．３２）
ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）
　ＧＧ ５４（８７．１０） ４０（７１．４３）

０．０３５ ２．７００（１．０５３～６．９２６）
　ＧＡ ８（１２．９０） １５（２６．７９）
　ＡＡ ０（０） １（１．７８）
　ＧＡ＋ＡＡ ８（１２．９０） １４（２８．５７）
　等位基因 Ｇ １１６（９３．５５） ９５（８４．８２）

０．０３０ ２．５９５（１．０７３～６．２７４）
　等位基因 Ａ ８（６．４５） １７（１５．１８）
ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）
　ＣＣ ３（４．８４） ２（３．５７）

０．８４２ ０．９２５（０．４２９～１．９９５）
　ＣＴ １８（２９．０３） １６（２８．５７）
　ＴＴ ４１（６６．１３） ３８（６７．８６）
　ＣＣ＋ＣＴ ２１（３３．８７） １８（３２．１４）
　等位基因 Ｃ ２４（１９．３５） ２０（１７．８６）

０．７６８ １．１０４（０．５７２～２．１３１）
　等位基因 Ｔ １００（８０．６５） ９２（８２．１４）

图 １　两组结肠组织中 ＤｃＲ２蛋白的染色结果（ＨＥ，×４００）
Ａ．对照组；Ｂ．ＵＣ患者

　

图２　ＵＣ患者结肠组织中 ＤｃＲ２蛋白的

染色结果（ＨＥ，×４００）
Ａ．基因型 ＧＧ；Ｂ．基因型 ＧＡ＋ＡＡ

　

讨　　论
人类 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２基因均定位于８号染色体短臂

２区１～２带。ＤｃＲ１（ｒｓ１２５４９４８１）位于启动子上游第
３７６个碱基位点，当该位点野生型等位基因（Ｔ）突变
为（Ｃ）后可能在转录水平影响 ＤｃＲ１蛋白表达水
平

［１１，１２］
。ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）位于第７外显子，此 ＳＮＰ

的等位基因（Ｇ）突变为（Ａ）时，可以使正常的亮氨酸
突变为丝氨酸，从而导致 ＤｃＲ２蛋白质空间构象和生
理功能发生异常

［１３］
。ＯＰＧ基因位于染色体 ８号染色

体长臂２区 ４带，ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）位于启动子上游
第７５９个碱基位点，此等位基因（Ｃ）突变为（Ｔ）时可
能影响 ＯＰＧ的蛋白质表达水平［１４］

。理论上，ＴＲＡＩＬ
凋亡信号主要受 ＴＲＡＩＬ及其受体的影响。

笔者前期研究发现，ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）基因多态
性可能影响 ＵＣ的易感性，ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）基因突
变不仅会增加 ＵＣ的患病风险，还可能影响 ＵＣ的疾
病严重程度。本研究也证实 ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）突变
可能增加 ＵＣ的发病风险，但因为样本量所限，故未
进行进一步分层分析。近年来，ＤｃＲ１、ＤｃＲ２和 ＯＰＧ
基因多态性及其表达水平与多种肿瘤及自身免疫性

疾病的相关性研究备受研究者的关注。Ｒｉｃｃｉｏｎｉ
等

［１１］
发现急性髓性白血病中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２的表达水

平增高，并与该病病程显著相关。有研究报道，ＤｃＲ１
（ｒｓ１２５４９４８１）基因多态性与韩国人群早期非小细胞
肺癌的发病无显著相关性

［１５］
。另有研究显示，ＤｃＲ１

（ｒｓ１２５４９４８１）基因多态性与中国汉族人群 Ｔ细胞淋
巴瘤发病风险亦无显著关联

［１６］
。Ｕｌｙｂｉｎａ等［１７］

研究

报道，ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）基因多态性与俄罗斯人群肺
癌的发病风险无明显关联。还有研究显示 ＤｃＲ２
（ｒｓ１１３３７８２）基因多态性与中国汉族人群的 Ｔ细胞淋

·１１１·
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巴瘤的发病风险无显著相关性
［１６］
。此外，有研究者

对法国前列癌患者的研究显示 ＤｃＲ２水平下调能提
高前列腺癌中 ＬＮＣａＰ细胞对 ＴＲＡＩＬ诱导的细胞凋亡
的敏感度，提示 ＤｃＲ２可能与前列腺癌的发病有
关

［１２］
。

Ｂüｎｅｋｅｒ等［１３］
研究认为 ＤＲ４／（ＤｃＲ１＋ＤｃＲ２）之

比可作为预测肿瘤细胞是否对 ＴＲＡＩＬ诱导的凋亡反
应敏感的指标。Ｌｉｕ等［１４］

研究发现 ＤｃＲ２是 ｐ５３的
靶基因之一，受内源性 ｐ５３结合位点的调控，并且
ＤｃＲ２还能调节患者对化疗药物的敏感度。另有研究
报道 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２对死亡受体的影响存在差异，ＤｃＲ２
优先抑制 ＤＲ５诱导的凋亡反应，提示在诱骗受体中，
ＤｃＲ２可能较 ＤｃＲ１的作用更为重要［１８］

。Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈ
等

［１９］
研究发现，ＯＰＧｍＲＮＡ表达水平与前列腺癌患

者癌细胞扩散相关。另有研究发现 ＣＤ８＋Ｔ细胞表面
ＤｃＲ１和 ＤｃＲ２的表达水平与 ＲＡ的严重程度相关。
Ｎｅｙ等［２０］

在高加索人群中发现携带 ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）
等位基因（Ｃ）发生乳腺癌的风险性将增加 １．５倍。
对自身免疫性甲亢的研究显示，ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）基
因多态性与患者的骨密度相关，该位点等位基因（Ｃ）
的携带者，其远端胫骨发生骨密度降低的风险性可能

增加。Ａｓｓｍａｎｎ等［２１］
研究报道ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）基因

多态性与德国人群 ＲＡ的易感性无关。另有研究显
示，ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）基因多态性可能不影响银屑病
的易感性。

本研究采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ和免疫组化法检测结肠
组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧｍＲＮＡ和蛋白水平，结果发
现与良性结肠息肉对照组比较，ＵＣ患者结肠组织中
ＤｃＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低。本研究还
在携带不同基因型的 ＵＣ患者之间，进一步分析比较
结肠组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＯＰＧｍＲＮＡ和蛋白表达水平
是否存在差异。结果发现与携带 ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）
（ＧＧ）基因型的 ＵＣ患者比较，携带（ＧＡ＋ＡＡ）基因型
的 ＵＣ患者结肠组织中 ＤｃＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
均显著降低，但对照组和 ＵＣ患者之间以及携带不同
基因型的 ＵＣ患者之间 ＤｃＲ１、ＯＰＧｍＲＮＡ及蛋白表
达水平比较差异均无统计学意义。上述研究结果提

示，ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）基因突变可能降低 ＵＣ的发病
风险，机制可能通过降低ＤｃＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
发挥作用，ＤｃＲ１（ｒｓ１２５４９４８１）和 ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）基
因多态性及其肠组织表达水平与 ＵＣ的发病风险无
显著关联。而 ＤｃＲ１和 ＤｃＲ２抑制 ＴＲＡＩＬ凋亡机制
的差异充分表明 ＴＲＡＩＬ凋亡信号的调节机制及影响

因素相当复杂。综合上述研究结果，笔者推测在 ＵＣ
病程中 ＤｃＲ２对 ＴＲＡＩＬ凋亡信号的抑制作用可能比
ＤｃＲ１更为重要，ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）可能是影响 ＵＣ
易感性的潜在功能性位点，突变后可能造成 ＤｃＲ２蛋
白的空间结构和功能发生异常，使 ＤｃＲ２对 ＴＲＡＩＬ凋
亡信号的抑制效应降低，进而影响 ＵＣ的发病风险。
ＯＰＧ属分泌型糖蛋白，是一种可溶性游离受体，在体
内主要发挥抑制破骨细胞发生和增加骨密度的作用。

在正常生理状态下，与 ＴＲＡＩＬ的其他受体比较，ＯＰＧ
与 ＴＲＡＩＬ的亲和力最弱，所诱导的凋亡抑制作用也
显著弱于 ＤｃＲ１和 ＤｃＲ２［２２］。

综上所述，本研究发现 ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）基因
突变可能降低 ＵＣ的发病风险，机制可能通过降低
ＤｃＲ２ｍＲＮＡ 和 蛋 白 表 达 水 平 发 挥 作 用，ＤｃＲ１
（ｒｓ１２５４９４８１）和 ＯＰＧ（ｒｓ３１０２７３５）基因多态性及其
结肠组织表达水平与 ＵＣ的发病风险无显著关联。
但由于 ＴＲＡＩＬ诱导凋亡的机制纷繁复杂，本研究尚
无法阐明 ＤｃＲ２（ｒｓ１１３３７８２）影响 ＵＣ发病的具体机
制，有待于后续研究进一步探讨和论证。
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ＰＳＭＢ８在人绒毛膜滋养层细胞中
对细胞凋亡和自噬的影响

栾晓瑾　颜一丹　陈　霞　王　敏　陈万银　郑倩雯　谢　冰　于　骏　方　杰

摘　要　目的　初步探讨蛋白酶体亚基 ＰＳＭＢ８（ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔｂｅｔａ８）对人绒毛膜滋养层细胞（ＨＴＲ－８／Ｓｖｎｅｏ）凋亡及

自噬的影响。方法　将 ＨＴＲ－８细胞分为转染组和对照组，采用瞬时转染的方法分别将 ＰＳＭＢ８ｓｉＲＮＡ－１、ＰＳＭＢ８ｓｉＲＮＡ－２转

入转染组中，将 ＮＣｓｉＲＮＡ转入对照组中。转染 ４８ｈ后用 ｑＲＴ－ＰＣＲ进行干涉效率验证，ＣＣＫ－８检测细胞增殖情况，ＴＵＮＥＬ和

流式细胞术分析细胞凋亡情况，免疫荧光染色检测细胞内 ｃａｓｐａｓｅ－３（ｃｌｅａｖｅｄ）和 ＬＣ３蛋白的表达，ｑＲＴ－ＰＣＲ检测细胞中自噬相

关基因 ｍＲＮＡ表达水平。结果　ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，ＰＳＭＢ８ｓｉＲＮＡ－１组干扰效果较好。与对照组比较，ＰＳＭＢ８ｓｉＲＮＡ－１组

细胞增殖能力减弱，ＨＴＲ－８细胞中 ＴＵＮＥＬ（１５．０５±２６２ｖｓ３３．４０±２．４４，Ｐ＝０．０００）和 ｃａｓｐａｓｅ－３（ｃｌｅａｖｅｄ）（２１．７０±５．８７ｖｓ

５３．２９±１０．２９，Ｐ＜０．０１）阳性率增加。流式结果显示，与对照组比较，ＰＳＭＢ８ｓｉＲＮＡ－１组存活细胞比例减少（８９．１０±０．７８ｖｓ

７７．００±１．６８，Ｐ＝０．０００），早期凋亡和晚期凋亡细胞比例增加（９．０９±０．６５ｖｓ１０．７１±０．６１，Ｐ＜０．０５），坏死细胞比例也增加

（２４９±０．７３ｖｓ１２．４９±２．０２，Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，ＰＳＭＢ８ｓｉＲＮＡ－１组 ＬＣ３蛋白阳性细胞率增加（１９．０２±３．７８ｖｓ

３１．９０±４．８７，Ｐ＜０．０５），各自噬相关基因 ｍＲＮＡ相对表达水平均上调。结论　在 ＨＴＲ－８细胞中沉默 ＰＳＭＢ８基因表达可以诱

导细胞凋亡并且激活自噬。
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