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　　［摘要］　目的　研究５脂氧合酶（５ＬＯＸ）和核因子κＢＰ６５（ＮＦκＢＰ６５）在溃疡性结肠炎（ＵＣ）患者结肠黏膜的表达，并
探讨二者的关系。方法　取３２例ＵＣ患者结肠黏膜标本进行组织学分级，同时收集正常对照者结肠黏膜标本２６例。分别
采用实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ和免疫组织化学法检测 ＵＣ患者结肠黏膜５ＬＯＸ、ＮＦκＢＰ６５的表达，并分析其相互关系。

结果　３２例ＵＣ患者组织学分级１级１１例，２级１７例，３级４例。ＵＣ患者结肠黏膜５ＬＯＸ、ＮＦκＢＰ６５表达高于正常对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），二者的阳性表达率随 ＵＣ组织学分级增加而增加；５ＬＯＸ与 ＮＦκＢＰ６５呈正相关。结

论　５ＬＯＸ和ＮＦκＢＰ６５在ＵＣ结肠炎症发生发展中可能发挥重要作用。
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　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是我国临床常见的

消化道疾病，近年来发病率和患病率有明显增加的趋势，但

病因和发病机制尚不明确［１］。目前认为它是由于多因素相

互作用，引起易感患者肠免疫功能紊乱，产生过量炎性细胞

因子和炎症介质而导致的肠黏膜组织炎症。

　　５脂氧合酶（５ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，５ＬＯＸ）是花生四烯酸

（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＡ）ＬＯＸ代谢途径的关键酶，可以催化

ＡＡ生成白三烯Ｂ４（ＬＴＢ４），后者被认为是ＵＣ中起主要作用

的炎性介质［２］。研究发现，实验性大鼠结肠炎的肠黏膜中

５ＬＯＸ表达增高，应用５ＬＯＸ 抑制剂或敲除５ＬＯＸ基因能

明显减轻其结肠炎症程度［３５］；５ＬＯＸ抑制剂能够明显减轻

ＵＣ临床症状和内镜下炎症程度［６７］。这说明５ＬＯＸ在 ＵＣ
的发生发展中可能起着重要作用。核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ

κＢ，ＮＦκＢ）是炎症过程中最重要的调控因子，可以促进多种

炎性细胞因子的转录，是治疗 ＵＣ的关键靶位［８］，与 ＡＡ的

代谢密切相关。本研究拟对５ＬＯＸ和 ＮＦκＢＰ６５在 ＵＣ患

者结肠黏膜组织中的表达情况进行研究。

１　资料和方法

１．１　研究对象　选择２００７年８月至２００８年１２月在华西医

院消化科门诊或住院部诊治的３２例活动性 ＵＣ患者，其临

床表现、消化道钡餐、肠镜和病理检查均符合２００６年中华医

学会消化分会炎症性肠病协作组制定的 ＵＣ诊断标准［３］。

所有患者均为初治病例，诊断前３个月内未服用柳氮磺胺嘧

啶类药物和激素。排除标准：（１）诊断不明确的各种肠炎；

（２）患有严重心、肝、肺、肾疾病，不能耐受结肠镜检查者；（３）

拒绝取活检者；（４）缓解期病例。其中男１８例，女１４例，年

龄１８～７２岁（中位年龄４１．５岁）。收集同期在我科行结肠

镜检查的健康体检者和结肠单发息肉切除术后复查肠镜检

查正常者２６例，其性别、年龄与 ＵＣ病例组差异无统计学意

义。所有ＵＣ患者均在患者病变最明显肠段黏膜的溃疡边

缘或充血水肿最明显处多点取材（８～１０点），健康对照者均

在乙状结肠处取材（８～１０点）。一部分结肠组织予液氮快速

冷冻后置－８０℃保存行实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测；另一部

分组织经１０％甲醛固定，常规脱水、石蜡包埋、切片，行免疫

组化检测。病例组和对照组各有１４例患者均进行实时荧光

定量ＲＴＰＣＲ和免疫组化检测，其余因肠黏膜标本量不足，

仅做免疫组化检测。

１．２　ＵＣ患者的评分　纳入的 ＵＣ患者由２位病理科医生

阅片，按Ｔｒｕｅｌｏｖｅ标准进行组织学分级［５］。Ⅰ级：无明显炎

症；Ⅱ级：轻到中度炎症；Ⅲ级：重度炎症。

１．３　免疫组化ＳＰ法检测结肠黏膜５ＬＯＸ和ＮＦκＢＰ６５蛋

白的表达　切片脱蜡，３％过氧化氢处理，高压锅加压修复抗

原，３％正常小牛血清封闭，依次滴加羊抗人５ＬＯＸ多克隆

抗体 （１４００，美国ＣａｙｍａｎＣｈｅｍｉｃａｌ公司）、鼠抗人 ＮＦκＢ

Ｐ６５单克隆抗体（１２００，美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ），滴加辣根过氧化

物酶标记的链霉卵白素，ＳＰ复合物、ＤＡＢ显色、苏木精复染。

用缓冲盐液替代一抗作阴性对照，用已知阳性切片作阳性对

照。染色阳性标准：以胞质出现棕黄色颗粒为阳性。每张

切片在４００倍视野中分别计数２００个细胞计算阳性细胞百

分率。

１．４　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测结肠黏膜５ＬＯＸｍＲＮＡ和

ＮＦκＢＰ６５ｍＲＮＡ的表达　结肠黏膜组织总ＲＮＡ提取按Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书进行，紫外分光光度计测定



·３４０　　 · 第二军医大学学报　２０１１年３月，第３２卷

ＲＮＡ含量及纯度，并证实其Ｄ２６０／Ｄ２８０为１．８～２．０。５ＬＯＸ、

ＮＦκＢＰ６５、ＧＡＰＤＨ引物参照ＧｅｎＢａｎｋ序列应用ＰｒｉｍｅｒＥｘ

ｐｒｅｓｓ２．０软件设计，由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。５ＬＯＸ引物上游序列为５′ＴＡＴ ＣＧＡＴＧＧＡＴＧＧＡＧ

ＴＧＧＡＡ３′，下游序列为５′ＧＡＣＴＧＧＡＡＣＡＴＧＴＧＣＡＴＧ

ＡＡＧ３′（１７３ｂｐ）；ＮＦκＢＰ６５引物上游序列为５′ＣＡＣＡＡＧ

ＧＡＧＡＣＡＴＧＡＡＡＣＡＧ３′，下游序列为５′ＣＣＡＧＡＧＡＣＣ

ＴＣＡＴＡＧＴＴＧＴ３′（１８７ｂｐ）；ＧＡＰＤＨ引物上游序列为５′

ＣＣＴＣＡＡＧＡＴ ＣＡＴ ＣＡＧＣＡＡＴ３′，下游序列为５′ＣＣＡ

ＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＧＧＴ３′（１４１ｂｐ）。扩增条件：（１）

９４℃预变性２ｍｉｎ。（２）５ＬＯＸ为９４℃２０ｓ、５６℃２０ｓ、７２℃３０

ｓ、８０℃２０ｓ，４５个循环；ＮＦκＢＰ６５为９４℃２０ｓ、５４℃２０ｓ、

７２℃３０ｓ、８０℃２０ｓ，４５个循环；ＧＡＰＤＨ为９４℃２０ｓ、５４℃２０

ｓ、７２℃３０ｓ、８０℃２０ｓ，４５个循环。采用ＦＴＣ２０００实时荧光定

量基因扩增仪（加拿大Ｆｕｎｇｌｙｎ公司）进行实时荧光定量ＰＣＲ；

确定每个样品的循环阈值（即Ｃｔ值），将每个样本目的基因的

Ｃｔ值与管家基因ＧＡＰＤＨ的Ｃｔ值进行比较，换算为基因的相

对表达量。

１．５　统计学处理　所得实验数据用ＳＰＳＳ１１．５软件进行分

析，计数资料采用χ
２检验进行比较；计量资料用珚ｘ±ｓ表示，

采用单因素方差分析进行比较；相关性分析用Ｐｅａｒｓｏｎ相关

性检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　纳入的ＵＣ患者临床病理特点　纳入的 ＵＣ患者临床

类型多为慢性复发型，病变部位集中于直肠、乙状结肠。按

Ｓｏｕｔｈｅｒｌａｎｄ疾病活动指数（Ｍａｙｏ指数）进行分期［９］，入选患

者均为活动期；组织学分级１级１１例，２级１７例，３级４例。

２．２　ＵＣ结肠黏膜组织５ＬＯＸ、ＮＦκＢＰ６５蛋白的表达　活

动期 ＵＣ 组织中５ＬＯＸ、ＮＦκＢＰ６５蛋白表达率分别为

５９．４％（１９／３２）、５３．１％（１７／３２），正常结肠黏膜５ＬＯＸ、ＮＦ

κＢＰ６５蛋白表达率为１９．２％（５／２６）、２３．１％（６／２６），ＵＣ结

肠黏膜炎症组织５ＬＯＸ和ＮＦκＢＰ６５蛋白表达率均高于正

常对照组，差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。ＵＣ组５ＬＯＸ、

ＮＦκＢＰ６５蛋白阳性表达率随病理分级的增高而逐渐增高。

详见图１和表１。

图１　溃疡性结肠炎（ＵＣ）患者结肠黏膜５ＬＯＸ和ＮＦκＢＰ６５免疫组化染色（ＳＰ法）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

表１　５ＬＯＸ、ＮＦκＢＰ６５蛋白和ｍＲＮＡ在ＵＣ组织及正常组织中的表达

组别 例数
蛋白阳性率［ｎ（％）］

５ＬＯＸ ＮＦκＢＰ６５
ｍＲＮＡ相对含量

５ＬＯＸ ＮＦκＢＰ６５
对照组 ２６ ５（１９．２） ６（２３．１） ８．９２±１．３６ １３．４３±２．２３
病理Ⅰ级 １１ ５（４５．５） ５（４５．５） １４．７１±１．８６ ２１．４５±２．９７
病理Ⅱ级 １７ １１（６４．７） ９（５２．９） ２０．１７±２．５６ ４１．７４±４．１６
病理Ⅲ级 ４ ３（７５．０） ３（７５．０） ３７．８４±３．２７ ６９．８７±６．１４

２．３　ＵＣ患者结肠黏膜５ＬＯＸ、ＮＦκＢＰ６５ｍＲＮＡ 的表

达　实时定量ＲＴＰＣＲ仪检测显示，ＵＣ结肠黏膜炎症组织

５ＬＯＸ和ＮＦκＢＰ６５ｍＲＮＡ相对含量均高于正常对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＵＣ组５ＬＯＸ、ＮＦκＢＰ６５

ｍＲＮＡ相对含量随病理分级的增高而逐渐增高。

２．４　５ＬＯＸ、ＮＦκＢＰ６５表达之间相关性　ＵＣ患者结肠黏

膜中５ＬＯＸ与 ＮＦκＢＰ６５蛋白和 ｍＲＮＡ的表达均正相关

（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　ＵＣ的病因及发病机制至今仍不清楚，目前大多数研究

认为与免疫反应异常有关，尤与肠黏膜局部免疫反应的异常

关系密切。各种细胞因子、炎性介质的相互作用形成复杂的

甚至有自身放大作用的细胞因子网络，促进炎症反应，导致

黏膜损伤，在ＵＣ的发生发展中起着十分重要的作用［１０］。

　　５ＬＯＸ是机体生成ＬＴＢ４的关键酶，普遍存在于哺乳动
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物的各种组织和血液细胞中，主要见于白细胞、巨噬细胞和

肥大细胞。在肺泡巨噬细胞存在胞质型和膜结合型２种

５ＬＯＸ，而在大鼠嗜碱白血病细胞则发现胞核及核膜有

５ＬＯＸ存在，提示在不同的细胞、不同的状态可能有不同的

５ＬＯＸ亚细胞定位［１１］。２００２年，Ｈｅｎｄｅｌ等［１２］用半定量ＲＴ

ＰＣＲ方法检测ＩＢＤ炎症组织中５ＬＯＸｍＲＮＡ的表达，发现

尽管炎症组织中５ＬＯＸｍＲＮＡ的表达高于正常组织，但差

异无统计学意义。２００７ 年 Ｊｕｐｐ等［１３］检测ＩＢＤ 组织的

５ＬＯＸ代谢通路发现炎症组织中５ＬＯＸ表达明显高于正常

组织，差异有统计学意义。我们应用实时定量ＲＴＰＣＲ和免

疫组化方法检测发现，５ＬＯＸｍＲＮＡ和蛋白在ＵＣ结肠黏膜

炎症组织的表达高于正常组织，炎症程度越重，其表达越高，

提示５ＬＯＸ在ＵＣ炎症的发生发展中发挥重要作用。

　　ＮＦκＢ是最重要的炎症调控因子，含有Ｐ５０和Ｐ６５两个

亚基。在静息状态下，ＮＦκＢＰ５０／Ｐ６５二聚体与抑制性蛋白

ＩκＢα结合于胞质，呈无活性状态；当受到炎症刺激时，ＩκＢα降

解，ＮＦκＢ移位至核，结合于靶基因的ＮＦκＢ结合位点，启动

基因转录。ＮＦκＢ在ＵＣ炎症中发挥着关键的枢纽作用，是

多种抗炎症药物的靶标［１４］。在 ＵＣ组织中，ＮＦκＢＰ６５在胞

质中的表达是炎症状态的反映，即胞质中的ＩκＢ与Ｐ６５／Ｐ５０
解离，随之游离的二聚体移位至核，同时 ＵＣ组织中 Ｐ６５

ｍＲＮＡ的持续合成，也提供了胞质中Ｐ６５的来源。新合成的

Ｐ６５移位至核，使ＮＦκＢ的激活得以持续。Ｐ６５在正常组织

无或低表达，而在活动期ＵＣ有不同程度高表达［１５］。我们的

研究发现，ＵＣ患者结肠黏膜炎症组织ＮＦκＢＰ６５ｍＲＮＡ和

蛋白表达较正常对照组增强，表明ＮＦκＢＰ６５的在 ＵＣ炎症

发生发展中起关键作用。

　　ＮＦκＢ与ＡＡ的代谢密切相关。有研究发现，炎症条件

下，５ＬＯＸ与ＮＦκＢ密切相关，ＮＦκＢ／ＥＲＫ通路激活，可促

进５ＬＯＸ代谢产物ＴＬＢ４的合成增多［１６］，但ＵＣ结肠黏膜组

织中５ＬＯＸ与ＮＦκＢＰ６５关系如何，目前尚未见报道。我

们的研究发现 ＵＣ结肠黏膜组织中５ＬＯＸ与 ＮＦκＢＰ６５之

间存在正相关，推测在ＵＣ病程中二者可能相互作用，相互影

响，共同在ＵＣ炎症中发挥作用。但由于研究中入选的样本

量偏小，二者的确切关系及相互作用机制尚需进一步深入研

究。
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