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　　摘　要：　目的　研究自噬标志基因Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２在变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）患者鼻甲黏膜组织的表
达及临床意义。方法　应用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２两个基因在６８例ＡＲ患者及５例健康对照
者中的表达水平，并对照２年随访期内诊断为慢性鼻－鼻窦炎鼻息肉（ＣＲＳｗＮＰ）的患者，分析两个基因的表达水平
在后期是否发展为ＣＲＳｗＮＰ的 ＡＲ患者不同个体中的差异。结果　６８例 ＡＲ患者在 ２年之内有 １１例发展为
ＣＲＳｗＮＰ，发生率为１６．１８％，其Ｂｅｃｌｉｎ１基因表达平均水平值为０．３８±０．１３，显著低于未发展为 ＣＲＳｗＮＰ的另外
５７例患者Ｂｅｃｌｉｎ１基因表达平均水平值０．７９±０．２３，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而且此１１例患者在ＡＲ阶段
的ｐ６２基因表达平均水平值为２．６７±０．５５，显著高于未发展为ＣＲＳｗＮＰ的另外５７例患者ｐ６２基因表达平均值１．３９
±０．３２，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　自噬过程的两个标志基因Ｂｅｃｌｉｎ１的降低和ｐ６２的升高将降低自
噬水平，ＡＲ患者在随访期间发展为 ＣＲＳｗＮＰ，与已证实的 ＣＲＳｗＮＰ患者中 Ｂｅｃｌｉｎ１基因表达降低、ｐ６２基因表达升
高、自噬水平降低等研究结果一致，所以临床诊断上ＡＲ患者中Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２基因的表达水平变化可以为预判其
后期是否发展为ＣＲＳｗＮＰ风险提供临床参考。
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　　变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）是一种受多
基因遗传和环境因素共同影响的鼻黏膜变态反应性

疾病［１］，是一种由于特应性的个体接触致敏原后由

ＩｇＥ介导的并有多种免疫活性细胞和细胞介质等共
同参与的鼻黏膜慢性炎症反应性疾病，其临床症状

主要表现为打喷嚏、流清水样涕、鼻塞和鼻痒等［２］。

在全球范围内 ＡＲ流行率呈高发趋势，在普通人群
的患病率为１０％～２０％［３］。ＡＲ是导致慢性鼻 －鼻
窦炎鼻息肉（ｃｈｒｏｎｉｃｒｈｉｎｏｓｉｎｕｓｉｔｉｓｗｉｔｈｎａｓａｌｐｏｌｙｐ
ｓｉｓ，ＣＲＳｗＮＰ）的重要因素之一，有研究表明临床上
患有ＡＲ者 ＣＲＳｗＮＰ的发生率明显高于正常人［４］，

本科室在长期收治的患者中也发现 ＡＲ和 ＣＲＳｗＮＰ
两种病症在很多患者的病程发展中存在递进关系，

而ＣＲＳｗＮＰ因其病程长、迁延不愈、反复发作等特
性，对患者生活质量包括身体健康、心理健康、社会

功能等多方面都产生不良影响。所以，对于 ＡＲ患
者如果能预判ＣＲＳｗＮＰ发生的可能性，进而提前干
预以避免ＣＲＳｗＮＰ的发生，将极大降低 ＣＲＳｗＮＰ的
发病率和改善患者的生活质量。

目前有研究初步报道ＡＲ患者中鼻上皮细胞自
噬过程受到影响［５６］，而自噬水平降低已被证明是

ＣＲＳｗＮＰ重要的发病机制［７８］，因而本研究将以自噬

为研究方向，通过检测自噬标志基因 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２
在ＡＲ患者鼻上皮细胞的表达，探讨这２个基因用
于预判 ＣＲＳｗＮＰ发生的意义，为后续对 ＡＲ患者预
判其ＣＲＳｗＮＰ发生的判断标准提供理论基础。

１　资料与方法

１．１　临床资料
研究组收集２０１６年３月—２０１７年３月昆明市

第一人民医院耳鼻咽喉科确诊为 ＡＲ且不伴鼻息
肉、鼻窦炎患者６８例，其中男３１例，女３７例；年龄
１９～５２岁，平均年龄（３５．１６±８．４７）岁。同时选取
我科身体健康、鼻腔正常的医护人员５名，男２名，
女３名；年龄２４～３９岁，平均年龄（３２．３１±２．３８）岁
作为对照。６８例 ＡＲ患者分别于就诊当日取待测
基因样本，５名健康对照者于收集到第１例ＡＲ患者
当日取待测基因样本，所有研究对象均于鼻内镜下

钳取中鼻甲内侧黏膜组织。经独立样本 ｔ检验，两
组年龄差异无统计学意义（ｔ＝０．２９９，Ｐ＝０．７６６）。
患者均签署知情同意书，且本研究已获昆明市第一

人民医院伦理委员会批准。

研究组纳入标准［２］：①症状：打喷嚏、清水样鼻

涕、鼻痒和鼻塞等症状出现２个或以上，每日症状持
续或累计在１ｈ以上，可伴有眼痒、流泪和眼红等眼
部症状；②体征：常见鼻黏膜苍白、水肿，鼻腔水样分
泌物；③变应原基础：至少一种变应原和／或血清特
异性ＩｇＥ阳性。
１．２　组织处理

钳取的黏膜组织于３０ｍｉｎ内快速经无菌生理
盐水冲洗，洗净组织表面血液，放置于无 ＲＮａｓｅ的
ＥＰ管中（使用前于管壁和管盖标注每份样本对应患
者的信息并于液氮中预冷），管盖密封好后置于液

氮中速冻、保存，待７３例样本集齐后进行基因表达
检测。

１．３　总ＲＮＡ提取及检测
从液氮罐中取出待检测样本，每份剪取约５０～

１００ｍｇ组织，于去除ＲＮａｓｅ的研钵中液氮研磨至粉
末，转移至 １．５ｍｌ无 ＲＮａｓｅ的新 ＥＰ管中并加入
１ｍｌＴｒｉｚｏｌ，剧烈涡旋３０ｓ混匀，室温静置５ｍｉｎ。加
入２００μｌ氯仿，剧烈涡旋 １５ｓ，室温静置 １０ｍｉｎ。
４℃，１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，转移上清至无ＲＮａｓｅ的新
ＥＰ管中，加入等体积预冷的异丙醇，轻柔颠倒ＥＰ管
充分混匀，然后于－２０℃静置沉淀３ｈ。４℃，１２０００ｇ
离心１０ｍｉｎ，去除上清，沉淀用１ｍｌ预冷的７５％乙醇
洗涤２次，彻底去除残余乙醇，所得沉淀即为 ＲＮＡ，
ＥＰ管敞口在超净台中干燥 ５ｍｉｎ，然后加入 ３０μｌ
ＲＮａｓｅｆｒｅｅ去离子水充分溶解 ＲＮＡ。应用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００检测所有ＲＮＡ样品浓度，同时对所有ＲＮＡ样品
进行琼脂糖凝胶电泳以检测ＲＮＡ完整性。
１．４　逆转录及实时荧光定量ＰＣＲ（ＱＲＴＰＣＲ）

每份样本取总 ＲＮＡ１μｇ，ＤＮａｓｅ去除基因组
ＤＮＡ，然后经ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒逆转录获得
ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ体系 ２０μｌ，应用
ＥｖａＧｒｅｅｎ荧光染料定量 ＰＣＲ试剂盒（Ａｂｍ公司，加
拿大）。反应条件：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ－６０℃２０ｓ
－７２℃３４ｓ重复 ４０个循环；然后 ９５℃１５ｓ、６０℃１
ｍｉｎ，０．３℃／ｓ升温至 ９５℃并保持 １５ｓ。在 ＡＢＩ
ＳｔｅｐＯｎｅ荧光定量ＰＣＲ仪上进行ＱＲＴＰＣＲ，获得扩
增曲线，从中读出每个样品 Ｃｔ值，以看家基因 Ａｃｔｉｎ
作为内参，应用ΔΔＣｔ法计算基因相对表达水平，每
份样本每个基因独立重复检测３次。Ｂｅｃｌｉｎ１基因
的引物序列为 Ｂｅｃｌｉｎ１Ｆ／ＣＡＧＧＡＧＡＧＡＣＣＣＡＧＧＡＧ
ＧＡＡ，Ｂｅｃｌｉｎ１Ｒ／ＧＣＴＧＴＴＧＧＣＡＣＴＴＴＣＴＧＴＧＧ；ｐ６２基
因 的 引 物 序 列 为 ｐ６２Ｆ／ＡＴＣＡＧＣＴＴＣＴＧＧＴＣ
ＣＡＴＣＧＧ，ｐ６２Ｒ／ＧＣＴＴＣＴＴＴＴＣＣＣＴＣＣＧＴＧＣＴ；Ａｃｔｉｎ
基因的引物序列为 ＡｃｔｉｎＦ／ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣ
·１０６·
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ＣＡＧＧＣ，ＡｃｔｉｎＲ／ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ。
１．５　治疗与随访

６８例ＡＲ患者从就诊当日即进行治疗，主要依
据《ＡＲ诊断和治疗指南》给予激素类鼻喷剂和口服
抗过敏药物治疗。每半年电话邀请受试患者和健康

对照者门诊检查是否有鼻息肉及鼻窦炎发生，随访

为期２年。纳入标准：①主要症状：鼻塞，黏性或黏
脓性鼻涕；②次要症状：头面部胀痛，嗅觉减退或丧
失。诊断时以上述两种或两种以上相关症状为依

据，其中主要症状中的鼻塞、黏性或黏脓性鼻涕必具

其一；③鼻内镜检查：来源于中鼻道、嗅裂的黏性或
黏脓性分泌物，鼻黏膜充血、水肿或有息肉；④ＣＴ检
查：对鼻内镜检查发现的疑似鼻息肉及鼻窦炎患者

行鼻窦ＣＴ检查以确诊 ［９］。

１．６　统计学分析
数据分析采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，计量资料以

珋ｘ±ｓ表示，显著性比较应用独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳鉴定
７３份样本所提取的 ＲＮＡ样品进行琼脂糖凝胶

电泳，结果显示每个样品均可见清晰的２８Ｓ和１８Ｓ
条带（图１）。ＮａｎｏＤｒｏｐ检测７３份样本的ＲＮＡ浓度
及纯度结果显示，所有样品浓度为 ２０７．９～６９８．４
ｎｇ／μｌ，ＯＤ２６０／２８０值为 ２．０８～２．１９。说明所有样
本的ＲＮＡ样品完整性良好，且浓度和纯度都符合下
游基因表达检测的要求。

!"#

$"#

图１　ＲＮＡ电泳图

２．２　Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２基因在鼻甲黏膜中的表达
通过对７３份样本所提取的ＲＮＡ样品中ｍＲＮＡ

进行体外逆转录获得 ｃＤＮＡ，以此为模板应用实时
荧光定量ＰＣＲ检测 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２基因的表达。分
别以 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２基因在５例健康样本中表达平
均值作为参照，分析６８例ＡＲ样本中两个基因的相
对表达水平：其中 Ｂｅｃｌｉｎ１基因表达水平从０．１７±
０．０２到１．１９±０．１２（图２），中位值为０．７５；ｐ６２基因
表达水平从０．８９±０．０３到４．０９±０．１５（图３），中位

值为１．４９。
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图２　Ｂｅｃｌｉｎ１基因表达水平
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图３　ｐ６２基因表达水平

２．３　两组Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２基因表达水平比较
通过对６８例患者及５例健康对照者进行为期

２年的随访，根据最新版《中国慢性鼻窦炎诊断和治
疗指南》先后诊断６８例患者中１１例发展为 ＣＲＳｗ
ＮＰ，５例健康对照者中无 ＣＲＳｗＮＰ发生，ＡＲ发展为
ＣＲＳｗＮＰ的比例为 １６．１８％。１１例由 ＡＲ发展成
ＣＲＳｗＮＰ的患者平均年龄为（３６．０９±７．０１）岁，而
５７例未发展为 ＣＲＳｗＮＰ的 ＡＲ患者平均年龄为
（３４．９８±８．７６）岁，经独立样本 ｔ检验，两组患者年
龄差异无统计学意义（ｔ＝－０．３９５，Ｐ＝０．６９４）。而
这１１例ＣＲＳｗＮＰ患者Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２基因表达水平
的检测结果显示，在前期 ＡＲ阶段它们相比健康对
照，均检测出 Ｂｅｃｌｉｎ１基因表达下降（最低 ０．１７±
０．０２，最高０．５９±０．０４），且低于６８例患者 Ｂｅｃｌｉｎ１
基因表达水平的中位值；而 ｐ６２基因均检测出表达
上升（最低２．２４±０．１４，最高４．０９±０．１５），且高于
６８例患者 ｐ６２基因表达水平的中位值。１１例
ＣＲＳｗＮＰ患者 Ｂｅｃｌｉｎ１基因表达平均值为（０．３８±
０．１３），其余５７例未发展为 ＣＲＳｗＮＰ的患者 Ｂｅｃｌｉｎ１
·２０６·
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基因表达平均值为（０．７９±０．２３），经独立样本 ｔ检
验，两组患者Ｂｅｃｌｉｎ１基因的表达差异具有统计学意
义（ｔ＝－５．７０７，Ｐ＝０．００）。１１例 ＣＲＳｗＮＰ患者
ｐ６２基因表达平均值为（２．６７±０．５５），其余５７例未
发展为 ＣＲＳｗＮＰ的患者 ｐ６２基因表达平均值为
（１．３９±０．３２），经独立样本ｔ检验，两组患者ｐ６２基
因的表达差异具有统计学意义（ｔ＝１０．５８２，Ｐ＝
０．００）。具体数据见表１。

表１　ＣＲＳｗＮＰ患者在ＡＲ阶段Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２
基因表达水平　（珋ｘ±ｓ）

样本 Ｂｅｃｌｉｎ１ ｐ６２
健康对照者 １．００±０．１０ １．００±０．０５
患者４ ０．５３±０．０４ ２．４４±０．１６
患者５ ０．５９±０．０４ ３．２６±０．１２
患者１０ ０．４０±０．０３ ２．３２±０．１６
患者１７ ０．２９±０．０３ ２．５７±０．１３
患者２６ ０．１７±０．０２ ４．０９±０．１５
患者３３ ０．３１±０．０３ ２．６７±０．１７
患者４０ ０．２８±０．０３ ２．６７±０．１１
患者４３ ０．２３±０．０２ ２．４９±０．１７
患者４８ ０．４７±０．０４ ２．３５±０．２１
患者５７ ０．４９±０．０４ ２．２９±０．１６
患者６７ ０．４２±０．０１ ２．２４±０．１４

３　讨论

ＡＲ本身并不致命，但它是导致哮喘、鼻息肉及
鼻窦炎等的一个危险因素。而ＡＲ与ＣＲＳｗＮＰ同属
于鼻黏膜慢性炎症反应性疾病，两者在很多患者的

病程发展中存在递进关系。虽然基础医学和临床医

学目前对ＡＲ［１０１２］和 ＣＲＳｗＮＰ［１３１５］两种疾病的发病
机制都分别有大量深入研究，对两者相关性也有报

道［４］，但对两者相关性的内在机制却少有研究。ＡＲ
导致ＣＲＳｗＮＰ的机制是否因为ＡＲ病程中已启动了
某些决定ＣＲＳｗＮＰ发生的基因表达或病理过程，目
前并无任何报道，但很显然这一推测对于提前预判

和干预ＣＲＳｗＮＰ的发生具有重要意义，因而值得深
入探索研究论证。

自噬是真核生物中一种溶酶体降解途径，细胞

通过细胞膜形成吞噬细泡，并包裹胞内受损的细胞

器或蛋白，然后融合溶酶体形成自噬溶酶体，最后释

放水解酶降解其所包裹的内容物。自噬对生物的分

化、发育、稳态平衡和生存都至关重要［１６］，因而从

１９６３年首次提出“自噬”概念的比利时科学家杜夫
及同事，到上世纪９０年代发现细胞自噬机制的日本
科学家大隅良典，关于自噬的研究和研究者已两度

荣获诺贝尔生理学或医学奖。在此基础上，近十几

年来越来越多的医学研究发现人类多种疾病的发生

机制都与自噬密切相关，研究较集中地包括炎症性

肠病［１７］、炎症性肌病［１８］、肾小球疾病［１９］、囊性纤维

化肺病［２０］、阿尔茨海默病［２１］、帕金森病［２２］等。而

鼻科疾病与自噬过程的关联，近年来也逐渐开始有

研究报道，且以我国医学家为主导：高雄市立大同医

院医学家首先研究发现，自噬的缺陷可能是慢性鼻

窦炎鼻息肉发生的分子机制［２３２４］；国立台湾大学研

究者证明Ｓｉｒｔｕｉｎ６基因通过抑制糖酵解调控鼻息肉
成纤维细胞中低氧诱导的自噬，进而促进鼻息肉生

成［２５］；同济医院刘争教授团队研究发现，在慢性鼻

－鼻窦炎中干扰素 γ诱导鼻上皮细胞的不完全自
噬从而抑制鼻息肉中上皮细胞凋亡，促进鼻息肉形

成［７］；齐鲁医院李学忠教授团队研究证明自噬过程

的标志基因 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２在 ＣＲＳｗＮＰ的鼻息肉组
织中分别表达降低和增高导致自噬水平降低，促进

鼻息肉形成［８］。

Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２已在多个生理过程中被证明是
自噬的标志基因［２６２７］，其中Ｂｅｃｌｉｎ１是细胞执行自体
吞噬的必需基因［２８］，而 ｐ６２ＳＱＳＴＭ１（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ
１）基因编码一种泛素结合蛋白参与自噬蛋白的降
解过程［２９］，两个基因对自噬发挥的作用正好相反。

因而，在前人已证明Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２基因表达变化促
进ＣＲＳｗＮＰ发生的研究成果之上，我们进一步针对
ＡＲ的自噬过程，以自噬标志基因 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２为
切入点，初步探索了由 ＡＲ导致 ＣＲＳｗＮＰ的内在机
制。我们的研究结果显示，总共收集的６８例 ＡＲ患
者和５例健康对照者中，有１１例ＡＲ患者在两年之
内发展为ＣＲＳｗＮＰ，而这１１例患者的共同特征在于
其在ＡＲ阶段 Ｂｅｃｌｉｎ１基因表达水平均显著低于另
外５７例未发展为ＣＲＳｗＮＰ的患者，同时ｐ６２基因表
达水平均显著高于另外５７例未发展为 ＣＲＳｗＮＰ的
患者，这两个标志基因的表达变化说明后期将发展

为ＣＲＳｗＮＰ的ＡＲ患者可能在 ＡＲ病程阶段其自噬
水平已经低于正常水平了。此外，我们的研究结果

中还发现只有 Ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２中单个基因的表达显
著下降或上升的 ＡＲ患者，后期并未发展为 ＣＲＳｗ
ＮＰ，说明Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２基因的表达水平对自噬过程
可能是累积效应，单个基因的表达变化并不足以影

响自噬水平。由此，本研究提示Ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２两个
基因可作为在ＡＲ患者中预判导致ＣＲＳｗＮＰ发生可
能性的标志，当然基因表达水平的具体判断标准还

有待我们在后续研究中进一步扩大样本量以准确评

·３０６·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２５卷　

估。因而，如果能通过这两个自噬相关基因的表达

提前预判 ＣＲＳｗＮＰ的发生，则能在 ＡＲ阶段就采取
治疗方法促进鼻上皮细胞的自噬水平恢复正常，进

而防止鼻息肉生成，控制 ＡＲ导致的 ＣＲＳｗＮＰ，这对
ＣＲＳｗＮＰ的防治具有重要意义。
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