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摘要 目的 探讨溃疡性结肠炎 ( UC) 血小板中钾通道和
NLRP3 的表达，以及与 UC临床特征的关联分析。方法 收
集 11 例正常对照组和 17 例 UC 患者临床资料。提取血小
板，采用 RT-PCR、Western blot 法检测 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NL-
RP3 的表达水平。结果 与正常对照组相比，UC 患者血小
板中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 mRNA 表达量均明显增加 ( t
= － 6. 067、－ 4. 991、－ 18. 981，P ＜ 0. 05 ) ，与 UC 严重程度
无明显相关。UC患者血小板中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 蛋
白表达量均明显高于对照组，差异有统计学意义 ( t = －
9. 627、－ 7. 39、－ 7. 821，P ＜ 0. 05 ) ，与 UC 严重程度无明显
相关。UC患者血小板中 Kca3. 1 与 NLRP3 蛋白表达水平明
显相关( r = 0. 877，P ＜ 0. 05 ) ，Kv1. 3 与 NLRP3 蛋白表达水
平有一定的相关性，但差异无统计学意义。UC 患者血小板
中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 蛋白表达与患者临床指标红细
胞沉降率、C 反应蛋白及 Mayo 评分均不相关。结论 UC

患者血小板中 NLRP3 与钾通道表达增高，两者具有一定相
关。
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炎症性肠病( inflammatory bowel disease，IBD)
中肠道炎症与止血机制密切相关［1］，可能与血小板
的功能改变有关，血小板不仅参与止血过程，还可分
泌炎症因子 ( 如 IL-1β) ，参与炎症过程［2］。IBD 患
者的显著特征包括血小板功能活化，如 GPIIb / IIIa、
P-选择蛋白和 CD40L表达增加，其中溃疡性结肠炎
( ulcerative colitis，UC) 患者血小板作为重要的炎症
细胞也有明显的功能活化［3］。研究［2］显示血小板
参与炎症反应需要 IL-1β 信号和 NLRP3 炎性小体
活化，静息状态血小板可表达 NLRP3、接头分子，在

活化状态血小板中两者共定位组装成功能性 NL-
RP3 炎症小体，激活 procaspase-1 形成 caspase-1，产
生 IL-1β等炎症因子，促进炎症过程。

NLRP3 是核苷酸结合寡聚域样受体家族分子
中的一种胞内型受体，与接头分子及效应分子
( caspase-1) 组装成 NLRP3 炎症小体。NLRP3 炎症
小体的激活需要 NF-κB 介导炎症小体前体表达上
调，招募接头分子组装成特定结构，活化 pro-
caspase-1，产生炎症因子 IL-1β 和 IL-18。在炎症性
疾病( 如自身免疫性疾病、感染、败血症) 中均有 NL-
RP3 炎症小体的参与［4］。钾和钙是激活 NLRP3 炎
症小体的关键介质［5］。Kv1. 3 通道是血小板的主要
电压门控钾通道，Kv1. 3 通道促进活化血小板的早
期钙离子内流，胞浆内钙离子浓度明显增加，Kv1. 3
通道可能通过增加激动剂诱发的 Ca2 +流入影响血
小板活化［6］。血小板中存在中电导的钙激活的钾
通道( Kca3. 1) ，可能与 Kv1. 3 一起协同调节血小板
内外钾和钙浓度，影响 NLRP3 炎症小体和血小板的
活化过程［6-7］。因此，该研究通过检测活动期 UC 血
小板 Kca3. 1、Kv1. 3 和 NLRP3 的表达情况，探讨溃
疡性结肠炎血小板中 NLRP3 表达与钾通道的关系
及其临床意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集安徽医科大学第一附属医院
明确诊断的 UC 患者 17 例，年龄 19 ～ 64 ( 38. 71 ±
14. 12) 岁，采用改良 Mayo 评分标准进行疾病活动
性评分，17 例 UC 均为活动期，其中轻度 3 例，中度
9 例，重度 5 例。按 2012 年我国炎症性肠病诊断共
识意见( 广州) 作为 UC诊断标准［8］。正常对照组为
经体检均合格及近 3 个月无胃肠道症状的 11 例健
康志愿者，年龄 24 ～ 55( 35. 00 ± 9. 86) 岁，两组年龄
差异无统计学意义。
1． 2 标本采集 收集患者入院后( 24 h 内) 次日晨
的 5 ml全血，立即低速离心 ( 1 300 r /min，15 min)
获取富血小板血浆 ( PRP) ，取出 PRP 再次离心 ( 3
000 r /min，20 min ) 去除血浆后，获取血小板于
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－ 80 ℃保存。
1． 3 RT-PCR 方法检测血小板中 Kca3. 1、Kv1. 3
及 NLRP3 的 mRNA 表达 将血小板解冻，加入
TRIzol( 美国 Invitrogen公司) 匀浆裂解，再依次以氯
仿、异丙醇、75 ℅乙醇( DEPC 水配制) 抽提，获取干
燥 RNA沉淀后，加入 DEPC水溶解得总 RNA。按逆
转录试剂盒( 美国 Thermo 公司) ，总 RNA 被逆转录
为 cDNA 。GAPDH 作为内参，按试剂盒说明书( 德
国 Qiagen公司) 的步骤进行加样扩增获取 RT-PCR
产物，引物序列和产物长度，反应条件均为 97 ℃、5
min，93 ℃、30 s，52 ℃、30 s，70 ℃、40 s，36 个循环;
70 ℃、10 min，4 ℃、10 min。紫外凝胶成像系统分
析各样本中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 的表达情况。
见表 1。

表 1 RT-PCR引物序列和产物长度

基因 引物序列 ( 5'-3')
产物

长度
GAPDH F: CAAGGTCATCCATGACAACTTTG 496

R: GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG
Kv1. 3 F: CAAACGCTGAAGGCGTCCAT 498

R: GGCAGTGGAATTGCCCGTTT
Kca3. 1 F: CAGCATCGGCGCTCTCAATC 409

R: GGCAGCGGACTCCTTCATCT
NLRP3 F: CACCAGCCATTCCCTGACCA 387

R: AGGTCATTGTTGCCCAGGCT

1． 4 Western blot 方法检测血小板中 Kca3. 1、
Kv1. 3 及 NLRP3 的蛋白表达 取血小板解冻，裂
解( RIPA细胞裂解液) 后，离心取上清液，按照 1 ∶ 4
加入的 SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液。沸水浴加热
10 min后上样 ( 每孔 15 μl) ，电泳，300 mA 恒流转
膜，完成后洗去转膜液加 Western 封闭液 ( 5%脱脂
奶粉) 封闭 2 h。参考一抗及二抗说明书，按照合适
的比例滴加一抗稀释液 ( Kca3. 1 抗体属性为兔抗
1 ∶ 200 稀释; Kv1. 3 抗体属性为鼠抗 1 ∶ 500 稀释;
NLRP3 抗体属性为兔抗 1 ∶ 200 稀释) ，4 ℃缓慢摇
动孵育过夜。加入洗涤液( PBST) 洗涤 3 次，每次洗
涤 10 min，按照相应比例加辣根过氧化物酶( HRP)
标记的二抗稀释液。室温孵育 2 h。加入洗涤液
( PBST) 洗涤 8 h，洗涤 3 次。最后用 ECL 发光试剂
盒( 美国 Thermo公司) 进行蛋白检测。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行分析，
服从正态分布的计量资料采用 珋x ± s 表示，两组间比
较采用两独立样本均数的 t 检验，多组间比较用单
因素方差分析，定量资料采用 Pearson 相关分析。P

＜ 0. 05 差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 UC 血小板中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 mR-
NA表达水平的改变 与正常对照组相比，UC 血小
板中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 mRNA 表达明显升
高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 RT-PCR法检测 Kca3. 1、Kv1. 3 和
NLRP3 在正常和 UC血小板中的表达

与正常对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 UC患者血小板中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3
mRNA表达与疾病严重程度的关联分析 轻、中、
重度三组 UC 患者，Kca3. 1 、Kv1. 3、NLRP3 mRNA
表达均高于正常对照组，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。组间比较差异均无统计学意义。见表 2。

表 2 不同严重程度 UC血小板中 Kca3. 1、Kv1. 3 和
NLRP3 mRNA的相对表达

严重程度 Kca3. 1 Kv1. 3 NLRP3
轻度 1． 04 ± 0． 24 0． 96 ± 0． 23 0． 84 ± 0． 06
中度 1． 08 ± 0． 21 0． 97 ± 0． 16 0． 87 ± 0． 05
重度 1． 09 ± 0． 18 0． 93 ± 0． 13 0． 85 ± 0． 05
F值 0． 06 0． 10 0． 73
P值 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05 ＜ 0． 05

2． 3 UC血小板中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 蛋白
表达水平的改变 与正常对照组比较，UC血小板中
Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 蛋白表达明显升高，差异
有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 2。
2． 4 UC患者血小板中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3
蛋白表达与疾病严重程度的关联分析 轻、中、重度
三组 UC患者中血小板 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 蛋
白表达进行比较，差异无统计学意义; 提示血小板
Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 蛋白表达水平与疾病的严
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重程度无明显相关性。

图 2 Western blot法检测 Kca3. 1、Kv1. 3 和
NLRP3 在正常和 UC血小板中的表达

与正常对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 UC 患者血小板中 NLRP3 蛋白与 Kca3. 1、
Kv1. 3 蛋白表达水平的相关分析相关 分析显示，
Kca3. 1 与 NLRP3 的蛋白表达水平明显相关，差异
有统计学意义 ( r = 0. 877，P ＜ 0. 01 ) ( 图 3 ) ; Kv1. 3
与 NLRP3 的蛋白表达水平有一定的相关趋势，差异
无统计学意义。UC 患者血小板 Kca3. 1、Kv1. 3 与
NLRP3 蛋白表达水平分别与红细胞沉降率( erythro-
cyte sedimentation rate ，ESR) 、C 反应蛋白 ( C-reac-
tive protein ，CRP) 、Mayo评分进行相关性分析，均无
明显相关性，差异无统计学意义( 表 3) 。

图 3 NLRP3 和 Kca3. 1 在蛋白质水平的相关性分析

3 讨论

UC以反复发作的慢性非特异性肠道炎症为特
征，发病机制尚不十分清楚。研究［3 － 4］显示，血小板

表 3 UC患者血小板蛋白质表达水平与

ESR、CRP和Mayo评分的相关性分析

项目
Kca3． 1

r值 P值
Kv1． 3

r值 P值
NLRP3

r值 P值
ESR 0． 272 0． 290 － 0． 220 0． 397 0． 272 0． 292
CRP － 0． 185 0． 495 － 0． 406 0． 119 － 0． 238 0． 375
Mayo － 0． 131 0． 616 － 0． 033 0． 900 － 0． 033 0． 900

炎症反应参与了 UC 的病理生理过程，在小鼠 DSS
结肠炎模型中发现活化血小板数量明显增加［9］。
血小板作为重要的炎症细胞在适应性免疫应答中具
有关键作用，活化的血小板可以通过多种机制介导
炎症和免疫应答，包括释放促炎、抗炎及血管生成因
子，募集炎细胞到血管损伤和炎症部位［10］。研究［2］

显示受登革热病毒感染患者体内血小板被激活及
NLRP3-caspase-1 炎症小体组装并介导血小板微粒
中的 IL-1β 分泌，刺激血管内皮，导致通透性增加，
加重渗出及炎症反应，IL-1β 信号传导及 NLRP3 炎
性小体活化参与血小板炎症过程。NLRP3 基因与
UC的易感性相关，可能在 UC 发病过程中起重要作
用。研究［11］显示 NLRP3 炎症小体在 DSS 结肠炎模
型结肠组织中高表达，槐耳提取液通过降低结 NL-
RP3 及 IL-1β 表达，改善结肠炎症。NLRP3 是 NL-
RP3 炎症小体的关键组成部分，是 NLRP3 炎性小体
激活的限速步骤［12］。因此，根据研究结果推测血小
板中 NLRP3 的表达改变所致的炎症损伤可能与 UC
的发生过程有关。

血小板中主要存在 Kv 和 Kca 两种类型钾通
道，分别以 Kv1. 3 和 Kca3. 1 为主［6 － 7，13］。Mahaut-
Smith ［7］研究发现血小板存在 Ca2 +依赖性 K +通道
( Kca通道) 。使用膜片钳技术证实血小板中存在高
密度电压门控 K +通道( Kv 通道) 和 Kca 通道［6 － 7］。
研究［6，14］显示血小板 Kv1. 3 通道与血小板活化有
关，Kca3. 1 可能参与此过程，钾离子通过钾通道外
流所致的细胞内低钾是导致 NLRP3 炎症小体活化
重要条件，抑制钾离子外流可抑制 NLRP3 炎症小体
的活化。相关研究［15］显示 K +外排可能是所有 NL-
RP3 刺激致 NLRP3 激活所必需的共同特征。因此，
UC中血小板 Kv1. 3、Kca3. 1 钾通道与 NLRP3 炎症
小体的表达是否改变目前尚不清楚。

本研究显示，UC 血小板中 Kca3. 1、Kv1. 3 及
NLRP3 的 mRNA和蛋白表达明显增高，提示血小板
中 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 的过表达可能参与 UC
的病理生理过程; 而 Kca3. 1、Kv1. 3 及 NLRP3 的表
达水平与 UC的严重程度以及 CRP、ESR及 Mayo 评
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分等均无明显相关性，进一步提示以上三种物质的
表达可能与病情严重程度及活动性无关。研
究［3，6，14］显示，UC中血小板明显活化，血小板活化与
钾通道和 NLRP3 炎症小体活化有关，推测 UC 血小
板中 Kca3. 1、Kv1. 3 可能引起胞液内钾和钙离子浓
度改变，进一步改变 NLRP3 活化过程，促进血小板
活化，参与 UC 的炎症过程。另一方面，NLRP3 与
Kca3. 1、Kv1. 3 蛋白表达水平有一定相关，提示 UC
血小板中 NLRP3 过表达与血小板中的钾通道增多
可能有关。因此，推测由于感染等诱因，引起 UC 血
小板中 Kca3. 1 和 Kv1. 3 钾通道明显增多及血小板
内外钾钙离子浓度改变，促进 NLRP3 表达及 NLRP3
炎症小体活化，促进血小板活化，释放炎症因子，促
进 UC肠道炎症的发生，但 UC血小板活化的具体机
制仍需进一步研究。
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Clinical significance of potassium channel and
NLRP3 expression in platelets of ulcerative colitis

Ye Shenglin，Mei Yongyu，Han Wei，et al
( Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，

The Key Laboratory of Gastroenterology Anhui Province，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the expression of potassium channels and NLRP3 in platelets of ulcerative co-
litis ( UC) ，and to analyze the correlation with UC． Methods Clinical data were collected from 11 normal controls
and 17 patients with UC． The levels of platelet Kca3. 1，Kv1. 3 and NLRP3 were detected by RT-PCR and Western
blot after platelet extraction． Results Compared with control group，the expression of Kca3. 1，Kv1. 3 and NLRP3
in platelets from the UC patients were increased significantly at the mRNA level ( t = － 6. 067，4. 991，－ 18. 981，P
＜ 0. 05) ，which were not related to the severity of UC． The expression of Kca3. 1，Kv1. 3 and NLRP3 protein in
platelets of UC patients was significantly higher than those of the control group ( t = － 9. 627，－ 7. 39，－ 7. 821，P
＜ 0. 05) ，and there was no significant correlation between their expression and the severity of UC． Correlation
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analysis showed that the expression of Kca3. 1 and NLRP3 protein in platelets of UC was significantly correlated ( r
= 0. 877，P ＜ 0. 05) . There was a general correlation between Kv3. 1 and NLRP3 expression at protein level，but
the difference was not statistically significant． The expression of Kca3. 1，Kv1. 3 and NLRP3 proteins in platelets of
UC were not correlated with erythrocyte sedimentation rate，C-reactive protein and Mayo scores． Conclusion The
expression of NLRP3 and potassium channels in platelets of UC patients is increased，and there is a certain correla-
tion between these two index．
Key words ulcerative colitis; Kca3. 1; Kv1. 3; potassium channel; NLRP3
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种植前遗传学诊断 /筛查周期的临床资料分析
向卉芬1，2，3，徐祖滢1，2，3，张 影1，2，3，郝 燕1，2，3，陈大蔚1，2，3，章志国1，2，3，周 平1，2，3，曹云霞1，2，3

摘要 目的 通过回顾性分析种植前遗传学诊断 /筛查
( PGD/PGS) 治疗周期的资料，旨在总结 PGD/PGS 治疗过程
中的特点及规律，为临床提供参考。方法 收集行 PGD/
PGS助孕的 283 对夫妇的 309 个治疗周期信息，分析病因构
成、治疗过程、妊娠结局及新生儿情况。结果 283 对夫妇
中，因染色体异常行 PGD 治疗的比例最高，共 223 例，占
78. 8% ;比较应用荧光原位杂交( FISH) 、微阵列比较基因组
杂交技术( array-CGH) 和二代测序技术( NGS) 这 3 种方法的
临床资料，结果显示 array-CGH组的胚胎活检成功率高于另
外两组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; FISH 组的正常胚胎
率高于 array-CGH和 NGS组，但胚胎种植率低于这两组，差
异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; FISH组临床妊娠率低于 NGS
组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ;不同病因行 PGD/PGS 临
床妊娠率比较，差异均无统计学意义;通过 PGD/PGS技术出
生子代无出生缺陷，且 FISH与 array-CGH诊断方法比较，新
生儿情况均差异无统计学意义。结论 PGD/PGS 技术是治
疗遗传病高危患者生育问题的有效措施; FISH、array-CGH和
NGS这 3 种诊断法均是有效的胚胎诊断方法，但 array-CGH
法和 NGS法的诊断效率较 FISH高。
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遗传性疾病已经成为威胁人类健康的主要疾病
之一。1990 年世界首例种植前遗传学诊断( preim-
plantation genetic diagnosis，PGD) 技术婴儿的诞生，
开辟了人类干预遗传性疾病的新纪元［1］。PGD 是
指在移植之前对胚胎进行遗传学检测，确定胚胎的
遗传组成，选择正常或没有发病风险的胚胎移植，避
免有遗传病发病风险的婴儿出生。种植前遗传学筛
查( preimplantation genetic screening，PGS) 技术是指
在移植前对早期胚胎进行非整倍体筛查，挑选正常
的胚胎移植，以期提高种植率，降低流产率。诊断技
术包括 PCR技术、荧光原位杂交( fluorescence in situ
hybridization，FISH) 技术、微阵列比较基因组杂交
技术 ( array comparative genomic hybridization，array-
CGH) 、二代测序技术 ( next generation sequencing，
NGS) 等。该文回顾性分析了实施 PGD /PGS技术的
共 309 个治疗周期的资料，包括对病因构成、治疗过
程及临床结局的分析和总结，旨在为临床上 PGD /
PGS的具体实施提供参考。

1 材料与方法

1． 1 资料来源
1． 1． 1 病例资料 2009 年 1 月 ～ 2016 年 12 月在
安徽医科大学第一附属医院生殖医学中心行 PGD /
PGS助孕的 283 对夫妇的 309 个治疗周期的资料。
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