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中的表达及意义
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　　【摘要】　目的　探讨环状ＲＮＡ１０２６８５（ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５）在克罗恩病（ＣＤ）黏

膜组织中的表达水平及意义。方法 　选取２０１３年６月至２０１８年６月中国医科大学附

属盛京医院及辽宁省金秋医院收治的共１０４例ＣＤ患者作为研究对象，另选取同期１００

例结肠息肉患者作为对照组。采用实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法检测ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相对表达量，并分析其与ＣＤ严重程度及患者预后的关系。结果　

ＣＤ组患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相对表达量高于对照组，活动期 ＣＤ 患者ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相对表达量高于缓解期ＣＤ患者，差异均有统计学意义（犘 均＜

０．０５）。轻度组ＣＤ患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相对表达量低于中度组及重度组，且中

度组低于重度组，差异均有统计学意义（犘均＜０．０５）。１０４例ＣＤ患者随访期间的预后

不良发生率为５４．８１％。预后不良组患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相对表达量高于预后

良好组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显示，吸烟、肛周病变、

肠切除术史、疾病行为、ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５与ＣＤ患者的预后密切相关。结论　Ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５与ＣＤ严重程度及患者预后关系密切，检测ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相

对表达量有助于评估患者的预后。
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　　克罗恩病（ＣＤ）是一种肠道慢性炎性疾病，发病

率呈逐年升高趋势［１］。ＣＤ的发病原因尚未完全明

确，其具有复发率高、并发症多等特点［２３］。随着ＣＤ

的进展，患者可出现肠道狭窄、瘘管等肠道结构性

损伤，严重者可发生癌变［４］。因此，尽早评估ＣＤ患

者的病情，对于制定有效干预措施，从而改善患者

的预后具有重要意义。有研究显示，血清胆碱酯

酶、红细胞沉降率（ＥＳＲ）等指标评估ＣＤ严重程度

的敏感度均较低［５］。因此，急需探寻敏感度、准确度

较高的生物学标志物用于评估ＣＤ的严重程度。有

研究指出，Ｔｏｌｌ样受体可通过调节Ｂ细胞的促炎活

性参与ＣＤ的发生、发展过程
［６７］，另有细胞研究表

明环状ＲＮＡ１０２６８５（ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５）可能参

与了Ｔｏｌｌ样受体信号转导通路
［８］，因此推测ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５可能参与了ＣＤ的发生和发展。

本文探讨了ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５在ＣＤ黏膜组织

中的表达水平及意义，并分析其与ＣＤ严重程度及

患者预后的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料

选取２０１３年６月至２０１８年６月中国医科大学

附属盛京医院及辽宁省金秋医院收治的共１０４例

ＣＤ患者作为研究对象（设为ＣＤ组），ＣＤ诊断标准

参照《中国炎症性肠病诊断治疗规范的共识意

见》［９］。结肠镜检查结果显示，ＣＤ患者中缓解期４１

例，活动期６３例。纳入标准：（１）符合ＣＤ的诊断标

准；（２）初次确诊为ＣＤ；（３）年龄≥１８岁；（４）入组前

未服用免疫抑制剂、非甾体类抗炎药等；（５）签署知

情同意书。排除标准：（１）合并消化道恶性肿瘤；

（２）合并严重的心、肝、肾功能障碍；（３）合并全身感

染性疾病；（４）随访失联。选取同期在本院接受单

发息肉切除术的１００例结肠息肉患者作为对照组。

１０４例ＣＤ患者中男性６４例，女性４０例，年龄１８～

３６岁，平均年龄为（２７．９３±３．１９）岁。对照组中男

性５８例，女性４２例，年龄２０～３４岁，平均年龄为

（２８．４４±３．２３）岁。两组在性别（χ
２＝０．２６６，犘＝

０．６０６）、年龄（狋＝１．１３５，犘＝０．２５８）方面比较，差异

无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。本研究获

得医院医学伦理委员会批准。

１．２　检测方法

抽取患者入组次日清晨空腹外周静脉血１０ｍＬ，

室温下４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，离心半径为８ｃｍ，分

离上层血清，置于－２０℃冰箱，待测。采用免疫比浊

法检测血清Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）水平，试剂盒购自北京

世纪沃德生物科技有限公司；采用ＳｙｓｍｅｘＸＥ５０００

全自动血细胞分析仪（购自日本希森美康）测定血液

ＥＳＲ、白蛋白、血红蛋白水平。

采用实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法

检测ＣＤ组和对照组的ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５相对表

达量。采集患者黏膜组织后，３０ｍｉｎ内将保存组织样

本的冻存管置于液氮罐中保存待检。在液氮中研磨

ＣＤ患者的炎性组织及对照组的正常黏膜组织，采用

ＴＲＩｚｏｌ试剂法提取总ＲＮＡ，紫外分光光度计检测

ＲＮＡ的纯度及表达水平。应用核酸蛋白仪和琼脂糖

电泳对提取的ＲＮＡ进行分析。取５μＬ总ＲＮＡ，

８５℃水浴５ｍｉｎ后加入反转录反应液，４４℃孵育

６０ｍｉｎ后终止，留取产物待用。扩增条件为：９５℃预

变性５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，共４０个循环。以

ＧＡＰＤＨ作为内参，用２ΔΔＣｔ表示ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５

的相对表达量。引物序列见表１。

表１　引物序列

基因 序列

ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５
正向：５′ＣＡＧＡＣＣＧＡＣＧＡＧＴＣＴＣＣＴＧＧ３′

反向：５′ＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＣＧＣＣＴＡＴＧＧ３′

ＧＡＰＤＨ
正向：５′ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３′

反向：５′ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ３′
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１．３　ＣＤ严重程度评估

根据克罗恩病活动指数（ＣＤＡＩ）评分评估疾病活

动期的严重程度，主要包括腹痛、腹部包块、腹泻及伴

随疾病４个方面
［９］。腹痛按轻度、中度、重度疼痛分

别记为１、２、３分；腹部包块按照可疑、确定、伴触痛分

别记为１、２、３分；腹泻每日１次记１分；伴随疾病包

括关节痛、虹膜炎、结节性红斑、坏疽性脓皮病、阿弗

他溃疡、裂沟、新瘘管、脓肿，每种症状记１分。ＣＤＡＩ

评分≤４分为缓解期，＞４分为活动期。ＣＤＡＩ评分

５～７分为轻度，８～１６分为中度，＞１６分为重度。

１．４　随访

采用复诊方式对ＣＤ患者进行为期３年的跟踪

随访，记录患者预后情况。本研究将复发、ＣＤ相关

再入院及发生ＣＤ相关结直肠癌定义为预后不良。

随访起始时间为２０１３年６月２０日，截止时间为

２０１８年６月１３日。

１．５　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据分析。服从正

态分布的计量资料用均数±标准差（珔狓±狊）表示，两

组间比较采用独立样本狋检验，多组间比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用ＳＮＫ检验。计

数资料用例（％）表示，采用卡方检验。采用受试者

工作特征（ＲＯＣ）曲线分析ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５评

估ＣＤ患者预后的价值。采用多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归

方法分析影响ＣＤ患者预后的相关因素。犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５相对表达量的比较

ＣＤ组患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相对表达量

为４．２７±０．９３，高于对照组（２．３５±０．６２），且差异

具有统计学意义（狋＝１７．２８０，犘＜０．０５）。

２．２　不同病变部位ＣＤ患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５

相对表达量的比较

ＣＤ组患者中，病变位于回肠末段（狀＝３７）、结

肠（狀＝３４）、回结肠（狀＝３３）者的ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５相对表达量分别为４．３１±１．０２、４．２６±

０．９５、４．２４±０．８９。不同病变部位ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５相对表达量的差异无统计学意义（犉＝

０．０１４，犘＝０．９９１）。

２．３　不同严重程度ＣＤ患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５

相对表达量的比较

缓解期ＣＤ患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相对

表达量为３．７２±０．８７，低于活动期（４．６２±０．９５），

差异有统计学意义（狋＝４．８７８，犘＜０．００１）。６３例活

动期ＣＤ患者按照ＣＤＡＩ评分评估为轻度组１９例、

中度组２５例、重度组１９例。轻度组、中度组、重度

组ＣＤ患者的ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５相对表达量分

别为３．９３±０．９０、４．５５±０．９４、５．４０±１．０３，３组比

较差异有统计学意义（犉＝１１．７６８，犘＜０．００１），其中

重度组ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的相对表达量高于中

度组及轻度组，且中度组高于轻度组，差异均有统

计学意义（犘均＜０．０５）。

２．４　ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５与ＣＤ患者预后的关系

１０４例ＣＤ患者在随访期间的预后不良发生率为

５４．８１％（５７／１０４），其中ＣＤ复发２３例（２２．１２％）、

ＣＤ相关再入院３３例（３１．７３％）、结肠癌变１例

（０．９６％）。预后不良组患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５的

相对表达量为４．８３±１．０２，高于预后良好组（３．５９±

０．９６），差异有统计学意义（狋＝６．３３５，犘＜０．００１）。

ＨｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５评估ＣＤ患者预后的ＲＯＣ曲线

下面积（ＡＵＣ）、敏感度、特异度和最佳截断点分别为

０．８０６（９５％犆犐：０．７１６～０．８７７）、８４．２１％、６８．０９％和

３．８１。见图１。

图１　ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５评估ＣＤ患者预后的ＲＯＣ曲线

２．５　不同预后患者的基本资料比较

预后良好组与预后不良组在年龄、性别、体质

指数（ＢＭＩ）、病变部位、肠道损伤、治疗方案、治疗时

间方面比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；预后不

良组中吸烟、肛周病变、肠切除术史、疾病穿透行为

的占比及ＣＲＰ、ＥＳＲ水平高于预后良好组，而白蛋

白、血红蛋白水平低于预后良好组，差异均有统计

学意义（犘均＜０．０５）。具体见表２。

２．６　影响ＣＤ患者预后的因素分析

根据 ＣＲＰ、ＥＳＲ、白蛋白、血红蛋白、ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５评估ＣＤ患者预后的最佳截断值

将其转换为二分类变量。将吸烟（否＝０，是＝１）、
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肛周病变（无＝０，有＝１）、肠切除术史（无＝０，有＝

１）、疾病行为（非狭窄非穿透、狭窄＝０，穿透＝１）、

ＣＲＰ（＜８０．３７μｍｏｌ／Ｌ＝０，≥８０．３７μｍｏｌ／Ｌ＝１）、

ＥＳＲ（＜１２．５９ｍｍ／ｈ＝０，≥１２．５９ｍｍ／ｈ＝１）、白蛋

白（≥２８．５３ｇ／Ｌ＝０，＜２８．５３ｇ／Ｌ＝１）、血红蛋白

（≥１２４．１５ｇ／Ｌ＝０，＜１２４．１５ｇ／Ｌ＝１）、ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５（＜３．８２＝０，≥３．８２＝１）作为自变

量，将 ＣＤ 患者的预后情况 （预后良好 ＝０，

预后不良＝１）作为因变量，纳入多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回

归模型，结果显示吸烟、肛周病变、肠切除术史、疾

病行为、ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５与ＣＤ患者的预后密

切相关。见表３。

表２　不同预后患者的基本资料比较

项目 预后不良（狀＝５７） 预后良好（狀＝４７） 统计值 犘值

年龄／岁 ２７．４２±４．１７ ２８．５５±４．２０ 狋＝１．３７１ ０．１７３

性别／例（％） χ
２＝０．１９０ ０．６６３

　男 ３４（５９．６５） ３０（６３．８３）

　女 ２３（４０．３５） １７（３６．１７）

ＢＭＩ／ｋｇ·ｍ－２ ２１．３５±３．１６ ２１．８４±２．２２ 狋＝０．８９６ ０．３７２

吸烟／例（％） χ
２＝４．０００ ０．０４５

　是 ２６（４５．６１） １４（２９．７９）

　否 ３１（５４．３９） ３３（７０．２１）

肛周病变／例（％） χ
２＝３．９２９ ０．０４７

　有 ２１（３６．８４） ９（１９．１５）

　无 ３６（６３．１６） ３８（８０．８５）

ＣＲＰ／μｍｏｌ·Ｌ
－１ ８６．７３±１６．４８ ７２．３９±１５．４５ 狋＝４．５４２ ＜０．００１

ＥＳＲ／ｍｍ·ｈ－１ １５．３８±３．６２ １１．８３±３．０５ 狋＝５．３３９ ＜０．００１

白蛋白／ｇ·Ｌ－１ ２５．２８±５．７１ ３０．８１±６．５２ 狋＝４．６１０ ＜０．００１

血红蛋白／ｇ·Ｌ－１ １２０．４３±１３．７２ １２５．８２±１１．８３ 狋＝２．１２０ ０．０３６

病变部位／例（％） χ
２＝１．０３０ ０．５９７

　回肠末段 １８（３１．５８） １９（４０．４３）

　结肠 １９（３３．３３） １５（３１．９１）

　回结肠 ２０（３５．０９） １３（２７．６６）

肠道损伤／例（％） χ
２＝０．８８１ ０．３４８

　是 ５（８．７７） ２（４．２６）

　否 ５２（９１．２３） ４５（９５．７４）

肠切除术史／例（％） χ
２＝４．６２０ ０．０３２

　有 ８（１４．０４） １（２．１３）

　无 ４９（８５．９６） ４６（９７．８７）

疾病行为／例（％） χ
２＝７．３４３ ０．０２５

　非狭窄非穿透 １３（２２．８１） ２１（４４．６８）

　狭窄 １８（３１．５８） １５（３１．９１）

　穿透 ２６（４５．６１） １１（２３．４０）

治疗方案／例（％） χ
２＝０．６９３ ０．４０５

　激素联合免疫抑制剂 ４３（７５．４４） ３２（６８．０９）

　抗ＴＮＦα抗体 １４（２４．５６） １５（３１．９１）

治疗时间／年 １．０３±０．１７ １．０５±０．１５ 狋＝０．６２９ ０．５３１

　　注：ＴＮＦα为肿瘤坏死因子α
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表３　影响ＣＤ患者预后的因素分析

项目 β值 标准误 Ｗａｌｄ值 犘值 犗犚值 ９５％犆犐

吸烟 ２．３８１ ０．８７２ ８．０９７ ０．００４ １２．１７３ ２．１７５～６５．６２１

肛周病变 ２．６４７ ０．９４６ １０．０５３ ＜０．００１ １５．８３５ ３．３８２～７６．０６２

ＣＲＰ １．２７６ ０．７１０ ３．２１５ ０．０７１ ３．６１１ ０．８９３～１４．５８７

ＥＳＲ １．０５２ ０．６４８ ２．４８２ ０．１１５ ２．８７０ ０．７４６～１１．９３２

白蛋白 －０．９８８ ０．５３８ １．９７９ ０．１６０ ０．８３３ ０．６７２～１．６６１

血红蛋白 －１．１８８ ０．６７９ ２．８６３ ０．０８６ ０．６９１ ０．５３１～１．２５５

肠切除术史 ２．７０３ １．２０３ １２．８７２ ＜０．００１ １６．８８４ ３．７２６～８３．２０６

疾病行为 ２．２７４ ０．８４６ ６．３９３ ０．０１０ １０．６３５ １．８６３～５２．７３１

ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５ １．９６２ ０．７６３ ５．７３５ ０．０３８ ９．４２７ １．５２０～４４．７７１

３　讨论

ｃｉｒｃＲＮＡ是区别于传统线性ＲＮＡ的一类新型

非编码ＲＮＡ，具有闭合环状结构，在人类细胞中广

泛表达［１０１１］。ｃｉｒｃＲＮＡ可通过吸附ｍｉＲＮＡ调控靶

基因的表达［１２］。近年来，关于ｃｉｒｃＲＮＡ用于疾病诊

断及靶向治疗已成为临床研究的热点。Ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５作为ｃｉｒｃＲＮＡ家族一员，可参与

细胞凋亡过程。有研究表明，ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５

对ｐ５３基因具有调节作用，而ｐ５３基因的异常表达

与ＣＤ的发生、发展密切相关
［８］。目前有关ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５在ＣＤ中的表达水平及与患者病

情之间关系的报道较少，本文就 ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５与ＣＤ严重程度的关系进行了探讨。

本研究结果显示，ＣＤ 组患者ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５的相对表达量低于对照组，提示 ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５可能与ＣＤ的发生存在联系。进

一步研究发现，活动期ＣＤ患者的ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５相对表达量高于缓解期，提示ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５可作为评估ＣＤ病情的潜在标志物。随后，

本研究比较了不同严重程度 ＣＤ 患者的 ｈｓａ

ｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５相对表达量，结果显示重度组患者

的ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５相对表达量高于中度组及

轻度组，而中度组高于轻度组，表明ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５可能与ＣＤ严重程度相关。本研究通过随

访发现，预后不良组患者的ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５相

对表达量高于预后良好组，提示检测ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５相对表达量可能有助于评估ＣＤ患者的预

后。因此，本研究进一步构建了 ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５评估ＣＤ患者预后的ＲＯＣ曲线，结果显示

ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５评估患者预后的 ＡＵＣ 为

０．８０６，提示效能较高。多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析显

示，吸烟、肛周病变、肠道损伤、肠切除术史、疾病行

为与ＣＤ患者的预后密切相关，与既往的研究结果

相符［１３１４］。

Ｔｏｌｌ样受体可识别肠道内致病菌的ＤＮＡ，且活

化后的Ｔｏｌｌ样受体可通过激活肠道白细胞介素１０

（ＩＬ１０）等炎性因子，参与肠道免疫反应
［１５］。肠道

菌群免疫失衡后被Ｔｏｌｌ样受体识别，在机体免疫、

肠道炎性反应、遗传基因等多种因素作用下表达升

高，引起下游相关因子如ＩＬ１、核因子κＢ的变化，

促使 ＣＤ 发生
［１６１７］，ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５可促进

Ｔｏｌｌ样受体表达
［８］。此外，ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５具

有调节ｐ５３基因表达的作用，ｐ５３可促进炎性因子

聚集，且ｐ５３磷酸化后可促进结肠黏膜细胞凋亡，并

调节其下游基因，参与ＣＤ的病理生理过程
［１８］。由

此推测，ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５可能通过调节Ｔｏｌｌ样

受体及ｐ５３的表达，参与ＣＤ的疾病进展。

综上所述，ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５与ＣＤ患者的

严重程度及预后密切相关，检测 ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ

１０２６８５表达水平有助于评估患者的预后。今后将

对ｈｓａｃｉｒｃＲＮＡ１０２６８５参与ＣＤ患者严重程度及

预后的病理生理机制作进一步探讨。
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