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复发性阿弗它溃疡患者血小板游离钙
及溃疡组织钙含量定量分析
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摘要　为探讨钙离子 (Ca2+ )异常活动与复发性阿弗它溃疡 (RAU )发生的关系,随机收集 50例RAU 患者及 30例

健康志愿者,分别采集外周全血及口腔正常或溃疡粘膜组织,应用 Fura22öAM 荧光比值法及邻甲酚　酞复合物

(OCPC)自动分析法分别检测血小板游离钙浓度 ( [Ca2+ ] i)及组织钙含量 (W Ca2+ )。结果发现: RAU 患者不论发作

期还是间歇期血小板[Ca2+ ] i均显著高于正常对照者 (P < 0101; P < 0105) ; 溃疡组织W Ca2+ 明显升高,与正常对照

组比较具有极显著性差异 (P < 01001) ;血小板[Ca2+ ] i与同期溃疡组织W Ca2+ 呈显著正相关 (P < 0101)。提示:血小

板游离钙及组织钙超载可能在RAU 发生中起重要作用。
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　　复发性阿复它溃疡 ( recu rren t aph thou s u lcer2
a t ion, RAU )是一类具有周期复发特征的口腔粘膜

局限性溃疡性损害,其发病机制远未明确。钙离子

(ca lcium ion, Ca2+ )广泛存在于机体各组织器官及

体液中,行使着重要的生理功能。许多疾病如心脑

血管病、胃十二指肠溃疡等均与 Ca2+ 异常活动有

关。关于Ca2+ 与RAU 发病的关系,国内外尚未见

报道。作者采用 Fu ra22öAM 荧光比值法及邻甲酚

酞复合物 (OCPC)自动分析法分别对 50例RAU

患者发作期和间歇期血小板游离钙浓度 ( [Ca2+ ] i)

及溃疡组织钙含量 (W Ca2+ )进行测定,以探讨 Ca2+

异常活动在RAU 发病中的作用。

1　材料和方法

1. 1　病例选择及分组

RAU 患者组:临床确诊为RAU 者。能合作,有复诊条

件,近期内未用过影响血小板功能的药物如阿斯匹林、潘生

丁、激素、A T P 等,无其它严重口腔疾患及系统性疾患。共

50 例,男 23例,女 27例,平均年龄 4113岁 (18～ 68岁) ,溃

疡平均数目 315个 (1～ 11个)、溃疡平均直径 618 mm (3～

12 mm )。

正常对照组: 湖南医科大学健康志愿者。无 RAU 及

RAU 史,其余要求同上。共 30例,男 12例,女 18例,平均

年龄 3814岁 (22～ 54岁)。

1. 2　主要试剂及来源

Fura22öAM , EGTA , H epes, T riton X2100,小牛血清白

蛋白均为 Sigm a 公司产品, OCPC 试剂盒购自我国台北元

生公司;其它试剂为国产分析纯,部分自行配制。

1. 3　标本采集及预处理

全血标本: 空腹抽肘静脉血 6 m l,置含有 1 m l A CD 液

硅化试管中快速送检, RAU 间歇期患者标本在溃疡痊愈

14 d后抽取。

组织标本: 双氧水、生理盐水交替冲洗组织表面, 去除

表面污秽物, 常规消毒, 阻滞局麻, 沿溃疡边缘外约 3 mm

整块切取粘膜组织,置H epes液中漂洗两次待检。

1. 4　血小板[Ca2+ ] i测定

参照R ao 方法1 : 全血离心 (680 röm in, 10 m in) ,取富

含血小板血浆 (即上清) ,加入 240 nmo löL ED TA 液稀释,

离心 (2800 röm in, 10 m in) ,弃上清,再以A CD 液 2 m l洗涤

离心 (2800 röm in, 10 m in)两次, 调节血小板数到 3×108ö

m l。加入 10%小牛血清白蛋白及 Fura22öAM ,使其终浓度

分别为 011% , 1 Λmo löL , 温育 (37℃, 40 m in) , 避免光照离

心,弃上清,再以A CD 液洗涤离心两次,最后将负载血小板

沉淀物悬浮在H epes液中,置日立 850型单波长荧光分光

光度计上测定荧光值 F (340 nm 波长激发, 490 nm 波长发

射)再加入 T riton X2100 (终浓度 0101% ) ,测得 Fm ax;再加

入 EGTA ,测得 Fm in。按下式计算血小板[Ca2+ ] i:

　　　[Ca2+ ] i= Kd
F- Fm in
Fm ax- F

(nmo löL ) (Kd= 224 nm )

1. 5　组织W Ca2+ 测定

在万分之一光学天秤上精确称量组织总重量 G, 然后

按OCPC 试剂盒操作说明书进行操作, 最后在 SP2501 (美

国)自动生化分析仪上测定吸光值OD (波长 570 nm ) ,按下

式计算组织W Ca2+ :
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W Ca2+ = (OD样本
OD标准
×标准液浓度)÷100×V

G
×106 (ngö

g)

1. 6　统计学处理

在 SPSS统计软件包上行 t检验及相关分析。

2　结　　果

2. 1　不同时期 RAU 患者血小板 [Ca2+ ] i 与正常

对照比较

RAU 发作期血小板 [Ca2+ ] i ( 12615± 2911

nm o löL )与正常对照 (6811±1213 nm o löL )比较具

有极显著性差异 (P < 0101) ; RAU 间歇期血小板

[Ca2+ ] i (8911±1811 nm o löL )明显回落,但与正常

对照比较仍具有显著性差异 (P < 0105) ,见表 1。
表 1　不同时期 RAU患者血小板[Ca2+ ] i与

正常对照比较 (xθ±s, nm olöL )

　组　别 n 血小板[Ca2+ ] i P

RAU 发作期 50 126. 5±29. 1 < 0. 01

RAU 间歇期 50 89. 1±18. 1 < 0. 05

正常对照 30 68. 1±12. 3

2. 2　组织W Ca2+测定结果

溃疡组织W Ca2+ 明显升高 ( 253. 3± 16. 8

ngög) ,与正常组织W Ca2+ (23. 6±5. 5 ngög)比较具

有极显著性差异 (P < 0. 001) ,见表 2。
表 2　溃疡组织W Ca2+ 与正常对照比较 (xθ±s, ngög)

　组　别 n 组织W Ca2+ P

RAU 溃疡组织 50 253. 3±16. 8 < 0. 001

正常对照 30 23. 6±5. 6

2. 3　血小板[Ca2+ ] i与同期溃疡组织W Ca2+

相关性

分析

血小板 [Ca2+ ] i与同期溃疡组织W Ca2+ 呈高度

正相关 (P < 0. 01)。

3　讨　　论

RAU 作为口腔粘膜反复发作的溃疡性损害,

严重影响着人们的生活和工作。许多研究者对其病

因、发病机理、防治进行了大量的探索。但迄止为

止,对其自愈、复发等特征仍难作出满意的解释。许

多研究指出其发生发展与遗传、病毒或细菌感染、

营养缺乏、细胞或体液免疫反应异常、谷胶过敏、纤

溶障碍等有关,但几乎均有相反的观点 2 。笔者认

为: RAU 属于非特异性炎症反应,不应过分强调某

一种因素的作用,而可能是多种因素综合作用的结

果,要对其发病规律作较完善的解释并建立有效的

防治措施,应抛开表面现象,对其细胞水肿坏死形

成溃疡的本质进行深入的研究。

Ca2+ 作为细胞遗传或代谢的第二信使之一,参

与多种生理生化过程,行使重要的生理功能,但功

能的正常发挥依赖于在细胞内外的正常分布。Ca2+

异常活动或反常与炎症免疫异常反应及细胞损伤

关系密切。目前,普遍认为Ca2+ 超载是细胞死亡的

“最后共同径路”(a fina l comm on pathw ay) 3 。

Ca2+ 超载导致细胞死亡的确切机制尚未完全明确,

概述起来包括: ①大量Ca2+ 集聚于线粒体,与含磷

酸根的化合物结合,形成磷酸钙沉淀,干扰细胞内

呼吸,A T P 合成减少; 同时, Ca2+ 依赖性A T P 酶激

活,A T P 分解,胞内A T P 耗竭。②Ca2+ 本身以及与

胞浆受体钙调蛋白结合,激活蛋白酶,使黄嘌呤脱

氢酶转化为黄嘌呤氧化酶,后者在催化次黄嘌呤及

黄嘌呤生成尿酸的过程中产生大量的超氧阴离子

(O -
2 ) ; 激活磷酯酶, 致膜磷脂降解, 促进磷脂→花

生四烯酸 (AA )→前列腺素 (PGs)、白三烯 (L T 3)途

径代谢,在 PGG2 变为 PGH 2 的过程中产生大量氧

自由基 (O FR ) , 而L T 3、血栓素A 2 (TXA 2)可引发

粒细胞“呼吸爆发”产生更多的O FR , 同时促进血

小板聚集和释放反应,组织毒性物质血小板活化因

子 (PA F ) 大量释放, 组织细胞进一步受损或死

亡 4 。

血小板是最小的血液细胞,在生理性凝止血过

程中起重要作用。近来有报道称其亦参与多种炎症

免疫反应,血小板致密颗粒与 Α颗粒可释放多种生
物活性因子,如 5 羟色胺、缓激肽、通透性因子、趋

化因子、TXA 2、PA F,增加血管通透性,加强其它炎

症细胞趋化,激活补体,造成或促进血管炎变、血栓

形成、组织缺血缺氧,细胞损伤。而血小板功能直接

受其[Ca2+ ] i的影响 5 。测定血小板[Ca2+ ] i,既可判

断其自身的功能状态及在疾病中的作用,也可作为

细胞模型间接反映组织Ca2+ 超载及受损伤程度。

本研究发现: RAU 患者溃疡组织W Ca2+大量增

加,提示Ca2+ 异常集聚导致Ca2+ 超载在RAU 发生

中起重要作用。这与近年来国内有关作者的研究相

吻合。李秉琦等 6 、黄永谦等 7 对RAU 患者及实验

性口腔粘膜溃疡动物模型进行系列研究后发现: 二

者的自由基含量均明显升高,而 SOD 对其有较好
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的防治作用。目前大量研究已证明Ca2+ 异常在自

由基的产生及对组织的损害过程中起着极其重要

的作用,并且二者可以相互促进,形成恶性循环。提

示某些Ca2+ 拮抗剂可能象 SOD 一样对RAU 具有

良好的防治作用,这有待于进一步研究。本研究尚

发现 RAU 患者外周血小板 [Ca2+ ] i 显著升高, 与

同期溃疡组织W Ca2+ 呈显著正相关, 尽管 RAU 间

歇期已明显回落, 但仍显著高于正常对照。说明

RAU 患者血小板处于一种高活化状态,这与林梅

等 8 研究相吻合。血小板活性增强,一方面可导致

微血栓形成,动静脉炎,粘膜组织缺血缺氧; 另一方

面可直接参与超常炎症免疫反应,产生大量炎性介

质, 特别是 PA F, 最终导致组织细胞水肿坏死, 溃

疡形成。间歇期血小板[Ca2+ ] i维持高水平,可能是

RAU 反复发作的基础,但血小板[Ca2+ ] i升高是始

发于RAU 发作之前,还是继发于RAU 形成之后,

尚待进一步探索。
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Quan tita tive Ana lys is on Pla telets Cytosol ic Free Ca lc ium Concen tra tion and

Ulcerous T issue Ca lc ium in Pa tien ts w ith Recurren t Aphthous Ulcera tion
H uang Shenggao, L in T ianyou, W u H an jiang, et a l

D ep a rtm en t of S tom a tology , the S econd C lin ica l Colleg e, H unan M ed ica l U n iversity

Abstract
To study the relat ionsh ip betw een the abno rm al behavio r of calcium (Ca2+ ) and the pathogensis of recu rren t aph thous u l2

cerat ion (RAU ) by m easu ring quan tita t ively the concen trat ion of p latelets’ cyto so lic free calcium ions ( [Ca2+ ] i) and tissue

calcium (W Ca2+ ) , the pat ien ts w ith RAU (n= 50) and the healthy vo lun teers (n= 30) w ere cho sen radom ly. T hen p latelets

[Ca2+ ] i w as determ ined in calcium fluo rescen t indicato r Fu ra22öAM loaded w ashed p latelets by spectrofluo ropho tom eter and

tissue W Ca2+ w as m easu red quan tita t ively by OCPC au toanalyzer m ethod. T he resu lts show ed that the concen trat ion levels of

p latelets [Ca2+ ] i in pat ien ts w ith RAU in attack stage and attack2free stage w ere sign ifican tly h igher than that of the con tro l

group (P < 0. 01, P < 0. 05) , and the concen trat ion level of the u lcerous t issue W Ca2+ w as also obviously h igher than that of

the no rm al con tro l group (P < 0. 001). T here w as a sign ifican tly po sit ive co rrela t ion betw een the p latelets [Ca2+ ] i and the u l2
cerous t issue W Ca2+ (P < 0. 01). T he resu lts suggested that the influx diso rder and overload of Ca2+ m igh t p lay an impo rtan t

ro le in the pathogensis of RAU.

Key words:　recu rren t aph thous u lcerat ion　　calcium　　calcium overload　　p latelet
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