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　　【摘要】　目的　慢性高原病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｏｕｎｔａｉｎ ｓｉｃｋｎｅｓｓ，ＣＭＳ）是一种高原地区常见病。 通过研究 ＣＭＳ
患者骨髓有核红细胞凋亡及 Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ的表达情况，探讨其在 ＣＭＳ发病中的作用。 方法　选取 ＣＭＳ患者、
单纯性骨折患者各 １６例，分离骨髓单个核细胞并体外培养有核红细胞 ７２ ｈ，采用 ＴＵＮＥＬ技术定量研究骨髓
有核红细胞凋亡指数，用 ＲＴ唱ＰＣＲ方法半定量检测 Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ的表达。 结果　（１）ＣＭＳ患者骨髓有核红细
胞凋亡指数［（７畅３５％ ±３畅７４）％］明显低于对照组［（１８畅１０ ±８畅７２ ）％］（P ＜０畅００１）。 （２）ＣＭＳ 患者 Ｂｃｌ唱２
ｍＲＮＡ的相对表达水平为 ０畅７５ ±０畅１５，明显高于对照组（０畅５３ ±０畅１６）（P＜０畅００１）。 （３）ＣＭＳ患者 Ｂｃｌ唱２ ｍＲ唱
ＮＡ表达水平与凋亡指数呈负相关（r ＝－０畅７０７，P＝０畅００２）；与血红蛋白浓度间未发现明显相关性；凋亡指数
与血红蛋白浓度呈负相关（r ＝－０畅５９１，P ＝０畅０１６）。 结论　ＣＭＳ患者骨髓有核红细胞凋亡指数降低，Ｂｃｌ唱２
ｍＲＮＡ表达升高，提示 Ｂｃｌ唱２家族分子可能参与了 ＣＭＳ骨髓造血细胞凋亡异常机制。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｅｒｙｔｈｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｏｕｎｔａｉｎ ｓｉｃｋｎｅｓｓ （ＣＭＳ）．Methods　Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １６ ＣＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ １６ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ．Ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｕｂｊｅｃｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓ（ＢＭＭＮＣｓ）ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｆｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｂｌａｓｔｓ．Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｉｎｄｅｘ （ＡＩ） ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｂｏｎｅ
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ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｅｒｙｔｈｒｏｂｌａｓｔｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＲＴ唱ＰＣＲ．Results　（１）Ｔｈｅ ＡＩ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｂｌａｓｔｓ
ｉｎ ＣＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ［（７畅３５ ±３畅７４）％］ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ［（１８畅１０ ±８畅７２）％］（P ＜０畅００１）．（２）Ｔｈｅ
Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ ｖａｌｕｅ（０畅７５ ±０畅１５）ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＣＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ （０畅５３ ±０畅１６）（P ＜０畅００１）．
（３）Ｉｎ ＣＭＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ，ＡＩ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｂｃｌ唱２（ r ＝－０畅７０７，P ＝０畅００２），ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＩ ａｎｄ Ｈｂ （ r ＝－０畅５９１，P ＝０畅０１６）．Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ｎｏｔ ｆｏｕｎｄ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｈｂ ａｎｄ Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ（P ＞０畅０５）．Conclusion　Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｅｒｙｔｈｒｏｂｌａｓｔｓ ｉｓ
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　　慢性高原病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｏｕｎｔａｉｎ ｓｉｃｋｎｅｓｓ，ＣＭＳ）是长
期生活在海拔 ２５００ ｍ以上高原的世居者或移居者，对
高原低氧环境逐渐失去习服而导致的临床综合征，当

患者移居到低海拔地区后，其临床症状逐渐消失，如果
再返回高原则病情可复发

［１］ 。 ＣＭＳ 是一种高原常见
病，但其发病机制复杂。 近年来研究发现 ＣＭＳ 患者存
在骨髓造血细胞凋亡变化，提示凋亡可能在 ＣＭＳ 发病
中发挥一定作用。 大量研究认为 Ｂｃｌ唱２ 家族可以通过
控制线粒体外膜的通透性来调控细胞凋亡。 文章通过
研究 ＣＭＳ患者骨髓有核红细胞凋亡变化及 Ｂｃｌ唱２ ｍＲ唱
ＮＡ表达情况探讨线粒体途径在 ＣＭＳ患者红系凋亡变
化中的可能作用。
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对象和方法

一、研究对象
ＣＭＳ患者 １６ 例，均为男性，年龄（４３畅４０ ±１４畅９０ ）

岁，长期生活于海拔 ３０００ ～４５００ ｍ地区。 结合高原居
住史及其他病史、症状、体征、骨髓细胞学分析、外周血
细胞学分析、血氧饱和度及其他相关辅助检查等，严格
按照第六届国际高原医学和低氧生理学术大会确定的

慢性高原病国际诊断标准（青海标准）［１］确诊 ＣＭＳ，并
排除原发性心肺疾病等引起的继发性红细胞增多症、
慢性感染及真性红细胞增多症，对其中 １２ 例病例应用
ＡＳ唱ＰＣＲ法检测骨髓细胞 ＪＡＫ唱２ Ｖ６１７Ｆ突变均为阴性。
以同海拔地区 １６例男性单纯骨折患者为对照组，年龄
（４３畅３７ ±１０畅０７）岁，行相关检查除外其他疾病。 研究
经过本院医学伦理委员会通过，并取得研究对象知情
同意。 研究对象一般资料见表 １。
二、标本采集处理和有核红细胞培养
采集骨髓液 ５ ｍｌ，用 Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液分离提

取骨髓单个核细胞，制成细胞悬液，进行有核红细胞培
养。 培养体系为：３０％小牛血清、１０％ ＢＳＡ、１０％ ＥＰＯ、
１０％ ＩＬ唱３、 ３０％ ＩＭＤＭ， 共 ５ ｍｌ。 将细胞悬液以
２ ×１０５ ／ｍｌ培养于培养瓶中，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下

培养 ７２ ｈ，取部分涂片行瑞士染色，光镜下观察细胞形
态并计数有核红细胞所占比例。 培养后的细胞悬液取
出一部分进行涂片，用 ４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，于
－２０ ℃保存，用于细胞凋亡检测；余下部分加入 Ｔｒｉｚｏｌ
液中提取总 ＲＮＡ，并逆转录生成 ｃＤＮＡ，于 －８０ ℃保
存，用于检测 ｍＲＮＡ表达。
三、有核红细胞凋亡检测
采用 ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡。 严格按试剂盒（北

京中山金桥生物有限公司）所附说明书操作，光镜下分
析结果，细胞核中出现棕色颗粒者为阳性，ＴＵＮＥＬ染色
阳性并具备凋亡特征的细胞为凋亡细胞。 双盲法阅
片，双人分别计数每 １０００ 个细胞中凋亡阳性染色的细
胞数，每份样本计数 ３ 次，各取均值。 按如下公式计算
出阳性细胞百分比，即凋亡指数（ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｉｎｄｅｘ，ＡＩ）：
ＡＩ＝凋亡细胞数／计数细胞总数×１００％。
四、ＲＴ唱ＰＣＲ法检测 Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ表达
１．总 ＲＮＡ提取：用 Ｔｒｉｚｏｌ 一步法提取试剂盒（ Ｉｎ唱

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产）提取有核红细胞总 ＲＮＡ，并检测
ＲＮＡ质量。

２．逆转录制备 ｃＤＮＡ：按逆转录试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ
公司生产）说明操作逆转录获得 ｃＤＮＡ， －８０ ℃保存。

３．ＰＣＲ扩增：目的基因 Ｂｃｌ唱２ 和内参β唱ａｃｔｉｎ 引物
由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成，ＰＣＲ 试剂盒为 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司
产品。 引物序列如下：Ｂｃｌ唱２ 上游：５′唱ＣＧＡＣＧＡＣＴＴＣＴＣ唱
ＣＣＧＣＣＧＣＴＡＣＣＧＣ唱３′； 下游： ５′唱ＣＣＧＣＡＴＧＣＴＧＧＧＧＣ唱
ＣＧＴＡＣＡＧＴＴＣＣ唱３′，产物长度 ３１９ ｂｐ；内参 β唱ａｃｔｉｎ 上
游： ５′唱ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ唱３′； 下 游： ５′唱ＴＣ唱
ＣＣＴＣＴＣＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ唱３′，产物长度 ２３１ ｂｐ。
按试剂盒操作说明进行β唱ａｃｔｉｎ、Ｂｃｌ唱２ ｃＤＮＡ扩增。 反
应条件分别为：Ｂｃｌ唱２：９７ ℃预变性 ７ ｍｉｎ，９４ ℃热变性
１ ｍｉｎ，７０ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，共 ３０ 个循环，最
后７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ；β唱ａｃｔｉｎ：９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ，９４ ℃热
变性 ４５ ｓ，５６ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ４５ ｓ，共 ３０ 个循
环，最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 扩增所得产物用 ２％琼脂糖
凝胶进行电泳分析。 ＤＮＡ条带用 Ｌａｂｗｏｒｋｓ ４畅０ ＵＶＰ凝
胶图像分析仪行灰度扫描。 Ｂｃｌ唱２ 相对表达量用 Ｂｃｌ唱２
灰度值／β唱ａｃｔｉｎ灰度值的比值表示。
五、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １９畅０ 分析软件进行统计学处理。 结果

用均数±标准差（珋x ±s）表示，两组均数比较采用独立
样本 t检验，各指标间相关性分析采用直线相关分析。
检验水准α＝０畅０５。

结　　果

一、有核红细胞培养情况
培养基内细胞呈悬浮生长，圆形透亮，生长良好。

培养后的细胞经瑞士染色后于显微镜下观察并计数有

核红细胞比例，有核红细胞所占比例为 （９０畅５０ ±
４畅９６）％（图 １）。

二、骨髓有核红细胞凋亡指数
ＣＭＳ组培养的骨髓有核红细胞 ＡＩ 为 （７畅３５ ±

３畅７４）％，明显低于对照组［（１８畅１ ±８畅７２）％］，差异具
有统计学意义（P ＜０畅００１）（图 ２）。
三、骨髓有核红细胞 Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ表达
对照组和 ＣＭＳ组均检测到 Ｂｃｌ唱２ 的表达，ＣＭＳ组

Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ的相对表达水平为 ０畅７５ ±０畅１５，对照组

表 1　研究对象一般资料（珋x±s）
组别 例数 年龄（岁） ＳａＯ２ （％） 血红蛋白（ｇ／Ｌ） 红细胞比容（％）

ＣＭＳ组 １６ 寣４３ 鲻．４０ ±１４．９０ ８５ 行．６３ ±２．６７ ａ ２１１ è．０６ ±１８．５５ ａ ６４ 厖．８１ ±５．９６ ａ

对照组 １６ 寣４３ 鲻．３７ ±１０．０７ ９６ 忖．０６ ±１．４６ １３２ 汉．８１ ±１３．３６ ４０ 棗．３２ ±３．９４

　　注：与对照组比较，ａP ＜０．００１
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为 ０畅５３ ±０畅１６，ＣＭＳ组表达水平明显高于对照组（P ＜
０畅００１）（图 ３）。

四、相关性分析
ＣＭＳ患者 Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ 表达水平与凋亡指数呈负

相关（r ＝－０畅７０７，P ＝０畅００２），凋亡指数与血红蛋白浓
度呈负相关（ r ＝－０畅５９１，P ＝０畅０１６），Ｂｃｌ唱２ ｍＲＮＡ 表
达水平与血红蛋白浓度之间未发现明显的相关性。

讨　　论

采用红系细胞体外培养技术及 ＴＵＮＥＬ 技术检测
发现 ＣＭＳ患者有核红细胞 ＡＩ减低，这与邹春华等［２］

的

研究结果一致，同时与崔森等［３唱４］
的研究相符，说明

ＣＭＳ患者存在骨髓红系造血细胞凋亡下调；研究还发
现 ＣＭＳ 患者骨髓有核红细胞 Ｂｃｌ唱２ 表达上调，提示
ＣＭＳ红细胞累积可能与 Ｂｃｌ唱２ 家族对细胞凋亡的调节
有关。

Ｂｃｌ唱２家族蛋白广泛分布于造血干祖细胞内，由促
凋亡蛋白和抗凋亡蛋白成员共同组成，它们相互作用
通过线粒体途径调节细胞凋亡。 Ｂｃｌ唱２ 是一种抗凋亡
蛋白，它可以通过调节内质网和线粒体中的钙平衡、抑
制线粒体释放细胞色素 Ｃ、Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ 等抑制细胞

凋亡。
ＣＭＳ患者存在细胞内低氧，低氧与细胞凋亡有着

密切关系。 研究发现低氧可造成线粒体损伤，使其释
放凋亡相关的分子，还可刺激死亡受体途径中的 Ｆａｓ／
ＦａｓＬ等高表达［５］而促进细胞凋亡；另外低氧可使低氧
诱导因子唱１（ｈｙｐｏｘｉａ唱ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ唱１，ＨＩＦ唱１）高表达，
使 Ｐ５３蛋白水平升高进而启动细胞凋亡程序［６］ 。

但对于 ＣＭＳ患者来说，骨髓细胞凋亡的调节机制
更为复杂。 ＣＭＳ时低氧诱导的 ＨＩＦ高表达可广泛激活
众多低氧反应基因，其中部分可以传导抗凋亡信号。
虽然研究发现 ＣＭＳ患者红细胞生成素（ＥＰＯ）水平与同
一地区健康人无显著差异，但高于低海拔居住者，且
ＣＭＳ患者红系祖细胞对 ＥＰＯ 的敏感性增加［７］ 。 ＥＰＯ
可与 ＥＰＯ受体（ＥＰＯＲ）相互作用激活 ＪＡＫ２基因［８］ ，启
动多种细胞信号传导途径如 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ ｋｉｎａｓｅ 及 Ｒａｓ
信号途径，发挥抑制细胞凋亡和促进细胞增殖及分化
的作用。 ＥＰＯ 还可通过激活 ＳＴＡＴ唱５ 途径，刺激 Ｂｃｌ唱ｘｌ
基因的表达

［９］ ，Ｂｃｌ唱ｘｌ可通过抑制 Ｂｉｄ及 Ｂａｘ 活性维持
线粒体膜稳定性，阻止凋亡相关分子从线粒体释放，而
发挥抗凋亡作用，陈杨杨等［１０］

发现 ＣＭＳ 患者 Ｂｃｌ唱ｘｌ表
达升高，Ｂａｘ、Ｂｉｄ 表达下降可能与此机制有关。 因此，
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ＣＭＳ骨髓造血细胞凋亡下调可能与 ＥＰＯ 的抗凋亡作
用有关。 鉴于此，作者研究了另外一组 ＣＭＳ 患者血清
ＥＰＯ水平及骨髓单个核细胞凋亡指数，结果如图 ４ 所
示（未发表）。 在 ＣＭＳ 患者骨髓单个核细胞凋亡指数
低于对照组，而血清 ＥＰＯ水平与对照组无统计学差异，
且血清 ＥＰＯ水平和骨髓单个核细胞凋亡指数间未发现
明显相关性。 提示 ＣＭＳ骨髓造血细胞凋亡变化不是由
单独 ＥＰＯ水平决定的，而有着复杂的调控机制，需要进
一步深入研究。
研究发现［１１］ 缺氧诱导的 ＶＥＧＦ 高表达可促进

ＥＲＫ磷酸化，诱导 Ｂｃｌ唱２表达，降低 Ｂａｘ表达，从而抑制
线粒体释放细胞色素 Ｃ，降低 ｃａｓｐａｓｅ唱３的活性，抑制细
胞凋亡。 推测 ＣＭＳ 患者 Ｂｃｌ唱２ 表达升高，有核红细胞
凋亡下调可能与 ＶＥＧＦ 激活 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ 信号途径有
一定关系。
在 ＣＭＳ中同时存在促凋亡因素与抗凋亡因素，此

项研究发现 ＣＭＳ患者骨髓有核红细胞凋亡下降，Ｂｃｌ唱２
表达升高，提示抗凋亡因素在其发病机制中可能发挥
一定的优势作用，引起红细胞积累；线粒体途径介导的
细胞凋亡可能参与其红细胞积累机制。 本研究在 ＣＭＳ
造血细胞凋亡变化方面仅进行了初步探讨，要明确
ＣＭＳ造血细胞凋亡变化机制仍需要进一步深入研究。
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