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摘要　 目的　 探讨桥本甲状腺炎（ＨＴ）中子宫球蛋白相关蛋

白 １（ＵＧＲＰ１）与 Ｆａｓ 介导的凋亡通路的相关性。 方法 　 免

疫组化（ＩＨＣ）法检测正常人、ＨＴ 患者甲状腺细胞 ＵＧＲＰ１ 的

表达。 在体外用质粒转染大鼠甲状腺细胞（ＦＲＴＬ⁃５ 细胞），
分别为空载体质粒组、ＵＧＲＰ１ 质粒组、Ｆａｓ 质粒组，采用实时

荧光定量逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）方法检测各组细胞 Ｆａｓ、
ＵＧＲＰ１ 基因表达水平的变化。 结果 　 ＨＴ 患者甲状腺细胞

ＵＧＲＰ１ 表达呈阳性，正常人甲状腺细胞 ＵＧＲＰ１ 表达呈阴

性。 转染 ＵＧＲＰ１ 质粒组的 Ｆａｓ 基因表达水平较空载体质粒

组无明显变化（１. ０８５ ０ ± ０. １２４ ９ ｖｓ １. ０２１ ０ ± ０. １１３ ９），转
染 Ｆａｓ 质粒组的 ＵＧＲＰ１ 基因表达水平较空载体质粒组显著

升高（Ｐ ＜ ０. ０００ １，５. ８０７ ０ ± ０. ３２３ ２ ｖｓ ０. ７５２ ７ ± ０. ０７６ ０）。
结论　 桥本甲状腺炎 ＵＧＲＰ１ 高表达可能与 Ｆａｓ 介导的凋亡

通路相关。
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　 　 桥本甲状腺炎（ｈａｓｈｉｍｏｔｏ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ， ＨＴ）为自

身免疫性甲状腺炎的一种亚型，主要临床表现为甲

状腺功能减退。 Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ 介导的细胞凋亡为 ＨＴ 患

者甲状腺功能减退的原因之一［１］。 子宫球蛋白相

关蛋白 １ （ ｕｔｅｒｏｇｌｏｂｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＵＧＲＰ１）是

一种分泌性蛋白，由 ＳＣＧＢ３Ａ２ 基因编码，在气管、支
气管和肺泡上皮细胞中高表达，在甲状腺中表达较

少。 ＵＧＲＰ１ 是甲状腺转录因子 １ （ ｔｈｙｒｏｉｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ⁃
ｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ⁃１， ＴＴＦ⁃１）的下游靶点，ＴＴＦ⁃１ 基因在 ＡＩ⁃
ＴＤ 患者的甲状腺中表达升高［２］，表明 ＵＧＲＰ１ 可能

与 ＡＩＴＤ 疾病相关。 既往研究［１］ 表明 ＨＴ 患者的甲

状腺组织中 Ｆａｓ、ＵＧＲＰ１ 表达呈阳性，ＵＧＲＰ１ 表达

阳性的甲状腺细胞较 ＵＧＲＰ１ 表达阴性的甲状腺细

胞 ＩＬ⁃１β 强表达，并在人原代甲状腺细胞的体外实

验中验证了 ＩＬ⁃１β 可时间、剂量依赖性上调甲状腺

细胞 Ｆａｓ、ＵＧＲＰ１ 表达。 在 ＨＴ 疾病发展中 ＩＬ⁃１β 可

促进甲状腺细胞 Ｆａｓ 表达上调，Ｆａｓ 为凋亡因子，能
够与 ＦａｓＬ 结合并介导细胞凋亡；而目前 ＵＧＲＰ１ 的

功能以及其与 Ｆａｓ 介导的凋亡通路是否相关尚不明

确。 该研究检测了桥本甲状腺炎患者 ＵＧＲＰ１ 表达

水平并验证了 ＵＧＲＰ１ 与 Ｆａｓ 介导的凋亡通路的相

关性。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 病例资料　 正常人甲状腺细胞、ＨＴ 患者甲

状腺细胞取自医院肿瘤学细胞室的甲状腺穿刺细胞

学的甲状腺细胞。 本研究通过医院伦理委员会批准

（ＰＪ ２０１２⁃０２⁃０８），受试者均签署了知情同意书。
１． １． ２ 　 细胞系及主要试剂 　 大鼠甲状腺细胞

ＦＲＴＬ⁃５（美国 ＡＴＣＣ 公司）；ＵＧＲＰ１ 质粒、Ｆａｓ 质粒、
空载体质粒（汉尹生物科技上海有限公司）；胎牛血

清（维森特生物技术南京有限公司）；高糖 ＤＭＥＭ 培

养基（上海源培生物技术股份有限公司）；０. ２５％胰

酶细胞消化液（上海碧云天生物技术有限公司）；
ＨｉＦｅｃｔＰｌｕｓ 转染试剂（南京艾科轶生物科技有限公

司）； ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ＭＩＸ（上海吐露港生物科技

有限公司）；逆转录试剂盒（翌圣生物科技上海有限

公司）；引物由上海生工生物工程有限公司合成；甲
状腺应用 ＶｉｖｉｄＥ９５ 彩色多普勒超声诊断仪器、探头

频率 ７. ０ ～ １２. ０ ＭＨｚ 进行检查；免疫组化一抗：兔
抗人 ｕｇｒｐ１ 多克隆抗体购自北京博森生物技术有限

公司；二抗： ＰＶ６０００ 山羊抗兔 ＩｇＧ ／ ＨＲＰ 聚合物、
ＤＡＢ 试剂购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 免疫组织化学（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ＩＨＣ）
方法　 选取正常人、ＨＴ 患者各 ５ 人，每人的穿刺细

胞学甲状腺细胞取 ２ 张样本玻片，分别进行 ＨＥ 染

色和 ＵＧＲＰ１ 免疫组化染色。 实验步骤：３７℃温箱条

件下石蜡切片予内源性过氧化物酶阻断剂孵育 ３０
ｍｉｎ，０. ３％ ＴＲＩｔｏｎ⁃Ｘ１００ 溶液 ３０ ｍｉｎ； 加入一抗
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（１ ∶ ５００），４ ℃冰箱过夜；滴加即用型二抗孵育 ３０
ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色液 ２ ｍｉｎ，纯水冲洗，苏木精复染 ３０ ｓ，
纯水冲洗，自然风干后中性树脂封片。
１． ２． ２　 细胞培养　 将 ＦＲＴＬ⁃５ 细胞置于含 １０％ 胎

牛血清、１％青链霉素的高糖 ＤＭＥＭ 培养基中，在 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 浓度的恒温培养箱中培养。 当细胞生

长密度达 ８０％ 左右时，用胰酶细胞消化液消化，按
１ ／ ２ 或 １ ／ ３ 进行传代培养。
１． ２． ３　 细胞转染 　 选取对数生长期的 ＦＲＴＬ⁃５ 细

胞， 用 ＨｉＦｅｃｔＰｌｕｓ 分别转染空载体质粒、ＵＧＲＰ１ 质

粒及空载体质粒、Ｆａｓ 质粒，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件

下转染 １２ ｈ，构建空载体质粒组、ＵＧＲＰ１ 质粒组；空
载体质粒组、Ｆａｓ 质粒组（ｎ ＝ ６）。 实验重复 ３ 次。
１． ２． ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｍＲＮＡ　 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提

取各组细胞总 ＲＮＡ，使用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆

转录为 ｃＤＮＡ，参考荧光定量 ＰＣＲ 检测试剂盒说明

书使用实时荧光定量仪检测相关基因的表达水平。
以 ＧＡＰＤＨ 为内参，采用 ２ － ΔΔＣｔ法比较分析目的基因

ｍＲＮＡ 表达水平。 引物见表 １。

表 １　 引物序列（５′⁃３′）

基因 引物序列

Ｆａｓ Ｆ： ＧＴＣＣＴＧＣＣＴＣＴＧＧＴＧＣＴＴＧＣ
Ｒ： ＴＴＣＡＣＧＡＡＣＧＣＴＣＣＴＣＴＴＣＡＡＣＴＣ

ＵＧＲＰ１ Ｆ： ＣＡＧＴＧＴＣＣＣＴＣＴＴＣＣＴＧＴＴＧＡＣ
Ｒ： ＣＣＣＡＧＣＴＣＡＴＴＣＡＣＧＣＡＣＴＴ

ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＴＴＧＴＧＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣ
Ｒ： ＧＧＴＡＡＣＣＡＧＧＣＧＴＣＣＧＡＴＡＣ

１． ３　 实验结果判定标准　 在光镜下分析，排除非特

异染色的前提下，甲状腺细胞胞质内有黄色、棕黄色

或棕褐色颗粒为 ＵＧＲＰ１ 阳性细胞。
１． ４ 　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 及 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ７. ０ 软件进行统计分析，实验数据以 �ｘ ± ｓ 表

示，两组均数间的比较采用 ｔ 检验及 ｔ′检验。 以 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＵＧＲＰ１ 在正常人与 ＨＴ 患者甲状腺组织中的

表达　 正常人甲状腺组织 ＵＧＲＰ１ 表达阴性，ＨＴ 患

者 ＵＧＲＰ１ 呈阳性表达。 见图 １。
２． ２ 　 ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 ＵＧＲＰ１ 质粒后 ＵＧＲＰ１
ｍＲＮＡ 及 ｆａｓ ｍＲＮＡ 表达的变化 　 ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转

染 ＵＧＲＰ１ 质粒后，ＵＧＲＰ１ 质粒转染组 ＵＧＲＰ１ ｍＲ⁃
ＮＡ 相对值较空载体转染组升高（Ｐ ＜ ０. ０００ １， ｔ ＝
１５. ６９），ＵＧＲＰ１ 质粒转染组 Ｆａｓ ｍＲＮＡ 相对值较空

载体转染组差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０. ７３２，ｔ ＝ ０. ３５４
６ ）。 见图 ２。

图 １　 正常人与 ＨＴ 患者甲状腺组织 ＵＧＲＰ１ 的表达 ＩＨＣ × ２００
Ａ：ＵＧＲＰ１ 在正常人甲状腺组织中的表达；Ｂ：ＵＧＲＰ１ 在 ＨＴ 患者

甲状腺组织中的表达

图 ２　 ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 ＵＧＲＰ１ 质粒后

ＵＧＲＰ１ ｍＲＮＡ、Ｆａｓ ｍＲＮＡ 表达的变化

Ａ：ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 ＵＧＲＰ１ 质粒后 ＵＧＲＰ１ ｍＲＮＡ 表达的变化；
Ｂ：ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 ＵＧＲＰ１ 质粒后 Ｆａｓ ｍＲＮＡ 表达的变化；与空载

体质粒组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

２． ３　 ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 Ｆａｓ 质粒后 Ｆａｓ ｍＲＮＡ 及

ＵＧＲＰ１ ｍＲＮＡ 表达的变化　 ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 Ｆａｓ
质粒后，Ｆａｓ 质粒转染组 Ｆａｓ ｍＲＮＡ 相对值较空载体

转染组升高（Ｐ ＜ ０. ０００ １，ｔ ＝ ４２. ２７），Ｆａｓ 质粒转染

组 ＵＧＲＰ１ ｍＲＮＡ 相对值较空载体转染组差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０００ １，ｔ ＝ １５. ２２）。 见图 ３。

３　 讨论

　 　 自身免疫性甲状腺病（ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｔｈｙｒｏｉｄ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ， ＡＩＴＤ）是免疫系统异常激活并允许自身反应

性 Ｂ 细胞和 Ｔ 细胞靶向甲状腺所导致的自身免

疫性疾病 。 ＡＩＴＤ主要包括格雷夫斯病 （Ｇｒａｖｅｓ′
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图 ３　 ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 Ｆａｓ质粒后 Ｆａｓ ｍＲＮＡ、
ＵＧＲＰ１ ｍＲＮＡ 表达的变化

Ａ：ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 Ｆａｓ 质粒后 Ｆａｓ ｍＲＮＡ 表达的变化； Ｂ：
ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 Ｆａｓ 质粒后 ＵＧＲＰ１ ｍＲＮＡ 表达的变化；与空载体质

粒组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

ｄｉｓｅａｓｅ，ＧＤ）和 ＨＴ，其中 ＧＤ 以甲状腺毒症为主要表

现，但部分 ＧＤ 患者在自然病程中可表现为甲状腺

功能减退［３］，这一甲状腺功能表现多为 ＨＴ 患者的

临床表现。 之前的研究［４］ 显示甲状腺组织 ＵＧＲＰ１
阳性表达的 ＧＤ 患者经过碘 １３１ 治疗后更容易发生

甲状腺功能减退，且 ＵＧＲＰ１ 阳性的 ＧＤ 患者的甲状

腺组织中体积较大、胞质呈深嗜酸性和细颗粒状、核
仁明显的细胞增多，这一特征与 ＨＴ 患者增多的

Ｈüｒｔｈｌｅ 细胞相似［１］，表明 ＵＧＲＰ１ 可能为 ＡＩＴＤ 转化

为 ＨＴ 的潜在预测因子。 ＨＴ 的发生发展与遗传易

感性、环境、免疫等因素相关，体液免疫及细胞免疫

共同参与导致甲状腺组织淋巴浆细胞浸润、甲状腺

细胞损伤及萎缩、纤维化组织产生，最终临床表现为

甲状腺功能减退［５］。 ＨＴ 患者甲状腺组织中仅少数

（２％ ～ ３％ ）ＣＤ８ ＋ 细胞对 ＴＧ ／ ＴＰＯ 具有特异性［５］，
且其 ＦａｓＬ 表达较弱［６］，因此淋巴细胞浸润所产生的

直接细胞毒性并非 ＨＴ 患者甲状腺功能减退的主要

原因。 浸润的淋巴细胞所释放的各种细胞因子、趋
化因子可改变甲状腺细胞膜蛋白完整性［７］ 及免

疫［８］，甲状腺激素异位合成、甲状腺细胞分泌 ＣＸ⁃
ＣＬ１０ 等可导致局部氧化应激反应、炎性因子级联放

大等，持续的免疫反应介导甲状腺细胞 Ｆａｓ 表达及

ＦａｓＬ 的表达上调，最终促使了甲状腺细胞凋亡。 本

课题组前期研究［１］ 表明 ＩＬ⁃１β 可时间、剂量依赖性

上调甲状腺细胞 Ｆａｓ 和 ＵＧＲＰ１ 的表达，并采用免疫

组化双染技术验证了 ＨＴ 患者的甲状腺组织中 Ｆａｓ
与 ＵＧＲＰ１ 在同一区域共表达。 综合以上，考虑

ＵＧＲＰ１ 可能参与了 ＨＴ 疾病的发展，但其具体功能

及其与 Ｆａｓ 介导的细胞凋亡的相关性仍未明确。
既往研究表明 ＨＴ 患者甲状腺组织中 Ｆａｓ 表达

呈阳性，本研究表明 ＨＴ 患者组织中 ＵＧＲＰ１ 表达亦

呈阳性。 在细胞实验中，ＵＧＲＰ１ 与 Ｆａｓ 介导的凋亡

通路具有相关性。 ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 ＵＧＲＰ１ 后 Ｆａｓ
基因的表达无明显变化，表明 ＵＧＲＰ１ 可能未直接参

与 Ｆａｓ 基因表达的调控；ＦＲＴＬ⁃５ 细胞转染 Ｆａｓ 后

ＵＧＲＰ１ 基因的表达上调，表明 ＵＧＲＰ１ 可能为 Ｆａｓ
下游的表达基因。

ＨＴ 患者外周血 ＵＧＲＰ１ 水平较正常人、ＧＤ 患

者显著增高，ＡＩＴＤ 患者外周血 ＵＧＲＰ１ 水平与 ＴＳＨ、
Ｔ３、Ｔ４、ＡＴＧ、甲状腺体积无关，与 ＴＰＯＡｂ 正相关［９］。
在 ＡＩＴＤ 患者的外周血［９］ 及甲状腺组织［１０］ 中，
ＵＧＲＰ１ 阳性患者的甲状腺激素、促甲状腺激素水平

与 ＵＧＲＰ１ 阴性患者相比差异无统计学意义，本研究

中甲状腺细胞转染 ＵＧＲＰ１ 质粒后 Ｆａｓ 基因未见明

显变化，与之符合。 甲状腺过氧化物酶 ＴＰＯ 为位于

甲状腺滤泡上皮顶端细胞膜上的膜结合糖蛋白，
ＴＰＯＡｂ 可通过抗体和补体依赖性细胞介导的细胞

毒作用和致敏 Ｔ 细胞损伤甲状腺滤泡，其水平升高

表明了甲状腺局部炎性反应的增强［１１］，其高水平可

见于 ＧＤ 和 ＨＴ 患者，但有研究［１２］表明 ＴＰＯＡｂ 水平

明显升高的患者易发展为甲状腺功能减退。 ＡＩＴＤ
患者外周血［９］及甲状腺组织［１０］ＵＧＲＰ１ 水平与 ＴＰＯ⁃
Ａｂ 水平正相关，提示 ＵＧＲＰ１ 可能参与了 ＡＩＴＤ 发展

为甲状腺功能减退的过程。 本研究表明甲状腺细胞

转染 Ｆａｓ 质粒后 ＵＧＲＰ１ 基因表达上调，表明桥本甲

状腺炎 ＵＧＲＰ１ 高表达可能与 Ｆａｓ 介导的凋亡通路

相关。 Ｆａｓ 是介导甲状腺细胞凋亡并致使 ＨＴ 患者

甲状腺功能减退的重要分子标志物，但只能在甲状

腺组织中被检测出来，而 ＵＧＲＰ１ 是 Ｆａｓ 介导凋亡通

路的下游分子标志物，在 ＨＴ 患者甲状腺组织及外

周血中均可检测，推测 ＵＧＲＰ１ 可能作为 ＨＴ 患者易

于检测的分子标志物。
ＵＧＲＰ１ 为 ＳＣＧＢ３Ａ２ 编码的分泌性蛋白，相关

研究表明其有改善肺部炎症、抗肺部纤维化、促胎肺

成熟、抑制 Ｌｅｗｉｓ 肺癌生长［１３］、抑制香烟烟雾中的

丙烯醛诱导的细胞凋亡［１４］ 等作用，提示 ＵＧＲＰ１ 可

能为一种作用广泛的保护性蛋白。 本研究验证了
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ＵＧＲＰ１ 为 Ｆａｓ 介导的凋亡通路的下游分子标志物，
在 Ｆａｓ 基因表达后，ＵＧＲＰ１ 可能因其具有抗凋亡作

用而保护性上调，或者 ＵＧＲＰ１ 上调后发挥了促凋亡

作用，又或者其仅作为一种伴随蛋白，这些机制目前

仍不清楚，需进一步研究以明确 ＵＧＲＰ１ 在 ＡＩＴＤ 疾

病发展中的作用。
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ｍＲＮＡ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＵＧＲＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｎ ｔｈｙｒｏｉｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＨＴ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｎ ｔｈａｔ
ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｐｅｏｐｌｅ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＵＧＲＰ１ ｇｒｏｕｐ ｉｎ Ｆａｓ ｇｅｎｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ（１. ０８５ ０ ± ０. １２４ ９ ｖｓ １. ０２１ ０ ± ０. １１３ ９）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＧＲＰ１
ｇｅｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ Ｆａｓ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０００ １， ５. ８０７ ０ ± ０. ３２３ ２ ｖｓ ０. ７５２ ７ ± ０. ０７６ ０）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＧＲＰ１ ｉｎ ＨＴ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ Ｆａｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｕｔｅｒｉｎｅ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １； Ｆａｓ ／ ＦａｓＬ ｐａｔｈｗａｙ； ｈａｓｈｉｍｏｔｏ ｔｈｙｒｏｉｄｉｔｉｓ
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