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　　[摘要]　目的:探讨 TET基因和5-羟甲基胞嘧啶(5hmC)在慢性鼻窦炎(CRS)中的表达及临床意义。方法:
获取20例CRS伴鼻息肉患者的息肉组织(CRSwNP组),20例CRS不伴鼻息肉患者的钩突组织(CRSsNP组)和

10例鼻中隔偏曲患者的中鼻甲组织(对照组)。通过免疫荧光技术、Western-Blot和实时荧光定量 PCR 检测

TET基因和5hmC在CRS中的表达。结果:TET1/2/3基因和5hmC在CRSsNP组中均有较高表达,在CRSw-
NP组和对照组中表达较低,CRSsNP组与 CRSwNP组和对照组比较差异均有统计学意义(P<0.05);CRSwNP
组中 TET1与 TET3的表达显著低于对照组(P<0.05)。结论:DNA 去甲基化在鼻息肉的形成中有着重要作

用,TET1、TET2、TET3和5hmC的高表达可能降低鼻息肉形成风险;CRS中 DNA去甲基化增加有可能降低鼻

息肉形成风险,当 CRS中 DNA 甲基化程度较高、DNA 去甲基化程度较低时疾病可能向 CRSwNP发展,而当

DNA甲基化程度较低、DNA去甲基化程度较高时则可能发展为CRSsNP。
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Abstract　Objective:ToinvestigatetheexpressionandclinicalsignificanceofTETgeneand5hmCinchronic
sinusitis.Methods:Acquiring20casesofnasalpolypsfromchronicsinusitiswithpolyps(CW),20casesofuncinate
processtissuesfromchronicsinusitiswithoutpolyps(CS),10casesofmiddleturbinatetissuesfrompatientswith
nasalseptumdeviatedasnormalgroup(N).TheexpressionofTETgeneand5hmCinchronicsinusitiswasmeas-
uredbyimmunofluorescence,Western-BlotandQuantitativereal-timePCR.Results:BothTET1/2/3geneand5
hmCwerehighlyexpressedintheCSgroup,butwerelowerintheCWgroupandtheNgroup.Therewerestatisti-
callysignificantdifferencesbetweentheCSgroupandtheCWgroup(P<0.05),andbetweentheCSgroupand
theNgroup(P<0.05).TheexpressionsofTET1andTET3intheNgroupwerehigherthanthoseintheCW
group,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<0.05).Conclusion:DNAdemethylationplaysanimpor-
tantroleintheformationofnasalpolyps.HighexpressionofTET1,TET2,TET3and5hmCMayreducetherisk
ofnasalpolyps.IncreasedDNAdemethylationinchronicsinusitismayreducetheriskofnasalpolypformation.
WhenthedegreeofDNAmethylationinchronicsinusitisishighandthedegreeofDNAdemethylationislow,the
diseasemaydeveloptoCRSwNP,andwhenthedegreeofDNAmethylationislowandthedegreeofDNAdemeth-
ylationishigh,thediseasemaydeveloptoCRSsNP.
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　　慢性鼻窦炎(CRS)是指鼻与鼻窦黏膜的慢性

炎症[1]。根据表型,CRS 可分为 CRS 伴鼻息肉

(chronicrhinosinusitiswithnasalpolyps,CRSw-
NP)和 CRS 不伴鼻息肉 (chronicrhinos-inusitis
without nasal polyps,CRSsNP)两 类。 其 中

CRSwNP还 分 为 嗜 酸 性 CRSwNP 和 非 嗜 酸 性

CRSwNP两类[2-3]。最新研究表明,表观遗传学不

仅在肿瘤领域有着重要作用,在CRS、哮喘、变应性

鼻炎等呼吸道炎症疾病中也有着重要的作用[4-5]。

糖皮质激素是治疗 CRS的重要药物,而最新研究

发现糖皮质激素可以影响鼻腔细胞的 DNA 甲基

化,从而改善炎症反应[6]。因此研究 CRS的表观

遗传学变化对揭示CRS的发病机制有着重要的意

义。DNA甲基化是常见的表观遗传修饰方式,目
前CRSDNA甲基化的研究较多,而关于去甲基化

的研究较少,DNA 去甲基化是指 DNA 胞嘧啶的

第5 位碳原 子 上 的 5-甲 基 胞 嘧 啶 (5-methylcy-
tosine,5mc)转化为5-羟甲基胞嘧啶(5-hydroxym-
ethylcytosine,5hmC),从而使基因获得转录活性,
该过程受到 TET(ten-eleventranslocation)蛋白的

催化,是机体对DNA 甲基化水平的一种主动调控
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方式,也是调控基因表达的一种重要手段。本实验

通过检测 CRS中5hmC表达以及 TET 基因的变

化情况之间的关系,以初步探讨鼻窦炎的表观遗传

调控机制。
1　资料与方法

1.1　临床资料

获取2018年9月-2019年9月我科20例

CRSwNP患者(CRSwNP 组)鼻息肉组织,20 例

CRSsNP患者(CRSsNP组)钩突组织和10例鼻中

隔偏曲患者(对照组)中鼻甲组织。手术中取出标

本后分为两份,一份立即放入液氮中,然后转移到

-80℃冰箱保存;一份放入甲醛中保存,用于制作

石蜡切片。诊断标准参照中国CRS诊断和治疗指

南[1]。排除标准:手术前4周内接受抗生素和糖皮

质激素治疗,患有囊性纤维化、阿司匹林耐受不良、
肿瘤、免疫缺陷或其他遗传性疾病。所有患者均在

术前签署标本采集知情同意书,且本研究获武汉大

学人民医院伦理委员会批准。
1.2　主要试剂

TET2、TET3抗体(CellSignalingTechnolo-
gy,美 国),TET1 抗 体 (SangonBiotech,中 国),
Takara试剂盒(Takara,日本),5hmC 抗体(Cell
SignalingTechnology,美国)
1.3　免疫荧光

将切片置于65℃烤箱中烘烤3h,按顺序进行

二甲苯脱蜡,柠檬酸钠抗原修复,Triton破膜处理,
3%过氧化氢液去除内源性酶,5% BSA封闭,加入

5hmC一抗(稀释1∶400)4℃避光孵育过夜,二抗

室温孵育1h,DAPI染色5min,滴入适量抗荧光

淬灭剂,封片。
1.4　免疫荧光半定量分析

5hmC的强度通过ImageJ软件进行荧光半定

量分析,在ImageJ软件中打开荧光图像,然后将

其转换为灰度图像,并将其颜色反转。再对光密度

进行校准,然后选择荧光表达的范围,测量细胞的

平均光密度(IOD)和面积大小,“总IOD/总面积”
的值代表免疫荧光的强度。
1.5　总RNA提取

将组织标本放入研磨仪中,加入1000μLTr-
izol试剂研磨30s,静止10min后转入1.5mL离

心管,加入200μL氯仿,充分震荡后静止5min,
4℃12000r/min离心15min,吸取上层清液置于

1.5mL 离心管,加入等量异丙醇,混匀后静止

10min,4℃12000r/min离心15min,弃上清,加入

75%乙醇DEPC水1mL,吹打混匀,4℃10000r/min
离心10min,弃上清,吸干管内残留液体,室温干燥

后,根据沉淀加入适量 DEPC 水溶解,溶液即为

RNA提取液,以上操作皆在冰上进行。

1.6　实时荧光定量PCR
按 Takara试剂盒进行实时荧光定量 PCR反

应,将提取的 RNA 进行去除基因组 DNA 反应后

进行逆转录反应,反应条件:37℃下进行15min,然
后在85℃ 下 5s。定量反应在 CFX9Real-Time
PCR中进行,反应条件:在95℃持续30s;在95℃
持续5s,在55℃持续30s,在72℃持续1min,此
三步循环39次。表1为被检测基因(TET1/2/3
和 GAPDH)的引物序列。

表1　使用荧光定量PCR的引物序列和退火温度

基因 序列(5’-3’)
退火

温度/℃

GAPDH F:CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT 55
R:ACTCCTGCTTGCTGATCCAC

TET1 F:AAAAACGCTATGAGCTCTGTTG 55
R:CAGGCTGCTGGAATACTAAAAC

TET2 F:GGCTACAAAGCTCCAGAATGG 55
R:AAGAGTGCCACTTGGTGTCTC

TET3 F:TCCAGCAACTCCTAGAACTGAG 55
R:AGGCCGCTTGAATACTGACTG

1.7　TET蛋白的 Western-Blot检测

将组织进行液氮研磨后加入1mmol/L裂解

液于冰上孵育0.5h,裂解细胞。使用BCA蛋白检

测试剂盒检测蛋白浓度。聚丙烯酰胺凝胶电泳,
PVDF转膜。采用含5%脱脂牛奶的 TBST,室温

封闭1h。加入一抗,抗TET1/2/3(稀释1：1000)
在4℃过夜。TBST洗涤后,印迹与二抗体孵育在

室温下1h。使用 QuantityOne软件对蛋白进行

定量分析。
1.8　统计学处理

实验的所有数据均采用SPSS16.0软件进行

统计学分析,2组间比较采用单因素方差分析,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　各组组织中5hmC的免疫荧光中表达水平

免疫荧光结果显示,5hmC在各组组织中均有表

达。3组间表达强度有显著差异,两两比较显示,
CRSsNP组中的5hmC荧光表达显著高于 CRSw-
NP组和对照组(P<0.05),说明与CRSsNP相比,
CRSwNP组存在较低的去甲基化水平,见图1、2。
2.2　TET的实时荧光定量PCR检测

TET的实时荧光定量 PCR 检测结果显示,
TET1、TET2、TET3 在 3 组 组 织 中 均 有 表 达。
CRSwNP组的 TET1、TET2、TET3的表达均显著

低于 CRSsNP 组;与对照组相比,CRSsNP 组在

TET1、TET2、TET3三个基因的表达上差异有统

计学意义(P<0.05)。CRSwNP组与对照组相比,
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TET1、TET2、TET3的表达差异均无统计学意义

(P>0.05),见图3。
2.3　TET蛋白 Western-Blot检测

TET 蛋 白 Western-Blot 检 测 结 果 显 示,
TET1、TET2、TET3蛋白在3组中均有表达。与

对照组及 CRSsNP组相比,CRSwNP组 TET1和

TET3蛋白的表达较低(P<0.05),而 TET2蛋白

表达无显著差异。与 CRSwNP组和对照组相比,
CRSsNP组的蛋白表达水平较高(P<0.05),见

图4。

图1　各组5hmC的免疫荧光表达水平　1a:对照组 DAPI表达;1b:对照组5hmC表达;1c:对照组 Merge表达;1d:

CRSsNP组 DAPI表达;1e:CRSsNP组5hmC表达;1f:CRSsNP组 Merge表达;1g:CRSwNP组 DAPI表达;1h:CRSw-
NP组5hmC表达;1i:CRSwNP组 Merge表达;　图2　3组定量5hmC荧光信号强度比较　与CRSsNP组比较,1)P<
0.05;　图3　各组中TET基因的相对表达水平　3a:CRSwNP组 TET1的表达;3b:CRSsNP组 TET2的表达;3c:对
照组 TET3的表达;与对照组比较,1)P<0.05;与CRSsNP组比较,2)P<0.05;　图4　3组中TET蛋白的相对表达水

平及蛋白定量分析　4a:CRSwNP组;4b:CRSsNP组;4c:对照组;与对照组比较,1)P<0.05;与 CRSsNP组比较,2)P<
0.05。

3　讨论

CRS是常见的慢性疾病之一,影响全球4%~
10%人群的健康[7]。研究发现 DNA 甲基化的改

变可能与CRS病理生理的相关变化有着紧密的联

系[8]。5hmC常常分布在哺乳动物常染色体区域,
特别是在启动子、外显子区域、远端顺式作用元件,

这些区域与基因转录活性有重要联系,因而5hmC
被认为是一个稳定的去甲基化标志。因此通过检

测CRS组织中的5hmC表达水平,可以检测 CRS
的去甲基化水平。TET蛋白是Fe(Ⅱ)和α-酮戊二

酸依赖性双加氧酶,可以催化5mC 逐步氧化为

5hmC、5-甲 酰 胞 嘧 啶 (5fC)和 5-羧 基 胞 嘧 啶
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(5caC)[9],促进主动去甲基化。越来越多的证据表

明,TET酶在调节基因表达,促进细胞分化和抑制

肿瘤形成中起着至关重要的作用。
基因去甲基化在表观遗传调控中的作用近年

来颇受重视。哮喘和变应性鼻炎均为呼吸道疾病,
其发病机制都已被发现与去甲基化有关。Li等[10]

研究显示在变应性鼻炎患者的外周血单核细胞中

TET1、TET3和5hmC表达增高。在哮喘患者的

鼻气道上皮细胞中 TET1表达和总体5hmC水平

较高[11]。在尘螨诱导的气道高反应性小鼠模型

中,小 鼠 肺 部 组 织 的 去 甲 基 化 水 平 也 增 加[12]。
CRS与哮喘和变应性鼻炎均为呼吸道疾病,尚未有

文献报道基因去甲基化在CRS中的作用。本研究

中,我 们 发 现 在 CRSsNP 组 中 TET1、TET2、
TET3和5hmC 中表达一致,都有较高的表达水

平,这表明 TET 和 DNA 去甲基化在 CRSsNP的

病理过程中起重要作用。CRSwNP 和对照组中

TET1、TET2、TET3和5hmC的表达一致,都表现

出较低水平的表达。但我们在实验中发现 CRSw-
NP和对照组中 TET1和 TET3的蛋白表达存在

显著差 异,而 其 TET1 和 TET3 的 基 因 表 达 和

5hmC的表达却一致。导致这种差异的具体原因

并不清楚,不过有研究发现鼻息肉形成中涉及的关

键基因受到环境因素的影响[7]。在本实验中我们

还发现在CRSwNP组中部分病例的5hmC荧光表

达强度较高。根据苏木精-伊红染色分析,这一部

分病例为嗜酸性CRSwNP,但由于例数较少,我们

没有对嗜酸性 CRSwNP和非嗜酸性 CRSwNP的

5hmC和 TETs表达进行分组统计学分析。
已有研究表明 DNA 甲基化在 CRS的息肉形

成中有着重要的作用。Kidoguchi等[13]发现,在

CRS中PLAT基因近端启动子的 DNA 甲基化有

助于息肉的形成。Li等[14]研究发现,与 CRSsNP
相比,CRSwNP中胸腺基质淋巴细胞生成素基因

座的DNA 甲基化水平显著增高。Zheng等[15]通

过DNA甲基化芯片鉴定了鼻息肉样品中表达显

著改变的4个基因(COL18A1,EP300,GNAS和

SMURF1),发现上述基因的启动子都发生了甲基

化。本研究发现,与CRSsNP组相比,CRSwNP组

的 TET1、TET2、TET3和5hmC 的表达均较低,
因此CRSwNP中息肉的形成可能与 DNA 甲基化

增加和去甲基化降低有关。结合文献及本研究结

果提示,当CRS中DNA甲基化程度较高、DNA去

甲基化程度较低时疾病可能向 CRSwNP发展,而
当DNA 甲基化程度较低、DNA 去甲基化程度较

高时则可能发展为CRSsNP。
目前的研究已经表明表观遗传学在CRS的发

病机制中有着重要的作用,鼻息肉的形成与 DNA

甲基化有着紧密的联系。本研究也有着一定的局

限性,实验中未对CRSwNP组、CRSsNP组和对照

组中 DNA 甲基化程度进行检测,未将 CRSwNP
组中的2种重要亚型嗜酸性CRSwNP和非嗜酸性

CRSwNP进 行 对 比 研 究。总 之,本 实 验 表 明 了

DNA去甲基化可能与 CRS的发病机制和鼻息肉

的形成有关。但是关于 DNA 去甲基化相关的基

因位点以及 DNA 去甲基化如何具体影响 CRS发

病的机制仍不清楚,亟待深入研究。
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鼻中隔偏曲软骨塑形在同期歪鼻整形术中的应用

于湛1　孙海丽1　魏永祥1

1首都医科大学附属北京安贞医院耳鼻咽喉头颈外科中心
(北京,100029)
通信作者:魏永祥,E-mail:weiyongxiang@vip.sina.com

　　[摘要]　目的:探讨利用自体鼻中隔偏曲软骨塑形后同期进行外伤性歪鼻矫形手术的临床应用价值。方法:
选取12例临床确诊住院手术的陈旧外伤性歪鼻伴鼻中隔偏曲患者为研究对象,在内镜辅助下做鼻中隔鼻阈倒 L
切口,沿切口向上潜行分离建立鼻背畸形移植填充区;之后利用切取的鼻中隔软骨塑形后植入到偏曲凹陷的鼻背

区加以歪鼻矫形,满意后行鼻外固定。结果:术后患者对手术效果满意。随访1年以上,未再次发生鼻塞、鼻中隔

穿孔及鞍鼻畸形等并发症。结论:自体鼻中隔偏曲软骨塑形后同期进行外伤性歪鼻矫形手术方法简单,易操作,
取材方便;既解决了鼻中隔偏曲影响鼻通气问题,同时也使歪鼻得以矫形。此方法适合广大基层医院推广应用。

[关键词]　鼻中隔软骨;歪鼻;鼻整形
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Endoscopicassistednasalseptaldeflectioncartilage
shapingforsimultaneousrhinoplasty

YUZhan　SUN Haili　WEIYongxiang
(CapitalMedicalUniversityAffiliatedBeijingAnzhenHospitalOtorhinnolarygologyHeadand
NeckSurgery,Beijing,100029,China)
Correspondingauthor:WEIYongxiang,E-mail:weiyongxiang@vip.sina.com

Abstract　Objective:Toinvestigatetheclinicalapplicationvalueoforthopedicsurgeryfortraumaticcrooked
noseafterautologousnasalseptumdeflectedcartilageshaping.Methods:Twelvepatientswithobsoletetraumatic
nasalseptumdeviationandnasalseptumdeviationwereselected.ThenasalseptalnasalthresholdinvertedLinci-
sionwasassistedbyendoscopy,andthenasaldorsaldeformityfillingareawasestablishedalongtheincision.The
excisednasalseptalcartilagewasshapedandimplantedinthedorsalnasalareaofthedeviateddepressiontocorrect
thenasaldistortion,andtheexternalnasalfixationwasperformedaftersatisfaction.Results:Thepatientswere
satisfiedwiththeoperationresults.Afterafollow-upofmorethan1year,nocomplicationsoccurred.Conclusion:

Thismethodissimple,easytooperate;solvestheproblemofnasalseptumdeviationaffectingnasalventilation,

allowsthedeformednosetobecorrected.Thismethodissuitableforpopularizationandapplicationinthemajority
ofgrassrootshospitals.

Keywords　septalcartilage;crookednose;rhinoplasty

　　随着社会进步交通肇事风险增加,鼻外伤的发

生率大大增加。鼻外伤后若不能及时处理易遗留

歪鼻畸形[1-3],这不仅影响鼻面部美观,而且影响鼻

腔通气引流功能。我科对12例外伤性歪鼻患者在

内镜下同期行鼻中隔偏曲矫正术和歪鼻矫正术,均

取得满意效果,现报告如下。
1　资料与方法

1.1　临床资料

收集我院耳鼻咽喉头颈外科中心2016年1
月—2018年12月期间收治住院手术的陈旧外伤

性歪鼻并鼻中隔偏曲患者12例,所有患者均有不

同程度的鼻腔通气功能障碍。其中男11例,女1
例,年龄20~35岁,平均25.8岁。鼻外伤致歪鼻
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