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ATF3在单纯性尿道下裂中的表达及意义

李远伟1赵晓昆2 高智勇， 昊万瑞1 樊皓明I何军，

【摘要】目的研究激活转录因子3(Activating transcription factor 3，ATF3)在尿道下裂包皮组织

中的表达情况。探索ATF3与散发的单纯性尿道下裂之间的关系。方法采用免疫组织化学方法。在

蛋白质水平检测ATF3蛋白在散发的单纯性尿道下裂患者和对照组之间的表达情况。采用RT-PCR的

方法，在RNA水平检测ATF3 mRNA在两组之间的表达差异。结果ATF3蛋自在散发的单纯性尿道

下裂中的阳性表达率为90％(27／30)，在对照组中为10％(2／20)，两组比较，差异有统计学意义(P<

0．05)。散发的单纯性尿道下裂患者ATF3 mRNA的相对表达量为0．5375±0．0591，对照组相对表达量为

0．4193±0．0678，两组比较，差异有统计学意义。从数据上看，重型组中ATF3 mRNA相对表达量高于其

它两组。结论正常人包皮组织中ATF3表达量很少。散发的单纯性尿道下裂患者包皮组织中ATF3

的表达明显增多，提示ATF3和散发的单纯性尿道下裂关系密切。进一步研究尿道下裂中ATF3产生的

分子基础和ATF3相关的信号转导通路，有可能揭示散发的单纯性尿道下裂的病因。

【关键词J尿道下裂，病理学；尿激酶；基因表达

ATF3 is up-regulated in sporadic cases ofisolated hypospadias．Ll Yuan．-wei·ZHA0 Xiao-kun。GA0 Z危i—

yong。et a1．1，DepartmentofUrology，TheFirstAffiliated Hospital，HunanNormalUniversity，Changsha，410005，

China．2，Changsha，410008，China，3，Hunan Children’8 Hospital，Changsha，410007，China

[Abstract】Objective To examine the expression of Activating transcription factor 3(ATF3)in prepuce
tissues．and to explore their relations to sporadic cases of isolated hypospadias．Methods Protein andmRNA were

detected by immunohistochemistry and semiquantitative RT-PCR，we quantified the expression differences of

ATF3 in hypospadic and control tissues．Results The expression of ATF3 in prepuce tissues from 30 boys with

isolated hypospadias and 20 boys with normal prepuce tissue Were examined by immunohistoche mistrg．Of the 50

specimens 27(90％)of the 30 patients with hypospadias showed exprmsion of ATF3 protein。and only 2(10％)

ofthe 20 patients in control group Were positive(P<0．05)．Detected by semiquantitative RT-PCR，The ATF3

mRNA relative expression levels was 0．5375±0．0591．0．4193 4-0．0678 for hypospadias samples and normal

samples respectively，and the difference between them was statistically significant．The expression levels of ATF3

mRNA were stronger in patients with flevere hypospadias compared with mild and moderate hypospadias．

Conclusions Our results indicate that ATF3 is up-regnlated in the prepuce tissues of boys with sporadic

hypospadias，suggesting a role for this Iranscription factor in the development of this abnormality．Research in the

areas of ATF3 gene mayopen new avenuestoward incre&,鼎t understanding of the cⅪtufe of hypospadias．

【Key word】Hypospadia．dPA；Urokinase；Gene expression

尿道下裂是男性泌尿生殖系统最常见的先天

性畸形之一，尿道下裂的发病率呈逐年升高趋势，

家族性尿道下裂约占7％，大部分是散发的、无遗传

和家族史的单纯性尿道下裂I·I。现已发现多个与尿

道下裂有关的基因。Liu等翻报道尿道下裂中ATF3

表达上调，提示转录因子ATF3所涉及转录调控和
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尿道下裂的发生有关。本研究测定激活转录因子3

(Activating transcription factor 3．ATF3)在散发的单

纯性尿道下裂患者包皮组织中的表达，现报告如下。

材料与方法

一、临床资料

选择2005年4月至2006年2月在湖南省人民。

医院及中南大学湘雅二医院住院和门诊治疗的尿道

下裂及包皮手术患者50例。尿道下裂组30例，平均
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年龄6．3(3—17)岁。根据阴茎伸直后尿道外口位置

分为轻型(阴茎头型、冠状沟型、阴茎远侧型)、中型

(后2，3阴茎干型)、重型(阴茎阴囊型、阴囊型、会阴

型)。其中轻型7例(冠状沟型3例、阴茎远侧型4

例)，中型10例，重型13例(阴茎阴囊交界型12例，

会阴型l例)。均为散发性患者，均无泌尿生殖系统

的其它异常。对照组20例，均为接受包皮环切术的

患者，平均年龄7(3—18)岁。无其它合并症存在。

二、实验方法 ，

1．标本处理：收集术中多余的包皮组织，将每份

标本分成两份，分别做好标记后装入冻存管，立即

置于液氮罐中保存。

2．ATF3mRNA的测定

选择GAPDH作为内参照基因，设计ATF3和

GAPDH的PCR引物，使引物分别位于不同外显子

中，以便区别eDNA和gDNA扩增产物，ATF3基因

片断的引物序列为：正义5、TCGGGGTGTCCATCA—

CAAAAGC、3， 反义5、CTrCTCGrrrClTrGAGC TC

CTCAATC、3，扩增片断长度为218bp，GAPDH引物：

正义5、CATGGGTGTGA AC CATGAGAAGT'3，反义

5、GTrCAGCTCAGGGATGACCrrrG、3，扩增片断长度

为280bp。

TRIzol法提取组织中的总RNA，提取的RNA

立即用于逆转录或保存于一70。C超低温冰箱中。凝

胶电泳鉴定RNA质量，紫外分光光度计测定RNA

含量，按照Promega公司的逆转录试剂盒说明进行

逆转录，合成eDNA。

聚合酶链式反应(PCR)：对每个RNA模板进行

一个无逆转录的对照实验，以确定一个给定片段是

来自基因组DNA还是cDNA，在无逆转录时所得到

的PCR产物来源于基因组DNA。各PCR体系均设

置阴性对照，以无核酶水代替模板eDNA，每份检测

标本的PCR反应在相同条件下重复3次以保证其

扩增的正确性。PCR反应体系与PCR反应条件：本

实验为20斗I反应体系，95℃预变性3 min；以95℃

变性30 s，60℃退火30 s，72℃延伸30 s，循环30

次；72℃延伸7 min，4。C终止反应。为了保证实验结

果的可靠与准确，在同一PCR管中加入ATF3和

GAPDH的引物，同时扩增ATF3和GAPDH基因片

断，以得到更为精确的ATF3mRNA相对表达量。

2％琼脂糖凝胶在电压85V进行电泳，电泳约1．5 h

后，取出凝胶置于暗箱式紫外线透射仪下观察，可

见到核酸染液染色的特异性条带。将凝胶置于凝胶

成像分析系统照相保存，进行图像分析，测量ATF3

基因和内参照基因GAPDH的扩增片断密度的比

值，计算出ATF3mRNA的相对含量(半定量)，

ATF3mRNA的相对含量=ATF3的OD值／CAPDH

的OD值。

3．免疫组织化学方法鉴定ATF3蛋白的表达

处理切片：本实验中ATF3抗体要求为冰冻切

片，从液氮中取出标本或将术中标本立即切片，对

已切好的切片立即进行免疫组化，或将切片储存于

一20℃，在24 h内进行实验。本实验一抗最佳浓度

l：400，4。C过夜。按说明书配制DAB显色剂，在显

微镜下掌握染色的程度。实验中以PBS代替一抗作

阴性对照。结果判定方法：由2名病理科医生采用

盲法阅片的方式进行。结果判定标准：ATF3定位于

细胞核上，以细胞核内出现棕褐色颗粒的细胞定为

阳性细胞，每张切片选取5个高倍视野(×400倍)，

每个视野随机计数100个细胞，求其平均阳性率。

三、统计学处理

全部数据经统计学软件SPSS 11．5处理，计数

资料用阳性例数或阳性率表示，阳性率之间的比较

用，检验。两组之间的均数比较采用t检验，两组以

上均数之间的比较采用方差分析(ANOVA)，ATF3

蛋白在两组人群包皮组织中的表达比较选用r检

验，P<0．05表示差异有统计学意义。

结果

一、GAPDH基因表达

TRIzo!法提取包皮组织中的总RNA经紫外分

光光度计测定0D260／OD280的比值为1．78～1．9。

所有待检组织标本内参照GAPDH基因均为阳性表

达，扩增的片断在280 bp左右。

二、尿道下裂的严重程度和A1'f’3mRNA相对

表达量的关系

所有样本的RT—PCR均获成功，尿道下裂轻

型、中型和重型3组样本的ATF3 mRNA相对表达

量分别为0．5331-I-0．0619、0．5299±0．0654、0．5375

±0．0591，重型尿道下裂ATF3mRNA相对表达量高

于其它两组。

三、尿道下裂组和对照组之间ATF3 mRNA相

对表达量的比较

尿道下裂组ATF3mRNA相对表达量为0．5375

±0．0591，对照组相对表达量0．4193±0．0678，两组

比较，t=6．527，P<0．001，差异有显著统计学意义。

四、ATF3蛋白在包皮组织中的表达情况
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尿道下裂组包皮组织中ATF3蛋白表达的阳性

率为27，30，其中轻型为5，7，中型为9／10，重型

为13，13，对照组为2／20，尿道下裂组和对照组经

卡方检验，，=32．53，P<0．001，差异有显著统计学

意义。尿道下裂轻、中、重型之间ATF3蛋白表达因

分组后样本量较少而未行统计学处理。

讨论

近年来，学者们从各个方面探索了尿道下裂的

病因，但其确切发病机制仍不清楚。随着分子生物

学的发展，人们试图从分子学水平揭示尿道下裂的

发生，以从发生上进行干预。现已发现多个与尿道

下裂有关的基因，例如Ⅱ型3一B羟类同醇脱氢酶

基因、MIDl基因、SRD5A2基因和TGF基因等13．4一，

但仍无法完全解释单纯性尿道下裂的发生机理。

激活转录因子3(ATF3)是碱性亮氨酸拉链区

(bZIP)家族中ATF，CREB亚家族的成员之一，人全

长ATF3基因有4个外显子，该基因编码的蛋白由

181个氨基酸组成，最早在十四烷酰法波醋酸酯处

理人子宫颈腺癌传代细胞系HeLa细胞中分离得

到。以往研究发现，ATF3在细胞生长和分化过程中

具有多种功能，对细胞生长具有间接的正性或负性

调控作用。Fan等f6唆现，ATF3蛋白对细胞生长起负

性调控作用，通过tet-o伍系统诱导ATF3表达，发现

ATF3蛋白能减缓细胞从G。期进展至S期，ATF3蛋

白的过度表达能抑制细胞生长，说明ATF3对细胞

周期具有负性调控作用。在对转基因小鼠的研究

中，发现在各种组织中表达ATF3的转基因鼠出现

了相应组织的功能障碍。Allen—Jennings等17I发现在

胰腺表达ATF3的转基因小鼠出现了胰腺发育障

碍，分泌激素的细胞数量减少。对转基因小鼠的胚

胎分析显示，ATF3在胰腺管状上皮细胞的表达与

未诱导ATF3基因表达的转基因小鼠相比，ATF3阳

性表达的转基因小鼠有丝分裂细胞更少，从转基因

动物模型上证实了ATF3对细胞生长有调控作用。

本实验在蛋白质水平和RNA水平，发现ATF3

在散发的单纯性尿道下裂中表达明显增多，进一步

证实ATF3和单纯性尿道下裂的关系密切。该研究

结果提示，转录因子ATF3所涉及的转录调控和尿

道下裂的发生有关，ATF3可能是尿道下裂中的一

个关键调控基因。最近Wang等嗍利用微阵列技术发

现尿道下裂和ATF3基因相关，也进一步证实ATF3

和尿道下裂的发生有密切关系。在尿道形成过程

中，ATF3是否干扰了泌尿生殖细胞的分化和转化，

有待于深入研究。

此外，近年来研究已证实雄激素功能相关基因

以及雌激素受体基因均与尿道下裂的发生有关。

Beleza—Meireles等I明对60名尿道下裂患者进行雌激

素受体基因ESRl和ESR2的突变检测，同时检测

ESR2基因的CA重复多态性和ESRI基因的TA重

复多态性，发现ESR2基因的CA重复多态和尿道下

裂有关。目前研究证实，ATF3与雌激素和雄激素均

有关。Inoue等f1I)I采用微阵列技术分析了人乳腺癌细

胞系中雌激素应答基因的表达潜，发现ATF3基因

是雌激素应激基冈之一。Pelzer等I¨噪用免疫组化和

免疫印迹方法，在体外和体内实验中发现前列腺癌

细胞系中ATF3基因的表达上调，ATF3基因的过度

表达促进了前列腺癌细胞的增殖，加速了细胞从G。

期到S期的转变。同时发现雄激素能促进前列腺癌

细胞中ATF3的表达，用抗雄激素药物干预后ATF3

基因表达则减少，提示ATF3基因足受雄激素调节

的基因。以上研究表明，ATF3、雌激素和雄激素、尿

道下裂三者之间存在一定的内在联系，进一步深入

研究它们之间的关系，有可能揭示尿道下裂的病因。

尽管研究已发现多个性别分化基因、雄激素代

谢相关基因与尿道下裂有关，但没有一个单独的基

因能解释尿道下裂的共同发病机理。目前，有关散

发的单纯性尿道下裂的研究不多，本实验初步证实

了转录因子ATF3和散发的单纯性尿道下裂相关，

ATF3有可能通过调控尿道下裂相关基因的表达水

平，或通过ATF3相关的信号转导通路，干扰尿道的

正常发育而导致尿道下裂。进一步研究尿道下裂中

产生ATF3的分子基础或它作用的靶基因，探索

ATF3相关信号传导通路，有可能揭示散发的单纯

性尿道下裂的发病机制。
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幼儿暴发性紫癜1例

张国辉徐传臻傅勇 刘文明 闫宏山 崔光怀

【关键词】急腹症，诊断；急腹症，治疗；婴儿，新生，疾病

幼儿暴发性紫癜(purpura fulminans，PF)是一种临床罕

见病，常危及患儿生命。本院近期收治l例，现报告如下。

患儿，男，7个月，因发热6 d，腹泻3 d，双下肢瘀斑ld人

院。体查：T 37．2℃，P 160次／分，R 36次／分，BP 65，40

mmHg，wT7 kg。双小腿各有一处瘀斑，右侧约5 cmx6 cm大

小，左侧约3 cmx4 em大小，边缘清晰不规则，呈紫红色皮革

样，局部皮温不高，瘀斑处组织肿胀明显，呈非凹陷性，全身

浅表淋巴结无肿大。辅助检查：血常规WBC 31．89×1伊，L，N

64．8％，RBC 4．2 x 1012，L，Hb lOOg，L，PIJT 160×109／L，

CRPl79．65mg／L；血液生化检查：Naq31．7 mmol，L。C02cPll．

6 mmol／L，BUNl2．96 mmol，L，CREA 156 ummol／L，Ca，1．85

mmol，L。入院诊断为败血症。予抗感染、扩容、补液、静脉输

注丙种球蛋白等治疗，病情无明显好转。体温升高，全身出现

广泛对称性红色结节。以“脓毒血症”转入外科。予手术清创，

术中见下腹部、双下肢8处散在对称分布的皮下结节，局部

皮肤稍红，双小腿皮肤水肿变硬，小腿前外侧中、下1，3处皮

肤片状坏死，呈紫黑色皮革样变，沿皮肤坏死边缘切开皮肤

及皮下组织，见广泛坏死，深达肌膜，有黄白色脓液溢}H，边

缘潜行。呈坑道状，皮下血管有栓塞．肌肉组织未见异常。予

完整切除坏死组织，吸净脓液，彻底清创引流。病理检查结果

为左、右小腿皮肤过敏性紫癜，坏死性小血管炎；过敏性紫

癜，表皮坏死型并短小杆菌感染。创面分泌物培养提示铜绿

假单胞菌感染。血培养阴性。术后应用敏感抗生素，常规创面
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换药，加强引流，输注血浆、丙种球蛋白，加强营养。1个月后

创面清洁，肉芽生长良好，全身敞在红色结节大部分消失或

明显变小，残留右、左大腿外侧2处直径约1—2 em大小的

皮下结节。予双小腿清创植皮(刃厚皮)加双股部结节取出

术，术中见结节内亦为黄白色脓液，予彻底清创，全层贯穿缝

合。经细菌培养及药敏试验提示脓液性质同前，术后继续予抗

生素治疗，双小腿创面皮片生长融合良好，创面封闭，痊愈。

讨论过敏性紫癜为一种变态反应性疾病，起病急，可

伴发热，常突发广泛严重出血，皮肤常出现蚕豆大小、圆形或

椭圆形水肿性红斑瘀血，中心呈紫红色或有水泡，分布于四

肢和躯干。临床特征为患感染性疾病的同时，突然出现全身

皮肤大片对称性出血性瘀斑，迅速扩散融合，可发生皮肤或

肢体干性坏死。常伴休克、DIC，甚至全身炎症反应综合征

(MODS)Ill，呈暴发性经过，病死率及致残率均高。早期诊断、

切开引流是治疗的关键。本病一旦确诊应立即清除病变部位

坏死组织，以双氧水冲洗，并留置盐水纱条引流，应用抗生

素，一般先采取替硝唑和第四代头孢菌素联合用药，待药物

敏感试验后，改用敏感抗生素，加强支持治疗。早期应用免疫

球蛋白，可增强患儿免疫力，缩短病程。另外，肠外营养支持、

白蛋白及维生素有利于组织修复，待创面清洁后早期行游离

皮片移植术可以封闭创面，减少并发症，降低病死率。
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