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"摘要#
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目的
!

探讨新疆维吾尔自治区维吾尔族溃疡性结肠炎"

e?

$患者肠黏膜组织中炎性细胞因子及信号转导蛋白和转

录激活因子
'

"

W=D='

$表达与汉族
e?

患者的差异%方法
!

选取
1%$2

年
)

月至
1%$)

年
$%

月该院住院
e?

患者
'%

例"维吾尔族

$2

例!汉族
$2

例$作为
e?

组!另选取同期健康检查者
1)

例"维吾尔族
$'

例!汉族
$'

例$作为对照组!取受试者肠黏膜组织采用

反转录
>?<

检测干扰素
.
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"

45C.

0

$&白细胞介素"

4\

$

.11

&

4\.$-D

&

4\.$-5B<CD

表达水平!并采用免疫组织化学法进行
W=D='

的检测%结果
!

与维吾尔族对照组相比!维吾尔族
e?

组患者
45C.

0

&

4\.11
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4\.$-D

&

4\.$-5B<CD

表达水平都上调!差异均有统

计学意义"

$

#

%&%2

$#与汉族对照组相比!汉族
e?

组患者上述炎性因子
B<CD

表达水平都上调!差异均有统计学意义"

$

#

%&%2

$#而汉族
e?

组与维吾尔族
e?

组患者上述炎性因子
B<CD

表达水平比较!差异均无统计学意义"

$
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%&%2

$%通过免疫组

织化学法!

W=D='

在肠黏膜上皮细胞细胞质中着色!汉族&维吾尔族
e?

组阳性表达率均高于相应对照组!差异均有统计学意义

"

$
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%&%2

$#而维吾尔族
e?

组与汉族
e?

组相比!差异无统计学意义"
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$%结论
!

在新疆维吾尔自治区!维吾尔族和汉族

e?

患者肠黏膜
45C.
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4\.$-5

及
W=D='

表达明显增高!但上述因子在维吾尔族与汉族患者
e?

的发生&发展中可

能无明显差异%
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结肠炎!溃疡性#干扰素
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#信号转导蛋白和转录激活因子
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溃疡性结肠炎$

Q;N79E8#R7N";#8#+

#

e?

&是一种慢性*非特异

性的肠道炎症性疾病)目前认为该病是在一定的遗传背景下#

人体免疫系统对肠道微生物出现局部免疫高反应所致'

$.1

(

)特

定的遗传变异是炎症性肠病发病的一个直接原因)辅助性
=

淋巴细胞$

=L

&

$-

是一类
?S0

[

=

淋巴细胞亚群#其分泌的细

胞因子白细胞介素$

4\

&

.$-D

*

4\.$-5

与炎症表达密切相关#

4\.

/'(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期

"

基金项目!新疆维吾尔自治区自然科学基金资助项目$

1%$01$$?%''

&)

!

作者简介!杨涛$

$(/0X

&#住院医师#硕士#主要从事消化系统常

见疾病研究)

!
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通信作者#
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11

的表达受信号转导蛋白和转录激活因子
'

$

W=D='

&调控#

释放干扰素
.

0

$

45C.

0

&等促炎因子#引起炎性反应)此外#

e?

的发病存在一定的种族和地区差异#这可能与患者居住的环

境*卫生条件*生活水平*饮食习惯等相关'

'

(

)新疆是一个多民

族聚集地#由于独特的地理环境*气候*饮食结构等#使许多疾

病的发病情况和临床特点表现出独特之处)相关调查显示#新

疆汉族与维吾尔族
e?

的发病情况及临床特点不同#维吾尔族

e?

的发病率高于汉族#且中*重度患者明显多于汉族#但导致

这种差异的原因目前尚不清楚'

0

(

)本研究旨在通过检测新疆

维吾尔族及汉族
e?

患者及对照组肠黏膜组织中
45C.
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*

4\.

11

*

4\.$-D

*

4\.$-5

及
W=D='

的表达#分析上述因子在维吾尔

族与汉族患者间有无差异)

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

收集
1%$2

年
)

月至
1%$)

年
$%

月本院消化

科住院的
e?

患者
'%

例$

e?

组&#

e?

的诊断采用
1%%$

年中

华医学会消化病学分会-对炎症性肠病诊断治疗规范的建

议.

'

2

(

)

e?

患者中维吾尔族患者
$2

例$维吾尔族
e?

组&#其

中男
/

例#女
-

例#发病年龄$

0-&0)G/&1-

&岁%汉族患者
$2

例

$汉族
e?

组&#其中男
)

例#女
(

例#发病年龄$

21&$'G)&/-

&

岁)所有
e?

患者均接受肠镜检查并随访半年以上)另选取

同期在本院行结肠镜检查者
1)

例作为健康对照组#其中维吾

尔族
$'

例$维吾尔族对照组&#男
2

例#女
/

例#平均年龄

$

0'&21G2&1/

&岁%汉族
$'

例$汉族对照组&#男
)

例#女
-

例#

平均年龄$

0(&'-G-&(1

&岁)临床数据从患者的病历和问卷调

查中收集#分析*总结并研究受试者的主要临床特征!所有受试

者的性别*年龄等经
@E9!

P

.67#,:79

O

平衡检验显示处于遗传

平 衡 状 态)该 研 究 通 过 本 院 伦 理 审 批 经 $伦 理 号!

1%$0%/$/.%'

&#所有标本的获取均获得研究对象的知情同意)

?&@

!

主要仪器与试剂
!

$

$

&试剂!

=<4]";

4

<7E

O

7,8<CD

提取

试剂$美国
4,R#89"

O

7,

公司&%

)d

上样缓冲液$日本
=EJE9E

公

司&%溴化乙啶$美国
W#

O

BE

公司&%

5E+8cQE,8<= A#8

$

6#8L

O

SCE+7

&试剂盒$北京天根生化科技有限公司&%

Ŵ U<W7;7N8

3E+8793#K

$美国
DU4

公司&%异丙醇*无水乙醇$天津市富宇精

细化工有限公司&%

D

O

E9"+7

$美国
WE,

O

",U#"87NL

公司&%

<>34$)0%

$含
$%V

小牛血清&$美国
Z#:N"U<\

公司&%兔抗

W=D='

抗 体 $美 国
WE,

O

", U#"87NL

公 司#货 号!

S11%%/'.

%%12

&%磷酸盐缓冲液$

>UW

&粉剂!

H

@-&0

"

-&)

$福州迈新生物

技术开发有限公司&)$

1

&仪器!

Z\.//U

漩涡混合器$海门市其

林贝尔仪器制造有限公司&%

C7"MQ

O

7$2<

台式高速冷冻离心

机$上海力新公司&%

A22%%

核酸蛋白定量仪$北京凯奥公司&%

Ŝ ?>.'$SC

及
Ŝ .̂)?

型水平电泳仪及电源$北京六一电泳

仪厂&%凝胶成像系统$美国
eg>

公司&%移液器$德国
Y

HH

7,.

!"9M

公司&%梯度
>?<

仪$美国
U#".<E!

公司&%实时荧光
>?<

仪$美国
DU4

公司&%

X/%a

超低温冰箱$海尔公司&)

?&A

!

方法

?&A&?

!

<CD

提取
!

取肠黏膜组织标本于
X/%a

超低温冰箱

中保存#用液氮研磨组织#取
$%%B

O

肠黏膜组织至
$&2B\

离

心管中#加入
$B\=9#]";

#涡旋混匀#室温静置
$2B#,

%加入

1%%

$

\

氯仿#颠倒混匀#室温静置
2B#,

%

0a$1%%%9

"

B#,

离

心
$2B#,

%取上清液至另一新的
$&2B\

离心管#加入等体积

异丙醇#颠倒混匀#

X1%a

静置
'%B#,

%

0a$1%%%9

"

B#,

离

心
$2B#,

#弃上清液%加入
$B\-2V

乙醇'

-2V

乙醇用焦碳酸

二乙酯$

SY>?

&水配制(清洗
<CD

沉淀#混匀%

0 a

#

$1%%%

9

"

B#,

离心
'B#,

#弃上清液保留沉淀#室温干燥
1

"

'B#,

%

<CE+7.M977@

1

I

溶解
<CD

%核酸蛋白定量仪检测
<CD

水平*

1)%,B

与
1/%,B

处吸光度值比值$

A

1)%

"

A

1/%

&#电泳检测

<CD

完整性)确保
<CD

样品的
A

1)%

"

A

1/%

值在
$&/

"

1&$

之

间)将标本保存在
X/%a

环境下备用)

?&A&@

!

反转录
!

质检合格的
<CD

样品按'

2d

O

SCD

缓冲液

取
1

$

\[ <CE+7.5977

双蒸水$

!!@

1

I

&补足到
$%

$

\

(体系配

制基因组去除体系#彻底混匀)简短离心#并置于
01a

#孵育

'B#,

%然后置于冰上放置)将其配制成反转录体#加到
O

SCD

去除步骤的反应液中#充分混匀#

01a

#孵育
$2B#,

%

(2a

#孵

育
'B#,

之后放于冰上#得到的
NSCD

可用于后续试验或低温

保存)

?&A&A

!

反转录
>?<

!

将
NSCD

加入引物*

Ŵ U<<W7;7N83E+879

3#K

*

<CE+7.M977!!@

1

I

配成体系#对
45C.

0

*

4\.11

*

4\.$-D

*

4\.

$-5

基因进行扩增#

1V

琼脂糖凝胶电泳*拍照#切胶回收纯化

SCD

#用标准曲线法测
45C.

0

#

4\.11

*

4\.$-D

*

4\.$-5B<CD

表

达水平#结果以待测基因$

45C.

0

*

4\.11

*

4\.$-D

和
4\.$-5

&与
)

.

EN8#,

的比值表示)引物序列见表
$

)

>?<

反应条件!

SCD

激活

2%a1B#,

#

(2a

预变性
1B#,

#

(2a

变性
$2+

#

)%a

退火
$

B#,

#

)%a

延伸
$B#,

#

0%

个循环#之后用
1V

琼脂糖凝胶电泳#以

凝胶成像系统$美国
U#".<E!

公司&分析
>?<

产物量)

表
$

!!

基因
>?<

扩增引物序列

基因
4S

基因名称
!

引物序列$

2T.'T

& 产物大小$

:

H

&

'02/ L+E45C.

0

.5 =?ZZ=DD?=ZD?==ZDD=Z=??D ('

L+E45C.

0

.< =?Z?==???=Z====DZ?=Z?

2%)$) L+E4\.11.5 Z?==ZD?DDZ=??DD?==??D $0%

L+E4\.11.< Z?=?D?=?D=D?=ZD?=??Z=

')%2 L+E4\.$-D.5 DZD==D?=D?DD??ZD=??D??= $2$

L+E4\.$-D.< ZZZZD?DZDZ==?D=Z=ZZ=D

$$1-00 L+E4\.$-5.5 Z?=Z=?ZD=D==ZZZZ?==Z $)%

L+E4\.$-5.< ZZDDD?Z?Z?=ZZ====?D=

12(- L+EZD>S@.5 ZZDZ?ZDZD=???=??DDDD= $(-

L+EZD>S@.< ZZ?=Z==Z=?D=D?==?=?D=ZZ

('(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



表
1

!!

维吾尔族
e?

组与维吾尔族对照组各炎性因子
B<CD

表达水平比较$

EG"

&

组别
' 45C.

0

4\.11 4\.$-D 4\.$-5

维吾尔族
e?

组
$2 1&%1'G%&(0( $&2/%G%&)%1 $&21)G%&-2( $&)$/G%&)'(

维吾尔族对照组
$' $&$2(G%&2-0 $&%2'G%&'1/ $&%/%G%&00) $&%1(G%&1)2

$ %&%%- %&%%/ %&%0- %&%%2

表
'

!!

汉族
e?

组与汉族对照组各炎性因子
B<CD

表达水平比较$

EG"

&

组别
' 45C.

0

4\.11 4\.$-D 4\.$-5

汉族
e?

组
$2 1&%%)G$&'(0 $&02(G%&2/1 $&2%0G%&22$ $&)1/G%&)1)

汉族对照组
$' $&%)1G%&'-) $&%%(G%&$0) $&%$(G%&1$) $&%$-G%&$/1

$ %&%1' %&%$$ %&%%2 %&%%1

表
0

!!

汉族
e?

组与维吾尔族
e?

组各炎性因子
B<CD

表达水平比较$

EG"

&

组别
' 45C.

0

4\.11 4\.$-D 4\.$-5

维吾尔族
e?

组
$2 $&$'1G%&2'$ $&%/1G%&0$1 $&$')G%&2)0 $&%-0G%&012

汉族
e?

组
$2 $&1'-G%&/)% %&(//G%&'(0 $&'22G%&0(- $&'%/G%&2%'

$ %&)($ %&21( %&1)/ %&$/$

?&A&B

!

免疫组织化学检测
W=D='

的表达
!

将石蜡切片脱蜡

脱水#

'V

过氧化氢$

@

1

I

1

&溶液孵育
$%B#,

#高压热修复#滴加

一抗$兔抗
W=D='

抗体#稀释比例
$b2%

&

2%

$

\

#

0 a

过夜#

>UW

洗
'

次各
'B#,

#滴加生物素化二抗#二甲基联苯胺$

SDU

&

显色
2

"

$%B#,

#在显微镜下掌握染色程度#苏木精复染
'

B#,

#盐酸乙醇分化#逐步脱水#二甲苯透明#中性树胶封片)每

张片子随机拍
2

个视野$

d0%%

&计数阳性细胞率)评分标准!

$

$

&染色强度判断#与背景一致判为
%

分#轻度染色判为
$

分#

深度染色判为
1

分%$

1

&阳性细胞百分比#

*

2V

判为
%

分#

&

2V

"#

1)V

判为
$

分#

1)V

"#

2%V

判为
1

分#

$

2%V

判为
'

分)评分结束后将两项数值相乘#得分
%

"

$

分判为$

X

&#

1

分

判为$

[

&#

'

"

0

分判为$

[[

&#

2

"

)

分判为$

[[[

&)使用

4BE

O

7.

H

9"

H

;Q+)&%

软件计算积分吸光度值$

;A

值&)以

Z9E

H

L>E!>9#+B2&%

软件作图)

?&B

!

统计学处理
!

采用
W>WW$(&%

统计软件进行统计分析#

所有计量资料$反转录
>?<

数据采用
1

.

%%

?8表示#免疫组织化

学所得数据为
;A

值&均满足方差齐性#以
EG"

表示#组间比较

采用两独立样本
+

检验分析#以
$

#

%&%2

为差异有统计学

意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

维吾尔族
e?

组与维吾尔族对照组肠黏膜各炎性因子

B<CD

表达水平比较
!

与维吾尔族对照组相比#维吾尔族
e?

组肠黏膜
45C.

0

*

4\.11

*

4\.$-D

*

4\.$-5B<CD

表达水平都上

调#差异均有统计学意义$

$

#

%&%2

&#见表
1

)

@&@

!

汉族
e?

组与汉族对照组肠黏膜各炎性因子
B<CD

表

达水平比较
!

与汉族对照组相比#汉族
e?

组肠黏膜
45C.

0

*

4\.11

*

4\.$-D

*

4\.$-5B<CD

表达水平都上调#差异均有统计

学意义$

$

#

%&%2

&#见表
'

)

@&A

!

汉族
e?

组与维吾尔族
e?

组肠黏膜各炎性因子
B<CD

表达水平比较
!

汉族
e?

组与维吾尔族
e?

组肠黏膜
45C.

0

*

4\.11

*

4\.$-D

*

4\.$-5B<CD

表达水平比较#差异均无统计学

意义$

$

&

%&%2

&#见表
0

)

!!

D

!汉族对照组%

U

!汉族
e?

组%

?

!维吾尔族对照组%

S

!维吾尔族

e?

组

图
$

!!

各组肠黏膜
W=D='

表达$

d0%%

&

@&B

!

肠黏膜
W=D='

蛋白的表达
!

镜下观察!$

$

&肠黏膜间质

见数量不等的急*慢性炎性细胞$中性粒细胞*淋巴细胞*浆细

胞*单核细胞等&聚集*浸润#部分间质见淋巴滤泡形成%

e?

组

部分可见黏膜腺上皮组织增生*隐窝脓肿形成#间质纤维组织

增生等)$

1

&

W=D='

染色!可见腺上皮细胞及黏膜间质内中性

粒细胞*浆细胞*单核细胞*部分淋巴细胞及淋巴滤泡生发中心

细胞群着色)$

'

&镜下观察
e?

组与对照组
W=D='

染色对比

$汉*维两组&!

e?

组阳性表达率均高于对照组$

$

#

%&%2

&%维

吾尔族
e?

组与汉族
e?

组镜下观察对比显示#阳性表达率未

见明显差异$

$

&

%&%2

&#见图
$

)各组
;A

值比较!维吾尔族

e?

组 较 维 吾 尔 族 对 照 组 $

$%/'0&-)(G111'&2)1!"#

-/(2&)01G((/&-0%

#

+jX0&)-

#

$j%&%%%

&*汉族
e?

组较汉

%0(0

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
'2

期



族对照组
;A

值均明显升高$

$$/((&//0G10//&$)'!"#

)(1$&1)2G1//$&-%(

#

+jX2&'22

#

$j%&%%%

&%维吾尔族
e?

组与汉族
e?

组
;A

值比较#差异无统计学意义$

$%/'0&-)(G

111'&2)1!"#$$/((&//0G10//&$)'

#

+j$&1')

#

$j%&11-

&)

A

!

讨
!!

论

!!

e?

是炎症性肠病的一种#其病因及机制尚不明确#目前

认为主要与环境*遗传和免疫因素相关)最近的研究证实了

e?

的发病具有家族聚集性的特点'

)

(

#这提示遗传因素在
e?

的发生*发展过程中起着重要作用)相关调查显示#新疆汉族

与维吾尔族
e?

的发病情况及临床特点不同#维吾尔族
e?

的

发病率高于汉族#且中*重度患者明显多于汉族'

0

(

%但导致这种

差异的原因目前尚不清楚#可能与炎性因子及信号通路密切相

关)本研究通过比较汉族与维吾尔族患者炎症相关的
45C.

0

*

4\.11

*

4\.$-D

*

4\.$-5

*

W=D='

的表达#分析在维吾尔族与汉

族患者间有无差异#以及与疾病发展有无关联)

有研究发现#

=

淋巴细胞亚群及其释放的细胞因子之间的

相互作用参与了
e?

的发病过程'

-

(

#其中又以
?S0

[

=

淋巴细

胞与
e?

的发病最为密切)初始
?S0

[

=

淋巴细胞在
45C.

0

*

4\.$1

*

4\.0

的诱导下分化成
=97

O

*

=L$

*

=L1

和
=L$-0

个主要

的细胞亚群)近年来研究发现#

=L$

与
=L1

细胞的比例失衡

可引起多种自身免疫性疾病#在
e?

的发生过程中起着重要作

用)

45C.

0

是一种二聚体糖蛋白#由
=L$

细胞分泌#它的免疫

调节活性强#是强有力的吞噬细胞和中性粒细胞激活物'

/.(

(

)

45C.

0

可激活各类细胞表面抗原#提高抗原抗体的呈递能力#

促进一氧化氮$

CI

&的生成#从而诱导炎症的发生)本研究中#

45C.

0

在
e?

患者肠黏膜的表达中明显高于对照组#考虑其与

溃疡性结肠炎的发生密切相关#但该因子在维吾尔族与汉族

e?

患者中的表达无明细差异)

4\.11

是
4\.$%

家族成员之一#参与多种自身免疫性疾病#

研究证实
4\.11

在类风湿性关节炎*克隆恩病*银屑病等疾病

中高表达#在结节病*系统性红斑狼疮等疾病中低表达'

$%

(

#这

说明
4\.11

可能在自身免疫性疾病中起着双重作用)

e?

患者

肠黏膜中
4\.11

水平上升#这与刘雪平等'

$$

(

*

@E,E+L

等'

$1

(报

道一致)李莉等'

$'

(在研究中提出#

e?

患者外周血
4\.11

水

平*

=L$-

与
=L11

细胞比例明显升高#且与疾病活动度密切相

关#提示
4\.11

与
e?

的发病密切相关)考虑
4\.11

与促炎因

子的表达相关而具有致病作用#近期研究逐渐表明其对肠黏膜

损伤具有保护作用)

4\.11

与转录激活的
W=D='

通路密切相

关#通过
4\.11

的活化#

W=D='

可促进炎性因子如
4\./

和

45C.

0

的表达#加重炎性反应#

4\.11

"

W=D='

通路可以活化诱

导型一氧化氮合酶$

#CIW

&*

S3U=$

和
<YZ

!

#进而参与
e?

的

发生过程'

$0.$-

(

)而
4\.11

诱导的磷酸化
W=D='

被认为对肠黏

膜起着保护作用#其通过促进黏液产生*增强黏蛋白和杯状细

胞修复#促进肠黏膜上皮细胞屏障的形成#起到了抑制炎性反

应的作用'

$/.1$

(

)本研究中#

4\.11

在
e?

患者肠黏膜的表达中

明显高于对照组#考虑其与溃疡性结肠炎的发生密切相关#可

能通过导致肠道炎性反应与促进肠黏膜上皮细胞屏障形成双

向调节#但该因子在维吾尔族与汉族
e?

患者中的表达无明显

差异#考虑可能与民族差异无关联)

W=D='

与
e?

的发病密切相关#

W=D='

信号是
=

淋巴细

胞表达
4\.11

和
4\.$-

必不可少的#

W=D='

是介导细胞因子信

号通路的重要转录因子#可与多种细胞因子相结合并通过
fE.

,Q+

蛋白酪氨酸激酶$

fDA

&"

W=D=

途径发挥诱导细胞信号转

导作用#促进肠上皮细胞编码多种促炎因子'

11.1'

(

)

W=D='

信

号通路可能通过影响肠黏膜上皮细胞间紧密连接蛋白
INN;Q.

!#,

和
?;EQ!#,.$

的表达引起
e?

肠黏膜机械屏障损伤'

10.12

(

)

本研究中#

W=D='

在
e?

组阳性表达率高于对照组#考虑其参

与诱发信号转导引起肠道炎症#对于
W=D='

基因的干预可能

成为治疗
e?

的一个潜在靶点)

=L$-

是炎症性肠病发病的关键因子#在有关
e?

的临床

试验中#

e?

患者的
=97

O

细胞数量减少或者功能异常#

=L$-

细胞数量的增加#炎性因子刺激
=L$-

细胞产生特异性转录因

子维
D

酸相关孤儿受体
0

8

$

<I<.

0

8

&#分泌
4\.$-D

*

4\.$-5

*

4\.

$-D

*

4\.$-5

动员中性粒细胞兴奋#激活前炎性反应#促进炎性

因子*趋化因子及金属蛋白酶的释放#从而造成肠黏膜组织破

坏'

$(

#

1).1/

(

)本研究中
e?

患者肠黏膜
4\.$-D

*

4\.$-5

表达水

平明显升高#考虑其与
e?

的炎性反应密切相关#但该指标在

维吾尔族与汉族患者中未见明显差异)

综上所述#新疆地区维吾尔族和汉族
e?

患者
45C.

0

*

4\.

11

*

4\.$-D

*

4\.$-5B<CD

水平及
W=D='

表达较对照组明显

升高#考虑上述指标均参与
e?

的发病#而维吾尔族与汉族
e?

患者之间
45C.

0

*

4\.11

*

4\.$-D

*

4\.$-5B<CD

水平及
W=D='

无明显差异#提示以上细胞因子在汉族患者及维吾尔族患者中

表达可能无差异)此外#新疆是一个多民族聚集地#本研究仅

初步*小规模地探讨维吾尔族与汉族
e?

患者肠黏膜
45C.

0

*

4\.11

*

4\.$-D

*

4\.$-5

及
W=D='

表达的差异#还需进一步进

行大样本*多民族之间的临床与实验室研究#以探讨
e?

发生*

发展的炎症通路#并探讨该疾病有无民族遗传特异性#为今后

e?

的治疗提供新思路)
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Ê,

O

W>

#

78E;&YK

H

97++#","M#,879;7Q.

J#,.11

"

W=D='+#

O

,E;#,

OH

E8LFE

P

#,Q;N79E8#R7N";#8#+E,!

97;E87!NE9N#,"

O

7,7+#+

'

f

(

&6"9;!fZE+89"7,879";

#

1%$'

#

$(

$

$-

&!

1)'/.1)0(&

'

$-

(

AE,,E

HH

E,<

#
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