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ATP6V1A在溃疡性结肠炎患者结肠黏膜组织中表达
水平及临床意义
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【摘要】目的:探讨空泡型质子泵(V-ATPase)亚基ATP6V1A在溃疡性结肠炎(UC)患者结肠黏膜组织中的表达水平及

临床意义。方法:选取医院收治的116例UC患者为研究对象,根据改良 Mayo评分将其分为缓解期组(n=35)与活动期组

(n=81),并按改良Truelove及 Witts分型标准对 UC活动期患者进行分组,包括轻度组(n=31)、中度组(n=27)与重度组

(n=23)。另选取同期在本院行结肠镜检查的50名健康体检者作为对照组。UC患者于结肠镜检查时取内镜下病变最为显

著的结肠黏膜区域;对照组则于距肛门20
 

cm处,选取镜下形态正常的结肠黏膜组织样本。采用免疫组织化学法对结肠黏膜

组织ATP6V1A表达进行检测,分析ATP6V1A表达与UC患者改良 Mayo评分的相关性,并评价 ATP6V1A表达对 UC活

动期患者出现重度病情的评估价值。结果:相比对照组,缓解期组、活动期组ATP6V1A表达水平均下降(P<0.05),且活动

期组低于缓解期组(P<0.05);在UC活动期患者中,随着病情程度加重,结肠黏膜组织 ATP6V1A表达水平逐渐下降(P<
0.05),且UC患者结肠黏膜组织 ATP6V1A 表达水平与改良 Mayo评分 负 相 关(P<0.05)。Logistic回 归 分 析 得 出,

ATP6V1A低表达(OR=0.451)和高改良 Mayo评分(OR=2.787)是 UC活动期患者病情为重度的独立危险因素(P<
0.05)。ROC曲线分析显示,ATP6V1A表达水平评估 UC活动期患者病情为重度的AUC 为0.758。结论:ATP6V1A在

UC患者结肠黏膜组织呈低表达,且与病情严重程度具有相关性,对UC活动期患者出现重度病情有重要评估价值。
【关键词】溃疡性结肠炎;ATP6V1A;免疫组织化学;病情
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【Abstract】Objective:To
 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

ATP6V1A,a
 

subunit
 

of
 

vacuolar-type
 

proton
 

pump
 

(V-ATPase),in
 

colonic
 

mucosal
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

ulcerative
 

colitis
 

(UC).Methods:
 

A
 

total
 

of
 

116
 

UC
 

patients
 

were
 

enrolled.According
 

to
 

the
 

modified
 

Mayo
 

score,they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

remission
 

group
 

(n=35)
 

and
 

the
 

active
 

group
 

(n=81).The
 

patients
 

in
 

the
 

active
 

stage
 

of
 

UC
 

were
 

further
 

stratified
 

into
 

the
 

mild
 

subgroup
 

(n=31),moderate
 

subgroup
 

(n=27)
 

and
 

severe
 

subgroup
 

(n=23)
 

based
 

on
 

the
 

modified
 

Truelove
 

and
 

Witts
 

classification
 

criteria.Meanwhile,50
 

healthy
 

subjects
 

who
 

underwent
 

colonoscopy
 

in
 

our
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.For
 

UC
 

patients,colonic
 

mucosal
 

tissue
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

most
 

prominent
 

lesion
 

area
 

under
 

colonoscopy,for
 

the
 

control
 

group,samples
 

were
 

obtained
 

from
 

the
 

colonic
 

mucosa
 

with
 

normal
 

endoscopic
 

morphology
 

at
 

20
 

cm
 

from
 

the
 

anus.
Immunohistochemistry

 

was
 

employed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

ATP6V1A
 

in
 

colonic
 

mucosal
 

tissues.The
 

correlation
 

between
 

ATP6V1A
 

expression
 

and
 

modified
 

Mayo
 

score
 

of
 

UC
 

patients
 

was
 

analyzed,and
 

the
 

value
 

of
 

ATP6V1A
 

expression
 

in
 

evaluating
 

the
 

occurrence
 

of
 

severe
 

condition
 

in
 

active
 

UC
 

patients
 

was
 

assessed.Results:Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

ATP6V1A
 

in
 

the
 

remission
 

group
 

and
 

active
 

group
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

in
 

the
 

active
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

remission
 

group
 

(P<0.05).Among
 

patients
 

with
 

active
 

UC,the
 

expression
 

level
 

of
 

ATP6V1A
 

declined
 

gradually
 

with
 

the
 

aggravation
 

of
 

disease
 

severity
 

(P<0.05).Moreover,ATP6V1A
 

expression
 

in
 

colonic
 

mucosal
 

tissues
 

of
 

UC
 

patients
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

modified
 

Mayo
 

score
 

(P<0.05).Logistic
 

regression
 

analysis
 

revealed
 

that
 

low
 

ATP6V1A
 

expression
 

(OR=0.451)
 

and
 

high
 

modified
 

Mayo
 

score
 

(OR=2.787)
 

were
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

severe
 

condition
 

in
 

patients
 

with
 

active
 

UC
 

(P<0.05).Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

analysis
 

2011
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demonstrated
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

ATP6V1A
 

expression
 

level
 

for
 

evaluating
 

severe
 

condition
 

in
 

active
 

UC
 

patients
 

was
 

0.758.Conclusion:ATP6V1A
 

is
 

lowly
 

expressed
 

in
 

the
 

colonic
 

mucosal
 

tissues
 

of
 

UC
 

patients,and
 

its
 

expression
 

level
 

is
 

correlated
 

with
 

disease
 

severity,which
 

has
 

important
 

value
 

in
 

evaluating
 

the
 

occurrence
 

of
 

severe
 

condition
 

in
 

patients
 

with
 

active
 

UC.
【Key

 

words】Ulcerative
 

Colitis;ATP6V1A;Immunohistochemistry;Disease
 

severity

  溃疡性结肠炎(ulcerative
 

colitis,UC)是常见的

慢性肠道炎症性疾病,以肠道黏膜炎症改变和溃疡

性损伤为主要病理特征,其发病率近年呈增高趋

势[1]。该病病程迁延不愈,易反复发作,不仅严重影

响患者的生活质量,且有着较高的癌变风险[2]。UC
发病机制复杂,与遗传、环境、免疫等多因素相关,有
证据[3]表明,细胞自噬异常是其发病的核心机制之

一。空泡型质子泵(vacuolar-ATPase,V-ATPase)
是一种利用 ATP水解供能、向细胞器内腔或胞外

转运质子的多亚基酶复合体,其功能是维持溶酶体/
内体的酸性环境,对于自噬过程中自噬体与溶酶体

的融合以及底物降解至关重要[4]。V-ATPase由负

责ATP水解的V1结构域与形成质子通道的V0结

构域组成,其活性受亚基组成、组装及构象变化的调

控,其中 V1结构域的 ATP6V1A 亚基对活化 V-
ATPase发挥重要作用[5]。V-ATPase及其亚基表

达水平及活性参与多种疾病发生发展,包括癌症、骨
质疏松症、肾脏疾病和病毒感染等[6-7]。但目前关

于V-ATPase的亚基ATP6V1A的表达与UC发生

发展的相关性尚无研究报道。因此,本研究探讨

ATP6V1A在UC中的表达水平,并分析其与疾病

严重程度的相关性,旨在为深入研究 UC发病机制

及治疗手段提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2022年1月至2025年6月南通大学附属

江阴医院收治的116例UC患者为研究对象。纳入

标准:(1)年龄为≥18周岁;(2)UC组患者均符合

《中国溃疡性结肠炎诊治指南》(2023年,西安)[8]相
关诊断标准,均经临床表现、内镜、影像学、实验室检

查及病理组织学(所有标本均经2位病理学专家确

诊)检查等诊断为 UC;(3)入组患者均签署知情同

意书。排除标准:(1)近3个月内使用水杨酸制剂、
糖皮质激素、免疫抑制剂或生物制剂者;(2)合并其

他自身免疫病、慢性消耗性疾病和血液系统疾病者;
(3)粪便常规检查示异常者,如真菌、虫卵等;(4)有
肠道手术史者;(5)合并肝、肾、心功能不全者;(6)研
究者判定不能入选的其他情况。根据改良 Mayo评

分[8]将患者分为缓解期组(评分≤2分,n=35)与活

动期组(评分≥3分,n=81);并按改良Truelove以

及 Witts分型标准[8]对 UC活动期患者进行分组,
包括轻度组(n=31)、中度组(n=27)与重度组(n=
23)。另选取同期在本院行结肠镜检查的50名健康

体检者作为对照组,均排除肠道炎症疾病、自身免疫

疾病等。116例 UC患者中,男性64例,女性52
例,年龄(43.31±9.45)岁。其中缓解期患者,男性

19例,女性16例,年龄(41.77±9.79)岁;活动期患

者,男性45例,女性36例,年龄(43.98±9.29)岁;
对照组男性28例,女性22例,年龄(42.58±9.72)
岁。UC缓解期组、活动期组与对照组一般资料比

较,差异均无统计学意义(P>0.05)。本研究经医

院伦理委员会批准。

1.2 研究方法

1.2.1 组织标本采集 UC患者于结肠镜检查时

取内镜下病变最为显著的结肠黏膜区域;健康体检

者则于距肛门20
 

cm处,选取镜下形态正常的结肠

黏膜组织样本。将组织标本放置在福尔马林液中进

行固定、包埋处理,制作石蜡组织切片标本,以待检测。

1.2.2 免疫组织化学法测定ATP6V1A蛋白表达

 取石蜡组织切片,用二甲苯Ⅰ/Ⅱ各浸泡10
 

min
去除石蜡,梯度乙醇(100%→70%)浸泡,每级约2

 

min,蒸馏水浸泡2次,PBS漂洗3次×5
 

min;3%
 

H2O2 室温孵育10
 

min后使用PBS清洗3次×5
 

min,高压热修复(柠檬酸盐缓冲液,96
 

℃,5
 

min),
自然冷却至室温后再次PBS溶液清洗3次,然后

5%
 

FBS封闭抗原;滴加ATP6V1A抗体(Protein-
tech

 

17115-1-AP),湿盒4
 

℃过夜,再次使用PBS清

洗3次;滴加二抗室温反应60
 

min,完成后重复

PBS清洗3次;DAB(中杉金桥
 

ZLI-9018)滴加后避

光显色(室温,30
 

min),苏木素轻度复染,最后中性

树胶封片,镜下观察染色情况。
结果判读:ATP6V1A的阳性表达表现为胞膜

及胞质区域出现特征性棕黄或棕褐色颗粒沉积。图

像采集时,每例样本随机选取3个互不重叠的高倍

视野(200×),使用Image
 

J
 

1.53t软件测定平均光

密度值(OD)。其计算公式为OD=(阳性区域灰度

值-背景校正值)/总面积,最终数据取3次测量的

平均值。

1.3 统计学分析

用SPSS
 

27.0统计软件分析数据。计量资料

用(x-±s)表示,两组间对比行独立样本t检验,多组
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间对比用单因素方差分析(F 检验),进一步两两比

较行SNK法检验;计数资料用[n(%)]表示,两组

间对比行独立样本χ2 检验;ATP6V1A蛋白表达与

UC患者 Mayo评分之间的相关性用Pearson相关

分析;影响 UC活动期患者病情为重度的因素经

Logistic回归分析;ATP6V1A蛋白表达预测UC活

动期患者病情为重度的临床价值经受试者工作特征

曲线(ROC)评价。P<0.05为差异有统计学意义。
 

2 结果

2.1 各组受试者ATP6V1A表达水平比较

ATP6V1A的阳性表达表现为胞膜及胞质区出

现特征性棕黄或棕褐色颗粒沉积。见图1。相比对

照组,缓解期组、活动期组 ATP6V1A表达水平均

下降(P<0.05),且活动期组低于缓解期组(P<
0.05)。见表1。

图 1 ATP6V1A 分别在对照组(A)、UC 患者 (B)结肠黏膜

组织中的表达（×200）

A B

 表1 缓解期组、活动期组与对照组ATP6V1A表达水平

比较(x-±s)

组别 ATP6V1A表达水平

对照组(n=50) 0.65±0.10
缓解期组(n=35)

 

0.55±0.12①

活动期组(n=81)
  

0.43±0.14①②

F 值 56.445

P 值 <0.001

  ①P<0.05,与对照组比较;②P<0.05,与缓解期组比较。

2.2 不 同 病 情 严 重 程 度 UC 活 动 期 患 者

ATP6V1A表达水平及其与改良 Mayo评分之间的

相关性

在UC活动期患者中,随着病情程度加重,患者

ATP6V1A表达水平逐渐下降(P<0.05),改良

Mayo评分逐渐上升(P<0.05)。见表2。Pearson
相关分析发现,UC患者结肠黏膜组织 ATP6V1A
表达 水 平 与 改 良 Mayo 评 分 呈 负 相 关 关 系

(r=
 

-0.451,P<0.001)。

2.3 ATP6V1A表达水平与 UC活动期患者重度

病情的关系

单因素分析显示,ATP6V1A 表达水平、改良

Mayo评分与 UC活动期患者病情均相关(P<
0.05)。见表3。

以UC活动期患者病情是否为重度(是=1,否

=0)作为因变量,以 ATP6V1A表达水平(实测值

赋值)、改良 Mayo评分(实测值赋值)为自变量,经
多因素Logistic回归分析得出,ATP6V1A低表达

(OR=0.451)和高改良 Mayo评分(OR=2.787)均
是UC活动期患者病情为重度的独立危险因素(P
<0.05)。见表4。

 表2 不同病情严重程度UC活动期患者ATP6V1A表达

水平和改良 Mayo评分比较(x-±s)

组别 ATP6V1A表达水平 改良 Mayo评分(分)

轻度组(n=31) 0.53±0.15 4.42±0.56

中度组(n=27) 0.40±0.12① 7.85±1.13①

重度组(n=23) 0.35±0.10①② 10.30±1.82①②

F 值 11.765 85.010

P 值 <0.001 <0.001

  ①P<0.05,与轻度组比较;②P<0.05,与中度组比较。

 表3 影响UC活动期患者病情为重度的单因素分析

[n(%),x-±s]

因素 重度(n=23) 非重度(n=58) χ2/t值 P 值

性别 0.012 0.912

 男 13(56.52) 32(55.17)

 女 10(43.48) 26(44.83)

年龄(岁) 42.74±9.54 44.47±9.22 0.754 0.453

吸烟史 11(47.83) 24(41.38) 0.279 0.597

病变范围 0.887 0.642

 直肠 9(39.13) 25(43.10)

 左半结肠 7(30.43) 21(36.21)

 广泛结肠 7(30.43) 12(20.69)

改良 Mayo评分(分) 10.30±1.87 6.02±1.93 9.077 <0.001

ATP6V1A表达水平
 

0.35±0.10 0.47±0.15 3.531 <0.001

 表4 影响UC活动期患者病情为重度的多因素Logistic
回归分析

变量 β 值 SE 值 Wald 值 P 值 OR 值 95%CI

ATP6V1A表达水平 -0.796 0.258 9.519 0.002 0.451 0.272~0.748

改良 Mayo评分 1.025 0.359 8.152 0.005 2.787 1.379~5.633

2.4 ATP6V1A表达水平对 UC活动期患者重度

病情的评估价值

ROC曲线分析显示,ATP6V1A表达水平评估

UC活动期患者病情为重度的AUC 为0.758(95%
CI:0.650~0.846),截断值取≤0.42时,敏感度为

86.96%,特异度为62.07%。
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3 讨论

UC是一种慢性、复发性炎症性肠病,其病变通

常始于直肠,并可向近端结肠蔓延,主要累及黏膜及

黏膜下层,病情严重者可并发中毒性巨结肠、大出血

或穿孔等急症,危及生命[9-10]。因此,评估 UC病

情尤为重要。
相关研究[11-12]表明,自噬在UC的发病机制中

扮演着核心角色。一方面,生理性自噬对于维持肠

上皮屏障的完整性至关重要,其主要通过清除受损

的细胞器、缓解内质网应激以及抑制肠上皮细胞过

度凋亡而发挥保护作用。另一方面,自噬功能紊乱

是增加炎症性肠病易感性的关键因素之一,自噬相

关基因的功能缺陷或表达异常,会加剧炎症性肠病

的严重程度。而自噬进程的顺利完成高度依赖于溶

酶体的活性。在自噬晚期,自噬体与溶酶体融合形

成自噬溶酶体,其中的内容物在酸性水解酶作用下

被降解,从而实现细胞内冗余或损伤组分的清除。

V-ATPase是一种广泛存在于真核细胞中的多亚基

质子转运酶,其可通过促进溶酶体的酸化,保证溶酶

体功能的正常运行,从而参与自噬的调控[13]。研

究[14]发现,在PS1缺陷细胞中,V-ATPase的功能

丧失会导致溶酶体酸化障碍,进而抑制自噬过程。

V-ATPase由14个亚基构成,形成典型的“球(V1)-
茎(V0)”复合结构,其中位于细胞质侧的V1结构域

负责ATP水解,而跨膜的V0结构域则形成质子通

道。酶的活性严格依赖于各亚基的正确组装。研

究[5]表明,V1结构域中的 ATP6V1A亚基对于 V-
ATPase的活化具有关键作用。Zhang等[15]研究发

现,ATP6V1A
 

/Lamtor5通路在V-ATPase全酶组

装和溶酶体酸化中有重要作用,其功能缺陷可导致

溶酶体酸化和自噬功能受损,异常激活 mTORC1,
引发自身免疫反应和炎症。基于以上分析,V-AT-
Pase亚基ATP6V1A的表达可能通过影响自噬而

介导UC的发病机制。本研究发现,相比于对照组,

UC患者结肠黏膜组织 ATP6V1A表达下降,且活

动期低于缓解期。这提示 ATP6V1A异常低表达

可能与 UC发病及进展有关。其原因可能在于,

ATP6V1A作为 V-ATPase活化关键亚基,其低表

达会导致V-ATPase复合物活性不足,引发溶酶体

酸化及自噬降解功能障碍,造成细胞内有害物质累

积、上皮细胞凋亡增加及屏障完整性破坏,同时通过

激活内质网应激与炎症小体途径加剧局部炎症,共
同推动了UC的发生与发展[16-17]。

改良 Mayo评分是评估UC病情活动度的一个

量化体系,其评分与疾病严重程度正相关,即评分愈

高,提示临床病情愈重[18-19]。本研究发现,在 UC
活动期患者中,随着病情程度加重,结肠黏膜组织

ATP6V1A表达水平逐渐下降,改良 Mayo评分逐

渐上升,这表明ATP6V1A表达可能与 UC活动期

患者病情严重程度具有相关性。Pearson相关分析

得出,UC患者结肠黏膜组织 ATP6V1A表达水平

与改良 Mayo评分负相关。进一步提示ATP6V1A
表达可能参与了UC的进展。但本研究因样本规模

所限,未能深入阐释 ATP6V1A的表达调控机制,
未来有待通过分子生物学实验及动物模型等途径进

行系统探究。本研究还显示,ATP6V1A低表达是影

响UC活动期患者发生重度病情的危险因素,且ROC
曲线分析得出,ATP6V1A表达水平评估UC活动期

患 者 病 情 为 重 度 的 AUC 为 0.758。这 表 明

ATP6V1A表达对UC活动期患者发生重度病情有一

定评估价值。故临床上,可通过对结肠黏膜组织

ATP6V1A表达的检测来预测UC活动期患者病情进

展为重度的发生,为临床诊治和预后评估提供参考。
综上,ATP6V1A在 UC患者结肠黏膜组织呈

低表达,且能够反映病情严重程度,该指标有望成为

临床评估UC病情的参考指标,为 UC的诊治提供

指导。
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