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Graves 眼病活动期患者糖皮质激素治疗前后血清 8鄄羟基脱氧
鸟嘌呤水平临床对照研究

叶小珍摇 刘隽摇 王扬天摇 张敏娟摇 王坚

摇 摇 揖提要铱 摇 探讨氧化应激 DNA 损伤水平在活动性 Graves 眼病(Graves忆 ophthalmopathy, GO)患者经糖皮

质激素治疗后的变化情况。 与对照组和 Graves 病(GD) 组相比,GO 组的血清 8鄄羟基脱氧鸟嘌呤(8鄄
hydroxy鄄deoxyguanosine, 8鄄OHdG)显著增高(P<0. 05);GO 患者经糖皮质激素治疗后血清 8鄄OHdG 水平及临

床疾病活动分数(clinical activity score)较治疗前显著降低(P<0. 05);治疗后的血清 8鄄OHdG 水平低于 GD
组(P<0. 05)。 氧化应激参与 GO 的发病,GO 患者的血清 8鄄OHdG 水平经糖皮质激素治疗后明显下降,可
作为判断 GO 治疗效果的良好指标。
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揖Summary铱 摇 The change in serum level of 8鄄hydroxy鄄deoxyguanosine ( 8鄄OHdG), an oxidative stress
biomarker, in patients with active Graves忆 ophthalmopathy (GO) during corticosteroid treatment was observed. The
serum level of 8鄄OHdG was significantly increased in patients with active GO as compared with that of normal controls
and patients with Graves忆 disease (P < 0. 05) . After systemic corticosteroid treatment, patients with GO showed
significantly lowered 8鄄OHdG level as compared with that before treatment and patients with Graves忆 disease. These
changes in serum 8鄄OHdG level were accompanied by decreases in clinical activity score ( P < 0. 05 ) during
corticosteroid treatment. Oxidative stress may play a role in the pathogenesis of GO. Serum 8鄄OHdG level may be used
as an objective and quantitative parameter in patients with GO during immunosuppressive treatment.
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摇 摇 Graves 眼病(GO)是常见的眼眶疾病之一,居成人眼眶疾

病发病之首。 作为 Graves 甲状腺功能亢进(甲亢)最常见的甲

状腺外组织的临床表现,目前被普遍认为是以免疫为背景的炎

症性疾病[1,2] 。 有关 GO 发病机制的研究很多,但一直都有争

议。 最近的研究显示活性氧自由基 ( reactive oxygen species,
ROS)代谢参与许多免疫性疾病包括 Graves 甲亢的发病机

制[3,4] 。 越来越多的证据显示甲亢患者的基础代谢亢进,伴随

GO 免疫反应的发展,主要与 ROS 所诱导的氧化应激和抗氧化

状态失衡有关[3鄄9] 。 Graves 甲亢患者以甲状腺激素明显增高为

特征,可提高基础代谢率,通过诱导线粒体酶促进细胞氧化代

谢,生成过量的 ROS,引起体内抗氧化系统的改变,从而加剧氧

化应激反应[5,6] 。 甲亢伴或不伴浸润性突眼患者体内 ROS 和

抗氧化酶均明显升高,Bednarek 等[4]研究显示无突眼的甲亢患

者血 H2O2、丙二酰硫脲反应物、超氧化物歧化酶和过氧化氢酶

等水平均明显升高,且在甲状腺功能恢复正常后可下降至正

常,而伴有突眼的甲亢患者,即使甲状腺功能恢复正常,ROS 和

抗氧化酶仍高于正常。 这提示不仅甲状腺代谢状态,而且眼眶

局部炎症本身亦可影响 ROS 和抗氧化酶的代谢。 然而,有关

ROS 在 GO 发病机制中的作用仍不明确。
糖皮质激素仍是 GO 治疗目前最基本最常用的方案,且对

ROS 的生成和 ROS 清除酶亦有明显作用[10,11] 。 8鄄羟基脱氧鸟

嘌呤(8鄄OHdG)是 DNA 的氧化核苷,是机体 DNA 氧化应激损

伤的敏感生物指标。 本研究通过检测糖皮质激素治疗活动性

GO 患者前后的血 8鄄OHdG 水平,初步探讨其是否可作为 GO 治

疗效果的判断指标。
一、 对象和方法

1. 对象:2008 年 10 月至 2011 年 12 月在南京军区南京总

医院内分泌科住院确诊为 GO 活动期的患者 46 例,其中男性

21 例,女性 25 例,所有入选患者的甲状腺功能均恢复正常至少

6 个月。 同时收集 30 例初发的单纯 Graves 病而无眼征的患者

和 68 名健康体检者作为对照。 GO 患者的临床疾病活动分数

(CAS)根据王坚等[12]修订的 GO 临床积分指数系统进行评定,
所有入选患者的 CAS逸4。 GO 的确诊依据眼病临床表现及影

像学检查发现眼外肌增粗肥大、 眶软组织水肿者, 并经过相关
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检查排除其他内分泌疾病或其他眼病、自身免疫性疾病、感染

性疾病及恶性肿瘤。 所有患者均无吸烟史,未进行系统的免疫

抑制或抗氧化剂治疗。 所有患者先用糖皮质激素甲泼尼龙 120
mg 静脉冲击治疗 1 周,再改为强的松口服(40 mg / d伊4 周,20
mg / d伊4 周,10 mg / d伊4 周,5 mg / d伊4 周),疗程 17 周。

2. 方法:入选患者在空腹 12 h 后晨起抽取肘部静脉血,分
离单个核细胞,提取 DNA 测定血 8鄄OHdG 水平,具体方法:(1)
检测前准备工作:淤DNA 的提取;于DNA 浓度的计算和纯化:
DNA 在 TE 中溶解至 20 ~ 50 滋g / ml,分别于 230、260、280 和 320
nm 检测吸光度,计算 DNA 的浓度(1. 0 在波长为 260 nm 对应

于 50 滋g / ml DNA):DNA 的浓度 ( 滋g / ml) = (260 nm 的吸光

度)伊(50 滋g / ml)伊溶解度检测 DNA 的纯度:计算(260 nm 的吸

光度) 颐 (280 nm 的吸光度)的比值,正常在 1. 8 ~ 1. 85 之间;
(260 nm 的吸光度) 颐 (230 nm 的吸光度)的比值,正常在 2. 2 ~
2. 25 之间;盂DNA 的酶消化:溶解 200 滋g DNA 至 135 滋l 水中,
加入 15 滋l 乙酸钠 (200 mmol / L,pH 4. 8)、6 U 的核酸酶 P1(15
滋l, 1 mg / ml)至 DNA 溶解液中,37益下孵育 30 min(氩气环境

下),加入 1 mol / L Tris鄄HCl 缓冲液(15 滋l,pH 7. 4)及 2 U 碱性

磷酸酶(7 滋l, 200 U / 0. 7 ml, pH7. 4), 37益下孵育 30 min(氩气

环境下), 为去 除 酶 及 其 它 大 分 子, 水 解 产 物 过 纯 化 柱

(Millipore Microcon YM鄄10,catalog#42407),14 000 转 / min 离心

10 min,收集离心的液体,取 50 滋l DNA 消化产物用于 ELISA 试

剂盒 检 测。 ( 2 ) ELISA 试 剂 盒 检 测 ( IMKOGNW 050915E,
Catalog No. KOG200S / E)。 所有步骤均严格按照试剂盒说明书

操作。
3. 统计学处理:应用 SPSS 13. 0 统计学软件,对计量资料

采用 x-依 s 表示,并进行正态性检验及方差齐性检验,病程用中

位数表示。 两组间比较采用两独立样本 t 检验;组间比较用单

因素方差分析;GO 患者治疗前后两组间的比较采用配对 t 检
验,P<0. 05 为差异有统计学意义。

二、 结果

1. GO 组的年龄、性别与对照组相比无明显差异 ( P >
0. 05)。

2. 与健康对照组和 GD 组相比,GO 组的血清 8鄄OHdG 水

平明显增高(P<0. 05,表 1);GO 患者经糖皮质激素治疗后血清

表 1摇 GO 组与对照组的各项指标比较(x-依 s)

组别 例数 年龄
(岁)

病程
(月)

8鄄OHdG
(ng / ml)

CAS
(分)

对照组 68 34. 12 依 12. 65 - 0. 89 依 0. 76 -
GD 组 30 34. 50 依 13. 45 16. 21(1鄄20) 2. 07 依 1. 30a -
GO 组 46 31. 24 依 11. 86 14. 29(1鄄30) 3. 75 依 1. 32ab 5. 68 依 2. 15

摇 摇 注:8鄄OHdG:8鄄羟基脱氧鸟嘌呤;CAS:眼病活动分数;GO:甲状腺相

关性眼病;与对照组比较,aP<0. 05;与 GD 组比较,bP<0. 05

表 2摇 活动性 GO 患者糖皮质激素治疗前后血清 8鄄OHdG 水平
的比较(x-依 s)

组别 例数 8鄄OHdG
(ng / ml)

CAS
(分)

治疗前 46 3. 75 依 1. 32 5. 68 依 2. 15
治疗后 46 0. 95 依 0. 76a 1. 84 依 1. 12a

摇 摇 注:略语同表 1;与治疗前比较, aP<0. 05

8鄄OHdG 水平及临床活动分值较治疗前显著降低 (P<0. 05)。
治疗后的血清 8鄄OHdG 水平低于 GD 组(P<0. 05,表 2)。

三、 讨论

氧化应激与许多炎症性疾病直接相关[13] 。 研究显示局部

炎症部位可同时产生氧化应激反应,局部炎症性过程直接影响

周围的氧化应激反应[13,14] 。 当 ROS 的产生超过细胞清除 ROS
和修复细胞损伤的能力时,产生氧化应激反应,最终引起大分

子物质包括 DNA、脂肪和蛋白的广泛氧化损伤。 8鄄OHdG 是

DNA 的氧化核苷,只能通过 DNA 氧化损伤途径产生,是 DNA
中鸟嘌呤氧化损伤的特异产物,是公认的内源性及外源性因素

对 DNA 氧化损伤的敏感生物标志物,在许多眼部疾病如视网

膜静脉周围炎[15] 、原发性开角型青光眼[16]等患者均明显增加。
GO 是以免疫反应为背景的炎症性疾病[1,2] 。 有关 GO 发

病机制的研究很多,但尚不明确,目前普遍认为是内源性因素

与外界环境因素相互作用的结果。 近年来,越来越多的证据显

示氧化应激 ROS 参与 GO 的发病[17,18] 。 体外研究显示细胞因

子白细胞介素鄄1茁 参与 GO 的自身免疫反应,促进成纤维细胞

生长因子(OF)分泌 ROS 增加,且超氧化物歧化酶和过氧化氢

酶可部分阻滞其所致的氨基葡聚糖蓄积[19] 。 此外,超氧负离

子可刺激 GO 患者 OF 的分化增殖,该反应可被尼克酰胺抑

制[20,21] 。 浸润性 GO 患者的 ROS 代谢指标明显增高[22] 。 本组

先前的研究显示 GO 患者的血清 8鄄OHdG 水平明显高于 Graves
甲亢组[23] ,因此为了排除甲状腺激素异常对氧化应激的影响,
只有甲状腺功能已恢复正常至少 6 个月的 GO 患者被纳入该研

究。 结果显示活动性 GO 患者的血 8鄄OHdG 水平明显高于对照

组和 GD 组,这提示氧化应激 DNA 损伤可能是 GO 炎症反应的

一个致病因子。 因此,有学者认为 GO 患者眼眶局部自身免疫

炎性反应的发展可使 ROS 水平发生变化,随之促进 ROS 介导

的氧化应激反应的发生,从而又加剧 GO 的发展[17] 。
Bednarek 等[22]研究报道浸润性 GO 患者的外周血 ROS 明

显升高,糖皮质激素治疗后续用抗氧化剂治疗可使其 ROS 代

谢的各项指标恢复正常。 Tsai 等[24,25] 研究显示 GO 患者尿

8鄄OHdG 水平明显增高,是正常对照组的 1. 9 倍,CAS>3 的活动

性 GO 患者则增高 2. 4 倍,8鄄OHdG 水平与 GO 病情的严重程度

和活动度 CAS 呈正相关。 而经过糖皮质激素治疗后,尿

8鄄OHdG 水平与治疗前相比明显下降,但略高于治疗中的水平。
这提示在激素治疗结束后 GO 患者存在 ROS 水平升高与抗氧

化能力下降的不平衡。 口服抗氧化剂可使轻中度的 GO 患者

获得良好效果[26] 。 本研究显示与他们类似的结果,经过糖皮

质激素治疗后 GO 患者的氧化应激 DNA 损伤明显减少,且临床

活动分值较治疗前亦显著降低。 这提示血清 8鄄OHdG 水平可

作为判断 GO 治疗效果的良好指标。
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