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EZH2 对先天性巨结肠结肠组织中 GFRα1 表达的影响

赵凡　周崇高　许光　马体栋　夏仁鹏　李碧香

（湖南省儿童医院新生儿外科，湖南 长沙　410007）

［摘要］　目的　通过检测先天性巨结肠（HSCR）患儿结肠组织内胶质细胞源性神经营养因子受体 α1 
（GFRα1）及果蝇 Zeste 基因增强子人类同源物 2（EZH2）的表达水平，探讨 EZH2 在调控 GFRα1 基因表达及

HSCR 发病过程中的作用。方法　随机选取 24 例行巨结肠根治术的 HSCR 患儿，取痉挛段结肠组织为试验组。

以同期 18 例因新生儿坏死性小肠结肠炎而接受手术治疗的患儿，取手术切除的坏死结肠组织作为对照组。利用

实时荧光定量 PCR 及 Western blot 检测两组结肠组织内 GFRα1、EZH2 的表达水平。将人神经母细胞瘤细胞 SH-
SY5Y分为EZH2过表达组和阴性对照组，EZH2过表达组转染pCMV6-EZH2质粒，阴性对照组转染pCMV6质粒，

检测转染后细胞中 GFRα1、EZH2 的表达水平。结果　与对照组相比，试验组 GFRα1 及 EZH2 mRNA 和蛋白的

表达水平降低（P<0.05），且 EZH2 蛋白表达水平与 GFRα1 蛋白呈正相关（r=0.606，P=0.002）。与阴性对照组

相比，EZH2 过表达组 EZH2 及 GFRα1 表达水平明显上调（P<0.05）。结论　HSCR 患儿结肠组织中 EZH2 低表

达可能是 GFRα1 表达不足，诱发 HSCR 的原因之一。   ［中国当代儿科杂志，2019，21（10）：1033-1037］
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Abstract: Objective    To study the expression levels of glial cell line-derived neurotrophic factor family receptor 
α-1 (GFRα1) and enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) in the intestinal tissue of children with Hirschsprung’s disease 
(HSCR), as well as the role of EZH2 in the regulation of GFRα1 gene expression and the pathogenesis of HSCR. 
Methods    The samples of colon tissue with spasm from 24 children with HSCR after radical treatment of HSCR were 
selected as the experimental group, and the samples of necrotized colon tissue from 18 children with neonatal necrotizing 
enterocolitis after surgical resection were selected as the control group. Real-time PCR and Western blot were used to 
measure the expression levels of GFRα1 and EZH2 in colon tissue in both groups. Human neuroblastoma SH-SY5Y cells 
were divided into an EZH2 over-expression group and a negative control group. The cells in the EZH2 over-expression 
group were transfected with pCMV6-EZH2 plasmid, and those in the negative control group were transfected with 
pCMV6 plasmid. The expression levels of EZH2 and GFRα1 were measured after transfection. Results    Compared 
with the control group, the experimental group had significant reductions in the mRNA and protein expression levels of 
GFRα1 and EZH2 in colon tissue (P<0.05), and the protein expression of EZH2 was positively correlated with that of 
GFRα1 (r=0.606, P=0.002). Compared with the negative control group, the EZH2 over-expression group had significant 
increases in the expression levels of EZH2 and GFRα1 after SH-SY5Y cells were transfected with EZH2 over-expression 
plasmid (P<0.05). Conclusions    Low expression of EZH2 in the colon tissue of children with HSCR may be one of the 
causes of inadequate expression of GFRα1 and onset of HSCR.      [Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(10): 1033-1037]
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先 天 性 巨 结 肠（Hirschsprung's disease, 

HSCR）是最常见的先天性消化道发育畸形之一。

其主要特征是肠神经嵴细胞（enteric neural crest 

cell, ENCCs）在胚胎发育过程中未能侵入、增殖和

向下迁移到后肠，导致结肠黏膜下层和肌肉层中

神经节细胞缺乏，肠管持续痉挛，粪便淤滞于近

端结肠，继而引起近端结肠肥厚、扩张 [1-3]。

近年来有研究发现，HSCR 患儿病变结肠组

织中胶质细胞源性神经营养因子受体 α1（glial cell 

line-derived neurotrophic  factor  family  receptor α1, 
GFRα1）表达水平显著低于正常结肠组织 [4]。小鼠

模型中敲除 GFRα1 基因后，新生小鼠出现巨结肠

类似症状，如腹部肿胀、恶病质及呆滞等；尸体

解剖发现，从回肠远端到中结肠之间有明显的肠

扩张 [5]。可见，GFRα1 表达缺陷是 HSCR 发生的

重要原因，但其分子机制不明。

果蝇Zeste 基因增强子人类同源物2（enhancer 

of zeste homolog 2, EZH2），是组蛋白 H3 第 27 位

赖氨酸（H3K27）的特异性甲基化转移酶，通过催

化靶基因组蛋白 H3K27 三甲基化（H3K27me3）

修饰介导其表达沉默 [6-8]。EZH2 敲除小鼠出现颅

颌面软骨形成缺陷、神经嵴发育及迁移障碍，其

肠神经系统中神经节细胞数量也显著减少 [9-12]。

但 HSCR 患儿是否存在 EZH2 表达缺陷目前未见报

道。EZH2 与 GFRα1 表达缺陷都会导致巨结肠类

似症状的出现，那么 EZH2 与 GFRα1 之间是否存

在调控关系，HSCR 患儿 GFRα1 表达不足是否与

EZH2 低表达有关？本研究拟通过比较 HSCR 患儿

病变结肠组织与新生儿坏死性小肠结肠炎（neonatal 

necrotizing enterocolitis, NEC） 患 儿 结 肠 组 织 中

EZH2、GFRα1 表达水平，及在 SH-SY5Y 神经细胞

中过表达 EZH2 后检测 GFRα1 表达变化，初步证

实 EZH2 对 GFRα1 表达的调控作用，为 HSCR 患

儿无神经节结肠组织中 GFRα1 的表达异常提供新

的分子机制。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选择 2016 年 3 月至 2018 年 6 月我院新生儿

外科确诊的 24 例 HSCR 患儿为研究对象，所有患

儿均行巨结肠根治术，取痉挛段结肠组织为试验

组。选择同期 18 例确诊为 NEC 而接受手术治疗的

患儿，术中切除坏死结肠组织为对照组。两组一

般情况差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。

表 1　两组患儿的一般情况比较

组别 例数
性别

(男/女,例)
年龄

(x±s, 月 )
体重

(x±s, kg)
身高

(x±s, cm)

对照组 18 13/5 45±23 4.8±1.2 58±4

试验组 24 17/7 48±20 4.5±0.9 56±3

t/χ2 值 0.010 0.482 -0.944 -1.412

P 值 0.920 0.632 0.351 0.166

所有采集的新鲜样本在手术处理后立即冷冻，

然后在 -80℃保存备用。本研究经湖南省儿童医院

伦理委员会审查并批准（HCHLL-2016-22），患儿

家属均知情同意并签字。

1.2　实时荧光定量 PCR检测mRNA表达

将组织块直接放入研钵中，加入少量液氮并

迅速研磨，待组织变软，再次加入液氮后研磨，

重复 3 次。然后将粉碎后组织按每 100 mg 加入

1 mL Trizol（Invitrogen, CA, USA），转移入离心

管并置于冰上，用电动匀浆器充分匀浆 1~2 min。

以 4℃、12 000 rpm 离心 5 min，弃沉淀后按每毫

升 Trizol 加入 200 μL 氯仿，振荡 15 s 混匀后室温

放置 10 min。后续按常规 Trizol 法抽提取 RNA。

使 用 SuperScript Ⅱ reverse transcriptase 试 剂 盒

（Invitrogen）将 RNA 逆转录成 cDNA。采用 SYBR 

Green 荧光染料法进行实时荧光定量 PCR（ABI 

Prism 7500, CA, USA），引物序列见表 2。以人 3-
磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）基因为内参照，比

较CT值法（2-ΔΔCt法）测定目的基因的相对表达量。

表 2　实时荧光定量 PCR的引物序列

基因 上游引物 下游引物 产物长度 (bp)

GFRα1 5'-ACAGGTCGGCGTACATCAC-3' 5'-TTGGGCTTCTCCCTCTCTT-3' 217 

EZH2 5'-GACGGCTTCCCAATAACAG-3' 5'-ATTGAGGCTTCAGCACCAC-3' 250

GAPDH 5'-AAGAGCTACGAGCTGCCTGA-3' 5'-ATGGCCCAGCGGATGAG-3' 212 

注：[GFRα1] 胶质细胞源性神经营养因子受体 α1；[EZH2] 果蝇 Zeste 基因增强子人类同源物 2；[GAPDH] 人 3- 磷酸甘油醛脱氢酶。
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1.3　Western blot 检测蛋白表达

将 100 mg 组织块用干净剪刀尽量剪碎，剪

碎后组织置于 2 mL 玻璃匀浆器中，并加入含 1% 

PMSF 的 RIPA 裂解液（强）（碧云天） 300 μL，
置于冰上进行匀浆。裂解 30 min 后，将裂解液移

至 1.5 mL 离心管中，4℃、12 000 rpm 离心 5 min，

上清分装后置于 -20℃保存备用。每个样本取

30 μg 进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，电转印法将蛋白

从凝胶上转移到 PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶作为封

闭液室温封闭转印膜 1 h，加入一抗 anti-GFRα1、
anti-EZH2 及 anti-GAPDH 抗 体（Cell Signaling 

Technology, MA, USA），4℃孵育过夜，1×TBST

洗膜后加入二抗，室温孵育 1 h 后显影。用 ImageJ

分析软件分析显影结果。每组至少包含 3 个平行

样本。

1.4　人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 培养、分组

及处理

SH-SY5Y 细胞置于高糖 DMEM 培养基中（含

青霉素 100 U/mL、链霉素 100 μg/mL、10% FBS），

在 37℃、5% CO2 的细胞培养箱中培养。收获对

数生长期细胞，并调整细胞密度为 1×105/mL，

细胞悬液接种于 6 孔细胞培养板中继续培养。接

种细胞分成2组，即EZH2过表达组和阴性对照组，

每组包含 3 个平行孔。细胞生长达 50%~60% 融合

度时，使用TransFast™ Transfection Reagent （Promega, 

MI, USA）进行质粒转染。EZH2 过表达组转染

pCMV6-EZH2 质粒，阴性对照组转染 pCMV6 质粒。

转染 72 h 后收集细胞，分别抽提总 RNA 及总蛋白

并检测。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行数据处理。正态分

布计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间

比较采用独立样本 t 检验；二变量相关分析采用

Pearson 法。P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组结肠组织样本中GFRα1 的表达水平差异

试验组 GFRα1 mRNA 表达水平较对照组降低

（0.38±0.17 vs 0.97±0.36，t=-6.397，P=0.005）；

试 验 组 GFRα1 蛋 白 表 达 水 平 较 对 照 组 降 低

图 1　两组结肠组织样本中 GFRα1 蛋白表达的

Western blot条带图　　试验组GFRα1蛋白表达水平低于对照组。

图2　两组结肠组织样本中EZH2蛋白表达的Western 

blot 条带图　　试验组 EZH2 蛋白表达水平低于对照组。

2.2　两组结肠组织样本中 EZH2 表达水平差异

试 验 组 EZH2 mRNA 表 达 水 平 较 对 照 组

降 低（0.22±0.08 vs 1.29±0.38，t=-11.293，
P<0.001）。试验组 EZH2 蛋白表达水平较对照

组 降 低（0.28±0.13 vs 0.76±0.09，t=-12.968，
P<0.001），见图 2。且 EZH2 蛋白与 GFRα1 蛋白

表达水平呈正相关（r=0.606，P=0.002），见图 3。

2.3　SH-SY5Y 细胞中过表达 EZH2 对 GFRα1 表
达的影响

EZH2 过表达组 EZH2、GFRα1 mRNA 和蛋白

水平较阴性对照组上调（P<0.05），见表 3、图 4。

图 3　HSCR 患儿病变结肠组织中 EZH2 蛋白与

GFRα1 蛋白表达水平相关性分析

G
FR

α 1
蛋

白
相

对
表

达
量

EZH2 蛋白相对表达量

（0.55±0.14 vs 0.99±0.16，t=-9.505，P=0.003）。

见图 1。
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图 4　转染 SH-SY5Y 细胞后 EZH2 及 GFRα1 蛋白表

达的 Western blot 条带图　　EZH2 过表达组 EZH2、GFRα1
蛋白水平高于阴性对照组。

3　讨论

胶质细胞源性神经营养因子（glial cell-derived 
neurotrophic factor, GDNF）及其受体 GFRα1 和酪氨

酸蛋白激酶受体 RET 信号通路是调节 ENCCs 在肠

道内发育形成肠神经系统过程中最为关键的因子，

与 HSCR 的发生发展密切相关 [13-15]。GDNF 能特异

性地与GFRα1结合，然后与RET结合形成复合物，

介导 RET 磷酸化，进而激活 RET 信号通路，导致

一系列胞内途径的激活，从而发挥 GDNF 神经营

养因子的生理功能 [16-19]。GDNF/GFRα1/RET 信号

通路缺失是 HSCR 发生的重要原因，其中 HSCR

患儿 GDNF 及 RET 的表达缺失与其基因突变密切

相关 [1]。约 50% 的家族性 HSCR 及 15%~20% 的

散发性 HSCR 发生 RET 基因突变。HSCR 患儿中

已检测到约 90 种 RET 基因突变，包括错义突变、

同义突变、小片段插入和缺失。这些突变散在分

布于整个基因编码区域，大部分均影响 RET 蛋

白功能 [20-22]。HSCR 患儿中 GDNF 基因突变率为

0.9%~5.5%，可单独出现也可与RET基因突变并存。

目前已检测到的 GDNF 基因突变有 P21S、R93W、

D150N、T154S、I211M，其中 P21S 位于信号肽水

解部位，其余均位于蛋白功能域。但尚无确切证

据证实单纯GDNF基因突变会导致HSCR发生 [23]。

通过对 HSCR 患儿 GFRα1 基因进行检测，并未发

现该基因存在突变 [4,24]。因此，HSCR 患儿 GFRα1
表达缺失的原因一直未明。本研究发现，HSCR 患

儿病变结肠组织中 EZH2 和 GFRα1 的 mRNA 和蛋

白表达水平显著低于对照组，且二者蛋白表达水

平呈正相关，即 EZH2 表达越低，GFRα1 表达缺

失越严重。在人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 中过

表达 EZH2 后能显著上调 GFRα1 表达。以上结果

说明在神经细胞中，EZH2 可能是调节 GFRα1 表

达的重要因子，HSCR 患儿病变结肠组织中 GFRα1
表达不足，可能与 EZH2 低表达有关。本研究为

HSCR 患儿 GFRα1 表达不足提供了一定的解释。

近年来，越来越多的研究关注到 EZH2 是神

经嵴细胞的发育及迁移过程中重要的调节因子 [9]。

EZH2 敲除小鼠出现肠神经系统中神经节细胞的缺

乏 [12]，但无直接证据显示 HSCR 患儿病变结肠组

织中存在 EZH2 表达不足，而本研究有力的证实了

这点。虽然明确了HSCR患儿存在EZH2表达不足，

但其参与 HSCR 发病的分子机制目前不明。转录因

子 Pax3、Zic1、Sox10 是神经嵴细胞生长必不可少

的编码转录因子 [25-27]。在神经系统的发育中，Pax3

和 Zic1 确定神经板的边界，而 Sox10 能维持神经

嵴细胞的多功能性。此外，Sox10 与 Pax3 能相互协

作，激活 RET 转录。但 Pax3、Zic1、Sox10 的异常

表达也会引起神经系统的发育异常。有报道发现，

在神经嵴细胞发育后期 Pax3 的异常表达会导致小

鼠出现腭裂和成骨异常，在神经嵴细胞迁移过程

中 Zic1 的表达受到抑制。在人类患者和小鼠模型

中均发现 Sox10 的异常表达与肠神经节细胞减少有

关 [12,27]。小鼠胚胎发育过程中 EZH2 能上调 Pax3、

Zic1、Sox10 基因的启动子区组蛋白 H3K27me3，

抑制其表达。EZH2 敲除小鼠肠道 Pax3、Zic1、

Sox10 基因表达显著升高，神经节细胞数量明显

减少 [12]。以上研究为 EZH2 低表达参与 HSCR 发

病的分子机制提供了一定解释。本研究通过证实

EZH2 是 GFRα1 表达的重要调节因子，为 HSCR 患

儿 GFRα1 表达不足提供了解释，也进一步完善了

EZH2 低表达参与 HSCR 发病的分子机制。

表 3　EZH2 过表达组和阴性对照组 EZH2 及

GFRα1 mRNA和蛋白表达水平比较　（x±s）

组别
EZH2 GFRα1

mRNA 蛋白 mRNA 蛋白

阴性对照组 0.990±0.010 0.44±0.10 1.02±0.07 0.67±0.05

EZH2 过表达组 14.300±1.054 1.00±0.17 2.41±0.44 1.11±0.12

t 值 -21.880 -5.046 -5.333 -5.825

P 值 0.002 0.007 0.006 0.004

注：[EZH2] 果蝇 Zeste 基因增强子人类同源物 2；[GFRα1] 胶
质细胞源性神经营养因子受体 α1。
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鉴于 EZH2 的直接效应是催化组蛋白 H3K27

甲基化，进而抑制基因转录，因此，我们推测

EZH2 是通过下调 GFRα1 表达相关抑制因子的表

达，进而间接上调 GFRα1 表达。但 EZH2 直接靶

向的 GFRα1 表达相关抑制因子是什么目前未知，

这也是本研究目前的不足之处。后续我们会通过

生物信息学软件对 GFRα1 启动子进行转录因子结

合位点分析，并与EZH2靶基因结果进行交叉分析，

以期找出 EZH2 靶向的 GFRα1 表达抑制因子，进

一步完善本文提出的 HSCR 新的发病分子机制。

综上所述，结肠组织中低表达 EZH2 可能是

引起 GFRα1 表达不足，诱发 HSCR 的重要原因。

本研究丰富了 HSCR 的病因学，为 HSCR 治疗提

供了新的功能位点。
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