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摘要 目的：研究 DNA损伤诱导凋亡抑制因子(DDIAS)在川崎病（KD）患儿血液中的表达及意义。方法：通过彩色多普勒超声心动

图检查 96例 KD患儿的冠状动脉损伤（CAL）情况，根据 CAL存在情况将患儿分为 CAL组和非 CAL组。选取我院同期体检的

30例健康儿童作为对照组。通过 ELISA试剂盒检测受试者外周血中 DDIAS的水平。将靶向 DDIAS的小干扰 RNA（siRNA）

（DDIAS-siRNA）和阴性对照 siRNA（NC-siRNA）转染到人冠状动脉内皮细胞（HCAEC）中，并用 10 ng/mL TNF-琢处理细胞。通过
RT-PCR分析细胞中的 TNF-琢、IL-6和 HO-1 mRNA水平，通过Western blot分析 DDIAS、NF-资B p65和 I-资B琢的蛋白水平。此外，
评估了各组 HCAEC细胞中的超氧化物和谷胱甘肽（GSH）含量及其与单核细胞的粘附。结果：与对照组比较，KD组的 DDIAS水

平显著升高（P<0.001）。与非 CAL组比较，CAL组的 DDIAS水平显著升高（P<0.01）。外周血 DDIAS诊断 KD的 AUC、敏感性和

特异性依次为 0.747、65.62%和 80.65%，外周血 DDIAS诊断 CAL的 AUC、敏感性和特异性依次为 0.733、63.83%和 75.51%。与

NC-siRNA+TNF-琢组相比，DDIAS-siRNA+TNF-琢组 HCAEC细胞中的 TNF-琢 mRNA表达水平降低了 51.45%，IL-6 mRNA表达

水平降低了 59.46%，细胞核 NF-资B p65的蛋白表达水平降低了 26.40%，细胞质 I-资B琢的蛋白水平升高了 91.30%（P<0.05）。与
NC-siRNA+TNF-琢组相比，DDIAS-siRNA+TNF-琢组粘附实验的相对荧光强度降低了 53.42%（P<0.05）。与 NC-siRNA+TNF-琢组
相比，DDIAS-siRNA+TNF-琢组 HCAEC细胞中的超氧化物相对荧光强度降低了 35.38%，HO-1 mRNA水平升高了 1.35倍，GSH

水平升高了 94.59%（P<0.05）。结论：DDIAS对 KD及 CAL均有较高的诊断价值，下调 DDIAS减轻 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞

损伤。
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The Expression and Significance of DDIAS in the Blood of Children with
Kawasaki Disease*

To study the expression and significance of DNA damage-induced apoptosis inhibitor (DDIAS) in the blood

of children with Kawasaki disease (KD). The coronary artery injury (CAL) of 96 children with KD was examined by color

Doppler echocardiography, and the children were divided into CAL group and non-CAL group according to the presence of CAL. 30

healthy children who received physical examination in our hospital during the same period were selected as the control group. The level

of DDIAS in the peripheral blood of subjects was detected by an ELISA kit. Small interfering RNA (siRNA) targeting DDIAS

(DDIAS-siRNA) and negative control siRNA (NC-siRNA) were transfected into human coronary artery endothelial cells (HCAEC), and

the cells were treated with 10 ng/mL TNF-琢. The levels of TNF-琢, IL-6 and HO-1 mRNA in the cells were analyzed by RT-PCR, and the

protein levels of DDIAS, NF-资B p65 and I-资B琢 were analyzed by Western blot. In addition, the superoxide and glutathione (GSH) con-

tent in HCAEC cells of each group and their adhesion to monocytes were evaluated. Compared with the control group, the level

of DDIAS in the KD group was significantly increased (P<0.001). Compared with the non-CAL group, the level of DDIAS in the CAL

group was significantly increased(P<0.01). The AUC, sensitivity and specificity of peripheral blood DDIAS for KD diagnosis were 0.747,

65.62% and 80.65%, respectively. The AUC, sensitivity and specificity of peripheral blood DDIAS for diagnosing CAL were 0.733,

63.83% and 75.51%, respectively. Compared with the NC-siRNA+TNF-琢 group, the TNF-琢 mRNA level in the HCAEC cells of the
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DDIAS-siRNA+TNF-琢 group was reduced by 51.45%, the IL-6 mRNA level was reduced by 59.46%, the protein level of nuclear NF-资B
p65 was reduced by 26.40%, and the protein level of cytoplasmic I-资B琢 increased by 91.30%(P<0.05). Compared with the NC-siR-

NA+TNF-琢 group, the relative fluorescence intensity of the adhesion experiment in the DDIAS-siRNA+TNF-琢 group was reduced by

53.42%(P<0.05). Compared with the NC-siRNA+TNF-琢 group, the relative fluorescence intensity of superoxide in HCAEC cells in the

DDIAS-siRNA+TNF-琢 group was reduced by 35.38%, the level of HO-1 mRNA was increased by 1.35 times, and the level of GSH was

increased. 94.59%(P<0.05). DDIAS has high diagnostic value for KD and CAL. Down-regulation of DDIAS reduces the

damage of HCAEC cells induced by TNF-琢.
DNA damage-induced apoptosis inhibitor; Kawasaki disease; Coronary artery injury; Inflammation

前言

冠状动脉异常（Coronary artery anomalies，CAAs）如冠状动

脉瘤是川崎病（Kawasaki disease，KD）引起的最严重的并发症[1]。

已成为儿童获得性心脏病最常见的病因[2]。由于 KD的症状与

其他几种儿童发热性疾病相似[3]，因此迫切需要可用于 KD早

期诊断的特异性生物标志物。最近，Wright等[4]报道，KD患儿

血液中 DNA 损伤诱导凋亡抑制因子（DNA damage-induced

apoptosis suppressor，DDIAS）的水平明显高于其他感染性和炎

症性疾病患儿，并且 DDIAS在肿瘤坏死因子和白介素的中央

调控网络中发挥作用。然而，目前尚不清楚 DDIAS是否可用于

KD的早期诊断及其与 KD进展的关系。KD患儿冠状动脉病

变的发展与内皮功能障碍有关[5]。冠状动脉内皮细胞调节心脏

功能，内皮细胞功能障碍会经历结构和功能的改变，减弱血管

舒张功能，并表现出促炎和促血栓形成的特性。内皮细胞主要

由活化的白细胞产生的促炎细胞因子，如肿瘤坏死因子 -琢（Tu-
mor necrosis factor，TNF-琢）和白细胞介素 -1（Interleukin-1，

IL-1），通过激活核因子 -资B（Nuclear factor kappa-B，NF-资B）信
号通路来激活[6]。内皮细胞被激活后产生一系列形态和功能变

化促进了冠状动脉病变的发生[7,8]。本研究主要探讨了 DDIAS

对 KD的诊断价值，以及 DDIAS在 TNF-琢诱导的 HCAEC损

伤中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞与试剂 HCAEC和 THP1细胞（单核细胞系）购自

美国 ATCC；靶向 DDIAS的小干扰 RNA（siRNA）（DDIAS-siR-

NA）和阴性对照 siRNA（NC-siRNA）由上海吉玛制药技术有限

公司合成；引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成；Hu

manDDIASELISAKit购自瑞典 Atlas Antibodies公司；Dulbecco

的改良 Eagle培养基（DMEM）、胎牛血清（FBS）、青霉素 -链霉

素购自美国 GIBCO；DDIAS、NF-资B p65、I-资B琢、Lamin B1、

茁-actin一抗及辣根过氧化物酶标记的二抗购自美国 Cell Sig-

naling Technology；人重组 TNF-琢购自美国 OriGene；蛋白提取

试剂盒购自江苏凯基；BCA蛋白测定试剂盒购自上海碧云天；

总 RNA提取试剂盒购自北京天根；PCR反转录试剂盒购自日

本 Takara；SYBR Green qPCR 试剂 盒 购 自 德 国 Qiagen；

BCECF-AM购自美国 Sigma；Dihydroethidium（DHE）购自美国

Molecular Probes；DAPI购自上海碧云天；monochlorobimane购

自上海MedChemExpress；Lipofectamine 2000购自美国 Invitro-

gen。

1.1.2 临床资料收集 2017年 8月至 2019年 12月，收集我

院确诊的 96例 KD患儿（KD组），包括男性 62例，女性 34例，

年龄为 9个月 ~7岁，平均为 2.14± 1.56岁。纳入本研究的 KD

患儿均符合 KD 诊断标准 [9]。通过彩色多普勒超声心动图

（UCG）检查患儿的冠状动脉损伤（CAL）情况，出现 CAL的患

儿纳入 CAL组，未出现 CAL的患儿纳入非 CAL组。另外，选

取我院同期体检的 30例健康儿童作为对照组，包括男性 20

例，女性 10 例，年龄为 10个月 ~5岁，平均为 2.25± 1.32 岁。

KD患儿和健康对照儿童的基线资料如表 1所示。两组的年龄

和性别组成无差异（t=0.313，P=0.673和 x2=0.044，P=0.835）。本
研究中共有 47 例（48.96%）KD 患儿发生 CAL，KD 患儿的

CAL表现如下：7例（7.29%）LCA主干增宽、3例（3.13%）RCA

主干增宽、8 例（8.33%）LAD增宽、2例（2.08%）RAD 增宽、19

例（19.79%）LCA主干及 LAD增宽和 8 例（8.33%）LCA、RCA

主干及 LAD增宽。如表 2所示，CAL患儿和非 CAL患儿的年

龄和性别组成无显著性差异（t=0.374，P=0.609 和 x2=0.687，
P=0.407）。本研究经过西安市儿童医院伦理委员会批准，所有
研究对象均经父母或监护人签订知情同意书。

表 1 受试者的基线资料

Table 1 Baseline data of subjects

Parameter KD group Control group t/x2 P

Cases 96 30 - -

Age (years) 2.14± 1.56 2.25± 1.32 0.313 0.673

Gender (cases)

Male 62（64.58%） 20（66.67%） 0.044 0.835

Female 34（35.42%） 10（33.33%）
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1.2 方法

1.2.1 外周血中 DDIAS的检测 抽取受试者外周静脉血 5mL，

置于抗凝管。3000 r/min离心 15 min，收集上层血清并分装、标

记、-80℃冰箱保存。通过 ELISA试剂盒检测受试者外周血中

DDIAS的水平，检测方法参考试剂盒说明书。

1.2.2 细胞培养 将 HCAEC 细胞加入含有 10% FBS、1%青

霉素 -链霉素的 DMEM中。培养条件为 37℃、5% CO2。指定时

间点用含有 10 ng/mL TNF-琢的新培养基替换原培养基。
1.2.3 细胞转染与分组 在 siRNA 转染之前，分别将 5 滋L
DDIAS-siRNA、NC-siRNA 和 5 滋L Lipofectamine 2000 加入

200 滋L 无血清 DMEM 培养基中进行稀释，室温下放置 15

min。将 HCAEC 细胞分为 NC-siRNA 组、DDIAS-siRNA 组、

NC-siRNA+TNF-琢 组和 DDIAS-siRNA+TNF-琢 组。将各组

HCAEC细胞接种在 6孔板中，用 DMEM调整浓度为 1× 105

个 /mL。每孔加 2 mL细胞悬液，37℃、5% CO2过夜培养。细胞

生长至 60%～70%融合时，分别将稀释的 DDIAS-siRNA、

NC-siRNA与 Lipofectamine 2000混合，室温孵育 20 min。将

1.0 mL的无血清 DMEM培养基加入 6孔板中，然后加入混合

物并摇匀，37℃、5% CO2培养 24 h。更换为完全 DMEM培养基

继续培养。然后根据分组，用 10 ng/mL TNF-琢刺激细胞 4 h。

1.2.4 RT-PCR 分析 使用总 RNA 提取试剂盒提取细胞总

RNA，并使用 PCR 反转录试剂盒进行反转录，使用 SYBR

Green Mix 进行扩增，使用美国 Bio-Rad T100 PCR 仪进行

PCR。Real-time PCR反应条件如下：预变性：95℃，2 min；变性：

95℃，15 s；退火：60℃，10 s；延伸：68℃，10 s；40个循环。引物序

列见表 3。

表 2 CAL患儿和非 CAL患儿的基线资料

Table 2 Baseline data of children with CAL and children with non-CAL

Parameter CAL group Non-CAL group t/x2 P

Cases 47 49 - -

Age（year） 2.01± 1.59 2.26± 1.47 0.374 0.609

Gender（cases）

Male 31 31 0.687 0.407

Female 14 20

Gene Primer sequence

DDIAS
Forward 5'-AGGTACCGAGCCATGGACAG-3'

Reverse 5'-AATGCTCTGGTGGGTTGGTC-3'

TNF-琢
Forward 5'-AACCTCTCCCCTCATGTCAA-3'

Reverse 5'-CTGCGCAGTCCTACTGTCTC-3'

IL-6
Forward 5'-GACAAAGCAGGGACAAGACT-3'

Reverse 5'-TTACCATCGGCATCAGTCCT-3'

HO-1
Forward 5'-AACTAGAGATTCGGCAAGGA-3'

Reverse 5'-CCATACAGCACCTCTCAGTACGAT-3'

茁-actin
Forward 5'-CTCCCTTCTTCTTCAGCCCT-3'

Reverse 5'-ACTGCGTAGGCAGTTTGCAG-3'

表 3 引物序列

Table 3 Primer sequence

1.2.5 Western blot检测蛋白表达水平 使用蛋白提取试剂盒

提取细胞总蛋白，使用 BCA试剂盒测定蛋白质浓度。在 10%

SDS-PAGE凝胶上电泳分离蛋白并转移至聚偏二氟乙烯膜。在

室温下，用含 5%脱脂奶粉和 0.1% Tween-20的 Tris缓冲盐水

封闭膜，室温放置 20 min。将膜与一抗（抗 DDIAS、NF-资B p65、

I-资B琢、Lamin B1和 茁-actin一抗按 1:1000稀释）4℃过夜孵育。

然后将膜与辣根过氧化物酶标记的二抗（按 1:2000稀释）室温

孵育 2 h。将 ECL滴加在膜上进行显影。Lamin B1和 茁-actin作
为内部对照。

1.2.6 单核细胞粘附测定法 参考 Horigome等人方法测定单

核细胞粘附[10]。将 HCAEC细胞接种在 24孔板中至 80-90%融

合，然后用 10 ng/mL TNF-琢刺激细胞 4 h。在与 THP1细胞共

培养之前，用含有 1%FBS的 RPMI-1640培养基洗涤细胞。将

THP1细胞在 RPMI-1640培养基中用 2 滋M BCECF-AM标记

20 min，然后添加到 HCAEC细胞（5× 104细胞 /孔）中，共培养

30 min。使用含 1% FBS的 RPMI-1640 培养基清洗每个孔 3

次，以除去未粘附的 THP1细胞。Olympus IX83荧光显微镜下

观察粘附的 THP1细胞。从 6个随机视野中获取图像，并使用

荧光微板读取器以 510 nm的激发和 531 nm的发射来测量荧

光强度。基于每个视野中的细胞数量来计算平均荧光强度

（MFI）/细胞。

1.2.7 超氧化物检测 通过 Dihydroethidium（DHE）染色
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HCAEC细胞中的超氧化物[11]。将 HCAEC细胞接种在 48孔板

中至 80%～90%融合，然后用 10 ng/mL TNF-琢刺激细胞 4 h。

洗涤细胞并与 10 滋MDHE孵育 30 min。洗涤细胞 3次，通过荧

光显微镜检测产生的荧光。

1.2.8 细胞内谷胱甘肽（GSH）的测定 参考 Kamencic 等人

的方法测定细胞内 GSH的含量[12]。将 HCAEC细胞接种在 24

孔板中至 80%～90%融合，然后用 10 ng/mL TNF-琢刺激细胞
4 h。将 HCAEC 细胞用 PBS 洗涤两次，然后在黑暗中与

monochlorobimane（2 mM）在黑暗中于 37℃孵育 20 min。PBS

洗涤 3次后，将细胞用 1% SDS和 5 mM Tris-HCl（pH 7.4）处

理。用荧光微板读数器分别测量激发和发射波长为 380 nm和

470 nm的荧光。

1.3 统计学方法

SPSS21.0统计软件用于数据分析。计数资料表示为例数

（百分比），两组间比较采用卡方检验；正态分布的计量资料以

均数± 标准差表示，两组间比较采用独立样本 t检验或单因素

方差分析；非正态分布的计量资料以中位数和四分位数间距表

示，两组间比较采用非参数Mann Whitney U检验。采用受试者

工作特征曲线（ROC）来评价各因子对 KD的诊断价值。所有实

验的统计学显著性定义为 P<0.05。

2 结果

2.1 受试者外周血中 DDIAS的水平

KD患儿和健康儿童外周血中 DDIAS的水平如图 1所示。

与对照组比较，KD 组患儿的 DDIAS 水平显著升高 [1.93

（1.61，2.57）pg/mL vs 4.06（2.06，5.58）pg/mL，Z=-4.125，P<0.
001]。CAL患儿和非 CAL患儿外周血中 DDIAS的水平如图 2

所示。与非 CAL组比较，CAL组的 DDIAS水平显著升高[2.74

（1.77，4.45）pg/mL vs 5.22（3.09，7.05）pg/mL，Z=-3.925，P<0.
001]。

图 1 KD患儿和健康儿童外周血中 DDIAS的水平

Fig.1 The levels of DDIAS in peripheral blood of children with KD and

healthy children

Note: Compared with Control group, ***P<0.001.

图 2 CAL患儿和非 CAL患儿外周血中 DDIAS的水平

Fig.2 The levels of DDIAS in peripheral blood of children with CAL and

non-CAL children

Note: Compared with Non-CAL group, **P<0.01, ***P<0.001.

2.2 DDIAS对 KD和 CAL的诊断价值

如图 3所示，外周血 DDIAS诊断 KD 患儿的 AUC、敏感

性和特异性依次为 0.747、65.62%和 80.65%。如图 4所示，外周

血DDIAS 诊断 CAL 患儿的 AUC、敏感性和特异性依次为

0.733、63.83%和 75.51%。

图 3 DDIAS诊断 KD的 ROC曲线分析

Fig.3 ROC curve analysis of DDIAS in the diagnosis of KD

图 4 DDIAS诊断 CAL的 ROC曲线分析

Fig.4 ROC curve analysis of DDIAS in the diagnosis of CAL
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2.3 TNF-琢对 HCAEC细胞中 DDIAS表达的影响

结果如图 5 显示，与对照组相比，DDIAS-siRNA 组

HCAEC 细胞中的 DDIAS mRNA 表达水平下降了 76.01%

（P<0.05），DDIAS 蛋白表达水平下降了 78.95%（P<0.05）。与
NC-siRNA 组相比，NC-siRNA+TNF-琢 组 HCAEC 细胞中的

DDIAS mRNA表达水平升高了 2.44倍（P<0.05），DDIAS蛋白
表达水平升高了 98.11%（P<0.05）。与 NC-siRNA+TNF-琢组相
比，DDIAS-siRNA+TNF-琢组 HCAEC细胞中的 DDIAS mRNA

表达水平下降了 54.65%（P<0.05），DDIAS蛋白表达水平下降
了 60.61%（P<0.05）。

图 5 DDIAS在 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞中的表达

Fig.5 The expression of DDIAS in HCAEC cells induced by TNF-琢
Note: (a and b): Transfection efficiency of DDIAS-siRNA, compared with Control group, *P<0.05; (c and d): DDIAS mRNA and protein levels in

HCAEC cells induced by TNF-琢; compared with NC-siRNA group, *P<0.05; compared with NC-siRNA+TNF-琢 group, #P<0.05.

2.4 下调 DDIAS抑制 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞中的炎症和

NF-资B的活化
结果如图 6 显示， 与 NC-siRNA 组相 比，NC-siR-

NA+TNF-琢 组 HCAEC 细胞中的 TNF-琢 mRNA 表达水平升

高了 2.11 倍（P<0.05），IL-6 mRNA 表达水平升高了 4.23 倍

（P<0.05）。与NC-siRNA+TNF-琢组相比，DDIAS-siRNA+TNF-琢
组 HCAEC 细胞中的 TNF-琢 mRNA 表达水平降低了 51.45%

（P<0.05），IL-6 mRNA 表达水平降低了 59.46%（P<0.05）。与
NC-siRNA 组相比，NC-siRNA+TNF-琢 组HCAEC 细胞中细胞

核的 NF-资B p65 蛋白表达水平升高了 78.13%（P<0.05）。与
NC-siRNA+TNF-琢 组相比，DDIAS-siRNA+ TNF-琢 组 HCAEC

细胞中细胞核的 NF-资B p65 蛋白表达水平降低了 26.40%

（P<0.05）。与 NC-siRNA组相比，NC-siRNA+TNF-琢组 HCAEC

细胞中细胞质的 I-资B琢蛋白表达水平降低了 54.02%（P<0.05）。
与 NC-siRNA+TNF-琢 组 相 比 ，DDIAS-siRNA+TNF-琢 组
HCAEC细胞中细胞质 I-资B琢的蛋白表达水平升高了 91.30%

（P<0.05）。
2.5 下调 DDIAS抑制 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞与单核细胞

粘附

结果如图 7显示，与 NC-siRNA组相比，NC-siRNA+TNF-琢
组粘附实验的相对荧光强度升高了 3.53 倍（P<0.05）。与
NC-siRNA+TNF-琢组相比，DDIAS-siRNA+TNF-琢 组粘附实验
的相对荧光强度降低了 53.42%（P<0.05）。
2.6 下调 DDIAS提高了 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞的抗氧化

能力

结果如图 8 显示， 与 NC-siRNA 组 相 比，NC-siR-

NA+TNF-琢组 HCAEC细胞中的超氧化物相对荧光强度升高

了 1.12 倍 （P<0.05）。 与 NC-siRNA+TNF-琢 组 相 比 ，
DDIAS-siRNA+TNF-琢组 HCAEC细胞中的超氧化物相对荧光

强度降低了 35.38%（P<0.05）。与 NC-siRNA 组相比，NC-siR-

NA+TNF-琢 组 HCAEC 细胞中的 HO-1 mRNA 表达水平降低

了 44.24%（P<0.05）。 与 NC-siRNA+TNF-琢 组 相 比 ，
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图 6 DDIAS对 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞中炎症因子和 NF-资B信号通路的影响
Fig.6 The effect of DDIAS on inflammatory factors and NF-资B signaling pathways in HCAEC cells induced by TNF-琢

Note: (a): TNF-琢 mRNA expression level; (b): IL-6 mRNA expression level; (c): Relative expression of nuclear NF-资B p65 protein; (d): Relative

expression of cytoplasmic I-资B琢 protein; compared with NC-siRNA group, *P<0.05; compared with NC-siRNA+TNF-琢 group, #P<0.05.

图 7 DDIAS对 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞与单核细胞粘附的影响

Fig.7 The effect of DDIAS on the adhesion of HCAEC cells and monocytes induced by TNF-琢
Note: (a-d): Fluorescence images of NC-siRNA, DDIAS-siRNA, NC-siRNA+TNF-琢 and DDIAS-siRNA+TNF-琢 groups in sequence (× 200);

(e): Relative fluorescence intensity of each group of monocyte adhesion experiment; compared with NC-siRNA group, *P<0.05; compared with
NC-siRNA+TNF-琢 group, #P<0.05.

DDIAS-siRNA+TNF-琢组 HCAEC细胞中的 HO-1 mRNA表达

水平升高了 1.35倍（P<0.05）。与 NC-siRNA组相比，NC-siR-

NA+TNF-琢 组 HCAEC 细胞中的 GSH 水平降低了 26.32%

（P<0.05）。与 NC-siRNA+TNF-琢组相比，DDIAS-siRNA+TNF-琢
组 HCAEC细胞中的 GSH水平升高了 94.59%（P<0.05）。
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图 8 DDIAS对 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞的抗氧化能力的的影响

Fig.8 The effect of DDIAS on the antioxidant capacity of HCAEC cells induced by TNF-琢
Note: (a-d): Fluorescence images of NC-siRNA, DDIAS-siRNA, NC-siRNA+TNF-琢 and DDIAS-siRNA+TNF-琢 groups in sequence (× 200);

(e): Relative fluorescence intensity of each group of superoxide; (f): HO-1 mRNA expression level; (g): GSH level; compared with NC-siRNA group,

*P<0.05; compared with NC-siRNA+TNF-琢 group, #P<0.05.

3 讨论

本研究表明，KD患儿外周血中 DDIAS 的水平显著高于

健康儿童，并且 CAL患儿外周血中 DDIAS水平高于非 CAL

患儿。此外，外周血 DDIAS诊断 KD的 AUC、敏感性和特异性

依次为 0.747、65.62%和 80.65%；诊断 CAL的 AUC、敏感性和

特异性依次为 0.733、63.83%和 75.51%。这些结果提示，DDIAS

可能参与 KD的发生发展，并且可用于 KD的辅助诊断。

为了进一步考察 DDIAS在 KD中的作用机制，本研究考

察了 DDIAS对 TNF-琢诱导的 HCAEC的调控作用。内皮细胞

可被 TNF-琢等炎症介质激活，并参与调节炎症反应[6]。TNF-琢
调节细胞因子分泌、粘附和促血管生成活性。临床研究表明，使

用抗 TNF-琢抗体可抑制细胞因子产生、预防白细胞浸润和抑
制MMPs生成[13]。本研究结果证实 TNF-琢诱导了 HCAEC细胞

中炎症介质的高表达。然而，下调 DDIAS降低了 TNF-琢诱导
的 HCAEC细胞中炎症因子的水平。这些结果提示 DDIAS可

能在 KD相关 HCAEC细胞炎症损伤中发挥重要作用。另外，

循环白细胞与内皮细胞的粘附是炎症反应过程中必不可少的

过程[14]。本研究结果显示，下调 DDIAS抑制了 TNF-琢诱导的
HCAEC 细胞与单核细胞粘附。因此，DDIAS 可能通过调节

HCAEC细胞与单核细胞粘附来参与 KD疾病的进展。

内皮细胞主要由活化的白细胞产生的促炎细胞因子（如

TNF-琢和 IL-1）通过激活 NF-资B信号通路来激活[6]。TNF-琢诱
导的 NF-资B活化会刺激人内皮细胞中促炎介质（包括 IL-6等

细胞因子、IL-8 等趋化因子、白细胞结合粘附分子等）的产

生[6,15,16]。本研究中，下调 DDIAS抑制了 TNF-琢诱导的 HCAEC

细胞中 NF-资B的核易位，并上调了其抑制剂 I-资B琢的表达。因
此，下调 DDIAS对 NF-资B核易位的抑制可阻止 NF-资B与促炎

介质的结合能力，从而抑制促炎介质的释放，随后抑制 HCAEC

细胞与单核细胞粘附，最终减轻 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞

损伤。

活性氧（Reactive oxygen species，ROS）或超氧化物的过度

产生所触发的氧化应激与血管病变有关[17,18]。过多的 ROS或超

氧化物引起内皮功能障碍，导致冠状动脉炎症或功能障碍[5]。研

究表明，抗氧化基因 HO-1的沉默限制了抗氧化剂物质的药理

作用，这可能是由于 NF-资B调控受损所致[19]。HO-1除了具有清

除自由基的作用，还通过减少 TNF-琢诱导的各种粘附分子的
过表达来在内皮细胞中表现出抗炎特性[20,21]。细胞内还原型谷

胱甘肽（Glutathione，GSH）通过 SH基团与 ROS的直接相互作

用而充当非酶抗氧化剂，或参与酶解毒反应以消除 ROS[22]。本

研究显示，TNF-琢诱导了 HCAEC细胞中超氧化物的产生，并

降低了抗氧化基因 HO-1 的表达和 GSH水平，然而，下调

DDIAS 促进了 TNF-琢 诱导的 HCAEC 细胞中抗氧化基因

HO-1的表达，提高 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞中 GSH水平，

从而抑制了超氧化物的产生。因此，下调 DDIAS可能通过提高

细胞的抗氧化能力来减轻内皮损伤。

总之，本研究表明，DDIAS对 KD及 CAL均有较高的诊断

价值，下调 DDIAS抑制了 TNF-琢诱导的 HCAEC细胞中的炎

症、NF-资B信号通路的活化、HCAEC细胞与单核细胞粘附，并
提高了细胞的抗氧化能力。
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