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国内外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学

科为主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子

医学前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国

医学分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的

最新研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前

有编委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，

于 2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。
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注：CMA检测结果提示先证者X染色体存在约 267 kb片段缺失（chrX：68，801，113⁃69，068，115），黑色带三角的矩形条代表缺失

区域，对应的 SNP探针信号缺失。

图（P854） 先证者染色体微阵列检测结果

Figure（P854） Chromosomal Microarray Analysis result of the proband



·专家风采· 实验室巡礼

冯磊，1974 年 10 月出生，1998 年毕业于

湖南医科大学医学检验系，获学士学位，2004

年毕业于中南大学湘雅医学院，获免疫学硕

士学位；2016年毕业于南方医科大学，获临床

检验诊断学博士学位。2009 至 2010 年国家

公派赴加拿大访问留学 1年。

主任技师，现任云南省玉溪市人民医院

（昆明医科大学第六附属医院）检验医学科主

任。昆明医科大学博士研究生导师，云南省

中青年学术和技术带头人后备人才，云南省

卫生高层次技术人才，玉溪市中青年学科技

术带头人。中华医学会检验分会第十届委员

会临床生物化学学组委员，中国中西医结合

学会检验医学专业委员会委员分子诊断专家

委员会委员，中国医学装备协会检验医学分

会第二届委员，世界华人医师协会检验与病

理医师协会康复医学检验专家委员会委员，

世界华人医师协会检验病理医师协会委员，中国分析测试协会标记免疫分析专业委员会第一届委员会

委员，第一届全国卫生产业企业管理协会实验医学专家委员会青年委员会委员，云南省医师协会第二

届检验医师分会副主任委员，云南省免疫学会临床免疫学分会副主任委员，云南省中西医结合学会检

验医学专业委员会常务委员，云南省医学会检验分会第八届委员会委员，云南省免疫学会第五届理事

会理事，云南省医学会医学细胞生物学分会第二届委员会委员，云南省医院协会临床检验管理第二届

专业委员会委员，云南省医学会医学遗传学分会第六届委员会委员，《分子诊断与治疗杂志》第五届编

辑委员会编辑委员，玉溪市医学会医学检验专业委员会主任委员。

冯磊主任技师从事临床检验及相关科研工作二十余年，主要研究方向为心血管疾病的实验室诊断

及风险评估。承担及完成国家、省部级课题 20余项，其中包括国家自然科学基金项目、云南省科技厅应

用基础研究项目、云南省科技厅—昆明医科大学应用基础研究联合专项等。荣获云南省政府科技进步

三等奖 1项、玉溪市政府科技进步一等奖、二等奖、三等奖多项。发表论文 90余篇，第一作者或通信作

者发表 80余篇，SCI收录 12篇。目前招收昆明医科大学硕士研究生 13名，与南方医科大学联合培养同

等学力研究生 3名。

玉溪市人民医院检验医学科位于音乐家聂耳的故乡，为云南省临床检验质量控制中心玉溪地区分

中心、玉溪市临床检验质量控制中心，是一个“医教研一体化”的综合性临床实验室。检验医学科开设临

床生物化学实验室、临床免疫学实验室、临床检验实验室、临床微生物学实验室、临床血液学室、自身免

疫性疾病诊断实验室、临床分子生物学诊断实验室、门急诊实验室等 8个亚专业组，各亚专业组都采用现

代化先进设备、拥有高水平专业技术人员，且已形成完备的科学管理体系，保证严格的质量控制及结果

的客观性，能快速、准确地为临床提供实验诊断数据，有效地为临床诊疗服务。

科室坚持任人唯才、德才兼备原则，多层次引进创造性、实用性人才，加快人才队伍建设步伐，提高

医院专业技术人员业务能力，建立了一支业务素质高、结构合理的人才队伍。科室现有专业技术人员 53

人。主任检验师 8人，副主任检验技师 7人；医学博士 1人、医学硕士 11人；昆明医科大学博士研究生导

师 1人。是一个德才兼备、爱岗敬业、结构合理、具有创新能力的研究团队。

建院以来，本院检验医学科硬件环境不断改善，从传统的手工检测转变为如今现代的自动化检测。

目前我科采用现代化先进的医疗大型检验设备，拥有罗氏生化和免疫流水线、罗氏 Cobas 480全自动核

酸提纯及实时荧光定量 PCR分析仪、罗氏超微量核酸检测仪、博奥微流控及微阵列基因芯片检测平台、

BD 流式细胞仪、梅里埃质谱细菌鉴定系统、STAGO 全自动血凝仪、超低温冰箱等大型检验设备等。

始终把实现检验事业自动化、智能化、微量化、快速化作为追求的目标，已于 2007年 11月作为云南省首

家获得HbA1c检测NGSP认证的医院，欲进一步引进高通量测序仪及串联质谱检测平台，以完善、提高

临床检验和科研技术能力。

玉溪市人民医院坚持走“科教兴院、人才强院”道路，不断加大对科研、教学的投入，加大对科教成果

奖励力度，充分调动专业技术人员的积极性、主动性。科室科研氛围浓烈，现有云南省科技厅中青年学

术技术带头人 1人，云南省卫生高层次人才 1人，玉溪市中青年学术和技术带头人 4人。近五年检验医

学科主持国家自然科学基金 2项，以第一作者或通信作者发表论文：SCI收录 12篇，国家或省级期刊 72

篇。共培养 12名硕士研究生，在读全日制硕士研究生 6人。

目前检验医学科全科人

员团结一心、积极努力构建合

格的组织架构、编写标准化操

作文件、优化工作流程、提高

业 务 水 平 等 ，以 通 过 ISO

15189 认证作为最高目标，努

力将检验质量、管理水平与技

术能力达到了国际标准。科

室一直遵循“严谨、求实、团

结、奉献”的院训，以严谨的医

疗作风、精湛的医疗技术和严

格的科学管理，努力为患者提

供更多更优质的医疗服务。

玉溪市人民医院检验医学科冯磊
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冠心病风险评估模型构建的进展

吴孟娜 1 年士艳 2 叶丹 1 张春婷 1 冯磊 1★

［摘 要］ 冠心病（CHD）是一种复杂的多因素疾病，正确识别CHD相关的危险因素、构建CHD风险

预测模型是预防和控制心血管病的必要前提。目前国内外已有诸多CHD风险预测模型，但仍存在局限性

从而影响了模型的临床适用性。近年来提出了联合危险因子与易感基因构建CHD风险评估模型的新策

略，但其对于评估效能的提升作用仍存在争议。本文简要概述国内外CHD风险评估模型研究进展，分析

风险评估模型存在的局限性，探讨新危险因子联合易感基因的新策略对CHD评估效能的提升作用。

［关键词］ 冠心病；风险评估模型；危险因子；易感基因

Progress in the construction of a coronary heart disease risk assessment model
WU Mengna1，NIAN Shiyan2，YE Dan1，ZHANG Chunting1，FENG Lei1★

（1. Department of Laboratory，The Sixth Affiliated Hospital of Kunming Medical University，Yuxi，Yunnan，
China，653100；2. Intensive Care Unit，The Sixth Affiliated Hospital of Kunming Medical University，Yuxi，
Yunnan，China，653100）

［ABSTRACT］ Coronary heart disease（CHD）is a complex multifactorial disease. It is necessary to
correctly identify the risk factors associated with CHD and construct a CHD risk prediction model for the
prevention and control of cardiovascular diseases. Although many CHD risk prediction models have been
reported，limitations that affect the clinical applicability of the models remain. Recently，a new strategy of
combining risk factors and susceptibility genes to construct a CHD risk assessment model has been proposed，
but its role in improving the effectiveness of assessment remains controversial. This article summarizes the
progress of research in CHD risk assessment models，analyzes the limitations of risk assessment models，and
explores the new strategies of combining new risk factors with susceptibility genes to improve the effectiveness
of CHD assessment.

［KEY WORDS］ Coronary heart disease；Risk assessment model；Risk factor；Susceptibility gene

心血管病死亡已成为城乡居民死亡的首要原

因，并向低龄和低收入群体快速蔓延，所带来的医

疗费用增长远高于国内生产总值增速，故加强政府

主导下的疾病防治已刻不容缓［1］。动脉粥样硬化

性心血管病（atherosclerotic cardiovascular disease，
ASCVD）是一种以动脉粥样硬化为基础病理机制，

主要包括冠心病（Coronary heart disease，CHD）、卒

中和周围血管病的公共卫生疾病。正确识别心血

管疾病发病相关的危险因素、进行风险评估及危

险分层对心血管病的防治有重要作用。

近年来，全基因组关联研究及大规模病例对

照研究发现了众多与 CHD 易感性相关的重要基

因，主要从影响脂质代谢、血栓形成、血管舒张及

收缩、与炎症反应相关等方面影响 CHD 的发生发
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展［2⁃3］。为提升预测模型的评估效能，有研究提出

联合危险因子与易感基因构建 CHD 风险评估模

型的新策略［4］，但其评估效能仍存在争议。本文欲

分析国内外心血管疾病风险评估模型，探讨其存

在的局限性以及危险因子联合易感基因的新策略

对模型评估效能的提升作用。

1 心血管疾病风险评估模型

1948 年美国首先启动了 Framingham 心脏研

究，经多年监测和随访识别出 CHD、中风和其他心

脑血管疾病的主要危险因素，构建了心脑血管疾

病的风险评估模型［5］，为心血管疾病的一级预防提

供了理论依据。由于 Framingham心脏研究的预测

模型存在较强的地域及人群特异性［6］，主要适用于

大部分的美国成年人，各国积极探索适合本国人

群的心血管风险评估模型，目前主要风险评估模

型如表 1所示。

2 目前CHD风险评估模型存在的问题

国内外研究已构建诸多 CHD 风险评估模型，

但这些模型的临床适用性仍存在问题，主要表现

为以下几方面。

2.1 模型中纳入的危险因素不足

国内外学者构建的诸多CHD风险评估模型中

评估模型

Framingham
冠心病风险

评分［5］

NCEP ATP Ⅲ
模型［7］

SCORE
计划［8］

QRISK评分［9］

Reynolds风险

积分系统［10］

汇总队列

方程［11］

China⁃PAR
风险预测

模型［12］

China⁃PAR
终生风险

评估模型［13］

开发

时间

1998

2001

2003

2007

2007

2013

2016

2018

研究人群

欧洲裔美国人，无 CHD男性

2 489名，女性 2 856名，年龄

30~74岁，随访 12年

欧洲裔美国人，无 CHD男性

2 489名，女性 2 856名，年龄

30~74岁，随访 12年

欧 洲 12 个 国 家 人 群 ，无

CHD 男性 88 080 名，女性

117 098名，随访 270万人/年

英国人，无 DM 和 CVD 的

128 万例患者，男性 636 753
名，女性 646 421 名，年龄

35~74岁

欧洲裔美国人，无 DM 和

CVD 男性 10 724 名，女性

24 558名，随访 10年

非西班牙裔美国黑人、白人，

男性 10 745 名，女性 13 881
名，年龄 40~79 岁，随访 >
12年

中国人，男性 10 334 名，女

性 10 986名，年龄 35~74岁，

随访 12.3年

来 自 ChinaMUCA（1992 ⁃
1994）、ChinaMUCA（1998）、

ASIA、CIMIC四个队列的 12
万中国人

纳入危险因子

年龄、性别、TC、LDL⁃C、

HDL⁃C、血压、糖尿病、

吸烟

年龄 、血压、吸烟、LDL⁃C、

HDL⁃C、家族史

年龄、性别、TC、HDL⁃C、

血压、吸烟

年龄、性别、吸烟、血压、

TC/HDL ⁃ C、BMI、家 族

史、社会经济指标、药物

治疗

年龄、血压、吸烟、家族

史、TC、HDL⁃C、hs⁃CRP

性别、年龄、种族、TC、

HDL ⁃ C、血 压 、DM、吸

烟 、降压治疗

年龄、血压、降压治疗、

TC、HDL⁃C、吸烟、DM、

腰围、地域、家族史

年龄、血压、降压治疗、

TC、HDL⁃C、吸烟、DM、

腰围、地域、家族史

事件终点

心绞痛、MI、冠

状 动 脉 功 能 不

全、冠心病死亡

MI、CHD 致 命

事件

致命心血管疾病

MI 心 肌 梗 死 、

CHD、中风和短

暂性缺血发作

MI、缺 血 性 卒

中、冠状动脉血

运 重 建 、CVD
死亡

致死性及非致死

性心血管疾病及

脑卒中

MI、CHD 死亡以

及致死性和非致

死性脑卒

非 致 死 性 MI、
CHD 死 亡 以 及

致死性和非致死

性脑卒

特点

具有里程碑意

义，应用范围广

由全球最有影

响力的血脂干

预指南提出

分地区建模，考

虑了环境因素

纳入研究人群

规模大，对评分

系统进行多版

更新

分性别构建，且

纳 入 hs ⁃ CRP、
HbA1c 作 为 危

险因子

按种族和性别

分类的预测方

法

结合考虑中国

实际情况和疾

病谱特点

针 对 20~59 岁

10 年中、低危风

险人群进行终

生风险评估

表 1 心血管疾病风险评估模型比较

Table 1 Comparison of cardiovascular disease risk assessment models

注：CHD：冠心病；TC：总胆固醇；LDL⁃C：低密度脂蛋白胆固醇；HDL⁃C：高密度脂蛋白胆固醇；MI：心肌梗死；DM：糖尿病；BMI：体质指

数；hs⁃CRP：超敏 C反应蛋白；HbA1C：糖化血红蛋白；ChinaMUCA：中国心血管病流行病多中心协作研究；InterASIA：中国心血管健康多

中心合作研究；CIMIC：中国代谢综合征社区干预研究暨中国家庭健康研究

·· 840



分子诊断与治疗杂志 2020年 7月 第 12卷 第 7期 J Mol Diagn Ther, July 2020, Vol. 12 No. 7

所纳入的危险因素不尽相同。除传统危险因子

（年龄、性别、吸烟、血压、糖尿病等），近年国内外

学者就 CHD 危险因子的研究中陆续提出了一些

新危险因子，如总胆红素（total bilirubin，TBIL）、同

型半胱氨酸（homocysteine，HCY）等。但新危险因

子以及部分传统危险因子如大多数血脂类指标并

未得到风险评估模型的普遍认可和采纳。

究其原因，除检测方法不统一和不够严谨的统计

分析外，人为干预导致该类指标无法代表疾病发生与

发展的初始状态等问题也是导致其临床作用未被认

可的原因之一，故需选择能反映ASCVD发生与发展、

且目前常规临床干预手段影响较少的指标。同时

CHD是一种复杂的多因素疾病，将多个与ASCVD相

关的危险因子进行整合后纳入心血管疾病风险评估

模型中可提高传统险评估模型的诊断效能［14］。检测

指标间相关性可能影响结果的准确性，可考虑将存在

相关性的指标组合为综合指数，如：TC/（HDL⁃C+
TBIL）比值及LDL⁃C/（HDL⁃C+TBIL）等［15］。

2.2 模型缺乏年龄分层

年龄已被众多评估模型广泛纳入，有必要依

据年龄分层构建评估模型。有研究发现，年龄与

很多指标存在较强相关性，如糖化血红蛋白［16］，统

计分析时产生的混杂因素可能影响结果准确性。

且由于 ASCVD 随年龄增长患病率本身就会升高，

研究时需保证病例组和对照组年龄匹配。此外，

ASCVD 发病已呈年轻化趋势，对早发或青年型

ASCVD研究发现，不同年龄段风险因子构成存在

差异［17］。有研究进行了ASCVD传统公认血脂类危

险因子在人群中随年龄变化的大数据分析［18］，研究

结果发现随着年龄增长，经典血脂指标在男女性水

平间关系以及与疾病相关性方面发生改变。

2.3 缺乏个体化的CHD风险评估模型

国际上推出的风险评估模型存在较强的地域

及人群特异性［6］。我国现已有顾东风团队开发了

China⁃PAR 十年风险及终生风险评估模型。而我

国属于统一的多民族国家，不同民族间可能由于

遗传背景、饮食及生活习惯等因素导致风险评估

模型存在民族差异性。

近年来提出“精准医疗”旨在为人们提供更精

准、高效、安全的预防、诊断及治疗措施，针对基因

多态性与 CHD 发生发展之间的关系是当今国内

外学者的一个研究热点。有研究发现，基因易感

性与风险评估数学模型间存在一定关联性，将基

因易感性因素与传统危险因子进行有机结合，可

能会完善和提高对CHD风险评估的效能［4］。

3 新危险因子联合易感基因构建 CHD风

险模型新策略

3.1 CHD危险因子分类

与ASCVD发生、发展相关的危险因子主要可

分为以下四大类：①经典不可改变危险因子：年

龄、性别、家族史、种族差异等。②经典可改变危

险因子：血压、血脂异常、糖尿病、肥胖等。③行为

危险因子：吸烟、多食少运动等。④新危险因子：

血栓形成相关危险因子［19］，如：D⁃二聚体；炎症相

关危险因子［20］，如：超敏 C 反应蛋白；促血管平滑

肌增生指标［14］，如：HCY；氧化应激类危险因子［21］，

如 TBIL、γ⁃GT；基因易感性指标［22⁃24］等。

3.2 CHD发病相关易感基因

现已有研究发现与CHD发生发展相关的基因

或基因位点，通过单核苷酸多态性（single nucleo⁃
tide polymorphism，SNP）检测，可进行个体基因风

险评分，进而预测 CHD风险［24］。但目前有关 CHD
发病相关易感基因的研究结果间仍存在争议，可

能有以下原因导致结果间存在差异：①种族差

异。由于种族间人群所携带的遗传基因存在差

异，已有相关文献提出特定基因位点多态性与

CHD发病之间的相关性存在种族差异［25］。②表型

差异。在众多 CHD 相关易感基因中，不同的基因

突变可能影响所诱发 CHD 的临床表型，如性别间

差异、发病年龄、疾病严重程度及发展特征等。因

此在 CHD 相关易感基因研究中可将研究对象依

据表型分组进行分析。③局限于单个 SNP 分析。

由于单个基因效应微弱且遗传研究中存在基因调

控的现象，孤立地研究单个基因及其表达往往无

法确切地反应疾病发生发展相关的内在机制，因

此有必要对多个基因的 SNPs同时进行分析。

3.3 危险因子联合易感基因构建CHD风险模型

从遗传学理论上推测某些易感基因与临床生

理、生化指标间可能存在一定关联性，两者在疾病

发生与发展中可能存在协同或抑制机制。已有研

究将构建的 CHD 发病风险评估模型［18］与两个新

发现的基因易感性因子［22⁃23］进行了联合分析，结果

发现易感基因型别与数学模型间确实存在一定关

联性［4］，传统危险因子与易感基因联合可能会促进

风险模型评估效能的进一步提升。
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目前大规模的基因筛查确定了众多与复杂疾

病风险相关的基因位点，而单个基因效应微弱且

基因间存在调控现象，应当考虑多个 DNA变异对

发病风险的累积影响。近年有研究计算多基因风

险评分（Polygenic risk score，PRS）用于评估个体

发病风险［24］，Mars等［26］评估了 PRS对 CHD的临床

风险评估附加价值，研究结果显示 PRS 能提高净

重新分类改善指数。然而 JAMA近期发表的两项

研究［24，27］提出，传统危险因素仍然是预测 CHD 发

病风险的有力工具，将 PRS 添加到传统风险评估

模型中并未明显提高一般中年白种人群的风险评

估效能。由于以上研究均是在白种人群中进行，

种族差异性可能导致结果间存在差异，还需在中

国人群中进一步验证。

尽管目前各国学者均积极进行全基因组关联

研究以明确 CHD 相关易感基因，但相比单独传统

风险评估模型，危险因子联合易感基因构建 CHD
风险模型的评估效能仍存在争议，未来还需大样

本病例对照研究及前瞻性研究的进一步探索。

4 小结与展望

CHD风险评估是心血管疾病一级预防的重要

内容，国际上已构建诸多 CHD 风险评估模型，然

而目前国内外所构建模型的临床适用性仍存在问

题。通过大量病例对照研究及前瞻性研究，现已

提出众多 CHD 发病相关危险因素。随着全基因

组关联研究的发展及应用，为开发更准确的风险

评估策略提供了新的方向，有学者提出联合危险

因子与易感基因构建 CHD 风险评估模型的新策

略，但其相比传统风险评估模型的效能提升仍存

在争议。未来还需针对特定人种或区域人群进行

大样本病例对照及前瞻性研究，就进一步探索危

险因子联合易感基因的新模型构建策略是否优于

传统风险评估模型开展更深入研究。
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新型冠状病毒数字PCR检测方法建立
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［摘 要］ 目的 研究和建立一种数字 PCR检测方法，用于检测新型冠状病毒（SARS⁃CoV⁃2）的核

酸 RNA。方法 建立使用一步法逆转录聚合酶链扩增法（RT⁃PCR）的数字 PCR检测方法。然后使用假

病毒质粒参考品对检测方法的准确性、灵敏度进行评价；使用其他病毒和健康人核酸 RNA样本，进行特

异性评价；临床新型冠状病毒肺炎患者的核酸 RNA进行临床适用性评价，同时与荧光定量 PCR方法进

行比较。结果 建立了新型冠状病毒的数字 PCR检测方法，假病毒质粒参考品均能准确检出，灵敏度为

50 copies/mL；其他病毒和健康人核酸RNA样本均为阴性；临床新型冠状病毒肺炎患者的核酸RNA均能

准确检出。经过比较，数字 PCR 检测方法检测灵敏度为 50 copies/mL，荧光定量 PCR 法的灵敏度为 100
copies/mL。结论 本研究建立的新型冠状病毒数字 PCR 检测方法具有较高准确性、灵敏度、特异性和

临床适用性，能够改善临床新型冠状病毒核酸检测的假阴性问题。

［关键词］ 新型冠状病毒；严重急性呼吸综合征；数字 PCR

Development of a digital PCR for the detection of SARS⁃CoV⁃2
LI Tong1，JING Fuxiang2，LI Hongzhi1，XIN Xiaoxing1，，ZHAO Jinyin1，CHENG Di1, QU Shoufang3★，LIU Qi★

（1. DALIAN JINGTAI Biotechnology Co，Ltd. Dalian，Liaoning，China，116635；2. Department of Patholo⁃
gy，Jinxiang Hospital Affiliated to Shandong Jining Medical College，Jining，Shandong，China，272200；3.
National Institutes for Food and Drug Control，Beijing，China，100050）

［ABSTRACT］ Objective To develop a digital PCR method for the detection of nucleic acid RNA of
a novel coronavirus（SARS⁃CoV⁃2）. Methods A digital PCR detection method using one⁃step reverse tran⁃
scription polymerase chain amplification（RT⁃PCR）was developed. Pseudoviral plasmid reference materials
were applied to evaluate the accuracy and sensitivity of the method. The specificity was also analyzed using oth⁃
er viral and healthy human nucleic acid RNA samples. The clinical application was evaluated using COVID⁃19
patient nucleic acid RNA samples and compared with the fluorescence quantitative PCR method. Results
The pseudoviral plasmid reference materials can be accurately detected with a sensitivity of 50 copies/mL. All
nucleic acid RNA samples from COVID⁃19 patients are positive，and negative from other viruses and healthy
people as controls. The sensitivity of the digital PCR detection method is 50 copies/mL，much higher than that
of compared with the fluorescent quantitative PCR method（100 copies/mL）. Conclusion The digital PCR
method for the detection of SARS⁃CoV⁃2 has high accuracy，sensitivity，specificity and clinical applicability，
and can improve the problem of false negatives in clinical detection of novel coronavirus nucleic acids.

［KEY WORDS］ SARS⁃CoV⁃2；COVID⁃19；Digital PCR
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2019 年 12 月我国出现一种不明原因的肺炎

疫情，2020年 1月对肺炎患者样本进行测序，发现

该肺炎病原体为一种先前未知的新型冠状病毒⁃严
重急性呼吸综合征冠状病毒 2（severe acute respira⁃
tory syndrome coronavirus 2，SARS⁃CoV⁃2，又称新

型冠状病毒）［1⁃2］。SARS⁃CoV⁃2是现在已知的第 7
种可以感染人的冠状病毒。PENG ZHOU 和 J⁃F
CHAN 等［3⁃4］通过全基因组测序发现 SARS⁃CoV⁃2
全基因组水平有 79.5%以上与 SRAS⁃CoV 几乎相

同，与蝙蝠冠状病毒的同源性达 96.0%，且证实与

SARS⁃CoV 相同是通过与细胞表面血管紧张素转

换酶 2（angiotensin converting enzyme 2，ACE2）受

体结合方式进入宿主细胞［5］。新型冠状病毒有极强

传染性和传播力，临床表现为发热、乏力等全身症

状，伴有干咳和呼吸困难等，可迅速发展为重症肺

炎、呼吸衰竭、急性呼吸窘迫综合征等。冠状病毒

主要通过直接接触分泌物或经气溶胶、飞沫传

播［6］。目前主要采用荧光定量 PCR技术进行检测，

优点是快速且检测结果比较准确［7］。但是目前受到

检测样品类型限制，荧光定量 PCR对咽拭子样品核

酸检测存在一定比例的假阴性，因此在实际检测中

对于病原检测的灵敏度和特异性具有更高要求。

数字 PCR（Digital PCR，dPCR）技术是一种新

的核酸检测和定量方法，与传统定量 PCR（Quanti⁃
tative Real⁃time PCR，qPCR）技术不同，数字 PCR
采用绝对定量的方式，不依赖于标准曲线和参照

样本，直接检测目标序列的拷贝数［8⁃9］。由于这种

检测方式具有比传统 qPCR更加出色的灵敏度、特

异性和精确性，数字 PCR迅速得到广泛的应用，在

极微量核酸样本检测、复杂背景下稀有突变检测

和表达量微小差异鉴定方面表现出的优势已被普

遍认可。而且其在基因表达研究、microRNA 研

究、基因组拷贝数鉴定、癌症标志物稀有突变检

测、致病微生物鉴定、转基因成分鉴定、高通量测

序文库精确定量和结果验证等诸多方面也具有的

广阔应用前景，已经受到越来越多的关注［10⁃12］。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 样本

样本 RNA来自 3例临床诊断为新型冠状病毒

肺炎患者核酸 RNA提取样本。人基因组 RNA，来

自于 100 个正常人的基因组 RNA 等体积混合而

成，由大连晶泰生物技术有限公司提供。新型冠状

假病毒质粒合成于生工生物工程（上海）股份有限

公司，该假病毒质粒含有完整的Orf1ab基因序列。

1.1.2 试剂与仪器

QIAamp Viral RNA Mini Kit 购自德国 QIA⁃
GEN公司；HiScript III Reverse Transcriptase逆转录

酶购自南京诺唯赞生物科技有限公司；QS 3D Dig⁃
italL PCR V2 MMX 1.5ML Kit 和 QS 3D DQPCR
V2 20K CHIP 购自美国赛默飞公司。新型冠状病

毒 2019⁃nCOV核酸检测试剂盒（荧光 PCR法）购自

华大生物科技（武汉）有限公司。

数字 PCR仪使用 Thermo Fisher 公司的 Quant⁃
StudioTM 3D数字 PCR系统。荧光定量 PCR仪使用

上海宏石公司的 SLAN⁃96P荧光定量 PCR仪。

1.2 方法

1.2.1 引物和探针的设计与合成

根据已公布新型冠状病毒（SARS⁃CoV⁃2）的

基因组序列，利用 DNAStar 和 Primer5.0 软件设计

扩增特异性引物及探针，新型冠状病毒 Orf1ab基

因上游引物：1AB⁃F：5′ ⁃CAAGGTAAACCTTTG⁃
GAATTTG⁃3′；新型冠状病毒 Orf1ab 基因下游引

物：1AB⁃R：5′⁃TTGTCCTCACTGCCGT⁃3′；新型冠

状病毒 Orf1ab 基因探针：1AB⁃P：5′⁃FAM⁃TGC⁃
CACTTCTGCTGCTCTTCAACC⁃BHQ1⁃3′。

根据 GenBank 中登陆的人基因组 ACTB 基因

序列，利用DNAStar和 Primer5.0软件设计扩增特异

性引物及探针，内参基因ACTB上游引物：ACTB⁃F：
5′⁃GTCTTCCCCTCCATCGTG⁃3′；内参基因 ACTB
下游引物：ACTB⁃R：5′ ⁃GTACTTCAGGGTGAG⁃
GATGC⁃3′；内参基因 ACTB探针：ACTB⁃P：5′⁃VIC⁃
AATCCTTCTGACCCATGCCCACC⁃BHQ2⁃3′。引

物及探针由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。

1.2.2 数字 PCR反应体系和条件

PCR 反应为一步法逆转录聚合酶链扩增法

（Reverse Transcription⁃Polymerase Chain Reaction，
RT⁃PCR）。新型冠状病毒 Orf1ab 基因上游引物、

下游引物、新型冠状病毒 Orf1ab探针、ACTB 内参

基因的上游引物、下游引物、ACTB 内参基因探针

按照其在数字 PCR体系中的浓度分别为 450、450、
450、450、450、225 nM 的最适比例进行混合，配置

成 20X 的引物探针混合液。PCR 反应体系为：

QuantStudioTM 3D Digital PCR Master Mix v2（2×）
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7.3 μL；新型冠状病毒引物探针混合液（20×）0.7
μL；HiScript III Reverse Transcriptase（200 U/μL）
2 μL；RNA模板 4.5 μL。将以上配置好的体系加入

到 数 字 PCR 芯 片 中（QμantStμdioTM 3D Digital
Chip v2），并用矿物油覆盖芯片，密封好并确保无泄

漏。再把芯片放到 PCR仪器（例如，ProFlex™ PCR
System）中，进行 PCR反应，PCR反应条件：50℃，50
min；96℃，10 min；57℃，2 min，98℃，30 sec，39个循

环；57℃，2 min；10℃保存。使用分析软件：QuantStu⁃
dio™ 3D AnalysisSuite™ Software对数字PCR反应结

果进行分析。

1.2.3 荧光定量 PCR反应体系和条件

荧光定量 PCR 检测使用新型冠状病毒 2019⁃
nCOV 核酸检测试剂盒（荧光 PCR 法），反应体系

及条件按照说明书要求设置。

1.2.4 准确性和灵敏度试验

新型冠状假病毒质粒合成于上海生工生物，该

假病毒质粒含有完整的Orf1ab基因序列。将人基

因组RNA、假病毒质粒按照一定比例进行混合分别

形成假病毒含量为 1×105、1×104、1×103、100、50、25
copies/mL的参考品。将上述的假病毒参考品作为

模板进行实验，评价该方法的准确性和灵敏度。根

据检测拷贝数和理论拷贝数做标准曲线和线性回

归系数R2值。

1.2.5 特异性试验

参照核酸提取试剂盒说明书方法提取猪流行

性腹泻病毒 PEDV、猪传染性胃肠炎病毒 TGEV、风

疹病毒 RV、甲型流感病毒H1N1的核酸，利用建立

的数字 PCR检测方法进行扩增，同时提取的健康人

样本的核酸做为阴性对照，评价该方法的特异性。

1.2.6 精密度试验

选取 50、500 copies/mL 浓度水平的参考品分

批次重复检测 10次，得到重复检测结果，统计浓度

对数值的变异系数（CV，%）。

1.2.7 数字 PCR 检测方法与荧光定量 PCR 检测

方法对比试验

采集确诊的 3 例临床新型冠状病毒肺炎患者

RNA 样本，同时利用建立的数字 PCR 检测方法与

新型冠状病毒 2019⁃nCOV 核酸检测试剂盒（荧光

PCR法）进行检测，分别得到荧光定量 PCR结果和

数字 PCR病原体拷贝数结果。

将人基因组 RNA、假病毒质粒按照一定比例

进行混合分别形成假病毒含量为 500、300、150、

100、75 和 50 copies/mL 假病毒参考品。将参考品

利用新型冠状病毒 2019⁃nCOV核酸检测试剂盒（荧

光 PCR法）进行荧光定量 PCR检测，其中 100、75和

50 copies/mL 参考品重复检测 25 次。确定新型冠

状病毒 2019⁃nCOV核酸检测试剂盒（荧光 PCR法）

检测灵敏度，将其结果与数字 PCR检测方法比较。

2 结果

2.1 准确性和灵敏度

不同含量假病毒参考品进行数字 PCR 检测，

根据数字 PCR检测病毒含量与理论病毒含量进行

拟合，其线性回归系数R2为 0.998 8，表明在该条件

下，新型冠状假病毒的理论值病毒含量和实际检

测病毒含量呈现出很好的线性关系，显示建立的

数字 PCR检测方法具有很好的准确性。见表 1。

25 次重复实验的结果为 50 copies/mL 的假病

毒参考品 23 次均能准确检出，而 25 copies/mL 的

假病毒参考品只有 3 次能准确检出。结果表明新

型冠状假病毒数字 PCR 检测方法的灵敏度为 50
copies/mL，见图 1。

样本名称（copies/mL）

假病毒含量参考品⁃1×105

假病毒含量参考品⁃1×104

假病毒含量参考品⁃1×103

假病毒含量参考品⁃100
假病毒含量参考品⁃50

新型冠状假病毒含量
检测结果（copies/mL）

1.31×105

0.8652×104

1.281×103

170.71
70.18

表 1 假病毒参考品准确性的数字 PCR检测结果

Table 1 Results of accuracy for pseudoviral reference by
digital PCR

注：新型冠状病毒Orf1ab基因扩增显示 FAM信号（蓝色），人基因

组内参 ACTB基因扩增显示 VIC 信号（红色），两个基因都有扩增

显示为绿色，黄色表示孔中无扩增。

图 1 50 copies/mL假病毒参考品数字 PCR检测结果

Figure 1 Result of 50 copies/mL pseudoviral reference by
digital PCR
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2.2 特异性

经序列同源性比对，所选用的引物和探针与

其他的人冠状病毒、流感病毒等呼吸道病毒无同

源性。对病原体 PEDV、TGEV、RV、H1N1 的核酸

与健康人群核酸样本进行特异性评价，结果均为

阴性，显示较好的特异性，见图 2。

2.3 精密度

选取浓度为 50、500 copies/mL 水平的参考

品分批次重复检测 10 次，根据检测结果统计出

浓 度 对 数 值 的 变 异 系 数（CV，%）为 5.97% 和

1.99%，建立的数字 PCR 方法有良好的精密度。

2.4 两种检测方法对比

采集 3例临床新型冠状病毒肺炎患者 RNA样

本，利用数字 PCR检测方法进行检测，结果均为阳

性。与国家药品监督管理局已经批准上市的新型

冠状病毒 2019⁃nCOV 核酸检测试剂盒（荧光 PCR
法）的检测结果进行平行比较，见表 2。

检测结果显示 2019⁃nCOV 核酸检测试剂盒

（荧光 PCR 法）只能检测到 100 copies/mL 以上病

毒含量的样本，与试剂盒说明说中标注的检测灵

敏度一致，见图 3。而数字 PCR灵敏度和准确性实

验结果显示数字 PCR 检测方法的灵敏度可达到

50 copies/mL，高于荧光定量 PCR 方法的灵敏度

（100 copies/mL）。

3 讨论

新型冠状病毒 SARS⁃CoV⁃2传染性强，临床症

状不典型，给临床诊断和疫情防控带来很大困难，

快速又精确的诊断对新冠肺炎的防控至关重要。

病原学是诊断新型冠状病毒感染的金标准，但由

于其存在窗口期、灵敏度低、程序复杂等缺陷，难

以在此次疫情中得到广泛应用，而病毒的核酸检

测也是确诊 COVID⁃9 的金标准，其灵敏度更高。

定量检测可以动态检测病毒感染的程度从而观察

疗效，因此核酸检测在 COVID⁃9 的诊断及疫情的

防控中担任不可或缺的角色。而数字 PCR技术具

有更高的检测灵敏度和准确度，能够更好的满足

临床诊断需求。

本研究建立了一种数字 PCR 检测方法，使

逆转录和 PCR 扩增过程一步完成，减少了开盖

污染的风险。选取新型冠状病毒 SARS⁃CoV2 的

高保守区域 Orf1ab 基因进行引物与探针设计保

证了特异性和准确性，通过实验结果可以看出

本研究建立的数字 PCR 检测方法具有很好的灵

敏度、准确性、特异性及临床适用性，可以用于

临床新型冠状病毒的快速检测，为新型冠状病

毒感染的诊断及流行病学调查提供了有效的

工具。

利用 3例临床新型冠状病毒肺炎患者 RNA样

本进行检测，均能准确检出，表明建立的数字 PCR
检测方法具有较好的临床适用性。与国家药品监

督管理局已经批准上市的新型冠状病毒 2019⁃
nCOV 核酸检测试剂盒（荧光 PCR 法）检测结果进

行平行比较，结果显示建立的数字 PCR 检测方法

具有更高的灵敏度，可以改善现阶段荧光定量

PCR法检测试剂盒的假阴性问题。

图 2 健康人群核酸样本数字 PCR检测结果

Figure 2 Result of nucleic acid samples from healthy people
by digital PCR

样本编号

样本RNA⁃1
样本RNA⁃2
样本RNA⁃3

荧光定量
PCR检测
(Ct值)

27.25
27.31
27.11

荧光定量
PCR检测

结果

阳性

阳性

阳性

数字 PCR
定量结果

（copies/mL）

1.37×104

1.21×104

1.52×104

数字 PCR
检测结果

阳性

阳性

阳性

表 2 两种方法检测结果比较

Table 2 Comparison results of 2 detection methods

图 3 样本RNA⁃1稀释样本荧光定量 PCR检测结果

Figure 3 Fluorescence quantitative PCR test results of
RNA⁃1 diluted samples

·· 846



分子诊断与治疗杂志 2020年 7月 第 12卷 第 7期 J Mol Diagn Ther, July 2020, Vol. 12 No. 7

参考文献
［1］ Zhu N，Zhang D，Wang W，et al. A Novel Coronavirus

from Patients with Pneumonia in China，2019［J］. N Engl J

Med，2020，382（8）：727⁃733.

［2］ Corman VM，Landt O，Kaiser M，et al. Detection of 2019

novel coronavirus（2019 ⁃nCoV）by real ⁃ time RT⁃PCR［J］.

Eur Surveill，2020，25（3）.

［3］ Zhou P，Yang XL，Wang XG，et al. A pneumonia outbreak

associated with a new coronavirus of probable bat origin［J］.

Nature，2020，579（7798）：270⁃273.

［4］ Chan JF，Kok KH，Zhu Z，et al. Genomic characterization

of the 2019 novel human ⁃ pathogenic coronavirus isolated

from a patient with atypical pneumonia after visiting Wuhan

［J］. Emerg Microbes Infect，2020，9（1）：221⁃236.

［5］ Lu R，Zhao X，Li J，et al. Genomic characterisation and epi⁃

demiology of 2019 novel coronavirus：implications for virus

origins and receptor binding［J］. Lancet，2020，395（10224）：

565⁃574.

［6］ 国家卫生健康委员会，国家中医药管理局 . 新型冠状病毒

感染的肺炎诊疗方案（试行第七版）［S］. 2020.

［7］ Mackay IM，Arden KE，Nitsche A. Real⁃time PCR in virolo⁃

gy［J］. Nucleic Acids Res，2002，30（6）：1292⁃1305.

［8］ Vynck M，Trypsteen W，Thas O，et al. The Future of Digi⁃

tal Polymerase Chain Reaction in Virology［J］. Mol Diagn

Ther，2016，20（5）：437⁃447.

［9］ Huggett JF，Cowen S，Foy CA. Considerations for digital

PCR as an accurate molecular diagnostic tool［J］. Clin Chem，

2015，61（1）：79⁃88.

［10］ WATANABE M，KAWAGUCHI T，ISA S，et al. Ultrasen⁃

sitive detection of the pretreatment EGFR T790M mutation in

non⁃small cell lung cancer patients with an EGFR⁃activating

mutation using droplet digital PCR［J］. Clin Cancer Res，

2015，21（15）：3552⁃3560.

［11］ PERSAUD D，GAY H，ZIEMNIAK C，et al. Absence of de⁃

tectable HIV⁃1 viremia after treatment cessation in an infant

［J］. N Engl J Med，2013，369（19）：1828⁃1835.

［12］ BECK J，BIERAU S，BALZER S，et al. Digital droplet

PCR for rapid quantification of donor DNA in the circulation

of transplant recipients as a potential universal biomarker of

graft injury［J］. Clin Chem，2013，59（12）：1732⁃1741.

（上接第 842页）

［18］ Feng L，Nian SY，Tong ZW，et al. Age⁃related trends in lip⁃

id levels：a large ⁃ scale cross ⁃ sectional study of the general

Chinese population［J］. BMJ Open，2020，10（3）：e034226.

［19］ Gregson J，Kaptoge S，Bolton T，et al. Cardiovascular Risk

Factors Associated With Venous Thromboembolism［J］. JA⁃

MA Cardiology，2019，4（2）：163⁃173.

［20］ Liberale L，Montecucco F，Tardif JC，et al. Inflamm ⁃ age⁃

ing：the role of inflammation in age⁃dependent cardiovascular

disease［J］. Eur Heart J，2020，41（1）：748⁃758.

［21］ 张鑫，唐其柱，马振国，等 . 血清胆红素水平与冠心病严

重程度的关系［J］. 中国循环杂志，2018，33（2）：138⁃142.

［22］ Feng L，Nian SY，Hao YL，et al. A Single Nucleotide Poly⁃

morphism in the Stromal Cell⁃Derived Factor 1 Gene Is Asso⁃

ciated with Coronary Heart Disease in Chinese Patients［J］.

Int J Mol Sci，2014，15（6）：11054⁃11063.

［23］ Feng L，Nian SY，Zhang JH. The GG genotype of telomer⁃

ase reverse transcriptase at genetic locus rs2736100 is associat⁃

ed with human atherosclerosis risk in the Han Chinese popula⁃

tion［J］. PLoS One，2014，9（1）：e85719.

［24］ Mosley JD，Gupta DK，Tan J，et al. Predictive Accuracy of

a Polygenic Risk Score Compared With a Clinical Risk Score

for Incident Coronary Heart Disease［J］. JAMA，2020，323

（7）：627⁃635.

［25］ Fan Q，Zhu Y，Zhao F. Association of rs2230806 in ABCA1

with coronary artery disease：An updated meta⁃analysis based

on 43 research studies［J］. Medicine（Baltimore），2020，99

（4）：e18662.

［26］ Mars N，Koskela JT，Ripatti P，et al. Polygenic and clinical

risk scores and their impact on age at onset and prediction of

cardiometabolic diseases and common cancers［J］. Nat Med，

2020，26（4）：549⁃557.

［27］ Elliott J，Bodinier B，Bond TA，et al. Predictive Accuracy

of a Polygenic Risk Score ⁃ Enhanced Prediction Model vs a

Clinical Risk Score for Coronary Artery Disease［J］. JAMA，

2020，323（7）：636⁃645.

·· 847



分子诊断与治疗杂志 2020年 7月 第 12卷 第 7期 J Mol Diagn Ther, July 2020, Vol. 12 No. 7

•COVID⁃19专栏•

基金项目：海南省自然科学基金青年基金项目（818QN326）；三亚市医疗卫生科技创新项目（2019YW20）
作者单位：海南省三亚市人民医院中心实验室，海南，三亚 572000
★通信作者：朱雄，E⁃mail：zhuxiong6@163.com

新型冠状病毒实时荧光RT⁃PCR检测的性能验证

何吕芬 李沙 利振坤 李欢 王立程 符晓莹 黎元莉 陈海 陈少金 朱雄★

［摘 要］ 目的 对实时荧光聚合酶链反应（RT⁃PCR）方法检测新型冠状病毒（SARS⁃CoV⁃2）核酸

进行方法学评价。方法 依据 ISO15189 和 CNAS⁃GL039 性能评价文件及厂家声明，对本法精密度、准

确度、检测下限、特异性和抗干扰能力进行验证。结果 RT⁃PCR 试剂检测 SARS⁃CoV⁃2 核酸结果的精

密度均小于允许变异度，准确性和重复性的符合率均为 100%，检测下限为 1.0×103 copies/mL，内源性抗

干扰能力 CV<5％，与感染部位相同或感染症状相似的其他病原体等无交叉反应。结论 RT⁃PCR检测

方法灵敏度高，重复性好，抗干扰力强，检测下限和特异性均符合要求，可用于临床检测。

［关键词］ 新型冠状病毒；性能验证；实时荧光聚合酶链反应

Performance verification of a real⁃time fluorescent RT⁃PCR for the detection
of SARS⁃CoV⁃2
HE Lvfen，LI Sha，LI Zhenkun，LI Huan，WANG Licheng，FU Xiaoying，LI Yuanli，CHEN Hai，CHEN
Shaojin，ZHU Xiong★

（Department of Central Laboratory，People􀆳s Hospital of Sanya，Sanya，Hainan，China，572000）

［ABSTRACT］ Objective To evaluate the performance of a real⁃time fluorescent polymerase chain re⁃
action（RT⁃PCR）method for the detection of SARS⁃CoV⁃2 nucleic acid. Methods To verify the precision，ac⁃
curacy，lower detection limit，specificity and anti⁃interference ability of this method，according to ISO 15189
and CNAS⁃GL039 evaluation documents and manufacturer 􀆳s declaration. Results Precision of RT⁃PCR re⁃
agent of SARS⁃CoV⁃2 nucleic acid detection was less than the allowable variability，the accuracy and repeatabil⁃
ity coincidence rates were 100%，the lower detection limit was 1.0×103 copies/mL，the endogenous anti⁃interfer⁃
ence ability CV was <5%，there was no cross reaction with other pathogens of the same infection site or similar
infection symptoms. Conclusions The RT ⁃PCR detection method has high sensitivity，good repeatability，
strong anti⁃interference ability，the lower detection limit and specificity meet the requirements. Therefore，it can
be used for clinical detection.

［KEY WORDS］ SARS⁃CoV⁃2；Performance verification；Real⁃time fluorescent polymerase chain re⁃
action

2019 年 12 月以来，湖北省武汉市陆续发现多

起新型冠状病毒［后来更新为严重急性呼吸综合

征 冠 状 病 毒 2（severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2，SARS⁃CoV⁃2）］感染后引起新型冠状

病毒肺炎（coronavirus disease2019，COVID⁃19）的

病例，随后疫情迅速蔓延至全国各省市。SARS⁃

CoV⁃2 属于 β 属冠状病毒，有包膜，颗粒呈圆形或

椭圆形，常为多形性，直径 60~140 nm。其基因特

征与严重急性呼吸系统综合征冠状病毒（Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus，SARS ⁃
CoV）和中东呼吸综合征冠状病毒（Middle East Re⁃
spiratory Syndrome Coronavirus，MERS⁃CoV）有明
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显区别。目前研究显示 SARS⁃CoV⁃2与蝙蝠 SARS
样冠状病毒（bat⁃SL⁃COVZC45）同源性达 85%以

上［1］。该病作为急性呼吸道传染病已纳入《中华人

民共和国传染病防治法》规定的乙类传染病，按甲

类管理。随着对疾病认识的不断深入，我国先后

发布了《新型冠状病毒感染的肺炎诊疗方案》及

《新型冠状病毒感染的肺炎防控方案》等规范性文

件，并已进行了多次更新［2⁃3］。

病原学检测是诊断 COVID⁃19 的金标准。由

于病毒测序技术对人员、设备要求较高［4］，因此采

用RT⁃PCR技术检测核酸是目前确诊 SARS⁃CoV⁃2
最为广泛的方法。ISO15189是国际医学界普遍承

认并遵照执行的关于医学实验室质量和能力方面

要求的国际标准。2019 年 2 月 15 日最新发布的

CNAS⁃GL039［5］文件由中国合格评定国家认可委

员会制定，是对 CNAS⁃CL02：2012《医学实验室质

量管理和能力认可准则在分子诊断领域的应用说

明》中有关分子诊断相关检验程序进行性能验证

实验所做的具体解释和指导。

1 材料与方法

1.1 临床样本

选取 2020 年 1 月 25 日至 2020 年 2 月 24 日在

三亚市人民医院检测的 SARS⁃CoV⁃2核酸阳性和

阴性样本所有患者均已鉴知情同意书及通过医院

伦理委员会。

1.2 试剂与仪器

核酸提取或纯化试剂盒（批号：2019004）、

2019 新型冠状病毒（ORF1ab/N）核酸检测试剂盒

（批号：20200123）、DA3200核酸提取仪，均购自中

山大学达安基因股份有限公司；ABI 7500 型 PCR
仪购自美国 Thermo Fisher Scientific。
1.3 检测方法

按试剂盒说明书操作，扩增反应条件为：50℃
15 min；95℃ 15 min；94℃ 15 s；55℃ 45 s；共 45 个

循环，在 55℃采集荧光信号。

1.4 判断标准

根据试剂盒要求，结果判断标准如下：①如果

检测样本在 ORF1ab 和 N 基因通道无扩增曲线或

Ct 值>38，判为 SARS⁃CoV⁃2 阴性；②如果检测样

品在ORF1ab和 N 基因通道Ct值≤38，且有明显的

扩增曲线，判为 SARS⁃CoV⁃2 阳性；③如果检测样

品在ORF1ab或者 N 基因通道Ct值≤38，另一通道

无扩增曲线，建议复检，复检结果与原结果一致，

判为 SARS⁃CoV⁃2阳性。

1.5 性能验证方法及指标

1.5.1 精密度评估

选取 4例咽拭子，其中 SARS⁃CoV⁃2核酸阳性

3 例（S1、S2、S3），阴性 1 例（S4）。批内精密度试

验，在同一批试验中重复检测 20次；批间精密度试

验，重复测定 5 次，连续测定 4 d，共计测定 20 次。

要求变异系数（CV）≤5%，阴阳性符合率均>95%，

则精密度符合要求。

1.5.2 准确度评估

选取经海南省 COVID⁃19 诊断专家组确诊为

COVID⁃19 患者的咽拭子 10 例和三亚市疾控中心

已确认的 5例咽拭子（SARS⁃CoV⁃2阳性 3例、阴性

2例）进行检测，分析结果的一致程度，阴阳性符合

率>95%，则准确度符合要求。

1.5.3 最低检测下限评估

将 1例 SARS⁃CoV⁃2核酸浓度为 2.33×106 cop⁃
ies/mL 的咽拭子样本分别稀释为 1×106、1×105、1×
104、1×103、1×102 copies/mL，核酸提取后，进行双重

实时荧光 RT⁃PCR反应体系的灵敏度测试，初步测

试该方法的灵敏度范围，再进一步各进行 10 个重

复测试确定最低检测下限，计算各浓度检出率，

100%检出率的最小值为检测下限。

1.5.4 特异性评估

将冠状病毒（OC43、NL63、229E、HKU1）、甲型

流感病毒、乙型流感病毒、肺炎链球菌、结核分枝

杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌、人巨细胞病

毒、MERS 冠状病毒样颗粒、SARS 冠状病毒样颗

粒分别加入到 SARS⁃CoV⁃2阴性的咽拭子样本中，

同时各以 1例阴性和阳性样本为阴阳性对照，各重

复检测 3次。可接受性能标准：不应出现阳性扩增

曲线或Ct值。

1.5.5 内源性干扰评估

选取 1 例 SARS⁃CoV⁃2 核酸阳性的咽拭子样

本分成 4份，各 200 μL，每份样本加入正常人红细

胞 0、6、10、12 μL，红细胞浓度分别是 0%、3%、

5%、6%，提取核酸后进行复孔扩增，重复 5 次，要

求变异度（CV）≤5%，并评判符合性。

1.6 统计学方法

采用 Excel 和 SPSS 19.0 统计软件进行数据

分析，计算计量资料的均数、方差、标准差和

CV 值。
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2 结果

2.1 精密度验证

批内精密度试验中，SARS⁃CoV⁃2 样本阳性 3
例（S1、S2、S3），重复测定 20次，ORF1ab基因通道

的 Ct 值的平均值分别是 23.19、30.06、33.87，其变

异系数 CV 分别是 1.21%、1.52%、1.49%；N 基因通

道的 Ct 值的平均值分别是 23.19、29.07、33.11，其
变异系数 CV 分别是 1.34%、1.54%、1.46%。批间

精密度试验中，SARS⁃CoV⁃2 样本阳性 3 例（S1、
S2、S3），重复测定 5 次，连续测定 4 d，ORF1ab 基

因通道的 Ct 值的平均值分别是 23.30、30.01、
33.98，其 变 异 系 数 CV 分 别 是 2.05% 、1.97% 、

2.05%；N基因通道的 Ct值的平均值分别是 23.16、
28.96、33.07，其变异系数 CV分别是 2.09%、1.92%、

1.91%。精密度试验的阴性、阳性符合率均为

100%，所有通道的 Ct值的变异系数 CV<5％，精密

度符合性能验证标准。

2.2 准确性验证

15例样本进行检测结果显示：13例为SARS⁃CoV
⁃2阳性，ORF1ab基因通道的Ct值为 22.40~35.62，N
基因通道的Ct值为 21.31~37.25，Ct值均<38，且有明

显的扩增曲线；2例阴性，在ORF1ab和 N 基因通道

均无扩增曲线。与海南省COVID⁃19诊断专家组和

三亚市疾控中心的结果一致，阳性和阴性样本符合

率均为100%，其准确性符合性能验证标准。

2.3 最低检测下限

浓度为 10倍差梯度（1×106～1×103 copies/mL）
的 SARS⁃CoV⁃2 样本，ORF1ab和 N基因检测通道

均有明显扩增曲线，且 Ct 值均<38；1×102 copies/
mL SARS⁃CoV⁃2 样本，双基因通道虽然存在荧光

信号和扩增曲线，但 ORF1ab 和 N 基因 Ct 值分别

是：38.23、40.75，见图 1。因此，采用浓度为 1×103、

5×102、2×102 copies/mL 的 SARS⁃CoV⁃2 样本，各重

复测试 10 次。1×103 copies/mL SARS⁃CoV⁃2 样本

双基因通道的 Ct值均<38，检出率均为 100%，见图

2；5×102 copies/mL SARS⁃CoV⁃2 样本双基因通道

虽然存在荧光信号和扩增曲线，但ORF1ab和 N基

因检出率分别是 90%、80%。见图 3。
2.4 特异性验证

除 SARS⁃CoV⁃2阳性样本有扩增曲线外，其它

均无扩增曲线，表明该检测体系具有较好的特异

性，见图 4。

2.5 内源性干扰

红细胞浓度分别为 0%、3%、5%、6%的 SARS⁃
CoV⁃2 的阳性样本，复孔扩增，重复 5 次，ORF1ab
基因通道的 Ct 值的平均值分别是 32.10、33.44、
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图 1 双重实时荧光 RT⁃PCR体系灵敏度测试扩增曲线

Figure 1 Amplification curves of dual real⁃time fluorescent
RT⁃PCR system sensitivity
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图 2 1×103 copies/mL SARS⁃CoV⁃2样本双重实时荧光

RT⁃PCR扩增曲线

Figure 2 Dual real⁃time fluorescence RT⁃PCR amplification
curves of 1×103 copies/mL SARS⁃CoV⁃2 samples
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图 3 5×102 copies/mL SARS⁃CoV⁃2样本双重实时荧光

RT⁃PCR扩增曲线

Figure 3 Dual real⁃time fluorescence RT⁃PCR amplification
curves of 5×102 copies/mL SARS⁃CoV⁃2 nucleic samples
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图 4 双重实时荧光 RT⁃PCR反应特异性扩增曲线

Figure 4 Amplification curves of dual real⁃time fluorescent
RT⁃PCR reaction specificity
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32.94、30.68，其变异系数 CV分别是 1.37%、2.57%、

2.29%、2.00%；N基因通道的 Ct值的平均值分别是

30.81、32.03、31.56、29.18，其变异系数 CV 分别是

1.03%、2.72%、2.05%、0.88%。所有通道 Ct 值的变

异系数 CV<5％，符合率均为 100%，表明不存在明

显的内源性干扰，验证结果通过。

3 讨论

分子生物学方法敏感性高，特异性强，已逐

渐成为病毒检测的主要方法。RT⁃PCR 是最常用

的分子生物学检测方法之一，广泛应用于临床疾

病 的 诊 断 、疗 效 评 估 和 预 后 检 测［6 ⁃ 8］。 依 据

ISO15189 和 CNAS⁃GL039 性能评价，新试剂和新

项目应用于临床检测前必须对其检测体系进行

严格的方法学评价和性能验证，定性项目至少对

准确度、检测下限、特异性及抗干扰能力进行

验证。

检测系统良好的精密度是进行其他方法学验

证实验的前提［9⁃10］。本研究结果显示，精密度试

验的阴性和阳性符合率均为 100%，ORF1ab 和 N
基因通道的 Ct 值的 CV 值均小于 5% ，表明试剂

盒重复性高，随机误差小。内源性抗干扰能力 CV
值均小于 5%，表明试剂盒抗干扰能力良好。与冠

状病毒（OC43、NL63、229E、HKU1）、甲型流感病

毒、乙型流感病毒、肺炎链球菌、结核分枝杆菌、金

黄色葡萄球菌、白色念珠菌、人巨细胞病毒等无交

叉反应，因条件限制，未能获取 MERS⁃CoV 和

SARS⁃CoV，使用 MERS 和 SARS 冠状病毒样颗

粒进行实验，尚不能说明与 MERS⁃CoV 和 SARS
⁃CoV 无交叉反应，但试剂厂家前期的研发结果

显 示 ：与 MERS ⁃CoV 和 SARS ⁃CoV 无 交 叉 反

应。因此，RT⁃PCR 检测方法灵敏度高，重复性

好，抗干扰力强，检测下限和特异性均符合要求，

可用于临床检测。

SARS⁃CoV⁃2核酸结果受多因素影响，如采样

标本是否合格、操作是否规范、检测试剂盒本身敏

感性等问题，临床上若出现鼻、咽拭子阴性而流行

病学史、症状或影像学表现高度疑似 COVID⁃19的

患者，建议同时采下呼吸道样本进行核酸检测，选

择不同的检测试剂，或者增加检测次数［11⁃12］。

综上所述，本研究依据 ISO 15189 和 CNAS⁃
GL039文件，对 SARS⁃CoV⁃2核酸检测试剂盒进行

性能验证，严把质量控制关，有助于规范 SARS⁃
CoV⁃2实时荧光 RT⁃PCR检测的实验室质量管理，

提高 SARS⁃CoV⁃2检测结果的可靠性、稳定性和准

确性。
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EDA基因外显子缺失所致外胚层发育不良家系的基
因型研究及产前诊断

丁红珂 余丽华 曾玉坤 刘玲 尹爱华 卢建 张彦 兰菲菲★

［摘 要］ 目的 分析 X连锁少汗型外胚层发育不良患儿的致病基因，为先证者家庭提供遗传咨

询和产前诊断。方法 利用高通量测序技术检测先证者的相关致病基因，依据检测结果的缺失提示，进

一步采用染色体微阵列技术检测缺失范围。根据染色体微阵列的缺失区域设计断点 PCR引物，对包含

断点的 PCR产物进行 Sanger测序确定缺失范围，并验证先证者母亲基因型，结合基因诊断结果对家系第

三胎进行产前分子诊断。结果 高通量测序发现先证者 EDA基因第一外显子编码区缺失。染色体微阵

列检测到X染色体存在约 267 kb片段缺失，包含 EDA基因第一外显子。断点 PCR产物 Sanger测序发现

先证者存在 267 808 bp半合子缺失，母亲为杂合缺失携带者。胎儿产前分子诊断结果未发现存在该区域

缺失。结论 EDA基因第一外显子及上下游区域的缺失是导致先证者临床表现的主要原因，结合多种

分子检测手段有助于明确因拷贝数目变异所致的遗传性疾病，并通过断点 PCR的方法对该家系进行了

快速的携带者验证及产前诊断，为该家庭的临床诊断和遗传咨询提供了遗传学证据。

［关键词］ 少汗型外胚层发育不良；EDA基因第一外显子；高通量测序；染色体微阵列分析；拷贝

数变异

Genotyping of a hypohidrotic ectodermal dysplasia family caused by EDA gene
exon deletion and prenatal diagnosis
DING Hongke，YU Lihua，ZENG Yukun，LIU Ling，YIN Aihua，LU Jian，ZHANG Yan，LAN Feifei★

（Medical Genetic Center，Guangdong Women and Children Hospital，Maternal and Children Metabolic⁃Genetic
Key Laboratory，Guangdong Women and Children Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，511442）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the disease gene in a X ⁃ linked hypohidrotic ectodermal
dysplasia child for genetic counseling and prenatal diagnosis. Methods The proband􀆳s associated pathogenic
gene was identified by the next generation sequencing and the deletion range was further detected by
chromosomal microarray according to the NGS detection results. PCR primers were designed to look for the
breakpoint according to deletion area suggested by CMA. Fracture site was verified by Sanger sequencing using
PCR products. Genotype of the proband􀆳s mother was verified and prenatal molecular diagnosis was performed
for the third fetus of the proband 􀆳 s mother according to the genetic diagnosis results. Results High ⁃
throughput sequencing revealed that the coding region of the first exon of the proband EDA gene was deleted.
The chromosome X has a 267 kb deletion fragment by CMA detection including the EDA gene exon 1. Sanger
sequencing of breakpoint PCR products found that the proband has a 267808 bp hemizygous deletion and his
mother is a carrier of heterozygotic deletion. The deletion area was not found in the fetus of the proband 􀆳 s
mother by prenatal molecular diagnosis. Conclusion The deletion of the first exon of the EDA gene and the
upstream and downstream regions are the main reasons leading to the clinical manifestations of probands.
Combining multiple molecular detection methods helps to clarify the genetic diseases caused by copy number
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variation，and through the method of breakpoint PCR to carry out rapid carrier verification and prenatal
diagnosis of the family，to provide genetic evidence for the family􀆳s clinical diagnosis and genetic counseling.

［KEY WORDS］ Hypohidrotic Ectodermal Dysplasia；EDA exon 1；Next ⁃ Generation Sequencing；
Chromosomal Microarray Analysis；Copy Number Variation

外胚层发育不良（Ectodermal dysplasia，EDs）是

一种遗传性人类疾病，会影响外胚层起源的结构，是

一组临床和先天异质性的疾病，其特征是两个或两

个以上的外胚层结构发育障碍，包括头发、牙齿、指

甲或汗腺的异常，这类疾病降低了患者的生活质

量。还有其他外胚层结构可能与EDs有关，如乳腺、

甲状腺、胸腺、垂体前叶，肾上腺髓质，中枢神经系

统，黑色素细胞，外耳，泪腺和导管，结膜，角膜和睑

板腺［1］。研究报道的已有 200多种 EDs类型［1⁃2］，最

常见的表型是无汗或少汗型外胚层发育不良（HED/
EDA）。尽管存在常染色体隐性和显性形式，但X连

锁隐性遗传是该病最常见的遗传方式，在普通人群

中，每 17 000个新生儿中就有一个患有此病［3］。

EDA 基因（OMIM ID：300451）是 X⁃连锁少汗

型外胚层发育不良 1型（OMIM ID：305100，中文名

称来源于 CHPO 数据库：http：//chinahpo.org/）的主

要致病基因。人类 EDA 基因有 5 种转录本，其中

最长的转录本编码由 391 个氨基酸组成的跨膜蛋

白，其余 4 个转录本，编码缺少胶原结构域的截短

蛋白［4］。 Kere等报道了 EDA1基因的定位克隆，他

们从一个成年人的汗腺 cDNA文库中鉴定出一个代

表全长转录本的 cDNA，该转录本由 2个外显子组

成。推测基因产物是 135个残基的蛋白质，预计包

含一个跨膜结构域。该基因表达于角质形成细胞、

毛囊、汗腺，表达的 EDA1蛋白通过 EDA受体在皮

肤附件的形成过程中起至关重要的作用。Kere等还

在几例EDA患者中，发现了EDA1基因的缺失和突

变［5］。Srivastava 等克隆了小鼠的“ Tabby”（Ta）基

因，并鉴定出 3种不同的转录亚型，分别编码 391、
177和 220个氨基酸。所有转录本都具有共同的第 1
外显子，与人EDA的前 132个氨基酸显示 88％的同

源性［6］，这提示第 1外显子对于野生蛋白功能的发挥

具有中重要作用。本文通过先证者家系致病基因的

检测和缺失断裂位点的验证及胎儿的产前诊断，为先

证者母亲生育健康孩子提供遗传咨询。

1 材料与方法

1.1 研究对象

患儿，男，13岁，足月顺产，临床表现为皮肤干燥，

少汗（脚底可少量出汗），毛发稀少（无眉毛，睫毛稀

少），牙齿发育不良（共出牙4颗），具有外胚层发育不

良的特殊面容。患儿母亲孕 3产 3，曾生育一名男婴

出生后不明原因夭折。患儿母亲未见明显异常。

1.2 标本采集

经签署知情同意书及广东省妇幼保健院医学

伦理委员会审批，采集先证者及其父母外周血 2
mL（EDTA抗凝）进行相关分子遗传学检测。经过

知情同意，母亲于孕 13 周时在超声引导下进行绒

毛穿刺抽取术抽取胎儿绒毛。使用德国Qiagen公

司生产的 Qiamp DNA Blood Mini Kit 提取剂盒进

行基因组DNA提取。

1.3 方法

1.3.1 高通量测序

先证者 DNA 进行与外胚层发育不良的相关

基因高通量测序，由广州嘉检医学检测公司完成。

高通量测序结果分析包含相 关的 EDA、EDAR、
ABCC9、DSP、EVC2 等 38 个基因，630 个编码区，

99 981个碱基，平均覆盖深度 183+/⁃89×，大于 10×
覆盖区间占 99.4%，大于 20×覆盖区间占 98.9%。

参考序列版本号：GRCh37/hg19。
1.3.2 高通量测序CNV计算

使用 CASAVA v1.7（美国，Illumina公司）软件

将原始图像转换为碱基序列并按样本特异的DNA
条码进行拆分。拆分后的序列数据由 NextGENe
软件（SoftGenetics，State College，PA）进一步处理

进行比对。删除低质量的 reads（Phred 分数 <
Q25）。每个外显子的平均覆盖率使用特定捕获

基因的 bed文件数据中提取。 通过分析检测到的

可能具有拷贝数变化的外显子会被自动描绘出

来，以供进一步验证。检测 CNV 的脚本存放于

https：//sourceforge.net/projects/cnvanalysis。
1.3.3 染色体微阵列分析（Chromosomal Microar⁃
ray Analysis，CMA）

使用美国 Affymetrix 公司生产的 CytoScan750
k 芯片和扩增、杂交试剂盒进行 CMA 检测。参照

Infinium HD Assay 标准操作流程进行操作，检测

结果使用 Chromosome Analysis Suite（Ch AS；ver⁃
sion 2.1）软件进行分析。结果判读参照 DGV、
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ISCA、OMIM、DECIPHER等数据库。

1.3.4 断裂位点 PCR检测

根据 CMA 检测结果提示的 CNV 缺失区域，

设计多对引物，其中引物 LFS2⁃LR1 配对扩增出

1 061 bp 片段，上游引物 5′ ⁃GTCAGGCAGGCT⁃
TACTACCCA⁃3′，下游引物 5′⁃ACCAGACAATG⁃
TATACGTTAAGTGC⁃3′。同时用 LFS2⁃LR1 扩增

200例正常对照。将 1 061 bp扩增产物进行 Sanger
测序，通过序列比对分析，判断 EDA基因第一外显

子缺失断裂位点的准确位置。

2 结果

2.1 分子遗传学检测结果及分析

2.1.1 高通测序结果

未发现 38个相关基因的致病/疑似致病点突变。

数据分析发现先证者 EDA基因第一外显子编码区

（396 bp）信号缺失，正常对照可检测到序列信息（图1）。

2.1.2 染色体微阵列分析

CMA 检测结果发现 X 染色体存在约 267 kb
片段缺失（chrX：68，801，113⁃69，068，115），其中包

含了 EDA基因第一外显子及上下游区域（图 2）。

2.1.3 断点 PCR检测

LFS2⁃LR1引物对在先证者及其母亲样本中扩

增出 1 061 bp片段，正常对照未扩增出相应片段（图

3）。并对包含可疑断点的 PCR产物进行了 Sanger
测序，提示先证者 EDA基因缺失范围为 chrX：68，
800，768⁃69，068，576，缺失片段总长 267 808 bp，包

含了 EDA 基因上游 35 143 bp，第一外显子 638 bp
以及第一内含子区域的 232 027 bp（图 4）。

2000 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

注：从左往右，第一泳道为正常对照，未扩增出相应的条带；第二

泳道为先证者条带，PCR片段长度为 1 061 bp；第三泳道为先证者

母亲条带，PCR片段长度为 1 061 bp；第四泳道为空白对照。

图 3 断点 PCR检测电泳图

Figure 3 Electrophoretogram results of the breakpoint PCR
detection

AA

BB

注：A. 家系先证者 NGS 提示的 EDA 基因第一外显子缺失信号

图；B.正常男性NGS提示的 EDA基因第一外显子区域信号图。

图 1 高通量测序提示 EDA基因第一外显子信号缺失

Figure 1 Absent signal of the EDA gene exon 1 detected by
next generation sequencing

注：CMA 检测结果提示先证者 X 染色体存在约 267 kb 片段缺失

（chrX：68，801，113⁃69，068，115），黑色带三角的矩形条代表缺失

区域，对应的 SNP探针信号缺失。

图 2 先证者染色体微阵列检测结果

Figure 2 Chromosomal Microarray Analysis result of the
proband

注：蓝色矩形框表示缺失区域，包含 EDA基因第一外显子 E1（深

蓝色矩形框）及其上游的 35 143 bp 和下游的 232 027 bp，缺失片

段总长为 267 808 bp。断点两边的 DNA 序列分别是上游的 5′⁃

AAATACCTATGC⁃3′和下游的 5′⁃TGAATTAGCTTT⁃3′。测序图

的蓝色线条位置为断裂点。

图 4 EDA基因缺失范围示意图和包含断点的 PCR产物

测序图

Figure 4 The diagram of the EDA gene deletion fragments
and the PCR products sequencing result containing breakpoint
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2.2 产前诊断结果

对胎儿绒毛DNA进行断裂位点 PCR检测，未

发现先证者的 1 061 bp 片段，同时对胎儿进行

CMA 检测，未发现异常。提示胎儿未遗传来自母

亲的 EDA基因第一外显子拷贝数缺失。胎儿分娩

后随访结果，女婴，生长发育无异常，8个月大出牙

2颗，头发生长正常。

3 讨论

少汗型外胚层发育不良（Hypohidrotic Ectoder⁃
mal Dysplasia，HED）的发病机制与编码皮肤附件分

化相关信号通路上的基因突变有关，可导致牙齿发

育不全或其他外胚层结构缺陷［1，3］。EDA基因包括

8个外显子，编码 391个氨基酸［7］，是HED最常见的

致病基因，目前报道有 200多个突变［8］，以编码区的

单碱基突变居多［9］。

近年来 EDA基因 CNV也有报道［10⁃13］。本文利

用高通量测序检测技术发现先证者 EDA基因第一

外显子编码区信号缺失，结合先证者典型的 HED
表型，提示 EDA 上游区域存在 CNV 可能。通过

CMA 检测提示存在大片段缺失，为寻找精确缺失

范围，通过断点 PCR 扩增，发现先证者存在约 267
kb的缺失片段，包含了 EDA基因第一外显子及其

上下游区域，遗传自母亲。该 CNV 使野生蛋白丢

失了转录翻译起始区，推测无法正常产生野生型

EDA蛋白。野生蛋白的破坏情况以及是否存在新

的转录本需要更一步的实验研究。有研究指出非

等位基因同源重组和复制机制在解释多种生殖系

和体细胞重排事件中发挥了重要作用［14］。本实验

发现该家系CNV断点上下游存在一些 repeat mask⁃
er序列，这些同源性较高的序列很可能是通过以上

机制介导了CNV的发生。

本次实验明确先证者的可能致病原因及其母亲

为携带者后，经过充分知情告知，对家系第三胎进行

CMA和断裂位点PCR检测，未发现胎儿携带该缺失

区域，胎儿出生后未见异常。该病表型严重的成年

男性患者生存质量较差，少数EDA基因突变的女性

携带者有轻微症状［15］。本研究明确了先证者HED
表型的病因，并且找到了缺失 CNV 的精确断裂位

点，可以快速进行家系其他成员的检测，为先证者母

亲提供了准确的遗传咨询和产前诊断信息，丰富了

我国X连锁的HED患者EDA基因外显子的缺失数

据库，为该疾病筛查、诊断和产前诊断提供遗传学参

考数据，并为可能的EDA基因第一外显子缺失的发

生机制提供了研究基础。
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子宫颈癌血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40水平表达与
病理特征及预后的相关性分析

肖虹★ 潘晓蕾 赵丽颖 谢苗

［摘 要］ 目的 探讨子宫颈癌血清人乳头瘤病毒（HPV⁃E7）、CD105、人类软骨糖蛋白 3（YKL⁃40）
水平表达与病理特征及预后的相关性。方法 选取 2013年 4月至 2018年 4月本院 120例子宫颈癌患者

作为观察组，另选取同期健康体检者 52例作为对照组。比较两组血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40水平表

达及与病理特征相关性，并分析血清各指标与预后关联性。结果 观察组血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40
水平高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；血清HPV⁃E7水平与子宫颈癌患者TNM分期、淋巴结转移、

脉管浸润显著相关（P<0.05）；血清CD105水平与子宫颈癌患者肿瘤直径、淋巴结转移、脉管浸润显著相关

（P<0.05）；血清 YKL⁃40 水平与子宫颈癌患者 TNM 分期显著相关（P<0.05）；随访 1 年，死亡者 HPV⁃E7、
CD105、YKL⁃40高表达率高于生存者（P<0.05）；HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40高表达者 1年生存率低于低表

达者（P<0.05）。结论 血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40表达水平在子宫颈癌患者中增高，且其表达水平与

宫颈癌病理特征和预后存在一定相关性。

［关键词］ 子宫颈癌；人乳头瘤病毒 E7；CD105；人类软骨糖蛋白 3；病理特征；卡普兰⁃迈耶曲线

Correlation Analysis of Serum HPV ⁃ E7，CD105 and YKL ⁃ 40 Levels with
Pathological Features and Prognosis in Cervical Cancer
XIAO Hong★，PAN Xiaolei，ZHAO Liying，XIE Miao
（Department of obstetrics and gynecology，Beijing university of Chinese medicine fangshan hospital，beijing，
China，102400）

［ABSTRACT］ Objective To explore the correlation between the expression of cervical cancer serum
human papillomavirus （HPV） E7，CD105 and human cartilage glycoprotein 3 （YKL ⁃ 40） levels with
pathological features and prognosis. Methods A total of 120 patients with cervical cancer from our hospital
from April 2013 to April 2018 were selected as the observation group，in addition，52 healthy people were
selected as the control group during the same period. The serum levels of HPV⁃E7，CD105 and YKL⁃40 in the
two groups were measured and compared，and the correlations between serum indicators and prognosis were
analyzed. Results Serum HPV⁃E7，CD105，and YKL⁃40 levels in the observation group were higher than
those in the control group（P<0.05）. Serum HPV⁃E7 level was significantly related to TNM stage，lymph
node metastasis，and vascular invasion in patients with cervical cancer（P<0.05）. Serum CD105 level was
significantly correlated with the tumor diameter，lymph node metastasis，and vascular invasion in patients with
cervical cancer（P<0.05）. Serum YKL⁃40 level was significantly related to the TNM stage of patients with
cervical cancer（P<0.05）. After one year follow⁃up，the high expression rates of HPV⁃E7，CD105，and YKL⁃
40 in the deceased were higher than those in the surviving（P<0.05）. The one⁃year survival rate of HPV⁃E7，
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CD105，and YKL ⁃ 40 high ⁃ expression patients was lower than that of low ⁃ expression patients（P<0.05）.
Conclusion Serum HPV⁃E7，CD105，YKL⁃40 expression levels increased in patients with cervical cancer，
and their expression levels have a certain correlation with cervical cancer pathological features and prognosis.

［KEY WORDS］ Cervical cancer；Human papilloma virus E7；CD105；Human cartilage glycoprotein
3；Pathological characteristics；Kaplan⁃Meier curve

流行病学调查显示，子宫颈癌患病人数居女

性恶性肿瘤的第 2位，我国每年新发病例约 13万，

占全球发病总人数的 28.0%，近年来其发病率呈明

显增长、年轻化趋势［1⁃2］。子宫颈癌发病机制较为

复杂，目前研究已证实，≥90.0%的子宫颈癌是由

高 危 型 人 乳 头 瘤 病 毒（human papilloma virus，
HPV）持续感染所致［3］，而高危型 HPV 持续感染

会 诱 导 HPV ⁃ E7 蛋 白 表 达 上 调 ，激 活 致 癌 过

程［4］。同时，相关研究显示，新生血管是实体肿瘤

生长、浸润、转移的重要基础，可为肿瘤生长提供

营养物质，促进肿瘤细胞扩散［5］，而 CDl05 作为实

体恶性肿瘤新生血管标志物，与肿瘤组织增殖、

浸润、转移具有一定关联性［6］。人软骨糖蛋白 39
（human cartilage glycoprotein 39，YKL⁃40）也已被

证实在成胶质细胞瘤、卵巢癌等多种恶性肿瘤细

胞中呈异常高表达［7］。然而关于血清 HPV⁃E7、
CD105、YKL⁃40 水平对子宫颈癌患者预后的预测

价值仍需相关循证支持。为此，本研究尝试分析

血清 HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40 水平在子宫颈癌患

者中的表达及与病理特征、预后的相关性。详情

如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取 2013年 4月至 2018年 4月本院 120例子

宫颈癌患者作为观察组，另选取同期健康体检者

52 例作为对照组。其中观察组年龄 45~68 岁，平

均 50.91±2.59 岁；体质量 45~61 kg，平均 53.93±
2.42 kg；肿瘤直径 2.5~4.9 cm，平均 3.72±0.35 cm；

病理类型：104 例鳞癌，16 例非鳞癌；组织分化程

度：38例高分化，82例中低分化；TNM 分期：76例

Ⅰ~Ⅱ期；44例Ⅲ~Ⅳ期；淋巴结转移 38例；脉管浸

润 50 例；对照组：年龄 43~65 岁，平均 51.33±2.70
岁；体质量 44~60 kg，平均 54.15±2.39 kg。两组基

本资料（年龄、体质量）均衡可比（P>0.05）。本研

究经本院医学伦理委员会批准。

纳入标准：①观察组均经阴道镜检查或宫颈

活组织检查病理切片证实为子宫颈癌；②对照组

未出现阴道流血、阴道排液等子宫颈癌相关临床

表现；③两组临床资料完整，患者及家属均签署知

情同意书。排除标准：①处于急性炎症期或淋巴

系统疾病者；②近 1周有止血、抗纤溶或抗凝药物

使用史者；③合并肝肾等重要脏器器质性病变者；

④重度失语症或精神行为异常者。

1.2 方法

1.2.1 检测方法

取 3 mL 空腹静脉血，离心 12 min，3 000 r/
min，分离血清，采用酶标仪以酶联免疫吸附法检

测血清 HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40 水平，仪器购自

北京亚欧德鹏科技有限公司（型号：DP⁃6100），试

剂盒购自北京荣志海达生物科技有限公司，批号：

国械注进 20153403567，严格按照仪器、试剂盒说

明书操作。

1.2.2 治疗方法

观察组均根据临床分期、淋巴结转移、浸润深

度等病理特征选择合理、针对性治疗方案。

1.3 观察指标

①比较两组血清 HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40 水

平。②分析血清 HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40 水平与

子宫颈癌病理特征（年龄、浸润深度、病理类型、分

化程度、肿瘤直径、TNM 分期、淋巴结转移、脉管

浸润）相关性。③随访 1 年，失访 5 例，生存者 70
例，死亡者 45 例，比较不同预后患者血清 HPV⁃
E7、CD105、YKL⁃40 水平表达。④根据随访 1 年

后血清 HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40 水平平均值分为

高表达者与低表达者。分析 HPV⁃E7、CD105、
YKL⁃40高低表达的生存价值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件分析处理数据，计量资料

采用（x ± s）表示，t检验，计数资料用 n（%）表示，组

间比较采用 χ2检验，采用卡普兰⁃迈耶曲线（Kaplan⁃
Meier，KM）分析生存价值，以 Log⁃rank 检测，采用

斯皮尔曼进行相关性分析，P<0.05表示差异有统计

学意义。

·· 857



分子诊断与治疗杂志 2020年 7月 第 12卷 第 7期 J Mol Diagn Ther, July 2020, Vol. 12 No. 7

组别

观察组

对照组

t值
P值

n

120
52

HPV⁃E7
（U/L）

43.74±7.28
24.92±2.84

18.032
<0.001

CD105
（pg/mL）
78.32±9.14
25.33±3.62

40.402
<0.001

YKL⁃40
（ng/mL）

194.38±52.69
74.51±25.37

15.620
<0.001

表 1 两组血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum HPV⁃E7，CD105 and
YKL⁃40 levels between the 2 groups（x ± s）

2 结果

2.1 两组血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40水平比较

观察组血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40水平高于

对照组，差异有统计学意义（P<0.05），见表1、图1。
2.2 年龄和子宫颈癌病理特征与血清 HPV⁃E7、
CD105、YKL⁃40的相关性

血清 HPV⁃E7 水平与子宫颈癌患者 TNM 分

AA BB CC

DD EE FF

注：A为宫颈鳞状细胞癌（×10）；B为宫颈腺癌（×10）；C为宫颈腺癌（×10）；D为宫颈鳞状细胞癌（×20）；E为宫颈腺癌（×20）；F为宫颈

腺癌（×20）。

图 1 宫颈鳞鳞状细胞癌及宫颈腺癌病理图（HE）
Figure 1 Pathological picture of cervical squamous cell carcinoma and cervical adenocarcinoma（HE）

病理特征

年龄（岁）

浸润深度

肿瘤直径（cm）

病理类型

组织分化程度

TNM分期

淋巴结转移

脉管浸润

<50岁
≥50岁
≤1/2
>1/2

≤4 cm
>4 cm
鳞癌

非鳞癌
高分化

中低分化
Ⅰ~Ⅱ期
Ⅲ~Ⅳ期

有
无
有
无

n

59
61
32
88
81
39
104
16
38
82
76
44
38
82
50
70

HPV⁃E7
（U/L）

42.15±7.41
45.28±9.37
39.84±13.47
45.16±15.12
41.17±16.12
49.08±19.27
44.15±9.41
41.08±7.26
41.12±7.41
44.95±9.25
34.89±11.25
59.03±17.34
67.85±19.41
32.57±7.25
60.14±15.29
32.03±6.98

t值

2.025

1.753

2.360

1.248

2.240

9.245

14.477

13.548

P值

0.045

0.082

0.020

0.215

0.027

<0.001

<0.001

<0.001

CD105
（pg/mL）

79.84±9.02
76.85±8.74
72.15±18.74
80.57±20.14
75.41±13.28
84.36±15.14
78.67±9.31
76.05±8.98
73.25±15.37
80.67±16.93
75.41±17.62
83.35±19.31
138.41±10.14
50.47±9.78
132.85±9.74
53.06±8.97

t值

1.844

2.062

3.302

1.053

2.298

2.296

45.291

46.378

P值

0.068

0.041

0.001

0.295

0.023

0.023

<0.001

<0.001

YKL⁃40
（ng/mL）

182.69±50.12
205.69±58.41
178.41±49.84
200.19±52.36
186.54±52.41
210.66±60.17
196.28±55.41
182.03±47.82
175.26±56.74
203.24±60.19
184.85±42.14
210.84±47.85
209.41±50.16
187.41±47.16
205.17±49.25
186.67±45.69

t值

2.312

2.040

2.249

0.974

2.411

3.097

2.329

2.117

P值

0.023

0.044

0.026

0.332

0.017

0.003

0.022

0.036

表 2 年龄和子宫颈癌病理特征与血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40的相关性分析

Table 2 Correlation analysis of age and cervical cancer pathological characteristics with serum HPV⁃E7，CD105，YKL⁃40

期、淋巴结转移、脉管浸润显著相关（P<0.05）；血

清 CD105 水平与子宫颈癌患者肿瘤直径、淋巴结

转移、脉管浸润显著相关（P<0.05）；血清 YKL⁃40

水平与子宫颈癌患者 TNM 分期显著相关（P<
0.05），见表 2。
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2.3 不同预后患者血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40
水平表达

随访 1年，失访 5例。根据预后情况分为生存

者、死亡者。死亡者HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40水平

高于生存者差异有统计学意义（P<0.05），见表 3。

2.4 生存分析

KM 曲线分析，随访 1 年，HPV⁃E7、CD105、
YKL⁃40 高表达者 1 年生存率低于低表达者（c2

1=
12.952，P1 =0.000，c2

2=4.971，P2=0.026，c2
3=11.999，

P3 =0.001），见图 2。

组别

生存者

死亡者

t值
P值

n
70
45

HPV⁃E7（U/L）
28.41±7.26
70.41±20.14

15.942
<0.001

CD105（pg/mL）
45.62±8.69

152.47±15.84
48.632
<0.001

YKL⁃40（ng/mL）
175.69±47.25
221.42±50.16

4.495
<0.001

表 3 不同预后患者血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40水平表达（x ± s）

Table 3 Expression of serum HPV⁃E7，CD105 and YKL⁃40 in patients with different prognosis（x ± s）

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

累
积

生
存

分
析

累
积

生
存

分
析

时间

0周 3周 6周 9周 12周

时间

0周 3周 6周 9周 12周

时间

0周 3周 6周 9周 12周

YKL⁃40 高表达
YKL⁃40 低表达
YKL⁃40 高表达⁃检剔后
YKL⁃40 低表达⁃检剔后

组别 3
CD105 高表达
CD105 低表达
CD105 高表达⁃检剔后
CD105 低表达⁃检剔后

组别 2
HPV⁃E7 高表达
HPV⁃E7 低表达
HPV⁃E7 高表达⁃检剔后
HPV⁃E7 低表达⁃检剔后

组别 2

生存分析函数 生存分析函数 生存分析函数

图 2 生存曲线

Figure 2 Survival curve

3 讨论

研究认为，子宫颈癌是一个多因素、多基因、

多环节参与的渐进过程［8⁃9］。癌抗原 125、癌抗原

19⁃9、鳞状上皮细胞癌抗原等是既往临床针对子

宫颈癌患者常用血清标志物［10］，但其灵敏度及特

异度较差，难以提供有效指导。因此寻找新的血

清指标，有助于为子宫颈癌治疗及防治提供新

方向。

HPV⁃E7 水平上调一定程度会反馈刺激细胞

增殖相关基因的表达，引发上皮细胞的细胞周期

失衡，异常增殖癌细胞［11⁃13］。通过 Spearman 相关

性分析，HPV⁃E7可逐渐上调Notch受体表达，导致

子宫颈癌细胞系增殖，同时通过依赖 SIRT1 的

VEGF⁃Notch⁃Hes 信号，对血管生成发挥直接或间

接调控作用，介导新生血管形成，参与子宫颈癌微

环境形成，从而促进肿瘤生长，调控子宫颈癌 TNM
分期、淋巴结转移、脉管浸润，加速子宫颈癌恶

化。进一步经 Log⁃rank检验表明，HPV⁃E7水平上

调会明显提高病死率，证实了血清HPV⁃E7水平可

作为预测子宫颈癌患者生存状况的潜在有效

指标。

CD105 是表达在血管内皮细胞表面上转化生

长因子 β家族受体蛋白，在肿瘤新生血管内皮细胞

中过度表达［15］。CD105通过结合Ⅲ型转化生长因

子β受体，抑制转化生长因子β1在内皮细胞中的信

号传导，增强内皮型一氧化氮合酶活性，迅速升高

一氧化氮浓度，进而促进肿瘤细胞增殖相关基因表

达，同时CD105高表达会阻断TGF⁃β/ALK5信号通

络信号转导，异常增殖血管内皮细胞，加快新生血

管生成，促使肿瘤组织血液供应转变为灌注供应，

进而增加子宫颈癌患者肿瘤直径，促进淋巴结转

移，加重脉管浸润，从而为肿瘤细胞侵袭、转移提

供新途径。可见检测 CD105表达可从某种角度判

断肿瘤侵袭性，为子宫颈癌淋巴结转移、脉管浸润

风险预测提供科学指导。进一步对比可知，
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CD105高表达率对子宫颈癌预后评估具有一定参

考价值。

YKL⁃40 参与细胞增殖、分化、凋亡及血管内

皮细胞重塑与迁移过程，有助于促进新生小血管

生成［16］。对比研究发现，血清YKL⁃40水平在肿瘤

坏死因子⁃α、核转录因子、白细胞介素 6等调控下，

通过细胞内外信号传导，可激活磷酸肌醇 3激酶与

有丝分裂蛋白激酶信号传导系统，抑制肿瘤细胞

凋亡，促进肿瘤细胞有丝分裂、增殖、分化，提示

YKL⁃40 具有成为子宫颈癌新的肿瘤标志物的潜

力，可为子宫颈癌临床分期提供循证支持。最后，

通过 K⁃M 曲线进一步证实，血清 YKL⁃40 水平升

高会增加子宫颈癌死亡风险，有力佐证了血清

YKL⁃40 可能作为子宫颈癌预后的有效独立预测

因子，为临床对症治疗提供新靶点。

综上可知，血清HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40表达

水平在子宫颈癌患者中增高，且其表达水平与宫

颈癌病理特征和预后存在一定相关性。
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不同基因型HCV感染患者重叠HBV或HIV感染的
病毒学特征

彭亚柏 朱秀云 刘赛云 王敏 龙寿斌 程文兵 蔡侃儒 刘甲野★

［摘 要］ 目的 评估重叠乙型肝炎病毒（HBV）或人类免疫缺陷病毒（HIV）感染的丙型肝炎患者

丙型肝炎病毒（RNA）病毒载量与单纯丙型肝炎患者的差异。方法 选取 2017至 2020年间本院 1 292例

行丙肝基因分型的慢性丙肝患者，以其中行HCV RNA及HBV和HIV检测的 397例丙型肝炎患者为研究

对象，应用罗氏 Cobas TaqMan试剂，对HCV RNA进行测定，并用 PCR⁃荧光探针法检测HCV基因分型。

结果 HCV基因型中 1b型比例最高，3a型比例最低。HCV重叠HBV或HIV感染率分别为 9.1%与 6.3%，

6a型重叠HBV感染发生率最高，3a型重叠HIV感染发生率最高。2a型未见重叠HBV或HIV感染病例。

1b型未重叠 HBV 感染患者 HCV RNA 滴度显著高于重叠 HBV 感染患者（P<0.05）。在 1b型、6a型及 3a
型，未重叠HIV感染患者与重叠HIV感染患者，其HCV RNA的滴度差异无统计学意义（P>0.05）。结论

重叠HBV感染的 1b型患者HCV RNA滴度会降低；重叠HIV感染的患者，HCV RNA滴度无变化。

［关键词］ 乙型肝炎病毒；丙型肝炎病毒；人体免疫缺陷病毒；重叠感染；病毒学特征

Virological characteristics of overlapping HBV or HIV infection in patients
with different genotype HCV infection
PENG Yabai，ZHU Xiuyun，LIU Saiyun，WANG Min，LONG Shoubin，CHENG Wenbing，CAI Kanru，
LIU Jiaye★

（Institute of Hepatology，Shenzhen Third People􀆳s Hospital，Shenzhen，Guangdong，China，518112）

［ABSTRACT］ Objective To assess the difference in viral load of HCV RNA in patients with hepatitis
C who overlap HBV or HIV infection and patients with hepatitis C alone. Methods A total of 1 292 chronic
hepatitis C patients with HCV genotyping in our hospital from 2017 to 2020 were selected，and 397 patients
with hepatitis C who were tested for HCV RNA，HBV and HIV were selected as the research subjects. Roche
Cobas TaqMan reagent was used to carry out the determination and detect the HCV genotyping by PCR ⁃
fluorescence probe method. Results Among HCV genotypes，the proportion of type 1b is the highest，and the
proportion of type 3a is the lowest. HCV overlapping HBV or HIV infection rates were 9.1% and 6.3%，

respectively. Type 6a overlapping HBV infection had the highest incidence，and type 3a overlapping HIV
infection had the highest incidence. There was no overlapping HBV or HIV infection in type 2a. The HCV RNA
titer of patients with type 1b non⁃overlapping HBV infection was significantly higher than that of patients with
overlapping HBV infection（P<0.05）. In type 1b，type 6a and type 3a，there was no statistically significant
difference in HCV RNA titer between patients with non ⁃ overlapping HIV infection and patients with
overlapping HIV infection（P>0.05）. Conclusions HCV genotype 1b has a positive correlation with HCV
RNA load for patients co ⁃ infection with HCV/HBV，and has not significant correlation with HCV RNA for
patients co⁃infection with HCV/HIV.

［KEY WORDS］ Hepatitis B virus；Hepatitis C virus；HIV Co⁃infection；Virological characteristics
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丙型肝炎病毒（Hepatitis C virus，HCV）和乙型

肝炎病毒（Hepatitis B virus，HBV）感染慢性化程度

高，可导致肝硬化和肝癌，是严重威胁人类健康的

主要传染病［1⁃4］。HBV 与 HCV 存在相似的传播途

径，所以 HBV/HCV 重叠感染较常见。同样的，

HCV 与 HIV（Human immunodeficiency virus，HIV）
两者共有的传播方式也容易造成这两种病毒共感

染。有研究显示 HCV 和 HBV 均为嗜肝病毒，两

者重叠感染后 HCV RNA 水平与单纯丙型感染者

无明显差异，但加速了肝脏疾病的进行性恶化，

更易形成肝硬化和肝癌［5 ⁃ 8］。但也有研究认为

HCV 和 HBV 重叠感染后也会存在相互抑制的现

象［9］。慢性 HCV 感染重叠 HIV 时，与 单独 HCV
感染者相比，其血液中存在更高的 HCV RNA 滴

度，HIV 可促进 HCV 对肝脏的攻击，从而加速了

肝细胞的损伤［10］，同时 HCV/HIV 重叠感染患者，

其发生机会性感染及死亡率也高于未重叠感染

HIV 患者［11］。HCV 存在众多基因型，但不同基因

型 HCV 发生 HBV 或 HIV 重叠感染时的病毒学特

征研究较少。故本文拟研究不同基因型 HCV 重

叠HBV或HIV感染时，HCV的病毒学特征。

1 对象和方法

1.1 一般资料

选取 2017至 2020 年于本院就诊筛查 HCV 基

因型的 1 292名患者，以其中既完成HCV RNA，又

进行HBV和 HIV检测的丙肝患者为研究对象，共

入组 397 名符合条件的丙肝患者。所有患者及家

属均已签署知情同意书。排除标准：混合基因型感

染；合并其他病毒性急性肝炎；排除同时合并HBV
和HIV。本研究已通过本院伦理委员会批准通过。

1.2 方法

采用 PCR 荧光探针法（泰普生物科学有限公

司）检测 HCV 基因分型，按照 HCV 基因分型检测

试剂盒说明书中的标准判定分型结果。使用罗氏

Cobas TaqMan 试剂检测 HCV RNA 载量，同时依

据检测试剂盒说明书中的标准判定结果。对于乙

肝五项及HIV的检测，均使用酶联免疫法，根据要

求判定阴性或阳性结果。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18软件进行数据分析，计数资料用

n（%）表示，不符合正态分布的计数资料，用中位

数、四分位距描述，采用中位数和（25%、75% 分位

数）表示，统计分析采用 c2检验或非参数检验，以

中位数（25%、75%分位数）表示。P<0.05为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 对所有进行基因分型检测的丙肝患者的基因

型构成特点进行分析

2017 至 2020 年期间筛选的 1 292 名丙肝患者

中，共检测出 5 种基因型，分别为 1b 型、6a 型、2a
型、3b 型、3a 型，其所占比例如图 1。结果显示 1b
型比例最高，3a型比例最低，除 2a型外，其余基因

型中男性患者高于女性患者。

2.2 对丙肝患者不同基因型中重叠 HBV 或 HIV
特征进行分析

符合入组的 397例丙肝患者。丙肝重叠 HBV
或 HIV 感染率分别为 9.1%（36/397）与 6.3%（25/
397）。见表 1。

2.3 分析重叠 HBV 或 HIV 感染后不同基因型的

HCV病毒载量的变化

未重叠 HBV 感染与重叠 HBV 感染的 1b 型

HCV RNA 滴度的中位数（25%，75% IQR）分别为

5.4%
8.0%

10.9%

27.7%

48%

1b型（男/女，349/271）
6a型（男/女，286/72）
2a型（男/女，67/74）
3b型（男/女，82/21）
3a型（男/女，53/17）

图 1 检测的丙肝患者的基因型构成特点

Figure 1 Proportion of genotype in patients with
Hepatitis C infection

基因型
1b
6a
2a
3b
3a

合计

n
189
110
41
31
26
397

重叠HBV比率
11（5.8）
22（20.0）
0（0.0）
2（6.4）
1（3.8）
33（9.1）

重叠HIV比率
9（4.8）
6（5.5）
0（0.0）
2（6.4）
8（30.8）
25（6.3）

表 1 丙肝患者不同基因型中HBV或HIV共感染率

Table 1 Prevalence of co⁃infection with HBV or HIV in
Hepatitis C patients stratified by HCV genotype
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注：*P<0.05；NS：差异无统计学意义；A：不同 HCV 基因型重叠

HBV感染；B：不同基因型重叠HIV感染。

图 2 重叠HBV或HIV感染后不同基因型的HCV病毒

载量的差异

Figure 2 The difference of HCV viral load in different
genotypes after superimposed HBV or HIV infection

1.55×106（3.12×105，3.25×106）IU/mL 和 2.64×105

（6050，9.41×105）IU/mL，两组比较差异有统计学意

义（P<0.05）。相似的，对于 6a 型，其分别是 1.52×
106（1.44×105，7.11×106）IU/mL 和 1.48×106（1.45×
105，4.81×106）IU/mL，两组比较差异无统计学意义

（P>0.05）。而对于 3a型、3b型、2a型，其重叠HBV
感染的样本量少，未进行统计。同样地，未重叠

HIV感染与重叠HIV感染的 1b型 HCV RNA 滴度

的中位数（25%，75% IQR）分别为 1.27×106（2.80×
105，3.04×106）IU/mL 和 1.99×106（1.28×105，4.26×
106）IU/mL，相似的，对于 6a 型及 3a 型，其分别是

1.46×106（1.44×105，6.86×106）IU/mL 和 3.44×106

（1.29×105，8.08×106）IU/mL，1.84×106（3.48×105，

7.31×106）IU/mL和 3.60×106（6.61×105，6.03×106）IU/
mL。在 1b型、6a型及 3a型，未重叠HIV感染与重

叠HIV感染，其HCV RNA的滴度在两组间的差异

无统计学意义（P>0.05），而对于 3b型、2a型，由于

其重叠HIV感染的样本量少，未进行统计（图 2）。

3 讨论

HCV 是一种单股线性正链黄病毒［12］，基因易

变异，目前至少可分为 6个基因型及多个亚型，其

中 1 型、2 型、3 型、6 型是我国常见的四种 HCV 基

因型。对于这些基因型还有不同亚型的存在，我

国以 1b 型、2a 型常见，6a 型是我国南方地区流行

的 HCV 主要亚型［13］。不同基因型 HCV 病毒的致

病力和对抗病毒治疗的反应不同，而分析合并

HIV 或 HBV 的 HCV 感染者的基因型分布对于共

感染者的 HCV 病毒学特征及抗病毒治疗可提供

重要的依据。

付［14］等人对广东省丙型病毒性肝炎的流行概

况和流行特征中发现，深圳市报告丙型肝炎病例

数位于全省第三位。本研究显示深圳地区慢性

HCV 感染以 1b 及 6a 型为常见基因型，慢性 HCV
感染者重叠 HBV 或 HIV 感染率对于不同基因型

其重叠感染率不同。有研究显示虽然 HCV 1b 型

最为常见，但对于 HBV 易感性来说，与其他基因

型相比，无明显易感性增强的表现。邓［15］的一项

研究显示，HCV 重叠 HIV 感染者与 HCV 感染者

其感染的 HCV 基因型构成比存在差异，HCV/HIV
重叠感染中HCV基因型以 6a型为主，2a型未见重

叠感染。故 HCV 重叠感染 HBV 或 HIV 的基因型

分布特点不同于HCV基因型分布特点。

HCV 与HBV在体内共存较常见，均为嗜肝病

毒，有研究显示两者重叠感染后更易发生免疫系

统紊乱，这种改变可能表现为相互干扰或抑制现

象［6，9］。但合并感染时是否存在 HBV 对不同基因

型HCV感染者病毒载量的影响鲜有报道［9，16］。本

研究发现重叠 HBV 或 HIV 感染后不同基因型的

HCV 病毒载量与单纯 HCV 感染组不同。丁［17］的

一项研究显示，HCV 重叠 HBV 感染者 HCV RNA
滴度与单纯 HCV感染者的病毒载量无明显差异，

但是丁未对 HCV 感染者的不同基因型重叠感染

HBV后进行分析。同时 Jamma［18］应用新的细胞生

物模型也显示出两种病毒在同一肝细胞内复制而

互不影响，进一步验证了丁的实验结果。但也有研

究发现HCV对HBV存在抑制作用，其强弱与HCV
基因型有关，表现出 1b型强于基因 3a和 1a型［19］，

本研究未探讨HCV对HBV的作用。总之，本研究

发现对于不同HCV基因型，HBV对HCV作用的表

现形式也不一样。

HCV 和 HIV 共有的血液传播方式，使两者

发生重叠感染机会增加，对于 HCV 重叠 HIV 感

染后，HIV 对不同基因型 HCV 感者病毒载量变

化的研究甚少。但是此两项研究均未探讨对于

不同 HCV 基因型重叠感染 HIV 后，HIV 是否表

现为一样的作用。由于 HCV 基因型的分布存在

地域差异，不同地区的研究其 HCV 基因型分布

特点不一样，焦的研究是地区是中国北方，本研

究地是中国南方。本研究的主要不足为部分基

因型样本量少，无法进行统计计算，未来需要全

国范围各个区域的多中心研究来验证和补充我

们的结论。 （下转第 886页）
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下调 lncRNA HCG18靶向调控miR⁃34a影响口腔鳞
癌SCC4细胞增殖、侵袭以及迁移的分子机制

丁延晶★ 王立新 邱静怡 余日月

［摘 要］ 目的 研究下调长链非编码 RNA（lncRNA）人类白细胞抗原复合体 18（HCG18）靶向调

控 miR⁃34a 影响口腔鳞癌细胞增殖、侵袭以及迁移的分子机制。 方法 Realtime PCR 方法测定 HCG18
在口腔鳞癌 CAL27、SCC4、HB96细胞和正常口腔黏膜NOK细胞中的表达变化。在口腔鳞癌 SCC4细胞

中转染HCG18 shRNA，Realtime PCR方法测定下调效果，MTT测定各细胞增殖变化，Transwell小室测定

各细胞侵袭和迁移能力变化，Western blot测定各细胞中N⁃cadherin、E⁃cadherin蛋白表达变化。生物信息

学软件发现 HCG18 与 miR⁃34a 可能互为靶向关系，利用荧光素酶系统鉴定二者靶向关系。将 miR⁃34a
inhibitor、inhibitor control和HCG18 shRNA分别共转染到口腔鳞癌 SCC4细胞中，利用上述方法测定各细

胞增殖、迁移和侵袭能力变化。结果 HCG18在口腔鳞癌 CAL27、SCC4、HB96细胞中的表达水平高于

正常口腔黏膜 NOK 细胞，并且口腔鳞癌 SCC4 细胞中 HCG18 表达水平最高，差异有统计学意义（P<
0.05）。转染HCG18 shRNA可以下调口腔鳞癌 SCC4细胞中HCG18表达水平，降低细胞增殖、迁移和侵

袭能力，促进细胞中 E⁃cadherin蛋白表达，抑制细胞中N⁃cadherin蛋白表达。HCG18靶向负调控miR⁃34a
的表达。与共转染 inhibitor control 和 HCG18 shRNA 后的细胞相比，共转染 miR⁃34a inhibitor 和 HCG18
shRNA 后的细胞增殖、迁移和侵袭能力升高，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 下调 HCG18 靶向调

控miR⁃34a抑制口腔鳞癌 SCC4细胞增殖、侵袭以及迁移。

［关键词］ 口腔鳞癌；迁移；HCG18；增殖

Molecular mechanism of down⁃ regulation of lncRNA HCG18 targeting miR⁃
34a on proliferation，invasion and migration of oral squamous cell carcinoma
SCC4 cells
DING Yanjing★，WANG Lixin，QIU Jingyi，YU Riyue
（Department of Stomatology，Beijing Shijitan Hospital，Beijing，China，100038）

［ABSTRACT］ Objective To study the molecular mechanism of down⁃regulation of lncRNA HCG18
targeting miR⁃34a on the proliferation，invasion and migration of OSCC cells. Methods The expression of
HCG18 in CAL27，SCC4，HB96 cells and cells of normal oral mucosa NOK was determined by real time
PCR. HCG18 shRNA was transfected into SCC4 cells，the down regulation effect was determined by real time
PCR，MTT was used to detect the proliferation of each cell line，Transwell chamber was used to measure the
invasion and migration of cells. Western blot was performed to determine the expression of N⁃cadherin and
E⁃cadherin. Bioinformatics analysis revealed that HCG18 and miR⁃34a may have a targeting relationship with
each other. Luciferase system was used to identify the targeting relationship between HCG18 and miR⁃34a. MiR
⁃34a inhibitor，inhibitor control and HCG18 shRNA were co⁃transfected into Scc4 cells，the cell proliferation，
migration and invasion were measured by the above methods. Results The expression level of HCG18 in
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CAL27，SCC4，HB96 cells was higher than that in NOK cells in normal oral mucosa，and the highest in SCC4
cells. Transfection of HCG18 shRNA can down regulate the expression of HCG18 in oral squamous cell
carcinoma SCC4 cells，reduce the ability of cell proliferation，migration and invasion，promote the expression of
E⁃cadherin protein，and inhibit the expression of N⁃cadherin protein. HCG18 negatively regulates the expression
of miR ⁃ 34a. Compared with the cells co ⁃ transfected with inhibitor control and HCG18 shRNA，the cell
proliferation，migration and invasion ability increased after co⁃ transfected with miR⁃ 34a inhibitor and HCG18
shRNA，the difference was statistically significant（P<0.05）. Conclusion Down⁃regulation of HCG18 targets
miR⁃34a to inhibit the proliferation，invasion and migration of oral squamous cell carcinoma SCC4 cells.

［KEY WORDS］ Oral squamous cell carcinoma；Migration；HCG18；Proliferation

长链非编码 RNA（Long non⁃coding RNA，ln⁃
cRNA）是一种长度大于 200 nt的非编码RNA，其最

初被人们认为没有生物学作用，后续研究发现，ln⁃
cRNA参与调控基因印记、mRNA剪切、表观遗传学

等过程，并且通过对基因多方面调控影响细胞的生

长、转移［1］。研究表明，lncRNA与肿瘤的进展有关，

其异常表达往往与肿瘤转移程度等具有密切关

系［2］。lncRNA人类白细胞抗原复合体18（human leu⁃
cocyte antigen complex group 18，HCG18）与多种疾

病的病理进程有关［3］。HCG18在非小细胞肺癌等肿

瘤中高表达，HCG18表达上调与肿瘤患者的预后和

转移有关，下调HCG18可以抑制肿瘤的细胞恶性增

殖和转移［4］。miR⁃34a是近些年来备受关注的miR⁃
34家族成员，其在肝癌、口腔癌等肿瘤中表达下调，

上调其表达可以抑制肿瘤细胞恶性表型［5］。通过细

胞转染的方法下调细胞中 HCG18 表达，探讨下调

HCG18对口腔鳞癌细胞增殖和迁移的影响和机制。

1 材料与方法

1.1 材料

口腔鳞癌 CAL27、HB96细胞购自上海慧颖生

物科技有限公司；miR⁃34a inhibitor、inhibitor con⁃
trol、HCG18 shRNA、HCG18 shRNA、miR⁃34a mim⁃
ics、mimics control 均由上海吉玛制药技术有限公

司构建合成；口腔鳞癌 SCC4、HB96细胞购自上海

美轩生物科技有限公司；N⁃cadherin抗体购自美国

Santa Cruz Biotechnology：正常口腔黏膜（Normal
Oral Keratinocyte，NOK）细胞购自上海艾研生物科技

有限公司；E ⁃ cadherin 抗体购自美国 Proteintech
Group；引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

1.2 HCG18在口腔鳞癌细胞中的表达检测

采用Realtime PCR方法测定，步骤如下：收集口

腔鳞癌 CAL27、SCC4、HB96 细胞和正常口腔黏膜

NOK细胞，提取细胞总RNA，提取方法按照Trizol操

作说明进行。逆转录反应体系为：1 μL 的 RT En⁃
zyme Mix I、1 μL的Random 6 mers、4 μL的 5×Prime
Script Buffer、1 μL 的 Oligo dT Primer，最后添加

RNase⁃free H2O至 20 μL。收集 cDNA，用 SYBR进

行PCR反应，PCR反应程序为：预变性（95℃ 30 s），变
性（95℃ 5 s），退火延伸（60℃ 60 s），一共40个循环。

结果按照2⁃△△Ct 法计算。

1.3 细胞转染及下调效果测定

按照 Lipofectamine 2000 转染试剂进行细胞

转染。把转染 HCG18 shRNA 和 shRNA control 的
细胞设置为 sh⁃HCG18和 sh⁃NC组，把没有转染的

细胞设置为 Control组。细胞转染后 48 h，用 Real⁃
time PCR方法测定HCG18表达，步骤同 1.2。
1.4 下调HCG18对口腔鳞癌细胞增殖影响检测

采用噻唑蓝（Methylthiazolyldiphenyl⁃tetrazoli⁃
um bromide，MTT）方法测定。

1.5 下调 HCG18 对口腔鳞癌细胞迁移和侵袭影

响检测

采用 Transwell 小室测定，侵袭实验前用基质

胶包被，迁移实验前省略包被步骤，其余步骤相

同，简述如下：以不含血清的细胞培养液将 Con⁃
trol、sh⁃NC、sh⁃HCG18 组细胞悬浮，然后吸取 200
μL的细胞种植到小室的上室中，同时在下室中加

入 500 μL 的含血清细胞培养液，放在 37℃的 CO2

培养箱中培养 24 h。甲醇固定，结晶紫染色。放

在显微镜下随机选取 5个视野计数细胞穿膜数目，

结果取平均值即为细胞侵袭或迁移数目。

1.6 下调 HCG18 对口腔鳞癌细胞中 N⁃cadherin、
E⁃cadherin蛋白表达影响检测

采用Western blot方法测定，步骤简述如下：提

取 Control、sh⁃NC、sh⁃HCG18 组细胞总蛋白，每个

孔内蛋白上样量均为 40 μg；电泳电压为 90 V 恒

压电泳 0.5 h，然后以 120 V 恒压电泳 2 h。将 NC
膜裁剪成与分离胶大小相同，在 60 V 恒压条件下
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转膜，转膜装置在 4℃条件下进行，转膜时间设置

为 60 min。5%脱脂奶粉的封闭；一抗结合过夜；二

抗孵育 2 h。以电化学发光（Electro⁃Chemi⁃Lumi⁃
nescence ，ECL）方法显色。结果用 mage J 分析条

带的OD值，把GAPDH作为内参。

1.7 HCG18靶基因预测以及鉴定

生物信息学软件（starbase）预测 HCG18 的靶

基因，发现 miR⁃34a 与 HCG18 有互补结合位点。

用荧光素酶报告系统鉴定靶向关系。分别将野生

型（WT）和突变型（MUT）HCG18 荧光素酶报告载

体与miR⁃34a mimics和mimics control 共转染到口

腔鳞癌细胞中，48 h 后，检测其荧光素酶活性变

化。WT和MUT荧光素酶报告载体均由湖南丰晖

生物科技有限公司构建。收集 Control、sh⁃NC、sh⁃
HCG18 组细胞，U6 为内参，以 Realtime PCR 方法

测定miR⁃34a表达变化，步骤同 1.2。
1.8 miR⁃34a inhibitor 对下调 HCG18 的口腔鳞癌

细胞增殖、迁移和侵袭影响检测

在口腔鳞癌细胞中分别共转染miR⁃34a inhibi⁃
tor、HCG18 shRNA和 inhibitor control、HCG18 shR⁃
NA，设置为 sh⁃HCG18+Anti⁃miR⁃34a、sh⁃HCG18+
Anti⁃NC 组，按照 1.4、1.5、1.6 中方法测定细胞增

殖、迁移、侵袭以及 N⁃cadherin、E⁃cadherin 蛋白表

达变化。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 21.0 软件统计分析，计量资料用

（x ± s）表示，两组间比较用独立样本 t检验，多组比

较采用方差分析，组间比较用 LSD⁃t 检验，P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 口腔鳞癌细胞和正常口腔细胞中 HCG18 表

达差异

HCG18在口腔鳞癌 CAL27、SCC4、HB96细胞

中的表达水平均高于正常口腔黏膜NOK细胞，差

异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 HCG18 shRNA 对口腔鳞癌 SCC4 细胞增殖、

侵袭和迁移影响

转染HCG18 shRNA后的口腔鳞癌 SCC4细胞

中HCG18表达水平降低，细胞增殖能力下降，细胞

迁移以及侵袭数目均下降，细胞中N⁃cadherin蛋白

表达水平下降，E⁃cadherin蛋白表达水平升高。见

图 1和表 2。
2.3 HCG18靶向调控miR⁃34a

生物信息学软件预测miR⁃34a和HCG18结合

位点，WT和miR⁃34a mimics共转染后的口腔鳞癌

SCC4 细胞荧光素酶活性下降。见图 2 和表 3。
HCG18靶向调控miR⁃34a。

组别
Control
sh⁃NC

sh⁃HCG18
F值
P值

HCG18水平
1.00±0.10
0.99±0.09
0.33±0.03*

209.50
<0.001

OD值
0.46±0.05
0.45±0.07
0.35±0.04*

11.11
<0.001

迁移数目
128.64±10.24
129.47±11.86
92.28±6.52*

42.27
<0.001

侵袭数目
102.48±9.63
101.82±10.39
80.66±7.29*

16.39
<0.001

N⁃cadherin
0.60±0.06
0.59±0.05
0.31±0.04*

95.03
<0.001

E⁃cadherin
0.27±0.04
0.29±0.03
0.39±0.05*

22.32
<0.001

表 2 细胞中HCG18表达、OD值、迁移数目、侵袭数目以及N⁃cadherin、E⁃cadherin蛋白表达差异比较（x ± s）

Table 2 Comparison of HCG18 expression, OD value, migration number, invasion number, N⁃cadherin and E⁃cadherin
protein expression in cells（x ± s）

注：与 sh⁃NC比，*P<0.05。

细胞
NOK
CAL27
HB96
SCC4
F值
P值

HCG18水平
1.00±0.09
1.69±0.12
2.41±0.23
2.94±0.21
215.60
<0.001

表 1 HCG18在口腔鳞癌细胞和正常口腔黏膜细胞中

HCG18表达差异比较（x ± s）

Table 1 Comparison of HCG18 expression in oral squamous
cell carcinoma cells and normal oral mucosa cells（x ± s）

Con
trol

sh⁃N
C

sh⁃H
CG

18

100 kDa

120 kDa

37 kDa

N⁃cadherin

E⁃cadherin

GAPDH

图 1 Western blot测定N⁃cadherin、E⁃cadherin蛋白表达

Figure 1 western blot analysis of the expression of
N⁃cadherin and E⁃cadherin
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2.4 下调 HCG18 对口腔鳞癌 SCC4 细胞 miR⁃34a
表达影响

转染HCG18 shRNA后的口腔鳞癌 SCC4细胞

中miR⁃34a表达水平升高。见表 4。

2.5 miR⁃34a inhibitor 对下调 HCG18 的口腔鳞癌

SCC4细胞增殖、侵袭和迁移影响

与共转染 inhibitor control和HCG18 shRNA的

细胞比较，共转染miR⁃34a inhibitor和HCG18 shR⁃
NA 后的口腔鳞癌 SCC4 细胞中 miR⁃34a 表达下

调，细胞 OD 值、迁移数目、侵袭数目均升高，细胞

中 N⁃cadherin 蛋白表达水平升高，E⁃cadherin 蛋白

表达水平下降。见图 3和表 5。

3 讨论

人类基因组中有约 2%左右可以转录编码蛋

白质，而基因组转录形成的大多数 RNA 没有编码

功能，成为非编码 RNA［6］。随着研究的不断深入，

人们逐渐发现非编码 RNA 在细胞生长和发育过

程发挥各种不同的生物学作用［7］。lncRNA作为一

种常见的非编码 RNA，其可以通过调控基因转录

而发挥生物学作用［8］。HCG18在肿瘤中发挥类似

癌基因的作用，目前已经在肺癌、肝癌等肿瘤中证

实，下调 HCG18 可以抑制肿瘤细胞的侵袭和迁移

能力［4，9］。本次实验结果提示 HCG18 在口腔鳞癌

中可能发挥促进作用，这与上述研究结果一致，均

说明HCG18可能是肿瘤促进因子。

恶性肿瘤向远端转移是肿瘤死亡率高的重要

原因，肿瘤细胞从原来的位置脱落以后，通过黏附

作用进入新的组织和器官［10］。EMT是指上皮细胞

特征逐渐消失而表现出间质细胞特性［11］。研究显

示，肿瘤细胞 EMT后转移概率更大［12］。N⁃cadherin
是间质细胞标志蛋白，其属于黏附分子，参与细胞

同细胞之间的动态黏附过程［13］。N⁃cadherin 在肿

瘤中发挥癌基因的作用，高表达N⁃cadherin可以促

进肿瘤的转移和浸润［14］。E⁃cadherin 是上皮细胞

图 2 miR⁃34a和HCG18结合位点示意图

Figure 2 Schematic diagram of predicted binding sites
of miR⁃34a and HCG18

组别
Mimics control
miR⁃34a mimics

t值
P值

MUT
1.00±0.11
1.02±0.13

0.35
0.73

WT
1.00±0.08
0.67±0.05

10.49
<0.001

表 3 细胞荧光素酶活性（x ± s）

Table 3 luciferase activity of cells（x ± s）

组别
Control
sh⁃NC

sh⁃HCG18
F值
P值

miR⁃34a水平
1.00±0.12
0.97±0.08
1.85±0.16a

145.10
<0.001

表 4 HCG18 shRNA转染前后口腔鳞癌 SCC4细胞中

miR⁃34a表达差异比较（x ± s）

Table 4 Comparison of miR⁃34a expression in oral
squamous cell carcinoma SCC4 cells before and after HCG18

shRNA transfection（x ± s）

注：与 sh⁃NC比，aP<0.05。

1

N⁃cadherin

E⁃cadherin

GAPDH

100 kDa

120 kDa

37 kDa

2

注：1为 sh⁃HCG18+Anti⁃NC；2为 sh⁃HCG18+Anti⁃miR⁃34a。

图 3 Western blot检测N⁃cadherin、E⁃cadherin蛋白表达

Figure 3 Western blot analysis of the expression of
N⁃cadherin and E⁃cadherin

组别

sh⁃HCG18+Anti⁃NC
sh⁃HCG18+Anti⁃miR⁃34a

t值
P值

miR⁃34a水平

1.00±0.08
0.42±0.04

19.45
<0.001

OD值

0.34±0.05
0.46±0.03

6.17
<0.001

迁移数目

91.32±7.59
120.48±10.67

6.68
<0.001

侵袭数目

82.96±5.81
99.47±9.63

4.40
<0.001

N⁃cadherin
0.32±0.05
0.63±0.07

10.81
<0.001

E⁃cadherin
0.38±0.06
0.24±0.04

5.82
<0.001

表 5 细胞中miR⁃34a表达、OD值、迁移数目、侵袭数目以及N⁃cadherin、E⁃cadherin蛋白表达差异比较（x ± s）

Table 5 Comparison of miR⁃34a expression，OD value，migration number，invasion number，N⁃cadherin and
E⁃cadherin protein expression（x ± s）
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标志蛋白，其不仅可以保持细胞与细胞之间的完

整连接，还可以抑制细胞侵袭和迁移能力，E⁃cad⁃
herin 具有抗肿瘤进展的作用［15］。本次实验结果

表明，下调 HCG18 后的口腔鳞癌细胞中 N⁃cad⁃
herin 表达水平降低，E⁃cadherin 表达水平升高，提

示下调 HCG18 抑制口腔鳞癌细胞 EMT，进一步

证实了下调HCG18具有抗口腔鳞癌转移的作用。

研究报道显示，lncRNA 作用机制较为复杂，

其可以通过调控基因的转录而发挥多种生物学作

用，并且同一个 lncRNA 可以同时调控多个靶基

因［16］。本次实验显示，HCG18可以靶向负调控口腔

鳞癌细胞中miR⁃34a的表达，HCG18作用机制可能

与 miR⁃34a 有关。miR⁃34a 基因定位在 1p36.23 染

色体上，其功能缺失多见于白血病、乳腺癌等恶性

肿瘤，miR⁃34a通过靶向调控下游基因的表达影响

细胞的侵袭、迁移［17］。之前的研究表明，miR⁃34a可
以降低口腔鳞癌细胞的侵袭和迁移能力。

综上，下调 HCG18 在口腔鳞癌细胞增殖、侵

袭、迁移和 EMT 中发挥抑制作用，其作用机制与

靶向上调miR⁃34a 的表达有关，目前对于miR⁃34a
作用的下游机制还不明确。我们的实验结果为靶

向基因治疗口腔鳞癌提供了参考，为研究 HCG18
在口腔鳞癌中的调控网络提供了资料。
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心外科 ICU患者术后感染血清降钙素原、PSGL⁃1、
sICAM⁃1与心肌肌钙蛋白 I的变化及意义

赵俊娅★ 王珂 乔博 张阳

［摘 要］ 目的 探讨心外科 ICU患者术后感染血清降钙素原（PCT）、P⁃选择素糖蛋白配体1（PSGL⁃1）、
可溶性细胞间粘附因子⁃1（sICAM⁃1）与心肌肌钙蛋白 I（cTnI）的变化及意义。方法 选取本院 2016年 1月

至 2019年 3月心外科 ICU患者 108例，根据术后是否发生感染分为感染组 37例、未感染组 71例，另选择同

期健康体检者 48例作为对照组。比较 3组血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI水平，Logistic回归分析心外

科 ICU患者术后感染的影响因素，Pearson相关性分析血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1与 cTnI关联性，对比感

染组不同预后患者血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI水平，受试者工作特征（ROC）曲线分析各血清因子对

预后的预测价值，采用Kaplan⁃Meier曲线进行生存分析。结果 感染组血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI
水平高于未感染组、对照组差异有统计学意义（P<0.05）；合并基础性疾病、血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、
cTnI是心外科 ICU患者发生术后感染的独立危险因素（P<0.05）；血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1与 cTnI呈正

相关（P<0.05）；感染第 3、5天生存者血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI水平低于死亡者（P<0.05）；感染第

5 d cTnI 预测心外科 ICU 患者术后感染预后的 AUC 值最大，为 0.804；随访 28 d，血清 PCT、PSGL⁃1、
sICAM⁃1、cTnI低危组、高危组的生存曲线对比，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 心外科 ICU患者术后

感染会引起血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI异常表达，且表达水平与感染发生发展及预后有一定相关性，

临床可通过监测上述血清因子表达超早期予以干预治疗，以改善预后。

［关键词］ 心外科 ICU；降钙素原；P⁃选择素糖蛋白配体 1；可溶性细胞间粘附因子⁃1；心肌肌钙

蛋白 I

Changes and significance of serum procalcitonin，PSGL ⁃ 1，sICAM ⁃ 1 and
cardiac troponin I levels in patients with ICU after cardiac surgery
ZHAO Junya★，WANG Ke，QIAO Bo，ZHANG Yang
（Department of Sensory Control Management，Henan Chest Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450008）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the serum levels of procalcitonin （PCT），P ⁃ selectin
glycoprotein ligand 1（PSGL ⁃ 1），soluble intercellular adhesion factor ⁃ 1（sICAM ⁃ 1），and postoperative
infection in patients with cardiac surgery in ICU，and changes and significance of cardiac troponin I（cTnI）.
Methods From January 2016 to March 2019，108 patients with ICU were selected from our hospital.
According to whether postoperative infection occurred，they were divided into 37 cases in the infected group and
71 cases in the non⁃infected group，and 48 healthy patients in the same period as the control group. The serum
PCT，PSGL⁃1，sICAM⁃1，and cTnI levels of the three groups were compared. Logistic regression analysis was
used to analyze the influencing factors of postoperative infection in patients with cardiac surgery ICU. The
serum PCT，PSGL⁃1，sICAM⁃1，and cTnI levels of patients with different prognosis in the infected group
were compared. The receiver operating characteristic（ROC）curve was used to analyze the predictive value of
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each serum factor for prognosis，and Kaplan ⁃Meier curve was used for survival analysis. Results Serum
PCT，PSGL⁃1，sICAM⁃1，cTnI levels in the infected group were higher than those in the uninfected group and
the control group（P<0.05）. Combining basic diseases， serum PCT，PSGL⁃1，sICAM⁃1，and cTnI were
independent risk factors for postoperative infection in cardiac surgery in ICU patients（P<0.05）. Serum PCT，
PSGL⁃1，sICAM⁃1 were positively correlated with cTnI（P<0.05）. Serum PCT，PSGL⁃1，sICAM⁃1，and
cTnI levels of survivors on the 3rd and 5th day of infection were lower than those who died（P<0.05）. On the
5th day of infection，cTnI predicted the maximum AUC value of cardio⁃surgical infection prognosis after ICU
patients，which was 0.804. After 28 days of follow⁃up，the differences in the survival curves of serum PCT，

PSGL⁃1，sICAM⁃1，and cTnI in the low⁃risk group and the high⁃risk group were statistically significant（P<
0.05）. Conclusion Postoperative infection in patients with cardiac surgery in ICU will cause abnormal
expression of serum PCT，PSGL⁃1，sICAM⁃1，cTnI，and the expression level has a certain correlation with
the development and prognosis of infection. Clinical intervention can be carried out by monitoring the serum
factor expression in the early stage to improve the prognosis.

［KEY WORDS］ ICU of Cardiac Surgery；Procalcitonin；P ⁃ selectin glycoprotein ligand 1；Soluble
intercellular adhesion factor⁃1；Cardiac troponin I

心外科 ICU 患者受手术创伤、有创支持治疗

等多种因素影响，生理屏障受到破坏，极易诱发院

内感染，同时缺血/再灌注损伤、内毒素移位会增加

感染鉴别困难程度，制约抗感染治疗［1］。因此，完

善心外科 ICU患者术后感染早期预警机制迫在眉

睫。心肌肌钙蛋白 I（Cardiac troponin I，cTnI）是临

床评估心肌损伤、心肌炎性疾病病情程度、预后的

敏感性指标，但其特异性差［2］。降钙素原（Procalci⁃
tonin，PCT）是临床监测寄生虫感染、脓毒症病情特

异性指标［3］；P⁃选择素糖蛋白配体 1（P⁃selects gly⁃
coprotein ligand 1，PSGL⁃1）是一种启动并维持炎

症状态重要因子，内皮细胞表面表达后可促使血

流内多形核粒细胞在内皮上移位介导内皮损伤［4］；

可溶性细胞间粘附因子⁃1（Soluble intercellular ad⁃
hesion factor⁃1，sICAM⁃1）是被炎症反应激活的血

管内皮细胞生成分泌的一种细胞因子，其表达水

平与炎症反应关系密切。近年有部分学者对心脏

外科术后重症患者、感染性发热患者研究发现，此

类患者普遍存在外周血 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1异

常表达情况，可能通过某种信号通路介导感染性

疾病的发生发展［5］。基于此，本研究首次分析心外

科 ICU患者术后感染血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1
与 cTnI 的变化及意义，旨在为临床完善早期监测

机制提供循证依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2016 年 1 月至 2019 年 3 月心外科

ICU患者 108例，根据术后是否发生感染分为感染

组 37例、未感染组 71例。另选取同期健康体检者

48 例作为对照组。对照组男 28 例，女 20 例，年龄

（58.16±4.35）岁，体质量指数（21.92±1.37）kg/m2，

感染组肺部感染 22 例，切口感染 15 例，其中革兰

阳性菌感染 14 例，革兰阴性菌感染 23 例，3 组年

龄、性别、体质量指数等基础资料比较，差异无统

计学意义。（P>0.05）均衡可比。见表 1。

纳入标准：①均入住心外科 ICU；经实验室检

测确诊；②入组前未接受抗感染、免疫制剂治疗；

③家属知情同意并签署同意书。排除标准：①非

心外科 ICU患者；②术前已明确感染史者；③伴自

身免疫系统疾病者；④濒死状态患者；⑤伴恶性肿

瘤疾病患者。本研究经医学伦理委员会审批通过。

资料

年龄（岁）

性别（男/女）

体质量指数（kg/m2）

术前APACHE⁃Ⅱ
评分（分）

手术类别 冠状动脉
搭桥术

瓣膜手术

主动脉术

心包术

手术时间（h）

感染组
（n=37）
58.03±4.68

21/16
22.01±1.56

18.16±0.89

9（24.32）

20（54.05）
4（10.81）
4（10.81）
2.64±0.49

未感染组
（n=71）
57.89±4.71

41/30
21.89±1.48

18.09±0.90

17（23.94）

39（54.93）
7（9.86）
8（11.27）
2.58±0.45

t/c2值

0.147
0.010
0.393

0.385

0.031

0.638

P值

0.883
0.921
0.695

0.701

0.999

0.525

表 1 一般资料比较［n（%），x ± s］

Table 1 Comparison of General information［n（%），x ± s］
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1.2 方法

①术后处理措施：均常规予以抗感染、呼吸支

持、营养支持等综合治疗，观察组确诊感染后均结合

药敏实验予以针对性治疗。②入 ICU即刻及感染组

感染时、感染第 3、5天以非抗凝管取肘静脉血 2 mL，
离心 9 min（半径 8 cm，转速 3 500 r/min）取血清，采

用全自动生化分析仪（深圳迈瑞生物医疗电子股份

有限公司，BS⁃220 型）以酶联免疫法测血清 PCT、
PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI表达。试剂、试剂盒均为仪

器配套提供，相同资深专科医师规范完成。

1.3 观察指标

对比 3组血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI水
平。分析心外科 ICU 患者术后感染的影响因素。

分析血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1 与 cTnI 相关性。

随访 28 d，统计预后情况，分为生存与死亡，其中

死亡的定义为感染而致全因死亡，对比不同预后

患者血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI 水平。分

析血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI 对心外科术

后 ICU患者感染预后的预测价值。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件统计分析数据。计数资

料以 n（%）表示，两组间比较采用 c2检验。符合正

态分布的计量资料以（x ± s）表示，两组间比较采用

t 检验，多组间比较用方差分析。以 Pearson 分析

进行指标间相关性检验。以受试者工作特征

（ROC）曲线分析血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、
cTnI 水平的预测价值。采用 Kaplan⁃Meier 生存模

型+Logrank检验进行生存分析。P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 3 组血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI 水平

比较

感染组血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI 水
平高于未感染组、对照组，差异有统计学意义（P<
0.05），见表 2。

组别

感染组
未感染组
对照组
F值
P值

n
37
71
48

PCT（μg/L）
32.38±5.10
10.27±1.86
0.22±0.06
2603.476
0.000

PSGL⁃1（U/mL）
376.03±32.25
232.16±20.43
204.17±18.23

862.466
0.000

sICAM⁃1（ng/mL）
565.14±74.29
487.21±58.05
119.02±27.46

1779.138
0.000

cTnI（U/mL）
7.30±2.02
2.35±1.03
0.18±0.05
674.703
0.000

表 2 3组血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum PCT，PSGL⁃1，sICAM⁃1 and cTnI levels between the 3 groups（x ± s）

2.2 心外科 ICU患者术后感染的影响因素

建立非条件 Logistic 回归模型，合并基础性疾

病、血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI 是心外科

ICU 患者发生术后感染的独立危险因素（P<0.05，
OR≥1），见表 3。

因素

合并基础性疾病
PCT

PSGL⁃1
sICAM⁃1

cTnI

赋值说明

1=有，0=无
1=≥20，0=否
1=≥250，0=否
1=≥500，0=否
1=≥4，0=否

b
0.863
1.082
0.787
0.220
1.493

S.E.
0.338
0.409
0.216
0.106
0.440

Wald值

6.512
7.011
13.238
4.331
11.510

P值

0.010
0.008
0.000
0.037
0.000

OR值

2.370
2.951
2.197
1.246
4.449

95%置信区间

1.222~4.598
1.325~6.574
1.438~3.357
1.013~1.533
1.878~10.538

表 3 心外科 ICU患者术后感染的影响因素

Table 3 Influencing factors of postoperative infection in ICU of cardiac surgery

2.3 感染组不同预后患者血清 PCT、PSGL⁃1、sI⁃
CAM⁃1、cTnI水平

不同预后患者在感染时（感染前）血清 PCT、
PSGL ⁃ 1、sICAM ⁃ 1、cTnI 水平无明显差异（P>
0.05）；感染第 3、5 天生存者血清 PCT、PSGL⁃1、
sICAM⁃1、cTnI 水 平 低 于 死 亡 者（P<0.05），见

表 4。
2.5 感染组血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI 对
预后预测价值

ROC曲线分析感染第 3、5天，结果显示：感染

第 5天 cTnI预测心外科 ICU患者术后感染预后的

AUC值最大，为 0.804。见表 5。
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指标

感染第 3天 PCT
感染第 3天 PSGL⁃1
感染第 3天 sICAM⁃1

感染第 3天 cTnI
感染第 5天 PCT

感染第 5天 PSGL⁃1
感染第 5天 sICAM⁃1

感染第 5天 cTnI

AUC
0.720
0.689
0.745
0.736
0.789
0.770
0.792
0.804

95%CI
0.549~0.855
0.516~0.831
0.576~0.874
0.566~0.867
0.624~0.905
0.603~0.892
0.627~0.907
0.641~0.916

Z统计

2.426
2.068
2.826
2.580
3.830
3.066
3.390
3.786

截断值

>28.34 μg/L
>330.50 U/mL
>543.67 ng/mL
>6.80 U/mL
>22.09 μg/L
>304.04 U/mL
>490.97 ng/mL
>5.78 U/mL

敏感度（%）

71.43
92.86
64.29
57.14
64.29
71.43
85.71
71.43

特异度（%）

73.91
43.48
82.61
86.96
82.61
86.96
73.91
82.61

P值

0.015
0.039
0.005
0.010
<0.001
0.002
0.001
<0.001

表 5 ROC分析结果

Table 5 ROC analysis results

时间

感染前

感染第 3天

感染第 5天

类别

生存者
死亡者
t值
P值

生存者
死亡者
t值
P值

生存者
死亡者
t值
P值

n
23
14

23

14

23
14

PCT（μg/L）
32.71±4.66
31.84±5.02

0.535
0.596

23.27±5.66
28.91±6.20

2.836
0.008

16.20±5.39
27.06±9.02

4.601
<0.001

PSGL⁃1（U/mL）
375.28±30.19
377.26±31.47

0.190
0.850

330.14±38.25
369.10±40.28

2.946
0.006

273.26±42.10
338.19±65.03

3.697
0.001

sICAM⁃1（ng/mL）
563.91±72.15
567.16±70.30

0.134
0.894

512.22±41.59
554.81±46.20

2.898
0.006

472.73±40.27
540.06±68.11

3.793
0.001

cTnI（U/mL）
7.22±1.57
7.43±1.38

0.412
0.683

5.01±1.60
6.96±2.04

3.239
0.003

3.24±1.08
6.31±2.09

5.901
<0.001

表 4 不同预后患者血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI水平比较（x ± s）

Table 4 Comparison of serum PCT，PSGL⁃1，sICAM⁃1 and cTnI levels in patients with different prognosis（x ± s）

2.5 感染组患者的生存分析

随访 28 d，获取感染组各患者的生存资料。再

根据ROC曲线最佳截断值分为低危组、高危组，建

立 Kplan⁃Meier 乘积限模型。经 Logrank 检验，血

清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI低危组、高危组的

生存率对比，差异均有统计学意义（c2
1=3.426，P1=

0.044；c2
2=4.112，P2=0.040；c2

3=4.585，P3=0.032；c2
4=

4.972，P4=0.026）。Kplan⁃Meier生存曲线见图 1。

2.6 血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1与 cTnI相关性

Pearson 相关性分析，血清 PCT、PSGL⁃1、sI⁃
CAM⁃1 与 cTnI 呈正相关（r=0.847、0.749、0.435，
P<0.05）。

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

生存分析函数 生存分析函数 生存分析函数 生存分析函数

PCT高危组
PCT低危组
PCT高危组⁃检剔后
PCT低危组⁃检剔后

PSGL⁃1高危组
PSGL⁃1低危组
PSGL⁃1高危组⁃检剔后
PSGL⁃1低危组⁃检剔后

sICAM⁃1高危组
sICAM⁃1低危组
sICAM⁃1高危组⁃检剔后
sICAM⁃1低危组⁃检剔后

cTnI高危组
cTnI低危组
cTnI高危组⁃检剔后
cTnI低危组⁃检剔后

0 d 7 d 14 d 21 d 28 d 0 d 7 d 14 d 21 d 28 d 0 d 7 d 14 d 21 d 28 d 0 d 7 d 14 d 21 d 28 d
时间 时间 时间 时间

注：A为 PCT生存曲线，B为 PSGL⁃1生存曲线，C为 sICAM⁃1生存曲线，D为 cTnI生存曲线。

图 1 生存曲线

Figure 1 survival curve

AA BB CC DD
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3 讨论

心外科 ICU 患者需继续辅助呼吸机、有创监

测支持等，内脏器官屏蔽能力减弱所致内毒素入

血会诱发机体炎症瀑布效应，加重病情［6］。

多数学者已证实，PCT 被公认为鉴别细菌感

染或病毒感染的可靠性指标［7⁃8］。目前有关 PCT
在机体中具体反应机制、生物学效应尚未明确，可

能的生物学效应为趋化因子作用、炎性因子刺激

作用、抗炎作用、保护作用等。动物实验证实，PCT
可能属次级炎症因子，其本身不直接介导启动脓

毒血症过程，但可能会放大，加重脓毒血症病理过

程［9］。推测心外科 ICU患者受手术创伤、炎症因子

刺激等作用，激活 PCT mRNA转录，发挥抗炎保护

作用，但机体调节系统异常，PCT过表达会加重病

理损害，增加病原菌易感性，成为机体保护的危险

因素。

sICAM⁃1、PSGL⁃1均为细胞黏附分子家族相关

因子，主要参与调节机体细胞粘附作用，其异常表达

可反映某些疾病状态指征。sICAM⁃1主要分布在中

性粒细胞表面，当机体出现炎症反应后可与淋巴细

胞功能相关抗原⁃1配体结合，促使中性粒细胞紧密

粘附内皮细胞并聚集向炎症部位发挥炎症保护作

用，其外周血表达升高说明机体炎症反应活跃。学

者褚爱娟等［10］研究显示，冠心病患者感染幽门螺杆

菌后血清 sICAM⁃1 表达异常升高，幽门螺杆菌可

能通过激活 sICAM⁃1表达加重冠状动脉内中炎症

反应。PSGL⁃1主要分布于白细胞表面，是P⁃选择素

（PS）配体，二者结合后可形成血小板⁃白细胞聚集体

（PLA），刺激炎症反应，已有研究证实，PS能促进血

流内多形核粒细胞与内皮细胞黏附，损害内皮完整

性［11］。由此可知，PS是启动炎症反应，维持炎症状态

的主要成分，而 PS 需与 PSGL⁃1 结合发挥生物学

效应。

综上可知，心外科 ICU 患者术后感染会引起

血清 PCT、PSGL⁃1、sICAM⁃1、cTnI异常表达，且表

达水平与预后感染发生发展及预后关系密切。但

本研究未对不同病原体感染情况进行研究，需后

期进一步探讨。
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外周血与骨髓组织髓系来源抑制细胞在多发性骨髓
瘤患者诊断中的价值比较

张睿婷 1★ 方霁 2 周雅莹 3 周继豪 1 刘应达 4

［摘 要］ 目的 比较不同来源髓系来源抑制性细胞（MDSCs）在多发性骨髓瘤（MM）患者中的诊

断价值。 方法 收集本院 2018年 1月至 2019年 6月符合诊断标准的MM患者 31例作为研究对象，分

别取外周血（PB）及骨髓（BM）组织进行流式细胞术分选，MDSCs表型为 CD11bdimCD14⁃；CD15+CD33+
细胞为 G⁃MDSC 亚群，CD15⁃CD33+细胞为 M⁃MDSC 亚群。比较这两种来源的 M⁃MDSC、G⁃MDSC 纯

度。结果 PB 组 M⁃MDSC%（0.062±0.022）显著低于 BM 组（0.291±0.093），差异具有统计学意义（P=
0.0223）；G⁃MDSC%与 Total MDSC%两组差异均无统计学意义（P>0.05）。外周血标本分群较为理想；骨

髓组织标本 G⁃MDSC占比大，其中混杂大量早期粒细胞的干扰，特异性低，不利于分析。结论 MM患

者外周血来源的M⁃MDSC较骨髓来源更具诊断价值。

［关键词］ 髓系来源抑制性细胞；多发性骨髓瘤；外周血；骨髓组织；诊断

Comparison of the value of myeloid ⁃derived suppressor cells from peripheral
blood and bone marrow in the diagnosis of multiple myeloma
ZHAGN Ruiting1★，FANG Ji2，ZHOU Yaying3，ZHOU Jihao1，LIU Yingda4

（1. Department of Hematology，Shenzhen People􀆳s Hospital，2nd Clinical Medical College of Jinan Universi⁃
ty，Shenzhen，Guangdong，China，518020；2. Guangzhou Institutes of Biomedicine and Health，Chinese
Academy of Sciences，Guangzhou，Guangdong，China，510530；3. Laboratory of Clinical Medicine Re⁃
search Center，Shenzhen People 􀆳 s Hospital，2nd Clinical Medical College of Jinan University，Shenzhen，
Guangdong，China，518020；4. Department of Gastroenterology，Guangzhou Overseas Chinese Hospital，The
First Affiliated Hospital of Jinan University，Guangzhou，Guangdong，China，510630）

［ABSTRACT］ Objective To compare the diagnostic value of myeloid⁃derived inhibitory cells（MD⁃
SCs）from multiple sources in patients with multiple myeloma（MM）. Methods A total of 31 MM patients
who met the diagnostic criteria in our hospital from January 2018 to June 2019 were collected as research ob⁃
jects. Peripheral blood（PB）and bone marrow（BM）were collected for flow cytometry sorting. The pheno⁃
type of MDSCs was CD11bdimCD14⁃，CD15+CD33+ cells were G⁃MDSC subpopulation，and CD15⁃CD33+
cells were M⁃MDSC subpopulation. The purity of MDSCs from these two sources was compared. Results M⁃
MDSC%（0.291± 0.093）in BM group was significantly higher than that in PB group（0.062± 0.022），and the
difference was statistically significant（P=0.0223）. There was no statistically significant difference between G⁃
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MDSC and Total MDSC%（P>0.05）. Peripheral blood specimens are ideal for grouping. Bone marrow tissue
specimens have a large proportion of G⁃MDSC，which is intermixed with a large number of early granulocytes
and has low specificity，which is not conducive to analysis. Conclusion M⁃MDSC % from peripheral blood
of MM patients has more diagnostic value than that from bone marrow.

［KEY WORDS］ Myeloid⁃derived suppressor cells；Multiple myeloma；Peripheral blood；Myeloid tis⁃
sue；Diagnosis

多发性骨髓瘤（Multiple myeloma，MM）是一

种以贫血、骨破坏、高免疫球蛋白与低白蛋白血症

为主要特征的克隆性浆细胞异常增殖性疾病，占

所有血液肿瘤的 10%，肿瘤微环境在维持骨髓瘤

细胞增殖、诱导耐药、协助免疫逃逸等多个方面

发挥了重要作用［1］，这是导致其治疗效果不理想

的一个重要因素。近年来，髓系来源抑制细胞

（Myeloid Derived Suppressive Cells，MDSCs）在

MM 肿瘤微环境中的作用引起广泛关注［1］。目前

认为 MDSCs 是源于髓系干祖细胞的一群幼稚细

胞，在人体内以 CD33+/CD11b+/Lin⁃/HLA⁃DR⁃为
标志［2］。2010 年 Brimnes［2］等发现 MM 患者发病

时外周血 MDSC 明显增多，首次提示 MDSCs 可

能参与 MM 发病。MDSCs 在肿瘤微环境中不仅

直接涉及免疫抑制效应，还可以非免疫方式间接

促进 MM 的发生发展。外周血中，MDSCs 一方面

使 CD8+T 细胞丧失对抗原刺激的免疫反应；另一

方面通过影响 T 细胞周期，并下调成熟 T 细胞表

面 TCR 受体数量，诱导 T 细胞失能（Anergy）［3］。

然而，MDSCs 及其亚群在外周血与骨髓组织中的

占比差异以及对疾病诊断的价值目前仍缺乏相关

证据，因此，探讨外周血与骨髓组织来源 MDSCs
的数量及纯度差异，对 MM 诊断的灵敏度具有重

要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

病例筛选：经病理活检或骨髓穿刺诊断明确

的初发或复发 MM 患者入组。纳入标准：初诊或

复发活动性 MM 患者，需符合如下指标中至少 2
项（必须包含第 2项）：①骨髓中浆细胞大于 15%并

有原浆或幼浆细胞，或组织活检证实为浆细胞瘤；

②血清单克隆免疫球蛋白（M 蛋白）IgG 大于 35、
20、15、2 g/L；IgE大于 2 g/L；尿中单克隆免疫球蛋

白（本周蛋白）大于 1 g/24 h；③广泛骨质疏松和/或
溶骨病变。排除标准：髓外浆细胞瘤、意义未明的

单克隆免疫球蛋白病（monoclonal gammopathy of
undetermined significance，MGUS）、不分泌型骨髓

瘤以及拒绝入组患者。

仪器与试剂：MDSCs 表型检测所用的仪器

FACSCanto II 流式细胞仪及单克隆抗体（McAb）、

溶血剂等试剂均购自美国 Becton Dickinson（BD）
公司。所测胞膜单克隆抗体（McAb）包括 CD45⁃
APC.CY5、CD33 ⁃ FITC、CD14 ⁃ PERCP、CD11b ⁃
APC、CD15⁃PE。检测结果采用 BD FACSDiva 软

件分析

1.2 方法

1.2.1 全骨髓的细胞分离

所有患者均取仰卧位，以髂前上棘为穿刺点，

碘伏常规皮肤消毒，利多卡因局部麻醉，进行骨髓

穿刺。收集标本，制备细胞悬液，吹打混匀，放入

10 mL 离心管中，离心 1 500 r/min，5 min，加入 1
mL 红细胞裂解液破红 3 min 后，全培终止，离心 1
500 r/min，5 min。用细胞计数仪进行计数后，2×
107细胞用 1 mL缓冲液重悬。

1.2.2 外周全血细胞制备

抽取纳入者入院次日晨起空腹肘静脉血 3
mL，肝素锂抗凝，取 100 μL 静脉全血置于流式

管内，依次加入荧光标记抗体各 2 μL，于 2~8℃
环境中孵育 30 min。而后加入 2 mL 红细胞裂解

液，避光、室温条件下孵育 10 min，使用 PBS 洗

涤，以适量流式染色缓冲液重悬染色细胞，上机

检测。

1.2.3 流式细胞的分选

取样品 100 μL，加入五色单克隆抗体 20 μL，
混匀后室温避光放置 15 min，加入 1 mL 1×红细胞

裂解液，室温避光放置 10 min，1 500 r/min 离心 5
min，弃上清，对沉淀物以 PBS 洗涤 2 次。加入

500 μL PBS 重悬后上机检测。用 BD FACSDiva
软件设置获取条件后，上样获取数据，每管获取 2×
104 个细胞。FSC⁃A/FSC⁃H 去除粘连细胞，采用

CD14/CD11B 设门，分析 CD11BdimCD14 ⁃细胞，
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Figure 2 M⁃MDSCs % and G⁃MDSCs % sourced PB by Flow cytometry
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图 3 流式细胞技术对 BM来源M⁃MDSCs %、G⁃MDSCs %的检测

Figure 3 M⁃MDSCs % and G⁃MDSCs % sourced BM by Flow cytometry

CD15+CD33+细胞为G⁃MDSCs，CD15⁃CD33+细胞

为M⁃MDSCs。
1.3 统计学分析

采用 GraphPad Prism 7.00 软件对实验数据进

行统计分析，计量资料以（x ± s）表示，两组间差异

比较采用两独立样本 t 检验，以 P<0.05 表示差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组来源 M⁃MDSCs%、G⁃MDSCs 及 Total
MDSCs%的比较分析

BM 与 PB 来源样本，采用流式细胞技术检测

M⁃MDSCs%，见图 1，PB组（0.062±0.022）显著低于

BM 组（0.291±0.093），差异具有统计学意义（P=
0.0223）（图 1A）；G⁃MDSCs %与 Total MDSCs %
两 组 差 异 均 无 统 计 学 意 义（P>0.05）见 图 1B
和 C。

2.2 流式细胞技术对 PB来源MDSCs的分选

外周血标本设门及结果示例，分群较为理想，

且不同患者标本之间比较，差异有统计学意义（P<
005）。见图 2。
2.3 流式细胞技术对BM来源MDSCs的分选

不同患者标本 G⁃MDSCs 均占比较大，其中

混杂大量早期粒细胞的干扰，共同表达为 CD13
和 CD33 而不表达 HLA⁃DR，特异性较低。见

图 3。
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3 讨论

MM 肿瘤微环境包含细胞成分和非细胞成

分。细胞成分包括造血细胞成分和非造血细胞成

分，作为非造血细胞成分的MDSCs近年来广受关

注［1］。

1987 年 Young［4］等在小鼠肺癌模型中发现肿

瘤细胞能分泌粒细胞集落刺激因子（Granulocyte⁃
Colony stimulating factor，G⁃CSF）、粒细胞⁃巨噬细

胞集落刺激因子（Granulocyte Macrophage⁃colony
stimulating factor，GM⁃CSF）等细胞因子，诱导形

成具有免疫抑制作用的造血前体细胞，后来证实

这些细胞均为髓系来源、都是不成熟细胞且能抑

制 T 细胞特异性免疫反应，而被正式命名为 MD⁃
SCs，其不同亚型功能不同：M⁃MDSCs 主要分泌

诱导型一氧化氮合酶（inducible Nitric oxide syn⁃
thase，iNOS），G⁃MDSCs 主要分泌精氨酸酶 1（Ar⁃
ginase，ARG⁃1）。ROS 与 NO 结合形成过氧亚硝

基化合物，一方面引起 T 细胞表面抗原受体

（Tcell receptor，TCR）TCR⁃CD8 复合物中酪氨酸

硝基化，失去对负载抗原肽的主要组织相容性复

合体（Major histocompatibility complex，MHC）受体

的结合能力，最终导致 CD8+ T 细胞丧失对抗原

刺激的免疫反应［5］；另一方面也直接抑制抗原肽

与肿瘤细胞表面 MHC 受体的结合，降低骨髓瘤

细胞的免疫原性［6］，并能诱导肿瘤微环境中调节

性 T 细胞（Treg）的成熟。MDSCs 还能够通过其

细胞膜表面表达的解整合素金属蛋白酶 17（Dis⁃
integrin metalloproteinase 17，ADAM17）下 调 na⁃
tive T 细胞表面 CD62L 的表达水平，降低 T 细胞

向肿瘤微环境迁移的能力［7］，直接诱导形成免疫

抑制的肿瘤微环境；此外，肿瘤组织往往是一个

缺氧环境，在缺氧环境下，MDSCs 可向肿瘤相关

巨噬细胞方向分化。所形成的肿瘤相关巨噬细胞

一方面表达高水平 B7⁃H1 分子，后者与 T 细胞表

面的 PD⁃1 结合，可直接诱导活化 T 细胞凋亡［8］；

另一方面肿瘤相关巨噬细胞能促进 Treg 和 Th17
细胞增殖，间接抑制 T 细胞活化［9］；还有报道显示

肿瘤相关巨噬细胞有促进骨髓瘤细胞增殖、诱导

耐药和促进新生血管形成的作用［10］。骨髓瘤组

织中的破骨细胞也主要来源于肿瘤微环境中的

MDSCs，参与骨髓瘤骨病的发生，进而促进骨髓

瘤细胞的增殖［11］。

机体在健康状态下，MDSCs 主要存在于骨髓

中，并能够较快的分化为成熟粒细胞、巨噬细胞和

树突状细胞。但是肿瘤情况下，该细胞的整个分

化过程受阻，在外周血、脾以及炎症组织中大量增

殖，并发挥免疫抑制功能［12］。其中，M⁃MDSCs 是
发挥免疫抑制作用的主要细胞群，它分泌的细胞

因子可募集高水平的调节性 T 细胞，抑制 T 细胞

免疫应答［13］。MDSC水平与中性粒细胞计数呈正

相关，而系统性慢性炎症在肿瘤的发生和生长中

发挥作用，并在肿瘤免疫中发挥重要作用，其中中

性粒细胞/淋巴细胞比值（NLR）已被报道为最好的

标志物之一［14］，提示血液循环池的 MDSC 水平可

以提示疾病的动态变化和预后的预测。

通过比较不同来源 MDSCs 的分选发现外

周血标本分群较为理想；骨髓组织标本 G⁃MD⁃
SCs 占比大，其中混杂大量早期粒细胞的干扰，

不同样本之间 G⁃MDSCs 差异小，不利于分析。

因此，本研究发现 MM 患者外周血来源较骨髓

组织来源 MDSCs 检测更具诊断价值，为后续开

展 MDSCs 与骨髓瘤临床治疗效果的关联性及

其在疾病发生发展中的变化趋势研究奠定了
基础。
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体液免疫功能、血清 sIL⁃6R水平和血沉的检测在儿
童CA⁃MPP病情变化和疗效评估中的应用

陈建州★ 吴云刚 张辉

［摘 要］ 目的 研究体液免疫功能、血清 sIL⁃6R水平和血沉的检测在儿童 CA⁃MPP 病情变化和

疗效评估中的应用。方法 选取 2018年 1月至 2019年 6月本院收治的 90例 CA⁃MPP 儿童作为研究对

象，根据 CPIS 评分将研究对象分为两组，CPIS≥6分为 CA⁃MPP 重症组（n=46），CPIS<6分为 CA⁃MPP 普

通组（n=44）；另选取同期体检的健康儿童 45 例设为对照组。散射比浊法测定各组 IgA、IgG、IgM 水平

以及 C3、C4 水平；ELISA 法测定 IL⁃6、sIL⁃6R 以及 TNF⁃α 水平；全自动生化分析仪测定 ESR 水平。

结果 CA⁃MPP重症组、普通组患儿血清 IgA、IgG、IgM、C3、C4水平以及 IL⁃6、sIL⁃6R、TNF⁃α、ESR水平

均高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05），CA⁃MPP 重症组血清上述指标水平高于 CA⁃MPP 普通组，

差异有统计学意义（P<0.05）。Pearson 相关性分析发现，体液免疫功能、血清 sIL⁃6R 和血沉的水平均与

儿童 CA⁃MPP 病情严重程度呈正相关（P<0.05）。治疗后重症与普通组 CA⁃MPP 儿童血清 IgA、IgG、

IgM、C3、C4 水平以及 IL⁃6、sIL⁃6R、TNF⁃α、ESR 水平均低于治疗前，差异有统计学意义（P<0.05）。

结论 体液免疫功能、血清 sIL⁃6R 水平和血沉的检测能反映儿童 CA⁃MPP 病情变化情况，密切监测

CA⁃MPP患儿的上述指标水平对于患儿的病情和疗效评估具有重要意义。

［关键词］ 体液免疫功能；sIL⁃6R；血沉；儿童CA⁃MPP；病情；评估

Application of humoral immune function，serum sIL⁃6R level and erythrocyte
sedimentation rate in the evaluation of changes in CA ⁃ MPP condition and
curative effect in children
CHEN Jianzhou★，WU Yungang，ZHANG Hui
（Department of Pediatrics，Nanshi Hospital，Nanyang，Henan，China，473000）

［ABSTRACT］ Objective To study the application of humoral immune function，serum sI⁃6R level
and erythrocyte sedimentation rate in the assessment of the changes and therapeutic effects of CA ⁃MPP in
children. Methods Ninety⁃eight children with CA⁃MPP admitted to our hospital from January 2018 to June
2019 were enrolled. The subjects were divided into two groups according to the CPIS score. CPIS≥6 was
divided into CA ⁃MPP severe group（n=46），CPIS<6 is divided into CA ⁃MPP common group（n=44）. aAother
45 healthy children who were selected for physical examination in our hospital were set as the control group.
The levels of IgA ，IgG， IgM and C3 and C4 in each group were determined by nephelometry. The
levels of IL⁃6，sIL⁃6R and TNF⁃α were determined by ELISA. The ESR level was determined by automatic
biochemical analyzer. Results The serum levels of IgA，IgG，IgM，C3，C4，IL⁃6，sIL⁃6R，TNF⁃α and
ESR in the severe group and the common group of CA⁃MPP were higher than those in the control group（P<
0.05），and the serum levels of the severe group of CA⁃MPP were higher than those in the common group of
CA⁃MPP（P<0.05）. Pearson correlation analysis showed that humoral immune function，serum sIL⁃6R and
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ESR levels were positively correlated with the severity of CA⁃MPP in children（P<0.05）. The serum levels of
IgA，IgG，IgM，C3，C4，IL⁃6，sIL⁃6R，TNF⁃α and ESR in the severe group and the common group were
lower than those before treatment（P<0.05）. Conclusion The detection of humoral immune function，serum
sIL6R level and erythrocyte sedimentation rate can reflect the changes of CA ⁃ MPP in children，and closely
monitoring the levels of above⁃mentioned indicators in children with CA⁃MPP is of great significance for the
assessment of the condition and efficacy of children.

［KEY WORDS］ humoral immune function；serum sIL ⁃ 6R；erythrocyte sedimentation rate；children
CA⁃MPP；condition；assessment

在临床上，急性呼吸道感染疾病属于常见病、

多发病，是全球儿童最常见的疾病之一，而肺炎支

原体（mycoplasma pneumoniae，MP）则是引起儿童

呼吸道感染的常见的病原体之一，被认为是引起

社区获得性肺炎（community acquired pneumonia，
CAP）的第 3 位病原体，其引起的支原体肺炎约占

儿童社区获得性肺炎的 10%~40%［1⁃4］。近年来，随

着支原体肺炎在儿童当中的发病率有逐渐升高的

趋势，越来越影响儿童的健康成长。感染支原体

肺炎的儿童以顽固性剧烈咳嗽以及持续性或弛张

性发热为主要表现，并且疾病具有易反复发作的

特点，严重者可能因呼吸窘迫、中枢神经系统严重

受累而引起死亡［5］。相关研究表明，在支原体肺

炎的发病机制中，许多细胞因子都直接或者间接

参与了免疫反应、炎性反应及免疫损伤，并且患儿

发病后会存在不同的免疫功能紊乱情况［6］。血清

sIL⁃6R 是属于细胞因子家族当中的重要因子，在

免疫调节中占有重要作用，而血沉在早期的炎性

反应中会迅速升高，可作为反应炎症的敏感指标

之一。研究支原体肺炎患儿体液免疫功能以及血

清 sIL⁃6R、血沉等相关指标对于早期评估病情具

有重要意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018年 1月至 2019年 6月本院收治的 90
例 CA⁃MPP 儿童作为研究对象，根据 CPIS 评分将

研究对象分为两组，CPIS≥6 分为 CA⁃MPP 重症组

（n=46），CPIS<6 分为 CA⁃MPP 普通组（n=44）。

CA⁃MPP重症组中，男 27例，女 19例，年龄 10个月

~12 岁，平均年龄（5.53±0.64）岁；CA⁃MPP 普通组

中，男 23 例，女 21 例，年龄 1~12 岁，平均年龄

（5.48±0.71）岁；另选取同期来本院体检的健康儿

童 45 例设为对照组，其中男 22 例，女 23 例，年龄

1~11岁，平均年龄（5.61±0.93）岁。各组性别、年龄

等一般资料比较，差异无统计学意义（P>0.05），具

有可比性。

纳入标准：患儿年龄 13岁以下，病程不超过 8
d，无激素治疗史，诊断符合《诸福棠实用儿科学

（第 8版）》中MPP诊断标准［7］；X线表现为支气管

肺炎、大叶性肺炎或间质性肺炎改变；白细胞数大

多正常或稍高，血沉多增快，Coombs 试验阳性。

排除标准：患儿有风湿性疾病、自身免疫病、严重

器质性疾病或者合并细菌性、病毒性肺炎、肺结

核、肺部肿瘤等。本研究经医院伦理委员会批准，

获得患儿家属知情同意书。

1.2 方法

CA⁃MPP 患儿于入院次日早晨、对照组儿童

于体检当日均空腹状态下采集静脉血 5 mL，经

3 000 r/min 离心机离心 5 min，取上层血清液于-
80℃冰箱内保存。散射比浊法测定各组 IgA、IgG、

IgM 以及 C3、C4 水平；ELISA 法检测 IL⁃6、sIL⁃
6R、TNF⁃α 水平；全自动生化分析仪测定 ESR 水

平。患儿均给予抗菌药物治疗，CA⁃MPP 普通组

单用阿奇霉素，10 mg/kg，口服 1 次/d，治疗 1~2
个疗程（3 d 为 1 疗程、停药 4d）；CA⁃MPP 重症组

给予阿奇霉素⁃阿奇霉素序贯治疗辅以地塞米松

静脉滴注，先予静脉滴注阿奇霉素，10 mg/kg，1
次/d，治疗 2~4 个疗程（5 d 为 1 疗程、停药 4d），

并辅以静脉滴注地塞米松，1~2 mg/kg，1 次/d，连
用 3 d，病情好转后予阿奇霉素口服，1 次/d，治疗

2~4 个疗程（3 d 为 1 疗程、停药 4 d），疗程结束后

复查以上项目。

1.3 观察指标

治疗前 CA⁃MPP 儿童与对照组儿童血液学指

标的比较；治疗前 CA⁃MPP 儿童血液学生化指标

与病情的相关性分析；治疗前后 CA⁃MPP 儿童血

液学指标的比较。
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1.4 统计学方法

采用 SPASS 20.0 软件进行数据分析，计量资

料采用（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验，多组间

比较采用单因素方差分析，Pearson 相关性分析评

价体液免疫功能、血清 sIL⁃6R 和血沉的水平与儿

童 CA⁃MPP 病情严重程度的关系，P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 治疗前 CA⁃MPP 儿童血清血液学指标比较

治疗前，患儿 IgA、IgG、IgM、C3、C4、IL⁃6、
sIL⁃6R 、TNF⁃ α 水 平 、ESR 水 平 比 较 结 果 ：

CA⁃MPP 重症组>普通组>对照组，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 1。

指标

IgA（g/L）
IgG（g/L）
IgM（g/L）
C3（g/L）
C4（g/L）

IL⁃6（pg/mL）
sIL⁃6R（μg/L）
TNF⁃α（pg/mL）
ESR（mg/L）

对照组
（n=45）
0.97±0.16
6.23±1.58
0.98±0.17
1.21±0.27
0.27±0.08

86.46±13.47
53.61±17.45
71.26±11.32
8.57±1.25

CA⁃MPP普通组
（n=44）
1.13±0.38
11.27±2.03
1.51±0.22
1.76±0.24
0.32±0.12

123.39±12.28
82.17±26.68
81.40±14.33
66.13±14.33

CA⁃MPP重症组
（n=46）
1.41±0.43
14.16±2.88
2.02±0.34
1.93±0.33
0.57±0.14

134.52±15.43
97.86±29.23
89.37±14.46
78.37±14.46

F值

19.175
146.137
189.819
79.929
87.135
150.119
36.562
20.706
452.586

tCA⁃MPP 普通组

vs 对照组

6.496
16.234
18.392
11.377
12.514
15.814
8.744
6.643
32.26

tCA⁃MPP 重症组

vs 对照组

2.623
13.087
12.734
10.149
2.318
13.508
5.99
3.72

26.844

tCA⁃MPP 普通组

vs CA⁃MPP 重症组

2.623
5.48
8.407
2.784
9.077
3.776
2.656
2.615
4.032

P值

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

表 1 治疗前CA⁃MPP儿童血清血液学指标比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum hematological indexes of ca⁃mpp children before treatment（x ± s）

2.2 治疗前CA⁃MPP儿童血液学生化指标与病情

的相关性分析

Pearson 相关性分析后发现，治疗前 CA⁃MPP
儿童体液免疫功能、血清 sIL⁃6R 和血沉的水平均

与 CA⁃MPP 病情严重程度呈正相关（rIgA=0.43，rIgG=
0.38，rIgM=0.52，rC3=0.34，rc4=0.46，rIL ⁃ 6=0.51，rsIL ⁃ 6R=
0.48，rTNF⁃α=0.57，rESR=0.42；P均<0.05）。

2.3 治疗前后CA⁃MPP儿童的血液学生化指标的

对比

重症与普通组 CA⁃MPP 儿童经过治疗后，血

清 IgA、IgG、IgM、C3、C4 水平以及 IL⁃6、sIL⁃6R、

TNF⁃α、ESR 水平均低于治疗前，差异有统计学意

义（P<0.05）；治疗后两组患儿血液学生化指标，

无统计学差异（P>0.05）。见表 2。

表 2 治疗后 46例重症 ca⁃mpp儿童不同疗效的血清对比（x ± s）

Table 2 serum comparison of 46 children with severe CA MPP after treatment（x ± s）

指标

IgA（g/L）
IgG（g/L）
IgM（g/L）
C3（g/L）
C4（g/L）

IL⁃6（pg/mL）
sIL⁃6R（μg/L）
TNF⁃α（pg/mL）
ESR（mg/L）

CA⁃MPP重症组（n=46）

治疗前

1.41±0.43
14.16±2.88
2.02±0.34
1.93±0.33
0.57±0.14

134.52±15.43
97.86±29.23
89.37±14.46
78.37±14.46

治疗后

1.02±0.19
7.11±1.06
1.13±0.22
1.22±0.25
0.28±0.10

91.13±12.45
58.71±16.87
72.42±12.16
11.62±2.83

t值
5.627
15.581
14.906
11.631
11.432
14.843
7.868
6.085
37.854

P值

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

CA⁃MPP普通组（n=44）

治疗前

1.13±0.38
11.27±2.03
1.51±0.22
1.76±0.24
0.32±0.12

123.39±12.28
82.17±26.68
81.40±14.33
66.13±14.33

治疗后

0.96±0.22
7.08±1.21
1.08±0.26
1.20±0.31
0.26±0.13

87.53±11.64
54.18±12.56
70.29±10.34
10.95±3.35

t值
2.568
11.761
8.375
9.475
2.250
14.058
6.296
4.170
24.872

P值

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

3 讨论

肺炎支原体是一种介于病毒与细菌之间的无

细胞壁的病原微生物，能引起人类感染支原体肺

炎，近年来其发病率呈现低龄化趋势［8］。虽然支

原体肺炎为轻型、自限性疾病，但儿童时期由于其

机体防御能力尚不足，一旦感染易病情反复，发展

为难治性支原体肺炎，若没有得到及时对症治疗，
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可能会引发一系列严重并发症，造成儿童发生多

器官功能障碍综合征［9］。目前临床上关于支原体

肺炎（MPP）的发病机制仍不十分明确，主要倾向

于免疫学发病机制，与机体的体液免疫和细胞免

疫有关［10］。

IgA、IgG 及 IgM 是人体液免疫的重要参与因

子，MP作为抗原进人体内刺激机体产生大量特异

性抗体，可刺激 B 细胞活化分泌免疫球蛋白 IgA、

IgG 及 IgM，提呈抗原，介导病理免疫应答［11］。儿

童在感染 MP 后，大约 1~2 周后可产生 IgA、IgM。

IgM可在 3~4周内达到最大值，IgA作为黏膜防御

体系重要成分，出现时间较 IgM 晚，但持续时间

长。IgG 出现时间相对较晚，在感染 MP 约 5 周可

以达到最大值，随后一定时间内保持稳定水

平［12］。有研究表明，CA⁃MPP 患儿的 IgA、IgG 及

IgM 水平显著高于正常儿童［13］，本研究中治疗前

MPP 儿童 IgA、IgG、IgM 水平高于正常对照组，重

症组上述指标水平高于普通组。在机体感染 MP
后会产生交叉反应激活补体系统，导致血清中C3、
C4 水平升高，改变宿主抗原结构并形成免疫复合

物，产生一系列并发症，引起组织或器官的多种病

变，加重病情。本研究中治疗前 MPP 儿童 C3、C4
水平高于对照组，且病情越重 C3、C4水平越高，提

示MP感染后激活了补体系统，与韩晨鹏等［14］研究

结果一致。IL⁃6是一种对体液免疫和细胞免疫均

有调节作用的多功能细胞因子，在机体炎症反应、

自身免疫中发挥重要作用，直接影响 B 细胞分泌

免疫球蛋白过程。因此，在发生肺炎时血清 IL⁃6
水平会升高，而 sIL⁃6R 介导 IL⁃6 发挥生物学活化

作用，参与机体的免疫应答和调节，也随之升高；

TNF⁃α 有双重生物学活性，参与机体免疫损伤过

程，其水平的升高会促进炎症反应的发生，加重病

情。ESR 是反映炎症的一种非特异性指标，在早

期的炎性反应中会迅速升高，可联合实验室其他

检测指标提高肺炎早期诊断的敏感度。Pearson相

关性分析后发现，体液免疫功能、血清 sIL⁃6R和血

沉的水平均与儿童 CA⁃MPP病情严重程度呈正相

关，且 CA⁃MPP儿童在经过治疗后，治疗后重症与

普通组 CA⁃MPP 儿童血清 IgA、IgG、IgM、C3、C4
水平以及 IL⁃6、sIL⁃6R、TNF⁃α、ESR水平均低于治

疗前，提示 CA⁃MPP儿童经过治疗后，病情有所好

转，表明上述指标可以对儿童 CA⁃MPP 病情及治

疗疗效进行辅助评估。

综上所述，体液免疫功能、血清 sIL⁃6R水平和

血沉的检测能反映儿童 CA⁃MPP 病情变化情况，

联合检测上述指标水平对于 CA⁃MPP患儿的病情

和疗效评估具有重要意义。
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宫颈癌患者血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β表达意义及对
预后的影响

李晓茵 吴雪薇 卢智健 曾带娣 陈艳雅★

［摘 要］ 目的 探讨宫颈癌患者血清上皮型钙黏蛋白（E⁃cad）、干扰素 γ（IFN⁃γ）、转化生长因子 β
（TGF⁃β）表达意义及对预后的影响。 方法 选取本院 2015年 4月至 2016年 4月宫颈癌患者 60例（宫颈

癌组）、宫颈鳞状上皮内病变（CIN）患者 35例（CIN组）、宫颈炎患者 42例（宫颈炎组），比较 3组、不同病

理特征患者血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β水平，分析各血清指标对宫颈癌的诊断价值。随访 3年，比较不同

血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β 水平患者预后情况。结果 宫颈癌组血清 E⁃cad、TGF⁃β 高于 CIN 组、宫颈炎

组，IFN⁃γ低于CIN组、宫颈炎组（P<0.05）；血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β联合诊断CIN、宫颈炎、宫颈癌AUC
均>单一诊断；血清 E⁃cad、TGF⁃β 与临床分期、肿瘤直径、淋巴结转移呈正相关，与分化程度呈负相关，

IFN⁃γ 与临床分期、肿瘤直径、淋巴结转移呈负相关，与分化程度呈正相关（P<0.05）；随访 3 年，E⁃cad、
TGF⁃β、IFN⁃γ 高危组、低危组生存曲线对比，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 血清 E⁃cad、IFN⁃γ、
TGF⁃β水平在宫颈癌患者中呈异常表达，并与宫颈癌患者病理特征存在一定相关性，可作为诊断宫颈病

变类型、评估宫颈癌患者预后的潜在有效因子。

［关键词］ 宫颈癌；上皮型钙黏蛋白；干扰素 γ；转化生长因子 β

The significance of serum E⁃cad，IFN⁃γ，TGF⁃β levels in patients with cervical
cancer and its influence on prognosis
LI Xiaoyin，WU Xuewei，LU Zhijian，ZENG Daidi，CHEN Yanya★

（Department of Obstetrics and Gynecology，Dongguan People 􀆳 s Hospital，Dongguan，Guangdong，China，
523000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the significance of serum epithelial cadherin（E⁃cad），interfer⁃
on γ（IFN⁃γ），and transforming growth factor β（TGF⁃β）levels in patients with cervical cancer and their im⁃
pact on prognosis. Methods From April 2015 to April 2016，60 patients with cervical cancer（cervical can⁃
cer group），35 patients with cervical squamous intraepithelial lesion（CIN）（CIN group），and 42 patients
with cervicitis（cervicitis group）were selected. The serum E⁃ cad，IFN ⁃ γ，and TGF⁃β levels of the three
groups with different pathological characteristics were compared，and the diagnostic value of each serum index
for cervical cancer was analyzed. Follow⁃up for three years，the prognosis of patients with different serum
E⁃cad，IFN⁃γ，TGF⁃β levels were compared. Results Serum E⁃cad and TGF⁃β in the cervical cancer group
were higher than those in the CIN group and cervicitis group，and IFN⁃γ was lower than those in the CIN
group and cervicitis group（P<0.05）. Serum E⁃cad，IFN⁃γ，TGF⁃β combined AUC for diagnosis of CIN，cer⁃
vicitis，and cervical cancer AUC were greater than that of the single diagnosis. Serum E⁃cad and TGF⁃β were
positively correlated with clinical stage，tumor diameter，and lymph node metastasis，and negatively correlat⁃
ed with the degree of differentiation. IFN⁃γ was negatively correlated with clinical stage，tumor diameter，and
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lymph node metastasis，and were positively correlated with the degree of differentiation（P<0.05）. After 3
years of follow⁃up，there was a statistically significant difference in the survival curves of the E⁃cad，TGF⁃β，
and IFN⁃γ high⁃risk and low⁃risk groups（P<0.05）. Conclusion Serum levels of E⁃cad，IFN⁃γ，and TGF⁃β
are abnormally expressed in cervical cancer patients and have a certain correlation with the pathological charac⁃
teristics of cervical cancer patients. They can be used as potential effective factors for diagnosing cervical le⁃
sion types and evaluating the prognosis of cervical cancer patients.

［KEY WORDS］ Cervical cancer；Epithelial cadherin；Interferon γ；Transforming growth factor β

宫颈癌发病率约占女性恶性肿瘤的 13.0%，是

导致女性死亡的第二大恶性肿瘤［1］，并随人乳头瘤

病毒（Human papilloma virus，HPV）感染上升呈明

显上升、年轻化趋势，严重威胁患者生命安全。资

料显示，宫颈癌发生、发展、转归是一个极其复杂

的多阶段、多基因调控异常的过程，其中细胞侵

袭、迁移能力的增强是导致其预后不良的主要原

因［2］。同时，学者［3］指出，细胞黏附能力降低或丧

失可能是宫颈癌侵袭、转移的关键因素。上皮型

钙粘蛋白（E⁃cadherin，E⁃cad）在细胞分裂、黏附、

肿瘤浸润、迁移过程中起着重要作用［4］。转化生

长因子 β（Transforming growth factor⁃β，TGF⁃β）
为免疫逃逸发生机制的重要因子，参与机体免疫

逃逸，可诱导上皮 ⁃间质转化，加快肿瘤侵袭转

移［5］。干扰素 γ（Interferon⁃γ，IFN⁃γ）能诱导宫

颈肿瘤细胞凋亡，增强特异细胞毒性 T 细胞对

肿瘤细胞的识别与裂解。鉴于此，本研究以血

清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β 水平为观察指标，观察其

在宫颈癌患者的表达及对预后判断的影响。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取本院 2015年 4月至 2016年 4月宫颈癌患

者 60例（宫颈癌组），平均（50.19±3.58）岁、宫颈鳞状

上皮内病变（Cervical intraepithelial neoplasia，CIN）
患者 35例（CIN组）,平均（49.86±3.42）岁、宫颈炎患

者 42例（宫颈炎组），平均（49.97±3.60）岁。3组基

本资料（年龄）比较差异无统计学意义（P>0.05），有

可比性。本研究经本院医学伦理委员会审批同意。

纳入标准：均经组织病理学检查确诊为宫颈

病变；均为首次发病；临床资料完整；患者及家属

知情并签署同意书。排除标准：肝肾等重要脏器

器质性病变者；凝血机制紊乱或活动性出血者；继

发性盆腔炎者；自身免疫系统疾病或全身感染性

疾病者；⑤失语症或精神行为异常者。

1.2 方法

空腹取 3 mL 静脉血，离心 12 min，3 000 r/
min，离心半径 15 cm，分离取血清，置于-20℃低温

保存，采用酶联免疫吸附法检测血清 E⁃cad、IFN⁃γ、
TGF⁃β 水平，试剂盒购自上海康朗生物科技有限

公司，按照试剂盒说明书操作。

1.3 观察指标

对比 3组血清E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β水平。采用

受试者工作特征曲线（Receiver operating character⁃
istic，ROC）分析血清E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β对宫颈癌

的诊断价值。分析血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β与宫

颈癌患者病理特征的关系。随访 3年，采用卡普兰⁃
迈耶曲线（Kaplan⁃Meier，KM）分析生存状况。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件分析处理数据，计量资料

采用（x ± s）表示，两组间比较采用 t进行检验，多组

间比较采用单因素方差分析，计数资料用 n（%）表

示，组间比较采用 c2检验，采用 ROC 曲线分析诊

断价值，以KM进行生存曲线分析，P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 3组血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β水平

宫颈癌组血清 E⁃cad、TGF⁃β 高于 CIN 组、宫

颈炎组，IFN⁃γ低于 CIN组、宫颈炎组，差异具有统

计学意义（P<0.05）。见表 1。

组别

宫颈癌组
CIN组

宫颈炎组
F值
P值

n

60
35
42

E⁃cad
（ng/mL）

40.28±13.41
27.43±9.12
21.39±7.10

40.993
<0.001

IFN⁃γ
（pg/mL）

21.46±7.11
33.57±11.16
40.74±13.58

43.691
<0.001

TGF⁃β
（pg/mL）

50.73±16.90
38.20±12.52
28.76±9.50

31.690
<0.001

表 1 3组血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum E⁃cad，IFN ⁃ γ，TGF⁃β
levels in 3 groups（x ± s）
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2.2 血清E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β对宫颈癌的诊断价值

ROC曲线分析显示，血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β
联合诊断CIN与宫颈癌AUC>单一诊断，差异具有

统计学意义（P<0.05）。见图 1、表 2。
2.3 血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β与宫颈癌患者病理

特征的关系

血清 E⁃cad、TGF⁃β与临床分期、肿瘤直径、淋

巴结转移呈正相关，与分化程度呈负相关；IFN⁃γ
与临床分期、肿瘤直径、淋巴结转移呈负相关，与

分化程度呈正相关（P<0.05）。见表 3。

项目

血清对CIN
与宫颈癌的

诊断价值

血清对宫颈炎

与宫颈癌的

诊断价值

指标

E⁃cad
IFN⁃γ
TGF⁃β

三者联合

E⁃cad
IFN⁃γ
TGF⁃β

三者联合

AUC
0.711
0.766
0.778
0.893
0.750
0.722
0.727
0.908

95%CI

0.609~0.799
0.668~0.847
0.681~0.857
0.813~0.947
0.654~0.830
0.625~0.807
0.630~0.811
0.834~0.956

Z统计

4.004
4.814
5.913
10.946
5.209
4.220
4.608
14.639

截断值

>33.37 ng/mL
≤31.42 pg/mL
>55.06 pg/mL

-
>34.57 ng/mL
≤41.23 pg/mL
>44.72 pg/mL

-

敏感度（%）

66.67
86.67
53.33
95.00
73.33
91.67
58.33
78.33

特异度（%）

71.43
62.86
91.43
74.29
71.43
47.62
85.71
95.24

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 2 血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β对CIN、宫颈炎与宫颈癌的诊断价值

Table 2 Diagnostic value of serum E⁃cad，IFN ⁃ γ，TGF⁃β in CIN and cervical cancer
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注：A是 CIN与宫颈癌诊断；B是宫颈炎与宫颈癌诊断。

图 1 ROC曲线图

Figure 1 ROC curve

临床病理特征

年龄（岁）

临床分期

肿瘤直径（cm）

分化程度

淋巴结转移

>50
≤50
Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ
>4
≤4
低分化
中分化
高分化
有
无

n

35
25
27
33
24
36
15
22
23
37
23

E⁃cad
（ng/mL）
40.81±10.24
39.54±9.06
35.29±8.31
44.36±10.05
45.10±8.69
37.07±7.14
45.03±9.13
41.37±5.20
36.14±4.17
46.22±12.27
30.72±8.65

t/F值

0.497

3.754

3.911

10.213

5.289

P值

0.621

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

IFN⁃γ
（pg/mL）
21.24±6.90
21.77±7.22
18.00±6.01
25.69±7.35
18.02±5.64
23.75±7.13
17.06±5.11
21.28±6.24
24.50±6.83
17.15±6.49
28.39±8.14

t/F值

0.288

4.369

3.305

6.497

5.912

P值

0.775

<0.001

0.002

0.003

<0.001

TGF⁃β
（pg/mL）
50.08±12.79
51.64±13.05
44.12±10.36
56.14±12.44
56.17±10.07
47.10±8.53
58.01±8.43
50.46±6.95
46.24±5.06
57.24±12.79
40.26±10.08

t/F值

1.019

4.009

3.753

13.962

5.403

P值

0.313

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

表 3 血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β与宫颈癌患者病理特征的关系（x ± s）

Table 3 Relationship between serum E⁃cad，IFN⁃γ，TGF⁃β and pathological characteristics（x ± s）

2.4 生存分析

随访 3 年，脱落 3 例。以 ROC 曲线最佳截断

值分为低危组、高危组，KM 曲线分析显示 E⁃cad、
TGF⁃β、IFN⁃γ高危组、低危组生存曲线对比，差异

有统计学意义（P<0.05）。见图 2。

3 讨论

研究发现，抑癌基因功能丧失及癌基因过表

达可导致宫颈组织发生一系列病理改变，最终诱

导组织癌变、局部浸润及远处转移［6］。另外上皮⁃
间质转化被认为是肿瘤转移的关键启动步骤，在

多种肿瘤侵袭、转移过程发挥重要作用［7］。

E⁃cad 能促进上皮分化、保持上皮细胞完整

性，其表达异常是发生上皮⁃间质转化的重要标志

性变化［8］。张鸿艳［9］研究发现，血清 E⁃cad 水平在

宫颈癌患者中呈异常高表达，支持本研究观点，血

清 E⁃cad 水平上调可调节癌细胞与正常组织间黏

附功能，不断增强癌生长因子受体作用，诱发丝裂
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图 2 生存曲线图

Figure 2 survival curve

原激活蛋白激酶调节路径持续表达，刺激细胞产

生增殖与分裂，从而激活细胞侵袭形成。最后，分

析血清 E⁃cad 与宫颈癌病理特征、预后关系可知，

血清 E⁃cad 与临床分期、肿瘤直径、淋巴结转移呈

正相关关系，与分化程度呈负相关关系，且其表达

水平上调是宫颈癌患者预后不良的风险因素。

TGF⁃β 具有调节细胞生长、分化、血管形成、

细胞凋亡等多种功能，同时还参与细胞外基质重

建、间质细胞产生及机体抗肿瘤免疫［10］。本研究

经酶联免疫吸附法检测表明，宫颈癌患者血清

TGF⁃β水平明显高于 CIN患者、宫颈炎患者，并与

临床分期、肿瘤直径、淋巴结转移、分化程度存在

一定关联性，与于丹军等［11］研究一致，说明 TGF⁃β
可能参与了从宫颈不典型增生逐渐发展至原位

癌、浸润癌的过程，即 TGF⁃β 与宫颈癌的发生、侵

袭、转移密切相关。TGF⁃β 表达上调一定程度会

减弱 SiHa 细胞与基质黏附能力，加快细胞外基质

降解，促进肿瘤血管生成，同时其还能促使上皮细

胞向具有运动侵袭能力的间质细胞转变，从而导致

宫颈癌侵袭、转移［12］。另外，TGF⁃β诊断 CIN与宫

颈癌的ROC曲线证实了 TGF⁃β有望成为诊断宫颈

癌的潜在特异性指标。经 KM曲线作进一步分析

得出，TGF⁃β水平异常高表达会增加宫颈癌预后不

良风险，可作为宫颈癌患者预后的有效预测因子。

IFN⁃γ 是 Th1 型细胞因子，具有抗病毒、抗肿

瘤免疫作用，可活化巨噬细胞，强化抗原提呈作

用，刺激固有免疫系统，促进内皮淋巴细胞相互作

用，调控细胞凋亡［13］。本研究对比 3组血清 IFN⁃γ
水平可知，随宫颈病变加重，血清 IFN⁃γ 水平显著

下调，与付艳丽等［14］等研究相似，说明在抗HPV持

续感染免疫应答中，Th1 向 Th2 偏移，可加重宫颈

病变，且宫颈病变程度不断加重，可逐渐削弱细胞

免疫功能，导致 IFN⁃γ 水平持续降低或缺失，从而

抑制肿瘤坏死因子 α受体在单核⁃巨噬细胞表面受

体的表达，促使肿瘤细胞内 DNA、RNA 及蛋白质

合成，逐渐降低机体抗肿瘤能力［15］。IFN⁃γ在鉴别

区分宫颈病变类型方面具有一定诊断价值可见通

过检测血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β 水平，可为临床

早期诊断宫颈癌提供技术支持。

综上可知，血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β 水平在

宫颈癌患者中呈异常表达，并与宫颈癌患者病理

特征存在一定相关性，可作为诊断宫颈病变类型、

评估宫颈癌患者预后的潜在有效因子。
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LASP1、GSTA3在鼻咽癌组织中的表达及与复发、、转
移的关系

杜伟一 1 陈淑莲 2★ 李国强 3

［摘 要］ 目的 探究 LIM和 SH3蛋白 1（LASP1）、谷胱甘肽硫转移酶 A3（GSTA3）在鼻咽癌组织

中的表达及与复发、转移的关系。方法 选取本院 2012年 9月至 2016年 5月收治的鼻咽癌患者 117例

作为研究对象，检测对比鼻咽癌患者癌组织、癌旁组织中 LASP1、GSTA3 mRNA，比较不同临床特征患者

癌组织中 LASP1、GSTA3 mRNA，采用 Logistic 多元回归方程分析 LASP1、GSTA3 mRNA 与鼻咽癌复发、

转移的关系，采用 Kaplan⁃Meier 生存曲线分析 LASP1、GSTA3 mRNA 高危者、低危者生存曲线，采用

Pearson 分析 LASP1、GSTA3 mRNA 与无进展生存期（PFS）相关性。结果 癌组织中 LASP1 mRNA 高于

癌旁组织，GSTA3 mRNA低于癌旁组织，差异有统计学意义（P<0.05）；复发、转移、低分化、Ⅳ期鼻咽癌患

者 LASP1 mRNA 高于未复发、转移、中高分化、Ⅲ期患者，GSTA3 mRNA 低于未复发、转移、中高分化、

Ⅲ期患者，差异有统计学意义（P<0.05）；复发、转移鼻咽癌患者 LASP1 mRNA高于未复发、未转移患者，

GSTA3 mRNA低于未复发、未转移患者，差异有统计学意义（P<0.05）；LASP1、GSTA3 mRNA与鼻咽癌复

发、转移显著相关（P<0.05）；复发鼻咽癌患者 PFS 为 31.17个月，转移鼻咽癌患者 PFS 为 8.72个月；复发

与转移鼻咽癌患者 LASP1 mRNA 高表达者 PFS短于低表达者，GSTA3 mRNA 高表达者 PFS长于低表达

者，差异有统计学意义（P<0.05）；LASP1 mRNA与 PFS呈负相关，GSTA3 mRNA与 PFS呈正相关，差异有

统计学意义（P<0.05）。结论 在鼻咽癌组织中，LASP1表达升高，GSTA3表达降低，对肿瘤复发、转移分

别起到正负调节作用，并与 PFS有关。

［关键词］ LASP1；GSTA3；鼻咽癌；复发；转移；无进展生存期

Analysis of the expression of LASP1 and GSTA3 in nasopharyngeal carcinoma
and their relationship with recurrence and metastasis
DU Weiyi1，CHEN Shulian2★，LI Guoqiang3

（1. Oncology，Qinhuangdao Harbor Hospital，Qinhuangdao，HeBei，China，066000；2. Maritime Medical
Safeguard Institute，Armed Police Specialty Medical Center，TianJin，China，300162；3. School of Electrical
engineering，yanshan university，qinhuangdao，hebei，China，066004）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of LIM and SH3 protein 1（LASP1）and
Glutathione⁃S⁃Thiotransferase A3（GSTA3）in nasopharyngeal carcinoma and their relationship with recurrence
and metastasis. Methods A total of 117 patients with nasopharyngeal carcinoma who were admitted to our
hospital from September 2012 to May 2016 were selected as the research objects. Detection and comparison of
LASP1 and GSTA3 mRNA in cancer tissue and normal adjacent tissue of patients with nasopharyngeal
carcinoma，and comparison of LASP1，GSTA3 mRNA in cancer tissues of patients with different clinical

·· 887



分子诊断与治疗杂志 2020年 7月 第 12卷 第 7期 J Mol Diagn Ther, July 2020, Vol. 12 No. 7

characteristics. Logistic multiple regression equation was used to analyze the relationship between LASP1，
GSTA3 mRNA and nasopharyngeal carcinoma recurrence and metastasis，Kaplan⁃Meier curve（Kaplan⁃Meier）
survival curve was used to analyze the survival curves of high⁃risk and low⁃risk individuals with LASP1，GSTA3
mRNA，and Pearson was used to analyze the correlation between LASP1，GSTA3 mRNA and progression⁃free
survival（PFS）. Results In cancer tissues，LASP1 mRNA was higher than that in normal adjacent tissues，
GSTA3 mRNA was lower than that in normal adjacent tissues，the difference was statistically significant（P<
0.05）. In patients with relapse，metastasis，poor differentiation，and stage IV nasopharyngeal carcinoma，the
LASP1 mRNA was higher than that in patients without recurrence， metastasis， moderate and high
differentiation，and stage Ⅲ，GSTA3 mRNA was lower than that of patients with no recurrence，metastasis，
middle and high differentiation，and stage Ⅲ，and the difference was statistically significant（P<0.05）. In
patients with relapsed or metastatic nasopharyngeal carcinoma，LASP1 mRNA was higher than that in non ⁃
relapsed and metastatic patients，and GSTA3 mRNA was lower than that in non⁃relapsed and metastatic patients
（P<0.05）. LASP1 and GSTA3 mRNA were significantly associated with nasopharyngeal carcinoma recurrence
and metastasis（P<0.05）. the PFS of patients with recurrent nasopharyngeal carcinoma was 31.17 months，and
the PFS of patients with metastatic nasopharyngeal carcinoma was 8.72 months. In patients with relapsed or
metastatic nasopharyngeal carcinoma，those with high expression of LASP1 mRNA had shorter PFS than those
with low expression，and those with high expression of GSTA3 mRNA had PFS longer than those with low
expression，the difference was statistically significant（P<0.05）. LASP1 mRNA was negatively correlated with
PFS，and GSTA3 mRNA was positively correlated with PFS，the difference was statistically significant（P<
0.05）. Conclusion In nasopharyngeal carcinoma tissues，the expression of LASP1 is increased and the
expression of GSTA3 is decreased，which plays a positive and negative regulatory role on tumor recurrence and
metastasis，respectively，and is related to PFS.

［KEY WORDS］LASP1；GSTA3；Nasopharyngeal carcinoma；Relapse；Metastasis；Progression ⁃ free
survival

鼻咽癌是十大恶性肿瘤之一，发病率较高［1］。

由于鼻咽解剖位置复杂，不易行手术治疗，且其非

角化型癌组织的特性，决定了放化疗是其主要治

疗方案，但治疗后复发率较高，加之鼻咽周围比邻

较多重要组织器官，癌细胞易直接侵犯周围软组

织，并经血液学途经播散发生远隔部位转移，影响

患者预后，因此深入研究鼻咽癌分子水平复发、转

移的机制意义重大［2］。LIM 和 SH3 蛋白 1（LIM
and SH3protein 1，LASP1）是新近发现的一种肌动

蛋白结合蛋白和斑粘连结合蛋白支架蛋白，在乳

腺癌、胰腺癌等恶性肿瘤中过度表达，并与肿瘤发

生进展有关，故推测可能在鼻咽癌中亦起到一定

作用［3 ⁃ 4］。谷胱甘肽硫转移酶 A3（Glutathione⁃S⁃
Transferase A3，GSTA3）是一种抗氧化酶，能通过

抑制微粒体过氧化反应、修复自由基引起的膜磷

脂损伤等途径发挥抗氧化作用，近年来发现，

GSTA3与前列腺癌、胃癌的发生息息相关，但在鼻

咽癌领域的研究较少，是否与鼻咽癌复发、转移

有关仍有待验证［5⁃6］。鉴于此本研究分析 LASP1、
GSTA3的表达及与复发、转移的关系，报告如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取本院2012年9月至2016年5月收治的鼻咽

癌患者117例作为研究对象进行前瞻性研究，其中女

57例，男60例；年龄19~72岁，平均（42.68±11.75）岁；

体质量指数 20~26 kg/m2，平均（22.29±1.10）kg/m2；肿

瘤T分期为Ⅲ期86例，Ⅳ期31例。 本研究患者均对

研究内容知情，自愿签署知情同意书。

纳入标准：：①符合鼻咽癌诊断标准［7］；②组织

活检首次确诊；③肿瘤 T分期为Ⅲ或Ⅳ期；④电解

质、心电图、肝肾功能无明显异常；⑤入组前未接

受过放疗等相关治疗；⑥能配合随访；年龄≥18
岁。排除标准：①合并其他系统原发性恶性肿瘤

者；②入组前 1个月有骨折、大型手术史、创伤者；

③因各种原因脱落、失访者；妊娠期、哺乳期患者；

④有精神病、认知功能障碍者。

1.2 方法

1.2.1 癌组织 LASP1、GSTA3检测

①主要试剂、仪器：紫外分析仪（北京君意东方
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电泳设备有限公司 JY02S型）；电热恒温水浴锅（北

京市长风仪器仪表有限公司HW⁃SY11⁃K P2型）；实

时荧光定量 PCR 仪（美国 ABI 公司 QuantStudio 6
型）；电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验设备有限

公司DHG 9203A型）；PCR试剂盒（美国 genecopoeia
公司）；引物合成（北京擎科生物科技有限公司）。

②检测方法：采用实时荧光定量 PCR检测 LASP1、
GSTA3 mRNA，Trizol法提取RNA，逆转录反应逆转

录成 cDNA，取上述 cDNA 4 μL，加入上下游引物各

0.4 μL、SYBR Green（荧光插入染料）/荧光素 qPCR
预混液 10 μL、水 5.2 μL，进行实时荧光定量 PCR，

反应条件 50℃ 2 min，95℃ 10 min；95℃ 30 sec，
60℃ 30 sec，40 cycles，最终数据以 2 ⁃ △ △ Ct 进行

分析。

1.2.2 治疗方案

入组者均接受顺铂+紫杉醇诱导化疗 3个周期，

之后均行 3个周期同期放化疗。①诱导化疗方法：

顺 铂（广 东 岭 南 制 药 有 限 公 司 ，国 药 准 字

H20183341）75 mg/m2，d 1~3，静滴；紫杉醇（齐鲁制

药（海南）有限公司，国药准字H20193309）135 mg/
m2，d 1，21 d为一个化疗周期，共 3个周期；②放疗

方法：采用三维调强适形放疗技术，1次/d，每周 5次

为 1 个周期。③同期化疗方法：顺铂 100 mg/m2，d
1~3，共 3个周期。

1.3 观察指标

比较癌组织、正常癌旁组织中 LASP1、GSTA3
mRNA。比较不同临床特征患者癌组织中 LASP1、
GSTA3 mRNA。 分 析 LASP1 mRNA 与 GSTA3
mRNA 相关性。分析 LASP1、GSTA3 mRNA 与鼻

咽癌复发、转移的关系。分析复发与转移鼻咽癌

患者无进展生存期（PFS）。分析 LASP1、GSTA3
mRNA与 PFS相关性。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行数据处理，计量资料

以（x ± s）表示、t检验，非正态分布资料（PFS）采用

中位数表示，采用非参数秩和检验（Wilcoxon），计

数资料用 n（%）表示、c2检验，采用 Logistic多元回

归方程分析 LASP1、GSTA3 mRNA 与鼻咽癌复发、

转移的关系，采用卡普兰⁃迈耶曲线（Kaplan⁃Meier，
KM）生存曲线分析、Log Rank（Mantel⁃Cox）检验

LASP1、GSTA3 mRNA高危者、低危者生存曲线，采

用 Pearson 分析 LASP1、GSTA3 mRNA 与 PFS 相关

性。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 癌组织、癌旁组织中 LASP1、GSTA3 mRNA
癌组织中 LASP1 mRNA 高于正常癌旁组织，

GSTA3 mRNA 低于正常癌旁组织，差异有统计学

意义（P<0.05），见表 1。癌组织中 LASP1 蛋白表

达高于正常癌旁组织，GSTA3 蛋白表达低于正常

癌旁组织，差异有统计学意义（P<0.05），见图 1。

2.2 不同临床特征患者癌组织中 LASP1、GSTA3
mRNA

复发、转移、低分化、Ⅳ期鼻咽癌患者 LASP1
mRNA 高于未复发、转移、中高分化、Ⅲ期患者，

GSTA3 mRNA 低于未复发、转移、中高分化、Ⅲ期

患者，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

aa bb cc dd

注：a. 鼻咽癌组织 LASP1蛋白表达；b. 鼻咽癌组织癌旁 LASP1蛋白表达；c. 鼻咽癌组织GSTA3蛋白表达；d. 鼻咽癌组织癌旁GSTA3蛋

白表达。

图 1 癌组织、正常癌旁组织中 LASP1、GSTA3 蛋白表达（×300）
Figer 1 Expression of lasp1 and gsta3 proteins in cancer tissues and normal adjacent tissues（×300）

组别
癌组织

正常癌旁组织
t值
P值

n
117
117

LASP1 mRNA
0.12±0.03
0.03±0.01
30.785
<0.001

GSTA3 mRNA
0.11±0.03
0.24±0.07
18.464
<0.001

表 1 两组中 LASP1、GSTA3 mRNA比较（x ± s）

Table 1 Comparison of LASP1 and GSTA3 mRNA in cancer
of 2 groups（x ± s）
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临床特征
复发情况

转移情况

分化程度

复发
未复发
转移
未转移
低分化
中高分化
临床分期
Ⅲ期
Ⅳ期

n
32
85
28
89
42
75

46
71

LASP1 mRNA
0.15±0.04
0.11±0.03
0.17±0.05
0.10±0.02
0.16±0.04
0.10±0.03

0.08±0.02
0.15±0.04

t值
5.845

10.810

9.182

11.000

P值
<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

GSTA3 mRNA
0.09±0.02
0.12±0.03
0.08±0.02
0.12±0.04
0.07±0.02
0.13±0.03

0.16±0.05
0.08±0.02

t值
5.229

5.084

11.588

12.093

P值
<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

表 2 不同临床特征患者癌组织中 LASP1、GSTA3 mRNA比较（x ± s）

Table 2 Comparison of LASP1 and GSTA3 mRNA in cancer tissues of patients with different clinical characteristics（x ± s）

临床特征

复发

转移

变量

LASP1 mRNA
GSTA3 mRNA
LASP1 mRNA
GSTA3 mRNA

b值

1.485
-0.788
1.704
-0.654

S.E. 值
0.449
0.216
0.442
0.203

Wald/c2值

10.942
13.310
14.865
10.366

OR值

4.416
0.455
5.497
0.520

95%CI
2.741~7.115
0.229~0.903
3.279~9.214
0.302~0.896

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 LASP1、GSTA3 mRNA与鼻咽癌复发、转移的关系

Table 3 Relationship between LASP1，GSTA3 mRNA and recurrence and metastasis of nasopharyngeal carcinoma

2.3 LASP1、GSTA3 mRNA与鼻咽癌复发、转移的

关系

Logistic 回归分析，LASP1、GSTA3 mRNA与鼻

咽癌复发、转移显著相关，差异有统计学意义（P<
0.05），见表 3。

2.4 复发与转移鼻咽癌患者 PFS
Kaplan⁃Meier 曲线分析，复发鼻咽癌患者 PFS

为 31.17 个月，未复发鼻咽癌患者 PFS 为 38.26 个

月，转移鼻咽癌患者 PFS为 8.72个月，未转移鼻咽

癌患者 PFS 为 41.12 个月。根据复发与转移鼻咽

癌患者 LASP1、GSTA3 mRNA 表达均数为界，分为

高表达者、低表达者。Kaplan⁃Meier 曲线分析，复

发与转移鼻咽癌患者 LASP1 mRNA 高表达者 PFS
（28.74个月、7.13个月）短于低表达者（35.22个月、

12.70个月），GSTA3 mRNA高表达者 PFS（35.71个

月、12.24 个月）长于低表达者（27.83 个月、6.44 个

月）（P<0.05）。见图 1。

2.5 LASP1、GSTA3 mRNA与 PFS相关性

Pearson 相关性分析，LASP1 mRNA 与 PFS 呈

负相关，GSTA3 mRNA 与 PFS 呈正相关（r1=0.442，
r2=0.501，P<0.001）（P<0.05），图 2。

100

80

60

40

20

0

PF
S（

%
）

100

80

60

40

20

0

PF
S（

%
）

0 12 24 36 48
时间（月）

0 12 24 36 48
时间（月）

转移发鼻咽癌患者
未转移鼻咽癌患者

复发鼻咽癌患者
未复发鼻咽癌患者

图 1 生存曲线

Figure 1 Survival curve
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注：A为 LASP1与复发鼻咽癌患者 PFS相关性；B为GSTA3 mRNA与复发鼻咽癌患者 PFS相关性；C为 LASP1与转移鼻咽癌患者 PFS相

关性；D为GSTA3 mRNA与转移鼻咽癌患者 PFS相关性。

图 2 LASP1、GSTA3 mRNA与复发、转移鼻咽癌患者 PFS相关性

Figure 2 Correlation between LASP1 and GSTA3 mRNA and PFS in patients with relapsed or metastatic nasopharyngeal
carcinoma
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3 讨论

我国是鼻咽癌高发地区之一，现有放化疗综合

干预模式下，局部复发与远处转移是治疗失败的主

要原因，因此积极探寻鼻咽癌复发、转移相关重要

分子，为临床提供新的作用靶点，对药物研发、深入

了解癌细胞恶性生物学行为等至关重要［8］。

LASP1定位于染色体 17q21区域，存在于伪足、

黏着斑等周围，含有两段伴肌动蛋白样重复序列，

能通过结合黏着斑蛋白Kip1，调控细胞黏附、伪足

延伸及细胞运动［9⁃10］。本研究发现，LASP1与鼻咽

癌发生有关，并对肿瘤复发、转移起到促进作用，可

影响患儿 PFS。余俊等［11］报道发现，子宫内膜癌组

织中LASP1蛋白阳性表达率高于正常人群，与肌层

浸润和淋巴结转移有关，本研究观点与之相似。在

肝癌中，上调LASP1表达促进了肝细胞在体外和体

内的增殖、迁移和侵袭［12］。在口腔鳞状细胞癌细胞

中，通过慢病毒构建 LASP1沉默模型，发现口腔鳞

状细胞癌细胞系的增殖、转移和侵袭受到抑制，并

能将细胞阻滞在G2/M周期，而 LASP1过表达可减

弱微小RNA⁃342⁃3p对口腔鳞状细胞增殖的抑制作

用［13］。关于 LASP1参与恶性肿瘤生物学行为的机

制尚未完全阐明，结合资料推测，LASP1能通过激

活 PI3K/AKT通路调控癌细胞增殖、转移，并影响患

者预后［14］。亦有观点指出，LASP1还能通过影响肿

瘤对化疗的敏感性促进肿瘤的复发、转移［15］。

鼻咽癌的发生是遗传、环境、病毒感染等多种

因素相关作用的结果，不同个体对病毒感染、环境

中有害物质、致癌物解毒能力的异质性，影响了个

体对鼻咽癌的易感性。GSTA3是谷胱甘肽硫转移

酶家族成员之一，是体内生物转化Ⅱ结合反应中重

要的代谢酶，拥有防止脂质过氧化损伤扩大、修复

DNA 损伤等多种生物学功能，参与机体的解毒。

本研究发现，GSTA3转录水平在鼻咽癌发生中扮演

了抑癌因子角色，可能对鼻咽癌复发、转移起到抑

制作用 S。GSTA3 mRNA与鼻咽癌复发、转移显著

相关，证实GSTA3在鼻咽癌复发、转移中起到保护

作用。但遗憾的是，现阶段尚不清楚 GSTA3 调控

鼻咽癌复发、转移的分子机制，仍需更多基础实验

和临床研究的探索，这亦是本研究不足所在。

综上所述，在鼻咽癌组织中，LASP1 表达升

高，GSTA3 表达降低，对肿瘤复发、转移分别起到

正负调节作用，并与 PFS有关。
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let⁃7d⁃5p调控HPV16阳性宫颈癌细胞侵袭、迁移及
凋亡的分子机制

张鹏飞 1 周保成 1 周哲 2 朱美玲 2 戚耀之 1★

［摘 要］ 目的 研究 let⁃7d⁃5p 对人乳头瘤病毒相关宫颈癌细胞迁移侵袭和凋亡的影响机制。

方法 运用 RT⁃qPCR法检测人正常子宫颈上皮细胞HcerEpic、人乳头瘤病毒相关宫颈鳞癌细胞 Caski中
let⁃7d⁃5p、IL⁃10 的表达；将 miR⁃NC 组（转染 miR⁃NC）、let⁃7d⁃5p 组（转染 let⁃7d⁃5p mimics）、anti⁃miR⁃NC
组（转染 anti⁃miR⁃NC）、anti⁃let⁃7d⁃5p 组（转染 anti⁃let⁃7d⁃5p）、si⁃NC 组（转染 si⁃NC）、si⁃IL⁃10 组（转染

si⁃IL⁃10）、let⁃7d⁃5p+pc DNA组（共转染 let⁃7d⁃5p mimics 和 pc DNA）、let⁃7d⁃5p+pc DNA⁃IL⁃10组（共转染

let⁃7d⁃5p mimics 和 pc DNA⁃IL⁃10），均用脂质体法转染至 Caski 细胞；通过 Western blot、Transwell 小室、

流式细胞术检测细胞中 IL⁃10蛋白表达、细胞迁移侵袭及凋亡；双荧光素酶报告基因检测细胞 let⁃7d⁃5p、
IL⁃10的结合力。结果 与人正常子宫颈上皮细胞HcerEpic相比，人乳头瘤病毒相关宫颈鳞癌细胞 Cas⁃
ki中 let⁃7d⁃5p表达显著降低，IL⁃10的表达显著升高（P<0.05）；过表达 let⁃7d⁃5p、敲减 IL⁃10均可抑制Caski
细胞迁移侵袭，促进凋亡；let⁃7d⁃5p 可抑制野生型 IL⁃10 细胞的荧光活性，并抑制 IL⁃10 的蛋白表达（P<
0.05）。过表达 IL⁃10可逆转 let⁃7d⁃5p对Caski细胞的迁移侵袭抑制和凋亡促进作用（P<0.05）。结论 let⁃
7d⁃5p可抑制人乳头瘤病毒相关宫颈鳞癌细胞的迁移侵袭，促进凋亡，其机制与靶向 IL⁃10有相关性。

［关键词］ let⁃7d⁃5p；IL⁃10；宫颈癌；迁移侵袭；凋亡

Molecular mechanism of let ⁃ 7d ⁃ 5p regulating invasion，migration and
apoptosis in HPV16⁃positive cervical cancer cells
ZHANG Pengfei1，ZHOU Baocheng1，ZHOU Zhe2，ZHU Meiling2, QI Yaozhi1★

（Lianyungang Maternal and Child Health Hospital. Clinical Laboratory，Lianyungang，Jiangsu，China，222000）

［ABSTRACT］ Objective To study the effect of let⁃7d⁃5p on migration，invasion and apoptosis of hu⁃
man papillomavirus⁃associated cervical cancer cells. Methods RT⁃qPCR was used to detect the expression of
let⁃7d⁃5p and IL⁃10 in human cervical epithelial cells HcerEpic and human papillomavirus⁃associated cervical
squamous carcinoma cells Caski；the miR⁃NC group（transfected miR⁃NC），let⁃7d⁃5p group（transfected let⁃
7d⁃5p mimics），anti⁃miR⁃NC group（transfected anti⁃miR⁃NC），anti⁃let⁃7d⁃5p group（transfected anti⁃let⁃7d⁃
5p），si⁃NC group（transfected si⁃NC），si⁃IL⁃10 group（transfected si⁃IL⁃10），let⁃7d⁃5p+pc DNA group（co⁃
transfected let⁃7d⁃5p mimics and pc DNA），let⁃7d⁃5p+pc DNA⁃IL⁃10 group（co⁃transfected let⁃7d⁃5p mimics
and pc DNA⁃IL⁃10），all transfected into Caski cells by liposome method；Western blot was used to detect the
expression of IL⁃10 protein in cells；Transwell chamber was used to detect cell migration and invasion；flow
cytometry was used to detect apoptosis；dual luciferase reporter gene assay was used to detect cell fluorescence
activity. Results Compared with human normal cervical epithelial cells HcerEpic，the expression of let⁃7d⁃
5p in human papillomavirus⁃associated cervical squamous carcinoma cells was significantly decreased，IL⁃10
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expression was significantly increased（P<0.05）；over⁃expression of let⁃7d⁃5p，knocking Decreased IL⁃10 can
inhibit the migration and invasion of Caski cells and promote apoptosis（P<0.05）；let⁃7d⁃5p can inhibit the fluo⁃
rescence activity of wild⁃type IL⁃10 cells and inhibit the protein expression of IL⁃10. Overexpression of IL⁃10
reversed the migration inhibition and apoptosis⁃promoting effects of let⁃7d⁃5p on Caski cells（P<0.05）. Conclu⁃
sion Let⁃7d⁃5p can inhibit the migration and invasion of human papillomavirus⁃associated cervical squamous
carcinoma cells and promote apoptosis. The mechanism may be related to the targeting of IL⁃10，which will
provide a new target for the treatment of cervical cancer.

［KEY WORDS］ let⁃7d⁃5p；IL⁃10；Cervical cancer；Migration invasion；Apoptosis

宫颈癌是世界上第二大常见的女性恶性肿瘤，

其在发展中国家的妇科肿瘤中排第二位［1］。目前的

研究表明宫颈癌与高危型人乳头瘤病毒（High risk
human papillomavirus，HPV）的感染密切相关，但仍

有大量宫颈癌患者未感染HPV，这表明其他因素如

细胞遗传变化也可导致疾病进展［2⁃3］。宫颈癌的主

要治疗方法是手术（包括盆腔淋巴结切除术和根治

性子宫切除术）、放疗和化疗。近年来，靶向治疗正

成为研究热点，目前主要用于治疗宫颈癌的靶向治

疗是针对 EGFR［4］和COX⁃2基因［5］。人类白细胞介

素 10（Human interleukin 10，IL⁃10）在多种癌症中

均具有促进癌症进一步恶化的作用，包括宫颈

癌［6］。本研究将检测其中 let⁃7d⁃5p、IL⁃10的表达，

观察过表达 let⁃7d⁃5p、敲减 IL⁃10、过表达 IL⁃10对

Caski 细胞迁移侵袭和凋亡的影响，揭示其机制与

let⁃7d⁃5p靶向抑制 IL⁃10有关，为宫颈癌的精准治疗

提供靶标参考。

1 材料与方法

1.1 材料

人正常子宫颈上皮细胞HcerEpic、人乳头瘤病

毒相关宫颈鳞癌细胞 Caski（美国菌种保存中心）；

DMEM 培养基（Gibco）；胎牛血清（杭州四季青）；

胰蛋白酶（美国 Sellect 公司）；LipofectamineTM2000
（美国 Invitrogen）；逆转录试剂盒（大连 Takara）；

PVDF 膜（上海安普公司）；SDS⁃PAGE 试剂盒（北

京 Leagene）、ECL 发光液和 RIPA 蛋白裂解液（碧

云天）；双荧光素酶报告基因检测试剂盒（美国

Promega）；Matrigel基质胶（美国 BD）；Transwell小
室（美国 Coming）；Annexin V⁃ FITC/PI凋亡检测试

剂盒（北京索莱宝）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

将人正常子宫颈上皮细胞HcerEpic、人乳头瘤

病毒相关宫颈鳞癌细胞 Caski 使用 DMEM 培养基

（含 10%胎牛血清）培养，在常规细胞培养箱

（37℃，5% CO2，95% O2）中培养，每 2 d传代一次。

1.2.2 细胞的转染与分组

将正常培养的 Caski细胞随机分为miR⁃NC组

（转染 miR⁃NC）、let⁃7d⁃5p 组（转染 let⁃7d⁃5p mim⁃
ics）、anti⁃miR⁃NC组（转染 anti⁃miR⁃NC）、anti⁃let⁃7d
⁃5p组（转染 anti⁃let⁃7d⁃5p）、si⁃NC组（转染 si⁃NC）、

si⁃IL⁃10组（转染 si⁃IL⁃10）、let⁃7d⁃5p+pc DNA组（共

转染 let ⁃7d⁃5p mimics 和 pc DNA）、let ⁃7d⁃5p+pc
DNA⁃IL⁃10组（共转染 let⁃7d⁃5p mimics和 pc DNA⁃
IL⁃10），将合成的 DNA 与 3 倍体积的培养液稀释

混匀，取 100 μL 加入需转染的细胞，培养约 4~6 h
后，更换新鲜培养基培养 48 h，最后通过 RT⁃qPCR
实验检测转染效率。

1.2.3 RT⁃qPCR 法检测细胞中 let⁃7d⁃5p、IL⁃10的

mRNA表达

Trizol法提取细胞 RNA，并用紫外吸光法进行

定量。迅速进行逆转录反应，以免 RNA 发生降

解，采用逆转录试剂盒，操作按照试剂盒说明书进

行，合成模板链 cDNA。每个样品重复 3 次，取平

均值，反应结束后通过比较 Ct 值，以 U6、GAPDH
作为内参，计算 2⁃ΔΔCt的值，测定 let⁃7d⁃5p、IL⁃10的

相对表达水平。逆转录反应体系为 20 μL，设置反

应条件为 55℃，30 min；85℃，5 min；4℃，5 min，结
束后即为 cDAN。RT⁃qPCR 反应体系为 20 μL，设
置反应条件为：94℃，2 min；94℃，30 min；58℃，

30 s；72℃，30 s，延伸温度 72℃，2 min，45个循环。

1.2.4 Western blot检测细胞中 IL⁃10的蛋白表达

收集适量细胞，PMSF 裂解液裂解细胞，提取

总蛋白，用BCA法进行总蛋白定量，再进行沸水浴

变性 10 min，离心后取上清进行蛋白电泳、转膜、

孵育（一抗和二抗）。Quantity One 4.62分析目的蛋

白 IL⁃10的灰度值。

1.2.5 Transwell小室检测细胞的迁移侵袭

将 Transwell 小室置于孔上，放入细胞培养箱
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平衡 30 min。然后将各组细胞消化，用 DMEM 培

养基配制成 5×105个/mL的细胞悬液。每个小室加

入 200 μL细胞悬液，即每孔细胞约为 1×105个，将

24孔板置于细胞培养箱培养 24 h，小心取出小室，

擦去上室下表面发生迁移的细胞，用 PBS清洗、甲

醇固定（25 min）。最后用结晶紫染液（1 g/L）进行

染色处理 15~20 min，用 PBS清洗。最后在倒置显

微镜下观察拍照，随机选取 5个视野分别计数、拍

照，取平均值。

1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡

收集细胞，消化后用结合缓冲液调整细胞至

106 个/mL，每 孔 加 入 100 μL 细 胞 液 ，再 加 入

Annexin V⁃ /FITC（5 μL）、PI（10 μL）避光反应 15
min，结束后快速上流式细胞仪分析凋亡情况。

1.2.7 荧光素酶报告检测细胞 let⁃7d⁃5p、IL⁃10 结

合力

采用在线靶基因预测库 Target Scan（http：//
www.targetscan.org/）检测到 let⁃7d⁃5p 与 IL⁃10 3′
UTR 存在结合位点，为了验证这一预测，将 IL⁃10
3′⁃UTR⁃WT（含 IL⁃10 3′⁃UTR 片段）和 IL⁃10 3′⁃
UTR⁃MUT（含 IL⁃10 3′⁃UTR突变体片段）的荧光素

酶报告载体，并将其与 let⁃7d⁃5p mimics、miR⁃NC
共转染 48 h 后，用双重荧光素酶测定法检测萤火

虫和海肾的荧光活性，以判定 let⁃7d⁃5p与 IL⁃10是

否具有结合力。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 21.0 软件进行数据分析。计量资

料用（x ± s）表示，多组间多重比较采用单因素方差

分析，两两比较采用 t检验，以 P<0.05 表示差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 let⁃7d⁃5p、IL⁃10在宫颈癌细胞中的表达

与 HcerEpic 组相比，Caski 组细胞中 let⁃7d⁃5p
mRNA表达显著降低，IL⁃10 mRNA和蛋白表达均显

著升高差异有统计学意义（P<0.05）。见图 1，表 1。

2.2 let⁃7d⁃5p 过表达对宫颈癌细胞迁移、侵袭和

凋亡的影响

与 miR⁃NC 组相比，let⁃7d⁃5p 组细胞中 let⁃7d⁃
5p 表达显著升高，迁移细胞数和侵袭细胞数均显

著降低，细胞凋亡率显著升高（P<0.05）。见表 2。

2.3 let⁃7d⁃5p靶向 IL⁃10
通过生物信息学软件Target Scan分析得到，let⁃

7d⁃5p可以与 IL⁃10 的 3′⁃UTR 相互结合见图 2；荧
光素酶报告结果显示，与 miR⁃NC 组相比，过表达

let⁃7d⁃5p 的 WT⁃3′⁃UTR⁃IL⁃10 细胞的荧光素酶活

性异常降低（P<0.05），见表 3；与 miR⁃NC 组相比，

过表达 let⁃7d⁃5p 的细胞中 IL⁃10 的表达明显降

HcerEpic Caski

IL⁃10

GAPDH

图 1 IL⁃10在宫颈癌细胞中的蛋白表达

Figure 1 IL⁃10 protein expression in cervical cancer cells

组别

HcerEpic组
Caski组
t值
P值

let⁃7d⁃5p
1.00±0.06
0.31±0.03a

30.858
0.000

IL⁃10
1.00±0.07
2.86±0.02
76.647
0.000

IL⁃10
1.00±0.05
1.68±0.01
40.008
0.000

表 1 let⁃7d⁃5p、IL⁃10在宫颈癌细胞中的表达（x ± s）

Table 1 Expression of let⁃7d⁃5p and IL⁃10 in cervical
cancer cells（x ± s）

组别

miR⁃NC组
let⁃7d⁃5p组

t值
P值

let⁃7d⁃5p

0.99±0.05
4.12±0.04
146.647
0.000

细胞数（个）

迁移

99±7
51±5
16.740
0.000

侵袭

75±7
35±3
15.757
0.000

凋亡率

6.56±0.46
18.18±1.02

31.155
0.000

表 2 过表达 let⁃7d⁃5p对宫颈癌细胞迁移、侵袭和

凋亡的影响（x ± s，n=9）
Table 2 Effect of over⁃expression of let⁃7d⁃5p on migration，
invasion and apoptosis of cervical cancer cells（x ± s，n=9）

图 2 let⁃7d⁃5p与 IL⁃10的靶向结合位点

Figure 2 Target binding sites of let⁃7d⁃5p and IL⁃10

分组

miR⁃NC组
let⁃7d⁃5p组

t值
P值

WT⁃IL⁃10
1.00±0.09
0.22±0.01
25.841
0.000

MUT⁃IL⁃10
1.00±0.08
0.99±0.06

0.300
0.768

表 3 双荧光素酶报告基因检测结果（x ± s，n=9）
Table 3 Double luciferase reporter gene test results

（x ± s，n=9）
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低，与 anti⁃miR⁃NC 组相比，抑制 let⁃7d⁃5p 的细胞

中 IL⁃10表达则异常升高（P<0.05）。见图 3，表 4。

2.4 敲减 IL⁃10 对宫颈癌细胞迁移、侵袭和凋亡

的影响

与 si⁃NC 组相比，si⁃IL⁃10 组细胞中 IL⁃10 蛋

白表达显著降低，迁移细胞数和侵袭细胞数均

显著降低，细胞凋亡率显著升高（P<0.05）。见

表 5。

2.5 过表达 IL⁃10 逆转 let⁃7d⁃5p 对宫颈癌细胞迁

移、侵袭和凋亡的影响

与 let ⁃7d⁃5p+pc DNA 组相比，let ⁃7d⁃5p+pc
DNA⁃IL⁃10组细胞中 let⁃7d⁃5p表达显著降低，迁移

细胞数和侵袭细胞数均显著升高，细胞凋亡率显

著降低（P<0.05）。见表 6。

3 讨论

miRNA在人类各种癌症的发生发展中作为致

癌基因或抑癌基因发挥调控作用，对靶基因的调控

作用是肿瘤发生发展的关键［7］。Honegger 等［8］在

HPVs诱导的宫颈癌的研究中发现，在HeLa细胞分

泌的外泌体中，最丰富的miRNA中鉴定出明显的 7
个 miRNA，其中 let⁃7d⁃5p、miR⁃20a⁃5p、miR⁃378a⁃
3p、miR⁃423⁃3p显著下调，miR⁃7⁃5p、miR⁃92a⁃3p 和

miR⁃21⁃5p 的上调，这几种依赖 E6 / E7 的外泌体

miRNA 也与细胞增殖和凋亡有关，该研究提示病

毒致癌基因的表达可影响 miRNA 的表达，这些

miRNA 也可能影响 HPV 阳性宫颈癌细胞的生

长。Zheng 等［9］在宫颈癌的研究中发现，Let⁃7d⁃
3p、Let⁃7a⁃3p 的表达均显著降低，并且这与其

在血浆样品中的表达相一致，揭示血浆外泌体

let⁃7d⁃3p 是用于宫颈癌及其前体的非侵入性筛选

的有价值的诊断生物标志物。本研究进一步发

现，过表达 let⁃7d⁃5p 可抑制 Caski 细胞迁移侵袭，

促进凋亡，这是国内外首次公开报道 let⁃7d⁃5p 在

宫颈癌细胞中的抑制迁移侵袭，促进凋亡作用，

为开发 let⁃7d⁃5p 在宫颈癌中的诊断、治疗潜力提

供充分的理论依据。

IL⁃10可通过抑制抗肿瘤抑制因子产生、抑制

巨噬细胞的吞噬、利于肿瘤的生长扩散，发挥促进

癌症的进一步恶化作用［10］。Berti 等［11］报道，宫颈

癌中 IL⁃10 水平倾向于与鳞状上皮病变发展而增

加，并且在宫颈肿瘤中含量甚至更高，有数据显示，

HPV 感染后，由于 HPV E2、E6 和 E7 蛋白对 IL⁃10
基因转录的促进作用，IL⁃10水平增强，而 IL⁃10刺

激 HPV E6 和 E7 表达，因此 HPV 和 IL⁃10 之间的

这种相互作用产生了恶性循环，可能有利于子宫

颈中的免疫抑制微环境，促进 HPV 感染的上皮细

胞进展为宫颈癌。Min 等［12］在研究中结果揭示联

lL⁃10

GAPDH

anti
⁃miR⁃N

C

anti
⁃let

⁃4d
⁃5p

miR⁃N
C

let⁃
7d⁃

5p

图 3 IL⁃10的蛋白表达

Figure 3 IL⁃10 protein expression

分组

anti⁃miR⁃NC组
anti⁃let⁃7d⁃5p组

miR⁃NC组
let⁃7d⁃5p组

F值
P值

IL⁃10 protein
1.00±0.12
5.09±0.52
1.00±0.11
0.21±0.02
590.503
0.000

表 4 let⁃7d⁃5p对 IL⁃10表达的影响（x ± s, n=9）
Table 4 Effect of let⁃7d⁃5p on IL⁃10 expression（x ± s, n=9）

组别

let⁃7d⁃5p
let⁃7d⁃5p+pc DNA

let⁃7d⁃5p+pc
DNA⁃IL⁃10

F值
P值

let⁃7d⁃5p

1.00±0.08
0.99±0.05

0.22±0.02

581.323
0.000

细胞数（个）

迁移

52±5
50±5

85±6

121.291
0.000

侵袭

31±3
32±3

64±6

176.167
0.000

凋亡率

18.97±1.24
18.02±1.36

9.88±0.48

186.327
0.000

表 6 过表达 IL⁃10逆转 let⁃7d⁃5p对宫颈癌细胞迁移、

侵袭和凋亡的影响（x ± s，n=9）
Table 6 Overexpression of IL⁃10 reverses the effect
of let⁃7d⁃5p on migration, invasion and apoptosis of

cervical cancer cells（x ± s，n=9）

组别

si⁃NC
si⁃IL⁃10
t值
P值

IL⁃10 protein

0.99±0.05
0.22±0.02a

42.896
0.000

细胞数（个）

迁移

100±9
46±4
16.449
0.000

侵袭

85±8
33±3
18.258
0.000

凋亡率

8.35±0.78
18.02±1.01

22.733
0.000

表 5 敲减 IL⁃10对宫颈癌细胞迁移、侵袭和凋亡的影响

（x ± s, n=9）
Table 5 Effect of knockdown of IL⁃10 on migration,

invasion and apoptosis of cervical cancer cells（x ± s, n=9）
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合检测 IL⁃10 和 HPV 感染可改善宫颈上皮内瘤变

和早期宫颈癌的诊断。

综上所述，let⁃7d⁃5p 可抑制宫颈癌细胞迁移

侵袭，促进凋亡，其机制可能是通过靶向并调控

IL⁃10表达有关，本研究结果为宫颈癌的治疗提供

了新靶点研究方向。
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RNAi下调 CCT8抑制非小细胞肺癌A549细胞转移
潜能

朱迎伟★ 褚旭 邱家勇 孙瑜霞 毛毅敏

［摘 要］ 目的 探讨RNAi下调CCT8对非小细胞肺癌A549细胞转移潜能的影响。方法 A549细
胞分为Control组、si⁃NC组、si⁃CCT8组、si⁃CCT8+IGF⁃1组，MTT方法测定细胞增殖，Transwell小室测定细

胞侵袭和迁移，Western blot测定MMP⁃9、Vimentin、E⁃cadherin和 p⁃Akt蛋白表达。 结果 与 si⁃NC组相

比，si⁃CCT8 组细胞 A 值显著降低（P<0.05），细胞侵袭和迁移数量显著降低；与 si⁃NC 组相比，si⁃CCT8
组 MMP⁃9、Vimentin、p⁃Akt 蛋白表达水平显著降低，E⁃cadherin 蛋白表达水平显著升高（P<0.05）。与

si⁃CCT8 组相比，si⁃CCT8+IGF⁃1 组细胞 A 值、侵袭、迁移数量显著升高（P<0.05）。 结论 RNAi下调

CCT8抑制非小细胞肺癌A549细胞转移潜能，其作用机制与下调Akt信号激活程度有关。

［关键词］ 非小细胞肺癌；CCT8；Akt信号

RNAi down⁃regulates CCT8 to inhibit the metastatic potential of non⁃small cell
lung cancer A549 cells
ZHU Yingwei★，CHU Xu，QIU Jiayong，SUN Yuxia，MAO Yimin
（Department of Respiratory and Critical Care Medicine，the First Affiliated Hospital of Henan University of
Science and Technology，Luoyang，Henan，China，471000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of RNAi down⁃regulation of CCT8 on the meta⁃
static potential of non ⁃ small cell lung cancer A549 cells. Methods A549 cells were divided into Control
group，si⁃NC group，si⁃CCT8 group，si⁃CCT8+IGF⁃1 group. MTT assay was used to measure cell prolifera⁃
tion，Transwell was used to measure cell invasion and Migration，Western blot was used to measure MMP⁃9，
Vimentin，E⁃cadherin and p⁃Akt protein expression. Results Compared with si⁃NC group，the A value was
significantly decreased，and the number of cell invasion and migration were significantly decreased in si⁃CCT8
group. Compared with si⁃NC group，the protein expression levels of MMP⁃9，Vimentin，p⁃Akt were signifi⁃
cantly decreased，E⁃cadherin was significantly increased in si⁃CCT8 group（P<0.05）. Compared with si⁃CCT8
group，the cell A value，the number of invasion，migration were significantly increased.. Conclusion RNAi
down⁃regulates CCT8 to inhibit the metastatic potential of non⁃small cell lung cancer A549 cells，and its mech⁃
anism is related to down⁃regulation of Akt signaling.

［KEY WORDS］ non⁃small cell lung cancer；CCT8；Akt signaling；RANi

肺癌大多数起源于支气管黏膜上皮，是最为

常见的肺组织原发恶性肿瘤，肺癌中有 80%的患

者属于非小细胞肺癌，研究非小细胞肺癌发生机

制对于靶向基因治疗肺癌具有重要意义［1］。含

有 TCP1 伴侣蛋白亚基 8（Chaperonin containing
TCP1，subunit 8，CCT8）是一种在生命体内存在的
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分子伴侣，参与 DNA 复制、多肽折叠、细胞信号转

导、蛋白降解等过程，CCT8属于Ⅱ型伴侣素，参与

肿瘤进展［2］。研究报道显示，CCT8 在肿瘤中表达

上调，并且其表达改变与肿瘤患者的预后、转移等

有关［3］。在胶质瘤中的研究表明，CCT8在胶质瘤中

高表达与胶质瘤分级有关，沉默 CCT8可以有效抑

制胶质瘤细胞的增殖和侵袭［4］。以前的研究报道显

示，CCT8在非小细胞肺癌组织中高表达，并且其表

达水平同肺癌患者淋巴结转移、预后、组织学分级

等有关［5］。目前对于CCT8对非小细胞肺癌细胞侵

袭、迁移和上皮间质转化（Epithelial⁃mesenchymal
transition，EMT）的作用还不明确。本次实验以非小

细胞肺癌A549细胞作为体外实验对象，探讨下调

CCT8对细胞增殖和恶性转移潜能的影响，以期为

寻找有效的靶基因治疗肺癌提供资料。

1 材料与方法

1.1 材料

非小细胞肺癌 A549 细胞购自上海信裕生物

科技有限公司；Lipofectamine 2000、RNA 提取试

剂盒、反转录试剂盒、荧光定量 PCR试剂盒购自美

国 Invitrogen；蛋白提取试剂盒、二辛可宁酸（BCA）
试剂盒、十二烷基硫酸钠，钠盐⁃聚丙烯酰胺凝胶电

泳（dodecyl sulfate，sodium salt ⁃ Polyacrylamide gel
electrophoresis，SDS⁃PAGE）试剂盒、四甲基偶氮唑

盐（MTT）试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司；Vimentin 抗体和 p⁃Akt 抗体购自美国 santacru⁃
ze；CCT8 抗体购自美国 Proteintech；E⁃cadherin 抗

体、MMP⁃9抗体购自北京义翘神州科技有限公司；

siRNA control、CCT8 siRNA 由南京金斯瑞生物科

技有限公司设计合成。

1.2 细胞转染

A549 细胞分成 3 组，分别为 Control、si⁃NC、

si⁃CCT8 组，si⁃NC、si⁃CCT8 组分别为转染 siRNA
control、CCT8 siRNA 的 A549 细胞，Control 为不做

转染的对照 A549 细胞。A549 细胞转染方法按照

转染试剂 Lipofectamine 2000 进行，步骤完全按照

操作说明书标准流程操作。

1.3 Realtime PCR 方 法 检 测 CCT8 siRNA 对

CCT8 mRNA表达影响

收集转染 48 h 以后的 Control、si⁃NC、si⁃CCT8
组细胞，用 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，用反转

录试剂盒合成 cDNA，按照试剂盒说明书操作进行

PCR反应。按照 2⁃ΔΔCT法分析CCT8水平。

1.4 Western blot 方法检测 CCT8 siRNA 对 CCT8
蛋白表达影响

收集转染 48 h 以后的 Control、si⁃NC、si⁃CCT8
组细胞，按蛋白提取试剂盒提取总蛋白，以BCA方

法定量。具体方法参考文献［2］，CCT8 蛋白水平=
CCT8条带灰度值÷内参GAPDH灰度值

1.5 MTT检测检测CCT8 siRNA对细胞增殖影响

取 Control、si⁃NC、si⁃CCT8 组培养 48 h 的细

胞。按照MTT试剂盒说明书进行检测细胞增殖。

1.6 Transwell 小室检测 CCT8 siRNA对细胞侵袭

和迁移影响

用不含血清的培养液悬浮 Control、si⁃NC、

si⁃CCT8组细胞，按照参考文献［2］方法检测细胞侵

袭和迁移数量。

1.7 Western blot 检测 CCT8 siRNA 对 MMP⁃9、
Vimentin、E⁃cadherin和 p⁃Akt蛋白表达影响

收集转染 48 h 以后的 Control、si⁃NC、si⁃CCT8
组细胞，按照 1.4 中方法检测蛋白表达变化，内参

为GAPDH。

1.8 Akt信号激活剂对下调 CCT8影响细胞增殖、

迁移、侵袭和 EMT的影响

取转染 CCT8 siRNA 后的 A549 细胞，以含有

100 ng/mL 的 Akt 激活剂 IGF⁃1 的细胞培养液培

养，记为 si⁃CCT8+IGF⁃1，以 si⁃CCT8 作为对照，分

别按照 1.4、1.5、1.6中的方法分别检测MMP⁃9、Vi⁃
mentin、E⁃cadherin 和 p⁃Akt 蛋白表达，细胞迁移和

侵袭，细胞增殖。

1.9 统计分析

采用 SPSS 21.0 软件统计分析，计量资料用

（x ± s）表示，两组数据用独立样本 t 检验，多组比

较用单因素方差分析，P<0.05 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 CCT8 siRNA下调A549细胞中CCT8表达水平

与 si⁃NC组相比，转染CCT8 siRNA后A549细

胞中 CCT8 mRNA 和蛋白水平均下降差异有统计

学意义（P<0.05），见图 1和表 1。
2.2 下调CCT8对A549细胞增殖、侵袭、迁移影响

与 si⁃NC组相比，转染CCT8 siRNA后A549细

胞中细胞 A 值、侵袭数目和迁移数目均下降（P<
0.05），见表 2。
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注：1为Marker；2为 Control；3为 si⁃NC；4为 si⁃CCT8。

图 1 Western blot检测CCT8 siRNA转染后A549细胞中

CCT8蛋白水平

Figure 1 Western blot analysis expressions of CCT8 protein
in A549 cells transfected with CCT8 siRNA

表 1 CCT8 siRNA转染后A549细胞中CCT8 mRNA和

蛋白水平（x ± s）

Table 1 Expressions of CCT8 mRNA and protein in
A549 cells transfected with CCT8 siRNA（x ± s）

组别

对照组

si⁃NC
si⁃CCT8
F值

P值

CCT8 mRNA
1.00±0.09
1.01±0.12
0.40±0.04
45.573
0.000

CCT8 蛋白

0.48±0.06
0.49±0.07
0.21±0.02
25.517
0.001

组别

对照组

si⁃NC
si⁃CCT8
F值

P值

A值

0.51±0.06
0.50±0.04
0.21±0.03
42.836
0.000

侵袭数目

95.54±10.20
97.36±9.87
60.17±2.05

19.237
0.003

迁移数目

138.64±12.02
140.08±11.49
86.95±7.53

24.745
0.000

表 2 CCT8 siRNA转染后A549细胞A值、侵袭数目和

迁移数目（x ± s）

Table 2 A value，number of invasion and number of
migration in A549 cells transfected with CCT8 siRNA

（x ± s）

118013510075
63
48
35
25
20
17
11 MMP9 E⁃cadherin Vimentin GAPDH

2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

注：1为Marker；2为Control；3为 si⁃NC；4为 si⁃CCT8。

图 2 Western blot检测CCT8 siRNA转染后A549细胞中MMP⁃9和Vimentin、E⁃cadherin蛋白水平

Figure 2 Western blot analysis expressions of MMP⁃9, Vimentin and E⁃cadherin protein in A549 cells transfected with
CCT8 siRNA

2.3 下调 CCT8对A549细胞MMP⁃9蛋白和 EMT
相关蛋白表达影响

与 si⁃NC组相比，转染CCT8 siRNA后A549细

胞中 MMP⁃9 蛋白水平降低上皮标志蛋白 E⁃cad⁃
herin 水平升高，间质标志蛋白 Vimentin P⁃kAT 水

平下降（P<0.05），表 3和见图 2。

2.4 下调CCT8对A549细胞中Akt信号通路影响

与 si⁃NC组相比，转染CCT8 siRNA后A549细

胞中 p⁃Akt蛋白水平降低（P<0.05），见图 3。

组别

对照组
si⁃NC

si⁃CCT8
F值
P值

MMP⁃9
0.47±0.05
0.48±0.03
0.28±0.04
22.860
0.002

Vimentin
0.53±0.06
0.52±0.04
0.30±0.04
22.368
0.002

E⁃cadherin
0.31±0.05
0.32±0.03
0.46±0.05
10.729
0.010

p⁃Akt/Akt
0.31±0.04
0.33±0.06
0.16±0.02
13.875
0.000

表 3 CCT8 siRNA转染后A549细胞中MMP⁃9
和Vimentin、E⁃cadherin、p⁃Akt水平（x ± s）

Table 3 Expressions of MMP⁃9，Vimentin and E⁃cadherin、
p⁃Akt in A549 cells transfected with CCT8 siRNA（x ± s）

注：与 si⁃NC比较，aP<0.05。
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图 3 Western blot检测CCT8 siRNA转染后A549细胞中

p⁃Akt蛋白水平

Figure 3 Western blot analysis expressions of p⁃Akt protein
in A549 cells transfected with CCT8 siRNA
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2.5 Akt信号激活剂对下调 CCT8抑制A549细胞

增殖、侵袭、迁移和 EMT的逆转作用

Akt 信号激活剂 IGF⁃1处理 CCT8 siRNA 转染

后的A549细胞，与 si⁃CCT8组相比，si⁃CCT8+IGF⁃1

组细胞 MMP⁃9、Vimentin 蛋白水平升高，E⁃cad⁃
herin蛋白水平降低，细胞A值、侵袭数目和迁移数

目升高（P<0.05），见图 4和表 4。

组别

si⁃CCT8
si⁃CCT8+IGF⁃1

t值
P值

p⁃Akt/Akt
0.17±0.03
0.41±0.05

7.129
0.002

MMP⁃9
0.29±0.03
0.52±0.06

5.939
0.004

Vimentin
0.28±0.04
0.44±0.05

4.328
0.012

E⁃cadherin
0.50±0.06
0.31±0.04

4.564
0.010

A值

0.22±0.04
0.45±0.05

6.222
0.003

侵袭数目

62.81±3.69
85.14±6.34

5.272
0.006

迁移数目

87.98±9.62
127.42±11.73

4.503
0.011

表 4 Akt信号激活剂和 CCT8 siRNA转染后A549细胞A值、侵袭数目、迁移数目和 p⁃Akt、E⁃cadherin、MMP⁃9、Vimentin
蛋白水平（x ± s）

Table 4 A value，invasion number，migration number and p⁃Akt，E⁃cadherin，MMP⁃9，Vimentin protein levels of
A549 cells after Akt signaling activator and CCT8 siRNA transfection（x ± s）

MMP9 E⁃cadherin Vimentin p⁃Akt Akt GAPDH

300
250
180
100

100
70

50
40

21 3 21 3 2 1 2 33 1 2 3 1 2 3

注：1为Marker；2为 si⁃CCT8；3为 si⁃CCT8+IGF⁃1。

图 4 Western blot检测Akt信号激活剂和 CCT8 siRNA转染后A549细胞中 p⁃Akt、E⁃cadherin、MMP⁃9、Vimentin蛋白水平

Figure 4 Western blot analysis expressions of p⁃Akt，E⁃cadherin，MMP⁃9，Vimentin protein in A549 cells after Akt signaling
activator and CCT8 siRNA transfection

3 讨论

CCT8参与肿瘤进程，研究显示，CCT8在肝细

胞癌中高表达，与预后不良有关，siRNA 沉默

CCT8抑制细胞增殖并阻断细胞进入 S期［6］。在肝

癌中发现下调 CCT8 可以降低肝癌细胞迁移和侵

袭能力［7］。还有研究发现 CCT8 在淋巴结转移的

食管鳞状细胞癌患者肿瘤组织中高表达，与患者

预后不良和顺铂耐药性相关；敲低 CCT8通过调节

α⁃肌动蛋白和 β⁃微管蛋白抑制食管鳞状细胞癌细

胞的迁移和侵袭，促进细胞凋亡［8］。本实验表明，下

调 CCT8 可以在体外抑制非小细胞肺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭，这与在肝癌、食管鳞状细胞癌中下

调CCT8抑制癌细胞迁移和侵袭的作用相同。还有

研究发现CCT8上调与成年大鼠创伤性脑损伤后神

经细胞凋亡有关［9］。但本实验未研究CCT8对非小

细胞肺癌细胞凋亡的影响。以上结果表明说明

CCT8在癌症中可能作为一个肿瘤促进因子在起作

用。本实验结果显示下调CCT8具有抑制非小细胞

肺癌细胞恶性表型的作用，靶向抑制 CCT8可能是

有效抵抗非小细胞肺癌进展的途径。

基质金属蛋白酶 9（Matrix metallo proteinase⁃9，
MMP⁃9）是基质金属蛋白酶家族的成员，细胞外基质

降解的关键酶［10］。而细胞外基质降解是肿瘤细胞转

移的基础和前提条件［11］。有研究报道MMP⁃9在非

小细胞肺癌中高表达，与肿瘤分期及淋巴结转移关

系密切，且与癌细胞侵袭转移呈正相关［12］。还有研

显示，非小细胞肺癌组织中E⁃钙黏蛋白（E⁃cadherin）
低表达、波形蛋白（Vimentin）高表达，在肿瘤的侵袭

和转移过程中起重要调控作用［13］；E⁃cadherin和Vi⁃
mentin是EMT水平改变的标志，EMT水平越高标志

着肿瘤转移能力越强，有研究报道通过调节EMT可

促进肺癌细胞侵袭和迁移能力［14］。本次实验结果表

明，下调CCT8可以抑制MMP⁃9的表达，促进E⁃cad⁃
herin表达，并下调Vimentin表达水平。

综上，CCT8可能是非小细胞肺癌治疗的有效

靶标，靶向抑制 CCT8表达可以降低非小细胞肺癌

细胞恶性增殖、迁移、侵袭和 EMT，（下转第 909页）
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血清TK1、VEGF和AFP检测对原发性肝癌诊断及预
后评估的价值

胡燕红 1★ 顾艳红 2 王新梅 3

［摘 要］ 目的 探讨血清胸苷激酶 1（TK1）、血管内皮生长因子（VEGF）、甲胎蛋白（AFP）检测对

原发性肝癌（PHC）诊断及预后评估的价值。方法 选取 73 例 PHC 患者（PHC 组）、95 例良性肝病患者

（良性组）及 50 例健康志愿者（健康组）为研究对象，对比 3 组血清 TK1、VEGF 和 AFP 水平差异，通过

ROC 曲线分析血清 TK1、VEGF 和 AFP 检测对 PHC 的诊断价值，探索血清 TK1、VEGF 和 AFP 表达与

PHC患者 3年预后的关系。结果 PHC组患者血清 TK1、VEGF及AFP水平均显著高于良性组及健康组

（P<0.05）。血清 TK1、VEGF 及 AFP 高表达是导致 PHC 发生的重要危险因素（P<0.05）。血清 TK1、
VEGF 及 AFP 检测对 PHC 诊断的 ROC 曲线下面积分别为 0.888、0.868、0.861，最佳临界值分别为 2.25
pmol/L、150.11 ng/L、25.85 μg/L。血清 TK1、VEGF 及 AFP 联合检测的灵敏度显著高于各指标单独检测

（P<0.05），而联合检测特异度与单独检测差异无统计学意义（P>0.05）。TK1、VEGF 及 AFP 高表达组 3
年生存率显著低于低表达组，生存时间也小于低表达组（P<0.05）。结论 血清 TK1、VEGF及AFP高表

达与 PHC的发生密切相关，联合检测 TK1、VEGF及AFP表达情况可提高 PHC诊断灵敏度，且有助于评

估患者预后。

［关键词］ 原发性肝癌；胸苷激酶 1；血管内皮生长因子；甲胎蛋白

The value of serum TK1，VEGF and AFP in diagnosis and prognosis
evaluation of primary hepatocellular carcinoma
HU Yanhong1★，GU Yanhong2，WANG Xinmei3

（1. Department of Laboratory，Hospital of Tradition medicine LS.SC，Leshan，Sichuan，China，614000；
2. Department of Laboratory，Leshan People􀆳s Hospital，Leshan，Sichuan，China，614000；3. Department of
Laboratory，Sichuan Intercontinental Gastrointestinal anal Disease Hospital，Chengdu，Sichuan，China，
610000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the value of serum thymidine kinase 1（TK1）and vascular
endothelial growth factor（VEGF）and alpha⁃fetoprotein（AFP）in diagnosis and prognostic evaluation of pri⁃
mary hepatocellular carcinoma（PHC）. Methods 73 patients with PHC（PHC group），95 patients with be⁃
nign liver disease（benign group）and 50 healthy volunteers（healthy group）were selected as research objects.
The differences of serum TK1，VEGF and AFP levels in three groups were compared. The diagnostic value of
TK1，VEGF and AFP for PHC was analyzed by ROC curve. The relationships between serum TK1，VEGF
and AFP expressions and survival status of PHC patients were explored. Results The levels of TK1，VEGF
and AFP in the PHC group were significantly higher than those in the benign group and healthy group（P<
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0.05）. High expression of serum TK1，VEGF and AFP is an important risk factor for PHC（P<0.05）. The area
under the ROC curve of TK1，VEGF and AFP for PHC diagnosis was 0.888，0.868 and 0.861，with the opti⁃
mal critical values were 2.25 pmol/L，150.11 ng/L，25.85 μg/L，respectively. The sensitivity of TK1，VEGF
and AFP combined detection was significantly higher than that of individual detection（P<0.05），while the
specificity of combined detection was not statistically different from individual detection（P>0.05）. The 3⁃year
survival rate of the high expression group of TK1，VEGF and AFP was significantly lower than that of the low
expression group，and the survival time of the high expression group was also lower than the low expression
group（P<0.05）. Conclusion The high expression of serum TK1，VEGF and AFP is closely related to the
occurrence of PHC. Detection of TK1，VEGF and AFP can improve the diagnostic sensitivity of PHC and help
to evaluate the prognosis.

［KEY WORDS］ Primary hepatocellular carcinoma；Thymidine kinase 1；Vascular endothelial growth
factor；Alpha⁃fetoprotein

原发性肝癌（Primary hepatocellular carcinoma，
PHC）是临床上一种常见的恶性肿瘤，其发病率位

居全身恶性肿瘤第 5位，死亡率居第三位［1］。PHC
恶性程度高，病情进展快，极易侵犯门静脉，造成门

静脉癌栓。PHC起病隐匿，多数患者早期无任何临

床症状，确诊时病情已发展至中晚期，失去外科手

术机会［2］。如何及早确诊和提高诊断率是 PHC治

疗的关键。胸苷激酶 1（thymidine kinase 1，TK1）
是细胞 DNA增殖过程中的关键酶，可作为评估细

胞增殖状况的重要参考指标［3］。血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）是一种

重要的血管内皮细胞增殖因子，能够促进血管内皮

生长，增加血管通透性，参与多种肿瘤疾病的发展

过程［4］。甲胎蛋白（Alpha⁃fetoprotein，AFP）是临床

诊断 PHC 的首选肿瘤标志物，但约 30%PHC 患者

血清AFP呈低表达，而部分良性肝脏疾病患者血清

AFP 表达量升高，导致 AFP 检测在 PHC 诊断方面

的价值有限［5］。本研究通过分析血清 TK1、VEGF
及 AFP水平与 PHC 的发生及预后的关系，为 PHC
的早期诊断和预后评估提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2014年 1月至 2016年 6月本院收治的 73
例 PHC 患者为 PHC 组，其中男 40 例，女 33 例；年

龄 40~71岁，平均（56.35±9.68）岁。选取同期 95例

良性肝病患者为良性组，其中男 56例，女 39例；年

龄 44~71 岁，平均（54.69±9.26）岁；乙肝肝硬化 37
例，、肝血管瘤 42例，肝腺瘤 16例。选取健康体检

志愿者 50 例为健康组，其中男 25 例，女 25 例；年

龄 40~73岁，平均（55.13±10.13）岁。3组基础资料

比较，差异无统计学意义（P>0.05）具可比性。

纳入标准：①符合中国抗癌协会拟定的 PHC诊

断及分级标准［6］，经病理活检确诊；②Child⁃pugh
分级为 A⁃B 级，无肝外转移；③初诊治患者，尚未

接受相关治疗；④患者自愿参加研究，签署知情同

意书；⑤研究资料经医学委员会审核批准。排除

标准：①心肺肾功能严重障碍者；②凝血功能和免

疫系统疾病患者；③Child⁃pugh分级C级、严重肝功

能损伤者；④门脉浸润、胃食管静脉曲张或出血风

险、胆管癌栓塞者；⑤其他肿瘤、肝外转移或巨块型

者；⑥TACE禁忌症或对研究药物过敏者。

1.2 治疗方法

TACE联合索拉非尼治疗：采用改良 Seldinger
技术经右股动脉穿刺，插入 5.0 F RH 导管至肿瘤

部位进行动脉造影，观察肿瘤血供情况及门静脉

通畅状况等。明确肿瘤供血动脉后选择靶血管缓

慢注入抗肿瘤药物，5⁃氟尿嘧啶（旭东海普制药，

H31020593）0.25 g、奥 沙 利 铂（ 齐 鲁 制 药 ，

H20093167）50~100 mg，表柔比星（辉瑞制药 ，

H20000496）10 mg；随后注入 100~300 μm微球栓塞

肿瘤血管，待完全阻断肿瘤组织血管后停止注入，

完成手术。同时口服索拉非尼（Bayer Pharma AG，

H20130137），400 mg/次，2次/d，服用 8周以上。

1.3 研究方法

①统计患者年龄、性别等基础资料，采用影像

学及穿刺活检确诊疾病类型及病情；②术后跟踪

随访，记录患者术后 3年内生存情况；③采集受试

者空腹外周血 4 mL，室温静置 30 min，1 000 g 低

温离心 15 min，收集血清待检；采用酶联免疫吸附

法（ELISA）检测血清 TK1、VEGF 水平，采用化学

发光法检测 AFP 水平，检测相关试剂购自武汉默
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沙克公司，全自动酶标仪（伯乐 800 型）购于 BIO⁃
RAD公司，全自动生化分析仪（C16000型）购自美

国雅培公司。

1.4 统计学方法

采用 SPSS19.0软件分析，计量资料以（x ± s）表

示，采用 t 检验或方差分析；计数资料以 n（%）表

示，用 c2检验；受试者工作特征曲线（receiver oper⁃
ating characteristic curve，ROC）分析 TK1、VEGF及

AFP检测对 PHC的诊断价值，Kaplan⁃Meier法分析

TK1、VEGF及AFP表达情况与 PHC患者 3年生存

状况的关系；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组血清 TK1、VEGF及AFP水平比较

PHC 组患者血清 TK1、VEGF 及 AFP 水平比

较：PHC 组>良性组>健康组，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 1。

2.2 Logistic回归分析

Logistic 回归分析显示，血清 TK1、VEGF 及

AFP 水平升高是导致 PHC 发生的重要危险因素

（P<0.05）。见表 2。

2.3 血清 TK1、VEGF 及 AFP 检测对原发性肝癌

的诊断价值

以 PHC 组为观察组，以良性组和健康组为对

照组，血清 TK1、VEGF及AFP检测对 PHC诊断的

ROC 曲线下面积比较，TK1>VEGF>AFP，联合检

测受试者血清 TK1、VEGF 及 AFP 水平，取其中任

一项阳性作为 PHC 的诊断标准，联合检测的灵敏

度显著高于各指标单独检测差异有统计学意义

（P<0.05），而联合检测特异度与单独检测差异无

统计学意义（P>0.05）。见表 3。

2.4 血清 TK1、VEGF 及 AFP 表达情况与患者生

存状况的关系

TK1、VEGF 及 AFP 高表达组 3 年生存率显著

小于低表达组，且高表达组平均生存时间也小于

低表达组（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

肿瘤标志物是肿瘤组织细胞内异常表达的细

胞因子，参与肿瘤的发生、生长过程，常用于肿瘤

疾病的早期诊断、病情评估以及预后监测中［7］。

TK1 是一种评价细胞增殖活性的标志物，参与细

胞DNA增殖过程［8］。正常成年细胞中 TK1水平极

低，恶性肿瘤细胞具有无限增殖特点，细胞内DNA
合成旺盛，在细胞分裂 G1 至 S 期交界时，TK1 水

平开始逐渐升高，为肿瘤 DNA 合成提供条件，故

TK1 也 可 作 为 恶 性 肿 瘤 筛 查 的 可 靠 生 物 指

标［9⁃10］。VEGF 是促进血管内皮增殖的重要因子，

组别

PHC组

良性组

健康组

F值

P值

n
73
95
50

TK1（pmol/L）
3.66±1.27
1.22±0.64
0.67±0.20
236.911
0.000

VEGF（ng/L）
221.07±63.26
95.25±36.18
41.69±13.24

282.910
0.000

AFP（μg/L）
45.44±23.25
19.73±11.92
5.03±1.98
107.315
0.000

表 1 3组血清 TK1、VEGF及AFP水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum TK1，VEGF and
AFP levels in 3 groups（x ± s）

表 2 Logistic回归分析

Table 2 Logistic regression analysis

指标

TK1
VEGF
AFP

B值

-1.421
-0.170
-0.260

S.E.
0.342
0.051
0.062

Wald
17.271
13.990
21.929

P值

0.000
0.000
0.000

OR值

0.241
0.983
0.974

95%CI
0.124~0.472
0.974~0.992
0.964~0.985

指标

TK1
VEGF
AFP
联合
检测

最佳
临界值

2.25 pmol/L
150.11 ng/L
25.85 μg/L

灵敏度
（%）

79.5
78.1
78.1

93.2

特异度
（%）

86.3
84.8
80.0

0.863

Youden
指数

0.658
0.629
0.581

0.795

AUC

0.888
0.868
0.861

0.935

95%CI

0.836~0.940
0.814~0.923
0.799~0.922

0.902~0.968

表 3 血清 TK1、VEGF及AFP检测对 PHC的诊断价值

Table 3 Diagnostic value of serum TK1，VEGF
and AFP in PHC

指标

TK1

VEGF

AFP

表达

高表达

低表达

高表达

低表达

高表达

低表达

n

37
36
37
36
37
36

生存率

5（13.51）
17（47.22）
5（13.51）
17（47.22）
7（18.92）
15（41.67）

c2值

25.687

25.687

12.478

P值

0.000

0.000

0.001

表 4 不同血清 TK1、VEGF及AFP表达情况与患者 3年生

存率比较［n（%）］

Table 4 Comparison of 3 years survival rate of patients with
different TK1，VEGF and AFP expressions［n（%）］
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能加速新血管生成，刺激血管内皮增长和迁移，为

肿瘤生长提供基础；另外，VEGF 能增加血管壁通

透性，促进肿瘤细胞的迁移和扩散［11］。AFP 是临

床上 PHC诊断的首选血清学指标，但部分 PHC患

者血清 AFP 水平保存在正常范围，一些妊娠期女

性、肝硬化及慢性肝炎患者血清 AFP 水平又有不

同程度升高，导致其应用存在一定局限性［12⁃13］。本

研究中 Logistic回归分析表明，血清 TK1、VEGF及

AFP 水平升高是导致 PHC 发生的重要危险因素，

TK1 水平升高说明体内存在增殖活性肿瘤细胞，

TK1 催化 DNA 大量合成，促进肿瘤细胞的增殖；

VEGF促进肿瘤组织新血管生成，为肿瘤细胞扩增

提供必需的营养和氧气，促进肿瘤的生长；AFP能

促进肝癌细胞增殖和增加癌细胞耐药性，这可能

与AFP协助癌细胞免疫逃避有关。

经 ROC 曲线提示联合检测血清 TK1、VEGF
及 AFP 水平有助于 PHC 的临床诊断。PHC 的病

理机制复杂，其发病受多种因素影响，仅依据单项

指标检测结果判断患者是否发生 PHC存在一定局

限性；联合检测血清 TK1、VEGF 及 AFP 水平，通

过分析体内细胞增殖活性、血管新生等多方面状

况，有助于提高 PHC早期诊断价值，降低漏诊率。

TACE 是失去外科手术机会 PHC 患者的首选

治疗方法，通过阻断肿瘤组织内新血管血流，导致

PHC病灶缺血坏死，发挥抗癌作用［14］。TACE术无

法根治病灶，远期效果不佳，术后复发率较高；另

外，TACE 在阻断肿瘤组织血供同时，还可能降低

癌旁正常组织血运，造成周围肝组织功能受损，影

响患者预后情况［15］。本研究结果显示，不同 TK1、
VEGF及AFP表达患者长期预后也存在较大差别，

分析 TK1 高表达表示细胞增殖活性强，PHC 恶性

程度高，导致预后较差；VEGF可增加血管通透性，

促进肿瘤细胞迁移，影响手术治疗效果；AFP高表

达癌细胞多为耐药性细胞，且 AFP 还能促进癌细

胞恶化，故而导致高AFP表达患者预后较差。

综上所述，TK1、VEGF 及 AFP 与 PHC 的发生

和发展等生物学行为密切相关，检测血清 TK1、
VEGF及AFP水平对 PHC早期诊断和预后评估具

有积极意义。
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血清和肽素水平与 PCOS患者糖代谢相关指标水平
的关系研究

张先锋★ 肖丹 郭佳

［摘 要］ 目的 探讨血清和肽素（CPT）水平与多囊卵巢综合征（PCOS）患者糖代谢相关指标水平

的关系。方法 选取 2016年 1月至 2019年 6月间本院收治的 160例糖耐量（OGTT）和/或胰岛素释放检

测（IRT）异常的 PCOS患者（观察组）作为研究对象，并纳入同期收治的OGTT和 IRT正常者 60例作为对

照组。观察组根据患者 OGTT 和 IRT 结果分为高胰岛素血症（HI）组（n=72）、糖耐量受损（IGT）组（n=
74）、2 型糖尿病（T2DM）组（n=14）。比较各组一般资料、CPT 及疾病相关因素，分析 CPT 与 PCOS 各指

标的相关性，采用 ROC评估 CPT诊断 PCOS 糖代谢异常的效能。结果 ①HI组、IGT组、T2DM组及对

照组年龄、收缩压对比差异均无统计学意义（P>0.05），HI 组、IGT 组、T2DM 组 BMI 均高于对照组（P<
0.05），T2DM 组舒张压、WHR 高于对照组（P<0.05）；②HI 组、IGT 组、T2DM 组 FINS、HOMA⁃IR、CPT 水

平均高于对照组（P<0.05），IGT 组、T2DM 组 FPG、HOMA⁃IR 水平均高于 HI 组（P<0.05），T2DM 组 FPG
水平高于 IGT 组（P<0.05），T2DM 组 FINS、CPT 水平高于 HI 组和 IGT 组（P<0.05），T2DM 组 TG 水平高

于对照组（P<0.05）；③Pearson相关分析法显示：BMI、WHR、FPG、FINS、HOMA⁃IR、TG均与 CPT呈正相

关关系（P<0.05），HDL⁃C与 CPT呈负相关关系（P<0.05）；④ROC曲线显示：CPT诊断 PCOS糖代谢异常

（IGT和 T2DM）的曲线下面积为 0.756（95%CI：0.689~0.823），最佳临界值 13.699 pmol/L、敏感度 53.41%、

特异度 83.33%。结论 CPT与 PCOS患者多个糖代谢指标存在相关性，且是预测 PCOS患者出现糖代谢

异常的有效指标。

［关键词］ 多囊卵巢综合征；糖代谢；高胰岛素血症；血清和肽素

Study on relationship between serum Copeptin level and levels of glucose
metabolism⁃related indicators in patients with PCOS
ZHANG Xianfeng★，XIAO Dan，GUO Jia
（Department of Obstetrics and Gynecology，the 967 Hospital of the Chinese People􀆳s Liberation Army，Da⁃
lian，Liaoning，Chian，116041）

［ABSTRACT］ Objective To explore the relationship between serum Copeptin（CPT）level and lev⁃
els of glucose metabolism ⁃ related indicators in patients with polycystic ovary syndrome（PCOS）. Methods
A total of 160 PCOS patients（observation group）with abnormal oral glucose tolerance test（OGTT）and/or in⁃
sulin release test（IRT）who were treated between January 2016 and June 2019 were selected as the research
subjects，and another 60 patients with normal OGTT and IRT treated during the same period were included in
control group. The patients in observation group were divided into hyperinsulinemia（HI）group（n=72），im⁃
paired glucose tolerance（IGT）group（n=74），and type 2 diabetes mellitus（T2DM）group（n=14）according
to the OGTT and IRT results of patients. The general data，CPT and disease⁃related factors were compared all
groups，and the correlation between CPT and PCOS indicators was analyzed，and the ROC was used to evalu⁃
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ate the efficacy of CPT in diagnosing glucose metabolism abnormalities of PCOS. Results There were no sta⁃
tistically significant differences in the age and systolic blood pressure among the HI group，IGT group，T2DM
group and control group（P>0.05），and the BMI in the HI group，IGT group and T2DM group was higher
than that in the control group（P<0.05），and the diastolic blood pressure and WHR in the T2DM group were
higher than those in the control group（P<0.05）. The levels of FINS，HOMA⁃IR and CPT in the HI group，
IGT group and T2DM group were higher than those in the control group（P<0.05），and the levels of FPG and
HOMA⁃IR in the IGT group and T2DM group were higher than those in the HI group（P<0.05），and the FPG
level in the T2DM group was higher than that in the IGT group（P<0.05），and the levels of FINS and CPT in
the T2DM group were higher than those in the HI group and IGT group（P<0.05），and the TG level in the
T2DM group was higher than that in the control group（P<0.05）. Pearson correlation analysis showed that
BMI，WHR，FPG，FINS，HOMA⁃IR and TG were positively correlated with CPT（P<0.05），and HDL⁃C
was negatively correlated with CPT（P<0.05）. ROC curve showed that the area under the curve，optimal cut⁃
off value，sensitivity and specificity of CPT in the diagnosis of glucose metabolism abnormalities（IGT and
T2DM）of PCOS were 0.756（95% CI：0.689~0.823），13.699 pmol/L，53.41% and 83.33% . Conclusion
CPT is correlated with multiple glucose metabolism indicators in patients with PCOS，and is an effective indi⁃
cator for predicting glucose metabolism abnormalities in patients with PCOS.

［KEY WORDS］ Polycystic ovary syndrome；Glucose metabolism；Hyperinsulinemia；Serum Copeptin

多囊卵巢综合征（Polycystic ovary syndrome，
PCOS）是育龄女性中最常见的生殖内分泌疾病之

一［1］。流行病学调查显示，PCOS 会累及 5%~10%
的育龄期妇女，不仅会影响患者的生殖功能，还会

引起糖类、脂质代谢的紊乱［2］。PCOS内分泌诊治

专家共识中指出，PCOS 患者以餐后血糖升高为

主，糖耐量受损（Impaired glucose tolerance，IGT）的

风险显著高于年龄和体质量（Body mass index，
BMI）匹配的女性［3］。既往研究认为，胰岛素抵抗

（Insulin resistance，IR）是 PCOS 发生、发展的重要

原因［4］，同时 IR 在 PCOS 患者糖代谢异常中也发

挥重要作用。精氨酸血管加压素（Arginine vaso⁃
pressin，AVP）是由神经垂体分泌的一种激素，在

维持 2 型糖尿病（Type 2 diabetes，T2DM）血糖稳

态、IR、脂肪代谢等方面具有重要作用［5］。和肽素

（Copeptin，CPT）是前 AVP C⁃端的一部分，由于

AVP 半衰期较短、不易测量，因此临床考虑以

CPT 作为检测 AVP 水平的替代指标。目前已有

研究发现，CPT水平与 T2DM发病、心血管事件发

生等相关［6］。因此，作为一个与糖耐量受损较多

影响因素相关的指标，CPT 可能是预测糖耐量受

损的可靠指标，且 CPT 监测较 OGTT 更为便利，

在大规模筛查指标中更加便利。基于此，本研究

将探究 CPT 水平与 PCOS 患者糖代谢相关指标水

平的关系，以期为预测 PCOS 糖代谢异常提供

信息。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016年 1月至 2019年 6月本院间收治的

160 例糖耐量（Oral glucose tolerance test，OGTT）
和/或胰岛素释放检测（Insulin resistance test，IRT）
异常的 PCOS患者作为研究对象，纳入同期收治的

OGTT和 IRT正常者 60例作为对照组。纳入标准：

经盆腔超声、实验室检查、症状体征病史等诊断

PCOS者［7］；肝肾功能正常者；初潮 3年以上、年龄<
35岁者；入组前 3个月无妊娠、分娩、流产史者；未

经任何会影响性激素、糖代谢治疗者；近期无手术

史、急性感染性疾病者；患者知情同意，并经本院伦

理委员会审核通过。排除标准：合并卵巢囊肿、卵

巢肿瘤者；合并甲状腺疾病者；确诊高催乳素血症、

先天性肾上腺皮质增生症、雄激素分泌肿瘤、库欣

综合征、苗勒管发育不全等子宫疾病者。

OGTT异常诊断标准：空腹血糖（Fasting blood
glucose，FPG）>5.6 mmoL、葡萄糖负荷试验 2 h 血

糖>7.8 mmol/L。IRT 异常诊断标准：胰岛素抵抗

指数（Insulin resistance index，HOMA⁃IR）=空腹胰

岛 素（Fasting insulin，FINS）× 空 腹 血 糖/22.5，
HOMA⁃IR>1.66和/或空腹胰岛素>10 mIU/L［8］。

1.2 分组分法

160 例 OGTT 和/或 IRT 异常的 PCOS 患者，根

据OGTT、IRT检测结果分组。OGTT正常、IRT异
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常者纳入 HI 组（n=72），OGTT 异常但未达 T2DM
诊断标准者纳入 IGT 组（n=74），符合 T2DM 诊断

标准者［8］纳入 T2DM 组（n=14）。对照组为 OGTT
和 IRT均正常者（n=60）。

1.3 仪器及试剂

酶标仪 ELx800，美国 Bio tek 公司生产；Cobas
e 601型全自动电化学发光分析仪，豪夫迈罗氏公

司生产；ADVIA2400型全自动生化分析仪，德国西

门子公司生产。人血清 CPT 酶联免疫试剂盒，由

上海江莱生物科技有限公司提供；卵泡刺激素

（Follicle stimulating hormone，FSH）、促黄体生成素

（Luteinizing hormone，LH）、睾酮（Testosterone，T）、

FINS试剂盒，由德国 bayer公司提供

1.4 研究方法

收集所有研究对象年龄、BMI、血压、腰臀比

（Waist to hip ratio，WHR），疾病相关因素包括

FPG、FINS、甘油三酯（Triglyceride，TG）、总胆固醇

（Total cholesterol，TC）、低密度脂蛋白（low⁃density
lipoprotein cholesterol，LDL ⁃ C）、高 密 度 脂 蛋 白

（high⁃density lipoprotein cholesterol，HDL⁃C）、FSH、

LH、T 及 CPT。采用酶联免疫法（ELISA）测定患

者 CPT 指标水平，采用化学发光法测定 FSH、LH、

T、FINS水平。体重、身高、腰围、臀围等均由医护

人员进行测量，BMI=体重（kg）/身高 2（m）、WHR=
腰围/臀围；采用电子血压计测量研究对象舒张压

和收缩压，连续测量两次、取平均值。

1.5 观察指标

比较各组一般资料、CPT 及疾病相关因素，分

析 CPT 与 PCOS 各指标的相关性，采用 ROC 评估

CPT诊断 PCOS糖代谢异常的效能。

1.6 统计学方法

采用 SPSS19.0 统计软件进行数据分析，计量

数据以（x ± s）表示，多组间比较行单因素方差分

析，两组间比较行 LSD⁃t 检验，指标间相关性采用

Pearson 法，绘制 ROC 曲线评估指标检验效能，P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组一般资料对比

HI 组、IGT 组、T2DM 组及对照组年龄、收缩

压对比差异均无统计学意义（P>0.05），HI 组、

IGT 组、T2DM 组 BMI 均高于对照组差异有统计

学意义（P<0.05），T2DM 组舒张压、WHR 高于对

照组差异有统计学意义（P<0.05），见表 1。

一般资料

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

WHR（cm）
收缩压（mmHg）
舒张压（mmHg）

HI组（n=72）
27.86±4.88
26.60±3.57a

0.83±0.15
124.96±12.70
81.20±10.20

IGT组（n=74）
29.32±3.70
26.74±4.06a

0.85±0.16
125.24±17.94
83.98±12.85

T2DM组（n=14）
29.76±4.26
28.10±5.79a

0.92±0.15a

124.96±13.43
85.65±10.98a

对照组（n=60）
28.26±3.90
22.67±3.99
0.83±0.10

120.69±15.87
79.02±10.26

F值

2.439
15.224
4.960
1.143
3.822

P值

0.065
0.000
0.006
0.333
0.011

表 1 各组一般资料对比（x ± s）

Table 1 Comparison of general data of each group（x ± s）

注：与对照组对比，aP<0.05。

2.2 各组疾病相关因素及CPT对比

HI组、IGT组、T2DM组及对照组 TC、LDL⁃C、

HDL⁃C、FSH、LH、T对比差异均无统计学意义（P>
0.05），HI 组、IGT 组、T2DM 组 FINS、HOMA⁃IR、

CPT水平均高于对照组（P<0.05），IGT组、T2DM组

FPG、HOMA⁃IR水平均高于HI组（P<0.05），T2DM
组 FPG水平高于 IGT组（P<0.05），T2DM组 FINS、
CPT 水平高于 HI 组和 IGT 组（P<0.05），T2DM 组

TG水平高于对照组（P<0.05），见表 2。
2.3 CPT与 PCOS患者各指标的相关性

Pearson 相关分析法显示：BMI、WHR、FPG、

FINS、HOMA ⁃ IR、TG 均 与 CPT 呈 正 相 关（P<

0.05），HDL⁃C与CPT呈负相关（P<0.05），见表 3。
2.4 CPT诊断 PCOS糖代谢异常的ROC曲线

ROC 曲线显示：CPT 诊断 PCOS 糖代谢异常

（IGT 和 T2DM）的曲线下面积为 0.756（95%CI：
0.689~0.823），最佳临界值 13.699 pmol/L、敏感度

53.41%、特异度 83.33%。

3 讨论

PCOS 是由环境和遗传因素相互影响而导致

的以雄激素过多、月经失调、排卵障碍为特征的综

合征，相关的代谢失调包括 IR、糖脂代谢异常、心

血管疾病的危险性增加［1］。育龄期的 PCOS 患者
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指标

FPG（mmol/L）
FINS（IU/L）
HOMA⁃IR

TG（mmol/L）
TC（mmol/L）

LDL⁃C（mmol/L）
HDL⁃C（mmol/L）

FSH（IU/L）
LH（IU/L）
T（nmol/L）

CPT（pmol/L）

HI组（n=72）
4.92±0.53
13.40±4.54a

2.72±1.09a

1.97±0.80
4.40±0.48
3.31±0.53
1.36±0.38
5.73±1.77
9.08±5.68
2.35±0.95
12.89±2.53a

IGT组（n=74）
5.87±0.67ab

13.56±3.07a

4.06±5.02ab

2.02±1.03
4.32±0.61
3.47±0.56
1.29±0.28
5.72±1.90
8.98±4.33
2.13±0.85
13.20±2.96a

T2DM组（n=14）
7.73±1.31abc

19.09±4.18abc

5.42±4.94ab

2.22±1.06a

4.37±0.67
3.62±1.13
1.25±0.28
6.60±2.68
7.34±4.68
2.37±0.90

15.55±3.10abc

对照组（n=60）
4.74±0.53
9.91±2.18
1.65±0.67
1.65±0.75
4.26±0.59
3.35±0.72
1.37±0.32
5.61±1.97
9.97±5.51
2.05±0.87
7.51±1.69

F值

150.669
60.340
11.435
3.607
0.588
1.780
1.786
2.602
2.548
1.745
91.607

P值

0.000
0.000
0.000
0.027
0.623
0.152
0.151
0.053
0.057
0.159
0.000

表 2 各组疾病相关因素及 CPT对比（x ± s）

Table 2 Comparison of disease⁃related factors and CPT in each group（x ± s）

注：与对照组对比，aP<0.05；与HI组对比，bP<0.05；与 IGT组对比，cP<0.05。

指标

BMI
WHR
FPG
FINS

HOMA⁃IR
TG

HDL⁃C

r值
0.674
0.281
0.637
0.520
0.571
0.326
-0.217

P值

0.000
0.020
0.000
0.000
0.000
0.007
0.044

表 3 CPT与 PCOS患者各指标的相关性

Table 3 Correlation between CPT and PCOS

较同年龄的女性更早地暴露在各类代谢性疾病风

险中，因此对 PCOS 患者代谢失调进行早期识别、

及时治疗，是有积极意义的。有研究显示，CPT是

T2DM发病的独立危险因素，较高的CPT使 T2DM
发病风险增高 2.07 倍［9］。但 CPT 是否可作为

PCOS 患者糖代谢异常的标志物，仍无定论。

Frøssing S 等［10］学者的一项研究显示，在 PCOS 患

者和与其年龄、BMI匹配的健康女性之间，CPT水

平不存在显著差异，因此认为 CPT 不能作为年轻

PCOS 代谢异常的风险预测因子。但也有研究显

示，CPT是HOMA⁃IR≥2.5的最强预测因子，OR值

为 53.34［11］。同时，CPT在 PCOS患者中研究较少，

且 CPT 诊断 PCOS 糖代谢的具体最佳临界值也未

达成共识，故本研究就此展开分析。

本研究结果提示 PCOS 糖代谢与患者肥胖、

腹部肥胖、CPT 和血压存在一定联系。在糖脂

代谢、内分泌指标等疾病相关因素中，表明 IR
和糖代谢异常与 PCOS 内分泌无明显相关性，且

脂代谢中仅有 TG 有统计学意义。刘馨允等［12］

学者的研究也发现，糖尿病是 TG 异常的独立危

险因素，OR 值为 2.182。相关文献显示，TG 经脂

酶水解转化为游离脂肪酸，高 TG 导致游离脂肪

酸增加，进而抑制胰岛 β 细胞的胰岛素分泌，导

致胰岛功能受损［13］，因此高 TG 与 T2DM 之间存

在协同性。

本实验结果说明 CPT 与 PCOS 糖代谢和胰岛

功能存在明显相关性。K polak等［14］学者的文献也

指出，PCOS患者高表达的CPT与 FPG、HOMA⁃IR、

TG 等呈正相关关系。本研究发现，BMI、WHR、

TG 不仅与糖代谢相关，也与 CPT 呈正相关关系，

BMI 与 CPT 相关性较强，这也可能是 CPT 与

PCOS 患者糖代谢相关的途径之一。肥胖不仅是

PCOS 常见症状之一，肥胖诱发的代谢紊乱，包括

IR 和 HI，脂肪酸分泌引起的脂毒性，脂肪因子和

慢性炎症反应，可通过影响下丘脑⁃垂体⁃卵巢轴功

能参与 PCOS 的发生发展［15］。因此，推测 CPT 也

参与 PCOS的发病过程。在临床实际诊治中，对存

在 BMI、WHR过大，高 TG水平等多种危险因素的

PCOS 患者，应早期监测其 CPT 水平，评估患者糖

代谢异常风险，积极应对。

综上所述，不同糖代谢异常程度 PCOS 患者

间，CPT 水平差异显著；CPT 与 PCOS 患者 BMI、
WHR、FPG、FINS、HOMA⁃IR、TG、HDL⁃C 均存在

相关性，CPT 预测 PCOS 糖代谢异常效能良好。
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且 CCT8 作用机制与 Akt 信号有关。本实验结果

为研究 CCT8 在肺癌中的作用机制提供了参考。

在以后实验中会探讨 CCT8 具体的靶向结合位点
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GnRH⁃α联合 LNG⁃IUS对子宫内膜异位症术后患者
血清ENA⁃78及MCP⁃1水平的影响

马雪莲 1 李海燕 2★

［摘 要］ 目的 分析子宫内膜异位症术后患者经促性腺激素释放激素激动剂（GnRH⁃α）联合左

炔诺孕酮宫内缓释系统（LNG⁃IUS）治疗与血清中性粒细胞活化肽 78（ENA⁃78）和人单核细胞趋化蛋白⁃1
（MCP⁃1）水平的关系。方法 回顾性分析了 140例子宫内膜异位症（EM）术后患者临床资料并分为A组

（术后单纯应用GnRH⁃α）40例、B组（术后单纯应用 LNG⁃IUS）40例、C组（术后联合应用GnRH⁃α + LNG
⁃IUS）30例、D组（单纯接受腹腔镜手术）30例。分别于术后第 6个月监测各组血清 ENA⁃78和MCP⁃1水

平的变化情况。结果 治疗后，A、B、C 三组 ENA⁃78 和 MCP⁃1 水平均较 D 组明显下降（P值均<0.05），

其中 C 组与 B 组的 ENA⁃78 水平、C 组与 A 组的 MCP⁃1 水平差异亦具有统计学意义（P 值均<0.05），

A、B 两组血清 ENA⁃78 差异具有统计学意义（P<0.05），但 A、B 两组 MCP⁃1 水平相比较，差异无统计学

意义（P>0.05）；并且通过进一步分析，观察到血清 ENA⁃78、MCP⁃1 水平在 A、B 及 C 中均呈正相关关

系。结论 通过治疗后血清中中性粒细胞活化肽 78（ENA⁃78）和人单核细胞趋化蛋白⁃1（MCP⁃1）水平的

变化评估得知，EM术后患者联合使用GnRH⁃α和 LNG⁃IUS优于各自单独治疗，且二者联合呈协同作用，

显著降低患者血清 ENA⁃78和MCP⁃1水平。这可为临床治疗提供可靠的理论基础。

［关键词］ 子宫内膜异位症；促性腺激素释放激素激动剂；左炔诺孕酮宫内缓释系统；ENA⁃78；
MCP⁃1

The effect of co⁃treatment with GnRH⁃α and LNG⁃IUS on serum ENA⁃78 and
MCP⁃1 levels in post⁃operative patients with endometriosis
MA Xuelian1，LI Haiyan2★

（1. Department of Laboratory，Dongying District People􀆳s Hospital，Dongying，Shandong，China，257000；
2. Department of Laboratory，New District Hospital，Dongying District，Dongying City，Dongying，Shan⁃
dong，China，257000）

［ABSTRACT］ Objective To analysis the correlation between serum ENA⁃78 and MCP⁃1 levels after
co⁃treatment of Gonadotropin⁃releasing hormone agonist（GnRH⁃α）and Levonorgestrel intrauterine sustained
release system（LNG⁃IUS）in post⁃operative patients with endometriosis. Methods 140 patients with endo⁃
metriosis were analyzed retrospectively，which divided into group A（post ⁃ operative application of simple
GnRH⁃α），group B（post⁃operative application of simple LNG⁃IUS），group C（post⁃operative application of
GnRH⁃α and LNG⁃IUS）and group D（just accept laparoscopic surgery）. The changes of serum ENA⁃78 and
MCP⁃1 levels in each group were monitored at the 6th postoperative month. Results The serum ENA⁃78 and
MCP⁃1 levels in the group A，B and C were apparently decreased compared with the group D（P value were
all <0.05）after treatment，and difference between the group C and the group B in ENA⁃78，difference be⁃
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tween the group C and group A in MCP⁃1 were statistically significantly（P<0.05），however，no differences
exist between the group A and B in MCP⁃1 levels（P>0.05），but different in ENA⁃78（P<0.05）. Additional⁃
ly，further analysis revealed the positive correlation between serum ENA⁃78 and MCP⁃1 levels in the group A，

B，and C. Conclusion combined administration of GnRH⁃α and LNG⁃IUS were better than single treatment
and shows a synergistic effect in post⁃operative patients with endometriosis，significantly reducing the serum
ENA⁃78 and MCP⁃1 levels in patients. This can provide a reliable theoretical basis for clinical treatment.

［KEY WORDS］ Endometriosis；GnRH⁃α；LNG⁃IUS；ENA⁃78；MCP⁃1

子宫内膜异位症（endometriosis，EM）是指有

活性的子宫内膜出现在子宫内膜以外的地方。

EM是育龄期妇女常见的妇科疾病，其发病率约为

10％［1⁃2］。近有科学证据提示免疫功能障碍可能与

子宫内膜异位症有关，炎症因子的刺激可诱发盆

腔炎症及纤维化，引起子宫内膜粘连、增殖、新生

血管形成和卵巢巧克力囊肿［3⁃5］。中性粒细胞活化

肽 78（epithelial neutrophil ⁃ activating peptide ⁃ 78，
ENA⁃78）是一种具有趋化作用的炎症因子，单核细

胞 趋 化 蛋 白 ⁃ 1（monocyte chemotactic protein 1，
MCP⁃1）是一种单核和巨噬细胞特异的趋化因子，

可募集巨噬细胞向炎性部位移动［6⁃7］，其在 EM 发

病机制中扮演者重要的角色，越来越受学者们的

重视。目前，EM 主要以手术切除治疗为主，辅以

促性腺激素释放激素激动剂（gonadotropin releas⁃
ing hormone analogues，GnRH⁃α）或左炔诺孕酮宫

内 缓 释 系 统（levonorgestrel ⁃ releasing intrauterine
system，LNG⁃IUS）等药物治疗，但无明确的优势

方案。本文旨在比较 EM术后患者辅以GnRH⁃α、
LNG⁃IUS 及 GnRH⁃α+LNG⁃IUS 后观察血清 ENA⁃
78、MCP⁃1水平之间的关系，为优化 EM 治疗方案

提供临床依据，改善患者的生活质量。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选取本院妇产科 2016年 1月至 2017年 1月的

140 例 EM 术后患者，根据其辅助治疗方法分为 A
组（术后单纯应用 GnRH⁃α）、B 组（术后单纯应用

LNG⁃IUS）、C 组（术后应用 GnRH⁃α 和 LNG⁃IUS）
和 D 组（单纯接受腹腔镜手术），各组分别为 40、
40、30和 30例；年龄 24~41岁，比较各组患者年龄、

病程等基线资料比较，差异无统计学意义（P>
0.05），具有可比性。所有研究对象均已行手术，

术前未应用激素治疗，术后根据已选择治疗方法

直至实验结束，患者未合并肝肾等器官疾病、恶性

肿瘤。研究经东营区人民医院伦理委员会批准，

并征得患者和家属知情同意，已签署知情同意书。

1.2 术后治疗方法

GnRH⁃α 组（A 组）：于术后 1 周内给皮下注射

达菲林针，3.75 mg/支，1 次/d，4 周 1 次，连用 6 个

月；LNG⁃IUS 组（B 组）：术后立即放置宫内 LNG⁃
IUS；GnRH⁃α +LNG⁃IUS（C 组）：术后 1 周内给予

3.75 mg达菲林针注射皮下，4周 1次，共 6次，停药

后 1月内放置宫内 LNG⁃IUS；D组：不做任何处理。

1.3 观察指标

分别于治疗前、治疗后 1 年进行指标监测，分

别采集患者空腹静脉血 5 mL，3 000 r/min，离心 10
min，取上清液，采用酶联免疫吸附实验（Enzyme
Linked Immunosorbent Assay，ELISA）测 定 血 清

ENA⁃78、MCP⁃1 水平，严格按照 ENA⁃78、MCP⁃1
免疫分析试剂盒说明书（德国 R&D 公司）进行操

作，每份标本测 2 孔，取其平均值，选择 450 nm 紫

外线波长，通过标准曲线自动读取样本 ENA⁃78、
MCP⁃1的浓度。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 16.0 统计学软件进行统计处理，计

量资料用（x ± s）表示，多组间比较采用单因素方

差分析，组别之间采用 Post⁃Hoc分析，相关性时采

用 spearman 检验。 P<0.05 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 4组患者治疗前后血清ENA⁃78水平变化情况

A、B、C 3 组与 D 组 ENA⁃78 水平在治疗前比

较，差异无统计学意义（P>0.05）；治疗后的 A、B、

C 3 组与 D 组 ENA⁃78 水平比较，差异具有统计学

意义（P<0.05），见表 1。进一步分析结果显示，A
组与 B组、A组与D组、B组与 C组、B组与D组及

C 组与 D 组之间比较，具有统计学差异（P<0.05），

见表 2。
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2.3 各治疗组血清 ENA⁃78与MCP⁃1水平之间的

相关性

A（r=0.368，P=0.028）、B（r=0.536，P=0.009）、

C（r=0.675，P=0.001）3 组患者治疗后血清 ENA⁃78
与MCP⁃1水平均具有正相关关系（P值均<0.05）。

3 讨论

子宫内膜异位症的发病机理尚不十分清楚，

国内外学者认为 EM 发病的中心环节为腹腔微环

境中各种免疫细胞和细胞因子的功能异常引起的

分组

A组
B组
C组
D组
F值
P值

n
40
40
30
30

治疗前

154.97±32.55
165.41±42.34
155.42±32.18
167.53±36.62

1.12
0.35

治疗后

125.67±25.97
114.55±42.31
98.88±21.46
154.19±33.37

15.92
0.00

表 3 4组患者不同监测时间段的血清MCP⁃1水平

变化情况［（x ± s），ng/L］
Table 3 Changes of serum MCP⁃1 levels in 4 groups of
patients at different monitoring periods［（x ± s），ng/L］

2.2 4组患者的血清MCP⁃1水平变化情况

A、B、C 3 组与 D 组 MCP⁃1 水平在治疗前差

异无统计学意义（P>0.05）；治疗后的 A、B、C 3
组与 D 组 MCP⁃1 水平比较差异具有统计学意义

（P<0.05），见表 3。进一步分析结果显示，A 组与

C 组血清 MCP⁃1 水平、A 组与 D 组血清 MCP⁃1 水

平、B 组与 D 组血清 MCP⁃1 水平及 C 组与 D 组血

清MCP⁃1 水平相比均差异具有统计学（P<0.05），

见表 4。

分组

A组
B组
C组
D组
F值
P值

n
40
40
30
30

治疗前

3.22±1.35
3.35±1.54
2.96±1.29
2.83±0.97

1.10
0.35

治疗后

1.09±0.21
1.59±0.75
0.79±0.35
2.66±1.14

43.68
0.00

表 1 4组患者治疗前后的血清 ENA⁃78水平变化情况

［（x ± s），pg/mL］
Table 1 Changes in serum ENA⁃78 levels before and after

treatment in the 4 groups of patients［（x ± s），pg/mL］

组别

A组
B组
C组
D组

A组

95%CI
-

0.098~0.902
0.734~0.134
1.136~2.004

P值

-
0.008
0.279
0.000

B组

95%CI
0.098~0.902

-
1.234~0.366
0.636~1.504

P值

0.008
-

0.000
0.000

C组

95%CI
0.734~0.134
1.234~0.366

-
1.406~2.334

P值

0.279
0.000
-

0.000

D组

95%CI
1.136~2.004
0.636~1.504
1.406~2.334

-

P值

0.000
0.000
0.000
-

表 2 4组患者治疗后的血清 ENA⁃78水平的比较

Table 2 Comparison of serum ENA⁃78 levels in the 4 groups of patients after treatment

组别

A组
B组
C组
D组

治疗后A组

95%CI
-

29.897~7.657
47.072~-6.509
8.239~48.802

P值

－
0.416
0.004
0.002

治疗后B组

95%CI
29.897~7.657

－
35.952~4.612
19.359~59.922

P值

0.416
－

0.190
0.000

治疗后C组

95%CI
47.072~6.509
35.952~4.612

－
33.628~76.992

P值

0.004
0.190
－

0.000

治疗后D组

95%CI
8.239~48.802
19.359~59.922
33.628~76.992

－

P值

0.002
0.000
0.000
－

表 4 4组患者治疗后的血清MCP⁃1水平的比较

Table 4 Comparison of serum MCP⁃1 levels in the 4 groups of patients after treatment

腹腔局部免疫炎症反应，ENA⁃78与MCP⁃1在子宫

内膜异位症的发病机制中扮演着重要角色［6，8⁃9］。

既往文献报道术后辅以GnRH⁃α或者 LNG⁃IUS可

提高疗效，低水平 ENA⁃78与MCP⁃1可作为疗效评

估指标［7］。EM 虽为良性病变，但具有浸润、转移

至其他器官或组织，易复发等恶性生物学行

为［10⁃12］。亦有研究表明［13⁃14］，术后单独给予GnRH⁃α

或者 LNG⁃IUS 治疗可有效降低该疾病的复发。

GnRH⁃α作为目前较理想的治疗药物，一方面可抑

制垂体⁃卵巢轴而使垂体促性腺激素释放降低，另

一方面具有促进 EM 细胞凋亡和抑制细胞增殖的

作用，但其引起的内分泌方面的副作用及价格昂

贵限制了在临床上的长期应用。宫内放置 LNG⁃
IUS 治疗 EM，一方面对体内的雌激素水平无明显
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影响，另一方面其一次放置可以持续作用可长达 5
年，可减轻患者的经济负担。因此，本研究旨在对

已行子宫内膜异位症手术的患者辅以 GnRH⁃α、
LNG⁃ IUS、GnRH⁃ α +LNG⁃ IUS 药 物 治 疗 后 与

ENA⁃78与MCP⁃1水平的相关性，进而观察效果的

差异，为优化 EM术后治疗提供临床依据。

通过研究结果提示 GnRH⁃α 治疗 EM 较单一

手术切除病灶效果更良好。再者，EM术后患者采

用单一 LNG⁃IUS 辅助治疗，说明单用 GnRH⁃α 与

LNG⁃IUS 均可作为术后 EM 患者的治疗方案，临

床医生可权衡诸多因素后选择适合患者的药物。

此外，通过将 GnRH⁃α 与 LNG⁃IUS 联合作为第三

种辅助治疗，ENA⁃78与MCP⁃1水平明显低于单药

治疗，提示联合用药优于单一用药，具有更好的疗

效。因此，EM术后患者接受 GnRH⁃α诱导后采用

LNG⁃IUS 治疗，可有效提高辅助药物治疗效果。

在血清 ENA⁃78与MCP⁃1水平之间的相关性方面，

两者在治疗后具有正相关关系，提示均为病情变

化的监测指标，并且可能具有内在联系，需要进一

步基础实验来验证。

本文不足之处在于：首先该研究只是单纯研

究不同辅助治疗方案与血清 ENA⁃78 与 MCP⁃1 水

平的关系，通过两者的水平变化情况来说明治疗

方案的优劣，远期还需综合考虑月经改变、治疗后

复发及其他并发症，血清学其他指标等因素，继而

判定治疗效果；其次样本量需要扩大，更能体现不

同治疗方案与各项指标之间的内在联系，使实验

结果更具依据性及可行性；最后，实验过程中未进

行时间分段，未能发现采用不同辅助药物治疗的

EM 术后患者 ENA⁃78 与 MCP⁃1 水平在不同时间

段的变化情况。

总而言之，GnRH⁃α与 LNG⁃IUS均可作为治疗

手术后 EM 的有效辅助药物。联合 GnRH⁃α 诱导

后 LNG⁃IUS 治疗，ENA⁃78 与 MCP⁃1 水平下降幅

度更大，优于单一药物治疗效果。因此，可综合考

虑各种因素后为患者选择最为合适的治疗方案。
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miR⁃155⁃5p靶向FNDC3B基因通过NF⁃κB信号通路
调控骨关节炎软骨细胞增殖和凋亡

谢进 1 舒莉莉 2★ 苏虔 1 肖雄 1

［摘 要］ 目的 探讨miR⁃155⁃5p对骨关节炎软骨细胞增殖和凋亡的影响及分子机制。方法 分

离培养软骨细胞，设置对照（NC）组、白细胞介素⁃1β（IL⁃1β）组、1、2、3、4、5组。实时荧光定量 PCR（RT⁃qP⁃
CR）检测miR⁃155⁃5p和Ⅲ型纤维连接蛋白结构域蛋白 3B（FNDC3B）mRNA表达水平；蛋白质印迹（West⁃
ern blot）法检测 FNDC3B、细胞周期蛋白D1（Cyclin D1）、裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃3（Cleaved⁃cas⁃
pase⁃3）、磷酸化 p65（p⁃p65）、磷酸化核因子 kappaB 抑制蛋白 α（p⁃IκBα）蛋白表达；细胞计数试剂盒 8
（CCK⁃8）检测细胞存活率；流式细胞术检测细胞凋亡；双荧光素酶报告实验验证miR⁃155⁃5p和 FNDC3B的

靶向关系。结果 IL⁃1β诱导的软骨细胞中miR⁃155⁃5p高表达（3.12±0.31 vs 1.00±0.10），FNDC3B mRNA
（0.36±0.03 vs 1.03±0.11）和蛋白（0.40±0.04 vs 0.88±0.08）低表达（P<0.05），且 IL⁃1β可诱导软骨细胞凋亡

（20.46±2.05 vs 6.33±0.60）。抑制miR⁃155⁃5p表达，IL⁃1β诱导的软骨细胞中细胞存活率升高（83.12±8.30
vs 49.05±4.91），细胞凋亡率降低（9.86±0.98 vs 18.26±1.80）（P<0.05）；过表达 FNDC3B，细胞存活率升高

（89.05±8.90 vs 50.77±5.10），细胞凋亡率降低（10.66±1.08 vs 19.89±1.95）（P<0.05）。miR⁃155⁃5p靶向调控

FNDC3B；抑制miR⁃155⁃5p表达可抑制 p⁃p65、p⁃IκBα表达；低表达 FNDC3B可以部分逆转miR⁃155⁃5p低

表达对 IL⁃1β诱导的软骨细胞增殖、凋亡及NF⁃κB信号通路的影响。结论 抑制miR⁃155⁃5p表达可能通

过上调 FNDC3B促进 IL⁃1β诱导的软骨细胞增殖，抑制细胞凋亡，且其可能与NF⁃κB信号通路有关。

［关键词］ miR⁃155⁃5p；FNDC3B；骨关节炎；软骨细胞；增殖；凋亡；NF⁃κB信号通路

miR ⁃ 155 ⁃ 5p targeting FNDC3B gene regulates osteoarthritis chondrocyte
proliferation and apoptosis through NF⁃κB signaling pathway
XIE Jin1，SHU Lili2★，SU Qian1，XIAO Xiong1

（1. Department of Orthopedics，Guangxi International Zhuang Medical Hospital，Nanning，Guangxi，China，
530021；2. Department of Respiratory Diseases，Guangxi International Zhuang Medical Hospital，Nanning，
Guangxi，China，530021）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of miR⁃155⁃5p on the proliferation and apoptosis
of osteoarthritis chondrocytes and its molecular mechanism. Methods The chondrocytes were isolated and
cultured，and the control（NC）group，interleukin⁃1β（IL⁃1β）group，1，2，3，4，5 groups were set. Real⁃
time fluorescence quantitative PCR（RT⁃qPCR）was used to detect miR⁃155⁃5p and fibronectin type Ⅲ do⁃
main containing 3B（FNDC3B）mRNA expression. Western blot was used to detect FNDC3B and cyclin D1
（Cyclin D1），Cleaved caspase⁃3（Cleaved⁃caspase⁃3），phosphorylated p65（p⁃p65），phosphorylated nuclear
factor kappaB inhibitor protein α（p⁃IκBα）protein.Cell counting kit⁃8（CCK⁃8）was used to detect cell surviv⁃
al rate；flow cytometry was used to detect cell apoptosis；dual luciferase report experiment was used to verify
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the targeting relationship between miR⁃155⁃5p and FNDC3B. Results L⁃1β induced high expression of miR⁃
155⁃5p in chondrocytes（3.12±0.31 vs 1.00±0.10），low expression of FNDC3B mRNA（0.36±0.03 vs 1.03±
0.11）and protein（0.40±0.04 vs 0.88±0.08）（P<0.05），and IL⁃1β can induce chondrocyte apoptosis（20.46±
2.05 vs 6.33±0.60）. Inhibition of miR⁃155⁃5p expression，IL⁃1β⁃induced chondrocyte cell survival rate was in⁃
creased（83.12 ± 8.30 vs 49.05 ± 4.91），cell apoptosis rate was decreased（9.86±0.98 vs 18.26 ± 1.80）（P <
0.05）. Overexpression of FNDC3B，the cell survival rate was increased（89.05 ± 8.90 vs 50.77 ± 5.10）and
the apoptosis rate was decreased（10.66 ± 1.08 vs 19.89 ± 1.95）（P < 0.05）. miR⁃155⁃5p targeted regulation of
FNDC3B，inhibiting miR ⁃ 155 ⁃ 5p expression can inhibit p ⁃ p65 and p ⁃ IκBα levels. Down regulation of
FNDC3B can partially reverse the miR⁃155⁃5p low expression on chondrocyte proliferation，apoptosis and the
influence of NF⁃κB signaling pathway induced by IL⁃1β. Conclusions Inhibition of miR⁃155⁃5p expression
may promote IL⁃1β⁃induced chondrocyte proliferation and inhibit apoptosis by up⁃regulating FNDC3B，and it
may be related to the NF⁃κB signaling pathway.

［KEY WORDS］ MiR⁃155⁃5p；FNDC3B；Osteoarthritis；chondrocytes；Proliferation；apoptosis；NF⁃
κB signaling pathway

骨性关节炎是退行性骨科疾病，关节软骨进行

性破坏，软骨基质降解、滑膜炎症、软骨细胞凋亡等

均是造成骨性关节炎的重要原因［1］。研究表明，

miRNA 影响骨关节炎的形成和发展，可作为骨关

节炎的新型生物标志物和骨关节炎治疗靶点［2］。研

究报道，类风湿关节炎和骨关节炎患者滑膜组织中

miR⁃155高表达［3］。类风湿关节炎患者血清中miR⁃
155⁃5p高表达，其表达水平可作为类风湿关节炎诊

断和活动度观察指标［4］。miR⁃155还可抑制软骨细

胞的自噬［5］。Ⅲ型纤维连接蛋白结构域蛋白 3B（fi⁃
bronectin type Ⅲ domain containing 3B，FNDC3B）
定位于染色体 3q26 上，下调 FNDC3B 可降低舌鳞

癌细胞的增殖及侵袭迁移能力［6］。然而miR⁃155⁃5p
和 FNDC3B对关节软骨细胞增殖和凋亡的影响及

miR⁃155⁃5p是否通过调控 FNDC3B影响软骨细胞

增殖和凋亡还尚不清楚。白细胞介素⁃1β（Interleu⁃
kin⁃1β，IL⁃1β）是一种促炎因子，其可诱导软骨细胞

凋亡［7］。因此，本实验通过用白细胞介素⁃1β（Inter⁃
leukin⁃1β，IL⁃1β）处理软骨细胞建立骨关节炎模

型，研究miR⁃155⁃5p对关节软骨细胞增殖和凋亡的

影响及其机制是否与 FNDC3B有关。

1 材料与方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 1 月至 2019 年 12 月在本院行关

节置换术患者的关节软骨组织 5 例，其中男性 3
例，女性 2例；年龄（62.1±5.23）岁；骨关节炎的诊断

标准参照美国风湿病学会膝骨关节炎诊断标

准［8］。排除免疫性及其他可影响关节炎病情的合

并症，所有患者均同意且知情。

1.2 材料

DMEM完全培养基（含 10%胎牛血清）购自北

京绿源伯德生物科技有限公司；青链霉素购自上海

北诺生物科技有限公司；胰蛋白酶购自美国 Sigma
公司；Ⅱ胶原酶购自大连美仑生物技术有限公司；

白细胞介素⁃1β（IL⁃1β）购自武汉纯度生物科技有

限公司；Trizol试剂、反转录试剂盒、荧光定量试剂

盒购自美国 Progema 公司；二辛可宁酸（bicincho⁃
ninic acid，BCA）试剂盒、RIPA 蛋白裂解液购自碧

云天生物技术研究所；膜联蛋白V⁃异硫氰酸荧光素

（Annexin V⁃FITC）和碘化丙锭（PI）试剂盒、双荧光

素酶报告基因检测试剂盒购自北京 Solarbio公司。

1.3 软骨细胞的分离培养

取关节软骨组织，去除滑膜等其他组织后剪

成碎块，PBS冲洗 3次后放入含 0.25%的胰蛋白酶

中消化 30 min，再用 0.1%的Ⅱ胶原酶消化 30 min，
消化后用 200 目筛网过滤分离，将细胞置于含 1%
青链霉素的DMEM完全培养基中于 37℃、5% CO2

下培养，取第 2~3代细胞用于后续实验。

1.4 细胞处理与分组

用 10 ng/mL IL⁃1β 处理软骨细胞 24 h 建立关

节炎软骨细胞模型，记为 IL⁃1β 组，正常培养的细

胞作为对照（NC）组；将 anti⁃miR⁃NC、anti⁃miR⁃155⁃
5p、pcDNA⁃NC、pcDNA⁃FNDC3B 转染至软骨细胞

中后用 10 ng/ml IL⁃1β 处理，记为 1（IL⁃1β+anti⁃
miR⁃NC）组、2（IL⁃1β+anti⁃miR⁃155⁃5p）组、3（IL⁃
1β+pcDNA⁃NC）组、4（IL⁃1β+pcDNA⁃FNDC3B）
组；将 anti⁃miR⁃155⁃5p与 si⁃NC、si⁃FNDC3B共转染
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至软骨细胞中后用 10 ng/ml IL⁃1β 处理，记为 5
（IL⁃1β+anti⁃miR⁃155⁃5p+si⁃NC）组、6（IL⁃1β+anti⁃
miR⁃155⁃5p+si⁃FNDC3B）组。

1.5 实时荧光定量 PCR（RT⁃qPCR）检测miR⁃155⁃
5p和 FNDC3B mRNA表达水平

按文献方法［6］进行操作。miR ⁃ 155 ⁃ 5p 和

FNDC3B分别以U6和GAPDH为内参。

1.6 蛋白质印迹（Western blot）法检测FNDC3B、Cy⁃
clinD1、Cleaved⁃caspase⁃3、p⁃p65、p⁃IκBα蛋白表达

按文献方法［6］进行操作。其中一抗稀释浓度

为 1∶1 000，二抗稀释浓度为 1∶2 000。
1.7 CCK⁃8检测细胞存活率

培养 48 h 的细胞，每孔中加入 10 μL CCK⁃8
试剂，孵育 2 h 后，酶标仪检测各组细胞 490 nm
波长处的吸光度值（OD）。细胞存活率（%）=实

验组 OD 值/空白对照组 OD 值×100%。实验重复

3 次。

1.8 流式细胞仪检测细胞凋亡及双荧光素酶报告

实验验证

培养 48 h 细胞，PBS 漂洗 2 次，分别加 Annex⁃
in V⁃FITC 和 PI 各 5 μL，轻摇混匀，常温避光孵育

15 min，流式细胞仪检测。实验重复 3次。

构建含有miR⁃155⁃5p结合位点的 FNDC3B⁃3′
UTR 野生型及突变型报告基因载体，在软骨细胞

中转染miR⁃155⁃5p mimics和 FNDC3B野生型及突

变型报告基因载体。转染 48 h 后，根据试剂盒说

明检测荧光素酶活性。将 miR⁃NC、miR⁃155⁃5p、
anti⁃miR⁃NC、anti⁃miR⁃155⁃5p转染至软骨细胞中，

按 1.5中方法检测 FNDC3B蛋白表达。

1.9 统计学分析

采用SPSS 20.0软件进行统计学分析，计量资料

用（x±s）表示，两组比较行 t检验，多组间比较采用单

因素方差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 在 IL⁃1β 诱导的软骨细胞中，miR⁃155⁃5p 和

FNDC3B表达情况

与对照组相比，IL⁃1β组软骨细胞中miR⁃155⁃
5p 表达水平升高，FNDC3B mRNA 和蛋白表达水

平降低差异有统计学意义（P<0.05）。见图 1，表 1。

2.2 低表达miR⁃155⁃5p对 IL⁃1β处理的软骨细胞

增殖和凋亡的影响

与对照组相比，IL⁃1β组软骨细胞中miR⁃155⁃
5p表达水平升高，CyclinD1表达水平降低，Cleaved
⁃caspase⁃3表达水平升高，细胞存活率降低，细胞凋

亡率升高（P<0.05）；与 1 组相比，2 组软骨细胞中

miR⁃155⁃5p 表达水平降低，CyclinD1 表达水平升

高，Cleaved⁃caspase⁃3 表达水平降低，细胞存活率

升高，细胞凋亡率降低（P<0.05）。见表 2。

IL⁃1β

FNDC3B

β⁃actin

NC

133 KDa

42 KDa

图 1 Western Blot检测 FNDC3B蛋白表达

Figure 1 Western Blot detection of FNDC3B protein
expression

组别

NC
IL⁃1β
t值
P值

miR⁃155⁃5p
1.00±0.10
3.12±0.31
19.525
0.000

FNDC3B mRNA
1.03±0.11
0.36±0.03
17.629
0.000

FNDC3B protein
0.88±0.08
0.40±0.04
16.100
0.000

表 1 IL⁃1β诱导的软骨细胞中miR⁃155⁃5p和 FNDC3B
的表达（x ± s，n=9）

Table 1 Expression of miR⁃155⁃5p and FNDC3B in
chondrocytes induced by IL⁃1β（x ± s，n=9）

组别

NC
IL⁃1β
1组

2组

F值

P值

miR⁃155⁃5p
1.00±0.12
3.21±0.32a

3.16±0.30
1.42±0.14b

211.488
0.000

CyclinD1
0.72±0.07
0.34±0.03a

0.36±0.04
0.61±0.06b

115.064
0.000

Cleaved⁃caspase⁃3
0.40±0.04
0.95±0.10a

0.98±0.08
0.58±0.05b

141.820
0.000

细胞存活率（%）

102.11±10.01
52.13±5.20a

49.05±4.91
83.12±8.30b

106.311
0.000

细胞凋亡率（%）

6.33±0.60
20.46±2.05a

18.26±1.80
9.86±0.98b

185.624
0.000

注：与NC比较，aP<0.05；与 IL⁃1β+anti⁃miR⁃NC比较，bP<0.05。

表 2 低表达miR⁃155⁃5p促进软骨细胞增殖，抑制其凋亡（x ± s，n=9）
Table 2 Low expression of miR⁃155⁃5p promotes chondrocyte proliferation and inhibits apoptosis（x ± s，n=9）
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2.3 高表达 FNDC3B对 IL⁃1β处理的软骨细胞增

殖和凋亡的影响

与 3组相比，4组软骨细胞中 FNDC3B表达水

平升高，CyclinD1表达水平升高，Cleaved⁃caspase⁃3
表达水平降低，细胞存活率升高，细胞凋亡率降低

（P<0.05）。表 3，见图 2。

组别

3组

4组

t值
P值

FNDC3B
0.42±0.04
0.74±0.07
11.907
0.000

CyclinD1
0.34±0.03
0.60±0.06
11.628
0.000

Cleaved⁃caspase⁃3
0.99±0.10
0.55±0.03
12.643
0.000

细胞存活率（%）

50.77±5.10
89.05±8.90

11.196
0.000

细胞凋亡率（%）

19.89±1.95
10.66±1.08

12.422
0.000

表 3 高表达 FNDC3B对 IL⁃1β处理的软骨细胞增殖和凋亡的影响（x ± s，n=9）
Table 3 Effect of high expression of FNDC3B on IL⁃1β⁃treated chondrocyte proliferation and apoptosis（x ± s，n=9）

2.4 miR⁃155⁃5p靶向 FNDC3B
starbase 数 据 库 预 测 显 示 miR ⁃ 155 ⁃ 5p 与

FNDC3B 存在结合位点（图 3A）。荧光素酶报告

实验显示，与 miR⁃NC 组相比，miR⁃155⁃5p 组中转

染 FNDC3B 野生型载体的细胞荧光素酶活性显

著降低（P<0.05）；而转染 FNDC3B 突变型载体的

细胞荧光素酶活性无显著差异（表 4）。与 miR⁃
NC 组相比，miR⁃155⁃5p 组 FNDC3B 表达水平降

低（P<0.05），与 anti⁃miR⁃NC 组相比，anti⁃miR⁃155
⁃5p 组 FNDC3B 表达水平升高（P<0.05）（图 3B）。

2.5 低表达 FNDC3B 可以部分逆转 miR⁃155⁃5p
低表达对 IL⁃1β 处理的软骨细胞增殖和凋亡的

影响

与 5 组相比，6 组 FNDC3B 表达水平降低，

CyclinD1 表达水平降低，Cleaved⁃caspase⁃3 表达水

平升高，细胞存活率降低，细胞凋亡率升高（P<
0.05）见图 4，表 5。

2.6 IL⁃1β处理的软骨细胞中NF⁃κB信号通路相

关蛋白的表达

与 1组相比，2组软骨细胞中 p⁃p65、p⁃IκBα表

FNC3B

CyclinD1

Cleaved⁃caspase⁃3

β⁃actin

FNC3B 133 KDa

36 KDa

19 KDa

42 KDa

注：1. IL⁃1β+pcDNA⁃NC；4. IL⁃1β+pcDNA⁃FNDC3B。

图 2 Western Blot检测 FNDC3B、CyclinD1和Cleaved⁃
caspase⁃3的蛋白表达

Figure 2 Western Blot detection of protein expression of
FNDC3B，CyclinD1 and Cleaved⁃caspase⁃3

FNDC3B

β⁃actin 42 kDa

133 kDa

1 2 3 4

AA

BB

注：A 为 stabase 对 miR⁃155⁃5p 和 FNDC3B 结合进行预测示意图；

B 为 Western Blot 检测 FNDC3B 表达量。1. miR⁃NC; 2. miR⁃
155⁃5p; 3. anti⁃miR⁃NC; 4. anti⁃miR⁃155⁃5p。

图 3 miR⁃155⁃5p靶向调控 FNDC3B表达

Figure 3 miR⁃155⁃5p targets FNDC3B expression

组别

miR⁃NC
miR⁃155⁃5p

t值
P值

荧光素酶活性

WT
1.00±0.11
0.41±0.04
15.122
0.000

MUT
1.03±0.10
1.01±0.12

0.384
0.706

表 4 miR⁃NC或miR⁃155⁃5p与报告质粒共转染软骨细胞

后双荧光素酶活性检测（x ± s，n=9）
Table 4 Detection of double luciferase activity after co⁃

transfection of miR⁃NC or miR⁃155⁃5p with reporter plasmid
（x ± s，n=9）

FNDC3B

CyclinD1

Cleavedcaspase⁃3

β⁃actin

133 KDa

36 KDa

19 KDa

42 KDa

21

注：1. IL⁃1β+anti⁃miR⁃155⁃5p+si⁃NC；2. IL⁃1β+anti⁃miR⁃155⁃5p+si⁃

FNDC3B。

图 4 Western Blot检测 FNDC3B、CyclinD1和Cleaved⁃
caspase⁃3蛋白表达

Figure 4 Western Blot detection of FNDC3B, CyclinD1 and
Cleaved⁃caspase⁃3 protein expression
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达水平降低（P<0.05）；与 5组相比，6组软骨细胞中

p⁃p65、p⁃IκBα表达水平升高（P<0.05）。见图 5。

3 讨论

关节软骨破坏是骨关节炎重要特征，软骨细

胞凋亡是软骨破坏的主要原因，其在骨关节炎的

发病中起重要作用［9］。研究表明 miRNA 参与了

骨 关 节 炎 软 骨 细 胞 增 殖 、凋 亡 及 细 胞 炎 症

等［10］。研究报道塞来昔布治疗后膝骨关节炎患

者中 miR⁃155⁃5p 表达水平降低［11］。miR⁃155⁃5p
表达水平的降低改善了膝骨关节炎［12］。本实验

结果显示，IL⁃1β 诱导的软骨细胞中 miR⁃155⁃5p
高表达；抑制 miR⁃155⁃5p 表达，IL⁃1β 诱导的软骨

细胞中 CyclinD1 表达水平升高，Cleaved⁃caspase⁃
3 表达水平降低，细胞存活率升高，细胞凋亡率

降低。说明抑制 miR⁃155⁃5p 表达可促进 IL⁃1β 诱

导的软骨细胞增殖，抑制细胞凋亡。为进一步研

究 miR⁃155⁃5p 影响软骨细胞增殖、凋亡的机制，

本实验预测了 miR⁃155⁃5p 可能的靶 mRNA，结果

显示，miR⁃155⁃5p 可靶向调控 FNDC3B，本实验

结果显示，IL⁃1β 诱导的软骨细胞中 FNDC3B 低

表达；过表达 FNDC3B 可促进 IL⁃1β 诱导的软骨

细胞增殖，抑制细胞凋亡。且本实验还发现低表

达 FNDC3B 可以部分逆转 miR⁃155⁃5p 低表达对

IL⁃1β 处理的软骨细胞增殖、凋亡的影响。提示，

miR⁃155⁃5p 可能通过调控 FNDC3B 影响软骨细

胞增殖和凋亡。

研究表明核因子 ⁃κB（Nuclear factor κB，NF⁃
κB）信号通路参与并调控软骨细胞的增殖、分化、

凋亡，在骨关节炎的发生、发展中扮演着十分重要

的角色［13］。槲皮素通过抑制NF⁃κB激活减弱炎症

环境下软骨细胞基质降解和细胞凋亡，起到保护

软骨的作用［14］。miR⁃155⁃5p可通过调控NF⁃κB维

持类风湿性关节炎的炎症稳态［15］。本实验结果显

示，抑制miR⁃155⁃5p表达，p⁃p65、p⁃IκBα表达水平

显著降低；说明抑制 miR⁃155⁃5p 表达可抑制 NF⁃
κB 信号通路激活。而低表达 FNDC3B 部分逆转

了miR⁃155⁃5p低表达对NF⁃κB信号通路的抑制作

用。提示，miR⁃155⁃5p 可能通过调控 FNDC3B 进

而影响NF⁃κB信号通路。

综上所述，抑制 miR⁃155⁃5p 表达可能通过

上调 FNDC3B 促进 IL⁃1β 诱导的软骨细胞增

殖，抑制细胞凋亡，且其可能与 NF⁃κB 信号通

路有关。
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组别

5组
6组
t值
P值

FNDC3B
0.74±0.07
0.53±0.05

7.324
0.000

CyclinD1
0.63±0.06
0.42±0.04

8.737
0.000

Cleaved⁃caspase⁃3
0.55±0.05
0.86±0.08

9.858
0.000

细胞存活率（%）

84.55±8.50
61.07±6.11

6.729
0.000

细胞凋亡率（%）

9.03±0.90
15.67±1.53

11.222
0.000

表 5 低表达 FNDC3B可以部分逆转miR⁃155⁃5p低表达对 IL⁃1β处理的软骨细胞增殖和凋亡的影响（x ± s，n=9）
Table 5 Low expression of FNDC3B can partially reverse the effect of miR⁃155⁃5p low expression on IL⁃1β⁃treated chondrocyte

proliferation and apoptosis（x ± s，n=9）

p⁃p65

β⁃actin

p⁃IκBα

65 KDa

39 KDa

42 KDa

1 2 3 4

注：1. IL⁃1β+anti⁃miR⁃NC；2.IL⁃1β+anti⁃miR⁃155⁃5p；3. IL⁃1β+anti
⁃miR⁃155⁃5p+si⁃NC；4. IL⁃1β+anti⁃miR⁃155⁃5p+si⁃FNDC3B。与

IL⁃1β+anti⁃miR⁃NC比较，aP<0.05；与 IL⁃1β+anti⁃miR⁃155⁃5p+si⁃NC

比较，bP<0.05。

图 5 Western Blot检测 p⁃p65、p⁃IκBα蛋白表达

Figure 5 Western Blot detection of p⁃p65 and p⁃IκBα
protein expression

（下转第 927页）
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胃癌患者TNS1蛋白、PDK⁃1蛋白阳性表达意义及与
临床病理特征、预后的相关性

李伟伟★ 杨庆辉 蔡卫梅

［摘 要］ 目的 探讨胃癌患者张力蛋白 1（TNS1）、磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 1（PDK⁃1）阳性表达

意义及与临床病理特征、预后的相关性。方法 选取 112例胃癌患者临床病理资料，收集患者术后胃癌

组织及对应癌旁组织病理学标本，行免疫组织化学染色检测。观察统计胃癌组织与癌旁组织 TNS1
蛋白、PDK⁃1 蛋白阳性表达，胃癌组织中 TNS1 蛋白、PDK⁃1 蛋白表达与临床病理特征及预后相关

性。结果 胃癌组织中 TNS1、PDK⁃1 蛋白阳性表达率高于癌旁组织，差异具有统计学意义（P<0.05）；

胃癌患者发生淋巴结转移与未发生淋巴结转移癌组织中 TNS1蛋白阳性表达率相比，差异具有统计学意

义（P<0.05）；胃癌患者不同肿瘤最大直径、病理学分级、TMN分期、浸润深度及发生淋巴结转移与否胃癌

组织中 PDK⁃1蛋白阳性表达率相比，差异有统计学意义（P<0.05）；胃癌组织中 PDK⁃1蛋白阳性表达者 3
年总体生存率低于阴性表达者，TNS1 蛋白阳性表达者 3 年总体生存率高于阴性表达者（P<0.05）。

结论 胃癌发生后 PDK⁃1、TNS1蛋白呈高表达状态，且二者与患者临床病理特征有关，检测胃癌组织中

PDK⁃1、TNS1蛋白表达对胃癌患者预后评估具有重要指导意义。

［关键词］ 胃癌；Tensin1蛋白；PDK⁃1蛋白；临床病理特征；预后

Significance of TNS1 and PDK⁃1 protein expression in gastric cancer patients
and their correlation with clinicopathological features and prognosis
LI Weiwei★，YANG Qinghui，CAI Weimei
（Department of Oncology，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College，Xinxiang，Hennan，
China，453100）

［ABSTRACT］ Objective To explore the significance of positive expression of tensin 1（TNS1）and
phosphoinositide⁃dependent protein kinase 1（PDK⁃1）in patients with gastric cancer and their correlation with
clinicopathological features and prognosis. Methods The clinical and pathological data of 112 patients with
gastric cancer were selected，and the postoperative gastric cancer tissues and corresponding histopathological
specimens were collected for immunohistochemical staining. The expressions of TNS1 protein and PDK⁃1 pro⁃
tein in gastric cancer tissues and adjacent tissues，the correlation between the expression of TNS1 protein and
PDK⁃1 protein and clinicopathological characteristics and prognosis in gastric cancer tissues were observed and
statistically correlated. Results The positive expression rate of TNS1 and PDK⁃1 protein in gastric cancer tis⁃
sues was higher than that in adjacent tissues，and the difference was statistically significant（P<0.05）；lymph
node metastasis in patients with gastric cancer compared with the positive expression rate of TNS1 protein in
cancer tissues without lymph node metastasis，there was a statistically significant difference（P<0.05）. Com⁃
pared with the positive expression rate of PDK⁃ 1 protein in gastric cancer tissues，the maximum diameter，
pathological grade，TMN stage，invasion depth and lymph node metastasis of gastric cancer patients were sta⁃
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tistically significant（P<0.05）；PDK in gastric cancer tissues the 3⁃year overall survival rate of ⁃1 protein posi⁃
tive expression was lower than that of negative expression，and the 3⁃year overall survival rate of TNS1 protein
positive expression was higher than that of negative expression（P<0.05）. Conclusion After gastric cancer，
PDK⁃1 and TNS1 proteins are highly expressed，and both are related to the clinicopathological characteristics
of patients. Detecting the expression of PDK⁃1 and TNS1 proteins in gastric cancer tissues has an important sig⁃
nificance for the prognosis of gastric cancer patients.

［KEY WORDS］ Gastric cancer；TNS1 protein；PDK⁃1 protein；Clinicopathological characteristics；
Prognosis

胃癌为消化系统常见恶性肿瘤，据相关调查

显示，全世界胃癌发病率 10~150/10 万，我国作为

胃癌高发国家，其发病率逐年增长，每年新确诊

患约 40 万人，死亡 26 万/年，位居癌症死亡首

位［1⁃2］。尽管近年来针对胃癌的基础研究已取得一

定进展，如胃癌分子分型实现了重大突破，但临床

上用于预测胃癌预后的分子标志物仍十分有限。

磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 1（Phosphoinositol⁃de⁃
pendent protein kinase 1，PDK⁃1）作为一种由 556个

包含 C端 PH结构域、N端激酶结构域氨基酸组成

的单体多肽酶，与肿瘤发生、发展、凋亡密切相

关［3］。张力蛋白 1（Tensin1，TNS1）属于 Tensin 蛋

白家族，其作用与细胞运动、黏度及信号转导有

关［4］，有学者指出，TNS1蛋白与乳腺癌转移有关，

并影响患者预后［5］。基于此，本研究检测胃癌患

者组织中 TNS1 蛋白、PDK⁃1 蛋白阳性，探究其与

患者临床病理特征、预后的相关性。结果如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2014 年 5 月至 2016 年 10 月本院 112 例

胃癌患者临床病理资料，男 79 例，女 33 例，年龄

40~72 岁，平均年龄（56.42±8.65）岁。收集 112 例

患者胃癌组织及对应癌旁组织病理学标本，判定

组织类型、细胞分级、肌层浸润、淋巴结转移。纳

入标准：①病理学确诊为胃腺癌；②病理科医师

确认石蜡包埋病理学组织可用于切片进行免疫组

织化学染色检测；③临床病理及随访资料完整；

患者自愿签署知情同意书；排除标准：①术前未

行放化疗及生物靶向治疗；②因标本中组织蛋白

降解造成免疫组化染色结果不满意；③临床病理

及随访资料缺失。本研究经医院伦理委员会审核

批准。

1.2 主要试剂

山羊抗人 TNS1多克隆抗体、PDK⁃1抗体购自

英国Abcam公司，免疫组织化学染色试剂盒及二胺

基联苯胺显色试剂盒购自中国福州迈新生物公司。

1.3 检测方法

1.3.1 TNS1、PDK⁃1蛋白

制作 5 μm 正常癌旁组织、胃癌组织石蜡切

片，H2O2（3%）液常温阻断内源性过氧化氢酶活性，

微波修复抗原，PBS 常规冲洗，山羊抗人 TNS1 多

克隆抗体工作液（1∶100稀释），PDK⁃1抗体工作液

（1%），4℃过夜，加入二抗（IgG），室温 30 min，链霉

素康生物蛋白⁃过氧化物加入后，PBS 冲洗，DAB
显色，苏木素复染，脱水透明、封片。

1.3.2 判定方法

双盲法统计结果，采用半定量法，即染色阳

性细胞比例与染色强度等级之乘积。随机抽取

10 个高倍视野（×400）计数，阳性细胞<10 为 0
级，10%~25%为 1 级，26%~50%为 2 级，51%~75%
为 3 级，76%~100%为 4 级；根据染色强度：无色

为 0 级，淡黄色为 1 级，棕黄色为 2 级，棕褐色为

3 级，根据等级之乘积，<6 为阴性，≥6 为阳性。

1.4 观察指标

观察统计胃癌组织与癌旁组织 TNS1 蛋白、

PDK⁃1 蛋白阳性表达，胃癌组织中 TNS1 蛋白、

PDK⁃1 蛋白表达与临床病理特征及预后相关性，

并分析胃癌患者预后危险因素。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件分析，计量资料用（x ± s）

表示，t检验，计数资料用 n（%）表示，c2检验，采用

Pearson进行相关性分析。P<0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 两组中 TNS1蛋白、PDK⁃1蛋白阳性表达率

胃癌组织中 TNS1、PDK⁃1 蛋白阳性表达率高

于癌旁组织，差异有统计学意义（P<0.05）。见

表 1。
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临床病理特征

性别

年龄

肿瘤最大直径

病理学分级

TMN分期

浸润深度

淋巴结转移

男
女
<65岁
≥65岁
<5 cm
≥5 cm
低分化
中分化
高分化
Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ
无浸润
浸润<1/2
浸润≥1/2
是
否

n
79
33
76
36
62
50
29
33
50
53
59
30
46
36
46
66

TNS1蛋白阳性率

84.71（67/79）
75.76（25/33）
80.26（61/76）
86.11（31/36）
79.03（49/62）
86.00（43/50）
68.97（20/29）
87.88（29/33）
86.00（43/50）
79.25（42/53）
84.75（50/59）
70.00（21/30）
91.30（42/46）
80.56（29/36）
63.04（29/46）
95.45（63/66）

c2值

1.300

0.570

0.916

4.680

0.576

5.710

19.413

P值

0.254

0.450

0.339

0.096

0.448

0.058

0.000

表 2 TNS1、PDK⁃1蛋白表达与胃癌临床病理特征相关性［n（%）］

Table 2 correlation between TNS1、PDK⁃1 protein expression and clinicopathological features of gastric cancer［n（%）］

PDK⁃1蛋白阳性率

77.22（61/79）
69.70（23/33）
72.37（55/76）
80.56（29/36）
64.52（40/62）
88.00（44/50）
44.83（13/29）
81.82（27/33）
88.00（44/50）
54.72（29/53）
93.22（55/59）
53.33（16/30）
76.09（35/46）
91.67（33/36）
91.30（42/46）
63.64（42/66）

c2值

0.702

2.360

8.141

19.405

22.075

12.873

11.067

P值

0.402

0.124

0.004

0.000

0.000

0.002

0.001

组别

胃癌组织
癌旁组织
c2值
P值

n
112
112

TNS1蛋白

92（82.14）
47（41.96）
38.392
0.000

PDK⁃1蛋白

84（75.00）
2（1.79）
126.911
0.000

表 1 两组 TNS1蛋白、PDK⁃1蛋白阳性表达率［n（%）］

Table 1 positive expression rates of TNS1 protein and pdk⁃1
protein in 2 groups［n（%）］

2.2 TNS1、PKK⁃1蛋白表达与胃癌临床病理特征

相关性

不同年龄、性别、肿瘤最大直径、病理学分级、

TMN分期及浸润深度患者胃癌组织中 TNS1蛋白

阳性表达率相比，差异无统计学意义（P>0.05），胃

癌患者发生淋巴结转移与未发生淋巴结转移胃癌

组织中 TNS1蛋白阳性表达率相比，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 随访和生存情况

胃癌组织中 PDK⁃1 蛋白阳性表达者 3 年总体

生存率低于阴性表达者，TNS1 蛋白阳性表达者 3
年总体生存率高于阴性表达者，差异具有统计学

意义（P<0.05）。见表 3、图 1。

项目

3年生存率
c2值
P值

TNS1蛋白

阳性（n=92）
62（67.39）

5.259
0.022

阴性（n=20）
8（40.00）

PDK⁃1蛋白

阳性（n=84）
45（53.57）

11.429
0.001

阴性（n=28）
25（89.29）

表 3 PDK⁃1蛋白、TNS1蛋白表达与胃癌 3年总体生存率的相关性

Table 3 correlation between expression of pdk⁃1 protein and TNS1 protein and 3⁃year overall survival rate of gastric cancer

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

生存分析函数

时间 2
0个月 12个月 24个月 36个月

组织 2
PDK⁃1蛋白阳性
PDK⁃1蛋白阴性
PDK⁃1蛋白阳性⁃检剔后
PDK⁃1蛋白阴性⁃检剔后

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

时间

0个月 12个月 24个月 36个月

组织
Tensin1蛋白阳性
Tensin1蛋白阴性
Tensin1蛋白阳性⁃检剔后
Tensin1蛋白阴性⁃检剔后

生存分析函数

图 1 TNS1、PDK⁃1生存分析

Figure 1 TNS1、PDK⁃1 survival analysis

3 讨论

研究表明，Tensin 蛋白广泛参与细胞黏附、增

殖、分化、迁移、凋亡、侵袭、转移等肿瘤生物学活

动［6］。目前，研究最为广泛、深入的 Tensin 家族成

员为 Tensin4蛋白，其与胃癌、乳腺癌、肺癌等恶性

肿瘤发生、发展密切相关［7］，其次为 Tensin2、Ten⁃
sin3蛋白，二者可能发挥抑癌作用［8］，TNS1蛋白与

肿瘤相关性亦有少量报道。本研究分析 TNS1 蛋

白表达与胃癌的关系，结果显示 TNS1蛋白可能与
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胃癌发病有关。进一步分析表明，胃癌淋巴结转

移患者 TNS1 蛋白阳性表达率低于无淋巴结转移

患者，且 TNS1蛋白阳性表达患者 3年总体生存率

高于阴性表达者，提示 TNS1蛋白负性调控胃癌转

移。国外学者Hall等［9］表明，乳腺癌携带 TNS1蛋

白特定突变基因型，细胞系 MDA⁃MB231 迁移与

侵袭能力明显增强，提示乳腺癌转移中，TNS1 蛋

白具有潜在作用。另有学者指出，敲低不同乳腺癌

细胞系中 TNS1蛋白表达水平，可增强乳腺癌细胞

系侵袭能力，促进乳腺癌转移，且进一步研究表明，

乳腺癌转移组织中，TNS1 蛋白表达显著下降，且

TNS1 蛋白高表达患者无转移生存时间相对较

长［10］。综合上述研究结果表明，TNS1蛋白可能同

时具有促癌、抑制肿瘤转移作用。国外学者在研究

前列腺癌GRHL2基因时发现其也具有类似双重作

用，一方面维持雄激素受体水平，增强活性，促进前

列腺癌发生，另一方面抑制上皮⁃间叶转化、细胞侵

袭活性，抑制前列腺癌转移［11］。但 TNS1蛋白的双

重作用仍有待细胞功能实验及机制研究结果证实。

PDK ⁃ 1 在肿瘤发生、发展中发挥重要作

用［12］。PDK⁃1通过激活 AGC 激酶家族，调控肿瘤

细胞增殖，其中 PI3K/PKB即为经典调控通路。本

研究中提示 PDK⁃1 蛋白参与胃癌发病，PDK⁃1 促

进细胞增殖同时，还可抑制细胞凋亡，乳腺癌中高

度表达 PDK⁃1 细胞株增殖能力明显高于野生

株［13］。PDK⁃1蛋白阳性表达的肿瘤细胞黏附内皮

细胞能力强，而肿瘤细胞与内皮细胞紧密结合才

可穿过细胞外基质层，建立转移灶［14］。另有研究表

明，PDK⁃1在人胚胎组织中广泛表达，在正常甲状

腺中表达正常，甲状腺癌患者 PDK⁃1蛋白表达异常

增加，且随着甲状腺癌患者 TMN分期发展，PDK⁃1
表达随之升高［15］。本研究结果提示 PDK⁃1蛋白表

达与胃癌病情进展及肿瘤恶性程度有关。本研究

中 PDK⁃1蛋白阳性表达者 3年总体生存率低于阴

性表达者，说明 PDK⁃1可促进癌细胞分化，增强侵

袭、迁移能力，其高表达可降低胃癌患者预后。

综上所述，PDK⁃1、TNS1 蛋白在胃癌组织中

高表达，PDK⁃1蛋白阳性表达与肿瘤最大直径、病

理学分级、TMN 分期、浸润深度及淋巴结转移有

关，TNS1蛋白阳性表达与淋巴结转移呈负相关，均

与胃癌预后密切相关，检测胃癌组织中 PDK⁃1、
TNS1蛋白表达对胃癌病情及预后评估具有重要指

导意义。

参考文献

［1］ Yoon JY，Sy K，Brezden⁃Masley C，et al. Histo⁃ and immu⁃

nohistochemistry ⁃ based estimation of the TCGA and ACRG

molecular subtypes for gastric carcinoma and their prognostic

significance：A single⁃institution study［J］. PLoS One，2019，

14（12）：e0224812.

［2］ 徐本玲，袁龙，袁鹏，等 . 胃癌患者外周及肿瘤组织中

CD4+T 淋巴细胞上 Tim⁃3 的表达及其临床意义［J］. 实用

医学杂志，2017，33（1）：108⁃112.

［3］ 吴金训 . PDK⁃1 蛋白在胃癌组织中的表达及临床意义［J］.

中外医学研究，2019，17（29）：73⁃75.

［4］ Goreczny GJ，Forsythe IJ，Turner CE. Hic⁃5 regulates fibril⁃

lar adhesion formation to control tumor extracellular matrix re⁃

modeling through interaction with tensin1［J］. Oncogene，

2018，37（13）：1699⁃1713.

［5］ Shih YP，Sun P，Wang A，et al. Tensin1 positively regulates

RhoA activity through its interaction with DLC1［J］. Biochim

Biophys Acta，2015，1853（12）：3258⁃3265.

［6］ Blangy A.Tensins are versatile regulators of Rho GTPase sig⁃

naling and cell adhesion［J］. Biol Cell，2017，109（3）：115⁃126.

［7］ Chan LK，Chiu YT，Sze M F，et al. Tensin4 is up⁃regulated

by EGF⁃induced ERK1/2 activity and promotes cell prolifera⁃

tion and migration in hepatocellular carcinoma［J］. Oncotar⁃

get，2015，6（25）：20964⁃20976.

［8］ Hong SY，Shih YP，Sun P，et al. Down⁃ regulation of ten⁃

sin2 enhances tumorigenicity and is associated with a variety

of cancers［J］. Oncotarget，2016，7（25）：38143⁃38153.

［9］ Hall EH，Daugherty AE，Choi CK，et al. Tensin1 Requires

Protein Phosphatase ⁃ 1? in Addition to RhoGAP DLC ⁃ 1 to

Control Cell Polarization，Migration，and Invasion［J］. JJ Bi⁃

ol Chem，2009，284（50）：34713⁃34722.

［10］ Zhan Y，Liang X，Li L，et al. MicroRNA⁃548j functions as

a metastasis promoter in human breast cancer by targeting

Tensin［J］. Mol Oncol，2016，10（6）：838⁃849.

［11］ Paltoglou S，Das R，Townley SL，et al. Novel Androgen Re⁃

ceptor Coregulator GRHL2 Exerts Both Oncogenic and Anti⁃

metastatic Functions in Prostate Cance［J］. Cancer Res，

2017，77（13）：3417⁃3430.

［12］ 刘田田，毕经旺 . 3⁃磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 1 在肿瘤发

生发展及治疗中的作用［J］. 国际肿瘤学杂志，2016，43

（4）：285⁃288.

［13］ 王耀晨 . PI3K 抑制剂 ZSTK474 对乳腺癌细胞 MCF⁃7 的作

用及分子机理［D］. 天津医科大学，2016.

［14］ 宋瑞鹏，赵亮，谭洪宇，等 . 磷酸肌醇 3激酶/蛋白激酶 B/哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路下 p53 基因对骨肉瘤细

胞增殖及转移的抑制作用［J］. 中华实验外科杂志，2018，

35（1）：26⁃28.

［15］ Ávila⁃Flores A，Arranz⁃Nicolás J，Andrada E，et al. Predom⁃

inant contribution of DGKζ over DGKα in the control of

PKC/PDK⁃1⁃regulated functions in T cells［J］. Immunol Cell

Biol，2017，95（6）：549⁃563.

·· 922



分子诊断与治疗杂志 2020年 7月 第 12卷 第 7期 J Mol Diagn Ther, July 2020, Vol. 12 No. 7

•论 著•

基金项目：河北省卫生和计划生育委员会科研基金重点科技研究计划（20191610）
作者单位：1. 唐山利康医院神经内科 河北，唐山 063000

2.唐山市人民医院神经内科 河北，唐山 063000
★通信作者：任英巧，E⁃mail：qq520886ab@163.com

IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP在缺血性脑血管病手术前后表达
变化及临床价值

任英巧 1★ 李占增 2 伍淑玲 2 陆艳卉 2

［摘 要］ 目的 探讨白细胞介素⁃8（IL⁃8）、白细胞介素⁃6（IL⁃6）、超敏 C⁃反应蛋白（hs⁃CRP）在缺

血性脑血管病（ICD）手术前后表达变化及临床价值。方法 选取本院 ICD患者 122例作为观察组，另选

取同期健康体检者 120例作为对照组。观察组均行血管内介入治疗，比较两组血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP水

平，分析观察组术前、术后 1、2、3个疗程时血清因子水平变化趋势，随访 1年，分生存者、死亡者，比较不

同预后患者临床资料及术前、术后 1、2、3 个疗程时血清因子水平，分析 ICD 患者 1 年后死亡的危险因

素，Kaplan⁃Meier 曲线进行生存分析。结果 观察组血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 水平高于对照组，差异有统

计学意义（P<0.05）；术后 1、2、3个疗程时血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP低于术前，且呈降低趋势（P<0.05）；生存

者术后 1、2、3个疗程时血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP低于术前及死亡者，差异有统计学意义（P<0.05）；Logistic
回归系数分析显示，血管狭窄、高血压、糖尿病、吸烟、血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP是 ICD预后的独立危险因

素（P<0.05）；术后 3个疗程血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP高表达者生存率低于低表达者（P<0.05）。结论 ICD
发病发展受多种因素影响，其中血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 与 ICD患者预后关系密切，可作为疾病诊断、预

后预测的辅助性指标。

［关键词］ 白细胞介素⁃8；白细胞介素⁃6；超敏C⁃反应蛋白；缺血性脑血管病

The expression changes and clinical value of IL⁃8，IL⁃6 and hs⁃CRP before and
after operation of ischemic cerebrovascular disease
REN Yingqiao1★，LI Zhanzeng2，WU Shuling2，LU Yanhui2

（1. Neurology Dept，Tangshan Likang Hospital，Tangshan，Hebei，China，063000；2. Neurology Dept，
Tangshan People􀆳s Hospital，Tangshan，Hebei，China，063000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression and clinical value of interleukin⁃8（IL⁃8），in⁃
terleukin⁃6（IL⁃6），and hypersensitive C⁃reactive protein（hs⁃CRP）before and after operation of ischemic
cerebrovascular disease（ICD）. Methods 122 cases of ICD patients in Tangshan Likang Hospital were select⁃
ed as the observation group，and 120 healthy persons in the same period were selected as the control group.
The observation group all received intravascular interventional therapy. The levels of serum IL⁃8，IL⁃6 and hs⁃
CRP between the two groups were measured and compared. The change trend of serum factor levels in the ob⁃
servation group were analyzed before operation and after 1，2，and 3 courses of treatment. Followed up for 1
year，subjects were divided into the survivors and deceased groups，clinical data of patients with different prog⁃
nosis and serum factor levels were compared during preoperative and postoperative 1，2，and 3 courses of treat⁃
ment. The risk factors were analyzed for death of ICD patients after 1 year，Kaplan⁃Meier curve was used for
survival analysis. Results The serum levels of IL⁃8，IL⁃6 and hs⁃CRP in the observation group were higher
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than those in the control group（P<0.05）. The serum IL⁃8，IL⁃6 and hs⁃CRP levels in 1，2 and 3 courses after
surgery were lower than those before surgery and showed a decreasing trend（P<0.05）. The survivors􀆳 serum
IL⁃8，IL⁃6 and hs⁃CRP at 1，2 and 3 courses after surgery were lower than those before surgery and those who
died before surgery（P<0.05）. Logistic regression coefficient analysis showed that vascular stenosis，hyperten⁃
sion，diabetes，smoking，and serum IL⁃8，IL⁃6，hs⁃CRP levels were independent risk factors for ICD progno⁃
sis（P<0.05）. The survival rate of those with high expression of serum IL⁃8，IL⁃6 and hs⁃CRP was lower than
those with low expression after 3 courses of surgery（P<0.05）. Conclusion The development of ICD is af⁃
fected by many factors，among which the serum IL⁃8，IL⁃6，hs⁃CRP has are closely related to the prognosis of
ICD patients，and can be used as an auxiliary indicator for disease diagnosis and prognosis prediction.

［KEY WORDS］ Interleukin⁃8；Interleukin⁃6；Hypersensitive C⁃reactive protein；Ischemic cerebrovas⁃
cular disease

缺血性脑血管病（Ischemic cerebrovascular dis⁃
ease，ICD）是因供血动脉痉挛、狭窄或闭塞等引起

脑血流动力学异常变化致血流灌注降低而继发脑

组织坏死、功能丧失的一类疾病。流行病学数据

显示，我国成年人 ICD 发病率约占全部脑血管意

外年发生率的 80%，且具有较高致残率、死亡率、

复发率等特征［1］。目前血管介入治疗是 ICD 主要

治疗手段，但其发病发展是一个复杂的过程，受诸

多因素影响，相关研究显示，自由基增加、钙离子

超载、相关凋亡基因异常表达及炎症反应等在 ICD
病理生理过程中发挥重要作用，其中炎性反应是

诱发 ICD的独立危险因素［2］。但近年有研究显示，

部分炎性因子在脑损伤中扮演双重角色，对神经组

织具有保护作用，明确 ICD 介入治疗相关危险因

素，及与外周血炎性因子间关系对改善预后具有重

要意义［3］。白细胞介素⁃8（Interleukin⁃8，IL⁃8）、白细

胞介素 ⁃6（Interleukin⁃6，IL⁃6）、超敏 C⁃反应蛋白

（Hypersensitive c⁃reactive protein，hs⁃CRP）是 ICD
发病发展中发挥重要作用的炎性因子［4］。本研究

尝试分析上述炎性因子在 ICD手术前后表达及临

床价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2018年 1月至 2019年 9月 ICD患者

122 例作为观察组，其中男 82 例，女 40 例，年龄

31~74岁，平均（61.31±5.16）岁；另选取同期健康体

检者 120例作为对照组，其中男 79例，女 41例，年

龄 29~75岁，平均（60.01±5.04）岁。

纳入标准：①符合 ICD 诊断标准［5］；②症状性

动脉直径狭窄>50%，无症状性狭窄>70%；③符合

支架植入者，术前沟通且充分理解治疗风险；④既

往行支架植入后再狭窄者；⑤患者、家属知情，

签署同意书。排除标准：①3个月有新发颅内出血

者；②凝血功能障碍者；③对阿司匹林、肝素、造影

剂过敏者；④伴恶性肿瘤、严重肝肾功能缺陷者；

⑤高血压控制不理想者；⑥合并动脉瘤、动静脉畸

形者。两组基础资料性别、年龄指标比较，差异无

统计学意义（P>0.05）。

1.2 方法

1.2.1 治疗方法

观察组行血管内介入：常规血管内介入治疗，

股动脉穿刺，置血管鞘，全身肝素化，导丝辅助将

指引导管置病变血管近端，造影，确认靶部位；路

径图指导微导丝穿越靶部位，固定；经微导丝将保

护装置送入狭窄远端，释放，撤微导丝，取适宜球

囊置狭窄段，透视，压力泵注射造影剂，球囊扩张

满意即减压。术后常规抗感染、双联抗治疗。

1.2.2 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP检测

非抗凝真空管取晨空腹静脉血 2 mL，离心 15
min（半径 8 cm，转速 3 500 r/min）取血清，酶联免

疫法测 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 水平。试剂盒由南京森

贝伽生物科技有限公司提供。

1.3 观察指标

对比两组血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 水平。对比

观察组术后 1、2、3个疗程时血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP
水平。分析 ICD预后的影响因素。对比不同预后

患者术前、术后 1、2、3 个疗程血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃
CRP水平。分析影响 ICD预后的危险因素。分析

不同血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP水平患者生存情况。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 21.0 统计分析软件，符合正态分布

的计量资料以（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验；

计数资料以 n（%）表示，两组间比较采用 c2检验。
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Logistic 回归系数分析危险因素。Kaplan⁃Meier 曲
线进行生存分析，采用 Log⁃Rank 检验。P<0.05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP水平

观察组血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 水平高于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05），见表 1。

2.2 观察组手术前后血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP水平

变化趋势

术后 1、2、3 个疗程时血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP
低于术前，且呈逐渐降低趋势，差异有统计学意义

（P<0.05），见表 2。

2.3 单因素分析 ICD预后影响因素

随访 1年，脱落 6例。血管狭窄、高血压、糖尿

病、吸烟是预后的影响因素，差异有统计学意义

（P<0.05），见表 3。
2.4 不同预后患者手术前后血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃
CRP水平变化趋势

生存者术后 1、2、3 个疗程时血清 IL⁃8、IL⁃6、
hs⁃CRP 低于术前及死亡者，差异有统计学意义

（P<0.05），见表 4。

2.5 ICD预后的多因素分析

以 ICD预后情况作为因变量，将血管狭窄、高

血压、糖尿病、吸烟、血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 作为

自变量，Logistic 回归分析，血管狭窄、高血压、糖

尿病、吸烟、血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP是缺血性脑血

管预后的独立危险因素（P<0.05），见表 5。
2.6 生存分析

根据患者术后 3 个疗程血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃
CRP 表达均数为界，分为高表达、低表达者。Ka⁃
plan⁃Meier 曲线显示，血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 高表

达 者 生 存 率 低 于 低 表 达 者（c2=13.418、7.237、
16.090，P<0.05），见图 1。

3 讨论

传统治疗方式无法逆转脑血管已出现的狭

窄，血管介入技术应运而生，其具有创伤小、可快

速恢复脑血流等优势，被广泛应用于各级医院［6］。

但如何有效评价血管介入治疗后病情转归仍是临

床急需解决的重点、难点之一。

有研究显示，炎症反应是缺血性疾病发病发

展机制之一，与健康群体对比，缺血性疾病患者以

IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 为代表的血清炎性因子水平异

常升高［7］。ICD 发生后，缺血细胞、神经元出现炎

症反应，包括炎症因子分泌、黏附分子上调，同时外

周白细胞也可通过缺损区血脑屏障进入缺血区引

组别

观察组

对照组

t值
P值

n

122
120

IL⁃8
（pg/mL）
82.14±15.93
40.55±9.18

24.830
<0.001

IL⁃6
（pg/mL）
74.48±11.07
56.23±8.36

14.455
<0.001

hs⁃CRP
（mg/L）
8.04±1.59
3.47±0.85
27.817
<0.001

表 1 两组血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum IL⁃8，IL⁃6 and hs⁃CRP levels
between the 2 groups（x ± s）

时间

术前
术后 1个疗程
术后 2个疗程
术后 3个疗程

F值
P值

n

122
122
122
122

IL⁃8
（pg/mL）
82.14±15.93
63.17±12.06
52.49±10.11
44.38±6.39
239.814
<0.001

IL⁃6
（pg/mL）
74.48±11.07
64.31±8.15
59.49±5.26
54.38±5.03
147.933
<0.001

hs⁃CRP
（mg/L）
8.04±1.59
6.23±1.31
5.08±1.22
3.81±1.06
229.677
<0.001

表 2 观察组手术前后血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP水平变化

趋势（x ± s）

Table 2 Changes of serum IL⁃8，IL⁃6 and hs⁃CRP levels in
the observation group before and after surgery（x ± s）

资料

年龄（岁）

性别

疾病类型

血管狭窄

高血压

糖尿病

吸烟

饮酒

>60
≤60
男
女

脑梗死

短暂性脑
缺血发作

有
无
有
无
有
无
有
无
有
无

生存者
（n=84）
48（57.14）
36（42.86）
57（67.86）
27（32.14）
51（60.71）

33（39.29）

46（54.76）
38（45.24）
52（61.90）
32（38.10）
69（82.14）
15（17.86）
54（64.29）
30（35.71）
30（35.41）
54（64.29）

死亡者
（n=32）
18（56.25）
14（43.75）
22（68.75）
10（31.25）
20（62.50）

12（37.50）

26（81.25）
6（18.75）
12（37.50）
20（62.50）
10（31.25）
22（68.75）
13（40.63）
19（59.38）
12（37.50）
20（62.50）

c2值

0.008

0.009

0.031

6.906

5.580

27.629

5.317

0.032

P值

0.931

0.927

0.860

0.009

0.018

<0.001

0.021

0.858

表 3 单因素分析 ICD预后影响因素［n（%）］

Table 3 Univariate analysis of influencing factors of
ICD prognosis［n（%）］
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组别

IL⁃8（pg/mL）

IL⁃6（pg/mL）

hs⁃CRP（mg/L）

生存者
死亡者
t值
P值

生存者
死亡者
t值
P值

生存者
死亡者
t值
P值

n
84
32

84
32

84
32

术前

81.97±14.78
82.59±16.03

0.197
0.844

74.36±11.14
74.80±11.33

0.189
0.850

8.01±1.43
8.12±1.28

0.381
0.704

术后 1个疗程

60.42±10.20a

70.39±11.44a

4.548
<0.001

62.08±8.37a

70.16±10.51a

4.321
<0.001

5.79±1.02a

7.39±1.15a

7.287
<0.001

术后 2个疗程

48.77±9.03a

62.26±10.17a

6.942
<0.001

57.83±6.24a

63.85±8.07a

4.270
<0.001

4.65±0.93a

6.21±1.08a

7.717
<0.001

术后 3个疗程

42.15±6.34a

50.23±8.79a

5.486
<0.001

53.36±4.29a

57.06±6.18a

3.652
<0.001

3.60±0.82a

4.36±1.10a

4.044
<0.001

表 4 不同预后患者手术前后血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP水平变化趋势

Table 4 Changes of serum IL⁃8, IL⁃6 and hs⁃CRP levels before and after operation in patients with different prognosis

注：已剔除脱落病例；与本组术前对比，aP<0.05。

变量

血管狭窄

高血压

糖尿病

吸烟

血清 IL⁃8
血清 IL⁃6

血清 hs⁃CRP

b值

1.638
1.345
0.822
1.401
1.693
1.120
1.789

S.E.
0.508
0.391
0.226
0.407
0.535
0.362
0.620

Wald/c2

10.393
11.838
13.219
11.843
10.019
9.565
8.326

R值

5.143
3.839
2.274
4.058
5.438
3.064
5.983

95%CI
3.016～8.771
2.405～6.129
1.423～3.635
2.351～7.004
3.249～9.102
1.738～5.400
2.906～12.319

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 5 ICD预后的多因素分析

Table 5 Multivariate analysis of ICD prognosis

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

生存分析函数

组别
IL⁃8 高表达
IL⁃8 低表达
IL⁃8 高表达⁃检剔后
IL⁃8 低表达⁃检剔后

0个月 3个月 6个月 9个月 12个月

时间

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

生存分析函数

组别
hs⁃CRP 高表达
hs⁃CRP 低表达
hs⁃CRP 高表达⁃检剔后
hs⁃CRP 低表达⁃检剔后

0个月 3个月 6个月 9个月 12个月

时间

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

生存分析函数

组别
IL⁃6 高表达
IL⁃6 低表达
IL⁃6 高表达⁃检剔后
IL⁃6 低表达⁃检剔后

0个月 3个月 6个月 9个月 12个月

时间

AA BB CC

注：A为 IL⁃8高、低表达者生存分析曲线；B为 IL⁃6高、低表达者生存分析曲线；C为 hs⁃CR高、低表达者生存分析曲线。

图 1 生存曲线

Figure 1 Survival curve

起下游次级炎症反应被激活，最终造成 IL⁃8、IL⁃6、
hs⁃CRP 等炎症因子释放增多并形成恶性循环，这

些炎症细胞及因子相互作用，共同调控脑缺血后

炎症反应［8］。这种炎性改变对血管介入治疗效果

不利，而且血管支架作为异物置入血管后会一定

程度上损害血管内皮，加重炎性反应，其与血管介

入治疗后血管再狭窄风险相关。IL⁃6是具有多种

生物学效能的一种炎性因子，参与、介导血小板活

化、血液黏稠度增加、促血栓形成等过程［9］；IL⁃8主

要来自巨噬细胞、上皮细胞，是当前已知活性最强

趋化因子，对中性粒细胞具有趋化作用，且可直接损

害细胞，刺激神经组织炎症反应进展［10］；hs⁃CRP是主

要由肝脏生成的一种急性时相反应蛋白，是介导动脉

粥样硬化形成的关键炎性因子，临床已公认，hs⁃CRP
是与动脉粥样硬化最密切相关的炎性标志物［11］。

CD发生后刺激肝脏合成 hs⁃CRP增加，然后通

过经典途径激活补体、消耗补体持续释放炎性介

质，并促进黏附分子释放，以利于损伤组织细胞增
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殖、分化，但持续性缺血性刺激致 hs⁃CRP 异常升

高可介导血管炎症反应，对病情不利［12］。此外，基

础研究证实，IL⁃6除具有影响血流动力学作用外，

还可刺激血管平滑肌细胞增生，继而加剧动脉硬

化进展及斑块自稳定性向不稳定性进展，介导 ICD
及血管介入治疗后不良事件的发生［13］。学者Xiao
H 等［14］检测脑缺血大鼠模型外周血 IL⁃8 发现，其

在脑缺血后一过性升高，且早于脑水肿发生。

综上可知，ICD 发病发展受多种因素影响，其

中血清 IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP与 ICD患者预后关系密

切，可作为疾病诊断、预后预测的辅助性指标。
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大脑后动脉瘤破裂危险多因素及其治疗结果分析

陈解南 1 周新卫 2 彭冬红 1 黄钟情 2★

［摘 要］ 目的 探讨大脑后动脉瘤的破裂危险因素及其治疗疗效。方法 选择 2008年 7月⁃2018
年 3 月大脑动脉瘤患者 87 例作为对象。所有患者入院后均完成 CTA 和/或 DSA 检查，并在 CTA 和/或
DSA上采集动脉瘤几何学参数，包括：瘤体宽度、瘤颈宽度、瘤体高度、载瘤动脉直径及动脉瘤形态。在

电子病例库中回顾性采集患者高血压、脑血管病家族史等。采用多因素 Logistic回归分析动脉瘤的破裂

危险因素。依据大脑后动脉瘤是否破裂，将其分为破裂组和未破裂组以判断动脉瘤的破裂危险因素；依

据大脑后动脉瘤的治疗方法，将其分为手术夹闭组和介入栓塞组，采用改良 Rankin量表评分以评估患者

治疗疗效。结果 87例患者共发现 121个动脉瘤，大脑后动脉瘤 94个（伴发前循环动脉瘤 17个，伴发椎⁃
基底动脉瘤 10个），破裂组 35个动脉瘤，未破裂组 59个动脉瘤。多因素 Logistic分析结果表明：大脑后动

脉瘤破裂与瘤体宽度、瘤颈宽度、瘤体高度及载瘤动脉直径无相关性（P>0.05）；而大脑后动脉瘤的形态以

及患者具有高血压、脑血管病家族史有关系，均为危险因素（P<0.05）。87例患者中，30例给予手术夹闭，20
（66.7%）例患者术后随访改良Rankin量表评分≤2；57例给予介入栓塞治疗，50（87.7%）例患者术后随访改

良Rankin量表评分≤2（P>0.05）。结论 大脑后动脉瘤的形态以及患者具有高血压、脑血管病家族史是大

脑后动脉瘤的破裂危险因素，手术夹闭或介入栓塞治疗大脑后动脉瘤患者能获得良好的预后。

［关键词］ 大脑后动脉瘤；动脉瘤破裂；危险因素；影像学评估；治疗

Posterior Cerebral Artery Aneurysms rupture risk factor and treatment
Outcome
CHEN Jienan1，ZHOU Xinwei2，PENG Donghong1，HUANG Zhongqing2★

（1. Department of Medical Image Center，Zhuhai Maternal and Child Health，Zhuhai Guangdong，China，
519000；2. Department of Medical Image Center，Yuebei People 􀆳 s Hospital，Shantou University Medical
College，Shaoguan，Guangdong，China，512025）

［ABSTRACT］ Objective To explore the risk factors of posterior cerebral aneurysm rupture and its
therapeutic effect. Methods eighty seven patients with cerebral aneurysm from July 2008 to March 2018
were recruited. All patients underwent CTA and /or DSA examination after admission， and geometric
parameters of aneurysm were collected on CTA and /or DSA，including tumor width，tumor neck width，
tumor height， parent artery diameter and aneurysm shape. The family history of hypertension and
cerebrovascular disease were collected in the electronic case bank. Multivariate logistic regression was used to
analyze the risk factors of aneurysm rupture. According to whether the posterior cerebral aneurysm ruptured or
not，it was divided into ruptured group and unruptured group to determine the risk factors of ruptured
aneurysm；according to the treatment method of the posterior cerebral aneurysm，it was divided into surgical
clipping group and interventional embolization group，and the treatment effect was evaluated by the modified
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Rankin scale. Results A total of 121 aneurysms were found in 87 patients，94 posterior cerebral aneurysms
（17 with anterior circulation aneurysms and 10 with vertebral⁃basal aneurysms），35 aneurysms in the ruptured
group and 59 aneurysms Aneurysm. The results of multivariate Logistic analysis showed that the rupture of the
posterior cerebral aneurysm was not related to the width of the tumor，the width of the neck，the height of the
tumor，and the diameter of the artery containing the tumor（P>0.05）；Family history of cerebrovascular disease
are risk factors，there is a correlation（P<0.05）. Among 87 patients，30 were given surgical clips，20（66.7%）

patients were followed up with modified Rankin scale score ≤2；57 patients were given interventional
embolization therapy，and 50（87.7%）patients were followed up with modified Rankin volume Table score ≤2
（P>0.05）. Conclusion The shape of the posterior cerebral aneurysm and the family history of hypertension
and cerebrovascular disease are the risk factors of the posterior cerebral aneurysm rupture. The patients with
posterior cerebral aneurysm treated by surgical clipping or interventional embolization can get a good prognosis.

［KEY WORDS］ Posterior cerebral aneurysm； Rupture of aneurysm； Risk factors； Imaging
assessment；Treatment

大脑后动脉瘤是指大脑后动脉内腔的局限性

异常扩大引起的动脉壁的一种瘤状突出［1］。临床

研究表明大脑后动脉瘤多数由于脑动脉管壁局部

先天性缺陷与腔内压力增高引起，从而引起囊性

膨出，是后循环蛛网膜下腔出血的主要原因。对

于瘤体体积≤7 mm 的小型未动脉瘤，其破裂风险

较低，宜采取保守治疗［2］。近年来，随着医学影像

术的不断发展和国人健康意识的提高，小型动脉

瘤的检出率增高，且全球成年颅内动脉瘤患者中

66%为小型动脉瘤。与颅内其他部位的动脉瘤相

比，大脑后动脉瘤临床上较少见且具有独特的临

床特点［3］。因此，本研究以大脑后动脉瘤患者作为

对象，探讨大脑后动脉瘤破裂危险因素及影像学

评估价值，报道如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选择 2008 年 7 月至 2018 年 3 月大脑动脉瘤

患者 87例作为对象，所有患者入院后均完成 CTA
和/或 DSA检查，并在 CTA和/或 DSA上采集动脉

瘤几何学参数，包括：瘤体宽度、瘤颈宽度、瘤体

高度、载瘤动脉直径及动脉瘤形态。在电子病例

库中回顾性采集患者高血压、脑血管病家族史

等。术前，根据动脉瘤是否破裂分为破裂组和非

破裂组。破裂组 32 例，男 11 例，女 21 例，年龄

（27~84）岁，平均（56.11±4.53）岁；未破裂组 55 例，

男 19 例，女 36 例，年龄（26~84）岁，平均（49.79±
4.58）岁。

纳入标准：①均经外科手术或DSA检查确诊；

②符合手术夹闭或介入栓塞治疗适应证，且患者

均可耐受；③患者或患者家属已签署知情同意书；

④随访时间 6~14 个月。排除标准：①外伤性动脉

瘤；②伴发夹层动脉瘤、血管畸形者；③动脉瘤显

影较差或伴有血管痉挛明显者；④失访或随访时

间不足 6个月。

1.2 方法

①CTA、DSA 检查方法同我们的既往报道相

仿［4⁃6］。②手术夹闭治疗：采用气管插管静脉复

合全身麻醉，显微镜下采用翼点入路，必要时离

断颧弓以充分暴露术野，但手术基本原则是尽量

减少脑组织牵拉，充分解剖脑底池和尽早暴露载

瘤动脉近端。显微镜下分开脑池，分离并暂时性

阻断载瘤动脉，确定与相邻动脉、穿支血管关系，

锐性分离动脉瘤颈部，选择合适瘤夹完成瘤颈的

夹闭，夹闭完毕后采用罂粟碱湿敷血管。③介入

栓塞：患者全身静脉麻醉后，采用 Seldinger 技术，

经股动脉穿刺插管，置动脉鞘，结合 CTA 先行全

脑血管造影，确定动脉瘤的部位、大小、形状，并

以此形成不同的治疗策略：①对于囊状动脉瘤，

瘤颈窄且位于 P1、P2 段时，则行单纯弹簧圈囊内

栓塞；如果瘤颈宽，可行球囊或支架辅助栓塞，尽

量保留载瘤动脉；对于 P3、P4 段动脉瘤，若无法

保留载瘤动脉，可行载瘤动脉闭塞。②对于梭形

动脉瘤，先行动脉瘤囊内栓塞，边栓塞边退出微

导管，后行载瘤动脉闭塞；对于闭塞载瘤动脉风

险较大者，可行支架辅助栓塞或单纯支架置

入术。

1.3 统计分析

采用 SPSS 18.0 软件进行数据分析处理，计数

资料用 n（%）表示，行 c2检验；计量资料用（x ± s）表
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示，组间比较行 t 检验，采用 Logistics 回归分析大

脑后动脉瘤的破裂危险因素；用改良 Rankin 量表

评分（modified rankin scale，MRS）评估预后。P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 脑后动脉瘤破裂危险因素分析

87 患者共发现 121 个动脉瘤，大脑后动脉

瘤 94 个（伴发前循环动脉瘤 17 个，伴发椎 ⁃基

底动脉瘤 10 个），破裂组 35 个动脉瘤，未破裂组

59 个动脉瘤。单因素 Logistic 回归分析显示大

脑后动脉瘤破裂与瘤体宽度、瘤颈宽度、瘤体高

度无统计意义（P>0.05）（表 1）；与大脑后动脉瘤

的形态、载瘤动脉直径及患者具有高血压、脑血

管病家族史具有统计学意义（P<0.05）；多因素

Logistic 回归分析显示大脑后动脉瘤破裂危险因

素为动脉瘤的形态及患者具有高血压、脑血管

病家族史。见表 2。

组别

破裂组（n=35）
未破裂组（n=59）

c2/t值
P值

瘤体宽度

3.20±0.69
3.19±0.68

1.213
0.632

瘤颈宽度

2.89±0.73
2.90±0.75

0.756
0.598

瘤体高度

3.44±0.64
3.45±0.66

0.993
0.772

载瘤动脉直径

2.19±0.23
2.00±0.43

6.413
0.044

形态（囊状）

19（54.3）
13（20.0）
5.141
0.001

高血压

16（45.7）
11（18.6）
6.985
0.005

血管病家族史

14（40.0）
11（18.6）
6.412
0.023

表 1 大脑后动脉瘤破裂危险单因素分析［（x ± s），mm］
Table 1 Single factor analysis of the risk of posterior cerebral aneurysm rupture［（x ± s），mm］

多因素

形态

载瘤动脉直径

高血压

脑血管病家族史

OR值

6.392
1.124
5.301
1.356

95%CI
6.112~7.986
0.525~6.491
4.493~7.856
1.045~3.867

P值

<0.001
>0.05
<0.001
<0.05

表 2 大脑后动脉瘤破裂危险多因素 Logistic回归

Table 2 Multivariate Logistic Regression of Risk of
Posterior Cerebral Aneurysm Rupture

组别

手术夹闭组

介入栓塞组

c2值

P值

n
30
57
/
/

≤2
20（66.7）
50（87.7）

3.141
0.055

3
8（26.7）
6（10.5）

≥4
2（6.7）
1（1.8）

表 3 大脑后动脉瘤治疗结果［n（%）］

Table 3 Treatment results for posterior cerebral aneurysms
［n（%）］

2.2 不同治疗方法预后比较

87 患者中，30 例给予手术夹闭，57 例给予介

入栓塞治疗，平均随访时间 11.5 个月。介入栓塞

组，50（87.7）例患者术后随访改良 Rankin 量表评

分≤2（图 1）；手术夹闭组，20（66.7%）例患者术后

随访改良Rankin量表评分≤2。见表 3。

3 讨论

蛛网膜下腔出血是大脑后动脉瘤破裂最常见

的并发症，但并不是所有的动脉瘤都会破裂。普

遍认为颅内动脉瘤的破裂与其位置、大小、吸烟及

年龄有关，不同原因还能相互作用、相互影响［7⁃8］。

本研究结果说明大脑后动脉瘤破裂的影响因素较

多：①动脉瘤形态。动脉瘤形态是动脉瘤破裂的

独立危险因素，对于瘤体形态不规则患者，破裂发

生率越高；对于瘤体形态较为规则者，病情趋于稳

定，瘤体不易破裂［9］。②高血压。高血压是血流动

力学改变的一种反映，血压增高将会增加颅内动

脉分叉部位血管壁剪切力。同时，持续的高血压

将会引起血管壁受损，增加动脉瘤的发生、发展。

既往研究表明高血压能引起动脉壁结构发生变

化，引起血管活性物质失衡，增加机体炎症反

应，影响受损血管修复，当血压达到一定的阈值

AA BB

注：A 图箭头所示为 DSA 显示的动脉瘤；B 图箭头所示为介入治

疗后。

图 1 典型病例DSA检查结果

Figure 1 DSA results of typical cases
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后，则会引起动脉瘤破裂［10］。③脑血管病家族

史。脑血管病家族史对动脉瘤破裂的影响相对

较小，但是对于伴有脑血管病家族史患者动脉

瘤破裂发生率高于无脑血管病家族史者。

目前，临床上对于大脑后动脉瘤患者常采用

手术夹闭或介入栓塞治疗［10⁃11］。近年来，凭借其

微创、安全以及精准的优势，正逐渐成为该部位动

脉瘤的首选治疗方案。虽然 PCA动脉瘤栓塞术式

较多（如选择单纯动脉瘤囊内栓塞、支架或球囊辅

助栓塞、闭塞瘤体和载瘤动脉等），但总体可分为

闭塞载瘤动脉与保留载瘤动脉两种方法［3，9］。血管

内栓塞治疗也存在以下缺点：①复发率较高，有学

者认为对于同时具有手术和栓塞指征的破裂动脉

瘤，栓塞治疗和手术相比，其相对和绝对风险分别

降低了 22.6%、7.4%，但复发率较高，为 10％ ~
20％［12］；②对于动脉瘤近端中重度狭窄或微导管

无法到达的远端动脉瘤，则不宜进行血管内介入

栓塞。

综上所述，大脑后动脉瘤的形态以及患者具

有高血压、脑血管病家族史是大脑后动脉瘤的破

裂危险因素，手术夹闭或介入栓塞治疗大脑后动

脉瘤患者能获得良好的预后。
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EMT不孕患者血清AcrAb、Sp17Ab水平

唐媛★ 刘小娟 刘秀丽 刘芳 马玥 谢佳 李鑫

［摘 要］ 目的 探讨子宫内膜异位症（EMT）不孕患者血清抗顶体蛋白酶抗体（AcrAb）、抗精子蛋

白 17抗体（Sp17Ab）水平及意义。 方法 选取 2017年 1月至 2018年 12月在本院治疗的 EMT不孕患者

110例（观察组），其中 r⁃AFS 标准分期Ⅰ~Ⅱ期患者 49例，Ⅲ~Ⅳ期 61例；同时选取健康育龄女性 110例

作为对照组；检测两组血清AcrAb、Sp17Ab水平，同时随访观察组术后 1年妊娠情况。 结果 观察组血

清AcrAb、Sp17Ab分别为（3.38±0.68）mg/L和（5.82±1.00）mg/L，明显高于对照组（P<0.05）；观察组Ⅰ~Ⅱ期

和Ⅲ~Ⅳ期患者血清AcrAb、Sp17Ab水平比较差异无统计学意义（P>0.05）；观察组患者术后随访 1年，其

中成功妊娠患者 52例；成功妊娠者术后 1个月、3个月血清 AcrAb、Sp17Ab水平分别为（2.61±0.67）mg/L
和（2.03±0.63）mg/L，（4.71±0.93）mg/L 和（3.72±0.99）mg/L，明显低于妊娠失败者（P<0.05）；观察组不同

AcrAb、Sp17Ab 水平患者妊娠成功率比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论 EMT 不孕患者血清

AcrAb、Sp17Ab水平明显升高，其术后水平可能与患者术后妊娠情况有关。

［关键词］ 子宫内膜异位症；不孕症；抗顶体蛋白酶抗体；抗精子蛋白 17抗体

Serum AcrAb and Sp17Ab levels in patients with EMT infertility and their
significance
TANG Yuan★，LIU Xiaojuan，LIU Xiuli，LIU Fang，MA Yue，XIE Jia，LI Xin
（Department of Obstetrics and Gynecology，Panzhihua Central Hospital，Panzhihua，Sichuan，China，617067）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the level and significance of serum anti ⁃ acrosin antibody
（AcrAb）and anti ⁃ sperm protein 17 antibody（Sp17Ab） in infertility patients with endometriosis（EMT）.
Methods 110 cases of EMT infertility（observation group）in our hospital from January 2017 to December
2018 were selected，including 49 cases of stage Ⅰ-Ⅱ and 61 cases of stage Ⅲ-Ⅳ in r⁃AFS standard stage.
110 healthy women of childbearing age were selected as control group. The serum levels of AcrAb and Sp17Ab
were measured in both groups，and the pregnancy of the observation group was followed up for one year after
operation. Results The serum AcrAb and Sp17Ab in the observation group were（3.38 ± 0.68）mg/L and
（5.82 ± 1.00）mg/L，which were significantly higher than those in the control group（P<0.05）. There were no
significant difference in serum AcrAb and Sp17Ab levels between patients of stage Ⅰ-Ⅱ and stage Ⅲ-Ⅳ in
the observation group（P>0.05）. The patients in the observation group were followed up for 1 year，including
52 cases of successful pregnancy. The serum levels of AcrAb and Sp17Ab in successful pregnancies at 1 and 3
months after operation were（2.61±0.67）mg/L and（2.03 ± 0.63）mg/L，（4.71 ± 0.93）mg/L and（3.72 ± 0.99）
mg/L，which were significantly lower than those in failed pregnancies（P<0.05）. In the observation group，
there were no significant difference in pregnancy success rate among patients with different AcrAb and
SP17Ab. Conclusion The serum levels of AcrAb and Sp17Ab in EMT infertility patients are significantly in⁃
crease，which may be related to the pregnancy after EMT.

［KEY WORDS］ Endometriosis；Infertility；Anti⁃acrosin antibody；Anti⁃sperm protein 17 antibody
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子宫内膜异位症（endometriosis，EMT）是妇科

较为难治的疾病之一，多见于育龄期女性，其有一

定的侵袭性，很容易再次复发，难以根治。临床上

对其治疗的手段多采用腹腔操作手术，但是该手

术过程中可能会造成囊肿破裂或者囊液的播散，

从而导致盆腔粘连或者不孕等并发症发生，对女

性身心健康和生活质量产生重大影响［1］。目前临

床研究热点在分子生物学指标在 EMT 患者体内

变化情况，EMT会导致患者不孕，发生的原因主要

是 EMT 导致盆腔粘连影响卵巢功能，炎症反应导

致机体免疫力下降，同时精子在宫内的存活率明

显下降，研究显示抗顶体蛋白酶抗体和抗精子蛋

白 17 抗体在生育过程中发挥重要作用，两者浓度

变化会导致精子功能、与受精卵结合以及免疫性

损伤等不利因素造成临床结局变差［2］。本研究观

察了子宫内膜异位症（EMT）不孕患者 AcrAb、
Sp17Ab水平及意义，报告如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象

本院 2017 年 1 月至 2018 年 12 月期间治疗的

EMT不孕患者 110例作为观察组，其中根据美国生

殖学会制定的 r⁃AFS标准分期，Ⅰ~Ⅱ期患者 49例，

Ⅲ~Ⅳ期 61例。纳入标准：①诊断符合《子宫内膜异

位症的诊治指南》中标准［3］；②有正常性生活、配偶性

功能正常，精液质量正常，未经避孕而超过 1年未妊

娠；③有生育要求，在本院行手术治疗；④临床随访

资料完整；⑤患者及家属知情同意。排除标准：①有

子宫肌瘤等其他妇科疾病；②合并有甲状腺功能疾

病、自身免疫性疾病、肝肾功能障碍等其他基础性疾

病者；③有子宫手术史者。选取同期健康育龄女性

110例作为对照组，2组受试者就下述表格中的一般

资料比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

1.2 治疗及随访方法

患者采取腹腔镜手术治疗，患者取膀胱截石

位，建立气腹后置入器械，对盆腔、输卵管、卵巢

以及子宫开展探查，了解粘连情况，采用电凝刀对

内膜异位病灶进行剔除，分离子宫直肠窝及盆腹

腔粘连后，将盆腔正常解剖结构恢复，术后观察输

卵管通畅情况，采用生理盐水冲洗盆腔并喷洒生

物胶防止粘连形成。根据血清 AcrAb、Sp17Ab 平

均水平，将观察组分成不同组别观察妊娠情况。

1.3 检测方法

抽取患者空腹静脉血 5 mL以 3 000 r/min离心

15 min分离血清，采用酶联免疫吸附双抗体央心法

测定患者 AcrAb 和 Spl7Ab 浓度变化，严格按照试

剂盒说明书操作（由美国USCNLIFE公司生产）。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件，计量资料采用（x ± s）表

示，行 t检验，当 P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 观察组和对照组血清AcrAb、Sp17Ab水平

观察组血清AcrAb、Sp17Ab明显高于对照组，

差异有统计学意义（P<0.05），见表 2。

2.2 观察组不同分期患者血清AcrAb、Sp17Ab水平

观察组Ⅰ ~Ⅱ期和Ⅲ ~Ⅳ期患者血清 AcrAb、
Sp17Ab水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表3。

2.3 观察组术后成功妊娠和妊娠失败者血清

AcrAb、Sp17Ab水平比较

观察组患者术后随访 1年，其中成功妊娠患者

52 例，妊娠失败患者 58 例；成功妊娠者术后 1 个

分组
观察组
对照组
t值
P值

n
110
110

年龄（岁）
29.02±5.58
28.73±6.05

0.370
0.712

体重指数（kg/m2）
23.12±3.28
23.02±3.40

0.222
0.825

表 1 2组患者一般资料上的比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general data between 2 groups（x± s）

分组

观察组
对照组
t值
P值

n
110
110

AcrAb
3.38±0.68
1.43±0.40
25.924
0.000

Sp17Ab
5.82±1.00
3.67±0.91
16.678
0.000

表 2 两组血清AcrAb、Sp17Ab水平比较（x ± s，mg/L）
Table 2 Comparison of serum AcrAb and Sp17Ab levels

between 2 group（x ± s，mg/L）

表 3 观察组不同分期患者血清AcrAb、Sp17Ab水平比较

（x ± s，mg/L）
Table 3 Comparison of serum AcrAb and Sp17Ab levels in
different stages of patients in observation group（x ± s，mg/L）

分期

Ⅰ~Ⅱ期
Ⅲ~Ⅳ期

t值
P值

n
49
61

AcrAb
3.44±0.73
3.33±0.80
0.745
0.458

Sp17Ab
5.77±1.01
5.86±0.95
-0.480
0.632
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月、3 个月血清 AcrAb、Sp17Ab 水平明显低于妊娠 失败者（P<0.05）。见表 4。

分组

成功妊娠

妊娠失败

t值
P值

n

52
58

AcrAb
术前

3.32±0.82
3.43±0.70
-0.759
0.450

术后 1个月

2.61±0.67
3.00±0.54
-3.376
0.001

术后 3个月

2.03±0.63
2.67±0.71
-4.976
0.000

Sp17Ab
术前

5.80±1.03
5.84±1.00
-0.207
0.837

术后 1个月

4.71±0.93
5.22±0.81
-3.074
0.003

术后 3个月

3.72±0.99
4.62±0.73
-5.463
0.000

表 4 观察组术后成功妊娠和妊娠失败者血清AcrAb、Sp17Ab水平比较（x ± s，mg/L）
Table 4 Comparison of Serum AcrAb and Sp17Ab Levels between Successful Pregnancy and Failed Pregnancy in

Observation Group（x ± s，mg/L）

2.4 观察组不同血清 AcrAb、Sp17Ab水平患者成

功妊娠率比较

观察组不同患者妊娠成功率比较差异无统计

学意义（P>0.05），见表 5。

3 讨论

目前的研究认为，子宫内膜异位囊肿发生的

重要原因是移植和化生两种生物学行为引起的，

正常位置内膜细胞通过附着传播至子宫外形成了

子宫腺肌病，通过血管和淋巴管导致子宫内膜异

位形成［4］。目前认为子宫内膜异位症同不孕症关

系密切，子宫内膜容受性降低会导致患者低着床

率的重要因素，有报道指出 EMT 患者卵母细胞质

量及胚胎质量下降会造成患者着床率下降［5］。

本研究分析了患者血清抗顶体蛋白酶、抗精

子蛋白 17水平变化，两者均为精子特异性抗原，均

在顶体反应与受精过程中具有重要意义的精子抗

原，两者功能降低同不孕症的发生具有明显的关

联。血清抗顶体蛋白酶是丝氨酸蛋白溶解酶，具

有 12 个半胱氨酸残基，在人体精子形成的早期具

有丰富的 PPA 基因，在顶体反应过程中可以同精

子顶体内膜的顶体素酶原结合参与精子受精过

程，顶体酶具有两个活性位点，主要是用于分解蛋

白质的催化活性位点与与卵细胞透明带糖蛋白受

体结合的结合位点［6⁃7］。动物学试验研究发现在编

码顶体素原真核表达载体基因免疫雌性小鼠中顶

体素浓度降低后小鼠肾盂能力下降，因此证实了顶

体素对于精子生育能力会产生影响，造成小鼠不孕

发生［8］。抗精子蛋白 17属于成熟的精子细胞与精

子中的特异性蛋白，可以影响精子和卵子结合过

程，其在顶体的反应过程中可以和卵细胞透明带表

面硫酸化碳水化合物相结合来提高受精能力［9］。抗

精子蛋白 17一方面可以促进硫酸乙酰肝素介导的

细胞间的粘附，有利于精子利用硫酸乙酰肝素和透

明带进行结合［10］；另一方面 Sp17Ab是肝素/硫酸乙

酰肝素的结合蛋白，可以同钙结合蛋白结合后调节

钙离子通道活性，继而影响精子顶体反应与活

力［11］。因此两者水平变化可以评估精子生育能力

重要的指标，也是临床判断患者生育能力的重要依

据［12⁃13］。

本研究显示，观察组血清AcrAb、Sp17Ab 明显

高于对照组，说明在 EMT不孕患者中存在AcrAb、
Sp17Ab显著升高。本研究优势在于证实了AcrAb、
Sp17Ab水平在 EMT不孕患者中存在异常表达，而

且与治疗后患者妊娠成功与否具有一定关系，为临

床合理评价治疗效果以及预后分析提供了更为可靠

的分子生物学指标，但是本研究入组病例有限，随访

时间短，因此还需扩充样本量、长期随访深入研究

论证。

综上所述，EMT不孕患者血清AcrAb、Sp17Ab
水平明显升高，其术后水平可能与患者术后妊娠

情况有关。

组别

AcrAb≥3.38 mg/L和
Sp17Ab≥5.82 mg/L
AcrAb≥3.38 mg/L和
Sp17Ab<5.82 mg/L
AcrAb<3.38 mg/L和
Sp17Ab≥5.82 mg/L
AcrAb<3.38 mg/L和
Sp17Ab<5.82 mg/L

n

37

25

22

20

妊娠成功率

21（56.76）

12（48.00）

11（50.00）

8（40.00）

c2值

1.516

P值

0.679

表 5 观察组不同血清AcrAb、Sp17Ab水平患者成功妊娠

率比较［n（%）］

Table 5 Comparisons of Successful Pregnancy Rates of
Patients with Different Serum AcrAb and Sp17Ab Levels

in Observation Group［n（%）］

（下转第 955页）
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血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF水平与缺血性脑卒中患者
神经功能及短期预后的关系

袁大华 杜朴 王玉凯★

［摘 要］ 目的 探讨血清正五聚蛋白 3（PTX⁃3）、补体 Clq肿瘤坏死因子相关蛋白 9（CTRP9）、巨

噬细胞迁移抑制因子（MIF）水平与缺血性脑卒中患者神经功能及短期预后的关系。方法 选取本院

2017年 7月至 2018年 7月收治的缺血性脑卒中患者 180例作为研究对象，根据神经功能缺损情况分为

重度（n=56）、中度（n=76）、轻度（n=48）。比较不同神经功能缺损程度及不同预后患者血清 PTX⁃3、
CTRP9、MIF 水平、美国国立卫生研究院卒中量表（NIHSS）评分，分析血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF 与 NI⁃
HSS、生活能力评分（mRs）评分的相关性，受试者工作特征（ROC）曲线及 ROC曲线下面积（AUC）分析各

血清指标对短期预后的预测价值。结果 血清 PTX⁃3、MIF 与 NIHSS、mRs 评分呈正相关，CTRP9 水平

与 NIHSS、mRs 评分呈负相关（P<0.05）；预测短期预后的 AUC：治疗 5 d PTX⁃3>治疗 5 d MIF>治疗 5 d
CTRP9>治疗 3 d MIF>治疗 3 d CTRP9>治疗 3 d PTX⁃3，差异有统计学意义（P<0.05）；治疗 5 d血清 PTX⁃3、
CTRP9、MIF 联合预测短期预后的 AUC 为 0.915，大于治疗 3 d 的 0.887（P<0.05）。结论 血清 PTX⁃3、
MIF与缺血性脑卒中患者神经功能、短期预后呈正相关，CTRP9水平与神经功能、短期预后呈负相关，三

者联合能可靠预测患者短期预后。

［关键词］ PTX⁃3；CTRP9；MIF；缺血性脑卒中；神经功能；短期预后

Relationship between serum PTX ⁃ 3，CTRP9，MIF levels and neurological
function and short⁃term prognosis in patients with ischemic stroke
YUAN Dahua，DU Pu，WANG Yukai★

（Department of Neurology，Foshan First People􀆳s Hospital，Foshan，Guangdong，China，528000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between serum polypentamin 3（PTX⁃3），

complement Clq tumor necrosis factor ⁃ related protein 9（CTRP9），macrophage migration inhibitory factor
（MIF）levels and neurological function and short ⁃ term prognosis in patients with ischemic stroke. Methods
180 patients with ischemic stroke admitted to our hospital from July 2017 to July 2018 were selected as the re⁃
search objects，according to the neurological deficit，they were divided into severe（n=56），moderate（n=
76），mild（n=48）. Compared serum PTX⁃3，CTRP9，MIF levels and National Institutes of Health Stroke
Scale（NIHSS）scores for patients with different degrees of neurological deficits and different prognosis，Pear⁃
son analysis of the correlation between serum PTX ⁃ 3，CTRP9，MIF and NIHSS，viability score（mRs）
scores，the receiver operating characteristic（ROC）curve and the area under the ROC（AUC）were performed
to analyze the predictive value of each serum index for short⁃term prognosis. Results Serum PTX⁃3 and MIF
levels were positively correlated with NIHSS and mRs scores，and CTRP9 level was negatively correlated with
NIHSS and mRs scores（P<0.05）. The AUC to predict short⁃term prognosis：PTX⁃3 level after 5 days of the
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treatment >MIF >CTRP9 t >MIF after 3 days of the treatment >CTRP9 >PTX⁃3（P<0.05）. The AUC of serum
PTX⁃3，CTRP9，and MIF combined to predict short⁃term prognosis for five days of the treatment was 0.915，
greater than that of three days of treatment（0.887，P<0.05）. Conclusion Serum PTX⁃3 and MIF levels are
positively correlated with neurological function and short ⁃ term prognosis in patients with ischemic stroke，
CTRP9 level is negatively correlated with neurological function and short⁃term prognosis. The combination of
the three can reliably predict the short⁃term prognosis of patients.

［KEY WORDS］ PTX⁃3；CTRP9；MIF；Ischemic stroke；Neural function；Short⁃term prognosis

缺血性脑卒中约占全部脑卒中的 87%，是成

年人致残的首要原因，亦是世界范围内第二大致死

疾病［1］。目前普遍认同神经功能缺损程度与患者预

后密切相关，因此早期评估患者神经功能、预测患

者预后对临床决策、干预意义重大。正五聚蛋白 3
（Pentraxin⁃3，PTX⁃3）是新近发现的一种炎性标志

物，在脑梗死患者中表达高于健康体检者［2］。补

体 Clq 肿瘤坏死因子相关蛋白 9（Complement Clq
tumor necrosis factor⁃related protein 9，CTRP9）是一

种脂肪因子，在无症状冠状动脉粥样硬化患者中表

达较正常人群降低［3］。巨噬细胞迁移抑制因子

（Macrophage migration inhibitory factor，MIF）具有

类似趋化因子的功能，是一类结构独特的多效免疫

调节细胞因子，在急性心肌梗死患者中呈高表

达［4］。目前关于血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF与缺血性

脑卒中患者神经功能、短期预后关系的报道较少，

本研究对此进行探讨，报告如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取本院 2017年 7月至 2018年 7月收治的缺

血性脑卒中患者 180 例作为研究对象，根据神经

功能缺损情况分为重度（n=56）、中度（n=76）、轻

度（n=48）3 组。本研究经本院伦理委员会审核通

过，家属自愿签署知情同意书。不同神经功能缺

损程度患者性别、年龄、体质量指数、发病至入院

时间、饮酒史、吸烟史、病变位置、合并疾病等资

料比较，差异无统计学意义（P>0.05），均衡可

比。见表 1。
纳入标准：①符合急性缺血性脑血管病诊断

标准［5］；②无早期大面积脑梗死影像学改变；③脑

CT 检查提示无颅内出血；④发病时间<6 h；⑤首

次发病。排除标准：①血小板计数<100×109/L 者；

②入组前 1周存在不易压迫的止血；③既往存在蛛

网膜下腔出血者；严重心、肝、肾功能不全者；④入

组前 3个月存在头颅外伤史者；⑤入组前 2周接受

过大型外科手术者；⑥入组前 3周存在泌尿系统或

胃肠系统出血者；⑦既往存在认知功能障碍、肢体

功能残疾者；⑧精神异常者。

1.2 方法

1.2.1 神经功能、预后评估

通过美国国立卫生研究院卒中量表（National

资料

年龄(岁)
男/女

体质量指数（kg/m2）
发病至入院时间（h）

饮酒史
吸烟史

脑干病变
脑叶病变

基底节病变
放射冠区病变

高脂血症
糖尿病
心脏病
高血压

重度患者（n=56）
58.07±5.94

34/22
22.46±2.41
.44±1.36
28（50.00）
24（42.86）
4（7.14）
8（14.29）
40（71.43）
4（7.14）

50（89.29）
28（50.00）
12（21.43）
38（67.86）

中度患者（n=76）
57.69±5.68

50/26
22.53±2.52

1~（3.61±1.47）
34（44.74）
40（52.63）
6（7.89）

12（15.79）
48（63.16）
10（13.16）
72（94.74）
34（44.74）
20（26.32）
44（57.89）

轻度患者（n=48）
56.88±5.72

30/18
22.38±2.48
3.52±1.42
24（50.00）
22（45.83）
2（4.17）

10（20.83）
30（62.50）
6（12.50）
40（83.33）
20（41.67）
14（29.17）
27（56.25）

F/c2值

1.507
0.377
0.161
1.227
0.487
1.334

2.960

4.297
0.760
0.853
1.848

P值

0.225
0.828
0.852
0.296
0.784
0.513

0.814

0.117
0.684
0.653
0.397

表 1 3组临床资料对比［n（%），x ± s］

Table 1 Comparison of clinical data between the 3 groups［n（%），x ± s］
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Institutes of Health Stroke Scale，NIHSS）［6］评估患

者入院时神经功能缺损情况分为：轻度、中度、重

度。通过生活能力评分（Modified Rankin Scale，
mRs）评估 30 d 预后情况，预后良好：mRs 评分<2
分；预后不良：mRs评分 2~6分。

1.2.2 标本采集与检测

采集患者入院时、治疗 3、5 d 后肘部静脉血 5
mL，3 000 r/min离心 10 min，分别通过上海信裕生

物科技有限公司、泉州市睿信生物科技有限公司、

艾美捷科技有限公司酶联免疫吸附法试剂盒检测

血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF水平。

1.3 观察指标

比较不同神经功能缺损程度患者血清 PTX⁃
3、CTRP9、MIF、NIHSS 评分。分析血清 PTX⁃3、
MIF、CTRP9 与 NIHSS 评分相关性。比较不同预

后患者血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF、mRs 评分。分

析 血 清 PTX ⁃ 3、CTRP9、MIF 与 mRs 评 分 相 关

性。分析血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF 预测短期预后

的截断值、敏感度、特异度。分析血清 PTX⁃3、

CTRP9、MIF 联合预测短期预后的截断值、敏感

度、特异度。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 统计学软件处理数据，计量资

料以（x ± s）表示，多组间比较以单因素方差分析，

两两比较以 t 检验，计数资料用 n（%）表示、c2 检

验，采用 Pearson 进行相关性分析，接收者操作特

征（Receiver operating characteristic，ROC）曲线及

ROC下面积（Area under the curve，AUC）分析血清

各指标对短期预后的预测价值。P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 不同神经功能缺损程度患者血清 PTX⁃3、
CTRP9、MIF、NIHSS评分

重度患者血清 PTX⁃3、MIF 水平高于中度、轻

度患者，CTRP9 水平低于中度、轻度患者，NIHSS
评分高于中度、轻度患者，差异有统计学意义（P<
0.05），见表 2。

组别

重度患者

中度患者

轻度患者

F值

P值

n
56
76
48

PTX⁃3（mmol/L）
12.81±2.70
10.65±2.39
8.54±2.06
40.673
0.000

CTRP9（mg/L）
0.40±0.11
0.52±0.13
0.64±0.15
44.168
0.000

MIF（pg/mL）
1 502.26±229.46
1 324.51±201.83
1 155.30±172.34

37.643
0.000

NIHSS评分（分）

16.83±1.72
10.76±2.44
4.81±1.05
501.539
0.000

表 2 不同神经功能缺损程度患者血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF、NIHSS评分比较（x±s）

Table 2 Comparison of PTX⁃3，CTRP9，MIF and NIHSS scores in patients with different degrees of neurological impairment（x±s）

2.2 不同预后患者血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF、mRs
评分

根据 30 d 预后情况分为预后良好患者、预后

不良患者。治疗3、5 d后，预后良好患者血清PTX⁃3、

MIF 水平低于预后不良患者，CTRP9 水平高于预

后不良患者，mRs 评分低于预后不良患者差异有

统计学意义（P<0.05），见表 3。

时间

治疗 3 d

治疗 5 d

组别

预后良好者

预后不良者

t值

P值

预后良好者

预后不良者

t值

P值

n

146

34

146

34

PTX⁃3（mmol/L）

8.62±1.53

10.14±1.81

5.034

<0.001

7.11±1.29

9.23±2.20

7.417

<0.001

CTRP9（mg/L）

0.57±0.08

0.51±0.06

4.109

0.001

0.64±0.10

0.54±0.07

5.519

<0.001

MIF（pg/mL）

1 207.41±101.97

1 310.26±110.85

5.210

<0.001

1 012.68±124.62

1 229.07±220.31

7.232

<0.001

mRs评分

3.07±1.13

4.43±1.42

6.006

<0.001

2.46±1.05

4.05±1.64

7.065

<0.001

表 3 不同预后患者血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF、mRs评分比较（x ± s）

Table 3 Comparison of PTX⁃3，CTRP9，MIF and mRs scores in patients with different prognosis（x ± s）
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指标

治疗 3 d三者联合

治疗 5 d三者联合

AUC
0.887
0.915

95%CI

0.803~0.944
0.837~0.963

Z值

8.845
13.017

敏感度（%）

94.12
88.24

特异度（%）

75.34
80.82

P值

<0.001
<0.001

表 5 血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF联合预测价值

Table 5 Combined predictive value of serum PTX⁃3，CTRP9 and MIF

2.3 血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF对短期预后的预测

价值

ROC曲线分析显示，治疗 5 d PTX⁃3预测短期

预后的AUC值最大。见表 4。

2.4 联合预测

治疗 5 d血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF联合预测短

期预后的AUC大于治疗 3 d，见表 5、图 1。

指标

治疗 3 d

治疗 5 d

PTX⁃3
CTRP9
MIF

PTX⁃3
CTRP9
MIF

AUC
0.625
0.719
0.730
0.779
0.739
0.775

95%CI
0.517~0.725
0.614~0.809
0.626~0.818
0.679~0.860
0.635~0.826
0.675~0.857

Z统计

1.822
2.946
3.571
3.620
3.754
4.207

截断值

>8.07 mmol/L
≤0.52 mg/L

>1 271.64 pg/mL
>8.67 mmol/L
≤0.55 mg/L

>1 136.19 pg/mL

敏感度（%）

94.12
70.59
64.71
64.71
64.71
70.59

特异度（%）

31.51
67.12
75.34
90.41
71.23
73.97

P值

0.046
0.003
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 ROC分析结果

Table 4 ROC analysis results
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图 1 三者联合预测 ROC曲线

Figure 1 ROC curve of the 3 joint predictions

2.5 血 清 PTX⁃3、CTRP9、MIF 与 mRs 评 分 、

NIHSS评分相关性

Pearson相关性分析，血清 PTX⁃3（r1=0.463，r2=
0.419，P=0.000）、MIF（r=0.576，r2=0.625，P=0.000）
与 mRs 评分、NIHSS 评分呈正相关，CTRP9（r=-
0.534，r2=-0.638，P=0.000）水 平 与 mRs 评 分 、

NIHSS评分呈负相关（P<0.05）。

3 讨论

CTRP9 与脂联素结构高度相似，系分泌型糖

蛋白，具有促进血管舒张、改善能量代谢、保护内

皮细胞、抗炎等作用。戴建立等［7］研究指出，脑梗

死患者血清 CTRP9 水平低于健康人群，高水平

CTRP9 为脑梗死的保护性因素，说明 CTRP9 可能

与缺血性脑卒中有关。CTRP9可通过磷酸化腺苷

活化的蛋白激酶—磷酸化的活化蛋白激酶—磷酸

化的内皮型一氧化氮合酶途径扩张缺血脑血管，

增加梗塞血管的血流量，并能促进内皮细胞分化

为毛细血管样管状结构，有利于新生血管形成，且

能改善缺血缺氧引起的氧化应激、炎症反应，抑制

血小板聚集，故高表达时可改善患者神经功能、预

后［8］。同时根据Huang C等［9］报道，CTRP9的高表

达还能减少促炎因子在巨噬细胞中含量，抑制动

脉粥样硬化，提高斑块的稳定性，从而预防缺血性

脑卒中的加重。

MIF可由单核细胞、T细胞、内皮细胞等表达，

是激活和募集 T 淋巴细胞的关键性趋化因子［10］。

Li YS等［11］研究发现，急性缺血性脑卒中患者血清

MIF 水平高于正常人群，表明 MIF 可能与疾病有

关。本研究发现MIF可影响缺血性脑卒中患者神

经缺损程度、预后。Wang G 等［12］研究指出，MIF
与脑卒中再发有关。同时治疗 5 d 后 MIF 预测短

期预后的 AUC 大于治疗 3 d 后，能为临床预测患

者预后提供量化参考。

PTX⁃3由炎症反应刺激内皮细胞、成纤维细胞

等后分泌，与动脉粥样硬化、细胞凋亡等息息相

关［13］。根据 Rodriguez⁃Grande B 等［14］报道，PTX3
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在大脑中动脉闭塞小鼠模型中显著增高，与脑水

肿程度密切相关，从侧面论证了本研究结论。缺

血性脑卒中后，脑部缺血缺氧可引起炎症与应激

反应，刺激血管内皮细胞等释放 PTX⁃3，故呈现出

升高趋势，且 PTX⁃3表达大量上调，可对血管内皮

造成炎症损伤，介导损伤部位的凝血反应，促进

血栓形成，进一步加重脑缺血程度，因此可影响

患者神经功能、预后［15］。本研究不足之处在于，

纳入样本量较少，可能造成数据的偏倚，且未将

此三项指标与其它疾病相关性的研究结论进行简

练展示，后续有待扩大样本量进行进一步的完

善、验证。

综上所述，血清 PTX⁃3、MIF 与缺血性脑卒中

患者神经功能、短期预后呈正相关；CTRP9水平与

神经功能、短期预后呈负相关；三者联合能较为可

靠预测患者短期预后，调控 PTX⁃3、CTRP9、MIF表

达能为神经功能、预后的改善提供了一个潜在治

疗思路。
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Lp⁃PLA2、Hcy及 S100β对缺血性脑卒中后VD的预
测价值研究

韩玉华★ 周俐红 李艳丽

［摘 要］ 目的 探讨血清脂蛋白相关磷脂酶A2（Lp⁃PLA2）、同型半胱氨酸（Hcy）及 S100β对缺血

性脑卒中后血管性痴呆（VD）的预测价值。方法 选取 2016年 3月至 2018年 10月本院收治的 200例缺

血性脑卒中患者，选择同期健康体检者 30例作为对照组，检测血清 Lp⁃PLA2、Hcy及 S100β水平，缺血性

脑卒中患者 3个月后依据是否并发 VD 分为 VD 组及 NVD 组，比较各组血清 Lp⁃PLA2、Hcy 及 S100β 水

平差异，依据 MMSE 评分将 VD 组患者分为轻度、中度及重度，比较不同程度 VD 患者血清 Lp⁃PLA2、
Hcy、S100 水平差异，采用 pearson 检验分析 VD 患者血清 Lp⁃PLA2、Hcy 及 S100β 与 MMSE 评分的相关

性，绘制 ROC曲线，分析 Lp⁃PLA2、Hcy及 S100β对缺血性脑卒中后VD的预测价值。结果 3组患者的

血清 Lp⁃PLA2、Hcy、S100β比较结果：VD组>NVD组>对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；不同认知障

碍 VD 患者血清 Lp⁃PLA2、Hcy 和 S100β 比较结果：重度>中度>轻度，差异有统计学意义（P<0.05）；VD
患者的血清 Lp ⁃PLA2（r=-0.547，P=0.000）、Hcy（r=-0.511，P=0.000）、S100β（r=-0.628，P=0.000）与

MMSE评分均呈显著的负相关关系，差异有统计学意义（P<0.05）；Lp⁃PLA2、Hcy和 S100β水平单独检测

预测缺血性脑卒中后 VD的 AUC值为 0.726、0.768、0.794，联合检测预测缺血性脑卒中后 VD的 AUC值

为 0.892。结论 缺血性脑卒中患者血清血清 Lp⁃PLA2、Hcy和 S100β水平升高，并且与VD的严重程度

相关，联合检测 Lp⁃PLA2、Hcy和 S100β对缺血性脑卒中后VD具有较好的预测价值。

［关键词］ 缺血性脑组织；血管性痴呆；脂蛋白相关磷脂酶A2；同型半胱氨酸；S100β

Study on the predictive value of Lp ⁃ PLA2，Hcy and S100βon vascular
dementia after ischemic stroke
HAN Yuhua★，ZHOU Lihong，LI Yanli
（Department of Neurology II，Xinxiang Central Hospital，Xinxiang，Henan，China，453000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the predictive value of Lp⁃PLA2，Hcy and S100 β in vascular
dementia（VD）after ischemic stroke. Methods 200 cases of patients with ischemic stroke in our hospital
were selected from Mar 2016 to Oct 2018，and 30 healthy people in the same period were selected as the con⁃
trol group. levels of Lp⁃PLA2，Hcy and S100 β were measured in serum. Patients with ischemic stroke were di⁃
vided into the VD group and the NVD group according to whether VD was complicated after months，levels of
Lp⁃PLA2，Hcy and S100 β in serum were measured in each group，patients in the VD group were divided into
mild ，moderate and severe condition according to MMSE score，levels of Lp⁃PLA2，Hcy and S100 in VD pa⁃
tients were compared in different condition. Pearson test was used to analyze correlation Lp⁃PLA2，Hcy and
S100 β with MMSE score in VD patients. The ROC curve was drawn to analyze the predictive value of Lp⁃
PLA2，Hcy and S100 β for VD after ischemic stroke. Results The results of serum Lp⁃PLA2，Hcy，and
S100β in the three groups of patients：the VD group >the NVD group >the control group. The difference was
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statistically significant（P<0.05）. Comparison results of serum Lp⁃PLA2，Hcy and S100β in patients with dif⁃
ferent cognitive impairment VD：severe > moderate > mild，the difference was statistically significant（P<
0.05）. Serum Lp⁃PLA2（r=-0.547，P=0.000），Hcy（r=-0.511，P=0.000），S100β（r=-0.628，P=0.000）of
VD patients were significantly negatively correlated with MMSE scores. The difference was statistically signifi⁃
cant（P<0.05）. The Lp⁃PLA2，Hcy and S100β levels were detected separately to predict the AUC value of
VD after ischemic stroke were 0.726，0.768，0.794，and the combined detection predicted the AUC value of
VD after ischemic stroke was 0.892. Conclusions Serum Lp⁃PLA2，Hcy and S100β levels are elevated in
patients with ischemic stroke and related to the severity of VD. Joint detection of Lp⁃PLA2，Hcy and S100β
has a good predictive value for VD after ischemic stroke.

［KEY WORDS］ Vascular dementia；Lipoprotein ⁃ associated phospholipase A2；Homocysteine；
S100beta；Nucleotide binding oligomerization domain⁃like receptor protein3

血管性痴呆（vascular dementia，VD）是脑卒中

后认知功能障碍，缺血性脑卒中后较为常见，在脑

组织损伤后早期即可表现出认知功能障碍［1］，早

期的干预级治疗能够降低 VD 的发生，延缓 VD
的进展，改善患者的预后［2］。与神经功能相关

的细胞因子在脑组织损害早期即可出现改变，

能够反应脑组织结构和功能的损害程度。脂蛋

白相关磷脂酶 A2（lipoprotein⁃associated phospholi⁃
pase A2，Lp⁃PLA2）能够通过诱导高血脂症，加剧

胆固醇及甘油三酯的沉积，进而诱导神经元细胞

的损伤［3］；同型半胱氨酸（homocysteine，Hcy）能够

诱导氧化应激性反应，加剧神经元细胞的损伤凋

亡程度［4］；S100β 蛋白能够诱导变性蛋白的沉积，

加剧神经元细胞的坏死［5］。均在脑血管疾病的发

生及进展中发挥重要的作用。目前脑卒中后 VD
的早期预测尚缺乏有效方法，为了探索缺血性脑

卒中后 VD 早期具有价值的预测指标，本文就

Lp⁃PLA2、Hcy和 S100β在缺血性脑卒中的表达变

化及其对VD的预测价值进行研究，现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 3 月至 2019 年 12 月本院收治的

200例缺血性脑卒中患者，依据是否发生 VD分为

VD组和非VD组，选取同期健康体检者 30例，其中

非VD组 121例，年龄 52~77岁，平均（62.8±8.6）岁，

男 70 例、女 51 例；脑梗死部位分布：基底节区 68
例、脑叶例 33例、脑干 14例、其他部位 6例；合并高

血压 75例、糖尿病 25例、高血脂 42例；吸烟 48例；

受教育年限（12.0±3.5）年。NVD组年龄 50~79岁，

平均（64.3±10.1）岁，男 48例、女 31例；脑梗死部位

分布：基底节区 47例、脑叶 20例、脑干 9例、其他部

位 3例；合并高血压 50例、糖尿病 16例、高血脂 23
例；吸烟 23 例；受教育年限（11.6±2.7）年。对照组

年龄 49~75 岁，平均（61.7±7.4）岁，男 20 例、女 10
例；吸烟 12 例；受教育年限（11.4±3.8）年。三组年

龄、性别、合并疾病情况、吸烟率、受教育年限等基

线资料差异无统计学意义（P>0.05）。
纳入标准：①缺血性脑卒中诊断符合中华医

学会神经病学分会脑血管病学组 2016 年发布的

《中国急性缺血性脑卒中诊治指南》中缺血性脑卒

中诊断标准［6］；②发病时间<24小时；③患者年龄≤
79 岁；④患者无意识障碍或循环、呼吸功能障碍，

预计能够 2周后能够配合相关调查；⑤家属对研究

内容知情同意。排除标准：①既往具有认知功能

障碍、阿尔茨海默疾病或精神系统疾病；②既往脑

卒中病史或脑外伤病史；③合并自身免疫性疾病；

④脑干梗死或大面积脑梗死。

1.2 方法

患者入组后采集空腹静脉血 5 mL，低温分离

血清，深低温保存，分批检测。血清Hcy检测采用

免疫荧光法，检测仪器为UniCel DxI 800免疫发光

仪（贝克曼库尔特公司），试剂购自北京九强生物

公司，Lp⁃PLA2、S100β检测采用酶联免疫吸附法，

检测仪器为酶标仪（赛默飞世尔公司），试剂购自

南京建成生物工程研究所。

1.3 认知功能评分

患者治疗 3 个月后对 VD 组患者进行认知功

能评分，简明精神状态量表（mini⁃mental state ex⁃
amination，MMSE）评分及分组标准［7］，MMSE量表

主要包括：定向力（10 分）、注意力和计算力（5
分）、记忆力（3 分）、回忆能力（3 分）、语言能力（9
分），总分为 30 分，轻度认知功能障碍：13~23 分、

中度认知功能障碍：5~12 分、重度认知功能障
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碍：<5分。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 21.0 软件进行数据处理，计量资料

采用（x ± s），两组间比较用 t检验，多组间比较用方

差分析。计数资料用 n（%）表示，用 c2检验；相关

性分析采用 Pearson线性相关分析法；绘制 ROC曲

线评估 Lp⁃PLA2、Hcy 和 S100β 对 VD 的预测价

值，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 3组患者的血清 Lp⁃PLA2、Hcy、S100β比较

3组患者的血清 Lp⁃PLA2、Hcy、S100β 比较结

果：VD 组>NVD 组>对照组，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 1。

组别

VD组

NVD组

对照组

F值

P值

n
79
121

Hcy（μmol/L）
20.66±4.38
17.42±3.09
12.60±3.37

27.203
0.000

Lp⁃PLA2（ng/mL）
196.4±52.0
133.8±29.1
106.5±25.4

23.104
0.000

NLRP3mRNA（相对表达强度）

39.41±10.77
35.76±8.52
27.81±8.87

5.501
0.000

S100β（μg/L）
0.95±0.33
0.43±0.18
0.21±0.14
33.296
0.000

表 1 3组血清 Lp⁃PLA2、Hcy、S100β、NLRP3比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum Lp⁃PLA2，Hcy，S100β，NLRP3 and MMSE scores between 3 groups of patients（x ± s）

认知障碍
程度

轻度

中度

重度

F值

P值

n

42
23
14

Hcy
（μmol/L）
18.84±3.36
24.80±3.10
28.74±4.20
-17.673
0.000

Lp⁃PLA2
（ng/ml）
172.3±50.0
238.6±48.6

267.93±49.79
-25.643
0.000

S100β
（μg/L）
0.83±0.31
1.17±0.28
1.49±0.53
-54.775
0.000

表 2 不同程度的VD患者的血清 Lp⁃PLA2、Hcy、
S100β比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum Lp⁃PLA2，Hcy，S100β in
VD patients with different degrees of dementia（x ± s）

2.2 不同认知障碍 VD 患者的血清 Lp⁃PLA2、
Hcy、S100β

不同认知障碍 VD 患者血清 Lp⁃PLA2、Hcy 和

S100β比较结果：重度>中度>轻度，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 VD 患 者 的 血 清 Lp ⁃ PLA2、Hcy、S100β 与

MMSE评分的关系

VD 患 者 的 血 清 Lp ⁃ PLA2（r=- 0.547，P=
0.000）、Hcy（r=- 0.511，P=0.000）、S100β（r=-
0.628，P=0.000）与 MMSE 评分均呈显著的负相关

关系，差异有统计学意义（P<0.05）。

2.4 Lp⁃PLA2、Hcy和 S100β对脑卒中后VD的预

测效能

ROC 曲线分析显示，Lp⁃PLA2、Hcy 和 S100β
水平单独检测预测缺血性脑卒中后VD的AUC值

为 0.726、0.768、0.794，联合检测预测缺血性脑卒中

后VD的AUC值为 0.892。见图 1。

3 讨论

VD是常见的退行性脑病，在缺血性脑卒中患

者，VD 的发病率较高，与卒中后脑组织结构及功

能受损有关［7］。能够导致患者的认知能力渐进性

降低，注意力、定向力等均发生不同程度受损，引

起患者的生活质量降低。也是脑卒中致残的主要

原因之一，而且并发 VD 的患者，再次发生恶性脑

血管意外的风险明显上升［8］。而早期的干预及治

疗能够改善 VD 的预后。因此对于缺血性脑卒中

患者，对VD进行有效的预测并进行干预对于改善

预后具有积极的作用。目前对于脑卒中患者是否

发生VD尚缺乏有效的预测指标［9］。

Lp⁃PLA2是脂质代谢相关因子，其能够通过提

高脂蛋白或者载脂蛋白的氧化代谢速度，进而影

响到氧化应激反应，加剧神经元的凋亡；Hcy 是胱

氨酸代谢相关因子，其能够提高氮自由基及氧自

0 20 40 60 80 100
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Lo⁃PLA2
Hcy
S100β
Lp⁃PLA2+Hcy+S100β
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100
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敏
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图 1 Lp⁃PLA2、Hcy和 S100β预测VD的ROC曲线

Figure 1 1. ROC curve of predicted VD by Lp⁃PLA2，
Hcy and S100 β

·· 942



分子诊断与治疗杂志 2020年 7月 第 12卷 第 7期 J Mol Diagn Ther, July 2020, Vol. 12 No. 7

由基的释放水平，提高游离自由基对于神经元

细胞鞘膜组织的损伤程度；S100β 是变性蛋白，

其过度的沉积能够诱导神经元细胞膜上 ATP 能

量利用功能的缺陷，加剧神经元细胞的电传导的

异常。S100β 还能够影响到神经胶质细胞的损伤

修复能力，进而影响到脑功能评分，尤其在脑退

行性病变中，S100β 的表达是导致神经元损害的

原因之一［10］。

本次研究发现，在缺血性脑卒中患者，Lp⁃PLA2、
Hcy、S100β表达浓度均明显上升，而且在并发VD
的患者，升高的更为明显，提示 Lp⁃PLA2、Hcy、
S100β参与了缺血性脑卒中神经功能损害的过程，

而且在 VD 的发生中具有重要的作用［11］。在对不

同程度的VD患者比较发现，认知功能损害较重的

患者 Lp⁃PLA2、Hcy、S100β 升高明显，提示其对脑

组织的损害，可能是引起认知功能障碍的原因之

一。 可能与以下机制有关［12⁃13］：①Lp⁃PLA2的表达

上升能够提高下游胆固醇的沉积风险，加剧高血

脂诱导的神经功能损害或者痴呆病情进展；②Hcy
的高表达能够提高下游凋亡小体的浓度，增加脑

组织的缺血再灌注损伤，影响到痴呆的病情进展；

③S100β 的上升能够提高神经元细胞鞘膜组织的

完整性，从而导致痴呆患者神经电生理功能的障

碍。张钱林等［14。三种血清学指标对缺血性脑卒

中发生 VD 的预测效果分析发现，Lp⁃PLA2、Hcy
和 S100β 联合检测对缺血性脑卒中后发生 VD 具

有较好的预测价值。

综上所述，在 VD 患者中，Lp ⁃ PLA2、Hcy、
S100β 等的表达浓度明显上升，同时 Lp⁃PLA2、
Hcy、S100β 的表达与 VD 患者的痴呆程度及精神

状态评分密切相关，联合检测，Lp⁃PLA2、Hcy、
S100β 表达水平对缺血性脑卒中后发生 VD 具有

较好的预测价值。
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TCT、HR⁃HPV配合阴道镜下宫颈活检在宫颈癌临床
诊断中的价值

杨东斌★

［摘 要］ 目的 探讨高危型人乳头瘤病毒检测（HR⁃HPV）、液基细胞学检查（TCT）联合阴道

镜下宫颈活检对宫颈癌前病变及宫颈癌的诊断价值。方法 对 1 400 例门诊宫颈癌筛查者资料进

行分析。所有筛查者均行 HR⁃HPV、TCT、阴道镜下宫颈活检及病理组织学检查。结果 1 400 例筛

查者接受 TCT 检查，322 例为 ASC⁃US 及以上病变，阳性率为 23.00%（322/1 400）。322 例阳性进一步

进行病理学检查，结果提示，ASC⁃US 124 例，ASC⁃H 73 例，LSIL 57 例，HSIL 43 例，SCC 25 例。TCT、

TCT+HR⁃HPV、TCT+阴道镜宫颈活检对于宫颈病变的阳性检出率分别为 38.51%（124/322）、54.04%
（174/322）、68.63%（221/322）；TCT+HR⁃HPV 与 TCT+阴道镜宫颈活检阳性检出率高于单独使用 TCT
的阳性检出率，差异有统计学意义（P<0.05）；而 TCT+HR⁃HPV+阴道镜宫颈活检的阳性检测率最高，

为 76.71%（247/322），差异均具有统计学意义（P<0.05）。HR⁃HPV 联合阴道镜检查对于诊断 ASC⁃US、
ASC⁃H、LSIL、HSIL、SCC 的灵敏度分别为 95.42%、96.54%、98.24%、100.00%、100.00%，特异度分别为

72.15%、75.33%、65.24%、41.35%、0.00%，其灵敏度和特异度均明显高于单独使用 HR⁃HPV 或阴道镜

检查，差异有统计学意义（P<0.05）。 结论 HR⁃HPV、TCT 联合阴道镜下宫颈活检可显著提高临床

上宫颈病变和宫颈癌的检出率，同时提高检测的灵敏度和特异度，对患者的早期诊断、早期治疗和

改善预后具有重要意义。

［关键词］ TCT；HR⁃HPV；阴道镜；宫颈癌；宫颈癌前病变；筛查；准确率；漏诊率

Clinical diagnostic value of TCT，HR⁃HPV and colposcopy cervical biopsy in
cervical cancer
YANG Dongbin★

（Department of Pathology，the first people 􀆳 s Hospital of Ningyang County，Ningyang，Shandong，China，
271400）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the diagnostic value of high⁃risk human papillomavirus（HR⁃
HPV），Thinprep liquid cytologic test（TCT），and colposcopy cervical biopsy for cervical precancerous le⁃
sions and cervical cancer. Methods The data of 1 400 outpatients with cervical cancer screening were ana⁃
lyzed. All patients underwent HR⁃HPV，TCT，colposcopy cervical biopsy，and histopathological examination.
Results All patients received 1400 TCT examination，the results of 322 cases of patients shown as ASC⁃US
and more severe lesions，positive rate was 23.00%（322/1 400）. A further pathological examination was per⁃
formed on the 322 positive patients，and the results indicated that 124 ASC⁃US，73 ASC⁃H，57 LSIL，43
HSIL，and 25 SCC. The positive detection rates of cervical lesions by TCT，TCT + HR⁃HPV，and TCT + col⁃
poscopy for cervical lesions were 38.51%（124/322），54.04%（174/322），and 68.63%（221/322），respective⁃
ly. The positive detection rate of TCT + HR⁃HPV and TCT + colposcopy cervical biopsy was higher than TCT
alone，the difference was statistically significant（P<0.05）. The positive rate of TCT + HR⁃HPV + colposcopy
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cervical biopsy was the highest，being 76.71%（247/322），which was significantly higher than the other three
groups，and the differences were diagnosis of ASC ⁃US，ASC ⁃H，LSIL，HSIL，and SCC was 95.42%，

96.54%，98.24%，100.00%，and 100.00%，and the specificity was 72.15% ，75.33%，65.24%，41.35%，

0.00%，respectively，which were significantly higher than those using HR⁃HPV or colposcopy alone，and the
differences were statistically significant（P<0.05）. Conclusions HR⁃HPV and TCT combined with colposco⁃
py for cervical biopsy can significantly improve the detection rate of cervical lesions and cervical cancer in the
clinic，at the same time improve the sensitivity and specificity of detection，which is important for early diag⁃
nosis，treatment and Improve prognosis of patients.

［KEY WORDS］ TCT；HR ⁃ HPV；Colposcopy；Cervical cancer；Cervical precancerous lesions；
Screening；Accuracy rate；Misdiagnosis rate

宫颈癌是临床上常见妇科肿瘤，是影响全世

界妇女的第四大最常见的癌症，在组织病理学上

主要分为鳞状细胞癌、腺癌和腺鳞癌。据研究报

道，2018 年约有 57 万例宫颈癌新发病例发生，有

31.1 万例死亡，约占所有癌症相关死亡人数的

3.3%［1］。不同地区宫颈癌的发病率和死亡率不尽

相同，亚洲的发病率大致在 4.1%~17.2%，死亡率约

为 2.1%~10.0%。在过去的十年里，发达国家的宫

颈癌发病率有所下降，而发展中国家的发病率却在

上升，并且有发病年轻化趋势［2］。在中国，宫颈癌

的发病率仅次于乳腺癌，是威胁女性健康的严重

疾病。大量研究结果表明，多数宫颈癌病例是由

于人乳头瘤病毒（Human papilloma virus，HPV）持

续感染引起［3］。宫颈癌存在较长的癌前病变，称

为宫颈上皮内瘤变（Cervical intraepithelial neopla⁃
sia，CIN），早期患者无明显临床症状和体征，极

易发生漏诊和误诊；后期随着 CIN 的进行性发

展，进展至原位癌、早期癌和浸润癌，患者出现明

显临床症状，但患者预后也呈下降趋势［4］。因此，

早发现、早诊断、早治疗对于宫颈癌的治疗和预

后具有重要意义，为临床宫颈癌的早期诊断提供

科学依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院于 2017 年 1 月至 2019 年 12 月门诊

就诊的 1 400例宫颈癌筛查者为研究对象，所有筛

查者均有性生活史，就诊原因包括无症状自行前

来体检、白带异常、接触性出血等。筛查者年龄在

23~69岁，平均年龄为（42.63±5.74）岁。纳入标准：

①无子宫切除史；②筛查者无妊娠；③排除阴道毛

滴虫、假丝酵母菌等感染；④无宫颈上皮内瘤变及

宫颈癌病史；⑤筛查者自愿加入本研究并签署知

情同意书。

1.2 方法

1.2.1 HR⁃HPV检测

采用无菌生理盐水蘸湿棉球，擦去宫颈外口

分泌物后，使用宫颈刷或棉拭子插入宫颈内，顺时

针旋转宫颈刷或棉拭子 3~5 圈采集宫颈分泌物样

本，置于无菌玻璃管后送实验室采用 PCR 方法定

性检测HR⁃HPV。

1.2.2 TCT检查

采用无菌棉球清洁宫颈外口后，使用宫颈细

胞取样刷插入宫颈内约 1 cm 处，顺时针旋转取样

刷 3~5圈以采集宫颈分泌物样本，随后置于细胞保

存液中漂洗摇匀，密封无菌保存编号，送至实验室

进行检查，检查采用新柏氏 2000 全自动制片机进

行制片，选择质量较好的涂片（上皮覆盖率 >
10%），采用 TBS（The Bethesda system）分级系统进

行细胞学诊断［5］：①正常范围或良性反应改变；

②无明确诊断意义的非典型鳞状细胞（Atypical
squamous cells of undetermined significance，ASC⁃
US）；③非典型鳞状上皮细胞（High⁃grade atypical
squamous cells，ASC⁃H）；④低度鳞状上皮内病变

（Low⁃grade squamous intraepithelial lesion，LSIL）；

⑤高度鳞状上皮内病变（Cannot exclude high⁃grade
squamous intraepithelial lesion，HSIL）；⑥SCC；

⑦腺癌（Adenocarcinoma，AC）。ASCUS及以上病

变定为细胞学阳性，以下定为阴性。

1.2.3 电子阴道镜检查

对 HR⁃HPV 阳性、TCT 提示为不典型鳞状细

胞（ASCUS）及以上级别病变（包括 CIN、SCC）的

筛查者行阴道镜检查。检查应于筛查者于月经结

束 3~7天后进行，所有筛查者于检查前 1天禁止进
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行阴道用药、阴道冲洗等操作。检查应由 2名以上

具有 3 年以上电子阴道镜检查经验的主治医师进

行检查和诊断，密切观察有无病灶及病灶的大小、

形态、边界、颜色血管结构及碘反应等。采用 Reid
阴道镜评分指数（reid colposcopic index，RCI）评

分对进行诊断［6］。

1.2.3 宫颈活检

对于 RCI 检查阳性筛查者直接在可疑病变区

域取组织进行活检，对于电子阴道镜图像不规则

的筛查者，可在宫颈 3、6、9、12点位置取组织进行

活检，所有标本送病理科由 2名及以上经验丰富的

病理科医师进行检验。参照《病理学》中宫颈癌的

病变诊断标准［7］。

1.3 观察指标

以宫颈活检病理结果为金标准，对比采用

TCT、TCT+HR⁃HPV、TCT+阴道镜活检、TCT+HR⁃
HPV+阴道镜活检的阳性检出率。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0 对数据进行分析，计数资料以

n（%）的形式表示，采用 c2 检验进行分析，以 P<
0.05表示差异具有统计学意义。

2. 结果

2.1 TCT检查结果

所有 1 400例筛查者接受TCT检查，ASC⁃US及

以上病变阳性检出率为 322（23.00%）。对这 322例

阳性结果检出者进一步进行病理学检查，结果提

示，ASC⁃US 124例，ASC⁃H 73例，LSIL 57例，HSIL
43例，SCC 25例。

2.2 宫颈病变阳性检出率比较

研究结果表明，TCT+HR⁃HPV与 TCT+阴道镜

宫颈活检阳性检出率高于单独使用 TCT的阳性检

出率，差异有统计学意义（P<0.05）；而 TCT+HR⁃
HPV+阴道镜宫颈活检的阳性检测率显著高于其

余 3组，差异均具有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.3 不同检查方法灵敏度、特异度比较

与单独采用 HR⁃HPV、阴道镜检查相比，HR⁃
HPV 联合阴道镜检查对于诊断 ASC⁃US、ASC⁃H、

LSIL 的灵敏度和特异度较高，差异有统计学意义

（P<0.05）；对于诊断 HSIL，HR⁃HPV联合阴道镜检

查的灵敏度和特异度均明显高于单独使用HR⁃HPV
或阴道镜检查，差异有统计学意义（P<0.05）。见

表 2。

3 讨论

大量流行病学资料和实验结果表明，HPV 的

持续感染是导致宫颈癌发生的主要原因［8］，几乎在

所 有 的 宫 颈 癌 标 本 中 都 可 检 测 到 HPV 病 毒

DNA。根据靶组织的不同，HPV 可分为皮肤型和

黏膜型，前者通常感染手和脚等基底上皮细胞，引

起扁平疣等，后者又可分为高危型和低危型［9⁃10］。

HR⁃HPV 主要包括 HPV 16、18、31、33、35、39、45、
51、52、56、58、59、68、73 和 82，任何以上病毒的感

染都可能导致 CIN，进而甚至进展为浸润型宫颈

癌［11］。TCT检查近年来广泛应用于临床上宫颈癌

的筛查，与传统涂片方法相比，TCT操作对患者无

创，取材方便，可以延长标本的储存时间，并且可

以在一定程度上提高涂片质量，但仍存在一些不

分组

HR⁃HPV
阴道镜检查
联合检查

ASC⁃US
灵敏度

81.35
88.64
95.42ab

特异度

20.38
68.54
72.15ab

ASC⁃H
灵敏度

80.6 1
89.52
96.54ab

特异度

21.11
70.34
75.33ab

LSIL
灵敏度

81.22
90.24
98.24ab

特异度

52.34
57.24
65.24ab

HSIL
灵敏度

85.54
100.00
100.00a

特异度

27.34
39.64
41.35a

SCC
灵敏度

100.00
100.00
100.00

特异度

0.00
0.00
0.00

表 2 不同诊断方法对ASC⁃US， ASC⁃H， LSIL， HSIL， SCC诊断的灵敏度、特异度结果对比

Table 2 Comparison of sensitivity and specificity of different diagnostic methods for ASC⁃US，ASC⁃H，LSIL，HSIL，and SCC

注：a：与HR⁃HPV相比，P<0.05；b：与阴道镜检查相比 P<0.05。

分组

TCT
HR⁃HPV

TCT+HR⁃HPV
TCT+阴道镜宫颈活检

TCT+HR⁃HPV+阴道镜
宫颈活检

n
322
322
322
322

322

正常/炎症

198（61.49）
178（55.28）
148（45.96）
101（31.37）

75（23.29）

CIN/SCC
124（38.51）
144（44.72）
174（54.04）a

221（68.63）b

247（76.71）c

表 1 不同诊断方法宫颈病变的阳性检出率对比［n（%）］

Table 1 Comparison of positive detection rates of cervical
lesions by different diagnostic methods［n（%）］

注：a：与 TCT、HR⁃HPV 相比，P<0.05；b：与 TCT+HR⁃HPV 相比，

P<0.05；c：与 TCT+阴道镜宫颈活检相比，P<0.05。
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足，如存在细胞重叠以及有效细胞数量少等问题，

因此可能存在一些假阴性和假阳性［12］。电子阴道

镜在宫颈病变的诊断中具有更准确且直观的优

势，并且可以将病灶图像放大以发现肉眼难以发

现的微小病灶，且在检查诊断过程中不对患者产

生任何创伤，患者接受度较高［13⁃14］。另一方面，对

于可疑的病灶，在电子阴道镜下可直接进行定位

活检，诊断的灵敏度较高，是临床上诊断宫颈病变

和宫颈癌的重要辅助方式。

本研究结果显示 TCT以及电子阴道镜检查都

可用于宫颈癌的筛查，但都存在一定的假阴性和

假阳性，效果不尽理想。结果提示 HR⁃HPV、TCT
配合阴道镜下宫颈活检可以显著提高宫颈病变的

阳性检出率；本研究还进一步分析了不同检测手

段的灵敏度和特异度，结果提示，HR⁃HPV 联合阴

道镜检查对于诊断 ASC⁃US、ASC⁃H、LSIL、HSIL、
SCC 的灵敏度和特异度均明显高于单独使用 HR⁃
HPV 或阴道镜检查，提示联合检测方式可以有效

提高宫颈病变和宫颈癌诊断的灵敏度和特异度，

降低临床漏诊率和误诊率，这与华荃等［15］人的研

究结果一致。

综上所述，HR⁃HPV、TCT 配合阴道镜下宫颈

活检可以综合各种单一检查方法的优势，同时又

相互弥补了存在的不足，可以有效降低临床上的

漏诊率和误诊率，有利于宫颈癌前病变和宫颈癌

的早期发现和早期诊断，这对于改善预后具有重

要意义。
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冠心病心绞痛患者经冠心舒通胶囊治疗后Hcy、FIB
和CRP的变化

戴艺 1 刘丽 1 欧燕 2 周理国 2★

［摘 要］ 目的 分析冠心病心绞痛患者经冠心舒通胶囊治疗后 C 反应蛋白（CRP）、纤维蛋白原

（FIB）、同型半胱氨酸（Hcy）水平变化。方法 选取本院 2019年 4月至 2020年 2月收治且经 CT血管成

像或数字血管造影确诊的 63例冠心病心绞痛患者作为研究对象（冠心病组），另选取同一时期在本院接受

健康体检的 63例体检者作为健康组。比较两组Hcy、FIB及CRP水平及冠心病组患者治疗前后Hcy、FIB
及CRP水平变化，并分析冠心病患者经治疗后预后疗效情况及影响其疗效的相关因素。结果 冠心病组

Hcy、FIB及CRP水平明显高于健康组，差异具有统计学意义（P<0.05）；治疗后冠心病组Hcy、FIB及CRP水

平均低于治疗前，差异具有统计学意义（P<0.05）；冠心病组临床总有效率为 84.13%，显效 33例（52.38%），有

效 20例（31.75%），无效 10例（15.87%）；经非条件多因素 logistic回归模型分析得，年龄、有高血脂症、Hcy、
FIB、CRP水平是影响药物治疗临床疗效差的独立危险因素（P<0.001）。结论 采用冠心舒通胶囊治疗冠心

病心绞痛患者可有效改善其临床症状，降低Hcy、FIB、CRP水平，Hcy、FIB、CRP表达水平与其疗效具有一定

相关性。通过熟悉掌影响疗效的危险因素，积极采取防御措施，可提高患者临床治疗效果。

［关键词］ 冠心病心绞痛；C反应蛋白；纤维蛋白原；同型半胱氨酸；冠心舒通胶囊

Changes of Hcy，FIB and CRP in patients with coronary heart disease and
angina pectoris treated with Guanxinshutong capsules and their correlation
DAI Yi 1，LIU Li1，OU Yan 2，ZHOU Liguo2★

（1. Administrative Office of Chongqing Qijiang District People 􀆳s Hospital，Chongqing，China，401420；
2. Department of Pharmacy，Chongqing Qijiang District People􀆳s Hospital，Chongqing，China，401420）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the changes of C⁃reactive protein（CRP），fibrinogen（FIB），

and homocysteine（Hcy）levels in patients with coronary heart disease and angina pectoris after treatment with
Guanxinshutong Capsules and to analyze the correlation. Methods 63 patients with coronary heart disease
and angina pectoris admitted in our hospital from April 2019 to February 2020 and confirmed by CT angiogra⁃
phy or digital angiography were selected as the research subjects（coronary heart disease group）. Another 63
healthy patients who underwent health examination in our hospital at the same time were selected as the health
group. The levels of Hcy，FIB and CRP in two groups and the changes of Hcy，FIB and CRP levels of patients
in coronary heart disease group before and after treatment were compared. The prognosis of patients with coro⁃
nary heart disease after treatment and related factors affecting its efficacy were analyzed. Results The levels
of Hcy，FIB and CRP in the coronary heart disease group were significantly higher than those in the healthy
group，and the difference between the two groups was statistically significant（P<0.05）. After treatment，the
levels of Hcy，FIB and CRP in the coronary heart disease group were lower than those before treatment（P<
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冠心病指冠状动脉粥样硬化使血管腔狭窄、

阻塞和因冠状动脉功能改变导致心肌缺氧或坏死

而引起的心脏病［1⁃2］。该病的主要病因是冠状动

脉粥样硬化，但有关动脉粥样硬化的原因尚未明

确。冠心病根据病理解剖和病理生理变化的不

同，可分为隐匿型、心绞痛型、心梗型、缺血性心肌

病型及猝死型五种类型［3］。其中冠心病以心绞痛型

最为常见。冠心病患者发生心绞痛时心前区和胸

骨后部都会发生绞痛、闷痛，疼痛还可扩散至颈部、

左肩或手臂，对患者生活造成严重影响［4］。目前临

床多采用药物治疗冠心病心绞痛，其中最为常见的

是美托洛尔。近年来，大量相关研究显示，中医药

剂联合西药治疗在冠心病心绞痛方面具有明显优

势［5⁃6］。故本研究就冠心病心绞痛患者经冠心舒通

胶囊治疗后 C反应蛋白（C⁃reactive protein，CRP）、

纤维蛋白原（Fibrinogen，FIB）、同型半胱氨酸（Ho⁃
mocysteine，Hcy）水平变化及与其疗效的相关性进

行了分析，以此提高对该病的认识与诊治水平。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2019 年 4 月至 2020 年 2 月收治且

经 CT 血管成像或数字血管造影确诊的 63 例冠

心病心绞痛患者作为研究对象（冠心病组）。同

时选取同一时期在本院接受健康体检的 63 例体

检者作为健康组。冠心病组，男性 36 例，女性患

者 27 例，年龄 57~80 岁，平均年龄为（68.41±4.63）
岁；病程 6 个月~5 年；心绞痛程度：轻度 39 例，中

度 24 例。健康组，男性 38 例，女性患者 25 例，年

龄 56~81 岁，平均年龄为（68.54±4.16）岁。两组性

别、年龄等一般资料比较差异无统计学意义（P>
0.05），具有可比性。

纳入标准：①无其他严重疾病患者；②所有患

者均自愿参与本次研究，且签署书面知情同意书；

③无房颤、早搏等心律失常；④无心衰、哮喘。排

除标准：①合并认知功能、神经功能障碍者；②长

期药物依赖史者；③严重肝肾功能不全者；④凝血

功能差。

1.2 方法

1.2.1 药物治疗

冠心病患者采用经皮冠状动脉介入治疗并加

用冠心舒通胶囊（陕西步长制药有效公司，国药准

字 Z20020055）治疗，口服，3粒/次，3次/d。连续给

药 6周。

1.2.2 炎性因子检测

检查前禁食 8 h以上，于次日清晨抽取受检者

3 mL 静脉血，抗凝、离心，随后将分离的血浆置-
20℃保存。CRP采用免疫比浊法，使用BECKMAN
公司生产的Array 360 System及其相应试剂盒进行

测定；Hcy 采用自动化的荧光偏振免疫法，使用美

国雅培公司生产的 AbbotlMx 自动免疫分析仪及

其相应试剂盒进行检测；FIB 采用凝固法，使用

ORCANON TEKNI⁃KA 公司生产的血凝分析仪和

四川迈克生物科技股份有限公司的相应试剂盒进

行检测。具体操作方法严格按照说明书进行。

1.3 观察指标

比较冠心病组与健康组 Hcy、FIB 及 CRP 水

平。比较冠心病组患者治疗前后Hcy、FIB及 CRP
水平变化。分析冠心病患者经治疗后预后疗效情

况为显效、有效、无效［7］。分析药物治疗后影响其

疗效的相关因素。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 12.0 软件进行分析，计量资料采用

（x ± s）描述，采用 t检验；计数资料采用 n（%）表示；

0.05）. In the coronary heart disease group，the total clinical effective rate was 87.30%，33 cases were signifi⁃
cantly effective（52.38%），20 cases were effective（31.75%），and 10 cases were ineffective（15.83%）. Anal⁃
ysis by non⁃conditional multi ⁃ factor logistic regression model showed that age，hyperlipidemia，Hcy，FIB，

and CRP levels were independent risk factors affecting the poor clinical efficacy of drug treatment（P<0.001）.
Conclusion The treatment of patients with coronary heart disease and angina pectoris with Guanxinshutong
capsules can effectively improve their clinical symptoms and reduce the levels of Hcy，FIB and CRP. The ex⁃
pression levels of Hcy，FIB and CRP have a certain correlation with their efficacy. By familiarizing with the
risk factors that affect the efficacy，and actively taking defensive measures，the clinical treatment effect of pa⁃
tients can be improved.

［KEY WORDS］ Coronary heart disease and angina pectoris；C⁃reactive protein；Fibrinogen；Homo⁃
cysteine；Guanxinshutong capsule
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采用 c2检验，多元 Logistic回归分析影响冠心病心

绞痛患者临床疗效的独立危险因素，以 P<0.05 表

示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组Hcy、FIB及CRP水平比较

冠心病组Hcy、FIB及 CRP水平明显高于健康

组，两组比较差异具有统计学意义（P<0.05），见

表 1。

2.2 冠心病组患者药物治疗前后 Hcy、FIB 及

CRP水平变化

治疗后，冠心病组患者 Hcy、FIB 及 CRP 水平

均较治疗前降低，治疗前后 Hcy、FIB 及 CRP 水

平比较差异具有统计学意义（P<0.05），见表 2。

2.3 冠心病组患者临床疗效分析

治疗后，冠心病组总有效率为 84.13%，其中显

效 33例（52.38%），有效 20例（31.75%），无效 10例

（15.87%）。

2.4 影响药物治疗预后疗效因素的单因素分析

预后疗效良好患者年龄、有无高血脂症、Hcy、
FIB 及 CRP 水平与预后疗效差患者比较差异具有

统计学意义（P<0.05），但两组性别、病程及有无酗

酒史、吸烟史比较差异无统计学意义（P>0.05）。

见表 3。

2.5 影响药物治疗预后疗效因素的多因素分析

经非条件多因素 logistic回归模型分析，年龄、

有高血脂症、Hcy、FIB、CRP 水平是影响药物治疗

预后疗效差的独立危险因素。见表 4。

3 讨论

心绞痛是冠心病常见、最典型的临床症状之

一，是因冠状动脉粥样硬化引起的管腔狭窄或痉

挛，导致冠状动脉扩张性减弱，血流量减少所

致［8⁃9］。冠状动脉粥样硬化的发生、发展是一个较

为复杂的过程，多种致病因素均可导致动脉内皮

损坏、功能异常。血液中的炎性因子水平、血尿酸

及胆固醇等异常变化在冠状动脉粥样硬化发生与

发展过程中具有重要意义［10］。Hcy 是蛋氨酸代谢

产生的一种含硫氨基酸，是目前医学领域研究的

热点之一，被医学界认为是心血管疾病新的独立

的致病因子［11］。Hcy 浓度升高可形成同型半胱氨

酸基内酯，与低密度的脂蛋白结合后，会形成复合

体，最后在巨噬细胞吞噬作用下，堆积形成粥样硬

化斑块泡沫细胞；同时，Hcy可发生自发氧化，损伤

内皮细胞，氧化低密度、低脂肪的蛋白，导致发生

缺氧情况，促进冠状动脉粥样硬化发生［12］。

药物治疗是临床上治疗冠心病的常用方法，其

中以美托洛尔较为常见，其可有效抑制患者体内脂

组别

冠心病组（n=63）
健康组（n=63）

t值
P值

Hcy（μmol /L）
15.69±5.27
8.37±2.09
10.248
0.001

FIB（g/L）
4.32±1.36
2.74±1.03

7.351
0.001

CRP（mg/L）
6.45±3.44
1.98±0.87

9.999
0.001

表 1 两组Hcy、FIB及CRP水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of Hcy，FIB and CRP levels between
the 2 groups（x ± s）

因素

性别

年龄

病程

高血脂症

酗酒史

吸烟史

Hcy（μmol /L）

FIB（g/L）

CRP（mg/L）

男
女

≥70岁
<70岁
≥3年
＜3年
有
无
有
无
有
无

≥7.89
<7.89
≥2.06
<2.06
≥3.22
<3.22

预后疗效
良好

（n=53）
29（54.72）
24（45.28）
19（35.85）
34（64.15）
23（46.40）
30（56.60）
16（30.19）
38（71.70）
29（54.72）
24（45.28）
25（47.17）
28（52.83）
18（33.96）
35（66.04）
21（39.62）
32（60.38）
24（45.28）
29（54.72）

预后疗
效差

（n=10）
7（70.00）
3（30.00）
8（80.00）
2（20.00）
6（60.00）
4（40.00）
7（70.00）
3（30.00）
5（50.00）
5（50.00）
6（60.00）
4（40.00）
8（80.00）
2（20.00）
8（80.00）
2（20.00）
9（90.00）
1（10.00）

c2值

0.802

6.696

0.934

5.752

0.075

0.554

7.256

5.521

6.744

P值

0.370

0.010

0.334

0.016

0.784

0.457

0.007

0.019

0.009

表 3 影响药物治疗预后疗效因素的单因素分析［n（%）］

Table 3 Single factor analysis of factors influencing the
prognosis of drug treatment［n（%）］

表 2 冠心病组患者药物治疗前后Hcy、FIB及CRP水平

变化（x ± s）

Table 2 Changes of Hcy，FIB and CRP in patients with
coronary heart disease before and after drug treatment（x ± s）

组别

Hcy（μmol /L）
FIB（g/L）

CRP（mg/L）

观察组（n=63）
治疗前

15.69±5.27
4.32±1.36
6.45±3.44

治疗后

10.42±3.08
3.52±1.14
2.25±1.13

t值

6.853
3.578
9.207

P值

0.001
0.001
0.001
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变量

年龄≥70岁
有高血脂症

Hcy≥7.89 μmol/L
FIB≥2.06 g/L

CRP≥3.22 mg/L

回归系数

0.624
0.815
0.715
0.447
0.469

标准误

0.243
0.264
0.256
0.172
0.192

Wald/c2值

4.783
10.382
7.048
5.668
8.147

P值

<0.05
<0.01
<0.01
<0.05
<0.01

OR（95%CI）值

1.900
2.259
2.044
1.564
1.598

1.180~3.060
1.347~3.790
1.238~3.376
1.116~2.194
1.097~2.329

表 4 影响药物治疗预后疗效因素的 logistic多因素分析

Table 4 logistic multivariate analysis of the factors influencing the prognosis of drug treatment

肪的分解，降低游离脂肪酸，具有负性变力和变时

作用，可有效降低心脏能量的需求；同时美托洛尔

可通过降低心率、心排出量、改善心肌缺血及灌注

等，使心绞痛症状得以缓解。但目前仅单用西药治

疗冠心病的疗效不理想，且长期使用药物可产生一

系列不良反应，导致治疗效果受到影响。冠心舒通

胶囊是蒙医药名族的一种药剂。全方共五味，广

枣、丹参行气活血化瘀，丁香协冰片止痛，冰片协天

竺黄开窍。五药相合，以散为主，共奏活血化瘀、通

经活络、行气止痛之功，而达到治疗冠心病心绞痛的

目的。徐玲等研究者［13］对冠心病冠状动脉粥样硬化

发生的危险因素进行了多因素 Logistic分析，结果

显示男性、吸烟史、糖尿病、LDL⁃C>3.1 mmol/L、

高血压均是发生冠心病的独立危险因素。

既往研究发现，Hcy、FIB、CRP 水平均与动脉

粥样硬化、冠心病的发生及其严重程度密切相关，

临床因经常将上述因子作为治疗后的动态监测指

标［14］。Hcy 水平过高可作为早期筛查冠心病心绞

痛的重要指标，能够明确高危人群，进而及时给予

干预［15］。FIB 是一种由肝脏合成的具有凝血功能

的蛋白质，其与纤维素和粥样斑块形成的关系极

为密切。CRP 是一种能在 Ca+存在时与肺炎链球

菌的荚膜 C多糖结合的蛋白质，具有促进吞噬、调

理免疫及激活补体的作用。

综上所述，采用冠心舒通胶囊治疗冠心病心绞

痛患者可有效改善其临床症状，降低Hcy、FIB、CRP
水平；Hcy、FIB、CRP水平表达情况与其疗效具有一

定相关性，通过熟悉掌影响疗效的危险因素，积极

采取防御措施，可提高患者临床治疗效果。
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RDW、DD联合抗CCP抗体检测对RA诊断及病情活
动的价值分析

杨波 徐磊 贾伟 王霜★

［摘 要］ 目的 分析红细胞分布宽度（RDW）、D⁃二聚体（DD）联合抗环瓜氨酸肽（CCP）抗体检测

对类风湿性关节炎患者诊断及病情活动评估的应用价值。方法 选取 2019年 1月至 2020年 1月于本院

收治的 45例类风湿性关节炎患者作为研究组对象，再选取 36例同时间段进行健康体检的非类风湿性关

节炎的人群作为对照组，对比两组人群的 RDW、DD及抗 CCP抗体水平，分析这三项指标在类风湿性关

节炎患者的诊断及病情活动程度评估的应用价值。结果 研究组 RDW、DD及抗 CCP抗体对照组显著

高于（P<0.05）；RDW、DD、CCP抗体的单一检测的特异性和灵敏性均显著低于三者联合检测；类风湿性

关节炎病情活动期的 RDW、DD及抗 CCP抗体均显著高于病情稳定期（P<0.05）；经 Spearman相关分析，

风湿性关节炎患者的 RDW、DD及抗 CCP抗体与患者病情活动程度呈正相关（P<0.05）。结论 类风湿

性关节炎患者的RDW、DD及抗CCP抗体含量与患者的活动程度存在明显的相关性，三者联合检测对该

疾病的诊断具有重要价值，值得推广应用。

［关键词］ 类风湿性关节炎；红细胞分布宽度；D⁃二聚体；抗环瓜氨酸肽抗体

Analysis on the value of RDW and DD combined with of anti⁃CCP antibodies
in the diagnosis of RA and in the evaluation of disease activity
YANG Bo，XU Lei，JIA Wei，WANG Shuang★

（Department of Nephrology，Endocrinology and Rheumatology，960 Hospital of the People􀆳s Liberation Ar⁃
my，Zibo，Shandong，China，255300）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the application value of red blood cell distribution width
（RDW），D⁃dimer（DD）combined with anti⁃cyclic citrulline peptide antibody（anti⁃CCP antibody）in the diag⁃
nosis of rheumatoid arthritis（RA）and in the evaluation of disease activity of patients. Method 45 patients
with rheumatoid arthritis treated in our hospital from January 2019 to January 2020 were selected as the study
group，and 36 patients without rheumatoid arthritis who underwent physical examination at the same time were
selected as the control group. The expression levels of RDW，DD and anti ⁃CCP antibodies between the two
groups were measured and compared，and the application value of these three indicators in the diagnosis of
rheumatoid arthritis and in the evaluation of disease activity of patients was analyzed. Results The RDW，

DD，and anti⁃CCP antibodies in the study group were significantly lower than those in the control group（P<
0.05）. The specificity and sensitivity of RDW，DD，and CCP antibodies alone were all significantly lower
than those of the combined examination of them. The RDW，DD，and anti ⁃CCP antibodies of patients with
rheumatoid arthritis in the active stage were significantly higher than those in the stable stage（P<0.05）. Ac⁃
cording to Spearman correlation analysis，RDW，DD and anti⁃CCP antibodies in patients with rheumatoid ar⁃
thritis were positively correlated with patients 􀆳 disease activity（P<0.05）. Conclusion The levels of RDW，

DD，and anti⁃CCP antibodies in patients with rheumatoid arthritis has a significant correlation with the patient􀆳s
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activity level. The combined detection of them has important value in the diagnosis of the disease and is worthy
of popularization and application.

［KEY WORDS］ Rheumatoid arthritis；Red blood cell distribution width；D⁃dimer；Anti⁃cyclic citrulli⁃
nated peptide antibody

类风湿性关节炎（Rheumatoid Arthritis，RA）是

一种致使周围关节受累的多系统性炎症性疾病，患

有该疾病的患者大多表现为对称性周围性多个关节

出现慢性炎症病变，例如关节疼痛、肿胀等，该疾病

引起的病变一般持续时间长，且反复发作，对患者的

生活质量及相关活动功能造成了严重影响［1］。红细

胞分布宽度（Red blood cell distribution width，RDW）

的检查在临床上常应用于诊断贫血，有相关研究发

现贫血的发生与心脑血管疾病的发生及预后存在着

重要联系，而RA患者被证实患心脑血管疾病的概率

远远高于正常人［2］。D⁃二聚体（D⁃dimer，DD）则是一

种可动态监测血栓变化的分子，有学者认为该分子

的异常也是RA患者的心脑血管发生病变的危险因

素之一［3］。而抗环瓜氨酸肽（Anti⁃cyclic citrullinated
peptide antibody，CCP）抗体则是一种用于诊断 RA
的重要指标之一，具有较高的特异性，在RA的早期

即可被检测出来［4］。故本研究通过对类风湿性关节

炎患者的RDW、DD及抗CCP抗体的检测来分析其

含量及方法对患者的诊断以及病情活动程度的评估

价值，并获得相关成果，现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院于 2019年 1月至 2020年 1月收治的

45例类风湿性关节炎患者作为研究对象，患者均出

现了关节肿胀、疼痛等症状，其中男 16人，女 29人，

年龄 20~74岁，平均（45.49±13.41）岁。再选取同时

间段进行健康体检的非类风湿性关节炎的人群 36
例作为对照组，包括男 13 人，女 23 人，年龄 21~75
岁，平均（46.03±13.17）岁。两组患者一般资料的比

较差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

纳入标准：①所有患者均经相关检查符合类

风湿性关节炎的诊断标准［5］；②本研究通过医院伦

理会审批；③临床资料完整；④均自愿参加本次研

究，并签署相关协议。排除标准：①存在其他系统

疾病或恶性肿瘤等疾病患者；②伴随严重心、肝、

肾功能不全患者；③合并有免疫系统的其他疾病

患者；④在研究中途要求退出的患者。

1.2 方法

所有受检者在入院后和抽取 3 mL 清晨空腹

静脉血，加入枸橼酸钠予以抗凝处理，进行 3 000 r/
min离心 10 min后取上清液放置于-20℃恒温箱中

待检。通过选用日本东亚公司生产的 SYSMEX
XS⁃1000i 全自动分析仪，并使用其配套试剂盒对

RDW 水平含量予以测定；采用酶联免疫吸附法、

使用北京欧蒙医学诊断技术有限公司生产的试剂

对抗 CCP 抗体水平进行测定。通过使用日本

SYSMEX公司生产的 CA700血凝仪及其配套试剂

盒严格按照其说明书对DD的水平予以检测。

1.3 观察指标

对比两组人群的 RDW、DD、抗 CCP 抗体水

平；对比研究组患者 RDW、DD、抗 CCP 抗体的阳

性率情况；对比研究组患者 RDW、DD、抗 CCP 抗

体诊断 RA灵敏性及特异性情况；对比不同病情活

动程度RA患者RDW、DD、抗CCP抗体表达水平；

RA 患者的 RDW、DD、抗 CCP 抗体的表达的相关

性分析。

1.4 判定标准

①RDW≥14.6%，DD≥0.55 μg/mL，抗 CCP 抗

体>17 U/mL 即为阳性［6］。②3 项检测中出现两项

指标异常即可诊断为 RA［7］。根据类风湿性关节炎

活动评分（DAS28）量表进行判定［8］：对患者 28 个

关节的肿胀及压痛程度进行评估，若计算数值评

分>2.6 分即为病情活动组，若评分≤2.6 分即为病

情稳定组。

1.5 统计学方法

应用 SPSS 18.0软件对数据进行分析。计量资

料以（x± s）表示，采用 t检验；各项计数资料以 n（%）

表示，采用 c2检验。相关性分析运用 Spearman 相

关进行分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组人群 RDW、DD、抗 CCP 抗体表达水平

情况

研究组 RDW、DD、抗 CCP抗体水平显著高于

对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
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组别

研究组

对照组

t值
P值

n

45
36
-
-

RDW
（%）

16.35±4.27
4.57±2.19
15.034
<0.001

DD
（μg/mL）

275.89±67.58
136.01±35.16

11.251
<0.001

抗CCP抗体
（μg/mL）
76.42±13.27
2.81±2.05
31.983
<0.001

表 1 两组RDW、DD、抗CCP抗体表达水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison on expression levels of RDW，DD and
anti CCP antibody between 2 groups（x ± s）

2.2 研究组 RDW、DD、抗 CCP 抗体检测灵敏性

及特异性情况

RDW、DD、抗 CCP 抗体以及三者联合检测

中，联合检测的灵敏性及特异性均明显高于单一

检测。见表 2。

2.3 不同病情活动程度 RA 患者 RDW、DD、抗

CCP抗体水平情况

经 DAS28 评估，研究组患者中有病情稳定患

者 25例，病情活动患者 20例。且病情活动组患者

的 RDW、DD、抗 CCP抗体均明显高于病情稳定组

（P<0.05）。见表 3。

2.5 RA 患者 RDW、DD、抗 CCP 抗体表达水平与

病情活动程度的相关性

经 Spearman相关进行分析，RA患者 RDW（r=
0.499，P=0.25）、DD（r=0.324，P=0.031）、抗 CCP 抗

体表达水平与与病情活动程度呈正相关（P<
0.05）。（r=0.458，P=0.028）。

3 讨论

RA 是一种以小关节病变为主的慢性、对称

性、最终对人体关节造成变形的全身性、系统性的

自身免疫性疾病，具有较高的致残率，我国是 RA
的高发地区，目前大约有 400~500 万人患有该疾

病，发病率约占 0.32%~0.36%［9］。

RDW 是反映红细胞体积异质性的参指标数，

影响 RDW异常的原因有许多，其中炎症和氧化应

激反应是导致RDW上升的重要因素［10］。有相关试

验证实，RA患者体内的氧化应激反应均明显高于

正常水平，但仍未达到活性氧诱导发生氧化损伤的

水平，这样在一定程度上说明了氧化应激反应参与

了RA患者关节病变的过程，而在RA病变过程中，

患者体内发生的炎性反应将是RDW升高［11］。本研

究结果提示RA患者存在RDW的异常情况。

DD是一种特异性降解产物，是纤维蛋白单体

经 XⅢ、Ca2+交联后形成稳定的交联纤维蛋白，然

后再经过纤溶酶水解产生的，该分子在临床上常

应用于血栓的检测［12］。且有学者证实 DD 的升高

可对体内纤溶酶及凝血酶的活性有效反应［13］。也

有国外文献显示，炎性反应在一定水平下可诱导

凝血功能的异常，使凝血反应加重，而血栓的形成

对炎性反应的发生密切相关［14］。故当RA患者DD
水平上升也提示着患者体内存在纤溶酶及凝血酶

活性异常激活［15］。本研究有效的证实到了这一

点，临床上可根据其含量对 RA患者凝血功能及炎

性反应进行预测。

且本研究发现三者联合检测的特异性及灵敏

性均显著高于上述指标单独检测，这提示了 RA
患者的体内存在 RDW、DD、抗 CCP 抗体的异常

升高，可通过对其联合检测提高对该疾病的准确

性，以减少疾病的误诊误治情况，及时的对患者

进行治疗［16］。同时本研究还发现，RDW、DD、抗

CCP抗体的变化与患者病情活动程度呈正相关关

系，上述指标的上升提示患者病情处于活动

状态。

综上所述，RDW、DD联合抗 CCP抗体检测对

RA 的诊断灵敏性、特异性高，其水平与患者的病

情活动程度具有一定的相关性，临床上可根据起

变化对患者的诊断、治疗提供参考依据。

检测方法

RDW
DD

抗CCP抗体

RDW+DD+抗CCP抗体联合

灵敏性（%）

84.44
82.22
71.11
95.56

特异性（%）

73.50
78.44
97.13
97.45

表 2 研究组RDW、DD、抗CCP抗体检测情况比较

Table 2 Comparison of detection of RDW，DD and anti
CCP antibody in the study group

组别

病情稳定组

病情活动组

t值
P值

n

25
20
-
-

RDW
（%）

12.46±3.89
17.73±4.51

4.207
<0.001

DD
（μg/mL）

159.64±37.55
289.63±68.07

8.139
<0.001

抗CCP抗体
（μg/mL）
10.97±4.23
78.78±13.51

23.742
<0.001

表 3 不同病情活动程度 RA患者RDW、DD、抗CCP抗体

水平情况比较（x ± s）

Table 3 Comparison on RDW，DD and anti CCP antibody
levels of RA patients in different disease activity（x ± s）
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血清E2、P1NP水平对绝经后骨质疏松性腰椎骨折风
险的预测价值

方兵★ 程翰林 虞红林 程杰 曹京 李要争 洪宇

［摘 要］ 目的 探究血清雌二醇（E2）、Ⅰ型原胶原氨基端肽（P1NP）水平对绝经后骨质疏松性合

并腰椎骨折风险的预测价值。方法 选取 2015年 8月至 2018年 8月在本院就诊的 62例绝经后骨质疏

松性腰椎骨折患者作为骨折组，另取同期绝经后骨质疏松无腰椎骨折患者 62例作为非骨折组。采用X
射线骨密度仪检测两组患者髋部及腰部骨密度（BMD），并采用电化学法发光法检测其血清 E2及 P1NP
水平。采用 Logistic 回归分析探究影响绝经后骨质疏松性腰椎骨折的危险因素，利用受试者工作曲线

（ROC曲线）分析血清 E2及 P1NP对绝经后骨质疏松性腰椎骨折风险的预测价值。结果 两组患者髋部

及腰部 BMD差异无统计学意义（P>0.05）。骨折组血清 E2水平明显低于非骨折组，血清 P1NP水平明显

高于非骨折组（P<0.05）。Logistic回归分析显示低水平 E2及高水平是导致绝经后骨质疏松性腰椎骨折

的独立危险因素（P<0.05）。血清 E2 及 P1NP 联合诊断绝经后骨质疏松性合并腰椎骨折时受试者工作

（ROC）曲线下面积（AUC）为 0.836，高于两者单独检测时的 AUC（0.765 和 0.773，P<0.05）。结论 血清

E2、P1NP水平与绝经后骨质疏松性腰椎骨折的发生密切相关，两者联合检测用于预测绝经后骨质疏松

性腰椎骨折风险具有很高的价值。

［关键词］ 雌二醇；Ⅰ型原胶原氨基端肽；绝经；骨质疏松；腰椎骨折

The predictive value of serum E2 and P1NP levels in the risk of osteoporotic
lumbar fractures in postmenopausal women
FANG Bing★，CHENG Hanlin，YU Honglin，CHENG Jie，CAO Jing，LI Yaozheng，HONG Yu
（Department of Orthopaedics，Huangshan Shoukang Hospital，Huangshan，Anhui，China，245000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the predictive value of serum estradiol（E2）and procollagen
type 1 amino⁃terminal propeptide（P1NP）levels in the risk of osteoporosis combined with lumbar fractures in
postmenopausal women. Methods A total of 62 patients with osteoporotic lumbar fractures after menopause
who were diagnosed in the hospital from August 2015 to August 2018 were enrolled as fracture group. 62 pa⁃
tients with osteoporosis but without lumbar fractures after menopause in the same period were included as non⁃
fracture group. The bone mineral density（BMD）at hip and lumbar of both groups were detected by X⁃ray
bone sonometers. The serum E2 and P1NP levels were detected by electrochemistry method and luminescence
method. The logistic regression analysis was used to explore the risk factors affecting postmenopausal osteopo⁃
rotic lumbar fractures，and the receiver operating curve（ROC curve）was used to analyze the predictive value
of serum E2 and P1NP on the risk of postmenopausal osteoporotic lumbar fractures. Results There was no
significant difference in hip or lumbar BMD between the two groups（P>0.05）. Serum E2 level in fracture
group was significantly lower than that in non⁃fracture group，while serum P1NP level was significantly higher
than that in non⁃ fracture group（P<0.05）. The logistic regression analysis showed that low levels of E2 and
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high levels were independent risk factors for postmenopausal osteoporotic lumbar fractures（P<0.05）. The area

under the receiver operating characteristic（ROC）curve（AUC）of serum E2 and P1NP for the diagnosis of

osteoporosis combined with lumbar fracture after menopause was 0.836，which was higher than that of either

of the two（0.765 and 0.773，P<0.05）. Conclusion Serum E2 and P1NP levels are closely related to the oc⁃

currence of osteoporotic lumbar fractures after menopause. The combined detection of the two is of high value

in predicting risk of osteoporotic lumbar fractures after menopause.

［KEY WORDS］ Estradiol；Procollagen type 1 amino⁃terminal propeptide；Menopause；Osteoporosis；

Lumbar fracture

骨质疏松症是临床常见一种慢性疾病，其特

征主要表现为骨代谢物增加，骨密度（Bone mineral
density，BMD）下降，骨脆性增加，易导致骨折的发

生［1］。绝经后妇女由于卵巢功能衰退，雌激素含量

下降，导致骨形成及骨吸收的平衡被破坏，因而极

易受到骨质疏松及其相伴随的骨折的困扰［2］。因

此，对于绝经后妇女，预测及诊断骨质疏松性骨折

显得尤为重要。目前，临床多采用检测 BMD的方

式的预测及诊断骨质疏松性骨折，但是该诊断方式

不适用于短期随访监测，且诊断准确率不高［3］。雌

二醇（Estradiol，E2）是机体最主要的雌激素，是促进

女性体内外生殖器官发育，维持女性功能及第二性

征的重要激素［4］。研究显示，血清E2水平是影响绝

经后女性 BMD的一个独立因素，与绝经后女性骨

质疏松性骨折的发生密切相关［5］。Ⅰ型原胶原氨基

端肽（Procollagen Type1Intact N⁃terminalPropeptide，
P1NP）作为骨代谢生化指标之一，可在短期内反映

Ⅰ型胶原和成速率和成骨活性，对预测骨质疏松性

骨折风险具有重要的参考价值［6］。本研究对绝经后

骨质疏松性腰椎骨折患者血清 E2、P1NP的水平进

行检测，探究血清E2、P1NP及两者联合检测对绝经

后骨质疏松性腰椎骨折风险的预测价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015年 8月至 2018年 8月在本院就诊的

62 例绝经后骨质疏松性腰椎骨折患者作为骨折

组，另取同期绝经后骨质疏松无腰椎骨折患者 62
例作为非骨折组。

1.2 诊断标准

骨质疏松症：采用 Peodig 型双能 X 射线骨密

度仪（美国通用医疗器械公司）对各患者骨密度进

行测量，符合世界卫生组织（WHO）颁布的骨质疏

松诊断标准［7］。

1.3 纳入标准与排除标准

纳入标准：①符合上述骨质疏松诊断标准；②为

原发性绝经；③骨折组患者符合绝经后骨质疏松性

腰椎骨折诊断标准且为腰椎新鲜骨折；④资料完整；

⑤经本院伦理委员会批准。排除标准：①合并讨糖

尿病、高血压及心血管疾病者；②接受腰椎手术或

存在由车祸、跌落等创伤引起的腰椎压缩性骨折

者；③合并心、肝、肾等重要器官功能不全者；④服用

激素及抗骨质疏松药物者；⑤合并骨肿瘤等影响骨

代谢疾病者；⑥合并甲状旁腺功能亢进、类风湿性关

节炎等代谢性疾病者。所有患者知情并同意参与本

研究，且已签署知情同意书。

1.4 检测指标

1.4.1 髋部及腰部BMD测定

采用 Peodig 型双能 X 射线骨密度仪（美国通

用医疗器械公司）分别检测两组患者的髋部及腰

部BMD。

1.4.2 血清 E2及 P1NP水平检测

分别抽取各患者外周空腹静脉血 5 mL，经离心

（3 000 r/min，5 min）后分离血清。采用电化学法发

光法利用电化学发光仪（美国罗氏公司）及其配套

检测试剂盒测定各患者血清 E2、P1NP、β⁃I型胶原

羧基端肽（β⁃Carboxyl terminal peptide，β⁃CTX）、骨

胶原 N端中分子片段（Molecular fragment of osteo⁃
calcin N terminal，N⁃MID）、25⁃羟基维生素D（25⁃hy⁃
droxyvitamin D，25⁃（OH）VitD）水平。采用速率法

测定钙离子（Calcium ion，Ca2+）水平。

1.5 统计学方法

利用 SPSS20.0 软件处理数据，计量资料采用

（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验。采用 Logistic
回归模型分析绝经后骨质疏松患者腰椎骨折的影

响因素。血清 E2、P1NP及两者联合的诊断价值采

用 ROC 曲线分析。以 P<0.05 为差异具有统计学

意义。
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2 结果

2.1 两组患者一般资料比较

两组患者年龄、身高、体重及体重指数（Body
mass index，BMI）、髋部及腰部BMD等一般资料比

较，差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。
2.2 两组患者血清 E2及 P1NP水平比较

骨折组患者血清 E2水平明显低于非骨折组患

者，血清 P1NP 水平明显高于非骨折组，差异均具

有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

组别

非骨折组

骨折组

t值
P值

n
62
62

年龄（岁）

68.27±7.25
68.97±8.33

0.499
0.619

身高（cm）
155.26±5.33
156.34±4.87

1.178
0.241

体重（kg）
60.37±5.54
59.64±6.03

0.702
0.484

BMI（kg/m2）

26.35±3.36
26.52±4.54

0.237
0.813

髋部BMD（g/cm2）

0.57±0.05
0.56±0.04

1.230
0.221

腰部BMD（g/cm2）

0.68±0.05
0.69±0.06

1.008
0.315

表 1 两组患者一般资料比较（x± s）

Table 1 Comparison of general data between the 2 groups（x± s）

组别

非骨折组
骨折组
t值
P值

n
62
62

E2（pg/mL）
20.23±2.92
17.56±2.03

5.712
0.000

P1NP（ng/mL）
39.76±14.27
58.36±15.47

8.546
0.000

表 2 两组患者血清 E2及 P1NP水平比较

Table 2 Comparison of serum E2 and P1NP levels between
the 2 groups（x ± s）

因素

E2
P1NP
β⁃CTX

25⁃（OH）
VitD

b值

-0.352
0.621
0.498

-0.275

SE值

0.151
0.203
0.225

0.127

Wald/
c2值

5.434
9.358
4.899

4.689

OR值

0.703
1.861
1.645

0.760

P值

0.020
0.002
0.027

0.031

95%CI

0.523~0.946
1.250~2.770
1.059~1.645

0.592~0.974

表 4 绝经后骨质疏松患者发生腰椎骨多因素回归分析

Table 4 Multivariate regression analysis of lumbar spine in
postmenopausal osteoporosis patients

2.4 两组患者骨代谢指标比较

两组患者血清 N⁃MID、Ca2+水平无明显差异

（P>0.05）；骨折组患者血清 β⁃CTX 水平高于非骨

折组（P<0.05），血清 25⁃（OH）VitD 低于非骨折组

（P<0.05）。见表 3。

2.5 绝经后骨质疏松患者发生腰椎骨多因素回归

分析

以是否发生腰椎骨折为应变量，以上述分析

中两组存在明显差异的因素（血清 E2、P1NP、β ⁃
CTX、25⁃（OH）VitD）为自变量，进行 Logstic 多元

回归分析，结果显示高水平血清 P1NP、β⁃CTX 及

低水平血清 E2、25⁃（OH）VitD 是绝经后骨质疏松

患者发生腰椎骨折的独立危险因素（P<0.05）。见

表 4。

2.6 血清 E2 及 P1NP 水平预测绝经后骨质疏松

性腰椎骨折的价值

血清 E2联合 P1NP诊断绝经后骨质疏松性腰

椎骨折时 ROC 曲线下面积，高于血清 E2 或 P1NP
单独诊断时ROC曲线下面积（P<0.05）。见图 1。

组别

非骨折组

骨折组

t值
P值

n

62
62

β⁃CTX
（ng/mL）

0.44±0.21
0.59±0.23

3.792
0.000

N⁃MID
（ng/mL）

19.82±4.31
21.26±5.27

1.665
0.098

25⁃(OH)VitD
（ng/mL）

25.63±7.39
20.49±6.12

4.218
0.000

Ca2+

（ng/mL）

2.31±0.15
2.28±0.13

1.190
0.236

表 3 两组患者骨代谢指标比较（x ± s）

Table 3 Comparison of bone metabolism indexes between
the 2 groups of patients（x ± s）

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1⁃特异性

曲线源
血清 P1NP
血清 E2
联合诊断
参考线

ROC曲线

图 1 血清 E2、P1NP及两者联合诊断绝经后骨质疏松性

腰椎骨折的 ROC曲线

Figure 1 ROC curve of serum E2，P1NP and their
combination in the diagnosis of postmenopausal osteoporotic

lumbar fracture
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3 讨论

女性在绝经后，由于卵巢功能衰退，雌激素缺

乏，使得骨代谢中骨形成及骨吸收的平衡被破坏，

导致骨磷代谢失调，造成骨质疏松［8］。临床研究显

示，骨质疏松是引起腰椎骨折的独立危险因素，而

腰椎骨折会引起疼痛及肺部感染等并发症，严重影

响绝经后妇女的生命健康及生活质量［9］。由于

BMD与绝经后发生骨质疏松性腰椎骨折的风险负

相关，临床多通过监测 BMD预测绝经后发生骨质

疏松性腰椎骨折的风险［10］。但是，BMD降低只有

在患者骨丢失量达到一定程度时才得以体现，无法

及时、有效的反映机体骨代谢情况，用于预测绝经

后妇女骨质疏松性腰椎骨折时准确率较低［11］。在

本研究中，两组患者髋部及腰部 BMD比较均无明

显差异，进一步证实采用 BMD作为诊断指标预测

绝经后妇女骨质疏松性腰椎骨折风险准确性较差。

雌激素减少是导致绝经后妇女骨质疏松发生

的主要原因。Xu等［12］研显示，绝经前切除双侧卵

巢者可使失骨过程加快，BMD降低，易于引发骨质

疏松。而这一结果提示雌激素含量与骨质疏松密

切相关。E2是维持女性功能及第二性征最主要的

雌激素［13］。本研究结果显示，骨折组血清E2水平明

显低于非骨折组，提示雌激素含量不仅与绝经后骨

质疏松的发生相关，还与绝经后骨质疏松性腰椎骨

折的发生相关。成骨细胞及破骨细胞中均有 E2受

体，E2可通过提升成骨细胞活性促进骨形成，亦可

通过抑制破骨细胞活性骨抑制吸收，从而调节机体

骨代谢［14］。而对于绝经后骨质疏松症患者，当其体

内血清 E2含量降低时，骨吸收大于骨形成，造成骨

量显著降低，从而增加并发腰椎骨折的风险［7］。本

研究多元回归分析结果显示低水平 E2是导致绝经

后骨质疏松患者腰椎骨折的独立危险因素，进一步

证实低水平E2与腰椎骨折的发生密切相关。

机体内绝大多数骨基质是由Ⅰ型胶原质组

成，在形成骨纤维时，P1NP 与Ⅰ型胶原分子等比

例释放入血，血清 P1NP 水平与血清Ⅰ型胶原的

含量相当，因此 P1NP 可作为骨形成标志物，用于

预测骨代谢状态具有较高的敏感度［15］。本研究

结果显示，骨折组患者 P1NP 水平明显高于非骨

折组患者，说明绝经后妇女出现骨质疏松性腰椎

骨折时其体内 P1NP 水平明显增高，相应其骨转

化活性也明显增强，随着骨量的不断丢失，可引

起脆性骨折的发生［16］。而本研究结果显示高水平

P1NP是绝经后骨质疏松患者腰椎骨折的独立危险

因素，提示绝经后骨质疏松妇女血清 P1NP水平高

者并发腰椎骨折的风险更高。随后，本研究采用血

清 E2及 P1NP联合诊断绝经后骨质疏松性腰椎骨

折，其ROC曲线下面积为 0.836，明显高于两者单独

检测时的 ROC 曲线下面积，说明联合检测具有更

高的准确性，对绝经后骨质疏松性腰椎骨折的预测

价值更大。

综上所述，血清 E2、P1NP 水平与绝经后骨质

疏松性腰椎骨折的发生密切相关，可用于诊断绝

经后骨质疏松性腰椎骨折，而两者联合检测用于

预测绝经后骨质疏松性腰椎骨折风险具有很高的

价值。
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体外诊断试剂创新产品临床试验对比方法选择及案
例解析

徐超★ 方丽 李冉

［摘 要］ 随着科技的进步、行业的发展体外诊断试剂领域创新频出，国家药品监督管理局出台一

系列政策鼓励创新，多个产品实现了从实验室到临床的转化。创新产品在研发过程中产品的验证与确

认离不开临床试验，诊断产品临床试验一般采用临床比对的方式进行，创新产品因目前无已上市的同类

产品，或与已上市同类产品在性能上存在显著差异，临床试验对比方法选择一直是个难题。本文基于当

前法规要求，结合已批准部分产品临床试验开展情况，对该类产品临床试验对比方法的选择进行探讨，

给相关产品临床试验提供参考。

［关键词］ 体外诊断试剂；创新产品；临床试验；对比方法

In vitro diagnostic reagent innovative product clinical trial comparison method
selection and case analysis
XU Chao★，FANG Li，LI Ran
（Center for Medical Device Evaluation. NMPA，Beijing，China，10081）

［ABSTRACT］ With the development of technology and in vitro reagent industry，there are many
innovations in this field. The National Medical Products Administration issued a series of policies to encourage
innovation. Many products have achieved the transformation from laboratory to clinical. During the research
and development of innovative products，product verification and confirmation are inseparable from clinical
trials，and clinical trials of diagnostic products are generally conducted by clinical comparison. Because
innovative products do not have similar products on the market or have significant differences in performance
from similar products on the market，the choice of clinical trial comparison methods has been a problem.
Based on the requirements of current regulations and the development of clinical trials of approved products，
this article discusses the selection of comparison methods for clinical trials of such products and provides
references for clinical trials of related products.

［KEY WORDS］ In vitro diagnostic reagents；innovative products；clinical trials；comparison methods

1 体外诊断试剂创新情况简介

近年来，我国大力实施创新驱动发展战略。医

疗器械领域的创新是高新技术的重要体现，是科技

服务民生的重要途径。2017年 10月，中办、国办印

发《关于深化审评审批制度改革鼓励药品医疗器械

创新的意见》（厅字〔2017〕42号）［1］，标志着我国医

疗器械审评审批制度进入了实质性改革阶段。创

新医疗器械审评审批的改革是改革的重要内容，国

家药监局 2018年 11月发布了《创新医疗器械特别

审查程序》［2］，原食药监械管〔2014〕13号废止。自

2018年 12月 1日起施行。新程序设置更为科学有
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效，有利于提升创新医疗器械审查效率，为鼓励医

疗器械产业创新发展发挥积极作用。

体外诊断试剂产品从产品大类上属于医疗器

械的一部分，其创新的相关情况及创新产品的处

理方式应满足《创新医疗器械特别审查程序》要

求。然而针对体外诊断试剂产品，哪些产品可作

为创新产品申报；本文结合相关产品的审评经验

认为有以下几种情况。

1.1 产品被测物为新的生物标志物，且检测结果

具有明确的临床预期用途。随着蛋白质及基因检

测技术的发展，在临床上开发一种新的蛋白质或

基因检测的产品对于相关体外诊断试剂生产研发

企业而言并非难事。以蛋白质和基因检测为例，

目前已知的能够编码蛋白质的基因有 19 000 个，

更有大量的非编码基因［3］，这些蛋白质、基因检测

临床意义不显著的前提下，针对其开发的相关产

品，一般不符合创新产品条件。作为一个体外诊

断试剂产品，尤其是一个创新体外诊断试剂产品，

其标志物的检测结果应具有明确的预期用途，其

预期用途可以为疾病的预测、预防、诊断、治疗监

测、预后观察和健康状态评价等。

1.2 临床上已经广泛应用的生物标志物采用新

的方法检测，且产品临床性能较已上市同类产

品具有显著改善。随着科技的发展，越来越多

的方法学可能被开发成相关产品，应用于临床

检验。以基因检测为例，常规的方法学为聚合

酶链式反应（PCR）法，当前越来越多的恒温扩

增、杂交免疫捕获及基因编辑（CRISPR）［4］等技

术被用于产品开发。申请人以新技术开发产

品，进行创新产品申报时应重点考虑，新技术在

产品临床应用的优势，产品临床性能较已上市

产品未具有显著改善的情况下，不符合创新产

品要求。

1.3 临床已经广泛应用的生物标志物明确具有新

的预期用途，在临床能够指导相关疾病诊治。所

谓产品临床预期用途与产品的适用人群、适用场

景及临床适应症相关。随着科技的发展以及相关

疾病研究的深入，已有的生物标志物能够拓展适

用人群、扩大临床适用场景或增加临床适应症，此

部分研究可考虑具有创新性。如已有标志物适应

症的改变，原有适用仅适用于A适应症，申报产品

首次可适用于 B 适应症等，可作为产品申报创新

医疗器械的条件。

1.4 申报产品与已上市同类产品相比临床意义实

现突破。产品的临床意义主要为疾病的预测、预

防、诊断、治疗监测、预后观察和健康状态评价等，

如申报产品因临床样本检测性能的提高，比如产

品分析灵敏度的提高，或产品检测标志物研究的

深入，使申报产品与已上市同类产品相比具有新

的临床意义，此种情况可作为产品申报创新的

条件。

2 临床试验对比方法介绍

体外诊断试剂临床试验是指在相应的临床环

境中，对体外诊断试剂的临床性能进行确认的研

究过程［5］。根据临床试验的目的创新产品临床试

验一般包括产品临床意义及临床样本检测准确性

验证两部分内容。产品临床意义验证所选的对比

方法一般是现有条件下临床上可获得的能够用来

确定受试者目标状态的最佳方法，通常来自临床

和实验室的医学实践，包括：现有条件下公认的、

可靠的、权威的疾病诊断标准（如组织病理学检

查、影像学检查、病原体分离培养鉴定、长期随访

所得的结论等），疾病诊疗指南中明确的疾病诊断

方法，行业内的专家共识或临床上公认的、合理的

方法等。临床试验过程中针对临床样本中生物标

志检测的准确性研究，可选用临床上公认的某一

生物标志物检测的方法作为对比方方法，如对于

基因检测产品而言，基因测序技术为该类产品的

临床参考方法［5］；针对蛋白质、激素、有机物检测产

品而言，色谱、质谱技术为该类产品的临床参考方

法［6］；体外诊断试剂临床试验过程中，在尚无同类

已上市产品情况下，可选择临床参考方法考察待

考核试剂临床性能。

对于境内已有同类产品上市的体外诊断试

剂，临床试验可采用试验用体外诊断试剂与已上

市同类产品（对比试剂）进行比较研究的方法，评

价两种方法检测结果的一致性，对比试剂在预期

用途、适用人群、样本类型等方面应与试验用体外

诊断试剂具有较好的可比性。

为了更加全面地评价体外诊断试剂的临床性

能，临床试验中有时需要将多个对比方法相结合

进行研究，对产品的临床性能进行综合评价，从而

支持有关预期用途的所有声称内容。
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3 对比方法选择及案例解析

创新体外诊断试剂因其新颖性导致该类产品

尚无同类产品或与同类产品相比临床应用方面存

在显著优势。创新产品这一特点使该类产品在临

床验证过程中，对比方法的选择存在一定的挑

战。体外诊断试剂创新产品的创新点不同，因

此，针对不同创新产品其临床试设计存在差异。

以下结合已批准的创新产品，对常见的几种创新

体外诊断试剂临床试验对比方法的选择进行

探讨。

3.1 待评价试剂检测标志物为全新标志物

该类产品无已上市同类产品，检测的标志物

为全新的生物标志物，标志物检测准确性及标志

物检测结果的临床意义均需要确认。如检测的标

志物临床上存在临床参考方法，临床试验对比方

法应采用临床参考标准。

案例：人类 SDC2 基因甲基化检测试剂盒（荧

光 PCR 法），该产品适用于临床医生建议做肠镜检

查的患者的辅助诊断，不能作为肿瘤早期诊断或

确诊的依据，仅作为辅助诊断供临床医生参考，提

供给患者更多一种大肠癌辅助诊断方法的选择。

该产品临床试验包括三部分研究，一是，采用肠镜

（和）或病理的等临床诊断结果为对照方法，评估

考核试剂检测结果与临床诊断方法的一致性，此

部分研究主要是对产品临床意义的确认，入组病

例数量满足不低于 1 000 例的法规要求；二是，以

测序法为对照方法，评估考核试剂对临床样本中

SDC2基因甲基化的检测性能，此部分主要为产品

临床样本检测性能的评估；三是，以短期跟踪随访

为对照方法，评估考核试剂结检测结果与直肠癌

切除根治术前病理组织的一致性，同时评估针对

术后阴性患者考核试剂检测的特异性，该部分研

究为产品临床意义的补充确认。综上，针对首个

用于 SDC2 基因甲基化检测产品，临床试验选择了

不同临床参考标准作为对比方法，充分评估产品

临床价值。

3.2 待评价试剂方法学为新方法学

该类产品的特点为相关生物标志物已有检测

产品上市，且该标志物临床预期用途已明确，待评

价产品的方法学为新的方法学。临床试验过程中

应重点验证两方面内容，一方面为该新方法学临

床样本检测性能；另一方面为方法学的改变，是否

会影响该标志物临床检测的预期用途。临床试验

应选择临床参考标准结合已上市同类产品作为对

比方法。

案例：利用二代测序技术检测肿瘤多基因的

产品，预期用途为定性检测患者经福尔马林固定

的石蜡包埋（FFPE）组织标本中突变基因，用于相

关药物的伴随诊断。该类产品临床试验过程中，

针对产品临床样本检测准确性研究可采用临床参

考标准（一代测序）或者已上市同类产品作为对比

方法，准确性研究入组病例数量满足不低于 1 000
例的法规要求；针对产品伴随诊断用途的研究可

采用临床参考标准（病例用药后药效学跟踪随访

研究）结合已上市的具有伴随诊断用途的同类产

品作为对比方法。在临床试验过程中同时对产品

临床样本检测的准确性及伴随诊断用途的临床意

义进行研究，证明相关产品临床应用的安全有

效性。

3.3 待评价试剂检测流程的优化

此类创新产品，从标志物及方法学上均有已

上市同类产品，其创新点在于优化了检测流程，减

少了操作步骤或缩短了操作时间。该类产品的临

床验证重在评估产品优化检测流程的同时，产品

性能未发生降低，流程优化后的产品仍然满足临

床需求。

案例：丙型肝炎病毒核酸测定试剂盒（PCR⁃
荧光探针法），该产品创新点主要在于其优化了

核酸提取步骤，临床试验采用考核试剂与已上市

产品对临床样本进行比较研究试验的方法验证本

产品的临床性能，入组总病例数满足不低于 500
例的法规要求。因丙肝核酸检测的临床意义已经

明确，临床试验无需针对其临床意义进行验证。

临床试验结果证明优化后产品检测结果与已上市

同类产品检测结果一致，考核试剂能够满足临床

需求。

3.4 根据病例的临床处置选择对比方法

针对一些创新产品，为了能够充分验证其临

床性能，在产品临床试验过程中需考虑病例的临

床处置情况，科学合理的选择对比方法。

案例：胚胎植入前染色体非整倍体检测试剂

盒（半导体测序法），该产品预期用途为定性检测

试管婴儿过程中体外培养胚胎的囊胚滋养层细胞
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的脱氧核糖核酸（DNA），通过对胚胎部分细胞的

DNA 进行检测，分析胚胎染色体是否存在非整倍

体数量异常，辅助临床医生判断胚胎是否植入。

该产品临床试验采用对照方法选择临床临床诊断

参考方法［7］。针对染色体非整倍体检测，其临床样

本检测性能的参考方法为荧光原位杂交（FISH）方

法，其临床意义的验证主要为羊水穿刺活检样本/
脐带血核型分析。临床试验过程中，针对考核试

剂检测结果为阴性的胚胎需植入母体，因此阴性

胚胎无法进行荧光原位杂交（FISH）验证，仅能通

过胚胎植入妊娠后胎儿核型分析方法（羊水穿刺

活检样本/脐带血）确认，阴性且需经过对比方法确

认的胚胎例数不低于 500例；检测结果为阳性的胚

胎无法植入母体，因此阳性胚胎不能通过胚胎植

入妊娠后胎儿核型分析方法（羊水穿刺活检样本/
脐带血）确认，只能通过荧光原位杂交（FISH）方法

验证该样本临床检测的准确性，阳性胚胎例数能

够满足统计学要求。该类产品通过临床参考方法

与临床参考标准，结合病例的处置对产品临床性

能进行了科学合理的评估。

4 总结

临床试验在创新体外诊断试剂产品评价过程

中的作用毋庸置疑，相关产品在临床试验之前应

找准自己的临床定位。一方面，申请人应在前期

研究基础上明确产品临床定位，确定产品的预期

用途，包括预期适用人群、临床适用场景及适用

症，根据产品的临床定位有针对性的开展临床试

验，有针对性的验证产品临床预期用途，避免临

床试验过程中走弯路；另一方面，申请人应充分

了解相关适应症的临床诊疗现状、相关标志物检

测的临床参考方法，在临床试验对比方法的选择

上，综合考虑产品与现有诊断方法的异同，充分

考虑各种影响因素，科学全面地评价产品临床

性能。
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PCT、CRP 在肺炎支原体肺炎患儿中的表达及与
MP⁃IgM抗体的关系

纵雪峰 1★ 种丽芳 2 刘道路 3 周桂荣 1

［摘 要］ 目的 探究降钙素原（PCT）、C 反应蛋白（CRP）在肺炎支原体肺炎（MPP）患儿中的表

达及与 MP⁃IgM 抗体的关系。方法 选取本院 2016 年 5 月至 2019 年 5 月肺炎患儿 116 例作为研究对

象，其中 MPP 患儿 82 例作为观察组，病毒感染性肺炎 34 例作为对照组。检测对比两组血清 PCT、CRP
水平，采用受试者工作特征曲线（ROC 曲线）及 ROC 下面积（AUC）血清 PCT、CRP 及联合检测对

MPP 与病毒感染性肺炎的鉴别诊断价值。对比不同 MP⁃IgM 抗体滴度患儿血清 PCT、CRP 水平，

Spearman 分析血清 PCT、CRP 与 MP⁃IgM 抗体滴度相关性。比较不同疗效患儿治疗前后血清 PCT、

CRP 水平变化趋势。结果 观察组血清 PCT、CRP、MP⁃IgM 抗体水平高于对照组（P<0.05）；PCT 诊断

MPP 的 AUC 为 0.744，CRP 诊断 MPP 的 AUC 为 0.787，PCT+CRP 诊断 MPP 的 AUC 为 0.840（P<0.05）；

血清 PCT、CRP 水平随 MP⁃IgM 抗体滴度增加呈不断升高趋势（P<0.05）；血清 PCT、CRP 与 MP⁃IgM
抗体呈正相关（P<0.05）；好转患儿治疗 3、5、7 d 后血清 PCT、CRP 水平低于未好转患儿（P<0.05）。

结论 PCT、CRP 在 MPP 患儿中表达明显升高，可作为诊断MPP 与疗效评估的指标，且 PCT、CRP 表达

与MP⁃IgM 抗体有关。

［关键词］ 降钙素原；C反应蛋白；肺炎支原体；肺炎；MP⁃IgM抗体；ROC

Expression of procalcitonin and C⁃reactive protein in children with Mycoplasma
pneumoniae pneumonia and its relationship withMP⁃IgM antibody
ZONG Xuefeng1★，ZHONG Lifang2，LIU Daolu3，ZHOU Guirong1

（1. Department of Pediatrics，Suixi County Hospital，Huaibei，Anhui，China，235100；2. Department of
Laboratory Medicine，Suixi County Hospital，Huaibei，Anhui，China，235100；3. Department of Pediatrics，
Suixi County Hospital，Huaibei，Anhui，China，235100）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of procalcitonin（PCT） and C ⁃ reactive
protein（CRP）in children with Mycoplasma pneumoniae pneumonia（MPP）and the relationship with MP⁃
IgM antibody. Methods 116 patients with pneumonia in our hospital from May 2016 to May 2019 were
selected as the research object，of which 82 cases of MPP children served as the observation group，and 34
cases of viral infectious pneumonia served as the control group. Serum PCT and CRP levels were compared
between the 2 groups，the value of the receiver operating characteristic curve（ROC）curve and the area under
the ROC（AUC）of serum PCT，CRP and combined detection was used for the differential diagnosis of MMP
and viral infectious pneumonia. Comparing serum PCT and CRP levels in children with different MP ⁃ IgM
antibody titers，Spearman was used to analyze the correlation between serum PCT，CRP and MP⁃IgM antibody
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titers. The changes of serum PCT and CRP levels before and after treatment in children with different therapeutic

effects were compared. Results Serum PCT，CRP and MP⁃IgM antibody levels in the observation group were

higher than those in the control group（P<0.05）；the AUC for MPT diagnosis by PCT was 0.744，the AUC for

MPP diagnosis by CRP was 0.787，and the AUC for MPP diagnosis by PCT+CRP was 0.840（P<0.05）. Serum

PCT and CRP levels showed an increasing trend with increasing MP⁃ IgM antibody titers（P< 0.05）；serum

PCT，CRP and MP⁃IgM antibody were positively correlated（P<0.05）；the levels of serum PCT and CRP in

children who improved after treatment for 3，5，and 7 days after treatment were lower than those who did not

improve（P<0.05）. Conclusion The expression of PCT，CRP and MP ⁃ IgM antibodies is significantly

increased in children with MPP，which can be used as an indicator for the diagnosis of MPP and the evaluation

of therapeutic effects. The expression of PCT and CRP is related to MP⁃IgM antibodies.

［KEY WORDS］ Procalcitonin；C⁃ reactive protein；Mycoplasma pneumoniae；Pneumonia；MP⁃ IgM

antibody；ROC

肺 炎 支 原 体 肺 炎（Mycoplasmal Pneumoniae
Pneumonia，MPP）系 肺 炎 支 原 体（Mycoplasma
pneumoniae，MP）引起的肺炎，是导致儿童住院的

重要病因，以咳嗽、发热等为主要表现，可引起气

胸、肺不张、呼吸窘迫等，威胁患儿生命健康，故早

期明确诊断意义重大［1］。从体液、胸水、鼻咽部、咽

喉中分离出肺炎支原体是诊断MPP 的金标准，但

MP培养需 2周左右甚至更长时间，不利于临床早

期诊断。血清特异性试验是诊断 MPP 的重要方

法，其中MP⁃IgM抗体是MPP后出现的早期抗体，

在感染后可保持 1~3个月甚至更长时间，对急性期

和恢复期肺炎支原体抗体滴度呈 4倍以上增高时，

可确诊为 MPP，但由于儿童免疫功能不完善，产

生抗体能力较低，可能出现低滴度或假阴性抗

体，影响诊断结果准确性，因此需结合其他综合

考虑［2］。C 反应蛋白（C⁃reactive protein，CRP）是

急性时相蛋白，在机体创伤、细菌感染等中呈高

表达［3⁃4］。降钙素原（Procalcitonin，PCT）在健康人

外周血中浓度低于 0.05 ng/mL，是诊断感染类疾

病的敏感性指标［5］。但在 MPP 患儿中的表达及

与MP⁃IgM抗体的关系、与MP⁃IgM抗体联合是否

能提高临床诊断价值尚不明确，本研究对此进行

探讨，报告如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取本院 2016年 5月至 2019年 5月肺炎患儿

116 例作为研究对象，其中 MPP 患儿 82 例作为观

察组，病毒感染性肺炎 34 例作为对照组。其中观

察组女 42例，男 40例，平均年龄（5.74±2.55）岁，平

均体重（24.55±9.18）kg；对照组女 18 例，男 16 例，

平均年龄（5.68±2.50）岁，平均体重（25.16±9.01）
kg。两组性别、年龄、体重等资料均衡可比（P>
0.05）。本研究入组儿童监护人均对研究内容知情，

自愿签署知情同意书。

纳入标准：①符合MPP诊断标准［6］；②入组前

未接受过相关治疗；③年龄≥0.5岁；④无自身免疫

疾病；⑤入组前无其他系统并发症；⑥发病至入院

时间 3~7 d。排除标准：①合并细菌、病毒感染者；

②凝血功能障碍者；③合并肺结核者；④伴有上呼

吸道等其他感染类疾病者；⑤合并哮喘者；⑥同时

伴有过敏性疾病者。

1.2 方法

1.2.1 治疗方法

观察组给予阿奇霉素注射液（东北制药集团

沈阳第一制药有限公司，国药准字 H20000426）10
mg/（kg·d），5%葡萄糖 1∶1 比例配伍后静滴，连用

5~7 d，并根据患儿病情给予退热、营养支持、纠正

电解质紊乱、呼吸支持等对症治疗，静脉用药停止

（4天）后根据病情需要给予阿奇霉素片（华北制药

有限公司，国药准字：H20090060）10 mg/（kg·d），

口服，1次/d，共给药 3 d。同时有明显咳嗽、喘息、

肺不张及肺部炎症明显者，给予布地奈德混悬

液（普米克令舒，H20140475）雾化吸入，1 mg/支，

1 支/次，1~2次/日，共 7 d。
1.2.2 疗效评估［6］

好转：治疗后体温恢复正常，咳嗽、喘息、头

痛、胸闷等临床症状明显缓解，胸部影像学提示无

明显炎症或炎症吸收；未好转：治疗后体温未恢复

正常，临床症状未获明显改善，肺部影像学仍见存
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在炎症。

1.2.3 各指标检测

①主要试剂、仪器：PCT、CRP 试剂盒（上海罗

氏）；MP⁃IgM 试剂盒（上海美旋生物科技有限公

司）；全自动生化分析仪（法国 ALCYON300 型）。

②检测方法：分别于入院时、治疗 3、5、7 d后采集

肘部静脉血，3 000 r/min 离心 10 min 采用全自

动生化分析仪及化学发光免疫层析法检测血

清 PCT、CRP 水平，采用酶联免疫吸附法检测

MP⁃IgM。

1.3 观察指标

①比较两组血清 PCT、CRP 水平。②统计血

清 PCT、CRP 及联合检测对 MPP 与病毒感染性肺

炎的鉴别诊断价值。③比较不同 MP⁃IgM 抗体滴

度患儿血清 PCT、CRP 水平。④统计血清 PCT、
CRP 与 MP⁃IgM 抗体相关性。⑤比较不同疗效患

儿治疗前后血清 PCT、CRP水平。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 统计学软件处理数据，计量资

料以（x ± s）表示，多组间比较以方差分析，两两比

较以 t检验，计数资料用 n（%）表示，用 c2检验，采

用受试者工作特征曲线（Receiver operating charac⁃
teristic，ROC）曲线及 ROC 下面积（Area under the
curve，AUC）分析血清 PCT、CRP、MP⁃IgM 抗体及

联合诊断 MPP 的效能，采用 Spearman 分析血清

PCT、CRP与MP⁃IgM抗体的相关性。P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清 PCT、CRP、MP⁃IgM抗体水平

观察组血清 PCT、CRP、MP⁃IgM 抗体水平高

于对照组（P<0.05），见表 1。

2.2 观察组不同 MP⁃ IgM 抗体滴度患儿血清

PCT、CRP水平

观察组不同MP⁃IgM抗体滴度患儿血清 PCT、

CRP 水平相比，差异有统计学意义（P<0.05）；血清

PCT、CRP水平随MP⁃IgM抗体滴度增加呈不断升

高趋势，见表 2。

2.3 血清 PCT、CRP与MP⁃IgM抗体相关性

Spearman 相关性分析，血清 PCT（r=0.606，P<
0.001）、CRP 与 MP⁃IgM（r=0.645，P<0.001）抗体呈

正相关。

2.4 血清 PCT、CRP及联合检测对MPP与病毒感

染性肺炎的鉴别诊断价值

根据血清 PCT、CRP与MP⁃IgM抗体水平绘制

ROC曲线，PCT诊断MPP的AUC为 0.744，CRP诊

断 MPP 的 AUC 为 0.787，PCT+CRP 诊断 MPP 的

AUC 为 0.840（P<0.05），各指标对应的截断值、敏

感度、特异度见图 1、表 3。

2.5 观察组不同疗效患儿治疗前后血清 PCT、
CRP

治疗前，观察组不同疗效患儿入院时血清

PCT、CRP相比，差异无统计学意义（P>0.05）；好转

患儿治疗 3 d、治疗 5 d 后、治疗 7 d 后血清 PCT、
CRP水平低于未好转患儿（P<0.05），见表 4。

组别

观察组

对照组

t值
P值

n
82
34

PCT（ng/mL）
0.76±0.20
0.52±0.13

6.447
<0.001

CRP（mg/L）
22.79±5.13
10.18±1.05

14.176
<0.001

表 1 两组血清 PCT、CRP比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum PCT and CRP between the
2 groups（x ± s）

MP⁃IgM抗体滴度

1:80
1:320
1:1280
F值

P值

n
24
33
25

PCT（ng/mL）
0.60±0.14
0.75±0.16
0.93±0.18
25.852
<0.001

CRP（mg/L）
17.80±4.13
22.41±4.69
28.08±5.94

26.468
<0.001

表 2 观察组不同MP⁃IgM抗体滴度患儿血清 PCT、CRP
水平（x ± s）

Table 2 Serum PCT and CRP levels of children with different
MP⁃IgM antibody titers in the observation group（x ± s）
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图 1 血清 PCT、CRP及联合检测对MPP与病毒感染性

肺炎的鉴别诊断价值

Figure 1 The value of serum PCT，CRP and combined
detection in the differential diagnosis of MPP and viral

infectious pneumonia
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指标

PCT（ng/mL）

CRP（mg/L）

组别

好转患儿

未好转患儿

t值
P值

好转患儿

未好转患儿

t值
P值

n
67
15

67
15

入院时

0.75±0.21
0.80±0.24

0.812
0.419

22.72±6.04
23.10±5.69

0.223
0.825

治疗 3 d后

0.26±0.07
0.34±0.10

3.680
<0.001

15.39±4.17
20.44±5.25

4.038
<0.001

治疗 5 d后

0.18±0.05
0.35±0.09
10.089
<0.001

9.17±3.01
21.80±6.20

11.733
<0.001

治疗 7 d后

0.13±0.03
0.32±0.07
20.421
<0.001

4.68±1.19
18.33±5.06

20.106
<0.001

表 4 观察组不同疗效患儿治疗前后血清 PCT、CRP水平比较（x ± s）

Table 4 Comparison of serum PCT and CRP levels of children with different efficacy in the observation group before and
after treatment（x ± s）

指标

PCT
CRP

两者联合

AUC
0.744
0.787
0.840

95%CI
0.654~0.820
0.701~0.857
0.760~0.901

Z统计

5.185
6.553
9.525

截断值

>0.65 ng/mL
>15.57 mg/L

-

敏感度（%）

68.29
69.51
69.51

特异度（%）

79.41
76.47
94.12

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 血清 PCT、CRP及联合检测对MPP与病毒感染性肺炎的鉴别诊断价值

Table 3 The value of serum PCT，CRP and combined detection in the differential diagnosis of MPP and viral infectious pneumonia

3 讨论

PCT 定位于染色体 11p15，4，转录后在甲状

腺滤泡旁细胞粗面内质网内翻译成降钙素原前

体，在内源多肽酶作用下生成 PCT，生理状态下血

液中几乎不能被检测到［7］。而在细菌毒素、炎症

因 子 等 调 节 下 ，各 组 织 器 官 几 乎 均 能 分 泌

PCT［8］。本研究显示，观察组血清 PCT 高于对照

组，提示 MPP 患儿 PCT 呈高表达。Neeser OL
等［9］报道显示，PCT 在 MPP 患儿中呈高表达，对

MPP 具有较高的预测价值，本研究观点与之相

似。MPP 发生后，在 MP 刺激下，PCT 被大量合

成，且水平越高，提示感染程度越严重，是 MPP 患

儿长时间发热和住院时间延长的危险因素［10］。

后续的 ROC 分析提示 PCT 可作为诊断 MPP 的一

个血清学标志物。但 PCT 水平的升高见于多种

情况，需结合临床情况进行判读，避免脱离患者

具体评估，并应考虑假阴性和假阳性的可能性。

同时本研究结果表明动态监测 PCT 水平可评估

临床治疗效果。

CRP 是一种血清 β球蛋白，可激活补体、加强

吞噬细胞的吞噬，在感染发生后 6~8 h 即开始升

高，一直是感染类疾病领域研究的热点指标，一般

认为 CRP 增高，意味着机体存在一定程度的炎症

反应［11］。本研究显示，与正常儿童相比，MPP患儿

血清 CRP水平较高，与赵波涛等［12］报道一致，说明

CRP与MPP有关，可能有助于MPP的诊断。故本

研究进行了 ROC 分析，结果提示两者联合检测可

靠性最高能为临床提供有价值的参考信息。毕颖

薇等［13］研究指出，MPP患儿病情改善的同时，伴有

CRP表达的降低。

MPP 发生后，可导致相应组织自身抗体的

产生，形成免疫复合物，引起神经系统、胃肠道、

心血管等肺外靶器官损伤，其中 MP⁃IgM 抗体是

MP 感染后刺激机体免疫系统产生的一种特异

性抗体［14］。目前实验室诊断 MPP 方法包括病

原菌的分离和培养、血清学检查、PCR 诊断技

术，由于 MP 分离存在阳性率低、病原体含量少

等不足，PCR 检测操作繁琐，污染率高，所以现

阶段主要采用 MP 血清 MP⁃IgM 检测。孙兰芳

等［15］报道显示，MPP 患儿血清 MP⁃IgM 阳性率

均明显高于健康儿童，佐证了 MP⁃IgM 抗体可诊

断 MPP。本研究不足之处在于，虽动态观察了

不同时间点各指标疗效监测价值，但尚不明确

各指标各时间点对疗效的量化评估价值，有待

后续的进一步研究。

综上所述，PCT、CRP在MPP患儿中表达明显

升高，可作为诊断 MPP 与疗效评估的指标，且

PCT、CRP表达与MP⁃IgM有关。

（下转第 973页）
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miR⁃142⁃5p对癫痫发作后神经元损伤的作用机制

赵利 李海燕★

［摘 要］ 目的 探讨 miR⁃142⁃5p/APLN 对癫痫发作后神经元损伤的影响及其调控机制。方法

构建大鼠海马神经元癫痫模型，正常神经元细胞作为正常对照组，以此神经元细胞为癫痫细胞模型组。

取癫痫大鼠神经细胞分为 anti⁃miR⁃142⁃5p 组（转染 anti⁃miR⁃142⁃5p）、anti⁃miR⁃con 组（转染 anti⁃miR⁃
con）、miR⁃142⁃5p 组（转染 miR⁃142⁃5p mimics）、miR⁃con 组（转染 miR⁃con），NC 组（未经任何处理的细

胞）；anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃con组（共转染 anti⁃miR⁃142⁃5p与 si⁃con）、anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃APLN组（anti⁃miR⁃
142⁃5p 与 si⁃APLN）。qRT⁃PCR 与 Western blot 检测两组神经细胞中 miR⁃142⁃5p 与 APLN 的表达。

ELISA 法检测 GSH 与 MDA 含量。流式细胞仪检测细胞凋亡能力变化。双荧光素酶报告基因鉴定

miR⁃142⁃5p的靶基因。Western blot 检测 Bax、Bcl⁃2蛋白表达。结果 miR⁃142⁃5p在癫痫细胞模型组神

经细胞中表达上调（P<0.05）。干扰 miR⁃142⁃5p 表达后大鼠神经细胞中 GSH 含量明显增加，MDA 含量

明显减少（P<0.05），细胞凋亡率显著降低（P<0.05），Bcl⁃2蛋白表达水平显著升高（P<0.05），Bax蛋白表

达水平显著降低（P<0.05）；双荧光素酶报告基因实验证明 miR⁃142⁃5p 可直接靶向结合 APLN；沉默

APLN 的表达可部分逆转干扰 miR⁃142⁃5p 的表达对大鼠癫痫神经细胞的保护作用。结论 干扰

miR⁃142⁃5p表达可能上调APLN的表达抑制神经细胞凋亡从而减轻癫痫发作后神经元损伤。

［关键词］ miR⁃142⁃5p；APLN；癫痫；神经元

Mechanism of miR⁃142⁃5p on neuronal damage after epilepsy
ZHAO Li，LI Haiyan★

（Department of Neurology，Anyang People􀆳s Hospital，Anyang，Henan，China，455000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of microRNA ⁃ 142 ⁃ 5p（miR ⁃ 142 ⁃ 5p）/Apelin
（APLN） on neuronal damage after seizure and the mechanism. Methods The rat hippocampal neuron
epilepsy model was constructed. Normal neuron cells were used as normal control group. Rat hippocampal
neuron epilepsy model neuron cells were epilepsy cell model group. Nerve cells from epileptic rats were
divided into anti⁃miR⁃142⁃5p group（transfected with anti⁃miR⁃142⁃5p），anti⁃miR⁃con group（transfected with
anti⁃miR⁃con），and miR⁃142⁃5p group（Transfected miR⁃142⁃5p mimics），miR⁃con group（transfected miR⁃
con），NC group（untreated cells）；anti⁃miR⁃142⁃5p + si⁃con group（co⁃transfected anti⁃miR⁃142⁃5p and si⁃
con），anti⁃miR⁃142⁃5p + si⁃APLN group（anti⁃miR⁃142⁃5p and si⁃APLN）. Real⁃time quantitative polymerase
chain reaction（RT⁃qPCR）and Western blot were used to detect the expression of miR⁃142⁃5p and APLN in
the two groups of neurons. The content of glutathione（GSH）and malondialdehyde（MDA）was determined
by enzyme⁃linked immunosorbent assay（ELISA）. Flow cytometry was used to detect the change of neuronal
apoptosis ability in each group. The dual luciferase reporter gene identified the target gene of miR⁃142⁃5p. The
expression of Bax，Bcl⁃2 and AKT signaling pathway⁃related proteins was detected by western blot. Results
The expression of miR⁃142 ⁃5p was up ⁃ regulated in the neurons of the epileptic cell model group，and the
difference was statistically significant compared with the normal control group（P<0.05）. Significant increase

·· 968



分子诊断与治疗杂志 2020年 7月 第 12卷 第 7期 J Mol Diagn Ther, July 2020, Vol. 12 No. 7

in GSH content in rat neurons after interference with miR ⁃ 142 ⁃ 5p expression，the MDA content was
significantly decreased（P<0.05），and the apoptosis rate was significantly decreased（P<0.05）. The expression
level of Bcl ⁃ 2 protein was significantly increased （P<0.05），the expression level of Bax protein was
significantly decreased（P<0.05），and the expression levels of p ⁃ AKT and p ⁃ GSK3β were significantly
increased（P<0.05）. The dual luciferase reporter gene assay demonstrated that miR⁃142⁃5p can directly target
APLN. Silencing of APLN expression partially reversed the protective effect of miR⁃142⁃5p expression on rat
epileptic neurons. Conclusion Interfering with miR⁃142⁃5p expression inhibits neuronal apoptosis and thus
reduces neuronal damage after epileptic seizures by up⁃regulating the expression of APLN.

［KEY WORDS］ miR⁃142⁃5p；APLN；epilepsy；neurons

癫痫属于慢性脑功能障碍性疾病，神经元细

胞凋亡、神经再生、神经炎症及神经功能异常等均

可导致癫痫的发生［1⁃2］。已有报道指出微小 RNA
（miRNA）异常表达与癫痫发生及发展密切相

关［3］。微小 RNA⁃142⁃5p（miR⁃142⁃5p）在大鼠癫痫

模型中表达升高，但关于其具体作用机制尚未阐

明［4］。Apelin（APLN）是一种血管活性肽并可调控

多种生物学过程，并可降低神经兴奋性缓解癫痫

发作［5］。利用 TargetScan 预测发现 APLN 可能是

miR⁃142⁃5p的靶基因。因此，本研究主要探讨miR
⁃142⁃5p在癫痫发作后神经元细胞损伤中的作用及

其对 PI3K/AKT信号通路的影响，并验证APLN是

否为 miR⁃142⁃5p 的靶基因，为揭示癫痫发病机制

奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大鼠神经元细胞购自上海康朗生物科技有限

公司。胎牛血清、RPMI 1640 培养基、胰蛋白酶均

购自美国 Sigma 公司；蛋白提取试剂盒、反转录试

剂盒、RNAisoPlus 反转录试剂盒与实时荧光定量

PCR 试剂盒均购自大连宝生物工程有限公司；兔

抗鼠 APLN 抗体购自美国 Abcam 公司；兔抗鼠

Bcl⁃2、Bax、β⁃actin单克隆抗体均购自上海赛信通

生物试剂有限公司；miR⁃142⁃5p 抑制剂（anti⁃miR⁃
142⁃5p）（AAAGAGACCGGUUCACGUGA）、miR⁃
142⁃5p 抑制剂的阴性对照 anti⁃miR⁃con（CAGUA⁃
CUUUUGUGUAGUACAA）、miR ⁃ 142 ⁃ 5p 模拟物

（mimics）（UCACGUGAACCGGUCUCUUU）、miR
⁃142⁃5p 过表达的阴性对照 miR⁃con（UUCUCC⁃
GAACGUGUCACGUUU）均购自百奥迈科生物技

术有限公司；Lipofectamine2000转染试剂购自上海

阳光生物科技有限公司；APLN 小干扰 RNA（si⁃
APLN）（AGGGAGGTCGGAGGAAAUU）、乱序无

意义阴性对照序列（si⁃con）（CAGUAAUUUAUG⁃
CAAAGCA）均购自上海吉玛制药技术有限公司；

Annexin V⁃FITC 细胞凋亡检测试剂盒均购自碧云

天生物技术研究所；双荧光素酶报告基因检测试

剂盒购自美国 Promega 公司；HRP 标记的山羊抗

兔 IgG 二抗购自美国 Santa Cruz 公司；GSH 与

MDA ELISA 检测试剂盒均购自上海江莱生物科

技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 构建大鼠海马神经元癫痫模型

正常维持液内培养大鼠海马神经元，14 d后弃

掉原维持液，用低镁细胞外液清洗，随后用低镁外

液培养（每孔 2 mL），参照相关文献构建大鼠海马

神经元癫痫模型［6］，根据氧化应激水平升高预示模

型构建成功。将未经处理的正常神经元细胞作为

正常对照组，同时将大鼠海马神经元癫痫模型大

鼠神经元细胞为癫痫细胞模型组。

1.2.2 细胞转染及分组

收集处于对数生长期癫痫大鼠神经细胞分为

anti⁃miR⁃142⁃5p 组（转染 anti⁃miR⁃142⁃5p）、anti⁃
miR⁃con 组（转染 anti⁃miR⁃con）、miR⁃142⁃5p组（转

染 miR ⁃142 ⁃ 5p mimics）、miR ⁃ con 组（转染 miR ⁃
con），NC组（未经任何处理的细胞）；anti⁃miR⁃142⁃
5p+si⁃con组（共转染 anti⁃miR⁃142⁃5p与 si⁃con）、anti
⁃miR⁃142⁃5p+si⁃APLN 组（anti⁃miR⁃142⁃5p 与 si⁃
APLN），参照Lipofectamine2000转染试剂盒进行操

作。转染 6 h更换含有 10%胎牛血清及双抗的 RP⁃
MI 1640完全培养基，继续培养 48 h后收集细胞。

1.2.3 qRT⁃PCR 检测细胞中 miR⁃142⁃5p、APLN
mRNA表达水平

取各组神经元细胞，按照 Trizol试剂提取细胞

总 RNA，参照反转录试剂盒合成 cDNA，根据实时

荧光定量 PCR 试剂盒说明书检测 miR⁃142⁃5p、
APLN mRNA相对表达量。采用 2⁃ΔΔCt法计算miR⁃
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142⁃5p、APLN mRNA相对表达量。miR⁃142⁃5p正

向引物 5′⁃AACGATACAGAGAAGATT⁃3′，反向引

物 5′⁃GGAACGCTTCACGAAT⁃3′；APLN 正向引

物 5′⁃GGAACGATACAGAGAAGATT⁃3′，反向引

物 5′⁃GGAACGCTTCACGAAT⁃3′。
1.2.4 蛋白免疫印迹（Western blot）检测 APLN、

Bax、Bcl⁃2蛋白表达

用蛋白裂解液裂解各组神经元细胞，离心细胞

后提取细胞总蛋白，经 SDS⁃PAGE凝胶电泳分离蛋

白，转膜，封闭 1 h，加入蛋白一抗稀释液，4℃孵育

24 h后加入二抗稀释液（1∶5 000），滴加 ECL显影，

置于凝胶成像系统成像，观察蛋白条带灰度值。

1.2.5 检测GSH与MDA含量

取各组神经元细胞，胰蛋白酶消化细胞，4℃
条件下，3 000 r/min 转速离心 10 min（离心半径 5
cm），吸取 1 mL 上清液利用 ELISA 检测 GSH 与

MDA 含量，同时需绘制标准品线性回归曲线，根

据曲线方程计算样本中GSH与MDA浓度值。

1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡

收集转染 48 h 后各组癫痫大鼠神经细胞，

0.25%胰蛋白酶消化，PBS 洗涤，加入 Binding Buf⁃
fer 200 μL 重悬细胞，依次分别加入 5 μL Annexin
V⁃FITC与 PI，充分混匀后置于室温下避光孵育 15
min，加入 300 μL Binding Buffer，利用流式细胞仪

检测各组神经细胞凋亡情况。

1.2.7 荧光素酶报告基因检测

TargetScan 预测 miR⁃142⁃5p 的靶基因可能是

APLN，构建野生型载体 APLN⁃WT、突变型载体

APLN⁃MUT，取对数生长期癫痫大鼠神经细胞共

转染 APLN⁃WT（100 ng）与 miR⁃142⁃5p mimics 或
miR⁃con，共转染 APLN⁃MUT 与 miR⁃142⁃5p mim⁃
ics 或 miR⁃con，继续培养 48 h，根据双荧光素酶报

告基因试剂盒说明书检测各组细胞荧光素酶活

性值。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 21.0 统计学软件分析数据，计量资

料以（x ± s）表示，数据均符合正态分布，两组间比

较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，

以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃142⁃5p和APLN在大鼠癫痫神经细胞中

的表达

NC组与癫痫细胞模型组大鼠神经细胞中miR
⁃142⁃5p 的表达水平分别为（1.03±0.11）、（4.28±
0.37）；APLN mRNA 的表达水平分别为（1.03 ±
0.21）、（0.62±0.06）；APLN蛋白相对表达量分别为

（0.54±0.06）、（0.28±0.04），NC 组与癫痫细胞模型

组相比差异有统计学意义（P<0.05），见图 1。

2.2 大鼠神经细胞干扰 miR⁃142⁃5p 表达对大鼠

癫痫神经细胞氧化应激参数 GSH 和 MDA 含量的

影响

相较于 NC 组、anti⁃miR⁃con 组，anti⁃miR⁃142⁃
5p 组大鼠神经细胞中 GSH 含量明显增加，而

MDA含量明显减少（P<0.05），见图 2。
2.3 干扰 miR⁃142⁃5p 表达对大鼠癫痫神经细胞

凋亡的影响

anti⁃miR⁃142⁃5p 组癫痫大鼠神经细胞凋亡率

与 NC 组、anti⁃miR⁃con 组比较差异有统计学意义
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图 2 检测大鼠神经细胞中GSH、MDA含量（48 h）
Figure 2 Detection of GSH and MDA in rat nerve cells（48 h）
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图 1 Western blot检测大鼠癫痫神经细胞APLN蛋白表达

Figure 1 Western blot analysis of APLN protein expression
in rat epilepsy neurons
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（图 3D、3E）（P<0.05），进一步检测发现 anti⁃miR⁃
142⁃5p 组癫痫大鼠神经细胞中 Bcl⁃2 蛋白表达水

平显著高于 NC 组、anti⁃miR⁃con 组（P<0.05），而

Bax蛋白表达水平降低（P<0.05）（图 3A、3B、3C）。

2.4 miR⁃142⁃5p靶向APLN
靶基因预测结果显示 APLN 是 miR⁃142⁃5p 的

靶基因，见图 4A。双荧光素酶报告基因实验显

示，共转染 APLN⁃WT 与miR⁃142⁃5p mimics 后，癫

痫大鼠神经细胞荧光素酶活性较转染 miR⁃con 组

明显下降（P<0.05），而共转染 APLN⁃MUT 与 miR⁃
142⁃5p mimics 后，癫痫大鼠神经细胞荧光素酶活

性较转染miR⁃con组无统计学意义（P>0.05），见表

1。转染miR⁃142⁃5p mimics后，癫痫大鼠神经细胞

中 APLN 蛋白的表达水平较转染 miR⁃con 组降低

（P<0.05），而转染 anti⁃miR⁃142⁃5p 后，癫痫大鼠神

经细胞中 APLN 蛋白的表达水平较转染 anti⁃miR⁃
con组升高（P<0.05），见图 4B、表 2。
2.5 沉默APLN部分逆转干扰miR⁃142⁃5p对大鼠

癫痫神经细胞的保护作用

如图 5、表 3 所示，共转染 anti⁃miR⁃142⁃5p 与

si⁃APLN 后，癫痫大鼠神经细胞凋亡率较共转染

anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃con组升高，差异有统计学意义

（P<0.05），Bax蛋白表达水平升高，而 Bcl⁃2蛋白表

达水平降低，差异有统计学意义（P<0.05）。
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图 3 干扰miR⁃142⁃5p表达后对大鼠癫痫神经细胞凋亡的

影响

Figure 3 Effect of interference with miR⁃142⁃5p expression
on apoptosis of rat epileptic neurons
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Figure 4 miR⁃142⁃5p and APLN targeting sequences and
regulation of APLN protein expression

分组

miR⁃con
miR⁃142⁃5p

t值
P值

APLN⁃WT
1.00±0.12
0.47±0.06

6.842
0.002

APLN⁃MUT
0.96±0.09
1.17±0.12

2.425
0.072

表 1 双荧光素酶报告实验（x ± s，n=3）
Table 1 Dual luciferase reporter experiment（x ± s，n=3）

分组

miR⁃con
miR⁃142⁃5p
anti⁃miR⁃con

anti⁃miR⁃142⁃5p
F值

P值

APLN蛋白

0.61±0.08
0.34±0.05
0.64±0.07
0.92±0.08
33.401
0.000

表 2 miR⁃142⁃5p调控APLN蛋白的表达（x ± s，n=3）
Table 2 miR⁃142⁃5p regulates the expression of APLN

protein（x ± s，n=3）

p⁃AKT

p⁃GSK3β

β⁃actin

1 2 3 4

注：1. anti⁃miR⁃con；2. anti⁃miR⁃142⁃5p；3. anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃con；

4. anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃APLN。

图 5 Western blot检测大鼠癫痫神经细胞 Bax和
Bcl⁃2表达

Figure 5 Western blot analysis of Bax and Bcl⁃2 expression
in rat epileptic neurons
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组别

anti⁃miR⁃con
anti⁃miR⁃142⁃5p

anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃con
anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃APLN

F值
P值

APLN
0.39±0.04
0.79±0.08
0.83±0.07
0.61±0.06
29.358
0.000

Bax
0.64±0.06
0.36±0.04
0.33±0.03
0.51±0.06
25.485
0.000

Bcl⁃2
0.27±0.03
0.59±0.06
0.56±0.07
0.35±0.05
24.832
0.000

凋亡率（%）

19.35±1.13
12.37±0.89
11.41±1.08
15.38±0.97

36.699
0.000

表 3 沉默APLN部分逆转干扰miR⁃142⁃5p对大鼠癫痫神经细胞APLN、Bax和Bcl⁃2的表达以及细胞凋亡率的影响

（x ± s，n=3）
Table 3 Effect of silencing APLN partial reversal of miR⁃142⁃5p on the expression of APLN, Bax and Bcl⁃2 and apoptosis rate

in rat epileptic neurons（x ± s，n=3）

组别

anti⁃miR⁃con
anti⁃miR⁃142⁃5p

anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃con
anti⁃miR⁃142⁃5p+si⁃APLN

F值
P值

p⁃AKT
0.44±0.05
0.67±0.08
0.71±0.07
0.52±0.06
11.058
0.003

p⁃GSK3β
0.31±0.05
0.69±0.08
0.72±0.07
0.46±0.05
28.000
0.000

表 4 APLN和miR⁃142⁃5p表达对大鼠癫痫神经细胞AKT
信号通路相关蛋白 p⁃AKT和 p⁃GSK3β的表达

（x ± s，n=3）
Table 4 Expression of APLN and miR⁃142⁃5p on AKT

signaling pathway⁃associated proteins p⁃AKT and p⁃GSK3β
in rat epileptic neurons（x ± s，n=3）

3 讨论

miR⁃142⁃5p 在动脉粥样硬化组织中呈高表

达，其可通过抑制靶基因转化生长因子 β2（TGF⁃β
2）表达进而诱导人巨噬细胞凋亡［7］。miR⁃142⁃5p
通过靶向Ulk1进而破坏猪血凝性脑脊髓炎病毒感

染的神经元形态［8］。本研究结果表明癫痫细胞模

型组神经细胞中 miR⁃142⁃5p 的表达水平显著升

高，干扰 miR⁃142⁃5p 表达后癫痫大鼠神经细胞氧

化应激指标 GSH 含量显著升高，而 MDA 含量显

著降低。GSH属于抗氧化系统酶类，而MDA属于

氧化系统酶类，氧化系统与抗氧化系统失衡可促

使脑组织或细胞损伤［9］。提示干扰miR⁃142⁃5p表

达可通过抑制神经细胞氧化应激反应进而减缓神

经元损伤程度。Bcl⁃2 可抑制细胞凋亡，而 Bax 可

促进细胞凋亡［10］。本研究结果发现，干扰miR⁃142
⁃5p 表达后，癫痫大鼠神经细胞中 Bcl⁃2 表达水平

明显升高，而 Bax 表达水平显著降低。提示干扰

miR⁃142⁃5p表达可通过减轻神经细胞氧化应激反

应及抑制细胞凋亡进而减缓癫痫大鼠神经元

损伤。

APLN可在多种组织中表达，并可参与氧化应

激、炎症反应及心肌缺血再灌注损伤等多种生理

病理过程［11］。APLN可作为内源性神经保护因子，

并可在神经元遭受兴奋性毒性损伤时发挥抗神经

细胞凋亡的作用［12］。与上述研究结果相似，本研

究结果表明癫痫细胞模型组中神经细胞中 APLN
的表达水平明显降低，进一步证实 miR⁃142⁃5p 可

负向调控靶基因 APLN 表达，anti⁃miR⁃142⁃5p 与

si⁃APLN共转染癫痫大鼠神经细胞后，细胞凋亡率

明显增加。提示干扰miR⁃142⁃5p表达可通过上调

APLN 表达进而对癫痫发作后神经元损伤发挥保

护作用。

综上所述，干扰 miR⁃142⁃5p 表达可能通过调

控 APLN 的表达进而抑制癫痫发作后神经细胞凋

亡，并可能通过抑制神经细胞氧化应激反应进而

对神经元损伤发挥保护作用，其可能通过激活

AKT信号通路而发挥作用，为进一步研究miR⁃142
⁃5p在癫痫发病过程中的作用机制奠定理论基础，

为临床诊断及治疗提供一定依据。
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非编码RNA在类风湿关节炎中的研究进展

陈宇婷 1 李琼 1 隋础阳 1 接力刚 3 毋静 3 杜红延 2★

［摘 要］ 随着研究的深入，基因表达过程所受的关注已不仅仅局限在“DNA⁃mRNA⁃蛋白质”。

长久以来被忽略的非编码 RNA（non⁃coding RNA，nc RNA）在基因表达过程中所发挥的调控作用逐渐被

发现，其广泛参与人体生理、病理过程的调节。类风湿关节炎（RA）是一种自身免疫性疾病，影响其发生

发展的因素很多，目前尚未明确，但越来越多的研究发现部分非编码 RNA在 RA发病过程中出现差异表

达并产生显著影响。本篇综述主要总结了近年来研究发现的在 RA中表达异常的微小 RNA（miRNA）、

长链非编码 RNA（lncRNA）、环状RNA（circRNA）以及它们参与 RA可能的调控机制。

［关键词］ 非编码RNA；微小RNA；长链非编码 RNA；环状RNA；类风湿关节炎

Research Progress of Non⁃coding RNA in Rheumatoid Arthritis
CHEN Yuting1，LI Qiong1，SUI Chuyang1，JIE Ligang3，WU Jing3，DU Hongyan2★

（1. First College of Clinical Medicine，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，
510515；2. School of Laboratory Medicine and Biotechnology，Southern Medical University，Guangzhou，
Guangdong，China，510515；3. Department of Rheumatology and Clinical Immunology，Zhujiang Hospital，
Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，510282）

［ABSTRACT］ With the deepening of research，the attention that the gene expression process has re⁃
ceived is not limited to“DNA⁃mRNA⁃protein”. The long⁃neglected non⁃coding RNA（ncRNA）played a regula⁃
tory role in the gene expression process，which was gradually discovered，and widely involved in the regulation
of human physiological and pathological processes. Rheumatoid arthritis（RA）is an autoimmune disease. The
factors that affect RA􀆳s pathogenesis and development remain unclear. However，more and more studies have
found that some ncRNAs are differentially expressed during the pathogenesis of RA and have significant impact.
This review summarizes the microRNAs（miRNAs），long noncoding RNAs（lncRNAs）and circular RNAs（cir⁃
cRNAs）that have been differentially expressed in RA and their possible regulatory mechanisms in recent studies.

［KEY WORDS］ Noncoding RNA；MicroRNA；Long noncoding RNA；Circular RNA；Rheumatoid
Arthritis

类风湿关节炎（Rheumatoid Arthritis，RA）是

一种自身免疫性疾病，可引发关节软骨和骨的进

行性破坏，难以有效治疗，且目前机制尚未明

确［1］。非编码RNA（nc RNA）是一类不编码蛋白质

的 RNA，包括微小 RNA（microRNA，miRNA）、

长链非编码 RNA（long noncoding RNA，lncRNA）、

环状 RNA（circular RNA，circRNA）等。2008 年，

Stanczyk 等［2］揭示了 RA 中 miRNA 表达水平的

显著变化。随后研究发现可能与 RA 患者炎症

关节和外周血循环中某些 miRNA 失调有关［3］。
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circRNA 可以充当“miRNA 海绵”，隔离目标 miR⁃
NA，阻止其调节其它内源靶基因［4］。circRNA 也

可以与 RNA 结合蛋白相互作用，调节基因转

录［5］。另外，越来越多的证据表明 lncRNA 在免疫

功能和自身免疫的调节中起着关键作用，lncRNA
的表达变化对 RA 的发生发展具有重要意义［6］。

近年来，非编码 RNA 在类风湿关节炎的发病发展

过程中的表达量变化、调节功能和作用机制受到

越来越广泛的关注，本文就近年来 nc RNA 在 RA
进展中的作用研究进行综述，有望对 RA发病机制

的揭示提供参考和借鉴。

1 miRNA概况

miRNA 是一类长度约为 21⁃25 个核苷酸的短

链非编码 RNA，对转录起负调节作用［7］。miRNA
可以对 mRNA 进行靶向切割或翻译抑制，从而在

多细胞生物中发挥重要的基因调控作用［8］。大多

数 miRNA 基因首先由 RNA 聚合酶Ⅱ（polⅡ）转

录，产生初级miRNA（pri⁃miRNA）［9］，pri⁃miRNA由

被称为微蛋白处理器的 Drosha⁃DGCR8 复合物在

细胞核内进行底物识别和催化反应。在成熟的

miRNA 选择性地加载到 RNA 诱导的沉默复合物

（RISC）后，通过已知的 7 至 8 个核苷酸长度的序

列将复合物导向靶 mRNA 的 3′非翻译区（UTR），

随后的mRNA降解或翻译抑制［10］。

1.1 miR⁃410⁃3p调节 FLS的增殖和凋亡

RA 患者的滑膜和成纤维样滑膜细胞（fibro⁃
blast⁃like synoviocytes，FLS）中 miR⁃410⁃3p 的水平

均降低。通过瞬时转染使 FLS⁃RA 中 miR⁃410⁃3p
过表达发现miR⁃410⁃3p的上调可抑制 FLS的生长

增殖，而加入 miR⁃410⁃3p 干扰片段下调其表达则

促进了 FLS⁃RA的增殖。另外，miR⁃410⁃3p可促进

FLS⁃RA的凋亡并促进其细胞周期从G1期向 S期

的转变［11］。YY1基因与细胞活力有关，其过表达在

包括乳腺癌［12］、胃癌［13］、大肠癌［14］等多种癌症中被

发现。同样测得 YY1 在 RA 患者滑膜组织中高表

达，且被证实 miR⁃410⁃3p 可与 YY1 基因在 3'UTR
区结合，而加入 miR⁃410⁃3p 干扰片段后 YY1 的

mRNA及蛋白质水平均增加。以上研究结果提示

miR⁃410⁃3p通过靶向 YY1抑制 FLS⁃RA增殖，促进

其凋亡及G1⁃S相变。

1.2 miR⁃124a低表达促进白细胞趋化

比较来自 RA 患者与骨关节炎（osteoarthritis，

OA）患者的 FLS 中的 miRNA 表达谱，发现 miR⁃
124a在RA⁃FLS中显著下调［15］。而且，体外实验表

明，RA⁃FLS 中 miR⁃124a 的过表达可以通过靶向

PIK3/Akt/NF⁃κB途径诱导G1期细胞周期的停滞从

而抑制 RA⁃FLS 的增殖，抑制 RA⁃FLS 对 TNF⁃α、

IL⁃6 等细胞炎症因子的产生和分泌［16］。在 miR⁃
124a诱导下，单核细胞趋化蛋白 1（MCP⁃1）的表达

也被抑制［17］。MCP⁃1属于趋化因子的 CC亚族，在

RA患者的滑膜组织和滑液中高表达，并通过对单

核吞噬细胞向关节的募集参与 RA 发病机制。该

结果提示 RA发病期间miR⁃124a的低水平表达可

通过上调MCP⁃1的表达促进白细胞的趋化，对 RA
的发生发展起重要作用。

1.3 miR⁃29b高表达抵抗细胞凋亡

RA患者的外周血单核细胞（PBMC）中miR⁃29b
的表达显著上调，且这种上调与RA疾病活动相关，

提高miR⁃29b的表达可以增加 PBMC对自发或 Fas
诱导的凋亡的抵抗［18］。另外，miR⁃29b的过表达促进

PBMC促炎细胞因子的产生，如 TNF⁃α、IL⁃1、IL⁃6，
这些细胞因子可将更多的白细胞募集到炎症关节，

引起急性期反应并诱导软骨损伤，而促炎反应的失

调在 RA的进展中起关键作用［19］。HBP1（high⁃mo⁃
bility group box⁃containing protein 1，HBP1）是一种

与细胞凋亡相关的转录因子，参与多个细胞进程，包

括终末分化，衰老诱导和肿瘤抑制［20］。在PBMC中，

miR⁃29b高表达在转录和翻译上均抑制HBP1的表

达，并且证实了miR⁃29b与HBP1的 3′⁃UTR直接结

合。反过来，HBP1的稳定表达又可以抵消miR⁃29b
表达对分化的 THP⁃1 细胞的抗凋亡作用。因此，

miR⁃29b至少部分地通过HBP1信号的负调节来介

导miR⁃29b对PBMC凋亡抗性的增强［18］。

1.4 miR⁃145⁃5p调节MMP表达促进RA骨损伤

RA 患者 PBMC 和滑膜组织中的 miR⁃145⁃5p
表达水平显著上调，miR⁃145⁃5p 的过表达增加了

RA⁃FLS中MMP⁃3，MMP⁃9和MMP⁃13的表达。在

正常的生理过程中，关节软骨基质蛋白的合成和降

解处于动态平衡状态。然而，RA患者滑膜液和外

周血中各种MMP的水平升高，导致基质蛋白的过

度降解，平衡被破坏，关节软骨被侵蚀和破坏，关节

完整性逐渐丧失。另外，miR⁃145⁃5p增加了 p65的

磷酸化水平和核转位，同时显着降低了 IkB⁃α的水

平，提示miR⁃145可以通过靶向激活NF⁃κB途径来

促进RA患者MMP⁃9水平的升高，从而加速骨侵蚀
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的进程，增加RA患者的疾病严重程度［21］。

2 lncRNA概况

lncRNA是长度大于 200个核苷酸的长链非编

码调节 RNA，其主要功能之一是在多个步骤中调

节特定基因表达，包括基因转录机制的募集和表

达，转录后修饰和表观遗传学。lncRNA 可以显示

复杂的二级和三级结构，与基因组 DNA 元件结

合，例如基因启动子区域，并调节基因转录；可以

与其他 RNA 结合并参与 mRNA 剪接、编辑、亚细

胞分布和稳定性的调节；部分 lncRNA具有短开放

阅读框（ORF），具有编码肽链的能力；还可以作为

催化性RNA（核酶）［22］。

2.1 lnc⁃ITSN1⁃2表达增加影响RA活动性

与正常 FLS相比，RA⁃FLS中 lnc⁃ITSN1⁃2表达

增加，已有研究证明 lnc⁃ITSN1⁃2 与疾病活动性及

进展相关。最近的研究证明敲低 lnc⁃ITSN1⁃2基因

可以抑制 RA⁃FLS增殖，促进其凋亡，同时，抑制了

RA⁃FLS 分泌 INF⁃γ、TNF⁃α、IL⁃17 等细胞炎症因

子，增加了 IL ⁃ 10，即减轻了 RA ⁃FLS 炎症［23］。

NOD2是一种细胞内的模式识别受体，在树突状细

胞、巨噬细胞等细胞中大量表达，是 Toll 样受体

（TLRs）家族的重要一员。在自身免疫和炎性疾病

如克罗恩氏病和皮炎中，NOD2在先天和适应性免

疫应答中起重要调节作用，与炎症进展密切相关。

lnc⁃ITSN1⁃2与NOD2的表达呈正相关。lnc⁃ITSN1⁃2
敲低通过介导 RA⁃FLS 中的 NOD2/RIP2 信号传导

途径抑制细胞增殖、炎症，同时促进细胞凋亡。

2.2 lncRNA HIX003209 显著增加促进 RA 炎症

进展

RA患者的 PMBC和CD14+单核巨噬细胞中的

lncRNA HIX003209 表达升高。而且 PBMC 中 ln⁃
cRNA HIX003209 的表达与 CRP，ESR 和 RF 之间

存在正相关，提示与疾病活动相关。同时，在RA中

lncRNA HIX003209 的表达与 TLR2 和 TLR4 正相

关。TLRs 及其下游通路，如 MAPK、Wnt、NF⁃κB
等，在 RA滑膜炎症反应及骨重塑中的作用已经被

证实［24］，提示 lncRNA HIX003209经 TLR2/TLR4途

径，通过提高巨噬细胞炎症反应而参与 RA 发病。

另外，lncRNA HIX003209还通过NF⁃κB 途径提高

巨噬细胞的增殖和活化。更重要的是，lncRNA
HIX003209 可以通过有效结合 miR⁃6089 来充当

竞争性内源性RNA，从而恢复巨噬细胞中 TLR4的

表达和下游信号分子NF⁃κB的激活［25］。

2.3 Hotair在不同部位出现不同表达水平

在 RA 患者的 PBMC 和血浆外泌体中，Hotair
的表达水平显著升高，引导活化巨噬细胞的迁

移。在分化的破骨细胞和 RA⁃FLS 中检测到较低

水平的 Hotair，而 Hotair 的高表达导致 MMP⁃2 和

MMP⁃13 水平显著下调［26］。Zhang 等［27］研究发现

Hotair 通过抑制 LPS 诱导的软骨细胞中 miR⁃138
介导的 NF⁃κB 信号传导的激活，起到软骨保护的

作用。并且体内、外研究均表明Hotair的过表达可

通过增加细胞增殖和炎症抑制对 RA 起到保护作

用。而最近有研究建立了由 Hotair 介导的调节

MMP⁃13 表达的 Wnt /β⁃catenin 途径的动态网络，

以研究该网络参与软骨损伤的发病机制［28］，这些

结果提示Hotair可能作为RA的潜在治疗靶点。

2.4 PVT1升高抑制 RA⁃FLS凋亡，促进增殖和炎

症反应

RA 大鼠滑膜组织和 RA⁃FLS 中 PVT1 的表达

升高，而 sirt6的表达则降低。哺乳动物的 sirtuin家

族由 sirt1 至 sirt7 组成，已证明过表达 sirt6 在胶原

诱导的关节炎小鼠中可减轻关节炎的严重程度，抑

制炎症反应并改善关节破坏程度，也被认为是预防

软骨细胞复制性衰老和 IL⁃1β诱导的骨关节炎改变

的有利因素［29］。启动子高甲基化是至关重要的基

因沉默机制。PVT1 可以募集 DNA 甲基转移酶

（DNMT1，DNMT3A和DNMT3B）至 sirt6启动子区

域，从而抑制 sirt6的转录。随着 sirt6表达的下调，

RA⁃FLS的凋亡被抑制，增殖和侵袭得到增强［30］。

3 circRNA概况

环状 RNA（circRNA）是一类独特的内源性

RNA 它不具有游离的 3′或 5′端，但形成共价闭合

的连续环［31⁃32］，这有助于它们抵抗 RNA 外切核酸

酶的作用，保持稳定的表达，使得它们比其他类型

的 RNA 更适合作生物标记物［33］。虽然已有研究

证明 circRNA可能参与 RA的发病机制，但目前研

究较少，有待深入探究。

3.1 hsa_circ_0092285 与 hsa_circ_0058794 显著过

表达

hsa_circ_0092285来源于 PNKP基因，而 PNKP
与 RA 中氧化应激和炎症的发展有关。hsa_circ_
0058794是从 AGAP1基因剪接的。RA滑膜细胞的

特征之一是软骨的侵袭和迁移。迁移到未受影响
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的关节是疾病进展的表现。侵袭和迁移需要细胞

外环境中集成的信号和重塑肌动蛋白骨架，而

AGAP1影响影响肌动蛋白细胞骨架的动力学，所以

hsa circ 0058794可能影响软骨的侵袭和迁移［34］。

4 小结与展望

类风湿关节炎发病机制复杂、影响因素众多，

虽然近年来该领域受到了许多关注，研究不断增

多，但其发病机制仍未明确，还需要深入广泛的探

索。非编码RNA在基因表达过程中的调控作用，为

类风湿关节炎的研究提供了新的思路，可能为 RA
的诊断、治疗等提供新的靶点。相对于编码 RNA，

人们对非编码 RNA 的了解还比较初步，且非编码

RNA体系庞大、机制复杂、功能多样，有着广泛的研

究前景。相信随着研究的深入和技术的发展，非编

码RNA 在类风湿关节炎中的作用机制会逐步明确，

为类风湿关节炎的诊断和治疗带来突破。
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生长因子在肺动脉高压发病中的作用研究进展

李凯泽 刘广雁 陈建英★

［摘 要］ 生长因子主要包括血管内皮生长因子（VEGF）、转化生长因子 β（TGF⁃β）、血小板源性生

长因子（PDGF）、结缔组织生长因子（CTGF）、成纤维细胞生长因子（FGF）、肝细胞生长因子（HGF）等，早

期探讨上述生长因子在肺动脉高压（PAH）发展中的作用机制，明确其在 PAH 治疗中的应用价值，以期

为临床鉴别诊断、对症治疗提供新方向。

［关键词］ 生长因子；肺动脉高压；发病机制

Recent progress in the research of growth factors in the pathogenesis of
pulmonary hypertension
LI Kaize，LIU Guangyan，CHEN Jianying
（Division 3，Department of Cardiovascular Medicine，Affiliated Hospital of Guangdong Medical University，
Zhanjiang，Guangdong，China，524000）

［ABSTRACT］ Growth factors include vascular endothelial growth factor （VEGF），transforming
growth factor beta（TGF⁃β），platelet ⁃derived growth factor（PDGF），connective tissue growth factor（CT⁃
GF），fibroblast growth factor（FGF），hepatocyte growth factor（HGF）. Early exploration of the mechanism of
the above growth factors in the development of pulmonary hypertension（PAH）defines the application value in
the treatment of PAH and provides a new direction for clinical differential diagnosis and symptomatic treatment.

［KEY WORDS］ Growth factor；Pulmonary hypertension；Pathogenesis

肺动脉高压（Pulmonary arterial hypertension，
PAH）主要病理特征为肺动脉平滑肌细胞失控性

增生、肺动脉内皮细胞功能障碍、肺血管阻力呈进

行性增高［1⁃3］，并伴有原位血栓形成、肺动脉痉挛等

特点，易增加右心衰竭发生危险性［4⁃5］。近年来，研

究发现，生长因子与 PAH 发病机制可能存在一定

关联性［6］。基于此，本研究对生长因子在 PAH 发

病机制中的作用综述如下。

1 血管内皮生长因子（vascular endothelial
growth factor，VEGF）

VEGF具有改善血管通透性、促进细胞外基质

辩性血管内皮细胞迁移增殖及血管形成等多种功

能［7］。目前，临床发现 VEGF 与 PAH 具有紧密联

系，VEGF结合受体VEGFR⁃2形成复合体，能作用

于血管内皮细胞，诱导自身磷酸化，激发酶促级联

反应，调节内皮细胞诱导因子，进一步抑制细胞凋

亡。因此，VEGF 及受体 VEGFR⁃2 在防治血管增

殖方面具有重要作用。

同时，马义丽等［8］通过 40 只 Wistar 新生大鼠

还发现，缺氧诱导因子 1α（Hypoxia inducible factor
1α，HIF⁃1α）、VEGF 共同参与了新生大鼠缺氧性

PAH的发生、发展。白波等［9］研究也指出，缺氧引

起 HIF⁃1α、VEGF1 水平升高，在新生儿缺氧性

PAH 发生过程中起着重要作用。VEGF 在早期

PAH 中扮演保护性角色，能促进多种细胞 DNA、
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RNA、蛋白质等大分子物质的合成，加快细胞有丝

分裂，同时其还能促进细胞膜 Na+/H+交换，诱导细

胞碱性化，调节磷酸肌醇循环，刺激 S6 激酶等。

然而随病情不断加重，在缺氧环境刺激下，VEGF
基因启动区缺氧反应元件，通过结合HIF⁃1α，利用

复杂信号转导途径，直接参与肺血管重塑，从而引

发肺动脉压力升高。故HIF⁃1α可为探讨VEGF水

平在缺氧性 PAH中的表达提供科学指导。

2 转化生长因子 β（Transforming growth
factor⁃β，TGF⁃β）

TGF⁃β 主要类型为：TGF⁃β1、TGF⁃β2、TGF⁃β
3、TGF⁃β4及 TGF⁃β5，其中活化 TGF⁃βl通过激活

下游 Smad2/3 信号通路，调控炎症介导、血管增生

及纤维化等多种反应，参与心血管疾病的发生、发

展。研究进一步表明［10］，PAH患者 TGF⁃β1水平明

显上调，可通过调控 p38丝裂原活化蛋白激酶信号

通路，上调 α⁃平滑肌肌动蛋白（a⁃smooth muscle ac⁃
tin，α⁃SMA）的表达，进而加快平滑肌细胞增殖、分

化。同时，TGF⁃β1 通过激活 PI3K/Akt 信号通路，

能提高 B淋巴细胞瘤⁃2（B cell lymphoma⁃2，Bcl⁃2）
含量，从而预防肺动脉平滑肌细胞凋亡，增强平滑

肌细胞活力。邓凯等［11］通过蛋白免疫印迹法检测

右肺组织 TGF⁃β1 表达水平可知，TGF⁃β1 水平在

野百合碱诱导的 PAH 大鼠肺组织呈异常升高表

达，是肺血管重塑及肺动脉纤维化形成的重要调

节因子。另外，Tang W 等［12］证实，TGF⁃β1 激活

p38/MAPK 信号通路，能增加基质金属蛋白酶水

平，破坏基质金属蛋白酶与组织金属蛋白酶抑制

剂（tissue inhibitor of metalloproteinases，TIMPs）平

衡，呈剂量、时间依赖性上调 TIMP⁃1表达，抑制细

胞外基质蛋白降解，反之，MMP⁃2、MMP⁃9一定程

度会促进 TGF⁃β1 释放，加重血管重构。此外，低

剂量 TGF⁃β1 通过激活素受体样激酶 1（AKT1）激

活 Smad 1/5 蛋白，不仅能强化肺动脉内皮细胞功

能，促进内皮细胞增殖、迁移，还能诱导血管生成，

相反，高剂量 TGF⁃β1 经 AKT5 激活 Smad 2 蛋白，

会严重影响内皮细胞功能及存活，可见维持 TGF⁃
β1/ALK5/Smad 2/3 信号通路、TGF⁃β1/ALK1/Smad
1信号通路平衡对保护 PAH患者肺动脉内皮细胞

功能、预防肺血管重塑发挥关键作用。

另外，骨形成蛋白受体⁃2（Bone morphogenetic
protein receptor2，BMPR⁃2）为 TGF⁃βl 重要家族成

员，与 80.0%家族性 PAH及 10.0%~40.0%其他形式

的 PAH均存在一定关联性［13］。BMPR⁃2基因杂合

需借助缺氧或炎症反应，从而形成不同类型 PAH，

且相关遗传性 PAH 伴有微小 RNA 加工过程的变

异［14］，同时，国外学者证实［15］，口服活性小分子

TGF⁃β 受体抑制剂有助于抑制 PHA 病程进展，预

防肺血管重塑，从而进一步说明BMPR⁃2细胞内转

导及磷酸化调控有望成为 PAH 在 TGF⁃β 中的治

疗新靶点。

3 血小板源性生长因子（Platelet ⁃ derived
growth factor，PDGF）

PDGF是一种促间质细胞增殖因子，主要包括

AA、BB、AB 三种异构体形式，现已有研究证实，

PDGF 受体特异性结合 PDGF，会刺激酪氨酸残基

二聚化，加快自身磷酸化，进而激活 ERKl/2 通路，

顺序启动酶联活化反应，引发 PAH［16］。同时，彭虹

艳［17］研究还认为，PDGF可促进有氧条件下培养的

主动脉血管平滑肌细胞糖酵解增强，结合、活化

PDGFR，而活化 PDGFR 通过 PI3K/AKT/mTOR 信

号转导通路上调 HIF1α 表达，从而降低丙酮酸脱

氢酶（Pyruvate dehydrogenase，PDH）磷酸化活性，

激发肺动脉平滑肌细胞 Warburg 效应，Warburg 效

应通过强化 HIF1α 活性正反馈其本身，从而导致

肺动脉平滑肌细胞异常增殖，参与肺动脉重构的

发生、发展。另外，通过逆转录聚合酶链反应发

现［18］，PDGF⁃AA、PDGF⁃BB、PDGF⁃Ra、PDGF⁃R13
mRNA 在重度特发性 PAH 患者中呈异常升高表

达，可靶向作用于 PDGFR的酪氨酸激酶抑制剂如

伊马替尼抑制性治疗，防止肺动脉平滑肌细胞增

殖、迁移，抑制 PAH 病情发展，从而进一步证明

PDGF 在平滑肌细胞异常增殖所致 PDH中发挥关

键作用，可为干预治疗 PAH提供新方向。

4 结缔组织生长因子（Connective tissue
growth factor，CTGF）

张蕙等［19］研究认为，肺血管重构不仅是 PAH
病情持续发展的关键因素，也是导致药物治疗发

生抵抗的重要原因。CTGF 能调控细胞外基质蛋

白含量，参与血管生成、纤维化等重要生理病理过

程。近期研究表明［20］，高肺血流亦可造成 CTGF
表达增多，有力佐证了 CTGF 与 PAH 肺血管重构

存在密切联系。分析机制在于：一方面，缺氧刺激
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下，内皮细胞功能紊乱，导致血管内皮素⁃1（Endo⁃
thelin⁃l，ET⁃1）、TGF⁃β分泌增加，发挥血管收缩及

细胞增殖作用，参与肺血管重构，提高 CTGF 基因

表达；另一方面，CTGF过度上调会激活 ERKl/2通

路，结合血管平滑肌细胞膜上受体，引发酶促级联

反应，刺激细胞内信号分子，明显提高 MMP⁃2 活

性，产生大量胶原、纤维结合素等细胞外基质，从

而诱发血管平滑肌细胞异常增殖、迁移。同时冀

璐［21］发现 50 例先天性心脏病伴 PAH 患儿均存在

心肌纤维化与肺血管重构现象，且病情随肺动脉

压力升高呈明显加重趋势。应用野百合碱导致大

鼠 PAH 模型进一步发现［22］，CTGF mRNA 在肺动

脉与小动脉肥大平滑肌细胞中过度表达。推测

CTGF 有望成为诊断 PAH 的新生物标志物，为临

床实施针对性治疗方案提供循证支持。

5 成纤维细胞生长因子（Fibroblast growth
factor，FGF）

FGF 主要分为碱性分子（bFGF）、酸性分子

（aFGF）2种形式，经体外实验可知［23］，将 FGF加入

毛细血管内皮细胞培养中，加快细胞增殖、分裂，

生成毛细血管样管腔，可见 FGF 对血管内皮细胞

具有较强趋化作用。另外，缺血、缺氧会损害细胞

完整性，导致机体释放大量 FGF，会损伤动脉内

壁，促进肺动脉平滑肌细胞增殖、分裂及细胞外基

质沉积，提高血管狭窄发生风险，增加动脉压力。

另外，王永丽［24］通过对比 70例慢性阻塞性肺疾病

并发 PAH 患者、45 例 COPD 未发生 PAH 患者发

现，随病情程度不断加重，COPD并发 PAH患者血

清 bFGF水平出现降低趋势，并与肺动脉收缩压呈

明显负相关关系。bFGF 不仅能促进纤维丝等多

种细胞外基质成分的合成，还能诱导内皮细胞移

行，构建新血管，同时其还能促进血管平滑肌细胞

等多种细胞迁移，且 PDGF促进血管平滑肌细胞迁

移也是通过诱导内源性 bFGF发挥作用。此外，缺

氧环境下会激活丝裂原活化蛋白激酶（Mitogen⁃ac⁃
tivated protein，MAP）介导途径，进而上调 FGF⁃1、
FGF⁃2、PDGF 及成纤维细胞内皮素 A 型受体的表

达，促进肺动血管收缩及血管重塑。

6 胰岛素样生长因子（Insulin⁃ like growth
factor，IGF）

IGF 为促生长的多肽类物质，包括 2 种亚型：

IGF⁃1、IGF⁃2，其中低氧条件下，IGF⁃1可刺激大血

管平滑肌细胞 DNA 合成，诱导肺血管结构重建，

参与细胞异常增殖与凋亡，其机制可能与受体结

合后激活蛋白激酶（Mitogen⁃activated protein ki⁃
nase kinase 1，MEK 1）通路，活化转录因子环磷酸

腺苷反应成分结合蛋白（cAMP response element
binding protein，CREB），促进抗凋亡蛋白 Bcl⁃2 表

达，从而达到抑制凋亡的最终目的［25］。另外，IGF⁃
1及其受体抗凋亡作用，一定程度会破坏血管壁细

胞增殖与凋亡平衡，异常增殖肺血管壁细胞，减少

凋亡，从而导致肺血管重建。由此可知，IGF⁃1 及

其受体在低氧性肺血管重建中具有重要作用，可

为 PAH 发病机制提供新的解释。近年来，随医疗

技术日益成熟，IGF⁃1拮抗剂抑制或运用反义 IGF⁃
1基因技术被逐渐应用于抑制肿瘤生长方面，取得

了良好成效，因此，推测此方法可能成为阻止肺血

管重建、治疗 PAH的有效方法。

7 肝细胞生长因子（Hepatocyte growth fac⁃
tor，HGF）

HGF经信号转导，能发挥抗纤维化作用，避免

器官结构重建［26］。吉圣珺等［27］研究指出，HGF通过

抑制血管内皮细胞凋亡，有助于保护肺血管结构完

整性，延缓 PAH进程。原因在于：一方面，HGF通

过激活血管内皮细胞 p38 丝裂原活化蛋白激酶等

信号通路，诱导血管内皮细胞参与 PAH 血管形成

与内皮再生，从而降低 PAH发生危险性［28］；另一方

面，当血管内皮细胞损伤时，HGF可激活细胞外调

节蛋白激酶 1/2信号转导通路，保证细胞核RNA稳

定性，提高肺微血管内皮细胞增殖率及体外培养时

细胞贴壁率，抑制一氧化氮（Nitric oxide，NO）及细

胞间粘附分子 1（intercellu laradhesionmolecule 1，
ICAM 1）表达，从而缓解缺氧损伤所致肺微血管内

皮细胞损伤，保护其正常生理功能。此外，研究还

发现，HGF 可与其他生长因子及细胞因子相互协

同，减少肺组织内 ET⁃1含量，起着预防血管收缩的

作用［29］。由此可见，HGF一定程度可通过防止 ET⁃
1释放，延缓 PAH形成进程，为临床治疗 PAH指引

新方向，但仍需进一步临床试验数据验证。

8 结语

VEGF、TGF⁃β、PDGF、CTGF、FGF、HGF 等生

长因子在 PAH病理基础中发挥重要作用。早期通
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过分子生物学技术与方法，探讨生长因子的表达，

不仅利于临床明确 PAH 发病机制，也有助于通过

调控相关生长因子水平，可为临床早期诊断 PAH、

实施对症治疗、逆转 PAH病程奠定科学基础。
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基于高通量测序的伴随诊断试剂临床评价方法及运用

高宇 吕允凤★

［摘 要］ 随着分子生物学技术的发展，靶向治疗药物已经在临床广泛应用，但药物的治疗效果存

在着较大的个体差异，需要伴随诊断试对可获益患者进行区分。与此同时，高通量测序作为高通量测序

具有速度快、准确性高、报告位点多、所需样本量小等等优势，将高通量测序作为伴随诊断试剂指导用药

有着强烈的需求。但如何对高通量测序可同时报告多个位点的性能进行临床评价是研究人员还是监管

者都面临的巨大挑战。美国 FDA提出了 Follow⁃on临床评价方法，通过外部等效性研究评价二者的临床

性能的一致性。本文基于在美国使用该临床评价方法已上市的产品对基于高通量测序的伴随诊断试剂

的评价方法进行阐述，以期为我国研究人员和生产企业在该类产品研发、申报时提供参考。

［关键词］ 高通量测序；伴随诊断；Follow⁃On；靶向治疗

Clinical evaluation methods and using of companion diagnostic reagents based
on next⁃generation sequencing
GAO Yu，LV Yunfeng★

（Clinical Evaluation and Biometrics Division II，Center For Medical Device Evaluation，NMPA，Beijing，
China，100081）

［ABSTRACT］ With the development of molecular biology technology，targeted therapeutic drugs have
been widely used in clinical practice. Still，there are significant individual differences in the therapeutic effects
of drugs，and it is necessary to distinguish between patients who can benefit from a diagnostic test. At the same
time，second⁃generation sequencing as a high⁃throughput sequencing has the advantages of fast speed，high ac⁃
curacy，many reporting sites，small sample size，etc. There is a strong demand for second⁃generation sequenc⁃
ing as a guide for companion diagnostic reagents. But how to conduct a clinical evaluation of the performance of
second⁃generation sequencing that can report multiple sites at the same time is a huge challenge for researchers
and regulators. The US FDA has proposed a Follow⁃on clinical evaluation method to evaluate the consistency of
the clinical performance of the two through external equivalence studies. In this article，based on the products
that have been marketed in the United States using this clinical evaluation method，the evaluation method of
companion diagnostic reagents based on Next⁃generation sequencing technology is described in order to provide
reference for Chinese researchers and manufacturers in the development and application of such products.

［KEY WORDS］ NGS；Companion diagnostic；Follow⁃On；Targeted therapy

随着分子生物学技术的发展，靶向治疗作为

一种低毒、高效的肿瘤疗法已经成为研究热点，并

得到了广泛的应用［1］。靶向治疗药物在临床应用

时需通过有效手段将可能从靶向药物中获益的患

者筛选出［2 ⁃ 5］，该试剂被命名为伴随诊断试剂

（Companion Diagnostics，CDx）［6］。为了确认在临

床应用时伴随诊断试剂对可获益患者的筛选性

能，伴随诊断试剂上市前的临床评价研究需要通

过受试者的药物治疗效果进行评价［7］，是一种难度

较高的临床评价方法。通常，每个临床试验仅能
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针对一种药物及其伴随诊断试剂的相关性验证。

然而随着靶向药物的增加以及高通量测序技术的

发展，传统伴随诊断试剂及其临床评价模式已经

难以满足临床的需要。

传统伴随诊断试剂一次检测通常仅能针对一

种药物的应用进行指导，如果一种疾病有多种伴随

诊断药物，就需要进行多次检测，不仅增加的检测

费用及时间，同时增加了所需要的活检样本量。高

通量测序技术可以通过一份样本对于几乎全部感

兴趣的基因位点进行检测，一次检测可以同时指导

多个以基因检测结果作为伴随诊断位点的药物的

使用［8］。这虽然在技术层面解决了传统伴随诊断试

剂所造成的问题，但当其作为一个产品进行上市评

价时，按照传统临床评价方式逐一进行检测位点与

药物相关性之间的临床验证，这也是不现实的。

前美国 FDA审评员 Li于 2015年 9月提出伴随

诊断 Follow⁃On临床评价方法并于 2016年 9月公开

发表论文对该评价方法的统计原理进行了详细的

阐述［9］。该方法的基本原理是通过与已上市试剂进

行符合率（Percentage of Agreement）研究推导二者

的临床应用时的等效性（Concordance）。2017年，美

国 FDA首次使用 Follow⁃On 临床评价方法批准了

基于高通量测序技术的伴随诊断试剂 Foundation⁃
One CDx上市。本文基于 Follow⁃On临床评价方法

的统计学原理，结合美国 FDA公开的已批准上市产

品的安全有效性数据综述（Summary of Safety And
Effectiveness Data，SSED）［10⁃12］，分析美国 FDA 对于

Follow⁃On临床评价方法的评价思路以及高通量测

序体外诊断试剂的评价思路，以期为我国同类型产

品的临床评价提供参考。

1 已上市产品临床评价概述

1.1 入组及检测

FoundationOne CDx基于高通量测序方法学共

检测 324个基因的突变，其中检测 7个基因的突变

用于指导用药（见表 1）以及不单独用于指导用药

的 300 余个基因。不单独用于指导用药的位点包

括用于计算肿瘤突变负荷（Tumor Mutation Bur⁃
den，TMB）、检测微卫星不稳定性（microsatellite
instability，MSI）以及其他具有显著临床意义［13］的

基因位点。在临床上，TMB 指标用于临床医生决

策 PD⁃L1 药物的使用［14］，但 FDA 并未将该用药指

导列入预期用途。本文仅针对指导用药的伴随诊

断位点的临床评价方法。

基因

EGFR

EBBR2

ALK

KRAS NRAS

BRAF

BRCA1/2

PIK3CA

突变类型

19外显子插入/缺失或 21外显子 L858R

20外显子 T790M

基因扩增
（amplification）

重排

KRAS 12、13外显子

KRAS 2、3、4外显子 和 NRAS 2、3、4外显子

V600E

V600E和V600K

突变

PIK3CA C420R，E542K，E545A，E545D［仅 1635G>T］，
E545G，E545K，Q546E，Q546R，H1047L，H1047R，
H1047Y 突变

肿瘤类型

非小细胞肺癌

非小细胞肺癌

乳腺癌

非小细胞肺癌

结直肠癌

结直肠癌

非小细胞肺癌

黑色素瘤

黑色素瘤

卵巢癌

乳腺癌

药物

阿法替尼

吉非替尼

厄洛替尼

奥西替尼

曲妥珠单抗

Kadcyla*

帕妥珠单抗

艾乐替尼

克唑替尼

色瑞替尼

西妥昔单抗

帕尼单抗*

达拉非尼*与曲美替尼*合用

达拉非尼*

威罗菲尼*

曲美替尼*

考比替尼*与威罗菲尼*合用

瑞卡帕布*

Alpelisib**

表 1 FoundationOne CDx伴随诊断检测基因突变对应肿瘤及相应药物

Table 1 Tumor Mutations of FoundationOne CDx and Corresponding Drugs

注：*未在中国上市；**2019年 12月 3日通过桥接临床研究方法上市
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根据 Follow⁃On临床评价方法的统计学原理，

应入组数量基本相等的阳性和阴性样本（各约 150
例），对入组样本进行两次对比试剂（Comparator
Companion Diagnostic，CCD）检测及一次考核试剂

检测（Follow⁃on Companion Diagnostic，FCD）。分

别以对比试剂第一次（记为 CCD1）及第二次（记为

CCD2）检测结果为基准，计算另一次对比试剂检测

结果及考核试剂检测结果与基准检测符合率的差

值，从而评价 FCD与 CCD的临床等效性。样本入

组的预筛试剂可以是包括对比试剂在内的任意检

测试剂，而对比试剂必须选择已上市的伴随诊断试

剂。如果使用对比试剂作为预筛试剂，预筛检测结

果可以作为等效性研究的两次对比试剂检测结果

中的一次使用。FoundationOne CDx临床试验所选

择的预筛选试剂、第一次对比试剂（CCD1）检测试

剂、第二次对比试剂（CCD2）检测试剂参见表 2。

基因

EGFR

EGFR

ERRB2
KRAS
ALK
BRAF

突变

19外显子插入/缺失
或 21外显子 L858R

20外显子 T790M

扩增

2、3、4、12、13外显子

重排

V600（V600E、V600K）

入组筛选

F1 LDT*（NGS）
外部提供

cobas v1（ARMS⁃PCR）
cobas v2（ARMS⁃PCR）

外部提供

F1 LDT（NGS）以及外部提供

Ventana ALK（免疫组化）

F1 LDT（NGS）外部提供

CCD1

cobas v2
（ARMS⁃PCR）

cobas v1（ARMS⁃PCR）
cobas v2（ARMS⁃PCR）

Dako FISH（原位杂交）

theraScreen（ARMS⁃PCR）
Ventana ALK（免疫组化）

cobas BRAF V600（PCR）

CCD2

cobasV2
（ARMS⁃PCR）

cobasV2
（ARMS⁃PCR）

Dako FISH（原位杂交）

theraScreen（ARMS⁃PCR）
Vysis ALK（原位杂交）

cobas BRAF V600（PCR）

表 2 FoundationOne CDx临床试验试剂的选择

Table 2 Test Selection in FoundationOne CDx Clinical Trail

注：*F1 LDT 为 FoundationOne CDx 上市前的试验室自建检测（Laboratory Developed Test ，LDT）产品，由美国 FDA 和医疗保障服务中心

（Centers for Medicare & Medicaid Services，CMS）共同监管，可以进行检测服务但不属于上市产品。二者均基于 Illumina NGS平台。

1.2 数据展示及统计

统计分析时，根据指标在预期人群阳性率

（Prevalence）及入组人群比例校正计算 CCD1 分

别与 FCD 和 CCD2 的符合率的差值、CCD2 分别

与 FCD 和 CCD1 的符合率的差值，并通过 Boot⁃
strap 法得到差值的 95%置信区间［15］。在 Li 的文

献中，非劣效界值设定为 5%。但在 SSED 中，所

有基因位点中与之对应的差值 ζ 最大 95%置信区

间上限最大值为 13.6%。可以看出在产品临床评

价中对非劣效界值的设定根据产品的实际情况进

行了调整。见表 3。

指标

FCD+
FCD-

FCD Missing
总

CCD1+
CCD2+

a1

c1

h1

n11

CCD2-
b1

d1

j1
n10

CCD2 Missing
f1
g1

k1

q1

总

m1

m0

p1

n1

CCD1-
CCD2+

a0

c0

h0

n01

CCD2-
b0

d0

j0
n00

CCD2 Missing
f0
g0

k0

q0

总

r1
r0
p0

n0

表 3 Follow⁃On临床试验结果表格

Table 3 the Form of Follow⁃on Clinical Trail Results

1.3 样本注释分析

在 6 个试验的结果表格中有 3 个对于不一致

样本的结果进行了注释，所注释单元格均为 Foun⁃
dationOne CDx 检测与两次 CCD 之间检测结果不

一致的样本，即 FoundationOne CDx 为阳性而两次

CCD 检测结果为阴性样本、FoundationOne CDx 为

阴性而两次CCD检测结果为阳性样本。对于其他

的结果数量并未进行注释。

2 Follow⁃On临床评价方法

Follow⁃On 可理解为是一种临床应用模拟评

价的方法。当已上市试剂的两次检测均为检测结
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果阳性，则判定样本来源受试者使用相应药物可

获益，而考核试剂的检测结果应与之一致。试验

的实施与一般体外诊断试剂临床符合率研究相

似，但评价的方法却有较大区别。

为有效评价阴阳性符合率，该临床评价方法

以检测结果作为入组标准。以任意的检测结果入

组阴、阳性样本各约 150例。如以对比试剂结果作

为入组依据，该结果可作为正式试验的一次对比

试剂检测结果。在对比试剂选择时，不限制于对

比试剂方法是否相同，但应尽量选择检测同一生

物标志物的试剂。

数据汇总时，应剔除 CCD1、CCD2、FCD 结果

不完整的样本。统计分析时，应根据标志物在预

期人群阳性率及入组受试者阳性率进行校正计

算。当基于样本全集的统计结果表明与对比试剂

有较大差异时，可以通过分层分析考察影响因素，

如样本量、人口学特征等。如调整后具有较好的

临床等效性，应当基于分层统计结果将影响因素

写入说明书中“局限性”部分。对于检测不一致样

本，应当着重对申报试剂与两次 CCD 之间检测结

果不一致的样本进行分析，分析结果同样应当写

入说明书中“局限性”部分。

3 评价要点

3.1 对比试剂的选择

在对比试剂的选择时，方法学的一致性并非

主要考虑因素，但必需具有同样的伴随诊断预期

用途。当有多个针对同一药物的伴随诊断试剂

时，应选择方法学更加准确的伴随诊断试剂作为

对比试剂。例如，ALK重排的研究中，样本基于免

疫组织化学试剂结果入组并作为 CCD1结果，但考

虑到免疫组织化学的在临床使用中所可能遇到的

内部质控难度的问题［16］，将 CCD2 改为原位杂交

伴随诊断试剂。

3.2 非劣效界值的设定

在 FoundationOne CDx 的 SSED 临床评价部

分开篇就明确了所使用的是按照 Li 所提出的

Follow⁃On 的伴随诊断试剂临床有效性评价方法

进行研究。该文献中的举例中的样本量与实际产

品临床试验的样本量相似。但 FoundationOne CDx
临床试验中，部分突变位点 ζ的置信区间与文献中

所提及的 5%非劣效界值有较大差异。因此在实

际的临床评价中，正如 Li在文章中说“非劣效界值

δ的设定需要考虑试剂、临床、统计、监管等多方面

因素”。

3.3 分层分析

在 FoundationOne CDx 的临床试验数据中有

部分位点的临床试验 ζ 的 95%置信区间上限较

高。对于高 ζ的情形，应当基于样本信息进行分层

分析，包括但不限于基因型、人种、性别等。根据

高通量测序的流程，样本体积是否充足是影响检

测准确性的重要影响因素。在 FoundationOne CDx
临床试验的统计分析时也分别对全样本集和大于

0.6 mm2的样本集进行了分层分析。根据统计结

果，大于 0.6 mm2 的样本具有更好的符合率从而

可以推定更好的等效性。据此，在 SSED 所记载

的检测流程中 0.6 mm2规定为是有核细胞充足的

判定标准，而在 Foundation Medicine 网站所公布

的样本要求中更为保守地规定了最小样本体积为

1 mm2［17］。

3.4 不一致样本分析

在统计结果表格中，除以免疫组织化学和原

位杂交为方法学的对比试剂外，均在检测结果中

对 FoundationOne CDx 与两次 CCD 之间检测结果

不一致的样本进行了注释，解释了不一致的原因，

并将相应的解释写入说明书中。这些注释表明，

在评价的过程中应重点分析在临床有较大用药可

能的样本检测结果不一致的原因，而 CCD1、CCD2
本身检测结果不一致样本的检测结果相对弱化。

4 小结

高通量测序伴随诊断试剂使用 Follow⁃On 临

床评价方法可以进行多位点多药物伴随诊断性能

的临床评价。Follow⁃On 伴随诊断试剂评价方法

是通过特殊的临床实验设计更多地依靠统计学方

法进行评价的临床评价方法。由于脱离了药物治

疗效果的研究，不仅需要考虑产品评价方法，还应

在临床评价方法适用性方面有更深入的考虑。设

定产品的接受标准时也应结合产品的实际情况，

根据患者的风险及获益评价其临床性能。此外，

该方法虽然在一定程度上解决了用药受试者样本

稀缺的问题，但对于阳性样本数量的要求会高于

传统的伴随诊断试剂临床试验。同时由于需要进

行 3次检测，纳入样本的样本体积也会有“硬性”的

要求，需要完成三次检测。这也高于传统的伴随

诊断试剂临床试验。
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·专家风采· 实验室巡礼

冯磊，1974 年 10 月出生，1998 年毕业于

湖南医科大学医学检验系，获学士学位，2004

年毕业于中南大学湘雅医学院，获免疫学硕

士学位；2016年毕业于南方医科大学，获临床

检验诊断学博士学位。2009 至 2010 年国家

公派赴加拿大访问留学 1年。

主任技师，现任云南省玉溪市人民医院

（昆明医科大学第六附属医院）检验医学科主

任。昆明医科大学博士研究生导师，云南省

中青年学术和技术带头人后备人才，云南省

卫生高层次技术人才，玉溪市中青年学科技

术带头人。中华医学会检验分会第十届委员

会临床生物化学学组委员，中国中西医结合

学会检验医学专业委员会委员分子诊断专家

委员会委员，中国医学装备协会检验医学分

会第二届委员，世界华人医师协会检验与病

理医师协会康复医学检验专家委员会委员，

世界华人医师协会检验病理医师协会委员，中国分析测试协会标记免疫分析专业委员会第一届委员会

委员，第一届全国卫生产业企业管理协会实验医学专家委员会青年委员会委员，云南省医师协会第二

届检验医师分会副主任委员，云南省免疫学会临床免疫学分会副主任委员，云南省中西医结合学会检

验医学专业委员会常务委员，云南省医学会检验分会第八届委员会委员，云南省免疫学会第五届理事

会理事，云南省医学会医学细胞生物学分会第二届委员会委员，云南省医院协会临床检验管理第二届

专业委员会委员，云南省医学会医学遗传学分会第六届委员会委员，《分子诊断与治疗杂志》第五届编

辑委员会编辑委员，玉溪市医学会医学检验专业委员会主任委员。

冯磊主任技师从事临床检验及相关科研工作二十余年，主要研究方向为心血管疾病的实验室诊断

及风险评估。承担及完成国家、省部级课题 20余项，其中包括国家自然科学基金项目、云南省科技厅应

用基础研究项目、云南省科技厅—昆明医科大学应用基础研究联合专项等。荣获云南省政府科技进步

三等奖 1项、玉溪市政府科技进步一等奖、二等奖、三等奖多项。发表论文 90余篇，第一作者或通信作

者发表 80余篇，SCI收录 12篇。目前招收昆明医科大学硕士研究生 13名，与南方医科大学联合培养同

等学力研究生 3名。

玉溪市人民医院检验医学科位于音乐家聂耳的故乡，为云南省临床检验质量控制中心玉溪地区分

中心、玉溪市临床检验质量控制中心，是一个“医教研一体化”的综合性临床实验室。检验医学科开设临

床生物化学实验室、临床免疫学实验室、临床检验实验室、临床微生物学实验室、临床血液学室、自身免

疫性疾病诊断实验室、临床分子生物学诊断实验室、门急诊实验室等 8个亚专业组，各亚专业组都采用现

代化先进设备、拥有高水平专业技术人员，且已形成完备的科学管理体系，保证严格的质量控制及结果

的客观性，能快速、准确地为临床提供实验诊断数据，有效地为临床诊疗服务。

科室坚持任人唯才、德才兼备原则，多层次引进创造性、实用性人才，加快人才队伍建设步伐，提高

医院专业技术人员业务能力，建立了一支业务素质高、结构合理的人才队伍。科室现有专业技术人员 53

人。主任检验师 8人，副主任检验技师 7人；医学博士 1人、医学硕士 11人；昆明医科大学博士研究生导

师 1人。是一个德才兼备、爱岗敬业、结构合理、具有创新能力的研究团队。

建院以来，本院检验医学科硬件环境不断改善，从传统的手工检测转变为如今现代的自动化检测。

目前我科采用现代化先进的医疗大型检验设备，拥有罗氏生化和免疫流水线、罗氏 Cobas 480全自动核

酸提纯及实时荧光定量 PCR分析仪、罗氏超微量核酸检测仪、博奥微流控及微阵列基因芯片检测平台、

BD 流式细胞仪、梅里埃质谱细菌鉴定系统、STAGO 全自动血凝仪、超低温冰箱等大型检验设备等。

始终把实现检验事业自动化、智能化、微量化、快速化作为追求的目标，已于 2007年 11月作为云南省首

家获得HbA1c检测NGSP认证的医院，欲进一步引进高通量测序仪及串联质谱检测平台，以完善、提高

临床检验和科研技术能力。

玉溪市人民医院坚持走“科教兴院、人才强院”道路，不断加大对科研、教学的投入，加大对科教成果

奖励力度，充分调动专业技术人员的积极性、主动性。科室科研氛围浓烈，现有云南省科技厅中青年学

术技术带头人 1人，云南省卫生高层次人才 1人，玉溪市中青年学术和技术带头人 4人。近五年检验医

学科主持国家自然科学基金 2项，以第一作者或通信作者发表论文：SCI收录 12篇，国家或省级期刊 72

篇。共培养 12名硕士研究生，在读全日制硕士研究生 6人。

目前检验医学科全科人

员团结一心、积极努力构建合

格的组织架构、编写标准化操

作文件、优化工作流程、提高

业 务 水 平 等 ，以 通 过 ISO

15189 认证作为最高目标，努

力将检验质量、管理水平与技

术能力达到了国际标准。科

室一直遵循“严谨、求实、团

结、奉献”的院训，以严谨的医

疗作风、精湛的医疗技术和严

格的科学管理，努力为患者提

供更多更优质的医疗服务。

玉溪市人民医院检验医学科冯磊



地 址：广州市科学城荔枝山路6号
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《分子诊断与治疗杂志》于 2009 年 5 月创刊，是由中山大学主管，《中国

家庭医生》杂志社有限公司主办，中山大学达安基因股份有限公司承办的面向

国内外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学

科为主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子

医学前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国

医学分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的

最新研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前

有编委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，

于 2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。
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注：CMA检测结果提示先证者X染色体存在约 267 kb片段缺失（chrX：68，801，113⁃69，068，115），黑色带三角的矩形条代表缺失

区域，对应的 SNP探针信号缺失。

图（P854） 先证者染色体微阵列检测结果

Figure（P854） Chromosomal Microarray Analysis result of the proband
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