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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
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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：A为第 0天；B为第 15天；C为第 30天

图（P431） 永生化淋巴细胞系转化第 0、15天和 30天结果（×50）
Figure（P431） The result of immortalized lymphocyte cell line transformation on day 0，day15 and day 30（×50）
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·专家风采· 实验室巡礼

韦叶生，广西桂林人，

医学博士，教授，主任技师，

博士研究生导师，临床检验

诊断学优秀学科带头人。

2004年毕业于武汉大学（全

日制）临床检验诊断学专

业，获医学硕士学位，2008

年毕业于四川大学（全日

制）免疫学专业，获医学博士学位。曾多次到欧洲、日本、新加坡等国进行培训、交流学习。

现任桂林医学院检验学院副院长，附属医院检验科主任。并担任国家自然科学基金一

审专家，担任《微循环学杂志》、《分子诊断与治疗杂志》编委，担任国际期刊“J CLIN

IMMUNOL”和“DNA and Cell Biology”等审稿专家。担任中国微生物学会临床微生物专

业委员会副主任委员，广西医师协会检验医师专业委员会副主任委员，广西预防医学会感

染性疾病检验分会副主任委员，广西医学会第四届微生物学与免疫学分会副主任委员，广

西免疫学会第一届理事会理事，全国免疫学会委员，担任中国医师协会检验医师分会血液

肿瘤个体化诊断检验医学专家委员等职务。

本人一直从事临床检验、教学与科学研究工作。先后承担本科生、研究生的临床免疫

学、分子生物学、临床实验室管理等课程的教学工作。在脑血管疾病、肿瘤分子生物学检

验领域有较深的造诣。主要研究方向为脑血管疾病及肿瘤的分子发病机制研究、基因表达

调控和蛋白质组学。主攻基因突变筛选、基因转录水平、基因表达调控和基因多态性与疾

病的相关研究。主持国家自然科学基金项目 3项，主持广西科技厅重点项目 1项，广西自

然科学基金 3项，广西教育厅课题、广西卫生厅重点课题等多项。获第十届广西青年科技

奖、广西科技进步二等奖 2项、广西科技进步三等奖 3项。发表论文 60多篇，其中被 SCI收

录 30 多篇。主编学术著作 3 部，参与编写学术著作 6 部。在国际核心杂志《Cancer》和

《Clinical Immunology》上发表了具有创新性的文章；最近在《J Cell Mol Med》、《Front

Physiol》、《中华检验医学杂志》、《中华医学遗传学杂志》、《中华微生物和免疫学杂志》等期

刊上发表了开拓性的文章。近 5年，培养博士生 3名、硕士生 7名。

桂林医学院检验科位于山水甲天下的国际旅游名城⁃桂林市，是一个集临床检验、教学、科研为一体

的综合性临床实验室，在临床检验方面素来享有盛名。目前拥有一批世界上最先进的检验仪器设备和

一支由博士、硕士及本科生为主组成的经验丰富的高素质专业技术人员队伍，是广西地区多家大学医学

检验专业学生的实习基地。本科室以高学术水平、精湛的技术、准确的结果、一流的仪器设备、良好的服

务著称，为临床正确诊断、治疗、判断预后以及科学研究、检验医学人才培养、教学等提供了大量、及时而

准确的实验数据。

检验科一直把检验质量作为立科之本，坚持以人才建设促进学科发展，进一步加强落实临床检验医

疗质量管理与持续改进，促进科室又快又好健康发展。检验科现有临床生化实验室、临床免疫实验室、

临床微生物实验室、临床分子诊断实验室、门急诊实验室等多个专业实验室。本学科现有 58名专业技术

队伍，其中教授 5名，副教授 13人，具有博士学位 9名，硕士学位 16人。是一个高职称、高学历、年青化、

结构合理、团结合作，创新能力突出的研究团队。

检验科拥有大量自动化仪器，固定资产 4 000多万元，硬件门类齐全，已达到国内先进水平，主要设

备有全自动生化免疫流水线、全自动 Sysmex血液体液流水线、全自动BD流式细胞仪、Sysmex 5100全自

动血凝仪、Sysmex UF⁃1000i全自动尿沉渣分析仪、法国梅里埃MALDI⁃TOF 质谱仪、法国梅里埃 BacT/
ALERT 3D型血培养仪、罗式荧光定量 PCR仪等。除完成一般临床检验项目外，不断增加新技术、新项

目，充分满足临床疾病诊断的需要。始终贯彻以病人为中心，以质量为核心的原则，服务意识不断增

强。检验科有完善和有效的质量管理体系，重视实验室的质量和安全管理。除开展实验室室内质量控

制外，还参加国家卫计委临检中心、广西省临检中心组织的室间质量控制评价活动，并获得优异成绩。

检验科为广西桂北地区检验医学领域技术力量最雄厚、设备最先进、检验项目最齐全的科室。现有

优秀学科带头人 1名；学术带头人 2名，技术骨干 3名。我科的专业技术人员即为桂林医学院检验学院

的师资队伍，每年承担医学检验学院检验技术及卫检本科生全部临床检验的教学任务，并负责各级进修

生和实习人员的带教工作。科室科研气氛浓厚，科研能力较强，近五年来主持国家自然科学基金项目 6
项，广西科技厅重点项目 2项，广西自然科学基金项目 7项，厅局级项目多项，全科以第一作者或通讯作

者发表的专业学术论文 100多篇，其中 SCI收录 50多篇，主编及参编本科、专科教材多部。

目前，检验科正致力于实验

室全面质量管理和控制工作，以

ISO 15189 文件为准则，不断提

高医学检验诊断水平，力争将科

室建成国内一流标准化实验

室。科室本着以人为本的原则

追求“求实、求真、创新和进取”，

以“客观公正，准确优质，科学管

理，持续改进”十六字为质量方

针，致力于满足患者和临床医护

部门的需要，竭诚为社会、临床、

科研、教学提供最优质的服务。

桂林医学院检验科韦叶生
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长链非编码RNA GAS5在动脉粥样硬化及相关疾病
发生发展中的作用

韦贵将 1，2，3 杨峻 1 韦叶生 1★

［摘 要］ 长链非编码 RNA（LncRNA）是一类位于细胞核或胞质内长度大于 200 nt 的非编码

RNA。LncRNA GAS5是一名近年开始受到关注的 LncRNA家族成员，它的基因位于人类 1号染色体长

臂 2区 5带，全长 4 087 nt，由 12个外显子组成。多项研究表明，LncRNA GAS5参与炎症反应，介异血管

内皮细胞损伤，在动脉粥样硬化及相关疾病发生发展中起重要的作用。本文就它在动脉粥样硬化及相

关疾病发生发展中的作用作一评述。

［关键词］ LncRNA GAS5；动脉粥样硬化；冠心病；糖尿病

The Role Of LongNon ⁃ Coding RNA GAS5 In The Occurrence And
Development Of Atherosclerosis And Atherosclerosis⁃related Diseases
WEI Guijiang1，2，3，YANG Jun1，WEI Yesheng1★

（1. Department of Medical Laboratory，Affiliated Hospital of Guilin Medical University，Guilin，Guangxi，China，

541000；2. Medical College of Guangxi University，Nanning，Guangxi，China，530000；3. Department of Medical

Laboratory，AffiliatedHospital ofYoujiangMedicalUniversity forNationalities，Baise，Guangxi，China，533000）

［ABSTRACT］ LongNon⁃Coding RNA（LncRNA）is a type of RNA that is located in the nucleus or

cytoplasm and is longer than 200 nt. LncRNA GAS5 is a member of the LncRNA family that has attracted

attention in recent years. The encoding gene is in the q25 regio of human chromosome 1, has a total length of 4

087 nt and consists of 12 exons. Several studies have shown that LncRNA GAS5 is involved in inflammation，

mediates vascular endothelial cell damage，and plays an important role in the development of atherosclerosis

and related diseases. This article reviews the role of LncRNA GAS5 in the occurrence and development of

atherosclerosis and atherosclerosis⁃related diseases.

［KEY WORDS］ LncRNA GAS5；Atherosclerosis；Coronary heart disease；Diabetes

长 链 非 编 码 RNA（long non ⁃ coding RNA，

LncRNA）是一类位于细胞核或胞质内长度大于

200 nt 的非编码 RNA［1］。现有研究证据表明，

LncRNAs通过转录和转录后水平调控直接或间接

地影响一系列蛋白质的转录，是控制多种细胞机

制的核心因子，参与细胞周期、生长和凋亡等多

种生理过程调控和多种疾病的发生发展［2 ⁃ 4］。

LncRNA GAS5 是 1988 年从生长停滞小鼠纤维原
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细胞中筛选出来的差异表达基因［5］，但由于当时

对 LncRNAs 的研究手段和认识匮乏，和大多数

LncRNAs一样，人们对 LncRNA GAS5的功能了解

甚少，LncRNA GAS5的功能研究进展缓慢。随着

全基因组分析等先进技术的发展，关于 LncRNA
GAS5的功能分析报道逐渐增多，LncRNA GAS5在

生理功能和疾病发生发展过程中的作用也逐渐被

人们揭示［6⁃8］。LncRNA GAS5的基因定位于 1号染

色体的 1q25.1，除编码 LncRNA GAS5外，还编码核

小 RNAs。该基因由 12个外显子和 11个内含子组

成，只包含一个不编码功能蛋白的短的开放阅读

框［9］。很多学者研究发现 LncRNA GAS5具有广泛

的生物学功能。Mourtada 等首先研究了它在人 T
细胞中的生物学功能。淋巴细胞群的生长控制对

免疫系统的生理调节至关重要，这种控制是通过调

节细胞周期和细胞死亡来实现的。对数生长期细

胞增殖率高，细胞死亡率低；随着细胞密度的增加，

细胞周期延长，随着种群进入生长停滞期，细胞凋

亡变得更加频繁。Mourtada 等［10］的实验发现，

LncRNA GAS5 过度表达导致细胞凋亡的增加和

整 个 细 胞 周 期 的 进 展 速 度 的 降 低 ，LncRNA
GAS5 下调抑制了细胞凋亡并维持一个更快速的

细胞周期，这表明 LncRNA GAS5对细胞凋亡和细

胞周期的调控具有重要意义。随后Mourtada［11］研

究团队的另一个研究结果表明，相对于癌旁的正

常乳腺上皮组织，乳腺癌样本中 LncRNA GAS5转

录水平显著降低；利用功能性表达克隆技术发现，

LncRNA GAS5在受到复杂的转录后处理后，其高

表达使乳腺癌细胞对细胞凋亡因子更加敏感，这

表明 LncRNA GAS5 对乳腺癌细胞凋亡和细胞群

生长的调控至关重要。鉴于细胞凋亡和增殖在多

种生理病理过程中发挥着重要作用，LncRNA
GAS5 调控细胞凋亡和增殖的分子机制引起科研

人员越来越多的兴趣并开始被深入而广泛地研

究，同时 LncRNA GAS5在动脉粥样硬化及其相关

疾病发生发展中的作用和机制也被逐步地揭示。

1 LncRNA GAS5 在动脉粥样硬化发生发

展中的作用

作为转录后调控的重要参与者，目前多种 Ln⁃
cRNAs被报道参与动脉粥样硬化相关血管内皮细

胞凋亡调控［12 ⁃ 13］。根据 Chen 等［14］报道，LncRNA
GAS5 在动脉粥样硬化患者的动脉粥样硬化斑块

中高表达，上调的 LncRNA GAS5可能与血管内皮

细胞凋亡相关。为了解 LncRNA GAS5 与血管内

皮细胞凋亡的关系，Liang 等用 qRT⁃PCR 检测动

脉粥样硬化患者血浆和 ox⁃LDL 处理的人主动脉

内皮细胞中 LncRNA GAS5 的表达水平。结果表

明，动脉粥样硬化患者血浆和 ox⁃LDL 处理的人

主动脉内皮细胞中 LncRNA GAS5 表达上调。此

外，LncRNA GAS5 基因敲除抑制细胞凋亡，而

LncRNA GAS5 基因上调则逆转敲除对细胞凋亡

的抑制作用［15］。除此之外，Yao 等［16］在实验中也

发现，LncRNA GAS5 基因敲除可能通过 PI3K/
AKT 信号抑制血管内皮祖细胞增殖，促进凋亡。

在动脉粥样硬化发生过程中，除了在关键起

始阶段中发挥重要作用的血管内皮细胞［17⁃18］的参

与外，血管平滑肌细胞［19⁃20］和巨噬细胞［21⁃22］等也参

与了随后的阶段。研究表明，LncRNA GAS5可以

通过调控血管平滑肌细胞和单核细胞的增殖、凋

亡和迁移等活动来参与动脉粥样硬化的发生和发

展。在一项旨在探讨 LncRNA GAS5 与血管平滑

肌细胞异常增殖和迁移关系的研究中，Liu等［23］发

现，LncRNA GAS5在 PDGF⁃bb处理的血管平滑肌

细胞中显著下调，LncRNA GAS5的过表达显著抑

制 PDGF⁃bb 诱导的血管平滑肌细胞增殖和迁移。

Tang等［24］通过体外培养的血管平滑肌细胞模型和

大鼠颈动脉球囊损伤模型，研究 LncRNA GAS5对

血管平滑肌细胞存活的调控作用，通过过表达或

基因敲除调控 LncRNA GAS5 表达后发现，Ln⁃
cRNA GAS5 过表达促进 p53 表达并诱导细胞凋

亡和阻滞细胞周期，同时抑制血管平滑肌细胞增

殖，抑制球囊损伤诱导的新内膜形成；在机制上，

LncRNA GAS5直接与 p53和 p300结合，稳定 p53⁃
p300 相互作用，通过诱导 p53 下游靶基因调控血

管平滑肌细胞存活；总之，Tang等研究结果进一步

验证了 Liu 等的结论，即 LncRNA GAS5 对血管平

滑肌细胞增殖具有负向调控作用。但是，由 Sun等

主持的一项研究得到的结果与 Liu等和 Tang等的

不尽相同，他们采用MTT法和 Transwell法分别检

测血管平滑肌细胞增殖和迁移，qRT⁃PCR检测 Ln⁃
cRNA GAS5、miR⁃137 和 IGFBP⁃5 mRNA 表达，

Western blot 检测 IGFBP⁃5 蛋白水平；研究结果显

示，PDGF⁃bb 上调 LncRNA GAS5 和 IGFBP⁃5 在人

主动脉平滑肌细胞中的表达，下调 miR⁃137 表达，

LncRNA GAS5 基因敲除降低 PDGF⁃bb 诱导的人
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主动脉平滑肌细胞增殖、迁移和 IGFBP⁃5 的表

达，上调 miR⁃137 表达；总之，LncRNA GAS5 可以

促进人主动脉平滑肌细胞增殖和迁移，与 Liu 等

和 Tang 等的不尽相同，这其中的原因可能是因为

LncRNA GAS5 在不同血管平滑肌细胞系之间的

差异有关，或者 LncRNA GAS5在血管平滑肌细胞

中的作用仍有争议，有待后续更多实验进一步阐

明［25］。在 Shen 等主持的一项旨在证实 LncRNA
GAS5 在动脉粥样硬化发生发展中作用及其分子

机制，他们建立了高脂饲料喂养的 APO⁃E 缺陷小

鼠模型和 oxLDL 处理的 THP⁃1 巨噬细胞模型，采

用 qRT⁃PCR 法和 Western blot 分别检测了 PPARα
和 CPT1的表达水平，用双荧光素酶报告实验验证

了 LncRNA GAS5 与 miR⁃135a 的靶向作用；结果

显示，LncRNA GAS5 在动脉粥样硬化小鼠模型

血浆和 oxLDL处理 THP⁃1巨噬细胞模型中上调，

LncRNA GAS5 沉默减轻动脉粥样硬化小鼠和

oxLDL处理 THP⁃1巨噬细胞的脂质代谢紊乱和炎

症，此外，LncRNA GAS5 直接靶向 miR⁃135a 并抑

制miR⁃135a的表达，而miR⁃135a表达上调可以缓

解 oxLDL处理THP⁃1巨噬细胞的脂质代谢紊乱和

炎症；总之，该研究表明沉默 LncRNA GAS5 可以

上调 miR⁃135a 表达，进而抑制动脉粥样硬化的恶

性进展［26］。在另外一项关于 LncRNA GAS5 与

THP⁃1 巨噬细胞关系的研究中，Chen 等发现，敲

除 LncRNA GAS5 可以减少 oxLDL处理的 THP⁃1
巨噬细胞的凋亡。相反，LncRNA GAS5过表达显

著增加 oxLDL刺激后 THP⁃1巨噬细胞的凋亡和包

括Caspases在内的凋亡因子的表达，THP⁃1巨噬细

胞的凋亡将会释放其吞噬的脂质，加速动脉粥样硬

化斑块脂质核心的形成［27］。

综上所述，LncRNA GAS5 可以促进血管内皮

细胞和 THP⁃1 巨噬细胞的凋亡，促进血管平滑

肌细胞的异常增殖和迁移，从而促进动脉粥样

硬化的发生。因此，抑制 LncRNA GAS5 可能是

动脉粥样硬化治疗的有效途径。但是，未来在

将 LncRNA GAS5 作为动脉粥样硬化治疗的靶点

时，有必要考虑到 LncRNA GAS5在不同组织或者

细胞中的表达差异和对不同组织或者细胞的作用

差异。因此，精准调控特定组织中 LncRNA GAS5
的表达比如靶向给药，尽量避免副反应，成为我们

在应用 LncRNA GAS5 治疗动脉粥样硬化时需要

考虑的要素。

2 LncRNA GAS5 在冠心病发生发展中的

作用

冠心病是一种与动脉粥样硬化密切相关的常

见心脑血管疾病［28⁃29］。为了探讨 LncRNA GAS5对

冠心病的诊断价值及其在冠心病中的作用机制，

Yin 等选择 30 名冠心病患者和 30 名健康对照作

为研究对象，采用 qRT⁃PCR 检测病例对照组血浆

LncRNA GAS5的表达，通过受试者工作特性曲线

分析 LncRNA GAS5对冠心病的诊断价值，同时用

Western blot 检 测 血 管 内 皮 细 胞 中 受 LncRNA
GAS5 调控的下游因子如 mTOR 和磷酸化 mTOR
的表达水平。与健康对照相比，冠心病患者血浆

中 LncRNA GAS5 表达水平明显低于对照组。受

试者工作特性曲线表明，LncRNA GAS5可能是一

种有前途的冠心病生物标志物。LncRNA GAS5
基因敲除和过表达对血管内皮细胞mTOR水平无

明显影响，但是 LncRNA GAS5基因敲除显著提高

磷酸化 mTOR 水平，过表达显著降低磷酸化

mTOR 水平，LncRNA GAS5 作为 mTOR 通路的上

游调节因子参与冠心病的发生发展［30］。在另一项

独立开展的，旨在探讨 LncRNA GAS5在冠心病诊

断中的临床价值及其对冠心病大鼠心肌损伤的保

护作用的实验中，Li 等［31］选择 102 例冠心病患者

和 98 例健康对照组作为研究对象，检测 LncRNA
GAS5 的表达，还建立了冠心病大鼠模型，观察

LncRNA GAS5 对冠心病大鼠高脂血症、心肌损

伤、心肌细胞凋亡、氧化应激、炎性损伤和 Wnt/α⁃
catenin 信号通路的影响。结果显示，LncRNA
GAS5 在冠心病患者和冠心病大鼠中表达显著下

调，LncRNA GAS5 在冠心病大鼠中的过度表达可

改善心肌组织中高脂血症、抑制心肌细胞凋亡、减

轻心肌损伤、氧化应激和炎性损伤以及抑制Wnt/α⁃
catenin 信号通路在心肌组织中的异常激活。Li
等 的 结 果 部 分 验 证 了 Yin 等 发 现 的 LncRNA
GAS5在冠心病患者血浆中下调现象及其在冠心病

发生中的保护作用，LncRNA GAS5可能是一种有

前景的冠心病生物标志物或者治疗靶标。

3 LncRNA GAS5 在糖尿病发生发展中的

作用

糖尿病是一种代谢性疾病，它是动脉粥样硬

化心脑血管疾病发病的重要相关因素［32⁃33］。Carter

·· 403



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

等采用 qRT⁃PCR 方法对 96 份美国退伍军人血清

标本进行 LncRNA GAS5 水平分析，结果表明，血

清 LncRNA GAS5水平降低与 2型糖尿病相关，血

清 LncRNA GAS5 下调的个体相比其他个体有 12
倍的几率罹患糖尿病。受试者工作特性曲线显

示，当曲线下面积为 0.81 时，血清 LncRNA GAS5
qRT⁃PCR 分析法有 85.1%敏感性，67.3%特异性去

区分 2 型糖尿病与非糖尿病个体。总之，2 型糖

尿病患者血清中下降的 LncRNA GAS5 水平可能

可以作为糖尿病的诊断标志物［34］。在另外一项

同样关于 LncRNA GAS5 与 2 型糖尿病关系的研

究中，Shi等［35］同样发现了 2型糖尿病患者血清中

LncRNA GAS5 水平下降的现象，LncRNA GAS5
的下降导致脂肪组织葡萄糖摄取减少，进一步分

析发现，LncRNA GAS5 通过调控胰岛素信号通

路中的关键酶 ⁃蛋白激酶 B 的磷酸化水平，来调

控葡萄糖的代谢。为进一步了解 LncRNA GAS5
的作用机制和作为治疗 2 型糖尿病的潜在候选

药物的可能性，仍有必要在小鼠模型上进行系统

的体内研究，以进一步评估 LncRNA GAS5 的治

疗潜力。

总而言之，LncRNA GAS5 在动脉粥样硬化疾

病中可以促进血管内皮细胞和 THP⁃1巨噬细胞的

凋亡，促进血管平滑肌细胞的异常增殖和迁移，从

而促进动脉粥样硬化的发生；同时，LncRNA GAS5
还与冠心病和糖尿病发生发展密切相关，是动脉

粥样硬化、冠心病和糖尿病的诊断和治疗新潜在

靶标。但是，总体而言，目前关于 LncRNA GAS5
在动脉粥样硬化及相关疾病发生发展中的作用的

研究数量仍然较少，研究的内容仍然不够全面，有

待后续研究进一步揭示。
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基于实时荧光RT⁃PCR的新型冠状病毒的不同标本
类型核酸检测
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［摘 要］ 目的 探讨不同标本类型在新型冠状病毒（SARS⁃CoV⁃2）核酸检测中的阳性检出率，为

疫情的防控提供指导与建议。方法 收集 2020 年 1 月至 2020 年 2 月本院收集的 2 258 例疑似 SARS⁃
CoV⁃2 感染患者口咽拭子、鼻咽拭子、痰液标本及粪便标本共 3 284 人份，采用实时荧光聚合酶链反应

（RT⁃PCR）法进行 PCR扩增，SPSS 19.0软件进行结果统计分析。结果 3 284人份样本中共检出阳性样

本 79人份，其中男性 13例，女性 7例，性别阳性检出率差异无统计学意义（P<0.05）；将同时检测一种样

本类型与两种样本类型阳性检出率进行统计分析，差异有统计学意义（P<0.05），提示增加样本类型可以

提高阳性检出率。不同样本类型核酸检测结果显示口咽拭子阳性检出率最低，鼻咽拭子、痰液标本相对

口咽拭子较高，而粪便标本阳性检出率最高（本组粪便的样本量较小）。而同一疑似感染者、同一时间不

同标本类型病毒核酸检测结果显示阳性检出率差异无统计学意义。结论 实时荧光 RT⁃PCR法针对不

同样本类型阳性检出率有差异，可为实验室检测中样本的选择及更好的防控疫情提供指导。

［关键词］ 实时荧光 RT⁃PCR；阳性检出率；新型冠状病毒；咽拭子

Nucleic Acid Detection of Different Specimen Types of SARS⁃CoV⁃ 2 Base on
Real⁃time Fluorescent RT⁃PCR
ZHOU Gang1，LI Chao1，ZHENG Guodong1，LIU Hongtao1，ZHOU Rongrong1，WANG Hongtao1，WANG
Gangping2★

（1. Department of Microbiological Laboratory，Rizhao Center for Disease Control and Prevention，Rizhao，
Shangdong, China，276826；2. Central Laboratory & Clinical Molecular Diagnosis Center，Rizhao clinical
molecular medicine research center，Rizhao key laboratory of precision medicine，Rizhao People􀆳s Hospital，
Rizhao，Shangdong, China，276800）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the positive detection rate of Severe Acute Respiratory
SyndromeCoronavirus⁃2（SARS⁃CoV⁃2）in different samples，in order to provide guidance and suggestions
for the prevention and control of epidemic. Methods A total of 3 284 throat swabs，nasopharyngeal swabs，
sputum specimens and fecal specimens were collected from 2 258 SARS⁃CoV⁃2 suspected patients who were
admitted in our hospital from January 2020 to February 2020. The real⁃ time polymerase chain reaction（RT⁃
PCR）method was used for PCR amplification，and SPSS19.0 software was used for statistical analysis.
Results A total of 79 positive samples were detected among 3 284 samples，A statistical analysis was
performed on the positive detection rates of different sample types tested at the same time，and the difference
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was statistically significant（P<0.05）. There are 13 male suspects and 7 females in this study. respectively，no
statistically significant difference in gender positive detection rates（P>0.05）. The results from different sample
types showed that the positive detection rate of throat swabs was the lowest，nasopharyngeal swabs and sputum
samples were higher than throat swabs. Interestingly，the positive detection rate of fecal samples was the
highest（although the sample number in this group was small，compared to other types）. However，there was
no significant difference in the positive rate of the same suspected patient with different sample types at the
same time. Conclusion The RT⁃PCR method has different positive detection rates for different sample types，
which can provide guidance for the selection of samples in laboratory testing and better prevention and control
of epidemics.

［KEY WORDS］ Real⁃Time Polymerase Chain Reaction；Positive rate；SARS⁃CoV⁃2；throat swabs

新型冠状病毒（Severe Acute Respiratory Syn⁃
dromeCoronavirus⁃2，SARS⁃CoV⁃2）感染正席卷全

球多个国家爆发流行，感染人数不断攀升［1］。截止

到 2020 年 3 月 26 日，SARS⁃CoV⁃2 在我国确诊人

数已超过 8 万余人，全球其他国家感染人数已达

37 万余人并不断持续上升，对全球公共卫生安全

构成了巨大威胁［2］。SARS⁃CoV⁃2 的传染源有

SARS⁃CoV⁃2感染患者及无症状感染者［3］，尤其是

无症状感染者的存在可导致疑似感染者及密切接

触者数量大量增加，加速疫情的蔓延。新型冠状

病毒肺炎的诊断基于流行病学史、临床表现及影

像学表现，而病毒的核酸检测可为其诊断提供直

接证据［4⁃5］，促进患者的隔离、治疗和评估，同时还

能为疫情防控中心及时切断传播途径、有效控制

传染源提供指导，保障疫情的防控。根据新型冠

状病毒肺炎诊疗方案（试行第七版），可采用基因

测序、实时荧光聚合酶链反应（Real ⁃Time Poly⁃
merase Chain Reaction，RT⁃PCR）对 SARS⁃CoV⁃2感

染者进行病毒核酸检测进而确诊患者，而 RT⁃PCR
技术因其操作简单、耗时短、成本低而在临床上得

到广泛应用［6］。本研究采用实时荧光 RT⁃PCR 法

对疑似 SARS⁃CoV⁃2感染患者进行了 SARS⁃CoV⁃2
核酸检测，及时对疑似患者进行快速有效的诊断，

为疫情防控提供支持与指导。

1 材料与方法

1.1 样本来源

收集 2020年 1月至 2020年 2月送至本中心的

2 258 例疑似 SARS⁃CoV⁃2 感染患者标本共 3 284
人份，其中，男性 1380 例（61.12%），女性 878 例

（38.88%）；年龄范围为 6 个月~91 岁，平均年龄为

（35.49±16.13）岁。将符合《新型冠状病毒肺炎诊

疗方案（试行第七版）》疑似病例描述的疑似感染

者标本均纳入本研究中，采样失败或者流行病学

史不明确、临床表现不符合者均剔除。

1.2 试剂和仪器

病毒核酸提取试剂盒、病毒核酸提取仪 Smart
32、荧光定量 RT⁃PCR 试剂均为中山大学达安基

因股份有限公司提供；阳性标本复核试剂由上海

伯杰医疗科技有限公司提供；PowerMicrobiome™
RNA Isolation Kit由德国Qiagen公司提供，Applied
Biosystems™ QuantStudio™1&3&5（以下简称Q5）实

时定量 PCR仪由美国赛默飞世尔科技公司提供。

1.3 标本前处理与病毒RNA提取

提前将水浴箱预热至 56℃，在生物安全柜内

用 75%乙醇对装有标本的密封袋进行喷洒消毒，

用吸水纸擦拭后放入浴锅中的试管架上，标本盖

搁置重物防止试管架浮动。每隔 10 min 将标本

轻轻摇匀 1 次，灭活时间为 45 min［7⁃8］。将灭活好

的标本从水浴锅中取出，在生物安全柜内对密封

袋进行消毒，打开密封袋后，即时用 75%酒精

消毒。

咽拭子/痰液：取出样本后混匀，参照病毒核酸

提取试剂盒说明书进行操作，加入 20 μL蛋白酶K，

吸取离心后的标本悬液上清 200 μL，加入到预混的

深孔板，于生物安全柜静置 10 min 后，置于病毒核

酸提取仪 Smart 32上提取病毒核酸。程序运行结

束后，吸取核酸转置于 1.5 mL离心管，直接用于实

时荧光 RT⁃PCR。由于RNA容易降解，短暂存放可

置于-20℃冷冻，长时间保存需置于-70℃或以下。

粪便标本：将送检标本取黄豆粒大小（约

0.25g）置于 1.5 mL 离心管中，采用 PowerMicrobi⁃
ome™ RNA Isolation Kit粪便RNA提取试剂盒提取

粪便中的核酸，严格按照说明书进行操作。

1.4 PCR扩增

采用新型冠状病毒 2019⁃nCoV 核酸检测试剂
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盒（荧光 PCR 法）针对 ORF1ab基因和核壳蛋白 N
基因进行 PCR扩增，使用仪器为Q5实时定量 PCR
仪，扩增程序如下：50℃ 15 min；95℃ 15 min；94℃
15 s；55℃ 45 s，45 个循环；结果判读：如果检测标

本在 FAM 和 VIC 通道无扩增曲线或 Ct 值>40，且
Cy5 通道有扩增曲线，可判样品未检测到 2019 新

型冠状病毒（2019⁃nCoV）RNA；如果检测标本在

FAM和VIC通道Ct值≤40，且有明显的扩增曲线，

可判样品为 2019 新型冠状病毒（2019⁃nCoV）阳

性；如果检测标本仅在 FAM或VIC单一通道 Ct值
≤40，另一通道无扩增曲线，结果需复检，复检结果

一致可判样品为 2019 新型冠状病毒（2019⁃nCoV）
阳性，复检均为阴性可判断为未检测到 2019 新型

冠状病毒（2019⁃nCoV）RNA。

1.5 统计学分析

采用 SPSS19.0 软件进行数据处理，计数资料

用 n（%）表示，计数资料组间比较采用 c2检验，P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 疑似 SARS⁃CoV⁃2感染者检测结果

共收集 2 258例疑似 SARS⁃CoV⁃2感染者标本

3 284人份，其中 1 539例为单份样本；824例为双份

标本，921例为三份标本；因 921人份样本中只检测

出 1份阳性，故不纳入统计；将单一样本类型与两

种样本类型阳性检出率进行统计分析，差异有统计

学意义（P<0.05），增加样本类型可以提高阳性检出

率 3 284人份样本中共检出阳性样本 79人份；其中

包括男性疑似感染者 13例，女性 7例，性别阳性检

出率差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。
此外，在对 20 例疑似感染者重新采样复检时

发现，有 4例疑似感染者检测结果出现三次阴阳互

转的现象，还有 1例疑似感染者多次口咽拭子、鼻

咽拭子核酸检测结果均呈阴性，而痰液标本检测

结果呈阳性的现象。

2.2 不同样本类型核酸检测结果

采用实时荧光 PCR方法检测，结果显示，在四

种样本类型中，鼻咽拭子与痰液标本检测结果差

异无统计学意义（P>0.05），而其他三种样本类型

与其它样本类型检测结果的差异有统计学意义

（P<0.05），其中口咽拭子阳性检出率最低，鼻咽拭

子、痰液标本相对口咽拭子较高，而粪便标本阳性

检出率最高（本组粪便的样本量较小）。详见表 2。

2.3 同一疑似感染者、同一时间不同标本类型病

毒核酸检测结果

303人次同一时间同时取口咽拭子、鼻咽拭子

及痰液标本采用实时荧光 RT⁃PCR 的方法进行病

毒检测，3种样本类型中仅痰液标本检出 1人份阳

性，3 种标本相比，阳性检出率差异无统计学意义

（P>0.05）；4 人次同一时间同时取口咽拭子、鼻咽

拭子及粪便标本进行检测，未检出阳性样本；280
人次同一时间同时取口咽拭子和鼻咽拭子标本进

组别

单一样本类型

两种样本类型

三种样本类型

总计

c2值*

P值*

男

女

总计

c2值

P值

检测人份数

1 539

824

921

3 284

5.607

0.021

1 380

878

2 258

0.128

0.820

阳性份数

41（2.66）

37（4.49）

1（0.11）

79（2.41）

13（0.94）

7（0.79）

20（0.89）

阴性份数

1 498（97.34）

787（95.51）

920（99.89）

3 205（97.59）

1 367（99.06）

871（99.21）

2 238（99.11）

表 1 疑似 SARS⁃CoV⁃2感染者核酸检测结果及男女阳性

检出率比较［n（%）］

Table 1 Nucleic acid detection results of SARS⁃CoV⁃2
suspected patients and the positive rate in Male and Female

groups［n（%）］

注：*为单一样本类型与两种样本类型统计值。三种样本类型中

阳性检出份数为 1例，不符合统计学要求，不纳入统计

样本类型

口咽拭子

鼻咽拭子

痰液标本

粪便标本

鼻咽拭子

痰液标本

粪便标本

痰液标本

粪便标本

检测人
份数

1 545
1 268
455
16

1 268
455
16
455
16

阳性
份数

19（1.23）
33（2.60）
18（3.96）
9（56.25）
33（2.60）
18（3.96）
9（56.25）
18（3.96）
9（56.25）

阴性
份数

1 526（98.77）
1 235（97.40）
437（96.04）
7（43.75）

1 235（97.40）
437（96.04）
7（43.75）

437（96.04）
7（43.75）

c2值

7.233
14.388
272.144

2.136
143.725

78.218

P值

0.007
0.000
0.000

0.145
0.000

0.000

表 2 疑似 SARS⁃CoV⁃2感染者不同类型标本核酸检测结

果比较［n（%）］

Table 2 Comparison of nucleic acid detection results of
SARS⁃CoV⁃2 suspected patients［n（%）］
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疑似感染者例数（例）

303

4

280

132

样本类型

口咽拭子

鼻咽拭子

痰液标本

总计

口咽拭子

鼻咽拭子

粪便标本

总计

口咽拭子

鼻咽拭子

总计

鼻咽拭子

痰液标本

总计

检测样本份数（份）

303
303
303
909
4
4
4
12
280
280
560
132
132
264

阳性

0（0.00）
0（0.00）
1（0.33）
1（0.11）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.01）
7（2.50）
6（2.14）
13（2.32）
10（7.58）
14（10.61）
24（9.09）

阴性

303（100.00）
303（100.00）
302（99.67）
908（99.89）
4（100.00）
4（100.00）
4（100.00）
12（100.00）
273（97.50）
274（97.86）
547（97.68）
122（92.42）
118（89.39）
240（90.91）

c2值

1.820

/

0.079

0.733

P值

1.000

/

0.788

0.521

表 3 同一疑似感染者、同一时间不同标本类型核酸检测结果［n（%）］

Table 3 SARS⁃CoV⁃2 nucleic acid detection results at the same time in the same suspected patient with different sample types
［n（%）］

行检测，两者阳性检出率差异无统计学意义（P>
0.05）；132 人次同一时间同时取鼻咽拭子和痰液

标本进行检测，两者阳性检出率差异无统计学意

义（P>0.05）；见表 3。

3 讨论

目前，全球疫情仍处于严峻的形势。且 SARS⁃
CoV⁃2感染尚未有特效治疗方法，及早发现感染者

仍为疫情防控的关键。病毒的核酸检测可快速诊

断 SARS⁃CoV⁃2 感染，为临床治疗提供依据、为防

控隔离提供指导，阻止疫情扩散。

本研究针对疑似 SARS⁃CoV⁃2 感染者的口咽

拭子、鼻咽拭子、痰液标本及粪便标本的检出阳性

检出率与其他研究者阳性检出率差异比较大［9］，主

要原因为疫情发病地域不同，疫情与非疫情区；单

一样本类型与两种样本类型阳性检出率的统计结

果提示，对高度可疑的病人，临床有必要增加标本

类型，提高阳性检出率。此外，本研究中性别阳性

检出率差异无统计学意义，该统计结果也与 Rui
Liu 等［9］的结果不一致，在国内其他研究中也有报

道重症患者中男性多于女性［10］，这可能与本研究

来自非疫情区，阳性样本数过少有关。

本研究还观察到 4 例疑似感染者检测结果出

现三次阴阳互转的现象，还有 1例疑似感染者多次

口咽拭子、鼻咽拭子核酸检测结果均呈阴性，而痰

液标本检测结果呈阳性的现象。疫情爆发后，有

研究针对 SARS⁃CoV⁃2 核酸检测假阴性问题进行

过探讨，造成假阴性的原因有很多，标本采集、

检测方法、产品稳定性等因素都可能影响检测

结果［11⁃12］；有报道称拭子样本采用目前现有的

RT ⁃ PCR 试剂盒，阳性检出率预估值为 30%~
50%［13］。因此，在确诊 SARS⁃CoV⁃2感染的过程中

应综合分析疑似患者的流行病学史、临床症状以

及影像学证据，必要时多次、多样本类型综合检测

以避免假阴性结果。

目前 SARS⁃CoV⁃2 核酸检测最常用的标本类

型为口/鼻咽拭子，有研究显示口咽拭子阳性检出率

最低，与本研究结论一致［14］。SARS⁃CoV⁃2最早确

认的传播途径是飞沫传播和接触传播，随着对

SARS⁃CoV⁃2病毒的研究与核酸检测的科技攻关，

且有研究首次在确诊病例粪便中检测到了 SARS⁃
CoV⁃2 病毒［15］，使得粪便标本在临床患者筛查中成

为重要的样本类型；本研究中粪便样本取样不多，

大多数为初次/多次检测阳性者，故粪便样本阳性检

出率高达 56.25%，与吴冰珊等［16］的研究结论一致。

临床反馈及研究都显示单一的咽拭子样本进

行病毒核酸检测时会出现时阴时阳的现象，或出

现咽拭子多次检测阴性而粪便核酸检测阳性的情

况。因此，本研究对同一疑似感染者、同一时间不

同标本类型病毒核酸检测结果进 （下转第 418页）
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•COVID⁃19专栏•

2019 新型冠状病毒（2019 novel coronavirus，
2019⁃nCoV）是一种单链 RNA冠状病毒，基因组序

列由 29 903 bp 构成，该基因组拥有 10 个基因，可

以有效地编码 10个蛋白。2019⁃nCoV可引起呼吸

道感染，目前WHO已确定其感染所致肺炎统一命

名为“新型冠状病毒肺炎（Novel coronavirus pneu⁃

两种灭活方法对 2019新型冠状病毒咽拭子标本病毒
核酸检测结果的影响

姜蕾 1 张丽媛 2 刘大宁 2★

［摘 要］ 目的 探讨 2019 新型冠状病毒（2019⁃nCoV）核酸提取前，两种不同灭活方法分别处理

咽拭子标本，对于荧光定量 PCR检测结果的影响。方法 将 3例 2019新型冠状病毒阳性标本各采用两

种不同灭活方法处理，未灭活，56℃灭活 30 min和加入胍盐 RNA保存液灭活 3组样本分别用手工离心柱

法提取核酸，采用两种不同核酸检测试剂同时检测病毒含量，对 qPCR结果进行统计学分析。结果 两

种不同核酸检测试剂结果显示，未灭活、56℃灭活 30 min和加入胍盐 RNA保存液灭活 3组结果相关性明

显，三组之间相关系数均在 0.98以上（P<0.001）。未灭活、56℃灭活 30 min和加入胍盐 RNA保存液灭活

三组结果差异均在 1以下，具有较好的一致性。结论 56℃灭活 30 min和胍盐 RNA保存液灭活标本，对

2019新型冠状病毒核酸荧光定量 PCR结果无影响。

［关键词］ 2019新型冠状病毒；新型冠状病毒肺炎；荧光定量 PCR检测

The effect of 2 different inactivation methods on the results of viral nucleic acid
in 2019 new coronavirus throat swab specimens
JIANG Lei1，ZHANG Liyuan2，LIU Daning2★

（1. Laboratory of Puyang Oilfield General Hospital，Puyang，Henan，China，457001；2. Laboratory of Puyang
people􀆳s Hospital，Puyang，Henan，China，457000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of two different pharyngeal swab specimens
inactivation methods on the results of 2019 new coronary virus fluorescent quantitative PCR. Method Three
cases of 2019 new coronary virus positive specimens were treated by two different inactivation methods，the
nucleic acids were extracted by manual centrifugation method from three groups of samples，which were
inactivated at 56℃ for 30 minutes and inactivated with guanidine salt RNA preservation solution. Simultaneous
detection of virus content with two different nucleic acid detection kits，the results of qPCR were analyzed
statistically. Result The results of two different nucleic acid detection reagents showed that，the results of the
three groups，which were not inactivated，inactivated at 56℃ for 30 minutes and inactivated with guanidine salt
RNA preservation solution，were significantly correlated and had good consistency. The correlation coefficients
among the three groups were all above 0.98（P<0.001）. Conclusion 2019 new coronary virus nucleic acid
qPCR results were not affected by the two inactivation methods.

［KEY WORDS］ 2019 new coronary virus；Novel coronary virus pneumonia；qPCR
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monia，NCP）”。目前，新型冠状病毒肺炎并没有

特定的治疗方法，早期诊断与早期隔离是防止疫

情扩散的关键，因此，及时筛查出确诊病人是疫情

控制的首要任务［1⁃2］。在最新版本（新型冠状病毒

感染的肺炎诊疗方案）的诊疗方案中，新型冠状病

毒核酸的检出是确诊依据，荧光定量 PCR 技术为

新型冠状病毒核酸检测的主要方法［3］。新型冠状

病毒具有较强的传染性，在进行核酸检测过程中，

实验室的检测人员具有较大的感染风险。本研究

比较两种不同咽拭子标本灭活方法对荧光定量

PCR 实验结果的影响，为防止实验室内感染和传

播，保护实验室检测人员的安全提供有效的安全

方法。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取 2020 年 2 月 1 日以来濮阳地区确诊病例

3例，依据《新型冠状病毒感染的肺炎诊疗方案（试

行第四版）》和《新型冠状病毒感染的肺炎诊疗方

案（试行第七版）》，符合相关流行病学、临床表现，

以及咽拭子检测 2019⁃nCoV 核酸阳性。

1.2 试剂和仪器

病毒RNA提取试剂盒由中山大学达安基因股

份有限公司提供、荧光定量 RT⁃PCR试剂由中山大

学达安基因股份有限公司（试剂 A）和上海之江生

物科技股份有限公司提供（试剂 B）。RNA样本保

存液由广州邦德盛生物科技有限公司提供。荧光

定量 PCR 仪为 ABI7500（Life Technologies，NY，

USA）。

1.3 标本采集与处理

被采集人员先用生理盐水漱口，采样人员将

拭子放入无菌生理盐水中湿润，被采集人员头部

微仰，嘴张大，露出两侧咽扁桃体，将拭子越过舌

根，在被采集者两侧咽扁桃体稍微用力来回擦拭

至少 3 次，然后再在咽后壁上下擦拭至少 3 次，将

拭子头浸入含 2~3 mL病毒保存液的管中，尾部弃

去，旋紧管盖。

每份标本分为三组，每组提取 140 μL，分别采

用三种处理方法，未灭活加入 280 μL 生理盐水，

56℃灭活 30 min 后加入 280 μL 生理盐水和加入

280 μL胍盐RNA保存液灭活。

1.4 核酸提取

中山大学达安基因股份有限公司的核糖核酸

（RNA）抽提试剂盒，在生物安全柜内对咽拭子样

本进行核酸提取，严格安装说明书上的操作步骤

提取病毒提取液。

1.5 上机检测

使用两种不同的核酸检测试剂对样本进行实

时荧光定量 PCR检测。

1.6 统计学分析

Graphpad Prism 8.0 软件进行统计学分析。

Spearman 相关系数对不同处理的标本 CT 值进行

相关性分析，采用 Bland⁃Altman 图对 CT值一致性

进行分析。

2 结果

2.1 3组 qPCR结果相关性分析

用试剂 A 检测，未灭活组与 56℃灭活 30 min
组 CT 值相关性分析，Spearman 相关系数为 r=
0.9959（P<0.001）；未灭活组与胍盐 RNA 保存液灭

活组 CT 值相关性分析，相关系数为 r=0.9958（P<
0.001）；56℃灭活 30 min 组与胍盐 RNA 保存液灭

活组 CT 值相关性分析，相关系数为 r=0.9966（P<
0.001），见图 1。用试剂 B 检测，未灭活组与 56℃
灭活 30 min 组 CT 值相关性分析，Spearman 相关

系数为 r=0.9886（P<0.001）；未灭活组与胍盐 RNA
保存液灭活组 CT 值相关性分析，相关系数为 r=
0.9967（P<0.001）；56℃灭活 30 min 组与胍盐 RNA
保存液灭活组 CT 值相关性分析，相关系数为 r=
0.9915（P<0.001），见图 2。用试剂 A 与试剂 B 两

种不同的试剂同时检测，未灭活组、56℃灭活 30
min 组和加入胍盐 RNA 保存液灭活组 qPCR 结果

相关性明显。

2.2 3组 qPCR结果一致性分析

用试剂 A 检测，未灭活组与 56℃灭活 30 min
组 CT值差异性分析，偏差=0.3055（图 3a）；未灭活

组与胍盐 RNA 保存液灭活组 CT 值差异性分析，

偏差=0.2335（图 3b）；56℃灭活 30 min 组与胍盐保

存液灭活组 CT 组差异性分析，偏差=0.2640（图

3c）。用试剂 B检测，未灭活组与 56℃灭活 30 min
组 CT值差异性分析，偏差=0.1643（图 4a）；未灭活

组与胍盐 RNA 保存液灭活组 CT 值差异性分析，

偏差=0.06325（图 4b）；56℃灭活 30 min 组与胍盐

保存液灭活组 CT 组差异性分析，偏差=0.1472（图

4c）。Bland⁃Altman 分析结果显示，用试剂 A 与试

剂 B 两种不同的试剂盒同时检测，未灭活组、
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Figure 1 Correlation analysis of qPCR results among the un⁃inactivated group，the inactivated group heated at 56℃ for

30 minutes and the guanidine inactivation group（detection kit A）
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图 2 未灭活组，56℃ 30 min加热灭活组与胍盐 RNA保存液灭活组 qPCR结果相关性分析（试剂B）
Figure 1 Correlation analysis of qPCR results among the un⁃inactivated group，the inactivated group heated at 56℃ for

30 minutes and the guanidine inactivation group（detection kit B）
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图 3 未灭活组，56℃ 30 min加热灭活组与胍盐 RNA保存液灭活组 qPCR结果一致性分析（试剂A）
Figure 3 Consistency analysis of qPCR results among the un⁃inactivated group，the inactivated group heated at 56℃ for

30 minutes and the guanidine inactivated group（detection kit A）
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图 4 未灭活组，56℃ 30 min加热灭活组与胍盐 RNA保存液灭活组 qPCR结果一致性分析（试剂B）
Figure 4 Consistency analysis of qPCR results among the un⁃inactivated group，the inactivated group heated at 56℃ for

30 minutes and the guanidine inactivated group（detection kit B）
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56℃灭活 30 min 组和加入胍盐 RNA 保存液灭活

组 qPCR结果具有较好的一致性。

2.3 不同检测试剂对同一种标本处理方法下检测

结果一致性分析

试剂A与试剂 B检测结果 CT值差异性分析，

偏差=1.031（图 5）。Bland⁃Altman 分析结果显示，

两种试剂盒检测同一标本，qPCR结果具有良好的

一致性。

3 讨论

新型冠状病毒属于 β属的冠状病毒，有包膜，

颗粒呈圆形或者椭圆形，常为多形性，直径 60~
140 nm。其基因特征与 SARA⁃CoV和MERS⁃CoV
有明显区别。目前研究显示与蝙蝠 SARS 样冠状

病毒（bat⁃SL⁃CoVZC45）同源性达 85%以上。对冠

状病毒理化特征的认识多来自对 SARA⁃CoV 和

MERS⁃CoV的研究。病毒对紫外线和热敏感，56℃
30 min、乙醚、75%乙醇、含氯消毒剂、过氧乙酸和

氯仿等脂溶剂均可有效灭活病毒，氯已定不能有

效灭活病毒。经呼吸道飞沫和密切接触传播是主

要的传播途径［4］。在相对封闭的环境中长时间暴

露于高浓度气溶胶情况下存在经气溶胶传播的可

能。检验人员在做好生物安全防护外，在不影响

结果的前提下，若能在检测前将标本进行灭活处

理，将大大降低感染的几率［5］。本研究通过 2019
新型冠状病毒样本核酸提取前，用两种不同灭活

方法分别处理咽拭子标本，对荧光定量 PCR 检测

结果进行统计学分析。

本研究选用两种灭活方法处理咽拭子标本，

56℃ 30 min加热灭活和胍盐病毒保存液灭活。胍

盐可使蛋白质变性，溶解蛋白质并使蛋白质二级

结构消失，导致细胞结构降解，核蛋白迅速与核酸

分离。胍盐可对新型冠状病毒 2019⁃nCoV临床样

本进行蛋白质变性而起到灭活作用，大大降低了

检验过程中的生物传染风险。胍盐不仅具有沉淀

蛋白质的作用，还具有抑制核酸酶的作用，从而保

证释放出来的核酸不被降解。

本研究用两种新型冠状病毒核酸检测试剂同

时检测，Spearman相关系数对不同处理的标本 CT
值进行相关性分析后得出，未灭活组、56℃灭活 30
min 组和加入胍盐 RNA 保存液灭活组 qPCR 结果

相关性明显。Bland⁃Altman分析结果显示，未灭活

组、56℃灭活 30 min 组和加入胍盐 RNA 保存液灭

活组 qPCR结果具有良好的一致性。

综上所述，56℃灭活 30 min 组和加入胍盐

RNA保存液灭活对于检测 2019⁃nCoV核酸结果无

影响，可在检测前灭活以降低检验人员感染风

险。在后续的研究中，需加大标本量，将有助于进

一步明确不同灭活处理对于检测结果的影响。
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15例新型冠状病毒肺炎患者（COVID⁃19）的临床表
现和CT影像学特征分析

陈少金 1 王晓霞 1 王立程 1 陈海 1 张猛 2★

［摘 要］ 目的 分析新型冠状病毒肺炎患者（COVID⁃19）的临床表现和 CT 影像学特征，进一步

提高对该疾病的认识。方法 对 2020年 1月以来本院确诊的 15例新型冠状病毒肺炎患者的临床表现

和 CT 影像学特征进行回顾性分析。结果 本组病例以男性为主 66.7%（10/15），年龄 25~71 岁之间，年

龄中位数为 54 岁（四分位间距为 37~65），大多为 50 岁以上患者（53.3%，8/15），15 例均有疫区接触史

（100%）。临床表现为发烧、咳嗽、干咳或有白色粘液痰，部分伴有胸闷、气促和乏力。患者胸部 CT影像

表现均处于病变早期和进展期，主要为双肺多个肺叶的斑片状磨玻璃样密度影，以胸膜下肺外周带分

布为主，边缘模糊。可伴有血管增粗，胸膜增厚，支气管充气征和纵膈内淋巴结增多。15例患者针对

新型冠状病毒 ORF1ab和 N 基因的核酸检测均为阳性，且 73.3%（11/15）患者的超敏 C⁃反应蛋白升高。

结论 新型冠状病毒肺炎患者（COVID⁃19）发病早期以发热、咳嗽为主，均存在胸部 CT检查异常。流行

病学调查、临床表现、胸部 CT影像学特征分析以及核酸检测等实验室检查结果相结合，有助于新型冠状

病毒肺炎患者早期筛查与防控。

［关键词］ 新型冠状病毒肺炎；临床表现；CT影像学特征

Analysis of the clinical manifestations and computed tomography characteris⁃
tics of patients with coronavirus disease⁃2019（COVID⁃19）
CHEN Shaojin1，WANG Xiaoxia1，WANG Licheng1，CHEN Hai1，ZHANG Meng2★

（1. Clinical Laboratory of Sanya People􀆳s Hospital，Sanya，Hainan，China，572000；2. Radiology department.
of Sanya People􀆳s Hospital，Sanya，Hainan，China，572000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the clinical presentations and computed tomography characteris⁃
tics of coronavirus disease⁃2019（COVID⁃19）and to further improve the understanding of the disease. Meth⁃
ods A retrospective analysis and summary of the clinical manifestations and CT imaging features were per⁃
formed based on 15 patients with COVID⁃19 diagnosed in our hospital since January 2020. Results Most pa⁃
tients diagnosed in this study were men，67%（10/15），aged 25 to 71 years，with a median age of 54 years（in⁃
terquartile range of 37 to 65）. Most of them were over 50 years old（53.3%，8/15）. All 15 cases had a history of
contact with the affected area（100%）. The clinical manifestations are fever，cough，dry cough or sputum with
white mucus，some accompanied by chest tightness，shortness of breath and fatigue. Most patients were in early
or advanced disease stages，according to the chest imaging manifestations. They have a ground ⁃glass patchy
shadow in bilateral pulmonary multi⁃lobular lesions predominantly in the subpleural regions，blurred lesion mar⁃
gins. They were also accompanied by thickening of blood vessels，thickening of the pleura，bronchial inflation
and increased lymph nodes in the mediastinum in some cases. 15 patients have positive nucleic acid tests for the
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novel coronavirus ORF1ab and N genes. In addition，93%（14/15）of patients have high level of hypersensitiv⁃
ity C⁃reactive protein. Conclusion COVID⁃19 patients have fever and cough at the early stage and there are
abnormal chest CT examinations. The combination of epidemiological investigations，clinical manifestations，
chest CT imaging characteristics analysis，and nucleic acid detection and other laboratory test results will help
early screening，prevention and control of COVID⁃19.

［KEY WORDS］ Coronavirus disease ⁃ 2019； Clinical manifestations； Computed tomography
characteristics

2019 年 12 月，湖北省武汉市出现多例不明原

因性肺炎患者。通过对患者肺泡灌洗液等样本进

行全基因组测序，PCR和细胞培养等病原学研究，

最终确定此次不明原因性肺炎的病原体为一种新

的 β 冠状病毒，分类学地位属于 Sarbecovirus亚病

毒属 orthocoronavirinae 亚科［1］。目前暂被命名为

2019 新型冠状病毒（2019 novel coronavirus，2019⁃
nCoV）或严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2（se⁃
vere acute respiratory syndrome 2，SARS⁃CoV⁃2）。

WHO 将该病毒引起的肺炎命名为新型冠状病毒

肺炎（coronavirus disease 2019，COVID⁃19）。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，按甲类传染病

管理。随着疫情的蔓延，2019⁃nCoV在中国迅速传

播，截止 4 月 19 日，全国累计确诊病例 84 237 例，

其中累计治愈 77 895 例，累计死亡 4 642 例。同

时，包括韩国、泰国、日本、美国、越南和德国在内

的多个国家/地区也相继出现 COVID⁃19 确诊病

例［2］。WHO 自 2020 年 2 月 1 日起宣布 COVID⁃19
为国际关注的突发公共卫生事件［3］。目前，准确、

可靠的流行病学，临床表现和实验室数据对于指

导公共卫生决策非常重要，有助于疫情的防控。

为进一步了解新型冠状病毒肺炎确诊患者的临床

特点和规律，本研究对本院的 15 例确诊病例的临

床及CT影像学特征进行了分析总结。

1 资料与方法

1.1 研究对象

依据《新型冠状病毒肺炎诊疗方案（试行第七

版）》中诊断标准确诊，收集 2020 年 1 月 25 日以

来，在三亚市人民医院确诊的 15 例 COVID⁃19 病

例。针对疑似病例经实时荧光 RT⁃PCR 检测新型

冠状病毒核酸阳性确诊。15例确诊患者回顾性资

料收集的主要内容包括患者一般情况、流行病学

史、主要临床表现以及暴露史和胸部 CT影像学检

查结果等，资料真实可靠。

1.2 方法

1.2.1 试剂与仪器

一次性使用病毒采样管（广州迪澳生物科技

有限公司，T310⁃04/T320⁃04）；一次性使用真空采

样管（海南天辰医疗设备科技有限公司，5 mL）；核

酸提取或纯化试剂盒（中山大学达安基因股份有

限公司，DA0633）；新型冠状病毒（2019⁃nCoV）核

酸检测试剂盒（中山大学达安基因股份有限公司，

DA0930）；全自动核酸提取仪（广州市达安医疗器

械有限公司，DA3200）；实时荧光扩增仪（美国

ABI，7500）；全自动五分类血液细胞分析仪（深圳

迈瑞生物医疗电子股份有限公司，BC⁃5390）；全自

动五分类血液细胞分析仪专用试剂：M⁃53D 稀释

液、LC溶血剂、M⁃5LE0（I）、M⁃5LE0（II）、M⁃53LH
溶血剂、M⁃53P 探头清洗液、C⁃反应蛋白（CRP）测

定试剂盒（乳胶免疫比浊法）；全自动生化仪（日

立，7600⁃020）；CT 扫描仪（美国 GE 公司，Light⁃
Speed 16）。

1.2.2 样本采集

口咽拭子样本采集：①疑似患者，用拭子擦拭

扁桃体和咽喉壁，将拭子头浸入含核酸保存液管

中，旋紧管盖；②血液样本采集：疑似患者，用含有

乙二胺四乙酸二钾（EDTA⁃K2）抗凝剂的一次性使

用真空采样管采集静脉血液样本约 3 mL；样本采

集后放入标本运送箱，立即送检。

1.2.3 核酸检测

用于核酸检测的咽拭子样本经 56℃ 30 min灭

活病毒后，取 1mL咽拭子样本核酸保存液，按照核

酸提取或纯化试剂盒说明书要求，利用全自动核

酸提取仪进行核酸提取；按照新型冠状病毒（2019⁃
nCoV）核酸检测试剂盒说明书进行操作，检测结果

按说明书进行判断。

1.2.4 影像学检查

采用GE LightSpeed 16 层 CT扫描仪对患者进
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行胸部 CT 影像学检查，管电压为 120 kV，管电流

为 200 mA，螺距为 1.375∶1，扫描层厚为 5 mm，层

距为 5 mm，矩阵采用 512×512；扫描范围由肺尖至

肺底，肺窗窗位、窗宽：L 为 ⁃500HU，W 为 1 500
HU；纵隔窗窗位、窗宽：L为 50 HU，W为 300 HU。

1.2.5 其它实验室检查

通过血液分析仪进行疑似患者血液样本血常

规项目检测，通过乳胶免疫比浊法，使用全自动生

化仪对疑似患者进行C⁃反应蛋白检测。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 20.0软件进行统计学分析，正态计

量资料用（x ± s）表示，非正态计量资料用中位

数（M）和四分位间距（IQR）表示，计数资料采用

n（%）表示。

2 结果

2.1 一般资料

男性占 66.7%（10/15），女性占 33.3%（5/15）；

年龄在 25~71 岁之间，年龄中位数为 54 岁（四分

位间距为 37~65），其中 50岁以上为 53.3%（8/15），

30~40 岁之间 33.3%（5/15），20~30 岁之间 13.4%
（2/15）；15 例 患 者 就 诊 前 均 有 武 汉 接 触 史

（100%）。

2.2 临床表现

7例首诊症状资料未获得，余 8例中，62.5%（5/
8）因发热，咳嗽就诊，25%（2/8）因胸闷，咳嗽就诊，

12.5%（1/8）无明显不适，因与确诊患者有接触而就

诊。66.7%（10/15）患者临床表现表现为发烧、咳

嗽、干咳或有白色粘液痰，部分伴有胸闷、气促和

乏力等。13.3%（2/15）为轻型，86.7%（13/15）为普

通型。就诊至今，患者均已治愈出院。

2.3 CT影像学表现

1例患者因转院未在本院行影像学检查，余 14
例患者中，按病变分布：双肺多肺叶病变 9 例

（64.3%），单肺多叶（右肺上叶、中叶）病变 2 例

（14.3%），单侧单叶病变 3 例（21.4%），即左肺下

叶，右肺上叶，右肺中叶病变各 1例。病变密度：磨

玻璃样改变 6例（42.9%），较磨玻璃样稍高密度改

变 3例（21.4%），实变 1例（7.1%），磨玻璃样伴实变

4 例（28.6%）。病变形态：病灶呈斑片状 8 例

（57.1%），其余病灶呈纤维条索状，细网格状伴蜂

窝状，斑片状伴纤维条索状，斑片状伴细网格状，

不规则团块状，结节状各 1 例。此外，2 例伴有胸

膜增厚，出现血管增粗，血管增粗伴胸膜增厚，支

气管充气征，纵膈内淋巴结增多各 1例。部分患者

影像结果见图 1。

DD EE FF GG

A⁃A⁃11 A⁃A⁃22 BB CC

图 A，男，65岁，A⁃1，双肺多个肺叶见多发散在的小斑片状磨玻璃样密度影，部分实变，沿血管支气管束及胸膜下肺外周带分布，边缘模

糊。A⁃2，左肺下叶可见明显纤维条索影。图 B，男，37岁，左肺下叶基底段见不规则形团块状实变影，周围可见“晕征”病灶内可隐约见增

粗的血管影穿行。 图 C，女，68 岁，双肺透光度增高，右肺上叶、中叶及双肺下叶见广泛分布的细网格状、蜂窝状影，排列密集，大小不

均。图D，男，59岁，右肺上叶、中叶胸膜下见多个亚实性小结节，最大径约 3~5 mm，边界清，形态欠规则。右侧斜裂叶间胸膜稍增厚，图

E，男，58岁，双肺炎症，靠近胸膜磨玻璃影，部分实变，伴小叶间隔增厚及“铺路石征”，其内血管影增粗。图 F，男，25岁，右肺感染，右肺

上叶斑片状实变影，其内可见支气管充气征，伴有外周小磨玻璃影。图G，女，54岁，双肺多个肺叶见多发散在的小斑片状磨玻璃样密度

影，沿胸膜下肺外周带分布，背侧多见，边缘模糊。双肺下叶基底段见多发纤维条索影，沿胸膜下呈条片状分布，长轴与胸膜平行。

图 1 部分COVID⁃19患者胸部 CT影像结果

Figure 1 The chest CT imaging of partial COVID⁃19 patients
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2.4 实验室检查

针对新型冠状病毒 ORF1ab 和 N 基因的核酸

检测均为阳性；33.3%（5/15）白细胞计数降低，

13.3%（2/15）白细胞计数升高；13.3%（2/15）淋巴细

胞计数下降；73.3%（11/15）超敏 C⁃反应蛋白升

高。60.0%（9/15）嗜酸性粒细胞下降。

3 讨论

2019⁃nCoV与MERS⁃CoV和 SARS⁃CoV不同，

是感染人类的冠状病毒家族的第七个成员。2019⁃
nCoV 与 SARS⁃CoV 基因组序列相似性为 75%~
80%［1，4］，并且与蝙蝠 SARS 样⁃CoV 基因组序列相

似性高达 86.9%［1］，认为中华菊头蝠可能为该病毒

的原始宿主，有研究从穿山甲中分离得到的冠状

病毒与 2019⁃nCoV 基因组序列相似性高达 99%，

考虑穿山甲可能为 2019⁃nCoV的潜在中间动物宿

主［5］，但中间宿主的确认仍有待进一步研究［6］。致

病机理中，2019⁃nCoV与 SARS⁃CoV具有相同的细

胞受体（血管紧张素转换酶 2受体，ACE2），可能通

过其表面的刺突蛋白与ACE2结合从而提高毒力，

进一步适应人类宿主［7⁃8］。并且有学者通过对来自

不同国家的 86 个 2019⁃nCoV 基因组分析，发现其

存在较多缺失和突变［9］。

目前，COVID⁃19的主要传染源为新型冠状病

毒确诊感染患者和无症状感染者。主要经呼吸道

飞沫传播和接触传播，此外在确诊患者的粪便样

本中也检测出该病毒，考虑该病毒存在粪口传播

风险的可能，而气溶胶和母婴传播仍需相关研究

证据证实［10⁃11］。针对分布在全国 31个省的 44 672
例 COVID⁃19确诊病例分析，发现患者年龄在 30~
79 岁为主，男性较多，且男性粗病死率高于女性，

大多有武汉暴露史，且湖北省的粗病死率高于其

它省份 7.3 倍［12］。本研究患者年龄以 30~71 岁为

主（86.7%），男女比例为 2∶1，均有武汉疫区接触

史，与上述研究结果一致，患者就诊及时，目前均

已治愈出院。相比之下，SARS 确诊病例中，女性

略高于男性，SARS 病毒的总体病死率为高于

COVID⁃19［13］。MERS 的病死率较高（35%），患者

的平均年龄为 50岁，病例主要为男性（66.6%），来

自沙特阿拉伯。年龄较大和潜在合并症被确定为

严重MERS进展的主要危险因素［14］。

本研究 66.7%（10/15）患者临床表现为发烧、

咳嗽、干咳或有白色粘液痰，部分伴有胸闷、气促

和乏力等。此外有研究表明少数患者会出现呕

吐，腹泻和头痛，轻型占 4.5%，普通型占 69.9%，重

型患者占 25.5%，25.2%患者合并高血压、糖尿病以

及慢性阻塞性肺疾病等基础疾病［15］。实验室检查

提示，73.3%患者超敏 C⁃反应蛋白均存在不同程度

升高，可作为临床诊断中辅助诊断的灵敏指标。

依据病理可将 COVID⁃19分为早期、进展期和重症

期，本研究患者处于早期和进展期，影像学主要表

现为双肺多个肺叶的斑片状磨玻璃样密度影，病

灶以胸膜下肺外周带分布为主，边缘模糊。可伴

有血管增粗，胸膜增厚，支气管充气征和纵膈内淋

巴结增多，与其它研究结果相似［16］。目前 CT影像

学对于 COVID⁃19诊断的特异性尚不明确，需注意

与其他细菌性、病毒性、支原体和衣原体性肺炎相

鉴别，同时作为辅助诊断必须结合临床、影像学、

流行病学资料进行综合分析，才能确诊 COVID⁃19
患者。目前临床上出现了一些胸部 CT 检测高度

疑似，而 2019⁃nCoV核酸检测阴性的病例，需要开

发更高灵敏和特异的检测技术，助力临床上的防

控需求。针对该病毒的不同核酸检测试剂盒的效

能评价缺少第三方数据，随着假阴性核酸检测结

果的报告，需开展检测试剂盒的灵敏度、特异度研

究。此外新型冠状病毒肺炎疫情防控上，仍需加

强疫情监测信息报告，针对疑似患者要做到早发

现、早报告、早诊断、早隔离、早治疗，同时要加强

对密切接触者的排查，以及返程返岗人员的核酸

筛查，院内感染和社区的防控。
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高灵敏度HCV RNA检测在术前筛查中的应用

何宇婷 1 陈雪芳 2 陈培松 1 黄浩 1 余学高 1 黄彬 1★

［摘 要］ 目的 探讨高灵敏度HCV RNA检测在术前筛查中的应用。方法 收集 2019年 1月至

10月间本院术前筛查患者血清标本 1 005例，同时采用化学发光微粒子免疫分析法（CMIA）和高灵敏度

实时荧光定量 PCR法分别检测血清中的HCV抗体和HCV RNA载量。对HCV抗体 S/CO值与高灵敏度

HCV RNA定量检测结果进行比较与相关性分析，并对HCV抗体 S/CO值预测丙型肝炎病毒血症的效能

进行评价。结果 1 005例血清标本中，HCV抗体阳性标本 228例，阳性检出率为 22.7%，未检出HCV抗

体阴性而 HCV RNA 阳性标本；在 HCV抗体阳性的样本中，高灵敏度实时荧光定量 PCR法检测出 HCV
RNA阳性样本 83例，检出率为 36.4%；HCV抗体 S/CO值的高低与HCV RNA定量值之间无相关性。以

HCV 抗体 S/CO 值≥10.7 作为预测丙型肝炎病毒血症的临界值，其灵敏度与特异度分别为 92.59%和

77.93%，可较好地预测 HCV病毒血症。结论 高灵敏度 HCV RNA 定量检测用于术前筛查丙型肝炎患

者，可以准确反映患者体内病毒的复制情况和传染性，与传统的术前筛查方法相比，可区分现症感染和

既往感染，并具有快速、灵敏和特异的优点，有良好的临床应用价值。

［关键词］ 丙型病毒性肝炎；高灵敏度HCV RNA检测；术前筛查；化学发光微粒子免疫分析法

Application of high⁃sensitivity HCV RNA detection in preoperative screening
HEYuting1，CHEN Xuefang2，CHEN Peisong1，HUANG Hao1，YU Xuegao1，HUANG Bin1★

（1. Department of Laboratory Medicine，The First Affiliated Hospital，Sun Yat⁃sen University，Guangzhou，
Guangdong，China，510080；2. Nanfang College of Sun Yat ⁃ sen University，Guangzhou，Guangdong，
China，510970）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the application of high ⁃ sensitivity HCV RNA detection in
preoperative screening. Methods A total of 1 005 serum samples were collected from the preoperative
screening patients in the Hospital，Sun Yat⁃sen University from January to October 2019. HCV antibodies and
HCV RNA were detected using chemiluminescence microparticle immunoassay（CMIA） and fluorescence
quantitative polymerase chain reaction（FQ⁃PCR）. The comparison and correlation analysis between the S/CO
value of HCV antibody and the high⁃sensitivity HCV RNA test results were performed. The predictive efficacy
of HCV antibody S/CO value for hepatitis C viremia was evaluated. Results Among the 1 005 serum
samples，228 were positive for HCV antibody，and the positive rate was 22.7%. HCV RNA were not detected
from HCV antibody ⁃negative specimens. High ⁃ sensitivity FQ⁃PCR method detected 83 HCV RNA positive
cases and the positive rate was 36.4%. There was no correlation between the HCV antibody S/CO value and the
HCV RNA quantitative value. Using the critical S/CO value ≥ 10.7 with a sensitivity and specificity of 92.59%
and 77.93% respectively can reduce the false positive rate for predicting hepatitis C viremia. Conclusion
High ⁃ sensitivity HCV RNA quantitative detection is applied for the preoperative screening of patients with
hepatitis C，which can accurately reflect the virus replication and infectivity in patients. Compared with the
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traditional preoperative screening method，FQ ⁃ PCR can distinguish the current infection from the previous
infection，and has the advantages of rapid，sensitive and specific，and good clinical application value.

［KEY WORDS］ Hepatitis C virus；High ⁃ sensitivity HCV RNA detection；Preoperative screening；
Chemiluminescence microparticle immunoassay

丙型病毒性肝炎（viral hepatitis type C，HC），

简称丙型肝炎，由丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，
HCV）引起，是世界性重大卫生问题之一。据报

道，丙型肝炎病毒在 2015 年全球的流行率达到

1%，相当于全球有 7 110 万丙肝患者［1］。HCV 感

染后，基因组 RNA只在宿主细胞中复制翻译，并不

会把病毒基因组整合到宿主染色体上，经过有效治

疗，丙型肝炎可以被彻底治愈［2］。HCV多呈隐匿性

感染，少数表现为急性肝炎，易向慢性肝炎转变，

75%~85%的急性丙肝可发展为慢性肝炎，甚至进一

步发展为肝硬化和肝癌［3］。HCV主要通过血液传

播，同时医源性传播的风险也较高，特别是对于器

官移植的病人及血透与腹膜透析的病人。为有效

防止医源性HCV感染，术前必须对HCV感染进行

筛查。目前临床上在术前筛查中主要通过免疫学

方法对 HCV 抗体进行检测，从而达到对丙型肝炎

的初步筛查。该方法可反映患者HCV感染的免疫

状态，但易漏检隐匿性感染或感染初期机体未产生

特异性抗体的窗口期感染者。HCV RNA检测能直

接反映体内 HCV 的复制情况，对丙型肝炎患者做

出正确诊断。本研究对术前筛查患者分别采用高

灵敏度实时荧光定量聚合酶链式反应（Polymerase
Chain Reaction，PCR）法检测 HCV RNA 和化学发

光微粒子免疫分析法（chemiluminescence micropar⁃
ticle immunoassay，CMIA）检测 HCV 抗体，对检测

结果进行比较，分析两种方法的优势和劣势，探讨

高灵敏度 HCV RNA 检测在术前筛查中的应用价

值，为临床医生准确诊断丙型肝炎和区分现症和既

往感染提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

收集 2019年 1月至 10月间中山大学附属第一

医院术前筛查患者血清标本 1 005例。血清标本分

成两份，一份用于 HCV 抗体检测，另一份保存于

-80℃备用，用于HCV RNA检测，避免反复冻融。

1.2 主要试剂与仪器

Architect anti⁃HCV 试剂盒购自美国 Abbott 公

司；高灵敏度HCV RNA检测试剂盒与核酸提取纯化

试剂购自中山大学达安基因股份有限公司，高灵敏

度HCV RNA检测试剂盒灵敏度为 20 IU/mL，线性

范围50~108 IU/mL；Architect⁃i2000SR免疫分析仪购

自美国Abbott公司，ABI 7500型荧光定量PCR仪购

自美国Life Technologies公司，Smart 32型半自动核

酸提取仪购自中山大学达安基因股份有限公司。

1.3 方法

1.3.1 血清中HCV抗体的检测

根据试剂盒说明书，采用CMIA法，用Architect
⁃i2000SR对HCV抗体进行检测，当HCV抗体的 S/
CO值大于或等于 1时，判断为HCV抗体阳性。

1.3.2 高灵敏度HCV RNA检测

按照核酸提取纯化试剂说明书，应用 Smart 32
半自动核酸提取仪对收集到的血清进行核酸提

取。HCV RNA 的扩增程序为：50℃ 15 min 1 个循

环；95℃ 15 min，1 个循环；94℃ 15 s，55℃ 45 s，45
个循环。高灵敏度 HCV RNA 试剂盒的最低检测

限为 20 IU/mL，羧基荧光素（carboxy⁃fluorescein，
FAM）荧光检测通道无明显对数增长，或定量结果

低于高灵敏度HCV RNA试剂盒检测下限，判断为

HCV RNA 阴性；若 FAM 检测通道和 VIC 检测通

道均有对数增长期，且定量结果大于 20 IU/mL，判
断为HCV RNA阳性。

1.3.3 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行分析；应用 Spearman
进行相关性分析，采用受试者工作特征曲线（receiv⁃
er operating characteristic curve，ROC）对指标的诊

断效能进行评价。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 高灵敏度 HCV RNA 检测与 CMIA 法抗体检

测结果的比较

在收集的 1 005例术前筛查样本中，HCV抗体

阳性 22.7%（228/1005）。228 例 HCV 抗体阳性的

样本中 HCV RNA 检测阳性为 36.4%（83/228），

HCV RNA检测阴性为 63.6%（145/228））。HCV抗

体阴性 777 例，未在抗体阴性的样本中检测到
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HCV RNA 阳性的样本。见表 1。以高灵敏度

HCV RNA 检测作为 HCV病毒血症金标准，CMIA
法检测 HCV 抗体反映 HCV 病毒血症的灵敏度与

特异度分别为 100%与 78.3%，阳性预测值和阴性预

测值分别是 36.4%和 100%，符合率为 85.6%。

2.2 HCV 抗体 S/CO 值与高灵敏度 HCV RNA 检

测结果的比较及相关性分析

将HCV抗体阳性样本按照 S/CO值进行分组，

见表 1。随着 S/CO 值的升高，阳性率有所升高。

同时做 S/CO 值与 HCV RNA 定量值的散点图，进

行相关性分析，见图 1。线性拟合方程为 Y=0.06
617X + 4.259。 Spearman 相 关 系 数 r2=0.002，P=
0.69，提示 HCV 抗体 S/CO 值的高低与 HCV RNA
定量值之间并无相关性。

2.3 HCV抗体 S/CO值对预测丙型肝炎病毒血症

的效能评价

HCV抗体 S/CO 值对丙型肝炎诊断的 ROC曲

线下面积（area under the curve，AUC）为 0.872 4，由
ROC曲线可算出，以 S/CO值≥10.7作为预测HCV

病毒血症的截断值，即 cut⁃off值时，最大的约登指

数Youden􀆳s index 0.705 2，此时的灵敏度与特异度

分别为 92.59%和 77.93%。以 S/CO值≥1作为初筛

HCV病毒血症的临界值，228例HCV抗体阳性样本

中，HCV RNA阳性率只有 36.4%（83/228）。见图 2。

3 讨论

临床上，对于丙型肝炎感染者进行早期、及

时、准确的诊断是临床治疗的关键。目前，临床上

检测 HCV 感染的方法主要有血清学检测技术和

分子诊断检测技术。血清学检测即利用病毒抗原

或针对病毒抗原的特异性抗体检测患者体内HCV
血清标志物，包括HCV抗体和HCV抗原［4］。通常

情况下，丙型肝炎抗体在患者感染 HCV 2 个月后

才能被检测出来。因此，丙型肝炎抗体的检测不

能早期诊断 HCV 感染［5］。HCV 抗体检测易漏检

感染窗口期、病毒隐匿性感染或者血清中病毒拷

贝数极低的患者，其检测具有一定的局限性。近

年来，高灵敏度荧光定量 PCR 通过设计针对病毒

保守序列的特异性引物对病毒及其变异株进行检

测，直接检测病毒核酸，是病毒感染的确诊方法，

且 PCR 自动化程度随着科技发展越来越高，操作

趋于简单化，在临床上应用广泛。

Baleriola C 等［6］通过定量检测储存在-20℃
和-70℃的 HCV RNA 血浆样本发现，-20℃储存

1.2 年以及 -70℃储存 9 年才会引起 HCV RNA
具有统计学差异的变化。本研究将血清标本置

于-80℃储存，1年之内检测HCV RNA并不会影响

HCV RNA 定量结果的准确性。在 228 例 HCV 抗

体阳性标本中，阳性率为 36.4%。这可能是由于某

些HCV慢性感染者，HCV抗体可持续阳性而血清

S/CO值

4>S/CO≥1
8>S/CO>4
12>S/CO>8
16>S/CO>12
S/CO>16
合计

n

87
21
29
79
12
228

高灵敏度HCV RNA定量结果

阳性

1（1.1）
2（9.5）

15（51.7）
56（70.9）
9（75.0）
83（36.4）

阴性

86（98.8）
19（90.5）
14（48.3）
23（29.1）
3（25.0）

145（63.6）

表 1 HCV抗体 S/CO值与高灵敏度HCV RNA检测结果

的分布［n（%）］

Table 1 Distribution of HCV antibody S/CO value and
high⁃sensitivity HCV RNA detection results［n（%）］
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图 1 HCV抗体 S/CO值与高灵敏度HCV RNA 定量

检测结果的散点图

Figure 1 Scatter plot of HCV antibody S/CO value against
high⁃sensitivity HCV RNA quantitative detection results
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图 2 HCV抗体 S/CO值对预测丙型肝炎病毒血症的

ROC曲线

Figure 2 ROC curve of HCV antibody S/CO value for
predicting hepatitis C viremia
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中 HCV RNA 因抗病毒治疗而处于极低复制水平

或病毒已被清除，高灵敏度HCV RNA定量检测不

到。之后对不同的 S/CO值范围对应的HCV RNA
检测结果进行分析，随着 S/CO 值的升高，阳性率

似乎有所升高，通过 Spearman 相关性分析发现，

HCV 抗体 S/CO 值与 HCV RNA 定量值之间无相

关性，S/CO值的高低不能反映HCV病毒体内的复

制状况。随后 ROC曲线分析表明，当 S/CO的 cut⁃
off 值为 10.7时可获得良好的预测价值，临床上以

S/CO 值≥1 作为初筛丙型肝炎病毒血症的 cut⁃off
值，在判断为 HCV 抗体阳性的样本中 HCV RNA
阳性检出率低，不能对 HCV 病毒血症进行较好的

预测。Pan J，Kao HH 与 Ranjbar Kermani，F 等［7⁃9］

多数研究者通过检测 HCV 抗体阳性的样本均发

现，以 S/CO 值≥ 1 作为丙型肝炎病毒血症的 cut⁃
off 值，存在一定比例的 HCV 抗体阳性而 HCV
RNA阴性的样本。基于上述优势，HCV抗体检测

可用于 HCV 感染者的筛查，而 HCV RNA 定量检

测适用于HCV现症感染的确认、HCV病毒载量分

析以及对治疗结束后的疗效评估［10］。高灵敏

HCV RNA 定量检测（最低检测限小于 15 IU/mL）
已被美国疾病控制与预防中心 、欧洲肝病学会、我

国肝脏病学会和传染病学会推荐对 HCV 感染者

进行检测［11］。

Ha J 等［12］运用 HCV RNA 检测对 32 127 例

Architect anti⁃HCV试剂盒检测为HCV抗体阴性的

样本进行检测，发现 8 例（0.02%，8/32 127）HCV
RNA阳性。陈冬等［13］在 148 590份ELISA 法检测为

HCV抗体阴性的标本中检测出HCV RNA阳性 298
例，阳性率为 0.2%。叶贤林等［14］在 307 440 例

ELISA 法检测为 HCV 抗体阴性的标本中检测出

1 例HCV RNA样本，检测率为 0.000 325%。这可能

是由于患者处于感染窗口期或者患者处于免疫抑制

状态，无法产生或产生极低水平的特异性抗体。此

外，也可能是HCV基因变异或亚型感染及隐匿性肝

炎［15］。本研究中未发现HCV抗体阴性而HCV RNA
阳性标本，这可能与地区流行率有关，后续需扩大样

本量以获得更准确的结果。

综上所述，高灵敏度HCV RNA的定量检测用

于术前筛查丙肝感染者，窗口期短，能准确、及时

地反映患者HCV感染状态，HCV在患者体内的复

制情况，与传统术前筛查方法相比，能区分现症感

染与既往感染，可有效防止医源性传播。
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乙醛脱氢酶 2基因Glu504Lys多态性在汉族 2型糖尿
病人群中的分布特点

安宏亮 1★ 江海燕 2 张劲丰 1 李炜煊 2 苏荣 1 何娴 1 吕微风 1

［摘 要］ 目的 分析 2 型糖尿病（T2DM）人群中乙醛脱氢酶 2（ALDH2）基因 Glu504Lys 多态性

的分布特点，探讨 ALDH2 基因 504 位点基因突变与空腹血糖、HbA1C 水平及胰岛素抵抗的关系。

方法 分析 2016 年 4 月至 2017 年 12 月于本院就诊的 629 例汉族受试者相关资料，分为体检对照组

（402 例）和 2 型糖尿病组（227 例）。分析两组人群 ALDH2 各基因型的分布规律，比较两组人群

ALDH2 各基因型的 HbA1C、空腹血糖及胰岛素抵抗的分布水平。 结果 2 型糖尿病组 GL、LL 突变

基因型的比例分别是 37.9%和 7.0%，显著高于体检对照组的 30.8%和 3.2%（P<0.05）。629 例汉族受试

者，GG 型 390 例，GL 型 210 例，LL 型 29 例。随着 ALDH2 基因突变数量的增加，患 2 型糖尿病的风险

增加，具体数据为：无突变 GG 型 32.1%（125/390），杂合突变 GL 型 41.0%（86/210），纯合突变 LL 型

55.2%（16/29）。ALDH2 基因突变是发生 2 型糖尿病的危险因素，OR 值=1.578，95%置信区间为 1.131~
2.202。ALDH2基因突变对HbA1C水平的分布无影响（P>0.05）。两组人群男女性别间ALDH2各基因型的

分布均无差异（P>0.05）。2型糖尿病组 ALDH2各基因型的胰岛素抵抗指数（HOMA1⁃IR）、定量胰岛素敏

感性检测指数（QUICKI）、空腹胰岛素敏感指数（ISI）分布水平均无显著差异（P>0.05）。结论 汉族 2型

糖尿病人群 ALDH2基因 504位点发生突变的比例显著高于正常人群，Glu504Lys的突变是 2型糖尿病发

生的危险因素，但与空腹血糖、HbA1C以及胰岛素抵抗的水平无明显相关。

［关键词］ 乙醛脱氢酶 2；2型糖尿病；基因型；多态现象；遗传

Distribution characteristics of Glu504Lys polymorphism of acetaldehyde
dehydrogenase 2 gene in Type 2 Diabetes Mellitus in Han Nationality
AN Hongliang1★，JIANG Haiyan2 ，ZHANG Jinfeng1，LI Weixuan2，SU Rong1，HE Xian1，LV Weifeng1

（1. Department of Clinical Laboratory，Foshan Hospital of Traditional Chinese Medicine，Foshan，Guangdong，
China，528000； 2. Department of Clinical Laboratory，The first people 􀆳 s hospital of Foshan，Foshan，
Guangdong，China 528000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the distribution characteristics of the Glu504Lys polymorphism
of the aldehyde dehydrogenase 2（ALDH2）gene in people with type 2 diabetes（T2DM）and to explore the
relationship between ALDH2 gene mutation at position 504 and fasting blood glucose，HbA1C level and
insulin resistance. Methods A retrospective study was conducted in 629 cases of physical examination and
hospitalization in Foshan Traditional Chinese Medicine Hospital from April to December in 2016. There were
402 healthy controls and 227 patients with type 2 diabetes mellitus. The distribution of ALDH2 genotypes in the
two groups was analyzed，and the distribution levels of HbA1C，fasting blood glucose and insulin resistance in
ALDH2 genotypes of the two groups were compared. Results The proportions of GL and LL mutation
genotypes in type 2 diabetes group were 37.9% and 7.0%，respectively，which were significantly higher than
those in the physical examination control group（30.8% and 3.2%（P<0.05）. Among 629 Han subjects，390
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cases are GG，210 GL and 29 LL. With the increase in the number of ALDH2 gene mutations，the risk of type 2
diabetes increases. The specific data are：32.1%（125/390）without mutation GG type，41.0%（86/210）with
heterozygous mutation GL type and homozygous mutation LL Type 55.2%（16/29）. ALDH2 gene mutation is a
risk factor for type 2 diabetes，OR value = 1.578，95% confidence interval is 1.131~2.202. ALDH2 gene
mutation has no effect on the distribution of HbA1C level（P>0.05）. There was no difference in the distribution
of ALDH2 genotypes between men and women in the 2 groups（P>0.05）. There was no significant difference
in the distribution of insulin resistance index （HOMA1 ⁃ IR），quantitative insulin sensitivity test index
（QUICKI）and fasting insulin sensitivity index（ISI）of each type of ALDH2 genotype in type 2 diabetes group
（P>0.05）. Conclusion The proportion of ALDH2 gene mutation at position 504 in Han type 2 diabetes
population is significantly higher than that in normal population. Glu504Lys mutation is a risk factor for type 2
diabetes，but it was not significantly related to fasting blood glucose，HbA1C and insulin resistance.

［KEY WORDS］ Aldehyde dehydrogenase 2；Type 2 diabetes mellitus；Genotype；Polymorphism，

genetic

乙醛脱氢酶 2（acetaldehyde dehydrogenase 2，
ALDH2）是人体酒精代谢的关键酶之一，为乙醛脱

氢酶 19种同工酶中活性最强的一种，具有脱氢酶活

性和酯酶活性，参与人体大多数醛类物质代谢。

ALDH2基因位于染色体 12q24，存在 G→A单核苷

酸突变（rs671），导致编码氨基酸序列第 504位的谷

氨酸（glutamic acid，G）突变为赖氨酸（lysine，L），产

生两种等位基因（G、L）和三种基因型（GG 型、GL
型、LL型），各基因型 ALDH2酶活性差异巨大。有

研究显示 ALDH2基因Glu504Lys位点突变是糖尿

病发生的危险因素［1⁃2］，与 2型糖尿病患者的血糖水

平相关。在轻度饮酒的糖尿病患者中 ALDH2突变

基因携带者的 HbA1C水平明显高于野生纯合型患

者［3］。非饮酒 2 型糖尿病合并冠心病患者 ALDH2
基因Glu504Lys位点突变发生率 47.80%，远高于单

纯冠心病患者的 22.0%和健康者的 19.38%的［4］。但

2型糖尿病是多病因的复杂病，遗传因素具有高度

的异质性，目前的报道还多为针对国外族群的基因

组学方面的基础研究，针对ALDH2基因型与糖尿病

各血清生物化学指标水平的相关研究还较少见。

本文旨在健康人群和 2 型糖尿病患者中 ALDH2
Glu504Lys多态性的分布特点，分析 ALDH2基因突

变与血糖、HbA1C和胰岛素抵抗水平之间的关系，为

临床的防治和诊疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 基本情况

选择 2016 年 4 月至 2017 年 12 月于本院的诊

断为 2型糖尿病患者 227例（2型糖尿病组），受试

者资料完整，男性 154 例，女性 73 例，年龄 18~90，
（57.78±15.30）岁。选取同期佛山市中医院体检中

心的健康人群 402 例（对照组），男性 330 例，女性

72例，年龄 17~87，（38.63±9.47）岁。经统计分析显

示，男女性别间 ALDH2各基因型分布无差异；对

照组老、中、青年龄段间 ALDH2 各基因型分布差

异差异无统计学意义（P>0.05）。具有可比性。

1.1.2 纳入标准与排除标准

2 型糖尿病的诊断标准［5］，按照 1999 年 WHO
糖尿病诊断新标准［5］：有典型糖尿病症状加上随机

血糖≥11.1 mmol/L；空腹血糖≥7.0 mmol/L；75克糖

粉糖耐量试验试验 2 小时血糖≥11.1 mmol/L。纳

入标准：汉族人群，年龄 20~80岁，2型糖尿病组是

确诊为 2型糖尿病患者，对照组是空腹血糖正常的

一般健康人群。排除标准：非汉族人群，其他类型

的糖尿病，严重肝肾功能不全、恶性肿瘤、严重血

液病、遗传性疾病、其他严重疾病等。

1.2 仪器与试剂

ABI 7500型核酸扩增仪购自美国生命科技公

司，BR 526⁃24 型全自动核酸杂交仪和 ALDH2 基

因微阵列芯片法检测试剂盒购自上海百傲科技有

限公司，G7型全自动糖化血红蛋白分析仪及糖化

血红蛋白检测试剂购自日本 TOSOH 株式会社，

AU5400 全自动生化分析仪购自日本奥林巴斯株

式会社，血糖生化检测试剂购自德国德赛诊断系

统有限公司，Centaur XP型全自动化学发光免疫分

析仪及胰岛素化学发光检测试剂购自德国西门子

医疗系统有限公司。

1.3 实验方法

空腹（8 小时），清晨采集外周静脉血 3~4
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mL。糖化血红蛋白和ALDH2基因检测用乙二胺四

乙酸二钠（EDTA⁃2Na）抗凝管，血糖和胰岛素的检测

用分凝胶抗凝管；所有标本如不能立即检测，置 2~
8℃保存，3天内检测完毕。依据空腹血糖水平、空

腹胰岛素水平，采用HOMA1⁃IR法计算胰岛素抵抗

指数（HOMA1⁃IR，HOMA1⁃IR=空腹血糖水平×空腹

胰岛素水平/22.5）；空腹胰岛素敏感指数［ISI，ISI=1/
（空腹血糖水平×空腹胰岛素水平）］；采用 QUICK
法计算胰岛素敏感性检测指数（QUICKI）［6］。

1.4 ALDH2基因分型检测

应用 DNA 阵列芯片法检测。①DNA 的提

取：采集患者空腹外周静脉血 2 mL，应用浙江艾

康生物技有限公司生产的半自动核酸提取仪及配

套的磁珠法全血基因组 DNA 提取试剂盒提取。

②DNA 的扩增：采用上海百傲科技有限公司

ALDH2基因芯片法检测试剂盒的扩增试剂，使用

美国生命科技公司 ABI 7500 型核酸扩增仪扩增。

③芯片杂交：采用上海百傲科技有限公司 ALDH2
基因芯片法检测试剂盒的杂交试剂及 BR 526⁃24
型全自动核酸杂交仪进行基因杂交分型。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行数据处理。应用

1⁃Sample K⁃S（Kolmogorov⁃Smirnov）检验验证计量

资料的正态分布性。计量资料以（x ± s）表示，组内

分类变量计量资料比较采用单因素方差分析，组

间分类变量计数资料比较采用 c2检验，P<0.05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 体检对照组和 T2DM 组 ALDH2 基因型分布

结果

两组间 ALDH2基因型、突变频率的分布差异

均有统计学意义（均为 P<0.01）；2型糖尿病组的基

因突变比例高于体检对照组。见表 1。

对照组

T2DM组

合计

c2值

P值

例数

402
227
629

基因型

GG型

265（65.9）
125（55.1）
390（62.0）

9.489
0.009

GL型

124（30.8）
86（37.9）
210（33.4）

LL型

13（3.2）
16（7.0）
29（4.6）

突变频率

野生型

265（65.9）
125（55.1）
390（62.0）

7.255
0.007

突变型

137（34.1）
102（44.9）
239（38.0）

表 1 对照组和 T2DM组 ALDH2基因型分布结果［n（%）］

Table 1 Distribution of ALDH2 genotypes in control group and T2DM group［n（%）］

2.2 比较各 ALDH2 基因型受试者中患 2 型糖尿

病的比例

线性卡方分析显示随 ALDH2 基因突变数量

的增加（无突变、杂合突变、纯合突变），发生 2
型糖尿病的比例显著增加（P<0.01）。以是否发

生 L 突变对 2 型糖尿病患者进行风险归因分

析 ，显示 ALDH2 基因 Glu504Lys 位点的 L 突变

是发生 2 型糖尿病的危险因素（P<0.01），风险

评估值为 1.578，95%置信区间为 1.131~2.202。
见表 2。
2.3 性别与 ALDH2基因型的关系

对照组男女性别间 ALDH2 基因型、突变率

的分布差异均无统计学意义（P>0.05）。 2 型

糖尿病组男女性别间 ALDH2 基因型、突变率

的 分 布 差 异 均 无 统 计 学 意 义（P>0.05）。 见

表 3。

T2DM患者

非DM受试者

合计

c2值

P值

例数

227
402
629

GG型

125（32.1）
265（67.9）

390
9.256
0.002

GL型

86（41.0）
124（59.0）

210

LL型

16（55.2）
13（44.8）

29

突变型

102
137
239

7.255
0.007

野生型

125
265
390

表 2 629例受试者各ALDH2基因型患 2型糖尿病的分布比例［n（%）］

Table 2 Proportion of type 2 diabetes mellitus in 629 subjects with ALDH2 genotype［n（%）］
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指标

HbA1c

空腹血糖（mmol/L）

空腹胰岛素（mU/L）

胰岛素抵抗指数

定量胰岛素敏感性检测指数

胰岛素敏感指数

基因型

GG型

8.818±2.559
8.897±3.546

F值=3.690，P=0.027
19.46±16.59

F值=0.205，P=0.815
7.553±6.979

F值=1.949，P=0.145
0.302±0.032

F值=0.865，P=0.423
6.798±6.281

F值=1.949，P=0.145

GL型

9.023±2.296
9.851±4.431

20.57±17.65

9.399±9.463

0.299±0.035

8.459±8.517

LL型

8.955±2.788
6.946±2.424

17.82±11.31

5.392±3.713

0.311±0.034

4.853±3.341

突变型

野生型

8.818±2.559
8.897±3.546

F值=1.035，P=0.310
19.46±16.59

7.553±6.979

0.302±0.032

6.798±6.281

突变型

9.014±2.350
9.453±4.321

20.15±16.83

8.846±8.986

0.301±0.035

7.9613±8.088

表 4 T2DM组各生化血清学指标在各基因型的分布水平（x ± s）

Table 4 The distribution level of each biochemical serological index in each genotype（x ± s）

组

对照组

T2DM组

性别

男

女

c2值
P值

男

女

c2值
P值

例数

330
72

154
73

基因型

GG型

221（67.0）
44（61.1）

1.946
0.378

85（55.2）
40（54.8）

0.014
0.993

GL型

100（30.3）
24（33.3）

58（37.7）
28（38.4）

LL型

9（2.7）
4（5.6）

11（7.1）
5（6.8）

突变频率

野生型

221（67.0）
44（61.1）

0.903
0.342

85（55.2）
40（54.8）

0.003
0.955

突变型

109（33.0）
28（38.9）

69（44.8）
33（45.2）

表 3 两组男女性别间 ALDH2基因型的分布［n（%）］

Table 3 Distribution of ALDH2 genotypes between male and female［n（%）］

2.4 2 型糖尿病组各基因型间的生化指标分布

结果

2.4.1 HbA1C水平的比较

HbA1C 水平经 Kolmogorov⁃Smirnov 检验呈偏

态分布（Z值=1.393，c2=0.041，P<0.05），将 HbA1C水

平转换为自然对数值后呈正态分布（Z 值=0.763，

c2=0.606，P>0.05），进行单因素方差分析。结果显

示 GG、GL、LL 基因型间 HbA1C 水平的分布均无

差 异（F 值 =0.291，P=0.748，P>0.05）。 野 生 型

（GG）与突变型（GL+LL）间 HbA1C 水平的分布

均 无 差 异（F 值 =0.546，P=0.461，P>0.05）。 见

表 4。

2.4.2 空腹血糖水平的比较

单因素方差分析，各基因型间空腹血糖水

平 总 体 差 异 有 统 计 学 意 义（F 值 =3.690，c2=
0.027，P<0.05），GL 型最高（9.851），其次是 GG
型（8.897），LL 型最低（6.946）；经两两比较显示

GG 型与 GL 型、LL 型空腹血糖水平差异无统

计学意义，LL 型与 GL 型 空 腹 血 糖 水 平 有 差

异 有 统 计 学 意 义 。 野 生 型（GG）与 突 变 型

（GL+LL）间空腹血糖水平的分布均无差异。

见表 5。

基因型别

总体比较

野生型（GG）VS突变型
（GL+LL）
GG型 VS GL型
GG型 VS LL型
GL型 VS LL型

F值

3.690

1.035

/
/
/

均值差

（I⁃J）

/

/

-0.954
1.951
2.904

标准误

/

/

5.626
1.113
1.156

P值

0.027

0.310

0.092
0.087
0.013

表 5 T2DM组各基因型间空腹血糖水平的比较结果

Table 5 The statistical results of FBG levels among
genotypes in the T2DM group
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3 讨论

ALDH2 突变基因在欧美人群中携带率极低，

在亚洲人群中的突变频率为 30%~50%，中国汉族

人群的突变率为 15%~30%不等［7］。本次研究的体

检对照组 ALDH2 基因突变频率为 34.1%，与相关

报道较一致［8］，而 2型糖尿病组的突变频率显著升

高为 44.9%。本次研究显示汉族人群随着 ALDH2
基因突变数量的增加，患 2型糖尿病的比例升高发

生 ALDH2 基因 Glu504Lys 突变的人群，更易患 2
型糖尿病。携带突变基因人群的 ALDH2对长期高

血糖状态下蛋白质糖基化产生的丙酮醛、乙二醛

等活性羰基类物质的代谢障碍，影响细胞中的蛋

白质、DNA、脂质等生物大分子的功能，从而增加

了胰岛素抵抗的易感性等病理损害，最终影响到

糖尿病及其并发症的发生发展［1，8］。同时本次的研

究显示，ALDH2 基因 Glu504Lys 野生型与突变型

的 2型糖尿病患者，其胰岛素抗体水平并无差异。

可能与单个易感基因位点对 2 型糖尿病患者的表

型仅具有微效作用有关，只有多个位点或基因的

协同作用，才能显著影响血糖代谢的表型［9］。其具

体作用机制尚未完全明确，仍需进一步研究。

空腹血糖水平及空腹胰岛素水平直接反应患

者糖尿病的病程发展，对于糖尿病治疗的调整和疗

效的监控有重要作用。HbA1C反应机体近 8~12 周

的血糖水平，有研究报道在轻度饮酒的糖尿病患者

ALDH2突变型患者的 HbA1C水平明显高于野生纯

合型患者［1⁃3］。本次研究显示 ALDH2基因型对健康

人群、2型糖尿病人群HbA1C的水平均无影响。可能

与研究的目标人群的种族、地域、饮食习俗不同相

关，以及与本次研究没有纳入饮酒因素有关。

ALDH2基因突变者乙醛代谢效率低下，饮酒后血液

中乙醛水平的升高是引起高血糖及高胰岛素血

症的重要因素［10］。肝脏是血糖调节的重要脏器，

ALDH2基因突变对乙醛代谢的催化活性显著减弱，

致高毒性代谢产物乙醛在体内蓄积，影响多种肝病

的发生和发展。ALDH2基因可通过调节肝细胞的

氧化应激、胰岛细胞的损伤及线粒体功能，对内、外

源性醛类物质的解毒作用等多种途径影响 2型糖尿

病及其多种并发症的发生发展［1，9］。而不同 ALDH2
基因人群对糖尿病药物治疗的反应性不同，也是一

个重要的因素［4］。这对下一步 2型糖尿病患者精准

治疗的研究具有指引作用。

2型糖尿病的发病机制的重要环节是胰岛素抵

抗和 β细胞功能缺陷［11］，其本质是单位胰岛素的生

物效应降低，即胰岛素刺激组织对葡萄糖的利用能

力降低，胰岛β细胞功能相对障碍。HOMA稳态模

型是一种评价糖尿病病人胰岛素敏感性、胰岛素抵

抗水平和胰岛 β细胞功能的常用指标，有研究发现

ALDH2基因突变型胰岛素水平和胰岛素抵抗程度

明显比野生型高［12］。本次的分析显示各 ALDH2基

因Glu504Lys位点突变对胰岛素抵抗和胰岛素敏感

性等功能并无影响，与有关报道不一致［12⁃13］。推测

可能是其它易感基因对胰岛的功能产生影响［14⁃15］，

且单个基因位点的突变对 2型糖尿病患者的表型仅

具有微效作用，表现为核苷酸虽有突变，但在有些

功能的表达上其表观基因型是相同的。目前的研

究，多采用候选基因策略，对易感基因在特定人群

中的分布进行验证，但是遗传因素具有高度的异质

性，各地区各种族糖尿病易感基因谱差异大。因

此，今后需从基因与基因、表观遗传学与致病分子

机制等方面入手，揭示ALDH2等易感基因突变导致

2型糖尿病发生发展的机制。

综上所述，ALDH2基因 Glu504Lys多态性是 2
型糖尿病发生的危险因素，与 HbA1C、胰岛素抵抗

的水平无明显相关。如能进一步研究基因与基

因、基因与环境的相互作用和致病机制，ALDH2
基因有望成为 2型糖尿病精准防治的新靶点。
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葡萄糖⁃⁃6⁃⁃磷酸脱氢酶基因突变永生化淋巴细胞系的
建立

贾峥 1 张艳艳 2 孙楠 1 张文新 1 高飞 1 孙晶 1 黄杰 1★ 曲守方 1★

［摘 要］ 目的 收集 27 例葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变的临床外周血样本，建立永生化淋巴

细胞系。方法 采用葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变检测试剂盒（荧光 PCR 熔解曲线法）筛查临床样本

的突变类型，然后采集外周血，进行永生化淋巴细胞系的转化。 提取建系成功的淋巴细胞系的基因组

DNA，并用建立的二代测序法进行验证。结果 成功建立了 27例葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶永生化淋巴细

胞系样本，包括 14种不同纯合和杂合突变类型，验证结果表明永生化淋巴细胞系的基因突变类型与临

床样本原来标示的突变类型一致。结论 本研究建立的葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变永生化淋巴细胞

系具有稳定的遗传信息，可以作为国家参考品的资源，用于评价葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变试剂盒的

性能。

［关键词］ 葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶；基因突变；永生化细胞系

Establishment of immortalized lymphocyte cell lines with mutation of the
glucose ⁃6⁃ phosphate dehydrogenase gene
JIA Zheng1，ZHANG Yanyan2，SUN Nan1 ，ZHANG Wenxin1，GAO Fei1，SUN Jing1, HUANG Jie1 ★ ，

QU Shoufang1★

（1. National Institutes for Food and Drug Control，Beijing，China，100050；2. MGI Tech Co.，Ltd，Shenzhen，

China，518083）

［ABSTRACT］ Objective To establish immortalized lymphocyte cell lines by collecting 27 clinical

peripheral blood samples harboring glucose ⁃ 6 ⁃ phosphate dehydrogenase（G6PD）gene mutations. Methods
The glucose⁃6⁃phosphate dehydrogenase gene mutation detection kit（fluorescence PCR melting curve method）

was used to screen the mutation type of clinical samples，and then peripheral blood was collected for

transformation of immortalized lymphocyte lines. The genomic DNA of the successfully established

lymphocyte line was extracted and verified by the next ⁃ generation sequencing method. Results We

established 27 immortalized lymphocyte cell lines，including 14 different homozygous or heterozygous G6PD

mutation types. The genetic mutation types of immortalized lymphocyte lines were the same as those originally

indicated in clinical samples. Conclusion The established immortalized lymphocyte cell lines with G6PD

mutations in this study have stable genetic information and can be used as a national reference resource to

evaluate the performance of the G6PD gene mutation kit.

［KEY WORDS］ Glucose⁃6⁃phosphate dehydrogenase；Gene mutation；Immortalized cell line
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葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶（glucose⁃6⁃phosphate de⁃
hydrogenase，G6PD）缺乏症是由位于 X 染色体长

臂 2 区 8 带（Xq28）的G6PD 基因突变导致G6PD 酶

合成缺陷引起，是一种以溶血性贫血为主要临床特

征的遗传病，常见临床表现有新生儿黄疸、新生儿

高胆红素血症、蚕豆病、药物性溶血、某些感染性溶

血等［1⁃2］。本病在我国主要分布在长江流域以南地

区，尤以广东、海南、广西、云南、贵州、四川等地为

高发区。G6PD缺乏症患者多数平时无临床症状，

早期诊断和干预非常重要。在G6PD缺乏症的高发

地区，应开展G6PD缺乏症筛查。作为一种 X⁃连锁

不完全显性遗传病，男性携带突变（男性半合子）表

现为明显的酶活性缺乏，女性携带纯合突变或杂合

突变时（称为女性杂合子），发病情况因人而异。部

分女性杂合子的酶活性可能接近正常不表现缺乏，

因此不易通过酶活性检测发现，可以通过细胞化学

染色体法和基因检测等方法明确突变状态［3］。

G6PD缺乏症的分子检测方法，包括荧光探针 PCR
熔解曲线法、基因芯片、反向点杂交、测序和飞行时

间质谱等，提高了女性杂合子的检出率［4⁃7］。

目前尚无葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变的国

家参考品，亟需建立相应的国家参考品，用于评价

葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变试剂盒的质量。葡

萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶缺乏症作为一种单基因病，该类

参考品的制瓶颈是难以保证持续获得临床样本，解

决的思路是建立永生化淋巴细胞系或者构建基因

编辑细胞系。本院通过建立葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶

基因突变的永生化淋巴细胞系，可以提供长期稳定

的遗传资源，并采用二代测序法进行验证。

1 材料方法

1.1 材料

1.1.1 样本来源及处理

经伦理委员会批准，联系珠海市妇幼保健院，

招募自愿参与项目的样品捐献者 33 人，签署知情

同意书。每人抽取 10 mL 外周血，血液样本采集

到枸橼酸盐或柠檬酸盐抗凝的真空采集管。采集

外周血后进行永生化淋巴细胞系建系。

1.1.2 试剂和仪器

RPMI 1640培养基、胎牛血清（FBS）和青霉素

链霉素双抗购自美国 GIBCO 公司；人外周血淋巴

细胞分离液、环孢霉素 A 和二甲基亚砜（DMSO）
购自北京索莱宝科技有限公司；葡萄糖⁃6⁃磷酸脱

氢酶基因突变检测试剂盒（荧光 PCR熔解曲线法）

由厦门致善生物科技有限公司提供；基因组 DNA
提取试剂盒（磁珠法）由深圳华大智造科技有限公

司提供；新生儿基因检测试剂盒由华大基因股份

有限公司提供。

上海宏石 SLAN⁃96S 全自动医用 PCR 分析系

统，厦门致善生物科技有限公司提供；MGISEQ⁃
2000 基因测序仪，深圳华大智造科技有限公司

提供。

1.2 方法

1.2.1 样本的筛查

使用葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变检测试剂

盒（荧光 PCR 熔解曲线法），按照说明书的操作方

法，对样本进行检测。

1.2.2 永生化淋巴细胞系的建立

1.2.2.1 EBV病毒液的制备 复苏 B95⁃8 细胞株，

采用 RPMI 1640 培养基加胎牛血清（FBS）进行培

养，每隔 2~3 天补液一次，逐渐增加培养基的用

量。饥饿培养 10 天后，收集细胞在液氮及 37℃条

件下反复冻融 3 次，2 000 rpm 离心 10 min。收集

上清液，使用 0.2 μm滤膜的细胞滤器进行过滤后，

备用。

1.2.2.2 单核 B 淋巴细胞的分离和转化 取采集

的外周血 5 mL，加入等体积的含有青霉素链霉素

双抗的 RPMI 1640培养基稀释血液。将稀释后的

血液缓缓加入已分装在离心管内的淋巴细胞分层

液中，2 000 rpm 离心 20 min。小心吸取白膜层，转

移至新的离心管中，加入含有双抗的 RPM1640 培

养基 8 mL 洗涤 2 次，1 500 rpm 离心 10 min 后，去

上清。然后加入分装好的 EBV 病毒液 1.5 mL、环
孢霉素 A 0.4 mL 以及完全培养基重悬细胞沉淀，

然后将细胞悬液接种至 T25 培养瓶中，将细胞培

养瓶置于 37℃的 5% CO2培养箱进行培养。

1.2.2.3 永生化淋巴细胞系冻存 接种培养 24~
48 h 后，使用倒置显微镜观察细胞转化情况并拍

照。观察细胞状态及聚团大小，适当加入少量完

全培养基继续培养。 一周后观察细胞聚团数量及

细胞状态，进行半换液。待培养液颜色变浅黄，细

胞聚团多且密集时，1 300 rpm 离心 5 分钟，传

代。 待细胞培养至足够数量时（3~6×106个/mL），

1 300 rpm 离心 5 分钟，收集细胞。根据细胞的数

量加入含 10% DMSO冻存液，调整细胞冻存浓度，

按所需要求将细胞分装至冻存管。然后按照标准
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序号
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

样本编号
CNGB030074
CNGB030075
CNGB030076
CNGB030077
CNGB030078
CNGB030079
CNGB030080
CNGB030081
CNGB030082
CNGB030083
CNGB030084
CNGB030085
CNGB030086
CNGB030101
CNGB030102
CNGB030103
CNGB030104
CNGB030105
CNGB030106
CNGB030107
CNGB030108
CNGB030109
CNGB030110
CNGB030111
CNGB030112
CNGB030113
CNGB030114
CNGB030115
CNGB030116
CNGB030117
CNGB030118
CNGB030119
CNGB030120

突变信息
1376（G⁃T)/N

392（G⁃T)/半合子
517（T⁃C)/N
871（G⁃A)/N
871（G⁃A)/N

871（G⁃A)/半合子
871（G⁃A)/半合子

95（A⁃G)/N
95（A⁃G)/N

95（A⁃G)/半合子
95（A⁃G)/半合子

1024（C⁃T)/1388(G⁃A）
1388（G⁃A)/1388(G⁃A）

1388（G→A）/N
1376（G→T）/N
871（G→A）/N
1388（G→A）/N
1388（G→A）/N
392/半合子

1376（G→T）/半合子
1376（G→T）/519
95（A→G）/N
1360（C→T）/N
1388（G→A）/N
1388（G→A）/519

1024（C→T）/半合子
95（A→G）/N

1376（G→T）/N
95（A→G）/N

1388（G→A）/1388（G→A）
1024（C→T）/N
392（G→T）/N

1388（G→A）/392（G→T）

表 1 样本的筛查结果

Table 1 The screening results of samples

注：N表示正常（normal）

冻存操作程序进行梯度降温存储，最终转移至液

氮进行长期存储。

1.2.3 永生化淋巴细胞系的验证

将永生化淋巴细胞系取出复苏后进行基因组

DNA提取，使用琼脂糖凝胶电泳检测DNA的完整

性。采用新生儿基因检测试剂盒进行验证。采用

酶切的方法将基因组 DNA 打断为 100~200 bp 左

右的 DNA 片段，通过末端修复，加 A 和接头连接

后，进行第一轮 PCR 扩增。扩增的 PCR 产物采用

DNA 探针进行目标区域富集后，使用 MGISEQ⁃
2000 基因测序仪进行高通量测序。

2 结果

2.1 样本筛查

采用葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变检测试剂

盒（荧光 PCR 熔解曲线法），根据与探针杂交产物

熔点的差异来检测 G6PD基因突变。通过比较检

测样本在反应液 A 和反应液 B 体系中 FAM、

HEX、ROX 和 CY5 共 8 个检测通道的熔解峰与野

生型对照对应通道的熔解峰之间熔点（Tm 值）的

差异判断样本是否发生突变。当样本熔解峰与野

生型对照对应熔解峰差异（ΔTm值）在±1℃以内的

即为野生型峰，差异超过±2℃的即为突变型峰，最

后筛查出不同突变类型的样本。33例样本的筛查

结果可见表 1。CNGB030108 样本在反应液 A 体

系 CY5 检测通道出现野生峰和突变峰的融合峰，

而其它 7个通道的熔解峰均为野生峰，且突变峰与

野生型对照的熔解峰差异在（-4.8℃）~（-3℃）范围

内，表明是 1376（G>T）杂合型突变；在反应液 B体

系 ROX 检测通道出现野生峰和突变峰的融合峰，

而其它 7个通道的熔解峰均为野生峰，且突变峰与

野生型对照的熔解峰差异在 5.19℃~6.41℃范围内，

表明是 519（C>T）杂合型，见图 1。
2.2 永生化淋巴细胞系的建立

采用 EBV转化加环孢霉素A法，共完成 33例

样本建系，其中 27例样本建系成功，6例因细菌污

染导致失败，建系成功率为 81％，复苏成功率为

100％，可以传代用于实验研究。在倒置显微镜下

可观察到细胞转化后 96 h内，细胞体积明显增大，

聚团生长的细胞团增多；转化 2周后，肉眼可见细

胞聚团物，显微镜下观察大量细胞聚团；转化培养

3~4周后，显微镜下观察细胞外壁呈不规则毛刺状

突起，增殖旺盛，表明建系成功，见图 2A~图 2C。

2.3 永生化淋巴细胞系的验证

用基因组 DNA 提取试剂盒提取的永生化淋

巴细胞系样本基因组 DNA，使用 0.8%琼脂糖凝胶

电泳，结果显示 DNA 条带完整，没有拖带或弥散

带，表明基因组DNA具有很好的完整性。

89.888

75.528

61.169

46.809

32.449

18.089

3.729

-10.630

-24.990

-39.350
40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84

温度（℃）

⁃d（
R
n）

/d
T

A⁃Cy5 42.798

34.334

25.869

17.405

8.941

0.477

-7.987

-16.452

-24.916

-33.380
40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84

温度（℃）

⁃d（
R
n）

/d
T

B⁃ROX

注：粉色表示野生型对照，绿色表示阴性对照，黑色表示待检样本

图 1 CNGB030108样本筛查结果

Figure 1 The screening result of CNGB030108
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采用高通量测序法进行验证，样本的结果均

与采用荧光 PCR 熔解曲线法筛查的结果一致，见

图 3 和表 2。CNGB030108 样本的测序结果显示

在 X 染色体 153 762 678 bp（人类基因组 hg19）位

置处检测到 94 条 reads 支持 C 碱基（正向是 G 碱

基）和 108条 reads支持 T碱基（正向是A碱基），表

明是 c.519 C>T 杂合突变；在 X 染色体 153 760
484 bp位置处检测到 60条 reads支持G碱基（正向

是 C 碱基）和 68 条 reads 支持 T 碱基（正向是 A 碱

基），表明是 c.1 376 G>T杂合突变。

3 讨论

永生化指体外培养的细胞经过自发的或受外

界因素的影响从增殖衰老危机中逃离，从而具有

无限增殖能力的过程。目前应用最多的方式是使

用 EB 病毒（EBV）转化人外周血淋巴细胞从而获

得的一种能够连续分裂、永久生存的 B 淋巴细胞

株，每株细胞含有正常的二倍体组型并且含有供者

完整的遗传信息。在B淋巴细胞转化过程中加入

环孢霉素 A，可以抑制 T 淋巴细胞的免疫杀伤活

性，有效阻止 T 淋巴细胞对已转化的 B 淋巴细胞

注：A为第 0天；B为第 15天；C为第 30天

图 2 永生化淋巴细胞系转化第 0、15天和 30天结果（×50）
Figure 2 The result of immortalized lymphocyte cell line transformation on day 0，day15 and day 30（×50）

序号

1
2
3
4
5
6

7

8
9
10
11
12
13
14
15

16

17
18
19

20

21
22
23
24
25
26

27

样本编号

CNGB030075
CNGB030078
CNGB030079
CNGB030081
CNGB030082
CNGB030084

CNGB030085

CNGB030086
CNGB030101
CNGB030102
CNGB030103
CNGB030104
CNGB030105
CNGB030106
CNGB030107

CNGB030108

CNGB030109
CNGB030110
CNGB030111

CNGB030112

CNGB030113
CNGB030114
CNGB030115
CNGB030116
CNGB030117
CNGB030119

CNGB030120

突变信息

c.392G>T纯合突变

c.871G>A杂合突变

c.871G>A纯合突变

c.95A>G杂合突变

c.95A>G杂合突变

c.95A>G纯合突变

c.1024C>T杂合突变;
c.1388G>A杂合突变

c.1388G>A纯合突变

c.1388G>A杂合突变

c.1376G>T杂合突变

c.871G>A杂合突变

c.1388G>A杂合突变;
c.1388G>A杂合突变

c.392G>T纯合突变

c.1376G>T纯合突变

c.1376G>T杂合突变;
c.519C>T杂合突变

c.95A>G杂合突变

c.1360C>T杂合突变

c.1388G>A杂合突变

c.1388G>A杂合突变;
c.519C>T杂合突变

c.1024C>T纯合突变

c.95A>G杂合突变

c.1376G>T杂合突变

c.95A>G杂合突变

c.1388G>A纯合突变

c.392G>T杂合突变

c.1388G>A杂合突变;
c.392G>T杂合突变

表 2 永生化淋巴细胞系样本验证结果

Table 2 The verification results of immortalized lymphocyte

cell lines

注：A 为 ChX 153 762 678 bp（hg19）位点测序结果，B 为 ChX

153 760 484（hg19）位点测序结果

图 3 CNGB030108 样本测序结果

Figure 3 The sequencing results of CNGB030108

AA BB CC
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的攻击，从而提高转化效率。获得的永生化细胞

系在连续培养传代过程中染色体稳定，可获取足

量的细胞遗传资源用于研究。世界上基因细胞遗

传资源存储机构包括英国生物样本库（UK Bio⁃
bank）、美国国立卫生研究院（National Institutes of
Health，NIH）、美国国家人类基因细胞库（The
NIGMS Human Genetic Cell Repository），均将其作

为最主要的技术法方法保存细胞遗传资源［8⁃9］。

我国常见的致病性 G6PD基因变异类型包括

c.95A>G、c.392G>T、c.487G>A、c.493A>G、c.592C>T、
c.1024C>T、c.1360C>T、c.1376G>T、c.1388G>A，

这 9种变异占总变异的 90%以上［10］。本研究采用

葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶突变类型的外周全血样本，

经过 EB 病毒诱导分化，最终成功建立了葡萄糖⁃
6⁃磷酸脱氢酶基因突变的永生化淋巴细胞系，包括

葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因 c.392G>T 纯合和杂合

突变、c.871G>A纯合和杂合突变、c.95A>G纯合和

杂合突变、c.1388G>A纯合和杂合突变、c.1376G>T
纯合和杂合突变、c.1360C>T杂合突变、c.1024C>T
纯合和杂合突变、c.519 C>T 杂合突变，涵盖了我

国常见的突变类型。同时对建系成功的永生化淋

巴细胞株进行高通量测序方法的验证，结果表明

葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变的永生化淋巴细胞

系基因组 DNA 的结果与临床样本的标示结果一

致。该永生化淋巴细胞系的遗传信息稳定，可作

为国家参考品的遗传资源，用于评价葡萄糖⁃6⁃磷
酸脱氢酶基因突变检测试剂盒的质量。
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脓毒症患者循环miR⁃21、miR⁃155变化与炎症细胞因
子和心功能障碍的相关性

贾启明 1★ 张涛 2 贺娜娜 1 魏蕾 1

［摘 要］ 目的 研究脓毒症患者循环miR⁃21、miR⁃155变化与心功能障碍、炎症细胞因子的相关性。

方法 选择 2015年 3月至 2018年 12月期间在本院诊断为脓毒症的 58例患者，根据入院后 24小时内的左

心室射血分数（LVEF）分为 LVEF<50%组及LVEF≥50%组；另取同期在本院体检的健康志愿者 40例作为对

照组；比较 3组间临床资料、循环miR⁃21及miR⁃155表达、血清炎症因子含量的差异。 结果 血清CRP、
PCT、cTnI、BNP、TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1含量及循环miR⁃21，miR⁃155表达量呈现LVEF<50%组> LVEF≥50%
组>对照组的趋势（P<0.05）；LVEF<50%组中死亡患者的循环miR⁃21，miR⁃155表达量及血清TNF⁃α、IL⁃2、
ICAM⁃1含量均明显高于存活患者（P<0.05）；LVEF<50%组患者的循环miR⁃21，miR⁃155表达量与血清CRP、
PCT、cTnI、BNP、TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1含量均呈正相关；miR⁃21，miR⁃155表达量与血清 PCT、TNF⁃α、IL⁃2、
ICAM⁃1含量增多是LVEF<50%的脓毒症患者死亡的危险因素。结果 脓毒症患者循环miR⁃21，miR⁃155
明显增多与心功能障碍及炎症因子增多有关、同时也是影响脓毒症合并心功能障碍患者预后的危险因素。

［关键词］ 脓毒症；心功能；miR⁃21；miR⁃155；预后

Correlation between changes of miR⁃21、miR⁃155 and inflammatory cytokines
and cardiac dysfunction in patients with sepsis
JIA Qiming1★，ZHANG Tao2，HE Nana1，WEI Lei1

（1. Henan Cancer Hospital ICU，Zhengzhou，Henan，China， 450000； 2. Department of Cardiology，
Zhengzhou Central Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450000）

［ABSTRACT］ Objective To study the relationship between the changes of miR ⁃ 21，miR ⁃ 155 and
cardiac dysfunction，inflammatory cytokines in sepsis patients. Methods 58 patients diagnosed with sepsis in
our hospital from March 2015 to December 2018 were recruited. According to left ventricular ejection fraction
（LVEF）within 24 hours after admission，patients were divided into LVEF < 50% and ≥50% group. In
addition，40 healthy volunteers who were examined in our hospital during the same period were selected as the
control group. The difference of clinical data，circulating miR⁃21 and miR⁃155 expression，serum inflammatory
factors contents were compared among the three groups. Results The trend of serum CRP，PCT，cTnI，BNP，
TNF⁃α，IL⁃2，ICAM⁃1 and circulating miR⁃21，miR⁃155 expression is LVEF <50% group > LVEF ≥ 50%
group > control group. The circulating miR⁃21，miR⁃155 expression levels and serum TNF⁃α，IL⁃2，ICAM⁃1
levels of dead patients in LVEF <50% group were significantly higher than those of surviving patients（P<0.05）.
The circulating miR⁃21，miR155 expression in patients with LVEF <50% was positively correlated with serum
CRP，PCT，cTnI，BNP，TNF⁃α，IL⁃2，and ICAM⁃1 levels. Increased miR⁃21，miR⁃155 expression and PCT，
TNF⁃α，IL⁃2，ICAM⁃1 levels are risk factors for death in sepsis patients with LVEF <50%. Conclusion The
significantly increased circulating miR ⁃ 21，miR ⁃ 155 in sepsis patients is related to cardiac dysfunction and
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increased inflammatory factors. It is also a risk factor for the prognosis of patients with sepsis and cardiac
dysfunction.

［KEY WORDS］ Sepsis；cardiac function；miR⁃21；miR⁃155；Prognosis

脓毒症是由感染引起的全身炎症反应综合征，

可进一步发展为脓毒症休克并引起多器官功能障

碍的发生，病死率高、救治难度大。心脏是脓毒症

病程中常见的受累靶器官，脓毒症患者体内炎症反

应的级联放大激活、炎症细胞因子的大量释放会引

起心肌细胞损害、造成心脏舒缩功能减退，在此基

础上可出现循环障碍并加速休克及多器官功能障

碍的发生［1⁃2］。近年来，多种微小 RNA（microRNA，

miR）被证实参与脓毒症、心肌损伤、炎症反应的过

程，其中miR⁃21及miR⁃155两种miRs在脓毒症患

者的循环中呈显著高表达［3⁃4］。miR⁃21和miR⁃155
可能靶向调节多种炎症细胞因子的表达及分泌，但

脓毒症合并心功能障碍患者循环 miR⁃21 及 miR⁃
155的变化、与炎症因子分泌的关系及临床意义尚

未见报道。因此，本研究将观察脓毒症患者循环

miR⁃21，miR⁃155变化与心功能障碍、炎症细胞因子

的相关性，分析miR⁃21，miR⁃155变化与脓毒症合并

心功能障碍患者循病情及预后的相关性，以期为临

床评价脓毒症合并心功能障碍患者的病情及预后

提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择 2015年 3月至 2018年 12月期间在本院诊

断为脓毒症的 58 例患者作为研究对象。入组标

准：①符合脓毒症的诊断标准［5］；②临床资料与预后

资料完整；③入院后 24 小时内接受心脏多普勒超

声检查；④入院后 24小时内留取静脉血及血清标

本。⑤所有患者及家属均已签署知情同意书；排

除标准：①合并或既往有病毒性心肌炎、心肌梗

死；②合并恶性肿瘤、结缔组织病；③脓毒症前已

经出现心功能障碍。根据入院后 24小时内心脏多

普勒超声结果分为 LVEF<50%组及 LVEF≥50%
组。另取同期在本院体检的健康志愿者 40例作为

对照组。本实验已通过本院伦理委员同意批准。

1.2 方法

1.2.1 心功能的测定

脓毒症患者入院后 24小时内接受床旁心脏多

普勒超声检查，对照组志愿者体检时进行心脏多

普勒超声检查，探头频率 1⁃5MHz，获取胸骨旁左

心室长轴图像后测量左心室射血分数（left ventric⁃
ular ejection fraction，LVEF）。

1.2.2 循环miR⁃21，miR⁃155表达的检测

脓毒症患者入院后 24 h内采集肘静脉血 3 mL，
对照组志愿者体检时采集肘静脉血 3 mL，采用血液

RNA 提取试剂盒（北京百奥莱博公司、批号：

BTN3071⁃IQS）提取 RNA，采用miRNA cDNA第一

链合成试剂盒（北京天根公司、批号KR211）反转录

合成 cDNA，采用miRNA荧光定量PCR检测试剂盒

（北京天根公司、批号FP401）对miR⁃21、miR⁃155、U6
进行扩增，miR⁃21 的上游引物为 5′⁃GATCCTAG⁃
CATCGTAGCTA⁃3′、下游引物为试剂盒通用引物，

miR ⁃ 155 的上游引物为 5′ ⁃ TAGCTAGCTAGC⁃
TAGCTA⁃3′、下游引物为试剂盒通用引物；U6的下

游引物为 5′⁃TAGATCGTATAGCTAT⁃3′、下游引物

为 5′⁃TAAGCTAGCTAGCTAGCTA⁃5′。扩增程序

为：95℃ 3 min后 95℃ 15 s、60℃ 30 s，重复 40个循

环，得到循环曲线及循环阈值（Ct），以U6为内参，按

照公式2⁃ΔΔCt计算miR⁃21、miR⁃155的相对表达水平。

1.2.3 血清生化指标及细胞因子的检测

脓毒症患者入院后 24 h 内采集肘静脉血 3
mL，对照组志愿者体检时采集肘静脉血 3 mL，离
心分离血清后采用全自动生化分析仪（贝克曼库尔

特公司，型号AU5800）测定 C反应蛋白（C⁃reactive
protein，CRP）、降钙素原（Procalcitonin，PCT）、肌钙

蛋白 I（Cardiac tropnin I，cTnI）、脑钠肽（brain natri⁃
uretic peptide，BNP）的含量，采用上海酶联公司生产

的酶联免疫吸附法试剂盒检测肿瘤坏死因子 ⁃α
（Tumor necrosis factor ⁃ α，TNF ⁃ α）（ 批 号 ：

ml077385）、白介素⁃2（interleukin⁃2，IL⁃2）（批号：

ml028590）、细胞间黏附分子 ⁃1（Intercellular adhe⁃
sion molecule⁃1，ICAM⁃1）（批号：ml060413）的含量。

1.2.4 统计学方法

采用 SPSS 21.0 软件进行数据分析，计数资料

用 n（%）表示，行 c2检验；计量资料用（x ± s）表示，

两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用方差分

析。相关性分析采用 Pearson 检验，多因素分析采

用 logistics回归分析，P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 3组一般资料的比较

3组间性别、年龄、BMI的比较，差异无统计学

意义（P>0.05）；血清 CRP、PCT、cTnI、BNP 含量比

较结果：LVEF<50%组<LVEF≥50%组<对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

组别

对照组

LVEF≥50%组

LVEF<50%组

F值

P值

n
40
38
20

miR⁃21
1.02±0.19
1.42±0.23
2.19±0.42
129.091
0.000

miR⁃155
0.97±0.16
1.38±0.19
1.83±0.32
113.378
0.000

TNF⁃α（ng/L）
9.38±1.32
20.19±4.82
57.92±9.94
543.380
0.000

IL⁃2（ng/L）
14.28±2.37
32.93±6.48
82.93±13.28

586.608
0.000

ICAM⁃1（ng/mL）
126.49±17.96
349.58±62.39
649.39±85.93

592.120
0.000

表 2 3组循环miR⁃21，miR⁃155及血清 TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1的比较（x ± s）

Table 2 comparison of circulation miR⁃21，miR⁃155 and serum TNF⁃α，IL⁃2，ICAM⁃1 among 3 groups（x ± s）

资料

性别（男/女）

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

CRP（mg/L）
PCT（ng/mL）
cTnI（ng/mL）
BNP（ng/L）

对照组（n=40）
23/17

42.39±9.59
22.93±5.82
3.28±0.62
0.58±0.08
0.45±0.08
32.93±7.95

LVEF≥50%组（n=38）
22/16

45.12±10.92
23.14±6.14
30.38±7.82
3.29±0.68
0.68±0.12

63.29±10.29

LVEF<50%组（n=20）
12/8

40.39±11.87
22.46±5.67
61.39±9.94
14.69±3.94
1.52±0.20

132.29±21.29

Z/F值

0.036
1.432
0.087

530.616
417.803
481.609
417.546

P值

0.982
0.244
0.917
0.000
0.000
0.000
0.000

表 1 3组一般资料的比较（x ± s）

Table 1 ccomparison of general data among 3 groups（x ± s）

2.2 3 组循环 miR⁃21，miR⁃155 及血清炎症因子

的比较

3组循环miR⁃21，miR⁃155表达量及血清TNF⁃α、

IL⁃2、ICAM⁃1含量比较结果显示：LVEF<50%组最

高，其次是 LVEF≥50%组，对照组最低，差异有统

计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 LVEF<50%组 miR⁃21，miR⁃155 与血清指标

的相关性

LVEF<50%组患者的循环 miR⁃21，miR⁃155
表达量与血清 CRP、PCT、cTnI、BNP、TNF⁃α、IL⁃2、
ICAM⁃1含量均呈正相关，差异有统计学意义（P<
0.05）见表 3。

2.4 LVEF<50% 组 中 存 活 及 死 亡 患 者 循 环

miR⁃21，miR⁃155及血清炎症因子的比较

LVEF<50%组中死亡患者的循环 miR ⁃ 21，
miR⁃155表达量及血清 TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1含量

均明显高于存活患者，差异有统计学意义（P<
0.05）见表 4。
2.5 LVEF<50%组患者治疗结局的相关因素

以 LVEF<50%组患者是否死亡作为治疗结局

的应变量，以循环 miR⁃21，miR⁃155 及血清 CRP、
PCT、cTnI、BNP、TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1作为自变量

进行 logistics 回归分析，miR⁃21，miR⁃155 表达量

与血清 PCT、TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1 含量增多是

LVEF<50%的脓毒症患者死亡的危险因素，血清

CRP、BNP 与 LVEF<50%的脓毒症患者死亡无明

显关系见表 5。

3 讨论

脓毒症累及心脏时可引起心功能障碍并增加

因素

CRP
PCT
cTnI
BNP

TNF⁃α
IL⁃2

ICAM⁃1

miR⁃21

r值
0.273
0.306
0 227
0.285
0.329
0.268
0.402

P值

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

miR⁃155

r值
0.410
0.377
0.342
0.266
0.325
0.367
0.291

P值

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

表 3 LVEF <50%组miR⁃21，miR⁃155与血清指标的相关性

Table 3 correlation between miR⁃21，miR⁃155 and serum
index in LVEF <50% group
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患者死亡率。脓毒症患者发生心功能障碍的主要

病理生理机制是体内炎症反应的级联放大激

活［6⁃7］。相关研究表明，miR⁃21 和 miR⁃155 分别靶

向 JAK2/STAT3 通路、TLR4 通路来发挥抑制炎症

反应的作用［8⁃10］；在脓毒症患者的循环血中，miR⁃21
及 miR⁃155 的表达均明显增多［3⁃4］。在此基础上，

本研究分析了miR⁃21及miR⁃155在脓毒症合并心

功能障碍中的应用价值并发现miR⁃21及miR⁃155
表达增多与脓毒症患者心功能障碍的发生有关，

与与已有的脓毒症相关研究一致，出现这一变化

的原因可能与机体的代偿机制有关，在脓毒症患

者炎症反应过度激活的过程中、miR⁃21及miR⁃155
表达代偿性增多以起到保护作用。

炎症反应激活是造成脓毒症患者发生心功能

障碍的重要因素，CRP及 PCT是用于评价脓毒症病

情的指标［11⁃12］，cTnI及BNP是用于评价心肌损害及

心功能减退的指标［13⁃14］。本研究的分析证实，在脓

毒症患者心功能恶化的过程中，CRP、PCT、cTnI、
BNP含量均明显高于且LVEF<50%组患者miR⁃21，
miR⁃155 表达量与血清 CRP、PCT、cTnI、BNP 呈正

相关，说明循环miR⁃21，miR⁃155表达量的增多与

脓毒症合并心功能障碍病情发展变化相关，结合

miR⁃21 及 miR⁃155 所介导的抑炎作用推测，脓毒

症合并心功能障碍病情发展变化过程中 miR⁃21
及 miR⁃155 的增多不足以代偿机体炎症反应的级

联放大激活，心肌损伤仍然发生了损伤。

miR⁃21，miR⁃155的主要生物学作用是抑制炎

症反应，脓毒症合并心功能障碍患者循环miR⁃21，
miR⁃155表达量的增多可能是机体自我保护的代偿

机制。TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1是在脓毒症过程中介导

炎症反应的重要细胞因子［15⁃17］。本研究对炎症因

子的分析证实，在脓毒症患者心功能恶化的过程

中，血清 TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1 含量均明显升高

且 LVEF<50%组 miR⁃21，miR⁃155 表达量与血清

TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1 呈正相关，这一相关性与

miR⁃21及miR⁃155介导的抑炎作用不一致，其可能

的原因是脓毒症患者体内miR⁃21，miR⁃155的增多

不足以代偿炎症反应的放大激活，导致炎症的感染

因素仍持续存在，因此出现了多种炎症细胞因子的

大量释放。

最后，本研究还对脓毒症患者的预后进行了

随访，通过比较死亡患者与存活患者 miR⁃21，
miR⁃155的差异可知，循环miR⁃21，miR⁃155表达量

的增多与治疗结局有关，死亡患者的循环miR⁃21，
miR⁃155 表达量均明显高于存活患者。进一步通

过 logistics回归分析验证miR⁃21，miR⁃155表达量

与脓毒症合并心功能障碍患者治疗结局的关系

可知：miR⁃21，miR⁃155 表达量增多是脓毒症合

并心功能障碍患者死亡的独立危险因素，说明

miR⁃21，miR⁃155 表达量对脓毒症合并心功能障

碍患者的预后具有评估价值。

综上所述，脓毒症患者循环 miR⁃21，miR⁃155
明显增多与心功能障碍有关、同时也是影响脓毒

症合并心功能障碍患者预后的危险因素，未来

miR⁃21，miR⁃155 不仅能够作为评价脓毒症合并

心功能障碍患者病情及预后的标志物。

LVEF<50%组

存活患者

死亡患者

t值
P值

n
12
8

miR⁃21
1.57±0.27
2.75±0.54

6.505
0.000

miR⁃155
1.48±0.23
2.18±0.41

4.906
0.000

TNF⁃α（ng/L）
41.23±7.42
74.61±13.28

7.233
0.000

IL⁃2（ng/L）
62.58±10.38
106.61±18.59

6.817
0.000

ICAM⁃1（ng/mL）
501.23±68.69
795.51±101.29

7.777
0.000

表 4 LVEF <50%组中存活及死亡患者循环miR⁃21，miR⁃155及血清 TNF⁃α、IL⁃2、ICAM⁃1的比较［n，（x ± s）］

Table 4 comparison of circulation miR⁃21，miR⁃155 and serum TNF⁃α，IL⁃2，ICAM⁃1 between survival and death patients in
LVEF <50% group［n，（x ± s）］

因素

CRP
PCT
cTnI
BNP
PCT

TNF⁃α
IL⁃2

ICAM⁃1
miR⁃155
miR⁃21

b值

0.182
0.329
0.291
0.209
0.737
0.428
0.272
0.347
0.312
0.298

OR值

1.284
1.859
1.676
1.139
2.029
1.575
1.441
1.395
1.838
2.312

95%CI
0.883~2.294
1.323~2.938
1.149~3.029
0.773~1.589
1.448~2.938
1.277~2.575
1.103~2.669
1.084~2.774
1.258~2.912
1.575~3.382

Wald值

1.194
6.696
4.848
0.918
8.595
5.585
5.019
4.273
6.012
8.391

P值

>0.05
<0.05
<0.05
>0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

表 5 LVEF <50%组患者治疗结局的相关因素分析

Table 5 related factors analysis of treatment outcome of
patients in LVEF <50% group

（下转第 449页）

·· 436



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

•论 著•

基金项目：广州市医药卫生科技项目（20161A010082）
作者单位：广州医科大学附属第三医院检验科，广东，广州 510150
★通信作者：林丽英，E⁃mail：1293027089@qq.com

快速检测洋葱伯克霍尔德菌巢式荧光定量PCR法建立

林丽英★ 邓穗燕 郭旭光

［摘 要］ 目的 建立能直接快速应用于临床检测洋葱伯克霍尔德菌的巢式荧光定量 PCR 法。

方法 根据洋葱伯克霍尔德菌 recA基因序列设计用于普通PCR扩增的外引物，同时设计用于荧光定量PCR
的内引物。分别以洋葱伯克霍尔德菌等细菌的标准株为模板，以外引物进行第一轮 PCR扩增；所得 PCR产

物为模板，以内引物进行染料法荧光定量 PCR检测 recA基因表达水平，评估巢式荧光定量 PCR法的特异

性。同时将洋葱伯克霍尔德菌的菌液和基因组DNA进行浓度梯度稀释，继续进行巢式荧光定量 PCR，确定

此方法的灵敏度。最后用巢式荧光定量PCR法和Vitek 2 Compact仪器分别鉴定 35例临床标本，比较两者的

检出能力。结果 巢式荧光定量 PCR法只针对洋葱伯克霍尔德菌有扩增曲线，而对其他菌株无检测信号。

同时，巢式荧光定量 PCR法的检测下限是 1×101CFU/mL的菌液和 1×10⁃5 ng/μL的基因组DNA，具有较高的

灵敏度。巢式荧光定量PCR法能有效检测出 14例临床标本存在洋葱伯克霍尔德菌感染（检出率为 40.0%），

而Vitek 2 Compact仪器仅检测出 10例（检出率为 28.6%），其中 4例无法识别。结论 巢式荧光定量PCR法

具有有效、快速和直接应用于临床检测的优点，并且特异、灵敏和准确等特点，值得在临床推广。

［关键词］ 洋葱伯克霍尔德菌；recA基因；巢式荧光定量 PCR；临床检测

Establishment of nested fluorescent quantitative PCR for rapid detection of
Burkholderia cepacia
LIN Liying★，DENG Suiyan，GUO Xuguang
（Department of Clinical Laboratory，the Third Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University，Guang⁃
zhou Guangdong，China，510150）

［ABSTRACT］ Objective To establish a nested fluorescent quantitative PCR method for the detection
of Burkholderia cepacia（B. cepacia）. Methods According to the sequence of recA gene，the external prim⁃
ers for PCR amplification and the internal primers for fluorescent quantitative PCR were designed. Using the
reference strains of B. cepacia and other bacteria as templates，the first round of PCR amplification was carried
out with external primers；the PCR products were used as templates，and the expression level of recA gene
was detected by SYBR Green dyebased fluorescent quantitative PCR with internal primers to evaluate the speci⁃
ficity of nested fluorescent quantitative PCR. At the same time，the bacterial solution and genomic DNA of B.
cepacia were diluted by concentration gradient，and the nested fluorescent quantitative PCR was carried out to
determine its sensitivity. Finally，20 clinical specimens were identified by nested fluorescent quantitative PCR
and VITEK 2 compact respectively，and their detection ability was compared. Results Nested fluorescent
quantitative PCR only had amplification curve for B. cepacia，but no detection signal for other strains. At the
same time，the detection limit of nested fluorescent quantitative PCR was 1×101 CFU/mL bacterial solution and
1×10⁃5 ng/μL genomic DNA，which had high sensitivity. The nested fluorescent quantitative PCR effectively
detected B. cepacia infection in 14 clinical samples（detection rate=40.0%），but only 10 cases were detected
by VITEK 2 compact instrument（detection rate=28.6%），among which 4 cases could not be identified，indi⁃
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cating that the nested fluorescent quantitative PCR had more accurate detection performance. Conclusion
Nested fluorescent quantitative PCR is an effective，rapid and direct method for clinical detection of Burkholde⁃
ria cepacian.

［KEY WORDS］ Burkholderia cepacia；RecA gene；Nested fluorescent quantitative PCR；Clinical de⁃
tection

洋葱伯克霍尔德菌复合体（Burkholderia cepa⁃
cia complex，Bcc）由一组广泛分布于自然界和人工

环境中的相关细菌组成，是革兰氏阴性、运动性和需

氧菌，具有非发酵特性［1⁃2］。它们生活在自然界，特别

是土壤、水和植物产品中，是多种抗药性的有机体，

能抵抗许多消毒剂、清洁剂和防腐剂的影响［1］。Bcc
还具有形成生物膜和污染塑料、金属、水系统以及制

药设施的巨大能力［1］。近年来在临床检测中逐渐发

现，洋葱伯克霍尔德菌是一种机会性病原体，主要在

免疫低下人群中引起疾病。由其引起的最严重的疾

病包括肺炎或细菌感染，这些疾病发生在免疫系统

受损或慢性肺病患者身上，特别是囊性纤维化［3⁃5］。

因此，如何方便检测出洋葱伯克霍尔德菌感染，将有

利于临床用药治疗。尽管，对洋葱伯克霍尔德菌的

分类研究已经改进了其鉴定，但将洋葱伯克霍尔德

菌与其他相关分类群，如罗氏菌、铜毒菌、无色杆菌

和短枝单胞菌等的区分仍然很困难［6］。在用于鉴定

洋葱伯克霍尔德菌的分子方法中，基于 recA基因的

分析目前具有较高的分辨能力，能够比较有效区分

Bcc群内菌种［7］。因此，本研究根据已有检测方法进

行改良，期望建立一种能直接快速进行临床检测洋

葱伯克霍尔德菌感染的有效方法。

1 材料与方法

1.1 菌株与标本

洋葱伯克霍尔德菌标准株（ATCC 25416）、

铜绿假单胞菌（ATCC 9027）、金黄色葡萄球菌

（ATCC 6538）、枯草芽孢杆菌（ATCC 6633）、大肠

杆菌（ATCC 8739）、沃氏葡萄球菌、藤黄微球菌、

荧光假单胞菌、恶臭假单胞菌、皮氏罗尔斯顿菌和

阿邦尼沙门氏菌购自中国菌种保藏中心。35例痰

标本来源于广州医科大学附属第三医院的囊性纤

维化患者，所有患者均签署知情同意书，且本研究

经本院伦理委员会批准进行。检测标本例数的确

定根据诊断试验样本量计算公式进行计算，其中

Z1⁃α/2=1.96，P=0.9 为敏感度，δ=0.1 为把握度，则达

到统计差异所需样本量约为 35。

诊断试验样本量计算公式：n=
æ

è
çç

ö

ø
÷÷

Z1 - α/2 × P × (1 -P)
δ

1.2 基因组DNA提取

根据细菌基因组DNA提取试剂盒说明书进行，

先离心收集菌体，加入重悬液彻底悬浮。加入蛋白

酶K和裂解液，漩涡振荡混匀形成均一的悬浮液，

65℃温浴 10 min。加入无水乙醇上下颠倒混匀，然

后转移到纯化柱中，12 000 rpm 离心 1 min，弃滤

液。加入去蛋白液和漂洗液洗涤，空甩以彻底去除

纯化柱中残留的液体。向纯化柱中央处悬空加入

50 μL洗脱液，室温放置 2 min后于 13 000 rpm离心

2 min，管底即为高纯度基因组DNA。继续用分光光

度计测得DNA浓度，剩余样品可放置⁃20℃保存。

1.3 巢式荧光定量 PCR
以提取基因组 DNA 为模板，用外引物 BCR1⁃

F（5′⁃ATGACCGCCGAGAAGAGCAA⁃3′）和BCR1⁃R
（5′⁃CTCTTCTTCGTCCATCGCCTC⁃3′）进行第一

轮 PCR 扩增，反应条件如下：96℃ 5 min，（96℃
30 sec、58℃ 30 sec、72℃ 1 min）25 个循环，72℃
10 min。以第一轮的 PCR 产物 1 μL 作为模板，以

内引物 recA⁃MF（5′⁃ATGACCGCCGAGAAGAG⁃
3′）和 recA⁃MR（5′ ⁃TGGAGACGACCTGGATAT⁃
3′）进行染料法荧光定量 PCR，反应条件如下：

95℃ 5 min，（95℃ 15 sec、60℃ 32 sec）40个循环。

1.4 菌种的生化鉴定

采用 Vitek⁃2 Compact 全自动细菌鉴定仪（法

国生物梅里埃公司生产）和配套的革兰氏阴性菌

（Gram⁃negative，GN）鉴定卡进行临床标本的菌种

生化鉴定，按仪器的操作手册进行。

1.5 统计分析

采用 SPSS 19.0 统计软件进行数据分析，应用

c2检验比较分析两种检测方法的差异，P<0.05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 巢式定量 PCR的特异性

为了提高检测的特异性，本研究首先针对
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recA基因设计外引物进行首轮扩增，然后以此产物

为模板，利用内引物进行荧光定量 PCR。结果表

明，只有洋葱伯克霍尔德菌的标准株（B.cepacia
ATCC 25416）有扩增曲线，而其他参考菌株均没

有明显的扩增曲线（图 1）。这说明，本方法可以

特异检测洋葱伯克霍尔德菌，而对其他菌株呈阴

性反应。

2.2 巢式定量 PCR的灵敏度

对洋葱伯克霍尔德菌进行计数，计算出菌液

浓度后进行梯度稀释：1×105、1×104、1×103、1×102、

1×101、1×100 CFU/mL。对上述梯度菌液进行巢式

定量 PCR 检测发现，除了浓度 1×100 CFU/mL 外，

上述其他浓度的菌液均有良好的扩增曲线，低至

1×101 CFU/mL 的菌液仍能被检测出（图 2）。进一

步提取洋葱伯克霍尔德菌的基因组 DNA 进行定

量，按所得浓度进行梯度稀释：1×10⁃1、1×10⁃2、1×
10⁃3、1×10⁃4、1×10⁃5、1×10⁃6 ng/μL。各取 1 μL 进行

检测发现，除了 1×10⁃6 ng/μL 的菌液外，低至 1×
10⁃5 ng/μL的菌液仍然有良好的扩增曲线（图 3）。

2.3 巢式定量 PCR对临床标本的检测结果

收集 35例囊性纤维化患者痰标本分别用巢式

定量 PCR和Vitek 2 Compact仪器进行鉴定。检测

结果发现，Vitek 2 Compact 仪器鉴定出 10 例标本

有洋葱伯克霍尔德菌感染，有 4例标本未检出，其

余为其他细菌感染。而用巢式定量 PCR 检测表

明，与Vitek 2 Compact仪器鉴定结果相比，其他细

菌感染的标本无信号，但检测出洋葱伯克霍尔德

菌感染的标本共 14 例，含 Vitek 2 Compact 仪器无

法检测的 4 例标本。巢式定量 PCR 比 Vitek 2
Compact 仪器对洋葱伯克霍尔德菌感染的检出率

更高，但差异无统计学意义（c2=0.560，P=0.454）。

3 讨论

近年来的临床检测发现，洋葱伯克霍尔德菌

已成为人类感染的主要致病菌，已在多种疾病中

被检测到，能加重疾病的进展［1］。因而，建立一种

快速有效的临床检测方法能有利于疾病的及时治

疗，减轻疾病向重症发展。

对于细菌的鉴定，目前已有成熟的方法，就是

针对 16S rRNA进行特异扩增或序列测定，是细菌

鉴定的金标准［8］。但 16S rRNA的序列在 Bcc菌种

间的同源性高达 98%~100%，从而无法将 Bcc鉴别

到种［8］。近年来对洋葱伯克霍尔德菌的序列分析

表明，其 recA 基因序列能有效区分 Bcc 群内菌

种［8⁃10］。因此，目前针对 recA基因而展开的检测方

法已有一定的进展。例如，周江林等［8］根据 recA
基因全长序列而进行的菌株全基因组平均核酸一

致性值比较能有效纠正 Bcc 复合群细菌的种鉴定

图 2 不同浓度洋葱伯克霍尔德菌进行巢式定量 PCR的

扩增曲线

Figure 2 Amplification curves of Burkholderia cepacia with
different concentrations by nested quantitative PCR
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图 3 洋葱伯克霍尔德菌不同浓度基因组DNA进行巢式

定量 PCR的扩增曲线

Figure 3 Amplification curves of Burkholderia cepacia
genomic DNA in different concentrations by nested

quantitative PCR
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B.cepacia ATCC 25416

图 1 不同菌株进行巢式定量 PCR的扩增曲线

Figure 1 Amplification curves of nested quantitative PCR
for different bacterial strains
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信息。比较 recA标准序列比对法和多位点序列分

型技术对Bcc种别鉴定的效果发现，两种方法的一

致性为 98.9%，但 recA 标准序列比对法具有更高

的灵敏度（98.9%），且特异度达到 100%，因而认为

recA标准序列比对法更适合于医院感染流行病学

调查和临床筛检［11］。余萌等［12］也认为，recA 序列

同源性分析可将药品中污染的 Bcc 菌有效鉴别到

种水平。本研究根据 recA基因序列设计引物进行

检测发现，本方法具有良好的特异性，只针对洋葱

伯克霍尔德菌有扩增信号，而对其他菌属无扩增

信号。因此，根据 recA基因进行洋葱伯克霍尔德

菌鉴定检测具有理论可行性和实际应用意义。

目前对于洋葱伯克霍尔德菌的鉴定检测已发

展出多种方法，且不断在改进中。例如，根据伯克

霍尔德菌属的 gyrB基因设计引物，扩增测序后进行

聚类比对分析发现，此方法可满足“种”水平的鉴

定［13］。针对另一个特异基因 hisA的研究也指出，所

扩增的 442 bp的 hisA⁃DNA片段进行测序后，构建

系统发育树表明 hisA区可以区分所有Bcc物种，说

明该基因片段可用于 Bcc 菌株的鉴定［14］。孙谦

等［15］利用基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱

（MALDI⁃TOF MS）的方法可将洋葱伯克霍尔德菌

群快速准确的鉴定至基因型。但 Furlan 等［16］比较

了不同的鉴定方法发现，表型鉴定不适用于Bcc病
原体的鉴定，VITEK 2 和 MALDI⁃TOF MS 只能鉴

定到不同的细菌属，16S rRNA 测序和 recA 基因

PCR 扩增能鉴定到 Bcc 菌群，且 recA基因 PCR扩

增具有更高的特异性。Lambiase 等［17］也认为，

MALDI⁃TOF MS对于 Bcc的鉴定具有一定的局限

性。Zakharova等［18］建立了一种基于检测单个 β⁃内
酰胺酶基因集的多重 PCR方法，能用于类鼻疽伯克

霍尔德菌、鼻疽伯克霍尔德氏菌、泰国伯克霍尔德

菌和Bcc的一步鉴定和分类；两对针对一类独特的

金属 β⁃内酰胺酶基因的特异性引物和一对针对苯

唑西林水解D类 β⁃内酰胺酶基因特异性引物可成

功区分Bcc内的物种。上述有些方法准确度较高，

但仍存在一定的缺点，不够快速、直接和灵敏。

鉴于荧光定量 PCR 的特异、灵敏和快速方便

等特点，其已越来越多的应用于临床检测中。例

如，傅琼瑶等［19］根据类鼻疽伯克霍尔德菌Ⅲ型分

泌系统保守基因的序列设计特异引物和探针，采

用实时荧光定量 PCR 技术检测发现，此方法灵敏

度可达到 10 copies/μL，可检测出土壤标本中低浓

度的类鼻疽伯克霍尔德菌。Jimenez 等［20］利用实

时荧光定量 PCR 检测 16S rRNA 的表达可有效检

测出药品中污染的低浓度洋葱伯克霍尔德菌，其

最 低 检 测 浓 度 为 10 fg/μL，相 关 系 数 为 0.98。
Wright等［21］针对 recA基因进行的实时定量 PCR也

能有效检测出患者中的洋葱伯克霍尔德菌感染。

本研究在上述的基础上，采用巢式荧光定量 PCR
的方法，进一步提高了洋葱伯克霍尔德菌感染的

检出率，具有更好的检测应用价值。

本研究表明，巢式荧光定量 PCR 是一种可靠

的方法，可直接用于临床洋葱伯克霍尔德菌感染

的快速检测，从而为疾病的及时和准确治疗提供

极大的便利性。
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56℃加热灭活对流感病毒核酸检测结果影响的初步
研究

周百灵 杨光能 陈俊伶 冯星星 许彬 奎莉越 杜廷义★

［摘 要］ 目的 探讨采用 56℃、30 min 的加热灭活病毒方法对甲型流感病毒以及乙型流感病

毒的核酸检测结果的影响。方法 收集 2020 年 1 月至 2 月期间本院检测的 47 例流感病毒实时荧光

定量聚合酶链式反应（qPCR）核酸检测阳性（其中 21 例为甲型流感病毒，26 例为乙型流感病毒）以

及 14 例流感病毒核酸检测阴性的口咽拭子标本，分别采用 56℃、30 min 的加热灭活方法和未灭活处

理的常规方法进行 qPCR 检测，比较两种方法之间的核酸检测结果。结果 在流感病毒阳性标本中

加热后阳性结果符合率为 100%，在流感病毒阴性标本中加热后阴性结果符合率为 100%；甲型流感

病毒未灭活的循环阈值（Ct）值为（26.98±5.07），加热后 Ct 值为（27.95±4.76），乙型流感病毒未灭活的

Ct 值为（24.83±3.77），加热后 Ct 值为（24.80±3.32），两种流感病毒加热后及未灭活 Ct 结果之间差异

无统计学意义（P>0.05）；两种流感病毒加热后与未灭活的 Ct 结果具有良好的一致性。结论 采用

56℃、30 min 加热灭活病毒的方法，对口咽拭子标本的甲型流感病毒及乙型流感病毒的 qPCR 检测结

果均无明显影响。

［关键词］ 病毒灭活；实时荧光定量聚合酶链式反应；流感病毒；口咽拭子

Preliminary study on the effect of 56℃ heat inactivation on the detection of
influenza virus nucleic acids
ZHOU Bailing，YANG Guangneng，CHEN Junling，FENG Xingxing，XU Bin，KUI Liyue，DU Tingyi★

（Department of Laboratory Medicine，Kumming Children􀆳s Hospital，Kumming，Yunnan，China，650100）

［ABSTRACT］ Objective To explore the effect of heat inactivation at 56℃ for 30 min on the detection of
nucleic acids from influenza A and B virus. Methods From January to February 2020，47 cases of influenza
viruses which were positive in oropharyngeal swab specimens detected by quantitative real ⁃ time polymerase
chain reaction（qPCR），including 21 cases of influenza A virus and 26 cases of influenza B virus，and 14 cases
of influenza A and B virus both negative in oropharyngeal swab specimens detected by qPCR were selected as
the study objects. They were divided into two groups. One group was detected by qPCR without heating，and
the other was detected by qPCR after heating at 56℃ for 30 min. The results of the nucleic acid detection were
compared between two groups. T test was used to compare the two groups. Pearson correlation analysis was used
to analyze the correlation between the two groups. Results The coincidence rate is 100% of both influenza
virus positive and negative samples after heat inactivation compared to non ⁃ heat inactivation. The cycling
threshold（Ct）value of influenza A virus before heat inactivation was 26.98±5.07，and 27.95±4.76 after heat
inactivation. The Ct value of influenza B virus before inactivation was 24.83±3.77，and 24.80±3.32 after heat
inactivation. There was no significant difference between the Ct results between two groups （P>0.05）.
Conclusion The method of heat inactivation at 56℃ for 30min had no significant effect on the qPCR test
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流行性感冒（简称流感）是由流感病毒引起的

急性呼吸道传染病，是人类面临的主要公共健康

问题之一［1］。流感病毒属于正粘病毒科，为单股、

负链、分节段的 RNA 病毒，根据核蛋白和基质蛋

白分为甲、乙、丙三型，其中甲型流感病毒的抗原

变异性最大，在本世纪的四次流感大流行均是由

甲型流感病毒引起的［1⁃2］。核酸检测是流感病毒确

诊的主要方法之一［3］，在季节性流感及流感大流行

中都发挥重要作用，但核酸提取过程中可能存在

的暴露风险，限制了基层实验室开展该技术，因此

简单有效的病毒灭活前处理方法，有利于流感监

测网络的扩大以及降低检验人员检测时的感染风

险。目前新型冠状病毒（severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2，SARS⁃CoV⁃2）已成为全球

大流行［4］，而流感作为新型冠状病毒的主要鉴别疾

病之一［5］，也让流感的核酸检测面临着更高的感染

风险。在《流行性感冒与治疗指南（2011版）》中指

出流感病毒一般可在 56℃、30 min被灭活，而此温

度也为许多指南中［6⁃7］建议新型冠状病毒的灭活温

度。本研究通过对口咽拭子样本加热 56℃、30 min
病毒灭活的条件，采用实时荧光定量聚合酶链式

反应（quantitative real ⁃ time polymerase chain reac⁃
tion，qPCR）进行流感病毒的检测，分析灭活前和

灭活后甲型流感病毒及乙型流感病毒核酸结果，

对本实验室疫情监测需要做准备，做了初步探讨，

进行初步的数据积累，报道如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

收集本院 2020 年 1 月 31 日至 2020 年 2 月 15
日收取的 47例流感病毒 qPCR核酸检测阳性的口

咽拭子标本（21例为甲型流感病毒，26例为乙型流

感病毒），其中阳性标本包括强阳性（n=27，Ct≤
26），中等阳性（n=16，26＜Ct≤33）和弱阳性（n=4，
33<Ct≤39）；以及 14 例甲型流感病毒和乙型流感

病毒 qPCR核酸检测均为阴性的口咽拭子标本。

1.2 试剂与仪器

ABI7500 荧光定量 PCR 仪（美国 Thermofisher
公司）；甲型流感病毒核酸检测试剂盒（中山大学

达安基因股份有限公司）；乙型流感病毒核酸检测

试剂盒（中山大学达安基因股份有限公司）。

1.3 标本处理

将-20℃冻存的口咽拭子标本（含有 1 mL病毒

运输液），复融后，分别吸取 200 μL于两个无菌离

心管中，一份用于常规甲型流感病毒及乙型流感

病毒的核酸检测，另一份先在 56℃水浴箱中水浴

30 min后再进行常规甲型流感病毒和乙型流感病

毒核酸检测的常规操作。

1.4 核酸提取和 PCR扩增

采用中山大学达安基因股份有限公司的甲型

流感病毒核酸检测试剂盒和乙型流感病毒核酸检

测试剂盒提取病毒 RNA，按试剂盒操作说明进

行。在ABI7500型荧光定量 PCR仪上进行核酸检

测，反应条件如下：50℃、15 min → 95℃、15 min →
94℃、15 s → 58℃、45 s（45 个循环）。采用循环阈

值（cycling threshold，CT）进行计算。试剂盒采用

一步法实时荧光 PCR技术。每批次实验均同时检

测阴性质控品，临界阳性质控品和强阳性质控品。

1.5 检测结果判断

①甲型流感病毒阳性结果的判读标准为 FAM
检测通道有扩增曲线且 Ct值≤39.7，乙型流感病毒

阳性结果判读标准为 FAM 检测通道有扩增曲线

且 Ct值≤38.0；②甲型流感病毒阴性结果的判读标

准为 FAM 检测通道无扩增曲线或 FAM 检测通道

有扩增曲线且 Ct值>39.7，乙型流感病毒阴性结果

判读标准为 FAM 检测通道无扩增曲线或 FAM 检

测通道有扩增曲线且Ct值>38.0。
1.6 统计学处理

采用 SPSS 26.0统计软件及GraphPad Prism软

件（Version8.0）进行处理，计量资料（x ± s）表示，符

合正态分布数据，两组数据间比较采用 t 检验，一

致性分析采用 Bland ⁃Altman分析。P<0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 流感病毒阳性标本未加热和加热灭活后的

qPCR结果比较

对 21 例甲型流感病毒核酸检测阳性及 26 例

results of influenza A and B virus in oropharyngeal swab samples.
［KEY WORDS］ Virus inactivation；Quantitative real ⁃ time polymerase chain reaction；Influenza

viruses；Oropharyngeal swab
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乙型流感病毒核酸检测阳性的咽拭子标本进行未

加热和加热后的 qPCR 结果比较。两种流感病毒

在加热后结果均为阳性，阳性结果符合率为

100%。未加热和加热 56℃、30 min后其 Ct结果之

间差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1及表 2。

2.2 流感病毒阳性标本未加热和加热灭活后的

qPCR结果的一致性分析

流感病毒阳性标本加热后和未加热的标本结

果具有良好的一致性。甲型流感病毒的 qPCR 检

测分析显示，所有点均在 95%的一致性界限的置

信区间以内，且在置信区间以内的差值在临床上

可以接受见图 1A；图 B 为乙型流感病的 qPCR 检

测分析显示，其中 3.8%（1/26）的点在 95%的一致

性界限的置信区间以外，小于 5%，且在置信区间

以内的差值在临床上可以接受。见图 1B。

2.3 流感病毒阴性标本未加热和加热灭活后的

qPCR结果比较

对 14 例甲型流感病毒及乙型流感病毒核酸

检测阴性的咽拭子标本进行未加热和加热后的

qPCR结果比较，加热后结果全部为阴性结果。阴

性结果符合率为 100%。

3 讨论

加热灭活病毒的方法不引入任何的化学试

剂，仅需控制温度和时间，能使病毒的高级结构受

到破坏，其蛋白不再有生理活性，而失去感染、致

病和繁殖能力［8⁃9］。这种方法在牛奶消毒和血液制

品病毒灭活中得到广泛运用，在血液制品中可用

于血浆、凝血因子、抗凝血剂、蛋白酶抑制剂和免

疫球蛋白等产品的制备［10］。而在临床检验方面，

为减少实验室人员感染传染性及致病性较强的病

毒（如埃博拉病毒、马尔堡病毒及沙拉病毒等）风

险，更多研究关注于将血浆或血清标本加热灭活

后的对生化结果的影响［11⁃12］，但对加热灭活后对核

酸检测的影响研究较少。鄢心革［13］等人利用不同

温度对 SARS 冠状病毒抗原性灭活效果的研究中

发现，56℃、60 min比 56℃、30 min对 SARS冠状病

毒灭活的效果好，同时此温度灭活 30 min 及 60
min核酸的含量变化不大；陈培松［14］等的研究发现

56℃、30 min和 75%乙醇处理和未灭活处理的标本

结果具有明显的相关性且一致性良好；张沁欣［15］

等的研究发现在没有核糖核酸酶抑制剂的保护

甲型流感病毒 Ct值
未加热

32.52
30.93
30.26
35.73
26.55
20.52
27.74
24.05
26.37
28.18
25.58
28.53
22.78
23.04
23.03
23.27
19.56
22.92
22.76
37.46
34.84

加热后

32.83
30.38
36.64
26.12
20.79
26.46
31.06
23.32
24.20
27.05
25.81
28.62
23.44
28.60
28.32
26.24
19.10
28.73
27.34
38.17
33.72

差异

0.31
-0.55
6.38
-9.61
-5.76
5.94
3.33
-0.73
-2.18
-1.13
0.22
0.09
0.66
5.57
5.29
2.97
-0.46
5.80
4.59
0.71
-1.13

乙型流感病毒 Ct值
未加热

30.36
25.60
28.31
23.02
23.03
22.48
20.80
23.23
20.88
20.50
24.13
24.78
26.25
20.98
25.42
19.33
27.60
20.24
32.00
26.59
26.11
32.38
27.67
27.34
27.64
18.88

加热后

28.72
26.73
25.58
23.81
23.39
22.22
21.67
23.45
21.46
20.94
24.51
25.11
26.65
21.99
26.24
17.54
28.15
22.38
31.27
25.15
26.66
28.77
26.91
28.38
28.26
18.88

差异

-1.64
1.13
-2.74
0.79
0.36
-0.26
0.87
0.23
0.58
0.44
0.38
0.32
0.40
1.01
0.82
-1.79
0.55
2.15
-0.73
-1.44
0.55
-3.60
-0.76
1.05
0.62
0

表 1 未加热和加热灭活后的 qPCR结果

Table 1 The qPCR results of unheated and heat inactivation

注：差异=加热后 Ct值⁃未加热 Ct值。

检测项目

甲流感病毒 Ct值

乙流感病毒 Ct值

n

21

26

未加热

26.98±5.07

24.83±3.77

加热后

27.95±4.76

24.80±3.32

t值

-1.100

0.108

P值

0.284

0.915

表 2 未加热及加热灭活后的 qPCR结果比较（x ± s）

Table 2 Comparison of the qPCR results between
unheated and heat inactivation（x ± s）

4

2

0

-2

-4

差
异

15

10

5

0

-5

-10

-15

差
异

20 25 30 35 40
平均

平均

20 25 30 35

AA BB

注：图 A 为甲型流感病毒的结果分析，图 B 为乙型流感病毒的结

果分析

图 1 未加热与加热灭活病毒后结果的一致性分析

Figure 1 Analysis of consistent results between unheated
and heat inactivation
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下，56℃灭活导致猪流行性腹泻病毒冠状病毒

RNA 的明显降解，而添加 RNA 酶抑制剂后则

RNA降解得到一定程度的改善。

本研究采用 56℃、30 min 进行病毒灭活，此温

度下在灭活新型冠状病毒的同时，流感病毒也被

灭活，这对实验室核酸检测人员是极大地保护。

但从一致性分析及差异结果中可以发现甲型流感

病毒阳性标本中有三例标本在加热后其 Ct值反而

远低于未加热的 Ct 值，而在乙型流感病毒阳性标

本中也发现在加热后其Ct值反而低于未加热的Ct
值此现象，考虑原因主要为以下三点：①可能为此

温度加热灭活下可以促进 RNA 和蛋白复合物的

分离，因而使得加热灭活后核酸提取效率更高；

②本试剂盒检测的甲型流感病毒的亚型不仅仅只

为一种，而实际收集的样本中可能含有甲型流感

病毒的不同亚型，而不同亚型之间可能对热灭活

的效果不一样；③可能手工提取核酸及核酸扩增

带来的误差。在甲型流感病毒的实验中，其未加

热的 qPCR 结果与加热后的差异大于乙型流感病

毒的差异，是否与加热灭活病毒后对甲型流感病

毒的检测效率影响更大尚不明确。

加热灭活病毒的方法操作简单、经济同时不引

入其他化学试剂，对样本进行加热灭活病毒的前处

理可以降低病毒核酸检测实验室人员的感染风

险。对于热灭活病毒后是否影响核酸检测效率存

在不同意见［16］，而这方面的研究资料也较少，因此

加热灭活或其它灭活手段对病毒核酸检测结果的

影响评估尤为迫切和重要，因为该项评估的完成有

利于加强实验室对高风险样本的处置管理，同时有

利于更好地满足特殊情况下临床诊断和鉴别诊断

的客观需要。实验室有必要收集整理相关资料，并

全面完成灭活手段对临床相关检测项目的影响

评估。

本实验室对加热灭活病毒的初步研究中发

现，对咽拭子标本采用加热 56℃、30 min灭活病毒

后再进行甲型流感病毒以及乙型流感病毒的

qPCR 检测，其结果没有明显影响；但在本研究中

也存在许多不足之处：①由于实验室条件限制，不

能进行灭活后病毒培养，从而无法评估此条件下

病毒灭活的效率，因此其降低实验室检测的生物

安全压力的程度尚不能完全评估；②对于流感病

毒的阳性标本上，弱阳性标本占比较少（仅有 4例

甲型流感病毒弱阳性标本），尚不能有效评估加

热灭活对流感病毒核酸检测临界阳性样本的影

响。③本次初步研究完全模拟日常检测流程，检

测过程中的随机误差因素未得到更为有效的控

制。上述不足将在随后展开的评估中得到进一步

改进和完善。

参考文献
［1］ 卫生部流行性感冒诊断与治疗指南编撰专家组 . 流行性感

冒诊断与治疗指南（2011年版）［S］. 2020.

［2］ 李玉青，汪宁 . 流感的分子流行冰雪研究进展［J］. 疾病控

制杂志，2001，5（1）：60⁃62.

［3］ Zhang N，Wang LL，Deng XQ，et al. Recent advances in the

detection of respiratory virus infection in humans［J］. J Med

Virol，2020，92（4）：408⁃417.

［4］ Xifeng Wu，Yuanqing Ye. A public health perspective on pre⁃

venting and controlling the spread of coronavirus disease，

2019［J］. China CDC Weekly，2020.

［5］ 国家卫生健康委员会办公厅 . 新型冠状病毒感染的肺炎诊

疗方案（施行第六版）［S］. 2020.

［6］ 中华医学会检验分会 . 2019 新型冠状病毒肺炎临床实验

室检测的生物安全防护指南（试行第一版）［S］. 2020.

［7］ 国家卫生健康委员会办公厅 . 新型冠状病毒感染的肺炎实

验室检测技术指南（第四版）［S］. 2020.

［8］ 张文福 . 病毒灭活检验技术［J］. 中华消毒学杂志，2004，

21（3）：260⁃261.

［9］ 白玉龙，高玉凤，衷鸿宾，等 . 同种异体及异种组织修复材

料：如何选用适宜的病毒灭活工艺［J］. 中国组织工程研

究，2019，23（14）：2261⁃2268.

［10］ 陈柯君，李健 . 血液制品病毒灭活的研究进展［J］. 中国消

毒学杂志，2017，34（2）：166⁃171.

［11］ C I Bhagat，M Lewer，A Prins，J P Beilby. Effects of heat⁃

ing plasma at 56℃ for 30 min and at 60℃ for 60 min on rou⁃

tine biochemistry analytes［J］. Ann Clin Biochem，2000，37：

802⁃804.

［12］ Chong YK，Ng WY，Chen PL，Chloe M Mak. Effects of a

plasma heating procedure for inactivation Ebola virus on com⁃

mon chemical pathology tests［J］. Hong Kong Med J，2015，

21（3）：201⁃207.

［13］ 鄢心革，郑焕英，李杰，等 . 不同温度对SARS冠状病毒抗原

性灭活效果的影响［J］.华南预防医学，2003，29（3）：61⁃62.

［14］ 陈培松，何宇婷，黄裕立，等 . 不同方式灭活口咽拭子标

本对 2019新型冠状病毒实时荧光定量 PCR检测结果的影

响［J］. 中华检验医学杂志，2020，43. 网络预发表：DOI：

10.3760/cma.j.issn.1009⁃9158.20200004.

［15］ 张沁欣，赵庆顺 . 病毒核酸提取前的高温灭活过程显著降

低可检出病毒核酸模板量［J］.［ChinaXiv：202002.00034］，

2020.

［16］ 王成彬 . 关于新型冠状病毒核酸检测阳性率低的一点

看 法［EB/OL］.（2020 ⁃ 02 ⁃ 10）https：//mp.weixin.qq.com/s/

e8JoY2n7pGaQ1vxN6PGp9g.

·· 444



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

•论 著•

基金项目：2017年安徽省公益性技术应用研究联动计划项目（1704f0804042）
作者单位：1.合肥市第二人民医院全科医学科，安徽，合肥 230011

2.合肥市第二人民医院临床营养科，安徽，合肥 230011
★通信作者：孙媛媛，E⁃mail：ahmusyy@sina.com

2 型糖尿病患者颈动脉中层内膜厚度与 hs⁃CRP、
UAER的相关性

谢军 1 孙媛媛 2★ 余其贵 1

［摘 要］ 目的 探析 2 型糖尿病（T2DM）患者颈动脉中层内膜厚度（CIMT）与超敏 C 反应蛋白

（hs⁃CRP）、尿白蛋白排泄率（UAER）的相关性。方法 收集本院 2018 年 1 月至 2019 年 12 月收治的

T2DM 患者 63 例，采用彩色多普勒超声诊断仪检测 CIMT，基于 CIMT 分组，正常组（CIMT≤0.9 mm）18
例，增厚组（CIMT0.9~1.2 mm）23 例，斑块组（CIMT>1.2 mm）22 例。对比 3 组年龄、性别、T2DM 病

程、BMI、WHR、收缩压（SBP）、舒张压（DBP）、总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白胆固醇

（HDL⁃C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL⁃C）、空腹血糖（FPG）、血肌酐（SCr）、空腹胰岛素（FINS）、糖化血红

蛋白（HbA1c）、餐后 2h 血糖（2hPG）、超敏 C 反应蛋白（hs⁃CRP）、尿白蛋白排泄率（UAER）等资料，分析

CIMT 与 hs⁃CRP、UAER 的相关性。结果 3 组年龄、性别、BMI、WHR、SBP、DBP、FINS、SCr 比较，差异

无统计学意义（P>0.05）；3组病程、HbA1c、TC、HDL⁃C、LDL⁃C、hs⁃CRP、UAER比较，差异有统计学意义

（P<0.05）；斑块组、增厚组 FPG、2hPG、TG均明显高于正常组，差异有统计学意义（P<0.05）。T2DM患者

CIMT与病程、FPG、2hPG、HbA1c、TG、TC、LDL⁃C、hs⁃CRP、UAER呈正相关性（P<0.05），与HDL⁃C呈负

相关性（P=0.027）。结论 T2DM患者 CIMT与 hs⁃CRP与UAER密切相关，hs⁃CRP与UAER联合检测可

预测评估 T2DM患者早期大血管病变或AS。
［关键词］ 2型糖尿病；颈动脉中层内膜厚度；超敏C反应蛋白；尿白蛋白排泄率；相关性

Correlation between carotid intima thickness and hs ⁃CRP、UAER in patients
with type 2 diabetes mellitus
XIE Jun1，SUN Yuanyuan2★，YU Qigui1

（1. Department of General Medicine，The No.2 People􀆳s Hospital of Heifei，Hefei，Anhui，China，230011；
2. Department of Clinical Nutrition，The No.2 Hospital of Hefei，Hefei，AnHui China，230011）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the correlation between carotid medial intimal thickness
（CIMT）and high⁃sensitivity C⁃reactive protein（hs⁃CRP）and urine protein excretion rate（UAER）in patients
with type 2 diabetes（T2DM）. Methods 63 T2DM patients admitted to our hospital from January 2018 to De⁃
cember 2019 were collected，and and the color Doppler ultrasound diagnostic instrument was used to detect
CIMT. Based on CIMT grouping，18 patients in normal group（CIMT ≤0.9 mm）and 23 in thickened group
（CIMT 0.9~1.2 mm）and 22 in plaque group（CIMT>1.2 mm）. The age，sex，T2DM course，BMI，WHR，

systolic blood pressure（SBP），diastolic blood pressure（DBP），total cholesterol（TC），triglyceride（TG），

high⁃density lipoprotein cholesterol（HDL⁃C），Low⁃density lipoprotein cholesterol（LDL⁃C），fasting blood
glucose（FPG），serum creatinine（SCr），fasting insulin（FINS），glycated hemoglobin（HbA1c），high⁃sensi⁃
tivity C⁃reactive protein（hs⁃CRP），and 2h blood glucose after meals（2hPG），urinary protein excretion rate
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（UAER）were compared，and the correlation between CIMT and hs⁃CRP and UAER was analyzed. Results
There were no statistically significant differences in age，gender，BMI，WHR，SBP，DBP，FINS，and SCr
in the three groups（P>0.05）. The differences in the course of disease，HbA1c，TC，HDL⁃C，LDL⁃C，hs⁃
CRP，and UAER in the three groups were statistically significant（P<0.05）. FPG，2hPG and TG in the plaque
and thickening group were significantly higher than those in the normal group（P<0.05）. CIMT was positively
correlated with the course of disease，FPG，2hPG，HbA1c，TG，TC，LDL⁃C，hs⁃CRP，and UAER in T2DM
patients（P<0.05），and negatively correlated with HDL⁃C（P=0.027）. Conclusion CIMT and hs⁃CRP are
closely related to UAER in T2DM patients. The combined detection of hs⁃CRP and UAER can predict the early
assessment of macrovascular disease or AS in T2DM patients.

［KEY WORDS］ 2 diabetes mellitus；Carotid intima thickness；Hypersensitive C reactive protein；Uri⁃
nary protein excretion rate；Correlation

国内 2 型糖尿病（Type 2 Diabetes Mellitus，
T2DM）患病基数巨大，各类 T2DM 所致相关并发

症亦呈增长趋势进展。据调查［1］，心血管病变因素

死亡的 T2DM 患者最高，动脉粥样硬化（Athero⁃
sclerosis，AS）则是糖尿病患者心脑血管疾病进展

核心因素。研究认为［2］，T2DM患者颈动脉中层内

膜厚度（Carotid Intima⁃MediaThickness，CIMT）增

加是发生 AS早期指标。刘培健等［3］认为，尿微量

白蛋白属心血管病变高危影响因素之一，亦是心

血管事件独立预测指标。研究证实［4］，T2DM 与

AS 病变进展中均有慢性炎症反应，C 反应蛋白

（C⁃reactive Protein，CRP）则是 AS 疾病重要标志

物之一，但 T2DM 患者早期 CIMT 增厚过程仅存

在低量 CRP，故本研究检测超敏 C 反应蛋白

（Highsensitivity C⁃reactive protein，hs⁃CRP）与尿白

蛋白排泄率（Urinary albumin excretion rate，UAER），

探析 T2DM 患者 CIMT 与 hs ⁃CRP、UAER 的相

关性。

1 对象与方法

1.1 对象

收集本院 2018 年 1 月至 2019 年 12 月收治的

T2DM 患 者 63 例 ，年 龄 53~72 岁 ，平 均 年 龄

（63.81±6.02）岁，男性 41 例，女性 22 例。均检查

符合中国 2型糖尿病防治指南（2017年版）诊断标

准［5］，病程 1~17 年，平均病程（9.52±4.17）年。纳

入标准：①T2DM 确诊［5］；②近期（3 个月内）无感

染史；③意识清晰，遵医行为良好；④无急性代谢

紊乱；⑤近期未服用噻唑烷二酮类药物；⑥所有患

者及家属均已签署知情同意书。排除标准：①合

并心衰；②肝、肾功能障碍；③伴免疫系统疾病；

④甲状腺疾病；⑤恶性肿瘤；⑥高血压；⑦吸烟、醺

酒史；⑧糖尿病引发肾病、神经病变、视网膜病变

等；⑨心绞痛、心肌梗死病史。本实验通过医院伦

理委员会批准同意。

1.2 方法

1.2.1 CIMT检测

采用 LOGIQ500 型彩色多普勒超声诊断仪

（美国 GE），患者垫高肩部，颈部呈后仰状，伸展

暴露颈部，以线振型探头，频率调控 8.2~10.0
MHz，测定左右两侧 CIMT，测量点选择颈总动

脉、交叉部及颈内外动脉，均扫描交叉膨大点、近

心 1 cm 点、远心 1 cm 点，双侧颈动脉监测 12 个

点，取左右 CIMT 均值为检出结果。参考《中国

高血压防治指南》定义的动脉粥样硬化靶器官

损害标准［6］，将 T2DM 患者分为正常组（CIMT≤
0.9 mm），增 厚 组（CIMT0.9~1.2 mm），斑 块 组

（CIMT>1.2 mm）。

1.2.2 资料收集

整理患者年龄、性别、T2DM病程、身高、体重、

腰围、臀围，计算体重指数（Body Mass Index，BMI）
与腰臀比（Waist hip ratio，WHR）。

1.2.3 指标检测

监 测 患 者 收 缩 压（Systolic Blood Pressure，
SBP）、舒张压（Diastolic blood pressure，DBP）。取

T2DM 患者外周静脉血（空腹）5 mL，采用 COBAS
800型全自动生化检测仪检测总胆固醇（Total cho⁃
lesterol，TC）、甘油三酯（Triglyceride，TG）、高密度

脂蛋白胆固醇（High density lipoprotein⁃cholesterol，
HDL⁃C）、低密度脂蛋白胆固醇（Low density lipo⁃
protein ⁃ cholesterol，LDL ⁃ C）、空 腹 血 糖（Fasting
blood glucose，FPG）、血 肌 酐（Serum creatinine，
SCr）、空腹胰岛素（Fasting insulin，FINS）；采用高

效液相色谱分析法检测糖化血红蛋白（Glycohe⁃
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moglobin A1c，HbA1c）；酶联免疫吸附法检测超

敏 C 反应蛋白（Highsensitivity C⁃reactive protein，
hs⁃CRP）；患者口服葡萄糖 2 h，取外周静脉血

2 mL 检测餐后 2 h 血糖（2hPostprandial blood glu⁃
cose，2hPG）；取 3 h 尿液，用免疫比浊法检测尿

白 蛋 白 排 泄 率（Urinary albumin excretion rate，
UAER。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，计数资料

以 n（%），行 c2检验，计量资料以（x ± s）表示，呈正

态分布，两组间用 t检验，多组采用方差分析；相关

性分析采用 Pearson 法，颈动脉斑块危险影响因素

采用 Logistic多因素回归分析，以 P<0.05差异有统

计学意义。

2 结果

基于 CIMT测定结果分组，正常组（CIMT≤0.9
mm）18 例（图 1），增厚组（CIMT0.9~1.2 mm）23 例

（图 2），斑块组（CIMT>1.2 mm）22例（图 3）。

2.1 3组临床资料比较

3组年龄、性别、BMI、WHR、SBP、DBP、FINS、
SCr 比较差异无统计学意义（P>0.05）；3 组病程、

HbA1c、TC、HDL⁃C、LDL⁃C、hs⁃CRP、UAER 比较

差异有统计学意义（P<0.05）；斑块组、增厚组

FPG、2hPG、TG均明显高于正常组，差异有统计学

意义（P<0.05），表 1。

图 1 右侧CIMT 0.89 mm，左侧CIMT 0.87 mm
Figure 1 CIMT 0.89 mm on the right, CIMT 0.87 mm on

the left

图 2 右侧CIMT 1.02 mm，左侧CIMT 1.03 mm
Figure 2 Right CIMT 1.02 mm, left CIMT 1.03 mm

图 3 右侧CIMT1.21 mm，左侧CIMT1.40 mm
Figure 3 Right CIMT1.21 mm, left CIMT1.40 mm

项目

年龄（岁）

男/女
病程（年）

BMI（kg/m2）

WHR
SBP（mmHg）
DBP（mmHg）
FPG（mmol/L）
2hPG（mmol/L）

HbA1c（%）

TG（mmol/L）
TC（mmol/L）

HDL⁃C（mmol/L）
LDL⁃C（mmol/L）
FINS（mIU/L）
SCr（mmol/L）
hs⁃CRP（mg/L）
UAER（μg/min）

正常组（n=18）
63.47±6.24

11/7
7.95±4.28
25.73±2.17
0.91±0.06

131.81±13.07
80.16±9.62
8.24±1.86
12.57±1.51
7.36±1.09
1.68±0.52
5.73±1.02
1.51±0.17
2.71±0.31
18.96±5.43
73.46±11.68
2.07±0.85
18.69±6.28

增厚组（n=23）
63.85±5.72

16/7
9.37±4.05a

25.62±2.05
0.90±0.07

133.54±13.52
78.34±9.88
9.59±1.94a

13.78±1.63a

8.11±1.13a

2.23±0.61a

6.45±1.12a

1.28±0.15a

2.99±0.36a

19.34±5.62
75.31±12.72
2.79±0.92a

69.73±15.88a

斑块组（n=22）
64.11±5.88

14/8
11.24±4.12a

25.43±2.09
0.90±0.08

134.07±13.66
77.28±9.43
10.42±2.25a

14.19±1.72a

8.82±1.27ab

2.57±0.66a

7.13±1.15ab

0.98±0.13ab

3.42±0.43ab

19.73±5.77
76.08±12.85
3.85±0.97ab

173.54±41.15ab

F值

0.06
0.3485
3.19
0.11
0.13
0.15
0.45
5.73
5.17
7.72
10.80
7.98
63.44
18.53
0.09
0.58
19.15
182.68

P值

0.9438
0.8401
0.0483
0.8994
0.8809
0.8615
0.6428
0.0053
0.0085
0.0010
0.0001
0.0008
0.0000
0.0000
0.9110
0.5618
0.0000
0.0000

表 1 3组临床资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of Clinical Data of 3 Groups（x ± s）

注：与正常组比较 aP<0.05，与增厚组比较 bP<0.05
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2.2 T2DM患者CIMT与其他因素的相关分析

T2DM 患 者 CIMT 与 病 程 、FPG、2hPG、

HbA1c、TG、TC、LDL⁃C、hs⁃CRP、UAER 呈正相关

性，差异有统计学意义（P<0.05），与HDL⁃C呈负相

关性，差异有统计学意义（P<0.05），表 2。

2.3 颈动脉斑块危险因素 Logistic回归分析

将 T2DM患者 CIMT>1.2 mm（颈动脉斑块）作

为因变量，以病程、FPG、2hPG、HbA1c、TG、TC、

HDL⁃C、LDL⁃C、FINS、SCr、hs⁃CRP、UAER 为自变

量，行 Logistic 多因素回归分析，结果得出：病程、

HbA1、TC、LDL⁃C、hs⁃CRP、UAER 属 T2DM 患者

并发颈动脉斑块的危险影响因素，差异有统计学

意义（P<0.05），表 3。

3 讨论

研究发现［7］，因大血管病变死亡的 T2DM患者

占 60%以上。研究指出［8］，颈动脉内膜作为 AS 发

展受累初始部位，T2DM所致早期血管病变亦表现

为动脉血管内膜增厚，并逐步呈粥样硬化斑块进

展至动脉血管内腔狭窄。故 CIMT 也是反映颈动

脉早期AS主要评价指标。

目前临床对 T2DM 并发大血管病变的病因机

制尚未定论。但众研究证据表明［9］，T2DM与AS均

为慢性炎症性病变，受细胞因子介导炎性反应。

Jamshid等［10］指出，CRP与 T2DM及AS等大血管病

变均有明显相关性，CRP可促进 T2DM患者炎症反

应，且属 AS 高危影响因素之一。杨霞等［11］研究，

CRP水平增长可促进 T2DM患者慢性炎症反应，属

T2DM 患者并发 CIMT 增厚影响因素。故 hs⁃CRP
水平变化可预测、评估T2DM患者早期AS风险。

新进研究发现［12］，微量白蛋白尿与 T2DM 患

者大心血管病变有密切关联，亦为心血管疾病独

立危险因素之一。张春霞等［13］研究，CIMT与 24 h
尿微量白蛋白有明显相关性。本研究结果发现，

UAER 与 T2DM 患者 CIMT 呈正相关，且多因素

Logistic回归分析证实属颈动脉斑块的危险影响因

素。表明尿白蛋白排泄率增长，预示 T2DM 患者

存在大血管病变的可能。分析可知，T2DM患者微

量白蛋白水平增长，即存在全身性内皮细胞功能

紊乱，进而损伤微血管，加之机体长期高血糖环境

影响，慢性炎症及脂毒性反应对受损内皮细胞的

渗透作用，促进大血管病变或 AS 进展［14］。故

UAER可作为反映大血管早期病变指标。

本研究结果表明 HbA1、TC、LDL⁃C 属 T2DM
患者并发颈动脉斑块的危险影响因素。由此推论

可知，T2DM 患者血糖、血脂水平及炎性反应均均

参与CIMT增厚与大血管病变过程，与韩莉莎等［15］

研究一致。另外本研究各组患者血压比较未见明

显差异，可能与本研究病例收集排除高血压有关。

综上所述，T2DM 患者 CIMT 与 hs ⁃CRP 与

UAER 密切相关，hs⁃CRP 与 UAER 联合检测可预

测评估 T2DM患者早期大血管病变或AS。
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变量

病程

FPG
2hPG
HbA1c
TG
TC

HDL⁃C
LDL⁃C
FINS
SCr

hs⁃CRP
UAER

r值
0.196
0.264
0.253
0.297
0.246
0.255
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0.329
0.288

P值
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表 2 T2DM患者CIMT与其他因素的相关分析

Table 2 T2DM Correlation analysis between patient CIMT
and other factors

变量

病程

HbA1c
TC
LDL⁃C
hs⁃CRP
UAER

b值

2.778
2.661
0.762
0.613
3.079
2.136

Wald值
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3.686
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P值
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0.035
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<0.001

表 3 颈动脉斑块危险因素 Logistic回归分析

Table 3 Risk factors Logistic regression analysis of
carotid plaque
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血清中OPG、TNF⁃α和脂联素对妊娠期糖尿病的诊
断分析

温洁★ 刘萍 郭蕊

［摘 要］ 目的 探讨GDM孕妇血液循环中的OPG ，TNF⁃α，脂联素和脂联素/TNF⁃α比值及其与

代谢综合征生物标志物的关系和临床意义。方法 使用酶联免疫吸附测定方法测量 40名GDM妇女和

40 名健康孕妇血清中 OPG，TNF⁃α 和总脂联素的水平。分析 OPG、TNF⁃α 和脂联素与妊娠期糖尿病程

度的相关性。结果 两组资料比较显示，胎龄、BMI、TG、TC、LDL⁃C比较，差异无统计学意义（P>0.05）；

年龄、FBG、HDL⁃C、TG/TC、TC/HDL⁃C、LDL⁃C/HDL⁃C、AIP、胰岛素、HOMA⁃IR、QUICKI比较，差异有统

计学意义（P<0.05）。GDM 组的 TNF⁃α 表达水平高于 NGT 组；而 OPG、脂联素和脂联素/TNF⁃α 的比值

显着低于 NGT 组，差异有统计学意义（P<0.05）。脂联素/TNF⁃α 比值与胰岛素抵抗呈负相关（r=-0.68，
P<0.05），甘油三酸酯（r=-0.39，P<0.05）与胰岛素敏感性呈正相关（r=0.69，P<0.05）。多元线性回归分析

表明，脂联素/TNF⁃α 比值与胰岛素抵抗独立相关。二元逻辑回归分析表明，GDM 与 OPG 水平呈正相

关，与脂联素/TNF⁃α比值呈负相关。结论 GDM孕妇血液循环中的 OPG水平升高而脂联素/TNF⁃α比

值明显降低。该比率可能是评估孕妇胰岛素抵抗和血脂异常高风险以及GDM诊断和治疗监测目标的

有效生物标志物。

［关键词］ 妊娠期糖尿病；护骨素；肿瘤坏死因子 α；脂联素；胰岛素抵抗

Diagnostic analysis of serum OPG，TNF ⁃ α and adiponectin in gestational
diabetes mellitus
WEN Jie★，LIU Ping，GUO Rui
（Department of Obstetrics and Gynecology，Affiliated Hospital of North China University of Technology，
Tangshan，Hebei，China，063000）

［ABSTRACT］ Objective To explore OPG，TNF⁃α，adiponectin and adiponectin/TNF⁃α ratio in the
blood circulation of gestational diabetes mellitus（GDM）pregnant women and the relationship with metabolic
syndrome biomarkers and clinical significance. Methods 40 women with GDM and 40 normal pregnant women
were recruited in this study. The levels of serum OPG，TNF ⁃α and total adiponectin were measured using
enzyme⁃linked immunosorbent assay（ELISA）. The correlation between OPG，TNF⁃α and adiponectin and the
degree of GDM was analyzed. Results There was no statistically significant difference in gestational age，
BMI，TG，TC，LDL⁃C（P>0.05）. The age of pregnant women，FBG，HDL⁃C，TG /TC，TC / HDL⁃C，LDL⁃
C/HDL⁃C，AIP，insulin，HOMA⁃IR，and QUICKI were was statistically significant between two groups（P<
0.05）. The expression level of TNF⁃α in the GDM group was higher than that in the control group. The ratio of
OPG，adiponectin and adiponectin / TNF⁃α was significantly lower than that in the control group（P<0.05）.
Adiponectin/TNF⁃α ratio was negatively correlated with insulin resistance（r=-0.68，P<0.05）. Triglycerides
（r=- 0.39，P<0.05）were positively correlated with insulin sensitivity（r=0.69，P<0.05）. Multiple linear
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regression analysis showed that the adiponectin/TNF ⁃ α ratio was independently related to insulin resistance.
Binary logistic regression analysis indicated that GDM was positively correlated with OPG levels and
negatively correlated with adiponectin/TNF⁃α ratio. Conclusion the OPG level in the GDM groupincreased，
while the adiponectin/TNF ⁃ α ratio decreased significantly. This ratio may be an effective biomarker for
assessing pregnant women􀆳s high risk of insulin resistance and dyslipidemia，as well as GDM diagnostic and
treatment monitoring targets.

［KEY WORDS］ Gestational diabetes mellitus；Osteoprotin；Tumor necrosis factor α；Adiponectin；
Insulin resistance

妊 娠 糖 尿 病（Gestational diabetes mellitus，
GDM），这是在怀孕期间定义为发作或第一诊断葡

萄糖耐受不良，是最重要的妊娠并发症之一［1⁃3］。

GDM 会导致胎儿早产、畸形和孕妇的产后发生糖

尿病和代谢综合征［4］。因此认识与发现GDM早期

标志具有重要的意义。大量的细胞因子参与了

GDM的病理生理的发展过程，近年来，在GDM中

越来越多地研究了护骨素（osteoclastogenesis inhibi⁃
tory factor，OPG）、促炎细胞因子如肿瘤坏死因子⁃α
（TNF⁃α）和抗炎细胞因子如脂联素（adiponectin）的

作用［5］。OPG除参与骨代谢外，与一些代谢性疾病

也有关联。TNF⁃α是可能在怀孕期间引起胰岛素

抵抗的细胞因子之一。在另一方面，脂联素作为抗

炎细胞因子，通过刺激AMP激活的蛋白激酶，增加

骨骼肌葡萄糖摄取促进胰岛素致敏［6］。目前的部分

研究中得出一些矛盾的结果，并未清晰的分析出

GDM 发生的可能机制。OPG、TNF⁃α和脂联素这

类炎症细胞因子的失衡会引发各种细胞因子变化，

导致机体能量代谢的紊乱，从而引发疾病。本研究

将探讨与正常耐糖量（ normal g1ucose to1erance，
NGT）孕妇组相比 GDM 孕妇血液循环中的 OPG、

TNF⁃α，脂联素和脂联素/TNF⁃α比值及其与代谢综

合征生物标志物的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 1 月至 2018 年 12 月在华北理工

大学附属医院产科建档并接受常规产前检查的 40
名 GDM 初产妇（GDM 组），以及 40 名在妊娠 24~
28周时正常的（NGT组）。所有患者及家属均已签

署知情同意书。本实验获得医院伦理委员会批准

同意。

纳入标准：①单胎、头胎妊娠初产妇；②年龄

为 22~35岁。排除标准为；①重要内脏器官功能障

碍患者；②服用过内分泌药物患者；③长期吸烟

患者。

1.2 诊断标准

GDM的诊断是根据 100克口服葡萄糖耐量试

验进行的［7］。方法为 100 g 葡萄糖溶解于 250 mL
水中，五分钟内口服。口服前取空腹血，口服后每

30分钟取血，共 4次，绘制血糖水平曲线。空腹血

糖上限为 5.6 nmol/L，一小时后血糖上限为 10.3
nmol/L，两小时后血糖上限为 8.6 nmol/L，有两项

超过上限值得则判断为GDM。

1.3 方法

测量志愿者的身高，体重，血压，并空腹情况下

抽取静脉血 5 mL于取血管，3 000 r/min离心 5 min
留取血浆。采用酶标仪（Thermo，Multiskan FC）酶

联免疫测定法测定血清 TNF⁃α、脂联素、胰岛素。

使用全自动生化仪（Olympus，AU400）测量空腹

血清葡萄糖（FBG），总胆固醇（TC），甘油三酸酯

（TG）和高密度脂蛋白胆固醇（HDL⁃C）。根据制

造商，批内和批间变异系数<10％。低密度脂蛋

白胆固醇（LDL⁃C）由 Friedewald 方程估算［8］；计

算出包括 TC/HDL⁃C 比，LDL⁃C/HDL⁃C 比和 TG/
TC 比；使用 log（TG/HDL⁃C）公式计算血浆的动

脉粥样硬化指数（AIP）真胰岛素（TINS）［9］。

1.4 评价指标和计算公式

使用胰岛素抵抗稳态模型评估（HOMA⁃IR）指

数公式 HOMA⁃IR=（FPG×FINS）/22.5 计算胰岛素

抵抗［10］。定量胰岛素敏感性检查指数（QUICKI）
QUICKI=1/［logFINS（μU/mL）+logFBG（mg/dL）］
用于估计胰岛素敏感性［11］。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件进行分析。计量资

料用（x ± s）表示，组间差异比较比较采用 t检验或

非参数检验。Person 相关分析统计各项指标的关

系，P<0.05表示差异有统计学意义。
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组别

年龄（岁）

胎龄（周）

BMI（kg/m2）

FBG（mg/dL）
TG（mg/dL）
TC（mg/dL）
HDL⁃C（mg/dL）
LDL⁃C（mg/dL）
TG/TC
TC/HDL⁃C
LDL⁃C/HDL⁃C
AIP
胰岛素（μIU/mL）
HOMA⁃IR
QUICKI

NGT（n=40）
29.25±0.58
26.15±0.24
27.25±1.18
78.45±1.29
221.83±74

242.67±30.18
52.21±2.95
146.1±27.84
0.94±0.06
5.32±0.54
3.23±0.36
0.63±0.04
9.54±0.55
1.85±0.11
0.36±0.01

GDM（n=40）
31.57±0.54
26.23±0.22
27.66±1.17
100.83±1.54
256.12±69.12
225.84±39.88
34.7±2.71

139.92±20.11
1.17±0.1
7.88±0.65
5.17±0.58
0.87±0.04
12.56±0.9
3.11±0.22
0.33±0.01

t值
18.516
1.554
1.560
70.458
2.142
2.128
27.646
1.138
12.474
19.160
17.974
26.833
18.109
32.398
13.416

P值

<0.001
>0.05
>0.05
<0.001
>0.01
>0.01
<0.001
>0.05
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 1 妊娠糖尿病和正常孕妇的生化特征（x ± s）

Table 1 Biochemichal characteristics of gestational diabetes
mellitus（GDM）and normal pregnant women（x ± s）

组别

NGT
GDM
t值
P值

n
40
40

OPG
2224.76±881.47
1148.15±700.13

6.049
<0.001

Adiponectin（μg/mL）
6.37±0.59
4.50±0.38
16.853
<0.001

TNF⁃α（pg/mL）
115.68±12.64
225.08±27.35

22.964
<0.001

Adiponectin/TNF⁃α ratio
4.80±0.07
4.31±0.05
36.026
<0.001

表 2 妊娠糖尿病和正常孕妇的OPG、TNF⁃α和脂联素水平（x ± s）

Table 2 OPG，TNF⁃α and adiponectin levels of gestational diabetes mellitus（GDM）and normal pregnant women（x ± s）

项目

TNF⁃α
TG

TG/TC
AIP

Adiponectin/TNF⁃α ratio

HOMA⁃IR
r值
0.38
0.30
0.35
0.36
-0.45

P值

0.001
0.006
0.001
0.001
0.001

QUICKI
r值
-0.38
-0.31
-0.35
-0.36
0.45

P值

0.001
0.006
0.001
0.006
0.001

表 3 临床指标的相关性研究分析

Table 3 Research and analysis of the correlation of
clinical indicators

2 结果

2.1 两组基本临床资料的比较

两组资料比较显示，胎龄、BMI、TG、TC、LDL⁃C
比较，差异无统计学意义（P>0.05）；年龄、FBG、

HDL⁃C、TG/TC、TC/HDL⁃C、LDL⁃C/HDL⁃C、AIP、
胰岛素、HOMA⁃IR、QUICKI 比较，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 NGT 和 GDM 组 OPG、TNF⁃α和脂联素水平

的比较

GDM 组的 TNF⁃α 表达水平高于 NGT 组。而

OPG、脂联素和脂联素/TNF⁃α 的比值显着低于

NGT 组。在 NGT 组中，HOMA⁃IR 指数值与脂联

素和脂联素/TNF⁃α比值呈负相关，与 TNF⁃α呈正

相关。QUICKI与脂联素和脂联素 / TNF⁃α比值呈

正相关，与 TNF⁃α 值、LDL⁃C / HDL⁃C 的比值和

TG/TC比值呈负相关。见表 2。

2.3 OPG与临床指标的相关研究结果

回归分析表明，HOMA⁃IR指数与 TNF⁃α、TG、

TG/TC 比和 AIP 呈正相关；与脂联素/TNF⁃α 比值

呈负相关。QUICKI 的值与 TNF⁃α、TG、TG/TC比

和 AIP 呈负相关；与脂联素/TNF⁃α 比值呈正相

关。见表 3。

3 讨论

妊娠期糖尿病是围产期常见的并发症之一，

其发病机制为随着孕期的进展，孕妇体内胰岛素

样物水平升高引发胰岛素抵抗，导致体内代谢紊乱

和炎症的发生。妊娠期糖尿病会影响胎儿的生长

发育，提高不良妊娠发生的几率，提前检测发现妊

娠期糖尿病可有效降低孕妇妊娠风险。

有研究显示血浆、胎盘组织、脂肪组织中OPG
的表达在糖尿病组和正常组无显著差异［12］。而本

研究发现 GDM 组 OPG 水平显著高于正常组。

Akinci 等发现有 GDM 病史同时伴有代谢综合征

的患者 OPG 水平显著升高，其与 BMI、空腹血糖、

胰岛素、HOMA⁃IR 及 C⁃反应蛋白呈正相关［13］。动

物实验发现在小鼠体内重复注射OPG后体内循环

的中单核细胞趋化蛋白⁃1 和 TNF⁃α 表达明显升

高［14］。上述研究表明 OPG 与代谢、胰岛素抵抗及

炎症反应密切相关。GDM 是一种慢性炎症状态，

炎症反应是胰岛素抵抗的触发因素，推测 OPG 可
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能通过炎症反应机制参与 HOMA⁃IR 的发生。

本研究相关分析结果表明血清 OPG 水平可能受

年龄、机体糖代谢状态及胰岛素抵抗的影响。

另一方面，GDM 患者 OPG 的升高可能加重胰岛

素抵抗，胰岛素分泌增加，胰岛素敏感性下降，

进 而 导 致 血 糖 升 高 。 Logistic 回 归 分 析 提 示

OPG 水平升高会增加 GDM 的发生风险，是其危

险因素。

糖尿病引起的严重的高脂血症导致高脂环境

对 β细胞有毒性。脂联素刺激脂肪细胞中的脂质

存储，这可能有助于降低 β 细胞的脂毒性［15］。与

正常孕妇相比，GDM 孕妇血液循环中脂联素和

TNF⁃α 的循环水平出现失衡，并且它们与代谢综

合征生物标记物相关。López⁃Tinoco［16］的研究发

现，与正常妊娠相比，GDM 孕妇体内脂联素水平

降低，TNF⁃α水平显着增加。在 Liu等［17］人的研究

中，HOMA⁃IR 与脂联素呈负相关，与 TNF⁃α 呈正

相关。Aye 等［18］人进在妊娠肥胖小鼠模型中的研

究发现，使用合成的脂联素受体激动剂可能是增

加母体和胎盘组织上功能性脂联素的有效干预措

施，以减少由于母体肥胖和GDM引起的代谢和激

素并发症。

脂联素减弱了 TNF⁃α 和 IL10 对胎盘系统的

作用，减少了胎盘系统的代谢活性，导致向胎儿

运输的氨基酸减少［19］。同时，妊娠期糖尿病孕

妇中脂联素/TNF⁃α 的比例下降，与胰岛素抵抗

呈负相关。因此，本研究中观察到的脂联素和脂

联素/TNF⁃α 比值与 FBG 和 TG 的负相关可以作

为脂联素对 GDM 孕妇代谢综合征并发症的保护

作用。

总之，本研究发现妊娠期糖尿病患者存在

OPG、脂联素和 TNF⁃α 的分泌失调。OPG 与脂联

素/TNF⁃α的比值可能比单独使用脂联素和 TNF⁃α
的信息更能预测孕妇胰岛素抵抗和代谢综合征的

高风险。OPG与脂联素/TNF⁃α比值可以作为潜在

的妊娠期糖尿病危险因素，对诊断或治疗监测目

标有临床意义。
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类风湿关节炎并发医院感染因素及CRP、sCD14⁃ST
预测价值

孟庆防★ 郭冬芳 党筝 刘喆

［摘 要］ 目的 研究类风湿关节炎并发医院感染危险因素及血浆 C反应蛋白（CRP）联合可溶性

CD14 亚型（sCD14⁃ST）检测早期预测价值。方法 选取 2016 年 12 月至 2019 年 3 月于本院就诊的类风

湿关节炎患者 164例为研究对象，观察其相关资料，监测其血浆 CRP和 sCD14⁃ST水平变化；采用 logistic
分析类风湿关节炎并发医院感染危险因素；且绘制受试者工作特征曲线（ROC 曲线），明确 CRP 和

sCD14⁃ST 对类风湿关节炎并发医院感染早期预测价值。结果 医院感染 22 例，感染率为 13.41％。

糖尿病、侵入性操作、置管、免疫抑制剂、住院时间分别与同组类型比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

T2、T3、T4时，并发医院感染者 CRP和 sCD14⁃ST水平呈先升高、后下降趋势，未并发医院感染者则呈持

续下降趋势；且并发医院感染者 CRP 和 sCD14⁃ST 水平均高于未并发医院感染者，差异有统计学意义

（P<0.05）。多因素 logistic回归分析证实糖尿病、侵入性操作、置管、免疫抑制剂、住院时间及血浆 CRP
和 sCD14⁃ST 是导致类风湿关节炎并发医院感染的危险因素（P<0.05）。ROC 曲线显示 CRP、sCD14⁃ST
及其联合检测 AUC 为 0.712、0.804、0.918，敏感度 71.02％、79.55％、87.22％，特异性 72.27％、77.48％、

85.96％。结论 类风湿关节炎并发医院感染危险因素多样，而加强具有上述因素人群筛查与早期检测

血浆CRP、sCD14⁃ST水平变化，利于早发现、早干预，降低医院感染率。

［关键词］ 类风湿关节炎；医院感染；危险因素；C反应蛋白；可溶性CD14亚型；预测价值

Nosocomial infection factors and prediction of CRP and sCD14⁃ST in patients
with rheumatoid arthritis
MENG Qingfang★，GUO Dongfang，DANG Zheng，LIU Zhe
（Department of Rheumatology and immunology，Zhumadian Central Hospital，Zhumadian，Henan，China，
463000）

［ABSTRACT］ Objective To study the risk factors of rheumatoid arthritis complicated with nosocomi⁃
al infection and the early predictive value of plasma C⁃reactive protein（CRP）combined with soluble CD14
subtype（sCD14⁃ST）. Methods A total of 164 patients with rheumatoid arthritis who were admitted to the
hospital from December 2016 to March 2019 were enrolled in the study. The relevant data were observed to
monitor the changes of plasma CRP and sCD14⁃ST levels. Logistic analysis of rheumatoid joints was used. The
risk factors for nosocomial infection were complicated by inflammation；and the receiver operating characteris⁃
tic curve（ROC curve）was drawn to determine the early predictive value of CRP and sCD14⁃ST for rheuma⁃
toid arthritis complicated with nosocomial infection. Results There were 22 cases of nosocomial infection，
and the infection rate was 13.41%. Diabetes，invasive procedure，catheterization，immunosuppressive agents，
and hospitalization time were compared with the same group，and the difference was statistically significant
（P<0.05）. At T2，T3 and T4，the levels of CRP and sCD14⁃ST in patients with nosocomial infections in⁃
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creased first and then decreased，while those without nosocomial infections continued to decline. The levels of
CRP and sCD14⁃ST in patients with nosocomial infections were higher than those without nosocomial infec⁃
tions（P<0.05）. Multivariate logistic regression analysis confirmed that diabetes mellitus，invasive operation，
catheterization，immunosuppressive agents，hospitalization time and plasma CRP and sCD14⁃ST were risk fac⁃
tors for nosocomial infection in rheumatoid arthritis（P<0.05）. ROC curve showed that CRP，sCD14⁃ST and
their combined detection AUC were 0.712，0.804，0.918 respectively；sensitivity were 71.02%，79.55%，

87.22% respectively；specificity were 72.27%，77.48%，85.96% respectively. Conclusion There are various
risk factors for rheumatoid arthritis complicated with nosocomial infection. Strengthening screening of plasma
CRP and sCD14⁃ST levels are helpful for early detection，early intervention and reduction of nosocomial infec⁃
tion rate.

［KEY WORDS］ Rheumatoid arthritis；Nosocomial infection；Risk factors；C⁃reactive protein；Solu⁃
ble CD14 subtype；Predictive value

类风湿关节炎作为风湿性疾病的常见类型之

一，以关节进行性破坏和高致残率为主要特征，不

仅影响关节功能，同时还可侵袭血管、肺脏和神经

等机体组织器官，致患者身体机能不断下降［1⁃2］。

免疫抑制剂和糖皮质激素虽能有效控制病情进

展，但长期使用能对机体内环境及代谢造成不同

程度影响，致细胞免疫和体液免疫功能持续下降，

造成医院感染率显著升高［3⁃4］，最终影响手术治疗

结局，甚至使患者临床死亡率增加（1.3~2）倍［5］。

据流行病调查显示目前类风湿关节炎并发医院感

染 率 已 愈 30.98％ ，其 中 多 部 位 感 染 率 高 达

10.76％［6⁃7］，明显超过其他内科医院感染平均水平

（9.27％~10.31％）［8］，成为临床亟待解决的问题。

抗菌药物虽能有效控制感染，但增加了患者经济

负担及耐药菌株产生机率，不符合当前事后干预

向事前防控转变的医疗模式理念。过知网等数据

库检索发现，有关类风湿关节炎并发医院感染危

险因素研究涉及不足，尤其关于本地区报道寥寥

无几，或仅为单因素统计［9⁃10］；而相关监测指标多

种多样且并无明确的“金标准”，不利于类风湿关

节炎并发医院感染的全面早期防控。本研究通过

分析本地区类风湿关节炎并发医院感染危险因

素，同时选取 C反应蛋白（C⁃reactive protein，CRP）
联合可溶性 CD14 亚型（Soluble CD14 subtype，
sCD14⁃ST）指标对患者医院感染进行预测，为降低

类风湿关节炎并发医院感染提供新思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016 年 12 月至 2019 年 3 月于本院就诊

的类风湿关节炎患者 164例为研究对象，男 55例、

女 109 例，年龄 22~85 岁，病程 3~24 个月，类风湿

关节炎活动指数 1.3~6.0，合并基础疾病：糖尿病 14
例、高血压 19 例、高脂血症 8 例，非甾体抗炎药使

用 142例、糖皮质激素使用 89例、免疫抑制剂使用

53例，住院时间 7~38 d。
纳入标准：①符合类风湿关节炎诊断标准［11］

且初次入院接受治疗。②具备一定理解力、沟通

能力。③病历资料完整且依从性强，能坚持完成

本研究。④所有患者及家属均已签署知情同意

书。排除标准：①合并心肺肝肾功能严重异常和

免疫缺陷性疾病、恶性肿瘤。②其他类型风湿免

疫性疾病。③入组前合并感染性疾病。研究获医

院伦理委员会批准。

1.2 研究方法

采用回顾性研究方法观察类风湿关节炎患者

相关资料，监测其血浆 CRP 和 sCD14⁃ST 水平变

化，采用 logistic 重点分析类风湿关节炎并发医

院感染危险因素；且绘制受试者工作特征曲线

（Receiver operating characteristic curve，ROC 曲

线），明确 CRP 和 sCD14⁃ST 对类风湿关节炎并发

医院感染的早期预测价值。

标本采集与来源：分别于手术前（T0）、手术结

束（T1）、术后疑似感染时（T2）、感染 24 h（T3）和感

染控制时（T4），抽取患者外周静脉血 4~5 mL，置
于含有 10％的乙二胺四乙酸二钾的采集管（上海

西宝生物科技有限公司），采用高速离心机（上海

测维光电技术有限公司，型号 TGL⁃20MS 型）以

3 000转/min速度离心 10~15 min，获取血浆即刻送

检。CRP水平检测：采用 Siemens BN II系统（德国

西门子公司）；sCD14⁃ST 水平检测：采用 PATH⁃
FAST系统（日本三菱化工公司），均利用酶联免疫
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双抗体吸附法测定，试剂盒由北京康思润业生物

技术有限公司提供。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 24.0 软件进行数据分析。计量资

料用（x ± s）表示，采用 LSD⁃t 检验；计数资料用 n
（％）表示，采用 c2检验比较。将差异具有统计学

意义的单因素纳入多因素 logistic回归模型。且绘

制受试者工作特征曲线（ROC 曲线）。比较 CRP
和 sCD14 ⁃ ST 指 标 曲 线 下 面 积（Area under the
curve，AUC），计算其灵敏度、特异性；AUC<0.50说

明指标无早期预测价值，AUC=1.0 为最理想指

标。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 类风湿关节炎患者医院感染率及部位分布

医院感染 22例，感染率为 13.41％。22例医院

感染患者，以呼吸道感染 12（54.55%）为主，其余依

次为泌尿道感染 7（31.82%）和皮肤感染 2（9.09%），

其他感染 1（4.55%）。

2.2 类风湿关节炎患者并发医院感染临床危险因素

结果显示糖尿病、侵入性操作、置管、免疫抑

制剂、住院时间分别与同组类型比较，差异有统计

学意义（P<0.05），见表 1。

2.3 类风湿关节炎患者并发医院感染实验室指标

因素

T0、T1时，两组患者 CRP 和 sCD14⁃ST 指标水

平比较，差异无统计学意义（P>0.05）；T2、T3、T4
时，并发医院感染者 CRP和 sCD14⁃ST水平呈先升

高、后下降趋势，未并发医院感染者则呈持续下降

趋势；且 T2、T3、T4 时，并发医院感染者 CRP 和

sCD14⁃ST 水平均高于未并发医院感染者，差异有

统计学意义（P<0.05），见表 2。

2.4 类风湿关节炎并发医院感染影响因素 logistic
回归分析

结果显示糖尿病、侵入性操作、置管、免疫抑

制剂、住院时间及血浆 CRP和 sCD14⁃ST是导致类

风湿关节炎并发医院感染的危险因素（P<0.05），见

表 3。
2.5 血浆 CRP和 sCD14⁃ST水平早期预测类风湿

关节炎并发医院感染ROC曲线分析

CRP、sCD14⁃ST及其联合检测中，以二者联合

检测AUC最大且敏感度、特异性最高，其余依次为

sCD14⁃ST、CRP，见表 4。

3 讨论

研究结果显示本地区类风湿关节炎并发医院

相关因素

性别

年龄

合并基础疾病

侵入性操作

置管

药物使用史

住院时间

男

女

≥65岁

<65岁

糖尿病

高血压

高脂血症

是

否

是

否

非甾体抗炎药

糖皮质激素

免疫抑制剂

≥28 d
<28 d

例数

55
109
113
51
14
19
8
54
110
68
96
142
89
53
91
73

感染

7（12.73）
15（13.76）
16（14.16）
6（11.76）
3（21.43）
1（5.26）
1（12.50）
12（22.22）
10（9.09）
12（17.65）
10（10.42）
5（3.52）
9（10.11）
8（15.09）
15（16.48）
7（9.59）

c2值

0.459

2.845

4.316

4.975

4.016

5.418

4.592

P值

0.753

0.118

0.035

0.029

0.040

0.021

0.032

表 1 类风湿关节炎患者并发医院感染临床危险因素

分析［n（％）］

Table 1 Clinical risk factors of nosocomial infection in
patients with rheumatoid arthritis［n（％）］

指标

CRP
（mg/L）

sCD14⁃ST
（pg/mL）

T0
T1
T2
T3
T4
F值

P值

T0
T1
T2
T3
T4
F值

P值

并发医院
感染者
（n=22）

16.50±10.00
25.20±12.00
43.20±18.10
65.00±24.30
18.40±11.30

4.293
0.036

178.50±28.40
251.00±38.40
978.60±176.80
1430.00±216.50
517.20±84.60

4.842
0.030

未并发医院
感染者

（n=142）
16.10±9.78
24.68±12.47
20.10±11.20
18.30±9.84
15.20±10.00

4.008
0.041

175.20±25.00
249.00±36.50
230.00±31.70
197.80±30.00
185.20±27.40

4.327
0.034

t值

0.464
1.014
4.117
4.598
3.159

0.925
1.006
4.994
5.513
4.672

P值

0.712
0.421
0.038
0.031
0.048

0.512
0.500
0.027
0.020
0.030

表 2 类风湿关节炎患者并发医院感染实验室指标因素

分析（x ± s）

Table 2 Analysis of Laboratory Indicators of Nosocomial
Infection in Patients with Rheumatoid Arthritis（x ± s）
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指标

CRP
sCD14⁃ST

CRO联合 sCD14⁃ST

截断值

25.10 mg/L
801.80 pg/mL

-

AUC

0.712
0.804
0.918

敏感度

（％）

71.02
79.55
87.22

特异性

（％）

72.27
77.48
85.96

表 4 血浆CRP和 sCD14⁃ST水平早期预测类风湿关节炎

并发医院感染 ROC曲线分析

Table 4 Plasma CRP and sCD14⁃ST levels for early
prediction of rheumatoid arthritis complicated with

nosocomial infection ROC curve analysis

自变量

糖尿病

侵入性操作

置管

免疫抑制剂

住院时间

CRP
sCD14⁃ST

b值

1.460
1.329
1.851
2.280
1.785
1.761
1.383

S.E值

0.577
0.601
0.632
0.730
0.687
0.639
0.625

P值

0.024
0.029
0.018
0.016
0.022
0.023
0.026

OR值

4.307
3.836
4.338
4.672
3.654
3.638
4.548

95%CI

2.714~12.730
2.240~11.680
2.812~16.005
3.141~18.658
2.021~9.747
2.056~10.582
3.087~17.152

表 3 类风湿关节炎并发医院感染影响因素 logistic
回归分析

Table 3 Logistic regression analysis of factors affecting
nosocomial infection in rheumatoid arthritis

感染率为 13.41％，略低于部分文献 30.98％报道

率［12］，可能与本地区对医院感染重视度、完善的防

控流程和定期培训学习等因素有关；同时感染部

位与其他文献报道一致。多因素 logistic回归模型

结果显示糖尿病、侵入性操作、置管、免疫抑制剂、

住院时间及血浆 CRP 和 sCD14⁃ST 作为类风湿关

节炎并发医院感染危险因素，其原因不外乎以下：

如①血糖水平升高可削弱巨噬细胞、单核细胞等

细胞的趋化、黏附能力及对病原菌的杀伤、吞噬功

能；同时高水平状态的血糖环境可致局部组织缺

血缺氧，不利于组织黏膜修复，为病原菌生长与繁

殖提供了培养基［13］。②侵入性操作不当可损害患

者管道黏膜组织完整性，致黏膜防御屏障受损而

将其内部组织结构暴露于外部环境，为病原菌微

生物的黏附与定植创造了外部条件。③置管作为

一种异物，可致机体内部与外界相通，增加了病原

菌侵入机率［14］。④甲氨蝶呤、来氟米特等作为抗

代谢类免疫抑制剂能促使活性 T细胞凋亡、抑制B
细胞产生 IgG 和 IgM［15］，环磷酰胺则能对初次、再

次免疫应答反应起到抑制作用［16］，雷公藤同样能

对机体细胞免疫和体液免疫造成抑制［17］，因此无

论何种免疫抑制剂均能通过不同途径、不同方法

导致患者免疫功能下降，削弱细胞抗原反应性，利

于促发感染或使体内条件致病菌转化、移位、扩

散。⑤类风湿关节炎患者受到长期使用免疫抑制

剂和糖皮质激素影响，其本身抵抗力下降显著，所

以对外界病原菌感受力处于高水平状态；而住院

病房是病原菌聚集场所，因此类风湿关节炎患者

易成为高危对象。⑥类风湿关节炎患者受到风湿

因子等作用机制影响，CRP水平可呈现升高态势；

且随着该指标水平持续升高，能进一步激活补体，

促进白介素等大量致炎因子释放，启动和扩大“瀑

布样”炎症级联反应［18］。另外，受到类风湿关节炎

自身免疫机制影响，sCD14⁃ST可出现不同程度升

高［19］；sCD14⁃ST结构中含有脂多糖受体，该受体能

与病原菌释放的内毒素相结合，结合越多，越易加速

细胞炎性信号传导，加剧炎症反应，最终诱发机体感

染［20］。因此二者水平状态与类风湿关节炎并发医院

感染密切相关。ROC曲线表明 CRP、sCD14⁃ST 联

合检测优势最为显著，可能与 sCD14⁃ST 检测弥

补了CRP特异性不足之弊端有关。

总之，类风湿关节炎并发医院感染危险因素

多样，而加强具有上述因素人群筛查与早期检测

血浆 CRP、sCD14⁃ST 水平变化，利于早发现、早干

预，降低医院感染率。
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17β⁃雌二醇对 rBMSCs 肝祖细胞定向分化及Wnt信
号通路的调控作用

曾令锋 1 黄俊宇 2 熊瑶 4 张志东 1 王景浩 1 黄硕 3★ 韦宏成 2★

［摘 要］ 目的 探究 17β⁃雌二醇（17β⁃E2）对大鼠骨髓间充质干细胞（rBMSCs）肝祖细胞定向分

化能力及 Wnt 信号通路的调控作用。方法 通过全骨髓贴壁法获得稳定的 rBMSCs ，将 rBMSCs 分为

α⁃MEM 培养基（Control）、肝向诱导培养基（经典）、17β⁃E2+α⁃MEM 培养基（E2）、17β⁃E2+肝向诱导培养基

（经典+E2）组，共 4 组，显微镜下观察形态学变化，发光免疫法检测细胞裂解液 AFP 含量，运用 Western
bolt 法检测Wntβ⁃catenin 信号蛋白（Wnt3a、β⁃catenin 及 LRP⁃5）表达。结果 在形态学上，经典与经典+
E2 组的 rBMSCs逐渐呈肝祖细胞样变化，而 Control 组和 E2 组无明显改变。经典组、经典+E2 组 AFP 值

显著高于 Control 组、E2 组（P<0.05）；经典+E2组AFP值显著高于经典组（P<0.05）。与Control 组及 E2组

相比，经典组与经典+E2 组 β⁃Catenin、Wnt3a 表达量显著降低（P<0.05），且经典+E2 组 β⁃Catenin、Wnt3a
表达量显著低于经典组（P<0.05）；而 LRP⁃5 的表达差异均无统计学意义（P>0.05）。结论 17β⁃E2可促

rBMSCs 肝祖细胞向分化，其机制可能与调控 Wntβ⁃catenin 信号通路相关。

［关键词］ 骨髓间充质干细胞；17β⁃雌二醇；Wnt信号通路；肝祖细胞向分化

Regulation of 17β ⁃ estradiol on the differentiation of hepatic progenitor cells
and Wnt signaling pathway in rBMSCs
ZENG Lingfeng1，HUANG Junyu2，XIONG Yao4，ZHANG Zhidong1，WANG Jinghao1，HUANG Shuo3 ★，

WEI Hongcheng2★

（1. Department of pharmacy，The first affiliated hospital of Jinan University，Guangzhou，Guangdong，Chi⁃
na，510630；2. Department of gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Jinan University，Guang⁃
zhou，Guangdong，China，510630；3. Departments of Radiology，Xiehe Hospital，Tongji Medical College，
Huazhong University of Science and Technology，Wuhan，Hubei，China，430030；4. The fifth affiliated hos⁃
pital，Guangzhou medical university，Guangzhou，Guangdong，China，510700）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the regulatory effect of 17β⁃estradiol（17β⁃E2）on the differ⁃
entiation of hepatic progenitor cells of rat bone marrow mesenchymal stem cells（rBMSCs）and Wnt signaling
pathway. Methods rBMSCs were obtained by whole bone marrow adherence method. The cells were divided
into four groups：α⁃MEM medium（control），liver⁃inducing medium（classical），and E2+α. ⁃MEM medium
（E2），E2 + hepatic inducing medium（classical + E2），observed in morphology. The AFP concentration was
measured using the luminescence immunoassay. The expression of Wnt signaling proteins，included Wnt3a，β⁃
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catenin and LRP⁃5，was detected by Western blot. Results Morphologically，rBMSCs in the classic and
classic + E2 groups gradually showed liver progenitor ⁃ like changes，while the control group and E2 group
showed no significant changes. The AFP concentration of classic group and classic + E2 group was significant⁃
ly higher than that of the control group and E2 group（P<0.05）. The AFP value of classic + E2 group was sig⁃
nificantly higher than that of the classic group（P<0.05）. Compared with the control group and the E2 group，
the expression levels of β⁃Catenin and Wnt3a in the classic group and the classic + E2 group were significantly
reduced（P<0.05），and the expression levels of β ⁃Catenin and Wnt3a in the classic + E2 group were signifi⁃
cantly lower than that in the classic group（P<0.05）. There was no statistically significant difference in the ex⁃
pression of LRP⁃5（P>0.05）. Conclusion 17β ⁃E2 can promote the differentiation of rBMSCs hepatic pro⁃
genitor cells，and the mechanism may be related to the regulation of Wntβ⁃catenin signaling pathway.

［KEY WORDS］ Bone mesenchymal stem cells；17β ⁃estradiol；Wnt signaling pathway；Differentia⁃
tion of hepatic progenitor cells

人工肝支持系统（artificial liver support sys⁃
tem，ALSS）作为替代肝脏功能的治疗方法，可暂

时延缓或维持晚期肝脏疾病患者的生命，包括非

生物型、生物型以及混合型。研究表明，生物型人

工肝通过稳定的体外培养肝细胞生物反应器，发

挥肝细胞多种功能，能明显降低病死率，是未来人

工肝发展的方向［1⁃2］。因此，如何在体外获得稳定

的肝细胞源，是人工肝技术发展的关键。骨髓间

充质干细胞（Bone marrow mesenchymal stem cells，
BMSCs）可直接分化成肝细胞，降解细胞外基质蛋

白，减少细胞外基质沉积，并刺激肝细胞功能的修

复和免疫调节等方式，从而改善肝功能，减缓肝硬

化进程。另外，研究表明［3⁃6］，雌激素对肝硬化具有

保护作用。目前，BMSCs 肝向分化的机制和雌激

素是否影响大鼠骨髓间充质干细胞（rat Bone mar⁃
row mesenchymal stem cells，rBMSCs）肝向分化均

尚不清楚。本研究通过体外诱导 rBMSCs 定向分

化成肝祖细胞，探讨 17β ⁃雌二醇（17β ⁃estradiol，
17β⁃E2）对 rBMSCs肝祖细胞向分化的影响及其潜

在作用机制，验证 17β⁃E2是否通过调控 Wnt 信号

通路影响 rBMSCs肝祖细胞向分化。

1 材料与方法

1.1 实验细胞

rBMSCs由暨南大学肿瘤研究所捐赠。

1.2 主要试剂与仪器

α⁃MEM 培养基（美国 HyClone）；成骨诱导完

全培养基、成脂诱导完全培养基、D⁃Hanks 平衡盐

缓冲液（广州 PanEra）；优级胎牛血清（天津灏洋）；

0.25%胰蛋白酶（美国Gibco）；17β⁃雌二醇（西安嘉

博盈）；CCK⁃8 试剂盒（北京 Dojindo）；CD29 抗

体、CD45 抗体、CD80 抗体、CD90 抗体（美国 Bio⁃
legend）；Tris⁃HCL（pH 8.3））（北京索莱宝）；

β ⁃Catenin 蛋白抗体、Wnt3a 蛋白抗体、LRP⁃5 蛋白

抗体、GAPDH 蛋白抗体、WB 一抗稀释液（美国

CST）。单人双面净化工作台（上海一恒SW⁃CJ⁃IF）、

CO2培养箱（美国 Thermo Scientific3111 型）、低速/
高速离心机（德国 eppendorf Centrifuge 5702）、倒

置相差显微镜（日本 OLYMPUS CK40）、酶标仪

（美国 Bio⁃Rad680型）、流式细胞仪（美国 BD FAC⁃
SAria 型）。 微量核酸蛋白定量仪（上海 Boyue
ScanDrop 100）、转膜仪（北京 赛百奥 17⁃4070）、凝

胶成像系统（上海 天能 Tanon⁃1600）、水平电泳槽

（上海 天能HE⁃120）。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养与细胞增殖

取 P3⁃P5 代的 rBMSCs，培养于 25 cm2 培养瓶

中，条件：37℃、5% CO2及饱和湿度培养箱中培养，

每 3 d 换液，待细胞铺满整个培养瓶，以 1∶2 比例

进行传代。细胞分为 4 组：α ⁃MEM 完全培养基

（Control）组、15% FBS 成肝诱导完全培养基（经

典）组、（10⁃6 mol/L）17β ⁃E2+α ⁃MEM 完全培养基

（E2）组、（10⁃6 mol/L）17β⁃E2+成肝诱导完全培养基

（经典+E2）组。

取 P3⁃P5代的 rBMSCs，弃去培养基，用D⁃Hanks
液清洗 2次及胰酶消化制成单细胞悬液。96孔板

中每孔接种 2 000 个细胞，设置 6 个复孔，共 6 行

10 列，每孔加入 200 μL 完全培养基，放入 37℃、

5% CO2培养箱中培养；隔日起，每日取 1列 6孔进

行 CCK⁃8细胞活性检测，每孔 100 μL培养基加入

10 μL CCK⁃8溶液，并置于培养箱中孵育 2.5 h后，

置于酶标仪下，调零后测量在 450 nm 处的吸光度
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（OD 值）。以时间（天）为横坐标，OD 值为纵坐标

绘制 rBMSCs生长曲线。

1.3.2 细胞流式

制成单细胞悬液。2 000 rpm离心 6 min，去上

清，用D⁃Hanks液重悬细胞，重复 3次，取 300 μL单

细胞悬液于 1.5 mL 离心管中，再加入 700 μL无水乙

醇，充分混匀，用封口膜封闭，4℃ 过夜。D⁃Hanks 液
洗涤 2 次，取 500 μL 重悬细胞，1 600 rpm 离心 10
min，弃上清，加入 200 μL PI染液，混匀，室温避光

孵育 15 min，过滤，用流式细胞仪检测细胞周期。

1.3.3 rBMSCs表面标志物测定

制成单细胞悬液并调整密度为 1×106 cells/
mL；按操作说明分别加入 CD29、CD45、CD80、
CD90，37℃下孵育 30 min；使用流式细胞仪测定；

1.3.4 rBMSCs骨向及脂向分化能力鉴定

按 1.4.1 操作培养细胞，待细胞融合 60%左右

分别加入成骨诱导培养基、成脂诱导培养基，待细

胞长满后，弃去培养瓶中培养基，用 D⁃Hanks 液清

洗 3 次，分别加入 95%乙醇固定 10 min，用蒸馏水

漂洗 3 次，分别加入 0.1% Tris⁃HCL⁃茜素红染液、

饱和油红 O 染液 37℃孵育 45 min、60 min，用蒸馏

水漂洗多余 Tris⁃HCL⁃茜素红染液，60%异丙醇漂

洗多油红O染液，置于显微镜下观察并拍照。

1.3.5 rBMSCs AFP的测定

按 1.4.1 及 1.4.2 操作培养细胞，第 3、6、10 天

对 4 组细胞重悬并进行裂解，取 300 μL 置于化学

发光免疫分析仪上测定各组AFP值。

1.3.6 Wnt信号通路的调控作用

按1.4.1及1.4.2操作培养细胞，制成单细胞悬液，

离心后加入细胞裂解液，置于冰上；提取总蛋白，微量

核酸蛋白定量仪测定总蛋白浓度，以 1∶4比例加入蛋

白上样缓冲液，充分混匀，99℃水浴加热10 min，冷却

至室温，灌胶、电泳，转膜，一抗（β⁃Catenin、Wnt3a、
LRP⁃5）4℃孵育过夜，二抗 37℃孵育 2 h，显影。

1.3.7 统计学方法

采用 SPSS 13.0 软件对实验数据进行统计分

析，计量资料以（x ± s）表示，多组间的差异比较采

用单因素方差分析，两组间的差异比较采用 Bon⁃
ferroni检验分析，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 rBMSCs的鉴定

镜下见 rBMSCs 呈贴壁生长，细胞呈放射状、

梭形或平行排列。且细胞形态随传代次数的增多

而表现的越均一。见图 1A。rBMSCs呈倒“S”形增

长，从第 2 d开始快速增长，第 8 d到达顶峰，随后逐

渐进入平台期，增长较为缓慢。见图 1B。rBMSCs
G0/G1期细胞为 87.5%，G2+S/M期细胞为 12.5%，表

明大部分 rBMSCs处于静息期，只有少部分细胞处

于增殖期，符合干细胞生物学特性。见图 1C。

2.4 rBMSCs表面标志物的鉴定

结果显示 rBMSCs表达 CD29、CD90的阳性率

为 99.72%、97.45%；而 CD45、CD80 的阳性率为

1.28%、1.01%，符合干细胞生物学特性。见图 2。

4.00

3.00

2.00

1.00

O
D

值

1 2 3 4 5 6 7 8 9

天数（d）

0 32 64 96 128 160

DNA Content

1620

1350

1080

810

540

270

0

C
el
lN

un
be

r

MultiCycel sugges(a guideline only):
No abnormal DNA content is observed
The diploid %S=3.33, %G2=9.13
The S Phase confidence is good

AA

BB CC9839/9839⁃100.00%

注：A：P3 代及 P4 代 rBMSCs 接种 3d；B：P3 代 rBMSCs 生长曲线；

C：P3代 rBMSCs细胞周期。

图 1 rBMSCs的鉴定

Figure 1 Identification of rBMSCs
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图 2 P4代 rBMSCs表面标志物的鉴定

Figure 2 Identification of surface markers of P4
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2.5 rBMSCs骨向及脂向分化能力鉴定

成骨诱导第 14 天后，对 rBMSCs 进行茜素红

染色，镜下可见矿化结节中沉积的钙盐被染成红

褐色，而周围细胞未着色。见图 3A。对 rBMSCs
进行油红 O 染色，镜下可见脂肪细胞因脂质累及

被染成红色。见图 3B。

2.7 rBMSCs向肝祖细胞定向诱导后形态学变化

第 3 天，经典组与经典+E2 组的 rBMSCs 由长

梭形逐渐呈多边形、类圆形改变，细胞增殖速度减

缓，核浆比例变小，贴壁能力逐渐减弱，至第 10天，

大多数细胞失去原有形态，呈三角形或肝板样排

列，与肝祖细胞形态相似。而 Control组和 E2组无

明显形态学改变，基本呈均匀的长梭形。见图 4。

2.8 各组 rBMSCs AFP值的测定

Bonferroni 检验结果，不同组间 AFP值均数显

著不同（F=8.948，P=0.012），差异有统计学意义，

而不同天数间 AFP 值均数无明显改变（P>0.05），

差异无统计学意义。经典组、经典+E2组的AFP值

显著增高于 Control、E2组（P<0.05），且经典+E2组

AFP值显著高于经典组（P<0.05），而 Control、E2组

AFP值均为 0 ng/mL。见图 5。

2.9 各组 rBMSCs肝祖细胞向分化过程中Wnt信
号通路的表达情况

运用 Western Blot 法分别检测第 3、6、10 天各

组 rBMSCs中Wnt3a、β⁃Catenin、LRP⁃5的蛋白表达

量。与 Control 组及 E2 组相比，经典组与经典+E2

组中的 β ⁃Catenin、Wnt3a 表达量均显著降低（P<
0.05），且经典+E2组 β⁃Catenin、Wnt3a 表达量均显

著低于经典组（P<0.05）；而 4 组间 LRP⁃5 的表达

差异均无显著性（P>0.05）；且不同天数间各组

β ⁃Catenin、Wnt3a、LRP⁃5 的表达差异均无显著性

（P>0.05）。见图 6。

3 讨论

肝纤维化是一个不可逆的过程，若发展为肝

硬化失代偿期，目前治疗手段有限，且病死率高。

最近，肝细胞移植成为了国内外研究的热点［7⁃8］，但

如何构建稳定安全的功能性肝细胞体外培养体系

仍是一个难题。BMSCs 来源于骨髓，是一类具有

多向分化潜能的干细胞，其易于获取、增殖迅速及

无排斥反应等优点，无需考虑伦理问题，是较为理

想的肝细胞源。

AA

BB

注：A：P4代 rBMSCs 成骨诱导后茜素红染色；B：P4代 rBMSCs 成

脂诱导后油红O染色。

图 3 rBMSCs的骨向及脂向分化能力鉴定（×100）
Figure 3 Identification of differentiation potency of rBMSCs

from P4 generation（×100）
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图 4 各组 rBMSCs定向诱导 3、6、10 d后细胞形态（×100）
Figure 4 Cell morphology after 3、6 and 10 days of rBMSCs

induction in each group（×100）

8

6

4

2

0
m
ea
n
va

lu
e
of

A
FP
（

ng
/m

L）
3 6 10

Time (day)

a
b

a
b

b
a

Control
Classical
E2

Classical+E2

注：与 Control组相比较，aP<0.05；与经典组相比较，bP<0.05。

图 5 各组 rBMSCs AFP均值

Figure 5 Average AFP of rBMSCs in each group
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rBMSCs源于大鼠骨髓，倒置显微镜下观察原

代的 rBMSCs 多呈类圆形，贴壁生长，随着传代次

数增多，逐渐变为长梭形，呈簇状生长，且形态越

均一。rBMSCs在骨髓有核细胞中含量不足 0.1%，

且其生物学特性易在体外扩增时被破坏［9］，由此，

寻找一种合适的体外培养体系极为重要。本实验

运用全骨髓贴壁法体外培养 rBMSCs，通过验证，

均符合干细胞生物学特性，从而建立了稳定的

rBMSCs体外培养体系。

研究发现［10⁃11］，雌激素作用于 BMSCs时，除了

影响其分泌生长激素的量，还可降低在氧化应激

时的凋亡率，其中可能与促进抗凋亡因子及抑制

凋亡因子的表达相关。而雌激素影响 BMSCs 的
增殖、分化和迁移的机制主要通过核受体及质膜

受体信号通路，前者指雌激素与雌激素受体相结

合，作为转录因子启动基因转录，从而刺激 BMSCs
的核酸合成；后者则指通过与质膜上表达的雌激

素受体相结合，激活细胞内信号通路，影响BMSCs
的增殖［12 ⁃ 13］。本实验结果证实 17β ⁃E2 可促进

rBMSCs向肝祖细胞分化，其机制可能与 17β⁃E2促

进 rBMSCs 活化，抑制其凋亡，进而促使更多的

rBMSCs向肝祖细胞分化相关。

Wntβ⁃catenin 信号通路作为经典的 Wnt 信号

通路，在细胞的增殖分化、动物胚胎形成等事件中

起重要作用［14⁃16］。研究发现，Wntβ⁃catenin 信号通

路在非肝细胞的内胚层细胞转变成肝细胞的过程

中起着关键的作用。本实验通过 Wersten Blot 法
检测 4 组 rBMSCsWnt3a、β⁃Catenin、LRP⁃5 的蛋白

表达量，结果示经典+E2 组 Wnt3a、β⁃Catenin 蛋白

含量明显低于其它 3 组，从而推测 17β⁃E2可能通

过调控 Wntβ⁃catenin 信号通路来促进 rBMSCs 向
肝祖细胞分化。其机制可能与 17β⁃E2下调 Wntβ⁃
catenin信号蛋白Wnt3a和 β⁃Catenin有关。
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成年OSAHS患者血清MIF水平与病情严重程度的
相关性及对并发脑梗死的预测价值

黄一苇★ 张昊 李灵真

［摘 要］ 目的 探讨成年 OSAHS 患者血清MIF 水平与病情严重程度的相关性及对并发脑梗死

的预测价值。方法 2017 年 5 月至 2018 年 5 月间本院首诊的 OSAHS 患者 87 例，根据呼吸暂停低通气

指数（AHI）将 OSAHS 患者分为轻中度组 56 例、重度组 31 例，取同期在本院进行体检的健康成年人 50
例作为正常对照组。检测各组研究对象的血清MIF水平，动脉血气指标：血氧分压（PaO2）、二氧化碳分

压（PaCO2）、血氧饱和度（SaO2）、PH值，睡眠结构参数：睡眠潜伏期、总睡眠时间、觉醒总时间、觉醒次数、

快速眼动睡眠（REM）占总睡眠时间百分比（REM%）、非快速眼动睡眠（NREM）占总睡眠时间百分比

（NREM%），血清炎症因子：C 反应蛋白（CRP）、肿瘤坏死因子 α（TNF⁃α）、白介素⁃1（IL⁃1）水平的差异。

采用 Pearson 检验评估成年 OSAHS 患者血清MIF水平与缺氧、睡眠结构紊乱及血管内皮损伤程度的相

关关系。采用受试者工作特征（ROC）曲线分析MIF对OSAHS患者远期脑梗死发生的预测价值。结果

轻中度组、重度组患者血清MIF的水平高于正常对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；PaO2、SaO2、PH水

平低于正常对照组，PaCO2水平高于正常对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；睡眠潜伏期、觉醒总时间、

觉醒次数、NREM%大于正常对照组，总睡眠时间、REM%小于正常对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；

血清中 CRP、TNF⁃α、IL⁃1的水平高于正常对照组（P<0.05）。重度组患者上述指标变化幅度均大于轻中

度组患者（P<0.05）。相关性分析发现，成年OSAHS患者血清MIF水平与病情严重程度直接相关。ROC
曲线显示，当血清 MIF 水平为 13.28 ng/mL 时，约登指数最大为 40.70，此时曲线下面积为 0.773，（95%
CI；0.631~0.914），预测脑梗死发生的灵敏度为 83.56%、特异度为 57.14%，P=0.001。结论 成年OSAHS
患者血清MIF水平异常增高，且在反映病情严重程度方面有一定价值。

［关键词］ OSAHS；MIF；动脉血气；睡眠结构；炎症反应；脑梗死

Estimated value of serum MIF level in assessing hypoxia，sleep disorder and
vascular endothelial injury in adult OSAHS patients
HUANG Yiwei★，ZHANG Hao，LI Lingzhen
（Department of Neurology，Zhumadian Central Hospital，Zhumadian，Henan，China，463000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between serum macrophage migration
inhibiting factor（MIF）level and severity of in adult OSAHS patients，and its predictive value to long⁃ term
risk of cerebral infarction in patients. Methods 87 cases of adult OSAHS patients in our hospital during May
2017 to May 2018 were divided into mild to moderate group（n=56）、severe group（n=31）according to apnea
hypopnea index（AHI）. The differences in serum MIF，arterial blood gas indicators［Blood oxygen partial
pressure（PaO2），carbon dioxide partial pressure（PaCO2），blood oxygen saturation（SaO2），PH value］，sleep
structural parameters［sleep latency，total sleep time，total wake time，wake times，percentage of REM in
total sleep time（REM%），percentage of NREM in total sleep time（NREM%）］and serum inflammatory
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cytokines［C⁃reactive protein（CRP），tumor necrosis factor alpha（TNF⁃alpha），Interleukin⁃1（IL⁃1）］were
compared among the subjects in each group. Pearson test was used to evaluate the correlation between serum
MIF level and hypoxia，sleep disorder and vascular endothelial injury in adult OSAHS patients. The ROC
curve was used to analyze the predictive value of MIF for long⁃ term cerebral infarction in OSAHS patients.
Results Serum MIF level of mild to moderate group，severe group were higher than those in normal control
group；PaO2，SaO2 and PH levels were lower than normal control group，PaCO2 level was higher than that in
normal control group；Sleep latency，total time of awakening，number of awakening and NREM% were
greater than those in normal control group，while total sleep time and REM% were smaller than those in
normal control group；serum levels of CRP，TNF⁃α，IL⁃1 were higher than those in normal control group，
level of NO was lower than that of normal control group（P<0.05）. Changes of above indexes in severe group
were all greater than those in mild and moderate group（P<0.05）. Correlation analysis showed that serum MIF
level of adult OSAHS patients was directly correlated with the severity of disease. ROC curve showed that
when serum MIF level was 13.28 ng/mL，the maximum yoden index was 40.70，and the area under the curve
was 0.773（95%CI：0.631~0.914）. The sensitivity and specificity of predicting the occurrence of cerebral
infarction were 83.56% and 57.14% ，P=0.001. Conclusion Serum MIF level of adult OSAHS patients
increases abnormally，which has certain value in reflecting the severity of disease.

［KEY WORDS］ OSAHS； MIF； Arterial blood gases； Sleep structure； Endothelial injury；
Inflammatory response；Cerebral infarction

阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征（Obstruc⁃
tive sleep apnea hypopnea syndrome，OSAHS）是指

上气道塌陷引起的呼吸暂停、通气不足，患者可频

繁发生血氧饱和度下降、白天嗜睡，远期增加其心血

管事件发生概率、威胁其生命安全［1 ⁃ 2］。早期明确

OSAHS病情严重程度，是采取合理高效干预措施、

获得良好治疗结局的关键所在。巨噬细胞移动抑制

因子（Macrophage migration inhibitor，MIF）是一种

炎症反应促进因子，已经被证实［3］在慢性阻塞性肺疾

病等慢性炎症性疾病的发生发展中扮演重要角色。

有研究指出OSAHS也属于一种炎症反应性疾病，但

关于MIF与OSAHS的关系研究涉及不多。文中检

测 OSAHS 患者血清 MIF 的水平，探讨其水平对

OSAHS病情严重程度的评估价值，具体阐述如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

2017 年 5 月至 2018 年 5 月间本院首诊的

OSAHS 患者 87 例，根据呼吸暂停低通气指数

（AHI）将OSAHS患者分为轻中度组 56例、重度组

31例，取同期在本院进行体检的健康成年人 50例

作为正常对照组，年龄 21~59岁，平均年龄（44.76±
7.65）岁，男性 28 例，女性 22 例。纳入标准：①符

合中华医学会呼吸病学分会睡眠呼吸障碍学组制

定的《阻塞性睡眠呼吸暂停低通气综合征诊治指

南（2011 年修订版）》［4］中对 OSAHS 的定义；②年

龄 18~79 周岁；③首次确诊OSAHS、既往无相关治

疗史。排除标准：①合并慢性阻塞性肺疾病、支气

管哮喘等可能引起夜间缺氧的疾病；②合并冠心

病、心肌梗死等心脏疾患；③既往肺部手术史；

④合并恶性肿瘤性疾病。根据呼吸暂停低通气指

数（Apnea⁃hypopnea Index，AHI）将 OSAHS 患者分

为轻中度组（5 次/h≤AHI<30 次/h）56 例、重度组

（AHI≥30 次）31 例。所有患者及家属均已签署知

情同意书。本次研究获本院伦理委员会审核批准。

1.2 血清MIF水平检测

留取 3组研究对象的晨 8：00 am空腹肘静脉血

液标本 3.0 mL，37℃静置 2 h后高速离心分离上层血

清，使用酶标仪（HBS⁃1101，BioRad）采用酶联免疫吸

附法（HumanMIF ELISAKit，碧云天）检测MIF水平。

1.3 病情相关指标

留取 3 组研究对象的晨 8：00 am 空腹桡动脉

血液标本 2.0 mL，采用美国 GEM3000血气分析仪

测定血氧分压（Oxygen partial pressure，PaO2）、二

氧化碳分压（Partial pressure of carbon dioxide，Pa⁃
CO2）、血氧饱和度（Oxygen saturation，SaO2）、PH
值等动脉血气指标水平。采用美国伟康公司

Alice4 多导睡眠图仪监测研究对象的睡眠结构参

数，包括睡眠潜伏期、总睡眠时间、觉醒总时间、

觉醒次数、快速眼动睡眠（Rapid eye movemenent，
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指标

男/女
年龄

体质指数

MIF
PaO2

PaCO2

SaO2

PH

正常对照组（n=50）
28/22

44.76±7.65
24.50±3.74
8.59±0.97
98.63±1.23
38.46±5.10
98.77±1.20
7.39±0.11

轻中度组（n=56）
34/22

44.83±8.29
24.87±3.49
11.51±0.76
92.20±5.81
44.80±6.37
94.65±3.42
7.28±0.18

重度组（n=31）
22/9

45.10±8.32
24.76±3.52
13.73±0.98
83.64±9.52
50.72±7.34
85.84±9.20
7.13±0.24

F/c2值

1.822
0.652
0.782
16.454
7.725
9.470
10.711
8.295

P值

0.402
0.516
0.436
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

表 1 3组MIF和动脉血气指标水平的比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum MIF and arterial blood gas index levels between the 3 groups（x ± s）

REM）占总睡眠时间百分比（REM%）、非快速眼动

睡眠（Non Rapid Eye Movement，NREM）占总睡眠

时间百分比（NREM%）。同样获取外周静脉血血

清标本，使用酶标仪（HBS⁃1101，BioRad）采用酶联

免疫吸附法检测炎症因子的水平，包括 C 反应蛋

白（C⁃ reactive protein，CRP）（Human CRP ELISA
Kit，碧云天）、肿瘤坏死因子 α（Tumor necrosis fac⁃
tor α，TNF ⁃ α）（Human TNF ⁃ α ELISA Kit，碧云

天）、白介素 ⁃1（Interleukin⁃1，IL⁃1）（Human IL⁃1
ELISA Kit，碧云天）。

1.4 脑梗死的随访

采用查询门诊或住院病例资料、电话回访等

方式进行随访，随访内容为是否发生脑梗死，随访

终点为 2019年 10月 31日。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件处理。符合正态分布的

计量资料以（x ± s）表示，多组间比较采用方差检

验，组间两两比较采用 LSD⁃t 法。计数资料以 n
（%）表示，组间比较采用 c2检验。两种数据的相

关性分析采用 Pearson检验。MIF对脑梗死的预测

价值采用受试者工作特征（Receiver operating char⁃
acteristic curve，ROC）曲线分析。P<0.05 表示差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 血清MIF水平和动脉血气指标

轻中度组、重度组患者血清 MIF 的水平高于

正常对照组，且随病情加重血清 MIF 水平进一步

上升（P<0.05）。轻中度组、重度组患者的 PaO2、

SaO2、PH水平低于正常对照组，PaCO2水平高于正

常对照组，且随病情加重上述指标变化幅度进一

步增加（P<0.05）。见表 1。

2.2 睡眠结构参数

轻中度组、重度组患者的睡眠潜伏期、觉醒

总时间、觉醒次数、NREM%大于正常对照组，总

睡眠时间、REM%小于正常对照组，且随病情加

重上述指标变化幅度进一步增加（P<0.05）。见

表 2。

组别

正常对照组

轻中度组

重度组

F值

P值

n

50

56

31

睡眠潜伏期（min）

30.15±4.28

43.84±5.61

57.96±8.22

15.914

0.000

总睡眠时间（min）

439.74±73.13

380.31±45.82

311.49±37.24

10.920

0.000

觉醒总时间（min）

57.12±8.59

79.66±9.21

93.74±11.85

15.549

0.000

觉醒次数（次）

5.46±0.68

8.20±0.92

9.76±1.14

12.845

0.000

REM%

22.38±2.75

19.45±2.17

14.02±1.83

15.372

0.000

NREM%

73.10±8.65

82.64±9.53

87.92±9.70

8.055

0.000

表 2 3组睡眠结构参数水平的比较（x ± s）

Table 2 Comparison of sleep structure parameters between 3 groups（x ± s）

2.3 炎症因子

轻中度组、重度组患者血清中CRP、TNF⁃α、IL⁃1
的水平高于正常对照组，且随病情加重上述指标

变化幅度进一步增加（P<0.05）。见表 3。
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组别

正常对照组

轻中度组

重度组

F值

P值

n

50

56

31

CRP
（mg/L）

1.05±0.23

4.28±0.59

10.64±2.12

29.022

0.000

TNF⁃α
(pg/mL)

3.46±0.48

9.21±1.52

17.58±2.63

35.634

0.000

IL⁃1
(pg/mL)

2.81±0.35

5.03±0.57

9.74±1.13

34.385

0.000

表 3 3组血清炎症因子水平的比较（x ± s）

Table 3 Comparation of serum inflammatory cytokine levels
between 3 groups（x ± s）

2.4 相关性分析

OSAHS 患者血清 MIF 水平与 PaO2、SaO2、PH
水平呈负相关，与 PaCO2水平呈正相关；与睡眠潜

伏期、觉醒总时间、觉醒次数、NREM%呈正相关，

与总睡眠时间、REM%呈负相关；与 CRP、TNF⁃α、
IL⁃1水平呈正相关（P<0.05）见表 4。

2.6 ROC曲线分析

随访期内，87 例 OSAHS 患者中出现脑梗死

14 例。当血清 MIF 水平为 13.28 ng/mL 时，约登

指数最大为 40.70，此时曲线下面积为 0.773，
（95%CI：0.631~0.914），预测脑梗死发生的灵敏

度 为 83.56% 、特 异 度 为 57.14% ，P=0.001。 见

图 1。

3 讨论

OSAHS所致睡眠呼吸紊乱可对全身多个脏器

造成损害，同时是公认的心血管疾病独立危险因

素。较多研究［5⁃7］指出 OSAHS 患者存在血清多种

炎症因子高表达，可能是一种特殊的炎症性疾病。

MIF由垂体分泌，参与糖皮质激素的负反馈调节，

同时在炎症反应的调节中也发挥重要作用。

OSAHS 患者上气道软组织过多、结构相对狭

窄，夜间上气道扩张代偿机制缺失，入睡后可出现

气道扩张肌及软腭、舌根等结构塌陷，共同导致上

气道塌陷甚至完全闭塞［8⁃9］。以上解剖及病理改变

使得患者吸气时气流受限，低通气及呼吸停顿发

生［10⁃11］。本实验结果与上述理论吻合，且随病情加

重患者 PaO2、PH值下降更为显著，PaCO2值则进一

步上升。动脉血气指标水平异常与后续 OSAHS
患者心血管疾病发生、认知功能减退等也密切相

关，是反映疾病严重程度的重要指标之一。睡眠

结构紊乱是 OSAHS 患者的主要特征之一［12⁃14］，多

导睡眠图仪可量化明确 OSAHS 患者的睡眠结构

紊乱程度这与患者气道塌陷所致持续慢性缺氧密

切相关。文中 OSAHS 患者血清 MIF 水平与上述

血气指标、睡眠结构紊乱程度均直接相关，提示

MIF可反映 OSAHS 病情严重程度，且可能直接或

间接参与疾病进展。

OSAHS 患者持续处于慢性缺氧状态，其产生

的氧化应激反应可促进大量炎症因子释放，这可

能是后续患者血管内皮损伤、心血管事件发生风

险增加的内在机制之一［15］。文中 OSAHS 患者血

指标

PaO2

PaCO2

SaO2

PH

睡眠潜伏期

总睡眠时间

觉醒总时间

觉醒次数

REM%

NREM%

CRP

TNF⁃α
IL⁃1

r值

-0.764

0.661

-0.599

-0.684

0.637

-0.702

0.814

0.653

-0.775

0.696

0.682

0.723

0.597

P值

0.000

0.018

0.028

0.009

0.022

0.003

0.000

0.020

0.000

0.005

0.010

0.000

0.029

表 4 OSAHS患者血清MIF水平并病情指标的相关性分析

Table 4 Correlation analysis of serum MIF level and
disease indexes in OSAHS patients
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图 1 血清MIF对OSAHS患者脑梗死发生风险的

预测价值

Figure 1 Predictive value of serum MIF in OSAHS patients
with cerebral infarction
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［19］ Aye I L M H，Jansson T，Powell T L. TNF⁃α stimulates Sys⁃

tem A amino acid transport in primary human trophoblast

cells mediated by p38 MAPK signaling［J］. Phys Rep，2015，

3（10）.

（上接第 453页）

清中CRP、TNF⁃α、IL⁃1的水平较健康人群高，且随

病情加重 CRP、TNF⁃α、IL⁃1 水平进一步增高。

ROC曲线分析发现，血清MIF水平为 13.28 ng/mL
时对 OSAHS 患者远期发生脑梗死的预测价值最

高，检测血清MIF水平对OSAHS患者脑梗死发生

风险具有一定预测价值。

综上所述，可得出以下结论：OSAHS患者血清

中 MIF 水平异常增高，且具体水平与患者缺氧程

度、睡眠结构紊乱程度、炎症反应程度直接相关，可

能是反映OSAHS病情严重程度的有效、简便指标

之一。且血清MIF水平对OSAHS患者的远期脑梗

死发生风险具有一定预测价值。本研究也存在一

定局限性，如纳入病例数有限、未涉及 MIF 影响

OSAHS的基础机制，有待后续研究进一步完善。
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急性呼吸窘迫综合征患者血清PCT、NT⁃proBNP水平
变化及意义

杨慧亮★ 李颖 巴晓彤

［摘 要］ 目的 探究急性呼吸窘迫综合征（ARDS）患者血清降钙素原（PCT）、N末端 B型脑钠肽

前体（NT⁃proBNP）变化及意义。方法 选取本院 2017年 10月至 2019年 10月收治的 96例ARDS患者，

根据患者病情严重程度分为轻度组（n=39）、中度组（n=31）和重度组（n=26），并观测患者住院 28d死亡情

况，分为生存组（n=84）和死亡组（n=12），记录患者临床基线资料、血清因子等指标，对比各组差异，

Spearman检验分析血清 PCT、NT⁃proBNP与 SOFA、APACHEⅡ的相关性；受试者工作特征曲线（ROC）及

曲线下面积（AUC）分析血清 PCT、NT⁃pro BNP在ARDS患者预后诊断中的价值。结果 轻度组、中度组

及重度组性别、年龄、呼吸频率、吸氧浓度、平均动脉压（MAP）、中心静脉压（CVP）、白细胞计数（WBC）、

血红蛋白（Hb）、白蛋白（ALB）比较，差异无统计学意义（P>0.05）。轻度组、中度组及重度组RICU住院时

间、机械通气时间、氧合指数（OI）、心率（HR）、PCT、NT⁃proBNP、SOFA 及 APACHEⅡ评分比较，差异具

有统计学意义（P<0.05）。PCT 与 SOFA 及 APACHEⅡ评分存在明显正相关性，NT⁃proBNP 与 SOFA 及

APACHEⅡ评分存在明显负相关性，差异具有统计学意义（P<0.05）。存活组与死亡组血清 PCT、

NT⁃proBNP 水平比较差异具有统计学意义（P<0.05）。ROC 曲线结果显示，PCT、NT⁃proBNP 及两者

联合诊断的 AUC 分别为 0.847（95%CI 0.795~0.900）、0.729（95%CI 0.657~0.802）、0.932（95%CI 0.899~
0.965）。结论 血清 PCT、NT⁃pro BNP对于预测ARDS患者病情严重程度及预后具有显著价值，可作为

ARDS早期诊断的参考指标。

［关键词］ 急性呼吸窘迫综合征；降钙素原；N末端B型脑钠肽前体

Changes and significance of serum PCT and NT⁃proBNP levels in patients with
acute respiratory distress syndrome
YANG Huiliang★，LI Ying，BA Xiaotong
（Department of Emergency Medicine，Daxing Teaching Hospital，Capital Medical University，Beijing，
China，102600）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the changes and significance of serum procalcitonin（PCT）
and N⁃terminal B⁃type natriuretic peptide precursor（NT⁃proBNP）in patients with acute respiratory distress
syndrome（ARDS）. Methods A total of 96 patients with ARDS treated in our hospital from October 2017 to
October 2019 were selected and divided into mild group（n=39），moderate group（n=31），and severe group
（n=26）according to the severity of their patients.），And observe the 28⁃day deaths of patients in the hospital.
They were divided into survival group（n=84）and death group（n=12）. Patients􀆳 clinical baseline data，serum
factors and other indicators were recorded. Differences between the groups were compared. Spearman test was
used to analyze serum PCT，The correlation between NT⁃pro BNP and SOFA and APACHEⅡ；the receiver
operating characteristic curve（ROC）and the area under the curve（AUC）analyzed the value of serum PCT
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and NT ⁃ pro BNP in the prognosis diagnosis of ARDS patients. Results Defferences in gender，age，
respiratory rate，oxygen concentration，mean arterial pressure（MAP），central venous pressure（CVP），white
blood cell count（WBC），hemoglobin（Hb），albumin（ALB ） in mild，moderate and severe groups no
statistical significance （P>0.05）. There were statistically significant differences in hospitalization time，
mechanical ventilation time，oxygenation index（OI），heart rate（HR），PCT，NT ⁃ pro BNP，SOFA，and
APACHE Ⅱ scores in the mild，moderate and severe groups（P<0.05）. There was a significant positive
correlation between PCT and SOFA and APACHEⅡ scores，and a significant negative correlation between NT⁃
pro BNP and SOFA and APACHEⅡ scores（P<0.05）. The differences in serum PCT and NT⁃pro BNP levels
between the survival group and the death group were statistically significant（P<0.05）. ROC curve results
showed that the AUC of PCT，NT⁃pro BNP，and the combined diagnosis were 0.847（95%CI 0.795~0.900），

0.729（95%CI 0.657~0.802），0.932（95%CI 0.899~0.965）. Conclusion Serum PCT and NT⁃pro BNP have
significant value in predicting the severity and prognosis of patients with ARDS，and can be used as reference
indicators for early diagnosis of ARDS.

［KEY WORDS］ Acute respiratory distress syndrome；Procalcitonin；N ⁃ terminal B ⁃ type natriuretic
peptide precursor

急性呼吸窘迫综合征（Acute respiratory dis⁃
tress syndrome，ARDS）是临床上较为常见的一类

急危重症，患者以弥漫性内皮和肺泡损伤为主要

特征，可导致患者肺泡水肿、气体交换功能崩溃及

低氧性呼吸衰竭等，患者死亡率较高。大量生物

学标志物与 ARDS 的发生发展及预后密切相关，

寻找可靠的分子标志物对于其临床诊疗及患者预

后具有重要意义［1］。ARDS直接或间接损伤肺部，

并可累及全身多个器官，炎症因子激增是 ARDS
的主要发病机制，中性粒细胞、巨噬细胞的聚集活

化，促进大量炎症趋化因子产生和损伤肺组织［2］。

降钙素原（Procalcitonin，PCT）为机体感染和炎症

反应的有效生物标志物，与患者感染严重程度及

预后关系密切［3］。N 末端 B 型脑钠肽前体（N⁃ter⁃
minal B⁃type natriuretic peptide precursor，NT⁃proB⁃
NP）反映了心室功能及负荷情况，而研究发现多种

炎症因子可以刺激其基因转录和表达［4］。因此，本

研究对急性呼吸窘迫综合征患者血清 PCT、NT⁃
proBNP 水平变化及意义进行了探究，以期为 AR⁃
DS患者的临床诊疗和预后改善提供有效支持。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2017年 10月至 2019年 10月收治的

96例ARDS患者。根据柏林定义ARDS诊断标准

评［5］估患者病情严重程度，并分为轻度组（200
mmHg<PaO2/FiO2≤300 mmHg，n=39）、中度组（100
mmHg<PaO2/FiO2≤200 mmHg，n=31）和 重 度 组

（PaO2/FiO2≤100 mmHg，n=26），并观测患者住院

28d 死亡情况，分为生存组（n=84）和死亡组（n=
12）。纳入标准：①符合“柏林定义”关于ARDS的

诊断标准［5］；②发病至入院时间<24 h；③肺部X线

显示双肺有斑片状阴影；④患者或家属知情同意

并签署知情同意书。排除标准：①合并肝、肾 、心

等重要脏器功能异常者；②合并大面积肺栓塞、慢

性阻塞性肺病、肺动脉高压、恶性肿瘤、免疫功能

异常及精神疾病患者；③多脏器衰竭终末期或入

院 24 h 内死亡患者；④其他因素所致无法配合完

成此研究者。3组患者在性别、年龄上比较差异无

统计学意义（P>0.05），具有可比性。

1.2 方法

记录所有患者性别、年龄等临床基线资料，根

据患者病情给予平喘解痉、祛痰、抗炎、抗感染、纠

正水电解质酸碱平衡、呼吸机辅助等治疗，统计患

者机械通气时间、呼吸重症监护病房（Respiratory
intensive care unit，RICU）住院时间、呼吸频率、吸

氧浓度等指标。

所有患者入院后测量平均动脉压（Mean arteri⁃
al pressure，MAP）、中 心 静 脉 压（Central venous
pressure，CVP）、心率（Heart rate ，HR）、氧合指数

（Oxygenation index ，OI）指标，抽取 5 mL空腹静脉

血，采用迈瑞BS⁃220全自动生化分析仪（深圳迈瑞

生物医疗电子股份有限公司）测定白细胞计数

（White blood cell count，WBC）、血红蛋白（Hemo⁃
globin，Hb）、白蛋白（Albumin，ALB）水平。PCT采

用 BRAHMS 快速半定法（PCT⁃Q）测定，NT⁃pro
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BNP 采用酶联免疫吸附法（ELISA）测定，试剂盒

均购自北京中山金桥生物技术有限公司。患者入

院 28d 后采用序贯器官功能衰竭（Sequential Or⁃
gan Failure Assessment，SOFA）评分及急性生理学

及 慢 性 健 康 状 况 评 分 Ⅱ（acute physiology and
chronic health evaluation scoring system，APACHE
Ⅱ）评估患者预后情况，均分数越高，患者预后

越差。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件进行数据分析，计数资料

以 n表示，计量资料以（x ± s）表示，两两比较采用 t
检验，多组间比较采用单因素方差分析；Spearman
检 验 分 析 血 清 PCT、NT ⁃ proBNP 与 SOFA、

APACHEⅡ 的 相 关 性 ；受 试 者 工 作 特 征 曲 线

（ROC）及曲线下面积（AUC）分析血清 PCT、NT⁃
pro BNP 在 ARDS 患者预后诊断中的价值。P<
0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同严重程度ARDS患者基线资料比较

轻度组、中度组及重度组患者性别、年龄比

较，差异无统计学意义（P>0.05）；3组患者RICU住

院时间、机械通气时间比较，差异具有统计学意义

（P<0.05），且随着患者病情加重，RICU住院时间、

机械通气时间显著增加。见表 1。

2.2 不同严重程度ARDS患者临床资料比较

轻度组、中度组及重度组患者呼吸频率、吸氧

浓度、MAP、CVP、WBC、Hb、ALB 比较，差异无统

计学意义（P>0.05）。轻度组、中度组及重度组OI、
HR、PCT、NT⁃pro BNP、SOFA 及 APACHEⅡ评分

比较，差异具有统计学意义（P<0.05），且随着患者

病情加重，OI 显著降低，HR、PCT、NT⁃pro BNP、
SOFA及APACHEⅡ评分显著升高。见表 2。

组别

轻度组

中度组

重度组

F值

P值

n

39
31
26

年龄
（岁）
67.8±3.7
68.5±4.5
67.3±4.1
0.473
0.630

性别
（男/女）

23/16
17/14
15/11
0.011
0.9182

RICU住院
时间（d）
5.7±0.9
9.2±1.9a

16.8±3.5ab

17.650
0.000

机械通气
时间（d）
5.1±1.1
8.8±1.7a

15.9±3.6ab

17.145
0.000

注：与轻度组比较，aP<0.05；与中度组比较，bP<0.05。

表 1 不同严重程度ARDS患者基线资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of baseline data of patients with ARDS
of different severity（x ± s）

项目

呼吸频率（次/min）
吸氧浓度（L/min）

OI
MAP（mmHg）
CVP（cmH2O）
HR（次/min）
WBC（×109/L）

Hb（g/L）
ALB（g/L）

PCT（ng/mL）
NT⁃pro BNP（ng/L）

SOFA（分）

APACHEⅡ（分）

轻度组（n=39）
29.8±4.0
0.6±0.2

118.2±9.9
85.3±11.5
9.3±2.9
93.8±7.2
6.7±1.8

116.8±22.4
28.8±5.3
5.2±1.7

1399.5±164.2
7.1±1.7
15.3±3.6

中度组（n=31）
31.5±4.4
0.7±0.4
96.4±7.8
84.4±10.9
8.7±3.1
98.3±8.1a

7.2±2.0
113.8±21.9
27.6±4.6
7.2±1.8a

2427.8±207.5a

8.7±1.1a

19.2±4.1a

重度组（n=26）
31.6±3.8
0.7±0.5
84.3±8.3
81.8±11.7
8.3±3.6

113.1±11.4ab

7.5±2.6
109.8±24.5
27.0±5.2
9.6±2.3ab

4438.6±369.7ab

10.1±3.2 ab

25.2±3.9ab

F值

1.874
1.067
19.787
1.470
1.526
10.163
1.838
1.522
1.669
11.104
55.514
5.688
13.251

P值

0.064
0.293
0.000
0.145
0.130
0.000
0.069
0.131
0.098
0.000
0.000
0.000
0.000

表 2 不同严重程度ARDS患者临床资料比较（x ± s）

Table 2 Comparison of clinical data of patients with ARDS of different severity（x ± s）

注：与轻度组比较，aP<0.05；与中度组比较，bP<0.05。

2.3 ARDS 患 者 血 清 PCT、NT ⁃ pro BNP 与

APACHEⅡ、SOFA评分的相关性分析

PCT与SOFA（r=0.492，P=0.000）及APACHEⅡ
（r=0.473，P=0.000）评分存在明显正相关性，NT⁃pro
BNP与 SOFA（r=0.416，P=0.000）及APACHEⅡ（r=

0.485，P=0.000）评分存在明显负相关性，差异具有

统计学意义（P<0.05）。
2.4 不同预后 ARDS 患者血清 PCT、NT⁃pro BNP
水平比较

存活组患者血清 PCT水平显著低于死亡组患
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组别

存活组

死亡组

t值
P值

n
84
12

PCT(ng/mL)
6.6±1.9
10.3±2.8
4.434
0.001

NT⁃pro BNP(ng/L)
1576.3±163.5
4722.1±405.2

26.586
0.000

表 3 不同预后ARDS患者血清 PCT、NT⁃pro BNP水平

比较（x ± s）

Table 3 Comparison of serum PCT and NT-pro BNP levels
in patients with ARDS with different prognosis（x ± s）

曲线源
PCT
NTproBNP
联合检测
参考线

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

图 1 PCT、NT⁃pro BNP对于ARDS患者预后诊断的

ROC曲线

Figure 1 ROC curve of PCT and NT⁃pro BNP for prognosis
diagnosis of ARDS patients

者，NT⁃pro BNP水平显著高于死亡组患者，差异具

有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.5 PCT、NT⁃pro BNP 对于 ARDS 患者预后诊断

的ROC曲线

ROC曲线结果显示，PCT、NT⁃pro BNP及两者

联 合 诊 断 的 AUC 分 别 为 0.847（95%CI 0.795~
0.900）、0.729（95%CI 0.657~0.802）、0.932（95%CI
0.899~0.965），当 PCT 为 6.3 ng/mL 时，其诊断敏感

度为 0.835、特异度为 0.759，当 NT ⁃ pro BNP 为

2794.5 ng/L 时，其诊断敏感度为 0.721，特异度为

0.729，联 合 诊 断 的 敏 感 度 为 0.913，特 异 度 为

0.906。见图 1。

3 讨论

ARDS 常发生于休克、严重创伤、感染及烧伤

等，死亡率极高，严重危害了患者的生命健康及生

活质量。ARDS的发病与全身炎症有着密切关系，

研究认为抗炎因子、促炎因子动态平衡被打破导

致机体发生细胞炎性因子失控性释放，进而导致

ARDS 和急性肺损伤（ALI）的发生［6⁃7］。另有研究

报道［8］，炎症因子水平异常升高贯穿于ARDS发生

发展的整个过程，相关炎症反应加剧凝血过程，导

致 ARDS 患者肺微血管内血栓形成的病理变化。

本研究对 ARDS 患者机体炎症相关细胞因子与患

者疾病程度及预后的相关性进行探究，以期为AR⁃
DS 患者的临床诊疗和预后评估提供依据。本研

究结果显示，ARDS患者随着病情加重，OI逐渐降

低，HR显著增加，MAP、CVP、呼吸频率、血常规指

标出现细微变化，这是因为病情越严重，患者血清

炎症反应和炎症损伤越严重，促进了肺组织及微

血管透明膜物理性屏障损伤，并加重了心室负荷

和功能障碍；随着 ARDS患者病情加重，患者发生

局部肺栓塞的风险也越高，溶解酶原、纤维蛋白激

活也越严重，患者疾病越严重，预后越差［9］。

PCT为一种含有 116个氨基酸的蛋白质，其为

降钙素的前提激素，正常机体中 PCT 主要由甲状

腺 C细胞分泌并经细胞内蛋白水解酶水解的主要

活性成分。正常人体中 PCT含量极低，但在创伤、

感染和脓毒症等患者中 PCT明显升高。PCT反映

了机体炎症反应的活跃程度，并对于严重感染诊

断具有较高的灵敏度和特异度［10⁃11］。本研究中，随

着患者疾病程度加重，血清 PCT 水平明显升高。

提示，随着患者病情恶化，PCT 出现进行性升高。

脑钠肽（BNP）是由心室分泌的脑钠肽前体裂解而

成，并生成 NT⁃pro BNP。NT⁃pro BNP 稳定性好，

半衰期较长，可作为反应机体 BNP 水平的有效指

示指标［12］。NT⁃pro BNP升高与心脏压力负荷升高

及功能障碍有关，ARDS患者低氧血症导致肺血管

收缩和栓塞，导致心肌氧输送及心输出量减少，心

脏压力负荷和功能失代偿明显增加，并随病情发

展，这种现象进一步加剧［13］。NT⁃pro BNP 升高还

与ARDS患者肺动脉高压及心功能不全有关，研究

表明［14］中枢神经系统、甲状腺、肺部等心脏外组织

存在 BNP 转录基因，但其分泌功能较心肌细胞

低。还有研究表明［15］，IL⁃6、TNF⁃α、内毒素等炎症

因子可通过炎症介质通路刺激心肌细胞 BNP相关

基因，从而促进NT⁃pro BNP水平增加。 综 上 所

述，血清 PCT、NT⁃pro BNP对于预测ARDS患者病

情严重程度及预后具有显著价值，可作为 ARDS
早期诊断的参考指标。
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人附睾蛋白 4和趋化因子配体 9在狼疮性肾炎诊断
及预后的应用价值

魏华★ 张彩凤 王佳丽

［摘 要］ 目的 探讨人附睾蛋白 4（HE4）、趋化因子配体 9（CXCL9）在狼疮性肾炎（LN）诊断及预

后的应用价值。 方法 选取本院 2016年 1月~2018年 1月收治的 82例 LN 患者作为研究组，另选取 80
例系统性红斑狼疮（SLE）未合并 LN患者作为对照组。检测、对比两组入院时血清HE4、CXCL9水平，应

用受试者工作（ROC）曲线分析血清 HE4、CXCL9 水平诊断价值。研究组均给予常规治疗，共治疗 6 个

月，治疗后随访 1年，根据是否发生复合肾脏终点事件分为预后不良者与预后良好者。统计对比两者入

院时、治疗 6个月后血清 HE4、CXCL9水平，采用 Logistic 回归分析 LN预后影响因素，应用 ROC曲线分

析血清 HE4、CXCL9 水平对预后不良的预测价值。结果 研究组入院时血清 HE4、CXCL9 水平高于对

照组（P<0.05）；ROC曲线分析显示，血清HE4、CXCL9联合诊断AUC为 0.773，大于HE4（0.670）、CXCL9
（0.613），当 HE4 截断值>160.07 U/mL、CXCL9 截断值>218.93 pg/mL 时，敏感度为 76.83%，特异度为

76.25%；预后不良者治疗 6个月后血清HE4、CXCL9水平高于预后良好者（P<0.05）；Logistic回归分析显

示，SLEDAI评分（OR=2.820）、血清HE4（OR=1.283）、CXCL9（OR=2.141）水平是 LN预后的重要影响因素

（P<0.05）；ROC 曲线分析显示，治疗 6 个月后 CXCL9 预测预后不良 AUC 为 0.670，大于 HE4（0.667），

当截断值>191.88时，敏感度为 60.00%，特异度为 76.12%。结论 血清HE4、CXCL9在 LN中呈高表达状

态，联合检测具有良好诊断价值，是预后的重要影响因素，可作为预后不良的预测因子。

［关键词］ 狼疮性肾炎；趋化因子配体 9；人附睾蛋白 4；复合肾脏终点事件

The application value of human epididymis protein 4 and chemokine ligand 9
in the diagnosis and prognosis of lupus nephritis
WEI Hua★，ZHANG Caifeng，WANG Jiali
（Department of nephrology，Xinxiang central hospital，Xinxiang，Henan，China，453000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the value of human epididymis protein 4（HE4）and chemo⁃
kine ligand 9（CXCL9）in the diagnosis and prognosis of lupus nephritis（LN）. Methods 82 patients with
LN who were admitted to our hospital were enrolled from January 2016 to January 2018. Eighty patients with
systemic lupus erythematosus（SLE）without LN were selected as the control group. Serum HE4 and CXCL9
levels were measured and compared between the two groups. The diagnostic value of serum HE4 and CXCL9
levels was analyzed by using the receiver work（ROC）curve. All the patients in the study group received rou⁃
tine treatment for 6 months. After the treatment，they were followed up for 1 year. According to whether the
compound renal endpoint occurred，the patients with poor prognosis and prognosis were classified. The serum
levels of HE4 and CXCL9 were measured at the time of admission and 6 months after treatment. Logistic re⁃
gression analysis was used to analyze the prognostic factors of LN. The ROC curve was used to analyze the pre⁃
dictive value of serum HE4 and CXCL9 levels for poor prognosis. Results The levels of serum HE4 and CX⁃
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CL9 in the study group were higher than those in the control group（P<0.05）. The ROC curve analysis showed
that the combined AUC of serum HE4 and CXCL9 was 0.773，which was greater than HE4（0.670）and CX⁃
CL9（0.613），when the cutoff value of HE4>160.07 U/mL and the cutoff value of CXCL9>218.93 pg/mL，the
sensitivity was 76.83% and the specificity was 76.25%；the serum HE4 and CXCL9 levels were higher than
those with good prognosis after 6 months of treatment（P<0.05）. Logistic regression analysis showed that SLE⁃
DAI score（OR=2.820），serum HE4（OR=1.283），and CXCL9（OR=2.141）levels were important factors af⁃
fecting the prognosis of LN（P<0.05）；the ROC curve analysis showed that CXCL9 predicted a poor prognosis
AUC of 0.670 after treatment for 6 months，which was greater than HE4.（0.667），when the cutoff value
was >191.88，the sensitivity was 60.00% and the specificity was 76.12%. Conclusion Serum HE4 and CX⁃
CL9 are highly expressed in LN. Combined detection has good diagnostic value and is an important prognostic
factor. It can be used as a predictor of poor prognosis.

［KEY WORDS］ Lupus nephritis；Chemokine ligand 9；Human epididymis protein 4；Composite renal
endpoint

狼疮性肾炎（Lupus nephritis，LN）属于系统性

红斑狼疮（Systemic lupus erythematosus，SLE）最常

见且严重并发症之一，可明显提高心血管疾病、终

末期肾病发生风险［1⁃2］。目前，临床尚无根治 LN手

段，患者通常预后较差。据流行病学调查显示，肾

脏受累在我国 SLE患者死亡原因中仅次于感染居

于第二位［3］。积极探索可靠诊断及预后相关指标

对及时调整治疗方案、改善预后情况、降低死亡风

险具有重要意义。相关研究表明，趋化因子配体 9
（CXCL9）属于趋化因子家族重要成员，可结合受

体介导细胞迁移，激活免疫活性细胞、抗原递呈细

胞，调控机体免疫机制，参与 SLE 发病、进展过

程［4］。另有文献指出，慢性肾脏疾病造成肾脏受损

后，肾远曲小管可释放人附睾蛋白 4（Human epi⁃
didymal protein 4，HE4）进入血液，导致其血清含量

异常升高［5］。但关于两者在 LN 诊断与预后的价

值仍缺乏循证依据。基于此，本研究首次综合分

析 HE4、CXCL9 在 LN 诊断及预后的应用价值，旨

在为临床诊治该病提供参考依据。详情如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2016 年 1 月~2018 年 1 月收治的 82
例 LN 患者作为研究组，男性 12 例，女性 70 例，年

龄 20~63 岁，平均年龄（35.31±7.33）岁，肾功能指

标：血肌酐（126.30±35.27）μmol/L，尿素氮（9.22±
2.05）mmol/L。 另 选 取 80 例 系 统 性 红 斑 狼 疮

（SLE）未合并 LN 患者作为对照组，男性 11 例，女

性 69例，年龄 21~64岁，平均年龄（36.48±6.90）岁，

肾功能指标：血肌酐（98.23±27.76）μmol/L，尿素氮

（7.81±1.75）mmol/L。两组年龄、性别等一般资料

均衡可比（P>0.05），两组肾功能指标（血肌酐、尿

素氮）相比，差异有统计学意义（P<0.05）。本研究

经我院伦理委员会审批通过。

纳入标准：①研究组均经临床诊断、肾组织活

检证实为 LN，且符合美国风湿病学会制定的 LN
相关诊断标准［6］；②对照组均确诊为 SLE，且未合

并 LN；③两组临床资料完整；④患者及家属均知情

本研究方案，自愿签署知情承诺书。排除标准：①伴

有恶性肿瘤疾病者；②存在慢性炎症性疾病、免疫

性疾病者；③心肝肺等其他重要脏器严重功能异

常者；④合并其他急慢性肾脏疾病者；⑤参与本

研究前 1 个月内服用细胞毒性药物或免疫抑制剂

者；⑥伴有全身感染性疾病者；临床资料缺失者。

1.2 方法

1.2.1 检测方法

采集空腹静脉血 4 mL，离心处理，离心速率为

2 500 r/min，离心半径为 15 cm，离心时间为 10
min，取上清液，保存于-70℃条件下，待检。采用化

学发光法检测血清HE4水平，购自美国雅培公司的

全自动化学发光分析仪及配套试剂盒进行检测；采

用酶联免疫吸附法检测血清 CXCL9水平，选择购

自美国 BIOTEK 公司的酶标检测仪（Elx800 型）及

试剂盒进行检测，严格按照说明书实施操作步骤。

1.2.2 治疗方法

研究组所有患者均给予泼尼松，初期口服 1.0
mg/（kg·d），2 个月后减少剂量至 10 mg/d；来氟米

特最初 3 d 负荷量 50 mg/d，之后口服 20 mg/d；
厄贝沙坦口服 100 mg/次，1 次/d。共治疗 6 个月。

随访 1年，统计复合肾脏终点事件发生情况，主要
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包括终末期肾病、血清肌酐倍增、肾小球滤过率

（eGFR）下降≥50%、全因死亡。

1.4 统计学处理

使用 SPSS 24.0 软件进行数据处理，计量资料

以（x ± s）表示，t检验，计数资料以 n（%）表示，c2检

验，采用 Logistic回归分析探究 LN预后影响因素，

应用 ROC 曲线分析血清 HE4、CXCL9 水平对 LN
诊断及预测预后价值，P<0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 两组入院时血清HE4、CXCL9水平

研究组入院时血清 HE4、CXCL9 水平高于对

照组（P<0.05），见表 1。

2.2 血清HE4、CXCL9水平诊断价值

ROC 曲线分析显示，血清 HE4、CXCL9 联合

诊 断 AUC 为 0.773，大 于 HE4（0.670）、CXCL9
（0.613），当 HE4 截断值>160.07 U/mL、CXCL9 截

断值>218.93 pg/mL，敏感度为 76.83%，特异度为

76.25%。见表 2。
2.3 不同预后患者一般资料

治疗随访 1 年，无脱落病例，共发生复合肾脏

终点事件 15例，包括 2例全因死亡、8例终末期肾

病、5例肾小球滤过率（eGFR）下降≥50%。预后良

好者年龄、性别、病程与预后不良者相比，差异无

统计学意义（P>0.05）；预后良好者 SLE 疾病活动

指数（SLEDAI）评分低于预后不良者（P<0.05），见

表 3。

2.4 不同预后患者入院时、治疗 6 个月后血清

HE4、CXCL9水平

两者入院时血清 HE4、CXCL9 水平无明显差

异（P>0.05）；预 后 不 良 者 治 疗 6 个 月 后 血 清

HE4、CXCL9 水平高于预后良好者（P<0.05），见

表 4。

组别

研究组

对照组

t值
P值

n
82
80

HE4（U/mL）
184.35±62.24
126.27±58.82

6.101
<0.001

CXCL9（pg/mL）
234.46±42.09
207.11±38.20

4.328
<0.001

表 1 两组入院时血清HE4、CXCL9水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum HE4 and CXCL9 levels in
two groups at admission（x ± s）

指标

HE4

CXCL9

两者联合

AUC

0.670

0.613

0.773

95%CI

0.588~0.753

0.526~0.700

0.697~0.848

Z统计

4.044

2.559

7.092

P值

<0.001

0.011

<0.001

截断值

>162.08 U/mL

>221.07 pg/mL

HE4>160.07 U/mL、CXCL9>218.93 pg/mL

敏感度（%）

45.12

75.61

76.83

特异度（%）

81.25

43.75

76.25

表 2 ROC分析结果

Table 2 ROC analysis results

表 3 不同预后患者一般资料比较（x ± s）

Table 3 Comparison of General information of patients with
different prognosis（x ± s）

资料

年龄（岁）

病程（年）

性别（男/女）

SLEDAI评分（分）

预后良好者
（n=67）

35.14±7.06
1.60±0.49

10/57
12.80±2.33

预后不良者
（n=15）

36.09±6.57
1.74±0.61

2/13
17.16±2.51

t/c2值

0.477
0.955
0.061
6.461

P值

0.635
0.342
0.805

＜0.001

组别

预后不良者组

预后良好者组

t值
P值

n

15
67

HE4（U/mL）

入院时

193.39±35.49
182.32±31.26

1.210
0.230

治疗 6个月后

137.58±27.25
116.19±24.17

3.027
＜0.05

CXCL9（pg/mL）

入院时

247.73±38.84
231.49±34.77

1.601
0.113

治疗 6个月后

201.85±33.51
174.31±28.26

3.297
＜0.05

表 4 不同预后患者入院时、治疗 6个月后血清HE4、CXCL9水平（x ± s）

Table 4 Serum HE4 and CXCL9 levels at admission to patients with different prognosis at 6 months after treatment（x ± s）
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2.5 LN预后影响因素分析

以是否发生预后不良事件作为因变量（未发

生预后不良事件赋值为 0，发生预后不良事件赋值

为 1），将 SLEDAI 评分、血清 HE4、CXCL9 水平作

为自变量，纳入 Logistic 多因素回归分析模型，结

果显示，SLEDAI 评分、血清 HE4、CXCL9 水平是

LN预后的重要影响因素（P<0.05），见表 5。

2.6 血清HE4、CXCL9水平对预后不良的预测价值

ROC 曲线分析显示，治疗 6 个月后 CXCL9 预

测预后不良 AUC 为 0.670，大于 HE4（0.667），当截

断 值 >191.88 时 ，敏 感 度 为 60.00% ，特 异 度 为

76.12%。图 1。

3 讨论

据相关资料数据统计显示，与无肾脏累及的

SLE 患者相比，LN 患者死亡率高 2.23 倍，一旦发

生终末期肾病，则将死亡风险升高至 9.2 倍，防治

形势极为严峻［7］。目前，肾组织活检是临床诊断

LN金标准，对治疗及预后判断均具有较高应用价

值，但其属于有创检查方式，操作可重复性差，加

之采取肾组织标本有限，无法全面反映肾组织病

理改变［8］。因此，寻找易获取、非侵入性且灵敏的

生物学标志物成为临床重要研究方向。

HE4 属于新型肿瘤标志物，主要表达于近端

气管上皮、生殖道、肾脏远曲小管、结肠黏膜、乳腺

上皮，在正常人体内表达较低［9⁃10］。既往临床研究

多侧重HE4与卵巢癌、子宫内膜癌、肺癌等恶性肿

瘤发生之间关系分析，证实其与多种恶性病变密

切相关［11⁃12］。近年来，HE4在肾功能损伤方面的相

关机制成为国内外研究热点。桑国耀等［13］报道发

现，血清 HE4 在慢性肾脏疾病中具有较高辅助诊

断价值，其表达水平与病情严重程度呈正相关，有

利于准确判断疾病分期，提示血清 HE4 可能参与

肾脏组织病理改变过程。本研结果显示说明血清

HE4在 LN中呈异常高表达趋势，且与预后情况密

切相关。同时，李红卫等［14］研究在 SLE 患者预后

和风险评估中进行多项指标检测，证实血清 HE4
在其诊疗及预后中具有重要意义。

临床普遍认为，LN病理进展的主要机制是免

疫复合物形成、沉积于肾小球，导致肾组织细胞产

生大量细胞因子，造成免疫细胞功能异常［15］。文献

指出，CXCL9属于 IFN⁃γ诱导型CXC类趋化因子，

是一种高效淋巴细胞趋化剂，与系统性、器官特异

性自身免疫疾病发病机制密切相关［16］。CXCL9与

受体结合后，可激活 CD4 阳性的 T 细胞、杀伤细

胞、巨噬细胞，促使其移动、积聚，最终形成免疫性

炎性反应［17］。而 LN患者系膜增生程度异常升高、

T淋巴细胞显著增加被认为与 CXCL9表达在病变

发生后持续升高密切相关［18］。本研究还发现，治

疗 6 个月后，LN 患者血清 CXCL9 明显下降，预后

良好者下降幅度较为明显，且 Logistic回归分析显

示，血清 CXCL9 水平是 LN 预后的重要影响因

素。提示较高血清 CXCL9水平会影响预后，临床

应予以重视，及早给予针对性治疗措施。

本研究结果说明临床针对 LN 患者可通过检

测血清HE4、CXCL9水平辅助疾病诊断，并于治疗

期间监测两者血清水平变化预测预后结局，有利

于及时调整治疗方案，积极改善预后情况。

综上可知，血清 HE4、CXCL9 在 LN 中呈高表

达状态，联合检测具有良好诊断价值，是预后的重

要影响因素，可作为预后不良的预测因子。

参考文献
［1］ 董雅倩，卢宪媛，唐斓，等 .狼疮性肾炎发病机制、生物标志物及

治疗现状研究进展［J］. 实用医学杂志，2018，34（10）：33⁃37.

［2］ 冯韵霖，牟俊杰，张萍，等 . 不同分型狼疮性肾炎的潜在临

床预测指标［J］. 西部医学，2018，30（2）：234⁃237.

变量

SLEDAI评分

血清HE4
血清CXCL9

b值

1.037
0.249
0.761

S.E.值

0.425
0.131
0.308

Wald/
c2值

5.949
3.620
6.109

OR值

2.820
1.283
2.141

95%CI

1.558~5.103
1.020~1.614
1.319~3.475

P值

0.001
0.001
0.001

表 5 LN预后影响因素分析

Table 5 Analysis of factors affecting LN prognosis

100

80

60

40

20

0

敏
感

性

0 20 40 60 80 100
100⁃特异性

CXCL9
HE4

图 1 血清HE4、CXCL9预测预后不良 ROC曲线

Figure 1 Serum HE4, CXCL9 predict prognosis ROC curve

·· 476



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

［3］ Wang Z，Wang Y，Zhu R，et al. Long ⁃Term Survival and

Death Causes of Systemic Lupus Erythematosus in China［J］.

Medicine（Baltimore），2015，94（17）：e794.

［4］ 王倩，刘伟，卢葳，等 . 系统性红斑狼疮患者血清中趋化因

子 CXCL9，CXCL10及 CXCL11的检测［J］. 中国皮肤性病

学杂志，2015，29（2）：125⁃128.

［5］ 李安平，刘洪梅，李婵，等 . 血清 ProGRP 和 HE4 在慢性肾

脏病患者中的临床意义［J］. 标记免疫分析与临床，2017，

24（10）：50⁃52.

［6］ Hahn BH，Mcmahon MA，Wilkinson A，et al. American

College of Rheumatology guidelines for screening， treat⁃

ment，and management of lupus nephritis［J］. Arthritis Care

Res（Hoboken），2012，64（6）：797⁃808.

［7］ Mok CC，Kwok RC，Yip PS. Effect of renal disease on the

standardized mortality ratio and life expectancy of patients

with systemic lupus erythematosus［J］. Arthritis Rheum，

2013，65（8）：2154⁃2160.

［8］ 徐黎明，沈军 . 血清瘦素和脂联素联合检测在狼疮性肾炎

诊断中的价值［J］. 检验医学，2019，34（5）：401⁃404.

［9］ 李玮珊，王丹波 . 肿瘤标志物 HE4 在卵巢癌中的应用研究

进展［J］. 现代肿瘤医学，2019，27（6）：196⁃199.

［10］ 单峰，乔海风，刘曼华，等 . T⁃型钙离子通道、CA125及HE4

在上皮性卵巢癌中检测探讨［J］. 中国计划生育学杂志，

2019，27（3）：119⁃121.

［11］ 沈红良，李娜 . 肺癌患者血清HE4、CEA、NSE水平变化及临

床诊断价值［J］. 检验医学与临床，2018，15（1）：109⁃112.

［12］ Dong C，Liu P，Li C.Value of HE4 Combined with Cancer

Antigen 125 in the Diagnosis of Endometrial Cancer［J］. Paki⁃

stan J Med Sci，2017，33（4）：1013⁃1017.

［13］ 桑国耀，胡金伟，张朝霞 . 血清HE4在慢性肾脏疾病分期中

的诊断价值［J］. 标记免疫分析与临床，2019，26（1）：45⁃48.

［14］ 李红卫，曹建霞，陈丽 . 多项检测在系统性红斑狼疮患者预

后和风险评估中的作用［J］. 中国卫生检验杂志，2017，27

（11）：78⁃80.

［15］ 赵韶静，曾艳，李正东 . 狼疮性肾炎患者 IL⁃15表达情况及免

疫病理损伤特点［J］. 免疫学杂志，2019，35（5）：439⁃443.

［16］ Kuo P，Tuong Z K，Teoh S M，et al. HPV16E7 Induced Hy⁃

perplasia Promotes CXCL9/10 Expression and Induces CX⁃

CR3+ T cell Migration to Skin［J］. J Invest Dermatol，2018，

138（6）：1348⁃1359.

［17］ Tajfirouz D，West DM，Yin XT，et al. CXCL9 compensates

for the absence of CXCL10 during recurrent Herpetic stromal

keratitis［J］. Virology，2017，63（506）：7⁃13.

［18］ 林秋萍 . 趋化因子 CXCL9/10/11在人肾小球系膜细胞上的

表达及在狼疮肾炎诊断中的意义［D］. 福建中医药大学，

2016.

drome in Children and Adults［J］. Crit care med，2020，48

（3）：428⁃430.

［2］ 唐甜，谭利平 . 炎症反应在脓毒症 ARDS 发病机制中的作

用［J］. 重庆医学，2017，46（15）：2146⁃2149.

［3］ Li H，Wang D，Wei W，et al. The Predictive Value of Coef⁃

ficient of PCT × BG for Anastomotic Leak in Esophageal Car⁃

cinoma Patients With ARDS After Esophagectomy［J］. J in⁃

tensive care med，2019，34（7）：572⁃577.

［4］ 唐玉珍，魏继红，张国虎 . 有创与无创机械通气对高龄急性

呼吸窘迫综合征患者血气分析、血浆脑钠肽及 C反应蛋白

水平的影响［J］. 中国老年学杂志，2015，35（9）：2464⁃2465.

［5］ Ranieri VM，Rubenfeld GD，Thompson BT，et al. Acute re⁃

spiratory distress syndrome：the Berlin Definition［J］. JA⁃

MA，2012，307（23）：2526⁃ 2533.

［6］ Bein T，Weber⁃Carstens S，Apfelbacher C，et al. The quality

of acute intensive care and the incidence of critical events

have an impact on health⁃related quality of life in survivors of

the acute respiratory distress syndrome ⁃ a nationwide prospec⁃

tive multicenter observational study［J］. German medical sci⁃

ence，2020，8（1）：277.

［7］ Chambers ED，White A，Vang A，et al. Blockade of equili⁃

brative nucleoside transporter 1/2 protects against Pseudomo⁃

nas aeruginosa⁃induced acute lung injury and NLRP3 inflam⁃

masome activation［J］. FASEB J，2020，34（1）：1516⁃1531.

［8］ 李依，邓磊 . 早期使用肝素对急性呼吸窘迫综合征患者预

后相关指标的影响［J］. 中国药房，2017，28（06）：783⁃786.

［9］ 郭献阳，张明，魏大臻，等 . 辛伐他汀对中重度急性呼吸窘

迫综合征患者炎性反应及凝血功能的影响［J］. 中国全科

医学，2015，18（16）：1931⁃1935.

［10］ 沈红卫，胡佳元 . 乌司他丁联合盐酸氨溴索对老年急性成

人呼吸窘迫综合征患者血清 PCT、sTM、TNF⁃α 水平及氧

化应激的影响［J］. 中国老年学杂志，2020，40（5）：984⁃

986.

［11］ 曾广志，唐召力，陈海玉 . 血液净化联合抗菌药物对 ARDS

合并肺部感染患者 EVLWI及 PCT的影响［J］. 中华医院感

染学杂志，2020，30（2）：189⁃193.

［12］ 李舟文 . NT⁃proBNP在小儿病毒性心肌炎诊断和心功能评估

中的应用［J］. 分子诊断与治疗杂志，2016，8（3）：178⁃181.

［13］ 刘映霞，陈培锦 . 肺保护通气对急性呼吸窘迫综合征患者

的疗效及对右心功能的影响［J］. 中山大学学报（医学版），

2018，39（4）：560⁃565.

［14］ 林化，倪琦，李超乾 . 早期联合监测血管外肺水指数、肺血

管通透性指数及血清氨基末端脑钠肽前体评估急性呼吸

窘迫综合征患者预后的价值［J］. 实用医学杂志，2019，35

（11）：1813⁃1815.

［15］ 王敏 . Pro⁃BNP 与儿童急性肺损伤和急性呼吸窘迫综合征

的相关性研究［J］. 中国临床新医学，2018，11（7）：643⁃

645.

（上接第 472页）

·· 477



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

基金项目：内蒙古自治区应用技术研究项目（20130403）
作者单位：内蒙古医科大学附属医院放疗科，内蒙古，呼和浩特 010050
★通信作者：贾玉玲，E⁃mail：iyjbb299278@163.com

•论 著•

宫颈磷癌组织中 Survivin的表达及其与患者临床病
理特征的关系

额尔德木图 贾玉玲★ 秦晓玲 牛丽蓉 宝莹娜 郁志龙

［摘 要］ 目的 探讨宫颈磷癌组织中凋亡抑制因子（Survivin）的表达及其与患者临床病理特征的

关系。 方法 收集 2012年 8月至 2019年 8月在本科治疗的 200例宫颈磷癌患者的癌组织标本，同时取

经病理检查证实为正常宫颈组织的 200例癌旁组织作为对照。另选取同期在我院经宫颈肿瘤切除术后

病理学诊断确诊的宫颈鳞状上皮内病变的 50 例患者的病理组织。采用免疫组织化学染色法检测宫颈

鳞癌组织、癌旁组织及宫颈鳞状上皮内病变组织中 Survivin 蛋白的表达，采用 PCR 法检测各组织中

Survivin mRNA的表达，并分析宫颈磷癌组织中 Survivin表达与患者临床病理特征的关系。结果 免疫

组织化学结果显示，Survivin 在癌组织中主要定位于细胞质或和细胞核，呈弱阳性至强阳性表达，且

Survivin在细胞核的表达变化随分期增加而表达增强，宫颈磷癌组织中 Survivin总阳性率（100.00%）显著

高于癌旁组织（0.00%）和宫颈鳞状上皮内病变组织（0.00%），差异具有统计学意义（P<0.05）。RT⁃PCR检

测结果显示，Survivin mRNA在宫颈磷癌组织中的相对表达量明显高于癌旁组织和宫颈鳞状上皮内病变

组织，差异有统计学意义（P<0.05），Survivin mRNA 癌旁组织和宫颈鳞状上皮内病变组织组织中的表达

相比差异无统计学意义（P>0.05）。不同 FIGO分期、组织分级、浸润深度及有无淋巴结转移的宫颈癌患

者组织中 Survivin 蛋白及 mRNA 表达情况存在明显差异（P<0.05），但不同年龄的宫颈癌患者组织中

Survivin 蛋白及 mRNA 表达情况无明显差异（P>0.05）。结论 宫颈磷癌组织中 Survivin 的表达明显增

加，且与宫颈磷癌的临床分期、恶性程度及侵袭转移有关。

［关键词］ 宫颈磷癌；Survivin；临床病理特征

The expression of Survivin in cervical phosphorous carcinoma and its
relationship with clinicopathological features
Eerdemutu JIA Yuling★，QIN Xiaoling，NIU Li rong，BAO Ying na，YU Zhilong
（Department of radiotherapy，affiliated hospital of Inner Mongolia medical university，Hohhot，Mongolia，
China，010050）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of Survivin and its relationship with
clinicopathological features of cervical phosphorous carcinoma. Methods From August 2012 to August
2019，200 cases of cancer tissue samples from cervical phosphorus cancer patients were collected，and 200
cases of paracancerous tissues confirmed by pathological examination as normal cervical tissues were taken as
controls. In addition，50 cases of cervical squamous intraepithelial lesions confirmed by pathology after
cervical tumor resection were selected. Immunohistochemical staining was used to detect the expression of
survivin protein in cervical squamous cell carcinoma tissues，paracancerous tissues and cervical squamous
intraepithelial lesion.The expression of survivin mRNA in each tissue was detected by PCR. The relationship
between the expression of Survivin and the clinicopathological features of cervical phosphorous carcinoma was
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analyzed. Results Immunohistochemical results show that survivin is mainly located in the cytoplasm or
nucleus in cancer tissues，and it is weakly positive to strong positive expression. The expression of survivin in
the nucleus is increased with the stage. The total positive rate of survivin（100.00%）in cervical phosphorous
carcinoma tissue was significantly higher than that in paracancerous tissues（0.00%）and cervical squamous
intraepithelial lesion tissue（0.00%），the difference was statistically significant（P<0.05）. RT⁃PCR test results
showed that the relative expression of survivin mRNA in cervical phosphorous carcinoma was significantly
higher than that in adjacent tissues and cervical squamous intraepithelial lesions（P<0.05）. There was no
significant difference in the expression of survivin mRNA between adjacent tissues and cervical squamous
intraepithelial lesions（P>0.05）. There were significant differences in the expression of survivin protein and
mRNA in cervical cancer tissues with different FIGO stages，tissue grades，invasion depth and lymph node
metastasis（P<0.05），but there was no significant difference in the expression of survivin protein and mRNA in
cervical cancer tissues of different ages （P>0.05）. Conclusion Survivin expression in cervical
phosphocarcinoma tissue is significantly increased，and it is related to the clinical stage，malignant degree and
invasion and metastasis of cervical phosphorous carcinoma.

［KEY WORDS］ Cervical cancer；Survivin；Clinicopathological features

宫颈癌是严重威胁女性健康的常见恶性肿

瘤之一，约占女性生殖器官恶性肿瘤的 50%以

上，其中宫颈鳞癌约占宫颈癌的 75%~80%左

右［1］。近年来的流行病学调查研究显示，我国宫

颈癌患者的发病率呈逐年增加和年轻化趋势［2］，

因此，临床对宫颈癌发生及发展过程中相关生物

学指标变化的关注度也在不断提高。Survivin 是

凋 亡 抑 制 因 子（inhibitor of apoptosis proteins，
IAP）家族成员之一，具有抗凋亡、促进细胞增殖

及促进血管新生等重要作用［3⁃4］。近年来有许多

研究显示，Survivin 在人类胃癌［5］、肝癌［6］、肺

癌［7］、乳腺癌［8］等实体瘤肿瘤组织中表达增加。

然而，目前有关 Survivin 在宫颈癌组织中的表达

及其与宫颈癌增殖、侵袭、转移的确切关系尚不

明确，因此，本研究旨在进一步分析宫颈鳞癌组

织中 Survivin 的表达及其与患者临床病理特征的

关系，以期为未来宫颈鳞癌的靶向治疗提供一定

的参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2012年 8月至 2019年 8月在本院收治的

宫颈鳞癌患者 200 例，纳入标准：经临床首次确诊

并通过病理学验证证实为宫颈鳞癌［9］，各项功能性

指标符合研究标准，行为状态评分（Karnofsky Per⁃
formance Status，KPS）70 分以上，具有明确的可测

量病灶者，患者及其家属同意并签署知情同意

书。排除标准：对化疗药物不耐受者，肝、肾功能

存在异常者，病情严重，预计生存期<5 个月者。

患者的平均年龄（54.52±4.23）岁，分期按照国际妇

产 科 协 会（Federation International of Gynecology
and Obstetr，FIGO）分期标准［10］：Ⅰb~Ⅱa 期 13 例、

Ⅱb 期 128 例、Ⅲ期 22 例、Ⅳ期 6 例，有淋巴结转

移 31 例。宫颈鳞癌组织标本为 200 例患者在本

院病理科库存蜡块，同时取经病理检查证实为正

常宫颈组织的 200 例癌旁组织库存蜡块作为对

照。另选取同期在本院经宫颈肿瘤切除术后病理

学诊断确诊的宫颈鳞状上皮内病变的 50例患者的

组织标本作为对照。所有患者及家属均签署知情

同意书。

1.2 免疫组织化学染色法检测各组织中 Survivin
蛋白的表达

应用免疫组织化学染色法检测宫颈鳞癌组

织、癌旁组织及宫颈鳞状上皮内病变组织中

Survivin 蛋白的表达，将厚度为 4 μm 的石蜡切片

经常规脱蜡及水化后，加入 3% H2O2 溶液灭活 20
min，以消除内源性过氧化物酶的活性，再加入柠

檬酸盐缓冲液加热至 100℃，维持 20 min 左右，以

进行抗原修复。将冷却后的切片严格按照 SP 组

织化学试剂盒（陕西信康电子科技公司）说明书要

求进行操作。

1.3 免疫组织化学染色结果判定

免疫组织化学片由 3 位主治以上的病理诊断

医生盲审。阳性结果判定标准［11］：以细胞质及细

胞核中出现颗粒状或弥漫性棕黄色至棕褐色染色

为阳性细胞，否则视为阴性细胞。
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1.4 采 用 RT ⁃ PCR 法 检 测 各 组 织 中 Survivin
mRNA的表达

超声匀浆各组织样本，按 TRIzol试剂盒（上海

生工生物工程股份有限公司）说明书提取组织总

RNA，再逆转录为 cDNA。按照 PCR试剂盒（广州

锐博生物科技有限公司）操作说明书进行。以

GAPDH为内参基因，采用 2⁃ΔΔCt值法分析扩增结果。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 20.00 处理数据，计数资料以 n 表

示，采用秩和检验，计量资料以（x ± s）表示，采用 t
检验或单因素方差分析，以 P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 Survivin蛋白在不同组织中的表达

免疫组织化学结果显示，Survivin 在癌旁组

织和宫颈鳞状上皮内病变组织中均不表达，总

阳性率 均 为 0.00% ，Survivin 在 癌 组 织 中 主 要

定位于细胞质或和细胞核，呈弱阳性至强阳

性表达，且 Survivin 在细胞核的表达变化随分

期增加而表达增强；宫颈磷癌组织中 Survivin
总阳性率显著高于癌旁组织和宫颈鳞状上皮

内病变组织，差异具有统计学意义（P<0.05），

见图 1。

AA BB CC DD

注：（A）癌旁组织阴性-；（B）宫颈癌组织弱阳性+；（C）宫颈癌组织中度阳性++（D）宫颈癌组织强阳性+++

图 1 Survivin在不同组织中的表达（免疫组织化学染色，×40）
Figure 1 The expression of Survivin in different tissues（免疫组织化学染色，×40）

2.2 Survivin mRNA在不同组织中的表达

RT⁃PCR 检测结果显示，Survivin mRNA 在宫

颈磷癌组织（4.46±0.97）中的相对表达量明显高于

癌旁组织（1.17±0.42）和宫颈鳞状上皮内病变组织

（1.29±0.51），差异有统计学意义（P<0.05），Sur⁃
vivin mRNA癌旁组织和宫颈鳞状上皮内病变组织

组织中的表达相比差异无统计学意义（P>0.05）。

2.3 宫颈癌组织中 Survivin的表达与患者临床病

理特征的关系

根据宫颈癌患者的年龄、FIGO 分期、组织分

级、浸润深度、有无淋巴结转移分为不同亚组，比

较各亚组组织中 Survivin 蛋白及 mRNA 表达的差

异性，结果显示，不同 FIGO 分期、组织分级、浸润

深度及有无淋巴结转移的宫颈癌患者组织中 Sur⁃
vivin 蛋白及 mRNA 表达情况存在明显差异（P<
0.05），但不同年龄的宫颈癌患者并无明显差异

（P>0.05），见表 1。

3 讨论

宫颈癌是妇科临床常见的恶性肿瘤之一，多

发于中年女性，严重威胁女性的健康［12］。目前已

知 HPV 病毒是导致宫颈癌的病因，故宫颈癌成为

人类第一个可通过注射疫苗、筛查等手段预防及

早期发现的恶性肿瘤［13］。然而，宫颈癌易在发现

早期也出现侵袭及转移，而影响患者的远期预

后［14］，因此，解析宫颈癌发生及发展过程中关键生

物学指标的变化情况，对于提高宫颈癌患者的预

后极为重要。

宫颈癌的发生、侵袭、转移机制复杂，与多种

癌基因、抑癌基因的激活、失活调控及细胞凋亡

异常有关［15⁃16］。Survivin 是目前发现的抑制凋亡

作用最强的抗凋亡因子，其可直接作用于凋亡途

径的终末效应酶，而发挥抗凋亡作用［17］。此外，

Survivin还具有肿瘤异质性，可促进肿瘤细胞的异

常增殖分化、参与肿瘤细胞的分裂及血管新生等

多种复杂作用［18⁃19］。近年来大量的文献报道，Sur⁃
vivin 在多种肿瘤组织中表达增加［20⁃21］。然而，目

前有关 Survivin 在宫颈癌组织中的表达及其与宫

颈癌增殖、侵袭、转移的确切关系尚不明确。在本

研究中，免疫组织化学结果显示，Survivin 在癌组

织中主要定位于细胞质或和细胞核，呈弱阳性至

强阳性表达，且 Survivin在细胞核的表达变化随分
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项目

年龄（岁）

≤60（n=137）
>60（n=63）

FIGO分期（无淋巴结转移）

Ⅰb~Ⅱa期（n=13）
Ⅱb期（n=128）
Ⅲ期（n=22）
Ⅳ期（n=6）

淋巴结转移

有（n=31）
无（n=169）

组织分级

低分化（n=72）
中高分化（n=128）

浸润深度

<1/2（n=134）
≥1/2（n=66）

Survivin蛋白表达

+
（n=53）

31（22.63）
22（34.92）

7（53.85）
37（28.91）
3（13.63）
1（16.67）

3（9.68）
50（29.59）

4（5.56）
49（38.28）

49（36.57）
4（6.06）

++
（n=61）

44（32.12）
17（26.98）

5（38.46）
40（31.25）
5（22.72）
1（16.67）

6（19.35）
55（32.54）

29（40.28）
32（25.00）

41（30.60）
20（30.30）

+++
（n=86）

62（45.26）
24（38.10）

1（7.69）
51（39.84）
14（63.64）
4（66.67）

22（70.97）
64（37.87）

39（54.17）
47（36.72）

44（32.84）
42（63.64）

Z值

1.531

15.836

8.536

7.622

10.709

P值

0.317

0.000

0.000

0.000

0.000

Survivin mRNA
表达

4.39±0.75
4.52±0.63

1.72±0.41
2.19±0.32
5.18±0.46
5.76±0.54

5.37±0.63
3.85±0.76

4.94±0.75
3.93±0.82

5.19±0.81
3.39±0.66

t/F值

0.575

11.209

7.530

5.268

6.315

P值

0.472

0.000

0.000

0.000

0.000

期增加而表达增强，宫颈磷癌组织中 Survivin总阳

性率明显高于癌旁组织和宫颈鳞状上皮内病变组

织，而且，RT⁃PCR 检测结果显示，Survivin mRNA
在宫颈磷癌组织中的相对表达量明显高于癌旁组

织和宫颈鳞状上皮内病变组织，Survivin mRNA癌

旁组织和宫颈鳞状上皮内病变组织组织中的表达

相比，差异具有统计学意义（P>0.05），表明宫颈癌

组织中 Survivin 的表达明显增加。李桂湖等人［22］

研究发现，Survivin在宫颈癌组织中的表达明显高

于宫颈上皮内瘤变组织及慢性宫颈炎组织，这一

结果支持本研究结果。

为了进一步研究 Survivin 表达与宫颈癌进展

的关系，本研究根据宫颈癌患者的年龄、FIGO 分

期、组织分级、浸润深度、有无淋巴结转移分为不

同亚组，比较了各亚组组织中 Survivin表达的差异

性，结果显示，不同 FIGO 分期、组织分级、浸润深

度及有无淋巴结转移的宫颈癌患者组织中 Sur⁃
vivin 蛋白及 mRNA 表达情况存在明显差异，但不

同年龄的宫颈癌患者组织中 Survivin 蛋白及

mRNA 表达情况无明显差异，表明宫颈癌组织中

Survivin 的表达增加，使得肿瘤细胞的增殖异常，

有助于肿瘤细胞向周围组织及淋巴结侵袭迁移。

贾利刚等人［23］的研究显示，宫颈癌组织中 Survivin
的表达与临床分期及浸润深度有关，这与本研究

结果相一致。我们推测宫颈癌组织中 Survivin 表

达水平越高，则肿瘤细胞越易发生侵袭及转移，患

者的预后可能越差。

综上所述，宫颈磷癌组织中 Survivin的表达明

显增加，且与宫颈磷癌的临床分期、恶性程度及侵

袭转移有关，本研究结果有助于宫颈磷癌的预后

判断。在后续的研究中，本研究将收集更多的病

例，以进一步探讨 Survivin表达与宫颈磷癌患者预

后的关系，以期为宫颈磷癌的精准治疗提供一定

的参考依据。
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退行性心脏瓣膜病患者血清LP（a）、OPN、IRF⁃4表达
及其临床意义

王俊华★ 崔勤涛 韩培立 刘晓晨

［摘 要］ 目的 探讨退行性心脏瓣膜病（DHVD）患者血清脂蛋白（a）［LP（a）］、骨桥蛋白（OPN）、

干扰素调节因子⁃4（IRF⁃4）表达及其临床意义。 方法 选取本院 120例DHVD患者作为研究组，同期健

康体检者 115例作为对照组。比较两组血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA水平，分析DHVD发病的影响因

素及血清各指标诊断DHVD的价值，并比较治疗 3个月后不同疗效患者血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA
水平及心功能指标［左心室射血分数（LVEF）、心脏指数（CI）］水平，分析各血清各指标与心功能指标相

关性。结果 多瓣膜病变患者组、单瓣膜病变患者组及健康体检者血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA水平

比较（F=47.427，66.514，36.432），差异有统计学意义（P<0.05）；冠心病、吸烟史、高血压、血清 LP（a）、

OPN、IRF⁃4 mRNA是DHVD发病的重要影响因素（P<0.05）；血清各指标中，LP（a）诊断DHVD的曲线下

面积（AUC）最大，为 0.802，截断值敏感度为 70.00%，特异度为 86.09%；治疗 3 个月后，显效者血清 LP
（a）、OPN 水平低于有效者、无效者，IRF⁃4 mRNA 水平及 LVEF、CI 高于有效者、无效者（P<0.05）；血清

LP（a）、OPN 与 LVEF、CI 存在显著负相关关系，IRF⁃4 mRNA 与 LVEF、CI 存在显著正相关关系，差异有

统计学意义（P<0.05）。 结论 DHVD患者血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA表达异常，是DHVD发生的重

要影响因素，在DHVD诊断及评估疗效方面具有较高应用价值。

［关键词］ 退行性心脏瓣膜病；脂蛋白（a）；骨桥蛋白；干扰素调节因子⁃4；心功能；诊断

Expressions and clinical significance of serum LP（a），OPN，IRF⁃4 in patients
with degenerative heart valve disease
WANG Junhua★，CUI Qintao，HAN Peili，LIU Xiaochen
（Department of cardiovascular surgery，The First affiliated hospital of xinxiang medical college，Weihui
Henan，China，453100）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of serum lipoprotein（a）［LP（a）］，osteopontin
（OPN），interferon regulatory factor⁃4（IRF⁃4）in patients with degenerative heart valve disease（DHVD）and
its clinical significance. Methods 120 patients with DHVD in our hospital were selected as the study group，
and 115 healthy people who were examined during the same period were used as the control group. The serum
LP（a），OPN，IRF ⁃ 4 mRNA levels were compared between the two groups. The influencing factors of the
incidence of DHVD and the diagnostic value of serum indicators for DHVD were analyzed. The levels of serum
LP（a），OPN，IRF⁃4 mRNA and cardiac function indexes［left ventricular ejection fraction（LVEF），cardiac
index（CI）］of patients with different therapeutic effects after 3 months of treatment were compared. The
correlation between serum indexes and cardiac function indexes was evaluated. Results The serum LP（a），

OPN，IRF⁃4 mRNA levels have significant difference in the patients with multi⁃valvular disease and with single⁃
valvular disease，and healthy people（F=47.427，66.514，36.432），（P<0.05）. Coronary heart disease，smoking
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history，high blood pressure，serum LP（a），OPN，and IRF⁃4 mRNA are important influencing factors for the
onset of DHVD（P<0.05）. Coronary heart disease，smoking history，hypertension，serum LP（a），OPN，IRF⁃4
mRNA are important influencing factors of DHVD（P<0.05）. Among the various serum indexes，the area under
the curve（AUC）for diagnosis of DHVD by LP（a）is the largest，0.802，the sensitivity of the cutoff value is
70.00%，and the specificity is 86.09%. After the treatment for 3 months，the serum LP（a）and OPN levels of
the effective patients were lower than those of the effective and ineffective patients，and the IRF⁃4 mRNA levels
and LVEF，CI were higher than those of the effective and ineffective（P<0.05）. The serum LP（a）and OPN had
negative correlation with LVEF and CI. Intersetingly，theIRF⁃4 mRNA had positive correlation with LVEF and
CI（P<0.05）. Conclusion The abnormal expression of serum LP（a），OPN and IRF ⁃ 4 mRNA in DHVD
patients is an important influencing factor of DHVD，and has high application value in the diagnosis and
evaluation of DHVD.

［KEY WORDS］ Degenerative heart valve disease；Lipoprotein（a）；Osteopontin；Interferon regulatory
factor⁃4；Cardiac function；Diagnosis

退行性心脏瓣膜病（Degenerative heart valvu⁃
lar disease，DHVD）为临床多发性瓣膜病，是引起

老年人心力衰竭、心律失常、晕厥和猝死的重要原

因之一［1⁃2］。目前，临床尚无缓解 DHVD 病情进展

的特效方法，主要根据患者病情及心功能给予对

症治疗［3］。因此，及时明确患者病情及其心功能

变化，及时调整治疗方案，对改善治疗效果及预

后具有重要影响［4⁃5］。近年来研究指出，脂蛋白（a）
［Lipoprotein（a），LP（a）、骨桥蛋白（Osteopontin，
OPN）、干扰素调节因子⁃4（Interferon regulatory fac⁃
tor⁃4，IRF⁃4）参与心血管疾病的发生发展，其异常

表达具有促进疾病进展的作用［6⁃8］。基于此，本研

究首次分析 DHVD 患者血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4
的表达及临床意义，旨在为临床诊治 DHVD 提供

参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2016 年 1 月至 2018 年 12 月 120 例

DHVD 患者作为研究组，另选取同期健康体检者

115例作为对照组。两组在性别、年龄、体质量、空

腹血糖、是否酗酒、病变情况的对比，差异无统计

学意义（P>0.05），具有可比性。

纳入标准：①研究组均符合 DHVD 诊断标

准［9］；②认知功能良好；③无沟通交流障碍；④临床

资料完整；⑤所有患者均已签署知情同意书。

⑥本实验经本院伦理委员会审批通过。排除标

准：①恶性肿瘤患者；②近 3周内有感染性疾病史

者；③糖尿病患者；④血液系统疾病患者；⑤先天

性心脏瓣膜畸形或发育异常者；⑥合并风湿性心

脏病等其他严重心脏疾病者；⑦有心脏手术史者；

⑧传染性疾病患者。

1.2 方法

1.2.1 指标检测方法

采集两组晨起空腹静脉血 5 mL，其中 3 mL血

液标本以 3 000 r/min 转速离心处理 10 min，取血

清置于-80℃冷藏室待检，采用免疫透射比浊法测

定 LP（a）水平，采用酶联免疫吸附法测定 OPN 水

平；2 mL 血液标本采用 Trizol 一步法提取总

RNA，以 逆 转 录 聚 合 酶 链 反 应 法 检 测 IRF ⁃ 4
mRNA水平。

1.2.2 治疗方法

研究组均给予血管扩张剂、利尿剂、洋地黄等

常规对症治疗，持续治疗 3个月后评估疗效，评估

标准［10］：显效：心力衰竭症状明显减轻，心动过速、

心房颤动基本控制或偶有发生，心功能改善 1 级

以上；有效：心力衰竭症状好转，心功能改善 1级；

无效：未达以上标准。120 例 DHVD 患者经常规

对症治疗 3 个月后，显效 38 例，有效 60 例，无效

22例。

1.2.3 观察指标

①两组入组时血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA
水平。②DHVD发病的影响因素。③分析血清 LP
（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA诊断DHVD的价值。④不

同疗效患者治疗前、治疗 3 个月后血清 LP（a）、

OPN、IRF⁃4 mRNA 水平。⑤不同疗效患者治疗

前、治疗 3个月后心功能指标，包括左心室射血分

数（Left ventricular ejection fraction，LVEF）、心脏指

数（Cardiac index ，CI）。⑥分析血清 LP（a）、OPN、

IRF⁃4与 LVEF、CI相关性。
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1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行分析，计数资料以 n
（%）表示，用 c2检验，计量资料以（x ± s）表示、两组

间采用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，

通过 Logistic 进行多因素回归分析，采用 Pearson
进行相关性分析，采用受试者工作（Receiver oper⁃
ating characteristic，ROC）曲线分析诊断价值，以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组一般资料的比较

两组资料中性别、年龄、体质量空腹血糖酗酒

等指标比较，差异无统计学意义（P>0.05）。

2.2 两组血清各指标水平

多瓣膜病变患者血清 LP（a）、OPN 较单瓣膜

病变患者高，且均较对照组高，多瓣膜病变患者

IRF⁃4 mRNA水平较单瓣膜病变患者低，且均较对

照组低（P<0.05），见表 2。

2.3 退行性心脏瓣膜病（Degenerative heart valvu⁃
lar disease，DHVD）发病的影响因素

以发生 DHVD 作为因变量，将血清 LP（a）、

OPN、IRF⁃4 mRNA 作为自变量纳入 Logistic 回归

分析模型，结果显示，冠心病、吸烟史、高血压、血

清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA 是 DHVD 发病的重

要影响因素（P<0.05），见表 3。

2.4 血清各指标诊断DHVD的价值

ROC 曲线分析显示，血清 LP（a）诊断 DHVD
的 AUC 为 0.802，大于 OPN、IRF⁃4 mRNA，当截断

值>52.57 mg/dL 时，诊断敏感度为 70.00%，特异度

为 86.09%。见表 4。
2.5 不同疗效患者血清各指标水平

治疗 3 个月后，显效者血清 LP（a）、OPN 水平

较有效者、无效者低，IRF⁃4 mRNA水平较有效者、

无效者高（P<0.05），见表 5。
2.6 不同疗效患者心功能指标水平

治疗 3个月后，显效者 LVEF、CI较有效者、无

效者高（P<0.05），见表 6。
2.7 血清各指标与心功能相关性

Pearson相关性分析可知，血清 LP（a）、OPN与

LVEF、CI 呈负相关，IRF⁃4 mRNA 与 LVEF、CI 呈
正相关（P<0.05），见图 1。

3 讨论

本研究发现，多瓣膜病变 DHVD 患者血清 LP
（a）、OPN 水平异常升高，IRF⁃4 mRNA 水平较低。

LP（a）具有抑制纤维蛋白溶解的作用，可促进血栓

形成，同时能促进炎症细胞对血管内皮的粘附作

用，从而促进动脉粥样硬化及炎性心脏疾病的发

生发展［11］。OPN是一种具有多种功能的分泌型糖

基化磷蛋白，参与炎症反应、血管重塑、组织钙化

等过程，在DHVD患者体内，OPN的钙化作用可能

组别

研究组

多瓣膜病变患者

单瓣膜病变患者

对照组

F值

P值

n

63
57
115

LP（a）
mg/dL）

61.93±20.57
54.51±18.11
38.17±12.65

47.427
<0.001

OPN
（μg/L）

74.23±24.16
50.49±16.05
42.28±14.07

66.514
<0.001

IRF⁃4
mRNA

0.75±0.04
0.79±0.05
0.85±0.10
36.432
<0.001

表 2 两组血清LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA水平比较（x± s）

Table 2 Comparison of LP（a），OPN and IRF⁃4 mRNA
levels between the 2 groups（x ± s）

项目

性别（女/男）

年龄（岁）

体质量（kg）
空腹血糖（mmol/L）
酗酒（例）

是

否

病变情况（例）

单瓣膜病变

多瓣膜病变

研究组
（n=120）

51/69
64.29±5.84
63.76±7.85
4.51±0.49

19（15.83）
101（84.17）

57（47.50）
63（52.50）

对照组
（n=115）

47/68
63.17±5.91
65.19±7.59
4.42±0.45

15（13.04）
100（86.96）

-
-

t/c2值

0.064
1.461
1.419
1.465

0.369

P值

0.800
0.145
0.157
0.144

0.543

表 1 两组一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of two groups of general data（x ± s）

变量

冠心病

吸烟史

高血压

LP（a）
OPN
IRF⁃4
mRNA

b值

1.263
0.899
0.778
1.105
1.248

1.271

S.E值

0.417
0.320
0.206
0.458
0.431

0.396

Wald/c2

9.178
7.899
14.265
5.823
8.380

10.301

P值

<0.001
<0.001
<0.001
0.009
<0.001

<0.001

OR值

3.537
2.458
2.177
3.020
3.482

3.564

95%CI
2.046~6.115
1.412~4.279
1.183~4.007
1.746~5.223
2.005~6.048

2.149~5.912

表 3 DHVD发病的影响因素

Table 3 influencing factors of DHVD
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促进心脏瓣膜钙化及炎症反应加重，且能刺激心

室重构，加重心肌损伤，从而促进病情进展及心功

能降低［12］。此外，IRF家族对干扰素的基因表达具

有调控作用，参与炎症反应、细胞周期和细胞凋亡

等生物学过程，且是维持 T淋巴细胞分化、功能及

平衡的重要因子，随着年龄的增长，淋巴细胞内

IRF⁃4 逐渐减少，机体免疫功能降低，导致巨噬细

胞过多释放炎症因子，引发心肌组织自身免疫反

应，从而刺激心脏瓣膜炎症发生［13⁃14］。本研究经

Logistic 回归分析发现，血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4
mRNA 是 DHVD 发病的重要影响因素，充分表明

DHVD 患者血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA 表达

异常，是 DHVD 发生的重要影响因素。且此次研

究发现，冠心病、吸烟史、高血压均为 DHVD 发病

的重要影响因素，因此，针对并发冠心病、高血压

及有吸烟史的 DHVD 患者，应加强治疗及干预措

施，以改善病情控制效果。

基于上述结论，本研究进一步采用 ROC 曲线

分析血清各指标对DHVD的诊断价值 3种指标联

合有助于改善 DHVD 的诊断效能，但其联合诊断

的具体价值有待日后进一步探究。

此外，DHVD 患者经常规对症治疗 3 个月后，

不同疗效患者的血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA
及 LVEF、CI存在显著差异，进一步经 Pearson进行

相关性分析发现，血清 LP（a）、OPN与 LVEF、CI存
在显著负相关关系，IRF⁃4 mRNA 与 LVEF、CI 存
在显著正相关关系，由此可见，血清 LP（a）、OPN、

IRF⁃4 mRNA不仅可作为DHVD的诊断、病情评估

的重要指标，同时与患者治疗后心功能具有密切

相关性，治疗期间动态监测其水平变化，有助于明

确患者心功能改变情况，对临床及时调整治疗方

案具有重要指导性作用，利于改善治疗效果及患

者预后。

指标

LP（a）
OPN

IRF⁃4 mRNA

AUC
0.802
0.750
0.758

95%CI
0.745~0.851
0.689~0.804
0.699~0.812

Z值

10.239
7.902
8.295

P值

<0.001
<0.001
<0.001

截断值

>52.57 mg/dL
>59.32 μg/L

≤0.82

截断值敏感度（%）

70.00
57.50
76.67

截断值特异度（%）

86.09
83.48
65.22

表 4 ROC分析结果

Table 4 ROC analysis results

指标

LP（a）（mg/dL）

OPN（μg/L）

IRF⁃4 mRNA

组别

显效者

有效者

无效者

F值

P值

显效者

有效者

无效者

F值

P值

显效者

有效者

无效者

F值

n
38
60
22

38
60
22

38
60
22

治疗前

56.91±16.22
58.76±18.93
60.05±20.01

0.226
0.798

61.84±19.06
63.27±20.85
63.99±21.28

0.092
0.912

0.78±0.07
0.77±0.06
0.75±0.05

1.648

治疗 3个月后

42.10±7.05
49.13±8.26
54.39±11.87

15.220
<0.001

40.72±7.27
48.01±8.15
58.84±11.09

31.731
<0.001

0.83±0.04
0.80±0.03
0.77±0.02
25.242

表 5 不同疗效患者血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 mRNA
水平比较（x ± s）

Table 5 Comparison of serum Lp（a），OPN and IRF⁃4
mRNA levels in patients with different therapeutic effects

（x ± s）

LVEF（%）

CI
［L/（min·m2）］

显效者

有效者

无效者

F值

P值

显效者

有效者

无效者

F值

P值

38
60
22

38
60
22

30.24±3.18
30.86±3.30
31.01±3.74

0.522
0.595

2.43±0.15
2.45±0.14
2.46±0.16

0.347
0.708

38.40±3.14
35.64±2.76
33.29±2.28

24.542
<0.001

2.65±0.12
2.56±0.09
2.48±0.06
22.922
<0.001

R2线性=0.252

R2线性=0.286

CI［L/（min·m2）］

2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8

IR
F4

m
R
N
A

水
平

0.95

0.90

0.85

0.80

0.75

0.70

25 30 35 40 45
LVEF（%）

IR
F4

m
R
N
A

水
平

0.95

0.90

0.85

0.80

0.75

0.70

80

60

40

20

O
PN

(μg
/L
)

LVEF（%）

25 30 35 40 45

80

60

40

20

O
PN

(μg
/L
)

2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8
CI［L/（min·m2）］

R2线性=0.167

R2线性=0.28280

70

60

50

40

30

20

tL
P(
a)

(m
g/
dL

)

LVEF（%）

25 30 35 40 45

80

70

60

50

40

30

20
tL
P(
a)

(m
g/
dL

)

CI［L/（min·m2）］

2.3 2.4 2.5 2.6 2.7 2.8

R2线性=0.191

R2线性=0.167

AA BB CC

DD EE FF

注：A为血清 LP（a）与 LVEF相关性；B为血清OPN与 LVEF相关

性；C为 IRF⁃4 mRNA与 LVEF相关性；D为血清 LP（a）与 CI相关

性；E 为血清OPN与 CI相关性；F为 IRF⁃4 mRNA与 CI相关性

图 1 血清各指标与心功能相关性

Figure 1 Serum indexes were correlated with cardiac
function

（下转第 506页）

·· 486



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

•论 著•

血清LBP、HSP70、DcR3水平预测急性呼吸窘迫综合
征患者疾病转归的价值

马玲玲 1★ 杨秋伟 2 孔汴躲 1

［摘 要］ 目的 探讨血清脂多糖结合蛋白（LBP）、热休克蛋白 70（HSP70）、诱捕受体 3（DcR3）水

平预测急性呼吸窘迫综合征（ARDS）患者病情转归的价值。方法 选取本院 2017年 5月至 2019年 5月

收治的 92例ARDS患者作为研究对象，根据 30 d预后情况选取存活患者 64例为生存组，全因死亡患者

28例为死亡组。对比分析两组血清 LBP、HSP70、DcR3水平、序贯器官衰竭估计（SOFA）评分、急性生理

与慢性健康Ⅱ（APACHEⅡ）评分及相关性，探讨其预后预后预测价值。结果 死亡组入院时、入院第 7天

血清 LBP、DcR3 水平高于生存组，HSP70 水平低于生存组，SOFA、APACHEⅡ评分高于生存组（P<
0.05），且生存组入院时与入院第 7 天差值高于死亡组（P<0.05）；血清 LBP、DcR3 水平与 SOFA、

APACHEⅡ评分呈正相关，HSP70与 SOFA、APACHEⅡ评分呈负相关（P<0.05）；入院第 7天 HSP70 AUC
（0.830）>入院第 7 天 LBP（0.806）>入院第 7 天 DcR3（0.766）；血清 LBP、HSP70、DcR3 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 LBP、HSP70、DcR3 水平与 ARDS 患者病情严重

程度密切相关，有望成为评估ARDS预后的主要预测因子。

［关键词］ 急性呼吸窘迫综合征；脂多糖结合蛋白；热休克蛋白 70；诱捕受体 3；ROC；肺损伤

The value of serum LBP，HSP70，DcR3 levels in predicting the outcome of
patients with acute respiratory distress syndrome
MA Lingling 1★，YANG Qiuwei2，KONG Bianduo1

（1. Department of respiratory medicine，luoyang first people􀆳s hospital，luoyang，Henan，China，471000；
2. Department of endocrinology，luoyang first people􀆳s hospital，luoyang，Henan，China，471000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the value of serum lipopolysaccharide binding protein
（LBP），heat shock protein 70（HSP70）and trap receptor 3（DcR3）levels in predicting the outcome of pa⁃
tients with acute respiratory distress syndrome（ARDS）.. Methods 92 patients with ARDS admitted to our
hospital from May 2017 to May 2019 were recruited as the research object. According to the prognosis of 30
days，64 surviving patients were selected as the survival group，and 28 patients with all⁃cause death were the
death group. The serum levels of LBP，HSP70，DcR3，sequential organ failure assessment（sofa），acute
physiology and chronic health Ⅱ（APACHE Ⅱ）were compared between the two groups. Results The se⁃
rum LBP and DcR3 levels were higher in the death group on the day of admission and the 7th day after admis⁃
sion than those in the survival group. HSP70 level was lower than that in the survival group. SOFA and
APACHE II scores were higher than in the survival group（P<0.05）. The difference inthe survival group and
the seventh day after admission was significant compared to the death group（P<0.05）. The Serum LBP and
DcR3 levels were positively correlated with SOFA and APACHEⅡ scores，and HSP70 was negatively corre⁃
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lated with SOFA and APACHEⅡ scores（P<0.05）. Seventh day after admission，HSP70 AUC（0.830）>
LBP（0.806） >DcR3（0.766）. There were significant differences in the survival curves of serum LBP，
HSP70，and DcR3 between the high ⁃ risk groups and the low ⁃ risk groups（P<0.05）. Conclusion Serum
LBP，HSP70，and DcR3 levels are closely related to the severity of ARDS patients，and are expected to be
the main predictors of ARDS prognosis.

［KEY WORDS］ Acute respiratory distress syndrome；Lipopolysaccharide binding protein；Heat shock
protein 70；Trap receptor 3；ROC；Lung injury

急性呼吸窘迫综合征（Acute respiratory dis⁃
tress syndrome，ARDS）具有起病急骤、病死率高等

特 点 ，数 据 显 示 ，ARDS 病 死 率 高 达 35.0% ~
46.0%［1］。文献报道，炎症反应失控、凋亡在ARDS
发病机制中起着关键性作用［2］。同时，研究表明，

脂多糖结合蛋白（Lipopolysacchoride Binding Pro⁃
tein，LBP）能激活 Toll 样受体 4（Toll like receptor，
TLR⁃4）信号，诱发炎症级联信号通路［3］。热休克

蛋白 70（Heat shock proteins 70，HSP70）通过抑制

炎症相关基因转录，可实现抗炎症、减轻损伤、保

护机体的作用。诱捕受体 3（Decoy receptor3，
DcR3）作为多向性免疫调节因子，能发挥抗炎、免

疫调节双重作用，是炎症性疾病、自身免疫性疾病

的生物标志物［4］。但临床关于血清 LBP、HSP70、
DcR3 水平对 ARDS 患者预后预测价值鲜有研

究。鉴于此，本研究旨在探讨其对 ARDS 患者预

后的预测价值。具体分析如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取本院 2017年 5月至 2019年 5月收治的 92
例 ARDS 患者作为研究对象，根据 30 d 预后情况

选取存活患者 64例为生存组，全因死亡患者 28例

为死亡组。两组基本资料比较差异无统计学意

（P>0.05），均衡可比所有患者及家属均签知情同

意书。本研究经我院医学伦理委员会批准。

1.2 选取标准

纳入标准：①符合 ARDS 相关标准［5］；②均经

X 线胸片正位扫描发现双肺出现斑片状阴影；

③氧合指数≤200 mmHg；④肺动脉嵌顿压≤18
mmHg；⑤临床资料完整；⑥患者及家属知情并

签署同意书。排除标准：①存在长期免疫抑制剂

或激素类药物使用史者；②肝肾等重要脏器器质

性病变者；③间质性肺疾病者；④精神行为异

常者。

1.3 方法

空腹取 3 mL 静脉血，离心 12 min，3 000 r/
min，分离取血清，采用酶联免疫吸附法检测血清

DcR3、HSP70、LBP 水平，试剂盒购自上海康朗生

物科技有限公司，均严格按照试剂盒说明书操作。

1.4 观察指标

①对比两组血清 LBP、HSP70、DcR3 水平、

SOFA、APACHEⅡ评分。其中 SOFA 评分从呼吸

系统、凝血系统、肝、循环系统、神经系统、肾脏 6
个方面进行评估，每个方面 1~4分，得分越高，预后

越差；APACHEⅡ评分最高分 71 分，>17 分为重

症，得分越高，病情越严重，病死率越高。②分析

血清 LBP、HSP70、DcR3水平与 SOFA、APACHEⅡ
评分相关性。③分析 ARDS 患者预后的危险因

素。④分析血清 LBP、HSP70、DcR3预测ARDS患

者预后价值。⑤分析血清 LBP、HSP70、DcR3高危

组、低危组生存曲线。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行分析，计量资料采用

（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验，计数资料用 n
（%）表示，采用 c2检验，通过 Logistic 进行多因素

回归分析，采用 Pearson 进行线性相关性分析，采

用 ROC 曲线预测预后价值，以卡普兰 ⁃迈耶

（Kaplan⁃Meier，KM）曲线进行生存曲线分析，采用

Log⁃Rank检验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组基本资料比较

两组基本资料中，性别、年龄、BMI 等指标比

较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。
2.2 两组血清 LBP、HSP70、DcR3水平

死亡组入院时、入院第 7天血清 LBP、DcR3水

平高于生存组，HSP70水平低于生存组（P<0.05），

且生存组入院时与入院第 7天差值高于死亡组，差

异具有统计学意义（P<0.05），见表 2。
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组别

入院时

入院
第 7天

入院时与
入院第 7天

差值

死亡组

生存组

t值
P值

死亡组

生存组

t值
P值

死亡组

生存组

t值
P值

n

28
64

28
64

28
64

LBP
（μg/mL）

121.90±32.27
93.37±29.06

4.189
<0.001

102.05±34.00
67.44±22.46

5.774
<0.001

19.85±3.23
25.93±5.10

5.809
<0.001

HSP70
（μg/L）
1.02±0.31
1.33±0.34

4.130
<0.001

1.17±0.42
1.85±0.69

4.829
<0.001

0.15±0.06
0.52±0.21

9.136
<0.001

DcR3
（ng/mL）
3.16±0.62
2.59±0.58

4.247
<0.001

3.04±1.01
1.83±0.60

7.149
<0.001

0.12±0.04
0.76±0.25
13.431
<0.001

表 2 两组血清 LBP、HSP70、DcR3水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum LBP，HSP70 and DcR3
levels between 2 groups（x ± s）

一般资料

性别（男/女）

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

原发病

肺部感染

创伤

外科手术

胰腺炎

降钙素原（ng/mL）
有无吸烟史

生存组
（n=64）
35/29

60.70±7.09
20.92±1.86

53（82.81）
5（7.81）
3（4.69）
3（4.69）
7.40±1.08

40/24

死亡组
（n=28）
16/12

60.28±7.27
21.14±2.05

23（82.14）
2（7.14）
2（7.14）
1（3.57）
6.83±1.86

16/12

t/c2值

0.048
0.260
0.506

0.049
0.100
0.001
0.097
1.847
3.058

P值

0.827
0.796
0.614

0.825
0.752
0.983
0.754
0.068
0.080

表 1 两组一般资料比较［n（%）］

Table 1 Comparison of 2 groups of general data［n（%）］

2.3 两组 SOFA、APACHEⅡ评分

死亡组入院时、入院第 7天 SOFA、APACHEⅡ
评分高于生存组（P<0.05），且生存组入院时与入

院第 7 天差值高于死亡组，差异具有统计学意义

（P<0.05），见表 3。

2.4 血 清 LBP、HSP70、DcR3 水 平 与 SOFA、

APACHEⅡ评分的相关性

Pearson 线性相关性分析，血清 LBP、DcR3
水平与 SOFA、APACHEⅡ评分呈正相关，HSP70
与 SOFA、APACHEⅡ评分呈负相关（P<0.05），

见表 4。

2.5 ARDS患者预后的影响因素

以 ARDS 患者预后作为因变量，以入院时合

并 MODS、入院时并发休克、血清 LBP、HSP70、
DcR3、SOFA、APACHEⅡ评分作为自变量，纳入

Logistic 回归分析模型，结果显示，入院时合并

MODS、入 院 时 并 发 休 克 、血 清 LBP、HSP70、
DcR3、SOFA、APACHEⅡ评分是 ARDS 患者预后

的重要影响因素（P<0.05），见表 5。
2.6 血清 LBP、HSP70、DcR3 对 ARDS 预后的预

测价值

ROC曲线分析显示，入院时、入院第 7天血清

LBP、HSP70、DcR3对 ARDS 预后均具有一定预测

价值，入院第 7 天 HSP70 AUC（0.830）>入院第 7
天 LBP（0.806）>入院第 7 天 DcR3（0.766）。见表

6、图 1。

组别

死亡组

生存组

t值
P值

n

28
64

SOFA评分（分）

入院时

8.69±1.41
7.37±1.35

4.258
<0.001

入院第 7天

8.03±2.67
5.39±1.80

5.550
<0.001

差值

0.66±0.23
1.98±0.30
20.744
<0.001

APACHEⅡ评分（分）

入院时

18.10±1.73
16.96±1.40

3.340
0.001

入院第 7天

17.06±4.75
12.34±3.22

5.562
<0.001

差值

1.04±0.96
4.62±1.13
14.605
<0.001

表 3 两组 SOFA、APACHEⅡ评分比较（x ± s）

Table 3 Comparison of sofa and Apache Ⅱ scores between 2 groups（x ± s）

评分

SOFA评分

入院时

入院第 7天

APACHEⅡ评分

入院时

入院第 7天

LBP

r值

0.471
0.583

0.503
0.621

P值

<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

HSP70

r值

0.446
-0.529

-0.512
-0.635

P值

<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

DcR3

r值

0.486
0.537

0.611
0.702

P值

<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

表 4 血清 LBP、HSP70、DcR3水平与 SOFA、APACHEⅡ
评分的相关性

Table 4 Correlation of serum LBP，HSP70，DcR3 levels
with sofa and Apache Ⅱ scores
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变量

入院时合并MODS
入院时并发休克

LBP
HSP70
DcR3

SOFA评分

APACHEⅡ评分

b值

1.553
1.426
0.990
-0.615
1.282
1.180
0.973

SE 值

0.420
0.517
0.381
0.273
0.409
0.426
0.312

Wald/c2值

13.670
7.605
6.749
5.082
9.831
7.666
9.723

OR值

4.725
7.105
5.063
0.907
6.004
5.179
4.081

95%CI值
2.711~8.235
2.437~7.105
1.430~5.063
0.322~0.907
2.165~6.004
2.043~5.179
1.715~4.081

P值

<0.001
<0.001
<0.001
0.013
<0.001
<0.001
<0.001

表 5 ARDS患者预后的影响因素

Table 5 Prognostic factors of death in patients with ARDS

指标

入院时 LBP
入院时HSP70
入院时DcR3

入院第 7天 LBP
入院第 7天 HSP70
入院第 7天 DcR3

AUC
0.686
0.760
0.744
0.806
0.830
0.766

95%CI值
0.581~0.779
0.659~0.843
0.643~0.830
0.710~0.881
0.737~0.900
0.667~0.848

Z统计

3.281
0.843
4.616
5.379
7.413
4.095

截断值

>100.30
≤1.29
>3.02
>92.28
≤1.45
>2.46

截断值敏感度（%）

78.57
75.00
60.71
67.86
75.00
71.43

截断值特异度（%）

59.38
67.19
79.69
90.62
79.69
87.50

P值

0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 6 ROC分析结果

Table 6 ROC analysis results
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入院第 7dDcR3
入院第DcR3
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入院第 7dHSP70
入院时HSP70

敏
感

性
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入院第 7dLBP
入院时 LBP

AA BB CC

注：A为DcR3预测ARDS预后的 ROC曲线；B为HSP70预测ARDS预后的曲线；C为 LBP预测ARDS的 ROC曲线

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

分
析

LBP 高危组
LBP 低危组
LBP 高危组⁃检剔后
LBP 低危组⁃检剔后

0 d 10 d 20 d 30 d

时间

生存分析函数

组别 1
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HSP70高危组
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组别 2
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存

分
析

DcR3高危组
DcR3低危组
DcR3低危组⁃检剔后
DcR3低危组⁃检剔后

组别 3

生存分析函数

AA BB CC

注：A为LBP生存曲线；B为HSP70生存曲线；C为DcR3生存曲线

图 2 LBP、HSP70、DcR3生存曲线

Figure 2 Survival curve（LBP、HSP70、DcR3）

2.7 生存分析

赋值生存=“0”、死亡=“1”。以 ROC曲线最佳

截断值分为低危组、高危组，KM 曲线分析显示血

清 LBP、HSP70、DcR3 高危组、低危组生存曲线对

比，差异有统计学意义（c2
1=19.438；c2

2=31.134；c2
3=

30.894，P<0.001），见图 2。
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3 讨论

ARDS 主要发病机制在于肺内及全身过度活

化的炎症反应及大量活性氧所致氧化应激，可爆

发级联性炎症反应，损伤肺微血管内皮细胞及屏

障，进一步引发通透性肺损伤，危及患者生命安

全［6⁃7］。LBP 属Ⅰ型急性期反应蛋白，正常人 LBP
血浆浓度为 5~10 μg/mL，急性反应期 24 h 内可迅

速增至 200 μg/mL，当 LBP 致炎位点与内毒素

（LPS）的类脂A结合时，表现为信号的跨膜转导，能

促进炎症介质生成［8⁃9］。本研究结果显示，ARDS死

亡患者入院时、入院第 7d血清 LBP水平均呈高表

达状态。研究也证实，ARDS 发生时，可显著放大

LPS致炎作用，激活核转录因子（NF⁃κB），释放大量

肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、白介素 6、细胞间黏附分

子⁃1（ICAM⁃1）等促炎性因子及一氧化氮［10⁃11］，形成

恶性循环，诱发过度炎症反应，加重机体损伤。

HSP70 是生物细胞在应激状态下产生的高度

保守蛋白质，具有抵御外界刺激、维持细胞稳定性

等作用，可通过多途径参与免疫反应、抑制炎症反

应［12 ⁃ 13］。同时，曹征等［14］通过小鼠实验发现，

HSP70 水平显著升高，有助于降低支气管肺泡灌

洗液中 TNF⁃α、IL⁃1等细胞因子含量，避免肺损伤

加重。本研究通过对比两组入院时、入院第 7天血

清 HSP70 水平可知，ARDS 生存患者血清 HSP70
水平明显高于死亡患者，与上述研究相似。ARDS
可诱发严重氧化应激反应，进而促进 HSP70 表达

增加，帮助免疫系统清除毒性细胞，协助抗原提呈

细胞浆抗原提呈至 T细胞，参与细胞免疫调控，抑

制 TNF⁃α等促炎因子的表达，发挥抗炎、肺保护作

用［15］。且入院时、入院第 7 天血清 HSP70 均超出

基线值，说明血清 HSP70 对 ARDS 预后具有一定

预测价值。

DcR3 是一种 33 kD 可溶性分子，可竞争性结

合 FasL，抑制细胞凋亡，调节过激炎症免疫应答，

而 FasL/DcR3水平紊乱，一定程度会迅速降低肺炎

球菌清除功能，诱导病情进展，增加病死率［16］。谢

姿等［17］采用前瞻性巢式病例对照研究 21例ARDS
存活者、20例ARDS病死者DcR3浓度发现，ARDS
病死者 DcR3 浓度呈明显高表达状态，推测血清

DcR3 水平可能与 ARDS 发生、进展有关，同时经

Cox回归分析显示DcR3≥2.7 ng/mL是ARDS患者

30 d 死亡的独立危险因素，与本研究观点一致。

ARDS发生可诱发抗炎反应与促炎反应平衡失调，

促进血清DcR3过度表达，使巨噬细胞趋向具有抗

炎特性的 M2 表型，抑制抗炎细胞因子分泌，增加

ICAM⁃1、IL⁃8等炎性因子含量，加重肺损伤，影响

预后转归。经 Pearson线性相关性分析发现，DcR3
与 SOFA、APACHEⅡ评分存在正相关关系，提示

血清 DcR3 水平越高，ARDS 病情严重程度越高，

可见血清 DcR3 在 ARDS 预后评估中具有一定预

测价值。

综上可知，血清 LBP、HSP70、DcR3 水平与

ARDS患者病情严重程度密切相关，是ARDS患者

预后的重要影响因素，可成为评估 ARDS 患者预

后的重要预测因子。
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小儿重症肺炎不同病原抗原及抗体 IgM抗体检测特
点及流行趋势分析

陶珊★

［摘 要］ 目的 探析小儿重症肺炎不同病原抗原及抗体 IgM 抗体检测特点及流行趋势。 方法

收集本院 2017年 1月至 2019年 12月收治的重症肺炎患儿 308例，以免疫荧光法进行肺炎支原体（MP）、

肺炎衣原体（CP）、呼吸道合胞病毒（RSV）、腺病毒（ADV）、副流感病毒 1 型（PIV1）、副流感病毒 2 型

（PIV2）、副流感病毒 3 型（PIV3）、甲型流感病毒（FA）、乙型流感病毒（FB）、柯萨奇病毒 B 型（COXB）等

多种病原抗原及 IgM 抗体检测。按照厦门地区气候特点，采用平均气温分类法划分春（公历 3~4 月），

夏（公历 5~9月），秋（公历 10~11月），冬（公历 12~2月），观察不同季节MP、ADV、RSV感染分布特点，调

查重症肺炎患儿并发症情况。 结果 ①308例重症肺炎患儿中病原 IgM抗体阳性率 58.77%（181/308），

其中 MP 感染占比最高，ADV 与 RSV 感染次之，其他包括 PIV3、FA、COXB、FB、PIV1、等。单项感染率

为 41.56%（128/308），双重感染率为 13.96%（43/308），多重感染率 3.25%（10/308）。②MP感染中 3~7岁

（学龄前期）感染率最高，明显高于<1岁（婴儿期）与 1~3岁（幼儿期），差异有统计学意义（P<0.05），RSV
感染中婴儿期与幼儿期明显高于学龄前期，差异有统计学意义（P<0.05），ADV感染中学龄前期、幼儿期

明显高于婴儿期，差异有统计学意义（P<0.05）。③男、女患儿 MP、ADV 感染率比较无统计学意义（P>
0.05），男性患儿 RSV感染率明显高于女性，差异有统计学意义（P<0.05）。④MP感染夏季最高，ADV感

染春、夏季节较高，RSV 感染夏季最高。⑤MP 感染患儿呼吸衰竭、心肌损害并发症率较高，ADV、RSV
感染患儿各类并发症亦频发，且多重感染患儿呼吸衰竭、胸腔积液、心肌损害、肝功能异常等并发症明显

高于单一病原体，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 本院重症肺炎患儿病原体主要以MP、ADV、RSV
感染为主，且双重感染风险高；夏季为MP、ADV、RSV感染高危季节；MP、ADV、RSV感染与重症肺炎患

儿年龄有关，其中学龄前期MP感染风险最高，而 RSV易发于婴儿期，ADV则幼儿期与学龄前期均有较

高感染风险。

［关键词］ 重症肺炎；儿童；病原学；肺炎支原体；呼吸道合胞病毒；腺病毒

Detection characteristics and epidemiological trend analysis of different
pathogenic antigens and IgM antibodies in children with severe pneumonia
TAO Shan★

（Department of Special Needs，Xiamen Children􀆳s Hospital，Xiamen，Fujian，China，361006）

［ABSTRACT］ Objective To explore the detection characteristics and epidemic trend of IgM antibody
anti ⁃ different pathogens in children with severe pneumonia. Methods A total of 308 children with severe
pneumonia admitted to Xiamen Children 􀆳 s Hospital from January 2017 to December 2019 were collected.
Mycoplasma pneumoniae（MP），Chlamydia pneumoniae（CP），respiratory syncytial virus（RSV），and
Virus（ADV），parainfluenza virus type 1（PIV1），parainfluenza virus type 2（PIV2），parainfluenza virus
type 3（PIV3），influenza A virus（FA），influenza B virus（FB），Kosa Detection of multiple pathogenic
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antigens such as parvovirus B（COXB），antigens and IgM antibodies were detected by immunofluorescence.
According to the climatic characteristics of Xiamen，the average temperature classification method is used to
divide spring（March to April），summer（May to September），autumn（10 to November），and winter（12 to
February），seasonal distribution characteristics of MP，ADV and RSV infections were observed. The children
with severe pneumonia and their complications were investigated. Results ① The positive rate of pathogenic
IgM antibodies in 308 children with severe pneumonia was 58.77%（181/308），amongwhich MP infection
accounted for the highest proportion，followed by ADV and RSV infection，and others included PIV3，FA，

COXB，FB，PIV1. The single infection rate was 41.56%（128/308），the double infection rate was 13.96%
（43/308），and the multiple infection rate was 3.25%（10/308）. ② Among MP infections，the infection rate is
the highest between 3 and 7 years old（preschool age），which is significantly higher than <1 year（infancy）
and 1 to 3 years（infancy），the difference is statistically significant（P <0.05），infants with RSV infection
Period and early childhood are significantly higher than preschool age，the difference is statistically significant
（P<0.05）. ADV infection in middle school and early childhood is significantly higher than infancy，the
difference is statistically significant（P<0.05）. ③ The infection rates of MP and ADV in male and female
children were not statistically significant（P>0.05）. The RSV infection rates in male children were significantly
higher than that in females，and the difference was statistically significant（P<0.05）. ④ MP infection is the
highest in summer，ADV infection is higher in spring and summer，and RSV infection is the highest in
summer. ⑤ Children with MP infection have higher rates of respiratory failure and myocardial damage
complications. Various complications of children with ADV and RSV infection are also frequent. Children with
multiple infections have complications such as respiratory failure，pleural effusion，myocardial damage，and
abnormal liver function，significantly higher than that of a single pathogen（P<0.05）. Conclusion The
pathogens detected in children with severe pneumonia in our hospital are mainly MP，ADV and RSV
infections，and the risk of double infection is high. Summer is the high ⁃ risk season for MP，ADV and RSV
infection. MP，ADV，RSV infection is related to the age of children with severe pneumonia. Among them，the
risk of MP infection is the highest in preschool age，while RSV is easy to occur in infancy，while ADV has a
higher risk of infection in early childhood and preschool age.

［KEY WORDS］ Severe pneumonia；Children；Pathogeny；Mycoplasma pneumoniae；Respiratory
syncytial virus；Adenovirus

据调查［1］，肺炎为国内幼儿常见感染性疾病，

亦为≤7 岁龄幼儿死亡主要病因，且超过 10%的小

儿肺炎可进展为重症肺炎。研究发现［2］，重症肺炎

病原体复杂多样，40%~65%是由非细菌性病原体

感染所致。攸小瑾等［3］认为，病毒所致重症肺炎感

染趋势不断上升，且导致患儿病情症状复杂，临床

鉴别诊断困难。对此加强重症肺炎病原体早期检

测及针对不同病原体致病特点，感染季节、年限变

化趋势，患儿年龄、性别分部特征情况进行调查，

对重症肺炎预防有积极意义。本研究收集厦门市

儿童医院 2017 年 1 月至 2019 年 12 月收治的 308
例重症肺炎患儿资料，探析重症肺炎病原体感染

特点，分析重症肺炎感染流行趋势变化。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选择本院 2017 年 1 月至 2019 年 12 月收治

的重症肺炎患儿为研究对象，收集 308 例 22 天

至 7 岁小儿重症肺炎，结合体征、症状、病原学

检测、痰培养确诊，符合“儿童社区获得性肺炎

诊疗规范（2019 年版）”制定的重症肺炎诊断标

准 ”［4］。 纳 入 标 准 ：① 符 合 重 症 肺 炎 诊 断 标

准［4］；②病历资料完善；③患儿家属知情同意。

排除标准：①合并肺结核；②伴皮肤黏膜淋巴结

综合征；③支气管哮喘；④过敏性鼻炎；⑤EB 病

毒感染。本研究经医院医学医学伦理委员会讨

论同意。

1.2 方法

全部患儿入院 1 d，取肘静脉血 3 mL，2 000 r/
min离心（10 min），选用欧蒙（杭州）医学实验诊断

股份公司生产呼吸道病原体谱抗体 IgM 试剂盒，

按照检查标准章程操作，以免疫荧光法进行肺炎

支原体（Mycoplasma pneumoniae，Mp）、肺炎衣原

体（Chlamyoliapueumoniae，CP）、呼吸道合胞病毒
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（Respiratory syncytial virus pneumonia，RSV）、腺病

毒（Adenovirus，ADV）、副流感病毒 1 型（Parainflu⁃
enza virus type 1，PIV1）、副流感病毒 2 型（Parain⁃
fluenza virus type 2，PIV2）、副 流 感 病 毒 3 型

（Parainfluenza virus type 3，PIV3）、甲型流感病毒

（influenza A，FA）、乙型流感病毒（influenza B，

FB）、柯萨奇病毒 B 型（Coxsackie b virus，COXB）
等多种病原抗原及 IgM 抗体检测。采用欧蒙

EUROStar Ⅲ Plus 荧光显微镜，汞灯 100 W，滤镜

450~515 nm，物镜：细胞观察 20 倍，物镜：细胞基

质观察 40 倍，呈特异性荧光可定性判断为抗体

阳性。

1.3 并发症评定标准

呼吸衰竭：伴有呼吸困难症状，呼吸频率增快

（RR>28/min），PaCO2>6.67 kPa（50 mmHg）。肝功

能损害：谷丙转氨酶（Alanine transaminase，ALT）
异常增高。心肌损伤：磷酸肌酸激酶同工酶

（Creatine kinase⁃MB，CK⁃MB）、乳酸脱氢酶（Lac⁃
tate dehydrogenase，LDH）、谷草转氨酶（Aspartate
transaminase，AST）异常升高。胸腔积液：X 线可

见低密度阴影，积液达胸壁，多普勒超声明确积液

位置、体积。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0软件分析，计数资料以%表示，

组间比较采用 c2 检验，若理论频数小于 5，采用

Fisher确切概率法检验，P<0.05则表示差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 病原体检出情况

308 例重症肺炎患儿中病原 IgM 抗体阳性率

58.77%（181/308），其中MP感染占比最高，ADV与

RSV 感染次之，其他包括 PIV3、FA、COXB、FB、

PIV1（见表 1）。单项感染率为 41.56%（128/308），

双重感染率为 13.96%（43/308），其中 MP+ADV 双

重病原感染最为常见 27 例（占 62.79%），另有 9例

为MP+RSV感染（占 20.93%）。多重感染率 3.25%
（10/308），MP + ADV + RSV 最 为 常 见 6 例（占

60.0%）。

2.2 不同年龄病原体感染特点分析

MP 感染中 3~7岁（学龄前期）感染率最高，明

显高于<1 岁（婴儿期）与 1~3 岁（幼儿期），差异有

统计学意义（P<0.05），RSV 感染中婴儿期与幼儿

期明显高于学龄前期，差异有统计学意义（P<
0.05），ADV 感染中学龄前期、幼儿期明显高于婴

儿期，差异有统计学意义（P<0.05），见表 1。

2.3 不同性别病原体感染特点分析

男、女患儿 MP、ADV 感染率比较无统计学意

义（P>0.05），男性患儿 RSV感染率明显高于女性，

差异有统计学意义（P<0.05），见表 2。

2.4 重症肺炎病原体感染不同季节分布特点分析

MP 感染夏季最高，明显高于春季、秋季、冬

季，差异有统计学意义（P<0.05），ADV 感染春、夏

季节较高，明显高于秋、冬两季，差异有统计学意

义（P<0.05）。RSV 感染夏季节最高，明显高于春

季、秋季、冬季，差异有统计学意义（P<0.05），见表

3、图 1~3。

年龄分层（岁）

<1（婴儿期）

1~3（幼儿期）

3~7（学龄前期）

c2值

P值

n
144
87
77

MP
17（11.81）
37（42.53）
49（63.64）
65.0529
0.0000

ADV
13（9.03）
22（25.29）
27（35.06）
23.1615
0.0000

RSV
34（23.61）
18（20.69）
3（3.90）
13.9577
0.0009

表 1 不同年龄MP、ADV、RSV感染特点分析［n（%）］

Table 1 Characteristics of MP，ADV and RSV infection at
different ages［n（%）］

性别

男

女

c2值

P值

例数

189
119

MP
57（30.16）
46（38.66）
2.3685
0.1238

ADV
37（19.58）
25（21.01）
0.0931
0.7603

RSV
42（22.22）
13（10.92）
6.3543
0.0117

表 2 不同性别MP、ADV、RSV感染特点分析［n（%）］

Table 2 Characteristics of MP，ADV and RSV infection by
sex［n（%）］

季节

春

夏

秋

冬

c2值

P值

MP（例）

16
63
13
11

78.9395
0.0000

ADV（例）

14
34
7
7

33.2202
0.0000

RSV（例）

13
31
5
6

33.0957
0.0000

表 3 不同季节重症肺炎MP、ADV、RSV感染情况

Table 3 Severe MP，ADV，RSV infection in different
years，seasons
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图 2 不同季节重症肺炎ADV感染情况

Figure 2 Severe Pneumonia ADV Infection in Different
Season
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图 1 不同季节重症肺炎MP感染情况

Figure 1 Severe pneumonia MP infection in different seasons
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图 3 不同季节重症肺炎 RSV感染情况

Figure 3 Severe pneumonia RSV infection in different
seasons

2.5 不同病原体感染重症肺炎患儿并发症情况分析

经统计，重症肺炎患儿呼吸衰竭、胸腔积液、

心肌损害、肝功能异常等并发症较高，其中 MP 感

染患儿呼吸衰竭、心肌损害并发症率较高，ADV、

RSV 感染患儿各类并发症亦频发，且多重感染患

儿呼吸衰竭、胸腔积液、心肌损害、肝功能异常等

并发症明显高于单一病原体，差异有统计学意义

（P<0.05），见表 4。

3 讨论

研究指出［5⁃6］，幼儿肺炎病原体感染与地区、季

节、年龄等因素变化而发生改变，儿童重症肺炎病

原体阳性检出率可达到 68%~89%。本研究可知厦

门地区小儿重症肺炎病原抗原及抗体 IgM抗体阳

性检出率为 58%，与陈玉等［7］研究相似。其中MP
感染占比最高，ADV 与 RSV 感染次之。与关珂

等［8］研究重症肺炎病原学特征一致。但本研究中，

双重及多重感染较魏洁等［9］研究中多病原体协同感

染率略高。分析发现，重症肺炎患儿主要以MP感

染为主，受MP感染可致蛋白酶、过氧化氢、代谢产

物氨、神经毒素过度释放，引起呼吸道黏膜损伤，加

重机体免疫负荷，增加其他病原体入侵风险所致。

Jayaweera 等［10］研究，MP与 ADV或 RSV 病原双重

感染最为常见，为重症肺炎病情进展高危因素。

本研究发现儿童重症肺炎病原体阳性检出率与

季节变化相关，MP感染一年四季均可发病，但感染

高峰为夏季，分析可能与厦门气候温度影响有关。

刘青等［11］通过MP流行病学统计，MP感染好发于夏

秋。本研究 5~9月MP感染率最高，病原微生物受高

温气候影响形成气溶胶现象，增加MP活性反应，导

致幼儿MP感染风险增加。本研究中ADV感染高

峰为春、夏季节，与厦门呼吸道感染流行趋势相符，

且与孙灵利等［12］ADV感染集中于 9~10月有所差异，

表明 ADV 感染高峰季节存在地域性。春夏季为

RSV感染高峰，与张蕾等［13］研究RSV感染流行季节

一致，受厦门亚热带季风气候影响，雨季长，易于

RSV繁殖，易导致儿童RSV感染流行。

本研究中，不同性别患儿 MP、ADV 病原体

阳性率比较无明显差异，与黄辉等［14］研究相符，

重症肺炎病原体感染与性别并无明显关联。男性

患儿 RSV 感染率较女性更高，可能与男性患儿呼

病原体

MP

ADV

RSV

多重感染

c2值

P值

n

103

62

55

10

呼吸衰竭

48（46.60）

20（32.26）

14（25.45）

8（80.00）

14.9749

0.0018

胸腔积液

51（49.51）

30（48.39）

15（27.27）

7（70.00）

10.6495

0.0138

心肌损害

54（52.43）

21（33.87）

11（20.00）

5（50.00）

17.2273

0.0006

肝功能异常

31（30.10）

17（27.42）

12（21.82）

7（70.00）

9.6499

0.0218

表 4 不同病原体感染重症肺炎患儿并发症情况［n（%）］

Table 4 Complications of Severe Pneumonia in Children with Different Pathogens［n（%）］
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吸道较女性更为狭窄有关，RSV 感染易引起呼吸

道炎性堵塞，加重肺炎症状，与张亚丽等［15］调查

结果一致。

本研究 MP、ADV、RSV 感染与重症肺炎患儿

年龄有关，学龄前期MP感染风险最高，而 RSV易

发于婴儿期，ADV 则幼儿期与学龄前期均有较高

感染率。经分析可能与小儿机体免疫功能尚未发

育健全，病原体抵抗能力不足等因素有关。

不同病原体感染患儿并发症统计可知，MP
感染患儿易发生呼吸衰竭、心肌损害等症状。吴

喜蓉等［16］研究，MP 感染可致机体免疫紊乱，自

身抗体与 MP 抗原免疫复合物致心肌受限，加之

重症肺炎缺氧、病毒血症等因素加重心肌损伤。

综上，厦门地区重症肺炎患儿病原体主要以

MP、ADV、RSV 感染为主，且双重感染风险高；夏

季为 MP 感染高峰，春、夏季节为 ADV 感染高峰，

春夏季为 RSV 感染高峰；MP、ADV、RSV 感染与

重症肺炎患儿年龄有关，学龄前期MP感染风险最

高，而 RSV 易发于婴儿期，ADV 则幼儿期与学龄

前期均有较高感染风险。
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SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB在 SP患者全麻术后肺部
感染的意义

孙媛 王欣 王莉★

［摘 要］ 目的 探讨血清淀粉样蛋白 A（SAA）、可溶性髓系细胞触发受体⁃1（sTREM⁃1）、C 反应

蛋白（CRP）/前清蛋白（PAB）比值在精神分裂症（SP）患者全麻术后肺部感染的意义。方法 选取本院全

麻下行上腹部手术的 SP患者 82例作为研究组，另选择同期健康体检者 80例作为健康对照组，根据术后

是否发生肺部感染分为感染组（21例）、未感染组（61例）。比较健康对照组、研究组术后 1、3、5、7 d血

清 SAA、sTREM⁃1 水平，并对比感染组与未感染组术后 1、3、5、7 d 血清 SAA、sTREM⁃1 水平、CRP/ PAB
比值，分析各指标间相关性，采用受试者工作特征（ROC）曲线评价 3者对肺部感染的诊断价值，并比较重

度感染、轻度感染患者血清 SAA、sTREM⁃1水平、CRP/ PAB比值，分析 3者与感染程度的关系。结果 感

染组术后 3 d血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/ PAB比值达到高峰，且术后 3、5、7 d高于未感染组（P<0.05）；术

后 3 d 血清 SAA 与 sTREM⁃1、CRP/ PAB 比值呈正相关，sTREM⁃1 与 CRP/ PAB 比值呈正相关（P<0.01）；

血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/ PAB 联合诊断术后肺部感染的 ROC 曲线下面积为 0.876；术后 3 d 重度感染

患者血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/ PAB 比值高于轻度感染患者（P<0.05）；血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/ PAB
比值与感染程度呈正相关（P<0.05）。结论 SP患者上腹部全身麻醉手术术后肺部感染存在血清 SAA、

sTREM⁃1水平、CRP/ PAB比值升高现象，且与感染严重程度关系密切，在术后肺部感染中具有较高诊断

价值，可为临床诊断、病情评估提供理论依据。

［关键词］ 淀粉样蛋白A；C反应蛋白；前清蛋白；精神分裂症；肺部感染

Significance of SAA，sTREM ⁃ 1，CRP/PAB in pulmonary infection after
general anesthesia in SP patients
SUN Yuan，WANG Xin，WANG Li★

（Anesthesia，The first hospital of Hebei Medical University，Shijiazhuang，Hebei，China，050031）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the significance of serum amyloid A（SAA），soluble
myeloid triggering receptor⁃1（sTREM⁃1），C⁃reactive protein（CRP）/prealbumin（PAB）ratio in pulmonary
infection after general anesthesia in patients with schizophrenia（SP）. Methods A total of 82 SP patients
undergoing upper abdominal surgery under general anesthesia in our hospital were selected as the research
group，and 80 healthy medical examinees in the same period were selected as the healthy control group. They
were divided into infected group （21 cases） and uninfected group （61 cases） according to whether
postoperative pulmonary infection occurred. The levels of serum SAA and sTREM⁃1 at 1，3，5，and 7 days
after operation in the healthy control group and the research group were compared，and the levels of serum
SAA，sTREM⁃1，CRP/PAB ratio in the infected group and the uninfected group 1，3，5，and 7 days after
operation were compared，and the correlation between the indicators were analyzed，the receiver operating
characteristic（ROC）curve was used to evaluate the diagnostic value of the three for lung infections，the
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levels of SAA，sTREM⁃1 and CRP/PAB in patients with severe infection and mild infection were compared，
and the relationship between the three and the degree of infection was analyzed. Results The serum SAA，

sTREM⁃1，CRP/PAB ratio reached a peak at 3 days postoperatively in the infected group，and was higher than
the uninfected group at 3，5，7 days postoperatively（P<0.05）；serum SAA was positively correlated with
sTREM⁃1 and CRP/PAB ratio at the third days after surgery，and sTREM⁃1 was positively correlated with
CRP/PAB ratio（P<0.01）；the area under the ROC curve of serum SAA，sTREM⁃1，CRP/PAB combined
diagnosis of pulmonary infection after surgery was 0.876；serum SAA，sTREM⁃1，and CRP/PAB ratios in
patients with severe infection were higher than those in patients with mild infection at the third day after
surgery（P<0.05）；serum SAA，sTREM⁃1，and CRP/PAB ratios were positively correlated with the degree of
infection（P<0.05）. Conclusion The level of serum SAA，sTREM ⁃ 1 and the ratio of CRP/PAB were
increased in SP patients with pulmonary infection after upper abdominal general anesthesia，and it is closely
related to the severity of infection，and has a high diagnostic value in postoperative pulmonary infections，
which can provide theoretical basis for clinical diagnosis and disease evaluation.

［KEY WORDS］ Amyloid A；C⁃reactive protein；Prealbumin；Schizophrenia；Pulmonary infection

精神分裂症（Schizophrenia，SP）为精神科常见

疾病，近年合并 SP 的手术患者逐年升高［1］。术后

肺部感染、谵妄是上腹部全身麻醉手术术后常规

并发症，研究显示，SP 患者术后更易发生谵妄，极

易并发其他疾病，而肺部感染是术后谵妄的主要

危险因素之一，二者相互影响，形成恶性循环［2］。

右美托咪定是高选择性 α2 肾上腺素能受体激动

剂，对降低 SP 患者术后谵妄发生风险、缓解肺组

织炎性损伤具有积极作用，但目前仍缺乏术后肺

部感染的早期预警机制［3］。血清淀粉样蛋白 A
（Serum amyloid A，SAA）、可溶性髓系细胞触发受

体 ⁃ 1（Soluble triggering receptor expressed on my⁃
eloid cells 1，sTREM⁃1）是评估急性相反应功能因

子，在多种炎症疾病、病毒或细菌感染中异常表

达［4⁃5］；相关研究显示，C 反应蛋白（C⁃reactive pro⁃
tein，CRP）与前清蛋白（Prealbumin，PAB）比值与

细菌性感染关系密切［6］。基于 SAA、sTREM⁃1、
CRP/ PAB 比值在感染性疾病中的特异性表现，本

研究初次探究其在 SP 患者全麻术后肺部感染的

变化及临床价值，旨在为临床完善预警机制提供

依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2016年 7月至 2019年 7月全麻下行

上腹部手术的 SP患者 82例作为研究对象，根据术

后是否发生肺部感染分为感染组（21 例）、未感染

组（61例），另选择同期健康体检者 80例作为健康

对照组，其中男 45 例，女 35 例，年龄 31~61 岁，平

均（46.01±5.77）岁，体质量指数 18~21 kg/m2，平均

（20.96±0.91）kg/m2。符合 SP 诊断标准［7］；入选标

准：①全麻下行上腹部手术；②明确长期服用抗精神

病药史；③所有患者及家属均已签署知情同意书。

排除标准：①术前存在肺部感染者；②存在免疫系统

疾病者；③伴严重心肝肾功能缺陷、肺纤维化、活动

性结核者。本研究已通过医院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 麻醉

入室建静脉通路，静输 6~8 mL/kg乳酸钠林格

液，深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司 Bene
View T 8多功能监测仪监测生命体征；美国Aspect
公司A⁃2000xp 监测仪监测脑电双频指数（Bispec⁃
tral index，BIS）。麻醉诱导前 10 min 静输 1.0 μg/
kg 右美托咪定（批号：H 12070534，江苏恒瑞医药

股份有限司），0.4 μg·kg⁃1·h⁃1持续输注至术毕；诱

导麻醉静注 0.05 mg/kg 咪达唑仑、3~5 μg/kg 芬太

尼、1.5~2.5 mg/kg 丙泊酚、0.15 mg/kg 顺式阿曲库

铵，气管插管机械通气，潮气量 8~10 mL/kg，氧流

量 1~2 L/min，吸呼比 1∶2，通气频率 10~15次/ min，
维持PETCO2 35~40 mmHg；麻醉维持静吸复合麻醉，

静输 2~6 mg·kg⁃1·h⁃1 丙泊酚、0.1~0.3 μg·kg⁃1·h⁃1

瑞芬太尼，吸入七氟醚，呼气末浓度 1%~3%，

静 输 0.1 mg·kg⁃1 · h⁃1 顺式阿曲库铵维持肌松，

适宜调整瑞芬太尼、七氟醚、丙泊酚浓度，维持

BIS 40~55。
1.2.2 检测

以非抗凝管取晨空腹静脉血 2 mL，离心 15
min，取 血 清 ，酶 联 免 疫 吸 附 法 测 SAA、PAB、
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资料

年龄（岁）

性别（男/女）

手术类型

肝、胆

胃部

体质量指数
（kg/m2）

手术用时（h）

通气时间（min）

感染组
（n=21）

40.31±5.33

12/9

13（61.90）

8（38.10）

21.46±1.33

2.49±0.46

133.12±31.64

未感染组
（n=61）

41.10±5.16

34/27

37（60.66）

24（39.34）

20.96±1.22

2.53±0.50

129.87±29.55

c2/t值

0.600

0.013

0.010

1.583

0.322

0.427

P值

0.550

0.911

0.919

0.117

0.748

0.671

表 1 两组一般资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of basic in 2 groups［n（%），（x ± s）］

时间

SAA（mg/L）

sTREM⁃1（ng/mL）

CRP/PAB比值

组别

感染组

未感染组

t值
P值

感染组

未感染组

t值
P值

感染组

未感染组

t值
P值

n
21
61

21
61

21
61

术后 1 d
35.42±6.28
37.27±8.41

0.922
0.359

206.29±57.41
202.44±52.09

0.285
0.777

0.10±0.04
0.09±0.03

1.206
0.232

术后 3 d
64.11±21.37
40.06±13.30

5.899
<0.001

267.53±60.04
210.14±53.30

4.120
<0.001

0.30±0.10
0.12±0.04
11.696
<0.001

术后 5 d
51.04±15.24
24.07±7.69

10.533
<0.001

218.49±50.71
174.06±38.46

4.195
<0.001

0.23±0.07
0.07±0.02
16.194
<0.001

术后 7 d
40.78±10.07
13.71±4.10

17.366
<0.001

170.56±41.25
132.02±29.14

4.674
<0.001

0.15±0.04
0.04±0.01
19.949
<0.001

表 2 两组术后血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB比值（x ± s）

Table 2 Serum SAA，sTREM⁃1，and CRP/ PAB ratios（x ± s）

sTREM⁃1。试剂盒均为南京金斯瑞生物科技有限

公司提供，资深专科医师参考试剂盒步骤规范完成。

1.3 观察指标

①对比两组术后 1、3、5、7 d、血清 SAA、

sTREM⁃1、CRP/PAB 比值。②分析术后 3 d 血清

SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB 比值相关性。③分析

术后 3 d 血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/ PAB 比值诊

断肺部感染的价值。④对比不同感染程度患者

血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB 比值。感染程度

标准：存在感染性休克或需机械通气，符合一项

或 以 上 者 为 重 度 感 染 。 ⑤ 分 析 血 清 SAA、

sTREM⁃1、CRP/PAB 比值与感染程度的关系。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件进行分析，计数资料以 n
（%）表示，行 c2检验；计量资料以（x ± s）表示，两组

间比较采用 t检验；Pearson相关性系数分析术后 3
d 血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/ PAB 比值、感染程度

的相关性；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组一般资料的比较

两组在年龄、性别、手术类型、体质量指数、手

术用时、通气时间比较，差异无统计学意义（P>
0.05），具有可比性。见表 1。

2.2 两组术后血清SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB比值

两组术后 1 d 血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB
比值相比，差异无统计学意义（P>0.05）；感染组术

后 3 d血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/ PAB比值达到高

峰，且术后 3、5、7 d 高于未感染组（P<0.05），见

表 2。

2.3 术后 3 d血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB比值

相关性

Pearson 相关性，术后 3 d 血清 SAA（r1=0.845；
r2=0.671）与 sTREM⁃1、CRP/PAB 比值呈正相关，

sTREM⁃1（r=0.784）与 CRP/PAB比值呈正相关（P<
0.01），见图 1。

2.4 术后 3 d血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB比值

诊断价值

血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB联合诊断术后

肺 部 感 染 的 AUC 值 为 0.876，大 于 SAA0.768、
sTREM⁃1 0.701、CRP/PAB 0.786（P<0.01），见表 3、
图 2。
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图 1 术后 3 d血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB比值相关性

Figure 1 Correlation between serum SAA，sTREM⁃1，and CRP/PAB ratios at 3 days after surgery
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0.786

0.876

95%CI

0.662~0.854
0.590~0.797

0.682~0.869

0.785~0.939

截断值

>58.4
>210.3

>0.1

-

敏感度
（%）

66.67
90.48

52.38

76.19

特异度
（%）

88.52
47.54

98.36

91.80

表 3 诊断价值

Table 3 Diagnostic value

注：A为 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB诊断肺部感染的 ROC曲线；

B为 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB联合诊断肺部感染的 ROC曲线

图 2 ROC曲线

Figure 2 ROC curve

指标

SAA（mg/L）
sTREM⁃1
（ng/mL）

CRP/PAB比值

重度感染患者
（n=8）

73.96±17.03

288.85±40.16

0.35±0.07

轻度感染患者
（n=13）

58.05±13.29

254.41±31.22

0.27±0.04

t值

2.396

2.204

3.355

P值

0.027

0.040

0.003

表 4 不同感染程度患者血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB
比值比较（x ± s）

Table 4 Comparison of serum SAA，sTREM⁃1，CRP/PAB
ratios in patients with different infection（x ± s）

2.5 不同感染程度患者血清 SAA、sTREM⁃1、
CRP/PAB比值

术后 3 d，其中在重度感染（8 例），轻度感染

（13 例）中，重度感染患者血清 SAA、sTREM⁃1、
CRP/ PAB 比值高于轻度感染患者，差异具有统计

学意义（P<0.05），见表 4。
2.6 SAA、sTREM⁃1、CRP/ PAB 比值与感染程度

的关系

Spearman 秩相关分析，血清 SAA（r=0.512）、

sTREM⁃1（r=0.0.473）、CRP/ PAB（r=0.608）比值与

感染程度呈正相关，差异具有统计学意义（P<
0.05）。

3 讨论

药物、通气时间、手术用时等均为全身麻醉手

术术后肺部感染、谵妄常见可逆性诱因［8⁃9］。本研

究在排除上述影响因素后发现，超过 20% SP患者

行上腹部全身麻醉手术后发生肺部感染，与相关

报道［10］一致。因此，临床需积极完善相关预警

机制。

SAA 是炎症介质刺激肝脏生成的一种急性

时相反应功能因子［11］。学者丁红辉等［12］研究显

示，SAA 可直接抑制革兰氏阴性菌活性，具有内

源性免疫调节因子作用，可增强机体对病原体清

除能力，认为 SAA 是有益炎症因子。本研究结果

显示，术后 1 d感染患者、未感染患者血清 SAA均

较正常值显著升高，表明手术创伤可能增加机体

炎症刺激，诱发 SAA mRNA 转录表达。研究指

出，SAA 也可通过激活单核细胞、T 淋巴细胞、中

性粒细胞等炎症细胞释放 IL⁃17、IL⁃23 等炎症介

质强化机体炎症反应［13］。推测 SAA 不仅是炎症

标志物，同时还是炎症信号触发剂，可能参与、介

导机体炎症反应发生、发展过程。本研究显示，

术后 3 d 血清 SAA 表达达到峰值，随时间延长其

表达逐渐降低，但感染组高于未感染组。炎症反
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应时 SAA 经 N 端结合高密度脂蛋白（High⁃densi⁃
ty lipoprotein，HDL）可置换已与 HDL 结合的载脂

蛋白 A2I（ApoA2I）形成急性时相 SAA/ HDL 复合

体，对巨噬细胞亲和力可提高 2~3 倍，与此同时，

巨噬细胞吞噬外周血 SAA［14］。此生理机制可能

是术后血清 SAA 表达逐渐降低的主要原因，但感

染组患者受病原体侵害，机体炎症反应强烈，故

降低缓慢［15］。本研究还发现，血清 SAA 与术后肺

部感染程度密切相关，可为临床评估病情提供数

据支持。

sTREM⁃1 是 TREM⁃1 的可溶性形式，其具有

促炎症反应、激发、放大炎症反应作用［16⁃17］。目前

有关 sTREM⁃1在感染性疾病中的诊断价值一直存

有争议。分析可能与二者病例来源及检测方法不

同有关。

PAB 是肝细胞生成快速转运蛋白之一，作为

非特异性防御物质，可在清除有害代谢产物的同

时被逐渐消耗，与炎症反应呈负相关；CRP由肝脏

生成，机体存在细菌感染、急性炎症、组织损害时，

外周血表达迅速升高，治愈后可快速恢复至正常

水平。本研究结果表明血清 SAA、sTREM⁃1、CRP/
PAB联合诊断术后肺部感染，可为临床早期诊断、

评估病情提供数据支持。

综上，SP 患者上腹部全身麻醉手术术后肺部

感染存在血清 SAA、sTREM⁃1 水平、CRP/ PAB 比

值升高现象，且与感染严重程度关系密切，在术后

肺部感染中具有较高诊断价值，可为临床诊断、病

情评估提供理论依据。
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血清TSP⁃1、PDGF预测脑出血短期预后的临床价值

高阳阳 1★ 李骥腾 2

［摘 要］ 目的 研究血清血小板反应蛋白 1（TSP⁃1）、血小板源性生长因子（PDGF）预测脑出血

短期预后的临床价值。方法 选取 2017 年 3 月至 2019 年 2 月期间本院收治的 65 例 ICH 患者，随访

90 d，5 例患者因自身因素退出研究，根据改良版 Rankin 量表评分将患者分成预后良好组（n=37）和预

后不良组（n=23）。单因素分析两组患者基线资料，并对差异有统计学意义的指标行非条件 Logistic 回

归分析，探究脑出血预后不良独立影响因素并建立预测模型。结果 两组患者在体质量指数、高血

压、血肿体积、NIHSS 评分、肺部感染、破入脑室及空腹血糖等指标比较，差异有统计学意义（P<0.05）；

Logistic 回归分析表明高血压（OR=1.275，95%CI：1.052~1.545）、空腹血糖（OR=1.551，95%CI：1.219~
1.974）、血肿体积（OR=1.368，95%CI：1.124~1.664）、NIHSS 评分（OR=2.537，95%CI：1.109~5.802）、

TSP⁃1（OR=2.659，95%CI：1.202~5.881）及 PDGF（OR=3.086，95%CI：1.324~7.197）等 6 项指标是脑出

血短期预后独立影响因素（P<0.05）；根据 ROC 曲线可得，TSP⁃1 诊断的临界值为 121.23 ng/mL，其对应

的灵敏度为 78.26%，特异度为 78.38%，AUC 为 0.877（95%CI：0.782~0.971）；PDGF 诊断的临界值为

369.34 ng/L，其对应的灵敏度为 73.91%，特异度为 70.27%，AUC 为 0.778（95%CI：0.638~0.918）；在最佳

临界切点时，联合检测方法为平行检测，其灵敏度为 86.96%，特异度为 67.57%，AUC 为 0.943（95%CI：
0.881~1.000），有评估价值。结论 高血压、空腹血糖、血肿体积、NIHSS 评分、血清 TSP⁃1 和 PDGF 等

指标是脑出血短期预后不良的独立危险因素，且血清 TSP⁃1 和 PDGF 单独或联合诊断可应用于预测其

短期预后不良。

［关键词］ 血小板源性生长因子；血小板反应蛋白 1；脑出血；短期预后；临床价值

Clinical value of serum TSP⁃1 and PDGF in evaluating short⁃term prognosis in
patients with intracerebral hemorrhage
GAO Yangyang 1★，LI Jieng2

（1. Department of Neurology ，Bayannaoer Hospital ，Bayannaoer ，Inner Mongolia ，China，015000；

2. Department of Neurology，Bayannaoer Hospital，Bayannaoer，Inner Mongolia，015000）

［ABSTRACT］ Objective To study the clinical value of serum TSP⁃1 and PDGF in evaluating short⁃
term prognosis in patients with intracerebral hemorrhage. Methods 65 cases of patients with intracerebral
hemorrhage（ICH）from March 2017 to February 2019 in our hospital were retrospectively analyzed. After 90
days of follow⁃up，5 patients withdrew from the study because of their personal reasons. The patients were
divided into favorable outcome group（n=37）and unfavorable outcome group（n=23）depending on modified
Rankin scale scores. The basic information and treatment of patients in the two groups were compared using
single factor analysis，and the significantly different single factors were analyzed by non⁃conditional logistic
regression analysis. Finally，the dangerous factors for poor prognosis were established. Results There were
significant differences in body mass index，hypertension，hematoma volume，NIHSS score，pulmonary
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infection，broken ventricle and fasting blood glucose between the two groups. Logistic regression analysis
show that hypertension（OR=1.275，95%CI：1.052~1.545），fasting blood glucose（OR=1.551，95%CI：1.219~
1.974），hematoma volume（OR=1.368，95%CI：1.124~1.664），NIHSS score（OR=2.537，95%CI：1.109~
5.802），TSP ⁃ 1（OR=2.659，95% CI：1.202~5.881） and PDGF（OR=3.086，95% CI：1.324~7.197） are
independent poor prognostic factors of intracerebral hemorrhage（P<0.05）. According to the ROC curve，the
diagnostic criterion of TSP ⁃ 1 was 121.23 ng/mL，the corresponding sensitivity，specificity and AUC were
78.26%，78.38% and 0.877（95%CI：0.782~0.971），respectively. The diagnostic criterion of PDGF was 369.34
ng/L，the corresponding sensitivity，specificity and AUC were 73.91%，70.27%，0.778（95% CI：0.638~
0.918），respectively. At the optimal critical cut⁃off point，the joint detection method is parallel detection，with
a sensitivity of 86.96%，a specificity of67.57%，and an AUC of0.943（95%CI：0.881~1.000），which has
evaluation value. Conclusion Hypertension，fasting blood glucose，hematoma volume，NIHSS score，serum
TSP⁃1 and PDGF are independent risk factors for poor short⁃term prognosis of cerebral hemorrhage and serum
TSP⁃1 and PDGF alone or in combination can be used to predict their short⁃term poor prognosis.

［KEY WORDS］ Platelet⁃derived growth factor；Thrombospondin⁃1；Intracerebral hemorrhage；Short⁃
term prognosis；Clinical value

脑出血（intracerebral hemorrhage，ICH）是指机

体在非外伤的基础上发生脑实质内血管破坏的脑

部疾病，可致患者昏迷、意识模糊、肢体瘫痪及失

语等症状。ICH具有发病迅速、病情严重及高死亡

率等特点，严重威胁患者生命安全［1 ⁃ 2］。研究发

现［3］，ICH病生理机制影响，病情进展过程机体将引

起生物化学标志物异常改变。血小板反应蛋白 1
（thrombospondin⁃1，TSP⁃1）归属于调节性基质糖蛋

白，其在刺激血小板、内皮细胞等的合成和分泌方

面具有一定的作用，且其在 ICH患者体内呈异常表

达状态［4］。而血小板源性生长因子（platelet⁃derived
growth factor，PDGF）在成纤维、平滑肌及神经胶质

等细胞或组织中合成、生长并分泌，主要应用于表

征机体神经功能，ICH 会伴随意识不清、失语等神

经功能损伤，因而推测其可能与 ICH的发生、发展

及预后有一定的关系［5］。因此本研究观察 ICH 不

同预后结局患者 TSP⁃1、PDGF表达水平，探讨血清

TSP⁃1和 PDGF对预测 ICH预后的临床价值，旨在

为临床改善 ICH患者预后和生活质量提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 3月至 2019年 2月期间本院收治

的 65 例 ICH 患者，所有患者均参照 ICH 治疗指南

行相应的治疗方法［6］，随访 90 d，5例患者因自身因

素退出研究，根据改良版Rankin量表［7］评分将患者

分成预后良好组（0~2分，n=37）和预后不良组（3~6
分，n=23）。实验经本院伦理委员审核并批准。

纳入标准：①所有患者均符合脑出血临床诊

断标准［3］，且为首次发作；②发病至入院时间不

超过 24 h；③年龄范围 18~75岁；④临床病例资料

齐全、完整；⑤患者及其家属知情同意本研究。

排除标准：①动脉瘤或手术等引发的继发性出

血；②近三个月内使用抗血小板或抗凝药物；

③合并肿瘤、自身免疫疾病或全身炎症者；④近

3 个月有重大手术者；⑤合并重要脏器官损伤者；

⑥不配合者。

1.2 血清 TSP⁃1和 PDGF检测

分别于患者入院治疗前采集患者空腹肘静脉

血约 10 mL，采用德国 Hettich ROTOFIX32A 离心

机以 2 500 r/min 的速度，温度 0℃条件下离心 15
min，获得上清液，即为目标血清。应用美国

BIOTEK 全自动酶标仪酶联免疫吸附法测定血清

TSP⁃1和 PDGF水平，本研究使用的试剂盒来自上

海机纯实业有限公司。

1.4 基线资料收集

研究人员自行设计调查问卷收集患者基线资

料，内容包括性别、年龄、民族、居住地体质量指数

（<18.5 kg/m2为体重过轻；18.5~24.0 kg/m2为正常；

>24.0 kg/m2为肥胖）、高血压、高血脂及烟酒史等人

口学资料；血肿位置、血肿体积、入院时美国国立卫

生院卒中量表 NIHSS 评分［8］（0~15 分，正常、轻微

或中度中风；16~20分，中重度中风；21~42分，重度

中风）、手术治疗、破入脑室及肺部感染等疾病资料；

空腹血糖（<7.0 mmol/L，正常血糖；>7.0 mmol/L，
高血糖）、脂代谢指标等入院时血液指标等。
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1.6 统计学方法

采用 SPSS 25.0 软件进行数据处理，计量资料

以（x ± s）表示，行 t检验；计数资料以 n（%）表示，比

较采用 c2检验，Logistic 回归分析影响因素，以 P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者基线资料比较

两组患者在体质量指数、高血压、血肿体

积、NIHSS 评分、肺部感染、破入脑室及空腹血

糖等指标比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 1。
2.2 血清 TSP⁃1和 PDGF比较

预后不良组患者血清 TSP⁃1、PDGF 明显高于

预后良好组，差异有统计学意义（P<0.05），见

表 2。
2.3 Logistic回归分析

以单因素分析中差异有统计学意义的指标为

自变量，以 90 d治疗预后是否良好为因变量，行非

条件 Logistic 回归分析。Logistic 回归分析表明高

血压、空腹血糖、血肿体积、NIHSS 评分、TSP⁃1 及

PDGF 等 6 项指标是脑出血短期预后独立影响因

素，差异有统计学意义（P<0.05），见表 3。
2.4 单独检测及联合检测诊断效能

以血清 TSP⁃1 和 PDGF 作为检验变量，以预

后是否良好作为状态标量，以敏感度为X轴，以“1⁃
特异性”为 Y 轴绘制得 ROC 曲线（见图 1）。根据

ROC 曲线可得，TSP⁃1 诊断的临界值为 121.23 ng/
mL；PDGF诊断的临界值为 369.34 ng/L；在最佳临

界切点时，联合检测方法为平行检测，具有评估

价值。

3 讨论

ICH是指因高血压、血管畸形或情绪激动等因

素诱发脑实质血管破裂的危重症疾病，具有高致

死率和高致残率等特点［9］。针对 ICH，临床根据患

者病情程度选择保守治疗或手术治疗等形式，以

降低颅内压和恢复神经功能［10］。ICH 疾病预后与

病情严重程度、意识及基础疾病等有关，而临床尚

无有效的预测指标［11］。血清 TSP⁃1在 ICH 患者体

内异常表达，而血清 PDGF与神经功能的变化存在

一定的相关性［12⁃13］，因而推测其与 ICH预后存在关

联，但其具体应用于 ICH短期预后研究较少。

因素

人口学资料
男性
年龄

≥60岁
<60岁

民族
汉族
其他

居住地
农村
城镇

体质量指数
<18.5 kg/m2

18.5~24.0 kg/m2

>24.0 kg/m2

高血压
高血脂
吸烟史
饮酒史
疾病资料

血肿位置
深部
脑叶
幕下

血肿体积
<30 mL
≥30 mL

入院时NIHSS评分
0~15分
16~20分
21~42分
手术治疗
破入脑室
肺部感染

入院时血液指标
总胆固醇
<5.18 mmol/L
5.18~6.22 mmol/L
>6.22 mmol/L

甘油三酯
<1.70 mmol/L
1.70~2.26 mmol/L
>2.26 mmol/L

低密度脂蛋白
<3.37 mmol/L
3.37~4.14 mmol/L
>4.14 mmol/L

高密度脂蛋白
<1.04 mmol/L
1.04~1.55 mmol/L
>1.55 mmol/L

空腹血糖
<7.0 mmol/L
≥7.0 mmol/L

预后
良好组
（n=37）

24（64.86）

19（51.35）
18（48.65）

29（78.38）
8（21.62）

19（51.35）
18（48.65）

3（8.11）
28（75.68）
6（16.21）
7（18.92）
13（35.14）
11（29.73）
10（27.03）

11（29.73）
14（37.84）
12（32.43）

24（64.86）
13（35.14）

13（35.14）
16（43.24）
8（21.62）
16（43.24）
13（35.14）
12（32.43）

14（37.84）
13（35.13）
10（27.03）

13（35.14）
12（32.43）
12（32.43）

15（40.54）
11（29.73）
11（29.73）

14（37.84）
12（32.43）
11（29.73）

25（67.57）
12（32.43）

预后
不良组
（n=23）

18（78.26）

14（60.87）
9（39.13）

19（82.61）
4（17.39）

11（47.83）
12（52.17）

4（17.39）
10（43.48）
9（39.13）
10（43.48）
7（30.43）
5（21.74）
4（17.39）

7（30.43）
10（43.48）
6（26.09）

8（34.78）
15（65.22）

4（17.39）
7（30.43）
12（52.18）
8（34.78）
15（65.22）
14（60.87）

9（39.13）
9（39.13）
5（21.74）

8（34.78）
10（43.48）
5（21.74）

10（43.48）
10（43.48）
3（13.04）

11（47.83）
8（34.78）
4（17.39）

9（39.13）
14（60.87）

t/c2值

1.212
0.519

0.159

0.071

6.348

4.213
0.141
0.463
0.736

0.306

5.157

6.155

0.423
5.157
4.671

0.227

1.045

2.488

1.227

4.671

P值

0.271
0.471

0.690

0.791

0.042

0.040
0.707
0.496
0.391

0.858

0.023

0.046

0.515
0.023
0.031

0.893

0.593

0.288

0.542

0.031

表 1 两组患者基线资料对比［n（%）］

Table 1 Comparison of baseline data between the
two groups［n（%）］
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组别

预后良好组

预后不良组

t值
P值

n
37
23

TSP⁃1（ng/mL）
102.47±18.65
165.34±10.76

16.548
<0.001

PDGF（ng/L）
341.34±32.59
421.32±52.60

8.205
<0.001

表 2 两组患者血清 TSP⁃1和 PDGF水平对比（x ± s）

Table 2 Comparison of serum TSP⁃1和 PDGF value
between the 2 groups（x ± s）

自变量

高血压

空腹血糖

血肿体积

NIHSS评分

TSP⁃1
PDGF
常数项

B值

0.243
0.439
0.313
0.931
0.978
1.127
-0.564

S.E值

0.098
0.123
0.100
0.422
0.405
0.432
0.121

Wald值

6.148
12.739
9.797
4.867
5.831
6.806
21.726

P值

0.013
<0.001
0.002
0.027
0.016
0.009
<0.001

OR值

1.275
1.551
1.368
2.537
2.659
3.086
-

95%CI
1.052~1.545
1.219~1.974
1.124~1.664
1.109~5.802
1.202~5.881
1.324~7.197

-

表 3 Logistic回归分析结果

Table 3 Result of logistic regression

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

TSP⁃1
PDGF
TSP⁃1+PDCF
参考线

ROC曲线

图 1 Logistic回归预测模型 ROC曲线图

Figure 1 ROC curve of the prediction model based on
Logistic regression analysis

Logistics回归分析显示，高血压、空腹血糖、血

肿体积和NIHSS评分等指标是 ICH患者短期预后

不良的独立影响因素。分析认为，持续高血压会

使小动脉管壁发生玻璃样病变，扩张局部血管，形

成微小动脉瘤，进而发生血肿等脑部并发症［14］。

高血糖与脑出血的发生、发展有关，持续高血糖增

强机体脑细胞无氧代谢，增加乳酸等毒性物质；同

时高血糖增加过剩氧自由基生成，诱发炎症反应，

加重神经损伤，引发脑出血［15］。血肿不仅压迫脑

组织结构，损伤机体神经功能，而且还会诱发占位

效应，增加脑疝的发生几率，且血肿体积愈大，ICH
患者预后越差［16］。NIHSS评分是临床公认的评估

脑部疾病的指标，可判断 ICH 患者神经功能损伤

程度，而 ICH 患者均会出现一定程度的神经功能

损伤或意识模糊，影响预后恢复［17］。

血清 TSP⁃1是基质糖蛋白，其可与多种功能区

域的相应受体结合，具有聚集血小板、促进平滑肌

组织增殖和拮抗内皮细胞生长等生理学功能［18］。

当 ICH发生时，TSP⁃1浓度异常增高，其可促进基因

金属蛋白酶的表达，进而降解细胞外基质组成，破

坏血管通透性而引发血肿［19］。PDGF是一类碱性蛋

白质，正常情况下其存在于血小板 a颗粒；而脑出

血发生后，凝血过程会激活沉寂的 PDGF，诱导巨噬

细胞、血管平滑肌细胞等大量合成并分泌 PDGF，进
而发挥促进分裂、收缩血管及趋化细胞等生理功

能［20］。针对上述诸指标，临床需制定适宜的方案，

首先需提高患者血糖和血压管理意识，降低其对

ICH患者的继发损伤；针对神经功能损伤严重者，临

床需对症治疗，改善患者意识不清；针对血肿体积严

重者，在开颅清除术等治疗方式后应住院观察，密切

观察血肿清除情况；血清 TSP⁃1和 PDGF均可表征

ICH 病情程度，临床需密切关注其变化规律，适当

降低其表达，以改善 ICH患者短期预后。

综上所述，高血压、空腹血糖、血肿体积、

NIHSS评分、血清 TSP⁃1和 PDGF等指标是脑出血

短期预后不良的独立危险因素，且血清 TSP⁃1 和

PDGF 单独或联合诊断可应用于预测其短期预后

不良，临床应根据其指标水平积极制定干预措施，

以降低短期预后发生率，改善患者生活质量。
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剖宫产产妇术后感染患者血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β
水平的变化及其意义

仵晓峰 1★ 王冉 2 李宛玲 2

［摘 要］ 目的 探讨剖宫产术后并发感染产妇血清肿瘤坏死因子 ⁃α（TNF⁃α）、降钙素原

（PCT）、白细胞介素⁃1β（IL⁃1β）的动态变化及其意义。方法 选取 2015 年 1 月至 2017 年 12 月本院产

科确诊的 80 例剖宫产后并发感染的产妇作为病例组，同期实施剖宫产但未发生感染的 160 例产妇作

为对照组，对比两组的血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平动态变化，采用受试者工作曲线分析 3 项指标鉴别

诊断产后感染的价值。结果 在产后第 1 天，病例组和对照组的血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平差异均

无有统计学意义（P>0.05），病例组在产后第 1、3、5 天，血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平呈显著升高的趋

势，在产后第 3、5 天局高于对应时间点的对照组（P<0.05）；依据产后第 3 天血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水

平绘制 ROC 曲线，结果显示血清 PCT、TNF⁃α、IL⁃1β 水平鉴别诊断产后感染的 AUC 值分别为 0.888、
0.766、0.751，对应的诊断临界值分别为 1.26 μg/mL、2.00 ng/mL、2.51 pg/mL（P<0.05）。结论 剖宫产产

妇术后感染患者血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平在早期呈明显的上升趋势，对其进行监测有利于病情诊

断及指导临床治疗。

［关键词］ 剖宫产；感染；肿瘤坏死因子⁃α；降钙素原；白细胞介素⁃1β；动态变化

Changes and Significance of Serum TNF⁃alpha，PCT and IL⁃1beta Levels in
Patients with Postoperative Infection after Cesarean Section
WU Xiaofeng1★，WANG Ran2，LI Wanling 2

（1. Department of Obstetrics and Gynecology，Wolong District Maternal and child health hospital，Nanyang，
Henan，China，473000；2. Department of Obstetrics and Gynecology，Nanyang first people 􀆳 s Hospital，
Nanyang，Henan，China，473000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the dynamic changes of serum TNF⁃α，procalcitonin（PCT）
and interleukin ⁃ 1β （IL ⁃ 1β） in parturients with infection after cesarean section and their significance.
Methods 80 cases of postpartum infection after cesarean section were selected as case group（January 2015
to December 2017）and 160 cases of postpartum infection without cesarean section were selected as control
group. The dynamic changes of serum TNF ⁃ α，PCT and IL ⁃ 1beta levels were compared between the two
groups. The value of three indicators in differential diagnosis of postpartum infection was analyzed by using the
working curve of subjects. Results On the 1st day after delivery，there was no significant difference in
serum TNF⁃α，PCT and IL⁃1beta levels between the case group and the control group（P>0.05）. On the 1st，
3rd and 5th day after delivery，the levels of serum TNF⁃α，PCT and IL⁃1beta in the case group increased
significantly，and were higher than those in the control group on the 3rd and 5th day after delivery（P<0.05）.
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ROC was drawn according to the levels of serum TNF⁃α，PCT and IL⁃1beta on the 3rd day after delivery. The
AUC values of serum PCT，TNF⁃α and IL⁃1 beta levels were 0.888，0.766 and 0.751 respectively，and the
corresponding diagnostic thresholds were 1.26 μg/mL，2.00 ng/mL and 2.51 pg/mL respectively（P<0.05）.
Conclusion Serum levels of TNF⁃alpha，PCT and IL⁃1beta in patients with infection after cesarean section
showed an obvious upward trend in the early stage. Monitoring of the levels of TNF⁃alpha，PCT and IL⁃1beta
are conducive to the diagnosis and guidance of clinical treatment.

［KEY WORDS］ Cesarean section；Infection；Tumor necrosis factor⁃alpha；Procalcitonin；Interleukin⁃
1beta；Dynamic changes

临床上剖宫产术后感染的发生，能够导致孕

产妇致残率的上升，增加了远期不能妊娠结局的

发生风险［1⁃2］。对于剖宫产术后感染的早期诊断

具有重要的意义，其能够在指导疾病的早期抗感

染治疗方面发挥作用。血清学细胞因子的检测，

可以为临床上相关感染性基本的诊疗提供参

考。肿瘤坏死因子 ⁃α（tumor necrosis factor ⁃ α，

TNF⁃α）是炎症性相关因子，其能够通过诱导下

游白细胞介素家族因子的激活，进而促进相关细

胞因子对于子宫内膜的损伤［3］；降钙素原（pro⁃
calcitonin，PCT）是病原体感染的指标，在细菌或

者混合感染的患者中，脂多糖的释放能够显著促

进 PCT 的上升［4］；白细胞介素 ⁃1β（Interleukin⁃
1β，IL⁃1β）是白细胞介素家族成员，其能够通过

提高下游炎症性信号通路的激活，最终促进剖宫

产术后感染的发生［5］。为了揭示 TNF⁃α、PCT、IL
⁃1β 的表达及其与剖宫产产后感染的关系，从而

为临床上剖宫产产后感染的诊断提供参考，本次

研究选取本院产科确诊剖宫产后并发感染的产

妇作为病例组，探讨了 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 的表

达及其诊断学价值。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2015 年 1 月至 2017 年 12 月本院产科确

诊的 80 例剖宫产后并发感染的产妇作为病例

组，同期实施剖宫产但未发生感染的 160 例产妇

作为对照组。年龄 22~38 岁，平均（28.4±2.6）岁，

分娩孕周（38.2±1.0）周；其中初产妇 62 例、经产

妇 18 例；其中 41 例患者经细菌学培养阳性（铜

绿假单胞菌 12 例、鲍氏不动杆菌 8 例、肺炎克雷

伯杆菌 4 例、大肠埃希菌 4 例、金葡菌 6 例、表皮

葡萄球菌 3 例、其他 4 例）。年龄 22~39 岁，平均

（28.7±2.3）岁，分娩孕周（38.4±1.3）周；其中初产

妇 117 例、经产妇 43 例。入选标准：①所有产妇

均具有典型的临床剖宫产指征，在本院实施剖宫

产手术；②经血清学、细菌培养等实验室检查结

合患者的临床表现等确诊为产后感染；③本研究

符合《赫尔透辛基宣言》相关伦理及保密原则。

④所有患者及家属均已签署知情同意书。排除

标准：①剖宫产术前伴有感染性疾病；②伴有免

疫功能障碍、HIV 感染的产妇；③合并其他系统

的重大疾病。

1.2 检测方法

采用一次性静脉血采集器进行肘部静脉血采

集，采集 5 mL 静脉血后自然放置，取上清液体进

行检测。采用贝克曼库尔特公司 UniCel DxI 800
免疫发光仪器进行 PCT的检测，配套试剂盒购自北

京九强生物公司；采用 ELISA法进行 TNF⁃α、IL⁃1β
的检测，采用十字交叉的方法进行抗原浓度的测

定，采用碳酸盐缓冲液进行抗原稀释，加入 96孔的

酶标板中，盖好酶标板盖后置于 4℃冰箱过夜，蒸馏

水冲洗 3次，每次 5 min，轻轻叩击酶标板甩干。每

孔中加入 5%的脱脂牛奶 200 μL，置于 4℃冰箱过

夜，蒸馏水冲洗 3次，每次 5 min，加入稀释好的抗

体（购自 abcum公司 批号：20083845 浓度 1∶800），

蒸馏水冲洗 3次，每次 5 min，每孔中加入 100 μL的

底物，显色后在酶标仪上进行吸光度的检测。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 21.0 软件进行统计学处理，采用

（x ± s）表示符合正态分布的计量资料，两组间分

析 采 用 t 检 验 ；P<0.05 表 示 差 异 具 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1 两组产妇的血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 动态变

化趋势比较

实验结果显示，病例组和对照组的血清
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组别

病例组

对照组

t值

P值

TNF⁃α（ng/mL）

产后
第 1天

1.55±0.32

1.48±0.29

1.702

0.090

产后
第 3天

2.67±0.69

1.50±0.31

18.125

0.000

产后
第 5天

3.04±0.55

1.44±0.38

26.334

0.000

PCT（μg/mL）

产后
第 1天

0.81±0.27

0.78±0.24

0.875

0.382

产后
第 3 d

2.23±0.69

0.63±0.20

27.184

0.000

产后
第 5天

2.52±0.77

0.47±0.15

32.528

0.000

IL⁃1β（pg/mL）

产后
第 1天

0.81±0.27

0.78±0.24

0.875

0.382

产后
第 3天

2.23±0.69

0.63±0.20

27.184

0.000

产后
第 5天

2.52±0.77

0.47±0.15

32.528

0.000

表 1 两组产妇的血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β动态变化趋势比较（x ± s）

Table 1 Comparison of dynamic trends of serum TNF⁃α，PCT，IL⁃1β in two groups of women（x ± s）

TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平在产后第 1 天至第 5 天

的结果整体上存在差异，其中在产后第 1 天，病

例组和对照组的血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平

差异均不具有统计学意义（P>0.05），病例组在

产后第 1、3、5 天，血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平

呈显著升高的趋势，在产后第 3、5 天局高于对

应时间点的对照组，差异具有统计学意义（P<
0.05）；见表 1。

2.2 产后第 3 天血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平监

测鉴别诊断产后感染的临床价值

依据产后第 3天血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β水平

绘制 ROC曲线，结果显示血清 PCT、TNF⁃α、IL⁃1β
水平鉴别诊断产后感染的 AUC 值分别为 0.888、
0.766、0.751，对应的诊断临界值分别为 1.26 μg/
mL、2.00 ng/mL、2.51 pg/mL（P<0.05）；见图 1。

3 讨论

流行病学研究表明，剖宫产术后感染的发病

率可超过 859/1万孕产妇左右［6］，在合并有基础性

糖尿病或者妊娠期并发症的孕产妇中，剖宫产术

后感染的发病率可进一步的上升［7］。长期的临床

随访观察研究发现，剖宫产术后感染孕产妇发生

晚期产后出血的风险可超过 5%以上，同时孕产妇

的病死率也明显的上升［8］。血清学指标的检测，

能够具有简便和经济的特点，在感染性疾病的诊

断和预后评估过程中均具有一定的价值。现阶段

主要通过超敏 C 反应蛋白或者白细胞介素 6 进而

辅助早期诊断剖宫产术后感染，但依靠超敏 C 反

应蛋白等评估剖宫产术后感染发病风险的灵敏度

不足 40%，其诊断剖宫产术后感染发病的假阳性

率较高［9］。

肿瘤坏死因子（Tumor Necrosis Factor，TNF）
是一种能够直接杀伤肿瘤细胞而对正常细胞无明

显毒性的细胞因子，分为 TNF⁃α，TNF⁃β 两种，

TNF⁃α 是炎症性相关因子，其不仅能够通过诱导

下游单核细胞的激活，同时还能够增加其对于子

宫内膜或者宫颈组织的浸润程度，加剧盆腔脏器

的炎症性损害，TNF⁃α 还能够通过激活体内的金

属机制蛋白酶因子，提高其对于细胞间质成分的

分解，从而提高了炎症因子的扩散风险；PCT是一

种蛋白质，当严重细菌、真菌、寄生虫感染以及脓

毒症和多脏器功能衰竭时它在血浆中的水平升

高。自身免疫、过敏和病毒感染时 PCT不会升高，

上升的 PCT 能够提高其对于中性粒细胞的激活

能力，加剧病原体的入侵风险；IL⁃1（interleukin⁃1，
IL⁃1）又名淋巴细胞刺激因子，主要由活化的单核⁃
巨噬细胞产生，有 IL⁃1α 和 IL⁃1β 两种存在形式，

IL⁃1β是白细胞介素家族因子，其对于子宫剖宫产

PCT
IL⁃1β
TNF⁃α
参考线

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度

1⁃特异性

图 1 产后第 3天血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β水平诊断产后感

染的ROC曲线

Figure 1 ROC curve of serum TNF⁃α，PCT，IL⁃1β on the
third day of postpartum diagnosis of postpartum infection

·· 509



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

术后切口部位的浸润，能够影响到局部剖宫产切

口的感染微环境，部分研究者探讨了 PCT 的表达

与剖宫产术后感染的关系，认为 PCT 的表达上升

与剖宫产术后感染密切相关［10］，但缺乏对于 IL⁃1β
等的分析研究。

本次研究结果提示了 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 的

表达浓度的逐渐上升与剖宫产术后感染密切相

关，这可以从下列几个方面进行理解［11⁃14］：①剖

宫产术后感染的孕产妇，其体内的炎症反应的

激活具有显著的正反馈作用，从而逐渐放大了

炎症性因子的激活和释放程度，促进了 TNF⁃α、

PCT、IL⁃1β 的逐渐上升；②剖宫产术后感染的孕

产妇，其子宫内膜或者宫颈局部创面的损伤，能

够进一步提高病原体的入侵风险，从而进一步

提高了病原体扩增诱导的炎症因子的释放。陈

怡等［15］研究者也发现，在剖宫产术后感染的孕

产妇中，TNF⁃α 的表达浓度可平均上升 40%以

上，同时在合并有明显的产褥期感染或者子宫

复旧不良的孕产妇中，TNF⁃α 的表达浓度的上升

更为显著。本实验结果提示了临床上对于高度

怀疑术后感染的孕产妇，在在术后第三天开始

早期进行 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 的检测，进而提高

剖宫产术后感染的检出能力。诊断学价值分析

可见，相关指标分别超过 2.00 ng/mL、1.26 μg/
mL、2.51 pg/mL 时，其在诊断剖宫产术后感染的

过程中具有重要的参考价值，但本次研究并未

分析不同指标诊断的灵敏度或者特异度的具体

差异，存在一定的局限性。

综上所述，在剖宫产术后感染的孕产妇中，

TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 的表达浓度明显上升，同时

TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 超过 2.00 ng/mL、1.26 μg/mL、
2.51 pg/mL 时，相关指标能够在辅助诊断剖宫产

术后感染中发挥作用。
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血清β⁃hCG和孕酮表达与妊娠剧吐患者甲状腺功能
和胃动素相关性

李凤★ 鲁海峰 崔冰漪 秦春怡

［摘 要］ 目的 探究妊娠剧吐患者血清 β⁃人绒毛膜促性腺激素（β⁃hCG）、孕酮（P）表达及与甲状

腺功能、胃动素（MOT）的相关性。方法 选取 2018年 1月至 2019年 10月本院收治的 81例妊娠剧吐孕

妇作为研究组，选取 79例正常孕妇作为对照组。检测比较两组血清 β⁃hCG、P、MOT水平、妊娠剧吐程度

（VAS 评分）、甲状腺功能［游离甲状腺素（FT4）、游离三碘甲状腺原氨酸（FT3）、促甲状腺素（TSH）］，

分析血清 β⁃hCG、P水平与VAS评分、甲状腺功能、MOT的相关性，探讨血清 β⁃hCG、P与妊娠剧吐的关

系。结果 研究组血清 β⁃hCG水平高于对照组，血清 P水平低于对照组（P<0.05）；研究组血清 FT3、FT4
水平及 VAS 评分高于对照组，血清 TSH 及 MOT 水平低于对照组（P<0.05）；血清 β⁃hCG 水平与血清

TSH、MOT水平存在显著负相关，与血清 FT3、FT4水平及VAS评分存在显著正相关（P<0.05）；血清 P水

平与血清 TSH、MOT 水平存在正相关，与血清 FT3、FT4 水平及 VAS 评分存在显著负相关（P<0.05）；血

清 β⁃hCG、P与妊娠剧吐高度相关（P<0.05）。结论 妊娠剧吐患者血清 β⁃hCG表达异常升高，P表达较

低，与患者甲状腺功能、MOT水平及妊娠剧吐程度关系密切，监测其变化情况可为临床合理制定干预措

施提供指导性参考。

［关键词］ 妊娠剧吐；β⁃人绒毛膜促性腺激素；孕酮；甲状腺素；三碘甲状腺原氨酸；促甲状腺

素；胃动素

Correlation of serum β ⁃ hCG and progesterone expression with thyroid
function and motilin in patients with hyperemesis gravidarum
LI Feng★，LU Haifeng，CUI Bingyi，QIN Chunyi
（Clinical laboratory，Tangshan hospital of traditional Chinese medicine，Tangshan，Hebei，China，063000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of serum β⁃human chorionic gonadotropin（β⁃
hCG）and progesterone（P）in patients with hyperemesis gravidarum and the correlation with thyroid function
and motilin（MOT）. Methods From January 2018 to October 2019，81 pregnant women with severe vomit⁃
ing in hospital were selected as the study group and 79 normal pregnant women were selected as the control
group. The serum β⁃hCG，P，MOT levels，hyperemesis gravidarum（VAS score），thyroid function［free thy⁃
roxine（FT4），free triiodothyronine（FT3），and thyroid stimulating hormone（TSH）］were measured and
compared between the two groups. The correlations of serum β⁃hCG and P levels with VAS score and thyroid
function and MOT were analyzed. Results The serum β⁃hCG level in the study group was higher than that in
the control group，and the serum P level was lower than that in the control group（P<0.05）. Serum FT3 and
FT4 levels and VAS scores in the study group were higher than those in the control group，and serum TSH and
MOT levels were lower than those in the control group（P<0.05）. There was a significant negative correlation
between serum β ⁃hCG levels and serum TSH and MOT levels，and a significant positive correlation with se⁃

·· 511



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

rum FT3，FT4 levels，and VAS scores（P < 0.05）. Serum P level was positively correlated with serum TSH
and MOT levels，and negatively correlated with serum FT3，FT4 levels and VAS scores（P<0.05）.Serum β ⁃
hCG and P were highly related to hyperemesis gravidarum（P<0.05）. Conclusion Serum β⁃hCG expression
is abnormally increased in patients with hyperemesis gravidarum， and the expression of P is low，which is
closely related to the patients􀆳 thyroid function，MOT level and the degree of hyperemesis gravidarum. Moni⁃
toring the changes can provide a guidance for the clinical rational intervention.

［KEY WORDS］ Hyperemesis gravidarum；β ⁃human chorionic gonadotropin；Progesterone；Thyrox⁃
ine；Triiodothyronine；Thyrotropin；Motilin

妊娠剧吐为妊娠期特有疾病，可对患者饮食、

工作、生活等带来严重影响，同时影响胎儿营养

摄入，不利于母婴健康，常需住院治疗，以往临床

多采用尿酮体检查诊断妊娠剧吐，近年来研究发

现，血清 β⁃人绒毛膜促性腺激素（β⁃human chori⁃
onic gonadotropin，β⁃hCG）在鉴别诊断妊娠剧吐方

面较尿酮体检查更为有效、准确［1⁃2］。孕酮（Pro⁃
gesterone，P）伴随全妊娠过程，已有大量研究证

实，P 水平变化与妊娠结局密切相关［3⁃4］，但其与

妊娠剧吐的关系尚缺乏大量循证支持。此外，相

关文献显示，妊娠剧吐患者存在甲状腺激素升高

降低现象，随着时间推移，可导致流产等不良妊

娠结局，故检测妊娠剧吐患者甲状腺激素水平变

化意义重大［5］。胃动素（Motilin，MOT）是刺激胃

肠蠕动，增加胃肠动力的主要激素之一，是反映

妊娠剧吐孕妇胃肠道蠕动情况的重要指标［6］。本

研究通过检测妊娠剧吐孕妇血清 β⁃hCG、P 表达，

分析其与甲状腺功能、MOT 的相关性，以期为临

床诊治妊娠剧吐提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 1 月至 2019 年 10 月本院收治的

81 例妊娠剧吐孕妇作为研究组，于妊娠早期频繁

恶心呕吐，每日呕吐≥3 次，不能进食。选取 79 例

正常孕妇作为对照组。对比两组体质量、孕周、妊

娠情况、年龄、户口所在地、孕次，差异均无统计学

意义（P>0.05），具有可比性。本研究经医院伦理

委员会审批通过。

纳入标准：①年龄<35 岁；②自然受孕；③无

妊娠期糖尿病、高血压等疾病；④认知功能良好；

⑤患者知晓本研究，已签署同意书。排除：①严重

肝肾功能障碍者；②合并甲状腺疾病者；③葡萄

胎等引起的呕吐；④合并消化系统疾病者；⑤恶

性肿瘤患者；⑥血液系统疾病患者。

1.3 方法及检测指标

材料和仪器：LXJ⁃802 型医用离心机购自金

坛市恒丰仪器制造有限公司，化学发光免疫分

析试剂盒购自罗氏产品上海有限公司，化学发

光微粒子免疫检测试剂盒购自美国 Bio⁃RAD
公司。

血清指标检测方法：入组第 2 天早晨，采集

所有研究对象静脉血 3 mL，采用医用离心机，以

3 000 rpm 转速离心 10 min，取血清置于-20℃备

用，用化学发光免疫分析法测定血清 β⁃hCG、P、
MOT水平。采用化学发光微粒子免疫检测法测定

血清游离甲状腺素（Free thyroxine，FT4）、游离三碘

甲状腺原氨酸（Free triiodothyronine，FT3）、促甲状

腺素（Thyroid stimulating hormone，TSH）水平。

妊娠剧吐程度评估方法：采用视觉模拟评分

法（Visual analogue scales，VAS）［7］评估，使用正面

有 0 和 10 之间游动的标尺，将标有“1⁃10”刻度的

一面背向病人，让病人在直尺上标出能代表自己

妊娠剧吐程度的相应位置，医师根据病人标出的

位置为其评出分数，分值范围 0~10分，0分表示无

恶心呕吐症状，10 分为最剧烈恶心呕吐，无法

耐受。

观察指标：①两组血清 β⁃hCG、P、MOT、TSH、

FT3、FT4水平及 VAS 评分。②分析血清 β⁃hCG、P
水平与血清MOT、TSH、FT3、FT4水平、VAS评分的

相关性。③分析血清β⁃hCG、P与妊娠剧吐的关系。

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，采用 t检验，计数资料以 n（%）表

示，采用 c2 检验，采用 Pearson 分析血清 β ⁃hCG、

P 水平与血清 TSH、FT3、FT4 水平、VAS 评分的相

关性，通过 logistic分析血清 β⁃hCG、P与妊娠剧吐

关系，P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 两组基本资料的比较

两组资料中体质量，年龄要周孕次、妊娠情况

等比较差异无统计学意义（P>0.05）。

2.2 两组血清 β⁃hCG、P水平

研究组血清 β⁃hCG 水平较对照组高，血清 P
水平较对照组低（P<0.05）（表 2）。

2.2 两组甲状腺功能、MOT及VAS评分

研究组血清 FT3、FT4水平及 VAS 评分较对照

组高，血清 TSH及MOT水平较对照组低（P<0.05）
（表 3）。

2.3 血清 β⁃hCG、P水平与甲状腺功能、VAS评分

相关性

血清 β⁃hCG水平与VAS评分、血清 FT3、FT4水

平呈正相关，与血清 TSH、MOT水平呈负相关（r1=
0.615，P1<0.001；r2=0.397，P2<0.001；r3=0.493，P3<
0.001；r4=-0.492，P4<0.001；r5=-0.558，P5<0.001），血
清 P水平与VAS评分、血清FT3、FT4水平呈负相关，

与血清 TSH、MOT 水平呈正相关（r1=-0.511，P1<
0.001；r2=-0.678，P2<0.001；r3=-0.486，P3<0.001；r4=
0.451，P4<0.001；r5=0.321，P5<0.001）（图1）。

组别

研究组

对照组

t值
P值

n

81
79

FT3（pmol/L）

7.24±1.01
6.49±2.04

2.958
0.004

FT4（pmol/L）

661.11±198.34
232.64±69.42

18.146
<0.001

TSH（mU/L）

1.68±0.33
1.86±0.12

4.563
<0.001

VAS评分（分）

7.64±1.41
2.35±1.34
24.315
<0.001

MOT（ng/L）

67.14±15.92
144.36±30.08

20.365
<0.001

表 3 两组甲状腺功能、MOT及VAS评分（x ± s）

Table 3 Thyroid function，MOT and VAS scores of the 2 groups（x ± s）

项目

体质量（kg）
年龄（岁）

孕周（周）

孕次（次）

妊娠情况

单胎妊娠

多胎妊娠

户口所在地（例）

农村

城市

研究组
（n=81）
54.19±2.97
26.19±3.09
7.31±1.15
1.96±0.45

76（93.83）
5（6.17）

35（43.21）
46（56.79）

对照组
（n=79）
55.24±4.11
27.01±2.50
6.92±1.45
2.01±0.49

72（91.14）
7（8.86）

30（37.97）
49（62.03）

t/c2值

1.856
1.843
1.887
0.673

0.417

0.454

P值

0.065
0.067
0.061
0.502

0.519

0.500

表 1 研究组与对照组一般资料情况［n（%），（x ± s）］

Table 1 General information of research group and control
group［n（%），（x ± s）］

组别

研究组

对照组

t值
P值

n
81
79

β⁃hCG（IU/L）
15 6291.33±46 887.33
10 9403.65±32 820.89

7.311
<0.001

P（nmol/L）
23.42±6.89
32.78±9.66

7.070
<0.001

表 2 研究组和对照组血清 β⁃hCG、P水平（x ± s）

Table 2 Serum β ⁃ hCG and P levels in the two groups
（x ± s）

2.4 血清 β⁃hCG、P与妊娠剧吐关系

经 logistic 分析，血清 β⁃hCG、P 与妊娠剧吐密

切相关（P<0.05）（表 4）。

3 讨论

恶心呕吐为妊娠早期常见反应，一般不影响

孕妇生活和工作，但少部分妊娠剧吐孕妇，恶心呕

吐症状频繁，影响进食，对身体健康造成严重影

响，更甚者可引发酸中毒、肝功能衰竭等致死性并

发症［8⁃9］。因此，及时明确妊娠剧吐患者病情，积极

开展相关治疗，对保障母婴安全至关重要。

本研究发现，妊娠剧吐患者血清 β⁃hCG 水平

显著高于正常孕妇，表明血清 β⁃hCG 的异常高表

达参与妊娠剧吐的发生发展。相关研究指出，妊

娠剧吐是一种多因素导致的疾病，雌激素分泌异

常、维生素 B缺乏、血浆蛋白A不足等均可能加重

孕吐反应［10］。β⁃hCG是由胎盘的滋养层细胞分泌

的一种糖蛋白，在受精后分泌开始增加，并进入母

血，一直到妊娠第 8周左右达到峰值，与胎盘功能

关系密切［11⁃12］。报道指出，妊娠早期 β⁃hCG达到峰

值时，恶心呕吐症状最严重，一般认为妊娠剧吐与

β⁃hCG的过度表达密切相关［13］。黄诗蔚［14］针对 76
例妊娠剧吐患者开展的一项研究发现，妊娠剧吐

患者的血清 β⁃hCG 水平随着病情缓解逐渐降低，

治疗效果越好降低越明显。上述研究均证实了本

研究结果的可靠性。β⁃hCG促进妊娠剧吐的机制
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注：a：血清 β⁃hCG 水平与 VAS 评分相关性；b：血清 β⁃hCG 水平与 FT3 水平相关性；c：血清 β⁃hCG 水平与 FT4 水平相关性；d：血清

β⁃hCG水平与 TSH水平相关性；e：血清 P水平与VAS评分相关性；f：血清 P 水平与 FT3水平关系性；g：血清 P水平与 FT4水平相关性；

h：血清 P水平与 TSH水平相关性；i：血清 P水平与MOT相关性；j：血清 β⁃hCG水平与MOT相关性

图 1 血清 β⁃hCG、P水平与甲状腺功能、VAS评分相关性

Figure 1 Correlation of serum β⁃hCG，P levels with thyroid function and VAS score

因素

β⁃hCG
P

b值

1.291
1.169

S.E.值
0.462
0.454

Wald/c2值

7.807
6.633

OR值

3.636
3.220

95%CI
1.278~10.344
1.071~9.679

P值

<0.001
<0.001

表 4 血清 β⁃hCG、P与妊娠剧吐关系

Table 4 Relationship between serum β ⁃ hCG，P and hyperemesis gravidarum

为：β⁃hCG水平升高，可刺激消化系统发生一系列

变化，如平滑肌松弛、张力减弱，胃肠道蠕动减缓

等，导致胃排空和食物在胃肠道停留时间延长，加

之孕早期消化液、消化酶分泌减少，易引起消化不

良，增加恶心、呕吐症状。

本研究结果还显示，妊娠剧吐患者血清 P水平

明显低于正常孕妇，笔者推断 P 水平变化可能与

妊娠剧吐存在间接性关系。P 是卵巢分泌的具有

生物活性的主要孕激素，具有保护女性子宫内膜

的作用，在妊娠期间给胎儿早期生长及发育提供

支持和保障，同时对子宫起到一定镇定作用［15⁃16］。

近年来研究发现，P水平变化是临床判断胎盘功能

重要指标，其水平降低提示胎盘功能出现异

常［17］。上述分析及本研究结果，均证实了笔者推

断的准确性，但 P 促进妊娠剧吐的具体作用机制

尚不明确，有待日后深入探究。本研究进一步经

相关性分析发现，血清 β⁃hCG、P 与妊娠剧吐具有

密切相关性，充分表明血清 β⁃hCG、P 的异常表达

与妊娠剧吐的发生发展关系密切。

最新研究显示，妊娠期甲状腺功能异常对孕妇

妊娠结局及新生儿预后均可造成不良影响，妊娠早

期加强甲状腺功能筛查和干预，可明显改善母婴预

后［18⁃19］。而在妊娠剧吐患者中，约 50%的患者存在

甲状腺功能异常，主要表现为甲状腺激素水平的变

化［20］。FT3、FT4及TSH均为反映甲状腺功能的重要

生物学指标［21］。MOT 是刺激胃肠蠕动的重要因

子，其生理功能是促进消化道运动，加速胃排空，

MOT表达水平与胃排空时间呈正相关。而妊娠剧

吐患者胃排空时间较长，是引起剧吐的主要因素之

一［22］。本研究结果中，妊娠剧吐患者血清 FT3、FT4

水平高于正常孕妇，而血清 TSH、MOT水平低于正

常孕妇，表明妊娠剧吐患者存在甲状腺激素及

MOT分泌异常。β⁃hCG结构与 TSH较为相似，类

似一种弱甲状腺激素刺激物，可与 TSH受体结合，
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刺激甲状腺激素合成细胞碘的摄取量增加，增加

FT4 分泌，刺激环化腺核苷一磷酸合成、分泌增

加［22⁃23］。妊娠剧吐患者妊娠早期 β⁃hCG 表达不断

增加，呈过度表达状态，可引起 FT3、FT4水平增高，

同时通过负反馈机制抑制TSH与MOT的合成及分

泌，从而引起甲状腺激素水平紊乱、胃肠道功能降

低［24⁃25］。此外，本研究还显示，血清 β⁃hCG、P水平

与血清 MOT、TSH、FT3、FT4水平均存在密切相关

性，表明血清β⁃hCG、P异常表达不仅能反映妊娠剧

吐患者病情，同时可为临床评估患者甲状腺功能、

胃肠道功能提供参考，有助于改善患者预后。

综上可知，血清β⁃hCG、P的异常表达与妊娠剧

吐患者甲状腺激素水平、血清MOT水平、妊娠剧吐

程度具有密切相关性，可作为反映患者甲状腺功

能、胃肠道功能及妊娠剧吐病情的生物学指标，指

导临床治疗妊娠剧吐，有助于改善患者预后。
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CysC、α1⁃MG及β2⁃MG在慢性阻塞性肺疾病患者的
检测价值及与缺氧所致肾损伤的相关性

李海燕★

［摘 要］ 目的 探讨血清胱抑素 C（CysC）、α1 微球蛋白（α1⁃MG）及 β2 微球蛋白（β2⁃MG）在慢

性阻塞性肺疾病（COPD）中的检测价值及与缺氧所致早期肾损伤的相关性。方法 选择 2013年 1月至

2016年 8月本院就诊的 206例 COPD患者，依据氧分压（SPO2）分为轻度缺氧组 64例、中度缺氧组 86例、

重度缺氧组 56 例三组，另选取 50 例健康者作为对照组，检测 4 组 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG、肌酐（Scr）、尿

素氮（BUN）水平，并利用 ROC曲线分析CysC、α1⁃MG及 β2⁃MG对 COPD及 COPD合并肾损伤的诊断价

值，通过 Pearson检验分析 CysC、BUN、α1⁃MG、β2⁃MG与 Scr的相关性。结果 ①对照组比较，COPD 组

CysC、α1⁃MG、β2⁃MG 水平均明显升高，COPD 组 Scr、BUN 水平与对照组差异无统计学意义（P>0.05）；

②Cys⁃C 水平在轻度组、中度组、重度组均显著高于对照组（P<0.05）；α1⁃MG、β2⁃MG 水平在中度组、重

度组均显著高于对照组（P<0.05）；与轻度组比较，重度组 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG水平较高（P<0.05）；与中

度组比较，重度组 CysC 水平较高（P<0.05）；③α1⁃MG、β2⁃MG 及 Cys C 均与 Scr 呈正相关（均 P<0.05）。

④ROC曲线示，CysC、α1⁃MG、β2⁃MG及联合检测预测 COPD的曲线下面积为 0.810、0.743、0.812、0.915、
0.936，最佳阈值为 1.74 mg/L、12.22 mg/L、2.34 mg/L，敏感度分别为 0.806、0.726、0.794、0.903，特异度为

0.795、0.705、0.782、0.903；CysC、α1⁃MG、β2⁃MG 及联合检测的曲线下面积分别为 0.864、0.832、0.812，最
佳阈值分别为 1.62 mg/L、12.08 mg/L、2.58 mg/L，敏感度分别为 0.824、0.816、0.808、0.914，特异度分别为

0.786、0.774、0.762、0.903。结论 联合检测 CysC、α1⁃MG 、β2⁃MG对于预测 COPD患者疾病程度和预防

缺氧所致肾损伤并发症的发生具有良好价值。

［关键词］ 胱抑素C；α1微球蛋白；β2微球蛋白；慢性阻塞性肺疾病；肾损伤；诊断价值

The detection and significance of CysC、α1⁃MG、β2⁃MG of early kidney injure
in patients with chronic obstructive pulmonary disease
LI Haiyan★

（Dongying New District Hospital，Dongying，Shandong，China，257000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the detection value of serum cystatin C （CysC），α1
microglobulin（α1⁃MG）and β2 microglobulin（β2⁃MG）in chronic obstructive pulmonary disease（COPD）
and correlation of the early stage of hypoxia kidney injury. Methods A total of 206 elderly patients with COPD
from January 2013 to August 2016 in our hospital were selected as the study object. Based on the blood gas
analysis，they were divided into COPD with mild，moderate and severe hypoxia groups. A total of 50 healthy
people were selected as control group. The CysC，α1⁃MG，β2⁃MG，Scr levels were detected and compared
for analysis. The ROC curve was used to analyze the diagnostic value of CysC，α1⁃MG and β2⁃MG on COPD
and COPD combined with renal injury. Pearson correlation analysis was used to analyze the correlation
between CysC，BUN，α1⁃MG and β2⁃MG and Scr. Results ①Compared with control group，CysC，α1⁃
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MG，β2⁃MG levels in COPD group significantly increased，and the Scr levels had no statistical significance on
the difference with the control group（P>0.05）. ②CysC level in mild，moderate and severe hypoxia group were
significantly higher than that in control group，and the differences had no statistical significance（P<0.05）；α1⁃
MG，β2⁃MG levels in moderate and severe hypoxia group were significantly higher than that in control group
（P<0.05）. Compared with group mild hypoxia group，CysC，α1⁃MG，β2⁃MG levels in severe hypoxia group
were higher（P<0.05）；compared with moderate hypoxia group，CysC level in severe hypoxia group were
higher（P<0.05）；③α1⁃MG，β2⁃MG and CysC were negatively correlated with Scr（all P<0.05）. ④The ROC
curve shows that the area under the curve for predicting COPD by CysC，α1 ⁃MG，β2 ⁃MG，and combined
detection were 0.810，0.743，0.812，0.915，0.936 respectively；and the optimal thresholds were 1.74 mg/L，
12.22 mg/L，2.34 mg/L respectively；sensitivity were 0.806，0.726，0.794，0.903 respectively；specificity were
0.795，0.705，0.782，0.903 respectively. The AUC of CysC，α1⁃MG，β2⁃MG and the combined detection were
0.864，0.832，and 0.812 respectively；and the optimal thresholds were 1.62 mg/L，12.08 mg/L，and 2.58 mg/L
respectively； and the sensitivity were 0.824，0.816， 0.808， and 0.914 respectively；with specificities
were0.786，0.774，0.762，and 0.903 respectively. Conclusions The combined detection of CysC，α1⁃MG，β
2⁃MG is of great value in predicting the degree of disease in patients with COPD and preventing the occurrence
of renal injury complications caused by hypoxia.

［KEY WORDS］ Cystatin C；α1 ⁃ microglobulin；β2 ⁃ microglobulin；chronic obstructive pulmonary
disease；kidney injure；diagnostic value

慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmo⁃
nary disease，COPD）是以呼吸气流不完全可逆受限

的肺部疾病［1⁃2］，严重威胁患者生命健康，预计未来 5
年将成为全世界第 3 位导致死亡的病因［3］。随着

COPD病情发展，最终可出现多器官功能衰竭，其中

COPD 早期肾损伤是近年来研究的热点［4］。由于

COPD患者长期缺血缺氧，肾有效循环血量锐减，肾

实质灌注不足，肾小球滤过率降低，最终形成肾功能

损伤［5］。而长期慢性缺氧所致的肾实质损伤近年来

得到广泛关注。因此，早期识别肾功能改变情况是

评估COPD并发肾损伤的关键所在。目前对于早期

反映肾损伤的指标已有相关报道，本实验将探讨血

清胱抑素C（Cystatin C，CysC）、α1微球蛋白（α1⁃mi⁃
croglobulin，α1⁃MG）及β2微球蛋白（β2⁃microglobu⁃
lin，β2⁃MG）在COPD检测价值及与缺氧所致肾损伤

的相关性。现将研究过程及结果汇报如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2013年 1月至 2016年 8月在本院呼吸内

科救治的 206例 COPD患者。其中男性 121例，女

性 85例。年龄 55~75岁，平均年龄为（61.76±8.45）
岁。所有患者按照氧分压分度［6］分为 3组，即轻度

缺氧组 64 例（80 mmHg≥SPO2>60 mmHg）、中度缺

氧组 86 例（60 mmHg≥SPO2>40 mmHg）及重度缺

氧组 56 例（SPO2≤40 mmHg）；另外同期选择门诊

健康体检者 50 例作为正常对照组。其中男性 28
例，女性 22例，平均年龄在（58.44±6.98）岁；以上四

组患者在年龄、性别、体重等方面差异均无统计学

意义（P>0.05），具有可比性。所纳入 206 例 COPD
患者入组标准：①所有患者均符合中华医学会呼吸

病学关于 COPD诊治指南的诊断标准［7］；②未曾行

COPD规范化治疗；③患者或家属知情同意。排除

标准：继发性肾病如高血压性肾病、原发性肾病、上

尿路感染等、糖尿病肾病或使用肾毒性药物等；合

并有多器官功能衰竭者；患者神志及精神异常等。

1.2 方法

对入院第二天清晨空腹静脉抽血 3 mL 行

CysC、α1⁃MG、β2⁃MG、Scr、BUN 等相关生化指标

检测，其中 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG均采用免疫比浊

法，CysC 试剂盒购自北京利德曼生化有限公司，

α1⁃MG、β2⁃MG试剂盒购自德国西门子公司；同时

Scr、BUN 采用苦味酸尿素法测定，试剂盒由天津

医学生物工程有限公司提供，以上相关指标均由

我院引进的日立 7600型全自动生化分析仪进行检

测，严格按照相关说明进行操作。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0 软件进行统计分析；符合正态

分布的计量资料采用（x ± s）表示，两组间比较采用

单独样本 t检验，多组均数间比较用单因素方差分

析；两变量间的相关关系采用 Pearson 相关分析；

运 用 ROC 曲 线 下 面 积（area under ROC curve，
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AUC）评价相关指标对 COPD 早期肾损伤的预测

价值。均行双侧检验，以 P<0.05 为差异具有统计

学意义。

2 结果

2.1 COPD 组与对照组 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG、

Scr、BUN的比较

COPD组CysC、α1⁃MG、β2⁃MG水平均高于正

常对照组（P<0.05），而两组间 Scr、BUN 水平差异

无统计学意义（P>0.05），见表 1。
2.2 4组间CysC、α1⁃MG、β2⁃MG、Scr、BUN的比较

与对照组比较，轻、中及重度组 CysC 水平以

及中、重度组 α1⁃MG、β2⁃MG水平均明显升高，差

异有统计学意义（P<0.05）；与轻度组比较，中、重

度组 CysC 水平及重度组 α1⁃MG、β2⁃MG 水平均

升高，差异有统计学意义（P<0.05）；与中度组比

较，重度组 CysC 水平明显升高，差异有统计学意

义（P<0.05），见表 2。

表 1 两组相关指标比较（x ± s）

Table 1 Comparison of related indicators between the 2 groups（x ± s）

组别

对照组

COPD组

t值
P值

n
50
206

Scr（μmol/L）
76.01±15.76
83.36±34.39

1.318
0.231

BUN（mmol/L）
5.84±1.43
6.43±3.12

1.562
0.128

CysC（mg/L）
1.14±0.22
1.69±0.53

4.472
0.013

α1⁃MG（mg/L）
8.84±1.56
13.63±4.35

5.124
0.004

β2⁃MG（mg/L）
1.64±0.26
2.63±1.15

4.115
0.021

组别

对照组

轻度缺氧组

中度缺氧组

重度缺氧组

F值

P值

n
50
64
86
86

Scr（μmol/L）
76.01±15.76
80.58±17.43
86.56±19.23
93.38±21.73

9.677
0.000

BUN（mmol/L）
5.84±1.43
6.36±1.61
6.73±1.98
7.04±2.09

6.379
0.001

CysC（mg/L）
1.14±0.22
1.37±0.41a

1.64±0.72ab

1.98±1.23abc

7.240
0.000

α1⁃MG（mg/L）
8.84±1.56
9.54±1.85
12.24±1.81a

17.42±2.79ab

8.660
0.000

β2⁃MG（mg/L）
1.64±0.26
1.93±1.35
2.64±1.81a

3.72±2.79ab

9.275
0.000

表 2 4组间相关指标比较（x ± s）

Table 2 Comparison of related indicators between the 4 groups（x ± s）
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图 1 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG预测COPD的ROC曲线

Figure 1 ROC curves of CysC，α1⁃MG，β2⁃MG for
COPD prediction

2.3 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG预测COPD的ROC曲线

ROC 曲线分析显示：CysC 预测 COPD 的曲

线下面积为 0.810，最佳阈值为 1.74 mg/L 时，其

预测 COPD 早期肾损伤的敏感度为 0.806，特异

度为 0.795；α1⁃MG 曲线下面积为 0.743，最佳阈

值为 12.22 mg/L 时，其预测 COPD 早期肾损伤

的敏感度为 0.726，特异度为 0.705；β2⁃MG 曲线

下面积为 0.812，最佳阈值为 2.34 mg/L 时，其预

测 COPD 早期肾损伤的敏感度为 0.794，特异度

为 0.782，3 者联合检测的曲线下面积为 0.915，
敏感度为 0.903，特异度为 0.897，见图 1。
2.4 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG、BUN 与 Scr 的相关性

分析

Pearson 分析显示，CysC（r=0.672，P=0.011）、

α1⁃MG（r=0.415，P=0.031）、β2⁃MG（r=0.550，P=
0.029）BUN（r=0.023，P=0.436）均与 COPD 患者

Scr 水平成显著正相关，差异具有统计学意义（P<
0.05）。

2.5 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG 预测 COPD 早期肾损

伤的ROC曲线

ROC 曲线分析显示：CysC 曲线下面积为

0.856，最佳阈值为 1.62 mg/L时，其预测COPD早期

肾损伤的敏感度为 0.824，特异度为 0.786；α1⁃MG
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曲线下面积为 0.722，最佳阈值为 12.08 mg/L时，其

预测COPD早期肾损伤的敏感度为 0.816，特异度为

0.774；β2 ⁃MG 曲线下面积为 0.812，最佳阈值为

2.58 mg/L时，其预测COPD早期肾损伤的敏感度为

0.808，特异度为 0.762，三者联合检测的曲线下面积

为 0.936，敏感度为 0.914，特异度为 0.903，见图 2。

3 讨论

COPD作为一种慢性缺氧性疾病，最终可使全

身器官受累，但是 COPD 合并肾损伤的研究较

少［8］。因长期缺氧致肾毛细血管内皮功能障碍，肾

有效灌注不足，最终使肾功能受损［9⁃10］。故早期检

测能反映肾功能敏感及特异性指标，对减少肾功

能进一步恶化及制定治疗方案至关重要。CysC为

半胱氨酸蛋白酶抑制剂超家族 2中的成员之一，其

浓度不受肌肉组织、年龄、性别等的影响，研究认

为 CysC 与 COPD 的发生发展及 COPD 并发心血

管疾病、肾损伤等密切相关。α1⁃MG 为肾小管功

能损伤的敏感标志物、β2⁃MG 反映了肾小球的滤

过功能。本研究结合 COPD 患者肾功能损伤结果

推测，COPD患者病情越严重，肺功能逐渐恶化，气

流受限程度呈进行性加重，机体缺氧也越重，导致

各器官累及明显，引发肾损伤逐步加重。

近年来通常以 Scr用于反映肾功能改变情况，

但易受患者性别、年龄、饮食习惯及身体状况等诸

多方面影响，故在早期反映肾功能变化不够灵

敏。 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG属于小分子物质，在体

内水平较稳定，不受外界环境影响，主要在肾小管

上皮细胞吸收并降解随尿液排出，当肾小管受损

时，三者重吸收减少，而在损伤早期患者血液中含

量即上升［11］，与王会卿等［12］研究结果相符。本实

验发现，随着 COPD 病情加重，CysC、α1⁃MG、β2⁃
MG随之升高，而 Scr升高不明显，因 Scr 在早期反

映肾功能方面上升较为延迟，仅当肾功能明显

受损时 Scr 才发生变化。而 CysC、α1⁃MG、β2⁃
MG对肾功能的变化较 Scr敏感，早期可出现升高，

与赵素芝等［13］研究结论相一致。

本研究结果表 明 ，可 以 用 CysC、α 1⁃MG、

β2⁃MG来替代 Scr用于反映早期肾功能改变情况。

另外本研究通过CysC、α1⁃MG、β2⁃MG预测COPD
早期肾损伤的 ROC曲线发现 3者联合检测对检出

COPD早期肾损伤具有较好的诊断价值。

综上所述，联合检测 CysC、α1⁃MG 、β2⁃MG对

于预测 COPD 患者疾病程度和预防缺氧所致肾损

伤并发症的发生具有良好价值。
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图2 CysC、α1⁃MG、β2⁃MG预测COPD早期肾损伤的ROC曲线

Figure 2 ROC curves of CysC，α1⁃MG，β2⁃MG predicting
early renal injury in COPD

·· 519



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

•论 著•

基金项目：平顶山市教育科技基金 HGF⁃20165021358
作者单位：平顶山市第一人民医院血液科，河南，平顶山 467000
★通信作者：王战芳，E⁃mail：musijiu2535898@163.com

老年AML患者在经地西他滨治疗中 COX⁃2、VEGF
及 p53蛋白的表达及与预后关系

王战芳★ 张芳芳 杨海 陈超华

［摘 要］ 目的 探究老年急性髓细胞白血病（AML）在经地西他滨治疗中血清环氧化酶 2（COX⁃2）、

血管内皮生长因子（VEGF）、p53蛋白的表达及对预后的预测价值。方法 选取本院 2014年 1月至 2019
年 1月收治的 80例AML患者作为研究组，并选取同期于本院健康体检者 40例作为对照组，对比研究组

治疗前后及对照组 COX⁃2、VEGF、p53蛋白、体液免疫和细胞免疫水平，分析各指标的相关性；根据患者

治疗后分为完全缓解组（n=48）和未完全缓解组（n=32），对比两组 COX⁃2、VEGF、p53蛋白水平，并比较

两组中枢神经系统白血病（CNSL）的发生率；受试者工作特征曲线（ROC）分析 COX⁃2、VEGF、p53 蛋白

在AML患儿预后中的预测价值。结果 研究组患者 COX⁃2、VEGF及 p53蛋白水平均显著高于对照组，

差异具有统计学意义（P<0.05）；研究组患者 COX⁃2、VEGF及 p53蛋白水平治疗后均较治疗前明显降低，

差异具有统计学意义（P<0.05）。研究组患者治疗后体液免疫指标 IgA、IgG、IgM水平均较治疗前明显降

低，差异具有统计学意义（P<0.05）；研究组患者治疗后细胞免疫指标 CD3+、CD4+、CD8+、CD4+/CD8+均
较治疗前明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。相关性分析结果显示，COX⁃2、VEGF及 p53蛋白之

间存在明显正相关性（P<0.05）。完全缓解组和未完全缓解组 AML 患者 COX⁃2、VEGF 及 p53蛋白水平

比较差异具有统计学意义（P<0.05）。完全缓解组和未完全缓解组 AML 患者中位生存期比较差异具有

统计学意义（P<0.05）。ROC曲线结果显示，COX⁃2、VEGF、p53蛋白及联合检测在 CNSL诊断中的曲线

下面积（AUC）分别为 0.836（95% CI：0.776~0.896）、0.802（95%CI：0.730~0.873）、0.716（95%CI：0.639~
0.793）及 0.905（95%CI：0.863~0.947）。结论 COX⁃2、VEGF及 p53蛋白水平检测对于老年AML患者临

床治疗效果观测及预后评估具有显著价值。

［关键词］ 急性髓细胞白血病；老年；环氧化酶 2；血管内皮生长因子；p53蛋白

Expressions of COX⁃2，VEGF and p53 in elderly AML patients treated with
decitabine and their prognosis
WANG Zhanfang★，ZHANG Fangfang，YANG Hai，CHEN Chaohua
（Department of Hematology，the First People 􀆳 s Hospital of Pingdingshan，Pingdingshan，Henan，China，
467000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of serum cyclooxygenase 2（COX ⁃ 2），

vascular endothelial growth factor（VEGF）and p53 protein in elderly patients with acute myeloid leukemia
（AML）treated with decitabine and their prognostic value. Methods 80 patients with AML admitted to our
hospital from January 2014 to January 2019 were selected as the study group，and 40 healthy people who
underwent physical examination in our hospital were selected as the control group. The levels of COX ⁃ 2，
VEGF，p53 protein，humoral immunity and cellular immunity in the study group before and after treatment and
the control group were compared and the correlation of indexes were also analyzed. According to the patients
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after treatment，they were divided into complete remission group（n=48）and incomplete remission group（n=
32）. The levels of COX ⁃ 2，VEGF，p53 protein in the two groups were analyzed. The incidence of central
nervous system leukemia（CNSL）between the two groups was compared. The predictive value of COX ⁃ 2，
VEGF，and p53 protein in the prognosis of AML was analyzed using the receiver operating characteristic curve
（ROC）. Results The levels of COX⁃2，VEGF，and p53 proteins in the study group were significantly higher
than those in the control group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. However，after
treatment，the levels of COX⁃2，VEGF，and p53 protein in the study group were significantly lower than those
before treatment. The difference was statistically significant（P<0.05）. After treatment，the levels of humoral
immune indicators IgA，IgG，and IgM in the study group were significantly lower than before treatment（P<
0.05）. After treatment，the cell immune indicators of CD3 +，CD4 +，CD8 +，and CD4 + / CD8 + in the study
group were significant lower than before treatment （P<0.05）. Correlation analysis indicates that there is a
significant positive correlation between COX⁃2，VEGF and p53 proteins（P<0.05）. The difference in COX⁃2，
VEGF and p53 protein levels between AML patients in complete remission group and incomplete remission
group was statistically significant（P<0.05）. The difference in median survival between AML patients in
complete remission group and incomplete remission group was statistically significant（P<0.05）. ROC curve
results showed that the area under the curve（AUC）of COX⁃2，VEGF，p53 protein and combined detection in
CNSL diagnosis were 0.836（95%CI：0.776~0.896），0.802（95%CI：0.730~0.873），0.716（95%CI：0.639~
0.793）and 0.905（95%CI：0.863~0.947）. Conclusion The levels of serum COX⁃2，VEGF and p53 are of
great significance for the clinical treatment effect and prognosis evaluation of elderly AML patients.

［KEY WORDS］ Acute myeloid leukemia；Old age；Cyclooxygenase 2；Vascular endothelial growth
factor；p53 protein

急 性 髓 系 白 血 病（acute myeloid leukemia，
AML）是髓系造血干/祖细胞恶性疾病，是以外周

血和骨髓中原始和幼稚髓系细胞异常增生为特征

的一类恶性肿瘤。研究显示［1］，在 65 岁以上人群

AML的发病率是其他人群的 10倍，这与老年人机

体抵抗力差、身体机能衰退等有关。化疗是治疗

AML的有效手段。但在老年患者中往往难以耐受

标准剂量化疗，所以阿糖胞苷+阿克拉霉素+粒细

胞集落刺激因子（Ara⁃c+ACR+G⁃CSF，CAG）方案

常成为老年 AML 患者治疗选择。地西他滨为一

种 DNA甲基化转移酶抑制剂，其对于抑制肿瘤细

胞增殖、分化和促进肿瘤细胞凋亡具有明显作

用。陈冬等研究证实［2］，地西他滨联合 CAG 化疗

方案用于急性白血病的治疗取得了较好的效果，

改善患者预后。环氧化酶 2（Cyclooxygenase 2，
COX⁃2）可促进实体瘤的发生和发展，其表达水平

与肿瘤预后密切相关，并在白血病患者中水平明

显升高［3］。肿瘤的形成依赖于血管的异常增生，血

管内皮生长因子（vascular endothelial growth fac⁃
tor，VEGF）为机体重要的血管生成因子，研究认为

VEGF 与血液系统疾病的发生发展和预后存在明

显关系［4⁃5］。P53基因是目前已知的与肿瘤相关的

基因，其编码的 p53蛋白结构稳定，半衰期长，可作

为多种恶性肿瘤疾病诊断、治疗和预后的有效标

志物［6］。因此，COX⁃2、VEGF、p53 蛋白可为地西

他滨治疗老年急性 AML 患者中的效果观测及预

后评估的有效指标，本研究对此进行了探究，取得

了一定的进展，具体总结如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2014年 1月至 2019年 1月收治的 80
例 AML 患者作为研究组，其中男 49 例，女 31 例，

年龄 60~76 岁，平均（68.8±2.4）岁，M1 型 8 例，M2
型 14例，M4型 18例，M5型 31例，M6型 9例。并

选取同期于本院健康体检者 40 例作为对照组，其

中男 24 例，女 16 例，年龄 60~78 岁，平均（68.3±
2.5）岁。两组研究对象在性别、年龄等临床一般资

料上比较差异无统计学意义（P>0.05），具有可比

性。本研究内容获得院伦理委员会审核通过。

纳入标准：①均符合《血液病诊断与疗效标

准》中关于AML的诊断标准［7］；②均行骨髓穿刺检

查确诊；③年龄≥60 岁；④AML 的 MICM 分型为

M1、M2、M4、M5、M6 型；⑤所有患者及家属均充

分了解本研究并自愿签署知情同意书。排除标

准：①近期行化疗等相关治疗者；②肝肾等重要脏
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项目

COX⁃2（ng/L）

VEGF（pg/mL）

p53蛋白（ng/L）

IgA（g/L）

IgG（g/L）

IgM（g/L）

CD3+（%）

CD4+（%）

CD8+（%）

CD4+/CD8+

研究组（n=80）

治疗前

53.2±6.1

158.8±35.7

211.5±33.8

2.3±0.9

11.7±1.9

1.0±0.2

54.2±6.6

34.2±4.3

29.0±2.7

1.2±0.3

治疗后

31.0±3.1

72.2±7.5

108.3±13.7

1.5±0.7

9.1±1.6

0.7±0.2

38.7±4.5

28.8±3.2

20.9±2.6

0.9±0.2

对照组（n=40）

30.3±3.2a

70.7±6.9a

106.7±14.9a

-

-

-

-

-

-

-

t值

29.019

21.233

25.309

4.276

9.362

9.487

17.355

9.011

19.328

7.442

P值

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

表 1 两组血清指标变化情况（x ± s）

Table 1 Changes of serum indicators in the 2 groups（x ± s）

注：对照组与研究组比较，aP<0.05。

器严重功能障碍者；③合并内分泌系统疾病、免疫

系统疾病者；④合并其他部位恶性肿瘤者；⑤不耐

受本研究治疗方案或中途退出研究者。

1.2 方法

所有 AML 患者采用地西他滨联合 CAG 方案

治疗：地西他滨 15 mg/m2·d，d1⁃d5，静脉滴注；阿克

拉霉素 20 mg/d，d1⁃d4，静脉滴注；阿糖胞苷 10 mg/
m2，q12 h，d1⁃d14，皮下注射；粒细胞集落刺激因子

150 μg，q12 h，d1⁃d14，皮下注射，实验室检查患者

血细胞计数，白细胞>20×109/L时，停止用药。所有

患者在治疗结束后观察治疗效果，并统计完全缓

解和未完全缓解患者例数。

1.3 观测指标

1.3.1 COX⁃2、VEGF及 p53蛋白水平检测

所有研究对象在入院后当日空腹抽取 5 mL
静脉血，室温放置 30 min，3 000 r/min 离心 15 min
分离上清，采用酶联免疫吸附法（enzyme linked
immunosorbent assay，ELISA）测定 COX⁃2、VEGF
及 p53蛋白水平，试剂盒购自上海西唐生物科技有

限公司。所有操作严格按照试剂盒说明下进行。

所有AML患者在化疗 14 d后再次抽取 5 mL空腹

静脉血并依照同种方法检测上述指标变化情况。

1.3.2 体液免疫及细胞免疫指标检测

所有患者在治疗前及治疗 14 d后采用免疫速

率比浊法检测体液免疫指标 IgA、IgG、IgM 水平，

试剂盒购自上海生工生物工程有限公司。采用

CyFlow全自动流式细胞分析仪（德国 Partec公司）

及其配套试剂检测细胞免疫指标 T淋巴细胞亚型

CD3+、CD4+、CD8+变化，并计算CD4+/CD8+。
1.3.3 预后

所有患者化疗后随访 1~5 年，观察患者生存

状况，并统计患者化疗缓解期发生中枢神经白血

病（central nervous system leukemia，CNSL）的 情

况。CNSL 诊断标准依据《中国成人急性淋巴细

胞白血病诊断与治疗指南（2016 年版）》［8］进行

判断。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，计数资料

以%表示，组间比较采用 c2 检验；计量数据以

（x ± s）表示，组间比较采用 t检验。Spearman相关

性分析 COX⁃2、VEGF及 p53蛋白之间的相关性及

其与免疫指标的相关性；采用受试者工作特征曲

线（receiver operator characteristic curve，ROC）分析

COX⁃2、VEGF、p53 蛋白在 CNSL 中的预测价值。

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清指标变化情况

研究组患者治疗前 COX⁃2、VEGF及 p53蛋白

水平均显著高于对照组，但治疗后均较治疗前明

显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。研究组

患者治疗后体液免疫指标和细胞免疫指标均较治

疗前明显降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。

见下表 1。
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项目

COX⁃2
VEGF

p53蛋白

COX⁃2
r值
-

0.501
0.559

P值

-
0.000
0.000

VEGF
r值
0.583
-

0.537

P值

0.000
-

0.000

p53
r值
0.612

-

P值

0.000
0.000
-

表 2 COX⁃2、VEGF及 p53蛋白与各指标的相关性分析

Table 2 Correlation analysis of COX⁃2，VEGF and p53 proteins with various indicators

组别

完全痊愈组

未痊愈组

t值
P值

n
48
32

COX⁃2（ng/L）
31.5±4.4
44.1±5.3
11.555
0.000

VEGF（pg/mL）
70.3±7.7

166.9±20.8
25.148
0.000

p53蛋白（ng/L）
102.3±10.4
198.7±10.8

39.997
0.000

OS（月）

12.6±2.7
5.9±1.6
13.914
0.000

表 3 不同治疗结果老年AML患者各指标比较（x ± s）

Table 3 Comparison of various indicators in different treatment outcomes of elderly AML patients（x ± s）

2.2 相关性分析

相 关 性 分 析 结 果 显 示 ，COX⁃2、VEGF 及

p53 蛋白之间存在明显正相关性（P<0.05），见

表 2。

2.3 不同治疗结果老年 AML 患者 COX⁃2、VEGF
及 p53蛋白水平及总生存期（Overall Survival，OS）
比较

完全缓解组 AML 患者 COX⁃2、VEGF 及 p53

蛋白水平明显低于未完全缓解组，差异具有统计

学意义（P<0.05）。完全缓解组老年 AML 患者 OS
明显大于未完全缓解组，差异具有统计学意义（P<
0.05），见表 3。

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

1⁃特异性

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

敏
感

度

ROC曲线
曲线源
COX2
p53
VEGF
联合检测
参考线

图 1 COX⁃2、VEGF及 p53预测CNSL的ROC曲线

Figure 1 COX⁃2，VEGF and p53 predict ROC curves of
CNSL

2.4 COX⁃2、VEGF及 p53预测CNSL的ROC曲线

ROC 曲线结果显示，COX⁃2、VEGF、p53 蛋白

及联合检测在 CNSL 诊断中的曲线下面积（AUC）
分别为 0.836（95%CI：0.776~0.896）、0.802（95%CI：
0.730~0.873）、0.716（95%CI：0.639~0.793）及 0.905
（95%CI：0.863~0.947）。见图 1。

3 讨论

随着化疗药物和治疗方案的不断改进完善，

AML 患者的临床疗效得到了显著提升，但仍有相

当部分患者病情控制较差，这在老年患者中更为常

见。采用地西他滨进行去甲基化治疗联合CAG方

案为老年AML的常用治疗方案。去甲基化治疗可

促进白血病细胞由 G0期进入细胞周期，增加 S期

细胞数量，从而提升化疗药物对于肿瘤细胞的杀伤

效果［9］。地西他滨可以渗入DNA链，抑制DNA甲

基转移酶实现甲基化，从而激活抑癌基因，起到抗

AML的效果［10］。在实体肿瘤的形成、生长、转移等

过程中与新生血管存在密切相关性，新生血管是肿

瘤细胞生长、增殖的必要条件。研究发现［11］，抑制

肿瘤血管生成，可切断肿瘤组织的氧气和营养物质

供给，从而使其丧失营养来源而萎缩凋亡。

研究表明［12］，COX⁃2 通过多个途径参与肿瘤

的发生和发展，其可直接参与肿瘤血管新生；

COX⁃2 及其前列腺素产物可促进细胞 DNA 合成

和细胞增殖；COX⁃2还可抑制肿瘤下拨凋亡，引发

机体体液免疫和细胞免疫平衡失调。多项研究表
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明［13⁃14］，COX⁃2在多种血液肿瘤疾病中存在明显高

表达的情况。VEGF为血管通透因子，能够与血管

内皮细胞特异性结合，从而加速血管内皮细胞形

成，促进心血管形成，其还能调节造血干细胞和眼

性细胞因子的发育和表达，增强血管通透性。研

究发现［15］，在 ALL、AML、CLL 等患者的外周血和

骨髓均存在 VEGF 及其受体高表达的情况。

VEGF 在白血病细胞中大量合成释放，VEGF 在与

其受体结合后促进白血病细胞增殖，减少白血病

细胞凋亡。p53 蛋白与肿瘤密切相关，p53 基因突

变可导致其丧失对 DNA 修复、细胞增殖、凋亡等

的调控作用，因此血清 p53蛋白水平提示了机体抗

肿瘤能力［16⁃17］。本研究结果显示，经地西他滨联合

CAG 方案化疗后，老年 AML 患者的 COX ⁃ 2、
VEGF及 p53蛋白水平均显著降低。提示，地西他滨

联合化疗可明显降低老年AML患者血清 COX⁃2、
VEGF及 p53蛋白水平，缓解患者病情。

本研究结果提示 AML 患者在治疗后存在机

体细胞免疫抑制状态。加上老年人群自身免疫功

能较差、机体机能退化等，从而影响了老年AML患

者的预后。本研究中未完全缓解患者较完全缓解

患者 COX⁃2、VEGF 及 p53 蛋白较高，OS 明显降

低。提示，COX⁃2、VEGF、p53 蛋白水平为评估

AML患者治疗效果的有效指示指标。ROC曲线结

果显示，COX⁃2、VEGF、p53联合检测在CNSL诊断

中的AUC明显高于 3者单一检测。提示，COX⁃2、
VEGF及 p53蛋白联合应用在AML患者地西他滨

治疗后的预后评估和预测患者 CNSL 的发生中存

在明显价值。综上所述，COX⁃2、VEGF及 p53蛋白

水平检测对于老年AML患者应用地西他滨化疗临

床治疗效果观测及预后评估具有显著价值。
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外周血 CD40、CD40L表达及血清 BAFF水平对 ITP
患者疗效的预测价值

尹凤雷 1★ 尹娟 2 赵芳 1 张睿 1 刘静 1 张薇 1 李淑晨 1 王娟 1

［摘 要］ 目的 探讨外周血 CD40、CD40L 表达及血清 BAFF 水平对 ITP 患者疗效的预测价

值。 方法 选择本院接治的 ITP 患者 80 例（观察组）及同期健康体检患者 100 例（对照组）进行研究。

两组均行外周血 CD40、CD40L 表达及血清 BAFF 水平检测，根据疗效判断结果将观察组患者分为治疗

反应组及治疗无反应组。对比 2 组外周血 CD40、CD40L 表达及血清 BAFF 水平，并对不同疗效患者外

周血 CD40、CD40L 表达及血清 BAFF 水平进行对比。结果 观察组外周血 CD40、CD40L 表达及血清

BAFF 水平均明显高于对照组（P<0.05）。治疗无反应组患者患者外周血 CD40、CD40L 表达及血清

BAFF 水平均明显高于治疗反应组（P<0.05）。ITP 患者外周血 CD40、CD40L 表达及血清 BAFF 水平均

与疗效呈显著负相关（r<0，P<0.05）。ROC 曲线分析结果显示外周血 CD40、CD40L 及 BAFF 对 ITP 疗

效预测价值较高（均 AUC>0.7，P<0.05）。 结论 ITP 患者外周血 CD40、CD40L 对 ITP 患者疗效具有较

高的预测价值。

［关键词］ 骨髓CD40；CD40L；血清BAFF水平；ITP；疗效

The predictive value of peripheral blood CD40，CD40L expression and serum
BAFF level on the efficacy of patients with immune thrombocytopenic purpura
YIN Fenglei1 ★，YIN Juan2，ZHAO Fang1，ZHANG Rui1，LIU Jing1，ZHANG Wei1，LI Shuchen1，WANG

Juan1

（1. Department of Hematology，Cangzhou Central Hospital，Cangzhou，Hebei，China，061000；2. Operating

Room of Cangzhou People􀆳s Hospital，Cangzhou，Hebei，China，061000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the predictive value of peripheral blood CD40，CD40L ex⁃

pression and serum BAFF level in the treatment of immune thrombocytopenic purpura（ITP）patients. Meth⁃
ods 80 patients with ITPadmitted to our hospital wererecruited as the observation group. 100 healthy people

who underwent physical examination in our hospital were selected as the control group. Peripheral blood

CD40，CD40L expression and serum BAFF level were observed in both groups. The patients were divided into

two groups according to the results of efficacy judgment. The expression of CD40，CD40L and serum BAFF in

peripheral blood from the two groups were compared. Results The expression of CD40，CD40L and serum

BAFF in the peripheral blood in the observation group were significantly higher than those in the control group

（P<0.05）. The expression of CD40，CD40L and serum BAFF in peripheral blood of patients with non ⁃ re⁃
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sponse group were significantly higher than those in response group（P<0.05）. The expression of CD40，

CD40L and serum BAFF in peripheral blood of patients with ITP were negatively correlated with curative ef⁃

fect（r<0，P<0.05）. ROC curve analysis results show that the peripheral blood CD40，CD40L and BAFF have

high predictive value for ITP efficacy（all AUC>0.7，P<0.05）. Conclusion The peripheral blood CD40 and
CD40L in patients with ITP have a high predictive value for the efficacy of ITP patients.

［KEY WORDS］ Bone marrow CD40；CD40L；Serum BAFF level；ITP；Curative effect

原发免疫性血小板减少症（idiopathic throm⁃
bocytopenic purpura，ITP）为临床上常见的获得性

免疫介导出血性疾病，主要以血小板减少、骨髓巨

核细胞正常或增多为其主要临床表现［1⁃2］。该病发

病机制尚不明确，可能与血小板膜抗原产生抗血小

板抗体而使血小板破坏，而影响淋巴细胞的活化及

免疫反应［3］。B 细胞激活因子水平过高可破坏自

身 B 细胞的免疫耐受而出现免疫性疾病，但其水

平过低又可导致免疫球蛋白成熟受阻而引起体液

免疫缺陷，导致变异型免疫缺陷疾病的发生［4］。多

项研究显示外周血 CD40、CD40L 表达及血清

BAFF 水平在 ITP发生发展中具有重要的意义，但

对于上述指标对 ITP 患者疗效预测方面的研究较

少，因此本研究旨在通过探讨外周血 CD40、
CD40L 表达及血清 BAFF 水平对 ITP 患者疗效的

预测价值以期为该病的疗效预测提供新的思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择 2017 年 12 月至 2019 年 3 月在本院接受

治疗的 ITP 患者 80 例（观察组）及同期健康体检

患者 100 例（对照组）进行研究。其中对照组男

44 例，女 36 例；年龄 23~58 岁，平均（42.23±6.11）
岁；BMI 指数 21~29 kg/m2，平均（26.58±3.05）kg/
m2。观察组男 55 例，女 45 例；年龄 21~59 岁，平

均（42.22±6.31）岁；身体质量指数（Body Mass In⁃
dex，BMI）20~28 kg/m2，平均（26.33±2.88）kg/m2。

纳入标准：①观察组患者符合《成人原发免疫性血

小板缺少症诊治的中国专家共识》［5］中的相关诊

断，对照组不符合相关诊断；②受试者无精神性疾

病；③患者对本研究知情并签署知情同意书。排

除标准：①病毒感染继发 ITP的患者；②恶性肿瘤

的患者；③药物致出血者。两组患者性别、年龄、

BMI 指数对比差异均无统计学意义（P>0.05），具

有可比性。

1.2 方法

①外周血 CD40、CD40L 检测：抽取观察组治

疗前及对照组空腹外周静脉血 4 mL，加含单克隆

荧光标记抗体的鼠抗人 CD40⁃FITC 及 CD40L⁃PE
各 10 μL（试剂盒均购自于美国 R&G 公司），混匀

后室温下孵育，以 PBS 缓冲液清洗后进行美国赛

默飞世尔公司 Attune NxT 型流式细胞仪检测，

每管收获 10 000 个细胞，以仪器配套软件分

析。②血清BAFF检测：采集调查对象血氧 2 mL，
在 3 000 r/min转速下离心 15 min，吸取 0.8 mL冷冻

待测，以酶联免疫吸附法检测 BAFF 水平，试剂盒

购于美国 Sigma 公司。③疗效判断标准：完全缓

解：血小板计数在 100×109 L以上，出血症状消失；

有效：血小板计数在 30×109 L以上且较治疗前增加

2倍以上，无出血；无效血小板计数不足 30×109 L，
与治疗前相比上升不足 2 倍或出现出血症状。根

据上述标准将观察组分为 2组，完全缓解及有效的

患者划入治疗反应组，无效的患者划入治疗无反

应组。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析，计量资料

用（x ± s）表示，采用 t检验进行分析，相关性分析采

用 Perason 相关系数法，以受试者工作曲线（ROC）
分析外周血 CD40、CD40L 表达及血清 BAFF 水对

ITP 患者疗效预测价值，以 P<0.05 为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 2组受试者外周血 CD40、CD40L表达及血清

BAFF水平对比

观 察 组 外 周 血 CD40、CD40L 表 达 及 血 清

BAFF水平均明显高于对照组的，差异具有统计学

意义（P<0.05）。见表 1。
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2.2 观察组不同疗效患者外周血 CD40、CD40L
表达及血清BAFF水平对比

治疗无反应组患者患者外周血 CD40、CD40L
表达及血清 BAFF水平均明显高于治疗反应组，差

异具有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 ITP 患者外周血 CD40、CD40L 表达及血清

BAFF水平与疗效相关性分析

ITP患者外周血CD40、CD40L表达及血清BAFF
水平均与疗效呈显著负相关，（r值分别为-0.691、
-0.713、-0.652）。差异具有统计学意义（P<0.05）。

组别

对照组

观察组

t值

P值

CD40

7.31±2.07

12.92±3.05

6.721

0.000

CD40L

3.24±1.06

6.09±1.70

5.947

0.000

BAFF（ng/L）

603.17±112.38

716.44±137.48

2.936

0.005

表 1 2组患者外周血 CD40、CD40L表达及血清 BAFF
水平对比（x ± s）

Table 1 Comparison of CD40，CD40L expression and
serum BAFF levels in peripheral blood of 2 groups of

patients（x ± s）

组别

治疗反应组

治疗无反应组

t值

P值

n

56

24

CD40

11.63±3.73

15.92±5.09

2.127

0.045

CD40L

5.61±1.14

6.88±1.25

2.237

0.034

BAFF（ng/L）

683.08±111.88

804.07±117.65

2.155

0.040

表 2 观察组不同疗效患者外周血 CD40、CD40L表达及血清 BAFF水平对比（x ± s）

Table 2 Comparison of CD40，CD40L expression and serum BAFF levels in peripheral blood of patients with different
curative effects in the observation groups（x ± s）
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图 1 ROC分析图

Figure 1 ROC analysis chart

2.4 ROC分析

ROC 曲线分析结果显示骨髓 CD40 对 ITP 疗

效预测的 cutoff 值为 12.28 %，AUC 为 0.892，灵敏

度为 83.16%，特异度为 92.06%；外周血 CD40L 对

ITP 疗效预测的 cutoff 值为 6.08%，AUC 为 0.784，
灵敏度为 81.75%，特异度为 90.25%；BAFF 对 ITP
疗 效 预 测 的 cutoff 值 为 745.02 ng/L，AUC 为

0.708，灵敏度为 81.02%，特异度为 90.14%。见

图 1。

3 讨论

临床上出血性疾病中 30%为 ITP，该病与机体

对自身抗原的免疫失耐受密切相关，但对于免疫

失耐受的具体作用机制目前尚未被完全阐释［6⁃7］。

ITP 患者自身抗体的产生与血小板、抗原递呈细

胞、T细胞及B细胞间的相互作用有关。该病的临

床治疗难度大，部分患者常规治疗难以起效发展

成为难治性 ITP。因 ITP发病机制较为复杂，目前

尚未完全明确，对于该病的诊断仍以排除性诊断

为主，目前尚缺乏特异性较强的实验室诊断依据，

因而对于该病的疗效预测的研究进展较慢，而疗

效预测对于 ITP治疗方案的选择具有重大的影响，

因此寻找合适的 ITP 患者疗效预测指标一直是研

究的热点。

CD40、CD40L 为特异性免疫系统中共刺激分

子重要的一员，其在体液免疫及细胞免疫中均有

着重要的作用，目前已有大量研究证实 CD40、
CD40L信号传导途径在肿瘤、艾滋病、移植物抗宿

主病等多种自身免疫性疾病中发挥重要的作

用［8 ⁃13］。本研究结果提示了 ITP 的发病与 CD40、
CD40L有密切的关系。在健康人体内CD40L仅在
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激活的 T淋巴细胞表面有暂时性的表达，CD40在

正常情况下表达量也较大，仅在各种病理条件下

才会出现明显的上调，CD40L 长时间表达可抑制

活化的自身反应性淋巴细胞凋亡而引起自身免疫

性疾病，因此其表达水平的高低可对患者的预后

情况具有预测作用，预后较好者表达水平相对较

高。研究证实 ITP 患者的 B 淋巴细胞增殖、活化、

凋亡等均与健康人群有明显的差异，ITP患者树突

状细胞接受内毒素刺激后释放 BAFF明显较多，对

于 B 淋巴细胞的存活具有重要的意义［9］。研究显

示：当采用大剂量激素进行治疗时，ITP 患者可出

现 BAFF 水平下调，提示 BAFF 可能为 ITP 潜在的

治疗靶点［14⁃15］。

综上所述，ITP患者外周血 CD40、CD40L表达

及血清 BAFF水平明显高于健康人群，无治疗反应

患者外周血 CD40、CD40L 表达及血清 BAFF 水平

明显更高，上述指标对 ITP患者疗效具有较高的预

测价值。因本研究为单中心研究，样本量较少，取

得的结果可能有一定的偏差，下步将扩大样本量

进行进一步深入研究。
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乳头状肾细胞癌实性亚型 1例报道并文献复习

王芳 1 相龙全 1 李倩 1 王海庆 2 程军 3 林凡忠 1★

［摘 要］ 目的 探讨乳头状肾细胞癌实性亚型（SPRCC）1例的临床病理特征、免疫表型、鉴别诊

断以及临床预后。方法 对 1 例 SPRCC 病例进行显微镜下 HE 切片观察组织学特征，采用 EnVision 法

染色观察其免疫表型并与其它类型肾细胞肿瘤进行鉴别诊断。结果 SPRCC组织学特点为肿瘤细胞排

列呈实性片状、小管状、囊状，乳头状结构很少或几乎看不到，肿瘤细胞呈立方形，胞浆嗜酸性，细胞核大

小较一致，核仁不明显，WHO/ISUP 分级较低，大部分为 1 级，少部分为 2 级。免疫表型示 CKpan、CK7、
CK8/18、CK19、P504S、CD10、EMA、PAX⁃8 以及 Vimentin 均表达，而 RCC、WT⁃1、CK20、CD57、Syn、
CD56、CgA、CD117、Desmin、SMA、Myogenin、S⁃100、E⁃cadherin 均不表达，Ki⁃67 阳性指数很低。结论

SPRCC镜下特点不同于经典型乳头状肾细胞癌，具有独特的结构特点，而免疫表型又与经典型的乳头状

肾细胞癌几乎表达一致，通过HE观察与免疫组化的鉴别诊断相结合，以帮助明确诊断。

［关键词］ 乳头状肾细胞癌；组织学特点；免疫表型；鉴别诊断

Solid variant of papillary renal cell carcinoma：a case report and literature
review
WANG Fang1，XIANG Longquan1，LI Qian1，WANG Haiqing2，CHENG Jun3，LIN Fanzhong1★

（1. Department of Pathology，Jining NO.1 People􀆳s Hospital，Jining，Shandong，272111； 2. Department of
Vascular Surgery，NO.1 People􀆳s Hospital，Jining，Shandong，272111；3. Department of Radiology，Binzhou
People􀆳s Hospital，Binzhou，Shandong，256610）

［ABSTRACT］ Objective To explore the clinicopathological features，immunophenotype，differential
diagnosis and clinical prognosis in one case of solid variant of papillary renal cell carcinoma（SPRCC）.
Methods Cancer tissues from one case of SPRCC were examined by HE staining under a microscope to
observe the histological features. The immunophenotype was observed with EnVision staining. The differential
diagnosis was performed with other types of renal cell tumors. Results The histologic feature of SPRCC is
that the tumor cells were arranged in solid lamellae，small tubes and sacs，and the papillary structure was rare or
almost invisible. The tumor cells are cubic，eosinophilic cytoplasm. The size of the nucleus is consistent，the
nucleolus is not obvious The WHO/ISUP grade is low. Most of them are grade 1，and a few of them are grade 2.
Immunophenotypes show that CKpan，CK7，CK8/18，CK19，P504S，CD10，EMA，PAX⁃8 and Vimentin are
all expressed，while RCC，WT⁃1，CK20，CD57，Syn，CD56，CgA，CD117，Desmin，SMA，Myogenin，S⁃
100，E⁃cadherin are not expressed.Ki⁃67 positive index is very low. Conclusion The characteristics of SPRCC
under the microscope are different from the classic papillary renal cell carcinoma，with unique structural
characteristics. The immunophenotype is almost the same as the classic papillary renal cell carcinoma. To help
determine the diagnosis，immunohistochemistry and HE staining should be applied simultaneously.

［KEY WORDS］ Solid variant of papillary renal cell carcinoma； Histological characteristics；
Immunophenotype；Differential diagnosis
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乳头状肾细胞癌（papillary renal cell carcino⁃
ma，PRCC）作为肾细胞癌的一种类型，具有典型的

乳头状结构，乳头具有纤细的血管轴心，典型的乳

头结构至少 50%以上。乳头状肾细胞癌实性亚型

（solid variant of papillary renal cell carcinoma，
SPRCC）作为乳头状肾细胞癌的一个亚型，镜下有

实性片状、小管状、囊状结构，几乎看不到乳头结

构，细胞呈中等大小，核分级较低，免疫表型与

PRCC较一致，该亚型肿瘤较为少见［1］。

1 材料和方法

标本以 10%中性福尔马林固定，石蜡包埋，常

规切片，分别进行 HE 染色及免疫组织化学标记。

免疫组织化学采用罗氏全自动免疫组织化学染色

仪进行染色。所用一抗 CKpan、CK7、CK8/18、
CK19、P504S、CD10、EMA、PAX ⁃ 8、Vimentin、
RCC、WT ⁃ 1、CK20、CD57、Syn、CD56、CgA、

CD117、Desmin、SMA、Myogenin、S ⁃ 100、E ⁃ cad⁃
herin、Ki⁃67均为迈新公司产品。

2 结果

2.1 临床资料

患者，男，73 岁，因腹泻到医院就诊，行 CT 检

查提示右肾占位，于 2016 年 12 月 5 日住院，患者

无明显腰痛、肉眼血尿等不适症状。磁共振显示

右肾乏脂肪、少血供占位性病变，考虑肾癌，大小

约 3.7×3.6×2.1 cm。随行腹腔镜下右肾部分切除，

术中见肿瘤位于右肾背外侧肾门水平，完整游离

肾周脂肪暴露肿瘤，零缺血状态下完整切除

肿瘤。

2.2 病理检查

大体观察：肿瘤大小约 4×3×2 cm，灰白色，

类圆形，边界较清，无包膜，切面灰白、灰红，

质实。

镜下观察：肿瘤细胞大部分呈实性片状，部分

区域呈小腺管状、囊状结构，肿瘤细胞排列密集，

间质成分较少，细胞轻度异型，细胞呈立方状、矮

柱状，细胞核较小，核仁不明显，细胞质呈细颗粒

状、嗜酸性，很难找到核分裂，无病理性核分裂，

WHO/ISUP 分级较低，大部分为 1 级，少部分为 2
级。（图 1A，B）

免疫结果表型：（图 1C，D，表 1）
2.3 随访

术后随访 39 个月，患者一般情况较好，无复

发、转移，并将对患者继续随访。

性别

男

年龄

73岁

部位

右肾背外侧

肾门水平

肿瘤大小

4×3×2 cm

免疫组化结果阳性

CKpan、CK7、CK8/18、CK19、
P504S、CD10、EMA、PAX⁃8、
Vimentin、Ki⁃67阳性率 1%

免疫组化结果阴性

RCC、WT⁃1、CK20、CD57、Syn、
CD56、CgA、CD117、Desmin、SMA、

Myogenin、S⁃100、E⁃cadherin

表 1 乳头状肾细胞癌实性亚型临床资料及免疫组化结果

Table 1 The clinical datas and immunohistochemical results of SPRCC

AA BB CC DD

注：A. 肿瘤细胞呈实性片状、小腺管状、囊状结构，肿瘤细胞排列密集（HE ×200）；B. 肿瘤间质少，细胞异型性小，无病理性核分裂，细胞

呈立方状、矮柱状，胞核小，核仁不明显，胞质呈嗜酸性细颗粒状（HE ×400）；C. Vimentin示肿瘤细胞弥漫阳性（IHC ×400）；D. EMA示肿

瘤细胞部分阳性（IHC ×400）

图 1 SPRCC组织学特点及免疫表型

Figure 1 Histological characteristics and immunophenotype of SPRCC
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3 讨论

3.1 文献复习

乳头状肾细胞癌发生率在肾细胞癌中排第 2
位，5 年生存率为 80%~90%。病变可累及双侧肾

脏或多灶发生。PRCC 是一具有乳头状或小管乳

头状结构的肾实质恶性肿瘤，乏血供，起源于肾实

质的近曲小管或远曲小管。大体标本一般呈实

性，灰白色，常有出血、坏死或囊性变，形态多不规

则，肿瘤边界清者可有假包膜。组织学上可见癌

细胞构成的多少不等的小管和乳头状结构，乳头

多由纤细的纤维血管轴心构成，偶见乳头轴心因

水肿和结缔组织透明变性而变宽，其中可有泡沫

状巨噬细胞或胆固醇结晶，间质内常见砂砾体，肿

瘤细胞有丰富的胞浆，形态多呈立方状或矮柱

状［2］。经典的 PRCC 主要分为Ⅰ型和Ⅱ型，Ⅰ型：

乳头表面被覆小细胞，胞浆稀少，单层排列［3］。

Ⅱ型：肿瘤细胞核分级高，胞浆嗜酸性，细胞核呈

假复层排列。Ⅰ型者多灶性病变常见，预后好于

Ⅱ型［4］。PRCC具有典型的乳头状结构，乳头为具

有纤细的血管轴心的真性乳头，并且这种典型的

乳头结构至少 50%以上［5］。

乳头状肾细胞癌实性亚型作为 PRCC 一个特

殊亚型，主要表现为以实性片状为主，部分区可表

现为小管状或短乳头状结构类似肾小球。肿瘤常

见出血，罕见坏死，常见巨噬细胞和泡沫细胞，巨

噬细胞内、间质和肿瘤细胞胞浆内可有含铁血黄

素沉积。乳头轴心和周围纤维化间质中常有钙

化，也可出现草酸钙结晶［6］。肿瘤细胞排列密集，

间质成分较少，细胞轻度异型，细胞呈立方状、矮

柱状，细胞核较小，核仁不明显，呈细颗粒状、嗜酸

性，很难找到核分裂，无病理性核分裂。根据 2016
版 WHO 泌尿男性生殖系统肿瘤分类推荐使用

WHO/ISUP 推出的 4 级分级系统，SPRCC 细胞核

多为 WHO/ISUP1⁃2 级［7］。免疫表型表达 CK8/
18、CK19、EMA、CK7、CD10、P504S、PAX⁃8 以及

Vimentin，而不表达 CK20、RCC、WT⁃1、CD57、
S⁃100、CD117等［8⁃9］。

本例患者术后随访 39 个月，患者一般情况较

好，无复发、转移。SPRCC是一种低度恶性的肾细

胞肿瘤，临床分期较早，预后较好［10］。

3.2 鉴别诊断

SPRCC 组织学形态与后肾腺瘤、嗜酸细胞腺

瘤以及透明细胞乳头状肾细胞癌等肿瘤相似，需

要进行鉴别诊断。

3.2.1 SPRCC与后肾腺瘤的鉴别

后肾腺瘤（metanephric adenoma）又称后肾源

性肾瘤是一种十分罕见的肾脏良性肿瘤，可发生

于各年龄组，但最常见于女性患者，可伴有真性红

细胞增多症及肉眼血尿等。向上皮组织分化的生

后肾组织是其组织来源，所以有人称之为成熟的

或分化的肾母细胞瘤［11］。

大体可见与周围肾组织境界清楚的球形肿

瘤，直径可达 15cm，切面灰白，有时可见出血、坏

死及钙化。组织学见瘤细胞体积大，形态一致，胞

核染色质细腻，核仁不明显，伴有少量浅淡胞浆；

排列成小管状，间质较少，呈疏松状。后肾腺瘤细

胞形态和结构均较一致，与肾母细胞瘤和肾细胞

癌不同，其肿瘤体积较大，结构单纯，其形态及免

疫表型同分化型肾母细胞瘤和肾源性残余相似，

被认为是分化成熟的肾母细胞瘤［12］。免疫表型

示低分子量 CK 阴性，高分子量的 CK 部分阳性，

Vimentin 阳性。肿瘤细胞可表达 CKpan、CD57 及

WT⁃1，而 EMA和 P504S均阴性［12⁃13］。

SPRCC 需要与后肾腺瘤以及上皮为主型肾

母细胞瘤进行鉴别，最近的文献提示，Cadherin17
（CDH17）在 81%后肾性腺瘤阳性表达，而在上皮

为主型肾母细胞瘤和 SPRCC 均为阴性表达，是

一种敏感而特异性免疫标记［14］，有助于两者

区别。

3.2.2 SPRCC与肾脏嗜酸细胞瘤的鉴别

肾脏嗜酸细胞瘤（renal oncocytoma）是可能来

自集合管插入细胞的一种肾脏的良性上皮性肿

瘤，肿瘤由胞浆嗜酸性的大细胞构成。临床多无

症状，常因体检时偶然发现。男性居多，发病年龄

多在 60~70 岁，是一种生长缓慢、预后良好的良性

肿瘤。

大体上肿瘤多单侧发生，一般体积较大，边

界清楚，无完整包膜，切面呈实性，均质，棕褐

色，多数肿瘤中央出现灰白色星芒状瘢痕，在大

体上与 SPRCC 有较明显区别。组织学肿瘤细胞

呈实性片状，腺管状或巢团状，间质少，肿瘤细胞

多为较一致的圆形或多角形，细胞质为嗜酸性颗

粒，细胞核小，无明显核仁，几乎无核分裂，无病

理性核分裂，无坏死，镜下形态与 SPRCC 较难鉴

别［15］。
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免 疫 表 型 示 嗜 酸 细 胞 瘤 CKpan、CD117、
EMA、CK8/18 表达率较高，Vimentin、CD10 低表

达或不表达，CK7 不表达或小灶性低表达，Ki⁃67
阳性率多 <1%，依靠免疫表型能够将两者区

分［16］。

3.2.3 SPRCC与透明细胞乳头状肾细胞癌的鉴别

透明细胞乳头状肾细胞癌（clear cell papillary
renal cell carcinoma，CCPRCC）是 2016 版 WHO 泌

尿和男性生殖系统肿瘤类型中的一个新的亚

型［17］。

大体形态主要局限于肾内，界限清楚，具有较

厚的包膜，切面灰黄、灰红或黄褐色，以实性为主，

也可伴有囊性成份，质地中等，无明显出现、坏死

及钙化。

组织学特征肿瘤细胞大部分排列呈管状、腺

泡状、乳头状、囊状或实性巢状等结构组成，可以

以某一种结构为主，也可以多种结构相混合。肿

瘤细胞小至中等大小，立方状或矮柱状，细胞核大

小较一致，核仁不明显，WHO/ISUP 分级较低，大

部分为Ⅰ级，少部分为Ⅱ级［18］。大部分区域可见

肿瘤细胞核远离基底部朝向腔面，形态特征类似

于早分泌期子宫内膜的核下空泡。间质内及乳头

轴心无泡沫细胞、含铁血黄素沉积及砂砾体形

成［19］。

免疫表型 CK7 弥漫阳性，CA9 呈细胞膜基底

部及侧面阳性，腔面阴性的“杯口状”着色［20］。

CKpan、CK8/18、CK19、EMA、PAX⁃8、Vimentin 阳

性，而 CD10、CD117、P504S 阴性，Ki⁃67 阳性率较

低，约≤5%［21］，而本例 CK7 为局部阳性，有助于

鉴别。

结合大体形态、组织学特征及免疫表型将

SPRCC 与后肾腺瘤、嗜酸细胞瘤以及 CCPRCC 能

够较明确的进行鉴别诊断。
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老年 COPD伴严重呼吸衰竭患者血清 CysC、VEGF、
IL⁃17、ACTA水平变化

曹婷婷 1 万俊 1 冯永海 2 楚荷莹 3★

［摘 要］ 目的 探讨血清胱抑素C（CysC）、血管内皮生长因子（VEGF）、白细胞介素 17（IL⁃17）、

激活素 A（ACTA）在老年慢性阻塞性肺疾病（COPD）伴严重呼吸衰竭患者中的表达。方法 选取 2016
年 3 月至 2019 年 3 月本院 224 例老年 COPD 患者，根据有无发生严重呼吸衰竭分组观察组（n=78）、轻

症组（n=146），另选取同期健康体检者 86例为对照组。比较 3组不同预后患者血清 CysC、VEGF、IL⁃17、
ACTA水平，分析血清指标对老年 COPD伴严重呼吸衰竭的诊断价值及血清指标间相关性，并分析血清

指标与APACHEⅡ评分相关性及预后预测价值。结果 3组血清 CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA 水平，差异

有统计学意义（P<0.05）；VEGF 与 Cys C、IL⁃17、ACTA 水平呈负相关，CysC、IL⁃17、ACTA 间水平呈正

相关（P<0.05）；死亡患者血清 CysC、IL⁃17、ACTA 水平、APACHEⅡ评分高于存活患者，VEGF 水平低于

存活患者（P<0.05）；VEGF水平与APACHEⅡ评分呈负相关，CysC、IL⁃17、ACTA水平与APACHEⅡ评分

呈正相关（P<0.05）；血清 CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA水平联合对预测老年 COPD伴严重呼吸衰竭预后的

AUC（0.864）大于单一血清指标，敏感性为 92.86%，特异性为 70.00%。结论 血清 CysC、VEGF、IL⁃17、
ACTA水平在老年 COPD伴严重呼吸衰竭患者中呈异常表达，并与病情密切相关，联合检测有望成为老

年COPD伴严重呼吸衰竭诊断及预后判断的有效手段。

［关键词］ 胱抑素C；血管内皮生长因子；白细胞介素 17；激活素A；慢性阻塞性肺疾病；呼吸衰竭

Changes of serum CysC，VEGF，IL⁃17，and ACTA levels in elderly patients
with COPD and severe respiratory failure
CAO Tingting1，WAN Jun1，FENG Yonghai2，CHU Heying3★

（1. Department of general medicine，the Fifth Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou，
Henan，China，450052；2. Department of respiratory medicine，the Fifth Affiliated Hospital of Zhengzhou
University，Zhengzhou，Henan，China，450052；3. Department of respiratory medicine，the First Affiliated
Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou，Henan，China，450052）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of serum cystatin C（CysC），vascular endo⁃
thelial growth factor（VEGF），interleukin 17（IL⁃17）and activin A（ACTA）in elderly patients with chronic
obstructive pulmonary disease（COPD）with severe respiratory failure. Methods 224 elderly patients with
COPD were selected in our hospital from March 2016 to March 2019，according to the occurrence of severe re⁃
spiratory failure，they were divided into an observation group（n=78）and a control group（n=146），and 86
healthy medical examinees in the same period were selected as the healthy control group. Compared the serum
CysC，VEGF，IL⁃17 and ACTA levels of patients with different prognosis in the three groups and the observa⁃
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tion group，and analyzed the diagnostic value of serum indicators for elderly COPD with severe respiratory fail⁃
ure and the correlation between serum indicators，and the correlation between serum indicators and APACHE
Ⅱ score and the prognostic value were analyzed. Results The levels of serum CysC，VEGF，IL⁃17，and
ACTA in the three groups were statistically significant（P<0.05）；VEGF was negatively correlated with
CysC，IL⁃17，and ACTA levels，and CysC，IL⁃17，and ACTA levels were positively correlated（P<0.05）；

the serum levels of CysC，IL⁃17，ACTA，and APACHEⅡ score were higher in dead patients than in surviv⁃
ing patients，and VEGF levels were lower than in surviving patients（P<0.05）；VEGF level was negatively
correlated with APACHE Ⅱ score，and CysC，IL ⁃ 17，and ACTA levels were positively correlated with
APACHEⅡ score（P<0.05）；the combined serum levels of CysC，VEGF，IL⁃17，and ACTA in predicting
the prognosis of COPD with severe respiratory failure in elderly patients（0.864）was greater than that of a sin⁃
gle serum indicator，with a sensitivity of 92.86% and a specificity of 70.00% . Conclusion Serum CysC，

VEGF，IL⁃17，and ACTA levels are abnormally expressed in elderly patients with COPD and severe respirato⁃
ry failure，and are closely related to the disease，and the combined detection is expected to be an effective
method for diagnosis and prognosis of elderly COPD with severe respiratory failure.

［KEY WORDS］ Cystatin C；Vascular endothelial growth factor；Interleukin 17；Activin A；Chronic
obstructive pulmonary disease；Respiratory failure

慢性阻塞性肺疾病（Chronic obstructive pulmo⁃
narydisease，COPD）属进行性发展的不完全可逆气

流受限型疾病［1］，调查显示，我国>40岁人群COPD
发病率可达 8.2%，入院 5 年内病死率高达 50.0%，

并随年龄增长呈持续升高态势［2］。由于老年

COPD 身体机能衰退、呼吸道防御能力减弱，极易

进展为通气功能障碍，诱发严重呼吸衰竭。相关

研究发现，急性呼吸道感染是 COPD 患者发生呼

吸衰竭的主要原因，可进一步加剧气道炎症，形成

恶性循环［3］。胱抑素 C（Cystatin C，CysC）可损伤

呼吸道黏膜上皮细胞，诱导柱状上皮细胞凋亡。

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth fac⁃
tor，VEGF）能有效调节肺泡上皮细胞、血管内皮细

胞，重塑炎性疾病对肺组织的损害［4］。白细胞介素

17（Interleukin 17，IL⁃17）、激活素A（Activin A，AC⁃

TA）可引发炎症反应，加重气道损伤。然而关于血

清 CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA 联合对老年 COPD
伴严重呼吸衰竭的诊断及预后价值尚需进一步研

究证实。基于此，本研究探讨血清 CysC、VEGF、
IL⁃17、ACTA 与老年 COPD 伴严重呼吸衰竭患者

预后的相关性。具体分析如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取 2016年 3月至 2019年 3月本院 224例老

年 COPD 患者，根据有无发生严重呼吸衰竭分组

观察组（n=78）、轻症组（n=146），另选取同期健康

体检者 86 例为对照组。两组基本资料：年龄、病

程、性别、体质量指数、合并症比较，差异无统计学

意义（P>0.05），均衡可比，见表 1。

一般资料

性别（男/女）

年龄（岁）

COPD病程（年）

体质量指数（kg/m2）

合并症

高血压

糖尿病

高脂血症

观察组（n=78）

45/33

65.97±2.15

9.89±1.22

22.79±2.20

20（25.64）

13（16.67）

8（10.26）

轻症组（n=146）

84/62

66.19±1.74

10.02±1.13

23.15±2.08

37（25.34）

24（16.44）

14（9.59）

对照组（n=86）

49/37

65.80±1.83

9.72±1.30

22.94±2.13

21（24.42）

14（16.28）

8（9.30）

F/c2值

0.010

1.218

1.693

0.779

0.019

P值

0.995

0.297

0.186

0.460

1.000

表 1 两组基线资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of general data between the 2 groups［n（%），（x ± s）］

·· 534



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

纳入标准：①均符合COPD相关标准［5］；②观察

组动脉血氧分压<60 mmHg，动脉血二氧化碳分压>
50 mmHg；③年龄>60岁；④患者及家属均签署知情

同意书。排除标准：①合并肺大疱、急性肺部感

染、气胸者；②近 6周全身使用糖皮质激素者；③因

肺结核、支气管哮喘、充血性心力衰竭等所致慢性

咳嗽喘息者；④睡眠呼吸暂停综合征者；⑤精神行

为异常者。本实验经医院伦理委员会同意批准。

1.2 方法

1.2.1 检测方法

空腹取 3 mL静脉血，离心 12 min，3 000 r/min，
分离取血清，置于-70℃冰箱低温保存。采用全自

动酶标仪（购自美国Bio⁃Bad公司）以酶联免疫吸附

试验检测血清 Cys C、VEGF、IL⁃17、ACTA水平，具

体操作：设空白孔、标准孔、待测样品孔，酶标包被

板上标准孔、待测样品孔分别添加样品（50 μL）、

待测样品（50 μL），混匀，封板，置于 37℃温水中，

促使抗体与抗原充分反应。温育 30 min 后，每孔

均添加洗涤液，反复洗涤 5 次，后添加酶标试剂

（50 μL），并置于 37℃温水温育 30 min。反复洗涤

5次，拍干，添加显色剂。37℃避光显色 10 min，于
每孔添加终止液（50 μL），终止反应。15 min 内

450 nm波长依序测量各孔吸光度（OD值）。

1.2.2 治疗方法

两组均予以抗感染、解痉平喘、静脉滴注抗生

素、低流量氧疗、强心利尿、纠正电解质失衡等对

症处理，在此基础上观察组接受布地奈德气雾剂

联合正压通气治疗。

1.2 观察指标

①比较 3组血清CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA水

平。②分析血清 CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA 水平

之间相关性。③比较不同预后患者血清指标水

平、急性生理与慢性健康状况评分Ⅱ（APACHE
Ⅱ）评分，其中APACHEII评分最高分 71分。④分

析血清 CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA 水平与 APA⁃
CHEII评分相关性。⑤分析血清CysC、VEGF、IL⁃17、
ACTA 水平对老年 COPD 伴严重呼吸衰竭预后的

预测价值。

1.5 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 c2 检验，多组间表用方差分析，采用

Pearson 进行线性相关性分析，采用受试者工作特

征曲线（ROC）分析诊断、预测价值，P<0.05表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组血清CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA水平

3 组血清 CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA 水平，差

异有统计学意义（P<0.05），且血清 CysC、IL⁃17、
ACTA水平，观察组>轻症组>对照组；VEGF水平，

观察组<轻症组<对照组。见表 2。

组别

观察组

轻症组

对照组

F值

P值

n
78
146
86

Cys C（ng/mL）
151.23±30.24ab

130.47±24.58b

102.41±20.37
79.021
＜0.001

VEGF（mg/L）
323.43±54.12ab

387.64±69.12b

451.63±67.29
79.267
＜0.001

IL⁃17（ng/L）
65.14±18.52ab

44.87±15.76b

18.31±12.84
182.984
＜0.001

ACTA（ng/L）
45.69±8.24ab

36.51±6.25b

25.74±6.13
178.781
＜0.001

表 2 3组血清CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA水平对比（x ± s）

Table 2 Comparison of serum CysC，VEGF，IL⁃17 and Acta levels between the 2 groups（x ± s）

注：与对照组比较 aP<0.05；与健康对照组比较 bP<0.05

2.2 血清指标相关性分析

观察组 VEGF 与 CysC、IL⁃17、ACTA（水平呈

负相关关系，CysC 与 IL⁃17、ACTA 水平呈正相关

关系，IL⁃17与ACTA呈正相关（P<0.05）。见图 1。
2.3 不同预后患者血清指标水平、APACHEII评分

经有效治疗后，观察组死亡 28 例，存活 50
例。死亡患者血清 CysC、IL ⁃ 17、ACTA 水平、

APACHEⅡ评分高于存活患者，VEGF 水平低于

存活患者，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.4 血清指标与APACHEII评分相关性分析

观察组 VEGF（r=-0.349）水平与 APACHEⅡ
评分呈负相关关系，CysC（r=0.836）、IL ⁃ 17（r=
0.654）、ACTA（r=0.675）水平与APACHEⅡ评分呈

正相关关系，差异有统计学意义（P<0.05）。
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组别

死亡患者

存活患者

t值
P值

n
28
50

CysC（ng/mL）
169.32±31.25
141.10±22.83

5.283
<0.001

VEGF（mg/L）
158.14±31.31
415.82±70.26

30.775
<0.001

IL⁃17（ng/L）
74.56±19.62
48.31±15.37

6.541
<0.001

ACTA（ng/L）
49.30±9.47
39.25±6.12

5.689
<0.001

APACHEⅡ评分（分）

31.41±5.02
24.78±4.83

5.734
<0.001

表 3 不同预后患者血清指标水平、APACHEⅡ评分对比（x ± s）

Table 3 Comparison of serum index level and APACHEⅡscore in patients with different prognosis（x ± s）

注：A为 CysC与VEGF相关性；B为 CysC 与 IL⁃17相关性；C为 CysC与ACTA相关性；D为VEGF与 IL⁃17相关性：E为VEGF与ACTA

相关性；F为 IL⁃17与ACTA相关性

图 1 血清指标相关性分析

Figure 1 Correlation Analysis of serum indexes

2.5 血清指标对老年COPD伴严重呼吸衰竭预后

的预测价值

绘制 ROC 曲线，血清 CysC、VEGF、IL ⁃ 17、
ACTA 水平联合对预测老年 COPD 伴严重呼吸衰

竭预后的 AUC 为 0.864（95%CI：0.768~0.931，Z 统

计：9.204），大于血清VEGF（0.806）、IL⁃17（0.796）、

ACTA（0.743）、CysC（0.696）敏感性为 92.86%，特

异性为 70.00%。见图 2。

3 讨论

COPD 伴严重呼吸衰竭病理学改变表现为肺

实质与气道慢性炎症，可导致肺泡组织、气道持

续损伤，肺功能受损加重，引发一系列生理功能

与代谢紊乱［6⁃7］。因此，早期诊断及预测预后对降

低 COPD伴严重呼吸衰竭病死率具有重要意义。

血清 CysC 在老年 COPD 伴严重呼吸衰竭患

者呈过度表达。老年 COPD 患者通常合并低氧血

症，可加重巨噬细胞等炎症细胞缺氧受损，进而导

致二氧化碳过度潴留，引发体内氧化应激，继而诱

导大量 CysC 释放，加重体内炎症细胞浸润，损伤

呼吸道肺泡上皮，增加肺换气功能障碍发生风

险［8⁃9］。经 ROC 曲线发现血清 CysC 水平具有成

为老年 COPD 伴严重呼吸衰竭预后的有效预测因

子潜力。

VEGF水平高表达，在肺动脉重建中起着关键

作用［10］。本研究结果显示，血清 VEGF 水平在老

年 COPD 伴严重呼吸衰竭患者中呈低表达，与古

力鲜·马合木提等［11］研究相似，VEGF 水平下降一
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图 2 血清指标单一及联合对老年 COPD伴严重呼吸衰竭

预后的预测价值

Figure 2 the predictive value of single and combined serum
indexes for the prognosis of COPD with severe respiratory

failure in the elderly
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定程度会破坏肺部微血管与肺泡壁，增强与肺部

炎性反应对抗所致代偿性，从而进一步降低呼吸

功能，最终发展为严重呼吸衰竭。本研究还发现，

VEGF 水平下降可能增加老年 COPD 伴严重呼吸

衰竭死亡患者风险，原因可能与 VEGF 水平下调

可能会降低肺部血管、内皮细胞数量，对肺泡壁及

微血管产生间接影响有关。

相关研究表明，COPD患者气道慢性炎症持续

存在的主要原因与自身免疫反应有关［12⁃13］。老年

COPD伴严重呼吸衰竭患者血清 IL⁃17水平明显上

调。自身免疫反应紊乱，会降低老年 COPD 伴严

重呼吸衰竭患者肺功能，促进 IL⁃17分泌，诱导、活

化中性粒细胞，参与肺部慢性炎症进展病理损伤，

从而加重气道受限程度，诱发呼吸衰竭。Pearson
线性相关分析进一步证明抑制 IL⁃17水平表达会减

轻全身炎症反应，阻断炎症级联反应，优化气道功

能，减轻病情程度，提高老年 COPD伴严重呼吸衰

竭患者存活率。另外，随 COPD 病情严重程度加

重，ACTA 合成、分泌增多，可通过自分泌、旁分泌

方式上调炎症因子表达，促进气道平滑肌细胞增

殖与迁移，引发细胞外基质沉积，致使气道平滑肌

纤维化加重，肺功能减低［14］。本研究还发现

CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA 存在一定关联性，对老

年 COPD 伴严重呼吸衰竭具有一定诊断价值。进

一步采用联合应用模式，血清 CysC、VEGF、IL⁃17、
ACTA 水平联合预测老年 COPD 伴严重呼吸衰竭

预后特异性可达 70.00%，提示血清 CysC、VEGF、
IL⁃17、ACTA 水平联合检测在预测老年 COPD 伴

严重呼吸衰竭预后方面具有一定价值。

综上可知，血清 CysC、VEGF、IL⁃17、ACTA 联

合检测有望成为老年 COPD 伴严重呼吸衰竭诊断

及预后判断的有效手段。

参考文献
［1］ Shah S A，Velardo C，Farmer A，et al. Exacerbations in

Chronic Obstructive Pulmonary Disease：Identification and

Prediction Using a Digital Health System［J］. J Med Internet

Res，2017，19（3）：e69.

［2］ Liu S，Zhou Y，Liu S，et al. Association between exposure

to ambient particulate matter and chronic obstructive pulmo⁃

nary disease：results from a cross ⁃ sectional study in China

［J］. Thorax，2017，72（9）：788⁃795.

［3］ 赵春柳，黄靓雯，张利，等 . 慢性阻塞性肺疾病急性加重住

院患者呼吸道病毒感染与炎症细胞因子的相关性［J］. 中

华结核和呼吸杂志，2018，41（12）：942.

［4］ Ikeda N，Nakajima Y，Sho M，et al. The association of K⁃ras

gene mutation and vascular endothelial growth factor gene ex⁃

pression in pancreatic carcinoma［J］. Cancer，2015，92（3）：

488⁃499.

［5］ Celli B，Decramer M，Wedzicha JA，et al. An Official Ameri⁃

can Thoracic Society/European Respiratory Society Statement：

Research Questions in Chronic Obstructive Pulmonary Disease

［J］. Am J Respir Crit Care Med，2015，191（7）：e4⁃e27.

［6］ Anthonisen N R. Chronic obstructive pulmonary disease［J］.

Med J Austral，2016，167（5）：273⁃278.

［7］ Wong EKC，Lee PCS，Ansary S，et al. Role of venous blood

gases in hypercapnic respiratory failure chronic obstructive

pulmonary disease patients presenting to the emergency de⁃

partment［J］. Intern Med J，2019，49（7）：834⁃837.

［8］ Klisic A，Kotur ⁃Stevuljevic J，Kavaric N，et al. Relationship

between Cystatin C，Retinol ⁃binding Protein 4 and Framing⁃

ham Risk Score in Healthy Postmenopausal Women［J］. Arch

Iran Med，2016，19（12）：845⁃851.

［9］ Zhang M，Li Y，Yang X，et al. Serum Cystatin C as an In⁃

flammatory Marker in Exacerbated and Convalescent COPD

Patients［J］. Inflammat，2016，39（2）：625⁃631.

［10］ Byers DE. Linking VEGF Deficiency and IL⁃33 Upregulation

in Chronic Obstructive Pulmonary Disease［J］. Am J Respir

Cell Mol Biol，2019，61（5）：550⁃551.

［11］ 古力鲜·马合木提，李新，张慧，等 . VEGF、ICAM⁃1、IL⁃13

及 IL⁃17 在慢阻肺、支气管哮喘及慢阻肺合并哮喘患者中

的表达及意义［J］. 临床肺科杂志，2017，22（9）：1563⁃

1566.

［12］ Renáta Marietta Böcskei，Lilla Tamási，Béla Benczúr，et al.

Inflammatory markers（IL⁃6，suPAR）and arterial stiffness pa⁃

rameters in COPD patients［J］. Eur Respirat J，2016，48（sup⁃

pl 60）：PA3670.

［13］ Takemura Y，Sasaki M，Goto K，et al. PT08.3：Proinflam⁃

matory Cytokine IL⁃6，But Not TNF⁃α，Affects Energy Me⁃

tabolism and Nutritional Status in Patients with Lung Cancer

［J］. Clin Nutrit，2016，35（1）：S38.

［14］ Chaker AM，Zissler UM，Poulos N，et al. Activin⁃A Is a Pro

⁃Inflammatory Regulator in Type⁃2⁃Driven Upper Airway Dis⁃

ease［J］. Int Arch Allergy Immunol，2018，176（1）：15⁃25.

·· 537



分子诊断与治疗杂志 2020年 4月 第 12卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, April 2020, Vol. 12 No. 4

基金项目：安徽省教育厅高校自然科学重大项目（KJ2019ZD28）；安徽省学术与技术带头人后备人选资项目（2017H110）；

蚌埠医学院研究生科研创新计划项目（Byycx1926）
作者单位：1. 蚌埠医学院癌症转化医学安徽省重点实验室，安徽，蚌埠 233000

2. 蚌埠医学院生物化学与分子生物学教研室，安徽，蚌埠 233000
★通信作者：陈昌杰，E⁃mail：tochenchangjie@163.com

•综 述•

14⁃3⁃3ζ蛋白在乳腺癌发生发展中的作用研究进展

董正远 1 杨清玲 2 陈昌杰 2★

［摘 要］ 14⁃3⁃3蛋白家族（14⁃3⁃3 protein family）是一类酸性且高度保守的小分子蛋白，广泛存在

真核生物细胞内。14⁃3⁃3蛋白自身无明显的催化活性，主要与其他蛋白相互作用而发挥调控靶蛋白的作

用。14⁃3⁃3ζ 是 14⁃3⁃3 蛋白家族的重要成员之一，近几年受到学者的广泛关注，且越来越多的学者开展

14⁃3⁃3ζ 与癌症的研究。本文综述了近几年研究者对 14⁃3⁃3ζ 与癌症的研究，尤其与乳腺癌耐药、复发、

转移等相关研究，为乳腺癌的诊疗提供新思路、寻找新靶标。

［关键词］ 14⁃3⁃3ζ蛋白；乳腺癌

14⁃3⁃3ζ and breast cancer
DONG Zhengyuan1，YANG Qingling2，CHEN Changjie2★

（1. Key Laboratory of Cancer Transforming Medicine in Anhui Province，Bengbu Medical College，Bengbu，

Anhui，China，233000；2. Department of Biochemistry & Molecular Biology；Bengbu Medical College，

Bengbu，Anhui，China，233000）

［ABSTRACT］ The 14⁃3⁃3 protein family is a kind of acidic and highly conserved small molecule pro⁃

teins，widely exists in eukaryotic cells. The 14⁃3⁃3 protein has no obvious catalytic activity，and mainly inter⁃

acts with other proteins to regulate the target protein. 14⁃3⁃3ζ is one of the important members of the 14⁃3⁃3

protein family. Recently，we found that found that 14⁃3⁃3ζ is a novel target for the cancer therapy. In this re⁃

view，we focus on the current progress on breast cancer resistance，recurrence，and metastasis，and discuss

the potential of 14⁃3⁃3ζ serviced as an effective therapeutic target for breast cancer in patient whose tumors

overexpress 14⁃3⁃3ζ.
［KEY WOEDS］ 14⁃3⁃3ζprotein；Breast cancer

癌症目前仍然是医学界难以克服的障碍，也

是世界范围内导致死亡的常见疾病，且发病率呈

上升趋势。癌症的治疗过程中常常出现耐药、转

移等情况，导致治疗失败，迫切需要一种新的有效

的治疗手段来治疗癌症，或者能够早期发现癌症，

达到早期治疗的目的。最近几年研究人员发现了

14⁃3⁃3ζ，为癌症的早期诊断、治疗以及缓解耐药提

供了新思路。14⁃3⁃3ζ通过与靶蛋白结合影响其活

性达到调节靶蛋白的目的［1］。14⁃3⁃3ζ蛋白是一种

信号转导蛋白，介导细胞信号转导，在细胞迁移、

凋亡和侵袭等过程中起到重要作用［2⁃3］。14⁃3⁃3ζ
也参与癌症的发生，细胞周期进程及耐药等过
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程［4］。在本文中重点综述了 14⁃3⁃3ζ 与癌症，尤其

与乳腺癌的发生及耐药、复发、转移相关的分子机

制，探讨其作为标志物、临床诊断以及治疗靶点的

价值。

1 14⁃3⁃3ζ与癌症

14⁃3⁃3ζ 调节多种信号通路，参与癌症的发生

发展、耐药、转移等过程，因此，14⁃3⁃3ζ可能是一种

新的癌症治疗分子靶点［5］。

在肺癌研究中，降低Hsp 27或 14⁃3⁃3ζ抑制了

非 小 细 胞 肺 癌（non ⁃ small cell lung carcinoma，
NSCLC）的侵袭和转移，且只有 Hsp 27 和 14⁃3⁃3ζ
互补转染才能完全恢复 Hsp 27 和 14⁃3⁃3ζ 的侵袭

和转移能力［6］。在卵巢癌研究中，卵巢癌组织中

14⁃3⁃3ζ 蛋白的表达水平高于正常组织，14⁃3⁃3ζ蛋
白高表达与卵巢癌 TNM分期及无转移预后有关，

低表达可抑制卵巢癌细胞增殖、迁移、及体内转

移，促进细胞凋亡［7］。在骨肉瘤相关研究中，14⁃3⁃
3ζ 蛋白在正常组织中表达很低，在骨肉瘤组织中

呈高表达，且骨肉瘤患者肿瘤的大小与 14⁃3⁃3ζ蛋
白的表达有关［8］，为骨肉瘤的临床诊断提供一条新

的思路。在原发性肝癌研究中，Zhao JF 等［9］证实

了 ASH 1⁃miR⁃375⁃14⁃3⁃3ζ 信号轴的存在，ASH 1
和miR⁃375被显著下调，而 14⁃3⁃3ζ明显升高，研究

表明ASH 1和miR⁃375作为肿瘤抑制因子，而 14⁃3
⁃3ζ 在原发性肝癌中起癌基因的作用。综合以上

研究可以发现，14⁃3⁃3ζ 的高表达对于癌症的发生

可能具有重要的作用，在多种癌症组织中表达

过高。

2 14⁃3⁃3ζ与乳腺癌

乳腺癌作为女性恶性肿瘤中发病率最高的恶

性肿瘤［10］，在治疗过程中往往发生耐药，而耐药也

是是影响乳腺癌治疗的重要因素［11］。近几年来，

14⁃3⁃3ζ在乳腺癌耐药中的研究越来越重要。随着

对 14⁃3⁃3ζ的不断研究，人们发现 14⁃3⁃3ζ不仅在乳

腺癌耐药方面起着重要作用，在乳腺癌的复发和

转移方面也至关重要。

2.1 14⁃3⁃3ζ与乳腺癌的发生

14⁃3⁃3ζ表达增加始于乳腺疾病早期的不典型

导管增生，同时他们在MCF10A细胞中过表达 14⁃

3⁃3ζ，发现 14⁃3⁃3ζ过表达严重破坏腺泡结构，认为

14 ⁃3 ⁃3ζ 过表达是乳腺癌发生的早期因素［12］。

Rehman SK［13］的实验发现 14⁃3⁃3ζ 高表达增强了

MAPK/c⁃Jun 信号，增加了 miR⁃221 的转录使 p27
CDKI的翻译水平下降，加速细胞增殖，且 14⁃3⁃3ζ⁃
miR⁃221⁃p27增殖轴也在乳腺癌患者中发挥作用，

这表明，14⁃3⁃3ζ的高表达可能在乳腺癌的发生发

展中起着因果作用。TGF⁃β/Smad 信号在肿瘤中

发挥双重角色，其中 14⁃3⁃3ζ 发挥关键调控作

用［14］。TGF⁃β 在癌前病变细胞中作为癌症抑制

因子，但在癌细胞中作为转移促进剂，Xu J 等［15］

证实了 TGF⁃β通过下游效应分子 Smads发挥两种

不同的功能。在乳腺上皮细胞癌前病变中，14⁃3⁃
3ζ使 p53稳定性降低，抑制了 TGF⁃β的癌症抑制功

能，促进癌症的发生；反之，14⁃3⁃3ζ可促进 TGF⁃β
诱导骨转移。表明 14⁃3⁃3ζ 对癌症的重要性。以

上研究表明 14⁃3⁃3ζ在癌症的发生中起重要作用，

可做为一种新型分子标志物，用于乳腺癌的早期

诊断。

代谢重排是癌症的一个特征，代谢失调发生

在癌症的早期阶段，并对癌症的发生起着关键作

用，早期乳腺肿瘤病变显示 14⁃3⁃3ζ的表达与典型

糖酵解基因的表达密切相关，尤其是乳酸脱氢酶

A（lactate dehydrogenase A，LDHA）的表达，在人

乳腺癌上皮细胞中 14 ⁃ 3 ⁃ 3ζ 的高表达上调了

LDHA，刺激早期转化，促进乳腺癌发生［16］；支架蛋

白（caffolding protein）在调节信号网络保真度方面

发挥着重要作用，缺乏这种功能往往是发生癌症

等疾病的基础，Suen KM［17］发现典型的支架蛋白

Shc 被细胞外信号调节激酶 ERK 磷酸化。此外，

在三阴性乳腺癌（Triple Negative Breast Cancer
Tnbc）细胞株中，shc 苏氨酸磷酸化被特异性上

调。利用体外模型和生物物理分析进一步发现，

Shc 苏氨酸磷酸化可能通过募集 14⁃3⁃3ζ 和 Pin⁃1
而引起 Akt 和 ERK 信号的升高。由此可见，体内

14⁃3⁃3ζ 的异常表达可能间接地促进乳腺癌的发

生，或者在重要调节途径中发挥关键调控作用。

2.2 14⁃3⁃3ζ与乳腺癌耐药

在乳腺癌中，约 70%属于雌激素受体阳性，这

种乳腺癌对激素疗法较为敏感。雌激素通路相关

的内分泌治疗是国内外乳腺癌治疗的标准方案，
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其中他莫昔芬作为内分泌治疗的一线药物，具有

良好的效果，且经济、低毒性，但在治疗过程中常

发生耐药［18］。Bergamaschi A［19］的研究发现揭示了

他莫昔芬具有上调 14⁃3⁃3ζ的作用，因为它能够快

速下调专门针对 14⁃3⁃3ζ 的 microRNA⁃451。患乳

腺癌时，由于 miR⁃451 的高表达，下调 14⁃3⁃3ζ，恢
复了 SERMs 对内分泌抵抗细胞的生长抑制作用。

此外，Liu ZR［20］进一步研究发现 miR⁃451a 过表达

可增强 MCF⁃7 和 LCC 2 细胞对他莫昔芬的敏感

性。miR⁃451a与 14⁃3⁃3ζ的表达呈负相关，14⁃3⁃3ζ
低表达增加细胞凋亡，14⁃3⁃3ζ与miR⁃451a的相互

调节抑制对他莫昔芬的抵抗作用，所以 14⁃3⁃3ζ对
他莫昔芬耐药具有关键调控作用。14⁃3⁃3ζ作为内

分泌治疗失败风险的重要预测指标，对生长因子

信号转导有重要影响，且促进细胞存活和抵抗内

分泌疗法，所以靶向 14⁃3⁃3ζ蛋白及其共调控蛋白

（如 FOXM 1）在恢复内分泌敏感性方面具有重要

价值［21］。由此可见，14⁃3⁃3ζ 的出现为逆转乳腺癌

耐药打开了新的大门。

2.3 14⁃3⁃3ζ与乳腺癌复发

为了治愈或延缓乳腺癌患者的生存周期，治

疗方法有很多，比如：手术治疗、放疗、化疗、内分泌

疗法等，因为治疗后的复发，使得患者的生存时间

大大缩短。迫切需要找到肿瘤复发的原因或分子

机制。目前研究发现 14⁃3⁃3ζ的表达可能是乳腺癌

复发的分子机制［22］。在肿瘤的复发中，14⁃3⁃3ζ的阳

性 率 为 70% ~75% ，而 原 发 肿 瘤 的 阳 性 率 为

45%［23］。在乳腺肿瘤中，14⁃3⁃3ζ高水平的基因特征

包括许多与有丝分裂和胞质分裂有关的功能，包括

极光激酶⁃B、马球样激酶⁃1、CDC25B和 birc5，该基

因特征与乳腺癌早期复发相关［24］，从基因层面描述

了 14⁃3⁃3ζ蛋白与乳腺癌复发的关系，具有重要参

考价值。Li Y 等［25］通过整合基因组学，从染色体

8q22中发现了少数高表达和扩增的基因，这些基因

与早期疾病复发有关，siRNA 介导两种基因，即抗

凋 亡 基 因 14⁃3⁃3 ζ 和 溶 酶 体 基 因 LAPTM4B，

且 LAPTM4B和 14⁃3⁃3ζ的 8q22扩增和高表达对复

发有一定的抑制作用。14⁃3⁃3ζ蛋白状态与肿瘤分级、

大小和雌激素受体 α（ERα）显著相关，而且 14⁃3⁃3ζ
蛋白的高表达也与复发部位有关［26］。综合以上研

究可以发现 14⁃3⁃3ζ的高表达与乳腺癌复发密切相

关，对以后乳腺癌的诊治有重要价值依据。

2.4 14⁃3⁃3ζ与乳腺癌转移

目前，转移仍然是乳腺癌死亡的主要原因之

一。转移使乳腺癌治疗的难度加大，如何控制乳

腺癌转移迫在眉睫。Lu J 等［27］研究发现，14⁃3⁃3ζ
高表达降低细胞粘附，诱导 EMT 发生，介导非浸

润性导管原位癌（noninvasive ductal carcinomas in
situ DCIS）向浸润性乳腺癌（Invasive breast cancer
IBC）发展。且高表达 ErbB 2 和 14⁃3⁃3ζ 的乳腺癌

患者的转移率高于仅表达 ErbB 2 的患者，14⁃3⁃3ζ
的高表达促使乳腺上皮细胞间质化，促进了乳腺

癌细胞浸润转移；TGF⁃β 在癌细胞中起促进转移

的作用，14⁃3⁃3ζ能稳定乳腺癌细胞中的Gli2，促进

TGF⁃β诱导骨转移［15］。14⁃3⁃3ζ蛋白的高表达不仅

与复发部位有关而且有肺和胸壁远处转移的倾

向，减少其表达或干扰其作用可能会降低乳腺癌

的转移并改善临床症状和乳腺癌患者的预后，预

示着 14⁃3⁃3ζ 蛋白可能会成为乳腺癌新的治疗靶

点［26］。此外，14⁃3⁃3ζ 在乳腺癌中是多种信号调节

网络的关键调控因，14⁃3⁃3ζ的高表达使 p53下降，

破坏乳腺上皮细胞并促进乳腺上皮细胞 EMT，使
转移发生［28］。14⁃3⁃3ζ 与磷酸化的 YAP1 相互作

用，使其隔绝于细胞质，并且激活 14⁃3⁃3σ，减弱

TGF⁃β 的抑癌作用，进一步促进乳腺癌细胞的转

移［29］。

3 小结与展望

本篇文章介绍了 14⁃3⁃3ζ与肿瘤尤其是乳腺癌

相关关系。14⁃3⁃3ζ 作为一种潜在的靶标，能够调

节相关基因或靶蛋白，进而影响细胞的生长周期、

调控细胞凋亡等。14⁃3⁃3ζ 在肿瘤中有较高的表

达，对肿瘤尤其是乳腺癌的发生发展至关重要，甚

至对乳腺癌的耐药、复发、转移等有重要调控作

用。随着对 14⁃3⁃3ζ的深入研究，更多 14⁃3⁃3ζ蛋白

与肿瘤的关系不断被发现，有望成为新的肿瘤标

志物，为乳腺癌临床诊疗提供新的依据。虽然目

前对乳腺癌的耐药、复发、转移等方面还没有理想

的解决方法，但 14⁃3⁃3ζ的出现给了乳腺癌相关机

制研究新的启示，我们相信随着对 14⁃3⁃3ζ与乳腺

癌相关机制的深入探索，未来不久在乳腺癌诊疗

方面将会有大的突破。
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髓母细胞瘤（Medulloblastoma MB）是儿童最常

见的恶性脑瘤，在所有儿童中枢神经系统肿瘤中约

占 20%。其年发病率在 0.2~0.58/100 000 之间［1］。

尽管积极治疗，约 12.8%的MB患者死于该疾病［2］。

即便生存下来，也常遗留严重后遗症，包括认知缺

陷、内分泌失调和肿瘤复发等，并导致不能完全独

立生存［3 ⁃5］。2016 年世界卫生组织（WHO）出版的

《中枢神经系统肿瘤分类》中提出［6］：MB的组织学

变异具有临床应用价值，其中一些组织学和遗传变

异显著影响治疗方案和预后。针对MB这个发病率

高、死亡率高的中枢肿瘤，本文将从MB的四个遗传

（分子）群入手，综述MB治疗进展。

1 分子分型

根据组织学，MB 被分为三种主要的疾病类

型：经典型，结节/硬组织增生型（ND）和大细胞/间
变型（LCA），其中ND被认为预后较好，而 LCA型

预后较差。随着基因表达谱、DNA 甲基化和基因

组分析的进展，MB的分类在组织学和分子分类方

案的结合方面产生了很大的概念性进展。2016版

WHO 分类标准里 MB 有四个分子群，分别为：

WNT群，SHH群，Group 3和Group 4。

儿童髓母细胞瘤分子分型与治疗进展

李秋 1 王晓江 1 朱剑栋 1 张永 2 谢明祥 2★

［摘 要］ 髓母细胞瘤（Medulloblastoma MB）是儿童最常见的恶性脑瘤，在所有儿童中枢神经系统

肿瘤中约占 20%。目前仍有约 12.8%的 MB 患者死于该疾病，而生存下来的患者，也常遗留严重后遗

症。最近的遗传学和表观遗传学发现：MB最少有 4个分子亚群，其中一些组织学和遗传变异显著影响

治疗方案和预后。针对MB这个发病率高、死亡率高的中枢肿瘤，本文将从MB的四个遗传（分子）群入

手，综述MB治疗进展并对MB进行危险分层，以提升患者生存率和减少/减轻后遗症。

［关键词］ 髓母细胞瘤；分子亚群；危险分层

Molecular subgroups and treatment progress of pediatric medulloblastoma
LI Qiu1，WANG Xiaojiang1，ZHU Jiandong1，ZHANG Yong2，XIE Mingxiang2★
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Zunyi Medical University，Neurosurgery，Zunyi Guizhou，Zunyi，Guizhou，China，563003）

［ABSTRACT］ Medulloblastoma（MB）is the most common malignant brain tumor in children，about
20% of all children􀆳s central nervous system tumors. The current mortality rate is up to 12.8%，and those who
survive often have serious sequelae. Recent genetics and epigenetics have found that MB has 4 molecular sub⁃
groups，some of which have histological and genetic variations that significantly affect treatment options and
prognosis. In view of MB，a central tumor with high morbidity and high mortality，this review focuses on the
progress of MB treatment and the risk stratify to improve patient survival and reduce sequelae.

［KEY WORDS］ Medulloblastoma；Molecular subgroup；Risk stratification
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1.1 WNT群

WNT 群是最少见的分子群，约占所有 MB 的

10%［7］。男性和女性之间的发病率无统计学差异，

诊断时平均年龄 10岁［8］。虽然易发生原发性肿瘤

出血［9］，但该亚群肿瘤通常位于大脑中线，并且很

少转移和浸润脑干［10］，因而与其他分子群相比，该

亚组患者有较好的预后，5年生存率约 95%［11］。

Turcot 综合征描述了原发性脑肿瘤并发多发

性大肠腺瘤的情况。随着家族性腺瘤性息肉病

（FAP）和遗传性非息肉病性结直肠癌（HNPCC）的

遗传学被阐明，越来越多的脑肿瘤与 FAP 相关。

FAP 是由 APC 抑癌基因的灭活、种系突变引起

的APC蛋白功能的丧失，导致WNT途径效应分子

β⁃catenin的核积聚，激活典型WNT/β⁃catenin信号

通路中的靶基因，从而导致肿瘤［12］。同理，WNT
群 MB 通常由 CTNNB1 基因第 3 外显子的激活突

变引起WNT信号通路的激活，从而导致 β连环蛋

白的核积聚，从而导致 MB。研究表明与 APC 致

病性变异相关的髓母细胞瘤亚型具有良好的预

后［13］。该亚群中的另一个常见突变是 DDX3X 基

因，该基因编码一种可能的 RNA 螺旋酶，调节染

色体分离和细胞周期进程［14］。细胞遗传学上，6号

染色体单体是该群中常见的结构改变。

研究表明 WNT 群至少包括两个亚型：WNTα
（70%）和 WNTβ（30%），大多数 WNTα 患者是儿

童，几乎所有这些患者都有单体 6 型改变；WNTβ
患者主要是成年人，没有单体 6型［15］。

1.2 SHH群

SHH 群约占 30%的病例，这类肿瘤患者的年

龄呈双峰分布，主要集中在 5 岁以下及 16 岁以

上。男性预后较女性好，可能与转录激活子 3
（STAT3）有关［16］。SHH 群发现于小脑半球，这是

该亚型独有的位置［10，17］。转移发生率不到 25%，在

MB 中，这些患者的预后是中等的，5 年生存率约

为 75%［11］。

SHH 群的特征在于 SHH 信号通路的异常激

活，该信号通路激活的关系首先在Gorlin综合征患

者中被发现，这些患者基底细胞癌的发病率很高，

易发生纤维增生性和结节性 MBs（MBENs）［18］。

Gorlin综合征主要是由 PTCH1肿瘤抑制基因突变

引起，该基因编码 PTC1（SHH 细胞表面受体）。

SHH 与 PCT1 的结合激活了 G 蛋白偶联受体平滑

化（SMO），从而从 SUFU 的胞质隔离中释放 GLI

转录因子。这导致 GLI转录因子的核定位和靶基

因的激活，包括那些参与细胞增殖的基因（如

MYCN、CCND1），从而导致肿瘤［19］。因此通过抑

制 SMO 等过程从而阻断 SHH 信号途径的靶向治

疗具有了可行性。TP53突变经常是与 Li⁃Fraume⁃
ni syndrome综合征（LFS）相关的突变，大约在 30%
的儿童 SHH⁃MBs中可发现，并且与极差的预后相

关［20］。GPR161 种系突变也与儿童 SHH⁃MBs 相

关［21］。较为特别的发现是 U1 snRNA 突变发生在

5′剪接位点结合区，而非蛋白编码区，突变型 U1
snRNA 介 导 的 选 择 性 剪 接 使 肿 瘤 抑 制 基 因

（PTCH1）失活，并激活癌基因（GLI2 和 CCND2），

这种突变只存在 SHH 型 MB 中，并主要集中在

97%的成人（SHHδ 亚型）和 25%的青少年（SHHα
亚型）［22⁃23］。细胞遗传学研究主要发现该型MB存

在包括染色体 3q的增加与 9q、10q和 14q的丢失。

进一步将 SHH 群 MB 分为四个亚型：SHHα 亚型

富含 TP53 突变、MYCN 和 GLI2 扩增，且预后极

差。SHHβ亚型主要见于婴儿，在诊断时常已发生

转移，并导致预后不良。SHHγ亚型也主要见于婴

儿，但基因组相对稳定，预后较好，多数MBENs属
于 SHHγ 亚型，SHHδ 亚型主要存在于成人中，常

含有 TERT启动子突变［15］。

1.3 Group 3
Group 3约占MB的 25%［7］，该亚组预后最差，

5 年生存率约为 50%［11］。Group 3 主要影响婴幼

儿，男性的发病率是女性的两倍。肿瘤多位于中

线/第四脑室［17］。大约 40%~45%的患者在诊断时

已经有转移性疾病［24］。

当前对 Group 3 的分子基础报道较少。MYC
原癌基因的扩增几乎是这个亚型独有的，但也只

能在 17%的 Group 3 中可以见到［25］。研究发现该

组有广泛的染色体改变，表明基因组高度不稳

定。由于 DNA的结构变化，通过增强子劫持聚集

在一起，特异性激活原癌基因 GFI1 和 GFI1B。并

且 Kelch 重复序列和含蛋白 4（KBTBD4）基因的

BTB结构域中的重复帧内插入也可能相关［26］。细

胞遗传学方面，最常见的是等臂染色体 17q（i17q），

约 40%的患者存在 i17q，且与不良预后相关［27］。

Group 3 群 MB 可 能 有 三 种 不 同 的 亚 型：

Group 3α常见于婴儿，并且常常诊断时已经转移；

Group 3β 组可发现 GFI1 家族癌基因的高频激活

和 OTX2 扩增；Group 3γ 常发生转移，并且经常表
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现出MYC扩增，它的预后最差［15］。

1.4 Group 4
Group 4 群 MB 是最常见的亚组，占病例的近

35%［7］，预后中等，5年生存率约为 75%［11］。没有好

发年龄段，男性的发病率是女性的三倍。Group 4
群肿瘤位于中线/第四脑室，可能与起源于上菱形

唇的表皮中胚层（EOMES）和 LIM 同源框转录因

子 1α（LMX1A）相关［28］，近 35%~40%的患者在诊

断时已经转移［24］。

Group 4中的常见改变包括组蛋白赖氨酸脱甲

基酶基因 KDM6A 的失活突变、编码同核蛋白⁃α
相互作用蛋白（SNCAIP）基因的串联复制、MYCN
和 CDK6 基因的扩增。Northcott 发现 PRDM6 是

第 4 组中受增强子劫持影响最高的基因，并且

PRDM6位于 SNCAIP下游 600 kb处，其在 SNCAIP
复制的Group 4肿瘤中的表达显著升高［26］。通过蛋

白质组学和磷酸蛋白质组学分析确定了反常

ERBB4⁃SRC信号是Group 4的标志［29］。细胞遗传学

上常见的是等臂染色体 17q。另外，Group 4群MB
也存在亚型，Group 4α和Group 4γ存在CDK6局灶

性扩增、8p染色体丢失以及 7q染色体增加，Group
4β富含SNCAIP重复和PRDM6过度表达［30］。

2 治疗进展

当前公认的 MB 治疗是手术以及术后放化疗

的综合治疗方案，但治疗效果仍不容乐观。至少

约 12.8%的MB患者直接死于该疾病，而生存下来

的患者，也常遗留严重后遗症，包括认知缺陷、内

分泌失调和肿瘤复发等。因此当前治疗研究方向

主要是提升生存率和减少/减轻并发症。

2.1 危险分层

当前临床危险分层将 3 岁以上的患者分为标

准风险；而存在残余肿瘤细胞被列为高风险，包括

转移、脑脊液肿瘤细胞阳性或局部残余疾病超过

1.5 cm2。随着分子研究的进展，在先前的分层基

础上又有了新的进展。根据目前的生存率将 MB
分为 4 个危险组：低风险（>90%生存率）、平均（标

准）风险（75%~90%生存率）、高风险（50%~75%生

存率）和非常高风险（<50%生存率）组。低风险组

主要包括：WNT群和非转移性Group 4肿瘤（11号

染色体全失或 17 号染色体全增）；平均风险组包

括：无转移 Group3群及 Group 4群MB、不伴MYC
扩增的 Group3群；高危层主要包括：转移性 SHH、

伴MYCN扩增的 SHH以及转移性Group4群MB；

很高危组包括转移性 Group3 群或伴有 TP53 突变

的 SHH［31］。新近的危险分层包含了分子研究的进

展，为MB患者术后辅助治疗提供了参考，为避免

或减少放疗、化疗副作用起到了很好的效果。

2.2 手术治疗

既往认为肿瘤全切除（GTR）是 MB 治疗的基

础，当前对肿瘤切除范围研究有了新的进展。

Thompson研究指出，与近全切除（NTR）相比，GTR
对无进展生存率或总生存率无明显益处。当然对

于Group4群MB，NTR能提升无进展生存率，但对

总生存率无明显提升［32］。因此考虑到GTR可能会

损害正常组织，一味追求GTR已不适合当前标准，

必须充分考虑收益与成本，保护正常组织，改善术

后并发症成为了潮流。

2.3 放射治疗

不管切除的程度如何，术后几乎总会残留肿

瘤细胞继续生长和扩散，最终导致肿瘤复发。MB
对放化疗非常敏感，既往术后予以全脑全脊髓放

疗是儿童 MB 术后的首选方案。但由于严重副作

用，结合新近的危险分层，当前的研究讨论热点主

要是如何在保证疗效的情况下减少放射量，从而

减少放疗并发症。代表性研究如下：经过标准疗

法后，低危组患者的生存率接近 100%，为减少放

疗副作用，将新诊断的WNT 群MB患者的颅脊髓

放射治疗剂量由 24 Gy 减少至 18Gy；有研究予以

适形调强放射及调容弧光治疗从而减少副作

用［33］。传统放疗是运用光子放射治疗（XRT），有

研究报告质子放射治疗（PRT）与 XRT 相比，减少

了对正常组织的剂量，从而在放疗后智力保留方

面更具有优势［34⁃35］。

2.4 化疗

化疗也是MB重要的治疗方案之一，尤其是对

于 3岁以下的患儿，化疗几乎是术后唯一的有效治

疗。当前化疗药物及方案很多，例如长春新碱、铂

类以及环磷酰胺等，新近研究主要从提高疗效并

降低毒性、耐药性入手。

从分子研究中我们发现 SHH 与 PCT1 的结合

激活了 G 蛋白偶联受体平滑化（SMO）是 SHH 群

MB的始发因素。并且其它研究表明持续、低水平

的 SMO 激活对于 SHH 群肿瘤细胞增殖和组织侵

袭是必要的［36］。因此 SMO 抑制剂被认为能够阻

断该进程的发展。例如 Robinson研究表明Vismo⁃
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degib（一种 SMO 抑制剂）对复发性 SHH 群 MB 有

抑制作用［37］。和化疗药物一样，长期使用这类药

物会存在耐药，机制较复杂。有研究表明，当使用

SMO 抑制剂 sonidegib 后，MB 细胞的纤毛发生基

因的反复突变导致纤毛丢失，并导致耐药性［38⁃39］。

又例如磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）途径的激活，使

肿瘤细胞以独立于 SHH信号的方式生长。因此使

用 SMO 抑制剂和 PI3K 抑制剂联合治疗可以延缓

单用 SMO抑制剂出现的耐药性［40］。

2.5 自体干细胞移植治疗以及贝伐单抗

对于 3 岁以下患儿来说，一般认为放疗弊大

于利。现有研究表明大剂量化疗（HDC）联合自

体干细胞移植（ASCR）可以作为一种避免放疗的

治疗策略，已在新诊断和复发的 MB 患者中得到

应用［41］。使用自体干细胞有效性和安全性已得

到验证［42］，当前 ASCR 联合 HDC 也作为复发和

进展 MBs 的放疗补救治疗方案。贝伐单抗是一

种重组人源化抗血管内皮生长因子（VEGF）的单

克隆抗体，通过抑制 VEGF 诱导的血管形成，使

肿瘤稳定或抑制肿瘤生长。贝伐单抗也运用于

MB 治疗中，尤其是转移性和复发性 MB 治疗，贝

伐单抗具有较好疗效的同时，不伴随明显副作

用［43］。

3 结语

MB是儿童最常见的恶性脑瘤，目前治疗效果

仍然不容乐观。随着基因表达谱、DNA 甲基化和

基因组分析的研究进展，确定了MB的 4个分子亚

群。根据这些组织学和遗传变异对MB 患者进行

危险因素分层，显著影响了治疗方案和预后。有

理由相信，随着基因组分析的进展，人类攻克 MB
的那一天不会太久远！
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桂林医学院检验科韦叶生



2020 年2月 第12卷 第2期 总第66期

Volume 12 Number 2 February 2020

分
子
诊
断
与
治
疗
杂
志

二○
二○
年
二
月

第
十
二
卷

第
二
期

中
山
大
学
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