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《分子诊断与治疗杂志》于 2009 年 5 月创刊，是由中山大学主管，《中国

家庭医生》杂志社有限公司主办，中山大学达安基因股份有限公司承办的面向

国内外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学

科为主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子

医学前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国

医学分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的

最新研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前

有编委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，

于 2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。

杂志简介：



·专家风采· 实验室巡礼

温旺荣

1963 年 9 月出生。

1987 年毕业于福建医学

院，医学学士学位（1985

年至 1987 年在上海第二

医科大学医学检验专业

本科代培）；1992 年毕业

于福建医学院，医学硕士

学位。2001年 8月至 2004年 10月在日本北海道大学进行访问研究，2017年 5月赴美国约翰霍普金斯大

学进行访问学习。

主任技师，教授，博士生导师。现任暨南大学附属第一医院临床医学检验中心主任、临床检验诊断

学教研室主任兼暨南大学司法鉴定中心主任。 右江民族医学院的特聘教授、入选 2018年《岭南名医

录》等荣誉称号。担任中国医疗器械行业协会现场快速检测（POCT）分会常委、中国老年医学会检验医

学分会委员、广东省医学教育协会检验医学专业委员会主任委员、粤港澳大湾区医学检验教育联盟主

席、广东省医师协会检验医师分会副主任委员、广东省医院协会临床检验管理专业委员会副主任委员、

广东省医学会检验分会常委、广东省精准医学应用学会精准检测分会副主任委员、广东省临床检验质

量控制中心专家、PCR验收专家。《分子诊断与治疗杂志》和《右江医学》的编委，《暨南大学学报》杂志特

邀审稿专家等学术职务。

温旺荣教授长期从事临床常见病原体及肿瘤相关病毒的分子生物学研究，在白念珠菌快速分离、

鉴定、分型及病毒相关肿瘤的分子标志物方面形成了一定的特色和优势，尤其是microRNA在宫颈癌发

生发展中的作用。主持或参与了日中医学协会基金、日本文部省基金、国家自然科学基金、国家卫计委

基金和省级科技计划项目十余项。获得了福建省科技进步三等奖两项。发表相关论文 40余篇，其中

SCI收入 5篇（Journal of Virology 、Virus Research等）。主编《临床分子诊断学》、副主编《应急检验学》

和《实验室生物安全》、参编《临床医学三基培训教材》。培养和招收博士后、博士及硕士研究生 30名。

暨南大学附属第一医院临床医学检验中心位于广东省广州市黄埔大道西 613号，是集医、教、研为一

体的综合性检验医学实验室，是首批国家卫计委检验医学科住院医师规范化培训基地，也是暨南大学第

一临床医学院临床检验诊断学教研室，2007年成为临床检验诊断学硕士学位授予点，2010年成为博士学

位授予点，2018年开始招收博士后。科室设有临床基因扩增检验实验室、临床微生物实验室、临床免疫

学实验室、临床血液学实验室、临床生物化学实验室、临床检验实验室、门诊检验实验室和东圃院区检验

室等 8个实验室。科室拥有 3 000多万元的先进检测设备，尤其是贝克曼的全自动化生化免疫分析流水

线、基因测序仪及微生物质谱仪，开展检测项目 500多项，特别在临床分子诊断、微生物快速检测、细菌耐

药监测、骨髓形态学检查、司法物证鉴定等方面处于国内领先水平。

该中心有技术员 47名，其中教授 1名，主任技师 2名，副主任技师 6名；博士学位者 5名；博士生导师

1名，硕士生导师 4名。科室建立了完善的质量管理体系，为患者提供准确、及时、规范的检测数据。科

室不仅承担本科生的《实验诊断学》教学和检验医学科规培生的培养工作，而且负责三年制硕士和博士

生的培养工作。

该中心形成了以青年博士和硕士为主的科研团队，研究方向是紧密围绕临床常见病原体的耐药机

制、肿瘤和遗传性疾病的分子诊断新技术。 2011年以来获得科研项目 10项，总科研经费 100多万元。

其中承担国家自然科学基金项目 1项、国家卫计委基金 1项、广东省科技计划 1项、广东省自然科学基金

2项、广东省卫生厅青年基金 3项和暨南大学创新基金 2项。 作为参与单位，申报的广州市病原微生物

重点实验室和广东省病毒学重点实验室均获得市级、省级资助，同时获得广东省高水平大学基金资助。

获得广东省科学技术三等奖 2项和市级科技进步二等奖 2项。发表科研论文 100余篇，其中 SCI收录文

章 20余篇。主编、副主编本科和研究生规划教材 3部。共培养 5名博士毕业生、20名硕士毕业生；在读

全日制硕士研究生 13名；招收博士研究生 3名；博士后 1名。

学科带头人温旺荣教授是该中心主任、暨南大学临床检验诊断学教研室主任兼暨南大学司法鉴定

中心主任，并担任广东省医学教育协会检验医学专委会主委、粤港澳大湾区医学检验教育联盟主席、广

东省医师协会检验医师分会副主委等学术职务，自 1996年一直从事临床常见病原体的分子生物学研究，

目前研究方向为宫颈癌的非编码RNA的分子诊断研究。

暨南大学附属第一医院临床医学检验中心
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•述 评•

急性髓细胞性白血病（Acute Myeloid Leuke⁃
mia AML）是造血干细胞的恶性疾病，其特征是髓

系谱系异常分化的胚细胞的克隆扩增。未成熟骨

髓细胞的异常增殖导致未成熟祖细胞（成纤维细

胞）的积聚，损害了正常的造血功能，导致严重的感

染，贫血和出血［1］。随着年龄增长发病率越高，多发

生在老年人群［2］。目前国际上主要通过细胞形态学

（Morphology）、免疫学（Immunology）、细胞遗传学

（Cytogenetics）和分子生物学（Molecular biology）分

型，即 MICM 分型对 AML 进行诊断以及预后监

测。随着分子生物学技术的发展，越来越多的与

AML发病相关的生物分子被发现，有望成为AML
诊断和预后监测的标志物。环状 RNA（Cirular
RNA，CircRNA）作为近年研究热门的生物分子，具

有丰度高、进化保守性、高特异性及高稳定性特点，

可作为优良的疾病诊治的生物标志物［3］。很多研究

环状RNA在急性髓系白血病中的研究进展

张蕾 查显丰 温旺荣★

［摘 要］ 环状 RNA 是一种内源性非编码 RNA（ncRNAs），近年来随着高通量测序和转录组谱分

析技术的发展使得人们能够鉴定出与许多生物过程以及疾病的发生和发展有关的环状 RNA
（circRNAs）。其结构稳定、序列保守、功能多样、具有组织细胞特异性。环状 RNA 已被证明不仅与胃

癌、结肠癌、乳腺癌等实体肿瘤的发生与发展、转移、预后等显著相关，在血液系统肿瘤尤其是白血病发

挥重要作用。目前研究发现，白血病中 circRNAs可以作为诊断的新生物标记，并为白血病提供有希望的

治疗方法和新颖的药物筛选策略。对白血病中 circRNAs的全面了解是开展临床应用研究的前提。

［关键词］ 环状RNA；急性髓系白血病；肿瘤标志物；治疗靶标

Advances of circular RNAs in acute myeloid leukemia
ZHANG Lei，ZHA Xianfeng，WEN Wangrong★

（Center of Clinical Laboratorial Medicine，The First Affiliated Hospital of Jinan University，Guangzhou，
Guangdong，China，510630）

［ABSTRACT］ CircRNAs are endogenous non ⁃coding RNAs（ncRNAs）. Over the past decades，the
development of high ⁃ throughput sequencing and transcriptome spectrum analysis have people to identify
circular RNAs（circRNAs）involved in many biological processes，including the occurrence and development
of diseases. They have stable structures，conserved sequences，diverse functions，and tissue cell specificity.
CircRNAs have been shown to be significantly correlated with the occurrence，development，metastasis and
prognosis of not only solid tumors such as gastric cancer，colon cancer and breast cancer，but also tumors of
the circulatory system，especially leukemia. Current studies have found that circRNAs in leukemia can be used
as new biomarkers for diagnosis，and lead to promising treatment methods and novel drug screening strategies
for leukemia. A comprehensive understanding of circRNAs in leukemia is a prerequisite for the development of
clinical application.

［KEY WORDS］ Circular RNA；Acute myeloid leukemia；Tumor biomarkers；Therapeutic target
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已经表明，癌症的发生和进展与 circRNAs 表达失

调有关，尤其是在实体肿瘤中已经有较多的研

究，比如胃癌［4］、结直肠癌［5］、肺癌［6］、乳腺癌［7］

等。近期在 AML 中也发现多种与肿瘤发生发展

密切相关的 circRNAs，本文主要对这些 circRNAs
在AML中诊断和预后中的研究现状进行综述，旨

在探讨 circRNAs 在 AML 中诊断和预后监测中的

应用价值。

1 环状RNA简介

CircRNA 是具有共价闭合环状同种型的单链

ncRNA 家族，是由前体 mRNA（pre⁃mRNA）生成

的，由下游的 5′剪接位点与上游的 3′端连接在一

起，因此既没有 5′至 3′端极性，也没有多聚腺苷酸

尾。并且所得到的 circRNA仍旧通过 3′⁃5′ 磷酸二

酯键连接［8］。目前认为 circRNA 的形成主要有四

种：内含子配对驱动环化套索驱动环化内含子自身

驱动环化 RNA 结合蛋白（Retinol⁃Binding Protein,
RBP）或反式因子驱动环化［9］。CircRNA 具有种类

丰富［10，15］、进化保守及组织特异性［17］、结构稳定［3，11］

等特点，能在细胞中稳定存在［12］。CircRNA 的最突

出功能是其作为miRNA 海绵的作用，可通过抑制

miRNA 活性来调节靶基因的表达［13］，circRNA⁃
miRNA 调控基因网络在癌症进展和治疗功效中

起到至关重要的作用；除了能够与miRNA 相互作

用外，circRNA 还可作为蛋白质诱饵来影响细胞

功能［14，15］；还可以作为转录和剪接的调节因子，Li
等［9］就发现一类与人类细胞中的 RNA 聚合酶 II
（Pol II）相关的 EIciRNA 可能与 U1 小核核糖体蛋

白（U1 snRNP）形成 EIciRNA⁃U1 snRNP 复合物在

亲本基因启动子处进一步与 Pol II 转录复合物相

互作用，促进亲本基因的转录，起到顺势调节的

作用；可能参与翻译蛋白质及加工核糖体，研究

发现某些 circRNA 可能编码的几种肽可参与到癌

细胞增殖过程，并能够与核糖体结合翻译蛋

白［16］。另外有研究发现环状反义非编码 RNA
（circANRIL）可以通过控制核糖体 RNA（rRNA）
成熟来赋予动脉粥样硬化保护作用和调节动脉粥

样硬化的途径［17］。

2 急性髓系白血病中的环状RNA

2.1 f⁃circRNA
在白血病中，染色体易位常导致基因融合。

融合 circRNA（f⁃circRNA）的发现及其功能研究为

了解白血病的机理和为患者量身定制疗法创造了

新的见解。Guarnerio J［18］等猜测并验证了带有染色

体易位的肿瘤也带有来自重排基因组的 circRNA：

异常融合 circRNA（f⁃circRNA），并进一步研究了两

种类型 AML 中的 PML⁃RARα 和 MLL / AF9 融合

基因产生的多个 f⁃circRNA 。通过小鼠实验发现

f⁃circM9不足以独自导致白血病发生而是可能与其

他致癌刺激物（例如MLL⁃AF9融合蛋白）结合，促

进体内白血病发生。另外进一步研究发现，沉默内

源性 f⁃circRNA 会诱导癌细胞会发生凋亡，这说明

f⁃circRNA有望成为抗肿瘤药物的重要靶标。f⁃cir⁃
cRNA的发现及其功能研究为了解白血病的机理和

为患者量身定制疗法创造了新的方向。

2.2 CircNPM1
核 蛋 白（nucleophosmin/nucleoplasmin family,

member1，NPM1）是 AML 中最常见的突变基因

之一，具有原癌基因和抑癌特性，可通过编码多

功能伴侣蛋白来参与核糖体的生物发生以及细

胞凋亡和细胞增殖。 CircNPM1 位于 5 号染色体

上。Hirsch［19］等通过 RNA⁃Seq 的转录组分析探

索 了 NPM1 的 circRNA 变 体 ，并 定 量 检 测 了

NPM1 野 生 型 和 突 变 的 AML 中 的 circRNA
hsa_circ_0075001 ，发现 hsa_circ_0075001 表达与

总 NPM1 表达呈正相关，但与 NPM1 突变状态无

关。Hsa_circ_0075001 表达的高与低定义了以不

同的基因表达模式为特征的患者亚组，例如在

hsa_circ_0075001 高表达情况下 Toll 样受体信号

转导途径的成分表达较低。这些发现将有助于

通过 circRNA 表达谱区分不同的 AML 亚组，并

为探索白血病细胞的生物学特性提供新的见解。

2.3 CircVIM
波形蛋白（VIM）是 III型中间丝（IF）蛋白的主

要成分，由 VIM基因编码，并在内皮细胞和其他间

充质细胞中普遍表达。VIM在重要的生理和病理

过程中至关重要，例如黏附，迁移，细胞信号传导，

炎症，神经突扩展和血管形成［20］，可能与肿瘤的生

长，浸润和不良预后有关［21］。circ⁃VIM 是 VIM 基

因的 circRNA ，位于 10 号染色体上。Yi［22］等检测

了 113 例 AML 患者和 42 例健康对照者骨髓标本

中的 circVIM，发现与对照组相比，circVIM在AML
中显着上调，并且与白细胞（WBC）计数呈正相

关。circVIM 表达的上调说明其可能作为有前途
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的生物标志物，用于AML的诊断。生存分析进一

步表明，在全队列AML，非急性早幼粒细胞白血病

AML 和细胞遗传学正常 AML 患者中，过表达的

CircVIM 与总体生存期（OS）和无白血病生存期

（Leukemia⁃Free Survival，LFS）显着缩短有关。多

变量分析还显示，Circ⁃VIM过表达是AML患者OS
和 LFS的独立不良预后因素，它可能有助于预测生

存期较低，并且可能作为 AML 治疗结果的评估

标准。

2.4 CircRNA⁃DLEU2
CircRNA ⁃DLEU2（hsa_circ_0000488）位于 13

号染色体。Wu［23］等研究发现，在AML组织和细胞

中 circRNA⁃DLEU2 被上调，circRNA⁃DLEU2 抑制

miR ⁃ 496 表达并促进 PRKACB（蛋白激酶依赖

cAMP的催化 β，是 Ser / Thr蛋白激酶家族的成员，

是 cAMP / PKA诱导的信号转导的关键效应子，参

与许多细胞过程包括细胞增殖，凋亡，基因转录，代

谢和差异化。）表达。miR⁃496 拮抗 PRKACB 对

MOLM⁃13 细胞增殖和凋亡的影响，进而判断 cir⁃
cRNA⁃DLEU2通过抑制miR⁃496和促进 PRKACB
表 达 来 促 进 人 AML。 另 外 还 发 现 circRNA ⁃
DLEU2 加速了体内 AML 相关肿瘤的形成。通过

靶向miR⁃496 / PRKACB通道，circRNA⁃DLEU2可

以作为人类AML的新型生物标志物和治疗靶标。

2.5 CircPAN3
CircPAN3（源自 PAN3 基因转录本；基因符号

mmu_circ：chr5：147450653 ⁃ 147488258），是通过

Pan3 pre⁃mRNA 的反向剪接产生的。Zhu［24］等发

现小鼠和人的 Lgr5 +肠道干细胞（Lgr5 +ISCs）与

免疫细胞相关的 circPan3高表达，Lgr5⁃GFP + ISC
中的 circPan3 通过隐窝 ILC2 介导的 IL⁃13⁃IL⁃13R
信号传导来促进 ISC 自我更新能力。另外，

Shang［25］等发现具有化学敏感性和化学抗性的

AML 细胞之间差异表达的 circRNA⁃circPAN3 可

能通过 circPAN3⁃miR⁃153⁃5p / miR⁃183⁃5p⁃X 连锁

的凋亡蛋白抑制剂（XIAP）轴而成为化学耐药性的

关键介体，证明 CircPAN3 可以作为预测 AML 患

者化疗临床疗效的重要指标，并且还可以作为逆

转 AML 耐药性的潜在靶标。随后通过进一步的

生物信息学分析和机制实验发现，circPAN3 可能

通过调节自噬和影响凋亡相关蛋白的表达来促进

AML 耐药，而 AMPK / mTOR 信号传导在 circ⁃
PAN3 对自噬的调节中起关键作用。这些发现可

能为 circRNA在介导AML耐药中的作用提供新的

重要见解［26］。

2.6 Hsa_circ_0004277
Hsa_circ_0004277位于 10号染色体，位于相同

染色体上的WDR37是Hsa_circ_0004277的线性同

工型。它们与细胞凋亡，信号通路和细胞周期有

关［27］。Li［28］等借助 circRNA芯片，证明了 circRNA
在急性髓细胞性白血病患者中的表达谱，并鉴定了

大量可能以白血病特异性方式表达的 circRNA。并

在 115 个人类样品的队列中对下调的 circRNA
hsa_circ_0004277 进行了表征和功能评估，发现化

学疗法可以显着恢复 hsa_circ_0004277 的表达，表

明 hsa_circ_0004277 的水平升高与成功的治疗相

关。除了分析 AML 患者和健康对照之间的 cir⁃
cRNA，他们还进行了高风险和低风险 AML 亚组

之间的比较，发现有 5 个 circRNA 失调，尤其是在

低危亚组中，这可能有助于 AML 风险状况评估。

因此根据AML的进展阶段，hsa_circ_0004277的动

态表达，结合 ROC 曲线分析，hsa_circ_0004277 很

可能是AML中的诊断性生物标志物或治疗靶标。

2.7 其它 circRNA
近年来越来越多的研究人员开始探索与AML

相关的 circRNA。范［29］等发现 hsa_circ_100290 在

AML 临床样本中高表达，并通过靶向 miR⁃203/
Rab10轴确定了 hsa_circ_100290在AML细胞增殖

和凋亡中的关键调节作用。不同于其他研究者对

比 AML 与健康人之间差异表达的 circRNA，Ping
L［30］等通过 circRNA测序鉴定AML患者和缺铁性

贫血（对照）的骨髓样品中差异表达的 circRNA，发

现 AML 患者的 circ_0009910 明显上调，进行进一

步的体内外实验表明，敲除 circ_0009910 通过使

miR⁃20a⁃5p海绵化，抑制细胞增殖并诱导凋亡，因

此可作为AML的新结局生物标志物，circ_0009910
和miR⁃20a⁃5p也可能都是未来AML治疗的潜在治疗

靶标。一种来自 ANAPC7 基因位点的 circRNA
（hsa_circRNA_101141），也称 circ⁃ANAPC7，是有前

途的 AML 生物标志物，它可能通过充当 miR⁃181
家族的海绵参与 AML 的发病机制［31］。细胞遗传

学和分子遗传学特征是 AML 患者的重要预后因

素。由 8 号染色体上 PVT1 的外显子 2 产生的

Circ⁃PVT1 通常伴随着 8q24 扩增子。扩增后的

AML 患者（AML⁃amp）中 circ⁃PVT1 的表达水平显

着高于正常核型的患者。在 AML⁃amp 病例中发
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现与 8q24 扩增基因有关的转录后嵌合体和 cir⁃
cRNA，可能会拓宽我们对人类白血病潜在机制的

探索［32］。

3 小结与展望

随着高通量测序技术以及生物信息学的发

展，人们对 circRNA 的认知和了解也越来越深入，

积极探索了 circRNA的形成潜在机制、生物信息学

功能、在体内作用的机制。不同的 circRNA的不表

达谱与临床特征有关，尤其是在肿瘤的发生发展、

转移和复发中表现出越来越重要的地位，使其成为

疾病研究的主题之一。本文主要阐述与总结了

AML 中 circRNA 的相关研究，我们了解到 cir⁃
cRNA在AML中可能起到早期诊断的生物标记物

作用，并在疾病的发生发展以及与AML相关的体

内肿瘤有关，对AML的治疗以及相关药物的耐药

性研究也有重要的意义，同时可能是疾病疗效观

察和预后的重要检测目标。但由于目前缺乏对

circRNA 缺乏全面的了解以及实验研究缺乏相应

的标准规范，因此需要通过更深入的研究，以及通

过总结归纳制定出相关的实验研究范本，并积极

探索 circRNA在疾病诊断中的更明确的作用，期望

基于 circRNA的相关药物早日应用到临床之中。
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基于纳米孔测序技术的呼吸道病原体快速确认
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［摘 要］ 目的 验证纳米孔测序技术在呼吸道病原体应急检测中的可行性。 方法 对某上呼吸

道感染患者的咽拭子标本进行总核酸抽提并定量，接着进行 cDNA的逆转录合成和测序文库构建，在便

携式三代测序仪 MinION 上进行测序，然后对测序数据进行病原分类学分析，最后使用实时荧光定量

PCR验证测序结果。 结果 MinION在 15 h内共计产生 188 063条有效序列。测序数据分析表明，在咽

拭子样本中同时检测到人呼吸道腺病毒 7型和甲型流感病毒H3N2亚型，分别有 19和 4条序列匹配到参

考基因组。测序开始 9 h内，MinION已分别产出 78.95%的 7型腺病毒序列和 100%的H3N2序列。从取

样到初步获得鉴定结果，流转时间为 18.6 h。实时荧光定量 PCR与测序结果一致。 结论 MinION用于

呼吸道病原体的快速检测具有可行性，且具备同时检测多种病原体并对病原分型的能力，在暴发疫情和

呼吸道病毒应急检测方面具有应用价值。

［关键词］ 纳米孔测序；MinION；病原体；快速检测

Rapid identification of respiratory pathogens by nanopore sequencing
technology
YE Fuqiang1，LI Peng2，HAN Yifang1，ZHANG Qi1，LIN Yanfeng2，WANG Kaiying2，WANG Taiwu1，

SONG Hongbin2，WANG Changjun2，WANG Chunhui1，ZHANG Jinhai1★

（1. Department of Disease Control and Prevention，Center for Disease Control and Prevention of Eastern
Theater Command，Nanjing，Jiangsu，China，210002；2. Center of Communicable Disease Control，Center
for Disease Control and Prevention of PLA，Beijing，China，100071）

［ABSTRACT］ Objective To validate the feasibility of nanopore sequencing technology in emergent
detection of respiratory viral pathogens. Methods Total viral nucleic acid was extracted from the throat swab
sample of a patient diagnosed with upper respiratory tract infection and then quantified. The cDNA was
generated by reverse transcription and employed for downstream library construction. The sequencing was
conducted on a portable third⁃generation nanopore sequencer MinION and taxonomic analyses were performed
on the sequencing data. Real⁃ time fluorescence quantitative PCR was used to validate the sequencing results.
Results MinION generated a total of 188063 useable reads within 15 hours. Human adenovirus 7 and H3N2
virus were simultaneously detected in the sample，with 19 and 4 reads respectively aligning to the
corresponding reference genomes. Within 9 hours from the start of sequencing，78.95% of adenovirus 7 reads
and 100% of H3N2 reads have been produced by MinION. The turnaround time，from sampling to obtaining
the preliminary identification results，was 18.6 hours. The PCR results were consistent with those of MinION.
Conclusion MinION has the potential of rapid detection of respiratory pathogens and is able to
simultaneously identify no less than one pathogen and distinguish the subtypes，proving the application value
in epidemic outbreaks and emergent identification of respiratory viruses.

［KEY WORDS］ Nanopore sequencing；MinION；Pathogen；Rapid detection

•论 著•

·· 127



分子诊断与治疗杂志 2020年 2月 第 12卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, February 2020, Vol. 12 No. 2

近年暴发的西非埃博拉出血热（2014 年）、巴

西寨卡病毒病（2015 年）和尼日利亚拉萨热疫情

（2018 年）等新发传染病对疫区民众的生命健康造

成巨大威胁［1⁃6］。为了有效遏制传染病蔓延，亟需快

速有效的病原体检测确认技术。常用的聚合酶链

式反应（polymerase chain reaction，PCR）扩增技术

对未知病原或高突变率病原检测能力有限。现有

的二代高通量测序平台虽然具备鉴别病原微生物

的能力［1，7⁃11］，但对实验室环境要求苛刻，文库制备

流程复杂，也限制其大规模的现场快速检测应用。

由 Oxford Nanopore Technologies（ONT）开发

的三代测序平台 MinION，通过捕捉 DNA/RNA 经

过纳米孔时引起的电流变化来鉴别核苷酸［12⁃13］。

其在病原体现场快速检测方面具有诸多优势：①便

携。总质量仅为 87 g，可应用于现场检测［14 ⁃ 17］。

②供电方式简单。USB 3.0 接口即可保证测序仪

稳定运行。③测序数据实时产出即时分析。④读

长长。现有报道的最长测序读长~2.3 Mb［12］。当

前该平台已用于人类血液、尿液和呼吸道样本里

的病毒和细菌病原体检测［7，18⁃19］，也为西非埃博拉

病毒病以及巴西寨卡病毒暴发疫情的病原确认和

流行病学调查提供了关键线索［5，20⁃22］。为了验证纳

米孔测序技术在呼吸道病毒病原体应急检测中的

可行性，笔者使用MinION对上呼吸道感染患者的

咽拭子标本进行快速测序及病原学分析，并采用

PCR实验验证测序结果。

1 材料和方法

1.1 材料和设备

咽拭子标本由东部战区疾病预防控制中心于

2019年 3月在流感网络实验室运行期间采集于某

部 1名士兵，该患者因出现发热、咳嗽、流涕等症状

就医，初步诊断为上呼吸道感染，病原不明。

病毒核酸抽提试剂盒 Qiagen QIAamp Min⁃
Elute Virus Spin Kit 购自德国 Qiagen 公司，Qubit 3
及配套定量试剂耗材、磁力架购自美国 Invitrogen
公司，cDNA 合成试剂盒 NEBNext Ultra II RNA
First Strand Synthesis Module 和 NEBNext Ultra II
Non⁃Directional RNA Second Strand Synthesis Mod⁃
ule购自美国NEB公司，AMPure XP 磁珠购自于美

国 Beckman 公司，快速建库测序试剂盒（SQK⁃
RADSP4）、测序芯片制备试剂盒（EXP⁃FLP001）、

测序芯片（FLO⁃MIN106，R9.4）、测序仪 MinION

Mk1B购自英国ONT公司，核酸抽提试剂盒 TaKa⁃
Ra MiniBEST Viral RNA/DNA Extraction Kit 及实

时 荧 光 定 量 PCR 检 测 试 剂 盒 One Step Prime⁃
ScriptTM RT⁃PCR Kit（Perfect Real Time）购自日本

Takara公司。

1.2 实验方法

1.2.1 病毒总核酸抽提及定量

对 用 于 MinION 测 序 的 样 本 病 毒 总 核 酸

（DNA/RNA），除不进行离心过滤、不加入核酸酶

和溶菌酶外，其余实验步骤均按说明书操作进

行。收集核酸后，取 2 μL样本核酸按仪器说明书

测定 dsDNA和RNA浓度。

1.2.2 逆转录合成 cDNA及定量

首先使用 NEBNext Ultra II RNA First Strand
Synthesis Module 合成 cDNA 的第一链，然后使用

NEBNext Ultra II Non ⁃ Directional RNA Second
Strand Synthesis Module 合成 cDNA 的第二链。使

用 Beckman AMPure XP 磁珠按说明书的方法对

cDNA 产物进行纯化收集。取 1 μL 产物，使用

Qubit 3对 dsDNA浓度进行测量，测量过程按仪器

说明书进行。

1.2.3 MinION文库构建及测序

测序在 MinION Mk1B 测序仪上进行。首先

按说明书要求进行测序芯片质检，质检通过后依

照快速建库测序试剂盒及测序芯片引发试剂盒操

作流程构建测序文库并加样至测序芯片中，在加

样过程中避免将气泡引入加样孔中。在测序仪控

制 软 件 MinKNOW（v 3.1.19，ONT 官 网 https：//
nanoporetech.com/下载）上对测序参数进行设置，

测序运行时间设为”48 h”。
1.2.4 MinION测序数据生物信息学分析

使用 MinKNOW 实时读取测序仪产生的 fast5
文件，使用Albacore软件（v 2.3.4，ONT官网下载）

将 fast5文件转换成 fastq文件，碱基质量分数低于

7 的 序 列 将 被 剔 除 。 使 用 Nanoplot 软 件（v
1.22.0）［23］查看测序数据质量及读长分布。使用

Centrifuge（v 1.0.4）［24］对测序数据进行初步比对分

析：将所有通过质控的序列与人（Grch38.p12）和病

毒参考基因组（NCBI Refseq 数据库 ftp：//ftp.ncbi.
nlm.nih.gov/genomes/refseq/，2019 年 3 月 21 日下

载，共计 8 588 个病毒全基因组序列）进行快速比

对，参数设置为“⁃⁃min⁃hitlen 15 ⁃k 5”，3 min内即完

成比对过程。
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图 2 测序数据构成

Figure 2 The composition of sequencing data

为进一步了解物种构成，采取“先比对后剔

除”的策略，先使用Minimap2软件（v 2.16）［25］将所

有质控后序列与人参考基因组比对，参数设置为

“⁃ax map⁃ont ⁃k 15”，使用 samtools（v 1.9）［26］对比对

产生的 sam 文件进行处理，得到的未匹配序列用

于下一步操作。然后将上步获得的序列与 NCBI
病毒参考数据库进行比对，参数为“⁃ax map⁃ont ⁃k
7”，获得的未匹配序列用于下步比对。最后，将上

步未匹配序列使用BLASTN（v 2.8.1）与NCBI细菌

和古细菌参考基因组比对（包括 12 668 个细菌和

283 个古细菌全基因组序列，2019 年 3 月 21 日下

载），参数为“⁃perc_identity 90 ⁃word_size 16 ⁃evalue
0.000 001”，未匹配的序列定义为“未分类序列”。

为进一步了解比对详情，将匹配到NCBI病毒

Refseq 参考数据库的序列提取出来，进行在线

BLAST比对，参数设置同上，并挑选出比对一致性

较好的基因组，用于下游分析并统计比对情况，包

括比对一致性、查询序列覆盖度等信息。使用

samtools 及 Qualimap（v 2.2.2）［27］计算参考基因组

覆盖度。使用自有 Perl（v 5.22.1）脚本查看序列的

产出时间并进行统计排序。

1.2.5 实时荧光定量 PCR
使用实时荧光定量 PCR 来验证 MinION 测序

获取的病原阳性结果。Adv7引物序列：HAdV7⁃F：
5′ ⁃ GAGGAGCCAGATATTGATATGGAATT ⁃ 3′ ，
HAdV7⁃R：5′⁃AATTGACATTTTCCGTGTAAAGCA
⁃ 3′ ，探 针 序 列 为 FAM ⁃ AAGCTGCTGAC⁃
GCTTTTTCGCCTGA ⁃BHQ1。H3N2 引物：H3F：
ACCCTCAGTGTGATGGCTTCCAAA，H3R：TA⁃
AGGGAGGCATAATCCGGCACAT，探 针 序 列 为

FAM ⁃ ACGCAGCAAAGCCTA CAGCAACTGT ⁃
BHQ1。使用无核酸酶的水作为阴性对照。使用

的总核酸从咽拭子病毒保存液中抽提，使用试剂

盒配制 PCR 反应体系。反应条件为 42℃ 5 min，
95℃ 10 s，95℃ 5 s（40 个循环），60℃ 34 s。Ct 值
<35 时，认为 PCR 检测阳性。

2 结果

2.1 测序概况

样本抽提后 RNA 浓度为 20.8 ng/μL，dsDNA
浓度为 52.0 ng/μL。逆转录合成 cDNA后的定量结

果为 77.2 ng/μL，以 cDNA 作为模板建立 MinION
文库并测序。MinION运行 15 h，共产生 236 764条

序列（图 1），其中 188 063条序列（占比 79.43%）通

过数据质控（高质量序列，碱基质量分数均不低于

7），其余序列未通过质控（低质量序列）。

通过质控的测序数据用于下游生物信息学分

析。其中最长读长为 102 326 bp，最短读长为 23
bp，总碱基数为 246.7 M。平均读长为 1 311.8 bp，
平均质量分数为 9.1，读长中位数为 3 281 bp。
2.2 测序数据病原学分析

快速比对分析结果表明样本中同时存在两种

呼吸道病原体：人呼吸道腺病毒 7 型（DNA 病毒）

和甲型流感病毒 H3N2 亚型（RNA 病毒）。仅 2
min 50 s即完成比对过程，获得初步鉴定结果。

质控后的数据中共有 145 861 条序列（占比

77.56%）来自于人，病毒序列数为 6 876（占比

3.66%），细菌/古细菌比对数为 6 057（占比 3.22%，

主要包括来自口动菌属、奈瑟氏菌属、链球菌属、

普氏菌属、克雷伯菌属、梭菌属、嗜血杆菌属、韦荣

球菌属等口咽部细菌），未分类序列数为 29 269
（占比 15.56%），分类结果见图 2。

进一步的生物信息学分析同样在样本中同时

鉴别出两种呼吸道病原体：人呼吸道腺病毒 7型和

甲型流感病毒 H3N2 亚型，分别有 19 条和 4 条序

列比对到参考基因组。进行在线 BLAST 比对后，

图 1 MinION测序通量

Figure 1 The sequencing throughput of MinION

总序列
高质量序列
低质量序列

250 000

200 000

150 000

100 000

50 000

0

序
列

数

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1 000
测序时间(min)

·· 129



分子诊断与治疗杂志 2020年 2月 第 12卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, February 2020, Vol. 12 No. 2

表 1 Adv7和H3N2序列测序及比对信息统计

Table 1 The summary of sequencing and alignment statistics of Adv7 and H3N2 reads

序列

Adv7_1
Adv7_2
Adv7_3
Adv7_4
Adv7_5
Adv7_6
Adv7_7
Adv7_8
Adv7_9
Adv7_10
Adv7_11
Adv7_12
Adv7_13
Adv7_14
Adv7_15
Adv7_16
Adv7_17
Adv7_18
Adv7_19
H3N2_1
H3N2_2
H3N2_3
H3N2_4

序列长度（bp）
12 097
1 196
880

2 476
464
729
127

3 153
7 660
541
803
354

14 720
326

14 910
362

3 458
933
551
153
221
153
811

参考序列

MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MG696128.1
MK633743.1
MK633742.1
MK633739.1
MK633743.1

一致性（%）

90.80
89.86
92.64
90.04
89.24
91.80
90.53
87.77
91.13
96.55
87.71
91.32
87.65
91.50
84.83
93.19
89.92
93.03
91.04
92.52
94.74
91.43
94.67

序列覆盖度（%）

99.58
79.35
93.64
97.86
84.27
92.46
74.02
97.21
98.80
84.84
94.52
82.20
99.40
87.42
99.42
75.14
97.77
70.63
71.51
67.97
66.52
66.01
81.13

E value期望值

0
0
0
0

2.70×10-133

0
1.83×10-21

0
0
0
0

3.76×10-106

0
1.01×10-100

0
2.37×10-102

0
0

1.70×10-148

1.02×10-38

4.04×10-64

1.70×10-36

0

产出耗时（s）
496

4 986
5 090
6 630
6 639
7 196
7 673
9 004
9 651
9 919

11 088
12 337
26 456
28 617
31 058
42 200
43 043
43 779
50 536
4 128

10 045
25 195
31 957

选取比对一致性较好的人呼吸道腺病毒 7 型

（Adv7，Genbank序列号：MG696128.1，基因组大小

为 35 233 bp）和甲型流感病毒 H3N2 亚型（H3N2，
Genbank序列号：MK633737.1⁃MK633744.1，共 8个

基因区段，基因组大小分别为 1 701 bp、982 bp、
1 410 bp、1 497 bp、838 bp、2 151 bp、2 274 bp 和

2 280 bp）基因组进行下一步分析。

19条Adv7序列与参考基因组的比对一致性介

于 84.83%和 96.55%之间，查询序列覆盖度介于

70.63%和 99.58%之间（表 1）。19条序列中，读长排

名前三的分别为 14 910 bp，14 720 bp 和 12 097
bp。对Adv7参考基因组覆盖度为 87.65%，覆盖深

度介于 1X和 5X之间（图 3）。4条H3N2序列比对

到参考基因组的 3 个区段上，分别是区段 2（PB1
和PB1⁃F2基因，MK633743.1），区段3（PA和PA⁃X基

因，MK633742.1）和区段 6（NA基因，MK633739.1），

比对一致性介于 91.43%和 94.74%之间，对 3 个区

段的覆盖度分别为 32.81%，6.79%和 7.02%。

至此，鉴定出该患者为呼吸道腺病毒 7型和甲

型流感病毒H3N2亚型混合感染。
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注：覆盖深度为 0的位点表示无测序数据覆盖到此位点。

图 3 Adv7参考基因组的测序覆盖度

Figure 3 The sequencing depth against the Adv7
reference genome

2.3 测序流转时间

MinION的文库制备具有简易快速的优点，从

获得样本到建立文库并上机测序，仅用时约 3.5 h
（215 min）（图 4）。纳米孔测序技术还具有实时产

出数据的优势，测序开始仅 9 s后即有可用于下游

分析的原始数据产生。测序 1 h 内，共计产生 18
151 条序列，占总产出数据的比重为 7.67%，其中

通过质控的序列数为 15 559，占所有可用数据的

比重为 8.27%。测序开始仅 8 min 后，MinION 即

产 出 第 1 条 Adv7 序 列 ，读 长 为 12 097 bp，与
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MG696128.1参考序列一致性为 90.80%，比对覆盖

度高达 99.58%（表 1）。测序开始后的 9 h 内，

78.95%的 Adv7 序列均已产出，读长最长为 14 910
bp。14 h 以后，所有 Adv7 序列均已产出。对于

H3N2数据而言，测序开始 69 min后即产生第 1条

序列，9 h 内产出所有 H3N2 序列。测序进行 15 h
后终止，进行快速宏基因组比对分析，仅需 3 min

即获得微生物初步分类结果。综上，从拿到样本

到获得初步鉴定结果，共耗时约 18.6 h，低于当前

二代台式测序平台所需时长。值得注意的是，测

序开始 9 h内，匹配到Adv7和H3N2参考基因组的

绝大部分序列已经产生。此时终止测序亦可获得

类似鉴定结果，因此实际流转时间可控制在 13 h
以内。

咽拭子

样本

总核酸抽

提及定量
逆转录合成
cDNA及定量

文库快速
建立与上机

数据快速
分析

初步鉴定
结果

~45 min ~2.5 h ~20 min 10 min~15 h ~3 min

图 4 MinION测序流转时间

Figure 4 The sequencing turnaround time of MinION

2.4 PCR实验结果

扩增曲线表明，Adv7 和 H3N2 均为 PCR 阳性

（图 5）。PCR结果与测序结果吻合。同时，对该份

送检标本，未检出流感网络实验室监测的其它呼

吸道病原（包括其它亚型甲型流感病毒、乙型流感

病毒、支原体、衣原体、冠状病毒等，数据未显示）。

3 讨论

作为经典、常见的微生物快速检测方法，PCR
技术灵敏度和准确度高，在目标微生物参考序列已

知的情况下，能在 4个小时左右获得对单一病原的

鉴定结果。但对于新发、未知病原体，由于缺乏病

原序列先验知识，通常需要针对多种潜在病原设计

多对引物，进行多轮 PCR进行筛查，工作量大且仍

有可能无法获得病原检测结果。当前主流二代测

序平台文库制备流程一般较为繁琐，测序周期长，

同时数据分析必须在测序完成后进行，限制其在病

原体快速检测方面的应用。基于纳米孔测序技术

的MinION能有效解决以上不足，已应用于埃博拉

病毒病、寨卡病毒病的病原体现场快速检测中。

呼吸道病毒病原体包括 DNA 病毒和 RNA 病

毒，为了全面捕获咽拭子保存液里的病毒序列，在

病毒种类不明确时，必须采取病毒DNA和RNA同

时测序的策略，所以，对于应急检测的样本而言，

逆转录合成 cDNA 这一步必不可少，其耗时一般

在 2~3 h。对于病原体快速测序而言，逆转录合成

cDNA 会是限速步骤之一，在今后的检测过程中，

还需探索快速合成 cDNA的实验方法。

从获得样本到建立文库并上机测序，仅用时

约 3.5 h，远低于当前主流二代台式测序平台所需

的至少 6 h 的建库时间［28］。从取样到获得初步鉴

定结果，MinION测序流转时间约为 18.6 h，其中测

序时长 15 h。对于培养样本或者具有病原先验知

识的样本而言，可以针对性选择核酸富集（核酸含

量符合建库要求无需富集、PCR扩增富集DNA样

本、逆转录合成 cDNA）或文库制备流程（快速建库、

连接建库、RNA直接测序、cDNA直接测序等），测

序仪运行时长也可针对性进行调整。当前单个R9
测序芯片总数据产量可达到 10~15 Gb，单个细菌或

病毒的培养样本一般测序数据产量达到 1Gb（细菌

基因组的覆盖度此时一般可达 100X⁃200X）时，即

可考虑终止测序，测序耗时一般不超过 5 h，远低于

本研究中的 15 h。而对于非培养样本而言，则需要

动态监测产出数据，测序时长也会相应增加。本研

究中，测序开始 9 h 内，匹配到 Adv7 和 H3N2 参考
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图 5 实时荧光定量 PCR结果

Figure 5 The results of real⁃time fluorescence quantitative
PCR
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基因组的绝大部分序列已经产生。测序开始 5 h
内，至少有 50%的 Adv7 和 H3N2 序列已产生。因

此，应急检测的流转时间还有望进一步减少。

本文使用一步法 RT⁃PCR 对测序结果进行验

证。可以发现 Ct值与匹配序列数目和数据产出时

间具有一定相关性。Ct 值越小，核酸含量相对越

高，匹配到参考基因组的序列就越多，其数据产生

的时间越早；反之，匹配到参考基因组的序列则越

少，数据产出时间越晚。

本文的研究结果表明，MinION 用于呼吸道病

原体的快速检测具有可行性，且具备同时检测多种

病原体并对病原分型的能力，但仍有一些技术问题

需要解决，如在快速检测背景下，人的临床样本，尤

其是咽拭子、血液、尿液等样本，其宿主核酸含量占

比一般较高，病原体核酸含量极低，这就导致测序

数据中宿主相关序列占绝大部分。如何有效地富

集病原体核酸将会是该技术应用于现场快速检测

需要解决的重难点问题。笔者相信，随着纳米孔测

序技术及相关试剂的升级完善，MinION有潜力成

为病原体快速检测和临床诊断的常规工具。
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•论 著•

一株红霉素耐药百日咳鲍特菌的完整基因组分析

于丹 1 栗东芳 2 袁林 1 冯欣 2 史伟 1 姚开虎 1★

［摘 要］ 目的 明确国内一株红霉素耐药百日咳鲍特菌 P2013109的全基因组序列，了解其基因

特征。 方法 对一株抗原基因型为 ptxA1/ptxC1/ptxP1/prn1/fim2⁃1/fim3⁃1/tcfA2的临床分离红霉素耐药百

日咳鲍特菌 P2013109 采用了二代和三代高通量测序技术进行了全基因组测序，对基因组进行组装、基

因预测和功能注释，并与包含我国疫苗株 CS、国外疫苗株 Tohama I，以及国外发表临床分离的共 15株菌

的完整基因组序列进行全基因组比较分析。 结果 P2013109 的完整基因组序列总长度 4 126 010 bp，
GC含量为 67.72%，预测基因有 4 085个。该基因组的所有拷贝 23s rRNA基因均显示A2047G突变。相

比 P2013109，其他 15株菌主要存在 3个比较大的缺失区域。另外，将 P2013109与其他 16株进行系统发

育树分析，显示全部菌株分成 3个遗传分支。Tohama I和 CS这两个疫苗株归类为Ⅰ型，它们与其他 2个

型别相比较呈现 76个 SNPs。P2013109独立为Ⅱ型，与其他菌株的进化关系相对较远，相比较其他菌株

呈现 25 个 SNPs。国外菌株为Ⅲ型，与其他菌株相比呈现 21 个 SNPs。 结论 国内当前流行的红霉素

耐药百日咳鲍特菌具有独特的系统发育分支，其遗传进化与疫苗株和国外流行菌株不同。

［关键词］ 百日咳鲍特菌；基因组序列分析；系统发育树分析

Complete genomic analysis of a erythromycin resistant Bordetella pertussis
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［ABSTRACT］ Objective To determine the entire genome sequence of a domestic erythromycin
resistant Bordetella pertussis P2013109 and understand its genetic characteristics. Methods The strain
P2013109 with antigen type ptxA1/ptxC1/ptxP1/prn1/fim2 ⁃ 1/fim3 ⁃ 1/tcfA2 was sequenced using the Illumina
Hiseq 2000 and Pacbio platforms. After complete genome assembly，gene prediction and function annotation
were processed for further analysis. 15 other strains containing China vaccine strain CS and Tohama I were
then adopted to perform comparison analysis. Results The whole genome of P2013109 is 4 126 010 bp with
GC content of 67.72%，and 4 085 predicted ORFs encoded. All of the 23s rRNA gene locus display the
A2047G mutation. Comparing with P2013109，3 long fragments are missing from the genomes ofthe 15 other
strains. The phylogenetic tree analysis showed that all strains exhibited 3 lineages，of which the two vaccine
strains CS and Tohama I belonged to lineage I，displaying 76 SNPs in comparison to the other two lineages.
However， lineage Ⅱ included only P2013109，which was divergent from the others by 25 SNPs. The
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百日咳鲍特菌（Bordetella pertussis，B. pertus⁃
sis）又称为百日咳杆菌，是百日咳的病原菌。20世

纪 40年代开始推广接种百日咳疫苗后，百日咳发病

率明显下降。但 20世纪末，一些高疫苗接种率国家

陆续报道百日咳发病率再度升高，称为百日咳再现

（pertussis re⁃emerge），引起全球广泛关注［1］。百日

咳再现涉及多方面的原因，其中百日咳鲍特菌的适

应性变化是重要原因之一，包括对疫苗免疫选择压

力和抗生素选择压力的适应性变化［1］。从不同国家

报道数据看，尽管 1994年第一例红霉素耐药百日咳

鲍特菌出现在美国，但至今只有中国内地报道了红

霉素耐药百日咳鲍特菌的广泛流行［2］。前期，本课

题组研究结果提示红霉素耐药百日咳鲍特菌大多

具有相同的抗原基因型，均为 ptxA1/ptxP1/prn1型，

与之前的研究结果相一致［3］，提示耐药菌株具有相

似遗传背景。为进一步明确耐药菌株的基因组特

征，本研究对红霉素耐药株 P2013109进行了完整基

因组测序，并与我国疫苗株 CS等已公开的完整基

因组数据比较，为疫苗研究等提供参考。

1 材料与方法

1.1 菌株

菌株 P2013109为本实验室从百日咳患儿鼻咽

拭子标本中分离。菌株的特点：药物敏感性检测

显示该菌株红霉素最低抑菌浓度（Minimum inhibi⁃
tory concentration，MIC）>256 mg/L，红霉素 KB 纸

片（15 μg/片）扩散法检测药物敏感性未见抑菌环，

前期研究确定其疫苗相关抗原基因型为 ptxA1/
ptxC1/ptxP1/prn1/fim2⁃1/fim3⁃1/tcfA2［3］。

1.2 试剂/仪器

硅胶模型TM基因组DNA提取试剂盒（北京赛

百盛公司），碳琼脂培养基（CM0119，英国OXOID公

司），培养箱，4℃ 冰箱，-80℃ 冰箱，离心机。

1.3 细菌培养以及基因组DNA提取

冻存菌株标本接种于含 10%羊血的碳琼脂培

养基。培养基置于温度为 35℃的培养箱中孵育 3
天后观察菌落特征和纯度，转种一次。刮取琼脂

上的菌落，采用试剂盒提取细菌基因组DNA。

1.4 基因组测序和组装

将 P2013109 的基因组 DNA 委托上海美吉生

物医药公司分别利用二代 Illumina Hiseq 2000 平

台和三代 Pacbio 平台进行全基因组测序。采用

SOAPdenovo v2.04 软件对二代测序数据进行初步

组装；利用 blasR将三代测序数据比对到初步组装

结果上，并对其进行矫正与纠错；然后利用纠正后

的三代测序数据进行组装，使用的软件为 Celera
Assembler8.0。最后再次利用二代测序数据进行

校验，同时进行局部内洞填充和碱基校正。

1.5 基因组注释

对组装得到的基因组序列，利用 Glimmer 3.02
软件进行开放阅读框（open reading frame，ORF）预

测，并与数据库比对获得蛋白功能注释。利用

Barrnap 0.4.2和 tRNAscan⁃SE v1.3.1软件对基因组

中包含的 rRNA和 tRNA进行预测。

1.6 比较基因组分析

从 NCBI 下载已完成全基因组测序的 15 株百

日咳杆菌及其注释信息（见下表 1），包括中国百日

咳疫苗株 CS［4］、该菌种最早完成测序的 Tohama I
菌株［5］，以及欧美发达国家已经发表的当前流行的

ptxP3 型菌株的基因组序列［6 ⁃ 7］。利用 MUM⁃
mer3.23 软件将其他基因组序列与参考基因组序

列 Tohama I 进行比对，得到每个基因组的单核苷

酸多态性（SNPs）信息，去除落在重复序列区域的

SNP 后，将在所有样本中都出现的 SNP 位点来构

建系统发育树，采用 TreeBeST 软件中的最大似然

法，迭代 1 000次。用 blast v2.5.0比对软件将其他

菌株比对到菌株 P2013109 上，得到每株菌在

P2013109 的比对上的区域，然后将所有菌的比对

结果用 circos软件做图。

2 结果

2.1 基因组组装与基因组预测

对测序得到的百日咳杆菌 P2013109二代和三

代数据进行质控和组装后，得到一个完整的基因

组序列，总长度 4 126 010 bp，GC 含量为 67.72%，

预测 P2013109的基因共有 4 085个，基因的总长度

remaining strains were grouped into lineage Ⅲ by 21 lineage ⁃ specific SNPs. Conclusion The endemic
erythromycin resistant Bordetella pertussis in China showed a specific phylogenetic lineage，which was
different from the vaccine strains and foreign endemic strains in its genetic evolution.

［Key words］ Bordetella pertussis；Genome sequence analysis；Phylogenetic tree analysis
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为 3 571 551 bp，占全基因组的 86.6%，平均基因长

度为 874 bp。基因区 GC 含量为 68.4%，基因间区

GC 含量为 62.8%。共找到 61 个 tRNA 和 3 组

rRNA。P2013109基因组序列已经提交到NCBI的
Genbank 数据库，其登录号为 CP038790。与其他

15株菌的基因组信息见下表 1。

菌株编号

P2013109
CS

Tohama I
B1838
B1865
B3405
B3582
B3585
B3621
B3629
B3640
B3658
B3913
B3921
H321
I979

NCBI登录号

CP038790
NC_017223.1
CP002695
CP011440
CP011441
CP011442
CP011443
CP011444
CP011401
CP011400
CP011445
CP011446
CP011447
CP011448
CP010965
CP010966

采集时间

2013
1951
1952
1999
1999
2010
2009
2009
2008
2009
2010
2009
2012
2012
2013
2013

采集地点

中国

中国

日本

荷兰

荷兰

荷兰

瑞典

瑞典

法国

法国

荷兰

挪威

荷兰

荷兰

法国

美国

基因组大小(bp）
4 126 010
4 124 236
4 086 189
4 108 472
4 105 363
4 109 988
4 104 305
4 106 388
4 100 705
4 101 147
4 110 990
4 103 254
4 109 548
4 111 557
4 079 396
4 082 551

GC含量(%)
67.72
67.73
67.72
67.71
67.71
67.70
67.71
67.71
67.70
67.71
67.70
67.71
67.70
67.70
67.71
67.71

基因数目

4 085
3 983
3 856
3 967
3 966
3 978
3 969
3 970
3 963
3 966
3 977
3 971
3 978
3 980
3 941
3 949

CDS数目

-
3 634
3 425
3 623
3 620
3 633
3 620
3 627
3 614
3 621
3 630
3 626
3 630
3 633
3 594
3 600

ptxA
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
-
-

ptxP
1
1
1
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
-
-

fim3
1
1
1
2
2
1
2
1
2
2
1
1
1
1
2
1

prn
1
1
1
2
2
2
2
3
2
2
2
2
2
2
2
2

注：-表示基因缺失

表 1 百日咳杆菌 P2013109与其他 15个菌株基因组的基本特征

Table 1 The genome characteristics of B.pertussis P2013109 and the others

2.2 COG聚类和KEGG代谢通路分析

通过与 String 数据库比对，在 P2013109 基因

组上，共有 3 388个 CDS获得 COG和NOG功能注

释，根据注释结果可以将这些功能归为 4大类，23
小类。如表 2所示。在这些注释结果中，与代谢相

关的功能最多，主要以氨基酸、无机离子、脂类和

碳水化合物的转运和代谢为主；其次是细胞过程

与信号传导类的功能，主要以细胞壁/膜/包体的生

物合成、翻译后修饰等为主；在信息储存和处理类

的功能中，以转录和翻译为主。

通过与 KEGG 数据库比对，在 P2013109 基因

组中共找到代谢通路相关的基因 2 160个。共注释

上 41个类型，归属 6个大类，即细胞过程、环境信息

处理、遗传信息处理、人类疾病，代谢和有机体系统

相关的功能。

2.4 比较基因组分析

2.4.1 抗原基因型和耐药基因型确定

比对百日咳鲍特菌 P2013109 抗原基因 ptxA、
ptxP、fim3 和 prn 的核苷酸序列，得到 P2013109 的

基因组的抗原基因型结果，与前期抗原基因型测

序结果一致。其他 15株菌通过搜集文献和比对结

果相结合的方式得到这些抗原基因型的分析结

果，见表 1 所示。细菌染色体 23s rRNA 基因有 3
个拷贝，每个拷贝中均具有A2047G变异。

2.4.2 全基因组比对

将其他所有菌株与 P2013109比对结果如下图

1所示。与 P2013109相比，其他基因组主要有 3个

比较大的缺失区域，R1 约 4kb，编码转座酶；R2 是

菌株H321和 I979缺失的一个大约 27 kb的区域，是

编码百日咳毒素和 IV型分泌系统的区域；R3区域

主要包含R3⁃1和R3⁃2两个子区域，除了CS和 To⁃
hama I 菌株外，其他菌株均缺失。R3⁃1 主要包含

BP1948⁃1951、BP1953 和 BP1954 等 6 个基因，前 4
个基因涉及支链氨基酸转运底物结合蛋白、转运系

统渗透酶、APC 转运体 ATP 结合蛋白；BP1953 和

BP1954，分别编码氧化还原酶和单氧酶。R3⁃2 区

域也包含 4 个基因，BP1959 是 IS1663 的转座酶基

因，BP1961编码一种细胞色素 flavocytochrome，bfrI
和BP1965分别与铁载体受体和跨膜蛋白有关。

2.4.3 系统发育分析

将这 16株菌与广东报道的一株百日咳全基因

序列一起做系统发育分析，共得到 326 个 SNPs。
基于这些 SNPs构建系统发育树如图 2所示，由图可

知，这 16株菌可以分成 3个型别，TohamaⅠ和CS这
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分类层
级一

代谢

细胞
过程

和信号
传导

信息储存
和处理

特征
不明显

分类层级二

氨基酸转运与代谢

能量产生与转换

无机离子的转运与代谢

脂类的转运和代谢

碳水化合物的转运和代谢

次级代谢产物的生物合成、转
运和代谢

辅酶的转运和代谢

核苷酸转运与代谢

细胞壁/膜/包体的生物合成

翻译后修饰、蛋白质周转和
分子伴侣

信号转导机制

细胞内运输、分泌和囊泡运输

细胞运动

细胞周期调控、细胞分裂、
颜色提分裂

防御机制

细胞骨架

转录

翻译、核糖体结构和生物合成

复制、重组和修复

染色质的结果和动态变化

RNA的过程与修饰

一般功能预测

功能未知

COG

372
237
233
192
136

113

96
54
179

105

88
74
53

26

21
0

270
164
128
4
1

201
331

NOG

6
2
2
2
5

1

2
2
9

13

6
12
0

2

1
3
22
3
5
0
0
42
264

表 2 百日咳杆菌 P2013109基因组的 COG功能分类

Table 2 Gene distribution based on COG and NOG
functional classification of B.pertussis P2013109

两个疫苗株作为 I 型，分别于 1951 年和 1952 年分

离，与其他 2个型别有 76个 SNP的差异（23.3%），此

外，TohamaⅠ与其他所有菌株比较呈现 54个 SNPs
（16.5%）。P2013109自成一个分支，并且与其他所

有菌株相比，呈现 25个 SNPs（7.7%）。其他在 2000
年之后采集自国外的菌株自成一个型别，与另外两

个型别有 21个 SNP的差异（6.4%），其中这 14株菌

又可以分为两个亚型，主要区别是Ⅲa亚型的 fim3
基因是 2型，而Ⅲb型菌株是 1型。

分支旁的数字为自展 1 000次的置信值；标尺

代表 7%的序列差异。系统发育树分析时纳入了

广东分离株BP_GD2017，见参考文献［8］。

3 讨论

本研究显示百日咳鲍特菌 P2013109株基因组

4，126，010 bp，与已经报道的百日咳鲍特菌全基因

组［9⁃10］大小相当。该红霉素耐药株表型明确，全基

因组序列也表明，细菌染色体 23S rRNA 基因有 3
个拷贝，3 个拷贝中均具有 A2047G 变异。 23S
rRNA是核糖体RNA，核糖体是细胞内蛋白质合成

的场所，红霉素可以通过与位于 23S rRNA区域的

肽链形成的部位（肽酰转移酶区域）结合进而抑制

蛋白质合成。23S rRNA突变是目前百日咳鲍特菌

耐药的主要机制［11］，基因型与表型相互应证。与

P2013109 株全基因组比较，其他菌株主要有 3 个

缺失区，尤其 R1区涉及转座酶。这些基因区在耐

药变异过程中是否发挥作用，需要深入研究。基

于完整基因组 SNPs构建系统发育树发现，纳入分

析的菌株明确分为 3 支。分离于 20 世纪 50 年代

的百日咳流行菌株 CS 株［4］和 Tohama I 株形成独

图 1 P2013109与其他 15株菌的全基因组比较结果

Figure 1 The whole genome comparison analysis of
B. pertussis P2013109 and the other 15 genomes

图 2 百日咳杆菌 P2013109与其他百日咳杆菌的的全基

因组进化树

Figure 2 Genome⁃wide phylogenetic tree of Genome⁃wide
phylogenetic tree of Bordetella pertussis P2013109 and the
other genomes（including the BP_GD2017 isolated from

Gangdong）
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立的进化分支，与当前流行菌株在进化分支上存

在较大差异。

近期，广东李柏生等［8］对广东分离到的 1株百

日咳鲍特菌 BP⁃GD2017 进行全基因组分析报道，

该菌株的基因组草图序列数据纳入基因组比较分

析发现，该菌株处于国外菌株分支Ⅲ中（见图 3），

它们的抗原基因型也完全相同，为 ptxA1/ptxP3。
P2013109 独属一支，抗原基因型为 ptxA1/ptxP1。
课题组前期检测了 99株百日咳鲍特菌的疫苗相关

基因型，ptxA1/ptxP1占 91.9%（91/99）［3］。这些数据

明确提示长期疫苗使用之后，百日咳致病菌株百日

咳毒素相关基因型发生了明显变化，与既往研究报

告［12⁃13］相符。提示近年来流行的百日咳菌株的基因

改变除了疫苗压力造成相关抗原性发生适应进化，

也有可能在进化分支上出现改变。本课题组前期

研究表明，临床分离菌株耐药株抗原基因型均为

ptxA1/ptxP1，而基因型 ptxA1/ptxP3的分离株全部对

红霉素敏感，这提示国内外临床分离菌株耐药性的

差异，与流行菌株的遗传背景不同相关。

当前百日咳疫苗生产用菌株基本上都是分离

自上个世纪。研究已经发现，百日咳疫苗长期使

用以后，临床分离菌株的抗原基因型与疫苗株明

显不同［12⁃13］。尤其在无细胞疫苗使用国家，一些毒

力抗原缺失的菌株，如缺失 PRN、FIM和 PTX的菌

株逐渐被发现，甚至出现流行的情况，菌株疫苗抗

原的变异和缺失等适应性变化可能是百日咳再现

的重要因素［14］。但课题组在前期研究中没有发现

国内百日咳鲍特菌分离株有抗原缺失，与疫苗株比

较主要是抗原基因变异［3］。本研究从基因组序列证

明 P2013109有抗原基因变异，无缺失，同时与疫苗

株比较遗传进化分支明显不同。近期，Xu等［15］分

析了 71 株中国分离的 ptxP1菌株（其中包括 46 株

红霉素耐药株）的基因组重测序结果，基于 2 744个

SNPs 位点构建遗传进化树，结果发现耐药株只出

现在 3个遗传分支中，这些耐药株只分离自中国内

地，包括香港、台湾在内的其他地区和国家公开的

菌株基因组，均没有处于同一遗传支的分离株。

本研究第一次呈现了耐红霉素百日咳鲍特菌

ptxP1型菌株的完整基因组序列，序列分析明确显

示其在遗传学关系上与疫苗株和国外当前主要流

行的 ptxP3型菌株遗传关系较远，属于特有的一个

遗传分支。已有基因组重测序研究提示还需要对

其他耐药菌株进行完整基因组的构建和研究，才

能反映红霉素耐药鲍特菌基因组的全貌，为国内

将来新型百日咳疫苗的研发提供基础信息。

致谢：广东省疾病预防控制中心李柏生提供

其课题组发表的 1 株百日咳鲍特菌分离株的全基

因组序列数据。
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［摘 要］ 目的 分析全基因组扩增技术结合致病位点检测和短串联重复序列单体型分析进行

β⁃地中海贫血胚胎植入前遗传学诊断效果。 方法 对 2017 年 1 月至 2018 年 12 月在本院进行 β⁃地中

海贫血植入前遗传学诊断的囊胚检测结果进行分析，统计植入前遗传学诊断检测结果与产前诊断结

果。 结果 纳入统计分析的合计 71个检测周期 501枚囊胚，检测成功率 94.4%（473/501）。其中 69对夫

妻进行了移植，移植周期 92个，生化妊娠率 63.04%，临床妊娠率 53.26%，合计 45对夫妇进行了产前诊断

或流产物分析，符合率 100%。 结论 利用全基因组扩增技术结合致病位点检测和短串联重复序列单体

型分析进行 β⁃地中海贫血胚胎植入前遗传学检测准确率高，能满足临床工作需求。

［关键词］ HBB基因；植入前遗传学诊断；全基因组扩增；短串联重复序列单体型分析

Application of WGA，RDB and STR haplotype analysis in preimplantation
genetic diagnosis of β⁃thalassemia
LI Wugao1，YAN Tizhen2，LI Zhetao1，TANG Yongmei1，QIN Zuxing1，LI Xinlin1，CAI Ren2*

（1. Reproductive Centre of Liuzhou Municipal and Child Healthcare hospital，Liuzhou，Guangxi，China，
545001；2. Department of Medical Genetics，Liuzhou Municipal and Child Healthcare hospital，Liuzhou Key
Laboratory of Birth Defect Prevention and Control，Liuzhou，Guangxi，China，545001）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the preimplantation genetic diagnosis（PGD）effect of beta⁃thal⁃
assemia by whole genome amplification combined with pathogenic site detection and short tandem repeat se⁃
quence haplotype analysis. Methods The blastocyst test results of beta⁃thalassemia PGD in our hospital from
January 2017 to December 2018 were analyzed retrospectively. The results of PGD test and prenatal diagnosis
were analyzed. Results A total of 501 blastocysts in 71 detection cycles were included in the statistical analy⁃
sis，of which the detection success rate was 94.4%（473/501）. Among them，69 couples were transplanted
with 92 transplantation cycles，the biochemical pregnancy rate was 63.04%，and the clinical pregnancy rate
was 53.26%. A total of 45 couples underwent prenatal diagnosis or abortion product analysis，the coincidence
rate was 100%. Conclusion Preimplantation genetic detection of beta⁃thalassemia embryos by genome⁃wide
amplification combined with pathogenic site detection and short tandem repeat sequence haplotype analysis has
high accuracy and can meet the needs of clinical work.

［KEY WORDS］ HBB gene；Preimplantation genetic diagnosis；Whole genome amplification；Short
tandem repeat sequence haplotype analysis
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β ⁃地中海贫血（β ⁃ thalassemia，简称“β ⁃地
贫”），是一组全球最常见、对人类健康影响最大的

常染色体单基因隐性遗传病之一。在中国，多发

于南部沿海地区，其中以广西、海南、广东常见，分

子流行性病学调查结果显示广西 β⁃地贫致病基因

携带率为 6.43%［1］。β⁃地贫分为点突变型和缺失

型，以点突变型最为常见。

目前预防和控制地贫的诊断方法包括传统产

前诊断和植入前遗传学诊断（Preimplantation Ge⁃
netic diagnosis，PGD）。前者是在不同孕周进行绒

毛膜取绒毛或羊膜腔穿刺抽取羊水或脐带血等方

法对已孕胚胎进行基因诊断，而 PGD 是将常规产

前诊断提早到胚胎于子宫着床之前进行活检和遗

传学分析，选择无遗传性疾病的胚胎植入子宫腔

内，从而获得正常胎儿的诊断方法。目前应用于 β
⁃地贫 PGD的方法包括：巢式 PCR结合变性梯度凝

胶电泳（denaturing gel gradient electrophoresis，DG⁃
GE）分 析 技 术［ 2］、应 用 引 物 延 伸 预 扩 增 方

法［ 3］、全基因组扩增技术（whole genome amplifi⁃
cation，WGA）［4］、单细胞巢式 PCR 技术［5⁃7，16］、Taq⁃
Man⁃MGB探针实时荧光 PCR技术［8］、突变扩增系

统 （amplification refractory mutation system，

ARMS）技术［9］、荧光共振能量转移杂交探针实时

PCR 技术［10］、多重置换扩增（multiple displacement
amplification，MDA）结合巢式 PCR 技术［11］、短串

联重复（short tandem repeat，STR）序列单体型分

析技术［12⁃13］、荧光 PCR 技术［14⁃15］。希腊［2］、印

度［9］、台湾［10］、新加坡［12］、伊朗［13⁃15］、意大利［16］、中

国［3⁃8，11］都有 β⁃地贫 PGD 的成功案例。近几年国

内学者利用胚胎培养基成功进行 β ⁃地贫 IVS⁃II
654 突变的无创植入前胚胎遗传学检测［17］。本

研究分析 2017 年 1 月至 2018 年 12 月在本院进

行 β⁃地贫 PGD 的周期资料，探讨 WGA 结合致病

位点检测和 STR 序列单体型分析进行 β ⁃地贫

PGD的效果。

1 材料和方法

1.1 研究对象

分析本中心 2017 年 1 月至 2018 年 12 月进行

β⁃地中海贫血 PGD的检测资料，纳入研究 71个检

测周期合计 501 个胚胎，该项目通过柳州市妇幼

保健院生殖医学伦理委员会批准（20170221029），

且每对夫妇均签署知情同意书。

1.2 研究方法

1.2.1 STR位点的鉴定和选择

利用 UniSTS 和 UCSC 数据库选择 15 个与

β ⁃珠蛋白基因紧密关联的 STR 标记（HBB4506、
D11S988、 HBB4677、 D11S2362、 HBB5089、
D11S1243、 HBB5138、 HBB5178、 HBB5205、
D11S1760、 HBB5576、 HBB5655、 HBB5820、
HBB5859、D11S1338）。为提高诊断的准确性和减

少人工 stutter 峰的干扰，所有选择的 STR 位点均

为三核苷酸或四核苷酸重复，用 Oligo7.56 软件设

计 STR 序列引物，由生工生物（上海）股份有限公

司合成。随后，对 260例无血缘关系的健康个体进

行基因分型，以评估每个 STR位点的基因型频率。

1.2.2 囊胚滋养外胚层活检

采取常规排卵方案促排卵，行 ICSI授精，授精

后 16~18 小时观察受精情况，取卵后对第 5天囊胚

评分为 3BB以上、第 6天囊胚评分为 4CB/4BC以上

的胚胎采用激光法打孔，活检 4~10个滋养层细胞。

1.2.3 全基因组扩增

全基因组扩增试剂盒采用德国 QIAGEN 公司

的 REPLI⁃g Single Cell Kit。将活检出的细胞移入

PBS 中洗涤 3 次，装入 3.5 μL PBS 缓冲液 200 μL
PCR 管中，同时取最后一次洗涤的 PBS 2 μL 转入

阴性对照管中；加入 3.5 μL D2 试剂 65℃裂解 10
min，冰盒保存加入 3.5 μL 终止液，瞬时离心；加入

9 μL 超纯水，29 μL REPLI⁃g 反应缓冲液，Poly⁃
merase 2 μL，上 PCR仪 30℃ 8 h，95℃ 5 min，4℃保

存，取 1.0 μL产物稀释 100倍使用。

1.2.4 STR位点检测

分为单管 15 重，引物 100 pmol/μL 等体积混

合 备 用 ，10 × PCR Buffer 5.0 μL，2.5 mmol/μL
dNTPs 2.5 μL，DMSO 5.0 μL，Hot star Taq（TAKA⁃
RA，大连）0.5 μL，混合引物 4.0 μL，模板 2.0 μL，
ddH2O 33 μL。95℃预变性 5 min；95℃变性 30 s，
54℃退火 45 s，72℃延伸 60 s，共 35个循环；72℃后

延伸 30 min，12℃保存。

1.2.5 毛细管电泳

利用美国ABI3500Dx遗传分析仪进行毛细管

电泳，体系：Genescan 500LIZ Size standard（0.5+
9.0）μL HI⁃DI 甲酰胺+1.0 μL PCR产物；95℃变性

5 min，迅速冰浴冷却 5 min。
1.2.6 致病位点检测

常见位点使用 β ⁃地中海贫血基因检测试剂
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盒（深圳益生堂）进行反向点杂交（reverse dot
blot，RDB）检测，按说明书操作，罕见位点利用

Sanger 测序检测，外送上海立菲生物技术有限

公司。

1.2.7 胚胎移植均为单囊胚移植，专人负责随访。

2 结果

2.1 15个 STR位点的杂合度情况

根据各 STR位点观察到的等位基因数及等位

基因频率，发现 D11S1243 杂合度最高，为 0.90；最
低为 HBB5178，为 0.62，15 个 STR 位点杂合度高，

适合应用于 β⁃地中海贫血胚胎植入前遗传学检测

的单体型构建。见表 1。

2.2 β⁃地贫 PGD的结果

71 个周期 501 枚囊胚基因检测结果及部分家

系 STR 单倍型分析结果。中 69 对夫妻进行了移

植，移植周期 92个，生化妊娠率 63.04%，临床妊娠

率 53.26%，合计 45对夫妇进行了产前诊断或流产

物分析，与胚胎检测结果一致性为 100%。见表 2，
图 1。

Ⅰ⁃1（父亲）β ⁃ 28 突变携带者，Ⅰ⁃2（母亲）为

β41⁃42突变携带者，有 6个囊胚，其中Ⅱ⁃1（胚胎 1）为

未携带突变的正常胚胎，Ⅱ⁃2（胚胎 2）和Ⅱ⁃5（胚胎

5）的 STR 结果分别提示可能为单体和三体，Ⅱ⁃3
（胚胎 3）为 β41⁃42突变携带者，Ⅱ⁃4（胚胎 4）和Ⅱ⁃6
（胚胎 6）为 β⁃28/β41⁃42复合杂合突变地贫胚胎。

3 讨论

随着分子生物学技术飞速发展，越来越多的

检测技术应用到胚胎植入前遗传学诊断。但是不

可避免出现单细胞 PCR产物少、扩增失败、等位基

因脱扣（allele drop out，ADO）等问题，故欧洲人类

生殖与胚胎学学会（European Society of Human Re⁃
production and Embryology，ESHRE）推荐 DNA 扩

增引物设计中除了致病基因之外，还应包括相邻

的相关及不相关位点，通过高度多态性标志物的

分析，可以判断外源性 DNA 污染及 ADO，从而提

高单基因病 PGD 准确率［18］。WGA结合 PCR及其

衍生的 PCR技术、STR位点单体型构建成本低廉，

可给需要进行 PGD 治疗的患者降低经济负担，而

且误诊率低、检测成功率高，能满足日常的临床检

测需求，故应用广泛。

STR位点

D11S988
HBB5178
D11S1760
HBB5089
HBB5655
D11S1338
HBB4677
D11S1243
HBB5820
HBB4506
HBB5576
HBB5859
HBB5205
HBB5138
D11S2362

杂合例数（n）
210
161
229
203
197
180
231
235
199
206
214
175
210
208
180

杂合度

0.81
0.62
0.88
0.78
0.76
0.69
0.89
0.9
0.77
0.79
0.82
0.67
0.81
0.8
0.69

表 1 15个 STR位点的杂合度

Table 1 Heterozygosity of 15 STR loci

分类

检测失败

正常

杂合

重型

单体

三体

重组

疑似UPD
合计

检测胚胎数（个）

28
101
232
113
5
9
12
1

501

百分比（%）

5.59
21.35
49.05
23.89
1.06
1.90
2.54
0.21
100

表 2 71个周期 501枚囊胚基因检测结果

Table 2 The results of 501 blastocyst gene test in
71 cycles

图 1 部分家系 STR单倍型分析结果

Figure 1 STR haplotypes analysis in some families
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目前WGA技术主要有四种：简并寡核苷酸引

物 PCR 扩 增（Degenerate oligonucleotide primer ⁃
PCR，DOP⁃PCR）、多重置换扩增（MDA）、置换预扩

增和 PCR 扩增的组合（multiple annealing and loop⁃
ing⁃based amplification cycles，MALBAC）和转座子

插入线性扩增（Linear Amplification with Transpo⁃
son Insertion，LIANTI）［19⁃20］。WGA 技术通过非选

择性地扩增活检的滋养外胚层细胞的整个基因组

DNA，在真实反映基因组全貌的基础上最大限度

地增加其 DNA 量，为后续分析提供足量的 DNA
模板［19］，在单体型构建方面，我们应用的是短串联

重复序列，目前应用于 β⁃地贫胚胎植入前遗传学

检测的 STR位点较少［13，15］，而且由于杂合度问题，

选择的 STR位点不是每个点都能应用到单体型构

建来分析胚胎检测结果。这就使得实际上每对进

行 PGD的夫妇所用得到的 STR 位点更加少，造成

胚胎检测结果不明确风险增加，更多的时候需要

增加 STR位点来进行检测［12］，本研究选择的 15个

STR位点杂合度均超过 0.5，能满足单体型构建。

β⁃地贫是常见的常染色体隐形遗传病，符合

经典的孟德尔遗传规律，正常：携带：重型比例约

为 1∶2∶1。在本研究结果中，正常比例 21.35%
（101/473），携带者比例 49.05%（232/473），重型 β⁃
地贫比例 23.89%（113/473），约为 1∶2∶1，符合孟德

尔遗传规律，可间接的证明该检测技术的安全性。

在进行胚胎移植过程中，笔者优先选择移植正常

胚胎，携带者胚胎次之，如无胚胎可移植的情况下选

择致病位点检测为正常或携带者而STR提示重组的

胚胎；重型β⁃地贫和 STR提示 11号染色体发生拷

贝数变异的胚胎不考虑移植，均进行单囊胚移植。

通过检测结果较符合孟德尔遗传规律，而且

产前诊断符合率高，虽然越来越多的技术应用到 β
⁃地贫植入前遗传学诊断，但是利用全基因组扩增

结合 STR单体型分析和致病位点进行 β⁃地贫胚胎

植入前遗传诊断仍不失为一种不错的选择。

参考文献
［1］ Xiong F，Sun M，Zhang X，et al. Molecular epidemiological

survey of haemoglobinopathies in the Guangxi Zhuang Auton⁃

omous Region of southern China［J］. Clin Genet，2010，78

（2）：139⁃148.

［2］ Kanavakis E，Vrettou C，Palmer G，et al. Preimplantation

genetic diagnosis in 10 couples at risk for transmitting beta ⁃

thalassaemia major：clinical experience including the initia⁃

tion of six singleton pregnancies［J］. Prenat Diagn，1999，19

（13）：1217⁃1222.

［3］ 焦泽旭，庄广伦，周灿权，等 . 应用引物延伸预扩增方法对

地中海贫血进行植入前遗传学诊断的初步研究［J］. 中华

血液学杂志，2003，24（10）：546⁃548.

［4］ 焦泽旭，庄广伦，周灿权，等 . 应用全基因组扩增技术对 β⁃
地中海贫血进行胚胎植入前遗传学诊断［J］. 中华医学遗

传学杂志，2003，20（5）：447⁃448.

［5］ 邓捷，庄广伦，彭文林，等 . 紧密连锁的多态性位点在 β 地

中海贫血植入前遗传学诊断中的应用［J］. 中华医学遗传

学杂志，2005，22（4）：391⁃395.

［6］ 邓捷，庄广伦，彭文林，等 . 多重巢式聚合酶链反应在 β 地

中海贫血植入前遗传学诊断中的应用［J］. 中华医学杂志，

2005，85（12）：811⁃815.

［7］ 蔡靖，吴彤华，宋成，等 . 单细胞巢式聚合酶链反应诊断 β
地中海贫血［J］. 临床检验杂志，2009，27（6）：414⁃416.

［8］ 尹爱华，张祥忠，何蕴韶，等 . TaqMan⁃MGB 探针实时荧光

PCR 在 β 地中海贫血植入前诊断中的应用研究［J］. 热带

医学杂志，2007，7（12）：1155⁃1158，1181.

［9］ Gada Saxena S，Saranath D. Single⁃cell polymerase chain re⁃

action ⁃ based pre ⁃ implantation genetic diagnosis using frag⁃

ment analysis for β ⁃ thalassemia in an Indian couple with β ⁃

globin gene mutations［J］. J Hum Reprod Sci，2012，5（3）：

289⁃292.

［10］ Hung CC，Chen SU，Lin SY，et al. Preimplantation genetic

diagnosis of beta ⁃ thalassemia using real ⁃ time polymerase

chain reaction with fluorescence resonance energy transfer hy⁃

bridization probes［J］. Anal Biochem，2010，400（1）：69⁃77.

［11］ 王静，徐艳文，曾艳红，等 . 在 β 地中海贫血着床前遗传学

诊断中应用多重置换扩增进行预处理的临床分析［J］. 生

殖医学杂志，2014，23（8）：653⁃657.

［12］ Chen M，Tan AS，Cheah FS，et al. Identification of novel

microsatellite markers <1 Mb from the HBB gene and devel⁃

opment of a single ⁃ tube pentadecaplex PCR panel of highly

polymorphic markers for preimplantation genetic diagnosis of

beta⁃ thalassemia［J］. Electrophoresis，2015，36（23）：2914⁃

2924.

［13］ Sharifi Z，Rahiminejad F，Joudaki A，et al. Development and

validation of a novel panel of 16 STR markers for simultane⁃

ous diagnosis of β⁃thalassemia，aneuploidy screening，mater⁃

nal cell contamination detection and fetal sample authenticity

in PND and PGD/PGS cases［J］. Sci Rep，2019，9（1）：7452.

［14］ Khosravi S，Salehi M，Ramezanzadeh M，et al. Novel Multi⁃

plex Fluorescent PCR ⁃ Based Method for HLA Typing and

Preimplantational Genetic Diagnosis of β ⁃ Thalassemia［J］.

Arch Med Res，2016，47（4）：293⁃298.

［15］ Salehi R，Khosravi S，Salehi M，et al. Simple and Easy to

Perform Preimplantation Genetic Diagnosis for β ⁃thalassemia

Major Using Combination of Conventional and Fluorescent

Polymerase Chain Reaction［J］. Adv Biomed Res，2017，6：

23. （下转第 155页）

·· 141



分子诊断与治疗杂志 2020年 2月 第 12卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, February 2020, Vol. 12 No. 2

•论 著•

作者单位：1. 惠州市妇幼保健计划生育服务中心产前诊断中心，广东，惠州 516000
2. 广东省妇幼保健院转化医学中心，广东，广州 511400

★通信作者：张亮，E⁃mail：zhangliang1999@tsinghua.org.cn

甲基化荧光定量 PCR快速检测自闭症男童中脆性X
综合征的临床应用

陈剑虹 1 黄淑君 2 马健 2 周伟平 2 张亮 2★

［摘 要］ 目的 建立一种经济、快速的检测男性脆性 X 综合征检测方法。方法 应用甲基化实

时荧光定量 PCR 法（qMSP）检测已知脆性 X 综合征男性患者和正常男性的脆性 X 智力低下基因 1
（FMR1）启动子区甲基化状态，测试该方法的灵敏度和特异性。应用该方法对特殊学校 54 例自闭症男

童进行病因学检查，并对阳性样本用侧翼 PCR（F⁃PCR）进行复核。结果 在特殊学校的 54例自闭症男

童样本中发现 1 例 FMR1甲基化阳性，F⁃PCR 方法复核为 CGG 重复数为全突变，其母亲为前突变携带

者。结合临床症状，该自闭症男童可以确诊为脆性 X综合征，检出率为 1.85%（1/54）。 结论 本文所建

立的 qMSP 方法可以对 FMR1基因的 CpG 甲基化状态进行快速分析，可作为男性疑似脆性 X 综合征检

测的可靠方法。

［关键词］ 脆性X综合征；FMR1基因；甲基化荧光定量 PCR

Clinical Application of Quantitative Methylation ⁃ sensitive PCR in Fast
Screening of Fragile X Syndrome from Males with Autism
CHEN Jianhong1，HUANG Shujun2，MA Jian2，ZHOU Weiping2，ZHANG Liang2★

（1. Prenatal Diagnosis Center，Huizhou Maternal and Child Health Care Family Planning Service Center，Hui⁃
zhou，China，516000；2. Center of Translational Medicine，Guangdong Women and Children hospital，
Guangzhou，China，511400）

［ABSTRACT］ Objective To establish a low⁃cost，rapid assay to detect the methylation status of frag⁃
ile X mental retardation gene 1（FMR1）. Methods First，a quantitative methylation⁃sensitive PCR（qMSP）
method was used to determine FMR1 gene methylation status of males with full⁃mutation fragile X syndrome
and normal males to test its sensitivity and specificity. Second，54 boys with autism attending special education
school were analyzed for etiology，followed by flanking polymerase chain reaction（F ⁃ PCR） to identifying
CGG repeats for the methylation positive individual and his mother. Results Among the 54 boys with au⁃
tism，one was detected to be FMR1⁃methylated. Conclusion The qMSP method established in this study can
quickly analyze the CpG methylation status of the FMR1 gene and can be used as a reliable method for the de⁃
tection of suspected fragile X syndrome in males with mental retard or autism.

［KEY WORDS］ Fragile X syndrome；FMR1 gene；Quantitative methylation⁃sensitive PCR

脆性X综合征是造成智力低下和自闭症谱系

障碍的主要单基因病因［1⁃ 2］，这种X连锁综合征主

要是由于脆性 X 智力低下基因 1（fragile X mental
retardation 1，FMR1）基因 5′非编码区的（CGG）n异

常扩增导致的。

常用的分子遗传学检测方法有基于 DNA 水

平的 Southern blot法［3］和 PCR法。Southern blot作
为诊断脆性X的金标准，但是该方法费时费力，需
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要 DNA 量大，不适合临床常规使用。基于 DNA
的 PCR 方法简单快速，包括检测 FMR1 基因 5′非
编码区 CGG 重复数和启动子区甲基化状态两种，

临床应用最多的是检测 CGG 重复数的侧翼 PCR
（flanking PCR，F⁃PCR）［4⁃5］。F⁃PCR 法针对 FMR1
基因所在位置的 CGG富集区进行 PCR扩增，采用

毛细管电泳的方法进行判读。F⁃PCR 法由于大片

段重复不易扩增，只能检测一定的 CGG 重复数，

超出范围的病例易造成漏检。已有研究发现当

CGG 重复数达到全突变水平，会同时伴随 FMR1
启动子区 CpG岛的异常甲基化［6］。而有文献报道

CGG 重复达到全突变的男性当 CpG 岛不发生甲

基化，并无明显临床症状的案例［7⁃8］。说明甲基化

是引起 FMR1 基因功能失活、造成脆性 X 智力低

下蛋白（fragile X mental retardation protein，FMRP）
缺失引发脆性X综合征更重要的原因。已有一些

研究针对检测 FMR1启动子区 CpG岛的甲基化情

况［9］，但由于操作繁琐临床上尚未得到广泛应用。

本研究建立了一种新的 TaqMan 探针甲基化实时

荧光定量 PCR 法（quantitative methylation⁃specific
PCR，qMSP），并在自闭症男童中检测外周血

FMR1基因启动子区域甲基化状态，建立一种快速

准确检测脆性X综合征的方法。

1 材料与方法

1.1 材料

选取 2017年 1月至 2018年 4月在广东省妇幼

保健院经过 F⁃PCR 确诊为脆性 X 综合征男童 3
例，年龄范围：3~6 岁，中位数在 4 岁 2 个月，正

常男童 20 例、女童 3 例，年龄范围：3~9 岁，中位

数在 5 岁 3 个月，外周血 DNA 保存于 -20℃冰

箱。测试组：2018 年 4 月收集惠州市护苗培智学

校中自闭症男童 54 名，年龄范围：3~8 岁，中位数

在 4 岁 5 个月外周血 2mL，保存于 EDTA 抗凝管

中。已知组和测试组 2 组人群年龄差异无统计学

意义（P=0.56），年龄不会对结果产生影响，因此进

行下一步实验。

所有受试者均签署知情同意。入组的自闭症

患儿均满足美国精神疾病协会 2010 年 2 月发布

的《精神疾病诊断与统计手册》第五版对儿童自

闭症谱系障碍诊断标准［10］。本研究已经惠州市

妇幼保健计划生育服务中心伦理委员会审核

通过。

1.2 方法

1.2.1 试剂/仪器

引物探针均合成于上海百力格生物技术有限公

司，DNA亚硫酸盐处理试剂盒（磁珠法）购自上海敬

善生物科技有限公司。亚硫酸盐转化后的DNA所

使用的 PCR 扩增体系 2×GoldStar TaqMan Mixture
购自北京康为世纪生物科技有限公司。荧光定量

PCR仪器为ABI 7500 Fast Real⁃Time PCR System。

FMR1基因甲基化阳性样本和其母亲血样由苏州珀

金埃尔默医学检验所用F⁃PCR其检测CGG重复数。

1.2.2 血液DNA提取

采用广州赛哲生物科技有限公司的磁珠试剂

盒提取 54例自闭症男童全血DNA，用紫外分光光

度计测量 DNA 纯度和浓度，DNA 样本置-20℃
保存。

1.2.3 甲基化实时荧光定量 PCR（quantitative
methylation⁃specific PCR，qMSP）

在经过亚硫酸盐处理后，发生了甲基化的

CpG 岛保持 CG 序列，而没有发生甲基化的 CpG
岛则转化为 UG 序列。本研究设计的 FMR1 基因

的引物、探针是针对亚硫酸盐处理后仍然保持 CG
序列的原理进行设计。上游引物 FMR1⁃F：5′ ⁃
TGATTTTTTACGTTATTGAGT ⁃ 3′ ，下 游 引 物

FMR1⁃R：5′⁃GAATCGAAAAACAAACGC⁃3′，探针

FMR1⁃P：5′⁃CACTACCTCGCGAAAACCAA⁃3′（5′⁃
FAM，3′⁃MGB 修饰）。内参 ACTB 基因引物探针

设 计 ：ACTB ⁃ F：5′ ⁃ TGGTGATGGAGGAGGTT⁃
TAGTAAGT ⁃ 3′ ACTB ⁃ R：5′ ⁃ AACCAATA⁃
AAACCTACTCCTCCCTTAA⁃3′，ACTB⁃P：5′⁃ AC⁃
CACCACCCAACACACAATAACAAACACA ⁃ 3′
（5′ ⁃HEX，3′ ⁃ BHQ1 修饰）。扩增条件 93℃ 10
min；然后 56℃ 1 min、65℃ 30 s（收集荧光）、94℃
30 s，50个循环；40℃ 10 s。
1.2.4 统计学方法

本研究采用 t检验对纳入的两组数据进行对

比检验，差异大小采用 P 值判断。P>0.05 表示两

组数据之间差异无统计学意义，P<0.05 表示两组

数据之间差异有统计学意义。

2 结果

2.1 已知基因型样本的 qMSP检测结果

在正常男性的 DNA 样本中，内参基因 ACTB
阳性（Ct 值 26.73~28.93），FMR1 基因甲基化阴
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性。脆性 X 综合征男性患者内参基因 ACTB阳性

（Ct 值 26.95~27.98），FMR1 基因阳性（Ct 值 27.11~
29.57），平均△Ct=1.18。正常女性内参基因 ACTB
阳性（Ct 值 27.23~29.85），FMR1 基因阳性（Ct 值
29.68~32.64），平均△Ct=2.64（见图 1）。

2.2 特殊学校男童 qMSP检测结果

鉴于本研究建立起来的体系在测试已知样本

时稳定可靠，对惠州市护苗培智学校 54 名 3~8 岁

自闭症男童行本研究 qMSP 检测，有 1 例检测到

FMR1 阳性信号（Ct 值 30.69）（见图 2），检出率为

1.85%。

2.3 qMSP阳性结果 F⁃PCR复核结果

为了确认 qMSP 检出 FMR1 基因甲基化阳性

的男童的 CGG 具体重复次数，以及其母亲是否为

CGG 的前突变，经过苏州珀金埃尔默医学检验所

F⁃PCR 检测，确认该男童的 CGG重复数为 383，为
全突变。可确诊其自闭症的真实原因为脆性X综

合征。其母亲无临床症状，F⁃PCR 检测 CGG 拷贝

数为 30和 81，为前突变携带者。F⁃PCR 结果参见

图 3和图 4。

注：A. 脆性 X 综合征全突变男性患者 qMSP 结果；B. 正常男性

qMSP结果；C. 正常女性 qMSP结果。

图 1 已知脆性X患者 FMR1甲基化类型的 qMSP结果

Figure 1 qMSP results of samples with known
methylation status
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图 2 检出一例甲基化阳性男性患儿的 qMSP结果

Figure 2 qMSP result from a boy detected positive
FMR1 methylation

图 3 qMSP阳性男童的 F⁃PCR方法判读的 CGG
重复次数为 383次

Figure 3 F⁃PCR result of the boy detected positive qMSP
result with 383 CGG copies
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3 讨论

脆性 X 综合征是由于 FMR1基因 5′非编码区

CGG 重复数过度扩增，当大于 200 拷贝时，引起

FMR1基因启动子区域高度甲基化导致基因沉默，

其编码的蛋白 FMRP 表达减少，造成智力低下或

性格孤僻等一系列临床症状［11］。以此为基础，出

现了多种检测方法，临床最常用的是检测 CGG 重

复数的 F⁃PCR 法诊断脆性 X 综合征，但该方法有

扩增 CGG 重复次数上限［12］。我院也根据文献建

立了 F⁃PCR 方法，发现 CGG 重复片段较多时，就

难以扩增成功。故本研究把 qMSP 检测为阳性的

男童及其母亲血液 DNA 样本外送苏州珀金埃尔

默医学检验所进行复核确认。另外，由于有发现

CGG 重复次数为全突变却不发生甲基化，并且没

有临床症状的案例的报道［7⁃8］，使得人们更加清晰

地认识到甲基化导致的基因沉默才是导致脆性 X
综合征的根本原因，致使越来越多的关注投放到

甲基化的检测上。

国内已报道的通过 PCR 检测 FMR1基因甲基

化状态的方法有：甲基化敏感性限制性内切酶定

量 PCR（methylation ⁃ sensitive restriction enzymes ⁃
based quantitative PCR，MSRE⁃qPCR）［13］、甲基化特

异性多重连接探针扩增（methylation specific multi⁃
plex ligation ⁃ dependent probe amplification，MS ⁃
MLPA）［14］。。限制性内切酶只能识别一种酶切位

点，对于其它形式的甲基化 CG 不能切割，易造成

偏差，且存在消化不完全的问题，操作繁琐，不适

合临床应用。而 MS⁃MLPA 需要设计多对探针后

续还要进行毛细管电泳，操作烦琐价格昂贵，不适

合大规模检测。2009年美国艾莫利大学采用与本

研究相似的 qMSP 法筛查 3 万多名新生男婴的

FMR1甲基化情况［15］，操作简单、快速、准确，且费用

低。国内迄今还未见 qMSP应用于临床检测脆性X
综合征的报道。qMSP的核心也是难点在于，亚硫

酸盐处理后的 DNA 的 GC 含量严重下降，在这样

的 DNA 模板上需要设计合适的引物探针来检测

CpG 序列的存在并保持 qPCR 反应的高效性和特

异性。本研究克服了这一难题，建立一种 qMSP方

法，可以为临床检测脆性 X 综合征临床提供一种

新的选择。

本方法首先在已知样本中确认 FMR1启动子

区 CpG 岛甲基化状态，结果显示正常男性 FMR1
是非甲基化的，正常女性和脆性 X 综合征男性患

者 FMR1是甲基化的，与实际一致，说明本方法稳

定可靠。2015 年，国内首都儿科研究所采用毛细

管电泳检测 CGG重复数的方式筛查 540例智力低

下男童检出 5 例脆性 X 阳性，检出率 0.93%［17］，可

能与仅采用 F⁃PCR毛细管电泳检测CGG重复数诊

断脆性X综合征造成的漏检有关。本研究的检出

率高于 2015 年首都儿研所的研究，可能甲基化检

测更为准确，但低于参考发病率，可能与本文入组

的样本只为自闭症有关。

基于一般的三甲医院都已经有荧光定量 PCR
仪，因此 qMSP是一项快速筛查自闭症或者智力低

下男童是否为脆性X综合征的较理想方案。但由

于正常女性的一条染色体存在自然失活的状态，

其上的 FMR1基因也发生了甲基化，因此 qMSP其

不能用于在女性中检测 FMR1的前突变和全突变。
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图 4 qMSP阳性男童母亲的 F⁃PCR方法判读的 CGG重复

次数图为 30和 81
Figure 4 F⁃PCR result of the positive boy􀆳s mother with 30

CGG copies and 81 copies
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•论 著•

人乳头瘤病毒（human papilloma virus，HPV）
主要通过性接触传播，一般夫妻或性伴侣双方共

同发病。女性感染部位主要分布在宫颈、外阴、阴

道和肛门，可导致良性乳头状瘤或无乳头状瘤等

临床症状，男性除在肛周区域和外生殖器（包括包

皮、阴囊、龟头和阴茎）外，尿道、输精管、附睾和睾

丸等部位也会发生感染。与女性感染不同，男性

感染高危型 HPV 通常无明显症状，并且男性感染

海南地区571例男性感染HPV的基因型分布特点研究

吕家庆 1 胡俊杰 2 符生苗 2 陈鑫苹 2★

［摘 要］ 目的 探讨人乳头瘤病毒（HPV）在男性感染者中的基因型分布特点。 方法 利用 PCR⁃
反向点杂交法对 571例男性 HPV 感染者进行基因分型检测。 结果 HPV 低危型感染中，6、11和 42型

是主要感染亚型，高危型感染中，52、16和 51是主要感染亚型；不同年龄段感染者中，21~40岁年龄的男

性HPV感染率最高；不同类型感染中，单一感染率为 56.39%，多重感染（二重及以上）感染率为 43.61%，

单一感染率高；多重感染中，共检测到 7种不同的感染类型，其中二重感染和三重感染的感染率最高，且

以高低危混合感染为主。 结论 男性感染者的 HPV基因型在不同年龄段和不同感染类型分布上有明

显差异，21~40岁感染率最高且感染类型较为复杂。

［关键词］ HPV；男性感染；基因分型

Study on the genotype distribution of 571 males infected with HPV in Hainan
LV Jiaqing1，HU Junjie2，FU Shengmiao2，CHEN Xinping2★

（1. Department of Clinical Laboratory，Nada Town Hospital，Danzhou city，Danzhou，Hainan，China，
571700；2. Central Laboratory，Hainan General hospital，Hainan Hospital Affiliated to The Hainan Medical
College，Haikou，Hainan Province 570311，China）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the genotype distribution of HPV infection in male persons.
Methods Genotyping of 571 males infected with HPV infected by PCR ⁃ reverse dot blot hybridization.
Results Among the low⁃risk HPV infections，genotype 6，11 and 42 were the major subtypes of infection.
Among the high ⁃ risk infections，genotype 52，16 and 51 were the major subtypes of infection. Among
different age groups infected，HPV in males aged 21- 40 have the highest rate of HPV infection. Among
different types of infection，the single infection rate was 56.39%，multiple（double and above）infection rate
was 43.61%，and the single infection rate was high.In multiple infections，7 different types of infections were
detected，double and triple infection ratesare the highest. High and low risk of mixed infection accounted for
the majority. Conclusion The HPV genotypes of male infected persons are significantly different in different
age groups and different infection types. The infection rate is the highest among 21- 40 years old and the
infection types are more complicated.

［KEY WORDS］ HPV；Male infection；Genotyping
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后不仅有癌变风险还可能会导致男性不育症的发

生［1］。临床研究表明女性因HPV感染导致患宫颈

癌（cervical cancer）的风险明显受到男性性行为的

显著影响，在实际调查中男性感染 HPV 的现象越

来越普遍，导致女性高风险 HPV 相关癌症和癌前

病变的发病率增加，因此研究男性 HPV 感染类型

对女性宫颈癌的预防和康复治疗都至关重要［2］。

本研究对 571例男性感染者的HPV基因型进行统

计分析，以明确 HPV 基因型在男性感染者中的分

布特征，减少男性感染者的传播途径，并降低HPV
相关癌变风险。

1 材料和方法

1.1 研究对象

对 2014 年 8 月至 2018 年 2 月间于海南省人

民医院中心实验室进行 HPV 基因分型检测并确

诊的 571 例男性患者，年龄范围为 16~76 岁，平均

年龄（35±9）岁结果进行统计分析，所有待检样本

取自男性患者外生殖器的包皮、冠状沟、尿道口

及肛周的组织脱落细胞或分泌物，使用一次性生

殖道拭子（深圳亚能生物技术有限公司）采集后

立即送检，低温保存运送，采集管内样本 4℃保存

不超过 7 天，-20℃保存不超过 3 个月，避免反复

冻融。

1.2 主要试剂和仪器

亚能生物技术（深圳）有限公司生产的人乳头

瘤病毒基因分型（23 型）检测试剂盒（主要组成成

份：反应液Ⅰ和反应液Ⅱ、阴阳质控品、膜条、裂

解液、链霉亲和素辣根过氧化物酶、3，3′，5，5′⁃四
甲基联苯胺）以及 YN⁃H16 型恒温杂交仪，T100
Thermal Cycler 型基因扩增仪（美国 BIO⁃RAD 公

司）。

1.3 方法

1.3.1 DNA分离提取

取出保存有组织脱落细胞或分泌物的细胞保存

液转移至 1.5 mL离心管中，13 000 rpm离心 10 min，
弃上清液后，利用细胞裂解液（分离法）提取DNA。

1.3.2 PCR扩增

分别向装有反应液Ⅰ和反应液Ⅱ的 PCR反应

管（规格为 20 μL/管）中分别加入 5 μL 抽提好的

DNA，扩增总反应体系均为 25 μL/反应。设置反

应条件：50℃ 15 min；95℃ 10 min，94℃ 30 s，42℃
90 s，72℃ 30 s共 40个循环；72℃ 5 min。

1.3.3 HPV基因分型

用人乳头状瘤病毒基因分型检测试剂盒（PCR⁃
反向点杂交法）检测 23 种 HPV 亚型：6、11、42、43
和 81（5 种低危亚型）；16、18、31、33、35、39、45、
51、52、53、56、58、59、66、68、73、82 和 83（18 种高

危亚型）。主要原理是采用 PCR体外扩增和DNA
反向点杂交相结合的 HPV 基因分型检测技术，利

用HPV的基因特点设计特异性引物，扩增出 23种

HPV 基因型的目的片段后，再将扩增产物与固定

在膜条上的分型探针进行杂交，根据杂交信号的

有无来判读结果。变性产物通过冰盒转移至离心

管中并加入杂交液，先沸水浴 10 min，再放入杂交

箱 51℃杂交 1.5 h，洗膜和显色后，按照试剂的判读

标准判读结果，每组实验阴、阳性质控品均进行同

步处理以作对照。

1.3.4 统计学分析

运用 SPSS 19.0 软件进行数据分析，单一感染

组和多重感染组中各基因亚型频率用%表示、不同

年龄段感染HPV的危险类型以及不同危险类型的

感染类型的组间使用卡方检验，以 P<0.05 为有统

计学意义。

2 结果

2.1 HPV各亚型频率分布

低 危 型 感 染 较 高 的 基 因 型 有 ：6 型 202
（35.38%）、11 型 109（19.09%）、42 型 58（10.16%）；

高 危 型 感 染 率 较 高 的 基 因 型 有 ：52 型 76
（13.31%）、51 型 65（11.38%）、16 型 63（11.03%），

见表 1。单一感染和多重感染（见图 1）中 HPV 各

亚型对比分析显示，多重感染均高于单一感染差

异有统计学意义（P<0.05），见图 2。
2.2 不同年龄段感染HPV的危险类型

571 例男性 HPV 感染者中，单纯低危型感染

率为 38.18%，单纯高危型感染率为 34.15%，高低

危混合型感染率为 27.67%，2组间感染率差异无统

计学意义（P>0.05），但 2组的感染率均高于高低危

混合型组（P<0.05）。不同年龄组之间HPV感染率

总体比较，21~30岁组和 31~40岁组的HPV感染率

最高（P<0.05），分别为 33.98%和 34.15%。不同感

染类型的各年龄段之间 HPV 感染率比较，单纯低

危型中 21~30 岁组和 31~40 岁组感染率最高（P<
0.05），均为 13.84%，2 组间比较无明显差异（P>
0.05）；单纯高危型中 31~40 岁组的感染率为
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表 1 HPV各亚型分布情况［n（%）］

Table 1 Frequency distribution of HPV subtype［n（%）］

型别

低危型

6
11
42
43
81

高危型

16
18
31
33
35
39
45
51
52
53
56
58
59
66
68
73
82
83

单纯感染

96（16.81）
46（8.05）
17（2.98）
11（1.93）
8（1.40）

20（3.50）
5（0.88）
1（0.18）
6（1.05）
3（0.53）
4（0.70）
0（0.00）
20（3.50）
27（4.73）
15（2.63）
5（0.88）
7（1.23）
9（1.58）
12（2.10）
9（1.58）
1（0.18）
0（0.00）
0（0.00）

多重感染

106（18.56）
63（11.03）
41（7.18）
40（7.01）
38（6.65）

43（7.53）
19（3.33）
5（0.88）
11（1.93）
7（1.23）
16（2.80）
8（1.40）
45（7.88）
49（8.58）
32（5.60）
25（4.38）
37（6.48）
25（4.38）
22（3.85）
21（3.68）
4（0.70）
4（0.70）
9（1.58）

总计

202（35.38）
109（19.09）
58（10.16）
51（8.93）
46（8.06）

63（11.03）
24（4.20）
6（1.05）
17（2.98）
10（1.75）
20（3.50）
8（1.40）

65（11.38）
76（13.31）
47（8.23）
30（5.25）
44（7.71）
34（5.95）
34（5.95）
30（5.25）
5（0.88）
4（0.70）
9（1.58）

AA BB

注：A：单一感染；B：多重感染。

图 1 不同感染类型的基因检测结果

Figure 1 Genetic test results for different infection types
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图 2 单一感染和多重感染中HPV各亚型频率分布

Figure 2 Distribution of HPV subtypes in single infection
and multiple infections

年龄段

≤20

21-30

31-40

41-50

51-60

≥61

总计

单纯低危型

13（2.28）c

79（13.84）

79（13.84）

33（5.78）c

6（1.05）c

8（1.40）c

218（38.18）a

单纯高危型

5（0.88）d

57（9.98）d

72（12.61）

39（6.83）d

16（2.80）d

6（1.05）d

195（34.15）a

高低危混合型

11（1.93）e

58（10.16）

44（7.71）e

26（4.55）e

14（2.45）e

5（0.88）e

158（27.67）

总计

29（5.08）b

194
（33.98）

195
（34.15）
98（17.16）b

36（6.30）b

19（3.33）b

571（100）

表 2 不同年龄段感染HPV的危险类型［n（%）］

Table 2 Types of hazards infected with HPV at
different ages［n（%）］

注：a与高低危混合型比较 P<0.05；b与 21~30岁组比较 P<0.05；c与

21~30 岁组比较 P<0.05；d 与 31~40 岁年龄组比较 P<0.05；e 与 21~

30岁组比较 P<0.05。

12.61%，高于其它年龄组（P<0.05）；高低危混合型

中 21~30 岁组的感染率为 10.16%，高于其它年龄

组（P<0.05），见表 2。
2.3 不同HPV感染类型分布

不 同 感 染 类 型 中 单 一 感 染 有 322 人 ，占

56.39%，多重感染有 249人，占 43.61%，单一感染的

感染率高于多重感染（P<0.05）。随着感染重数的

增加，单纯低危型、单纯高危型和高低危混合型的

感染率均呈下降趋势（见图 3），其中单一感染中，单

纯低危型占 31.17%，单纯高危型占 25.22%，单纯低

危型感染率高于单纯高危型（P<0.05）；多重感染

中，二重感染和三重感染的感染率最高，分别为

25.22%和 9.98%，且高低危混合型组感染率高于单

纯低危型组或单纯高危型组（P<0.05），见表 3。

单纯低危型

单纯高危型

高低危混合型

0 1 2 3 4 5 6 7 8
感染重数

40

30

20

10

感
染

率
（

%
）

图 3 不同感染类型的感染率分布情况

Figure 3 Distribution of infection rates for different
infection types
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3 讨论

HPV是一类嗜上皮性的双链DNA病毒，已经

确定的HPV基因型达 200多种，根据其致癌性将粘

膜型 HPV 分为高风险型（high risk，HR）和低风险

（low risk，LR）型，而 HR⁃HPV 的持续感染是导致

正常上皮转变为癌前病变和癌变的主要原因［3］。据

统计，宫颈癌和其他肛门生殖器癌症的发生率约占

全球癌症总发生率的 5%，并且已经证实这类疾病

与HR⁃HPV感染密切相关［4］。此外研究资料还显示

全世界约 70%的宫颈癌患者是由HPV16和HPV18
感染引发，约 60%的口咽癌发生是与 HPV16 和宿

主细胞染色体整合造成持续性感染有关［5］。

近年来，随着高特异性 HPV 基因分型检测技

术的推广，HPV 感染检出率逐渐上升，但由于地

区、人口组成、采样周期和测试方法的差异，导致

研究结果可能存在偏差。LR⁃HPV感染分布中，本

研究结果显示 HPV6 和 HPV11 感染频率分别为

35.38%和 19.09%，为男性群体中主要的 LR⁃HPV
感染类型，与黄泽棋等人［6］在广东地区的研究显示

HPV6 和 HPV11 为主要感染基因型的研究结论相

似。而与 LR⁃HPV感染相关的许多良性皮肤疣、粘

膜病变和低度宫颈上皮内病变都会产生相当大的

健康负担［7］。HR⁃HPV感染分布中，田欣欣等人报

道 HPV16、52、58 和 18 是国内多个地区男性群体

中主要的 HR⁃HPV 类型，其中 HPV16 被发现与异

常细胞学检测的关联度最高，其次是 HPV58、18、
52，并且感染类型和感染率存在区域差异性［8］。本

研究结果中 HPV16、52、58 和 18 的感染率依次为

11.03%、13.31%、7.71%和 4.20%，其中 HPV16 和

HPV52 的感染率最高，且多重感染类型中 HPV 各

亚型频率均高于单一感染，与田欣欣的研究结果

比较本研究中男性HPV多重感染中各亚型分布具

有范围广、基因型复合程度和携带率较高等特点。

不同年龄段的 HPV 感染结果显示，≤20 岁组中呈

现初始的感染状态，21~40 岁组中感染率最高，40
岁以上组感染率呈下降趋势，此结果可能与 21~40
岁组男性处于性生活活跃期而导致HPV感染几率

增加有关。据报道［9］由HPV引起的宫颈癌是中低

收入国家孕期妇女（年龄为 20~40 岁）发病率和死

亡率的主要原因，每年约有 50万新病例和 266 000
人死亡，处于性活跃期的男性群体增加了 HPV 通

过性传播途径传染给女性的可能。此外 21~60 岁

组中 HPV 高危型（包括单纯高危型和高低危混合

型）携带率高于单纯低危型，表明男性人群中HR⁃
HPV感染较为常见，这不仅增加了自身癌变的潜在

风险同时也增加了其性伴侣的感染和癌变机率。

虽然多重感染影响生存的具体原因还不完全

清楚，但多种HPV基因型的存在可能增加持续性感

染的长度和致癌风险。所以HPV多重感染的流行

特征对宫颈癌的发生以及持续感染患者的预后有

重要意义，通过 HPV 基因分型检测可以对患者的

生存质量进行预测［10］。本研究男性感染者中二重

感染和三重感染的人数最多，并且随着感染重数的

增加，不同类型的感染率均呈下降趋势。此外高低

危混合型组感染率高于单纯低危型组或单纯高危

型组，表明男性 HPV 多重感染中以高低危混合型

为主且感染谱较广，可能增加 CA和高度癌前病变

的发生风险以致对患者的治疗及预后产生影响。

用 HPV 疫苗进行大规模免疫接种能够降低

HPV感染率，自 2007年以来国外许多中低收入国

家已经通过 HPV 疫苗接种试点，同时许多示范项

感染类型

一重

二重

三重

四重

五重

六重

七重

总计

单纯低危型

178（31.17）
35（6.13）b

6（1.05）b

0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）

219（38.35）

单纯高危型

144（25.22）
35（6.13）b

13（2.28）b

3（0.53）b

0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）

195（34.15）

高低危混合型

—

74（12.96）
38（6.65）
23（4.03）
15（2.63）
4（0.70）
3（0.53）

157（27.50）

总计

322（56.39）
144（25.22）a

57（9.98）a

26（4.55）
15（2.63）
4（0.70）
3（0.53）
571（100）

表 3 不同HPV感染类型分布 n（%）

Table 3 Distribution of different HPV infection types n（%）

注：a与四重感染比较 P<0.05；b与高低危混合型组比较 P<0.05。
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目和国家项目都获得了 HPV 疫苗接种经验［11⁃12］。

研究报道目前还没有较为成熟的男性HPV相关癌

症的筛查方案，而男性感染者往往会增加前列腺

癌、肛门癌和口腔癌的风险，尤其男男性接触者的

发病率明显高于其他人［13⁃15］。虽然各国正试图将

HPV疫苗扩大到男性人群中使用，且有研究报道［16］

HPV 疫苗接种对男性具有保护作用，但监测 HPV
疫苗对男性癌症发病率的影响将需要相对较长时

间观察。而HPV感染导致的非宫颈癌有关癌症往

往其发病中位年龄较大，同时在样本规范收集和不

同人群诊断和筛查等方面也面临较多困难，所以给

男性HPV疫苗接种研究带来阻碍［17］。例如Tatar等
人［18］进行的一项加拿大大学生（主要为男性群体）

对接种 HPV 疫苗的认识调查中，结果显示研究对

象中大多数人并不知道 HPV 疫苗能给予男性使

用，也均未接种过男性HPV疫苗，该群体的调查结

果尚且如此，其他男性群体的了解程度可能会更

低。本研究结果为男性群体的 HPV 检测、治疗和

疫苗接种提供了流行病学依据，对降低男性 HPV
感染率和癌变发生风险具有一定的参考价值。
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血管内皮生长因子基因 936C/T位点多态性与急性心
肌梗死的关系

常亚伟★ 李赛 琚绍坦

［摘 要］ 目的 研究血管内皮生长因子（VEGF）936C/T 多态性与急性心肌梗死（AMI）的关系。

方法 纳入 2016年 7月至 2018年 12月在本院住院且首次诊断为AMI的 120例患者作为AMI组及同期

进行健康体检的 150 例志愿者作为对照组。提取外周血基因组 DNA，通过 PCR 反应、酶切反应以及琼

脂糖凝胶电泳检测 VEGF基因 936C/T 位点多态性。结果 AMI 组 VEGF基因 936C/T 位点的基因型频

率（CC：34.17%，CT+TT：65.83%）与对照组的基因型频率（CC：54.67%，CT+TT：45.33%）差异有统计学意

义（P=0.001）；AMI组 VEGF基因 936C/T位点等位基因频率（C：59.58%；T：40.42%）与对照组等位基因频

率（C：73.67%；T：26.33%）差异有统计学意义（P=0.001）：AMI 组患者 VEGF基因 936C/T 位点 CT+TT 基

因型比例、等位基因 T频率明显高于对照组（P<0.05）。AMI组中 VEGF基因 936C/T位点 CT+TT基因型

患者的血清 CK⁃MB峰值、cTnI峰值明显高于 CC基因型患者，血清VEGF水平明显低于 CC基因型患者

（P<0.05）。Logistic 回归分析显示，年龄、吸烟、高血压、糖尿病、高脂血症、VEGF基因 CT+TT 基因型是

AMI 发生的危险因素。结论 VEGF 基因 936C/T 多态性与 AMI 的发生有关，其中等位基因 T 可能是

AMI发生的易感等位基因。

［关键词］ 急性心肌梗死；血管内皮生长因子；基因多态性；危险因素

Correlation between 936C/T site polymorphisms of vascular endothelial growth
factor gene and acute myocardial infarction
CHANG Yawei★，LI Sai，JU Shaotan
（Department of cardiovascular medicine，Henan provincial third people􀆳s hospital，Zhengzhou，Henan，Chi⁃
na，450000）

［ABSTACT］ Objective To investigate the correlation between vascular endothelial growth factor
（VEGF）936C/T polymorphism and acute myocardial infarction（AMI）. Methods 120 cases of patients hos⁃
pitalized and diagnosed with AMI for the first time in our hospital from July 2016 to December 2018 were en⁃
rolled as the AMI group and 150 volunteers who had physical examination in the same period were enrolled as
the control group. Genomic DNA was extracted from peripheral blood，and the polymorphism of VEGF gene
936C/T site was detected by PCR，enzyme digestion and agarose gel electrophoresis. Results The genotype
frequency of VEGF gene 936C/T site in the AMI group（CC：34.17%，CT+TT：65.83%）was significantly
different from that of the control group（CC：54.67%，CT+TT：45.33%）（P=0.001）. Allele frequency of
VEGF gene 936C/T site in the AMI group（C：59.58%；T：40.42%）had statistical significance with control
group allele frequency（C：73.67%；T：26.33%）（P=0.001）. In the AMI group，the proportion of CT+TT
genotype and the frequency of T allele at 936C/T of VEGF gene were significantly higher than those of the con⁃
trol group（P<0.05）. The CK⁃MB peak，cTnI peak of the patients with CT+TT genotype at 936C/T site of
VEGF gene in AMI group were significantly higher than those of the patients with CC genotype，and the level
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of VEGF were significantly lower than those of the patients with CC genotype（P<0.05）. Logistic regression
analysis showed that age，smoking，hypertension，diabetes，hyperlipidemia，VEGF gene CT+TT genotype
were risk factors for AMI. Conclusion The 936C/T polymorphism of VEGF gene is related to the develop⁃
ment of AMI，and the allele T may be the susceptible allele of AMI.

［KEY WORDS］ Acute myocardial infarction；Vascular endothelial growth factor；Gene polymor⁃
phism；Risk factors

急 性 心 肌 梗 死（acute myocardial infarction，
AMI）是临床常见的心血管系统疾病，病情较重，

具有较高的致残率和致死率。近年来，我国 AMI
的发病率不断升高且发病人群呈年轻化趋势，已

经成为威胁国民健康的公共卫生问题。血管内

皮 生 长 因 子（Vascular endothelial growth factor，
VEGF）是具有强大促血管新生作用的细胞因子，

在 AMI、脑梗死等缺血性疾病的发病过程中，能

够促进新生血管形成、增加血管通透性，有利于

改善缺血组织的血流灌注［1］；多项动物实验也证

实 VEGF 能够减轻 AMI 大鼠的心肌损伤［2⁃4］。人

的 VEGF 基因位于染色体 6q21，位于 3′非编码区

的 rs3025039 位点（936C/T）是常见的基因多态性

位点，发生胞嘧啶（C）向胸腺嘧啶（T）的突变已

经被证实与脑梗死的发生有关［5］，但 VEGF 基因

936C/T 多态性在 AMI 中的作用尚未完全阐明。

因此，本研究旨在探讨 VEGF 基因 936C/T 多态

性与 AMI 的关系，以期从基因角度阐明 AMI 发
病的易感因素、为筛查 AMI 高危人群提供新

思路。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选择 2016 年 7 月至 2018 年 12 月在本院且首

次诊断为 AMI 的 120 例患者作为 AMI 组，入组标

准：①符合 中华医学会心血管病学分会指定的《急

性心肌梗死诊断和治疗指南》［6］中的判断标准；

②临床资料及临床样本完整。排除标准：①肝肾

功能不全；②合并恶性肿瘤、自身免疫性疾病、血

液疾病；③既往有心肌梗死、脑梗死病史。另取同

期在本院进行健康体检的 150 例志愿者作为对照

组。本研究的方案获伦理委员会审批同意，所有

入组对象均签署知情同意书。

1.2 仪器与试剂

全血基因组 DNA 提取试剂盒、PCR 酶预混液

购自美国赛默飞公司。VEGF基因 936C/T 位点的

引物由上海生工公司合成，序列如下：上游 5′⁃CT⁃
GAAATGAAGGAAGAGGAGAC ⁃ 3′ 、下 游 5′ ⁃
TCCCCTCCCAACTCAAGTCCAC ⁃ 3′；美国 BIO ⁃
RAD伯乐 T100型梯度 PCR仪为艾本德公司，德国

耶拿UVP Gelstudio touch凝胶成像仪为南京世研仪

器公司。

1.3 方法

1.3.1 VEGF（936C/T）基因多态性的检测

取 AMI 组和对照组的肘静脉血 2 mL（EDTA
抗凝），用全血基因组 DNA 提取试剂盒提取基因

组DNA，采用 PCR酶预混液、配置 PCR反应体系，

具体如下：基因组 DNA 2 μL、PCR 酶预混液 10
μL、10 pmol/L 的上下游引物各 0.4 μL、去离子水

7.2 μL，按下列程序进行 PCR 反应：95℃ 预变性

10 min，而后 95℃ 变性 40 s、54℃ 退火 40 s、72℃
延伸 40 s，重复 40 个循环后 72℃ 继续延伸 50 s、
得到 PCR 产物。PCR 产物用限制性内切酶进行

酶切反应，酶切反应体系为 PCR 产物 1 μL，限制

性内切酶 10 U，去离子水补足至 10 μL，37℃ 水

浴过夜，次日酶切产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳

100 V，60 min，琼脂糖凝胶在凝胶成像仪中显影

得到酶切产物的图像，根据图像判断 VEGF 基因

936C/T 位点的多态性：364 bp 一个片段为 CC 基

因型、249 bp、115 bp 两个片段为 TT 基因型、364
bp、249 bp、115 bp 3 个片段为 CT 基因型，如

图 1。
1.3.2 观察指标

两组受试者的性别、年龄、吸烟史、饮酒史、高

血压史、糖尿病史、高脂血症史、总胆固醇（Total
cholesterol，TC）、甘油三酯（Triglycerides，TG）、低

密度脂蛋白胆固醇（Low density lipoprotein choles⁃
terin，LDL⁃C）、高密度脂蛋白胆固醇（High density
lipoprotein cholesterol，HDL ⁃ C）、同型半胱氨酸

（Homocysteine，Hcy）、磷酸肌酸激酶同工酶（Cre⁃
atine Kinase Isoenzyme⁃MB，CK⁃MB）、心肌肌钙蛋

白 I（cardiac troponin，cTnI）。
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项目

男性

年龄（岁）

吸烟

饮酒

高血压

糖尿病

高脂血症

高Hcy血症

TG（mmol/L）
TC（mmol/L）

LDL⁃C（mmol/L）
HDL⁃C（mmol/L）
VEGF（ng/mL）

AMI组
（n=120）
68（56.67）
59.93±13.35
53（41.67）
32（26.67）
69（57.50）
45（37.50）
57（47.50）
31（25.83）
1.88±0.41
5.01±0.93
3.03±0.73
1.04±0.22

101.46±16.95

对照组
（n=150）
71（47.33）
56.93±12.77
48（32.00）
44（29.33）
36（24.00）
29（19.33）
45（30.00）
19（12.67）
1.79±0.52
4.46±0.91
2.26±0.52
1.16±0.36
52.39±9.93

t/c2值

2.325
1.880
4.215
0.234
31.481
11.059
8.686
7.659
1.549
4.887
10.107
3.204
29.667

P值

0.127
0.061
0.040
0.628
0.000
0.001
0.003
0.006
0.122
0.000
0.000
0.001
0.000

1.4 统计学处理

用 SPSS 21.0 软件进行统计学分析。计量资

料以（x ± s）表示，两组间均数的比较采用独立样本

t 检验或非参数秩和检验，计数资料以 n（%）表

示。采用 c2检验。采用二分类 Logistic 回归分析

危险因素。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组一般临床资料资料比较

AMI组的年龄、吸烟率、高血压率、糖尿病率、

高脂血症率、高 Hcy 血症率及血清 TC、LDL⁃C、

VEGF 水平均明显高于对照组，血清 HDL⁃C 水平

明显低于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

性别、饮酒率、TG 水平比较两组间差异无统计学

意义（P>0.05）。见表 1。

2.2 两组 VEGF基因型及等位基因频率分布比较

两组间 VEGF基因 936C/T位点基因型及等位

基因频率的分布，差异有统计学意义（P<0.05）。见

表 2。

2.3 AMI组中不同 VEGF基因型患者血清指标的

比较

AMI 组中 VEGF 基因 936C/T 位点 CT+TT 基

因型患者的血清 CK⁃MB峰值、cTnI峰值明显高于

CC 基因型患者，血清 VEGF 水平明显低于 CC 基

因型患者，差异具有统计学意义（P<0.05）。CC 基

因型与 CT+TT 基因型患者血清 TG、TC、LDL⁃C、

HDL⁃C、Hcy 水平比较差异无统计学意义（P>
0.05），见表 3。

2.4 AMI相关危险因素的 Logistic回归分析

采用逐步回归方法筛选危险因素，分析结果

显示：年龄、吸烟、高血压、糖尿病、高脂血症、

VEGF基因 CT+TT基因型是AMI发生的独立危险

A B C

115 bp

249 bp
346 bp

注：A为 CC基因型；B为 TT基因；C为 CT基因型。

图 1 琼脂糖凝胶电泳图

Figure 1 Agarose gel electrophoresis

表 1 两组基线资料比较［n（%）］

Table 1 comparison of basic clinical characteristics between
2 groups［n（%）］

VEGF基因

基因型

CC
CT+TT

等位基因

C
T

AMI组
（n=120）

41（34.17）
79（65.83）

143（59.58）
97（40.42）

对照组
（n=150）

82（54.67）
68（45.33）

221（73.67）
79（26.33）

c2值

11.296

12.037

P值

0.001

0.001

表 2 两组 VEGF基因型及等位基因频率的比较 ［n（%）］

Table 2 Comparison of VEGF genotype and allele frequency
between two groups［n（%）］

项目

TG（mmol/L）
TC（mmol/L）

LDL⁃C（mmol/L）
HDL⁃C（mmol/L）
Hcy（mmol/L）
BG（mmol/L）
VEGF（ng/mL）

CK⁃MB峰值（U/L）
cTnI峰值（ng/mL）

CT+TT基因型
（n=79）
1.90±0.45
4.93±0.96
3.08±0.77
1.01±0.23
12.94±2.85
6.77±0.94

89.12±14.58
429.69±83.94
4.67±1.33

CC基因型
（n=41）
1.84±0.39
5.16±0.89
2.93±0.70
1.09±0.20
13.09±3.44
6.44±1.04

125.24±19.22
338.14±67.62
4.11±1.19

t值

0.724
1.275
1.043
1.887
0.254
1.758
11.512
6.037
2.265

P值

0.471
0.247
0.299
0.062
0.800
0.081
0.000
0.000
0.025

表 3 AMI组中不同 VEGF基因型患者血清指标的比较

［n，（x ± s）］

Table 3 Comparison of serum indexes between patients with
different VEGF genotype in AMI group［n，（x ± s）］
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因素。其中，与 VEGF 基因 CC 基因型比较，CT+
TT基因型患者发生AMI的风险增加见表 4。

3 讨论

VEGF 是直接作用于血管内皮细胞的促有丝

分裂因子，能够促进新生血管形成、增加血管通透

性。在心肌梗死、脑梗死等缺血性疾病中，VEGF
通过其促血管新生及增加血管通透性的作用能够

增加缺血病灶的侧枝循环及血流灌注，进而减轻

局部组织的缺血缺氧损伤。多项临床研究报道，

心肌梗死及脑梗死患者血清中 VEGF 的含量增

多［7⁃9］；本研究对 AMI 患者血清 VEGF 的分析与已

有的报道一致，即 AMI 组血清 VEGF 含量明显增

多，分析认为 VEGF 的增多可能是机体在缺血缺

氧状态下自我保护及自身代偿的机制。另有研究

报道，AMI 预后不良患者的血清 VEGF 含量低于

预后良好患者［10］，由此更加印证了 VEGF 增多是

AMI 发生后的一种自我保护及自身代偿，预后不

良患者 VEGF 含量较低提示自我保护及自身代偿

不足，VEGF 介导的促进新生血管形成、增加血管

通透性作用较弱，因而远期预后较差。

VEGF 分泌的调控机制复杂，缺血缺氧、炎症

及氧化应激等刺激会增加 VEGF 的表达和分

泌［11⁃13］，编码VEGF的基因本身存在多态性也会影

响 VEGF 的表达和分泌。目前已知 VEGF 基因多

态性的位点超过 30 个，其中研究较为成熟的多态

性位点是 3′非翻译区上的 936C/T 位点，该位点 C
向 T突变增多已经被证实与急性脑梗死的发生有

关［14⁃15］。本研究对AMI患者 VEGF基因 936C/T多

态性的分析显示：AMI 组 VEGF 基因 936C/T 位点

CT+TT基因型的比例及等位基因 T的频率明显增

加，说明 VEGF 基因 936C/T 位点 C 向 T 突变的增

多与AMI的发生有关。936C/T位点位于 VEGF基

因的 3′ 非翻译区，发生 C 向 T 的突变后会影响

miRNAs 与 3′非翻译区的结合及对基因表达的调

控，进而可能影响心肌梗死发生后 VEGF表达增多

对心肌缺血损伤的自身代偿，加重 AMI 的病情。

在本研究中，不同基因多态性 AMI 患者血清心肌

酶及 VEGF 的分析印证了这一猜想，CT+TT 基因

型 AMI 患者的血清 VEGF 含量低于 CC 基因型

AMI 患者，CK⁃MB 及 cTnI 峰值高于 AMI 患者，说

明AMI发生后虽然存在VEGF分泌增多的自身代

偿机制，但当基因 936C/T 位点发生 C 向 T 的突变

时，VEGF的分泌相对较少、自身代偿也较弱，进而

出现了更为严重的心肌缺血缺氧、反应心肌损伤

的CK⁃MB及 cTnI峰值也较高。

AMI的发生与环境、饮食、遗传等多种因素有

关，本研究对 AMI 患者除了 VEGF 外的其他多种

指标也进行了分析，结果显示：AMI 组患者的年

龄、吸烟率、高血压率、糖尿病率、高脂血症率、高

Hcy 血症率及血清 TC、LDL⁃C 水平均较高；经 Lo⁃
gistic 回归分析发现：年龄、吸烟、高血压、糖尿病、

高脂血症、高Hcy血脂是AMI的危险因素，这与既

往多项关于 AMI 发病危险因素的研究［16⁃18］吻合，

年龄、吸烟、血压、血糖、血脂、血 Hcy 均会影响

AMI 的发生。但是在不同 VEGF 基因多态性的

AMI 患者中，血糖、血脂、血 Hcy 的水平无明显差

异，说明 VEGF基因多态性虽然会影响VEGF的分

泌及心肌损伤的严重程度，但是对血糖、血脂、血

Hcy 的代谢并无影响。此外，本研究通过 Logistic
回归分析还发现：VEGF 基因 936C/T 位点 CT+TT
基因型是 AMI的危险因素，CT+TT 基因型患者发

生 AMI 的风险是 CC 基因型患者的 1.774 倍。但

是，VEGF基因发生上述突变后对VEGF表达及分

泌的直接影响、可能通过靶向 VEGF 基因 936C/T
位点的miRNAs等均有待阐明。

综上所述，本研究发现 VEGF 基因 936C/T 位

点多态性与 AMI 的发生有关，VEGF 基因 CT+TT
基因型是 AMI 的危险因素，等位基因 T 可能是

AMI发生的易感等位基因。本研究的结果对筛查

AMI 的高危人群具有一定指导价值。但是，本研

究未对 AMI 患者的长期预后进行随访，根据

VEGF的代偿功能，VEGF基因 CT+TT基因型可影

响 VEGF 的分泌及其代偿功能，进而可能在长期

病情转归中产生影响，因此今后可进一步延长随

变量

年龄

吸烟

高血压

糖尿病

高脂血症

高Hcy血症

VEGF CT+TT基因型

b值

0.093
0.341
0.575
0.213
0.081
0.046
0.357

OR值

1.174
1.332
2.112
2.332
1.575
1.109
1.774

95%CI
1.023~1.351
1.182~1.923
1.352~3.324
1.412~3.582
1.211~2.039
1.048~1.929
1.257~2.958

P值

0.021
0.013
0.009
0.004
0.011
0.020
0.007

表 4 AMI相关危险因素的 Logistic回归分析

Table 4 Logistic regression analysis of related risk factor
for AMI
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访时间、分析 VEGF基因多态性对远期主要心血管

事件的影响。
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•论 著•

重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡影响因素及
GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP水平变化意义

尹宏★ 陈庆春 苏艳蓉 吕加希

［摘 要］ 目的 探究重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡影响因素及胃泌素（GAS）、胃动素

（MTL）、生长抑素（SS）、胆囊收缩素（CCK⁃8）、血管活性肠肽（VIP）水平变化意义。方法 选取 226例重症

高血压脑出血患者作为研究对象，统计应激性胃溃疡发生率，对比重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡与

未并发应激性胃溃疡患者GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP水平，并分析并发应激性胃溃疡影响因素及其预测

价值。 结果 226例重症高血压脑出血患者中 52例发生应激性胃溃疡，发生率为 23.01%（52/226）；入院第

3、7 d，并发胃溃疡组患者GAS、MTL、CCK⁃8、VIP水平均高于未并发胃溃疡患者，SS水平低于未并发胃溃

疡患者（P＜0.05）；Logistic 回归分析显示，脑干出血、脑出血量≥20 mL、颅内压增高、GCS 评分＜8 分、

GAS、MTL、CCK⁃8、VIP均为重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡危险因素，SS则为保护因素；ROC曲线

分析，入院第 7 d GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP预测AUC大于入院第 3 d。 结论 脑干出血、脑出血量≥20
mL、颅内压增高、GCS及GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP均为重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡患者影响

因素，脑出血发生后密切监测GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP水平，可预测应激性胃溃疡的发生。

［关键词］ 重症高血压脑出血；应激性胃溃疡；胃泌素；胃动素；生长抑素；胆囊收缩素；血管活

性肠肽

Influencing factors of severe hypertensive cerebral hemorrhage complicated
with stress gastric ulcer and the significance of changes in GAS，MTL，SS，
CCK⁃8 and VIP
YIN Hong★，CHEN Qingchun，SU Yanrong，LV Jiaxi
（Neurosurgery，Guilin Second People􀆳s Hospital，Guilin，Guangxi，China，541001）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the influencing factors of stress ⁃ induced gastric ulcer in
severe hypertensive cerebral hemorrhage，and the significance of changes in gastrin（GAS），motilin（MTL），

somatostatin（SS），cholecystokinin（CCK⁃8）and vasoactive intestinal peptide（VIP）levels. Methods A
total of 226 patients with severe hypertensive cerebral hemorrhage were enrolled as the study subjects. The
incidence of stress gastric ulcer was statistically analyzed，the levels of GAS，MTL，SS，CCK⁃8，and VIP in
patients with severe hypertensive cerebral hemorrhage with stress gastric ulcer and those without stress gastric
ulcer were compared，the influencing factors of concurrent stress gastric ulcers and the predictive value of
GAS，MTL，SS，CCK ⁃ 8 and VIP levels were analyzed. Results Among 226 patients with severe
hypertensive intracerebral hemorrhage，52 cases had stress gastric ulcer，the incidence rate was 23.01%（52/
226）；On the third and seventh day of admission，the levels of GAS，MTL，CCK⁃8，and VIP in patients
with gastric ulcer were higher than those without gastric ulcer，and SS levels were lower than those without
gastric ulcer（P<0.05）；Logistic regression analysis showed that brain stem hemorrhage，cerebral hemorrhage
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volume ≥20 mL，increased intracranial pressure，GCS score <8 points，GAS（on the third and seventh day of
admission），MTL，CCK⁃8 and VIP are risk factors for severe hypertensive cerebral hemorrhage and stress
gastric ulcer，SS is a protective factor；ROC curve analysis，on the seventh day of admission，GAS，MTL，
SS，CCK ⁃ 8，VIP predicted AUC was greater than the third day of admission. Conclusion Brain stem
hemorrhage，cerebral hemorrhage ≥20 mL，increased intracranial pressure，GCS and GAS，MTL，SS，CCK⁃
8，and VIP are all influential factors in patients with severe hypertensive cerebral hemorrhage and stress gastric
ulcer，the levels of GAS，MTL，SS，CCK⁃8，and VIP after the occurrence of cerebral hemorrhage are closely
monitored can predict the occurrence of stress gastric ulcers.

［KEY WORDS］ Severe hypertensive cerebral hemorrhage；Stress gastric ulcer；Gastrin；Motilin；
Somatostatin；Cholecystokinin；Vasoactive intestinal peptide

高血压脑出血为神经系统常见危急重症，发

病率较高，约占所有脑卒中的 1/10［1⁃2］。脑出血后

机体通常处于高度应激状态，易引起一系列严重

并发症［3］。应激性胃溃疡是指机体在各类危重疾

病、严重创伤等应激状态下发生的急性消化道糜

烂、溃疡等病变，可造成消化道出血、穿孔，是高血

压脑出血患者常见严重并发症［4⁃5］。相关研究表

明，胃泌素（Gastric secrete element，GAS）、胃动素

（Motilin，MTL）、生长抑素（Somatostatin，SS）、八肽

胆囊收缩素（Cholecystokinin⁃8，CCK⁃8）、血管活性

肠肽（Vasoactive intestinal peptide，VIP）在消化道

疾病发生、病情进展中均存在异常表达现象［6⁃9］，但

关于其在重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡中

的表达变化的研究较为鲜见。基于此，本研究初

次分析重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡影响

因素及 GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP 水平变化意

义，旨在为临床早期诊断提供依据。现报告如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2017年 5月至 2019年 9月本院 226例重症

高血压脑出血患者作为研究对象，男 158例，女 68
例，年龄 51~82岁，平均年龄（66.52±5.05）岁；高血压

病程 4~22年，平均病程（13.56±5.07）年；发病至入院

时间 2~15 h，平均时间（8.54±4.01）h；格拉斯哥昏迷

指数（Glasgow Coma Scale，GCS）3~10分，平均GCS
评分（6.52±1.34）分。所有患者及家属均已签署知情

同意书，本研究经本院医学伦理委员会审核批准。

1.2 方法

1.2.1 影响因素分析

重症高血压脑出血患者发病两周内，从胃管

内抽出咖啡样胃内容物或肉眼可见血、呕血、黑便

并隐血试验强阳性（+++）即可诊断为应激性胃溃

疡［10］，统计重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡

发生率，并记录年龄、性别、出血部位、脑出血量、

颅内压、GCS评分。

1.2.2 指标检测

采集 5 mL 清晨空腹静脉血，离心速率为

3 000 r/min，时间为 15 min，置于-20℃环境下贮

存，以发光免疫法测定GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP
水平，试剂盒均购自解放军总医院东亚免疫技术

研究所。操作严格遵循试剂盒说明书进行。

1.3 观察指标

统计重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡发生

率，对比重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡与未

并发应激性胃溃疡患者入院时、入院第 3、7 d GAS、
MTL、SS、CCK⁃8、VIP水平，并分析重症高血压脑出

血并发应激性胃溃疡影响因素及 GAS、MTL、SS、
CCK⁃8、VIP水平与各影响因素的相关性，以受试者

工 作 特 征（Receiver operator characteristic curve，
ROC）曲线分析GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP预测重

症高血压脑出血并发应激性胃溃疡的价值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析，计量资

料符合正态分布采取（x ± s）表示、t 检验，非正态

分布数据经自然对数转换成正态分布后施行分

析，计数资料采用 n（%）表示，c2 检验，采用

Spearman 进行相关性分析，ROC 曲线分析 GAS、
MTL、SS、CCK⁃8、VIP 预测价值。P<0.05 表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 血清、血浆指标水平

将 226 例重症高血压脑出血患者中 52 例

（23.01%）并发应激性胃溃疡为应激胃溃疡组，174
例未并发应激性胃溃疡患者作为未并发胃溃疡
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组，入院第 3、7 d，并发胃溃疡患者 GAS、MTL、
CCK⁃8、VIP 水平均高于未并发胃溃疡患者，SS 水

平低于未并发胃溃疡患者，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

2.2 重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡单因素分析

重症高血压脑出血并发胃溃疡与未并发胃溃

疡患者出血部位、脑出血量、颅内压及GCS评分相

比，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡多因素

分析

Logistic回归分析显示，脑干出血、脑出血量≥
20 mL、颅内压增高、GCS 评分＜8 分、GAS（入院

第 3、7 d）、MTL（入院第 3、7 d）、CCK⁃8（入院第 3、
7 d）、VIP（入院第 3、7 d）均为重症高血压脑出血并

发应激性胃溃疡危险因素，SS（入院第 3、7 d）则为

保护因素，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.4 血清、血浆指标水平与应激性胃溃疡影响因

素相关性

GAS、MTL、CCK⁃8、VIP水平与重症高血压脑

出血并发应激性胃溃疡影响因素呈正相关关系

（P<0.05），SS水平与其呈负相关关系，差异有统计

学意义（P<0.05）。见表 4。
2.5 ROC曲线分析

入院第 7 天 GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP 预测

曲线下面积（Area under the cur，AUC）大于入院第

3 d。见图 1。

3 讨论

研究表明，重症高血压脑出血患者 GCS 评分

较低时，脑功能损伤严重，迷走神经兴奋性增加，

造成胃排空延缓，胃内容物滞留，胃酸分泌异常增

加，并发消化道出血风险明显增加［11⁃12］。入院第

3、7 d，并发胃溃疡患者GAS水平高于未并发胃溃

疡患者，可能是由于高血压脑出血后，应激反应可

时间

入院时

入院第 3 d

入院第 7 d

组别

并发胃溃疡

未并发胃溃疡

t值
P值

并发胃溃疡

未并发胃溃疡

t值
P值

并发胃溃疡

未并发胃溃疡

t值
P值

n

52
174

52
174

52
174

GAS（ng/L）
158.26±20.14
157.62±21.32

0.192
0.848

179.41±27.83
152.69±28.32

5.993
0.000

155.62±20.87
108.25±36.74

8.871
0.000

MTL（ng/L）
145.26±34.85
146.32±33.74

0.197
0.844

209.61±68.32
150.41±65.34

5.673
0.000

196.45±60.12
131.69±65.24

6.392
0.000

SS（ng/mL）
35.25±8.41
35.69±8.92

0.316
0.752

26.47±7.41
34.47±7.29

6.918
0.000

25.41±7.24
40.69±8.21

12.086
0.000

CCK⁃8（pg/mL）
153.69±53.47
154.02±54.26

0.039
0.969

178.69±32.85
159.62±38.41

3.242
0.001

152.74±55.61
102.37±68.25

4.859
0.000

VIP（pg/mL）
206.14±39.83
207.15±35.41

0.175
0.861

237.42±41.39
205.63±40.94

4.901
0.000

177.64±40.12
142.69±38.65

5.672
0.000

表 1 两组血清、血浆指标水平水平对比［n，（x ± s）］

Table 1 Comparison of serum and plasma levels of the 2 groups［n，（x ± s）］

影响因素

性别

男

女

年龄

≥60岁

<60岁

出血部位

脑干

其他部位

脑出血量

≥20 mL
<20 mL

颅内压

正常

增高

GCS评分

≥8分

<8分

并发胃溃疡
（n=52）

37（71.15）
15（28.85）

35（67.31）
17（32.69）

15（28.85）
37（71.15）

31（59.62）
21（40.38）

19（36.54）
33（63.46）

17（32.69）
35（67.31）

未并发胃溃疡
（n=174）

121（69.54）
53（30.46）

104（59.77）
70（40.23）

20（11.49）
154（88.51）

65（37.36）
109（62.64）

117（67.24）
57（32.76）

110（63.22）
64（36.78）

c2值

0.050

0.931

9.210

8.118

15.749

15.155

P值

0.824

0.327

0.002

0.004

0.000

0.000

表 2 重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡单因素分析

［n（%）］
Table 2 Single factor analysis of severe hypertensive

cerebral hemorrhage complicated with stress gastric ulcer
［n（%）］
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因素

出血部位

脑出血量

颅内压

GCS评分

入院第 3 d GAS
入院第 7 d GAS
入院第 3 d MTL
入院第 7 d MTL
入院第 3 d SS
入院第 7 d SS

入院第 3 d CCK⁃8
入院第 7 d CCK⁃8
入院第 3 d VIP
入院第 7 d VIP

b值

1.098
0.818
1.172
0.650
1.016
1.094
0.955
1.081
-0.670
-0.459
0.962
1.041
1.047
1.196

SE值

0.416
0.341
0.379
0.291
0.354
0.361
0.349
0.360
0.205
0.174
0.350
0.357
0.358
0.394

Wald /c2值

6.976
5.758
9.564
4.984
8.245
2.955
7.488
9.012
10.677
6.965
7.547
8.507
8.556
3.308

P值

0.000
0.006
0.000
0.012
<0.001
0.025
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

OR值

3.000
2.267
3.229
1.915
2.763
2.985
2.599
2.947
0.512
0.632
2.616
2.833
2.849
9.221

95%CI
1.330~6.765
1.162~4.421
1.534~6.796
1.082~3.389
1.476~5.174
1.512~5.892
1.385~4.876
1.694~5.126
0.371~0.706
0.485~0.823
1.378~4.965
1.521~5.276
1.426~5.694
1.847~5.926

表 3 重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡多因素分析

Table 3 Multivariate analysis of severe hypertensive cerebral hemorrhage complicated with stress gastric ulcer

项目

GAS

MTL

SS

CCK⁃8

VIP

入院第 3 d
入院第 7 d
入院第 3 d
入院第 7 d
入院第 3 d
入院第 7 d
入院第 3 d
入院第 7 d
入院第 3 d
入院第 7 d

出血部位

r值
0.612
0.716
0.421
0.745
-0.622
-0.704
0.532
0.698
0.625
0.521

P值

0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000

脑出血量

r值
0.625
0.520
0.711
0.452
-0.614
-0.730
0.612
0.490
0.606
0.745

P值

0.001
0.000
0.000
0.000
0.010
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000

颅内压

r值
0.604
0.615
0.609
0.498
-0.512
-0.721
0.606
0.585
0.631
0.755

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000

GCS评分

r值
0.714
0.632
0.598
0.625
-0.723
-0.605
0.531
0.616
0.523
0.635

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000

表 4 血清、血浆指标水平与应激性胃溃疡影响因素相关性

Table 4 Correlation between serum and plasma levels and factors affecting stress gastric ulcer
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入院第 7dCCK_8

100⁃特异性

入院第 3dGAS
入院第 7dGAS

入院第 3dMTL
入院第 7dMTL

入院第 3dSS
入院第 7dSS

入院第 3dVIP
入院第 7dVIP

AA BB CC DD EE

注：A为 CCK⁃8 ROC曲线；B为GAS ROC曲线；C为MTL ROC曲线；D为 SS ROC曲线；E为VIP ROC曲线。

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve

引起交感神经兴奋，儿茶酚胺类水平增加，收缩胃

肠黏膜血管，致使胃黏膜缺氧缺血，减少胃酸分

泌，促进 GAS 反馈性增加；持续颅内压增高，可刺

激副交感核及中枢，兴奋迷走神经纤维，引起GAS

分泌增加［13］。本研究中入院第 3、7 d，并发胃溃疡

患者MTL 水平高于未并发胃溃疡患者，原因在于

重症高血压脑出血早期儿茶酚胺类物质大量增

加，颅内压持续升高，刺激中枢、副交感神经，兴奋
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迷走神经纤维，介导 MTL 胃肠收缩作用，进而刺

激 MTL 分泌增加；从而反馈性增加血浆 MIL 水

平，故MTL 水平与重症高血压脑出血并发应激性

胃溃疡发病有关。

SS、CCK⁃8 参与胃肠运动、激素分泌、血压调

节等功能调节，本研究中入院第 3、7 d，并发胃溃

疡患者 SS水平低于未并发胃溃疡患者，CCK⁃8水

平高于未并发胃溃疡患者，且二者与高血压脑出

血并发应激性胃溃疡密切相关，考虑可能是 SS可

抑制人体胃蠕动、GAS 及胃酸分泌、胃蛋白酶释

放，可减少胃酸对胃黏膜的腐蚀作用，其分泌减少

可致使胃酸分泌增加，削弱胃十二指肠黏膜的防

御功能，从而增加胃黏膜发生风险［14］。CCK⁃8 作

为一种神经递质调节胆囊收缩功能可刺激胆囊收

缩，促进胆汁分泌及排除，促进胰腺消化酶、碳酸

氢盐分泌，延缓胃排空，抑制胃酸分泌，加之胆盐

相对增加，可溶解胃黏液，破坏胃黏膜屏障，促进

溃疡发生［15］。

VIP 是一种存在于胃肠道神经元中的神经介

质，入院第 3、7 d，并发胃溃疡患者 VIP 水平高于

未并发胃溃疡患者，VIP作为一种胃肠运动抑制性

递质，脑出血发生后，其分泌增加，胃运动受阻，胃

排空减慢，胃内胃酸存储时间延长，进而增加胃酸

对胃壁的消化作用，而相对削弱胃黏膜防御能力，

致使胃酸消化作用与胃黏膜防御功能间失衡，从

而增加应激性胃溃疡发生风险［16］，故 VIP 水平升

高为应激性胃溃疡发病危险因素。

综上所述，脑干出血、脑出血量≥20 mL、颅内

压增高、GCS 及 GAS、MTL、SS、CCK⁃8、VIP 均为

重症高血压脑出血并发应激性胃溃疡患者影响因

素，脑出血发生后密切监测GAS、MTL、SS、CCK⁃8、
VIP水平，可预测应激性胃溃疡的发生。
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婴幼儿特应性皮炎血清 TIgE、sIgE与病情的相关性
研究

阮富旺 1★ 杨万勇 1 张志斌 2 阮继锋 3 陈小珑 1

［摘 要］ 目的 明确婴幼儿特应性皮炎血清总 IgE，过敏原特异性 IgE与特应性皮炎病情的相关

性。 方法 按照特应性皮炎积分（SCORAD）评分方法评估 281例婴幼儿特应性皮炎严重程度，检测特

应性皮炎患儿和同期健康婴幼儿血清总 IgE及过敏原特异性 IgE水平。 结果 特应性皮炎婴幼儿血清

总 IgE及过敏原特异性 IgE水平显著高于健康婴幼儿，差异有统计学意义（P<0.05）；重度组显著高于中

度与轻度组，中度组显著高于轻度组，差异均有统计学意义（P<0.05）；血清总 IgE、食物性混合过敏原特

异性 IgE和吸入性混合过敏原特异性 IgE浓度水平与 SCORAD评分均呈显著正相关（r=0.795，P<0.001；
r=0.873，P<0.001；r=0.623，P<0.001）。 结论 血清总 IgE和过敏原特异性 IgE与婴幼儿特应性皮炎病情

密切相关，其浓度水平随病情的加重呈上升趋势。

［关键词］ 婴幼儿；特应性皮炎；过敏原；特异性 IgE

The correlations between the serum tige，sIgE and the condition of infants with
atopic dermatitis
RUAN Fuwang1★，YANG Wanyong1，ZHANG Zhibin2，RUAN Jifeng3，CHEN Xiaolong1

（1. Medical Inspection Center of Dongguan Guanghua Hospital，Dongguan，Guangdong，China，523000；
2. Department of Clinical Laboratory，Dongguan People􀆳s Hospital，Dongguan，Guangdong，China，523000；
3. Department of Pediatrics，Guanghua Hospital，Dongguan，Guangdong，China，523000）

［ABSTRACT］ Objective To clarify the correlations between serum total IgE，allergen specific IgE
and the condition of atopic dermatitis in infants and young children. Methods The severity of atopic dermati⁃
tis in 281 infants was assessed according to SCORAD score. The serum total IgE and allergen specific IgE lev⁃
els were measured in children with atopic dermatitis and healthy infants at the same time. Results The level
of serum total IgE and allergen specific IgE in infants with atopic dermatitis was significantly higher than the
healthy infants（P<0.05）；and severe group was significantly higher than the moderate，and the moderate
group was significantly higher than the mild group（P<0.05）；There was a significant positive correlations be⁃
tween SCORAD score and serum total IgE，food specific IgE and inhalation specific IgE（r=0.795，P<0.001；
r = 0.873，P<0.001；r=0.623，P<0.001，respectively）. Conclusion Serum total IgE and allergen specific IgE
are significantly related to the condition of atopic dermatitis in infants and young children，and the concentra⁃
tion level increases with the aggravation of the disease.

［KEY WORDS］ Infant；Atopic dermatitis；Allergen；Specific IgE
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特应性皮炎（atopic dermatitis，AD）是一种常

初发于婴幼儿期的慢性、炎症性和复发性皮肤病，

首次发病大多于出生后 6 个月内，主要表现为面

部和头部皮肤湿疹样的损害，伴以剧烈瘙痒并且

病情反复为特征，对患儿的生活造成严重影响［1］，

部分患儿因病情反复迁延至成年，常伴发其他变

态反应性疾病［2］。血清总 IgE（Total IgE，TIgE）、

过敏原特异性 IgE（specific IgE，slgE）是 AD 临床

诊疗过程中最常用的生物标志物；目前，血清

TIgE、过敏原 slgE 与 AD 相关性研究的对象主要

集中于成人或较大年龄段的儿童，很少有研究证

实婴幼儿血清 TIgE 与 sIgE 浓度水平与 AD 发展

及病情严重程度的相关性，本次研究通过检测分

析 1~24 月龄 AD 患儿血清 TIgE、sIgE 浓度水平及

其分布情况，并进一步探讨它们与 AD 病情的相

关性。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选取自 2016年 2月至 2019年 5月在本院诊断

为AD的婴幼儿 281例和同期儿童保健门诊体检健

康的婴幼儿 280 例分别作为 AD 组和对照组。其

中，AD组男 142例，女 139例，年龄 1~24月龄，平均

年龄（12.08±9.28）个月；对照组男 140例，女 140例，

年龄 1~24月龄，平均年龄（12.35±10.18）个月。AD
组和对照组的性别和年龄之间的差异无统计学意

义（P>0.05），具有可比性。

AD组纳入标准：患儿家属或监护人同意并自

愿参加本次研究，符合《中国特应性皮炎诊疗指南

（2014版）》推荐的 AD Williams 诊断标准［3⁃4］；婴幼

儿月龄介于 1~24月之间；AD初发；不伴有其他严

重疾病（如肝、肾功能衰竭等）。对照组纳入标

准：家属或监护人同意并自愿参加本次研究；婴

幼儿月龄介于 1~24月之间，身体健康，无既往 AD
病史；无皮疹。排除标准：患儿家属或监护人不

同意参与本次研究；婴幼儿月龄小于 1 月或大于

24 月；存在 AD 既往史、皮疹；患儿研究资料不

完整。

1.2 主要试剂与仪器

血清总 IgE 试剂及配套校准品采购自瑞士

Roche公司；食物性混合过敏原 sIgE（Fx5）、吸入性

混合过敏原 sIgE（Phadiatop）和单项过敏原 sIgE试

剂及配套校准品采购自瑞典 Phadia公司。全自动

电化学发光免疫分析仪采购自瑞士 Roche公司（型

号：Cobas E411）；全自动荧光免疫分析仪采购自

瑞典 Phadia公司（型号：Phadia 250）。

1.3 方法

采集研究对象的静脉血 3 mL，室温静置（20~
25℃）30 min，3 500 r/min 离心 10 min，分离血清后

检测 TIgE、Fx5和 Phadiatop；当 AD组 Fx5或 Phad⁃
iatop 筛查结果>0.1 kUa/L 时，进行单项的食物或

吸入性过敏原 sIgE 项检测。Fx5、Phadiatop、食物

或吸入性单项过敏原 sIgE 包含项目见表 1。依据

特 应 性 皮 炎 积 分（Scoring of Atopic Dermatitis，
SCORAD）标准进行分级，其中<25 分为轻度，25~
50分为中度，>50分为重度。

名称

Fx5
Phadiatop

食物性单项过敏原 sIgE
吸入性单项过敏原 sIgE

sIgE

小麦，花生，鸡蛋白，牛奶，鱼，黄豆

屋尘螨，粉尘螨，猫皮屑，马皮屑，狗皮屑，梯牧草，分枝孢霉，疣皮桦，油橄榄，艾蒿，药用墙草

鸡蛋白、小麦、牛奶、花生、虾

粉尘螨、屋尘螨、狗毛、猫毛

表 1 Fx5、Phadiatop、食物或吸入性单项过敏原 sIgE项目表

Table 1 List of items of Fx5，Phadiatop，food or inhaled single allergen sIgE

1.5 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计量资料

采用（x ± s）描述，两组间比较采用独立样本 t 检
验，多组间比较采用单因素方差分析，相关性分

析采用 Pearson 相关性分析；P<0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组血清 TIgE、Fx5 和 Phadiatop 浓度水平

比较

按照 SCORAD 评分将 AD 组分为轻度、中度

和重度 3 组，血清 TigE、FXS 和 Phadiatop 比较结
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组别

AD组

1~6 M
7~12 M
13~18 M
19~24 M

对照组

1~6 M
7~12 M
13~18 M
19~24 M
P值

n

55
75
73
77

53
76
72
79

TIgE
（IU/mL）

92.05±33.31
120.12±45.32
193.22±61.05
326.35±75.35

5.31±2.25
8.20±3.30
12.55±5.29
33.15±9.44

<0.05

Fx5
(kUa/L)

0.83±0.32
3.13±1.41
6.61±2.31
9.90±3.02

0.04±0.014
0.05±0.012
0.06±0.011
0.05±0.016

<0.05

Phadiatop
(kUa/L)

0.42±0.22
0.70±0.32
2.26±0.77
3.85±0.95

0.03±0.011
0.06±0.013
0.06±0.012
0.08±0.017

<0.05

2.4 AD组过敏原 sIgE分布情况

当AD组 Fx5或 Phadiatop筛查结果>0.1 kUa/L
时，进行食物或吸入性过敏原单项 sIgE项检测，分

布见表 4。

3 讨论

IgE是一种分泌型免疫球蛋白，1996年日本学

者 lshizaka首次在豚草过敏患者的血清中发现，后

续的研究证实 IgE 在 AD 的发生以及皮炎的形成

中起了重要的作用［5⁃6］。IgE 与 AD 病情的相关性

仍存在一定的争论，有学者认为［7］，AD 患者血清

TIgE及 sIgE浓度水平升高程度与皮损严重程度呈

正相关，病程越长其血清浓度水平就越高，并与

SCORAD 评分呈正相关；也有学者认为 AD 患者

血清 TIgE 水平虽与病情有一定的相关性，但与病

800

600

400

200

0

TI
gE

10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

0

Fx
5

10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

0

Ph
ad

ia
to
p

R2线性（L）=0.632 R2线性（L）=0.761 R2线性（L）=0.388

y=34.7+6.27*x y=-0.4+0.1*x

y=-0.41+0.05*x

0 20 40 60 80
SCORAD

0 20 40 60 80
SCORAD

0 20 40 60 80
SCORAD

AA BB CC

果：重度>中度>轻度>观察组，差异均有统计学意

义（P<0.05）。见表 2。
2.2 血清 TIgE、Fx5 和 Phadiatop 浓度水平与 AD
病情严重程度相关性

Pearson 相关分析显示，血清 TIgE、Fx5 和

Phadiatop 浓 度 水 平 与 AD 病 情 严 重 程 度

（SCORAD 评 分）呈 显 著 正 相 关（r=0.795，P<
0.001；r=0.873，P<0.001；r=0.623，P<0.001）。见

图 1。

2.3 不同月龄分组血清 TIgE、Fx5 和 Phadiatop 水

平比较

根据月龄将 AD 组和对照组分别按照 1~6 月

龄（Months of age，M）、7~12M、13~18M、19~24M
分组，AD 组各分组血清 TIgE、Fx5 和 Phadiatop 浓

度水平随着年龄增长呈上升趋势，并显著高于对

应对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见

表 3。

组别

AD组

轻度组

中度组

重度组

对照组

F值

P值

n

95
94
92
280

TIgE
（IU/mL）

106.35±33.35a

160.23±48.22ab

325.67±65.17ab

8.12±3.02
260.180
0.000

Fx5
(kUa/L)

0.52±0.25a

3.26±1.02ab

6.12±1.71ab

0.08±0.015
159.053
0.000

Phadiatop
(kUa/L)

0.49±0.21a

2.24±0.82ab

4.81±1.62ab

0.06±0.020
53.851
0.000

表 2 按病情分组各组血清 TIgE、Fx5及 Phadiatop水平

比较［n，（x ± s）］

Table 2 Comparison of serum TIgE，Fx5 and Phadiatop
levels in groups grouped by disease［n，（x ± s）］

注：与对照组相比较，aP<0.05；与轻度组相比较，bP<0.05。

注：A. 血清 TIgE浓度水平与 SCORAD评分关系；B. Fx5浓度水平与 SCORAD评分关系；C. Phadiatop浓度水平与 SCORAD评分关系。

图 1 TIgE、Fx5和 Phadiatop浓度水平与 SCORAD评分相关性

Figure 1 Correlations between the levels of Tige，Fx5 and Phadiatop and SCORAD scores

表 3 按月龄分组各组血清 TIgE、Fx5以及 Phadiatop
水平比较［n，（x ± s）］

Table 3 Comparison of serum TIgE，Fx5 and Phadiatop
levels among groups by month age［n，（x ± s）］
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sIgE
食物组

Fx5
牛奶

鸡蛋白

小麦

花生

虾

吸入组

Phadiatop
屋尘螨

粉尘螨

猫毛

狗毛

n
281

>0.10 kUa/L

271（96.4）
121（43.1）
106（37.7）
40（14.2）
12（4.3）
32（11.4）

98（34.9）
58（20.6）
48（17.1）
9（3.2）
13（4.6）

≥0.35 kUa/L

220（78.3）
91（32.4）
85（30.2）
28（10.0）
10（3.6）
26（9.3）

66（23.5）
40（14.2）
33（11.7）
7（2.5）
9（3.2）

0.1~0.34 kUa/L

51（18.1）
30（10.7）
21（7.5）
12（4.3）
2（0.7）
6（2.1）

32（11.4）
18（6.4）
15（5.3）
2（0.7）
4（1.4）

表 4 AD组过敏原 sIgE浓度水平分布情况［n（%）］

Table 4 distribution of allergen sIge in AD group
［n（%）］

情的严重程度无关［8］；研究结论的不一致可能与研

究对象、年龄、诊断标准和检测系统性能差异有

关；此外，AD 易感基因遗传多态性也是重要的潜

在因素［9］。

本次研究显示，随着AD病情的加重，婴幼儿血

清TIgE和过敏原 sIgE浓度水平逐渐升高，并可同时

出现多项过敏原 sIgE 阳性，与部分文献报道一

致［10］，AD其确切发病机制及病因尚不明确，可能与

遗传和环境因素等相互作用有关［11］；Inside⁃out AD
发病假说认为，在特异性免疫反应或固有的相关基因

缺陷等遗传因素与过敏原进入、微生物定植等环境因

素的共同作用下，导致皮肤角质层原始结构异常和皮

肤屏障功能受损，致使致敏原易于侵入并诱导AD炎

症反应发生；传统观点认为［12］，IL⁃4可以促进Th0细

胞分化为Th2细胞并诱导 IgE型转化，继而导致B细

胞过度释放 IgE，造成血液中 IgE水平升高。

食物和吸入性的过敏原往往被认为是婴幼儿

AD 潜在的致病因素［13］，国外一项研究发现［14］，在

6月龄的婴幼儿中，有 11%的婴幼儿对七种常见食

物和吸入性过敏原中的至少一种敏感（sIgE>0.35
kUa/L）；本次研究 AD 组食物性过敏原 sIgE 阳性

率分布依次为：牛奶>鸡蛋>小麦>虾>花生，吸入性

过敏原阳性率分布依次为：屋尘螨>粉尘螨>狗毛>
猫毛，研究结果与陈薇等［15］报道相似。婴幼儿由

于其肠道屏障不成熟［16］，对致敏性抗原屏障保护

功能的不完善，容易使一些通透性高和大分子物

质经过肠黏膜组织进入患儿体内导致过敏，随着

免疫功能和消化系统逐渐发育完善，对食物性过

敏原逐渐耐受和户外活动增加，部分原来对食物

过敏的婴幼儿，继而对吸入性过敏原过敏［17］。

本次研究还显示，AD 患儿血清 TIgE、Fx5 和

Phadiatop 浓度水平与患病年龄呈正相关，可能与

婴幼儿免疫系统早期发育不成熟，过敏原诱导的

细胞因子应答能力较差有关，随着年龄增长和免

疫系统逐渐发育完善，机体致敏后产生的 IgE抗体

浓度水平随之增加［18］；目前，过敏原 slgE结果一直

按照国际 RAST 6级分级标准进行解读，即将 0.35
kUa/L 作为临界值（Cut off值），当 sIgE>0.35 kUa/L
时表示结果为阳性［19］；然而，婴幼儿由于其免疫系

统发育原因，机体致敏后其产生的 IgE抗体浓度水

平与成人或较大年龄段儿童存在一定差异性，国

外有研究［20］认为婴幼儿 sIgE>0.10 kUa 时，即表示

被致敏，本次研究AD组共有 110例过敏原 sIgE检

测结果介于 0.10~0.34 kUa/L之间，使用 0.35 kUa/L
作为 Cut off 值评估婴幼儿致敏状态时，可能会造

成误判；国外对低致敏组婴幼儿（0.1~0.34 kUa/L）
和非致敏组婴幼儿（sIgE<0.1 kUa/L）与将来发生过

敏性疾病相关性的研究结果表明［14，20］，低致敏组婴

儿未来发展为过敏性疾病的比例显著高于非致敏

组。因此，在婴幼儿期检测到的过敏原 sIgE即使水

平较低（0.1~0.34 kUa/L），仍可能免疫系统致敏的

信号，是未来发生过敏性疾病的重要预测信息，需

定期跟踪随访，必要时尽早干预；目前国内尚未见

到有关婴幼儿过敏原 sIgE Cut off值方面的研究。

综上所述，TIgE、过敏原 sIgE 与婴幼儿 AD 的

病情密切相关，虽然过敏原 sIgE 在 AD 的临床诊

疗应用中存在一定的局限性，其阳性仅为致敏的

标志，但其在婴幼儿特应性皮炎病情监测应用中

意义重大。
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血管瘤样纤维组织细胞瘤病理诊断 2例并文献复习

王芳 1★ 相龙全 1 王海庆 2 程军 3 周凤娟 1

［摘 要］ 目的 探讨血管瘤样纤维组织细胞瘤（AFH）的临床特征、病理特点、免疫组化表达以及

鉴别诊断。方法 收集血管瘤样纤维组织细胞瘤 2例，分析其临床症状，显微镜下观察其组织学形态及

免疫组化特点，并复习文献进行鉴别诊断。结果 临床特点：2例均为男性患者，年龄分别为 14岁、7岁，

表现为真皮深层或皮下缓慢生长的无痛性肿块，两者均行麻醉下单纯切除肿物，术后未行其它方式辅助

治疗，分别随访 37 个月和 33 个月，无复发、转移。病理检查：2 例均为单发肿瘤，切面灰白、灰红，囊实

性，质硬，与周围组织界尚清；其中 1例左侧腹股沟淋巴结肿大，大小约 2.8 cm×2.2 cm×1cm，切面灰红，质

细腻。镜下特点：肿瘤瘤细胞呈组织细胞样特点，由较厚的假包膜，周围见大量的淋巴细胞，浆细胞浸

润。免疫组化：肿瘤细胞 Vimentin（+）、Desmin部分（+）、CD68部分（+）、EMA（+）、CD99（+）、SMA部分

（+）、MyoD1（-）、CD34（-）、CD31（-）、S⁃100（-）、CyclinD1（+），Ki⁃67阳性率 5%~8%。结论 血管瘤样纤

维组织细胞瘤属于罕见的交界性病变，其病理诊断主要依靠组织形态及免疫组织化学标记明确诊断。

表现为真皮深层或皮下缓慢生长的无痛性肿块，局部适当进行扩大切除；术后随访是主要处理原则。

［关键词］ 血管瘤样纤维组织细胞瘤；病理诊断；免疫组织化学

The histological features of Angiomatoid fibrous histiocytoma in 2 cases and lit⁃
erature review
WANG Fang1★, XIANG Longquan1, WANG Haiqing2, CHENG Jun3, ZHOU Fengjuan1

（1. Department of Pathology，Jining NO.1 People􀆳s Hospital，Jining，Shandong，China，272111；2. Department
of Vascular Surgery，Jining NO.1 People􀆳s Hospital，Jining，Shandong，China，272111；3. Department of ra⁃
diology，Binzhou People􀆳s Hospital，Binzhou，Shandong，China，256610）

［ABSTRACT］ Objective To study the clinical feature，pathological characteristics，immunopheno⁃
type and the differential diagnosis of angiomatoid fibrous histiocytoma（AFH）. Methods The clinical feature
of two cases of angiomatoid fibrous histiocytoma were analyzed. The pathological characteristics，immunohis⁃
tochemical study was carried out and the literatures were reviewed. Results Both of the two cases were
male，age of 14 years old and 7 years old，respectively. Both of the painless solitary masses and left inguinal
lymph nodes were resected completely under anesthesia with no other adjuvant treatment after operation. Dur⁃
ing a period of follow 37 months and 33 month the patients had no recurrence or distant metastasis. Gross ex⁃
amination showed that they were well circumscribed and had a grey cut surface，with focal cystic and solid
change. The size of left inguinal lymph nodes were 2.8×2.2×1 cm，with grayish red colour and exquisite cut
surface. Histologically，the tumor was composed of histiocytoid cells which was with a fibrous pseudocapsule
surrounded by lymphncytes and plasma cells. Immunohistochemical study showed that Vimentin（+），EMA
（+），CD99（+），CyclinD1（+）；part of Desmin，CD68，SMA were positive. MyoD1，CD34，CD31，S⁃100
were negative，the positive of Ki⁃67 was 5%-8%. Conclusions AFH is a rare borderline tumor，and the de⁃
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finitive diagnosis requires thorough histomorphology and immunohistochemical study. The patients primarily
presented with a painless mass that grows deep in the dermis or subcutaneously；and the principle of treatment
is enlarged surgical resection of local lesions and postoperative follow⁃up.

［KEY WORDS］ Angiomatoid fibrous histiocytoma；Histological features；Immunohistochemistry

血管瘤样纤维组织细胞瘤（angiomatoid fi⁃
brous histiocytoma，AFH）主要发生在儿童及青年

人，是一种中间型肿瘤，罕见，常见于四肢真皮深

层或皮下，临床主要表现为无痛缓慢生长的肿块，

偶然发现，无不适症状。镜下特征：低倍镜下肿瘤

境界清楚，有较厚的纤维性假包膜，包膜处有较多

淋巴细胞、浆细胞浸润，形成“外周袖套”结构，部

分区域淋巴组织增生形成淋巴滤泡。瘤组织呈实

性片状或结节状分布，部分区域席纹状排列，间质

内可见散在分布的淋巴细胞、浆细胞，可见薄壁血

管和不规则的假性血腔，高倍镜下瘤细胞大多形

态温和，呈多边形、卵圆形或梭形，肿瘤细胞胞质

淡染、嗜酸性，和圆形、卵圆形、核膜清晰，染色质

稀疏，部分肿瘤细胞可见核仁，多位于中央［1］。

1 材料和方法

2例血管瘤样纤维组织细胞瘤，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 Vimentin、Desmin、CD68、EMA、CD99、
MyoD1、CD34、CD31、SMA、S ⁃ 100、CyclinD1、
CD20、CD3、CD10、Bcl⁃2和Ki⁃67均为迈新公司产

品。随访 2例患者分别 37个月、33个月，患者身体

均状况良好，无复发、转移。

2 结果

2.1 临床资料

2 例男性患者，术中见 2 例位于皮下，肿物较

硬，边界尚清，活动差，肿物内可见有暗黑色陈旧

性积血；其中 1例左腹股沟见肿大淋巴结，边界尚

清，活动尚可，大小约（3×2×2）cm。（见表 1）
2.2 病理检查

大体检查：单发肿块，肿瘤大小分别约为（3.5×

序号

1

2

性别

男

男

年龄

14岁

7岁

病史

左背部肿物、左腹股沟及
左颈部淋巴结肿大 4个月

右腹股沟区肿物肿大 3
个月

部位

左背部
皮下

右腹股
沟皮下

大小（cm）

3.5×2.8×2.2

2.6×1.8×0.8

生长方式

边 界 尚 清 ，
位于真皮下

边 界 尚 清 ，
位于皮下

随访

37个月

33个月

伴随症状

伴左腹股沟及左
颈部淋巴结肿大

无

表 1 2例血管瘤样纤维组织细胞瘤临床资料

Table 1 Clinical datas of AFH in 2 cases

2.8×2.2）cm，（2.6×1.8×0.8）cm，切面灰白、灰红，囊

实性，质硬，与周围组织界清。

镜下特点：低倍镜下，肿瘤周围有较厚的纤维

性的假包膜包被，被膜内外有较多的淋巴细胞及

浆细胞浸润，瘤细胞呈不规则巢状、片状及结节状

生长，镜下有血管腔样结构；高倍镜下瘤细胞呈多

边形的组织细胞样细胞组成，部分呈梭形或肌样

细胞分布，细胞质丰富，核圆形、卵圆形或不规则

形，染色质较细腻，核仁不明显，偶见核分裂。背

景中有含铁血黄素沉积，未见坏死（图 1）。

2.3 免疫组化

2 例肿瘤瘤细胞 Vimentin（+）、Desmin 部分

（+）、CD68部分（+）、EMA（+）、CD99（+）、SMA 部

分（+）、MyoD1（-）、CD34（-）、CD31（-）、S⁃100
（-），Ki⁃67阳性率 5%~8%，其中 1例CyclinD1（+）；

另一例腹股沟区淋巴结 CD20 滤泡区（+）、CD3 滤

泡间区（+）、CD10 生发中心（+）、Bcl⁃2（-）、Ki⁃67
生发中心阳性率约 80%，滤泡间区阳性率约

15%。（见表 2）
2.4 随访

术后分别随访 37 个月和 33 个月，患者身体

状况良好，无复发、转移。其中 1例对患者进行了

37 个月随访，左背部无复发、转移，左侧腹股沟区

未见淋巴结肿大，左颈部淋巴结比手术前减小。
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AA BB CC DD

注：A. AFH 大体观；B. AFH 肿瘤周围有较厚的纤维性的假包膜包被 HE，×200；C. AFH 肿瘤细胞呈多边形的组织细胞样细胞组成

偶见核分裂↘ HE，×400；D. Vimentin 弥漫阳性 IHC，×200。

图 1 AFH大体观、组织学及免疫组化表达

Figure 1 The general view，histological and immunohistochemical expression of AFH

序号

1

2

性别

男

男

年龄

14岁

7岁

部位

左背部

皮下

右腹股沟

皮下

免疫组化结果阳性

Vimentin、Desmin 部分、CD68 部分、EMA、CD99、
SMA部分、CyclinD1、Ki⁃67阳性率 5%~8%

Vimentin、Desmin 部分、CD68 部分、EMA、CD99、
SMA 部分、Ki⁃67 阳性率 5%⁃8%；腹股沟区淋巴结

CD20滤泡、CD3滤泡间、CD10生发中心

免疫组化结果阴性

MyoD1、CD34、CD31、
S⁃100

MyoD1、CD34、CD31、
S⁃100、Bcl⁃2

表 2 2例血管瘤样纤维组织细胞瘤免疫组化结果

Table 2 The immunohistochemical results of AFH in 2 cases

3 讨论

3.1 文献复习

AFH 是一种好发于儿童和青少年的肿瘤，40
岁以后极少发生，罕见，主要好发于四肢，位于真

皮深层或皮下缓慢性生长的结节。由呈片状分布

的组织细胞样细胞和囊状扩张的假性血管腔组

成，肿瘤周边常有慢性淋巴细胞，浆细胞浸润，外

被致密的纤维性假包膜［2］。AFH 最初由 Enzinger
于 1979 首先提出，起初被命名为血管瘤样恶性纤

维组织细胞瘤，并作为 MFH 的一种亚型，但随后

报道显示，AFH 在生物学行为属于低度恶性或交

界性病变，1994年版WHO软组织分类［3］将其归入

中间型纤维组织细胞瘤中。后因肿瘤细胞分化方

向不明确，2002版WHO肿瘤病理学及遗传学分类

软组织肿瘤［4］将其划入分化未定的肿瘤之中［5］。

有些患者可伴有全身症状，如贫血、发热、体重减

轻等症状，这是由于肿瘤产生的细胞因子导致，切

除肿瘤后，患者症状完全消失［6］。本文中，2 例患

者均与文献中好发年龄一致，其中 7岁患者左颈部

及左腹股沟淋巴结同时肿大，与左背部肿瘤同时

出现，腹股沟淋巴结呈反应性增生伴滤泡间区较

多浆细胞浸润，提示机体处于免疫应答活跃期，肿

瘤切除后，肿大淋巴结减小，证明本例患者肿大淋

巴结与肿瘤产生的细胞因子相关。

AFH 大体形态，肿瘤直径约 0.7~12 cm，大小

不等，平均 2cm，切面灰白、灰红，囊实性，与周围

组织界清。组织学特点：低倍镜下，肿瘤周围有较

厚的纤维性的假包膜包被，被膜内外有较多的淋

巴细胞及浆细胞浸润，偶尔见淋巴滤泡或生发中

心形成，炎症细胞常形成套样结构。瘤细胞呈不

规则巢状、片状及结节状生长，镜下有无内皮细胞

衬覆的假血管腔样结构构成［7］。高倍镜下，瘤细胞

呈多边形、梭形、卵圆形和圆形组织样细胞，部分

呈梭形细胞或肌样细胞，细胞质丰富、细腻，呈淡

嗜伊红染色，核仁不明显，可见核分裂（1~4/
10HPF），背景中有含铁血黄素沉积，未见坏死。少

数病例可出现瘤细胞异型性或黏液样变性［8］。关

于 AFH 的组织学起源仍然不能明确，有不同的观

点认为，肿瘤起源于血管内皮、组织细胞及淋巴结

内肌样细胞等，主要根据电镜内 Weibal⁃Palade 小

体和免疫组织化学表达肌源性或组织细胞标记推

测，目前瘤细胞的分化方向尚未明确［8⁃9］。免疫组

化瘤细胞表达 Vimentin，50%~67%表达 Desmin，
50%表达 CD99，40%表达 EMA，15%~50%表达

CD68，不表达 CD34、CD31、S⁃100和HMB45，不表
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达横纹肌源性免疫标记如 MyoD1、Myogenin［10］。

本文中 2例肿瘤瘤细胞Vimentin（+）、Desmin部分

（+）、CD68部分（+）、EMA（+）、CD99（+）、SMA 部

分（+）、MyoD1（-）、CD34（-）、CD31（-）、S⁃100
（-），Ki⁃67 阳性率 5%⁃8%。本病的组织来源未确

定，但是免疫组化 Vimentin、Desmin、CD68 阳性，

提示肿瘤细胞可能来源于纤维母细胞或组织细

胞［11］。

由于AFH罕见，相关病例报道较少，根据相关

文献报道 AFH 属于生长缓慢、可复发、偶有转移，

预后较好的交界性肿瘤。由于AFH属于交界性肿

瘤，宜采取局部扩大切除的治疗手段并定期随

访［12］。本文 2 例病例随访 37 个月和 33 个月均无

复发及转移。

3.2 鉴别诊断

AFH 应与以下肿瘤进行鉴别诊断：①动脉瘤

性纤维组织细胞瘤；②血管瘤；③恶性纤维组织细

胞瘤；④淋巴结内栅栏状肌纤维母细胞瘤；④富于

细胞性神经鞘瘤。

动脉瘤性纤维组织细胞瘤常发生在四肢及真

皮，瘤体小，生长缓慢，可出现灶性出血及增生的毛

细血管，可见海绵状、出血性裂隙，由于肿瘤自发性

的出血引起肿瘤迅速增大而得名，与 AFH 易于混

淆。但其缺少 AFH 纤维性假包膜及淋巴细胞、浆

细胞套，并且该肿瘤不表达Desmin、EMA等［13］。

AFH 常形成假性血管腔，与血管瘤组织学形

态存在相似性，但是免疫组化能够帮助诊断，AFH
囊壁为无血管内皮衬覆的假性血管腔，CD31、
CD34不表达，而血管瘤两者呈阳性表达［14］。

恶性纤维组织细胞瘤（malignant fibrous histio⁃
cytoma，MFH）是一组以席纹状排列为特征并含有

多形性细胞和多核巨细胞的软组织肿瘤【5】，MFH
与 AFH 相似，但是 MFH 瘤细胞异型性明显，细胞

呈多形性，核分裂易见。肿瘤内可见杜顿细胞、黄

色瘤细胞，肿瘤呈席纹状排列，易见出血、坏死，缺

少 AFH 结节状结构、假血管腔以及纤维性假包膜

的淋巴细胞、浆细胞套［15］。

淋巴结内栅栏状肌纤维母细胞瘤（intrandal
palisaded myofibroblastoma，IPM）是一种好发于成

人腹股沟淋巴结内，由束状、栅栏状排列的梭形细

胞伴石棉样纤维以及间质出血和红细胞外渗为特

征的罕见良性间叶性肿瘤。梭形细胞表达Vimen⁃
tin和 actins，不表达Desmin和 S⁃100，可过表达 Cy⁃

clinD1。而 AFH 好发于儿童和青少年，组织学缺

乏典型的石棉样纤维结节，免疫组化能将两者区

分开［16］。

富于细胞性神经鞘瘤（cellular schwannoma）主

要好发于躯干、四肢和头颈部，但也可发生于淋巴

结内［17］。主要由交织条束状排列的梭形细胞组

成，缺乏典型的神经鞘瘤中束状区（Antoni A 区）

和网状区（Antoni B 区），肿瘤具有完整包膜，包膜

外或包膜下可见淋巴细胞聚集，形成袖套样结构，

梭形肿瘤细胞间可见到泡沫样细胞聚集以及伴有

玻璃样变性的厚壁血管，在瘤内血管周围可见

少量淋巴细胞浸润，形成淋巴血管套。免疫组化

S⁃100弥漫强阳性，GFAP、Leu⁃7和 PGP9.5，对诊断

具有帮助［5］。
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Taq DNA聚合酶5′~3′外切活性对荧光定量PCR的影响

蒋析文★ 刘霭珊 陈巍

［摘 要］ 目的 为探讨 Taq DNA聚合酶（后简称 Taq酶）中 5′~3′外切酶活性在 Taqman探针法荧

光定量 PCR 中的作用及影响，指导热启动 Taq 酶性能改造，本文研究了不同热启动 Taq 聚合酶的 5′~3′
DNA外切酶活性差异，以及该活性的高低对 Taqman探针法荧光定量 PCR的影响。 方法 使用荧光探

针为底物，分别测定不同热启动 Taq酶的聚合酶活性及外切酶活性，对比在相同聚合酶活性下外切酶活

性的差异，以及在荧光定量 PCR 扩增反应中的差异。 结果 在聚合酶活性相等的条件下，不同的热启

动 Taq聚合酶具有不同的 5′~3′ DNA外切酶活性，经化学修饰的 Taq酶的 5′~3′ DNA外切酶活性分别下

降 2.7倍和 4.55倍，经抗体修饰的 Taq酶 5′~3′ DNA外切酶活性没有变化。在乙型肝炎病毒（HBV）DNA
荧光定量 PCR检测体系中，加入同等聚合酶活性单位的不同修饰方法制备热启动 Taq酶，外切酶活性高

的酶比活性低的酶 ct值更低。结论 在 Taqman探针法荧光定量 PCR反应中，Taq酶对探针的外切降解

过程是反应的限速步骤，提高 Taq酶 5′~3′ DNA外切酶活性有利于提高反应效率。

［关键词］ 定量 PCR；Taq DNA聚合酶；DNA外切酶

Effects of Taq DNA Polymerase 5′~ 3′ Exoactivity on Real⁃Time quantitative
PCR
JIANG Xiwen★，LIU Aishan，CHEN Wei
（Research Center of Medical and Pharmaceutical Bioengineering，Minstry of Health，National and Regional
Joint Engineering Laboratory for Clinical Medical Molecular Diagnostics，Guangdong Province Nucleic Acid
Molecular Diagnostics Engineering Technology Research Center，Guangdong Provincial Clinical Medical Mo⁃
lecular Diagnostics Engineering Technology Center，DAAN Gene Co.，Ltd. Of Sun Yat ⁃ sen University，
Guangzhou，Guangdong，China，510665）

［ABSTRACT］ Objective In order to explore the role and influence of 5′~3′ exonuclease activity in
Taq polymerase in Taqman probe fluorescence quantitative PCR，and to guide the performance of hot⁃start Taq
enzymes. To investigate the differences in 5′ ~ 3′ DNA exonuclease activity for different hot⁃start Taq polymer⁃
ases and the effect of the activity on the Taqman probe quantitative PCR. Methods Fluorescent probes were
used as substrates to determine the polymerase activity and exonuclease activity of different hot⁃start Taq en⁃
zymes，and to compare the difference in exonuclease activity and Q⁃PCR amplification efficiency under the
same polymerase activity condition. Results Under the same conditions of polymerase activity，different hot⁃
start Taq polymerases have different 5′~3′ exonuclease activities. The 5′~3′ DNA exonuclease activity of the
chemically modified Taq enzyme decreased by 2.7 times and 4.55 times，respectively. The antibody⁃modified
Taq enzyme 5′~ 3′ DNA exonase activity did not change. In the Hepatitis B virus（HBV）DNA fluorescent
quantitative PCR detection system，different modification methods with equivalent polymerase active units
were added to prepare hot ⁃ start Taq enzymes. Enzymes with high exonuclease activity have lower ct values

·· 170



分子诊断与治疗杂志 2020年 2月 第 12卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, February 2020, Vol. 12 No. 2

Taqman 法荧光定量 PCR 是利用 Taq DNA 聚

合酶（后简称 Taq 酶）的 5′~3′DNA 外切活性，在

PCR 过程中切割与模板链结合的荧光探针，释放

出荧光基团而产生信号［1］。在反应过程中，Taq
DNA 聚合酶的聚合酶活性区与 5′~3′DNA 外切活

性区均参与反应［2⁃4］。目前 Taq酶标定的浓度为聚

合酶活性单位浓度［5⁃6］，缺乏对 5′~3′DNA外切活性

的定量。由于 Taqman 探针法荧光定量 PCR 信号

的产生与 Taq 酶的 5′~3′DNA外切活性直接相关，

因此本文研究了不同热启动 Taq 聚合酶的 5′~3′
DNA外切酶活性差异，以及该活性对 Taqman探针

法荧光定量 PCR 的影响，以期进一步了解 Taq 酶

两种不同活性区在反应中所起的作用，并指导

Taqman法荧光定量 PCR反应的优化。

1 方法

1.1 材料

Taq 酶、Hotstar Taq 酶、HotStar⁃II Taq 酶均为

达安基因制备的原料产品，浓度均为 10 U/μL。5′
~3′ DNA外切酶活性检测底物为：Sub1：ATGCTG⁃
GTTAAGCTGCCGTAGTCATGCAGTACGTCCGT
ACGTCA，Probe1：FAM ⁃CAGCTTAACCAGCAT ⁃
BQH1。外切活性反应 buffer（10X）：500 mM Tris、
500 mM KCl、20 mM MgCl2、2.5 mM dNTP、
pH8.8。乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）
DNA荧光定量 PCR检测试剂盒为达安基因产品。

1.2 方法

1.2.1 5′~3′ DNA外切酶活性的测定

酶样品用保存液进行梯度稀释：5、4、3、2、1、0
U/μL，反应体系见表 1。

反应体系放置于Q5荧光定量 PCR仪中，设置

荧光检测通道为 FAM，设置反应程序：95℃10
min，（95℃ 10 s，55℃ 30 s 并读取荧光）X 40 个循

环。反应后将原始荧光数据导出，以荧光强度

（relative fluorescence units，RFU）为纵坐标，反应时

间（min）为横坐标作图，得到在各浓度下的外切酶

反应动力学曲线。计算反应前期的 RFU值线性增

长部分（线性R2>0.9）的斜率，即为各聚合酶浓度梯

度下外切酶活性测试的反应速率（RFU/min）。

1.2.2 不同酶的 5′~3′ DNA外切酶活性的对比

根据 1.2 测定的同一个聚合酶在不同聚合酶

活性浓度下的外切酶活性反应速率，以反应速率

为纵坐标，聚合酶活性浓度（U/μL）为横坐标作图，

得线性关系方程，方程的斜率即为在单位聚合酶

活性浓度下所具有的外切酶活性。对比不同酶所

作线性关系方程的斜率，即可计算其外切酶活性

的差异倍数。

1.2.3 不同酶在HBV病毒DNA荧光定量 PCR反

应体系中的性能测试

取达安 HBV 病毒 DNA 荧光定量 PCR 检测试

剂盒，按照使用说明书的方法进行阳性参照品的

提取制备。将酶样品稀释至 1 U/μL，然后按使用说

明每反应加入 27 μL 反应液 A 及 3 μL 的 1 U/μL
酶样品，混合均匀后加入 20 μL阳性参照样品提取

物。按 95℃ 10 min，（95℃ 10 s，55℃ 30 s并读取荧

光）×40个循环，进行 PCR反应。

2 结果

2.1 5′~3′ DNA外切酶活性的测定

5′~3′ DNA 外切酶活性的测定原理如图 1。
Taq聚合酶的 5′~3′ DNA外切酶活性不依赖于上游

的模板及引物，对交叉DNA或双链DNA的 5′游离

末端具有特异性因此设计与单链DNA（Sub1）互补

的探针（Probe1），探针 5′端标记 FAM荧光，3′端标

记 BQH1淬灭基团，当 Taq聚合酶 5′~3′ DNA外切

活性降解 Probe1时，FAM荧光基团从探针脱离，发

出荧光信号，通过实时荧光定量 PCR仪可检测出反

应曲线（图 2）。从图 2可见，随着聚合酶浓度的下

表 1 5′~3′ DNA外切酶活性测定反应体系

Table 1 The Reaction of 5′~3′ exonuclease activity assay

组分

酶稀释样品

反应 buffer（10 X）
Sub1（10 pmol/μL）
Probe1（10 pmol/μL）

灭菌水

用量（μL）
1.00
2.50
0.25
0.50

补至 25

than enzymes with lower activity. Conclusion The exo⁃degradation of the probe is the rate⁃limiting step of
the Taqman Q⁃PCR reaction，and increasing the 5′~3′ exonuclease activity of the Taq enzyme can improve the
reaction efficiency.

［KEY WORDS］ quantitative PCR；Taq DNA polymerase；exonuclease
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图 4 Hotstar Taq、Hotstar⁃II Taq、Taq酶在相同聚合酶活性

浓度下的 5′~3′外切活性的对比

Figure 4 comparison of 5~3′ exonuclease activity of Hotstar
Taq、Hotstar⁃II Taq、Taq with the same polymerase activity

降，反应曲线的斜率随之下降，反应曲线前期荧光

线性增长区的斜率即为各浓度梯度下反应速率。

从图 3可见，反应的初始速率与加入的聚合酶浓度

成线性关系（r2=0.982），此直线的斜率可衡量单位

浓度的Taq酶所具有的 5′~3′ DNA外切活性高低。

2.1 不同热启动 Taq酶的 5′~3′ DNA外切活性的

对比

两种热启动酶 Hotstar Taq 和 Hotstar⁃II Taq 来

源于 Taq酶，经不同化学修饰方法制备而成。测定

3种酶在相同浓度下的 5′~3′ DNA外切活性，结果

见图 4。

从图 4可见，未经化学修饰的 Taq酶同等聚合

酶活性浓度下具有最高 5′~3′外切活性，而经过化

学修饰的制备而成的 Hotstar Taq 及 Hotstar⁃II Taq
的 5′~3′外切活性均有所下降，其中Hoststar Taq 5′
~3′外切活性最低。

2.3 热启动酶 5′~3′ DNA 外切活性对 Taqman 探

针法荧光定量 PCR的影响

使用不同浓度的 Hotstar Taq、Hotstar⁃II Taq 及

Taq 酶，对 4 个梯度的 HBV 阳性参照物（2e6~2e3）
进行荧光定量 PCR扩增。结果见图 5。

从图 5 可见，当每反应中加入 3 U HotStar
Taq、HotStar⁃II Taq、Taq 酶时，各阳性参照物梯度

扩增的情况基本一致，荧光曲线重合；每反应中加

入 0.38 U、0.19 U 酶时，Taq 酶对各阳性参照物梯

度扩增每循环产生的荧光强于HotStar⁃II Taq，Hot⁃
Star⁃II Taq 强于 HotStar Taq。证明酶对探针的外

切反应为 PCR反应的限速步骤。

根据图 4 中测定的各不同 Taq 酶单位浓度下

的 5′~3′ DNA 外切活性（标准曲线方程的斜率），

Taq酶的外切活性为HotStar⁃II Taq的 2.70倍，Hot⁃
Star Taq的 4.55倍，调整 PCR反应中酶的用量至反

应中加入的 5′~3′外切酶活性单位一致（Taq：0.38
U/反应，HotSatr Taq：1.73 U/反应，HotStar ⁃ II Taq
1.03 U/反应），测试对 HBV 阳性参照物样品的扩

增效率，结果见图 6。从图 6 可见，即使各酶加

入量不同，但扩增曲线基本一致，证明当反应中

5′~3′外切酶活性一致时，增加聚合酶活性并没

能进一步提高 PCR 的扩增效率，因此进一步证

明了酶对探针的外切反应为 PCR 反应的限速

步骤。
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图 1 5′~3′ DNA外切酶活性测定原理

Figure 1 Schematic of 5′~3′ exonuclease activity assay

图 2 不同浓度的 Taq酶与底物反应后的荧光曲线

Figure 2 Fluorescence curve of substrate reaction with
gradient of Taq

图 3 Taq酶浓度与其 5′~3′ DNA外切活性的线性关系

Figure 3 Linear relationship between the concentration of
Taq and its 5′~3′ exonuclease
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3 讨论

Taqman 探针法实时荧光定量 PCR 是当今分

子诊断的主流技术，以其快速、高通量［7］、多通

道［8］、高灵敏度［1，9］、高特异性［2］等特点，被广泛应

用于病原微生物的定性及定量检测［10⁃12］、单核苷酸

多 态（Single nucleotide polymorphism，SNP）检

测［13 ⁃ 14］、短串联重复序列（Short Tandem Repeat，
STR）分型检测［15］、基因表达水平差异检测［16］、等

位基因表达差异检测（Allelic Expression Imbal⁃
ance，AEI）［17］、融合基因检测［4］等方面，在科研、临

床诊断、疾病防控、兽医、法医、检验检疫等领域有

着广阔的应用前景。其检测原理是：具有 5′~3′
DNA 外切活性的 DNA 聚合酶在 PCR 延伸过程中

遇到结合在模板链上的荧光标记探针时，利用其

5′~3′ DNA外切活性将探针降解，释放荧光信号并

由实时定量 PCR 仪检测［5］。根据此原理，Taqman

探针法荧光定量 PCR检测的信号与 PCR产物的扩

增及探针的切割直接相关。在 Taq DNA 聚合酶

上，聚合酶活性区与 5′~3′ DNA外切活性区位于不

同的结构域［15］，聚合活性区与外切活性区共同作

用，驱动新生 DNA链合成的同时切割荧光探针释

放信号。在聚合与外切两种不同的反应中，反应

效率低的一方直接决定 DNA 扩增的效率以及荧

光信号释放的效率。根据报道，Taq酶并非完全降

解探针，其降解的区域从探针的 5′端起约 5~12
bp，未完全降解的探针有可能参与后续的 PCR 循

环，从而抑制荧光信号的释放，而探针的降解与

Taq酶的外切活性的强弱密切相关［3，18］。从本研究

所得结果可见，当反应中酶过量时（3 U/反应），聚

合酶活性及外切酶活性同时满足反应的需求，不

同酶之间扩增效率没有明显差异。但在酶量不足

的情况下（0.38、0.19 U/反应），反应中加入相同聚

合酶活性的 Taq酶，具有更高外切酶活性的酶其扩

3U

0.38U

0.19U

2e6 2e5 2e4 2e3

注：HotStar Taq（绿色）、HotStar⁃II Taq（蓝色）、Taq酶（红色）

图 5 3种聚合酶活性不同活性梯度下对HBV阳性参照物的测试结果

Figure 5 Amplification of HBV positive sample by three polymerases with equal activity unit

图 6 3种聚合酶扩增不同梯度HBV阳性参照物的测试结果

Figure 6 Amplification of gradient HBV positive sample by three polymerases with different activity unit

0.38 U/反应 Taq酶 1 U/反应HotStar⁃ⅡTaq 1.73 U/反应HotStar⁃ⅡTaq
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增效率更高；而加入相同外切酶活性的 Taq酶，即

使聚合酶活性不同，但扩增效率基本一致。以上

结果证明外切反应为限速步骤，其速率决定 DNA
扩增的效率。

提高 Taq酶的DNA聚合活性及持续延伸能力

是改进 PCR效率的一贯策略，但由于 Taqman探针

法荧光定量 PCR 的信号产生依赖于探针的降解，

而本研究揭示了 Taq 酶 5′~3′ DNA 外切活性与

PCR 荧光信号的关系，为 Taq 酶的性能改造指出

了新的方向。为提高 PCR 特异性，均需要对 Taq
酶的活性位点进行封闭修饰从而达到热启动的目

的。化学修饰由于成本较低，能在较高温度下保持

封闭，是对 Taq酶进行热启动修饰的较常用方法。

但化学修饰不可避免地对 Taq 酶的结构和活性有

影响，在修饰过程中会出现蛋白变性、沉淀和失活，

被修饰基团在酶上各结构域分布的情况也可能影

响各结构域在修饰后性能改变的程度［19］。本研究

中两种不同化学修饰制备的 Taq 酶表现出不同的

外切酶活性和 PCR 扩增性能也证明了这一弊端。

抗体修饰 Taq酶或配体修饰 Taq酶由于通过与 Taq
酶结合而屏蔽活性位点达到热启动的目的［20⁃21］，因

此能保留 Taq酶完整的活性。在耐热DNA聚合酶

的突变改造中，突变筛选方法通常专注于提高聚合

酶性能而忽视对外切酶性能的考察［6，22⁃23］，而抑制或

删除 5′~3′外切活性结构域已被证明是提高聚合酶

性能的有效途径［25］，因此筛选出的突变体很可能因

外切酶活性低而不适用于 Taqman 探针法定量

PCR。为解决这一问题，有必要在筛选前确认突变

体具有完整的外切活性功能。
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miR⁃374a⁃3p靶向 Syk对 ox⁃LDL诱导内皮细胞损伤
及炎症反应的影响

冯自波★ 祝友鹏 张静

［摘 要］ 目的 探讨 miR⁃374a⁃3p 对氧化低密度脂蛋白（ox⁃LDL）诱导的人脐静脉内皮细胞

（HUVEC）损伤及炎症反应的影响及作用机制。方法 实验分为 ox⁃LDL组、对照（Con）组、miR⁃NC组、

miR⁃374a⁃3p 组、anti⁃miR⁃NC 组、anti⁃miR⁃374a⁃3p 组、ox⁃LDL+miR⁃NC 组、ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p 组、

ox⁃LDL+si⁃NC 组、ox⁃LDL+si⁃Syk 组、ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+pcDNA3.1 组、ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+
pcDNA3.1⁃Syk 组。实时荧光定量 PCR（RT⁃qPCR）检测 miR⁃374a⁃3p 表达水平；蛋白质印迹（Western
Blot）检测脾酪氨酸激酶（Syk）、Bcl⁃2 相关 X 蛋白（Bax）、B 细胞淋巴瘤/白血病⁃2（Bcl⁃2）蛋白表达水平；

四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）检测细胞活性；流式细胞术检测细胞凋亡；酶联免疫吸附试验（ELISA）检测

肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、白细胞介素⁃6（IL⁃6）含量水平；荧光素酶报告实验检测miR⁃374a⁃3p和 Syk的靶

向关系。 结果 ox⁃LDL作用的HUVEC中miR⁃374a⁃3p低表达，Syk高表达；细胞活性显著降低，细胞凋亡

率显著升高，TNF⁃α、IL⁃6含量显著升高（P<0.05）。过表达miR⁃374a⁃3p和抑制 Syk表达抑制 ox⁃LDL作用

的HUVEC凋亡和炎症因子 TNF⁃α、IL⁃6 的释放。miR⁃374a⁃3p 靶向调控 Syk，过表达 Syk 逆转了 miR⁃
374a⁃3p 对 ox⁃LDL作用的HUVEC损伤及炎症因子释放的抑制作用。结论 过表达miR⁃374a⁃3p可抑制

HUVEC凋亡和炎症因子的释放，保护 ox⁃LDL引起的HUVEC损伤及炎症反应，其机制可能与 Syk有关。

［关键词］ miR⁃374a⁃3p；Syk；氧化低密度脂蛋白；人脐静脉内皮细胞；凋亡；炎症反应

Effect of miR⁃374a⁃3p targeting Syk on ox⁃LDL⁃induced endothelial cell injury
and inflammatory response
FENG Zibo★，ZHU Youpeng，ZHANG Jing
（Department of wound repair vascular surgery，Liyuan hospital affiliated to Tongji medical college，Huazhong
university of science and technology，Wuhan，Hubei，China，430077）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect and mechanism of miR⁃ 374a ⁃3p on oxidized low
density lipoprotein（ox⁃LDL）⁃induced injury and inflammatory response in human umbilical vein endothelial
cells（HUVEC）. Method The experiment was divided into ox⁃LDL group，control（Con）group，miR⁃NC
group，miR⁃374a⁃3p group，anti⁃miR⁃NC group，anti⁃miR⁃374a⁃3p group，ox⁃LDL+miR⁃NC group，ox⁃
LDL+miR⁃374a⁃3p group，ox⁃LDL+si⁃NC group，ox⁃LDL+si⁃Syk group，ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+pcDNA3.1
group，ox⁃LDL+miR ⁃374a⁃3p+pcDNA3.1⁃Syk group. Real⁃time quantitative PCR（RT⁃qPCR）was used to
detect the expression of miR⁃374a⁃3p. Western blot analysis was used to detect spleen tyrosine kinase（Syk），

Bcl ⁃ 2 related X protein（Bax），B cell lymphoma/leukemia ⁃ 2（Bcl ⁃ 2）protein. Tetramethylazozolium salt
colorimetric assay（MTT）was used to detect cell viability. Flow cytometry was used to detect apoptosis.
Enzyme ⁃ linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect tumor necrosis factor ⁃ α（TNF ⁃ α）and
interleukin⁃6（IL⁃6）levels. Luciferase reporter assay was used to detect the targeting relationship between miR⁃
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374a⁃3p and Syk. Results In HUVECs treated with ox⁃LDL，miR⁃374a⁃3p was down⁃regulated and Syk
was highly expressed. Cell activity was significantly decreased，and apoptosis rate was significantly increased，
TNF⁃α and IL⁃6 levels were significantly increased（P<0.05）. Overexpression of miR⁃374a⁃3p and inhibition
of Syk expression inhibits ox⁃LDL⁃induced apoptosis and inflammatory factors TNF⁃ α，IL⁃6 release.
miR⁃374a⁃3p targets Syk，and overexpression of Syk reverses the inhibitory effect of miR⁃374a⁃3p on HUVEC
injury and inflammatory factor release induced by ox⁃LDL. Conclusions Overexpression of miR⁃374a⁃3p
can inhibit HUVEC apoptosis and release of inflammatory factors，protect HUVEC damage and inflammatory
response caused by ox⁃LDL，and its mechanism may be related to Syk.

［KEY WORDS］ miR ⁃ 374a ⁃ 3p；Syk；oxidized low density lipoprotein；human umbilical vein
endothelial cells；apoptosis；inflammatory response

血管内皮细胞是血管壁的屏障，血管内皮细

胞损伤与心血管疾病的发生密切相关［1］。研究发

现miRNA参与调控血管内皮细胞功能［2］。氧化低

密度脂蛋白（oxidized low density lipoprotein，ox ⁃
LDL）处理人脐静脉内皮细胞（human umbilical
vein endothelial cells，HUVECs）中miR⁃374a下调表

达［3］。miR⁃374a 可通过抑制氧化应激和抑制细胞

凋亡来保护 PC12 细胞免受缺氧性损伤［4］。miR⁃
374a可保护小鼠免于心肌缺血/再灌注损伤［5］。脾

酪氨酸激酶（spleen tyrosine kinase，Syk）是一种非

受体型酪氨酸激酶，与血管内皮功能及炎症反应

有关［6］。抑制 Syk 表达可降低小鼠炎症反应和动

脉粥样硬化［7］。然而miR⁃374a⁃3p和 Syk对人脐静

脉内皮细胞损伤及炎症反应的影响及机制尚不清

楚，本实验通过用 ox⁃LDL 诱导 HUVEC 建立氧化

损伤模型，研究 miR⁃374a⁃3p 和 Syk 对 ox⁃LDL 诱

导的HUVEC损伤及炎症反应的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

人脐静脉内皮细胞（HUVECs）购自美国菌种

保藏中心；胎牛血清、DMEM 培养基、胰蛋白酶、

ox ⁃ LDL 购自美国 Sigma 公司；Lipofectamine TM

2000转染试剂盒、荧光定量试剂盒购自美国 Invit⁃
rogen 公司；二辛可宁酸（BCA）试剂盒、膜联蛋白

V⁃异硫氰酸荧光素（Annexin V⁃FITC）和碘化丙锭

（PI）试剂盒、四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）试剂

盒、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS⁃
PAGE）试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司；抗体均购自上海煊翎生物科技有限公司；载体

质粒购自上海基屹生物科技有限公司；酶联免疫

吸附试验（ELISA）检测试剂盒、双荧光素酶报告基

因检测试剂盒购自上海联科生物技术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与分组

用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基于 37℃、

5% CO2下培养HUVEC，2 d换液一次，用终浓度为

50 μg/mL 的 ox⁃LDL 培养 HUVEC 细胞 48 h，作为

ox⁃LDL 处理组，正常培养的细胞作为对照（Con）
组。将 miR⁃NC、miR⁃374a⁃3p、anti⁃miR⁃NC、anti⁃
miR⁃374a⁃3p转染至HUVEC中，分别记为miR⁃NC
组、miR⁃374a⁃3p组、anti⁃miR⁃NC组、anti⁃miR⁃374a⁃
3p组；将miR⁃NC、miR⁃374a⁃3p、si⁃NC、si⁃Syk转染

至HUVEC后再用 50 μg/mL的 ox⁃LDL处理，记为

ox⁃LDL+miR⁃NC 组 、ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p 组 、

ox⁃LDL+si⁃NC组、ox⁃LDL+si⁃Syk组；将miR⁃374a⁃
3p 与 pcDNA3.1、pcDNA3.1 ⁃ Syk 分别共转染至

HUVEC 后再用 50 μg/mL 的 ox⁃LDL 处理，记为

ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+pcDNA3.1组、ox⁃LDL+miR⁃
374a ⁃ 3p + pcDNA3.1 ⁃ Syk 组；转染均按照 Lipo⁃
fectamineTM 2000试剂盒进行操作。

1.2.2 实时荧光定量 PCR（RT⁃qPCR）检测 miR⁃
374a⁃3p表达水平

细胞培养 48 h 后提取总 RNA，反转录成

cDNA，按照荧光定量试剂盒说明书进行 PCR 扩

增，每个样品设 3 个复孔，循环条件为 95℃ 30 s，
60℃ 30 s；72℃ 30 s，共 40 个循环；72℃延长 5
min。相对表达量采用 2⁃△△Ct法计算。miR⁃374a⁃3p
以 U6 为内参，miR⁃374a⁃3p 上游引物序列：5′⁃TA⁃
CATCGGCCATTATAATA⁃3′，下游引物序列：5′⁃
TACACAGAATTACAATAC ⁃ 3′；U6 上游引物序

列：5′⁃CTCGCTTCGGCAGCACA⁃3′，下游引物序

列：5′⁃AACGCTTCACGAATTTGCGT⁃3′。
1.2.3 蛋白质印迹（Western Blot）检测 Syk、Bax、
Bcl⁃2蛋白表达水平

细胞培养 48 h 后提取总蛋白，BCA 试剂盒测
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定蛋白浓度，蛋白经 10% SDS⁃PAGE 转至 PVDF
上，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入一抗，4℃孵育

过夜，TBST 洗膜；加入二抗室温孵育 90 min，
TBST洗涤 3次，用 ECL化学发光液显像，用Quan⁃
tity One 凝胶软件测定各组蛋白条带灰度值，蛋白

相对表达水平=目的条带灰度值/GAPDH条带灰度

值。每个蛋白样品设 3个重复。

1.2.4 MTT试剂盒检测细胞活性

各组细胞培养至 24、48、72 h 时分别加入 20
μL 的 MTT 溶液，37℃孵育 4 h；每孔加入 150 μL
DMSO 后振荡反应 15 min，酶标仪于 490 nm 波长

处检测各孔吸光度（OD）值。细胞活性（%）=实验

组 OD 值/空白对照组 OD 值×100%。实验重复 3
次，每次设 3个复孔。

1.2.5 流式细胞术检测细胞凋亡

各组细胞培养 48 h 后用 PBS 漂洗 2 次，重

悬细胞，按照试剂盒说明书，先后加入 Annex⁃
in V⁃FITC 和 PI 避光孵育 15 min，用流式细胞

仪检测细胞凋亡。实验重复 3 次，每次设 3 个

复孔。

1.2.6 酶联免疫吸附试验（ELISA）检测 TNF⁃α、
IL⁃1β、IL⁃6含量水平

各组细胞培养至 48 h 后离心取上清，具体按

照按照 ELISA试剂盒说明书进行检测。

1.2.7 荧光素酶报告实验检测 miR⁃374a⁃3p 对

Syk的靶向调控

构建 Syk 野生型和突变型荧光素酶表达载体

WT⁃Syk 和 MUT⁃Syk，用 LipofectamineTM 2000 将

WT⁃Syk和MUT⁃Syk分别与miR⁃NC和miR⁃374a⁃3p
转染至细胞中。按照说明书要求，进行双荧光素

酶报告实验检测。实验重复 3次。

1.2.8 统计学分析

采 用 SPSS 20.00 进 行 分 析 。 计 量 资 料 以

（x ± s）表示，两组比较行 t 检验，多组间比较采用

单因素方差分析，以 P<0.05 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 miR⁃374a⁃3p、Syk 在 ox⁃LDL 作用的 HUVEC
中的表达

与对照组相比，ox ⁃LDL 作用的 HUVEC 中

miR⁃374a⁃3p 表达水平显著降低，Syk 表达水平显

著升高（P<0.05）（图 1，表 1）。

2.2 过表达 miR⁃374a⁃3p 对 ox⁃LDL 作用的 HU⁃
VEC损伤及炎症反应的影响

与对照组相比，ox⁃LDL作用的HUVEC中miR⁃
374a⁃3p 表达水平显著降低，Bax 表达水平显著升

高，Bcl⁃2表达水平显著降低，细胞活性显著降低，细

胞凋亡率显著升高，TNF⁃α、IL⁃6含量显著升高（P<
0.05）；与 ox⁃LDL+miR⁃NC 组相比，ox⁃LDL+miR⁃
374a⁃3p组HUVEC中miR⁃374a⁃3p表达水平显著升

高，Bax表达水平显著降低，Bcl⁃2表达水平显著升

高，细胞活性显著升高，细胞凋亡率显著降低，TNF⁃α、
IL⁃6含量显著降低（P<0.05）（图 2，表 2）。

Con ox⁃LDL

Syk

GAPDH

72 kDa

146 kDa

图 1 Syk蛋白的表达

Figure 1 Expression of Syk protein

分组

Con
ox⁃LDL
t值
P值

n
9
9

miR⁃374a⁃3p
1.00±0.10
0.26±0.03a

21.264
0.000

表 1 miR⁃374a⁃3p在 ox⁃LDL作用的HUVEC中的表达

［n，（x ± s）］

Table 1 Expression of miR⁃374a⁃3p in HUVECs treated
with ox⁃LDL［n，（x ± s）］

注：与 Con组比较，a P<0.05。
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PI
PI

PI
PI

Con ox⁃LDL

ox⁃LDL+
miR⁃NC

ox⁃LDL

Annexin V⁃FITC
ox⁃LDL+

miR⁃374a⁃3p

Annexin V⁃FITC

Annexin V⁃FITCAnnexin V⁃FITC

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

Bax

Bcl⁃2

GAPDH

22 kDa

26 kDa

146 kDa

Co
n

ox
⁃L
DL
ox
⁃L
DL

+

mi
R⁃
NC
ox
⁃L
DL

+

mi
R⁃
37
4a
⁃3p

注：A 为过表达 miR⁃374a⁃3p 对 ox⁃LDL 作用的 HUVEC 凋亡的影

响；B为过表达miR⁃374a⁃3p对 ox⁃LDL作用的HUVEC凋亡蛋白表

达的影响。

图 2 过表达miR⁃374a⁃3p对 ox⁃LDL作用的HUVEC
凋亡及凋亡蛋白表达的影响

Figure 2 Effect of overexpression of mir⁃374a⁃3p on
HUVEC apoptosis and expression of apoptotic protein

by ox LDL
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分组

Con
ox⁃LDL

ox⁃LDL+miR⁃NC
ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p

F值

P值

细胞活性（490 nm）

24 h
0.61±0.06
0.24±0.02a

0.25±0.02
0.48±0.05b

171.304
0.000

48 h
0.98±0.10
0.37±0.04 a

0.38±0.04
0.73±0.07 b

173.503
0.000

72 h
1.46±0.15
0.56±0.05 a

0.58±0.06
1.16±0.12 b

165.433
0.000

凋亡率

7.52±0.83
26.61±2.74 a

25.99±2.61
12.26±1.30 b

201.728
0.000

miR⁃374a⁃3p

1.02±0.10
0.28±0.03a

0.27±0.03
0.81±0.08b

317.934
0.000

TNF⁃α
443.54±59.28

1762.27±156.61 a

1705.68±161.28
686.53±75.82 b

280.440
0.000

IL⁃6

75.51±11.58
415.69±38.89 a

407.68±39.15
112.16±14.26 b

360.902
0.000

注：与 Con组比较，aP<0.05；与 ox⁃LDL+miR⁃NC组比较，bP<0.05。

表 2 过表达miR⁃374a⁃3p对 ox⁃LDL作用的HUVEC活性、凋亡及炎症反应的影响［n=9，（x ± s）］

Table 2 Effect of overexpression of mir⁃374a⁃3p on HUVEC activity，apoptosis and inflammatory response induced
by ox LDL［n=9，（x ± s）］

分组

miR⁃NC
miR⁃374a⁃3p

t值
P值

n
9
9

WT⁃Syk
1.04±0.10
0.31±0.03a

20.976
0.000

MUT⁃Syk
1.10±0.11
1.05±0.10

1.009
0.328

表 3 双荧光素酶报告实验［n，（x ± s）］

Table 3 Dual luciferase reporter experiment［n，（x ± s）］

Syk

GAPDH

miR⁃N
C

146 kDa

miR⁃3
74a

⁃3p

anti
⁃miR⁃3

74a
⁃3p

anti
⁃miR⁃N

C

AA

BB

注：A为 Syk的 3′UTR含有miR⁃374a⁃3p的互补序列；

B为miR⁃374a⁃3p调控 Syk的表达

图 3 miR⁃374a⁃3p靶向、调控 Syk
Figure 3 mir⁃374a⁃3p targeting and regulating Syk

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

100 101 102 103 104

Annexin V⁃FITC

100 101 102 103 104

Annexin V⁃FITC

PI PI
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ox⁃
LD

L+s
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ox⁃
LD

L+s
i⁃Sy

k

72 kDa

22 kDa

26 kDa

146 kDa

Syk

Bax

Bcl⁃2

GAPDH

AA BB

注：A 为抑制 Syk 对 ox⁃LDL 作用的 HUVEC 凋亡的影响；B 为

抑制 Syk 对 ox⁃LDL 作用的 HUVEC 中 Syk 及凋亡蛋白表达的

影响

图 4 抑制 Syk对 ox⁃LDL作用的HUVEC凋亡及凋亡

蛋白表达的影响

Figure 4 Inhibition of Syk on HUVEC apoptosis and
expression of apoptotic protein by ox LDL

2.3 miR⁃374a⁃3p靶向、调控 Syk
通过 TargetScan 数据库预测到 Syk 与 miR⁃

374a⁃3p 存在结合位点（图 3A）。荧光素酶报告实

验结果（表 3）显示，相较于 miR⁃NC 组，miR⁃374a⁃
3p组WT⁃Syk的HUVEC荧光素酶活性显著降低，

差异具有统计学意义（P<0.05）；而MUT⁃Syk的HU⁃
VEC荧光素酶活性差异不显著，差异无统计学意义

（P>0.05）。Western Blot 检测结果（图 3B）显示，相

较于miR⁃NC组，miR⁃374a⁃3p组 Syk表达水平显著

降低；而相较于 anti⁃miR⁃NC 组，anti⁃miR⁃374a⁃3p
组 SykSyk 表达水平显著升高，差异具有统计学意

义（P<0.05）。可见，miR⁃374a⁃3p靶向调控 Syk。

2.4 抑制 Syk 对 ox⁃LDL 作用的 HUVEC 损伤及

炎症反应的影响

与 ox⁃LDL+si⁃N 组相比，ox⁃LDL+si⁃Syk 组

HUVEC中 Syk、Bax表达水平显著降低，Bcl⁃2表达

水平显著升高，细胞活性显著升高，细胞凋亡率显

著降低，TNF⁃α、IL⁃6含量显著降低（P<0.05）（图 4，
表 4）。

2.5 过表达 Syk能逆转miR⁃374a⁃3p对 ox⁃LDL作

用的HUVEC损伤及炎症反应的作用

与 ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+pcDNA3.1 组相比，

ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+pcDNA3.1⁃Syk 组 HUVEC
中 miR⁃374a⁃3p 表达水平显著降低，Syk、Bax 表达

水平显著升高，Bcl⁃2表达水平显著降低，细胞活性

显著降低，细胞凋亡率显著升高，TNF⁃α、IL⁃6含量

显著升高（P<0.05）（图 5，表 5）。
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分组

ox⁃LDL+si⁃NC
ox⁃LDL+si⁃Syk

t值
P值

细胞活性（490 nm）

24 h

0.26±0.02
0.42±0.04a

10.733
0.000

48 h

0.41±0.04
0.65±0.06 a

9.985
0.000

72 h

0.63±0.06
1.04±0.10 a

10.547
0.000

凋亡率

26.39±2.66
16.21±1.71 a

9.658
0.000

TNF⁃α（pg/mL）

1685.03±166.18
826.43±85.11 a

13.796
0.000

IL⁃6（pg/mL）

414.63±45.12
143.36±15.08a

17.106
0.000

表 4 抑制 Syk对 ox⁃LDL作用的HUVEC损伤及炎症反应的影响［n=9，（x ± s）］

Table 4 Inhibition of Syk on HUVEC injury and inflammatory response induced by ox LDL［n=9，（x ± s）］

注：与 ox⁃LDL+si⁃NC组比较，aP<0.05。

ox⁃LDL+miR⁃NC
ox⁃LDL+

miR⁃374a⁃3p

Annexin V⁃FITC Annexin V⁃FITC

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

104

103

102

101

100

104

103

102

101

100

PI
PI

104

103
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100

104

103

102

101

100

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104
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4a
⁃

3p
+p
cD
NA

3.1

ox
⁃L
DL

+m
iR
⁃37

4a
⁃

3p
+p
cD
NA

3.1
⁃Sy

k

ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+
pcDNA3.1

PI
PI

ox⁃LDL+miR374a⁃3p
+pcDNA3.1⁃Syk

AA BB

注：A. 过表达 Syk 能逆转 miR⁃374a⁃3p 对 ox⁃LDL 作用的 HUVEC 凋亡的影响；B. 过表达 Syk 能逆转 miR⁃374a⁃3p 对 ox⁃LDL 作用的 HU⁃

VEC中 Syk及凋亡蛋白表达的影响

图 5 过表达 Syk能逆转miR⁃374a⁃3p对 ox⁃LDL作用的HUVEC凋亡及相关蛋白表达的影响

Figure 5 Overexpression of Syk can reverse the effect of miR⁃374a⁃3p on apoptosis and related protein expression in HUVEC
induced by ox⁃LDL

分组

ox⁃LDL+miR⁃NC

ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p

ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+pcDNA3.1

ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+pcDNA3.1⁃Syk

F值

P值

细胞活性（490 nm）

24 h

0.28±0.02

0.49±0.05a

0.51±0.05

0.36±0.03b

68.191

0.000

48 h

0.37±0.04

0.74±0.07a

0.76±0.07

0.53±0.05b

88.921

0.000

72 h

0.61±0.06

1.18±0.12a

1.20±0.12

0.78±0.08b

80.312

0.000

凋亡率

26.19±2.62

12.51±1.28a

12.63±1.30

21.20±2.24b

107.471

0.000

Sykm
RNA

1.01±0.05

0.28±0.03

0.29±0.03

0.78±0.04

810.712

0.000

TNF⁃α
（pg/mL）

1695.65±168.21

691.13±74.83a

702.04±73.58

1431.23±151.00b

151.442

0.000

IL⁃6
（pg/mL）

413.28±40.05

115.06±13.76a

114.27±13.25

336.61±34.59b

267.969

0.000

表 5 过表达 Syk能逆转miR⁃374a⁃3p对 ox⁃LDL作用的HUVEC损伤及炎症反应的影响［n=9，（x ± s）］

Table 5 Overexpression of Syk can reverse the effect of mir⁃374a⁃3p on HUVEC injury and inflammation induced by ox LDL
［n=9，（x ± s）］

注：与 ox⁃LDL+miR⁃NC组比较，aP<0.05；与 ox⁃LDL+miR⁃374a⁃3p+pcDNA3.1组比较，bP<0.05。

3 讨论

内皮细胞损伤会导致炎性细胞浸润，引起炎

症反应及一系列血管疾病，而炎症介质肿瘤坏死

因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）又可降低

HUVEC 的增殖活性，增加其凋亡率［8⁃9］，抑制内皮

细胞损伤及炎症反应对相关疾病的防治具有重要

意义。有研究发现苦参碱通过减少炎性因子表
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达、抑制氧化应激保护脂多糖诱导的 HUVECs 损
伤［10］。miR⁃21 过表达可降低 HUVEC 内炎症因子

TNF⁃α、白细胞介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）的分泌，

减轻 ox⁃LDL诱导的HUVEC炎症损伤［11］。本实验

结果显示，ox⁃LDL 能诱导 HUVEC 凋亡和炎症

因子的释放。而过表达 miR⁃374a⁃3p 后 TNF⁃α、

IL⁃1β、IL⁃6含量降低，细胞凋亡率降低。还有研究

报道 miR⁃374a 可通过负调控 MCP⁃1 的表达抑制

糖尿病性肾病的炎症反应［12］。miR⁃374a⁃5p 过表

达可减少氧/葡萄糖剥夺处理的 PC12 细胞凋

亡［13］。而本实验研究结果与其相一致，说明过

表达 miR⁃374a⁃3p 保护可保护 ox⁃LDL 诱导的

HUVEC损伤，减轻炎症反应。

研究报道干扰 Syk表达，caspase⁃3活性和细胞

凋亡显著降，保护缺氧/缺糖损伤诱导的神经元凋

亡［14］。抑制 Syk还可降低脂多糖诱导的 TNF⁃α和

IL⁃6 的释放，抑制炎症反应的发生［15］。本实验结

果显示，ox⁃LDL作用的 HUVEC 中 Syk高表达，抑

制 Syk 表达后 Bax 表达水平显著降低，Bcl⁃2 表达

水平显著升高，细胞活性显著升高，细胞凋亡率显

著降低，TNF⁃α、IL⁃6 含量显著降低。说明抑制

Syk 表达可抑制 HUVEC 凋亡和炎症反应，保护

ox⁃LDL 诱导的 HUVEC 损伤。研究发现沉默

miR⁃27a 通过激活 Syk 依赖的 mTOR 信号传导途

径促进黑素瘤细胞的自噬和凋亡［16］。提示 Syk可

被 miRNA 调控进而影响细胞的凋亡。本实验结

果显示，miR⁃374a⁃3p 可靶向调控 Syk，过表达 Syk
逆转了miR⁃374a⁃3p对 ox⁃LDL作用的HUVEC损伤

及炎症因子释放的抑制作用。表明，miR⁃374a⁃3p
可能通过调控 Syk 保护 ox⁃LDL 诱导的 HUVEC
损伤，减轻炎症反应。

综上所述，过表达miR⁃374a⁃3p可抑制HUVEC
凋亡和炎症因子的释放，保护 ox⁃LDL引起的HU⁃
VEC损伤及炎症反应，其机制可能与 Syk有关。
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女性宫颈HPV感染与阴道局部 Th17细胞免疫功能
及血清因子的关系研究

王小花★ 喻岩 王茹

［摘 要］ 目的 探讨女性宫颈人乳头瘤病毒（HPV）感染与阴道局部辅助性 T细胞 17（Th17）细胞

免疫功能的关系。 方法 选取 2017 年 1 月至 2018 年 12 月在本院就诊的 HPV 感染阳性者 182 例，其

中高危型 HPV 感染者 78 例，低危型 HPV 感染者 104 例；高危型 HPV 感染者中，持续感染者 26 例，

非持续感染者 52 例；检测 Th17 细胞及白细胞介素 ⁃17（IL⁃17）、IL⁃10、IL⁃6、IL⁃4 和转化生长因子 ⁃b

（TGF⁃b）。 结果 HPV 阳性者 Th17 细胞、IL⁃17、IL⁃6、IL⁃4 和 TGF⁃b 分别为（10.03±3.10）%、（159.82±

31.33）ng/L、（46.60±10.61）ng/L、（150.03±31.15）ng/L和（4.40±13.32）ng/L，明显高于HPV阴性者，差异有

统计学意义（P<0.05）；高危型HPV感染者 IL⁃10和 IL⁃4分别为（21.12±3.72）ng/L和（142.21±30.02）ng/L，

明显低于低危型HPV感染者（P<0.05）；高危型HPV感染和低危型HPV感染者 Th17细胞、IL⁃17、IL⁃6和

TGF⁃b水平比较差异无统计学意义（P<0.05）；高危型 HPV 持续感染和非持续感染者 Th17 细胞、IL⁃17、

IL⁃10、IL⁃6、IL⁃4和 TGF⁃b 水平比较差异无统计学意义（P<0.05）。 结论 女性宫颈 HPV 感染可明显影

响阴道局部 Th17细胞免疫功能，值得进一步研究。

［关键词］ 人乳头瘤病毒；辅助性 T细胞 17；细胞免疫功能

Study on the relationship between cervical HPV infection and local Th17 cell
immune function in women
WANG Xiaohua★，YU Yan，WANG Ru
［Department of Gynecology，Hainan maternal and children 􀆳 s medical Center（Hainan maternal and child

health hospital），Haikou，Hainan，China，570000］

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between cervical human papillomavirus

（HPV）infection in women and the immune function of local helper T cell 17（Th17）in vagina. Methods
From January 2017 to December 2018，182 cases of HPV infection were selected，including 78 cases of high⁃

risk HPV infection and 104 cases of low⁃ risk HPV infection. Among the high⁃ risk HPV infections，26 were

persistent and 52 were non ⁃ persistent. Th17 cells and interleukin ⁃ 17（IL ⁃ 17），IL ⁃ 10，IL ⁃ 6，IL ⁃ 4 and

transforming growth factor⁃β（TGF⁃β）were measured. Results Th17 cells，IL⁃17，IL⁃6，IL⁃4 and TGF⁃β in

HPV positive patients were（10.03±3.10）%，（159.82±31.33）ng/L，（46.60±10.61）ng/L，（150.03±31.15）ng/L

and（4.40±13.32）ng/L，significantly higher than those in HPV negative patients（P<0.05）；The levels of IL⁃10

and IL⁃4 in high⁃risk HPV patients were（21.12±3.72）ng/L and（142.21±30.02）ng/L，significantly lower than

those in low⁃risk HPV patients（P<0.05）. There was no significant difference in the levels of Th17 cells，IL⁃17，

IL ⁃ 6 and TGF ⁃β between high ⁃ risk HPV infection and low ⁃ risk HPV infection（P<0.05）. There were no
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临床上女性宫颈 HPV 感染的发生，能够导致

患者高级别宫颈上皮内瘤变或者宫颈癌的发生，

增加不了临床结局的发生率［1］。在研究女性宫颈

HPV 感染病情进展机理的过程中，发现细胞因子

的改变，能够在促进 HPV 感染过程中发挥重要的

作 用［2］。 辅 助 性 T 细 胞 17（T helper cells 17，
Th17）能够通过影响到局部 T 淋巴细胞的应答能

力，影响到自然杀伤性 T 淋巴细胞的功能活性，

进而影响到阴道对于 HPV 病毒的清除能力［3］；白

细胞介素⁃17（interleukin⁃17，IL⁃17）、IL⁃10、IL⁃6、
IL⁃4的表达，能够通过诱导炎症反应，加剧炎症免

疫性损伤，进而促进宫颈上皮内病变的发生发

展［4］；转化生长因子⁃β（transforming growth factor⁃b，
TGF⁃β）作为作为转化生长因子家族成员，其对于

下游补体和趋化因子的激活，能够干预到宫颈上

皮细胞的损伤修复能力。为了揭示 Th17 细胞免

疫功能与宫颈 HPV 感染的关系，从而为临床上相

关宫颈HPV感染患者的诊疗提供理论参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 1 月至 2018 年 12 月在本院就诊

的 HPV 感染阳性者 182 例，其中高危型 HPV 感染

者 78 例，低危型 HPV 感染者 104 例；高危型 HPV
感染者中，持续感染者 26例（指同一高危型HPV感

染持续时间超过 1年），非持续感染者 52 例；纳入

标准：①经液基薄层细胞检测、阴道镜检查及病理

活检排除宫颈上皮内病变、阴道上皮内病变及外

阴病变；②无免疫、内分泌及其他系统疾病；③感

染者知情同意。排除标准：①近 3月内接受过免疫

治疗及抗病毒治疗；②妊娠或哺乳期女性。同时选

取HPV阴性者 150例作为对照（无生殖道感染、宫

颈上皮内病变等），HPV阳性者与阴性者一般资料

比较差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。
1.2 检查方法

采用一次性采集器进行阴道分泌物采集，采

集 5 mL 分泌物后自然放置，加入 5 mL 生理盐水

后 1 000 r/min离心 10 min，取上清液体进行检测。

加入 25 μL IL⁃17Alexa Fluor/CD4 PE抗体进行

标记，孵育 30 min后上机进行Th17细胞检测，Th17
检测试剂盒购自南京凯基生物科技有限公司。

采用 ELISA 法进行 IL⁃17、IL⁃10、IL⁃6、IL⁃4 和

TGF⁃b 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 统计学处理

统计分析采用 SPSS 19.0 软件，计量资料采用

（x ± s）表示，组间比较使用 t检验，以 P<0.05 表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HPV阳性者和阴性者Th17细胞及相关因子比较

HPV 阳性者 Th17 细胞、IL⁃17、IL⁃6、IL⁃4 和

TGF⁃b明显高于HPV阴性者（P<0.05见表 2。
2.2 高危型HPV和低危型HPV感染者 Th17细胞

及相关因子比较

高危型 HPV感染者 IL⁃10和 IL⁃4明显低于低

危型HPV感染者（P<0.05）；高危型HPV感染和低

危型 HPV 感染者 Th17 细胞、IL⁃17、IL⁃6 和 TGF⁃b
水平比较差异无统计学意义（P<0.05）。见表 3。

组别

HPV阳性者

HPV阴性者

t值

P值

n

182

150

年龄（岁）

35.58±6.92

34.40±6.15

1.625

0.105

体重指数（kg/m2）

22.54±2.30

22.41±3.15

0.434

0.665

表 1 HPV阳性者与阴性者一般资料比较（n，x ± s）
Table 1 General data comparison of HPV⁃positive and

HPV⁃negative patients（n，x ± s）

significant difference in the levels of Th17 cells，IL⁃17，IL⁃10，IL⁃6，IL⁃4 and TGF⁃β between persistent and

non ⁃ persistent high ⁃ risk HPV infections（P>0.05）. Conclusion HPV infection in the cervix of women can

significantly affect the immune function of Th17 cells in local vagina. It is worth further investigation.

［KEY WORDS］ Human papillomavirus；Helper T cell 17；Cellular immune function
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组别

HPV阳性者

HPV阴性者

t值
P值

n
182
150

Th17细胞（%）

10.03±3.10
3.82±2.73
19.162
0.000

IL⁃17（ng/L）
159.82±31.33
134.40±34.40

7.038
0.000

IL⁃10（ng/L）
23.39±4.50
22.67±5.14

1.360
0.175

IL⁃6（ng/L）
46.60±10.61
36.50±9.88

8.903
0.000

IL⁃4（ng/L）
150.03±31.15
50.03±14.42

36.240
0.000

TGF⁃b（ng/L）
34.40±13.32
22.18±8.71

9.661
0.000

表 2 HPV阳性者和阴性者 Th17细胞及相关因子比较［n，（x ± s）］

Table 2 Comparison of Th17 cells and related factors between HPV⁃positive and HPV⁃negative patients［n，（x ± s）］

2.3 高危型 HPV 持续感染和非持续感染者 Th17
细胞及相关因子比较

高危型 HPV 持续感染和非持续感染者 Th17

细胞、IL⁃17、IL⁃10、IL⁃6、IL⁃4和 TGF⁃b水平比较差

异无统计学意义（P>0.05）。见表 4。

表 4 高危型HPV持续感染和非持续感染者 Th17细胞及相关因子比较［n，（x ± s）］

Table 4 Comparison of Th17 cells and related factors between persistent and non⁃persistent high⁃risk HPV infection［n，（x ± s）］

组别

持续感染

非持续感染

t值

P值

n

26

52

Th17细胞（%）

10.22±2.90

10.09±3.02

0.182

0.856

IL⁃17（ng/L）

161.12±30.70

159.44±33.82

0.213

0.832

IL⁃10（ng/L）

21.24±3.62

21.06±3.43

0.215

0.831

IL⁃6（ng/L）

46.62±9.81

46.76±9.06

-0.063

0.950

IL⁃4（ng/L）

143.31±33.21

141.66±34.03

0.203

0.839

TGF⁃b（ng/L）

35.03±8.92

34.70±9.15

0.151

0.880

组别

高危型HPV感染

低危型HPV感染

t值

P值

n

78
104

Th17细胞（%）

10.13±2.78
9.96±3.10
0.382
0.703

IL⁃17（ng/L）

160.00±30.42
159.44±32.21

0.119
0.906

IL⁃10（ng/L）

21.12±3.72
25.09±3.30
-7.603
0.000

IL⁃6（ng/L）

46.71±9.92
46.52±9.15

0.134
0.894

IL⁃4（ng/L）

142.21±30.02
155.89±32.21

-2.919
0.004

TGF⁃b（ng/L）

34.81±9.78
34.09±9.42

0.502
0.616

表 3 高危型HPV和低危型HPV感染者 Th17细胞及相关因子比较［n，（x ± s）］

Table 3 Comparison of Th17 cells and related factors between high⁃risk HPV and low⁃risk HPV infections［n，（x ± s）］

3 讨论

流行病学研究表明，女性宫颈 HPV 感染的发

病率可超过 2.5%左右［5］，在长期性生活紊乱或者

多个性伴侣的群体中，女性宫颈 HPV 感染的发病

率可进一步的上升［6］。长期的临床随访观察研究

发现，宫颈 HPV 感染导致远期宫颈上皮内瘤的发

生风险可超过 35%以上，同时宫颈恶性病变的发

生率也明显上升［7］。在研究宫颈HPV感染病情进

展原理的过程中发现，虽然 HPV 病毒颗粒亚型或

者病毒复制载量能够在促进宫颈 HPV 感染病情

进展过程中发挥作用，但宫颈 HPV 感染的发生或

者病情进展仍然受到其他病理因素的干扰。本次

研究通过对于 Th17细胞及相关因子的分析，不仅

能够解释宫颈 HPV 感染的免疫机理，同时还能够

为临床上宫颈 HPV 感染的诊疗提供分子免疫学

方面的参考。

Th17 细胞是调节性 T 淋巴细胞家族成员，其

能够通过诱导下游树突状细胞的激活，影响到树

突状 T 淋巴细胞的功能活性，最终影响到宫颈局

部免疫应答活性。Th17 细胞还能够影响到 CD4+
T 淋巴细胞的活性，导致其对于病毒颗粒吞噬能

力的改变，最终促进宫颈局部免疫功能紊乱的发

生；Th17 相关因子是免疫功能的效应因子，其对

于下游炎症性因子或者介质的激活，能够加剧宫

颈上皮或者阴道微环境的破坏，提高了病毒颗粒

整合进入宿主细胞的功能；TGF⁃b还能够通过募

集趋化因子，提高不同细胞因子的扩散风险，进而
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促进病毒颗粒感染风险的上升［8⁃9］。部分研究者探

讨了 Th17细胞的表达与宫颈HPV感染的关系，认

为在宫颈HPV感染患者中，Th17细胞水平明显的

上升，并认为 Th17细胞水平的上升与宫颈癌的早

期发生密切相关［10⁃ 11］，但缺乏对于 IL⁃17、IL⁃10、
IL⁃6、IL⁃4和 TGF⁃b的具体分析。

本次研究提示了 Th17 细胞及相关细胞因子

的改变，能够显著参与到宫颈 HPV 的感染过程。

分析其具体的原因，可以从下列几个方面进行理

解［12⁃14］：①Th17细胞的上升，干预到了抗原提呈细

胞的活性，能够影响到 CD4+/CD8+T 淋巴细胞的

比例，导致抗原局部宫颈免疫微环境的恶化；

②IL⁃17、IL⁃6、IL⁃4 的上升，不仅能够影响到免疫

功能的紊乱，同时还能够激活下游炎症性信号通

路 NF⁃KB，进而影响到宫颈炎症性损伤，为 HPV
感染提供条件；③TGF⁃b作为转化生长因子，其能

够提高下游金属基质蛋白酶的活性，促进宫颈上

皮间质细胞的分解，从而提高了宫颈 HPV 病毒的

入侵和扩散风险。张慧莉等［15］研究者也认为，在

宫颈HPV感染患者中，IL⁃17的表达浓度可平均上

升 30%以上，同时在合并有宫颈上皮内瘤变或者宫

颈癌的患者中，IL⁃17的表达浓度的上升更为显著。

但本次研究并未发现其他细胞因子与高危型HPV
感染的关系，同时并未发现不同细胞因子与持续性

宫颈HPV感染的关系，提示相关细胞因子并不能影

响到宫颈HPV感染的病程。

综上所述，Th17 细胞、IL⁃17、IL⁃6、IL⁃4 和

TGF⁃b 的表达可能在促进宫颈 HPV 感染过程中

发挥一定的作用，其中 IL⁃10 和 IL⁃4 的表达与高

危型 HPV 感染密切相关。本次研究的创新性在

于探讨了 IL⁃10和 IL⁃4等于宫颈HPV持续感染的

关系。
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中晚期子宫颈鳞癌同步放化疗前后血清 E⁃cadherin、
VEGF、nm23⁃H1变化及预测价值

李改玲 任芳★ 冯巍

［摘 要］ 目的 观察中晚期子宫颈鳞癌（SCCC）患者同步放化疗前后血清 E⁃钙黏蛋白

（E⁃cadherin）、血管内皮生长因子（VEGF）、肿瘤转移抑制基因（nm23⁃H1）表达变化，并分析其对预后预

测价值。 方法 选取本院收治的 92 例中晚期 SCCC 患者，均予以同步放化疗，比较其治疗前后血清

E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1表达水平，进行影响因素分析，观察 E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1对预后预测

价值，并与中性粒细胞/淋巴细胞比值（NLR）比较。 结果 与治疗前相比，血清 E⁃cadherin、nm23⁃H1
表达水平明显升高（P<0.05），VEGF 水平明显降低（P<0.05）；患者 3 年总生存率在临床分期、淋巴转移

情况、血清 E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1表达等因素上比较差异有统计学意义（P<0.05）；COX回归显示，

临床分期Ⅲa~Ⅳ、淋巴转移、VEGF是患者预后独立危险因素（P<0.05），E⁃cadherin 与 nm23⁃H1为预后保

护因素（P<0.05）；E⁃cadherin 预测患者预后敏感度 75.0%，特异度 94.7%，VEGF 敏感度 87.5%，特异度

90.8%，nm23⁃H1敏感度 93.8%，特异度 77.6%；NLR敏感度 82.3%，特异度 78.4%。 结论 同步放化疗后，

中晚期 SCCC 患者血清 E⁃cadherin、nm23⁃H1 呈升高趋势，VEGF 表达水平降低，对患者预后具有重要预

测价值。

［关键词］ 子宫颈鳞癌；同步放化疗；E⁃钙黏蛋白；血管内皮生长因子；肿瘤转移抑制基因

Changes of serum E ⁃ cadherin，VEGF and nm23 ⁃ H1 before and after
concurrent chemoradiotherapy for middle⁃late SCCC and the predictive value
LI Gailing，REN Fang★，FENG Wei
（Department of Gynaecology，the First Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou，Henan，
China，450052）

［ABSTRACT］ Objective To observe the changes in the expression of serum E ⁃ cadherin，vascular
endothelial growth factor（VEGF）and tumor metastasis suppressor gene（nm23⁃H1）in patients with middle⁃
late squamous cell carcinoma of cervix（SCCC）before and after concurrent chemoradiotherapy，and analyze
their predictive value for prognosis. Methods A total of 92 patients with middle ⁃ late SCCC in the hospital
were selected. All of them were treated with concurrent chemoradiotherapy. The expression levels of serum
E⁃cadherin，VEGF and nm23⁃H1 before and after treatment were compared，and the influencing factors were
analyzed. The predictive value of E ⁃ cadherin，VEGF and nm23 ⁃ H1 for prognosis was observed and then
compared with neutrophil ⁃ to ⁃ lymphocyte ratio（NLR）. Results The expression levels of serum E⁃cadherin
and nm23⁃H1 significantly increased，while VEGF level significantly decreased after treatment（P<0.05）. There
were significant differences in 3 ⁃ year overall survival rate in terms of clinical stage，lymphatic metastasis，
expression of serum E⁃cadherin，VEGF and nm23⁃H1（P<0.05）. COX regression showed that clinical stage IIIa⁃
IV，lymphatic metastasis and VEGF are independent risk factors of prognosis（P<0.05），while E⁃cadherin and
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nm23⁃H1 are protective factors（P<0.05）. The sensitivities and specificities of E⁃cadherin，VEGF and nm23⁃
H1 for predicting prognosis are（75.0% and 94.7%），（87.5% and 90.8%） and（93.8% and 77.6%），

respectively. The sensitivity and specificity of NLR are 82.3% and 78.4%，respectively. Conclusion After
concurrent chemoradiotherapy，serum E ⁃ cadherin and nm23 ⁃ H1 in middle and advanced SCCC patients
showed an increasing trend，and the expression of VEGF decreased，which has important predictive value for
patients􀆳 prognosis.

［KEY WORDS］ Squamous cell carcinoma of cervix；Concurrent chemoradiotherapy；E ⁃ cadherin；
Vascular endothelial growth factor；Tumor metastasis suppressor gene

大部分子宫颈恶性肿瘤患者临床诊治时已发

展至中晚期，且以子宫颈鳞癌（squamous cell carci⁃
noma of cervix，SCCC）最为常见，一般具有疗效不

佳以及预后差等特征，有报道称其 5年总生存率仅

约 55%~69%，故采取有效措施治疗中晚期 SCCC
十分重要［1］。现阶段，同步放化疗为中晚期 SCCC
主要治疗手段。相关研究指出，与单纯放疗相比，

同步放化疗可以更有效改善中晚期 SCCC 患者预

后［2］。E⁃钙黏蛋白（E⁃cadherin）属于抑癌基因表达

产物，其与肿瘤转移抑制基因（nm23⁃H1）异常表达

与人体某些实体瘤发展、去分化以及侵袭转移有

关［3］。有报道称，血管内皮生长因子（vascular en⁃
dothelial growth factor，VEGF）表达和宫颈癌发生

发展存在紧密联系［4］。以往多项研究表明，中性粒

细胞/淋巴细胞比值（neutrophil ⁃ to⁃ lymphocyte ra⁃
tio，NLR）在卵巢癌、宫颈癌及结肠癌等肿瘤患者

预后评估中起着重要作用［5］。本文旨在探讨同步

放化疗前后中晚期 SCCC 患者血清 E⁃cadherin、
VEGF、nm23⁃H1表达变化，并与NLR比较，分析其

对预后预测价值，以期为中晚期 SCCC更有效诊治

与预后评估提供一定依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015 年 6 月至 2016 年 7 月本院 92 例中

晚期 SCCC患者，年龄 32~68岁，平均（50.67±8.95）
岁。纳入标准：①病理类型为 SCCC，并且肿瘤分

期Ⅱb~Ⅳ期；②年龄<70岁；③行为能力卡氏（Kar⁃
nofsky，KPS）评分≥70分［6］；④自愿行同步放化疗；

⑤对本次研究知情。排除标准：①合并肝肾功能

障碍；②伴随转移性肿瘤；③合并骨髓功能异常；

④伴随精神障碍，不能配合治疗。

1.2 仪器/试剂

全自动酶标仪（美国 BIO⁃RAD680），全自动血

液分析仪（型号：XE⁃2100，日本 Sysmex 公司），顺

铂（国药准字号：H37021362，齐鲁制药有限公司），

紫杉醇（国药准字号：H20020705，上海三维制药有

限公司），地塞米松（国药准字号：H35021298，厦门

星鲨制药有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 一般资料收集

收集患者一般资料，主要包括年龄、体质量指

数（body mass index，BMI）、肿瘤大小、临床分期、

分化程度、淋巴转移情况等。

1.3.2 指标检测

分别在治疗前与治疗 3个化疗周期后，检测患

者血清 E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1 表达及 NLR。

采集患者晨起空腹状态下静脉血 3 mL，进行离心

获得上清液，通过酶联免疫吸附法进行 E⁃cad⁃
herin、VEGF、nm23⁃H1 测定，采取全自动酶标仪，

严格依据说明书完成操作过程；NLR 通过全自动

血液分析仪获得。以正常体检者血清 E⁃cadherin、
VEGF、nm23⁃H1 为参考标准［7 ⁃ 9］进行高表达判

定：>20 ng/mL、>124. 65 μg/L、>228.34 ng/mL。
1.3.3 同步放化疗方案

化疗：选择紫杉醇与铂类予以联合化疗，总共

1~3个化疗周期。若为伴随胸、腹腔腹水者，需要引

流干净后，在其胸、腹腔部位注射顺铂药物，注意每

次 50~70 mg/m2，并且每 3周注射 1次；通过静脉注

射方式予以紫杉醇，注意每次 75 mg /m2，并且 2次/
d。开始化疗前，可通过服用地塞米松（通常每 12 h
1次，7. 5 mg/次，并且连续用药 2~3 d）有效预防过

敏反应。放疗：指导患者处于仰卧位，采用CT 模拟

机定位，进行全盆照射，控制 1. 8~2 Gy /次，注意每

周 5 次以及总剂量≤30 Gy。完成全盆照射后，进行

盆腔四野照射，控制 1. 8~2 Gy /次，注意每周 4 次以

及总剂量 25 Gy。此外，盆腔照射同时予以腔内后

装照射，注意后装照射当天不予以外照射，控制 A
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点 5~6 Gy，注意每周 1 次以及总剂量≤30 Gy。对

所有患者进行 3年随访，记录其生存情况。

1.4 观察指标

观察患者治疗前后血清 E⁃cadherin、VEGF、
nm23⁃H1 表达水平；进行影响因素分析；观察

E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1对预后预测价值，并与

NLR比较。

1.5 统计学处理

使用 SPSS 19.0 软件分析数据，计数资料表示

为（%），以 c2检验；计量资料表示为（x ± s），以 t检
验；使用 COX 回归分析法进行影响因素分析；采

取以受试者工作特征（receiver operating character⁃
istic，ROC）曲线分析各指标对预后预测价值。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 治疗前后血清 E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1表

达水平比较

与治疗前相比，血清 E⁃cadherin、nm23⁃H1表达

水平明显升高（P<0.05），VEGF 水平明显降低（P<
0.05）。见表 1。

2.2 预后单因素分析

92 例患者 3 年 16 例（17.39%）死亡，76 例

（86.96%）生存，Kaplan ⁃Meier 生存分析结果见图

1；患者 3年总生存率在临床分期、淋巴转移情况、

血清 E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1 表达等因素上比

较有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 COX回归分析

COX 回归显示，临床分期 IIIa~IV、淋巴转移、

VEGF 高表达属于患者预后独立危险因素（P<
0.05），E⁃cadherin与 nm23⁃H1低表达为预后保护因

素（P<0.05）。见表 3。

临床资料

年龄（岁）

<60

≥60

BMI（kg/m2）

<18.5

18.5～22.9

>22.9

肿瘤大小（cm）

<5

≥5

临床分期

Ⅱb

Ⅲa~Ⅳ
分化程度

高中分化

低分化

淋巴转移

是

否

E⁃cadherin

高表达

低表达

VEGF

高表达

低表达

nm23⁃H1

高表达

低表达

n

62

30

15

52

25

32

60

35

57

64

28

50

42

30

62

62

30

24

68

3年总生存率

51（82.26）

25（83.33）

10（66.67）

46（88.46）

20（80.00）

26（81.25）

50（83.33）

34（97.14）

42（73.68）

52（81.25）

24（85.71）

36（72.00）

40（95.24）

30（100.00）

46（74.19）

47（75.81）

29（96.67）

24（100.00）

52（76.47）

c2值

0.016

4.012

0.063

6.754

0.049

7.039

7.662

4.758

5.296

P值

0.899

0.135

0.802

0.009

0.825

0.008

0.006

0.029

0.021

表 2 预后单因素分析［n（%）］

Table 2 Univariate analysis of the prognosis［n（%）］

时间

治疗前

治疗后

t值

P值

n

92
92

E⁃cadherin
（ng/mL）
10.57±1.89
18.63±2.78

22.997
<0.001

VEGF
（μg/L）

196.58±23.74
163.84±21.69

9.766
<0.001

nm23⁃H1
（ng/mL）

130.28±20.67
148.53±15.78

6.731
<0.001

表 1 治疗前后血清 E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1表达水平

比较［n，（x ± s）］

Table 1 Expression levels of serum E⁃cadherin，VEGF and
nm23⁃H1 before and after treatment［n，（x ± s）］

生存函数
0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

函
数

10.00 20.00 30.00 40.00
生存时间（月）

图 1 Kaplan⁃Meier生存分析

Figure 1 Kaplan⁃Meier survival analysis
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变量

临床分期

淋巴转移

E⁃cadherin
VEGF
nm23⁃H1

b值

9.185
8.436
4.906
7.208
4.571

SE值

6.038
5.639
2.023
2.354
1.968

Wald值

9.854
9.125
5.948
8.026
5.842

P值

<0.001
<0.001
0.002
<0.001
0.005

Exp（B）
值

4.186
3.827
0.317
3.584
0.283

95.0%CI

下部

2.369
1.946
0.145
1.762
0.128

上部

6.847
6.725
0.506
6.028
0.359

表 3 COX回归分析

Table 3 COX regression analysis

变量

E⁃cadherin
VEGF

nm23⁃H1
NLR

面积

0.884
0.945
0.902
0.918

标准误 a

0.057
0.024
0.033
0.042

P值

0.000
0.000
0.000
0.000

渐进 95%置信区间

上限

0.772
0.898
0.837
0.846

下限

0.995
0.992
0.967
0.980

注：a表示为标准误。

表 4 ROC曲线下面积

Table 4 Area under the ROC curve

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度

敏
感

度

敏
感

度

敏
感

度
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1⁃特异性

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性AA BB CC DD

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

注：图 A 为 E⁃cadherin 预测患者预后的 ROC 曲线分析图；图 B 为 VEGF 预测患者预后 ROC 曲线分析图；图 C 为 nm23⁃H1 预测患者预后

ROC曲线分析图；图D为NLR预测患者预后 ROC曲线分析图。

图 2 ROC曲线分析图

Figure 2 ROC curves

2.4 E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1 与 NLR 对预后

预测价值比较

各变量（E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1）ROC 曲

线下面积，见表 4。E⁃cadherin 预测患者预后敏感

度 75.0%，特异度 94.7%；VEGF 预测患者预后敏

感度 87.5%，特异度 90.8%；nm23⁃H1 预测患者预

后 敏 感 度 93.8% ，特 异 度 77.6% ；NLR 敏 感 度

82.3% ，特 异 度 78.4%（见 图 2）。 E ⁃ cadherin、
VEGF、nm23⁃H1 灵敏度、特异度与 NLR 相当甚至

更高。

3 讨论

E⁃cadherin 属于钙黏附蛋白分子成员，亦为跨

膜蛋白亚型，通常在人体与动物上皮细胞部位，并

且大量表达于黏着连接，可以在保持上皮细胞形态

以及结构完整性方面发挥重要作用。虽然不少研

究证实［10］，E⁃cadherin能够作为部分上皮源性肿瘤

（包括肺癌与胃癌等）患者预后预测较为重要指标，

其表达异常降低能促进肿瘤细胞浸润，加速病情进

展，但是 E⁃cadherin 在宫颈癌方面相关研究并不

多。本研究中，同步放化疗后，患者血清 E⁃cadherin
水平明显升高，与上述国内外研究观点相符，说明

同步放化疗可有效改善中晚期 SCCC E⁃cadherin表

达情况，E⁃cadherin降低在肿瘤发展中起着重要作

用。SCCC发生与进展过程主要和血管、相应淋巴

管生成存在紧密联系。VEGF是一种糖蛋白，为当

前已知的一种促血管生成因子，主要作用机制为：

经旁分泌机制高效并且特异地作用于相应血管内

皮细胞，加快新生血管形成。对于新生血管，其既

能促进肿瘤生长，同时又可为肿瘤细胞发生远处转

移提供必要条件。以往报道称，血清VEGF表达上

调几乎出现在所有恶性肿瘤病人身上［11］。大部分

肿瘤细胞能够分泌VEGF，同时对肿瘤细胞产生作

用，于原位肿瘤之中表达，加快内皮细胞增生，同时

介导血管组织与淋巴微管形成［12⁃13］。nm23基因主

要包括 nm 23H 1以及 nm 23H 2亚型。大部分恶性

肿瘤患者中，可检测出 nm 23H 1低表达结果，其和

恶性肿瘤发生及进一步发展有关［14］。进一步 COX
回归分析发现，临床分期、淋巴转移、VEGF为预后

主要独立危险因素，而 E⁃cadherin与 nm23⁃H1则属

于预后保护因素，与杨杰等［15］研究观点相符。分析

其原因，关于 VEGF，可能由于：①VEGF 能够加快
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肿瘤血管组织与微淋巴血管组织生成，使得肿瘤组

织血管大量增生，最终提高血管通透性；②VEGF 表

达上调能加快肿瘤血管生成，提高肿瘤细胞往淋巴

系统与各种微循环系统转移几率，从而对预后产生

影响；③因为血管之中物质渗出变多，肿瘤细胞从

中吸收大量营养物质与所需氧分子，从而快速增

殖。E⁃cadherin低表达代表着 E⁃cadherin黏附功能

降低，导致细胞黏附连接部位异常，瘤细胞逐渐脱

离原发灶，产生转移潜能，可能为引起 SCCC浸润转

移主要步骤。nm23⁃H1表达异常能够减少三磷酸

核苷产生量，从而对微管聚合造成影响，导致细胞

减数分裂过程中，纺锤体形成异常，产生染色体畸

形，并生成非整倍体细胞，促进肿瘤转移；同时可影

响细胞骨架，导致细胞运动，最终在浸润、转移中发

挥作用。炎症指标NLR和不少肿瘤预后存在紧密

关联，以往报道称，NLR可用于宫颈癌患者预后评

估，具有较高应用价值［16］。本研究显示，ROC曲线

下面积处于最大值时，提示血清 E⁃cadherin、VEGF、
nm23⁃H1在预测中晚期 SCCC患者同步放化疗预后

方面具有重要价值。

综上，中晚期 SCCC患者接受同步放化疗后，血

清 E⁃cadherin、nm23⁃H1表达明显上调，VEGF表达

明显降低，其检测可为预后生存预测提供有效指导。
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血清CA153、CEA、SF、CT及Hcy联合检测对乳腺癌
的临床诊断价值

徐书星 1★ 霍庆赟 1 张明远 1 魏永辉 1 杨颖 1 纪金浩 1 张春芬 1 赵冰英 2

［摘 要］ 目的 探讨血清糖类抗原 153（CA153）、癌胚抗原（CEA）、铁蛋白（SF）、降钙素（CT）及

同型半胱氨酸（Hcy）联合检测对乳腺癌的临床诊断价值。 方法 选取 2018年 1月⁃2018年 12月本院

收治的 150例乳腺癌患者（乳腺癌组），83例乳腺良性病变患者（乳腺良性病变组）为研究对象，同时选取

同期 60例健康体检女性为对照组，检测 3组研究对象血清 CA153、CEA、SF、CT、Hcy水平，比较 3组间差

异及乳腺癌不同病理参数患者的各指标水平。通过 Logistic回归分析及 ROC曲线分析各指标单独检测

及联合检测对乳腺癌的诊断效能。结果 乳腺癌组血清 CA153、CEA、SF、CT及Hcy水平均明显高于乳

腺良性病变组和对照组，差异均有统计学意义（P<0.05），而乳腺良性病变组与对照组各指标（除 SF 外）

差异均无统计学意义（P>0.05）。乳腺癌患者血清 CA153、CEA、SF、CT水平均随着乳腺癌临床分期的升

高而逐渐升高，且有淋巴结转移者明显高于无淋巴结转移者，差异均有统计学意义（P<0.05）。而血清

Hcy 水平与乳腺癌分期及淋巴结转移情况无显著相关性（P>0.05）。Logistic 回归分析显示血清 CA153、
CEA、SF、CT 及 Hcy 水平均与乳腺癌密切相关（P<0.05）。SF、CT 单独检测诊断乳腺癌的灵敏度较高

（>0.7），CA153、SF 单独检测诊断乳腺癌的特异度较高（>0.7），而 5 个指标联合检测诊断乳腺癌效果更

佳，其 AUC、约登指数、灵敏度、特异度、准确度分别为 0.885、0.729、0.813、0.916、0.863。结论 血清

CA153、CEA、SF、CT 及 Hcy 水平均可作为乳腺癌诊断的有效依据，而 5 项联合检测具有更高的诊断效

能，诊断准确率高，更利于临床诊断。

［关键词］ 糖类抗原 153；癌胚抗原；铁蛋白；降钙素；同型半胱氨酸；乳腺癌

Clinical value of combined serum CA153，CEA，SF，CT and Hcy in the
diagnosis of breast cancer
XU Shuxing1 ★ ，HUO Qingyun1，ZHANG Mingyuan1，WEI Yonghui1，YANG Ying1，JI Jinhao1，ZHANG
chunfen1，ZHAO Bingying2

（1. Department of Laboratory，Cangzhou maternal and child health hospital，Cangzhou，Hebei，China，
061001；2. Department of Breast，Cangzhou maternal and child health hospital，Cangzhou，Hebei，China，
061001）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the clinical value of serum carbohydrate antigen 153
（CA153），CEA，ferritin（SF），calcitonin（CT）and homocysteine（Hcy）in the diagnosis of breast cancer.
Methods 150 cases of breast cancer（breast cancer group）and 83 cases of benign breast lesions（breast be⁃
nign lesions group）admitted to our hospital from January 2018 to December 2018 were selected as the study
objects，and 60 healthy women in the same period were selected as the control group. Serum levels of CA153，
CEA，SF，CT and Hcy in the three groups were detected，and the differences among the three groups and the
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indexes of patients with different pathological parameters of breast cancer were compared. Logistic regression
analysis and ROC curve were used to analyze the diagnostic efficacy of independent and combined detection
for breast cancer. Results The serum levels of CA153，CEA，SF，CT and Hcy in the breast cancer group
were significantly higher than those in the benign breast lesions group and the control group，with statistically
significant differences（P<0.05），while the differences in all indicators（except SF）between the benign breast
lesions group and the control group were not statistically significant（P>0.05）. The serum CA153，CEA，SF
and CT levels of breast cancer patients all increased gradually with the increase of the clinical stage of breast
cancer，and those with lymph node metastasis were significantly higher than those without lymph node metasta⁃
sis，with statistically significant differences（P<0.05）. There was no significant correlation between serum Hcy
level and stage of breast cancer and lymph node metastasis（P>0.05）. Logistic regression analysis showed that
serum CA153，CEA，SF，CT and Hcy levels were closely related to breast cancer（P<0.05）. The sensitivity
of SF and CT alone was higher（>0.7），while the specificity of CA153 and SF alone was higher（>0.7）. The
AUC，the Yoden index，the sensitivity，the specificity and the accuracy were 0.885，0.729，0.813，0.916 and
0.863，respectively. Conclusion Serum CA153，CEA，SF，CT and Hcy levels can be used as an effective
basis for the diagnosis of breast cancer. The five combined tests have higher diagnostic efficiency，higher diag⁃
nostic accuracy and are more conducive to clinical diagnosis.

［KEY WORDS］ Carbohydrate antigen 153；Carcinoembryonic antigen；Ferritin；Calcitonin；Homo⁃
cysteine；Breast cancer

乳腺癌作为目前临床中最为常见的女性恶性

肿瘤，其发病率逐年升高，严重影响女性的健康及

生活质量，尽早进行有效的诊断是提高乳腺癌治

愈率、改善预后的关键［1 ⁃ 2］。血清糖类抗原 153
（carbohydrate antigen153，CA153）和癌胚抗原（car⁃
cinoembryonic antigen，CEA）是临床中最为常用的

恶性肿瘤检测指标，广泛应用于各类恶性肿瘤的

诊断中［3］，而 SF（ferritin，SF）和降钙素（calcitonin ，

CT）也开始应用于乳腺癌、肺癌等检测，同时研究

发现［4⁃6］乳腺癌、卵巢癌等多种癌症中，血浆同型半

胱氨酸（homocysteine，Hcy）水平也存在异常升

高。但目前各指标单独检测对乳腺癌的诊断效能

尚不够理想，且以上指标联合检测及相关定量研

究较少。因此，本研究旨在通过对比分析乳腺癌

患者、乳腺良性病变患者以及健康人群之间的差

异，探究血清 CA153、CEA、SF、CT 及 Hcy 联合检

测对乳腺癌的临床诊断价值，报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 1 月至 2018 年 12 月本院收治的

150例乳腺癌患者（乳腺癌组），83例乳腺良性病变

患者（乳腺良性病变组）为研究对象。乳腺良性病

变组年龄 34~58 岁，平均（44.68±10.13）岁，其中乳

腺增生 45 例，乳腺纤维瘤 28 例，乳腺囊肿 10 例。

同时，选取同期于本院进行体检的健康女性 60 例

作为对照组，年龄 30~60 岁，平均（45.16±10.42）
岁。3 组研究对象性别、年龄、既往病史等差异无

统计学意义（P>0.05），具有可比性。

纳入标准：①均为女性，且临床资料完整；

②均经详细查体、病史采集、影像学、穿刺活检或

术后病理活检明确诊断［7］；③均为单侧；④其中乳

腺癌患者均为首次发现，且未接受过放化疗或相

关综合治疗；⑤所以患者及家属均签署研究知情

同意书，并经本院伦理委员会批准。排除标准：

①合并患有心、脑、肝、肾等系统严重疾病及出血

性疾病者；②既往有肿瘤病史。乳腺癌组年龄 36~
57 岁，平均（46.82±9.27）岁，其中，根据 AJCC 第 7
版乳腺癌分期系统［8］进行分期：0期 28例，Ⅰ期 40
例，Ⅱ期 47例，Ⅲ期 35例；有淋巴结转移者 63例。

1.2 方法

抽取所有受试对象的晨起空腹静脉血 4 mL，
使用化学发光免疫法对血清 CA153、CEA、SF进行

检测，血清 CA153、CEA、CT 均使用罗氏 cobas
e601全自动化学发光免疫分析仪及配套试剂进行

检测，SF使用美国雅培公司生产的 Architect i2000
化学发光免疫分析仪及其配套试剂进行检测。均

严格按照试剂盒说明书进行操作。观察并记录受

试对象血清 CA153、CEA、SF、CT 及 Hcy 水平，分

析乳腺癌不同病理参数与各指标水平的关系。
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1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0 软件进行分析，计数资料用 n
表示，用 c2进行检验；计量资料用（x ± s）表示，多组

间比较采用方差分析，两组间比较采用两独立样

本 t 检验，应用 Logistic 回归分析各指标对乳腺癌

的影响，并建立回归方程计算多指标预测概率的

预测变量，以各指标及预测变量为检验变量，乳腺

癌为状态变量绘制单项指标及多指标联合检测诊

断乳腺癌的 ROC 曲线，同时通过 Hosmer⁃Leme⁃
show 拟合优度检验来评价预测模型的校准能力。

以 P<0.05表示为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3 组受试对象血清 CA153、CEA、SF、CT 及

Hcy水平比较

乳腺癌组血清 CA153、CEA、SF、CT 及 Hcy 水

平均明显高于乳腺良性病变组和对照组，差异均

有统计学意义（P<0.05），而乳腺良性病变组与对

照组各指标（除 SF 外）差异均无统计学意义（P>
0.05）。见表 1。

组别

乳腺癌组

乳腺良性病变组

对照组

F值

P值

n

150

83

60

/

/

CA153（U/mL）

26.16±14.33

9.66±7.33a

8.87±4.39b

83.299

0.000

CEA（ng/mL）

4.83±2.64

2.03±1.24c

1.81±0.83d

73.884

0.000

SF（ng/mL）

209.75±98.72

69.75±31.72ek

48.51±29.36f

149.904

0.000

CT（pg/mL）

38.57±21.16

18.48±9.66g

17.29±9.13h

86.848

0.000

Hcy（μmol/L）

17.59±9.83

12.34±5.81i

10.41±5.92j

21.245

0.000

表 1 3组受试对象血清 CA153、CEA、SF、CT及Hcy水平比较［n，（x ± s）］

Table 1 Comparison of serum CA153，CEA，ferritin，calcitonin and Hcy levels between the 3 groups［n，（x ± s）］

2.2 乳腺癌不同病理参数与血清 CA153、CEA、

SF、CT及Hcy水平的关系

乳腺癌患者血清 CA153、CEA、SF、CT 水平均

随着乳腺癌临床分期的升高而逐渐升高，且有淋

巴结转移者明显高于无淋巴结转移者，差异均有

统计学意义（P<0.05）。而血清 Hcy 水平与乳腺癌

分期及淋巴结转移情况无显著相关性（P>0.05）。

见表 2。

病理参数

乳腺癌分期

0期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

F值

P值

淋巴结转移

无转移

有转移

t值
P值

n

28
40
47
35

87
63

CA153（U/mL）

16.27±10.62
21.78±13.24
28.87±14.59
43.59±25.83

16.018
0.000

15.79±11.27
40.48±23.14

8.644
0.000

CEA（ng/mL）

2.93±2.36
3.57±2.49
4.93±2.58
6.94±3.63
13.444
0.000

2.88±2.41
7.52±3.23
10.078
0.000

SF（ng/mL）

144.58±78.54
176.89±94.17
212.87±100.25
289.67±123.42

12.581
0.000

141.58±79.61
303.89±109.47

10.517
0.000

CT（pg/mL）

21.18±11.27
29.47±12.88
45.67±23.78
60.78±28.67

23.597
0.000

22.63±12.11
60.58±31.24

10.321
0.000

Hcy（μmol/L）

17.15±9.23
16.77±9.67
18.65±9.94
19.14±9.87

0.515
0.673

16.57±9.79
19.00±9.83

1.498
0.136

表 2 乳腺癌不同病理参数与血清 CA153、CEA、SF、CT及Hcy水平的关系［n，（x ± s）］

Table 2 The relationship between different pathological parameters of breast cancer and serum CA153，CEA，SF，CT and
Hcy levels［n，（x ± s）］

2.3 各指标与乳腺癌关系的 Logistic回归分析

血清 CA153、CEA、SF、CT 及 Hcy 水平均与

乳腺癌密切相关（P<0.05）。通过计算 CA153、

CEA、SF、CT 及 Hcy 五个指标（分别计为 X1、X2、
X3、X4 、X5）Logistic 回 归 分 析 结 果 确 定 乳 腺

癌 预 测 值 回 归 方 程 为 ： P=1/［1 ＋
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e⁃（⁃7.075＋0.046X1＋0.179X2＋0.032X3＋0.061X4＋0.054X5）］，Logistic回归分

析结果见表 3；同时确定五个指标联合检测预测概

率的预测变量 PRE_1。

变量

CA153

CEA

SF

CT

Hcy

常量

B值

0.046

0.179

0.032

0.061

0.054

-7.075

S.E值

0.020

0.086

0.005

0.023

0.027

0.875

Wald /c2值

5.270

4.367

41.473

7.096

4.164

65.386

P值

0.022

0.037

0.000

0.008

0.041

0.000

OR值

1.048

1.196

1.033

1.063

1.056

0.001

95%CI

1.007~1.090

1.011~1.415

1.023~1.043

1.016~1.112

1.002~1.112

表 3 各指标与乳腺癌关系的 Logistic回归分析

Table 3 Logistic regression analysis of the relationship between indicators and breast cancer

指标

CA153（U/mL）

CEA（ng/mL）

SF（ng/mL）

CT（pg/mL）

Hcy（μmol/L）

预测变量 PRE_1

临界值

15.655

2.46

95.810

22.745

15.915

0.610

约登指数

0.373

0.290

0.566

0.398

0.252

0.729

敏感度

0.653

0.633

0.853

0.713

0.567

0.813

特异度

0.720

0.657

0.713

0.685

0.685

0.916

准确度

0.686

0.645

0.785

0.700

0.625

0.863

AUC（95%CI）

0.773（0.721~0.826）

0.734（0.678~0.790）

0.893（0.856~0.930）

0.777（0.726~0.829）

0.668（0.606~0.731）

0.885（0.837~0.933）

表 4 各指标单项检测及联合检测对乳腺癌的诊断效能

Table 4 The diagnostic efficacy of single and combined detection for breast cancer

3 讨论

目前临床中乳腺癌的诊断多采用多种肿瘤标

志物联合检测的方法［9］。CA153 是公认的对乳腺

癌较高诊断特异性的肿瘤标志物，其在乳腺癌患

者中的阳性率为 22.5%~49.2%［10⁃11］。Gion 等［12］的

研究发现，CA153水平与乳腺癌患者临床分期、淋

巴结转移情况等密切相关。而 CA153水平升高的

乳腺癌患者在手术治疗结束后其水平均呈现显著

降低趋势，直至趋近于正常参考范围，而术后复发

患者其水平往往会再次升高［13］。CEA是特异性合

成分泌的一种广谱肿瘤标记物，其在乳腺癌中的

阳性率可达 14.8%~58.0%［14⁃16］，且其水平与乳腺癌

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度

曲线源
ROC曲线

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

CA153
CA153
SF
CT
Hcy
预测概率

参考线

图 1 血清CA153、CEA、SF、CT、Hcy单独检测及联合检

测对乳腺癌诊断的 ROC曲线

Figure 1 ROC curve of serum CA153，CEA，SF，CT and
Hcy in the diagnosis of breast cancer

2.4 各指标单项检测及联合检测对乳腺癌的诊断

效能及ROC曲线

血清 CA153、CEA、SF、CT、Hcy 单独检测及

联合检测预测变量 PRE_1 对乳腺癌诊断的的诊

断 效 能 及 ROC 曲 线 ，见 表 4，图 1。 将 每 组

CA153、CEA、SF、CT、Hcy数值代入方程 P=1/［1＋
e⁃（⁃7.075＋0.046X1＋0.179X2＋0.032X3＋0.061X4＋0.054X5）］得到预测概率值

P，若P值≥预测变量 PRE_1 的临界值即诊断为乳

腺癌。通过 Hosmer⁃Lemeshow 拟合优度检验来

评价预测模型的校准能力。结果显示，Hosmer⁃
Lemeshow c2=5.361，P=0.634>0.05，提示 PRE_1 模

型预测值与实际观测值之间的差异无统计学

意义，预测模型拟合度较好 ，有较好的校准

能力。
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分期及肝脏、骨等转移情况密切相关［17］。SF 主要

参与机体的铁代谢，恶性肿瘤能促进铁蛋白异构

体的合成与分泌而导致血清铁蛋白水平的显著升

高［18］。CT 与甲状旁腺素（PTH）有相互拮抗作

用，一些恶性肿瘤可使血清降钙素水平明显增

加，尤其在多种内分泌恶性肿瘤中及骨转移时的

差异较为显著［19⁃20］。本研究结果显示，乳腺癌组

血清 CA153、CEA、SF、CT 及 Hcy 水平均明显高

于乳腺良性病变组和对照组，且随着乳腺癌临床

分期的升高而逐渐升高，而有淋巴结转移者明显

高于无淋巴结转移者，与以上研究结论基本

一致。

本研究结果发现其对乳腺癌诊断的 AUC、约

登指数、灵敏度、特异度、准确度分别为 0.885、
0.729、0.813、0.916、0.863，诊断效能参数（除灵敏度

外）均较单项检测得到了显著提高。而将各单项指

标整合起来对乳腺癌进行综合分析，避免了经验判

断的主观性，提高了乳腺癌诊断的科学性和客观

性，对乳腺癌的筛查和诊断均具有重要价值。

综上所述，血清CA153、CEA、SF、CT及Hcy水

平均可作为乳腺癌诊断的有效依据，而通过建立

5 项指标的回归模型对患者进行联合检测能有

效提高乳腺癌的诊断效能，弥补单项检测中可能

的不利因素影响，更利于临床诊断，值得推广

应用。
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GAP⁃43蛋白表达与大鼠心力衰竭发病相关性分析
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［摘 要］ 目的 探讨生长相关蛋白 43（GAP43）蛋白及与大鼠心力衰竭发病的关系。方法 选取清

洁级Wistar大鼠 30只，随机分为模型组和假手术组，每组各 15只，模型组采用阿霉素 4 mg/kg腹腔注射建立

心力衰竭模型［1］，假手术组注射生理盐水，采用心脏超声评估大鼠左心室射血分数（LVEF），采用 qRT⁃PCR检

测心脏组织GAP⁃43 mRNA表达，Western blot检测心脏组织GAP⁃43蛋白表达。结果 模型组心脏组织

GAP⁃43 mRNA和蛋白相对表达量分别为（0.300±0.073）和（0.373±0.043），明显低于假手术组（0.902±0.089）
和（1.210±0.133）（P<0.05）；模型组造模 4周后LVEF为（20.44±2.01）%，明显低于假手术组（70.28±3.62）%，

差异有统计学意义（P<0.05）；GAP⁃43 mRNA 相对表达量与 LVEF 呈负相关（r=-0.707，P<0.05），GAP⁃43
蛋白相对表达量与LVEF呈负相关（r=-0.600，P<0.05）。结论 心力衰竭大鼠心脏组织GAP⁃43 mRNA和蛋

白相对表达量明显下调，GAP⁃43蛋白的表达变化可能参与了心力衰竭的发病机制。

［关键词］ 生长相关蛋白 43；心力衰竭；心功能

Analysis of the correlation between the GAP ⁃ 43 protein expression and the
pathogenesis of heart failure in rats
WANG Na1★，CHEN Yushan2，LIU Lei1，DU Linxiang1，WANG Shufei1，ZUO Yanfang1，LI Zongying1，

LI Tingting1

（1. Department of Cardiology，Zhoukou Central Hospital，Zhoukou，Henan，China，466000；2. Department
of Cardiology，First Affiliated Hospital of Henan College of Traditional Chinese Medicine，Zhengzhou，
Henan，China，450000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between growth associated protein 43（GAP⁃
43）and the pathogenesis of heart failure in rats. Methods 30 SPF⁃grade Wistar rats were randomly divided
into model group and sham⁃operated group，with 15 rats in each group. Heart failure model was established by
intraperitoneal injection of adriamycin 4 mg/kg in model group，the sham operation group was injected with sa⁃
line，the left ventricular ejection fraction（LVEF）was assessed by echocardiography，the expression of GAP⁃43
mRNA was detected by qRT⁃PCR，and the protein level of GAP⁃43 was detected by Western blot. Results
The relative expression of GAP⁃43 gene and protein in heart tissue of model group were（0.300±0.073）and
（0.373±0.043），significantly lower than those of sham operation group（0.902±0.089）and（1.210±0.133）
（P<0.05）. The LVEF of model group at 4 weeks after modeling was（20.44±2.01）%，which was significantly
lower than that of sham operation group（70.28±3.62）%（P<0.05）. The expression level of GAP⁃43 both gene
and protein was negatively correlated with LVEF（r=-0.707，P<0.05）and（r=-0.600，P<0.05）. Conclusion
The expression of GAP⁃43 both mRNA and protein level in heart tissue of rats with heart failure are significant⁃
ly down⁃regulated. It may be involved in the pathogenesis of heart failure.

［KEY WORDS］ Growth⁃related protein 43；Gene；Heart failure；Cardiac function
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心力衰竭（heart failure，HF）是指各种原因导

致的心脏组织重构、心功能降低临床表现为心室

充盈、心室射血分数降低等的一种临床综合征，是

常见的心血管系统疾病［1］。其发病率呈逐年上升

趋势。据流行病学资料估计，全国卒中患者不低

于 700 万，心衰患者约 450 万左右，是常见的心血

管患者死亡的主要原因［3⁃4］，慢性心衰患者住院 30
d死亡率达 5.4%［5］。其发病机制，主要由于心输出

量减少，心腔压力增加而激动神经体液调节机制，

交感神经兴奋，肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮系统激

活，释放大量去甲肾上腺素，心肌应激性增强而触

发恶性室性心律失常，严重导致心源性猝死［6］。神

经生长相关蛋白⁃43（growth⁃associated protein 43，
GAP43）是神经系统发育过程中高度表达的一种

神经组织特异性磷酸蛋白质，参与轴突生长和突

触形成，是神经再生表达过程中的典型特征，可作

为神经生长状况的反映性标志物。GAP⁃43蛋白、

GAP⁃43 mRNA 水平可反映神经重构水平，参与

HF发生发展机制［7］。为进一步确定GAP⁃43蛋白、

GAP⁃43 mRNA 水平在 HF 诊断中的价值，本研究

应用心脏超声评估大鼠左心室射血分数（Left ven⁃
tricular ejection fraction，LVEF），应用 qRT⁃PCR 方

法检测心脏组织GAP⁃43 mRNA表达，Western blot
检测心脏组织 GAP⁃43 蛋白表达，试图探讨 GAP⁃
43蛋白的表达及其在心力衰竭发病机制中的可能

作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取清洁级 Wistar 大鼠 30 只，3 月龄，体重

180~200 g，雌雄各半，购自广东省实验动物中心，

使用许可证号：SYXK（粤）2013⁃0002，自由摄食和

饮水，昼夜交替各 12 h，随机分为模型组和假手术

组，每组各 15 只，其中模型组造模过程中死亡 4
只。SPF 级 Wistar 大鼠 48 只，雌雄不限，体质量

（200±20）g，购自辽宁长生生物技术有限公司，实

验动物合格证号：SCXK2010⁃0001。大鼠购入后，

适应性饲养 1 周，动物室保持室温（20±2）℃，相对

湿度 45%，12 h 昼夜节律，自由饮水，常规颗粒饲

料喂养，隔天更换一次垫料。

1.2 实验方法

1.2.1 干预方法

手术组大鼠参见文献建立DHF模型［1］。手术

严格无菌操作，每只大鼠术后给予 30万 U/（kg·d）
青霉素肌肉注射 3 d，预防感染，术后精心饲养。

术后第８周开始，使用微升注射器，静脉注射右下

肢 急性心衰药物 RLX，RLX 小剂量组为 30 μg/
（kg·d），RLX 大剂量组为 98 μg/（kg·d），给药时间

2 周。 而非手术组应用生理盐水以 HF 组相同的

方法、体积和时间进行注射。

1.2.2 心脏超声检查

2%戊巴比妥钠以腹腔注射的方式（Sigma 公

司，批号 T0894）进行静脉麻醉，固定每组大鼠的四

肢，仰卧位。采用彩色超声诊断仪（SONOS5500，
Hewlett⁃Packard 公司）探头选用动物专用小探头

（15 MHz，型号：Vevo 770）进行二维超声的心脏形

态和功能检测，扫描范围：大鼠胸骨旁。测量指标

包括左心室射血分数（LVEF）、左心室舒张末容积

（Left ventricular end⁃diastolic volume，LVEDV）、左

心室收缩末容积（left ventricular end⁃systolic vol⁃
ume，LVESV）。

1.2.3 qRT⁃PCR检查

总 RNA 提取：按照 Trizol 试剂盒（Invitrogen，
美国，批号：15596⁃026）说明书进行，向大鼠心脏

组织中加 0.4 mL 的 Trizol 试剂后匀浆，再加入 1/5
Trizol 试剂体积量的氯仿，剧烈震荡混匀，室温下

静置 5 min，4℃，12 000 g离心 15 min，取上清液至

新离心管内，加入与上清液等体积量的异丙醇，

颠倒混匀，室温下静置 10 min，4℃，12 000 g 离心

10 min，其上清液。向沉淀中加入 1 mL 75%乙醇

清洗沉淀，12 000 g，4℃离心 5 min，其上清液保留

沉淀并干燥。RNA OD 值 A260/A280 在 1.7~2.1
为合格。PCR 扩增：按照反转录试剂盒（广州瑞

真生物有限公司，批号：RR047Q）说明书进行

DNA 反转录；以反转录 cDNA 产物为模板，按照

实时荧光定量 PCR 试剂盒（广州瑞真生物有限公

司，批号：RR430S）说明书进行荧光定量测定。

PCR反应体系如下：预变性 30 s，95℃；扩增、延伸

15 s，95℃；退火 30 s，60℃，循环 40 次，上游引

物 ：ATTCAGGCTAGCTTCCGTGG，下 游 引 物 ：

GAAGGTGCATCTCCTGCCTT，产 物 片 段 为

218 bp。
1.2.4 Western blot检查

取 50 mg 分离得到的左心室组织的蛋白质，

BCA法（bicinchoninic acid）测量其蛋白浓度，将蛋

白进行电泳、转膜、GAP⁃43 一抗孵育（稀释比例
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1∶400，武汉博士德生物试剂公司提供）、二抗孵

育、杂交、显影、曝光，所需的Western、IP细胞裂解

液 、PMSF、增强型 BCA 蛋白浓度测定试剂盒均

购自碧云天生物技术研究所。条带灰度值采用

Image J 图像分析软件分析处理。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 19.0 软件进行数据分析，计量资料

采用（x ± s）表示，组间比较使用 t检验，相关性分析

Pearson 相关分析。P<0.05 为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 两组大鼠体质量比较

模型组和假手术组大鼠体质量比较差异无统

计学意义（P>0.05），见表 1。

2.2 两组造模后 4 周心脏组织 GAP⁃43 mRNA 和

蛋白表达

模型组心脏组织 GAP⁃43 mRNA 和蛋白相对

表达量明显低于假手术组，差异比较有统计学意

义（P<0.05），见表 2、图 1。

2.3 两组造模后 4周后 LVEF比较

模型组造模 4周后 LVEF明显低于假手术组，

差异比较有统计学意义（P<0.05），见表 3。

2.4 相关性分析

将模型组 GAP⁃43 mRNA 和蛋白相对表达量

与 LVEF进行相关分析，结果显示：GAP⁃43 mRNA
相 对 表 达 量 与 LVEF 呈 负 相 关（r=- 0.707，P<
0.05），GAP⁃43蛋白相对表达量与 LVEF 呈负相关

（r=-0.600，P<0.05）。见图 2。

3 讨论

多数学者认为，HF 致交感神经兴奋，神经组

织重构可引起以室性心律失常为代表的各种心律

失常临床表现症，严重可引起患者心源性猝死。

故神经重构在 HF 疾病进展过程中起着重要作

用。目前关于神经重构致交感神经过度兴奋相关

性猝死的发病机制并未完全阐明，交感神经重构、

心肌重构等相互作用一直被认为是心衰的主要发

组别

模型组

假手术组

n
11
15

体质量（g）
194.49±10.20
191.18±9.22

t值

0.865

P值

0.396

表 1 两组大鼠体质量比较［n，（x ± s）］

Table 1 Comparison of body weight between the two groups
［n，（x ± s）］

GAP⁃43

β⁃actin

A B

图 1 模型组和假手术组大鼠心脏组织 gap⁃43蛋白的

western blot分析

Figure 1 Western blot analysis of GAP⁃43 protein taken
from heart tissue of rats in model group and sham⁃operated

group

组别

模型组

假手术组

n
11
15

LVEF（%）

20.44±2.01
70.28±3.62

t值

41.110

P值

0.000

表 3 两组造模 4周后 LVEF比较［n，（x ± s）］

Table 2 Comparison of LVEF in two groups after 4 weeks
of modeling［n，（x ± s）］

组别

模型组

假手术组

t值
P值

n

11
15

GAP⁃43 mRNA
相对表达量

0.300±0.073
0.902±0.089

18.335
0.000

GAP⁃43蛋白
相对表达量

0.373±0.043
1.210±0.133

20.023
0.000

表 2 两组造模后 4周心脏组织GAP⁃43 mRNA和

蛋白表达［n，（x ± s）］

Table 1 The expression of GAP⁃43 mRNA and protein in
cardiac tissue 4 weeks after model establishment in two groups

［n，（x ± s）］

注：A.模型组；B.假手术组

图 2 心力衰竭大鼠GAP⁃43 mRNA和蛋白相对表达量与

LVEF相关图

Figure 2 Analysis of correlation between relative expression
of GAP⁃43 mRNA and protein and LVEF

22.00

21.00

20.00

19.00

18.00

17.00

16.00

LV
EF
（

%
）

22.00

21.00

20.00

19.00

18.00

17.00

16.00

LV
EF
（

%
）

R2线性=0.350R2线性=0.500

1.00 1.10 1.20 1.30 1.400.80 0.85 0.90 0.95 1.00 1.05 1.10
GAP⁃43 mRNA 相对表达量 GAP⁃43 蛋白表达量
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病机制［8］。有研究报道［9］HF患者早期表现为交感

神经兴奋，去甲肾上腺素分泌增多，出现功能性交

感神经去支配等现象，表现为反射性分泌去甲肾

上腺素和酪氨酸羟化酶的水平下降，神经对去甲

肾上腺素的重吸收能力降低，相应地，所需的去甲

肾上腺素吸收载体⁃1 密度降低，最终使患者交感

神经功能下降甚至丧失，长时间的心脏抑制作用，

可加重心衰，严重导致死亡［10］。临床上有研究报

道［11］血管紧张素转化酶抑制剂（angiotensin con⁃
verting enzyme inhibitor，ACEI）类药物可缓解患者

的交感神经去支配现象，β受体阻断剂对临床各种

心律失常、提高室颤阈值、膜稳定、减少猝死等方

面具有重要作用。目前已得到临床的广泛应用，

具体作用机制尚不明确，可能与减慢心率、降低异

位起搏点兴奋性、延长房室结不应期、减慢传导等

具有密切关系。但仍需进一步研究。

GAP⁃43 是神经元上特异性的轴突膜蛋白质，

又称 neuromodulin，参与神经细胞生长、突触生成

发育和神经细胞再生，在神经元的发育和再生过

程中起着重要作用，同时，GAP⁃43 作为细胞内信

号分子，调节轴突延伸作用，间接影响信号传导途

径，也可通过增强与G蛋白偶联受体的转运作用，

直接促进细胞内的信号传导。近年来，大量文献

报道，利用 GAP⁃43 水平反映心肌细胞功能，是判

断交感神经重构常用的指标［13］，故在心衰相关性

基础研究中具有一定作用。本研究结果显示，心力

衰竭模型组大鼠血清GAP⁃43 mRNA、GAP⁃43蛋白

水平较假手术组大鼠血清中上述指标显著降低，与

既往研究报道一致［14］。有文献报道［15］通过给心力

衰竭大鼠灌注益气活血中药后较治疗前发现血清

GAP⁃43蛋白、GAP⁃43 mRNA水平显著下降，对心

功能指标检测发现 LVEF提高，大鼠心衰症状得到

明显改善。以往研究报道虽给出相同的结论，但并

未进一步分析心脏功能与 GAP⁃43 蛋白、GAP⁃43
mRNA 水平的关系。本研究结果显示，GAP⁃43蛋

白、GAP⁃43 mRNA 与 LVEF间均呈负相关。提示，

GAP⁃43蛋白、GAP⁃43 mRNA 越高，心功能越差。

由此可作为心衰病情评估的指标，对临床诊断和个

性化治疗方案的确定具有重要意义。

综上所述，心力衰竭大鼠心脏组织 GAP⁃43
mRNA 和蛋白相对表达量明显下调，与心功能有

一定关系，在疾病发生发展中有重要作用。本研

究创新处，不仅确定 GAP⁃43蛋白、GAP⁃43 mRNA

水平在心衰诊断中的价值，还得出其与心功能的

关系，对临床诊治具有重要的指导意义，可推进心

衰治疗的临床发展。本研究不足之处，样本量有

限，需扩大样本进一步深入实验。
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•论 著•

血清miR⁃200c表达与 2型糖尿病患者白蛋白尿短期
进展的相关性研究

庄苹 1 杨锦 1 郑蛟 1 张敏 2★

［摘 要］ 目的 研究血清 miR⁃200c 表达与 2 型糖尿病患者白蛋白尿短期进展的相关性。方法

选择 2015年 3月至 2019年 10月期重复收治入院的 108例 2型糖尿病患者，根据首次入院时尿白蛋白水

平分为无白蛋白尿组 55例、微量白蛋白尿组 35例、大量白蛋白尿组 18例，根据第二次入院时尿白蛋白

变化分为白蛋白尿进展组和非进展组，检测首次入院时血清miR⁃200c表达量并分析白蛋白尿短期进展的

相关因素。结果 与无白蛋白尿组、微量白蛋白尿组比较，大量白蛋白尿组患者的糖尿病病程明显延长，

高血压率、FBG、HbA1c%、Scr、eGFR、miR⁃200c均明显增加，差异具有统计学意义（P<0.05）；与非进展组患

者比较，进展组患者高血压率、Scr、eGFR、miR⁃200c均明显增加，差异具有统计学意义（P<0.05）；Logistics
回归分析显示，高血压及miR⁃200c增加是白蛋白尿短期进展的危险因素，差异具有统计学意义（P<0.05）；

ROC 曲线分析显示，miR⁃200c 对白蛋白尿短期进展具有预测价值，最佳截点为 0.865。 结论 血清

miR⁃200c表达增加是 2型糖尿病患者白蛋白尿短期进展的危险因素且对白蛋白尿短期进展具有预测价值。

［关键词］ 2型糖尿病；白蛋白尿；miR⁃200c；短期进展；危险因素

Correlation between serum miR⁃200c expression and the short⁃ term progres⁃
sion of albuminuria in patients with type 2 diabetes
ZHUANG Ping1, YANG Jin1, ZHENG Jiao1, ZHANG Min2★

（1. Department of Endocrinology，Sichuan Forestry Central Hospital，Chengdu，China，610081；2. Depart⁃
ment of Geratology，Sichuan Academy of Medical Sciences and Sichuan Provincial People􀆳s Hospital，Cheng⁃
du，China，610072）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between serum miR⁃200c expression and the
short⁃term progression of albuminuria in patients with type 2 diabetes. Methods 108 cases of patients with
type 2 diabetes who were hospitalized repeatedly from March 2015 to October 2019 were selected，divided in⁃
to non albuminuria group containing 55 cases，microalbuminuria group containing 35 cases and macroalbumin⁃
uria group containing 18 cases according to the level of urinary albumin at the first admission，progressive
group and non⁃progressive group according to the change of urinary albumin at the second admission. The se⁃
rum expression of miR⁃200c at the first admission was detected and the factors related to the short⁃term prog⁃
ress of albuminuria were analyzed. Results Compared with the non⁃albuminuria group，microalbuminuria
group，the course of diabetes significantly prolonged，and the hypertension rate，FBG，HbA1c%，Scr，eGFR
and mir⁃200c significantly increased in macroalbuminuria group（P<0.05）；compared with the non⁃progressive
group，the hypertension rate，Scr，eGFR and mir⁃200c significantly increased in progressive group（P<0.05）.
The logistics regression analysis showed that hypertension and the increase of miR⁃200c are the risk factors for
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2型糖尿病是我国常见的内分泌代谢疾病且发

病率呈逐年升高趋势，但 2型糖尿病患者的治疗情

况不容乐观，血糖达标率低、并发症发病率高。糖

尿病肾病是 2型糖尿病常见的慢性并发症，也是临

床上终末期肾病最常见的病因之一［1⁃2］。糖尿病肾

病的发生与血糖控制不佳、糖基化终末产物蓄积、

炎症反应及氧化应激反应激活均密切相关［3⁃4］。近

年来，越来越多的研究开始关注糖尿病肾病，多种

风险因素也被证实与糖尿病肾病的发病有关，但目

前国内关于糖尿病肾病的临床研究以横断面研究

为主，未能对病情发展变化进行动态观察。

白蛋白尿是糖尿病肾病特征性的表现，本研

究拟观察白蛋白尿短期进展情况来评价糖尿病肾

病病情的动态变化并分析相关的危险因素。微小

RNA（microRNAs，miRs）是一类具有广泛生物学

作用的非编码小分子 RNA，血清中多种miRs表达

异常被证实与糖尿病肾病的发生有关。刘新磊［5］

研究证实，糖尿病肾病大鼠肾脏中 miR⁃200c 的表

达增加且抑制miR⁃200c表达对糖尿病肾病大鼠的

肾脏具有保护作用。基于此，本研究将分析血清

miR⁃200c表达与 2型糖尿病患者白蛋白尿短期进

展的相关性，旨在为阐明糖尿病肾病病情发展变

化的可能机制、探寻预测病情发展变化的标志物

提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2015 年 3 月至 2019 年 10 月期重复收治

本院入院的 108 例 2 型糖尿病患者标本。入组标

准：①符合 2 型糖尿病的诊断标准［6］；②连续两次

住院的资料完整；③首次住院时留取血清并检测

miR⁃200c。④所有患者及家属均已签署知情同意

书；排除标准：①其他类型糖尿病或合并糖尿病急

性并发症，如糖尿病酮症酸中毒、高血糖高渗状

态；②合并原发性肾脏疾病；③合并恶性肿瘤；

④有使用肾毒性药物病史。以第一次入院时的资

料作为基线资料、第二次入院时的资料作为随访

资料。根据第一次入院时的尿白蛋白水平分为无

白蛋白尿组（<30 mg/24 h）55 例、微量白蛋白尿组

（30～300 mg/24 h）35 例、大量白蛋白尿组（≥300
mg/24 h）18例。本实验已通过医院伦理委员会批

准同意。

1.2 试剂与仪器

miRNA 提取分离试剂盒、miRNA cDNA 第一

链合成试剂盒、miRNA 荧光定量检测试购盒自北

京天根公司，荧光定量 PCR仪为Bio⁃rad公司。

1.3 方法

1.3.1 基线和随访数据的收集

收集患者第 1 次入院的病史资料，包括性别、

年龄、糖尿病病程、体质量指数（Body mass index，
BMI）、吸烟史、高血压史、用药情况、总胆固醇

（Total cholesterol，TC）、甘 油 三 酯（Triglyceride，
TG）、低密度脂蛋白胆固醇（Low density lipopro⁃
tein cholesterol，LDL⁃C）、高密度脂蛋白胆固醇

（High density lipoprotein cholesterol，HDL）、空腹血

糖（Fasting blood glucose，FBG）、糖化血红蛋白

（Hemoglobin A1c，HbA1c%）、血肌酐（Serum creati⁃
nine，Scr）、内 生 肌 酐 清 除 率（Glomerular filtra⁃
tion rate，eGFR）。

1.3.2 血清miR⁃200c表达的检测

取首次住院期间留取的血清标本，采用 miR⁃
NA 提取分离试剂盒分离血清中的 miRNA，采用

miRNA cDNA第一链合成试剂盒将miRNA反转录

为 cDNA，采用 miRNA 荧光定量检测试购盒配置

PCR 反应体系并进行 PCR 扩增，分别扩增 miR⁃
200c 及 U6，根据扩增曲线计算 miR ⁃ 200c 的表

达量。

1.3.3 白蛋白尿短期进展的评价

收集患者第 2次入院的病史资料，与第 1次入

院时白蛋白尿的变化进行比较，同一患者由无白

蛋白尿进展为微量白蛋白尿或大量白蛋白尿、由

微量白蛋白尿进展至大量白蛋白尿、大量白蛋白

尿患者 Scr 水平翻倍均判断为白蛋白尿短期进

展。共 28 例患者发生白蛋白尿进展、作为白蛋白

the short ⁃ term progress of albuminuria（P<0.05）. ROC curve analysis showed that miR⁃200c had predictive
value for the short⁃ term progress of albuminuria，and the best cutoff point was 0.865. Conclusion The in⁃
creased expression of miR⁃200c in serum is a risk factor for the short⁃term progress of albuminuria in type 2 di⁃
abetic patients and has a predictive value for the short⁃term progress of albuminuria.

［KEY WORDS］ Type 2 diabetes；Albuminuria；mir⁃200c；Short term progress；Risk factors
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尿进展组，其余 80例未发生白蛋白尿进展、作为白

蛋白尿非进展组。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 21.0 软件进行分析，计数资料用 n
表示，计量资料以（x ± s）表示，多组间的比较采用

方差分析、两组间的比较采用 t检验，相关因素分

析采用 Logistic 回归分析，预测价值采用 ROC 曲

线分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 无白蛋白尿组、微量白蛋白尿组、大量白蛋白

尿组患者一般资料的比较

3 组间性别、年龄、BMI、吸烟率、用药情况等

差异无统计学意义（P>0.05）；与无白蛋白尿组、微

量白蛋白尿组比较，大量白蛋白尿组患者的糖尿

病病程明显延长（P<0.05），高血压率明显增加，差

异具有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 无白蛋白尿组、微量白蛋白尿组、大量白蛋白

尿组患者实验室指标的比较

3组间 TC、TG、LDL⁃C、HDL⁃C 差异无统计学

意义（P>0.05）；与无白蛋白尿组、微量白蛋白尿组

比较，大量白蛋白尿组患者的 FBG、HbA1c%、Scr、
eGFR、miR⁃200c 均明显增加，差异具有统计学意

义（P<0.05）。见表 2。

资料

男性

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

糖尿病病程
（年）

高血压

吸烟

ARB/ACEI
他汀类

二甲双胍

胰岛素

无白蛋白
尿组

（n=55）
28（50.91）
59.48±9.94
23.48±6.92

6.09±1.76

19（34.55）
13（23.64）
27（49.09）
14（25.45）
37（67.27）
16（29.09）

微量白
蛋白尿组
（n=35）
15（42.86）
58.77±10.71
23.28±7.12

6.86±1.84

19（54.29）
7（20.00）
18（51.43）
10（28.57）
28（80.00）
9（25.71）

大量白
蛋白尿组
（n=18）
9（50.00）

61.34±10.88
24.29±8.52

7.14±1.97

13（72.22）
3（16.67）
11（61.11）
4（22.22）
12（66.67）
5（27.78）

c2/F值

0.585
0.370
0.120

3.185

8.761
0.445
0.789
0.262
1.919
0.122

P值

0.746
0.692
0.887

0.045

0.013
0.801
0.674
0.877
0.383
0.941

表 1 3组间一般资料的比较［n（%）］

Table 1 Comparion of general data among 3 groups［n（%）］

资料

TC（mmol/L）
TG（mmol/L）

LDL⁃C（mmol/L）
HDL⁃C（mmol/L）
FBG（mmol/L）

HbA1c%
Scr（mmol/L）

eGFR［mL/（min·1.73 cm2）］

miR⁃200c

无白蛋白尿组（n=55）
1.77±0.32
4.77±0.78
2.29±0.52
1.28±0.29
6.29±0.95
6.83±0.97
60.19±9.95

114.49±26.96
0.69±0.26

微量白蛋白尿组（n=35）
1.64±0.35
4.49±0.81
2.50±0.77
1.19±0.31
7.58±1.15
7.34±1.25

67.58±12.58
100.19±31.48
0.86±0.28

大量白蛋白尿组（n=18）
1.83±0.39
4.84±0.92
2.56±0.69
1.22±0.34
8.11±1.48
8.65±1.94

86.96±14.58
85.68±14.85
1.08±0.29

F值

2.329
1.635
1.807
0.981
24.724
14.073
35.633
8.544
14.855

P值

0.102
0.200
0.169
0.378
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

表 2 3组间实验室指标的比较［n，（x ± s）］

Table 2 Comparion of laboratory indicators among 3 groups［n，（x ± s）］

2.3 白蛋白尿进展组与非进展组患者一般资料的

比较

两组间性别、年龄、BMI、糖尿病病程、吸烟率、

用药情况差异无统计学意义（P>0.05）；与非进展

组患者比较，进展组患者高血压率均明显增加，差

异具有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.4 白蛋白尿进展组与非进展组患者实验室指标

的比较

两组 TC、TG、LDL⁃C、HDL⁃C、FBG、HbA1c%
差异无统计学意义（P>0.05）；与非进展组患者比

较，进展组患者 Scr、eGFR、miR⁃200c均明显增加，

差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 4。

资料

男性

年龄

BMI（kg/m2）

糖尿病病程（年）

高血压

吸烟

ARB/ACEI
他汀类

二甲双胍

胰岛素

白蛋白尿
非进展组
（n=80）
38（47.50）
59.77±10.11
23.49±7.32
6.72±1.68
39（48.75）
18（22.50）
40（50.00）
28（35.00）
54（67.50）
22（27.50）

白蛋白尿
进展组
（n=28）
14（50.00）
60.75±10.94
24.34±6.48
7.09±2.29
20（71.43）
5（17.86）
16（57.14）
10（35.71）
23（82.14）
9（32.14）

c2/t值

0.052
0.432
0.507
0.909
0.289
0.267
0.424
0.207
2.173
0.218

P值

0.820
0.667
0.613
0.366
0.591
0.606
0.515
0.649
0.140
0.640

表 3 两组间一般资料的比较［n（%）］

Table 3 comparion of general data among 2 groups［n（%）］
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资料

TC
TG

LDL⁃C
HDL⁃C
FBG

HbA1c
Scr

eGFR［mL/
（min·1.73 cm2）］

miR⁃200c

白蛋白尿
非进展组
（n=80）
1.73±0.30
4.69±0.84
2.41±0.70
1.20±0.31
7.51±1.18
7.55±1.32

73.48±12.77

110.48±28.48

0.73±0.15

白蛋白尿
进展组
（n=28）
1.85±0.41
4.91±0.96
2.57±0.68
1.29±0.35
8.08±1.78
8.22±2.19

83.98±14.29

87.12±16.48

1.05±0.33

t值

1.649
1.149
1.049
1.278
1.911
1.922
3.630

7.704

5.346

P值

0.102
0.253
0.297
0.204
0.059
0.057
0.001

0.000

0.000

2.5 白蛋白尿短期进展影响因素的 logistics 回归

分析

以白蛋白尿短期进展为应变量，以结果 2.3及

2.4 中有统计学差异的高血压、Scr、eGFR、miR⁃
200c 为自变量进行 Logistics 回归分析，高血压及

miR⁃200c 增加是白蛋白尿短期进展的危险因素，

差异具有统计学意义（P<0.05），Scr、eGFR 与白蛋

白尿短期进展无明显相关性，差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 5。

2.6 miR⁃200c 预测白蛋白尿短期进展的 ROC 曲

线分析

miR⁃200c预测白蛋白尿短期进展的ROC曲线

下面积为 0.7663（95%CI：0.6647～0.8679），根据约

登指数最大值确定最佳截点为：0.865，该截点预测

白蛋白尿短期进展的灵敏度为 64.29%、特异性为

71.25%。见图 1。

3 讨论

糖尿病肾病是临床常见的糖尿病慢性并发症

之一，严重影响患者的生活质量，也增加了终末期

肾脏病的发病风险。白蛋白尿是糖尿病肾病的特

征性表现之一，随着病情的发生、白蛋白漏出增

多、白蛋白尿加重。多项研究证实，糖尿病患者尿

白蛋白排泄增加不仅与糖尿病肾病的预后有关，

还与糖尿病患者大血管病变、视网膜病变、骨代谢

异常的发生密切相关［7⁃9］。因此，通过危险因素筛

查早期识别糖尿病患者中可能发生白蛋白尿加重

的高危人群具有积极的临床意义。

在王婷婷［10］的研究中，24.6%的 2 型糖尿病患

者发生率白蛋白尿短期进展。本研究采用进行了

2 型糖尿病患者白蛋白尿短期进展的随访证实是

糖尿病患者白蛋白尿短期进展的危险因素之一。

在糖尿病肾病的发生中，高血压也被证实是危险

因素之一，血压升高能够通过引起肾小球硬化、影

响肾小球灌注等途径来参与肾损害的发生［11⁃12］。

本研究的结果则进一步提示高血压不仅与糖尿病

肾病的发生有关，还能促进糖尿病肾病的病情发

展、与白蛋白尿短期进展相关。

近年来，多种血清标志物被用于糖尿病肾病病

情的评价，其中miRs是一种非编码小分子RNA，在

转录后水平调节基因表达，在糖尿病肾病的发生发

展中起到保护作用或促进作用［13⁃16］。刘新磊［6］的动

物实验证实，糖尿病肾病大鼠肾脏中miR⁃200c的表

达增加；外源性使用miR⁃200c的抑制物后，糖尿病

肾病大鼠肾损害减轻、活性氧生成减少、TGF⁃β1表

达下调，提示miR⁃200c可能在糖尿病肾病的发生发

展中起到促进作用。在糖尿病肾病大鼠中，抑制

miR⁃200c表达能够起到抗氧化、抗纤维化的作用。

综上所述，2型糖尿病患者血清miR⁃200c表达

增加与白蛋白尿的产生、加重及短期进展均相关，

血清miR⁃200c表达增加是 2型糖尿病患者白蛋白

尿短期进展的危险因素且对白蛋白尿短期进展具

有预测价值。

表 4 两组间实验室指标的比较［（x ± s），mmol/L］
Table 4 Comparison of laboratory indicators between the

two groups［（x ± s），mmol/L］

因素

高血压

Scr
eGFR

miR⁃200c

B值

0.284
0.412
-0.227
0.109

OR值

1.575
1.285
0.894
1.758

95%CI
1.159~2.955
0.938~1.948
0.575~1.284
1.323~2.485

Wald/c2值

7.505
1.382
0.938
8.494

P值

0.002
0.098
0.138
0.000

表 5 白蛋白尿短期进展影响因素的 Logistics回归分析

Table 5 Logistic regression analysis of finfluence actors of
short⁃term progress of albuminuria
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图 1 miR⁃200c预测白蛋白尿短期进展的 ROC曲线

Figure 1 ROC curve of miR⁃200c in predicting short⁃term
progress of albuminuria
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预后营养指数对胶质瘤患者预后的影响

徐日★

［摘 要］ 目的 系统评价预后营养指数（PNI）和胶质瘤患者的预后关系。 方法 计算机检索

PubMed、知网和万方数据库，收集有关 PNI和胶质瘤预后关系的队列研究，检索时限均从建库至 2019年

7 月 31 日。使用 RevMan 5.3 软件进行 Meta 分析。 结果 共纳入 7 个队列研究，包括 1 527 位患者。

Meta分析结果显示：单因素分析中低 PNI患者的总生存期（OS）（HR=0.50，95%CI为 0.38~0.64，P<0.01），

多因素分析中低 PNI患者的总生存期（OS）（HR=0.71，95%CI为 0.56~0.90，P<0.01），与高 PNI患者相比，

均提示低 PNI患者总生存期更短，预后较差。虽然Meta结果在单因素分析中提示异质性，I2=64%，但敏

感性分析显示Meta分析的总体结果是稳定的。 结论 低 PNI与胶质瘤患者的不良预后相关，有可能作

为胶质瘤患者预后的潜在标志。

［关键词］ 预后营养指数；胶质瘤；预后

Effect of prognostic nutrition index on the prognosis of glioma patients
XU Ri★

（Qilu hospital of Shandong University，Jinan，Shandong，China，250000）

［ABSTRACT］ Objectives To systematically assess the prognostic value of prognostic nutritional
index（PNI）in patients with gliomas. Methods We identified relevant studies by searching PubMed，CNKI
and Wanfang databases to collect cohort studies from inception to July 31st，2019. The meta ⁃ analysis was
performed by using RevMan 5.3 software. Results A total of 7 cohort studies involving 1 527 patients were
included. Low PNI was associated with the short overall survival of patients with gliomas in the univariate
analysis（HR=0.50，95%CI 0.38~0.64，P<0.01）and in multivariate analysis（HR=0.71，95%CI 0.56~0.90，
P<0.01）. Although the results of the meta ⁃ analysis had statistically heterogeneous（I2=64%），a sensitivity
analysis showed that the results of the meta⁃analysis were stable. Conclusion Current evidence shows that
low PNI is associated with poor prognosis in patients with gliomas and that the prognostic nutritional index
may act as a useful prognostic biomarker in glioma patients.

［KEY WORDS］ Prognostic nutritional index；PNI；Glioma；Prognosis

胶质瘤（glioma）是最常见的原发性颅内肿瘤，

占脑恶性肿瘤的 81%［1］，其中胶质母细胞瘤（glio⁃
blastoma，GBM）组织学类型最常见，约占所有胶质

瘤的 70%~75%，恶性程度最高，总生存期只有 14~
17个月［1］。按照世界卫生组织分级方法胶质瘤可

分为Ⅰ~Ⅳ级，Ⅰ级、Ⅱ级为分化较好的低级别胶

质瘤，Ⅲ级、Ⅳ级为分化较差的高级别胶质瘤［2］。

影响胶质瘤患者预后的因素很多，包括实验室分

子学标记物 IDH、TERT、ATRX、1p19q等以及一些

临床特征如患者年龄、性别、Karnofsky功能状态评

分等［1，3⁃4］。一些学者对预后营养指数（prognostic
nutrition index，PNI）与胶质瘤患者预后的关系也

进行了研究，但没有统一的结论。鉴于此，我们对

评价 PNI 在胶质瘤患者中预后价值的文章进行
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Meta 分析，以期获得一个总结性的结论为临床工

作提供参考价值。

1 材料与方法

1.1 纳入与排除标准

纳入标准：①研究对象为胶质瘤患者的前瞻

性或回顾性队列研究；②研究报道了预后营养指

数与胶质瘤患者预后（总生存期等）的关系；③研

究提供了风险比（hazard ratio，HR）和 95%可信区

间（confidence interval，CI）；④患者在手术前未接

受过任何抗肿瘤治疗。 排除标准：①未提供可用

数据的研究；②综述、信函、评论、病例报告或会议

摘要的文章；③动物研究。

1.2 检索策略

使用电子计算机进行全面的检索，搜集

2019.7.31前发表在 pubmed、知网、万方数据库中有

关于 PNI和胶质瘤患者预后关系的文章，并对纳入

研究的参考文献进行扩展检索，以获得补充的资

料。检索方式使用主题词和自由词相结合，中文数

据库的检索式为：（胶质瘤）and（预后营养指数）；英

文数据库检索式为：（“glioma”or“glioblastoma”or
“oligodendroglioma”or“astrocytoma”or“brain tu⁃
mour”）and（“Prognostic nutritional index”or“PNI”）。
1.3 数据提取与质量评价

研究者筛选文献进行数据的提取，提取的内

容包括：第一作者、出版年份、国家、样本量、PNI截
断值，低水平 PNI 比例，患者的年龄分布，胶质瘤

类型，治疗类型，HR，95%CI，结局指标。

使用纽卡斯尔⁃渥太华量表（Newcastl⁃Ottawa
scale，NOS）进行研究质量评价［5］。质量评估值范

围为 0~9分，得分>5分为高质量研究。

1.4 统计方法

使用 Revman5.3软件进行统计分析，总生存期

（overall survival，OS）采用HR值及 95%CI进行效应

分析，若无法直接获得，则根据Kaplan⁃Meier生存曲

线提取相关数据［6］。通过Q统计量和 I2值进行异质

性检验，若 I2≤50%或P≥0.05，各研究间同质性较好，

采用固定效应模型进行分析；若 I2>50%或 P<0.05，
各研究间存在异质性，采用随机效应模型分析。

绘制漏斗图对纳入研究的发表偏倚进行评价。

2 结果

2.1 检索结果及纳入研究

初步检索后得到 87篇相关文献，通过阅读全文

和摘要排除 15篇综述、3篇病例报告、62篇不相关研

究，最终纳入 7篇队列研究［7⁃13］，包括 1 527名患者。

2.2 纳入研究的基本特征和质量评价

纳入文献中 6篇英文文献，1篇中文文献；6篇

来自中国，1篇来自意大利；胶质母细胞瘤 4篇，胶

质瘤 3篇。纳入研究的基本特征见表 1。

纳入研究

Zhou等

（2016）

He等
（2017）

Xu等

（2017）

Ding等

（2018）

Yang等

(2019)

Andrea 等

（2019）

Ji等
（2019）

国家

中国

中国

中国

中国

中国

意大利

中国

研究类型,
研究中心

回顾性

单中心

回顾性

单中心

回顾性

单中心

回顾性

单中心

回顾性

单中心

回顾性

多中心

回顾性

单中心

肿瘤类型

GBM

Ⅲ、Ⅳ级

胶质瘤

GBM

GBM

胶质瘤

GBM

Ⅱ、Ⅲ级

胶质瘤

样本量

84

188

166

300

128

282

379

平均年龄

54（43~62）

45.0（5~78）

50.41±14.5

49.9±14.02

47.84±13.9

66.4（28~83）

未报道

PNI
截断值

44.4

52.55

48

44

45

45.9

47.8

低 PNI
比例（%）

16.7

58.5

34.3

11

18.8

41.1

20.3

治疗方式

手术+辅助放/化疗

手术治疗

手术+辅助放/化疗

手术+辅助放/化疗

手术+STUPP治疗

手术治疗

手术治疗

手术+辅助放/化疗

手术治疗

NOS
score

8

7

8

6

7

6

6

表 1 纳入研究的基本特征［n，（x ± s）］

Table 1 The characteristics of the included studies［n，（x ± s）］
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2.3 预后营养指数和胶质瘤患者预后的关系

纳入的 7 篇研究均报道了 PNI 与胶质瘤患者

OS 的关系，其中 5 篇研究既包括多因素分析又包

括单因素分析，2篇研究只有单因素分析。PNI的
截断值在 44~52.55之间。

对单因素分析的OS结果进行meta分析，结果

显示各研究存在异质性，I2=64%，使用随机效应模

型，合并 HR，低 PNI 患者的 OS（HR=0.50，95%CI
为 0.38~0.64，P<0.001），与高 PNI 患者相比，提示

预后较差（图 1）。

对多因素分析的OS结果进行meta分析，结果

显示各研究异质性较低，I2=44%，故使用固定效应

模型，合并HR，低 PNI患者的OS（HR=0.71，95%CI
为 0.56~0.90，P<0.01），与高 PNI 患者相比，也提示

预后较差，低 PNI 是胶质瘤患者不良预后的独立

预测因子（图 2）。

2.4 发表偏移

针对 OS 单因素分析这一结局指标绘制漏斗

图进行发表偏倚检测，其结果显示：单因素分析

中，有一个散点偏离，提示存在一定发表偏倚；而

多因素分析中散点在漏斗两侧的分布基本对称，

提示无明显发表偏倚（图 3~4）。

2.5 敏感性分析

由于OS单因素分析合并结果异质性较大，对

纳入的 7 篇研究进行敏感性分析。采用逐个剔除

单项研究的方法进行敏感性分析，发现异质性的

来源主要是 Andrea 的研究，将这个研究剔除再行

HR 合并，合并结果没有异质性（P=0.52，I2=0%）。

剔除其它任何研究，异质性没有明显的变化。剔

除任一研究，对 HR 的合并结果未有影响，说明总

体结果的稳定性和可靠性较好。

3 讨论

PNI 定义为血清白蛋白（g/L）+5×外周血淋巴

细胞总数（×109/L）［14］，可反映患者的免疫和营养状

况，最初用来评估手术患者的术前营养状况、手术

风险以及术后并发症，现已运用到肿瘤领域，可预

测妇科肿瘤、非小细胞肺癌、食管癌、胃癌等患者

的临床预后［15⁃18］，与这些肿瘤患者的总生存期和无

进展生存期有明显的相关性。胶质瘤侵袭性强，

浸润广，手术难以完全切除，预后差，能否也使用

PNI评估胶质瘤患者的预后尚存在争议，故本文对

现有研究进行荟萃分析，最终纳入 7篇文献，均为

高质量研究。Meta 分析结果显示，与高水平 PNI
的患者相比，术前低 PNI 的胶质瘤患者总生存期

明显缩短，PNI水平与胶质瘤患者的临床预后显著

相关，并且是预后的独立预测因素。异质性的来

源主要是 Andrea［11］的研究，Andrea 的研究是唯一

0.01 0.1 1 10 100

Hazard Rato

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

SE(log[Hazard Ratid])

图 3 单因素分析漏斗图

Figure 3 Funnel plot of the Univariate analysis

Hazard Rato

SE(log[Hazard Ratid])

0.01 0.1 1 10 100

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

图 4 多因素分析漏斗图

Figure 4 Funnel plot of the Multivariate analysis

图 1 PNI与胶质瘤患者总生存期OS的关系

（单因素分析）

Figure 1 Forest plot of the association between PNI and
overall survival of gliomas（Univariate analysis）

图 2 PNI与胶质瘤患者总生存期OS的关系

（多因素分析）

Figure 2 Forest plot of the association between PNI and
overall survival of gliomas（Multivariate analysis）
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一篇来自欧洲的研究，其结论是 PNI 水平与 GBM
患者预后并无明显的相关性。即便他们观察到了

高 PNI 患者总生存期更长的趋势，但他们的试验

并没有证明这一结论。造成结果差异的原因可能

是研究对象的人种不同，高龄及低 Karnofsky 功能

评分的患者更多，使 PNI 的预后价值被其它因素

所掩盖。虽然各研究结果间存在一定的异质性，

敏感性分析的总体结果是稳定的。总的来说，

Meta 分析的结果显示，在大多数胶质瘤患者中低

PNI是不良预后的一个危险因素。

胶质瘤的分子标记物如 IDH、TERT、ATRX、

1p19q等对胶质瘤的诊断有重要意义，也可独立或

联合预测胶质瘤患者的临床预后［3⁃4］。本 Meta 分

析纳入的研究中，有 2篇研究评估了 PNI与这些分

子标记物的关系。在Ding［7］的研究中，IDH⁃1突变

型与野生型患者的 PNI 水平无统计学差异。Ji［13］

的研究对不同分子分型的胶质瘤患者中 PNI与预

后的关系进行了评价，结果显示只有 TERT突变患

者，IDH、TERT和 lp/19q三阴患者 PNI的水平与临

床预后存在相关性，而其它分子型的患者中 PNI
并不能提示预后。PNI 在不同分子分型胶质瘤患

者中的预后作用还有待进一步的研究。

本研究也存在一些局限性：①纳入的研究多

来自中国，仅一项研究来自欧洲（意大利），而这项

研究正是异质性的来源，在欧洲人群中是否有同

样的结论需要进一步的研究；②PNI截断值没有统

一的标准，纳入研究采用的判定方法存在差异，可

能对本研究的结果造成影响，这是临床应用前需

要解决的主要问题：③各研究的随访时间和治疗

方式并不一致，可能对结果造成影响。

尽管本 Meta 分析有许多不足，仍提供了 PNI
水平与胶质瘤患者预后关系的证据，低 PNI 与胶

质瘤患者的不良预后相关。针对 PNI的最佳截断

值以及在不同人种、不同分子分型患者中的预后

价值仍需更多的研究进一步的判断。
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缺血性脑卒中患者单个核细胞 TLR3、IRF⁃3、IFN⁃g
mRNA表达及临床意义

李邦林★ 贾汉伟 李靖 李刚

［摘 要］ 目的 探讨缺血性脑卒中患者单个核细胞 Toll样受体 3（TLR3）以及干扰素调节因子⁃3
（IRF⁃3）、干扰素⁃g（IFN⁃g）表达及意义。方法 选取 2016年 2月至 2019年 7月治疗的缺血性脑卒中患者

108例（观察组），其中轻度、中度和重度患者分别 30例、42例和 36例；预后良好 66例，不良 42例；同时选

取健康志愿者 80例作为对照组，采用实时荧光定量 PCR法检测单个核细胞 TLR3、IRF⁃3、IFN⁃g mRNA表

达。结果 观察组 TLR3、IRF⁃3 和 IFN⁃g mRNA 相对表达量分别为（7.211±2.121）、（5.801±1.821）和

（6.270±1.533），明显高于对照组（P<0.05）；重度患者脑梗死体积、TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA 相对表达

量明显高于轻度和中度患者（P<0.05）；预后不良患者脑梗死体积、TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA相对表达

量明显高于预后良好患者（P<0.05）；观察组治疗后 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA 相对表达量较治疗前降

低（P<0.05）；TLR3 mRNA 表达与 IRF⁃3 mRNA、IFN⁃g mRNA、NIHSS 评分和脑梗死体积呈正相关（r=
0.561、0.508、0.400 和 0.311，P<0.05）；IRF⁃3 mRNA 与 IFN⁃g mRNA 呈正相关（r=0.302，P<0.05）。结论

缺血性脑卒中患者 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA表达明显升高，其中 TLR3 mRNA与患者病情程度、脑梗

死体积和预后有一定关系。

［关键词］ Toll样受体 3；干扰素调节因子⁃3；干扰素⁃g；缺血性脑卒中

Expression of TLR3，IRF⁃3，IFN⁃γ mRNA in mononuclear cells of patients
with ischemic cerebral stroke and its clinical significance
LI Banglin★，JIA Hanwei，LI Jing，LI Gang
（Department of Neurology，Huishan People􀆳s Hospital，Wuxi，Jiangsu，China，214187）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression and significance ofmononuclear cell Toll
like receptor 3（TLR3），interferon regulatory factor⁃3（IRF⁃3），interferon g（IFN⁃g）in patients with cerebral
ischemic stroke. Methods A total of 108 patients with ischemic stroke（observation group）treated from Feb⁃
ruary 2016 to July 2019 were selected，of which 30，42 and 36 patients were mild，moderate and severe condi⁃
tion. 66 Patients had good prognosis，and 42 poor. 80 healthy volunteers were selected as the control group，
and the expression mRNA of TLR3，IRF⁃3，IFN⁃g mRNA in mononuclear cells was detected by real⁃time fluo⁃
rescent quantitative PCR. Results The levels of TLR3，IRF⁃3 and IFN⁃g mRNA in observation group were
（7.211±2.121），（5.801±1.821）and（6.270±1.533），which were significantly higher than the control group
（P<0.05）. The cerebral infarction volume，TLR3，IRF⁃3 and IFN⁃g mRNA levels in severe patients were high⁃
er than that in mild and moderate patients（P<0.05），those in patients with the poor prognosis were significant⁃
ly higher than that in patients with the good prognosis patients（P<0.05）. The levels of TLR3，IRF⁃3 and IFN⁃g
mRNA in the observation group after treatment were lower than those before treatment（P<0.05）. The level of
TLR3 mRNA was positively related with IRF⁃3 mRNA，IFN⁃g mRNA，NIHSS score and cerebral infarction
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缺血性脑卒中是神经内科最为常见疾病，发

病率高、致残率高、病死率高，并且随着我国步入

老龄化社会后本病发病率呈现升高的趋势。目前

有效治疗方法是发病后（3~4.5）h 开展静脉溶栓，

但受有限时间窗及医疗条件的限制，很少有卒中

患者能得到这种措施的治疗。因此深入研究缺血

性脑卒中的发病机制，有重要的临床的意义［1］。近

年来研究发现，缺血后的炎症反应，如 Toll样受体

（Toll⁃like receptors，TLR）、干扰素调节因子（Inter⁃
feron regulatory factors ，IRFs）等在脑缺血继发性脑

损害中可能具有重要作用［2］。TLR 属于天然免疫

受体家族，可以识别并结合病原体的特定分子结

构［3］。IRFs 属于重要的转录调节因子，在 TLR 介

导的髓样分化因子非依赖信号转导通路中发挥抵

抗病原体入侵的作用［4］。干扰素调节因子 3（inter⁃
feron regulatory factor ⁃3，IRF⁃3）活化后形成同源

二聚体转位入核，诱导 β干扰素基因表达［3］。上述

3个因子在脑缺血发作中均会出现变化，但是对缺

血性脑卒中患者的病情严重程度则临床报道较为

少见，本文重点研究了缺血性脑卒中患者单个核细

胞 Toll 样受体 3（Toll like receptor 3，TLR3）以及

IRF⁃3、干扰素⁃g（interferon⁃g，IFN⁃g）表达及临床

意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016年 2月至 2019年 7月在本院治疗的

缺血性脑卒中患者 108例（观察组），发病至入院时

间 6~70 h，平均（34.40±9.80）h；根据中国急性缺血性

卒中诊治指南中的标准［5］，其中轻度、中度和重度患

者分别 30例、42例和 36例；根据治疗 90 d后mRS
评分［6］评估，预后良好 66例，不良 42例；纳入标准：

①诊断符合中国急性缺血性卒中诊治指南中的标

准；②发病至入院时间<72 h；③患者及家属知情同

意。排除标准：①合并有颅内出血、急性心肌梗死、

恶性肿瘤、肝肾功能不全、自身免疫性疾病等；②检

查前已行溶栓治疗；③发病前已有肢体残疾。同时

选取健康志愿者 80例作为对照组，两组受试者一般

资料比较差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。

1.2 实验方法

1.2.1 试剂/仪器

全自动化生化分析仪为日本日立公司提供，

型号 7600；流式细胞仪美国 Beckman Coulter 公司

型号 EpicsXL；低温冰箱为德国 Liebherr公司提供，

型号 321；酶标仪为瑞士 Hamilton 公司提供，型号

FAME24/20。台盼蓝溶液为 Sigma 公司提供；

Gimsa染色剂为 Sigma 公司提供；PBS为武汉博士

德公司提供，Trizol 试剂盒为 Invitrogen 公司提供，

RT⁃PCR 试剂盒为 Promega 公司提供，引物合成为

南京金思瑞提供。

1.2.2 操作方法

患者空腹抽取静脉血 10 mL，加入肝素抗凝，

离心后分离血清待检，采用淋巴细胞分离液密度

梯度离心法分离外周血单个核细胞。取已分离的

外周血单个核细胞，加入 RNAisoPlus裂解后，先后

加入氯仿、异丙醇、体积分数 75％的乙醇低温离心

后获得总 RNA。反转录⁃聚合酶链反应：在 50 μL
的反转录反应体系中，以 2.5 μg mRNA 为模板逆

转 cDNA，取 1 μL 的 cDNA 为模板，进行 PCR 扩

增。反转录⁃聚合酶链反应产物鉴定：取 TLR⁃3和

GAPDH扩增产物 3 μL在 2%琼脂糖凝胶中，120 V
电泳 30 min，经紫外线图像成像系统（DU640 型）

观察，并用凝胶成像仪进行拍摄；以验证引物的特

volume（r=0.561，0.508，0.400 and 0.311，P<0.05）. The IRF⁃3 mRNA level was positively correlated with
the IFN⁃g mRNA level（r=0.302，P<0.05）. Conclusion The levels of TLR3，IRF⁃3 and IFN⁃g mRNA in ce⁃
rebral ischemic stroke patients increased significantly. The TLR3 mRNA level is related to the patient􀆳s condi⁃
tion，the volume of cerebral infarction and the prognosis.

［KEY WORDS］ Toll like receptor 3；interferon regulatory factor ⁃ 3；interferon g；cerebral ischemic
stroke

组别

观察组

对照组

t/c2值

P值

n
108
80

男/女
66/42
50/30
0.038
>0.05

年龄（岁）

51.12±8.22
50.12±9.11

0.787
>0.05

表 1 两组一般资料比较［n，（x ± s）］

Table 1 Comparison of 2 groups of general information
［n，（x ± s）］
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异性及获得引物的最适退火温度。采用 SYB⁃
Greeen 试剂盒（美国 Sigma⁃Aldrich 公司），使用

ABl7000 型荧光定量 PCR 仪检测，应用 Rotor gene
6 软件进行荧光信号的收集和结果分析。荧光定

量 PCR 数据采用 2⁃△△ct法进行相对定量。采用酶

联免疫吸附法测定 IRF⁃3、IFN⁃g 浓度变化。

1.3 脑梗死体积测量

脑梗死体积测量均由同一医师负责计算，患者

在发病后 1周进行头颅核磁共振检查，在T2加权像

利用计算机后处理工作站对梗死组织边缘进行划

分，使用感兴趣区技术算出像素综合，脑梗死体积为

感兴趣区内所有的像素总和与层厚和层间隔的积［5］。

1.4 美国国立卫生研究院卒中量表（National In⁃
stitute of Health stroke scale，NIHSS）和改良 Rankin
量表（Modified Rankin Scale，mRS）评分

一名医师根据缺血性脑卒中病情严重程度采

用 NIHSS 评分评估，NIHSS<4 分为轻度神经功能

障碍，4～15分为中度神经功能障碍，NIHSS>15分

为重度神经功能障碍；治疗 90 d 后预后情况采用

mRS 评分评估，mRS≤2 分为预后良好，>2 分为预

后不良［6］。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 19.0 软件进行数据分析，计量资料

采用（x ± s）表示，计数资料用%表示，组间比较使

用 c2 表示，多组间比较采用方差分析，相关性采

用 Pearson 相关分析。以 P<0.05 表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 两组 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA表达比较

观察组 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA相对表达

量明显高于对照组 ，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。

2.2 观察组不同病情患者 TLR3、IRF⁃3 和 IFN⁃g
mRNA等指标比较

观察组中不同病情患者 TLR3、IRF⁃3、IFN⁃g
mRNA等指标中的比较结果：重度>中度>轻度，见

表 3。

病情程度

轻度

中度

重度

F/c2值

P值

例数

30
42
36

男/女

20/10
28/14
18/18
2.805
>0.05

年龄
（岁）

51.82±8.40
52.10±9.02
51.51±8.2

2.231
>0.05

发病至入院
时间（h）

33.72±8.04
32.28±7.93
33.11±8.67

1.903
>0.05

脑梗死体积
（cm3）

10.02±2.12
28.88±3.32a

39.56±3.43ab

45.312
<0.05

TLR3 mRNA

5.012±1.665
6.816±1.572a

8.021±1.601ab

21.021
<0.05

IRF⁃3 mRNA

3.102±1.022
5.003±1.212a

6.821±1.145ab

18.254
<0.05

IFN⁃g mRNA

3.102±1.302
5.117±1.104a

7.014±1.062ab

20.212
<0.05

注：a与轻度比较 P<0.05；b与中度比较 P<0.05。

表 3 观察组不同病情患者 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA等指标比较［n，（x ± s）］

Table 3 Comparisons of TLR3，IRF⁃3 and IFN⁃g mRNA in patients with different conditions in observation group［n，（x ± s）］

2.3 观察组不同预后患者 TLR3、IRF⁃3 和 IFN⁃g
mRNA等指标比较

预后不良患者脑梗死体积、TLR3、IRF⁃3 和

IFN⁃g mRNA 相对表达量明显高于预后良好患者

（P<0.05），见表 4。
2.4 观察组治疗前后 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA
比较

观察组治疗后 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA相

对表达量较治疗前降低（P<0.05），见表 5。
2.5 相关性分析

将患者 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA 表达、NI⁃
HSS评分、脑梗死体积进行相关性分析，结果显示

TLR3 mRNA 表达与 IRF⁃3 mRNA、IFN⁃g mRNA、

NIHSS 评分和脑梗死体积呈正相关（r=0.561、
0.508、0.400 和 0.311，P<0.05）；IRF ⁃ 3 mRNA 与

IFN⁃g mRNA呈正相关（r=0.302，P<0.05）。

组别

观察组

对照组

t值
P值

n

108
80

TLR3 mRNA
7.211±2.121
2.012±0.851

20.713
<0.05

IRF⁃3 mRNA
5.801±1.821
1.043±0.342

23.055
<0.05

IFN⁃g mRNA
6.270±1.533
1.673±0.452

25.982
<0.05

表 2 两组 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA表达比较

［n，（x ± s）］

Table 2 Comparison of TLR3，IRF⁃3 and IFN⁃g mRNA
expression between 2 groups［n，（x ± s）］
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预后

良好

不良

t/c2值

P值

n

66
42

男/女

40/26
26/20
0.187
>0.05

年龄（岁）

51.11±10.02
52.18±9.78
-0.546
>0.05

发病至入院
时间（h）

33.11±7.51
32.30±8.12

0.529
>0.05

脑梗死体积
（cm3）

23.90±4.11
36.66±5.12
-14.278
<0.05

TLR3 mRNA

6.881±1.732
7.712±1.422

-2.600
<0.05

IRF⁃3 mRNA

5.101±1.131
6.422±1.103

-5.974
<0.05

IFN⁃g mRNA

5.901±1.225
6.761±1.322

-3.449
<0.05

表 4 观察组不同预后患者 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA等指标比较［n，（x ± s）］

Table 4 Comparisons of TLR3，IRF⁃3 and IFN⁃g mRNA in different prognosis patients in observation group［n，（x ± s）］

时期

治疗前

治疗后

t值
P值

n
108
108

TLR3 mRNA
7.211±2.121
5.011±1.102

9.565
<0.05

IRF⁃3 mRNA
5.801±1.821
3.001±1.121

13.608
<0.05

IFN⁃g mRNA
6.270±1.533
3.423±1.133

15.521
<0.05

表 5 观察组治疗前后 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA表达

比较［n，（x ± s）］

Table 5 Comparison of TLR3，IRF⁃3 and IFN⁃g mRNA
expression before and after treatment in observation group

［n，（x ± s）］

3 讨论

脑卒中发病后的神经功能损害与多种因素有

关，其中继发的炎症反应导致的神经细胞的结构

和功能的损害与脑卒中后的神经功能密切相关，

因此控制患者发病后炎症反应也是脑卒中患者治

疗的内容之一［7］。脑缺血损伤机制复杂，神经细胞

凋亡、氧化应激反应、炎症反应及免疫反应等均参

与神经功能损害的过程［8⁃9］。

TRL4是跨膜糖蛋白，是天然免疫及模式识别

受体（pattern recognition receptor，PRR）家族最为重

要的模式识别受体之一。TLRs 主要识别细胞外

的病原微生物及组织损伤时释放的内源性分子，

即损伤相关的分子模式（DAMPs），启动 TLRs信号

通路进而诱导炎症反应发生［10］。在脑缺血损伤过

程中，TRL4能够通过信号转导通路激活诱导下游

的TLR3及 INF的表达诱导炎症反应发生及细胞凋

亡的启动［10］。单个核细胞是以白细胞为主的一类

细胞，是机体免疫及炎症反应的主要效应细胞，在

脑缺血过程中，单个核细胞的激活与神经细胞的免

疫损伤和炎性损伤密切相关［11］，目前在缺血性脑卒

中患者，单个核细胞中 TRL4信号转导通路的集火

情况及其与脑缺血病情及预后的关系尚缺乏研究。

TLR3 被激活后可以募集调节蛋白、衔接蛋白

诱导干扰素 βTIR同连接子进行结合，通过此途径

诱导 INF 及 NF⁃κB 的表达，并且能够抑制脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）诱导的多种信号通路，降

低细胞因子 TNF⁃α 的水平，从而减轻 LPS 诱导的

细胞和组织损伤［12］。能够通过与受体结合因子 3
（TNF receptor associated factor 3，TRAF3）与肿瘤坏

死因子受体相关因子联合核因子⁃κB激酶（TANK）
结合激酶 1（TBK1）相互作用，进而引发 IRF3磷酸

化，磷酸化后 IRF3形成二聚体并发生核转位，引起

IFN⁃β基因及其他可诱导基因的转录；干扰素是人体

分泌糖蛋白，正常情况下具有抗病毒、调节人体免疫

功能等多种生物学活性，研究发现 IFN⁃g受到 TRIF
途径的调节，患者体内的促炎因子水平表达减少，能

够降低 IFN⁃g代表的表达水平。在缺血性脑卒中患

者单个核细胞中 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA水平

的变化，提示其可能通过激活相关的信号转导通路，

调节单个核细胞的生物学活性，直接及间接参与神

经功能损害的过程［13⁃15］。

再进一步的研究中发现，在缺血性脑卒中患

者单个核细胞中，TLR3 mRNA的表达水平同NISS
评分及脑梗死的体积具有相关关系，而且同其下

游的 IRF⁃3 和 IFN⁃g mRNA 水平也呈现正相关关

系，也提示在缺血性脑卒中患者 TLR3可能通过对

IRF和 IFN⁃g的调节，参与神经功能损害的过程。

综上所述，缺血性脑卒中患者 TLR3、IRF⁃3和

IFN⁃g mRNA表达明显升高，其中 TLR3 mRNA与患

者病情程度、脑梗死体积和预后有一定关系，提示

检测 TLR3、IRF⁃3和 IFN⁃g mRNA有助于患者病情

的判断和预后的评估，并且可能能够为缺血性脑卒

中患者神经功能的保护和康复提供新的思路。
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•论 著•

血清 hs⁃CRP、TGF⁃β和TLR4水平对儿童急性细菌性
肺炎的临床诊断价值

杨德彬 冯日昇 王玲玲 郭燕军★

［摘 要］ 目的 探讨血清 hs⁃CRP、TGF⁃β和 TLR4水平变化及对儿童急性细菌性肺炎的临床诊断

价值。 方法 选择自 2017年 8月至 2018年 9月在本院接受治疗的 113例急性细菌性肺炎患儿，作为观

察组，同时选择 100例体检健康的儿童作为对照组，记录两组的基本临床资料，采用 ELISA 实验检测两

组血清 hs⁃CRP、TGF⁃β 和 TLR4 水平。通过多因素 Logistic 回归分析研究儿童急性细菌性肺炎预后因

素。采用绘制受试者工作特征（ROC）曲线，分析 hs⁃CRP 和 TGF⁃β 诊断儿童急性细菌性肺炎的临床价

值。 结果 观察组血清血小板、IL⁃6、WBC 水平均高于对照组（P<0.05）。治疗前急性细菌性肺炎患儿

血清 hs⁃CRP 为（12.6±3.4）mg/L，血清 TGF⁃β 为（7.8±1.6）ng/L，血清 TLR4 为（3.8±0.2）mg/L，与对照组相

比均显著上升（P<0.05）。治疗后急性细菌性肺炎患儿血清 hs⁃CRP为（5.1±1.2）mg/L，血清 TGF⁃β为（6.3±
1.7）ng/L，血清 TLR4 为（2.3±0.1）mg/L，与治疗前相比均明显下降（P<0.05）。经多因素 Logistic 回归分

析，发现血清 hs⁃CRP、TGF⁃β 和 TLR4 水平是患儿影响预后的因素。ROC 曲线分析发现血清 hs⁃CRP、
TGF⁃β对儿童急性细菌性肺炎均有一定的的诊断价值，其中 3种指标联合检测的AUC为 0.832，灵敏度

78.3%，特异度 86.2%，联合检测效能显著高于单独指标检测（P<0.05）。 结论 hs⁃CRP、TGF⁃β和TLR4水

平可用于评估儿童急性细菌性肺炎的病情严重程度，有利于急性细菌性肺炎患儿的临床治疗及预后评估。

［关键词］ 急性细菌性肺炎；超敏C⁃反应蛋白；转化生长因子⁃β；Toll 样受体 4

Clinical diagnostic value of serum hs⁃CRP，TGF⁃β and TLR4 levels in children
with acute bacterial pneumonia
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［ABSTRACT］ Objective To investigate the changes of serum hs⁃CRP，TGF⁃β and TLR4 levels in
children with acute bacterial pneumonia and assess the clinical diagnostic value. Methods 113 children with
acute bacterial pneumonia treated in our hospital from August 2017 to September 2018 were selected as
observation group. While 100 healthy children were selected as the control group，and the basic clinical data of
the two groups were recorded. Serum hs⁃CRP，TGF⁃β and TLR4 levels were detected by ELISA. Multivariate
Logistic regression analysis was used to study the prognostic factors of children with acute bacterial
pneumonia. The receiver operating characteristic（ROC） curve was used to analyze the clinical value of
hs⁃CRP and TGF⁃β in the diagnosis of acute bacterial pneumonia in children. Results The levels of platelet，
IL ⁃ 6 and WBC in the observation group were higher than those in the control group（P<0.05）. Before
treatment，the serum hs⁃CRP，TGF⁃βand TLR4 levels in children with acute bacterial pneumonia were 12.6±
3.4 mg/L，7.8±1.6 ng/L and 3.8±0.2 mg/L respectively，which were significantly higher than those in the
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control group（P<0.05）. After treatment，serum hs⁃CRP，TGF⁃β and TLR4 were 5.1±1.2 mg/L，6.3±1.7 ng/L
and 2.3±0.1 mg/L，which were significantly lower than those before treatment（P<0.05）. Multivariate logistic
regression analysis showed that serum hs ⁃CRP，TGF⁃β and TLR4 levels were the prognostic factors. ROC
curve analysis showed that serum hs ⁃ CRP and TGF ⁃ β had certain diagnostic value in children with acute
bacterial pneumonia. The AUC，the sensitivity and the specificity of joint detection of three indicators was
0.832，78.3% and 86.2%，respectively. The combined detection efficiency was significantly higher than those
of single index detection（P<0.05）. Conclusion The levels of hs ⁃CRP、TGF⁃βand TLR4 can be used to
evaluate the severity of acute bacterial pneumonia in children，which is beneficial to the clinical treatment and
prognosis evaluation of children with acute bacterial pneumonia.

［KEY WORDS］ Acute bacterial pneumonia；Hypersensitive C⁃reactive protein；Transforming growth
factor⁃β；Toll⁃like receptor 4

急性细菌性肺炎是临床儿科常见的呼吸系统疾

病，患儿因细菌感染导致体内炎性反应加剧，同时患

儿的肺功能受到危害，主要表现为咳嗽、发热等症

状，若不及时控制可导致惊厥、休克等严重并发症，

由于儿童肺炎的临床症状不典型，容易被误诊为普

通感冒，从而导致患儿临床疗效不佳［1］。因此，有必

要对儿童急性细菌性肺炎进行有效的诊断及评估。

白介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）、降钙素原（procalcito⁃
nin，PCT）等指标可反映体内的炎性反应程度，但易

受患者的年龄、饮食习惯等的影响，导致患者血清

IL⁃6、PCT 水平变化较大，从而促使急性细菌性肺

炎的误诊率较高［2］。超敏C反应蛋白（hypersensitive
C⁃reactive protein，Hs⁃CRP）是一种主要由肝脏合成

的急性期蛋白，在机体遭受病菌感染后可大量合成，

可敏感地反映机体炎症状况［3］。有研究发现急性细

菌性肺炎患者的血清 hs⁃CRP水平可在短期内达到

峰值，当患者疾病程度减轻后血清 hs⁃CRP水平下

降［4］。转化生长因子⁃β（transforming growth factor⁃
β，TGF⁃β）是一类调节细胞生长和分化的蛋白活性

因子，可刺激免疫细胞分泌 IFN⁃γ及 TNF⁃α等促炎

因子，从而加剧机体的炎性反应［5］。Toll 样受体 4
（toll⁃like receptor 4，TLR4）是一类 I 型跨膜蛋白受

体，通过识别各种抗原后介导体内的免疫分子发挥

作用，激活体内免疫炎性反应，可能对机体造成免疫

损伤［6］。本研究旨在分析血清 hs⁃CRP、TGF⁃β 及

TLR4水平对儿童急性细菌性肺炎的诊断价值，为提

高儿童急性细菌性肺炎的临床疗效提供参考。

1 资料及方法

1.1 一般资料

选择自 2017年 8月至 2018年 9月在本院接受

治疗的 113例细菌性急性细菌性肺炎患儿，作为观

察组，男 67 例，女 46 例，年龄 5~14 岁，平均年龄

（8.35±3.12）岁，平均体重（31.58±3.42）kg。纳入标

准：①符合中华医学会儿科学分会儿童急性细菌

性肺炎的诊断标准［7］；②患儿性别、年龄、体重及患

病时间临床基本资料完整；③患儿咳嗽、咳痰、肺

部出现中细湿罗音及胸痛等临床症状；④采集患

儿痰液或血液进行细菌培养后检出病菌。排除标

准：①患有先天遗传性疾病；②有药敏反应的患者

临床基本资料缺失；③心、肺等重要脏器功能衰

竭；④伴发肺结核、肿瘤等疾病的急性细菌性肺炎

患儿。同时选择 100 例体检健康的儿童作为对照

组，男 59 例，女 41 例，年龄 6~12 岁，平均年龄

（9.71±3.43）岁，平均体重（32.26±3.62）kg。儿童健

康标准：①身体代谢、免疫机能正常；②无炎症、肿

瘤及其他疾病；③心、肝、肺等重要脏器功能正

常。两组的性别、年龄、体重差异无统计学意义

（P>0.05）。患儿家长均知情同意，本研究经郑州

大学附属儿童医院伦理学委员会批准。

1.2 主要试剂及仪器

hs⁃CRP酶联免疫试剂盒购自上海谷研实业有

限公司；TGF⁃β 酶联免疫试剂盒购自上海恒远生

化试剂有限公司；IL⁃6、TLR4酶联免疫试剂盒购自

上海江莱生物科技有限公司；肝素购自上海恒远

生化试剂有限公司；Xpand Plus全自动生化分析仪

购自美国德灵公司；Statfax 4200 酶标仪购自美国

Awareness公司。

1.3 治疗方法

患儿均给予退热、祛痰、止咳及营养支持等常

规治疗，同时头孢曲松钠和炎琥宁联合用药治疗，

给药方法为：头孢曲松钠剂量为 60 mg/（kg·d），炎

琥宁剂量为 10 mg/（kg·d），并与 100 mL 的 10%葡

萄糖溶液混匀后静脉滴注。患儿治疗时间为 14
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天，并严格执行治疗临床路径，同时观察并记录患

儿的临床症状。

1.4 检测方法

研究对象均在治疗前、后空腹静脉取血 6 mL，
加入肝素抗凝后以 1 500 rmp 离心 10 min，收集血

浆并编号，置于 -80℃保存。通过酶联免疫吸附试

验（enzyme⁃linked immuno sorbent assay，ELISA）实

验检测样本血清 IL⁃6、hs⁃CRP、TGF⁃β 及 TLR4 水

平，按照ELISA试剂盒说明书将用抗体包被液处理

96孔酶标板，设置空白孔、标准品孔及样本孔，将标

准品及样本经梯度浓度稀释后加入孔中，孵育 15
min后弃上清液，每孔加入 35 μL的酶标试剂，置于

37℃孵育 25 min，每孔加入 20 μL洗涤液。震荡 20 s
后弃上清液，每孔加入 30 μL显色剂，避光孵育 15
min 后，每孔加入 10 μL 终止液，在 450 nm 处用酶

标仪检测各孔光密度（optical delnsity，OD）值。同

时通过全自动生化分析仪检测样本中血小板、白细

胞（leukocyte，white blood cell，WBC）水平。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件分析数据，计量资料以

（x ± s）表示，两组比较采用 t检验，多组均数比较采

用 F分析，计数资料采用 c2检验，受试者工作特征

（receiver operating characteristic，ROC）曲线评估 hs⁃
CRP和 TGF⁃β诊断价值。P<0.05表示差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 2组儿童血液生化指标比较

观察组血清血小板、IL⁃6、WBC 水平高于对照组

（P<0.05）。见表 1。

2.2 治疗前后急性细菌性肺炎患儿血清 hs⁃CRP、
TGF⁃β和 TLR4水平比较

治疗前急性细菌性肺炎患儿血清 hs⁃CRP、

TGF⁃β、TLR4与对照组相比显著上升，差异有统计

学意义（P<0.05）。治疗后急性细菌性肺炎儿童血

清 hs⁃CRP、TGF⁃β，TLR4与治疗前相比明显下降，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 儿童急性细菌性肺炎预后不良的危险因素

分析

以儿童急性细菌性肺炎预后为因变量，以急

性细菌性肺炎儿童的性别、年龄、体重、血小板、

WBC 、IL⁃6、hs⁃CRP、TGF⁃β、TLR4为自变量，通过

Logistic 回归分析发现 hs⁃CRP、TGF⁃β、TLR4均是

急性细菌性肺炎患儿预后不良的危险因素（P<
0.05）。见表 3。

2.4 hs⁃CRP、TGF⁃β 和 TLR4 用于诊断急性细菌

性肺炎的ROC分析

ROC 曲线分析发现血清 hs ⁃CRP、TGF ⁃ β、
TLR4 对儿童急性细菌性肺炎均有一定的诊断价

值，其中联合检测的曲线下面积（area under curve，
AUC）为 0.832，灵敏度 78.3%，特异度 86.2%，检测

效能显著高于其它单独指标检测（P<0.05）。见

表 4。

指标

对照组

观察组

t值

P值

血小板（×109/ L）

216.67±37.43

362.47±43.71

5.234

0.032

IL⁃6（ng/L）

11.7±0.1

23.2±0.2

14.8±2.1

6.268

WBC（×109/L）

9.3±1.8

14.8±2.1

5.347

0.021

表 1 急性细菌性肺炎儿童血液生化指标比较（x ± s）

Table 1 Comparison of blood biochemical indicators of
children with acute bacterial pneumonia（x ± s）

指标

对照组

患儿治疗前

患儿治疗后

F值

P值

hs⁃CRP (mg/L)

4.2±0.3

12.6±3.4*

5.1±1.2#

12.357

0.024

TGF⁃β (ng/L)

3.9±0.2

7.8±1.6*

6.3±1.7#

14.627

0.015

TLR4 (mg/L)

1.3±0.2

3.8±0.2*

2.3±0.1#

9.273

0.027

表 2 急性细菌性肺炎儿童血清 hs⁃CRP、TGF⁃β和

TLR4水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum hs⁃CRP，TGF⁃β and
TLR4 levels in children with acute bacterial pneumonia（x ± s）

与对照组相比，*P<0.05；与治疗前相比，#P<0.05。

指标

hs⁃CRP

TGF⁃β
TLR4

b值

1.251

1.328

1.468

SE值

0.132

0.204

0.134

Wald值

7.259

6.628

5.694

P值

0.031

0.027

0.036

OR值

4.627

5.137

4.936

95％CI

2.316-9.269

3.126-7.692

3.416-8.263

表 3 Logistic 回归分析儿童急性细菌性肺炎预后危险

因素

Table 3 Logistic regression analysis of prognostic risk
factors for children with acute bacterial pneumonia
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3 讨论

急性细菌性肺炎是细菌感染诱发的常见儿科

急症，可促使患儿氧合指数迅速下降，直至呼吸功

能衰竭，对患儿的健康有较大危害。有研究发现

儿童免疫系统发育尚未完善，对外界的铜绿假单

胞菌、鲍氏不动杆菌等病菌抵抗力较弱，从而导致

儿童的肺炎发病率高于成年人，对该病进行早期

诊断并及时治疗有利于减轻患儿的临床症状［8］。

已有研究发现血清 hs⁃CRP、TGF⁃β和 TLR4与自身

免疫性疾病、病毒感染及局部感染等疾病的发生

密切相关，对患者的预后及治疗有较高的临床价

值［9］。有研究发现急性肠炎患者的血清 Hs⁃CRP、
TGF⁃β和 TLR4水平显著上升，当患者临床症状缓

解后，这几种临床指标均有一定程度下降［10］。临

床常规的检测手段（如血常规、胸片等）对急性细

菌性肺炎有一定的诊断价值，但对患儿的误诊率

较高。

Hs⁃CRP 是机体在炎症感染、创伤等因素刺激

下由肝脏分泌的急性反应蛋白，当患者恢复正常

后血清Hs⁃CRP水平显著下降，可调节机体的免疫

功能，促进体内补体系统的激活［11］。TGF⁃β 是一

种具有多种生理功能的细胞因子，体内可调控细

胞增殖及分化，并能刺激免疫细胞分泌过多的促

炎因子，损伤肺泡内血管内皮细胞，并促使毛细血

管膜通透性增加，导致患儿的肺功能下降［12］。

TLR4可非特异性地识别并结合抗原，激活免疫细

胞内 NF⁃κB 信号通路，从而介导炎性因子的分

泌［13］。有研究发现急性肠炎患者的血清 Hs⁃CRP、
TGF⁃β 及 TLR4 表达水平可进一步激活体内巨噬

细胞功能，可加剧体内炎性反应［14］。有研究发现

在炎症感染、创伤等因素刺激下急性细菌性肺炎

患者血清Hs⁃CRP水平迅速上升，促使患者机体的

免疫反应加剧，并与血清 TGF⁃β、TLR4 水平呈正

相关［15］。这可能是由于免疫细胞表面的 TLR4 识

别细菌或细菌产生的抗原物质后，刺激炎性因子

的分泌紊乱，抑炎因子分泌下降，并促进Hs⁃CRP、
TGF⁃β 的分泌，提示血清 Hs⁃CRP、TGF⁃β 及 TLR4
水平上升并不是单独孤立的，与机体的炎性反应

密切相关，可作为衡量患者体内的炎症程度的指

标，但需进一步实验以阐明这三种指标相互作用

关系。因而评估患者的疾病程度及预后需要结合

多种指标参考，否则可能影响患者疾病的治疗效

果。本研究发现观察组 hs⁃CRP、TGF⁃β及 TLR4诊

断急性细菌性肺炎的灵敏度和特异度均优于单个

指标的诊断价值。有研究发现普通感冒的患儿血

清 hs⁃CRP 水平上升明显，可能是由于机体的炎症

反应对 hs⁃CRP 水平影响较大，提示单独检测血清

hs⁃CRP 可能提高急性细菌性肺炎的误诊率［16⁃17］。

因此，同时检测血清 hs⁃CRP、TGF⁃β 及 TLR4 水平

对提高急性细菌性肺炎的临床诊断效果有重要

价值。

综上所述，联合检测 hs⁃CRP、TGF⁃β 和 TLR4
水平对平可提高儿童肺炎的诊断准确率，可作为

患儿疾病危险分层的参考指标，有利于急性细菌

性肺炎患儿的临床治疗及预后评估。
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TGF⁃β
TLR4
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0.724
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95%CI
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0.561~0.826
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0.613~0.937

灵敏度

(%)
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(%)
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P值
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表 4 ROC曲线评估 hs⁃CRP、TGF⁃β和 TLR4检测急性细

菌性肺炎的效能

Table 4 ROC curve to evaluate the efficacy of hs⁃CRP、
TGF⁃β and TLR4 in detecting acute bacterial pneumonia

·· 215



分子诊断与治疗杂志 2020年 2月 第 12卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, February 2020, Vol. 12 No. 2

［7］ 陈娜芬，陈碧芬，苏艺娟 . 热毒宁注射液联合机械辅助

排痰治疗儿童支气管肺炎的疗效及对血液 CRP、PCT、

SLPI 水平的影响［J］. 中国妇幼保健，2018，33（19）：4539⁃

4542.

［8］ 王立斯，王李润 . 降钙素原与超敏 C反应蛋白联合检测在

小儿肺炎诊治中的意义［J］. 实用医技杂志，2017，24（9）：

985⁃987.

［9］ Ibrahim DD，Ousmane S，Moumouni K，et al. Measurement

of pneumococcal IgG antibody，carriage and infection with

Streptococcus pneumoniae in children under five years of age

with acute respiratory infection in Niger［J］. J Infect Public

Health，2017，10（5）：657⁃660.

［10］ 阳甜，李宏，陈天君，等，陈明伟 . 人巨细胞病毒 DNA 与

IgM 抗体检测在急性肺炎患者中的应用研究［J］. 国际检

验医学杂志，2017，38（12）：1659⁃1660.

［11］ 钱婧，袁艺 . 血清 25⁃（OH）D_3 水平与儿童社区获得性肺

炎严重程度及免疫功能相关性研究［J］. 中国儿童保健杂

志，2018，26（8）：827⁃830.

［12］ Kawamata R，Yokoyama K，Sato M，et al. Utility of se⁃

rum ferritin and lactate dehydrogenase as surrogate markers

for steroid therapy for Mycoplasma pneumoniae pneumonia

［J］. J Infect Chemother，2015，21（11）：783⁃789.

［13］ 林兵，王斌 . 微生物培养和血清检验在小儿肺炎支原体感

染诊断中的价值探讨［J］. 齐齐哈尔医学院学报，2018，39

（4）：416⁃417.

［14］ Korkmaz EP，Töreyin ZN，Berk TH，et al. Evaluation of

nephrotoxicity and prognosis in patients treated with colistin

due to hospital ⁃ acquired pneumonia［J］. Tuberk Toraks，

2017，65（4）：271⁃281.

［15］ 刘冬梅，王敬敏，徐琳，等 . 血浆 NT⁃ProBNP、H⁃FABP

对小儿肺炎的评估价值及其与 C 反应蛋白的相关性研究

［J］. 解放军医药杂志，2017，29（12）：67⁃69.

［16］ 刘萌，窦云鹏，谷丽，等 . 鉴别诊断临床急性肺炎病原体

感染的血清标志物研究［J］. 首都医科大学学报，2016，37

（5）：636⁃640.

［17］ 白驹 . 高龄重症肺炎患者血清过氧化物及过氧化水平及其

临床意义［J］. 分子诊断与治疗杂志，2017，9（3）：191⁃195.

参考文献
［1］ Hou JH，Zhu HX，Zhou ML，et al. Changes in the Spectrum

of Kidney Diseases：An Analysis of 40，759 Biopsy⁃Proven

Cases from 2003 to 2014 in China［J］. Kidney Dis（Basel），

2018，4（1）：10⁃19.

［2］ Chu YW，Lin HM，Wang JJ，et al. Epidemiology and out⁃

comes of hypoglycemia in patients with advanced diabetic kid⁃

ney disease on dialysis：A national cohort study［J］. PLoS

One，2017，12（3）：1⁃13.

［3］ Han Q，Zhu H，Chen X，et al. Non⁃genetic mechanisms of di⁃

abetic nephropathy［J］. Front Med，2017，11（3）：319⁃332.

［4］ Sanajou D，Ghorbani Haghjo A，Argani H，et al. AGE ⁃

RAGE axis blockade in diabetic nephropathy：Current status

and future directions［J］. Eur J Pharmacol，2018，15（833）：

158⁃164.

［5］ 刘新磊，宋卫敏，高志强，等 . 抑制 miR⁃200c 表达对糖尿

病肾病大鼠肾组织的 保护作用及机制研究［J］. 中国临床

解剖学杂志，2019，37（6）：668⁃672.

［6］ 中华医学会糖尿病学分会 . 中国 2 型糖尿病防治指南

（2017年版）［J］. 中国实用内科杂志，2018，38（4）：292⁃344

［7］ 刘锐，杨智鹏，陈磊，等 . 社区 2 型糖尿病患者并发糖尿

病肾病现况及危险因素［J］. 中国老年学杂志，2019，39

（19）：4679⁃4682.

［8］ 苏珂，崔利娜，楚晓婧，等 . 2 型糖尿病患者尿白蛋白/肌

酐比值与大血管病变的关系［J］. 郑州大学学报（医学版），

2016，51（5）：654⁃657.

［9］ 苗翠晓，冯正平 . 糖尿病肾脏病患者尿白蛋白排泄率与骨

代谢生化指标相关性分析［J］. 中国骨质疏松杂志，2017，

23（12）：1596⁃1599，1638.

［10］ 王婷婷，李明杰，林宁，等 . 血清高尿酸水平与住院糖尿

病患者白蛋白尿短期进展的关系研究［J］. 上海交通大学

学报（医学版），2019，39（7）：754⁃758.

［11］ 余颖，陆泽元，张华清，等 . 2型糖尿病患者尿白蛋白与肌

酐的比值和下肢动脉病变的相关性研究［J］. 中国糖尿病

杂志，2017，25（7）：610⁃614.

［12］ Yu ZB，Wang JB，Li D，et al. Prognostic value of visit⁃to⁃

visit systolic blood pressure variability related to diabetic kid⁃

ney disease among patients with type 2 diabetes［J］. J Hyper⁃

tens，2019，37（7）：1411⁃1418.

［13］ Shao X，Kong WX，Li YT. MiR⁃133 inhibits kidney injury

in rats with diabetic nephropathy via MAPK/ERK pathway

［J］. Eur Rev Med Pharmacol Sci，2019，23（24）：10957 ⁃

10963.

［14］ Shao H，Huang Y，Hu HL，et al. Effect of miR⁃29c on renal

fibrosis in diabetic rats via the AMPK/mTOR signaling path⁃

way［J］. Eur Rev Med Pharmacol Sci，2019，23（14）：6250⁃

6256.

［15］ García⁃Jacobo RE，Uresti⁃Rivera EE，Portales⁃Pérez DP，et

al. Circulating miR⁃146a，miR⁃34a and miR⁃375 in type 2 dia⁃

betes patients，pre⁃diabetic and normal⁃glycaemic individuals

in relation to β⁃cell function，insulin resistance and metabolic

parameters［J］. Clin Exp Pharmacol Physiol，2019，46（12）：

1092⁃1100.

［16］ 何爽，黄萍，范明娟 . 血浆miR⁃192、miR⁃29c水平对 2型糖

尿病肾病诊断的临床意义［J］. 分子诊断与治疗杂志，

2019，11（6）：522⁃526.

（上接第 202页）

·· 216



分子诊断与治疗杂志 2020年 2月 第 12卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, February 2020, Vol. 12 No. 2

基金项目：河南省教育厅科学技术研究重点项目（14B320011）
作者单位：1. 商丘市第一人民医院介入科，河南，商丘 476100

2. 商丘市中医院急诊科，河南，商丘 476000
3. 商丘市第一人民医院胃肠肝胆外科 ，河南，商丘 476100
4. 商丘市第一人民医院介入科 ，河南，商丘 476100

★通信作者：孟令武，E⁃mail：76581021@qq.com

•论 著•

TACE 联合射频消融对中期肝癌患者血清 GP73、
AFP、AFP⁃L3的影响

孟令武 1★ 李月圆 2 李志彬 3 李明玉 4

［摘 要］ 目的 观察经肝动脉化疗栓塞术（TACE）联合射频消融（RFA）治疗中期肝癌（HCC）近

期疗效及对血清高尔基体糖蛋白⁃73（GP73）、甲胎蛋白（AFP）、甲胎蛋白异质体⁃3（AFP⁃L3）水平的影

响。 方法 以本院收治的 300例中期HCC患者，非随机临床同期对照研究及患者自愿原则分为对照组

（TACE 治疗，n=150）、实验组（TACE 联合 RFA，n=150），评估两组近期疗效，观察治疗前、治疗后血清

GP73、AFP、AFP⁃L3、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）水平，随访两组治疗后 1年、2年复发率及总

生存率，比较两组安全性。 结果 实验组近期有效率明显高于对照组（P<0.05）；治疗后两组 GP73、
AFP、AFP⁃L3水平较治疗前明显降低，且实验组明显低于对照组（P<0.05），治疗后两组 SOD、MDA较治

疗前明显升高（P<0.05），但治疗后两组比较差异无统计学意义（P>0.05）；实验组治疗后 2年复发率明显

低于对照组（P<0.05），两组不良反应总发生率比较差异无统计学意义（P>0.05）。 结论 与单一 TACE
治疗比较，TACE联合 RFA可明显提高中期HCC患者近期疗效、降低复发率，可有效杀死肿瘤细胞从而

使AFP、AFP⁃L3及GP73水平明显下降，此外联合治疗不会增加机体氧化应激反应，安全性好。

［关键词］ 肝癌；肝动脉化疗栓塞术；射频消融；GP73；AFP；AFP⁃L3

Effect of TACE combined with radiofrequency ablation on serum GP73，AFP
and AFP⁃L3 in intermediate⁃stage hepatic carcinoma
MENG Lingwu1★，LI Yueyuan2，LI Zhibin3，LI Mingyu4

（1. Department of Intervention，Shangqiu First People􀆳s Hospital，Shangqiu，Henan，China，476100；

2. Emergency Department，Shangqiu Hospital of Traditional Chinese Medicine，Shangqiu，Henan，China，
476000； 3. Department of Gastrointestinal Hepatobiliary Surgery，Shangqiu First People 􀆳 s Hospital，
Shangqiu，Henan，China，476100；4. Department of Intervention，Shangqiu First People 􀆳 s Hospital，
Shangqiu，Henan，China，476100）

［ABSTRACT］ Objective To observe the short ⁃ term curative effect of transcatheter arterial
chemoembolization（TACE） combined with radiofrequency ablation（RFA）on intermediate ⁃ stage hepatic
carcinoma（HCC）and the effects on serum Golgi glycoprotein⁃73（GP73），alpha fetoprotein（AFP）and alpha
⁃ fetoprotein heteroplasmon ⁃ 3（AFP ⁃L3） levels. Methods 300 HCC patients at intermediate ⁃ stage were
admitted to the hospital. According to non⁃randomized clinical homochronous controlled study and voluntary
principle，patients were divided into control group（TACE，n=150）and experimental group（TACE combined
with RFA，n=150）. The short⁃term curative effect of both groups was evaluated. Serum GP73，AFP and AFP⁃
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L3，superoxide dismutase（SOD），and malondialdehyde（MDA）levels were observed before and after the
treatment. After 1 year and 2 years of treatment，the recurrence rates and overall survival rates in both groups
were followed up. The safety was compared between the two groups. Results The short⁃term response rate
of experimental group was significantly higher than that of control group（P<0.05）. After treatment，levels of
GP73，AFP and AFP⁃L3 in both groups were significantly decreased. And the above indexes in experimental
group were significantly lower than those in control group（P<0.05）. SOD and MDA in both groups increased
（P<0.05）. After 2 year treatment，the recurrence rate in experimental group was significantly lower than that
in control group（P<0.05）. The total incidence rates of adverse reactions in the two groups were no significant
difference （P>0.05）. Conclusion Compared with TACE treatment，TACE combined with RFA can
significantly improve the short⁃term curative effect and reduce the recurrence rate of patients with intermediate⁃
stage HCC. It can effectively kill tumor cells and reduce the serum levels of AFP，AFP ⁃L3 and GP73. In
addition，combined treatment will not increase the body's oxidative stress response，and has a good safety

［KEY WORDS］ Hepatic carcinoma； Transcatheter arterial chemoembolization； Radiofrequency
ablation；GP73；AFP；AFP⁃L3

经 肝 动 脉 化 疗 栓 塞 术（transcatheter arterial
chemoembolization，TACE）为中晚期原发性肝癌

（hepatocellular carcinoma，HCC）首选治疗方案［1］。

TACE 后受新生血管产生以及侧支循环建立等因

素的影响，单纯 TACE 较难达到理想治疗效果，综

合治疗已成为 TACE 技术发展的主要方向［2］。射

频消融（radiofrequency ablation，RFA）为局部微创

治疗方法之一，研究发现 TACE 联合 RFA 治疗

HCC 患者可获得理想治疗效果［3］。研究表明

TACE 后甲胎蛋白（alpha fetoprotein，AFP）的检测

为 HCC 临床诊治工作指明了方向［4］，由此揭开了

关于HCC患者治疗前后分子生物学标志物水平变

化的研究热点。研究表明高尔基体糖蛋白 ⁃73
（golgi glycoprotein⁃73，GP73）在 HCC 早期诊治中

灵敏度高于AFP［5］。甲胎蛋白异质体⁃3（alpha feto⁃
protein heterogeneity ⁃ 3，AFP ⁃ L3）则是新近发现

HCC 诊断标志物［6］。但目前国内有关 TACE 联合

RFA 治疗中晚期 HCC 近期疗效及对血清 GP73、
AFP、AFP⁃L3水平影响尚处于初步探索阶段，加之

晚期 HCC 存活率较低临床随访研究受限，为此本

文展开临床前瞻性研究，旨在为中期 HCC 患者早

期诊治提供参考。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2015 年 1 月至 2017 年 10 月本院收治的

中期HCC患者为研究对象。纳入标准：符合《原发

性肝癌规范化病理诊断指南（2015 年版）》［7］中期

HCC 诊断标准，入院后经增强电子计算机断层扫

描（computed Tomography，CT）或腹部超声检查确

诊为HCC；未出现肝内血管侵犯或肝外转移；自愿

参与本研究，签署书面知情同意书；未接受全身放

化疗。排除标准：严重肝肾功能不全；存在重度出

血倾向；严重高血压；合并心脏病及糖尿病；严重

腹水或肝静脉、动脉瘘；明显黄疸或腹腔积液。纳

入 300 例中期 HCC 患者，根据非随机临床同期对

照研究及患者自愿原则，分为对照组（n=150）及实

验组（n=150），两组一般资料比较差异无统计学意

义（P>0.05），有可比性，见表 1。本研究征得本院

医学伦理委员会批准同意。

1.2 试剂/仪器

主要试剂：5⁃氟尿嘧啶（上海经科化学科技有

限公司）、奥沙利铂（武汉远启医药化工有限公

司）、GP73、AFP、AFP⁃L3 试剂盒均由上海瑞番生

物科技有限公司提供，超氧化物歧化酶（SOD）、丙

二醛（MDA）试剂盒由北京热景生物技术有限公司

分类

性别（男/女）

年龄（岁）

肝功能Child⁃Pugh
分级（A/B级）

病灶数（单发病灶/
多发病灶）

肿瘤直径（cm）

实验组

86/64

57.24±5.01

92/58

107/43

4.21±0.65

对照组

88/62

58.03±5.10

90/60

109/41

4.30±0.68

c2/t值

0.055

1.353

0.056

0.367

0.605

P值

0.815

0.177

0.813

0.544

0.547

表 1 两组一般资料比较［（n=150，（x ± s）］

Table 1 General data of the 2 groups［（n=150，（x ± s）］
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组别

实验组

对照组

c2值

P值

n
150
150

CR值

55（36.67）
46（30.67）

PR值

66（44.00）
59（39.33）

SD值

16（10.67）
26（17.33）

PD值

13（8.67）
19（12.67）

CR+PR
121（80.67）
105（70.00）

4.592
0.032

表 2 两组近期疗效比较［n（%）］

Table 2 Short⁃term curative effect in the two groups［n（%）］

提供。主要仪器：1.5T MR 数字减影血管造影和

LightSpeed VCT 64 层螺旋 CT（美国通用电气公

司）、彩超（荷兰飞利浦，型号：iU22）等。

1.3 研究方法

①对照组：TACE 治疗，患者术前半小时肌注

地西泮，常规消毒铺巾，局麻成功后，穿刺股动脉

并注射对比剂，数字减影血管造影下对瘤灶行准

确定位，对供血动脉行插管，将非离子型碘化油对

比剂 5 mL、5⁃氟尿嘧啶 2 g、奥沙利铂 200 mg注入

插管中，在血管造影引导下明胶海绵以及聚乙烯醇

颗粒注入靶血管，导管拔出后对穿刺部位行加压包

扎，持续 5天，1次/月，3个月为一个疗程，术后 12 h
确保患者下肢维持制动状态，密切关注穿刺部位是

否渗血、血肿及皮纹等。②实验组：在 TACE 治疗

基础上联合 RFA，TACE 操作步骤同对照组，在

TACE完成后 15 d开展RFA治疗，对患者电针预插

部位皮肤行常规消毒，局麻成功后，彩超引导下射

频电极插入肿瘤组织，穿刺成功后将射频发生装置

进行连接，消融功率约 60 W（起始 20 W，6 min后逐

渐增加至 60 W），消融温度 80℃，时间为 12 min，≤3
个球灶单针消融，4~6个球灶双刀联合消融，耐受性

差者建议分次行消融，为确保瘤灶彻底杀灭，射频

消融范围需延长到正常组织 1 cm。术后患者均行

常规保肝、抗炎等治疗一周左右。

1.4 疗效评估

治疗结束后 6 个月，实体瘤疗效评价标准

（evaluation criteria of solid tumor efficacy，RE⁃
CIST）［8］评估患者近期疗效，完全缓解（complete

remission，CR）：瘤灶消失维持时间≥4 个月；部分

缓解（partial remission，PR）：瘤灶体积缩小≥30%且

维持 4 周；疾病稳定（stabilization disease，SD）：瘤

灶体积缩小<30%或增大小于 20%；疾病进展（pro⁃
gression disease，PD）：瘤灶体积增大>20%或出现

新病灶。总有效率=（CR+PR）/总例数×100%。

1.5 观察指标

①血清指标检测：治疗前、治疗结束后采用酶

联免疫吸附法检测血清 GP73、AFP 和 AFP⁃L3 水

平；放射免疫沉淀法检测两组患者血清超氧化物

歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、丙二醛（malo⁃
ndialdehyde，MDA）。②预后随访：治疗后均定期

随访 1、2 年，末次随访时间为 2019 年 10 月，比较

两组复发率、总生存率，复发定义：随访时经 CT或

磁共振成像扫描检查发现新生瘤灶；总生存是从

入院开始日期到随访截止日期仍存活的病例数。

③不良反应发生情况。

1.6 统计学处理

采用 SPSS 20.0 统计软件行分析，计数资料

用%表示，组间比较行 c2检验，计量资料以（x ± s）

表示，组间比较行独立样本 t检验，以 P<0.05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组实验近期疗效比较

两组实验在近期疗效结果显示，实验组近期

有效率明显高于对照组，差异具有统计学意义（P<
0.05），见表 2。

2.2 血清GP73、AFP、AFP⁃L3水平比较

与同组治疗前比较，治疗后两组 GP73、AFP、
AFP⁃L3 水平明显降低，且实验组明显低于对照

组，差异具有统计学意义（P<0.05），见表 3。
2.3 氧化应激指标比较

与同组治疗前比较，治疗后两组 SOD、MDA水

平明显升高，差异具有统计学意义（P<0.05），治疗

后两组比较差异无统计学意义，（P>0.05），见表 4。
2.4 预后随访

治疗后 1年复发率、治疗后 1、2年总生存率比

较差异无统计学意义（P>0.05），见表 5。
2.5 两组不良反应发生情况比较

两组不良反应总发生率比较差异无统计学意

义（P>0.05），见表 6。
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组别

复发

治疗后 1年

治疗后 2年

总生存

治疗后 1年

治疗后 2年

实验组
（n=150）

8（5.33）
12（8.00）

140（93.33）
134（89.33）

对照组
（n=150）

9（6.00）
24（16.00）

138（92.00）
122（81.33）

c2值

0.062

4.546
0.196
3.835

P值

0.803

0.033
0.659
0.050

表 5 两组预后随访情况比较［n（%）］

Table 5 Prognosis of the 2 groups［n（%）］

组别

GP73（ng/mL）

AFP（ng/mL）

AFP⁃L3（%）

n

150

150

150

时间

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

实验组

246.18±12.89
107.26±8.91a

380.13±39.76
121.56±11.96a

49.62±4.19
17.28±1.63a

对照组

245.98±12.95
162.57±9.96a

379.98±40.40
215.69±16.47a

50.07±4.24
23.65±2.43a

t值
0.134
50.690
0.032
56.639
0.925
26.663

P值

0.893
<0.001
0.974
<0.001
0.356
<0.001

3 讨论

单纯 TACE 治疗中期 HCC 的疗效并不理

想［10］。近年来国内外学者主张对 HCC 患者采取

综合疗法，尤其是 TACE 联合 RFA在 HCC 患者中

的应用日益被重视。匡远黎等［11］文献报告指出

TACE联合RFA治疗中晚期HCC患者是安全可行

的，国外学者也证实 TACE 联合 RFA 治疗可明显

提高 HCC 患者临床疗效［12］。TACE、RFA 治疗均

属于有创操作，治疗中会引起机体氧化应激反应，

SOD、MDA 则是评估机体氧化应激反应的有效指

标，因而临床有必要密切关注 TACE 联合 RFA 治

疗中期 HCC 患者血清 AFP、GP73、AFP⁃L3、SOD、

MDA水平变化。

Soichiro 等学者［13］研究表明 HCC 患者 TACE
治疗前采用 RFA 治疗可有效缩小瘤灶体积，而本

研究结果表明 TACE 联合 RFA 治疗中期 HCC 患

者近期疗效优于 TACE 单独治疗，因此考虑联合

治疗近期疗效更佳。本结果还提示 TACE 联合

RFA 治疗中期 HCC 患者可有效抑制 GP73、AFP、
AFP⁃L3水平表达并降低患者复发风险。尽管目前

国内外关于 TACE联合RFA治疗前后HCC患者血

清GP73、AFP、AFP⁃L3水平变化的研究不多，但相

关研究指出血清GP73、AFP、AFP⁃L3水平与肝癌病

灶内细胞增殖、血管新生以及术后肝外转移复发密

切相关，因此本研究推测联合治疗可提高近期疗效

并降低复发率，或与联合治疗可更有效杀灭肿瘤细

胞继而降低血清GP73、AFP、AFP⁃L3水平有关。

本研究还提示 TACE联合 RFA治疗不会增加

机体氧化应激反应，临床应用中有一定安全性。而

本研究证实的 TACE联合RFA治疗中期HCC患者

可有效降低术后 2年复发率，与张庆永等［14］学者观

点相符。不同的是本研究证实无论联合治疗还是

单一 TACE治疗对中期HCC患者近期复发率和生

存率的影响相当，可能与张庆永等的研究样本量不

多或对象来源较集中导致结果存在一定偏倚有关。

综上，TACE 联合 RFA 治疗中期 HCC 患者是

安全可行的，不仅近期疗效佳，且可有效降低

GP73、AFP、AFP⁃L3 水平，有一定临床推广应用

优势。

表 3 治疗前后两组血清GP73、AFP、AFP⁃L3水平比较［n，（x ± s）］

Table 3 Serum GP73，AFP and AFP⁃L3 levels in the 2 groups before and after treatment［n，（x ± s）］

注：与同组治疗前比较，均 aP<0.05。

组别

SOD（U/mL）

MDA（μg/L）

时间

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

实验组

22.43±2.34
42.25±4.31b

10.37±1.04
17.35±1.65b

对照组

21.92±2.29
41.98±4.28b

10.29±1.06
17.16±1.73b

t值
1.908
0.544
0.660
0.973

P值

0.057
0.587
0.510
0.331

注：与同组治疗前比较，均 bP<0.05。

表 4 治疗前后两组氧化应激指标比较［n=150，（x ± s）］

Table 4 Oxidative stress indexes in the 2 groups before and
after treatment［n=150，（x ± s）］

分类

恶心呕吐

腹痛

轻微发热

皮疹

合计

实验组
（n=150）
21（14.00）
8（5.33）
11（7.33）
6（4.00）

46（30.67）

对照组
（n=150）
16（10.67）
6（4.00）
7（4.67）
5（3.33）

34（22.67）

c2值

2.455

P值

0.117

表 6 两组不良反应发生情况比较［n（%）］

Table 6 Adverse reactions in the two groups［n（%）］

（下转第 238页）
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合并MS冠心病患者细胞因子表达及临床意义

谢瑾 1★ 李红 2 罗浩 2

［摘 要］ 目的 探讨合并代谢综合征（MS）冠心病患者脂联素（ADP）、纤溶酶原激活物抑制物⁃1
（PAI⁃1）PAI⁃1和炎性因子表达及与冠脉病变严重程度的相关性分析。 方法 选取 2016年 12月至 2018
年 12月本院收治的冠心病患者 80人作为研究对象，根据是否合并代谢综合征分为对照组和观察组分别

40人。运用酶联免疫吸附双抗夹心法对两组患者的ADP、PAI⁃1、TNF⁃α、IL⁃6水平进行检测，使用生化分

析仪对两组患者的 hs⁃CRP水平进行检测，并对两组结果予以对比分析。 结果 观察组患者的血糖、血压

均明显高于对照组；观察组患者的ADP水平为（4.79±1.38），明显低于对照组ADP水平（6.60±1.57），而PAI⁃1
水平（72.36±13.78）明显高于对照组（57.48±10.35），差异具有统计学意义（P<0.05）；在炎性水平上，观察组

的 TNF⁃α、IL⁃6、hs⁃CRP的水平含量均明显高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）；两组患者左主干、

双支病变例数及不同血管狭窄指数间对比，差异均无统计学意义（P>0.05），但对照组冠状动脉单支病变的

患者明显高于观察组，观察组 3支病变明显高于对照组，且观察组患者总狭窄指数显著大于对照组，差异

具有统计学意义（P<0.05）；经 Pearson直线相关性分析得：ADP与脉狭窄指数呈负相关，而 PAI⁃1、TNF⁃α、
IL⁃6及 hs⁃CRP均与其呈正相关（P<0.05）。 结论 合并代谢综合征冠心病患者ADP表达较低，而 PAI⁃1和

炎性因子水平显著升高，其中ADP与冠脉病变程度呈负相关，而 PAI⁃1和炎性因子与其呈正相关，故多种

指标联合检测对冠心病合并代谢综合征患者冠脉病变程度具有一定的评估价值。

［关键词］代谢综合征；冠心病；脂联素；纤溶酶原激活物抑制物；炎性因子；冠脉病变严重程度

Cytokine expression in patients with coronary heart disease and metabolic
syndrome and its clinical significance
XIE Jin1★，LI Hong2，LUO Hao2

（1. Department of Cardiology，West China Hospital，Sichuan University，Chengdu，Sichuan，China，
610000；2. Department of Cardiology， the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University，
Chongqing，China，400016）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of Adiponectin （ADP），Plasminogen
activator inhibitor⁃1（PAI⁃1）and inflammatory factors in patients with metabolic syndrome and coronary heart
disease and their correlation with the severity of coronary artery disease. Methods A total of 80 patients with
coronary heart disease treated in our hospital from December 2016 to December 2018 were selected as the
research subjects. They were divided into the control group and the observation group of 40 people according to
whether they had metabolic syndrome. The enzyme⁃linked immunosorbent sandwich assay（ELISA）was used
to detect the serum levels of ADP，PAI⁃1，TNF⁃α，and IL⁃6 in the two groups. The biochemical analyzer was
used to detect the levels of hs⁃CRP in the two groups. The results were analyzed. Results The blood glucose
and blood pressure of the observation group were significantly higher than those of the control group. The ADP
level of the observation group was（4.79 ± 1.38），which was significantly lower than that of the control group
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代谢异常包括高血压、血糖异常以及血脂异

常，多种代谢异常在同一个机体上出现则称为代

谢综合征，原称为X综合征和胰岛素抵抗综合征，

是一种人体的脂肪、蛋白质、碳水化合物等物质发

生代谢紊乱的病理状态，是一组复杂的代谢紊乱症

候群［1］。由于此病发病较为缓慢，常被人们所忽略，

但代谢综合征患者的发病与久坐少动、饮食睡眠状

态不健康、遗传因素等因素有密切联系，代谢综合

征是冠心病、脑卒中的高危发病因素［2］。近年来，由

于人们的生活质量改进，生活方式的不断改善，冠

心病患者合并有代谢综合征的趋势也逐渐上升，也

因此受到重视［3］。脂联素（adiponectin，ADP）是近

年来新发现的一种具有调节脂类、糖类代谢的脂肪

因子，在一定程度上可延缓动脉粥样硬化的发

生［4］。有相关研究显示，患者发生炎性反应是冠心

病的发病机制，而患者病情的冠脉病变严重情况与

纤溶酶元激活物抑制剂（plasminogen activator in⁃
hibitor⁃1，PAI⁃1）的表达等具有一定关联［5］。本研究

通过观察合并代谢综合征冠心病患者ADP、PAI⁃1
以及炎性因子的水平，探讨上述细胞因子和炎性因

子与冠脉严重程度的相关性，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016年 12月至 2018年 12月本院收治的

冠心病患者 80 人作为研究对象，根据是否合并代

谢综合征分为对照组和观察组分别 40 人，两组患

者中性别，年龄，体质量指数（Body Mass Index，
BMI）比较，差异无统计学意义（P>0.05），但有可

比性。见表 1。

1.2 纳入及排除标准

纳入标准 ：①患者均进行冠状动脉造影、血液、

生化检查等支持冠心病诊断［6］；②患者及家属均对

研究知情并签字参加；③患者智力正常，交流无障

碍，能与医务人员及家属较好的沟通交流。排除

标准：①患有严重肝、肾功能不全等疾病；②在入

院的两周前予以了溶栓治疗或有抗凝药物服用使

或相关治疗史，女性患者有雌激素药物服用史；

③有其他系统疾病患者或恶性肿瘤等疾病。

1.3 试剂/仪器

日本 HITACHI 公司生产的 7060 型全自动生

化分析仪、PAI⁃1 试剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技

组别

观察组

对照组

c2/t值
P值

n
40
40
-
-

男/女
28/12
25/15
0.503
0.478

年龄（岁）

50.43±3.78
50.39±3.61

0.048
0.962

BMI（kg/m2）

25.39±1.57
25.89±1.19

1.605
0.113

表 1 两组组患者一般资料、生化检查情况比较

［n，（x ± s）］

Table 1 Comparison on general information and biochemical
examination of patients in the two groups［n，（x ± s）］

（6.60±1.57）. The PAI⁃1 level was（72.36 ± 13.78），which was significantly higher than that in the control group
（57.48±10.35，P<0.05）. The levels of inflammatory factors TNF⁃α，IL⁃6，hs⁃CRP in the observation group
were significantly higher than those in the control group（P<0.05）. The differences in the number of the left
main coronary artery，double branch lesions and in vascular stenosis index between the two groups was not
statistically significant（P>0.05），but the number of patients with single coronary artery lesions in the control
group was significantly higher than that in the observation group. The number of patients with three coronary
artery lesions in the observation group was significantly higher than that in the control group（P<0.05），and the
total stenosis index of the observation group was higher than that of the control group（P<0.05）. According to
Pearson linear correlation analysis，ADP was negatively correlated with arterial stenosis index，PAI⁃1，TNF⁃α，
IL ⁃6 and hs ⁃CRP were positively correlated with arterial stenosis index（P<0.05）. Conclusion In patients
with coronary heart disease and MS，ADP level is low，and the levels of PAI⁃1 and TNF⁃α，IL⁃6 and hs⁃CRP
are significantly increased. ADP is negatively correlated with the degree of coronary artery disease，while PAI⁃1
and TNF⁃α，IL⁃6 and hs⁃CRP are positively correlated. Therefore，the combined detection of these indicators
has certain evaluation value for the degree of coronary artery disease in patients with coronary heart disease and
metabolic syndrome.

［KEY WORDS］ Metabolic syndrome；Coronary heart disease；Adiponectin；Plasminogen activator
inhibitor⁃1；Inflammatory factor；Severity of coronary artery disease
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组别

对照组

观察组

c2/t值
P值

n

40
40
-
-

病变数目

左主干

6
7

0.092
0.762

单支

12
2

8.658
0.003

双支

10
8

0.287
0.592

三支

12
23

6.146
0.013

病变狭窄指数

旋支

2.36±4.30
2.52±4.34

0.166
0.869

前降支

3.02±4.36
3.34±1.58

0.440
0.661

左主干

1.59±1.20
1.65±1.26

0.218
0.828

冠状动脉

2.48±1.26
2.76±1.30

0.978
0.331

总狭窄指数

7.16±1.50
9.36±1.98

5.601
<0.001

表 3 冠心病患者冠状动脉病变支数比较及狭窄指数比较［n，（x ± s）］

Table 3 Comparison on the number of coronary lesions and stenosis index in patients with coronary heart disease［n，（x ± s）］

股份有限公司，货号：E⁃EL⁃H2104c）、ADP 试剂盒

（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，货号：

E⁃EL⁃H0004c）、TNF⁃α试剂盒（武汉伊莱瑞特生物

科技股份有限公司，货号：E⁃EL⁃H0109c）、IL⁃6 试

剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司，货

号：E⁃EL⁃H0102c）、hs⁃CRP 试剂盒（武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司，货号：E⁃EL⁃H5134c）。

1.4 方法

测量患者血压抽取患者未进食、水时的静脉

血 1 mL，进行差速离心并分取放置上清液于-80℃
恒温箱中等待检查。患者的API⁃1、血清ADP含量

水平、肿瘤坏死因子 ⁃α（tumor necrosis factor ⁃α，
TNF⁃α）以及白细胞介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）水

平通过使用酶联免疫吸附双抗夹心法进行检测；

超敏 C 反应蛋白（high ⁃ sensitivity C⁃ reactive pro⁃
tein，hs⁃CRP）选用全自动生化分析仪进行检测。

1.5 观察指标

①患者 PAI⁃1 以及 ADP 水平含量情况；②炎

性因子（IL⁃6、TNF⁃α、hs⁃CRP）水平对比。③记录

冠脉病变指数的数量。④两组患者冠脉狭窄情况；

⑤分析合并代谢综合征冠心病患者 ADP、PAI⁃1、
TNF⁃α、IL⁃6及 hs⁃CRP与冠脉狭窄指数相关性。

冠脉病变情况根据冠状动脉造影分析判

定［7］，观察结果发生病变和狭窄的部位和程度，观

察病变是左主干、单支、双支还是三支。冠状动

脉狭窄判定［8］：①冠脉未发生狭窄为 0 分；②狭窄

的范围处于 25%至 49%之间是 1 分；③若狭窄的

范围处于 50%至 74%之间是 2 分；④狭窄的范围

处于 75%至 89%之间是 3 分；⑤狭窄的范围处于

90%至 98%之间是 4 分；⑥狭窄的范围处于 99%
至 100%之间是 5 分。分别对患者的冠状动脉的

最大狭窄记录下来，总狭窄指数为各个狭窄的

总和。

1.5 统计方法

应用 SPSS 18.0 软件进行分析，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。相关性分析运用 Spearman相关进行

分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者ADP、API⁃1及炎性因子水平比较

观察组患者的ADP含量水平显著低于对照组，

而观察组PAI⁃1、TNF⁃α、IL⁃6、hs⁃CRP含量明显高于

对照组，两组间差异有统计学意义（P<0.05）。见表2。

组别

对照组

观察组

t值
P值

n
40
40
-
-

ADP（mg/L）
6.60±1.57
4.79±1.38

5.477
<0.001

PAI⁃1（μg/L）
57.48±10.35
72.36±13.78

5.461
<0.001

TNF⁃α(pg/mL)
15.54±5.03
25.25±6.29

7.625
<0.001

IL⁃6(pg/mL)
102.92±8.48
132.33±9.25

14.823
<0.001

hs⁃CRP（ng/L）
1.24±0.25
6.24±0.30
80.978
<0.001

表 2 两组患者ADP、API⁃1及炎性因子水平比较［n，（x ± s）］

Table 2 Comparison on levels of ADP、API⁃1 and inflammatory factors of patients in 2 groups［n，（x ± s）］

2.2 患者冠状动脉病变支数比较

两组患者左主干、双支病变例数及不同血管

狭窄指数比较差异均无统计学意义（P>0.05），但

对照组冠状动脉单支病变的患者明显高于观察

组，观察组三支病变明显高于对照组，两组间比较

差异具有统计学意义（P<0.05），且观察组患者总

狭窄指数显著大于对照组，两组间比较差异具有

统计学意义（P<0.05）。见表 3。
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2.3 观察组患者 ADP、PAI⁃1、TNF⁃α、IL⁃6 及 hs⁃
CRP与冠脉狭窄指数相关性分析

经Pearson直线相关性分析得：ADP（r=-4.364）
与脉狭窄指数为负相关性，而PAI⁃1（r=4.308）、TNF⁃α
（r=3.210）、IL⁃6（r=3.240）及 hs⁃CRP（r=3.504）均与

其为正相关，差异具有统计学意义（P<0.05）。

3 讨论

冠心病患者机体脂类代谢异较为常见，其中

ADP在脂类代谢中发挥着重要作用［9］。ADP是近

年来才被发现的一种由脂肪组织分泌产生的脂肪因

子，该因子被证实具有调节脂类和糖类的效果，同时

也有一定的抗动脉粥样硬化和抗炎的作用［10］。有学

者发现，代谢综合征患者的体内ADP水平与正常人

相比呈低水平状态［11］。PAI⁃1是一种具有调节机体

纤溶酶原活性的平衡的功效的抑制剂，主要作用于

组织性纤溶酶原激活物，其活性的强弱对机体纤溶

的调节过程具有重要影响［12］。有相关研究证实，

PAI⁃1表达增加将加速激活血小板，降低纤溶活性，

加速血栓的形成［13］。而在本组研究中的所显示合并

代谢综合症冠心病患者体内ADP与PAI⁃1的水平变

化，也进一步验证了上述研究，说明合并代谢综合症

冠心病患者脂类代谢明显劣于单纯冠心病患者，机

体纤溶活性更低，血栓形成更快。

炎性因子 IL⁃6是一种预测冠心病严重程度的

重要因子，与粥样硬化的风险发生的增加、慢性炎

症负担的预测等具有相关性。hs⁃CRP、IL⁃6、TNF⁃α
是由脂肪组织分泌产生的，是发生炎性反应的高

危因子，同时也是冠心病发病的高危因子，当冠脉

病变处于相对稳定的时候，hs⁃CRP、IL⁃6、TNF⁃α的

表达才会相对稳定［14］。而本研究炎性因子的变化

不仅会加速冠心病患者的发病，还会加剧患者冠

脉病变的严重程度，且合并有代谢性综合征冠心

病患者其病变程度更严重。

本研究还说明合并代谢综合征冠心病患者的

机体存在有增加炎性反应激活表达的炎性因子，

对动脉粥样硬化斑块的生成起到了促进作用。对

患者的ADP、PAI⁃1及炎性因子水平与冠脉狭窄指

数相关性进行分析发现，PAI⁃1、TNF⁃α、IL⁃6及 hs⁃
CRP 与脉狭窄指数呈正相关，而 ADP 与其为负相

关，这与闫文珍［15］、孙金栋等［16］人研究结果一致。

综上所述，合并代谢性综合征冠心病患者的

冠脉病变严重情况与ADP、PAI⁃1及炎性因子的表

达具有相关性，可根据其水平对患者冠脉情况进

行评估，可作为临床诊断与治疗重要依据。
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PCOS患者GDF⁃9、BMP⁃15、BAX表达特点及其与卵
巢储备功能的相关性

程瑶瑶★ 李建辉 王淳 陈娟

［摘 要］ 目的 观察多囊卵巢综合征（PCOS）患者生长分化因子⁃9（GDF⁃9）、骨形态发生蛋白 15
（BMP⁃15）、BAX表达水平和卵巢储备功能，并分析 PCOS患者GDF⁃9、BMP⁃15、BAX表达水平与卵巢储

备功能的相关性。 方法 选取 2017年 2月至 2018年 3月在本院接受治疗的 PCOS 患者为研究对象，

同时选取在本院接受治疗的卵巢囊肿患者作为对照。观察 2 组研究对象 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX 表达

水平和卵巢功能的差异，分析 PCOS 患者 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX 表达水平与卵巢储备功能的相关性。

结果 PCOS 组患者的 GDF⁃9、BMP⁃15 和 BAX 表达水平均高于卵巢囊肿组（t=-30.567、-19.349、
-11.412，P<0.001）；PCOS 组患者的 AMH 水平高于卵巢囊肿组（t=-9.242，P<0.001），AFC 水平低于卵巢

囊肿组（t=15.890，P<0.001）；PCOS 组患者的 FSH、LH、E2 和 T 水平高于卵巢囊肿组（t=-8.251、

-18.138、-17.925、-12.761，P<0.001）；PCOS 患者 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX 表达水平与 AMH、FSH、LH、E2
和 T 水平正相关，与 AFC 水平负相关（P<0.05）。 结论 多囊卵巢综合征患者的 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX
表达水平较高，且与AMH、AFC、FSH、LH、E2和 T等卵巢储备功能指标水平密切相关。

［关键词］ 多囊卵巢综合征；卵巢功能；生长分化因子⁃9；骨形态发生蛋白 15

Effect of GDF ⁃ 9，BMP ⁃ 15 and BAX expression levels on ovarian reserve
function in patients with polycystic ovary syndrome
CHENG Yaoyao★，LI Jianhui，WANG Chun，CHEN Juan
（Department of Obstetrics and Gynecology，Panzhihua Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western
Medicine，Panzhihua，Sichuan，China，617000）

［ABSTRACT］ Objective To observe the expression of GDF⁃9，BMP⁃15，BAX and ovarian reserve
in patients with polycystic ovary syndrome（PCOS），and to analyze the correlation between the expression lev⁃
el of GDF⁃9，BMP⁃15，BAX and ovarian reserve in PCOS patients. Methods Patients with PCOS who
were treated in our hospital from February 2017 to March 2018 were selected as the research subjects，and pa⁃
tients with ovarian cysts who were treated in our hospital were selected as controls. The differences in the ex⁃
pression levels of GDF⁃9，BMP⁃15，BAX and ovarian function in the two groups of subjects were observed，
and the correlation between two groups was also analyzed. Results The levels of GDF⁃9，BMP⁃15 and BAX
in the PCOS group were higher than those in the ovarian cyst group（t=- 30.567，- 19.349，- 11.412，P<
0.001）. The level of AMH in group PCOS was higher than that in ovarian cyst group（t=-9.242，P<0.001），

and AFC level was lower than that in ovarian cyst group（t=15.890，P<0.001）. The levels of FSH，LH，E2
and T in group PCOS were higher than those in ovarian cyst group（t=-8.251，-18.138，-17.925，-12.761，
P<0.001）. GDF⁃9，BMP⁃15 and BAX levels in PCOS patients were positively correlated with AMH，FSH，

LH，E2 and T levels，and negatively correlated with AFC level（P<0.05）. Conclusion The levels of GDF⁃9，
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BMP⁃15 and BAX in patients with PCOS is high，and closely related to the ovarian reserve function，such as
the levelovs of AMH，AFC，FSH，LH，E2 and T.

［KEY WORDS］ Polycystic ovary syndrome；Ovarian function；Growth differentiation factor⁃9；Hu⁃
man bone morphogenetic protein 15

多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，
PCOS）常伴有心血管系统疾病、糖尿病及生殖系

统功能障碍，亦是导致育龄期妇女内分泌异常及

无排卵性不孕的主要原因之一［1］。但目前关于

PCOS的发病机制和具体病因仍存在分歧，并有研

究［2］提示正确评估卵巢储备功能对正确诊断和治

疗女性妇科内分泌疾病和不孕症具有重要意义。

生长分化因子⁃9（Growth differentiation factor⁃9，
GDF⁃9）、骨形态发生蛋白 15（human bone morpho⁃
genetic protein 15，BMP⁃15）、BAX蛋白可参与颗粒

细胞和卵母细胞的代谢调节过程，可调控卵母细

胞成熟及卵泡发育，研究［3］证实当卵源性细胞代谢

障碍是导致患者生育能力低下甚至不孕的主要原

因。故而，本研究深入观察了 PCOS 患者 GDF⁃9、
BMP⁃15、BAX表达水平及其与卵巢储备功能的相

关性，旨在为改善 PCOS患者妊娠率和卵泡发育提

供理论支持，报道如下。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选取 2017 年 2 月至 2018 年 3 月治疗的 PCOS
患者为研究对象。纳入标准［4］：①成年女性；②经

超声检查确诊为多囊卵巢综合征；③无严重基础

疾病者。排除标准：①合并其他生殖系统疾病；

②不愿参与本项研究者。根据纳入排除标准共纳

入病例数 80 例，年龄 28~47 岁，平均（36.15±2.38）
岁；卵巢囊肿组纳入排除标准：成年女性，经超声

等实验室检查确诊为卵巢囊肿者，无内分泌系统

疾病者，根据纳入排除标准共纳入 80例，年龄 27~
48岁，平均（36.19±3.12）岁。两组的一般资料比较

无差别。本项研究经医院伦理委员会评审通过，

所有患者及家属均已签知情同意书。

1.2 方法

2 组患者均于月经周期第 3d 取空腹静脉血，

同位素室化学标记免疫检测法检测基础性激素：

卵泡刺激素（Follicle⁃stimulating hormone，FSH）、黄

体生成素（Luteinizing hormone，LH）、雌二醇（Es⁃
tradiol，E2）和睾酮（testosterone，T）水平；酶联免疫

法（ELISA）检测 2 组患者抗缪勒管激素（anti ⁃
Müllerian hormone，AMH）和窦卵泡计数（antra1
follicle count，AFC）水平；留取 2 组患者剥除的卵

母细胞周期（cerebellum granule cell，CGC）细胞，常

规培养并制成 1×105的细胞悬液，均匀涂至聚赖氨

酸处理的载玻片上，甲醇∶冷丙酮（1∶1）10 min 固

定，标本-20℃保存备用。

免疫细胞化学染色检测两组患者 GDF⁃9、
BMP⁃15、BAX 表达水平，标本常规 PBS 冲洗并胰

酶消化后兔血清（10%）30 min 封闭，分别计入羊

抗人多克隆 GDF⁃9、BMP⁃15 及 BAX 抗体，4℃过

夜；阴性对照过夜 PBS 代替一抗，20 h 后取出标

本 30 min 复温，分别加入兔抗羊 FITC 抗体，避光

室温 1 h 孵育；加入辣根过氧酶标记链酶卵白素

工作液 20 min 作用后 PBS 冲洗，DAB 避光显色、

封片［5］。

1.3 评价指标

观察两组研究对象 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX 表

达水平和卵巢功能的差异，分析 PCOS 患者 GDF⁃
9、BMP⁃15、BAX表达水平与卵巢储备功能的相关

性。结果判定：阴性对照无黄色颗粒沉着，有棕黄

色颗粒为阳性表达［6］。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 11.5进行分析。计量资料以（x ± s）

表示，组间比较行 t检验，及 Pearson相关分析法进

行分析。以 P<0.05，差异有统计学意义。

2 结果

2.1 2 组患者 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX 表达水平的

比较

PCOS 组患者的 GDF⁃9、BMP⁃15 和 BAX 表

达水平均高于卵巢囊肿组差异有统计学意义

（P<0.05），见表 1。
2.2 2 组患者卵巢储备功能指标 AMH 和 AFC 水

平的比较

PCOS 组患者的 AMH 水平高于卵巢囊肿组，

AFC水平低于卵巢囊肿组，差异有统计学意义（P<
0.05），见表 2。
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组别

卵巢囊肿组

PCOS组

t值
P值

GDF⁃9
42.12±3.16
55.03±2.07
-30.567
<0.001

BMP⁃15
36.89±3.45
48.35±4.02
-19.349
<0.001

BAX
35.12±2.67
40.35±3.11
-11.412
<0.001

表 1 两组患者GDF⁃9、BMP⁃15、BAX表达水平的比较

［（x ± s）（ng/L）］
Table 1 Comparison of expression levels of GDF⁃9，

BMP⁃15 and BAX between the 2 groups［（x ± s）（ng/L）］

组别

卵巢囊肿组
PCOS组

t值
P值

n
80
80

AMH（ng/mL）
5.98±1.11
8.13±1.76
-9.242
<0.05

AFC（个）

15.36±2.08
10.02±2.17

15.890
<0.05

表 2 2组患者卵巢储备功能指标AMH和AFC水平的

比较［n，（x ± s）］

Table 2 Comparison of AMH and AFC levels in ovarian
reserve function indicators between the 2 groups［n，（x ± s）］

组别

卵巢囊肿组

PCOS组

t值
P值

FSH
（pmol/L）

4.08±1.04
5.49±1.12
-8.251
<0.001

LH
（pmol/L）

5.21±1.08
8.56±1.25
-18.138
<0.001

E2
（pmol/L）

50.27±6.04
69.15±7.23
-17.925
<0.001

T
（nmol/L）

65.83±6.93
80.42±7.52
-12.761
<0. 001

表 3 2组患者卵巢相关激素水平的比较（x ± s）

Table 3 Comparison of ovarian related hormone levels
between the 2 groups（x ± s）

2.3 2组患者卵巢相关激素水平的比较

PCOS组患者的 FSH、LH、E2和 T水平高于卵

巢囊肿组差异统计学意义 P<0.05），见表 3。

2.4 PCOS 患者 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX 表达水平

与卵巢储备功能的相关性

PCOS患者GDF⁃9、BMP⁃15、BAX表达水平与

AMH、FSH、LH、E2 和 T 水平正相关，与 AFC 水平

负相关（P<0.05），见表 4。
2.5 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX表达的比较

PCOS 患者的卵巢组织中 GDF⁃9、BMP⁃15、
BAX 阳性表达率明显高于卵巢囊肿患者,见
图 1。

GDF⁃9 vs
AMH
AFC
FSH
LH
E2
T

r值
0.467
-0.441
0.502
0.576
0.602
0.486

P值

0.001
0.013
0.027
0.035
0.008
0.019

BMP⁃15 vs
AMH
AFC
FSH
LH
E2
T

r值
0.516
-0.521
0.449
0.482
0.503
0.511

P值

0.015
0.009
0.037
0.023
0.015
0.002

BAX vs
AMH
AFC
FSH
LH
E2
T

r值
0.435
-0.504
0.398
0.422
0.516
0.493

P值

0.022
0.036
0.009
0.017
0.024
0.038

表 4 PCOS患者GDF⁃9、BMP⁃15、BAX表达水平与卵巢储备功能的相关性

Table 4 Correlation between GDF⁃9，BMP⁃15，BAX expression levels and ovarian reserve function in patients with PCOS

3 讨论

痤疮、多毛、月经稀发、肥胖、不孕均为 PCOS
常见临床表征，属于常见妇科内分泌疾病。研究

提示 PCOS 患者出现代谢综合征、2 型糖尿病、高

血压、血脂异常、及子宫内膜癌等疾病风险较健康

人显著升高［7］。PCOS 常伴有生殖功能障碍和代

谢异常，可能与遗传、环境、心理因素等关系密切，

但确切发病机制尚不明晰［8］。

PCOS 临床症状及病因复杂并具有高度异质

性，其中 PCOS患者多呈现出卵泡发育障碍的重要

特征，因而卵泡相关因子的研究已成为 PCOS机制

研究的重要方向［9］。GDF⁃9 属于转化生长因子⁃β
超家族，是卵母细胞卵源的生长因子，主要以主、

旁分泌等形式参与卵泡的发育、生长、成熟及排

卵。研究［10］发现 PCOS 患者卵巢组织 GDF⁃9多存

在表达降低，提示GDF⁃9水平的降低可能在 PCOS
的发病过程发挥了重要的作用。

BMP⁃15 亦属于 TGF⁃β 超家族，具有调控卵

巢局部细胞分化及增殖的功能并可调节卵母细

胞的成熟。资料［11］显示 BMP⁃15 可进 FSH 分泌

并刺激颗粒细胞分泌性激素，进而发挥抗凋亡作

用。研究［12］中羊或鼠的 BMP⁃15 被敲除后可出

现不孕情况，这提示 BMP⁃15 与卵巢具有重要

联系。

BAX是 BCL⁃2基因家族中细胞凋亡促进基因，

其与 BCL⁃2水溶性蛋白具有同源性，BAX的过度表

达对Bcl⁃2 产生阻抑作用并可拮抗 BCL⁃2保护效应
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注：左图为卵巢囊肿患者；右图为 PCOS 患者；由上到下分别为

GDF⁃9、BMP⁃15、BAX，左为阴性，右为阳性。

图 1 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX表达的比较

Figure 1 Comparison of the expressions of GDF⁃9，
BMP⁃15 and BAX

而导致细胞死亡。研究［13，14］发现 Bax 的表达广泛，

血管平滑肌细胞、肝细胞、肾小管上皮细胞、呼吸系

上皮细胞均可在其分布，此外 Bax/Bcl⁃2 蛋白大小

对反映细胞凋亡抑制作用强弱具有重要提示作用，

故而认为BAX可作为促细胞凋亡基因之一 。

卵泡发育过程精细且复杂，GDF⁃9可参与卵巢

局部生长因子的调控，通过自分泌促进卵母细胞分

裂并通过旁分泌调节卵泡膜细胞和颗粒细胞的增殖

分化，进而影响卵巢蛋白酶、内固醇激素及相关因子

的分泌。研究［15］发现BMP⁃15可调控生育力，敲除小

鼠 BNP⁃15基因后，小鼠出现原始卵泡发育障碍，进

而导致受精和排卵障碍，降低小鼠生育能力，故而机

体BMP⁃15水平与卵巢功能具有密切联系；Bax/Bcl⁃2
两蛋白之间的比例关系是决定对细胞凋亡抑制作用

强弱的关键因素，因此认为，BAX是极重要的促细胞

凋亡基因之一，可反映卵母细胞功能活性。

AMH 主要由窦状卵泡和窦前卵泡颗粒细胞

分泌，与卵巢反应性及获卵数呈正相关，可作为预

测促排卵过程卵巢活性及卵巢储备功能的重要血

清标记物。本研究发现AFC可对成熟卵泡总数进

行预测，是评价机体卵巢储备功能的重要指标。

相关性研究发现 PCOS患者GDF⁃9、BMP⁃15、BAX

表达水平与 AMH、FSH、LH、E2 和 T 水平正相关，

与AFC水平负相关。上述结果提示多囊卵巢综合

征患者的GDF⁃9、BMP⁃15、BAX表达水平较高，且

与 AMH、AFC、FSH、LH、E2 和 T 等卵巢储备功能

指标水平密切相关。但本研究对上述因子的具体

机制进行研究，还需要深入研究进行探讨。

综上所述，多囊卵巢综合征患者的 GDF⁃9、
BMP⁃15、BAX表达水平较高，且与AMH、AFC、FSH、

LH、E2和T等卵巢储备功能指标水平密切相关。
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血清NT⁃proBNP、D⁃二聚体、ST2水平与COPD合并
呼吸衰竭患者预后的相关性分析

孙彩玲★ 张华钊 孙淑红

［摘 要］ 目的 分析血清氨基末端 B型钠尿肽原（NT⁃proBNP）、D⁃二聚体（D⁃D）、人基质裂解素

（human matrix lysin，ST2）水平与慢性阻塞性肺疾病（COPD）合并呼吸衰竭（简称呼衰）患者预后的相关

性。 方法 选取 2018 年 3 月至 2019 年 7 月本院 112 例 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者为研究对象，根据其

30 d内预后情况分为死亡组（预后不良组）及生存组（预后良好组），并纳入同期健康体检者 56例作为健

康对照组。比较 3组性别、年龄、入院时动脉血氧分压（PaO2）、动脉血二氧化碳分压（PaCO2）、COPD评估

测试（CAT）等基线资料及血清NT⁃proBNP、D⁃D、ST2水平差异，并使用受试者工作特征曲线（ROC曲线）

评估入院时血清 NT⁃proBNP、D⁃D、ST2 水平对 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者不良预后的预测价值。 结果

112例 COPD合并Ⅱ型呼衰患者入院后 30 d死亡 31例（27.68%），纳入预后不良组；生存 81例（72.32%），

纳入预后良好组。3 组性别比较，差异无统计学意义（P>0.05）；预后不良组与预后良好组年龄、PaO2比

较，差异无统计学意义（P>0.05），但年龄均高于健康对照组（P<0.05），PaO2 均低于健康对照组（P<
0.05）；3 组 PaCO2及血清NT⁃proBNP、D⁃D、ST2水平比较，为预后不良组＞预后良好组>健康对照组（P<
0.05）；且预后不良组 CAT 评分高于预后良好组（P<0.05）。经 ROC 曲线分析，发现血清 NT⁃proBNP、
D⁃D、ST2 水平均对 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者不良预后具有较高预测价值（AUC=0.955、0.931、0.946，P<
0.05），其 cut⁃off 值分别为 709.66 pg/L、532.47 ng/L、463.48 ng/L。 结论 血清 NT⁃proBNP、D⁃D、ST2 对

COPD合并Ⅱ型呼衰预后预测价值较高，有助于临床诊疗。

［关键词］ COPD；呼吸衰竭；NT⁃proBNP；D⁃二聚体；人基质裂解素

Correlation between serum NT ⁃ proBNP，D ⁃ dimer and ST2 levels and
prognosis in patients with COPD and respiratory failure
SUN Cailing★，ZHANG Huazhao，SUN Shuhong
（Department of Oncology，Rongcheng People 􀆳 s Hospital of Shandong Province，Rongcheng，Shandong，
China，264300）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the correlation between serum N⁃terminal pro⁃brain natriuretic
peptide（NT⁃proBNP），D⁃dimer（D⁃D）and human matrix lysin（ST2）levels and prognosis of patients with
chronic obstructive pulmonary disease（COPD）complicated with respiratory failure. Methods From March
2018 to July 2019，112 patients with COPD and type Ⅱ respiratory failure in our hospital were selected as the
research subjects. According to their prognosis within 30 days，they were divided into death group（poor
prognosis group）and survival group（good prognosis group）. Fifty ⁃ six healthy subjects were included as
healthy controls. Compare the baseline data of gender，age，partial arterial oxygen pressure（PaO2），partial
arterial carbon dioxide pressure（PaCO2），and COPD assessment test（CAT）and serum NT⁃proBNP，DD，
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and ST2 levels in the three groups. The receiver operating characteristic curve（ROC curve）was used to
evaluate the predictive value of serum NT ⁃ proBNP，DD，and ST2 levels at the time of admission to the
adverse prognosis of COPD patients with type Ⅱ respiratory failure. Results Thirty⁃one patients（27.68%）

who died of COPD combined with type Ⅱ respiratory failure 30 days after admission were included in the
poor prognosis group；81 patients（72.32%）survived and were included in the good prognosis group. There
was no significant difference in gender comparison between the three groups （P>0.05）. There was no
significant difference in age and PaO2 between the poor prognosis group and the good prognosis group（P>
0.05），but the age was higher than the healthy control group（P<0.05）. PaO2 was lower than the healthy
control group（P<0.05）. PaCO2 and serum NT ⁃ proBNP，DD，ST2 levels of the three groups were poor
prognosis group> good prognosis group> healthy control group （P<0.05）. The CAT score of the poor
prognosis group was higher than that of the good prognosis group（P<0.05）. ROC curve analysis found that
serum NT⁃proBNP，DD，and ST2 levels had a high predictive value for the poor prognosis of patients with
COPD combined with type Ⅱ respiratory failure（AUC=0.955，0.931，0.946，P<0.05），and their cut ⁃off
values are 709.66 pg/mL，532.47 ng/mL，and 463.48 ng/L. Conclusion Serum NT⁃proBNP，D⁃D and ST2
have higher predictive value on prognosis of COPD with type Ⅱ respiratory failure，which is helpful for
clinical diagnosis and treatment.

［KEY WORDS］ COPD；Respiratory failure；NT⁃proBNP；D⁃dimer；Human matrix lysin

慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmo⁃
nary disease，COPD）为常见呼吸系统慢性疾病，

常发于老年人群，以不完全可逆气流受限为临床

特点，病情呈进行性加重，可进展为肺心病，威胁

患者生命健康［1］。COPD急性加重期，肺功能严重

受限，易出现低氧血症及二氧化碳潴留，导致Ⅱ型

呼吸衰竭（简称呼衰），Ⅱ型呼衰也是 COPD 急性

加重期常见且严重的并发症，能引起致残率、病死

率增加，影响患者预后生存质量［2］。因此，及时检

测患者病情进展，判断预后，对 COPD合并Ⅱ型呼

衰诊疗非常重要。氨基末端 B型钠尿肽原（N⁃ter⁃
minal pro⁃brain natriuretic peptide，NT⁃proBNP）作

为一种心力衰竭的常用生化标志物，近年发现，

其水平与呼衰严重程度密切相关［3］。D⁃二聚

体（D⁃dimer，D⁃D）为反映机体血凝状态的重要指

标，D⁃D 的升高与机体纤溶系统激活及血栓形

成相关，而缺氧可增加凝血与纤溶机能紊乱，

故 D⁃D 水平也与 COPD 合并Ⅱ型呼衰病情具有

一定相关性［4］。人基质裂解素（human matrix ly⁃
sin，ST2）为白细胞介素⁃1（interleukin⁃1，IL⁃1）受

体家族的新成员，在炎症及变态反应性疾病中具

有重要作用，目前，有研究表明，血清 ST2 水平能

随 COPD 等肺部疾病的严重程度升高而变化，且

与患者预后状态相关［5］。本研究评估入院时血

清 NT⁃proBNP、D⁃D、ST2 水平对患者预后的预测

价值，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 3 月至 2019 年 7 月本院 112 例

COPD合并Ⅱ型呼衰患者为研究对象。纳入标准：

符合《慢性阻塞性肺疾病诊治指南（2013 年修订

版）》［6］中COPD诊断标准及Ⅱ型呼衰诊断标准；年

龄>18 岁。排除标准：合并心、肾等重要脏器功能

障碍；伴免疫系统、造血系统疾病；既往神经精神

疾病史；合并意识障碍；合并肺栓塞、肺脓肿等肺

部其他疾病。112 例 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者男

性 67例，女性 45例；年龄（68.45±9.25）岁。并纳入

同期健康体检者 56例作为健康对照组。所有患者

及家属均已签署知情同意书。且经本院医学伦理

委员会审批。

1.2 方法

所有 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者均在入院时采

取股动脉血及外周静脉血，使用血气分析仪（丹

麦雷度公司）检测动脉血 PaO2、PaCO2；使用电化

学发光法（试剂盒由德国罗氏公司生产）检测血

清NT⁃proBNP；采用全自动血凝仪（日本希思美康

公司）检测 D⁃D 水平；使用酶联免疫分析法（试剂

盒由北京北方生物技术研究所生产）检测 ST2 水

平；采用 COPD 评估测试（COPD assessment test，
CAT）［7］评估临床症状，CAT 总分 0~40 分，分数越

高，临床症状越严重。并根据 30 d 内预后情况分
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为死亡组（预后不良组）及生存组（预后良好

组）。56 例健康对照组则采取空腹股动脉血及外

周静脉血，检测方法同上述 COPD 合并Ⅱ型呼衰

患者。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 21.0 软件进行数据分析；计量资料

以（x ± s）表示，2 组间比较采用独立样本 t检验，3
组间比较采用单因素方差分析；计数资料以 n（%）

表示，采用 c2 检验；采用受试者工作特征曲线

（ROC 曲线）评估血清 NT⁃proBNP、D⁃D、ST2 水平

对 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者不良预后的预测价

值，计算曲线下面积（AUC）；以 P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 3组基线资料比较

112例COPD合并Ⅱ型呼衰患者入院后 30 d死

亡 31 例（27.68%），纳入预后不良组；生存 81 例

（72.32%），纳入预后良好组；3组性别比较，差异无

统计学意义（P>0.05）；预后不良组与预后良好组

年龄、PaO2 比较，差异无统计学意义（P>0.05），但

年龄均高于健康对照组（P<0.05），PaO2 均低于健

康对照组（P<0.05）；3 组 PaCO2 比较，为预后不良

组>预后良好组>健康对照组（P<0.05）；且预后不

良组 CAT 评分高于预后良好组（P<0.05）；见

表 1。

组别

预后不良组

预后良好组

健康对照组

F值

P值

n
31
81
56

NT⁃proBNP（pg/mL）
773.51±73.35ab

602.82±69.90a

216.54±41.09
89.465
<0.001

D⁃D（ng/mL）
617.09±71.08ab

458.21±76.98a

156.41±23.36
117.361
<0.001

ST2（ng/L）
541.66±70.59ab

380.77±71.38a

105.49±20.36
145.471
<0.001

注：与健康对照组比较，aP<0.05；与预后良好组比较，bP<0.05。

表 2 3组血清NT⁃proBNP、D⁃D、ST2水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of levels of serum NT⁃proBNP，D⁃D and ST2 among the 3 groups（x ± s）

组别

预后不良组

预后良好组

健康对照组

c2/F/t值
P值

n

31
81
56

性别

男

21（67.74）
46（56.79）
31（55.36）

1.413
0.493

女

10（32.26）
35（43.21）
25（44.64）

年龄（岁）

70.09±8.32a

67.39±9.46a

51.36±8.22
15.362
<0.001

PaO2（kPa）

6.95±0.78a

7.19±0.72a

10.29±0.95
18.361
<0.001

PaCO2（kPa）

9.65±0.94ab

8.45±0.91a

4.25±0.69
22.327
<0.001

CAT评分（分）

28.11±4.27b

23.54±3.59
-

5.713
<0.001

表 1 3组基线资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of baseline data among the 3 groups［n（%），（x ± s）］

注：与健康对照组比较，aP<0.05；与预后良好组比较，bP<0.05。

2.2 3组血清NT⁃proBNP、D⁃D、ST2水平比较

3 组血清 NT⁃proBNP、D⁃D、ST2 水平比较，均

为预后不良组 >预后良好组 >健康对照组（P<
0.05），见表 2。

2.3 血清 NT⁃proBNP、D⁃D、ST2 水平预测 COPD
合并Ⅱ型呼衰患者不良预后的价值分析

经 ROC 曲线分析，发现血清 NT⁃proBNP、D⁃
D、ST2水平均对 COPD合并Ⅱ型呼衰患者不良预

后具有较高预测价值（AUC=0.955、0.931、0.946，
P<0.05），其 cut⁃off 值分别为 709.66 pg/mL、532.47
ng/mL、463.48 ng/L，见表 3、图 1。

3 讨论

COPD合并Ⅱ型呼衰为临床危重症，患者常伴

不同程度氧供失衡、炎症反应、内皮细胞受损、微

循环障碍等病理状态，若未得到及时有效治疗，可

诱发其他器官功能衰竭，也使该病具有较高致残

率及致死率［8］。因此，如何准确评估病情进展、尽
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指标

NT⁃proBNP（pg/mL）
D⁃D（ng/mL）
ST2（ng/L）

cut⁃off值
709.66
532.47
463.48

灵敏度（%）

83.87
90.32
90.32

特异度（%）

92.90
82.72
88.89

约登指数

0.765
0.730
0.792

AUC
0.955
0.931
0.946

95%CI
0.920~0.990
0.883~0.979
0.900~0.992

表 3 血清NT⁃proBNP、D⁃D、ST2水平预测 COPD合并Ⅱ型呼衰患者不良预后的价值

Table 3 Value of serum NT⁃proBNP，D⁃D and ST2 in predicting the poor prognosis of patients with COPD and type Ⅱ
respiratory failure

早预测患者预后，成为学术界研究的热点及难

点。近年来，血清学检测在诊断学领域飞速发展，

血清学指标具有检测方便、快速等优点，临床接受

度较高［9］。对此，本研究就血清NT⁃proBNP、D⁃D、

ST2 水平对 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者预后的预测

价值展开分析，为 COPD 合并Ⅱ型呼衰的诊疗提

供新靶点，取得一定成果。

本研究结果显示，112例 COPD合并Ⅱ型呼衰

患者入院后 30 d死亡率为 27.68%，与Hilty等［10］报

道的 28%一致。表明 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者近

期死亡风险较高，临床应及时评估患者预后，尽早

予以干预措施，改善患者预后状况。另外，预后不

良组 PaCO2、CAT 评分均高于预后良好组，这也提

示，二氧化碳潴留及临床症状严重者，预后差，该

结果与向薇等［11］研究结果一致。向薇等［11］还认

为，随着二氧化碳潴留的加重，机体酸中毒也更严

重，而增加呼吸抑制、心脏功能受损等症状体征，

加速病情进展，使患者预后不佳。但 PaCO2等血气

分析指标仅能评估酸碱平衡状态，CAT 评分也仅

用于评估患者临床症状，故探寻其他更加准确、全

面的评估指标，有其必要性。

谈定玉等［12］提出，COPD合并呼衰的严重缺氧

状态下，可诱导心肌细胞受损，且使机体肺动脉收

缩，增加心脏负荷，诱发心功能衰竭。而NT⁃proB⁃
NP作为反映心力衰竭情况的生化指标，对评估心

功能受损程度有重要作用［13］。

Xu 等［14］也指出，纤溶系统、血凝状态也与

COPD合并Ⅱ型呼衰病情进展密切相关。COPD患

者长期处于缺氧状态，在合并Ⅱ型呼衰时，内皮细

胞损伤急剧增加，导致微循环瘀滞，机体可进入血

栓前期，这一高凝状态由刺激纤溶系统改变，使血

栓形成风险进一步升高［15］。本研究中，预后不良组

血清D⁃D水平高于预后良好组，且D⁃D对COPD合

并Ⅱ型呼衰患者不良预后具有较高预测价值。提

示入院时伴高 D⁃D 水平者，可能处于血液高凝状

态，出现心脑血管事件风险较高，预后较差［16］。而

D⁃D预测COPD合并Ⅱ型呼衰患者不良预后的 cut⁃
off值为 532.465 ng/mL，提示临床应在入院时积极

检测血清D⁃D，在其水平高于 532.465 ng/mL时，应

注意患者血液高凝状态，予以针对性干预措施，减

少心脑血管事件，降低患者死亡风险。

炎症反应及免疫系统紊乱也是影响 COPD 合

并Ⅱ型呼衰患者预后的重要因素，炎症反应增强、

免疫系统失衡可增加气道水肿程度，加重呼吸困

难症状及呼吸循环紊乱，引起不良预后［17］。ST2作

为一种新型炎症因子，可选择性表达于 Th2细胞，

参与 Th2细胞为主的炎症反应，且有学者发现，血

清 ST2水平与呼吸困难严重呈显著正相关［18］。本

研究结果显示，预后不良组血清 ST2 水平高于预

后良好组，且 ST2 对 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者不

良预后具有较高预测价值。究其原因可能与入院

时血清 ST2 水平较高者，机体炎症反应及免疫功

能紊乱状态更严重，使入院治疗期间病情加速进

展，预后不良有关［19］。本研究中，血清 ST2 预测

曲线源
NT⁃proBNP

参考线

D⁃D
ST2

ROC曲线

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

敏
感

度

1⁃特异性

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

图 1 血清NT⁃proBNP、D⁃D、ST2水平预测 COPD合并

Ⅱ型呼衰患者不良预后的 ROC曲线

Figure 1 ROC curves of serum NT⁃proBNP，D⁃D and ST2
in predicting the poor prognosis of patients with COPD and

type Ⅱ respiratory failure
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COPD 合并Ⅱ型呼衰患者不良预后的 cut⁃off 值为

463.48 ng/L，说明当患者入院血清 ST2>463.48 ng/L
时，机体炎症水平较高、病情较为严重，临床应予

以重点监控，改善患者预后。

综上所述，血清NT⁃proBNP、D⁃D、ST2水平对

预测 COPD 合并Ⅱ型呼衰患者不良预后的价值较

高，临床应积极进行入院血清NT⁃proBNP、D⁃D、ST2
检测，尽早评估患者预后状况，为诊疗提供依据。
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子宫内膜异位症患者血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9
水平及与不孕的关系

顾晓荔 1 吴新华 1 姬梦鸽 2 符元元 1★

［摘 要］ 目的 观察子宫内膜异位症（EMs）患者血清基质金属蛋白酶组织抑制因子⁃1（TIMP⁃1）、

单核细胞趋化蛋白⁃1（MCP⁃1）、基质金属蛋白酶⁃9（MMP⁃9）水平及与不孕的关系。 方法 选取 2016年

5月至 2018年 12月于本院就诊的 EMs患者 102例，其中不孕患者 54例作为观察组，非不孕患者 48例作

为对照组，采集两组患者治疗前后的血液样本，使用酶联免疫吸附法检测患者血清 TIMP⁃1、MCP⁃1 、

MMP⁃9含量，比较两组患者血清中 TIMP⁃1、MCP⁃1 、MMP⁃9含量。 结果 观察组 TIMP⁃1显著低于对

照组（P<0.05），rAFS Ⅲ期与Ⅳ期患者比例、MCP⁃1、MMP⁃9显著高于对照组（P<0.05）；随着 rAFS分期的

增高，TIMP⁃1呈下降趋势（P<0.05），MCP⁃1、MMP⁃9呈上升趋势（P<0.05）；观察组治疗后 TIMP⁃1显著增

加（P<0.05），MCP⁃1、MMP⁃9水平显著降低（P<0.05）；EMs患者血清 TIMP⁃1与MMP⁃9水平呈强相关（P<
0.05）；经 logistics回归分析，EMs患者血清 TIMP⁃1、MMP⁃9与不孕症的发生具有显著相关性（P<0.05）。

结论 EMs不孕患者血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9水平与非不孕患者存在显著差异，且随着 rAFS分期

的增加，EMs患者不孕率升高。血清 TIMP⁃1、MMP⁃9与不孕症的发生具有相关性。

［关键词］ 子宫内膜异位症；基质金属蛋白酶组织抑制因子⁃1；单核细胞趋化蛋白⁃1；基质金属蛋

白酶⁃9；不孕症

Serum TIMP⁃1，MCP⁃1 and MMP⁃9 levels in patients with endometriosis and
its relationship with infertility
GU Xiaoli 1，WU Xinhua 1，JI Mengge 2，FU Yuanyuan1★

（1. Department of Obstetrics and Gynecology，the Second Affiliated Hospital of Zhengzhou University，
Zhengzhou，Henan，China，450014；2. Department of Obstetrics and Gynecology，Luohe Central Hospital
Henan，Luohe，Henan，China，462000）

［ABSTRACT］ Objective To detect serum matrix metalloproteinase tissue inhibitor factor⁃1（TIMP⁃1），

monocyte chemotactic protein⁃1（MCP⁃1），matrix metalloproteinase⁃9（MMP⁃9）in patients with endometrio⁃
sis（EMs）and to assess the relationship between TIMP⁃1/MMP⁃9/MCP1 and infertility. Methods A total of
102 patients with EMs who were treated in our hospital from May 2016 to December 2018 were selected. 54 in⁃
fertile patients were recruited as the observation group and 48 non⁃infertile patients as the control group. Blood
samples were collected before and after treatment in the two groups. Enzyme ⁃ linked immunosorbent assay
（ELISA）was used to detect the serum TIMP⁃ 1，MCP⁃1，and MMP⁃9 levels in the two groups. Results
The TIMP⁃1 in the observation group was significantly lower than that in the control group（P<0.05）. The pro⁃
portion of patients at rAFS stage Ⅲ and Ⅳ，MCP⁃1，and MMP⁃9 were significantly higher than those in the
control group（P<0.05）. With the increase of rAFS stage，TIMP⁃1 showed a downward trend（P<0.05），MCP⁃1
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子宫内膜异位（endometriosis，EMs）是子宫内

膜组织在经期脱落后转移到宫腔以外的其他部

位而引发的疾病，育龄妇女的发病比例约占 10%
左右［1］。经血中的内膜碎片随血液循环转移至

盆腔，可导致盆腔黏连、痛经和不孕症的发

生［2］。EMs 的发病机制复杂，医学界尚未形成统

一的认识，目前广泛得到认可的有是经血逆流 ⁃
内膜种植学说。子宫内膜组织由宫腔转移到盆

腹腔需突破腹水、腹腔细胞和细胞外基质（extra⁃
cellular matrix，ECM）三道防线，才能完成异位部

位的种植和生长［3⁃4］。因而有研究人员推测，部

分细胞因子和活性酶在组织的转移和侵袭过程

中发挥了重要作用［5］。相关研究证实，基质金属

蛋白酶 ⁃9（matrix metalloproteinase⁃9，MMP⁃9）可

降解 ECM 的胶原蛋白和纤维连接蛋白等成分，

破坏 ECM 结构的完整性，而基质金属蛋白酶组

织抑制因子⁃1（tissue inhibitor of metalloproteinase⁃
1，TIMP⁃1）是其天然抑制物，两者含量的变化对

EMs 疾病的发生和进展有密切联系［6］。单核细

胞趋化蛋白 ⁃ 1（monocyte chemotactic protein 1，
MCP⁃1）是趋化因子家族中的一员，在 EMs 的炎

症损伤和盆腔黏连中发挥重要作用［7］。本研究

旨在观察 EMs 患者血清细胞因子及活性酶水

平，为 EMs 及相关不孕症的发生及诊断治疗提

供数据支持，现汇报如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016 年 5 月至 2018 年 12 月于郑州大学

第二附属医院妇产科就诊的 EMs 患者 102 例，根

据美国生育协会（revised American Fertility Soci⁃
ety，rAFS）分期标准［8］，其中Ⅰ期 27 例，Ⅱ期 29
例，Ⅲ期 25 例，Ⅳ期 21 例。将 102 例 EMs 患者中

的 54例不孕患者作为观察组，48例非不孕患者作

为 对 照 组 。 观 察 组 年 龄 26~41 岁 ，平 均 年 龄

（30.42±4.20）岁，病程（0.5~8）年，平均（3.86±1.64）
年；对照组年龄 25~42 岁，平均（30.76±4.55）岁，病

程 1~7 年，平均（3.72±1.60）年。两组患者年龄、病

程等一般资料比较无统计学差异（P>0.05）。纳入

标准：①符合 EMs 诊断标准［9］；②所有患者知情

且自愿参与实验研究。排除标准：①半年内曾使

用激素治疗；②恶性肿瘤患者；③子宫腺肌症

患者。

1.2 试剂/仪器

血清基质金属蛋白酶组织抑制因子⁃1（TIMP⁃
1）、单核细胞趋化蛋白⁃1（MCP⁃1）、基质金属蛋白

酶 ⁃9（MMP⁃9）试剂盒购自美国 ThermoFisher 公
司。离心机为德国艾本德公司生产。检测仪器为

芬兰 Labsystem 公司生产的 MK3 型全自动酶

标仪。

1.3 实验室检测

1.3.1 样本采集

采集所有研究对象外周血 4 mL，3 000 r/min
低温离心 10 min ，取上层血清置于-80℃冰箱

备用。

1.3.2 酶联免疫吸附法检测

将所有患者的备用血清及酶联免疫吸附试剂

盒置于常温下复苏。按照说明书要求进行加样，

封口后置于 37℃恒温箱内孵育，反复冲洗 3次，倒

置将孔内残余液体吸干。加入相应抗体，封口后

继续孵育，重复上述清洗步骤。加入酶标抗体

100 μL，避光孵育 30 min，重复清洗步骤。加入底

物工作液，孵育 15 min，终止反应，使用酶标仪

读数。

1.4 治疗方法

两组患者均经腹腔镜病灶切除和粘连分离术

治疗，统计两组患者术后血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、
MMP⁃9水平。

and MMP⁃9 showed an upward trend（P<0.05）. TIMP⁃1 increased significantly after treatment in the observa⁃
tion group（P<0.05），MCP⁃1，MMP⁃9 Levels decreased significantly（P<0.05）. Serum TIMP⁃1 and MMP⁃9
levels were strongly correlated in patients with EMs（P<0.05）. Logistics regression analysis showed that serum
TIMP⁃1 and MMP⁃9 in patients with EMs were obviously related to the occurrence of infertility（P<0.05）.
Conclusion The serum levels of TIMP⁃1，MCP⁃1，MMP⁃9 in patients with EMs are significantly different
from those in non⁃sterile patients，and the infertility rate of patients with EMs increases with the increase of
rAFS stage. Serum TIMP⁃1 and MMP⁃9 are related to the occurrence of infertility.

［KEY WORDS］ Endometriosis；Tissue inhibitor of metalloproteinase ⁃ 1；Monocyte chemoattractant
protein⁃1 ；Matrix metalloproteinase⁃9；Infertility
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1.5 统计学处理

采用 SPSS 23.0 件进行数据分析，计数资料

用%表示，采用 c2 检验，计量资料用（x ± s）表

示，采用 t 检验，等级比较使用秩和检验；血清

TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9 水平的相关性分析采

用 Pearson 分析，不孕症的多因素分析采用 Lo⁃
gistic 回 归 分 析 。 以 P<0.05 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1 两组患者 rAFS 分期、血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、
MMP⁃9水平比较

观察组 rAFS Ⅲ期与Ⅳ期患者比例明显高于

对照组，血清 TIMP⁃1 水平显著低于对照组；观察

组MCP⁃1、MMP⁃9水平显著高于对照组，差异有统

计学意义。（P<0.05），见表 1。

组别

观察组

对照组

n
54
48

Ⅰ期

0（0.00）a

18（37.50）

Ⅱ期

1（1.85）a

15（31.25）

Ⅲ期

18（33.33）a

10（20.83）

Ⅳ期

35（64.81）a

5（10.42）

TIMP⁃1（ng/mL）
205.19±41.31a

308.56±52.19

MCP⁃1（pg/mL）
45.67±5.36a

26.18±4.27

MMP⁃9（ng/mL）
413.56±61.79a

278.19±54.37

表 1 两组患者 rAFS分期、血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9水平比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 RAFS stages，levels of serum TIMP⁃1，MCP⁃1 and MMP⁃9 in different groups［n（%），（x ± s）］

注：与对照组相比，aP<0.05。

2.2 不同分期患者血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9
水平比较

EMs Ⅰ期患者血清 TIMP⁃1水平高于Ⅱ期、Ⅲ
期、Ⅳ期（P<0.05）；随着 rAFS分期的增高，TIMP⁃1
水平呈下降趋势（P<0.05）；EMs Ⅰ期患者血清

MCP⁃1、MMP⁃9 水平低于Ⅱ期、Ⅲ期、Ⅳ期（P<
0.05）；随着 rAFS 分期的增高，MCP⁃1、MMP⁃9 水

平呈上升趋势（P<0.05），见表 2。
2.3 两组治疗前后血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9
比较

两组患者治疗后 TIMP⁃1 显著增加（P<0.05），

MCP⁃1、MMP⁃9水平显著降低（P<0.05），见表 3。
2.4 EMs血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9水平的相

关性

EMs 患者血清 TIMP⁃1 与 MMP⁃9 水平呈强相

关（P<0.05）；MCP⁃1 与 TIMP⁃1 水平呈弱相关（P<
0.05）；MCP⁃1 与 MMP⁃9 水平呈弱相关（P<0.05），

见表 4。

组别

Ⅰ期
Ⅱ期
Ⅲ期
Ⅳ期

n

27
29
25
21

TIMP⁃1
（ng/mL）

376.18±56.12
312.68±54.19a

261.24±46.78ab

213.78±40.57abc

MCP⁃1
（pg/mL）
24.65±3.96
31.74±4.23a

39.82±4.54ab

43.21±5.20abc

MMP⁃9
（ng/mL）

220.64±42.38
243.17±47.62a

321.35±50.62ab

375.12±58.47abc

表 2 观察组不同分期患者血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9
水平比较［n，（x ± s）］

Table 2 Levels of serum TIMP⁃1，MCP⁃1 and MMP⁃9
in patients at different stages in the observation group

［n，（x ± s）］

注：与Ⅰ期相比，aP<0.05；与Ⅱ期相比，bP<0.05；与Ⅲ期相比，cP<

0.05。

组别

观察组

对照组

n

54
48

TIMP⁃1（ng/mL）
治疗前

205.19±41.31
308.56±52.19

治疗后

375.24.56±66.19a

364.21±65.12a

MCP⁃1（pg/mL）
治疗前

45.67±5.36
26.18±4.27a

治疗后

19.37±4.57a

18.21±4.52a

MMP⁃9（ng/mL）
治疗前

413.56±61.79
278.19±54.37

治疗后

222.51±57.22a

219.24±55.71a

表 3 两组治疗前后血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9比较［n，（x ± s）］

Table 3 Serum TIMP⁃1，MCP⁃1 and MMP⁃9 in the two groups before and after treatment［n，（x ± s）］

注：与治疗前相比，aP<0.05。

2.5 血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9水平与不孕症

的 logistics回归分析

以是否不孕为因变量，以EMs患者血清TIMP⁃1、
MCP⁃1、MMP⁃9水平为自变量进行 logistics回归分

析，结果显示，血清 TIMP⁃1、MMP⁃9与不孕症的发

生具有相关性（P<0.05），见表 5。

3 讨论

EMs 虽属于良性病变，但也存在着向恶性转

变的可能。脱落的子宫内膜上皮细胞若想发生侵
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袭转移，EMC 是必须突破的第一道屏障［10］。相关

文献证实，具有侵蚀 EMC能力的宫腔内组织才能

完成异部位的定植和生长［11］。MMPs 是一类在金

属离子辅助作用下发挥生物学活性的蛋白酶。有

研究显示，MMPs可降解 EMC中的胶原、纤维连接

蛋白等成分，破坏机体的组织学屏障，在细胞的浸

润转移中发挥重要作用［12］。MMP⁃9经有机汞激活

后，可降解 EMC 和重塑其动态平衡［13］。Rai 等
人［14］在研究中发现，MMP⁃9对 EMs的发生不限于

促进 EMC 的降解，还具有诱导血管生成的作用。

TIMP⁃1作为MMP⁃9的抑制剂，可特异性的与羧基

末端结合后抑制其活性。此外，TIMP⁃1 还对细胞

的增殖和凋亡具有调控作用［15］。陈志华等［16］的研

究结果显示，EMs患者血清MMP⁃9水平与病情的

进展程度密切相关。马艳鸽等［17］在通过靶向沉默

COX⁃2 基因后发现，原代培养的子宫内异症细胞

MMP⁃9表达水平显著降低，细胞凋亡率显著增加，

因而猜测 MMP⁃9 的表达水平可能与内异症细胞

的凋亡有关。本研究结果显示随着 rAFS 分期的

增高，EMs 患者 TIMP⁃1 呈下降的趋势，MMP⁃9 呈

上升的趋势，提示 TIMP⁃1/MMP⁃9 可能与 EMs 的
发生和进展存在一定的关联。任威等［18］采用腹腔

镜手术联合米非司酮治疗 EMs 患者，观察组患者

临床症状明显减轻，血清 TIMP⁃1、MMP⁃9 水平较

治疗前也显著下降，与本研究结果相符，证实了

MMP⁃9水平与疾病的关联。EMs患者中合并不孕

症的比例高达 40%，EMs 可造成孕龄妇女输卵管

阻塞、盆腔炎症、黄体功能异常等疾病，给女性的

生殖系统造成严重侵害［19］。EMs患者免疫功能异

常，可导致腹盆腔的炎症反应，各种炎性介质和趋

化因子呈高表达，造成患者盆腔及腹腔环境的改

变，营造有利于宫腔组织种植的环境，损害生殖系

统的正常功能，进而导致不孕。本研究中 EMs 组
血清 MCP⁃1 水平显著高于健康组，且随着疾病的

进展，MCP⁃1 水平逐渐升高，提示 MCP⁃1 在 EMs
的疾病演化中扮演重要角色。本研究还发现，EMs
组中不孕症患者 MCP⁃1 水平显著高于非不孕组，

但血清MCP⁃1水平与不孕症的发生并无相关。

综上所述，EMs不孕患者血清 TIMP⁃1水平显

著低于 Ems非不孕患者，MCP⁃1、MMP⁃9高于 Ems
非不孕患者，且随着 rAFS 分期的增高，TIMP⁃1 表

现出下降趋势，MCP⁃1、MMP⁃9 表现出升高趋势。

血清TIMP⁃1、MMP⁃9与不孕症的发生具有相关性。
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相关因素

TIMP⁃1
MCP⁃1
MMP⁃9
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r值

1
-0.372
-0.725

P值

-
<0.05
<0.05

MCP⁃1
r值

-0.372
1

0.364

P值

<0.05
-

<0.05

MMP⁃9
r值

-0.725
0.364
1

P值

<0.05
<0.05
-

表 4 观察组患者血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9水平的

相关性

Table 4 The correlations among serum TIMP⁃1，MCP⁃1
and MMP⁃9 levels in the observation group
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表 5 血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9水平与不孕症的
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infertility
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抗苗勒管激素的单克隆抗体制备与鉴定

苏晓菱 1 李丽蓥 1 李苗苗 1 何洁 1 王瑞雪 1 王勇 1.2★ 罗树红 1★

［摘 要］ 目的 表达高纯度的抗苗勒管激素蛋白，以该蛋白作为抗原制备单克隆抗体，并鉴定抗

体亚型，为进一步开发优质的抗苗勒管激素诊断试剂盒做技术储备。方法 在表达载体 pET⁃28a（+）质

粒中接入经密码子优化的抗苗勒管激素基因（AMH）片段，转化于 BL21细菌中，异丙基硫代⁃β⁃D⁃半乳糖

苷（IPTG）诱导重组蛋白大量表达，对上清中可溶性蛋白进行纯化。使用 SDS⁃PAGE分析纯化蛋白的纯

度。经纯化的抗原蛋白 3次皮下免疫小鼠，挑选产生高效价的抗体的小鼠，取其脾细胞，制备悬液。经

细胞杂交技术与骨髓瘤细胞进行融合，筛选能稳定持久分泌抗AMH抗体的杂交瘤细胞株，并制备腹水

抗体。通过亲和层析技术、BCA蛋白检测方法等测定手段，纯化抗体、检测抗体浓度。结果 筛选到 2
株能持久分泌抗 AMH 蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞株，分别为克隆细胞株 3F6 和 4E7，分泌抗体均为

IgG1 亚型。结论 筛选出稳定分泌高纯度的抗苗勒管激素抗体的 2 株杂交瘤细胞，并制备单克隆抗

体。下一步将其应用于AMH检测试剂盒的开发。

［关键词］ 抗苗勒管激素；单克隆抗体制备；蛋白纯化

Preparation and identification of monoclonal antibodies against Anti⁃Mullerian
hormone
SU Xiaoling1，LI Liying1，LI Miaomiao1，HE Jie1，WANG Ruixue1，WANG Yong1，2★，LUO Shuhong1★

（1. Department of Laboratory Medicine，School of Stomatology and Medicine，Foshan University，Foshan，
Guangdong， China， 528000； 2. Guangzhou Hongxiang Biological Medicine Technology Co.， Ltd.，
Guangzhou，Guangdong，China，510663）

［ABSTRACT］ Objective To express a high⁃purity anti⁃Mullerian hormone protein antigen，and use
this antigen to prepare a monoclonal antibody，to identify antibody subtypes，and to provide antigen and
antibody materials for the development of a high ⁃ quality anti ⁃Mullerian hormone diagnostic kit. Methods
Following E. coli expression system codon protocols，a codon ⁃ optimized anti ⁃Mullerian hormone（AMH）
gene fragment was subcloned into the expression vector pET⁃28a（+）and transformed into E. coli BL21. The
AMH amino acid sequence was conserved. Before and after the optimization process， the prokaryotic
expression vector and host bacteria were examined for protein expression. The recombinant AMH protein was
induced，expressed and purified by His ⁃ tag purification. The purified recombinant protein activity was
confirmed by western blot analysis. BALB/c mice were immunized subcutaneously three times with the
purified protein and serum anti⁃AMH antibody titers were measured by ELISA. When the titer reached 1∶80，
000，the mouse spleen cells were collected to prepare a suspension and fused with BALB/c mouse myeloma
cells. The hybridoma cell lines stably and persistently secreting anti ⁃ AMH antibodies were screened and
identified. The anti ⁃ AMH monoclonal antibody was purified and validated. Results Two hybridoma cell
lines，3F6 and 4E7，were established and produced anti⁃AMH specific monoclonal antibodies. Both 3F6 and
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4E7 monoclonal antibodies were IgG1 subtypes. Conclusion Two anti ⁃ AMH specific monoclonal
antibodies，3F7 and 4E6，were identified and validated. The next step is to apply these monoclonal antibodies
to develop AMH detection kits，promoting the development of domestic diagnostic reagents.

［KEY WORDS］ Anti⁃Mullerian hormone；Monoclonal antibody；Hyridoma；Protein expression

抗 苗 勒 管 激 素（anti ⁃ Mullerian hormone，
AMH）作为女性卵巢储备功能的评价以及辅助生

殖技术中卵巢反应性评估的激素，是由睾丸支持

细胞和卵巢颗粒细胞分泌。与其他临床常用卵巢

功能的生物学指标相比 AMH 浓度相对稳定［1］。

随着国内“二孩”政策的开放，评估高龄女性卵巢

储备功能成为了辅助生殖技术中至关重要的一

环［2］。研究表明抗苗勒管激素是评价卵巢储备功

能的稳定指标，不受月经周期、口服避孕药、促性

腺激素释放激素的影响，是评价卵巢储备功能最

直接、准确的指标。血清AMH的水平与年龄呈负

相关。其水平低于相应年龄段正常参考范围，则

可认为卵巢早衰。高水平的 AMH 为多囊卵巢综

合症的诊断提供依据［3⁃5］。将纯化后的原核表达的

AMH蛋白作为抗原免疫小鼠。将抗AMH蛋白单

克隆抗体应用到评估卵巢储备能力的诊断中。现

今已发展到全自动AMH检测技术［6⁃7］，简化了繁琐

的操作步骤。本抗体对有望替代进口AMH抗体，

降低AMH诊断试盒的成本。

1 材料与方法

1.1 实验材料

AMH 重组蛋白由本实验室制备；BALB/c 小

鼠购自南方医科大学实验动物中心；SP2/0小鼠骨

髓瘤细胞由本实验室保存并培养。

1.2 试剂

HAT/ HT 选择性培养基及添加剂、福氏佐剂、

细胞融合剂 PEG1450 均购自美国 Sigma 公司；辣

根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG 购自上海生工生

物工程；胎牛血清、DMEM 培养基均购自中国

GIBCO 公司；Protein G 亲和层析柱和 NI⁃NTA 亲

和层析柱购自 GE 医疗中国；BCA（Bicinchoninic
acid, BCA )蛋白定量检测试剂盒购自中国碧云天

生物技术公司（Beyotime Biotechnology）。

1.3 AMH蛋白的制备与纯化

选取合适的AMH基因，优化使其适合于大肠

杆菌中表达。构建质粒表达载体，利用化学诱导

法使大肠杆菌成为感受态细胞，进行转化。将穿

刺菌至于含卡那霉素（Kan）的培养基中 37℃培养

12~16 h，取菌液于含 Kan 的 LB（Luria⁃Bertani）细

菌培养基上划线，37℃过夜培养。挑选出平板中淡

黄色菌落，内含重组质粒的大肠杆菌，至于含抗性

LB 液体培养基中培养 4~6 h。完成后菌液分成两

份，分别用于制备菌种和 PCR 扩增和电泳分析。

经 PRC 鉴定和测序正确的菌液加入甘油，然后添

加甘油并保存在-80℃。

取甘油菌至 LB 液体培养基中培养过夜，

37℃，220 rmp振摇，至OD=0.6，加入异丙基硫代⁃β
⁃D⁃半乳糖苷 (Isopropyl⁃b⁃D⁃thiogalactoside，IPTG)，
至终浓度梯度为 0.5 mM。取 500 μL 菌液作为负

对照，IPTG 37℃下诱导表达 4 h。收取菌体，经破

碎、离心处理后十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳（SDS⁃PAGE）检测AMH重组蛋白的表达。优

化表达条件后，进行 AMH 蛋白大量表达，并对可

溶性蛋白通过 NI⁃NTA 亲和层析柱（GE）纯化，纯

化的物质通过 SDS⁃PAGE 电泳，并用考马斯蓝染

色以评估其分子量，BCA 蛋白检测试剂盒测定

AMH蛋白的浓度。

1.4 动物免疫

以纯化后的 AMH 重组蛋白为免疫原，首次

AMH 重组蛋白与等体积的福氏佐剂充分乳化，

分别 50 μg，以 100 μg/只的量于 BALB/c 小鼠背

部皮下多点注射免疫。二次、三次免疫同样使

用 50 μg AMH 重组蛋白与等量不完全福氏佐

剂。每次免疫的时间间隔为两周，在三次免疫

的一周后，采血、分离血清进行间接 ELISA 以检

测小鼠体内抗 AMH 蛋白抗体的效价。选免疫

效价高的免疫小鼠取脾，准备骨髓瘤 ⁃脾细胞融

合实验。

1.5 细胞融合和杂交瘤细胞的筛选

细胞融合和杂交瘤细胞的筛选具体实验步骤

请见参考文献［8］。经过 3次亚克隆后，即得到能稳

定分泌特异性抗AMH蛋白抗体的杂交瘤细胞株，

并扩大培养于液氮保存。

1.6 单克隆抗体的制备［9］

单克隆抗体的制备实验具体步骤请见参考文
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献［9］。采用 8~10 周龄的 BALB/c 小鼠腹腔注射杂

交瘤细胞，抽取腹水后离心，Protein G亲和纯化得

到单克隆抗体。

1.7 单克隆抗体效价测定

使用 ELISA间接法［10］：①包被：将重组抗原以

1 μg/mL，100 μL/孔包被酶标板，置于 4℃孵育过

夜；封闭：用 PBST 洗净 ELISA 板，加入 200 μL/孔
5%的脱脂奶粉，于 37℃封闭 2 h，以占据固相中未

被重组抗原包被的位点，减少非特异性反应；③反

应：洗板后，加入倍比稀释浓度的抗体（分别为

500.0、250.0、125.0、62.5、31.2、15.6、7.8、0.0 ng/
mL），100 uL/孔，置于 37℃孵育 1 h；④加入二抗：

洗板后，加入适当稀释度的辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠抗体，置于 37℃孵育 1 h；⑤ 显色：加入

TMB显色底物 100 μL/孔，反应 10 min；⑥终止：加

入 50 μL 2 mol/L 硫酸终止液终止反应；⑦ 读数：

酶标仪于 450 nm处，读取各孔OD值。

1.8 单克隆抗体的亚型鉴定

应用小鼠单克隆抗体亚型检测试剂条对抗体

的亚型进行检测，根据使用说明书操作，将 70 μL
细胞培养上清加到试剂条的加样区，10 min后，与

参照卡比对，确定抗体亚型。

2 结果

2.1 AMH重组蛋白的小量表达与纯化

经过 37℃诱导表达 4 h和 25℃诱导表达过液，

菌体收集破碎，SDS⁃PAGE 分析（图 1）发现，AMH
蛋白主要在包涵体中表达。37℃条件下，表达量更

高且更省时，所以以 37℃诱导表达 4h，进行大量表

达。经 SDS⁃PAGE胶分析，NI⁃NTA亲和层析柱纯

化后的AMH蛋白纯度达 85%以上，蛋白分子量大

约 40 k左右。见图 2。

2.2 小鼠免疫效价测定

纯化的AMH重组蛋白混合福氏佐剂用作免疫

原，通过多次皮下注射使小鼠产生相应的抗体。免

疫 3次后，小鼠取血进行抗体效价评估。在 1∶128
000处的OD值超过阴性对照的OD值的 2.1倍，而

1∶256 000时，OD值小于阴性对照OD值的 2.1倍，

为阴性结果。见图 3。

2.3 杂交瘤细胞株的筛选

于 96 孔 ELISA 板中选取阳性孔，经有限稀释

法对其进行克隆化，3 次亚克隆后，即得到能稳定

分泌特异性抗AMH蛋白抗体的杂交瘤细胞株，得

到 2株杂交瘤细胞，孔内上清抗体检测为阳性。将

2株能稳定分泌特异性抗AMH蛋白抗体的杂交瘤

细胞，分别命名为 3F6、4E7。
2.4 单克隆抗体的纯化

经 Protein G亲和层析法纯化后的单克隆抗体

进行 SDS⁃PAGE电泳，图 4中可见 55 kD、25 kD两

条清晰的条带，其中位于 55 kD 的为抗 AMH 重组

蛋白抗体的重链，25 kD为其轻链。

2.5 单克隆抗体效价测定、亚型鉴定

无菌抽取小鼠腹水，使用间接 ELISA 法于

M 诱导前 37℃诱导后 37℃上清 37℃包涵体 25℃诱导后 25℃上清 25℃上清
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图 1 AMH蛋白小量表达

Figure 1 Small amount of AMH protein expression
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AMH纯化蛋白

注：M 为蛋白分子量标准 marker。1⁃8，含有 6M 尿素，500 mM 咪

唑洗脱液洗脱蛋白收集液

图 2 SDS⁃PAGE分析AMH纯化蛋白

Figure 2 The purified AMH protein demonstrated with
SDS⁃PAGE

图 3 小鼠血清免疫效价

Figure 3 Analysis of the immunopotency of mouse serum
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450 nm处定量检测腹水中抗体效价为 6.25 ng/mL，
见图 5。使用亚型检测试纸条，可直观得出 2株单

克隆抗体均为 IgG1型，见图 6。

3 讨论

利用大肠杆菌作为原核表达的表达系统，可

构建出 AMH 基因的原核表达载体并诱导表达出

AMH蛋白。大肠杆菌的最适生长温度为 37℃，在

此温度下易生成包涵体蛋白。同时，包涵体的形

成是目的蛋白表达量很高的表现。本项目采取降

低 IPTG 浓度并延长诱导时间的方法获得更多可

溶蛋白。动物免疫制备单克隆抗体的过程中，若

AMH 蛋白不纯会影响抗体的产生。采取多次多

点注射以提高小鼠血清的免疫效价。经过 3 次免

疫的小鼠产生的抗体效价达 1∶128 000。可认为

此时小鼠体内产生抗 AMH 重组蛋白的抗体的能

力较为活跃，制备脾细胞悬液。于小鼠腹腔注射

杂交瘤细胞前，注入降植烷可加速瘤细胞的生长。

本研究经对重组 AMH 蛋白杂交瘤细胞采用

有限稀释法连续进行 3次亚克隆，成功制备出 2株

抗苗勒管激素单克隆抗体，并进行效价的测定和

亚型的鉴定。方法步骤较繁琐，而且鼠源性的单

克隆抗体有一定的应用局限性［9］。可有新颖、可行

的方法供纯化单克隆抗体的应用［11］。血清中

AMH作为卵巢储备功能的血清标志物，具有预测

卵巢储备、妊娠结局的功能［12⁃14］，高水平AMH对卵

巢颗粒细胞瘤的诊断有重要的意义［15］。同时，

AMH 水平的高低比年龄更能准确地预测妇女的

更年期［16］。制备出的抗苗勒管激素单克隆抗体可

用于血清AMH的定量检测，采用的检测原理为双

抗体夹心法，将其应用于全自动免疫分析仪的试

剂中。AMH 测量的可靠性和可重复性引起了许

多疑问，自 2014年以来，已经开发出自动加样提高

AMH 测量的灵敏度和可重复性。自动化方法的

准确度提高了四倍，速度更快需要的血清量更

少［1］。但要注意用于检测的 AMH 免疫测定法并

未使用相同的抗体对，因此仍然有必要定义特定

的参考值和临界点［6］，对检测结果解释不能一概而

论。依据现今科技发生的速度，预测在不久将来，

可将其应用于免疫层析试纸条的检测 AMH。在

这医学技术日益发展的今天，深入探究更多检测

试剂核心原料的作用与来源，可通过现今技术，进

行改良与优化，有利于推动检验技术的发展，惠及

更多人群。
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冠心病患者冠状动脉 CT 特征与血清脂蛋白（a）、
脂联素、PTX3的相关性研究

周鹏 1★ 王烁 2 任艳玲 3

［摘 要］ 目的 探讨冠心病（CHD）患者冠状动脉 CT 特征与血清脂蛋白（a）［LP（a）］、脂联素

（ADP）、五聚素 3（PTX3）的相关性。方法 选取本院 2018年 6月至 2019年 10月 102例 CHD患者作为观

察组，均采用 128层螺旋 CT行冠状动脉 CT血管成像（CTA），并选取同期健康体检者 104例作为正常对

照组，检测对比两组血清 LP（a）、ADP、PTX3 水平。比较 CT 特征中不同冠状动脉狭窄程度、斑块性质

（CT值）患者血清 LP（a）、ADP、PTX3水平，分析血清 LP（a）、ADP、PTX3与冠状动脉狭窄程度、斑块性质

的相关性。 结果 102例 CHD患者的 CT特征：轻度狭窄 34例，中度狭窄 42例，重度狭窄 21例，闭塞 5
例；软斑块 40例，钙化斑块 34例，混合斑块 28例。观察组血清 LP（a）、PTX3水平高于正常对照组，ADP
水平低于正常对照组（P<0.05）；观察组血清 LP（a）、PTX3 水平随冠状动脉狭窄程度增加呈升高趋势，

ADP 水平呈降低趋势（P<0.05）；血清 LP（a）（r=0.681）、PTX3（r=0.730）与冠状动脉狭窄程度呈正相关，

ADP（r=-0.646）与冠状动脉狭窄程度呈负相关（P<0.05）；混合斑块患者血清 LP（a）、PTX3水平高于钙化

斑块、软斑块患者，ADP 水平低于钙化斑块、软斑块患者（P<0.05）；血清 LP（a）（r=0.790）、PTX3（r=
0.844）与斑块性质呈正相关，ADP（r=-0.566）与斑块性质呈负相关（P<0.05）。结论 血清 LP（a）、ADP、
PTX3与 CHD患者 CT特征密切相关，可作为评估冠状动脉狭窄程度、斑块性质的重要生理病理改变因

子，为临床诊治提供可靠参考依据。

［关键词］ 冠心病；冠状动脉 CT特征；LP（a）；ADP；PTX3

Study on the correlation between CT features of coronary artery and serum
lipoproteins（a），adiponectin，PTX3 in patients with coronary heart disease
ZHOU Peng1★，WANG Shuo2，REN Yanling3

（1. CT mri department，Fuxin mining general hospital，Liaoning health industry group，Fuxin，Liaoning，
China，123000；2. Department of internal medicine，Fuxin mining general hospital，Liaoning health industry
group，Fuxin，Liaoning，China，123000；3. Clinical laboratory，Fuxin mining general hospital，Liaoning
health industry group，Fuxin，Liaoning，China，123000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between CT features of coronary artery and
serum lipoproteins（a）［LP（a）］，adiponectin（ADP），pentalin 3（PTX3）in patients with coronary heart dis⁃
ease（CHD）. Methods A total of 102 patients with CHD in our hospital from June 2018 to October 2019
were selected as the observation group，coronary CT angiography（CTA）was performed with 128⁃slice spiral
CT，a total of 104 healthy subjects were selected as the normal control group，and serum LP（a），ADP，and
PTX3 levels were detected and compared between the two groups. Compare serum LP（a），ADP，PTX3 levels
in patients with different coronary stenosis and plaque properties（CT value）in CT features，correlation be⁃
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tween serum LP（a），ADP，PTX3 and the degree of coronary artery stenosis and plaque properties was ana⁃
lyzed. Results The CT characteristics of 102 patients with CHD were：mild stenosis in thirty⁃four cases，
moderate stenosis in forty⁃two cases，severe stenosis in twenty one cases，and occlusion in five cases；There
were forty soft plaques，thirty⁃four calcified plaques，and twenty⁃eight mixed plaques. The levels of serum LP
（a）and PTX3 in the observation group were higher than those in the normal control group，and the levels of
ADP were lower than those in the normal control group（P<0.05）；The levels of serum LP（a）and PTX3 in the
observation group increased with the increase of the degree of coronary stenosis，and the ADP level decreased
（P<0.05）；Serum LP（a）（r=0.681）and PTX3（r=0.730）were positively correlated with the degree of coro⁃
nary stenosis，and ADP（r=-0.646）was negatively correlated with the degree of coronary stenosis（P<0.05）；

Patients with mixed plaque had higher serum LP（a）and PTX3 levels than those with calcified plaque and soft
plaque，and ADP levels were lower than those with calcified plaque and soft plaque（P<0.05）；Serum LP（a）
（r=0.790）and PTX3（r=0.844）had a positive correlation with plaque properties，and ADP（r=-0.566）had
a negative correlation with plaque properties（P<0.05）. Conclusion Serum LP（a），ADP，and PTX3 are
closely related to CT characteristics of patients with CHD and can be used as important physiological and patho⁃
logical factors to evaluate the degree of coronary artery stenosis and plaque properties，and provide a reliable
reference for clinical diagnosis and treatment.

［KEY WORDS］ Coronary heart disease；Coronary CT features；LP（a）；ADP；PTX3

冠心病（Coronary heart disease，CHD）是临床

常见冠状动脉疾病，据相关资料统计显示，冠状动

脉疾病在中老年人群死亡病因中占据首位，需给

予重视［1⁃2］。目前，冠状动脉CT血管成像（CT angi⁃
ography，CTA）是临床判断冠状动脉狭窄程度、斑

块性质的重要手段之一［3］。该方法仅可判断冠状

动脉形态改变，无法评估生理病理变化情况。而

临床实践证实，多种因子参与 CHD 生理病理改变

过程［4］。其中，五聚素 3（Pentraxin 3，PTX3）属于

促炎因子，可加速冠状动脉斑块破裂，促进血栓形

成［5］。脂联素（Adiponectin，ADP）在动脉粥样硬

化、缺血再灌注损伤过程中具有保护心肌作用［6］。

同时，研究显示，血清脂蛋白（a）［Lipoprotein（a），

LP（a）］过多表达可增加 CHD 发生概率［7］。为此，

本研究尝试探究 CHD患者冠状动脉 CT特征与血

清 LP（a）、ADP、PTX3 的相关性，旨在为临床诊治

提供更多途径及参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2018 年 6 月至 2019 年 10 月 102 例

CHD 患者作为观察组，男性 69 例，女性 33 例，年

龄 34~82 岁，平均年龄（52.07±9.01）岁。选取同期

健康体检者 104作为正常对照组，男性 70例，女性

34 例，年龄 32~80 岁，平均年龄（50.18±8.23）岁。

两组年龄、性别等一般资料差异无统计学意义（P>

0.05），有可比性。本研究经本院伦理委员会审批

通过。

1.2 临床标本

纳入标准 ：① 观察组均首次确诊为 CHD：均

伴有心前区不适、气促、胸闷、胸痛等临床症状，经

冠状动脉造影术检查证实至少 1 支冠状动脉主血

管狭窄≥50%；②心率稳定在 50~70次/min；均未接

受治疗；③临床资料完整；④正常对照组体检各项

指标正常，两组均知情；⑤自愿签订知情承诺书。

排除标准：①伴有冠状动脉栓塞者；存在严重感染

性、炎性疾病者；②因心肌炎、肥厚型心肌病、心脏

瓣膜病而致心绞痛者；③结缔组织病继发冠状动

脉血管炎者；④肝肾功能严重不全者；⑤心血管畸

形者；⑥既往接受冠脉支架置入术或冠脉搭桥

术者。

1.3 方法

1.3.1 CTA检查方法

CT扫描后所有数据传送至GE AW4.4后处理

工作站，实施多平面重建、最大密度投影、容积再

现，判断冠状动脉狭窄情况。评价标准：0%为无狭

窄；1%~49%为轻度狭窄；50%~70%为中度狭窄；

71%~99%为重度狭窄；100%为闭塞。根据 CT 值

评估斑块性质，CT 值 15~35 HU 为软斑块；36~130
HU为混合斑块；>130 HU为钙化斑块。

1.3.2 血清检测方法

采集空腹静脉血 5 mL，离心处理，离心速率为
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3 500 r/min，离心时间为 15 min，取上清液，保存

于-70℃条件下，待检。采用免疫比浊法检测血清

LP（a）水平，酶联免疫吸附法（Enzyme linked im⁃
munosorbent assay，ELISA）检测血清 ADP、PTX3
水平，试剂盒购自美国雅培公司，所有操作步骤严

格遵循试剂盒说明书。

1.4 观察指标

①CT 特征。②两组血清 LP（a）、ADP、PTX3
水平。③不同冠状动脉狭窄程度患者血清 LP（a）、

ADP、PTX3水平。④血清 LP（a）、ADP、PTX3与冠

状动脉狭窄程度相关性。⑤不同斑块性质患者血

清 LP（a）、ADP、PTX3水平。⑥血清 LP（a）、ADP、
PTX3与斑块性质相关性。

1.5 统计学分析

数据处理使用 SPSS 22.0软件包，计量资料以

（x ± s）表示，比较采用 t检验，多组间比较采用单因

素方差分析，多重比较采用 LSD⁃t 检验，以 Spear⁃
man 相关性分析血清各指标水平与冠状动脉狭窄

程度、斑块性质的关联性，P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 CT特征

102例CHD患者，轻度狭窄 34例，中度狭窄 42
例，重度狭窄 21例，闭塞 5例；软斑块 40例，钙化斑

块 34例，混合斑块 28例。典型病例：左前降支近段

混合斑块，管腔狭窄 75% CTA图像，见图 1。

2.2 两组血清 LP（a）、ADP、PTX3水平比较

观察组血清 LP（a）、PTX3 水平高于正常对照

组，ADP 水平低于正常对照组差异有统计学意义

（P<0.05），见表 1。

2.3 不同冠状动脉狭窄程度患者血清 LP（a）、

ADP、PTX3水平

血清LP（a）、PTX3水平随冠状动脉狭窄程度增加

呈升高趋势，ADP水平呈降低趋势（P<0.05），见表2。

2.4 血清 LP（a）、ADP、PTX3 与冠状动脉狭窄程

度相关性

赋值“1=轻度狭窄”，“2=中度狭窄”，“3=重度

狭窄”，“4=闭塞”，进行 Spearman相关性分析发现，

血清 LP（a）（r=0.681）、PTX（r=0.730）与冠状动脉

狭窄程度呈正相关，ADP（r=-0.646）与冠状动脉

狭窄程度呈负相关（P<0.05），图 2。
2.5 不同斑块性质患者血清 LP（a）、ADP、PTX3
水平

混合斑块患者血清 LP（a）、PTX3水平高于钙

化斑块、软斑块患者，ADP 水平低于钙化斑块、软

斑块患者（P<0.05），见表 3。
2.6 血清 LP（a）、ADP、PTX3与斑块性质相关性

赋值“1=软斑块”，“2=钙化斑块”，“3=混合斑块”，

进行Pearson相关性分析发现，血清LP（a）（r=0.790）、
PTX3（r=0.844）与斑块性质呈正相关，ADP（r=
-0.566）与斑块性质呈负相关（P<0.05），见图3。

图 1 CTA图像特征

Figure 1 CTA image features

组别

观察组

正常对照组

t值
P值

n
102
104

LP(a)（mg/L）
253.92±36.28
105.37±29.10

32.449
<0.001

ADP（μg/L）
8.18±0.74
11.22±1.43

19.107
<0.001

PTX3（μg/L）
4.21±0.65
1.35±0.29
40.913
<0.001

表 1 两组血清 LP（a）、ADP、PTX3水平比较

［n，（x ± s）］

Table 1 Comparison of serum Lp（a），ADP and PTX3
levels between the 2 groups［n，（x ± s）］

冠状动脉
狭窄程度

轻度狭窄

中度狭窄

重度狭窄

闭塞

F值

P值

n

34
42
21
5

LP(a)
（mg/L）

210.85±37.45
249.16±40.03
307.41±46.10
362.08±52.44

36.045
<0.001

ADP
（μg/L）
9.04±1.01
8.17±0.85
7.22±0.77
6.49±0.64
25.010
<0.001

PTX3
（μg/L）
3.27±0.72
4.30±0.78
5.11±0.82
6.03±0.86
35.738
<0.001

表 2 不同冠状动脉狭窄程度患者血清 LP（a）、ADP、PTX3
水平比较［n，（x ± s）］

Table 2 Comparison of serum Lp（a），ADP and PTX3
levels in patients with different degrees of coronary artery

stenosis［n，（x ± s）］
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注：A为血清 LP（a）与冠状动脉狭窄程度的关系；B为血清ADP与冠状动脉狭窄程度的关系；C为血清 PTX3与冠状动脉狭窄程度

的关系

图 2 血清 LP（a）、ADP、PTX3与冠状动脉狭窄程度相关性

Figure 2 Correlation between serum LP（a），ADP，PTX3 and degree of coronary artery stenosis

斑块性质

软斑块

钙化斑块

混合斑块

F值

P值

n
40
34
28

LP(a)（mg/L）
162.33±30.41
215.87±39.27
304.88±46.09

115.008
<0.001

ADP（μg/L）
9.96±1.36
8.25±1.11
7.30±1.04
43.611
<0.001

PTX3（μg/L）
2.51±0.69
3.37±0.81
5.40±1.15
91.293
<0.001

表 3 不同斑块性质患者血清 LP（a）、ADP、PTX3水平

比较［n，（x ± s）］

Table 3 Comparison of serum Lp（a），ADP and PTX3
levels in patients with different plaque properties［n，（x ± s）］
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图 3 血清 LP（a）、ADP、PTX3与斑块性质的关系

Figure 3 Relationship between serum LP（a）、ADP、PTX3 and plaque properties

3 讨论

一项流行病学调查研究发现，与 40 岁以下人

群相比，老年群体年龄每增加 10 岁，CHD 发病风

险分别升高 15%（40~49 岁）、48%、70%、82%、83%
（>80岁），防治形势严峻［8］。冠状动脉CTA可对冠

状动脉狭窄程度进行有效评估，亦可定性分析冠

状动脉粥样斑块，其局限性在于作为影像学检查

方式无法从生理、病理方面反映病情程度［9⁃10］。而

相关指南推荐，应降低可控危险因素预防 CHD，对

已患 CHD 群体应寻求可间接反映病情的生物学

指标，以做好二级预防［11］。

Lp（a）本质上属于胆固醇，由载脂蛋白A与低

密度脂蛋白经由二硫键联接而成，可加快冠状动

脉粥样硬化及斑块形成［12］。临床证实，血清 Lp（a）
与心肌梗死、心绞痛、脑溢血等心脑血管疾病呈正

相关［13］。同时，Schreml J 等［14］报道中认为，Lp（a）
血清水平与 CHD 病情有关。本研究数据显示，血

清 LP（a）水平随冠状动脉狭窄程度增加、斑块稳定

性降低呈现逐渐升高趋势，提示 LP（a）在冠状动

脉狭窄及斑块形成、恶化、破裂过程中发挥重要

作用。李小娟［15］研究中经过分析 CHD 患者血清

Lp（a）和冠状动脉斑块特点的关系，初步证实血清

Lp（a）水平升高在预测急性冠状动脉事件发生及

斑块不稳定性方面具有潜在价值。

研究表明，炎症反应发生时，炎性脂肪因子能

作用于巨噬细胞、单核细胞、内皮细胞、单核细胞

等，在动脉粥样硬化形成、斑块破裂过程中发挥

重要作用［16］。PTX3 属于炎性脂肪因子中促炎因
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子之一，刘佟等［17］研究表明，PTX3 对 CHD 诊断

AUC 高达 0.918，具有可靠诊断预测价值。本研

究通过分析血清 PTX3 与 CHD 患者 CT 特征相关

性发现，PTX3 与冠状动脉狭窄程度、斑块性质具

有正相关关系，其原因在于，冠状动脉粥样硬化

病变及斑块部位巨噬细胞可分泌大量 PTX3，使其

参与冠状动脉狭窄进展过程，并增强斑块不稳定

性、加速斑块破裂［18］。临床实践发现，ADP 可能

通过不同途径发挥保护心肌、延缓动脉粥样硬化

作用：①可抑制炎性因子所诱导的炎症反应、血

管内皮凋亡；②能抑制致动脉粥样硬化因子产

生；③可抑制血管平滑肌细胞增殖及泡沫细胞形

成［19⁃20］。这不仅为临床评估 CHD 冠状动脉狭窄

程度、斑块性质提供依据，还为抗动脉粥样硬化

提供新治疗靶点。

综上可知，血清 LP（a）、ADP、PTX3与 CHD患

者 CT特征密切相关，可作为评估冠状动脉狭窄程

度、斑块性质的重要生理病理改变因子，为临床诊

治提供可靠参考依据。但本研究未考虑 LP（a）、

ADP、PTX3治疗前后变化趋势与 CHD 患者 CT 特

征的关系，仍需进一步分析与探究。
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•综 述•

ATM蛋白激酶由共济失调毛细血管扩张突变

基因（Ataxia ⁃ telangiectasia mutated gene，ATM）编

码。ATM 基因是细胞管家基因，定位于染色体

11q22~23，全长有 150 Kb，cDNA为 12 Kb，含有 66
个外显子，包含 9 168 个核苷酸的开放阅读框，编

码一个 3 056 个氨基酸残基的 ATM 蛋白质激酶

（相对分子质量 350 kDa）［1⁃2］。ATM蛋白激酶属于

丝/苏氨酸蛋白激酶磷脂酰肌醇 3 激酶样激酶

（phosphatidylinositol 3 kinase ⁃ like kinase family，
PI3K）家族，通过磷酸化下游许多底物，以行使其

生物功能。ATM 基因突变可致 ATM 蛋白激酶活

性下降和功能缺陷，从而导致人类罹患共济失调⁃
毛细血管扩张综合征（Ataxia ⁃ telangiectasia syn⁃
drome，ATS），并且 ATM 基因不同突变类型导致

ATS 表型不一致，差别很大［3］。ATS 是 1 岁~4 岁

发病的罕见常染色体隐性遗传病，以小脑退化、幼

年进行性共济失调加重、毛细血管扩张、原发性免

疫缺陷、基因组不稳定、电离辐射敏感、肿瘤易感、

过早衰老、内分泌紊乱和生长停滞为主要症

状［4］。一直以来，ATS的电离辐射敏感、基因组不

ATM蛋白激酶促细胞增殖作用研究进展

唐石伏 1 吴婉君 1 阳建伶 1 马兴璇 1 杨建青 2★

［摘要］ 一直以来，共济失调毛细血管扩张突变基因（ATM）编码的蛋白激酶相关研究主要集中在

DNA 双链断裂损伤修复领域。近年来越来越多研究表明，氧化激活的 ATM 激酶具有重要的促细胞增

殖作用，其潜在的机制与其氧化还原稳态维持功能、糖代谢调控功能和细胞增殖信号通路活性调节功能

等密切相关。本文综述 ATM激酶相关研究进展，尤其是其增殖调控功能相关研究，将有利于深入了解

ATM蛋白激酶促细胞增殖的机制及其临床应用。

［关键词］ ATM基因；ATM蛋白激酶；细胞增殖调控

Advance of ataxia ⁃ telangiectasia mutated protein kinase promoting cell
proliferation
TANG Shifu1，WU Wanjun1，YANG Jianling1，MA Xingxuan1，YANG Jianqing2★

（1. Department of Lab Medicine，the Third Affiliated Hospital，Guangxi University of Chinese Medicine，
Liuzhou，Guangxi，China，545001；2. Department of First Surgery，the Third Affiliated Hospital，Guangxi
University of Chinese Medicine，Liuzhou，Guangxi，China，545001）

［ABSTRACT］ The research on Ataxia telangiectasia mutated（ATM）kinase has been focusing on the
field of DNA double⁃strand break repair. In recent years，many studies have shown that oxidation⁃activated
ATM kinase has an important role in promoting cell proliferation，and its underlying mechanism is closely
related to its redox homeostasis maintenance，glucose metabolism regulation and cell proliferation signaling
pathway activity. This article reviews the progress of ATM kinase⁃related researches，especially related to its
proliferation regulation，which will be helpful for a deeper understanding of the mechanism of ATM protein
kinase to promote cell proliferation and clinical application.

［KEY WORDS］ Ataxia⁃telangiectasia mutated gene；ATM kinase；Cell proliferation
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稳定和肿瘤易感是学界研究热点。现有研究已证

实：ATM 基因突变导致 ATM 蛋白激酶活性降低，

使 DNA双链断裂损伤修复能力受损，能合理解释

AT患者电离辐射敏感、肿瘤易感和基因组不稳定

等典型症状［5⁃6］。近年来，ATS其它特异症状的研

究日益增多，尤其是细胞增殖方面，取得了很多重

要成果。本文主要综述 ATM 蛋白激酶促细胞增

殖作用及其机制的研究进展。

1 ATM蛋白激酶的非DNA损伤修复功能

ATM 蛋白激酶的结构域和空间构象已经明

确。从氨基端到羧基端依次可分为 HEATs（hun⁃
tingtin，elongation factor 1A，protein phosphatase
2A A⁃subunit，TOR）重复、FAT（FRAP，ATM and
TRRAP）、KD（The C⁃terminal PI3 kinase⁃like kinase
domain）和 FATC（FRAP，ATM and TRRAP C⁃ter⁃
minal）等四个结构域 ［5］。ATM 同源二聚体呈现

为翅膀张开的蝴蝶构象，激酶活性域位于蝴蝶头

部，并显示出底物结合的位点，揭示了 ATM 激酶

活性严谨调控的结构基础［5］。ATM 蛋白激酶在

细胞 DNA 双链断裂（double ⁃ strand DNA breaks，
DSB）损伤修复反应中起核心作用 ［7］。活化的

ATM蛋白激酶也能通过 P53途径导致细胞凋亡或

衰老［7］。如前言所述，ATM 功能缺失细胞对电离

辐射和 DSBs 诱导剂极度敏感，基因组不稳定，对

恶性转化易感ATM蛋白激酶DSBs修复功能缺陷

合理解释ATS患者基因组不稳定、肿瘤易感、电离

辐射敏感的表型。ATM 基因测序已经广泛用于

ATS 的遗传咨询、优生优育、产前筛查和基因诊

断［2］。ATM 激酶抑制剂也广泛用作肿瘤放疗增

敏剂［2］。ATM的DSBs修复功能难以解释ATS的

生长停滞、早老、胰岛素抵抗、共济失调等临床症

状［6］。在小脑神经元细胞中，ATM 蛋白主要分布

在细胞质，其功能完全缺失引起小脑神经元细胞

死亡，导致A⁃T综合征［8］。这些研究提示ATM在

细胞质外有其它生物学功能。近年来，ATM激酶

的非 DNA 双链断裂修复功能如细胞增殖调控越

来越引起学界的重视，取得了较大进展。

2 ATM 蛋白激酶调控细胞增殖功能及其

氧化活化途径

2.1 ATM蛋白激酶调控细胞增殖

越来越多研究表明 ATM 蛋白激酶对细胞增

殖有重要促进作用。生长停滞是ATS患者常见的

临床症状。ATM 基因敲除小鼠来源的造血干细

胞、神经干细胞和星形胶质细胞等各种类型细胞

均有增殖缺陷。ATM功能缺失导致乳腺癌相关成

纤维细胞（Cancer⁃associated fibroblasts，CAF）增殖

缺陷［9］。在乳腺癌 CAF和神经细胞中，ATM蛋白

激酶主要分布在细胞质中［8⁃9］，这提示在细胞质中

ATM蛋白激酶有非DSB依赖的激活途径，可能参

与调控细胞增殖。

2.2 ATM蛋白激酶氧化活化

现有研究已证实，ATM 蛋白激酶是细胞的

重要氧化还原感受器 ［10］。氧化应激（oxidative
stress，OS）能以非经典途径直接激活 ATM 蛋白

激酶。在细胞质中，过氧化氢氧化 ATM 第 2 991
位半胱氨酸残基上的硫醇基团成为次磺酸基团，

该基团与另一ATM蛋白单体的第 2 991位半胱氨

酸残基上的硫醇基团共价结合并形成分子间二硫

键，使非活性的 ATM 二聚体转变成活性的 ATM
二聚体［11］。ATM氧化活化是氧化应激特异的，不

改变ATM的分布和稳定性［11］。氧化型的ATM蛋

白激酶调控乳腺癌 CAF 细胞增殖［9］，这提示氧化

型ATM可能参与调控小鼠造血干细胞、神经干细

胞和星形胶质细胞等各种类型细胞的增殖［12⁃14］。

作为蛋白激酶，氧化型ATM很可能通过磷酸化下

游许多底物，调节相关信号通路活性，从而在细胞

增殖中发挥关键作用。现有研究表明，氧化型

ATM 激酶至少通过维持细胞氧化还原稳态、调控

细胞代谢和调节增殖相关信号通路活性等途径执

行细胞增殖调控功能，具体依据见下文。

2.3 氧化型ATM激酶调控细胞增殖的机制

2.3.1 细胞氧化还原稳态维持功能

氧化型 ATM 蛋白激酶维持细胞氧化还原稳

态以促进细胞增殖。ATM功能缺陷升高细胞内活

性氧族水平，降低细胞抗氧化能力，导致细胞氧化

应激，激活相关信号通路从而抑制细胞增殖［11］。

抗氧化剂 N⁃乙酰⁃L⁃半胱氨酸（N⁃Acetyl⁃L⁃cyste⁃
ine，NAC）能逆转ATM功能缺失所致乳腺癌 CAF
氧化应激和增殖缺陷［9］。ATM 激酶通过增强细

胞抗氧化能力和降低细胞活性氧族水平以维持细

胞氧化还原稳态。ATM激酶主要通过激活 P53和

磷酸戊糖通路增强细胞抗氧化能力。在胰岛素刺

激下，氧化型ATM激酶磷酸化 P53第 15位丝氨酸

残基，被磷酸化的 P53上调过氧化物还原酶等抗氧
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化蛋白表达，增强细胞抗氧化能力，维持糖耐受和

胰岛素敏感 ［15 ⁃ 16］。在氧化应激条件下，氧化型

ATM激酶通过增强磷酸戊糖通路关键酶葡萄糖⁃6⁃
磷酸脱氢酶活性，促进 NADPH 抗氧化物产生、体

内主要抗氧化物还原型谷胱甘肽再生和核酸合

成［17］。另一方面，氧化型ATM降低线粒体氧化磷

酸化活性，减少活性氧族产生。在营养过剩或生

长因子刺激下，作为负反馈机制，被线粒体来源活

性氧族激活的 ATM 激酶通过 LKB1/AMPK/TSC2/
mTORC1 信号轴抑制线粒体活性氧族的产生［18］。

在低氧条件下，被线粒体来源的活性氧族直接氧

化激活的 ATM 激酶通过 HIF1/mTORC1 信号轴抑

制线粒体活性，减少活性氧族产生［18］。在高水平

氧化应激条件下，氧化型ATM磷酸化激活 P53，引
起细胞凋亡。因此，在胰岛素刺激等各种生理条

件下，氧化型ATM激酶精细化调节细胞氧化还原

稳态的功能对细胞正常增殖有重要促进作用。

2.3.2 代谢调控功能

毛细血管扩张共济失调综合症（Ataxia⁃telangi⁃
ectasia Syndrome，ATS）患者易罹患 2 型糖尿病和

生长停滞，表现为胰岛素抵抗和高血糖［6］，这提示

ATM 功能缺失、糖代谢障碍和细胞增殖有密切关

系。现有研究表明，氧化型ATM激酶在细胞代谢

中有重要调节作用。在胰岛素作用下，被氧化活

化的ATM激酶磷酸化AKT第 473位丝氨酸残基，

完全活化 PI3K/AKT 信号通路，促进葡萄糖转运

子 4 膜转位，增加细胞葡萄糖摄取以利细胞增

殖［19⁃20］。另外，ATM 激酶能激活磷酸戊糖通路关

键酶葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶活性，增加 NADPH 产

生，有利于核酸合成和细胞增殖［17］。ATM激酶也

与蛋白、脂代谢密切相关。在胰岛素刺激下，ATM
激酶活性增强，直接磷酸化 eIF⁃4E⁃bingding pro⁃
tein 1（4E⁃BP1），启动蛋白合成［21］。Klising⁃Sireul
等在 2006 年首次报道，在离子辐射下，ATM 激酶

缺陷淋巴细胞的胆固醇代谢相关基因下调，导致

细胞胆固醇含量下降，抑制细胞增殖［22］。最近，氧

化型 ATM 蛋白激酶在细胞能量代谢中的重要调

控作用也不断被报道。氧化型 ATM 通过磷酸化

葡萄糖转运子 1 第 490 位丝氨酸和增加丙酮酸激

酶 M2 型表达水平促低氧癌相关成纤维细胞糖酵

解能力［23］。氧化型 ATM 蛋白激酶通过增强磷酸

果糖激酶和柠檬酸合酶活性提高三阴性乳腺癌细

胞内柠檬酸水平［24］。以上研究表明，ATM激酶的

细胞物质代谢调控功能在细胞增殖中有重要作

用，其内在机制有待进一步阐明。

2.3.3 增殖信号通路活性调控功能

ATM蛋白激酶精细调节正向和负向关键增殖

信号通路控制细胞正常增殖。2001年，Peretz首先

报道ATM激酶调控胰岛素样生长因子信号通路（in⁃
sulin⁃like growth factor，GF）［25］。在胰岛素刺激下，

ATM激酶磷酸化AKT第 473位丝氨酸残基，以完全

激活PI3K/AKT信号通路［19⁃20］。最近研究发现，氧化

型 ATM 激酶通过激活 PI3K⁃AKT、MEK⁃ERK 和

Wnt⁃β⁃catenin等关键增殖信号通路活性在乳腺癌

CAFs 细胞增殖中起关键作用［9］。以上研究表明

ATM激酶调控正向关键增殖信号通路促进细胞增

殖。另一方面，ATM激酶调控负向关键增殖信号通

路抑制细胞增殖，防止细胞过度增殖或适应不利

增殖环境。现有研究表明，ATM激酶主要通过抑制

mTOR 信号通路活性负向调控细胞增殖。在氧化

应激条件下，ATM激酶依赖的 LKB1第 366位苏氨

酸残基磷酸化激活 AMPK（AMP⁃activated protein
kinase）激酶，被激活的 AMPK 激酶磷酸化 TSC2
（tuberous sclerosis complex 2）抑制mTORC1信号通

路［26］。反过来，在胰岛素或生长因子刺激下，活化的

mTOR通路上调线粒体活性，导致细胞氧化应激和

ATM的氧化活化，以防止细胞过度增殖［27］。在低

氧条件下，氧化型ATM激酶磷酸化HIF1（hypoxia⁃
inducible factor 1）α亚基第 696位丝氨酸残基，以激

活 HIF1/14⁃3⁃3/REDD1/TSC2 信号轴，下调 mTOR
信号通路活性，抑制细胞增殖，适应低氧环境［28⁃ 29］。

以上研究说明，ATM激酶在细胞增殖调控信号通路

网络中处于核心位置，在细胞增殖中发挥非常重要

作用，其内在机制有待深入研究。

3 结束语

ATM 蛋白激酶的 DSB 修复功能难以解释

ATS患者生长停滞等临床表现的困惑激发了学界

探索其内在机制的强烈兴趣。越来越多研究证

实，ATM 激酶在细胞增殖中起关键作用。现有研

究表明，ATM蛋白激酶磷酸化下游底物，调控相关

信号通路，维持细胞氧化还原稳态、促进细胞代谢

和协同调节增殖相关信号通路活性以精细调控细

胞正常增殖。因为 ATM 激酶氧化激活的机制到

2010 年才被揭示和 ATM 两种激活机制很可能同

时存在，今后ATM激酶相关研究要明确其激活机
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制，以往ATM激酶相关研究要进一步厘清其功能

归属，以利于ATM相关深入研究和临床应用。氧

化活化的 ATM 蛋白激酶是细胞增殖调控网络中

的关键节点，在各种增殖信号作用下，协调细胞各

方面行为，精密调控细胞增殖，以适应增殖信号。

作为蛋白激酶，氧化型ATM很有可能调控许多未

知的底物和或相关信号通路，以调控细胞增殖，但

有待阐明。这不仅有利于揭示氧化型 ATM 激酶

调控细胞增殖的内在机理，而且有助于寻找新的

增殖性疾病如恶性肿瘤的干预策略和手段。
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基于Cell⁃SELEX的核酸适配体在肿瘤诊治中的应用

田彩平 1 廖世奇 1 孙敬阳 3 王维君 4 许金苓 5 杨碎胜 2★

［摘 要］ 细胞上的表面膜蛋白能够维持细胞结构的完整性以及调控细胞生理活动，膜蛋白种类

及表达水平均与恶性肿瘤的发生发展密切相关。Cell⁃SELEX 是将完整活细胞作为筛选靶标，其最大的

优点是在筛选过程中能够同时以多种呈天然构象的膜蛋白为靶标分子，不需要预先了解细胞表面蛋白

种类及其表达水平，特别适用于肿瘤细胞的核酸适配体筛选，为药物筛选、临床诊断、疾病治疗和基础医

学研究等带来了新的思路和方法，在肿瘤诊治领域具有广泛的应用前景。本文对基于 Cell⁃SELEX的核

酸适配体在肿瘤诊治中的应用做一综述，以期对 Cell⁃SELEX 的研究提供参考依据，对恶性肿瘤的分子

诊断、个体化治疗研究提供帮助。

［关键词］ CelI⁃SELEX；核酸适配体；肿瘤

Application of Cell⁃SELEX⁃based Nucleic Acid Aptamers in Cancer Diagnosis
and Treatment
TIAN Caiping1，LIAO Shiqi1, SUN Jingyang3，WANG Weijun4，XU Jinling5，YANG Suisheng2★

（1. Medical Molecular Biology Research Center of Gansu Province Medical Science Institute，Lanzhou，
Gansu，China，730050；2. Galactophore Department I of Gansu Province Tumor Hospital，Lanzhou，Gansu，
China，730050；3. Clinical Medicine College of Gansu University of Traditional Chinese Medicine，Lanzhou，
Gansu，China，730030；4. Surgical Department II of Gansu Province Tumor Hospital，Lanzhou，Gansu，China，
730050；5. College of Life Sciences of Northwest Normal University，Lanzhou，Gansu，China，730070）

［ABSTRACT］ Surface membrane proteins on cells can maintain the integrity of cell structure and
regulate cell physiological activities. The types and expression levels of membrane proteins are closely related
to the occurrence and development of malignant tumors. Cell ⁃SELEX uses intact living cells as a screening
target. Its biggest advantage is that it can simultaneously target a variety of membrane proteins with natural
conformations as target molecules during the screening process. and It is not necessary to know the types of cell
surface proteins and their expression levels in advance. Nucleic acid aptamer screening suitable for tumor cells
has brought new ideas and methods for drug screening，clinical diagnosis，disease treatment and basic medical
research，and has broad application prospects in the field of tumor diagnosis and treatment. This article reviews
the application of Cell⁃SELEX⁃based nucleic acid aptamers in the diagnosis and treatment of tumors，with a
view to providing reference for the study of Cell ⁃ SELEX，and to help the molecular diagnosis and
individualized treatment of malignant tumors.

［KEY WORDS］ CelI⁃SELEX；Nucleic acid aptamer；Cancer
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恶性肿瘤已经成为世界性的健康问题之一，据

世界卫生组织报道，到 2025 年恶性肿瘤病例将从

2012年的 1 400万增加到 2 000多万［1］。恶性肿瘤

的发生、侵袭和转移有很多的诱导因素，比如病毒

感染、环境因素和基因异常等等，这些因素导致恶

性肿瘤的复杂性［2］。恶性肿瘤与基因组之间有着密

切的联系，特异性表型与个体基因型的相关性是肿

瘤（肿瘤分为良性肿瘤和恶性肿瘤）研究的关键，恶

性肿瘤发生的过程主要是由原癌基因的损伤或突

变引起的，这些基因编码了与细胞增殖、分化有关

的蛋白质，以及与生长和凋亡有关的信号［3］。蛋白

质是关于细胞内发生变化的更准确的信息来源，是

疾病本身发展的一个关键指标，它可以在体液或组

织中被检测到，所以蛋白质可以成为疾病检测的生

物标记。恶性肿瘤细胞和正常细胞表面有不同的

受体蛋白，利用这些受体可以判断疾病进展以及预

后。Tuerk 等［4］构建了指数富集的配基系统进化

（systematic evolution of ligands by exponential en⁃
richment，SELEX）技术，在此基础上，Tan 等［5］构建

了Cell⁃SELEX技术，它是以整个细胞作为靶标筛选

特异性核酸适配体的技术，并且不需要预先了解细

胞表面蛋白种类及其表达水平，特别适用于肿瘤细

胞的核酸适配体筛选，为药物筛选、临床诊断、疾病

治疗和基础医学研究等带来了新的思路和方法，在

肿瘤诊治领域具有广泛的应用前景。本文对基于

Cell⁃SELEX的核酸适配体在肿瘤诊治中的应用做一

综述，以期为Cell⁃SELEX的研究提供参考依据，对

恶性肿瘤的分子诊断、个体化治疗研究提供帮助。

1 SELEX技术

SELEX技术是一种新的组合化学技术，该技术

应用体外化学合成的大容量随机寡核苷酸文库（ss⁃
DNA文库和RNA文库）与靶物质结合，洗掉未与靶

物质结合的DNA，分离与靶物质结合的DNA，以此

DNA 为模板进行聚合酶链式反应（Polymerase
Chain Reaction，PCR）扩增，进行下一轮的筛选过

程。通过重复的筛选与扩增，一些与靶物质不结合

或与靶物质有低亲和力、中亲和力的DNA或 RNA
分子被洗去，而与靶物质有高亲和力的 DNA 或

RNA从随机文库中分离出来，即核酸适配体［6］。

人工合成的单链随机寡核苷酸文库包括DNA
文库、RNA文库、修饰化的 RNA文库，该文库是两

端约为 20个碱基的固定序列（该区域带有限制性内

切酶位点，是多聚酶链反应及其他酶学反应相关引

物的结合位点），中间为约 20~40 个碱基的随机序

列，库容量可达 1015，理论上，库容量达到 1014以上的

随机寡核苷酸文库几乎涵盖了所有可能的立体构

象，可为自然界存在的所有分子“配型”，识别特异

性的核酸配体［7］。单链寡核苷酸因序列不同，可形

成构象不同且热力学上稳定的二级和三级结构，如

发卡、口袋、假结、G四聚体等，由于随机序列的存

在，文库中的单链寡核苷酸因序列各异而形成多样

而独特的空间构象，适配体能够通过碱基配对、

范德华力，氢键和静电等相互作用和靶标结合，主

要是特异性茎环识别靶标［8］（见图 1A至C），然后结

合 PCR体外扩增技术，以指数富集与靶分子特异结

合的寡核苷酸，经过反复的体外筛选、扩增，最终获

得高亲和力、高特异性的核酸适配体［9］。

应用 SELEX技术筛选的靶物质范围广泛，包括

DNA聚合酶、人免疫缺陷病毒反转录酶（human im⁃
munodeficiency virus reverse transcriptase 1，HIV⁃1）、
细胞生长因子、激素、小肽、抗体以及三磷酸腺苷

（adenosinetriphosphate，ATP）、氨基酸等小分子有机

物，甚至金属离子、糖、有机染料，以及完整的细胞、病

毒、孢子等［10］。该技术和抗体相比具有操作简便，筛

选周期短等优点，更为重要的是它与靶细胞或靶分子

的高特异性和高亲和性［11］（见表 1）。经过多年的研

究，SELEX技术筛选的适配体在疾病诊断、治疗、药物

递送、生物成像、分析试剂、法医鉴定、危险性检测、

食品应用、搜索工具等多个方面得到应用［12］。

2 Cell⁃SELEX技术

尽管应用传统 SELEX技术已经筛选到许多高

特异性的适配体，但生物体内在生理条件下可能发

生翻译后修饰或三维构象的改变，使得筛选到的适

配体无法识别该靶标在细胞膜表面的天然构象。

细胞作为与外界环境交换物质和能量的结构，细胞

表面膜上存在大量的蛋白质类功能分子，占细胞蛋

白总量的 30%，这些蛋白质类功能分子能够维持细

胞结构的完整性，并且对细胞生理功能起着关键作

用［13］。如离子通道与胞膜的物质转运功能有关，受

体与细胞辨认和接受环境中特异的化学性刺激有

关，白细胞分化抗原（Cluster of Differentiation，
CD）分子与细胞的免疫功能有关［14］。因此，为了筛

选出能够识别膜蛋白天然构象的适配体，Tan等［5］

率先提出了 Cell⁃SELEX技术，与传统 SELEX技术
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BB

AA

注：A.单链DNA经过一系列条件的影响能够折叠形成二级结构，

二级结构进一步扭曲盘绕形成三级结构，分子线性部分的单链

DNA 碱基对通过氢键相互作用。B. 在茎环中，碱基可以自由地

通过氢键或偶极与靶标相互作用。

图 1 适配体的结构和与它特异性结合的靶标示意图

Figure 1 Depiction of the aptamer structure and its
interaction with the target
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低
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表 1 核酸适配体和蛋白质抗体特性对比

Table 1 The characteristics comparison of nucleic acid
aptamers and protein antibody

不同的是，Cell⁃SELEX的靶标是完整的活细胞，筛

选出细胞表面分子的适配体，该技术最大的优点

是在筛选过程中能够同时以多种呈天然构象的膜

蛋白为靶标分子，并且不需要预先了解细胞表面

蛋白种类及其表达水平。恶性肿瘤的发生是由于

基因的突变，这些突变的基因会引起细胞内部分

子的改变，最终引起细胞形态和生理的改变。研

究表明膜蛋白的种类及其表达水平均与恶性肿瘤

的发生发展密切相关，因而 Cell⁃SELEX 技术对恶

性肿瘤发生发展分子机制的研究、恶性肿瘤新标

志物的发现以及恶性肿瘤精准诊疗新方法的提出

具有一定的促进作用，在恶性肿瘤的检测诊疗及

生物标志物的研究方面具有良好的前景。

Cell⁃SELEX 筛选过程主要包括孵育、洗脱和

扩增 3 个过程。为了提高所筛选的核酸适配体的

特异性，文库先与形态上、生物学上以及生物化学

上相似的反筛靶细胞（一般以正常细胞作为反筛

靶细胞）结合，然后再与正筛靶细胞（一般以肿瘤

细胞作为正筛靶细胞）结合，然后洗脱掉没有与靶

蛋白结合的核酸分子，具有强结合力的核酸适配

体通过 PCR 技术扩增分离得到，然后被用作下一

轮筛选的次级文库，这个过程重复几个循环，直到

筛选到高亲和力和高特异性的适配体为止，最后，

通过克隆测序，测定筛选得到的适配体分子的详

细序列信息。

3 筛选的核酸适配体在肿瘤诊治中的应用

应用 Cell⁃SELEX技术筛选到了许多针对细菌

细胞、大肠杆菌、被狂犬病病毒感染的幼鼠细胞系

（BHK⁃21）的核酸适配体，更重要的是筛选到很多

针对不同恶性肿瘤细胞类型的核酸适配体，比如

针对肺癌、恶性胶质瘤、胰腺、结肠直肠癌、肝癌、

淋巴瘤、白血病以及其它恶性肿瘤的核酸适配

体。这些适配体的成功筛选对恶性肿瘤生物靶标

的发现、诊断、治疗、分子成像、药物递送都已有应

用［15⁃16］。如从恶性胶质瘤K308细胞筛选的WQY⁃
9⁃B适配体用于诊断分子探针，从卵巢癌Caov⁃3细

胞筛选的 RLA01、RLA02 和 RLA03 适配体用于诊

断和药物递送，从乳腺癌MCF⁃7细胞筛选的MS03
适配体用于诊断和治疗，从胰腺导管腺癌 PL45 细

胞系筛选的XQ⁃2d适配体用于体内成像和临床组

织识别（见表 2）。
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适配体
GBI⁃10

GBM128 GBM131
U2，U8，U19，U31

WQY⁃9⁃B
KMF2⁃1a
MS03

KW16⁃13
TD05

S3，S5，S12，S27
TLS1，TLS3，TLS4，TLS6，

TLS7，TLS9，TLS11
LY⁃1，13，46，32，27/45，7/43

LY⁃1
PL1⁃8
XQ⁃2d

Aptamers 1 and 146
RLA01，RLA02，RLA03

XL⁃33⁃1

肿瘤类型
恶性胶质瘤
恶性胶质瘤
恶性胶质瘤
恶性胶质瘤

乳腺癌
乳腺癌

乳腺导管癌
B细胞淋巴瘤

鼻咽癌

肝癌

肝癌
肝癌

胰腺导管腺癌
胰腺导管腺癌

胰腺癌
卵巢癌
结肠癌

靶标
U251 细胞系

U118⁃MG 细胞系
U87过表达 EGFRvIII

K308
MCF⁃10AT1
MCF⁃7 细胞
MCF10CA1h
Ramos 细胞

NPC 5⁃8F 细胞系

BNL 1ME A.7R.1细胞系

HCCLM9细胞系
HCCLM9

PL45 细胞系
PL45 细胞系
HPAC细胞系
Caov⁃3细胞
SW620 细胞

功能
识别靶标［17］

识别分子靶标［18］

分子成像探针［19］

诊断分子探针［15］

特定细胞内药物递送［20］

诊断和治疗［21］

新型的抗肿瘤疗法［22］

体内荧光成像［23］

早期诊断和靶向治疗的生物靶标［24］

分子探针［25］

新的诊断靶标［26］

转移性肝癌的分子探针和化疗的开发［27］

生物标记和药物递送［28］

体内成像和临床组织识别［29］

CSCs靶标药物递送，循环肿瘤细胞检测［30］

诊断和药物递送［31］

转移性恶性肿瘤的诊断和治疗［32］

表 2 应用Cell⁃SELEX筛选出的核酸适配体

Table 2 The nucleic acid aptamers screened by cell⁃SELEX

3.1 在肿瘤标志物发现方面的应用

通过 Cell⁃SELEX筛选的核酸适体可以特异性

识别肿瘤细胞，其识别的基础是肿瘤细胞与正常

细胞之间存在的未知膜蛋白的分子差异。因此，

分离鉴定能够与肿瘤细胞特异性识别的核酸适配

体结合的靶蛋白就可以发现肿瘤标志物。Shang⁃
guan 等［33］利用 Cell⁃SELEX 技术成功的发现了对

于 T细胞急性淋巴白血病的潜在肿瘤标志物酪氨

酸蛋白激酶受体分子（protein tyrosine kinase 7，
PTK7）。Jia等［24］利用该技术发现CD109有可能成

为对鼻咽癌进行早期诊断和治疗的一个新的肿瘤

标志物。Kaur等［34］用该技术筛选出的能够抑制肿

瘤细胞侵袭的核酸适体 TOV6，通过 siRNA（小干

扰 RNA）沉默等技术，确定出了卵巢癌的潜在肿瘤

标志物磷酸化应激诱导蛋白（stress⁃induced phos⁃
phoprotein 1，STIP1）等。

3.2 在肿瘤靶向治疗方面的应用

药物对肿瘤治疗效果不理想的原因大多数是

药物对肿瘤细胞的选择性差、毒性大以及易产生

耐药性等，由于核酸适体对靶细胞有高亲和性和

特异性，所以在肿瘤的靶向治疗中具有重要意

义。Meng等［35］将抗癌药物 DOX与人肝肿瘤细胞

株 LH86的核酸适配体 TLS11a⁃GC偶连形成药物⁃
适配体共轭探针，实验结果表明 DOX⁃TLS11a⁃GC
对靶细胞具有靶向性与特异性，因此该核酸适配

体可以用于抗癌药物的靶向递送。Liu 等［36］将抗

癌药物 DOX包裹于纳米颗粒中，再与适配体结合

组装成三维纳米结构，结果证明 DOX能有效稳定

地插入到适配体中，这样改装的 DOX对人乳腺癌

细胞的耐药性具有抑制作用。Zhu 等［37］研究发现

用核酸适配体作为火车头识别靶细胞，由 DNA组

装的车厢用来载药，以此达到靶向治疗的目的。

此外，适配体结合其他材料应用于肿瘤靶向治疗

的研究还有很多，相信其可以作为药物载体在肿

瘤诊治中发挥重要作用。

3.3 在循环肿瘤细胞检测方面的应用

循环肿瘤细胞（circulating tumor cells，CTCs）
能够实时反应肿瘤动态，对肿瘤的侵袭转移监测

以及预后评估都有重要价值，但由于其在癌症患

者外周血液中含量少，很难被检测到。由于 Cell⁃
SELEX 筛选出的核酸适体具有优越的细胞特异性

和亲和性，结合微流控技术，为 CTCs 的检测提供

了新的方法。方晓红等［38］利用 Cell⁃SELEX 筛选

到了与非小细胞肺癌（Non⁃small Cell Lung Cancer，
NSCLC）特异性结合的核酸适体，然后对其进行修

饰使之与硅纳米微流芯片结合，检测到晚期肺小细

胞肺癌患者外周血中的CTCs。Xu等［39］设计了一种

能够高效、高选择性并简便的捕获 CTCs的微流体

系统。当细胞混合物通过该微流体系统时，能够捕

获不同类型的白血病细胞。方帅［40］采用上转换发
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光材料UCNP和 sgc8结合来检测CTCs中人急性淋

巴 白 血 病 细 胞（human acute lymphatic leukemia
cells，CCRF⁃CEM），并将检测得到的 CTCs 细胞利

用超顺磁磁性纳米材料进行有效的分离，此外，他

们还模拟了临床样本，即使靶细胞数量极少时，其

检测模型也能够进行高效率的捕获、富集和分离。

3.4 作为药物方面的应用

核酸适配体可以直接作为药物来治疗肿瘤，

其原理是作为药物分子结合肿瘤细胞中的相关代

谢分子来影响细胞调节途径，例如阻遏信号传导、

血管生成以及免疫功能等，从而进行细胞杀伤或

调控凋亡，阻止肿瘤细胞侵袭转移。由 Eyetech与

辉瑞公司联合生产的核酸适配体药物 Macugen［41］

作为一种抗血管内皮生长因子的 RNA 适配体，能

有效治疗年龄相关性黄斑病变，也在 2004 年被美

国食品和药物管理局批准上市，Macugen的上市为

适配体药物研究带来了曙光。Lee 等［42］研究发现

骨膜蛋白的适配体 PNDA⁃3 能破坏骨膜蛋白与其

细胞表面受体的相互作用，从而抑制骨膜蛋白诱

导的乳腺癌细胞的黏附与转移，可用于抑制乳腺

癌的扩增与转移的潜在药物。目前有数百种的核

酸适配体药物进行临床验证，相信随着技术的发

展，核酸适配体药物将会展现出广阔的应用前景。

4 展望

由于核酸适配体具有分子量小、设计灵活、易

于修饰等优点，在临床诊断和疾病治疗中表现出

良好的发展前景，Cell⁃SELEX 与靶细胞膜蛋白高

特异性、高亲和性的结合，能较好地区分不同细胞

之间的膜蛋白差异，是用于恶性肿瘤检测的理想

工具。应用Cell⁃SELEX技术筛选的适配体在恶性

胶质瘤、乳腺癌、鼻咽癌、肝癌等恶性肿瘤的诊断

治疗中已有应用，但是核酸适配体广泛应用于临

床还需克服一定的困难。首先，Cell⁃SELEX 适配

体筛选结果与核苷酸适配体的类型、长度、碱基组

成和修饰有关系，还与靶标蛋白的离子强度、缓冲

试剂成分、温度、pH值等也有关系，此外还与洗脱

时间、洗脱次数、文库纯度、文库浓度与靶蛋白的

比率等都有关系，因此限制了在和临床与药物开

发等方面的应用。尽管存在制约因素，但是相信

随着研究的不断深入，这些难题将会被攻克，Cell⁃
SELEX技术筛选的核酸适配体在肿瘤的临床诊治

中将有可能得到广泛应用。
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医学分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的

最新研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前

有编委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，

于 2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。

杂志简介：
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