
2019 年7月 第11卷 第4期 总第62期

Volume 11 Number 4 July 2019

分
子
诊
断
与
治
疗
杂
志

二○
一
九
年
七
月

第
十
一
卷

第
四
期

中
山
大
学

A：金黄色葡萄球菌；B：肠球菌；C：大肠埃希菌；D：肺炎克雷伯菌；E：鲍曼不动杆菌；F：铜绿假单胞菌。

图（P273） 耐药基因芯片杂交图谱结果

Figure（P273） Results of drug⁃resistant gene chip hybridization

地 址：广州市科学城荔枝山路6号

稿 件 查 询：020-32290789转206

其它业务查询：020-32290789转201

投稿网址：http：//yxyq.cbpt.cnki.net

业务查询邮箱：jmdt@vip.163.com

《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：

DD EE FF

AA BB CC



·专家风采· 实验室巡礼

广州市分子与功能影像临床转化重点实验室罗良平

罗良平，1964 年 6 月出生，1991 年毕

业于暨南大学，获临床医学硕士学位；

1998 年进入德国洪堡大学学习放射学专

业，获医学博士学位。

主任医师，教授，博士生导师。现任

暨南大学医学部主任、暨南大学研究生院

执行院长，暨南大学医学学位评定分委会

主席；广州市分子与功能影像临床转化重

点实验室主任、广东省医学影像人工智能

精准诊疗工程技术研究中心主任；广东省

医学教育协会会长、广东省医学会放射分

会副主任委员、广东省医师协会放射医师

分会副主任委员；中华放射学第十五届心胸学组副组长、教育部全科医学教学指导委员会委员、中

国医药教育协会毕业后与继续医学教育指导委员会副主任委员；广东省社会医学会副会长、广东

省医疗行业协会副会长兼医学影像管理分会主任委员；《实用放射学杂志》、《心血管病防治知识》

副主编；中华放射学杂志、中华医学杂志英文版、磁共振成像杂志、Cancer Management and

Research、Abdominal Radiology等期刊编委和审稿专家。

罗良平教授长期从事肿瘤分子影像学教学与研究，在基于多模态分子影像的新型抗肿瘤药物

疗效评估方面形成了一定的特色和优势。承担及完成国家、省部级研究课题近 15项，其中主要包

括国家自然科学基金课题、广东省自然科学基金重点项目、广东省科技厅前沿与关键技术创新项

目等。获荣获广东省南粤教坛新秀、广东省南粤优秀教育工作者及国务院侨办科技进步三等奖、

广东省科技进步三等奖、广东省教学成果二等奖各 1项。发表相关论文 100余篇，其中 SCI收录近

30篇（“Cancer Research”，“Chest”，“Angiogenesis”，“Journal of Clinical Investigation”，“Theranostics”，

“Journal of Magnetic Resonance Imaging”等）。申请获批国家发明专利 2项；主编、副主编及参编专

著近 10部；培养和招收博士后、博士及硕士研究生 90余名，其中 10余人现为不同层次学科学术带

头人。

广州市分子与功能影像临床转化重点实验室位于广东省广州市天河区黄埔大道西 613号，依托暨南大

学附属第一医院，2019年经广州市科学技术局批准，以分子影像与功能影像技术为核心，以疾病为导向，围

绕肿瘤与神经系统重大疾病两大主要方向的市级重点实验室。支撑学科影像医学与核医学专业系广东省

珠江学者设岗单位，广东省特色重点学科、省临床重点专科。实验室现有高级职称21人，博士生导师19人，

硕士生导师20人，涵盖基础医学、医学影像学、药学、化学材料学、生物信息学、计算机学、心理学、精神医学、

神经康复学等中青年骨干。岗位平台的基础科研及临床研究与转化条件已达到国内先进水平，设备硬件总

价值超过 1亿元，包括PET/CT-MRI多模式分子影像系统、MRI 3台、320排 640层动态容积CT 1台、临床型

CT 3台、数字一体化介入复合手术室 1个、DSA 3台、SPECT及 SPECT/CT（2台）、DXA骨密度仪（2台）、

Bruker小动物 9.4T 磁共振系统 1套；拥有医用回旋加速器正电子药物生产系统一套（美国GE公司，可生产

18F、11C、13N三种正电子核素）。

该实验室以分子影像与功能影像技术为核心，以疾病为导向，围绕肿瘤与神经系统重大疾病两大主要

方向，通过分子生物学、纳米科学、药物学、物理学、化学、计算机学等多学科的交叉与融合，开展基于分子影

像与功能影像的多种肿瘤和神经系统疾病的发生发展机理研究，和诊断、活体疗效及预后分析的精准可视

化定量评估，致力于在获得一系列重大原创性成果的同时，实现基础研究向临床应用的过渡与转化。

实验室近三年主持国家级重点重大项目 4项，国家自然科学基金项目 15项，省部级重点重大专项 8项，

项目经费总额近 4 000万元。累计申请国内外发明专利及计算机软件著作权 40余项，其中近三年获授权 13
项。获国家科学技术进步二等奖1项，广东省科学技术进步一等奖1项、二等奖1项及三等奖1项，广东省丁

颖科技奖 2项，广州市科学技术奖励二等奖 1项。近年来承担国家自然科学基金项目近 10项和省部级科研

项目15项。获广东省科学技术奖二等奖1项。获授权国家发明专利8项。2015年以来共发表科研论文200
余篇，其中SCI收录文章80余篇。主编及参编专著20余部。近3年共培养50余名硕士及博士毕业生，在读

全日制硕士及博士研究生60余名。

学术带头人罗良平，德国医学博士，医学影像学二级教授，博士生导师，暨南大学医学部主任、暨南大学

研究生院执行院长，暨南大学医学学位评定分委员会主席，广东省医学领军人才。广州市分子与功能影像

临床转化重点实验室主任，广东省医学影像人工智能肿瘤精准诊疗工程研究中心主任，第十五届中华放射

学会心胸学组副组长，广东

省医学会放射学分会副主

任委员，广东省医师协会放

射学分会副主任委员，广东

省医学教育协会会长；从事

肿瘤分子影像学研究，先后

主持国家级、省部级科技项

目 15项，其中包括国家自

然科学基金项目、广东省自

然科学基金重点项目、广东

省科技厅前沿与关键技术

创新项目等。
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肝纤维化的影像学定量技术进展评述

马孟杰 肖泽宇 梁建业 罗良平★

［摘 要］ 肝纤维化是慢性肝病的一个重要标志。对肝纤维化的早期诊断、干预，有助于延缓其发

展甚至逆转病程。目前肝纤维化诊断的金标准是肝穿刺活检，穿刺活检有助于明确肝纤维化的诊断及

分期，但穿刺活检同样存在一定的局限性，例如取样误差及一系列潜在并发症。近年来，分子影像定量

检测技术发展迅速，在肿瘤成像等领域发挥出了重要的作用，其在肝纤维化定量检测中的应用，也受

到越来越多的重视。笔者回顾目前主流分子影像成像方法在肝纤维化定量诊断中的应用，对其优缺点

进行概述，以加深临床工作者对这些检查手段的认知。

［关键词］ 肝纤维化；分子影像；定量成像；磁共振成像

Advances of imaging quantitative techniques for liver fibrosis
MA Mengjie，XIAO Zeyu，LIANG Jianye，LUO Liangping★

（Medical Imaging Center， the First Affiliated Hospital of Jinan University/Guangzhou Molecular and
Functional Imaging Clinical Translational Laboratory，Guangzhou，Guangdong，China，510632）

［ABSTRACT］ Liver fibrosis is an important sign of chronic liver diseases. Liver fibrosis could be
treated and even reversed if detected in early stages. At present，the gold standard for the diagnosis of liver
fibrosis is liver biopsy，which is helpful for the diagnosis and staging of liver fibrosis. However，it also has
some limitations，such as sampling error and a series of potential complications. In recent years，molecular
imaging quantitative detection technology has developed rapidly and played an important role in tumor imaging
and other fields. The application in the quantitative detection of liver fibrosis has also received more and more
attention. In this review，the current application of molecular imaging in the quantitative diagnosis and staging
of liver fibrosis was summarized，and the advantages and disadvantages to facilitate the better and more
comprehensive understanding of these techniques were also discussed.

［KEY WORDS］ Liver fibrosis；Molecular imaging；Quantitative imaging；Magnetic resonance
imaging

肝纤维化是各种病因导致的慢性肝损伤，最终

可导致不可逆的肝硬化。肝硬化治疗是世界性医

学难题，除进行肝移植外，目前还没有明显有效的

治疗方法，早期肝纤维化经过及时的临床治疗可以

逆转其纤维化进程［1］。临床判断肝纤维化程度最常

采用的是Metavir系统（metavir score system），将肝

纤维化分为 F0⁃4：F0（无纤维化）；F1（汇管区纤维

化，但无纤维间隔）；F2（汇管区纤维化，并有少量间

隔）；F3（间隔纤维化）；F4（肝硬化）。导致肝纤维化

的主要病理类型包括慢性病毒性肝炎（乙型、丙型）

和代谢性肝病（非酒精性脂肪肝、酒精性肝病等）。

尽管 2种病理类型的发展模式并不相同，但共同的

特征是细胞外基质蛋白沉积与清除之间的不平

衡［2］。细胞外基质蛋白沉积是肝脏对急慢性损伤的
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一种修复反应，肝星状细胞通常处于静止状态，受

炎症刺激后活化，通过增生和分泌细胞外基质参与

肝纤维化过程，可导致纤维瘢痕形成［3］。

目前肝纤维化的诊断及分期的“金标准”是穿

刺活检，其优点是能直接评估肝纤维化阶段，及评

估共存的其他疾病，如脂肪肝、铁沉积等。但是，活

检的局限性同样非常明显，其取样标本非常局限，

不能评估肝脏整体的纤维化状态，当样本为局灶性

肝纤维化时，甚至可能出现漏诊［4⁃5］。有研究表明，

在 33.1%的病例中，从肝脏提取的两个样本出现至

少一个纤维化分级的差异［6⁃7］。同时，穿刺的并发症

同样不能忽视，疼痛、感染，甚至腹腔出血等，使其

在临床的常规应用及随访观察中受到限制。因此，

临床医生对非侵入性检查肝纤维化的期望值越来

越高。传统影像通过信号、密度、回声等改变可以

大致判断肝纤维化的一般情况，但缺乏可定量评价

肝纤维化严重程度的功能学指标。与传统影像学

检查手段相比，分子影像可以提供肝脏细胞及分子

层面的信息，并且可以定量测量相关参数，具有更

高的灵敏度及特异性，成为了时下研究的热点。本

文将对这些定量成像手段进行简要概述，并分析各

个成像手段的优缺点，以提高临床及科研工作者对

非侵入性定量影像检查的认识。

1 磁共振分子成像（magnetic resonance im⁃
aging，MRI）

磁共振成像具有优异的软组织分辨率，以不同

序列可以获得不同的疾病信息的特点，不仅可应用

于肝纤维化的一般诊断，随着新序列及对比剂的研

发，探索肝纤维化的微观结构改变也成为了可能。

其中主要的技术方法包括弹性成像、灌注成像、体

内不相干运动成像等。

1.1 弹性成像（elastography）
肝纤维化过程中，随着细胞外基质蛋白的沉

积，并相互连接形成纤维网络，肝脏的应变力逐渐

降低，肝脏的硬度随着纤维化程度的增高而不断增

加，所以，肝脏的硬度可以反应肝纤维化程度。目

前，弹性成像被认为是临床最可靠的无创肝纤维

化检测和分期方法［8⁃10］。磁共振弹性成像（magnet⁃
ic resonance elastography，MRE）是一种动态检测横

波传播的技术，剪切波长与组织的硬度相关，因此

MRE可以通过分析机械波在组织中的传播，无创、

定量的检测肝脏的硬度，并以此来检测肝纤维化分

期［11］。MRE是在普通磁共振设备的基础上，加上一

套剪切波产生装置，紧贴于检测部位浅表皮肤，经

过激励后的肝组织会产生几微米到几十微米的小

位移，采用运动敏感梯度对位移进行映射及测量，

并通过后处理对弹性力学进行逆求解，得到肝组

织弹性系数分布图。商业化运用的 MRE 已经在

主要的磁共振（magnetic resonance，MR）仪器制造

商中实现标准化，这意味着MRE的测量结果是可

重复的，标准化的测量设备及序列意味着不同设

备的测量结果具有可对比性。与穿刺活检相比，

通过 MR 进行弹性成像，可以对整个肝脏进行检

测，不同肝叶、肝段的纤维化程度区别，在MRE上

都可以直观的显示。因此，MRE 不存在取样区域

不同导致的结果差异，通过MRE成像可以对整个

肝脏的纤维化情况进行一体式评估。但是，与常

规 MR 肝脏成像一样，MRE 对肝的铁沉积敏感，

过量的铁沉积会导致图像的信噪比降低，造成测

量结果不可靠。MRE 的主要局限在于其测量的

并非是肝纤维化本身，而是通过肝脏的硬度来反

映纤维化的程度，一些生物干扰因素（如餐后状

态、伴脂肪变性、胆汁淤积等）会影响测量结果，这

些干扰因素大多会导致肝脏硬度增高，进而造成

对肝纤维化分期的高估。

弹性成像还可以在超声设备进行，通过超声探

头产生低频机械脉冲波传导至肝脏形成剪切波，再

通过探头获取并计算得到弹性数值。超声弹性成

像主要包括瞬时超声弹性成像（transient elastogra⁃
phy，TE）、实时超声弹性成像（real⁃time tissue elas⁃
tography，RTE）、声辐射力弹性成像（acoustic radia⁃
tion force impulse imaging，ARFI）和剪切波弹性成

像（shear wave elastography，SWE）。SWE整合了解

剖学和组织硬度的信息，同时兼有 RTE和ARFI的
优点，并且能立即获得测量结果，是近年来研究的

热点。SWE通过超声探头发射声辐射，声辐射力激

励检测平面内肝组织产生剪切波，并通过快速平面

波采集技术跟踪剪切波的传播时的位移及速度，通

过计算机分析得到杨氏模型，组织硬度越大，则杨

氏模型量越大［12］。Ferraioli等［13］学者发现，SWE测

量中不受腹腔积液、肥胖等常规超声成像的干扰因

素的限制。与MRE相比，SWE操作便捷，价格更为

低廉，而且具有不俗的诊断效能，这些优点使得

SWE可以作为早期纤维化筛查手段。但是，与常规

超声一样，SWE成像依赖于操作者对于扫描切面的
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选择，不同操作者的操作习惯差异，导致测量的纤

维化程度可能出现不同。

弹性成像具有非常高的诊断效能，MRE在诊断

早期非酒精性肝纤维化的敏感度及特异性分别为

0.84 和 0.90，SWE 和 MRE 对非酒精性肝纤维化分

期的诊断具有很高的准确率［14］。

1.2 灌注成像（perfusion imaging）
MRE具有优异的诊断效能，但因其成像需要额

外的激励设备，在各级医院普及有一定的难度。除

了MRE外，能在常规MR设备上进行肝纤维化定量

检测的成像方法也有很多报道，而且都具有不错的

诊断效能。静脉注射对比剂是临床常规使用的一

种检查手段，能够增强血供丰富的肿瘤与正常组织

的对比度，它在肝纤维化的定量检测方面也有很多

的报道。肝脏具有双重血供，正常状态下，肝脏主

要由门静脉供血，随着肝纤维化的进展，肝内血管

及肝窦逐渐闭塞，导致门静脉供血减少，肝动脉血

流增加，形成肝内分流。Miyazaki等［15］学者的研究

表明，晚期肝纤维化与对照组在几个灌注参数上存

在显著差异，晚期纤维化患者肝动脉灌注、动脉分

数、分布体积和平均转运时间均增加。灌注成像对

肝纤维化 F1⁃4期诊断的血药浓度⁃时间曲线下面积

（area under curve，AUC）可以达到 0.83，0.85，0.88，
0.92，随着肝纤维化程度的加深，诊断效能也随之提

高［16］。灌注成像与常规增强扫描一样，静脉注射对

比剂之后，可以在MR、电子计算机断层扫描（com⁃
puted tomography，CT）甚至超声设备上进行，由于

病人灌注参数对照物是同一时间层面的其他器官、

肌肉等灌注值，不同成像设备的测量值同样具有可

对比性。

然而，灌注成像存在着标准化的问题，灌注参

数的测量对扫描时间点的把握十分重要，目前国际

上倾向于在动脉期（注射对比剂 20 s 后），门脉期

（70 s），延迟期（3 min），但由于病人个体因素相差较

大，导致测量的结果阈值难以界定［16］。同时，灌注

成像还存在着一些干扰因素，如空腹状态、肝脏充

血、门静脉血流等。

肝纤维化过程中血管的变化除了用灌注成像

反映外，还可以通过超声下微血管成像技术（micro⁃
flow imaging，MFI）来观察血管形态。在静脉注入

对比剂后，通过探头输出较高能量波将扫描区域内

微气泡破坏，随后，邻近血管内的微泡再次灌注到

该区域，此时转换为低能量模式观察，显示出区域

内血管的走向及分布。Sugimoto 等［17］学者研究显

示，通过对门静脉分支角度、变细甚至中断及扭曲

角度的测量，可以对纤维化定量分级，MFI对肝纤维

化各期的诊断AUC可达 0.91~0.96。
1.3 磁共振双对比剂成像（double contrast en⁃
hanced MR imaging）

除了通过注射对比剂来观测纤维化肝脏的血

流灌注的差异，通过注射 2种不同的对比剂后，最大

化显示纤维成分，双对比成像在肝纤维化定量检测

上也取得了不错的成绩。双对比剂是通过静脉连

续注射超顺磁性氧化铁（superparamagnetic iron ox⁃
ide，SPIO）及钆对比剂（gadolinium，Gd）进行扫描

成像。肝纤维化病人肝内 Kupffer 细胞密度降低，

氧化铁积聚减少，注射 SPIO增强后，增生结节在T2
加权像（T2 weighted image，T2WI）上呈明显低信

号；胶原纤维成分在注射Gd对比剂后，会出现渐进

性强化。双对比剂增强扫描正是运用了上述 2种对

比剂增强的原理，使低信号的增生结节与高信号的

纤维间隔对比增强。通过计算机纹理分析技术对

肝纤维化进行诊断及分期。Bahl等［18］采用二分法，

将患者纤维化程度分为 F2、F3，得出双对比剂成像

诊断的敏感度和特异性分别为 0.91，0.83。通常认

为 F2期纤维化是治疗的明确指标［19］，因此，这个研

究让我们看到了双对比剂成像在肝纤维化分期上

的巨大潜能。但是，2种对比剂势必会导致病人检

查费用的增高及扫描时间的延长。同时，为获取精

准评估纤维化的图像，呼吸及运动伪影需要尽可能

避免，对于多数病人难以达到这种要求。此外，双

对比剂对肾脏带来的负担及潜在的过敏反应不容

忽视。

1.4 肝细胞功能成像（hepatocellular function imag⁃
ing）

肝特异性对比剂（钆塞酸二钠、钆喷酸二甲葡

胺等）的发现，使得放射科医生对肝小结节的诊断

上更进一步，肝特异性对比剂除了在肝小结节的良

恶性鉴别上具有喜人的成果，对于肝纤维化的定量

检测也有令人惊喜的表现。肝细胞特异性对比剂，

其摄取依赖于转运蛋白的表达，与肝细胞功能有

关，肝纤维化过程中，原发病变（病毒性、代谢性疾

病）对肝细胞的损伤，导致肝细胞功能进行性降低，

肝纤维化程度越高，肝细胞功能越低。通过注射特

异性对比剂进行扫描成像，可以评估纤维化的肝功

能，进而对肝纤维化分期。增强扫描肝细胞特异期
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的强化随着肝纤维化程度的加重而降低。肝细胞

功能成像对不同阶段肝纤维化分期的诊断敏感度

和特异性分别为 0.78，0.94［20］。肝细胞功能成像在

常规MR设备上可以进行，与灌注成像相同，功能成

像仅需注射肝细胞特异性对比剂，即可进行检测，

简便的操作使得功能成像在于治疗效果的评价上

具有良好的运用前景。但是，肝细胞特异性对比剂

昂贵的售价及潜在的不良反应成为了临床常规使

用的阻碍。同时，肝细胞特异期通常在注射对比剂

之后的 20分钟扫描，导致了扫描时间的延长。

1.5 体素内不相干运动成像（intravoxel incoherent
motion Imaging，IVIM）

静脉注射对比剂可以很大程度上帮助肝纤维

化的定量分期，但肝纤维化晚期的临床病人往往都

有不同程度的肾损害，注射对比剂可能加重肾脏损

伤。无需对比剂的肝纤维化定量成像手段为这些

病人带来了希望。纤维化过程中过度生成的胶原

纤维等细胞外基质会限制水分子的自由扩散。

IVIM是基于弥散加权成像的一种成像技术，通过分

析多个 b值信号的衰减，可以分离水分子的真性扩

散系数D及灌注相关系数（D*及 f）。IVIM在肿瘤

方面的应用很多研究都已证实其作用，肿瘤微灌注

的检测［21⁃22］等，在肝纤维化的诊断及分期上的应用，

也具有很大的潜能［23］。关于D、D*及 f值与肝纤维

化之间的关系，目前并没有明确，不同的实验组得

出的结论大相径庭。三者之中，D*值的变化较为明

显，目前研究倾向于D*与肝纤维化阶段之间存在负

相关。Hu等［24］学者使用 IVIM 对肝纤维化病人进

行评估，得出 D*对大于等于 F2 期纤维化诊断的

AUC 达 0.90，对 F4 期 AUC 达 0.91，D*值主要反应

灌注相关参数，星状细胞的活化和胶原蛋白的沉积

可能是导致灌注减少和门脉高压的原因。IVIM可

以在常规MR仪器上进行扫描，不需要额外的硬件，

不需要注射对比剂，扫描时间较快，这些特点使得

IVIM的临床接受程度较高，但其诊断效能仍需要更

多实验来验证。

IVIM对肝纤维化分期的评估也存在着许多不

足。IVIM对于运动伪影十分敏感，临床操作中，病

人配合与否难以控制，会导致测量结果偏差，尤其

是对于心脏运动干扰的肝左叶。更重要的是，IVIM
的成像依赖参数，场强、重复时间、回波时间和 b值

都会对测量结果产生影像，其中 b值的大小及数量

对不同组织、器官、疾病的诊断阈值有很大差异。

这些因素的差异最终会导致D值的结果偏离预测

值，导致测量结果不可靠。因此，标准化扫描参数

对于 IVIM评估肝纤维化分期十分必要。

1.6 T1ρ定量成像（T1ρ mapping）
T1ρ，即旋转坐标系下的自旋⁃晶格弛豫时间常

数，可以反应体内的水分子与大分子（如蛋白质）之

间的化学交换。已有的动物实验及临床研究表明，

T1ρ值与肝纤维化阶段有关，肝纤维化的分级越高，

T1ρ亦增高。这可能与肝纤维化过程中细胞外基质

蛋白的过度沉积有关。Li等［25］研究者通过对比T1ρ
成像与 SWE对肝纤维化的诊断及分期，得出T1ρ对

于 F1⁃4 诊断的 AUC 分别为 0.85 0.84 0.79 0.69，相
对的 SWE诊断的AUC分别为 0.86 0.90 0.87 0.84。
有研究报道称，T1ρ值不受诸如餐后状态、肝负荷因

素的影响。T1ρ可以在常规MR设备上扫描，无需

增加额外的设备，且不需要注射对比剂［26］。但是，

T1ρ的变化机制尚不明确，胶原蛋白的沉积可能不

是引起 T1ρ增高的唯一因素，具体的变化机制还需

要更多的实验来证实。

1.7 T1、T2定量（T1、T2 mapping）和细胞外体积分

数（extracellular volume fraction，ECV）
无对比剂 T1定量技术对肝纤维化评估已有报

道具有较高的诊断效能，但无对比剂T1 mapping受

场强的影响，且对肝脏铁含量、水肿等因素敏

感［27］。T2 mapping测量肝纤维化的研究表明，肝脏

炎症、水肿区域与纤维化区域之间存在着密切的联

系［28］。ECV是细胞外空间的测量值，反应非细胞的

体积分数，注射对比剂之后，对比剂在细胞外间隙

残留，通过计算注射对比剂前后 T1 值，可以得到

ECV。ECV不受场强及个体因素影响，具有量化肝

纤维化程度的潜能。Luetkens等［29］学者研究表明，

随着纤维化程度的增加，T1、T2 mapping及 ECV也

随之增高，说明ECV可能是量化纤维化分期的一种

非常有价值的指标。该实验的不足之处在于没有

矫正脂肪及铁沉积对 T1、T2 mapping 及 ECV 的影

响，而这种干扰因素的存在，会严重影响这些测量

值的准确性。

1.8 磁共振靶向探针（targeted MR imaging probe）
胶原蛋白在纤维化过程中十分重要，随着纤维

化程度进展而增加。Zhu等［30］学者研究表明，MRI
型胶原靶向探针 EP⁃3533可以检测肝纤维化分期，

但因其使用钆喷酸葡甲胺盐（gadolinium⁃diethylene
triamine pentaacetic acid，Gd⁃DTPA）在骨及其他组
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织中有残留，由于Gd相关的肾脏损伤，这种靶向探

针未能进行临床转换。为了探索MR靶向探针在肝

纤维化定量诊断方面的应用，Farrar等［31］学者研究

了一种新的分子对比剂 CM⁃101，使用的是更加稳

定的钆特酸葡胺（gadopentetate dimeglumine，Gd⁃
DOTA），他们研究发现肝纤维化小鼠血液及其他组

织中的Gd可以快速清除，而骨组织的积累量很少

可以忽略不记，并且观察到肝硬化小鼠的肝脏信号

大约是没有肝硬化小鼠的 2倍。CM⁃101的发现让

我们看到了MR靶向探针在肝纤维化定量诊断中应

用的希望。

除了上述几种定量成像手段外，本课题组还使

用了R2* mapping［23］技术检测辐射诱导肝纤维化大

鼠模型的早期肝纤维化，并且得出 R2* mapping是

检测早期肝纤维化的敏感指标。诸如 T1 和 T2
Mapping、胶原靶向 MR 探针、R2* mapping 等技术

的发现让肝纤维化的无创检测更添活力，但是目前

的临床相关实验研究较少，需要进一步临床验证，

我们也期待这这些检查手段在临床肝纤维化分期

中提供更加精准的诊断。

肝纤维化过程中，激活的肌成纤维细胞增生不

但生成细胞外基质，并伴随着一些特异性物质的表

达［32］，例如基质金属蛋白酶（matrix metalloprotein⁃
ase，MMP）、整合素、转化生长因子⁃β（transforming
growth factor⁃β，TGFβ1）等，针对这些特异性靶点，

PET、光学成像等分子成像技术通过特异性分子探

针开发用来检测肝纤维化，并希望以此达到早期诊

断的目的。

2 正电子发射型计算机断层显像（positron
emission computed tomography，PET）

PET是通过能发射正电子的放射性核素标记到

能与人体内代谢物、细胞受体甚至是 DNA等特异

性结合的化合物上，将含放射性核素的化合物注入

体内，这些化合物在人体内与代谢物等特异性结

合，发生湮灭反应释放正电子，通过照相机捕捉及

计算机后处理，观测体内化合物分布情况，并对代

谢物等物质体内分布进行成像。肝纤维化过程中

星状细胞的活化、胶原蛋白沉积等病理生理改变，

都可以通过 PET特异性分子探针定量检测。

整合素 αvβ3 在肝星状细胞细胞的活化过程

中，在细胞间的信息传递（黏附、凋亡等）中起着重

要的作用，是细胞间信息传递的受体感受器。在肝

纤维化过程中，随着星状细胞的不断活化，整合素

αvβ3的表达也越来越多，因此，人们寄希望于对肝

内整合素 αvβ3的检测从而检测肝纤维化的进程，

即通过检测整合素 αvβ3的测量，对肝纤维化进行

分期。Rokugawa 等［33］人运用整合素 αvβ3 特异性

靶向药物 18F⁃FPP⁃RGD2，对大鼠非酒精性肝纤维

化模型进行检测，研究结果表明整合素 αvβ3与肝

纤维化有良好的相关性，通过检测整合素 αvβ3，可
以检测肝纤维化的发展。除了整合素 αvβ3 外，

Hatori等［34］学者，采用［18F］FEDAC检测纤维化大

鼠体内转位蛋白（主要表达于巨噬细胞和星状细

胞），得出转运蛋白随着肝纤维化程度的加重而

增加。

PET成像具有特异性、灵敏度高的特点，能提供

详细的功能及代谢等分子水平信息。PET成像灵敏

度高，可以测定组织中较低数量级的配体浓度，只

需要少许的探针浓度，肝纤维化早期细胞间微小的

改变，都可以被 PET成像捕捉到。PET具有较高的

敏感度，可以动态地获得较快的动力学信息，进行

快速显像。而且，随着更多的特异性靶向药物的研

发，对于肝纤维化的更全面、更精准的检测成为

可能。

然而，目前大多数 PET靶向探针成像的研究数

据都是从动物实验得到的结果，关于 PET特异性分

子探针成像对于肝纤维化诊断的临床研究罕有报

道，人体肝纤维化结构与纤维化机制比实验动物更

加复杂，人体肝脏纤维化 PET特异性分子探针成像

的应用潜能，需要更多动物及人体体外实验来

论证。

3 光学成像（optical imaging）

肝星状细胞在持续性肝脏损伤时激活，形成肌

成纤维细胞并产生胶原纤维沉积导致肝纤维化。

通过体外细胞实验证明，C1⁃3可以特异性地将药物

传递给肌成纤维细胞［35］，但是，这种药物受到化学

耦合反应的限制，无法在体内顺利进行。Luli等［36］

人将一种新的脂质特异性靶向受体与C1⁃3结合，并

与荧光标记团结合，成功在小鼠体内将C1⁃3特异性

结合肌成纤维细胞，并通过光学成像，成功观察到

肝纤维化小鼠肝内肌成纤维细胞量。这个实验让

我们看到了光学成像在肝纤维化分期中运用的潜

能。光学成像最大的优势在于，将治疗药物与特异

性受体结合后，可以通过光学成像观察药物在体内
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的分布，达到诊疗一体化的效果。而且，光学成像

还能够直接观察细胞和分子在体内的行为，有助于

更深入了解疾病发病机制。

但是，光学成像由于结构分辨率较低，并不具

备对组织解剖结构显像的能力。而且，光学成像还

容易受到组织厚度的影响，对肝脏深部的显示容易

出现误差，对于合并肥胖、腹水等干扰因素的病人，

光学成像不能很好的对其纤维化进行准确分期。

目前关于光学成像对肝纤维化评估的研究同样罕

有，大多限于动物实验，活体实验的可行性仍需要

进一步研究。

4 小结与展望

磁共振分子成像的主要优势在于可以将肝脏

解剖及分子成像结合，得到关于肝脏整体纤维化情

况的分布，解剖与功能结合，达到一体式评估，且不

易受诸如腹水、肥胖等干扰因素的影响。超声成像

则具操作便捷，成像速度快的优势，相较于其他检

查，病人的接受程度更高，适合作为常规筛查手

段。PET成像因其特异性的分子探针，具有特异性、

灵敏度高的优势，对早期纤维化的诊断效能高。光

学成像则具有诊疗一体化潜能，而且能帮助深入研

究疾病的发病机制。目前，分子成像尚未成为临床

常规检测肝纤维化分期的主要手段，最接近临床甚

至已应用于临床检查的只有 MRE 及超声弹性成

像，其他成像手段主要问题是诊断效能及标准化等

问题。不过，我们看到，越来越多分子成像手段展

示出了在肝纤维化早期诊断中的潜能，非侵入性分

子成像有可能成为肝纤维化的常规检查、筛查的手

段。未来，随着分子影像技术的飞速发展，使用各

种非侵入性定量成像与临床、实验室检查结合的检

测手段对肝纤维化进行筛查、早期诊断甚至是靶向

治疗必将走向技术成熟。
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染色体拷贝数变异国家参考品的制备及标定

贾峥 张文新 李丽莉 孙楠 曲守方★ 黄杰★

［摘 要］ 目的 制备染色体拷贝数变异（CNVs）国家参考品，并进行标定。 方法 收集 3份正

常人样本，24份染色体非整倍体异常样本，11份微缺失微重复样本，提取基因组DNA，制备成国家参考

品。用 4家协作单位的染色体拷贝数检测试剂盒对国家参考品性能进行验证，确定准确性，并考察国家

参考品在不同条件下（37℃条件下放置 4周；放置于 37℃条件下 4周，期间拿出反复冻融 3次）的稳定性

及均匀性。 结果 对 43份浓度为 15（±1）ng/μL国家参考品的检测结果中，有三家单位均检测出国家参

考品标示的结果，有 1家单位漏检一例嵌合体样本（1p36 30%）。经不同条件（37℃条件下放置 4周；放置

于 37℃条件下 4周，期间拿出反复冻融 3次）处理的国家参考品的稳定性结果均一致，均匀性的结果均一

致，表明满足参考品的要求。 结论 成功建立染色体拷贝数变异国家参考品，该参考品可满足对染色体

拷贝数检测的要求，经多家实验室进行验证，可用于国内大多数试剂盒的性能评价及临床实验室的质量

评价。

［关键词］ 拷贝数变异；国家参考品；协作标定

Preparation and calibration of the national reference for detection of
chromosome copy number variations
JIA Zheng，ZHANG Wenxin，LI Lili，SUN Nan，QU Shoufang★，HUANG Jie★

（Division of In Vitro Diagnostics for Non⁃Infectious Diseases，National Institutes for food and drug Control，
Beijing，China，100050）

［ABSTRACT］ Objective To prepare and calibrate the national reference for chromosome copy
number variations（CNVs）. Methods The national reference was prepared based on DNA extracted from 3
normal cases，24 cases with aneuploidies，and 11 cases with microduplications or microdeletions. Moreover，
the accuracy of the national reference was verified by chromosomal copy number variations detection kits from
four manufacturers，and the stability and homogeneity under various conditions（storage at 37℃ for 4 weeks；
37℃ for 4 weeks and 3 cycles of freeze⁃thaw at -20℃ and 37℃）were also evaluated. Results All the 43
cases with the concentration of 15（±1）ng/μL in the national reference were accurately detected by the four
detection kits except for 1 case（1p36 30%）not detected by one of the kits. Additionally，the national reference
treated with different conditions （storage at 37℃ for 4 weeks；37℃ for 4 weeks and 3 cycles of freeze⁃thaw
at - 20℃ and 37℃） exhibited high stability and homogeneity，implying it is qualified to be a reference.
Conclusion With the verification of multiple laboratories，the prepared national reference for chromosome
copy number variations meets the requirements for the detection of CNVs and is applicable for the evaluation
of performances of most domestic detection kits and quality control of clinical laboratories.

［KEY WORDS］ Copy number variations（CNVs）；National reference；Collaborative calibration
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拷贝数变异（copy number variations，CNVs）
指在人类基因组中广泛存在的，从 1 000 bp 到数

百万 bp范围的缺失、插入、重复和复杂多位点的变

异，主要表现为染色体亚显微水平的缺失和重复，

是由基因组发生重排而导致的［1］，常导致人类复杂

性疾病如肿瘤［2］、自闭症［3］、精神分裂症［4］、先天畸

形［5］、发育迟缓和智力低下［6⁃8］。

随着分子生物技术的发展，染色体拷贝数变

异检测的方法也由传统的核型分析［9］，发展到荧光

原位杂交技术法（fluorescence in situ hybridization，
FISH）［10］、荧 光 定 量 PCR（realtime fluorescence
quantitative PCR，RTFQ PCR）和多重链接探针法

（multiplex ligation ⁃ dependent probe amplification，
MLPA）［11⁃12］、染色体微阵列分析（chromosomal mi⁃
croarray，CMA）［13⁃16］和高通量测序技术（Next gen⁃
eration sequencing technology，NGS）［17］等。然而目

前在染色体拷贝数变异检测中，国内外都缺乏统

一认可的国家参考品。本实验室计划研制一套能

够进行染色体拷贝数变异检测性能评估的国家参

考品，为相关试剂盒的注册检定及临床检验室间

质评提供优质可靠的国家参考品。

1 材料与方法

1.1 研究对象

招募自愿参与项目的临床样品捐献者。部分

微缺失微重复样本是通过 EB 病毒转染永生化获

得的外周血 B淋巴细胞系样本。本研究共收集到

3份正常人样本，24份染色体非整倍体异常样本，

11份微缺失微重复样本。

1.2 主要试剂

康宁公司的 DNA 提取试剂盒 AxyPrep Mag
Tissue⁃Blood genomic DNA（gDNA）Kit（磁珠法）；

染色体拷贝数变异检测试剂盒（联合探针锚定聚

合测序法），批号：28180101Y，深圳华大智造科技

有限公司（以下简称为 A 公司）提供；染色体拷贝

数变异检测试剂盒（可逆末端终止测序法），批号：

GM016⁃P320180102，杭州杰毅麦特医疗器械有限

公司（以下简称为 B 公司）提供；染色体拷贝数变

异检测试剂盒，（可逆末端终止测序法），批号：

R2000180301，杭州贝瑞和康基因诊断技术有限公

司（以下简称为 C 公司）提供；13/16/18/21/22/X/Y
染色体非整倍体检测试剂盒（微阵列芯片法），批

号：201703，广州市达瑞生物技术股份有限公司

（以下简称为D公司）提供。

1.3 主要仪器

BGISEQ⁃500 基因测序仪，A 公司提供；Next⁃
Seq CN500 基因测序仪，B 公司和 C 公司提供；

GCS 3000Dx v.2 微阵列基因芯片分析系统，D 公

司提供。

1.4 方法

1.4.1 国家参考品的制备

按照DNA提取试剂盒说明书进行 38份样本基

因组DNA的提取，选取 5例微重复微缺失DNA与

正常人的基因组DNA量进行 3∶7比例混合得到 5例
30%微缺失微重复嵌合样本，即最终得到 43 份样

本。将提取的基因组DNA，在 1%琼脂糖凝胶上电

泳，检测DNA样本的完整性。使用NanoDrop对得

到的基因组 DNA 测定 OD260/OD280 和 OD260/
OD230值来检测DNA样本的纯度，并使用琼脂糖凝

胶电泳方法对基因组DNA的完整性进行检测。最

后使用Qubit Fluorometer3.0对基因组DNA进一步

准确定量，然后将DNA样本稀释到 15（±1）ng/μL。
采用NGS对每个DNA样本进行实验验证，将验证

合格的DNA样本进行分装，并贴上标签。

1.4.2 国家参考品的性能验证

分别使用 4 家协作标定单位生产的染色体拷

贝数检测试剂盒，按照试剂盒的说明书进行操作，

评价国家参考品的性能。

1.4.3 国家参考品的稳定性和均匀性验证

DNA样本常规均在-20℃以下保存，且运输过

程中均使用干冰或冰袋保存。为了验证国家参考

品的稳定性，随机选两套国家参考品，其中一套国

家参考品放置于 37℃条件下 4周；另一套国家参考

品放置于 37℃条件下 4周，期间拿出反复冻融 3次

（每隔 4天一次）。采用 A公司的染色体拷贝数变

异检测试剂盒对这两套国家参考品进行检测，用

来评价国家参考品的稳定性，同时随机取三套国

家参考品，进行均匀性验证。

2 结果

2.1 国家参考品的制备及验证

在分子生物学实验中基因组 DNA 的提取是

进一步研究基因组结构、功能和指纹遗传标记等

的第一步，提取的DNA 的完整性和纯度是后续诸

多复杂高级实验分析成败的关键。对于 43份样本

提取的基因组 DNA进行电泳，电泳图谱结果显示
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DNA 条带完整和锐利，没有拖带或弥散带，符合

实验室对基因组 DNA 完整性的要求，见图 1。采

用紫外分光光度检测，提取的 DNA 样品的 OD260/
OD280值基本在 1.8~2.15 之间，表明DNA 的纯度较

高。经高通量测序方法对每个样本进行拷贝变异

的检测，样本的 DNA检测结果均与原始样本的信

息一致，最后按照 17 μL体积进行分装。

2.2 国家参考品的性能验证

实验室邀请 4家协作标定单位，选择了高通量

测序法和基因芯片法对国家参考品进行性能验

证。四家单位验证结果见表 1，其中A单位和 B单

位对国家参考品 43份样本的检测结果均与参考品

标示的结果一致；C单位除了检测出参考品标示的

结果外，还有 9份样本多检出其他的拷贝数变异，

包含了 7份样本多检出 1个小于 1M的重复片段，

1 份样本多检出 1 个小于 1M 的缺失片段，另有 1
份样本检测出 1个 21.6M 的缺失片段；D单位对国

家参考品中 40 号样本未检测到 1p36 嵌合型微缺

失，其他 42份样本均检测出参考品标示的结果，另

外还有 4份样本多检出其他的拷贝数变异，包括 1
份样本较其他三家单位多检出一个 3.7 M 的片段

重复以及其他 3份样本分别多检测出 11.3 M，12.7
M，29.8 M的缺失片段。

为了评价试剂盒的嵌合体样本检测能力，设

置了微缺失微重复嵌合体（约 30%嵌合比例）样

本。3家单位的基于高通量测序方法的试剂盒，对

5份样本均能正确检出；而 40号样本存在着两种嵌

合体（约 30%嵌合比例），基于基因芯片法的试剂盒

存在着漏检现象。四家单位对Wolf⁃Hirschhorn 综

合征 30%嵌合的检测结果如图 2所示，4家协作单

位均对该综合征检出。

2.3 国家参考品的稳定性和均匀性验证

标准物质的均匀性和稳定性亦是重要的条

件。均匀性可保证一批原料所制备的标准物质均

匀一致，稳定性可使一批标准物质长期分发使用，

以保持特性值的连续性。实验室通过对两种不同

的处理方法：37℃放置 4 周，期间反复冻融（称为

条件 1）；或者 37℃放置 4周（称为条件 2）后由A公

司使用高通量测序方法进行国家参考品稳定性和

均匀性验证，结果如表 2所示。

通过对这两套国家参考品的稳定性进行检

测，结果均与国家参考品标示的结果一致，表明国

家参考品稳定性满足要求。同时使用一家协作标

定单位的染色体拷贝数变异检测试剂盒，检测不

同的 3套国家参考品，作为参考品均匀性的验证，

结果表明该 3 套国家参考品的结果均与国家参考

品标示的结果一致，表明均匀性也满足要求。

3 讨论

大量研究表明，基因组变异是人类进化、疾病

产生和发展的重要因素之一，其中拷贝数变异作

为人类基因组中重要的结构性变异，在病理和生

理中扮演着重要的角色。近年来，随着基因组测

序技术的迅猛发展，拷贝数变异的检测精度已达

到 50 bp［18］。其中特征性的 CNVs可以作为染色体

病的诊断指标，而准确的检测则是发现和揭示这

些 CNVs 的前提。根据特征性的 CNVs，可对相应

的疾病进行准确诊断并提出相对应的最有效的解

决方法。目前我国还没有拷贝数变异的国家参考

品，而市场上存在高通量测序方法、微阵列比较基
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0.75 kb

23 kb

0.75 kb

2 kb

DL lⅢ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 lⅢ DL

DL lⅢ 39 40 41 42 43 lⅢ DL

23 kb
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23 kb
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注：DL为DL200 maker；lⅢ为 lDNA⁃HindⅢ Digest maker

图 1 43份样本提取的DNA质量验证

Figure 1 The quality of extracted genomic DNA from 43
samples
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样本编号

1⁃T2

2⁃T3

3⁃T4

4⁃T5

5⁃T6

6⁃T7

7⁃T8

8⁃T9

9⁃T10

10⁃T11

11⁃T12

12⁃T13

13⁃T14

14⁃T15

15⁃T16

16⁃T17

17⁃T18

18⁃T20

19⁃T21

20⁃T22

21⁃XO

22⁃47，XXX

23⁃47，XXY

24⁃47，XYY

25⁃Jacobsen

26⁃Cri du Chat

27⁃DiGeorge

28⁃PWS

29⁃Angleman

30⁃Smith⁃Magenis

31⁃Williams⁃Beuren

32⁃Wolf⁃Hirschhorn

33⁃1p36

A单位

2号染色体三体

3号染色体三体

4号染色体三体

5号染色体三体

6号染色体三体

7号染色体三体

8号染色体三体

9号染色体三体

10号染色体三体

11号染色体三体

12号染色体三体

13号染色体三体

14号染色体三体

15号染色体三体

16号染色体三体

17号染色体三体

18号染色体三体

20号染色体三体

21号染色体三体

22号染色体三体

X 染色体单体

X染色体三体

XXY三体

XYY三体

11q23.3⁃q25（del，14.0Mb），

5p15.33⁃p13.3（del，
33.2Mb）

22q11.21（del，3.0Mb）

15q11.2⁃q13.1（del，6.8Mb）

15q11.2⁃q13.1（del，5.0Mb）

17p12⁃p11.2（del，5.0Mb）

7q11.23（del，1.8M）

4p16.3⁃p15.2（del，26.0Mb）

XXY；
1p36.33⁃p36.22（del，

11.0Mb）

B单位

2号染色体三体

3号染色体三体

4号染色体三体

5号染色体三体

6号染色体三体

7号染色体三体

8号染色体三体

9号染色体三体

10号染色体三体

11号染色体三体

12号染色体三体

13号染色体三体

14号染色体三体

15号染色体三体

16号染色体三体

17号染色体三体

18号染色体三体

20号染色体三体

21号染色体三体

22号染色体三体

X 染色体单体

X染色体三体

XXY三体

XYY三体

11q23.3⁃q25（del，
14.2Mb）

5p15.33⁃p13.3（del，
33.1Mb）

22q11.21（del，2.7Mb）

15q11.1⁃q13.1（del，
8.8Mb）

15q11.2⁃q13.1（del，
5.4Mb）

17p12⁃p11.2（del，
4.9Mb）

7q11.23（del，1.5Mb）

4p16.3⁃p15.2（del，
26.0Mb）
XXY；

1p36.33⁃p36.22（del，
10.8Mb）

C单位

2号染色体三体

3号染色体三体

4号染色体三体；
18q11.2（dup，0.6 Mb）

5号染色体三体

6号染色体三体

7号染色体三体

8号染色体三体

9号染色体三体

10号染色体三体；
4q35.2（dup，0.6 Mb）

11号染色体三体

12号染色体三体

13号染色体三体

14号染色体三体

15号染色体三体

16号染色体三体

17号染色体三体

18号染色体三体

20号染色体三体

21号染色体三体

22号染色体三体；
2p24.3（dup，0.8 Mb）

X 染色体单体

X染色体三体

XXY三体；
14q32.33（del，0.7 Mb）

XYY三体

11q23.3⁃q25（del，14.1Mb）

5p15.33⁃p13.3（del，33.1Mb）；
17p13.3（dup，0.5 Mb）

22q11.21（del，2.5Mb）；

15q11.2⁃q13.1（del，6.2Mb）；

15q11.2⁃q13.1（del，4.8Mb）；

17p12⁃p11.2（del，4.4Mb）

7q11.23（del，1.4Mb）；
10q11.22（dup，0.7Mb）；

4p16.3⁃p15.2（del，25.9Mb）；

XXY；
1p36.33⁃p36.22（del，10.8Mb）

D单位

2号染色体三体

3号染色体三体

4号染色体三体

5号染色体三体

6号染色体三体

7号染色体三体

8号染色体三体

9号染色体三体

10号染色体三体

11号染色体三体

12号染色体三体

13号染色体三体

14号染色体三体

15号染色体三体

16号染色体三体

17号染色体三体

18号染色体三体

20号染色体三体

21号染色体三体

22号染色体三体

X 染色体单体

X染色体三体

XXY三体

XYY三体

11q23.3⁃q25（del，14.1Mb）

5p15.33⁃p13.3（del，33.1Mb）

22q11.21（del，3.6Mb）；
22q11.1⁃q12.1（del 11.3Mb）；

15q11.2⁃q13.1（del，5.8Mb）

15q11.2⁃q13.1（del，5.3Mb）

17p12⁃p11.2（del，4.8Mb）；
17p13.2⁃q12（del，29.8Mb）

7q11.23（del，1.4Mb）；
11p11.12⁃q11（dup，3.7Mb）

4p16.3⁃p15.2（del ，25.9Mb）

XXY；
1p36.33⁃p36.22（del，

10.7Mb）

表 1 4家协作标定单位验证结果

Table 1 Verification results of references by detection kits from four manufacturers
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34⁃8p23.1

35⁃DiGeorge

36⁃Wolf⁃
Hirschhorn30%

37⁃Jacob
sen30%

38⁃PWS30%

39⁃Angle
man30%

40⁃1p36 30%

41⁃Normal

42⁃Normal

43⁃Normal

4q31.3⁃q35.2（del，37.4Mb8）；
8p23.3⁃p21.3（dup，21.2Mb）

22q11.21（del，2.7Mb）

4p15.2⁃p16.3（del，26.0Mb）
（36%嵌合）

11q22.3⁃q25（del，13.7Mb）
（29%嵌合）

15q11.2⁃q13.1（del，5.0Mb
（42%嵌合）

15q11.2⁃q13.1（del，6.9Mb）
（42%嵌合）

XXY（30%）；
1p36.33⁃p36.22
（del，11.0Mb）
（35%嵌合）

未检测到1M 以上的缺失
或者重复

未检测到1M 以上的缺失
或者重复

未检测到1M 以上的缺失
或者重复

4q31.3⁃q35.2（del，38.1Mb）；
8p23.3⁃p21.3（dup，21.1Mb）

22q11.21（del，2.7Mb）

4p16.3⁃p15.2（del，25.9Mb）
（34%嵌合）

11q23.3⁃q25（del，14.1Mb）
（42%嵌合）

15q11.2⁃q13.1（del，6.3Mb）
（36%嵌合）

15q11.2⁃q13.1（del，6.5Mb）
（33%嵌合）

XXY（28%嵌合）；
1p36.33⁃p36.23（del，8.3Mb）

（31%嵌合）

未检测到1M 以上的缺失或
者重复

未检测到1M 以上的缺失或
者重复

未检测到1M 以上的缺失或
者重复

4q31.3⁃q35.2（del，37.7Mb）；
8p23.3⁃p21.3（dup，21.0Mb）；

2p24.3（dup，0.8Mb）

22q11.21（del，2.9Mb）

4p16.3⁃p15.2（del，26.0Mb）
（35%嵌合）

11q23.3⁃q25（del，14.2Mb）
（34%嵌合）；

Xq13.3⁃q21.33（del，21.6Mb）
（33%嵌合）

15q11.2⁃q13.1（del，6.2Mb）
（42%嵌合）

15q11.2⁃q13.1（del，7.2Mb）
（36%嵌合）

XXY（32%嵌合）；
1p36.33⁃p36.22（del，11.0Mb）

（36%嵌合）

未检测到1M 以上的缺失
或者重复

3p26.3（dup，0.6Mb）

未检测到1M 以上的缺失
或者重复

4q31.3⁃q35.2（del，
37.9Mb）；

8p23.3⁃p21.3（dup，
21.0Mb）

22q11.21（del，3.2Mb）；
22q11.1⁃q12.1（del，

12.7Mb）
4p16.3⁃p15.2（del，

24.5Mb）
（26%嵌合）

11q23.3⁃q25（del，
18.0Mb）

（39%嵌合）

15q11.2⁃q14（2del，
11.5Mb）

（40%嵌合）

15q11.2⁃q13.3（del，
9.6Mb）（38%嵌合）

不存在1p36缺失的情
况，存在X染色体嵌合型

重复

未检测到1M 以上的缺
失或者重复

未检测到1M 以上的缺
失或者重复

未检测到1M 以上的缺
失或者重复

续表 1

图 2 4家协作标定单位对Wolf⁃Hirschhorn综合征 30%嵌合样本的检测结果

Figure 2 Verification results of 30% Wolf⁃Hirschhorn syndrome by detection kits from four manufacturers
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样本编号

1⁃T2
2⁃T3
3⁃T4
4⁃T5
5⁃T6
6⁃T7
7⁃T8
8⁃T9
9⁃T10
10⁃T11
11⁃T12
12⁃T13
13⁃T14
14⁃T15
15⁃T16
16⁃T17
17⁃T18
18⁃T20
19⁃T21
20⁃T22
21⁃XO

22⁃47，XXX
23⁃47，XXY
24⁃47，XYY

25⁃Jacobsen综合征

26⁃Cri du Chat 综合征

27⁃DiGeorge综合征

28⁃PWS综合征

29⁃Angleman综合征

30⁃Smith⁃Magenis综合征

31⁃Williams⁃Beuren综合征

32⁃Wolf⁃Hirschhorn综合征

33⁃1p36微缺失综合征

34⁃8p23.1 重复综合征

35⁃DiGorge综合征

36⁃Wolf⁃Hirschhorn综合征 30%嵌合体

37⁃Jacobsen综合征 30%嵌合体

38⁃PWS综合征 30%嵌合体

39⁃Angleman综合征 30%嵌合体

40⁃1p36微缺失综合征 30%嵌合体

41⁃正常样本

42⁃正常样本

43⁃正常样本

参考品标示结果

2号染色体三体

3号染色体三体

4号染色体三体

5号染色体三体

6号染色体三体

7号染色体三体

8号染色体三体

9号染色体三体

10号染色体三体

11号染色体三体

12号染色体三体

13号染色体三体

14号染色体三体

15号染色体三体

16号染色体三体

17号染色体三体

18号染色体三体

20号染色体三体

21号染色体三体

22号染色体三体

X 染色体单体

X染色体三体

XXY三体

XYY三体

11q23.3⁃q25（del，14.1 Mb）
5p15.33⁃p13.3（del，33.1 Mb）

22q11.21（del，2.5 Mb）
15q11.2⁃q13.1（del，6.2 Mb）
15q11.2⁃q13.1（del，4.8 Mb）
17p12⁃p11.2（del，4.7 Mb）

7q11.23（del，1.8 Mb）
4p16.3⁃p15.2（del，25.9 Mb）

XXY三体；1p36.33⁃p36.22（del，11.0 Mb）
4q31.3⁃q35.2（del，37.9 Mb）；
8p23.3⁃p21.3（dup，21.0 Mb）

22q11.21（del，2.9 Mb）
4p16.3⁃p15.2（del，25.9 Mb）（30%嵌合）

11q23.3⁃q25（del，14.1 Mb）（30%嵌合）

15q11.2⁃q13.1（del，6.2 Mb）（30%嵌合）

15q11.2⁃q13.1（del，4.8 Mb）（30%嵌合）

XXY三体（30%嵌合）；
1p36.33⁃p36.22（del，11.0 Mb）（30%嵌合）

未检测到 1M 以上的缺失或者重复

未检测到 1M 以上的缺失或者重复

未检测到 1M 以上的缺失或者重复

条件 1处理后与参考品
标示结果是否一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

条件 2处理后与参考
品标示结果是否一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

一致

表 2 不同处理条件对参考品稳定性的影响

Table 2 Stability of references treated under various conditions

因组杂交芯片法（array⁃based comparative genomic
hybridization，aCGH）及微阵列单核苷酸多态（sin⁃
gle nucleotide polymorphism array，SNP array）技术

等多个不同原理的检测平台。所以为了更好的评

价不同公司以及不同使用平台的体外诊断试剂盒

的生产质量和工艺优化水准，建立标准化的统一

的国家参考品是非常必要的。

该国家参考品中除了 1号和 19号染色体属非

整倍体外，其他染色体的非整倍体均已包含，同时

增加了临床上相对常见或发病率较高的综合征样
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本，更能有效的评价试剂盒的临床意义。根据生

物制品国家标准物质制备和标定规程，用于制备

标准物质的原材料应有足够的稳定性和高度的特

异性，并有应有足够的数量［31］。因此，本研究所制

备的参考品选用了流产组织样本及细胞系能确保

基因型背景明确、原料来源稳定，且满足标准物质

制备的量要求及换批时一致性的样品。

在 4家公司对参考品进行标定的结果中，除了

一家协作标定单位在使用含有单核苷酸多态

（SNP）探针的微阵列芯片法进行验证时，结果中有

一例嵌合体参考品并未正确检出外，其他 3家单位

对国家参考品所有的标示结果均有正确检出。究

其原因，可能是由于 SNP 探针的基因芯片法检测

拷贝数的原理需要通过 SNP位点信息来区分等位

基因，对于真实临床样本的嵌合来说（包括父源和

母源染色体），30%嵌合比例的样本可以用该芯片

法进行准确判读。而国家参考品的嵌合参考品是

由拷贝数正常和异常样本按照一定的比例配制而

成的模拟样本，这种人工配制的嵌合型参考品会

对 SNP探针的微阵列芯片法的检测质控和结果均

有一定程度的干扰，从而影响了对微缺失微重复

综合征（30%嵌合体）检测限样本的检测准确性。

从分析结果来看，该参考品具有较好的稳定

性和均匀性，可满足运输稳定性的要求。该参考

品需在低温冷冻条件下进行长期保存，根据国际

惯例，目前人类基因检测相关试剂评价国家参考

物质不设“有效期”，由我院对标准物质进行定期

监测。

综上所述，本实验室制备了染色体拷贝数变

异检测国家参考品，该参考品可满足染色体 DNA
拷贝数变异的检测要求，经多家实验室进行验证，

可用于国内大多数试剂盒的性能评价及临床实验

室质量评价。
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百日咳临床流行病学特点及诊断方法的比较研究

李玥 袁林 王青 高薇 史伟 孟庆红 于丹 姚开虎★

［摘 要］ 目的 分析临床和实验室诊断百日咳病例的临床流行病学特点，并比较细菌培养与荧

光定量 PCR 2种病原菌检测方法的应用价值。 方法 收集北京儿童医院 864例百日咳送检患儿的临床

信息，并采用细菌培养和荧光定量 PCR检测其鼻咽拭子标本，分析不同诊断标准下百日咳临床流行病学

特点，以及 2种实验室诊断的临床应用价值。 结果 临床诊断与细菌培养和荧光定量 PCR 实验室诊

断的百日咳病例的地区、季节和年龄分布相似，北京儿童医院就诊的百日咳患儿以河北（41.6%~45.2%）、

北京（36.4%~42.9%）两地为主，诊断病例集中于夏秋季节（5 月份⁃9 月份），婴儿是百日咳发病的主要人

群（77.5%~89.3%）。2种实验室诊断方法相比，典型临床症状“吸气性回声”在细菌培养阳性样本组更为

常见（c2=5.086，P=0.024）。以临床诊断为标准，细菌培养和荧光定量 PCR 诊断百日咳的灵敏度分别为

27.1%和 51.5%，特异度分别为 79.0%和 59.0%；不满足临床诊断标准的 458例患儿中，细菌培养或荧光定

量 PCR检测为阳性的共 193例（42.1%）。 结论 临床诊断和实验室诊断百日咳揭示的临床流行病学特

征相似。以临床诊断为标准，细菌培养诊断百日咳灵敏度低、特异度高，荧光定量 PCR灵敏度较高、特异

度较低。实验室检测能发现更多临床不典型病例。

［关键词］ 百日咳实验室诊断；流行病学特点；细菌培养；荧光定量 PCR

Comparative study on clinical epidemiological characteristics and diagnostic
methods of pertussis
LI Yue，YUAN Lin，WANG Qing，GAO Wei，SHI Wei，MENG Qinghong，YU Dan，YAO Kaihu★

（National Center for Children 􀆳 s Health/Beijing Children 􀆳 s Hospital，Capital Medical University/Beijing
Pediatric Research Institute/National Clinical Research Center for Respiratory Diseases/Key Laboratory of
Major Diseases in Children，Ministry of Education/Beijing Key Laboratory of Pediatric Respiratory Infection
Diseases，Beijing，China，100045）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the clinical epidemiological characteristics of clinical and
laboratory diagnosis of pertussis cases，and to compare the application value of two kinds of pathogen
detection methods：bacterial culture and quantitative real ⁃ time PCR.（RT⁃qPCR）. Methods The clinical
information of 864 children with pertussis in Beijing Children 􀆳 s Hospital was collected. The nasopharyngeal
swab specimens were detected by bacterial culture and RT⁃qPCR. The clinical epidemiological characteristics
of pertussis under different diagnostic criteria and two laboratory diagnoses were analyzed. Results The
regional，seasonal and age distributions of pertussis cases diagnosed by laboratory diagnosis and bacterial
culture and RT ⁃ qPCR were similar. The children with whooping cough in Beijing Children 􀆳 s Hospital are
mainly in Hebei（41.6% ~45.2%） and Beijing（36.4% ~42.9%）. The diagnosed cases are concentrated in
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百日咳是由百日咳鲍特菌引起的呼吸道传染

病。百日咳早期诊断主要依赖患儿的典型临床表

现，容易漏诊和误诊不典型病例。目前百日咳确

诊依赖于实验室诊断，但不同国家和地区采用的

实验室诊断标准常有差异。欧美发达国家多推荐

细菌培养和核酸检测作为百日咳主要的实验室病

原检测方法［1］。普通 PCR法灵敏度高于细菌培养

法［2］，但检测样本易变污染且无法准确定量，荧光

定量 PCR 法可以实现对微量病原核酸样本精准、

实时、定量检测，是百日咳临床检测方法研究领域

的前沿热点［3］。本研究分别采用细菌培养和荧光

定量 PCR 2 种方法，检测了北京儿童医院 2017 年

4 月至 2018 年 3 月一整年度共 864 例送检患儿的

鼻咽拭子，探讨百日咳临床流行病学特点和 2 种

实验室方法在检测儿童百日咳中的临床应用价

值，以期为进一步认识这 2 种诊断方法所反应出

的百日咳流行病学是否存在差异，为选择百日咳

实验室诊断方法提供依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象

北京儿童医院 2017 年 4 月至 2018 年 3 月共

864 例送检患儿的病历资料和采集的双侧鼻咽拭

子，其中男 520例（60.2%），女 344例（39.8%），患儿

中位年龄为 5 月龄，年龄范围为<1 月龄~13.7 周，

404 例患儿符合临床诊断的百日咳标准。临床诊

断百日咳标准［美国疾病预防控制中心（Centers
for Disease Control and Prevention，CDC），2014］［4］

为患者咳嗽≥2 周，并具有≥1 个下列症状：①阵发

性咳嗽；②吸气性回声；③咳嗽后呕吐；④呼吸暂

停（伴或不伴有紫绀，仅适用于 1岁以下婴儿）。收

集临床资料包括患儿地区分布、时间分布、抗生素

治疗史等，临床表现包括咳嗽发汗、结膜下出血、

舌系带溃疡等。

1.2 鼻咽拭子样本采集

采样人员手持细长拭子，经鼻垂直于面部或

人体冠状面插入直至鼻咽后壁，充分接触和擦拭

鼻咽后壁表面后取出。经左右侧鼻腔分别采集一

份拭子样本［5］。

1.3 实验室诊断方法

1.3.1 细菌培养

采集拭子后即刻床旁接种，以拭子反复“Z”字
型划线接种于碳琼脂选择培养基，置于 37℃孵箱

培养。3 天后开始每天检查培养皿至第 7 天。若

见灰白色、圆形、半透明的疑似菌落，应继续分纯

并对最终收集到的菌株进行百日咳鲍特菌血清玻

片凝集试验，百日咳鲍特菌抗血清凝集阳性、副百

日咳鲍特菌抗血清阴性确认为百日咳鲍特菌。鼻

咽拭子在接种后放置于-70℃保存，后期进行统一

PCR检测。

1.3.2 荧光定量 PCR检测

采用离心柱法提取核酸，核酸提取纯化试剂

盒购自中山大学达安基因股份有限公司（货号：

Cat。#DA⁃451），按照试剂盒说明书提取核酸后

收集待检测。百日咳鲍特菌核酸检测试剂盒为

中山大学达安基因股份有限公司在研项目（项目

编码：G（2012）025），按照试剂盒说明书配置反

应体系、设置反应条件。结果判定标准参照试剂

盒说明书：检测通道无扩增曲线判为百日咳阴

性，检测通道有扩增曲线且 Ct 值<40 判为百日咳

阳性。

1.4 统计学分析

应用 SPSS 19.0 统计学软件进行数据处理。

符合正态分布的计量资料以 x ± s表示，计数资料

summer and autumn（May⁃September），and the baby is the main population of whooping cough（77.5%~
89.3%）. Compared to the two laboratory diagnostic methods，the typical clinical symptom“inhalation echo”is
more common in the bacterial culture positive sample group （c2=5.086，P=0.024）. Based on clinical
diagnosis，the sensitivity of bacterial culture and RT⁃qPCR for the diagnosis of whooping cough was 27.1%
and 51.5%，and the specificity was 79.0% and 59.0% respectively. Among 458 children who did not meet the
clinical diagnostic criteria，193（42.1%）were positive by bacterial culture or RT ⁃ qPCR. Conclusion

Clinical diagnostic criteria and laboratory diagnostic criteria of pertussis revealed the similar epidemiological
characteristics. Bacterial culture has a high specificity and low sensitivity，but RT⁃qPCR has a high sensitivity
and low specificity. Laboratory detection can find more atypical pertussis cases.

［KEY WORDS］ Pertussis laboratory detection；Epidemiological characteristics；Bacterial culture；
Quantitive real⁃time PCR
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以（%）来表示，两样本间率的比较采用卡方检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 流行病学特征

细菌培养和荧光定量PCR 2种方法检出百日咳

鲍特菌阳性样本分别数为 208例和 399例，分别占送

检患儿总数的24.1%（208/864）和46.2%（399/864）。
2.1.1 年龄分布

临床诊断百日咳组、荧光定量 PCR 阳性组和

细菌培养阳性组患儿的中位年龄相似，分别为 6月

龄、5月龄和 5月龄。不同标准诊断的患儿均以婴

儿为主（77.5%~89.3%），其中≥3月龄~<6月龄的婴

儿最多，分别为 131例（32.4%）和 132例（33.1%）和

69 例（33.2%）。其他各年龄段人群分布，详见

表 1。
2.1.2 地区分布

临床诊断百日咳组、荧光定量 PCR 阳性组和

细菌培养阳性组患儿均以河北地区居多，分别为

168例（41.6%）、175例（43.9%）和 94例（45.2%）；第

二 位 为 北 京 ，分 别 为 147 例（36.4%）、171 例

（42.9%）和 88 例（42.3%）。其余患儿主要来自京

津冀及周边地区，如天津、山东、内蒙、河南等，详

见表 1。

变量

年龄

地区

抗生素治疗

分类

<3月龄

≥3月龄~<6月龄

≥6月龄~<12月龄

≥12月龄~<18月龄

≥18月龄~<3岁

≥3岁

北京

河北

河南

山东

内蒙

天津

其他地区

大环内酯单用

头孢单用

大环内酯且头孢

无抗生素治疗

临床诊断百日咳

（n=404例）

69（17.1）
131（32.4）
113（28.0）
49（12.1）
19（4.7）
23（5.7）

147（36.4）
168（41.6）
9（2.2）
11（2.7）
11（2.7）
5（1.2）

53（13.1）
106（26.2）
40（9.9）

200（49.5）
40（9.9）

荧光定量 PCR阳性

（n=399例）

83（20.8）
132（33.1）
99（24.8）
47（11.8）
20（5.0）
18（4.5）

171（42.9）
175（43.9）
10（2.5）
6（1.5）
2（0.5）
5（1.3）
30（7.5）

104（26.1）
38（9.5）

192（48.1）
40（10.0）

细菌培养阳性

（n=208例）

42（20.2）
69（33.2）
56（26.9）
18（8.7）
12（5.8）
11（5.3）
88（42.3）
94（45.2）
4（1.9）
4（1.9）
0（0.0）
4（1.9）
14（6.7）
54（26.0）
24（11.5）
96（46.2）
21（10.1）

表 1 临床诊断百日咳和实验室诊断百日咳患儿一般资料比较［n（%）］

Table 1 General information of clinical and laboratory diagnosed pertussis patients［n（%）］

2.1.3 抗生素治疗

临床诊断百日咳组、荧光定量 PCR 阳性组和

细菌培养阳性组抗生素使用比例均超过 50%，使

用最多的抗生素种类主要为大环内酯类抗生素

（72.1%~75.7%），其次为头孢类抗生素（58.6%~
60.1%），详见表 1。
2.1.4 季节分布

2017年 4月至 2018年 3月全年 12个月的细菌

培养阳性样本数、荧光定量 PCR阳性样本数以及临

床诊断百日咳患儿数变化趋势见图 1。5月~9月诊

断病例数较多，占年诊断病例数的 63.4%~74.5%；在

此期间月临床诊断病例中位数为 49 例（38 例~73
例），荧光定量 PCR阳性样本中位数为 56例（42例~
70例），细菌培养阳性样本中位数为 32例（21例~53
例）。10月份至次年 3月份病例数减少，月临床诊

断病例中位数为 20例（5例~35例），荧光定量 PCR
阳性样本中位数为 19例（9例~22例），细菌培养阳

性样本中位数为 8例（4例~10例），详见图 1。
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2.2 2种病原菌检测方法的比较

2.2.1 患儿临床特征比较分析

以 864 例送检患儿为基数，荧光定量 PCR 阳

性组和细菌培养阳性组中阵发性咳嗽、吸气性回

声、咳嗽后呕吐、阵发性青紫、呼吸暂停、咳嗽发

汗、结膜下出血等临床症状的比例，细菌培养阳性

组均高于荧光定量 PCR 阳性组，其中吸气性回声

比 例 在 两 组 间 具 有 显 著 性 差 异（c2=5.086，P=
0.024），其他临床症状的差异均无统计学意义（P>
0.05），详见表 2。

2.2.2 灵敏度和特异度比较分析

864 例送检患儿中满足临床诊断标准者 406
例，458例不满足百日咳临床诊断标准。以临床诊

断为标准，细菌培养和荧光定量 PCR2种方法检测

的灵敏度分别为 27.1%（110/406）和 51.5%（209/

406），特 异 度 分 别 为 79.0%（362/458）和 59.0%
（270/458）。细菌培养或荧光定量 PCR 检测为阳

性但不满足临床诊断者 193例，其中咳嗽不满 2周

者 151 例，咳嗽超过 2 周但缺乏典型咳嗽性状（阵

发性咳嗽、吸气性回声和咳嗽后呕吐）者 42例。咳

嗽不满 2周的 151例中，具有至少一种典型咳嗽性

状者 133例。

3 讨论

中国疾病预防与控制中心发布的 2011⁃2017
年百日咳流行病学特征显示，百日咳具有夏秋季

多发，在男性、小年龄儿童中高发的流行病学特

征［6］。本研究数据同样显示，婴儿是诊断百日咳病

例的主要易感人群，其中≥3 月龄~<6 月龄的小年

龄婴儿最多，男性比例占 60.2%，4 月起百日咳诊

断病例开始逐渐增多，5月⁃9月达高峰，9月后逐渐

降低，以上流行病学特征与百日咳全国流行特点

相符。以往研究［2，7，8］中很少将临床诊断与病原学

检测诊断所反应出的百日咳流行病学特点进行比

较分析。本研究显示，临床诊断与 2种病原学检测

诊断的百日咳所反应的临床流行病学特征基本一

致，提示只要严格执行标准，基于其中任何一种标

准进行百日咳监测，都能反映百日咳的流行病学

特征和动态变化。在无条件开展病原学检测的地

方，完全可以通过临床诊断监测百日咳流行状况。

本研究数据以百日咳临床诊断为标准时，核

酸检测法的灵敏度为细菌培养法灵敏度的 1.9
倍。大多数类似研究认为核酸检测法的灵敏度约

为细菌培养法的 2~6倍［7⁃8］，如袁林等［9］研究显示核

酸检测法的灵敏度为细菌培养法灵敏度的 3倍，但

也有报道中此比例高至 29倍［10］。造成这一比例高

低不一的原因与方法学和患者特点有关。细菌培

养法涉及的环节较多，各实验室样本采集、转运、

分离培养、鉴定等环节的差异都会导致检测灵敏

度不同［11］，核酸检测法中探针、引物、结果判定标

准的差异也会导致灵敏度的不同［12］。另外，不同

研究中纳入的患儿接受抗生素治疗和疫苗接种的

情况不同，抗菌药物治疗可降低呼吸道标本中病

原菌丰度［13］；疫苗可以减轻百日咳发病和传播，也

可能影响细菌增殖数量［14］，这些因素都可能间接

影响 2 种检测方法的灵敏度。因此制定 2 种实验

室诊断方法的标准操作规范和统一的指导原则对

百日咳实验室诊断至关重要。
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图 1 全年百日咳检出数量随月份变化趋势

Figure 1 Pertussis detection yearly

项目

阵发性咳嗽

吸气性回声

咳嗽后呕吐

阵发青紫

呼吸暂停

咳嗽发汗

结膜出血

舌系带溃疡

细菌培养阳性
组（n=208例）

163（78.4）
73（35.1）
144（69.2）
144（69.2）
59（28.4）
44（21.2）
10（4.8）
7（3.4）

荧光定量 PCR
阳性（n=399例）

311（77.9）
105（26.3）
263（65.9）
271（67.9）
97（24.3）
80（20.1）
15（3.8）
16（4.0）

c2值

0.014
5.086
0.680
0.109
1.177
0.102
0.380
1.134

P值

0.905
0.024
0.409
0.742
0.278
0.749
0.537
0.287

表 2 细菌培养与荧光定量 PCR阳性患儿临床症状的

比较［n（%）］

Table 2 Comparison of clinical characteristics of bacterial
culture and Q⁃PCR positive samples［n（%）］
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本研究中细菌培养或荧光定量 PCR检测为阳

性但不满足临床诊断者 193例，这些患者中主要是

咳嗽持续时间不足 2周的患儿，咳嗽 2周但缺乏百

日咳典型咳嗽者较少，提示临床诊断标准（美国

CDC，2014）不能及时发现咳嗽时间不足 2 周的病

例，因此应该加强对咳嗽早期可疑病例，尤其是咳

嗽不足 2周，但具有典型咳嗽性状者的筛查。另一

方面，百日咳治疗时早期应用抗生素对缓解症状

及缩短病程均有益，更加凸显了病原菌早期诊断

的重要性。世界卫生组织（World Health Organiza⁃
tion，WHO）已对“咳嗽≥2 周”作为百日咳临床诊

断标准进行了修改，在WHO更新的百日咳临床诊

断标准（2018年 9月）［15］中，“咳嗽≥2周”已不作为

临床诊断百日咳的必须条件。

综上，临床诊断、细菌培养和特异核酸诊断百

日咳揭示的临床流行病学特征相似，都可以作为

百日咳临床连续监测的手段。以临床诊断为标

准，细菌培养诊断百日咳灵敏度低、特异度高，荧

光定量 PCR 灵敏度较高、特异度较低。实验室检

测能发现更多临床不典型病例，尤其有利于发现

咳嗽早期不满足临床诊断标准的病例。核酸检测

和细菌培养 2 种病原菌检测方法各具优势，相互

补充可降低临床漏诊、误诊率。核酸检测试剂也

亟待标准化和商品化，以尽快满足临床使用

要求。
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一种常见致病菌耐药基因检测芯片的建立及其应用

郭健莲 肖斌龙 刘惠娜 江先海 徐忠玉★

［摘 要］ 目的 评价新开发的一种基因芯片技术在 6种常见致病菌的耐药基因检测中的作用，以

期快速、高效地监测相关细菌的耐药情况。 方法 收集临床分离的革兰氏阳性菌（金黄色葡萄球菌 41
株、肠球菌 33株）和革兰氏阴性菌（大肠埃希菌 57株、肺炎克雷伯菌 39株、鲍曼不动杆菌 32株、铜绿假

单胞菌 35株），通过微生物鉴定药敏测试系统进行药敏测试；同时制备耐药基因芯片，对各菌株行多重

PCR扩增、芯片杂交及检测；比较药敏实验和芯片检测结果的符合率。 结果 研究显示 6种常见致病

菌的 β⁃内酰胺类、大环内酯⁃林克酰胺⁃链阳菌素、四环素类、氯霉素类、甲氧苄啶和磺胺类、喹诺酮类、氨

基糖苷类耐药基因阳性率与药敏试验结果一致，总符合率在 93%~100%，其中仅有肺炎克雷伯菌检出青

霉素类耐药基因 blaZ，大肠埃希菌未检出碳青霉类耐药基因。大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆

菌的糖肽类耐药基因阳性率与药敏试验结果一致，但金黄色葡萄球菌、肠球菌、铜绿假单胞菌糖肽类耐

药基因阳性率与药敏试验结果存在差异。 结论 新开发的芯片可检出 6种常见致病菌的 8类抗生素

耐药基因，而青霉素类耐药基因 blaZ可能在芯片设计上仅适用于肺炎克雷伯菌，碳青霉类耐药基因可能

在该芯片设计上不适用于大肠埃希菌，有待进一步改进。

［关键词］ 基因芯片；耐药性；药敏实验；抗生素

Establishment and application of an antibiotics ⁃ resistance gene detection chip
for common pathogenic bacteria
GUO Jianlian，XIAO Binlong，LIU Huina，JIANG Xianhai，XU Zhongyu★

（Clinical Laboratory，The 909th Hospital，Zhangzhou，Fujian，China，363000）

［ABSTRACT］ Objective To evaluate the role of a developed gene chip technique in the detection of
drug resistance genes in 6 common pathogenic bacteria，in order to quickly and efficiently monitor the
resistance of related bacteria. Methods The gram positive bacteria isolated from clinical（41 strains of
Staphylococcus aureus，33 strains of Enterococcus）and Gram⁃negative bacteria（57 strains of Escherichia coli，
39 strains of Klebsiella pneumoniae，32 strains of Acinetobacter Baumannii，35 strains of Pseudomonas
aeruginosa），were collected for the drug sensitivity test through microbial identification and drug sensitivity test
system. At the same time，the drug resistance gene chip was prepared，then the strains are amplificated by
multiple PCR and hybridization with the chip. The coincidence rate was compared between the drug sensitivity
test and the chip. Results The positive rate of resistance gene and drug sensitivity test are consistent among
beta⁃lactam，cephalosporin macrolide⁃lynkamide streptogramin，tetracycline，chloramphenicol，trimethoprim，

sulfonamides，quinolones and aminoglycoside for 6 kinds of the bacteria. The total coincidence rate in 93%~
100% . Penicillin resistant gene blaZ was only detected from Klebsiella pneumoniae. In addition，no
carbapenems resistant genes were detected in Escherichia coli. The positive rate of the resistance gene of
glycopeptides for Escherichia coli，Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter Baumannii was the same as that of

•论 著•
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the drug sensitivity test，but the positive rate of the antibiotic resistance gene of Staphylococcus aureus，
Enterococcus and Pseudomonas aeruginosa was different from that of the drug sensitivity test. Conclusion

The developed chips can detect 8 kinds of antibiotic resistance genes of 6 common pathogens，but penicillins
resistance gene blaZ may apply to Klebsiella pneumoniae in chip design. Carbapenems resistant genes may not
be suitable for Escherichia coli in the chip design. The chip needs further improvement.

［KEY WORDS］ Gene chip；Drug resistance；Antibiotic susceptibility test；Antibiotic

细菌耐药性的监测，对于控制医院感染耐药

菌株的发生，促进抗菌药物的合理使用具有重要

意义［1］。目前常规检验手段是药敏实验，得出结果

需要至少 2~3天，甚至更长周期，而对于重症监护

病房（intensive care unit，ICU）等对时效性要求较

高的科室而言，如此长的周期给其及时诊治带来

了障碍，临床迫切需要能快速、准确监测细菌耐药

性的方法。随着分子诊断技术迅速发展，基因芯

片在细菌耐药监测方面体现出极大的优势［2］。本

研究通过设计一种新的耐药基因芯片，对 6种常见

致病菌进行芯片检测［3⁃4］，以期快速、高效地监测其

相应细菌的耐药情况，为临床治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 样本来源

收集 2016年 1月至 2017年 6月间临床送检的

伤口分泌液中所分离的病原菌 237株，其中革兰氏

阳性菌 74 株（金黄色葡萄球菌 41 株、肠球菌 33
株），革兰氏阴性菌 163株（大肠埃希菌 57株、肺炎

克雷伯菌 39 株、鲍曼不动杆菌 32 株、铜绿假单胞

菌 35株）。

1.2 主要试剂

NC33 和 PC50 鉴定药敏板条（德国西门子公

司）；液体 LB培养基［上海生工生物工程（上海）股

份有限公司］；CTAB/NaCl 溶液（北京索莱宝科技

有限公司）；苯酚/氯仿/异戊醇混合液（国药集团化

学试剂有限公司）；探针用点样液（6×SSC，0.1%
SDS）（北京博奥生物有限公司）；醛基化玻片（北京

博奥生物有限公司）；及杂交液（5×SSC，5×Den⁃
hardt，10 μg/mL鲑鱼DNA，0.3% SDS）均为北京博

奥生物有限公司产品。

1.3 主要仪器

微生物鉴定药敏测试系统 MicroScan walk⁃
Away⁃96（德国西门子公司）；ABI 2720 PCR扩增仪

［美国应用生物系统（ABI）公司］；基因芯片扫描仪

GenePix 4000B（美国Axon公司）。

1.4 方法

1.4.1 细菌鉴定和药敏试验

通过微生物鉴定药敏测试系统 MicroScan
walkAway⁃96，分别使用NC33和 PC50鉴定药敏板

条对革兰氏阴性菌（9 类常用抗生素）和革兰氏阳

性菌（11类常用抗生素）进行药敏测试。药敏结果

按照CLSI⁃2013版标准［5］进行判定。

1.4.2 检测引物和探针的设计

根据 GeneBank 和抗生素耐药基因数据库

（Antibiotic Resistance Genes Database，ARDB）公共

数据库下载得到常用类抗生素（革兰阳性菌 11 类

和革兰阴性菌 9类）的主要耐药基因的基因序列，

然后使用 MegAlign 程序进行序列比对，选择序列

保守区域使用 PrimerSelect软件进行引物及探针设

计。使用NCBI中的 Primer⁃BLAST 程序对引物及

探针进行特异性检测，以确定引物和探针的特异

性。耐药基因引物及探针序列见表 1。
1.4.3 基因芯片制备和杂交

将制备的探针用点样液稀释至终浓度为 50
μmol/L，各取 6 μL置于 384孔板上，用微阵列点样

仪点到醛基化玻片上，每个点重复 3次；同时设置

空白对照，点样模式详见表 2。将点样后的芯片室

温放置至少 20 h。使用时用 0.2% SDS洗去芯片上

的一些未共价结合的寡聚核苷酸，然后用超纯水

冲洗残余的 SDS，自然晾干，备用。

1.4.4 致病菌DNA基因组的提取和纯化

革兰氏阳性菌采用玻璃珠法，革兰氏阴性菌

采用十六烷基三甲基溴化铵法，分别提取 DNA基

因组。取 10 μL 提取的基因组 DNA 溶液加 1.99
mL 水稀释后测量 OD260 和 OD280 值，蒸馏水作为

空白，计算 OD260/OD280比值和 DNA 浓度（1 OD260=
50 μg/mL DNA）。

1.4.5 多重 PCR扩增反应

按照每一管检测 6 个耐药基因进行多重 PCR
扩增。PCR 反应条件为：95℃预变性 5 min；95℃
变性 30 s，53℃~58℃退火 1 min，72℃延伸 3 min，
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基因

cmy2

ges

kpc

tem

ctxm⁃NG⁃1

ctxm⁃NG⁃2

ctxm⁃1

OXA1

OXA10

OXA5

mecA

SHV

blaZ

aac3iia

aac6ia

aac6ib

aac6ie

ant（6）⁃1

aad9ib

aadd

aph3ia

aph3iiia

aph6id

ermA

ermB

ermC

lunb

引物

cmy2⁃F：TCCACCCGGTTATGCGAGAG
cmy2⁃R：ATTCGGGCCGTCAGTTTGTA
ges⁃F：ATCGGCTTTACTCACGACCT
ges⁃R：CGCCCATTCTGGCTAACGI'G
kpc⁃F：TGCCCGTCGATTTCTGTCGT
kpc⁃R：CTGTGACCCGCAATCCTCC
tem⁃F：CGGTTCGCCTTCATTCCTCTT
tem⁃R：TCTGAGAGGCCCATATCTGACCG
ctxm⁃NG⁃1⁃F：GAGGGCGTCAGGGCTTTGT
ctxm⁃NG⁃1⁃R：GGCATTAGTCTCGCCCGTG
ctxm⁃NG⁃2⁃F：AGTGCACGGACCGTCAA
ctxm⁃NG⁃2⁃R：ATTACGTGGTTGGTCGCAT
ctxm⁃1⁃F：AGTGGACGGTATCACTGCGT
ctxm⁃1⁃R：GTCGCCGTTG"CTATCCCACC
OXA 1⁃F：TTACTACAACGGCGCCGATG
OXA 1⁃R：CGTCACCTGATTTCCCAATC
OXA 10⁃F：AAGGTTCTGTCCCGAACGCG
OXA10⁃R：GAATCACCACTAGTTTAACCGTGGA
oxa5⁃F：ACTAATGGCAGGGCACAGCC
oxa 5⁃R：TATCCCCACCAAACCCCCAA
mecA⁃F：AAACTAATCCAGCATAATCTATAA
mecA⁃R：GCATCACATAATGAGATAACGG
SHV⁃F：GGTCAGGCTGAATAGAAI'GAG
SHV⁃R：CGCGGATTGCTTGATTCTG
blaZ⁃F：CACGATCTAAAGAAACTAGAGGA
blaZ⁃R：TGTACTTTGGTAACACCTCGT
aac3iia⁃F：GTCGGGACGACTCACCCACT
aac3iia⁃R：GCTGGTACGAGAGTTAGTCG
aac6ia⁃F：CACAACCTTGTTTTCGGTCGCTT
aac6ia⁃R：TCATGGTTTTTGTTTACCATGGTC
aac6ib⁃F：AAGCCATCGGATCCAAAGCC
aac6ib⁃R：ATGCCGTGTCGTCTCAAGTG
aac6ie⁃F：GCACTTGGGAGAATGATAGT
aac6ie⁃R：GCACCACTACATTAACCCTAAC
ant（6）⁃1⁃F：GCACGGAGATGATGGAATATTTT
ant（6）⁃1⁃R：AAAGTATTCCCTCACAATCACTC
aad9ib⁃F：TTGGTTTCAGCGTAAAATGTGGGT
aad9ib⁃R：CTATCAAGTGTCGTAACAGATCAC
aadd⁃F：ATCGTTGTCAGAGGACCACGA
aadd⁃R：AAGTATGACAGCACATACTG
aph3ia⁃F：CGTCGATATGATCGGCAGAT
aph3ia⁃R：CAACACCGTTTTACATTGTCGA
aph3iiia⁃F：GCGCCTTAGCGACATTGATGT
aph3iiia⁃R：TTCGATACCCTATGTCCCCGC
ph6id⁃F：TTCTGCGAATTGACCGGGAG
ph6id⁃R：GGGCCCGGACTAGCAGTA
ermA⁃F：TCGTTGAGAAGGGATTTGCG
ermA⁃R：TCAAATACAGATCGTACCTATGGC
ermB⁃F：TCTTCACCATTATAGCACCAAA
ermB⁃R：ATAGAGCTCATCGCTGAGCG
ermC⁃F：AGTGGTAATTCGTTACTAGC
ermC⁃R：CTGAATATTGTTTAAATCGCATAT
lunb⁃F：ACAACAAGAATATATTGCATAAGTT
lunb⁃R：AACTGAGCATGGGTCTTGCT

探针

cmy2⁃P：GTCGACATGGCGCATCAGCT

ges⁃P：GATCAGCCTTGTGCAGCGAC

kpc⁃P：GTCGCCGTACACTGCGCGTG

tem⁃P：ATCGATCAAGCAAATACAGACAT

ctxm⁃NG⁃1⁃P：GCGGCGCATCTCGTGCGTT

ctxm⁃NG⁃2⁃P：CTCCCGCATATAAGGCCGAC

ctxm⁃1⁃P：CAGTCGGTCGTTGGTCGCTT

OXA 1⁃P：TGACGGATACATAAGAGGATAC

OXA10⁃P：GACTCCTCCGATTCAGTAATTG

OXA5⁃P：CACCGAATACTTAGACTACGAAG

mecA⁃P：ATTACGAGTTCTATCGAGAGGTTGAT

SHV⁃P：GCCCGTCCATTATGCGGCAT

blaZ⁃P：GTCGTTTGCCTAACAGATTAAATAAAGTT

aac3iia⁃P：GGTCGTCTTGCCTCGCG

aac6ia⁃P：CCGTCCATACCGTTAAGCGGA

aac6ib⁃P：TAGATCCTTGTAAGAGCGGACC

aac6ie⁃P：GCACAAGATCAATTAGAGCACCCG

ant（6）⁃1⁃P：TCGTCGGCGTCCTAGTCATA

aad9ib⁃P：TCAGTATATGACCTAACATTCCA

aadd⁃P：TATTGCAGCACGCGTTGCCT

aph3ia⁃P：TATGACGCATGCGCTATTTGCTGTG

aph3iiia⁃P：CCGGCATCTGCATTCGCAAA

aph6id⁃P：GTCCAGCTGCATCGCGCTGC

ermA⁃P：TGTCGAAGCACGTTTCGCTT

ermB⁃P：GGCAAGAGTAGCCTTCGTGTTCGA

ermC⁃P：TATTAGCTTATCAAATCCCTT

lunb⁃P：AGTCACTGACATCTAGCAATTAGACG

表 1 耐药基因的引物和探针序列

Table 1 Sequences for primers and probes of drug⁃resistant genes
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msrA

vatB

tetA

tetB

tetD

tetG

tetK

tetL

tetM

tetW

catA1

catA9

catB3

cml⁃e1

cml⁃e3

vanA

vanD

qnrA

dfrA1

dfrA5

dfrA7

dfrA12

dfrA15

dfrA16

dfrA17

dfrB2

sul1

msrA⁃F：TTGATACAGCTAATCATGGATGGGT
msrA⁃R：TCATCCACCCTACATACTTCGG
vatB⁃F：ATTGTTGTCAGATAGCAAAGGA
vatB⁃R：CAATGGATGCTCTCCAGAAC
tetA⁃F：CGTGCGAGATGCGCTTCAT
tetA⁃R：GGACAGACAGAGTAGAGCGG
tetB⁃F：TATTTTGGTGCGTGGTGAGG
tetB⁃R：CCTCCTGACGTTGAGGGTGT
tetD⁃F：GCCGTGCGCTTGTTATCTCC
tetD⁃R：GACTGCCCGGCCAGAGAAAT
tetG⁃F：AACCGGGTCGTCGTTCTGC
tetG⁃R：ATGCGCGCGACCAATCCAAT
tetK⁃F：TGGTTGTTTCTTGGTGGCTG
tetK⁃R：AAGCGTTTAAAACTAATAATCGCAT
tetL⁃F：CGATCTCATACTCTGATATGCT
tetL⁃R：TTGTGAATTAAGCGCGCCAA
tetM⁃F：CGACTTTTAGACGATCAGAGAAGG
tetM⁃R：CTGTGTACGCATCCTTTTGAGC
tetW⁃F：CCGCGGCCAATCGGATTTAT
tetW⁃R：TTCTTACGGGAGAGCCGTGG
catA1⁃F：TTCGCCCGCTGCATGAAGCT
catA1⁃R：AGTGCCAGGTTTCATCCGTACAA
catA9⁃F：ATAGGTTGGCGGAAATTTTG
catA9⁃R：CCTTGCATATGAACCATACC
catB3⁃F：CATTGGCTGCAGATCAGCCG
catB3⁃R：CCGGCTTTGTCATTCTCCATGG
cml⁃e1⁃F：GTATGGCGGACGTCCCTGCT
cml⁃e1⁃R：GCTAGATGAGCCGATCAGCT
cml⁃e3⁃F：GCGGCACGAGCTTTGTC
cml⁃e3⁃R：CTAGGCGCTATCTCGGGGT
vanA⁃F：ACGAATATACGAGCAAATCA
vanA⁃R：CCGGTTATCTTTAGAAAACAATT
vanD⁃F：GGCGCCTGTTAGCAGGAAATC
vanD⁃R：GGCCTGCTTCGATCATCGG
qnrA⁃F：ATGCTGCGCATGGCCAGTAT
qnrA⁃R：ACAAGTCGGAGGAGAAGTGG
dfrA1⁃F：CACATGGCTTTGGGTTGGCGA
dfrA1⁃R：ACCCTTCCGCTGCGATGTCATT
dfrA5⁃F：GGCAGTGATGTGTTGCGTCG
dfrA5⁃R：ATATCTCGCGGCCACCAACG
dfrA7⁃F：AGCAAATGAGCGTAACGT
dfrA7⁃R：CATACGTGAAAGCTAGACATA
dfrA12⁃F：CGACATTTTCATCGTTGCGCT
dfrA12⁃R：CGGTCACCCCGTAAGGTTGT
dfrA15⁃F：CCTCATGGGTAGCCAAAGCT
dfrA15⁃R：CTCTTTGCCAATGTTGGTAACATT
dfrA16⁃F：TGAGCTGCAIICGTCGAAAAG
dfrA16⁃R：CGGTCCAATACAAAGCCATGT
dfrA17⁃F：CGTCGTAACGTGTAGTGTCG
dfrA17⁃R：GACCTTCAACGGATACAGTAACG
dfrB2⁃F：TGAAAGCAACCGCTCCGC
dfrB2⁃R：TTCGACCTGCCCAAGGGC
sul1⁃F：AGGACGTCGGGTATGTCGAG
sul1⁃R：ATGCGAGGTGAAGCCGGCGT

msrA⁃P：AGCCTACATTAATCACTCAAGTGGA

vatB⁃P：GAAATCATCTTGGCGGATAGGA

tetA⁃P：CCGCAAACGGCCCGAGTGAT

tetB⁃P：TGCGATTAGGTCGATTAGACCCACT

tetD⁃P：ATTCGAGTCCGTCGATTCGA

tetG⁃P：GCGACCAGGCGTTGCGTTGA

tetK⁃P：TGTTCTACGGATGCGTATGGT

tetL⁃P：AGACGGTTAATCTTAAGGTT

tetM⁃P：ACAGAGCGCACCAGATATCCA

tetW⁃P：CCGGTTCCGATTGAAGGCAT

catA1⁃P：TAGCAGCAGCATTTGGCCGA

catA9⁃P：ACCTAATTGAATATAATTAGGCGT

catB3⁃P：CGAATCAGCATTCCATGCCG

cml⁃e1⁃P：GCGCCCGTATGTTTCGCTTT

cml⁃e3⁃P：AGACGCTCCGGCCTCAT

vanA⁃P：ATTGCTATTGATGACCAAC

vanD⁃P：GATGACCATCGAGACGGCCA

qnrA⁃P：CGTCGGAAGTCGTTTCCGAT

dfrA1⁃P：TTGTGAAACTATCACTAATGG

dfrA5⁃P：TCCACACATACCCTGGTCCG

dfrA7⁃P：TTAGCCTTTTTTCCAAATCTG

dfrA12⁃P：ATGAACTCGGAATCAGTAC

dfrA15⁃P：CAACACTCATTGAAGTTCAATG

dfrA16⁃P：ACCAGATATTCCATGGAGCG

dfrA17⁃P：TTGAAAATATTATTGATTTCTG

dfrB2⁃P：AAGTAGCGATGAAGCCAACG

sul1⁃P：CGGCGTGGGCTACCTGAACG

续表 1
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共 40个循环；最后 72℃延伸 10 min。总共检测 54
个耐药基因。

1.4.6 芯片杂交和洗片

将 PCR 产物放入 PCR 扩增仪中 95℃变性 5
min，迅速置于 0℃的冰上 5 min；取变性过的 PCR
扩增液 1 μL与 9 μL杂交液混匀，然后转移至芯片

的杂交区域。将芯片置于杂交盒中，50℃水浴保温

1 h。将杂交后的芯片依次在室温下用洗液 A（1×
SSC，0.2% SDS）、洗液 B（0.2×SSC）和洗液 C（0.1×
SSC）中 各 洗 涤 1 min，最 后 在 ddH2O 中 洗 涤

1 min。从 ddH2O 中取出芯片后立即置于避光的

50 mL 离心管中，在台式冷冻离心机上以 2 000 r/
min 离心 3 min 甩干（洗涤和甩干过程注意避光操

作）。甩干后的芯片置于避光盒中扫描备用，同一

天扫描，避免荧光信号随时间杂交信号延长而

减弱。

1.4.7 芯片扫描及结果

将杂交后的芯片置于基因芯片扫描仪上，打开

分析软件 GenePixPro4.0F 进行图像扫描。使用绿

色 532 nm 单色荧光、100% Power Gain、10 μm 分

辨率进行扫描，根据信号点的饱和程度调节 PMT
（光电倍增管）值，调节范围在 PMT550~PMT700。

2 结果

2.1 多重 PCR扩增和基因芯片杂交图谱

6 种常见致病菌耐药基因多重 PCR 扩增结果

见图 1，图中标记的各检测基因行号与基因芯片点

样模式行号相对应，每管检测 6个基因，其具体每

行对应的检测基因情况可参见表 1 基因芯片点样

模式。基因芯片扫描结果见图 2，分别检出的耐药

基因种类见表 3，其中青霉素耐药基因 blaZ仅在肺

炎克雷伯菌检出，金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌

表 2 基因芯片点样模式

Table 2 Gene chip dot pattern

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1⁃3

cmy2
（头孢类耐药基因）

ctxm⁃1
（头孢类耐药基因）

BlaZ
（青霉素类耐药

基因）

aad9ib
（氨基糖苷类耐药

基因）

ermB
（大环内酯⁃林克酰

胺⁃链阳菌素类药物

耐药基因）

tetB
（四环素类耐药因）

tetW
（四环素类耐药因）

vanA
（糖肽类耐药基因）

dfrA12
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

空白对照

4⁃6

ges
（碳青霉素类耐药

基因）

OXA1
（头孢类耐药基因）

aac3iia
（氨基糖苷类耐药

基因）

aadd
（氨基糖苷类耐药

基因）

ermC
（大环内酯⁃林克酰

胺⁃链阳菌素类药物

耐药基因）

tetD
（四环素类耐药因）

catA1
（氯霉素类耐药因）

vanD
（糖肽类耐药基因）

dfrA15
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

空白对照

7⁃9

kpc
（碳青霉素类耐药

基因）

OXA5
（头孢类耐药基因）

aac6ia
（氨基糖苷类耐药

基因）

aph3ia
（氨基糖苷类耐药

基因）

lunb
（大环内酯⁃林克酰

胺⁃链阳菌素类药物

耐药基因）

tetG
（四环素类耐药因）

catA9
（氯霉素类耐药因）

qnrA
（喹诺酮类耐药

基因）

dfrA16
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

空白对照

10⁃12

tem
（头孢类耐药基因）

OXA10
（头孢类耐药基因）

aac6ib
（氨基糖苷类耐药

基因）

aph3iiia
（氨基糖苷类耐药

基因）

msrA
（大环内酯⁃林克酰

胺⁃链阳菌素类药物

耐药基因）

tetK
（四环素类耐药因）

catB3
（氯霉素类耐药因）

dfrA1
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

dfrA17
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

空白对照

13⁃15

ctxm⁃NG⁃1
（头孢类耐药基因）

mecA
（青霉素类耐药因）

aac6ie
（氨基糖苷类耐药

基因）

aph6id
（氨基糖苷类耐药

基因）

vatB
（大环内酯⁃林克酰

胺⁃链阳菌素类药物

耐药基因）

tetL
（四环素类耐药因）

cml⁃el
（氯霉素类耐药因）

dfrA5
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

dfrB2
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

空白对照

16⁃18

ctxm⁃NG⁃2
（头孢类耐药基因）

SHV
（头孢类耐药基因）

ant（6）⁃1
（氨基糖苷类耐药

基因）

ermA
（大环内酯⁃林克酰

胺⁃链阳菌素类药物

耐药基因）

tetA
（四环素类耐药

基因）

tetM
（四环素类耐药因）

cml⁃e3
（氯霉素类耐药因）

dfrA7
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

Sul1
（甲氧苄啶和磺胺类

耐药基因）

空白对照
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A：金黄色葡萄球菌；B：肠球菌；C：大肠埃希菌；D：肺炎克雷伯菌；E：鲍曼不动杆菌；F：铜绿假单胞菌。

图 1 6种常见致病菌耐药基因多重 PCR结果

Figure 1 Multiple PCR results of 6 common pathogenic bacteria resistance genes
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A：金黄色葡萄球菌；B：肠球菌；C：大肠埃希菌；D：肺炎克雷伯菌；E：鲍曼不动杆菌；F：铜绿假单胞菌。

图 2 耐药基因芯片杂交图谱结果

Figure 2 Results of drug⁃resistant gene chip hybridization

未检出糖肽类耐药基因，大肠埃希菌未检出碳青

霉素类耐药基因。

2.2 药敏试验结果

药敏试验结果显示，6 种常见致病菌对头孢

类、四环素类、氯霉素类、喹诺酮类、氨基糖苷类

抗生素普遍耐药，耐药率在 33.3%~92.3%之间；对

糖肽类耐药率较低，耐药率均低于 5%。6 种细

菌对大环内酯 ⁃林克酰胺 ⁃链阳菌素耐药率在

22.9%~71.9%之间；对甲氧苄啶和磺胺类耐药率在

12.1%~88.6%之间；对青霉素类耐药率在 10.5%~
92.7%之间；对碳青霉素类耐药率在 1.8%~85.4%之

间，见表 4。
2.3 基因芯片与药敏试验符合率的比较

芯片检测结果显示，6种细菌的头孢类、大环

内酯⁃林克酰胺⁃链阳菌素、四环素类、氯霉素类、甲

氧苄啶和磺胺类、糖肽类、喹诺酮类、氨基糖苷类

耐药基因阳性率与药敏试验结果基本一致，总符

合率在 90.9%~100%。除肺炎克雷伯菌外，其他 5
种细菌对青霉素类耐药基因阳性率与药敏试验结

果均存在差异。除大肠埃希菌外，其余 5种细菌对

碳青霉素类耐药基因阳性率与药敏试验结果基本

一致，总符合率在 97.6%~100%（表 5，表 6）。
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表 3 6种常见致病菌检出的耐药基因种类

Table 3 The detection results of resistance genes in 6 common pathogenic bacteria

抗生素

类型

金黄色葡

萄球菌

肠球菌

大肠埃

希菌

肺炎克

雷伯菌

鲍曼不

动杆菌

铜绿假

单胞菌

n

41

33

57

39

32

35

头孢类

cmy2、OXA1、OXA5

cmy2、tem、OXA1、
OXA5、OXA10

cmy2、ctxm⁃NG⁃1、
ctxm⁃NG⁃2、
OXA1、OXA5

ctxm⁃NG⁃1、
ctxm⁃NG⁃2、OXA1、

OXA5

ctxm⁃NG⁃1、
ctxm⁃NG⁃2、

SHV

ctxm⁃NG⁃2、OXA1、
OXA10

大环内酯⁃
林克酰胺⁃
链阳菌素

msrA

ermA、
msrA

ermA、
msrA

ermA、
ermB、
lunb

ermC

ermA、
ermC

四环

素类

tetA、tetD、

tetG、tetK

tetA、tetG、

tetK、tetM、

tetW

tetA、tetD、

tetG、tetK、

tetW

tetD、tetG、

tetW

tetA、tetG、

tetK

tetB、tetG、

tetW

氯霉

素类

catA1、
catA9

catB3

catA1

catA1、
catA9

catB3、
cml⁃e1

cml⁃e3

甲氧苄啶和

磺胺类

dfrA1、dfrA12、
dfrA15、dfrA16

dfrA12、
dfrA15、dfrA16

dfrA5、dfrA12、
dfrA15

dfrA1、dfrA12、
dfrA15、dfrA16

dfrA12、
dfrA15、dfrA16

dfrA7、dfrA17、
sul1

糖肽类

未检出

vanD

vanA

vanA

vanA、

vanD

未检出

喹诺

酮类

qnrA

qnrA

qnrA

qnrA

qnrA

qnrA

青霉

素类

未检出

未检出

未检出

blaZ

未检出

未检出

氨基糖苷类

aac6ia、aac6ib、
aac6ie、aph3ia、

aph3iiia

aac3iia、aac6ie、
aadd

aac3iia、
aac6ia、aac6ie、

aadd

ant（6）⁃1、
aadd、aph3ia

aac3iia、
ant（6）⁃1、

aadd、aph3ia、
aph6id 9

aac6ib、aac6ie、
ant（6）⁃1、aadd

碳青霉

素类

ges

kpc

未检出

ges

ges

ges

表 4 6种常见致病菌药敏试验耐药率［n（%）］

Table 4 Resistance rate of 6 common pathogenic bacteria by bacterial susceptibility test［n（%）］

抗生素类型

金黄色葡萄球菌

肠球菌

大肠埃希菌

肺炎克雷伯菌

鲍曼不动杆菌

铜绿假单胞菌

n

41

33

57

39

32

35

头孢类

36（87.8）

29（87.9）

30（52.6）

16（41）

24（75）

30（85.7）

大环内酯⁃林克

酰胺⁃链阳菌素

29（70.7）

15（45.5）

22（38.6）

16（41）

23（71.9）

8（22.9）

四环

素类

36（87.8）

27（81.8）

49（86）

36（92.3）

29（90.6）

32（91.4）

氯霉

素类

37（90.2）

11（33.3）

30（52.6）

26（66.7）

26（81.3）

19（54.3）

甲氧苄啶

和磺胺类

7（17.1）

4（12.1）

46（80.7）

20（51.3）

27（84.4）

31（88.6）

糖肽

类

2（4.9）

0（0）

2（3.5）

1（2.6）

1（3.1）

1（2.9）

喹诺

酮类

34（82.9）

19（57.6）

35（61.4）

28（71.8）

13（40.6）

12（34.3）

青霉

素类

38（92.7）

4（12.1）

6（10.5）

21（53.8）

18（56.3）

15（42.9）

氨基糖

苷类

32（78）

27（81.8）

29（50.9）

9（23.1）

17（53.1）

6（17.1）

碳青霉

素类

35（85.4）

2（6.1）

1（1.8）

3（7.7）

15（46.9）

6（17.1）

表 5 6种常见致病菌基因芯片检测阳性率［n（%）］

Table 5 The positive rate of resistant genes in 6 common pathogenic bacteria by the gene chips［n（%）］

抗生素类型

金黄色葡萄球菌

肠球菌

大肠埃希菌

肺炎克雷伯菌

鲍曼不动杆菌

铜绿假单胞菌

n

41

33

57

39

32

35

头孢类

36（87.8）

31（93.9）

34（59.6）

18（46.2）

27（84.4）

32（91.4）

大环内酯⁃林克

酰胺⁃链阳菌素

30（73.2）

17（51.5）

24（42.1）

19（48.7）

25（78.1）

11（31.4）

四环

素类

38（92.7）

28（84.8）

50（87.7）

36（92.3）

29（90.6）

32（91.4）

氯霉

素类

37（90.2）

15（45.5）

33（57.9）

27（69.2）

27（84.4）

19（54.3）

甲氧苄啶

和磺胺类

8（19.5）

6（18.2）

46（80.7）

21（53.8）

27（84.4）

31（88.6）

糖肽类

0（0）

1（3.3）

2（3.5）

1（2.6）

1（3.1）

0（0）

喹诺

酮类

35（85.4%）

19（57.6）

35（61.4）

28（71.8）

13（40.6）

12（34.3）

青霉

素类

0（0）

0（0）

0（0）

21（53.8）

0（0）

0（0）

氨基糖

苷类

34（82.9）

27（81.8）

30（52.6）

10（25.6）

18（56.3）

8（22.9）

碳青霉

素类

35（85.4）

2（6.1）

0（0%）

4（10.3）

15（46.9）

6（17.1）
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表 6 6种常见致病菌药敏试验与基因芯片检测结果总符合率（%）

Table 6 The total coincidence rate of bacterial susceptibility tests and gene chip detection data for 6 common
pathogenic bacteria（%）

抗生素类型

金黄色葡萄球菌

肠球菌

大肠埃希菌

肺炎克雷伯菌

鲍曼不动杆菌

铜绿假单胞菌

头孢类

100.0

96.8

95.4

96.4

94.6

96.9

大环内酯⁃林克酰胺⁃
链阳菌素

98.6

95.8

97.5

94.5

96.4

93.0

四环

素类

97.4

98.3

99.1

100.0

100.0

100.0

氯霉

素类

100.0

90.9

96.6

98.5

98.3

100.0

甲氧苄啶和

磺胺类

97.9

94.6

100.0

98.3

100.0

100.0

糖肽类

95.1

96.9

100.0

100.0

100.0

97.1

喹诺

酮类

98.7%

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

青霉

素类

0.0

0.0

0.0

100.0

0.0

0.0

氨基糖苷

类

97.3

100.0

98.8

97.9

98.0

95.1

碳青霉素

类

100.0

100.0

0.0

97.6

100.0

100.0

（下转第 302页）

3 讨论

6 种常见致病菌的头孢类、大环内酯⁃林克酰

胺⁃链阳菌素、四环素类、氯霉素类、甲氧苄啶和磺

胺类、糖肽类、喹诺酮类、氨基糖苷类耐药基因阳

性率与药敏试验结果基本一致，总符合率在 90.9%
~100%，说明该定制化的耐药基因检测芯片的检测

方法与传统标准的药敏检测方法相比高度一致。

金黄色葡萄球菌、肠球菌、铜绿假单胞菌耐药基因

阳性率与药敏试验结果存在差异。而青霉素类耐

药基因 blaZ 仅在肺炎克雷伯菌中检出，可能在设

计上引物探针存在强偏好性，使得更倾向于检测

肺炎克雷伯菌，从侧面也体现检测该耐药基因的

引物探针对对其他细菌的检测灵敏度不足。同样

的在舒丽红和丁显平［6］对基因芯片方法耐异烟肼

结核分枝杆菌准确性的分析结果显示，与传统方

法相比，基因芯片技术检测敏感度、特异性为 82%
和 97%，说明基因芯片技术在应用中有着灵敏度

不足之处。但韩龙等［7］研发的基于医院病原菌谱、

可同时检测 10 种病原菌和 13 种耐药基因的检测

芯片，拥有着和 PCR技术相当的灵敏度，说明虽然

基因芯片在灵敏度有所欠缺，但并不能成为该技

术的缺点。碳青霉类耐药基因在大肠埃希菌中未

检出，与药敏实验结果不符，同样的针对碳青霉类

耐药基因设计的检测引物探针也存在灵敏度不足

的原因，导致无法达到和药敏实验一样的检测限，

造成检测结果的假阴性，后续需要在设计上加大

力度优化改进。

传统的药敏实验，操作繁琐、准确性低，且实验

周期往往需要 2~3天，甚至更长时间。其他可代替

药敏实验的技术，如多重 PCR 技术，虽快速准确，

但存在反应相互影响、引物探针设计困难等问

题［8⁃9］。全基因组测序可以发现几乎所有细菌耐药

相关基因和元件，但对参比数据库的要求非常严

格，而目前国际上缺乏细菌耐药基因的权威数据

库，且实验过程繁琐、价格高、通量低、分析耗时

长。基因芯片技术是一种利用杂交原理，将大量的

探针固定于固相表面，核酸样本经荧光标记或扩增

后，利用核酸杂交的特异性对大批量未知样品进行

检测、分析的方法，具有高通量、高效、快速、准确的

优势［10⁃11］。例如 Perreten等［12］开发的基因芯片可以

检测 117种细菌耐药基因，可同时检测金黄色葡萄

球菌的 15种耐药基因。雷向东等［13］发明的细菌耐

药基因检测芯片，利用实时荧光 PCR技术，2 h便可

一次性检测 170种不同类别的耐药性基因的 190个

靶点。

本研究针对 ICU中常见、危害较大的 6种常见

致病菌，设计这些细菌对于 10 类抗生素的耐药基

因芯片，可快速准确获得常见院感细菌的耐药数

据，适合在 ICU 等对时效性要求较高的临床科室

应用，可给临床合理用药带来极大帮助。并为医

院及社区感染控制乃至细菌耐药性流行病学调查

及制定防治预案提供数据支持。另外，此平台的

搭建必将为临床其他耐药菌的基因芯片监测平台

的建立奠定基础。

总之，常见细菌耐药基因检测芯片的建立及

其应用充分说明，基因芯片与药敏实验的传统检

测方法相比在准确性上高度符合且优势明显。但

基因芯片的检测技术也存在局限性，比如成品化

芯片检查耐药基因固化与实际研究目的不一致，

缺乏商品化的芯片自主研发耗时长、优化难度大、

成本高等。这些都会制约该技术大规模推广应

用，需要更多科研人员的努力探索。
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miR⁃21在黄芪甲苷保护 ox⁃LDL诱导的内皮细胞炎
症损伤过程中的作用

常方圆★ 冯泽瑞 许迎春 张秋霞

［摘 要］ 目的 探讨 miR⁃21 在黄芪甲苷保护氧化型低密度脂蛋白（ox⁃LDL）诱导的人脐静脉内

皮细胞（HUVEC）炎症损伤中的作用及其机制。 方法 将体外培养的 HUVEC 分为对照组（未干预）、

模型组（以 100 μmol/L ox⁃LDL 作用 24 h）、治疗⁃低剂量（L）组、治疗⁃中剂量（M）组和治疗⁃高剂量（H）
组，其中治疗⁃L、M和H组细胞以 100 μmol/L ox⁃LDL作用 24 h后，分别加入 10、20和 40 mg/L的黄芪甲苷

作用 2 h。MTT法检测细胞的存活率，ELISA法检测细胞上清液中炎症相关因子 TNF⁃α、IL⁃6和NF⁃κB的

含量，RT⁃PCR检测细胞内miR⁃21和 TLR4 mRNA的表达，Western blot检测 TLR4蛋白的表达。双荧光素

酶报告基因实验检测miR⁃21和 TLR4的靶向关系。转染miR⁃21模拟物和抑制剂构建miR⁃21 过表达和

低表达的 HUVEC 株，观察 miR⁃21 对 HUVEC 炎症因子分泌和 TLR4 表达的影响；同时，在给予 40 mg/L
的黄芪甲苷治疗的基础上，观察转染 miR⁃21 抑制剂下调 miR⁃21 表达对黄芪甲苷作用下 HUVEC 炎

症因子的影响。 结果 与对照组相比，模型组、治疗⁃L组、治疗⁃M组和治疗⁃H组细胞存活率和细胞中

miR⁃21 表达显著降低，而细胞上清液中 TNF⁃α、IL⁃6 和 NF⁃κB 的含量以及细胞中 TLR4 mRNA、蛋白的

表达显著升高（P<0.05）；与模型组相比，治疗⁃L组、治疗⁃M组和治疗⁃H组细胞存活率和miR⁃21表达逐

渐升高，而 TNF⁃α、IL⁃6和NF⁃κB的含量以及 TLR4 mRNA、蛋白的表达逐渐降低，差异具有统计学意义

（P<0.05）。双荧光素酶报告基因实验证实 TLR4是miR⁃21的潜在靶基因。miR⁃21过表达降低 HUVEC
内炎症因子的分泌和 TLR4 的表达，反之，则促进 HUVEC 内炎症因子的分泌和 TLR4 的表达；下调

miR⁃21 表达后可逆转黄芪甲苷对 HUVEC 炎症因子的调控。 结论 黄芪甲苷可减轻 ox⁃LDL 诱导的

HUVEC炎症损伤，其作用机制可能与上调miR⁃21靶向抑制 TLR4表达有关。

［关键词］ 黄芪甲苷；人脐静脉内皮细胞；炎症损伤；miR⁃21；TLR4

The role of miR⁃21 in the protective effect of astragaloside on ox⁃LDL⁃induced
endothelial cell inflammatory injury
CHANG Fangyuan★，FENG Zerui，XU Yingchun，ZHANG Qiuxia
（Department I of cardiology，the second people，hospital of liaocheng，Shandong，China，252600）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the role and mechanism of miR ⁃ 21 in the inflammatory
injury of human umbilical vein endothelial cells（HUVEC）induced by astragaloside ⁃protected oxidized low
density lipoprotein （ox ⁃ LDL）. Methods HUVEC cultured in vitro were divided into control group
（without intervention），model group（treated with 100 μmol/L ox⁃LDL for 24 h），treatment⁃low dose group
（L），treatment⁃medium dose group（M）and treatment⁃high dose group（H）. The cells in the treatment group⁃L，
M and H were treated with 100 μmol/L ox ⁃ LDL for 24 h，and then added with 10，20 and 40 mg/L of
astragaloside for 2 h. Cell viability was detected by MTT assay，the level of inflammatory related factors TNF⁃α，
IL ⁃6 and NF⁃κB in cell supernatant were measured by ELISA，the expression of intracellular miR⁃ 21 and
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TLR4 was detected by RT⁃PCR，the expression of TLR4 protein was tested by Western blot，and the targeting
relationship between microRNA⁃21 and TLR4 was checked by dual luciferase reporter gene assay. In addition，
HUVEC with over⁃and low⁃expression of miR⁃21 were constructed by transfecting mimic and inhibitor of miR⁃
21，and the effects of miR⁃21 on the secretion of inflammatory factors and the expression of TLR4 in HUVEC
were observed. At the same time，on the basis of 40 mg/L astragaloside treatment，the effects of down ⁃
regulation of miR⁃21 expression by transfection inhibitor of miR⁃21 on inflammatory factors in HUVEC under
the action of astragaloside were observed. Results Compared with the control group，the cell survival rate
and the expression of miR⁃21 in the model group，treatment⁃L，treatment⁃M and treatment⁃H groups were
decreased significantly，while the level of TNF⁃a，IL⁃6 and NF⁃kB in cell supernatant and the expression of
TLR4 mRNA and protein in cells were increased significantly（P<0.05）. Compared with the model group，the
cell viability and the expression of miR⁃21 were increased gradually，while the contents of TNF⁃a，IL⁃6 and
NF ⁃ kB and the expression of TLR4 mRNA and protein were decreased gradually in treatment ⁃ L group，
treatment⁃M group and treatment⁃H group（P<0.05）. Dual luciferase reporter assays confirmed that TLR4 was
a potential target gene of miR⁃21. Overexpression of miR⁃21 reduced the secretion of inflammatory cytokines
and the expression of TLR4 in HUVEC. Conversely，it promoted the secretion of inflammatory cytokines and
the expression of TLR4 in HUVEC. Down ⁃ regulation of miR ⁃ 21 expression reversed the regulation of
Astragaloside on HUVEC inflammatory factors. Conclusion Astragaloside can alleviate the inflammation
injury of HUVEC induced by ox⁃LDL，and its mechanism may be related to up⁃regulation of the expression of
TLR4 targeting by miR⁃21.

［KEY WORDS］ Astragaloside IV；Human umbilical vein endothelial cells；Inflammatory injury；
miR⁃21；TLR4

氧化型低密度脂蛋白（oxidized low density li⁃
poprotein，ox⁃LDL）是一种氧自由基携带者，也是

公认的造成动脉粥样硬化的独立危险因子，可通

过调控内皮细胞通透性、诱导细胞凋亡和炎症反

应等使内皮屏障功能降低，引起内皮细胞损伤［1⁃3］；

而血管内皮细胞损伤是动脉粥样硬化公认的始动

环节。因此，如何保护血管内皮免受包括炎症在

内的细胞损伤，一直是动脉粥样硬化研究的热

点。黄芪甲苷是中药黄芪的主要活性成分，具有

抗氧化、抗炎和抗纤维化等作用［4］。近年来，黄芪

甲苷在抗动脉粥样硬化和在 ox⁃LDL 所导致的血

管内皮细胞炎症损伤中的保护作用已得到证

实［5⁃6］，但其具体的作用机制并不完全明确。有研

究指出，ox⁃LDL 诱导的人主动脉内皮细胞中微小

RNA（microRNA，miR）⁃21 表达降低［7］，而黄芪甲

苷被证实可通过上调miR⁃21表达促进心血管疾病

的血管生成［8］。同时，采用生物信息学软件预测发

现，miR⁃21 与炎症相关因子 TLR4 3′ UTR 区域存

在着互补的核苷酸序列。猜测miR⁃21可能通过靶

向调控 Toll 样受体 4（Toll⁃like receptor 4，TLR4）
TLR4表达在黄芪甲苷保护 ox⁃LDL诱导的内皮细

胞炎症损伤过程中发挥着重要作用。因此，本研

究通过构建 ox⁃LDL诱导的人脐静脉内皮细胞（hu⁃
man umbilical vein endothelial cells，HUVEC）损伤

模型，观察黄芪甲苷减轻 ox⁃LDL诱导诱导的 HU⁃
VEC炎症损伤是否与miR⁃21有关。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

黄芪甲苷购于上海融禾医药科技有限公司；

DMEM高糖培养基、胎牛血清、青链霉双抗和胰蛋

白酶购于美国Hyclone公司；氧化性低密度脂蛋白

（ox⁃LDL）购于广州突源生物科技有限公司。噻唑

蓝（Methylthiazolyldiphenyl ⁃ tetrazolium bromide，
MTT）试剂购于美国 Sigma公司；脂质体 2000购于

美国 Invitrogen公司。miR⁃21模拟物、miR⁃21抑制

剂及其相应对照购于广州锐博生物公司。聚偏二

氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜购于美国

Millipore公司，抗人 Toll样受体 4（toll⁃like receptor
⁃4，TLR4）单克隆抗体购于美国 Santa Cruz 公司，

鼠抗人 β 肌动蛋白（β⁃actin）单克隆抗体购于北京

康为世纪生物科技有限公司，辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔/鼠 IgG 抗体购于美国 Cell Signaling
Technology 公司，pmirGLO 载体购于深圳市伟通
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生物科技有限公司，Trizol 试剂和二喹啉甲酸

（Bicinchoninic acid，BCA）蛋白检测试剂盒购于上

海碧云天生物技术研究所，肿瘤坏死因子⁃α（tu⁃
mor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）和白细胞介素⁃6（in⁃
terleukin⁃6，IL⁃6）酶联接免疫吸附剂测定（ enzyme
⁃linked immunosorbnent assay，ELISA）试剂盒购于

武汉华美生物工程有限公司，核因子⁃κB（nuclear
factor⁃κB，NF⁃κB）ELISA 试剂盒购于上海双赢生

物科技有限公司，荧光素酶检测试剂盒购于美国

Promega公司。

1.2 细胞培养、分组及转染

采用含 10%胎牛血清和 100 U/mL 青链霉双

抗的 DMEM 高糖培养基于 37℃和 5% CO2的细胞

培养箱中常规培养来自于上海中乔新舟科技公司

的 HUVEC。将对数生长期的 HUVEC 随机分为

对照组（未干预）、模型组（100 μmol/L ox⁃LDL 作

用 24 h）、治疗⁃低剂量（L）组、治疗⁃中剂量（M）组

和治疗⁃高剂量（H）组，其中治疗⁃L、M 和 H 组细

胞先加入 100 μmol/L ox⁃LDL 作用 24 h 后，再分

别以 10、20 和 40 mg /L 的黄芪甲苷作用 2 h。后

期将对数生长期的 HUVEC 分为模型组、miR⁃NC
组、miR⁃21组、anti⁃miR⁃NC 组和 anti⁃miR⁃21组，采

用脂质体法将 miR⁃21 模拟物阴性对照 miR⁃NC、

miR⁃21模拟物、miR⁃21抑制剂阴性对照anti⁃miR⁃NC
和 miR⁃21 抑制剂参照脂质体 2000 说明书步骤分

别转染至 miR⁃NC 组、miR⁃21 组、anti⁃miR⁃NC 组

和 anti ⁃miR ⁃ 21 组细胞中，转染 48 h 后以 100
μmol/L ox⁃LDL 作用 24 h，观察 miR⁃21 过表达或

低表达对 ox⁃LDL 诱导的 HUVEC 炎症损伤的影

响。另外，设置模型组、治疗组（ox⁃LDL 干预后

给予 40 mg/L 的黄芪甲苷作用）和治疗+anti⁃miR⁃
21 组（转染 miR⁃21 抑制剂后，分别以 ox⁃LDL 和

40 mg/L 的黄芪甲苷干预），观察 miR⁃21 低表达

对黄芪甲苷作用下 HUVEC 炎症因子的影响。

1.3 MTT法检测HUVEC存活率

向黄芪甲苷和 ox⁃LDL处理结束后的各组细胞

以及不含细胞只有培养基的空白孔中加入 5 g/L
MTT 溶液 10 μL，细胞培养箱中孵育 4 h 后，加入

二甲基亚枫 150 μL 溶解 MTT 晶体。采用酶标仪

在 490 nm 波长处测定各组细胞光密度（optical
density，OD）值，计算各组细胞的存活率。计算公

式：存活率（%）=（实验孔OD⁃空白孔OD）/（对照孔

OD⁃空白孔OD）×100%。

1.4 ELISA 法检测 HUVEC 上清液中炎症因子

TNF⁃α、IL⁃6和NF⁃κB含量

将对数生长期的 HUVEC 以适当密度接种至

10 cm 的培养皿中，按照对照组、模型组、治疗⁃L
组、治疗⁃M组、治疗⁃H组的分组处理结束后，弃培

养液，经磷酸缓冲液洗涤后，转移至离心管中，以

1 000 r/min 离心 5 min，收集上清液，参照 ELISA
试剂盒说明书步骤分别检测 TNF⁃α、IL⁃6和NF⁃κB
含量。

1.5 逆转录⁃聚合酶链反应（reverse transcription⁃
polymerase chain reaction，RT⁃PCR）检测 HUVEC
中miR⁃21和 TLR4 mRNA的表达

使用 Trizol试剂抽提各组HUVEC总 RNA，并

采用超微量紫外分光光度计检测总 RNA 的浓

度。按照逆转录试剂盒说明书步骤将 RNA 反转

录合成 cDNA，以 cDNA 为模板，根据上海生工生

物工程有限公司合成的miR⁃21引物（上游：5′⁃GC⁃
GCGCTAGCTTATCAAGCTGATG ⁃ 3′，下游：5′ ⁃
GTGCAGGCTCCGAGGT⁃3′）、U6 引物（上游：5′⁃
CTCGCTTCGGCAGCACA ⁃ 3′ ，下 游 ：5′ ⁃ AAC⁃
GCTTCACGAATTTGCGT⁃3′）、β⁃actin引物（上游：

5′⁃GGCGGCAACACCATGTACCCT⁃3′，下游：5′⁃
AGGGGCCGGACTCGTCATACT⁃3′）和 TLR4引物

（上游 5′⁃TGGATACGTTTCCTTATAAG⁃3′，下游

5′⁃GAAATGGAGGCACCCCTTC⁃3′）进行 PCR 扩

增，PCR 反应条件如下：94℃ 10 min，94℃ 15 s，
60℃ 15 s，72℃ 30 s循环 35次。以U6和 β⁃actin为

内参，2 ⁃ ΔΔCt 法计算 HUVEC 中 miR ⁃ 21 和 TLR4
mRNA的表达。

1.6 Western blot 检测 HUVEC 中 TLR4 蛋白的

表达

胰蛋白酶消化收集各组 HUVEC，加入细胞裂

解液提取各组细胞总蛋白。采用BCA法对总蛋白

定量后，以等体积上样换液与待测样品蛋白混匀，

沸水浴变性 5 min。取变性蛋白以每孔 80 μg上样

至十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，
SDS⁃PAGE）凝胶孔中行电泳分离。电泳结束后，

电转至 PVDF 膜。经 5%脱脂奶粉室温摇床封闭

1.5 h 后，分别以一抗（1∶500）4℃孵育过夜，二抗

（1∶2 000）室温孵育 1 h。电化学（electrochem⁃ilu⁃
minescence，ECL）法显影后，采用凝胶成像分析

Quantity one软件进行灰度分析。
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1.7 双荧光素酶报告基因实验检测 miR⁃21 和

TLR4的靶向关系

采用 TargetScan 生物学信息学软件预测发

现，miR⁃21 与 TLR4 3′UTR 存在互补的核苷酸

序列。为了证实 miR⁃21 与 TLR4 是否存在靶向

关系，由百奥迈科生物技术有限公司构建野生

型（WT⁃TLR4）和突变型（MUT⁃TLR4）的 TLR4
的 3′⁃UTR 荧光素酶报告载体，参照脂质体 2000
说明书步骤行 miR⁃NC+WT⁃TLR4、miR⁃21（miR⁃
21 模拟物）+WT⁃TLR4、miR⁃NC+MUT⁃TLR4、
miR⁃21+MUT⁃TLR4 转染，于细胞培养箱中常规

培养 48 h 后收集细胞，根据荧光素酶检测试剂

盒说明书步骤检测各组细胞的荧光素酶的活

性。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 22.0 进行统计学分析，计量资料以

（x ± s）形式表示，多组间比较使用单因素方差分

析，组间多重比较采用 SNK⁃q，两组间比较采用独

立样本 t检验。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 黄芪甲苷对HUVEC内炎症因子分泌的影响

与对照组相比，模型组、治疗⁃L组、治疗⁃M组

和治疗⁃H 组细胞的存活率显著降低，而炎症因子

TNF⁃α、IL⁃6和NF⁃κB含量显著升高（P<0.05）；与模

型组相比，治疗⁃L组、治疗⁃M组和治疗⁃H组细胞存

活率显著升高，而 TNF⁃α、IL⁃6和NF⁃κB含量显著

降低（P<0.05），且呈浓度依赖性，见表 1。

2.2 黄芪甲苷对 HUVEC 内miR⁃21和 TLR4表达

的影响

与对照组相比，模型组、治疗⁃L组、治疗⁃M组

和治疗⁃H组细胞内miR⁃21表达水平均显著降低，

而 TLR4 mRNA 和蛋白的表达水平均显著升高

（P<0.05）；与模型组相比，治疗⁃L组、治疗⁃M组和治

疗⁃H 组细胞内 miR⁃21 表达水平表达水平均依次

显著升高，而 TLR4 mRNA和蛋白表达水平均依次

降低（P<0.05）。见表 2和图 1。
2.3 miR⁃21与 TLR4靶向关系的验证

生物信息学软件 TargetScan 预测发现，TLR4
3′UTR 存在能够与 miR⁃21 互补的结合位点，结果

见表 3。双荧光素酶报告基因实验结果显示，与

miR⁃NC+TLR4⁃WT 组相比，miR⁃21 过表达 miR⁃
21+TLR4⁃WT 组细胞的荧光素酶活性显著降低

（P<0.05），而 miR⁃NC+TLR4⁃MUT 组和 miR⁃21+
TLR4⁃MUT组间的荧光素酶活性差异无统计学意

义（P>0.05），见表 4。
2.4 miR⁃21 对 HUVEC 内炎症因子分泌和 TLR4
表达的影响

与模型组相比，miR⁃NC 组和 anti⁃miR⁃NC 组

细胞的存活率、细胞内炎症因子 TNF⁃α、IL⁃6、NF⁃

组别

对照组

模型组

治疗⁃L组

治疗⁃M组

治疗⁃H组

F值

P值

miR⁃21
1.00±0.08
0.41±0.03a

0.58±0.03ab

0.72±0.05ab

0.85±0.06ab

55.248
0.000

TLR4 mRNA
0.98±0.06
3.86±0.15a

2.67±0.11ab

1.92±0.09ab

1.33±0.08ab

376.329
0.000

TLR4 蛋白

0.18±0.02
0.70±0.05a

0.52±0.03ab

0.36±0.02ab

0.22±0.02ab

171.457
0.000

表 2 黄芪甲苷对HUVEC内miR⁃21和 TLR4表达的影响

Table 2 Effect of astragaloside IV on the expression of
miR⁃21 and TLR4 in HUVEC

与对照组相比，aP<0.05；与模型组相比，bP<0.05

组别

对照组

模型组

治疗⁃L组

治疗⁃M组

治疗⁃H组

F值

P值

存活率（%）

97.56±5.18

55.84±3.35a

68.12±4.26ab

75.49±6.13ab

85.25±6.76ab

27.374

0.000

TNF⁃α（pg/mL）

58.36±4.25

399.23±28.32a

278.57±19.38ab

192.49±8.85ab

103.65±4.26ab

217.833

0.000

IL⁃6（pg/mL）

96.72±5.43

558.38±32.06a

369.75±20.18ab

231.46±15.25ab

156.82±9.36ab

287.096

0.000

NF⁃κB（pg/mL）

88.45±6.92

358.75±22.13a

287.42±13.05ab

211.96±10.22ab

126.68±8.86ab

209.342

0.000

表 1 黄芪甲苷对HUVEC内炎症因子分泌的影响

Table 1 Effect of astragaloside IV on secretion of inflammatory factors in HUVEC

与对照组相比，aP<0.05；与模型组相比，bP<0.05。
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基因

TLR4

miR⁃21

互补的核苷酸序列

5′....UUUUACGUCUUGCCUAUAAGCUA...3′

3′......AGUUGUAGUCAGACUAUUCGAU....5′

结合位点

666⁃673 of TLR4

3′ UTR

表 3 TLR4 3′ UTR与 miR⁃21的结合位点

Table 3 Binding sites of TLR4 3′ UTR and miR⁃21

组别

miR⁃NC+TLR4⁃WT

miR⁃21+TLR4⁃WT

miR⁃NC+TLR4⁃MUT

miR⁃21+TLR4⁃MUT

F值

P值

荧光素酶活性

1.02±0.08

0.38±0.04a

0.97±0.06

0.99±0.07

68.700

0.000

表 4 各组HUVEC荧光素酶活性的比较

Table 4 Comparison of luciferase activities in HUVEC

与miR⁃NC+TLR4⁃WT组相比，aP<0.05。

TLR4

β⁃actin
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治
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治
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治
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图 1 Western blot检测黄芪甲苷对 TLR4蛋白表达的影响

Figure 1 The effect of astragaloside IV on the expression of
TLR4 protein was detected by Western blot

κB含量和 TLR4 mRNA的表达水平差异均无统计

学意义（P>0.05）；但是，与模型组相比，miR⁃21 组

细胞存活率升高、细胞内 TNF⁃α、IL⁃6和NF⁃κB含

量以及 TLR4 mRNA、蛋白的表达水平均显著降低

（P<0.05），而 anti⁃miR⁃21 组细胞存活率升高且细

胞 内 TNF ⁃ α、IL ⁃ 6 和 NF ⁃ κB 含 量 以 及 TLR4
mRNA、蛋白的表达水平均明显升高（P<0.05）。见

表 5和图 2。
2.5 下调miR⁃21表达对HUVEC炎症因子分泌的

影响

与模型组相比，治疗组、治疗+anti⁃miR⁃NC组和

治疗+anti⁃miR⁃21组细胞存活率显著升高，而细胞内

TNF⁃α、IL⁃6、NF⁃κB 含量和TLR4 mRNA、蛋白的表

达均显著降低（P<0.05）；与治疗组相比，治疗+anti⁃
miR⁃21 组细胞存活率显著降低，细胞内 TNF⁃α、

IL⁃6、NF⁃κB 含量和 TLR4 mRNA、蛋白的表达均显

著升高（P<0.05）；而治疗+anti⁃miR⁃NC组与治疗组

相比无显著性差异（P>0.05）。结果见表6和图 3。

3 讨论

动脉粥样硬化是一种慢性炎症性血管疾病，

炎症反应存在与动脉粥样硬化的各个阶段。越来

越多的证据显示，ox⁃LDL通过调控 NF⁃κB/TNF⁃α

信号通路等诱导的炎症反应是导致血管内皮损伤

的重要机制［9⁃11］。本研究以 ox⁃LDL 刺激 HUVEC
后检测得到促炎相关因子 TNF⁃α、IL⁃6 和 NF⁃κB
含量均显著升高，且细胞存活率降低，这表明

ox⁃LDL成功诱导HUVEC出现炎症损伤。

黄芪甲苷又称黄芪皂苷 IV，是黄芪皂苷中的

主要成分，具有抗氧、抗炎症和免疫调节等药理作

用。Qin 等［12］指出，黄芪甲苷可通过调控 SDF⁃1/
CXCR4生物轴下调甘油三酯、总胆固醇、低密度脂

蛋白胆固醇和上调高密度脂蛋白胆固醇水平发挥

抗动脉粥样硬化的作用。马海涛等［13］发现，黄芪

甲苷可通过抑制Wnt/β⁃catenin信号通路逆转过氧

化氢对 HUVEC 增殖和凋亡的调控改善氧化应激

诱导的HUVEC损伤。You 等［14］研究证实，黄芪甲

苷对高葡萄糖诱导的 HUVEC 损伤具有显著的保

护作用，其作用机制与抑制 JNK 信号通路促进细

胞增殖、减少凋亡并降低炎症因子 TNF⁃α、IL⁃1β
的表达有关。上述研究表明，黄芪甲苷在改善动

脉粥样硬化和改善血管内皮损伤方面的具有较好
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组别

模型组

治疗组

治疗+anti⁃miR⁃NC组

治疗+anti⁃miR⁃21组

F值

P值

细胞存活率（%）

58.36±4.25

83.25±5.17a

85.08±6.12a

67.46±3.22ab

21.373

0.000

TNF⁃α（pg/mL）

390.52±25.15

105.48±5.06a

102.65±5.48a

223.16±11.32ab

270.129

0.000

IL⁃6（pg/mL）

551.08±29.42

151.52±7.85a

155.36±6.95a

288.76±13.12ab

367.463

0.000

NF⁃κB（pg/mL）

349.22±22.65

122.48±9.05a

130.45±11.02a

261.35±18.96ab

133.361

0.000

TLR4 mRNA

3.78±0.13

1.29±0.10a

1.31±0.12a

1.81±0.15ab

261.798

0.000

TLR4 蛋白

0.64±0.05

0.38±0.03a

0.34±0.03a

0.46±0.03ab

40.846

0.000

表 6 下调miR⁃21表达对黄芪甲苷刺激下HUVEC炎症因子分泌的影响

Table 6 Effect of down⁃regulation of miR⁃21 expression on secretion of inflammatory cytokines in HUVEC
stimulated by astragaloside

与模型组相比，aP<0.05；与治疗组相比，bP<0.05。

与模型照组相比，aP<0.05。

组别

模型组

miR⁃NC组

miR⁃21组

anti⁃miR⁃NC组

anti⁃miR⁃21组

F值

P值

存活率（%）

56.36±2.86

55.72±3.02

75.64±5.25a

56.28±2.55

45.15±3.36a

29.148

0.000

TNF⁃α（pg/mL）

396.47±26.28

387.52±28.15

202.64±16.38a

401.33±22.48

536.25±30.36a

66.703

0.000

IL⁃6（pg/mL）

554.25±30.12

529.46±32.05

317.73±18.32a

542.87±35.12

658.49±47.32a

40.406

0.000

NF⁃κB（pg/mL）

352.39±23.08

348.72±22.45

168.68±12.36a

359.22±20.65

488.65±31.18a

75.322

0.000

TLR4 mRNA

1.02±0.09

1.00±0.11

0.62±0.04a

0.99±0.08

1.52±0.12a

36.162

0.000

TLR4 蛋白

0.62±0.04

0.63±0.05

0.17±0.02a

0.60±0.04

0.83±0.06a

90.696

0.000

表 5 miR⁃21对HUVEC内炎症因子分泌和 TLR4表达的影响

Table 5 Effect of miR⁃21 on inflammatory factor secretion and TLR4 expression in HUVEC
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图 2 Western blot检测miR⁃21对 TLR4蛋白表达的影响

Figure 2 The effect of miR⁃21 on the expression of TLR4
protein was detected by Western blot

图 3 Western blot检测下调miR⁃21对黄芪甲苷刺激下

TLR4蛋白表达的影响

Figure 3 Down⁃regulation of miR⁃21 on the expression of
TLR4 protein stimulated was detected by Western blot
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的作用。本研究以 10、20 和 40 mg/L 的黄芪甲苷

作用 HUVEC 后发现，ox⁃LDL 诱导的 HUVEC 炎

症损伤得到显著改善。该结果与魏冰等［6］得到

的黄芪甲苷具有保护 ox⁃LDL 所致血管内皮细胞

炎症损伤的结果相似。结果表明，黄芪甲苷可改

善 ox⁃LDL诱导的HUVEC炎症损伤。

TLR4 是 Toll 样受体家族成员，可通过调控下

游NF⁃κB及炎性因子在炎症与免疫反应中发挥着

重要作用［15⁃17］。Tian 等［18］研究以及蔡谦谦等［19］研

究均证实 TLR4 在 ox⁃LDL 诱导 HUVEC 炎症损伤

过程中发挥着重要的促进作用。Tang等［7］研究指

出，ox⁃LDL可降低miR⁃21表达，诱导细胞凋亡，导

致人主动脉内皮细胞损伤；而 miR⁃21 过表达可消

除 ox⁃LDL 诱导的内皮细胞损伤。Ma 等［20］发现，

在脂多糖诱导的HUVEC炎症反应中，miR⁃21靶向

抑制 TLR4 表达。这些研究显示 miR⁃21 和 TLR4
在主动脉内皮细胞炎症损伤过程中发挥着重要作

用。本研究通过 TargetScan 软件预测和双荧光素

酶报告基因实验证实 TLR4是miR⁃21的潜在靶基

因。为了进一步探讨黄芪甲苷改善 ox⁃LDL 诱导

的HUVEC炎症损伤的分子机制，本研究进一步检

测发现，黄芪甲苷可呈浓度依赖性降低 ox⁃LDL诱

导的 TLR4 表达，并升高 miR⁃21 表达。这与 Yu
等［8］报道的黄芪甲苷可通过上调 miR⁃21 表达促

进心血管疾病的血管生成的机制部分一致。另

外，本研究下调 miR⁃21 表达可逆转黄芪甲苷对

HUVEC 炎症损伤的保护作用。结果提示，上

调 miR⁃21 靶向抑制 TLR4 表达是黄芪甲苷减轻

ox⁃LDL诱导的HUVEC炎症损伤的重要机制。

综上所述，黄芪甲苷可通过调控 miR⁃21 靶向

抑制 TLR4 表达减轻 ox⁃LDL 诱导的 HUVEC 炎症

损伤。本研究仅从细胞水平揭示了黄芪甲苷改善

HUVEC炎症损伤的部分机制，后期工作将从动物

水平上进行验证，以期为黄芪甲苷抗动脉粥样硬

化的治疗提供新的实验依据。
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miR⁃548c⁃3p 通过调控 TRIM59 表达对肝癌细胞增
殖、侵袭和迁移的影响

年士艳 1 冯磊 2★

［摘 要］ 目的 研究 miR⁃548c⁃3p 对肝癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响和潜在的分子机制。

方法 qRT⁃PCR 检测 TRIM59 mRNA 和 miR⁃548c⁃3p 的表达，Western blot 检测 TRIM59、增殖相关蛋白

CyclinD1和 p21，及迁移侵袭相关蛋白MMP2和MMP9的表达水平，MTT法测定HepG2细胞增殖活性，

Transwell 实验检测细胞迁移和侵袭能力，双荧光素酶报告系统验证 miR⁃548c⁃3p 与 TRIM59 的调控关

系。 结果 与正常肝细胞 L02 相比，在肝癌细胞 HepG2、SMMC⁃7721 和 BEL⁃7402 组中 TRIM59 的

mRNA 和蛋白表达量均显著升高（P<0.05），miR⁃548c⁃3p 的表达量则均显著降低（P<0.05）；过表达 miR⁃
548c⁃3p 和抑制 TRIM59 表达均可抑制 HepG2 细胞增殖、迁移和侵袭；双荧光素酶报告系统结果表明，

miR⁃548c⁃3p 靶向负调控 TRIM59 的表达；过表达 TRIM59 逆转了过表达 miR⁃548c⁃3p 对 HepG2 细胞增

殖、迁移和侵袭的抑制作用。 结论 miR⁃548c⁃3p通过靶向 TRIM59基因抑制HepG2细胞的增殖、迁移

和侵袭，miR⁃548c⁃3p是肝癌的潜在治疗靶点。

［关键词］ 肝癌；miR⁃548c⁃3p；TRIM59

miR ⁃ 548c ⁃ 3p inhibits cell proliferation， migration and invasion of
hepatocellular carcinoma HepG2 cells by targeting TRIM59
Nian Shiyan1，Feng Lei2★

（1. Intensive Care Unit，People􀆳s Hospital of Yuxi City，Yuxi，Yunnan，China，653100；2. Department of
Laboratory，People􀆳s Hospital of Yuxi City，Yuxi ，Yunnan，China，653100）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the efffect of miR⁃548c⁃3p on proliferation，migration and
invasion of hepatocellular carcinoma cells and the underlying mechanism. Methods qRT⁃PCR was used to
measure the expression levels of TRIM59 mRNA and miR⁃548c⁃3p. Western blot was applied to detect the
expression levels of TRIM59，proliferation⁃related proteins CyclinD1 and p21，as well as the migration and
invasion related proteins MMP2 and MMP9. MTT assay was carried out to detect the proliferation of HepG2
cells. Transwell assay was carried out to determine the migration and invasion ability of HepG2 cells. Dual⁃
luciferase reporter assay was implemented to verify the relationship between miR ⁃ 548c ⁃ 3p and TRIM59.
Results Compared with human normal hepatocytes L02，the expression levels of TRIM59 mRNA and
protein were significantly increased in hepatocellular carcinoma cells HepG2，SMMC⁃7721 and BEL⁃7402（P<
0.05），while the expression level of miR⁃548c⁃3p was remarkably decreased（P<0.05）. Overexpression of miR
⁃ 548c ⁃ 3p and inhibition of TRIM59 inhibits the proliferation，migration and invasion of HepG2 cells. The
results of dual ⁃ luciferase reporter assay showed that miR ⁃ 548c ⁃ 3p targeted and negatively regulated the
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expression of TRIM59. Overexpression of TRIM59 reversed the inhibitory effect of overexpression of
miR ⁃ 548c ⁃ 3p on the proliferation，migration and invasion of HepG2 cells. Conclusion miR ⁃ 548c ⁃ 3p
inhibits the proliferation，migration and invasion of HepG2 cells by targeting TRIM59 gene，a potential
therapeutic target for hepatocellular carcinoma.

［KEY WORDS］ Hepatocellular carcinoma；miR⁃548c⁃3p；TRIM59

肝细胞癌（简称肝癌，hepatocellular carcinoma，
HCC）是全世界发病率第 6 高的癌症［1］。在中国，

肝癌是第四大常见恶性肿瘤，致死率位居肿瘤第

三位［2］，严重威胁人们的生命健康。外科手术（切

除、肝移植）、局部切除（消融和栓塞治疗）和放疗、

全身治疗等是其主要治疗方法［3］，但 5年生存率仍

然低于 5%［4］。研究肝癌发生和发展的分子机制，

为肝癌的分子诊断和治疗提供新的靶点，对临床

来说尤其重要。

大量研究表明，miR ⁃ 548c ⁃ 3p 在乳腺癌细

胞［5］、胶质瘤组织和细胞［6］及骨肉瘤组织和细

胞［7］中表达下调，过表达或上调 miR⁃548c⁃3p 可抑

制肿瘤细胞的增殖、侵袭，或促进凋亡。三基序

蛋白 59（tripartite motif containing 59，TRIM59）在

肝癌组织［8］、骨肉瘤组织和细胞［9］中表达上调，其

过表达与肝癌恶性进展和患者预后密切相关，促

进骨肉瘤细胞的增殖、迁移和侵袭。TRIM59 在

膀胱癌组织和细胞［10］及胶质瘤细胞［11］中高表达，

干扰或抑制 TRIM59 表达可抑制膀胱癌细胞的迁

移和侵袭，降低胶质瘤细胞增殖、迁移及克隆形

成能力。但 miR⁃548c⁃3p 在肝癌细胞中的表达及

其对肝癌影响，其与 TRIM59 在肝癌中的关系目

前还尚不明确。本课题研究 miR⁃548c⁃3p 影响肝

癌 HepG2 细胞增殖、侵袭和迁移的分子机制，以

及 TRIM59 在此机制中的作用，以期为肝癌的靶

向治疗提供新的靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

人肝癌细胞株HepG2、SMMC⁃7721、BEL⁃7402
和人正常肝细胞株 L02购自美国ATCC；胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）和 RPMI⁃1640 培养基购

自美国 Gibco 公司；牛血清白蛋白（Bovine Serun
Albumin，BSA）、胰蛋白酶 Trypsin、二甲基亚矾

（Dimethyl sulfoxide，DMSO）和四氮唑蓝（Thiazo⁃
lyl Blue Tetrazolium Bromide，MTT）购自美国 Sig⁃
ma⁃Aldrich 公司；Transwell 板购自美国 Corning 公

司；抗 TRIM59 抗体、抗 CyclinD1 抗体、抗 p21 抗

体、抗 MMP⁃2 抗体、抗 MMP⁃9 抗体和抗 GAPDH
抗体购自英国 Abcam 公司；引物、miR⁃548c⁃3p 模

拟物（miR⁃548c⁃3p）、miR⁃548c⁃3p抑制剂（anti⁃miR
⁃ 548c ⁃ 3p）、TRIM59 的 过 表 达 载 体（pcDNA ⁃
TRIM59）、TRIM59 干扰物（si⁃TRIM59）、空载体和

阴性对照（pcDNA、miR⁃NC、anti⁃miR⁃NC和 si⁃NC）
及双荧光载体的构建购自上海吉玛制药有限公

司；双荧光素酶报告系统（Dual⁃Luciferase Reporter
Assay System）购 自 美 国 Promega 公 司 ；Lipo⁃
fectamine 2000 转染试剂、Total RNA 提取试剂盒、

real⁃time PCR 试剂盒、反转录试剂盒（RT⁃PCR）购

自美国 Invitrogen 公司；显微镜、发光仪、酶标仪及

Real⁃time PCR 仪购自美国 Bio⁃Rad 公司；BCA 蛋

白检测试剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限

公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

用含 10% FBS、1%青链霉素的 RPMI⁃1640 培

养基培养肝癌细胞HepG2、SMMC⁃7721、BEL⁃7402
和人正常肝细胞株 L02 细胞。培养条件：在 5%
CO2培养箱中培养，温度恒定在 37℃ ，饱和湿度。

将细胞培养至对数生长期，显微镜观察，消化传

代，进行后续实验。

1.2.2 细胞转染

将对数生长期 HepG2 稀释至 1×l06 个细胞/
mL，接种于 6 孔板中，培养细胞至融合度为 80%~
90%时进行转染。先用无血清 OptiMEM 培养液

稀释脂质体和各组片段及载体（包括 miR⁃548⁃3p
过表达组：miR⁃548c⁃3p 组和 miR⁃NC 组、TRIM59
抑制组：si⁃NC组和 si⁃TRIM59组、miR⁃548⁃3p抑制

组：anti⁃miR⁃548c⁃3p组和anti⁃miR⁃NC组、miR⁃548⁃
3p 和 TRIM59 同时过表达组：miR⁃548⁃3p+pcDNA
组和 miR⁃548⁃3p+pcDNA⁃TRIM59 组、双荧光载体

组），之后将稀释的等体积脂质体和各组载体片

段轻柔混匀，室温孵育 20 min，将混合液滴入到培

养好的 HepG2 细胞中，轻柔混匀，置于 37℃ 5%
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CO2 培养箱培养 6 h，换成 RPMI⁃1640 完全培养

基，转染 48 h，收集细胞，验证转染效果，进行后

续实验。

1.2.3 Real⁃time PCR检测mRNA的表达

收集正常肝细胞和各组肝癌细胞，根据 Total
RNA提取试剂盒的要求提取细胞总RNA，在-80℃
下保存。然后以 RNA 为模板按照反转录 PCR
试剂盒说明书合成 cDNA。以 cDNA 为模板按照

real⁃time PCR 的说明书进行反应，反应程序为：

95℃ 2 min；95℃ 30 s、60℃ 45 s、72℃ 30 s，35 个循

环；72℃ 10 min。运用 Bio⁃Rad PCR 系统，2-ΔΔCt方

法进行数据分析。

1.2.4 MTT实验测定细胞活性

HepG2细胞转染 48 h后，收集细胞，Trypsin消

化细胞，调整细胞浓度至 1×104个/mL，2×103个/孔
接种于 96微孔板中，继续培养，分别在培养至 24 h、
48 h、72 h 进行 MTT 实验，每孔加入 20 μL MTT
溶液（5 mg/mL），培养 4 h，弃上清培养液，再在每

孔加入 150 μL DMSO，室温混匀 5 min，酶标仪测

定OD490 nm 吸光度（A）值。

1.2.5 Transwell实验检测细胞迁移和侵袭

迁移实验：将转染后的各组 HepG2 细胞培

养至对数生长期，收集细胞，加入含 1% BSA 的

无血清 RPIM⁃1640 培养基，稀释细胞浓度为 2.5×
105 个 /mL。在 Transwell 下层小室加入 500 μL
含 10%FBS 的 RPIM⁃1640 培养基作为迁移趋化

物，上层小室中加入 100 μL 稀释好的细胞，将

上层小室放入下层小室中，置于 37℃ 5% CO2 培

养箱培养 24 h，用棉签拭去上层小室的细胞，冰

甲醛固定迁移的细胞，结晶紫染色，显微镜观察

计数。

侵袭实验：用 4℃无血清培养基 1∶8 比例稀释

Matrigel，加入上层小室，37℃ 3 h 烘干，以下步骤

同迁移实验，上层小室加入 100 μL 细胞，下层加

入 500 μL 含 10%FBS 的 RPIM⁃1640 培养基，培养

24 h，甲醛固定细胞，结晶紫染色，计数。

1.2.6 双荧光素酶报告实验

收集转染 48 h 的 HepG2 细胞，消化，稀释，以

1×104个细胞/孔接种于 24孔板中，继续培养 24 h，
当细胞融合度达到 80%~90%，按照 1.2.2 进行转

染，将构建好的 TRIM59 的野生型（WT⁃TRIM59）
和突变型（MUT⁃TRIM59）双荧光素酶报告载体分

别与 miR⁃NC 或 miR⁃548c ⁃3p 共转染培养好的

HepG2细胞，转染 48 h，收集细胞，验证转染效果，

用裂解缓冲液室温裂解转染的细胞 20 min，离心

收集上清，加入荧光素酶底物，发光仪检测荧光素

酶活性。以海肾荧光素酶活性为内参照，计算萤

火虫荧光素相对酶活性。

1.2.7 Western blot实验

将 L02 细胞和转染 48 h 后的各组 HepG2 细

胞用 RIPA 裂解液裂解，超声破碎细胞收蛋白并

检测浓度。将蛋白样本进行十二烷基磺酸钠⁃聚
丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate⁃poly⁃
acrylamide gel electrophoresis，SDS ⁃ PAGE），转

PVDF 膜，5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入稀释的

一抗，抗 TRIM59 抗体（1∶1 000）、抗 CyclinD1 抗

体（1∶2 000）、抗 p21 抗体（1∶1 500）、抗MMP⁃2抗

体（1∶1 500）、抗MMP⁃9 抗体（1∶2 000）和抗 GAP⁃
DH 抗体（1∶2 000），4℃孵育过夜。PBST 洗膜 2
次，然后加入稀释的二抗，室温孵育 1 h。以 GAP⁃
DH为内参照，分析蛋白水平。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 21.0统计软件进行数据分析，数据

均以平均值±标准差（x ± s）表示，组间的比较采用

独立样本 t检验和单因素方差进行分析，以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃548c⁃3p 和 TRIM59 在肝癌细胞和正常

肝细胞中的表达

结果表明，与正常肝细胞 L02 相比，在肝癌细

胞 HepG2、SMMC⁃7721 和 BEL⁃7402 组中 TRIM59
的mRNA和蛋白表达量均显著升高，差异有统计学

意义（P<0.05），miR⁃548c⁃3p 的表达量则均显著降

低，差异有统计学意义（P<0.05），见图 1 和表 1。
TRIM59和miR⁃548c⁃3p在 3个肝癌细胞株中的表

达情况一致，后续实验选择 HepG2 细胞进行

研究。

2.2 miR⁃548c⁃3p 过表达可抑制肝癌 HepG2 细胞

增殖、迁移和侵袭

与 miR⁃NC 组相比，miR⁃548c⁃3p 组 HepG2 细

胞中的miR⁃548c⁃3p表达量显著升高（P<0.05），增

殖相关蛋白 CyclinD1表达显著降低（P<0.05），p21
显著升高（P<0.05），细胞在 48 h和 72 h增殖活性显

著降低（P<0.05），迁移侵袭蛋白MMP⁃2和MMP⁃9
表达量显著降低（P<0.05），迁移和侵袭细胞数均
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显著下降（P<0.05），见图 2 和表 2。说明过表达

miR⁃548c⁃3p 可以抑制 HepG2 细胞增殖、迁移和

侵袭。

2.3 抑制 TRIM59表达可抑制肝癌HepG2细胞增

殖、迁移和侵袭的影响

与 si⁃NC 组相比，si⁃TRIM59 组 HepG2 细胞

中 TRIM59蛋白表达量显著下降（P<0.05），增殖相

关蛋白 CyclinD1表达显著降低（P<0.05），p21显著

L02 HepG2 SMMC⁃7721 BEL⁃7402

TRIM59

GAPDH

47 kDa

36 kDa

图 1 TRIM59在肝癌细胞和正常肝细胞中的表达

Figure 1 Expression levels of TRIM59 in hepatocellular
carcinoma cell lines and normal liver cells

分组

L02

HepG2

SMMC⁃7721

BEL⁃7402

F值

P值

miR⁃548c⁃3p

1.01±0.09

0.38±0.03*

0.51±0.05*

0.46±0.04*

297.771

0.000

TRIM59 mRNA

0.98±0.09

3.02±0.29*

2.78±0.27*

2.91±0.28*

184.199

0.000

TRIM59蛋白

0.19±0.02

0.54±0.05*

0.63±0.06*

0.58±0.06*

190.257

0.000

与 L02组比较，*P<0.05

表 1 miR⁃548c⁃3p和 TRIM59在肝癌细胞和正常肝细胞中

的表达（x ± s，n=12）
Table 1 Expression levels of miR⁃548c⁃3p and TRIM59
in hepatocellular carcinoma cell lines and normal liver cells

（x ± s，n=12）

18 kDa

33 kDa

74 kDa

78 kDa

36 kDa

p21

CyclinD1

MMP⁃2

MMP⁃9

GAPDH

miR⁃N
C

miR⁃54
8c⁃3p

图 2 增殖、迁移侵袭相关蛋白的表达

Figure 2 Expression of proteins related to proliferation，
migration and invasion

分组

miR⁃NC

miR⁃548c⁃3p

t值

P值

miR⁃548c⁃3p

1.00±0.09

2.76±0.27*

15.148

0.000

细胞活性（OD490 nm）

24 h

0.39±0.04

0.37±0.03

0.980

0.350

48 h

0.73±0.07

0.49±0.04*

7.292

0.000

72 h

1.16±0.09

0.64±0.06*

11.776

0.000

迁移细胞数
（个）

102.36±9.54

46.51±5.01*

12.696

0.000

侵袭细胞数
（个）

82.41±8.22

32.41±5.12*

12.647

0.000

CyclinD1
蛋白

0.71±0.07

0.32±0.03*

12.544

0.000

p21
蛋白

0.28±0.03

0.66±0.06*

10.096

0.000

MMP⁃2
蛋白

0.61±0.06

0.27±0.03*

12.415

0.000

MMP⁃9
蛋白

0.65±0.06

0.23±0.03*

15.336

0.000

与miR⁃NC组比较，*P<0.05

表 2 miR⁃548c⁃3p过表达对肝癌HepG2细胞增殖、迁移和侵袭的影响（x ± s，n=6）
Table 2 Effects of miR⁃548c⁃3p overexpression on proliferation，migration and invasion of HepG2 cells（x ± s，n=6）

升高（P<0.05），细胞在 48 h和 72 h增殖活性显著降

低（P<0.05），迁移侵袭蛋白MMP⁃2和MMP⁃9表达

量显著降低（P<0.05），迁移和侵袭细胞数均显著下

降（P<0.05），见图 3和表 3。说明抑制TRIM59可抑

制HepG2细胞增殖、迁移和侵袭。

2.4 miR⁃548c⁃3p靶向调控 TRIM59的表达

生物信息学预测结果显示，TRIM59的 3′⁃UTR
序列中含有与miR⁃548c⁃3p互补的核苷酸序列，见

图 4A。双荧光素酶报告系统结果如表 4 所示，与

miR ⁃NC 组相比，miR ⁃ 548c ⁃ 3p 组野生型 WT ⁃

TRIM59的萤火虫荧光素酶相对活性显著下降（P<
0.05）；而突变型MUT⁃TRIM59的萤火虫荧光素酶

相对活性没有明显变化。Western blot 结果表明，

与miR⁃NC组相比，miR⁃548c⁃3p组的 TRIM59蛋白

表达量显著下降（P<0.05）；与 anti⁃miR⁃NC 组相

比，anti⁃miR⁃548c⁃3p 组的 TRIM59 蛋白表达量显

著上升（P<0.05），见图 4B和表 5。
2.5 TRIM59 过表达逆转了 miR⁃548c⁃3p 过表达

对肝癌HepG2细胞增殖、迁移、侵袭的作用

与miR⁃NC组相比，miR⁃548c⁃3p组的 TRIM59
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TRIM59

CyclinD1

p21

MMP⁃2

MMP⁃9

GAPDH

47 kDa

33 kDa

18 kDa

74 kDa

78 kDa

36 kDa

si⁃NC si⁃TRIM59

图 3 TRIM59和增殖、迁移侵袭相关蛋白的表达

Figure 3 Expression of TRIM59 and proteins related to
proliferation，migration and invasion

分组

si⁃NC

si⁃TRIM59

t值

P值

TRIM59

0.59±0.05

0.22±0.03*

15.543

0.000

细胞活性（OD490 nm）

24 h

0.41±0.04

0.39±0.03

0.980

0.350

48 h

0.75±0.07

0.56±0.05*

5.410

0.000

72 h

1.18±0.09

0.73±0.06*

10.191

0.000

迁移细胞数
（个）

113.45±10.28

56.38±5.58*

11.951

0.000

侵袭细胞数
（个）

89.24±8.24

44.68±4.07*

11.877

0.000

CyclinD1
蛋白

0.73±0.07

0.39±0.04*

10.330

0.000

p21蛋白

0.26±0.03

0.53±0.05*

11.342

0.000

MMP⁃2
蛋白

0.63±0.06

0.34±0.03*

10.589

0.000

MMP⁃9
蛋白

0.67±0.06

0.32±0.03*

12.780

0.000

与 si⁃NC组比较，*P<0.05

表 3 抑制 TRIM59表达对肝癌HepG2细胞增殖、迁移、侵袭的影响（x ± s，n=6）
Table 3 Effect of TRIM59 inhibition on proliferation，migration and invasion of HepG2 cells（x ± s，n=6）

TRIM59

GAPDH

47 kDa

36 kDa

miR⁃N
C

miR⁃54
8c⁃3p

anti⁃m
iR⁃N

C
anti⁃m

iR⁃54
8c⁃3pAA BB

A：TRIM59的 3’UTR中含有与miR⁃548c⁃3p互补的核苷酸序列；B：TRIM59蛋白表达

图 4 miR⁃548c⁃3p靶向调控 TRIM59的表达

Figure 4 miR⁃548c⁃3p targets and regulates the expression of TRIM59

分组

miR⁃NC

miR⁃548c⁃3p

t值

P值

WT⁃TRIM59

1.02±0.09

0.40±0.04*

15.420

0.000

MUT⁃TRIM59

1.01±0.08

0.98±0.09

0.610

0.555

表 4 双荧光素酶报告的实验结果（x ± s，n=6）
Table 4 Dual luciferase reporter assay（x ± s，n=6）

与miR⁃NC组比较，*P<0.05

蛋白表达量显著下降（P<0.05），增殖相关蛋白

CyclinD1 表达显著降低（P<0.05），p21 显著上升

（P<0.05），HepG2 细胞在 48 h 和 72 h 增殖活性显

著降低（P<0.05），迁移侵袭蛋白MMP⁃2和MMP⁃9
显著下降（P<0.05），迁移和侵袭细胞数均显著下

降（P<0.05）；与miR⁃548c⁃3p+pcDNA组相比，miR⁃
548c⁃3p+pcDNA⁃TRIM59 组 TRIM59 蛋白表达量

显著上升（P<0.05），增殖相关蛋白 CyclinD1 表达

显 著 升 高（P<0.05），p21 显 著 降 低（P<0.05），

HepG2 细胞在 48 h 和 72 h 增殖活性显著上升（P<
0.05），迁移侵袭蛋白 MMP⁃2 和 MMP⁃9 显著增多

（P<0.05），迁移和侵袭细胞数均显著上升（P<
0.05）。说明过表达 TRIM59 逆转了过表达 miR⁃
548c⁃3p 对 HepG2 细胞增殖、迁移和侵袭的抑制

作用。

3 讨论

尽管肝癌治疗方法有极大的改进和提高［12］，

中晚期患者的治疗效果仍然很差。

研究表明，miRNA参与肝癌的发生，并与肝癌

的诊断、转移复发、预后及生存率评估有关［13⁃14］。

miR⁃548c⁃5p在乳腺癌复发患者中表达显著上调，

其高表达于缩短总生存期有关［15］。Chang 等［16］发
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分组

miR⁃NC

miR⁃548c⁃3p

anti⁃miR⁃NC

anti⁃miR⁃548c⁃3p

F值

P值

TRIM59蛋白

0.53±0.05

0.23±0.03*

0.51±0.06

0.93±0.09#

263.629

0.000

表 5 miR⁃548c⁃3p调控 TRIM59的表达（x ± s，n=12）
Table 5 miR⁃548c⁃3p regulates the expression of TRIM59

in HepG2 cells（x ± s，n=12）

与miR⁃NC组比较，*P<0.05；与 anti⁃miR⁃NC组比较，#P<0.05

TRIM59

CyclinD1

p21

MMP⁃2

MMP⁃9

GAPDH

47 kDa

33 kDa

18 kDa

74 kDa

78 kDa

36 kDa

miR⁃N
C

miR⁃5
48c

⁃3p

miR⁃5
48c

⁃3p
+pc

DN
A

miR⁃5
48c

⁃3p
+

pcD
NA

⁃TR
IM59

图 5 TRIM59和增殖、迁移侵袭相关蛋白的表达

Figure 5 Expression levels of TRIM59 and proteins related
to proliferation，migration and invasion in HepG2 cells

分组

miR⁃NC

miR⁃548c⁃3p

miR⁃548c⁃3p+pcDNA

miR⁃548c⁃3p+
pcDNA⁃TRIM59

F值

P值

TRIM59
蛋白

0.54±0.05

0.21±0.03*

0.18±0.02

0.42±0.04#

263.333

0.000

细胞活性（OD490 nm）

24 h

0.40±0.04

0.37±0.03

0.36±0.03

0.38±0.04

2.800

0.051

48 h

0.73±0.06

0.48±0.04*

0.45±0.04

0.61±0.06#

76.423

0.000

72 h

1.17±0.09

0.61±0.06*

0.58±0.05

0.88±0.08#

176.621

0.000

迁移细胞
数（个）

106.58±9.64

43.65±4.21*

40.59±4.17

81.66±8.24#

246.539

0.000

侵袭细胞
数（个）

84.24±8.07

35.42±3.17*

32.98±3.33

67.24±6.56#

231.784

0.000

CyclinD1
蛋白

0.71±0.07

0.33±0.03*

0.31±0.03

0.56±0.05#

192.478

0.000

p21蛋白

0.29±0.03

0.62±0.06*

0.64±0.06

0.41±0.04#

141.526

0.000

MMP⁃2
蛋白

0.63±0.06

0.25±0.03*

0.22±0.02

0.47±0.05#

243.189

0.000

MMP⁃9
蛋白

0.62±0.06

0.28±0.03*

0.26±0.02

0.51±0.05#

201.676

0.000

表 6 TRIM59过表达逆转了miR⁃548c⁃3p过表达对肝癌HepG2细胞增殖、迁移和侵袭的作用（x ± s，n=12）
Table 6 Overexpression of TRIM59 reversed the effects of miR⁃548c⁃3p overexpression on proliferation，

migration and invasion in HepG2 cells（x ± s，n=12）

与miR⁃NC组比较，*P<0.05；与miR⁃548c⁃3p+pcDNA组比较，#P<0.05

现，miR⁃548c⁃3p在幽门螺杆菌阴性胃癌肿瘤组织

中表达上调，与胃癌的发病机制有关。 Habieb
等［17］最新研究发现，miR⁃548⁃a⁃3p在肝癌患者中表

达下调，与 lncRNA⁃TSIX 和 SOGA1一起是肝癌的

潜在诊断标志物，在区分肝癌患者与丙型肝炎患

者和健康对照组方面显示出了很高的敏感性和特

异性。miR⁃548c⁃3p 在肝癌中的表达尚不清楚。

本研究结果表明，与人正常肝细胞 L02相比，miR⁃
548c⁃3p 在肝癌细胞 HepG2、SMMC⁃7721 和 BEL⁃
7402 中表达均显著下调，与 Habieb 等研究结果类

似，过表达 miR⁃548c⁃3p 可抑制 HepG2 细胞增殖、

迁移和侵袭，证实了miR⁃548c⁃3p在肝癌发展中的

作用。

此外，生物信息学预测结果发现，TRIM59 的

3′⁃UTR 序列中含有与 miR⁃548c⁃3p 互补的核苷酸

序列，提示 miR⁃548c⁃3p 与 TRIM59 之间可能存在

调控关系，假设 TRIM59 在肝癌中参与 miR⁃548c⁃
3p对肝癌的调控过程。

TRIM59是三基序家族 TRIM蛋白家族成员之

一，位于 3 号染色体上，因具有 RING 结构被归为

泛素连接酶，在肝癌、肺癌、胃癌和结直肠癌等多

种肿瘤组织中表达上调，具有致癌基因的作

用［18］。Sun等［19］研究发现，在肝癌细胞中，TRIM59
表达量显著高于人正常肝细胞，敲除 TRIM59可显

著抑制肝癌细胞的增殖、迁移和侵袭，而过度表达

TRIM59 可促进癌细胞生长和转移，TRIM59 的沉
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默降低了 E⁃cadherin 的表达，增加了 N⁃cadherin 和

波形蛋白的表达，而 TRIM59的过表达对上述蛋白

的影响相反，p53 蛋白表达水平受 TRIM59 调控，

TRIM59 可能通过 p53 信号通路促进 HCC 细胞增

殖和转移，TRIM59可能是治疗肝细胞癌的潜在生

物标志物和治疗靶点。本研究证实，TRIM59在肝

癌细胞 HepG2、SMMC ⁃ 7721 和 BEL ⁃ 7402 组中

mRNA和蛋白表达量均显著升高，抑制 TRIM59可

抑制肝癌 HepG2 细胞增殖、迁移和侵袭，与 Sun G
等研究结果一致，证实了 TRIM59在肝癌发展中具

有重要作用。

本研究通过Western blot和双荧光素酶报告系

统结果进一步发现，miR ⁃ 548c ⁃ 3p 靶向负调控

TRIM59 的表达，过表达 TRIM59 逆转了过表达

miR⁃548c⁃3p对HepG2细胞增殖、迁移和侵袭的抑

制作用，证实了在肝癌中 miR⁃548c⁃3p 和 TRIM59
之间具有调控关系。

本研究阐述了在肝癌 HepG2 细胞中过表达

miR⁃548c⁃3p 可靶向抑制 TRIM59 的表达，进而

抑制 HepG2 细胞增殖、迁移和侵袭。miR⁃548c⁃3p
和 TRIM59 有望成为肝癌诊断和治疗的分子靶

点，为肝癌的诊断和治疗提供新的研究方向。

下一步将对肝癌患者血清或血浆等样本进行

进一步的研究，确定 miR⁃548c⁃3p 和 TRIM59 在肝

癌诊断中的价值。
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人防御素HD⁃5在胃癌发生发展中的作用研究

尚晓宇 1 顾国威 2 柳国权 3 齐靖 4 解强 1 李坤 5★

［摘要］ 目的 研究人防御素HD⁃5在胃癌发生发展中的作用，探讨其作为胃癌标志物的可能性。

方法 组织标本来自于广州市番禺区中心医院接受胃癌切除手术的患者，采用免疫组化、实时荧光定量

PCR技术比较HD⁃5在胃癌组织和正常组织中的表达差异，并通过细胞培养、细胞转染技术在胃癌细胞

系AGS中过表达HD⁃5基因，研究其对胃癌细胞增殖能力、迁移能力和裸鼠成瘤的影响。 结果 HD⁃5
在胃癌组织中的mRNA水平和蛋白表达均明显低于周围正常组织（P<0.05），胃癌细胞系AGS中过表达

HD⁃5 显著抑制细胞增殖能力（P<0.05），细胞迁移能力（P<0.05）；此外，HD⁃5 过表达的 AGS 细胞在裸鼠

体内的生长速度较对照组显著变慢（P<0.05）。 结论 HD⁃5能够抑制胃癌的增殖、迁移和体内肿瘤生

长速度，是一个潜在的肿瘤抑制因子。

［关键词］ 胃癌；防御素；HD⁃5

HD⁃5 inhibits gastric cancer proliferation，migration and tumor growth
SHANG Xiaoyu1，GU Guowei2，LIU Guoquan3，QI Jing4，XIE Qiang1，LI Kun5★

（1. Department of Infectious Diseases，Panyu Central Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，511400；
2. Zeng Cheng District People1 􀆳 s Hospital Of Guangzhou，Guangdong，China，511300；3. Guangzhou
Saiwang Biotechnology Co.，Ltd. Guangzhou，Guangdong，China 510700；4. Guangzhou Xinqi Biotechnology
Co.，Ltd.，Guangzhou，Guangdong China，510000；5. Institute of Antibody Engineering，School of Laboratory
Medical and Biotechnology，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，510515）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the potential roles of human alpha defensin 5（HD⁃5）as a
tumor suppressor in gastric cancer. Methods The tissue specimens were obtained from patients undergoing
gastric cancer resection in the Central Hospital of Panyu District，Guangzhou. Immunohistochemistry and real⁃
time quantitative PCR were used to compare the expression of HD⁃5 in gastric cancer tissues and normal tis⁃
sues. The HD⁃5 gene was overexpressed in the gastric cancer cell line AGS by cell culture and cell transfection
techniques，and its effects on proliferation，migration and tumor formation of gastric cancer cells were stud⁃
ied. Results The mRNA level and protein expression of HD⁃5 in gastric cancer tissues were significantly
lower than those in surrounding normal tissues（P<0.05）. Overexpression of HD⁃5 in gastric cancer cell line
AGS significantly inhibited cell proliferation（P<0.05），cell migration ability（P<0.05）. In addition，the
growth rate of HD⁃5 overexpressing AGS cells in nude mice was significantly slower than that of the control
group（P<0.05）. Conclusion HD⁃5 is a potential tumor suppressor that inhibits the proliferation，migration
and tumor growth rate of gastric cancer.

［KEY WORDS］ Gastric cancer；Defensin；HD⁃5
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2018年中国胃癌新发病例 45.6万人，占所有新

发肿瘤病例的 10.6%，仅次于肺癌，排名第 2
位［1，2］。目前针对胃癌治疗仍然缺少有效手段，其 5
年生存率不足 50%，严重威胁我国人民的健康［1⁃3］。

防御素是普遍存在的一类带有正电荷的小分

子多肽，具有抗菌、抗病毒、免疫调节的作用［4］。在

哺乳动物细胞中主要由特定的白细胞和上皮细胞

表达分泌。人防御素根据结构和分泌细胞的不同

分为 α和 β两个家族，其中 α⁃防御素包括人中性粒

细胞防御肽 1⁃4（Human neutrophil peptide，HNP1⁃
4），人防御素5和6（humandefensin 5 and 6，HD⁃5，HD⁃
6），β ⁃ 防 御 素（human β defensin，HBD）包 括

HBD1⁃6［5⁃7］。在不同的肿瘤组织中已经观察到防

御素的异常表达，例如HNP1⁃3在包括肺癌、肾癌、

膀胱癌、T 细胞淋巴瘤等不同的肿瘤组织中高表

达；HD⁃6在结肠癌组织中高表达［8，9］。而HBD⁃1在

包括前列腺癌、肾癌、结肠癌在内的多种肿瘤组织

中低表达，在肿瘤发生过程中行使肿瘤抑制因子功

能［9］。此外，防御素的异常表达与肿瘤免疫密切相

关。研究发现，在某些类型的肿瘤中，防御素表

达缺失与肿瘤浸润减少具有相关性，表达 HBD2
的溶瘤病毒能够募集更多的免疫细胞到肿瘤部

位，从而增强肿瘤抑制效果［10］。笔者前期检索 The
Cancer Genome Atlas（TCGA）数据库发现 α⁃防御

素家族成员HD⁃5在胃癌中表达量较癌旁组织显著

降低。目前其低表达与免疫细胞的浸润减少存在

相关性，且防御素在胃癌发生发展中的作用研究较

少。因此本研究通过免疫组化、实时荧光定量

PCR、细胞迁移、裸鼠成瘤等手段初步探讨HD⁃5的

表达与胃癌发生发展的关系，以期为胃癌的治疗提

供分子生物学依据，并指导胃癌治疗的预后。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人胚肾细胞 HEK293T 和人胃腺癌细胞 AGS
购自中国协和医科大学细胞资源中心。DMEM培

养基（Gibco，C11965500BT）、RPMI1640培养基（货

号：C11875500BT）、胎牛血清（货号：10099⁃141）、

青链霉素（货号：15070063）、谷氨酰胺（货号：

15140⁃122）、CCK8 细胞增殖检测试剂盒（货号：

C35006）、RIPA裂解液（货号：R0278）、抗HA抗体

（货号：26183）、Trizol（货号：15596018）、逆转录试

剂盒（货号：K1651）均购自美国 Thermofisher 公

司。Transwell 小室（货号：3422）购自美国康宁公

司。抗 β⁃actin（货号：A1978）抗体购自美国 Sigma
公司。SPF 级 BALB/c 裸鼠（雌性，6⁃8 周龄）购自

北京维通利华实验动物技术有限公司。

1.2 人肿瘤样品的采集

筛选广州市番禺区中心医院接受手术切除治

疗的胃腺癌患者 24 例，手术切除胃癌组织样本和

距离癌组织 3~5 厘米处的癌旁组织，立即放于组

织冻存液中，液氮速冻后置于 -80℃条件下存

储。本研究肿瘤样本的使用已得到医院人类研

究伦理委员会（番医伦审批［2019］36 号）批准，所

有参与者均知情并同意。

1.3 荧光定量 PCR
Trizol 法 提 取 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 中 的 总

RNA，用 逆 转 录 试 剂 盒 将 mRNA 反 转 录 合 成

cDNA。 PCR 引物序列如下：GAPDH：正义，5′⁃
ACCCAGAAGACTGTGGATGG ⁃ 3′ ；反 义 ，5′ ⁃
TCAGCTCAGGGATGACCTTG⁃3′；HD5：正义，5′⁃
CCTCAGGTTCTCAGGCAAGA⁃3′；反义，5′⁃ GGC⁃
CACTGATTTCACACACC⁃3′。PCR 反应条件为：

94℃预变性 3 min，94℃变性 30 s，60℃退火 20 s，
72℃延伸 20 s，共 40 个循环；72℃终延伸 5 min，
进行熔解曲线分析以确认产物的特异性，4℃维持

至结束。GAPDH 作为正常化的内部对照，用 2ΔΔCt

法计算分析基因的相对表达水平。

1.4 免疫组化

石蜡包埋组织标本经常规脱蜡及梯度酒精水

处理。利用罗氏 Ventana 自动免疫组化仪进行抗

原修复、HD⁃5 抗体标记及 DAB 染色。经脱水、

透明、封片后，镜检观察。

1.5 细胞培养

HEK293T 在 DMEM 培养基中培养，AGS 在

RPMI 1640 培养基中培养。所有培养基均补充有

10%胎牛血清，1%青霉素⁃链霉素，将细胞培养在

有 5% CO2的 37℃培养箱中。

1.6 HD⁃5稳定表达细胞系的构建及检测

克隆人 HD⁃5 的蛋白质编码序列到慢病毒载

体 PCDH 上，将上述构建好的慢病毒载体连同包

装质粒（psPAX和 PMD2.G）共转染HEK293T细胞

系。转染 48 h后收集细胞培养上清液过滤后侵染

AGS细胞，48 h后加入嘌呤霉素筛选得到HD⁃5稳

定表达细胞系。收集细胞，用免疫印迹法检测外

源蛋白表达。
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1.7 CCK8检测细胞增殖能力

取对数生长期且稳定表达HA⁃Vec和HA⁃HD⁃5
的 AGS 细胞接种于 96 孔板中，每孔接种 5 000 个

细胞，将 96 孔板在培养箱中培养过夜，每组设置

5 个平行。分别于 1、2、3、4 d 后于每孔中加入

CCK8 溶液（每孔 100 μL 加入 10 μL）。以加入相

应量的细胞培养物和 CCK8，但未加入细胞的孔作

为空白对照。在 37 度孵育 1 h 后，用酶标仪测定

450 nm处的吸光值（OD）。

1.8 Transwell细胞迁移实验

将 Transwell 小室置于 24 孔板中，下室加入

500 μL 含 10%胎牛血清的 RPMI 1640 高糖培养

基。将稳定表达HA⁃vec和HA⁃HD⁃5的AGS细胞

以每孔 1×105个接种于 Transwell 小室的上室。培

养 24 h后，取出各组小室，用棉签沾取 PBS后轻轻

擦拭小室膜的上层以去除未穿膜的细胞，用 4%多

聚甲醛固定及 0.1%结晶紫染色，于 100 倍正置显

微镜下随机选取 5个视野拍照计数。

1.9 裸鼠成瘤实验

将无血清培养基混悬的肿瘤细胞悬液 0.1 mL
（含细胞数1.0×107，50% Matrigel）注射于每只小鼠左

右两侧腋下皮下部位。肿瘤细胞接种后，以游标卡

尺测量肿瘤长径L和短径W，计算肿瘤体积（Tumor
Volume，TV），计算公式为：TV= 0.5 × L × W2。实验

结束时，分离肿瘤组织并用数码相机进行拍照。

1.10 统计学分析

本研究采用 SPSS 15.0 软件对各比较组进

行 T 检验统计学分析，数据结果以均数 ± 标准差

（x ± s）表示。*P <0.05差异时有统计学意义。

2 结果

2.1 qPCR检测胃癌组织中HD⁃5表达

使用实时荧光定量 PCR对手术切除的胃癌组

织和癌旁组织样本进行检测，结果显示，与癌旁组

织相比，胃癌组织中HD⁃5蛋白的表达水平显著降

低，平均含量仅为癌旁组织的 50%（癌组织：1.583+
0.176 6，N=24，癌旁组织：3.613+0.184 8，N=24），差

异有统计学意义（P<0.05）。

2.2 免疫组化检测胃癌组织中的HD⁃5蛋白表达

通过免疫组化技术检测手术切除的胃癌组织

和癌旁组织中HD⁃5蛋白的表达变化，检测结果显

示 HD⁃5 蛋白在癌组织中的表达显著低于癌旁组

织（P<0.05）。见图 1。

2.3 HD⁃5过表达对胃癌细胞系构建

在胃癌细胞系 AGS 中通过转染技术过表达

HD⁃5构建稳定高表达细胞系，免疫印迹检测确定

外源转染的 HD⁃5 基因在 AGS 细胞中稳定高表

达。见图 2。

2.4 HD⁃5过表达抑制胃癌细胞增殖

采用CCK8方法检测细胞增殖能力，结果显示

HD⁃5过表达能够抑制胃癌细胞AGS的增殖能力，

差异具有统计学意义（P<0.05）。见图 3。
2.5 HD⁃5过表达抑制胃癌细胞迁移

HD⁃5 过表达能够抑制 AGS 细胞系的迁移能

力，HD⁃5过表达组平均每个视野迁移细胞数目比

对照组少约 30 个细胞，差异具有统计学意义（P<
0.05）。见图 4。

癌组织 癌旁组织

AA

BB

注：HE，×400，A、B为两个不同病人样本，图例为 100 μm。

图 1 免疫组化检测HD⁃5在癌组织和癌旁组织中的表达

Figure 1 Immunohistochemical detection of HD⁃5 in
cancerous and adjacent tissue

HA⁃Vec HA⁃HD⁃5
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37 kD

图 2 免疫印迹检测在AGS细胞中过表达的外源HD⁃5
Figure 2 Western blot detection of exogenous HD⁃5 expression
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图 3 CCK8检测高表达HD⁃5的AGS细胞的增殖能力

Figure 3 CCK8 detection of HD⁃5 overexpressed AGS cell
proliferation
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图 4 对照细胞和HD⁃5高表达AGS细胞的迁移能力比较

Figure 4 Comparison of cell migration between control and
HD⁃5 overexpressed AGS cell

2.6 HD⁃5对裸鼠成瘤的影响

实验结果显示，与对照细胞相比，HD⁃5高表达

的 AGS细胞在裸鼠体内生长速度明显变慢，第 20
天肿瘤体积约为 500 mm3，仅为对照组体积的四分

之一，差异具有统计学意义（P<0.05），见图 5。

3 讨论

近年来肿瘤的治疗进展迅速，但针对胃癌靶

向治疗药物的研发进程缓慢，其主要原因为胃癌

的发生发展机制不明确。目前临床主要采用手术

切除结合放化疗的标准疗法［3，11］。防御素作为广

泛参与生物体的先天免疫和获得性免疫的关键分

子，与肿瘤的发生发展以及肿瘤免疫密切相关［6］。

2001年，刘文超等人研究发现，中性粒细胞中提取

的防御素对胃癌细胞具有良好的杀伤作用，但该

研究并未明确防御素的种类［14］。2005年，Nomura
等首次发现HD⁃5在部分胃癌细胞中表达缺失，提

示其可能与胃癌的发生有关系［12］。2013 年，Inada
等首次报道了 HD⁃5 有可能通过下调 E⁃cadherin
表达抑制食管鳞癌细胞的生长，明确 HD⁃5 可能

行使类似肿瘤抑制因子的功能［13］。笔者通过

肿 瘤 样 本 的 公 开 测 序 数 据 库 挖 掘 分 析 也 发

现，HD⁃5 在胃癌组织中表达缺失，这与 2005
年 Nomura 等发现一致。基于此，笔者设计一系

列体内外实验，以深入研究 HD⁃5 在胃癌发生发

展中的可能机制。

本研究中首次在临床样本中比较了人防御素

HD⁃5在胃癌组织和癌旁组织中的表达差异，证实

了 HD⁃5 在癌组织中低表达，对胃癌细胞的增殖、

迁移、体内裸鼠成瘤有抑制作用，是一个潜在的肿

瘤抑制因子，其缺失与胃癌的发生发展密切相关。

以往研究发现，防御素可通过其细胞毒作用

直接接触破坏细胞膜结构，或者通过与细胞骨架

蛋白结合诱导细胞发生凋亡［6，7］。此外，防御素除

直接抑制肿瘤的细胞增殖外，还能通过募集免疫

细胞改变肿瘤的免疫微环境，进而抑制肿瘤的生

长，例如树突状细胞（Dendritic cells，DC）等［6，14］。

HD⁃5 在胃癌组织中缺失很有可能导致抑制性肿

瘤免疫微环境的改变，进而导致肿瘤的快速增

殖。已有报道证实，防御肽肿瘤中的高表达能够

促进肿瘤内部免疫细胞浸润和肿瘤免疫治疗的活

性。因此，HD⁃5 对胃癌的抑制作用，一方面可能

通过细胞毒类效果抑制细胞增殖和迁移，另一方

面也可能是通过改变肿瘤免疫微环境实现。本研
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图 5 HD⁃5过表达抑制AGS细胞在裸鼠皮下的生长速度

（*P<0.05）
Figure 5 Comparison of tumor growth by xenograft model

（*P<0.05）
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究进行的采用免疫缺陷小鼠观察到的肿瘤抑制

效果也从体内裸鼠成瘤实验侧面印证了 HD⁃5 的

细胞毒类作用机制。本研究对 HD⁃5 在肿瘤免疫

微环境中的调节作用并未探讨，未来研究中拟采

用正常小鼠建立鼠源肿瘤模型，进一步验证 HD⁃5
在肿瘤免疫中的作用，尤其是与现有的免疫检查

点抑制剂类药物（如 PD⁃1/PD⁃L1 抗体药物）、自然

杀伤细胞（naturalkillercell，NK）和 CAR⁃T（Chime⁃
ric Antigen Receptor T⁃cell Immunotherapy）等新型

治疗方法的相互作用机制。防御素能否增强这

类药物治疗效果将是下一步研究重点。综上，本

研究首次证实了 HD⁃5 在胃癌发生发展中的作

用，为防御素参与肿瘤调控提供了初步证据，为

改善胃癌的治疗以及提高肿瘤免疫疗法效果提

供了依据。
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细胞免疫联合手术对结直肠癌肝转移患者生存质量
的影响

许立国 1★ 冯广森 1 林亚超 1 李智 2

［摘 要］ 目的 分析树突状细胞⁃细胞因子诱导的杀伤细胞（DC⁃CIK）免疫联合CT引导下氩氦刀

冷冻消融术对结直肠癌肝转移患者 T 淋巴细胞亚群、癌胚抗原（CEA）水平及生存质量的影

响。 方法 选取 2016 年 1 月至 2018 年 3 月本院收治的 68 例结直肠癌肝转移患者，简单随机化分为

对照组（34例）、观察组（34例），对照组予以 CT引导下氩氦刀冷冻消融术，观察组予以DC⁃CIK细胞免疫

联合 CT 引导下氩氦刀冷冻消融术，比较两组术后 3 个月缓解率、全血 T 淋巴细胞亚群（CD3+、CD4+、

CD8+）、血清糖类抗原 242（CA242）、CEA、糖类抗原 199（CA199）水平、微小 RNA（miR）⁃21、miR⁃106a 表

达量、欧洲癌症研究治疗组织研发癌症患者生存质量评定量表评分（EORTC QLQ⁃C30）。 结果 观察

组术后 3 个月缓解率为 61.76%高于对照组的 20.59%（P<0.05）；观察组术后 3 个月 CD3+（%）、CD4+（%）、

CD4+/CD8+高于对照组（P<0.05）；观察组术后 3个月血清 CA242、CEA、CA199水平低于对照组（P<0.05）；

观察组术后 3个月miR⁃21、miR⁃106a 表达量低于对照组（P<0.05）；观察组术后 3个月功能量表、整体生

活质量量表评分高于对照组，症状量表、单项测试项目评分低于对照组（P<0.05）。 结论 对结直肠癌

肝转移患者联合应用DC⁃CIK细胞免疫、CT引导下氩氦刀冷冻消融术，能提高患者免疫功能、生存质量，

增强对肿瘤杀灭作用，其机制可能与抑制促癌miR⁃21、miR⁃106a表达有关。

［关键词］ 免疫治疗；氩氦刀冷冻消融术；结直肠癌肝转移；CEA

Effect of cellular immunity combined with operation on quality of life of
patients with liver metastasis in colorectal cancer
XU Liguo1★，FENG Guangsen1，LIN Yachao1，LI Zhi2

（1. Department of Interventional Medicine，The Second Affiliated Hospital of Zhengzhou University，
Zhengzhou，Henan，China，450014；2. Department of interventional therapy，the first affiliated hospital of
suzhou university，Suzhou，Jiangsu，China，215006）

［ABSTRACT］ Objective To analyze dendritic cell ⁃ cytokine ⁃ induced killer cells （DC ⁃ CIK）
immunization combined with CT⁃guided cryoablation with argon⁃helium cryoablation for T lymphocyte subsets
and carcinoembryonic antigen（CEA）in patients with liver metastases from colorectal cancer CA level and
quality of life impact. Methods From January 2016 to March 2018，68 patients with liver metastases from
colorectal cancer admitted to our hospital were randomly divided into control group（34 cases）and observation
group（34 cases）. The control group was received Sputum cryoablation. The observation group was treated
with DC⁃CIK cell immunization combined with CT⁃guided cryoablation with argon⁃helium cryoablation. The
remission rate and T lymphocyte subsets（CD3+，CD4+，CD8+），Carbohydrate antigen 242（CA242），CEA，

CA199 levels，microRNA（miR）⁃21，miR⁃106a expression，European cancer research treatment organization
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developed cancer patient quality of life rating scale score（EORTC QLQ⁃C30）were compared between the two
groups. Results In the observation group，the remission rate was 61.76% in the 3 months after operation，
which was higher than that in the control group（20.59%）（P<0.05）. The CD3+（%），CD4+（%），CD4+/CD8+ in
the observation group was higher than that in the control group（P<0.05）. CA242，CEA and CA199 were
lower than that of the control group at 3 months after operation（P<0.05）. The expression of miR⁃21 and
miR⁃106a in the observation group was lower than that in the control group at 3 months after operation（P<
0.05）. The scores of the 3 month functional scale and the overall quality of life scale were higher than those of
the control group，and the scores of the symptom scale and individual test items were lower than those of the
control group（P<0.05）. Conclusion The combined application of DC⁃CIK cell immunity and CT⁃guided
cryoablation with argon⁃helium cryoablation can improve the immune function and quality of life of patients
with liver metastases from colorectal cancer，and enhance the killing effect on tumors. The mechanism may be
related to the inhibition of the expression of microRNA⁃21 and microRNA⁃106a.

［KEY WORDS］ Immunotherapy；Cryoablation with argon⁃helium Cryoablation；Liver metastasis of
colorectal cancer；CEA

肝脏是结直肠癌最常见血行散播靶器官。约

50%结直肠癌患者在初诊时出现肝转移，约 15%~
25%患者在病程中出现异时性肝转移，其中 80%
肝转移患者肝转移灶不能获得根治性切除，成为

导致患者死亡的主要原因［1］。因此如何预防、治

疗结直肠癌肝转移成为临床研究热点。近年来过

继免疫疗法治疗恶性肿瘤逐渐受到人们关注尤其

是晚期癌症［2］。树突状细胞⁃细胞因子诱导的杀

伤细胞（dendritic cell⁃cytokine⁃induced killer，DC⁃
CIK）免疫技术是一种细胞生物免疫治疗技术，它

利用树突状细胞与细胞因子诱导的杀伤细胞定向

精准杀伤肿瘤［3］。氩氦刀冷冻消融术是一种局部

超低温冷冻消融肿瘤微创类先进医疗技术，能通

过冷冻 + 热疗消除肿瘤［4］。本研究选取结直肠癌

肝转移患者，从全血 T淋巴细胞亚群、血清癌胚抗

原（carcinoembryonic antigen，CEA）水平及生存质

量等角度，观察 DC⁃CIK 细胞免疫联合 CT 引导下

氩氦刀冷冻消融术应用价值，为结直肠癌肝转移

的治疗提供参考，报道如下。

11 资料和方法

1.1 一般资料

选取 2016年 1月至 2018年 3月本院收治的 68
例结直肠癌肝转移患者，简单随机划分为对照组

（34例）和观察组（34例），两组年龄、病程、肿瘤最大

直径、性别、体质量指数、肝转移灶数量、原发病类

型、转移类型、临床分期、病理分型、分化程度、合并

疾病等资料均衡可比（P>0.05），见表 1。本研究患

者均自愿签署知情同意书，经本院伦理委员会审核

批准。

1.2 纳入标准及排除标准

（1）纳入标准：无腹水、黄疸、出血倾向；符合

结直肠癌肝转移诊断标准［5］；无其他脏器转移及肝

功能衰竭；自愿签署知情同意书；（2）排除标准：

存在其他原发性恶性肿瘤者；合并严重病毒、细菌

感染者；存在生物制品过敏史及自身免疫疾病者；

存在药物无法控制高血压者；合并急性心脑血管

疾病者；伴有传染类疾病者。

1.3 方法

1.3.1 主要试剂/仪器

anti⁃CD3 单克隆抗体（Peprotech 公司，美国）；

GT⁃T551培养基（TaKaRa公司，日本）；重组人干扰

素 γ（rh IFN⁃γ）（Novoprotein公司）；Ficoll⁃Hypaque
淋巴细胞分离液（GE Healthcare 公司，美国）；重组人

白介素⁃4（recombinant human Interleukin⁃4，rh IL⁃4）
（Peprotech 公司，美国）；重组人肿瘤坏死因子（re⁃
combinant human tumor necrosis factor⁃α，rh TNF⁃α）
（Peprotech公司，美国）；粒细胞⁃巨噬细胞集落刺激

因 子（granulocyte ⁃ macrophage colony stimulating
factor，GM⁃CSF）（Peprotech公司，美国）；重组人白

介素 ⁃1α（recombinant human interleukin⁃1α，rh IL⁃
1α）（Sinobiological 公司）；重组人白介素⁃2（recom⁃
binant human interleukin⁃2，rh IL⁃2）（北京四环生

物制药有限公司）；血细胞分离机（南京惠杰医

疗科技有限公司）；电子计算机断层扫描机

（computed Tomography，CT）（中国新博医疗技术

有限公司）；冷冻消融系统（Galil Medical Ltd。公

司，以色列）。
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资料

年龄(岁)
病程（月）

肿瘤最大直径（cm）
女/男
体质量指数（kg/m2）

肝转移灶数量（个）

原发病类型

结肠癌

直肠癌

转移类型

同时性肝转移

异时性肝转移

临床分期

Ⅲ期

Ⅳ期

病理分型

腺癌

其他

分化程度

低分化

中分化

高分化

合并疾病

高血压

冠心病

糖尿病

高脂血症

对照组（n = 34）
45~82（70.02±5.91）
3~6（4.43±0.65）

1.8~6.0（4.97±0.57）
15/19

19~23（20.55±0.71）
2~7（4.25±1.08）

18（52.94）
16（47.06）

24（70.59）
10（29.41）

21（61.76）
13（38.24）

30（88.24）
4（11.76）

5（14.71）
23（67.65）
6（17.65）

2（5.88）
3（8.82）
4（11.76）
5（14.71）

观察组（n = 34）
48~79（69.52±4.68）
2~6（4.29±0.81）

2.0~5.8（5.02±0.36）
11/23

19~22（20.19±0.52）
2~6（4.31±1.11）

17（50.00）
17（50.00）

22（64.71）
12（35.29）

19（55.88）
15（44.12）

32（94.12）
2（5.88）

8（23.53）
17（50.00）
9（26.47）

1（2.94）
1（2.94）
2（5.88）
8（23.53）

t/χ2/u值

0.387
0.786
0.433
0.996
2.385
0.226

0.059

0.269

0.243

0.183

0.019

0.000
0.266
0.183
0.856

P值

0.700
0.435
0.667
0.318
0.020
0.822

0.808

0.604

0.622

0.669

0.985

1.000
0.606
0.669
0.355

表 1 两组临床资料对比

Table 1 Comparison of clinical data between two groups

1.3.2 对照组治疗方法

对照组予以 CT 引导下氩氦刀冷冻消融术。

（1）术前：实施CT定位扫描，整体评估手术可行性，

明确进针数量、方向、冷冻范围、路径等，设计包含

3、2、5 mm在内多种组合，以单刀或多刀组合方式

进行穿刺，肿瘤组织尽可能全部被冰球包容，冷冻

范围＞肿瘤边缘 1.0 cm，穿刺路径设计时注意重要

神经与大血管。（2）手术方法：3.0T CT机，根据穿刺

路径要求取合适体位实施 CT扫描，再次明确进针

方向、进针点，测量进针距离，标记定位肿瘤相应皮

肤表面，常规消毒铺巾、局部浸润麻醉，CT引导下

按预定路径插入氩氦刀至目标深度。核实无误后，

开启氩氦靶向治疗系统冷冻消融系统按 40%氩气

输出功率超低温快速冷冻，维持-140℃~-160℃温

度 15 min，启动氦气升温至 20℃，再启动超低温快

速冷冻，共重复 2个循环，氩氦刀超导探头可拔动

时退刀，再次实施 CT扫描，观察冷冻效果、是否有

出血等情况，穿刺通道止血，对应部位皮肤进行消

毒、包扎。（3）术后嘱患者定期随访。

1.3.3 观察组治疗方法

观察组予以DC⁃CIK细胞免疫联合 CT引导下

氩氦刀冷冻消融术（方法同对照组）。消融术实施

DC⁃CIK 细胞免疫：（1）先按流程制备 DC⁃CIK 细

胞，确定细菌、真菌检验结果阴性，抽样 5 mL，台盼

蓝染色，观察计数活细胞与死细胞数量，并检测明

确内毒素阴性，收集 24 瓶细胞，置于无菌离心瓶

内，离心 8 min 后弃去上清，0.9%注射用水平衡细

胞，离心清晰，弃去上清，收集细胞至注射用生理盐
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水中（0.9%，100 mL），注入 50% 5 mL人血白蛋白，

混匀后抽样 1 mL置于-4℃以备测。（2）核对患者信

息，无误后进行回输，1个月 1次，共回输 3次。

1.4 疗效评定

参照实体瘤疗效评判标准［6］分为 4 个等级。

完全缓解（complete response，CR）：病灶消失，维持

4周以上；部分缓解（partial remission，PR）：病灶减

少≥50%，维持 4周以上；稳定（stable disease，SD）：

病灶减少<50%或增大<25%，无新发病灶，维持 4
周以上；进展（progressive disease，PD）：病灶增大≥
25%。缓解率=（CR+PR）/总例数×100%。

1.5 观察指标

1.5.1 标本采集与检测

采集 EDTA 抗凝静脉血 2 mL，以流式细胞仪

检测全血 T淋巴细胞亚群（CD3+、CD4+、CD8+）水平；

采集静脉血 3 mL，4 000 r/min 离心 10 min 分离血

清，利用化学发光免疫分析法检测血清糖类抗原

242（carbohydrate antigen 242，CA242）、CEA、糖类

抗原 199（carbohydrate antigen 199，CA199）水平；

取 500 μL血清样本，以 Trizol法提取总RNA，以反

转录试剂盒反转录为 cRNA，以U6小核 RNA为内

参照，以 cRNA 为模板，设计内参 U6 上下游引物

分别为 5′⁃CTCGCTTCGGCAGCACA⁃3′、5′⁃AAC⁃
GCTTCACGAATTTGCGT⁃3′，微小 RNA（miR）⁃21
上下游引物分别为 5′ ⁃ GCGGCGGTAGCTTAT⁃
CAGACTG⁃3′、5′⁃ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG⁃
3′，miR ⁃ 106a 上下游引物分别为 5′ ⁃GCGGCG⁃
GAAAAGTGCTTACAGTG ⁃ 3′ 、5′ ⁃ ATCCAGTG⁃
CAGGGTCCGAGG⁃3′，以荧光定量 PCR检测miR⁃
21、miR⁃106a表达，反应体系包括 PCR反应缓冲液

10 μL、引物 1 μL、逆转录产物 1.33 μL、5 U/μL
Taq DNA 聚合酶 2.5 U，应用无酶水补充至 25 μL，
混合液稍离心后立即置于 PCR仪上，执行扩增，反

应条件 95℃预变性 15 min、94℃变性 15 s、55℃ 30 s、
70℃ 34 s，共 40 个循环，最后在 72℃保温 7 min，

OCR产物放置 4℃下电泳检测。

1.5.2 观察指标

（1）比较两组术后 3个月缓解率。（2）比较两组

术前、术后 3 个月 T 淋巴细胞亚群（CD3+、CD4+、

CD8+）水平。（3）比较两组术前、术后 3个月CA242、
CEA、CA199 水平。（4）比较两组术前、术后 3 个月

miR⁃21、miR⁃106a表达量。（5）比较两组术前、术后

3个月生存质量：以欧洲癌症研究治疗组织研发癌

症患者生存质量评定量表（European Organisation
for Research and Treatment Cancer Quality of Life ⁃
C30，EORTC QLQ⁃C30）［3］，分为 5 个功能量表（包

含 2 个条目认知功能量表、2 个条目社会功能量

表、4 个条目情绪功能量表、5 个条目躯体功能量

表、2个条目角色功能量表）、1个整体生活质量量

表（2 个条目）、3 个症状量表（包含 2 个条目恶心

呕吐量表、2 个条目疼痛量表、3 个条目疲乏量

表）、6 个单项测量项目，共 30 个条目，整体生活

质量量表分为 1（最低生活质量）~7 级（最高生活

质量），功能量表评分分为 1（最低功能）~4 级（最

高功能），其他条目分为 1~4 级，整体生活质量

量表、功能量表评分越高，质量或功能越佳，症状

量表、单项测试项目评分越高，对应测试条目越

严重。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 22.0统计学软件处理数据，计量资

料以 x ± s表示，以 t检验，计数资料用 n（%）表示，

以 c2检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组疗效比较

观察组术后 3 个月 CR、PR、SD、PD 分别有 3、
13、11、2 例，缓解率为 61.76%；对照组 CR、PR、

SD、PD 分别有 3、4、19、8 例，缓解率为 20.59%，

两组比较差异具有统计学意义（P<0.05），见表 2。
单个病例术前、术后 3个月肝脏CT图见图 1。

组别

观察组

对照组

c2值

P值

n

34

34

CR

8（23.53）

3（8.82）

PR

13（38.24）

4（11.76）

SD

11（32.35）

19（55.88）

PD

2（5.88）

8（23.53）

缓解率

21（61.76）

7（20.59）

11.900

0.000

表 2 两组疗效比较［n（%）］

Table 2 Comparisons of curative effects between the two groups［n（%）］
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AA BB

图 1 治疗前后肝脏CT图像

Figure 1 CT image of liver before and after treatment

时间

术前

术后 3个月

组别

观察组

对照组

t值

P值

观察组

对照组

t值

P值

n

34

34

34

34

CD3+（%）

52.66±5.32

53.21±4.88

0.444

0.658

64.48±10.23

52.97±6.19

5.613

0.000

CD4+（%）

23.34±5.61

24.47±7.32

0.714

0.478

34.09±8.21

23.28±4.73

6.653

0.000

CD4+/CD8+

0.86±0.17

0.88±0.16

0.499

0.619

1.27±0.24

0.84±0.20

8.026

0.000

表 3 两组血清 T淋巴细胞亚群比较（x ± s）

Table 3 Comparison of serum T lymphocyte subsets
between two groups（x ± s）

表 4 两组CA242、CEA、CA199水平比较（x ± s）

Table 4 Comparison of CA242，CEA and CA199 levels
between two groups（x ± s）

时间

术前

术后 3个月

组别

观察组

对照组

t值

P值

观察组

对照组

t值

P值

n

34

34

34

34

CA242
（IU/mL）

49.97±8.68

48.36±7.14

0.835

0.407

21.15±3.36

29.44±5.65

7.354

0.000

CEA
（ng/mL）

31.97±10.25

33.25±8.57

0.559

0.578

5.02±1.15

8.44±2.36

7.596

0.000

CA199
（IU/mL）

109.78±24.86

112.49±30.07

0.405

0.689

40.95±10.26

49.37±13.38

2.912

0.005

组别

观察组

对照组

t值

P值

n

34

34

miR⁃21

术前

1.46±0.23

1.51±0.19

0.977

0.332

术后 3个月

0.28±0.08

0.34±0.06

3.499

0.001

t值

28.255

34.240

P值

0.000

0.000

miR⁃106a

术前

1.54±0.26

1.57±0.24

0.494

0.623

术后 3个月

0.35±0.07

0.44±0.08

4.937

0.000

t值

25.770

26.045

P值

0.000

0.000

表 5 两组miR⁃21、miR⁃106a表达比较（x ± s）

Table 5 Comparison of the expression of microRNA⁃21 and microRNA⁃106 in two groups（x ± s）

患者性别男，59岁，图 1A为其术前肝脏 CT图

像，可见面积较大癌灶，经 DC⁃CIK 细胞免疫联合

CT引导下氩氦刀冷冻消融术治疗后 3个后癌灶面

积明显减小，见图 1B。

2.2 两组血清 T淋巴细胞亚群比较

观察组术后 3 个月 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+高于

对照组，差异具有统计学意义（P<0.05），见表 3。
2.3 两组CA242、CEA、CA199水平比较

观察组术后 3 个月 CA242、CEA、CA199 低于

对照组，差异具有统计学意义（P＜0.05），见表 4。
2.4 两组miR⁃21、miR⁃106a表达比较

观察组术后 3 个月 miR⁃21、miR⁃106a 表达量

低于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05），见

表 5。
2.5 两组 EORTC QLQ⁃C30评分比较

观察组术后 3个月功能量表、整体生活质量量

表评分高于对照组，症状量表、单项测试项目评分

低于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05），见

表 6。

3 讨论

CT引导下氩氦刀冷冻消融术是近年来发展起

来冷冻治疗技术，能用于多种肿瘤治疗，尤其适用

于不能耐受手术或不能手术切除患者，其主要通

过能迅速降温的氩气，封闭肿瘤形成冰晶，促使癌

细胞脱水、破裂，再利用能迅速升温的氦气，融化

冰晶，促使癌灶发生肿胀、破裂。以往实践证实，

氩氦刀冷冻消融术能保留更多正常肝组织，且安

全性高［7］。王猛等［8］以 CT引导下氩氦刀冷冻消融

术治疗侵及胸膜或胸壁恶性肿瘤，发现患者术后

病变得到不同程度消融。但根据梁淑贞等［9］报道，

42个肝、肺恶性肿瘤病灶氩氦刀冷冻消融术后，16
个病灶有肿瘤残存，可见单一依赖氩氦刀冷冻消

融术不能将全部肿瘤完全消除。
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近年来研究发现，机体不能对癌细胞产生主

动免疫或免疫作用较弱的原因在于缺少抗原递呈

类分子，不能被 T细胞识别，导致肿瘤组织在体内

增殖、转移［10］。而 DC⁃CIK 可激活 T 细胞因子，启

动机体主动免疫，这为细胞免疫治疗癌症提供了

理论基础。其中 CIK来源于自体外周血单个核细

胞，是类似于自然杀伤细胞的 T细胞，能通过癌细

胞细胞膜，裂解肿瘤细胞，且经过体外培养技术获

得大幅度增长，杀伤癌细胞能力明显增强。但研

究发现，单独应用 CIK 时常因癌细胞产生抵抗作

用难以取得预期疗效［11］。DC 是机体一种功能最

强大专职抗原递呈细胞，对 T 细胞活化及抵抗癌

细胞免疫逃逸具有重要作用［12］。国外相关资料指

出，结直肠癌患者存在不同程度DC数量减少或功

能缺陷［13⁃15］。而体外试验表明，DC⁃CIK 细胞能调

节免疫状态，抑制肿瘤细胞生长［16］。可见DC⁃CIK
细胞可能有助于肿瘤治疗，故有学者对此进行探

讨，如 Zhang 等［17］指出，DC⁃CIK 免疫治疗能延长

晚期非小细胞肺癌患者总生存时间；Zhang等［18］研

究以DC⁃CIK细胞治疗肝癌，发现患者免疫功能增

强，提示 DC⁃CIK 治疗非小细胞肺癌、肝癌有利于

病情控制与改善。与 Zhang L、Zhang J学者不同的

是，本研究对象为结直肠癌肝转移患者，联合应用

DC⁃CIK 细胞免疫、CT 引导下氩氦刀冷冻消融术

两种方法，结果显示，观察组术后 3 个月缓解率

（61.76%），高于对照组的缓解率（20.59%），且观察

组 CD3+（%）、CD4+（%）、CD4+/CD8+高于对照组（P<
0.05），提示两种方法联合能提高结直肠癌患者的

免疫功能，增强对肿瘤的杀灭作用，疗效显著。

CA242、CEA、CA199 是常用血清肿瘤标志

物［19 ⁃ 21］。邱绪文等［22］报道发现，CA242、CEA、

CA199 联合诊断结直肠癌准确性、敏感性可达

95.12%、81.69%，且Ⅲ~Ⅳ期结直肠癌明显高于Ⅰ~
Ⅱ期患者。Huo 等［23］指出，血清 CEA 和 CA125 可

反映患者预后。本研究结果显示观察组术后 3 个

月CA242、CEA、CA199低于对照组（P<0.05），提示

联合应用DC⁃CIK细胞免疫联合 CT引导下氩氦刀

冷冻消融术能降低患者血清肿瘤标志物水平，从

侧面印证了两种方法联合效果优于单一消融术。

另观察组术后 3个月功能量表、整体生活质量量表

评分高于对照组，症状量表、单项测试项目评分低

于对照组（P<0.05），提示 DC⁃CIK 细胞免疫联合

CT 引导下氩氦刀冷冻消融术能提高患者生存

质量。

miRNA 是长度约为 21~25 bp 核苷酸非编码

RNA分子，具有丰富结构、序列、丰度，因而表达方

式多种多样，能通过抑制翻译、降解、切断调控靶

基因。目前关于miRNA 对原癌基因、抑癌基因影

响尚处于探索阶段［24⁃27］。Tusong等［28］研究发现，与

正常组织相比，miR⁃21、miR⁃106a在肾细胞癌中表

达水平明显增加，提示两者可能与肾细胞癌发生

有关，而不同癌细胞增殖、浸润受多种 miRNA 共

同基因调控，故miR⁃21、miR⁃106a可能与其他类型

肿瘤有关。Okugawa 等［29］指出，miR⁃21 与结直肠

癌患者肌肉减少症有关，而肌肉减少是无进展生

存独立危险因素，说明 miR⁃21 与结直肠癌无进展

生存时间有关。本研究对此进行探讨发现，观察

组术后 3 个月 miR⁃21、miR⁃106a 表达量低于对照

组（P<0.05），提示 DC⁃CIK 细胞免疫联合 CT 引导

下氩氦刀冷冻消融术能抑制 miR⁃21、miR⁃106a 表

达，这可能是两者发挥疗效作用机制之一，同时亦

说明 miR⁃21、miR⁃106a 抑制剂可能有助于结直肠

癌的治疗。但本研究资料有限，有待于后续深入探

讨。同时以往学者指出，外周血miR⁃21、miR⁃106a

时间

术前

术后 3个月

组别

观察组

对照组

t值
P值

观察组

对照组

t值
P值

n
34
34

34
34

功能量表

36.88±5.91
34.31±9.27

1.363
0.178

50.18±3.88
44.36±6.35

4.561
0.000

整体生活质量量表

6.80±0.32
6.84±0.29

0.540
0.591

11.09±1.74
9.25±0.76

5.651
0.000

症状量表

21.12±4.91
20.96±5.27

0.130
0.897

6.25±2.33
8.99±1.75

5.483
0.000

单项测试项目

20.06±2.01
19.59±1.87

0.998
0.322

7.08±1.84
10.83±1.59

8.992
0.000

表 6 两组 EORTC QLQ⁃C30评分比较（x ± s，分）

Table 6 Comparison of EORTC QLQ⁃C30 scores between the two groups（x ± s，score）
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具有特异性循环表达特点，且稳定性良好，具有作

为肿瘤标志物潜质［30⁃32］。可见 miR⁃21、miR⁃106a
具有广阔前景与研究价值。值得注意的是，本研

究miR⁃21、miR⁃106a的探讨基于结直肠癌，在其他

恶性肿瘤中表达仍有待验证。

综上所述，对结直肠癌肝转移患者联合应用

DC⁃CIK细胞免疫联合 CT引导下氩氦刀冷冻消融

术，能提高患者免疫功能，降低患者血清肿瘤标志

物水平，增强对肿瘤的杀灭作用，提高患者生存质

量，其机制可能与抑制促癌miR⁃21、miR⁃106a表达

有关，miR⁃21、miR⁃106a抑制剂可能为结直肠癌的

治疗提供新的思路。
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龙葵碱联合 KLF16基因对胶质瘤细胞增殖、凋亡的
影响及其机制研究

赵舒杨 1★ 雷艳杰 2 马世杰 1 高明 1

［摘 要］ 目的 探讨龙葵碱联合 Krüppel 样转录因子 16（KLF16）基因对人胶质瘤 U87 细胞增殖

和凋亡的影响及作用机制。 方法 体外培养人胶质瘤 U87 细胞，将特异性 KLF16 siRNA 和阴性对照

siRNA Control转染U87细胞，分别命名为 si⁃KLF16组和 si⁃NC组，应用实时荧光定量 PCR（qRT⁃PCR）和

蛋白免疫印迹（Western blot）检测转染后细胞中 KLF16 的表达情况。使用不同浓度（2.5、5、10、20、30
μg/μL）的龙葵碱分别作用 si⁃NC 组和 si⁃KLF16组细胞 48 h，噻唑蓝（MTT）法测定细胞增殖抑制率并筛

选半数抑制浓度（IC50），以 IC50为龙葵碱后续实验浓度，根据是否添加龙葵碱处理实验分为 4 组，si⁃NC
组、si⁃KLF16组、si⁃NC+Sol 组、si⁃KLF16+Sol组，分别使用MTT和流式细胞仪测定各组细胞增殖和凋亡

能力，Western blot 分析各组细胞中 Ki⁃67、PCNA、Bax 和 Bcl⁃2蛋白表达情况。 结果 胶质瘤 U87细胞

转染后，si⁃KLF16 组细胞中 KLF16 mRNA 和蛋白表达显著低于 si⁃NC 组（P<0.05）。筛选出浓度为 20
μg/μL的龙葵碱作为后续实验浓度。与 si⁃NC组比，si⁃KLF16组、si⁃NC+Sol组和 si⁃KLF16+Sol组细胞增

殖能力均受到明显抑制（P<0.05），凋亡率升高（P<0.05），Ki⁃67、PCNA 和 Bcl⁃2 蛋白表达下调（P<0.05），

Bax 蛋白表达上调（P<0.05）。与 si⁃KLF16组和 si⁃NC+Sol 组比，si⁃KLF16+Sol 组细胞增殖抑制作用和凋

亡促进作用更显著（P<0.05）。 结论 龙葵碱联合 KLF16基因能够协同抑制胶质瘤细胞增殖，诱导细

胞凋亡，其作用机制可能与调控Ki⁃67、PCNA、Bax和Bcl⁃2蛋白表达有关。

［关键词］ 龙葵碱；KLF16基因；胶质瘤U87细胞

Solanum nigrum combined with KLF16 gene synergistically inhibit glioma cell
proliferation and induce apoptosis
ZHAO Shuyang1★，LEI Yanjie2，MA Shijie1，GAO Ming1

（1. Department of Neurosurgery，Zhoukou Central Hospital，Zhoukou，Henan，China，466000；
2. Department of Pathology，Zhoukou Central Hospital，Zhoukou，Henan，China，466000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effects of solanine combined with Krüppel ⁃ like
transcription factor 16（KLF16）gene on proliferation and apoptosis of human glioma U87 cells. Methods

Human glioma U87 cells were cultured in vitro，and specific KLF16 siRNA and negative control siRNA
Control were transfected into U87 cells，named si⁃KLF16 group and si⁃NC group，respectively. The expression
of KLF16 in transfected cells was detected by real⁃time quantitative PCR（qRT⁃PCR）and Western blot. The
cells of si⁃NC group and si⁃KLF16 group were treated with different concentrations（2.5，5，10，20，30 μg/
μL）of solanine for 48 h. The inhibition rate of cell proliferation was determined by MTT assay and half of the
cells were screened. Inhibitory concentration（IC50），IC50 is the subsequent experimental concentration of
Solanum. Divided into four groups according to whether or not to add the solanine treatment experiment，si⁃
NC group，si⁃KLF16 group，si⁃NC+Sol group，si⁃KLF16+Sol group. The proliferation and apoptosis of each

·· 303



分子诊断与治疗杂志 2019年 7月 第 11卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, July 2019, Vol. 11 No. 4

胶质瘤是脑中枢神经系统中常见的恶性肿

瘤，其中胶质母细胞瘤（glioblastoma，GBM）是恶性

程度最高、最常见的亚型，5 年生存率低于 5％［1］。

目前，手术摘除、局部照射和常规化疗等治疗手段

虽取得了一定的进展，但是胶质瘤患者的总体生

存率仍无明显改善［2］。放疗及化疗产生的严重副

作用及并发症，严重影响患者预后，因此传统中药

联合靶向基因治疗的方式越来越受到人们的关

注。龙葵碱广泛存在于龙葵全草、马铃薯、番茄等

茄科植物中，具有抗病毒、抗炎和抗肿瘤等作

用［3］。相关的研究发现，龙葵碱可抑制肝癌、胰腺

癌、乳腺癌等多种类型肿瘤细胞的生长［4 ⁃ 6］。

Krüppel 样转录因子 16（Krüppel ⁃ like transcription
factor 16，KLF16）是 Krüppel 样转录因子家族成员

之一，参与细胞周期和启动子依赖性方式的转录

调节［7］。KLF16在肺腺癌中通过抑制肿瘤细胞增

殖、诱导细胞凋亡发挥肿瘤抑制作用［8］。转录因子

KLF16可通过细胞色素 p450酶抑制子宫内膜生理

和代谢［9］。据报道，KLF16通过调节肝配蛋白受体

A5（recombinant ephrin A5，EphA5）的表达影响视

网膜神经节细胞中神经突向外生长［10］。以上研究

表明龙葵碱和 KLF16 在抑制肿瘤生长，诱导肿瘤

细胞凋亡中，二者具有一致性。因此本实验探讨

龙葵碱联合 KLF16 基因对胶质瘤细胞增殖、凋亡

的影响，并初步探讨其作用机制，以期为胶质瘤的

治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 材料

龙葵碱（美国 Sigma公司），质量分数>95%，以

二甲基亚砜稀释至 1 mg/mL，经 0.22 μm滤膜过滤

除菌，在-20℃条件下储存，使用时以 DMEM 培

养基稀释到所用浓度。人胶质母细胞瘤 U87 细

胞（中国科学院上海细胞库）；DMEM 培养基、胎

牛血清（美国 HyClone 公司）；胰蛋白酶、青链霉

素（杭州四季青生物工程材料有限公司）；二甲基

亚砜、MTT 试剂（美国 Sigma 公司）；转染试剂（美

国赛默飞世尔公司）；特异性 KLF16 siRNA 和阴

性对照 siRNA Control（广州市锐博生物科技有限

公司）；AnnexinⅤ⁃FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒

（日本 TaKaRa公司）；Trizol试剂（碧云天生物技术

研究所）；逆转录试剂盒、SYBR Green PCR Master
Mix 实时荧光定量 PCR 试剂盒（上海生工生物工

程有限公司）；兔抗人KLF16抗体、兔抗人Ki⁃67抗

体、兔抗人 PCNA 抗体、兔抗人 Bax 抗体、兔抗人

Bcl⁃2抗体及山羊抗兔 IgG（美国Abcam公司）。

1.2 细胞培养

人胶质母细胞瘤 U87 细胞培养在含 10%胎牛

血清、含 100 U/L青链霉素的DMEM培养基中，置

入饱和湿度、体积分数为 5％ CO2、37℃恒温培养

箱中，根据细胞生长状态及时更换新鲜培养液，每

隔 1~2 d 用胰蛋白酶传代 1 次。取对数增殖期的

U87细胞用于实验。

1.3 特异性KLF16 siRNA转染细胞

取对数生长期的 U87 细胞接种到 6 孔板

中，接种密度为 5×105 个 /孔，置于 37℃培养箱继

续培养，待细胞汇合密度达 60%时，按照转染

试剂说明说进行转染实验，其中转染特异性

KLF16 siRNA 的 U87 细胞设置为 si⁃KLF16 组，

转染阴性对照 siRNA Control 的 U87 细胞设置

为 si⁃NC 组，转染后各组 U87 细胞置 37℃培养

箱继续培养。

group were determined by MTT and flow cytometry. The expressions of Ki⁃67，PCNA，Bax and Bcl⁃2 in each
group were analyzed by Western blot. Results After transfection of glioma U87 cells，the expression of
KLF16 mRNA and protein in si ⁃ KLF16 group was significantly lower than that in si ⁃ NC group（P<0.05）.
Solanine at a concentration of 20 μg/μL was selected as the subsequent experimental concentration. Compared
with the si ⁃NC group，the cell proliferation ability of the si ⁃KLF16 group，the si ⁃NC+Sol group and the si ⁃
KLF16+Sol group were significantly inhibited（P<0.05），and the apoptotic rate was increased（P<0.05）. Ki⁃67，
PCNA and Bcl⁃2 protein expression was down⁃regulated（P<0.05），Bax protein expression was up⁃regulated（P<
0.05）. Compared with the si ⁃ KLF16 group and the si ⁃ NC + Sol group，the cell proliferation inhibition and
apoptosis promotion effects of the si⁃KLF16+Sol group were more significant（P<0.05）. Conclusion Solanum
nigrum combined with KLF16 gene can synergistically inhibit glioma cell proliferation and induce apoptosis，
which may be related to the regulation of Ki⁃67，PCNA，Bax and Bcl⁃2 protein expression.

［KEY WORDS］ Solanum；KLF16 gene；glioma U87 cells
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1.4 qRT⁃PCR 检测 U87 细胞中 KLF16 mRNA 表

达水平

转染 48 h 后分别收集 si⁃NC 组和 si⁃KLF16组

U87 细胞，按照 Trizol 试剂说明说提取细胞中总

RNA，使用逆转录试剂盒合成 cDNA，以实时荧光

定量 PCR检测试剂盒进行扩增，KLF16上游引物：

5′⁃GTGTACCAAGCGGTTCACC⁃3′；下游引物：

5′⁃CAGGTCGTCGCAGGAGTTC⁃3′。内参GAPDH
上游引物：5′⁃GCTCTCTGCTCCTCCTGTTC⁃3′；下
游引物：5′ ⁃ CCAAATCCGTTGACTC ⁃ 3′。采 用

2⁃ ΔΔCt 法分析各组细胞中 KLF16 mRNA 相对表达

水平。

1.5 Western blot 检测 U87 细胞中 KLF16 蛋白表

达水平

转染 48 h后，收集 si⁃NC组和 si⁃KLF16组U87
细胞，加入 RIPA 细胞裂解液，于冰上提取细胞中

总蛋白，加入上样缓冲液，加热变性，行十二烷基

硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳，分离蛋白后电转至

PVDF 膜上，将膜置 5%脱脂奶粉中封闭 2 h，分别

加入KLF16和GAPDH一抗（KLF16一抗 1∶800稀

释，GAPDH 一抗 1∶1 000 稀释），4 ℃过夜杂交，再

加入二抗（1∶3 000 稀释），室温杂交 2 h。采用

ECL 法显色，在凝胶成像仪中拍照，采用 Image J
软件分析各条带灰度值，以 KLF16 条带灰度值与

GAPDH 条带灰度值的比值表示 KLF16 蛋白相对

表达水平。

1.6 龙葵碱对U87细胞的毒性实验

对数生长期 si⁃NC 组和 si⁃KLF16 组 U87 细胞

接种到 96孔板中，调整细胞密度为 5×105个/孔，分

别向 si⁃NC 组和 si⁃KLF16组 U87 细胞加入 0、2.5、
5、10、20、30 μg/μL的龙葵碱，每组 3个复孔，分别

孵育 48 h，向每孔细胞中加入 100 μL MTT 溶液，

37℃常规培养箱中继续培养 4 h，除去旧培养液，

再加入 150 μL 二甲基亚砜，混匀后，室温振荡反

应 10 min，待紫色结晶完全溶解，在全自动酶标

仪上测定 450 nm 波长处光密度值（optical densi⁃
ty ，OD 值），计算细胞增殖抑制率，增殖抑制率

（%）=（1-实验组 OD 值/对照组 OD 值）×100%。

选取增殖抑制率接近 50%的龙葵碱浓度即半数

抑 制 浓 度（half maximal inhibitory concertration，
IC50）为实验加药标准浓度，并将 U87 细胞设

成 4 组：si⁃NC 组、si⁃KLF16 组、si⁃NC+Sol 组和

si⁃KLF16+Sol 组。

1.7 噻 唑 蓝（methylthiazolyldiphenyl ⁃ tetrazolium
bromide，MTT）法检测细胞增殖能力

将对数生长期的 si⁃NC 组和 si⁃KLF16 组 U87
细胞接种到 6 孔板中，调整细胞密度为 5×105 个/
孔，37℃培养箱过夜培养，待细胞覆盖率达 60%时，

分别向 si⁃NC+Sol 组和 si⁃KLF16+Sol 组 U87 细胞

中加入标准浓度（20 μg/μL）的龙葵碱，37℃培养

箱处理 48 h，向各组 U87 细胞中加入 MTT 溶液

100 μL，继续孵育 4 h，再加入 150 μL二甲基亚砜，

振荡反应 10 min，酶标仪测定 450 nm处的OD值，

计算各组细胞增殖率，增殖率=实验组OD值/对照

组OD值×100%。

1.8 流式细胞仪检测细胞凋亡情况

si⁃NC 组 、si⁃KLF16 组 、si⁃NC+Sol 组 和

si⁃KLF16+Sol 组 U87 细胞按照 1.7 处理 48 h，收
集各组细胞，PBS 洗涤细胞 3 次，用 1×Binding
Buffer 结合缓冲液重悬细胞，向细胞悬液中分别

加入 AnnexinⅤ⁃FITC 和 PI 各 5 μL，混匀后室温

避光反应 20 min，立即上流式细胞仪检测细胞凋

亡情况。

1.9 Western blot 检测各组 U87 细胞中增殖细胞

核抗原（ProliferatingCellNuclearAntigen，PCNA）、

Ki⁃67、Bcl⁃2 相关 X 蛋白（Bcl⁃2 Associated X Pro⁃
tein，Bax）和 B 细 胞 淋 巴 瘤 /白 血 病 ⁃ 2（B cell
lymphoma/lewkmia⁃2，Bcl⁃2）蛋白表达水平。

si⁃NC组、si⁃KLF16组、si⁃NC+Sol组和si⁃KLF16+
Sol 组 U87 细胞按照 1.7 处理 48 h，收集并提取细

胞中总蛋白，检测各组细胞中 Ki⁃67、PCNA、Bax
和 Bcl⁃2蛋白相对表达水平，方法同 1.5。
1.10 统计学分析

使用 SPSS 21.0 软件进行数据统计分析，计量

资料均以 x ± s表示，2 组数据间比较采用 t检测分

析，多组间差异比较采用单因素方差分析，两两组

间差异比较采用 SNK⁃q 检验分析，以 P<0.05 表示

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 KLF16基因转染效果检测

分别将特异性 KLF16 siRNA 和阴性对照 siR⁃
NA Control转染胶质瘤U87细胞，48 h后 qRT⁃PCR
和 Western blot 检测结果显示，si⁃KLF16 组 U87 细

胞中 KLF16 mRNA 和蛋白表达水平显著低于 si⁃
NC组（t1=12.277，t2=14.742，P<0.05），见图 1和表 1。
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图 1 Western blot检测 si⁃NC组和 si⁃KLF16组U87细胞中

KLF16蛋白表达情况

Figure 1 Western blot analysis of KLF16 protein expression
in si⁃NC group and si⁃KLF16 group U87 cells

组别

si⁃NC
si⁃KLF16

KLF16 mRNA
1.00±0.10
0.26±0.03a

KLF16蛋白

0.33±0.03
0.07±0.01a

表 1 转染后对U87细胞中KLF16表达的影响（x ± s）

Table 1 Effect of KLF16 expression on U87 cells after
transfection（x ± s）

与 si⁃NC组比，aP<0.05。

龙葵碱浓度（μg/μL）
0
2.5
5
10
20
30
F值

P值

增殖抑制率（%）

si⁃NC组

0.00
0.68±0.45
14.72±1.47a

32.18±3.22a

48.84±4.88a

78.34±7.84a

172.082
<0.001

si⁃KLF16组

0.00
0.72±0.61
15.79±1.59a

35.05±3.50a

51.34±5.13a

81.36±8.14a

169.595
<0.001

表 2 不同浓度的龙葵碱作用于胶质瘤细胞 48 h后细胞

增殖抑制率（x ± s）

Table 2 Inhibition rate of cell proliferation after different
concentrations of solanine applied to glioma cells for 48 h

（x ± s）

与 0 μg/μL龙葵碱组比，aP<0.05。

2.2 龙葵碱对胶质瘤U87细胞的细胞毒性作用

本实验选择不同浓度（2.5、5、10、20、30 μg/
μL）的龙葵碱作用于 si⁃NC 组和 si⁃KLF16 组 U87
细胞 48 h，MTT 法测定细胞增殖抑制率，结果显

示（见表 2），龙葵碱呈浓度依赖性的抑制 si⁃NC
组和 si⁃KLF16 组 U87 细胞增殖（P<0.05），且浓度

为 20 μg/μL 的龙葵碱作用于 si⁃NC 组和 si⁃KLF16
组 48 h 时细胞增殖抑制率分别为（48.84±4.88）%
和（51.34±5.13）%，增殖抑制率均在 50%左右，因

此选取 20 μg/μL 的龙葵碱作为后续实验加药

浓度。

2.3 各处理组对胶质瘤U87细胞增殖的影响

MTT 实验分析结果显示，与 si⁃NC 组相比，

si⁃KLF16 组、si⁃NC+Sol 组和 si⁃KLF16+Sol 组 U87
细胞增殖率明显降低（P<0.05），与 si⁃KLF16 组和

si⁃NC+Sol 组相比，si⁃KLF16+Sol 组 U87 细胞增殖

率显著降低（P<0.05），见表 3。
2.4 各处理组对胶质瘤U87细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测结果显示，与 si⁃NC 组相比，

si⁃KLF16 组、si⁃NC+Sol 组和 si⁃KLF16+Sol 组 U87
细胞凋亡率明显升高（P<0.05），与 si⁃KLF16 组和

si⁃NC+Sol 组相比，si⁃KLF16+Sol 组 U87 细胞凋亡

率升高（P<0.05），见图 2和表 4。
2.5 各组 U87 细胞中 Ki⁃67、PCNA、Bax 和 Bcl⁃2
蛋白表达情况

Western blot 检测各组胶质瘤 U87 细胞中
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图 2 流式细胞仪检测细胞凋亡情况

Figure 2 Flow cytometry to detect apoptosis
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组别

si⁃NC
si⁃KLF16
si⁃NC+Sol

si⁃KLF16+Sol
F值

P值

增殖率（%）

100
48.58±2.19a

51.09±2.21a

86.79±4.24abc

287.496
<0.001

表 3 各处理组U87细胞增殖能力（x ± s）

Table 3 U87 cell proliferation ability of each treatment
group（x ± s）

与 si⁃NC 组比，aP<0.05；与 si⁃KLF16组比，bP<0.05；与 si⁃NC+Sol 组

比，cP<0.05。

组别

si⁃NC
si⁃KLF16
si⁃NC+Sol

si⁃KLF16+Sol
F值

P值

凋亡率（%）

1.97±0.55
26.66±4.29a

19.24±4.36a

58.79±5.68abc

97.001
<0.001

表 4 各处理组U87细胞凋亡率比较（x ± s）

Table 4 Comparison of Apoptosis Rates of U87 Cells in
Each Treatment Group（x ± s）

与 si⁃NC 组比，aP<0.05；与 si⁃KLF16 组比，bP<0.05；与 si⁃NC+Sol

组比，cP<0.05。
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图 3 Western blot检测各组U87细胞中Ki⁃67、PCNA、Bax和Bcl⁃2蛋白水平

Figure 3 Western blot analysis of Ki⁃67，PCNA，Bax and Bcl⁃2 protein levels in U87 cells

组别

si⁃NC
si⁃KLF16
si⁃NC+Sol

si⁃KLF16+Sol
F值

P值

Ki⁃67
0.83±0.10
0.58±0.06a

0.60±0.06a

0.31±0.03abc

30.011
<0.001

PCNA
0.78±0.08
0.49±0.05a

0.49±0.05a

0.24±0.03abc

47.545
<0.001

Bax
0.47±0.05
0.86±0.09a

0.81±0.08a

1.21±0.11abc

37.811
<0.001

Bcl⁃2
0.85±0.08
0.53±0.05a

0.57±0.06a

0.20±0.03abc

63.485
<0.001

与 si⁃NC组比，aP<0.05；与 si⁃KLF16组比，bP<0.05；与 si⁃NC+Sol组比，cP<0.05。

表 5 各组U87细胞中Ki⁃67、PCNA、Bax和Bcl⁃2蛋白表达水平比较（x ± s）

Table 5 Comparison of Ki⁃67，PCNA，Bax and Bcl⁃2 protein expression levels in U87 cells of each group（x ± s）

Ki⁃67、PCNA、Bax 和 Bcl⁃2 蛋白表达情况，结果显

示，与 si⁃NC 组相比，si⁃KLF16 组、si⁃NC+Sol 组和

si⁃KLF16+Sol 组 U87 细胞中 Ki⁃67、PCNA 和 Bcl⁃2
蛋白表达下调（P<0.05），Bax 蛋白表达上调（P<
0.05）；与 si ⁃KLF16 组和 si ⁃NC+Sol 组相比，si ⁃
KLF16+Sol组U87细胞中Ki⁃67、PCNA和 Bcl⁃2蛋

白表达下调（P<0.05），Bax 蛋白表达上调（P<
0.05）。见图 3和表 5。

3 讨论

胶质瘤具有发病率高、复发率高、死亡率高、

治愈率低的特点，是目前成人中最常见的原发性
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脑肿瘤［11］。传统的治疗策略通常将肿瘤切除与放

疗和化疗相结合，但治疗效果往往不能令人满

意［12］。与此同时，放疗及化疗产生的多种毒副作

用在很大程度上限制了胶质瘤的疗效。因此，探

索更高效更合理的联合治疗手段对胶质瘤的治疗

具有非常重要的意义。目前备受青睐的分子靶向

治疗和中药联合使用具有良好的应用前景［13］。

KLF16 在肺腺癌中发挥抑制基因的作用，其表达

量的高低与患者生存率密切相关［8］。本实验将特

异性 KLF16 siRNA 转染人胶质瘤 U87 细胞中，

qRT ⁃ PCR 和 Western blot 检 测 结 果 显 示 转 染

KLF16 siRNA 后 U87细胞中 KLF16 mRNA和蛋白

表达水平均明显降低，表明转染 KLF16 siRNA 能

够有效沉默U87细胞中 KLF16。MTT实验和流式

细胞仪检测结果显示，沉默 KLF16 基因后 U87 细

胞增殖明显受到抑制，细胞凋亡增加。这与近期

Chen 等［14］人的报道一致，该报道指出 KLF16可通

过靶向线粒体转录因子 A（mitochondrial transcrip⁃
tion factor A，TFAM）抑制人脑胶质瘤细胞增殖和

致肿瘤。另有研究表明，KLF16 可抑制胰腺癌细

胞生长和转化，阻滞细胞周期于 S期，诱导细胞凋

亡［14］。Ma 等［16］人研究显示，KLF16通过调节 p21
和 CDK4促进胃癌细胞的增殖。提示 KLF16作为

一种肿瘤细胞调控因子，参与肿瘤细胞的生长、增

殖、凋亡、侵袭和迁移等生物学过程。

相关研究显示，龙葵碱不仅具有抗炎作用还

具有抗肿瘤活性［17 ⁃ 18］。近期郭玲等人［19］研究指

出，龙葵碱能够呈浓度依赖性的抑制人胶质瘤

U251 细胞增殖、侵袭和迁移，并诱导细胞凋亡。

本研究通过预实验结合郭玲等人的研究探索出龙

葵碱对胶质瘤 U87 细胞的有效作用浓度，并将龙

葵碱浓度分别配置成 2.5、5、10、20、30 μg/μL作用

于沉默 KLF16或阴性对照组 U87 细胞，MTT 实验

检测龙葵碱对 U87 细胞毒性作用，并筛选出浓度

为 20 μg/μL 龙葵碱为后续实验加药浓度。并且

MTT 实验和流式细胞仪检测结果发现，20 μg/μL
的龙葵碱能够抑制 U87 细胞增殖，诱导细胞凋

亡。为进一步探究二者联合使用的协同作用效

果，本实验将沉默 KLF16和 20 μg/μL 的龙葵碱联

合作用 U87细胞，结果发现，二者联合作用对 U87
细胞增殖抑制及凋亡诱导作用更强。本实验通过

Western blot 检测各处理组 U87 细胞中 Ki⁃67、
PCNA、Bax 和 Bcl⁃2 蛋白水平，结果发现龙葵碱或

沉默 KLF16均可下调 U87 细胞中 Ki⁃67、PCNA 和

Bcl⁃2 蛋白表达，上调 Bax 蛋白表达，且龙葵碱联

合沉默 KLF16 作用更强。增殖细胞核抗原 Ki⁃67
和 PCNA 是细胞处于增殖状态的标志物，已广泛

在肿瘤细胞中应用［20⁃21］。Bcl⁃2基因是细胞凋亡研

究最多基因之一，其具有抑制细胞凋亡的功能。

Bax是 Bcl⁃2基因家族中促进细胞凋亡的基因，其

过度表达能够拮抗 Bcl⁃2 的保护作用使细胞趋于

凋亡［22］。本实验结果提示龙葵碱联合 KLF16基因

对胶质瘤细胞增殖抑制和凋亡诱导作用机制可能

与下调 Ki⁃67、PCNA 和 Bcl⁃2 蛋白表达，上调 Bax
蛋白表达有关。

综上，龙葵碱联合沉默 KLF16 基因对胶质瘤

U87 细胞有增殖抑制和凋亡促进作用，并且联合

作用比单独使用龙葵碱或沉默 KLF16基因效果更

明显。本实验结果提示，中药和靶向基因治疗联

合使用在治疗胶质瘤中有可能发挥较好作用，但

其适用性和治疗效果尚待深入探究。
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直肠癌患者外周血中Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA
的表达及临床意义

赵梅 张志宏★ 郭忠燕 陈营

［摘 要］ 目的 探讨直肠癌患者外周血中 Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA 的表达及临床意

义。 方法 选取直肠癌患者 92例、直肠腺瘤患者 31例以及健康对照组 37例为研究对象，采用逆转录

聚合酶链式反应（RT⁃PCR）检测受试人员外周血中Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA的表达，分析不同临

床特征患者Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA的表达差异，探讨Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA的表达与

患者预后的关系。 结果 直肠癌患者外周血 Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA 表达阳性率分别为

63.0%和 53.3%，显著高于直肠腺癌组和健康对照组（P<0.05），且Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA的表达

与肿瘤分期、组织分化以及淋巴结转移有关（P<0.05）。Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA阳性患者的 5年

生存率显著低于阴性患者（P<0.05）。 结论 Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA 的表达与结肠癌的发生

和发展密切相关，检测两种指标水平有助于对直肠癌患者预后评价。

［关键词］ 半乳糖血凝素⁃3；黏蛋白 1；直肠癌

Expression and clinical significances of Galectin ⁃ 3 mRNA，MUC1 mRNA in
peripheral blood of patients with rectal cancer
ZHAO Mei，ZHANG Zhihong★，GUO Zhongyan，CHEN Ying
（Department of Clinical Laboratory，Tengzhou Central People 􀆳 s Hospital，Tengzhou，Shandong，China，
277500）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression and significance of Galectin ⁃ 3 mRNA，

MUC1 mRNA in peripheral blood of patients with rectal cancer. Methods 92 patients with rectal cancer，
31 patients with rectal adenoma and 37 healthy persons were enrolled in this study. Expression of Galectin⁃3
mRNA and MUC1 mRNA in peripheral blood was analyzed by RT⁃PCR. The expressions of Galectin⁃3 mRNA
and MUC1 mRNA in patients with different clinical characteristics were analyzed. The relationship between the
expression of Galectin⁃3 mRNA and MUC1 mRNA and the prognosis of patients was investigated. Results

The positive expression rates of Galectin⁃3 mRNA and MUC1 mRNA were 63.0% and 53.3%，respectively in
rectal cancer patients，which were significantly higher than those in rectal adenoma patients and healthy per⁃
sons（P<0.05）. The positive expression of Galectin⁃3 mRNA and MUC1 mRNA was significantly correlated
with tumor stage，tissue differentiation and lymph node metastasis（P<0.05）. The 5 year survival rate of pa⁃
tients with positive expression of Galectin⁃3 mRNA and MUC1 mRNA was significantly lower than those with
negative expression（P<0.05）. Conclusion The expression of Galectin⁃3 mRNA and MUC1 mRNA is cor⁃
related with progression and metastasis of rectal cancer. Clinical examination of Galectin⁃3 mRNA and MUC1
is helpful for the evaluation of prognosis in patients with rectal cancer.

［KEY WORDS］ Galectin⁃3；Mucin1；Rectal cancer
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直肠癌是消化道常见的恶性肿瘤，其发病率

仅次于胃癌。目前我国直肠癌的发病率和死亡率

逐年上升，且呈年轻化趋势。手术治疗和放化疗

是直肠癌治疗的主要方法，但其临床效果欠佳，且

治疗后 5年生存率低于 50%［1⁃2］。直肠癌的临床症

状和体征较少，早期诊断和治疗困难，导致多数直

肠癌患者就诊时已是中晚期，失去最佳治疗时

机［3］。目前临床上多根据直肠癌 TNM分期进行预

后判断，然而实践证实，相同分期患者预后不尽相

同，因此寻找有效的直肠癌预后评估指标具有重

要意义。国内外研究发现，Galectin⁃3、MUC1与肺

癌、卵巢癌、肝癌等恶性肿瘤的发生和发展有关，

但两者与直肠癌关系的报道较少［4⁃5］。本研究对直

肠癌患者血清中 Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA
的表达进行检测，分析不同临床特征患者血清

Galectin⁃3 mRNA、MUC1 mRNA的表达差异，并结

合 5 年随访资料探讨其表达与直肠癌患者预后的

关系，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 研究对象

收集 2011年 1月至 2014年 1月本院的 123例

直肠疾病患者的临床资料，其中直肠癌患者 92 例

（直肠癌组），男 51 例，女 41 例；年龄 28~81 岁，平

均（58.7±11.3）岁；TNM 分期Ⅰ期 12 例，Ⅱ期 23
例，Ⅲ期 37例，Ⅳ期 20例；高分化 11例，中分化 47
例，低分化 34 例；淋巴结转移 45 例。纳入标准：

（1）入选患者均经肠镜病理学活检确诊；（2）新发

现肿瘤患者，尚未接受任何手术、放疗、化疗等抗

肿瘤治疗；（3）积极配合治疗，依从性好。排除标

准：（1）既往肿瘤性疾病患者；（2）心肝肾等脏器

功能异常者；（3）合并感染、免疫系统疾病患者；

（4）已接受放化疗或其他干预治疗者；（5）中途转

院及随访失联者。选取同期直肠腺瘤患者 31 例

（直肠腺瘤组），男 17 例，女 14 例；年龄 31~80 岁，

平均（59.1±12.7）岁。另选取 37例健康志愿者为健

康对照组，男 20 例，女 17 例；年龄 29~81 岁，平均

（60.7±11.8）岁。各组性别、年龄等资料比较差异

无统计学意义（P>0.05）。本研究经医院伦理委员

会审批，研究对象均知情同意。

1.2 标本采集

取 3组受试人员外周血 4 mL置于洁净 EDTA
抗凝管中，3 000 r/min 离心 10 min 后弃去上层血

浆，再加入红细胞裂解液静置 15 min，3 000 r/min
离心 10 min 弃上清，保留沉淀检测 Galectin ⁃ 3
mRNA 及MUC1 mRNA。本研究所有操作均由专

人严格按照操作说明书进行。

1.3 检测方法

1.3.1 仪器与试剂

TRIzol 试剂（Invitrogen 公司），miScript SYBR
Green PCR 试剂盒（Promega 公司），逆转录试剂盒

（上海生工生物工程公司），Taq 酶（上海生工生物

工程公司），低速离心机（Beckman 公司），PCR 仪

（PE公司），电泳及成像系统（UVP公司）。引物根

据 GenBank 中 Galectin⁃3和MUC1基因序列，由上

海生工生物工程公司合成，见表 1。
1.3.2 总RNA提取

采用 TRIzol 进行总 RNA 提取，在 260 nm 和

280 nm下检测 RNA溶液吸光值，选择纯度较高样

品进行后续试验。

1.3.3 逆转录和RT⁃PCR反应

应用逆转录试剂盒合成 cDNA，反应体系共

20 μL，产物置于-20℃保存备用。应用 miScript
SYBR Green PCR Kit 三步法进行 RT⁃PCR，体系共

基因

Galectin⁃3

MUC1

b⁃actin

引物序列（5′⁃3′）

上游引物：5′⁃GCCACTGATTGTGCCTTAT⁃3′

下游引物：5′⁃AAACCGACTGTCTTTCTTCC⁃3′

上游引物：5′⁃AATGAATGGCTCAAAACTTGG⁃3′

下游引物：5′⁃CAGTAGGTTCTCACTCGCTCAG⁃3′

上游引物：5′⁃TCGTCCTCATACTGCTCA⁃3′

下游引物：5′⁃GAAACTACCTTCAACTCC⁃3′

长度（bp）

233

213

268

表 1 引物序列

Table1 Oligonucleotide sequences of primers
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20 μL，包括 cDNA 5 μL，每种引物 0.5 μL，2 ×
SYBR Green PCR Master Mix 10 μL，ddH2O 4 μL。
扩增条件：95℃预变性 1 min；95℃变性 10 s，62℃
退火 25 s，70℃延伸 10 min，循环 45次。结束后采

用 2%琼脂糖凝胶电泳，EB 染色。将标准品与样

品同时进行 RT⁃PCR 检测，绘制标准曲线，计算样

本中Galectin⁃3 mRNA和MUC1 mRNA含量，根据

本院既往研究结果以 mRNA>103 拷贝/mL 为阳

性。所有标本均重复实验 3 次，以 β⁃actin 作为内

参，阴性对照不加模板。

1.4 治疗方法

直肠癌患者接受直肠癌根治术治疗，术后 3周

内接受 mFOLOFOX6 方案药物化疗：奥沙利铂 85
mg/m2，亚叶酸钙 200 mg/m2，2 h 内静脉滴注完成；

首日氟尿嘧啶 400 mg/m2 静脉推注，第 2 天及 3 d
氟尿嘧啶 1 200 mg/m2静脉推注，每 2 周为 1 个疗

程，共完成 6个疗程化疗。化疗结束后每 3个月以

电话或门诊方式进行随访，统计患者 5 年生存

情况。

1.5 统计学方法

运用 SPSS 19.0 软件分析，计数资料以率（%）

表示，组间比较采用 c2检验；采用 Kaplan⁃Meier 曲
线进行生存分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各 组 外 周 血 Galectin ⁃ 3 mRNA 和 MUC1
mRNA表达情况

直肠癌组患者外周血中 Galectin⁃3 mRNA 表

达阳性率为 63.0%（58/92），明显高于健康对照组

10.8%（4/37）和直肠腺瘤组 25.8%（8/31），差异具有

统计学意义（P<0.01）。直肠癌组患者外周血

MUC1 mRNA 阳性率为 53.3%（49/92），明显高于

健康对照组 5.4%（2/37）和直肠腺瘤组 19.4%（6/
31），差异具有统计学意义（P<0.01），见表 2。

2.2 Galectin⁃3 mRNA 和 MUC1 mRNA 阳性率与

直肠癌病理特征的关系

92 例直肠癌患者中，Ⅰ+Ⅱ期患者 Galectin⁃3
mRNA 和MUC1 mRNA 阳性率为 51.4%和 37.1%，

Ⅲ+Ⅳ期阳性率为 70.2%和 63.2%，差异具有统计

学意义（P<0.05）。高、中分化组 Galectin⁃3 mRNA
和MUC1 mRNA 阳性率为 55.2%和 43.1%，低分化

组为 76.5%和 70.6%，差异均具有统计学意义（P<
0.05）。无淋巴结转移患者 Galectin ⁃3 mRNA 和

MUC1 mRNA 阳性率为 46.8%和 36.2%，明显低于

淋巴结转移患者 80.0%和 71.1%，差异均具有统计

学意义（P<0.01），见表 3。

临床病理指标

性别

年龄（岁）

TNM分期

组织分化

淋巴结转移

男

女

＜55

≥55

Ⅰ、Ⅱ期

Ⅲ、Ⅳ期

高、中

低分化

无

有

n

51

41

29

63

35

57

58

34

47

45

Galectin⁃3 mRNA［n（%）］

34（66.7）

24（58.5）

20（69.0）

38（60.3）

17（51.4）

41（70.2）

32（55.2）

26（76.5）

22（46.8）

36（80.0）

c2值

0.645

0.637

5.078

4.173

10.870

P值

0.516

0.491

0.028

0.047

0.001

MUC1 mRNA［n（%）］

28（54.9）

21（51.2）

16（55.2）

33（52.4）

13（37.1）

36（63.2）

25（43.1）

24（70.6）

17（36.2）

32（71.1）

c2值

0.124

0.062

5.895

6.505

11.275

P值

0.834

0.826

0.019

0.017

0.000

表 3 Galectin⁃3 mRNA和MUC1 mRNA阳性率与直肠癌病理特征的关系

Table 3 The relationship between expression of Galectin⁃3 mRNA，MUC1 mRNA and rectal cancer pathological features

组别

健康对照组

直肠腺瘤组

直肠癌组

c2值

P值

n

37

31

92

Galectin⁃3 mRNA
阳性率

4（10.8）

8（25.8）

58（63.0）

34.284

0.000

MUC1 mRNA
阳性率

2（5.4）

6（19.4）

49（53.3）

30.789

0.000

表 2 3组患者外周血Galectin⁃3 mRNA和MUC1 mRNA
表达情况［n（%）］

Table 2 Expressions of Galectin⁃3 mRNA and
MUC1 mRNA in 3 groups［n（%）］
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2.3 直肠癌患者生存分析

Kaplan⁃Meier曲线分析显示，Galectin⁃3 mRNA
和MUC1 mRNA 阳性患者 5 年生存率均明显低于

阴性表达患者，差异具有统计学意义（P<0.05），见

图 1。

2.4 直肠癌患者血清 Galectin⁃3 mRNA 和 MUC1
mRNA表达的相关性

Spearman分析显示，直肠癌患者血清Galectin⁃3
mRNA 和 MUC1 mRNA 的表达存在显著相关性

（P<0.05），见表 4。

3 讨论

直肠癌是人类常见的恶性肿瘤之一，其发病

率和死亡率较高，我国直肠癌发病率约占全球的

1/3。以手术治疗为中心的综合疗法是直肠癌的主

要治疗模式，不同分期的直肠癌患者所采取的治

疗方案也不完全相同，因此，准确的临床诊断和分

期对治疗方案的拟定至关重要［6］。目前直肠癌的

临床诊断和分期主要以 MRI（Magnetic Resonance
Imaging）和肠镜超声为主，其操作较为复杂，而血

清生物指标检测在直肠癌辅助诊断、病情评估方

面也具有重要作用，逐渐成为目前医学研究的热

门课题［7⁃8］。

Galectin⁃3为 β 半乳糖凝集素家族成员，存在

于细胞质和细胞核内，通过与胞内糖蛋白、细胞表

面因子及胞外基质蛋白的相互作用，减少肿瘤细

胞的黏附，促进肿瘤细胞的侵袭和转移，从而参

与到肿瘤的发生、发展的全过程［9⁃10］。研究发现，

Galectin⁃3可与 T细胞表面CD29/CD7结合，诱导 T
细胞凋亡，阻止 T 细胞抗 Fas 抗体引起的凋亡，从

而利于肿瘤细胞的免疫逃逸［11］。MUC1为Ⅰ型跨

膜糖蛋白，能介导细胞间信号转导、调节机体免疫

等，主要存在于多种组织器官的上皮细胞，呈顶端

表达、极性分布。MUC1可与细胞核内 Kruppel 样
因子 4 结合，抑制 p53 的转录功能，进而影响 p53
对 损 伤 DNA 的 修 复 作 用 ，导 致 了 肿 瘤 的 发

生［12⁃13］。另有研究显示，MUC1能够激活肿瘤坏死

因子等受体因子，抑制肿瘤细胞的凋亡［14］。目前

国内外研究对 Galectin⁃3、MUC1 作为肿瘤特异性

标志物已基本认可，但对两种因子与肿瘤患者预

后关系的研究较少［15⁃16］。

本研究采用RT⁃PCR技术对外周血中Galectin⁃3
mRNA和MUC1 mRNA进行检测，结果显示，直肠

癌患者 Galectin⁃3 mRNA 和 MUC1 mRNA 表达阳

性率均明显高于直肠腺瘤组和健康对照组，提示

Galectin⁃3和MUC1的表达与直肠癌的发生有关。

Galectin⁃3 mRNA
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A：Galectin⁃3 mRNA 阳性组和阴性组 Kaplan⁃Meier 生存曲线（c2=

6.196，P=0.013）；B：MUC1 mRNA 阳性组和阴性组 Kaplan⁃Meier

生存曲线（c2=6.881，P=0.009）。

图 1 直肠癌患者Galectin⁃3 mRNA和MUC1 mRNA表达

与 5年生存期的关系

Figure 1 Relationship between Galectin⁃3 mRNA，MUC1
mRNA and 5⁃year survival in patients with rectal cancer

表 4 直肠癌患者血清Galectin⁃3 mRNA和MUC1 mRNA
表达的相关性

Table 4 Correlation of serum Galectin⁃3 mRNA and MUC1
mRNA expression in patients with rectal cancer

Galectin⁃3
mRNA

阳性

阴性

合计

MUC1 mRNA
阳性

36
13
49

阴性

22
21
43

合计

58
34
92

r值

0.231

P值

0.027
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另外，研究发现Galectin⁃3和MUC1 mRNA的表达

与肿瘤的 TNM分期、组织分化程度以及淋巴结转

移有关，TNM 分期越高以及淋巴结转移患者，

Galectin⁃3 mRNA 和 MUC1 mRNA 阳性发生率也

越高，因此，对外周血中 Galectin ⁃ 3 mRNA 和

MUC1 mRNA 检测对直肠癌恶性程度评估具有一

定参考价值。经 5 年后随访发现，Galectin ⁃ 3
mRNA 和MUC1 mRNA 阳性患者 5 年生存率均明

显低于阴性患者，提示 Galectin⁃3 mRNA 和MUC1
mRNA 的表达与直肠癌患者预后存在相关性，两

者可作为评估患者预后的参考指标。

有研究表明，细胞外 Galectin⁃3可与细胞膜上

MUC1结合，导致MUC1极化分布，暴露细胞表面

多种黏附因子，促进肿瘤细胞的集聚，增强肿瘤细

胞与血管内皮黏附性，从而在肿瘤的侵袭转移过

程中发挥重要作用［17］。本研究发现，直肠癌患者

外周血中 Galectin⁃3 mRNA 和 MUC1 mRNA 的表

达呈显著正相关关系，说明 Galectin⁃3 mRNA 和

MUC1 mRNA 相互影响，共同参与直肠癌的进展

过程。

综上所述，外周血 Galectin ⁃ 3mRNA、MUC1
mRNA 表达与直肠癌的发生、发展以及转移密切

相关，Galectin⁃3m RNA、MUC1 mRNA检测有助于

对直肠癌患者预后评估提供参考。
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•论 著•

硬膜外阻滞麻醉术对结肠癌根治术患者认知功能及
炎性蛋白表达的影响研究

陈杰华 1 马海燕 2★

［摘 要］ 目的 探究硬膜外阻滞对结肠癌根治术患者认知功能及炎性蛋白表达的影响，为优化

结肠癌根治术麻醉方案提供理论依据。 方法 本次探究对象为 2015年 2月至 2017年 2月于我院行结

肠癌根治术的 92例结肠癌患者，根据麻醉方案的不同进行分组，将采用单纯全身麻醉的 45例患者设为

对照组，采用硬膜外阻滞复合全身麻醉的 47例患者设为观察组。记录 2组患者出血量、苏醒时间等手术情

况；术前、术后 1 d、3 d采用简易精神状态量表（MMSE）评价 2组患者认知功能；采用酶联免疫吸附试验

（ELISA）检测 2组患者术前、术后 1 d、3 d血清 S⁃100β蛋白、肿瘤坏死因子 α（TNF⁃α）、白细胞介素 6（IL⁃6）
水平、白细胞介素（IL⁃1α）、高敏 C反应蛋白（hs⁃CRP）；比较 2组患者术后 1 d Steward苏醒评分以及疼痛

（VAS）评分；记录术后恶心呕吐发生情况。 结果 观察组与对照组术中出血量、丙泊酚用量、瑞芬太尼

用量差异无统计学意义（P>0.05），观察组苏醒时间、拔管时间显著低于对照组，差异具有统计学意义

（P<0.05）；观察组与对照组术后MMSE评分、血清 S⁃100β蛋白、TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1α、hs⁃CRP水平均显著

高于术前，差异具有统计学意义（P<0.05），术后 1 d、3 d观察组MMSE评分显著高于对照组，血清 S⁃100β
蛋白、TNF⁃α、IL⁃6水平显著低于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）；观察组术后 Steward苏醒评分显著

高于对照组，VAS评分显著低于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）；观察组恶心呕吐发生率为 12.77%，

显著低于对照组（31.11%），差异具有统计学意义（P<0.05）。 结论 相较于单纯全身麻醉，硬膜外阻滞麻醉

能显著提升术后认知功能，改善术后 S⁃100β蛋白、TNF⁃α等炎性因子水平，不良反应发生率更低。

［关键词］ 硬膜外阻滞；结肠癌根治术；认知功能；S⁃100β蛋白

Effect of Epidural Anesthesia on Cognitive Function and Inflammatory Protein
Expression in Patients with Radical Resection of Colon Cancer
CHEN Jiehua1，MA Haiyan2★

（1. Department of Anesthesiology，Huangshi Central Hospital，Edong Health Care，Huangshi， Hubei，
China，435000；2. Department of Anesthesiology，Huangshi Maternity and Children 􀆳 s Health Hospital，
Edong Health Care，Huangshi，Hubei，China，435000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of epidural anesthesia on the cognitive function and
the expression of inflammatory protein in patients with radical resection of colon cancer，and to provide the
theoretical basis for the optimization of radical anastomosis of colon cancer. Methods 92 patients with
radical resection of colon cancer in our hospital from February 2015 to February 2017 were selected and
divided into groups according to the different anesthesia program，45 patients with simple general anesthesia
were included into the control group；and 47 patients with epidural anesthesia combined with general
anesthesia were included into observation group. The bleeding，wake time and other surgical conditions of

·· 315



分子诊断与治疗杂志 2019年 7月 第 11卷 第 4期 J Mol Diagn Ther, July 2019, Vol. 11 No. 4

patients in two groups were recorded. The mini mental state examination（MMSE）were used to evaluate the
cognitive function of the two groups preoperative and postoperative 1d and 3d. The levels of serum S⁃100β
protein，tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α），interleukin⁃6（IL⁃6），interleukin⁃1α（IL⁃1α），and high⁃sensitivity
C ⁃ reactive protein（hs ⁃CRP）were measured by enzyme ⁃ linked immunosorbent assay（ELISA）in the two
groups preoperative and postoperative 1d and 3d；The postoperative 1d Steward recovery scores and visual
analogue scale（VAS）scores were compared between the two groups；The incidence of postoperative nausea
and vomiting were recorded. Results There was no significant difference between the two groups in the
amount of intraoperative bleeding，the usage of propofol and remifentanil（P>0.05）. The recovery time and
extubation time of the observation group were significantly lower than those of the control group，the
difference was statistically significant（P<0.05）. The MMSE score，serum S⁃100β，levels of TNF⁃α，IL⁃6，
IL ⁃ 1α and hs ⁃CRP in the two groups were statistically significant before and after surgery（P<0.05）. The
MMSE score of the observation group was significantly higher than that of the control group at 1 day and 3d
after operation. The levels of serum S ⁃ 100β protein，TNF ⁃ α and IL ⁃ 6 of the observation group were
significantly lower than those of the control group（P<0.05）. The score of Steward in the observation group
was significantly higher than that in the control group，and the VAS score in the observation group was
significantly lower than that of the control group（P<0.05）. The incidence of nausea and vomiting in the
observation group was 12.77%，which was significantly lower than that in the control group（31.11%），the
difference was statistically significant（P<0.05）. Conclusion Compared with general anesthesia，epidural
anesthesia can significantly improve postoperative cognitive function，postoperative S⁃100β protein and other
inflammatory factors，and have a lower incidence of adverse reactions.

［KEY WORD］ Epidural anesthesia；Radical resection of colon cancer；Cognitive function

目前，对于早中期结肠癌而言，外科手术是控

制病情的有效治疗方案，通过手术切除可彻底清除

病灶，达到改善患者预后的目的。目前腹腔镜结肠

癌根治术以其创口小、恢复快的优势广泛应用于结

肠癌的临床治疗［1］。如同大多数腹腔手术，在行腹

腔镜手术时需保证足够的麻醉深度。但临床观察

发现，由于患者多为中老年人，单纯全身麻醉容易

对患者的认知功能带来一定损害，王云川等［2］报道

称严重者甚至出现终身性的认知功能障碍，同时其

研究认为硬膜外阻滞复合全身麻醉在预防术后认

知功能障碍方面具有重要意义。尹彦玲等［3］研究显

示硬膜外阻滞复合全身麻醉相较于单独全麻术后

患者简易精神状态量表（mini mental state examina⁃
tion，MMSE）评分更高。有研究显示，麻醉方式、

感染、术式等导致的炎性反应是引发患者术后认

知功能障碍的重要因素，而硬膜外阻滞麻醉术可

降低各种刺激介导炎症介质释放的可能性［4］。此

外 S⁃100β蛋白作为一种存在于神经系统的炎性蛋

白，可促使细胞骨架产生运动，调节酶的活性，调节

血管内皮细胞、炎性细胞及神经元的活性，促进细

胞生长、分化［5］。由于 S⁃100β蛋白在中枢神经系统

具有高度特异性，是反应脑损伤的特异性指标，因

此临床上常通过S⁃100β蛋白的浓度，判断患者认知

功能［6］。此外，其他因子如肿瘤坏死因子（tumor ne⁃
crosis factor⁃alpha，TNF⁃α）、白介素 6（interleukin 6，
IL⁃6）等作为代表性的促炎性细胞因子，是造成术

后损伤的关键因子，二者水平的高低也可反映机体

手术应激反应［7］。鄂东医疗集团黄石市中心医院和

鄂东医疗集团黄石市妇幼保健院两院近年对部分

患者采用了硬膜外阻滞复合全身麻醉，在保护术后

认知功能方面取得了一定的效果。为进一步研究

不同麻醉方式对患者术后认知功能的影响，本研究

通过病历资料回顾性分析，比较单纯全身麻醉和硬

膜外阻滞复合全身麻醉两种麻醉方式术后MMSE
评分，探究硬膜外阻滞对结肠癌根治术患者认知功

能及炎性蛋白的影响，为优化结肠癌根治术的麻醉

方案，减轻手术麻醉对患者带来的不良影响提供理

论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

本次探究对象为 2015年 2月至 2017年 2月于

本院行结肠癌根治术的 92 例结肠癌患者，根据麻

醉方案的不同进行分组，将采用单纯全身麻醉的

45 例患者设为对照组，对照组男性 25 例，女性 20
例；最低年龄 50 岁，最高 77 岁，平均（61.04±4.32）
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岁；采用硬膜外阻滞复合全身麻醉的 47例患者设

为观察组，观察组男性 27例，女性 20例；最低年龄

49 岁，最高 78 岁，平均（60.43±4.34）岁。纳入标

准：所有患者均经肠镜、病理学检查确诊为结肠癌；

单发病灶；综合诊断适合行结肠癌根治手术；患者

及家属同意手术方案；无消化系统手术史；未发生

淋巴结转移；初中及以上文化水平。排除标准：

凝血障碍者；有麻醉禁忌症；有化疗、免疫治疗史；

合并精神疾病、脑卒中等影响认知功能的疾病；合

并术前感染者。比较 2组患者性别、年龄等一般资

料差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

1.2 方法

进入手术室后，给予患者开放外周静脉，心电

图、血氧饱和度、动脉血压、脑电双频指数（bispec⁃
tral index，BIS）、输液量、出血量、尿量监测，血氧

饱和度不低于 95％，动脉血压波动幅度不超过基

础值 20%，BIS 值维持于 40~60。建立人工 CO2气

腹时压力保持 12~15 mmHg。对照组患者行常规全

身麻醉，静脉注射罗库溴铵（0.6 mg/kg）、芬太尼（2~
4 μg/kg）、丙泊酚（1.5 mg/kg）、咪达唑仑（0.05 mg/
kg）进行诱导麻醉；术中丙泊酚维持 5~8 mg/（kg·h）
瑞芬太尼维持 0.15~0.25 μg/（kg·h），缝合皮肤时停

止输入全身麻醉用药，恢复自主呼吸后吸痰拔管。

观察组患者采用硬膜外阻滞复合全身麻醉，取左侧

卧位，采用硬膜外穿刺，穿刺间隙选择 T9~T10，于
头侧置入硬膜外导管嘱咐患者行平卧位，给予 3~4
mL 利多卡因（1.5％），疼痛减退明确后平面控制于

T6水平以下，全身麻醉与对照组保持一致。2组患

者均按《结肠癌D3手术规范化实施和关键点》［8］中

所述在淋巴清扫时彻底切除相应肠段的第 3 站淋

巴组织的 D3术式行结肠癌根治术。

1.3 指标判定标准

手术情况：记录 2 组患者术中出血量、丙泊酚

用量、瑞芬太尼用量、苏醒时间以及拔管时间。

炎性因子：术前、术后 1 d、3 d采集患者外周静

脉血，3 000 r/min 离心 10 min 后分离血清，采用酶

联免疫吸附试验（enzyme⁃linked immunosorbent as⁃
say，ELISA）检测 2组患者血清S⁃100β蛋白TNF⁃α、

IL⁃6、白细胞介素 1α（interleukin 1α，IL⁃1α）、超敏C
反应蛋白（hypersensitive C reactive protein，hs⁃CRP）
水平，ELISA检测试剂盒购自美国强生公司。

MMSE 评 分 ：术 前 、术 后 1 d、3 d 采 用

MMSE［9］评价 2组患者认知功能，包括命名能力、

复述能力、书写能力、三步命令、阅读能力、结构能

力等，共 9项，总分 30，≥27分为认知功能正常，低于

27 分判断为认识功能障碍，21≥MMSE<27 为轻度

认知功能障碍、10≥MMSE<21 为中度认知功能障

碍、MMSE<10为重度认知功能障碍。

疼痛VAS评分：做一条 10 cm的线段，患者根

据自感疼痛严重程度在 0~10 cm线段上做标记，值

越大表示疼痛越严重；Steward 苏醒评分：参照文

献［10］，分值达 4分以上才能离开手术室或恢复室；

记录术后发生恶心呕吐情况。

1.4 统计学分析

所有数据 SPSS 16.00 统计软件进行分析处

理。计数资料以 n（%）表示，采用 c2检验，计量资

料以（x ± s）表示，重复测量资料采用重复测量方差

分析，组内两两比较采用 LSD⁃t检验，组间比较采

用 t检验，P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 2组手术情况比较

2 组术中出血量、丙泊酚用量、瑞芬太尼用量

差异无统计学意义（P>0.05），观察组苏醒时间、

拔管时间显著低于对照组，差异具有统计学意义

（P<0.05），见表 1。

项目

术中出血量（mL）

丙泊酚用量（mg）

瑞芬太尼用量（μg）

苏醒时间（min）

拔管时间（min）

观察组（n=47）

98.43±12.43

823.34±34.54

1421.43±312.23

6.87±2.31

8.04±1.34

对照组（n=45）

102.45±14.02

830.43±45.33

1451.43±316.56

7.87±2.56

9.05±1.45

t值

1.457

0.973

0.458

2.166

3.472

P值

0.149

0.333

0.648

0.033

0.008

表 1 2组手术情况比较（x ± s）

Table 1 Comparison of surgical conditions in the 2 groups（x ± s）
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指标

MMSE评分

S⁃100β（ng/mL）

TNF⁃α（pg/mL）

IL⁃6（pg/mL）

IL⁃1α（ng/L）

hs⁃CRP（mg/L）

组别

观察组

对照组

t/P

F 时间=288.36，P=0.000；F 组别=135.03，P=0.000

观察组

对照组

t/P

F 时间=67.72，P=0.000；F 组别=31.52，P=0.000

观察组

对照组

t/P

F 时间=311.89，P=0.000；F 组别=26.12，P=0.000

观察组

对照组

t/P

F 时间=148.11，P=0.000；F 组别=23.83，P=0.000

观察组

对照组

F 时间=130.52，P=0.000；F 组别=3.00，P=0.087

观察组

对照组

F 时间=90.38，P=0.000；F 组别=2.605，P=0.110

术前

28.45±1.03

28.39±1.05

0.277/0.783

75.65±12.43

76.04±11.89

0.154/0.878

68.54±10.43

69.04±9.67

0.238/0.812

103.54±15.43

105.05±14.99

0.476/0.635

11.23±3.03

11.33±2.03

2.12±0.43

2.14±0.35

术后 1 d

23.04±1.54a

24.76±1.69a

5.106/0.000

98.45±15.43a

120.45±20.31a

5.866/0.000

123.43±15.65a

112.34±14.65a

3.386/0.001

157.56±19.07a

170.45±20.43a

3.130/0.002

17.03±4.54a

18.73±3.45a

3.98±0.76a

4.04±0.45a

术后 3 d

26.60±1.43ab

28.04±1.04ab

⁃5.541/0.000

84.56±13.04ab

102.32±14.56ab

6.169/0.000

88.56±13.54ab

98.87±14.89ab

3.477/0.001

126.43±16.55ab

140.45±18.54ab

3.830/0.000

13.43±1.34ab

14.06±2.45ab

2.57±0.65ab

2.59±0.64ab

表 2 2组术前术后认知功能、炎性因子水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of preoperative and postoperative cognitive function and inflammatory factor levels in the 2 groups（x ± s）

表中 F 组别表示不同处理组间的差异检验，F 时间表示不同时间上的差异检验。与术前相比，aP<0.05；与术后 1d相比，bP<0.05。

2.3 2组 Steward苏醒评分、VAS评分比较

观察组术后 Steward 苏醒评分显著高于对照

组，VAS评分显著低于对照组，差异具有统计学意

义（P<0.05），见表 3。

2.4 2组恶心呕吐发生率比较

观察组恶心呕吐发生率为 12.77%，显著低于

对照组（31.11%），差异具有统计学意义（P<0.05），

见表 4。

组别

观察组

对照组

t值

P值

n

47

45

/

/

Steward苏醒评分

4.05±0.65

3.56±0.56

3.866

0.000

VAS评分

4.32±0.67

5.66±0.76

8.981

0.000

表 3 2组 Steward苏醒评分、VAS评分比较（x ± s）

Table 3 Comparison of Steward wake score and VAS score
in the 2 groups（x ± s）

组别

观察组

对照组

c2值

P值

n

47

45

/

/

恶心呕吐（n）

6

14

/

/

发生率（%）

12.77

31.11

4.548

0.033

表 4 2组恶心呕吐发生率比较

Table 4 Comparison of the incidence rate of nausea and
vomiting in the 2 groups

2.2 2组术前术后认知功能、炎性因子水平比较

2组术前、术后MMSE评分、血清 S⁃100β蛋白、

TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1α、hs⁃CRP水平差异具有统计学意

义（P<0.05），术后 1 d、3 d观察组MMSE评分显著高

于对照组，血清 S⁃100β蛋白、TNF⁃α、IL⁃6水平显著

低于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05），见表2。
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3 讨论

结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，肿瘤发生

部位位于结肠，主要累及直肠与乙状结肠交界处，

40~50 岁人群发病率最高，男女发病率比约为 2~
3∶1［11］。结肠癌主要分型包括黏液腺癌、腺癌、未

分化癌，其总发病率在胃肠道肿瘤中居高不

下［12］。结肠癌根治术是结肠癌临床治疗的首选方

案之一，但有报道称，术后认知功能降低是结肠癌

根治术后常见并发症之一［13］。加之结肠癌患者以

老年人群为主，其组织器官功能有所减退，对麻醉

的承受力以及手术的耐受力减退，术后更易出现

认知功能减退［14］。当前众多研究表明，麻醉手术

可能对手术患者认知水平造成一定程度的影响，

严重者甚至出现社会活动、日常生活能力丧

失［15］。因此，为减轻麻醉手术后认知功能损伤，避

免永久性的认知功能损伤的出现，选择适当的手

术麻醉方法至关重要。随着麻醉学的发展以及对

麻醉后遗症的研究深入，有研究认为全麻手术中

硬膜外阻滞麻醉可能通过阻断手术区域内伤害性

刺激传导至中枢神经，而减少患者相关炎性因子

分泌以及神经损伤。

有报道认为，炎性反应是导致认知功能减退

的独立危险因素之一，而相较于常规全身麻醉，

硬膜外阻滞麻醉对伤害性刺激向中枢神经系统以

及交感神经低级中枢的传导具有一定的阻滞作

用，能显著减低炎症因子的释放，减少中枢神经

受炎症因子的损伤程度［16］，S⁃100β 蛋白在雪旺氏

细胞以及中枢神经的星形胶质细胞中大量存在，

是反应脑损伤的敏感指标之一［17］，其具有耐热

性，其水平不受体外循环低温、溶血、异丙酚、肝

素等影响，因此适合用于全麻后评价脑损伤情

况；Karmakar 等［18］研究结果显示全麻手术术后血

清 S⁃100β 蛋白水平与认识功能呈负相关，与本

文结果一致。TNF⁃α、IL⁃6 水平是公认的反应机

体炎症反应程度的细胞因子，本探究显示术后血

清 S⁃100β 蛋白、TNF⁃α、IL⁃6 水平均显著上升，但

观察组水平更低，提示手术过程中，采用硬膜外

阻滞给患者带来的损伤更轻。认知功能评价显示

术后 3 d 观察组 MMSE 评分显著高于对照组，这

与炎症反应导致认知功能减退这一机制相契合。

Harris 等［19］报道指出硬膜外阻滞麻醉能够阻滞手

术区域的交感神经及传入神经，阻断手术区域内

伤害性刺激传导至中枢神经，肾上腺皮质的功能

受到抑制，使肾上腺髓质、脑垂体分泌的儿茶酚

胺量降低，有效降低麻醉应激反应。因此观察组

术后 Steward 苏醒评分、VAS 评分以及恶心呕吐

发生率均优于对照组。程向阳等［20］临床研究显

示硬膜外阻滞麻醉者苏醒时间、拔管时间与常规

全麻无明显差异，但本探究显示差异显著，这可

能因纳入对象有限造成一定误差，待日后条件成

熟再做深入研究。本研究创新之处在于将反映脑

组织损伤敏感指标血清 S⁃100β 蛋白与量化认知

水平的 MMSE 评分量表相结合，研究硬膜外阻滞

对认知功能保护的影响。

综上所述，相较于单纯全身麻醉，硬膜外

阻滞麻醉能显著提升术后认知功能，改善术后

S⁃100β 蛋白等炎性因子水平，不良反应发生

率更低。
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尿毒症患者血液透析前后血清 NT⁃proBNP、BUA、
cTnT水平变化及其临床意义

谢希★ 刘莉莉 李书会

［摘 要］ 目的 探讨尿毒症患者血液透析前后血清氨基末端脑钠肽前体（NT⁃proBNP）、血尿酸

（BUA）、肌钙蛋白 T（cTnT）水平变化及其临床意义。 方法 选取 2013年 9月至 2018年 1月本院血液透

析治疗的尿毒症患者 160 例，依据心血管疾病发生情况分为发生组（n=124）和未发组（n=36），同期

选取健康人员作为健康对照组（n=160），检测所有人员血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平，分析血

清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT水平变化与心血管疾病的关系。 结果 尿毒症患者血清NT⁃proBNP、BUA、

cTnT 水平明显高于健康对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；发生组和未发组血液透析后血清

NT⁃proBNP、BUA、cTnT水平明显低于透析前，未发组血液透析后血清NT⁃proBNP、BUA、cTnT水平明显

低于发生组，差异有统计学意义（P<0.05）；单因素分析结果显示，年龄（>60岁）、糖尿病、高血压和血液透

析后血清 NT⁃proBNP>4 381 ng/L、BUA>420 μmol/L、cTnT>0.1 μg/L 水平与患者心血管疾病的发生有关

（P<0.05）；Cox 回归性分析结果显示，校正年龄、糖尿病、高血压后，NT⁃proBNP>4 381 ng/L、BUA>420
μmol/L、cTnT>0.1 μg/L仍与患者心血管疾病的发生有明显的相关性（P<0.05）。 结论 尿毒症患者血

液透析后血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平下降，透析后 NT⁃proBNP>4 381 ng/L、BUA>420 μmol/L、
cTnT>0.1 μg/L与心血管疾病的发生密切相关。

［关键词］ 尿毒症；血液透析；氨基末端脑钠肽前体；血尿酸；肌钙蛋白 T；心血管疾病

The changes and clinical significance of serum NT⁃proBNP，BUA，cTnT levels
in patients with uremia before and after hemodialysis
XIE Xi★，LIU Lili，LI Shuhui
（Department of Nephrology，People􀆳s Hospital of China Three Gorges University，Yichang，Hubei，China，
443000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the changes and clinical significance of serum N⁃terminal pro
brain natriuretic peptide（NT⁃proBNP），blood uric acid（BUA），troponin T（cTnT）levels before and after
hemodialysis in uremic patients. Methods 160 patients with uremia who underwent hemodialysis in our
hospital from September 2013 to January 2018 were enrolled. According to the cardiovascular disease，all
patients were divided into occurrence group（n=124 ）and undeveloped group（n=36）. In the same period，
healthy people were selected as healthy control group（n=160）. The levels of serum NT⁃proBNP，BUA and
cTnT were measured in all subjects. The relationship between serum NT⁃proBNP，BUA and cTnT levels and
cardiovascular disease was analyzed. Results The levels of serum NT⁃proBNP，BUA and cTnT in uremic
patients were significantly higher than those in healthy controls（P<0.05）. The serum NT⁃proBNP，BUA and
cTnT levels after hemodialysis in the occurrence group and undeveloped group were significantly lower than
those in the before hemodialysis. The serum NT ⁃ proBNP，BUA and cTnT levels after hemodialysis in the
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occurrence group were significantly lower than those in the undeveloped group（P<0.05）. Univariate analysis
results showed，the age（>60 years old），diabetes，hypertension and blood serum after hemodialysis
NT ⁃ proBNP >4 381 ng/L，BUA >420 mol/L，cTnT >0.1 μg/L were associated with the occurrence of
cardiovascular disease（P<0.05）. The Cox regression analysis results showed that，the correction of age，
diabetes，hypertension，NT⁃proBNP（>4 381 ng/L），BUA（>420 μmol/L），cTnT（>0.1 μg/L）were still
statistically associated with the occurrence of cardiovascular disease in patients（P<0.05）. Conclusions

The serum NT⁃proBNP，BUA，cTnT levels were decreased after hemodialysis in uremic patients NT⁃proBNP
（>4 381 ng/L），BUA（>420 μmol/L）and cTnT（>0.1 μg/L）after hemodialysis were closely related to the
occurrence of cardiovascular disease.

［KEY WORDS］ Uremia；Hemodialysis；N⁃ terminal pro brain natriuretic peptide；Blood uric acid；
Troponin T；Cardiovascular disease

尿毒症是高血压、糖尿病、慢性肾炎、高尿酸

血症等慢性疾病终末期常见的一种严重并发症，

目前主要的治疗方法为血液透析，但透析期间常

易导致心血管疾病的发生，严重者可因心血管疾

病而导致死亡，约占总病死率的 50%［1］。而最近的

研究证实，氨基末端脑钠肽前体（N⁃terminal pro
brain natriuretic peptide，NT⁃proBNP）、肌钙蛋白 T
（troponin T，cTnT）等临床上常用的心肌损伤指标，

其对血液透析治疗后的尿毒症患者有预测价

值［2］。此外，也有研究表明，高尿酸血症可能导致

多种心脏疾病的发生，提示血液中的尿酸（blood
uric acid，BUA）水平可作为评估心血管疾病发生

的重要指标［3］。但目前关于尿毒症血液透析患者

血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平与其心血管疾

病发生的关系报道较少，故本研究通过检测尿毒

症患者血液透析前后 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水

平，并与健康人员比较，分析三者与心血管疾病

发生的关系，为早期评估和监测尿毒症并发心

血管疾病提供参考，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2013年 9月至 2018年 1月本院宜昌市第

一人民医院血液透析治疗的尿毒症患者 160例，同

期选取 160 例健康人员作为健康对照组。患者的

纳入标准：①经临床症状、实验室、影像学等检查

存在尿毒症［4］；②接受规律的血液透析>3 个月；

③年龄>18 岁，无精神病病史；④签署知情同意

书。排除标准：①近 1个月内有感染和/或手术史；

②妊娠期、哺乳期女性或儿童；③有恶性肿瘤，

预计生存期<3 个月；④近 1 个月内发生过急性

心肌梗死、不稳定心绞痛、急性心力衰竭、房颤者；

⑤失访或资料收集不完整。本次研究已经我院伦

理委员会审批且通过。尿毒症患者中男 82 例，女

78例，年龄 42~76岁，平均（63.47±10.57）岁，身体质

量指数 18.03~28.76 kg/m2，平均（24.48±4.14）kg/m2。

健康对照组中男 84例，女 76例，年龄 40~78岁，平

均（62.47±10.51）岁，身体质量指数 18.16~28.57 kg/
m2，平均（24.62±4.18）kg/m2。2组性别、年龄、身体

质量指数等比较差异无统计学意义（P>0.05）。

1.2 方法

1.2.1 一般资料收集

所有人员入院后常规收集和记录性别、年龄、

身高、体重、身体质量指数等资料，尿毒症患者收

集疾病史、透析时间等资料。

1.2.2 血液透析

尿毒症患者均采用一次性透析器，透析用水

为反渗水，膜材料为聚砜膜（面积 1.3~1.5 m2），透

析液为碳酸氢盐透析液，血管通路为自体或人工

动静脉内瘘或中心静脉置管。透析参数如下，

温度为 35.5~36.5℃，透析液流量为 500 mL/min，钙
离子为 1.25~1.50 mmol/L，钠离子为 138 mmol/L，
血流量为 200~300 mL/min，钾离子为 2.0 mmol/L，

3 次/周，4~5 h/次。

1.2.2 指标检测

尿毒症患者均常规监测血常规、肝功能、肾功

能、血电解质、血压、血脂、血糖等指标。健康对照

组于入院 2 h内，尿毒症患者于血液透析前后抽取

上臂空腹静脉血 6 mL置入无菌试管中，分离血清

（3 000 r/min，12 min，离心半径 8.5 cm）后采用酶联

免疫吸附法检测血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水

平，其中NT⁃proBNP>4 381 ng/L、BUA> 420 μmol/L、
cTnT>0.1 μg/L定义为该指标水平升高［5⁃6］，试剂盒

均购自基蛋生物科技股份有限公司。
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1.2.3 随访

尿毒症患者通过电话、复诊等方式进行随访，

本研究随访 3~22 个月，平均（12.05±2.32）个月，观

察和记录心肌梗死、心绞痛、充血性心力衰竭、心律

失常、左心室扩大等心血管疾病发生情况，并依此

将尿毒症患者分为发生组（n=124）和未发组（n=
36）。
1.3 统计学处理

采用 SPSS 22.0 统计软件处理数据，对计数资

料比较以（%）表示，采用 c2检验，对计量资料比较以

（x ± s）表示，采用 t检验，对各组的时间差异比较采

用两两比较 LSD⁃t 检验，血清 NT⁃proBNP、BUA、

cTnT水平变化与心血管疾病的关系采用单因素分

析和 Cox 回归性分析，P<0.05 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 尿毒症患者和健康对照组血清 NT⁃proBNP、
BUA、cTnT水平比较

尿毒症患者血清NT⁃proBNP、BUA、cTnT水平

明显高于健康对照组，差异有统计学意义（P<
0.05），见表 1。

2.2 2组血清NT⁃proBNP、BUA、cTnT水平比较

发生组和未发组血液透析后的血清 NT⁃proB⁃
NP、BUA、cTnT 水平明显低于透析前，未发组血

液透析后的血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平明

显低于发生组，差异有统计学意义（P<0.05），见

表 2。

组别

健康对照组

尿毒症患者

t值

P值

n

160

160

NT⁃proBNP
（ng/L）

246.26±26.45

5 025.83±524.36

115.151

<0.001

BUA
（μmol/L）

241.46±25.34

536.47±56.47

60.290

<0.001

cTnT
（μg/L）

0.04±0.01

0.14±0.05

24.807

<0.001

表 1 尿毒症患者和健康对照组血清NT⁃proBNP、BUA、
cTnT水平比较

Table 1 Comparison of serum NT⁃proBNP，BUA，cTnT
levels in uremic patients and health persons

组别

未发组

发生组

t值

P值

n

124

36

NT⁃proBNP（ng/L）

透析前

5 021.36±512.36

5 035.44±515.87

0.148

0.885

透析后

3 651.12±401.22*

4 405.12±468.21*

9.551

<0.001

BUA（μmol/L）

透析前

534.21±54.32

540.21±55.36

0.593

0.554

透析后

332.46±38.21*

425.13±43.25*

12.429

<0.001

cTnT（μg/L）

透析前

0.14±0.04

0.15±0.04

1.321

0.188

透析后

0.05±0.01*

0.11±0.03*

19.035

<0.001

表 2 2组血清NT⁃proBNP、BUA、cTnT水平比较

Table 2 Comparison of serum NT⁃proBNP，BUA，cTnT levels in the 2 groups

与同组透析前比较，*P<0.05。

2.3 尿毒症患者血液透析治疗后心血管疾病发生

的单因素分析

单因素分析结果显示，年龄（>60岁）、糖尿病、

高血压和血液透析后血清NT⁃proBNP>4 381 ng/L、
BUA>420 μmol/L、cTnT>0.1 μg/L水平与患者心血

管疾病的发生有关（P<0.05），见表 3。
2.4 血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平与心血管

疾病关系的Cox回归性分析

Cox回归性分析结果显示，校正年龄、糖尿病、

高 血 压 后 ，NT ⁃ proBNP>4 381 ng/L、BUA>420
μmol/L、cTnT>0.1 μg/L 仍与患者心血管疾病的发

生有明显的相关性（P<0.05），见表 4。

3 讨论

心血管疾病是尿毒症血液透析患者中发病

率及病死率最高的并发症，其发病率高达 20%，

且>50%的患者是死于心血管意外，因此如何有效

预防该并发症的发生具有重要的临床意义［7 ⁃8］。

目前，心脏超声及心脏导管等检查是诊断心血管

疾病的常用方法，但该方法不能有效发现尿毒症

血液透析患者的早期病变，在临床中应用存在局

限性［9⁃10］。

有研究显示，血液透析可有效缓解尿毒症患者

的临床症状及控制其血液毒素成分，但因患者自身
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存在明显的微小炎症和代谢异常状态，长期处于

此状态会逐渐引起心肌微损害，使多种心肌损伤

指标水平升高，提示检测心肌损伤因子有利于评

估患者心血管疾病的发生［11⁃12］。而相关研究显示，

NT⁃proBNP、cTnT是临床上常用的心肌损伤指标，

NT⁃proBNP 是与脑钠肽（brain natriuretic peptide，
BNP）同源且源于心室肌细胞的因子，且其在血清

中较 BNP 稳定，可反映心肌细胞的容量和压力负

荷，其水平升高提示心肌损害的发生；而 cTnT 是

肌钙蛋白的 3 个亚单位之一，存在于心肌的肌丝

中，在心肌损害时可被释放至血液中；其中 NT⁃
proBNP>4 381 ng/L 和 cTnT>0.1 μg/L 可作为评估

心血管疾病发生及预后不良（死亡）的临界

值［13⁃14］。此外，也有研究表明，BUA升高与心血管

疾病的发生发展有关，高 BUA 可沉积在血管壁而

损伤血管内膜和刺激血小板聚集，且可激活血小

板、破坏血管内皮细胞，使血小板粘附性增加而加

速动脉粥样硬化，并经多因素分析显示，高尿酸血

症（BUA>420 μmol/L）是心血管疾病发生的独立

危险因素［15⁃16］。

本研究通过检测尿毒症患者 NT⁃proBNP、
BUA、cTnT 水平，并与健康对照组比较，结果显示

尿毒症患者血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平明

显高于健康对照组，此结果与李芬［17］、Pecoits⁃Filho
等［18］研究基本一致，表明尿毒症患者存在一定的

心肌损害。这可能与尿毒症患者微小炎症和代谢

类别

性别

男

女

年龄

≤60岁

>60岁

身体质量指数（kg/m2）

糖尿病

高血压

高脂血症

透析时间（月）

血肌酐（μmol/L）

血红蛋白（g/L）

NT⁃proBNP>4 381 ng/L

BUA>420 μmol/L

cTnT>0.1 μg/L

未发组（n=124）

64（51.61）

60（48.39）

60（48.39）

64（51.61）

24.57±4.08

36（29.03）

20（16.13）

36（29.03）

14.01±2.51

712.36±78.25

91.23±10.45

34（27.42）

20（16.13）

12（9.68）

发生组（n=36）

18（50.00）

18（50.00）

10（27.78）

26（82.22）

24.26±4.04

18（50.00）

16（44.44）

12（33.33）

14.26±2.56

725.16±80.23

90.56±10.23

28（77.78）

20（55.56）

18（50.00）

c2/t值

0.290

4.815

0.324

5.486

12.828

0.246

0.524

0.859

0.340

29.811

23.130

29.777

P值

0.865

0.028

0.634

0.019

<0.001

0.620

0.601

0.392

0.734

<0.001

<0.001

<0.001

表 3 尿毒症患者血液透析治疗后心血管疾病发生的单因素分析［n（%）］

Table 3 Single factor analysis of cardiovascular disease in uremic patients after hemodialysis ［n（%）］

因素

NT⁃proBNP>4 381 ng/L

BUA>420 μmol/L

cTnT>0.1 μg/L

校正前

P值

0.000

0.001

0.026

HR

14.13

2.05

2.42

95%CI

6.21~32.12

1.89~13.48

1.10~5.32

校正后

P值

0.000a

0.008a

0.032a

HR

7.15a

3.19a

2.01a

95%CI

2.45~24.20a

1.43~12.62a

0.63~4.65a

表 4 血清NT⁃proBNP、BUA、cTnT水平与心血管疾病关系的Cox回归性分析

Table 4 Cox regression analysis of the relationship between serum NT⁃proBNP，BUA，cTnT levels and cardiovascular diseases

a为校正年龄、糖尿病、高血压等资料。
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异常损害心肌有关。同时，本研究中，发生组和未

发组血液透析后血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水

平明显低于透析前，未发组血液透析后血清 NT⁃
proBNP、BUA、cTnT水平明显低于发生组，此结果

与魏明明［19］、Yukio 等［20］研究基本一致，表明血液

透析能够使患者血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水

平下降。这可能是由于本研究通过血液透析能

够有效清除尿毒症患者体内的多种血液毒素，在

一定程度上改善了患者的各项机能，从而使血清

NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平下降。本研究的单

因素分析结果显示，年龄（>60 岁）、糖尿病、高血

压与患者心血管疾病的发生有关，此结果与钟晓

容［21］、Bielesz 等［22］研究中年龄、糖尿病、高血压与

患者心血管疾病发生有关的结果基本一致，提示

尿毒症患者受年龄、糖尿病、高血压等因素影响，

常易导致心血管疾病的发生。同时，本研究中血

液透析后血清 NT⁃proBNP>4 381 ng/L、BUA>420
μmol/L、cTnT>0.1 μg/L 水平与患者心血管疾病的

发生有关，这可能是由于在血液透析后未能有效

清除体内的多种血液毒素，或使机体仍处于较为

明显的微小炎症和代谢异常状态，会使心肌细胞

持续受损，且透析后 BUA 较高，加速了心血管的

动脉粥样硬化，从而增加了心血管发生的风险。

此外，本研究的 Cox 回归分析结果显示，校正年

龄、糖尿病、高血压后，NT⁃proBNP>4 381 ng/L、
BUA>420 μmol/L、cTnT>0.1 μg/L 仍与患者心血

管疾病的发生有明显的相关性，提示监测患者血

清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平变化对防治心血

管疾病的发生具有重要的意义，尤其是对透析后

NT⁃proBNP>4 381 ng/L、BUA>420 μmol/L、cTnT>
0.1 μg/L 的患者，应及时进行相关积极有效的

干预。

综上所述，尿毒症患者血液透析后血清 NT⁃
proBNP、BUA、cTnT 水平下降，透析后 NT⁃proB⁃
NP、BUA、cTnT 水平与心血管疾病的发生密切相

关，提示应积极加强透析后对 NT⁃proBNP、BUA、

cTnT的水平检测，若结果为NT⁃proBNP>4 381 ng/L、
BUA>420 μmol/L、cTnT>0.1 μg/L者应积极加强干

预。但本研究也存在一定的局限性，如尿毒症患

者血液透析后血清 NT⁃proBNP、BUA、cTnT 水平

与心血管疾病发生的机制复杂，且纳入的病例数

较少，不足以代表所有病患情况，故期待更深入和

更大样本的研究。
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PLT⁃I、PLT⁃F、RDW、MCHC指标变化与检验标本不
同保存条件的关系

胡耀华★ 卓书伟 符春苗

［摘 要］ 目的 探讨电阻抗法血小板计数（PLT⁃I）、荧光通道血小板计数（PLT⁃F）、红细胞分布宽

度（RDW）和红细胞平均血红蛋白浓度（MCHC）指标变化与检验标本不同保存条件的关系。 方法 选

取 2017年 1月至 2018年 10月体检的健康者 460例，均采集静脉血标本，每个标本等分 2份，在 4℃、25℃
下保存，分别于即刻、1 h、3 h、6 h、12 h和 24 h检测 PLT⁃I、PLT⁃F、RDW和MCHC水平。 结果 4℃条

件下，保存 24 h后 PLT⁃I和MCHC水平与即刻检测时的比较，差异有统计学意义（P<0.05），即刻、1 h、3 h、
6 h、12 h 和 24 h PLT⁃F 和 RDW 比较差异无统计学意义（P>0.05）；25℃条件下，保存 6 h、12 h 和 24 h 后

RDW 和MCHC 明显高于即刻检测时的，差异有统计学意义（P<0.05），保存 24 h后 PLT⁃I 明显低于即刻

检测时（P<0.05），即刻、1 h、3 h、6 h、12 h 和 24 h PLT⁃F 比较差异无统计学意义（P<0.05）；保存 6 h、12 h
和 24 h 时，25℃条件下，RDW 水平明显高于 4℃下的水平（P<0.05）；保存 12 h、24 h 时，25℃下 MCHC 明

显高于 4℃下的水平（P<0.05）。 结论 PLT⁃I、PLT⁃F、RDW和MCHC指标变化与样本保存的温度、时

间有关，以 4℃，保存 24 h内为宜，日常检测中应注意样本保存的时间和温度。

［关键词］ 电阻抗法血小板计数；荧光通道血小板计数；红细胞分布宽度；红细胞平均血红蛋白浓

度；保存条件

Relationship between the changes of PLT⁃I，PLT⁃F，RDW and MCHC indexes
and different storage conditions of test specimens
HU Yaohua★，ZHUO Shuwei，FU Chunmiao
（Department of Clinical Laboratory，Hainan Provincial Hospital of traditional Chinese medicine，Haikou，
Hainan，China，570203）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between the changes of electrical impedance
platelet count（PLT ⁃ I），fluorescent channel platelet count（PLT ⁃ F），red blood cell distribution width
（RDW），and the mean hemoglobin concentration（MCHC） of red blood cells and the different storage
conditions of test specimens. Methods 460 healthy subjects were selected from January 2017 to October
2018. All venous blood samples were collected. Each specimen was divided into 2 parts and stored at 4℃ and
25℃ . PLT ⁃ I，PLT ⁃ F，RDW and MCHC levels were measured at 0 h，1 h，3 h，6 h，12 h and 24 h，
respectively. Results At 4℃，the PLT⁃I and MCHC levels after 24 h of storage were significantly different
（P<0.05）compared with 0 h storage. immediate，1 h，3 h，6 h，12 h and 24 h PLT. There was no significant
difference between PLT⁃F and RDW（P>0.05）during 0 h，1 h，3 h，6 h，12 h and 24 h storages. At 25℃，

RDW and MCHC levels after 6 h，12 h and 24 h of storages were significantly higher than those at 0 h（P<
0.05）. After 24 h of storage，PLT ⁃ I was significantly lower than that of 0 h（P<0.05）. There was no
significant difference in PLT⁃F among 0 h，1 h，3 h，6 h，12 h and 24 h（P>0.05）. After 6 h，12 h and 24 h
of storage at 25℃，the RDW level was significantly higher than that at 4℃（P < 0.05）. After 12 h and 24 h of
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storage at 25℃ ，the MCHC level was significantly higher than that at 4℃（P<0.05）. Conclusion The
changes of PLT ⁃ I，PLT ⁃ F，RDW and MCHC indexes are related to the temperature and time of sample
storage. It is suitable to store at 4℃ for 24 h. The time and temperature of sample storage should be paid
attention to in daily detection.

［KEY WORDS］ Platelet count by impedance method；Fluorescence channel platelet count；Red blood
cell distribution width；Mean corpuscular hemoglobin concentration；Preservation condition

血细胞参数是常规临床检测项目，而保证检

测结果的可靠性、准确性是提高治疗方案合理性

和临床治疗效果的重要基础。但有研究提示，血

液标本经常受无法及时送检、保存环境温度欠佳

等多种因素的影响［1］。全自动血液分析仪凭借操

作简便、检测快速及高精密度等优点，已在各医院

应用广泛。有文献提示，为保证血液分析仪测定

结果的可靠、准确，加强实验室分析全周期质量管

理具有重要意义［2］。为保证患者临床血液检验结

果的安全、可靠，本研究探讨电阻抗法血小板计数

（electro⁃impedance platelet count，PLT⁃I）、荧光通道血

小板计数（fluorescent channel platelet count，PLT⁃F）、

红 细 胞 分 布 宽 度（red cell volume distribution
width，RDW）、红细胞平均血红蛋白浓度（erythro⁃
cyte mean hemoglobin concentration，MCHC）指标

变化与检验标本不同保存条件的关系，旨在为临

床检验提供参考性数据，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 1 月至 2018 年 10 月在海南省中

医院检验科体检的健康者 460 例，其中男性 288
例，女性 172 例，年龄 20~57 岁，平均年龄（44.10±
11.82）岁。纳入标准：（1）无高血压、糖尿病等基础

性疾病；（2）年龄≥18岁；（3）汉族人群；（4）受试者

知情同意。排除标准：（1）年龄<18 岁；（2）少数

民族。

1.2 实验方法

抽取患者肘静脉血 5 mL，每个标本等分 2份，分

别于 4℃、25℃下保存，使用全自动血液分析仪（美国

Sysmex公司生产，型号：XN⁃3000）分别于即刻、1 h、
3 h、6 h、12 h 和 24 h 检测每份标本 PLT⁃I、PLT⁃F、
RDW和MCHC水平。所有标本检测过程严格遵守

实验室规范进行，检测时保证标本温度稳定。

1.3 统计学处理

统计分析采用 SPSS 19.0 软件，计量资料用

（x ± s）表示，组间比较使用重复测量方差分析或方

差分析，以 P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 4℃条件下不同时间各指标变化情况

4℃条件下，保存 24 h 后 PLT⁃I 和 MCHC 水平

与即刻检测时的比较，差异有统计学意义（P<
0.05）；即刻、1 h、3 h、6 h、12 h 和 24 h PLT⁃F 和

RDW比较差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。

2.2 25℃下不同时间各指标变化情况

25℃条件下，保存 6 h、12 h 和 24 h 后 RDW 和

MCHC明显高于即刻时的检测结果差异有统计学

意义（P<0.05）；保存 24 h 后，PLT⁃I 明显低于即刻

时的检测结果差异有统计学意义（P<0.05）；即刻、

1 h、3 h、6 h、12 h和 24 h PLT⁃F水平比较差异无统

计学意义（P>0.05），见表 2。
2.3 不同温度下各指标水平比较

4℃和 25℃条件下，即刻、1 h、3 h、6 h、12 h 和

24 h 时 PLT⁃I、PLT⁃F 比较差异无统计学意义（P>
0.05）；25℃条件下，保存 6 h、12 h 和 24 h 时 RDW
水平明显高于 4℃下的水平（P<0.05）；25℃条件下，

保存 12 h、24 h 时 MCHC 明显高于 4℃下的水平

（P<0.05），见表 1和表 2。

时间

即刻

1 h

3 h

6 h

12 h

24 h

F值

P值

PLT⁃I
（×109/L）

255.10±42.50

253.00±40.33

253.02±43.88

25239±42.01

251.00±40.03

241.011±40.10a

10.112

<0.05

PLT⁃F
（×109/L）

266.09±42.14

266.19±37.56

267.00±38.43

267.06±37.90

267.21±39.67

267.17±38.11

1.675

>0.05

RDW

28.15±2.39

28.40±2.56

28.32±2.43

28.31±2.40

28.32±2.37

28.5±241

1.144

>0.05

MCHC
（g/dL）

31.61±2.82

31.65±2.80

31.61±2.80

31.90±2.72

32.14±2.70

33.10±3.65a

8.022

<0.05

表 1 4℃ 条件下不同时间各指标变化情况

Table 1 Variation of indicators in different time at 4℃

a与即刻时比较，P＜0.05。
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3 讨论

血常规查对临床诊疗中筛查各类外周血异常

具有重要意义，特别是对血管性病变和造血系统疾

病的诊断、鉴别具有重要的临床意义［3⁃4］。本研究使

用的XN⁃9000系列多功能全自动血液分析仪是近

年来科技发展的结晶，它利用十二烷月桂酰硫酸钠

法分析血红蛋白，鞘液电阻法分析 PLT、RBC指标，

核酸荧光染色和半导体激光流失细胞分析技术对

白细胞进行分类和计数［5⁃6］。该分析仪还具有血小

板荧光检测通道，通过荧光素选择性标记血小板，

有效地排除了红细胞的干扰［7⁃8］。但在实际工作中

发现，常规的血液检测从开始采样至上机检测存在

较长的耗时和温度波动，这对生化检测结果是否存

在影响也是分析质量的重点研究方向［9⁃10］。

本研究结果显示，在 25℃条件下，RDW 和

MCHC 明显高于即刻检测时的结果，保存 24 h 后

PLT⁃I明显低于即刻检测时，PLT⁃F比较差异无统

计学意义。上述结果提示，在比较低的温度下，存

放时间对 PLT⁃I和MCHC水平具有重要影响；常温

下，随着保存时间的延长，RDW 和 MCHC 水平变

高，PLT⁃I水平明显下降。这一结果与其他研究结

果一致［11］，说明随着时间的延长，血小板极易破碎，

随着血小板被破坏数量的增加，PLT⁃I水平明显下

降。此外，在非冷藏条件下，由于温度偏高激活血

小板，导致血小板聚集和黏附能力增加，进而出现

自发性聚集，PLT⁃I水平明显下降［12］。常温下，放置

时间延长，红细胞内渗透压快速升高，抗凝全血标

本渗透性升高，因此，渗透压降低的检测液中出现

红细胞体积的快速增大，所以，MCHC 水平较高。

研究发现随着标本放置时间的延长，MCV检测结果

逐渐发生变化［14］。 这主要与抗凝血液标本渗透压

的变化有关，同未与抗凝剂混合的血液相比，与抗

凝剂混合的血液渗透压有所升高，使红细胞处于高

渗环境中，导致细胞内水分与细胞外溶质的相互交

换，使细胞内渗透压也随之升高，影响MCV检测结

果，这也与本研究结果一致。

本研究中 25℃条件下，RDW、MCHC水平明显

高于 4℃下的水平。这一结果提示随着温度的升

高，RDW、MCHC水平较高。常温下MCHC水平较

高可能是因为 4℃条件下红细胞自身代谢能力较

低，能量消耗缓慢，这有利于保持红细胞和白细胞

数量和形态的稳定，也提示无法立即检测的标本需

要放置在 4℃条件下冷藏保存。常温下，红细胞代

谢较 4℃条件下速率高，而维持自身渗透压消耗的

能量也较大，因此，红细胞形态多出现变化。相关

研究发现 PLT检测结果随标本放置时间的延长而

呈下降趋势，是因为标本放置时间过长可导致血小

板易于黏附、聚集，进而形成较大的颗粒，而分析仪

只能区别颗粒大小，无法区别颗粒性质，致使部分

血小板被误认为是小红细胞，无法纳入 PLT检测范

围［15］。

本研究优势在于分析了 PLT⁃I、PLT⁃F、RDW、

MCHC指标变化与检验标本不同保存条件的关系，

血细胞参数作为常规临床检测项目，可以为临床治

疗方案提供合理建议，同样是临床效果的重要基

础，但是检验标本不同的保存条件对血细胞参数指

标变化的影响明显，对检验标本的保存条件影响还

有待进一步开展多中心、大样本量、随机对照试验

进行深入分析，本研究便补充了此方面的缺憾。

时间

即刻

1 h

3 h

6 h

12 h

24 h

F值

P值

PLT⁃I（×109/L）

255.10±42.50

254.08±41.03

254.00±41.11

253.48±40.06

251.95±39.77

240.44±38.21*

9.011

＜0.05

PLT⁃F（×109/L）

266.09±42.14

266.10±41.09

266.17±39.43

266.21±38.11

265.09±41.16

265.12±39.99

1.892

＞0.05

RDW

28.15±2.39

28.22±2.31

28.17±2.32

29.52±2.09*

29.91±2.22*

30.78±2.30*

8.102

＜0.05

MCHC（g/dL）

31.61±2.82

31.60±2.90

31.62±2.81

32.60±2.90*

33.1±2.72*

33.90±277*

9.101

＜0.05

表 2 25℃ 条件下不同时间各指标变化情况

Table 2 Variation of indicators in different time at 25℃

*与即刻时比较，P＜0.05。
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综上所述，PLT⁃I、PLT⁃F、RDW、MCHC指标变

化与样本保存的温度、时间有关，在日常检测中应

注意样本保存的时间和温度。
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东莞市 2017-2018 年儿童下呼吸道感染病例监测
结果

孙志豪★ 张荣华 钟超珍

［摘 要］ 目的 利用液相芯片技术检测东莞地区儿童下呼吸道感染的病原体，获得病原谱流行

病学特征，为临床的诊治提供可靠的依据。 方法 采集 2017年 11月至 2018年 10月在东莞市妇幼保

健院住院的 2 850例下呼吸道感染儿童的咽拭子标本，利用液相芯片技术进行 13种呼吸道病原体的核

酸检测，并对结果按照 0~≤6月龄、＞6~≤12月龄、>1~≤3周岁、＞3~≤7周岁、＞7周岁的年龄分组进行统

计分析。 结果 2 850例下呼吸道感染患儿中检出病原体阳性的有 1 720例（60.35%），检出 2种或 2种

以上病原体阳性的有 533 例（18.70%）；在 13 种病原体中，检出率最高的前 3 种分别是呼吸道合胞病毒

（RSV）661例（23.19%），肺炎链球菌（SP）629例（22.07%）和流感嗜血杆菌（Hi）282例（9.89%）；而混合感

染率排名前 5的病原体分别是卡他莫拉菌（MC，98/119，82.35%）、鼻病毒（HRV，21/34，61.76%），流感嗜

血杆菌（Hi，171/282，60.64%），人偏肺病毒（hMPV，44/75，58.67%）和肺炎链球菌（SP，357/629，56.76%）。

各年龄组间感染的病原谱存在差异，低年龄段患儿中最常见的呼吸道病原体是 RSV；SP 和肺炎支原体

（MP）的检出率随着年龄的增长呈现上升的趋势。检出率随季节变化较明显的病原体是 SP、RSV、MC
和 Hi；SP 的检出率在 5⁃10月份间均维持在较高水平（＞20%）；RSV 检出率在 3月份有 1个次高峰，在 9
月份达到最高峰；Hi 检出率在 5 月份达到高峰；MC 和 MP 的检出高峰期均是 10⁃11 月份。 结论

SP、RSV、MC和Hi在患儿中检出率存在明显的季节性变化；RSV、SP和MP在各年龄组的检出率存在差

异；在临床诊疗活动中应注意病原体流行的季节变化、年龄组常见病原体差异以及多重病原体的感染。

［关键词］ 液相芯片技术；下呼吸道感染；东莞市

A surveillance of children lower respiratory tract infection cases in Dongguan
City, from 2017 to 2018
SUN Zhihao★，ZHANG Ronghua，ZHONG Chaozhen
（Laboratory Department of Dongguan City Maternal and Child Health Hospital，Dongguan，Guangdong，
China，523120）

［ABSTRACT］ Objective The liquid chip technology was used to detect the pathogens of children
with lower respiratory tract infection in Dongguan，Guangdong province，and the epidemiological characteris⁃
tics of pathogen spectrum were obtained，which provided a reliable basis for clinical diagnosis and treatment.
Methods The throat swab specimens of 2850 children with lower respiratory tract infections who were hospi⁃
talized in Dongguan City Maternal and Child Health Hospital from November 2017 to October 2018 were col⁃
lected. The nucleic acid of 13 respiratory tract pathogens was detected by liquid chip technology，and the re⁃
sults were analyzed statistically according to the age groups of 0~ ≤6 months，>6~ ≤12 months，>1~ ≤3
years，>3~≤7years and >7 years. Results Of the 2850 children with lower respiratory tract infection，1720
（60.35%）were positive for pathgens，and 533（18.70%）were detected for two or more pathogens. Among
13 pathogens，The top three rates were 661（23.19%）of respiratory syncytial virus（RSV），629（22.07%）of
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Streptococcus pneumoniae（SP）and 282（9.89%）of Haemophilus influenzae（Hi）. The top 5 pathogens with
mixed infection rates were Moraxella catarrhalis （MC，98/119，82.35%）， rhinovirus （HRV，21/34，
61.76%），Haemophilus influenzae（Hi，171/282，60.64%），human metapneumovirus（hMPV，44/75，
58.67%）and Streptococcus pneumoniae（SP，357/629，56.76%）.The pathogen spectrum of infection among
different age groups is different. The most common respiratory pathogen in children of low age is RSV；the de⁃
tection rate of SP and Mycoplasma pneumoniae（MP）increases with age. The pathogens whose detection rate
changed significantly with the season were SP，RSV，MC and Hi. The positive rate of SP maintained a high
level（>20%）from May to October；the positive rate curve of RSV showed a sub⁃peak in March and peaked
in September；the positive rate of Hi peaked in May；the positive rate of MC and MP peaked in October and
November. Conclusion The detection rates of SP，RSV，MC and Hi in children showed significant season⁃
al changes. The detection rates of RSV，SP and MP were different in different age groups. In clinical diagnosis
and treatment，attention should be paid to the seasonal changes of pathogens and the difference of common
pathogens among age groups and multiple pathogen infections.

［KEY WORDS］ Liquid chip technology；Lower respiratory tract infection；Dongguan

呼吸系统感染是儿科的常见疾病，是发展中

国家乃至发达国家低年龄段人口的重要死因之

一，越来越受到公众的关注［1⁃3］。在我国珠三角地

区如广州、深圳等城市的流行病学研究中显示，社

区 获 得 性 肺 炎（community acquire pneumonia，
CAP）往往伴随多种呼吸道病原体感染［4⁃5］。东莞

市位于珠江三角洲地区，地理上属于亚热带季风

气候，雨热同期，受本地独特气候特点的影响，呼

吸系统疾病的流行有其独特的规律。儿童下呼吸

道感染的病原体的构成复杂，临床症状缺乏特异

性，传统的病原学诊断常通过病原体分离培养实

现，该方法缺耗费时间长，且鉴定数量有限，难以

满足临床诊断需求［6］。而液相芯片技术的出现，

恰好弥补了这些缺陷，有助于快速确诊、控制病

情。液相芯片，也称为微球悬浮芯片，是基于美

国 Luminex 公司开发的新型生物芯片技术平台，

具有操作简单，杂交动力学快，应用灵活等优

点［7⁃10］。本研究采用基于液相芯片平台的核酸检

测技术，对东莞市妇幼保健院住院患儿下呼吸道

感染标本进行 13 种常见呼吸道病原体的核酸检

测，并对结果进行分析，尝试在多重病原体、较大

样本量的维度上研究儿童呼吸系统感染的流行规

律，为儿童呼吸系统感染性病例的预防和控制提

供科学依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

本研究的研究对象选取自 2017 年 11 月至

2018 年 10 月在东莞市妇幼保健院因下呼吸道感

染住院的 2 850 例患儿。在对患儿进行呼吸道标

本采集前均征得患儿家长/监护人知情同意并通过

患儿所在医院伦理委员会批准。诊断标准依据

《儿 童 社 区 获 得 性 肺 炎 管 理 指 南（2013 修

订）》［11⁃12］，住院患儿入组符合下呼吸道感染标准：

出现咳嗽、痰粘稠，肺部出现湿罗音，并有下列 3种

情况之一：①发热；②白细胞总数和（或）嗜中性

粒细胞比例增高；③X 线显示肺部有炎性浸润性

病变。排除标准：非感染性原因如肺栓塞、心力

衰竭、肺水肿、肺癌等所致的下呼吸道的胸片改

变。在 2 850例患儿中，男性 1 781例（62.49%），女

性 1 069 例（37.51%）；0~≤6 月龄患儿 1 051 例

（36.90%），>6~≤12 月龄患儿 554 例（19.40%），>
1~≤3 周岁患儿 956 例（33.50%），>3~≤7 周岁患儿

228例（8.00%），>7周岁以上患儿 61例（2.10%），中

位数年龄为 10个月。

1.2 方法

1.2.1 标本采集

在患儿入院当天采集咽拭子置于 2 mL 样品

保存液中，4℃保存并在 24 h内送至实验室进行检

测，标本运输过程均保持 4℃。

1.2.2 试剂和仪器

试剂：核酸提取试剂盒采购自广州美基生物

科技有限公司，PCR 试剂采购自中山大学达安基

因股份有限公司，液相芯片检测试剂耗材采购自

美国 Luminex公司。

仪器：PCR 仪采购自安杰思医学科技有限公

司，型号为 AGT9601。液相芯片检测仪采购自美

国 Luminex公司，型号为Magpix50。
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1.2.3 引物与探针

1.2.3.1 多重 PCR引物设计 由于流感病毒A型、

流感病毒 B型、副流感病毒、人偏肺病毒、鼻病毒、

呼吸道合胞病毒是 RNA病毒，因此这 6种 RNA病

毒的多重反转录 PCR设计在一管中反应，这 6种病

毒，以及用于内参的人的GAPDH基因对应的 PCR
引物序列见表 1。而博卡病毒、腺病毒、肺炎支原

体、卡塔布兰汉菌、流感嗜血杆菌、肺炎链球菌、百

日咳菌则是基于 DNA水平检测，因此无需做反转

录，只需要基于 PCR扩增即可，这 7种基于DNA检

测的病原体的多重 PCR引物引物序列见表 2。
所有的反向引物 R引物的 5′端均用生物素进

行标记。

1.2.3.2 探针设计 针对 8 种病毒、5 种细菌、1 种

支原体和 1 个人的内参基因一共设计了 15 条探

针，探针序列如表 3。
所有探针的 5′端均用连续 18个碳原子加上氨

基修饰。

引物名称

GAPDH⁃F

GAPDH⁃R

IA⁃F

IA⁃R

IB⁃F

IB⁃R

PV3⁃F

PV3⁃R

MPV⁃F

MPV⁃R

RV⁃F

RV⁃R

RSV⁃F

RSV⁃R

引物序列（5′⁃3′）

CAAGCTCATTTCCTGGTATGACA

GGGAGATTCAGTGTGGTGGG

AGYCTTCTAACCGAGGTCGAAAC

TACGCTGCAGTCCTCGCTCA

GGCAAAGCAGAACTAGCA

TTTCCTGGTCTTTGGGTTT

GGATAAAATGGACATGGCATA

TGTAATGCAGCTTGTTGT

TAGGCTCATCTTCAACAGG

TATGTTGTTRGATGATCTGGC

CAAGYACTTCTGTYTCCC

CACGGACACCCAAAGTAGT

GCTCCAGAATAYAGGCATGA

CTGCAAARATYCCTTCAACTCT

所检测的病原体

人的GAPDH基因做内参

流感病毒A型

流感病毒B型

副流感病毒 3型

偏肺病毒

鼻病毒

呼吸道合胞病毒

表 1 检测RNA病毒的多重 PCR引物序列

Table 1 Detection of RNA virus by multiplex PCR primer sequence

引物名称

Hbo⁃F

Hbo⁃R

Had⁃F

Had⁃R

Spn⁃F

Spn⁃R

Mpn⁃F

Mpn⁃R

Mca⁃F

Mca⁃R

Hin⁃F

Hin⁃R

Bpe⁃F

Bpe⁃R

引物序列（5′⁃3′）

TATGATGTCACAACGAGG

TAATCCGTGATGACTTGC

TGCACATCGCCGGVCAGGA

TCSGTGGTCACATCRTGSGT

GTGTCGCTCTTTGCAGTA

TTCATTATCAGTCCCAGTCG

TACTACTTCCACAATAACCCC

AATAAAGGCATCAACCACA

GTGTTGACCGTTTTGACT

AGATTAGGTTACCGCTGAC

GTTATTGGGTAAACTATAATTACGA

CAAGTTCTTTTACCAACGGA

CAAGGCCGAACGCTTCAT

GAGTTCTGGTAGGTGTGAGCGTAA

所检测的病原体

博卡病毒

腺病毒

肺炎链球菌

肺炎支原体

卡他布兰汉菌

流感嗜血杆菌

百日咳杆菌

表 2 基于DNA检测的病原体的多重 PCR引物序列

Table 2 Multiplex PCR primer sequences of pathogens based on DNA detection
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探针名称

GAPDH⁃P
IA⁃P
IB⁃P
PV3⁃P
RSV⁃P
RV⁃P
MPV⁃P
Hbo⁃P
Had⁃P
Spn⁃P
Mpn⁃P
Mca⁃P
Hin⁃P
Bpe⁃P

探针序列（5′⁃3′）
TGGGGAGTCCCTGCCACAC
TCGGCTTTGAGGGGGCCTGAYG
CCAAGGCAGAGTCTAGGTCA
TTGTTTCCTGGTCTTGATAGCAC
GTAATAACCAAATTAGCAGCAGG
TCCTCCGGCCCCTGAATG
TGACACCCCACCTTAGCA
CATGAGAGTAGTTGTTGCCAT
CTGGTGCAGTTCGCCCGCGC
ATTCTGAGTAATTAGAAGTCGCAT
TTGACAAGACCGTCCAATCCA
CCGACATCAACCCAAGCTTT
CAATGGCAGAAGTGGTTAAATATG
AGTCGGCCTTGCGTGAGTGG

所检测的病原体

人的GAPDH基因内参

流感病毒A型

流感病毒B型

副流感病毒 3型

呼吸道合胞病毒

鼻病毒

偏肺病毒

博卡病毒

腺病毒

肺炎链球菌

肺炎支原体

卡他布兰汉菌

流感嗜血杆菌

百日咳杆菌

1.2.4 核酸提取及扩增

待检样本送至实验室后使用核酸提取试剂对

样本进行DNA和RNA的提取。完成核酸提取后，

取出⁃20℃保存的 13 项呼吸道病原体核酸检测试

剂盒（RNA/DNA）扩增试剂，解冻、分装加入 PCR
八联管。将待检核酸与扩增试剂混合后进行 PCR
扩增。按照 PCR 扩增试剂盒的操作说明书，根据

病原体核酸种类不同，使用不同的扩增程序进行

扩增，并选择GAPDH作为内对照进行质控。

检测 DNA 的病原体为：人博卡病毒（human
Bocavirus，hBoV）、腺病毒（adenovirus，AdV）、流

感嗜血杆菌（haemophilus influenza，Hi）、肺炎支原

体（mycoplasma pneumonia，MP）、卡他莫拉菌（mo⁃
rella catarrhalis，MC）、肺炎链球菌（streptococcus
pneumonia，SP）和百日咳杆菌（bordetella pertus⁃
sis. BP）；检测 RNA 的病原体为：呼吸道合胞病毒

（respiratory syncytial virus，RSV）、流感病毒 A 型

（Influenza A virus，FluA）、流感病毒 B 型（Influen⁃
za B virus，FluB）、人偏肺病毒（human partial pul⁃
monary virus，hMPV）、副流感病毒（parainfluenza
virus，PIV）和鼻病毒（human rhinovirus，HRV）。

设置如下程序进行 PCR扩增：①检测DNA病

原的扩增程序为：37℃ 10 min，反应 1个循环；95℃
10 min，反应 1 个循环；95℃ 30 s；52℃ 1 min；65℃
1 min；95℃ 30 s，反应 30 个循环；95℃ 30 s；65℃
45 s；72℃ 45 s；95℃ 30 s，反应 25 个循环；72℃ 5

min，反应 1个循环；12℃保持至反应管从仪器上移

走。②检测RNA病原的扩增体系为：50℃ 30 min，
反应 1个循环；94℃ 2 min，反应 1个循环；94℃ 30 s；
52℃ 45 s；72℃ 30 s；94℃ 30 s，反应 30 个循环；

94℃ 30 s；65℃ 30 s；72℃ 30 s；94℃ 30 s，反应 25个

循环；72℃ 5 min，反应 1个循环；12℃保持至反应管

从仪器上移走。扩增结束后，取出并检查样本标记

是否依旧清晰，管内试剂是否挥发，已扩增样本尽

快进行杂交检测，如需保存需放置 4℃冰箱。

1.2.5 核酸杂交

开启Luminex Magpix液相芯片检测平台，进行

仪器和软件设置，建立检测程序；将扩增产物分别

加入核酸杂交试剂中，在 PCR仪上进行杂交显色反

应；显色结束后将样品放入Magpix96孔板加热模块

中，运行已保存的待检测批次，进行检测，得到

结果。

1.3 统计学分析

数据统计通过 SPSS 22.0 软件完成。计数资

料采用例数和百分比表示，组间采用 t 检验、c2检

验或 Fisher 确切概率法检验，以 P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 病原学检测结果

在 2 850 例患儿的标本中检测出病原体阳性

的例数为 1 720 例（60.35%），检出 2 种及 2 种以上

表 3 探针序列

Table 3 Probe sequence
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病原体阳性的例数为 533例（18.70%）；在 1 720例

病原学阳性患儿中，检出 1种病原体阳性例数为 1
187 例（41.65%），检出 2 种病原体阳性例数为 440
例（15.44%），检出 3 种病原体阳性例数为 85 例

（2.98%），检 出 4 种 病 原 体 阳 性 例 数 为 8 例

（0.28%）。在 13种病原体中，检出率最高的前 3种

分别是 RSV 661 例（23.19%），SP 629 例（22.07%）

和 Hi 282例（9.89%）；而混合感染率排名前 5的病

原体分别是 MC（98/119，82.35%）、HRV（21/34，
61.76%），Hi（171/282，60.64%），hMPV（44/75，
58.67%）和 SP（357/629，56.76%）。具体检测情况

详见表 4至表 6。

病原体

单一病原体感染的数量

单一病原体感染的阳性率（%）

病原体

BP

87

3.05

HRV

13

0.46

hBoV

36

1.26

SP

272

9.54

MP

69

2,42

PIV

79

2.77

RSV

399

14.00

MC

21

0.74

FluA

16

0.56

FluB

6

0.21

Hi

111

3.89

hMPV

31

1.09

AdV

47

1.65

表 4 2 850例患儿下吸呼吸道感染标本病原体检测结果

Table 4 Detection of pathogens in 2 850 children with lower respiratory tract infections

单一病原体阳性率（%）表示该病原体单独感染的检出率，不包括两重感染、三种及以上病原体感染。

表 6 2 850例患儿下吸呼吸道感染标本病原体检测结果

Table 6 Detection of pathogens in 2 850 children with lower respiratory tract infections

不同类型病
原体感染情况

1种病原体

2种病原体

3种病原体

4种病原体

混合感染病
原体合计

病原体合计

混合感染率*
（%）

病原体阳性
率（%）

病原体

BP
87
31
9
0

40

127

31.50

4.46

HRV
13
10
11
0

21

34

61.76

1.19

hBoV
36
18
8
1

27

63

42.86

2.21

SP
272
286
64
7

357

629

56.76

22.07

MP
69
40
9
1

50

119

42.02

4.18

PIV
79
37
21
2

60

139

43.17

4.88

RSV
399
211
48
3

262

661

39.64

23.19

MC
21
60
30
8

98

119

82.35

4.18

FluA
16
2
5
1

8

24

33.33

0.84

FluB
6
2
0
0

2

8

25.00

0.28

Hi
111
119
45
7

171

282

60.64

9.89

hMPV
31
37
7
0

44

75

58.67

2.63

AdV
47
18
7
2

27

74

36.49

2.60

*混合感染率=某种病原体检出阳性数中检出 2种及以上其他病原体的例数/该种病原体检出阳性总数×100%。

病原体

病原体感染数量合计

病原体阳性检出率（%）

病原体

BP
127
4.14

HRV
34
0.81

hBoV
63
1.89

SP
629
19.58

MP
119
3.82

PIV
139
4.07

RSV
661
21.40

MC
119
2.84

FluA
24
0.67

FluB
8

0.28

Hi
282
8.07

hMPV
75
2.39

AdV
74
2.28

病原体阳性检出率（%）表示该病原体总的检出率，包括单一感染、两重感染、三种及以上病原体感染。

表 5 2 850例患儿下吸呼吸道感染标本病原体检测结果

Table 5 Detection of pathogens in 2 850 children with lower respiratory tract infections

2.2 不同年龄组的病原体检出情况

通过比较各年龄别组间（0~≤6 月龄组、>6~≤
12月龄组、>1~≤3周岁组、>3~≤7周岁组和>7周岁

以上组）的检出率发现，BP、SP、Hi、MP、RSV、

AdV、hBoV、HRV 和 PIV 的检出率在组间存在差

异。其中低年龄段患儿中最常见的呼吸道病原体

是 RSV，在 3 周岁以下的 3 个年龄组检出率均在

20%以上，而 3周岁以上患儿中检出率不足 2%；SP
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在 0~≤6月龄组仅检出 72例（6.85%），随着年龄的

增长呈现上升的趋势；MP的检出率也随着年龄的

增长逐渐上升；Hi 在中间的 3 个年龄组（>6~≤12

月龄组、>1~≤3周岁组和>3~≤7周岁组）检出率均

超过 10%，而其他 2 组的检出率较低。13 种呼吸

道病原体在各年龄组中的检出率详见表 7。

年龄组

0~≤6月
（n=1051）

＞6~≤12月
（n=554）

＞1~≤3周岁
（n=956）

＞3~≤7周岁
（n=228）

＞7周岁以上
（n=61）

c2值

P值

病原体

BP

84（7.99）

19（3.43）

21（2.20）

3（1.32）

0（0.00）

52.25

<0.001*

HRV

10（0.95）

5（0.90）

15（1.57）

4（1.75）

0（0.00）

26.09

<0.001*

hBoV

8（0.76）

26（4.69）

28（2.93）

0（0.00）

1（1.64）

33.68

<0.001*

SP

72（6.85）

99（17.87）

356（37.24）

84（36.84）

18（29.51）

306.23

<0.001*

MP

15（1.43）

14（2.53）

44（4.60）

30（13.16）

16（26.23）

144.22

<0.001*

PIV

57（5.42）

37（6.68）

42（4.39）

3（1.32）

0（0.00）

17.65

<0.001*

RSV

318（30.26）

132（23.83）

206（21.55）

4（1.75）

1（1.64）

106.71

<0.001*

MC

31（2.95）

29（5.23）

44（4.60）

14（6.14）

1（1.64）

9.22

0.100

FluA

7（0.67）

3（0.54）

9（0.94）

5（2.19）

0（0.00）

6.88

0.360

FluB

0（0.00）

1（0.18）

5（0.52）

2（0.88）

0（0.00）

8.23

0.080

Hi

82（7.8）

60（10.83）

115
（12.03）

23（10.09）

2（3.28）

15.51

<0.001*

hMPV

21（2.00）

17（3.07）

33（3.45）

4（1.75）

0（0.00）

7.70

0.260

AdV

6（0.57）

9（1.62）

40（4.18）

17（7.46）

2（3.28）

50.12

<0.001*

表 7 不同年龄组下呼吸道感染患儿的病原体检测结果

Table 7 Pathogen detection results of children with lower respiratory tract infection in different age groups

理论值小于 5的格子数过多，采用 Fisher确切概率法；带*病原体表示检出率存在组间差异。

2.3 各病原体检出率的季节变化

SP 的检出率在 4 月份开始升高，5⁃10 月份间

均维持在较高水平（>20%）；RSV 检出率在 3 月份

有 1个次高峰，4⁃6月份有所下降，而后在 7月份开

始上升并在 9月份达到最高峰，并在达到高峰之后

迅速下降；Hi的检出率亦呈现明显的季节性，在 2
月份开始逐渐上升并在 5月份达到高峰，之后缓慢

下降在 10 月份之后维持一个较低的水平；MC 和

MP 的检出高峰期均是 10 ⁃ 11 月份；BP、HRV、

hBoV、PIV、FluA、FluB、hMPV 和 AdV 全年各月的

检出率均低于 10%，其中 PIV 的检出高峰期是 4⁃6
月份，hMPV的检出高峰期是 4⁃5月份。总的来说

儿童下呼吸道感染病原体春季检出率春季较其它

季节低，具体情况详见图 1。

3 讨论

下呼吸道感染是儿童时期的常见病，世界范

围内每年 5 岁以下儿童发生肺炎约 1.6 亿，中国

约 0.21 亿［11⁃13］。据世界卫生组织统计，在 5 岁以

下 儿 童 死 亡 原 因 中 ，下 呼 吸 道 感 染 占 第 二

位［11⁃13］。液相芯片技术是近年来发展迅速的一

种高通量、高灵敏度、高灵活性的检测平台，广泛

运用于临床诊断的各个领域，包括激素水平测

定、核酸检测和免疫学分析等［5⁃10］。本研究的检

测均是基于 Luminex Magpix 液相芯片平台，在提

高检测通量的同时也确保了检测结果的稳定性

和可重复性。

本研究的监测时间历时 1 年，在 2 850 例社区

活动性肺炎患儿临床标本中发现了 1 720 份

（60.35%）病原学阳性标本，其中呼吸道合胞病毒

（23.19%）、肺炎链球菌（22.07%）和流感嗜血杆菌

（9.89%）是这 1 年间东莞市儿童社区活动性肺炎

病例中检出率最高的 3 种病原体。呼吸道合胞病

毒的检出率在 13 种病原体中最高，这提示临床医

师在临床上不应忽视病毒性肺炎的存在，在进行

诊断的时候除了参考常规的体格检查、血常规和

X 线检查之外，应更加重视病原学实验室检测的

结果，科学合理地使用抗生素，避免对单一的病毒

性肺炎病例使用抗生素［3］。混合感染率最高的前

5 位病原体在严格意义上讲均是条件致病微生物

（卡他莫拉菌、鼻病毒，流感嗜血杆菌，人偏肺病毒

和肺炎链球菌），通常寄生于正常人体呼吸道粘膜

中，在机体免疫力下降或原发感染出现之后引起

继发性感染，在临床上检出此类病原体的时候应
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A：百日咳杆菌；B：鼻病毒；C：人博卡病毒；D：肺炎链球菌；E：肺炎支原体；F：副流

感病毒；G：呼吸道合胞病毒；H：卡他莫拉菌；I：流感病毒 A 型；J：流感病毒 B 型；

K：流感嗜血杆菌；L：人偏肺病毒；M：腺病毒。横坐标代表病原体检出的月份，纵坐

标代表病原体检出的比率。

图 1 2 850例患儿标本中 13种呼吸道病原体检出率的季节分布特点

Figure 1 The seasonal distribution of 13 respiratory pathogens in 2 850 children
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注意有无其他病原体的合并感染，避免漏诊了原

发感染病原体而延误病情［2，7，14⁃18］。

在对各病原体的检出率就行年龄组间比较之

后发现有 9种病原体的组间检出率存在差异，其中

百日咳杆菌、副流感病毒和呼吸道合胞病毒随着

年龄组的增长，检出率逐步下降，呈现比较明显的

下降趋势。这一结果与国内过往其他研究的结

果［19⁃22］类似，均是从低年龄组向高年龄组逐渐下

降。这可能与低年龄组婴儿的自身免疫力较低有

关。例如，目前的免疫规划要求新生婴儿应在 6月

内完成百白破疫苗的接种，而这段时间恰好是新

生儿对百日咳杆菌抵抗力最低的时段，离开了母

体的保护，主动免疫屏障尚未形成，这都可以解释

低年龄组相对较高的百日咳杆菌检出率。而肺炎

链球菌、肺炎支原体的检出率与上述 3种病原体恰

好相反，随着年龄的增长，检出率呈现逐渐上升的

趋势。这一趋势与国内其他同类研究的结果［20⁃23］

类似，这可能与机体呼吸道正常菌群的建立过程

有关。婴儿期的呼吸道生态位特异性细菌群落以

葡萄球菌属为优势种群，随着年龄的增长葡萄球

菌属逐渐被嗜血杆菌属和链球菌属所替代，这也

许可以解释肺炎链球菌在不同年龄组之间的检出

率差异。但肺炎支原体检出率的组间差异仍然需

要进一步的研究。

13种病原体中检出率季节性变化最明显的是

呼吸道合胞病毒，呈现非常明显的双峰曲线，2 个

检出率高峰分别在 3月份和 9月份，造成这个月间

差异的原因可能是与东莞本地典型的亚热带季风

气候相关，3月份阴冷潮湿，9月份高温多雨，这种

高湿度的环境可能对呼吸道合胞病毒的定植入侵

有一定的帮助。此外，副流感病毒、人偏肺病毒、

腺病毒和流感嗜血杆菌检出率较高的月份是在 4⁃
6月份，而百日咳杆菌、肺炎链球菌、肺炎支原体和

卡他莫拉菌检出率较高的月份是在 10⁃12月份，这

一结果提示在日常的监测工作中可以根据不同的

时间段有的放矢地关注特定的病原体，提高临床

诊断过程的效率。

与传统的病原学分离培养及核酸分离培养检

测技术相比，基于液相芯片法的流式 PCR 技术检

测效率更高，通量更大，如果能够大规模运用于社

区获得性肺炎监测项目，可大大减少监测哨点医

院的工作量。但是该检测技术也存在短板，仅仅

是对病原体的核酸进行检测，结果的特异性不如

传统的病原学分离培养方法［8⁃10］。这 2种检测技术

互有优劣，建议在实际监测工作中串联使用，用液

相芯片法进行病原学初筛，然后对阳性标本进行

病原学分离培养，可有效提高监测系统的效率，

更好地指导临床工作。
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自然流产的遗传学检测研究进展
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［摘 要］ 临床导致自然流产（SA）的病因复杂，其中染色体异常是主要原因。对流产物进行染色

体异常排查，不仅可以明确本次流产的原因，还可以通过结合遗传咨询及辅助生殖手段指导再次妊娠。

随着分子生物学技术的发展，自然流产的遗传学检测方法也越来越多，各具优势。近年来发展起来的高

通量检测方法不仅可以一次性扫描全部染色体，而且提高了自然流产检测的成功率和准确性。本文就

SA的遗传学检测技术研究进展进行综述，旨在为临床选择合适的染色体异常检测技术提供参考。

［关键词］ 自然流产；染色体异常；遗传学检测方法

Advances in genetic testing of spontaneous abortion
LIU Xiangju★

（Taian Maternal and Child Health Hospital Prenatal Diagnosis Center，Taizhou，Shandong，China，271000）

［ABSTRACT］ Spontaneous Abortion（SA）has a complex etiology，and chromosomal abnormalities are
the main cause of SA. The chromosomal abnormality of the convective products can not only clarify the cause of
the abortion，but also guide the re⁃pregnancy by combining genetic counseling and assisted reproductive means.
With the development of molecular biology，there are more and more genetic methods to test abortion tissue
with their own advantages. The high⁃throughput technique developed in recent years can scan all chromosomes
at one time，and improve the success rate and detection accuracy. This review summarizes the advances on the
SA detection in molecular biology technique，in order to provide a reference for selecting proper chromosomal
abnormality detection technologies.

［KEY WORDS］ Spontaneous Abortion；Chromosome abnormality；Genetic testing method

自然流产（Spontaneous Abortion，SA）发病率

占确诊妊娠案例的 10%~15%，其病因复杂，相关研

究认为遗传特别是染色体异常是导致 SA 的主要

因素［1⁃2］。染色体异常包括染色体数目异常、结构

异常、多倍体以及嵌合体等［3］。目前临床上染色体

异常的遗传学检测方法包括G显带染色体核型分

析、荧光原位杂交技术（fluorescent in situ hybridiza⁃
tion，FISH）、荧光定量 PCR（quantitative fluorescent
polymerase chain reaction，QF⁃PCR）、多重连接探针

扩增技术（multiplex ligation⁃dependent probe ampli⁃
fication，MLPA）、染色体微芯片技术（chromosom⁃
al microarray，CMA）以及下一代测序技术（next⁃

generation sequencing，NGS）等［4］。SA 能增加再次

妊娠失败的发生率及其他妊娠合并症的发病率。

采用合适的检测方法对染色体情况进行分析，阐

明 SA 病因，对再次妊娠有重要的指导意义。因

此，本文就 SA的遗传学检测技术研究进展进行综

述，旨在为临床选择合适的染色体异常检测方法

提供参考。

1 自然流产概述

SA是产科最常见的妊娠合并症。据报道大约

有 10%~15%已确诊的妊娠会在妊娠 20 周前发生

自然流产［1⁃5］。根据流产发生时间的不同，将孕 12
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周前流产称为早期流产，孕 12 周及以后的自然流

产称为晚期流产。根据流产次数将与同一性伴侣

连续遭受 2 次或 2 次以上的自然流产称为复发性

自然流产［6］。目前已知的自然流产诱发因素众

多，涉及遗传、免疫、感染、内分泌、环境及其他未

知因素等［7］。遗传因素中染色体异常是目前公认

的导致 SA 的最主要因素，超过 50%的 SA 是由染

色体异常引起的［8］。染色体异常的类型有染色体

数目异常、染色体结构异常、嵌合体及多倍体

等。在 SA 病例中，染色体数目异常出现频率最

高（高达 90%），结构异常约占 6%，其他嵌合体约

占 1⁃2%，而多倍体出现频率较低［9⁃10］。SA 并发症

众多，不利于孕妇的身心健康，且随着流产次数

的增加，提升了再次妊娠流产的几率［11］。目前，

对于遗传因素引起的 SA 尚无有效诊治方法。对

流产物及孕妇夫妻双方进行染色体排查，并结合

遗传咨询和辅助生殖手段，对再次妊娠的指导具

有重要的意义。

2 自然流产的主要遗传学检测技术

染色体异常是 SA的主要原因，其检测常通过

采集流产组织、刮宫组织、引产组织等样品，从中

挑取由受精卵发育成的胎儿、胚胎或绒毛等组织

进行细胞培养或者 DNA提取，采用分子生物学检

测方法对其进行检测，通过对其染色体异常状况

进行分析，再结合夫妻双方的遗传背景辅助分析

发生 SA的遗传因素，为后续的生育提供科学依据

和合理指导。临床上常见的 SA 遗传学检测方法

有以下几种。

2.1 G显带染色体核型分析

G 显带染色体核型分析是流产物染色体检测

的“金标准”［4］。该方法通过对流产物进行细胞培

养后制备染色体标本，利用显微镜观察染色体数

目及形态结构进而分析检测结果。核型分析技术

优点在于能够检测染色体的数目异常（如三体、单

体或多倍体）和 5 兆碱基（mega base，Mb）以上的

结构异常（如易位、倒位）［12］，尤其是对染色体平衡

易位的检测是其他分子生物学方法无法取代的。

此外，G 带带型的相对稳定也使得该技术仍在临

床上应用最为普遍［13］。张建林、朱蕊等［2，14］通过对

自然流产绒毛细胞培养及染色体核型分析证实了

胚胎染色体异常是造成自然流产的重要原因；邱

惠国、王瑾等［15⁃16］分别通过G显带染色体核型分析

技术检测出了染色体数目异常、染色体结构异常

（包括平衡易位、罗伯逊易位、倒位、插入和缺失

等）及染色体多态性，证实染色体核型异常是导致

不孕不育、SA的主要原因。由此可见，G显带核型

分析技术可以检出多种染色体异常类型，为 SA病

因分析提供了全面指导，同时对流产夫妇双方的

染色体核型辅助分析也为胚胎停育的病因分析提

供了依据。G显带染色体核型分析技术虽然有其

不可替代的优势，但该技术主要依赖于细胞培养，

培养过程容易受到母体细胞污染，且在实际临床

应用中常常出现因为所取流产物过于陈旧影响染

色体的制备情况，进而影响检测结果；甚至因为其

冗长的培养过程使检测周期可长达一个月，这些

都在一定程度上限制了其在临床上的应用，同时

也促进了其他分子生物学技术的诞生。

2.2 荧光原位杂交技术

核型分析技术的局限性使得 FISH 技术逐渐

应用于流产物的检测。FISH技术是将荧光标记的

已知核酸序列作为探针，与待检测染色体中的靶

序列进行杂交，然后在荧光显微镜下观察荧光信

号从而分析待测样本染色体情况［17］。该技术免去

了细胞培养这一复杂且失败率高的步骤，从标本

制备到患者拿到报告这一过程仅需 24~48 h，极大

程度地缩短了临床报告时间，这些优势在一定程

度上弥补了 G 显带染色体核型分析技术的不足，

使 其 在 流 产 物 的 检 测 中 得 到 一 定 程 度 的 应

用［4，17］。Leung 等［18］对大样本研究结果显示的极

高成功率更是证实了 FISH 技术应用于流产物检

测的可行性，国内近年来的研究也显示了该技术

用于流产物检测的高成功率［19，20］，这些证据为

FISH的临床应用提供了信心。然而，FISH技术的

高成功率仅表现于对染色体数目异常的检测，其

对染色体的结构异常亦无能为力。而且由于该技

术探针的局限性，常常仅针对常见的已知染色体

异常进行检测。综合其检测成功率、成本、操作及

实验周期等因素，该技术目前在临床上仍有一定

的应用比例。

2.3 荧光定量 PCR
QF⁃PCR 技术是采用多对经荧光标记的引物

对染色体特异的多态性短串联重复序列（short tan⁃
dem repeat，STR）进行 PCR扩增，然后对 PCR产物

进行毛细管电泳，再根据引物荧光信号强度比较

杂合性 STR 位点双峰的比值，进而诊断染色体数
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目。该技术在 1993 年首次应用于染色体异常的

检测，因其报告时间短、自动化程度高、价格相对

便宜，迅速在临床上得到广泛应用［21］ 。Coelho
等［22］采用 QF⁃PCR 对 130 例流产样本的染色体异

常检测结果（54.6%）显示了其与常规染色体核型

分析结果（48%）的一致性，且检出 8 例（11.3%）多

倍体亦与传统的细胞遗传学检测结果（12%）相

符，证实了 QF⁃PCR 技术用于染色体非整倍体及

多倍体检测的可靠性。此外，该技术还可以根据

STR位点判断染色体的来源，排除母体污染情况，

为下次妊娠提供更多的遗传咨询信息［23］。目前国

内外已经有成熟的商品化试剂盒，如 Aneufast、
TrueScienceTMAneuploidy STR Kits 以及达安基因

自主研发生产的 21 三体和性染色体多倍体检测

试剂盒等。然而，这些试剂盒都只对 21、18、13 及

X和Y 5条染色体进行检测，并不能检测剩余染色

体的数目异常，也不能检测染色体的结构异常，同

时，尚未有基于中国人群 STR 位点的大样本研究

数据，这也是目前 QF⁃PCR 多被应用于产前诊断

的原因。

2.4 多重连接探针扩增技术

2002 年，Schouten 等［24］报道了一种可于同一

反应管中同时检测 40个不同核苷酸序列的拷贝数

变化的新方法。MLPA 为一种定性和半定量技

术，每一个待测基因均包含一长一短的两个荧光

标记探针，这对探针能够与染色体靶序列进行分

子杂交，经连接酶连接、多重 PCR扩增后将产物用

序列基因分析仪电泳分析检测结果。MLPA 技术

具有通量相对高（可同时检测几十个样本）、速度

快（24~48 h 可得到检测结果）、分辨率高（可识别

50~70 bp的拷贝数变异）的特点［4］。该技术自诞生

后已在基因拷贝数分析、异倍体检测、产前诊断、

突变缺失、单核苷酸多态性等多方面检测研究中

广泛应用［25］。早在 2009 年国外就将 MLPA 与

FISH 及染色体核型分析检测结果进行了比对，结

果显示 MLPA 检测灵敏度、特异度可达 100%，证

实了 MLPA 用于染色体非整倍体检测的有效

性［26］。随着 MLPA 技术的推广运用，研究者逐渐

发现 MLPA 应用于 SA 组织染色体异常的检测具

有一定的临床应用价值，但也存在一定的局限性，

如无法检测多倍体、平衡易位以及无法对探针不

涉及的未知染色体变异进行检测等。MLPA 技术

存在自身的优势与劣势，应从实验室自身具体情

况出发，选择合适的检测分析方法，以期为患者提

供更全面的遗传咨询信息。

2.5 染色体微芯片技术

CMA技术是近年来发展起来的高通量检测技

术，主要包括两大类：微阵列比较基因组杂交

技术（array comparative genomic hybridization，array⁃
CGH）和单核苷酸多态性微阵列技术（single nucle⁃
otide polymorphism array，SNP⁃array）。

比较基因组杂交技术（comparative genomic
hybridization，CGH）是自 1992 年后发展起来的一

种分子细胞遗传学技术，其基本原理将待测 DNA
和对照 DNA 分别标记不同的荧光素后与正常染

色体杂交，经荧光数字成像系统扫描后通过比较

两种荧光素的相对浓度来检测两种 DNA 拷贝数

的变化。CGH检测分辨率约为 3~10Mb［27］，与核型

分析技术检测分辨率相当，为了提高分辨率，研究

者将微阵列技术引入，诞生了 array⁃CGH 技术。

Array⁃CGH 技术通量高，分辨率可达 200 kb，并且

能一次性扫描全基因组拷贝数变异（copy number
variation，CNV），尤其是对全基因组微小染色体异

常的检测更是将染色体病的诊断提高到基因水

平。临床已将该技术应用于发育迟缓/智障、自闭

症、先天畸形等方面的病因筛查［28］。而Gao J等［29］

的研究则证实了该技术用于流产病因分析的可靠

性和适用性，但该研究结果也表明 array⁃CGH技术

并不适用于多倍体的检测。同时，基于其检测原

理，array⁃CGH技术对于芯片探针无法覆盖的染色

体区段将无法检测，这将限制了发现新发疾病或

突变的可能；对于单亲二倍体（uniparental disomy，
UPD）的检测也受到限制。Agilent 公司的芯片是

目前 array⁃CGH技术的主流平台。

与 array⁃CGH 技术检测原理不同，SNP⁃array
技术只需将杂交后的待测样本与一整套正常基因

组对照资料进行对比即可获得诊断。除了 array⁃
CGH技术的检测范围以外，SNP⁃array技术还能够

检出核型分析、MLPA、FISH 及 array⁃CGH 都无能

为力的杂合性缺失（Loss of Heterozygosity，LOH）
和 UPD［30］。UPD 与完全性葡萄胎相关，也是导致

流产的原因之一［31］。虽然 SNP⁃array 技术具有独

一无二的检测能力，但高昂的成本阻碍了该技术

在临床上的普及，目前只有有限的临床科室在使

用该技术。与 array⁃CGH技术局限相同的是，SNP⁃
array 技术也不能检测未知的突变或疾病。此外，
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SNP⁃array技术对于染色体的平衡易位、倒位、多倍

体（除三倍体外）等也无法检测。Affymetrix 公司

的芯片是目前 SNP⁃array技术的主流平台。

CMA技术具备其他检测技术所不能达到的检

测能力，且对样本要求低，对于流产物样本常为陈

旧标本尤为适宜。但其高分辨率也是一把“双刃

剑”，虽然能为流产病因分析提供全面的信息，但

检测出的小片段 CNV 常常也给临床报告解读医

生带来困扰，尤其是对于现有数据库中尚未明确

的CNV的解读需要更加谨慎。

2.6 下一代测序技术

自 2005 年以来，NGS 从生物医学研究领域逐

渐应用到临床诊断，将临床分子诊断推进一个新

高潮。NGS 技术的基本原理是基于 PCR 扩增，将

带有标志物的碱基加入反应中，根据碱基互补原

则，碱基结合 DNA模板时采集生物标志物发出的

信号进行序列信息的读取，以达到测序的目的。

根据采集信号的不同，目前临床上常用的 NGS 平

台分别有以采集光信号为代表的 Illumina 公司的

Solexa测序平台及以采集H+流信号为主 Life Tech⁃
nologies 公司的 Ion torrent 半导体测序平台［32］。

NGS最早用于临床染色体异常检测为无创产前诊

断（noninvasive prenatal testing，NIPT），其检测的准

确性及可靠性已得到大规模临床应用数据的支

持［33，34］。随着NGS技术的进步和测序成本的大幅

下降，NGS 在临床各领域的应用如雨后春笋般普

及开来。受益于其成本的下降及操作的简便，

NGS也在流产物检测中得到应用。Shen等［35］采用

436例早期自然流产的样本评估 array⁃CGH技术和

NGS技术流产物检测的应用效能，结果显示 array⁃
CGH和NGS检出率高，能够检测出传统核型分析

漏检的对于复发性流产夫妇遗传咨询尤为重要的

染色体的微重复和微缺失。郭依琳等［36］的研究结

果也证明了NGS技术用于流产物遗传学分析的价

值。与前面介绍的几项技术相比，NGS 除了具有

高分辨率、高敏感性和准确性、自动化程度高、成

本低、对样本要求低、能够一次性扫面全基因组等

优点以外，还可以发现CMA平台未能覆盖的CNV
以及尚未有报道的新发突变，这对于流产的病因

分析，尤其是反复性流产夫妇的遗传咨询尤为重

要。尽管 NGS 在流产物检测上有众多的优势，该

技术平台也存在自身的局限，如 NGS 不能检出

UPD 及多倍体异常，而且 NGS 分辨较 CMA 平台

更高，因此，在临床应用时应该了解技术平台的局

限性，为患者的遗传咨询提供准确信息。

3 小结与展望

染色体异常为 SA 的主要病因。目前临床上

用于染色体异常检测的分子生物学技术已经大幅

度提高染色体异常检出率，但各具局限性。已有

研究将 NGS 和 QF⁃PCR 技术进行联合检测，有效

地检出了染色体多倍体。这提示我们在日常临床

工作中，应了解各项检测技术的优缺点，通过联合

检测手段，在现有技术基础上增加染色体异常检

出率，为后续遗传咨询提供更多更准确的信息。
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·专家风采· 实验室巡礼

广州市分子与功能影像临床转化重点实验室罗良平

罗良平，1964 年 6 月出生，1991 年毕

业于暨南大学，获临床医学硕士学位；

1998 年进入德国洪堡大学学习放射学专

业，获医学博士学位。

主任医师，教授，博士生导师。现任

暨南大学医学部主任、暨南大学研究生院

执行院长，暨南大学医学学位评定分委会

主席；广州市分子与功能影像临床转化重

点实验室主任、广东省医学影像人工智能

精准诊疗工程技术研究中心主任；广东省

医学教育协会会长、广东省医学会放射分

会副主任委员、广东省医师协会放射医师

分会副主任委员；中华放射学第十五届心胸学组副组长、教育部全科医学教学指导委员会委员、中

国医药教育协会毕业后与继续医学教育指导委员会副主任委员；广东省社会医学会副会长、广东

省医疗行业协会副会长兼医学影像管理分会主任委员；《实用放射学杂志》、《心血管病防治知识》

副主编；中华放射学杂志、中华医学杂志英文版、磁共振成像杂志、Cancer Management and

Research、Abdominal Radiology等期刊编委和审稿专家。

罗良平教授长期从事肿瘤分子影像学教学与研究，在基于多模态分子影像的新型抗肿瘤药物

疗效评估方面形成了一定的特色和优势。承担及完成国家、省部级研究课题近 15项，其中主要包

括国家自然科学基金课题、广东省自然科学基金重点项目、广东省科技厅前沿与关键技术创新项

目等。获荣获广东省南粤教坛新秀、广东省南粤优秀教育工作者及国务院侨办科技进步三等奖、

广东省科技进步三等奖、广东省教学成果二等奖各 1项。发表相关论文 100余篇，其中 SCI收录近

30篇（“Cancer Research”，“Chest”，“Angiogenesis”，“Journal of Clinical Investigation”，“Theranostics”，

“Journal of Magnetic Resonance Imaging”等）。申请获批国家发明专利 2项；主编、副主编及参编专

著近 10部；培养和招收博士后、博士及硕士研究生 90余名，其中 10余人现为不同层次学科学术带

头人。

广州市分子与功能影像临床转化重点实验室位于广东省广州市天河区黄埔大道西 613号，依托暨南大

学附属第一医院，2019年经广州市科学技术局批准，以分子影像与功能影像技术为核心，以疾病为导向，围

绕肿瘤与神经系统重大疾病两大主要方向的市级重点实验室。支撑学科影像医学与核医学专业系广东省

珠江学者设岗单位，广东省特色重点学科、省临床重点专科。实验室现有高级职称21人，博士生导师19人，

硕士生导师20人，涵盖基础医学、医学影像学、药学、化学材料学、生物信息学、计算机学、心理学、精神医学、

神经康复学等中青年骨干。岗位平台的基础科研及临床研究与转化条件已达到国内先进水平，设备硬件总

价值超过 1亿元，包括PET/CT-MRI多模式分子影像系统、MRI 3台、320排 640层动态容积CT 1台、临床型

CT 3台、数字一体化介入复合手术室 1个、DSA 3台、SPECT及 SPECT/CT（2台）、DXA骨密度仪（2台）、

Bruker小动物 9.4T 磁共振系统 1套；拥有医用回旋加速器正电子药物生产系统一套（美国GE公司，可生产

18F、11C、13N三种正电子核素）。

该实验室以分子影像与功能影像技术为核心，以疾病为导向，围绕肿瘤与神经系统重大疾病两大主要

方向，通过分子生物学、纳米科学、药物学、物理学、化学、计算机学等多学科的交叉与融合，开展基于分子影

像与功能影像的多种肿瘤和神经系统疾病的发生发展机理研究，和诊断、活体疗效及预后分析的精准可视

化定量评估，致力于在获得一系列重大原创性成果的同时，实现基础研究向临床应用的过渡与转化。

实验室近三年主持国家级重点重大项目 4项，国家自然科学基金项目 15项，省部级重点重大专项 8项，

项目经费总额近 4 000万元。累计申请国内外发明专利及计算机软件著作权 40余项，其中近三年获授权 13
项。获国家科学技术进步二等奖1项，广东省科学技术进步一等奖1项、二等奖1项及三等奖1项，广东省丁

颖科技奖 2项，广州市科学技术奖励二等奖 1项。近年来承担国家自然科学基金项目近 10项和省部级科研

项目15项。获广东省科学技术奖二等奖1项。获授权国家发明专利8项。2015年以来共发表科研论文200
余篇，其中SCI收录文章80余篇。主编及参编专著20余部。近3年共培养50余名硕士及博士毕业生，在读

全日制硕士及博士研究生60余名。

学术带头人罗良平，德国医学博士，医学影像学二级教授，博士生导师，暨南大学医学部主任、暨南大学

研究生院执行院长，暨南大学医学学位评定分委员会主席，广东省医学领军人才。广州市分子与功能影像

临床转化重点实验室主任，广东省医学影像人工智能肿瘤精准诊疗工程研究中心主任，第十五届中华放射

学会心胸学组副组长，广东

省医学会放射学分会副主

任委员，广东省医师协会放

射学分会副主任委员，广东

省医学教育协会会长；从事

肿瘤分子影像学研究，先后

主持国家级、省部级科技项

目 15项，其中包括国家自

然科学基金项目、广东省自

然科学基金重点项目、广东

省科技厅前沿与关键技术

创新项目等。
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图（P273） 耐药基因芯片杂交图谱结果

Figure（P273） Results of drug⁃resistant gene chip hybridization
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《分子诊断与治疗杂志》于 2009 年 5 月创刊，是由中山大学主管，《中国

家庭医生》杂志社有限公司主办，中山大学达安基因股份有限公司承办的面向

国内外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学

科为主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子

医学前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国

医学分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的

最新研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前

有编委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，

于 2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。
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