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（现山东大学）医疗系，获医学学士学

位，先后获得内科学硕士、血液病学博

士。现为山东大学齐鲁医院（青岛）检

验医学中心副主任，主持科室日常工

作，主任技师，山东大学教授，博士研究

生导师，济宁医学院兼职教授，潍坊医
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编委、常务编委或审稿专家。

长期从事细胞形态学和分子肿瘤免疫学的临床诊断及科研工作，擅长各种贫血、感染、白血病实验

室鉴别诊断及体液细胞形态学检验。承担山东大学医学院、公卫学院、药学院、口腔学院《诊断学》以及

公卫学院《临床检验基础》、《血液学及血液学检验》等理论授课，在《Haematologica》、《Int J Biol Sci》、

《J Clin Immunol》、《Exp Hematol》、《中华内科杂志》、《中华血液学杂志》等国内外核心期刊发表本专业

学术论文 60余篇，SCI收录 15篇。主编著作 5部，其中《检验与临床诊断》被列入国家新闻出版总署“十

一五”国家重点图书，《临床医师检验速查》获华东六省一市优秀科技图书二等奖，主审全国高校医学检

验专业统编教材《免疫学检验技术》，参加编写国家医学数字教材，国家卫计委“十二五”规划教材全国

高等学校本科临床医学专业《诊断学》。获实用型专利 4项，其中 2项已技术转让并获得一定的社会效

益和经济效益。完成并主持省部级以上课题研究 11项，获山东省科技进步二等奖 2项、三等奖 5项，教

育部科技进步二等奖 1项，山东省医学科技创新二等奖 1项。现第一位主持中加（Université Laval）国际

合作课题，国家科技部重大科技计划联合课题，吴阶平医学基金资助课题及山东省科技攻关课题各 1

项。近年来培养硕博士研究生 8名，与加拿大Laval大学建立了联合培养博士研究生机制。

山东大学齐鲁医院（青岛）检验科是集医教研三位一体的具有现代化医学管理模式的二级学科，科

室始终秉承以患者为中心、以质量为保证、以科学为原则的工作理念，为临床诊断、疾病防治提供了准

确、及时、客观的优质服务和科学的循证依据。

齐鲁医院检验科始建于 1908年，历史文化名人、国内外著名实验诊断学专家于复新教授发明的“于

氏环”实验享誉国内外，由于复新教授编著的《实验诊断学》是国内第一部临床医师及检验专业教材。

1996年检验科获批硕士点，2002年成为全国第一批博士点。现任山东大学齐鲁二院院长、国家科技部重

大科技首席专家、国务院特殊津贴享受者、泰山学者特聘专家王传新教授的带领下，我院检验科成功获

得首批“国家临床重点专科”。青岛院区检验科的发展就是沿着这条坚实的道路发展起来的。

目前，青岛院区检验科设有临床基础检验、免疫学、生化、微生物学、分子生物学及细胞学检验六大

三级学科，还设有样本处理中心和抽血中心。现有专业技术人员 55名，其中高级职称 9名，博士研究生

导师 1名，硕士研究生导师 4名，具有硕博士学位 27名，形成了以青年医师为主的老中青人才梯队。检

验科是一个勇往直前积极向上的科室，一个敢于创新超越自我的科室！我们站在国家级医学平台的高

度上，坚持医教研紧密结合，精研医疗技术，始终紧盯医学前沿，及时掌握行业新动态，不断强化自主创

新，树立敢为天下先的志向，敢于探索医学的新疆界，勇于挑战医学前沿问题。目前检验科承担各级课

题 19项，承担山东大学临床医学院、公卫学院、药学院、口腔学院的《实验诊断学》，公卫学院《临床检验

基础》、《血液学及血液学检验》、《实验室管理学》理论授课。与加拿大Laval大学建立了联合培养硕博士

研究生的长效机制。

从医学检验到检验医学的转变，使检验科的专业定位和观念也发生了根本变化。我院检验科不断

对业务流程进行严格的审核和优化，与世界先进检验理念接轨。实验室建立了全面质量控制体系，并实

施在每项工作中，检验科对流程的科学管理，使可能影响结果的各种因素和环节都处于受控状态。随着

学科平台的不断发展，检验科对临床医疗的影响力也不断提高，为临床疾病诊疗和干预提供了精准实验

信息，以提升对疾病防治水平。在充分满足临床工作的基础上，我院检验科注重打造两大平台的建设。

分子肿瘤及免疫转化医学平台由 6名具有硕博士学位的专职人员，带领硕博士研究生参与的肿瘤分子肿

瘤学免疫研究团队，以消化系统、生殖系统、血液系统为主攻方向，注重转化医学研究，旨在将科研内容

积极转化为临床应用成果。细

胞学检验实验室，由 4 名具有

硕博士学位专职人员为主导，

具备了细胞形态学（Morpholo⁃
gy）、免疫学（Immunology）、细

胞遗传学（Cytogenetics）和分子

生 物 学（Molecular biology）完

善的 MCIM 分型，对血液病的

诊断和治疗发挥了重要指导作

用。近 5 年来，针对以上两大

平台获得国家级资助课题 7
项，中加国际合作项目 1项，省

部级科研项目 4项。
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丙型肝炎病毒生活周期中脂蛋白代谢的研究进展

杨银荣 1 王谦 1，2★

［摘 要］ 丙型肝炎病毒（HCV）是包括肝细胞癌在内的慢性肝病的重要病因。由于 HCV 缺乏进

行自身脂质合成的途径，因此进化出了利用宿主脂质代谢来完成胞内病毒复制的过程。脂蛋白是运输

脂质的载体，甘油三酯、游离胆固醇、胆固醇酯和磷脂是脂质转运的主要成分。越来越多的研究证明，

HCV生活周期中的入胞、复制、装配和排出的各个阶段均与脂蛋白的代谢密切相关，而介导这一相互作

用的关键分子是载脂蛋白。了解HCV生活周期和脂蛋白代谢有利于发现抗HCV治疗的潜在靶点和指

导疫苗的设计工作。本文就HCV生活周期与脂蛋白代谢之间的关联作一综述。

［关键词］ 丙型肝炎病毒；脂蛋白；载脂蛋白；脂蛋白代谢

Research progress on lipoprotein metabolism in the hepatitis C virus life cycle
YANG Yinrong1，WANG Qian1，2★

（1. Clinical Laboratory of Qilu Hospital of Shandong University（Qingdao），Qingdao，Shandong，China，
266000；2. Clinical Laboratory of Qilu Hospital of Shandong University，Qingdao，Shandong，China，250012）

［ABSTRACT］ Hepatitis C virus（HCV） is an important cause of chronic liver disease，including
HCC. Due to the lack of self ⁃ lipid synthesis pathway，HCV has evolved the process of using host lipid
metabolism to complete the replication of intracellular virus. Lipoproteins are the carriers of lipid transport.
Triglycerides， free cholesterol， cholesterol esters and phospholipids are the main components of lipid
transport. More and more studies have shown that all stages of the entry，replication，assembly and excretion
of HCV life cycle are closely related to the metabolism of lipoproteins，and the key molecule mediating this
interaction is apolipoproteins. Therefore，understanding the life cycle and lipoprotein metabolism of HCV is
helpful to find potential targets of anti HCV therapy and guide the design of vaccine. In this review，we
summarized the studies on the relationship between HCV life cycle and lipoprotein metabolism.

［KEY WORDS］ hepatitis C virus；lipoprotein；apolipoprotein；lipoprotein metabolism

丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）是单

股正链 RNA 病毒，属于黄病毒科丙肝病毒属，是

丙型肝炎的致病因子。流行病学调查，全球约

2%~3%的人感染 HCV，80%以上的感染者不能自

发清除 HCV，进而引起持续性感染，持续性感染

者可演变成慢性肝炎、肝硬化和原发性肝细胞

癌［1］。尽管目前已研制出了针对 HCV 有效的抗

病毒药物，这类药物多是以病毒蛋白酶为靶点，疗

效强但长期用药后容易产生耐药性。因此，开发

HCV 疫苗以及其他新型 HCV 抗病毒药物仍然具

有重要前景。

近年来与HCV生活周期各环节有关的宿主细

胞因子得到广泛研究，越来越多的研究证明，HCV
的生活周期与宿主脂质代谢密切相关［2］。HCV的

组装和分泌途径与脂蛋白的产生和分泌密不可分，

其颗粒的感染性在很大程度上取决于脂蛋白的相

·· 441



分子诊断与治疗杂志 2019年 11月 第 11卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2019, Vol. 11 No. 6

互作用。此外，HCV 进入肝细胞后受脂蛋白的强

烈影响，介导这些相互作用的关键脂蛋白分子是

载脂蛋白。了解 HCV 的生命周期与脂蛋白代谢

之间的关系可为抗病毒药物的研发提供新的研究

靶点。并且这类药物的作用机制不直接作用于病

毒本身，因此就有可能降低耐药的几率，还可能具

有更加广谱的抗病毒优势。

1 脂蛋白代谢

脂蛋白是一类球状微粒，由富含固醇脂、甘油

三酯的疏水性内核和蛋白质、磷脂、胆固醇等组成

的外壳构成。脂蛋白是血液中不溶性脂类的载体，

根据其密度大小分为：乳糜微粒（chylomicrons，
CM）、极低密度脂蛋白（very lowdensity lipopro⁃
teins，VLDL）、中间密度脂蛋白（intermediate density
lipoproteins，IDL）、低密度脂蛋白（low density li⁃
poproteins，LDL）和高密度脂蛋白（high density li⁃
poproteins，HDL）。CM 和 VLDL 是富含甘油三酯

的脂蛋白，而 LDL 和 HDL 含有丰富的胆固醇。

CM 颗粒最大，密度最低，而 HDL 颗粒最小，密度

最高。

载脂蛋白（Apo）是脂蛋白颗粒表面的两亲性蛋

白质，在肝脏（部分在小肠）合成，是极其活跃的一

组血浆蛋白质，在血浆脂蛋白代谢中具有促进脂类

运输，调节酶活性，引导血浆脂蛋白同细胞表面受

体结合等功能。载脂蛋白主要分为Apo A、Apo B、

Apo C、Apo D、Apo E五类。根据生物学和结构特

征，载脂蛋白也可分为可交换和不可交换的载脂蛋

白。Apo B100是一种与 LDL和VLDL颗粒结合的

不可交换性蛋白质，而其他载脂蛋白则是可交换蛋

白。Apo AⅠ和Apo AⅡ是HDL的主要载脂蛋白，

Apo CⅡ是介导CM和VLDL颗粒水解不可缺少的

脂蛋白脂酶（Lipoprotein lipase，LPL）的激活剂，而

Apo CⅢ则具有抑制LPL的功能。这些可交换载脂

蛋白主要存在于 CM、VLDL 和 HDL 颗粒的表面。

脂蛋白代谢途径包括外源性途径和内源性途径。

脂蛋白代谢的主要途径见图 1［3］。

2 脂蛋白代谢对HCV生命周期的影响

HCV建立了一个复杂的与宿主细胞相互作用

的网络，以维持其复制循环的所有步骤。与其他单

股正链 RNA病毒类似，HCV首先吸附于细胞膜表

面的病毒受体或辅助受体，然后由 HCV 包膜蛋白

E1和 E2介导病毒进入细胞。HCV 使用的是一种

包括脂质和脂蛋白受体在内的入胞因子组合，已知

与HCV吸附及入胞有关的细胞表面蛋白包括：clau⁃
din⁃1、B类清道夫受体 I型（scavenger receptor class
B type 1，SRB1）、低密度脂蛋白受体（low density li⁃
poprotein receptor，VLDLR）、CD81 和闭塞素等［4］，

因此，干扰这某些入胞蛋白能否发现临床抗病毒药

物的潜在靶点值得探究。

HCV 基因组编码十种蛋白质，包括核心蛋白

C、包膜糖蛋白 E1和 E2，以及 p7病毒肽 4种结构蛋

白和 NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A、NS5B 6 种非

结构蛋白。所有的病毒蛋白在HCV感染中都有特

定的功能，以协助完成 HCV的复制过程，是病毒形

态发生的必要条件［5］，HCV的复制始于修饰的内质

网膜即由 NS4B 与 NS5A 诱导形成的囊泡结构

上［6］。HCV RNA和非结构蛋白NS3、NS4A、NS4B、

NS5A和NS5B以及某些细胞蛋白共同在内质网膜

上组装成 HCV 复制复合体，复制复合体形成是

HCV 复制的标志。其中非结构蛋白参与内质网膜

的形成和修饰，而体内的一些宿主蛋白则被募集

到网状复合物中，参与调控膜复合物的脂质组成，

为病毒复制提供稳定场所［6］。

肝细胞内富含鞘磷脂和胆固醇的动态细胞器

脂滴（Lipid droplet，LDs）在HCV复制和病毒颗粒的

装配中发挥了重要作用［7］。装配的开始阶段发生在

与LDs相互作用的内质网的胞质侧，HCV核心蛋白

转运与 LDs 密切相关［8］，核心蛋白通过与 NS2 和

NS3⁃4A的相互作用被招募到HCV装配位点［9］。在

图 1 脂蛋白代谢的主要途径

Figure 1 The main pathway of lipoprotein metabolism
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后期的组装步骤中，包膜糖蛋白 E1和 E2结合到病

毒颗粒上［10］，跨膜蛋白NS2通过介导未成熟病毒颗

粒与膜糖蛋白E1/E2的相互作用在病毒的组装中发

挥了非常关键的作用［11］。新生病毒颗粒在成熟过

程中与前VLDLs结合［12］。通过这种方式，LDs管腔

中的Apo B100、Apo E和APO CⅠ参与生成脂类病

毒颗粒（Lipid Virus Particles，LVPs），形成真正的

HCV 和 VLDL 杂合颗粒。Apo B100 不是 HCV⁃
LVPs形态发生的必要条件，相反，Apo CⅠ和Apo E
是 HCV ⁃ LVPs 细胞内形态产生不可或缺的因

素［13］。以这样的方式，HCV病毒颗粒的成熟和分泌

过程与 VLDL 的组装和分泌链接在了一起。微粒

体甘油三酯转运蛋白（microsomal triglyceride trans⁃
fer protein，MTP）是产生 VLDL 的关键分子，通过

下调MTP抑制了丙型肝炎病毒的复制［14］。在感染

细胞中，四胱氨酸标记的核心蛋白与 GFP 标记的

Apo E 一起运输也证明了这一观点［15］。新合成的

HCV⁃LVPs最终以VLDL依赖的方式从感染的细胞

中释放。多项研究证明了Apo E和VLDL通路在病

毒释放中的重要作用［16］。

3 HCV颗粒的特征、感染与脂蛋白代谢的

关系

HCV病毒颗粒的一个显著特性是其低密度，并

且密度范围大，颗粒的大小和形状呈现较大的不均

一性 ，感染性 HCV 颗粒的密度为（1.03~1.10）g/
mL。这一密度与血清脂蛋白类似［17］。各类脂蛋白

VLDL、LDL、IDL和HDL之间是交换脂质和载脂蛋

白的动态群体，除了Apo B外，其他载脂蛋白可逆

地结合在脂蛋白表面，脂蛋白类别在血液循环中可

以相互切换。同样地，与其他黄病毒科病毒不同的

是HCV的密度范围不仅很宽，而且是动态的，受体

内饮食中甘油三酯和宿主细胞的影响［18］，这表明脂

蛋白和 LVPs之间的脂质在血循环中可以相互转移

的［18］，宿主细胞脂蛋白代谢状态与颗粒特性关系密

切。通常，培养细胞的HCV可感染黑猩猩和人肝嵌

合体小鼠等动物，但从这些动物分离出的HCV比培

养细胞中HCV显示出更低的颗粒密度和更高的传

染性［19］。同样地，HCV 感染患者血清中分离出的

HCV也显示了更低的密度和更高的特异感染性，如

果将分离出的病毒颗粒在细胞系中培养，这种特性

就会消失［20］，提示低密度HCV颗粒可能含有与感染

性相关的蛋白成分。高传染性HCV颗粒的密度小

于 1.07 g/mL，与 LDL或VLDL的密度相对应，其平

均粒径为73 nm，与VLDL的粒径相对应［17］。因此，感

染性HCV颗粒的物理性质与VLDL颗粒非常相似。

感染性HCV颗粒具有Apo E和ApoCⅠ⁃Apo C⁃Ⅲ在

表面上，正如 VLDL 颗粒［21］。 随着电镜技术的发

展，使用针对 HCV 糖蛋白天然表位或工程标记的

有效抗体或针对载脂蛋白的有效抗体［22］，证实了：

丙肝病毒病毒颗粒大小不一，在 40~140 nm的范围

内；丙肝病毒不具有明显的对称性，无论是其包膜

还是其衣壳。

在病毒形态发生过程中结合宿主细胞蛋白是

一种比较常见的现象［23］。HCV除了 3种结构蛋白

外，还有一系列载脂蛋白被结合在病毒包膜内，并

实际参与病毒颗粒进入细胞和保护病毒免受抗体

介导的中和作用［24］。通过免疫纯化的病毒质谱检

测也证实了载脂蛋白是 HCV 颗粒一部分的结

论［25］。在HCV颗粒中结合的多种载脂蛋白已被证

实的有Apo B、Apo AⅠ、Apo CⅠ、Apo CⅡ、Apo CⅢ
和Apo E［24］。近年来，基因敲除技术的发展使得载

脂蛋白在HCV产生中的作用有了新的认识：Apo E
是HCV形态发生的关键脂蛋白因素，实际上所有与

Apo E相关的可交换载脂蛋白以及Apo B都能够修

复 HCV的产生［26］。这表明真正影响 HCV 生活周

期的不是特定的氨基酸序列，而是蛋白的结构即

Apo E的双亲螺旋结构，这个结构也存Apo B中，而

Apo B是HCV装配的关键决定因素［26］。许多研究

已经解决了Apo E在HCV生成过程中所起的作用，

在肝癌细胞系中证实 Apo E 表达受抑制或被阻

断［27］，病毒在没有Apo E的情况下进行包膜复制，在

细胞内和细胞外均不产生传染性病毒，这表明Apo
E对于病毒组装的包膜后步骤是必不可少的［28］。虽

然在 293t细胞株Apo E补足时，核心定位没有明显

差异［28］，然而，已有研究证实核心蛋白积聚在 Apo
B/Apo E 双基因敲除的 huh⁃7 细胞的 LDs 表面［26］。

总之，Apo E参与了HCV的成熟，并赋予其感染性。

4 HCV 与宿主脂蛋白代谢和载脂蛋白的

相互作用

随着HCV体外培养系统的建立以及研究的不

断深入，人们发现一方面脂质通过提供细胞内膜表

面、脂质、能量和蛋白质等重要组分来参与HCV生

活周期，在病毒复制过程中发挥重要作用。另一方

面HCV也能够调节细胞内脂质代谢，营造富含脂质
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的内环境以利于病毒复制，并对宿主细胞的脂质代

谢产生影响。

HCV复制对脂蛋白代谢的影响主要表现为慢

性HCV感染者血清脂蛋白水平降低，以及肝实质细

胞中脂类堆积造成肝脂肪变性等。低 LDL水平是

慢性 HCV 感染的显著特点［29⁃30］。脂质代谢改变的

程度取决于宿主干扰素 λ3（Interferonλ3，IFNλ3）基

因多态性和HCV基因型：rs12979860多态性CC型

（IFNλ3主要的基因型）合并HCV基因型 1（G1）患者

表现为较高的 LDL水平，但HCV基因型 3（G3）、基

因型 4（G4）或未感染对照组的 LDL水平则无相关

性［31］。日本的一项研究显示HCV本身直接导致了

低血脂的发生，HCV 根除后，紊乱的脂质得到纠

正［32］。

慢性 HCV 感染所伴随的炎症和脂肪变性可

能受脂蛋白代谢紊乱的影响。HCV 核心蛋白转

基因小鼠肝脏细胞发生脂肪变性的研究表明了

HCV 感染与脂肪变性的发生密切相关［33］。此外，

HCV感染的肝细胞经过长期的培养后，由于持续的

脂质代谢紊乱，HCV核心蛋白具备了致癌潜力［34］。

与慢性乙型肝炎（Chronic hepatitis B，CHB）相比，脂

肪变性与慢性丙型肝炎（Chronic hepatitis C，CHC）
炎症的关系更为密切［35］。CHC的脂肪变性可能导

致后续的炎症和肝纤维化的进展。

Apo AⅠ已被证实参与HCV RNA复制和病毒

颗粒的产生［36］，而Apo AⅡ直接与HCV核心蛋白的

C⁃末端结构域结合［37］。研究证明Apo AⅡ与HCV患

者HOMA⁃IR（抗胰岛素性稳态模式评估法）和瘦素

显著相关［38］，因此，Apo AⅡ可能参与HCV感染细

胞肝脂肪变性的进展。然而，也有研究支持在HCV⁃
G1b 患者中，Apo AⅡ水平似乎升高，而体重指数

并没有随之增加［39］。因此血清 Apo AⅡ在慢性

HCV感染中的意义有待进一步研究。血清中Apo
B 100被证实与 HCV感染的持续性和干扰素疗效

有关［40］。与其他脂蛋白相比，Apo CⅢ水平与慢性

病毒感染清除的相关性最强，随着肝纤维化程度

的加重而下降［41］，提示 Apo CⅢ可能是与 HCV 相

关的肝纤维化进展相关的潜在生物标记。

Apo E是HCV组装和进入肝细胞的关键分子之

一。Apo E有 3个等位基因（E2、E3和 E4），其中 E3
是最常见的。E2 与细胞表面受体结合不良，使得

HCV慢性感染风险降低 3~5倍［42］。E4可能对HCV
引起的严重肝损伤有保护作用［43］。此外，在 Apo

E3/E3纯合子中，转氨酶持续正常的慢性丙型肝炎

患者的纤维化进程可能加快［44］。因此Apo E亚型可

能是慢性HCV感染发病率差异的原因之一。

展望

HCV是一种独特的病毒，它巧妙地利用宿主脂

蛋白代谢途径建立起了适宜自身增殖的环境。

HCV和脂蛋白代谢在HCV生命周期的多个阶段密

切相关。HCV感染可能对脂蛋白代谢产生影响，而

脂蛋白也可以调节HCV的复制。脂蛋白代谢紊乱

与炎症活动、肝纤维化进展和肝癌发展密切相关。

最近发现脂蛋白无关蛋白可以替代载脂蛋白在丙

肝病毒的组装、释放和进入中的作用［16］，这无疑为

肝外丙型肝炎病毒库的建立和疫苗的研制开辟了

新的研究途径。

未来的研究还有待于进一步阐明不同脂类、脂

肪酸及脂蛋白在HCV感染周期中的具体功能及其

分子机制，以及临床上CHC的发生发展及抗病毒治

疗效果与患者血清中的脂类和脂蛋白水平的紧密

联系。我们相信深入研究HCV与其宿主脂蛋白代

谢之间的这种独特相互作用，可进一步揭示宿主对

HCV感染易感性的新的遗传决定因素和激发新的

疫苗概念平台，以及针对HCV⁃LVPs颗粒特性衍生

抗HCV治疗的潜在靶点，以更加有效的应对HCV
的耐药问题。
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下一代测序法检测乙型肝炎病毒YMDD突变的方法
学建立及性能评价

余学高 邓间开 陈耀铭 陈培松 何小洪 钟良英 黄彬★

［摘 要］ 目的 建立乙型肝炎病毒 YMDD 突变的下一代测序法，并对此方法进行性能评价。

方法 采用离心柱法提取血清标本中的DNA，设计引物对乙型肝炎病毒 P基因区扩增并靶向捕获，通过

下一代测序技术对捕获的DNA进行检测，利用生物信息学分析软件系统对检测结果进行分析，得到基因

突变结果，建立下一代测序用于乙型肝炎病毒 YMDD突变的检测方法。收集慢性乙型肝炎患者血清样

本共 229例，采用下一代测序法和 Sanger测序法同时检测YMDD基因突变，评价下一代测序法的检测性

能。选取 5例基因突变阳性的样本（包含不同基因突变型别）、2例基因突变阴性样本，采用下一代测序法

对所选样本进行重复检测，评价该方法的重复性。 结果 建立了乙型肝炎病毒YMDD突变的下一代测

序检测方法。对 229份临床样本的检测中，2种测序方法均检测到 74例（74/229，32.31%）YMDD突变，其

中下一代测序法检测到 44 例（44/229，19.21%）rtM204V 突变，25 例（25/229，10.92%）rtM204I 突变，5 例

（5/229，2.18%）rtM204V/I 混合突变。Sanger 测序法检测到 47 例（47/229，20.52%）rtM204V 突变、25 例

（25/229，10.92%）rtM204I 突变和 2 例（2/229，0.87%）rtM204V/I 混合突变。下一代测序法检测到 3 例

Sanger测序法漏检的 rtM204V/I混合突变。与 Sanger测序法相比，下一代测序法的灵敏度、特异度和准确

度均为 100%，突变类别完全符合率为 95.95%（71/74），部分符合率为 4.05%（3/74）。2种方法的一致性（κ）
为 0.97（P<0.01）。经重复性试验检测，下一代测序法的检测结果均一致，重复性符合率为 100%。 结论

本研究建立的乙型肝炎病毒 YMDD 突变的下一代测序法灵敏度高，特异性好，重复性好，准确性高，比

Sanger测序法更灵敏，能检测到更多的混合突变，为乙型肝炎病毒耐药基因检测提供了新的手段。

［关键词］ 下一代测序法；Sanger测序法；YMDD；HBV耐药基因

Establishment and evaluation of next ⁃generation sequencing for the detection
of hepatitis B virus YMDD⁃motif mutations
YU Xuegao，DENG Jiankai，CHEN Yaoming，CHEN Peisong，HE Xiaohong，ZHONG Liangying，
HUANG Bin★

（Department of Laboratory Medicine，the First Affiliated Hospital，Sun Yat ⁃ sen University，Guangzhou，
Guangdong，China，510080）

［ABSTRACT］ Objective A next⁃generation sequencing（NGS） was established for the detection of
hepatitis B virus（HBV）YMDD mutations and its performance was also evaluated. Methods DNA was
extracted from serum samples by centrifugation column，and primers were designed to amplify the P gene
region of HBV and the PCR products were captured by the target followed by NGS. The detection results were
analyzed by using the bioinformatics software system to establish the NGS for the detection of HBV YMDD
mutations. A total of 229 serum samples from patients with chronic HBV were collected. The NGS and Sanger
sequencing were used to detect the YMDD gene mutations simultaneously，and the detection performance for
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NGS was evaluated. Five positive samples（including different types of gene mutations）and two negative
samples were selected to detect repeatedly by NGS and the results were evaluated. Results Among 229
clinical samples，74（74/229，32.31%）YMDD mutations were detected by two sequencing methods. Of
which 44（44/229，19.21%）were detected by NGS，25（25/229，10.92%）were detected by rtm204i
mutations，and 5（5 / 229，2.18%）rtm204v / I mixed mutations. 47（47 / 229，20.52%）rtm204v mutations，
25（25/229，10.92%）rtm204i mutations and 2（2/229，0.87%）rtm204v / I mixed mutations were detected by
Sanger sequencing. Three cases of rtm204v/I mixed mutation missed by Sanger sequencing were detected by
NGS. Compared with Sanger sequencing，the sensitivity，specificity and accuracy of NGS are100% . The
complete coincidence rate was 95.95%（71/74），and the partial coincidence rate was 4.05%（3/74）. The
consistency of the two methods was 0.97（P<0.01）. The repeatability coincidence rate between two methods is
100% . Conclusion The NGS for the detection of HBV YMDD mutations has been established. This
method is more sensitive than Sanger sequencing and can detect more mixed mutations providing a new
method for the detection of drug⁃resistant genes of HBV.

［KEY WORDS］ Next generation sequencing；Sanger sequencing；YMDD；HBV resistance genes

乙型肝炎是由乙型肝炎病毒（hepatitis B vi⁃
rus，HBV）感染引起。全球约有 3.6 亿 HBV 感染

者，每年约有 100 万人死于与 HBV 相关的肝脏疾

病［1］。我国属于 HBV 感染的高发区，现有的慢性

HBV 感染者约 9 300 万例［1］。拉米夫定（lamivu⁃
dine，LAM）是一种有效的抗病毒药物，用于治疗慢

性乙型肝炎和晚期肝病患者［2⁃3］。然而，长期的拉米

夫定单药治疗导致了抗拉米夫定乙型肝炎病毒的

出现，治疗 1年后，16%~55%的患者出现了病毒突

破［4⁃5］。LAM抗性主要与 HBV聚合酶基因的酪氨

酸⁃甲硫氨酸⁃天门冬氨酸⁃天门冬氨酸（tyrosine⁃me⁃
thionine⁃aspartate⁃aspartate，YMDD）基序 204 位突

变有关。常见突变是甲硫氨酸变为缬氨酸（reverse
transcriptase methionine 204 valine，rtM204V）或异

亮氨酸（reverse transcriptase methionine 204 isoleu⁃
cine，rtM204I）［6⁃7］。病毒学突破与丙氨酸转氨酶

升高分别发生在 YMDD 突变出现后的 2~28 周和

12~31 周［8⁃10］。因此，早期检测耐 LAM 突变及进

行治疗监测，将有助于医生为慢乙肝患者制订个

性化治疗方案。 本研究中，我们建立了乙型肝炎

病毒 YMDD 突变的下一代测序检测方法，并对该

方法进行性能评价，以期为临床检测乙型肝炎病

毒耐药基因提供新手段。

1 材料与方法

1.1 样本

选取 2017 年 1 月至 12 月间在中山大学附属

第一医院接受 LAM单药治疗至少 3个月的乙型肝

炎病毒感染患者，用无菌分离胶管采集患者外周

血 5 mL，3 500 rpm离心 5 min，分离的血清样本用

于临床常规 HBV DNA 荧光定量 PCR 检测，HBV
DNA 大于 100 IU/mL 的患者入组，共 229 例，其

中男性 182 例，女性 47 例。年龄 17~77 岁，平均

年龄（46.1±13.63 ）岁。将入组患者血清转移到

无菌低吸附 Eppendort 管内，冻存于 -80℃冰箱

备用。

1.2 仪器与试剂

ABI 9700 PCR 仪（LOT N8050200）、磁力架

（LOT 4314）、One Touch2 仪 器（LOT 2457881 ⁃
5247）、ES 仪器（LOT 74200）、DA8600 下一代测序

仪（LOT sn247560288）、ABI 3500 DX 基因分析仪

（LOT 4406019）、Qubit 3.0 荧 光 定 量 仪（LOT
2321609904）等仪器均购自美国 Life Technology公

司，核酸提取试剂盒（LOT #DA⁃Z14648）购自中山

大学达安基因股份有限公司，SanPrep柱式 PCR产

物纯化试剂盒（LOT B518141⁃0100）购自上海生物

工 程 有 限 公 司 ，Ion AmpliSeqTM Library Kit 2.0
（LOT 4480441）、Ion PITM Hi⁃QTM OT2 Reagents 200
kit（LOT A26434）、Ion PITM Hi⁃QTM Sequencing 200
kit（LOT 4488315）、Qubit® dsDNA HS Assay kit
（LOT 1788710）试剂均购自美国 Life Technology
公司。

1.3 方法

1.3.1 下一代测序法检测YMDD突变

1.3.1.1 样本核酸提取 采用核酸提取试剂盒（离

心柱法）提取血清标本中的DNA，按照试剂盒说明

书进行操作，使用 Qubit 3.0 荧光定量仪进行核酸

定量。提取后的DNA保存于-20℃。
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1.3.1.2 病毒DNA扩增及纯化 采用定性 PCR方

法对 HBV P 基因区进行扩增并靶向捕获。根据

HBV P基因区设计引物（引物序列见表 1），PCR扩

增条件如下：95℃预变性 15 min；然后 94℃变性 30 s，
55℃复性 30 s，72℃延伸 45 s，共 40 个循环；最后

72℃延伸 7 min。采用上海生物工程有限公司的

SanPrep 柱式 PCR 产物纯化试剂盒纯化 PCR 扩增

产物，用 Qubit 3.0 荧光定量仪对纯化后的核酸定

量。纯化后的 DNA 置于-20℃保存。

1.3.1.3 文库构建 严格按照文库构建试剂盒说

明书对纯化后的 PCR 产物进行文库构建：①末端

补平：按要求配制末端补平反应液进行反应；②产

物纯化：对末端补平后的产物进行磁珠纯化；③连

接接头：按要求分别加相应接头；④产物纯化：对

连接接头产物进行磁珠纯化；⑤扩增文库：按要求

配制反应体系进行文库扩增；⑥产物纯化：对扩增

文库产物进行磁珠纯化；⑦文库定量：采用 Qubit
3.0 荧光定量仪对文库核酸定量。构建好的文库

置于-20℃保存。

1.3.1.4 模板制备和模板富集 构建好的 DNA 文

库经过稀释后使用 Ion PITM Hi⁃QTM OT2 Reagents
200 kit（Life Technologies 公司，美国）试剂盒，在

One Touch2 仪器及 ES 仪器（Life Technologies 公

司，美国）上严格按照说明书操作，进行模板的制备

和富集。

1.3.1.5 DA8600 测序仪测序 使用 Ion PITM Hi⁃
QTM Sequencing 200 kit（Life Technologies 公司，美

国）试剂盒，严格按照说明书操作，对上一步实验

收集到的混合文库样本进行下一代测序。

1.3.1.6 结果分析 运用生物信息学分析系统，运

行 variantCaller 插件，在“Allele Call”项目下，显示

为“Absent”或“No Call”，则对应的突变点无突变

即为 YMDD 型。在“Allele Call”项目下，显示为

“Heterozygous”或“Homozygous”，则对应的突变位

点 有 突 变 ，判 定 为 对 应 突 变 类 别（YVDD 或

YIDD），详见表 2。

1.3.2 Sanger测序

使用中山大学达安基因股份有限公司生产的

乙型肝炎病毒耐药基因突变检测试剂盒（PCR⁃测
序法）（国食药监械（准）字 2014第 3401444号），严

格按照试剂盒说明书检测并分析结果。具体操作

流程：①核酸提取：使用核酸提取试剂盒（离心柱

法）；②PCR 试剂准备：按要求准备 PCR 扩增体系

试剂；③加样；④PCR扩增：按下列条件扩增：50℃
2 min，95℃ 15 min 预变性，然后 94℃变性 30 s，
55℃复性 30 s，72℃延伸 45 s，共 40 个循环；最后

72℃延伸 7 min；⑤产物纯化：按要求进行产物纯

化；⑥测序 PCR：按要求配制测序 PCR体系，按下列

条件扩增：96℃ 1 min预变性，然后 96℃变性 10 s，
50℃复性 5 s，60℃延伸 4 min，共 25 个循环；最后

4℃保温；⑦测序产物纯化：按要求参照 BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 用户手册进

行纯化；⑧ABI 3500 DX 基因分析仪测序：按要求

上机测序；⑨结果分析：运行 SeqScanner 程序，分

析结果。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 软件进行方法学比较的数据分析，

Kappa（k）系数检验进行方法学比较的一致性分

析。P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 成功建立下一代测序法检测 YMDD 突变的

方法

在 229 份慢乙肝样本中，下一代测序法检测

到 44 例 rtM204V 突变，25 例 rtM204I 突变，5 例

rtM204V/I混合突变。

2.2 下一代测序法检测YMDD突变的方法学评价

下一代测序法和 Sanger测序法均在 229份慢乙

肝样本中检测到 74例YMDD突变。其中 Sanger测
序法检测到 47例 rtM204V突变、25例 rtM204I突变

和 2例 rtM204V/I混合突变。下一代测序法的灵敏

度 100%，特异度 100%，准确度 100%。2种测序方

法检测到的突变类型完全符合率为 95.95%（71/

引物

正向引物 1

反向引物 1

序列

5′⁃ACAACCAGCACGGGACC⁃3′

5′⁃GCGGGATAGGACAACAGAG⁃3′

目的区域

乙型肝炎病毒

P基因区

表 1 PCR扩增的目的区域引物序列

Table 1 Primer sequence of target region for
PCR amplification

基因名称

HBV

HBV

突变类别

YVDD

YIDD

碱基变化

739A>G

741G>T

表 2 YMDD突变类别

Table 2 Mutation category of YMDD
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74），部分符合率为 4.05%（3/74），未发现完全不一

致（0/74，0%）（图 1）。下一代测序法检测到 3 例

Sanger测序法漏检的 rtM204V/I混合突变。

2.3 下一代测序法的重复性

根据 Sanger 测序法的结果，选取 5 例基因突

变阳性的样本（包含 YIDD 突变 2 例，YVDD 突变

3例）、2例基因突变阴性样本，采用下一代测序法

对所选样本进行重复检测，每天上机检测一次，

连续重复检测 10天。经重复性试验检测，下一代

测序法的检测结果均一致，重复性符合率为

100%。

2.4 下一代测序法与 Sanger测序法的方法学比较

下一代测序法与 Sanger 测序法的方法学比较

结果见表 3，2种方法检测YMDD突变的一致性好

（Kappa=0.97，P<0.01）。

2.5 3例检测结果不一致的分析

下一代测序法与 Sanger 测序法有 3 例样本的

检测结果不一致，Sanger 测序法均只检出 YVDD
突变，而下一代测序法检出 YVDD/YIDD 混合突

变。这 3 例患者均为高龄，男性，2 例肝硬化，1 例

肝癌，均为长期用药患者，HBV DNA 载量在 103~
105 IU/mL（见表 4）。

突
变

频
数

50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0

rtM204V rtM204I rtM204V/I

突变类型

下一代测序法

Sanger测序法

图 1 下一代测序法与 Sanger测序法检测YMDD突变的

结果比较

Figure 1 The comparison of next generation sequencing
method and Sanger sequencing method

样本编号

HBV⁃53

HBV⁃71

HBV⁃120

年龄

51

66

65

性别

男

男

男

下一代测序法

YVDD&YIDD

YVDD&YIDD

YVDD&YIDD

Sanger测序法

YVDD

YVDD

YVDD

临床诊断

肝硬化

肝硬化

肝癌

HBV⁃DNA（IU/mL）

1.16×104

1.53×105

2.14×103

表 4 下一代测序法与 Sanger测序法 3例检测结果不一致的分析

Table 4 Analysis of inconsistent results between next generation sequencing and Sanger sequencing

Sanger测序法
阳性

阴性

下一代测序法

阳性

71
3

阴性

0
155

k值

0.97

P值

0.000

表 3 下一代测序法与 Sanger测序法检测YMDD
突变的比较

Table 3 The comparison of the next generation sequencing
and Sanger sequencing for detection of YMDD mutations

3 讨论

HBV 感染主要的治疗方法是抗病毒治疗，国

内外普遍使用的药物有干扰素和核苷（酸）类似

物。由于干扰素需要反复注射，且副作用较多，近

年来，核苷（酸）类似物（nucleoside acid analogues，
NA）已成为抗 HBV 感染的主要方法之一。NA 因

其抑制病毒复制能力强、使用方便、耐受性好且疗

效确切，适用于不同阶段的乙肝患者，是长期治疗

的合理选择［11⁃13］。乙肝患者在长期治疗中常常对药

物出现耐受的情况，是因为HBV是高变异的病毒，

在患者接受抗病毒药物治疗时，病毒自身受生存压

力而导致变异［1］。拉米夫定是第一个被批准用于治

疗慢性乙型肝炎的核苷类似物，能显著降低 HBV
DNA 水平，并可使患者肝功能恢复正常和肝脏组

织学改善。HBV YMDD变异对拉米夫定用药产生

影响，基因组变异为 rt180、rt204和 rt207［14⁃16］。目前

比较明确与耐药相关的变异主要是 HBV 聚合酶

RT区YMDD基因序列的变异（rt204），发生YVDD
或者YIDD变异，导致HBV野生株中蛋氨酸被缬氨

酸或异亮氨酸替代。当 HBV 出现耐药株后，大量

复制，严重影响治疗的效果［17］。因此需要监测乙型

肝炎病毒耐药基因型，有助于临床判断治疗效果和

制定个性化抗病毒治疗方案。
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目前常用的检测 HBV 耐药基因的方法主要

有 PCR 产物直接测序法（即 Sanger 测序法）、克

隆测序法、基因芯片法、PCR⁃荧光探针法和斑点

杂交等方法，不同检测技术的特异性及灵敏度有

一定的差异，Sanger 测序法被认为是检测 DNA 变

异的金标准，但由于灵敏度较低限制了其应用。

该方法只在特定突变达 20%以上时才能检测出。

克隆测序法可大致确定不同毒株序列之间的相对

比例，有助于发现混合株，但是操作繁琐且灵敏

度有限。此外，基因芯片法、PCR⁃荧光探针法和

斑点杂交法在临床上均有使用，针对每一个位点

分别设计探针或引物，灵敏度各不相同，都只能

检测已知的耐药突变位点，效率低下［18⁃19］。

下一代测序技术是能在单次反应中同时检测

来自数千或数百万 DNA 模板上碱基序列的 DNA
测序技术。该技术具有高数据通量、短序列读长等

特征。目前下一代测序平台主要有基于荧光检测

的 illumina测序平台和基于质子检测的Life半导体

测序平台。随着测序成本的下降，下一代测序技术

越来越多地用于疾病研究和诊断治疗中［20⁃21］。

本研究建立了下一代测序法检测乙型肝炎病

毒 YMDD 突变的方法，并对所建方法进行了评

价。下一代测序法对 229 例临床样本的检测结果

显示，YMDD基因突变阳性率为 32.31%（74/229），

比宋世会等［22］和张笠等［23］报道的高，可能是本研

究着重选取长期拉米夫定单药治疗患者和地域差

异导致。Sanger 测序法检测到 47 例 rtM204V 突

变、25 例 rtM204I 突变和 2 例 rtM204V/I 混合突

变。下一代测序方法检出 44 例 rtM204V 突变，25
例 rtM204I 突变和 5 例 rtM204V/I 混合突变。下一

代测序法的灵敏度为 100%，特异度 100%，准确度

100%，完全符合率为 95.95%（71/74），部分符合率

为 4.05%（3/74），未发现完全不一致（0/74 0%）。

通过重复性实验下一代测序法的重复性符合率

100%。2 种方法的一致性（k）为 0.97（P<0.01）。

其中有 3 例样本在 Sanger 测序法只检出 rtM204V
突变，在下一代测序法中检出 rtM204V/I 混合突

变。结果提示下一代测序法的检测灵敏度高于

Sanger 测序法，能检测到 Sanger 测序法漏检的混

合突变。Sanger 测序法只能在突变比例大于 20%
时检出性能好，结果仅代表优势序列的信息，无法

早期发现耐药突变。本研究不足之处在于由于实

验条件限制并没有做克隆测序进一步验证 3 例不

一致样本。

本研究成功建立了乙型肝炎病毒YMDD突变

的下一代测序法。该方法灵敏度高，特异性好，重

复性好，准确性高，比 Sanger 测序法更灵敏，能检

测到更多的混合突变，为乙型肝炎病毒耐药基因

检测提供了新的手段，同时为其他病原体耐药基

因的检测提供了新思路。随着下一代测序技术发

展，操作自动化程度越来越高，测序成本越来越

低，能更好地应用于临床检测。
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•论 著•

Snail基因甲基化与 TGFβ1诱导前列腺癌细胞发生
EMT的相关性研究

杜彦丹 1 牛艺卿 2 郑海军 1 王晓艳 1 姜玉海 3 陈海秋 4 李寅雁 1 孙刚 1

李春雨 1 陆德生 1 孙辉 1★

［摘 要］ 目的 探讨 Snail基因甲基化与转化生长因子 β1（TGFβ1）诱导前列腺癌细胞上皮间质转

化（EMT）过程的相关性。 方法 TGFβ1诱导前列腺癌 PC3、DU145细胞，通过细胞形态、划痕及侵袭实

验筛选EMT明显的细胞系；利用Western blot、RT⁃PCR技术检测该细胞系EMT时相关Marker表达的变化，

确定EMT过程中的决定性转录因子；沉默组蛋白去甲基化酶KDM4A的表达，观察前列腺癌细胞形态学及

转录因子 Snail表达的变化；收集前列腺良性增生组织（对照组）及Gleason分级四级以上的前列腺癌组织

（实验组）各 60例，检测 Snail、E⁃cadherin和Vimentin的表达。 结果 细胞形态学变化、划痕及侵袭实验

证明TGFβ1诱导后前列腺癌细胞 PC3具有明显的迁移及侵袭能力；Western blot、RT⁃PCR实验表明 PC3细

胞 EMT时 E⁃cadherin表达下调，Snail1和Vimentin表达上调，其中 Snail1变化最为明显。免疫组化结果显

示对照组 E⁃cadherin细胞膜表达强阳性，Vimentin、Snail细胞质表达弱阳性；实验组 E⁃cadherin细胞膜表达

弱阳性，Vimentin、Snail细胞质表达强阳性。沉默KDM4A表达，PC3细胞由间质转变为上皮形态，Snail1表

达上调。 结论 Snail1甲基化富集程度改变与TGFβ1诱导前列腺癌细胞上皮间质转化相关。

［关键词］ 前列腺癌；TGFβ1；上皮间质转化；Snail1；KDM4A

Correlation between methylation of snail gene and EMT induced by TGFβ1 in
prostate cancer cells
DU Yandan1 ，NIU Yiqing2 ，ZHENG Haijun1 ，WANG Xiaoyan1 ，JIANG Yuhai3 ，CHEN Haiqiu4 ，
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［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between the methylation of Snail gene and
the induction of epithelial ⁃ mesenchymal ⁃ transition（EMT）by TGFβ1 in prostate cancer cells. Methods

PC3 and DU145 cells were induced by TGFβ1. The induced EMT phenotype was screened by cell
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前列腺癌（Prostate cancer，PCa）是中老年男性

常见的一种恶性肿瘤，中国 PCa发病率明显低于欧

洲国家，随着人口老龄化及生活水平的提高，正呈

现逐年升高的趋势。PCa中腺泡腺癌占 95%以上，

通称为 PCa［1］，其不是一种独立疾病，能够侵袭转移

至膀胱、血管神经束、精囊，从而引起全身系统的病

理生理改变。大量研究显示，前列腺癌的发生、转

移与上皮间质转化（epithelial⁃mesenchymal⁃transi⁃
tion，EMT）密不可分［2⁃3］，它与表观遗传修饰在肿瘤

侵袭⁃转移级联过程中发挥着重要作用。微环境中

的转化生长因子 β1（transforming growth foctor β1，
TGFβ1）由基质细胞分泌，其信号通路下游 SMAD
磷酸化，可进一步激活转录因子启动 EMT 过

程［4］。有研究表明具有锌指结构的转录因子 Snail1
参与 EMT 的发生，多种转移及复发的上皮细胞肿

瘤中均有 Snail1的高表达［5⁃6］，这可能与 Snail1转录

因子启动子区组蛋白甲基化修饰有关。赖氨酸及

精氨酸甲基化多发生在组蛋白 H3 各位点［7］，其中

H3K9 甲基化是特殊染色质形成和基因转录沉默

的表观遗传标志，可以抑制基因转录，其去甲基化

酶 KDM4A 参与催化去除 H3K9 甲基化过程。本

课题旨在通过沉默KDM4A表达，改变 Snail1甲基

化富集程度，观察 PC3细胞形态学变化及 Snail1的

表达变化，阐明前列腺癌发生 EMT的重要机理。

1 材料和方法

1.1 材料及试剂

人前列腺癌 PC3、DU145细胞株购自ATCC公

司。胎牛血清、1640培养液、胰酶购自Gibco公司；

DMSO购自美国 Sigma 公司；Trizol 为荷兰 Invitro⁃
gen公司产品；DNA Marker为TakaRa公司产品；所

有引物均由上海生工生物技术有限公司合成；BCA
蛋白定量试剂购自美国 Thermo 公司，所有抗体均

为美国Cell Signaling公司生产；免疫组化试剂来源

于上海McLean公司。

1.2 细胞实验

1.2.1 形态学观察

当细胞生长至 90%汇合时，无血清饥饿细胞

24 h，0.5% FBS 的 1640 培养基中添加 10 和 20
ng/mL TGFβ1 处理细胞 24、48 h，使用荧光显微镜

对细胞形态的改变进行观察和记录。

1.2.2 细胞划痕（迁移）实验

培养皿下画线、铺板并培养细胞至贴壁。给药

后，无血清饥饿培养。待细胞生长至 80%，垂直于

六孔板的底部直线划线，按照不同时间段及给药浓

度留取图片并分析结果。

1.2.3 细胞侵袭（Transwell）实验

Transwell 小室内平铺 100 μL 基质胶，小室下

加入 500 μL 1640培养基，放入小室时避免产生气

泡。小室内吸入 100 μL无血清细胞悬液，孵育 24、
48 h，固定、结晶紫染色后分析结果。

1.3 RT⁃PCR检测人前列腺癌细胞株中 EMT相关

maker的变化

处 理 方 法 如 1.2.1，Trizol 法 提 取 细 胞 总

RNA，取 A260/A280 比 值 落 于 1.8~2.0 之 间 的

RNA 进 行 实 验 ，取 1 μg 逆 转 录 合 成 cDNA。

以 cDNA 序 列 为 模 板 ，选 用 的 内 参 基 因 为

GAPDH，扩 增 后 按 以 下计算方法分析数据：

morphology，scratch and invasion experiments. Western blot and RT⁃PCR were used to detect the expression
of related markers in EMT cells，and the decisive transcription factors in EMT were determined. The expression
of histone demethylase kdm4a was silenced，and the changes of cell morphology and transcription factor Snail
were observed. The expression of snail，E⁃cadherin and vimentin were detected in 60 cases of benign prostatic
hyperplasia（control group）and 60 cases of prostate cancer（experimental group）with Gleason grade 4 or
above by immunohistochemistry. Results Cell morphology， cell scratch and Transwell experiments
demonstrated that the prostate cancer cell line PC3 had a significant migration and invasion ability after TGFβ1
induction. Western blot and RT⁃PCR results showed that E⁃cadherin expression was down⁃regulated，Snail1 and
Vimentin expression were up⁃regulated in the process of EMT occurrence，especially Snail1. The control group
showed Snail and Vimentin of cytoplasm were weakly positive，E⁃cadherin of membrane was strongly positive.
Prostate cancer tissue showed that Snail and Vimentin were strongly positive，E⁃cadherin was weakly positive.
Silenced histone demethylase KDM4A expression， PC3 cells changed from mesenchymal to epithelial
morphology，Snail1 expression was down ⁃ regulated. Conclusion The change of Snail1 methylated
concentration is related to the TGF β1⁃induced epithelial stromal transformation of prostate cancer cells.

［KEY WORDS］ Prostate cancer；TGFβ1；Epithelial⁃mesenchymal transition；Snail1；KDM4A
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2⁃△△Ct=2［（Ct 目的基因⁃Ct 内参基因）待测样本⁃（Ct 目的基因⁃Ct 内参基因）对照样本］。

1.4 Western Blot 检测人前列腺癌细胞株中 EMT
相关maker的变化

取对数生长期的前列腺癌细胞，PBS洗涤后加

入细胞变性裂解液，煮沸、离心、取上清液，加入蛋

白 loading buffer，检测蛋白浓度。取上样量 40 g的

蛋白，以 β⁃actin作为参照，进行 12% SDS⁃PAGE电

泳，随后进行转膜、封闭、抗原抗体反应及发光显

影，使用与 β⁃actin的比值表示各组蛋白表达水平。

1.5 免疫组化实验

收集内蒙古林业总医院病理科前列腺良性增

生组织（对照组）及 Gleason 分级 4 级以上的前列

腺癌组织（实验组）各 60 例。将标本依次进行固

定、包埋及切片；置于新鲜二甲苯中浸泡，沥干后

按顺序放入无水乙醇、90%乙醇及 75%乙醇中；蒸

馏水冲洗 1 min，放入 PBS 缓冲液中；组化染色后

观察组织片，分析结果。

1.6 统计学分析

以上实验均有效重复三次以上，数据用（x ± s）

表示，使用 SPSS 22.0 软件中方差分析来处理实

验结果。P<0.05 或 P<0.01 差异有统计学意义。

2 实验结果

2.1 TGFβ1 诱导后前列腺癌细胞系形态学及

EMT相关Marker变化

培养人前列腺癌 PC3 和 DU145 细胞，观察

TGFβ1 诱导后细胞形态变化、细胞迁移和侵袭试

验结果。利用Western blot和 RT⁃PCR技术检测细

胞发生 EMT时相关Marker的表达变化。

2.1.1 前列腺癌 PC3细胞形态学变化

按照 1.2.1 处理细胞后，在光学显微镜下观察

细胞形态学改变，结果显示：PC3和DU145细胞均

由椭圆形变为长梭型（图 1 A、B），其中 PC3 细胞

形态变化较明显，课题组筛选出 PC3 细胞进行后

续实验（图 2A、B）。划痕和 Transwell 侵袭实验结

果表明：TGFβ1诱导 PC3细胞后，细胞的迁移和侵

袭能力增强（图 3、4）。

2.1.2 RT ⁃ PCR 和 Western blot 检 测 PC3 细 胞

EMT相关Marker表达的变化

TGFβ1诱导PC3细胞，EMT相关Marker表达发

生改变，E⁃cadherin表达下调，Snail1和Vimentin表达

上调，其中Snail1表达变化最显著（图5）；Western blot
结果也显示Snail1的表达量显著增高。（图6、7）。

24 h空白对照

AA

24 h 10 ng/mL
TGFβ1处理

24 h 20 ng/mL
TGFβ1处理

48 h空白对照 48 h 10 ng/mL
TGFβ1处理

48 h 20 ng/mL
TGFβ1处理

BB

A：DU145细胞经 10、20 ng/mL TGFβ1诱导 24 h后光学显微镜下

形态学的变化；B：48 h后形态学的变化（×40）。

图 1 DU145细胞经 TGFβ1诱导 24 、48 h后光学显微镜

下形态学的变化

Figure 1 Morphological changes of DU145 cells induced by
TGFβ1 for 24 and 48 hours under optical microscope

AA

BB

24 h空白对照 24 h 10 ng/mL
TGFβ1处理

24 h 20 ng/mL
TGFβ1处理

48 h空白对照 48 h 10 ng/mL
TGFβ1处理

48 h 20 ng/mL
TGFβ1处理

AA

BB

A：PC3 细胞细胞经 10、20 ng/mL TGFβ1 诱导 24 h 后光学显微镜

下形态学的变化；B：48 h后形态学的变化（×40）。

图 2 PC3细胞经 TGFβ1诱导 24、48 h后光学显微镜

下形态学的变化

Figure 2 Morphological changes of PC3 cells induced by
TGFβ1 for 24 and 48 hours under optical microscope

PC3 细胞加入 20 ng/mL TGFβ1 处理后细胞划痕变窄，迁移能力

增强（×10）。

图 3 PC3细胞经 20 ng/mLTGFβ1处理 24、48 h后，细胞

划痕实验结果

Figure 3 Scratch test results of PC3 cells treated with 20 ng/
mL TGFβ1 for 24 and 48 hours

空白对照 20 ng/mL TGFβ1
处理 24 h

20 ng/mL TGFβ1
处理 48 h
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PC3细胞加入TGFβ1后细胞数量显著增多，侵袭能力增强（×10）。

图 4 PC3细胞 Transwell实验结果

Figure 4 Transwell experiment results of PC3 cells
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A：培养 24 h EMT 相关 Marker mRNA 水平的变化；B：培养 48 h
EMT相关Marker mRNA水平的变化。

图 5 TGFβ1诱导 PC3细胞，EMT相关Marker mRNA
水平的变化

Figure 5 mRNA changes of EMT⁃related Marker in
PC3 cells induced by TGFβ1
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图 6 TGFβ1诱导 PC3细胞 24 h后相关蛋白的表达

Figure 6 Expression of related proteins in PC3 cells induced
by TGFβ1 for 24 hours
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图 7 TGFβ1诱导 PC3细胞 48 h后相关蛋白的表达

Figure 7 Expression of related proteins in PC3 cells induced
by TGFβ1 for 48 hours

2.2 前列腺良性增生组织及前列腺癌组织中

EMT相关Marker的表达结果

对照组及实验组组织标本免疫组化结果显示：

对照组中 E⁃cadherin细胞膜表达呈强阳性，Vimen⁃
tin、Snail细胞质表达呈弱阳性，见图 8A；实验组中

E⁃cadherin细胞膜表达弱阳性，Vimentin、Snail细胞

质表达强阳性，见图 8B。可见组织病理学层面Snail
在前列腺癌的发生发展过程中也起了决定性作用。

2.3 沉默 KDM4A，PC3 细胞形态学及转录因子

Snail1表达的变化

培 养 前 列 腺 癌 PC3 细 胞 ，进 行 TGFβ1 及

TGFβ1+siKDM4A 处理。20 ng/mL TGFβ1 诱导的

同时，沉默组蛋白去甲基化酶 KDM4A 的表达，

Snail1甲基化程度发生改变，抑制了 EMT的进程，

前列腺癌 PC3 细胞由间质形转变为上皮形态（图

9），间质marker Snail1表达下调（图 10）。

E⁃cadherin Vimentin Snail

BB

E⁃cadherin Vimentin Snail

A：前列腺良性增生组（对照组）；B：前列腺癌组（实验组）

图 8 前列腺良性增生和前列腺癌组织免疫组化结果

Figure 8 Immunohistochemical results of benign prostatic
hyperplasia and prostate cancer

AA

→
TGFβ1 TGFβ1+siKDM4A

图 9 沉默KDM4A后 PC3细胞形态学变化（40×）
Figure 9 Morphological changes of PC3 cells after silencing

KDM4A
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图 10 沉默KDM4A后 Snail1表达变化

Figure 10 Changes of Snail1 expression after silencing
KDM4A
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3 讨论

肿瘤转移与表观遗传修饰密切相关，重要修

饰包括组蛋白甲基化、泛素化、乙酰化和染色质重

塑［8］。EMT 发生期间，上皮标志物 E⁃cadherin 启

动子区域高甲基化是一例常见的表观遗传修饰事

件［9］，可引发 E⁃钙粘蛋白沉默。一些报道也称

EMT 其它相关转录因子 Snail，Slug 等启动子区域

甲基化与其表达相关［10］，可能主要因 EMT相关转

录因子 Snail、ZEB1 和 ZEB2 能够募集 HDAC 复合

物，发生 EMT时使 E⁃cadherin表达沉默［11］。

目前，组蛋白修饰是表观遗传学研究的重要

领域［12］，其中以组蛋白 H3 各位点的乙酰化，甲基

化及泛素化等最为常见和多变［13］。相关报道指出

组蛋白 H3 各位点乙酰化修饰一般均和染色质的

开放程度有关，H3乙酰化可以诱导染色质结构松

散，促进基因转录，而甲基化修饰的结果则取决于

基因组的不同功能［14⁃15］。组蛋白 H3 甲基化中 H3
K4 和 H3K36 甲基化修饰可激活基因转录，H3K9
甲基化可导致特殊染色质的形成，抑制基因转

录。有研究证实 H3K9ME3 基因上游和基因组富

集与染色质开放和基因转录水平呈负相关［16⁃17］，本

课题的研究结论与其一致。

赖氨酸甲基化是调节染色质结构的一种常见

组蛋白修饰。癌症发展进程中，组蛋白赖氨酸甲

基化显著改变，被认为是由不受控制的组蛋白赖

氨酸甲基转移酶或组蛋白去甲基化酶作用的结

果［18⁃19］。KDM4是一种组蛋白去甲基酶［20］，主要针

对赖氨酸 9 / 36 位置上的组蛋白 H3 和赖氨酸 26
位置上的组蛋白 H1.4［21］。有研究证明 KDM4A、

KDM4B 和（或）KDM4C 在乳腺、结直肠、口腔［22］、

甲状腺［23］、肺及前列腺等肿瘤中均呈现过表达，

它们是肿瘤细胞迅速生长所必需的去甲基化酶，

这可能是由于其具备调节转录因子表达的作用，

如 雄 激 素 和 雌 激 素 受 体 。 本 课 题 通 过 沉 默

KDM4A，探索转录因子 Snail1 表达的改变，证实

了通过干扰组蛋白修饰的变化可以阻滞 EMT 的

发展进程。不仅为临床提供了新的前列腺癌诊断

依据，也为该疾病的靶向治疗开辟了新局面。
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血清HMGB1、TGFβ1及GP73检测对脓毒症并发肝
损伤预后的评估价值

宋莹 1★ 李世朋 2 焦伟伟 1

［摘 要］ 目的 探讨血清高迁移率族蛋白 1（HMGB1）、转化生长因子 β1（TGFβ1）及高尔基体糖蛋

白 73（GP73）检测对脓毒症并发肝损伤预后的评估价值。 方法 选取 86例脓毒症并发肝损伤患者为观察

组，80例单纯脓毒症患者为对照组，对比两组患者血清HMGB1、TGFβ1及GP73水平差异，分析影响脓毒症并

发肝损伤患者预后的危险因素，探讨血清HMGB1、TGFβ1及GP73检测对预后的评估效能。 结果 观察组

患者血清 HMGB1、TGFβ1及 GP73水平均显著高于对照组（P<0.05）；随着肝损伤程度的加重，患者血清

HMGB1、TGFβ1 及 GP73 水平也呈显著上升趋势（P<0.05）。APACHEⅡ评分高、肝损伤严重、血清

HMGB1、TGFβ1 及 GP73 水平升高是导致脓毒症合并肝损伤患者不良预后的危险因素（P<0.05）。血清

HMGB1、TGFβ1 及 GP73 检测对预后评估的 ROC 曲线下面积分别为 0.805、0.827、0.855，最佳临界值为

HMGB1>33.44 μg/L、TGFβ1>40.63 μg/L及GP73>79.84 μg/L。HMGB1、TGFβ1及GP73联合检测的AUC
为 0.917，联合检测的评估灵敏度为 72.7%，与单独检测差异无统计学意义（P>0.05），而联合检测的特异度为

95.3%，显著高于各指标单独检测（P<0.05）。 结论 血清HMGB1、TGFβ1及GP73水平与脓毒症患者肝

损伤情况密切相关，三者可作为评估脓毒症并发肝损伤患者预后的参考指标。

［关键词］ 脓毒症；肝损伤；高迁移率族蛋白 1；转化生长因子 β1；高尔基体糖蛋白 73

Evaluation of serum HMGB1，TGFβ1 and GP73 in the prognosis of sepsis
complicated with liver injury
SONG Ying1★，LI Shipeng2，JIAO Weiwei1

（1. The 1st Affiliated Hospital of Henan University of Science and Technology，Luoyang，Henan，China，
471000；2. Department of General Surgery，Jiaozuo People􀆳s Hospital，Jiaozuo，Henan，China，454000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the prognostic value of serum high mobility group box 1
（HMGB1），transforming growth factor β1（TGFβ1）and golgi glycoprotein 73（GP73）in patients with sepsis
complicated with liver injury. Methods 86 patients with sepsis complicated with liver injury were selected as
the observation group and 80 patients with sepsis alone as the control group. The differences of serum HMGB1，
TGFβ1 and GP73 levels between the two groups were compared，the risk factors affecting the prognosis of
patients with sepsis complicated with liver injury were analyzed. The evaluation effect of serum HMGB1，TGFβ
1 and GP73 on the prognosis was discussed. Results The levels of HMGB1，TGFβ1 and GP73 in
observation group were significantly higher than control group（P<0.05）. With the aggravation of liver injury，
the levels of HMGB1，TGFβ1 and GP73 also showed significant increase（P<0.05）. High APACHEⅡ score，
severe liver damage，elevated of serum HMGB1，TGFβ1 and GP73 levels were risk factors for poor prognosis
of sepsis patients combined liver damage（P<0.05）. The area under ROC curve for prognostic evaluation of
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serum HMGB1，TGFβ1 and GP73 was 0.805，0.827，0.855. The optimal critical values were HMGB1>33.44
μg/L，TGFβ1>40.63 μg/L，GP73>79.84 μg/L，respectively. The AUC of HMGB1，TGFβ1 and GP73
combined detection was 0.917. The sensitivity of combined detection was 72.7%，which was not significantly
different from that of single detection（P>0.05），while the specificity of combined detection was 95.3%，which
was significantly higher than that of single detection（P<0.05）. Conclusion The serum levels of HMGB1，
TGF ⁃ β 1 and GP73 are closely related to the liver injury of sepsis patients，indicating that they can be used as
reference indexes to evaluate the prognosis of sepsis patients with liver injury.

［KEY WORDS］ Sepsis；Liver injury；High mobility group box 1；Transforming growth factor β1；
Golgi glycoprotein 73

脓毒症为病原菌感染所导致的全身性炎症反

应综合征，可引发多器官功能衰竭，是重症病房患

者死亡的重要原因［1］。肝脏由于解剖结构及生理

功能特殊，致使其成为脓毒症发生过程中最容易

受损器官之一［2］。有报道［3］表明，脓毒症患者肝损

伤发病率高达 30%左右，病死率约为 60%。脓毒

症并发肝损伤是导致患者死亡的高危因素，但目

前对于肝损伤的发病机制尚未明确［4］。研究［5⁃6］发

现，高迁移率族蛋白 1（high mobility group box 1，
HMGB1）、转化生长因子 β1（transforming growth
factor β1，TGFβ1）及高尔基体糖蛋白 73（golgi
glycoprotein 73，GP73）等多项血液细胞因子在机

体炎症过程和调控肝脏组织损伤方面均起重要作

用，但关于脓毒症并发肝损伤患者预后评估方面

的研究较少。本研究通过观察脓毒症并发肝损伤

患者血清HMGB1、TGFβ1及GP73水平变化，分析

其与脓毒症患者肝损伤程度及预后的相关性，为

评估患者预后提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 1月至 2019年 1月本院重症医学

科收治的 86 例脓毒症并发肝损伤患者为观察组，

男性 43例，女性 43例；年龄 36~78岁，平均（57.50±
11.32）岁；感染部位：腹腔 66 例、肺部感染 20 例；

肝损伤程度：轻度 25例、中度 42例、重度 19例；预

后状况：生存 64例，死亡 22例。选取同期 80例单

纯脓毒症患者为对照组，其中男 46例，女 34例；年

龄 38~75岁，平均（56.32±10.57）岁；感染部位：腹腔

57 例，肺部感染 23 例。两组患者性别构成、年龄

等基础资料方面，差异无统计学意义（P>0.05），见

表 1。本研究经医学委员会审批通过，所有受试者

家属均知情同意。

1.2 研究相关标准

诊断标准：①符合美国重症医学会及欧洲重

症医学会联合拟定的脓毒症诊断标准［7］，即存在以

下任意 2 项或以上者：发热（38℃以上）或低温

（36℃以下）；呼吸急促（20次/min以上）；心动过速

（90次/min以上）；白细胞升高（12.0×109/L以上）或

降低（4.0×109/L 以下）。②肝损伤诊断依据患者

总胆红素（total bilirubin，TBIL）及谷丙转氨酶（ala⁃
nine transaminase，ALT）检 测 结 果［8］，即 TBIL>
34.1 μmol/L 或 ALT> 80 U/L；③肝损伤分级标准：

轻度损伤：ALT 升高至正常值上限 1~3 倍或 TBIL
升高至正常值上限 1~2 倍；中度损伤：ALT 升高至

正常值上限 3~5 倍或 TBIL 升高至正常值上限 2~
3 倍；重度损伤：ALT 升高至正常值上限 5 倍以

上或 TBIL 升高至正常值上限 3 倍以上。

纳入标准：①符合以上脓毒症及肝损伤相关

诊断分级标准：②年龄 36~80 岁；③初诊治患者，

遵循医嘱配合治疗，依从性良好；④临床资料完

整。排除标准：①既往慢性肝炎病毒感染、肝脏

肿瘤、胆结石、脂肪肝、梗阻性黄疸及肝功能障碍

者；②中毒或药物性肝损伤者；③合并心肺肾功

能异常、恶性肿瘤或自身免疫性疾病患者；④妊

娠期或哺乳期女性；⑤临床资料不全或中途转

院者。

组别

对照组

观察组

t值

P值

n

80

86

性别

（男/女）

46/34

43/43

1.115

0.323

年龄（岁）

56.32±10.57

57.50±11.32

0.199

0.843

感染部位

腹腔感染

57（71.25）

66（76.74）

0.936

0.420

肺部感染

23（28.75）

20（23.26）

表 1 两组基础资料比较［n（%）］

Table 1 Comparison of basic data in 2 groups［n（%）］
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1.3 研究方法

①记录患者入院时性别、年龄、感染部位、

APACHEⅡ评分、血常规等基础资料情况，统计患

者入院 28 d 后生存预后情况；②收集患者入院

当天肘静脉血 5 mL，1 000 g 离心 15 min，取血

清-80℃保存待检；采用酶联免疫吸附法检测血

HMGB1、TGFβ1及GP73水平，检测试剂盒购自上

海生物制品研究所，伯乐 800型全自动酶标仪购于

美国BIO⁃RAD公司。

1.4 统计学方法

采用 SPSS19.0 软件进行数据分析，计量资料

以（x ± s）表示，符合正态分布数据，采用 t 检验或

方差分析，不符合正态分布数据采用秩和检验；

计数资料以频数或（%）表示，用 c2 检验；多变量

Logistic 回归分析影响预后的危险因素，受试者

工 作 特 征 曲 线（receiver operating characteristic
curve，ROC）研究血清 HMGB1、TGFβ1 及 GP73
检测对预后的评估效能；P<0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 两组血清HMGB1、TGFβ1及GP73水平比较

观察组患者血清 HMGB1、TGFβ1 及 GP73 水

平显著高于对照组，差异具有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。

2.2 不同程度肝损伤患者血清 HMGB1、TGFβ1
及GP73水平比较

重 度 肝 损 伤 患 者 血 清 HMGB1、TGFβ1 及

GP73水平显著高于中度损伤和轻度损伤患者，而

中度肝损伤患者各指标又高于轻度组（P<0.05）。

见表 3。
2.3 影响脓毒症合并肝损伤患者预后的单因素分析

单因素分析显示，生存组和死亡组在年龄、性

别、机械通气时间方面比较，差异无统计学意义

（P>0.05）；而死亡组患者 APACHEⅡ评分、血清

HMGB1、TGFβ1 及 GP73 水平均高于生存组（P<
0.05）；不同预后患者肝损伤程度比较，差异有统计

学意义（P<0.05）。见表 4。

2.4 多因素 Logistic回归分析

以患者预后情况为因变量，以 APACHEⅡ评

分、肝损伤程度、血清 HMGB1、TGFβ1 及 GP73 表

达 情 况 为 协 变 量 进 行 Logistic 回 归 分 析 。

APACHEⅡ评分高、肝损伤严重、血清 HMGB1、
TGFβ1 及 GP73 水平升高是导致脓毒症合并肝损

伤患者不良预后的危险因素（P<0.05）。见表 5。

组别

对照组

观察组

t值

P值

n

80

86

HMGB1
21.12±5.82

30.65±7.95

8.759

0.000

TGF⁃β1
26.49±4.69

36.43±9.95

8.134

0.000

GP73
44.48±18.05

68.27±19.21

0.168

0.000

表 2 两组血清HMGB1、TGFβ1及GP73水平比较

［（x ± s），μg/L］
Table 2 Comparison of serum HMGB1，TGF⁃β1 and GP73

levels between two groups［（x ± s），μg/L］

组别

轻度损伤

中度损伤

重度损伤

F值

P值

n
25
42
19

HMGB1
26.48±5.40
30.63±8.16
36.17±7.09

9.648
0.000

TGF⁃β1
30.16±6.39
35.382±8.22
46.99±8.86

24.817
0.000

GP73
57.46±14.95
68.39±17.81
82.24±19.57

11.046
0.000

表 3 不同肝损伤程度患者血清HMGB1、TGFβ1及
GP73水平比较［（x ± s）,μg/L］

Table 3 Comparison of HMGB1，TGFβ1，GP73 levels in
patients with different degrees of liver injury［（x ± s）,μg/L］

变量

年龄（岁）

性别（男/女）

APACHEⅡ评分（分）

机械通气时间（d）

肝损伤程度(轻/中/重)

HMGB1（μg/L）

TGF⁃β1（μg/L）

GP73（μg/L）

生存组
（n=64）

56.59±11.07

31/33

17.47±6.15

4.38±2.17

24/36/4

28.49±6.96

33.30±7.85

61.97±15.57

死亡组
（n=22）

60.14±10.95

12/10

26.14±6.83

5.14±2.11

1/6/15

36.92±7.39

45.53±9.94

86.62±17.36

t/c2值

1.299

0.981

5.542

1.395

151.592

4.819

5.881

6.221

P值

0.198

0.396

0.000

0.167

0.000

0.000

0.000

0.000

表 4 影响脓毒症合并肝损伤患者预后的单因素分析

Table 4 Single factor analysis affecting prognosis of patients
with sepsis and liver injury

指标

HMGB1
TGF⁃β1
GP73

APACHEⅡ评分

肝损伤程度

B

0.172
0.171
0.125
0.375
1.887

S.E.

0.068
0.065
0.056
0.167
0.926

Wald

6.474
6.855
5.021
5.008
4.153

P值

0.011
0.009
0.025
0.025
0.042

OR

1.188
1.187
1.133
1.454
6.600

95%CI

1.040~1.356
1.044~1.349
1.016~1.264
1.048~2.019
1.075~40.521

表 5 多因素 Logistic回归分析

Table 5 Multivariate Logistic regression analysis
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2.5 血清HMGB1、TGFβ1及GP73检测对脓毒症

并发肝损伤患者预后的评估效能

以死亡患者为阳性组，以生存患者为阴性组，

绘制 ROC 曲线分析各指标对患者预后的评估效

能。血清HMGB1、TGFβ1及GP73检测的AUC分

别为 0.805、0.827、0.855，三者评估预后的最佳临界

值分别为 HMGB1>33.44 μg/L、TGFβ1>40.63 μg/L
及 GP73>79.84 μg/L，HMGB1、TGFβ1 及 GP73 对

预后评估的灵敏度和特异度接近，差异无统计学

意义（P>0.05）。HMGB1、TGFβ1 及 GP73 联合检

测的AUC为 0.917，联合检测的评估灵敏度与单独

检测差异无统计学意义（P>0.05），而联合检测的

特异度则明显高于三项指标单独检测（P<0.05）。

见表 6、图 1。

3 讨论

脓毒症是全球医学界共同关注的感染性疾

病，可引起机体反应失调进而造成多器官功能损

伤［9］。肝脏参与机体免疫、氧化应激、炎症反应以

及凝血等多项生理过程，是脓毒症病程中最为常

见的受累靶器官［10］。肝损伤可发生于脓毒症的任

何病理阶段，脓毒症患者由于持续性全身炎症反

应，导致机体氧化应激反应被激活，释放大量炎症

介质和氧化产物，影响肝脏正常生理活动，造成肝

组织损伤［11］；另外，脓毒症危机状态下，机体血液

优先供应脑、心脏等维持生命活力器官，肝脏血流

处于低灌注状态，可能导致肝组织细胞缺血性坏

死［12］。目前，临床上评价肝损伤程度的生物指标

包括谷丙转氨酶和谷草转氨酶等，但其特异性较

差，容易受其他疾病的影响。

近年研究［13］表明，血清中一些新型标志物与

肝损伤具有较好相关性，可为肝细胞损伤的诊断

和预后评估提供新的方向。HMGB1 是一种高度

保守的核蛋白，分布广泛，具有调节转录、稳定核

酸结构等生物学功能。当机体受到创伤、感染等

刺激时，HMGB1被活化的免疫细胞释放至细胞外

环境，通过与相关受体结合继发炎症反应，导致组

织损伤；HMGB1还可促进白细胞介素 6、肿瘤坏死

因子等炎症因子的表达，放大炎症反应，参与脓毒

症进展和器官损伤过程［14］。TGFβ1为一种具有免

疫调节作用的细胞因子，在血管及胚胎的形成、细

胞生长分化和机体免疫的生理过程中起重要调控

作用。张雷等［15⁃16］研究指出，脓毒症炎症反应过程

中，TGFβ1能够通过与相关受体结合，抑制炎症介

质释放，防止机体发生过度炎症反应，起到抗炎作

用；然而当 TGFβ1持续升高时，会刺激肝急性反应

蛋白的生成，造成组织器官损伤，加快病情进展。

GP73是高尔基体膜上一种新型扩膜蛋白，在正常

肝脏组织中表达量极少，但当各种病因引起的肝

脏损伤时，肝细胞内GP73的表达量均会出现不同

程度升高［17］。因此，GP73可作为一种新型肝损伤

标志物。Xu 等［18］研究发现，血清 GP73 水平与肝

脏损伤程度密切相关，尤其对于慢性乙肝病毒感

染但尚未引起ALT等表达异常患者，更具有参考价

值。本研究结果表明，脓毒症并发肝损伤的观察组

患者血清 HMGB1、TGFβ1 及 GP73 水平显著高于

未并发肝损伤的对照组，且随着肝损伤严重程度的

增加，患者血清HMGB1、TGFβ1及GP73水平也呈

显著上升趋势；证实血清 HMGB1、TGFβ1及 GP73
表达与脓毒症患者肝损伤存在相关性，脓毒症病程

过程中，免疫应答和炎症机制激活，造成炎症介质

分泌增多，进而引起靶器官损伤。

图 1 血清HMGB1、TGFβ1及GP73评估预后的ROC曲线

Figure 1 ROC curves of serum HMGB1，TGFβ1 and
GP73 for prognosis
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指标

HMGB1
TGF⁃β1
GP73

联合检测

最佳
临界值

33.44
40.63
79.84

灵敏度

77.3
77.3
72.7
72.7

特异度

79.7
78.1
82.8
95.3

Youden
指数

0.570
0.554
0.555
0.680

AUC

0.805
0.827
0.855
0.917

95%
可信区间

0.693~0.917
0.720~0.934
0.765~0.945
0.851~0.983

表 6 血清HMGB1、TGFβ1及GP73检测对脓毒症

并发肝损伤患者预后的评估效能（μg/L，%）
Table 6 Value of HMGB1，TGFβ1，GP73 in evaluating

the prognosis of sepsis complicated with liver injury
（μg/L，%）
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采用 Logistic 回归分析探索脓毒症合并肝损

伤预后的影响因素，结果发现APACHEⅡ评分高、

肝损伤严重、血清HMGB1、TGFβ1及GP73水平升

高是导致患者死亡的重要危险因素；分析其原因

可能是：①APACHEⅡ评分升高患者感染严重，组

织器官处于低血流灌注状态，导致脏器功能衰竭，

增加病死率；②血清 HMGB1、TGFβ1 表达升高患

者炎症反应过度，造成组织器官氧化应激损伤，因

此预后较差；③而GP73升高则表明患者肝损伤严

重，肝细胞缺血、坏死，极大影响患者预后。通过

ROC 曲 线 分 析 发 现 ，血 清 HMGB1、TGFβ1 及

GP73 对评估脓毒症合并肝损伤患者预后具有一

定参考意义。脓毒症并发肝损伤是一个复杂的

病理过程，其预后情况受多方面因素影响，单独

参考某项指标必然存在缺陷，为获取更为准确的

预后评判信息，需要联合多项指标共同分析，以

获取更为准确的预测效能。本研究同样证实联

合检测血清 HMGB1、TGFβ1 及 GP73 水平可提

高对脓毒症并发肝损伤患者预后的评估效能。

但本研究缺乏各项指标的动态观察，导致研究

存在一定不足，因此后期应进行深入全面观察，

进一步探索 HMGB1、TGFβ1 及 GP73 在脓毒症

并发肝损伤中的作用机制，为判断患者病情转归

提供依据。

综上所述，血清HMGB1、TGFβ1及GP73表达

与脓毒症并发肝损伤情况密切相关，联合检测血

清 HMGB1、TGFβ1 及 GP73 水平有助于对患者预

后评估提供一定参考。

参考文献

［1］ Jensen IJ，Sjaastad FV，Griffith TS，et al. Sepsis⁃In⁃
duced T Cell Immunoparalysis：The Ins and Outs of
Impaired T Cell Immunity［J］. J Immunol，2018，200
（5）：1543⁃1553.

［2］ 曹瑛，栾正刚，王亮，等 . 脓毒症相关肝损伤临床特

点及预后分析［J］. 中国实用内科杂志，2019，39
（2）：163⁃167.

［3］ 王玉梅，冯颖，李四保 . 影响脓毒症患儿肝损伤的

危险因素［J］. 肝脏，2019，24（3）：259⁃262.
［4］ Woźnica EA，Inglot M，Woźnica RK，et al. Liver dys⁃

function in sepsis［J］. Adv Clin Exp Med，2018，27
（4）：547⁃551.

［5］ 宋华峰，胥萍 . 肝脏损伤新的血清学标志物的研究进

展［J］. 世界华人消化杂志，2017，25（30）：2681 ⁃
2688.

［6］ Cao Z，Li Z，Wang H，et al. Algorithm of Golgi pro⁃
tein 73 and liver stiffness accurately diagnoses signifi⁃
cant fibrosis in chronic HBV infection［J］. Liver Int，
2017，37（11）：1612⁃1621.

［7］ Singer M，Deutschman CS，Seymour CW，et al. The
third international consensus definitions for sepsis and
septic shock（sepsis ⁃ 3）［J］. JAMA，2016，315（8）：

801⁃810.
［8］ Kobashi H，Toshimori J，Yamamoto K. Sepsis⁃associ⁃

ated liver injury：incidence，classification and the clin⁃
ical significance［J］. Hepatol Res，2013，43（3）：255⁃
266.

［9］ Schuler A，Wulf DA，Lu Y，et al. The Impact of
Acute Organ Dysfunction on Long ⁃ Term Survival in
Sepsis［J］. Crit Care Med，2018，46（6）：843⁃849.

［10］ Sukkummee W，Jittisak P，Wonganan P，et al. The
prominent impairment of liver/intestinal cytochrome
P450 and intestinal drug transporters in sepsis⁃induced
acute kidney injury over acute and chronic renal isch⁃
emia，a mouse model comparison［J］. Ren Fail，2019，
41（1）：314⁃325.

［11］ 邓辉 . 脓毒症患儿 Treg/Th17 失衡与全身炎症反应、

氧化应激所致肝损伤的相关性［J］. 海南医学院学

报，2017，23（21）：2968⁃2971.
［12］ Li J，Xia K，Xiong M，et al. Effects of sepsis on the

metabolism of sphingomyelin and cholesterol in mice
with liver dysfunction［J］. Exp Ther Med，2017，14
（6）：5635⁃5640.

［13］ Inkaya AC，Demir NA，Kolgelier S，et al. Is serum
high⁃mobility group box 1（HMGB⁃1）level correlated
with liver fibrosis in chronic hepatitis B？［J］. Medicine
（Baltimore），2017，96（36）：e7547.

［14］ Yu Y，Yang Y，Bian Y，et al. Hydrogen Gas Protects
Against Intestinal Injury in Wild Type But Not NRF2
Knockout Mice With Severe Sepsis by Regulating HO⁃
1 and HMGB1 Release［J］. Shock，2017，48（3）：364⁃
370.

［15］ 张雷，邢静，李润玖 . 转化生长因子 β1 对脓毒症大

鼠模型免疫功能的影响［J］. 中国医科大学学报，

2018，47（12）：1111⁃1115.
［16］ Han K，Zhang Y，Yang Z. Cilostazol protects rats

against alcohol⁃induced hepatic fibrosis via suppression
of TGFβ1/CTGF activation and the cAMP/Epac1 path⁃
way［J］. Exp Ther Med，2019，17（3）：2381⁃2388.

［17］ 姚明解，王雷婕，关贵文，等 . 血清高尔基体蛋白 73
在辅助诊断慢性乙型肝炎患者中度以上肝损伤中的

应用［J］. 临床肝胆病杂志，2018，34（4）：755⁃759.
［18］ Xu Z，Shen J，Pan X，et al. Predictive value of serum

Golgi protein 73 for prominent hepatic necroinflamma⁃
tion in chronic HBV infection［J］. J Med Virol，2018，
90（6）：1053⁃1062.

·· 461



分子诊断与治疗杂志 2019年 11月 第 11卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2019, Vol. 11 No. 6

•论 著•

基金项目：国家自然科学基金委员会资助项目（818702961003236）
作者单位：1.安阳市人民医院心血管内科，河南，安阳 455000

2.同济大学附属东方医院心内科，上海 200092
★通信作者：王彦利，E⁃mail：fuping⁃2008@163.com

miR⁃137靶向下调 SETD7表达对缺氧复氧诱导的心
肌细胞氧化应激的影响研究

王彦利 1★ 李纪明 2 罗进光 1

［摘 要］ 目的 探讨miR⁃137对缺氧复氧诱导的心肌细胞损伤的作用及其机制。 方法 心肌细

胞 H9C2 分为空白组、缺氧复氧组、缺氧复氧组+miR⁃con、缺氧复氧+miR⁃137 组、缺氧复氧+miR⁃137+
pcDNA组、缺氧复氧+miR⁃137+pcDNA⁃SETD7组。qPCR检测H9C2细胞中miR⁃137和 SETD7 mRNA表

达，Western blot检测 SETD7、Cyclin D1、Cleaved Caspase⁃3蛋白表达，MTT法检测细胞增殖，比色法检测

LDH、MDA 水平，流式细胞仪检测细胞凋亡，TargetScan 预测结合双荧光素酶报告实验分析miR⁃137 和

SETD7的靶向关系。 结果 缺氧复氧明显降低 H9C2细胞中miR⁃137、Cyclin D1表达量和细胞存活率

（P<0.05），显著提高 SETD7 mRNA 及蛋白水平、LDH 活性、MDA 含量、Cleaved Caspase⁃3 蛋白水平和细

胞凋亡率（P<0.05）。上调miR⁃137表达促进缺氧复氧处理 H9C2细胞内miR⁃137、Cyclin D1表达量和细

胞存活率（P<0.05），明显降低 SETD7 蛋白、LDH、MDA、Cleaved Caspase⁃3 水平和细胞凋亡率（P<0.05）。

miR⁃137 靶向调控 SETD7 表达。过表达 SETD7 部分逆转 miR⁃137 保护缺氧复氧处理 H9C2 细胞的作

用。 结论 miR⁃137通过靶向下调 SETD7表达来促进缺氧复氧处理的心肌细胞增殖并抑制细胞凋亡，

保护缺氧复氧诱导的心肌细胞氧化应激损伤。

［关键词］ miR⁃137；缺氧复氧；SETD7；心肌细胞；增殖

Effect of miR⁃137 targeting down⁃regulation of SETD7 expression on oxidative
stress induced by hypoxia⁃reoxygenation in cardiomyocytes
WANG Yanli1★，LI Jiming 2，LUO Jinguang1

（1. Department of cardiovascular medicine，Anyang people􀆳s hospital, Anyang，Henan，China，455000；
2. Department of cardiology，Dongfang hospital affiliated to Tongji university Shanghai，China，200092）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effects of miR⁃137 on cardiomyocyte injury induced by
hypoxia⁃reoxygenation and the underlying mechanism. Methods Cardiomyocytes H9C2 were divided into
blank group，hypoxia⁃reoxygenation group，hypoxia⁃reoxygenation group+miR⁃con，hypoxia⁃reoxygenation+
miR⁃137 group，hypoxia⁃reoxygenation+miR⁃137+pcDNA group，and hypoxia⁃reoxygenation + miR⁃137 +
pcDNA⁃SETD7 group. qRT⁃PCR was used to detect the expression of miR⁃137 and SETD7 mRNA in H9C2
cells. The expression levels of SETD7，Cyclin D1 and Cleaved Caspase⁃3 protein were determined by Western
blot. The cell proliferation was tested by MTT assay. The levels of LDH and MDA were detected by
colorimetry. Targeted relationship between miR ⁃ 137 and SETD7 was analyzed by Target Scan method in
combination with dual luciferase assay. Results Hypoxia ⁃ reoxygenation significantly decreased the
expression of miR⁃137，Cyclin D1 and cell viability in H9C2 cells（P<0.05），and greatly increased SETD7
mRNA and protein levels，LDH activity，MDA content，Cleaved Caspase⁃3 protein levels and cells apoptosis
rate（P<0.05）. Up⁃regulation of miR⁃137 promotes the Cyclin D1 expression and the cell viability in hypoxia⁃
reoxygenation treatment of H9C2 cells（P<0.05）， reduces SETD7，LDH，MDA，Cleaved Caspase⁃3 levels
and inhibitscell apoptosis（P<0.05）. MiR⁃137 targets to the expression of SETD7. Overexpression of SETD7
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partially reversed the protective effect of miR ⁃ 137 on H9C2 cellsinduced by hypoxia ⁃ reoxygenation.
Conclusion miR ⁃ 137 promotes hypoxia ⁃ reoxygenation treated cardiomyocyte proliferation and inhibits
apoptosis by targeting down ⁃ regulation of SETD7 expression，and protects the oxidative stress injury of
cardiomyocytes induced by hypoxia⁃reoxygenation.

［KEY WORDS］ miR⁃137；Hypoxia⁃reoxygenation；SETD7；Cardiomyocytes；Proliferation

急性心肌梗死是全世界死亡和致残的主要原因

之一。在急性心肌梗死患者中，心肌再灌注可以打开

闭塞的冠状动脉，但会诱发心肌缺血再灌注（Isch⁃
emia reperfusion，IR）损伤［1⁃2］。心肌 IR损伤是在缺氧

或缺血一段时间后，当血液供应回到心脏组织时，导

致额外的心肌损伤［3］。目前，对于心肌 IR损伤的分子

机制尚未完全阐明。因此，探究心肌 IR损伤的细胞

和分子机制对于发现新的心肌 IR损伤治疗策略具有

重要意义。微小 RNA（MicroRNA，miRNA/miR）是

一类高度保守的短链RNA［4］，多项研究已证明miR⁃
NA参与心肌 IR损伤过程［5⁃6］。资料显示，miR⁃137与
缺氧诱导相关［7］，可以保护神经元免受 IR损伤［8］。但

关于miR⁃137在心肌 IR损伤中的作用鲜见报道。本

研究以缺氧复氧刺激心肌细胞H9C2，构建心肌 IR
损伤模型，观察miR⁃137在缺氧复氧诱导的H9C2细
胞增殖和凋亡的影响，进一步探索其作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

心肌细胞 H9C2 购自中国科学院典型培养物

保藏委员会细胞库，DMEM培养基、胎牛血清购自

美国Gibco公司，RIPA裂解液、MTT购自美国 Sig⁃
ma 公司，Lipofectamine 2000、qPCR 试剂盒购自美

国赛默飞世尔有限公司，TRIzol 试剂购自 Invitro⁃
gen 公司，Annexin V⁃FITC 细胞凋亡检测试剂盒、

乳酸脱氢酶（Lactate dehydrogenase，LDH）检测试

剂盒、丙二醛（Malondialdehyde，MDA）检测试剂

盒购自上海碧云天生物技术研究所，β 肌动蛋白

（β⁃actin）、SETD7、细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1）、

活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 ⁃ 3
（Cleaved cysteinyl aspartate specific proteinase 3，
Cleaved Caspase⁃3）抗体购自美国 Cellular Signal⁃
ing Technology 公司，辣根过氧化物酶标记二抗购

自博士德生物公司，miR⁃137、anti⁃miR⁃137、pcDNA⁃
SETD7购自广州锐博生物有限公司。

1.2 细胞培养、细胞转染与分组

H9C2细胞加入DMEM培养基（含 10%胎牛血

清），于 37℃、5% CO2条件下培养。当细胞密度达

约 80%时，加入胰酶消化、传代。细胞转染前，在 6
孔板接种 1×105 个/mL H9C2 细胞，当密度达约

80%，按照 Lipofectamine 2000 说明书的指示，将

miR⁃137、anti⁃miR⁃137、pcDNA⁃SETD7及各自阴性

对照转染入细胞。H9C2 细胞随机分为空白组

（H9C2细胞）、缺氧复氧组（缺氧复氧处理H9C2细

胞）、缺氧复氧组+miR⁃con（转染 miR⁃con，并进行

缺氧复氧处理）、缺氧复氧+miR⁃137组（转染miR⁃
137，并进行缺氧复氧处理）、缺氧复氧+miR⁃137+
pcDNA组（共转染miR⁃137和 pcDNA，并进行缺氧

复氧处理）、缺氧复氧+miR⁃137+pcDNA⁃SETD7组

（共转染miR⁃137和 pcDNA⁃SETD7，并进行缺氧复

氧处理）。其中，缺氧复氧处理为缺氧 6 h，复氧 6 h。
1.3 qPCR检测miR⁃137和 SETD7 mRNA表达

TRIzol试剂提取H9C2细胞总RNA，逆转录为

cDNA，以制成的 cDNA 为模板，U6 为参照，依据

qPCR 试剂盒说明书，进行检测。miR⁃137 上游引

物序列 5′⁃ACTCTCTTCGGTGACGGGTA⁃3′，下游

引物序列 5′ ⁃ CGCTGGTACTCTCCTCGACT ⁃ 3′，
SETD7 mRNA 上 游 引 物 序 列 5′ ⁃ CCCTGAT⁃
GAAAGGACTGCCC ⁃ 3′，下游引物序列 5，⁃ TA⁃
CACCGAACTTCCAGGCATC⁃3′。以 2⁃ΔΔCt 法计算

miR⁃137和 SETD7 mRNA相对表达量。

1.4 Western blot 检测 SETD7、Cyclin D1、Cleaved
Caspase⁃3蛋白表达

RIPA 裂解液提取 H9C2 细胞总蛋白，经十二

烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（Sodium dodec⁃
yl sulfate ⁃ polyacrylamide gelelectrophoresis，SDS ⁃
PAGE），将其转至聚偏二氟乙烯（Polyvinylidene
fluoride，PVDF）膜，5%脱脂奶粉封闭 1 h，加入

1∶1 000 稀释的一抗，同时加入内参 β⁃actin一抗，

4℃孵育过夜，次日充分洗膜，加入 1∶5 000稀释的二

抗，孵育1 h，充分洗膜，进行显色，显影，分析SETD7、
Cyclin D1、Cleaved Caspase⁃3蛋白相对表达量。

1.5 MTT法检测细胞增殖

96 孔板中接种 1×105 个/mL H9C2 细胞，每孔
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加入 20 μL 浓度为 5 mg/mL MTT 溶液，37℃培养

4 h，弃上清，加 150 μL DMSO，37℃摇床振荡培养

10 min，于酶标仪检测各孔细胞在 490 nm 波长处

的吸光值（OD 值），细胞存活率（%）=实验组 OD
值/对照组OD值×100%。

1.6 比色法检测 LDH、MDA水平

H9C2 细胞接种于 96 孔板，待密度达 80%，按

照 LDH 检测试剂盒指示测定 LDH 活性。PBS 裂

解H9C2细胞，离心获取上清，依据MDA检测试剂

盒说明书测定MDA含量。

1.7 流式细胞仪检测细胞凋亡

按照 Annexin V⁃FITC 细胞凋亡检测试剂盒步

骤，H9C2细胞重悬后，加入 5 μL Annexin V⁃FITC，

轻轻混匀，10 μL PI染色液，轻轻混匀，室温避光孵

育 20 min，上流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.8 双荧光素酶报告实验

TargetScan 软件（http：//www.targetscan.org/）预

测出miR⁃137与 SETD7的 3′非编码区（3′untranslat⁃
ed region，3′UTR）中部分碱基存在互补配对现象。

构建野生型 SETD7 3′UTR（WT⁃SETD7）和突变型

SETD7 3′UTR（MUT⁃SETD7）报告质粒，分别转染

miR⁃con或miR⁃137，48 h后检测双荧光素酶活性。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行数据整理与分析，结

果以（x± s）表示。两组间数据比较采用 t检验，多组

数据间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 SNK⁃q检验，P<0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 缺氧复氧处理对心肌细胞miR⁃137和 SETD7
表达的影响

与空白组比较，缺氧复氧明显降低H9C2细胞

中 miR ⁃ 137 表 达 量（P<0.05，表 1），显 著 提 高

SETD7 mRNA和蛋白水平（P<0.05，表 1、图 1）。

2.2 上调miR⁃137表达促进缺氧复氧处理心肌细

胞增殖

相比于空白组，缺氧复氧显著降低H9C2细胞

中 miR⁃137、Cyclin D1 表达量和细胞存活率（P<
0.05，表 2、图 2），明显提高 LDH、MDA 水平（P<
0.05，表 2）。相比于缺氧复氧+miR⁃con 组，转染

miR⁃137 显著提高 H9C2 细胞内 miR⁃137、Cyclin
D1表达量和细胞存活率（P<0.05，图 2、表 2），明显

降低 LDH、MDA水平（P<0.05，表 2）。

2.3 上调miR⁃137表达抑制细胞凋亡

与空白组相比，缺氧复氧显著增加H9C2细胞

中 Cleaved Caspase⁃3 蛋白水平和细胞凋亡率（P<
0.05，表 3、图 3）。与缺氧复氧+miR⁃con组相比，转

染miR⁃137明显减少H9C2细胞中Cleaved Caspase⁃
3蛋白表达量和细胞凋亡率（P<0.05，表 3、图 3）。

STED7 50 kDa

β⁃actin 42 kDa
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1. Maker；2.空白组；3. 缺氧复氧组。

图 1 心肌细胞中 SETD7蛋白表达

Figure 1 SETD7 protein expression in cardiomyocytes

组别

空白组
缺氧复氧组

t值
P值

miR⁃137
1.00±0.05
0.29±0.06a

27.272
0.000

SETD7 mRNA
1.00±0.14
4.78±0.08a

70.328
0.000

SETD7蛋白

0.44±0.04
0.76±0.08a

10.733
0.000

与空白组比较，aP<0.05。

表 1 缺氧复氧处理心肌细胞影响miR⁃137和 SETD7表达

（x ± s，n=9）
Table 1 Effects of hypoxia⁃reoxygenation on the expression

of miR⁃137 and SETD7 in cardiomyocytes（x ± s，n=9）
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1. Maker；2. 空白组；3. 缺氧复氧组；4. 缺氧复氧组+miR⁃con 组；

5.缺氧复氧组+miR⁃137组。

图 2 心肌细胞中 Cyclin D1蛋白表达

Figure 2 Cyclin D1 protein expression in cardiomyocytes
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组别

空白组
缺氧复氧组

缺氧复氧组+miR⁃con
缺氧复氧+miR⁃137组

F值
P值

miR⁃137
1.00±0.11
0.31±0.05a

0.28±0.04
4.97±0.50b

681.458
0.000

Cyclin D1
0.83±0.08
0.38±0.05a

0.42±0.04
0.68±0.06b

117.511
0.000

LDH（U/L）
489.43±34.14
823.82±56.28a

842.78±63.39
621.58±52.77b

92.761
0.000

MDA（nmol/mL）
4.67±0.43
13.58±1.28a

14.29±3.04
7.78±1.07b

63.423
0.000

细胞存活率（%）

100.00±5.37
56.46±4.86a

59.72±5.16
78.69±7.08b

112.307
0.000

表 2 转染miR⁃137促进缺氧复氧处理心肌细胞存活率（x ± s，n=9）
Table 2 Transfection of miR⁃137 promoted the survival rate of myocardial cells treated with hypoxia⁃reoxygenation（x ± s，n=9）

与空白组比较，aP<0.05；与缺氧复氧+miR⁃con组比较，bP<0.05。

2.4 miR⁃137靶向调控 SETD7的表达

TargetScan软件预测发现，SETD7 3′UTR中含

有与miR⁃137互补的核苷酸序列（图 4A）。双荧光

素酶报告实验结果表明，WT⁃SETD7 荧光素酶相

对 活 性 被 miR ⁃ 137 显 著 抑 制（P<0.05），MUT ⁃

SETD7 荧光素酶相对活性无显著变化 P>0.05（表

4）。上调或下调miR⁃137显著调控 SETD7蛋白水

平（P<0.05，图 4B、表 5）。

2.5 上调 SETD7 部分逆转 miR⁃137 对缺氧复氧

处理心肌细胞的保护作用

缺氧复氧组和缺氧复氧+miR⁃137 组明显影

响 H9C2 细胞 Cyclin D1、Cleaved Caspase⁃3 蛋白

表达、LDH 活性、MDA 含量、细胞存活率和细胞

组别

空白组

缺氧复氧组

缺氧复氧+miR⁃con组

缺氧复氧+miR⁃137组

t值
P值

Cleaved Caspase⁃3
蛋白

0.28±0.04
0.67±0.06a

0.71±0.07
0.54±0.05b

107.619
0.000

细胞凋亡率
（%）

4.78±0.39
20.68±1.25a

22.36±1.39
10.38±1.08b

527.099
0.000

与空白组比较，aP<0.05；与缺氧复氧+miR⁃con组比较，bP<0.05。

表 3 转染miR⁃137抑制缺氧复氧处理心肌细胞凋亡

（x ± s，n=9）
Table 3 Transfection of miR⁃137 inhibited apoptosis of

myocardial cells treated with hypoxia⁃reoxygenation
（x ± s，n=9）

空白组 缺氧复氧组

缺氧复氧+miR⁃con组 缺氧复氧+miR⁃137组

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104
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102
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Annexin V⁃FITC
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1. Maker；2. 空白组；3. 缺氧复氧组；4. 缺氧复氧组+miR⁃con 组；
5.缺氧复氧组+miR⁃137组。
A：检测心肌细胞中 Cleaved Caspase⁃3 蛋白表达；B：检测心肌细
胞凋亡。

图 3 转染miR⁃137影响缺氧复氧处理心肌细胞 Cleaved
Caspase⁃3蛋白表达和细胞凋亡

Figure 3 Transfection of miR⁃137 affected Cleaved caspase⁃
3 protein expression and apoptosis in cardiomyocytes treated

with hypoxia⁃reoxygenation

1. Maker；2. miR⁃con；3. miR⁃137；4. anti⁃miR⁃con；5. anti⁃miR⁃137
A：SETD7的 3′UTR中含有与miR⁃137互补的核苷酸序列；

B：miR⁃137对 SETD7表达的影响。

图 4 miR⁃137靶向调控 SETD7的表达

Figure 4 miR⁃137 targeted to regulate the expression
of SETD7
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组别

miR⁃con组

miR⁃137组

t值
P值

WT⁃SETD7
1.06±0.09
0.39±0.05a

19.523
0.000

MUT⁃SETD7
1.06±0.11
1.09±0.12

0.553
0.588

与miR⁃con组比较，aP<0.05。

表 4 双荧光素酶报告实验（x ± s，n=9）
Table 4 Dual luciferase reporting experiment（x ± s，n=9）
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凋亡率（P<0.05，表 6、图 5）。缺氧复氧处理 H9C2
细胞中 SETD7蛋白表达量明显增加，转染miR⁃137
后，其表达量显著降低（P<0.05，表 6、图 5）。

3 讨论

资料显示，氧化应激和细胞凋亡在心肌 IR 损

伤中扮演着重要角色［9］。因此，抑制氧化应激和细

胞凋亡可能成为针对心肌 IR 损伤的策略和目标。

目前，缺氧复氧损伤已被广泛用作心肌 IR 损伤体

组别

miR⁃con组
miR⁃137组

anti⁃miR⁃con组
anti⁃miR⁃137组

F值
P值

SETD7蛋白

0.46±0.04
0.18±0.03a

0.49±0.05
0.78±0.06b

251.826
0.000

与miR⁃con组比较，aP<0.05；与 anti⁃miR⁃con组比较，bP<0.05。

表 5 miR⁃137靶向 SETD7调控其表达（x ± s，n=9）
Table 5 miR⁃137 targeted SETD7 to regulate its expression

（x ± s，n=9）

组别

空白组

缺氧复氧组

缺氧复氧+miR⁃con组

缺氧复氧+miR⁃137组

缺氧复氧+miR⁃137+pcDNA组

缺氧复氧+miR⁃137+pcDNA⁃SETD7组

t值
P值

SETD7
蛋白

0.31±0.07
1.24±0.09a

1.14±0.11
0.64±0.07b

0.58±0.06
0.88±0.07c

176.638
0.000

Cyclin D1
蛋白

0.71±0.05
0.26±0.04a

0.19±0.03
0.58±0.06b

0.52±0.04
0.38±0.04c

180.671
0.000

Cleaved Caspase⁃3
蛋白

0.27±0.03
0.61±0.06a

0.71±0.07
0.47±0.06b

0.51±0.05
0.67±0.05c

77.640
0.000

LDH
（U/L）

467.27±36.29
853.14±50.25a

877.02±61.47
613.74±48.49b

602.78±62.37
751.58±49.61c

84.893
0.000

MDA
（nmol/mL）
4.55±0.46
14.21±1.33a

15.19±2.83
7.62±1.15b

7.08±1.28
11.25±1.28c

66.712
0.000

细胞存活率
（%）

100.00±5.37
56.41±4.92a

59.35±5.44
78.56±7.37b

79.63±7.59
63.75±6.74c

60.796
0.000

细胞凋亡率
（%）

3.54±0.32
21.46±4.86a

23.72±5.16
9.69±7.08b

11.72±5.16
16.69±7.08c

17.625
0.000

表 6 过表达 SETD7部分逆转miR⁃137对缺氧复氧处理心肌细胞的保护作用（x ± s，n=9）
Table 6 Overexpression of SETD7 partially reversed the protective effect of miR⁃137 on myocardial cells treated with

hypoxia and reoxygenation（x ± s，n=9）

与空白组比较，aP<0.05；与缺氧复氧+miR⁃con组比较，bP<0.05; 与缺氧复氧+miR⁃137+pcDNA组比较，cP<0.05。
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图 5 心肌细胞中 SETD7、Cyclin D1、Cleaved Caspase⁃3
蛋白表达

Figure 5 The protein expression of SETD7，Cyclin D1
and Cleaved caspase⁃3 in cardiomyocytes

外模型［10］。本研究也利用缺氧复氧处理 H9C2 细

胞构建体外心肌 IR 损伤模型，评价 miR⁃137 在其

中的作用。

大量证据表明，miRNA是心肌 IR损伤等各种

病理过程的重要调节因子［11］，如 miR⁃126［12］、miR⁃

29b［13］。miR⁃137被认为是前列腺癌［14］、骨肉瘤［15］在

内的多种癌症类型的肿瘤抑制因子，同时参与缺血

性星形胶质细胞损伤［16］和缺氧诱导的视网膜疾

病［17］。研究发现，miR⁃137在缺氧的小鼠脑中表达

下调［7］，与本研究中缺氧复氧抑制miR⁃137表达一

致。Cyclin D1是一种重要的有丝分裂原细胞周期

调节剂，Cleaved Caspase⁃3 与细胞凋亡密切相关，

LDH是心肌损伤的标志物，MDA是氧化应激的产

物之一，其含量高低可以反映细胞氧化应激损伤程

度。在缺氧复氧刺激的心肌细胞损伤中，Cyclin D1
蛋白表达、细胞存活率显著降低，Cleaved Caspase⁃3
蛋白水平、LDH、MDA 水平、细胞凋亡率明显提

高［18⁃19］，这与本实验结果相同。miR⁃137促进缺氧复

氧处理 H9C2细胞增殖、Cyclin D1表达，并抑制细

胞凋亡、Cleaved Caspase⁃3、LDH 和 MDA 水平，可

以保护缺氧复氧刺激的心肌细胞氧化应激损伤，其

保护作用同样出现在神经元 IR损伤中［8］。

miRNA通过转录后在各种生物活动中发挥关

键作用。利用 TargetScan 工具和双荧光素酶报告

实验证实 SETD7 是 miR⁃137 的靶基因。研究表

明，抑制 SETD7 表达显著抑制缺氧复氧诱导的心
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肌细胞凋亡，减少 ROS产生，通过下调Keap1和促

进 Nrf2 介导的抗氧化信号传导，减弱缺氧复氧诱

导的心肌细胞损伤［20］。本实验中，缺氧复氧抑制

SETD7 表达，上调 SETD7 逆转了 miR⁃137 对缺氧

复氧处理心肌细胞的保护作用。提示 miR⁃137 通

过直接靶向 SETD7实现对缺氧复氧处理心肌细胞

的保护作用。

综上所述，miR⁃137可以保护缺氧复氧诱导的

心肌细胞氧化应激损伤，促进缺氧复氧处理的心肌

细胞增殖并抑制细胞凋亡，机制与靶向调控 SETD7
表达有关，这为心肌 IR损伤提供了新治疗靶点。
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基于分子标签二代测序技术的非小细胞肺癌驱动基
因变异分析

刘小云 吴小延 邵琼 龙亚康 王海云 邓玲★

［摘 要］ 目的 通过对非小细胞肺癌（NSCLC）患者的血浆 ctDNA标本采用基于分子标签（UMI）
的二代测序（NGS）技术进行相关驱动基因突变分析，评估血浆 ctDNA二代测序技术指导靶向用药的价

值及注意事项。 方法 纳入了 163例 2017年 7月至 2019年 7月期间在中山大学附属肿瘤医院就诊的

NSCLC 患者血液标本，采用基于分子标签的二代测序方法，检测患者血浆 ctDNA 中与 NSCLC 相关的

11 个驱动基因的突变情况。 结果 98例初诊初治的 NSCLC 患者中，37.8%（37例）患者未检出肺癌驱

动基因突变。其余患者中 TP53、EGFR、ERBB2、RET、KRAS、ALK、PIK3CA、BRAF、MET、ROS1、NRAS的突

变频率分别为 33%、24%、10%、8%、7%、6%、4%、3%、3%、3%和 1%。57例 EGFR⁃TKI靶向治疗后进展的

NSCLC 患者中，21 例（36.8%）检出 T790M 突变，3 例（27.3%）接受三代 EGFR⁃TKI 治疗后进展的患者出

现 T790M 与 T797S 顺式耐药突变。其他耐药突变包括 KRAS 基因突变（2 例）、MET 基因扩增（1 例）以

及 PIK3CA基因突变（8例）。29例组织样本ARMS⁃PCR检测结果阳性的患者，组织 EGFR突变阳性患者

与 ctDNA 检测 EGFR 阳性患者之间的一致性为 13.8%。 结论 该方法不仅能够检出初诊初治 NSCLC
患者中靶向治疗的敏感突变，还可以对靶向治疗进展后的耐药突变情况进行监测。因此，可选择基于分

子标签的二代测序检测技术来指导NSCLC患者的个性化用药。

［关键词］ 非小细胞肺癌；二代测序；分子标签；液体活检；循环肿瘤游离DNA；耐药突变

Analysis of driving gene mutations in non⁃ small cell lung cancer using UMI⁃
based next⁃generation sequencing
LIU Xiaoyun，WU Xiaoyan，SHAO Qiong，LONG Yakang，WANG Haiyun，DENG Ling★

（State Key Laboratory of Oncology in South China / Collaborative Innovation Center for Cancer Medicine，
Sun Yat⁃sen University Cancer Center，Guangzhou，Guangdong，China，510060）

［ABSTRACT］ Objective Next⁃generation sequencing（NGS）based on unique molecular identifiers
（UMI）was performed on circulating tumor DNA from non⁃small cell lung cancer patients to investigate its
clinical application value. Methods The blood samples of 163 NSCLC patients who visited the Affiliated
Cancer Hospital of Sun Yat sen University from July 2017 to July 2019 were enrolled. A panel of 150 genes
was used to detect the genetic mutations of the plasma samples，the mutations of 11 driving genes related to
NSCLC in plasma ctDNA of patients were detected by using the NGS based on UMI. Results Among 98
patients with TKI ⁃naïve patients（including 73 lung adenocarcinomas，8 squamous carcinomas and 17 with
unknown pathological types）of NSCLC，37.8%（37 cases）had no lung cancer driving gene mutation. The
mutation frequencies of TP53，EGFR，erbB2，RET，KRAS，ALK，PIK3CA，BRAF，MET，ROS1 and NRAS
were 33%，24%，10%，8%，7%，6%，4%，3%，3%，3% and 1%，respectively. Among 57 NSCLC patients
who developed after EGFR⁃TKI targeted therapy，T790M mutation was detected in 21（36.8%）patients，and
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T790M and t797s CIS resistant mutations were detected in 3（27.3%）patients who developed after three
generations of EGFR⁃TKI treatment. Other resistant mutations included KRAS gene mutation（2 cases），MET
gene amplification（1 case）and PIK3CA gene mutation（8 cases）. Among 29 NSCLC patients with positive
EGFR mutations in tissues，only 4 matched plasma samples were detected positive，and the consistency of
EGFR detection rates between matched tissue and plasma samples were 13.8%. Conclusion This method
can detect the sensitive mutations of targeted therapy in patients with primary NSCLC and monitor the drug⁃
resistant mutations after the progress of targeted therapy. Therefore，the NGS based on molecular tags can
provides valuable information about targeted treatment to guide the personalized medication of NSCLC patients.

［KEY WORDS］ Non ⁃ small Cell Lung Cancer；Next Generation Sequencing；Unique Molecular
Identifiers；Liquid Biopsy；Circulating Tumor DNA；Resistance Mutations

肺癌是世界上发病率和死亡人数较高的恶性

肿瘤。肺癌主要分为非小细胞肺癌（non⁃small cell
lung cancer，NSCLC）和小细胞肺癌（small cell lung
cancer，SCLC）两大类，其中，NSCLC 占 85%以上。

早期的NSCLC治疗主要选择手术，但多数NSCLC
患者初诊时已是中晚期，不适于手术，只能选择以

药物治疗为主［1］。随着精准医疗和分子诊断技术

的发展，靶向治疗使NSCLC的治疗朝着更加精准

的方向发展［2⁃4］。近年来，多项研究致力于评估液

体活检应用的可能性［5⁃6］。液体活检分析的肿瘤生

物标志物包括血浆游离 DNA（cell⁃free DNA，cfD⁃
NA）、循环肿瘤细胞、外泌体等。

cfDNA 和 循 环 肿 瘤 DNA（circulating tumor
DNA，ctDNA）都是血液生物标志物，cfDNA 是癌

细胞和正常细胞凋亡后释放入外周血的 DNA 片

段，ctDNA 是肿瘤细胞破裂后释放入外周血的

DNA 片段。血浆 cfDNA 基因检测可用于识别靶

向药物靶点、评估治疗反应、监测耐药性、检测肿

瘤残留病灶等［7⁃8］。目前，NSCLC 常见的驱动基

因包括 EGFR、ALK、ROS1、KRAS、ERBB2、RET、
PIK3CA、BRAF 等［9］。对于携带相应基因敏感突

变的 NSCLC 患者，采用靶向药物治疗可以显著

延长患者的生存期，改善患者的生存质量。因

此，对于初诊患者可以检测基因突变情况，确定

精准的治疗方案。对于已采用靶向治疗患者，需

要监测患者耐药突变情况，以及时改进治疗

方案。

本实验针对血浆 ctDNA标本采用基于分子标

签的高通量二代测序技术，分析NSCLC患者的相

关驱动基因突变情况，评估血浆 ctDNA 二代测序

技术用于指导靶向用药及进展后耐药监测的临床

价值。

1 材料与方法

1.1 研究对象

研究经中山大学附属肿瘤医院医院伦理学委

员会批准，患者知情同意。共纳入 163例 2017年 7
月至 2019年 7月期间在中山大学附属肿瘤医院就

诊的 NSCLC 患者的血液标本，其中男性 97 例

（59.5%），女性 66例（40.5%）。患者年龄 28~88岁，

其中 60 岁以上 90 例（55.2%），60 岁以下 73 例

（44.8%）。无吸烟史 57例（35.0%），有吸烟史 42例

（25.8%），情况不明 64例（39.2 %）。肺腺癌 130例

（79.8%），肺鳞癌 8 例（5.0%），分型不明 25 例

（15.2%）。临床分期为Ⅰ~Ⅱ期的 33例（20.2%），Ⅲ
~Ⅳ期的 101例（62.0%），分期不明的29例（17.8 %）。
1.2 血浆游离肿瘤 DNA 提取及石蜡包埋组织

DNA提取

采集 10 mL 外周血样品至 EDTA 抗凝管。为

避免血浆 cfDNA 被血细胞溶解释放的基因组

DNA污染，抽取的外周血样品需在 4℃下保存并于

2 h 内进行血浆分离。采用 2 次离心法分离血浆。

先将 10 mL 血液样品在 4℃，1 600 g 条件下离心

15 min。吸取上清，将上清置 4℃，16 000 g条件下

离心 15 min。吸取上清至新的 1.5 mL 离心管中。

利用血浆用比色卡进行比色，评估血液的溶血程

度。采用 QIAamp Circulating Nucleic Acid extract
kit（Qiagen）提取样品中的 cfDNA。石蜡包埋组织

DNA 使用 QIAamp DNA FFPE Tissue Kits（Qiagen
公司）进行提取。提取后的 ctDNA 及肿瘤组织

DNA 样 本 均 使 用 Qubit dsDNA HS Assay Kit
（Thermo Fisher Scientific）进行定量分析。

1.3 组织样本ARMS⁃PCR检测

利用组织样本 ARMS⁃PCR 检测试剂盒（人
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EGFR 基因突变检测试剂盒，金菩嘉）对组织样本

的 EGFR 突变情况进行检测。实验操作按照试剂

盒说明进行操作。该试剂盒可对突变体 DNA 含

量>1%的样本品实现稳定检测。检测覆盖 EGFR
基因 18、19、21 号外显子 36 个 EGFR⁃TKI 敏感突

变位点，20号外显子包括 T790M、S768I、插入突变

等 9个耐药突变位点。

1.4 高通量捕获测序

利用血清/血浆游离 DNA 高通量测序试剂盒

（思路迪）对 cfDNA 样品进行二代测序文库构建、

捕获，包括建库和目标区域捕获。ctDNA 的投入

量为 60 ng，最低不低于 30 ng。目标区域捕获采

用 150基因 panel 进行捕获。实验操作按照试剂盒

（血清/血浆游离DNA高通量测序试剂盒，思路迪）

说明进行操作。将捕获的 DNA 片段于 Illumina
NextSeq500 测序仪（Illumina）上测序，选用双端

75 bp 测序模式。血浆 ctDNA 测序深度要求为

平均测序深度大于 10 000X，有效测序深度大于

2 000X。

1.5 血浆 ctDNA二代测序数据分析

Illumina NextSeq500 测序仪（Illumina）产生的

下机数据为 bcl 格式文件，使用 bcl2fastq Conver⁃
sion Software（Illumina）将 bcl 格式文件转换为

fastq 格式的文件。获取拆分的原始测序数据后，

首先利用 BWA MEM［10］将测序序列比对到参考人

类基因组上（hg19），比对软件参数设置为默认。

比对结果处理步骤包括利用 fgbio软件，根据基因

组比对信息和分子标签信息，将来源于同一条

DNA 片段的序列（reads）分类为一组，生成一致性

序列（consensus reads）。利用 BWA MEM 将生成

的 consensus reads 比对到参考人类基因组上。基

于比对后的测序数据，统计各个样本原始下机数

据量、捕获区域原始测序深度、捕获区域有效测

序深度、捕获上靶率、reads 比对成功率、捕获区域

95%位点达标有效深度等质控信息。基于去重后

的比对结果，完成单碱基替换类型位点和短片段

插入/缺失的查找。进一步基于背景测序错误率

估计、正常人 cfDNA 背景模型、变异的正负链平

衡、变异位点在被检测序列中出现的位置以及变

异位点是否由平台系统错误造成等条件完成过

滤，保留高可信度的体细胞变异。完成所有高可

信度变异的注释，并过滤去除所有良性变异

位点。

2 结果

2.1 初诊初治NSCLC ctDNA驱动基因突变谱

共纳入 98例初诊初治的NSCLC患者，其中肺

腺癌 73 例，肺鳞癌 8 例，其他 17 例分型不明。98
例初诊初治的 NSCLC 患者中 11 个驱动基因的详

细突变信息见图 2，包括单碱基突变、小片段插入

缺失、融合突变、拷贝数扩增 4种突变类型。图中

每列代表一例患者中 11 个驱动基因的突变情

况，每行代表一个基因在 98 例患者中的突变情

况，图中也展示了 98 例患者的性别、年龄、肿瘤

分型、临床分期、吸烟史情况，上方条形图统计了

每例样本中 11 个驱动基因的突变个数，右方条

形图统计了每个基因在 98 例患者中的突变频

数。其中，37 例（37.8%）患者未检出肺癌驱动基

因突变。其余患者中 TP53、EGFR、ERBB2、RET、
KRAS、ALK、PIK3CA、BRAF、MET、ROS1、NRAS 的

突变频率分别为 33%、24%、10%、8%、7%、6%、

4%、3%、3%、3%和 1%（见图 2）。TP53 基因突变

是 NSCLC 患者中检出率最高的，其突变在各功

能域的分布，见图 1。23例（24%）EGFR突变患者

中，最为常见的为 L858R 突变（34.8%，8 例）和 19
号外显子缺失突变（26.1%，6 例），2 例（8.7%）检

出 20 号外显子插入突变，1 例（4.3%）检出 EGFR
拷 贝 数 扩 增 ，1 例（4.3%）检 出 EGFR A864V、

E746_A750del 和 EGFR 拷贝数扩增 3 种突变，其

他 突 变 包 括 K757R、A613T、A647T、T678M、

L833V+H835L（21.7%，5 例），EGFR 详细突变信

息见图 1（不包括 EGFR 拷贝数扩增）。7 例患者

（7.0%）检出 KRAS 突变，1 例为 KRAS 拷贝数扩

增，其他 6 例检出 2 号外显子突变（5 例 G12V/C/
R 突变，1 例 G13D 突变）。ALK 融合在 3 例患者

中被检测，均为 ALK⁃EML4 融合。3 例患者检出

ERBB2 Y772_A775dup 突变。在 1 例患者中检出

NRAS G12D 突变。

2.2 EGFR⁃TKI靶向治疗进展后耐药突变

共有 65 例接受一代、二代或三代 EGFR⁃TKI
靶向治疗的 NSCLC 患者，其中 57 例患者接受

EGFR⁃TKI治疗后进展，8例未出现进展，未纳入进

展后耐药突变分析。57 例治疗后进展的患者中，

42 例接受一代 TKI 治疗，1 例接受二代 TKI 治疗，

1 例接受三代 TKI 治疗，3 例接受一代 TKI 治疗后

改用二代 TKI 治疗，10 例接受一代 TKI 治疗后改
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用三代 TKI 治疗。21 例（36.8%）接受 EGFR⁃TKI
治疗后进展的患者检出 T790M 耐药突变。共

11 例患者接受三代 TKI 靶向药治疗，其中 3 例

（27.3%）进展患者出现 T790M 与 T797S 顺式耐

药突变。其他耐药突变包括 KRAS 基因突变（2
例）、MET 基因扩增（1 例）以及 PIK3CA 基因突

变（8 例）。 11 个 NSCLC 驱动基因在各 EGFR⁃
TKI 靶向治疗后进展患者中的突变分布情况，

见图 3。

2.3 ARMS ⁃ PCR 组织 EGFR 突变检测与 NGS
ctDNA EGFR突变检测结果对比

在纳入的 163 例 NSCLC 患者中，29 例患者存

在配对的组织样本 ARMS⁃PCR 检测结果。29 例

患者均为组织样本检测结果为 EGFR突变阳性，包

括 13例检出 EGFR基因 19号外显子缺失突变，15
例检出 EGFR基因 L858R 突变，1例检出 EGFR基

因 20号外显子错义突变。29例NSCLC患者中，18
例患者的临床分期为Ⅰ~Ⅱ期，Ⅲ~Ⅳ 期患者为 4
例，7例患者的临床分期为不详。29例患者的病理

分型均为肺腺癌，3例患者肿瘤直径>5 cm，其余患

者肿瘤大小均不超过 3 cm。4 例患者 ctDNA二代

测序方法检出EGFR突变（1例K757R、1例L858R、

1 例 E746_A750del、1 例 L858R 合并 V834L 突变）

（见图 4）。采用 ctDNA二代测序方法检出EGFR突

变的 4 例患者中，3 例肿瘤大小>5 cm，3 例临床分

期为Ⅲ~Ⅳ期，1例分期为Ⅰ期。

3 讨论

近年来，随着精准医疗成为关注的热点，

NSCLC驱动基因相关研究也取得了巨大进展。特

别是二代测序技术的广泛应用，使得NSCLC治疗

由标准化的治疗方法向基于基因突变的靶向治疗

方法转变。EGFR基因突变是NSCLC患者最常见

的突变之一，目前常用的 EGFR靶向治疗药物包括

一代/二代/三代 TKI。同时，一代/二代 EGFR⁃TKI

每列代表一例患者的突变谱：SNV，单碱基突变；INDEL，小片段

插入缺失；Fusion，融合突变；Amplification，拷贝数扩增；M，男性；

F，女性；Unknown，不详；LUAD，肺腺癌；LUSC，肺鳞癌；Y，有吸

烟史；N，无吸烟史。

图 2 98例初诊初治NSCLC患者突变谱分布热图

Figure 2 The mutation spectrum of 98 patients with tyrosine
kinase inhibitor（TKI）⁃naïve non⁃small cell lung cancers

图 1 TP53基因和 EGFR基因突变功能域分布

Figure 1 Mutation distribution in the functional domains of
TP53 and EGFR

每列代表一例患者的突变谱：SNV，单碱基突变；INDEL，小片段

插入缺失；T790M，EGFR 基因 T790M 突变；Amplification，拷贝数

扩增；1，一代 EGFR⁃TKI；2，二代 EGFR⁃TKI；3，三代 EGFR⁃TKI；

1+2，一代 EGFR⁃TKI换用二代 EGFR⁃TKI；1+3，一代 EGFR⁃TKI换

用三代 EGFR⁃TKI。

图 3 一代、二代、三代 EGFR⁃TKI靶向治疗进展后

耐药突变分布

Figure 3 Resistance mutation distribution in 57 EGFR⁃TKI
relapsed patients
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靶向用药的最常见耐药机制为 EGFR T790M 突

变。目前，临床上基因突变检测的金标准是肿瘤

组织检测，但由于肿瘤组织取材限制、肿瘤的异质

性、难于采用肿瘤组织动态监测靶向用药后基因

变异状况等［11⁃12］，液体活检作为一种无创、易取样、

利于动态监测的检测方法，对于指导靶向治疗具

有极大应用前景。纳入 163 例 NSCLC 患者，分析

了 NSCLC 相关的 11 个驱动基因的突变情况。根

据结果分析，ctDNA 用于初诊初治 NSCLC 驱动基

因突变检测和 NSCLC 靶向治疗耐药突变情况检

测可能存在以下问题。

首先，采用 ctDNA 二代测序方法检测 NSCLC
EGFR突变的检出率为 24%，低于文献报道的亚洲

人群中 EGFR 突变率［13］。由于纳入的初诊初治

NSCLC 患者中，早期肺癌患者有 33 例，临床分期

不详患者 17 例，而血液中 ctDNA 含量与肿瘤分

期或肿瘤负荷有关，导致突变的检出率低于文

献报道的检出率。其次，早期肿瘤患者 cfDNA
中 ctDNA 含量可能低于 1%［14］，正常组织释放的

cfDNA 对肿瘤细胞释放的 ctDNA 具有稀释作

用，导致检测结果不可避免的出现假阴性的情

况。因此，对于初诊初治患者，需要根据患者的

肿瘤分期或肿瘤负荷情况来确定是否选择 ctDNA
检测。在 ctDNA 检测结果为阴性时，需要考虑假

阴性的情况，仍需建议患者以肿瘤组织检测作为

治疗依据。

EGFR T790M 突变是一代/二代 EGFR⁃TKI 靶
向治疗进展耐药的最常见机制，可在 50%以上的

耐药患者中检出此突变［15⁃16］。靶向治疗后耐药进

展的患者中，T790M 突变的检出率为 36.8%，低于

文献中报道的突变率。由于部分耐药进展患者在

ctDNA 基因检测前接受过化疗，导致本次 ctDNA
突变检测结果可能并不能够代表患者真实的耐药

分子机制。进而导致 T790M的检出率低于文献中

报告的检出率。因此，采用 ctDNA 二代测序方法

监测患者耐药情况时，需要对患者采血时间精准

把控。采用 ctDNA二代测序方法监测耐药情况的

优势在于，相比于肿瘤组织，血浆 cfDNA基因检测

可以及时有效的监测治疗过程中耐药突变情况，

且抽血过程相对无创，患者能够接受多次采样，容

易实现对治疗反应的动态监测。目前，多项研究

开发了针对低丰度变异的二代测序检测技术［17⁃20］，

以在体内正常 cfDNA的背景噪音中检测这些罕见

的 ctDNA变异。

组织EGFR突变阳性患者与 ctDNA检测EGFR
阳性患者之间的一致性仅为 13.8%。对 29例患者

的临床分期及肿瘤大小分析发现，仅 4例为Ⅲ~Ⅳ
期，7例患者的临床分期为不详，仅 3 例患者肿瘤

直径>3 cm，其余患者肿瘤直径均不超过 3 cm。

根据文献报道，早期肿瘤患者和肿瘤直径小于 3
cm 的肿瘤患者中基因突变的检出率相对较

低［21⁃22］。基于一致性结果，对于早期肿瘤患者需要

进行基因检测指导靶向治疗时，选择样本类型时

需谨慎，仍需选择肿瘤组织作为检测的金标准，避

免采用血浆 ctDNA 检测出现假阴性的情况，耽误

患者治疗。

综上所述，虽然对于早期 NSCLC 患者或者肿

瘤负荷较低的患者，二代测序检测血浆 ctDNA 存

在假阴性的可能，但此方法不仅能够检出初诊初

治NSCLC患者中靶向治疗的敏感突变，还可以对

靶向治疗进展后的耐药突变情况进行监测。采用

的基于分子标签的二代测序方法，能够减少建库

操作和测序过程中产生的错误，用于血浆 ctDNA
基因突变检测时可提高真实突变的检出。因此，

在对抽血对象的肿瘤分期和肿瘤负荷、患者治疗

情况以及抽血时间点进行严格把控的条件下，可

选择基于分子标签的二代测序检测技术来指导

NSCLC患者的个性化用药。
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PSCA基因单核苷酸多态性位点与胃溃疡易感性的
研究

莫大超★ 李君久 彭亮 刘志远 王杰云 袁积汝

［摘 要］ 目的 探讨 PSCA基因多态性位点与胃溃疡的遗传学关联。 方法 采用候选基因的遗传

学关联研究策略，基于来自中国汉族人群的 688 名胃溃疡患者以及 1 442 名健康对照受试者，对覆盖

PSCA基因的 11个 SNP位点与胃溃疡的潜在关联进行考察。利用 c2检验来对单个 SNP位点的关联信号

进行统计分析。 结果 SNP 位点 rs2294008 与胃溃疡的疾病状态存在显著性关联（OR=0.73，P=
4.78×10⁃5），该 SNP的 T等位基因在对照组中的分布频率高于病例组差异有统计学意义（P<0.05），因而具

有一定的保护性作用。 结论 PSCA基因可能是胃溃疡的易感基因。

［关键词］ 胃溃疡；PSCA基因；遗传多态性；中国汉族人群；遗传学关联

Study on the single nucleotide polymorphisms of PSCA gene and susceptibility
to gastric ulcer
MO Dachao★，LI Junjiu，PENG Liang，LIU Zhiyuan，WANG Jieyun，YUAN Jiru
（Department of General surgery，Dongguan Tungwah hospital，Dongguan，China，523110）

［ABSTACT］ Objective To explore the genetic relationship between PSCA gene polymorphism and
gastric ulcer. Methods A total of 688 gastric ulcer patients and 1442 healthy control subjects from Chinese
Han population were recruited. The potential association between gastric ulcer and 11 SNP loci covering PSCA
gene was investigated by using the genetic association strategy of candidate genes. c2 test was used to analyze
the correlation signals of single SNP locus. Results The results indicated that there was a significant
correlation between the SNP locus rs2294008 and the disease status of gastric ulcer（OR=0.73，P=4.78×10⁃5）.
The distribution frequency of the SNP T allele in the control group was significantly higher than that in the case
group （P<0.05）. Therefore， it has a certain protective effect. Conclusion PSCA gene may be the
susceptible gene of gastric ulcer.

［KEY WORDS］ Gastric ulcers；PSCA；genetic polymorphisms；Chinese Han population；genetic
association

胃溃疡属于消化性溃疡的一种，是一类发生

于胃部的粘膜损伤。作为一类发生于消化道的常

见病和多发病，胃溃疡病程较长且较易反复发作，

严重的影响了患者的生活质量［1⁃3］。既往的流行病

学研究表明包含胃溃疡在内的消化性溃疡是一类

遗传和环境共同作用的复杂疾病，遗传学因素可

以解释其 39%的发病风险［3］。既往研究表明包含

幽门螺旋杆菌感染、吸烟、饮酒以及多个易感基因

均对胃溃疡的发生和发展造成一定影响［4⁃6］。一项

基于日本人群的大样本全基因组关联研究（ge⁃
nome ⁃wide association study，GWAS）提 示 位 于

PSCA 基因上的单核苷酸多态性（single nucleotide
polymorphism，SNP）位点 rs2294008与消化性溃疡

的疾病状态存在显著性的关联［7］。然而由于不同

群体遗传背景的差异，这一研究结果在中国人群

中的有效性尚待验证。本课题采用候选基因的遗

传学关联研究策略，以中国汉族人群作为研究对

象，对覆盖 PSCA基因的若干 SNP位点与胃溃疡的
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潜在关联进行研究，在中国人群中评估该基因相

关 SNP对胃溃疡发病风险的贡献情况。

1 资料与方法

1.1 临床资料

研究对象主要包括胃溃疡病例组和健康对照

组，所有个体均来自于东莞东华医院普外科就诊

患者。两组受试者均为东莞及其周边地区汉族居

民，且无血缘关系。所有受试者均接受胃镜检查，

并在胃镜检查期间取出了两个活组织检查样本。

胃溃疡患者纳入标准：①反复上腹部疼痛或不适，

②胃镜提示胃溃疡病变，③胃镜病理活检提示良

性病变。本研究对象的排除标准包括：①受试者

服用过非甾体抗炎药、铋盐和抗生素，②罹患胃部

肿瘤、增加胃酸分泌的疾病、肾衰竭，③存在器官

移植的情况。本研究经伦理委员会批准，并获得

每位受试个体的书面知情同意。受试者的基本临

床数据通过询问病史获得（年龄、吸烟和饮酒情

况）。胃溃疡组 688 例，其中男 372 例，女 316 例，

平均年龄（46.4±13.5 岁）；健康对照组 1 442 例，其

中男 783例，女 659例，平均年龄（46.5±14.2岁）。

1.2 方法

1.2.1 幽门螺旋杆菌感染状态

利用快速尿素酶试验与组织病理学检查（吉

姆萨染色和抗幽门螺杆菌 IgG抗体检测）判断所有

参与者的幽门螺杆菌感染状态。使用直接酶联免

疫吸附测定（enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA）试剂盒（130226，郑州博赛生物有限公司）

在所有参与者的血清样品中检测抗幽门螺杆菌

IgG抗体，操作步骤严格按照说明书进行。

1.2.2 DNA的提取

依据DNA提取试剂盒（Genomic DNA kit，Ax⁃
ygen Scientific Inc.，CA，USA）中的说明书，从外周

血白细胞中提取了基因组 DNA，并将所提取的

DNA储存在-80℃的环境下备用。

1.2.3 SNP选择与基因分型

利用千人基因组数据库中的北京汉族人群数

据，选取 PSCA 基因内最小等位基因频率（minor
allele frequency，MAF）≥0.02 且 杂 合 度 ≥0.2 的

SNPs 位点，共计 63 个。对这 63 个 SNPs 以 r2≥0.7
为 条 件 进 行 标 签 SNP 的 遴 选 ，总 计 11 个 标

签 SNPs（rs2978974，rs184389994，rs117340570，
rs2978977，rs146194718，rs10956997，rs587606222，

rs117919141，rs13262164，rs2294008，rs2976391）被

纳入本研究的后续分析。本研究使用高通量 Se⁃
quenom MassARRAY 平台（Sequenom，San Diego，
CA，USA）对选择的标签 SNP进行基因分型，并使

用 Sequenom Typer 4.0 软件处理结果。本研究中

每个标签 SNP 的基因分型成功率均大于 99％，

整体基因分型成功率也大于 99％。

1.2.4 统计学处理

分别统计病例组和对照组基因型分布频率，

经 Hardy⁃Weinberg 平衡检验后，用 Plink 软件包进

行分析［8］。应用 c2检验分析病例组和对照组基因

型的分布差异，用比值比（OR）及 95%CI 表示相对

危险度。部分 SNP由于计数资料稀疏性采用 Fish⁃
er 精确检验。利用 Haploveiw 软件绘制了本次研

究所纳入的候选 SNP 构成的连锁不平衡（LD）图

谱［9］。采用 Bonferroni 法对多重检验结果进行校

正，P<0.005为差异，具有统计学意义。

2 结果

2.1 PSCA基因 11个 SNPs的基因型频率

本次研究所纳入 11 个 PSCA基因的相关 SNP
位点全部位于非编码区。所选 SNP 的 MAF 均大

于 0.01，且在对照组中均处于哈迪温伯格平衡状

态，见表 1。
2.2 连锁不平衡图谱

11个 SNP位点的连锁不平衡图谱显示这些位

点间的关联关系较弱，最大的 r2值为 0.66 存在于

SNP rs587606222和 rs117919141之间，见图 1。
2.3 PSCA基因 rs2294008多态性与胃溃疡易感性

遗传学关联结果显示 PSCA 基因 SNP 位点

rs2294008的多态性与胃溃疡易感性存在显著性关

联（OR=0.73，P=4.78×10⁃5，见表 2）。该 SNP 的 T
等位基因在对照组中的分布频率（26.2%）高于病

例组（20.5%），差异具有统计学意义（P<0.005）。

T 等位基因可能是胃溃疡的保护性因子。其他 10
个 SNP的基因型和等位基因在病例组和对照组中

的差异均无统计学意义（P>0.005）。

2.4 性别、吸烟、饮酒状态以及幽门螺旋杆菌感染

情况与 PSCA基因 rs2294008多态性和胃溃疡易感

性的关系

对性别、吸烟、饮酒状态以及幽门螺旋杆菌感

染情况这四种非遗传学因素的分层分析发现 SNP
rs2294008与胃溃疡的易感性在除抽烟之外不同因
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染色体

8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

位置

142670446
142670471
142673587
142674302
142674428
142676182
142677319
142677886
142679754
142680513
142681306

SNP
rs2978974

rs184389994
rs117340570
rs2978977

rs146194718
rs10956997
rs587606222
rs117919141
rs13262164
rs2294008
rs2976391

Allele1
A
C
C
A
G
T
C
T
T
T
A

Allele2
G
G
T
C
A
A
G
G
C
C
C

MAF
0.304
0.047
0.037
0.148
0.097
0.066
0.037
0.048
0.084
0.244
0.364

P值

0.493
0.566
0.461
0.528
0.172
0.281
0.461
0.129
1.000
0.277
0.333

功能区域

5′非编码区

5′非编码区

内含子

内含子

内含子

内含子

内含子

内含子

内含子

内含子

内含子

表 1 11个所选 SNP的基本信息及次等位基因频率和哈迪温伯格检验结果

Table 1 Basic information including minor allele frequency and results of Hardy⁃Weinberg equilibrium tests for 11 selected SNPs

图 1 PSCA基因 11个 SNPs的连锁不平衡图示

Figure 1 Linkage disequilibrium plot made from 11 selected
SNPs of gene PSCA

素的亚组中均差异有统计学意义，其OR值在不同

的亚组中基本保持一致（详见表 3）。抽烟的亚组

内并未发现 SNP rs2294008与胃溃疡的易感性，可

能的原因是病例和对照的样本数过少导致的统计

效力偏低所造成。

3 讨论

PSCA基因可以编码一类糖蛋白，这些糖蛋白

可以由糖基磷脂酰肌醇锚定在细胞膜上［10⁃12］。既

往研究表明 PSCA 基因在多种肿瘤细胞中的表达

水平均较高，此外通过小干扰 RNA（Small interfer⁃
ing RNA，siRNA）对 PSCA 的表达进行干扰后，细

胞的生长也会受到显著性的抑制［13⁃14］。这些研究

提示 PSCA 基因所编码的蛋白对与细胞的增殖过

程中扮演了重要的角色。在胃溃疡的发病过程

中，表皮细胞的增殖情况起到了较大的作用［15⁃16］。

此外，既往研究表明 PSCA基因相关的多肽可以作

为 T细胞靶向位点对前列腺癌进行免疫治疗，而在

细胞基质中存在的 PSCA 蛋白往往要比依附于细

胞表面的 PSCA 蛋白更容易的被水解［14］。由于

SNP rs2294008的 C等位基因在被研究中被发现是

胃溃疡的风险等位基因，因此我们推测其可能会通

过加速 PSCA 蛋白的水解过程并通过 CD4+或

CD8+T细胞的激活诱发下游的一系列免疫反应来

提高包括胃溃疡在内的消化道溃疡的发病风险。

关于 PSCA基因在胃溃疡发病和发展过程中的作

用，还需后续基于动物模型或细胞层面的深入研究。

本研究在我国广东地区汉族人群中发现

rs2294008位点的基因型频率以及等位基因频率均

在胃溃疡病例组和对照组间的分布存在着显著性

的差异，该位点的 T 等位基因在胃溃疡病例中的

分布频率显著性的高于对照组。针对 PSCA 基因

多态性与消化道溃疡的遗传学关联研究既往开展

较少，目前仅见较早前发表的基于日本人群的针

对十二指肠溃疡的研究一项［3］。在该研究中，学者

发现 rs2294008 的 T 等位基因对十二指肠溃疡具

有显著性的保护作用，其 OR 值为 0.67，这与本次

研究获得的关联信号结果基本一致。此次研究结

果提示广东地区汉族人群胃溃疡的的遗传风险可

能与 PSCA 基因 rs2294008 位点的基因型有关，后

续研究可以通过检查该位点的变异情况从遗传流

行病学的角度对胃溃疡的易感人群进行筛查。在

后续的针对性别、吸烟、饮酒状态以及幽门螺旋杆

菌感染情况这四种非遗传因素的分层分析中发现
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染色体

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

SNP

rs2978974

rs184389994

rs117340570

rs2978977

rs146194718

rs10956997

rs587606222

rs117919141

rs13262164

rs2294008

rs2976391

A1

A

C

C

A

G

T

C

T

T

T

A

A2

G

G

T

C

A

A

G

G

C

C

C

分析类型

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

基因型（A1A1/A1A2/A2A2）
等位基因（A1/A2）

病例组

64/296/328
424/952
3/56/629
62/1 314
2/45/641
49/1 327

20/169/499
209/1 167
10/117/561
137/1 239
4/81/603
89/1 287
2/45/641
49/1 327
3/61/624
67/1 309
4/103/581
111/1 265
22/238/428
282/1 094
90/326/272
506/870

对照组

126/620/696
872/2 012
4/130/1 308
138/2 746
3/104/1 335
110/2 774

34/355/1 053
423/2 461

18/242/1 182
278/2 606
9/173/1 260
191/2 693
3/104/1 335
110/2 774
6/124/1 312
136/2 748

10/225/1 207
245/2 639

107/542/793
756/2 128

181/684/577
1046/1 838

*c2

0.200
0.147

-
0.162

-
0.166
0.570
0.201
0.174
0.107
-

0.036
-

0.166
-

0.048
-

0.223
19.080
16.530
0.130
0.102

OR（95%置信区间）

-
1.03（0.89~1.18）

-
0.94（0.69~1.28）

-
0.93（0.66~1.31）

-
1.04（0.87~1.25）

-
1.04（0.84~1.29）

-
0.98（0.75~1.27）

-
0.93（0.66~1.31）

-
1.03（0.77~1.40）

-
0.95（0.75~1.19）

-
0.73（0.62~0.85）

-
1.02（0.89~1.17）

P值

0.905
0.701
0.625
0.687
0.118
0.684
0.752
0.654
0.917
0.744
0.987
0.849
0.118
0.684
0.964
0.826
0.912
0.637

7.18×10-5

4.78×10-5

0.937
0.749

*部分 SNP由于计数资料的稀疏性无法进行 c2，我们采用 Fisher精确检验。

表 2 基于单个位点的关联分析结果

Table 2 results of single marker based genetic association analyses for 11 selected SNPs

项目

性别

男性

女性

抽烟

是

否

饮酒

是

否

幽门螺旋杆菌感染

是

否

等位基因

T
T

T
T

T
T

T
T

病例/对照
样本数

372/783
316/659

72/150
616/1 292

156/328
532/1 114

492/560
196/882

病例等位
基因频率

0.21
0.20

0.22
0.20

0.20
0.21

0.20
0.21

对照等位
基因频率

0.26
0.26

0.28
0.26

0.26
0.26

0.25
0.27

c2值

7.855
8.758

1.921
14.620

4.860
11.770

6.687
6.465

OR（95%置信区间）

0.74（0.60~0.91）
0.71（0.56~0.89）

0.72（0.45~1.15）
0.73（0.62~0.86）

0.69（0.50~0.96）
0.74（0.62~0.88）

0.76（0.62~0.94）
0.71（0.54~0.93）

P值

0.005
0.003

0.166
0.000

0.027
0.001

0.010
0.011

表 3 rs2294008位点遗传学关联效应分层分析

Table 3 Stratification analyses for SNP rs2294008

在不同的分层中 SNP 位点 rs2294008 对胃溃疡的

发病风险贡献情况基本一致，这提示 PSCA 基因

SNP 位点 rs2294008 的遗传学作用可能是独立于

这些已知的危险因素而存在的。

本次研究所使用的 DNA 多态性位点为单核

苷酸多态性位点，该位点为第 3代遗传标记，具有

覆盖度高、密度大和分型成本低的特点，可以基本

满足遗传学关联分析的需要［17］。此外本次研究使

用了 Sequenom MassARRAY平台对所选 SNP进行

基因分型，该平台主要基于基质辅助激光解析电

离飞行时间质谱（Matrix⁃Assisted Laser Desorption/
Ionization Time of Flight Mass Spectrometry，MAL⁃
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DI⁃TOF⁃MS）技术，是目前最为常用的 SNP检测技

术，具有高通量以及高准确度的特点，完全可以适

合于本次研究的大规模筛查需要［18］。

群体分层是遗传学关联研究的主要混杂因

素，这一混杂因素如果不能得到有效控制，会显著

地提升遗传学关联信号的假阳性率［19］。本研究作

为一项基于候选基因的遗传学关联研究，分型的

SNP 位点数目有限，因此无法使用目前常见的统

计学手段对潜在的群体分层进行校正。然而在样

本纳入过程中，通过对受试者来源地进行限制，可

以部分的对受试者的遗传背景的遗传异质性进行

控制，从而部分的消除了群体分层这一混杂因素

的干扰。本次研究中由于研究经费和人力的限制

采用了候选基因的研究策略，选取了 11 个遗传多

态性位点进行研究，这 11 个位点所包含的信息并

不能够覆盖整个 PSCA基因区域，因此在进行研究

的过程中可能遗漏了某些较为重要的遗传学位

点。在未来的研究中通过选取更高密度的遗传学

变异位点对 PSCA 基因与胃溃疡的遗传学关联进

行更加系统性的研究，或许可以弥补这一缺憾。

此外，由于目前 PSCA 基因 rs2294008 位点与胃溃

疡易感性的作用机制尚未明确，因此有关该 SNP
位点的基于细胞或动物模型的功能分析尚待开

展，以期获得更有说服力的结果。
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FBN1基因 c.2418A>G突变对转录影响的研究

张岳 李金洁 刁艳君 杨柳 郝晓柯★

［摘 要］ 目的 探究 c.2418A>G 突变对原纤维蛋白⁃1（FBN1）基因转录过程的影响，探讨其分子

发病机制。 方法 利用 Life Tech Ion PGM高通量测序技术对 1名既往无致病因素的早发性胸主动脉

瘤患者的 15个与遗传性主动脉疾病相关基因进行组合检测，发现其 FBN1 基因携带 c.2418A>G 杂合突

变。软件预测该突变会导致mRNA异常剪接的发生。利用Minigene技术构建分别带有 c.2418A>G位点

和正常位点的重组表达载体，转染 Hela 细胞后抽提 RNA，进行实时荧光定量 PCR（qRT⁃PCR）和 Sanger
测序分析。提取患者和健康人血液中淋巴细胞的 RNA，利用 qRT⁃PCR和测序确认该突变对mRNA剪接

的影响。 结果 MUT⁃Hela 细胞内未检测到含有 c.2418A>G 突变位点的 mRNA，FBN1 基因的相对表

达量与正常对照组相比明显降低（t= 3.354，P<0.01）；患者淋巴细胞内未检测到含有 c.2418A>G突变位点

的 mRNA，并且 3 个不同外显子区域的相对表达量明显低于健康人（t=4.979，P<0.01；t=3.243，P<0.05；
t = 5.017，P<0.01），提示异常 mRNA 发生完全降解。 结论 c.2418A>G 突变使 mRNA 发生降解，可能是

该患者的致病原因。

［关键词］ 主动脉瘤和夹层；FBN1基因；杂合突变；mRNA降解

Study on the effect of FBN1 gene c.2418A>G mutation on transcription
ZHANG Yue，LI Jinjie，DIAO Yanjun，YANG Liu，HAO Xiaoke★

（Department of Laboratory Medicine，Xijing Hospital Affiliated to Air Force Military Medical University，
Xi􀆳an，Shanxi，China，710032）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of c.2418A>G mutation on the transcriptional
process of fibrillin⁃1（FBN1）gene and to explore its molecular pathogenesis. Methods Life Tech Ion PGM
high⁃throughput sequencing technology was used to detect 15 genes associated with hereditary aortic diseases
in a patient with early⁃onset thoracic aortic aneurysm without previous pathogenic factors. The FBN1 gene was
found to carry c.2418A>G heterozygous mutation. The software predicts that this mutation will lead to the
occurrence of abnormal splicing of mRNA. The recombinant expression vector with c.2418A>G locus or
normal locus was constructed by using Minigene technology. After transfecting Hela cells，RNA was extracted
and analyzed by real⁃time quantitative PCR（qRT⁃PCR）and Sanger sequencing. The RNA of lymphocytes in
the blood of patient and healthy people was extracted，and the effect of the mutation on mRNA splicing was
confirmed by qRT ⁃ PCR and sequencing. Results The mRNA containing c.2418A>G mutation was not
detected in MUT⁃Hela cells，and the relative expression of FBN1 gene was significantly lower than that in the
normal control group（t=3.354，P<0.01）. No mRNA containing c.2418A>G mutation was detected in the
lymphocytes of patients，and the relative expression of three different exon regions was significantly lower
than that of healthy subjects（t=4.979，P<0.01；t=3.243，P<0.05；t=5.017，P<0.01），indicating that abnormal
mRNA is completely degraded. Conclusion The c.2418A>G mutation causes the degradation of mRNA，

suggesting the cause of the disease in this patient.
［KEY WORDS］ Aortic aneurysm and dissection；FBN1 gene；Heterozygous mutation；mRNA

degradation
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原纤维蛋白⁃1（Fibrillin⁃1，FBN1）基因位于人

15 号染色体长臂（15q21.1），包含 66 个外显子，

其编码的原纤维蛋白⁃1 由 2 871 个氨基酸组成。

原纤维蛋白⁃1是一种富含半胱氨酸的分泌糖蛋白，

参与细胞外基质中 10~12 mm微纤维的组成并形成

弹性纤维，为主动脉及其他结缔组织提供韧性和受

力支撑［1］。当 FBN1基因突变时原纤维蛋白⁃1结构

及活性发生改变，干扰细胞外基质中微纤维的形

成，从而破坏细胞外基质的稳定结构，削弱主动脉

壁中膜弹性进而导致主动脉瘤和夹层的发生［2］。

胸主动脉瘤和夹层（Thoracic aortic aneurysm
and dissection，TAAD）是一类以胸主动脉扩张、主

动脉瘤或夹层为主要特征的主动脉疾病，既往无

致病因素的早发性胸主动脉瘤患者通常具有较强

的遗传倾向。遗传性 TAAD 约占 20%，在临床上

分为综合症型和非综合症型。其中，非综合症型

以心血管系统异常表现为主，不累及其他结缔组

织和系统，一般为常染色体显性遗传［3］。目前已知

FBN1 基因突变是导致马凡综合征（Marfan syn⁃
drome，MFS）的主要原因，但有文献报道 4%的非

综合症型 TAAD 与 FBN1基因突变有关［3⁃4］。本研

究对 1名早发性胸主动脉瘤患者的 15个与遗传性

主动脉疾病相关基因进行组合检测（包括 FBN1、
FBN2、 TGFB2、 TGFBR1、 TGFBR2、 SMAD3、
SMAD4、MYH11、ACTA2、MYLK、COL3A1、
SLC2A10、NOTCH1、PRKG1 基因）［5］，寻找该患者

的致病基因并探讨分子致病机制。

1 资料与方法

1.1 研究对象

患者 30岁男性，身高 185 cm，体重 90 kg，血压

106/76 mmHg。心脏彩超提示升主动脉及主动脉

窦部内径瘤样增宽（升主动脉 58 mm，主动脉窦部

55 mm），主动脉弓内径增宽，升主动脉至降主动脉

内膜与管壁剥离，主动脉瓣先天性发育不良伴返

流，其他系统尚无阳性发现。患者来源于西京医

院，该研究获得本医院伦理委员会批准，并经患者

知情同意后签署书面知情同意书。

1.2 材料

Hela 细胞和质粒 pcDNA3.1（-）由本科室提

供；胎牛血清购自 BI 公司；DMEM 培养基购自吉

诺 生 物 ；TRIzolTMReagent 试 剂 及 转 染 试 剂

Lipofectamine 3000 购自美国 Invitrogen 公司；高保

真酶（PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase）、逆转录

试 剂 盒（PrimeScript™RT Master Mix）、T4 DNA
连接酶、EcoRI 和 HindIII 限制性内切酶以及实

时 荧 光定量 PCR 试剂盒（TB Green™ Premix Ex
Taq™ II）购自大连宝生物公司；胶回收试剂盒

（QIAquick® Gel Extration Kit）购自德国 QIAGEN
公司；感受态细胞DH5α购自中国 Solarbio公司；引

物合成和 Sanger测序由西安擎科生物公司负责。

1.3 方法

1.3.1 基因检测及突变分析

采集 4 mL 患者外周静脉血并经 EDTA⁃K2 抗

凝，按照核酸自动提取仪的标准化操作流程提取

基因组 DNA（仪器及试剂盒均有西安天隆科技有

限公司提供），并用 Qubit 2.0 荧光定量仪（美国赛

默飞公司）检测基因组 DNA浓度。使用遗传性心

血管疾病基因检测试剂盒（北京诚真基因生物技

术有限公司），按照其说明书对样本进行基因检

测。测序所需的 ABI 9700型 PCR仪、ABI 2720型

PCR 仪，Ion ChefTM System、Ion Torrent PGM 及 Ion
Torrent 318 v2芯片、Ion PGMTM Hi⁃QTM试剂盒均由

美国赛默飞公司提供。

基因检测结果通过 CoverageAnalysis 及 Vari⁃
antCaller 与人类基因组参考序列 hg19（GRCh37）
进行比对，采用 Ion ReporterTM 对所有的变异位点

进行注释，筛选出可疑突变位点并用 Sanger 测序

法进行验证，验证结果根据美国医学遗传学与基

因组学学会制定的《遗传变异分类标准与指南》［6］

判定突变位点的致病性质。对判定为致病、可能

致病或临床意义未明患者的家属相同突变位点进

行 Sanger测序。

1.3.2 生物信息学分析

使用 dbscSNV 数据库、Mutation Taster 和 Hu⁃
man Splicing Finder（HSF）等生物信息学软件分析

突变对剪接位点分值的影响。

1.3.3 Minigene技术

1.3.3.1 重组载体构建 以健康人和患者基因组

DNA 作为模板，使用高保真酶和 F⁃EcoRI、R⁃Hin⁃
dIII 扩增目的片段（包括 Exon19 71 bp、Intron19
1040 bp、Exon20 126 bp、Intron20 511 bp 和 Exon21
53 bp），扩增条件为 98℃预变性 5 min，98℃变性

10 s，60℃退火 5 s，68℃延伸 4 min，30 个循环；4℃
保温。1 817 bp基因组片段（其 5′端包含 EcoRI 酶
切位点，3′端包含 HindIII 酶切位点）和质粒 pcD⁃
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NA3.1（-）经酶切纯化后于 16℃连接过夜，连接产

物以热激法转化感受态细胞 DH5α，经氨苄青霉

素抗性筛选的单克隆菌落进行 PCR 和测序鉴

定。相关引物序列如表 1所示。

1.3.3.2 细胞培养与转染 Hela 细胞用含 15%胎

牛血清的 DMEM 培养基于 37℃、5%CO2 培养箱

中培养。转染前 1 d，胰酶消化 Hela 细胞并调整

细胞密度为 2.5×105 个/mL，接种到 6 孔板，培养

24 h 使其贴壁。按照 Lipofectamine 3000 说明书

转染两种重组质粒进行瞬时表达，48 h 后收集

细胞。

1.3.3.3 qPCR与 Sanger测序 TRIzol法提取Hela
细胞总 RNA，测定浓度并反转录为 cDNA。按照

实时荧光定量 PCR 试剂盒说明书，以 F⁃EcoRI、
R⁃HindIII为引物进行 qPCR。设置程序：95℃ 30 s；
95℃ 5 s；60℃ 30 s，40 个循环；溶解曲线；以 GAP⁃
DH为参照物检测 FBN1基因mRNA 的表达水平，

记录每个反应的 Ct 值，以 2⁃ΔΔCt公式计算基因相对

倍比关系。相关引物序列如表 1 所示。实验重复

3次。PCR 产物通过 1.5%琼脂糖凝胶电泳分析目

的片段大小是否改变，纯化后测序分析。

1.3.4 血液淋巴细胞RNA验证

提取患者和健康人血液中淋巴细胞的RNA并

反转录为 cDNA，以 F⁃EcoRI、R⁃HindIII为引物进行

常规 PCR，通过 1.5%琼脂糖凝胶电泳分析患者目

的片段大小是否改变，回收纯化后测序分析。此

外，分别针对 Exon 4~6、Exon 25~26 和 Exon 55~56
设计引物通过 qPCR 分析 3 个外显子区域 mRNA
的表达水平，验证异常 mRNA 是否发生完全降

解。相关引物序列如表 1所示。

1.4 统计学处理

采用 GraphPad Prism 8.0 进行统计分析并作

图，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 家系分析

经基因检测和 Sanger 测序证实患者 FBN1 基

因第 20 号外显子存在 c.2418A>G 杂合突变，其他

基因未发现可疑致病性突变。通过口腔拭子对其

家族成员相同位点进行 Sanger 测序，发现患者父

亲该位点为杂合突变，经全面体格检查尚未发现

心血管系统存在异常表现。此外，患者女儿因未

满 1周岁而未进行基因检测，其余亲属基因检测均

无阳性发现。家系图谱见图 1。

2.2 c.2418A>G突变影响 FBN1基因剪接

2.3 Minigene技术验证结果

2.3.1 重组表达载体鉴定

野生型和突变型重组表达载体分别命名为WT和

MUT。菌落PCR电泳（图2A）和Sanger测序（图2B和

2C）证实载体构建成功，MUT 已引入 c.2418A>G
突变。

2.3.2 qPCR及测序结果

qPCR 检测结果（图 3A）所示，与 WT⁃Hela 细

引物名称

F⁃EcoRI
R⁃HindIII
GAPDH⁃F
GAPDH⁃R
Exon4⁃6F
Exon4⁃6R

Exon25⁃26F
Exon25⁃26R
Exon55⁃56F
Exon55⁃56R

引物序列（5′⁃3′）

GGAATTCCCTTCGTGGGACCTATAAATGT
CCCAAGCTTGCTGTTCTTGCAGACTCCAT

CCTGCACCACCAACTGCTTA
GGCCATCCACAGTCTTCTGG

GGCTCCAGATCCATACAACACTGC
CACACCTTCCTCCATTGAGACAGC

CCTATGCCGAGGTGGTGTTT
TGTCGATACACGCGGAGATG
AGGAACCCCGTCACCAAATC
GGTCATGAATCCTCGGCCAT

表 1 PCR引物

Table 1 PCR primers

TAAD患者 FBN1基因 c.2418A>G杂合突变

III：1
<1y

FBN1?/?

II：2
29y

FBN1⁃/⁃

II：1
30y

FBN1+/⁃

I：2
50y

FBN1⁃/⁃

I：1
50y

FBN1+/⁃

图 1 本例 TAAD家系图

Figure 1 The family tree of TAAD

算法

得分

dbscSNV_ADA

0.999 2

dbscSNV_RF

0.994

表 2 dbscSNV数据库预测结果

Table 2 dbscSNV database prediction results

dbscSNV_ADA 或 dbscSNV_RF>0.6 即认为影响剪接，dbscSNV 数

据库提示 c.2418A>G突变可以影响 FBN1基因的剪接。
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软件

5′Motif

Ref Score

Mut Score

HSF

Donor decreased

8.14

4.45

Donor gained

-2.29

5.25

Mutation Taster

Donor decreased

0.98

0.86

Donor gained

-

0.48

表 3 HSF和Mutation Taster预测结果

Table 3 HSF and Mutation Taster prediction results

HSF和Mutation Taster提示原有的剪接供体位点被沉默，一个新的剪接供体位点被激活。

2 000 bp
1 000 bp 1817 bp

Maker WT MUT

c. 2418TAA

c. 2418C

BB

CC

A：菌落 PCR电泳结果；B：WT测序结果（图中所示为反向互补序

列）；C：MUT测序结果（图中所示为反向互补序列）

图 2 WT和MUT鉴定结果

Figure 2 Identification results of WT and MUT

胞相比，MUT⁃Hela 细胞内 FBN1基因 mRNA 的相

对表达量明显降低（t=3.354，P<0.01）。PCR 产物

电泳（图 3B）显示，两种细胞内的扩增片段大小均

为 266 bp，Sanger 测序发现（图 3C 和图 3D）2 种产

物的序列完全一样，内含子被去除并且外显子正

确地连接在一起，并且MUT⁃Hela细胞扩增片段内

原有的突变位点消失。

2.4 血液淋巴细胞RNA验证结果

常规 PCR 产物电泳（图 4A）显示患者与健康

人目的片段大小均为 266 bp，患者常规 PCR 产物

测序也明确 c.2418A>G 突变位点的消失（图 4B）。

qPCR 结果（图 4C）显示，与健康人相比，患者血淋

巴细胞内 FBN1 基因 mRNA 的相对表达量在 3 个

不同外显子区域明显降低（t=4.979，P<0.01；t=
3.243，P<0.05；t=5.017，P<0.01），提示异常 mRNA
发生完全降解。

3
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266 bp

*

250 bp

c. 2418ACC DD c. 2418A

AA BB

A：FBN1 基因 mRNA 相对表达量（aP<0.05 WT ⁃Hela vs MUT ⁃
Hela）；B：PCR 产物电泳；C：WT⁃Hela 细胞 PCR 产物测序结果；

D：MUT⁃Hela细胞 PCR产物测序结果

图 3 细胞转染结果

Figure 3 Experimental results of cell transfection
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Patient
Control

CC

A：常规 PCR 产物电泳结果；B：患者常规 PCR 产物测序结果；

C：FBN1基因mRNA相对表达量（*P<0.05，**P<0.01 Patient vs Control）

图 4 血液淋巴细胞 RNA实验结果

Figure 4 Experimental results of Blood lymphocyte⁃derived
RNA
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3 讨论

胸主动脉瘤和夹层是一种致命性主动脉疾

病，约 20%具有遗传性，包括 MFS、Loeys⁃Dietz 综

合征、Ehlers⁃Dalos 综合征以及非综合征性 TAAD
等。随着对遗传性 TAAD 认识的不断深入，人们

已经筛选出 11种强致病基因［5］，临床医生可以利

用基因检测技术在患者症状完全表现之前进行初

步诊断，对患者家属进行筛查和患者手术方案的

选择及预后判断也有一定的指导作用［7］。在本研

究中，该患者除主动脉瘤和夹层症状外无其他部

位的异常表现，不符合典型 MFS 的诊断标准［8］。

患者为青年男性，存在胸主动脉瘤和夹层以及主

动脉瓣先天畸形，排除了高血压等后天疾病和创

伤对主动脉的影响，考虑为非综合征型 TAAD，其

主动脉疾病表型可能受到遗传因素的影响。因此

本研究选择 15 个与遗传性主动脉疾病相关的基

因对患者进行检测，并通过 Sanger 测序法确认该

患者 FBN1基因第 20 号外显子存在 c.2418A>G 杂

合突变。

外显子与内含子交界处的经典剪接区域在

RNA剪接过程中提供供体剪接位点和受体剪接位

点，发生突变时可能会导致外显子跳跃、内含子的

保留和内含子中假外显子的产生等［9］。影响

mRNA 剪接的突变在 FBN1 突变中约占 10％，部

分剪接突变还会介导 mRNA 发生降解［10 ⁃ 11］。

c.2418A>G 突变位于 FBN1 基因第 20号外显子 3’
端，属于经典剪接序列，但现有文献和临床资料未

能证实该突变的致病性质以及是否会引起mRNA
的异常剪接。ClinVar 数据库根据《遗传变异分类

标准与指南》暂时将该突变归为临床意义未明。

因此，本研究在体外模拟了 c.2418A>G 突变对转

录过程的影响，同时还分析了患者的血样，均没有

发现含有突变位点的 mRNA 并且 mRNA 相对表

达量低于健康对照。综合上述两种实验结果，

c.2418A>G 突变使异常 mRNA 发生了降解，从而

使 mRNA 表达水平下降，因此在测序时没有检测

到异常 mRNA 而造成假阴性结果。该突变使得

体内 mRNA 含量减少从而造成 FBN1 单倍体不

足，削弱主动脉壁中膜弹性进而导致患者发生主

动脉瘤和夹层［12⁃13］，如果获得患者的结缔组织标

本应检测组织内 FBN1的含量和组织病理情况加

以验证。

虽然非综合征型 TAAD 具有一定常染色体显

性遗传，但遗传异质性较强，很多综合征型 TAAD
的致病基因也可导致非综合征型 TAAD［14⁃15］。不

同非综合征型 TAAD 家系的外显率不一，突变并

不是在所有的家族成员中共分离，其中 FBN1基因

突变就存在未受影响的突变携带者［16］。此外，非

综合征型 TAAD 外显率还与发病年龄相关，Yale⁃
New Haven 医院对 598 名胸主动脉瘤患者进行分

析［17］，非综合征型 TAAD 患者的平均发病年龄

（56.8岁）显著高于MFS患者（24.8岁）。患者的父

亲（50岁）尚未达到非综合征型 TAAD的平均发病

年龄，本研究应继续密切关注其主动脉及全身其

他动脉的变化，定期随访。

综上所述，本研究证实了 c.2418A>G 会使异

常 mRNA 发生降解，并认为患者主动脉疾病的临

床表现与原纤维蛋白⁃1减少导致主动脉脆性增强

有关。希望该实验结果能为 FBN1 基因 c.2418A>
G 突变致病性质的研究提供临床资料和参考证

据，进而对遗传性 TAAD 的产前咨询和诊断有所

帮助。
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慢病毒介导HMGN5基因沉默对卵巢癌细胞增殖、
迁移、侵袭的影响及其机制研究

孙娟★ 信艳萍 张国梅 田晓娜 刘会敏

［摘 要］ 目的 观察慢病毒介导的高迁移率族核小体结合域 5（HMGN5）基因沉默对卵巢癌细胞

增殖、迁移和侵袭的影响，并对其机制进行初步探讨。 方法 RT⁃qPCR法检测人卵巢上皮细胞株 IOSE
及 4 株不同卵巢癌细胞中 HMGN5 的表达情况，将 HMGN5 shRNA 慢病毒载体转染至人卵巢癌细胞

SKOV3中，RT⁃qPCR和Western blot检测 SKOV3细胞中HMGN5 mRNA和蛋白表达情况，MTT法检测沉

默 HMGN5基因对细胞增殖能力的影响，划痕实验检测沉默 HMGN5基因对细胞迁移能力的影响，Tran⁃
swell实验检测沉默HMGN5基因对细胞侵袭能力；Western blot检测 SKOV3细胞中 PCNA、MMP⁃9、Wnt1
和 β⁃连环蛋白（β⁃catenin）蛋白表达水平。 结果 与卵巢上皮细胞株 IOSE 相比，HMGN5 在卵巢癌细

胞株 SKOV3、A2780、HO⁃8910、Caov3 中的表达明显升高（P<0.05）。与 Blank 组和 NC 组相比，

sh⁃HMGN5组 SKOV3细胞中HMGN5 mRNA和蛋白表达水平显著降低（P<0.05），SKOV3细胞增殖、迁移

和侵袭能力均明显下降（P<0.05），细胞中 PCNA、MMP⁃9、Wnt1 和 β⁃catenin 蛋白表达水平明显下调（P<
0.05）。 结论 沉默HMGN5可能通过阻碍Wnt/β⁃catenin信号通路的激活抑制人卵巢癌 SKOV3细胞增

殖、迁移和侵袭能力。

［关键词］ HMGN5基因；卵巢癌细胞；增殖；迁移；侵袭；Wnt/β⁃catenin信号通路

Effect of lentivirus mediated HMGN5 gene silencing on proliferation，
migration and invasion of ovarian cancer cells and its mechanism
SUN Juan★，XIN Yanping，ZHANG Guomei，TIAN Xiaona，LIU Huimin
（Department of Obstetrics and Gynecology，Zhengzhou Central Hospital，Zhengzhou，Henan，China，
450007）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effects of lentiviral ⁃ mediated high mobility group
nucleosome binding domain 5（HMGN5）gene silencing on proliferation，migration and invasion of ovarian
cancer cells，and to explore the mechanism. Methods RT ⁃ qPCR was used to detect the expression of
HMGN5 in human ovarian epithelial cell line IOSE and four different ovarian cancer cells. HMGN5 shRNA
lentivirus vector was transfected into human ovarian cancer cell line SKOV3. RT⁃qPCR and Western blot were
used to detect the expression of HMGN5 mRNA and protein in SKOV3 cells. MTT method was used to detect
the effect of HMGN5 gene silencing on cell proliferation，scratch test was used to detect the effect of HMGN5
gene silencing on cell migration，and Transwell test was used to detect the invasion of HMGN5 gene silencing
on cell. Western blot was used to detect the expression of PCNA，MMP⁃9，Wnt1 and β ⁃ Catenin in SKOV3
cells. Results The expression of HMGN5 in SKOV3，A2780，HO⁃8910 and CAOV3 was significantly
higher than that in IOSE（P<0.05）. Compared with blank group and NC group，the expression level of
HMGN5 mRNA and protein in SKOV3 cells of sh ⁃ HMGN5 group was significantly lower（P<0.05），the
proliferation，migration and invasion ability of SKOV3 cells were significantly lower（P<0.05），and the
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expression levels of PCNA，MMP ⁃ 9，Wnt1 and β ⁃ Catenin cells were significantly lower （P<0.05）.
Conclusion Silencing HMGN5 may inhibit the proliferation，migration and invasion of human ovarian
cancer SKOV3 cells by blocking the activation of Wnt/β⁃catenin signaling pathway.

［KEY WORDS］ HMGN5 gene；ovarian cancer cells；proliferation；migration；invasion；Wnt/β ⁃
catenin signaling pathway

卵巢癌是世界上最常见的女性生殖系统恶性

肿瘤之一，也是女性死亡最常见的原因，在过去几

十年中其发病率不断上升［1］。近年来随着医学技术

的发展及医疗设施的改善，卵巢癌的诊断和治疗取

得了较大进展，但患者预后仍不理想［2］。由于卵巢

癌早期症状不明显，且缺乏有效的诊断方法，大多

数卵巢癌患者被诊断时已处中晚期，患者 5年生存

率<30％［3］。因此，亟需了解卵巢癌的发病机制，以

期建立针对这种致命疾病的新型治疗和诊断策

略。高迁移率族核小体结合域 5（High ⁃mobility
group nucleosome ⁃ binding domain 5，HMGN5）是

HMGNs家族成员之一，该基因位于人Xq13.3染色

体区域［4］。最近的研究表明HMGN5与染色质调节

因子结合调节DNA复制、DNA修复、组蛋白修饰和

基因转录和表达［5］。目前大量研究证实，HMGN5在
多种类型的肿瘤中过度表达，包括乳腺癌、神经胶

质瘤和肾癌，发挥致癌作用［6⁃9］。例如，Liu等报道，

敲除HMGN5显著抑制食管鳞状细胞癌细胞生长并

诱导细胞凋亡，此外，敲低HMGN5增加了食管鳞状

细胞癌细胞对顺铂的敏感性［10］。Gan等研究显示，

HMGN5的敲低降低了人尿路上皮膀胱癌 5637细胞

的活力、集落形成和侵袭，增加了细胞对顺铂的化

学敏感性［11］。然而，HMGN5在卵巢癌中的功能和

分子机制尚未阐明。因此，本研究探究了HMGN5
在卵巢癌细胞中的作用及其相关的潜在机制。

1 材料与方法

1.1 材料

人卵巢上皮细胞株 IOSE 及卵巢癌细胞株

SKOV3、A2780、HO⁃8910、Caov3（美国 ATCC 细胞

库）；MTT 试剂（美国 Sigma 公司）；RPMI⁃1640 培

养基、胎牛血清（美国Gibco公司）；胰蛋白酶（杭州

四季青生物工程材料有限公司）；HMGN5 shRNA
慢病毒载体及阴性对照（上海吉玛制药有限公司）；

十二烷基硫酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳所用试剂

（美国 Amresco 公司）；Trizol 试剂（美国 Invitrogen
公司）；逆转录试剂盒（大连宝生物工程有限公司）；

SYBR premix Ex Taq Kit检测试剂盒（日本 TaKaRa
公司）；Transwell小室（美国Millipore公司）；Matri⁃
gel基质胶（美国BD公司）；HMGN5、PCNA、MMP⁃
9 抗体（美国 Cell Sigaling Technology 公司）；Wnt1
和β⁃catenin抗体（美国 Santa Cruz公司）。

1.2 细胞培养

分别将人卵巢上皮细胞株 IOSE 及卵巢癌细

胞株 SKOV3、A2780、HO⁃8910、Caov3 培养在含

10％胎牛血清的 RPMI⁃1640 培养液中，置于 5％
CO2、37℃、饱和湿度的培养箱中。在倒置显微镜

下观察细胞生长状态，细胞贴壁后，及时更换新鲜

培养液，待细胞汇合度达 80%以上时，使用胰蛋白

酶消化细胞，以 1∶3进行传代培养，处于对数期的

细胞进行实验。

1.3 SKOV3细胞慢病毒转染

HMGN5 shRNA 慢病毒载体及阴性对照慢病

毒载体由上海吉玛制药有限公司构建并包装。将

对数生长期 SKOV3 细胞种植于 6 孔板中，种植密

度为 1×105/孔，于 37℃恒温培养箱继续培养，待细

胞生长密度达 50%时进行感染，向每孔细胞中加

入 1∶1 比例混合的 RPMI⁃1640 培养液和慢病毒溶

液 2 mL，感染 12 h后更换为正常培养液。其中感

染HMGN5 shRNA慢病毒载体的 SKOV3细胞记为

sh ⁃ HMGN5 组 ，感 染 阴 性 对 照 慢 病 毒 载 体 的

SKOV3 细 胞 记 为 NC 组 ，未 进 行 感 染 处 理 的

SKOV3 细胞记为 Blank 组，各组 SKOV3 细胞置于

37℃培养箱中继续培养。

1.4 RT⁃qPCR法检测

分别收集对数生长期的卵巢上皮细胞、不同

卵巢癌细胞及转染 48 h后各组 SKOV3细胞，采用

Trizol 法裂解细胞，分别提取细胞中总 RNA，按照

逆转录盒使用说明书将 RNA 合成 cDNA，并调整

cDNA 浓度，使用 SYBR premix Ex Taq Kit 检测试

剂盒进行 RT⁃qPCR 检测。内参基因为 GAPDH，

RT⁃qPCR反应程序设置为：94℃预变性 5 min，94℃
变性 10 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，共设 40个

循环。反应结束后分析熔链曲线以确定产物特异
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性，采用相对定量 2⁃△△CT 计算各细胞中 HMGN5
mRNA 相对表达量，其中 ⁃△△CT=目的基因 Ct 值⁃内
参基因Ct值。实验重复 3次，取均值。

1.5 Western blot检测

收集转染 48 h后各组 SKOV3细胞，向细胞中

加入 RIPA细胞裂解液，裂解 30 min提取细胞中总

蛋白。以 BCA 法检测提取蛋白的浓度。取 40 μg
蛋白样品进行上样，行 10% SDS⁃聚丙烯酰胺凝胶

电泳，浓缩胶电压设置为 80 V，分离胶电压设置为

120 V，待蛋白分离后电转至硝酸纤维素膜上。将

膜置于封闭液中室温孵育 2 h。分别加入相应稀

释的一抗，（HMGN5 一抗 1∶800 稀释、PCNA 一抗

1∶500稀释、MMP⁃9一抗 1∶500稀释、Wnt1一抗 1∶
500 稀释、β⁃catenin 一抗 1∶500 稀释），4 ℃下过夜

孵育，TBST 洗膜，加入 1∶3 000 稀释的二抗，室温

孵育 1 h。TBST洗膜，以 ECL化学发光，使用凝胶

成像仪拍照。以 GAPDH 为内参，采用 Image J 图
像分析软件对各条带灰度值进行分析。分别计算

目的蛋白相对表达水平，实验重复 3次，取均值。

1.6 MTT法检测

对数生长期的 SKOV3细胞以 1×103/孔接种到

96 孔板中，待细胞生长汇合度达 50%时按照上述

1.3 方法进行感染和分组，分别在感染 24、48、72 h
时，向每孔细胞中加入 MTT 溶液 100 μL，37℃继

续培养 4 h，弃上清液，向细胞中加入 150 μL 二甲

基亚砜，振荡反应 10 min，待沉淀完全溶解后，

在酶标仪 450 nm 波长处测定各孔细胞吸光度值

（A值）。每组 SKOV3细胞每个时间点设置 4个复

孔，实验重复 3次，取均值。

1.7 细胞划痕实验

感染后各组 SKOV3 细胞以 3×104/孔接种到 6
孔板中，放置在 37℃培养箱继续培养，待细胞生长

汇合达 90%以上时，将培养液更换成低浓度

（0.5%）胎牛血清的培养液，使用划痕仪对细胞进

行划痕，以 PBS洗涤划掉的细胞，加入 0.5%胎牛血

清的培养液，放置在 37℃培养箱继续培养 24 h，分
别在划痕 0 和 24 h 观察细胞划痕宽度，计算细胞

迁移率=（0 h划痕宽度⁃24 h划痕宽度）/0 h划痕宽

度。实验重复 3次，取均值。

1.8 Transwell实验

Matrigel 基质胶以无血清培养基继续稀释，将

稀释的 Matrigel 胶加入到 Transwell 小室的上室，

室温包被待用。待测各组 SKOV3 细胞以胰蛋白

酶消化，以无血清培养液重悬细胞，制成 1×105/mL
的细胞悬液。取 200 μL 细胞悬液加入到 Tran⁃
swell小室的上室，下室加入 600 μL含 10%胎牛血

清的培养液。将 Transwell小室放置在 37℃恒温培

养箱中培养 48 h。用棉签拭去上室未穿膜的细

胞，PBS 洗涤 1次，以 4%甲醛固定 10 min，以 0.1%
结晶紫染色 30 min，以 PBS洗涤后风干，在倒置显

微镜下随机选取 5 个视野观察并计数穿膜细胞

数。实验重复 3次，取均值。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 21.0 软件对实验数据进行统计分

析，计量资料以 x ± s表示，多组间差异比较采用单

因素方差分析，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 HMGN5在卵巢癌细胞中呈高表达

采用RT⁃qPCR检测卵巢上皮细胞株 IOSE和 4
株不同卵巢癌细胞中HMGN5的表达情况，结果如

图 1 所示，与 IOSE 细胞相比，卵巢癌 SKOV3、
A2780、HO⁃8910、Caov3 细胞中 HMGN5 的表达

量 明显升高，差异具有统计学意义（P<0.05）。

HMGN5 在卵巢癌 SKOV3 细胞中的表达量最高，

因此以 SKOV3细胞为研究对象进行后续实验。

2.2 转染 HMGN5 shRNA 慢病毒载体可沉默

SKOV3细胞中HMGN5基因

采用慢病毒转染 SKOV3细胞后，RT⁃qPCR 和

Western blot 检测结果如图 2 所示，与 Blank 组和

NC 组相比，sh⁃HMGN5 组 SKOV3 细胞中 HMGN5
mRNA 和蛋白表达水平显著降低，差异具有统计
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图 1 RT⁃qPCR检测 5种细胞中HMGN5的表达量

Figure 1 RT⁃qPCR detection of HMGN5 expression
in five cells
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图 2 各组 SKOV3细胞中HMGN5 mRNA和蛋白表达

水平比较

Figure 2 Comparison of HMGN5 mRNA and protein
expression levels in SKOV3 cells

A：划痕实验检测细胞迁移能力；B：Transwell 实验检测细胞侵袭

能力；C：各组细胞迁移率和侵袭细胞数对比。 与 Blank组比，aP<

0.05；与NC组比，bP<0.05。

图 4 划痕实验和 Transwell实验检测细胞迁移和

侵袭能力

Figure 4 Scratch test and Transwell test to detect cell
migration and invasion

学意义（P<0.05）；与 Blank 组相比，NC 组 SKOV3
细胞中 HMGN5 mRNA 和蛋白表达水平无明显改

变，差异具有统计学意义（P>0.05）。提示沉默

HMGN5基因的 SKOV3细胞株构建成功。

2.3 沉默HMGN5基因抑制 SKOV3细胞增殖能力

MTT 检测结果如图 3 所示，与 Blank 组和 NC
组相比，sh⁃HMGN5 组 SKOV3 细胞在 24、48、72 h

时 A 值明显下降（F 值分别为 27.409、38.966、
36.182，P<0.05），差异有统计学意义；与 Blank 组

相比，NC 组 SKOV3 细胞在 24、48、72 h 时 A 值

无明显改变（P>0.05），差异无统计学意义。提示

沉默 HMGN5基因能够抑制 SKOV3 细胞增殖。

2.4 沉默 HMGN5 基因抑制 SKOV3 细胞迁移和

侵袭

划痕实验结果显示（见图 4A 和 4C），与 Blank
组和 NC 组相比，sh⁃HMGN5 组 SKOV3 细胞迁移

率明显降低（P<0.05），与 Blank 组相比，NC 组

SKOV3 细胞迁移率无明显改变，差异无统计学意

义（P>0.05）。Transwell 实验检测结果显示（见图

4B 和 4C），与 Blank 组和 NC 组相比，sh⁃HMGN5
组侵袭细胞数明显降低，差异有统计学意义（P<
0.05），与 Blank 组相比，NC 组侵袭细胞数无明显

改变（P>0.05）。提示沉默 HMGN5 基因能够阻碍

SKOV3细胞迁移和侵袭能力。
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图 3 MTT检测各组 SKOV3细胞在不同时间A值

Figure 3 MTT detection of SKOV3 cells in each group at
different time A value
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与 Blank组比，aP<0.05；与NC组比，bP<0.05。

图 5 Western blot检测各组 SKOV3细胞中各蛋白

表达情况

Figure 5 Western blot analysis of protein expression in SKOV3 cells
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2.5 沉默 HMGN5 基因对 SKOV3 细胞中蛋白表

达的影响

Western blot检测结果如图 5所示，与 Blank组

和 NC 组 相 比 ，sh ⁃ HMGN5 组 SKOV3 细 胞 中

PCNA、MMP⁃9、Wnt1和 β⁃catenin蛋白表达水平均

明显降低（P<0.05），与Blank组相比，NC组 SKOV3
细胞中 PCNA、MMP⁃9、Wnt1 和 β ⁃catenin 蛋白表

达水平无明显改变（P>0.05）。提示沉默 HMGN5
基因能够抑制 SKOV3 细胞中 PCNA 和 MMP⁃2 蛋

白表达及Wnt/β⁃catenin信号通路的激活。

3 讨论

有研究表明，HMGN5在卵巢癌组织中呈高表

达，且 HMGN5 的表达量与卵巢癌的 TNM 临床分

期、肿瘤大小及患者生存时间密切相关［12］。在本

研究中，通过 RT⁃qPCR 检测发现 4 株不同卵巢癌

细胞中 HMGN5 的表达显著高于正常卵巢上皮细

胞。这些数据表明 HMGN5 过表达可能与卵巢癌

的进展相关。在过去的几年中，HMGN5的异位高

表达水平已在几种恶性肿瘤中得到证实，包括前

列腺癌、肺癌、骨肉瘤和胶质瘤，HMGN5能够促进

某些类型癌症的肿瘤进展，表明该蛋白在癌症治

疗中的潜在作用［13⁃15］。Wu等研究显示，HMGN5在

膀胱癌组织中过表达，并且HMGN5蛋白表达水平

对膀胱癌临床病理分期和预后有重要影响［16］。

Xin 报道指出，HMGN5 的表达恢复部分消除了

miR ⁃ 488 介导的肾细胞癌细胞生长和转移抑

制［17］。然而，目前尚未说明HMGN5在卵巢癌中的

作用。为阐明HMGN5在卵巢癌中的作用，本实验

采用功能丧失的方法即在卵巢癌 SKOV3 细胞中

转 染 HMGN5 siRNA 慢 病 毒 载 体 敲 低 内 源 性

HMGN5 表达，探究 HMGN5 对 SKOV3 细胞增殖、

迁移和侵袭的影响及可能涉及的机制。

本实验筛选 HMGN5 基础表达最高的卵巢癌

细胞株 SKOV3，并通过慢病毒转染法将 HMGN5
siRNA 慢病毒载体转染至 SKOV3 细胞，通过

RT⁃qPCR和Western blot 验证成功构建了 HMGN5
沉默的 SKOV3细胞株。MTT法检测结果显示，沉

默 HMGN5 基因能够显著抑制 SKOV3 细胞增殖。

划痕实验证实沉默HMGN5基因可阻碍 SKOV3细

胞体外迁移能力。Transwell实验表明沉默HMGN5
基因能够抑制 SKOV3细胞侵袭能力。所有这些数

据与先前研究的HMGN5促进肿瘤进展的数据相一

致。PCNA与细胞中DNA合成密切相关，在启动细

胞增殖过程中发挥重要作用，目前已将其作为细胞

处于增殖状态的良好指标［18］。MMP⁃9属于MMP家

族成员，在降解细胞外基质中扮演重要角色，目前研

究证实MMP⁃9通过促进肿瘤细胞的迁移和侵袭能

力促使肿瘤发生转移［19］。本实验Western blot结果

表明，沉默 HMGN5 基因明显抑制 SKOV3 细胞中

PCNA 和 MMP⁃9 蛋白表达。这与已有关于敲低

HMGN5减少细胞中MMP⁃9表达的研究相符。

Zhao 等［20］强调，与正常胰管上皮细胞和邻近

的正常胰腺组织相比，HMGN5的表达在胰腺导管

腺癌细胞系和组织中显著上调，HMGN5通过激活

胰腺导管腺癌中Wnt/β⁃catenin信号通路促进增殖

和侵袭。Wnt1是一种激活Wnt信号通路的分泌配

体，其与肿瘤发生和进展密切相关［21］。β⁃catenin
是从细胞质到细胞核的 Wnt 信号的关键转导

物［22］。近期研究显示，Wnt/β⁃catenin 信号通路在

卵巢癌中异常激活，在卵巢癌的发生和发展中发

挥重要作用［23⁃25］。类似于 Zhao 等人的研究结果，

在 本 研 究 中 观 察 到 在 卵 巢 癌 SKOV3 细 胞 中

HMGN5沉默后，Wnt/β⁃catenin 信号通路关键蛋白

Wnt1 和 β⁃catenin 的表达明显下调。本实验表明

HMGN5 可能正向调节 Wnt/β⁃catenin 信号转导通

路的激活。提示 HMGN5 沉默对 SKOV3 细胞增

殖、迁移和侵袭能力的抑制可能的机制是通过阻

碍Wnt/β⁃catenin信号转导通路的活化实现的。所

·· 489



分子诊断与治疗杂志 2019年 11月 第 11卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2019, Vol. 11 No. 6

有这些数据显示 HMGN5 可能通过激活 Wnt/β ⁃
catenin信号传导途径促进肿瘤进展。

总之，本研究首次证明HMGN5在卵巢癌细胞

系中表达上调，此外，沉默 HMGN5可能通过抑制

Wnt/β ⁃catenin 信号通路的激活抑制 SKOV3 细胞

增殖、迁移和侵袭。本实验为卵巢癌的进展的机

制提供了新的见解，并表明HMGN5可能是卵巢癌

诊断和治疗的潜在靶点。
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术后早期 PTX⁃3及 PCT检测对全麻妇科腹腔镜术后
肺部感染的预测价值

杨秉融 1 王瑾 2★

［摘 要］ 目的 探讨术后早期检测正五聚蛋白 3（PTX⁃3）及降钙素原（PCT）对肺部感染的预测价

值。 方法 选择 2016年 6月至 2018年 12月期间的 264例全麻腹腔镜妇科手术患者为研究对象，术前

及术后 24 h检测外周血 PTX⁃3及 PCT水平，依据术后是否发生肺部感染分为感染组（n=31）及非感染组

（n=233），比较 2 组患者术前及术后 PTX⁃3、PCT 水平：采用 Pearson 相关分析术后 24 h PTX⁃3、PCT 水平

的相关性，采用绘制受试者工作曲线（ROC），评估术后 24 h PTX⁃3、PCT 水平对肺部感染的预测价值。

结果 2 组术前 PTX⁃3 水平差异无统计学意义（P>0.05），感染组术后 PTX⁃3、PCT 水平均高于非感染组

（P<0.05），术后 24 h PTX⁃3、PCT变化率感染组高于非感染组（P<0.05）。术后 24 h PTX⁃3与 PCT水平呈

现正相关关系（r=0.546，P=0.000）。术后 24 h PTX⁃3、PTX⁃3变化率、PCT及 PCT变化率预测肺部感染的

曲线下面积分别为 0.861，0.924，0.836，和 0.817，截断值分别为 2.965 ng/mL，102.420%，1.265 μg/L 和

468.900%。 结论 术后早期 PTX⁃3及 PCT检测对全麻妇科腹腔镜术后肺部感染具有较好的预测价值，

结合 PTX⁃3及 PCT变化率有助于肺部感染的早期诊断。

［关键词］ 正五聚蛋白 3；降钙素原；全身麻醉；肺部感染；妇科腹腔镜

Predictive value of early detection of PTX⁃3 and PCT for pulmonary infection
after gynecological laparoscopic surgery under general anesthesia
YANG Bingrong1, WANG Jin2★

（1. Department of Anesthesiology，Cang zhou Maternal and Child Health Hospital，Cangzhou，Hebei，China，
061000；2. The Second Central Hospital of Baoding City Gynecology，Zhuozhou，Hebei，China，072750）

［ABSTRACT］ Objective To explore predictive value of Pentraxin 3（PTX ⁃ 3）and procalcitonin
（PCT）for pulmonary infection after operation. Methods From June 2016 to December 2018，264 cases of
laparoscopic gynecological surgery under general anesthesia were selected as the study objects. The PTX⁃3 and
PCT levels in peripheral blood were measured before and 24 hours after operation. According to whether there
was pulmonary infection after operation，they were divided into infection group（n=31）and non ⁃ infection
group（n=233）. The PTX ⁃ 3 and PCT levels of the two groups were compared before and after operation.
Pearson correlation analysis was used to analyze the correlation between PTX⁃ 3 and PCT levels at 24 hours
after operation. To evaluate the predictive value of PTX⁃ 3 and PCT levels on pulmonary infection 24 hours
after operation，ROC was drawn. Results Level of PTX⁃3 was no significant difference before operation
（P>0.05），level of PTX⁃3 and PCT was higher after operation in infection group than in non⁃infection group
（P<0.05）. Change rates of PTX⁃3 and PCT was higher in infection group than in non⁃ infection group（P<
0.05）. There was a positive correlation between PTX⁃3 and PCT level 24 hours after operation（r=0.546，P=
0.000）. The area under the curve of PTX⁃3，PTX⁃3，PCT and PCT were 0.861，0.924，0.836，and 0.817，
respectively. The cutoff values were 2.965 ng/mL，102.420% ，1.265 μg/L and 468.900% ，respectively.
Conclusion Levels of PTX⁃3 and PCT after operation has a good predictive value for pulmonary infection
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after gynecological laparoscopic surgery under general anesthesia. The combination of PTX⁃3 and PCT change
rate is helpful for the early diagnosis of pulmonary infection.

［KEY WORDS］ N⁃pentamer 3；Procalcitonin；general anesthesia；Pulmonary infection；Gynecological
laparoscopy

妇科腹腔镜技术是妇科的微创手术技术，广泛

应用于治疗子宫、卵巢疾病。妇科腹腔镜手术需要

全身麻醉支持，但其在应用的过程中存在气管插管

等情况，导致患者易于发生肺部感染等情况，对患

者术后的康复效果与速度均极为不利［1⁃2］，故全麻手

术患者术后肺部感染的防控与治疗是临床关注的

重点，与之相关的研究也不断增多。正五聚蛋白 3
（Pentraxin 3，PTX ⁃ 3）及降钙素原（procalcitonin，
PCT）作为与创伤及感染密切相关的研究指标，其

在外周血中的检测水平有助于了解机体的创伤应

激及感染情况［3⁃4］，对感染性疾病的诊断具有重要

的价值。妇科腹腔镜术后肺部感染是影响患者康

复的重要因素之一，而术后肺部感染往往在术后

2~3 d才会出现明显的症状，因此早期对肺部感染

进行有效的预测对于改善预后具有重要的意义。

本研究就术后早期 PTX⁃3 及 PCT 对全麻腹腔镜

妇科手术患者术后肺部感染的预测价值进行了

探索。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2016年 6月至 2018年 12月期间在沧州市

妇幼保健院妇产科 264例全麻妇科腹腔镜手术患者

为研究对象。纳入标准：原发病具备腹腔镜手术指

征；年龄≥20岁者；术前不存在肺部感染者；排除标

准：既往复杂盆腔手术史；术前存在肺部感染者；合

并其他感染者；合并心脑肾肺肝等功能不全者；合

并代谢性疾病者；恶性肿瘤患者；精神病史者；术前

存在创伤者。根据围术期术后阶段（住院期间）是

否发生肺部感染（诊断标准［5］：①咳嗽、咳痰等呼吸

道症状，②肺部湿啰音；③发热；④白细胞计数增高

或合核左移；⑤影像学检查肺部斑片影或间质改变

等感染征象；其中 1~4中一项合并第 5项则诊断为

肺部感染，并除外其它肺部疾病，如结核、肺血管炎

等）分为感染组（n=31）及非感染组（n=233），2组患

者年龄、孕次、疾病种类及美国麻醉医师协会风险

分 级（American Society of Anesthesiologists Risk
Classification，ASA）分级等基线资料无统计学差异

（P>0.05），见表 1。患者及家属均已签署知情同意

书，研究内容经医院医学伦理委员会批准，符合医

学伦理学要求。

1.2 标本采集与检测

于术前及术后 24 h采集 264例患者外周静脉血

标本，低温离心，离心速度为 3 000 r/min，离心时间

为 5 min，吸取血清保存于深低温保存以备分批检

测。采用酶联免疫吸附法检测血清 PTX⁃3 及 PCT
水平，检测试剂盒购自深圳市晋百慧生物有限公

司，检测仪器为Multiskan型酶标仪（美国赛默飞公

司）。检测板洗涤后设置样品孔、标准品孔和对照

孔，依次滴加稀释样品、标准品和空白对照液，温育

后滴加生物素标记的一抗，然后滴加亲和素标记的

辣根过氧化物酶，充分反应或滴加底物及终止液，

显色后在 450 nm处检测吸光度，计算样品浓度，检

测过程严格按照试剂及仪器实用说明书进行。

基本资料

年龄（岁）

孕次（次）

疾病种类

子宫肌瘤

子宫腺肌症

卵巢囊肿

ASA分级

Ⅰ级

Ⅱ级

感染组（n=31）
41.62±5.66
1.15±0.23

9（29.0）
5（16.1）
17（54.8）

11（55.0）
9（45.0）

非感染组（n=233）
41.75±5.53
1.20±0.19

65（27.9）
31（13.3）
137(58.8)

53（53.0）
47（47.0）

t/c2值

0.095
1.036
0.039

0.027

P值

0.461
0.151
0.843

0.869

表 1 2组基本资料比较［n（%），x ± s］

Table 1 Comparison of basic data in 2 groups［n（%），x ± s］
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组别

感染组

非感染组

t值

P值

n

31

233

PTX⁃3（ng/mL）

术前

1.72±0.27

1.68±0.25

0.829

0.408

术后 24 h

4.35±1.29a

2.76±0.74a

10.110

0.000

PCT(μg/L)

术前

0.21±0.05

0.20±0.04

1.268

0.206

术后 24 h

1.32±0.26a

0.84±0.41a

6.408

0.000
a表示同术前比较 P<0.05。

表 2 2组患者术前及术后 PTX⁃3、PCT水平比较［n（%）］

Table 2 Comparison of PTX⁃3 and PCT levels in 2 groups
before and after operation［n（%）］

1.3 PTX⁃3 及 PCT变化率计算

PTX⁃3 及 PCT变化率依据术前及术后检测值

计算，变化率=（术后 24 h检测值-术前检测值）/术
前检测值×100%。

1.4 统计学处理

数据分析采用 SPSS 11.5 统计学软件，计数

资料用%表示，组间比较采用 c2 检验，计量资

料（x ± s）表示，采用 t 检验，相关检验采用 Pear⁃
son 相关性分析，各指标对肺部感染的预测价值

采用 ROC 曲线，P<0.05 表示差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 术前及术后两组的外周血PTX⁃3及PCT水平比较

术前 2 组的外周血 PTX⁃3 及 PCT 水平，差异

无统计学意义（P>0.05），术后 24 h两组患者 PTX⁃3
及 PCT 均较术前增高（P<0.05），感染组 PTX⁃3 及

PCT明显高于对照组（P<0.05）。见表 2。

2.2 术后早期两组患者 PTX⁃3变化率及 PCT变化

率比较

感染组 PTX⁃3及 PCT术后 24 h变化率高于非

感染组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 术后早期患者 PTX⁃3与 PCT关系

Pearson 相关性分析显示，术后 24 h 外周血

PTX⁃3 与 PCT 水平呈现一定的正相关关系（r=
0.546，P=0.000）。见图 1。

2.4 术后早期 PTX⁃3、PCT 水平及变化率对肺部

感染的预测价值

术后早期 PTX⁃3、PCT水平及变化率对肺部感

染具有较好的预测价值，PTX 变化率 AUC 值最大

（0.924），PTX⁃3敏感度最高（0.871），PCT变化率特

异度最高（0.923）。见表 4，图 2。

3 讨论

子宫切除术患者围术期的安全影响因素较多，

其中麻醉对于患者预后影响较大。全麻术对子宫

切除术患者的术中及术后影响不同程度存在，尤其

气管插管的侵入性干预方式，导致呼吸系统感染发

生率相对较高，因此肺部感染是本类患者常见的并

发症之一［6⁃7］。而肺部感染的发生不仅仅不利于患

者术后的康复速度与效果，且较大程度地影响到患

者的生存质量，增加了患者的经济负担，对于本类

全麻手术患者进行肺部感染预测因素的研究与掌

组别

感染组

非感染组

t值
P值

n
31
233

PTX⁃3变化率

162.23±59.78
71.15±27.21

14.598
0.000

PCT变化率

532.52±192.77
318.50±101.97

9.649
0.000

表 3 2组患者术后早期 PTX⁃3及 PCT变化率比较

［n（%）］

Table 3 Comparison of early change rate of PTX⁃3 PCT
in 2 groups［n（%）］

指标

PTX⁃3（ng/mL）
PTX⁃3变化率（%）

PCT(μg/L)
PCT变化率（%）

AUC
0.861
0.924
0.836
0.817

P值

<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

95%CI
0.788~0.934
0.874~0.973
0.772~0.900
0.715~0.919

截断值

2.965
102.420
1.265

468.900

敏感度（%）

0.871
0.774
0.710
0.710

特异度（%）

0.601
0.888
0.760
0.923

表 4 各指标对术后肺部感染的预测价值

Table 4 Predictive Value of Table 2 Indicators for Postoperative Pulmonary Infection

R2线性=0.298

术后 24hPTX⁃3

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

2.00

1.50

1.00

0.50

0.00

术
后

24
hP

C
T

图 1 术后早期患者 PTX⁃3与 PCT关系

Figuer 1 Relevance between PTX⁃3 and PCT in
early postoperative patients
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握更有助于肺部感染的防控。全麻术后的肺部感染

与有创操作引起的肺部细菌入侵有关［8⁃9］，术后早期由

于器官插管对气道粘膜的刺激，患者往往有不同程度

的呼吸道分泌物增多，甚至伴有咳嗽、咳痰等症状，而

明显的肺部感染症状如发热、咳脓痰、肺部啰音的出

现往往具有一定的滞后性，因此肺部感染的早期诊断

较为困难。因此早期对患者术后肺部感染进行有效

的预测并采取干预措施，具有重要的临床意义。

PCT及 PTX⁃3均是新型的炎性细胞因子。PCT
是甲状旁腺 C细胞分泌的多肽，无生物活性，对细

菌感染极为敏感，在细菌感染时能够迅速升高，并

且与感染的严重程度有关［10⁃11］，在重症感染的治疗

和评估中具有重要的价值。在不明原因的感染中，

PCT的水平已经作为抗菌药使用的临床指标［12］，并

且列入抗菌药应用指南中。PTX⁃3是体内巨噬细

胞、内皮细胞等多种细胞分泌的五聚体蛋白，是一

种急相期反应蛋白［13］，在发生感染及炎症时，数小

时内既可明显增高，不仅能够预测细菌感染，而且

对脓毒血症等严重感染患者预后也具有评估价

值［14⁃15］。在对本组资料分析发现，在术后 24 h发生

肺部感染患者 PCT及 PTX⁃3增高的更为明显，而未

发生感染患者 PCT及 PTX⁃3升高的要较感染组患

者低，其增高原因与手术及麻醉创伤引起的炎性应

激反应有关，升高的幅度相对较小。而感染组患者

受感染因素引起的增高则更为明显，而且 PCT 与

PTX⁃3具有正相关关系，说明其在对机体创伤及感

染引起的炎性反应中具有一致性。在对ROC曲线

计算发现，术后早期 PCT及 PTX⁃3水平对妇科全麻

腹腔镜手术后肺部感染具有较好的预测价值

（AUC>0.6），而且 PCT及 PTX⁃3变化率具有很高的

特异性，PCT及 PTX⁃3水平受其基础水平的影响，

但其变化率受基础水平的影响较小，则更能够反应

其升高的幅度。庄海涛等人在肺癌术后对肺部感

染的研究中发现，PCT能够很好的预测肺部感染发

生的风险，但是因为肺癌术后中对肺部存在手术操

作创伤的因素，因此并不能完全预测其与气管插管

导致肺部感染的风险。舒化青对 PTX⁃3研究发现，

PTX⁃3不仅与肺部感染有关，在对呼吸机机械通气

的过程中，PXT⁃3参与对肺部的机械损伤过程，其不

仅是感染发生的炎性标志物，可能也参与肺部感染

发生的过程，但是在对机械通气后肺部感染发生预

判上，并未进行相关的研究。本研究在相关研究的

基础上，对其 PCT和 PTX⁃3进行动态监测，评价其

对全麻术后肺部感染的预测价值进行了进一步的

研究，病情证实具有较好的临床应用价值。

综上所述，术后早期（24 h）进行 PCT与 PTX⁃3
及其变化率检测能够较早的预测妇科全麻腹腔镜

术后潜在的肺部感染，对提高全麻术后的围手术

期安全具有重要的意义。
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不同 HBV 基因型慢性乙型肝炎患者的血清 HBV
DNA、PreS1、HBeAg检测结果分析

吴湃 1 吴坤河 2 刘海燕 1 张斗星 1 胡安群 1★

［摘 要］ 目的 调查安徽安庆地区慢性乙型病毒性肝炎患者所感染的乙型肝炎病毒（HBV）的基

因型构成，并探讨不同 HBV 基因型患者的血清 HBV DNA、PreS1、HBeAg 检测结果及临床价值，为乙型

病毒性肝炎患者的个体化医疗提供依据。 方法 选取慢性乙肝患者共 226例，采用巢式 PCR技术对其

进行基因分型检测，采用实时荧光定量聚合酶链反应法（RT⁃PCR）检测患者血清HBV DNA，用酶联免疫

吸附分析法（ELISA）检测血清 PreSl 抗原与 HBeAg。 结果 在调查的乙型病毒性肝炎患者中，以 B 基

因型（占 58.0%）与 C基因型（占 41.1%）HBV感染为主。B基因型患者血液中HBV DNA阳性率（57.2%）

与C型患者（63.4%）没有统计学差异；B基因型患者血液中 PreS1抗原阳性率（48.1%）与C型患者（48.4%）

也没有明显差异；C 基因型 HBV 感染的患者血液 HBeAg 阳性率（46.2%）高于 B 基因型患者

（32.1%）。 结论 安徽安庆地区在慢性乙肝的卫生防治策略上，应重点关注B、C型基因型HBV感染的

防治。而C基因型HBV感染患者具有高HBeAg阳性率，应采取更积极、有效干预措施。

［关键词］ 慢性乙型病毒性肝炎；HBV基因型；HBV DNA；Pre S1；HBeAg

Serum HBV⁃DNA，preS1，HBeAg in patients with various HBV genotype of
chronic virus hepatitis B
WU Pai1，WU Kunhe2，LIU Haiyan1，ZHANG Douxing1，HU Anqun1★

（1. Department of Laboratory Medicine，The affiliated Anqing Hospital，Anhui Medical University，Anqing，
Anhui，China， 233001； 2. Department of Pathology，Guangdong Women and Children 􀆳 s Hospital，
Guangzhou，Guangdong，China，511400）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the distribution of hepatitis B virus（HBV）genotypes in
patients with chronic virus hepatitis B in Anqing city of Anhui Province，and study the expression and clinical
significances of serum HBV DNA，preS1，HBeAg in various HBV genotypes，s provide the base for
individualized treatment of the virus hepatitis B. Methods The HBV genotypes of 226 patients with
chronic virus hepatitis B were determined by nested polymerase chain reaction（PCR）. The level of serum
HBV DNA in patients was detected by Real ⁃ time quantitative fluorescent polymerase chain reaction（RT ⁃
qPCR）. The levels of serum preS1 and HBeAg were detected by enzyme linked immunosorbent assay
（ELISA）. Results Among the investigated hepatitis B patients，HBV infection was mainly caused by
genotype B（58.0%）and genotype C（41.1%）. The positive rate of HBV DNA in the blood of patients with
genotype B（57.2%）was not statistically different from that of patients with genotype C（63.4%）；the positive
rate of PreS1 antigen in the blood of patients with genotype B（48.1%）was not significantly different from that
of patients with genotype C（48.4%）；the positive rate of HBeAg in the blood of patients with genotype C
（46.2%）was higher than that of patients with genotype B（32.1%）. Conclusions More attention should be
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乙型病毒性肝炎（简称乙肝）是一种在我国比

较高发的传染病，它是由乙型肝炎病毒（hepatitis
B virus，HBV）持续感染引起。根据基因组序列异

质性，HBV 可分为 8 种基因型（A 型~H 型）［1］。各

种基因型 HBV 对于药物的效果及患者的预后有

一定的差异［2］。因此，有必要对患者感染的 HBV
进行基因分型。据报道，各种基因型 HBV 在全球

不同地区的分布呈现不同的流行病学特点［3］。我

国感染的 HBV 主要以 B型和 C型为主，其中 B型

以 Ba型为主。HBV在我国北方以 C型为主，而在

南方则为B型较高［4］。

对 HBV 感染进行监测及病情评估，对于患者

的治疗方案选择与疗效非常重要。在临床实践

中，HBV DNA、乙型肝炎 E 抗原（hepatitis B e anti⁃
gen，HBeAg）、乙肝病毒前 S1蛋白抗原（Pre⁃S1 an⁃
tigen，PreS1）是反映 HBV 感染状态和预后的重要

指标［5］。而这 3个指标在不同基因型HBV感染患

者血液中的表现的研究，在国内外研究尚少，并存

在一定的争议。因此，本研究通过检测并比较

HBV DNA含量、HBeAg、PreS1抗原在不同基因型

HBV 感染患者中的差异，为乙型病毒性肝炎的个

体化与有效诊疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 患者与标本采集

随机选取 2017 年 1 月份至 8 月份在安徽医科

大学附属安庆医院住院的慢性乙肝患者共 226例，

其中男 153例，女 73例，年龄 17~73岁。所有患者

均符合 2015 年中华医学会肝病学分会、中华医学

会感染病学分会联合制订的《慢性乙型肝炎防治

指南》的诊断标准［6］；乙型肝炎病毒表面抗原定性

实验为阴性结果或乙型肝炎病毒表面抗原定量结

果低于 0.05 IU/mL 的患者均不纳入本研究。本研

究严格保密患者的个人信息与隐私，遵守安徽医

科大学附属安庆医院对医学伦理方面的相关规

定。于患者入院第二天清晨，采集空腹血清用于

后续检测。

1.2 材料与方法

1.2.1 试剂

病毒基因组 DNA 提取试剂盒购自于天根生

物（北京）有限公司，巢式 PCR 选用日本 takara 生

物公司的 Pyrobest DNA polymerase 试剂盒，50 bp
DNA 分子量标准（50 bp~400 bp）购自于北京庄盟

生物公司，引物由上海生工生物公司合成。HBV
DNA 荧光定量 PCR 试剂盒由中山大学达安基因

公司生产，HBeAg 体外检测试剂盒购自于厦门英

科新创科技公司，乙肝病毒前 Sl 抗原体外检测试

剂盒购自于上海阿尔法生物技术公司。

1.2.2 HBV DNA基因分型检测

先按照病毒基因组 DNA 提取试剂盒说明书

操作流程，提取患者血液标本中的乙型肝炎病毒

DNA基因组；然后采用巢式 PCR技术进行两轮扩

增及检测，引物设计如表 1。第一轮 PCR扩增之引

物针对 HBV 保守序列设计，扩增程序为：94℃ 预

变性 2 min，94℃ 变性 30 s，58℃ 退火 30s，72℃延

伸 2.5 min，进行 30 个循环，最后 72℃ 延伸 10
min。第二轮 PCR扩增之引物针对人群中HBV主

要类型（B、C 亚型）特异基因序列设计，扩增程序

为：94℃预变性 2 min，94℃变性 30 s，55℃ 退火

30 s，72℃ 延伸 1 min，进行 35个循环，最后 72℃延

伸 10 min。PCR 扩增产物进行 2%琼脂糖凝胶电

泳分析，50 bp DNA 分子量标准作为为电泳参照。

1.2.3 HBV DNA定量检测

HBV DNA 定量检测采用实时荧光定量 PCR
法，使用美国 ABI 7300型荧光定量 PCR 仪进行扩

增检测。患者血液中 HBV DNA 含量≥1 000 IU/
mL则判断为阳性。

1.2.4 HBeAg检测

HBeAg 检测采用一步法双抗体夹心 ELISA
法，严格按照 HBeAg 体外检测试剂盒说明书进行

操作，并根据说明书给出的公式计算出临界值

（Cut⁃off value）及判读结果。

1.2.5 PreS1抗原检测

Prs1 抗原检测采用两步法双抗体夹心 ELISA

paid in the genotype B，C of HBV infection in the prevention and treatment of chronic virus hepatitis B in
Anqing city of Anhui Province. More active and effective intervention measures should be taken to control the
genotype C of HBV infection，which has a higher positive rate of HBeAg，higher infection，more serious
progression of disease.

［KEY WORDS］ Chronic virus Hepatitis B；HBV Genotype；HBV DNA；PreS1；HBeAg
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组别

B型

C型

n

131

93

HBV DNA
（+）

75（57.2）

59（63.4）

HBV DNA
（－）

56（42.8%）

34（36.6%）

c2值

0.867

P值

0.352

表 2 B、C基因型患者中的HBV DNA表达情况

Table 2 Expression of HBV DNA in genotype
B，C infected patients

组别

B型

C型

n
131
93

PrsS1（+）
63（48.1%）

45（48.4%）

PrsS1（-）
68（51.9%）

48（51.6%）

c2值

0.002

P值

0.965

表 3 B、C基因型患者的 PreS1抗原表达情况

Table 3 Expression of PreS1 in genotype B，C infected
patients

目标基因

HBV基因保守序列

HBV⁃B亚型特异基因

HBV⁃C亚型特异基因

引物标号

HBV⁃U1（正义)
HBV⁃U2（反义）
Type B1（正义）
Type B2（反义）
Type C1（正义）
Type C2（反义）

引物序列

5′⁃TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA⁃3′
5′⁃CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC⁃3′
5′⁃GGC TCM AGT TCM GGA ACA GT⁃3′
5′⁃CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG A⁃3′
5′⁃GGC TCM AGT TCM GGA ACA GT⁃3′
5′⁃GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G⁃3′

扩增位点

nt 2823⁃2845
nt 685⁃704
nt 67⁃86

nt 324⁃345
nt 67⁃86

nt 165⁃186

表 1 巢式 PCR检测HBV基因型的引物

Table 1 Primers for detection of HBV genotypes by nested PCR

组别

B型

C型

n

131

93

HBeAg（+）

42（32.1%）

43（46.2%）

HBeAg（-）

89（67.9%）

50（53.8%）

c2值

4.641

P值

0.031

表 4 B、C基因型患者中的HBeAg表达情况

Table 4 Expression of HBeAg in genotype
B，C infected patients

法，严格按照乙肝病毒前 Sl 抗原体外检测试剂盒

说明书进行操作，并根据说明书给出的公式计算

出临界值及判断结果。

1.3 统计分析

本研究的实验数据统计分析运用 SPSS 20.0
版本软件包。计数资料采用百分比（%）表示，采用

c2检验进行统计学分析，P<0.05 表示差异有显著

性意义。

2 结果

2.1 患者感染的HBV基因分型结果

选择两对引物（HBV保守序列引物、B或 C亚

型特异性引物），运用巢式 PCR技术对 226例乙型

病毒性肝炎患者血清进行基因型检测分析。其中，

B基因型引物的阳性扩增片段产物为 279 bp，C基

因型引物的阳性扩增片段产物为 120 bp，与理论上

目标基因产物片段大小一致。统计结果显示，B基

因型占比为 58.0%（131例/总数 226例），C基因型占

41.1%（93例/226例），其他基因型占 0.9%（2例/226
例），HBV以B、C基因型为主。

2.2 B、C基因型患者中的HBV DNA表达情况

采用荧光实时定量 PCR 法对乙肝病毒患者

HBV DNA 进行检测，结果显示，B 基因型患者中

HBV DNA 阳性率为 57.2%（75/131）；C 基因型患

者中 HBV DNA 阳性率为 63.4%（59/93）。卡方检

验结果显示，HBV DNA阳性率在 B型患者和 C型

患者中无显著性差异，见表 2。

2.3 B、C基因型患者的 PreS1抗原表达情况

采用双抗体夹心 ELISA法的两步法对乙肝病

毒患者 PreS1 抗原进行检测，结果发现，B 基因型

患者中 PreS1 抗原阳性率为 48.1%（63/131）；C 基

因型患者中 Pres1 抗原阳性率为 48.4%（45/93）。

卡方检验结果显示，PreS1抗原阳性率在 B型患者

和 C型患者中差异不显著（P>0.05），见表 3。

2.4 B、C基因型患者中的HBeAg表达情况

采用双抗体夹心 ELISA法的两步法对乙肝病

毒患者中的HBeAg抗原进行检测，结果发现，B基

因型患者中HBeAg阳性率为 32.1%（42/131）；C基

因型患者中HBeAg阳性率为 46.2%。卡方检验结

果显示，HBeAg 阳性率在 B 型患者和 C 型患者中

差异显著（P<0.05），见表 4。

3 讨论

控制患者体内HBV病毒复制是乙型病毒性肝

炎治疗的一个重要策略。干扰素和核苷酸类抑制

物是目前常规的乙肝抗病毒药物，而这两类药物

在不同基因型患者中的治疗效果有一定差异［7⁃9］，

这很可能是由于不同基因型患者产生的耐药突变
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率各异［10⁃12］。因此，乙肝患者的基因分型对乙肝的

诊断和治疗中有重要的指导意义。本研究针对各

基因型 HBV 基因设计特异性引物，并应用巢式

PCR技术对安徽安庆地区慢性乙型病毒性肝炎患

者进行基因分型检测，经统计分析发现，该地区慢

性乙肝患者的HBV感染是以 B基因型（占 58.0%）

与 C 基因型（占 41.1%）为主，其他基因型较少见。

该调查结果与同行在我国中部地区的调查报道一

致，这为该地区的乙肝疫情的预防政策制定及患

者诊疗的药物选择提供了重要的依据［3］。

大量研究已证实，HBV DNA、HBeAg、PreS1
抗原是评估患者体内乙肝病毒感染状况、病情进

展及治疗效果的重要指标，在临床患者诊疗中应

用广泛［5］。本研究检测了不同HBV基因型患者中

这 3个指标的表达情况。研究结果显示，C基因型

HBV 感染的患者血液 HBeAg 阳性率明显高于 B
基因型患者，而血液中 HBV DNA 阳性率与 PreS1
抗原阳性率在 B 型与 C 型患者中没有明显差异，

本研究结果与秦望森等报道的结果一致［13⁃14］。

HBV DNA 含量检测是反映乙肝病毒在患者

体内复制状况的最直接指标。本研究发现在不同

HBV基因组HBV DNA阳性率没有显著差别，这与

以往同行的实验结果是一致的［15⁃16］。但据报道，

C 基因型患者中HBV DNA高拷贝者（≥100 000 IU/
mL）比例明显比B基因型要高［17］，这提示C型HBV
患者有更高的病毒复制［18］。但国内也有乙肝病毒

高拷贝组在B型和C型中没有明显差异的报道［19］，

这可能与研究对象选取范围的差异有关。

PreS1抗原在HBV感染的最早期即可出现，因而

可以起到早期诊断的作用。它与HBV DNA检出率

高度吻合，随HBeAg消失而消失，可作为病毒清除与

病毒转阴的指标。PreS1抗原阳性的患者具有更大的

病毒传染性，它能反映HBV病毒复制和传染性的指

标［19］。本研究结果显示，PreS1抗原在不同HBV基因

型中无显著性差别，与HBVDNA检测结果一致。

HBeAg是乙肝病毒核心颗粒中的一种可溶性

蛋白质。它的出现往往迟于HBsAg，而消失却早于

HBsAg。它在乙肝活动期检出率升高，表明肝细胞

有较严重的损伤，患者有很强的传染性。因此，它

是一个反映乙肝病情进展及病毒传染性的血清学

标志物［21］。本研究发现，C基因型HBV患者比B基

因型有更高的HBeAg阳性率，与国内同行的研究报

道一致［14］。这提示C基因型HBV患者可能病毒复

制活动更活跃，病情更严重，疗效与预后更差。

因此，在安徽安庆地区等我国中部地区慢性

乙肝患者的卫生防治政策上，应重点关注 HBV 主

要基因型（B 与 C 型）的防治。HBV DNA 含量与

PreS1抗原检测，对准确评估病毒复制情况及患者

的病情非常有帮助。而 C 基因型 HBV 感染患者

具有高 HBeAg 阳性率、高传染性及及严重的病情

发展，更应引起高度重视及采取有效的诊治措施。
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南京地区 1 776例外周血淋巴细胞染色体核型分析

余梦瑶 顾敏 赵鸿★

［摘 要］ 目的 探讨染色体核型异常与南京地区常住人口染色体病的分布关系。 方法 收集

2006年 1月至 2016年 1月间本院进行染色体检查的 1 776位居民肝素锂抗凝外周血，将其中淋巴细胞分离

培养，显微镜观察并记录G显带染色体核型，按照人类细胞遗传学命名国际体系（ISCN 2013）统计染色体

核型。 结果 在 1 776例受检者中，检出染色体异常核型样本 280例（15.76%）。其中常染色体数目异常

26例（1.46%），常染色体结构异常 33例（1.86%），性染色体数目异常 140例（7.88%），性染色体结构异常 29
例（1.63%），性别扭转 39例（2.20%），嵌合体 13例（0.73%）；806例具有临床表现的男性样本中检出染色体

异常核型 108例（13.40%），429例女性样本中检出染色体异常核型 65例（15.15%）。 结论 通过染色体核

型分析结合临床表现可以明确病因，诊断染色体病，为临床诊断、遗传咨询等提供重要依据及指导意义。

［关键词］ 染色体核型分析；核型异常；染色体病

Chromosome karyotype analysis of 1 776 peripheral blood lymphocytes in
Nanjing Area
YU Mengyao，GU Min，ZHAO Hong★

（Department of Laboratory Medicine，the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing，
Jiangsu，China，210029）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between abnormal karyotypes and the
distribution of chromosomal diseases in Nanjing. Methods 1 776 samples from January 2006 to January
2016 with heparin lithium anticoagulant peripheral blood were collected for chromosome examination in the
first affiliated hospital，Nanjing Medical University. Lymphocytes were separated and cultured respectively.
Karyotype was observed by G banding and recorded by the International System of Human Cytogenetic
Naming（ISCN 2013）. Results Among 1 776 cases，280（15.76%）were abnormal karyotypes. Within
them，26 cases（1.46%）were abnormal in the number of autosomal chromosomes，33 cases（1.86%），140
cases（7.88%），29 cases（1.63%），39 cases（2.20%）were abnormal in the number of sex chromosomes，13
cases（0.73%）were abnormal in the structure of sex chromosomes，108 cases（13.40%）were abnormal in the
806 male samples with clinical manifestations，and 429 female samples. 65 cases（15.15%）were abnormal
karyotype. Conclusion karyotype analysis combined with clinical manifestations can identify the cause of
disease，and provide important information for clinical diagnosis and genetic consultation.

［KEY WORDS］ Chromosome karyotype analysis；Abnormal karyotype；Chromosomal diseases

染色体疾病是由于染色体数目或者结构异常

引起的疾病。对高危人群进行染色体核型分析是

一个重要的遗传学检查手段，对临床诊断及指导

优生优育有重要意义。现对近 10年来院就诊的 1
776 例南京居民患者进行外周血淋巴细胞染色体

核型分析，旨在分析和评估其与南京地区常住人

口染色体病分布情况关系。

1 对象和方法

1.1 对象

收集2006年1月至2016年1月间由医生开具染

色体检查项目，来院进行常规染色体检查的南京地区

居民共计 1 776人的肝素锂抗凝外周血。其中，男性

1 124 人，占 63.3%（1 124/1 176），女性 652 人，占
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36.7%（652/1 176），受检者年龄分布在12~45岁之间。

1.2 方法

1.2.1 外周血淋巴细胞培养及染色体制备

无菌条件下抽取肝素锂抗凝外周血 2 mL，上下

颠倒混匀。吸取 1 mL加入淋巴细胞培养基（达晖

生物），培养 72 h。收获前 2.5 h加入 10 μg/mL的秋

水仙素 150 μL/每瓶。2 500转离心 10 min弃上清，

加入 0.075 mol/L KCL 溶液 9 mL，重悬沉淀。37℃
水浴 15 min。加入新鲜配置固定剂（甲醇∶乙酸=3∶
1）1 mL混匀。2 500 r离心 10 min弃上清，加入固

定剂 10 mL 室温静置 10 min，2 500 转离心 10
min。重复固定一次。弃上清液，加入适量固定剂

调成适宜浓度的细胞悬液。将细胞悬液滴在预冷

的洁净湿片上，放烤箱 80℃烘烤 4 h，自然冷却。

1.2.2 G显带

玻片置入 0.05%胰酶消化 60 s。流水冲净，

Giemsa（Sigma）染色显带。按照人类细胞遗传学

命名国际体系（ISCN 2013）统计染色体核型。

2 结果

2.1 280例异常核型分布情况

1 776 例样本中共检出染色体核型异常 280
例，占 15.76%（280/1 776）。其中常染色体数目异

常 26 例，占异常染色体核型的 1.46%（26/1 776）；

常染色体结构异常 33 例，占异常染色体核型的

1.86%（33/1 776）；性染色体数目异常 140 例，占异

常染色体核型的 7.88%（140/1 776）；性染色体结构

异常 29 例，占异常染色体核型的 1.63%（29/1
776）；性别扭转 39例，占异常染色体核型的 2.20%
（39/1 776）；嵌合体 13 例，占异常染色体核型的

0.73%（13/1 776）。如表 1 所示，染色体数目异常

者中，最为常见的核型为 47，XXY，占染色体数目

异常总数的 56.02%（93/166）；其他比较常见核型

分别为 45，XO，占 22.89%（38/166）；47，XY+21，占
12.05%（20/166）；染色体结构异常者的主要核型分

别为：46，X，i（Xq），占结构异常总数的 12.90%（8/
62）；45，XY，rob（13；14），占 8.06%（5/62）；46，X，

i（Xp），占 9.68%（6/62）。性别扭转或性分化异常

（男：46，XX；女：46，XY）共计 39例，占异常核型总

数 13.93%（39/280）。嵌合体中，常见异常核型为

45，XO/46i（Xq），占异常总数的 2.14%（6/280）。其

他比较罕见的染色体异常核型详见表 1，约占染色

体异常总数的 23.21%（65/280）。

表 1 280例异常染色体核型及其分布［n（%）］

Table 1 Distribution of 280 abnormal chromosome
karyotype［n（%）］

染色体异常分类

染色体数目异常

染色体结构异常

性别扭转

嵌合体

常染色体数目异常

性染色体数目异常

常染色体结构异常

性染色体结构异常

结果

47，XY+21
47，XX+21，+（7；14）（p21；q23）

47，XX+？
44，XX⁃13⁃18

47，XXY
45，XO

48，XYY+mar
47，XXX

47，XXY，inv（9）
47，XY，i（xq）
48，XXYY
47，XYY

44，X，rob（13；14）
45，XY，rob（13；14）
45，XX，rob（13；14）
45，XY rob（14；21）
45，XX，rob（13；21）

46，XX inv（9）
46，XY inv（9）

46，XX+（1q⁃；14q+）
46，XX，t（8；11）（q21；p15）

46，XY，t（14；21）
46，XY，t（2p⁃；7q+）

46，XY，14pt
46，X，del（q21；q28）

46，XY，t（10；13）（p14；q13）
46，XY，15p+
46，XY，9p+
46，XX，13p+

46，XX，inv（9）（p11；q13）
46，XX，t（1；19）（p21；p14）
46，XX，t（7；11）（p22；q23）
46，XX，t（1；4）（p36；q25）
46，XY，t（1；2）（p12；q35）
46，XY，t（4；7）（q31.3；p15）
46；XY，inv（9）（p11；q13）
46，XY，inv（10）（p21；q25）
46，XX，inv（6）（p22；q22）

46，XY，inv（3）
46，Xi（Xq）
46，Xi（Xp）
46，XXp⁃

46，XXi（Xq）
46，Xi，dic（X）

46，XYq⁃
46，Xi（Xq⁃）
46，XY（小Y）
46，XY，Yq+

46，X，inv（Y）（p11；q11）
46，X，Yp+
46，X，⁃X，+？
男 46，XX
女 46，XY

45，X0/46i（Xq）
46，XX/45，X0
46，XXq⁃/45，X0
47，XXY/46，XX

46，Xdel（Xp⁃）/45，X0
46，XX/45，X0，inv（9）

45，XO/46，X+？

例数

（n）

20
4
1
1
93
38
2
2
1
1
1
1
1
5
3
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
8
6
4
2
2
1
1
1
1
1
1
1
13
26
6
2
1
1
1
1
1
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2.2 核型异常患者的主要临床表现

男性受检者中，临床诊断为第二性征发育不良

者共计 460例，导致其异常的主要核型为 47，XXY
（11.74%）、46，XX（1.30%）和 45，XY，rob（13；14）
（0.65%）；弱/无精症患者 312例，检出的异常核型主

要 为 47，XXY（6.73%）和 45，XY，rob（13；14）
（1.28%）；智力低下患者 19例，主要核型为 47，XY+

21（73.68%）；两性畸形者 15 例，核型为 46，XX
（40.00%）。女性受检者中，临床诊断为原发闭经者

共计 156例，异常核型主要为 45，XO（12.18%）、46，
XY（5.13%）和 46，X，i（Xq）（3.85%）；第二性征发育

不良者128例，其染色体核型大部分正常；矮小、迟缓

发育者 131例，主要异常核型为 45，XO（7.63%）；两

性畸形者14例，异常核型为46，XY（71.43%）。

表型

男性

女性

临床诊断

第二性征发育不良

弱/无精症

智力低下
两性畸形

原发性闭经

第二性征发育不良

矮小、发育迟缓

两性畸形

受检例数（%）

460（25.90）

312（17.57）

19（1.07）
15（0.84）

156（8.78）

128（7.21）

131（7.38）

14（0.79）

异常核型

47，XXY
46，XX

45，XY，rob（13；14）
47，XXY

45，XY，rob（13；14）
47，XY+21
46，XX
45，XO
46，XY

46，X，i（Xq）
46，XY
45，XO

46，X，i（Xq）
45，XO

46，X，i（Xq）
46，XY
46，XY

检出例数（n）
54
6
3
21
4
14
6
19
8
6
3
1
1
10
4
3
10

异常检出率（%）

11.74
1.30
0.65
6.73
1.28
73.68
40.00
12.18
5.13
3.85
2.34
0.78
0.78
7.63
3.05
2.29
71.43

表 2 常见染色体核型异常者临床表现与核型分类及异常检出率［n（%）］

Table 2 Clinical manifestations，karyotype classification and abnormal detection rate of common chromosomal
karyotype abnormalities［n（%）］

3 讨论

遗传咨询患者中经常出现的染色体异常包括

染色体数目异常、染色体结构异常及嵌合体等［1⁃2］。

染色体异常又是导致染色体病的重要因素［3］。染色

体病可造成患者的畸形和残疾，或者出现多器官、

多系统功能异常等［4］，危害患者身心健康，也会给社

会家庭带来压力与经济负担。目前临床上尚未有

有效的染色体病治疗方法，进行染色体核型分析结

合临床表现可以明确病因，为临床诊断、遗传咨询

及优生优育等提供重要依据及指导意义。

本次研究中对南京地区1 776例患者进行了细胞

遗传学分析，共检测出染色体异常 280例，异常率为

15.76%，显著高于一般人群染色体异常频率5%［5］，这

可能与本研究剔除了多态性核型相关；此外，此次研

究核型异常率也高于周静等［6］2012年对南京地区核

型异常率（6.37%），可能与两者研究抽样人群、样本量

及检测技术的进步相关；但本研究异常率与柯买春［7］

2019年对九江地区的研究异常率（11.9%）接近，表明

染色体核型异常为遗传咨询患者中常见病因。

本文中染色体异常以性染色体数目异常为主，

占比 50%，其次为性别扭转、常染色体结构异常、性

染色体结构异常和常染色体数目异常，嵌合体比例

最低。性染色体数目异常又以 47，XXY为主，占性

染色数目异常的 66.43%（93/140），与邱惠国等研究

结果相符［5］；47，XXY 称为克氏综合征，本研究的

460例第二性征不良和 312例弱/无精症男性受检者

中，检出 75例，表明该核型异常发生频率高，应通

过染色体检查，为患者的诊断和治疗提供指导性依

据。而女性染色体数目异常则以 45，XO为主，即特

纳氏综合征（Turner syndrome，Turner􀆳s综合征），占

比为 27.14%（38/140）。Turner􀆳s综合征临床表现为

身材矮小、第二性征发育不良、闭经等，本研究在 156
例原发性闭经患者中检出 19例（12.18%），在 128例

第二性征发育不良患者中检出 1例（0.78%）；在 131
例矮小、发育迟缓患者中检出 10例（7.63%），与王新

红［8］等人的研究结果一致。性别扭转是指社会性别

为女性，而染色体核型 46，XY；以及社会性别为男

性，而染色体核型为 46，XX。本研究中共检出性别

扭转 39例（2.20%），性别扭转可能导致性别应有性
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征不明显，比如：XY女性出现原发闭经、阴毛稀少及

腹股沟包块等；男性出现乳房发育、阴囊小及喉结不

明显等［9］。本次研究中，检出常染色体结构异常 33
例（1.86%），其中罗伯逊易位核型 12例，又以 13、14
号染色体易位为主，占比高达 75%（9/12），与陈春

等［10］研究结果相符。罗伯逊易位表型一般正常，但

其易位原理决定了其不能产生配子或导致胎儿流产

或死胎［7］。本研究临床诊断为第二性征发育不良患

者中检出罗伯逊易位 3例，弱/无精症 4例。因此，十

分有必要对于这类患者进行染色体核型分析指导生

育，以达到优生优育的目的。本次研究中嵌合体检

出占比为 0.73%，比例较低，可能由于核型分析检测

技术分辨率有限，且嵌合体可因其嵌合比例的不同

从而导致临床表型的严重程度不同，因此，或许可以

联合其他比较先进的分子诊断技术进行检测，为临

床提供更全面准确的诊断依据及咨询指导。

染色体核型分析是一种重要的遗传学检查手

段，具有不可替代的临床价值。然而，传统的染色

体核型分析技术易受环境因素影响，且其分辨率不

高，对于小于 10 Mb片段的缺失或重复难以检出，这

些缺陷均在一定程度上限制了其临床应用［11］。近年

来，随着分子检测技术的不断发展，染色体微阵列分

析技术、比较基因组分析、光谱核型分析等基因检测

技术的普及使得能够对基因进行精细定位，从而明

确染色体复杂结构异常的具体发病机制，提高了染

色体病的确诊率，为指导优生优育、预防、诊断及治

疗染色体病提供更为全面准确的依据。

接下来的研究将结合传统细胞遗传染色体核

型分析技术与 FISH、CMA 等多种分子遗传学技

术，提高对因染色体疾病导致不孕不育的确诊

率。笔者将进行跟踪随访，并检测部分弱精患者

外周血 DNA 中相关基因甲基化水平。相信新的

研究不仅能为不育男性找出可能病因，也助于其

选择更加合适的辅助生育治疗方式，因此对高危

人群进行染色体检查是非常有必要的。
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血清 Chemerin、25（OH）D3、visfatin水平检测对妊娠
期糖尿病的诊断价值及与患者胰岛素抵抗的关联性

李茂香 1 李玉 2 吕媛媛 1 曹永献 3★

［摘 要］ 目的 探讨血清趋化素（Chemerin）、25⁃羟基维生素 D3［25（OH）D3］、内脂素（visfatin）
水平检测对妊娠期糖尿病（GDM）的诊断价值及与患者胰岛素抵抗（IR）的关联性。 方法 选取 2017年

2 月至 2019 年 3 月本院 GDM 患者 80 例设为研究组，另选取同期正常体检妊娠女性 80 例设为对照组。

入院后抽 2组血液样本，测定对比研究组、对照组血清 Chemerin、25（OH）D3、visfatin水平、稳态模型胰岛

素抵抗指数（HOMA⁃IR），并统计分析血清 Chemerin、25（OH）D3、visfatin 水平与 HOMA⁃IR 关联性、

Chemerin、25（OH）D3、visfatin 单独与联合应用对 GDM的诊断效能。 结果 研究组血清 25（OH）D3水

平为（27.26±5.11）nmol/L，低于对照组（38.71±8.63）nmol/L，血清 Chemerin、visfatin 水平分别为（273.92±
40.20）ng/mL、（23.54±2.66）ng/mL，高于对照组（186.14±26.06）ng/mL、（11.68±1.80）ng/mL（t1=10.211、t2=
16.388、t3=33.028，P 均<0.001）；研究组 HOMA⁃IR 为（3.89±1.38）高于对照组（1.62±0.46）（t=13.958，P<
0.001）；经 Spearman 相关分析，血清 25（OH）D3 水平与 HOMA⁃IR 呈显著负相关，血清 Chemerin、visfatin
水平与 HOMA⁃IR 呈显著正相关（r1=-0.576、r2=0.604、r3=0.792，P均<0.001）；Chemerin、25（OH）D3、visfa⁃
tin联合诊断GDM的敏感度 95.00%高于单一指标诊断（c2=14.546，P=0.002）。 结论 血清 Chemerin、25
（OH）D3、visfatin水平与GDM患者胰岛素抵抗密切相关，在疾病发生、进展中具有重要作用，3者联合检

测可提升GDM诊断敏感度，为临床诊断提供一定依据。

［关键词］ 趋化素；25⁃羟基维生素D3；内脂素；妊娠期糖尿病；胰岛素抵抗

The diagnostic value of serum chemerin，25（OH）D3，visfatin levels in
gestational diabetes mellitus and their association with insulin resistance
LI Maoxiang1，LI Yu2，LV Yuanyuan1，CAO Yongxian3★

（1. Department of gynecology and obstetricsbirth clinic，Women And Children 􀆳 s Health Care Hospital Of
Rizhao，Rizhao，Shandong，China，276800；2. Department of Obstetrics，Rizhao People 􀆳 s Hospital of
Rizhao，Rizhao，Shandong，276800；3. Clinical Laboratory，the Affliated Hospital of Qingdao University，
Qingdao，Shandong，China，266071）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the diagnostic value of serum chemoattractant（Chemerin），

25⁃hydroxyvitamin D3［25（OH）D3］and visfatin levels in gestational diabetes mellitus（GDM）and insulin
resistance in patients（IR）relevance. Methods 80 patients with GDM in our hospital from February 2017
to March 2019 were enrolled，and 80 women with normal physical examination during the same period were
recruited as the control group. Two groups of blood samples were collected after admission，and serum
Chemerin，25（OH）D3，visfatin levels，steady ⁃ state model insulin resistance index（HOMA ⁃ IR）were
measured. The correlation between the levels of serum Chemerin，25（OH）D3，visfatin and HOMA⁃IR was
statistically analyzed. The diagnostic efficacy of Chemerin，25（OH）D3，visfatin alone and in combination
was evaluated. Results The level of serum 25（OH）D3 in the study group was（27.26 ± 5.11）nmol/L，
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lower than that in the control group（38.71 ± 8.63）nmol/L，and the levels of serum Chemerin and visfatin
were（273.92 ± 40.20）ng/mL，（23.54 ± 2.66）ng/mL，higher than that in the control group（186.14 ± 26.06）
ng/mL，（11.68 ± 1.80）ng/mL（t1 = 10.211，t2 = 16.388，t3 = 33.028，respectively，P<0.001）. The HOMA⁃
IR of the study group was（3.89 ± 1.38）higher than that of the control group（1.62±0.46）（t=13.958，P<
0.001）. By Spearman correlation analysis，the serum 25（OH）D3 level was negatively correlated with
HOMA⁃IR，the serum Chemerin and visfatin levels were positively correlated with HOMA⁃IR（r1=-0.576，r2=
0.604，r3=0.792，P<0.001）. The sensitivity of chemorin，25（OH）D3 and visfatin in the diagnosis of GDM
was 95.00% higher than that of single index（c2=14.546，P=0.002）. Conclusion The levels of serum
Chemerin，25（OH）D3 and visfatin are closely related to insulin resistance in GDM patients，and play an
important role in the occurrence and progression of the disease. The combined detection of three can improve
the diagnostic sensitivity of GDM.

［KEY WORDS］ chemokine；25⁃hydroxyvitamin D3；visfatin；gestational diabetes；insulin resistance

妊娠期糖尿病（Gestational diabetes mellitus，
GDM）为一种于妊娠期首次发现或发生的内分泌

代谢疾病，可造成孕妇代谢功能紊乱，引发羊水过

多、巨大儿、胎膜早破、酮症酸中毒等并发症，严重

威胁母婴生命健康［1⁃3］。有研究指出，在我国GDM
发病率约为 4.3%~5.1%，同时随人们运动量减少、

膳食结构变化等因素影响，其发病率呈逐步升高趋

势［4］。临床研究指出，胰岛素抵抗（Insulin resis⁃
tance，IR）为引起GDM的主要原因，在妊娠期间各

组织脏器对胰岛素敏感性显著降低，尤其于妊娠中

晚期对胰岛素敏感性约降低至正常水平的 45%~
80%［5⁃6］。近年来，有研究报道，人体脂肪细胞与其

分泌因子和妊娠期 IR 具有密切关系［7］。趋化素

（Chemerin）为新型脂肪细胞因子之一，可参与脂肪

细胞炎症反应、成熟分化，与 2型糖尿病、心血管疾

病、肥胖、IR等具有密切关系［8⁃9］。内脂素（visfatin）
是一种于内脏脂肪组织呈特异性高表达的脂肪因

子，可起到拟胰岛素作用，能加速脂肪细胞及肌肉

组织转运葡萄糖，并阻止肝细胞糖原分解，可能参

与GDM发生、进展［10⁃11］。25⁃羟基维生素D3（25⁃hy⁃
droxyvitamin D3，［25（OH）D3］）可评价机体维生素

D状况，能保护胰岛 β细胞，其水平降低会引起不

同程度糖代谢异常［12⁃13］。本研究选取 80例GDM患

者，分析血清 Chemerin、25（OH）D3、visfatin水平与

GDM 患者 IR 的关联性，并首次探讨 Chemerin、25
（OH）D3、visfatin联合与单独诊断GDM的价值，旨

在为疾病诊治提供一定参考。报告如下。

1 资料及方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 2 月至 2019 年 3 月本院 GDM 患

者 80例设为研究组，另选取同期正常妊娠女性 80
例设为对照组。2组一般资料（年龄、孕周、孕前体

质量、GDM 家族史、产妇类型等）均衡可比（P>
0.05），差异无统计学意义，见表 1。本研究经医院

伦理委员会批准。

1.2 纳入及排除标准

纳入标准：研究组均符合《妇产科学》［14］中

GDM 临床诊断标准，首次发现或罹患糖尿病；对

照组均为健康妊娠女性；自然受孕；单胎妊娠；知

晓本研究，自愿签订知情同意书。排除标准：存在

巨大儿分娩、早产、死胎、流产史者；合并多囊卵巢

综合征、恶性肿瘤、肥胖症、高血压者；合并肝、心、

肾等脏器功能严重异常者；合并精神系统疾病、

免疫系统疾病、急慢性感染者；近期应用影响血糖

水平药物者。合并其他妊娠期疾病者。

组别

研究组

对照组

t/c2值

P值

例数

80
80

年龄(岁)

20~37（28.71±4.06）
21~38（29.02±3.59）

0.512
0.610

孕周（周）

25~39（32.48±2.74）
26~38（32.70±2.52）

0.529
0.598

孕前体质量
（kg）

42~81（53.80±5.41）
43~83（54.46±5.25）

0.783
0.435

GDM家族史

9（11.25）
3（3.75）
3.243
0.072

产妇类型

经产妇

21（26.25）
23（28.75）

0.125
0.723

初产妇

59（73.75）
57（71.25）

表 1 2组一般资料对比［（x ± s），n（%）］

Table 1 Comparison of 2 groups of general data［（x ± s），n（%）］
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1.3 方法

采集受检者 5 mL清晨空腹肘静脉血样，以离

心机离心处理（转速：3 000 r/min，时间：10 min），

取上层血清；以葡萄糖氧化酶法测定空腹血糖

（Fasting blood⁃glucose，FBG）水平，放射免疫法测

定空腹胰岛素（Fasting insulin，FINS）水平，计算稳

态模型胰岛素抵抗指数（Homeostasis model insulin
resistance index，HOMA⁃IR）值，HOMA⁃IR=FBG×
FINS/22.5；以酶联免疫吸附法测定血清 Chemerin、
25（OH）D3、visfatin 水平，检测试剂盒均购自上海

拜力生物科技有限公司，操作均严格按试剂盒说

明书由专门检测人员执行。

1.4 观察指标

①研究组、对照组血清 Chemerin、25（OH）D3、
visfatin水平；②研究组、对照组HOMA⁃IR值；③分

析 血 清 Chemerin、25（OH）D3、visfatin 水 平 与

HOMA⁃IR 关联性；④观察 Chemerin、25（OH）D3、
visfatin单独与联合应用对GDM的诊断效能，诊断

界值：Chemerin 为 210 ng/mL、25（OH）D3 为 28.2
nmol/L、visfatin 为 25 ng/mL，4 者联合诊断时任意

一项阳性则判定为阳性。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 22.0处理，计量资料以（x ± s）表示，

采用 t检验，计数资料用 n（%）表示，采用 c2检验，采

用 Spearman进行相关分析，P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 两组血清Chemerin、25（OH）D3、visfatin水平比较

研究组血清 25（OH）D3水平低于对照组，血清

Chemerin、visfatin 水平高于对照组（P<0.05），见

表 2。

2.2 两组HOMA⁃IR水平比较

研究组 HOMA⁃IR 为（3.89±1.38）高于对照组

（1.62±0.46），差异有统计学意义（t=13.958，P<0.001）。
2.3 血清Chemerin、25（OH）D3、visfatin水平与 IR
关联性分析

经 Spearman相关分析，血清 25（OH）D3水平与

HOMA⁃IR呈显著负相关，血清Chemerin、visfatin水

平与HOMA⁃IR呈显著正相关（P<0.05），见表 3。

2.4 血清指标单独与联合诊断GDM的价值

联合诊断敏感度高于 Chemerin、25（OH）D3、
visfatin 单独诊断（P<0.05）；联合诊断特异度、准确

度与Chemerin、25（OH）D3、visfatin单独诊断相比，

差异无统计学意义（P>0.05）。见表 4。

3 讨论

多数学者指出，在遗传基因缺陷基础上伴有 IR
为 GDM 发病重要原因，有效防治 IR 为治疗 GDM
的关键［15］。本研究结果中，研究组HOMA⁃IR高于

对照组。表明GDM患者常存在严重 IR，与上述研

究一致，也证实 IR为GDM重要发病机制。孕妇 IR
程度及胰岛素分泌能力高于正常女性，但妊娠期胎

盘生长激素、孕酮等均存在胰岛素拮抗效应，且随

妊娠时间延长，机体对胰岛素的敏感性逐渐下降，

组别

研究组

对照组

t值

P值

例数

80

80

Chemerin
（ng/mL）

273.92±40.20

186.14±26.06

16.388

<0.001

25(OH)D3
（nmol/L）

27.26±5.11

38.71±8.63

10.211

<0.001

Visfatin
（ng/mL）

23.54±2.66

11.68±1.80

33.028

<0.001

表 2 两组血清 Chemerin、25（OH）D3、visfatin水平比较

（x ± s）

Table 2 Comparison of serum levels of Chemerin，25（OH）
D3 and visfatin between the 2 groups（x ± s）

项目

HOMA⁃IR
r值

P值

Chemerin

0.604
<0.001

25（OH）D3

-0.576
<0.001

visfatin

0.792
<0.001

表 3 血清Chemerin、25（OH）D3、visfatin水平与 IR关联性

分析（n=80）
Table 3 Analysis of correlation between serum levels of

Chemerin，25（OH）D3 and visfatin and IR（n=80）

诊断方式

25(OH)D3

Chemerin

Visfatin

联合诊断

c2值

P值

敏感度

72.50（58/80）

80.00（64/80）

82.50（66/80）

95.00（76/80）

14.546

0.002

特异度

82.50（66/80）

86.25（69/80）

87.50（70/80）

81.25（65/80）

1.612

0.657

准确度

77.50（124/160）

83.13（133/160）

85.00（136/160）

88.13（141/160）

6.920

0.075

表 4 血清指标单独与联合诊断GDM的价值［n，（%）］

Table 4 The Value of Serum Indicators in the Diagnosis
of GDM Individually and Jointly［n，（%）］
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而此时对胰岛素需求量不断增高，孕妇胰岛素分泌

能力的增高无法弥补 IR的提升，呈现出胰岛素分泌

相对不足状况，进而导致孕妇血糖显著增高，更易

发生GDM［16⁃17］。

近年来，有关研究指出，脂类快速趋化因子、瘦

素等多种脂肪因子于孕妇 IR发生、发展中均有重要

作用［18⁃19］。Chemerin为重要脂肪因子，实验研究发

现，糖尿病大鼠脂肪组织内 Chemerin 含量显著降

低，且与 IR程度具有密切关系［20］。潘宝龙等［21］研究

指出，肥胖GDM患者血清Chemerin水平会显著增

高，且与患者总胆固醇、甘油三酯水平密切相关，亦

提示Chemerin可通过影响患者血脂代谢，进而引发

妊娠期肥胖与 IR。本研究中，研究组血清Chemerin
水平高于对照组，且血清 Chemerin水平与HOMA⁃
IR 呈显著正相关，与上述研究一致。表明血清

Chemerin 与 GDM患者 IR密切相关，在疾病发生、

进展中具有重要作用。分析其原因为 Chemerin可

通过作为一种特异趋化因子，参与机体炎症反应、

免疫应答、脂肪细胞分化及成熟、脂质代谢等进程，

影响 IR及GDM发生进展［22⁃23］。

Visfatin 属新型脂肪细胞因子之一，能促使

3T3 ⁃L1 脂肪细胞、L6 肌细胞摄取葡萄糖，抑制

H4IIEC3肝细胞大量释放葡萄糖，在预防 IR中具有

一定作用［24⁃25］。但临床实际中，GDM孕妇常存在 IR
程度重、高血糖、血清Visfatin高表达共存现象，付颖

等［26］研究发现，GDM患者血清、胎盘组织中Visfatin
表达可显著增高，且血清Visfatin表达与 IR呈显著

正相关。本研究显示，研究组血清 visfatin水平高于

对照组，且血清 visfatin水平与HOMA⁃IR呈显著正

相关，与上述研究一致。也表明血清 visfatin水平与

GDM患者 IR密切相关，在疾病发生、进展中具有重

要作用。分析其原因可能为GDM患者 IR程度重，

分泌胰岛素相对不足，升高的Visfatin 虽能部分替

代胰岛素起到降血糖效应，但不能彻底代偿机体 IR
程度的提升；同时，胰岛素受体与 Visfatin 相结合

后，会使胰岛素受体构象产生改变，降低胰岛素同

该受体间的结合力，从而一定程度影响胰岛素信号

传导，明显降低胰岛素调控血糖的能力，进而 IR程

度重、高血糖、血清Visfatin高表达共存现象［27］。

此外，25（OH）D3为评价维生素D状况的常用

指标，付丹［28］研究显示，GDM患者血清 25（OH）D3
显著降低，且与 IR有密切关系。本研究中，研究组

血清 25（OH）D3水平低于对照组，且血清 25（OH）

D3水平与HOMA⁃IR间显著负相关，与上述研究一

致。表明血清 25（OH）D3 水平与 GDM 患者 IR 密

切相关，在疾病发生、进展中具有重要作用。分析

其原因为 25（OH）D3可提高细胞外钙离子浓度，促

使 β细胞分泌钙结合蛋白，进而使 β细胞中钙离子

含量亦迅速增加，促进胰岛素分泌，对胰岛β细胞与

IR起到保护作用，防止GDM发生、进展［29⁃31］。本研

究还首次探究了Chemerin、25（OH）D3、visfatin联合

与单独诊断GDM的价值，结果显示，联合诊断敏感

度高于单一指标诊断（P<0.05）。提示应用 3者联合

检测可提升GDM诊断敏感度，可将其作为GDM的

补充诊断指标。

综上所述，血清 Chemerin、25（OH）D3、visfatin
水平与 GDM患者 IR密切相关，在疾病发生、进展

中扮演着重要角色，应用 3者联合检测可提升GDM
诊断敏感度，为临床诊断提供一定参考。
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CEA、NSE、SCCA联合miR⁃21检测与肺癌患者临床
病理特征、疗效及预后的相关性研究

汤乔雅 1 宫郡茗 1 马艳凌 2★

［摘 要］ 目的 研究癌胚抗原（CEA）、神经元特异性烯醇化酶（NSE）、鳞状上皮癌细胞抗原

（SCCA）联合 miR⁃21 检测与肺癌患者临床病理特征、疗效及预后的相关性。 方法 选择 87 例肺癌患

者作为实验组和同期体检的健康人作为对照组，采用电化学发光免疫法检测各组患者血清中 CEA、

NSE、SCCA 的表达，实时定量 PCR 检测血清中 miR⁃21 的表达，治疗前分析肿瘤标志物 CEA、NSE、

SCCA 及 miR⁃21 与肺癌患者中的性别、年龄、病理类型及 TNM 分期临床病理特征的相关性，治疗后分

析与疗效及预后的相关性。 结果 ①与对照组相比，实验组患者 CEA、NSE、SCCA 及 miR⁃21 的表达

水平显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；②CEA、SCCA、miR⁃21 的表达水平与肺癌患者临床病

理特征无关，差异无统计学意义（P>0.05），NSE 与肺癌的 TNM 分期相关，差异有统计学意义（P<
0.05）；③CEA、NSE、SCCA 及 miR⁃21 的表达水平与疗效相关，差异有统计学意义（P<0.05）；④生存曲

线显示，CEA、NSE、SCCA 及 miR⁃21 的表达水平与患者生存预后相关，差异有统计学意义（P<0.05）；

⑤4 种指标联合诊断肺癌的灵敏度显著优于单项指标，差异有统计学意义（P<0.05）。 结论 肺癌患

者血清中 CEA、NSE、SCCA 和 miR⁃21 的表达水平显著高于正常人，可作为肺癌的诊断、疗效及预后

的指标。

［关键词］ 癌胚抗原；神经元特异性烯醇化酶；鳞状上皮癌细胞抗原；miR⁃21；肺癌

Correlation between CEA， NSE， SCCA combined with miR ⁃ 21 and
clinicopathological features，efficacy and prognosis in patients with lung cancer
TANG Qiaoya1, GONG Junming1, MA Yanling2★

（1. Tianjin Medical University，Tianjin，China，300070. 2. Department of Oncology，Third People􀆳s Hospital
of Hubei Province，Wuhan，Hubei，China，430033）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between CEA，NSE，SCCA combined with
miR ⁃ 21 and clinicopathological features， curative effect and prognosis in patients with lung cancer.
Methods 87 patients with lung cancer were selected as the experimental group and 87 healthy people in the
same period of physical examination as the control group. The expression levels of CEA，NSE and SCCA in
serum were detected by electrochemiluminescence immunoassay，and miR⁃21 was detected by real⁃time PCR.
The correlation of tumor markers CEA，NSE，SCCA and miR ⁃ 21 with sex，age，pathological type and
clinicopathological characteristics of TNM stage in patients with lung cancer was analyzed before treatment，
and the correlation with curative effect and prognosis was analyzed after treatment. Results ①compared
with the control group，the expression levels of CEA，NSE ，SCCA and miR⁃21 in the experimental group
were significantly higher than those in the control group（P<0.05）. ②The expression levels of CEA，SCCA
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and miR⁃21 were not correlated with clinicopathological features of lung cancer（P>0.05）. NSE was correlated
with TNM stage of lung cancer（P<0.05）. ③The expression levels of CEA，NSE，SCCA and miR⁃21 were
correlated with the curative effect（P<0.05）. ④The survival curve showed that the expression levels of CEA，

NSE，SCCA and miR ⁃ 21 were correlated with the survival prognosis of the patients（P<0.05）. ⑤ The
sensitivity of the combination of the four indexes in the diagnosis of lung cancer were significantly better than
those of single index，and the difference was statistically significant（P<0.05）. Conclusion the expression
levels of CEA，NSE and SCCA in serum of patients with lung cancer are significantly higher than those of
normal controls，and the expression level of miR⁃21 is significantly lower than that of normal controls，which
could be used as indicators of diagnosis，curative effect and prognosis of lung cancer.

［KEY WORDS］ Carcinoembryonic antigen；neuron specific enolase； squamous cell carcinoma
antigen；miR⁃21；lung cancer

肺癌（lung cancer）是最常见的癌症之一，导致

约 25%的癌症死亡［1］。研究表明，90%~95%的肺

癌来自上皮细胞，其覆盖较大和较小的气道。肺

癌倾向于在早期阶段扩散或转移，身体的任何器

官都可能受到肺癌肿瘤的侵袭［2］。为防止肺癌复

发，建议在手术后进行化疗治疗［3］。肿瘤标志物的

精确测量和肿瘤的治疗效果监测是早期诊断的关

键 ，包 括 癌 胚 抗 原（Carcinoembryonic antigen，
CEA）、神经元特异性烯醇化酶（neuron specific
enolase，NSE）、鳞状上皮癌细胞抗原（squamous
cell carcinoma antigen，SCCA）［4］。 据 相 关 研 究

mRNA⁃21过表达缩短了人类原发性鳞状细胞肺癌

的生存时间，表明miRNA⁃21可能是这种疾病的诊

断和预后标志。目前由于单个肿瘤标志物通常不

足以用于癌症诊断，检测一组肿瘤标志物可以显

着提高诊断价值［5］。本文将研究 CEA、NSE、SC⁃
CA联合miR⁃21检测与肺癌患者临床病理特征、疗

效及预后的相关性。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选择本院自 2016年 2月至 2019年 3月期间接

受肺癌治疗的患者 87 例，其中男性 45 例，女性 42
例，年龄 37~83 岁，平均年龄（58.46±3.12）岁，其中

病理类型鳞癌 28 例，腺癌 59 例。纳入标准：①患

者具有明确的细胞学或病理学确诊证明；②患者

的病灶经影像学检查认为具有研究价值。排除标

准：①患者治疗前没有进行肿瘤标志物 CEA、

NSE、SCCA血清检查；②患者患有其他恶性肿瘤、

免疫系统疾病或严重感染性疾病。以上患者及其

家属已知情并签署同意书，本课题已通过我院伦

理委员会。选取 87例肺癌患者作为实验组和同期

体检的 87例健康人作为对照组。

1.2 用电化学发光免疫法检测各组肿瘤标志物的

表达

采 用 电 化 学 发 光 免 疫 分 析 仪（UniCel
DxI800）检测 CEA、NSE、SCCA 的表达水平，所

有受试者与上午空腹抽取静脉血 5 mL，室温静

置后用离心机进行离心，3 000 r/min，10 min，去
沉淀取上清液，使用电化学发光免疫分析仪进

行检测。

1.3 用实时定量 PCR检测血清中miR⁃21的表达

从健康人和肺癌患者静脉采血约 5 mL，离心

3 000 rpm十分钟分离去血清，放于-80℃备用。从

血清中提取总 RNA 并对其检测是否完整，用实时

定量 PCR 检测血清中 miR⁃21 的表达，GAPDH 作

为内部参考。 采用 2⁃ΔΔCT方法计算基因的相对表

达水平。

1.4 疗效评价标准

肺癌临床疗效评价标准［6］：①完全治愈（Com⁃
plete Response，CR），体内无肿瘤，完全治愈；②部

分治愈（Partial Response，PR），体内肿瘤数量减少

和肿瘤体积减少超过原始体积一半；③病情稳定

（Stable Disease，SD），体内肿瘤体积减少小于一半

或增加小于原来体积的 25%；④病情发展（Progres⁃
sive Disease，PD），体内肿瘤体积大于原来体积的

25%或者出现肿瘤扩散。

1.5 统计学方法

以上数据采用 SPSS 20.0软件系统，采用Krus⁃
kal⁃Wallis H 检验肺癌患者血清中 CEA、NSE、

SCCA和miR⁃21的表达和肺癌患者临床病理特征

的关系，采用 Spearman 等级相关性分析 CEA、

NSE、SCCA 和miR⁃21和临床病理特征的关系，采

用 Kaplan⁃Meier 生存分析法分析CEA、NSE、SCCA
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和miR⁃21表达高低的生存曲线；以 P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组血清中 CEA、NSE、SCCA 及 miR⁃21 的

表达对比

根据实验结果显示，实验组患者肿瘤标志物

CEA、NSE、SCCA表达水平显著高于对照组，差异

具有统计学意义（P<0.05）；实验组患者血清中

miR⁃21的表达显著高于对照组，差异具有统计学

意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 CEA、NSE、SCCA及miR⁃21与肺癌临床病理

特征的关系

根 据 分 析 结 果 ，肺 癌 患 者 CEA、SCCA 及

miR⁃21 的表达与性别、年龄、病理类型和 TNM 分

期无关，差异无统计学差异（P>0.05）。肺癌患者

NSE 的表达与性别、年龄、病理类型无关，差异无

统计学差异（P>0.05），与临床分期相关，差异具有

统计学意义（P<0.05）；临床分期从Ⅰ~Ⅳ逐渐升高，

NSE 的表达从 12.37、14.98、15.76 逐渐增加，与临

床病理呈正相关。见表 2。
2.3 CEA、NSE、SCCA及miR⁃21与肺癌患者疗效

的关系

实验数据显示，未有完全痊愈的患者。PR患者

（26.4%，c2=5.78）治疗后CEA、NSE、SCCA及miR⁃21
的表达显著低于治疗前，差异具有统计学意义（P<
0.05）；SD患者（40.2%，c2=8.26）治疗后 CEA、NSE、
SCCA及miR⁃21的表达显著低于治疗前，差异具有

统计学意义（P<0.05）；PD患者（33.3%，c2=4.91）治疗

后CEA、NSE、SCCA及miR⁃21的表达显著低于治疗

前，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表3。

组别

对照组

实验组

P值

CEA
（μg/L）

2.35±0.26

11.65±1.75

0.032

NSE
（μg/L）

6.14±0.79

14.51±1.62

0.027

SCCA
（μg/L）

1.41±0.11

2.94±0.16

0.029

miR⁃21

0.92±0.14

2.13±1.13

0.041

表 1 各组CEA、NSE、SCCA及miR⁃21的表达（x ± s）

Table 1 Expression of CEA，NSE，SCCA and miR⁃21 in
each group（x ± s）

疗效（%）

PR（26.4%）

SD（40.2%）

PD（33.3%）

P值

例数

23
35
29

CEA
治疗前

2.41±1.32
6.17±2.31
5.87±2.69

治疗后

2.13±1.12
5.79±1.89
5.19±2.09

0.039

NSE
治疗前

15.19±5.69
16.37±6.12
15.39±6.34

治疗后

14.54±5.98
16.08±5.59
14.92±6.03

0.028

SCCA
治疗前

2.98±0.18
3.45±0.26
3.28±0.14

治疗后

2.08±0.17
2.45±0.21
2.36±0.11

0.027

miR⁃21
治疗前

2.45±1.26
2.89±1.21
2.63±1.36

治疗后

1.48±0.95
1.56±0.84
1.76±0.59

0.041

表 3 CEA、NSE、SCCA及miR⁃21与肺癌患者疗效的关系（x ± s）

Table 3 Relationship between CEA，NSE，SCCA and miR⁃21 and the efficacy of lung cancer patients（x ± s）

性别

男

女

年龄

<60
≥60

病理类型

鳞癌

腺癌

TNM分期

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

CEA

10.27
11.96

10.51
11.60

12.24
9.57

10.05
15.27
13.96

P值

0.85

0.79

0.68

0.76

NSE

12.88
12.98

15.14
11.28

15.89
16.16

12.37
14.98
15.76

P值

0.86

0.81

0.76

0.03

SCCA

2.88
2.98

2.75
2.99

3.09
3.09

2.79
3.21
2.93

P值

0.91

0.83

0.69

0.35

miR⁃21

2.22
3.23

2.50
2.42

3.10
2.28

2.65
2.38
2.38

P值

0.87

0.76

0.52

0.49

表 2 实验组CEA、NSE、SCCA及miR⁃21与肺癌临床病理特征的关系（μg/L）
Table 2 Relationship between CEA，NSE，SCCA and miR⁃21 in experimental group and clinicopathological features

of lung cancer（μg/L）
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2.4 CEA、NSE、SCCA及miR⁃21的表达与患者预

后的关系

Kaplan⁃Meier 生存曲线显示，随着 CEA、NSE
及 SCCA 表达的阳性率增加，生存曲线越低，患者

存活时间越短，表明 CEA、NSE 及 SCCA 表达越

高，患者预后情况越差。miR⁃21 的表达情况与以

上 3 种肿瘤标志物与患者生存情况一致。生存分

析结果显示：CEA、NSE、SCCA 及 miR⁃21 的表达

表达的高低对患者预后情况有重要意义。见图 1。

2.5 血清中单个项目及联合检测的灵敏度和特

异度

实验结果显示，CEA、NSE、SCCA及miR⁃21诊

断肺癌的灵敏度分别是51.7%、37.9%、52.9%、63.2%，

特异度分别是90.8%、82.7%、85.1%、81.6%，四种指标

联合诊断的灵敏度为85.1%，显著高于单项指标，但特

异度为70.1%，显著低于单项指标。见表4。

3 讨论

肺癌是主要癌症发病率和死亡率的最常见原

因［7］。该癌症的常见治疗方法包括手术，化学疗

法，姑息治疗和放射治疗［8］。目前，肺癌的诊断常

用支气管镜检查、组织病理学检查和计算机断层

扫描，但这些方法均存在侵袭性差、敏感性低、特

异性差等缺点；低剂量螺旋 CT检查是筛查肺癌的

推荐方法［9］，由于潜在的辐射危险，患者对 CT 检

查感到不适，这限制了该技术在常规筛查中的应

用。因此，在临床诊断中检测肿瘤标志物可能是

对肺癌早期筛查的补充。然而，由于肿瘤标志物

的低特异性，通常单一的肿瘤标志物不足以诊断

癌症。并且检测一组肿瘤标志物可以显着提高诊

断价值。因此，多生物标志物免疫测定法引起了

越来越多的关注。此外，就成本，测定时间，样品

消耗，劳动力和便利性而言，多生物标记物免疫测

定法比单生物标记物免疫测定法具有显着优势。

本文将研究 CEA、NSE、SCCA联合miR⁃21检测与

肺癌患者临床病理特征、疗效及预后的相关性。

对某些特异miRNAs的研究表明，其可作为治

疗的靶点。例如，Kim 等人指出 miR⁃21 具有抑制

肿瘤的作用，可以作为肝癌治疗的新靶点［10 ⁃ 13］。

Yang 等人指出 miRNA⁃21 可以预测 NSCLC 的复

发和低生存率。mRNA⁃21过表达缩短了人类原发

性鳞状细胞肺癌的生存时间，表明miRNA⁃21可能

是这种疾病的诊断和预后标志［14］。miRNA在基因

表达调控中起着关键作用，其异常表达与肿瘤的

发生和发展有关［15］。肺癌的高发病率和高死亡率

已成为威胁人类健康的重要因素，故本课题研究

miR⁃21 的表达与肺癌患者临床病理特征、疗效及

预后的相关性。实验结果显示，肺癌患者 miR⁃21
的表达水平显著高于正常人，与肺癌患者临床病

理特征无关，与疗效及患者生存预后相关。

肿瘤标志物的精确测量是早期诊断癌症和监

测肿瘤的治疗效果的关键，包括癌胚抗原（CEA），

神经元特异性烯醇化酶（NSE）；鳞状上皮癌细胞

抗原（SCCA）［16］。CEA是一种广谱肿瘤标志物，可

用于预测许多癌症的复发率和存活率，例如结肠

癌、胃癌和肺癌等［17⁃18］。NSE是神经元和外周神经

内分泌细胞的高度特异性标记物［19］。SCCA 是鳞

状细胞癌的特异性标志物，是宫颈鳞状细胞癌的

独立预后因素［20］。这些标志物大多数研究集中于

这些标志物对肺癌的预后和存活率的预测价值。

故本课题研究 CEA、NSE、SCCA 检测与肺癌患者

临床病理特征、疗效及预后的相关性。实验结果
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其中 P均<0.05。
图 1 CEA、NSE、SCCA及miR⁃21的表达与患者预后

关系的对比

Figure 1 Comparison of CEA，NSE，SCCA and miR⁃21
expression and patient prognosis

表 4 血清中单个项目及联合检测的灵敏度和特异度

对比［n（%）］

Table 4 comparison of sensitivity and specificity of single
item and combined detection in serum［n（%）］

项目

灵敏度

特异度

CEA

51.7（45）

90.8（79）

NSE

37.9（33）

82.7（72）

SCCA

52.9（46）

85.1（74）

miR⁃21

63.2（55）

81.6（71）

4种联合

85.1（74）

70.1（61）
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显示，实验组患者 CEA、NSE、SCCA的表达水平显

著高于正常人，CEA 和 SCCA 的表达水平与肺癌

患者临床病理特征无关，NSE与肺癌的 TNM分期

相关，3者的表达水平与疗效及生存预后相关。

灵敏度即用来衡量诊断患有疾病方法的能力，

将患者正确判定为真阳性；所谓特异性就是指该指

标在诊断某疾病时，不误诊的机会有多大小。故

本课题将血清中单个项目及联合检测的灵敏度和

特异度进行对比，四种指标联合诊断肺癌的灵敏度

显著高于 CEA、NSE、SCCA及miR⁃21诊断肺癌的

灵敏度，但是四种联合诊断肺癌的特异性低于单项

指标。任何一个诊断指标，都有两个最基本的特

征，即灵敏度和特异性，如果提高其诊断的灵敏度，

必然降低其诊断的特异性，换句话说，减少漏诊必

然增加误诊，反之亦然。综上可知，肺癌患者血清

中 CEA、NSE、SCCA和miR⁃21的表达水平显著高

于正常人，可作为肺癌的诊断、疗效及预后的指标，

四种指标联合诊断肺癌的灵敏度显著提高肺癌的

诊断率，为未来诊断和治疗肺癌提供了新思路，但

提高诊断肺癌的特异度还有待进一步研究。
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卵巢癌患者血清miR⁃21及糖类抗原125水平变化及意义

尤娟★

［摘 要］ 目的 探讨卵巢癌患者血清微小 RNA⁃21（miR⁃21）及糖类抗原 125（CA125）水平变化及

意义。 方法 收集本院 80例卵巢癌患者（恶性组）、50例卵巢良性病变患者（良性组）以及 50例健康女性

（健康组）外周血标本，检测各组血清miR⁃21及 CA125水平表达，分析血清miR⁃21、CA125检测对卵巢癌

的诊断价值及其与卵巢癌病理特征的关系。 结果 恶性组血清miR⁃21及 CA125表达水平均高于良性

组和健康组，良性组血清 miR⁃21 及 CA125 表达量又高于健康组（P<0.05）。血清 miR⁃21 与 CA125 联合

检测诊断卵巢癌的AUC为 0.959，诊断灵敏度显著高于单独检测（P<0.05），联合检测的诊断特异度与单

独检测差异不显著（P>0.05）。不同临床分期、组织分化程度以及有无淋巴结转移的卵巢癌患者血清miR
⁃21 与 CA125 异常率比较，差异均具有统计学意义（P<0.05）。与术前相比，恶性组患者手术 1 个月后血

清miR⁃21和CA125表达水平均显著降低（P<0.05）。 结论 卵巢癌患者血清miR⁃21和CA125表达明显

升高，两者联合检测有助于卵巢癌的临床诊断和病情评估。

［关键词］ 卵巢癌；微小RNA⁃21；糖类抗原 125

Changes and significance of serum miR ⁃ 21 and carbohydrate antigen 125 in
patients with ovarian cancer
YOU Juan★

（Department of obstetrics and gynecology，Rugao people􀆳s hospital，Rugao，Jiangsu，China，226500）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the changes of serum microRNA21 （miR ⁃ 21） and
carbohydrate antigen 125 （CA125） in ovarian cancer patients and its clinical significance. Methods

Peripheral blood samples were collected from 80 patients with ovarian cancer（malignant group），50 patients
with benign ovarian lesions（benign group）and 50 healthy women（healthy group）. The expressions of serum
miR⁃21 and CA125 in each group were detected. The diagnostic values of serum miR⁃21 and CA125 in ovarian
cancer were analyzed and their correlation with the pathological characteristics of ovarian cancer. Results

The expression levels of serum miR⁃21 and CA125 in malignant group were higher than those in benign group
and healthy groups，and the expressions of serum miR⁃21 and CA125 in benign group were higher than those
in healthy group（P<0.05）. The AUC of the combined detection of serum miR ⁃ 21 and CA125 in ovarian
cancer was 0.959，the diagnostic sensitivity of the combined detection was significantly higher than that of
individual detection（P<0.05），while the diagnostic specificity has no significant difference between combined
detection and individual detection（P>0.05）. The abnormality rates of serum miR ⁃ 21 and CA125 were
significantly different in ovarian cancer patients with different clinical stages，tissue differentiation and lymph
node metastasis（P<0.05）. Compared with before surgery，the expression of serum miR ⁃ 21 and CA125 in
malignant group significantly reduced 1 month after surgery（P<0.05）. Conclusion The expression levels
of serum miR⁃21 and CA125 increasedsignificantly in patients with ovarian cancer. The combined detection of
the two indexes is helpful for diagnosis and evaluation of ovarian cancer.

［KEY WORDS］ Ovarian cancer；microRNA⁃21；Carbohydrate antigen 125
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卵巢癌是妇科常见生殖系统肿瘤，恶性程度

高、治疗难度大，严重威胁女性身体健康［1］。卵巢

癌发病隐匿，早期症状不典型，临床也缺乏明确诊

断方法，导致 60%~70%卵巢癌患者确诊时已发展

至晚期，错失最佳治疗时机［2］。病理活检是诊断卵

巢癌的金标准，但其属于有创操作，部分患者依从

性较差。血清肿瘤标志物在肿瘤筛查和诊断方面

的应用日益广泛，成为目前临床研究的热点，糖类

抗原 125（Carbohydrate antigen 125，CA125）是一

种常用妇科肿瘤标记物，具有较高敏感性［3］。微小

RNA（microRNA，miRNA）是一类小分子非编码

RNA，参与细胞生长、凋亡以及能量代谢等生理过

程。近年研究［4⁃5］发现，微小 RNA⁃21（microRNA⁃
21，miR⁃21）与多种肿瘤疾病的发生密切相关，但

其在卵巢癌发病过程中的作用尚不清楚。本研究

分析了 80 例卵巢癌患者血清 miR⁃21 及 CA125 水

平变化，探讨两者对卵巢癌的诊断价值及其与病

例特征的关系，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2016年 1月至 2018年 1月本院接受手术

治疗的 80 例卵巢癌患者为恶性组，患者年龄 37~
65 岁，平均（53.68±6.32）岁；临床分期：Ⅰ~Ⅱ期 45
例，Ⅲ~Ⅳ期 35例；分化程度：低分化 33例，中高分

化 47 例；淋巴结转移 28 例，无淋巴结转移 52 例。

选取同期卵巢良性肿瘤患者 50 例为良性组，患者

年龄 35~65 岁，平均（54.22±6.29）岁；卵巢囊肿 29
例，卵巢纤维瘤 11 例，卵巢包块 4 例，畸形瘤 6
例。另选取同期 50 例健康女性为健康组，年龄

32~65岁，平均（53.85±6.41）岁。3组研究对象基线

资料比较，差异无统计学意义（P>0.05）。

1.2 纳入与排除标准

纳入标准［6］：（1）临床资料完整，病理诊断报告证

实疾病；（2）初诊治，尚未接受治疗；（3）所有患者均知

情同意；（4）研究方案经医学伦理委员会审核通过。

排除标准：排除肝肾功能不全、血液系统及免

疫系统疾病患者；排除其他部位恶性疾病患者；排

除近半年使用过激素和免疫调节类药物者；剔除

病理资料不全，中途随访失联者。

1.3 研究方法

1.3.1 标本采集

恶性组患者于入院次日和术后 1 个月采集空

腹外周静脉血样 10 mL，良性组和健康组分别于

初诊治或体检时采集空腹静脉血标本 4 mL。将

外周血以 1 000 g 离心 15 min，分离血浆分装后置

于-80℃保存备检。

1.3.2 试剂与仪器

Trizol 试剂购于美国 Invitrogen 公司，RNA 提

取试剂购于Miltenyi Biotec 公司，引物由上海生工

公司设计合成（见表 1），反转录试剂盒购于美国

Invitrogen 公司，实验仪器为 ABI7300 荧光 PCR
仪。CA125 检测试剂购于罗氏公司，检测仪器为

罗氏Conbase601分析仪。

1.3.3 检测方法

①使用 Trizol试剂提取外周血总RNA，然后采

用反转录试剂盒进行 cDNA合成。通过RT⁃PCR实

验扩增mRNA，反应体系共 10 μL，扩增条件：95℃
15 min，94℃ 15 s，55℃ 30 s，70℃ 30 s，循环 50
次。测定 mRNA 的 Ct 值，通过 2⁃△△Ct计算 miR⁃21
相对含量。②采用化学发光免疫法检测血清

CA125水平，实验操作由专人根据说明书执行。

1.4 统计学方法

采用 SPSS19.0 软件分析，所有计量资料以

（x ± s）进行描述，多组比较用单因素方差分析，两

两比较用 LSD法检验；计数资料以率（%）描述，组

间比较采用 c2 检验；根据受试者工作特征曲线

（Receiver operator characteristic curve，ROC）分析

血清miR⁃21及 CA125在卵巢癌诊断中的价值，以

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组血清miR⁃21及CA125表达情况比较

恶性组血清 miR⁃21 及 CA125 表达水平均高

于良性组和健康组，良性组患者血清 miR⁃21 及

CA125 表达又高于健康组（P<0.05）。见表 2。
2.2 血清miR⁃21及CA125检测对卵巢癌的诊断价值

以恶性组为阳性组，健康组与良性组合并为

表 1 miR⁃21及内参引物序列

Table 1 miR⁃21 and internal primer sequences

基因

miR⁃21

U6

引物序列

上游 5′⁃UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU⁃3′

下游 5′⁃CUAUACAACCUACUACCUCAUU⁃3′

上游 5′⁃CTCGCTTCGGCAGCACA⁃3′

下游 5′⁃AACGCTTCACGAATTTGCGT⁃3′
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组别

健康组

良性组

恶性组

F值

P值

n

50
50
80

miR⁃21
1.02±0.36
1.55±0.42
2.39±0.72
87.123
0.000

CA125（U/mL）
19.34±4.85
29.91±6.23
52.66±18.83

107.454
0.000

阴性组。绘制 ROC曲线分析发现，血清miR⁃21和

CA125单独检测诊断卵巢癌的AUC分别为 0.925、
0.872，两者最佳诊断临界值分别为 miR⁃21<2.13、
CA125<35.50 U/mL；在此诊断标准下 miR⁃21 和

CA125的诊断灵敏度分别为 78.8%、62.5%，特异度

为 92.0%、98.0%。联合检测的 AUC为 0.959，诊断

灵敏度为 91.3%，显著高于 miR⁃21 和 CA125 单独

检测（P<0.05）；诊断特异度为 92.0%，与单独检测

差异无统计学意义（P>0.05）。见表 3、图 1。

表 2 各组血清miR⁃21及CA125表达水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of expression levels of serum miR⁃21
and CA125 in each group（x ± s）

表 3 血清miR⁃21及CA125检测对卵巢癌的诊断价值（U/mL，%）

Table 3 Diagnostic value of serum miR⁃21 and CA125 in ovarian cancer（U/mL，%）

指标

miR⁃21

CA125

联合检测

最佳临界值

2.13

35.50

灵敏度

78.8

62.5

91.3

特异度

92.0

98.0

92.0

Youden指数

0.708

0.605

0.833

AUC

0.925

0.872

0.959

95%可信区间

0.888~0.961

0.822~0.922

0.931~0.986

2.3 不同临床病理特征患者血清 miR ⁃ 21 及

CA125表达情况

根据 ROC 分析所得血清 miR⁃21 及 CA125 表

达临界值为界定标准，超出临界值表示表达阳性，

低于临界值者表示表达阴性。临床分期Ⅲ~Ⅳ期、

低分化程度以及存在淋巴结转移的卵巢癌患者血

清miR⁃21及CA125阳性率分别高于Ⅰ~Ⅱ期、中高

分化和未发生淋巴结转移患者，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 4。
2.4 恶性组手术前后血清miR⁃21及 CA125表达

情况

恶性组患者手术 1 个月后血清 miR ⁃ 21 及

CA125 表达水平较术前明显降低，差异具有统计

学意义（P<0.05）。见表 5。

3 讨论

近年来，随着生活方式的改变和环境污染的

加剧，卵巢癌的发生率逐年升高且呈年轻化趋

势［7］。早期卵巢癌患者生存率较高，经系统治疗后

五年生存率可达 90%以上；但由于早期症状不明

显且缺乏敏感的筛查指标，多数患者确诊时已处

于晚期，导致预后较差，五年生存率低于 40%［8⁃9］。

因此，早期诊断和筛查对卵巢癌患者的临床治疗

和远期预后尤为重要。

多种细胞因子参与肿瘤疾病的发生和发展过

程，能够辅助临床医生监测治疗效果和判断预

后［10］。CA125属于糖蛋白类肿瘤抗原，是目前临床

上应用最为广泛的肿瘤标志物，在肺癌、乳腺癌等恶

性肿瘤患者血清中均显著提高，并对患者的预后有

一定指示作用［11］。本研究结果显示，与卵巢良性肿

瘤及健康女性相比，卵巢癌患者血清CA125水平显

著升高，提示CA125对卵巢癌的诊断同样具有重要

参考价值。另外，CA125在不同临床分期、组织分化

程度以及是否发生淋巴结转移患者血清中也存在明

显差异，且卵巢癌患者术后 1个月时血清CA125水

平也明显降低，说明CA125在卵巢癌病理过程中发

挥重要作用，可作为评估患者病情的辅助指标。

癌症的发生和发展是多基因共同参与的过

程，miRNA 是一类单链非编码 RNA，通过与 3′端

图 1 血清miR⁃21及CA125检测对卵巢癌诊断的 ROC
曲线

Figure 1 ROC curve of serum miR⁃21 and CA125 detection
for the diagnosis of ovarian cancer

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

ROC曲线
曲线源
miR⁃21
CA125
联合检测
参考线

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度

·· 515



分子诊断与治疗杂志 2019年 11月 第 11卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2019, Vol. 11 No. 6

配对而干扰正常mRNA的合成，实现对靶基因表达

的调控作用［12］。研究［13⁃14］发现，miRNA通过对原癌

基因或抑癌基因的调控作用，介导肿瘤细胞的免疫

逃逸、新血管生成等途径，参与肿瘤疾病的病理过

程。miR⁃21 是一种具有类似癌基因的 miRNA，

通过负调控肿瘤抑制基因 TPM1、PTEN、SPRY2
等靶向位点，促进肿瘤细胞的生长、分裂和侵袭，

从而在血液系统以及实体器官肿瘤中发挥作

用［15⁃17］。本研究发现，卵巢癌患者血清 miR⁃21 相

对表达量较卵巢良性肿瘤和健康女性显著升高，

且不同临床分期、组织分化程度以及是否存淋巴

结转移的患者血清 miR⁃21 表达也存在显著差异，

提示 miR⁃21 在卵巢癌发病过程中可能发挥促癌

作用，其相关作用机制还需进一步研究。

绘制 ROC 曲线分析 miR⁃21 及 CA125 对卵巢

癌的诊断价值，结果显示，血清 miR⁃21 和 CA125
单独检测诊断卵巢癌的AUC均大于 0.8，提示两者

对卵巢癌的诊断均具有良好效果；其中 miR⁃21 对

卵巢癌诊断的 AUC 和灵敏度均大于 CA125，提示

miR⁃21对卵巢癌诊断效能较高。卵巢癌恶性程度

较高，对患者危害严重，避免漏诊是临床诊治的关

键，单项指标检测必然会存在一定缺陷性，因此推

荐多指标联合检测进行疾病筛查。本研究发现，

miR⁃21和 CA125联合检测的AUC大于单独检测，

且联合检测的诊断灵敏度较单独检测也显著提

高，说明miR⁃21和 CA125联合检测可进一步提高

灵敏度，降低漏诊率。

综上所述，血清miR⁃21和 CA125表达情况与

卵巢癌的发生发展密切相关，可作为卵巢癌早期诊

断的参考指标，而miR⁃21和 CA125联合检测更有

助于提高卵巢癌筛查诊断的准确性，降低漏诊率。
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表 5 卵巢癌患者手术前后血清miR⁃21及CA125表达水

平比较（x ± s）

Table 5 Comparison of serum mir⁃21 and CA125
expression levels in ovarian cancer patients before and after

surgery（x ± s）

组别

术前

术后 1个月

t值
P值

n
80
80

miR⁃21
2.39±0.72
1.87±0.53

5.465
0.000

CA125（U/mL）
52.66±18.83
38.52±9.57

5.787
0.000

表 4 不同临床病理特征患者血清miR⁃21及CA125表达情况比较［n（%）］

Table 4 comparison of serum miR⁃21 and CA125 expression in patients with different clinical and pathological
characteristics［n（%）］

临床特征

临床分期

分化程度

转移

Ⅰ~Ⅱ期（n=45）
Ⅲ~Ⅳ期（n=35）
中高分化（n=47）
低分化（n=33）

否（n=52）
是（n=28）

miR⁃21

高表达

30（66.67）
33（94.29）
31（65.96）
32（96.97）
35（67.31）

28（100.00）

低表达

15（33.33）
2（5.71）

16（34.04
1（3.03）

17（32.69）
0（0.00）

c2值

23.220

31.869

39.521

P值

0.000

0.000

0.000

CA125

高表达

23（51.11）
27（77.14）
22（46.81）
28（84.85）
29（55.77）
21（75.00）

低表达

22（48.89）
8（22.86）

25（53.19）
5（15.15）

23（44.23）
7（25.00）

c2值

14.670

32.175

7.988

P值

0.000

0.000

0.007

（下转第 538）
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水翁花对过氧化氢诱导神经细胞凋亡的影响

于广周★ 谭文刚 张昊

［摘 要］ 目的 探讨水翁花对过氧化氢（H2O2）诱导神经细胞 PC12 凋亡的影响及其作用机

制。 方法 构建 PC12 氧化应激损伤模型，不同浓度的水翁花干预 H2O2 诱导的 PC12 细胞，应用流式

细胞仪检测细胞凋亡率；检测细胞 SOD 水平。qRT⁃PCR 法检测水翁花对 miR⁃422a 表达的影响；过表

达 miR⁃422a 或抑制 miR⁃422a 表达对 H2O2 诱导的 PC12 细胞凋亡及 SOD 活性的影响。Western blot 法
测定细胞中 Bcl⁃2、Bax 的表达变化。 结果 H2O2 诱导的 PC12 细胞凋亡率升高（P<0.05），SOD 活性

降低（P<0.05），抑制 miR⁃422a 表达（P<0.05），而水翁花处理后，PC12 细胞凋亡率降低（P<0.05），SOD
活性增强（P<0.05），促进 miR⁃422a 表达（P<0.05），Bcl⁃2 表达上调（P<0.05），Bax 表达下调（P<0.05）；

过表达 miR⁃422a 可抑制 H2O2 诱导的 PC12 细胞凋亡（P<0.05），增强 SOD 活性（P<0.05）；抑制 miR⁃422a
表达可逆转水翁花对 H2O2 诱导的 PC12 细胞凋亡、SOD 活性的影响。 结论 水翁花可通过上调

miR⁃422a 表达对 H2O2 诱导的 PC12 细胞损伤发挥保护作用，其可能作用机制与抗细胞凋亡及抗氧化

作用相关。

［关键词］ 水翁花；过氧化氢；miR⁃422a；PC12细胞；凋亡

Effect of cleistocalyx operculatus flower buds on hydrogen peroxide induced
apoptosis of nerve cells
YU Guangzhou★，TAN Wengang，ZHANG Hao
（Henan Province Zhumadian Central Hospital Sankei Third Branch，Zhumadian，Henan，China，463000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of cleistocalyx operculatus flower buds on the
apoptosis of PC12 induced by hydrogen peroxide（H2O2）and its mechanism. Methods PC12 oxidative
stress injury model was established. Different concentrations of cleistocalyx operculatus flower buds intervened
in H2O2 ⁃ induced PC12 cells，and apoptosis rate was detected by flow cytometry. Cell SOD levels were
measured according to the kit. The effect of operculatus flower on the expression of miR⁃422a was detected by
qRT⁃PCR. Overexpression of miR⁃422a or inhibition of miR⁃422a expression on H2O2⁃induced apoptosis and
SOD activity in PC12 cells were measured. The expression of Bcl ⁃ 2 and Bax in cells was determined by
Western blot. Results H2O2⁃induced apoptosis of PC12 cells increased（P<0.05），SOD activity decreased
（P<0.05），and miR⁃422a expression was inhibited（P<0.05）. After treatment with water flower，the apoptosis
rate of PC12 cells decreased，the activity of SOD increased（P<0.05），the expression of miR⁃422a and Bcl⁃2
was up ⁃ regulated（P<0.05）. The expression of Bax was down⁃ regulated（P<0.05）. Overexpression of miR⁃
422a inhibited H2O2 ⁃ induced apoptosis of PC12 cells and enhanced SOD activity. Inhibition of miR ⁃ 422a
expression reversed the effect of water flower on H2O2 ⁃ induced apoptosis and SOD activity in PC12 cells.
Conclusion Cleistocalyx operculatus flower buds can protect H2O2⁃induced PC12 cell injury by up⁃regulating
miR⁃422a expression，and the possible mechanism is related to anti⁃apoptosis and anti⁃oxidation.

［KEY WORDS］ Cleistocalyx operculatus flower buds；hydrogen peroxide；miR ⁃ 422a；PC12 cells；
apoptosis
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阿尔茨海默病属于退行性神经系统病变，并

严重危害老年人健康，既往研究显示氧化应激可

促进退行性神经系统病变发生［1⁃2］。因而寻找具

有清除氧自由基活性的药物对降低退行性神经

系统病变发生率具有重要意义。研究表明水翁

花对过氧化氢（H2O2）诱导的神经细胞损伤具有

保护作用［3⁃4］。但水翁花对 H2O2 诱导 PC12 细胞

损伤的保护机制尚未完全阐明。研究表明 H2O2

诱 导 PC12 细 胞 中 微 小 RNA ⁃ 422a（microRNA ⁃
422a，miR⁃422a）与 bcl⁃w 蛋白表达呈负相关，miR
⁃422a 可能通过负向调控 bcl⁃w 表达而参与 H2O2

诱导的 PC12 细胞凋亡过程［5］。基于水翁花对神

经系统具有较好的保护作用，本研究采用 H2O2

诱导 PC12 细胞损伤模型，探讨水翁花对 miR⁃
422a 表达及神经细胞凋亡的影响，分析其可能作

用机制，旨在为临床治疗退行性神经系统病变提

供新方向。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

PC12细胞购自上海中国科学院上海生化细胞

所。水翁花购自安徽广印堂中药股份有限公司，

经实验室鉴定为桃金娘科植物水翁的干燥花蕾。

RPMI 1640 培养基与胎牛血清均购自美国 Gibco
公司；Annexin V⁃FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒购

自上海雅吉生物科技有限公司；30%过氧化氢

（H2O2）购自天津富宇试剂有限公司；PBS购自北京

中杉金桥生物技术有限公司；兔抗鼠 Bcl⁃2、Bax多

克隆抗体均购自美国 Sigma公司；辣根过氧化物酶

（HRP）标记的山羊抗兔 IgG 二抗购自武汉博士德

生物工程有限公司；miR⁃422a mimics 及阴性对照

（miR⁃NC）、miR⁃422a 抑制物（anti⁃miR⁃422a）及阴

性对照（anti⁃miR⁃NC）均购自上海吉玛制药技术有

限公司；Trizol、逆转录及实时荧光定量 PCR（qRT⁃
PCR）试剂盒均购自日本 TaKaRa 公司；超氧化物

歧化酶（SOD）活性检测试剂盒购自上海江莱生物

科技有限公司；Lipofectamine2000购自北京索莱宝

科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 药物处理与实验分组

用不同浓度（100、200、300 nmol/L）的 H2O2 处

理 PC12 细胞，通过检测 PC12 细胞凋亡率筛选适

宜浓度构建 H2O2模型。实验分组：PC12 组（正常

对照组）、H2O2 模型组（300 nmol/L）、水翁花干预组

（10、20、40、60 mg/L），PC12 细胞培养于含有 10%
胎牛血清的 RPMI 1640培养基，放入 37℃、体积分

数 5%CO2培养箱内培养 24 h，除 PC12 组、H2O2 模

型组外，其余各组加入相应药物浓度处理 12 h，除
PC12 组外，其余各组加入相同浓度的 H2O2 处理

12 h。后续实验中又将 H2O2 模型组 PC12 细胞分

为 miR⁃NC 组（转染 miR⁃422a mimics 阴性对照培

养 12 h）、miR⁃422a 组（转染 miR⁃422a mimics 培养

12 h）、水翁花 40 mg/L+ anti⁃miR⁃NC 组（转染阴性

对照后使用浓度为 40 mg/L 的水翁花处理 12 h）、

水翁花 40 mg/L+ anti⁃miR⁃422a 组（转染 miR⁃422a
抑制物后使用浓度为 40 mg/L 的水翁花处理 12
h），收集各组转染成功的细胞，使用浓度为 300
nmol/L的H2O2处理 12 h。
1.2.2 流式细胞术检测细胞凋亡

弃旧培养基，用 2 mL预冷 PBS洗涤各组对数

生长期 PC12 细胞，胰蛋白酶消化细胞，收集细胞

置于无菌无酶的 EP 管内，4℃条件下，1 000 r/min
转速离心 5 min，弃上清，加入 1 mL生理盐水制备

细胞悬液，4℃条件下，1 000 r/min 转速离心 5
min，加入缓冲液，加入 5 μL Annexin V⁃FITC，室

温避光孵育 10 min，加入 5 μL PI，室温避光染色

5 min，于 1 h内上机，应用流式细胞仪检测细胞凋

亡率。

1.2.3 检测 SOD活性

收集各组细胞，4℃条件下，1 000 r/min 转速

离心 5 min，用 PBS 洗涤 3 次，加入预冷细胞裂解

液，冰上裂解 10 min，4℃条件下，12 000 r/min 转

速离心 5 min，吸取上清，按照试剂盒说明书检测

细胞 SOD 活性，严格按照试剂盒说明书进行

操作。

1.2.4 蛋白免疫印迹（Western blot）检测 Bcl⁃2、
Bax蛋白表达

取对数生长期 PC12 细胞，加入预冷细胞裂

解液，冰上裂解 30 min，4℃条件下，12 000 r/min
转速离心 10 min，吸取上清（细胞总蛋白），采用

BCA 法检测蛋白浓度，高温条件下使蛋白变性，

取 20 μg 蛋白样品上样，经 12% SDS⁃PAGE 电

泳分离蛋白，电泳结束后将分离蛋白凝胶转移

至 PVDF 膜上，5%脱脂奶粉封闭 2 h，加入相关

一抗（稀释比 1∶1 000）于 4℃封闭 24 h，TBST
洗膜，再加入二抗（稀释比 1∶5 000）封闭 1 h，加
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入 ECL 发光显影，置于凝胶成像系统曝光成像，

采用 Quantityone 软件检测条带灰度值，蛋白相

对表达量=目的蛋白条带灰度值 /内参照条带灰

度值。

1.2.5 qRT⁃PCR检测细胞中miR⁃422a表达水平

采用 Trizol 法提取 PC12 细胞总 RNA，应用紫

外分光光度计测定 RNA 浓度，按照逆转录试剂盒

将 RNA 反转录为 cDNA，严格按照 qRT⁃PCR 检测

试剂盒说明书配反应体系，反应体系：SYBR Pre⁃
mix Ex Taq Ⅱ（2×）10 μL，cDNA 2 μL，上下游引

物各 0.8 μL，ROX Reference Dye（50 ×）0.4 μL，
ddH2O2 6 μL。反应条件：95℃预变性 5 min 循环 1
次，95℃变性 15 qs，60℃退火 60 s，72℃延伸 30 s，
共循环 40次，放入ABI 7500实时荧光定量 PCR仪

检测miR⁃422a相对表达量。

1.3 统计学处理

应用 SPSS 21.0 统计学软件分析数据，计量

资料均符合正态分布，数据均以（x ± s）表示，两

组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素

方差分析，以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 H2O2诱导神经细胞 PC12损伤

与 PC12 组相比，PC12 + H2O2 100 nmol/L 组、

PC12 + H2O2 200 nmol/L组、PC12 +H2O2 300 nmol/L
组 PC12细胞凋亡率显著升高（P<0.05），SOD活性

显著降低（P<0.05），差异有统计学意义，见表 1、图
1。由于 PC12 +H2O2 300 nmol/L组 PC12细胞凋亡

率较高，因此选取选用 H2O2 300 nmol/L 构建损伤

模型，用于后续实验研究。

分组

PC12
PC12+H2O2 100 nmol/L
PC12+H2O2 200 nmol/L
PC12+ H2O2300 nmol/L

F值
P值

SOD(U/mL)
17.72±1.68
14.95±1.34 a

10.02±1.00a

6.72±0.58 a

97.706
0.000

凋亡率（%）

7.58±0.52
11.23±1.20a

17.21±1.76a

55.78±4.33a

504.091
0.000

表 1 H2O2诱导神经细胞 PC12损伤（x ± s，n=6）
Table 1 Hydrogen peroxide induces PC12 damage in neurons

（ x̄ ±s，n=6）

与 PC12组比较，aP<0.05。

图 1 不同浓度的H2O2对神经细胞 PC12凋亡的影响

Figure1 Effects of different concentrations of hydrogen peroxide on apoptosis of PC12 neurons

2.2 水翁花对H2O2诱导的神经细胞 PC12凋亡及

SOD表达的影响

用不同浓度的水翁花处理 PC12 细胞后使用

H2O2（300 nmol/L）干预细胞，结果显示，与对照组

相比，PC12 细胞凋亡率显著降低（P<0.05），SOD
活性显著增强（P<0.05），Bcl⁃2 蛋白表达量显著升

高（P<0.05），而 Bax 蛋白表达量显著降低（P<
0.05），且随着使用剂量的增加而变化（P<0.05），呈

剂量效应，见图 2、表 2。表明水翁花可抑制 H2O2

诱导的神经细胞 PC12凋亡，并可减轻氧化应激反

应程度。选用水翁花（40 mg/L）进行后续实验。

2.3 水翁花对H2O2诱导的神经细胞 PC12中miR⁃
422a表达的影响

qRT⁃PCR 检测结果显示，与 PC12 组相比，

PC12+H2O2 300 nmol/L 组 PC12 细胞中 miR⁃422a
的表达水平显著降低（P<0.05）；相对于 PC12+
H2O2 300 nmol/L 组，PC12+H2O2 300 nmol/L+水翁

Bcl⁃2

GAPDH

Bax

1 2 3 4 5

1. 对照；2. 水翁花 10 mg/L；3. 水翁花 20 mg/L；4. 水翁花 40 mg/L；
5.水翁花 60 mg/L。
图 2 水翁花对H2O2诱导的神经细胞 PC12凋亡蛋白

表达的影响

Figure 2 Effects of Pulsatilla chinensis on apoptotic
protein expression of PC12 induced by hydrogen peroxide

in nerve cells
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分组

miR⁃NC
miR⁃422a

t值
P值

SOD
（U/mL）
6.71±0.54
14.37±1.28 a

13.506
0.000

Bcl⁃2
蛋白

0.26±0.03
0.65±0.06 a

14.241
0.000

Bax
蛋白

1.23±0.12
0.53±0.05 a

13.190
0.000

凋亡率
（%）

52.58±4.52
19.71±1.58a

16.815
0.000

分组
（mg/L）

对照

水翁花 10
水翁花 20
水翁花 40
水翁花 60

F值

P值

SOD
（U/mL）

6.71±0.54
9.66±0.84a

12.01±1.12ab

15.62±1.37abc

16.23±1.41abc

79.023
0.000

Bcl⁃2
蛋白

0.26±0.03
0.45±0.04a

0.58±0.06ab

0.76±0.08abc

0.82±0.08abc

82.984
0.000

Bax
蛋白

1.23±0.12
0.94±0.09a

0.71±0.07ab

0.43±0.04abc

0.37±0.04abc

125.961
0.000

凋亡率
（%）

52.58±4.52
33.93±3.24a

24.81±2.56ab

12.26±1.13abc

10.25±1.01abc

227.141
0.000

与对照组比较，aP<0.05；与水翁花 10 mg/L 组比较，bP<0.05；与水

翁花 20 mg/L组比较，cP<0.05。

表 2 水翁花对H2O2诱导的神经细胞 PC12凋亡及 SOD
表达的影响（x ± s，n=6）

Table 2 Effects of Herba Anemoniae on Apoptosis and SOD
Expression of PC12 Neurons Induced by H2O2（x ± s，n=6）

花 40 mg/L 组 PC12 细胞中 miR⁃422a 的表达水平

显著升高（P<0.05），见表 3。

2.4 过表达 miR⁃422a 对 H2O2 诱导的神经细胞

PC12凋亡及 SOD活性的影响

结果显示，与 miR⁃NC 组相比，miR⁃422a 组

PC12 细胞凋亡率显著降低（P<0.05），SOD 活性显

著降低（P<0.05），Bcl⁃2 蛋白表达量显著增加（P<
0.05），而 Bax蛋白表达量显著降低（P<0.05），见图

3、表 4。
2.5 抑制 miR⁃422a 表达能逆转水翁花对 H2O2诱

导的神经细胞 PC12凋亡、SOD活性的影响

相对于水翁花 40 mg/L+ anti⁃miR⁃NC组，水翁

花 40 mg/L+ anti⁃miR⁃422a 组 PC12 细胞凋亡率显

著升高（P<0.05），SOD活性与 Bcl⁃2蛋白表达量均

显著降低（P<0.05），Bax 蛋白表达量显著升高（P<
0.05），见图 4、表 5。表明抑制 miR⁃422a 表达可逆

转水翁花对H2O2诱导的神经细胞 PC12凋亡、SOD
活性的影响。

3 讨论

PC12 细胞源自大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤，其结

构、功能及形态均与神经细胞相似可被用于神经

药理学方面的研究，H2O2诱导 PC12细胞损伤是氧

化应激损伤的经典模型，研究表明活性氧介导的

氧化应激损伤在神经退行性疾病中发挥重要作

miR⁃NC miR⁃422a

Bcl⁃2

Bax

GAPDH

图 3 过表达miR⁃422a对H2O2诱导的神经细胞

PC12凋亡蛋白表达的影响

Figure 3 Effects of overexpression of microRNA⁃422a on
apoptotic protein expression of PC12 induced by hydrogen

peroxide in nerve cells

与miR⁃NC组比较，aP<0.05。

表 4 过表达miR⁃422a对H2O2诱导的神经细胞 PC12凋
亡及 SOD活性的影响（x ± s，n=6）

Table 4 Effect of over⁃expression of microRNA⁃422a in on
apoptosis and SOD activity of PC12 neurons induced by

hydrogen peroxide（x ± s，n=6）

Bcl⁃2

Bax

GAPDH

1 2 3 4

1. 对照；2. 水翁花 40 mg/L；3. 水翁花 40 mg/L+anti⁃miR⁃NC；

4. 水翁花 40 mg/L+anti⁃miR⁃422a。

图 4 抑制miR⁃422a表达能逆转水翁花对H2O2诱导的

神经细胞 PC12凋亡蛋白表达的影响

Figure 4 Inhibiting the expression of miR⁃422a reverses the
effect of Saussurea chinensis on apoptotic protein expression

of PC12 induced by hydrogen peroxide in nerve cells

分组

PC12
PC12+H2O2 300 nmol/L

PC12+H2O2 300 nmol/L+水翁花 40 mg/L
F值

P值

miR⁃422a
1.12±0.11
0.12±0.01 a

0.83±0.08b

256.161
0.000

表 3 水翁花对H2O2诱导的神经细胞 PC12中miR⁃422a表
达的影响（x ± s，n=6）

Table 3 The effect of Herba Pulsatillae on the expression of
microRNA⁃422a in neuron PC12 induced by H2O2（x ± s，n=6）
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分组

对照

水翁花 40 mg/L
水翁花 40 mg/L+anti⁃miR⁃NC
水翁花 40 mg/L+anti⁃miR⁃422a

F值

P值

miR⁃422a
0.12±0.01
0.83±0.08a

0.84±0.08
0.57±0.06b

165.527
0.000

SOD（U/mL）
6.71±0.54
15.62±1.37 a

15.84±1.41
9.67±0.99b

95.402
0.000

Bcl⁃2蛋白

0.26±0.03
0.76±0.08 a

0.75±0.07
0.48±0.05b

93.864
0.000

Bax蛋白

1.23±0.12
0.43±0.04 a

0.42±0.04
0.89±0.09b

143.525
0.000

凋亡率（%）

52.58±4.52
12.26±1.13a

12.19±1.16
22.82±2.22b

312.153
0.000

表 5 抑制miR⁃422a表达能逆转水翁花对H2O2诱导的神经细胞 PC12凋亡、SOD活性的影响（x ± s，n=6）
Table 5 Inhibits the expression of microRNA⁃422a and reverses the effects of Saussurea chinensis on apoptosis and SOD activity

of PC12 neurons induced by hydrogen peroxide（x ± s，n=6）

与对照组比较，aP<0.05；与水翁花 40 mg/L+ anti⁃miR⁃NC组比较，bP<0.05。

用，而机体内代谢产生的H2O2 相当于活性氧，可加

重机体氧化应激损伤［6⁃7］。天然生产药物对清除自

由基活性及保护细胞免受氧化损伤已成为研究热

点［8］。因此，本研究拟寻找减轻神经细胞氧化损伤

的药物，并探究其可能作用机制。

水翁花属于广东地产药材，具有解暑、清热解

毒、抗炎、阵痛等功效［9］。研究表明水翁花提取物可

抑制脂肪酶等生成，还具有抗高血压、白内障、神经细

胞氧化损伤等多种功能［10⁃11］。本研究采用不同浓度的

H2O2诱导 PC12细胞，结果发现H2O2 300 nmol/L 时

细胞凋亡率较高，因而选取H2O2 300 nmol/L构建神

经细胞损伤模型。用不同浓度的水翁花处理H2O2

诱导 PC12细胞，结果发现细胞凋亡率降低，Bcl⁃2表

达下调，而 Bax表达上调，H2O2可破坏细胞或线粒

体膜性结构而促进细胞凋亡，而线粒体在细胞凋亡

过程中发挥重要作用，研究表明 Bcl⁃2可抑制凋亡

蛋白参与凋亡途径，Bcl⁃2/Bax比值降低细胞趋向凋

亡［12⁃13］。本研究结果提示水翁花可通过降低Bax表

达表达及升高 Bcl⁃2表达而抑制H2O2诱导的 PC12
细胞凋亡。SOD属于机体内自由基清除系统，其可

清除机体氧化应激产生的MDA等过氧化物［14］。本

研究结果表明H2O2可降低自由基清除系统的活力

而诱导细胞凋亡，水翁花可增强 SOD活性，抑制神

经细胞凋亡从而发挥抗细胞凋亡作用。

miR⁃422a 是脑组织中特异性 miRNA，其可作

为缺血性脑卒中、动脉粥样硬化等疾病的诊断标

志物，还可通过调控细胞凋亡而参与该疾病发生

及发展过程［15 ⁃ 16］。本研究结果表明 H2O2 诱导的

PC12细胞中miR⁃422a表达水平降低，而水翁花可

上调 miR⁃422a 表达，进一步研究显示上调 miR⁃
422a 表达对 H2O2诱导 PC12 细胞凋亡具有抑制作

用，并可增强 SOD 活性。同时本研究结果表明抑

制 miR⁃422a 表达可逆转水翁花对 H2O2 诱导的

PC12 细胞凋亡及 SOD 活性的作用。提示水翁花

对神经细胞具有积极调控作用，并可抑制 H2O2诱

导的 PC12细胞凋亡，其可能通过上调miR⁃422a表
达而发挥作用。

综上所述，水翁花可通过上调 miR⁃422a 表达

而减轻 H2O2诱导的神经细胞凋亡，并增强机体抗

氧化能力，为临床进一步应用水翁花防治氧化应

激导致的神经系统退行性疾病提供理论依据。但

关于miR⁃422a下游靶基因及其相关信号通路的关

系仍需深入研究。

参考文献
［1］ 范炤，杨亚超，许凡宇，等 . 一种基于 MRI 数据库的

阿尔茨海默病进程数理模型预测方法［J］. 中华生物

医学工程杂志，2016，22（2）：101⁃107.
［2］ 傅赕，肖世富 . 氧化应激与阿尔茨海默病的神经病

理机制研究进展［J］. 中华临床医师杂志（电子版），

2010，4（9）：1646⁃1648.
［3］ 胡涛，刘晓岩，郭宏宝，等 . 三种中药活性部位对

H2O2致 PC12 细胞损伤保护作用的比较研究［J］. 中
国临床药理学与治疗学，2010，15（1）：53⁃58.

［4］ 卢艳花，杜长斌，吴子斌，等 . 水翁花对神经细胞氧

化损伤保护作用的量效值［J］. 中国临床康复，

2005，9（41）：171⁃173.
［5］ 刘松 . 过氧化氢诱导 PC12细胞凋亡中miR⁃422a作

用机制初探［D］. 中山大学，2008：1⁃44.
［6］ 张秋芳，汪选斌，戢艳琼，等 . 二氢石蒜碱对过氧化

氢损伤的 PC12细胞的保护作用［J］. 中国新药杂志，

2012，21（11）：1288⁃1291.
［7］ Friedlander RM. Mechanisms of disease：Apoptosis

and caspases in neurodegenerative diseases［J］. New
Engl J Med，2003，348（14）：1365⁃1375.

（下转第 544页）

·· 521



分子诊断与治疗杂志 2019年 11月 第 11卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2019, Vol. 11 No. 6

•论 著•

作者单位：广州市第一人民医院老年病科，广东，广州 510000
★通信作者：范明娟，E⁃mail：3286084848@qq.com

血浆miR⁃192、miR⁃29c水平对 2型糖尿病肾病诊断
的临床意义

何爽 黄萍 范明娟★

［摘 要］ 目的 探讨血浆微小RNA⁃192（miR⁃192）与微小RNA⁃29c（miR⁃29c）联合检测对 2型糖尿

病肾病的诊断价值。 方法 选取 2017年 12月至 2018年 12月本院收治的 166例 2型糖尿病患者为研究对

象，分为糖尿病无肾损害组（DM组）与糖尿病肾病组（DN组），同时以同时期本院健康体检健康人群 60例

为正常对照组（NC组）。采用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT⁃PCR）检测各组血浆miR⁃192、miR⁃29c的表

达水平；采用酶联免疫吸附法（ELISA）检测尿中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（NGAL）水平；采用

Pearson法分析DN患者血浆miR⁃192、miR⁃29c与NGAL的相关性；采用受试者工作特征曲线（ROC）分析血

浆 miR⁃192、miR⁃29c 表达对 DN 的诊断价值；分析血浆 miR⁃192、miR⁃29c 联合诊断 DN 的诊断效能。

结果 与NC组比较，DM组与DN组患者尿NGAL水平、miR⁃29c的表达水平显著升高（P<0.05），DN组显

著高于 DM 组（P<0.05）；与 NC 组相比，DM 组与 DN 组患者血浆 miR⁃192 的表达水平均显著降低（P<
0.05），DN组显著低于DM组（P<0.05）；miR⁃192与尿NGAL呈负相关（r=-0.338，P=0.002），miR⁃29c与尿

NGAL呈正相关（r=0.516，P<0.001）；miR⁃192诊断DN的灵敏度 52.50%，特异度 75.58%；miR⁃29c诊断DN
的灵敏度 50.00%，特异度 86.05%；联合诊断灵敏度 97.50%，特异度 95.34%，准确度为 96.39%；联合检测时

灵敏度与准确度均高于单项检测（P<0.05）。 结论 血浆miR⁃192、miR⁃29c表达异常与 2型糖尿病肾病发

生发展密切相关，二者联合检测可提高 2型糖尿病肾病诊断效能。

［关键词］ miR⁃192；miR⁃29c；2型糖尿病肾病

The clinical significance of plasma mir⁃192 and mir⁃29c levels in diagnosis of
type 2 diabetic nephropathy
HE Shuang，HUANG Ping，FAN Mingjuan★

（Geriatrics department of guangzhou first people􀆳s hospital，Guangzhou，Guangdong，China，510000）

［ABSTRACT］ Objective Toexplore the diagnostic value of combined detection of plasma microRNA⁃
192（miR⁃192）and microRNA⁃29c（miR⁃29c）in type 2 diabetic nephropathy. Methods 166 patients with
type 2 diabetes admitted to our hospital from December 2017 to December 2018 were enrolled. According to
the clinical diagnostic criteria of diabetic nephropathy，they were divided into renal damage（DM）group and
diabetic nephropathy group（DN group）. At the same time，60 healthy people were taken as the normal
control group（NC group）. Real⁃time quantitative polymerase chain reaction（qRT⁃PCR）was used to detect
the expression levels of miR ⁃ 192 and miR ⁃ 29c in plasma. Urine neutrophil gelatinase ⁃ associated lipocalin
（NGAL）levels were measured by enzyme ⁃ linked immunosorbent assay（ELISA）. The correlation between
plasma miR⁃192，miR⁃29c and NGAL in DN patients was analyzed by Pearson method. The diagnostic value
of plasma miR⁃192 and miR⁃29c expression on DN was analyzed by receiver operating characteristic curve
（ROC）. The diagnostic efficacy of plasma miR ⁃ 192 and miR ⁃ 29c combined with diagnosis of DN was
analyzed by clinical pathological diagnosis. Results Compared with the NC group，the expression levels of
urinary NGAL and miR⁃29c in the DM group and the DN group increased significantly （P<0.05），and the
DN group was significantly higher than the DM group （P<0.05）. Compared with the NC group， the
expression levels of plasma miR⁃192 in the DM group and the DN group were significantly lower（P<0.05），

and the DN group was significantly lower than the DM group（P<0.05）. miR⁃192 was negatively correlated
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with urinary NGAL（r=-0.338，P=0.002），and miR⁃29c was positively correlated with urinary NGAL（r=
0.516，P<0.001）. The sensitivity of miR⁃192 for diagnosis of DN was 52.50% and the specificity was 75.58%.
The sensitivity of miR⁃29c for diagnosis of DN was 50.00% and the specificity was 86.05%. The combined
diagnostic sensitivity was 97.50%，the specificity was 95.34%，and the accuracy was 96.39%. The sensitivity
and accuracy of the joint detection were higher than the single test（P<0.05）. Conclusion The abnormal
expression of miR⁃192 and miR⁃29c in plasma is closely related to the occurrence and development of type 2
diabetic nephropathy. The combined detection of the two can improve the diagnostic efficiency of type 2
diabetic nephropathy.

［KEY WORDS］ miR⁃192；miR⁃29c；type 2 diabetic nephropathy

糖尿病（diabetes mellitus，DM）是临床常见疾

病，其中 2型糖尿病是主要病理类型，而糖尿病肾

病（diabetic nephropathy，DN）是 2 型糖尿病的主要

并发症之一，DN 早期症状较为隐匿，目前尚缺乏

有效诊断指标［1⁃3］。因而积极寻找分子标志物对 2
型糖尿病肾病的诊断及改善患者预后具有重要临

床意义。微小 RNA（microRNA，miRNA）是一种内

源性非编码小 RNA 分子，并可通过调控下游靶基

因表达而参与多种生理病理过程，研究表明部分

miRNA异常表达与 2型糖尿病肾病发生过程密切

相关，并可能作为诊断早期糖尿病肾病的分子标志

物［4］。但miRNA诊断 2型糖尿病肾病存在一定假

阳性或假阴性，因而需积极探寻miRNA 分子并分

析其对 2 型糖尿病肾病的诊断价值。相关报道指

出微小 RNA⁃192（microRNA⁃192，miR⁃192）在 DN
患者血清中呈低表达，并可能调控DN发生发展过

程［5］。研究表明微小RNA⁃29c（microRNA⁃29c，miR
⁃29c）可通过调控靶基因 Sprouty homolog 1表达而

促进糖尿病肾病发展，抑制miR⁃29c的表达可减缓

糖尿病肾病的进展［6］。但miR⁃192与miR⁃29c对 2
型糖尿病肾病的诊断价值尚未可知。尿中性粒细

胞明胶酶相关脂质运载蛋白（neutrophil gelatinase
associated lipocalin，NGAL）可参与多种肾脏疾病的

发生及发展过程，并可作为反映急性肾损伤的重要

指标［7⁃8］。本研究主要探讨血浆 miR⁃192、miR⁃29c
与 NGAL 的相关性，分析血浆miR⁃192与miR⁃29c
联合检测对 2型糖尿病肾病的诊断价值。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2017年 12月至 2018年 12月本院收治的

166例 2型糖尿病患者为研究对象，所有患者均符合

糖尿病诊断标准［9］。Ⅱ型糖尿病患者符合下列任何

一项者：①大量白蛋白尿；②糖尿病视网膜病变伴

微量蛋白尿即诊断为Ⅱ型糖尿病肾病［10］。其中DM
组患者尿微量清蛋白/Crea低于 30 mg/gCrea，DN组

患者尿微量清蛋白/Crea 处于 30~300 mg/gCrea 之

间［11］。同时以本院同时期健康体检人群 60例为NC
组。DM 组患者年龄为 68~75 岁，平均年龄为

（71.35±6.13）岁；DN组患者年龄为 62~76岁，平均年

龄为（72.35±4.49）岁；正常组年龄为 66~76岁，平均

年龄为（70.32±5.31）岁。所有患者知情且签署同意

书。排除标准：合并内分泌、心血管等疾病患者；原

发性肾病、肾动脉狭窄等疾病患者；心脏与肝脏等全

身疾病引发的肾脏疾病患者。各组研究对象年龄、

性别比较差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

1.2 方法

1.2.1 采集样本

所有研究对象均于入组后空腹 12 h，取清晨静

脉血5 mL置于EDTA抗凝管，4℃条件下，2 500 r/min
转速离心 10 min，分离血浆，吸取血浆置于 1.5 mL
EP管内，置于-80℃超低温冰箱保存备用。

1.2.2 主要试剂与仪器

miRNAcute miRNA 提取分离试剂盒、miR⁃
NAcute miRNA cDNA 第一链合成试剂盒、荧光定

量检测试剂盒均购自广州真知生物有限公司；尿中

性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（neutrophil ge⁃
latinase associated lipocalin，NGAL）检测试剂盒购

自福建迈新生物技术有限公司。ABI 7500型荧光

定量 PCR仪购自北京拓普塞斯生物技术有限公司。

1.2.3 时荧光定量聚合酶链反应（Quantitative Real⁃
time PCR，qRT⁃PCR）检测血浆 miR⁃192、miR⁃29c
的表达水平

采用miRNAcute miRNA提取分离试剂盒分离

并提取 RNA，按照 miRNAcute miRNA cDNA 第一

链合成试剂盒进行反转录合成 cDNA，参照荧光定

量检测试剂盒进行荧光定量检测，其中 U6 为内

参，正向引物为 5′⁃ATTGGAACGATACAGAGAA⁃
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GATT ⁃ 3′，反向引物为：5′ ⁃ GGAACGCTTCAC⁃
GAATTTG⁃3′；miR⁃192 正向引物为 5′⁃GGGGCT⁃
GACCTATGAATTGA⁃3′，反向引物为：5′⁃CAGTG⁃
CAGGGTCCGAGGT⁃3′ ；miR⁃29c 正 向 引 物 为

5′ ⁃GTAGCACCATTTGAAATCAG⁃ 3′，反向引物

为：5′⁃TTGGCACTAGCACATT⁃3′。反应体系：cD⁃
NA 2.0 μL，Primer 1.0 μL，RNase H2O 7 μL，SYBR
Primix Ex TaqTM 10 μL。反应条件：95℃预变性 2
min，95℃变性 15 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，
共循环 40次。采用 2⁃ΔΔCt法计算miR⁃192、miR⁃29c
的相对表达量。

1.2.4 临床指标

所有研究对象均留取清晨中段尿 5 mL，室温

条件下，3 000 r/min 转速离心 10 min，吸取上清置

于 EP 管内，-80℃条件下冻存。采用酶联免疫吸

附法（enzyme⁃linked immunosorbent assay，ELISA）
检测尿中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白

（NGAL）水 平 ，严 格 按 照 试 剂 盒 说 明 书 进 行

操作。

1.2.5 结果判定

根据糖尿病肾病临床诊断标准，2型糖尿病患

者糖尿病无肾损害组（DM组）86例与糖尿病肾病

组（DN 组）80 例。采用受试者工作特征曲线

（receiver operating characteristic，ROC）分析血浆

miR⁃192、miR⁃29c 表达对 2 型糖尿病肾病的诊断

价值，根据临床检测结果比较分析血浆 miR⁃192、
miR⁃29c诊断 2型糖尿病肾病的效能分析。

1.3 统计学处理

采用统计学软件 SPSS 21.0 进行分析，符合正

态分布的计量资料以均数±标准差（x ± s）表示，两

组间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单

因素方差分析；Pearson 法进行相关性分析；ROC
分析血浆 miR⁃192、miR⁃29c 表达对 2 型糖尿病肾

病的诊断价值；计数资料采用 c2检验，各组数据均

以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组一般资料比较

与正常组比较，DM组与 DN组患者空腹血糖

均显著升高（P<0.05），DN 组显著高于 DM 组（P<
0.05）；相较于正常组，DM 组与 DN 组患者尿

NGAL 均显著升高（P<0.05），DN 组显著高于 DM
组（P<0.05），而各组研究对象性别、年龄、体质指

数等比较差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。

组别

NC组

DM组

DN组

F/c2

P值

n
60
86
80

男/女
38/22
53/33
50/30
0.044
0.978

年龄（岁）

61.32±8.31
61.35±8.13
62.35±6.49

0.454
0.636

空腹血糖（mmol/L）
4.32±0.32
7.96±1.59*

8.52±1.52*#

49.238
0.000

尿NGAL（μg/L）
8.31±1.21
16.58±3.12*

39.57±6.58*#

988.014
0.000

体质指数（kg/m2）

26.58±3.25
26.45±3.21
26.47±3.35

0.031
0.970

表 1 各组一般资料比较（x ± s）

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

与NC组相比，*P<0.05；与DM组相比，#P<0.05。

2.2 各组血浆miR⁃192、miR⁃29c表达水平比较

与 NC 组相比，DM 组与 DN 组患者血浆 miR⁃
192 的表达水平均显著降低（P<0.05），DN 组显著

低于DM组（P<0.05）；相对于NC组，DM组与DN
组患者血浆 miR⁃29c 的表达水平显著升高（P<
0.05），DN组显著高于DM组（P<0.05），见表 2。
2.3 血浆 miR ⁃ 192、miR ⁃ 29c 表达与 DN 患者

NGAL的相关性分析

采用Pearson法分析DN患者血浆miR⁃192、miR
⁃29c表达水平与尿NGAL的相关性，结果显示，miR⁃
192与尿NGAL呈负相关（r=-0.338，P=0.002），miR⁃
29c与尿NGAL呈正相关（r=0.516，P=0.000），见图1。

2.4 血浆miR⁃192、miR⁃29c对 2型糖尿病肾病的

诊断价值

ROC 分析血浆miR⁃192对Ⅱ型糖尿病肾病的

组别

NC组

DM组

DN组

F值

P值

n

60
86
80

miR⁃192
1.00±0.09
0.62±0.15*

0.31±0.02*#

751.971
<0.001

miR⁃29c
1.01±0.13
2.16±0.24*

3.22±0.57*#

597.004
<0.001

表 2 各组血浆miR⁃192、miR⁃29c表达水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of plasma miR⁃192 and miR⁃29c
expression levels in each group（x ± s）
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图 1 血浆miR⁃192、miR⁃29c表达与DN患者NGAL的

相关性分析

Figure 1 Correlation analysis between plasma miR⁃192 and
miR⁃29c expression and NGAL in patients with DN
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图 2 ROC分析血浆miR⁃192、miR⁃29c对Ⅱ型糖尿病肾病

的诊断价值

Figure 2 ROC analysis of the value of plasma miR⁃192 and
miR⁃29c in the diagnosis of type 2 diabetic nephropathy

临床标准

阳性

阴性

阳性

78
4
82

阴性

2
82
84

合计

80
86
166

表 3 miR⁃29c和miR⁃192联合检测对Ⅱ型糖尿病肾病的

诊断价值

Table 3 Diagnostic value of combined detection of miR⁃29c
and miR⁃192 in type 2 diabetic nephropathy

miR⁃192
miR⁃29c
联合检测

c2值

P值

灵敏度

52.50%（42/80）*

50.00%（40/80）*

97.50%（78/80）
9.578
0.008

特异度

75.58%（65/86）
86.05%（74/86）
95.34%（82/86）

1.064
0.587

准确度

64.46%（107/166）*

72.29%（114/166）*

96.39%（160/166）
7.070
0.029

与NC组相比，*P<0.05；与DM组相比，#P<0.05。

表 4 miR⁃29c和miR⁃192联合检测与单项检测对Ⅱ型糖

尿病肾病的诊断价值分析

Table 4 Diagnostic value of combined detection and single de⁃
tection of miR⁃29c and miR⁃192 in type 2 diabetic nephropathy

诊断价值，结果显示miR⁃192诊断 2型糖尿病肾病

的灵敏度为 52.50%，特异度为 75.58%，AUC 为

0.679，95%CI：0.602~0.749，截断值为 0.40，见图 2A。

ROC分析血浆miR⁃29c 对Ⅱ型糖尿病肾病的诊断

价值，结果显示miR⁃29c诊断 2型糖尿病肾病的灵

敏度为 50.00%，特异度为 86.05%，AUC 为 0.796，
95%CI：0.726~0.854，截断值为 2.94，见图 2B。

2.5 联合检测对 2型糖尿病肾病的诊断价值

联合检测时，诊断灵敏度为 97.50%，特异度为

95.34%，准确度为96.39%，见表3。miR⁃29c对2型糖

尿病肾病的诊断特异度高于miR⁃192，联合检测时灵

敏度与准确度均高于单项检测（P<0.05），见表3、表4。

3 讨论

2型糖尿病是一种内分泌代谢性疾病，机体长时

间处于高血糖状态可促进内皮细胞释放内皮血管活

性物质从而促使肾小球硬化导致糖尿病肾病的发

生［12］。糖尿病肾病是糖尿病微血管并发症，临床主

要通过检测微量尿蛋白诊断糖尿病肾病，由于微量

尿蛋白受多种因素的影响导致其对肾损伤程度的诊

断缺乏特异性［13］。因而寻找敏感、特异且无创性的

指标诊断 2型糖尿病肾病具有重要意义。研究表明

miRNA在糖尿病患者血清中异常表达并可能作为

诊断糖尿病肾病的有效指标［14］。因此本研究积极

探寻与 2型糖尿病肾病发生发展相关的miRNA，进

一步分析其对 2型糖尿病肾病的诊断价值。

miR⁃192 在成人心脏手术后急性肾损伤血浆

中的表达水平异常，并可作为急性肾损伤的早期

诊断标志物［15］。miR⁃192 在 2 型糖尿病肾病患者

中的表达水平降低且伴随尿白蛋白肌酐比值

（UACR）的降低，miR⁃192 低表达与肾脏纤维化密

切相关［16］。研究表明 miR⁃192 通过靶向早期生长

反应因子 1（Egr1）的表达影响 DN 的进展［17］。本

研究结果显示 2 型糖尿病肾病患者血浆中 miR⁃
192的表达水平显著降低，提示miR⁃192表达下调

可能参与 2 型糖尿病肾病发生发展过程。本研究

结果显示 2 型糖尿病患者尿 NGAL 水平显著高于

正常组，而 2型糖尿病肾病患者尿NGAL水平显著

高于DM组，进一步分析发现 2型糖尿病肾病患者

中 miR⁃192 表达与尿 NGAL 水平呈负相关，说明

NGAL 可反应 2 型糖尿病肾病患者肾功能损伤状

况，肾小管损害可引起血浆miR⁃192的低表达。提

示 miR⁃192 表达下调可能促进疾病进展并损害肾

小球及内皮细胞功能。沉默 miR⁃29c 可能通过
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AMPK / mTOR 信号抑制糖尿病肾病肾纤维化，并

可能作为治疗糖尿病肾病肾纤维化的有效靶

点［18］。miR⁃29c在狼疮性肾炎患者中呈高表达，还

可作为狼疮性肾炎早期肾纤维化的预测因子［19］。

研究表明 miR⁃29c 还可作为诊断 HTLV⁃1 感染的

新型潜在生物标志物［20］。本研究结果显示 2型糖

尿病患者血浆中miR⁃29c的表达水平显著升高，且

DN 组显著高于 DM 组，提示随着 miR⁃29c 表达水

平的升高可促进 2型糖尿病肾病的发生及发展。

基于以上研究结果，本研究结果显示 2型糖尿

病肾病患者中miR⁃29c与NGAL水平呈正相关，提

示 miR⁃29c 与 NGAL 在 2 型糖尿病肾病发生发展

过程中可能存在一定正向调控作用。目前关于

miRNA 与 2 型糖尿病肾病诊断的研究较多，但关

于 miR⁃29c、miR⁃192 联合检测对 2 型糖尿病肾病

的诊断价值尚未见报道，本研究采用 ROC 分析血

浆 miR⁃192、miR⁃29c 表达对 2 型糖尿病肾病的诊

断价值，结果显示miR⁃192对 2型糖尿病肾病的诊

断灵敏度与特异度较低，而miR⁃29c对 2型糖尿病

肾病的诊断灵敏度与特异度高于miR⁃192，进一步

采用联合检测，结果显示联合检测显著高于单项检

测。提示联合血浆 miR⁃192、miR⁃29c 表达水平检

测可显著提高 2 型糖尿病肾病的诊断效率及准

确率。

综上所述，血浆 miR⁃192、miR⁃29c 联合检测

2 型糖尿病肾病具有较高的诊断效能，可能成为

2 型糖尿病肾病的诊断指标。但血浆 miR⁃192、
miR⁃29c 与微量尿蛋白指标的比较仍需进一步研

究，关于miR⁃192、miR⁃29c与NGAL在 2型糖尿病

肾病发生发展过程中的作用机制仍需深入研究。
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脓毒症患者血清中白细胞介素⁃6和降钙素原表达及
其临床意义

刘蕾蕾 华玮 居培红 张雯艳 黄侃 李铮★

［摘 要］ 目的 探讨白细胞介素⁃6（IL⁃6）、降钙素原（PCT）在脓毒症患者中的表达水平及其临床意

义。 方法 分析 80例脓毒症患者，根据脓毒症分级标准分为普通脓毒症组（n=38）、严重脓毒症组（不伴休

克）（n=22）、脓毒症休克组（n=20），并纳入 40例无感染者为对照组，比较四组受试者 IL⁃6、PCT水平，ROC分

析 IL⁃6、PCT 对脓毒症的诊断效能，建立 Logistic 风险预测模型，分析 IL⁃6、PCT 对脓毒症预后的预测价

值。 结果 普通脓毒症组、严重脓毒症组（不伴休克）、脓毒症休克组血清 IL⁃6、PCT水平与对照组（无感染

者）对比均明显升高（P<0.05）；普通脓毒症组、严重脓毒症组（不伴休克）和脓毒症休克组组间差异显著（P<
0.05），IL⁃6、PCT以表达水平高低排序为脓毒症休克组>严重脓毒症组（不伴休克）>普通脓毒症组；ROC分

析结果示 IL⁃6、PCT的AUC分别为 0.806（95%CI：0.96~10.61，P=0.000），0.892（95%CI：1.28~9.16，P=0.000），
IL⁃6、PCT其灵敏度、特异度分别为 89.61%、86.76%；90.35%、87.26%；IL⁃6>56.12 pg/mL、PCT>1.10 ng/mL在

脓毒症预后预测模型中OR分别为：9.35（98%CI：1.96~8.92）、12.98（95%CI：0.89~12.39），是预测脓毒症患者

不良结局的独立预测因子。 结论 IL⁃6、PCT在脓毒症患者以及不同感染程度脓毒症患者中均有不同程

度的表达，可用于脓毒症早期诊断，提示能预测脓毒症患者预后。

［关键词］ 脓毒症；白细胞介素⁃6；降钙素原

Expression of interleukin ⁃6 and procalcitonin in serum of patients with sepsis
and its clinical significance
LIU Leilei，HUA Wei，JU Peihong，ZHANG Wenyan，HUANG Kan，LI Zheng★

（Department of emergency Yangpu Hospital Affiliated to Tongji University，Shanghai，China，200093）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression and clinical significance of interleukin⁃6（IL⁃6）
and procalcitonin（PCT）in patients with sepsis. Methods According to the criteria of sepsis classification，
80 patients with sepsis was divided into the general sepsis group，the severe sepsis group（without shock），and
the septic shock group according to the sepsis grading criteria，and 40 patients with no infection were included as
controls group. The levels of IL ⁃ 6 and PCT in the four groups were compared. ROC was used to analyze the
diagnostic efficacy of IL⁃6 and PCT for sepsis. A Logistic risk prediction model was established to analyze the
predictive value of IL ⁃ 6 and PCT for the prognosis of sepsis. Results Serum IL ⁃6 and PCT levels in the
general sepsis group，severe sepsis group（without shock），and septic shock group were significantly higher than
control group（P<0.05）. There were significant differences between the general sepsis group，the severe sepsis
group（without shock），and the septic shock group（P<0.05）. IL⁃6 and PCT were ranked as sepsis in the three
groups. Shock group> severe sepsis group（without shock）> general sepsis group. ROC analysis showed that the
AUC of IL⁃6 and PCT were 0.806（95%CI：0.96~10.61，P=0.000），0.892（95%CI：1.28~9.16，P=0.000）. The
sensitivity and specificity of IL⁃6 and PCT were 89.61% and 86.76%；90.35% and 87.26%. IL⁃6>56.12 pg/mL，
PCT>1.10 ng/mL in the prognosis prediction model of sepsis were：9.35（98%CI：1.96~8.92），12.98（95%CI：
0.89~12.39），with independent predictor of adverse outcomes in patients with sepsis. Conclusion The
expression of IL⁃6 and PCT in sepsis patients and sepsis patients with different degrees of infection can be used
for early diagnosis of sepsis，suggesting that they can predict the prognosis of sepsis patients.

［KEY WORDS］ Sepsis；Interleukin⁃6；Procalcitonin
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脓毒症（Sepsis）是病原体进入血液循环而导致

的全身炎症反应综合征（Systemic inflammatory re⁃
sponse syndrome，SIRS），被称为“不受控制的感

染”，可导致循环衰竭和多脏器功能衰竭。脓毒症

在全球发达国家和发展中国家均具有极高的发病

率和致死率［1］，相关统计显示［2］全球罹患脓毒症的

人数以 2 000~3 000 万/年的速度增加，每日约有

1 400人死于脓毒症。资料显示每年 1%~2%患者因

脓毒症住院，其中，ICU脓毒症的患病率达 25%，是

导致 ICU患者死亡的主要原因［3］，且 ICU脓毒症患

病率逐年升高［4］。因此，早期诊断脓毒症是降低脓

毒症致死率的关键，目前，与脓毒症预后判断的相

关生物标记物多达 200多种［5］，选择具有高诊断价

值的生物标记物是重点。白细胞介素 6（interleukin
6，IL⁃6）和降钙素原（procalcitonin，PCT）是两种重

要炎症分子，其预测价值还尚未完全被确定。本文

通过分析不同严重程度脓毒症患者体内 IL⁃6 和

PCT的表达水平，探究 IL⁃6和 PCT在脓毒症早期诊

断和预后预测的临床价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

分析 2015年 6月至 2017年 6月我院急诊科收

治并经血液培养及鉴定确诊的脓毒症患者 80 例，

脓毒症诊断标准参照 2012 年美国胸科医师协会

（ACCP，American College of Chest Physicians）、危

重症医学协会（SCCM，Society of Critical Care Med⁃
icine）、欧洲重症协会（ESICM，European Society of
Intensive Care Medicine）和美国胸科协会（ATS，
American Thoracic Society）基于循证医学颁布的诊

治指南［6］，患者入院 24 h以上，排除免疫性疾病、肿

瘤和血液系统疾病患者等。根据感染程度以及有

无多器官功能障碍综合征（multiple organ dysfunc⁃
tion syndrome，MODS）、循环衰竭分为普通脓毒症

组、严重脓毒症组（不伴休克）、脓毒症休克组。普通

脓毒症组 38例，患者出现 SIRS，但不出现MODS及

循环衰竭，男 18 例，女 20 例，年龄 56~89 岁，平均

（75.51±12.37）岁；严重脓毒症组（不伴休克）22例，患

者出现明显 SIRS且出现MODS或可纠正的灌注不

足，男 12 例，女 10 例，年龄 59~88 岁，平均（74.38±
10.64）岁；脓毒症休克组 20 例，患者出现严重的

MODS以及不可逆转的灌注不足，男9例，女11例，年

龄66⁃90岁，平均（76.73±13.65）岁。另选择40例无感

染者作为对照组，男 20例，女 20例，年龄 54~90岁，

平均（74.38±10.52）岁，研究组与对照组在性别、年龄

方面差异无统计学意义（P>0.05），但具有可比性。

1.2 方法

IL⁃6及 PCT检测：电化学发光法，试剂均为德

国罗氏诊断公司生产，检测仪器为罗氏Cobas E601
电化学发光免疫分析仪。

1.4 统计分析

采用 SPSS 22.0 进行数据录入和分析，计量资

料以（x± s）表示，采用 one⁃way ANOVA分析组间差

异，两两对比采用 SNK⁃q检验，四格表法计算各检

测指标灵敏度、特异度、阳性似然比、阴性似然比、

准确度、Youden 指数，ROC 工作者特征曲线分析

IL⁃6、PCT对脓毒症患者的诊断效能，Logistic回归

分析 IL⁃6、PCT对脓毒症患者预后的预测价值，P<
0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组中 IL⁃6、PCT的比较

普通脓毒症组、严重脓毒症组（不伴休克）、脓

毒症休克组血清 IL⁃6、PCT水平均较无感染对照组

显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）。普通脓毒

症组、严重脓毒症组（不伴休克）、脓毒症休克组组

间差异显著（P<0.05），IL⁃6和 PCT水平从低到高的

顺序分别为普通脓毒症组<严重脓毒症组<脓毒症

休克组。见表 1。

2.2 IL⁃6、PCT对脓毒症的诊断价值分析

根据脓毒症确诊标准，分析 IL⁃6、PCT诊断脓毒

症的效能，IL⁃6、PCT的AUC分别为 0.806和 0.892，
IL⁃6和 PCT诊断脓毒症的灵敏度、特异度、阳性似

然比、准确度、Youden指数具体结果，见表 2、图 1。

组别

无感染对照组

普通脓毒症组

严重脓毒症组

脓毒症休克组

n

40
38
22
20

PCT（ng/L）

0.01±0.35
0.85±0.95*

2.28±2.74*#

4.267±3.769*#△

IL⁃6（pg/mL）

9.163±2.647
40.16±16.23*

98.62±36.49*#

106.294±42.135*#△

*：vs无感染对照组，P<0.05；#：vs普通脓毒症组，P<0.05；△：vs严

重脓毒症组，P<0.05。

表 1 不同研究组和对照组患者 IL⁃6、PCT水平比较

［n，（x ± s）］

Table 1 Comparison of IL⁃6 and PCT levels in different
study groups and control groups［n，（x ± s）］
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检测指标

PCT

IL⁃6

灵敏度

90.35

89.61

特异度

87.26

86.76

阳性似然比

6.38

5.12

阴性似然比

0.16

0.29

Youden

72.68

69.21

准确度

94.26

92.37

AUC

0.892

0.806

截断值

1.110

56.127

图 1 IL⁃6、PCT诊断脓毒症的 ROC图

Figure 1 ROC diagram of IL⁃6 and PCT for diagnosis
of sepsis

表 2 IL⁃6、PCT对脓毒症的诊断价值分析（ng/mL,%）

Tab. 2 Analysis of the diagnostic value of IL⁃6 and PCT for sepsisz（ng/mL,%）

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
特异度
E63004

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

灵
敏

度

ROC曲线图

E63007
PCT
IL⁃6
E63005

项目

PCT>1.10 ng/mL

IL⁃6>56.12 pg/mL

b

1.86

2.83

SE

0.06

0.15

OR值

9.35

12.98

P值

0.001

0.001

95%CI

1.96~8.92

0.89~12.39

表 4 IL⁃6、PCT预测脓毒症患者预后的 Logistic分析

Table 4 Logistic analysis of prognosis in patients with
sepsis predicted by IL⁃6 and PCT

2.3 IL⁃6、PCT对脓毒症患者预后的非条件 Logis⁃
tic分析

80例脓毒症患者中，死亡 15例，存活 65例，对

比死亡组患者和存活组患者 IL⁃6、PCT的水平，根据

2.2 中截断值为限，分为两个亚组，PCT>1.110 ng/
mL亚组中死亡率与 PCT≤1.110 ng/mL亚组中死亡

率有显著性差异，有统计学意义（c2=4.20，P=
0.041）；同理 IL⁃6>56.12 pg/mL 亚组和 IL⁃6≤56.12
pg/mL亚组中死亡率有显著性差异，有统计学意义

（c2=7.49，P=0.006）。见表 3。

将 PCT>1.110 ng/mL、IL⁃6>56.127 pg/mL 纳入

logistic 风险预测模型，最终结果是 PCT>1.110 ng/
mL、IL⁃6>56.127 pg/mL 是预测脓毒症患者不良结

局的独立预测因子，OR分别为：9.35（98%CI：1.96~
8.92）、12.98（95%CI：0.89~12.39），表 4。

3 讨论

IL⁃6 是具有多重免疫调节功能的前炎症细胞

因子，由单核、巨噬、内皮细胞在炎性因子刺激下产

生，同时还具有刺激机体产生 CRP、PCT等炎性因

子的作用，在细菌感染 2~3 h 即可达到峰值，在临

床多用于诊断感染性疾病，且在鉴别诊断细菌感染

和病毒感染具有较高的价值。国内其他研究者也

有关于 IL⁃6 在脓毒症中的诊断评价研究，如曹令

仪等［7］和付阳等［8］，其结果也与本研究结果基本一

致。此外，国外的研究也认为 IL⁃6 是脓毒症的独

立预警标志物［9］，Srisangthong 等研究显示 IL⁃6 与

脓毒症患者预后呈负相关，即 IL⁃6水平越高，脓毒

症预后越差［10］。本研究在比较不同组别 IL⁃6的水

平发现，随着脓毒症的不断加重，IL⁃6水平是呈现

升高的趋势，这一结果与 Srisangthong 等研究契

合。同时，我们的研究发现，IL⁃6>56.12 pg/mL 是

预测脓毒症患者不良结局的独立预测因子，OR
为：9.35（98%CI：1.96~8.92），提示 IL⁃6可以作为鉴

别脓毒症的有效指标，并预示脓毒症患者预后。

但也有报道显示，IL⁃6 在非感染性疾病中也有不

同程度的增高，可能在其他非感染性疾病中也存

在影响 IL⁃6 表达的因素，这也给 IL⁃6 作为脓毒症

的有效鉴别指标带来了困难［11］。因此，需要进一

步深入的研究 IL⁃6作为脓毒症的诊断指标的特异

性研究。

PCT是甲状腺细胞产生的降钙素前体，在正常

人血清中含量极低，在机体遭受细菌感染时受内毒

素诱导可明显升高，在早期感染（4 h内）中即可被快

速检测到［12］，并在血清中维持 6~24 h［13］。随着感染

组别

PCT
≤1.110 ng/mL
>1.110 ng/mL

IL⁃6
≤56.127 pg/mL
>56.127 pg/mL

存活组
（n=65）

27（41.54）
38（58.46）

29（44.62）
36（55.38）

死亡组
（n=15）

2（13.33）
13（86.67）

1（6.67）
14（93.33）

c2值

4.20

7.49

P值

0.041

0.006

表 3 IL⁃6、PCT与脓毒症患者预后的单因素分析

Table 3 Single factor analysis of prognosis in patients with
IL⁃6，PCT and sepsis
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得到控制，PCT可在较短时间内降至正常水平，同

样随着感染的加重 PCT 可出现持续高水平的状

态。因而，PCT 被认为是诊断感染的敏感性指

标［14］。当 PCT>0.5 ng/L时，患者存在较大的发生脓

毒症风险，刘慧琳等研究显示 PCT>1.0 μg/L，诊断

脓 毒 症 的 灵 敏 度 和 特 异 度 分 别 达 到 80.3% 、

72.2%［15］。本研究的 PCT截断值为 1.110 ng/L，其诊

断脓毒症的灵敏度为 90.35%，特异度为 87.26%，

Youden 指数为 72.68，AUC 为 0.892（95CI：1.28~
9.16，P<0.001），提示 PCT具有潜在的脓毒症诊断价

值。Tian等［16］研究显示 PCT水平在脓毒症患者与

SIRS 患者中显著的差别，并且在脓毒症不同分型

中也有着显著的差异，可作为鉴别脓毒症感染程

度的指标。本研究也发现了类似的现象，PCT 在

脓毒症不同分型中同样有着显著的统计学差异，

脓毒症休克组、严重脓毒症不伴休克组和普通脓

毒症组患者 PCT分别为（4.267±3.769）ng/L、（2.28±
2.74）ng/L 和（0.85±0.95）ng/L，PCT 随着感染程度

的加重表达水平逐渐增高。PCT>1.10 ng/mL，OR=
12.98（95%CI：0.89~12.39）提示 PCT是脓毒症患者

不良结局的独立预测因子。因此，PCT不仅在脓毒

症诊断及分型鉴别中均具有较高的价值，而且对脓

毒症患者预后是个很有价值的预测指标，可指导临

床治疗。

值得思考的是，IL⁃6和 PCT作为独立的预测因

子，在脓毒症的早期诊断和预后预测中有重要的价

值，但单独的预测因子难免会受其他因素的影响，

比如 IL⁃6水平的变化在其他非感染性疾病中也会

出现，同样 PCT可能也有一定的局限性。下一步的

研究可以将 PCT和 IL⁃6联合检测，分析其在脓毒症

诊断和预后分析中的价值。

综上，IL⁃6、PCT在脓毒症患者以及不同感染程

度脓毒症患者中均有不同程度的表达，可用于脓毒

症早期诊断，并能预测脓毒症患者预后。尽管本研

究初步得出上述结论，但由于样本量较小，结果可

能会产生偏倚，在今后的研究中，应扩大样本量，以

充实研究结果。
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D⁃乳酸和降钙素原对细菌性脑膜炎的诊断价值

范文兵 周银锁★

［摘 要］ 目的 探讨 D⁃乳酸联合降钙素原（PCT）在细菌性脑膜炎、病毒性脑膜炎及结核性脑膜

炎中的表达水平及对细菌性脑膜炎的诊断价值。 方法 观察细菌性脑膜炎（BM）、病毒性脑膜炎（VM）

及结核性脑膜炎（TM）患者D⁃乳酸、PCT、C反应蛋白（CRP）、红白细胞计数、葡萄糖、氯离子和脑脊液总

蛋白浓度水平；采取受试者工作特征曲线（ROC）、敏感性和特异性分析 D⁃乳酸和 PCT 对细菌性脑膜炎

的诊断价值。 结果 D⁃乳酸、PCT、CRP、红白细胞计数、脑脊液总蛋白和葡萄糖在BM组与VM组间差

异有统计学意义（u=110.0、100.5、95.5、185.0、177.5、150.0、80.5；P<0.05）。BM 组与 TM 组比较，D⁃乳酸、

PCT、CRP及白细胞计数差异有统计学意义（u=51.5、45.0、60.0、54.5；P<0.05）。ROC曲线分析显示，D⁃乳
酸的曲 线 下 面 积（AUC）为 0.907，PCT的AUC面积为 0.878。D⁃乳酸敏感性为 91.7%，特异性为 89.9%；

PCT 敏感性为 85.6%，特异性为 98.6%。 结论 D⁃乳酸联合降钙素原作为细菌性脑膜炎早期诊断指标

是非常有必要和有可行性的。

［关键词］ D⁃乳酸；降钙素原；细菌性脑膜炎；ROC曲线

Diagnostic value of D⁃lactic acid and procalcitonin in bacterial meningitis
FAN Wenbing，ZHOU Yinsuo★

（Clinical laboratory，the Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University，Hohhot，Inner Mongolia，
China，010050）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of D⁃lactic acid combined with procalcitonin
（PCT） in bacterial meningitis， viral meningitis and tuberculous meningitis and its diagnostic value.
Methods The levels of D ⁃ lactate，PCT，CRP，red leukocyte count，glucose，chloride ion and total
cerebrospinal fluid protein in patients with bacterial meningitis（BM），viral meningitis（VM）and tuberculous
meningitis（TM）were measured. The diagnostic value of D⁃lactic acid and PCT in bacterial meningitis was
analyzed by receiver operator characteristic curve（ROC），sensitivity and specificity. Results There were
significant differences in D ⁃ lactate，PCT，CRP，RBC count，CSF total protein and glucose between BM
group and VM group（u=110.0，100.5，95.5，185.0，177.5，150.0，80.5；P<0.05）. The difference of D ⁃
lactate，PCT，CRP and leukocyte count between BM group and TM group was statistically significant（u=
51.5，45.0，60.0，54.5；P<0.05）. ROC curve analysis showed that area under the curve（AUC）of D⁃lactate
was 0.907，and AUC area of PCT was 0.878. The sensitivity of D ⁃ lactate was 91.7%，the specificity was
89.9%，the sensitivity of PCT was 85.6%，the specificity was 98.6%. Conclusion D⁃lactate combined with
PCT is necessary for the early diagnosis of bacterial meningitis.

［KEY WORDS］ D⁃ lactate；Procalcitonin；Bacterial meningitis；Receiver operator characteristic curve

•论 著•

细菌性脑膜炎是严重威胁人类健康的疾病，

致残率和病死率非常的高，及时有效的治疗措施

是减低风险危害的最好方法［1］。传统的检测鉴别

方法包括细胞计数和分类，脑脊液生化检查，革兰

氏染色，细菌培养等，但均存在敏感性差，特异性

不强，花费时间长等问题［2］。如何早期快速确切
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地诊断细菌性脑膜炎，是有效准确治疗细菌性脑

膜炎的关键。研究表明 D⁃乳酸和降钙素原（pro⁃
calcitonin，PCT）在人体细菌性感染性疾病中有很

高的诊断价值［3⁃4］。因此，本研究通过分析 D⁃乳酸

和降钙素原对细菌性脑膜炎诊断的敏感性和特异

性，探讨早期利用 D⁃乳酸联合降钙素原诊断细菌

性脑膜炎的临床价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2016年 3月至 2017年 6月在内蒙古医科

大学附属医院确诊为脑膜炎患者 68 例的脑脊液

标本。纳入标准：①所有研究对象均行胸片影像

学检查、结核菌素试验、脑脊液常规检查、脑脊液

生化检查、细胞培养等；②年龄>18 岁；③初次发

病患者。排除标准：①合并其他颅内感染性疾病；

②有颅内手术史；③合并其他部位感染；④合并其

他血液性疾病、免疫系统疾病或肿瘤等重大疾

病。通过生化检查和临床诊断，根据不同感染类

别分为 3 组，即病毒性脑膜炎（viral meningitis，
VM）组 17 例；结核性脑膜炎（tuberculosis meningi⁃
tis，TM）组 20 例；细菌性脑膜炎（bacterial meningi⁃
tis，BM）组 31 例。同时，选择无神经系统症状和

疾病，无血液性疾病和无感染症状需要外科手术

腰麻的患者的脑脊液标本 28 例作为对照组。本

研究经患者知情同意，并经本院伦理委员会审核

通过（伦理号：20160113）。

1.2 方法

1.2.1 试剂和仪器

总蛋白检测试剂盒（上海樊克生物科技有限

公司）；C 反应蛋白试剂盒（上海康郎生物科技有

限公司）；降钙素原测定试剂盒（南京澳林生物科

技有限公司）；D⁃乳酸检测分析试剂盒（日本

Sigma公司）；离心机（上海安亭离心机厂）；AU640
全自动生化分析仪（日本奥林巴斯公司）；显微镜

（日本奥林巴斯公司）。

1.2.2 脑脊液相关指标实验室检查

采用腰椎穿刺术采集患者脑脊液标本，放入

无菌专用试管内，送检。送至实验室后立即离心

（3 000 r/min，15 min），收集上清液，采用AU640全

自动生化分析仪，2 h 内测定脑脊液总蛋白、氯离

子和葡萄糖浓度。其中，脑脊液总蛋白检测采用

邻苯三酚红钼法［5］。氯离子检测采用的是离子选

择间接法［5］。葡萄糖检测采用葡萄糖激酶法［5］。

采用免疫比浊法［6］测定 C 反应蛋白（C⁃reactive
protein，CRP）水平，完全按照 C反应蛋白测定试剂

盒说明书操作。采用免疫透射比浊法［7］测定降钙

素原（PCT）水平，完全按照试剂盒说明书操作。

CRP和 PCT均采用全自动生化分析仪测定。D⁃乳
酸检测采用比色法［5］。红细胞和白细胞的数量检

测是由检验科专职人员按照第四版全国临床检验

操作规程［8］进行镜检。

1.3 统计学分析

采用的是 SPSS 16.0 软件进行分析，采用 F检

验是否服从正态分布。计量资料采取（x ± s）表示，

正态分布计量资料采取 t检验和单因素方差分析；

非正态计量资料采取 Kruskal⁃Wallis 秩和检验和

Mann⁃Whitney 检验。受试者工作特征曲线（re⁃
ceiver operator characteristic curve，ROC）采用的是

MedCalC15.1 软件分析。逐步概率化处理采用二

元 Logistic分析。P<0.05表示具有统计学差异。

2 结果

2.1 各组临床资料和脑脊液相关指标实验室检

查结果

见表 1，D⁃乳酸、PCT、CRP、红白细胞计数、脑

脊液生化三项指标在实验组间差异有统计学意

义。通过 F 检验，所列资料均为非正态分布。通

过 Mann ⁃Whitney 秩和检验可以发现 D⁃乳酸、

PCT、CRP、红白细胞计数、脑脊液总蛋白、氯离子

和葡萄糖在 BM 组与对照组间有统计学差异（u=
25.0、32.5、60.5、76.0、90.0、10.5、46.5、40；P<
0.05）。而 D⁃乳酸、PCT、CRP、红白细胞计数、脑

脊液总蛋白和葡萄糖在 BM 组与 VM 组间有统计

学差异（u=110.0、100.5、95.5、185.0、177.5、150.0、
80.5；P<0.05）。在 BM 组与 TM 组的比较中，D⁃乳
酸、PCT、CRP、白细胞计数是有统计学差异（u=
51.5、45.0、60.0、54.5；P<0.05）。

2.2 ROC 曲线分析细菌性脑膜炎各诊断指标的

曲线下面积（area under the curve，AUC）
见图 1 和表 2，在这些诊断指标中，D⁃乳酸的

AUC 面 积 最 大 ，可 达 0.907，其 次 是 PCT，为

0.878。而 CRP、红白细胞计数、氯离子、脑脊液总

蛋白和葡萄糖的 AUC 面积分别为 0.826、0.788、
0.836、0.630、0.644、0.845。将 AUC 面积最大的 D⁃
乳酸和 PCT 进行二元 Logistic逐步概率化处理［9］，
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指标

年龄（岁）

性别（男/女）

葡萄糖（mmol/L）
氯离子（mmol/L）
总蛋白（mg/L）
白细胞(/μL)
红细胞(/μL)
CRP（mg/ L）
PCT（μg/ L）

D⁃乳酸（mmol/L）

对照组

42.5±10.6
16/12
4.1±1.3

119.8±8.9
294.9±31.6

2±1.8
7±5.8

0.239±0.092
0.048±0.075
3.77±1.97

VM组

44.6±8.9
8/9

3.3±1.2
113.7±7.3
367.9±42.5
10.3±7.6

136.3±98.6
0.411±0.185
0.052±0.024
10.23±5.26

TM组

38.5±8.7
12/8

2.9±1.0
115.3±6.9

2035.3±837.6
685.6±427.6
191.6±133.3
0.627±0.312
0.057±0.033
32.59±14.3

BM组

45.8±11.3
17/14

2.66±0.9
111.1±7.2

2465.6±1021
812.9±471.3
211.2±173.2
0.678±0.252
0.165±0.183
43.58±14.3

F值

9.6
15.3
68.3
85.9
12.3
42.6
52.6
62.7

P值

0.006
0.002
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 1 实验分组的临床资料和脑脊液相关指标实验室检查结果（x ± s）

Table 1 Clinical data and laboratory examination results of cerebrospinal fluid related indexes in experimental groups（x ± s）

PRO
CRP
PCT
D⁃LAC
联合诊断 1
联合诊断 2
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D⁃LAC：D⁃乳酸。PCT：降钙素原。CRP：C反应蛋白。PRO：脑脊

液总蛋白。联合诊断 1 包括 D⁃乳酸和 PCT。联合诊断 2 包括

D⁃乳酸，PCT，CRP，红白细胞计数，葡萄糖，氯离子和脑脊液总蛋白。

图 1 细菌性脑膜炎相关诊断指标 ROC曲线

Figure 1 ROC curve of diagnostic index related to
bacterial meningitis

组成名为联合诊断 1的AUC面积可以达到 0.933。
此外，将这 8个项目组成的联合诊断 2的AUC面积

可达 0.957。

2.3 细菌性脑膜炎各诊断指标的诊断界值、敏感

性和特异性

见表 3，在这些诊断指标中，D⁃乳酸 cutoff值为

37.9 mmol/L，敏感性为 91.7%，其敏感性在所有指

标中最高。而 PCT 的 cutoff 值为 0.168 μg/L，敏感

性和特异性分别为 85.6%和 98.6%，其特异性在所

有指标中最高。将D⁃乳酸和 PCT进行二元 Logis⁃
tic 逐步概率化处理，组成名为联合诊断 1 的敏感

性和特异性分别为 85.1%和 99.5%。此外，将这 8
个项目组成的联合诊断 2 的敏感性和特异性分别

为 83.9%和 100%。

3 讨论

脑膜炎依据微生物感染类型可主要分为病毒

性脑膜炎、结核性脑膜炎和细菌性脑膜炎。其

中，细菌性脑膜炎是中枢神经系统严重的感染性

诊断指标

葡萄糖（mmol/L）
脑脊液总蛋白（mg/L）

氯离子（mmol/L）
白细胞计数(/μL)
红细胞计数(/μL )

CRP（mg/ L）
PCT(μg/L )

D⁃乳酸（mmol/ L）
联合诊断 1
联合诊断 2

AUC面积

0.630
0.845
0.644
0.836
0.788
0.826
0.878
0.907
0.933
0.957

P值

0.007
<0.001
0.005
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

95%可信区间

0.625~0.726
0.761~0.914
0.540~0.739
0.770~0.919
0.698~0.824
0.746~0.899
0.769~0.919
0.794~0.935
0.905~0.998
0.924~1.024

表 2 脑脊液各诊断指标AUC面积

Table 2 AUC of cerebrospinal fluid diagnostic indexes

诊断指标

葡萄糖（mmol/L）
脑脊液总蛋白（mg/L）

氯离子（mmol/L）
白细胞计数(/μL)
红细胞计数(/μL)

CRP（mg/L）
PCT(μg/L)

D⁃乳酸（mmol/L）
联合诊断 1
联合诊断 2

cutoff值
2.6

1983.5
113.6
552.6
175.3
0.586
0.168
37.9

敏感性（%）

62.3
85.3
65.3
85.5
72.7
87.3
85.6
91.7
85.1
83.9

特异性（%）

86.5
90.3
80.3
91.6
88.7
85.7
98.6
89.9
99.5
100.0

表 3 脑脊液各诊断指标的 cutoff值、敏感性和特异性

Table 3 Cutoff value，sensitivity and specificity of
cerebrospinal fluid diagnostic indicators
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疾病，预后较差［10］。许多细菌均可引起本病，其中

脑膜炎球菌所致者最多，其余依次为流感杆菌、肺

炎球菌、厌氧菌等。传统的实验室鉴别诊断手段包

括脑脊液常规检测、脑脊液生化检查以及脑脊液涂

片和培养等。脑脊液常规和生化检查灵敏度较高，

但是特异性较差，难以有效鉴别感染类型。而脑脊

液涂片和培养特异性虽可以，但是检出率太低，假

阴性率可达 70%，且需要 3 d时间，非常耗时［11］。所

以，有效的鉴别细菌性脑膜炎是治疗的关键。

本研究将主要的细菌性脑膜炎诊断指标进行

统计学分析，结果发现，BM 组 D⁃乳酸、PCT 水平

显著高于其他 3 组。说明 D⁃乳酸、PCT 在细菌

性脑膜炎中表达显著升高。李幽然等［12］研究发现

D⁃乳酸水平与 PCT水平在细菌性脑膜炎患者中表

达明显增高，研究结果与本研究结果一致。商怀玉

等［13］得出相同结果。分析原因，当机体收到严重细

菌感染时，机体内除甲状腺C细胞以外的细胞如肝

脏的巨噬细胞、单核细胞，肺部、肠道组织的淋巴细

胞等，会收到细菌内毒素的诱导合成分泌 PCT，所以

细菌脑膜炎PCT水平升高。乳酸是糖代谢的中间产

物，当细菌性脑膜炎时，感染的病原体和被破坏的细

胞均能释放出酶分解葡萄糖，脑脊液中的葡萄糖被

消耗产生乳酸，所以细菌脑膜炎D⁃乳酸水平升高。

但更深入具体的发生机制，还有待深入的探讨研究。

本研究通过 ROC 曲线分析各指标的诊断价

值，发现D⁃乳酸 ROC曲线下面积在各诊断指标中

最高，达到 0.907，说明其诊断价值最高。其次是

降钙素原，AUC面积达 0.878。说明这两个指标在

诊断细菌性脑膜炎中有可信价值。Li 等［14］研究发

现脑脊液中D⁃乳酸对细菌性脑膜炎有较高的诊断

价值。张国新等［15］研究发现，降钙素原对细菌性

脑膜炎有较高的诊断价值。联合诊断 1 和 2 的

AUC面积可以达到更高，分别为 0.933和 0.957，进
一步说明多指标联合诊断的重要性。进一步分析

细菌性脑膜炎各诊断指标的敏感性和特异性，发

现 D⁃乳酸敏感性为 91.7%，特异性为 89.9%，敏感

性最高。PCT对细菌性脑膜炎诊断敏感性和特异

性分别为 85.6%和 98.6%，特异性在所有指标中最

高。进一步说明二者联合诊断的重要性，敏感性

和特异性达到 99.5%和 100%。陈嘉蕾［16］研究发

现脑脊液乳酸联合降钙素原是颅内感染的有效辅

助诊断指标。此研究结果与本文一致。分析原

因，D⁃乳酸作为 L⁃乳酸的同分异构体，是细菌发酵

的产物，而人体细胞产生的仅是 L⁃乳酸［17⁃18］。大

部分细菌可以产生 D⁃乳酸脱氢酶，催化丙酮酸和

D⁃乳酸之间快速的转化，所以 D⁃乳酸对细菌性感

染有较高的敏感性及诊断价值。降钙素由甲状腺

C 细胞产生，是降钙素相关多肽A基因的产物［19］。

目前普遍认为，在免疫反应过程中产生的细菌内毒

素和细胞因子阻止了降钙素合成过程的最后一步，

从而造成降钙素前体 PCT的大量蓄积，而在病毒性

感染中水平变化不大，所以 PCT对于诊断细菌脑膜

炎的诊断价值、特异性、敏感性均较高。

因此，细菌性脑膜炎中 D⁃乳酸和降钙素原的

含量是增加的，结合上述的ROC曲线下面积，敏感

性和特异性的分析，将 D⁃乳酸和降钙素原作为细

菌性脑膜炎早期诊断指标是非常有必要和有可行

性的。当然，如果可以结合上述的传统实验室诊

断指标联合诊断效果会更好。
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•论 著•

GATA3、CK20在膀胱尿路上皮癌中的表达和意义

曾玉梅 杜娟 陈应智 储兵★

［摘 要］ 目的 探讨 GATA3、CK20 在膀胱尿路上皮癌（BUC）组织中的表达与意义。 方法 采

用免疫组化法分别检测 89例 BUC、16例尿路上皮良性病变组织中GATA 结合蛋白 3（GATA3）、细胞角

蛋白 20（CK20）的表达，分析两者与 BUC 病理参数的关系。 结果 BUC 组织中的 GATA3 阳性率为

85.4%，在良性病变组织的阳性表达率达到 100.0%，CK20 在 BUC 组织中的阳性表达率为 62%，而在良

性病变组织中，CK20均为阴性；两者在高级别病变、伴有肌层浸润及伴有淋巴结转移的 BUC 组织中的

阳性表达率均明显高于低级别病变、非肌层浸润及无淋巴结转移的 BUC 组织（P<0.05）。 结论

GATA3和CK20均可能作为独立的预后因子判断肿瘤的疾病进展。

［关键词］ 膀胱尿路上皮癌；GATA3；CK20

Expression and significance of GATA3 and CK20 in bladder urothelial
carcinoma
ZENG Yumei，DU Juan，CHEN Yingzhi，CHU Bing★

（Department Pathology of Zhongshan City People􀆳s Hospital，Guangdong Province Affiliated Zhongshan
Hospital of Sun Yat⁃Sen University，Zhognshan，Guangdong，China，528400）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression and significance of GATA3 and CK20 in
bladder urothelial carcinoma（BUC）. Methods The levels of GATA ⁃ binding protein 3（GATA3）and
cytokeratin 20（CK20）were detected by immunohistochemical assay from 89 cases of BUC and 16 cases of
benign lesions. The correlation between the expressions and the pathological parameters was analyzed
Results The positive rate of GATA3 was 85.4% in BUC，100.0% in benign lesions，62% in BUC，and 62%
in benign lesions. The positive rate of CK20 in BUC with high grade lesions，myometrial infiltration and
lymph node metastasis was significantly higher than that in BUC with low grade lesions and non myometrial
infiltration and BUC without lymph node metastasis（P<0.05）. Conclusion GATA3 and CK20 may be
used as independent prognostic factors to predict tumor progression.

［KEY WORDS］ Bladder urothelial carcinoma；GATA3；CK20

作者单位：中山市人民医院（中山大学附属中山医院）病理科，广东，中山 528400
★通信作者：储兵，E⁃mail：dachubing@aliyun.com

膀胱癌是常见的泌尿系统恶性肿瘤，在世界

范围内其发病率高居恶性肿瘤的第 9 位［1］。其

中膀胱尿路上皮癌（bladder urothelial carcinoma，
BUC）发病率居全球男性恶性肿瘤的第 6 位［2］，

具有多灶发生及易复发的特点，如能早期发现并

治疗，能明显降低患者的死亡率，因此寻找与膀

胱尿路上皮癌有关的生物学标记物意义重大。

GATA结合蛋白3（GATA⁃binding protein 3，GATA3）
是一种具有较强的特异性细胞内转录因子，参与

了肿瘤细胞的增殖、分化和细胞凋亡等过程，且

仅在膀胱癌中高表达，而在肾癌和前列腺癌中不

表达或低表达［3］；细胞角蛋白 20（cytokeratin 20，
CK20）是近年来新发现的一个可以用于早期诊

断尿路上皮癌并判断其预后的肿瘤标记物，其阳

性表达报道不一［4］。本研究拟采用免疫组织化

学方法对 BUC 进行 GATA3、CK20 的检测，探讨

两者在 BUC 组织中的阳性表达情况及临床应用

价值。
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1 资料与方法

1.1 一般资料

收集本院病理科 2015年 1月至 2016年 7月膀

胱活检和手术切除标本共计 105 例，其中 BUC 89
例，尿路上皮良性病变 16 例，BUC 病例中男性 66
例，女性 23例；年龄 34~79岁，中位年龄 57岁；其病

理分级按世界卫生组织（World Health Organize，
WHO）分类标准［5］分为低级别和高级别，25例患者

为低级别，64例患者为高级别；其中无肌层浸润的

膀胱尿路上皮癌 52 例，有肌层浸润的尿路上皮癌

37例。16例良性病变中腺性膀胱炎 12例，内翻性

乳头状瘤 4例。

1.2 方法

所有标本经 10%中性缓冲液甲醛固定，石蜡标

本切片 3 μm，常规脱蜡至水化；抗原修复；高压锅

120℃保压 8 min，自来水缓冲 10 min，冷却至室温；

3% H2O2封闭内源性过氧化物酶，室温 10 min；分别

加入即用型GATA3和CK20鼠源单克隆抗体（购自

罗氏诊断产品上海有限公司）；于 37℃培养箱孵育

1 h；磷酸盐缓冲液（phosphate buffer solution，PBS）
（pH 7.4）冲洗 3次，每次 3 min；滴加Envision两步法

试剂盒二抗（购自北京中杉金桥生物技术有限公

司），37℃培养箱孵育 15 min；PBS（pH 7.4）冲洗 3
次，每次 3 min；DAB 显色 2 min，Mayer 苏木素复

染，逐级乙醇脱水，中性树胶封片，镜下观察。以

PBS代替一抗作为阴性对照。

1.3 结果判定

光镜下观察，GATA3以细胞核着色为阳性表达，

CK20以细胞膜着棕黄色或棕褐色为阳性结果。随

机选择 5个高倍视野，判断标准：>10%~25%为弱阳

性（1+），>25%~50%为中度阳性（2+），>50%为强阳

性（3+）。GATA3 以无阳性细胞或阳性表达率≤
10%为阴性，CK20以无阳性细胞或仅有伞细胞表达

为阴性。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 15.0 进行数据分析，率的比较采用

c2检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 GATA3在膀胱组织中的表达

GATA3在良性病变及膀胱尿路上皮癌中均有

表达，分别为 100%及 85.4%，而在尿路上皮癌的组

织中，GATA3在高级别、有肌层浸润及有淋巴结转

移的肿瘤中的阳性表达率均高于低级别、无肌层浸

润及无淋巴结转移的肿瘤，其差异具有统计学意义

（P<0.05），见表 1，图 1。

2.2 CK20在膀胱组织中的表达

CK20 在良性病变的尿路上皮仅表达在伞细

胞，在尿路上皮癌中则呈 100%阳性表达，在低级别

和高级别膀胱尿路上皮癌中的阳性表达率分别为

40.0%、71.9%，在浸润性和非浸润性的膀胱尿路上

皮癌中的阳性表达率分别为 86.5%、51.9%，有淋巴

结转移及无淋巴结转移的肿瘤中阳性表达率分别

为 92.3%、62.9%，其差异均具有统计学意义（P<
0.05），见表 2、图 2。

3 讨论

GATA3是一个新近发现的尿路上皮癌的诊断

标记物［6⁃7］，是细胞分化成熟的关键调节因子，在人

项目

病变性质
良性病变
尿路上皮癌

性别
男
女

组织学分级
高级别
低级别

肌层浸润
无
有

淋巴结转移
无
有

n

16
89

66
23

25
64

52
37

35
13

GATA3

0

0
13

1
4

0
12

15
2

11
0

1+

1
9

2
1

1
8

1
8

6
1

2+

4
32

19
6

6
18

13
11

10
3

3+

11
35

38
12

18
26

27
16

9
6

阳性率（%）

100.0
85.4

89.4
82.6

100.0
81.2

78.8
94.6

71.4
100.0

P值

0.365

0.395

0.021

0.020

0.021

表 1 GATA3表达与膀胱肿瘤临床病理参数的关系

Table 1 Relationship between GATA3 expression and
clinicopathological parameters of bladder tumor

AA BB CC
A：尿路上皮良性病变（EnVision，×200）；B：低级别膀胱尿路上皮癌

（EnVision，×400）；C：高级别膀胱尿路上皮癌（EnVision，×200）。
图 1 尿路上皮良性病变、低级别及高级别膀胱尿路上皮

癌组织中GATA3 的阳性表达

Figure 1 Positive expression of GATA3 in benign lesions of
urinary tract，low grade and high grade BUC
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体多种恶性肿瘤组织中异常表达，在多种恶性肿瘤

细胞的生长调节和分化中起作用［8⁃9］，并与肿瘤的分

级和预后关系密切［10⁃11］。本实验采用免疫组化方法

检测 105例膀胱尿路上皮肿瘤GATA3的表达，其中

良性病变中的尿路上皮细胞 100.0%出现GATA3的

阳性表达，膀胱尿路上皮癌中 85.4%表达 GATA3
（图 1）。以上结果与Hiroshi等［12］的研究结果接近：

GATA3在良性病变和尿路上皮癌中均高表达，大多

数（98%）膀胱上皮良性病变的细胞表达GATA3，而
在小部分（14%）尿路上皮癌中表达缺失。因此，本

研究认为，GATA3 可作为一个有用的免疫组化标

记，区分尿路上皮癌与其他泌尿生殖系统肿瘤，

如前列腺癌与肾细胞癌。但GATA3表达的特异性

在其他类型的组织，如上皮其他变种癌、尿道肿瘤、

转移性尿路上皮肿瘤，还需进一步研究。此外，

在尿路上皮癌中，GATA3在高级别、有肌层浸润及

有淋巴结转移的肿瘤中的阳性表达率均高于低级

别、无肌层浸润及无淋巴结转移的肿瘤，由此可见，

GATA3 阳性表达的肿瘤相比 GATA3 阴性表达的

肿瘤，具有更高的疾病进展的风险，可作为膀胱尿

路上皮癌的独立预后判断因子，此结论与 Wilson
等［13］的研究基本吻合。而Nandi等［14］研究发现，在

高级别浸润性尿路上皮癌中GATA3 高表达，其与

肿瘤浸润程度密切相关，并且与一些预后较好的指

标相关，与本研究的观点有分歧，因此还需要更多

的临床随访资料论证。

角蛋白 20（CK20）是角蛋白家族（Cytokeratin，
CK）中的一员，分布于上皮细胞的中间纤维丝，是构

成细胞骨架的重要物质，具有严格的上皮特异分

布［15］，既往研究［9］发现 CK20在膀胱尿路上皮病变

中的表达具有较高的特异性和敏感性，但是否与

BUC的分级与预后有关尚无明确结论。本研究和

既往的研究［16］均发现CK20 在膀胱尿路上皮病变中

的表达具有较高的特异性和敏感性，而且有“仅表

达在恶性尿路上皮”的特点，表达强度往往与膀胱

尿路上皮癌的分级有明显的关系。本研究显示，

CK20在膀胱组织中的表达情况与性别无关，在 16
例尿路上皮良性病变中，无一例出现 CK20异常表

达，而在 BUC组织中总的阳性表达率为 61.7%，说

明 CK20在 BUC 诊断中敏感性较强。在低级别和

高级别膀胱尿路上皮癌中的阳性表达率分别为

40.0%、71.9% ，在浸润性和非浸润性的膀胱尿路上

皮癌中的阳性表达率分别为 86.5%、51.9% 有淋巴

结转移及无淋巴结转移的肿瘤中阳性表达率分别

为 92.3%、62.9%，其差异均具有统计学意义（P<
0.05）。说明CK20表达与肿瘤分化程度和侵袭、转

项目

病变性质
良性病变
尿路上皮癌

性别
男
女

组织学分级
低级别
高级别

肌层浸润
无
有

淋巴结转移
无
有

n

16
89

66
23

25
64

52
37

35
13

CK20
阴性

16
34

21
7

15
18

25
5

13
1

弱表达（1+）

0
23

19
8

4
25

18
12

12
5

强表达（2-3+）

0
32

26
8

6
21

9
20

10
7

阳性率（%）

0.0
61.7

68.2
69.6

40.0
71.9

51.9
86.5

62.9
92.3

P值

<0.001

0.902

0.049

0.048

0.044

表 2 CK20表达与膀胱肿瘤临床病理参数的关系

Table 2 Relationship between expression of CK20 and clinicopathological parameters of bladder tumor

AA BB CC

A. 尿路上皮良性病变（EnVision，× 200）；B. 低级别膀胱尿路上皮癌

（EnVision，× 400）；C. 高级别膀胱尿路上皮癌（EnVision，× 200）。

图 2 尿路上皮良性病变、低级别及高级别膀胱尿路上皮

癌组织中 CK20的阳性表达

Figure 2 Positive expression of CK20 in benign lesions of
urinary tract，low grade and high grade BUC
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移能力相关，其可能原因是肿瘤细胞中间纤维丝合

成活跃，细胞运动性强，导致其侵袭力及转移力增

强。因此 CK20高表达提示肿瘤恶性程度高，发生

转移的可能性大，预后差。综上，GATA3 和 CK20
两者的检测可为评估 BUC 的生物学行为、判断预

后提供依据，联合应用两者对指导 BUC 的治疗可

能具有重要价值，可作为膀胱活检的常规检测

项目。
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循环肿瘤DNA的临床应用研究进展

程筱雯★

［摘 要］ 近年来，基因组的深入研究和各种分子生物学新技术的快速发展使得循环肿瘤 DNA
（ctDNA）的检测分析正在从研究领域向临床应用过渡。大量研究结果表明 ctDNA 在肿瘤的预测诊

断、病情监测和预后判断等多方面显示出广阔的发展前景。ctDNA 是肿瘤患者血液中存在的异常的

细胞游离 DNA（cfDNA），尽管 cfDNA 的生物学机制还不甚清楚，但 ctDNA 分析已经开始在临床上应

用，这有助于推进肿瘤精准医疗的发展。本文主要从 ctDNA 的检测方法、ctDNA 在肿瘤精准医疗中的

应用及 ctDNA 检测分析面临的挑战等方面进行了综述，以期进一步探讨 ctDNA 切实可行的临床应用

方向。

［关键词］ 循环肿瘤DNA；定量 PCR；下一代测序；肿瘤精准医疗

Progress in clinical application of circulating tumor DNA
CHENG Xiaowen
（Department of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei，
Anhui，China，230022）

［ABSTRACT］ With the rapid development of various new molecular methods and the improvements in
genomic，the analysis of circulating tumor DNA（ctDNA）is gradually shifting from basic research to clinical
application. Numerous studies have shown that ctDNA has a broad prospect for prediction，monitoring and
prognostication of tumors. ctDNA is an abnormal cell ⁃ free DNA（cfDNA）present in the blood of tumor
patients. Although the biological mechanism of cfDNA is not clear，ctDNA analysis has begun to be applied in
clinical practice，which is helpful to promote the development of accurate tumor treatment. In this paper，the
detection methods of ctDNA，the application of ctDNA in cancer precision medicine and the challenges of
ctDNA detection and analysis are reviewed，in order to further explore the practical clinical application of
ctDNA.

［KEY WORDS］ Circulating tumor DNA；Quantitative PCR；Next⁃generation sequencing；precision
medicine of tumor

1948 年，法国科学家 Mandel 首次描述了人类

血液中存在游离的无细胞核酸片段（cell⁃free DNA，

cfDNA）。1977年，Leon 等［1］第一次报告了肿瘤患

者血清中 cfDNA水平增高，远高于健康人群。随后

不久研究者［2⁃4］就在肿瘤患者血液中发现了与结直

肠癌、胰腺癌及肺癌相关的KRAS突变，而且在血浆

中发现的 KRAS 突变与患者肿瘤组织中发现的

KRAS突变相同，证实了血浆中的突变DNA片段来

源于肿瘤，突变的 cfDNA 是肿瘤高度特异性的生

物学标志物，研究者从而提出了“循环肿瘤 DNA”

（circulating tumor DNA，ctDNA）的概念，ctDNA 是

一些从肿瘤细胞释放至血液中的DNA片段。

Vogelstein［5］在 1999 年利用数字 PCR（digital
PCR，dPCR）技术实现了罕见突变片段的准确识别

和绝对量化，使在不同病情阶段的结直肠癌患者血

浆中突变的等位基因比例得以量化。2012 年，
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Forshew 等［6］使用标记的扩增子片段对 cfDNA 中

多个基因进行了深度测序，证明了直接在癌症患者

血浆中鉴定突变的可能性，且能够在单个测定中监

测多种肿瘤特异性突变。此后不久，血浆 cfDNA
的全基因组测序（whole genome sequencing，WGS）
被证明能够识别肿瘤衍生的染色体畸变、聚焦扩增

和基因重组［7⁃8］。2013年新英格兰医学杂志指出，

无创 ctDNA检测能够真实反映实体瘤组织中基因

突变频率及图谱，是疗效评估及预后监测的重要指

标［9］。

本文主要从 ctDNA检测方法、ctDNA在肿瘤精

准医疗中的应用及 ctDNA检测分析面临的挑战等

方面进行综述，以期进一步探讨 ctDNA切实可行的

临床应用方向。

1 ctDNA的检测方法

1.1 dPCR
微 流 控 平 台 上 的 dPCR 被 广 泛 用 于 量 化

ctDNA 水平［10］。dPCR 是分配扩增，终点检测，先

将样品稀释到单分子水平，再平均分配到 20 000
个单元中进行反应，每个单元包含一个或多个拷

贝DNA模板，在每个反应单元中分别对靶分子进

行 PCR 扩增，扩增结束后对每个反应单元的荧光

信号进行收集，利用泊松分布的数学模型计算目

标片段拷贝数，可以实现单分子 DNA 绝对定量。

dPCR 可更好地检测稀有突变，且常用于癌症热

点突变分析，其缺点是仅检测已知突变且通量

低，如样品需分成多个反应，会增加采样误差，并

损害极低拷贝数突变体DNA检测的整体性能。

1.2 扩增受阻突变系统（amplification refractory
mutation system，ARMS）

该法检测已知突变，利用模板和引物碱基错配

有效抑制 PCR反应区分等位基因。根据已知点突

变设计引物，其 3′端碱基分别与突变和正常模板碱

基互补，碱基与模板互补后，则引物不间断延伸，

PCR正常进行得到特定长度扩增带。反之，则不能

延伸，从而区分有某种点突变的模板与正常模板。

该法检测灵敏度高，检测限可达 100 copies/mL，对
肿瘤组织检测限可达到 0.1%的突变率［11］。ARMS
结合实时 PCR可实现闭管扩增，步骤简便，产物无

需后处理，从而最大程度地防止了扩增产物污

染，现已成为国际上肿瘤个体化分子检测最重

要、最先进的技术之一，临床应用认可率高［12］。

1.3 磁珠乳液扩增方法（bead emulsion amplifica⁃
tion magnetic，BEAMing）

该方法结合流式细胞术和 dPCR，利用特异

性引物扩增靶突变区，与磁珠混合进行油包水单

分子扩增反应。磁珠上固定有特异 PCR 引物，

每一类 DNA 分子专一与磁性珠相连。反乳化过

程使得颜色各异的荧光探针结合磁珠上的 PCR
产物，发出绿色或红色荧光，使用流式细胞仪分

析磁珠颜色来确定突变情况。这种方法是基于

小珠（bead）、乳浊液（emulsion）、扩增（amplifica⁃
tion）、磁性（magnetic）这 4 个主要组分来构建的，

故被称为 BEAMing。该法用于检测血液样品中

低拷贝数的已知基因突变效果较好。但此技术

成本高、操作复杂，且成功率偏低，目前临床应用

率低［13］。

1.4 测序技术

NGS技术的出现使得在保证敏感性的基础上

检测出尽可能多的 ctDNA中肿瘤特异性的基因突

变或是拷贝数异常成为可能，包括未知突变的检

出。NGS的优势是能一次性对几十万到几百万条

DNA分子进行序列测定，通过增加测序深度可使灵

敏度达到 0.01%甚至更高的水平，是目前公认最有

效的分析方法［14⁃16］。

标记扩增深度测序（tagged⁃amplicatiom deep
sequencing，TAM⁃Seq）技术利用定制化突变位点

库作为筛选器，对样本进行靶向捕获后再进行

深度测序，其对肿瘤灵敏度更高，特异性更强，

与全外显子测序相比经济可行。肿瘤个体化深度测

序（cancer personalized protiling by deep sequence，
CAPP⁃Seq）技术的基本原理是先利用特异性引物

进行 15 个循环目标区域预扩增，再利用不同特性

的接头标签进行二次扩增，通过双向重复测序提

高了测序精度，特异性和敏感性较高，成本较低，

适于临床应用［17］。TAM⁃Seq 和 CAPP⁃Seq 主要针

对已知突变检测，而全基因组测序、全外显子测序

技术则可检出未知突变。然而，上述测序在临床

实际应用中尚存在诸多问题，由这些技术带来的

昂贵费用和庞大数据，及如何获取高质量 DNA样

本是目前需要克服的问题［15，18］。

2 ctDNA在肿瘤精准医疗中的应用

2.1 ctDNA与肿瘤的分期和预后相关

一项包括有 640例不同类型和分期的癌症患者
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的研究发现，Ⅳ期癌症患者的 ctDNA 浓度与Ⅰ
期患者相比增加了 100倍［19］，表明血浆中 ctDNA的

浓度可能与肿瘤发展阶段相关。ctDNA浓度变异

主要由癌症转移扩散程度或疾病负荷的差异造

成。有实验提示复发性高级浆液性卵巢癌患者

ctDNA水平与肿瘤体积显著相关，肿瘤体积每增

加 1 立方厘米，每毫升血浆则增加 6 个突变体拷

贝［20］。ctDNA浓度显著变化可能与个体差异相关，

如肿瘤血管形成可能阻碍 ctDNA释放入血液，或者

可通过产生缺氧和细胞死亡来促进 ctDNA 释放。

ctDNA水平与癌症分期关系表明 ctDNA可作为预

后指标［21⁃22］。具有可检测 ctDNA的结直肠癌患者的

2年总体生存率为 48%，而没有 ctDNA的患者则为

100%［23］，相比常规蛋白质类肿瘤标志物，ctDNA是

具有更好监测效果的预后预测因子，ctDNA 浓度

越高，影像学检查结果和临床疗效就越差。一项

对转移性乳腺癌的研究发现 ctDNA浓度与总体存

活率间存在显著相反关系，ctDNA浓度高于 2 000
copies/mL的患者预后均很差［24］。

2.2 ctDNA在肿瘤早期诊断中的应用

癌症的早期干预可明显改善患者生存质量，许

多研究已证明了无创技术进行疾病早期诊断的潜在

价值［25 ⁃ 26］。有研究显示 82% Ⅳ期癌症患者检测到

ctDNA，而Ⅰ期患者检出率在 47%［19］。50%Ⅰ期非小

细胞肺癌（non small⁃cell lung cancer，NSCLC）患者

可检测到 ctDNA［27］。使用 dPCR技术在早期乳腺癌

患者血浆中显示了 93.3%的突变敏感性［28］。一种

基于无创产前检测（noninvasive prenatal testing，
NIPT）技术改编的浅层全基因组测序（shallow
whole⁃genome sequencing，sWGS）方法最近被应用

于临床研究，检测出了 16 例早期卵巢癌病例中的

6例（37.5%）［29］。这些研究提示了早期癌症中 ctDNA
检测的可能性。

2.3 ctDNA在肿瘤组织定位中的应用

cfDNA 中的甲基化和核小体占有模式可以编

码组织特异性和细胞特异性信息，研究血浆中组织

特异性甲基化信号，使每个组织对整个 cfDNA池的

相对贡献量子化，这使得今后通过测定组织特异性

ctDNA 来确定癌症转移扩散部位或位点成为可

能［30⁃31］，即提示了来自液体活检的原始组织信息可

能有助于肿瘤定位。

2.4 ctDNA在肿瘤病情实时监测中的应用

ctDNA 半衰期短以及可重复采样的特点，

使液体活检能够实时监测肿瘤负荷对治疗效果的

反应程度。在治疗期间对患者进行的研究显

示［6，32］，ctDNA动力学与治疗反应相关，并且可以比

临床检测更早地识别反应。在复发性卵巢癌中，化

疗后 ctDNA减少程度与进展时间显著相关，并且比

CA125水平更有价值［20］。

最近的一项研究表明［33］，在黑素瘤患者免疫治

疗开始后的第一周，ctDNA水平的早期尖峰可能反

映出细胞死亡数目的短暂增加，然而，这种细胞死

亡峰值可能会根据所使用的药物的药理学特性和

对它们的生物反应而变化。在结直肠癌患者化疗

早期以及 NSCLC 患者接受表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGER）抑制剂治

疗后早期，未发现早期尖峰的出现，如果在治疗开

始后立即对血浆进行分析可以可靠地检测出敏感

性癌细胞的破坏，这表明也许可以利用突变的早期

动力学差异来快速鉴定抗性亚克隆的存在［34］。在

免疫治疗的背景下，液体活检可以通过从不同的 T
细胞克隆释放的 cfDNA的分析来提供监测 ctDNA
和免疫系统反应的机会［35］。另外，在手术或治疗

后，没有任何其他临床证据时，ctDNA的存在可识

别可能患有复发风险的患者，即 ctDNA 的检测有

助于微小残留病（minimal residual disease，MRD）的

诊断［36］。

2.5 ctDNA在肿瘤异质性分析中的应用

在对肿瘤的深入研究中，人们逐渐认识到肿瘤

异质性的潜在混杂效应，但对患者行多次肿瘤活检

通常既不可行也不可取。单独活检的分析可能无

法准确反映患者基因组结构，进而会对个性化药物

的选择和疗效产生错误判断。ctDNA 从多个肿瘤

区域释放，从而可以反映肿瘤异质性和空间分离

的病灶，ctDNA 分析可检测到在相应组织样品中

已经漏掉的突变［37］，比传统活检更全面地分析肿

瘤异质性。有一项晚期胃癌 ctDNA的研究分析了

70 例晚期胃癌患者 ctDNA 和配对肿瘤组织中人

类表皮生长因子受体 2（human epidermal growth
factor recepter，HER2）扩增的一致性，比较了其中

30例晚期胃癌患者的 ctDNA和原发肿瘤的突变谱，

其中 5例患者多次组织活检以对肿瘤突变进行综合

分析，结果显示 ctDNA中大多数突变也显示在成对

的肿瘤组织中，ctDNA 与肿瘤组织的 HER2 扩增

具有高度一致性（91.4%，Kappa 指数=0.784，P<
0.001），这意味着基于 ctDNA的评估可以部分克服
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肿瘤的异质性，并可能成为胃癌HER2分析的潜在

替代指标［38］。

多区域肿瘤测序数据显示［39⁃40］，肿瘤原发灶和

转移灶组织中存在相同的固有突变，这种固有突变

在血浆 ctDNA中的检出率高于区域肿瘤的个体突变

检出率，因此检测这种固有突变对于跟踪血浆肿瘤

负荷（肿瘤负荷是指人体中肿瘤细胞的数量、肿瘤的

大小或肿瘤病灶的总量）将是一种可靠的方法。

3 ctDNA检测分析面临的挑战

尽管 ctDNA与临床表型的相关性已得到证实，

但要提高其在临床应用的准确性，仍需大规模人群

队列研究，而提高 ctDNA分析质量是成功应用的关

键。提高 ctDNA 分析质量需考虑的重要因素之

一是血液样品预分析处理，目前 ctDNA 分离程序

涉及将血液样品送到实验室，通过离心分离血浆和

从血浆中纯化 ctDNA，程序复杂且耗时，且需对样

品进行强烈处理，这可能导致 ctDNA降解或血细胞

溶解引起基因组释放，从而对样本造成污染。检测

ctDNA的血液样本可通过含有独特抗凝剂和细胞

稳定剂的特殊采血管进行采集、运输和保存，但在

抽血后如能立即进行 ctDNA 纯化，最大限度地缩

短处理样品和纯化所需总时间，将有利于进一步

提高 ctDNA 分析质量，包括浓度和含量。ctDNA
检测能否成为实现肿瘤早期筛查的特异性生物标

记物取决于更高灵敏度的 ctDNA 浓度检测技术

的发现。目前关于 ctDNA 的检测尚缺乏统一的

行业质控检测标准，而对罕见变异的临床界定也

仍需大量临床信息积累，同时测序技术的高成本

及结果的解读还有待于完善等，这些都是现阶段

ctDNA检测分析所面临的挑战。

4 展望

目前我们对 cfDNA释放和清除机制的理解有

限，不清楚不同部位肿瘤细胞释出的 ctDNA或同一

部位肿瘤的不同亚克隆体释出的 ctDNA的种类、性

质和数量是否与总 ctDNA 池（即血液中所有的

ctDNA）呈现出正相关？肿瘤血管分布和代谢特性

是否会影响 ctDNA在血流中的分布？但现有研究

充分表明 ctDNA可能是药物开发、肿瘤异质性和克

隆进化研究的有利研究工具。

ctDNA 的临床应用将取决于患者和临床医生

的实际情况、所需基础设施及其成本效益。组织活

检对于癌症的组织学诊断来说依然是“金标准”。

2016年，美国食品药品监督管理局（Food and Drug
Administration，FDA）批准了血浆突变检测试剂的

应用，而新兴的 ctDNA突变检测临床试验也在积极

进行，这是个性化肿瘤学检测的里程碑，表明

ctDNA检测目前正在扩大临床应用，以使患者更大

程度地受益。进一步探索 ctDNA的生物学特性，改

进技术使肿瘤无创分子分析的范围越来越广，为基

因组研究开辟新途径，这将有助于大大提高临床诊

疗的决策水平。
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2019年第 11卷主题词索引（按汉语拼音字母顺序排列）
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白细胞介素⁃6（6）：527
百日咳实验室诊断（4）：263
半乳凝集素⁃3（1）：58
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丙型肝炎（3）：214

（5）：414
丙型肝炎病毒（5）：383

（5）：428
（6）：441

丙型肝炎病毒 RNA（3）：214

C

长链非编码 RNA（3）：198
超敏（5）：428
超氧化物歧化酶（5）：414
持续性房颤（1）：4
串联质谱技术（1）：1
磁共振成像（4）：249
磁珠（3）：233

D

代谢综合征（2）：136
单核苷酸多态性（1）：11

（1）：28
低病毒载量（5）：365
地中海贫血（2）：79
电阻抗法血小板计数（4）：325
凋亡（5）：401

（6）：517
定量成像（4）：249
定量 PCR（6）：539
东莞市（4）：329
毒力基因（3）：164

E

厄贝沙坦（1）：54
二代测序（2）：152

（6）：468

F

发育迟缓（2）：152
放射敏感性（5）：401
防御素（4）：290
肺癌（6）：508
肺部 CT 评分（2）：132
肺部感染（6）：491
肺结核（2）：96
肺结核易感性（2）：96
肺纤维化（2）：132
非小细胞肺癌（3）：219

（6）：468
分布特点（2）：141
分化程度（3）：219
分子标签（6）：468
分子机制（1）：68
分子影像（4）：249
分子诊断（2）：146
妇科腹腔镜（6）：491

G

肝癌（4）：283
（5）：396

（5）：401
肝动脉阻力指数（5）：391
肝功能（1）：49

（3）：214
（5）：387

肝损伤（6）：457
肝细胞癌（5）：365
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拷贝数变异（4）：256
客家人群（3）：170
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·专家风采· 实验室巡礼

山东大学齐鲁医院（青岛）检验科王谦

王谦，《分子诊断与治疗杂志》第五

届编委。1996 年毕业于山东医科大学

（现山东大学）医疗系，获医学学士学

位，先后获得内科学硕士、血液病学博

士。现为山东大学齐鲁医院（青岛）检

验医学中心副主任，主持科室日常工

作，主任技师，山东大学教授，博士研究

生导师，济宁医学院兼职教授，潍坊医

学院兼职教授。

兼任中华医学会检验专业委员会血液体液学委员，中国医师协会检验医师分会老年病检验医学专

家委员会委员,中国中西医结合学会血液病检验诊断学术委员会副主任委员，中国免疫学会标记免疫学

专业委员会常务委员，中国医学装备协会临床检验装备技术专业委员会委员，山东省抗癌协会临床细

胞肿瘤学专业委员会副主任委员，山东省检验专业委员会委员，青岛市医学会检验专业委员会副主任

委员，青岛市抗癌协会临床肿瘤学专业委员会副主任委员等。被聘为教育部学位与研究生教育发展中

心学位论文通讯评议专家，《中华检验医学杂志》、《医学参考报》、《山东大学学报医学版》等多家杂志的

编委、常务编委或审稿专家。

长期从事细胞形态学和分子肿瘤免疫学的临床诊断及科研工作，擅长各种贫血、感染、白血病实验

室鉴别诊断及体液细胞形态学检验。承担山东大学医学院、公卫学院、药学院、口腔学院《诊断学》以及

公卫学院《临床检验基础》、《血液学及血液学检验》等理论授课，在《Haematologica》、《Int J Biol Sci》、

《J Clin Immunol》、《Exp Hematol》、《中华内科杂志》、《中华血液学杂志》等国内外核心期刊发表本专业

学术论文 60余篇，SCI收录 15篇。主编著作 5部，其中《检验与临床诊断》被列入国家新闻出版总署“十

一五”国家重点图书，《临床医师检验速查》获华东六省一市优秀科技图书二等奖，主审全国高校医学检

验专业统编教材《免疫学检验技术》，参加编写国家医学数字教材，国家卫计委“十二五”规划教材全国

高等学校本科临床医学专业《诊断学》。获实用型专利 4项，其中 2项已技术转让并获得一定的社会效

益和经济效益。完成并主持省部级以上课题研究 11项，获山东省科技进步二等奖 2项、三等奖 5项，教

育部科技进步二等奖 1项，山东省医学科技创新二等奖 1项。现第一位主持中加（Université Laval）国际

合作课题，国家科技部重大科技计划联合课题，吴阶平医学基金资助课题及山东省科技攻关课题各 1

项。近年来培养硕博士研究生 8名，与加拿大Laval大学建立了联合培养博士研究生机制。

山东大学齐鲁医院（青岛）检验科是集医教研三位一体的具有现代化医学管理模式的二级学科，科

室始终秉承以患者为中心、以质量为保证、以科学为原则的工作理念，为临床诊断、疾病防治提供了准

确、及时、客观的优质服务和科学的循证依据。

齐鲁医院检验科始建于 1908年，历史文化名人、国内外著名实验诊断学专家于复新教授发明的“于

氏环”实验享誉国内外，由于复新教授编著的《实验诊断学》是国内第一部临床医师及检验专业教材。

1996年检验科获批硕士点，2002年成为全国第一批博士点。现任山东大学齐鲁二院院长、国家科技部重

大科技首席专家、国务院特殊津贴享受者、泰山学者特聘专家王传新教授的带领下，我院检验科成功获

得首批“国家临床重点专科”。青岛院区检验科的发展就是沿着这条坚实的道路发展起来的。

目前，青岛院区检验科设有临床基础检验、免疫学、生化、微生物学、分子生物学及细胞学检验六大

三级学科，还设有样本处理中心和抽血中心。现有专业技术人员 55名，其中高级职称 9名，博士研究生

导师 1名，硕士研究生导师 4名，具有硕博士学位 27名，形成了以青年医师为主的老中青人才梯队。检

验科是一个勇往直前积极向上的科室，一个敢于创新超越自我的科室！我们站在国家级医学平台的高

度上，坚持医教研紧密结合，精研医疗技术，始终紧盯医学前沿，及时掌握行业新动态，不断强化自主创

新，树立敢为天下先的志向，敢于探索医学的新疆界，勇于挑战医学前沿问题。目前检验科承担各级课

题 19项，承担山东大学临床医学院、公卫学院、药学院、口腔学院的《实验诊断学》，公卫学院《临床检验

基础》、《血液学及血液学检验》、《实验室管理学》理论授课。与加拿大Laval大学建立了联合培养硕博士

研究生的长效机制。

从医学检验到检验医学的转变，使检验科的专业定位和观念也发生了根本变化。我院检验科不断

对业务流程进行严格的审核和优化，与世界先进检验理念接轨。实验室建立了全面质量控制体系，并实

施在每项工作中，检验科对流程的科学管理，使可能影响结果的各种因素和环节都处于受控状态。随着

学科平台的不断发展，检验科对临床医疗的影响力也不断提高，为临床疾病诊疗和干预提供了精准实验

信息，以提升对疾病防治水平。在充分满足临床工作的基础上，我院检验科注重打造两大平台的建设。

分子肿瘤及免疫转化医学平台由 6名具有硕博士学位的专职人员，带领硕博士研究生参与的肿瘤分子肿

瘤学免疫研究团队，以消化系统、生殖系统、血液系统为主攻方向，注重转化医学研究，旨在将科研内容

积极转化为临床应用成果。细

胞学检验实验室，由 4 名具有

硕博士学位专职人员为主导，

具备了细胞形态学（Morpholo⁃
gy）、免疫学（Immunology）、细

胞遗传学（Cytogenetics）和分子

生 物 学（Molecular biology）完

善的 MCIM 分型，对血液病的

诊断和治疗发挥了重要指导作

用。近 5 年来，针对以上两大

平台获得国家级资助课题 7
项，中加国际合作项目 1项，省

部级科研项目 4项。
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A：前列腺良性增生组（对照组）；B：前列腺癌组（实验组）

图（P454） 前列腺良性增生和前列腺癌组织免疫组化结果

Figure（P454） Immunohistochemical results of benign prostatic hyperplasia and prostate cancer
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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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