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图（P405） qPCR检测中药对外排泵基因表达的影响

Figure（P405） The effect of traditional Chinese medicine on efflux pump gene expression by qPCR
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广东省中医院大学城医院检验科

陈茶

陈茶，1970年 5月出生。1994年毕业于重庆医科大学，医学硕士学位。

主任技师，研究员，博士生导师。现任广东省中医院大学城医院检验科主任。目前

担任中国合格评定国家认可委员会主任评审员，国家自然基金委同行评议专家，中国

中西医结合学会检验分会感染学组副主任委员，广东省预防医学会微生物与免疫学专

业委员会副主任委员，广东省肝脏病学会检验诊断专业委员会副主任委员、广东省医

疗安全协会与检验医学分会副主任委员等社会任职 10余项。

陈茶研究员长期从事微生物检验的临床和科研工作，主要研究方向为细菌耐药机制

和临床疑难菌鉴定及分类学研究。近年来主持了 4项国家自然科学基金面上项目，省部

级、厅局级科研项目 10余项，获国家发明专利 2项，广东省科技进步二等奖 2项、三等

奖 1项，主编、副主编、主译专著和检验规划教材共计 5本，参编检验规划教材 2本，

专著 5本，在国内外期刊发表文章 100余篇，其中 SCI收录 10余篇。已招生培养博士生

1人，硕士生 13人。

广东省中医院大学城医院检验科位于广州市大学城内环西路 55号，通过了 ISO 15189实验室认可。

现有技术人员 28名，其中高级职称 7名、中级职称 11名、初级职称 10名，获博士以上学位者 5名。科室实

验用地 1 000余平方米，有临床基础检验、生化检验、免疫检验、微生物检验等 4个专业组。科室配有全自

动血细胞分析仪、全自动血凝仪、血型仪、全自动生化分析仪、血气分析仪、化学发光免疫分析仪、电化学发

光分析仪、血培养仪和全自动微生物分析系统等大型仪器设备，可为临床提供准确、及时的检验报告。

科室在感染性疾病病原学检测的临床和科研方面独树一帜：具备较为完善的从表型到遗传学检测

细菌、真菌的技术平台。作为卫生部和广东省耐药监测网的成员，科室已建立临床病原菌的分子分型方

法，搭建了相应的一些基础技术平台，能为院内感染的流行病学溯源提供依据；利用耐药监测的技术平

台，深入研究细菌耐药变迁，开展与院感相关的临床研究工作，在预防院感暴发方面发挥了积极作用。

目前团队已在细菌耐药机制和致病机制以及细菌分类学研究方面累计获得包括 7项国家自然科学基金

在内的共计 30余项科研立项课题，发表论著 100余篇，其中 SCI收录 10余篇。获国家发明专利 2项，广

东省科技进步二等奖 2项、三等奖 1项。主编、副主编、主译专著和检验规划教材共计 5本，参编检验规

划教材 2本，专著 5本。培养博士研究生 1名，硕士研究生 13名。

学科带头人陈茶长期从事病原微生物的耐药机制和临床疑难菌鉴定及分类学研究，是国家自然基

金委同行评议专家，中国中西医结合学会检验分会感染学组副主任委员，广东省预防医学会微生物与免

疫学专业委员会副主任委员，广东省肝脏病学会检验诊断专业委员会副主任委员，广东省医疗安全协会

与检验医学分会副主任委员。
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•述 评•

人巨细胞病毒核酸标准物质研制与应用

付岳 1 王瑞霞 1 邹迎曙 1 李尔华 2 高旭年 2 王军 1★

［摘 要］ 人巨细胞病毒（human cytomegalovirus，HCMV）是威胁人类健康的最重要病原之一。

随着分子生物学技术的发展，HCMV 核酸水平的检测逐渐得到了广泛的认可，这也就需要研制 HCMV
核酸标准物质来保证检验数据的真实可靠。本文简要介绍了国内外目前存在的HCMV核酸标准物质的

研制情况，并对这些标准物质在应用中遇到的问题进行了阐述，旨在为人巨细胞病毒核酸检测诊断试剂

的标准化，以及为其质量控制提供参考。

［关键词］ 人巨细胞病毒；核酸；标准物质

The development and application of reference materials for human cytomegalo⁃
virus nucleic acids
FU Yue1, WANG Ruixia1, ZOU Yingshu1, LI Erhua2, GAO Xunian2, WANG Jun1★

(1. Beijing Key Laboratory of Medical Device Testing and Safety Evaluation, Beijing Institute of Medical
Device Testing, Beijing, China, 101111; 2. Guangzhou Bangdesheng Biological Technology Co., Ltd,
Guangzhou, Guangdong, China, 510665)

[ABSTRACT] Human cytomegalovirus (HCMV) is one of the most important pathogens which are
threatening people health in the world. With the development of molecular biology techniques, value of HCMV
DNA detection has been recognized gradually. The reference materials for HCMV test are critical to guarantee
the quality of the test. In this study, the research progress of the reference materials for HCMV nucleic acid
amplification testing and the problems in application will be summarized. The aim of this study was to
standardize the diagnostic reagents for human cytomegalovirus nucleic acid testing and provide a reference for
the quality control.

[KEY WORDS] Human cytomegalovirus; Nucleic acid; Reference materials

巨细胞病毒（cytomegalovirus，CMV）属于 β疱

疹病毒亚科，病毒基因组大约 235 kb。病毒感

染具有严格的宿主特异性，例如人巨细胞病毒

（human cytomegalovirus，HCMV）只能感染人［1］。

HCMV 感染在人群中很普遍但都无任何感染症

状［2］。孕妇感染 HCMV 可引起新生儿宫内感染，

导致胎儿畸形等严重疾患［3⁃4］。另外，在免疫功能

低下的人群中，例如在艾滋病、器官移植病人中若

感染 HCMV 将引起严重的并发症［5⁃6］。目前实验

室检测 HCMV 感染的方法有病毒学检测、血清学

检测与核酸检测等［7］。其中血清学的检测是应用

最普遍的检测方法，但是由于血清学检测的局限

性以及临床应用的需要，HCMV 核酸检测逐步开

始受到重视。然而最近有关HCMV检测的能力验

证报告指出分子诊断缺乏重复性与可比性，究其

原因主要是当前缺乏可用的国际标准物质［8］。在

·· 367
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临床实验室检验中，采用可靠的标准物质是得到

高质量检测数据的前提和保证，也是作出完整科

学结论的基础。无论为体外诊断试剂制造商对产

品进行量值溯源，还是实验室间的能力验证（室

间质评），都离不开 HCMV 核酸标准物质。目前

世界卫生组织（World Health Organization，WHO）、

美国国家标准和技术研究所（National Institute of
Standards and Technology，NIST）已 经 研 制 完 成

HCMV 国际标准物质，国内也开展了相关的工

作。本文对 HCMV 核酸标准物质的研制进展做

简要概述，旨在为人巨细胞病毒核酸检测诊断试

剂的标准化，以及为其质量控制提供参考。

1 HCMV核酸标准物质研制进展

1.1 WHO国际标准物质

目前 WHO 所研制的大部分核酸类国际标准

物质都是用接近天然的生物材料制备而成。例如

有些核酸类国际标准物质是将灭活的野生型病毒

或者培养物稀释于人源阴性血清或通用稀释液，

冻干后分装，按照WHO的固定程序对制备的候选

标准物质进行稳定性和均匀性检验、多中心合作

联合定值［9］。WHO制备的国际标准物质的表述单

位通常为 IU（international unit），这种标准物质量

值是WHO经多中心联合定值后，确定其可以作为

第一个国际标准物质后赋予的一个标准数值，后

续标准物质的更替则以第一个标准值为标准继续

定值。

2008 年 6 月在英国国家生物制品鉴定所（the
National Institute for Biological Standards and Con⁃
trol，NIBSC）举行的基因扩增技术标准化临床诊断

会议上讨论了关于 HCMV 标准品制剂的建议，对

候选原材料和配方进行了讨论，并且最终确定候

选标物是包含完整病毒颗粒的HCMV Merlin毒株

（NIBSC code 09/162）［10］。Merlin 毒株为 gB1 基因

型，与其它实验室常用HCMV毒株相比，该低传代

株具有良好的 HCMV 的特征，包含近似于完整的

HCMV基因组，且已完全测序（Gene bank登录号：

AY446894）［11］。制备过程主要是将 HCMV Merlin
毒株的培养上清样本在人胚肺成纤维细胞内增

殖，收获培养上清液后先低速离心，然后超速离心

收获病毒沉淀。考虑到用于HCMV检测样本来源

的多样性，候选标准品被溶于通用的缓冲液，该缓

冲液含有 10 mmol/L 的 Tris⁃HCl 和 0.5%的人血清

白蛋白，然后采用各自实验室所用的样本基质来

进一步稀释。最后该制剂经过冷冻干燥以确保长

期稳定。此标准品是通过来自 14 个国家的 32 个

实验室进行联合定值，其中大多数实验室都采用

实时荧光定量 PCR 法，最后其量值指定为 5×106

IU，并被推荐为首个针对 HCMV 的 WHO 国际标

准物质，主要供临床医学实验室和体外诊断试剂

制造商用于以核酸扩增技术为基础的二次引用

HCMV校准试验［12］。

1.2 NIST国际标准物质

为了建立成分单一且稳定供应的国际标准物

质，早在 2002 年即有专家在 WHO 会议上提出采

用人工合成方法生产国际标准物质，随即开展了

一系列相关研究［13］。其中 NIST 在 HCMV 人工合

成国际标准物质的研发中取得了很大进展。

不同于 HCMV⁃WHO 国际标准物质，NIST 研

制的 HCMV 国际标准物质是经过提取纯化的

HCMV 基因组 DNA。实验室用毒株在体外培养

时常会产生基因序列缺失而导致假阴性检测结

果，将目的基因连接于质粒中会保持基因组的稳

定［14］。由于 HCMV 基因组大约 235 kb，一般质粒

载体无法连接，所以NIST研制的HCMV核酸标准

物质（SRM2366）是将HCMV基因组通过同源重组

方式插入到细菌人工染色体（bacterial artificialchro⁃
mosome，BAC）上，以产生稳定基因组的克隆并且具

有低传染性［15］。SRM2366所用毒株为Towne株，包

含了除 IRS1、US1⁃15、和 UL147 以外相对完整的

HCMV 基因组。其制备过程主要是将构建好的

HCMV Towne BAC 转入 EPI300 大肠杆菌中，经

过培养后收集菌体，再采用碱性裂解法提取纯

化菌体释放的 BAC DNA，最后将 BAC DNA 溶于

Tris⁃EDTA（10 mmol/L Tris base，1 mmol/L EDTA，

pH 8.0）通用缓冲液中进行分装。此种制备方法可

以持续获得稳定基因组的核酸标准品。SRM2366
的定值不同于WHO采用实时荧光定量 PCR的多中

心协作定值，而是采用最新的数字 PCR技术，此方

法不需要线性标准品即可计算出待检DNA分子的

拷贝数，而且实验中的探针和引物可以与荧光定量

PCR通用。最后，制备的 3个水平的HCMV标准品

赋值分别为 420 copies/μL，2 702 copies/μL，19 641
copies/μL，并附有置信水平的不确定度［16］。

1.3 国内人巨细胞病毒标准物质、质控物

随着HCMV核酸检测技术在国内临床实验室
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的开展以及《临床基因扩增实验室工作规范》的施

行，国内相关机构和临床检验实验室也在探索开

发 HCMV 标准物质、质控物等。在临床检验中

HCMV⁃DNA 的定量检测主要通过尿液、血浆、乳

汁等样本完成，并且由于尿液容易收集，标本阳性

检出率较高，而其它标本阳性检出率较低［17］，所以

目前国内一些临床实验室收集 HCMV⁃DNA 阳性

的患者尿液样本再经过过滤制备成室内质控

物［18］。目前国内实验室制备的室内质控物一般不

添加任何防腐剂与稳定剂，这样可避免基质效应

的不确定影响；并且研究也发现不加入稳定剂与

向尿液室内质控物中加入稳定剂（牛血清白蛋白）

无明显差别［19］。但是，此类质控物一般只能作为

实验室内质控，无法像 WHO 或者 NIST 制备的

HCMV核酸标准物质一样方便的进行更替换代以

及量值溯源，在应用的过程中也就有所限制，对促

进 HCMV 核酸检测标准化作用不大，所以国内也

有些公司或机构研制了可溯源至 WHO⁃HCMV 国

际标准物质的二级标准物质，主要用于校准仪器

和装置、实验室质量控制等，在一定程度上解决了

这个问题。

2 HCMV核酸标准物质的应用

目前，WHO 等多个国际组织正在通过广泛应

用国际参考物质，来证明其在核酸检测标准化过

程中的实际应用价值。其中HCMV核酸国际标准

品在其中起到了重要的作用。在实验室间的能力

验证中，Rychert 等［20］应用 WHO⁃HCMV 核酸标准

物质来评价各参与实验室现行的HCMV核酸检测

方法，结果显示 WHO⁃HCMV 核酸标准物质促进

了HCMV检测的标准化并且各实验室数据具有可

比性。HCMV 核酸标准物质还应用于产品的溯

源、仪器的评价和校准等。目前罗氏、雅培等体外

诊断试剂制造厂商的校准品均溯源至 WHO⁃HC⁃
MV 标准物质，并显示了良好的一致性，不过各检

测系统的灵敏度仍然具有差异［21］。Tsai等［22］也应

用WHO⁃HCMV标准物质来对不同HCMV核酸检

测系统的性能特征、相关性和工作流程等进行评

价。而且随着数字 PCR 技术的应用，为了评价荧

光定量 PCR和数字 PCR等不同平台在核酸定量检

测中的性能，Pavšič等［23⁃24］分别应用WHO 和 NIST
研制的 2种核酸标准物质进行试验，结果表明数字

PCR受到不同组成的 PCR反应组分所产生的影响

更小，并且在检测临床血浆样本中HCMV时，发现

当病毒 DNA 载量≥4 log10时数字 PCR 的精密度明

显高于荧光定量 PCR的精密度。

在HCMV核酸以及其它核酸标准物质的广泛

应用的过程中也出现了一些问题，例如，核酸提取

效率的问题。例如，WHO 和 NIST 研制的 HCMV
核酸国际标准物质制备方法不同，SRM2366国际

标准物质为人工构建具有基本完整的病毒基因

组，并且低传染性，但类似于此类的合成的核酸未

参与核酸提取过程，故不能反映病毒核酸的提取

效率；同时，国际参考物质在于提供一个准确的数

值，而不是关注提取效率，因此在制备国际参考物

质的时候是否需要考虑提取过程还有待讨论。另

外，HCMV 核酸标准物质的互换性也需要注意。

互换性为不同检测系统对某个参考物质和来自健

康或疾病个体代表样品的检测所得的结果量值一

致，即各个样品或参考物质的检测值可以在不

同检测系统间互换［25］。例如，Hayden 等［26］在研究

HCMV 核酸标准物质的互换性时发现，通过 8 家

实验室采用 10种不同的荧光定量 PCR检测WHO⁃
HCMV 标准物质与 50份临床样本，通过线性回归

和对应分析 WHO⁃HCMV 标准物质的互换性，发

现在此分析方法下 WHO⁃HCMV 标准物质互换性

较差。并且HCMV核酸国际标准物质在不同基质

中也会有影响，Jones 等［27］研究表明使用全血稀释

WHO⁃HCMV标准物质时会产生基质效应，全血稀

释的WHO⁃HCMV标准物质进行HCMV全血定量

测定校正试验时，样本的测量浓度值会偏高。然

而使用血浆或通用缓冲液对标准物质进行稀释时

无基质效应出现；而 SRM2366国际标准物质，虽然

不需要对其进行提取，但是在实验中采用血浆或

者全血作为稀释液进行稀释后，于临床样本一同

进行测量结果显示互通性良好。

小结

随着 HCMV 相关疾病研究的深入，HCMV 的

危害越来越受到重视。与其它方法相比，核酸水

平的检测更为简便、可靠，并且可以做到早期检测

及量化，对判断 HCMV 的活动性和评价抗病毒治

疗疗效的动态监测有着重要的意义。而相应国际

标准品建立工作也在不断推进，已存在的WHO和

NIST 的 HCMV 核酸标准物质在一定程度上促进

了 HCMV 检测以及核酸检测的标准化。当然，在
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推动HCMV核酸检测的标准化中也遇到了很多问

题，例如上文中提到的核酸提取效率问题，所以更

需要推动核酸检测的全自动化以减少手动提取核

酸的误差。并且目前国内市场上存在着大约 10家

HCMV 核酸诊断试剂生产厂家，由于国内还缺乏

可靠的 HCMV 核酸标准物质，所以大部分市售的

HCMV 核酸检测试剂的标准化还存在问题，这也

就更需要相关机构去努力研制出可靠的HCMV核

酸标准物质以促进核酸检测的标准化，为临床准

确诊断提供合理依据。
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系统性红斑狼疮患儿外周血 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17水平
变化及其在单个核细胞中的表达研究

沈茹 1★ 李艳君 2 林丽佳 3

［摘 要］ 目的 研究系统性红斑狼疮（systemic lupus erythematosus，SLE）患儿外周血中白介素⁃6

（interleukin⁃6，IL⁃6）、白介素⁃10（IL⁃10）、白介素⁃17（IL⁃17）水平的变化情况及其在外周血单个核细胞

（peripheral blood mononuclear cells，PBMCs）中的表达情况。 方法 选取 46 例 SLE 患儿及 20 例健康儿

童 分 别 为 病 例 组（SLE 组）和 对 照 组（Control 组），采 用 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法（enzyme ⁃ linked

immunosorbent assay，ELISA）检测外周血中 IL ⁃6、IL ⁃10、IL ⁃17 蛋白水平，采用实时荧光定量 PCR

（quantitative real time polymerse chain reaction，qPCR）技术检测 PBMCs 中 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17 的 mRNA 表

达水平，分析比较 2组的蛋白和mRNA表达量的差异。 结果 SLE组 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17蛋白及mRNA

表达水平均高于 Control组，差异均具有统计学意义（P <0.05）。 结论 SLE患儿外周血中 IL⁃6、IL⁃10、

IL⁃17蛋白及mRNA表达水平升高，提示其可能参与 SLE患儿的发病过程。

［关键词］ 系统性红斑狼疮；白介素⁃6；白介素⁃10；白介素⁃17；外周血

The expression of IL⁃6, IL⁃10 and IL⁃17 in peripheral blood and their mRNA in
peripheral blood mononuclear cells from children with systemic lupus
erythematosus
SHEN Ru1★, LI Yanjun2, LIN Lijia3

（1. Laboratory Department, Kunming Children􀆳s Hospital, Kunming, Yunnan, China, 650228; 2. Kunming City

Center for Disease Control and Prevention, Kunming, Yunnan, China, 650011; 3. Science and Education

Division, Kunming Children􀆳s Hospital, Kunming, Yunnan, China, 650228）

[ABSTRACT] Objective To investigate the interleukin⁃6 (IL⁃6), interleukin⁃10 (IL⁃10) and interleukin⁃

17 (IL⁃17) in peripheral blood from children with systemic lupus erythematosus (SLE), and detect the expression

of IL⁃6, IL⁃10 and IL⁃17 mRNA in their peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Methods The levels

of IL⁃6, IL⁃10 and IL⁃17 were detected by enzyme⁃linked immunosorbent assay (ELISA) in 46 children with

SLE (SLE group) and 20 healthy children (Control group), and the mRNA levels in PBMCs were detected by

quantitative real time polymerse chain reacton (qPCR). Results The protein and mRNA levels of IL⁃6,

IL⁃10 and IL⁃17 in SLE group were significantly higher than those in Control group (P<0.05). Conclusion
The levels of IL⁃6, IL⁃10 and IL⁃17 proteins and mRNA in peripheral blood of children with SLE increased,

suggesting that IL⁃6, IL⁃10 and IL⁃17 may be involved in the pathogenesis of SLE in children.
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系统性红斑狼疮（systemic lupus erythemato⁃
sus，SLE）是一种发病机理复杂的自身免疫性疾

病。儿童 SLE 是一种常见的儿科自身免疫性疾

病，与成人相比，儿童 SLE 临床上的表现更加复

杂［4］。目前 SLE 的发病机制仍不是十分明了，以

往的研究主要集中在 T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞数

量和功能的异常上，已有研究证实炎症因子如白

介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）、IL⁃10、IL⁃17、干扰素⁃α
（interferon⁃α，IFN⁃α）等在其发病中起着很重要的

作用［2，4］，但目前人们对成人的研究较多而对儿童

SLE 关注较少，本研究通过检测 SLE 患儿外周血

中 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17 的蛋白水平变化情况及外周

血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cells，
PBMCs）中 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17的 mRNA 表达情况，

初步探讨其在儿童 SLE的发病、发展中的作用，以

期为其临床诊疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 研究对象

SLE组：选取昆明市儿童医院 2012年 10 月至

2016 年 3月收治的 SLE儿童患者 46例，所有病例

采用 SLE 疾病活动性测量（systemic lupus activity
measure，SLAM）监测活动程度，并检测外周血细

胞计数、红细胞沉降率（erythrocyte sedimentation
rate，ESR）、抗核抗体、抗双链DNA 抗体、补体 C3、
尿液分析、尿蛋白定量（24 h），经检测所有患儿诊

断均符合 2009 年 SLE 国际临床合作中心（SLE In⁃
ternational Center for clinical cooperation，SLICC）、

美国风湿病学会（American College of Rheumatolo⁃
gy，ACR）在费城年会上提出的新诊断标准，入选

病例需排除伴有其他自身免疫性疾病、严重感染

及其他患病导致功能异常者［5⁃7］。男 9 例，女 37
例，男女比例 1∶4.11，患儿年龄 6~14 岁，平均

（11.2±2.7）岁，病程 2 周至 4 年；对照组（Control
组）：选取无诊断标准中狼疮临床表现及免疫指

标正常的健康儿童 20 例，男 5 例，女 15 例，男女

比例 1∶3，年龄 6~15 岁，平均（12.6±3.4）岁。两组

患儿平均年龄及性别比例差异无统计学意义。

1.2 方法

1.2.1 标本采集

入组儿童均抽取外周肘部静脉血 5 mL，其中

采集 3 mL 于无添加剂采血管（红盖）中，2 mL 于

EDTA⁃K2 抗凝管中，无添加剂采血管（红盖）中的

血液于室温下静置 2 h后取血清储存于-80℃环境

中，待 ELISA检测。

1.2.2 细胞因子的测定

利用 ELISA 方法快速检测血清中 IL⁃6、IL⁃10、
IL⁃17 蛋白含量。ELISA 试剂盒购自美国 ADL 公

司。操作步骤如下：①取上述冻存的血清标本，室

温冻融后，将试剂盒平衡至室温。②取出试验所

需板条。配置标准品：向冻干标准品（IL⁃6、IL⁃10、
IL⁃17）中分别加入 1.0 mL 通用稀释液中，静置

15 min后，在常温下轻轻混匀，再根据说明书依次

倍比稀释。 ③加样：每孔加 100 μL 稀释好的标

准品或稀释后的标本，封板后于 37℃孵箱中孵育

90 min。④待孵育结束后，用自动洗板机（或手动）

洗板 4~5 次。⑤洗板结束后，加 100 μL 生物素化

抗体工作液到每个孔中，封板后于 37℃孵箱中孵

育 60 min。⑥洗板 4~5次。⑦每孔加 100 μL酶结

合物工作液，封板后孵育 30 min（于 37℃孵箱中，

避光）。⑧洗板 4~5 次。⑨每孔加入 100 μL 四甲

基联苯胺（tetramethylbenzidine，TMB）的显色底

物，在 37℃孵箱中避光孵育 15 min。⑩每孔加 100
μL 终止液，3 min 中内使用多功能酶标仪（Alisei
Quality System，SEAC，意大利）450 nm 处读取数

据，测OD值。􀃊􀁉􀁓根据标准品浓度和OD值绘制出

标准曲线，根据标本所测的 OD 值，计算每个标本

的浓度。

1.2.3 PBMCs的提取

取收集好的 1 mL EDTA⁃K2 抗凝血 3 000
r/min室温离心 10 min，弃去上清血浆层，将剩余血

液与生理盐水 1∶1混匀后，小心加于 2 mL 淋巴细胞

分离液面上，水平离心机上室温离心，3 000 r/min，
25 min，最后，用吸管小心吸取云雾层，加入 1.5 mL
EP 管中，水平离心机上室温离心，7 000 r/min，
10 min，弃上清。

1.2.4 PBMCs中 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17 mRNA的检测

TRIzol（Invitrogen，美国）法提取 PBMCs 总

RNA，检测 RNA 纯度和浓度。参照反转录 PCR
试剂盒（TaKaRa，日本）使用说明书，按照以下组分

配制反转录反应体系：2 μL 5 × PrimeScript Buffer，
0.5 μL PrimeScript RT Enzyme Mix，0.5 μL Oligo
dT Prime（50 μmol/L），0.5 μL Random 6 mers（100
μmol/L），1 μL Total RNA，5 μL RNase Free dH2O。

反应条件：37℃ 15 min，85℃ 5 s，4℃，保存。以反

转录后的 cDNA 作为模板，以 GAPDH 做内参，按
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照以下组分配制 real time⁃PCR 反应体系：5 μL
SsoFast EvaGreen Supermix（2×），0.5 μL Forward
primer（10 μmol/L），0.5 μL Reverse primer（10
μmol/L），4 μL cDNA。实时荧光定量 PCR（quanti⁃
tative real time polymerse chain reaction，qPCR）扩

增条件：94℃预变性 5 min，90℃变性 30 s，60℃退火

40 s，72℃延伸 40 s，40 个循环。通过 Genbank 检

索出 IL⁃6、IL⁃10 和 IL⁃17 基因序列，输入 Primer
Premier 5.0 软件设计基因引物，引物合成公司为上

海捷瑞生物工程有限公司。实验数据用 2⁃△△Ct进

行处理。检测 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17 mRNA 的表达水

平，引物序列见表 1。

基因

IL⁃6

IL⁃10

IL⁃17

GAPDH

引物序列（5′ ⁃ 3′）

上游：5′⁃GTGGCTAAGGACCAAGACCA⁃3′

下游：5′⁃TTCCAAGAAACCATCTGGCTA⁃3′

上游：5′⁃ GGACTTTAAGGGTTACCTGGGTTGCC⁃3′

下游：5′⁃GCCTTGATGTCTGGGTCTTGGTTCTC⁃3′

上游：5′⁃CAAGACTGAACACCGACTAAG⁃3′

下游：5′⁃TCTCCAAAGGAAGCCTGA⁃3′

上游：5′⁃CCTTCAACACCCCAGCCAT⁃3′

下游：5′⁃TCTTCATTGTGCTGGGTGCCA⁃3′

表 1 Real time⁃PCR 引物序列

Table 1 The primer of real time⁃PCR

1.3 统计学处理

采用 SPSS 13.0 统计软件。计量资料以（x±s）表
示，组间比较行 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 SLE 组和 Control 组外周血细胞因子含量

比较

如表 2所示，与 Control组相比较，SLE组外周

血中的 IL⁃6、IL⁃10和 IL⁃17水平明显升高，分别达

到（32.64 ± 13.32）pg/mL，（54.82 ± 21.44）pg/mL 和

（51.92±32.33）pg/mL。与 Control 组相比较，差异

具有统计学意义（P < 0.05）。

2.2 各组 PBMCs中 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17的mRNA表

达水平的比较

如图 1 所示，与 Control 组相比较，SLE 组

PBMCs 中 IL⁃6、IL⁃10 和 IL⁃17 的 mRNA 表达水平

明显升高，与Control组相比较，差异具有统计学意

义（P < 0.05）。

组别

SLE组

Control组

n

46
20

IL⁃6
32.64±13.32**

6.13±4.78

IL⁃10
54.82±21.44*

14.78±3.56

IL⁃17
51.92±32.33*

27.26±18.77
SLE组与 Control组比较，**P<0.01，*P<0.05

表 2 SLE组和Control组外周血 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17水平变化比较 （x± s，pg/mL）
Table 2 Expression of IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17 in peripheral blood of SLE group and control group（x± s，pg/mL）

3 讨论

IL⁃6 是一种多效性细胞因子，是机体免疫网

络中重要的细胞因子，主要由单核细胞、成纤维细

胞、内皮细胞、T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞合成分

泌［8］。IL⁃6参与调节免疫应答，血细胞的生成及急

性期反应，能够促进与炎症应答相关的 B 细胞、

T 细胞、巨噬细胞及中性粒细胞的分化及活化，有

研究表明，IL⁃6可通过诱导 B淋巴细胞成熟、增殖

分化为产生抗体的浆细胞，从而增加免疫球蛋白

的分泌；同时促进由 T 细胞分泌的自身抗体产生

以及通过降低 CD8+抑制性 T 细胞的活性而参与

SLE 形成［9］。Eilertsen 等［10］和 Umare 等［11］研究发

现 SLE 患者外周血中 IL⁃6 的水平高于对照组，差
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A：IL⁃6的mRNA相对表达量；B：IL⁃10的mRNA相对表达量；C：IL⁃17的mRNA相对表达量

图 1 SLE组和Control组 PBMCs中 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17的mRNA表达情况

Figure 1 Expression of IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17 mRNA in PBMCs of SLE group and Control group

异具有统计学意义。吴实等［4］研究发现 SLE 患者

组与对照组外周血 IL⁃6浓度分别为（9.636±3.852）
pg/mL 和（4.433±1.143）pg/mL，SLE 组外周血 IL⁃6
浓度明显高于对照组。朱静等［12］亦发现 SLE组血

清中 IL⁃6 水平（6.42±2.08）pg/mL 明显高于对照组

（2.87±1.33）pg/mL。与朱静等［12］人的研究结果一

致，本实验发现，SLE患儿组的外周血 IL⁃6浓度为

（32.64±13.32）pg/mL，高于对照组（6.13±4.78）pg/
mL，差异具有统计学意义。检测其 RNA 水平，同

样发现，SLE 患儿组 IL⁃6的 RNA 水平高于对照组

RNA的水平，差异具有统计学意义。

Th17 细胞是一群新型的 CD4+ T 细胞，IL⁃17
为其发挥免疫调节功能的主要效应因子［13］，能够

强效促炎。IL⁃17 除了具有其潜在的促炎因子作

用，还可诱导髓样细胞、上皮细胞、内皮细胞和成

纤维细胞等多种细胞产生不同炎症介质，如 IL⁃6、
IL⁃8、角质细胞诱导物（keratinocyte，KC）、粒细胞

集落刺激因子（granulocyte colony stimulating fac⁃
tor，G⁃CSF）、脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导

的趋化因子（chemokines，CXC）等［14］，从而引发局

部或全身的炎症反应。以往动物实验发现 IL⁃17
和 Th17 细胞在 SLE 的发病中起着重要作用［15］。

Mok 等［16］和 Gigante 等［17］研究发现在 SLE 患者外

周血中，IL⁃17的表达水平明显升高，这提示了 IL⁃17
可能参与 SLE 的发病过程。董大群［18］研究发现

SLE 活动期患者外周血中 IL⁃17 浓度为（87.59±
23.54）pg/mL，比 SLE 非活动期患者和正常人外周

血 IL⁃17 浓度明显升高。而白雪等［19］研究发现

SLE 活动期、非活动期患者和对照组外周血 IL⁃17
浓度分别为（32.16±20.23）g/mL、（57.45±17.93）pg/

mL和（41.32±13.25）pg/mL，SLE患者体内 IL⁃17水

平较对照组有明显升高，且与疾病活动明显相

关。本实验中发现，与对照组相比，SLE患儿外周

血 IL⁃17 蛋白浓度和 PBMCs IL⁃17 mRNA 水平明

显升高，这与董大群等人的结果一致。

Th1/Th2 比例失衡可导致一系列免疫疾病的

产生。系统性红斑狼疮是一种以 Th2细胞过度活

化为主的 Th1/Th2 比例失衡产生的免疫性疾病。

目前有研究表明，Th2 型细胞因子的过度产生可

能会造成 SLE 患者体液免疫功能亢进，多克隆 B
细胞活化以及产生大量器官非特异性抗体，从而

造成 SLE 患者多个组织器官的损害［15⁃16］。IL⁃10属

Th2型因子的一种，在 SLE 中表达较高，其在 SLE
中作用主要是促进 B 细胞的分化，并产生自身抗

体，诱导 B 细胞向浆细胞分化，从而参与控制向

IgG1和 IgG3亚型的转换［1］。宫泽琨等［20］研究发现

SLE 患者外周血清 IL⁃10 浓度为（50.38±5.59）pg/
mL，其浓度高于对照组（26.67±6.32）pg/mL，差异具

有统计学意义。朱强等［21］研究发现 SLE患者外周

血清 IL⁃10浓度为（146.66±18.69）pg/mL，缓解期患

者为（118.05±16.95）pg/mL，高于健康人的（85.45±
14.95）pg/mL，差异具有统计学意义；且在 SLE 患者

中轻度活动组外周血清 IL ⁃ 10 浓度为（135.27±
19.24）pg/mL，中度活动组（148.47±14.99）pg/mL，重
度活动组（162.06±13.67）pg/mL，与 系统性红斑狼

疮病活动指数（systemic lupus erythematosus disease
activity index，SLEDAI）评分呈正相关，提示 IL⁃10
参与 SLE的发病过程。与前人研究结果一致［18］，本

实验也发现与对照组相比，SLE患儿外周血中 IL⁃17
蛋白的浓度和 PBMCs IL⁃17 mRNA水平上升，差异
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具有统计学意义。

综上所述，本研究结果显示 SLE 患儿外周血

中 IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17蛋白及 PBMCs中 IL⁃6、IL⁃10、
IL⁃17的mRNA表达水平均明显高于正常儿童，结

果与以往成人 SLE 患者的研究结果相似［3］，提示

IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17 这 3种炎性因子的表达异常可能

预示着 SLE患儿的发病。因此，IL⁃6、IL⁃10、IL⁃17
这 3 种炎性因子的表达异常或许可以成为判断

SLE 患儿是否发病的良好指标，但其发病的具体

作用机制与成年 SLE 患者是否一致，与 SLE 活动

程度是否具有相关性等问题仍需要进行进一步深

入研究。了解这些细胞因子的异常有助于我们了

解 SLE患儿的发病，以及发现发展有效靶向治疗。
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肇庆地区血小板供者库的建立及应用

廖扬勋★ 陈志忠 余文潮 陈尚良 梁洁贞 陈超红 李结敏

［摘 要］ 目的 建立肇庆地区已知人类白细胞抗原（human leukocyte antigen，HLA）基因分型

及人类血小板抗原（human platelet alloantigen，HPA）HPA⁃1~6、9、15 基因型的无偿机采血小板供者

库，为临床血小板输注无效（platelet transfusion refractory，PTR）患者提供 HLA 及 HPA 相合的血小

板。 方法 采用聚合酶链反应⁃序列特异性寡核苷酸探针（polymerase chain reaction⁃sequence specific

olignuliotide probe，PCR⁃SSO）检测血小板供者的 HLA 基因分型及聚合酶链反应 ⁃序列特异性引物

（polymerase chain reaction⁃sequence specific primer，PCR⁃SSP）检测 HPA⁃1~6、9、15 基因型。对杂合度高

的HPA⁃3、15随机抽样 20个标本进行测序。对 3例患者进行HLA⁃I分型。 结果 成功检测出 101名无

偿血小板捐献者HLA及HPA⁃1~6、9、15基因型；HPA⁃3、15的测序结果与 PCR⁃SSP一致。HLA⁃A位点等

位基因共检出 11个；HLA⁃B位点共检出等位基因 20个。3例患者中的 1例从已知的HLA 血小板库中找

到完全一致供者，另外 2例也找到三位点吻合的血小板供者。 结论 建立基于HLA⁃I类抗原及HPA基

因分型的血小板供者资料库，有助于给 PTR患者提供HLA和HPA相合的单采血小板。

［关键词］ HLA基因分型；HPA基因分型；血小板输注无效；血小板供者资料库；测序

Establishment and clinical application of platelet donor registry in Zhaoqing
area
LIAO Yangxun ★ , CHEN Zhizhong, YU Wenchao, CHEN Shangliang, LIANG Jiezhen, CHEN Chaohong,

LI Jiemin

（Zhaoqing Blood Center, Zhaoqing, Guangdong, China, 526040）

[ABSTRACT] Objective To establish a human leukocyte antigen (HLA) and human platelet alloantigen

(HPA)⁃1~6, 9, 15 genetic and volunteer apheresis platelet donor registry in Zhaoqinq; to provide matched HLA

and HPA platelets for patients with platelet transfusion refractoriness (PTR). Methods The polymerase chain

reaction ⁃ sequence specific primer (PCR ⁃SSP) method was established for HPA⁃ 1~6, 9, 15 genotyping. HLA

genotyping was performed by polymerase chain reaction⁃sequence specific olignuliotide probe (PCR⁃SSO). The

HPA ⁃ 3, 15 genotype of a random 20 specimens were analyzed by sequence ⁃ based typing (SBT) method.

Results The PCR⁃SSP method for HPA⁃1~6, 9, 15 genotyping was established and the HLA typing of 101

donors were identified. HPA ⁃ 3, 15 sequencing results are consistent with the PCR ⁃SSP. HLA ⁃A locus were

detected 11 alleles, while 20 allele genes were detected at HLA ⁃ B locus. Conclusion A platelet donor

database based on HLA⁃I class antigen and HPA genotyping was established. It is helpful to provide HLA and

HPA compatible apheresis platelets for PTR patients.

[KEY WORDS] HLA genotyping; HPA genotyping; Platelet transfusion refractory; Platelet donor

registry; Sequencing
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HPA

HPA⁃3

HPA⁃15

引物

正向

反向

正向

反向

PCR引物序列(5′→ 3′)

GCCCTCCGACCTGCTCTACAT

GGGCTTGCTCACATAGTCC

CCTATTCTTTGAAAAGTTGGG

GGCCTTTGGAGATGGTTAGT

测序引物(5′→ 3′)

CTCCTCCATGTTCACTTGA

CCTGCTCTACATCCTGGATATAC

CCTATTCTTTGAAAAGTTGGG

GAGGAGCTGACGCTGTATTAG

表 1 HPA⁃3、15的 PCR⁃SBT引物设计

Table 1 Design of PCR⁃SBT primers for HPA ⁃3 and 15

目前临床上治疗血小板减少患者时，输注血

小板是有效的措施，但反复输注有可能产生同种

免疫，导致血小板输注无效。约有 20%~50%白血

病患者，80%的再生障碍性贫血患者长期输注血小

板后输注无效［1］。引起血小板输注无效（platelet
transfusion refractory，PTR）的原因众多，其中 20%~
30%为免疫因素［2］。由于血小板表面有丰富的人

类白细胞抗原（human leukocyte antigen，HLA）及

人 类 血 小 板 抗 原（human platelet alloantigen，
HPA），这些特异性抗原能通过输注血小板产生

相应的抗体，将可能导致 PTR。建立已知 HPA
及 HLA 基因供者资料库，能够为患者提供相配

合的血小板，减少 PTR 的发生。随着分子生物学

发展，HPA 及 HLA 基因已阐明，本研究采用分子

生物学 PCR 技术对血小板供者 HPA 及 HLA 进

行基因分型，为患者提供相配合的血小板，具体

报道如下。

1 材料与方法

1.1 研究对象

本研究随机选择肇庆地区汉族机采血小板供

者库中献血者 101 名，其中男性 87 人份，女性 14
人份，年龄 19~55岁（平均年龄 34.0岁），用于建立

HLA 及 HPA 基因定型的机采血小板供者库。选

取了 3 例白血病患者（来源于肇庆市第一人民医

院）进行应用研究。

1.2 主要试剂与仪器

Magcore DNA 自动提取仪（RBC Bioscience
Crop，中国台湾），HPA基因分型试剂盒（Innotrain，
德国。批号：S9HX045），HLA基因分型试剂盒（北

京曼泰里生物技术有限公司）；Taq酶（Promaga，美
国），高速离心机（Eppendorf，德国），PCR 扩增仪

（ABI，美国），电泳仪（Bio⁃rad，美国），凝胶成像系

统（杭 州 朗 基 科 学 仪 器 有 限 公 司 ，型 号 ：

LG2020D）。

1.3 DNA制备

使用 Magcore DNA 自动提取仪提取及测定

DNA浓度，具体操作步骤按说明书进行。DNA浓

度测定范围为 20~60 ng/μL，纯度测定A260/A280比率

为 1.6~2.0。 DNA储存于-20℃备用。

1.4 聚合酶链反应⁃序列特异性引物（polymerase
chain reaction ⁃ sequence specific primer，PCR⁃SSP）
扩增

PCR⁃SSP扩增，具体操作步骤按试剂盒说明书

进行，每人份用量：取 Ready PCR Buffer 工作液 60
μL、Taq 酶 1.6 μL、DNA 标本 1 000 ng，其余加水，

总反应体积混合液为 200 μL。用振荡器混合后，并

瞬时离心，使液体置于管底，分别向 PCR反应板每

个引物孔各加入上述混合液 10 μL。加封盖后，将反

应板放入设置好循环参数的 PCR仪内，扩增程序：

94℃ 2 min；94℃ 20 s，70℃ 60 s，5个循环；94℃ 20 s，
65℃ 60 s，72℃ 45 s，10个循环；94℃ 20 s，61℃ 50 s，
72℃ 45 s，20个循环；72℃ 5 min，4℃保存。

1.5 电泳

电泳取扩增产物 5 μL 于 2%琼脂糖凝胶中，

100 V 电泳 25 min，在凝胶成像仪下观察，进行结

果判断并拍摄成像，保存试验结果。

1.6 血小板的HLA检测

具体操作步骤按北京曼泰里生物技术有限公

司的聚合酶链反应 ⁃序列特异性寡核苷酸探针

（polymerase chain reaction⁃sequence specific olignu⁃
liotide probe，PCR⁃SSO）试剂盒说明书进行操作。

1.7 3例患者进行HLA检测

使用北京曼泰里公司 PCR⁃SSO 试剂盒进行

HLA分型。

1.8 抽样 20个标本进行测序

对杂合度高的 HPA⁃3、15 随机抽样 20 个标本

进行测序，引物见表 1。
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1.9 统计学分析

HPA 基因频率=阳性基因数/总基因数，HPA
基因型频率=基因型数/总基因数。所有数据应用

SPSS 18.0 统计处理软件，按统计学数据处理原

则，进行 c2检验及相关分析。HLA 基因分析应用

pypop 进行分析［4］。统计数据以 P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 血小板供者库 HPA⁃1~6、9、15基因多态性分

布情况

本地区人群 HPA⁃2、3、5、6、15 基因分型频率

均符合 Hardy⁃Weinberg 遗传平衡定律；HPA⁃3、15
系统中抗原频率接近，HPA⁃2、5、6 中 aa 基因型

为主，HPA⁃1、9 未检出 b 基因，结果见表 2。其中

1 例样品 HPA⁃1~6、9、15 等位基因分型结果见

图 1。
2.2 HPA⁃3、15基因测序分型

采用我们合成的引物对 20 份随机标本作

HPA⁃3、15基因测序分型：与 PCR⁃SSP的结果完全

一致。HPA⁃3 与 HPA⁃15 的基因多态性测序图分

别见图 2、图 3。
2.3 血小板供者库HLA等位基因分型及特征

HLA⁃A 位点共检出等位基因 11 个，见表 3。

HPA基因型

HPA⁃1
HPA⁃2
HPA⁃3
HPA⁃4
HPA⁃5
HPA⁃6
HPA⁃9
HPA⁃15

aa
101
91
24
101
94
96
101
29

aa ( % )
100.00
90.10
56.44
100. 00
93.07
95.05
100. 00
28.71

ab
0
10
57
0
7
5
0
50

ab( % )
0. 00
9.90
23.76
0. 00
6.93
4.95
0. 00
49.50

bb
0
0
20
0
0
0
0
22

bb( %)
0.00
0. 00
19.80
0. 00
0. 00
0. 00
0. 00
21.78

c2

N
0.274
1.720
N

0.130
0.065
N

0.003

P
/

0.601
0.190

/
0.718
0.799

/
0.959

表 2 肇庆地区HPA⁃1~6、9、15基因型和基因频率分布

Table 2 Genotype and gene frequency distribution of HPA⁃1~6, 9, 15 in Zhaoqing

N为未比较

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

9 10 11 12 13 14 15 16

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M：Marker；1：HPA⁃1a；2：HPA⁃1b；3：HPA⁃2a；4：HPA⁃2b；5：HPA⁃

3a；6：HPA⁃3b；7：HPA⁃4a：8：HPA⁃4b；9：HPA⁃5a；10：HPA⁃5b：11：

HPA⁃6a；12：HPA⁃6b：13：HPA⁃9a；14：HPA⁃9b；15：HPA⁃15a；16：

HPA⁃15b；结果为：HPA⁃1a（+）b（-），HPA⁃2a（+）b（-），HPA⁃3a（+）

b（+），HPA⁃4a（+）b（-），HPA⁃5a（+）b（-），HPA⁃6a（+）b（-），HPA

⁃9a（+）b（-），HPA⁃15a（+）b（-）

图 1 1例标本的HPA⁃1~6、9、15等位基因分型结果电泳图

Figure 1 One case of HPA⁃1~6, 9, 15 allelic pattern
electrophoresis results

A B

C

A：HPA⁃3aa；B：HPA⁃3ab；C：HPA⁃3bb

图 2 HPA⁃3基因分型测序图

Figure 2 HPA⁃3 genotyping sequence map

其中频率高于 5%的等位基因是：A11、A02、A24、
A33；HLA⁃B 位点共检出等位基因 20 个，见表 3。
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其中频率高于 5%的等位基因是：B13、B46、B75、
B60、B38、B58和B51。

2.4 血小板供者库 HLA⁃A、B 位点两座位单倍型

频率和特征

HLA⁃A、B位点两座位单倍型结果，见表 4。
2.5 患者的HLA的基因分型

3例患者的HLA基因分型结果如下，见表 5。

3 讨论

引起 PTR 的原因众多，其中 20%~30%为免疫

因素［2］。人类血小板表面具有复杂的血型抗原，与

输血相关且抗原性较强的有 2大类，其中之一是人

类白细胞抗原（HLA），血小板表面有 HLA⁃I 类抗

原，缺少HLA⁃Ⅱ类抗原［4⁃5］。本研究中只针对血小

板上的 HLA⁃I 类抗原即 HLA⁃A 与 HLA⁃B 等位基

因进行分型。由于本研究采用 PCR⁃SSO 的方法，

相对于 PCR⁃SSP来说，具有分辨率高、特异高的特

点，最重要的一点是可以进行大批量操作，PCR⁃
SSP 则不能达到相应的要求，因此利用 PCR⁃SSO

AA BB

A：HPA⁃15aa；B：HPA⁃15ab；C：HPA⁃15bb

图 3 HPA⁃15基因分型测序图

Figure 3 HPA⁃15 genotyping sequence map

等位基因

HLA⁃A
11
2
24
33
26
30
31
29
3
68
74

n

73
64
24
19
5
5
3
2
1
1
1

频率

36.14
31.68
11.88
9.406
2.475
2.475
1.485
0.099
0.049 5
0.049 5
0.049 5

等位基因

HLA⁃B
13
46
75
60
38
58
51
55
56
54
61
62
35
48
39
44
7
27
67
76

n

36
30
21
18
16
16
13
7
6
5
5
5
4
4
2
2
1
1
1
1

频率

17.822
14.851
10.396
8.911
7.921
7.921
6.436
3.465
2.97
2.475
2.475
2.475
1.98
1.98
0.99
0.99
0.495
0.495
0.495
0.495

表 3 肇庆地区血小板献血人群HLA⁃A、B等位基因频率

（%）
Table 3 Allele frequencies of HLA⁃A and B alleles in

platelet donors in Zhaoqing（%）

CC

单倍型

A2⁃B46
A11⁃B13
A33⁃B58
A11⁃B75
A2⁃B38
A11⁃B60
A24⁃B60
A11⁃B55
A2⁃B51
A11⁃B38
A2⁃B75
A24⁃B62
A2⁃B48
A30⁃B13

频率

13.801
12.49
6.901
6.707
5.654
4.703
3.218
2.867
2.382
2.267
2.204
1.980
1.980
1.916

单倍型

A24⁃B13
A11⁃B56
A11⁃B61
A24⁃B51
A2⁃B51
A2⁃B13
A2⁃B58
A33⁃B51
A31⁃B51
A26⁃B60
A11⁃B54
A2⁃B56
A11⁃B46
A30⁃B51

频率

1.707
1.685
1.485
1.485
1.214
1.128
1.020
1.020
1.707
0.099
0.099
0.085
0.082
0.061

表 4 肇庆地区献血者频率高于 0.5%的HLA⁃A、B单倍型

（%）

Table 4 Haplotype frequencies of HLA⁃A and B alleles in
platelet donors in Zhaoqing（%）

患者

NO.1
NO.2
NO.3

HLA⁃A
A2 A33
A2 A2

A11 A33

HLA⁃B
B13 B58
B38 B51
B13 B58

表 5 3例患者的HLA的基因分型

Table 5 Genotyping of HLA in 3 patients
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可以快速便捷把血小板供者 HLA 资料库建立起

来。本研究中，HLA⁃A位点共检出 11个不同等位

基因，其中频率高于 5%的等位基因是：A11、A02、
A24、A33；HLA⁃B 位点共检出 20 个不同等位基

因，其中频率高于 5%的等位基因是：B13、B46、
B75、B60、B38、B58和 B51。HLA⁃A频率大于 30%
的等位基因有A2及A11，HLA⁃B大于频率 10%的

有 B13、B46 及 B75，此结果与文献报道南方人群

的HLA基因分型大致相同［4⁃7］。

建立血小板供者HLA资料库，这对于HLA抗

体引起的 PTR，就可以从血小板库中更容易找到

相配合的血小板供者。单倍型分析中发现频率大

于 10%的有 A2⁃B46和 A11⁃B13，表明可选择 HLA
相合供者概率更大。本研究对 3例患者的HLA基

因分析中，1 例从已知的 HLA 血小板库中找到完

全一致供者，另外 2例也找到三位点吻合的血小板

供者。如果有患者需要，只要对患者进行 HLA 分

型，就可以从血小板库里查找相合的供者，而且相

合度越高输注效果越好［8］。

虽然引起 PTR 的主要为 HLA 抗体，但另一大

类血小板抗原 HPA 引起的 PTR 也有相当比例。

据文献报道，因 HPA不合导致 PTR大于 10%［9⁃10］，

因此同时建立血小板供者 HPA 资料库，也尤为重

要。HPA基因分型方法主要有：PCR⁃SSO、限制性

片断长度多态性分析（restriction fragment length
polymorphism，RFLP）、PCR⁃SSP 等。PCR⁃SSO 方

法比较繁琐，判断试验结果不太容易，而且需要昂

贵的仪器。RFLP方法较 PCR⁃SSO方法简单，但由

于需要限制性内切酶的使用及消化步骤，仍较为

繁琐。PCR⁃SSP扩增后凝胶电泳，直接获得结果，

比前 2种方法较简单而且快速、经济。本研究应用

PCR⁃SSP 方法对血小板基因进行分型，检测了肇

庆地区 101名随机固定血小板献血者的HPA⁃1~6、
9、15 基因分布，其中 HPA⁃2、3、5、6、15 基因分型

频率均符合 Hardy⁃Weinberg 遗传平衡定律。发现

HPA⁃3、15出现高度多态性，HPA⁃2、5、6 的基因型

以 aa为主。HPA⁃1、9未检出 b基因，均为 a/a纯合

子。血小板抗原 HPA 不合的血小板输注中，欧州

各国血小板输注无效多数是由于 HPA⁃1a 基因引

起的。亚洲地区人群约 99%具有 HPA ⁃ 1a 基

因［12⁃16］，与肇庆地区基本一致。本研究加入了多态

性不高的HPA⁃9基因分型，虽然未检出 b 基因，均

为 a/a 纯合子，但提示肇庆地区 HPA⁃9b 基因的确

基本接近无，与山东地区、广西地区一致［12，14，16］。

HPA⁃3、15为高多态性表达基因，我们的检测结果

表明 HPA⁃3、15 基因多态性中的不配合率较高，

在输血上具有重要的免疫学意义。同时笔者对

HPA⁃3、15进行基因分析测序，结果与 PCR⁃SSP一

致。HPA 基因 PCR⁃SBT 分型技术具有高分辨率，

图 2 及图 3 中显示可以从 2 方面来分辨：第一，从

颜色来区分，HPA⁃3a 与 HPA⁃3b 为多态性位置峰

分别为红色与黑色单峰，HPA⁃15a 与 HPA⁃15b 为

多态性位置峰分别为蓝色与绿色单峰；第二，从

峰的多少来分辨，出现双峰的都是杂合基因型分

别是 HPA⁃3ab 及 HPA⁃15ab。PCR⁃SBT 分型技术

具有高精确度、从峰图能直接发现是否存在新

的等位基因等特点，而且可以弥补 PCR⁃SSP 的

不足之处，是一种具有广泛应用前景的检测

技术。
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上皮性卵巢癌血浆中microRNA⁃30a⁃5p含量与分级
及分期的关系

徐文莉 林燕华 罗艺 李康 张洪德★

［摘 要］ 目的 研究上皮性卵巢癌患者血浆中microRNA⁃30a⁃5p与卵巢癌分级、分期的关系，探

讨其在卵巢癌中的诊断价值。 方法 选取 111 例上皮性卵巢癌患者，患者病理分级为低级上皮性卵

巢癌 52 例，高级上皮性卵巢癌 59 例，根据国际妇产科联盟（International Federation of Gynecology and
Obstetrics，FIGO）分期标准：Ⅰ期 24例，Ⅱ期 27例，Ⅲ期 32例，Ⅳ期 28例；同期健康女性体检者 20例，采

用实时荧光定量 PCR检测血浆中microRNA⁃30a⁃5p的表达，分析microRNA⁃30a⁃5p表达与上皮性卵巢癌

分级及分期的关系。 结果 与正常对照组比较，上皮性卵巢癌患者血浆中 microRNA⁃30a⁃5p 明显下

降，差异有统计学意义（P<0.05），高级上皮性卵巢癌患者血浆中microRNA⁃30a⁃5p表达量明显低于低级

（P<0.05）；随着肿瘤分期恶性度的升高，microRNA⁃30a⁃5p相对表达量下降，但Ⅰ期与Ⅱ期结果差异无统

计学意义（P>0.05），其余各组差异均有统计学意义（P<0.05）。 结论 microRNA⁃30a⁃5p的表达与上皮

性卵巢癌发生、发展以及肿瘤的恶性度有关，为肿瘤的靶向治疗提供了依据。

［关键词］ 上皮性卵巢癌；microRNA；血浆；实时荧光定量 PCR

Relationship between plasma microRNA⁃30a⁃5p content and grading and
staging in epithelial ovarian cancer
XU Wenli，LIN Yanhua，LUO Yi，LI Kang，ZHANG Hongde★

（Central Laboratory of Longgang Center Hospital，Shenzhen，Guangdong，China，518116）

[ABSTRACT] Objective To investigate the relationship between plasma microRNA⁃30a⁃5p level and
grading and staging of ovarian cancer, and to explore the diagnostic significance for epithelial ovarian cancer.
Methods A total of 111 cases of patients with epithelial ovarian cancer were recruited, 52 cases of patients
with pathological grading for low ⁃ grade epithelial ovarian cancer, 59 case for advanced epithelial ovarian
cancer. The patients were divided into 4 groups:stageⅠ(24 cases), Ⅱ(27cases), Ⅲ (32 cases) and Ⅳ (28 cases),
according to the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO). 20 healthy female subjects
were served as controls. The expression of microRNA⁃30a⁃5p in plasma was detected by quantitative real⁃time
PCR, and the relationship between the expression of microRNA ⁃ 30a ⁃ 5p and the grading and staging of
epithelial ovarian cancer was analyzed. Results Compared with the normal control group, microRNA⁃30a⁃
5p in the plasma of patients with epithelial ovarian cancer was significantly decreased (P<0.05). The expression
of microRNA⁃30a⁃5p in patients with advanced epithelial ovarian cancer was significantly lower than that in
low ⁃ grade ovarian cancer (P<0.05). With the malignant degree of tumor staging increased, the relative
expression of microRNA⁃30a⁃5p decreased among the other groups (P<0.05), except stageⅠandⅡ (P>0.05).
Conclusion The expression of microRNA⁃30a⁃5p is related to the occurrence, development and malignant
degree of epithelial ovarian cancer, which may served as a novel diagnostic marker, and be used as a
therapeutic target for the treatment of epithelial ovarian cancer.

[KEY WORDS] Epithelial ovarian cancer; MicroRNA; Plasma; Quantitative real⁃time PCR
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上皮性卵巢癌在女性肿瘤中致死率极高，在

过去的几十年，卵巢癌患者生存率有了明显升

高。卵巢癌早期诊断 5年生存率可达 90%，但是大

部分患者确诊时已是肿瘤晚期，长期生存率低于

30%［1］。临床上常用血清标志物 CA125 作为对疾

病的诊断，但是其灵敏度仅为 40%［2］。从而使得发

现一种敏感性及特异性的标志物显得尤为重要。

MicroRNA（miRNA）是一类长 18～24 个核苷酸的

非编码小分子单链 RNA。miRNA 通过完全或部

分碱基配对与靶分子 3′⁃非翻译区（3′⁃untranslated
region，3′⁃UTR）结合，降解或抑制 mRNA 的翻译，

从而抑制靶基因的表达。研究表明 miRNA 参与

生长、发育、细胞增殖、细胞分化细胞周期及凋亡

等重要过程［3］。miRNA在肿瘤形成方面主要通过

干扰细胞周期、细胞凋亡、细胞迁移基因的表达发

挥关键作用，如引发肿瘤生长、肿瘤发展、分化

等。研究显示 miRNA 在肿瘤的发生发展过程中

呈不同程度的表达［4］，扮演着致癌与抑癌不同的角

色。研究证实 miRNA 不仅在肿瘤组织内稳定表

达，而且能稳定存在于血清、血浆、全血中［5］，从而

表明循环 miRNA 可作为一种无创的肿瘤诊断标

志物。Shapira 等［5］研究发现卵巢癌患者血浆和全

血 microRNA⁃30a⁃5p 的表达量明显下降。但是目

前的研究仅仅局限于卵巢癌患者与正常健康者间

的表达差异，研究不同分级、分期上皮性卵巢癌

microRNA⁃30a⁃5p 表达差异的报道不多。本研究

通过检测上皮性卵巢癌血浆中 microRNA⁃30a⁃5p
的水平，分析其与上皮性卵巢癌分级、分期的关

系，为临床医生更好地诊治上皮性卵巢癌提供实

验依据。

1 材料与方法

1.1 一般资料

收集 2014 年 6 月到 2016 年 11 月在我院住院

病理检查证实为上皮性卵巢癌患者 111 例，年龄

38～71岁，平均（52.5±3.5）岁。所有患者术前均未

接受化疗、放疗及免疫治疗。病理分级为低级上

皮性卵巢癌 52 例，高级上皮性卵巢癌 59 例；根据

国际妇产科联盟（International Federation of Gyne⁃
cology and Obstetrics，FIGO）分期标准［6］：Ⅰ期 24
例，Ⅱ期 27 例，Ⅲ期 32 例，Ⅳ期 28 例。另取同期

健康女性体检者 20 例作为对照，年龄 36～69 岁，

平均（50.5±4.5）岁，两组人群年龄差异无统计学

意义。

1.2 试剂与仪器

Roche 总 RNA提取试剂盒购于上海浩然生物

技术有限公司，反转录试剂盒及实时荧光定量

PCR 试剂盒购于宝生物工程（大连）有限公司。

microRNA⁃30a⁃5p与内参U6上下游引物由广州锐

博生物有限公司完成。主要仪器：美国 ABI7500
实时荧光定量 PCR 仪，德国 Sigina 3K30高速冷冻

离心机，美国热电 Multiskan go 酶标分析仪，日本

三洋MDF⁃382E超低温冰箱。

1.3 方法

1.2.1 标本采集

静脉采血 3 mL，EDTA抗凝，4 000 r/min离心

15 min，取血浆放入干净 Eppendorf 管中，在 10℃
13 000 r/min 离心 5 min，去除细胞碎片，处理好的

血浆于-80℃冰箱中保存，以备 RNA 提取，该步骤

在 2 h内完成。

1.2.2 血浆总RNA提取

冻存的血浆标本复温，按照罗氏 RNA 提取试

剂说明书提取血浆总 RNA。Multiskan go 酶标分

析仪检测 RNA 纯度及浓度，OD260与 OD280比值在

1.8～2.0满足要求。

1.2.3 逆转录反应

应用 TaKaRa 反转录试剂盒中的特异性反转

录引物并按照说明书逐步合成 cDNA，反转录体系

20 μL，反转录条件：37℃ 15 min，85℃ 5 s，4℃保存

反转录产物。

1.2.4 real⁃time PCR反应

实时荧光定量 PCR反应体系为 20 μL，具体包

括 ：SYBR Premix Ex Tap 10 μL，PCR Forward
Primer 0.8 μL，PCR Reverse Primer 0.8 μL，ROX
Reference Dye 0.4 μL，RT反应液 2 μL，dH2O 6 μL，
反应条件：95℃ 30 s；95℃ 5 s，60℃ 30 s，40 个循

环。所有样本做 3个复孔。以 U6为内参照，采用

相对定量法计算microRNA⁃30a⁃5p的相对表达量，

以 2⁃ΔCt表示，ΔCt=CtmicroRNA⁃30a⁃5p⁃CtU6，Ct 为每个反应

管中的荧光信号达到所设定阈值时所经历的循

环数。

1.3 统计学处理

运用 SPSS 19.0 软件对数据进行分析，计量数

据采用均数±标准差表示，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

异有统计学意义。

·· 382



分子诊断与治疗杂志 2017年 11月 第 9卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2017, Vol. 9 No. 6

2 结果

2.1 上皮性卵巢癌患者血浆中 microRNA⁃30a⁃5p
表达量下调

经实时荧光定量 PCR 检测，结果显示上皮性

卵巢癌患者血浆中microRNA⁃30a⁃5p明显下降，为

2.42±1.43，对照组为 6.33±2.01，通过 t检验，差异具

有统计学意义（P<0.05）。结果显示，详见图 1。

2.2 不同分级上皮性卵巢癌患者血浆中 microR⁃
NA⁃30a⁃5p表达量的比较

低级上皮性卵巢癌患者血浆中microRNA⁃30a⁃
5p 表达量为 3.13±0.04，高级上皮性卵巢癌患者血

浆中microRNA⁃30a⁃5p表达量为 1.67±1.41，二者结

果差异具有统计意义（P<0.05）。结果显示，详见

图 2。
2.3 上皮性卵巢癌患者血浆中 microRNA⁃30a⁃5p
与肿瘤分期的关系

不同分期 microRNA⁃30a⁃5p 值分别为 TⅠ：

3.98±0.36，TⅡ：3.78±0.97，TⅢ：1.88±0.21，TⅣ：

0.15±0.13；随着肿瘤分期恶性度的增加microRNA⁃
30a⁃5p表达逐渐降低，各期患者血浆中microRNA⁃
30a⁃5p间比较采用方差分析，TⅠ 与 TⅡ期上皮性

卵巢癌患者血浆中 microRNA⁃30a⁃5p 表达量没有

统计学差异（P=0.804），TⅠ与 TⅢ期间、TⅠ与 TⅣ

期间、TⅡ与 TⅢ期间、TⅡ与 TⅣ期间、TⅢ与 TⅣ
期间上皮性卵巢癌患者血浆中 microRNA⁃30a⁃5p
表达量均有统计学差异（P值分别为 0.031、0.019、
0.038、0.023、0.045）。结果显示，详见图 3。

3 讨论

在全球，卵巢癌是女性死亡的第五大原因［1］，

大部分原因在于缺乏对卵巢癌早期诊断有效的检

N：对照组；T：上皮性卵巢癌患者，两组比较差异具有统计学意义

P<0.05

图 1 microRNA⁃30a⁃5p在上皮性卵巢癌患者及对照组

中的表达

Figure 1 Expression of microRNA⁃30a⁃5p in epithelial
ovarian cancer patients and control group

低级上皮性卵巢癌与高级上皮性卵巢癌microRNA⁃30a⁃5p的表达

量比较 P<0.05

图 2 上皮性卵巢癌患者血浆中microRNA⁃30a⁃5p
在不同分级的表达

Figure 2 Expression of microRNA⁃30a⁃5p in different
grading of ovarian cancer patients

TⅠ与 TⅡ期比较 P>0.05，其余各组间比较 P<0.05

图 3 上皮性卵巢癌患者血浆中microRNA⁃30a⁃5p在
不同肿瘤分期的表达

Figure 3 Expression of microRNA⁃30a⁃5p in different
staging of ovarian cancer patients
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测手段。目前生存率低的一个重要因素是人们对

该疾病的发生及发展机制尚不完全清楚，因此探

索肿瘤的发病机制，寻找对肿瘤诊断敏感性及特

异性高的标志物显得尤为重要。随着近年miRNA
在癌症中的研究，有助于对癌症发生发展的进一

步理解，为癌症的早期诊断提供新的思路。目前

超过 1 000 多种 miRNAs 在人类基因中被发现。

研究发现miRNA 在癌症的发生发展、血管再生及

免疫反应方面扮演着重要的角色［7］。2008年 Law⁃
rie首次测定血清中 miRNA的表达后，越来越多科

研者注重循环中 miRNA 在肿瘤中的诊断价值。

miRNA 作为新兴标志物受到重视，microRNA⁃30
作为miRNA 的一个成员，其也参与多种生物学功

能的控制，如上皮间质转化、成骨细胞分化、肿瘤的

发生发展等［8⁃9］。microRNA⁃30位于人类第 1、6和 8
号染色体上，包括 microRNA⁃30a、microRNA⁃30b、
microRNA⁃30c、microRNA⁃30d、microRNA⁃30e等主

要成员。microRNA⁃30a⁃5p 是由 microRNA⁃30a 5′
端臂加工修饰而来，在多种恶性肿瘤中表达下降，

扮演肿瘤抑制因子的作用，如microRNA⁃30a⁃5p在

肺癌、肝癌、乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、胰腺癌、胃

癌及上皮性卵巢癌等肿瘤中表达明显下降［10⁃13］。

Taylor及Resnike等［14］研究证实卵巢癌患者外周血

与癌组织中miRNA 的表达未见明显差异，以及外

周血miRNA 具有良好的稳定性，从而提示血液中

肿瘤来源的miRNA 可以便捷、可靠地提供卵巢癌

病灶中 miRNA 的实际水平。所有上述研究结果

表明外周血 microRNA⁃30a⁃5p 的出现为上皮性卵

巢癌的无创诊断提供了希望。本研究结果显示上

皮性卵巢癌患者血浆 microRNA⁃30a⁃5p 较正常对

照组明显降低，这与文献报道一致［5］，但是目前的

研究仅仅局限于卵巢癌患者与正常健康者间的表

达差异，未对肿瘤分级与分期中的表达进行研究，

本研究进一步深入研究，对上皮性卵巢癌进行精

确地分级及分期，具体到肿瘤病理分级以及Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期，观察microRNA⁃30a⁃5p是否与肿瘤病

变程度有关。本研究结果表明，不同分级、分期上

皮性卵巢癌血浆之间 microRNA⁃30a⁃5p 表达有

差异，随着肿瘤恶性度的升高，microRNA⁃30a⁃5p
表达逐渐降低，尤其在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期间的降低

幅度尤为明显。因此血浆中 microRNA⁃30a⁃5p
的水平可作为上皮性卵巢癌患者的预后评价

指标。

研究证明miRNA通过与靶基因的结合共同发

挥作用，实现对肿瘤发生发展的调控，文献报道

microRNA⁃30a⁃5p以MTDH/PTEN/AKT及AEG⁃1、
PIK3D、Wnt/β⁃Catenin/BCL9 等为作用靶点，调节

癌细胞的生长及凋亡、侵袭与转移及耐药［13，15］。

但是 miRNA 与靶基因间的连接也不是一对一

的，一个 miRNA 可以与上百种靶基因结合发挥

作用，一个 mRNA 可以被其它多种 miRNAs 调

节。但本研究只是描述不同分期与分级上皮性卵

巢癌血浆中microRNA⁃30a⁃5p的表达差异，没有涉及

microRNA⁃30a⁃5p作用靶点，因此，microRNA⁃30a⁃5p
在上皮性卵巢癌中具体的分子作用机制还有待于

进一步研究。

综上所述，血浆microRNA⁃30a⁃5p表达水平与

上皮性卵巢癌分级、分期有关，可能是上皮性卵巢

癌分期发生发展的重要因素，可作为一个重要的无

创检测指标。但是 miRNA 的作用是众多 miRNA
分子及靶基因共同调控完成的。因此，应同时分

析与其它上皮性卵巢癌特异性标志物以及靶基因

之间的相互关系，以便进一步深入了解上皮性卵

巢癌的发生机制，为疾病的诊治提供理论依据和

治疗靶点，从而进一步提高病人的生存率。
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直接快速多色荧光PCR技术在高危型HPV分型中的
应用探讨

刘淑园 肖湘文 丁渭 曾烨 张天海 王盼盼 陈华云★

［摘 要］ 目的 探 讨 直 接 快 速 多 色 荧 光 PCR 技 术 在 高 危 型 人 乳 头 状 瘤 病 毒（human
papillomavirus，HPV）感染分型检测中的应用。 方法 对 2014 年 3 月至 2014 年 10 月 794 例患者宫颈

粘液样本，采用直接快速多色荧光 PCR 技术与传统荧光 PCR 技术同步进行 HPV 分型检测，并对比分

析。对于检测试剂与对比试剂检测结果不一样的样本，采取测序法复核。选择中国生物制品检定研

究院 HPV 标准品进行 18 种 HPV 型别最低检出量和特异性分析。同时测试直接快速多色荧光 PCR 技

术在 AB7500FAST、Bio⁃Rad CFX96、Roche480、AGS9600 等多种荧光扩增仪上的扩增效果并进行比

较。 结果 794例样本中，检测试剂检出高危型 HPV阳性患者 600例，阴性样本 194例。对比试剂检

出HPV阳性患者 595例，阴性样本 199例。直接快速多色荧光 PCR技术检测HPV的 18个型别的最低检

测量在 100~1 000 copies/mL之间；在AB7500FAST、Bio⁃Rad CFX96、Roche480、AGS9600等仪器的比对分

析中，Bio⁃Rad CFX96 检测结果表现最佳。Roche480 反应时间最长，本底相对较高。国产安杰思

AGS9600 仪器检测与 AB7500 持平居中。 结论 直接快速 PCR 技术无需核酸提取，样本直接进行快

速 PCR扩增，检测时间短，反应速度快，特异性高，重复性好，试剂本身带有颜色示踪，对于解决我国临床

HPV检测的普及具有重要意义。

［关键词］ 人乳头状瘤病毒；基因分型；直接快速多色荧光 PCR；宫颈上皮内瘤变（CIN）

Application of direct and rapid multi⁃color fluorescence PCR in high risk HPV
typing
LIU Shuyuan，XIAO Xiangwen，DING Wei，ZENG Ye，ZHANG Tianhai，WANG Panpan，CHEN Huayun★

（Guangzhou HEAS BioTech Co.，Ltd，Guangzhou，Guangdong，China，510700）

[ABSTRACT] Objective To explore the application of direct and rapid multi⁃color fluorescence PCR
in the detection of high risk human papillomavirus (HPV) infection. Methods From March 2014 to October
2014, cervical mucus samples from 794 patients were detected by direct and rapid multi ⁃ color fluorescence
PCR and traditional fluorescence PCR for HPV typing comparison. If the results are not consistent when
compared with detection reagents (multi⁃color flourescence PCR) and control reagents (traditional fluorescence
PCR), the sequencing method was used for verification. The minimum detectable range and specific analysis of
18 types of HPV from National Institute for Biological products were confirmed. In addition, the amplification
efficiency of direct rapid multi ⁃ color fluorescence PCR were tested and compared in the instruments of
AB7500FAST、Bio ⁃Rad CFX96、Roche480、AGS9600. Results 600 positive samples and 194 negative
samples were determined by the multi⁃color fluorescence PCR (detection reagents) in the sum of 794 samples.
595 positive samples and 199 negative samples were determined by the traditional fluorescence PCR
(control reagents). The minimum detection of 18 types of HPV with direct and fast multi ⁃ color PCR were
located between 100~1 000 copies/mL. Compared with the test results of fluorescence amplification from
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AB7500FAST, Roche480 and AGS9600, Bio⁃Rad CFX96 is the best. The reaction time of Roche480 is the
longest and the background is relatively high. AGS9600 and AB7500 are in the middle levels. Conclusion
Direct and rapid multi ⁃color fluorescence PCR technology does not require nucleic acid extraction. The
detection time is short, rapid reaction, high specificity, good repeatability, and reagent itself with color tracing.
It is of great importance to popularize the clinical HPV detection in China.

[KEY WORDS] Human papillomavirus; HPV genotyping; Direct and rapid multi ⁃color fluorescence
PCR; Cervical intraepithelial neoplasias

宫颈癌是女性第二大癌症，主要病因是由高危

型人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）的持

续和反复感染所致。HPV 感染同 99.7%的子宫颈

癌相关，约 70%的成年女性一生中会被HPV感染，

从被感染到宫颈癌发病间期可长达 20 年，全世界

每年新增 50万例，死亡 27.5万例，亚洲 23.5万例，

中国估计有近 10 万新发病例，约占世界新发病例

总数的 1/5［1］。致癌性高危HPV基因型的持续感染

与宫颈癌发生密切相关［2⁃3］。与未感染HPV的女性

相比，感染HPV16和感染HPV18 后，患宫颈鳞状细

胞癌的风险分别要高出约 400 倍和 250 倍［1］。我国

城市妇女由于缺乏有组织的筛查计划和医学知识，

每年约有 3 万名妇女死于子宫颈癌［4］。中高危型

HPV与宫颈癌及宫颈上皮内瘤样病变（cervical in⁃
traepithelial neoplasia，CIN2/3）的发生密切相关［5］。

HPV DNA检测还可以对难以确定的不典型鳞状上

皮细胞（atypical squamous cells，ASCUS）和宫颈脱

落细胞轻度病变作进一步的判断［6］。2015年美国

妇科肿瘤学会（Society of Gynecologic Oncology，
SGO）/美国阴道镜和宫颈病理学会（American Soci⁃
ety for Colposcopy and Cervical Pathology，ASCCP）
在针对宫颈癌初筛的指南中指出，高危型 HPV 检

测可以作为一线宫颈癌初筛方案［7⁃9］。现有的运用

荧光 PCR 方法进行高危型人乳头瘤病毒基因分型

检测的技术的缺点主要是扩增灵敏度低，耗时长。

前期一般都需要经过步骤繁琐的核酸提取，然后运

用普通 Taqman 探针的方法进行多重 PCR 扩增，而

且一般都是 FAM 和HEX 两通道检测，无法具体区

分高危 HPV 型别，难以满足实际使用的需要。直

接快速多色荧光 PCR技术只需对样本进行简单的

处理即可上样，反应时间短，同时可以检测 13 种常

见高风险 HPV 基因型（31、33、35、39、45、51、52、
56、58、59、66、68、82）和 3种少见高风险HPV 基因

型（26、53、73），还能具体分型高风险 HPV 基因型

16 型和 18 型。本研究采用直接快速多色荧光 PCR

技术与传统荧光 PCR 技术同步进行 HPV 分型检

测，并对比分析，探讨直接快速荧光 PCR技术在高

危型HPV感染分型检测中的应用。

1 材料与方法

1.1 研究对象

2014 年 3 月至 2014 年 10 月来自南方医科大

学南方医院、大连医科大学附属第一医院、中国人

民解放军兰州军区乌鲁木齐总医院就诊的经临床

确诊为 HPV 感染的 794 例患者，对其宫颈脱落细

胞、生殖泌尿道分泌物取样后封装保存的宫颈刷、

拭子或大于 1 mL的细胞保存液进行检测分析。

1.2 试剂与仪器

直接快速多色荧光 PCR技术使用的试剂来自

于广州和实生物技术有限公司研制的高危型人乳

头瘤病毒核酸检测试剂盒（PCR⁃荧光探针法），该

试剂盒采用的检测方法为多重荧光 PCR 方法，特

异性检测 HPV18 种高度危险型别（16、18、26、31、
33、35、39、45、51、52、53、56、58、59、66、68、73、
82），并可通过分析荧光来区分 HPV16型（HEX 标

记）和HPV18型（TEXRD标记）（剩余 16个基因型

用 FAM标记，Globin基因作为检测内标用 CY5标

记）。传统荧光 PCR 技术使用的试剂来源于广州

安必平医药科技有限公司的人乳头瘤病毒核酸检

测试剂盒（荧光 PCR 法），该试剂为两通道检测。

18 种 HPV 型别最低检出量的标准品来源于中国

生物制品检定研究院HPV标准品。特异型分析样

本为 4例生殖道病原体阳性样本，分别感染如下病

原体：梅毒螺旋体（Treponema Pallidum）、淋病奈瑟

氏菌（Neisseria gonorrhoeae）、白色念珠菌（Monil⁃
ia albican）、阴道毛滴虫（Trichomonas vaginalis），

且均经相应的试剂盒确认为相应病原体阳性且无

HPV 感染，其中梅毒螺旋体、淋球菌、白色念珠菌

的浓度为 106 CFU/mL，阴道毛滴虫浓度为 106 个/
mL。 PCR 扩 增 仪 器 为 AB7500FAST、Bio ⁃ Rad
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CFX96、Roche480、AGS9600荧光扩增仪。

1.3 方法

1.3.1 样本的处理

直接快速多色荧光 PCR 技术样本的处理：临

床样本和另外 4 例生殖道病原体阳性样本用灭菌

生理盐水清洗 2 次后离心弃上清，悬浮细胞沉淀

备用；HPV 标准品梯度稀释为 50 copies/mL、100
copies/mL、500 copies/mL、1 000 copies/mL、10 000
copies/mL后备用。

传统 PCR 技术样本的处理：将 794 例临床样

本用病毒核酸提取试剂提取核酸备用。

1.3.2 检测方法

1.3.2.1 直接快速多色荧光 PCR技术检测方法

临床样本检测方法：将离心处理好的 794例临

床样本分别加入直接快速多色荧光 PCR 扩增体

系，设置扩增条件，在AB7500上进行扩增。

最低检出量检测方法：将梯度稀释好（分别为

50 copies/mL、100 copies/mL、500 copies/mL、1 000
copies/mL、2 000 copies/mL）的 18 个型别的 HPV
标准品，分别加入直接快速多色荧光 PCR 扩增体

系，设置扩增条件，在AB7500上进行扩增。

特异性检测方法：选择另外 4例生殖道病原体

阳性样本，分别加入直接快速多色 PCR扩增体系，

设置扩增条件，在 AB7500 上进行扩增，检测其特

异性。

不同机型测试方法：选择稀释后的中国生物制

品检定研究院的 HPV 标准品，采用直接快速多色

荧光 PCR 技术检测其在 AB7500FAST、Bio ⁃Rad
CFX96、Roche480、AGS9600 等多种荧光扩增仪上

的扩增效果并进行比较。

重复性检测方法：选择全部 18 种基因型质粒

和随机选取 5个临床样本重复进行 3次试验，设置

扩增条件，在AB7500上检测其重复性。

1.3.2.2 传统 PCR技术检测方法

将提取好 794 例患者宫颈粘液样本的核酸分

别加入传统 PCR 扩增体系，设置扩增条件，在

AB7500上进行扩增。

1.3.3 反应条件

直接快速多色 PCR 反应条件为：50℃ 3 min；
95℃ 5 min；95℃ 5 s 56℃ 16 s（采集荧光），45 个

循环。

传统 PCR 反应条件为：95℃ 15 min；94℃ 15 s
55℃ 45 s（采集荧光），45个循环。

1.4 结果分析

阳性判断：荧光曲线与内标（CY5 标定）曲线

均成 S型生长；阴性判定：仅内标（CY5标定）曲线

成 S型生长。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 12.0 统计软件建立数据库进行统

计分析。本次研究采用 Kappa检验，以 α=0.05 为

检验水准。

2 结果

2.1 直接快速多色荧光 PCR 技术检测试剂性能

参数分析

对中国生物制品检定研究院 HPV 标准品进

行梯度稀释后，同时进行特异性和灵敏度分析。

结果 4 例特异性检测样本均为阴性，试剂特异性

良好。针对 18 个基因型的最低检出量分析如表

1 所示，部分基因型检测示意图如图 1 所示。本

研究对试剂的重复性进行了分析，选择全部 18
种基因型质粒和 5 个临床样本进行试验，所有结

果变异系数低于 5%，表明试剂具有良好的重

复性。

型别

16
18
26
31
33
35
39
45
51
52
53
56
58
59
66
68
73
82

最低检出量（copies/mL）
100
100
1 000
500
500
500
500
100
100
1 000
1 000
1 000
500
500
1 000
1 000
500
100

表 1 18个高危型HPV病毒最低检出量

Table 1 The minimum detection volume of 18 types of

high risk HPV
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A：HPV16型检测结果；B：HPV18型检测结果；C：HPV26型检测结果；D：阴性标本

图 1 直接快速多色荧光HPV检测扩增示意图

Figure 1 The amplification diagram of direct rapid fluorescence HPV detection

A B

C D

2.2 AB7500FAST/Bio ⁃ Rad CFX96/Roche480/AGS
9600等机型反应时间和结果表现

通过对不同机型上机开始到实验结束下机时

间的总体计算，在 AB7500FAST、Bio⁃Rad CFX96、
Roche480、AGS9600 等机型上反应时间分别为 1 h
10 min、1 h 5 min、1 h 20 min、1 h 10 min，相对于传

统荧光 PCR检测 3.5 h，整个时间缩短了约一半，极

大提高了检测的效率。在 AB7500FAST、Bio⁃Rad
CFX96、Roche480、AGS9600 检测的比对分析中，

Bio⁃Rad CFX96 检测结果表现最佳，时间最短，曲

线平滑，本底最低。Roche480在进行多色检测时，

反应时间最长，由于软件本身需要进行通道选择，

导致部分荧光检测信号相对不佳，本底较高。国

产安杰思AGS9600仪器检测已经可以达到进口仪

器水平。所有仪器的重复性均满足要求。

2.3 临床样本结果分析

本次研究采用随机、盲法的临床试验设计，

共检测样本 794 例，本研究试剂检测到 600 例阳

性样本，194例阴性样本。对照试剂检测到 595例

阳性样本，199 例阴性样本。与对照试剂相比，本

次研究所用试剂的阳性符合率为 100%，阴性符合

率为 92.82%，总符合率为 98.11%，Kappa 值为

0.950（P=0.000），表明待考评试剂盒与对照试剂盒

具有很好的一致性。 有 5例临床样本对照试剂检

测阴性，经过GP5/GP6引物扩增并测序验证［11］，对

照试剂存在漏检的情况。 进一步对全部 595例阳

性样本的实验结果进行分析，其中 16型（含混合感

染）占 22.6%，18型（含混合感染）占 10.8%。

3 讨论

宫颈癌是严重危害妇女健康的恶性肿瘤之

一，其具有较长的癌前病变阶段。人乳头状瘤病

毒感染是宫颈上皮内瘤变及宫颈癌的主要病

因［11］。HPV 感染率随着宫颈病变进展而升高，高

危型 HPV 基因型是宫颈癌变的早期事件，多重感

染是加重宫颈病变的重要因素［12］。已有国内外研

究表明，宫颈癌 99%以上是由如下８种高危 HPV
亚 型 引 起 ：HPV16、HPV18、HPV45、HPV31、
HPV33、HPV52、HPV58、HPV67，其 中 HPV16、
HPV18、HPV45、HPV31 是主要高危型，HPV33、

·· 389



分子诊断与治疗杂志 2017年 11月 第 9卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2017, Vol. 9 No. 6

HPV52、HPV58、HPV67 是次要高危型［13⁃14］。但在

国内，HPV16、HPV52、HPV58、HPV45 发病率较

高。这 8种以外的其他高危型，属于伴随感染，不会

独立于以上 8种型别存在。

随着光电技术的发展和荧光 PCR技术的不断

进步，已经出现了可不用样本核酸提取的直接 PCR
技术和基于仪器平台的快速 PCR技术，这 2种技术

代表了目前 PCR发展的新方向［15⁃16］。本研究采用的

直接快速荧光 PCR 技术属于不提取核酸的直接

PCR技术，使用新一代 FAST⁃Taq DNA 聚合酶，该

酶通过基因工程改造和化学修饰，聚合酶同时具有

热启动、快速扩增和耐抑制物特性，热启动保证了

反应的敏感度和特异性、快速扩增使得检测时间大

大缩短，耐抑制物使得反应体系可以对含血样本进

行扩增不影响结果，具有极大的应用前景。

进一步，本研究采用多通道荧光定量 PCR技术

检测 HPV DNA，通过使用多种具有不同激发或发

射波长的荧光物质标记不同或通用特异性探针进

行示踪，从而实现在同一反应管内对不同基因型别

进行检测。本研究针对WHO推荐的全部 18种高

风险 HPV 基因型进行筛查分型，同时对最高危的

16、18型进行细分，一次检测满足多种需要。同时，

本方法在有质粒梯度一起检测的模式下，还可以对

检测样本存在的病毒滴度进行定量分析。通过本

研究证实，直接快速多色荧光 PCR 技术检测 HPV
DNA灵敏度高、重复性好、分型的同时还可以准确

定量，结果直观可靠，客观性强，临床应用前景好。

总之，基于直接快速多色荧光 PCR 技术进行

HPV全部高危型检测分析，检测速度快、特异性好、

灵敏度高、重复性高、试剂本身带有指示剂，对于临

床HPV检测的普及具有重大价值。
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HCV RNA水平与HCV基因型别的相关性研究

周萍 1★ 杨柳 2 李金洁 2 王晓琴 1

［摘 要］ 目的 探讨丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）载量水平与 HCV 基因型别的相关

性 。 方法 选 取 255 例 丙 型 肝 炎 患 者 ，采 用 实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 PCR（reverse transcription
quantitative real time PCR，RT⁃qPCR）检测 HCV 病毒载量水平，采用 PCR⁃反向点杂交法（polymerase
chain reaction⁃reverse dot blot，PCR⁃RDB）进行 HCV 基因分型检测。 结果 255 例样本中，PCR⁃RDB
法成功分型的 246 例（96.47%），未明确分型的 9 例（3.53%）；其中，1b 型 121 例（47.45%），2a 型 107 例

（41.96%），3a 型 16 例（6.27%），3b 型 6 例（2.35%），6a 型 5 例（1.96%）；5 种 HCV 基因亚型中 3b 型和

6a 型病毒载量较高，显著高于其他 3 个亚型（P<0.05）。 结论 采用 PCR⁃RDB 法进行 HCV 基因分

型时需参考样本定量结果，低病毒载量会影响基因分型成功率；HCV RNA 水平与 HCV 基因型别可

能具有相关性。

［关键词］ 丙型肝炎病毒；PCR⁃反向点杂交法；基因型；病毒载量

Study on the correlation between HCV RNA level and HCV genotypes
ZHOU Ping1★，YANG Liu2，LI Jinjie2，WANG Xiaoqin1

（1. Department of Clinical Laboratory，the First Affiliated Hospital of Xi 􀆳 an Jiaotong University，Xi 􀆳 an，
Shanxi，China，710061；2. Department of Clinical Laboratory，Xijing Hospital，Fourth Military Medical
University，Xi􀆳an，Shanxi，China，710032）

[ABSTRACT] Objective To investigate the correlation between the HCV ⁃ RNA load and viral
genotype. Methods 255 serum samples of chronic hepatitis C patients were collected. HCV RNA load were
detected by RT⁃qPCR；HCV genotypes were detected with PCR⁃RDB. Results Of all 255 cases，96.47%
（246/255）was typed successfully by PCR⁃RDB，but 3.53%（9/255）was not. 121 cases（47.45%）were genotype
1b，107 cases（41.96%）were genotype 2a，16 cases（6.27%）were genotype 3a，6 cases（2.35%）were genotype
3b，5 cases（1.96%）were genotype 6a. Interestingly, the genotypes of HCV 3b and 6a had higher HCV⁃RNA
load，compared to other genotypes (P<0.05). Conclusion When the PCR ⁃ RDB method was used for HCV
genotyping, the quantitative results of the reference sample are required. The low viral load can affect the
success rate of genetyping, suggesting the level of HCV RNA may be correlated with HCV genotypes.

[KEY WORDS] Hepatitis C virus；PCR⁃RDB；Genotypes；Virus load

丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）感染严

重危害人类的健康。全世界约有 1.7 亿人受到

HCV的感染［1］，我国更是一个 HCV感染大国。丙

型肝炎病毒感染可导致肝脏发生炎症坏死和纤维

化，部分丙型肝炎患者可以发展为肝硬化甚至肝

癌，给社会和家庭带来沉重负担［2］。HCV 基因型

分布具有明显的地域差异性和人群差异性，不同

基因型病毒生物学特性不同，对药物的反应敏感

性也不同。因此，HCV 基因分型对丙型肝炎患者

的诊断和治疗至关重要。丙型肝炎病毒基因分型
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方法很多，直接测序法是“金标准”，但操作费时费

力，检测周期长、成本高，对医院人力、物力和财力

要求严格，并不利于临床广泛使用。PCR 与反向

斑点杂交技术相结合的方法，在以往的 HCV 基因

分型检测中表现出较好的特异性和准确性［3］，且操

作简便、高效、经济，中小型医院即可实现检测，利

于丙肝分型检测的普及。但其分型结果往往受到

HCV RNA 水平的限制，本研究基于 PCR⁃反向点

杂交法（polymerase chain reaction⁃reverse dot blot，
PCR⁃RDB）探讨了 HCV RNA 水平对 HCV 基因分

型效果的影响，并分析了HCV基因型别与HCV核

酸水平的相关性，为丙型病毒性肝炎的治疗及其

疫苗研制提供科学依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象

2015 年 1 月至 2016 年 12 月间来自西安交通

大学第一附属医院和西京医院住院及门诊就诊的

丙型肝炎病毒感染患者 255份标本，其中男性 105
份，女性 150 份，年龄 16~83 岁，平均年龄（48.21±
13.65）岁。患者诊断均符合中华医学会肝病学分

会和感染病学分会联合发布的中国《丙型肝炎防

治指南（2015年更新版）》中的诊断标准［4］。

1.2 试剂及仪器

丙型肝炎病毒实时荧光定量试剂盒（RT⁃qP⁃
CR 法）和丙型肝炎病毒基因分型检测试剂盒

（PCR⁃RDB），由中山大学达安基因股份有限公司

生产。仪器包括美国 ABI 7500 型荧光定量 PCR
仪，德国 Hermle Z216 MK 微量高速冷冻型离心

机，杭州奥盛仪器有限公司生产的干式恒温器，

常州菲普实验仪器厂生产的电热恒温振荡水槽。

1.3 HCV RNA定量与HCV基因分型

1.3.1 血浆HCV总RNA提取

用 EDTA 抗凝采血管抽取受检者静脉血 4
mL，1 500 r/min 离心 2 min，吸取上层血浆 200
μL 用于 RNA 的制备。取灭菌的 1.5 mL 离心

管，加入 50 μL 蛋白酶 K，取 200 μL 血浆，再加

入 200 μL 病毒裂解液（已含 Carrier RNA，主要

成分为 Triton X⁃100），振荡混匀，高速离心 10 s，
72℃放置 10 min，最后加洗脱液 50 μL（72℃预

热），备用。

1.3.2 HCV RNA定量扩增

参照中山大学达安基因股份有限公司生产的

丙型肝炎病毒实时荧光定量试剂盒（RT⁃qPCR法）

说明书操作要求和 ISO15189 实验室操作程序进

行反应体系的操作，体系完成后在 ABI 7500 型

实时荧光定量 PCR 仪上检测标本中的 HCV RNA
载量。

1.3.3 反 转 录 PCR（reverse transcription PCR，

RT⁃PCR）分型扩增

按照中山大学达安基因股份有限公司丙型肝

炎病毒基因分型检测试剂盒（PCR⁃RDB）的说明书

进行 RT⁃PCR 扩增。扩增总体系 50 mL：酶系、引

物、PCR buffer 混合液 20 mL，1.3.1 中 RNA 提取液

30 mL（待测标本及阴、阳性质控品），两者混合后

瞬时离心，将反应管放入 PCR 仪，按下列条件扩

增：50℃逆转录 25 min；95℃预变性 15 min；94℃
30 s、55℃ 40 s、72℃ 45 s，共 45 次循环；72℃延伸

7 min。PCR 产物可直接进行杂交反应，或置于

4℃短期保存，或置于⁃20℃长期冻存。

1.3.4 杂交反应及结果判读

严格按照中山大学达安基因股份有限公司生

产的丙型肝炎病毒基因分型检测试剂盒中杂交反

应说明书进行。其步骤包括预杂交、杂交、洗膜、

显色、结果判读。HCV 基因分型杂交膜条上共 12
个位点，其中位点G1~G10 为各型别检测探针，PC
为扩增控制点，CC 为显色控制点，位点排列如图

1 所示。根据说明书要求，可将 CC 点、PC 点和各

型别位点 cut off 值预设在分析软件中，分析结束

后由软件自动生成各位点信号值、阴阳性和相应

的 HCV型别；也可参照结果分析表肉眼进行结果

判读，HCV 基因型常见结果分析表见表 1。患者

HCV型别均由肉眼判读所得。

1.4 统计学方法

所有数据采用 SPSS 16.0 进行统计学分析，计

量资料应用方差分析，计数资料用 c2检验，以 P＜
0.05为差异具有统计学意义。

图 1 HCV基因分型杂交膜条位点排列

Figure 1 Sequencing of hybridization membrane strip
sites of HCV genotyping
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2 结果

2.1 HCV RNA定量检测

对 255 例所选患者标本进行 HCV RNA 定量

检测，病毒载量为 103~108 IU/mL。其中 103 IU/mL
15 例，104 IU/mL 67 例，105 IU/mL 82 例，106 IU/mL
66 例，107 IU/mL 24 例，>108 IU/mL 1 例，定量结果

满足HCV基因分型要求。

2.2 HCV基因分型结果

255 例样本中，PCR⁃RDB 法成功分型 246 例，

分型率为 96.47%（246/255），9 例不能明确分型的

样本经直接测序法明确分型结果。HCV基因分型

结果为：1b 型 121 份，占 47.45%；2a 型 107 份，占

41.96% ；3a 型 16 份 ，占 6.27% ；3b 型 6 份 ，占

2.35%；6a型 5份，占 1.96%。

2.3 HCV 核酸水平与 PCR⁃RDB 法 HCV 基因分

型成功率的相关性

将 255 例样本按不同病毒载量水平进行分

组，观察不同病毒载量时 PCR⁃RDB 法 HCV 基因

分型成功率，结果见表 2。9 例未成功分型的样

本包括：103 IU/mL 2 例，分别为 1b 型和 6a 型；104

IU/mL 2 例，均为 3a 型；105 IU/mL 2 例，均为 2a
型；106 IU/mL 1 例，均为 2a 型；107 IU/mL 2 例，分

别为 2a 型和 6a 型。核酸水平在 103 IU/mL（PCR⁃
RDB 法基因分型载量要求临界值）时分型成功率

最低，差异具有统计学意义。

2.4 HCV RNA核酸水平与HCV基因型别相关性

对 5 种基因亚型的患者病毒载量水平进行统

计与分析，如表 3所示。结果显示，HCV 1b型的平

均病毒载量最低，为（5.42±0.97）log IU/mL，3b型的

平均病毒载量最高，为（5.76±0.73）log IU/mL。对 5
组亚型病毒载量进行单因素方差分析（one⁃way
ANOVA），发现 5 种基因亚型之间病毒载量存在

显著差异（F=2.793，P<0.05）。再采用 Tukey⁃test法
进行两两比较（表 4），发现 3b 型和 6a 型患者病毒

载量显著高于其他 3个亚型。

3 讨论

HCV是一种单股线性正链 RNA黄病毒，最初

于 1975 年在一名输血后的患者血清中被发现［5］。

1989年Michael等首次克隆其基因组，并命名本病

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

阳性位点

G1，G2，PC，CC

G5，G6，G7，PC，CC

G8，G9，PC，CC

G8，G10，PC，CC

G1，G3，G4，G5，PC，CC

G1，G2，G5，G6，G7，PC，CC

PC，CC

CC

HCV分型检测结果

1b

2a

3a

3b

6a

1b，2a 混合

不能确定型别

HCV 阴性

表 1 HCV基因分型常见结果分析表

Table 1 Analysis of major HCV genotypes

表 2 HCV核酸水平与 PCR⁃RDB法分型成功率

Table 2 The success ratios of HCV genotyping by PCR⁃RDB among different viral loads

组别

1

2

3

4

5

6

HCV RNA载量（IU/mL）

103

104

105

106

107

≥108

总例数

15

67

82

66

24

1

成功分型例数

13

65

80

65

22

1

PCR⁃RDB法分型成功率

86.67%（13/15）

97.01%（65/67）

97.56%（80/82）

98.48%（65/66）

91.67%（22/24）

100%（1/1）

项目

载量均值

基因亚型

1b
5.42±0.97

2a
5.50±0.99

3a
5.46±0.86

3b
5.76±0.73

6a
5.59±0.83

合计

5.47±1.00

F

2.793

P

0.027

表 3 HCV不同基因型患者平均病毒载量（x ± s）

Table 3 Patients􀆳 average viral loads among different genotypes of HCV（x ± s）
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及其病毒分别为丙型肝炎和丙型肝炎病毒［6］。

HCV感染是一个世界性的健康问题，其致病性强，

且较易转为慢性，导致肝脏慢性炎症坏死和纤维

化，并可发展为肝硬化和肝细胞癌（hepatocellular
carcinoma，HCC）。

HCV 基因型具有高度异质性。根据 Sim⁃
monds［7］建议，利用核酸测序和进化树分析结果，

将HCV分为 6种主要的基因型（用数字 1~6表示）

和 100 多个基因亚型（用小写英文字母表示）。

HCV 基因型分布具有明显地域差异，我国常见的

丙肝病毒基因型为 1b和 2a，6a型主要见于香港和

澳门地区［8］。本研究的患者多来自中国北方地区，

结果表明仍以 1b型和 2a型为主，其他型别所占比

例很少，这与以往的报道基本一致［9］。以往报道显

示，不同基因型别的临床表现和治疗效果也不

同［10⁃11］，深入HCV基因分型的研究，对丙型肝炎严

重程度的评估以及抗病毒药物敏感性的预测具有

重要意义［12］。1型HCV感染无论在干扰素治疗或

口服抗病毒药物治疗中均较难获得病毒学持续应

答（sustained virologic response，SVR），且预后效果

较其他型别欠佳［13⁃14］。蒋玲丽等人［12］研究发现，患

者体内抗 HCV 水平和 HCV 的基因型别有关，1b、
2a、6a型患者抗体浓度分布均匀，1a型患者的抗体

浓度相对较高，3b型的患者的抗HCV水平相对较

低。由此猜想可能机体对 3b 型 HCV 的中和作

用较弱，其病毒核酸水平较高。本文研究发现，

HCV 基因型别和病毒核酸水平具有相关性，且

3b 型的患者的病毒核酸水平明显高于 1b 型、2a
型及 3a 型患者病毒核酸水平，这与蒋玲丽等

人［12］的发现具有一致性。不同病毒基因型在患

者体内的核酸水平具有差异，是不同丙肝病毒基

因型别在患者体内的抗体应答机制有差异的另

一个体现［15］，抗体中和能力强，其对应型别的病

毒增殖受到抑制，因此其核酸水平则较低；排除

中和抗体的影响，不同型别的病毒本身的增殖是

否有差异还需要进一步研究和探索。由于本研

究中部分型别标本量较少，相关性需要更大标本

量的研究证实。

目前用于 HCV 基因分型的方法较多，包括全

基因组直接测序分析法、序列特异性引物扩增法

（polymerase chain reaction ⁃ sequence specific prim⁃
ers，PCR⁃SSP）、限制性片段长度多态性分析法（re⁃
striction fragment length polymorphism，RELP）、序

列特异性核酸探针杂交法（PCR sequence specific
oligonueleotide，PCR⁃SSO）、PCR⁃反向点杂交法

等。全基因组直接测序分析法，是目前 HCV 基因

分型方法中最经典、最准确的方法，分型结果最

为可靠，是 HCV 基因分型的“金标准”。但此法

耗时、费力且昂贵，并不适合所有的实验室使

用［16］。PCR⁃SSP 法是较早普遍使用的方法，由于

每份样品需同时进行多次检测才能最终确定基因

型，因此操作繁琐检测周期长，使其临床应用受到

限制［17］。RELP法是经 PCR扩增靶基因后，用多种

特定的限制性内切酶对 PCR 产物进行酶切，不同

的基因型或亚型就可以得到长度大小不同的酶切

片段，根据酶切后电泳所表现的片段大小及多态

性进行 HCV 基因分型，该方法具有快速、经济等

优点，但仅用少数几个内切酶，检测基因型别有

限［18］。PCR⁃SSO法是利用RT⁃PCR扩增HCV基因

片段，将扩增产物与膜上特异性探针杂交，经显色

反应后实现 HCV 基因分型。该方法操作比较简

便，但价格昂贵，不宜在实验室广泛推广应用［19］。

PCR⁃RDB 法，是通过将生物素或荧光素标记型特

异性探针固相化在尼龙膜上，再与 RT⁃PCR扩增的

病毒产物进行杂交后，最终经肉眼判读出 HCV 基

因型的分型方法。该方法特异性和准确性高，且

不需要昂贵复杂的仪器设备，易于在临床广泛开

展［3，20］。但 PCR⁃RDB 法对 HCV 核酸水平要求较

高，尤其在 PCR⁃RDB法基因分型载量要求临界值

时，分型效果和结果均受到影响。本文对 255 份

HCV⁃RNA 检测阳性的患者进行 HCV 基因分型，

PCR⁃RDB法的分型成功率为 96.47%，对 9份 PCR⁃
RDB 法未能明确分型的标本，采用直接测序分析

法检测均分型成功，表明测序法为 HCV 基因分型

基因亚型

1b

2a

3a

3b

P

2a

0.646

3a

0.828

0.895

3b

0.010*

0.030*

0.049*

6a

0.013*

0.011*

0.02*

0.678

表 4 HCV不同基因亚型患者平均病毒载量的两两比较

Table 4 Pairwise comparison of the viral loads between
different genotypes of HCV

表中数值均为 P值，*所示为 3b型和 6a型患者平均病毒载量比 1b

型、2a型及 3a型患者高，差异具有统计学意义（P<0.05）
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金标准。因此，临床上对 PCR⁃RDB法分型效果较

差或者不能成功分型的样本，建议进行测序法验

证，以确保结果的准确性和可靠性。
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33例中国型 Gγ（Aγδβ）0地中海贫血病例的临床分析

陈剑虹★ 钟泽艳 官志扬 贺海林 钟国兴 杨坤祥

［摘 要］ 目的 探讨惠州地区人群中国型 Gγ（Aγδβ）0地中海贫血的检出率及临床特征，分析其

意义及完善地贫防控内容。 方法 2015 年 1 月至 2016 年 12 月，对参加惠州市孕前和孕期优生健康

检查育龄夫妇的 24 137 例血液样本行血常规及血红蛋白电泳检测，并应用液相芯片、导流杂交技术对

检出结果分析为可疑地中海贫血样本及产前 363 例羊水样本进行地中海贫血基因检测，对于疑为 β 地

中海贫血但未检出者加用 Gap⁃PCR 技术检测中国型 Gγ（Aγδβ）0地中海贫血缺失型基因。 结果 在

290例加测样本中检出中国型 Gγ（Aγδβ）0杂合子 29例，中国型 Gγ（Aγδβ）0地中海贫血复合 α地中海贫血 4
例，总检出率为 0.14%。血常规结果显示血红蛋白正常为 26例，轻度下降为 7例；红细胞平均体积（mean
corpuscular volume，MCV）及红细胞平均血红蛋白含量（mean corpuscular hemoglobin，MCH）均降低；血红

蛋白电泳结果显示HbA2正常或轻度降低，HbF升高为（14.56±5.43）％。检出 4例为夫妻同型 β地贫携带

者，行产前诊断，一例胎儿基因型为 β⁃28杂合突变复合中国型 Gγ（Aγδβ）0杂合缺失，其中国型 Gγ（Aγδβ）0基

因遗传自母方，β ⁃28基因遗传自父方，终止妊娠。 结论 惠州地区人群的中国型 Gγ（Aγδβ）0携带率高，

中国型 Gγ（Aγδβ）0携带者的临床特征为MCV、MCH降低的基础上HbF值明显升高；中国型 Gγ（Aγδβ）0属

缺失型 β地中海贫血类型，当其有可能与 β地中海贫血复合存在时，应进行产前诊断，防止中重型地贫

患儿出生。

［关键词］ 地中海贫血； 中国型 Gγ（Aγδβ）0； 基因检测； 产前诊断

Clinical analysis of 33 cases of deletional Chinese Gγ (Aγδβ)0 ⁃ thalassemia in
Huizhou
CHEN Jianhong★，ZHONG Zeyan，GUAN Zhiyang，HE Hailin，ZHONG Guoxing，YANG Kunxiang
（Prenatal Diagnosis Center of Huizhou First Women and Children􀆳s Hospital，Huizhou，Guangdong，China，
516007）

［ABSTRACT］ Objective To Explore the gene frequency and clinical features of Chinese Gγ(Aγδβ)0⁃
thalassemia in Huizhou, to analyze its significance and improve the prevention and control of thalassemia.
Methods From January 2015 to December 2016, a total of 24 137 blood samples were collected from couples
of childbearing age who participated in the pre ⁃ pregnant and prenatal healthy births in Huizhou city and
analyzed by using blood routine test and hemoglobin electrophoresis as suspicious thalassemia screening. 363
amniotic fluid samples were detected by the liquid phase chip and diversion hybridization technique for
thalassemia simultaneously. Further, the Gap ⁃ PCR technique was used to detect the gene of deletional
Chinese Gγ(Aγδβ)0 ⁃ thalassemia for undetected patients with suspected β ⁃ thalassemia. Results 29 cases of
Chinese Gγ(Aγδβ)0 heterozygotes and 4 cases of Chinese Gγ(Aγδβ)0⁃thalassemia accompanied by α⁃thalassemia
were identified in 290 samples with the total detection rate of 0.14%. The blood routine test results showed that
there were 26 cases of normal hemoglobin, and 7 cases of slight decrease. The mean corpuscular volume
(MCV) and the mean corpuscular hemoglobin (MCH) were decreased. The results of hemoglobin
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electrophoresis showed that HbA2 was normal or slight decrease, with the HbF increased to (14.56±5.43)%. 4
cases of couples with the same genotypes of thalassemia were taken by prenatal diagnosis. One Case fetal
abnormal genotype was Chinese Gγ(Aγδβ)0 ⁃ thalassemia accompanied by β ⁃ 28. The Chinese Gγ(Aγδβ)0 gene
inherited from mother and the β ⁃ 28 gene inherited from father and this pregnancy was terminated.
Conclusion The incidence of Chinese type Gγ(Aγδβ)0 ⁃ thalassemia in Huizhou area is high. The clinical
features of Chinese type Gγ(Aγδβ)0⁃thalassemia carriers have both MCV and MCH decrease and HbF increase.
The Chinese type Gγ(Aγδβ)0 belongs to the deletional β ⁃ thalassemia. The prenatal diagnosis should be
performed to prevent the birth of children with moderate or severe thalassemia when the Chinese Gγ(Aγδβ)0⁃
thalassemia is accompanied by α⁃thalassemia.

[KEY WORDS] Thalassemia; Chinese Gγ(Aγδβ)0; Gene detection; Prenatal diagnosis

地中海贫血（地贫），又称珠蛋白生成障碍性贫

血，是由于珠蛋白基因缺陷导致珠蛋白链合成障碍

而引起的一种遗传性溶血性贫血。地贫具有显著

的地域分布性，为我国南方最常见和危害最大的遗

传病之一，主要分为 α、β、δ、γ和 δβ地贫。δβ地贫

是一组因基因发育阶段特异性表达失控导致胎儿

出生后HbF持续增高的地贫，其大片段缺失型常见

型别有中国型、广州型、东南亚型、云南型及中国台

湾型，其中我国最常见的 δβ⁃地中海贫血为中国

型 Gγ（Aγδβ）0地贫［1⁃3］。广东省大规模人群地贫携带

率的基线调查中显示，惠州市的地贫携带率

（17.5%）明显高于平均水平（16.83%）［4］。因此，地贫

防控对于提高惠州市人口素质具有重要意义。本

研究在国家卫生和计生委实施“国家免费孕前优生

健康检查项目”的背景下，在惠州市政府“民生工

程”的支持下，以惠州市育龄夫妇人群为对象，对孕

前和孕期地贫初筛异常夫妻进行免费血红蛋白电

泳分析及常规地贫基因检测，并为同型地贫夫妇提

供遗传咨询指导、追踪随访等服务。本课题对惠州

地区育龄夫妇中国型 Gγ（Aγδβ）0地贫基因携带率及

其临床特征等流行病学资料进行分析，补充本地区

人群地贫防控内容，更有效地指导预防中重型地贫

患儿的出生。

1 对象与方法

1.1 研究对象

于 2015年 1月至 2016年 12月，根据知情同意

的原则，采集参加惠州市孕前和孕期优生健康检查

育龄夫妇的样本共 24 137 例，年龄范围为 20~60
岁，平均年龄为 26岁，近 3个月无输血史。每人均

抽取外周静脉血 2 mL置于 EDTA、ACD抗凝管，用

于血常规、血红蛋白电泳分析，和提取外周血基因

组 DNA用于地贫基因检测。同时，本中心对可能

会分娩中重型地贫患儿的孕妇行羊膜腔穿刺术。

采集胎儿羊水样本 2管各约 10 mL，一管直接法检

测（培养前），另一管按照本中心建立的常规方法进

行细胞培养后检测。

1.2 研究方法

1.2.1 血液学筛查

采用深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司的

BC⁃5380全自动五分类血液细胞分析仪检测红细胞

参数，包括血红蛋白（hemoglobin，HGB）、红细胞平

均体积（mean corpuscular volume，MCV）及红细胞

平均血红蛋白含量（mean corpuscular hemoglobin，
MCH）等。初筛阳性标准为：MCV＜82.00 fL 或

（和）MCH＜27.00 pg［1，4，17］。采用法国 SEBIA公司

的Capillarys 2 flex piercing全自动毛细管电泳仪分

析血红蛋白 A2（hemoglobin A2，HbA2）、血红蛋白 F
（hemoglobin F，HbF）和异常血红蛋白条带，分别

以HbA2＜2.50%或（和）出现异常血红蛋白带，例如

血红蛋白 H（hemoglobin H，HbH）、血红蛋白 CS
（hemoglobin constant spring，HbCS）等，判定为 α地

贫表型阳性，HbA2＞3.50%或（和）HbF＞2.50%判定

为β地贫表型阳性［1，4，17］。

1.2.2 基因型分析

对血液学筛查为阳性的样本以及产前诊断的

胎儿羊水样本，按全血基因组 DNA提取试剂盒说

明书用 Lab⁃Aid 820 核酸提取仪（厦门百维信生物

公司）提取基因组DNA。获得的DNA用液相芯片

技术［地中海贫血（α/β型）基因检测试剂盒，中山大

学达安基因股份有限公司］和导流杂交技术（α⁃和
β⁃地贫基因检测试剂盒，潮州凯普生物化学有限公

司）进行基因诊断，检测范围为中国人常见的 3种α
缺失型地贫（⁃⁃SEA/、⁃α4.2/、⁃α3.7/），3种α非缺失型地贫

（αWSα/、αCSα/、αQSα/），17 种 β 地贫（CD41 ⁃ 42M、

CD17M、CD43M、CD71⁃72M、IVS⁃I⁃1M、IVS⁃I⁃5M、
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IVS⁃II⁃654M、⁃28M、⁃29M、⁃30M、⁃32M、CapM、

IntM、CD14⁃15M、CD27⁃28M、βEM、CD31M）。按

照操作说明书进行操作和结果判断。对疑为 β地

贫而未检出常见突变基因的样本，进一步采用裂

隙聚合酶链反应（gap polymerase chain reaction，
Gap⁃PCR）技术检测中国型 Gγ（Aγδβ）0缺失型，目的

片段长度约 300 bp。

2 结果

2.1 常规基因型结果

在 24 137 例血液样本中，根据血液学筛查阳

性样本的纳入标准，判定为 β 地贫表型阳性而未

检出常规基因型的样本有 290 例，所占比例为

1.20%。363例产前羊水样本检出 1例异常遗传规

律的胎儿基因型为 β ⁃28/β ⁃28、⁃⁃SEA/αα（图 1A），其父

亲基因型为 β⁃28/βN、⁃⁃SEA/αα（图 1B），母亲基因型为

βN/βN、αα/αα（图 1C），见图 1和表 1。
2.2 加测基因型结果

290 例加测样本中，检出中国型 Gγ（Aγδβ）0地

贫 33例，检出率为 0.14%。其中中国型 Gγ（Aγδβ）0

地贫杂合子 29例，复合 α地贫共 4例，分别为 2例

⁃ α3.7/αα、1 例 ⁃ ⁃ SEA/αα、1 例 αQSα/αα。 33 例中国

AA BB CC
A：胎儿基因型 β⁃28/β⁃28、⁃⁃SEA/αα；B：父亲基因型 β⁃28/βN、⁃⁃SEA/αα；C：母亲基因型 βN/βN、αα/αα

图 1 异常遗传规律家系导流杂交结果

Figure 1 The hybri Max results of abnormal genetic rule family

序号

1
2
3
4
5

样本

阴性对照

母亲

父亲

胎儿

阳性对照

β突变

低信号

正常

β⁃28/βN

低信号

通过

α点

突变

低信号

正常

正常

正常

通过

α缺

失型

低信号

正常

SEA/aa
SEA/aa
通过

⁃29正常

信号值

435
4 696
3 241
330
1 785

⁃29突变

信号值

387
1 177
724
320
420

⁃29正常/
突变

1.12
3.99
4.48
1.03
4.25

⁃28正常

信号值

456
3 262
2 035
319
1 398

⁃28突变

信号值

474
581
1 519
661
375

⁃28正常/
突变

0.96
5.62
1.34
0.48
3.72

SEA
信号值

468
415
4 391
3 700
411

a2
信号值

446
3 458
3 629
2 434
2 740

SEA/
a2

1.05
0.12
1.21
1.52
0.15

表 1 异常遗传规律家系液相芯片结果

Table 1 The liquid chip results of abnormal genetic rule family

型 Gγ（Aγδβ）0地贫杂合子均表现为小细胞低色素，

MCV 为（72.47±5.00）fL，MCH 为（24.01±2.45）pg；
血红蛋白正常为 26 例，轻度下降为 7 例；HbA2正

常或轻度下降，HbF 明显升高为（14.56±5.43）％，

见表 2。检出 4例的配偶同为 β⁃地贫携带者（样本

1~4 号），属夫妻同型地贫携带者，进行产前诊断。

其中检出一例胎儿常规基因型结果显示遗传规律

异常，提示为中重型地贫患儿，见图 2。

3 讨论

中国型 Gγ（Aγδβ）0地贫最初于 20世纪 70年代

由Mann等［5］首次报道，其缺失长度约为 100 kb，累
及 β 珠蛋白基因、Aγ、ψβ、δ 和 β 珠蛋白基因下游

较远的具有调控功能的 DNA 序列［6⁃7］。β 珠蛋白

基因簇中含有 2 个表达 γ⁃珠蛋白肽链的 γ⁃基因

（Gγ 和 Aγ），因此这种缺失致使其杂合子除一般 β
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样本

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

性别

女

男

女

女

男

男

男

女

男

女

男

女

男

女

男

女

男

女

男

女

男

女

女

男

男

女

男

女

女

男

男

女

女

年龄（岁）

25
26
25
20
24
28
33
21
25
29
23
26
24
25
35
29
24
24
25
30
31
34
30
34
24
28
26
21
24
22
30
32
31

HB（g/L）
112.00
149.00
118.00
107.00
130.00
141.00
137.00
103.00
139.00
123.00
136.00
113.00
134.00
125.00
146.00
108.00
147.00
107.00
142.00
118.00
134.00
119.00
129.00
153.00
147.00
124.00
144.00
104.00
115.00
148.00
150.00
129.00
124.00

MCV（fL）
71.70
71.60
76.50
67.70
65.70
67.20
67.40
70.80
78.00
77.20
76.90
81.60
67.30
81.04
64.10
81.80
71.00
75.60
72.70
71.40
76.40
66.70
68.60
71.90
70.80
65.80
70.70
79.50
74.40
67.50
78.70
71.60
71.70

MCH（pg）
34.40
23.90
23.30
23.60
21.40
22.20
22.40
23.20
26.00
25.30
25.70
26.00
22.40
25.85
22.00
25.30
23.40
24.70
23.70
24.10
21.90
21.30
22.30
24.20
20.80
22.10
23.20
22.50
26.60
23.80
26.60
24.40
23.80

HbA（%）

83.20
79.71
92.52
91.92
83.90
81.90
84.20
81.80
60.28
89.83
83.62
84.61
82.70
83.20
84.90
75.61
89.16
81.10
81.35
83.00
80.20
84.00
81.20
84.19
85.80
86.70
76.50
84.05
82.20
84.00
80.10
78.68
86.80

HbA2（%）

2.60
2.50
2.33
2.34
2.80
2.70
2.70
2.50
3.24
3.16
2.61
2.60
2.50
2.30
2.70
2.39
2.42
2.50
2.59
2.70
2.60
2.60
2.60
2.40
2.50
2.56
3.20
2.54
2.60
3.50
2.50
2.49
2.40

HbF（%）

14.20
17.79
5.15
5.74
13.30
15.40
13.10
15.70
36.48
7.01
13.77
12.79
14.80
14.50
12.40
22.00
8.42
16.40
16.06
14.30
17.20
13.40
16.20
13.41
11.70
10.74
20.30
13.41
15.20
12.50
17.40
18.83
10.80

基因突变类型

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

αα/αα、β⁃*/βN

⁃α3.7/αα、β⁃*/βN

⁃α3.7/αα、β⁃*/βN

αQSα/αα、β⁃*/βN

⁃⁃SEA/αα、β⁃*/βN

表 2 33例中国型 Gγ（Aγδβ）0地中海贫血标本的血液学参数及基因型

Table 2 The hematological parameters and genotypes of 33 Chinese Gγ（Aγδβ）0⁃thalassemia specimens

β⁃*为 Gγ（Aγδβ）0/βN；1~4号为与配偶属于夫妻同型 β⁃地贫携带者

地贫的小细胞低色素性表型外，还伴有 Aγ、Gγ珠蛋

白基因的高表达以及 HbF 异常升高等特征性表

现。HbF 是胎儿期表达的血红蛋白，胎儿出生后

基因表达关闭，HbA（α2β2）成为红细胞中主要的血

红蛋白，因此HbF含量比率少于 1%［1⁃3］。与 β地贫

杂合子或双重杂合子一样，此类缺失突变和 β 地

贫点突变的复合型亦可导致中重型地贫［3，8］。预防

中重型地贫患儿出生最有效的方法是产前筛查出

地贫基因携带者，对夫妻同型这类高风险家庭进

行产前诊断，从而达到优生优育的目标［9⁃10］。

本研究中，惠州地区 24 137 例样本中检出 33
例中国型 Gγ（Aγδβ）0地贫缺失杂合子患者，携带率

高达 0.14%，比已报道的广西地区携带率 0.07%
高［11］。中国型 Gγ（Aγδβ）0地贫携带者的红细胞参

数结果显示患者表现为无贫血或轻度贫血，血红

蛋白值为 103~153 g/L，但 MCV<82.00 fL、MCH<
27.00 pg均显示小细胞低色素贫血的特征，提示地

贫的可能，这与文献报道的结果相类似［3，11⁃13］。在
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血红蛋白电泳结果中，HbA2 在正常范围（2.5%~
3.5%）或轻微降低，而 HbF 则明显升高（5.15%~
36.48%），与王继成等［3］（10.6%～20.6%）、韦媛等［11］

（10.8%～22.3%）及覃丽波［12］（10%~18%）报道的情

况相比，血液学参数范围更大。分析原因，可能是本

研究病例较多导致的，本中心的标本除了在本院就

诊的病人，还包括采集于下属多个县、区医院，血液

学的检查没有统一的质控，所用的仪器也非统一。

此外，也可能由于惠州地区有少数民族，存在个体差

异性大，其中HbF较高的样本来自少数民族较多的

龙门县区。目前关于惠州地区少数民族的研究数据

较少，以后可有针对性地收集少数民族样本，总结归

纳该群体的基因分布情况和表型特征。虽然中国

型 Gγ（Aγδβ）0地贫缺失杂合子患者的临床症状较轻，

但当复合β地贫时，患者会出现中度至重度贫血，临

床表型类似于中重型β地贫［3，11⁃14］。目前国内商业化

的地贫基因试剂盒仅检测 17种最常见的β地贫，不

包括中国型 Gγ（Aγδβ）0在内的缺失型β地贫。因此，

进行血液学分析时，若红细胞指标提示为小细胞低

色素性贫血，且行常规地贫基因检测为阴性结果，同

时HbF有一定程度的升高，特别是当HbF＞5%时，

应考虑缺失型β地贫的可能［13⁃16］。同理，当一个家系

中出现重型 β地贫患者，但用常规方法只能找到一

个基因突变时，或夫妻双方基因型与重型地贫患儿

基因结果不符合时，应考虑缺失突变的可能，需用合

适的方法验证，并行产前诊断。所以在临床遗传咨

询中必须警惕夫妻一方已确诊是 β地贫基因携带

者，当配偶的地贫筛查中出现HbF明显增高，要采用

其他方法进一步排除罕见型地贫。总之，应注意与

重视罕见型地贫的筛查与诊断，以避免漏诊或误诊，

从而更好地指导临床诊断。

本研究检测出的患者为中国型 Gγ（Aγδβ）0 地

贫且其配偶为 β 地贫者 4 例，均进行产前诊断，分

别检测出 2 例正常胎儿、1 例 β 地贫携带者及 1 例

中国型 Gγ（Aγδβ）0地贫复合 β 地贫双重杂合子胎

儿。其中复合 β地贫的胎儿常规基因型结果显示

遗传规律异常，提示为中重型地贫患儿。经遗传

咨询后，该例患者选择终止妊娠。比较液相芯片

和导流杂交 2 种技术检测中国型 Gγ（Aγδβ）0 地贫

复合 β 地贫双重杂合子的结果图发现，图 1 的杂

交膜条 A 中的⁃28 位点无正常对照，显示为该位

点的纯合突变；表 1 的胎儿样本结果显示⁃28 和⁃
29 突变点均为低信号值。分析原因为导流杂交

技术设置的⁃28和⁃29位点共用⁃28正常对照点，而

液相芯片技术⁃28 和⁃29 2 个突变相邻近，因存在

大片段缺失导致分析软件无法正常判读。因此，

目前国内商业化的试剂盒虽无法检出中国型
G γ（Aγδβ）0地贫，但若与 β 地贫复合存在时，异常

结果可提示需对样本进行加测确诊。从本研究检

出 4 例中国型 Gγ（Aγδβ）0 地贫复合 α 地贫双重杂

合子中，发现单独的中国型 Gγ（Aγδβ）0 地贫缺失

杂合子和其复合 α 地贫基因突变时，血液学表型

特征无明显差异性。

惠州地区是地贫高发区［4，17］，特别是针对于罕

见 β 地贫的正确诊断，可为遗传咨询和产前诊断

提供更好的依据。本研究数据为该地区地贫的流

行病学调查提供了新的佐证，完善了地贫防控内

容，从而能更有效地避免中重型地贫儿的出生，提

高出生人口素质，为家庭、社会减轻负担，同时也

提高人们的生活质量。
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M：1000 bp DNA Marker；1：胎儿中国型 Gγ（Aγδβ）0患者；2：母亲中

国型 Gγ（Aγδβ）0患者；3：父亲正常者；4：中国型 Gγ（Aγδβ）0阳性对

照；5：阴性对照；6：空白对照

图 2 异常遗传规律家系中国型 Gγ（Aγδβ）0

地中海贫血结果

Table 2 The Chinese Gγ（Aγδβ）0⁃thalassemia results of
abnormal genetic rule family
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中药对多重耐药铜绿假单胞菌外排泵的作用研究

王淋荆 1，2 曾建明 1 鲁洋 1 蓝锴 1 罗强 1 林冬玲 1 张伟铮 1 陈茶 1★

［摘 要］ 目的 研究中药与常用抗生素的相互作用和对多重耐药铜绿假单胞菌（multi drug
resistant Pseudomonas aeruginosa，MDR⁃PA）外排泵的作用。 方法 采用外排泵抑制剂联合纸片扩散

法（Kirby ⁃Bauer，K⁃B）筛选外排泵阳性 MDR⁃PA，并用实时荧光定量 PCR（real ⁃ time fluorescence
quantitative PCR，qPCR）确认外排泵基因高表达菌株。检测 10种常用中药对抗生素的作用和对外排泵

阳性 MDR⁃PA 外排泵基因表达的影响。 结果 从 34 株 MDR⁃PA 中筛选到 5 株外排泵阳性菌，qPCR
法检测到这 5 株菌外排泵基因的表达水平是野生型铜绿假单胞菌 PAOl 的 2 倍或 2 倍以上（P<0.05）。

黄芩、金银花和夏枯草对环丙沙星有较强的拮抗作用，穿心莲和五倍子对庆大霉素的拮抗作用最强，穿

心莲和夏枯草对美罗培南的协同作用最强。穿心莲、金银花、夏枯草和五倍子具有促进外排泵基因表达

的作用。 结论 中药穿心莲、金银花、夏枯草和五倍子可通过促进外排泵基因的表达拮抗抗生素的抗

菌作用，临床抗感染治疗时需谨慎使用。

［关键词］ 铜绿假单胞菌；多重耐药；外排泵；穿心莲；金银花；夏枯草；五倍子

Study on the effect of traditional Chinese medicine on efflux pump of multi ⁃
drug resistant Pseudomonas aeruginosa
WANG Linjing1， 2，ZENG Jianming1，LU Yang1，LAN Kai1，LUO Qiang1，LIN Dongling1，ZHANG
Weizheng1，CHEN Cha1★

（1. Department of Laboratory Medicine，Guangdong Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine，
Guangzhou，Guangdong，China，510006；2. Second Clinical Medical College，Guangzhou University of
Chinese Medicine，Guangzhou，Guangdong，China，510006）

[ABSTRACT] Objective To study the effect of traditional Chinese medicine on efflux pump of
Pseudomonas aeruginosa with multiple drug resistance (MDR⁃PA). Methods Kirby⁃Bauer (K⁃B) test and
real⁃time fluorescence quantitative PCR (qPCR) were used to screen positive bacteria of efflux pump in MDR⁃
PA. The effect of 10 kinds of traditional Chinese medicine on the role of antibiotics and the expression of
efflux pump genes positive MDR ⁃ PA were detected. Results 5 strains of efflux pump positive bacteria
were screened from 34 strains of MDR ⁃ PA, and the expression level of efflux pump gene was 2 times or more
than that of wild type Pseudomonas aeruginosa (P<0.05). Scutellaria, honeysuckle and prunella have strong
antagonism against ciprofloxacin, andrographis paniculata and gallnut have the strongest antagonism against
gentamicin, and andrographolide and prunella have the strongest synergistic effect on meropenem.
Andrographis paniculata, flos lonicerae, prunella vulgaris and gallnut chinensis have the function of promoting
the gene expression of efflux pump. Conclusions Andrographis paniculata, flos lonicerae, prunella vulgaris
and gallnut can antagonize the antibiotic effect by promoting the expression of efflux pump gene, and use
caution in clinical anti⁃infection treatment.

[KEY WORDS] Pseudomonas aeruginosa; Multiple ⁃ drug resistant; Efflux pump; Andrographis
paniculata; Honeysuckle; Prunella vulgans; Gallnut
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铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，PA）
是非发酵革兰阴性杆菌，为院内感染的主要病原

菌之一［1］。近年来，由于喹诺酮类和碳青霉烯类等

抗生素的广泛应用，临床多重耐药铜绿假单胞菌

（multiple ⁃ drug resistant Pseudomonas aeruginosa，
MDR⁃PA）的分离率逐年增高，给抗感染治疗带来

很大困难［2⁃3］。PA产生耐药性的机制复杂，包括抗

生素靶位改变、灭活酶产生、生物膜形成和主动外

排系统过度表达等［4⁃5］。外排系统过表达可将进入

细菌体内绝大部分的抗生素外排，介导产生高水

平的耐药［6⁃7］。而外排泵抑制剂苯丙氨酸⁃精氨酸⁃
β 萘酰胺（phe ⁃ arg ⁃ β ⁃ naphthylamide，PAβN，即

MC⁃207110）能够有效地抑制外排泵活性［8］，可恢

复 MDR⁃PA 对于环丙沙星（ciprofloxacin，CIP）和

美罗培南（meropenem，MEM）的敏感性［9］。

中药是我国传统医药的重要组成部分，现代

研究已证实多种中药具有抗菌抑菌的作用［10］。由

于中药的种类繁多，单味中药成分复杂，中药与抗

生素的相互作用和机制尚不清楚。本研究从 34株

临床分离的MDR⁃PA中筛选出外排泵过表达的菌

株，确定其耐药表型。选择 10 种常用的中药制成

水煎液，研究其与常用抗生素的相互作用和对

MDR⁃PA 外排泵的作用，为临床抗感染治疗提供

依据。

1 资料与方法

1.1 菌株

34株MDR⁃PA分离自 2016年 2月至 7月间广

东省中医院大学城医院门诊及住院患者送检的痰

液、尿液和胸腔积液等标本，野生型铜绿假单胞

菌 PAO1 由重庆医科大学附属儿童医院邹琳教授

惠赠。

1.2 试剂

外排泵抑制剂 PAβN 购自美国 Sigma 公司；

CIP 10 μg、MEM 15 μg、庆大霉素（gentamicin，
CN）120 μg、红霉素（erythromycin，E）5 μg，药敏

纸片购自赛默飞世尔科技有限公司；抗生素（CIP、
MEM）、LB（lysogeny broth，LB）培养基和水解酪蛋

白（muller hinton，M⁃H）平板均购自上海生物工程

股份有限公司；荧光染料 SYBR Premix Ex TaqⅡ和

逆转录试剂盒均购自大连宝生物工程有限公司。

1.3 药敏实验

微量肉汤倍比稀释法：分别挑单个菌落接种

入 3 mL LB 液体培养基，37℃ 200 r/min 摇至对数

生长期，取 100 μL加入 96孔板，使每孔菌液为 5×
104 CFU；采用倍比稀释法将抗生素由 256 μg/mL
稀释至 0.25 μg/mL，取 100 μL 加入 96 孔板；37℃
孵箱培养 18 h，根据 2016 年美国临床实验室标准

化协会（Clinical and Laboratory Standards Institute，
CLSI）标准判断结果［11］。

1.4 外排泵表型阳性菌株的筛选

制备添加 PAβN（终浓度 50 μg/mL）的M⁃H平

板［12］，纸片扩散法（kirby⁃bauer，K⁃B）检测 34 株

MDR⁃PA 对 CIP、MEM、CN 和 E 药敏纸片的抑菌

环直径，以未加 PAβN 的 M⁃H 平板做对照，根据

CLSI 2016 年标准，结果由耐药变为敏感或中介，

判断为外排泵表型阳性菌株。

1.5 qPCR检测所筛选菌株外排泵相关基因表达

水平

分别取外排泵表型阳性菌株单个菌落至 3
mL LB 液体培养基，37℃ 200 r/min 增菌至对数生

长期。收集 1.5 mL菌液离心，加入 RNAiso Plus提
取 RNA，逆转录为 cDNA，采用 SYBR Green 染料

法定量检测 Mex⁃AB、Mex⁃CD、Mex⁃EF 基因表达

量，以 rpoD 为内参基因，引物序列见表 1。qPCR
条件：98℃ 8 min；95℃ 15 s，60℃ 45 s，循环 40次。

1.6 中药制备

黄芩、黄连、黄柏、金银花、夏枯草、五倍子、射

干、苍术、穿心莲和鱼腥草均购自康美药业股份有

限公司。中药饮片各 120 g分别用水煎 2次，头煎

30 min，二煎 20 min。根茎类中药饮片头煎加水

840 mL，二煎加水 720 mL。花、叶、全草类中药饮

基因

MexAB

MexCD

MexEF

rpoD

引物序列(5′⁃3′)

F: CCCTGAAGCTGGAGGACG
R: TGCTGCGGAGCGAGGAT
F: ACCGGCGTCATGCAGGGTTC
R: CTGTTGCGGCGCAGGTGACT
F: GGACCAGCACGAACTTCTTGC
R: CAACGCCAAGGGCGAGTTCACC
F: TAGCTGGAACAGTACGATCGTG
R: TTGTCATCATCGGCGCTG

产物大小

(bp)

202

164

137

205

表 1 外排泵基因引物序列

Table 1 The primers of efflux pump gene
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片头煎加水 1 200 mL，二煎加水 960 mL。取 2 次

水煎液混合后纱布过滤，60℃旋转蒸发浓缩至

120 mL，即得生药 1 000 mg/mL 的中药水煎液，用

0.22 μm滤膜过滤除菌，-20℃储存备用［13］。

1.7 中药对抗生素抑菌作用的影响

将 10种中药水煎液分别加入M⁃H琼脂内，制

成含中药的M⁃H平板（射干、穿心莲、黄连、黄柏、黄

芩的低、高浓度分别为 2、20 mg/mL；鱼腥草、金银

花、苍术、夏枯草的低、高浓度分别为 1、10 mg/mL；
五倍子的低、高浓度分别为 0.2、2 mg/mL），采用

K⁃B 法检测 PAO1 及外排泵阳性菌株对抗生素

纸片 CIP、MEM、CN 和 E 的抑菌环直径，以不加

中药水煎液的 M⁃H 平板为对照，观察抑菌环的

变化。

1.8 中药对外排泵基因表达水平的影响

挑取外排泵阳性菌株单个菌落至 3 mL LB 液

体培养基内，37℃ 200 r/min 过夜增菌，二次增菌

至对数生长期，分别设置空白对照组、CIP 干预组

［以各菌株的亚MIC（minimum inhibitory concentra⁃
tion）浓度处理］、中药干预组（金银花、夏枯草的

低、高浓度分别为 10、20 mg/mL；五倍子的浓度为

2 mg/mL）、CIP 和中药联合干预组（提前 1 h 加入

各菌株的亚MIC浓度 CIP干预），各组细菌 37℃静

置培养 2、4 h 后分别收取菌液，qPCR 检测外排泵

相关基因表达水平（方法同 1.5）。

1.9 统计学分析

应用 SPSS 13.0 统计软件进行数据分析，两组

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

2 结果

2.1 34株MDR⁃PA药敏试验结果

采用微量肉汤稀释法检测临床分离的 34 株

mRPA 的药敏，根据 2016 年 CLSI 判断标准，34 株

PA均为CIP、MEM耐药株，结果见表 2。

2.2 外排泵表型阳性菌株筛选结果

添加 PAβN（50 μg/mL）后，34 株 MDR⁃PA 对

CIP、MEM、CN 和 E 的抑菌环直径变大，其中

MEM 的抑制环直径变化范围为 0~23 mm，中位数

为 11 mm。对 MEM 由耐药变为敏感的 PA 有 24
株；对CIP由耐药变为敏感的 PA有 7株，两者交集

的菌株有 5 株（PA8、PA11、PA14、PA29 和 PA36），

确定为外排泵表型阳性菌株。

2.3 qPCR检测所筛选菌株外排泵相关基因表达

以 PAOl 为对照，5 株 MDR⁃PA 中每株菌的外

排泵基因MexA、MexC、MexE中至少有一个的表达

水平是 PAOl 的 2 倍或 2 倍以上，差异有统计学意

义（P<0.05），结果见图 1。

2.4 中药对抗生素抑菌作用的影响

通过K⁃B法检测的高浓度中药组（tcmhigh）与低

浓度中药组（tcmlow）所测抑菌环直径差值来判断中

药与抗生素的作用关系，如果抑菌环直径差值小

于零，提示中药与抗生素的作用为拮抗作用，反之

为协同作用。从表 3 中可见，所用的 10 种中药对

CIP 均表现为拮抗作用，其中黄芩、金银花和夏枯

草的拮抗作用最强。10 种中药除鱼腥草外均对

CN表现为拮抗作用，其中穿心莲和五倍子的拮抗

作用最强。穿心莲、夏枯草和五倍子对MEM具有

协同作用，其中穿心莲的协同作用最强。各种中

药对 E几乎没有影响。

进一步分析发现，中药几乎不影响 PA29的抑

菌环直径；五倍子对 PA36、黄芩对 PA11、穿心莲和

夏枯草对 PA14、穿心莲和五倍子对 PA8的抑菌环

直径有显著影响，结果见表 4和图 2。

抗生素

CIP
MEM

MIC（μg/mL）

128

1
0

64

12
0

32

7
4

16

9
13

8

3
14

4

1
2

2

1
1

1

0
0

0.5

0
0

0.25

0
0

0.125

0
0

表 2 34株MDR⁃PA对CIP和MEM的MIC分布情况

Table 2 The MIC distribution of CIP and MEM in
34 strains of MDR⁃PA

m
R
N
A
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l

PA01 PA8 PA11 PA14 PA29 PA36

MexA
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MexE

40
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0

图 1 外排泵阳性菌株外排泵基因表达量

Figure 1 Expression of efflux pump gene in positive strains
of efflux pump
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抗生素

CIP
MEM
CN
E

苍术

0/-2
1/0
0/-2
0/0

穿心莲

0/-4
5/-2
0/-6
0/0

黄柏

0/-4
0/-1
0/-2
1/0

黄连

0/-2
0/-1
1/-1
0/0

黄芩

0/-7
1/0
0/-2
0/-2

金银花

0/-5
1/-2
0/-2
0/0

射干

0/-1
1/0
0/-1
1/0

五倍子

4/-4
3/-2
3/-6
0/0

夏枯草

1/-5
4/-1
0/-4
0/0

鱼腥草

0/-1
0/-1
3/0
0/0

表 3 中药对抗生素抑菌作用的影响（最大值/最小值，mm）
Table 3 Effect of traditional Chinese medicine on bacteriostasis of antibiotics（Maximum/Minimum，mm）

K⁃B法检测的中药高浓度组（tcmhigh）与中药低浓度组（tcmlow）所测抑菌环直径差值

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

1

0

-1

-2

-3

-4

1

0

-1

-2

-3

-4

2

1

0

-1

-2

-3

2

0

-2

-1

-6

5.0

2.5

0

-2.5

-5

-7.5

抑
菌

环
直

径
差
（

m
m
）

苍术

穿心莲

黄柏

黄连

黄芩

金银花

射干

五倍子

夏枯草

鱼腥草

AA BB CC
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A：PA29；B：PA36；C：PA11；D：PA14；E：PA8；F：PAO1

图 2 中药对MDR⁃PA抑菌环的影响

Figure 2 The inhibition effect of traditional Chinese medicine with antibiotics on MDR⁃PA strains

菌株

PA29
PA36
PA11
PA14
PA8
PAO1

苍术

0/0
0/-1
0/0
0/-2
0/0
1/-2

穿心莲

0/0
0/0
0/-3
0/-3
0/-6
5/-4

黄柏

0/0
0/-3
0/-3
0/-2
0/-4
1/-4

黄连

0/0
0/-1
1/0
0/-1
0/-2
0/-1

黄芩

0/0
0/-1
0/-4

NA/NA
0/-2
1/-7

金银花

0/0
0/-3
0/-3
0/-1
0/-1
1/-5

射干

0/0
0/0
0/-1
0/0
0/-1
1/0

五倍子

1/0
1/-4
4/0
0/-1
0/-6
3/0

夏枯草

0/0
0/-3
1/-2
0/-3
0/-4
4/-5

鱼腥草

0/0
0/0
0/-1
2/0
2/0
3/-1

表 4 MDR⁃PA对中药与抗生素的反应（最大值/最小值，mm）
Table 4 The reactions of MDR⁃PA to traditional Chinese medicine and antibiotics（Maximum/Minimum，mm）

K⁃B法检测的中药高浓度组（tcmhigh）与中药低浓度组（tcmlow）所测抑菌环直径差值。NA：未测量
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2.5 中药对外排泵基因表达的影响

从中药对外排泵阳性菌株抑菌环直径影响较

大的处理组中，分别选出中药穿心莲、夏枯草、金

银花和五倍子，菌株 PA8、PA11和 PA36，分组处理

后采用 qPCR 法检测外排泵基因的表达情况。从

图 3可见，夏枯草、金银花和五倍子均能显著增加

MDR⁃PA 外排泵基因的表达。穿心莲处理 2 h 已

能促进 PA8 的 MexC 和 MexE 的表达，4 h 时更明

显；在 CIP 作用下，穿心莲能明显增强 MexC 和

MexE的表达，4 h时表达水平回落；2 h时，穿心莲

主要引起 PA11 MexE表达增强。夏枯草对 PA8的

MexA、MexC和MexE表达无明显影响；在CIP作用

下，夏枯草处理 2 h 能显著提高各基因的表达水

平，尤其是 MexE（P< 0.001）。对 PA36，夏枯草单

独或联合 CIP的作用相似，主要引起MexE表达增

高。在干预 4 h的情况下五倍子能使 PA11外排泵

MexC、MexE 基因表达量分别增强 123 倍和 79
倍。CIP 对各菌株 MexA、MexC 和 MexE 的影响不

大。空白对照组、CIP处理组、中药处理组、CIP与

中药联合处理组间外排泵基因表达量差异有统计

学意义（P<0.05）。

3 讨论

外排泵基因过表达是 PA 多重耐药的重要机

制之一。PA外排泵由 3部分组成：①内膜蛋白，如

MexB、MexD、MexF、MexY，为主要的泵出蛋白，

具有识别底物的作用，但不具特异性；②膜融合蛋

白或连结蛋白，如 MexA、MexC、MexE、MexX，连

接内、外膜蛋白；③外膜蛋白，如 OprM、OprJ、
OprN，形成门通道，有利于底物通过外膜。目前研

究最多的 PA 外排泵分子分别是 MexAB⁃OprM、

MexCD⁃OprJ 和 MexEF⁃OprN，均属于耐药小结

节 分裂（resistance ⁃ nodulation ⁃ division，RND）家

族［5，7］。PAβN是经典的 RND型外排泵抑制剂，能

够竞争性的与外排泵相应位点结合阻止抗生素外

排，使菌株对抗生素的MIC值降低，提高菌株对于

抗生素的敏感性。研究发现 PAβN能够将多粘菌

素敏感的MDR⁃PA的MIC值降低四倍以上［15］。根

据文献报道的外排泵对应的底物，本实验以CIP筛

查MexEF⁃oprN，MEM筛查MexAB⁃oprM，CN筛查
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图 3 qPCR检测中药对外排泵基因表达的影响

Figure 3 The effect of traditional Chinese medicine on efflux pump gene expression by qPCR
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MexXY⁃OprM，E筛查MexCD⁃oprJ［14］，采用外排泵

抑制剂联合 K⁃B 法从表型上筛选外排泵阳性

MDR⁃PA，用于后续中药对 MDR⁃PA 外排泵的作

用研究。

本研究发现，PAβN能提高MDR⁃PA对于抗生

素的敏感性，与文献报道一致［8］。以CIP和MEM联

合 PAβN从 34株MDR⁃PA中筛选到 5株外排泵阳

性 MDR⁃PA。基因水平的研究发现这 5 株菌的

MexA表达均显著高于野生株 PAO1，并且各菌株还

伴有MexC和/或MexE基因高表达，提示外排泵基因

高表达是导致 PA多药耐药的重要机制，筛选到的

MDR⁃PA菌株外排泵基因表型与外排泵表型一致。

中药具有一定的抗菌作用，但是中药与抗生

素的作用和作用机制尚不清楚。本文根据文

献［16⁃17］和课题组前期结果，从清热解毒药及收涩药

中遴选了 10味中药，通过 K⁃B 法检测的高浓度中

药组与低浓度中药组所测抑菌环直径差值来判断

中药与抗生素的作用关系，如果抑菌环直径差值

小于零，提示中药与抗生素的作用为拮抗作用，反

之为协同作用［18］。实验结果发现中药与抗生素的

相互作用主要表现为拮抗作用，黄芩、金银花和夏

枯草对环丙沙星有较强的拮抗作用，穿心莲和五

倍子对庆大霉素的拮抗作用最强（见表 4）。

杨祚明等［19］发现哌拉西林/他唑巴坦能降低

PA 对 CIP、MEM 等抗生素的 MIC 值，并能降低

MexA、MexX 基因的表达水平。而本文发现夏枯

草、金银花、五倍子、穿心莲单独或联合 CIP 均能

不同程度地促进 MDR⁃PA 外排泵基因表达，尤其

是MexC、MexE基因表达变化最为显著，提示中药

通过促进外排泵基因表达发挥拮抗抗生素的作

用。与抗生素哌拉西林/他唑巴坦降低外排泵基因

MexA、MexX 表达发挥抗菌作用相比，中药导致

MDR⁃PA 外排泵基因表达水平升高，可能是中药

不能抑制MDR⁃PA的原因。

随着中西医结合的深入发展，中西药联合应

用已日趋普遍。一般认为，中药药性平和，毒副作

用小且不易产生耐药性，与西药联用可增强疗

效。但本实验从表型和基因水平的研究结果表

明，中药穿心莲、金银花、夏枯草和五倍子可通过

促进外排泵基因的表达拮抗抗生素的抗菌作用。

因此，盲目联用中药和抗生素，可能会对抗生素产

生拮抗，降低疗效，临床抗感染时抗生素与中药的

联用需谨慎。
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激素 6项化学发光试剂盒性能比较

王小艳 1 李志雄 1 董志宁 1 李明 2 吴英松 2★

［摘 要］ 目的 对广州市达瑞生物技术股份有限公司与贝克曼库尔特商贸（中国）有限公司的激

素 6项化学发光试剂盒进行性能比较，为国产的商品化激素类化学发光法定量测定试剂盒替换进口激

素类化学发光法定量测定试剂盒提供依据。 方法 用国产的和进口的激素 6项化学发光试剂盒分别

检测最低检测限、精密度、准确度及进行样本比对试验，对样本的检测结果进行相关性和一致性分

析。 结果 国产的促卵泡激素（follicle stimulating hormone，FSH）、促黄体生成素（luteinizing hormone，
LH）、雌二醇（estradiol，E2）、孕酮（progesterone，PROG）、催乳素（prolactin，PRL）、睾酮（testosterone，TES）
试剂最低检测限均低于或等于进口的相应试剂的最低检测限；国产的激素 6 项试剂盒的精密度都

<8%，进口的激素 6 项试剂盒精密度都<12%；各项目的线性相关系数 r 均大于或等于 0.9，相关性很

好。 结论 国产的激素 6项试剂盒与进口的激素 6项试剂盒均具有良好相关性及较高的一致性，可替

代国外昂贵试剂应用于临床检测和基础医学的研究。

［关键词］ 化学发光免疫分析；促卵泡激素；促黄体生成素；雌二醇；孕酮；催乳素；睾酮

Comparison of the performance of the 6 hormone CLIA kits
WANG Xiaoyan1，LI Zhixiong1，DONG Zhining1，LI Ming2，WU Yingsong2★

（1. Guangzhou Darui Biotechnology Co.，Ltd.，Guangzhou，Guangdong，China，510665；2. School of
Laboratory Medicine and Biotechnology，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，
510515）

[ABSTRACT] Objective To compare the performance of the six hormone CLIA kit from Guangzhou
Darui Biotechnology Co., Ltd. and Beckman Coulter Commercial Enterprise (China) Co., Ltd, and provide the
basis for the domestic commercial hormone chemiluminescence determination reagent kit replacement of the
import one. Methods The minimum detection limit, precision, accuracy and sample comparison test were
detected with domestic and imported hormone CLIA kit, respectively. The correlation and consistency of the test
results were analyzed. Results The sensitivity of follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone
(LH), estradiol (E2), progesterone (PROG), prolactin (PRL), and testosterone (TES) reagents of homemade were
lower than or equal to the reagents of imported. The precision of the six hormone CLIA kit for the homemade
was < 8%, compared to the precision of the six hormone CLIA kit for imported <12%. The linear correlation
coefficient r value of each objective were ≥0.9. Conclusion The six hormone CLIA kit for homemade has a
good correlation and high consistency with the imported kit, can be used to replace the foreign expensive
reagents for clinical detection and basic medical research.

[KEY WORDS] Chemiluminescent immunoassay; Follicle stimulating hormone; Luteinizing hormone;
Estradiol; Progesterone; Prolactin; Testosterone
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激素的测定对于生殖内分泌功能的诊断具有

很高的临床价值［1⁃4］，可以根据不同生理时期测定的

激素值，帮助诊断和指导临床治疗，观察疗效，但人

体血液中激素的浓度极低，故准确定量测定人体血

液中激素的浓度非常重要。健康人血中促卵泡激

素（follicle stimulating hormone，FSH）、促黄体生成

素（luteinizing hormone，LH）、雌 二 醇（estradiol，
E2）、孕酮（progesterone，PROG）、催乳素（prolactin，
PRL）、睾酮（testosterone，TES）等激素的浓度极低，

以往主要采用放射免疫分析或酶联免疫吸附分析

（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）测定

技术。近年来，随着化学发光免疫分析技术（chemi⁃
luminescent immunoassay，CLIA）在国内的应用逐渐

成熟，已有不少国产的化学发光试剂盒能灵敏、特

异、快速和准确地测定血液中各种激素的浓度，无

污染，而且还可以做到全自动批量检测［5⁃7］。目前，

我国大部分医院用进口激素类化学发光法试剂进

行定量测定，如罗氏、雅培、西门子、贝克曼等外国

公司的试剂盒，价格比较昂贵，患者负担沉重。为

了降低国民医疗检测费用，我们需要用国产的商品

化激素类化学发光法定量测定试剂盒替换进口激

素类化学发光法定量测定试剂盒［8⁃10］。因此，本文将

国产的激素类化学发光法定量测定试剂与进口激

素类化学发光法定量测定试剂进行比较，为国产的

商品化激素类化学发光法定量测定试剂盒替换进

口激素类化学发光法定量测定试剂盒提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样本

收集 2017年 6月 5日至 2017年 6月 9日广州

达安临床检验中心体检者血清样本 125例，其中男

性体检者 37例，女性体检者 88例，年龄范围在 19~
54岁之间，平均年龄为 37.6岁。

1.1.2 试剂盒

广州市达瑞生物技术股份有限公司的促卵泡

激素定量测定试剂盒（化学发光免疫分析法）、促

黄体生成素定量测定试剂盒（化学发光免疫分析

法）、催乳素定量测定试剂盒（化学发光免疫分析

法）、雌二醇定量测定试剂盒（化学发光免疫分析

法）、孕酮定量测定试剂盒（化学发光免疫分析

法）、睾酮定量测定试剂盒（化学发光免疫分析

法），以下简称：达瑞生物激素 6项试剂盒。

贝克曼库尔特商贸（中国）有限公司的促卵泡

激素测定试剂盒（化学发光法）、促黄体生成素测

定试剂盒（化学发光法）、催乳素测定试剂盒（化学

发光法）、雌二醇测定试剂盒（化学发光法）、孕酮

测定试剂盒（化学发光法）、睾酮测定试剂盒（化学

发光法）及其相应试剂盒的校准品，以下简称：贝

克曼性激素 6项试剂盒。

伯乐质控品：Lyphochek® Immunoassay Plus
Control（含低、中、高 3 个不同浓度水平），批号：

40320，购自Bio⁃Rad公司。

激素 6项血清质控品：含 3个不同浓度水平的

血清质控品，批号：201701，购自广州邦德盛生物

科技有限公司。

1.1.3 仪器

厦门优迈科医学仪器有限公司的全自动化学

发光免疫分析仪；贝克曼库尔特商贸（中国）有限

公司的UniCel Dxi 800 Access免疫分析系统。

1.2 方法

1.2.1 最低检测限试验

参考 CLSI EP15⁃A2［11］文件，用 2 个厂家的各

项目试剂盒分别对零浓度校准品进行重复测定 20
次，计算 20 次检测发光值的平均值（mean，M）和

标准差（standard deviation，SD），得出 M±2SD 的结

果，根据零浓度校准品及相邻校准品的发光值进

行两点回归方程，拟合出一次方程，将 M±2SD 的

发光值代入上述方程中，计算各项目的最低检

出限。

1.2.2 精密度试验

参考 CLSI EP5⁃A2［12］文件，用 2个厂家的各项

目试剂盒分别检测 3 个不同水平浓度的混合血清

质控品，每日 3次，连续 5天完成评价试验，计算各

项目测定结果的 M、SD 和变异系数（coefficient of
variation，CV）。

1.2.3 准确性试验

参考 CLSI EP9⁃A2［13］文件，用 2个厂家的各项

目试剂盒分别检测 3 个不同水平浓度的企业质控

品，每日 3次，连续 5天完成评价试验，计算各项目

测定结果的 M 与靶值的相对偏差，计算公式为相

对偏差=（M-靶值）/靶值×100%。

1.2.4 样本比对试验

每天收集 25 例新鲜血清样本，用 2 个厂家的

各种试剂盒分别检测，连续 5天完成评价试验。以

进口试剂盒检测结果为对照测值 Y，以国产试剂
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盒检测结果为考核测值 X。对实验数据的初步检

查：计算每一样品的两种试剂检测结果的差值以

及差值的均值，以差值的均值乘以 4为判断限，两

种试剂检测样品结果的差值都应在判断限值内。

看散点图有无明显离群点，若有应对 X、Y 配对值

做离群值计算，以 4倍的平均差值为判断限，所有

差值都不应超出限值，若有超出限值应删除，用新

的样本替代。计算线性回归方程，分析国产试剂

盒与进口试剂盒的相关性及一致性。

1.2.5 统计处理

利用 SPSS 13.0统计软件和Medcalc软件对样

本检测结果分别进行一元直线回归相关性分析及

Bland⁃Altman 定量分析；用 SPSS 13.0 统计软件对

准确度进行 t检验分析。

2 结果

2.1 最低检测限试验结果

根据各项目零浓度校准品和相邻校准品的

浓度 RLU 值的结果进行两点回归方程拟合得出

一次性方程，将零浓度校准品的 M±2SD 的结果

分别代入一次性方程中，得到结果见表 1，2 个厂

家的各试剂盒均在允许范围内，达瑞生物的

FSH、LH、E2、PROG 试剂最低检测限均低于贝克

曼的相应试剂的最低检测限，达瑞生物的 PRL、

TES 试剂最低检测限均与贝克曼的相应试剂的

最低检测限一样。

项目

FSH（IU/L）

LH（IU/L）

E2（pg/ml）

PRL（ng/mL）

PROG（ng/mL）

TES（ng/mL）

达瑞生物

M

500

562

2 332 740

366

1 556 891

1 888 974

SD

316.81

306.25

89 776.82

258.41

78 982.5

68 475.5

M ± 2SD发光值

1 133.36

1 174.39

2 153 186.66

882.82

1 398 926

1 752 023

最低检测限

0.009

0.008

9.91

0.25

0.062

0.1

M

876

746

1 564 181

1 145

2 004 560

1 357 861

贝克曼

SD

458.2

522.3

98 741.22

435.23

98 758.2

68 741.9

M ± 2SD发光值

1 792.4

1 790.6

1 366 698.56

2 015.46

1 807 043.6

1 220 377.2

最低检测限

0.12

0.17

17.65

0.25

0.1

0.1

表 1 最低检测限结果

Table 1 The results of lowest detectable limit

2.2 线性范围比较结果

根据达瑞生物及贝克曼激素 6 项各试剂说明

书，得各项目线性范围结果见表 2，达瑞生物的

FSH、LH、PRL试剂线性范围和贝克曼的相应试剂

一样，达瑞生物的 E2、TES试剂线性范围小于贝克

曼的相应试剂的线性范围。达瑞生物的 PROG 试

剂线性范围高于贝克曼的 PROG试剂。

2.3 精密度试验结果

达瑞生物激素 6 项试剂盒及贝克曼激素 6 项

试剂盒连续 5天检测同一份激素 6项血清质控品，

达瑞生物激素 6项试剂盒的精密度都<8%，贝克曼

激素 6项试剂盒都<12%，见表 3，均符合各试剂盒

说明书要求。

2.4 准确性试验

达瑞生物激素 6 项试剂盒连续 5 天平行检测

同一份激素混合质控品 15次，取其平均值，再与标

示值比较，同时进行 t检验，见表 4。达瑞生物试剂

及贝克曼试剂对企业质控品检测出来的结果很相

近均在允许范围内，且 P<0.05。因此 2个厂家相对

应试剂盒均具有可比性。

2.5 质量控制

经过多次测定伯乐质控品以及反复验证，达瑞

生物激素 6项得到伯乐质控品范围值见表 5，可见

达瑞生物激素 6 项测定得到的伯乐质控品范围值

与贝克曼激素 6 项测定的范围值相近。质量控制

表 2 线性范围

Table 2 The range of linear

项目

FSH（IU/L）
LH（IU/L）
PRL（ng/mL）
E2（pg/mL）
PROG（ng/mL）
TES（ng/mL）

线性范围

达瑞生物

0.1~200
0.1~250
0.25~200
20~2000
0.1~60
0.1 ~15

贝克曼

0.2~200
0.2~250
0.25~200
20~4800
0.1~40
0.1~16
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LH含量（IU/L）

CV（%）

FSH含量（IU/L）

CV（%）

PRL含量（ng/mL）

CV（%）

E2含量（pg/mL）

CV（%）

TES含量（ng/mL）

CV（%）

PROG含量（ng/mL）

CV（%）

达瑞生物试剂

质控品 1

6.99±0.14

5.33

11.34±0.35

5.19

9.94±0.22

4.68

36.77±8.34

7.85

0.89±0.002

5.23

1.68±0.008

5.36

质控品 2

30.86±2.37

4.99

54.55±2.09

2.65

28.84±1.12

3.67

234.64±63.3

3.39

4.14±0.03

4.22

11.07±0.33

5.20

质控品 3

113.41±49.69

6.22

91.72±13.06

3.94

80.55±14.71

4.76

683.78±101.7

1.47

11.71±0.35

5.02

22.31±0.71

3.76

贝克曼试剂

质控品 1

6.79±0.12

5.08

10.82±0.58

7.01

9.74±0.32

5.82

37.64±6.95

7.01

0.89±0.002

5.18

1.75±0.03

8.61

质控品 2

31.36±1.67

4.12

53.71±7.75

5.18

30.01±2.16

4.90

236.31±94.7

4.11

4.05±0.08

6.87

11.07±0.33

5.21

质控品 3

115.91±6.35

6.35

94.38±16.54

4.31

83.05±17.37

5.02

688.78±161

1.84

11.54±0.25

4.32

22.39±1.18

4.86

表 3 精密度试验的结果（x ± s）

Table 3 The results of precision（x ± s）

符合要求则进行临床性能评价。

2.6 相关性分析

利用 SPSS 13.0 统计软件，以贝克曼试剂盒检

测结果为对照测值，以达瑞生物试剂盒检测结果

为考核测值，对 125例新鲜血清的检测结果进行相

关性分析。FSH 相关系数 r 值为 0.990（P<0.01），

项目

LH
（IU/L）

FSH
（IU/L）

PRL
（ng/mL）

E2
（pg/mL）

TES
（ng/mL）

PROG
（ng/mL）

质控品

质控 1

质控 2

质控 3

质控 1

质控 2

质控 3

质控 1

质控 2

质控 3

质控 1

质控 2

质控 3

质控 1

质控 2

质控 3

质控 1

质控 2

质控 3

标示值

6.990

31.930

123.410

11.340

54.210

96.960

9.936

29.400

84.798

38.970

227.240

725.530

0.935

4.140

11.755

1.739

11.094

22.325

达瑞试剂

平均值

6.990

30.860

113.410

11.340

54.543

91.713

9.936

28.843

80.548

36.772

234.635

683.783

0.890

4.138

11.708

1.682

11.073

22.305

相对偏倚（%）

0.00

-3.35

-8.10

0.00

0.61

-5.41

0.00

-1.89

-5.01

-5.64

3.25

-5.75

-4.83

-0.04

-0.40

-3.28

-0.19

-0.09

t值

0.58

3.587

10.561

1.524

4.231

7.856

0.789

2.871

6.452

4.867

15.478

41.250

0.045

0.347

1.002

0.124

1.102

2.104

显著性（双尾）

0.012

0.013

0.008

0.011

0.001

0.016

0.021

0.011

0.017

0.022

0.013

0.001

0.031

0.024

0.013

0.026

0.021

0.016

平均差值

0.072

0.974

6.231

0.631

6.259

11.964

0.396

2.875

20.466

1.721

10.328

30.095

0.003

0.099

0.208

0.007

0.322

0.655

表 4 准确性试验结果

Table 4 The results of veracity
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公司

达瑞生物

贝克曼

达瑞生物

贝克曼

达瑞生物

贝克曼

质控品

伯乐质控 1

伯乐质控 2

伯乐质控 3

LH（IU/L）

0.781~1.71

0.827~1.59

8.87~17.89

10.9~20.0

37.5~58.9

34.4~55.3

FSH（IU/L）

7.78~14.4

8.95~15.1

14.5~24.9

15.7~25.7

36.4~59.7

21.9~33.5

PRL（ng/mL）

4.89~7.97

5.09~8.02

12.3~19.4

14.9~21.9

29.4~42.8

32.8~45.1

E2（pg/mL）

36.3~178.9

40.1~164

155~362

170~359

337~669

392~683

TES（ng/mL）

0.72~1.21

1.02~1.54

3.51~5.22

4.30~6.13

5.24~7.75

6.16~8.86

PROG（ng/mL）

0.582~0.109

0.494~0.866

5.97~9.91

7.18~11.7

22.2~35.6

20.1~32.8

表 5 伯乐质控品范围

Table 5 The range of quality controls

线性回归方程为 y=1.045x+0.092；LH相关系数 r值
为 0.986（P<0.01），线性回归方程为 y=0.937x +
0.373；E2 相关系数 r 值为 0.9（P<0.01），线性回归

方程为 y=0.875x-9.911；PRL相关系数 r值为 0.988
（P<0.01），线性回归方程为 y=0.910x⁃0.595；PROG
相关系数 r 值为 0.904（P<0.01），线性回归方程为

y=1.212x+6.428；TES 相关系数 r 值为 0.918（P<
0.01），线性回归方程为 y=1.257x⁃1.10，散点图见图

1；使用双抗体夹心法的 FSH、LH、PRL 试剂盒，

达瑞生物与贝克曼测值相关性很好，而使用竞争

法的 E2、PROG、TES 试剂盒 2 个厂家的相关性

略差。

2.7 2个系统符合性比对

比较 2系统之间结果偏倚=（进口试剂测值⁃达
瑞生物试剂测值）/进口试剂测值×100%，计算偏倚

在±30%之内的符合率。达瑞生物 FSH、LH、PRL、
E2试剂与贝克曼 FSH、LH、PRL、E2试剂系统符合

率都能达到 80%以上（表 6），而 PROG、TES试剂 2
系统符合率小于 80%，但比较接近临床比对要求

的 80%。

2.8 Bland⁃Altman分析

采用 Bland⁃Altman 统计学方法对各项目 2 组

测定结果进行分析，以达瑞试剂与贝克曼试剂测

值的均值为X轴，以两者的差异值为Y轴，结果如

图 2。FSH 测定结果 95%一致性界限（X±1.96SD）
为-6.3~10.2，94.4%（118/125）的测值比值在一致性

界限内；LH测定结果 95%一致性界限（X±1.96SD）
为-5.5~6.6，94.4%（118/125）的测值比值在一致性

界限内；E2测定结果 95%一致性界限（X±1.96SD）
为-45.8~28.1，96.0%（120/125）的测值比值在一

致性界限内；PRL 测定结果 95%一致性界限

（X±1.96SD）为-8.6~4.5，95.2%（119/125）的测值比

值在一致性界限内；PROG测定结果 95%一致性界

限（X±1.96SD）为-2.5~1.6，97.6%（122/125）的测值

比值在一致性界限内；TES 测定结果 95%一致性

界限（X±1.96SD）为-4.6~2.7，95.2%（119/125）的测

值比值在一致性界限内；2个厂家的各项目测值结

果均具有较高的一致性。

3 讨论

目前国内各大医院认为国产的化学发光仪器

及试剂的质量比进口化学发光仪器及试剂差，因

此主要使用进口仪器及试剂，但进口试剂及仪器

价格昂贵，在基层医疗机构难以普及。故本文对

国产试剂达瑞生物激素 6 项与进口试剂贝克曼激

素 6项进行比对。

最低检测限能反映试剂及仪器的检测敏感

程度，精密度体现试剂及仪器重复测定值的一致

性［14⁃15］。较低的最低检测限和良好的精密度是

保证分析系统灵敏性及检测结果准确性的前提。

本研究参考 CLSI EP15⁃A2 的评价方案检测

国产的达瑞生物激素试剂盒和进口贝克曼激素试

剂盒的最低检测限，结果显示国产试剂盒的最低

检测限甚至优于进口试剂盒。准确度是大批检测

结果的均值与靶值的一致程度，体现试剂检测结

果的准确性，达瑞生物与贝克曼激素 6 项试剂盒

准确性试验结果均符合要求。以上结果表明国产

达瑞生物激素试剂盒的性能已达到进口试剂盒

水平。

由于激素在人体内自身特性，现有的市场上

各厂家间性激素类体外诊断试剂盒产品差异较

大，包括进口厂家间也是如此。例如根据西门子

自身公布的数据［16］，西门子公司 VDVIA Centaur
的两套检测系统 E2、E2⁃6⁃Ⅲ试剂与罗氏公司 Elec⁃
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A：FSH血样测值相关性分析散点图；B：LH血样测值相关性分析散点图；C：E2血样测值相关性分析散点图；D：PRL血样测值相关性分

析散点图；E：PROG血样测值相关性分析散点图；F：TES血样测值相关性分析散点图

图 1 血样测值相关性分析散点图

Figure 1 The scatter plot of correlation analysis

sys2010的 E2试剂相关性比较，E2 和 E2⁃6⁃Ⅲ与罗

氏公司 Elecsys2010 的 E2 的斜率分别为 0.93 和

1.12，截距分别为 18.85和 0.72，r值分别为 0.904和

0.916，相对应的 r2值分别为 0.817和 0.839［16］，但根

据另一篇参考文献的报道，西门子公司 ADVIA
Centaur 的 2 套 E2 检测系统以及罗氏公司 Elec⁃
sys2010的 E2检测系统分别与商业化的 ID⁃GC/MS
检测系统相比，r 值都能达到 0.99 以上［17］。况且

项目

FSH
LH
PRL
E2

PROG
TES

检测例数

125
125
125
125
125
125

符合例数

114
112
117
108
99
95

符合率（%）

91.2
89.6
93.6
86.4
79.2
76.0

表 6 符合率结果

Table 6 The results of agreement rate
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图 2 Bland⁃Altman分析图

Figure 2 The chart of Bland⁃Altman analysis

E2、PROG、TES 这些使用竞争法的项目目前无国

家甚至国际的标准物质进行溯源，无法达到统一

的标准。因此，目前市场上，不同的 E2、PROG、

TES检测系统之间的检测结果普遍存在差异。

虽然不同检测系统之间检测 E2、PROG、TES
结果普遍存在差异，但根据Yamamoto等人［18］用不

同检测系统化学发光试剂评价 E2得到结果为 r值

为 0.831，而本研究中达瑞生物与贝克曼的化学发

光试剂检测 E2的结果为 r值为 0.9，本研究的相关

性结果比其还要好，所以达瑞生物 E2化学发光试

剂的性能与贝克曼 E2 化学发光试剂的性能比较

接近，达瑞生物 E2 试剂能满足临床检验的要求；

同时根据 Schmicke等人［19］用 PROG化学发光试剂

盒检测女性不同月经周期 PROG 浓度的评价结
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果，本研究中达瑞生物 PROG试剂盒的灵敏度高、

线性范围广、精密度好，这些性能明显能达到

要求。

根据 Xiao 和 Wang 等人［20⁃21］用 LH 化学发光

试剂检测人血清的结果，本研究中达瑞生物 LH
试剂盒可报告范围和贝克曼 LH 试剂盒的报告

范围一样，均比其他厂家高，灵敏度及精密度

更好。

综上所述，达瑞生物 FSH、LH、PRL 这些采用

夹心法的化学发光试剂盒的各方面性能已达到进

口产品的性能水平，不同检测系统检测结果普遍

存在差异的采用竞争法的 E2、PROG、TES 化学发

光试剂盒各方面性能也均能与进口产品的性能接

近，均能满足临床检验要求。
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人乳头状瘤病毒基因分型在宫颈病变中的临床价值

武燕红 1★ 吴雪溶 1 吕伟 1 张欣 1 郑捷 2

［摘 要］ 目的 了解人乳头状瘤病毒（HPV）分型在宫颈病变患者中的分布情况，分析不同型别

的HPV感染与宫颈病变的关系。 方法 回顾 2008年 7月至 2016年 5月间，在乌海市妇幼保健院妇科

就诊的符合入组条件的 1 825例妇女，根据其宫颈活检组织学诊断结果分成 3组：正常子宫颈组 909例；

低级别鳞状上皮内病变（LSIL）组 668例；高级别鳞状上皮内病变（HSIL）及以上病变组 248例。比较 3组

间HPV感染、亚型分布、多重感染的差异，分析HPV基因分型结果在高级别鳞状上皮内病变及以上病变

的作用。 结果 与正常子宫颈组比较，年龄是 LSIL、HSIL 及以上病变的保护因素，OR 值为分别为

0.951（P=0.000）、0.981（P=0.014）。与 LSIL 组比较，年龄是 HSIL 及以上病变患病的危险因素，OR 值为

1.033（P=0.000）。HPV感染是HSIL及以上病变患病的危险因素，HSIL及以上病变组与正常子宫颈组比

较，HPV感染的 OR值 52.672（P=0.000），HSIL 及以上病变组与 LSIL 组比较 HPV感染的 OR值为 10.038
（P=0.000）。与正常子宫颈组比较，HPV6、HPV11、HPV51 是 LSIL 的危险因素（OR 值分别为 11.041、
7.665、2.590，P＜0.05）；与 LSIL 组比较，HPV6、HPV11、HPV51 是 HSIL 及以上病变患病的保护因素（OR
值分别为 0.083、0.342、0.660，P＜0.05）。HPV16、HPV58、HPV31与HSIL及以上病变患病高风险有关（与

正常子宫颈组比较，OR 值分别为 26.990、6.135、3.315，与 LSIL 组比较，OR 值分别为 7.937、2.264、2.426，
P＜0.05）；除此外，HPV59、HPV33、HPV18 也与 HSIL 及以上病变患病高风险有关（与正常子宫颈组比

较，OR 值分别为 3.342、3.178、2.634，P＜0.05）；此 6 种亚型除 HPV31 外均与 LSIL 的患病高风险有关

（P＜0.05）。 结论 HPV 基因分型结果可以预测患 HSIL 及以上病变的风险，有助于宫颈病变患者

的分层管理，具有较高的临床应用价值。

［关键词］ HPV基因分型；宫颈病变；患病风险

The clinical significance of HPV genotyping in cervical lesions
WU Yanhong1★，WU Xuerong1，LV Wei1，ZHANG Xin1，ZHENG Jie2

（1. Department of Laboratory Medicine，Wuhai Maternity and Child Health Care Hospital，Wuhai，Inner
Mongolia，China，016000；2. Department of Gynecology，Wuhai Maternity and Child Health Care Hospital，
Wuhai，Inner Mongolia，China，016000）

[ABSTRACT] Objetive To understand the distribution of HPV subtypes among patients with cervical
lesion and investigate the relations between cervical lesion and HPV subtypes involved. Methods Patients
seeking care in the Wuhai Maternity and Child Health Care Hospital from July 2008 to May 2016 were
reviewed. The 1 825 women who met the criteria were grouped by histological diagnosis from cervical biopsy
into normal cervix (909 cases); low⁃grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) (668 cases); and ≥ high⁃grade
squamous intraepithelial lesion (HSIL) (248 cases). The three groups were compared on HPV infection,
distribution of subtypes and outcome variation among subtypes to describe the clinical significance of HPV
genotype in the development of HSIL or above. Results The protective effect of age was present in LSIL
and ≥ HSIL when compared to the normal cervix group, with OR of 0.951 (P=0.000) and 0.981 (P=0.014),
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respectively. But age was a risk factor for the ≥ HSIL group when compared to the LSIL group, with OR of
1.033(P=0.000). HPV infection was a risk factor for ≥ HSIL, as the OR was 52.672 (P=0.000) between ≥
HSIL and the normal cervix group, and 10.038 (P=0.000) between ≥ HSIL and LSIL group. HPV6, HPV11
and HPV51 were risks factor for LSIL compared to the normal cervix group (OR=11.041, 7.665 and 2.590,
respectively, P<0.05); but HPV6, HPV11 and HPV51 played protective roles instead for ≥ HSIL when ≥ HSIL
group was compared with LSIL group (OR=0.083, 0.342 and 0.660, P<0.05). HPV16, HPV58 and HPV31 were
associated with risk of ≥ HSIL (OR=26.990, 6.135 and 3.315, respectively, when ≥HSIL was compared with
the normal cervix group; and OR=7.937, 2.264 and 2.426 when ≥HSIL was compared with LSIL; P<0.05). In
addition, HPV59, HPV33 and HPV18 were also associated with risk of ≥ HSIL (OR=3.342, 3.178 and 2.634
when ≥ HSIL was compared with the normal cervix group, P<0.05). All of the six subtypes, except for HPV31,
were associated with LSIL (P<0.05). Conclusion HPV genotyping predicts the risk of ≥ HSIL and may
benefit clinical care and facilitate risk⁃based patient management.

[KEY WORDS] HPV genotyping; Cervical lesion; Risk of cervical lesion

宫颈病变系指在宫颈区域发生的各种病变，包

括炎症、损伤、肿瘤以及癌前病变、畸形和子宫内膜

异位症，是女性最常见的疾患之一。世界卫生组织

（World Healh Organization，WHO）（2014）女性生殖

系统肿瘤分类，按宫颈病变程度可将其分为：低级

别鳞状上皮内病变（low⁃grade squamous intraepithe⁃
lial lesion，LSIL），高级别鳞状上皮内病变（high ⁃
grade squamous intraepithelial lesion，HSIL）及子宫

颈癌［1］（squamous cervical cancer，SCC）。其中最严

重的情况是子宫颈癌。子宫颈癌属于常见的恶性

肿瘤，居全球女性发病率的第二位，每年约 50万的

新发病例［2］。高危型人乳头状瘤病毒（high⁃risk hu⁃
man papillomavirus，HR⁃HPV）持续感染是宫颈癌及

癌前病变发生的主要病因［3⁃4］。早期诊断便于采取

针对性治疗措施，有利于降低宫颈癌的发生率［5］。

国外研究得出结论，基于 HPV 的筛查方法预防浸

润性宫颈癌的效果相当于在细胞学检查方法的基

础上提高 60%~70%［6］。本研究回顾性分析 1 825
例不同级别宫颈病变患者的 HPV 亚型检测结果，

比较各级宫颈病变中 HPV 感染的差异，探讨 HPV
亚型在宫颈病变发展中的作用以及意义。

1 资料与方法

1.1 资料来源

选择 2008 年 7 月至 2016 年 5 月间，在乌海

市妇幼保健院妇科就诊乌海及周边的女性患者

1 825例。研究对象选择条件：①同时做过HPV分

型和宫颈活组织病理检查；②既往无HSIL、子宫颈

癌和其他恶性肿瘤史；③无子宫颈手术治疗史，无

子宫切除术及盆腔放疗史；④非妊娠期妇女。本

研究经乌海市妇幼保健院伦理委员会审查，符合

国家及乌海市妇幼保健院伦理有关规程。

1.2 方法

1.2.1 HPV DNA分型检测

收集子宫颈脱落细胞，采用潮州凯普生物化学

有限公司人乳头状瘤病毒（HPV）分型检测试剂盒

（PCR+膜杂交法）进行检测，使用博日 LITTLE GE⁃
NIUS基因扩增仪进行 PCR扩增，使用凯普快速导

流杂交仪进行导流杂交，可检测出世界卫生组织公

布的与宫颈癌密切相关的 14种高危亚型（HPV16、
HPV18、HPV31、HPV33、HPV35、HPV39、HPV45、
HPV51、HPV52、HPV56、HPV58、HPV59、HPV66、
HPV68）［7］、还可检测出 7 种低危亚型（HPV6、
HPV11、HPV42、HPV43、HPV44、HPV CP8304、
HPV53）。每批实验的阴性及阳性对照质控，并且

每个样本的 2个质控对照点显色才可报告结果。

1.2.2 活检病理检查

由 专 职 医 师 使 用 美 国 华 莱 士 WALLACH
ZOOMSCOPE 显微定影式阴道镜全面检查外阴、

阴道及子宫颈，取异常部位（包括醋酸白斑区、碘

不着色区、异常血管区等）活检组织或多点活检组

织，或颈管内膜刮取术（endocervical curettage，
ECC）取颈管内膜组织。所有子宫颈活检组织经

石蜡包埋、切片，常规HE染色后，由资深病理科医

师依据美国阴道镜和子宫颈病理学会推荐标准［8］

做出诊断。组织学诊断分为：正常子宫颈，低级别

鳞状上皮内病变（LSIL），高级别鳞状上皮内病变

（HSIL）和子宫颈癌（SCC）。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 19.0 统计软件，以组织病理学检查
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结果为金标准，将 1 825 例患者分为 3 个病理组

（等级递增），率的比较采用趋势卡方，组间年龄先

进行正态分布检验，服从正态分布则用单因素方差

分析比较均值，不服从正态分布可采用非参数检验

的K个独立样本秩和检验比较中值。各因素与病

理分级相关性分析先采用单因素分析（年龄用

spearman相关性分析，计数资料采用非参数的秩和

检验），有显著性的，再进行 Logistic回归分析（3组

等级变量如通过平行性检验用有序 Logistic，未通

过平行性检验用无序 Logistic），以 P=0.05 为检验

水准。

2 结果

本研究中符合研究条件的女性共有 1 825例，

年龄 16～80岁，中值为 38岁，99.40%（1 814/1 825）
为汉族，居住于乌海市及周边。根据组织学诊断

分为 3 组：正常子宫颈组 909 例；LSIL 组 668 例；

HSIL及以上病变组 248例（包括 219例HSIL及 29
例子宫颈癌）。

2.1 各病理组HPV感染率及年龄的分布

3 个病理组 HPV 感染率及年龄的分布详见表

1。趋势卡方结果表明随着病理级别的增高，HPV
感染率有增高的趋势（c2=320.785，P=0.000）。由

于年龄未通过正态性检验（P=0.000），故使用中值

而不使用均值表示年龄的集中趋势。

2.2 各病理组HPV亚型分布

HPV 21 种亚型在 3 个病理组均有检出，其分

布详见表 2。

组别

正常子宫颈

LSIL

≥HSIL

年龄范围（岁）

16~80

16~71

18~62

年龄中值（岁）

41

35

38

总例数

909

668

248

HPV感染例数

436

555

243

HPV感染率（%）

47.96

83.08

97.98

表 1 年龄、总例数、HPV感染例数及HPV感染率在各病理组的分布

Table 1 Overview of age，case number，HPV⁃infected case and HPV infection rate among all the groups

各组HPV感染率比较用趋势卡方，c2=320.785，P=0.000；各组年龄差异比较用K个独立样本秩和检验，P=0.000

基因型
HPV16
HPV58
HPV52
HPV31
HPV33
HPV18
HPV39
HPV66
HPV68
HPV56
HPV51
HPV59
HPV35
HPV45
HPV6
HPV11
CP8304
HPV53
HPV42
HPV44
HPV43

正常宫颈
75（8.25）
66（7.26）
94（10.34）
37（4.07）
30（3.30）
25（2.75）
29（3.19）
32（3.52）
33（3.63）
32（3.52）
24（2.64）
15（1.65）
14（1.54）
6（0.66）
17（1.87）
18（1.98）
48（5.28）
56（6.16）
9（0.99）
7（0.77）
6（0.66）

LSIL
138（20.66）
101（15.12）
90（13.47）
34（5.09）
42（6.29）
51（7.63）
37（5.54）
39（5.84）
33（4.94）
33（4.94）
40（5.99）
31（4.64）
9（1.35）
10（1.50）

100（14.97）
74（11.08）
53（7.93）
46（6.89）
18（2.69）
13（1.95）
3（0.45）

≥HSIL
162（65.32）
56（22.58）
29（11.69）
26（10.48）
25（10.08）
16（6.45）
12（4.84）
6（2.42）
10（4.12）
10（4.12）
6（2.42）
10（4.12）
2（0.81）
6（2.42）
9（3.63）
2（0.81）
13（5.24）
11（4.44）
2（0.81）
4（1.61）
2（0.81）

合计
375（20.55）
223（12.22）
213（11.67）
97（5.32）
97（5.32）
92（5.04）
78（4.27）
77（4.22）
76（4.16）
75（4.11）
70（3.84）
56（3.07）
25（1.37）
22（1.21）
126（6.90）
94（5.15）
114（6.25）
113（6.19）
29（1.59）
24（1.32）
11（0.60）

表 2 各病理组HPV基因型的分布［n（%）］

Table 2 Distribution of HPV genotyping among lesion groups［n（%）］

有多重感染者，按所感染型别分别计数
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2.3 年龄与 HPV 感染及宫颈病变之间的相关性

分析

HPV阳性和HPV阴性 2组年龄未通过正态性

检验（P＜0.05），故 2组间年龄的差异使用非参数检

验中的两独立样本秩和检验，P=0.001，两组间有显

著差异。对年龄因素采用二元 Logistic回归分析，

分析其对 HPV 感染的影响，OR 值为 0.983，P=
0.001。

经单因素分析 3 个病理组间年龄（spearman
相关性分析）、HPV 感染（两独立样本秩和检验）

均有显著差异，P=0.000。对年龄及 HPV 感染 2
个因素采用多项无序 Logistic 回归分析［病理的

3 个组别虽然是等级变量，但未通过平行性检验

（P=0.000），所以不能使用有序 Logistic 回归］，

分析其对宫颈病变的影响，结果详见表 3 和

表 4。

正常宫颈

年龄中值（岁）

41

LSIL

中值（岁）

35

OR值 a

0.951

95%CIa

0.940~0.961

P值 a

0.000

≥HSIL

中值（岁）

38

OR值 a

0.981

95%CIa

0.967~0.996

P值 a

0.014

OR值 b

1.033

95%CIb

1.017~1.048

P值 b

0.000

表 3 年龄因素患 LSIL、HSIL及以上病变风险分析表

Table 3 Analysis of risks of age in LSIL and ≥HSIL groups

a是与正常宫颈组比较，b是与 LSIL组比较

2.4 HPV感染与宫颈病变之间的关系

1 825例患者HPV低危型、HPV高危与低危型

混合、HPV 高危型 3 个组进行非参数检验中的 K
个独立样本秩和检验，P=0.000，组间有显著差异。

然后进行多项无序 Logistic 回归分析，结果详见

表 4。

将 HPV 的 21 种亚型分别做两独立样本秩和

检验，有显著性（P＜0.05）的是以下 9 种：HPV16、
HPV58、HPV31、HPV33、HPV18、HPV51、HPV59、
HPV11、HPV6。这 9种分型采用多项无序 Logistic
回归分析，结果详见表 4。

危险因素

HPV 阳性

HPV低危型

HPV高危与低
危型混合

HPV高危型

HPV16

HPV58

HPV31

HPV33

HPV18

HPV51

HPV59

HPV11

HPV6

正常宫颈
［n（%）］

436（47.96）

65（7.15）

87（9.57）

284（31.24）

75（8.25）

66（7.26）

37（4.07）

30（3.30）

25（2.75）

24（2.64）

15（1.65）

18（1.98）

17（1.87）

LSIL

［n（%）］

555（83.08）

120（17.96）

146（21.86）

289（43.26）

138（20.66）

101（15.12）

34（5.09）

42（6.29）

51（7.63）

40（5.99）

31（4.64）

74（11.08）

100（14.97）

OR值 a

5.247

7.728

7.025

4.260

3.401

2.709

1.367

1.943

3.099

2.590

3.478

7.665

11.041

95%CIa

4.104~6.710

5.365~11.132

5.022~9.825

3.276~5.538

2.472~4.678

1.909~3.846

0.814~2.296

1.149~3.285

1.839~5.221

1.491~4.502

1.800~6.720

4.450~13.203

6.451~18.895

P值 a

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.238

0.013

0.000

0.001

0.000

0.000

0.000

≥HSIL

［n（%）］

243（97.98）

0（0.00）

36（14.52）

207（83.47）

162（65.32）

56（22.58）

26（10.48）

25（10.08）

16（6.45）

6（2.42）

10（4.12）

2（0.81）

9（3.63）

OR值 a

52.672

-

39.145

68.951

26.990

6.135

3.315

3.178

2.634

0.798

3.342

0.477

2.233

95%CIa

21.518~128.934

-

14.944~102.537

28.057~169.452

18.492~39.392

3.874~9.714

1.754~6.264

1.617~6.247

1.226~5.659

0.291~2.187

1.323~8.446

0.103~2.200

0.900~5.542

P值 a

0.000

-

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.001

0.013

0.660

0.011

0.342

0.083

OR值 b

10.038

-

5.573

16.188

7.937

2.264

2.426

1.636

0.850

0.308

0.961

0.062

0.202

95%CIb

4.045~24.909

-

2.119~14.658

6.494~40.348

5.602~11.245

1.480~3.465

1.309~4.496

0.883~3.029

0.431~1.675

0.121~0.783

0.425~2.172

0.015~0.266

0.093~0.440

P值 b

0.000

-

0.030

0.000

0.000

0.000

0.005

0.118

0.639

0.013

0.924

0.000

0.000

表 4 HPV因素患 LSIL、HSIL及以上病变风险分析表

Table 4 Risk of HPV in LSIL and ≥HSIL groups

a是 LSIL/≥HSIL组与正常宫颈组比较，b是≥HSIL组与 LSIL组比较。本表所有统计量均是HPV阳性与HPV阴性比较的结果
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3 讨论

本研究中 HPV 感染的年龄范围为 16～80
（38）岁，年龄是 HPV 感染的保护因素（OR 值为

0.983，P=0.001）。与之前的研究［9］一致，其研究表

明年龄越小 HPV 感染率越高，随着年龄的增长

HPV感染率下降。本研究结果表明年轻时易感染

HPV 也易患 LSIL（LSIL 组与正常宫颈组比较，年

龄的 OR 值为 0.951，P=0.000）。LSIL 患者随着年

龄的增长，易发展为 HSIL 及以上病变（HSIL 及以

上病变组与 LSIL 组比较，年龄的 OR 值为 1.033，
P=0.000）。而未患 LSIL 的人随着年龄的增长，

HPV感染的可能性降低，患HSIL及以上病变可能

性也降低（HSIL及以上病变组与正常宫颈组比较，

OR值为 0.981，P=0.014）。

本研究中HPV感染是 LSIL、HSIL及以上病变

的危险因素。HPV 低危型感染只有患 LSIL 的风

险（OR 值为 7.728，P＜0.05），HSIL 及以上病变组

无 HPV 低危型感染。HPV 高危型感染者即可能

患 LSIL 也可能患 HSIL 及以上病变（P＜0.05），与

正常宫颈组比较，患HSIL及以上病变的风险是未

感染者的 68.951倍（OR值为 68.951，P＜0.05）。与

LSIL组比较，高危型感染者患HSIL及以上病变的

风险是未感染者的 16.188倍（OR值为 16.188，P＜
0.05）。HPV 高危与低危混合感染者患 HSIL 及以

上病变的风险值（OR 值）均低于高危型感染者。

可见只有HPV高危型可引起HSIL及以上病变，低

危型不仅不会引起HSIL及以上病变，在与高危型

混合感染时还会降低高危型致 HSIL 及以上病变

的危险性。

本研究中 21 种分型均有检出。其中 HPV16、
HPV58、HPV31、HPV33、HPV18、HPV51、HPV59、
HPV11、HPV6这 9种亚型是 LSIL及以上病变的影

响因素。Discacciati 等［10］指出子宫颈病变的进展

风 险 与 感 染 的 HPV 型 有 相 关 性 。 本 研 究 中

HPV16、HPV58、HPV31 是 HSIL 及以上病变的危

险因素。与正常宫颈组比较，患HSIL及以上病变

的 OR 值分别为 26.990、6.135 和 3.315（P=0.000）。

与 LSIL组比较，患HSIL及以上病变的OR值分别

为 7.937、2.264、2.426（P＜0.05）。据此本研究认为

HPV16、HPV58、HPV31 可促进宫颈病变的发展，

HPV16 是最危险的亚型。吕秀芳等［11］也认为

HPV16 与子宫颈病变的进展风险关系更为紧

密。HPV16 和 HPV58 不仅危险性高且在中国分

布很广泛，大部分地区的感染率排在前三位［9］。

本 地 区 HPV16、HPV58、HPV31 感 染 率 分 别 为

20.55%（375/1 825）、12.22%（223/1 825）、5.32%
（97/1 825），排第一、第二和第四，应是本地区需

重点防治的HPV亚型。

与正常宫颈组比较，HPV59、HPV33、HPV18
是 LSIL 和 HSIL 及以上病变的危险因素（P＜
0.05）；但与 LSIL 组比较，HPV59、HPV33、HPV18
并不是 HSIL 及以上病变的危险因素（P＞0.05）。

也就是说感染 HPV59、HPV33、HPV18 患 LSIL 和

患HSIL及以上病变的可能性差不多，并没有促进

LSIL 朝 HSIL 及以上病变发展的潜力。本研究中

HPV18 型在 6 种致 HSIL 及以上病变危险亚型中

危险性最低。世界卫生组织公布的数据［7］表明 14
种 HR⁃HPV 中致癌型 HPV16、HPV18 占 70%左

右 。 但 本 研 究 中 HPV18 的 总 体 感 染 率 较 低

（5.04%，92/1 825），宫颈癌亚组仅有 2例HPV18型

感染，感染率为 6.90%（2/29）。在王丽［12］的研究中

HPV18的整合仅在CINⅠ和宫颈癌组各有 1例，整

合率很低，分别为 2.86%和 2.78%。这可能与地区

差 异 有 关 。 有 研 究［13］表 明 HPV16、HPV18 和

HPV45 感染在宫颈腺癌中起着关键作用，其感染

率占所有宫颈腺癌的 90%以上，关于 HPV18 的危

害性需进一步研究。

与正常宫颈组比较，HPV6、HPV11、HPV51 是

LSIL 的危险因素（P＜0.05），HPV6、HPV11 是患

LSIL 风险性最高的亚型，OR 值分别为 11.041、
7.665，P=0.000。与 LSIL 组比较，HPV6、HPV11、
HPV51 是 HSIL 及以上病变的保护因素，OR 值分

别为 0.202、0.062、0.308，P＜0.05，可能因为其可对

优势高危型产生竞争性抑制，从而降低高危型的

危险性。HPV51 虽属于高危亚型，但只能引起

LSIL，并不能促进病变的发展。

HPV52 在 3 个病理组中虽有较高感染率，但

并不是 LSIL、HSIL 及以上病变的危险因素（P＞
0.05）。体外实验证实，HPV52 的 E6 和 E7 基因体

外转换能力有限，在宫颈癌中很少能结合到宿主

基因而导致无限增值［14］。本研究中，29 例宫颈癌

患者中仅有 1 例感染了 HPV52，并且是与 HPV16
混合感染。但在 HSIL 及以上病变组有 6 例单一

HPV52 感染（CINⅡ亚组 4 例，CINⅢ亚组 2 例），

CINⅢ亚组还有 1 例 HPV52 型与 HPV44 混合感
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染，可见其危险性依然属于高危型，只是致癌性

较弱。

在本研究中 HPV45、HPV56、HPV39、HPV35、
HPV68、HPV66、HPV53、HPV CP8304 都不是 LSIL
和HSIL及以上病变的影响因素（P＞0.05）。LSIL、
HSIL及以上病变组HPV45、HPV56、HPV39感染率

均高于正常宫颈组，差异虽然没有统计学意义，但

HSIL及以上病变组有HPV45、HPV56、HPV39单一

感染及其与低危型混合感染，表明这 3种亚型具有

患 HSIL及以上病变的危险性。HPV68、HPV66是

WHO公布的 14种相关致癌高危HPV基因型中的

两 种［7］，早 期 的 研 究 认 为 CP8304 是 高 危 型 ，

HPV53、HPV66是中危型，其危险性介于高危型和

低危型之间［15］。2012年发表的研究认为HPV53和

HPV CP8304（81）为低危型［16］，本研究中HSIL及以

上病变组没有 HPV35、HPV68、HPV66、HPV53、
HPV CP8304 单一感染或其与低危型混合感染，

HSIL 及以上病变组只检测到这些亚型与本研究

中 HSIL 及以上病变的独立危险因素 HPV16、
HPV58、HPV31、HPV33、HPV18、HPV59 这 6 种高

危亚型混合感染。本研究认为 HPV35、HPV68、
HPV66、HPV53、CP8304不属高危型，并将HPV53、
HPV CP8304按照低危型统计。
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•综 述•

量子点作为荧光探针的生物应用进展

郭欣欣 尔夏提·图尔荪 韩振玉 李金珠 杨焱 刘天才★

［摘 要］ 量子点作为一种新型的荧光纳米材料，因其量子效应，宽激发光谱及高摩尔消光系数等

优点引起了广泛关注，近年来，随着水溶性量子点制备技术的发展，其生物学应用也愈发广泛。本文简

述量子点的结构和特性，及水溶性量子点作为荧光探针在生物成像、体外诊断及其他方面的生物学应

用，对磁珠量子点在体外诊断的应用、量子点在快速诊断中的应用、量子点的双标记、量子点在光激化学

发光法的初步应用作重点论述。另外本文还对其应用的高通量、自动化、多元化作一展望。

［关键词］ 量子点；生物学应用；荧光探针；体外诊断

Progress in application of quantum dots as fluorescent probes
GUO Xinxin，Erxiati·Tuersun，HAN Zhenyu，LI Jinzhu，YANG Yan，LIU Tiancai★

（Institute of Antibody Engineering，School of Laboratory Medicine and Biotechnology，Southern Medical
University，Guangzhou，Guangdong，China，510515）

[ABSTRACT] Quantum dots as a new type of fluorescent nano⁃materials have attracted wide attention
because of their quantum effect, wide excitation spectrum and high molar extinction coefficient. In recent years,
with the development of the preparative technology of water ⁃ soluble quantum dots, quantum dots have been
widely used in biomedical researches. Here, the structure features of quantum dots, and biological imaging,
vitro diagnostic and other aspects of the biological application in water⁃soluble quantum dots as the fluorescent
probes were reviewed. The application of quantum magnetic beads in vitro diagnostic, quantum dots in the
rapid diagnosis, double⁃tagging and chemiluminescence are also discussed. In addition, the application of high
throughput, automation and diversification of quantum dots were evaluated.

[KEY WORDS] Quantum dots; Biological application; Fluorescent probes; Vitro diagnostic

量子点（quantum dots，QDs）是一种半导体材

料，具有独特的荧光发光特性。Chan 等［1］将量子

点进行表面功能化应用到细胞成像领域，拉开了

量子点在生物学领域应用的序幕。标记免疫学，

就是将标记技术和免疫学结合进行分析检测的一

门学科，其原理是利用抗原抗体高特异性来检测

体内生物活性物质的活性或浓度。随着水溶性量

子点制备技术的改进，其作为探针越来越广泛的

应用于生物学医学领域特别是免疫学检测。本文

就量子点在生物学领域特别是体外诊断方面的应

用作一综述，并对其未来发展趋势进行展望。

1 量子点的结构及特性

半导体量子点是一种由几个原子组成的三维

团簇半导体材料，每个维度尺寸均在纳米级，是介

于分子和晶体之间的过渡态。目前报道的主要是

由Ⅱ⁃Ⅵ族（如 MgS、CdSe、ZnTe、HgSe）和 Ⅲ⁃Ⅴ
族（如 GaAs、InGaAs、InP、InAs）元素组成的均一

或核壳结构（如 CdSe/HgS）纳米颗粒。自上世纪

70年代被首次发现后，就吸引了物理学家、电子工
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程学家以及化学家的注意。随着量子点制备技术

的提高，其在生物医学研究中也呈现极大的应用

前景［2⁃5］。与有机荧光染料相比，量子点具有很多

优势，如量子效应、激发光谱宽、发射光谱窄、摩尔

消光系数高、抗光漂白性强、不易化学降解、荧光

寿命长、发射光的颜色随粒径变化等等，这些光学

特性使之可以通过改变激发波长来减少激发光与

荧光信号之间的干扰，实现多元分析［6⁃8］。量子点

所具有的上述优势，在体外诊断、活细胞成像等领

域具有广泛的应用价值。

2 生物学领域的应用

2.1 量子点在体外诊断的应用

2.1.1 量子点⁃磁珠在体外诊断的应用

磁珠，即磁性纳米颗粒，是上世纪 50年代研发

的一种新型功能材料，主要由铁、钴、镍等过渡金

属的氧化物构成，在外加磁场的作用下，磁珠可以

快速的与液相分离，具有操作简便、分离效率高、

较 大 的 比 表 面 积 及 良 好 的 物 理 稳 定 性 等 优

点［9⁃10］。目前，将磁珠高效分离和富集作用与免疫

学反应结合，成为近年来发展起来的一项新的免

疫学技术⁃免疫磁珠，并在免疫检测、蛋白纯化等领

域得到越来越广泛的应用。

Zhu等［11］借助磁珠和量子点，以双抗体夹心模

式检测人 C反应蛋白（C⁃reactive protein，CRP），磁

珠端与抗 CRP 的单克隆抗体连接，链霉亲和素化

的 QDs 与生物素化的另一配对的单克隆抗体连

接，形成免疫复合体，用于捕获血清中游离的

CRP。通过检测 QDs 的荧光信号，来检测血清中

CPR浓度。该法 CRP最低检测极限为 0.5 fmol/L，
检出范围在 0.01 nmol/L~7 nmol/L。

Sun等［12］利用磁珠为载体，量子点（QDs）为示

踪物，用于检测生物样本中的汞离子残留。利用

BSA⁃DTPA⁃Hg 复合物作为完全抗原免疫 BALB/c
小鼠得到一株单克隆抗体 Hg⁃mAb。该单克隆抗

体与磁珠连接，链霉亲和素化的 QDs 与生物素化

的 BSA⁃IgG 结合，构成双抗体模式，来检测生物

样品中残留的汞离子。该方法 Hg2＋检出范围在

1~1 000 ng/mL，检出时间缩短至 30 min，有望用于

人体内Hg2+的快速检测。

2.1.2 量子点在免疫层析快速诊断中的应用

快速诊断，又称之为即时诊断（point⁃of⁃care
testing，POCT），是指在病人旁边进行的临床检测，

在采样现场即刻进行分析，省去标本在实验室检

验时的复杂程序，快速得到检验结果同时也为患

者争取了抢救时间的一类诊断方法［13 ⁃14］。Yang
等［15］的研究中利用免疫层析法（immunochromatog⁃
raphy，ICTS）来快速检测人血清中的甲胎蛋白

（alpha fetoprotein，AFP）。该团队基于双抗体夹心

模式，用荧光稳定的量子点标记检测抗体，其配对

的包被抗体固定在免疫层析试纸条的检测线

（T line），用自制的荧光检测仪来检测其荧光强

度。该法最低 AFP 检出量为 1 ng/mL，且样品量

少，仅需 50 μL，整个过程只需 10 min，大大减少其

检测时间。这种方法所需样品量少、时间极短，对

于其他的肿瘤标志物也具有极好的应用前景。

众所周知，中国是肝炎大国，而乙型肝炎病毒

表面抗原是肝硬化、肝癌的主要诱因，低丰度蛋白

人乙型肝炎病毒表面抗原（HBsAg）等的早期检测

具有非常重要的意义。Shen 等［16］利用免疫层析

法，将量子点作为信号放大探针，基于夹心模式，

检测人血清中的 HBsAg。他们用 Ren报道的方法

制备了量子点 QDs 并与抗 HBsAg 的单克隆抗体

连接，作为量子点探针 QD⁃mAb［17］。免疫层析试

纸条上检测线（T线）上包被羊抗HBsAg的多克隆

抗体 G⁃pAbs，控制线（C 线）上包被驴抗鼠的多克

隆抗体 D⁃pAbs。人阳性血清样本事先与量子点

探针混匀，形成量子点探针 ⁃表面抗原复合物即

QD⁃mAb⁃HBsAg 复合物，该复合物可以被试纸条

上的 T线及 C线包被的抗体捕获，2条线均可形成

荧光信号；当人血清样本为阴性时，QD 探针无法

与 G⁃pAbs 形成夹心模式，此时仅 C 线有荧光信

号。该法的检测范围在 75 pg/mL~75 ng/mL，远比

传统的胶体金免疫层析法检测范围宽；所需样本

量仅 70 μL，检测时间缩短在 15 min 以内，这也大

大减轻患者创伤；在 49 名阴性样本中测得假阳性

率为 0。鉴于以上优势，该法也有望用于其他疾病

的蛋白标志物的检测。

2.1.3 量子点的双标记免疫分析

鸟类流感病毒是高致病性的流感病毒，造成

国内家禽的严重疾病甚至死亡，引发人类感染甚

至死亡。鸟类 A 型病毒又可分为很多亚型，其中

H5、H9 亚型为常见的引起人类严重呼吸系统疾

病。Wu等［18］以此为出发点，结合水溶性量子点表

面的氨基与相对应亚型鼠源单克隆抗体上的羧基

连接作为荧光探针，亚型 H5 和 H9 相对应的包被
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抗体分别对应检测线 1和检测线 2，包被的羊抗鼠

IgG 作为控制线，当样本中存在 2 种亚型病毒时，

则 3 条带均有荧光；当只存在亚型 H5 时，则测试

线 1和控制线有荧光；只存在亚型H9时，测试线 2
和控制线有荧光；2 种都不存在时，只有控制线有

荧光。该方法快速简便又灵敏，其 H5 和 H9 的检

测极限值为 0.016 HAU 和 0.25 HAU（hemaggluti⁃
nating units）。该法把检测时间控制在 15 min 以

内，且检测极限值低，可以用于病毒的早期诊断，

从而有效的预防并阻止病毒的扩散。

2.1.4 量子点在光激化学发光法中的初步应用

光激化学发光法（luminescent oxygen channel⁃
ing assay，LOCI）始于上世纪 90 年代，是一种均相

的免疫分析技术，与传统的非均相免疫分析技术

相比，具有灵敏度高、时间分辨能力强、线性范围

宽、免洗板、快速简便等优点。该法原理是，反应

体系中包括供体微球和受体微球，当 2 个微球距

离小于 200 nm 时，在 680 nm 的激发光照射下，供

体微球会释放单线态氧，单线态氧将能量传递给

受体微球上的酞氰化合物，从而发出荧光［19］。

Zhuang 等［20］利用 LOCI 这些特性，用溶胀法将量

子点包裹在受体微球内，这样接收了能量的酞氰

化合物可以再一次将能量传递给量子点，双重的

能量传递可以检测到更高的荧光值。这也是首次

将 LOCI与量子点相结合的报导，这项方法的建立

也为未来量子点的应用提供了新的思路。

2.2 量子点的生物成像

2.2.1 量子点的细胞成像

目前，监控生物分子的反应过程的方法很多，

其中一种重要的方法是将细胞或组织固定后用荧

光探针对靶分子进行标记成像。1998 年，Chan
等［1］将用巯基丙酸修饰的水溶性量子点首次用于

Hela 细胞成像，拉开了量子点在生物成像这一领

域应用的序幕。董薇等［21］用谷胱甘肽（glutathi⁃
one，GSH）作为稳定剂，在水相中合成了能稳定发

射橙色荧光和绿色荧光的 2种 CdSe/CdS核壳型量

子点，并用该量子点与鼠抗人的 CD3抗体连接，制

备得到 CdSe/CdS⁃CD3 复合物。用该复合物作为

探针对人血淋巴细胞进行标记和成像，同时以异

硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）标

记的细胞为对照组。结果显示，FITC 标记的细胞

在 20 min 后荧光淬灭，而量子点标记的细胞连续

激发 30 min 其荧光信号无衰减。众所周知，量子

点中的镉离子 Cd2+对细胞或组织会产生不同程度

的毒性，因而其临床应用受到较大的限制［22 ⁃ 23］。

Soenen 等［24］为了克服这个问题，制备出无镉离子

的量子点，ZnSe/ZnS 量子点和 InP/ZnS 量子点，并

探讨其对细胞生存能力、氧化性、细胞形态等的影

响。与 ZnSe/ZnS量子点相比，InP/ZnS量子点展现

了更低的毒性，可以较长时间存在于活细胞中，因

此无镉离子的量子点可以相对安全的用于细胞

成像。

2.2.2 量子点的活体动物成像

量子点的活体成像的最终目的是进行体内

研究及应用，以便未来能够用于临床的诊断及治

疗。虽然目前量子点荧光成像应用成熟，但可见

光对组织的穿透能力较弱，在实际应用中受到诸

多限制。近年来有研究发现，采用红外光可以提

高荧光在组织中的穿透能力，并且组织的背景荧

光干扰也大大降低［25］。目前能够用于组织成像

的近红外量子点产率都小于 10%，但水相合成的

CdHgTe/CdS 量子点在发射波长 790 nm 的量子产

率可达 20%［26］。Qian 等［26］将该量子点注射到小

鼠右腿，通过活体荧光成像系统可以检测到注射

的量子点荧光信号，该实验初步证实 CdHgTe/
CdS 量子点作为荧光探针用于活体成像的可

行性。

2.3 量子点其他应用

量子点除了上述提到的应用，也可用于刑事

侦查的指纹显现等［27］、检测重金属离子如铅离子

和铜离子等［28］。王玉珍等［29］制备了含量子点的叶

酸靶向诊疗试剂，该试剂可以更好的对宫颈癌细

胞进行诊断与治疗，为未来用于临床药物的靶向

治疗提供可能。

3 展望

随着制备技术的发展，量子点在生命科学，特

别是体外诊断方面的应用愈加广泛。但是如何制

备出低毒的、产率高的水溶性量子点也是亟待解

决的。前文已经提及量子点具有量子效应，可以

制备出不同尺寸的量子点用于多元分析，这也是

未来研究的一个重要方向。量子点与其他技术相

结合同时检测多种标志物也将推动免疫学检测技

术的发展，相信今后量子点的研究方向将更倾向

于多元化、自动化、高通量，对各类疾病实现早发

现早治疗。
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癌症是世界范围内导致死亡的最常见原因，

也是我国居民病死率较高的疾病之一。随着医疗

水平的不断提升，人们迫切地希望肿瘤能够被早

期发现、早期诊断、早期治疗。但在肿瘤治疗过程

当中，耐药的出现为其医治增添了难度。长链非

编码 RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA）的发现

为缓解耐药找到了新的切入点，它是一类转录本

长度超过 200 个核苷酸且自身不具有编码蛋白质

功能的 RNA 分子，在表观遗传学、转录水平与转

录后水平上发挥重要的调控作用［1］。多种长链非

编码 RNA参与肿瘤生长、浸润、转移、复发和耐药

等过程［2⁃3］。在本综述中，我们着重强调长链非编

码 RNA 与肿瘤耐药特别是乳腺癌耐药的相关关

系及潜在机制，并讨论其作为诊断、预后标志物和

治疗靶标的潜在临床价值。

1 lncRNA与肿瘤相关研究进展

当今社会肿瘤严重危害着人类的健康，其发

长链非编码RNA与乳腺癌耐药研究

王月月 1 杨清玲 2 陈昌杰 2★

［摘 要］ 长链非编码 RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA）是一类转录本长度超过 200 个核苷酸

功能性的 RNA分子，本身不具有编码蛋白质的能力，在表观遗传学水平、转录水平、转录后水平上发挥

重要的调控作用。以往研究者们对 lncRNA与肿瘤发生发展的关系进行了大量的研究。目前，学者们聚

焦于 lncRNA与肿瘤耐药机制的研究，本文结合近几年国内外最新报道，对 lncRNA诱导乳腺癌耐药机制

进行汇总，旨在为乳腺癌治疗寻找新的靶标和诊疗思路。

［关键词］ 长链非编码RNA；乳腺癌；耐药

Study on long non⁃coding RNA and breast cancer drug resistance
WANG Yueyue1，YANG Qingling 2，CHEN Changjie2★

（1. Clinical Testing and Diagnose Experimental Center，Bengbu Medical College，Bengbu，Anhui，China，
233000；2. Department of Biochemistry & Molecular Biology；Bengbu Medical College，Bengbu，Anhui，
China，233000）

[ABSTRACT] Long non⁃coding RNA (lncRNA) is a class of functional RNA molecules with a length of
more than 200 nucleotides, which does not have the ability to encode proteins. IncRNA plays an important role
in the regulation of epigenetic, transcriptional and post transcriptional levels. Previously, researches have
investigated the relationship between lncRNA and tumorigenesis. Recently, most of studies focus on the
mechanisms of lncRNA and tumor resistance. In this review, the mechanisms of lncRNA inducing breast cancer
resistance were summarized and discussed, in order to find a new target or strategy for the diagnosis and
treatment of breast cancer.

[KEY WORDS] Long non⁃coding RNA; Breast cancer; Drug resistance
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病率和死亡率逐年上升，人们迫切需要在分子水

平上找到肿瘤治疗的新靶点来提高治疗效果，降

低发病率和死亡率。 lncRNA 由 Okazaki 等人首

次在小鼠的 DNA转录产物中发现，它是一类转录

本长度超过 200 个核苷酸的 RNA 分子，其本身不

具有开放阅读框架，不能被翻译成相应的蛋白产

物，过去被认为是无功能的“转录噪声”［4⁃5］。尽

管它不是人类转录组件中的重要组成部分，但是

其在肿瘤细胞的发生、发展中发挥着重要的调控

作用。

Mei 等［6］研究表明 lncRNA GAS5 通过抑制

非 小 细 胞 肺 癌（non ⁃ small cell lung carcinoma，
NSCLC）中 miR⁃23a 的表达而抑制肿瘤的发生。

他们注意到GAS5在NSCLC细胞中表达下调且与

miR⁃23a 的表达呈负相关。荧光素酶报告实验分

析表明GAS5与miR⁃23a直接发生相互作用并反向

调控其表达。miR⁃23a 的过表达明显促进 NSCLC
细 胞 的 增 殖 和 侵 袭 ，而 过 表 达 GAS5 则 抑 制

NSCLC细胞的增值和侵袭能力并促进肿瘤细胞的

凋亡。此外，异体裸鼠成瘤实验进一步证实上调

的GAS5会通过损害裸鼠移植肿瘤细胞的miR⁃23a
的表达而抑制其生长。Bao等人［7］证明 lncRNA作

为一种潜在的生物标记物可用于预测膀胱移形细

胞癌患者的生存期。多因素 COX 回归分析显示

lncRNA 的预后预测能力独立于其他临床变量，提

示 AC005682.5、CTD ⁃ 2231H16.1、CTB ⁃ 92J24.2、
RP11⁃727F15.13这 4种 lncRNA可能参与了膀胱移

形细胞癌相关信号通路的调控。Zhao等人［8］证明

lncRNA TUG1 通过抑制 MCF⁃7 乳腺癌细胞中的

miR⁃9进而促进细胞增殖，下调 TUG1的表达则抑

制细胞周期进程，促进细胞凋亡。Zhang等人［9］运

用基因表达数据分析了 3种不同时期的神经胶质

瘤中 lncRNA HOTAIR 在预后和分子亚型方面

的作用，以探讨其与肿瘤之间的关系。他们的

研究数据阐明 HOTAIR 作为一种重要的 lncRNA
分子，参与神经胶质瘤患者的预后，同时也是识别

神经胶质瘤亚基的一种生物标记物，在细胞周期

进程中发挥着重要的调控作用。此外，HOTAIR过

表达也与乳腺癌细胞的转移和侵袭有关［10］，可作

为诊断癌症患者生存期的预测因子。这些研究表

明 HOTAIR在肿瘤发生的分子机制中占有重要的

地位，并且它也可能成为肿瘤治疗的新靶点。目

前，尚有许多 lncRNA 可作为新型的生物标记物，

辅助诊断各类癌症，为今后的肿瘤治疗寻找新的

靶点提供方向。

此外，沈素朋等人［11］应用逆转录⁃聚合酶链式

反 应（reverse transcription ⁃ polymerase chain reac⁃
tion，RT⁃PCR）甲基化特异性聚合酶链反应等检测

DNA 甲基化转移酶抑制剂 5⁃氮杂⁃2’⁃脱氧胞苷处

理前后食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell
carcinom，ESCC）细胞系以及 ESCC 组织及相应癌

旁正常组织中 XLOC_008370 的表达情况，结果提

示 XLOC_008370 基因在 ESCC组织中的低表达与

启动子区甲基化在 ESCC 的发生发展中具有重要

作用，且 XLOC_008370 启动子区高甲基化可能是

导致该基因在 ESCC 组织中表达下降的主要机制

之一。梁佳等人［12］的研究进一步阐明了导致

XLOC_002319基因在 ESCC 中表达下降的表观遗

传学机制。XLOC_002319基因在组织中的表达明

显低于食管上皮内瘤变及癌旁正常组织，且启动

子区甲基化可能是导致该基因在 ESCC 组织中

表达下降的重要机制之一。以上研究结果说明

lncRNA XLOC 有望在肿瘤的诊断和预后中成为

新的分子靶标。

2 lncRNA与肿瘤耐药相关研究进展

目前，肿瘤治疗的手段主要有外科手术治疗、

放疗、化疗、生物疗法等，其中，化学药物治疗一直

是肿瘤治疗的重中之重。但是在肿瘤化疗过程中

常常产生耐药性。耐药的产生明显降低了化疗的

疗效，最终可能导致化疗失败。从非编码基因方

向研究肿瘤耐药的形成机制或许将成为攻克肿瘤

耐药的一个崭新的突破点。

在胃癌的相关研究中，张哲等［13⁃14］通过实时

定量聚合酶链式反应（quantitative real time poly⁃
merase chain reaction，qRT⁃PCR）、3⁃（4，5⁃二甲基

噻唑 ⁃2）⁃2，5⁃二苯基四氮唑溴盐（3⁃（4，5⁃di⁃
methyl⁃2⁃thiazolyl）⁃2，5⁃diphenyl⁃2⁃H⁃tetrazolium
bromide，MTT）法 、Western blot 等技术发现 ln⁃
cRNA UCA1在胃癌耐药细胞表达显著升高，干扰

UCA1表达可明显逆转胃癌耐药，因此 UCA1可作

为治疗胃癌耐药的重要分子靶标。随后该课题组

筛选了一批在胃癌耐药细胞高表达的 lncRNA 分

子，探讨了 UCA1 在胃癌细胞中的表达情况及对

胃癌多药耐药的影响。通过分析发现 UCA1通过

结合 let⁃7，降低了 let⁃7 对耐药相关基因 HMGA2
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的抑制作用，间接导致了 HMGA2 表达上升，促进

胃癌细胞产生多药耐药的情况。该研究从非编码

基因相互作用的角度阐明了 lncRNA 与胃癌耐药

的机制，可以此为作用靶点逆转肿瘤耐药。王颖

等人［15］通过高通量 lncRNA 芯片技术首次发现 ln⁃
cRNA DMTF1v4通过促进细胞膜 P⁃糖蛋白的表达

致使 P⁃糖蛋白相关化疗药物外排增多从而产生耐

药。从转录水平上揭示了胃癌耐药细胞系 P⁃糖蛋

白表达上调的新机制，为逆转胃癌细胞耐药提供

了新的靶点。此外在肾癌的相关研究中，曲

乐［16］提出 lncRNA ARSR 既可作为治疗肾癌药物

舒尼替尼耐药的潜在靶点，也可作为预测肾癌患

者对舒尼替尼敏感性的标志物，为肾癌个性化靶

向治疗提供了新的思路和视角。在卵巢癌的治疗

中，顺铂是其当今主要的化疗药物，杨丽娜等人［17］

研究发现顺铂对细胞的选择压力迫使细胞 lncRNA
表达水平上升，降低了 Bax/bcl⁃2的比率，抑制癌细

胞凋亡，促进癌细胞存活并诱导顺铂耐药的发生。

另一方面，通过 siRNA降低了 lncRNA的表达，Bax/
bcl⁃2 比率上调，使得顺铂耐药在一定程度上得到缓

解，这种机制为今后逆转顺铂耐药提供了新的解决

途径。在神经胶质瘤相关研究中，刘彦廷等人［18］在

裸鼠皮下成瘤动物模型中发现，将 lncRNA RP11⁃
838N2.4 过表达的神经胶质瘤细胞接种于裸鼠皮

下，其生长速度变缓，瘤体重量变轻。这些结果提

示 lncRNA RP11⁃838N 在治疗神经胶质瘤的过程

中具有潜在的应用价值。lncRNA MEG3作为一种

抑癌基因，在肺腺癌中呈现低表达状态。Liu等［19］

经过微阵列和 qRT⁃PCR等技术分析表明MEG3过

表达启动 P53和Bcl⁃X诱导的线粒体凋亡途径在体

内或体外增强癌细胞对化疗的敏感性，进而抑制癌

细胞增值，促进其凋亡。

3 lncRNA与乳腺癌耐药相关研究进展

乳腺癌是女性常见恶性肿瘤，发病率和死亡

率呈逐年上升的趋势［20］。获得性耐药是治疗乳腺

癌过程中的一大阻碍［21］。近几年来，长链非编码

RNA 在乳腺癌研究中占据越来越重要的地位，但

其与乳腺癌耐药的机制研究尚不完全清楚。以下

主要介绍几种与 lncRNA相关的乳腺癌耐药情况。

3.1 lncRNA与他莫昔芬耐药

约 70%雌激素受体阳性的乳腺癌患者对激素

疗法敏感，他莫昔芬目前是一种良好的抗雌激素

受体的药物。尽管该药的使用提高了患者的整体

生存率，但他莫昔芬耐药的出现使复发率和死亡

率逐年上升。Meijer 等人［22］通过基因功能性筛查

发现 lncRNA BCAR4 表达上调与雌激素受体阳性

乳腺癌发生密切相关。由 ERBB2/ERBB3 信号介

导［23］的 lncRNA BCAR4异常表达诱导他莫昔芬耐

药，促进乳腺癌细胞生长。Cai 等［24］人发现下调

lncRNA CCAT2 的表达可促进耐他莫昔芬细胞株

对他莫昔芬的敏感性，抑制癌细胞增殖，诱导其凋

亡，此研究可为临床提供一种新的治疗方法。蔡

加琴等人［25］进一步发现 lncRNA H19 在他莫昔芬

耐药乳腺癌细胞中高表达，而下调其表达可减弱

耐他莫昔芬乳腺癌细胞的侵袭能力，因此 H19 将

可能成为未来治疗耐他莫昔芬乳腺癌转移的药物

靶点。此外，lncRNA H19的高表达与乳腺癌细胞

耐紫杉醇密切相关。

3.2 lncRNA与紫杉醇耐药

紫杉醇是从红豆杉树皮中提取的植物性抗肿

瘤药物，通过影响细胞的有丝分裂，导致细胞死

亡，对乳腺癌有着较好的治疗效果［26］，是乳腺癌一

线化疗药物，但耐药的发生常致使化疗失败。Si
等人［27］的实验数据表明紫杉醇治疗雌激素受体阳

性乳腺癌时，lncRNA H19 通过抑制前凋亡基因

BIK 和 NOXA 的转录而抑制癌细胞凋亡，故 ERα⁃
H19⁃BIK信号网络在乳腺癌耐药机制中发挥了重

要的调控作用。因此，通过改变 ERα 而改变 ln⁃
cRNA H19的水平来调节耐药癌细胞的凋亡这一途

径可能作为逆转紫杉醇耐药的切入点。此外，有研

究 发 现［28］与 细 胞 周 期 密 切 相 关 的 lncRNA
AK124454 和参与代谢通路的 lncRNA HIF1A⁃AS2
可促进三阴性乳腺癌细胞增殖并可能导致紫杉醇

耐药，而mRNA⁃lncRNA调控网络可有望成为治疗

三阴性乳腺癌耐药的理想靶点并实现个体化治疗。

3.3 lncRNA与 5⁃氟尿嘧啶耐药

5⁃氟尿嘧啶被广泛用于治疗乳腺癌，但癌细

胞通常产生 5⁃氟尿嘧啶耐药。lncRNA NEAT1 作

为乳腺癌的不良预后因子，在乳腺癌细胞中通过

miR⁃129/ZEB2诱发上皮间质转化和 5⁃氟尿嘧啶耐

药［29］。若下调 lncRNA NEAT1 可促进癌细胞对化

疗的敏感性，因此它可能成为新型肿瘤诊断标记

物和治疗靶点。此外，Redis 等［30］人研究发现下调

lncRNA CCAT2 会降低乳腺癌细胞对 5⁃氟尿嘧啶

的敏感性，但具体的调控机制尚不完全清楚。
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4 小结与展望

本文总结了 lncRNA 与肿瘤及肿瘤耐药尤其

是乳腺癌耐药发生发展的关系。 lncRNA 作为一

种潜在的靶标基因，受许多基因表达的调控，影响

肿瘤治疗效果引发耐药。随着转录组序列分析技

术和生物信息技术的迅速发展，大量 lncRNA与肿

瘤耐药机制相继被发现。当然，lncRNA 的空间结

构与功能尚不完全清楚，这就为乳腺癌治疗设计

出靶向 lncRNA 分子带来了新的挑战。尽管早期

阶段乳腺癌耐药令人束手无策，目前也无大量

方法可以彻底解决这一难题，但随着研究者对

lncRNA 调控耐药机制的逐步探索，相信逆转乳腺

癌耐药将指日可待。
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结直肠癌分子分型及其临床意义

周钊 1 牛洪欣 2，3，4★

［摘 要］ 结直肠癌在临床表现和治疗效果方面存在高度异质性，同样病理类型和临床分期的结

直肠癌在疗效和生存期方面存在明显差异。这些特征增加了结直肠癌的治疗难度。但另一方面给结直

肠癌的治疗带来希望的是，在分子水平上发现的一些结直肠癌分子亚型使人们能够更深入了解结直肠

癌的异质性，并针对不同分子特征的结直肠癌实施个体化治疗。近年来，微卫星不稳定性已成为评估结

直肠癌预后和治疗效果的重要因素。一些分子标记以及 KRAS或 BRAF基因的突变情况（预测抗 EGFR）
也已应用于结直肠癌的治疗决策和患者分层。结直肠癌的分子相关研究是结直肠癌研究的重要组成部

分，其既可以为结直肠癌的发病机制提供证据，又可以发现和证明新的结直肠癌分子亚型，还可以使研

究人员发现影响结直肠癌患者治疗效果和生存期的潜在因素，最重要的是可以发现能应用于临床并指

导临床的分子标志物。本文对结直肠癌分子分型研究进展进行综述。

［关键词］ 分子异质性；结直肠癌；个体化治疗

The molecular classifications of colorectal cancer and its clinical significance
ZHOU Zhao1，NIU Hongxin2，3，4★

（1. Teaching and Research Office of Medical Imageology Specialty，Qilu Medical University, Zibo, Shandong,
China, 255213; 2. Shandong Medicinal Biotechnology Center, Shandong Academy of Medical Sciences, Jinan,
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of Medical Sciences，Jinan，Shandong，China，250200；4. Department of Minimally Invasive Surgery，
Affiliated Hospital of Shandong Academy of Medical Sciences，Jinan，Shandong，China，250031）

[ABSTRACT] Colorectal cancers are highly heterogeneous in clinical manifestation and response to the
treatment. Colorectal cancers that share similar pathological style and clinical stage differ in therapeutic effect
and survival, which raise the difficulty of the treatment of colorectal cancers. On the other hand, the treatment
of colorectal cancer is expected to be found at the molecular level of some of the molecular subtypes of
colorectal cancer to enable people to better understand the heterogeneity of colorectal cancer and to carry out
individualized treatment for colorectal cancer with different molecular characteristics. In recent years,
microsatellite instability has become an important factor in evaluating the prognosis and treatment of colorectal
cancer. Certain molecular markers and mutation status such as KRAS or BRAF (predicting anti⁃EGFR) has been
used in therapeutic strategies and patient classifications. The molecular correlation of colorectal cancer is an
important part of colorectal cancer research. It can provide evidence for the pathogenesis of colorectal cancer,
discover and prove the new molecular subtypes of colorectal cancer. It can also enable researchers to discover
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肿瘤分子分型是从系统生物学角度，采用现

代新型高通量分子分析技术，在 DNA、RNA 或蛋

白质水平根据分子遗传学或分子生物学改变特征

对肿瘤进行分类分型。结直肠癌（colorectal can⁃
cer，CRC）不是一种疾病，而是一系列高度异质性

疾病，即使是临床病理特征相似的结直肠癌，在疗

效和生存期方面也会明显不同［1］。因此有必要用

分子诊断为指导的分子分型法取代传统的组织病

理分型法。结直肠癌分子分型概念的提出，为探

讨结直肠癌的分子异质性和治疗新靶点、评估预

后、确定个体化治疗方案提供了新的方向。但目

前结直肠癌的分子分型还未形成统一标准，将分

子分型概念广泛应用于临床结直肠癌的个体化治

疗之中任重道远。本文通过概括结直肠癌的分子

分型研究进展，提出研究结直肠癌分子分型对于

结直肠癌的个体化治疗具有重要作用：①为结直

肠癌的分子异质性提供理论依据；②阐明不同分

子亚型结直肠癌的临床和病理特征；③根据结

直肠癌不同的临床和病理特征进行个体化治疗；

④根据相关分子标记物预测不同分子亚型结直肠

癌的疗效和预后。

1 分子分型的概括

1.1 分子分型的发展

目前研究普遍认为，结直肠癌的发生发展主

要涉及 3 条分子通路机制［2］。70%的结直肠癌为

染色体不稳定（chromosomal instability，CIN）型，此

型常发生于远端结肠，由染色体的异常聚集和抑

癌基因位点杂合性缺失引起，存在原癌基因（如

KRAS、NRAS、BRAF、PIK3CA）突变。15%的结直肠

癌为微卫星不稳定（microsatellite instability，MSI）
型，此型常发生于近端结肠，分化差，病理类型为

粘液腺癌或髓样癌，由 DNA 错配修复基因（DNA
mismatch repair genes，DNA MMR）缺失引起，通常

存在瘤内和瘤周淋巴细胞浸润。另外 15%~20%为

CpG 岛表型甲基化（CpG island methylation pheno⁃
type，CIMP）型，此型常发生于近端结肠，通常与锯

齿状癌前病变和MSI通路相关［2］。1997年美国国

家癌症研究所（National Cancer Institute，NCI）首次

推荐用MSI表达状态将结直肠癌分成 3型（MSI⁃L、
MSI⁃H、MSS）。根据 CIMP 的状态同样可将结直

肠癌分为 3 型（CIMP⁃H、CIMP⁃L、CIMP⁃0）。在此

基础上可根据 MSI、CIMP 和 CIN 状态将结直肠

癌分为 5 种类型：MSI、CIMP⁃only、CIMP+CIN、

CIN⁃only、三阴型［3］。此方法将 MSI、CIMP 和 CIN
状态共同确立为结直肠癌的分子分型依据，具有

广泛的应用前景。

结直肠癌是一种多基因病，在结直肠癌的发

生、发展过程中，有一系列遗传改变贯穿始终。基

因突变状态无疑会对结直肠癌的分子分型产生影

响。现已发现对结直肠癌的个体化治疗有明确指

导意义的基因有 KRAS、BRAF、PIK3CA、HER2［4］和

APC［5］。2007 年，Jass［6］将结直肠癌分为 5 型：1 型

（MSI⁃H、CIMP⁃H、BRAF 突变阳性，KRAS 突变阴

性）；2 型（MSS/MSI⁃L，CIMP⁃H、BRAF 突变阳性，

KRAS突变阴性）；3型（MSS/MSI⁃L、CIMP⁃0、BRAF
突变阴性、KRAS 突变阳性）；4 型（MSS/MSI⁃L，
CIMP⁃0、BRAF 和 KRAS 突变阴性）；5 型（MSI⁃H、

CIMP⁃0、BRAF 和 KRAS 突变阴性）。此方法将

KRAS、BRAF和 TP53基因突变状态加入分型方法

之中，具有一定的优越性。2013年，一种新方法将

结直肠癌分为 6种亚型：C1型即 CIN免疫下调型；

C2 型即错配修复基因缺失型；C3 型即 KRAS基因

突变型；C4 型即肿瘤干细胞型；C5 型即 CIN Wnt
信号上调型；C6 型即 CIN 正常型［7］。此方法不仅

综合考虑了CIN、MSI和CIMP对分型的影响，还将

基因表达标记和信号通路状况确立为结直肠癌分

型的重要依据。2014 年，我国应用聚类算法将结

直肠癌分成 BCC⁃Ⅰ、BCC⁃Ⅱ、BCC⁃Ⅲ和 BCC⁃Ⅳ
4 种亚型，各亚型预后不同［8］。

多项研究提出根据基因表型对结直肠癌进行

分子分型的方法。研究发现根据基因表型可将结

直肠癌分为 5种亚型，即表面隐窝样、低隐窝样、高

CIMP样、间质样、混和型［9］。这 5种类型的结直肠

癌具有遗传、临床、预后的异质性，有利于判断结

直肠癌的生物学特性并指导个体化治疗、预后评

the potential factors affecting the efficacy and survival of colorectal cancer patients. The most important thing
is to find molecular markers that can be applied to clinical and guide clinical practice. In this review, the
progress of molecular typing of colorectal cancer is discussed.

[KEY WORDS] Molecular heterogeneity; Colorectal cancer; Individualized treatment
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估。根据基因表型和临床病理特征也可将结直肠

癌分为 3型（表 1）：CCS1⁃CIN、CCS2⁃MSI和CCS3⁃
锯齿状［10］。Sadanandam等［11］将结直肠癌分为 5型

（表 2）：1型干细胞型、2型移行扩增型，3型杯状细

胞型、4型肠上皮细胞型、5型炎症型，移行扩增型

根据对西妥昔单抗治疗效果的不同细分为 CR⁃TA
和 CS⁃TA 2种类型。因为移行扩增型和肠上皮细

胞型是 CCS1⁃CIN的亚型，杯状细胞型和炎症型是

CCS2⁃MSI 的亚型，干细胞型是 CCS3⁃锯齿状的亚

型，所以此种方法是前一种方法的重要补充［12］。

2015 年，一种新的方法根据 MSI、KRAS、BRAF 的

状态和 MLH1 甲基化状态将Ⅲ期结直肠癌分为 5
种类型［13］。3 种为 MMR 健全型（proficient MMR，
pMMR）：①pMMR，KRAS和BRAF野生型；②pMMR、
KRAS突变型，BRAF野生型；③pMMR，BRAF突变

型，KRAS 野生型。2 种为 MMR 缺失型（deficient
MMR、dMMR）：①散发型（dMMR、BRAF 突变型，

MLH1 超甲基化）；②遗传型（dMMR、BRAF 野生

型，无MLH1超甲基化）。此方法将MLH1甲基化

状态确立为结直肠癌分型的依据之一，对于区分

MMR缺失型具有一定意义。然而，基因表型不一

定能完全预测蛋白质的表达状况，因此还可根据

蛋白质组学的不同将结直肠癌分为 5 种亚型［14］。

最近，Guinney 等［15］提出统一分子亚型（consensus
molecular subtypes，CMS）分型法为目前为止最好

的结直肠癌分型法，此方法根据 MSI 状态、CIMP
状态、基因突变状态、信号通路状态等因素将结直

肠癌分为 CMS1、CMS2、CMS3、CMS4 和混合型 5
种亚型，每型都有不同的分子生物学特点，预后也

不尽相同。以上各种分类方法既有区别又有联

系，后人在前人的基础上不断完善和补充，但未形

成统一分类标准。

分型

DFS
Wnt信号

Stem⁃like
短

高

TA
CR⁃TA

短

高

CS⁃TA
长

低

Goblet⁃like
长

低

Enterocyte
中等

未知

Inflammatory
中等

未知

表 2 MeloSadanandam分类法

Table 2 MeloSadanandam classification

TA：transit⁃amplifying，移行扩增型；CR⁃TA：cetuximab⁃resistant TA，西妥昔单抗抵抗型 TA；CS⁃TA：cetuximab⁃sensitive TA，西妥昔单抗敏

感型 TA；DFS：disease⁃free survival，无进展生存期

分型

DFS
Wnt信号

CCS1
长

高

CCS2
中等

低

CCS3
短

低

表 1 De Sousa E分类法

Table 1 De Sousa E classification

1.2 分子分型的基因临床特征

结直肠癌的不同 CIMP 分型之间具有不同的

基因临床特征：CIMP⁃H 型具有高 BRAF V600E 突

变率及低 TP53突变率［16］；CIMP⁃L型 KRAS突变阳

性；CIMP⁃0 型 KRAS和 BRAF为野生型［17⁃18，24］。尽

管 CIMP 与 TP53 突变的反相关关系是恒定的，但

CIMP 与 KRAS突变的关系还不确定，有的研究显

示 CIMP 与 KRAS 突变呈正相关［19⁃20］，有的显示呈

负相关［21⁃22］。所以目前还不能根据 CIMP 的状态

推测KRAS的突变状态。

MSI⁃H、CIMP⁃H型通常表现为MLH1甲基化、

BRAF 突变率高、KRAS 突变率低［23］、CIN 阴性、

TP53 野生型、p21（CDKN1A）表达正常、核 p27
（CDKN1B）缺失、脂肪酸合酶过度表达；MSI⁃H，

CIMP⁃L/0型通常表现为 KRAS突变、TP53野生型、

CIN 阴性、脂肪酸合酶过度表达；MSS/MSI ⁃L，
CIMP⁃H 型通常表现为 BRAF 突变、TP53 野生型、

CIN阴性；MSI⁃L、CIMP⁃L型具有较高的MGMT甲

基化率和 KRAS突变率；MSS、CIMP⁃L型通常存在

KRAS突变，CIN阴性；MSI⁃L/MSS、CIMP⁃0型结直

肠癌与CIN有关，KRAS和 BRAF为野生型［25］。

Marisa 等［7］的分型方法显示，C1 型表现为

MSS、CIMP⁃0、高频 CIN、BRAF 野生型、KRAS 和

TP53突变频率中等；C2型表现为MSI⁃H、CIMP⁃H、

中频 CIN，BRAF、KRAS、TP53 突变频率中等，Wnt
信号下调；C3 型表现为 MSS、CIMP⁃H、中频 CIN、

BRAF 野生型、KRAS 突变频率高、TP53 突变频率

中等；C4 型表现为 MSS、CIMP ⁃ H、中频 CIN，

BRAF、KRAS、TP53 突变频率中等；C5 型表现为

MSS、CIMP⁃0、高频 CIN、BRAF 野生型，KRAS 和
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TP53 突变频率中等，Wnt 信号激活；C6 型表现为

MSS、CIMP⁃0、高频 CIN、BRAF 野生型、KRAS 和

TP53突变频率中等。

另一种分型方法显示，A型，即表面腺窝型，通

常存在 KRAS突变；B型：即低腺窝型，通常MSI低
表达且 BRAF无突变；C 型，即 CIMP 高表达型，通

常存在 MSI 高表达和 BRAF突变；D 型，即间叶细

胞型，通常存在 BRAF 突变；E 型，即混合型，通常

存在 TP53突变、MSI低表达且无 BRAF突变［9］。

还有研究发现，CCS1型表现为高度CIN、KRAS
和TP53突变、Wnt信号激活；CCS2型表现为MSI⁃H、

CIMP⁃H、BRAF突变、Wnt 信号正常；CCS3表现为

MSI、CIN、BRAF和PIK3CA突变、Wnt信号正常［26］。

最近 Guinney 等［15］研究发现，CMS1 型表现为

dMMR、CIMP⁃H、BRAF突变；CMS2 型存在高度体

细胞拷贝数改变（somatic copy number alterations，
SCNA）、pMMR、TP53突变、Wnt和MYC信号激活；

CMS3 型表现为混合型 MSI、CIMP⁃L、SCNA⁃L、
KRAS 突变、PIK3CA 突变和代谢失调；MCS4 型存

在高度 SCNA 和转化生长因子 β（transfer growth
factor⁃β，TGF⁃β）异常激活。

2 结直肠癌的分子分型及临床病理特征

MSI⁃H 型结直肠癌具有独特的临床病理特

征，由错配修复基因缺陷、多种遗传和表观遗传学

改变导致，具有好发于近端结肠、肿瘤进展期短、

产生细胞外黏蛋白、髓状、分化差、淋巴细胞浸

润、Crohn 样淋巴反应、BRAF V600E 突变等特

点。MSI⁃L和MSS型结直肠癌是否具有独特的临

床病理特征还存在争议。但MSI⁃L与MGMT基因

甲基化和缺失显著相关［25］。

结直肠癌的不同 CIMP 分型之间也具有不同

的临床病理特征。CIMP⁃H 多发生于老年女性的

结肠近端，分化差，MSI⁃H，具有髓样癌及印戒细胞

癌成分［24］，国内研究发现 CIMP⁃H 分化程度高，粘

液腺癌比例高，预后较差［16］。CIMP⁃L 好发于男

性，CIMP⁃0 的发生无性别差异，好发于结肠远

端。通过进一步研究发现，MSI⁃H，CIMP⁃H 型通

常分化差，存在淋巴细胞反应，病理类型多为粘液

腺癌和/或印戒细胞癌，临床上此类型通常认为是

预后好、好发于老年女性、好发于近端结肠的散

发型 MSI⁃H 结直肠癌［27］。MSI⁃H，CIMP⁃L/0 型好

发于近端结肠，分化较好，存在淋巴细胞反应，病

理类型为粘液腺癌。MSS/MSI⁃L，CIMP⁃H 型通常

分化差、病理类型多为印戒细胞癌，通常预后差，

好发于老年女性和近端结肠。MSS，CIMP⁃L型好

发于男性，而 MSI⁃L/MSS，CIMP⁃0 型男女患病率

相同［25］。

3 结直肠癌的分子分型及临床意义

3.1 结直肠癌的分子分型与预后

尽管 MSI⁃H 型结直肠癌对 5⁃FU 为主的辅助

化疗不敏感，但在Ⅱ期结直肠癌患者中，MSI⁃H型

的总生存期和无进展生存期较 MSS 型明显延长，

在 KRAS 和 BRAF 突变型患者中更加明显［28］。与

MSS 相比，MSI⁃L 在 C 期结肠癌患者中生存期更

短［29］。有研究显示，与 4型（CIMP⁃0、MSS⁃L/MSS、
BRAF 和 KRAS 突变阴性）相比，2 型（CIMP⁃H、

MSI⁃L/MSS、BRAF突变阳性，KRAS突变阴性）的疾

病特异性死亡率最高，3 型（CIMP⁃0、MSS/MSI⁃L、
BRAF突变阴性，KRAS突变阳性）也有较高的疾病

特异性死亡率，1型（CIMP⁃0、MSI⁃H、BRAF突变阳

性、KRAS 突变阴性）次之，5 型（CIMP⁃0、MSI⁃H、

BRAF 和 KRAS突变阴性）的疾病特异性死亡率最

低，整体死亡率同样呈现上述特点［30］。CIMP⁃H、

BRAF V600E 突变、MSI⁃L、MSS 为影响患者死亡

率的不利因素［29，31］。BRAF 基因不同的内含子突

变也会影响结直肠癌患者的预后［32］。这项研究

揭示了结直肠癌分子分型与预后的相关性，对于

结直肠癌分子异质性的研究具有重要意义。另一

项研究显示，CCS1⁃CIN 型无进展生存期（disease⁃
free survival，DFS）最长，Wnt 信号通路高度激活；

CCS2⁃MSI型次之，CCS3⁃serrated型最短［10］。这可

能 与 CCS1 ⁃CIN 型 Wnt 信 号 通 路 高 度 激 活 ，

CCS2⁃MSI 型和 CCS3⁃锯齿状型 Wnt 信号通路高

度保守有关。Sadanandam 等［11］也发现 CS⁃TA 和

杯状细胞型 DFS 较长，肠上皮细胞型和炎症型

DFS 中等，干细胞型和 CR⁃TA 的 DFS 最短。干细

胞型和 CR⁃TA 存在 Wnt 信号高度激活，CS⁃TA、

杯状细胞型、肠上皮细胞型 Wnt 信号高度保守，

炎症型 Wnt 信号状态未知。由此可以看出，Wnt
信号通路的状态不一定是影响 DFS 的决定性因

素。近期 Guinney 等［15］研究发现，CMS4型的无复

发生存期（relapse⁃free survival，RFS）和复发后生存

期（survival after relapse，SAR）最短，CMS1 型的总

生存期（overall survival，OS）最短而 RFS 最长。趋
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化素样因子（chemokine⁃like factor，CKLF）基因高

表达是CMS1型预后较好的因素［33］。

3.2 结直肠癌的分子分型的临床应用前景及问题

近年来，结直肠癌分子分型的发展取得一定

成效，有力补充了结直肠癌的临床病理分类，为预

测结直肠癌复发、转移危险度、治疗敏感性和评估

预后提供了新的方向。分子诊断指导下的结直肠

癌个体化治疗具有良好的研究基础和应用前景。

分子检测为临床结直肠癌的个体化化疗和个

体化分子靶向治疗提供了一定依据，对结直肠癌

的临床诊治和预后评估做出贡献。目前已经可以

根据 ERCC1、TS等基因的表达水平和基因多态性

指导结直肠癌的个体化化疗，MSI 也已成为影响

结直肠癌预后和治疗策略的因素之一［34⁃35］。虽然

Ⅱ期 MSI⁃H 型 CRC 患者能从 5⁃FU 为主的化疗中

明显获益，但是Ⅲ期MSI⁃H 型患者却不能从 5⁃FU
为主的化疗中明显获益，BRAF 和 KRAS基因的突

变状况也会影响化疗效果［28］，因此仅根据 MSI 的
状态还不能完全预测 5 ⁃FU 为主的化疗效果。

BRAF和 KRAS等基因的突变状态也可以指导患者

的个体化分子靶向治疗。但结直肠癌是具有高度

分子异质性的肿瘤，在肿瘤的发生、发展过程中有

一系列相关基因突变和相关信号通路异常激活，

近端和远端结直肠癌的分子、病理、临床特征也

存在明显差异［36］。NRAS、BRAF和 PIK3CA外显子

20 发生突变都会影响西妥昔单抗的治疗效果，只

有 40%~60%的 KRAS 野生型结直肠癌患者对抗

EGFR 治疗有效。因此只检测几个基因还不能完

全预测肿瘤的分子生物学行为和预后。根据不同

的分子分型对患者进行个体化治疗具有广阔的前

景。如对于 CMS1 型（dMMR、BRAF 突变）结直肠

癌，应用免疫检测点抑制剂和 MAPK 信号通路抑

制剂可能会取得较好效果［37］。虽然分子诊断技术

指导下的个体化治疗具有广阔的前景，但我国和

西方患者的 KRAS、NRAS、BRAF、PIK3CA基因突变

热点存在差异［38］，因此找到适合本民族结直肠癌

的分子分型方法还有很长的路要走。此外由于基

因检测、分子靶向治疗价格昂贵，其应用受到一定

限制。因此，寻找新的治疗靶点并降低基因检测

成本迫在眉睫。

4 展 望

目前结直肠癌的分子分型方法还没有统一标

准，分型方法也不尽完善，某些亚型之间存在交叉

性。仅根据几种基因检测结果确定个体化治疗方

案还不能最大程度使患者受益，多因素综合分析

才是未来个体化治疗的发展方向。由于遗传、分

型方法和研究背景的不同，不同种族结直肠癌的

分子分型方法可能存在差异。综合众多分子分型

方法的优点，总结各种亚群结直肠癌的异同，形成

统一的分子分型方法是未来的努力方向。相信随

着分子诊断技术的不断进步，会使结直肠癌的临

床分类诊断、个体化治疗、反应预测、预后评估到

达新的高度。
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2012年 12月 17日，国家食品药品监督管理总

局发布了 YY 0505⁃2012《医用电气设备 第 1⁃2 部

分：安全通用要求并列标准：电磁兼容 要求和试

验》（代替 YY 0505⁃2005）医疗器械行业标准的公

告，并于 2014年 1月 1日实施。

该标准是继 GB9706.1《医用电气设备第 1 部

分：安全通用要求》又一强制实施的基础通用安全

标准。

1 电磁兼容的定义

电磁兼容（electromagnetic compatibility，EMC）
是指设备或系统在其电磁环境中能正常工作且不

对该环境中任何事物构成不能承受的电磁骚扰的

能力［1］。

2 电磁兼容检测的必要性

随着科技的不断发展，电子技术在医用电气设

备中得到了广泛的应用，当多个电子或电气设备共

处一个使用环境的时候，其电磁兼容性就变得尤为

重要。特别是在医院当中使用的医用电气设备，如

EMC性能设计不当，这不仅会影响到医用设备的正

常使用，甚至危害患者以及医护人员的生命安全或

健康。例如在手术室，高频电刀对患者的组织切割

时，会对控温毯温度产生电磁干扰，使患者背部

烫伤。

为解决医用电气设备的电磁兼容性问题，提

高医用电气设备的安全性和有效性，在医用电气

设备上市之前，应该进行电磁兼容检测。

3 我国医用电气设备电磁兼容检测的发展

与现状

3.1 电磁兼容检测在我国的发展

国际上，欧盟于 1996 年 1 月已经率先强制执

行欧盟《89/336/EEC电磁兼容指令》。适用于医疗

器械的国际标准 IEC 60601⁃1⁃2《医用电气设备第

1⁃2部分电磁兼容性技术要求和测试》于 2004年 9
月发布，并在国际上推荐实施。

在我国，最早拥有电磁兼容测试实验室为商

业机构，如国外的 SGS、TUV，国内的深圳 NTEK。

深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司作为国内高

端的医疗器械生产企业，产品销往全球，在 2005年

已拥有自己的 EMC实验室。

国家药监部门强制要求医疗器械电磁兼容检

测起步较晚。2005年 4月 5日，国家食品药品监督

管 理 总 局 发 布 了 医 疗 器 械 强 制 性 行 业 标 准

YY0505⁃2005《医用电气设备 第 1⁃2 部分：安全通

用要求⁃并列标准：电磁兼容⁃要求和试验》，并于

2007 年 4 月 1 日起实施。由于当时大部分的检测

中心不具备承检电磁兼容测试的能力，以及不少

生产企业对电气产品的电磁兼容重视程度不高，

如强制执行YY0505⁃2005，会对企业的产品上市造

成冲击。2006 年 9 月 18 日，国家食品药品监督管

理总局发布了决定延期实施该行业标准的通知。

2011 年，推荐性标准 GB/T18268.1 ⁃2010《测

量、控制和实验室用的电设备 电磁兼容性要求 第

一部分通用要求》、GB/T18268.26⁃2010《测量、控制

浅谈医用电气设备电磁兼容标准在我国的进展及现状

刁春芳 高旭年★

基金项目：“863”计划重点项目（2011AA02A101）；广州市科技计划（2014Y2⁃00220）
作者单位：中山大学达安基因股份有限公司产品注册与知识产权部，广东，广州 510065
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和实验室用的电设备 电磁兼容性要求 第 26部分：

特殊要求 体外诊断（IVD）医疗设备》发布并实

施。这两份标准等同采用国际标准 IEC 61326⁃1：
2005 及 IEC 61326⁃2⁃6：2005。由于国家总局延期

实施 YY0505，检验诊断类设备在进行注册检验

时，可不进行电磁兼容测试。

2012 年 12 月，国家食品药品监督管理总局发

布了YY 0505⁃2012《医用电气设备 第 1⁃2部分：安

全通用要求并列标准：电磁兼容 要求和试验》要求

在 2014 年 1 月 1 日实施的公告及关于 YY 0505⁃
2012 医疗器械行业标准实施有关工作要求的通

知。YY0505⁃2012等同采用了国际标准 IEC 60601
⁃1⁃2：2004。据通知内容可知，2014 年之后三类首

次注册医疗电气设备提交首次注册申请的，应当

提交合格的 EMC检测报告；2015年之后二类及一

类首次注册医疗电气设备提交首次注册的，应当

提交合格的 EMC检测报告。

2013 年，国家药监部门认可的检测中心北京

市医疗器械检验所、广东省医疗器械质量监督检

验所、湖北医疗器械检测中心等的 EMC实验室相

继建成投入使用。

国内检测机构电磁兼容实验室的建立，一方

面确保了在 2014 年强制性标准 YY 0505⁃2012 能

够顺利实施，另一方面，有利于我国医用电气设备

突破电磁兼容性能技术壁垒，推动我国医疗器械

产业的发展。

3.2 电磁兼容检测现状

产品 EMC 测试出现问题，企业应根据测试的

结果及出现的问题，分析原因，验证产生原因的正

确性，在确定问题后，根据产品的实际情况出具整

改方案，在保证整改方案可行的前提下变更产品

的设计，完成产品的整改。

根据上述整改流程可能会延长检验周期，加

重企业注册成本。因此不管是新研发产品还是延

续注册产品在进入注册检验时，如 EMC检测不合

格，国内部分企业不会根据实际情况从源头上解

决电磁兼容问题，一般都是直接找到问题点，采用

相应的补救方法，例如在产生问题的元器件或区

域上添加磁环、铜箔等以此来屏蔽干扰源。

据广东省医疗器械质量监督检验所电磁兼容

检验室介绍，自 YY 0505⁃2012 实施至 2017 年，能

一次通过 EMC 测试的国产医用电气设备为 30%，

而 70%的设备需要进行整改，有些甚至需要多次

整改。目前国内产品最常见的整改问题是 RE（辐

射）、ESD（静电）、EFT（防雷要求）。

有些不是自主研发的企业，技术人员不懂产

品设计，在面临 EMC 测试不通过时，没办法提出

可行性的整改方案，整改多次仍不合格。这些不

合格产品在检验机构占用实验室场地及检测人员

的时间，不但造成后面送检的企业没办法及时完

成电磁兼容检测，延长注册检验周期，还加重了检

测中心的任务量。

为解决上述问题，2017年 4月开始，广东省医

疗器械质量监督检验所提出 EMC 测试不通过的

企业，只提供一次整改机会，如一次整改后仍不通

过，将出具不合格检测报告。

另，国内经国家食品药品监督管理总局认可

承检 EMC资质的第三方检测机构不到 15家，而我

国随着经济全球化的发展，国内不少企业通过国

际交流和技术创新，不断研发出符合市场需求的

医疗器械产品。第三方检测机构的检测效率无法

满足日益增长的医疗器械注册检测需求，导致产

品不能及时上市。

4 总结

YY0505⁃2012的强制实施，是药监部门为突破

国内医用电器设备电磁兼容性能技术壁垒的又一

重要举措，必将促进淘汰落后产品，提高企业的自

主开发能力，提升产品质量，推动我医疗器械产业

的健康发展，与国际市场接轨。

而我国医疗器械生产、研发企业作为产品质

量的第一负责人，应贯彻实施电磁兼容标准，在产

品研发设计、生产阶段应充分考虑产品的电磁兼

容性，确保产品符合电磁兼容标准，保证产品的安

全性和有效性。

参考文献
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·专家风采· 实验室巡礼

广东省中医院大学城医院检验科

陈茶

陈茶，1970年 5月出生。1994年毕业于重庆医科大学，医学硕士学位。

主任技师，研究员，博士生导师。现任广东省中医院大学城医院检验科主任。目前

担任中国合格评定国家认可委员会主任评审员，国家自然基金委同行评议专家，中国

中西医结合学会检验分会感染学组副主任委员，广东省预防医学会微生物与免疫学专

业委员会副主任委员，广东省肝脏病学会检验诊断专业委员会副主任委员、广东省医

疗安全协会与检验医学分会副主任委员等社会任职 10余项。

陈茶研究员长期从事微生物检验的临床和科研工作，主要研究方向为细菌耐药机制

和临床疑难菌鉴定及分类学研究。近年来主持了 4项国家自然科学基金面上项目，省部

级、厅局级科研项目 10余项，获国家发明专利 2项，广东省科技进步二等奖 2项、三等

奖 1项，主编、副主编、主译专著和检验规划教材共计 5本，参编检验规划教材 2本，

专著 5本，在国内外期刊发表文章 100余篇，其中 SCI收录 10余篇。已招生培养博士生

1人，硕士生 13人。

广东省中医院大学城医院检验科位于广州市大学城内环西路 55号，通过了 ISO 15189实验室认可。

现有技术人员 28名，其中高级职称 7名、中级职称 11名、初级职称 10名，获博士以上学位者 5名。科室实

验用地 1 000余平方米，有临床基础检验、生化检验、免疫检验、微生物检验等 4个专业组。科室配有全自

动血细胞分析仪、全自动血凝仪、血型仪、全自动生化分析仪、血气分析仪、化学发光免疫分析仪、电化学发

光分析仪、血培养仪和全自动微生物分析系统等大型仪器设备，可为临床提供准确、及时的检验报告。

科室在感染性疾病病原学检测的临床和科研方面独树一帜：具备较为完善的从表型到遗传学检测

细菌、真菌的技术平台。作为卫生部和广东省耐药监测网的成员，科室已建立临床病原菌的分子分型方

法，搭建了相应的一些基础技术平台，能为院内感染的流行病学溯源提供依据；利用耐药监测的技术平

台，深入研究细菌耐药变迁，开展与院感相关的临床研究工作，在预防院感暴发方面发挥了积极作用。

目前团队已在细菌耐药机制和致病机制以及细菌分类学研究方面累计获得包括 7项国家自然科学基金

在内的共计 30余项科研立项课题，发表论著 100余篇，其中 SCI收录 10余篇。获国家发明专利 2项，广

东省科技进步二等奖 2项、三等奖 1项。主编、副主编、主译专著和检验规划教材共计 5本，参编检验规

划教材 2本，专著 5本。培养博士研究生 1名，硕士研究生 13名。

学科带头人陈茶长期从事病原微生物的耐药机制和临床疑难菌鉴定及分类学研究，是国家自然基

金委同行评议专家，中国中西医结合学会检验分会感染学组副主任委员，广东省预防医学会微生物与免

疫学专业委员会副主任委员，广东省肝脏病学会检验诊断专业委员会副主任委员，广东省医疗安全协会

与检验医学分会副主任委员。
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图（P405） qPCR检测中药对外排泵基因表达的影响

Figure（P405） The effect of traditional Chinese medicine on efflux pump gene expression by qPCR




