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图（P686） CRKP的同源性分析

Figure（P686） Romology analysis of CRKP

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

家庭医生》杂志社有限公司主办，中山大学达安基因股份有限公司承办的面向

国内外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学

科为主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子

医学前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国

医学分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的

最新研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前

有编委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，

于 2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。

杂志简介：



·专家风采· 实验室巡礼

卢志明
山东省立医院临床医学检验部位于山东省济南市经三路 240，是国家首批“高通量基因测序技术临

床应用试点单位”（山东省唯一一家）、山东省重点专科、山东省医药卫生重点实验室、山东省临床检验中

心主委单位、山东省医院管理协会检验分会主委单位、山东省免疫学会临床免疫专业委员会主委单位，

山东省肿瘤协会细胞学专业委员会主委单位。拥有员工 181 人，博士生导师 1 人，硕士生导师 7 人。

山东省有突出贡献中青年专家 1人，青年泰山学者 1人，30余人在中华医学会、山东省医学会等学术团体

中任副主任委员、委员等。实验室功能齐全，拥有国际一流水平的、现代化医学检测设备。其中高端设

备如：MALDI⁃TOF MS质谱仪、粒子耦合质谱仪、焦磷酸测序仪、I代核酸检测仪、II代核酸检测仪、全自

动遗传检测分析系统等，总价值 1.5亿元。

临床医学检验部主要研究方向紧密围绕国家和山东重点鼓励发展战略性新兴产业之一的分子诊

断，研究衰老与阿尔茨海默病、遗传性耳聋、慢性非传染性疾病的分子机制，确定新的分子诊断靶点，属

于具有前瞻性的产学研领域。近 5年，临床医学检验部开展新技术/新项目 105项。先后承担了国家级自

然基金课题 7项及省级科研项目 14项。荣获山东省自然科学三等奖 1项；山东省医学科技奖：二等奖 2
项和三等奖 1项。发表论文 70余篇，主编论著 11部。共培养硕士博士研究生 40余名。

科室主任、学术带头人卢志明教授，医学博士，山东大学教授，山东大学博士生导师，山东第一医科

大学博士生导师，山东省有突出贡献的中青年专家。兼任：山东省医学会临床检验分会主任委员，山东

省临床检验专家委员会主任委员、山东省免疫学会临床免疫专业委员会主任委员、中国医院协会检验管

理专业委员会常务委员、中国中西医学会临床检验专委会常务委员、山东省医师协会、山东省医院协会、

山东省健康管理协会、山东省中西医结合学会的检验专业副主任委员等。

山东省立医院临床医学检验部

卢志明，《分子诊断与治疗杂志》第五

届编辑委员会编委。

1965 年 2 月出生。2008 年毕业于山

东大学，医学博士学位。

主任技师，教授，博士生导师。现任

山东省临床检验中心主任，山东省立医院

临床医学检验部负责人。山东省有突出

贡献的中青年专家。兼任山东省医学会

临床检验分会主任委员，山东省临床检验

专家委员会主任委员，山东省免疫学会临床免疫专业委员会主任委员，中国医院协会检验

管理专业委员会常务委员，中国中西医学会临床检验专委会常务委员，山东省医师协会、

山东省医院协会、山东省健康管理协会、山东省中西医结合学会的检验专业副主任委员

等。同时担任《医学检验与临床》杂志副主编，《中华临床实验室管理电子杂志》编委，《临床

检验杂志》、《山东大学学报》（医学版）、《山东医药》编委。卢志明教授主要从事临床免疫学

和阿尔茨海默病相关基因研究。先后承担或参加了国家级课题 3项，省部级别课题 4项。

获 2010年山东省科技进步二等奖（首位），2008年山东医学科技奖三等奖（首位），2011年山

东医学科技奖三等奖（首位），2009年山东省自然科学三等奖（第三位）。2013年山东省医学

科技奖二等奖（首位）。第一作者或通讯作者发表 SCI论文十几篇，国内核心期刊三十几

篇。培养和招收博士及硕士研究生 20余名，1人获国家自然科学基金青年基金。
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•述 评•

近年来，随着生物技术的发展，人们对于疾病

的发生机理的认识得到了很大的提高，精准医学

的理念应运而生。肿瘤学是精准医学理念最重要

的应用领域，主要体现在靶向抗肿瘤药物与相关

伴随诊断的临床应用。伴随诊断试剂通过对患者

生物样本中的生物标志物来为肿瘤治疗药物的安

全和有效使用提供重要信息。同时，在抗肿瘤药

物的开发过程中，伴随诊断试剂发挥了巨大的作

用，抗肿瘤药物最终是否能够获得成功，极大地

依赖于伴随诊断试剂的性能［1⁃3］。长期以来，基于

我国与美国医药行业发展的情况，在伴随诊断试

剂上市前审评审批方面存在一定差异。笔者通过

本文分析伴随诊断试剂目前在美国的审批现状以

及所提交的临床证据，以期为我国伴随诊断试剂

临床试验证据的提交提供参考。

1 美国食品药品监督管理局（Food and
Drug Administration，FDA）关于伴随诊断产

品的监管情况

美国是最早提出伴随诊断概念并进行监管的

国家。2014 年 FDA 发布了关于伴随诊断产品的

指南，其中正式提出伴随诊断的定义［4］，明确了伴

随诊断产品是能够为相应的治疗性产品安全有效

的应用提供关键性信息的体外诊断产品。2016年

发布了伴随诊断产品与治疗性产品共同开发的指

南草案，针对伴随诊断产品如何与治疗性产品共

同开发进行了相应的规定［5］。在该草案中指出作

为伴随诊断试剂，最好在药物临床试验开展前，试

剂的分析性能基本已确定并能够满足药物的要

求。在药物临床试验中伴随诊断试剂为入组人群

提供关键性信息，最终药物和试剂同时获得上市

批准。2020年 4月正式发布了对于同类治疗性产

品的伴随诊断试剂说明书更新的指南，对同时伴

随同一类治疗性产品的伴随诊断试剂说明书的更

新进行了规范［6］。伴随诊断产品在美国按照医疗

器械管理，基于产品的风险等级，实行 510（k）或

PMA 监管。目前美国 FDA 所批准的伴随诊断产

品中，有 2 个通过 510（k）上市，2 个通过人道主义

器械豁免（HDE）上市，绝大多数产品通过最为严

格的 PMA而获批上市［7］。

2 FDA批准的伴随诊断试剂的概况

1998 年，FDA 批准了第一个伴随诊断试剂，

Dako公司开发的HER2检测试剂。该试剂采用免

疫组织化学（IHC）的方法，所伴随的药物为Genen⁃
tech公司的Herceptin，该药物为针对乳腺癌及胃癌

预后判断因子（HER2）检测阳性的乳腺癌患者的

靶向药。截至目前，FDA 共批准用于伴随诊断的

产品 44个，其中属于伴随诊断试剂为 43个［7］。以

下从所批准的伴随诊断试剂的检测靶点、方法学、

样本类型等方面进行简要分析。

2.1 检测靶点

按照检测靶点的类别，可分为基因检测和蛋

白检测两大类。基因检测类产品共 34 个，超过所

批准的伴随诊断试剂的四分之三。所检测的基因

变异的形式多种多样，包括点突变、缺失、插入、融

合等多种形式。蛋白检测类产品共 9个，约占所批

准伴随诊断试剂的四分之一。所检测的蛋白仅包

美国 FDA批准的伴随诊断试剂临床试验证据的分析
与思考

方丽 徐超 李冉 刘容枝 吕允凤★
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括五个靶蛋白，从最早的 HER2、原癌基因 c⁃erbB
的表达产物（EGFR）蛋白，到后来的 c⁃KIT蛋白、间

变性大细胞激酶（ALK）、以及近年来的细胞程式

死亡配体 1（PD⁃L1）［7⁃8］。其中 HER2、EGFR 以及

ALK 既可以实现在基因水平上的检测，也可以实

现在蛋白水平上的检测。

2.2 方法学

对于蛋白水平的检测，仅有 IHC 的方法学进

行检测。而对于基因水平的检测，则方法学多种

多样，包括荧光原位杂交技术（FISH）、荧光聚合酶

链式反应（PCR）、高通量测序（NGS）等。

随着分子生物学技术的快速发展，近年来逐

渐批准了几个基于 NGS 方法学的伴随诊断试

剂 。 2017 年 11 月 30 日 批 准 的 FoundationOne
CDx［9］、2019 年 10 月 23 日批准的 Myriad my⁃
Choice® CDx［10］、2020 年 8 月 7 日批准的 Guar⁃
dant360® CDx［11］以及 2020 年 8 月 26 日批准的

FoundationOne® Liquid CDx［12］均为基于 NGS 方法

学的伴随诊断试剂。上述 NGS 产品均为多基因

检测产品，而不再局限于传统的单靶标的伴随诊

断产品，NGS 方法基于高通量的优势，可以同时

检测多基因的变异，相应的，基于该方法所开发

的伴随诊断试剂所声称伴随的靶向药也可能是多

个的。

2.3 样本类型

43个伴随诊断试剂中，34个产品为检测实体瘤

适应症的体细胞突变，其中 31个产品的样本类型为

石蜡包埋组织（FFPE），2个产品的样本类型同时包

括FFPE和血浆，2个产品仅有血浆的样本类型。

2018 年 8 月 22 日，FDA 批准了罗氏的 cobas®

EGFR Mutation Test增加血浆（cfDNA）样本类型的

PMA申请。自 2019年以来，FDA又批准了三款样

本类型为血浆的伴随诊断试剂，分别为 2019 年 5
月 24 日批准的 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit、
2020年 8月 7日批准的Guardant360® CDx、2020年

8 月 26 日批准的 FoundationOne® Liquid CDx。其

中 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit 同时适用于

FFPE和血浆两种样本类型［7］。

3 FDA批准的伴随诊断试剂所提交的临床

试验证据

目前 FDA所批准的伴随诊断试剂既有与抗肿

瘤药物共同开发的伴随诊断试剂，也包括抗肿瘤

药物上市后开发的伴随诊断试剂。与抗肿瘤药物

共同开发的伴随诊断试剂，其临床试验主要为药

物临床试验；在抗肿瘤药物上市后开发的伴随诊

断试剂，其临床试验可采取桥接试验、一致性研究

等多个方法。通过对 FDA历年来批准的伴随诊断

试剂在申报时所提交的临床证据进行研究，约

30%以上采用了药物相关临床试验作为产品临床

研究证据，38%的试剂采用了桥接试验的临床试验

数据，仅有 20%的产品采用了与已批准的伴随诊

断试剂进行一致性比对的方式取得了上市许可。

以下就三种临床证据的方式作一简介。

3.1 药物临床试验

此临床试验证据是伴随诊断试剂所伴随的

靶向药的药物临床试验数据，也是伴随诊断试

剂 证 明 其 指 导 靶 向 药 的 使 用 最 直 接 的 临 床

证据。

伴随诊断试剂在药物临床试验中的参与主要

有两种方式，一种是在药物临床试验开展时并不

直接参与适用人群的选择，而是在后期药物疗效

的分析中，通过该试剂将人群分为不同的亚组进

行药物疗效的分析；另一种方式是在药物临床试

验中直接参与适用人群的筛选。具体选择哪一种

药物临床试验设计方式则根据所检测靶标的特性

以及药物作用机理等因素综合考虑。在 FDA批准

的伴随诊断试剂中，共 13 个试剂直接采用药物临

床试验的临床证据获批上市，而且试剂与相伴随

的靶向药大多同时上市。

3.2 桥接试验

桥接试验适用于药物上市后，试剂厂家后续开

发的伴随诊断试剂的情形，或药物虽未上市，但伴

随诊断试剂在药物临床试验完成后进行申报的。

桥接试验为直接采用药物临床试验中的剩

余样本，采用申报试剂与药物临床试验中所采用

的实验室方法或已上市伴随诊断试剂分别进行

检测，针对两者的检测准确性以及两者所筛选出

的适用人群的药物疗效的分析，达到将申报试剂

的性能与药物临床试验中所采用的实验室方法

或已上市伴随诊断试剂的性能进行桥接的目

的［13⁃14］。

在 FDA批准的伴随诊断试剂中，共 17个试剂

采用桥接试验的临床证据获批上市。该临床试验
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方式是对于此种情形下最为直接有力的临床证

据，但也存在一些弊端，如药物临床试验中的样本

由于各种客观原因并不能全部获得等。

3.3 一致性比对

相对于以上两种临床试验方式，一致性比

对的方式最为简单，但伴随诊断的临床证据力

度亦不如以上两种方式。一致性比对是采用申

报试剂与已上市伴随诊断试剂进行比较研究的

方式。一致性对比仅能评价与已上市伴随诊断

试剂检测性能的一致性，无法评价申报试剂在

药效评价方面的性能。通过对 FDA 所批准的伴

随诊断试剂的分析，采用一致性比对的方法获

得上市的伴随诊断试剂共 8 个，其中 7 个为针对

成熟靶点 HER2 的检测试剂，1 个为 KRAS 检测

试剂。

此外，2017 年批准的 FoundationOne CDx，该
试剂是采用Meijuan.Li 于 2016年提出一种针对后

续开发的伴随诊断试剂的非劣效检验的试验设计

和统计学模型的临床证据而获批上市［15⁃17］。该试

剂通过该评价方式所获批的伴随诊断位点亦为相

对成熟且临床应用多年的靶点，如 EGFR、KRAS、
BRAF V600E、HER2、ALK等。

4 我国伴随诊断试剂的批准概况

目前我国已有较多针对以上伴随诊断靶点的

产品上市，但大多仅验证了其检测某靶标的准确

性，并未验证其伴随诊断的用途。近年来逐步批

准了以下靶点的伴随诊断试剂，并在产品说明书

中明确了伴随诊断的预期用途，主要为针对 EGFR
的 19 外显子缺失、L858R、G719X、T790M 的产品，

针对乳腺癌易感基因（BRCA）批准了一个产品。

以上已批准的伴随诊断试剂大多基于 NGS 方法

学，其临床证据主要是为与已上市试剂的比较研

究以及回顾性药效观察性研究。

2018 年批准了一款人类 EGFR突变基因检测

试剂盒（多重荧光 PCR法），其样本类型为外周血，

该产品针对 EGFR的 T790M提交了药物临床试验

证据而获批上市，其余两个位点所提交的临床证

据也是回顾性药效观察性研究［18］。

5 对我国伴随诊断试剂现状的思考

通过上述对美国 FDA历年来所批准的伴随诊

断试剂的分析发现，美国 FDA 批准的伴随诊断试

剂除了 HER2 和 EGFR 等非常经典的靶点有后续

开发的多个产品，其他靶点则以原研的伴随诊断

试剂为主，多为试剂与药物共同上市，后续开发的

伴随诊断试剂较少，而我国基本均为后续开发的

伴随诊断试剂。随着我国生物医药行业的快速发

展，后续会逐渐出现越来越多的与药物共同开发

的伴随诊断试剂［19⁃20］。对于伴随诊断试剂与药品

共同开发共同申报的情况，如何实现医疗器械技

术审评与药品技术审评的联合同步审批，是目前

急需解决的审评模式上的突破。

从获批的伴随诊断试剂所提交的临床试验

证据来看，FDA 获批的试剂所提交的临床试验

证据大多为药物临床试验或桥接试验，而我国

目前基本是与已上市试剂的比较研究以及回顾

性药物疗效分析的临床证据。出现该现象的主

要原因可能是所伴随的靶向药物目前多为进口

药，国内生产的原研靶向药较少，因此对于伴随

诊断试剂的企业来说，很难与国外的药企合作

来完成药物临床试验或桥接试验。基于目前的

国内现状，以及对伴随诊断试剂认识的逐步深

入，找到一种适合国内现状的又能充分评价伴

随诊断试剂的伴随用途的临床评价路径是目前

急需解决的问题。

对于近年来所批准的伴随诊断试剂，无论是

我国还是 FDA，基于 NGS 方法学的多基因产品越

来越多。对于此类产品中所包含的多级基因突变

位点，其临床试验证据应如何要求也是目前审评

中所面临的难题。对于有明确的伴随诊断临床意

义的基因，申请人应按照伴随诊断试剂的要求提

供相应的临床证据。

液体活检技术近年来也越来越多地应用到伴

随诊断试剂领域。而液体活检相较于传统的 FF⁃
PE样本，灵敏度较低，但对于无法进行手术切除的

患者又有着显著优势［21⁃23］。但对于KRAS等负性选

择的生物标志物，基因野生型的患者可以用药，而

检测血液中 cfDNA的该基因突变可能会造成一部

分突变型患者的漏检，从而导致用药人群的扩大，

而该部分人群的药效并没有得到验证。因此对于

此类产品的临床试验证据如何要求，以及此类产

品的伴随诊断的正确定位，亦是目前行业内所困

惑的问题。
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针对以上问题，医疗器械监管部门结合我

国伴随诊断试剂的发展现状，已制定了《已上市

抗肿瘤药物的伴随诊断试剂临床试验指导原

则》，并于去年 8 月份已对外征求意见，将于今

年正式发布，该指导原则将针对已有抗肿瘤药

物上市而后续开发的伴随诊断试剂注册申报应

如何提交临床试验证据进行了指导。同时针对

与抗肿瘤药物共同开发的伴随诊断试剂后续亦

会出台相应的指导原则，对实现医疗器械技术

审评与药品技术审评的联合同步审批的审评模

式进行探索。
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耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌的耐药基因及同源性分析

陈晨 周俊英★ 李一荣 杨京冬

［摘 要］ 目的 对耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（CRE）进行耐药基因和同源性分析，了解其流行

病学特征，为临床合理使用抗菌药物提供科学依据。方法 对本院临床分离的 60 株 CRE 进行改良

Hodge 试验的表型鉴定，并对 KPC、IMP、VIM、NDM与OXA⁃48五种常见的碳青霉烯酶基因进行检测；对

17株产KPC酶的肺炎克雷伯菌（CRKP）进行肠杆菌基因间重复序列（ERIC）PCR分析。结果 60株CRE
菌株中，以肺炎克雷伯菌为主要致病菌，占 88.33%（53/60）。产耐碳青霉烯酶基因有 58株，其中KPC有 50
株（86.21%），NDM有 9株（15.52%），IMP有 2株（3.45%）。扩增出KPC和 IMP的菌株有 2株（3.45%），扩增

出KPC和NDM的菌株有 1株（1.72%），未扩增出OXA⁃48与VIM耐药基因。对ERIC⁃PCR结果进行聚类分

析，结果可聚为三类，其中菌株 8和 17亲缘关系最近，相关系数最高达到了 0.76，菌株 14和 16相关系数也

达到了 0.75，这两对菌株表现出较高的同源性。结论 CRKP整体同源性不强，但某些菌株相关系数较

高，CRE的多重耐药将给临床用药带来更大的挑战，应引起医院感染部门的高度重视。

［关键词］ 耐碳青霉烯酶基因；耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌；耐药性；同源性分析

Alternative genes and homology analysis of carbapenem⁃resistant Enterobacteriaceae
CHEN Chen，ZHOU Junying★，LI Yirong，YANG Jingdong
（Department of Clinical Laboratory，Zhongnan Hospital，Wuhan，Hubei，China，430071）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the resistance genes and homology of carbapenem⁃resistant
Enterobacteriaceae to understand their epidemiological characteristics and provide scientific basis for rational
clinical use of antibiotics. Methods The phenotype identification of the modified Hodge test was carried out on
60 CRE strains isolated from our hospital，and the five common carbapenemase genes KPC，IMP，VIM，NDM

and OXA⁃48 were tested. 17 strains producing KPC enzyme Klebsiella pneumoniae（CRKP）was subjected to
PCR analysis of Enterobacter intergenic repeat sequence（ERIC）. Cluster analysis was applied to analyze their
homology. Results Among the 60 CRE strains，Klebsiella pneumoniae was the main pathogen，accounting for
88.33%（53/60）. There are 58 carbapenemase⁃ resistant genes，of which 50 are KPC（86.21%），9 are NDM
（15.52%），and 2 are IMP（3.45%）. Two strains（3.45%）of KPC and IMP were amplified，and one strain
（1.72%）of KPC and NDM were amplified. No OXA⁃48 and VIM resistance genes were amplified. The cluster
analysis of ERIC ⁃ PCR results can be grouped into three categories. Among them，strain 8 and 17 have the
closest genetic relationship，with the highest correlation coefficient reaching 0.76， and the correlation
coefficient of strain 14 and 16 also reaching 0.75. Those two pairs of strains show high homology. Conclusion
The overall homology of CRKP is not strong，but some strains have high correlation coefficients. The multi ⁃
drug resistance of CRE will bring greater challenges to clinical medication，which should attract the attention of
hospital infection departments.

［KEY WORDS］ Carbapenemase gene；Carbapenem⁃resistant Klebsiella pneumoniae；Drug resistance；
Homology analysis
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近年来由于抗菌药物的不合理使用，使得临床

分离的细菌对抗菌药物的敏感性逐渐降低，给临床

抗感染治疗带来困难。目前临床上最受重视的是产

超广谱β⁃内酰胺酶的革兰阴性杆菌，其中以肺炎克

雷伯菌、大肠埃希菌等多重耐药的肠杆菌科细菌与

人们的生活紧密相关［1⁃2］，碳青霉烯类药物不合理使

用导致出现了耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（Carbap⁃
enem resistant Enterobacteriaceae，CRE）［3⁃4］。肠杆菌

基因间重复序列（enterobacterial repetitive intergen⁃
ic consensus sequence，ERIC）广泛存在于肠道细菌

中，长约 124~127 bp［5］，其中存在高度保守长约 40
bp 的核心序列，两个重复序列在肠道细菌基因组

中存在着属、种、株水平上的分布和拷贝数量的差

异，这些重复序列本身在进化过程中具有较强的保

守性，ERIC⁃PCR具有快速、简单、分辨率高和使用

设备简单等优点［6］，使得它在细菌分类、分子微生

物生态学研究中有着广阔的应用前景。本研究采

取微生物鉴定药敏系统进行 CRE 的判定，挑选对

亚胺培南不敏感的肠杆菌科细菌，改良Hodge实验

进行表型筛选，PCR 检测 CRE 菌株的五种常见耐

药基因（KPC、VIM、IMP、NDM 和 OXA）。选取 17
株分离自 ICU的基因型均为KPC的耐碳青霉烯类

肺炎克雷伯菌（Carbapenem resistant Enterobacteria⁃
ceae Klebsiella pneumoniae，CRKP）进行 ERIC⁃PCR
和同源性分析，判断重症医学科室内的CRKP菌株

是否为同一亚型或同一克隆株，从而了解细菌的流

行病学特征。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株来源

通过法国梅里埃 VITEK 2 COMPACT 对本

院 2017 年 2 月至 2017 年 11 月间 60 株耐碳青霉

烯类肠杆菌科细菌（CRE）进行鉴定，药敏结果参

照 CLSIM100（2017），且改良 Hodge 实验［7］初筛

结果为阳性；细菌经鉴定后置-40℃恒温冰箱中

保存，改良 Hodge 实验以大肠埃希菌 ATCC25922
为质控菌株。

1.1.2 试剂和仪器

美罗培南、亚胺培南、厄他培南由英国 OXOID
公司提供，细菌基因组 DNA 提取试剂盒（离心柱

型）DP302，Taq 酶、dNTPs、MgCl2、10x buffer（Mg+
2 plus/free）DNA 100 bp/DS5000 Marker，由天根生

化科技（北京）有限公司提供，PCR 引物序列由北

京擎科新业生物技术有限公司合成。Bio⁃Rad 普

通 PCR 仪（Bio ⁃Rad 公司/美国），NanoDrop 2000
（Thermo Scientific/美国），电泳仪（PAC3000）和紫

外凝胶成像及分析系统仪（Bio⁃Rad公司/美国）。

1.2 方法

1.2.1 细菌的选取

选取 60 株 Hodge 实验为阳性的 CRE 菌株，标

本的分离培养与鉴定操作依据《全国临床检验操

作流程》（第四版）［8］进行。

1.2.2 改良Hodge实验

以厄他培南为底物纸片进行改良 Hodge 实

验，阴性结果再用美罗培南与亚胺培南纸片。以

大肠埃希菌 ATCC25922 为阴性对照，若任一药敏

纸片被测菌株与大肠埃希菌ATCC25922抑菌圈交

汇处出现大肠埃希菌生长增强的现象，即可记录

为改良Hodge实验结果阳性。

1.2.3 细菌DNA提取

按照天根细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明

书进行，实验方法可见天根生化科技（北京）有限

公司生产的细菌基因组 DNA提取试剂盒（离心柱

型），DP302型号说明书。

将 DNA 收集到离心管中，按照 NanoDrop
2000 微量紫外分光光度计中文操作手册检测

DNA浓度、纯度并记录。并将提取DNA作为后续

PCR反应模板于-40℃冰箱中保存备用。

1.2.4 PCR引物合成序列

KPC、IMP、OXA⁃48、VIM、NDM 5 种 PCR 引

物序列见表 1。

1.2.5 耐药基因扩增

扩增体系：Buffer 2.5 μL，Mg2+ 2.5 μL，dNTPs
1 μL，引物 F 和 R 各 1 μL，Taq（5 U/μL）1.5 μL，

基因

KPC

IMP

OXA⁃48

VIM

NDM

Sequence，5􀆳 → 3􀆳
F：CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
R：CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
F：GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTCC
R：GGTTTAAYAAAACAACCACC
F：GCGTGGTTAAGGATGAACAC
R：CATCAAGTTCAACCCAACCG
F：GATGGTGTTTGGTCGCATA
R：CGAATGCGCAGCACCAG
F：GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
R：CGGAATGGCTCATCACGATC

bp

798

232

438

390

621

表 1 碳青霉烯酶基因所用的 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequence of carbapenase gene
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图 1 改良Hodge试验结果

Figure 1 Modified Hodge test results

DNA 2 μL，H2O2 14.5 μL。 IMP 的反应条件为：

94℃变性 10 min；94℃ 30 s，55℃ 40 s，72℃ 50 s，36
个循环；72℃延伸 5 min；KPC的反应条件为：94℃变

性 10 min；94℃ 30 s，56℃ 40 s，72℃ 50 s，36个循环；

72℃延伸 5 min；OXA、VIM及NDM的反应条件为：

94℃变性 10 min；94℃ 30 s，58℃ 40 s，72℃ 50 s，36
个循环；72℃延伸 5 min。电泳参数为 90 V，20 min。
1.2.6 肠杆菌基因间重复序列 PCR与同源性分析

采 用 肠 杆 菌 基 因 间 重 复 一 致 序 列 PCR
（Enterobacterial repetitive intergenic consensus PCR，

ERIC⁃PCR）进行基因扩增，ERIC⁃2 单引物序列为

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG（5′⁃3′）［9］。

反应体系：Buffer 2 μL，Mg2+ 1.25 μL，dNTPs
1.6 μL，引物 1 μL，Taq（5 U/μL）0.6 μL，DNA 1 μL，
H2O2 12.55 μL；反应条件为：94℃变性 5 min；94℃
30 s，44.5℃ 45 s，72℃ 2 min，35 个循环；72℃延伸

10 min。选取 17株基因型为KPC的耐碳青霉烯类

肺炎克雷伯菌（CRKP）进行同源性分析，采用生物

信息分析软件（Bionumerics）图像分析软件对其进

行聚类分析，判断标准：按照 Tenover［10］的判断标

准，①图谱完全相同为一个型；②相差一个带为同

一型的不同亚型；③相差 2~3 个带为紧密相关；

④相差 4~6个带为可能相关；⑤相差 7个以上条带

为无亲缘关系。

2 结果

2.1 细菌的种类与临床分布

60 株 CRE 中 包 括 肺 炎 克 雷 伯 菌 53 株

（88.33%），大肠埃希菌 3株（5%），阴沟肠杆菌 3株

（5%），弗氏柠檬酸杆 1 株（1.67%）；标本以痰和纤

支镜灌洗液为主，痰和灌洗液分离出 28 株，构成

比为 46.67%，其次是尿液为 16 株，构成比为

26.67%，伤口分泌物和血液为 4 株，构成比为

6.67%、导管尖端和引流液，为 3 株，构成比为

5.00%；科室分布主要是重症医学科，为 21 株，其

次新生儿科检出 7 株，呼吸及危重症医学科检出

8株，血液科检出 5株，泌尿外科检出 3株，其他科

室检出 16株。

2.2 不同底物的改良Hodge实验结果

以厄他培南（10 μg/片）纸片为底物对 60 株

CRE菌株做改良 Hodge 实验，检出 57株厄他培南

改良 Hodge 实验阳性株。改良 Hodge 试验结果。

见图 1。

再对剩余 3 株未检测出厄他培南底物纸片改

良 Hodge 实验阳性菌株，分别同时进行亚胺培南

与美罗培南改良 Hodge 实验检测，结果见表 2。

综合 3种底物纸片结果，厄他培南改良 Hodge
实验对产KPC型A类碳青霉烯酶的菌株阳性率为

100%（50株/50株），33.3%（3株/9株）的产 NDM型

B 类金属 β ⁃内酰胺酶的菌株在厄他培南改良

Hodge 实验中结果为阴性，但补充亚胺培南与美罗

培南改良 Hodge 实验后仍可鉴定为阳性株。

2.3 耐药基因扩增结果

60株CRE中有58株扩增出相关耐药基因。KPC
有 50株占 86.21%，NDM有 9株占 15.52%，IMP有 2
株占 3.45%。同时扩增出 KPC和 IMP的有 2 株占

3.45%，同时扩增出KPC和NDM的有 1株占 1.72%，

其中60株均未扩增出OXA⁃48、VIM。见图2。

2.4 ERIC⁃PCR同源性分析

应用 bionumerics 软件进行聚类分析，结果如

图 3 所示。以相关系数（±0.50~±0.80）为显著相

关，相关系数（±0.80~±1.00）为高度相关。17 株

CRKP 的扩增结果可聚为 3 类。菌株 14、16、10、

细菌类型

阴沟亚种

大肠埃希菌

肺炎克雷伯菌

科室

泌尿外科

泌尿外科
呼吸与危重症

医学科重症病区

hodge结果

E（-）I（+）M（+）
E（-）I（+）M（-）

E（-）I（+）M（-）

耐药基因型

NDM
NDM

NDM

表 2 3株改良 Hodge 实验阴性的菌株结果

Table 2 Results of 3 strains of modified Hodge negative

注：1⁃9为菌株号。

图 2 五种耐药基因扩增结果

Figure 2 PCR results of five drug⁃resistant genes
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13、17、8可聚为一大类：其中菌株 8和 17亲缘关系

最近，相关系数最高达到了 0.76，菌株 14和 16相关

系数达到了 0.75，菌株 10 和 16 相关系数达到了

0.71，这 3对菌株表现出较高的同源性；菌株 11、15
聚为一类：相关系数为 0.57，显著相关；菌株 2、4、
12、1、5、6、3、9、7 另聚为一大类：其中菌株 1 和 12
相关系数达到 0.72，表现出较高的同源性。见图 3。

3 结论

60 株 CRE 菌株中，以肺炎克雷伯菌为主占

88.33%；标本类型主要为呼吸道标本（痰及支气管

灌洗液）占 46.67%，尿液、血液等样本均有分离，这

提示可能存在多部位感染；科室以重症监护室为

主占 35%，广谱抗菌素的使用及支气管镜等侵入

性操作是感染 CRE 的主要高危因素［11］，医院应加

强院内感染管理工作，通过隔离感染者、对细菌耐

药进行网报监管、手卫生、以及加强病区环境与器

材的消毒等措施控制院内感染的发生。

CRE 的耐药基因型以 KPC（86.21%）和 NDM
（15.52%）为主，这与陆［12］等的以 KPC和 IMP结论

有所不同，推测可能与地域有关。本研究发现

CRE 菌株存在一定的多重耐药基因情况，58 株

CRE 菌株中，有 3 株同时存在 2 种耐药基因占

5.17%，CRE菌株的多重耐药将给临床用药治疗带

来更大困难与风险，临床医生在治疗时应慎重使

用抗菌药物。另有两株菌株未检出 KPC、NDM、

IMP、VIM与 OXA这五种基因型中的任何一种，可

能属于少见的耐药基因型，有待进一步研究。

自 ICU分离的 17株 CRKP表现出较高的同源

性，相关系数最高的 2 菌株达到 0.76，但未见同一

克隆株的暴发流行，这提示医院仍要继续加强院

内感染的监测与防护，加强医护人员的培训管理，

一旦发现患者有耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌感染

或定植，应将该患者进行隔离，规范抗菌药物的合

理使用，同时对 CRKP 的流行趋势进行长期监控

从而避免多重耐药菌株所产生的“无药可用”的严

重后果。
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近红外诱导 PLGA纳米粒子用于US/MR成像和乳腺
癌治疗

左凤梅 卢佳慧 刘雅文 倪晨 时梅林 胡俊峰★

［摘 要］ 目的 报告近红外激光诱导的超声/磁共振成像协同光热治疗乳腺癌的纳米微球 PFP/

MnCl2/ICG@PLGA NPs（PMINPs）。方法 采用双乳包埋法将氯化锰（MnCl）、全氟戊烷（PFP）、吲哚菁

绿（ICG）包埋在聚乳酸⁃羟基乙酸（PLGA）壳膜中。结果 PMINPs 具有明显的核/壳结构，粒径均匀，分

散性好。粒径大小为（211.10±2.66）nm，电位为（⁃17.50±0.65）mV。通过紫外⁃可见⁃近红外分光光度计测

得 ICG 包封率为（76.38±0.32）%。 当被近红外激光照射时，ICG 可以将光转化为热，产生的热量通过

PTT 效应对肿瘤产生良好的杀伤效果。这一过程还可以进一步触发 PMINPs 中磁共振造影剂 MnCl2的

释放和超声造影剂 PFP的液气相变。结论 近红外激光诱导的多功能纳米粒子 PMINPs在超声/磁共振

成像和乳腺癌治疗方面具有巨大的潜力。

［关键词］ 超声/磁共振成像；近红外激光；相变纳米粒子；光热治疗

Near⁃infrared triggered PLGA nanoparticles for US/MR imaging and breast cancer therapy
ZUO Fengmei，LU Jiahui，LIU Yawen，NI Chen，SHI Meilin，HU Junfeng★

（School of Medical Imaging，Xuzhou Medical University，Xuzhou，Jiangsu，China，221006）

［ABSTRACT］ Objective At present，cancer diagnosis or treatment based on nano⁃medicine has prob⁃

lems such as fast circulation clearance and limited efficacy. Here，we report a near⁃infrared laser⁃induced ultra⁃

sound/magnetic resonance imaging combined with photothermal treatment of breast cancer nanospheres PFP/

MnCl2/ICG@PLGA NPs（PMINPs）. Methods Manganese（II）chloride（MnCl2），Perfluoropentane（PFP）

and Indocyanine green（ICG）were embedded in the poly（lactic⁃co⁃glycolic）acid（PLGA）shell membrane

via a double emulsion approach. Results The obtained PMINPs have an obvious core/shell structure，uniform

particle size，and good dispersibility. The particle size is（211.10±2.66）nm，and the potential is（⁃17.50±

0.65）mV. The ICG encapsulation rate measured by ultraviolet ⁃ visible ⁃ near ⁃ infrared spectrophotometer is

（76.38±0.32）%. When irradiated by a near⁃infrared laser，ICG can convert light into heat. The heat generated

has a good killing effect on tumors through the PTT effect. This process can further trigger the release of the

magnetic resonance contrast agent MnCl2 in the PMINPs and the liquid⁃to⁃gas phase change of the ultrasound

contrast agent PFP. Conclusion Near⁃infrared laser⁃induced multifunctional nanoparticles PMINPs have great

potential in ultrasound/magnetic resonance imaging and breast cancer treatment.

［KEY WORDS］ US/MR imaging；Near infrared laser；Phase⁃shifted nanoparticles；Photothermal therapy
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近年来，以多功能纳米颗粒为基础，将诊断与

治疗整合为一个系统，可以提高临床疗效，减少治

疗的副作用，为癌症的精确诊疗提供了新的思

路［1⁃3］。目前，乳腺癌的治疗包括手术切除、化疗、

放疗等［4⁃6］。然而，这些方法也会对健康组织造成

严重损害。因此，一种新型的肿瘤治疗方法⁃光热

疗法（Photothermal therapy，PTT）被提出［7］。PTT
疗法是利用光敏剂将光转化为热，在激发光照射

下，肿瘤部分迅速升温杀伤肿瘤细胞［8］。本研究使

用吲哚菁绿（Indocyanine green，ICG）作为光敏剂，

ICG是一种近红外荧光染料，在激光照射后具有良

好的光热转换效率和较高的生物安全性，但游离

情况下稳定性差，血液循环寿命短。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

透射电子显微镜（Tecnai G2 F20，美国），马尔

文粒径分析仪（Nano ZS90，英国），紫外分光光度

计（Uvmini⁃1240，日本），808 激光仪（MDL⁃N⁃808⁃
8W，中国），多功能酶标仪（Biotek，美国），超声波

破碎仪（JY92⁃IIDN，中国），超声成像仪（Philip，荷
兰），荧光倒置显微镜（DMI3000B，美国），3.0T磁共振

成像设备（GE Discovery 750w，美国）；聚乳酸⁃羟基乙

酸共聚物（PLGA，分子量 10 000，聚合比 50∶50，
Evonik，德国），氯化锰（Manganese（II）chloride，
MnCl2，北陆药业，中国），全氟戊烷（Perfluoropen⁃
tane，PFP，阿拉丁，中国），吲哚菁绿（ICG，麦克林，

中国），聚乙烯醇（PVA，Sigma，美国）；MDA⁃MB⁃231，
NIH⁃3T3细胞株（中科院上海细胞库，中国），细胞

计数试剂盒（CCK⁃8，美仑，中国）。

1.2 PMINPs的制备

将 100 mg的 PLGA加入 4 mL的二氯甲烷，待

充分溶解后加入 200 μL 的 PFP，2 mg ICG，200
μL MnCl2冰浴下超声破碎 2 min分钟（100 W），得

到的初乳液缓慢滴入 20 mL 2%PVA溶液，超声破

碎 5 min（50 W）制成复乳，冰浴下搅拌 8 h 挥发二

氯甲烷，转速 10 000 r/min 洗涤离心，重复三次后

冻干备用，制备全程避光低温。

1.3 PMINPs一般性质检测

使用透射电子显微镜观察材料的形貌和结构；

使用马尔文粒径仪分析PMINPs的粒径大小、PDI及
电位。采用紫外分光光度法计算 ICG的标准曲线，

根据标准曲线来计算PMINPs中 ICG的包封率。

1.4 细胞毒性检测和 PMINPs的摄入

MDA⁃MB⁃231和NIH⁃3T3细胞在 96孔板中孵

育，37℃条件下，每孔培养 1×104个细胞，孵育 12 h。
实验组每孔加入 100 μL含有不同浓度 PMINPs的
培养基。孵育 6 h，采用细胞计数试剂盒（CCK⁃8）
检测 PMINPs 的细胞毒性。将荧光标记物香豆

素⁃6 装入 PMINPs 中，细胞孵育 1、2、3 h 后，采用

DAPI（4′，6⁃diamidino⁃2⁃phenylindole）对细胞核进

行染色，制片后使用倒置荧光显微镜进行观察。

1.5 光热性能检测

给予 808 nm 激光辐照（1.5 w/cm2，5 min），用

红外热成像仪记录各组温度变化。随后游离的

ICG 和 PMINPs 根据 ICG 浓度配制成 25 μg/mL 的

溶液，取 100 μL置于 96孔板中，由 808 nm激光开⁃
关循环辐照重复 4 次（开 1 min，关 2 min），用红外

热成像仪记录各组温度变化。

取对数生长期的MDA⁃MB⁃231细胞与材料孵

育 6 h 后分组处理，用 CCK⁃8 评价各组的细胞毒

性。材料与细胞孵育 6 h后处理四个分组，激光照

射后分别用钙黄绿素⁃AM（Calcein⁃AM）和碘化丙

啶（PI）处理细胞，采用活死细胞染色法定性考察

光热效果。

1.6 超声/磁共振双模成像

1.6.1 超声（Ultrasound，US）
显微镜下观察激光照射（1.5 w/cm2）下 PMINPs

的变化。将软管浸入水中，采用 808 激光照射

（1.5 w/cm2），使用超声成像仪观察是否成像。

1.6.2 磁共振（Magnetic Resonance，MR）
在3.0 T Discovery 750 W MR系统上对PMINPs

进行 T1加权成像研究。用自旋回波序列对稀释后

的样品进行 MRI 扫描。此外，利用 MDA⁃MB⁃231
细胞的体外MR成像试验评价其对乳腺癌细胞的磁

共振成像能力。MDA⁃MB⁃231 细胞与不同浓度

PMINPs 孵育 6 h。将细胞消化离心收集并用 PBS
洗涤，使用前面描述的磁共振成像系统进行磁共

振成像。磁共振扫描参数：重复时间=16 ms，回

波时间=3.2 ms，视野=8 cm×8 cm，层厚=0.4 mm，

层间距=0.5 mm，矩阵 = 320×288。
1.7 统计学分析

采用 IBM SPSS Statistics 24 软件处理分析数

据，计量资料以（x ± s）形式表示，采用 t 检验和单

因素方差分析，以 P<0.05 表示差异有统计学

意义。
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2 结果

2.1 PMINPs一般性质

所制备的纳米粒子具有明显的核/壳结构，粒

径均匀，分散性强（图 1A）。如图 1B所示，PMINPs
的尺寸为（211.10±2.66）nm，PDI 为 0.12。Zeta 电

位为（-17.50±0.65）mV。图 1C 中可以看出，PFP/
MnCl2@PLGA NPs 的吸收光谱没有明显的吸收

峰，而自由 ICG 的吸收光谱在 770~790 nm 左右达

到峰值。PMINPs 的吸收光谱在 790~810 nm 处出

现峰值通过紫外吸收光谱确定 ICG标准曲线为 y=
0.247 5x⁃0.072 5（r=0.999）（图 1D）。在此基础上

计算 ICG 的平均包封率为（76.38±0.32）%，平均载

药量为（6.99±3.98）%。

2.2 细胞毒性检测和摄入

CCK⁃8试验结果显示当浓度到达160 μg/mL时，

PMINPs对MDA⁃MB⁃231和NIH⁃3T3细胞均无明显

细胞毒性，不同浓度吸光度值差异无统计学意义，且

细胞活力都在 90%以上（图 2A）。从图 2B中可以看

出，随着时间的推移，MDA⁃MB⁃231细胞中出现代表

PMINPs的绿色荧光且随着时间的增加而变量。

2.3 光热性能检测

经过 808 nm 激光辐照后，PMINPs 升温显著，

与 ICG 的浓度呈正相关（图 3A）。经过 4 个激光

开⁃关循环后，PMINPs 仍可以较稳定的产热，升温

峰值只降低了 3.3℃，而游离 ICG 产热能力则明显

下降关（图 3B）。

如图 3C所示，不同浓度的 PMINPs在没有激光

照射的情况下细胞活性没有明显下降。在近红外

激光照射下，随着 PMINPs浓度的增加，癌细胞的消

融作用增强。对于 PFP/MnCl2@PLGA NPs，由于光

敏剂 ICG的缺乏，激光照射后的加热效果不明显，

对肿瘤细胞的损伤也很难观察到。如图 3D所示，

仅激光照射，PMINPs处理对细胞无明显杀伤作用。

2.4 超声/磁共振双模成像

2.4.1 超声

随着辐照时间的延长，微泡膨胀到一定体积

后开始破裂（图 4A）。相应的，在 808 nm 近红外激

光照射前，透明塑胶软管中 PMINPs的超声成像效

果没有增强。当激光照射后，PFP气化，产生气泡，

并发生明显的超声成像增强（图 4B）。

2.4.2 磁共振

PMINPs的磁共振信号强度随着Mn浓度的增

加而增强，见图 5A。PMINPs在细胞中具有很好的

磁共振成像能力，并且是浓度依赖性的，见图 5B。

3 讨论

根据已有研究可知，锰离子可以增强 T1 信

注：A为 PMINPs透射电子显微镜下表现；B为 PMINPs粒径分布；

C为 PMINPs紫外/可见光/近红外吸收光谱；D为 ICG标准曲线。

图 1 PMINPs的表征

Figure 1 Characterizations of PMINPs
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注：A 为不同细胞与不同浓度 PMINPs 孵育后进行细胞毒性测试

（n=6）；B为MDA⁃MB⁃231细胞对 PMINPs的摄入（×20）。

图 2 PMINPs的体外细胞毒性和细胞摄取

Figure 2 In vitro cytotoxicity and cellular uptake of PMINPs
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图 3 PMINPs光热性能检测

Figure 3 PMINPs photothermal performance test
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注：A 为显微镜下激光照射前后 PMINPs 的变化（1.5w/cm2）；图中

1 表示照射前，2 表示照射中，3 表示照射后。B 为塑胶软管内激

光照射前后 PMINPs的超声成像效果（1.5w/cm2）

图 4 超声成像

Figure 4 US imaging
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注：A 为不同 Mn 浓度 PMINPs 的磁共振成像及伪彩图；B 为

MDA⁃MB⁃231 细胞孵育不同 Mn 浓度 PMINPs 后的磁共振成像

及伪彩图。

图 5 磁共振成像

Figure 5 MR imaging
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号，能显著提高病灶与周围良性组织的对比度。

本研究中选用 MnCl2作为磁共振造影剂。制备的

纳米粒子将MnCl2包裹在内，由于MnCl2将会随着

纳米载体在机体血液及组织内流通循环，会大大

提高其在机体内的循环时间，从而给磁共振成像

诊断提供充足的时间。磁共振成像是一种具有精

细软组织对比和多平面成像能力的无创成像工

具，但通常需要较长的采集时间，不能提供实时图

像［9］。相比之下，超声可以提供实时图像，但在组

织识别方面能力与磁共振相比略差［10］。在许多临

床应用中，超声和磁共振是互补的，以区别可能的

病理改变组织［11］。已有许多前人开发了相应造影

剂，可以达到超声/磁共振共同成像的目的［12 ⁃ 13］。

在这项工作中，笔者用了第三代造影剂全氟戊烷，

在室温下以液体形式存在，而在注射进入人体以

后，当达到相变温度，发生液气相变变为气态，达

到超声显影增强目的［14］。

所研制的纳米粒子具有粒径适宜、稳定性高

的特点。粒径在 200 nm左右的 PMINPs可通过实

体瘤的高通透性和滞留效应在肿瘤部位富集。因

此，在近红外激光照射下，富集在肿瘤部位的光敏

剂 ICG 迅速升温杀伤肿瘤而对正常组织的杀伤作

用较小。重要的是，由于温度迅速上升，PFP转变为

气泡增强超声成像。同时，纳米颗粒释放出MnCl2，
其体积小，可以更好地穿透肿瘤，获得更均匀的磁

共振成像结果。通过一系列的表征，证实 PMINPs
具有良好的肿瘤吸收能力，可用于乳腺癌超声/磁
共振双模成像及治疗。在以后的研究工作中，还

有以下几个方面的工作需要完善：可尝试在纳米

微球表面修饰靶向物如适配体，叶酸等，增加其靶

向性；进一步研究纳米微球在动物体内的成像与

治疗效果等，为临床应用奠定试验基础。
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PCT、乳酸清除率及CRP与食管癌术后肺炎并ARDS
预后关系

黄英明 邹龙涛 袁小锦 江雯妍 黎坚向 何伊里 谢显龙★

［摘 要］ 目的 分析降钙素原（PCT）、乳酸清除率及 C反应蛋白（CRP）与食管癌术后肺炎合并急

性呼吸窘迫综合征（ARDS）患者预后的相关性。方法 选取 2015年 1月至 2019年 8月本院接收的 689
例食管癌术后患者，其中发生肺炎者 200例（A组），未发生肺炎者 489例（B组）。A组中合并ARDS者 86
例（A1组），未合并ARDS者 114例（A2组）。根据病历资料中的生存死亡情况，将A1组分为死亡组（n=
34）和生存组（n=52），选取同时期 680例接受健康体检结果正常者为C组。比较各间 PCT、乳酸清除率及

CRP水平差异，采用 Logistic分析影响患者预后的独立危险因素。结果 A、B、C三组 PCT、CRP水平比

较：A组>B组>C组，24 h乳酸清除率比较：A组<B组<C组，差异均有统计学意义（P<0.05）。A1组 PCT
及 CRP水平比高于A2组，24 h乳酸清除率低于A2组，差异均有统计学意义（P<0.05）。生存组呼吸≥30
次/min、心率≥100次/min、氧合指数<150 mmHg、呼吸困难病程≥12 h、合并多器官功能障碍综合征者及开

放式手术者较死亡组少，PCT、CRP 较死亡组低，24 h乳酸清除率较死亡组高，差异均有统计学意义（P<
0.05）。氧合指数、呼吸困难病程、合并多器官功能障碍综合征、手术方式、PCT、CRP及 24 h乳酸清除率

为影响食管癌术后肺炎合并ARDS患者预后的独立危险因素（P<0.05）。结论 PCT、CRP、24 h乳酸清除

率三者异常表达是食管癌术后肺炎合并ARDS患者预后生存的独立危险因素，对患者的生存评估具有一

定的临床价值。

［关键词］ PCT；乳酸清除率；CRP；食管癌；ARDS

Relationship between PCT， lactate clearance，CRP and prognosis of postoperative
pneumonia of esophageal cancer and ARDS
HUANG Yingming，ZOU Longtao，YUAN Xiaojin，JIANG Wenyan，LI Jianxiang，HE Yili，XIE Xianlong★

（Department of Critical Care Medicine，Guangxi Medical University Cancer Hospital，Nanning，Guangxi，
China，530021）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the correlation between the levels of procalcitonin（PCT），

lactate clearance rate and C⁃reactive protein（CRP）and the prognosis of patients with postoperative pneumonia
combined with acute respiratory distress syndrome（ARDS）after surgery for esophageal cancer. Method 689
postoperative patients with esophageal cancer treated in this hospital from January 2015 to August 2019 were
selected，including 200 cases with pneumonia（group A）and 489 cases without pneumonia（group B）. In
group A，86 cases had ARDS（group A1），and 114 cases had no ARDS（group A2）. According to the
survival and death of patients in the medical records，the A1 group was divided into the death group（n=34）
and the survival group（n=52）. 680 people who had normal result of physical examination in the same period
were regarded as the group C. The differences in PCT，lactate clearance and CRP levels were compared，and
the independent risk factors affecting the prognosis of patients were analyzed by Logistic. Result The levels
of PCT and CRP in group A，B and C were as follows：group A>group B>group C，the 24h lactic acid
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clearance rate is as follows：group A <group B <group C，and the differences were statistically significant（P<
0.05）. The PCT and CRP levels in the A1 group was higher than that in the A2 group，and the 24 lactate
clearance rate was lower than that in the A2 group，and the differences were statistically significant（P<0.05）.
The survival group had fewer patients with breathings ≥30 breaths/min，heart rate ≥100 beats/min，oxygenation
index <150 mmHg，dyspnea course ≥12 h，multiple organ dysfunction syndrome and open surgery than in the
death group. PCT and CRP were lower than those in the death group，and the 24 h lactate clearance rate was
higher than that in the death group，and the differences were statistically significant（P<0.05）. Oxygenation
index，duration of dyspnea，multiple organ dysfunction syndrome，surgical methods，PCT，CRP，and 24 h
lactate clearance were independent risk factors that affect the prognosis of patients with postoperative pneumonia
combined with ARDS after surgery for esophageal cancer（P<0.05）. Conclusion PCT，lactate clearance，and
CRP of the three is an independent risk factor for the prognosis of patients with postoperative pneumonia and
ARDS after esophageal cancer. It has certain clinical value for the patient􀆳s survival assessment.

［KEY WORDS］ PCT；Lactic acid clearance rate；CRP；Esophageal cancer；ARDS

手术后肺炎是指术后肺通气不足，膈肌活动

差，咳嗽反射受损或抑制，支气管痉挛和脱水，引

起支气管分泌物滞留而导致的肺段不张［1］。食管

癌术后肺炎严重者可并发急性呼吸窘迫综合征

（Acute Respiratory Distress Syndrome，ARDS），严

重威胁其生命安全［2］。及时评估食管癌术后肺炎

合并 ARDS 患者病情发展情况，对改善患者预后

有重要意义。降钙素原（Procalcitonin，PCT）在危

重感染病情评估具有重要意义，已成为公认的诊

断感染性休克的有效生物学标志物［3］。乳酸是细

胞发生无氧代谢时的产物，被作为判断危重症患

者无氧代谢和组织灌注的敏感指标［4］。本研究就

PCT、乳酸清除率及 C 反应蛋白（C⁃reactive pro⁃
tein，CRP）对食管癌术后肺炎合并ARDS患者预后

的预测进行研究，现报道如下。

1 一般资料

1.1 资料与方法

选取 2015年 1月至 2019年 8月本院接收的 694
例食管癌术后患者临床资料，纳入标准：①满足食管

癌诊断标准［5］，年龄在 18岁以上；②临床资料完整

者；排除标准：①入组前 3月内有抗生素、糖皮质激

素、免疫抑制剂等药物使用史者；②合并慢性阻塞性

肺疾病、肺结核等肺部疾患者；③合并除食管癌以外

的恶性肿瘤疾病者。根据纳入排除标准，最终纳入

689例，男 457例，女 232例；平均年龄（52.36±4.97）
岁。根据肺炎诊断标准［6］分为A组（发生肺炎者 n=
200）和 B 组（未发生肺炎者，n=489）。A 组中合并

ARDS者 86例（A1组），未合并ARDS者 114例（A2
组）。根据病历资料中的生存及死亡情况，将A1组

分为死亡组（n=34）和生存组（n=52）。选取 680例同

期于本院接受健康体检结果正常者且临床资料完整

者作为 C 组，其中男 360 例，女 320 例；平均年龄

（53.41±5.01）岁。A、B及C组间一般资料比较差异

无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

1.2 检测方法

1.2.1 PCT、CRP检测

收集所有研究对象入组后清晨空腹血 5 mL，
离心（3 500 r/min，5 min，r=8 cm）后取分离血清，

置于罗氏 E411 全自动电化学发光分析仪中检测

PCT 水平。通过酶联免疫吸附法（Enzyme Linked
Immune Sorbent Assay ，ELISA）法测定各组 CRP
浓度，由北京美康生物技术研究中心有限责任

公司提供检测所用的试剂，根据 ELISA 试剂盒

说明书步骤操作。正常值范围：PCT≤0.05 ng/mL、
CRP：0.068~8.2 mg/L［7］。

1.2.2 早期乳酸清除率检测

所有受试者分别于入组时及入组 24 h 时，采

用 GEM Premier 3000 仪器检测动脉血乳酸水平，

并计算 24 h 乳酸清除率，24 h 乳酸清除率 =（初始

血乳酸值 ⁃ 24 h 后血乳酸值）/初始血乳酸值 ×
100%［8］。以 24 h 乳酸清除率为 10%为界限，清除

率≥10%为高清除率，清除率<10为低清除率［9］。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 18.0 软件进行统计分析，计数资料

以 n（%）表示，采用 c2 检验，计量资料以（x ± s）表

示，组间比较行 t检验，多组间比较行 F检验；采用

多元 Logistic 回归分析影响分析影响食管癌术后

肺炎合并 ARDS 患者预后的独立危险因素，以 P<
0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 A、B及 C组间 PCT、乳酸清除率及 CRP水平

比较

三组 PCT、CRP 水平比较：A 组>B 组>C 组，

24 h 乳酸清除率比较：A 组<B 组<C 组，差异均有

统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 A1、A2组PCT、乳酸清除率及CRP水平比较

A1 组 PCT 及 CRP 水平比高于 A2 组，24 h 乳

酸清除率低于 A2 组，差异均有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。
2.3 影响分析影响食管癌术后肺炎合并ARDS患

者预后的单因素分析

生存组呼吸≥30 次/min、心率≥100 次/min、氧
合指数<150 mmHg、呼吸困难病程≥12 h、合并多

器官功能障碍综合征者及开放式手术者较死亡组

少，PCT、CRP较死亡组低，24 h乳酸清除率较死亡

组高，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.4 影响分析影响食管癌术后肺炎合并ARDS患

者预后的多因素分析

氧合指数（<150）、呼吸困难病程（≥12 h）、合

并多器官功能障碍综合征、手术方式（开放式手

术）、PCT（异常）、CRP（异常）及 24 h 乳酸清除率

（低）为影响食管癌术后肺炎合并 ARDS患者预后

的独立危险因素（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

研究显示，食管癌术后肺炎合并 ARDS 患者

的预后相对较差，且此种情况具有较高的致死

率［10］，因此对此类患者进行预后状态及其高危因

素的研究是改善预后的必要基础与前提。

既往文献提出，患者一般状况、手术创伤、围

术期管理及术后并发症等均可诱发食管癌术后肺

炎合并ARDS的发生，并影响患者预后［11］。本研究

结果显示：PCT（异常）、CRP（异常）及 24 h乳酸清

组别

A组

B组

C组

F值

P值

n
190
489
680
-
-

PCT（ng/mL）
9.35±1.67
7.81±1.52
1.52±0.43
5968.77
<0.001

CRP（mg/L）
45.69±4.28
33.21±3.52
5.87±1.33
21795.61
<0.001

24 h乳酸清除率（%）

1.33±0.65
4.87±2.31
6.12±2.15
398.28
<0.001

表 1 A、B、C组间PCT、乳酸清除率及CRP水平比较（x±s）

Table 1 comparison of PCT，lactate clearance rate and CRP
levels among A，B，C group（x ± s）

因素

年龄（岁）

性别

呼吸（次/min）

心率（次/min）

氧合指数（mmHg）

呼吸困难病程（h）

合并多器官功能障碍综合征

手术方式

PCT（ng/mL）
CRP（mg/L）

24 h乳酸清除率（%）

>60
≤60
男

女

≥30
<30
≥100
<100
≥150
<150
≥12
<12
是

否

胸腔镜手术

开放式手术

例数（n=86）
34
52
50
36
41
45
40
46
32
54
36
50
22
64
51
35
-
-
-

生存组（n=52）
21（40.38）
31（59.62）
34（65.38）
18（34.62）
11（21.15）
41（78.85）
9（17.31）
43（82.69）
4（7.69）

48（92.31）
4（7.69）

48（92.31）
2（3.85）

50（96.15）
42（80.77）
10（19.23）
8.87±1.52
47.80±2.45
8.21±1.37

死亡组（n=34）
13（38.24）
21（61.76）
16（47.06）
18（52.94）
30（82.24）
4（11.76）
31（91.18）
3（8.82）

28（82.35）
6（17.65）
32（94.12）
2（5.88）

20（58.82）
14（41.18）
9（26.47）
25（73.53）
10.03±1.18
49.51±2.61
7.45±1.24

c2/t值

0.040

2.837

37.084

45.090

49.048

63.094

32.640

25.114

3.767
3.084
2.610

P值

0.842

0.092

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.001

<0.001

<0.001
0.003
0.011

组别

A1组

A2组

t值
P值

n
86
114
-
-

PCT（ng/mL）
9.86±1.33
8.92±1.25

5.122
0.001

CRP（mg/L）
47.31±4.52
43.15±4.36

6.576
＜0.001

24 h乳酸清除率（%）

7.31±1.59
6.20±1.47

5.104
0.001

表2 A1、A2组PCT、乳酸清除率及CRP水平比较（x±s）

Table 2 Comparison of PCT，lactate clearance rate and
CRP levels between A1，A2 group（x ± s）

表 3 影响分析影响食管癌术后肺炎合并ARDS患者预后的单因素分析

Table 3 single factor analysis of influencing factors on prognosis of patients with pneumonia and ARDS after esophageal
cancer surgery
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影响因素

呼吸（≥30次/minvs<30次/min）
心率（≥100次/minvs<100次/min）

氧合指数（<150 mmHgvs≥150 mmHg）
呼吸困难病程（≥12 hvs<12 h）

合并多器官功能障碍综合征（是 vs否）

手术方式（胸腔镜手术 vs开放式手术）

PCT（异常 vs正常）

CRP（异常 vs正常）

24 h乳酸清除率（低清除率 vs高清除率）

回归系数

0.861
0.894
0.833
0.997
0.825
0.889
0.933
0.981
0.922

标准误

0.765
0.759
0.191
0.192
0.247
0.181
0.298
0.334
0.141

Wald c2值

4.591
4.835
4.107
4.320
4.985
4.875
4.188
4.028
4.364

OR值

2.366
2.445
2.300
2.71
2.282
2.433
2.542
2.667
2.697

95%CI
0.528~10.595
0.552~10.823
1.582~3.345
1.860~3.948
1.406~3.703
1.706~3.469
1.418~4.559
1.386~5.133
2.045~3.555

P值

0.591
0.543
<0.001
<0.001
0.006
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 影响分析影响食管癌术后肺炎合并ARDS患者预后的多因素分析

Table 4 multivariate analysis of prognostic factors in patients with pneumonia and ARDS after esophageal cancer surgery

除率（低）、氧合指数（<150）、呼吸困难病程（≥12
h）、合并多器官功能障碍综合征、手术方式（开放式

手术）是影响食管癌术后肺炎合并ARDS患者预后

生存的独立危险因素。

促炎因子和抑炎因子的失衡在ARDS发生、发

展过程中至关重要，在 ARDS发生、发展过程中可

合并 CRP、白细胞介素⁃6、白细胞介素⁃8、肿瘤坏死

因子⁃α等细胞因子浓度急剧升高，进而放大炎性发

炎，引发瀑布式级联反应，加重病情进展。PCT主

要是由甲状腺 C细胞产生的无激素活性的降钙素

前肽物质，是由 116个氨基酸残基组成的分子量为

13 KD 的糖蛋白。由于 ARDS 患者常合并有脓毒

症，细菌细胞壁的脂多糖可刺激外周血单核细胞产

生 PCT，机体可释放的肿瘤坏死因子⁃α、白细胞介

素⁃6等大量炎性因子可促进 PCT mRNA 的大量表

达，因此可表现为血浆 PCT水平异常升高［12］。CRP
是白细胞介素⁃6诱导肝脏合成的一种急性时相非特

异性蛋白，是急性炎症反应的重要标记物［13］。在感

染和组织损伤时血浆浓度急剧升高，并可于 24 h~72
h内达到峰值。研究显示，CRP可激活补体，产生大

量炎症介质并释放氧自由基，加剧炎性反应；一旦感

染被有效控制，CRP可在 48 h内迅速下降，故临床将

其作为判断感染及创伤损害危重程度和预后的评价

指标［14］。本研究发现，在 A1 组及死亡组中可见

PCT、CRP水平显著升高，进一步佐证两者均与食管

癌术后肺炎合并ARDS患者病情发展密切。

ARDS的病理基础为炎症细胞介导肺炎症反应

致肺毛细血管膜损伤，临床以微血管通透性增高而

导致的肺泡含蛋白质肺水肿等为主要病理特征［15］。

ARDS发生时，患者出现呼吸窘迫和难以纠正的低氧

血症，组织氧供应严重不足，机体内环境和代谢发生

紊乱，导致产生大量的乳酸［16］。因此，近年来血乳酸

含量在评估ARDS患者病情演变中的临床应用价值

日益增高。本研究结果提示检测 24 h乳酸清除率可

有效反映机体的循环功能和组织灌注情况。

综上所述，PCT、CRP、24 h乳酸清除率食管癌

术后肺炎合并 ARDS 患者中呈异常表达，三者异

常表达是食管癌术后肺炎合并 ARDS 患者预后生

存的独立危险因素，对患者的生存评估具有一定

的临床价值。
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海口地区恙虫病患者免疫损伤及临床特征分析

王强 张丽媛 俞亚转 杜永国★

［摘 要］ 目的 分析海南海口地区恙虫病患者免疫损伤及临床特征。方法 选取海南海口地区

2015年 1月至 2020年 1月诊断恙虫病的患者 297例，纳入患者组；并选取同期 100名健康体检者，纳入对

照组。对比患者组、对照组外周血淋巴细胞、自然杀伤（NK）细胞、炎性因子水平差异，并分析患者组临

床特征。结果 患者组 CD3+T淋巴细胞、CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞水平高于对照组，患者组NK
细胞、CD19+B淋巴细胞水平低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。患者组 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃18、IL⁃15、
TNF⁃α、IFN⁃γ水平均高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。患者临床表现以发热、焦痂或溃疡、畏寒

为主，分别占 100.00%、90.91%、70.03%。患者OT基因型以Karp型为主，占 62.63%，其次为Gilliam型，占

17.85%。同源性分析结果示，297例恙虫病患者恙虫病东方体（OT）代表株与台湾KM08、KM05同源性较

高。结论 海南海口地区恙虫病患者存在明显免疫损伤，并以体液免疫增强、细胞免疫减弱及促炎因子大

量释放为主，患者临床表现特异性有限，其OT基因型呈现多样性但以Karp型为主，来源亦较为复杂。

［关键词］ 恙虫病；免疫损伤；临床特点

Analysis of immune damage and clinical characteristics of tsutsugamushi disease in Haik⁃
ou，Hainan Province
WANG Qiang，ZHANG Liyuan，YU Yazhuan，DU Yongguo★

（Department of Tropical Diseases，Second Affiliated Hospital of Hainan Medical College，Haikou，Hainan，
China，570311）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the immune damage and clinical characteristics in patients with
tsutsugamushi disease in Haikou，Hainan Province. Methods 297 patients diagnosed with tsutsugamushi dis⁃
ease from January 2015 to January 2020 in Haikou District of Hainan Province were selected and included in the
patient group，and 100 healthy persons in the same period were selected as the control group. The levels of pe⁃
ripheral blood lymphocytes，natural killer（NK）cells and inflammatory factors were measured and compared
between the two groups，and the clinical characteristics and molecular epidemiological characteristics of the pa⁃
tient group were analyzed. Results The number of CD3+ T lymphocytes，CD4+T lymphocytes and CD8+T lym⁃
phocytes in the patient group were higher than those in the control group，and the number of NK cells and
CD19 + B lymphocytes in the patient group were lower than those in the control group（P<0.05）. The levels of
IL⁃6，IL⁃8，IL⁃18，IL⁃15，TNF ⁃ α and IFN ⁃ γ in the patient group were significantly higher than those in the
control group（P<0.05）. The main clinical manifestations were fever，eschar or ulcer，and chills，accounting
for 100.00%，90.91% and 70.03% respectively. Karp genotype was the main genotype，accounting for 62.63%，

followed by Gilliam genotype，accounting for 17.85%. The results of homology analysis showed that the repre⁃
sentative strains of Orientia tsutsugamushi（OT）from 297 patients with Tsutsugamushi had high homology with
Taiwan km08 and km05 strains. Conclusion Patients with tsutsugamushi disease in Haikou area of Hainan
have obvious immune damage，and they are mainly characterized by enhanced humoral immunity，weakened
cellular immunity and large release of pro⁃inflammatory factors. The specificity of the clinical manifestations of
patients is limited. Their OT genotypes are diverse but mainly Karp type. The source is also more complicated.

［KEY WORDS］ Tsutsugamushi disease；Immune damage；Clinical characteristics
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恙虫病又称丛林斑疹伤寒，是由恙虫病东方体

（Orientia tsutsugamushi，OT）引发的自然疫源性疾

病，以鼠类为主要传染源，经恙螨幼虫叮咬传播［1］。

恙虫病患者以发热、焦痂或溃疡、淋巴结肿大、皮

疹为主要临床特征，严重时可并发呼吸窘迫综合

征、弥散性血管内凝血、胃肠道出血甚至死亡［2］。

鉴于恙虫病早期临床症状特异性有限，极易误诊为

伤寒、上呼吸道感染、肝炎或血液病，贻误治疗时

机。同时，OT基因型众多，不同基因型的毒力和致

病力也存在明显差异［3］。因此，了解恙虫病患者免

疫损伤特点，并掌握其临床特点，对于恙虫病的早

期鉴别诊断及治疗有着重要意义。为此，本研究选

取海南海口地区诊断恙虫病的患者进行研究。

报告如下。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选取海南海口地区 2015年 1月至 2020年 1月

诊断恙虫病的患者297例，纳入患者组。患者入组标

准：①参照中国疾病预防控制中心制定的恙虫病诊

断标准［4］明确诊断；②入院前未接受抗生素治疗，急

性期全血、焦痂标本保存完好。排除标准：①合并其

他传染性疾病；②合并免疫功能不全；③合并心、肝、

肾等脏器严重病变。选择同期100名健康体检者，在

征得其知情同意后，纳入对照组。患者组男 132例，

女 165例，年龄平均（56.24±11.87）岁；对照组男 43
名，女 57名，年龄平均（55.91±12.04）岁。两组受试

者性别、年龄，差异无统计学意义（P>0.05）。且经医

学伦理委员会批准，患者均知情同意。

1.2 研究方法

1.2.1 免疫损伤检测

分别于两组受试者入组时，取其外周血标本，

检测其外周血淋巴细胞、自然杀伤（Natural killer
cell，NK）细胞、炎性因子水平，外周血淋巴细胞检

测使用流式细胞仪检测，检测指标包括 CD3+T 淋

巴细胞、CD4 +T 淋巴细胞、CD8 +T 淋巴细胞及

CD19+B 淋巴细胞；NK 细胞检测亦使用流式细胞

仪。炎性因子指标包括白细胞介素⁃6（IL⁃6）、IL⁃8、
IL⁃10、IL⁃15 及肿瘤坏死因子 ⁃α（Tumor necrosis
factor⁃α，TNF⁃α）、干扰素⁃γ（Interferon⁃γ，IFN⁃γ）。

1.2.2 临床特征分析

整理患者组临床表现特征，包括畏寒、寒战、

发热、焦痂或溃疡、头晕或头痛等，计算其各项临

床表现占比。

1.2.3 分子流行特点分析

取患者组全血标本，提取总 DNA，行 OT 目标

基因扩增，而后行巢式聚合酶链反应（PCR），将

PCR 第 2 轮反应产物使用 QIAxcel Advanced 全

自动实时毛细管电泳系统分析，选 500 bp 条带

阳性的样品送测序。核苷酸序列经拼接后，使

用 MegAlign 软件行分析处理，其他用于参比的

标准株序列下载自 GenBank，结合本研究获得的

序列，使用 BLAST 行同源性检索，Clustal X 进行

序列排队，对代表株序列进行同源性分析比较。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 22.0 统计学软件进行数据分析；计

数资料以 n（%）表示，并采用 c2检验；计量资料均

符合正态分布，以（x ± s）表示，采用双侧 t检验；当

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫损伤特点

患者组CD3+T、CD4+T、CD8+T、IL⁃6、IL⁃8、IL⁃18、
IL⁃15、TNF⁃α、IFN⁃γ淋巴细胞水平高于对照组，患

者组NK细胞、CD19+B淋巴细胞水平低于对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1~2。
2.2 临床特征

患者临床表现以发热、焦痂或溃疡、畏寒为

主，分别占 100.00%、90.91%、70.03%，见表 3。
2.3 基因型分布

297 例恙虫病患者中以 OT 基因型以 Karp 型

为 主 ，占 186（62.63%），其 次 为 Gilliam 型 ，占

53（17.85%），依次是Kato，占 39（13.13%）、TA763，
占 18（6.06%），其中有 1例是未确定的。

组别

患者组

对照组

t值
P值

例数

297
100

CD3+T淋巴细胞（%）

74.31±1.82
56.12±2.43

79.040
<0.001

CD4+T淋巴细胞（×106/L）
574.49±40.81
215.33±17.95

85.220
<0.001

CD8+T淋巴细胞（×106/L）
597.92±94.11
208.87±60.51

38.715
<0.001

NK细胞（%）

15.52±0.69
23.26±2.16

54.191
<0.001

CD19+B淋巴细胞（%）

9.12±0.99
19.51±1.03

89.851
<0.001

表 1 两组受试者外周血淋巴细胞及NK细胞水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of peripheral blood lymphocytes and NK cells between the two groups（x ± s）
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临床表现

畏寒
寒战
发热

焦痂或溃疡
头晕或头痛

斑丘疹
外周淋巴结肿大
全身肌肉酸痛

乏力纳差
咳嗽咳痰

恶心呕吐或腹痛

例数（n）
208
142
297
270
168
155
138
71
67
44
18

占比（%）

70.03
47.81
100.00
90.91
56.57
52.19
46.46
23.91
22.56
14.81
6.06

表 3 297例恙虫病患者临床特征分析

Table 3 Clinical characteristics of 297 cases of
tsutsugamushi disease

编号

2017HN0529
2017HN0117
2016HN0109
2015HN1129
2016HN1104
2017HN1205
2019HN1019
2016HN0508
2017HK0622
2019LC0705
2019HN0425

Hualien⁃1
（台湾）

73.5
73.5
75.8
74.1
97.5
73.3
73.4
75.2
75.9
72.8
72.6

Hualien⁃3
（台湾）

74.1
74.1
77.6
75.5
77.8
74.3
74.2
85.7
99.9
73.5
74.1

Taitun⁃7
（台湾）

94.5
94.5
78.4
98.5
73.2
94.9
94.7
79.6
75.5
76.1
92.4

OI07
（台湾）

93.6
93.6
78.4
99.2
74.2
94.7
93.5
80.6
75.6
76.8
91.7

KM05
（台湾）

95.8
95.8
77.6
94.1
74.5
100.0
95.6
79.7
74.1
76.3
91.3

KM08
（台湾）

77.6
77.6
100.0
79.5
74.7
78.4
77.1
75.2
74.2
97.5
78.4

KM21⁃2
（台湾）

77.1
77.1
77.1
77.1
75.6
77.3
77.3
76.5
75.9
88.8
79.4

Gilliam
（缅甸）

76.1
76.1
75.8
85.7
94.7
77.6
76.5
79.7
77.6
76.4
76.3

CDC Kato
（日本）

74.3
74.3
74.1
75.5
77.2
74.9
74.5
85.4
99.3
73.2
74.5

Kawasaki
（日本）

73.5
73.5
74.1
73.1
91.6
73.4
74.5
78.2
77.3
74.7
72.1

CDC Karp
（新几内亚）

94.6
94.6
77.6
98.4
74.9
95.5
94.3
79.2
74.2
76.1
92.0

表 4 297例恙虫病患者OT代表株与参考株 56 kDa蛋白基因序列同源性（%）

Table 4 Homology of 56 kDa protein gene between OT representative and reference strain in 297 of tsutsugamushi disease（%）

组别

患者组

对照组

t值
P值

n
297
100

IL⁃6
39.15±7.21
2.91±0.48
50.184
<0.001

IL⁃8
14.13±1.29
2.68±0.55
86.106
<0.001

IL⁃10
33.15±2.96
2.74±0.39
102.354
<0.001

IL⁃15
7.13±0.88
1.01±0.12
69.272
<0.001

TNF⁃α
37.19±5.24
10.81±0.69

50.156
<0.001

IFN⁃γ
45.43±3.99
4.11±0.78
102.817
<0.001

表 2 两组受试者炎性因子水平比较（ng/L，x ± s）
Table 2 Comparison of inflammatory factors between the two groups（ng/L，x ± s）

2.4 基因序列同源性分析

同源性分析结果显示，297 例恙虫病患者 OT
代表株与台湾KM08、KM05同源性较高，见表 4。

3 讨论

恙虫病广泛流行于亚太地区的热带及亚热带

区域［5］，海南海口地区具有独特的热带、亚热带气

候特征，是恙虫病的高发地区。据报道，2006~
2017 年，海南恙虫病发病率居全国前 4 位［6］，且以

6~9 月为发病高峰。其原因一方面为 6~9 月气候

湿热、降雨量高，为鼠类、恙螨生长繁殖创造了有

利条件。另一方面，6~9月是海南海口地区农作物

收获时节，增加了恙螨侵袭机会［7⁃8］。

外斐反应是实验室诊断恙虫病的常规手段，

但其灵敏性、特异性均处于较低水平，难以及时达

到诊断目的［9］。加之恙虫病临床表现复杂、临床重

视程度不高，均使其漏诊率、误诊率处于较高水

平［10⁃11］。漏诊、误诊不仅会加剧病情进展、贻误治

疗时机，也使患者经济负担加重，甚至因病情加

剧、多系统并发症发生而影响生存质量［12］。因此，

明确恙虫病的临床特征并开展早期诊治，是控制

疾病进展、改善患者预后的关键环节。

免疫损伤是急性传染病的重要致病机制［13］，

全面掌握恙虫病患者的免疫损伤特点，对于指导

临床诊断及疗效评估有着重要意义。NK 细胞是

固有免疫应答的关键细胞，可直接诱导被病毒感

染的细胞死亡，与机体抗病毒免疫密切相关［14］，恙

虫病患者 NK 细胞的下降意味着由 NK 细胞导致

的免疫攻击有所下降，机体固有免疫难以发挥有

效的杀灭病原体作用；CD19+是 B细胞增殖，分化、

活化及抗体产生有关的重要膜抗原，其水平下降

意味着机体免疫功能下降，也是恙虫病常见临床病

理改变。同时，恙虫病患者亦存在 IL⁃6、IL⁃8、IL⁃18、
IL⁃15、TNF⁃α、IFN⁃γ显著升高的表现，说明恙虫病

患者处于明显免疫失调状态，这一状态常导致器

官损伤加剧。因此，关注并调控恙虫病患者免疫损

伤，对于指导病情评估、改善患者预后有着重要

意义。
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在临床特征的分析中，可以发现，患者临床表现

以发热、焦痂或溃疡、畏寒为主，与过往报道一致，提

示临床在发现同时存在发热、焦痂或溃疡、畏寒的患

者时，应高度怀疑恙虫病并开展相应实验室检查。

另外，患者OT基因型以Karp型为主，占 62.63%，与

我国广州、台湾等地区OT优势基因型一致［15］，且患

者OT代表株与台湾KM08、KM05同源性较高，说

明海南海口地区OT基因型呈现多样化趋势，其来源

也较为复杂。加强分子流行病学监测，普及恙虫病

健康教育，提高临床对恙虫病的认知，均为遏制恙虫

病在海南海口持续流行高发的重要措施。

综上所述，海南海口地区恙虫病患者存在明

显免疫损伤，并以体液免疫增强、细胞免疫减弱及

促炎因子大量释放为主，患者临床表现特异性有

限，其 OT基因型呈现多样性但以 Karp型为主，来

源亦较为复杂，应予以高度重视。
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老年吉兰⁃巴雷综合征患者外周血 IL⁃27水平变化及
其临床意义分析

张惠芳 1★ 赵红英 1 杨国涛 2 李英 1 刘云峰 1

［摘 要］ 目的 探究老年吉兰⁃巴雷综合征（GBS）患者外周血白细胞介素⁃27（IL⁃27）水平变化

情况并分析其临床意义。方法 选取本院老年 GBS 患者 44 例作为 GBS 组，选取同期健康体检者 44
例作为对照组，比较两组外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 水平，根据 GBS 组发病高峰期病情程度分为重型患

者与轻型患者，对比 GBS 组不同病情患者临床资料、外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 水平，分析各指标水平

变化的临床意义。结果 GBS 组外周血 IL⁃27、IL⁃17 水平高于对照组，IL⁃10 水平低于对照组，差异均

有统计学意义（P<0.05）；重型患者腹泻、自主神经功能障碍、延髓功能障碍、轴索损伤发生率均高于轻

型患者，差异均有统计学意义（P<0.05）；重型患者外周血 IL⁃27、IL⁃17高于轻型患者，IL⁃10低于轻型患者

（P<0.05）；发病高峰期临床症状评分与外周血 IL⁃27、IL⁃17 呈正相关，与 IL⁃10 呈负相关（r=0.554、
0.594、-0.650，P<0.05）；外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 预测老年 GBS 疾病严重程度的的曲线下面积（AUC）
均>0.7，各指标联合预测的 AUC 最大，为 0.898。结论 老年 GBS 患者外周血 IL⁃27、IL⁃17 水平明显升

高，IL⁃10 水平降低，各指标异常变化可能具有促进病情加重的作用，且在预测患者疾病严重程度方面

具有较高应用价值。

［关键词］ 吉兰⁃巴雷综合征；白细胞介素⁃27；白细胞介素⁃17；白细胞介素⁃10

Changes of IL ⁃ 27 level in peripheral blood of elderly patients with Guillain ⁃ Barré
syndrome and its clinical significance
ZHANG Huifang1★，ZHAO Hongying1，YANG Guotao2，LI Ying1，LIU Yunfeng1

（1. Department of Geriatrics，Cangzhou Central Hospital，Cangzhou，Hebei，China，061001；2. Department
of Neurology，Cangzhou Central Hospital，Cangzhou，Heibei，China，061001）

［ABSTRACT］ Objective To explore the changes in peripheral blood interleukin⁃27（IL⁃27）levels in
elderly patients with Guillain ⁃ Barré syndrome（GBS）and analyze its clinical significance. Methods We
selected 44 elderly GBS patients in our hospital as the GBS group，and 44 healthy patients during the same
period as the control group. The levels of IL⁃27，IL⁃17，and IL⁃10 in the peripheral blood of the two groups
were compared. According to the severity of the disease at the peak of the onset of the GBS group，the patients
were divided into severe patients and mild patients. The clinical data，peripheral blood IL⁃27，IL⁃17，and IL⁃10
levels of patients with different conditions in the GBS group were compared，and the clinical significance of
changes in the levels of each indicator were analyzed. Results The levels of IL⁃27 and IL⁃17 in the peripheral
blood of the GBS group were higher than those of the control group，and the level of IL⁃10 was lower than that
of the control group（P<0.05）. The incidence of severe diarrhea，autonomic dysfunction，bulbar dysfunction，
and axonal injury are higher than those of mild patients（P<0.05）. IL⁃27 and IL⁃17 in peripheral blood in severe
patients are higher than those in mild patients，IL⁃10 was lower than that in mild patients（P<0.05）. The clinical
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symptom score at the peak of the disease was positively correlated with peripheral blood IL⁃27 and IL⁃17，and
negatively correlated with IL ⁃ 10（r=0.554，0.594，- 0.650，P<0.05）. The area under the curve（AUC）of
peripheral blood IL⁃27，IL⁃17，and IL⁃10 predicting the severity of GBS disease in the elderly are all greater
than 0.7，and the combined prediction of each indicator is the largest with 0.898. Conclusion The levels of
IL⁃27 and IL⁃17 in the peripheral blood of elderly GBS patients are significantly increased，and the level of
IL⁃10 is decreased. Abnormal changes in various indicators may have a role in accelerating the severity of the
disease，and have a high application value in predicting the severity of the disease.

［KEY WORDS］ Guillain⁃Barre Syndrome；Interleukin⁃27；Interleukin⁃17；Interleukin⁃10

吉兰 ⁃巴雷综合征（Guillain⁃Barre Syndrome，
GBS）是一种人体自身免疫系统攻击其周围神经

的病症，其主要病理特征为周围神经的髓鞘脱失

和炎性细胞浸润，目前尚不清楚确切发病机

制［1⁃2］。GBS 呈急性发病，症状与体征多于 2 周达

高峰，临床表现轻重不一，多数患者起病时病情较

轻，随后病情逐渐加重，甚至可能发展至不能独立

行走或需要机械辅助通气［3］。因此于发病早期预

测疾病发展趋势，对指导临床开展有效的干预和

治疗、改善患者预后具有重要意义。研究发现细

胞因子介导的炎症反应在自身免疫性疾病的发病

过程中发挥非常重要作用［4 ⁃ 5］。白细胞介素 ⁃27
（Interleukin⁃27，IL⁃27）是近年新发现的一种细胞因

子，报道指出 IL⁃27 对 Th1、Th2、Th17 细胞均具有

广泛的免疫抑制作用［6⁃7］。IL⁃27在老年 GBS 中的

作用如何，目前国内外文献未见报道。本研究尝

试探究老年GBS患者外周血 IL⁃27水平变化情况，

并分析其作用机制。报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016年 1月至 2020年 7月本院老年GBS
患者 44 例作为 GBS 组，男 27 例，女 17 例；平均年

龄（82.24±2.93）岁；体质量指数（Body mass index，
BMI）平均（22.36±1.42）kg/m2。依据 1∶1 配对原

则，另选取同期健康体检者 44 例作为对照组，男

22 例，女 22 例；平均年龄（81.71±2.14）岁；平均

（21.95±1.52）kg/m2。对比两组性别、年龄、BMI，差
异无统计学意义（P>0.05）。

GBS 组纳入标准：①明确诊断为 GBS［8］；②年

龄≥75岁；③心肺等重要脏器功能良好；④发病前

3个月内未使用糖皮质激素或免疫抑制剂；⑤患者

及家属知晓本研究，已签署同意书。对照组纳入

标准：①全身体检结果均正常，无自身免疫性疾病

及家族史；②自主行为能力良好，无沟通交流障

碍；③近 3 个月内未使用糖皮质激素或免疫抑制

剂；④研究对象本人及家属知晓本研究，已签署同

意书。排除标准：①血液系统疾病患者；②慢性炎

症性脱髓鞘性多发性神经病患者；③脊髓灰质炎

患者；④就诊时GBS病情已明显缓解者；⑤恶性肿

瘤患者；⑥由重金属、农药中毒引起的多发性神经

炎；⑦近 3个月内有骨折史、严重创伤或手术史者；

⑧合并明确颅内病变的神经炎患者；

1.2 方法

指标检测方法：所有研究对象均于入院当天

（治疗前）采集空腹静脉血 3 mL，置于有肝素的抗

凝管中，由专业检测人员采用酶联免疫吸附试验

检测外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 水平，试剂盒购自

北京百奥莱博科技有限公司，检测操作严格按照

试剂盒说明书完成。

GBS 疾病严重程度评定方法：所有患者均

给予经免疫球蛋白、激素、对症等治疗，根据发

病高峰期（一般于患病 2 周左右达到高峰）临床

症状评分（Hughes 评分标准［9］）评估，分值范围

0~6 分，评分≤2 分判定为轻型，评分≥3 分判定

为重型。

1.3 观察指标

① 两 组 外 周 血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 水 平 。

②GBS组不同病情患者临床资料、外周血 IL⁃27、
IL⁃17、IL⁃10 水平，临床资料包括年龄、性别、

BMI、上呼吸道感染、双侧面瘫、腹泻、自主神经功

能障碍、延髓功能障碍、轴索损伤。③分析外周

血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10与发病高峰期临床症状评分

的关系。④分析老年 GBS 疾病严重程度的影

响因素。⑤分析外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 水平

对老年 GBS 患者疾病严重程度的预测价值。

1.4 统计学方法

数据处理采用 SPSS 22.0 软件，计数资料以

n（%）表示，采用 c2检验，计量资料以（x ± s）描述，

两组间比较采用独立样本 t检验，相关性分析采用
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Pearson 相关系数模型，通过多元线性回归分析评

估关联性，预测效能分析采用受试者工作特征

（ROC）曲线，获取曲线下面积（AUC），不同预测方案

间曲线下面积比较采用DeLong检验，联合预测实施

Logistic 二元回归拟合，返回预测概率 logit（p）。

以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10水平

GBS 组外周血 IL⁃27、IL⁃17 水平较对照组高

（P<0.05），IL⁃10水平较对照组低，差异有统计学意

义（P<0.05）。见表 1。

2.2 GBS组不同疾病严重程度患者临床资料

不同疾病严重程度患者年龄、性别、BMI、上呼

吸道感染、双侧面瘫比较，差异无统计学意义（P>
0.05）；GBS组不同疾病严重程度患者腹泻、自主神

经功能障碍、延髓功能障碍、轴索损伤比较，差异有

统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 GBS组不同疾病严重程度患者外周血 IL⁃27、
IL⁃17、IL⁃10水平

GBS组重型患者外周血 IL⁃27、IL⁃17较轻型患

者高（P<0.05），IL⁃10较轻型患者低，差异有统计学

意义（t=3.638、4.238、4.132，P<0.05）。见图 1。

2.4 外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 与发病高峰期临

床症状评分的关系

Pearson相关性分析，外周血 IL⁃27、IL⁃17与发

病高峰期临床症状评分呈正相关，IL⁃10 与发病

高峰期临床症状评分呈负相关（r=0.554、0.594、
-0.650，P<0.05）。

2.5 多元线性回归分析

多元线性回归分析，将双侧面瘫、腹泻、自主

神经功能障碍、延髓功能障碍、轴索损伤等其他因

素控制后，外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 仍与疾病严

重程度（发病高峰期临床症状评分）显著相关（P<
0.05）。见表 3。

2.6 外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 对老年 GBS 疾病

严重程度的预测价值

ROC曲线结果显示，各指标联合预测老年GBS
疾病严重程度的AUC最大，为 0.898，最佳预测敏感

度、特异度分别为83.33%、90.00%。见表4、图 2。

3 讨论

GBS 是一种细胞免疫、体液免疫共同参与的

自身免疫性疾病，最近研究发现 IL⁃27对 Th1、Th2、

组别

GBS组

对照组

t值
P值

n
44
44

IL⁃27（pg/mL）
185.69±35.46
115.24±23.58

10.974
<0.001

IL⁃17（pg/mL）
24.78±5.22
13.36±4.05

11.466
<0.001

IL⁃10（pg/mL）
40.25±10.06
55.18±12.37

6.211
<0.001

表 1 两组外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 levels of
peripheral blood between 2 groups（x ± s）

资料

年龄（岁）

性别

BMI（kg/m2）

上呼吸道感染

双侧面瘫

腹泻

自主神经
功能障碍

延髓功能障碍

轴索损伤

男

女

有

无

是

否

有

无

有

无

有

无

有

无

重型患者
（n=24）
82.43±3.15
14（58.33）
10（41.67）
22.54±1.53
10（41.67）
14（58.33）
4（16.67）
20（83.33）
11（45.83）
13（54.17）
9（37.50）
15（62.50）
10（41.67）
14（58.33）
11（45.83）
13（54.17）

轻型患者
（n=20）
82.05±2.79
13（65.00）
7（35.00）
22.19±1.20
8（40.00）
12（60.00）
2（10.00）
18（90.00）
3（15.00）
17（85.00）
1（5.00）

19（95.00）
2（10.00）
18（90.00）
3（15.00）
17（85.00）

t/c2值

0.419

0.205

0.831

0.013

0.412

4.781

4.841

5.515

4.781

P值

0.677

0.651

0.411

0.911

0.521

0.029

0.028

0.019

0.029

表 2 GBS组不同疾病严重程度患者临床资料

［（x ± s），n（%）］

Table 2 Clinical data of patients with different disease
severity in GBS group［（x ± s），n（%）］

重型患者（n=24）

轻型患者（n=20）

300

200

100

0

患
者

外
周

血
水

平
（

pg
/m

L）

IL⁃27 IL⁃17 IL⁃10

a
a

a

图 1 GBS组不同疾病严重程度患者外周血 IL⁃27、IL⁃17、
IL⁃10水平

Figure 1 GBS levels of peripheral blood IL⁃27、IL⁃17、
IL⁃10 in patients with different disease severity

自变量

常量

IL⁃27
IL⁃17
IL⁃10

偏回归
系数
-1.796
0.698
0.523
-0.556

标准
误差

0.061
0.052
0.048

偏回归系数
（标准化）

0.710
0.551
-0.573

t值

11.443
10.058
-11.583

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 多元线性回归分析

Table 3 Multiple linear regression analysis
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Th17 细胞均具有广泛的免疫抑制作用，可抑制

其产生促炎性细胞因子，并可用于多种实验性自

身免疫性疾病［10］。但 IL⁃27 在 GBS 发生发展中

的作用机制尚无临床研究报道。本研究对此进

行探讨，发现老年 GBS 患者外周血 IL⁃27 水平明

显高于健康体检者，进一步经相关性分析发现外

周血 IL⁃27 水平与老年 GBS 患者发病高峰期临

床症状评分呈正相关，据此笔者推测 IL⁃27 可能

与 GBS 的发生有关。IL⁃27 是一种具有多种生物

学功能的因子，最近研究［11］证实 IL⁃27 可以抑制

Th1 型免疫反应以调控免疫反应的适度，是 T 细

胞介导炎症的一个关键拮抗剂。IL⁃27 还对 Th2
和 Th17 细胞具有抑制作用，正常情况下，Th2 效

应细胞在机体抵抗蠕虫感染方面具有至关重要

作用，但 Th2 型免疫反应失调可以导致多种疾病

的发生，如哮喘和过敏等［12］。 IL⁃27 还可抑制

Th2 型免疫反应，如国内司马宇彤等［13］报道指出

可抑制 Th2 细胞和 Th17 细胞分化，同时上调调

节性 T 细胞水平。

本研究还发现，老年GBS患者外周血 IL⁃17水

平明显升高，IL⁃10 水平明显降低。IL⁃17 是 Th17
细胞分泌的关键性因子之一，Th17 细胞参与了许

多炎症性疾病的发生如类风湿性关节炎、系统性

红斑狼疮、哮喘，在上述疾病中表达水平明显增

高［14］。 IL⁃10 是一种多细胞源、多功能的细胞因

子，可调节细胞的生长与分化，参与炎性反应和免

疫反应，被认为是最主要的炎症与免疫抑制细胞

因子之一。人体内单核巨噬细胞和淋巴细胞均可

通过分泌 IL⁃10 发挥抑制免疫反应的作用。且本

研究发现外周血 IL⁃17、IL⁃10 均与老年 GBS 患者

发病高峰期临床症状评分存在密切相关性，且与

老年GBS疾病严重程度显著相关。进一步证实外

周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10可作为评估老年GBS疾病

严重程度的生物学指标。且GBS目前无特效治疗

方法，其主要包括血浆置换和免疫球蛋白，但仅对

约 1/3的患者有效，并可能引起过敏反应等多种副

作用，甚至引发严重并发症，皮质类固醇则认为对

GBS 无效，并有不良反应，而 IL⁃27 已被用于多种

实验性自身免疫性疾病的治疗，且未发现明显的

副作用，因此笔者认为 IL⁃27可能是治疗包括GBS
在内的自身免疫性疾病的很好的细胞因子，IL⁃27
必将成为治疗免疫性疾病的新靶点，为疾病病程

和病情的评估提供可能有效的方法。

综上可知，老年GBS患者外周血 IL⁃27、IL⁃17、
IL⁃10水平与发病高峰期临床症状评分密切相关，

早期检测各指标水平有助于预测患者疾病严重程

度，具有较高临床应用价值。但本研究为单中心

研究，存在样本量较少的不足，仍需通过多中心研

究进一步验证。
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指标

IL⁃27
IL⁃17
IL⁃10
联合

AUC
0.785
0.765
0.810
0.898

95% CI
0.636~0.895
0.613~0.879
0.664~0.913
0.769~0.969

Z值

3.941
3.710
4.826
8.437

截断值

>210.82 pg/mL
>27.57 pg/mL
≤46.06 pg/mL

敏感度（%）

75.00
54.17
87.50
83.33

特异度（%）

85.00
95.00
60.00
90.00

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10对老年GBS疾病严重程度的预测价值

Table 4 Predictive value of peripheral blood IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10 on the severity of GBS diseases in the elderly
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图 2 外周血 IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10预测老年GBS疾病严重

程度的ROC曲线

Figure 2 ROC curve of peripheral blood IL⁃27、IL⁃17、IL⁃10
in predicting the severity of GBS disease in the elderly
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TIF1⁃γ重组蛋白的表达及其在抗TIF1⁃γ抗体ELISA
检测方法中的初步应用

韩冠华 1，2 林晓涛 2 孟庆勇 1 何林 2 钱纯亘 2 程邦宁 2★ 徐军发 1★

［摘 要］ 目的 通过基因工程技术制备转录中介因子 1⁃γ（TIF1⁃γ）重组蛋白并探讨其用于研制

抗 TIF1⁃γ抗体检测试剂的应用价值。方法 采用昆虫杆状病毒表达系统表达目的蛋白，并将重组目的

蛋白作为包被抗原初步建立抗 TIF1⁃γ IgG抗体 ELISA检测方法。结果 成功表达并纯化 TIF1⁃γ重组蛋

白。自建抗 TIF1⁃γIgG抗体⁃ELISA检测 21例抗 TIF1⁃γ IgG抗体阳性样本，检出率为 100%；检测 44例健

康对照组和 25例疾病对照组样本，特异性为 97.1%。结论 制备的 TIF1⁃γ重组蛋白在研制体外诊断试

剂方面有较好的应用前景，基于此重组蛋白初步建立的抗 TIF1⁃γIgG抗体⁃ELISA 是一种特异和灵敏的

血清学检测方法，对临床诊断和治疗皮肌炎患者有一定的应用价值。

［关键词］ 转录中介因子 1⁃γ；重组蛋白；皮肌炎

Expression of transcriptional intermediary factor 1 ⁃gamma recombinant protein and its
application in ELISA for detection of anti⁃TIF1⁃γ antibody
HANGuanhua1，2，LINXiaotao2，MENGQingyong1，HELin2，QIANChungen2，CHENGBangning2★, XU Junfa1★

（1. Institute of Laboratory Medicine，Guangdong Medical University，Dongguan，Guangdong，China，523808；
2. Shenzhen YHLO Biotech Co.，Ltd，Shenzhen，Guangdong，China，518000）

［ABSTRACT］ Objective To prepare transcriptional intermediary factor 1 ⁃ gamma （TIF1 ⁃ γ）
recombinant protein by genetic engineering technology and explore its application value in the development of
anti ⁃ TIF1 ⁃γ antibody detection reagent. Methods Insect baculovirus expression vector system was used to
express the recombinant protein and the purified recombinant protein was used as the coated antigen in ELISA to
detect anti⁃TIF1⁃γ antibody. Results The TIF1⁃γ recombinant protein was successfully expressed and purified.
Anti⁃TIF1⁃γ antibody⁃ELISA was used to detect 21 positive samples of anti⁃TIF1⁃γ antibody，and the positive
rate was 100%. The specificity in the healthy control group and disease control group was 97.1%. Conclusion
The TIF1 ⁃ γ recombinant protein has a good application prospect in the development of in vitro diagnostic
reagents. The anti⁃ TIF1⁃γ antibody⁃ELISA is a specific and sensitive serological detection method. It has certain
application value for clinical diagnosis and treatment of patients with dermatomyositis.

［KEY WORDS］ Transcriptional intermediary factor 1⁃gamma；ELISA；Dermatomyositis

特发性炎性肌病（idiopathic inflammatory my⁃
opathy，IIM）是一组以对称性四肢近端肌无力为特

征表现的系统性自身免疫性结缔组织病，基于临

床症状及免疫病理特征，可将其分为不同的亚型，

临床上常见的亚型是皮肌炎（dermatomyositis，

DM）。随着研究的深入，陆续有学者发现 IIM 患

者血清中存在特异性的自身抗体，且此类抗体与

IIM患者的临床表现和预后相关，有助于指导临床

医生为患者制定个体化的治疗方案［1⁃2］。其中抗转

录中介因子 1⁃γ（TranscriptionalIntermediary Factor
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1⁃gamma，TIF1⁃γ）抗体是 TARGOFF等［3］于 2006年

通过免疫沉淀法（ immunoprecipitation，IP）首次在

肌炎患者血清中发现的一种自身抗体，后续的多项

研究指出抗 TIF1⁃γ抗体可作为监测DM患者继发

恶性肿瘤的生物标志物［4］。检测抗 TIF1⁃γ抗体的

金标准是 IP，但由于该方法涉及培养及使用细胞，

步骤繁琐，且需要使用放射性标记物，并不适用于

临床检测。目前临床上检测抗 TIF1⁃γ抗体最常用

的是抗肌炎抗体谱 IgG检测试剂盒（欧蒙印迹法），

但基于不同方法学之间特异性和敏感度会存在

一定差异，应结合临床症状和其它检测方法（如

ELISA、化学发光法等）对检测结果进行综合分

析［5⁃6］。基于上述背景，本研究将分析TIF1⁃γ重组蛋

白作为诊断抗原的临床应用价值，为开发抗 TIF1⁃γ
IgG抗体检测方法提供核心原料。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 仪器与试剂

DH10Bac感受态细胞、SF9细胞由本实验室保

存；质粒提取试剂盒、脂质体转染试剂盒购自 Ther⁃
mo 公司；Flag 层析填料购自 MBL 公司；抗 Flag 标

签鼠单克隆抗体购自康为世纪生物科技有限公司；

封闭液、偶联物稳定剂、TMB底物购自湖州英创生

物科技有限公司；鼠抗人 IgG⁃HRP购自菲鹏生物股

份有限公司；PCR仪、酶标仪为BioRad公司产品。

1.1.2 标本来源

抗 TIF1⁃γ IgG 抗体阳性血清 21 例，抗 Jo⁃1
IgG 抗 体 、抗 Scl ⁃70IgG 抗 体 、抗 双 链 DNA
（dsDNA）抗体、类风湿因子（RF）和抗核抗体

（ANA）各 5 例，共 25 例（疾病对照组）以及健康体

检者血清 44例（健康对照组），由本实验室收集并

保存，均已分离血清并保存在-80℃ 冰箱。

1.2 方法

1.2.1 表达质粒 pFastBac1⁃TIF1⁃γ的构建

从 Uniprot 数据库检索得到人 TIF1⁃γ 氨基酸序列

（ID：Q9UPN9），按照昆虫杆状病毒表达系统偏好

对 TIF1⁃γ序列进行密码子优化，在 C⁃端同时引入

3×Flag 序列，委托通用生物系统（安徽）有限公司

合成。合成的 TIF1⁃γ基因为 3 462 bp，其中 5′端含

BamHI酶切位点，3′端含XhoI酶切位点，经BamHI
和XhoI双酶切后插入到 pFastBac1载体，表达质粒

经测序及双酶切鉴定确认构建的正确性。

1.2.2 TIF1⁃γ重组蛋白的表达与纯化

将 pFastBac1⁃TIF1⁃γ 转化 DH10Bac 感受态细

胞，使用 LB 琼脂平板（含 50 μg/mL 卡那霉素、

10 μg/mL 四环素、7 μg/mL 庆大霉素、100 μg/mL
X⁃gal 和 40 μg/mL IPTG）进行蓝白斑筛选，分别挑

取蓝斑和白斑扩大培养，培养物用于提取重组杆

粒，具体操作参考质粒提取试剂盒说明书。使用

M13 Forward/M13 Reverse 引物对重组杆粒进行

PCR 鉴定。将鉴定正确的 Bacmid⁃TIF1⁃γ 转染至

SF9细胞，27℃培养 72 h，500 g离心 15 min收集上

清即为第一代重组病毒（P1）；P1 用于感染正常

SF9细胞，扩增病毒得到 P2；通过相同的方法得到

P3，将 P3 加入到悬浮培养的 SF9 细胞，27℃，110
rpm培养 72 h，收获细胞并进行离心和超声处理，收

集细胞裂解液，通过 Flag亲和层析柱进行纯化，收

集表达产物进行 SDS⁃PAGE和Western⁃Blot分析。

1.2.3 抗 TIF1⁃γ IgG抗体⁃ELISA的建立

TIF1⁃γ 重组蛋白包被 96 孔板（400 ng/孔），商

品化封闭液封闭；血清按 1∶100 稀释，每孔 100
μL，37℃孵育 1 h；PBS⁃T洗板 3次后加入 1∶10 000
稀释的 HRP标记的鼠抗人 IgG，100 μL每孔，37℃
孵育 30 min；再次清洗后，加入 TMB 底物，37℃孵

育 10 min；最后加入终止液，酶标仪读取OD值。

1.2.4 统计学处理

使用 SPSS 26.0 统计分析软件对数据进行处

理，通过绘制受试者工作特征曲线（receiver opera⁃
tion characteristic，ROC），确定自建抗 TIF1⁃γ IgG
抗体⁃ELISA检测临界（cut⁃off）值。

2 结果

2.1 表达质粒 pFastBac1⁃TIF1⁃γ的构建及鉴定

电泳结果显示出现两条特异性条带，其中一条

位置约在 3 400 bp处为 TIF1⁃γ基因，另一条位置约

在 4 700 bp处为载体 pFastBac1。见图 1。

5000
4000
3000

1 M bp

注：1为pFastBac1⁃TIF1⁃γ经BamHI/XhoI双酶切；M为DNAMarker。

图 1 pFastBac1⁃TIF1⁃γ双酶切鉴定结果

Figure 1 Restriction enzyme identification of
pFastBac1⁃TIF1⁃γ
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2.2 重组杆粒Bacmid⁃TIF1⁃γ的鉴定

已发生转座的 Bacmid⁃ TIF1⁃γ 条带位置约在

5 700 bp 处，未发生转座的 Bacmid 条带位置约在

300 bp处。见图 2。

2.3 TIF1⁃γ重组蛋白表达和纯化

表达产物经 SDS⁃PAGE分析，目的蛋白条带位

置约在 150 kD处。Western⁃Blot结果显示，该目的

条带能与抗 Flag标签抗体特异性结合。见图 3~4。

2.4 抗 TIF1⁃γ IgG抗体⁃ELISA检测结果

结果显示，OD 值=0.273 时约登指数最大，因

此把 cut⁃off 值选定为 0.273，此时敏感度为 100%，

特异性为 97.1%。见图 5。

3 讨论

TIF1⁃γ 蛋白属于 TRIMs（Tripartite motif ⁃con⁃
taining）家族蛋白，具有一个RING结构域，可作为泛

素连接酶E3发挥作用，在肿瘤发生过程中扮演着重

要的角色，如参与凋亡相关蛋白 P53的调控、抑制

TGF⁃β信号通路的活性等，推测这些蛋白的自身抗

体可能是肿瘤发生过程中产生的，从而促进癌症的

发生［7⁃8］。抗TIF1⁃γ抗体可作为监测 IIM患者继发恶

性肿瘤的生物标志物。临床上对于抗TIF1⁃γ抗体阳

性的 IIM患者，应注意密切随访，及时进行相关的肿

瘤检测。IP被视为检测该类自身抗体的金标准，但

它并不适用于常规的临床检测，面对不断增长的患

者数量，建立有效、可靠、快速和简便的抗TIF1⁃γ抗

体检测方法非常有必要。为了验证现有试剂的性能

以及开发出更符合临床需求的抗TIF1⁃γ抗体检测试

剂，Aggarwal等［9］以OriGene公司的纯化全长TIF1⁃γ
重组蛋白作为包被抗原建立了基于 ELISA 的抗

TIF1⁃γ抗体的检测方法与 IP进行比较，总体符合率

为 93.9%，有高度的一致性（κ=0.87）。Mahler等［10］用

欧蒙印迹法与 IP共同测试一批DM患者血清，其中

抗TIF1⁃γ抗体项目总体符合率为 94.9%，κ=0.71（P<
0.05），一致性较好。上述研究表明，以欧蒙抗肌炎抗

体谱 IgG检测试剂盒为代表的 IB检测方法与金标准

IP有较好的一致性，同样的，以ELISA为原理所建立

的检测方法也有望替代 IP。
本研究测试过程中发现 2例与欧蒙印迹法测试

结果不符的样本，推测出现不符的原因有以下几点，

一是包被抗原的纯度。本研究得到的重组蛋白经纯

化后通过 SDS⁃PAGE分析，存在较明显的非目的条

带，猜测是目的蛋白降解产物，是否因此而产生了非

特异性结合还有待验证。二是固相载体材料的不

同。ELISA和 IB的固相材料分别为聚苯乙烯和硝

酸素纤维膜，因此包被工艺可能会存在差异。如将

蛋白包被在硝酸素纤维膜后，一般需要进行一定时

间的烘干，此过程对蛋白的活性可能会造成一定的

7500
5000

1000

250

bp M 1 2

注：M为DNA Marker；1为 Bacmid⁃ TIF1⁃γ；2为阴性对照。

图 2 Bacmid⁃TIF1⁃γ扩增结果

Figure 2 PCR result of the Bacmid⁃ TIF1⁃γ

200
150
120
100
85
70
60
50

1 2 M 3 4 5

目的条带

kDa

注：1 为未纯化样本；2 为纯化穿透；M 为蛋白分子量 Marker；3~5

为纯化样本。

图 3 表达产物的 SDS⁃PAGE分析

Figure 3 SDS⁃PAGE analysis of expression protein products

180
130
100
70
55

40

目的条带目的条带

kDa M 1 2

注：M为蛋白分子量Marker；1⁃2为纯化样本。

图 4 TIF1⁃γ重组蛋白Western⁃Blot检测

Figure 4 The detection of TIF1⁃γ recombinant protein by
Western Blot
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图 5 抗 TIF1⁃γ IgG抗体⁃ELISA ROC曲线

Figure 5 ROC curve of anti⁃TIF1⁃γ antibody⁃ELISA
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［6］ Chen X，Deng R，Chi W，et al. IL ⁃27 signaling deficiency

develops Th17⁃enhanced Th2⁃dominant inflammation in mu⁃
rine allergic conjunctivitis model［J］. Allergy，2019，74（5）：

910⁃921.
［7］ 单敏敏 . 基于 STAT1 信号通路探讨哮喘宁颗粒对哮喘

大鼠 Th1/Th2 免疫平衡的调节作用［D］. 北京：北京中医

药大学，2019.

［8］ Willison HJ，Jacobs BC，van Doorn PA. Guillain⁃Barré syn⁃

drome［J］. Lancet，2016，388（10045）：717⁃727.

［9］ 景红萍，周玉 .不同 Hughes 评分格林巴利综合征患者电生

理特点变化及预后价值分析［J］. 医药论坛杂志，2020，41

（7）：120⁃123.

［10］ 王亚茹 . IL⁃37 对变应性鼻炎患者相关细胞因子免疫调控

研究［J］. 分子诊断与治疗杂志，2021，13（1）：99⁃102+106.

［11］ Montes de Oca M，de Labastida Rivera F，Winterford C，et

al. IL⁃27 signalling regulates glycolysis in Th1 cells to limit

immunopathology during infection［J］. PLoS Pathog，2020，

16（10）：e1008994.

［12］ Zhang L，Zhang J，Su S，et al. Changes in interleukin⁃27 lev⁃

els in patients with acute coronary syndrome and their clinical

significance［J］. PeerJ，2019，7（1）：e5652.

［13］ 司马宇彤，杜崑，王向东，等 .白细胞介素⁃19和白细胞介素

⁃27在慢性鼻⁃鼻窦炎发病机制中的研究进展［J］.国际耳鼻

咽喉头颈外科杂志，2020，44（6）：359⁃363.

［14］ 陈亚琴，曹拥军 . Th17细胞及 IL⁃17与类风湿关节炎关系研

究进展［J］.现代中西医结合杂志，2019，28（16）：1814⁃1818.

影响，而蛋白质与酶标板的结合则是通过物理吸附

作用，包被条件相对温和。三是反应体系的不同。

封闭液和缓冲液的选择，如盐离子的浓度、表面活性

剂的种类及用量、是否需要添加额外的蛋白成分或

阻断剂等都有可能对测试结果产生影响。四是不同

方法学之间特异性和敏感度会存在一定差异，且抗

TIF1⁃γ IgG抗体的检测目前没有可溯源的国际标准

品，对于测试结果有存在争议的样本，应参考不同技

术平台的检测结果并结合患者临床表现进行综合分

析［11⁃12］。综合上述四个方面，后续需通过金标准或第

三方ELISA试剂验证两例假阳性样本是否为“真阴

性”。另外有文献报道，两种自身抗体各自对应的靶

抗原（Mi⁃2β 和 TIF1⁃γ）有相似的氨基酸序列，抗

Mi ⁃2β 抗体会和 TIF1 ⁃γ 蛋白结合，出现交叉反

应［13］。后续仍需收集并测试更多疾病对照组样本，

探讨是否存在能与本研究制备的 TIF1⁃γ重组蛋白

结合的自身抗体，进一步评估自建ELISA的特异性。

综上所述，本研究得到的 TIF1⁃γ 重组蛋白在

体外诊断试剂研发方面具有较好的应用前景，为

开发抗 TIF1⁃γ IgG 抗体检测方法提供了核心原

料。基于此重组蛋白初步建立的抗 TIF1⁃γ IgG抗

体⁃ELISA 是一种特异和灵敏的血清学检测方法，

对临床诊断和治疗皮肌炎患者有一定的应用价

值，可作为现有免疫印迹法试剂的良好补充。

参考文献
［1］ Betteridge Z，Mchugh N. Myositis ⁃ specific autoantibodies：

an important tool to support diagnosis of myositis［J］. J Int
Med，2016，280（1）：8⁃23.

［2］ 李珊珊，葛永鹏，杨阚波，等 . 皮肌炎患者 427例肌炎特异

性抗体谱及与临床特征相关性分析［J］. 中华风湿病学杂

志，2017，21（9）：585⁃594.
［3］ Targoff IN，Mamyrova G，Trieu EP，et al. A novel autoanti⁃

body to a 155⁃kd protein is associated with dermatomyositis
［J］. Arthrit rheumatism，2006，54（11）：3682⁃3689.

［4］ Shimizu K，Kobayashi T，Kano M，et al. Anti⁃transcription⁃
al intermediary factor 1⁃γ antibody as a biomarker in patients
with dermatomyositis［J］. J dermatol，2020，47（1）：64⁃68.

［5］ Tansley SL，Snowball J，Pauling JD，et al. The promise，per⁃
ceptions，and pitfalls of immunoassays for autoantibody test⁃
ing in myositis［J］. Arthr Res Ther，2020，22（1）：117.

［6］ 李柳冰，刘晨曦，张艳芳，等 . ELISA法与免疫膜条法检测

抗MDA5抗体、抗 TIF1γ抗体的比对分析［J］. 国际检验医

学杂志，2019，40（9）：1028⁃1031.
［7］ Fujimoto M，Hamaguchi Y，Kaji K，et al. Myositis ⁃ specific

anti⁃155/140autoantibodies target transcription intermediary fac⁃
tor 1 family proteins［J］. Arthr rheumat，2012，64（2）：513⁃522.

［8］ 何志鑫，朱进，朱旭辉 . TRIMs 家族蛋白在肝细胞癌中的

研究进展［J］. 临床肿瘤学杂志，2019，24（10）：938⁃942.
［9］ Aggarwal R，Oddis CV，Goudeau D，et al. Anti ⁃ transcrip⁃

tion intermediary factor 1⁃gamma autoantibody ELISA devel⁃
opment and validation［J］. Rheumatology（Oxford），2014，
53（3）：433⁃437.

［10］ Mahler M，Betteridge Z，Bentow C，et al. Comparison of
Three Immunoassays for the Detection of Myositis Specific
Antibodies［J］. Front Immunol，2019，10：848.

［11］ 武永康，张乃丹，翟建昭 . 自身抗体检测现状及展望［J］.
国际检验医学杂志，2019，40（11）：1368⁃1373.

［12］ Damoiseaux J，Vulsteke JB，Tseng CW，et al. Autoantibod⁃
ies in idiopathic inflammatory myopathies：Clinical associa⁃
tions and laboratory evaluation by mono⁃ and multispecific im⁃
munoassays［J］. Autoimm Rev，2019，18（3）：293⁃305.

［13］ Fujimoto M，Murakami A，Kurei S，et al. Enzyme⁃linked im⁃
munosorbent assays for detection of anti ⁃ transcriptional inter⁃
mediary factor⁃1 gamma and anti⁃Mi⁃2 autoantibodies in der⁃
matomyositis［J］. J Dermatol Sci，2016，84（3）：272⁃281.

（上接第 702页）

·· 706



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

作者单位：深圳市第二人民医院检验科，广东，深圳 518035
★通信作者：李延武，E⁃mail：13554769888@163.com

•论 著•

荧光PCR检测高血压用药相关基因多态性方法的建立

刘秀卿 李延武★ 黄磊

［摘 要］ 目的 建立联合检测高血压用药相关基因多态性的荧光 PCR 检测方法。方法 针对

CYP2D6*10、CYP2C9*3、ADRB1（1165G>C）、AGTR1（1166A>C）、ACE（I/D）突变位点分别设计特异性引

物和探针，优化建立荧光 PCR 反应体系。验证该方法的敏感性、特异性、准确度、检出限、抗干扰能

力。收集收集 2017 年 6 月至 2019 年 1 月本院 EDTA⁃K2 抗凝全血样本 362 例临床样本，分别用荧光

PCR 法、基因芯片法、测序法进行检测，以基因芯片法为对比方法，测序法为金标准，评价荧光 PCR法的

特异性和准确性。结果 建立的荧光 PCR 法对五个位点的检测 CV 值均小于 5%，检出限分别为 5、
10、20、5、20 ng/mL。362 例临床样本的检测结果与测序法的一致性为 100%，敏感性、特异性、准确

性均高于基因芯片法。结论 建立的联合检测高血压用药基因多态性的荧光 PCR 法具有很好的准

确性、特异性、灵敏度和重复性，且操作简单、结果判读容易，可为高血压药物的临床使用提供参考。

［关键词］ 高血压；基因多态性；CYP2D6；CYP2C9；ADRB1；AGTR1；ACE

Establishment of real ⁃ time PCR assay for detection of hypertension drug ⁃ related gene
polymorphism
LIU Xiuqing，LI Yanwu★，HUANG Lei
（Department of Laboratory Medicine，The Second People􀆳s Hospital of ShenZhen，ShenZhen，GuangDong，
China，518035）

［ABSTRACT］ Objective To establish a real⁃time PCR assay for detecting drug⁃related genes polymor⁃
phism in hypertension. Methods A set of allele⁃specific PCR primers and probes were designed for CYP2D6*
10，CYP2C9*3，ADRB1（1165G>C），AGTR1（1166A>C），ACE（I/D）. A real⁃time PCR reaction system was
established and optimized. The accuracy，susceptibility，specificity and repeatability of the assay was evaluated.
A total of 362 clinical samples of EDTA⁃K2 anticoagulant whole blood samples from Shenzhen Second People􀆳s
Hospital from June 2017 to January 2019 were collected，and tested with fluorescence PCR，gene chip method，
and sequencing method respectively. The gene chip method was used as the comparison method，and the se⁃
quencing method was used as the gold standard to evaluate the specificity and accuracy of the fluorescent PCR
method. Results The established fluorescence PCR method has detected CV values of less than 5% for the five
loci，and the detection limits are 5、10、20、5、20 ng/mL. The consistency of the test results of 362 clinical sam⁃
ples with the sequencing method was 100%，and the sensitivity，specificity，and accuracy were higher than
those of the gene chip method. Conclusion The established fluorescent PCR method for detecting gene poly⁃
morphisms of hypertension drugs has good accuracy，specificity，sensitivity and reproducibility，simple opera⁃
tion and easy interpretation of results，which can provide reference for the clinical use of hypertension drugs.

［KEY WORDS］ Hypertension；polymorphism；CYP2D6；CYP2C9；ADRB1；AGTR1；ACE

药物代谢的遗传差异和药物作用靶点如受体

的遗传多态性是影响个体对药物反应的主要因

素。已明确与高血压药物治疗显著相关的基因主

要包括 CYP2D6、CYP2C9、ADRB1、AGTR1、ACE 等

药物代谢酶及其受体［1⁃4］。其中在中国人群中有

多 态 性 意 义 的 基 因 突 变 ，包 括 CYP2D6*10、
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位点编号

CYP2C9*3
rs1057910

ADRB1
rs1801253

AGTR1
rs5186

CYP2D6*10
rs1065852

ACE
rs4340

引物

测序组

荧光组

WP
MP

测序组

荧光组

MP
WP

测序组

荧光组

WP
MP

测序组

荧光组

WP
MP

测序组

荧光组
IP
DP

引物、探针序列（5′→3′）
TCATATACCCCTGAATTGCTACA
CCAGAAATTCCAGCCCAA
GCCACATGCCCTACACAGATG
GCAGTGTAGGAGAAACAAACTTACCTT
FAM⁃TCCAGAGATACCTTGAC⁃MGB
VIC⁃TCCAGAGATACATTGAC⁃MGB
CGACCGCCTCTTCGTCT
CTTTTCTCTTTGCCTCGGAT
CCTTCAACCCCATCATCTACTGC
CCGGGCCAGACAGCC
FAM⁃CCTTCCAGCGACTGC⁃MGB
VIC⁃CCTTCCAGGGACTGC⁃MGB
GTATTGATTCAACTAGGCATCATACG
GTACAAAATGTGCAGTACCAGGTG
CCTCTGCAGCACTTCACTACCA
ATGCATTTTCTCCTTCAATTCTGA
FAM⁃AATGAGCCTTAGCTACTT⁃MGB
VIC⁃AATGAGCATTAGCTACTTT⁃MGB
ACTGGCAGCACAGTCAACACA
GAAAATCCAGTCCTTCATGCCA
TGCTCCTGGTGGACCTGATG
TCCACATGCAGCAGGTTGC
FAM⁃CTGCACGCTACTCA⁃MGB
VIC⁃CTGCACGCTACCCA⁃MGB
CATGCCTGTAGTCCTAGCTGC
GGATCTACCTTTTCCTAGGCTTG
CTTAGCTCACCTCTGCTTGTAAGG
ATCTCCTGACCTCGTGATCCG
ACTCCCATCCTTTCTCCCATTT
VIC⁃GTGCTGGGATTACAGGCGTGA
TACAGTCA ⁃BHQ1
FAM⁃GCCTATACAGTCACTTTTA
TGTGGTTTCGCC⁃BHQ1

CYP2C9*3、ADRB1（1165G>C）、AGTR1（1166A>C）、

ACE（I/D）等［5⁃7］。目前高血压用药基因检测主要有

四种方法：测序、PCR⁃RFLP、基因芯片和 PCR⁃熔解

曲线。前三者操作繁琐，费时费力，难以满足临床

常规检测需求，而PCR⁃熔解曲线的特异性及结果判

断的简易程度不及荧光 PCR。荧光 PCR具有高灵

敏性、高特异性、操作简便、结果判断简单等特点，便

于临床常规检测。本研究旨在建立一种简单、准确

的 荧 光 PCR 法 ，检 测 CYP2D6*10、CYP2C9*3、
ADRB1（1165G>C）、AGTR1（1166A>C）、ACE（I/D）
位点的多态性，为高血压药物临床使用提供参考。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 标本来源

收集 2017年 6月至 2019年 1月本院EDTA⁃K2

抗凝全血样本 362份（含高血压 93例）。纳入标准：

已完成高血压基因芯片检测的住院患者。排除标

准：①既往有精神病、血液病、肿瘤病史患者；②无法

完成检测的样本；③所有患者彼此无亲缘关系。经

深圳市第二人民医院伦理委员会批准，使用已完成

检测的剩余样本，故豁免知情同意。

1.1.2 试剂和主要仪器

深圳菲鹏 10× Taq buffer（Mg2+ plus）、25 mmol/L
dNTP（含 dUTP）、HS⁃Taq Ex（5 U/mL）、UNG酶、江

苏康为世纪核酸提取试剂（50326）、湖南宏灏高

血压基因芯片检测试剂（201811001）；深圳亚能

YN⁃16 杂交仪、美国美谷 Genepix 4100A 生物芯

片扫描仪、杭州博日 FQD⁃96A 荧光 PCR 仪、德国

Implen P⁃330⁃31超微量分光光度计。

1.2 方法

提取标本 DNA 置-70℃冰箱保存待用。引物

探针设计 用 Primer Premier 5.0 及 Primer Express
3.0软件设计引物和探针组。见表 1。

PCR 扩增产物送至赛默飞世尔科技广州测序

中心进行双向序列测定。基因芯片检测操作参照

仪器和试剂说明书。

荧光PCR反应：分5管进行。反应体系20 mL，包
括 Taq Buffer 2 mL，HS⁃Taq Ex 0.2 mL，UNG酶 0.05
mL，dNTP2 mL，10 μmol/L 引物对及探针各 0.2 mL；
DNA 1.5 mL，ddH2O 13.45 mL。循环参数：37℃
10 min；95℃ 5 min；95℃ 15 s，60℃ 30 s，共 40个循

环，在延伸阶段 60℃收集荧光信号。见表 2。

性能评价：检出限：将各位点H型、W型、M型

的核酸用 TE缓冲液分别稀释至 50、30、20、10和 5
ng/μL，用荧光 PCR 检测 3 次，型别正确即符合。

重复性：稀释至 20 ng/μL 分 3 批检测，每批检测 8
次，计算 FAM和VIC通道Ct平均值、标准差和变异

系数，CV<5％为合格。抗干扰能力：分别加入 3 200
mg/dL甘油三酯、200 g/dL血红蛋白、150 mg/dL胆

表 1 引物和探针

Table 1 Primers and probes

注：FAM 为羧基荧光素、VIC 为六氯荧光素、MGB 为 Minor

Groove Binder、BHQ1为黑洞淬灭基团 1。

表 2 荧光 PCR结果判读

Table 2 Results interpretation of fluorescence PCR

基因种类

CYP2C9、AGTR1、
CYP2D6

ADRB1、ACE

基因型

野生型（W）

杂合型（H）
突变型（M）

野生型（W）/插入型（I）
杂合型（H）

突变型（M）/缺失型（D）

FAM通道
（Ct值）

≤34
≤34

≥38或无

≥38或无

≤34
≤34

VIC通道
（Ct值）

≥38或无

≤34
≤34
≤34
≤34

≥38或无
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W型 H型 M型

W型 H型 M型

W型 H型 M型

W型 H型 M型

D型 H型 I型
ACE（I/D）

图 1 荧光 PCR检测结果

Figure 1 The results real⁃time PCR

CYP2C9*3

ADRB1（1165G>C）

AGTR1（1166A>C）

CYP2D6*10

CYP2C9

ADRB1

AGTR1

CYP2D6

ACE

基因型

W

H

M
W
H

M
W

H

M
W

H

M
D

H

I

FAM
FAM
VIC
VIC
VIC
FAM
VIC
FAM
FAM
FAM
VIC
VIC
FAM
FAM
VIC
VIC
FAM
FAM
VIC
VIC

批次 1 CV
0.79
1.23
1.47
1.23
1.68
0.64
0.72
0.71
1.43
1.25
0.92
2.10
1.75
0.54
0.74
0.83
0.73
0.78
0.99
0.29

批次 2 CV
1.78
2.04
1.98
3.88
0.78
0.64
0.76
0.77
1.27
2.66
2.84
0.94
1.39
1.19
1.01
0.68
0.98
0.54
2.30
1.01

批次 3 CV
3.87
3.38
3.76
0.37
1.25
0.95
0.95
0.90
1.23
1.82
1.52
0.89
1.05
4.11
4.16
0.61
1.51
1.25
1.62
1.26

批间差 CV
2.47
2.33
2.54
2.40
2.79
2.42
2.54
1.19
1.43
1.25
0.92
2.10
1.37
3.08
3.20
0.69
1.49
2.57
3.06
2.38

表 3 重复性检测结果（%）

Table 3 Repeatability test results（%）

红素、2倍治疗浓度的高血压常用药物，共 90个样

本。提取后检测。临床样本检测及准确度：用三

种方法分别检测 362例样本。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0 数据分析；采用四格表分析，

与基因芯片法相比，评价荧光 PCR法的符合率、特

异性并进行配对卡方检验；与测序法相比，评价荧

光 PCR法的符合率、准确性并进行配对卡方检验；

以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 检出限

结果显示 20 ng/μL 的样本 3 次检测均型别正

确。CYP2C9*3 5 ng/μL 和 ADRB1（1165G>C）10
ng/μL H型样本 FAM通道均只有 2次有扩增；ACE
（I/D）10 ng/μL H 型样本 FAM 和 VIC 通道都只有

2次有扩增。见图 1。

2.2 重复性

H型、W型、M型批内差及批间差均小于 5%。

见表 3。

2.3 抗干扰能力

所有加入干扰物质的样本检测 CT 值与原始

样本 CT值的差值均在 1个 CT值以内。见表 4。
2.4 临床样本验证与准确性

其中有 5 例 CYP2D6*10 荧光 PCR 为 W 型而

基因芯片为 H 型，另各 1 例荧光 PCR 为 H 型和 M
型而基因芯片为M型和H型；还有 3例ACE（I/D）
荧光 PCR为W型而基因芯片为H型；荧光 PCR基

因分型与测序结果完全一致，符合率 100%，见表

5。各位点测序图见图 2。362 例样本分高血压和

非高血压组，基因型分布。见表 6。

3 讨论

CYP2D6*10多态性可影响美托洛尔、卡维地洛

等药物在体内的代谢过程［8］；CYP2C9*3能降低依

贝沙坦、甲苯磺丁脲等药物的体内清除率［1］；

ADRB1 是 β1 肾上腺素受体类药物的作用靶点，

会影响药物疗效；AGTR1（1166A>C）能影响肾素⁃
血管紧张素⁃醛固酮系统抑制剂类药物的疗效［9］；

ACE（I/D）能影响 ACE 抑制剂和 β 受体拮抗剂类

药物的效应［10⁃11］。基因检测能让医生了解患者对

不同降压药物的疗效反应及毒性，更好地进行个

性化治疗。因此临床急需建立一种快速简便可以
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样本类型

CYP2C9

ADRB1

AGTR1

CYP2D6

ACE

W

H

M
W

H

M
W

H

M
W

H

M
I

H

D

FAM
FAM
VIC
VIC
VIC
FAM
VIC
FAM
FAM
FAM
VIC
VIC
FAM
FAM
VIC
VIC
VIC
FAM
VIC
FAM

甘油三酯

0.12
-0.17
0.6
0.58
-0.02
-0.55
0.26
0.1
0.29
0.01
0.68
0.1
0.59
0.74
-0.73
0.6
0.08
0.31
0.16
0.23

血红蛋白

-0.18
-0.24
-0.19

1
-0.03
-0.58
-0.42
0.13
0.24
0.16
0.29
0.19
0.42
0.77
-0.18
-0.04
-0.01
0.26
0.25
-0.5

胆红素

0.04
0.05
0.15
0.64
0

-0.6
-0.17
0.12
0.66
0.67
0.7
0.12
-0.75
0.48
0.45
0.1
0.02
0.68
0.18
0.27

厄贝沙坦

0.18
0.58
0.95
0.03
0.07
-0.07
-0.32
-0.17
-0.19
0.47
0.33
0.51
-0.89
0.27
-0.37
0.44
0

-0.17
0.57
-0.61

阿替洛尔

0
-0.43
-0.12
0.53
-0.86
0.11
0.03
0.07
0.4
0.75
0.35
0.39
0.83
-0.03
-0.61
0.13
0.1
0.42
0.6

-0.55

依那普利片

0.37
-0.37
0.49
-0.13
0.25
0.32
0.26
0.14
0.81
0.15
-0.05
0.54
-0.94
0.53
-0.36
-0.57
-0.13
0.83
0.06
-0.91

表 4 抗干扰能力检测结果

Table 4 Test results of anti⁃interference ability

基因

CYP2C9*3

ADRB1

AGTR1

CYP2D6*10

ACE

W
H
M
W
H
M
W
H
M
W
H
M
I
H
D

荧光 PCR法A

324
37
1
23
124
215
334
26
2
96
152
114
169
148
45

基因芯片法 B

324
37
1
23
124
215
334
26
2
91
157
114
166
151
45

测序法 C

324
37
1
23
124
215
334
26
2
96
152
114
169
148
45

AvsB
符合率（%）

100
100
100
100
100
100
100
100
100
98.62
98.07
99.45
99.17
99.17
100

c2值
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
3.20
2.29
0.50
1.33
1.33
0.00

P值
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.063
0.125
1.00
0.250
0.250
1.00

AvsC
符合率（%）

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

c2值
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

P值
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

表 5 3种检测方法检测结果对比分析

Table 5 Comparative Analysis of the results of three detection methods

基因

CYP2C9*3
ADRB1
AGTR1

CYP2D6*10
ACE

高血压组（n=93）
W
86
5
86
22
40

H
7
21
6
43
40

M
0
67
1
28
13

非高血压组（n=269）
W
238
18
248
74
129

H
30
103
20
109
108

M
1

148
1
86
32

表 6 高血压组和非高血压组各基因分布

Table 6 Distribution of genes in hypertension group and non
hypertension group

联合检测高血压用药相关基因的方法。

荧 光 PCR 法 对 362 例 临 床 样 本 进 行 检

测 ，总 体 CYP2C9*3、ADRB1（1165G>C）、AGTR1
（1166A>C）的基因型分布与张欣然等人的文献报

道一致［12］；而 CYP2D6*10和 ACE（I/D）的基因型分

布与赵杰娉等人的报道不太一致［13］，这与选取特

定样本的分组有关。本实验结果与李俊萍［14］等对

石家庄汉族人群的 ADRB1基因多态性研究结果相

一致，这提示 ADRB1基因中 C 等位基因有可能是

高血压的易感基因。

荧光 PCR 检测 CYP2C9*3、ADRB1 和 AGTR1
与基因芯片 100%符合，CYP2D6*10、ACE 的基因

型符合率分别是 98.07%、99.17%，检测结果无统计

学差异。以 Sanger 测序为金标准，荧光 PCR 法的

准确性、特异性、敏感性均为 100%，证实了荧光

PCR 法的准确性高于基因芯片法。准确荧光定

点、合理调节芯片亮度与对比度以及正确设立判
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定参数，均会影响基因芯片结果判定。此外，ACE
3例插入型基因芯片为杂合型，可能由于插入型和

缺失型有一段高度相似的序列导致；CYP2D6*10
有 7例基因芯片与测序不一致，也可能 CYP2D6*1/
*10 存 在 小 概 率 突 变［15］。 荧 光 PCR 亦 证 实

CYP2D6杂合子分型中 C∶T 存在 1∶1、1∶2、1∶3 的

现象，但 VIC 信号值不会低于 FAM 1/2。无论是

Sanger 测序、基因芯片还是荧光 PCR，前期处理大

致相同，前二者需后处理费时费力，而荧光 PCR操

作简单、准确率高、特异性强、重复性好、省时快速

且结果判读容易，能更好的服务病人与临床。当

然荧光 PCR 也有局限性，只可检测已知的 SNP 位

点而不能发现未知的 SNP位点［16］。

综上所述，荧光 PCR 法能够快速准确对患者

高血压相关的功能意义明确且发生频率较高的基

因突变进行分型，如果能够扩大样本量并且进行

多中心临床验证，它将具有广阔的应用前景。
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Detection［J］. Clin Chem，2009，55（8）：1546⁃1554.
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图 2 测序结果

Figure 2 Sequencing results
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惠州地区EV71疫苗接种水平与手足口病病原学分析

杨坤祥 1 黄彬 2★

［摘 要］ 目的 了解惠州市肠道病毒 EV71型（EV71）灭活疫苗接种水平及接种前后手足口病的

病原学情况。方法 以 2014年 1月至 2018年 12月五年间本院收治的 4 692例手足口病住院病例为研究

对象，采集每位患儿肛拭子标本，采用实时荧光定量 PCR 方法检测肠道病毒核酸。结果 2014至 2018

年惠州市手足口病每年发病率分别为 636/10万、601/10万、555/10万、607/10万和 478.52/10万。2017至

2018年惠州市 EV71疫苗估算接种率分别为 8.82%和 14.52%，有显著提升。疫苗接种前轻症组肠道病

毒 71 型（EV71）构成比为 6.97%；重症组构成比为 27.73%。疫苗接种后未接种疫苗轻症组 EV71 构成

比为 21.95%；未接种疫苗重症组的构成比为 14.83%；已接种疫苗轻症组的构成比为 0.00%；已接种疫

苗重症组的构成比为 0.00%。结论 2014 至 2018 年惠州市手足口病发病率居高不下，EV71 疫苗接种

率有待提高。EV71 型灭活疫苗的接种能有效降低儿童 EV71 感染手足口病的发病率。

［关键词］ 手足口病；EV71疫苗；病原学

Inoculation of enterovirus 71 vaccine and pathogen analysis of hand⁃foot⁃mouth disease in
Huizhou
YANG Kunxiang1，HUANG Bin2★

（1. Huizhou First Women and Children􀆳s Hospital，Huizhou，Guangdong，China，516003；2. Department of

Laboratory Medicine，The first affiliated hospital of Sun Yat⁃sen university，Guangzhou，Guangdong，China，

510080）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the inoculation of enterovirus 71（EV71）inactivated vaccine

and pathogen characteristics of hand⁃foot⁃mouth disease（HFMD）in Huizhou. Methods A total of 4692 pa⁃

tients with severe HFMD admitted to in Huizhou children 􀆳 s hospital from January 2014 to December 2018

were selected as study subjects. The anal swabs of the children were collected，and the enterovirus RNA was

extracted. The enterovirus nucleic acid was detected by real ⁃ time fluorescence quantitative PCR. Results
From 2014 to 2018，the annual incidence of HFMD in Huizhou was 636/100 000，600/100 000，555/100 000，

606/100 000 and 478/100 000，respectively. The estimated EV71 vaccination rate in Huizhou from 2017 to

2018 was 8.82% and 14.52%，with a significant increase. Before vaccination，the proportion of EV71 was

6.97% and 27.73%，respectively in the mild group and severe group. After vaccination，the proportion of

EV71 of the unvaccinated was 21.95% and 14.83%，the proportion of EV71 of the vaccinated was 0.00% and

0.00%，respectively in the mild group and the severe group. Conclusion From 2014 to 2018，the incidence

of HFMD in Huizhou remained high，and the EV71 vaccination rate needs to be improved. The vaccination of

the inactivated EV71 vaccine can effectively reduce the incidence of EV71 infection in children with HFMD.

［KEY WORDS］ Hand⁃foot⁃mouth disease；Enterotirus 71 vaccine；Pathogen
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手足口病（hand⁃foot⁃mouth disease，HFMD）是

由肠道病毒（Enterovirus，EV）感染引起的一种儿

童传染病［1］。2008年 5月，卫生部将手足口病纳入

法定报告的丙类传染病［1］。引起手足口病的主要

肠道病毒类型有肠道病毒 71 型（Enterovirus71，
EV71）、柯萨奇病毒 A 组 6 型、10 型和 16 型（Cox⁃
sackievirusA，CA6，CA10，CA16）等，而 EV71 是

近年来引起婴幼儿手足口病重症和死亡的主要病

原体［2］。目前对 EV71 感染尚缺乏有效抗病毒药

物，预防性疫苗接种是控制 EV71感染引起手足口

病最有效的方法［3］。2016 年底惠州市正式启动

EV71 灭活疫苗接种。本研究通过分析惠州市近

五年的手足口病发病率和 EV71疫苗接种率，结合

本院 EV71 疫苗接种前后时间段的手足口病病例

的病原学特征，初步了解 EV71疫苗接种对手足口

病流行的影响，为制定疫苗接种策略提供依据。

1 资料与方法

1.1 病例来源

①手足口病发病资料：惠州市各级医疗机构通

过“中国疾病监测报告信息系统”报告的 2014~
2018年全市手足口病病例资料；②EV71灭活疫苗

接种资料从“中国免疫规划信息管理系统”中提取

2017 年 1 月至 2018 年 12 月广东省惠州市每月报

告的 EV71灭活疫苗接种情况报表资料；③2014年

1月至 2018年 12月五年间本院手足口病专科收治

的 4 692例手足口病住院患儿，根据广东省医疗机

构病案统计管理系统的住院病案首页的诊断，病例

分型为“危重”的划分为“重症组”；病例分型为“一

般”的划分为“轻症组”；根据接种时间段分为疫苗

接种前（2014年至 2016年）和疫苗接种后（2017年

至 2018年）。

1.2 EV71疫苗接种率估算方法

根据疫苗接种报表资料中的 EV71 疫苗接种

剂次数，假设平均接种剂次为两剂，将报告接种剂

次数（n）除以 2，得到报告接种数（a）；然后用报告

接种数除以 6月龄~5岁儿童应接种人数（b），得到

估算接种率（f）。估算公式为：a=n/2，f =a/b。
1.3 标本采集

肠道病毒核酸检测标本为入院 24 h内采集的

患儿肛拭子标本。常规消毒后采用无菌聚酯纤维

塑料柄拭子插入患儿肛门 2~3 cm，自肛门周围皱襞

处拭取，或在肛门内轻轻旋转涂擦，然后立即将拭

子装入加有 1 mL生理盐水的无菌拭子采集管中。

1.4 仪器和方法

仪器为ABI 7500型实时荧光定量 PCR基因扩

增仪（ABI，美国）；肠道病毒核酸检测系列试剂盒

（EV71 型、CAl6 型、通用肠道病毒型）由中山大学

达安基因股份有限公司提供。

1.5 病毒核酸提取和荧光定量 PCR检测

样本核酸提取采用中山大学达安基因股份有

限公司生产的核酸提取试剂盒（离心柱法），具体

操作步骤和完全按照试剂盒说明书指引进行。扩

增反应体系和结果判读按照肠道病毒 EV71/CA16/
EVs核酸检测系列试剂盒说明书操作和设置，每次

试验均检测空白对照、阴性质控品和阳性质控品，

满足质量控制要求时才进行检测结果的判定。

1.6 统计学分析

应用 SPSS 20.0 软件进行分析，计数资料用

n（%）表示，不同肠道病毒和不同年份间的比较采

用 c2检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 手足口病发病率

2014至 2018年惠州市手足口病每年报告发病

人数分别为 29 590、28 160、26 397、28 961和 22 859
例，发病率分别为 636/10 万、601/10 万、556/10 万、

607/10万和 479/10万。见图 1。

2.2 EV71疫苗估算接种率

2017年 1至 12月，惠州市共报告 EV71疫苗接

种剂次数为 78 896人次，每百名儿童（6月龄~5岁）

接种剂次数为 17.64 人次，估算接种率为 8.82%。

2018年 1至 12月，惠州市共报告 EV71疫苗接种剂

次数为 130 675人次，每百名儿童（6月龄~5岁）接

种剂次数为 29.04人次，估算接种率为 14.52%。

2.3 EV71疫苗接种前后肠道病毒的构成比较

EV71疫苗接种前后肠道病毒构成情况和统计

学结果见表 1~2。
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图 1 2014~2018年惠州市手足口病发病率情况

Figure 1 The incidence of HFMD from 2014 to 2018 in
Huizhou
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3 讨论

EV71 灭活疫苗作为我国自主研发的疫苗，且

生产企业有好几家［4⁃5］，疫苗上市后的使用情况及

对传染病的防控效果值得我们高度关注。本研究

显示。惠州市 2014至 2017年的手足口病发病率每

年均在 500/10万以上。2018年发病率则降低一些，

为 479/10万，高于全国 2008至 2017年年平均发病

率（135/10 万）［6］，也高于榆林地区 2014 至 2018 年

手足口病的年平均发病率（167/10万）［7］，比广东省

2016 至 2017 年的年发病水平也高（356/10 万）［8］。

说明惠州地区是手足口病的高发区，对肠道病毒的

监测和 EV71 疫苗的接种非常有必要。惠州市自

2016年底启动 EV71疫苗接种以来，2017年手足口

病发病率并没有下降，反而小幅度升高。原因可能

跟 2017年惠州市CA6型肠道病毒大流行有关［9⁃10］。

本研究显示，惠州市 2017年的 EV71疫苗估算

接种率仅为 8.82%，低于广东省 2017 年的平均接

种率（10.07%）［11］，比深圳市（19.76%）［11］和中山市

（14.49%）［11］等省内城市都低，而汕头市接种率仅

为 1.39%［11］，提示社会经济发展水平和育儿观念对

第二类疫苗使用量有较大的影响［12］。到了 2018
年 ，惠 州 市 的 EV71 疫 苗 估 算 接 种 率 上 升 到

14.52%，较之前有较大幅度的提升，说明家长们通

过朋友或亲戚同事有同龄小孩的交流发现，接种

EV71疫苗确实减少发病，从而对EV71疫苗的接受

程度逐渐增加［13］。增加对EV71疫苗接种实例的宣

传，或者鼓励接种过EV71疫苗的儿童家长向有需要

的人群推荐可以提高EV71疫苗的接种率。

本研究结果说明接种 EV71型灭活疫苗，有助

于适龄儿童产生抗体而得到有效的保护，从而减少

感染EV71型肠道病毒引起的手足口病的发生。即

使感染上 EV71型肠道病毒，也会因为接种过疫苗

产生抗体而使病情减轻，从而达到有效的防治。国

内的研究显示［14⁃15］，接种两次EV71型灭活疫苗接种

后 28 d，检测血清抗体阳转率为 88.1%~91.7%，对

EV71感染相关手足口病的保护效力达 90%以上。

所以 EV71型灭活疫苗的接种有效降低儿童 EV71
感染手足口病的发病率，尤其在减少手足口病的重

症及死亡病例方面具有非常重要的意义。由于肠

道病毒各型别之间没有交叉保护作用［16］，所以接种

EV71 疫苗不能预防所有类型的手足口病，只对

EV71型手足口病有效，但能降低发病率和重症率，

是目前最经济、最有效的预防手段。

综上所述，2014 至 2018 年惠州市手足口病发

病率居高不下，EV71 疫苗接种率有待提高，EV71
型灭活疫苗的接种能有效降低儿童 EV71 感染手

足口病的发病率。
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轻症组

重症组

组别

2014~2016
2017~2018
2017~2018
2014~2016
2017~2018
2017~2018

是否接种

接种前

未接种

已接种

接种前

未接种

已接种

HFMD例数（EV阳性数）

1 218（760）
579（328）
133（90）

1 419（1 190）
1 173（1 005）
170（130）

阳性率（%）

62.40
56.65
67.67
83.86
85.68
76.47

病原例数

EV71
53（6.97）
72（21.95）
0（0.00）

330（27.73）
149（14.83）
0（0.00）

CA16
141（18.56）
58（17.68）
12（13.33）
147（12.35）
65（6.47）
17（13.08）

EVs
566（74.47）
198（60.37）
78（86.67）
713（59.92）
791（78.71）
113（86.92）

表 1 EV71疫苗接种前后肠道病毒构成情况［n（%）］

Table 1 Enterovirus composition before and after EV71 vaccination［n（%）］

组别比较

接种前 EV71与未接种 EV71
接种前 EV71与已接种 EV71
接种前 CA16与未接种 CA16
接种前 CA16与已接种 CA16
接种前 EVs与未接种 EVs
接种前 EVs与已接种 EVs
未接种 EV71与已接种 EV71
未接种 CA16与已接种 CA16
未接种 EVs与已接种 EVs

轻症组

c2值

50.54
6.69
0.12
1.49
2.53
1.89
23.87
0.96
4.67

P值

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

重症组

c2值

53.16
48.07
21.63
0.06
1.23
2.28
22.19
7.50
0.10

P值

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

表 2 EV71疫苗接种前后肠道病毒构成情况统计学比较

Table 2 Statistical comparison of Enterovirus composition
before and after EV71 vaccination
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深圳 141例HIV抗体不确定检测结果分析

甘永霞 杨峥嵘★ 李浩 黎桂连 石向东 刘少础 王晓辉 赵锦

［摘 要］ 目的 对 141例HIV抗体不确定样本的结果进行分析，为开展HIV确证检测提供准确有

效的判定依据。方法 采用WB法对 2017至 2019年深圳辖区内各筛查实验室送检的HIV抗体筛查有反

应的样本进行确证试验，141例被确证为不确定结果的样本结合CD4+T淋巴细胞检测结果进行综合分析。

结果 141例不确定样本中，p24条带出现的占比最高，为 77.3%，其次是 gp160条带，为 32.6%。总随访率

为 22.7%，在失访的 109例受检者中，血站占 37.6%（41例），医疗机构占 45.0%（49例）。在随访到的 32例受

检者中有 11例阳转，11例阳转前后的CD4+T淋巴细胞绝对数和CD4+/CD8+细胞比值比较，差异无统计学

意义（P>0.05）。21例条带未进展受检者前后的CD4+T淋巴细胞绝对数比较，差异无统计学意义（P>0.05），

其CD4+/CD8+细胞比值比较，差异有统计学意义（P<0.05）。11例转阳者与 21例条带未进展者的第一带型

和第一带型，第二带型和第二带型的CD4+T淋巴细胞绝对数及其CD4+/CD8+细胞比值分别比较，差异有统

计学意义（P<0.05）。 结论 深圳应重视加强医疗机构和血站的HIV首次不确定受检者的后续随访跟踪工

作，紧密结合实验室的相关检测结果尽早做出判断，避免延迟HIV感染的诊断而引起二代传播的风险。

［关键词］ HIV；抗体不确定；阳转；WB带型；CD4+T淋巴细胞

Analysis of uncertainty test results of 141 cases of HIV antibody in Shenzhen
GAN Yongxia，YANG Zhengrong★，LI Hao，LI Guilian，SHI Xiangdong，LIU Shaochu，WANG Xiaohui，
ZHAO Jin
（Shenzhen Center for Disease Control and Prevention，Shenzhen，Guangdong，China，518055）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the results of 141 cases of HIV antibody from indeterminate
samples and provide an accurate and effective basis for the implementation of HIV confirmation testing. Meth⁃
ods Western blot analysis was used to confirm the HIV antibody screening response samples submitted by
various screening laboratories in Shenzhen from 2017 to 2019. 141 samples confirmed as uncertain results were
comprehensively analyzed combined with CD4 + T lymphocyte test results. Results Among the 141 uncertain
samples，the p24 band appeared in the highest proportion at 77.3%，followed by the gp160 band at 32.6%. The
total follow⁃up rate was 22.7%，among the 109 cases lost to follow⁃up，blood stations accounted for 37.6%
（41 cases）and medical institutions accounted for 45.0%（49 cases）. Among the 32 cases，there were 11 cases
of positive conversion. The absolute number of CD4 + T lymphocytes and the ratio of CD4 +/CD8 + cells in 11
cases before and after positive conversion showed no significant difference（P>0.05）. There was no significant
difference in the absolute number of CD4 + T lymphocytes before and after the test in 21 cases of unprogressive
bands（P>0.05），and the difference in the ratio of CD4+/CD8+ cells was statistically significant（P<0.05）. The
absolute number of CD4 + T lymphocytes and the ratio of CD4 +/CD8 + cells in the first band type，the first band
type，the second band type and the second band type were significantly different between 11 positive cases and
21 unprogressive cases（P<0.05）. Conclusion Shenzhen should pay attention to strengthening the follow⁃up
follow⁃up work of medical institutions and blood stations for HIV⁃indeterminate subjects for the first time，and
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实验室检测是艾滋病（Human Immunodeficien⁃
cy Virus，HIV）防治的基础，尽早并最大限度地及时

诊断发现艾滋病感染者是有效阻断艾滋病传播的

重要环节［1⁃2］。《全国艾滋病检测技术规范》（2015年

修订版）新增了核酸检测作为HIV⁃1感染诊断的补

充试验，但对受检者检测前的近期内有明确流行病

学史的个体，核酸检测结果阴性或低于最低检测限

也不能排除HIV⁃1感染［3］。目前国内使用最为广泛

的方法仍是蛋白印迹试验（Western blotting，WB），

该方法特异性很高，出现不确定结果很多［4］。为更

清晰认识不确定带型和HIV感染之间的关系，提高

HIV感染的诊断率，现将 2017至 2019年深圳报告

的 141例HIV抗体不确定结果的具体分析如下。

1 对象与方法

1.1 样本来源

选取 2017 至 2019 年深圳市疾病预防控制中

心艾滋病确证实验室接收的 HIV 抗体筛查有反

应的待确证样本，包括自愿咨询检测点（VCT）、

医疗机构、血站和羁押监管场所等。对所有 WB
法为“不确定”结果的样本纳入进一步的研究和

分析。141 例受检者中，男性 82 例，女性 59 例，年

龄最大 83 岁，最小 16 岁，平均年龄（34.99±14.23）
岁。此项研究不会对受检者造成额外伤害，研究

经深圳市疾病预防控制中心伦理委员会批准。

1.2 方法与试剂

采用由 MP 生物医学亚太私人有限公司生产

的全自动免疫蛋白印迹仪及人类免疫缺陷病毒

（HIV 1+2 型）抗体检测试剂盒进行蛋白印迹试

验。CD4+T淋巴细胞计数采用贝克曼公司生产的

Cytomics FC 500MPL 仪器及其配套的四色试剂

CD45/CD4/CD8/CD3 检测试剂盒（Syto⁃STATtetro
CHROME CD45 ⁃FITC/CD4 ⁃RD1/CD8 ⁃ECD/CD3 ⁃
PC5）。所有检测流程及结果判定严格按照《全国

艾滋病检测技术规范》的要求执行。

1.3 统计学分析

使用 SAS9.4软件进行数据统计分析；计量资料

以（x± s）表示，用 t检验分别比较转阳者与条带未进

展者的CD4+T淋巴细胞绝对数和CD4+/CD8+细胞比

值的差异；以P<0.05为差异表示有统计学意义。

2 结果

2.1 带型分布

141 例不确定样本中，出现条带 p24 的占比为

77.3%，条带 gp160为 32.6%，其它条带为：gp120为

3（2.1%），gp41为 5（3.5%），p55为 2（1.4%），p17为

10（7.1%），p66为 4（2.8%），p51为 1（0.7%），p31为

1（0.7%）。

2.2 不同WB带型的失访情况

109 例失访者中，医疗机构占 45.0%（49 例），

其中出现单一的 p24 带型失访数为 60 例，血站占

50.0%（30/60）。见表 1。

2.3 随访阳转情况

32例被随访的受检者中，其中 11（34.4%）例转

为阳性，21 例条带无进展。 2 例第一带型为

（gp160、p24、p17）的阳转为 1（50%）例，10 例第一

带型为（gp160、p24）的阳转为 8（80%）例，13 例第

一带型为（p24）的阳转为 1（7.7%）例，3 例第一带

型为（gp160）的阳转为 1（33.3%）例。见表 2。
2.4 11例阳转的被随访受检者免疫功能检测分析

被随访的 32 例受检者有 11 例发生了阳转。

make judgments as soon as possible in close conjunction with the relevant laboratory test results to avoid the
risk of delaying the diagnosis of HIV infection and causing the risk of second⁃generation transmission.

［KEY WORDS］ HIV；Antibody uncertainty；Positive conversion；WB band type；CD4 + T lymphocyte

第一带型

gp160、p24、p17
gp160、p24

gp160、gp120
p24

gp41、p17
gp160、p17
p24、p17
p66、p24
p51、p24

p55
p31

gp160
gp41
p66
p17
合计

带型例数

2
27
3
73
2
1
5
1
1
2
1
13
3
3
4

141

失访数

0
17
3
60
1
1
4
1
1
2
1
10
2
3
3

109

血站

0
2
0
30
1
1
1
0
0
0
1
3
0
0
2
41

医疗机构

0
10
3
22
0
0
1
1
1
2
0
5
2
2
0
49

VCT
0
3
0
7
0
0
1
0
0
0
0
1
0
0
1
13

羁押人群

0
2
0
1
0
0
1
0
0
0
0
1
0
1
0
6

表 1 109例不确定样本不同WB带型的失访情况

Table 1 Not follow⁃up in 109 uncertain samples with different
WB band type
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第一带型

gp160、p24、p17
gp160、p24

gp160、gp120
p24

gp41、p17
gp160、p17
p24、p17
p66、p24
p51、p24

p55
p31

gp160
gp41
p66
p17
合计

例数

2
27
3
73
2
1
5
1
1
2
1
13
3
3
4

141

随访人数

例数

2
10
0
13
1
0
1
0
0
0
0
3
1
0
1
32

百分比（%）

100.0
37.0
0.0
17.8
50.0
0.0
20.0
0.0
0.0
0.0
0.0
23.0
33.3
0.0
25.0
22.7

被随访者的阳转情况

例数

1
8
0
1
0
0
0
0
0
0
0
1
0
0
0
11

阳转率（%）

50.0
80.0
0.0
7.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
33.3
0.0
0.0
0.0
34.4

受检者阳转前后的 CD4 +T 淋巴细胞绝对数和

CD4+/CD8+细胞比值分别比较，差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 3。
2.5 21例条带未进展者的免疫功能检测分析

32 例被随访的受检者中有 21 例出现条带

未进展。条带未进展受检者前后的 CD4+T 淋

巴细胞绝对数的比较，差异无统计学意义（P>
0.05）。条带未进展受检者前后的 CD4+/CD8+细

胞比值的比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 4。
2.6 11 例阳转者与 21 例条带未进展者免疫功能

的比较分析

11例阳转者与 21例条带未进展者的（第一条

带比较，第二条带作比较）CD4+T淋巴细胞绝对数

CD4+/CD8+细胞比值分别比较，差异有统计学意义

（P<0.05）。

表 2 32例不确定样本的WB带型的阳转情况

Table 2 Positive conversion of WB band type in
32 uncertain samples

样本
序号

1

1a

2

2a

3

3a

4
4a
5

5a

6

6a

7

7a

8
8a
9
9a
10

10a

11

11a

第一带型/
第二带型

gp160、p24、p17
gp160、gp120、p66、p51、
gp41、p31、p24、p17
gp160、p24
gp160、gp120、p66、p51、
gp41、p31、p24
gp160、p24
gp160、gp120、gp41、p24、
p17
gp160、p24
gp160、gp120、p24、p17
gp160、p24
gp160、gp120、gp41、p24、
p17
gp160、p24
gp160、gp120、p66、p51、
gp41、p31、p24
gp160、p24
gp160、gp120、p66、gp41、
p24
gp160、p24
gp160、gp120、gp41、p24
gp160、p24
gp160、gp120、gp41、p24
p24
gp160、gp120、gp41、p24、
p17
gp160
gp160、gp120、p66、p51、
gp41、p31、p24

时间
（天）

69

116

34

26

34

92

32

14

14

32

90

CD4+T
淋巴细胞
绝对数

（个/μL）
334

405

395

549

229

249

265
304
278

356

553

393

523

396

553
432
229
249
384

525

856

357

第一带型
CD4+

绝对数

418.09±190.04

第二带型
CD4+

绝对数

383.18±97.18

t值

0.620

P值

0.549

CD4+/
CD8+

细胞比值

0.48

0.39

1.08

1.19

0.28

0.62

0.42
0.36
0.57

0.59

0.36

0.32

0.42

0.45

0.48
0.52
0.28
0.62
0.55

0.84

0.32

0.25

第一
带型
比值

0.48±0.22

第二
带型
比值

0.56±0.27

t值

-1.028

P值

0.328

表 3 11例被随访受检者阳转前后的免疫功能指标分析（x ± s）

Table 3 Analysis of immune function indexes of 11 cases were followed up before and after positive rotation（x ± s）

注：前表示为第一带型，后表示为第二带型，后同。
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样本
序号

1
1a
2
2a
3
3a
4
4a
5
5a
6
6a
7
7a
8
8a
9
9a
10
10a
11
11a
12
12a
13
13a
14
14a
15
15a
16
16a
17
17a
18
18a
19
19a
20
20a
21
21a

第一带型/
第二带型

gp160、p24
gp160
p24
—
p24
—
p24
p24
p24
—
p24
p24
p24
p24
p24
—
p24
p24
p24
p24
p24
p24
p24
p24

p24、p17
p24
p24
—

gp41、p17
p17

p24、p17
p17

p66、p24
—

gp160
gp160
gp41
—
p66
p66

p55、p17
—

时间
（天）

78

31

35

55

81

32

75

65

31

46

37

41

92

32

48

32

48

62

95

47

61

CD4+T淋巴
细胞绝对数
(个/μL）

557
602
322
411
724
804
758
587
855
663
725
656
552
586
325
361
456
769
438
432
459
603
570
644
216
188
537
697
574
504
443
363
540
665
754
508
903
770
847
1201
391
248

第一带型
CD4+

绝对数
568.86±190.53

第二带型
CD4+

绝对数
583.90±219.82

t值

-0.442

P值

0.663

CD4+/CD8+

细胞比值

1.29
1.40
0.90
0.94
1.22
1.19
1.31
1.54
2.01
2.17
1.19
1.08
1.63
1.86
0.92
1.39
1.67
1.76
1.13
1.08
0.90
0.94
1.15
1.30
0.65
0.54
1.10
1.41
0.66
1.34
1.30
1.47
1.14
1.21
1.56
1.66
1.45
1.73
1.99
2.43
2.40
2.04

第一带型
比值

1.31±0.44

第二带型
比值

1.45±0.45

t值

-2.835

P值

0.01

3 讨论

本文不确定结果带型的比例构成与既往的文

献研究报道相似［5⁃6］，按试剂盒的判定标准，出现一

条 env带和一条 gag带可判定为HIV抗体阳性，但

实际工作中发现，WB反应会出现不典型的阳性反

应条带，这种假阳性结果可能会对受检者带来很

大的影响［7］。本文发现 2 例首次带型为 3 个条带

的受检者，其中 1例经过 69天后的随访复查，条带

有明显的进展被确证为阳性，而另 1 例受检者失

访。另外有 2 个条带的共 40 例，其中随访到的 10

例中有 8（80%）例最终确证为阳性。因此，不确定

条带越多阳转的可能性越大［8］。

141例不确定的受检者中，随访率为 22.7%（32/
141），比其他文献报道都低［9⁃10］，109例失访者出现单

一的 p24（+）为 60例，而 p24（+）失访人群主要来自于

血站和医疗机构。分析其原因：①可能由于血站和

医疗机构大部分都使用了高敏感性的第四代检测试

剂，导致筛查的假阳性率偏高；②p24（+）的出现可能

与注射药物、自身免疫性疾病、急性病毒感染、肿瘤、

妊娠等因素有关；③p24（+）的阴转率最高［11］，该部分

失访人群对其出现单一条带的不确定结果重视度不

注：无特异条带出现用“-”表示。

表 4 21例条带未进展者前后的免疫功能指标分析（x ± s）

Table 4 Analysis of the immune function indexes of 21 cases with no progress of banding（x ± s）
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够，更不会主动要求复查而造成高比例的失访。据

以往研究报道［12⁃14］，出现单一的条带大多数只是一些

杂带最终被排除HIV感染。但本文发现，有 2例首

次带型为单一条带（p24和 gp160）的受检者，分别经

过 32 天，90 天后复查，条带明显增加被判定为阳

性。因此对出现单一带型的不确定结果需要谨慎对

待，有条件的要加强定期的跟踪随访。

人类自身的免疫功能系统极其复杂，感染

HIV 后机体的免疫功能受到损害，CD4+T 淋巴细

胞绝对数和 CD4+/CD8+细胞比值都发生了明显变

化，本文结果跟以往的文献报道一致［15⁃16］。不确定

结果中各 WB 反应条带出现存在个体差异，必要

时借助 CD4+T 淋巴细胞检测、病毒载量检测等实

验室辅助检测，尤其是结合个体的流行病学调查，

增加定期的追踪随访频率等手段提高HIV的诊断

发现率。
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血清 uMtCK、AHSG及 NGAL与胃癌患者病理参数
及临床预后的关系

陈瑶

［摘 要］ 目的 探究血清广泛型线粒体肌酸激酶（uMtCK）、胎球蛋白A（AHSG）及中性粒细胞相

关载脂蛋白（NGAL）水平与胃癌患者临床病理参数及临床预后的关系。方法 选取本院消化内科 2017
年 1月至 2019年 1月收治的 85例胃癌患者作为研究组，另选择同期于本院门诊健康体检的志愿者 85例

作为对照组，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测血清 uMtCK、AHSG及NGAL水平，分析 uMtCK、AHSG及

NGAL与胃癌患者临床病理参数的关系；患者随访 2~3年，统计研究期间胃癌患者死亡情况，并分为生存

组（n=62）和死亡组（n=23）；Cox多因素分析 uMtCK、AHSG及NGAL水平异常是否为影响胃癌患者预后

的危险因素。结果 研究组血清 uMtCK、AHSG 及 NGAL 水平均高于对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。不同年龄、性别、组织类型、Lauren􀆳s分型胃癌患者血清 uMtCK、AHSG及NGAL水平比较均差异

无统计学意义（P>0.05）；不同肿瘤分化程度、TNM 分期、浸润深度、淋巴结转移、远处转移、血管侵犯胃

癌患者血清 uMtCK、AHSG 及 NGAL 水平比较均差异有统计学意义（P<0.05）。存活组胃癌患者血清

uMtCK、AHSG及 NGAL水平均低于死亡组，差异有统计学意义（P<0.05）。Cox多因素回归分析结果显

示，uMtCK、AHSG 及 NGAL 升高为影响胃癌患者预后的独立危险因素。结论 胃癌患者血清 uMtCK、

AHSG 及 NGAL 存在异常升高的情况，且与胃癌进展、转移及不良预后存在密切相关性，检测相关指标

水平有助于胃癌患者的诊断和预后评估。

［关键词］ 广泛型线粒体肌酸激酶；胎球蛋白A；中性粒细胞相关载脂蛋白

Relationship between serum uMtCK，AHSG and NGAL levels with pathological parame⁃
ters and clinical prognosis of patients with gastric cancer
CHEN Yao
（Department of Gastroenterology，West China Branch Hospital of Ganzi Tibetan Autonomous Prefecture，
Kangding，Sichuan，China，626000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the relationship between the serum levels of extensive mitochon⁃
drial creatine kinase（uMtCK），fetuin A（AHSG）and neutrophil ⁃ associated apolipoprotein（NGAL）with
clinicopathological parameters and clinical prognosis of patients with gastric cancer. Methods Eighty⁃five pa⁃
tients with gastric cancer admitted to the Department of Gastroenterology，Ganzi Prefecture People􀆳s Hospital，
Sichuan Province from January 2017 to January 2019 were selected as the research group，and 85 volunteers
who received physical examination in the outpatient clinic of this hospital during the same period were selected
as the control group. ELISA was used to detect the serum levels of uMtCK，AHSG，and NGAL，and analyze
the relationship between uMtCK，AHSG，and NGAL and clinicopathological parameters of gastric cancer pa⁃
tients；patients were followed up for 2 to 3 years，and the deaths of gastric cancer patients during the study
were counted and divided into the survival groups（n=62）and the death group（n=23）. Cox multivariate analy⁃
sis of whether abnormal levels of uMtCK，AHSG and NGAL are the risk factors affecting the prognosis of gas⁃
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tric cancer patients. Results The serum levels of uMtCK，AHSG and NGAL in the study group were significant⁃
ly higher than those in the control group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. There was no
significant difference in serum uMtCK，AHSG and NGAL levels in patients with gastric cancer of different ages，
genders，tissue types and Lauren􀆳s classification（P>0.05）. There were statistically significant differences in se⁃
rum levels of uMtCK，AHSG and NGAL in patients with different tumor differentiation，TNM stages，depth of
invasion，lymph node metastasis，distant metastasis，and vascular invasion of gastric cancer（P<0.05）. The se⁃
rum levels of uMtCK，AHSG and NGAL in the survival group were lower than those in the death group，and the
difference was statistically significant（P<0.05）. Cox multivariate regression analysis showed that the increase of
uMtCK，AHSG and NGAL were independent risk factors affecting the prognosis of gastric cancer patients. Con⁃
clusion The serum uMtCK，AHSG，and NGAL levels in patients with gastric cancer are abnormally elevated，
and they are closely related to the progression，metastasis and poor prognosis of gastric cancer. The detection of
relevant indicator levels is helpful for the diagnosis and prognosis evaluation of gastric cancer patients.

［KEY WORDS］ Extensive mitochondrial creatine kinase；Fetuin A；Neutrophil⁃associated apolipopro⁃
tein

胃癌是我国常见的消化道恶性肿瘤疾病之一，

且多数患者胃癌早期症状隐匿，确诊时多于处于胃

癌进展期或晚期，患者生存预后较差。因此，对于

探索胃癌相关的肿瘤标志物和血清学指标，反映胃

癌的生物学特点，提高胃癌的诊断率和患者生存率

一直是临床研究的热点内容。近年来，关于血清中

线 粒 体 肌 酸 激 酶（mitochondrial creatine kinase，
MtCK）在肿瘤中的异常表达及作用引起了临床学者

的关注，其包括广泛型线粒体肌酸激酶（uMtCK）和

肌节线粒体肌酸激酶（sMtCK）2种，其中 uMtCK被

认为在前列腺癌、肝癌等恶性肿瘤中存在过表达［1］。

胎球蛋白A（alpha2⁃Heremans⁃Schmid glycoprotein，
AHSG）为肝细胞合成和分泌的一类糖蛋白，其可通

过基质胶促进肿瘤细胞的侵袭转移，AHSG在多种

恶性肿瘤中均存在异常表达［2］。中性粒细胞明胶酶

相关载脂蛋白（neutrophil gelatinase⁃associated lipo⁃
calin，NGAL）为 lipocalin 家族的一员，研究证明

NGAL与炎症、细胞分化与凋亡、免疫反应、组织重

构及多种肿瘤的发生发展密切相关；且其表达与肿

瘤浸润、转移和预后关系密切［3⁃4］。因此，本研究对血

清 uMtCK、AHSG及NGAL与胃癌患者病理参数及

临床预后的关系进行了探究，以探讨三者作为胃癌

有效诊断和预后指标的可行性。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院消化内科 2017年 1月至 2019年 1月

收治的 85例胃癌患者作为研究组，纳入标准：①均

符合中华医学会消化内镜学分会及中国抗癌协会

肿瘤内镜专业委员会制定的《中国早期胃癌筛查及

内镜诊治共识意见（2014年）》［5］关于胃癌的诊断标

准；②均对本研究知情自愿签署知情同意书；③此

前未接受放化疗、手术及其他抗肿瘤药物治疗；

④临床资料完整。排除标准：①合并肝肾等器质性

病变者；②合并其他恶性肿瘤者；③复发性胃癌患

者及其他胃肠道疾病者；④感染、免疫系统疾病、造

血系统疾病者；⑤无法配合完成研究者。其中，男

44例，女 41例，年龄平均（61.5±3.8）岁，患者组织类

型、Lauren􀆳s分型、肿瘤分化程度、TNM分期、浸润

深度、淋巴结转移、远处转移、血管侵犯患者分布见

表 2。另选择同期于本院门诊健康体检的志愿者

85例作为对照组，其中男 46例，女 39例，年龄平均

（61.1±3.5）岁，均自愿参与本研究，能够配合完成各

项检查。本研究获得医院伦理委员会批准通过。

1.2 方法

1.2.1 病理参数统计

统计所有胃癌患者性别、年龄（≤60 岁，>60
岁）、组织类型（未分化腺癌、管状腺癌、粘液腺癌、

印戒细胞癌）、Lauren􀆳s 分型（肠型胃癌、弥漫性胃

癌、混合型胃癌）、肿瘤分化程度（低分化、中分化、

高分化）、TNM 分期（Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期、Ⅳ期）、浸

润深度（T1、T2、T3、T4）、淋巴结转移（N0、N1、N2、
N3）、远处转移（M0、M1）、血管侵犯（有或无）等临

床病理参数。

1.2.2 血清指标检测

所有研究对象均收集 5 mL 空腹静脉血，

3 000 r/min离心 10 min，收集血清。采用酶联免疫

吸附试验检测血清 uMtCK、AHSG及 NGAL水平，
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uMtCK 试剂盒购自上海圻明生物科技有限公司，

AHSG 试剂盒购自美国 Epitope Diagnostics，Inc 公

司，NGAL 试剂盒购自上海依科赛生物制品有限

公司。均按照试剂盒说明书所述进行步骤操作，

读取吸光度值，绘制标准曲线，并计算血清

uMtCK、AHSG及NGAL浓度。

1.2.3 随访

所有胃癌患者随访 2~3年，统计期间患者任何

原因导致的死亡情况，并分为生存组和死亡组，对

比 2 组胃癌患者血清 uMtCK、AHSG 及 NGAL 水

平差异情况。

1.3 统计学分析

采用SPSS 20.0统计学软件进行数据分析，计量

资料以（x ± s）表示，两两比较用 t检验，多组间采用

单因素方差分析；Cox多因素回归分析影响胃癌患

者预后的独立因素。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 研 究 组 和 对 照 组 血 清 uMtCK、AHSG 及

NGAL水平比较

研究组血清 uMtCK、AHSG及NGAL水平均高

于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表1。

2.2 胃癌患者血清 uMtCK、AHSG 及 NGAL 水平

与临床病理参数的相关性分析

不同年龄、性别、组织类型、Lauren􀆳s分型胃癌

患者血清 uMtCK、AHSG 及 NGAL 水平比较均差

异无统计学意义（P>0.05）。不同肿瘤分化程度、

TNM 分期、浸润深度、淋巴结转移、远处转移、血

管侵犯胃癌患者血清 uMtCK、AHSG 及 NGAL 水

平比较，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 存 活 组 与 死 亡 组 血 清 uMtCK、AHSG 及

NGAL水平比较

直至本研究随访结束，85 例胃癌患者中存活

62 例，死亡 23 例。存活组胃癌患者血清 uMtCK、

AHSG 及 NGAL 水平均低于死亡组，差异具有统

计学意义（P<0.05）。见表 3。

组别

对照组

研究组

t值
P值

n
85
85

uMtCK（μ/L）
3.3±0.8
24.3±2.9
64.358
0.000

AHSG（μg/mL）
192.3±16.7
322.5±41.6
514.866
0.000

NGAL（ng/mL）
3.4±0.3
16.9±1.7
72.100
0.000

表 1 研究组和对照组血清 uMtCK、AHSG及NGAL比较

Table 1 Comparison of serum uMtCK，AHSG and NGAL
levels between the study group and the control group

参数

性别
男
女

t值
P值

年龄（岁）
≤60
>60

t值
P值

肿瘤大小（cm）
≤4
>4

t值
P值

Lauren􀆳s分型
肠型胃癌
弥漫性胃癌
混合型胃癌

F值
P值

组织类型
未分化腺癌
管状腺癌
粘液腺癌
印戒细胞癌

F值
P值

肿瘤分化程度
低分化
中⁃高分化

t值
P值

TNM分期
Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

t值
P值

浸润深度
T1/T2
T3/T4

t值
P值

淋巴结转移
N0
N1+N2+N3

t值
P值

远处转移
M0
M1

t值
P值

血管侵犯
有
无

t值
P值

n

44
41

39
46

37
48

44
34
7

3
54
16
12

36
46

38
47

33
52

31
54

63
22

69
16

uMtCK
（μ/L）

24.2±3.1
24.5±3.6
0.413
0.681

24.0±2.8
24.4±2.4
0.705
0.483

20.1±2.2
26.1±2.9
10.792
0.000

24.2±3.2
24.1±2.9
24.4±3.1
0.307
0.759

24.0±3.0
24.3±3.1
24.5±3.6
24.1±3.4
0.146
0.885

17.5±2.2
27.4±2.9
17.001
0.000

19.2±2.5
26.1±3.2
10.873
0.000

17.0±2.0
27.2±2.8
19.558
0.000

17.1±2.6
27.8±2.5
18.720
0.000

17.5±2.4
26.8±2.3
15.812
0.000

27.1±3.0
18.5±1.9
10.940
0.000

AHSG
（μg/mL）

325.7±44.6
322.2±41.2

0.375
0.709

318.7±44.2
324.3±40.9

0.605
0.547

295.7±39.9
332.1±55.1

3.467
0.001

320.2±43.4
323.8±44.1
326.5±47.1

0.671
0.504

323.6±44.5
327.9±49.1
321.1±41.8
322.7±40.6

0.101
0.922

265.1±33.5
341.9±56.9

7.621
0.000

275.2±36.6
336.7±41.5

7.157
0.000

301.3±39.2
329.7±45.1

2.973
0.004

296.3±46.5
360.4±55.1

5.454
0.000

299.2±36.7
331.6±42.5

3.420
0.001

360.8±43.8
244.8±3.1
21.765
0.000

NGAL
（ng/mL）

16.9±1.9
16.8±1.5
0.268
0.789

16.6±2.0
17.0±1.6
1.013
0.314

14.4±1.9
17.8±1.3
9.684
0.000

16.7±1.9
16.8±1.5
17.1±1.8
1.047
0.298

16.6±1.7
17.0±2.2
17.1±2.3
16.8±1.8
0.560
0.571

15.0±1.2
17.4±1.9
6.973
0.000

15.1±1.1
17.3±1.6
7.488
0.000

15.5±1.5
17.8±2.3
5.580
0.000

12.5±1.2
18.5±2.9
13.343
0.000

15.1±1.5
17.6±1.9
6.268
0.000

18.2±1.9
13.1±1.5
10.021
0.000

表 2 胃癌患者血清 uMtCK、AHSG及NGAL水平与

临床病理参数的相关性分析（x ± s）

Table 2 Correlation analysis of serum uMtCK，AHSG and
NGAL levels and clinicopathological parameters in patients

with gastric cancer（x ± s）
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组别

存活组

死亡组

t值
P值

n
62
23

uMtCK（μ/L）
19.4±2.4
27.0±3.6
9.381
0.000

AHSG（μg/mL）
241.6±33.7
361.9±50.9

10.512
0.000

NGAL（ng/mL）
12.2±1.6
18.7±2.2
14.967
0.000

表 3 存活组与死亡组血清 uMtCK、AHSG及NGAL比较

Table 3 Comparison of serum uMtCK，AHSG and NGAL
levels between the survival group and the death group

因素
uMtCK
AHSG
NGAL

b
0.365
0.349
0.402

标准化 b
0.238
0.274
0.166

c2值
4.211
6.328
6.675

Walr
8.060
8.592
7.303

RR值
1.429
1.417
1.492

P值
0.030
0.010
0.011

表 4 Cox多因素回归分析结果

Table 4 Cox multivariate regression analysis results

2.4 Cox多因素回归分析

Cox 多 因 素 回 归 分 析 结 果 显 示 ，uMtCK、

AHSG 及 NGAL 升高为影响胃癌患者预后的独立

危险因素。见表 4。

3 讨论

近年来，恶性肿瘤的发病率在全球范围内呈

逐渐上升的趋势，严重威胁了人类的身体健康和

生存质量。胃癌等恶性肿瘤的早发现与其预后关

系密切，因此对于临床寻求敏感性和特异性高、

无创、易操作的理想肿瘤标志物具有重要意义。

MtCK为肌酸激酶（creatine kinase，CK）的同工

酶之一，可催化肌酸和三磷酸腺苷之间的磷酸键可

逆转移并促进三磷酸腺苷的生成。MtCK又可分为

uMtCK 与 sMtCK，uMtCK 为低聚的线粒体 CK，是

巨分子酶的一种，uMtCK在肾脏、脑和平滑肌等组

织或器官中表达，近年来多项研究报道 uMtCK在肿

瘤患者病理组织或（和）血清中存在过表达，uMtCK
常伴随各种肿瘤出现，提示其可能为一种有效的潜

在肿瘤标志物［6⁃7］。AHSG是肝细胞合成的一种磷

酸化糖蛋白，为半脱氨酸蛋白酶抑制因子超家族成

员。AHSG参与了人体胰岛素抵抗、骨骼代谢调节、

恶性肿瘤迁移和侵袭过程［8⁃9］。研究显示［10］，AHSG
可介导肿瘤细胞黏附作用，其可激活肿瘤细胞MAP
和 P13K/AKT激酶信号，还可介导肿瘤外泌体形成，

促进肿瘤细胞生长、运动和侵袭。NGAL在多种肿

瘤发生发展红发挥重要作用，但其在不同肿瘤中的

作用有所差异。研究认为［11］，NGAL可抑制机体基

质金属蛋白酶降解，参与食管癌、乳腺癌等肿瘤细

胞的分化、侵袭和转移，并具有加速肿瘤进程的作

用。本研究结果显示，在胃癌患者中血清 uMtCK、

AHSG 及 NGAL 水平相较于健康人群血清水平明

显升高，在研究中，NGAL可作为潜在的新型新型综

合治疗靶标［12］；Shi等［13］研究认为，AHSG与胃癌的

发生发展关系密切，可作为为鉴定为胃癌的诊断生

物标志物；而等研究对于 uMtCK的生物学特性阐述

中指出，其与肿瘤的发生发展及预后的关系密切。

本研究结果提示，血清 uMtCK、AHSG及NGAL
与胃癌临床病理特征指标存在密切相关性。uMtCK
可提高肿瘤细胞对能量需求的适应性，保护肿瘤细

胞抵抗凋亡，并参与线粒体凋亡途径和肿瘤细胞适

应性代谢过程。有研究指出［14］，AHSG可作为血清化

学引诱剂，通过基质胶促进肿瘤细胞的侵袭。研究

认为［15］，NGAL还可促进皮⁃间质转化，从而改变肿瘤

微环境，进而在肿瘤的侵袭和转移中发挥作用。本

研究中结果提示，血清uMtCK、AHSG及NGAL高水

平患者往往在近期随访期间面临着更高的死亡风

险。Cox多因素回归分析结果提示，uMtCK、AHSG
及NGAL升高不仅与胃癌额恶性程度及病情严重程

度存在相关性，也预示着胃癌患者预后不良，可作为

胃癌患者评估病情严重程度和预后的潜在指标。

综上所述，胃癌患者血清 uMtCK、AHSG 及

NGAL存在异常升高的情况，且与胃癌进展、转移及

不良预后存在密切相关性，检测相关指标水平有助

于胃癌患者的诊断和预后评估。
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•论 著•

老年非小细胞肺癌患者放疗前后 Treg 及 Foxp3
mRNA的变化

侯盼飞 1 祝丽晶 1 濮娟 2 潘艳 1★

［摘 要］ 目的 探讨老年非小细胞肺癌（NSCLC）患者放疗前后调节性 T 细胞（Treg）及叉头状

螺旋转录因子（Foxp3）mRNA的变化。方法 选取本院 2019年 1月至 2019年 12月收治的 40例NSCLC
患者作为肺癌组，选取同期 50例健康体检者作为对照组，采集肺癌组放疗前、放疗期间（每隔 6次放疗）

及对照组外周静脉血，运用流式细胞术（FCM）测定 Treg 占 CD4+T 淋巴细胞百分比，运用实时荧光定量

逆转录聚合酶链反应（RT⁃PCR）技术测定 Treg 的重要转录因子 Foxp3 mRNA 的相对表达水平。结果

肺癌组外周血中 Treg占 CD4+T淋巴细胞百分比以及 Foxp3 mRNA相对表达量显著高于对照组，差异均

有统计学意义（P<0.05）。肺癌组中，Treg百分比和 Foxp3 mRNA相对表达量自放疗后开始上升，Treg至

第 18 次升至最高值，Foxp3 mRNA 至第 12 次升至最高值，均显著高于放疗前，差异有统计学意义（P<
0.05），然后逐渐下降，至第 30次与放疗前比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论 放疗可加剧NSCLC
患者 Treg的变化，严重影响抗肿瘤免疫功能。

［关键词］ 肺癌；T淋巴细胞；放疗；调节性 T细胞

Changes of Treg and Foxp3 mRNA in elderly patients with non ⁃ small cell lung cancer
before and after radiotherapy
HOU Panfei 1，ZHU Lijing 1，PU Juan 2，PAN Yan 1★

（1. Department of Clinical Laboratory，2 Department of Radiation Oncology，Lianshui People 􀆳 s Hospital
Affiliated Kangda College of Nanjing Medical University，Lianshui，223400，China）

［ABSTRACT］ Objective To investigate changes of regulatory T cells and Forkhead helix family
transcription factor 3（Foxp3）mRNA in elderly patients with non ⁃ small cell lung cancer before and after
radiotherapy. Methods A total of 40 patients with non⁃small cell lung cancer admitted during January 2019
and December 2019 were chosen as the carcinoma group，and 50 healthy examinees at the same period were
chosen as the control group. Peripheral venous blood was collected from the lung cancer group（before and
during radiotherapy，every 6 times of radiotherapy）and the control group. Serum Treg accounting for CD4+ T
cell proportions was monitored by flow cytometry. The expression of Foxp3 mRNA was monitored by reverse⁃
transcription PCR. Results Compared with those in the control group，Treg accounting for CD4 + T cell
proportions and relative expression of Foxp3 mRNA were significantly increased in the carcinoma group（P<
0.05）. After radiotherapy，Treg number for CD4+ T cell proportions and relative expression of Foxp3 mRNA
were gradually increased，which were significantly different from those before radiotherapy（P<0.05）. The
highest peaks of Treg and Foxp3 mRNA were 18th and 12th，respectively. Then they gradually decreased until
the 30th time，which had no significant difference compared to those before radiotherapy（P>0.05）.
Conclusion Radiotherapy can exacerbate the changes of Treg in NSCLC and affect the anti ⁃ tumor immune
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function of the body，which provide theoretical basis for radiotherapy combined with immunotherapy in lung
cancer.

［KEY WORDS］ Lung cancer；T⁃Lymphocytes；Radiotherapy；Regulatory T cells

肺癌发病率居恶性肿瘤第 1位，70%以上患者

确诊时已是中晚期，放疗在肺癌的治疗中占有非

常重要的地位［1］。但是放疗在激活机体抗肿瘤免

疫的同时，也能引起机体的免疫抑制，出现肿瘤对

射线的抵抗［2］。因此，如果放疗过程中能够解除机

体的免疫抑制，即放疗联合免疫治疗，可以更有效

地增强机体的抗肿瘤效应，改善患者的预后。调

节性 T 细胞（regulatory T cells，Treg）在机体内发

挥重要的免疫抑制作用，且与放疗密切相关［3］。本

研究通过流式细胞术（Flow Cytometry，FCM）及实

时荧光定量逆转录聚合酶链反应技术（reverse⁃
transcription PCR，RT⁃PCR）测定非小细胞肺癌

（non ⁃ small cell lung cancer，NSCLC）放疗过程中

Treg以及其叉头状螺旋转录因子 3（Forkhead helix
family transcription factor 3，Foxp3）mRNA 在放疗

过程中的变化，试图为患者放疗联合免疫治疗提

供干预的靶点以提高放疗疗效。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2019年 1月⁃2019年 12月收治的 40
例 NSCLC 作为肺癌组，其中男 23 例，女 17 例；年

龄平均（68.55±7.82）岁。纳入标准：①年龄≥60岁；

②病理确诊为NSCLC［4］；③患者未接受其他治疗，

且开始采集标本后 1月内不行手术及化疗，只接受

单纯放疗的患者。排除标准：①慢性阻塞性肺疾

病、哮喘急性发作期；②合并自身免疫系统疾病；

③合并感染；④近一月使用过糖皮质激素或免疫

抑制剂。选取同期在本院查体的 50例健康体检者

作为对照组，其中男 27 例，女 23 例；年龄平均

（67.38±7.99）岁。两组性别、年龄比较差异无统计

学意义（P>0.05），具有可比性。该项目经本院伦

理委员会批准且所有参与者均签署知情同意书。

1.2 主要仪器和试剂

Varian 23⁃Ex 直线加速器购自美国 Varian 公

司，Navios 流式细胞仪购自美国 Beckman Coulter
公司，ABI7500PCR 扩增仪购自美国 ABI 公司，人

Treg 检测试剂盒购自美国 BD 公司，RT⁃PCR 试剂

盒、RNA 提取试剂及各种生化试剂购自上海生工

生物工程股份有限公司。Foxp3 基因引物 P1：5′⁃
CTGGGCTCCTCGCCTGAC ⁃ 3′，P2：5′ ⁃ CTCTCT⁃
GCCCTCAGCCTTGC⁃3′，由上海生工生物工程股

份有限公司合成。

1.3 放疗方法

采用Varian 23⁃Ex直线加速器，肺癌组患者均

采用 6 MV X 线 IMRT 外照射，常规分割 2.0 Gy/f，
总剂量 DT 60 Gy/30f。
1.4 血样采集

对照组清晨空腹采集静脉血 5 mL，采用肝素

抗凝。肺癌组分别于放疗前、放疗期间（每隔 6次

放疗）采集标本，方法同对照组。

1.5 Treg检测

取静脉血 100 μL 加入已标记好的流式管，分

别加入 FITC Mouse Anti ⁃Human CD4、PE Mouse
Anti⁃Human CD25、Alexa FluorR647 Mouse anti⁃Hu⁃
man CD127 各 20 μL，室温避光孵育 15 min；加入

裂解液，震荡混匀室温避光 15 min，1 200 r/min 离

心 5 min，弃上清后加入 2 mL PBS，1 200 r/min 离

心 5 min；弃上清后加入 500 μL PBS 震荡后，流式

细胞仪检测 Treg占CD4+T淋巴细胞百分比。

1.6 Foxp3 mRNA检测

Trizol法提取血浆总 RNA，用随机引物逆转录

成 cDNA，以 cDNA 作为模板，按照试剂说明书配

制反应体系，采用 ABI7500 PCR 仪检测 Foxp3
mRNA的相对表达水平。

1.7 统计学分析

采用 SPSS 22.0软件进行统计分析，计量资料

以（x ± s）表示，组间比较采用 t检验，多组间比较采

用方差分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 对照组与肺癌组放疗前外周血检测指标的比较

肺癌组放疗前外周血 Treg 占 CD4+T 淋巴细

胞百分比以及 Foxp3 mRNA 相对表达量均高于对

照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1、图 1。
2.2 肺癌组放疗期间外周血的检测指标变化

肺癌组放疗期间各阶段外周血 Treg占 CD4+T
淋巴细胞百分比自放疗后开始上升，至第 18 次升
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组别

对照组

肺癌组

t值
P值

Treg
5.36±2.85
7.71±2.83

7.385
0.013

Foxp3 mRNA
1.38±0.71
2.59±0.86
22.367
＜0.001

表 1 两组外周血 Treg百分比、Foxp3 mRNA相对表达量

比较（x ± s）

Table 1 Comparison of Treg percentage and Foxp3 mRNA
relative expression between 2 groups（x ± s）
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图 1 外周血 Treg检测流式细胞图

Figure 1 Flow cytometry of Treg detection in peripheral blood

分组

放疗前

放疗第 6次

放疗第 12次

放疗第 18次

放疗第 24次

放疗第 30次

F值

P值

Treg
7.71±2.83
8.23±2.65
8.28±2.15
9.31±2.28a

9.18±3.06a

8.09±3.19
8.581
<0.001

Foxp3 mRNA
2.59±0.84
3.07±0.89
3.25±1.00a

3.19±0.96a

3.10±0.92a

2.45±0.71
21.786
<0.001

表 2 肺癌放疗各阶段 Treg、Foxp3 mRNA的变化（x ± s）

Table 2 Changes of Treg and Foxp3 mRNA in different
stages of lung cancer radiotherapy（x ± s）

注：a与放疗前相比，P<0.05。

至最高，与放疗前比较差异有统计学意义（P<
0.05），然后逐渐下降，至第 30 次与放疗前比较差

异无统计学意义（P>0.05）。肺癌组放疗期间各阶

段外周血 Foxp3 mRNA 相对表达量自放疗后开始

上升，至第 12 次升至最高，与放疗前比较差异有

统计学意义（P<0.05），然后逐渐下降，至第 30 次

与放疗前比较差异无统计学意义（P>0.05）。见

表 2。

3 讨论

我国肺癌的发病率和病死率均位居恶性肿瘤

之首，并以 NSCLC 最为多见［5］。由于肺癌早期诊

断较为困难，确诊时只有 15%的患者能够手术治

疗［5］。对于无法手术的患者，放疗是主要的治疗措

施。放疗可直接杀死肿瘤细胞，并通过刺激局部

免疫反应形成长期抗肿瘤效果［6］。然而，放疗在激

活抗肿瘤免疫的同时，也能引起机体的免疫抑制，

造成肿瘤对射线的抵抗，这种现象与免疫抑制性

Treg的调控密切相关［2⁃3，7］。

本研究的结果表明，肺癌组放疗前外周血 Treg
占 CD4+T淋巴细胞百分比及 Foxp3 mRNA的相对

表达水平均明显升高，这种现象在其它的恶性肿瘤

中也得到证实［8⁃9］，但 Treg占 CD4+T淋巴细胞百分

比以及 Foxp3 mRNA 相对表达水平增多的机制并

未具体阐明。有研究表明肿瘤细胞高表达环氧合

酶 2（Cyclooxygenase⁃2，COX⁃2），COX⁃2可产生过

量的诺前列酮，从而诱导 Treg的产生，同时还可促

进 Foxp3 mRNA表达的上调［10］。另外，肿瘤微环境

中增多的白细胞介素⁃10（interleukin⁃10，IL⁃10）、转

化生长因子⁃β（transforming growth factor⁃β，TGF⁃β）
以及未成熟抗原递呈细胞表达，可诱导 Treg 的增

殖［11］。Treg 可以通过细胞 ⁃细胞间的接触抑制、

细胞因子途径两种途径抑制效应细胞的免疫反应，

抑制机体的抗肿瘤免疫应答。因此，肿瘤机体内

Treg增多导致免疫耐受增强，加速肿瘤的进展［12］。

本研究结果显示，肺癌放疗过程中 Treg 占

CD4+T 淋巴细胞百分比以及 Foxp3 mRNA 的相对

表达量自放疗后开始逐渐上升，这与 Zhang等［3，13］

的研究结论是一致的。放疗过程中 Treg 升高的

具体分子机制可能与放疗能够诱导和活化免疫

抑制因子 TGF⁃β、增加蛋白激酶 B 的表达，进而

促进 Treg 生成、抑制 Treg 凋亡有关［14］。Treg 和

Foxp3 mRNA升高至一定程度后又逐渐下降，这与

Napolitano等［15］在大肠癌中的研究一致，这种变化

机制可能与 microR⁃545 的表达有关。放疗期间

Treg 及 Foxp3 mRNA 变化，提示放疗进一步影响

了机体的免疫耐受。

本研究探讨了机体内 Treg 及 Foxp3 mRNA 伴

随放疗发生变化的现象及可能的机制。本研究亦存
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在一定的局限性：由于受严格的纳入和排除标准

限制，首诊且仅行放疗的患者较少，致入组的样本

量少，未按照肿瘤分期进行分组统计；另外，免疫

系统的个体差异因素可能导致一定的偏倚。针对

于上述问题，本课题组下一步的研究计划将纳入

更多的患者，并对他们进行更长放疗时间的追踪，

更精准地提炼出放疗过程中 Treg 以及 Foxp3
mRNA 的变化规律，并对内部分子机制进行更深

入的的研究。

放疗协同免疫治疗，应用前景广阔，研究肺癌

放疗过程中 Treg及其 Foxp3 mRNA的普遍变化规

律具有重要意义。如能在放疗过程中选择适宜的

时机干扰 Treg 或 Foxp3 mRNA 的表达，将充分发

挥抗肿瘤免疫效应细胞的功能，杀灭肿瘤细胞，提

高肺癌放疗的疗效，改善患者的预后。
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小儿病毒性脑炎动态脑电图改变与血清NSE水平相
关性

冯卉★ 马进 蔡金标

［摘 要］ 目的 分析小儿病毒性脑炎（VE）动态脑电图（AEEG）改变与血清神经元特异性烯醇化

酶（NSE）水平相关性。方法 选取本院 2017 年 8 月至 2020 年 8 月 108 例疑似 VE 患儿，行 AEEG 检查

（异常 101 例），以临床诊断为标准，分析 AEEG 检查诊断价值及与临床诊断病情程度一致性。根据

AEEG 检查异常程度分为重度异常组（12 例）、中度异常组（25 例）、轻度异常组（64 例），比较 3 组血清

NSE 水平、3 个月预后情况，分析 AEEG 检查异常程度与血清 NSE 相关性及与预后的关系。结果 108
例疑似 VE 患儿，临床确诊 103 例。AEEG 检查诊断 VE 敏感度为 98.06%，特异度为 100%，准确度为

98.15%。AEEG检查异常程度与临床诊断病情程度一致性较高（P<0.05）。随VE患儿AEEG异常程度加

重，血清NSE水平明显升高，差异具有统计学意义（P<0.05）。AEEG检查异常程度与血清NSE水平存在

正相关性（P<0.05）。重度异常组预后不良率高于中度异常组、轻度异常组，差异具有统计学意义（P<
0.05）。AEEG检查异常程度与预后呈正相关（P<0.05）。AEEG检查重度异常患儿预后不良相对风险HR
值最大，为 6.207。结论 AEEG检查有望成为小儿VE早期诊断与预后评估的一项有效辅助手段。

［关键词］ 动态脑电图；病毒性脑炎；神经元特异性烯醇化酶；预后

Correlation between changes of ambulatory electroencephalogram and serum NSE level
in children with viral encephalitis
FENG Hui★，MA Jin，CAI Jinbiao
（Department of Pediatrics，General Hospital of Anhui Wanbei Coal and Power Group，Suzhou，Anhui，Chi⁃
na，234000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the correlation between ambulatory electroencephalogram
（AEEG）changes and serum neuron ⁃ specific enolase（NSE）level in children with viral encephalitis（VE）.
Methods A total of 108 children with suspected VE from August 2017 to August 2020 in our hospital were
selected for AEEG examination. The clinical diagnosis was adopted as the standard，and the diagnostic value
of AEEG examination and its consistency with clinical diagnosis were analyzed. According to the degree of ab⁃
normality in AEEG examination，they are divided into the severe abnormality group，the moderate abnormali⁃
ty group，and the mild abnormality group. Serum NSE level and prognosis at 3 months were compared among
the 3 groups，and the correlation between abnormal degree of AEEG and serum NSE and prognosis was ana⁃
lyzed. Results Among 108 children with suspected VE，103 cases were clinically confirmed. The sensitivity
of AEEG diagnosis of VE was 98.06%，the specificity was 100%，and the accuracy was 98.15%. The degree
of abnormality in AEEG examination was consistent with the degree of clinical diagnosis（P<0.05）. With the
aggravation of the abnormal degree of AEEG in children with VE，the serum NSE level increased significant⁃
ly，and the difference was statistically significant（P<0.05）. The degree of abnormality of AEEG examination
was positively correlated with serum NSE level（P<0.05）. The poor prognosis rate of the severe abnormality
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group was higher than that of the moderate abnormality group and the mild abnormality group，and the differ⁃
ence was statistically significant（P<0.05）. The degree of abnormality in AEEG examination was positively
correlated with the prognosis（P<0.05）. The relative risk of poor prognosis in children with severe abnormali⁃
ties in AEEG examination was the highest，which was 6.207. Conclusion AEEG examination is expected to
be an effective aid for early diagnosis and prognostic evaluation of VE in children.

［KEY WORDS］ Ambulatory electroencephalogram；Viral encephalitis；NSE；Prognosis

小儿病毒性脑炎（viral encephalitis，VE）是由

肠道病毒、流感病毒等病毒直接侵犯脑实质所致

原发性脑炎，病变主要累及脑干、小脑、脑叶

等［1⁃2］。相关研究认为，颅脑弥漫性水肿，致使神经

元变性坏死、炎性细胞浸润脑膜及脑实质等部位

是小儿VE主要病理改变［3］，若未予以及时有效治

疗，严重危及患儿生命安全。因此，及时诊断小儿

VE对促进预后改善至关重要。近年来，随影像学

技术不断更新发展，动态脑电图（ambulatory Elec⁃
troencephalogram，AEEG）通过记录大脑神经元生

物电功能检查，已逐渐成为检测脑部功能异常的

有效方法［4］，但关于其检查异常程度与血清神经元

特异性烯醇化酶（NSE）水平相关性及早期诊断对

预后的评估价值有待进一步证实。基于此，本研

究尝试探讨 AEEG 改变对小儿 VE 早期诊断价值

与预后评估的价值，旨在为临床诊治、改善预后提

供循证数据支持。具体分析如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取本院 2017年 8月至 2020年 8月 108例疑似

VE患儿作为研究对象，其中女 45例，男 63例，年龄，

平均（5.74±1.59）岁。可有发热、嗜睡、呕吐、头痛、抽

搐、意识改变等临床表现；均符合 AEEG检查适应

症；监护人均签署知情同意书；排除以下情况：真菌、

细菌或其他病原体感染所致脑膜炎者；存在脑肿瘤、

颅脑损伤者；患有多发性硬化症者；凝血机制紊乱或

活动性出血者；合并自身免疫系统疾病者；监护人存

在认知功能障碍、意识不清或精神行为紊乱。

1.2 方法

1.2.1 AEEG检查

应用日本光电工业株式会社提供的脑电图仪

进行检查，根据国际 10~20定位系统安放头皮记录

电极，运用 16 导联方式描记，检查时间 24 h，包括

自然清醒及自然睡眠。

1.2.2 血清NSE水平

治疗前空腹抽取静脉血 2 mL，采用深圳市新产

业生物医学工程股份有限公司提供的化学发光法仪

器及配套试剂盒检测血清NSE，按照说明书操作。

1.2.3 治疗方案

所有患儿均予以足够热量与营养支持，必要时

予以静脉补液、退热、抗惊厥、抗病毒等对症处理。

1.3 AEEG检查异常程度判定标准［5］

将 AEEG 检查异常程度分为轻度异常组、中

度异常组、重度异常组，其中 AEEG改变主要表现

为 θ波增多，波幅增高为轻度异常；AEEG改变主要

表现为广泛不规则弥散性高波幅 θ波、δ波，部分夹

杂少量局灶性尖波、棘慢综合波或棘波为中度异

常；AEEG改变主要表现为背景活动为全导联广泛

弥散性高波幅 δ波，部分出现局灶性尖波、棘慢综

合波或棘波，重者或出现暴发抑制为重度异常。

1.4 观察指标

①统计临床诊断与 AEEG 检查结果。②分析

AEEG 检查异常程度与临床诊断病情程度一致

性。③比较 3组血清 NSE 水平。④分析 AEEG 检

查异常程度与血清 NSE 水平相关性。⑤对 3 组 3
个月预后情况进行判定，将继发性癫痫、运动认知

功能减退、语言异常及听力障碍均纳入预后不

良。⑥分析AEEG检查异常程度与预后的关系。

1.5 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 22.0 处理数据，计量资

料以（x ± s）描述，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两组间比较采用 SNK⁃q检验，两组间

比较采用独立样本 t 检验；一致性采用 Kappa 分

析；计数资料用 n（%）表示、c2检验；影响因素采用

COX 回归模型分析；相关性分析采用 Spearman
相关系数模型；诊断效能采用受试者工作特征

（Receiver operating characteristic curve，ROC）曲

线。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 临床诊断与AEEG检查结果

108 例疑似 VE 患儿，临床确诊 103 例，AEEG
检查出 101例异常（阳性），7例正常（阴性），其中漏
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诊 2例，诊断敏感度为 98.06%（101/103），特异度为

100%（5/5），准确度为 98.15%（106/108）。见图 1。

2.2 AEEG检查异常程度与临床诊断病情程度一

致性

临床确诊 103 例 VE 患儿中，根据临床表现分

度，其中轻度（发热、头痛、呕吐、精神差等）63例，中

度（<3次的抽搐，但无意识改变）27例，重度（反复抽

搐 3 次以上，有意识改变）13 例。AEEG 检查阳性

101例中，轻度异常 64例，中度异常 25例，重度异常

12例，见图 2。一致性分析，AEEG检查异常程度与

临床诊断病情程度一致性较高（P<0.05）。见表 1。

2.3 3组AEEG异常组血清NSE水平比较

3组AEEG异常组血清NSE水平比较：重度异

常组>中度异常组>轻度异常组，差异有统计学意

义（P<0.05）。见表 2。

2.4 AEEG检查异常程度与血清NSE水平相关性

相关性分析，AEEG检查异常程度与血清NSE
水平呈正相关（r=0.834，P<0.001）。

2.5 3组预后情况比较

3 组 AEEG 异常组预后不良率比较：重度组>
中度异常组>轻度异常组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 3。

2.6 AEEG检查异常程度与预后的关系

相关性分析，AEEG检查异常程度与预后呈正

相关（r=0.728，P<0.001）；COX回归分析，AEEG检查

轻度异常患儿预后不良相对风险HR值<AEEG检查

中度异常患儿<AEEG检查重度异常患儿。见表 4。

3 讨论

流行病学调查统计［6］，我国VE发病率为 1.5%~
10.5%，其中小儿 VE 发病率约为 37.5%~94.2%，且

部分患儿病情凶险，致残率高达 20.0%，易遗留运动

认知功能减退、继发性癫痫等后遗症，不利于预后

改善。同时，相关研究报道［7］，VE患儿脑组织会逐

渐出现出血、水肿、甚至坏死等一系列病理变化，进

检查方式
类型

AEEG检查

阴性

轻度异常

中度异常

重度异常

临床诊断结果

阴性

4
1
0
0

轻度

2
60
1
0

中度

1
3
23
0

重度

0
0
1
12

Kappa

0.856

95%CI

0.727~0.986

P值

<0.001

表 1 AEEG检查异常程度与临床诊断病情程度一致性

Table 1 consistency of abnormal degree of AEEG and
clinical diagnosis

100

80
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40

20

敏
感

性
（

%
）

AEE G检查

0 20 40 60 80 100
特异性（%）

AUC=0.990
P<0.001

图 1 AEEG检查诊断VE的ROC曲线

Figure 1 ROC curve of AEEG in diagnosis of VE

AA BB CC

注：A 为 AEEG 轻度异常；B 为中度异常 AEEG；C 为重度异常

AEEG。

图 2 AEEG不同异常程度患儿改变情况

Figure 2 changes in children with different degrees of
AEEG abnormalities

注：与重度异常组比较，aP<0.05；与中度异常组比较，bP<0.05；与轻

度异常比较，cP<0.05。

组别

重度异常组
中度异常组
轻度异常组

F值
P值

例数

12
25
64

NSE（ng/mL）
24.34±3.61bc

20.79±2.57ac

18.36±1.21ab

50.093
＜0.001

表 2 3组血清NSE水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum NSE levels among three
groups（x ± s）

组别

重度异常组
中度异常组
轻度异常组

c2值
P值

n

12
25
64

继发性
癫痫

7（58.33）
10（40.00）
9（14.06）

运动认知
功能减退

3（25.00）
3（12.00）
4（6.25）

语言异常及
听力障碍

1（8.33）
2（8.00）
2（3.13）

预后不良
发生率

11（91.67）
15（60.00）
15（23.44）
24.696
<0.001

表 3 3组预后情况比较［n（%）］

Table 3 Comparison of prognosis among 3 groups［n（%）］

表 4 COX回归分析

Table 4 Cox regression analysis

变量

AEEG检查轻度异常

AEEG检查中度异常

AEEG检查重度异常

b

1.036
1.468
1.826

S.E.

0.371
0.463
0.502

Wald c2

7.802
10.058
13.228

HR

2.819
4.342
6.207

95%CI

1.745~4.553
2.736~6.891
3.106~12.406

P值

<0.001
<0.001
<0.001
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而加重脑组织功能障碍，引起脑神经传导异常，脑电

图主要表现为脑组织异常放电频率增加。AEEG作

为一种无创监测手段，具有操作快捷、安全性高、可

重复性强等优势，通过描记脑神经细胞电生理活

动，可实时动态监测脑细胞节律性、自发性电活动，

直接判断脑细胞功能改变情况、中枢病变范围及脑

功能损伤程度［8⁃9］。本研究结果结合王维等［10］研究

考虑这可能归因于随小儿VE病程进展，脑细胞损

伤加重，神经细胞新陈代谢速度、强度及神经传导速

度明显延缓，丘脑上行激活系统机能失衡，从而导致

脑电活动改变，AEEG异常。提示AEEG可为临床

小儿VE早期诊断提供一种有效辅助手段。但受VE
异常脑电波信号传导具有阵发性、非持续性及短暂

爆发性特点影响，郭育英等［11］研究认为，脑电图监测

VE异常率仅为 50.0%，与本研究结果不一致，可能与

样本量不同、本研究实施AEEG检查有关。进一步绘

制 ROC曲线可知，AEEG诊断小儿VE的AUC值>
0.9，再次佐证了AEEG在小儿VE诊断中的应用价值。

同时，国外学者指出［12］，脑炎急性期脑电图存

在程度不一的异常，主要表现为多位弥漫性高波幅

慢波，节律或非节律性 δ波，且当累及脑白质时，弥

漫性慢波活动更为突出，易产生高波幅且无节律、

多形性 δ波。另有文献表明［13］，脑电图异常情况与

VE患儿临床症状基本平行，且脑电图异常越重，提

示脑损伤越严重。本研究结果充分说明 AEEG 检

查有助于指导临床评估小儿VE病情程度，实施个

性化治疗。NSE作为糖酵解途径中重要酶，可特异

性结合神经元，参与神经元成熟、分化［14］。本研究

指出，血清NSE水平均随VE患儿AEEG检查异常

程度呈升高趋势，结合白春峰等［15］研究这可能归因

于随脑部感染加重，脑实质神经元、胶质细胞及髓

鞘细胞损害加剧，进而破坏血脑屏障完整性，从而

导致血清NSE水平显著增加。进一步经 Spearman
相关性分析得出，AEEG检查异常程度与血清NSE
水平均存在正相关性，故建议临床采用AEEG、血清

NSE水平联合检查，以对小儿VE病情进展作出更

加准确评估。此外，胡文静等［16］经多因素非条件

Logistic 回归分析显示，脑电图重度异常（OR=
13.468）是重症VE患儿预后不良的独立危险因素，

支持本研究观点，可能与小儿VE神经元持续性损

伤，改变生理特性与突触功能，加重大脑功能紊乱

存在一定关联性，由此可见，AEEG检查有望成为评

估小儿VE预后的一项重要依据。

综上可知，AEEG 检查有助于指导小儿 VE 早

期诊断，并为预后评估提供一种有效辅助手段。
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梅尼埃病者补体、、免疫球蛋白与听觉前庭功能关系
及诊断价值

林红艳 1★ 潘利平 1 李晓 2

［摘 要］ 目的 探讨梅尼埃病（MD）患者补体、免疫球蛋白（Ig）与听觉前庭功能关系及诊断价值。

方法 选取 2017年 9月至 2020年 9月本院收治的 102例MD患者为MD组，另选取同期 39例健康人群为

对照组，比较两组基线资料、听觉前庭功能［前庭功能减数值、语音频率、听觉脑干诱发电位（ABR）Ⅰ~Ⅴ波

间歇期］、C3、C4、IgA、IgG、IgM，分析MD的相关影响因素，评价补体、免疫球蛋白与听觉前庭功能的关系及

对MD的诊断价值。结果 前庭功能减数值、语音频率、ABRⅠ~Ⅴ波间歇期、C3、C4、IgA、IgG、IgM比较，

MD组>对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；C3、C4、IgA、IgG、IgM与MD患者前庭功能减数值、语音频率、

ABRⅠ~V波间歇期呈正相关（P<0.05）；C3、C4、IgA、IgG、IgM是MD发生的重要影响因素（P<0.05）；C3、
C4、IgA、IgG、IgM联合诊断MD的曲线下面积（AUC）最大，为 0.945。结论 补体、Ig与MD患者听觉前庭

功能存在良好线性关系，二者联合检测可为临床MD诊断、听觉前庭功能评估提供有效辅助手段。

［关键词］ 梅尼埃病；补体；免疫球蛋白；前庭功能；诊断

Relationship between complement，immunoglobulin and auditory vestibular function in
patients with Meniere􀆳s disease and its diagnostic value
LIN Hongyan1★，PAN Liping1，LI Xiao2

（1. Department of Otolaryngology，Anyang Sixth People􀆳s Hospital，Anyang，Henan，China，455000；
2. Department of Otolaryngology，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University，Xinxiang，
Henan，China，453000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between complement，immunoglobulin（Ig）
and auditory vestibular function in patients with Meniere􀆳s disease（MD）and its diagnostic value. Methods A
total of 102 MD patients（the MD group）and 39 healthy people（the control group）admitted to our hospital
from September 2017 to September 2020 were selected. The baseline data，auditory vestibular function［minus
vestibular function，speech frequency，interval period of I～V wave of auditory brainstem response（ABR）］，

C3，C4，IgA，IgG，IgM were compared between the two groups. The related influencing factors of MD were
analyzed，and the relationship between complement，immunoglobulin and auditory vestibular function and the
diagnostic value of MD were evaluated. Results The vestibular function reduction value，speech frequency，
ABR I~V wave interval，C3，C4，IgA，IgG，IgM，in the MD group were greater than those in the control
group，the difference was statistically significant（P<0.05）. C3，C4，IgA，IgG，IgM were positively correlated
with the vestibular function reduction value，speech frequency，ABR I~V wave interval in MD patients（P<
0.05）. C3，C4，IgA，IgG，IgM are important factors influencing the occurrence of MD（P<0.05）. The area
under the curve（AUC）of C3，C4，IgA，IgG，IgM combination for the diagnosis of MD is 0.945，which is the
largest. Conclusion There is a good linear relationship between complement，Ig and auditory vestibular
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function in patients with MD. The combined detection of the two can provide an effective auxiliary means for
clinical MD diagnosis and auditory vestibular function assessment.

［KEY WORDS］ Meniere􀆳s disease；Complement；Immunoglobulin；Vestibular function；Diagnosis

梅尼埃病（Meniere􀆳s Disease，MD）是一种以膜

迷路积水为主要病理特征的内耳病，好发于 40~60
岁女性，发病率约为（16~513）/10 万，随病情进展

易造成患者耳蜗与前庭毛细胞不可逆损伤，严重

影响生活质量［1⁃2］。目前 MD 病因尚未完全明确，

相关研究认为［3⁃4］，其与内淋巴管机械阻塞与内淋

巴吸收障碍学说、免疫反应学说等密切相关。补

体、免疫球蛋白（Immunoglobulin，Ig）均为临床常

用免疫指标，可反映机体免疫状态，但其与MD患

者听觉前庭功能的相关性临床缺乏循证支持，有

待进一步深入研究。本研究探讨补体、Ig 与 MD
患者听觉前庭功能关系及诊断价值，旨在为临床

诊治提供科学指导。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 9 月至 2020 年 9 月本院收治的

102例MD患者为MD组，另选取同期 39例健康人

群为对照组。本院伦理委员会经审核评议同意。

纳入标准：①MD 组均符合《梅尼埃病诊断和

治疗指南（2017）》［5］中 MD 诊断标准，伴有发作性

眩晕、波动性听力下降、耳鸣和（或）耳闷胀感等临

床表现；②对照组听觉前庭功能检查无异常，且未

出现上述 MD 临床表现；③所有研究对象均知情

同意，并自愿接受听觉前庭功能检查。排除标

准：①合并前庭性偏头痛、突发性耳聋、前庭神经

炎等疾病者；②近 3 个月内有激素类药物应用史

者；③合并肝肾等重要脏器器质性损害者；④青光

眼、脑出血发作期者；⑤精神行为异常，近期有自

杀或自残倾向者。

1.2 方法

1.2.1 两组基线资料收集

采用调查问卷收集年龄、性别、体质量指数、

饮酒史、吸烟史、合并疾病等内容，其中体质量指

数<18.5 kg/m2 为偏瘦；18.5 kg/m2≤体质量指数≤
22.9 kg/m2 为正常；23.0 kg/m2<体质量指数<26.9
kg/m2为超重；>26.9 kg/m2为肥胖。

1.2.2 两组听觉前庭功能检查

①前庭功能减数值：室温≤24℃条件下采用法

国 Synapsys公司VNG视频眼震图仪及ATMOS冷

热气刺激仪进行双温试验，并利用红外眼震观察

眼震情况。采用最大慢相角速度计算双温试验结

果［6］，单侧减数值≥20.0%提示一侧水平半规管功

能低下。②语音频率：采用丹麦麦迪生公司

TIERAⅡ型听力测试仪进行纯音听阈测试，0.5、
1.0、2.0、4.0 kHz 的平均听阈值是受检者纯音听阈

结果。③听觉脑干诱发电位（auditory brainstem re⁃
sponse，ABR）Ⅰ~Ⅴ波间歇期［7］：采用美国智听公

司 smart EP 听觉诱发电位仪进行 ABR 检测，强度

均设置为 100 dB，分别测量低刺激速率（11.0 Hz）、

高刺激速率（51.1 Hz）下ABR Ⅰ波与V波潜伏期，

并以各自 V 波潜伏期减去Ⅰ波潜伏期获得Ⅰ~Ⅴ
波间歇期。上述指标均取左侧和右侧平均值。

1.2.3 两组补体、免疫球蛋白检测

两组均于清晨空腹取 5 mL 外周静脉血，常规

离心处理［1 200×g离心 8 min（离心半径 10 cm）］，

取上清液，-20℃冰箱低温保存。免疫比浊法测定

IgA、IgG、IgM、C3、C4，严格按照罗氏诊断产品（上

海）有限公司提供的试剂盒说明书操作。

1.3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 22.0 处理数据，计量资

料以（x ± s）描述、两组间比较用 t检验；计数资料用

n（%）表示、c2检验；采用 Logistic 多因素回归分析

MD 的相关影响因素；采用 Pearson 相关系数模型

分析补体、免疫球蛋白与听觉前庭功能关系；绘制

受试者工作特征曲线（Receiver operating character⁃
istic curve，ROC）得到曲线下面积（areas under the
curve，AUC），检验补体、免疫球蛋白对MD的诊断

价值，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组基线资料、听觉前庭功能比较

两组年龄、性别、体质量指数、饮酒史、吸烟

史、糖尿病、血脂异常、冠心病、高血压分布情况

比较，差异无统计学意义（P>0.05）；MD 组前庭

功能减数值、语音频率、ABRⅠ~Ⅴ波间歇期高

于 对 照 组 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）。 见

表 1。
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2.2 两组补体、免疫球蛋白比较

MD 组 C3、C4、IgA、IgG、IgM 高于对照组，差

异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 补体、免疫球蛋白与听觉前庭功能关系

以 MD 组作为源数据，采用 Pearson 进行相关

性分析，结果显示，C3、C4、IgA、IgG、IgM与前庭功

能减数值、语音频率、ABRⅠ~Ⅴ波间歇期呈正相

关（P<0.05）。见表 3。
2.4 MD影响因素的 Logistic回归方程分析

以 MD 发生情况作为因变量，无赋值为 0，有
赋值为 1；纳入 C3、C4、IgA、IgG、IgM作为自变量，

应用 Logistic 回归方程分析，结果显示，将前庭功

能减数值、语音频率、ABRⅠ~Ⅴ波间歇期控制后，

C3、C4、IgA、IgG、IgM 仍 与 MD 发 病 有 关（P<
0.05）。见表 4。

2.5 补体、免疫球蛋白对MD的诊断价值

应用 Logistic 二元回归拟合，结果显示，C3、
C4、IgA、IgG、IgM 联合诊断梅尼埃病的 AUC 为

0.945，优于单一诊断。见表 5、图 1。

3 讨论

研究已证实［8⁃9］，内耳具有免疫应答能力，内淋

巴囊通过结合抗原刺激，可产生免疫应答。另有

研究指出［10］，Ⅲ型变态反应可提高前庭膜通透性，

释放大量血管纹，进而加重膜迷路积水。补体可

资料

年龄（岁）

性别

男

女

体质量指数（kg/m2）

偏瘦

正常

超重

肥胖

饮酒史

吸烟史

合并疾病

糖尿病

血脂异常

冠心病

高血压

听觉前庭功能指标

前庭功能减数值

语音频率（dB）
ABRⅠ~V波
间歇期（ms）

MD组
（n=102）
52.64±14.06

33（32.35）
69（67.65）

5（4.90）
54（52.94）
29（28.43）
14（13.73）
96（94.12）
30（29.41）

6（5.88）
19（18.63）
3（2.94）
7（6.86）

25.69±7.35
31.69±9.59

0.22±0.07

对照组
（n=39）

50.94±15.82

15（38.46）
24（61.54）

1（2.56）
25（64.10）
8（20.51）
5（12.82）
32（82.05）
11（28.21）

0（0）
11（28.21）

0（0）
1（2.56）

14.97±3.52
20.05±5.76

0.18±0.05

t/c2值

0.620

0.469

0.571

3.572
0.020

1.170
1.545
0.185
0.337

8.720
7.097

3.261

P值

0.536

0.494

0.568

0.059
0.888

0.279
0.214
0.667
0.562

<0.001
<0.001

0.001

表 1 两组基线资料、听觉前庭功能比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of baseline data and auditory vestibular
function between 2 groups［n（%），（x ± s）］

组别

MD组

对照组

t值
P值

例数

102
39

C3
（g/L）

1.47±0.45
0.92±0.26

7.178
<0.001

C4
（g/L）

0.62±0.18
0.31±0.10
10.158
<0.001

IgA
（mg/L）
2.29±0.65
1.72±0.55

4.850
<0.001

IgG
（g/L）

12.64±3.56
9.21±2.34

5.568
<0.001

IgM
（mg/L）
1.73±0.51
1.18±0.32

6.271
<0.001

表 2 两组补体、免疫球蛋白比较（x ± s）

Table 2 Comparison of complement and immunoglobulin
between 2 groups（x ± s）

指标

C3
C4
IgA
IgG
IgM

前庭功能减数值

r值
0.418
0.526
0.539
0.505
0.497

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

语音频率

r值
0.466
0.593
0.574
0.630
0.512

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

ABRⅠ~V波间歇期

r值
0.396
0.407
0.534
0.461
0.495

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 补体、免疫球蛋白与听觉前庭功能关系

Table 3 the relationship between complement，
immunoglobulin and auditory vestibular function

影响因素

C3
C4
IgA
IgG
IgM

b值

0.319
1.071
0.680
0.420
0.454

SE值

0.102
0.302
0.203
0.114
0.114

Wald c2值

9.761
12.577
11.223
13.593
15.876

OR值

1.375
2.918
1.974
1.522
1.575

95%CI
1.065~1.776
2.334~3.649
1.497~2.603
1.365~1.698
1.298~1.911

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 MD影响因素的 Logistic回归方程分析

Table 4 logistic regression analysis of influencing factors
of MD

指标

C3
C4
IgA
IgG
IgM
联合

AUC

0.791
0.840
0.783
0.809
0.798
0.945

95%CI

0.714~0.855
0.768~0.896
0.706~0.848
0.734~0.870
0.722~0.860
0.893~0.976

cut⁃off值

>1.09g/L
>0.49g/L
>2.27mg/L
>12.01g/L
>1.23mg/L

敏感度
（%）

73.53
61.76
54.90
65.69
78.43
84.31

特异度
（%）

82.05
94.87
89.74
89.74
69.23
97.44

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 5 ROC分析结果

Table 5 ROC analysis results

100

80

60

40

20

敏
感

度
（

%
）

0 20 40 60 80 100
特异度（%）

C3
C4
IgA
IgG
IgM
联合

图 1 补体、免疫球蛋白对MD的诊断价值

Figure 1 diagnostic value of complement and
immunoglobulin in MD
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结合抗原抗体，促进靶细胞溶解，参与Ⅲ型变态反

应发生［11］。Ig可与抗原结合，激活补体，调控细胞

吞噬作用，促进信号传导［12⁃13］。本研究通过免疫比

浊法检测表明，C3、C4、IgA、IgG、IgM 在 MD 患者

中高表达，结合赵赫等［14］研究考虑机制可能在于

可溶性抗原刺激机体后，促使 IgA、IgG、IgM 等抗

体产生，而抗体通过结合抗原可诱导大量免疫复

合物产生，并在局部或全身毛细血管基底膜蓄积，

进而引起抗原抗体反应，刺激补体表达，激活炎症

反应，加重血管通透性，增加水肿、局部缺血、组织

损伤发生风险，从而增加膜迷路积水，诱发 MD。

推测抑制补体、免疫球蛋白表达可能是阻断 MD
病理进程的重要机制之一。

另外，相关研究表明［15］，膜迷路积水可累及耳

蜗、前庭和半规管，从而引起听觉与前庭功能损

害。学者 Cho YS 等［16］观点还指出，MD 患者患侧

耳蜗和前庭内淋巴积水比率增加，并与平均纯音阈

值显著相关。而前庭功能减数值、语音频率、ABR
Ⅰ~V 波间歇期是临床评估听觉前庭功能常用指

标，其表达升高有助于客观判断MD患者耳蜗与前

庭功能损伤程度。本研究结果显示，与健康体检者

比较，MD患者前庭功能减数值、语音频率、ABRⅠ
~V波间歇期显著升高，与杨婉观点相似，提示MD
患者可能伴有听觉前庭功能障碍。进一步经 Pear⁃
son相关性可知，C3、C4、IgA、IgG、IgM与MD患者

前庭功能减数值、语音频率、ABRⅠ~V波间歇期均

存在正相关性，这可能归因于补体、Ig水平升高可

引起内耳微循环障碍，抑制局部淋巴回流及血液循

环，增加膜迷路积水，从而加重膜迷路积水对耳蜗

与前庭等器官的刺激，影响听觉前庭功能，进而在

某种程度上参与MD的发生、发展。最后，经Logis⁃
tic 多因素回归分析可知，C3、C4、IgA、IgG、IgM 升

高是MD发生的危险因素，再次佐证了补体、Ig可

能在 MD 发生、发展中扮演着重要角色。然而补

体、Ig单一诊断MD存在一定局限性，敏感度均较

低，故本研究绘制 ROC 曲线，应用 Logistic 二元回

归拟合，发现 C3、C4、IgA、IgG、IgM 联合诊断 MD
的 AUC 值大于上述指标单一诊断，且敏感度达到

84.31%，特异度为 97.44%。由此可见，补体、Ig 联

合检测对MD早期诊断具有一定应用价值。

综上所述，补体、Ig 与 MD 患者听觉前庭功能

存在良好线性关系，二者联合检测可为临床 MD
诊断、听觉前庭功能评估提供有效辅助手段。但

本研究纳入样本量小，且免疫反应是一个复杂过

程，有待扩大样本量，进一步进行多中心研究。
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•论 著•

腹腔镜下复位治疗对小儿肠套叠 T淋巴细胞亚群、
NO及MDA水平的影响

魏红★ 王贵波 武娜

［摘 要］ 目的 分析腹腔镜下复位治疗对小儿肠套叠 T淋巴细胞亚群、一氧化氮（NO）及丙二醛

（MDA）水平的影响。方法 选取 2019年 6月至 2020年 6月本院收治的 105例肠套叠患儿，据手术方式

的差异分为腹腔镜组（n=56，行腹腔镜下复位手术）和传统组（n=49，行传统开腹手术）。比较两组手术情

况、并发症发生率及复发率，比较手术前、术后 24 h后 T淋巴细胞亚群、NO及MDA水平。结果 两组复

位成功率比较差异无统计学意义（P>0.05），腹腔镜组恢复饮食时间、住院时间较传统组短，手术时间较

传统组长，差异均有统计学意义（P<0.05）。两组术前 T细胞亚群各指标水平比较差异无统计学意义（P>
0.05），两组术后 CD4+、CD8+水平降低，CD4+/CD8+水平升高，而术后 24 h腹腔镜组 CD4+、CD8+水平较

传统组高，CD4+/CD8+水平较传统组低，差异均有统计学意义（P<0.05）。两组术前 NO、MDA 水平比较

差异无统计学意义（P>0.05），两组治疗后NO降低，MDA水平均升高，术后 24h腔镜组NO低于传统组，

MDA 水平低于传统组，差异均有统计学意义（P<0.05）。腹腔镜组并发症发生率（5.36%）较传统组并发

症发生率（18.37%）低，差异有统计学意义（P<0.05）。腹腔镜组与传统组复发率（3.57% vs 6.12%）比较差

异无统计学意义（P>0.05）。结论 腹腔镜复位手术治疗小儿肠套叠疗效确切，可减轻肠缺血再灌注损

伤，有效保护肠道黏膜屏障，减轻术后应激，值得推广。

［关键词］ 腹腔镜下复位治疗；小儿肠套叠；T淋巴细胞亚群；NO；MDA

The effect of laparoscopic reduction therapy on the levels of T lymphocyte subsets，NO and
MDA in children with intussusception
WEI Hong★，WANG Guibo，WU Na
（Department of Pediatrics，the First Affiliated Hospital of Hebei North University，Zhangjiakou，Hebei，
China，075000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the effect of laparoscopic reduction therapy on the levels of T
lymphocyte subsets，nitric oxide （NO） and malondialdehyde （MDA） in children with intussusception.
Method The clinical data of 105 children with intussusception admitted to our hospital from June 2019 to June
2020 were retrospectively analyzed. According to the differences in surgical methods，they were divided into the
laparoscopic group and the traditional group. 56 cases in the laparoscopic group underwent laparoscopic
reduction surgery，and 49 cases in the traditional group underwent traditional laparotomy. The operation
conditions，incidence of complication，and recurrence rate between the two groups were compared，and the
levels of T lymphocyte subsets，NO and MDA were compared before operation and 24 hours after the operation.
Result There was no difference in the success rate of reduction between the two groups（P>0.05）. The time of
eating recovery and hospital stay in the laparoscopic group were shorter than those in the traditional group，and
the operation time was longer than that in the traditional group. The differences were statistically significant（P<
0.05）. Comparison between groups：There were no differences in the levels of T cell subgroups between the two
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groups before operation（P>0.05）. The levels of CD4+ and CD8+ decreased，and the level of CD4+/CD8+
increased in the two groups after operation. 24 hours after operation，the CD4 + and CD8 + levels of the
laparoscopic group were higher than those of the traditional group，and the CD4+/CD8+ level was lower than
that of the traditional group. The differences were statistically significant（P<0.05）. There were no differences
in the levels of NO and MDA between the two groups before operation（P>0.05）. After treatment，NO
decreased and MDA level increased in the two groups. Comparison between groups：The NO of the
laparoscopic group was lower than that of the traditional group 24 hours after operation，and the level of MDA
was lower than that of the traditional group. The differences were statistically significant （P<0.05）. The
incidence of complications in the laparoscopic group（5.36%）was lower than that in the traditional group
（18.37%），and the difference was statistically significant（P<0.05）. There was no difference in the recurrence
rate between the laparoscopic group and the traditional group（3.57% vs 6.12%）（P>0.05）. Conclusion
Laparoscopic reduction surgery has a definite effect on the treatment of intussusception in children. It can
reduce intestinal ischemia ⁃ reperfusion injury，effectively protect the intestinal mucosal barrier，and reduce
postoperative stress. It is worthy of promotion.

［KEY WORDS］ Laparoscopic reduction therapy；Pediatric intussusception；T lymphocyte subsets；
NO；MDA

肠套叠是导致小儿肠梗阻的重要原因，近年

来临床上对肠套叠患儿主要是采用腹腔镜下肠套

叠复位术对其进行治疗［1］。研究证明，氧化应激在

肠套叠患儿病程发展过程中扮演重要角色，其中丙

二醛（Malondialdehyde，MDA）是反映机体抗氧化能

力的重要参数［2］。一氧化氮（nitric oxide，NO）是舒

张胃肠道平滑肌和括约肌的重要因子，过量NO对

胃肠道有抑制作用，因此检测该指标水平对评估肠

套叠患儿病情发展及治疗疗效具有一定价值［3⁃4］。

此外，T淋巴细胞亚群对感染性疾病的辅助诊断、疗

效评估及预后监测亦有重要意义。本研究就腹腔

镜下复位治疗对小儿肠套叠 T淋巴细胞亚群、NO
及MDA水平的影响进行分析，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2019 年 6 月至 2020 年 6 月本院收治的

105例肠套叠患儿。纳入标准：①满足肠套叠诊断

标准［5］：②发病时间在 48 h 内；③年龄≤2 岁；④患

儿家属均已签署知情同意书，本研究已获得本院

医学伦理委员会批准。排除标准：①合并肠绞窄、

肠坏死者；②合并凝血功能障碍、肝肾功能障碍

者；③合并急慢性感染性疾病者。根据患儿病情、

家属意愿等指征选取手术方式，据手术方式的差

异分为腹腔镜组（n=56）和传统组（n=49）。两组基

线资料比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。
1.2 方法

传统组：全身麻醉后于右侧完成剖腹处理，于

上腹部作切口，逐层切开进入腹腔，找到肠套叠头

端并拖出，复位套入肠管。若无异常则将回肠末

端 5 cm左右肠壁浆肌层采用间断缝合的方式缝到

盲肠壁浆肌层处。

腹腔镜组：行腹腔镜下复位手术。全身麻醉

后 患 儿 取 平 卧 位 ，建 立 人 工 气 腹 ，压 力 为 8
mmHg。脐下缘切开 1 cm，直视下置入 5 mm Trocar
作为观察孔，并于左侧腹直肌外缘上和左侧腹直

肌外缘下各作一个切口，并置入 5 mm Trocar 作为

操作孔。腹腔镜下寻找到套叠头部远端，使用抓

钳交替挤压牵拉套叠近端小肠，然后牵拉升结肠

与套入的回肠亦或系膜，对其进行复位。复位成

组别

腹腔镜组

传统组

t/c2值

P值

n

56
49
-
-

性别

男

40（71.43）
32（65.31）

0.455
0.500

女

16（28.57）
17（34.69）

年龄（月）

9.63±2.96
9.68±2.91

0.087
0.931

发病时间（h）

16.05±4.82
16.12±4.85

0.074
0.941

类型

回盲⁃结肠

20（35.71）
16（32.65）

0.109
0.947

回盲⁃直肠

24（42.86）
22（44.90）

结肠⁃直肠

12（19.64）
11（22.45）

表 1 两组基线资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of baseline data between the two groups［n（%），（x ± s）］

·· 737



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

功后观察肠套叠邻近肠管，若无异常将回肠末端

5 cm左右肠壁浆肌层采用间断缝合的方式缝到盲

肠壁浆肌层处。

1.3 观察指标

1.3.1 两组手术情况

包括复位情况、手术时间、恢复饮食时间、住

院时间。其中术后复位成功标准为：术后患儿腹

肌软，腹部 B 超显示包块消失，患儿无哭闹，肛门

有排气、排便［6］。

1.3.2 T 淋巴细胞亚群

包括 CD4+、CD8+、CD4+/CD8+，抽取所有患

儿手术前及手术后 24 h 清晨空腹静脉血 3 mL，
EDTA⁃K2 进行抗凝。由专业技术人员严格按照

BD 公司 FACSCalibur 型号的流式细胞仪进行检

测：予以加入 100 μL 已经混匀的全血并漩涡混匀

放置于避光处 15 min，将BD溶血素 1.5 mL溶入流

式管并于避光处孵育 10 min 直至完全溶透亮，再

加入 PBS 予以洗涤一次并进行离心，将上清液摒

弃后再次加入 PBS洗涤 2次，洗涤完成后加入 600
μL的 1% 固定液，上机待检。

1.3.3 NO及MDA水平

抽取所有患儿手术前及手术后 24 h清晨空腹

静脉血 3 mL，离心（3 000 r/min，10 min）取上清液，

然后于-30℃冰箱保存待检，采用酶联免疫吸附试

验法检测血清 NO、MDA 水平，试剂盒购自美国

BD公司，严格按照实际说明操作。

1.3.4 并发症

术后随访 6 个月，以回院复查为主，比较两组

术后 1个月、术后 2个月、术后 3个月及术后 6个月

复发情况，复发标准参考肠套叠诊断标准［7］。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计数资

料以 n（%）表示，采用 c2检验，计量资料以（x ± s）

表 示 ，行 t 检 验 ；以 P<0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1 两组手术情况比较

两组复位成功率比较差异无统计学意义（P>
0.05），腹腔镜组恢复饮食时间、住院时间较传统组

短，手术时间较传统组长，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。

2.2 两组 T细胞亚群、NO和MAD水平比较

两组术前T细胞亚群、NO和MDA各指标水平

比较差异无统计学意义（P>0.05），两组术后CD4+、
CD8+、NO水平降低，CD4+/CD8+、MAD水平升高，

术后 24 h腹腔镜组CD4+、CD8+、MAD水平较传统

组高，CD4+/CD8+、NO水平较传统组低，差异均有

统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 两组并发症情况比较

腹腔镜组并发症发生率较传统组并发症发生

率低，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 4。

2.4 两组复发情况比较

腹腔镜组与传统组复发率比较差异无统计学

意义（P>0.05）。见表 5。

组别

腹腔镜组

传统组

t/c2值

P值

n

56
49
-
-

手术时间
（min）

50.32±9.65
41.39±8.42

5.018
<0.001

住院时间
（d）

5.11±1.63
6.23±1.74

3.404
<0.001

恢复饮食时间
（d)

4.03±1.29
5.26±1.38

4.718
<0.001

复位成功

55（98.21）
49（100.00）

0.883
0.347

表 2 两组患者手术情况比较［（n（%），（x ± s）］

Table 2 Comparison of operation conditions between the
two groups［（n（%），（x ± s）］

组别

腹腔镜组

传统组

t值
P值

n

56
49
-
-

CD4+（×109/L）
术前

1.89±0.33
1.85±0.46

0.516
0.607

术后 24 h
1.07±0.26a

0.63±0.15a

10.422
<0.001

CD8+（×109/L）
术前

17.56±4.85
17.71±4.87

0.158
0.875

术后 24 h
4.96±1.71a

7.66±2.20a

7.065
<0.001

CD4+/CD8+（%）

术前

10.76±2.80
10.45±2.53

0.592
0.555

术后 24 h
21.57±3.89
35.57±3.61

19.024
<0.001

NO（μmol/L）
术前

62.47±19.52
62.06±19.57

0.107
0.915

术后 24 h
33.60±21.43a

47.49±22.47a

3.239
0.002

MDA（mmol/mg）
术前

5.39±1.48
5.38±1.52

0.034
0.973

术后 24 h
6.81±1.53a

7.49±1.59a

2.231
0.028

注：与同组术前比较，aP<0.05。

表 3 两组手术前后及 T细胞亚群、NO、MDA水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of T cell subpopulation levels levels、NO and MDA between 2 groups before and after operation（x± s）

组别

腹腔镜组

传统组

c2值

P值

n

56
49
-
-

切口
感染

1（1.79）
3（6.12）

4.370
0.037

皮下
气肿

1（1.79）
0（0.00）

小肠
穿孔

0（0.00）
1（2.04）

肠梗阻

0（0.00）
1（2.04）

浆膜
撕裂

1（1.79）
2（4.08）

升结肠
破裂

0（0.00）
1（2.04）

表 4 两组并发症发生情况比较［n（%）］

Table 4 Comparisonof complications between 2groups［n（%）］
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3 讨论

肠套叠指的是部分肠管及肠系膜套入相连肠

腔内的一种急腹症，肠套叠发生后，套叠肠管压迫

时间超过 24 h 可引起肠管血液循环障碍，导致肠

坏死，因此小儿肠套叠需及时复。腹腔镜技术是

医疗科学技术水平高度发展的体现，随着临床使

用范围的扩大，腹腔镜在腹部疾病治疗中的优势

不断显现。目前认为腹腔镜手术具有以下优点：

①在创伤性较小的前提下明确诊断病变的具体位

置，减少了由于开放手术而引发的体液蒸发、肠管

表面损伤等问题，保护了患儿全身的生理代谢，可

促进胃肠功能恢复［8］。②腹腔镜头可以深入到腹

腔中，视野广泛，可帮助医生在最短的时间内明确

肠套叠的具体类型，同时探查其他病变，以便及早

发现肿瘤、肠息肉、梅克尔憩室等病变，及早给予

对症治疗［9］。但如果探查其他病变，需要适当的将

切口延长，即便是切口延长，也比传统开腹手术的

短。③腹腔镜手术避免腹腔脏器长期性暴露，可

有效预防切口感染等并发症［10］。本研究结果显示

腹腔镜组恢复饮食时间、住院时间较传统组佳，术

后并发症发生率较传统组低，且两组复发率比较

差异无统计学意义。提示优先选择在腹腔镜下行

复位手术，有利于肠套叠患儿的康复［11］。

应激反应是机体受到外界环境刺激后产生的

非特异性生理反应，手术创伤属于一种外界刺激，

其引起的应激反应主要表现之一为 T淋巴细胞表

达紊乱［12］。本研究结果显示腹腔镜组术后 T淋巴

细胞水平变化程度无传统组显著，进一步佐证腹

腔镜手术可降低手术创伤。NO 是一种新型的生

物信息递质，大量研究证实血清中NO含量的升高

可对胃肠道功能造成损害，诱发肠动力异常，从而

导致胃肠功能紊乱；而随着胃肠功能紊乱的进一

步发展，NO又继发性升高，如此反复，形成恶性循

环，最终诱发肠套叠的发生［13⁃14］。本研究结果进一

步证实腹腔镜腹围手术的临床疗效。MDA 作为

细胞膜脂质过氧化反应中的一种重要中间代谢产

物，其水平的升高与脂质过氧化反应呈正相

关［15］。研究认为，通过观察肠套叠患儿MDA水平

可评估手术创伤程度。本研究结果提示腹腔镜手

术在减轻术中氧化应激，促进患儿术后恢复方面

的优势较传统开腹术更为显著。

综上所述，腹腔镜复位手术治疗小儿肠套叠

疗效确切，可减轻肠缺血再灌注损伤，有效保护肠

道黏膜屏障，减轻术后应激，值得推广。
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组别

腹腔镜组
传统组
c2值
P值

n

56
49
-
-

术后
1个月
0（0.00）
1（2.04）

0.375
0.540

术后
2个月
0（0.00）
0（0.00）

术后
3个月
1（1.79）
2（4.08）

术后
6个月
1（1.79）
0（0.00）

总复发率

2（3.57）
3（6.12）

表 5 两组复发情况比较［n（%）］

Table 5 Comparison of recurrence between the two groups
［n（%）］
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乳腺癌化疗患者Q⁃T间期离散度的变化及意义

安晓飞 1★ 李智慧 1 韩凤娟 2

［摘 要］ 目的 研究 Q⁃T间期离散度与乳腺癌化疗患者心肌损伤及miR⁃19b/caspase⁃3凋亡途径

的关系。方法 选择 2016年 9月 2019年 12月期间在本院接受术后化疗的 80例乳腺癌患者作为乳腺癌

组，另取同期在本院体检的 60 例健康知情者作为对照组。检测乳腺癌组患者化疗前及化疗两个周

期后、对照组体检时的 Q⁃T 间期离散度、心肌损伤标志物［肌钙蛋白 I（cTnI）、磷酸肌酸激酶同工酶

（CK⁃MB）］及miR⁃19b、caspase⁃3。结果 乳腺癌组患者化疗后的Q⁃T间期离散度（42.83±9.93）ms、血清

cTnI（0.124±0.024）ng/mL、CK⁃MB（16.61±3.58）U/L、caspase⁃3（44.57±8.49）ng/mL 高于化疗前及对照组，

外周血miR⁃19b的表达水平（0.73±0.17）低于化疗前及对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）；乳腺癌组

患者化疗后的Q⁃T间期离散度与血清 cTnI、CK⁃MB、caspase⁃3含量呈正相关（P<0.05），与外周血miR⁃19b
的表达水平呈负相关（P<0.05）。结论 乳腺癌化疗患者化疗后 Q⁃T 间期离散度增加与心肌损伤加重、

miR⁃19b/caspase⁃3凋亡途径激活有关。

［关键词］ 乳腺癌；心肌损伤；Q⁃T间期离散度；miR⁃19b；caspase⁃3

Change and significance of Q⁃T interval dispersion in breast cancer patients undergoing
chemotherapy
AN Xiaofei1★, LI Zhihui1, HAN Fengjuan2

（1. Department of Function，the Third People 􀆳 s Hospital of Henan Province，Zhengzhou，Henan，China，
450000；2. Department of Laboratory Medicine，the Third People􀆳s Hospital of Henan Province，Zhengzhou，
Henan，China，450000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between Q ⁃ T interval dispersion and
myocardial injury，microRNA（miR）⁃ 19b/caspase ⁃ 3 apoptosis pathway of breast cancer patients undergoing
chemotherapy. Methods 80 cases of breast cancer patients who received postoperative chemotherapy in our
hospital from September 2016 to December 2019 were selected as the breast cancer group，and 60 cases of
health subjects in our hospital during the same period were selected as the control group. The Q ⁃ T interval
dispersion，cardiac troponin I（cTnI），creatine kinase isoenzyme（CK⁃MB），miR⁃19b and caspase ⁃3 were
measured before and after chemotherapy in the breast cancer group，and at physical examination in the control
group. Results the Q⁃T interval dispersion（42.83±9.93）ms，serum cTnI（0.124±0.024）ng/mL，CK⁃MB
（16.61±3.58）U/L，caspase⁃3（44.57±8.49）ng/mL of breast cancer patients after chemotherapy were higher
than those before chemotherapy and the control group，and the expression level of mir⁃19b in peripheral blood
（0.73±0.17）was lower than that before chemotherapy and the control group，the difference was statistically
significant（P<0.05）. Q ⁃ T interval dispersion of breast cancer patients after chemotherapy was positively
correlated with serum cTnI，CK⁃MB，Caspase⁃3，and negatively correlated with miR⁃19b. Conclusion The
increase of Q⁃T interval dispersion in breast cancer patients after chemotherapy is associated with aggravation of
myocardial damage and activation of miR⁃19b/caspase⁃3 transmission.

［KEY WORDS］ Breast cancer；Myocardial injury；Q⁃T dispersion；miR⁃19b；Caspase⁃3

·· 740



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

乳腺癌是发病率居首位的女性恶性肿瘤，主

要治疗手段是手术切除联合术后辅助放化疗、内

分泌治疗等。蒽环类药物是常用的乳腺癌辅助化

疗药物，抗肿瘤作用确切。但是，蒽环类药物具有

心脏毒性，可引起心肌损伤，表现为心力衰竭、心

律失常、心脏扩大等，严重者危及生命安全［1］。蒽

环类药物心肌毒性相关的细胞实验发现，蒽环类

药物通过下调 miR⁃19b 的途径增加含半胱氨酸的

天冬氨酸蛋白水解酶⁃3（cysteinyl aspartate specific
proteinase⁃3，caspase⁃3）的表达，进而诱导心肌细胞

发生凋亡［2］。当心肌细胞发生凋亡时，细胞的电位

稳定性及复极同步性均会发生改变，通过心电图

检测 Q⁃T间期离散度能够评价心肌细胞的电位稳

定性及复极同步性。有研究报道，Q⁃T间期离散度

对蒽环类药物引起的心肌损伤具有预测价值［3⁃4］，

但 Q⁃T间期离散度是否与心肌损伤程度及心肌细

胞凋亡有关并不清楚。为了深入阐明 Q⁃T间期离

散度在蒽环类药物引起心肌损伤中的评估价值及

可能机制，本研究探究了 Q⁃T 间期离散度与心肌

损伤程度及miR⁃19b/caspase⁃3凋亡途径的关系。

1 资料与方法

1.1 资料

选择 2016年 9月 2019年 12月期间在本院接

受术后化疗的 80 例乳腺癌患者作为乳腺癌组，纳

入标准：①经术后病理诊断为乳腺癌［5］；②接受含

蒽环类药物的化疗方案，化疗周期≥2；③化疗前后

接受心电图检查；④签署知情同意书。排除标准：

①化疗前存在心肌损伤；②同期接受放疗；③合并

肝肾功能异常。另取同期在本院体检的 60例健康

知情者作为对照组。乳腺癌组年龄 41~60岁、平均

（55.85±9.93）岁，BMI（22.38±5.82）kg/m2；对照组年

龄 40~58 岁、平均（54.344±9.77）岁，BM（I 22.92±
7.14）kg/m2。两组间一般资料比较，差异无统计学

意义（P>0.05）。本研究经医院伦理委员会批准。

1.2 Q⁃T间期离散度的检测

乳腺癌组化疗前及化疗 2 个周期后进行心电

图检查，对照组入组时进行心电图检查，每个导联

测量 3 个 Q⁃T 间期，Q⁃T 间期的起点为 QRS 波起

点，终点判断如下：①等电位线与 T 波交界处；

②等电位线与 T波降支切迹交界处；③T波与U波

之间的切迹。所测得 Q⁃T间期最大值与最小值的

差值即为Q⁃T间期离散度。

1.3 血清心肌损伤标志物的检测

取乳腺癌组化疗前及化疗2个周期后的血清，对

照组体检时的血清，采用电化学发光法及配套试剂盒

检测肌钙蛋白 I（cTnI）、磷酸肌酸激酶同工酶

（CK⁃MB）的含量。按照试剂盒说明书进行实验操作。

1.4 外周血miR⁃19b的检测

取乳腺癌组化疗前及化疗 2个周期后的外周抗

凝血，对照组体检时的外周抗凝血。首先采用全血

RNA提取试剂盒（北京天根公司）提取外周抗凝血中

RNA，而后采用miR cDNA第一链合成试剂盒（北京天

根公司）进行反转录实验，以miR为模板、合成cDNA；

最后，采用 miR 荧光定量 PCR 检测试剂盒检测

miR⁃19b的表达水平，按照试剂盒说明书配置反应体

系后在荧光定量 PCR 仪上进行反应，反应程序为

94℃预变性 3 min，94℃ 15 s、60℃ 40 s重复 40个循

环。根据反应的循环曲线计算miR⁃19b的表达水平。

1.5 血清Caspase⁃3的检测

取乳腺癌组化疗前及化疗 2个周期后的血清，

对照组体检时的血清，采用酶联免疫吸附法试剂

盒检测Caspase⁃3的含量。按照试剂盒说明书进行

实验操作。

1.6 统计学方法

采用SPSS 21.0软件进行数据分析；计量资料以

（x±s）表示，两组间比较采用两独立样本 t检验，组内

化疗前后比较采用两配对样本 t检验；相关性分析采

用Pearson检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组Q⁃T间期离散度的比较

乳腺癌组患者化疗前的 Q⁃T间期离散度与对

照组比较，差异无统计学意义（P>0.05），化疗后的

Q⁃T间期离散明显高于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05）；乳腺癌组患者化疗后的Q⁃T间期离散度

高于化疗前，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

组别

乳腺癌组

对照组

t/P值

t/P值

n
80

60

时间

化疗前

化疗后

入组时

Q⁃T间期离散度（ms）
42.83±9.93

51.88±12.18ab

40.49±11.45
1.292/0.199
5.617/0.000

表 1 两组Q⁃T间期离散度的比较（x ± s）

Table 1 Comparison of Q⁃T interval dispersion between
2 groups（x ± s）

注：与对照组比较，aP<0.05；与乳腺癌组化疗前比较，bP<0.05
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2.2 两组血清CK⁃MB、cTnI比较

乳腺癌组患者化疗前的血清 CK⁃MB、cTnI 含
量与对照组比较，差异无统计学意义（P>0.05），化

疗后的血清 CK⁃MB、cTnI 含量明显高于对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）；乳腺癌组患者化疗

后的血清 CK⁃MB、cTnI 含量高于化疗前，差异有

统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 两外周血miR⁃19b、血清Caspase⁃3的比较

乳腺癌组患者化疗前的外周血 miR⁃19b 表达

水平、血清Caspase⁃3含量与对照组比较，差异无统

计学意义（P>0.05）；化疗后的外周血miR⁃19b表达

水平明显降低，血清Caspase⁃3含量明显增加，差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 乳腺癌组 Q⁃T 间期离散度与心肌损伤标志

物、miR⁃19b、Caspase⁃3的相关性

化疗前，乳腺癌组Q⁃T间期离散度与CK⁃MB、

cTnI、miR⁃19b、Caspase⁃3 无明显相关性（P>0.05）；

化疗后，乳腺癌组Q⁃T间期离散度与CK⁃MB、cTnI、
Caspase⁃3呈正相关，与miR⁃19b呈负相关。见表 4。

3 讨论

蒽环类药物是乳腺癌患者术后辅助化疗常用

的药物，虽然杀伤癌细胞的效果确切，但是也具有

显著的心脏毒性，患者在接受蒽环类药物化疗期

间会发生心肌损伤并增加多种并发症的发生率，

严重者可危及生命。因此，准确评估蒽环类药物

化疗期间是否发生心肌损伤、深入探究蒽环类药

物引起心肌损伤的分子机制有助于早期预防心肌

损伤的发生、发现心肌损伤新的防治靶点。

心肌酶是临床上用于评估心肌损伤的常用指

标，但部分乳腺癌患者接受蒽环类药物化疗期间

心肌酶的升高为假阳性，另有部分患者心肌酶正

常为假阴性，这给病情评估造成了一定困扰，不利

于准确评估蒽环类药物化疗期间的心肌损伤［6⁃7］。

当心肌细胞发生损伤时，细胞的电位稳定性及复

极同步性均会发生改变，且这一改变的出现可能

早于心肌细胞的破裂、心肌酶的释放，因此对心肌

细胞的电位稳定性及复极同步性进行评估有助于

早期识别心肌损伤［8⁃9］。Q⁃T间期离散度是通过心

电图评价心肌细胞电位及复极情况的无创指标，

多项心肌梗死、心肌炎的临床研究证实，Q⁃T 间期

离散度的增加与心肌损伤的程度有关［10⁃12］。

近些年，国内有研究采用 Q⁃T 间期离散度来

预测及评估蒽环类药物引起的心肌损伤［3⁃4］，本研

究也将该指标用于乳腺癌患者蒽环类药物化疗后

心肌损伤的评价。化疗 2个周期后，乳腺癌患者的

Q⁃T 间期离散度较化疗前及健康志愿者均明显增

加，表明蒽环类药物化疗影响了乳腺癌患者心肌

细胞的电位稳定性及复极同步性。在此基础上分

析 Q⁃T 间期离散度对心肌损伤的评估价值，通过

CK⁃MB、cTnI两项指标反映心肌损伤的程度，结果

发现：乳腺癌患者化疗 2个周期后的血清 CK⁃MB、

cTnI 含量均较化疗前及健康志愿者均明显增加，

表明乳腺癌患者在蒽环类药物化疗后出现了心肌

损伤；并且乳腺癌患者化疗后的 Q⁃T 间期离散度

与血清 CK⁃MB、cTnI 含量具有正相关关系，表明

Q⁃T 间期离散度的增加与乳腺癌患者蒽环类药物

化疗后心肌损伤程度的加重有关。

组别

乳腺癌组

对照组

t/P值

t/P值

n
80

60

时间

化疗前

化疗后

入组时

CK⁃MB(U/L)
7.38±2.21

16.61±3.58ab

6.72±2.09
1.790/0.076
19.088/0.000

cTnI(ng/mL)
0.072±0.017
0.124±0.024 ab

0.069±0.020
0.958/0.340
14.392/0.000

表 2 两组血清CK⁃MB、cTnI比较（x ± s）

Table 2 Comparison of CK⁃MB、cTnI between 2 groups
（x ± s）

注：与对照组比较，aP<0.05；与乳腺癌组化疗前比较，bP<0.05。

组别

乳腺癌组

对照组

t/P值

t/P值

n
80

60

时间

化疗前

化疗后

入组时

miR⁃19b
1.04±0.21
0.73±0.17ab

1.00±0.24
1.049/0.296
7.792/0.000

Caspase⁃3（ng/mL）
28.49±9.91
44.57±8.49 ab

31.29±7.63
1.820/0.071
9.560/0.000

注：与对照组比较，aP<0.05；与乳腺癌组化疗前比较，bP<0.05。

表 3 两组miR⁃19b、Caspase⁃3的比较（x ± s）

Table 3 Comparison of miR⁃19b，Caspase⁃3 between
2 groups（x ± s）

指标

CK⁃MB
cTnI

miR⁃19b
Caspase⁃3

化疗前

r值
0.114
0.074
0.094
-0.107

P值

0.231
0.372
0.241
0.194

化疗后

r值
0.374
0.412
-0.317
0.342

P值

0.006
0.002
0.015
0.011

表 4 乳腺癌组 Q⁃T 间期离散度与心肌损伤标志物、

miR⁃19b、Caspase⁃3的相关性

Table 4 Correlation between Q⁃T interval dispersion and
myocardial injury markers，miR⁃19b，caspase⁃3 in breast

cancer group
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蒽环类药物心脏毒性的分子机制复杂且未完

全阐明，多项研究认为细胞凋亡是与蒽环类药物

引起心肌细胞损伤密切相关的生物学环节［13⁃15］。

国内周琦［2］的细胞实验发现，蒽环类药物通过抑制

miR⁃19b表达的途径引起心肌细胞中 caspase⁃3表达

增加，进而促进细胞发生凋亡。本研究对miR⁃19b
及 caspase⁃3 的检测发现：乳腺癌患者化疗 2 个周

期后的外周血 miR⁃19b 表达水平较化疗前及健康

志愿者均明显降低，血清 caspase⁃3 含量较化疗前

及健康志愿者均明显增加，与周琦的细胞结果［2］吻

合，表明调控miR⁃19b/caspase⁃3凋亡途径是蒽环类

药物引起心肌损伤的分子机制之一。在心肌损伤

的过程中，部分心肌细胞发生凋亡会影响细胞电

位及复极，本研究通过相关性分析发现：乳腺癌患

者化疗后的Q⁃T间期离散度与miR⁃19b呈负相关，

与 caspase⁃3 呈正相关，表明 Q⁃T 间期离散度的增

加与乳腺癌患者蒽环类药物化疗后 miR⁃19b/cas⁃
pase⁃3凋亡途径的改变有关。

综上所述，乳腺癌化疗患者化疗后Q⁃T间期离散

度增加与心肌损伤加重、miR⁃19b/caspase⁃3凋亡途径

激活有关，未来检测Q⁃T间期离散度有望成为早期评

估及预测乳腺癌患者化疗后心肌损伤的无创指标，

miR⁃19b/caspase⁃3凋亡途径也有望成为研究蒽环类

药物心脏毒性分子机制及防治手段的新靶点。
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•论 著•

SPAG9 mRNA、Livin mRNA、Caspase⁃9 mRNA 在曼
月乐环疗程中动态变化及意义

王学博★ 李松 任红娟 杨然 孙丽 薛国勇 瞿小玲

［摘 要］ 目的 探讨精子相关抗原 9（SPAG9）mRNA、凋亡蛋白抑制因子（Livin）mRNA、半胱氨

酸天冬氨酸蛋白酶⁃9（Caspase⁃9）mRNA 在子宫内膜增生类病变患者曼月乐环疗程中动态变化及意义。

方法 选取 2017年 6月至 2020年 5月本院收治的 126例子宫内膜增生类病变患者，根据治疗后 6个月病

理结果分为缓解组（n=101）、非缓解组（n=25），比较两组 SPAG9、Livin、Caspase⁃9 mRNA表达水平、月经失

血图（PBAC）评分、子宫内膜厚度，并对数据进行统计分析。结果 缓解组治疗后 3、6个月 SPAG9、Livin
mRNA、PBAC评分、子宫内膜厚度低于非缓解组，Caspase⁃9 mRNA高于非缓解组，差异有统计学意义（P<
0.05）；治疗后 3、6 个月 SPAG9、Livin mRNA 与 PBAC 评分、子宫内膜厚度呈正相关（P<0.05），Caspase⁃9
mRNA 与 PBAC 评分、子宫内膜厚度呈负相关（P<0.05）；治疗后 6 个月 SPAG9、Livin mRNA、Caspase⁃9
mRNA 预测缓解的 AUC 依次为 0.843、0.831、0.772，各指标联合预测缓解的 AUC 为 0.902（P<0.05）。

结论 EAH和EEC曼月乐环疗程中子宫内膜组织 SPAG9、Livin mRNA降低及Caspase⁃9 mRNA升高是治

疗有效的一种反映，可预测患者受益情况，有助于及时指导调整治疗方案。

［关键词］ SPAG9 mRNA；Livin mRNA；Caspase⁃9 mRNA；EAH；EEC；曼月乐环

The dynamic changes and significance of SPAG9 mRNA，Livin mRNA and Caspase ⁃ 9
mRNA in the course of treatment of Mirena
WANG Xuebo★，LI Song，REN Hongjuan，YANG Ran，SUN Li，XUE Guoyong，Qu Xiaoling
（Department of Gynecology，Nanyang Central Hospital，Nanyang，Henan，China，473000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the dynamic changes and significance of sperm⁃associated
antigen 9（SPAG9）mRNA，livin mRNA，and the caspase⁃9 mRNA in the course of treatment of Mirena of
endometrial atypical hyperplasia（EAH）and early endometriod adenoncarcinoma（EEC）. Methods A total
of 126 endometrial hyperplasia patients admitted to our hospital from June 2017 to May 2020 were selected and
divided into the remission group（n=101）and the non⁃remission group（n=25）based on the pathological re⁃
sults 6 months after treatment. The 2 groups of SPAG9 mRNA，livin mRNA，caspase⁃9 mRNA expression lev⁃
els，menstrual blood loss chart（PBAC）score，endometrial thickness were compared and analyzed. Results
The SPAG9 mRNA，livin mRNA，PBAC score and endometrial thickness in the remission group were lower
than those in the non⁃remission group at 3 and 6 months after treatment，and caspase⁃9 mRNA was higher than
that in the non⁃remission group，the difference was statistically significant（P<0.05）. SPAG9 mRNA and livin
mRNA were positively correlated with PBAC score and endometrial thickness at 3 and 6 months after treat⁃
ment，and caspase⁃9 mRNA was negatively correlated with PBAC score and endometrial thickness（P<0.05）；

SPAG9 mRNA at 6 months after treatment，the AUC predicted by livin mRNA and caspase⁃9 mRNA for re⁃
mission were 0.843，0.831，and 0.772，respectively，and the combination of each indicator predicted remis⁃
sion AUC of 0.902（P<0.05）. Conclusion The decrease of SPAG9 mRNA，livin mRNA and the increase of
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caspase⁃9 mRNA in endometrial tissue during the treatment course of Mirena of EAH and EEC is a reflection
of the effectiveness of treatment，which can predict the benefit of patients and help to guide the adjustment of
treatment plan in time.

［KEY WORDS］ SPAG9 mRNA；Livin mRNA；Caspase⁃9 mRNA；EAH；EEC；Mirena

近年来曼月乐环成为子宫内膜非典型增生

（endometrial atypical hyperplasia，EAH）及早期子宫

内膜癌（early endometriod adenoncarcinoma，EEC）
的重要保守治疗方法，可保留患者生育功能，但不

同个体治疗反应性差异较大，早期预测曼月乐环

的疗效，对指导临床选取合适疗法意义重大［1］。精

子相关抗原 9（Sperm associated antigen 9，SPAG9）
是 c⁃Jun 氨基末端激酶相互作用家族的一个新成

员，靶向 SPAG9，抑制 SPAG9信号通路，可阻断子

宫内膜腺癌细胞中 17β 雌二醇诱导的细胞增殖、

迁移、侵袭和上皮间质转化，抑制子宫内膜癌细胞

的恶性行为［2⁃3］。凋亡蛋白抑制因子（Livin）在子宫

内膜癌组织中表达显著升高，并与肌层浸润深度

有关［4］。半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶⁃9（Caspase⁃9）
是执行细胞凋亡的主要酶类，可促进癌细胞的凋

亡［5⁃6］。本研究探讨 SPAG9、Livin、Caspase⁃9 mRNA
在曼月乐环疗程中动态变化及意义，旨在为临床

决策提供参考，报告如下。

1 对象和方法

1.1 研究对象

选取 2017 年 6 月至 2020 年 5 月本院收治的

126例子宫内膜增生类病变患者患者，其中EAH 13
例，EEC 113例。根据治疗后 6个月病理结果分为

缓解组（n=101）、非缓解组（n=25）。①纳入标准：符

合 EAH、EEC诊断标准［7］；均有保留生育功能诉求

或拒绝手术要求先保守治疗者；入组前未接受过相

关治疗。②排除标准：已知或怀疑妊娠，未确诊的

阴道出血；子宫肌瘤者；子宫息肉者；血液系统疾病

者；急性感染类疾病者；有节育环过敏史者；宫腔深

度>10 cm者。本研究获医院伦理委员会审核通过，

患者及家属充分知情，自愿签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 治疗方法与疗效评定

患者均在宫内放置左炔诺孕酮宫内节育系统

（含左炔诺孕酮 52 mg/个（20 微克/24 小时），Bayer
Yakuhin，Ltd，批准文号H20140237），于治疗前、治

疗后 3、6个月行妇科超声检查测量子宫内膜厚度，

并按照月经失血图（Pictorial Blood Loss Assess⁃
ment Chart，PBAC）评分评估患者月经量，PBAC>
100 分为月经过多，分值越高，月经量越多［8］。同

时于治疗后 6个月行子宫内膜组织活检，缓解：病

变完全消失，无 EAH、EEC 的组织病理学证据；非

缓解：与缓解标准不相符者［9］。

1.2.2 SPAG9、Livin、Caspase⁃9 mRNA检测

治疗前、治疗后 3、6 个月，采用实时荧光定量

PCR法检测子宫内膜组织 SPAG9、Livin、Caspase⁃9
mRNA表达，检测基因相对表达量=2⁃△△Ct。

1.3 观察指标

①比较两组基线资料。②比较两组治疗前、治

疗后 3个月、治疗后 6个月 SPAG9、Livin、Caspase⁃9
mRNA动态变化。③比较两组治疗前、治疗后 3个

月、治疗后 6个月 PBAC评分、子宫内膜厚度。④分

析 SPAG9、Livin、Caspase⁃9 mRNA与PBAC评分、子

宫内膜厚度相关性。⑤分析曼月乐环疗效的相关影

响因素。⑥分析治疗后 3 个月、治疗后 6 个月

SPAG9、Livin、Caspase⁃9mRNA预测缓解的价值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行处理数据，计量资料

以（x ± s）表示，两组间比较行独立样本 t检验，组内

比较行配对 t检验，计数资料用 n（%）表示，用 c2检

验，采用 Pearson 进行相关性分析，Logistic 回归

方程行多因素分析，采用受试者工作特征曲线

（Receiver operating characteristic，ROC）及 ROC 下

面积（Area under the curve，AUC）分析各指标预测

缓解的价值。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 基线资料

两组年龄、疾病类型、体质量指数、疾病类型、

婚姻状态、生育史、既往史比较，差异无统计学意

义（P>0.05）。见表 1。
2.2 两组SPAG9、Livin、Caspase⁃9mRNA动态变化

缓解组治疗后 3、6 个月 SPAG9、Livin mRNA
低于非缓解组，Caspase⁃9 mRNA 高于非缓解组，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
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资料

年龄（岁）

疾病类型

EAH
EEC

体质量指数（kg/m2）

偏瘦

正常

超重

肥胖

疾病类型

EAH
EEC

婚姻状态

已婚

未婚

生育史

无

有

既往史

总胆固醇异常

低密度脂蛋白异常

高密度脂蛋白异常

三酰甘油异常

糖尿病

冠心病

高血压

缓解组
（n=101）
31.97±6.85

12（11.88）
89（88.12）

20（19.80）
42（41.58）
25（24.75）
14（13.86）

62（61.39）
39（38.61）

47（46.53）
54（53.47）

69（68.32）
32（31.68）

18（17.82）
13（12.87）
9（8.91）

14（13.86）
8（7.92）
2（1.98）
1（0.99）

非缓解组
（n=25）
33.58±8.02

1（4.00）
24（96.00）

2（8.00）
14（56.00）
4（16.00）
5（20.00）

10（40.00）
15（60.00）

8（32.00）
17（68.00）

20（80.00）
5（20.00）

7（28.00）
1（4.00）
5（20.00）
6（24.00）
4（16.00）
0（0）

2（8.00）

t/c2值

1.016

0.628

3.703

3.743

1.721

1.319

0.744
0.825
1.499
0.877
0.725
0.034
1.758

P值

0.312

0.428

0.295

0.053

0.190

0.251

0.388
0.364
0.221
0.349
0.394
0.854
0.185

表 1 两组基线资料对比［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of baseline data between 2 groups
［n（%），（x ± s）］

2.3 两组 PBAC评分、子宫内膜厚度比较

缓解组治疗后 3、6个月 PBAC评分、子宫内膜

厚度较非缓解组显著降低，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 3。

2.4 SPAG9、Livin、Caspase ⁃ 9 mRNA 与 PBAC 评

分、子宫内膜厚度关系

治 疗 后 3、6 个 月 SPAG9 mRNA（r=0.369、
0.385，P均<0.001）、Livin mRNA（r=0.497、0.566，P
均<0.001）与 PBAC 评分呈正相关，治疗后 3、6 个

月 SPAG9 mRNA（r=0.401、0.427，P均<0.001）、Liv⁃
in mRNA（r=0.428、0.519，P 均<0.001）与子宫内膜

厚度呈正相关；治疗后 3、6 个月 Caspase⁃9 mRNA
与 PBAC 评分呈负相关（r=-0.514、-0.633，P 均<
0.001）；治疗后 3、6个月Caspase⁃9 mRNA与子宫内

膜厚度呈负相关（r=-0.486、-0.597，P均<0.001）。

2.5 SPAG9、Livin、Caspase⁃9 mRNA 预测缓解的

效能

治 疗 后 3、6 个 月 SPAG9、Livin、Caspase ⁃ 9
mRNA均是疗效的相关影响因素（P<0.05）。见表 4。

治疗后 6 个月对疗效影响的 OR 值大于治

疗后 3 个月，故以治疗后 6 个月个指标作为源数

据进行 ROC 曲线分析，结果显示，治疗后 6 个

月 SPAG9 mRNA 预测的 AUC 为 0.843（95%CI：
0.768~0.902），截断值≤0.24，敏感度为 74.26%，特

异度为 88.00%，Livin mRNA 预测的 AUC 为 0.831
（95%CI：0.754~0.892），截断值 ≤7.1，敏感度为

75.25%，特异度为 84.00%，Caspase⁃9 mRNA 预测

的 AUC 为 0.772（95%CI：0.688~0.842），截断值＞

0.62，敏感度为 51.49%，特异度为 92.00%；各指标

联 合预测缓解的 AUC 为 0.902（95%CI：0.836~
0.947），敏感度为 73.27%，特异度为 96.00%（P<
0.05），见图 1。

组别

缓解组

非缓解组

t值
P值

例数

101
25

SPAG9 mRNA
治疗前

0.39±0.16
0.42±0.18

0.819
0.415

治疗后 3个月

0.21±0.10a

0.40±0.14
7.811
<0.001

治疗后 6个月

0.15±0.05a

0.43±0.13
17.238
<0.001

Livin mRNA
治疗前

8.15±2.65
7.96±2.31

0.357
0.722

治疗后 3个月

6.04±1.97a

8.11±2.59
4.404
<0.001

治疗后 6个月

5.14±1.69a

8.20±2.67
7.138
<0.001

Caspase⁃9 mRNA
治疗前

0.38±0.13
0.41±0.15

1.001
0.319

治疗后 3个月

0.56±0.15a

0.42±0.14
4.231
<0.001

治疗后 6个月

0.69±0.21a

0.40±0.13
6.588
<0.001

表 2 两组 SPAG9、Livin、Caspase⁃9 mRNA动态变化（x ± s）

Table 2 The dynamic changes of SPAG9，Livin and Caspase⁃9 mRNA between 2 groups（x ± s）

注：与本组治疗前比较，aP<0.05。

组别

缓解组

非缓解组

t值
P值

例数

101
25

PBAC评分（分）

治疗前

192.56±30.14
189.67±34.28

0.418
0.677

治疗后 3个月

81.66±15.08
105.45±20.63

6.533
<0.001

治疗后 6个月

34.48±7.29
91.59±30.05

17.330
<0.001

子宫内膜厚度（mm）
治疗前

12.51±2.09
11.87±2.25

1.350
0.179

治疗后 3个月

5.59±0.92
8.26±2.34

9.055
<0.001

治疗后 6个月

4.08±0.74
7.55±2.18
13.313
<0.001

表 3 两组 PBAC评分、子宫内膜厚度比较（x ± s）

Table 3 Comparison of PBAC score and endometrial thickness between 2 groups（x ± s）

·· 746



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

影响因素

治疗后 3个月

SPAG9 mRNA
Livin mRNA

Caspase⁃9 mRNA
治疗后 6个月

SPAG9 mRNA
Livin mRNA

Caspase⁃9 mRNA

b值

0.184
0.343
-1.241

0.244
0.577
-1.020

SE值

0.062
0.097
0.355

0.079
0.154
0.255

Wald c2

8.845
12.536
12.230

9.546
14.035
16.007

OR值

1.202
1.410
0.289

1.276
1.781
0.361

95%CI

1.064~1.359
1.236~1.608
0.168~0.497

1.158~1.407
1.598~1.984
0.205~0.634

P值

<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001
<0.001

表 4 Logistic回归方程分析

Table 5 Logistic regression equation analysis

3 讨论

SPAG9 mRNA定位于人类染色体 17q21，是 c⁃
Jun氨基末端激酶信号通路上的支架蛋白，在调控

细胞增殖、凋亡中发挥重要作用。本研究显示，

SPAG9 mRNA在曼月乐环治疗后获得病理缓解患

者中呈降低趋势，非缓解患者 SPAG9 mRNA 在疗

程中无明显变化，可评估患者病情程度。Trava⁃
glino A等［10］报道纳入了 27项针对 1 360名女性的

研究，采用免疫组化检测 SPAG9 蛋白在治疗前及

随访期间的变化，发现 SPAG9 蛋白降低可预示保

守治疗的有效性，本研究观点与之相似。曼月乐环

在宫内可缓慢释放孕酮，引起子宫内膜暂时性萎缩

和间质脱膜化，降低黏膜上皮层活性，并控制月经

出血量，逆转子宫内膜增生，抑制具有促进细胞生

长、增殖作用 SPAG9 mRNA 的表达。可见当

SPAG9 mRNA 在疗程中呈降低趋势时，表明曼月

乐环治疗具有可行性，否则可能意味着需终止保守

治疗，以防止病变的进一步进展，从而指导临床选

取合适的治疗方式。

凋亡蛋白抑制因子是一类具有抗细胞凋亡的

因子，在调节细胞周期和凋亡蛋白酶活性中起到重

要作用。Livin是目前发现的凋亡蛋白抑制因子家

族中活性最强的抗凋亡因子，在多种恶性肿瘤中表

达显著升高［11］。细胞培养实验表明，采用脂质体法

瞬时转染 Livin ⁃ siRNA 干扰序列，可沉默 Livin

mRNA表达，抑制子宫内膜癌细胞的增殖，减弱细

胞的侵袭及迁移能力，提示 Livin mRNA 与恶性生

物学行为有关［12］。但关于 Livin mRNA 在 EAH 和

EEC曼月乐环疗程中变化的报道鲜见。本研究创

新性探讨发现，曼月乐环治疗后获病理缓解患者

Livin mRNA呈降低趋势，并低于非缓解患者，而非

缓解患者随着疗程推进，Livin mRNA水平相似，提

示 Livin mRNA可作为预测曼月乐环保守治疗反应

性的分子标志物。遗憾的是，由于本研究观点的新

颖性，缺乏更多报道的进一步论证，尚不明确曼月

乐环降低 Livin mRNA 表达的详细机制，有待后续

的深入研究。

细胞正常凋亡途径受阻是异常增殖细胞生存

期延长、发生恶性增殖的必经环节。含半胱氨酸的

天冬氨酸特异性蛋白酶是细胞凋亡的主要执行者，

其中 Caspase⁃9作为线粒体介导通路的始动因子，

可触发凋亡级联反应，诱导细胞的凋亡［13⁃14］。本研

究发现，获病理缓解的 EAH和 EEC患者，在曼月乐

环疗程中，Caspase⁃9 mRNA呈上升趋势，非缓解患

者 Caspase⁃9 mRNA无明显变化，呈现出疗效预测

的潜质。治疗后 Caspase⁃9 mRNA水平升高，可介

导 EAH异常增生细胞及 EEC癌细胞的凋亡，抑制

细胞异常增殖行为，从而促进病情缓解。若疗程中

Caspase⁃9 mRNA 降低或处于稳定状态，则预示疗

效不佳，应调整治疗手段，从而预防病情进一步演

变，改善患者预后。另 SPAG9、Livin、Caspase ⁃ 9
mRNA 联合预测缓解的 AUC 最大，提示联合检测

三者能进一步提高预测价值。本研究不足之处在

于，因 EAH 病例数较少，故将 EAH 和 EEC 放在一

起进行数据的统计分析，而 EEC患者数量较多，可

能造成数据的偏倚，有待后续的进一步探讨。
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LINC01088对胶质瘤U251细胞的增殖、迁移以及血
管拟态的影响

王薇 1 马庆海 2 张小玲 3 苏乌云 1 常丽娟 1 王小兰 1 李瑶 1 闫海成 2★

［摘 要］ 目的 探讨 LINC01088 对胶质瘤 U251 细胞的增殖、迁移、侵袭以及血管形成的影响。

方法 利用 GEPIA 网站分析 LINC01088 在胶质瘤组织中的表达。构建 LINC01088 沉默细胞稳定细胞

株，MTT、Transwell、血管形成实验检测沉默 LINC01088表达对U251细胞增殖、迁移和侵袭、血管生成影

响。Western blot检测 PI3K、p⁃AKT和AKT蛋白表达的影响。结果 GEPIA分析结果显示，与正常组织

相比，胶质瘤组织中的 LINC01088相对表达水平显著上调（P<0.05）。转染 sh⁃LINC01088稳定下调U251
细胞中 LINC01088 的表达（P<0.05），并获得稳定低表达 LINC01088 的 U251 细胞株。与对照组相比，

LINC01088沉默组细胞增殖、迁移和侵袭细胞、血管生成数量以及 PI3K和 p⁃AKT蛋白表达显著下降（P<
0.05）。结论 沉默 LINC01088表达抑制U251细胞的增殖、迁移、侵袭和血管生成，其作用机制可能与抑

制 PI3K/AKT信号通路有关。

［关键词］ 胶质瘤；LINC01088；PI3K信号通路

Effects of LINC01088 on proliferation，migration，and angiogenesis of glioma U251 cells
WANG Wei1，MA Qinhai2，ZHANG Xiaoling3，SU Wuyun1，CHANG Lijuan1，WANG Xiaolan1，LI Yao1，

YAN Haicheng2★

（1. Department of Medical Oncology，Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University，Hohhot，China
010050；2. Department of Neurosurgery，Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University，Hohhot ，
China 010050；3. Outpatient department，Hohhot International Travel Healthcare Center，Hohhot，China，
010020）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effects of LINC01088 on proliferation，migration，inva⁃
sion and angiogenesis of glioma U251 cells. Methods The expression of LINC01088 in glioma was analyzed
by GEPIA. The shRNA⁃LINC01088（sh⁃LINC01088）was used to infect U251 cells to establish the stable cell
line. The effect of silencing LINC01088 on the proliferation，migration and invasion，angiogenesis of U251
cells were detected by MTT，Transwell，tube formation，respectively. The expression of PI3K，p⁃AKT and
AKT in U251 cells was measured by Western blot. Results GEPIA analysis showed that the relative expres⁃
sion level of LINC01088 in glioma tissues was significantly higher than that in normal tissues（P<0.05）. Trans⁃
fection of sh ⁃LINC01088 could down ⁃ regulate the expression of LINC01088 in U251 cells（P<0.05），and
U251 cell lines with stable and low expression of LINC01088 was obtained. Compared with the control group，
the proliferation，the cell number of migration and invasion，the numbers of tube，and the expression of PI3K
and p ⁃ AKT in the sh ⁃ LINC01088 group were significantly decreased（P<0.05）. Conclusion Silencing
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LINC01088 inhibits proliferation，migration，invasion and angiogenesis of U251 cells，and its mechanism
might be related to the inhibition of PI3K/AKT signaling pathway.

［KEY WORDS］ Glioma；LINC01088；PI3K signaling pathway

胶质瘤是临床上脑内最常见的原发性肿瘤，

占所有脑恶性肿瘤的 80%［1］。胶质瘤治疗后容易

复发，临床上对胶质瘤的治疗仍有一定的困难［2］。

因此，迫切需要对胶质瘤发展的机制进行研究，寻

找诊断和治疗的新方法。长链非编码 RNA（long
non⁃coding RNA，LncRNA）在肿瘤的发生、发展

过程中发挥着重要作用［3］。长基因间非编码

RNA 1088（long intergenic non⁃coding RNA 1088，
LINC01088）是长链非编码 RNA中的一种，其在卵

巢癌发展过程中发挥了重要作用［4⁃5］，但在胶质瘤

细 胞 中 的 作 用 尚 不 清 楚 。 本 研 究 通 过 干 扰

LINC0108 的表达分析 LINC01088 对胶质瘤 U251
细胞增殖、迁移和侵袭以及血管生成的影响，探讨

LINC01088在胶质瘤中的作用。

1 材料与方法

1.1 主要实验试剂和仪器

MTT 细胞增殖检测试剂盒（Cat.No.C0009）和

极超敏 ECL 化学发光试剂盒（Cat.No.P0018FM）：

碧云天公司；U251细胞购于中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心；siRNA 序列购于广州

市锐博；TRIzol Reagent（Cat.No.15596026）、Lipo⁃
fectamine 2000（Cat.No.11668019）、SuperScript II
Reverse Transcriptase（Cat.No.18064014）和 EX⁃
PRESS One ⁃ Step Superscript qRT ⁃ PCR Kit（Cat.
No.11781200）：美国 Invitrogen公司；Transwell小室

（Cat.No.353097）和 Matrigel 凝胶（Cat.No.356234）：

美国 BD 公司；PI3K抗体（Cat.No.365290）、AKT 抗

体（Cat.No.5298）、p ⁃ AKT 抗体（Cat.No.377556）、

GAPDH抗体（Cat.No.47724）和m⁃IgGκ BP⁃HRP抗

体（Cat.No.516102）：美 国 Santa cruz 公 司 ；ABI
Prism® 快速 7500型荧光定量 PCR仪：美国Applied
Biosystems 公司；倒置光学显微 镜（OLYMPUS
CKX41，U⁃CTR30⁃2）：日本OLYMPUS公司。

1.2 实验方法

1.2.1 生物信息学分析 LINC01088在胶质瘤组织

中的表达

利用生物信息学在线工具 GEPIA（http：//ge⁃
pia.cancer ⁃pku.cn/detail.php）分析 LINC01088 在胶

质瘤组织和正常组织中的表达（标本数据来源于

TCGA和GTEx数据库）。

1.2.2 细胞培养及稳定细胞株筛选

用含有 10%胎牛血清、1%青霉素 /链霉素的

DMEM 培养液培养 U251 胶质瘤细胞株。小干

扰 RNA（siRNA）转染胶质瘤 U251 细胞，操作按

照 Lipofectamine 2000 转染试剂说明书进行。在

转染中设置对照（si⁃NC）组，si⁃LINC01088⁃1 组、

si⁃LINC01088⁃2 组、si⁃LINC01088⁃3 组。然后将筛

选出的 si⁃⁃LINC01088用于稳定细胞株构建，感染

实验分为 LINC01088沉默组和对照组。

1.2.3 qRT⁃PCR
收集 U251 细胞，Trizol 试剂提取总 RNA，将

RNA 逆转录成 cDNA，定量 PCR 检测 LINC01088
表达。以 U6 作为内参，用 2⁃ΔΔCt法表示 LINC01088
相对表达。

1.2.4 MTT
将感染后的胶质瘤 U251 细胞接种至 96 孔板

中，随后按照 MTT 检测试剂盒检测 0、24、48、72 h
在 570 nm波长下的吸光度。

1.2.5 Transwell
迁移实验：将 Transwell小室放置于 24孔板内，

将感染后的胶质瘤 U251 细胞接种于上室。培养

24 h，4%多聚甲醛溶液对小室膜下面的细胞进行固

定，然后用 0.1%结晶紫染色，显微镜下拍照并计数。

侵袭实验：将Matrigel基质胶按照说明书对Transwell
小室底部膜的上室进行包被，其余同迁移实验。

1.2.6 血管拟态

按照王帆等［6］血管拟态实验准备Matrigel胶和

培养板，将准备好的各组细胞每孔按 1×105个加入

24孔板中。培养 24 h，利用共聚焦显微镜拍摄记录

结果，计数各组胶质瘤细胞血管生成的形成水平。

1.2.7 Western blot
RIPA裂解液提取细胞总蛋白，取各组变性 30

μg蛋白进行 SDS⁃PAGE 凝胶电泳并电转至 PVDF
膜上。膜封闭后加入一抗（PI3K按 1∶500稀释，AKT
按 1∶1 000稀释，p⁃AKT按 1∶500稀释，GAPDH 按

1∶2 000稀释）。随后加入HRP标记二抗。最后用

化学发光试剂盒进行蛋白印迹条带成像。
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1.3 统计学处理

采用 SPSS 19.0 软件进行统计分析，数据以

（x ± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组

间多重比较采用 SNK⁃q 分析。两组间比较采用 t
检验。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 生物信息学分析 LINC01088在胶质瘤组织中

的表达

GEPIA分析结果显示，与正常组织相比，胶质

瘤组织中的 LINC01088 表达显著上调，差异有统

计学意义（P<0.05）。见图 1。

2.2 转染 si⁃LINC01088对胶质瘤细胞 LINC01088
表达的影响

转染 24 h后，与 si⁃NC组相比，si⁃LINC01088组

细胞中 LINC01088表达显著降低，差异有统计学意

义（P<0.05），si⁃LINC01088⁃1干扰效率最高。见表1。
2.3 慢病毒载体滴定与细胞感染效率

与对照相比，LINC01088沉默组 LINC01088的

表达量显著降低，差异具有统计学意义（t=45.346，
P<0.001）。见图 2。
2.4 沉默 LINC01088对 U251 细胞增殖、迁移、侵

袭和血管拟态能力的影响

与对照相比，LINC01088沉默组细胞在 24、48

和 72 h 的增殖显著降低（P<0.05）。与对照相

比，LINC01088沉默组迁移细胞显著减少，差异具

有统计学意义（P<0.001），侵袭细胞显著减少（P<
0.001），管状数量也显著减少（P<0.001）。见表 3、
图 3。
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图 1 INC01088在胶质瘤组织和正常组织中的表达水平

Figure 1 The relative expression level of LINC01088 in
glioma tissues and normal tissues was analyzed

组别

对照组

LINC01088沉默组

t 值
P 值

细胞活性（OD570nm）
0 h

0.33±0.02
0.35±0.01

1.625
0.180

24 h
0.51±0.02
0.41±0.01a

13.39
<0.001

48 h
0.76±0.02
0.57±0.02b

14.36
0.006

72 h
0.98±0.03
0.63±0.02c

26.74
<0.001

迁移细胞数
（个）

287.67±5.35
190.5±8.80 a

23.10
<0.001

侵袭细胞数
（个）

254.67±7.66
113.67±3.14 a

41.72
<0.001

微管状数目前
（个）

34.67±3.50
13.00±5.40a

8.242
<0.001

注：与 24 h对照组比较，aP<0.05；与 48 h对照组比较，bP<0.01；与 72 h对照组比较，cP<0.001。

表 3 沉默 LINC01088对U251细胞增殖、迁移、侵袭以及血管形成的影响（x ± s）

Table 3 Effect of silencing LINC01088 on proliferation and migration of U251 cells（x ± s）

组别

si⁃NC
si⁃LINC01088⁃1
si⁃LINC01088⁃2
si⁃LINC01088⁃3

F 值

P 值

相对 LINC01088表达

20 nM
1.01±0.02
0.55±0.03 a

0.63±0.02 a

0.58±0.03 a

10.342
0.008

50 nM
1.01±0.02
0.26±0.02 b

0.53±0.02 b

0.42±0.02 b

15.326
<0.001

100 nM
1.02±0.02
0.25±0.02c

0.42±0.02c

0.38±0.02 c

18.543
<0.001

表 1 转染 si⁃LINC01088对胶质瘤U251细胞中

LINC01088表达的影响（x ± s）

Table 1 Effect of transfected with si⁃LINC01088 on the
expression of LINC01088 in glioma U251 cells（x ± s）

注：与 20 nM 对照组比较，aP<0.05；与 50 nM 对照组比较，bP<

0.05；与 100 nM对照组比较，cP<0.05。
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注：A.慢病毒感染 293T细胞后对照组和 LINC0108沉默组在白光、

GFP荧光和组合光下的细胞图。B. 慢病毒感染胶质瘤U251细胞对

照组和LINC0108沉默组在白光、GFP荧光和组合光下的细胞图。

图 2 sh⁃LINC0108慢病毒重组载体感染 293T细胞和

U251细胞图（GFP荧光，×200）
Figure 2 Sh⁃LINC0108 lentivirus recombinant vector

infected 293T cells and U251 cells.（GFP fluorescence，×200）
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对照组 LINC01088沉默组

AA BB CC
对照组 LINC01088沉默组 对照组 LINC01088沉默组

注：A为细胞迁移图；B为细胞侵袭图；C为细胞血管生成图。

图 3 细胞迁移实验图、侵袭及血管生成实验图（结晶紫染色，×200）
Figure 3 Cell migration in control group and LINC01088 silencing group. (Crystal violet staining, ×200)

2.6 沉默 LINC01088对U251细胞中 PI3K、p⁃AKT
和AKT蛋白表达的影响

与对照组相比，LINC01088沉默组U251细胞中

PI3K和 p⁃AKT蛋白表达水平显著下降。见图 4。

3 讨论

胶质瘤的发展和转移是一个复杂的多基因参

与调控的过程，大量研究证实 LncRNA 在其发展

中起着至关重要的作用［7］。越来越多的研究表明，

异常表达的 LncRNA 经常在包括胶质瘤在内的多

种癌症发现，有些表现出促进癌症的发展作用［8］，

也有些表现出抑制癌症的发展作用，还有些在不同

的癌症中所表现的功能也不尽相同［9］。如 LncRNA
SNHG1 能促进胶质瘤的葡萄糖摄取、增殖、迁移、

侵袭和血管生成［10］。LncRNA MT1JP 通过激活

PTEN/AKT 信号通路抑制胶质瘤细胞增殖、侵袭

和迁移，促进胶质瘤细胞凋亡［11］。LncRNA XIST
在结直肠癌、膀胱癌和胃癌中以致癌的方式存在，

而在乳腺癌和前列腺癌中也被证明发挥抑制肿瘤

的作用［12⁃16］。因此，研究 LncRNA在不同类型肿瘤

中作用同样具有重要的意义。

LINC01088是一个较新发现的 LncRNA，目前

对它有研究还很少，其在胶质瘤中的作用尚未见

报道。最近 Zhang等［4］研究发现，与正常卵巢组织

相比，卵巢良性肿瘤组织中 LINC01088 的表达明

显降低，LINC01088对裸鼠卵巢癌移植瘤的生长有

抑制作用，发挥抑癌作用。Ai 等［5］研究发现

LINC01088低表达与上皮性卵巢癌临床病理特征

相关与上皮性卵巢癌 FIGO分期、分级和远处转移

有关，而且 LINC01088 表达水平越低总体生存率

较差。以上研究表明 LINC01088在卵巢癌中可以

作为预后标志物，发挥抑癌作用。本研究发现胶

质瘤组织中的 LINC01088相对表达水平明显高于

正常组织，沉默 LINC01088能显著抑制 U251 细胞

的增殖，同时还能抑制细胞迁移和侵袭。这些结

果与 Zhang等和Ai等研究 LINC01088在上皮性卵

巢 癌 组 织 中 的 表 达 和 作 用 相 反 ，这 可 能 与

LINC01088在不同类型肿瘤中发挥不同的作用有

关。本研究发现沉默 LINC01088能显著抑制胶质

瘤U251细胞的血管生成能力。

PI3K/AKT 信号通路促进肿瘤的发生发展，对

细胞的生存、增殖和代谢等关键功能起着重要的

调控作用［17］。该信号通路活化能够细胞周期进程

加快从而促进细胞增殖，同时也对肿瘤的侵袭和

转移起促进作用，AKT是 PI3K信号途径的一个重

要下游靶激酶，在许多癌症中经常发现磷酸化激

活 AKT［18］。本研究发现沉默 LINC01088 能下调

PI3K 和 p⁃AKT 蛋白的表达，表明沉默 LINC01088
对 PI3K/AKT 信 号 通 路 有 抑 制 作 用 。 提 示

LINC01088在胶质瘤细胞的增殖、迁移、侵袭和血

管生成中所起的作用可能与其调控 PI3K/AKT 信

号通路有关。

综上所述，沉默 LINC01088 能够抑制胶质瘤

细胞增殖、迁移、侵袭和血管生成，其作用机制可

能与其抑制 PI3K/AKT信号通路有关。LINC01088
可能是胶质瘤干预治疗的潜在靶点。
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D⁃二聚体、CA125、PD⁃L1在卵巢癌患者中的表达及
诊断价值

李仁河 1 李苗 1★ 梁裕萍 2 沈晓苗 1

［摘 要］ 目的 分析D⁃二聚体（D⁃D）、糖类抗原（CA）125、程序性死亡配体 1（PD⁃L1）表达在卵巢

癌患者中的表达及诊断价值。方法 选取 2019 年 10 月至 2020 年 11 月本院接受卵巢肿物治疗的患者

103 例为研究对象，根据其病理学确诊分成卵巢癌组（n=40）、良性肿瘤组（n=63），另选取同期本院健康

体检女性 50例为对照组。比较三组及卵巢癌组不同临床病理特征患者 D⁃D、CA125、PD⁃L1表达，分析

D⁃D、CA125、PD⁃L1表达之间相关性及与临床病理特征的相关性，评价D⁃D、CA125、PD⁃L1表达对卵巢癌

的诊断价值。结果 D⁃D、CA125、PD⁃L1阳性率比较，卵巢癌组>良性肿瘤组>对照组，差异有统计学意义

（P<0.05）；D⁃D、CA125、PD⁃L1阳性率与卵巢癌患者肿瘤直径、FIGO分期、肿瘤累及侧别、淋巴结转移、肌

层浸润、恶性腹水均呈正相关性（P<0.05）；D⁃D与CA125、PD⁃L1阳性率呈正相关性，CA125与 PD⁃L1阳性

率呈正相关性（P<0.05）；D⁃D、CA125、PD⁃L1 表达联合诊断卵巢癌的曲线下面积（AUC）最大，为 0.937，
优于单一诊断值（P<0.05）。 结论 D⁃D、CA125、PD⁃L1表达升高与卵巢癌患者临床病理特征存在正相

关关系，共同检测上述指标可为临床诊断卵巢癌和评估病情进展提供依据。

［关键词］ D⁃二聚体；糖类抗原 125；程序性死亡配体 1；卵巢癌；临床病理特征

The expression and diagnostic value of D⁃dimer，CA125，PD⁃L1 in patients with ovarian
cancer
LI Renhe1，LI Miao1★，LIANG Yuping2，SHEN Xiaomiao1

（1. Department of Gynecology，the Second Affiliated Hospital of Guangdong Medical University，Zhanjiang，
China，524100；2. Department of Hematology，The Second Affiliated Hospital of Guangdong Medical Univer⁃
sity，Zhanjiang，China，524100）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expression and diagnostic value of D⁃dimer（D⁃D），carbohy⁃
drate antigen（CA）125，and programmed death ligand 1（PD⁃L1）in patients with ovarian cancer. Methods A
total of 103 patients who received ovarian tumor treatment in our hospital from October 2019 to November 2020
were selected as the research objects. According to their pathological diagnosis，they were divided into the ovari⁃
an cancer group（n=40）and the benign tumor group（n=63）. In the same period，50 women with healthy physi⁃
cal examination in our hospital were selected as the control group. Compare the expression of DD，CA125，PD⁃
L1 in the three groups and the ovarian cancer group with different clinicopathological characteristics，analyze the
correlation between DD，CA125，PD⁃L1 expression and the correlation with clinicopathological characteristics，
and evaluate DD，CA125，PD⁃L1 expression in the diagnosis of ovarian cancer. Results Comparison of the
positive rates of DD，CA125，PD⁃L1，ovarian cancer group >benign tumor group >control group，the difference
was statistically significant（P<0.05）. The positive rates of DD，CA125，PD⁃L1 were related to the tumor diame⁃
ter and FIGO of patients with ovarian cancer staging，tumor involvement，lymph node metastasis，muscle inva⁃
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sion，and malignant ascites were all positively correlated（P<0.05）. DD was positively correlated with CA125
and PD⁃L1 positive rates，and CA125 and PD⁃L1 positive rates were positively correlated（P<0.05）. The area un⁃
der the curve（AUC）of DD，CA125，and PD⁃L1 in the combined diagnosis of ovarian cancer is the largest，
which is 0.937. Conclusion The increased expression of D⁃D，CA125，and PD⁃L1 is positively correlated with
the clinicopathological characteristics of patients with ovarian cancer. The joint detection of the above indicators
can provide a basis for clinical diagnosis of ovarian cancer and assessment of disease progression.

［KEY WORDS］ D⁃dimer；carbohydrate antigen 125；Programmed death ligand 1；Ovarian cancer；
Clinicopathological features

卵巢癌发病率仅次于宫颈癌、子宫内膜癌，但

由于卵巢体积小、解剖结构较为复杂，导致 60%~
70%左右患者确诊时已处于晚期或发生腹部转移，

病死率较高［1］。因此，早期诊断是提高卵巢癌患者

生活质量、延长生存周期的关键环节。糖类抗原

（carbohydrate antigen，CA）125 是目前临床诊断卵

巢癌应用最多的肿瘤标志物，但其特异度较低。

近期研究表明［2］，恶性肿瘤可引起凝血前状态，参

与肿瘤细胞增殖、浸润、转移及新生血管形成过

程。D⁃二聚体（D⁃dimer，D⁃D）作为交联纤维蛋白

特异降解产物，其表达上升可激活机体凝血与纤

溶系统，有学者指出［3］，受肿瘤组织与血管恶性增

长影响，卵巢恶性肿瘤患者体内血管内皮细胞损

伤加重，促凝与纤溶系统紊乱，导致患者D⁃D水平

显著增加，肿瘤浸润程度加剧。同时，相关研究还

指出［4］，肿瘤免疫逃逸是肿瘤发生、发展过程中的

关键机制之一，而程序性死亡配体 1（Programmed
death ligand 1，PD⁃L1）可促使肿瘤细胞逃避免疫监

视。本研究尝试分析 D⁃D、CA125、PD⁃L1 表达在

诊断卵巢癌的应用价值及与病情进展的关系，旨

在为临床诊治提供科学指导。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取 2019 年 10 月至 2020 年 11 月本院接受

卵巢肿物治疗的患者 103 例为研究对象，根据其

病理学确诊分成卵巢癌组（n=40）、良性肿瘤组

（n=63），另选取同期本院健康体检女性 50 例为

对照组。其中卵巢癌组：年龄平均（55.64±3.86）
岁；良性肿瘤组：年龄平均（54.74±4.12）岁；对照

组：年龄平均（53.85±5.01）岁。三组年龄、组织学

类型比较，差异无统计学意义（P>0.05）。本院伦

理委员会经审核评议同意本研究，研究对象均知

情同意。

纳入标准：①卵巢癌组、良性肿瘤组均经组织

病理学检查证实，且均为首次发作；②对照组均为

妇科体检者，均无冠心病、糖尿病、高血压等基础

疾病史；肝、肾功能正常；乙型肝炎病毒、丙型肝炎

病毒、人类免疫缺陷病毒、梅毒等血液检测均为阴

性；无卵巢癌家族病史者。排除标准：①近期有放

化疗、激素治疗史者；②预计生存期<6 个月者；

③合并重度肝脏、肾脏功能不全、恶性肿瘤等对生

命有严重威胁的疾病者；④伴有高血压、糖尿病、冠

心病等慢性病者；⑤近期存在严重感染、系统性

炎性或自身免疫性疾病、风湿性疾病者；⑥合并血

液系统、甲状腺疾病等严重原发性疾病者；⑦失

聪、言语功能障碍、昏迷或精神行为异常者。

1.2 方法

术前未接受任何治疗情况下清晨空腹取外周

静脉血 5 mL，常规离心处理［1 000 rpm 离心 10
min（离心半径 8 cm）］，取上清液，-80℃低温保存

待检，采用酶联免疫吸附法测定血清D⁃D水平，严

格按照德国 SIEMENS 公司提供的试剂盒说明书

操作；采用电化学发光法测定血清 CA125水平，严

格按照瑞士罗氏诊断用品有限公司提供的试剂盒

说明书操作。

术前未接受任何治疗情况下取正常卵巢组

织、卵巢癌组织和卵巢良性肿瘤组织，采用免疫组

化 SP法染色检测组织中 PD⁃L1表达水平，严格按

照瑞士罗氏诊断用品有限公司提供的试剂盒说明

书操作。结果判定［5］：由经验丰富的病理科医师判

读，细胞膜及内膜系统呈棕黄色染色为 PD⁃L1 阳

性细胞。PD⁃L1 表达按照染色强度与阳性细胞所

占比例评估 PD⁃L1表达：①染色强度分为 0分（无

着色）、1 分（淡黄色）、2 分（棕黄色）、3 分（棕褐

色）；②阳性细胞所占比例分为 0 分（≤5%）、1 分

（5%+~25%）、2分（25%+~75%）、3分（>75%）。总评

分为染色强度与阳性细胞所占比例评分之和，其
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中 0~2 分提示阴性标本，3~6 分提示为阳性标本，

计算阳性表达率。

1.3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 22.0 处理数据，计量资

料以（x ± s）描述，多组间比较采用单因素方差分

析，两组间比较采用独立样本 t 检验；计数资料用

n（%）表示、c2 检验；采用 Spearman 相关系数模型

分析D⁃D、CA125、PD⁃L1表达之间相关性及与临床

病理特征的相关性；绘制受试者工作特征曲线

（ROC）得到曲线下面积（AUC），检验D⁃D、CA125、
PD⁃L1单一及联合诊断卵巢癌价值，P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 3组D⁃D、CA125、PD⁃L1阳性率表达

3 组 D⁃D、CA125、PD⁃L1 阳性率比较，差异有

统计学意义（P<0.05）。见表 1、图 1。

2.2 不同临床病理特征卵巢癌患者D⁃D、CA125、
PD⁃L1表达

不同年龄、组织学类型D⁃D、CA125、PD⁃L1阳性

率比较，差异无统计学意义（P>0.05）；肿瘤直径≥8
cm、FIGO分期Ⅲ+Ⅳ期、肿瘤累及双侧、淋巴结转移、

肌层浸润、脉管侵犯、恶性腹水患者 D⁃D、CA125、
PD⁃L1阳性率高于肿瘤直径 <8 cm、FIGO分期Ⅰ+Ⅱ
期、肿瘤累及单侧、无淋巴结转移、无肌层浸润、无脉

管侵犯、无恶性腹水患者（P<0.05）。见表2。
2.3 D⁃D、CA125、PD⁃L1 表达与临床病理特征的

相关性

Spearman 相关性分析，D⁃D、CA125、PD⁃L1 阳

性率与卵巢癌患者肿瘤直径、FIGO 分期、肿瘤累

及侧别、淋巴结转移、肌层浸润、恶性腹水均呈正

相关性（P<0.05），见表 3。
2.4 D⁃D、CA125、PD⁃L1表达诊断卵巢癌价值

ROC曲线结果显示，D⁃D、CA125、PD⁃L1表达

联合诊断卵巢癌的 AUC（0.937）优于上述指标单

一诊断及两两联合诊断。见表 4、图 2。

临床病理特征

年龄（岁）

肿瘤直径（cm）

组织学类型

FIGO分期

肿瘤累及侧别

淋巴结转移

肌层浸润

脉管侵犯

恶性腹水

≤55
>55
<8
≥8
浆液性癌

非浆液性癌

Ⅰ+Ⅱ期

Ⅲ+Ⅳ期

单侧

双侧

有

无

是

否

是

否

有

无

n
18
22
19
21
26
14
13
27
26
14
23
17
29
11
25
15
19
21

D⁃D（mg/L）
2.33±1.24
2.78±1.58
2.04±0.92
3.07±1.15
2.62±0.83
2.51±1.02
2.04±0.76
2.84±1.09
2.33±0.83
3.04±1.19
2.79±0.76
2.30±0.52
2.96±1.04
1.58±0.69
2.87±0.63
2.10±0.47
3.01±1.54
2.19±0.72

t/P值

0.985/0.331

3.101/0.004

0.369/0.714

2.375/0.023

2.212/0.033

2.288/0.28

4.05/<0.001

4.091/<0.001

2.192/0.035

CA125（U/mL）
187.39±46.75
189.63±52.07
142.49±37.83
239.61±51.45
192.61±33.14
181.21±42.57
135.76±44.39
214.07±53.06
151.09±35.22
258.32±49.75
225.49±40.47
138.74±25.61
213.00±38.76
124.35±23.59
239.54±42.47
103.75±23.52
240.83±45.81
141.38±32.65

t/P值

0.141/0.888

6.740/<0.001

0.937/0.354

4.595/<0.001

7.933/<0.001

7.751/<0.001

7.071/<0.001

11.345/<0.001

7.965/<0.001

PD⁃L1阳性

10（55.56）
15（68.18）
6（31.58）
19（90.48）
17（65.38）
8（57.14）
4（30.77）
21（77.78）
12（46.15）
13（92.86）
18（78.26）
7（41.18）
22（75.86）
3（27.27）
19（76.00）
6（40.00）
15（78.95）
10（47.62）

c2/P值

0.6738/0.412

14.764/<0.001

0.264/0.608

6.389/0.012

8.469/0.004

5.736/0.017

6.094/0.014

5.184/0.023

4.177/0.041

表 2 不同临床病理特征卵巢癌患者D⁃D、CA125、PD⁃L1表达

Table 2 Expression of D⁃D，CA125 and PD⁃L1 in ovarian cancer patients with different clinicopathological features

组别

卵巢癌组

良性肿瘤组

对照组

t/c2值

P值

例数

40
63
50

D⁃D
（mg/L）

2.58±0.74
1.27±0.60
0.30±0.15
193.601
<0.001

CA125
（U/mL）

188.62±60.38
93.45±43.64
14.72±5.38
192.633
<0.001

PD⁃L1

阳性率

25（62.50）
12（19.05）
3（6.00）
39.532
<0.001

表 1 3组D⁃D、CA125、PD⁃L1表达比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 expression comparison of D⁃D，CA125 and PD⁃L1
in 3 groups［n（%），（x ± s）］

图 1 PD⁃L1在卵巢癌组织中的阳性表达（SP，×200）
Figure 1 Positive expression of PD⁃L1 in ovarian cancer

（SP，×200）
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3 讨论

CA125 是肿瘤糖蛋白因子，在卵巢癌中的诊

断价值已得到临床认可［6］。本研究数据表明，卵巢

癌患者 CA125 表达显著升高，与伍丽等［7］观点一

致，可能与卵巢癌患者肿瘤细胞异常增殖存在一

定相关性。但受炎症、经期等因素影响，CA125在

良性肿瘤、盆腔炎等疾病也会出现升高现象，故单

独检测可能出现假阳性［8］。因此，寻找一种新的肿

瘤标志物联合 CA125提高卵巢癌诊断价值是目前

临床研究重点和热点之一。

分子学研究显示［9⁃10］，恶性肿瘤患者普遍存在

凝血功能障碍与纤溶功能亢进。而D⁃D作为特异

性纤溶过程标记物，可有效反映机体高凝状态。

窦荣汉等［11］通过 268例卵巢肿瘤患者发现，D⁃D在

卵巢癌患者中过度升高，支持本研究观点，这可能

指标

肿瘤直径

FIGO分期

肿瘤累及侧别

淋巴结转移

肌层浸润

恶性腹水

D⁃D
r值
0.427
0.654
0.539
0.612
0.603
0.568

P值

0.012
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

CA125
r值
0.469
0.675
0.564
0.635
0.618
0.592

P值

0.004
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

PD⁃L1阳性

r值
0.435
0.621
0.557
0.586
0.594
0.532

P值

0.016
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 D⁃D、CA125、PD⁃L1表达与临床病理特征的相关性

Table 3 Correlation between expression of D⁃D，CA125，
PD⁃L1 and clinicopathological features

100
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20

灵
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度

100
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灵
敏

度

CA125
D⁃D
PD⁃L1
联合诊断

0 20 40 60 80 100
100⁃特异度

0 20 40 60 80 100
100⁃特异度

CA125+PD⁃L1
D⁃D+CA125
D⁃D+PD⁃L1

图 2 诊断ROC曲线

Figure 2 diagnostic ROC curve

指标

D⁃D
CA125
PD⁃L1

D⁃D+CA125
CA125+PD⁃L1
D⁃D+PD⁃L1

三者联合诊断

AUC
0.837
0.835
0.717
0.935
0.879
0.907
0.937

95%CI
0.786~0.926
0.749~0.901
0.620~0.802
0.869~0.974
0.800~0.935
0.833~0.955
0.871~0.975

Z值

9.353
8.549
4.714
18.370
9.337
13.166
15.958

cut⁃off值
>1.94 mg/L

>145.44 U/mL
阳性

灵敏度（%）

77.50
80.00
62.50
85.00
82.50
80.00
87.50

特异度（%）

85.71
74.60
80.95
88.89
87.30
90.48
92.06

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 D⁃D、CA125、PD⁃L1表达诊断卵巢癌的ROC曲线

Table 4 ROC curve of D⁃D，CA125，PD⁃L1 expression in diagnosis of ovarian cancer

归因于卵巢癌患者肿瘤组织血管异常增殖一定程

度可加重血管内皮损伤，分泌大量纤维蛋白裂解

因子与凝血因子前体等促凝物质，裂解纤维蛋白

原，进而导致机体凝血与纤溶系统紊乱，从而上调

D⁃D水平表达。故推测D⁃D有望成为诊断卵巢癌

的血清标志物。另有文献指出［12］，细胞外基质纤

维蛋白沉积与重塑是肿瘤细胞侵袭与转移的病理

基础。本研究结果提示D⁃D表达异常增加可能参

与卵巢癌发生、发展过程。

PD⁃L1 是 PD⁃1 配体之一，二者结合可激活免

疫抑制分子信号通路，降低 T 细胞功能，从而帮

助肿瘤细胞逃脱机体免疫系统识别与攻击［13⁃14］。

本研究通过免疫组织 SP法检测可知，卵巢癌患者

PD⁃L1阳性率显著高于卵巢良性肿瘤患者、健康体

检者，并随 FIGO分期增加、肿瘤累及双侧、淋巴结

转移、肌层浸润、恶性腹水呈升高趋势，结合龙琼

先等［15］研究考虑 PD⁃L1在卵巢癌组织中的表达调

控机制可能在于，一方面肿瘤癌基因通过激活磷

脂酰肌醇 3⁃激酶⁃AKT、表皮生长因子受体等信号

通路传导，可促使肿瘤细胞表达 PD⁃L1；另一方面

肿瘤免疫微环境中 T细胞驱动一定程度可诱导抗

肿瘤免疫效应释放炎症信号，进而上调 PD⁃L1 表

达。推测阻断 PD⁃L1有望成为卵巢癌免疫治疗的

新靶点。而 PD⁃L1在健康体检者中表达可能与机

体免受过度炎症反应及自身免疫耐受建立等因

素有关。另外，本研究经 Spearman 相关性还发

现，D⁃D、CA125、PD⁃L1 表达之间存在一定相关

性，推测三者可能在卵巢癌发生、发展中起着协同

作用。由此可见，共同检测D⁃D、CA125、PD⁃L1表

达可作为临床卵巢癌早期诊断的一种有效辅助手

段，指导临床判断病情进展，开展个性化精准

治疗。

综上可知，D⁃D、CA125、PD⁃L1 表达升高与卵

巢癌患者临床病理特征存在正相关关系，共同检

测上述指标可为临床诊断卵巢癌和评估病情进展

提供依据。 （下转第 761页）
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miR⁃200b靶向MAP2对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神
经细胞损伤的影响

王宏宇 1★ 董俊兴 2 陈阵仁 1 任皓楠 1

［摘 要］ 目的 研究 miR⁃200b 对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神经细胞损伤的影响及潜在机制。

方法 将大鼠皮质神经细胞分为正常对照组（不做处理），缺氧缺糖模型组（含 0.5 mmol/L连二亚硫酸钠

的无糖 Earle􀆳s液培养 48 h），anti⁃miR⁃NC 组、anti⁃miR⁃200b组、miR⁃NC组和miR⁃200b组，qRT⁃PCR检测

细胞中miR⁃200b、calpain1 mRNA和MAP2 mRNA的含量，Western blot测定MAP2、calpain1、凋亡相关蛋

白 pro⁃caspase3和 cl⁃caspase3的水平，CCK8法和流式细胞术分别检测细胞存活率和凋亡率，双荧光素酶

报告系统验证miR⁃200b与MAP2的靶向关系。结果 与对照组相比，缺氧缺糖模型组大鼠皮质神经元

细胞中 miR⁃200b 和 calpain1 mRNA 水平均升高（P<0.05），MAP2 mRNA 水平降低（P<0.05），细胞存活率

降低（P<0.05），细胞凋亡率显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）；在缺氧缺糖模型组大鼠皮质神经元

细胞中抑制 miR⁃200b 可提高细胞存活率（P<0.05），降低细胞凋亡率（P<0.05），提高 pro⁃caspase3、MAP2
mRNA和蛋白含量（P<0.05），降低 cl⁃caspase3、calpain1 mRNA和蛋白含量（P<0.05），过表达miR⁃200b则

结果相反；双荧光素酶报告实验结果表明，MAP2是miR⁃200b的靶点。结论 miR⁃200b可能靶向MAP2
调控缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神经细胞损伤和凋亡。

［关键词］ 大鼠皮质神经细胞；miR⁃200b，缺氧缺糖；MAP2；存活率；凋亡率

Effects of miR⁃200b targeting MAP2 on the damage of rat cortical nerve cells induced by
hypoxia and hypoglycemia
WANG Hongyu1★，DONG Junxing2，CHEN Zhenren1，REN Haonan1

（1. Department of Emergency，Zhengzhou Seventh People􀆳s Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450000；
2. Department of Neurology，Seventh People 􀆳 s Hospital of Zhengzhou City，Zhengzhou，Henan，China，
450000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of mir⁃200b on the injury of rat cortical neurons in⁃
duced by hypoxia and glucose deficiency and its potential mechanism. Methods The cortical neurons of rats
were divided into the normal control group（without treatment），hypoxia and glucose deficiency model group
（cells were cultured in sugar⁃free Earle􀆳s solution containing 0.5 mmol/L sodium dithionite for 48 h），anti⁃miR⁃NC
group，anti⁃miR⁃200b group，miR⁃NC group and miR⁃200b group. qRT⁃PCR was used to detect the levels of
miR⁃200b，calpain1 mRNA and MAP2 mRNA in the rat cortical neurons. Western blot was applied to measure
the levels of MAP2，calpain1，pro⁃caspase3 and cl⁃caspase3. CCK8 assay and flow cytometry were performed
to detect the cell survival rate and apoptosis rate respectively. Dual⁃ luciferase reporting system was used to ver⁃
ify the targeting relationship between miR⁃200b and MAP2. Results Compared with the control group，the
levels of miR⁃200b and calpain1 mRNA in cortical neuron cells of rats in the hypoxia⁃glucose deprivation mod⁃
el group were increased，the level of MAP2 mRNA was decreased，cell survival rate was decreased，and cell
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apoptosis rate was increased，with statistical significance（P<0.05）. Inhibiting miR⁃200b in rat cortical neuron
cells of the hypoxia⁃glucose deprivation model group improved cell survival rate，reduced cell apoptosis rate，
increased the levels of pro⁃caspase3，MAP2 mRNA and protein，and reduced the levels of cl⁃caspase3，cal⁃
pain1 mRNA and protein. Over⁃expression of miR⁃200b had the opposite result. The results of dual⁃luciferase
reporting system indicated that MAP2 is the target of miR⁃200b. Conclusion Mir⁃200b targets MAP2 to regu⁃
late the injury and apoptosis of rat cortical neurons induced by hypoxia and glucose deficiency.

［KEY WORDS］ Cortical nerve cells of rats；MiR⁃200b，hypoxia and glucose deficiency；MAP2；Sur⁃
vival rate；Apoptosis rate

研究表明，miRNA 在神经损伤后出现异常表

达，可能通过靶向不同的 mRNA 与脑损伤后产生

的炎症、细胞存活和再生有关，也可能是神经损伤

的潜在标志物［1⁃2］。miR⁃200b⁃3p 在缺氧缺血处理

后早期大鼠脑内表达上调，抑制miR⁃200b⁃3p减轻

新生大鼠缺氧缺血性脑损伤［3］。钙蛋白酶 1（cal⁃
pain1）在神经系统疾病、肿瘤细胞存活、凋亡和侵

袭等过程中均发挥重要作用［4］，微管相关蛋白 2
（MAP2）是其底物，大鼠皮质神经细胞缺氧缺糖损

伤后 24 h 内，calpain1 含量升高，MAP2 含量降

低［5］。本研究通过生物信息学预测发现，miR⁃200b
与 MAP2 序列中存在可结合位点，MAP2 可能是

miR⁃200b的靶基因。因此，本研究假设，在体外建立

的大鼠皮质神经细胞的缺氧缺糖模型中，miR⁃200b
可通过靶向MAP2影响大鼠皮质神经细胞缺氧缺

糖诱导的损伤，并对其进行验证，以期为神经细胞

缺氧损伤提供新的研究方向。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物

新生 24 h 内，质量约为（5.5±0.5）g 的 SD 大鼠

（批号：061012），雌雄兼用。

1.1.2 试剂

胎牛血清（FBS）、马血清和 DEME/F12K 培养

基、B27无血清添加剂购自美国Gibco公司；连二亚

硫酸钠、胰蛋白酶、阿糖胞苷购自 Sigma⁃Aldrich公

司；双荧光素酶报告系统（Dual⁃Luciferase Reporter
Assay System）购自美国 Promega 公司；Total RNA
提取试剂盒、Real⁃time PCR 试剂盒、反转录试剂盒

（RT⁃PCR）和Lipofectamine 2000转染试剂盒购自宝

生物工程（大连）有限公司；引物、miR⁃200b mimics
（miR⁃200b）、抑制剂（anti⁃miR⁃200b）、对照物（miR⁃
NC、anti⁃miR⁃NC）及MAP2野生型（WT⁃MAP2）和

突变型（MUT⁃MAP2）报告载体购自上海吉玛制药

有限公司；MAP2 抗体、calpain1 抗体、pro⁃caspase3
抗体、cl ⁃ caspase3 抗体和 GAPDH 抗体购自美国

Santa公司；CCK8试剂盒、细胞凋亡检测试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司；流式细胞仪购自

BD公司，Real⁃time PCR仪购自美国Bio⁃Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 大鼠皮质神经细胞的分离培养［5］

根据文献［5］的方法，取大鼠大脑皮质组织，剪

碎后用 0.25%的胰蛋白酶消化，离心沉淀细胞，然

后用含 15%马血清及 1% B27的 DEME/F12K培养

基悬浮细胞，培养液中添加 100 U/mL 青霉素⁃100
μg/mL 链霉素，置于 37℃ 5% CO2培养箱中培养，

48 h 后加入终浓度为 10 μmol/L 阿糖胞苷抑制胶

质细胞生长，待神经细胞生长至 7天时，用特异性

烯醇化酶（NSE）免疫细胞化学染色进行鉴定，显

微镜下观察，当大部分细胞被染为棕黄色时表明

分离成功，此时状态的细胞用于后续实验。

1.2.2 细胞缺氧模型构建［6］

取培养 7 d 的神经细胞，吸去原来的培养基，

用无糖 Earle 􀆳 s 液清洗 2 遍，然后换成换含 0.5
mmol/L 连二亚硫酸钠的无糖 Earle􀆳s 液继续培养

48 h，即为缺氧模型组；其中常规培养 48 h的细胞

作为对照组。

1.2.3 细胞转染和Real⁃time PCR检测RNA的表达

取 对 数 生 长 期 模 型 组 细 胞 ，根 据 Lipo⁃
fectamine 2000 转染试剂盒说明书进行操作，将各

组载体（anti⁃miR⁃NC、anti⁃miR⁃200b、miR⁃NC、miR⁃
200b）转染入缺氧模型组大鼠皮质神经细胞中，分

别作为 miR⁃NC 组、miR⁃200b 组、anti⁃miR⁃NC 组、

anti⁃miR⁃200b组。

转染 48 h 后，收集细胞，提取细胞总 RNA，反

转录合成 cDNA，以 cDNA 为模板按照 Real⁃time
PCR 试剂盒的说明书进行反应，合成 miR⁃200b、
calpain1 mRNA 和 MAP2 mRNA。用 2⁃ ΔΔCt 方法进

行含量数据分析。
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1.2.4 细胞凋亡率及细胞存活率测定

收集各组大鼠皮质神经细胞，接种培养细

胞，PBS 缓冲液洗涤 2 次，按照凋亡试剂盒及

CCK8 的试剂盒说明书操作，检测并计算细胞凋

亡率及存活率。

1.2.5 双荧光素酶报告系统实验

使用 PCR 扩增包含 miR ⁃ 200b 结合位点的

MAP2 序列片段，并克隆至荧光素酶表达载体中，

获得 MAP2 野生型载体（WT⁃MAP2），将 MAP2 序

列 ACAGUAUUA 突 变 为 AACCAGAAC，获 得

MAP2突变型载体（MUT⁃MAP2），将WT⁃MAP2和

MUT⁃MAP2 双荧光素酶报告载体分别与 miR⁃NC
或 miR⁃200b 用 Lipofectamine 2000 脂质体共转染

至培养好的大鼠皮质神经细胞。根据说明书，检

测细胞相对萤火虫荧光素酶活性。

1.2.6 Western blot检测MAP2和凋亡相关蛋白

收集各组大鼠皮质神经细胞，破碎细胞，收集

蛋白进行 SDS⁃PAGE，然后转 PVDF 膜，5%脱脂奶

粉室温封闭 2 h，加入一抗（MAP2 抗体 1∶1 000，
calpain1 抗体 1∶1 000，pro⁃caspase3 抗体 1∶1 000，
cl⁃caspase3抗体 1∶2 000和GAPDH抗体 1∶3 000），

4℃过夜孵育，TBST 洗膜 3 次，加入稀释的酶标

二抗室温孵育 2 h，以 GAPDH 为内参照，分析蛋

白水平。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 19.0软件进行数据分析，计数资料以

（x±s）表示；两组间比较用 t检验，多组间的比较采用

单因素方差分析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 缺氧缺糖损伤模型的建立及 miR⁃200b、cal⁃
pain1和MAP2的表达

与对照组相比，缺氧缺糖模型组大鼠皮质神

经元细胞中miR⁃200b和 calpain1 mRNA水平均升

高（P<0.05），MAP2 mRNA 水平降低（P<0.05），细

胞存活率降低（P<0.05），细胞凋亡率显著升高，差

异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 抑制 miR⁃200b 对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质

神经细胞的影响

转染 anti⁃miR⁃200b抑制miR⁃200b，结果发现，

与 anti⁃miR⁃NC 组相比，anti⁃miR⁃200b组大鼠皮质

神经元细胞中 miR⁃200b 含量降低，差异有统计学

意义（P<0.05），细胞存活率升高，凋亡率降低，pro⁃
caspase3含量升高，cl⁃caspase3蛋白含量降低，差异

有统计学意义（P<0.05）。见图 1、表 2。

2.3 过表达 miR⁃200b 对缺氧缺糖诱导的大鼠皮

质神经细胞的影响

与 miR ⁃NC 组 相 比 ，miR ⁃200b 组 细 胞 中

miR⁃200b 含量、细胞凋亡率和 cl⁃caspase3 含量升

高，细胞存活率和 pro⁃caspase3 蛋白含量降低，差

异有统计学意义（P<0.05）。见图 2、表 3。

表 1 缺氧缺糖对大鼠皮质神经元细胞及miR⁃200b、
calpain1和MAP2表达的影响（x ± s，n=9）

Table 1 Effects of hypoxia and glucose deficiency on the
expression of miR⁃200b，calpain 1 and MAP2 in rat cortical

neurons（x ± s，n=9）

组别

对照组

模型组

t值
P值

miR⁃200b

1.00±0.05
3.19±0.08
69.642
0.000

calpain1
mRNA

1.00±0.06
2.25±0.07
40.674
0.000

MAP2
mRNA

1.00±0.06
0.41±0.04
24.545
0.000

存活率
（%）

100.00±7.94
45.84±5.14

17.178
0.000

凋亡率
（%）

8.12±1.01
25.19±1.96

23.225
0.000

组别

anti⁃miR⁃NC
anti⁃miR⁃200b

t值
P值

miR⁃200b
1.01±0.06
0.25±0.03
33.988
0.000

存活率（%）

45.78±5.12
84.91±6.38

14.350
0.000

凋亡率（%）

25.12±1.89
15.91±1.42

11.688
0.000

pro⁃caspase3
0.20±0.02
0.54±0.04
22.808
0.000

cl⁃caspase3
0.63±0.06
0.29±0.03
15.205
0.000

表 2 抑制miR⁃200b对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神经细胞的影响（x ± s）

Table 2 Effect of miR⁃200b inhibition on rat cortical neurons induced by hypoxia and glucose deficiency（x ± s）

PI PI
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101

100
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103

102

101

100

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

Annexin V⁃FITC Annexin V⁃FITC

pro⁃caspase3 35 kDa

17 kDa

40 kDa

cl⁃caspase3

GAPDH

anti⁃miR⁃NC anti⁃miR⁃200b
ant

i⁃m
iR⁃

200
b

ant
i⁃m

iR⁃
NCAA BB

A：抑制miR⁃200b对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神经细胞凋亡的影

响；B：caspase3蛋白的表达

图 1 抑制miR⁃200b对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神经细

胞凋亡及 caspase3蛋白表达的影响

Figure 1 Effects of miR⁃200b inhibition on apoptosis and
expression of caspase3 proteins in rat cortical neurons induced

by hypoxia and glucose deprivation
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2.4 抑制、过表达miR⁃200b对缺氧缺糖诱导的大

鼠皮质神经细胞中 calpain1和MAP2表达的影响

与 anti⁃miR⁃NC组相比，anti⁃miR⁃200b组细胞

中，calpain1 mRNA 和蛋白含量均降低，MAP2
mRNA和蛋白含量均升高，差异有统计学意义（P<
0.05）；与miR⁃NC 组相比，miR⁃200b组细胞中 cal⁃
pain1 mRNA和蛋白含量均升高，MAP2 mRNA和蛋

白含量均降低，差异有统计学意义（P<0.05）。见表4。

2.5 miR⁃200b靶向MAP2
MAP2的 3’UTR序列中含有与miR⁃200b互补

的序列，见图 3。双荧光素酶报告系统结果如表 5
所示，过表达miR⁃200b组野生型WT⁃MAP2的萤火

虫荧光素酶相对活性显著下降，差异有统计学意义

（P<0.05）；而突变型 MUT⁃MAP2 的荧光素酶相对

活性比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 5。

3 讨论

miRNA 在多种缺氧相关疾病中表达出现异

常，参与疾病细胞的炎症、细胞存活、分化和凋亡

等过程［7］。神经元的凋亡时脑缺氧缺血的主要标

志，报道表明，miR⁃200b与缺氧诱导的损伤密切相

关，miR⁃200b 与 miR⁃200 家族的 miR⁃429 及 miR⁃
200a在化学缺氧诱导剂氯化钴处理分化的嗜铬细

胞瘤（PC12）细胞 12h 后含量显著降低，miR⁃200b
过表达抑制了 Notch1 信号通路，并抑制了氯化钴

诱导的 PC12 细胞凋亡［8］。研究表明，在高压氧联

合神经脂苷钠治疗仔鼠脑缺氧缺血损伤中，miR⁃
200b 抑制剂对疗效具有协同作用，miR⁃200b 激动

剂对疗效具有抑制作用［9］。miR⁃200b⁃3p在缺氧缺

血处理后早期大鼠脑内表达上调，抑制miR⁃200b⁃3p
可靶向 Slit2 减轻新生大鼠缺氧缺血性脑损伤［3］。

本研究结果说明miR⁃200b可减轻缺氧缺糖诱导的

神经细胞损伤。但其作用机制尚不清楚。

本研究通过 TargetScan 预测发现，MAP2 与

miR⁃200b 可能存在靶向关系，miR⁃200b 可能通过

靶向MAP2参与调控缺氧缺糖诱导的神经细胞损

伤。MAP2又称微管相关蛋白蛋白 2（microtubule⁃
associated protein 2），主要存在于神经元中，在构成

细胞骨架、神经元塑形等功能中发挥作用，其缺失

导致神经功能障碍［10］，也是神经元损伤的评价指

标之一［11］。研究表明，MAP⁃2 在大鼠神经细胞缺

氧缺糖（OGD）损伤后 1 h表达降低，伤后 12 h达低

谷，24 h 表达升高［12］。MAP⁃2 是钙蛋白酶⁃1（cal⁃
pain1）的特异性底物，calpain1 参与突触可塑性和

神经元变性，通常具有神经保护作用［13］。在大鼠

海绵神经元缺氧模型中，缺氧 3 h后，MAP2因水解
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100

100 101 102 103 104 100 101 102 103 104

Annexin V⁃FITC Annexin V⁃FITC

pro⁃caspase3 35 kDa

17 kDa

40 kDa

miR⁃NC miR⁃200b miR
⁃NCAA BB

miR
⁃20

0b

cl⁃caspase3

GAPDH

104

103

102

101

100

注：A为过表达miR⁃200b对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神经细胞凋

亡的影响；B为 caspase3蛋白表达。

图 2 过表达miR⁃200b对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神经

细胞凋亡的影响

Figure 2 Effects of miR⁃200b over⁃expression on apoptosis
and expression of caspase3 proteins in rat cortical neurons

induced by hypoxia and glucose deprivation

表 3 过表达miR⁃200b对缺氧缺糖诱导的大鼠皮质神经

细胞的影响（x ± s，n=9）
Table 3 Effect of over⁃expression of miR⁃200b on the

hypoxic injury of rat cortical neurons（x ± s，n=9）

组别

miR⁃NC
miR⁃200b

t值
P值

miR⁃200b

1.00±0.05
3.55±0.09
74.303
0.000

存活率
（%）

45.81±5.11
30.17±4.19

7.100
0.000

凋亡率
（%）

25.16±1.88
34.10±2.02

9.719
0.000

pro⁃caspase3

0.21±0.02
0.07±0.01
18.783
0.000

cl⁃caspase3

0.62±0.06
0.98±0.08
10.800
0.000

组别

anti⁃miR⁃NC
anti⁃miR⁃200b

miR⁃NC
miR⁃200b

F值

P值

calpain1 mRNA
2.26±0.19
0.99±0.15
2.30±0.20
3.18±0.23
193.020
0.000

MAP2 mRNA
0.40±0.04
0.79±0.05
0.41±0.04
0.14±0.02
422.754
0.000

calpain1
0.59±0.05
0.20±0.03
0.60±0.05
0.99±0.07
346.778
0.000

MAP2
0.26±0.03
0.52±0.05
0.27±0.03
0.15±0.02
187.404
0.000

表 4 calpain1和MAP2的表达

Table 4 Expression of calpain1 and MAP2

图 3 MAP2的 3’UTR中含有与miR⁃200b互补核苷酸序列

Figrue 3 The sequence of MAP2 3’UTR contains
complementary nucleotide sequences with miR⁃200b

组别

miR⁃NC
miR⁃200b

t值
P值

WT⁃MAP2
1.00±0.05
0.20±0.03
41.160
0.000

MUT⁃MAP2
1.01±0.05
0.98±0.05

1.273
0.221

表 5 双荧光素酶报告实验（x ± s，n=9）
Table 5 Dual luciferase reporter assay（x ± s，n=9）
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含量降低，calpain1 水平增加，细胞骨架发生破

坏［14］。MAP2 和 calpain1 在神经细胞缺氧损伤中

均发生变化。本研究结果说明 miR⁃200b 负调控

MAP2 的表达。本研究通过双荧光素酶报告系统

发现，miR⁃200b 可靶向结合 MAP2。综合结果表

明，miR⁃200b靶向负调控MAP2的表达。

综上，在大鼠皮质神经细胞缺氧缺糖模型中，

miR⁃200b靶向MAP2调控大鼠皮质神经细胞存活

和凋亡。miR⁃200b和MAP2可能是脑缺氧损伤的

分子靶点。
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急性冠脉综合征患者血浆miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d
水平变化及诊断价值

郝春霞 1★ 张小光 1 李伟 2 张颖 2

［摘 要］ 目的 探讨急性冠脉综合征（ACS）患者血浆miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d水平变化及诊

断价值。 方法 选取 2017年 1月至 2020年 1月本院收治 102例急性冠脉综合征患者的临床资料为观察

组同期选取 40例健康体检人员作为对照组，比较两组血浆miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d表达量，以及分析

其 ROC曲线的 AUC值，并将观察组分为 A组（非 ST段抬高型肌梗死）和 B组（不稳定型心绞痛），各 51
例，对比不同疾病类型的miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d表达量，分析miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d与急性冠

脉综合征严重程度的相关性。 结果 观察组的miR⁃122、miR⁃30d高于对照组，而miR⁃29b低于对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）。ROC曲线分析显示，miR⁃122、miR⁃30d、miR⁃29b、三项联合的AUC分别为

0.959、0.966、0.936、0.999（P<0.05）。A组血浆miR⁃122、miR⁃30d高于 B组，而miR⁃29b低于 B组，差异有

统计学意义（P<0.05）。Spearman相关性显示，miR⁃122、miR⁃30d与急性冠脉综合征患者的病情严重程度

呈负相关（r=-0.937、-0.857，P<0.05），miR⁃29b与急性冠脉综合征患者病情严重程度呈正相关（r=0.854，
P<0.05）。结论 miR⁃122、miR⁃30d在急性冠脉综合征患者血浆中呈高表达，而miR⁃29b呈低表达，会随

着病情严重程度而上升或下降，能为临床诊断提供重要信息。

［关键词］ 急性冠脉综合征；血浆miR⁃122；miR⁃29b；miR⁃30d

Changes of plasma miR⁃122，miR⁃29b，miR⁃30d levels in patients with acute coronary
syndrome and their diagnostic value
HAO Chunxia1★，ZHANG Xiaoguang1，LI Wei 2，ZHANG Ying 2

（1. Department of Emergency，Fengtai Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine，
Beijing，China，100072；2. Department of Cardiology，Fengtai Hospital of Integrated Traditional Chinese and
Western Medicine，Beijing，China，100072）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the changes of plasma miR⁃122，miR⁃29b，miR⁃30d levels in
patients with acute coronary syndrome（ACS）and their diagnostic value. Methods The clinical data of 102
patients with acute coronary syndrome admitted to this Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western
Medicine from January 2017 to January 2020 were selected for retrospective analysis. During the same period，
40 cases of health examination personnel were selected as the control group，and 102 patients with acute
coronary syndrome were set as the observation group. The expression levels of plasma miR⁃122，miR⁃29b，and
miR⁃30d were campared，and the AUC value of the ROC curve was analyzed. The observation group is divided
into group A（non ⁃ST⁃ segment elevation type muscle infarction）and group B（ Unstable angina），with 51
cases in each group，the expression levels of miR ⁃ 122，miR⁃29b，miR⁃30d in different disease types were
compared，and the relationship between miR ⁃ 122，miR ⁃ 29b，miR ⁃ 30d and the severity of acute coronary
syndromes was analyzed. Results The miR⁃122 and miR⁃30d of the observation group were higher than those
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经调查［1］发现，急性冠脉综合征（Acute coro⁃
nary syndrome，ACS）是导致心血管疾病患者死亡

的主要原因。同时也是冠状动脉粥样硬化性心脏

病中的急危重症；若是早期能够准确识别，对控制

病情发展及改善预后具有重要意义。有研究［2］指

出，血脂、高敏 C反应蛋白等指标在冠状动脉粥样

硬化心脏病的发生及发展中起到重要意义。基于

此，探寻一种特异性、敏感度较高的指标用于预测

急性冠脉综合征病情发展十分重要，也一直是临床

研究的重点。有研究［3］指出，miRNA异常表达与急

性冠脉综合征的发生密切相关，但临床上关于其研

究报道较少，尚不清楚miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d
等作用机制，故本次旨在探讨急性冠脉综合征患者

血浆 miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d 水平变化及诊断

价值。现将其报告如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

分析 2017年 1月至 2020年 1月诊治的 102例

急性冠脉综合征患者（观察组）和 40例健康体检人

员（对照组）的临床资料。诊断标准：符合《急性冠

脉综合征急诊快速诊治指南（2019）》［4］的诊断标

准，经冠状动脉造影等技术确诊。纳入标准：①首

次发病；②年龄>18 岁；③无脑出血等疾病。排除

标准：①存在全身性感染等疾病；②伴有先天性心

脏病；③接受过冠脉支架植入治疗。观察组中男

性 52 例、女性 50 例；年龄平均（51.23±2.45）岁；其

中非 ST 段抬高型肌梗死 51 例、不稳定型心绞痛

51 例；NYHA 心功能分级［5］：Ⅰ级 15 例、Ⅱ级 28
例、Ⅲ级 35例、Ⅳ级 24例；对照组中男性 21例、女

性 19例；年龄平均（51.32±2.41）岁；两组在性别、年

龄等资料比较，差异无统计学意义（P>0.05）。

1.2 试剂与方法

实时荧光定量 PCR 检测后的血浆 miR⁃122、
miR⁃29b、miR⁃30d等资料。操作步骤如下：于空腹

状态下抽取受检人员外周静脉血 5 mL，5 000 rpm
离心 20 min，取上清液至干净离心试管中待检；采

用血液RNA分离试剂盒（美国赛默飞世尔科技有限

公司）提取血浆 RNA，将 100 ng总 RNA进行 1%琼

脂糖凝胶电泳，以此保证RNA的完整性，并采用紫

外分光光度计（美国赛默飞世尔科技有限公司）检

测吸光值，确定提取RNA纯度是否合格，其次采用

RNA逆转录试剂盒（美国 Takaya科技有限公司）对

提取RNA进行逆转录，且选择 SYBR⁃Green荧光定

量 PCR 检测试剂盒（美国赛默飞世尔科技有限公

司）对血浆miR⁃122；miR⁃29b；miR⁃30d进行荧光定

量 PCR 检测；其中，miR⁃29b 反应体系为 SYBR
mix12.5 μL，miR⁃30d 为 25 μL，miR⁃29b 为 20 μL。
PCR扩增条件为 95℃，40 s；96℃，10 s；59℃，50 s，进
行 36个循环。最后根据 2⁃△△Ct法计算miR⁃122、miR
⁃29b、miR⁃30d相对表达量，并以其相对表达量来表

示血浆 miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d 的表达水平。

三项联合=miR⁃122+（β miR⁃29b/β miR⁃122）×miR⁃
30d（β miR⁃30d/β miR⁃122）×miR⁃29b，β 以组别为

因变量，以miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d为自变量进

行二元 logistic 回归的回归系数。miR⁃29b 上游引

物：5′GGCCTTAAGTCAAATGTCGGCT⁃3′；下游引

物：5′ ⁃AAAGGATCACTGGAACCTGCC⁃3′；miR⁃
122 上游引物：5′⁃GTTCGTGGGAGCTACATCTG⁃
GC⁃3′；下游引物：5′⁃GCAGGGTCCGAGGTATTC⁃
3′；miR⁃30d上游引物：5′⁃AACCTGAGTGGAGCA⁃
GA⁃3′；下游引物：5′⁃TGTAAACATCCCCGAC⁃3′。
1.3 观察指标

①评估观察组与对照组的血浆miR⁃122、miR⁃

of the control group，while miR ⁃ 29b was lower than the control group，the difference was statistically
significant（P<0.05）. The ROC curve analysis showed that the AUC of miR⁃122，miR⁃30d，miR⁃29b，and the
three combination were（0.959，0.966，0.936，0.999，P<0.05）；Plasma miR⁃122 and miR⁃30d in group A
were higher than those in group B，while miR ⁃ 29b was lower than group B，the difference was statistically
significant（P<0.05）. Spearman correlation showed that miR⁃122 and miR⁃30d were negatively correlated with
the severity of patients with acute coronary syndromes（r=- 0.937，- 0.857，P<0.05），and miR ⁃ 29b was
positively correlated with patients with acute coronary syndromes（r=0.854，P<0.05）. Conclusion miR⁃122
and miR⁃30d are highly expressed in the plasma of patients with acute coronary syndrome，while miR⁃29b is
lowly expressed，which will increase or decrease with the severity of the disease，which can provide important
information for clinical diagnosis.

［KEY WORDS］ Acute coronary syndrome；Plasma miR⁃122；miR⁃29b；miR⁃30d
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29b、miR⁃30d。②分析miR⁃122、miR⁃30d、miR⁃29b
及三项联合的ROC曲线，并评估其敏感度、特异度、

约登指数。③评估 A 组与 B 组的血浆 miR⁃122、
miR⁃29b、miR⁃30d。④分析血浆miR⁃122、miR⁃29b、
miR⁃30d与急性冠脉综合征患者严重程度的相关性。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析；计量资料

用（x ± s）表示，行独立样本 t检验；预测价值评估采

用 ROC 曲线分析；相关性采用 Spearman 法分析；

以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血浆miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d比较

观察组的 miR⁃122、miR⁃30d 高于对照组，而

miR ⁃ 29b 低于对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

2.2 诊断效能

ROC 曲线分析显示，miR⁃122、miR⁃30d、miR⁃
29b、三项联合诊断急性冠脉综合征的AUC分别为

0.959、0.966、0.936、0.999（P<0.05）。见表 2、图 1。

表 1 两组血浆miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d比较（x ± s）

Table 1 Comparison of plasma miR⁃122，miR⁃29b，
miR⁃30d between 2 groups（x ± s）

组别

观察组

对照组

t值
P值

n
102
40

miR⁃122
4.83±1.94
1.02±0.14
12.382
<0.001

miR⁃29b
0.70±0.23
1.45±0.49
12.404
<0.001

miR⁃30d
5.01±1.14
1.98±0.32
13.238
<0.001

检验结果变量

miR⁃122
miR⁃30d
miR⁃29b
三项联合

AUC
0.959
0.966
0.936
0.999

标准错误

0.019
0.019
0.036
0.002

95%CI
0.922~0.996
0.928~1.000
0.865~1.000
0.995~1.000

cut⁃off值
1.680
2.835
0.975
1.656

约登指数

0.941
0.921
0.900
0.975

敏感度（%）

94.10
97.10
100.00
100.00

特异度（%）

100.00
95.00
90.00
97.50

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 2 血浆miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d及三项联合的诊断效能分析

Table 2 Analysis of the diagnostic efficacy of plasma miR⁃122，miR⁃29b，miR⁃30d and the combination of three items

表 3 A、B组的血浆miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d比较（x±s）

Table 3 Comparison of plasma miR⁃122，miR⁃29b，
miR⁃30d between group A and group B（x ± s）

组别
A组
B组
t值
P值

n
51
51

miR⁃122
6.68±0.69
2.98±0.42
35.775
<0.001

miR⁃29b
0.45±0.10
0.95±0.16
20.697
<0.001

miR⁃30d
7.95±0.75
2.54±0.47
47.739
<0.001

2.3 急性冠脉综合征患者的血浆miR⁃122、miR⁃29b、
miR⁃30d比较

A 组血浆 miR⁃122、miR⁃30d 高于 B 组，而

miR⁃29b 低于 B 组，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 3。

2.4 相关性分析

Spearman相关性显示，miR⁃122、miR⁃30d与急

性冠脉综合征患者病情的严重程度呈负相关（r=-
0.937、-0.857，P<0.05），而miR⁃29b与急性冠脉综合

征患者病情严重程度呈正相关（r=0.854，P<0.05）。

3 讨论

流行病学［6］调查发现，急性冠脉综合征在临床

上具有较高的发病率和死亡率。经分析发现，该

病的发生与动脉粥样硬化斑块破裂、血小板聚集、

血栓形成、血管痉挛等病因具有直接关系，均是导

致急性冠脉综合征患者冠状动脉管腔出现完全或

不完全闭塞的重要原因，最终引起心肌急性缺血

或坏死［7］。有研究［8］指出，miRNA 的异常表达与

心血管疾病的发生、发展密切相关。也有研究表

示，miRNA 参与血管脂质斑块形成、斑块破裂、糜

烂、血小板聚集及心肌细胞坏死、凋亡等过程［9］。

鉴于miRNA 异常表达与急性冠脉综合征的发生、

发展具有一定相关性。本次从分析血浆miR⁃122、
miR⁃29b、miR⁃30d等因子入手，以期为临床诊断急

性冠脉综合征及评估预后筛选实用指标。本研究

结果提示血浆 miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d 异常表

达与急性冠脉综合征发生、发展密切相关。其中，
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20

0 20 40 60 80 100
特异性（%）

敏
感

度
（

%
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miR⁃30d
miR⁃29b
miR⁃122
三项联合

图 1 miR⁃122、miR⁃29b、miR⁃30d及三项联合的

ROC曲线分析

Figure 1 ROC curve analysis of miR⁃122，miR⁃29b，
miR⁃30d and the combination of three
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miR⁃122 是一种由肝脏特异性编码的多聚腺苷

酸。经分析发现，其表达水平受 miR⁃370 的调控，

且参与体内脂肪酸和三酰甘油的合成。也有研

究［10］指出，miR⁃122 参与胆固醇及脂肪酸代谢的

调控，若是抑制血浆 miR⁃122 的表达量，能有效

降低总胆固醇水平，以及减少肝脏三酰甘油的含

量。在侯素芝等［11］学者研究中可见，急性冠脉

综合征组的 TG、TC 显著高于稳定性心绞痛组和

健康对照组，从中说明 TG、TC 水平的升高能增

加动脉粥样硬化的风险，导致急性冠脉综合征的

发生。而 miR⁃122 又参与了 TG、TC 水平的升

高，故本文推测 miR⁃122 可能是胆固醇和脂肪酸

代谢的调节器，可将其作为急性冠脉综合征诊疗

的靶点。

有研究发现，miR⁃29b异常表达与 T淋巴细细

胞瘤、动脉粥样硬化、心肌纤维化等疾病的发生密

切相关。譬如其在急性心肌梗死、心肌纤维化等

疾病发生中均能起到一定调节作用，故临床将其

作为多种疾病的诊断标志物分子［12⁃13］。在本研究

中可见，miR⁃29b 与 miR⁃122、miR⁃30d 不同，在患

者中其血浆miR⁃29b表达量呈明显下降趋势，经分

析为，血管内皮细胞中的miR⁃29b具有抑制核因子

kB信号通路活化的作用，在正常表达情况下，能抑

制炎症反应对细胞的损害，使血管内皮细胞在细

胞脂多糖的刺激下仍存活。当血浆 miR⁃29b 表达

量下降，则无法抑制核因子 kB 信号通路的活化，

并且会导致炎症因子水平升高，加大对心肌细胞

的损伤，最终引发急性冠脉综合征［14］。miR⁃30d作

为 microRNA⁃30 家族中的一员，参与了多种细胞

的分化。有研究指出，miR⁃30d表达量变化能调节

硫化氢的分泌，保护缺血缺氧状态下的心肌细

胞。在石萍等［15］学者研究中可见，急性冠脉综合

征患者血浆中的 miR⁃30d 表达量会随着胸痛时间

呈动态变化，从中说明miR⁃30d表达量会随病情发

生改变。在本文 Spearman相关性显示，miR⁃30d与

急性冠脉综合征严重程度呈负相关，佐证上述说法

的可靠性。在本文研究中也可看到，miR⁃122、miR⁃
30d、miR⁃29b预测急性冠脉综合征的AUC分别为

0.959、0.966、0.936；说明其预测价值较高，若是联合

诊断，有利于提高诊断确诊率，即三项联合的AUC
为 0.999，说明其预测价值较 miR⁃122、miR⁃30d、
miR⁃29b单独检测高。

综上所述，miR⁃122、miR⁃30d、miR⁃29b用于诊

断急性冠脉综合征患者具有较高的临床价值，其

表达量会随着病情的严重程度上升或下降。
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高危型HPV感染者宫颈免疫状况及与宫颈癌的关系

程文俊 申庆文★

［摘 要］ 目的 探讨高危型人乳头瘤病毒（HR⁃HPV）感染者宫颈免疫状况及与宫颈癌的关系。

方法 选取 2018年 6月至 2020年 10月本院收治的 104例HR⁃HPV感染患者，其中宫颈癌筛查正常人群

39 例（正常组）、宫颈高级别上皮内瘤变 36 例（HSIL 组）、宫颈癌 29 例（宫颈癌组），比较 3 组一般资料、

CD3+T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞、调节性 T细胞（Treg），采用 Pearson、Logistic回归方程、受试者工作

特征曲线（ROC）及 ROC 下面积（AUC）对数据进行统计分析。结果 3 组 HR⁃HPV 载量、CD8+T 细胞、

Treg比较：宫颈癌组>HSIL组>正常组，差异有统计学意义（P<0.05）；CD3+T细胞、CD4+T细胞比较：宫颈

癌组<HSIL 组<正常组，差异有统计学意义（P<0.05）；3组 CD3+T细胞、CD4+T细胞与 HR⁃HPV 载量呈负

相关（P<0.05），CD8+ T细胞、Treg与HR⁃HPV载量呈正相关（P<0.05）；CD3+T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细

胞、Treg 高于均值者发生宫颈癌的风险分别是低于均值的 0.657、0.491、3.339、4.054 倍（P<0.05）；CD3+T
细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞、Treg预测宫颈癌的AUC依次为 0.850、0.740、0.825、0.799，各指标联合预

测宫颈癌的AUC为 0.935（P<0.05）。结论 高危型HPV感染者宫颈局部细胞免疫功能异常与宫颈癌发

生显著相关，有望成为预测宫颈癌发生的新型分子标志物。

［关键词］ 高危型HPV感染；CD3+T细胞；CD4+T细胞；HR⁃HPV载量；CD8+T细胞；Treg宫颈癌

Cervical immune status of patients with high⁃risk HPV infection and its relationship with
cervical cancer
CHENG Wenjun，SHEN Qingwen★

（Department of Obstetrics and Gynecology，the First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Beng⁃
bu，Anhui，China，233000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the relationship between cervical immune status and cervical
cancer in patients with high⁃risk human papillomavirus（HR⁃HPV）infection. Methods From June 2018 to
October 2020，104 patients with HR⁃HPV infection were selected in our hospital. Among them，39 cases of
normal people（normal group）were detected by cervical cancer screening，36 cases of cervical high⁃grade in⁃
traepithelial neoplasia（HSIL group），and 29 cases of cervical cancer（cervical cancer group）. The general da⁃
ta of the 3 groups，CD3+ T cells，CD4+ T cells，CD8+ T cells，and regulatory T cells（Treg）were compared.
Pearson，Logistic regression equation，receiver operating characteristic curve（ROC）and area under ROC
（AUC）were used for statistical analysis. Results HR ⁃ HPV load，CD8 + T cells，Treg：cervical cancer
group>HSIL group>normal group（P<0.05）. CD3+T cells，CD4+T cells：cervical cancer group <HSIL group <
normal group（P<0.05）. CD3+ T cells and CD4+ T cells were negatively correlated with HR⁃HPV load，and
CD8+ T cells，Treg and HR⁃HPV load were positively correlated（P<0.05）. The risk of cervical cancer with
higher than average CD3+ T cells，CD4+T cells，CD8+ T cells，and Tregs was 0.657，0.491，3.339，4.054
times lower than the average（P<0.05）. The AUC of cervical cancer predicted by CD3+T cells，CD4+T cells，
CD8+T cells and Treg were 0.850，0.740，0.825，0.799，respectively，and the AUC of each index combined
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to predict cervical cancer was 0.935（P<0.05）. Conclusion Cervical cellular immune function abnormalities
in patients with high⁃risk HPV infection are significantly related to the occurrence of cervical cancer，and it is
expected to become a new molecular marker for predicting the occurrence of cervical cancer.

［KEY WORDS］ High⁃risk HPV infection；CD3+T cells；CD4+T cells；HR⁃HPV load；CD8+T cells；
Treg cervical cancer

宫颈癌发病率高居女性生殖系统恶性肿瘤之

首，严重危害患者生命健康，因此深入研究其发病

机制，对预防宫颈癌发生和进展意义重大［1］。王芳

等［2］报道，宫颈癌组高危型人乳头瘤病毒（High risk
human papillomavirus，HR⁃HPV）感染率为 77.50%，

显著高于宫颈癌前病变和宫颈癌筛查正常人群患

者，提示HR⁃HPV感染与宫颈癌的发病密切相关，

但目前尚未完全阐明其通过何种机制介导了宫颈

癌的发生。根据既往资料［3］，HPV感染可导致CD4+

T细胞、CD4+/CD8+降低，引起宫颈局部免疫微环境

变化，而这种变化与宫颈癌关系的报道鲜见，不利

于疾病的防治。鉴于此本研究探讨HR⁃HPV感染

者宫颈免疫状况及与宫颈癌的关系，旨在为临床针

对性防治宫颈癌提供循证支持，现报告如下。

1 对象和方法

1.1 研究对象

选取 2018 年 6 月至 2020 年 10 月本院收治的

104例HR⁃HPV感染患者，其中宫颈癌筛查正常人

群 39 例（正常组）、宫颈高级别上皮内瘤变 36 例

（HSIL组）、宫颈癌 29例（宫颈癌组）。所有患者均

知情并同意。

纳入标准：①3组分别符合宫颈癌筛查正常人

群、宫颈高级别上皮内瘤变、宫颈癌诊断标准［4］；

②伴有HR⁃HPV感染者；③首次确诊，无相关治疗

史。排除标准：①自身免疫疾病者；②免疫缺陷

者；③合并其他急性感染类疾病者；④伴有其他系

统原发性恶性肿瘤者；⑤有宫颈手术史、子宫切除

史者。本实验经医院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 资料收集

收集患者年龄、体质量指数、婚姻状况、生育史、

阴道清洁度、血脂异常、糖尿病、心脏病、高血压分布，

所收集数据录入数据库，核实原始资料准确性和完整

性，采用Epi Data 3.02双人双录，进行一致性检验。

1.2.2 标本采集与检测

于治疗前采用阴道窥器暴露宫颈，将宫颈采

样刷刷头插入宫颈管，中央较长的刷丝对准病变

部位顺时针刷 4圈左右，取下刷头，置入液基细胞

学保存液中，通过流式细胞仪（美国Beckman Coul⁃
ter 公司 XL 型）检测 CD3+T 细胞、CD4+T 细胞、

CD8+ T细胞、Treg水平，采用实时荧光定量聚合酶

链反应法检测HR⁃HPV载量。

1.3 观察指标

①比较 3组年龄、体质量指数、婚姻状况、生育

史、阴道清洁度、血脂异常、糖尿病、心脏病、高血

压分布及HR⁃HPV载量。②比较 3组CD3+T细胞、

CD4+T细胞、CD8+T细胞、Treg水平。③分析 CD3+

T 细胞、CD4+T 细胞、CD8+ T 细胞、Treg 水平与

HR⁃HPV 载量的关系。④分析宫颈癌相关影响因

素。⑤分析 CD3+ T 细胞、CD4+T 细胞、CD8+ T 细

胞、Treg水平预测宫颈癌的价值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0处理数据，计量资料以（x± s）表

示，多组间比较以单因素方差分析，两两比较以 t检
验，计数资料用 n（%）表示、c2检验，采用 Pearson分

析宫颈免疫指标与 HR⁃HPV 载量相关性，采用

Logistic回归方程分析宫颈癌相关影响因素，采用受

试者工作特征曲线（ROC）及ROC下面积（AUC）分

析 CD3+ T细胞、CD4+T细胞、CD8+ T细胞、Treg预

测宫颈癌的价值。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组一般资料比较

3 组年龄、体质量指数、婚姻状况、生育史、阴

道清洁度、血脂异常、糖尿病、心脏病、高血压分

布比较，差异无统计学意义（P>0.05）；宫颈癌组

HR⁃HPV 载量高于 HSIL 组、正常组（P<0.05），

HSIL 组 HR⁃HPV载量高于正常组，差异均有统计

学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 3组宫颈免疫状况比较

宫颈癌组CD3+ T细胞、CD4+ T细胞低于HSIL
组、正常组，CD8+ T 细胞、Treg 高于 HSIL 组、正常

组，差异有统计学意义（P<0.05）；HSIL组CD3+T细
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资料

年龄(岁)

体质量指数
（kg/m2）

偏瘦

正常

超重

肥胖

婚姻状况

已婚

未婚

生育史

有

无

阴道清洁度

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

既往史

血脂异常

糖尿病

心脏病

高血压

HR⁃HPV载量
（×104 copies/mL）

正常组
（n=39）

61.89±
9.66

6（15.38）
18（46.15）
11（28.21）
4（10.26）

20（51.28）
19（48.72）

17（43.59）
22（56.41）

3（7.69）
8（20.51）
23（58.97）
5（12.82）

4（10.26）
2（5.13）
0（0）

3（7.69）

3.64±1.05

HSIL组
（n=36）

65.27±11.30

5（13.89）
20（55.56）
9（25.00）
2（5.56）

21（58.33）
15（41.67）

20（55.56）
16（44.44）

2（5.56）
7（19.44）
21（58.33）
6（16.67）

3（8.33）
5（13.89）
2（5.56）
4（11.11）

5.89±2.36

宫颈癌组
（n=29）

63.58±10.36

2（6.90）
17（58.62）
9（31.03）
1（3.45）

19（65.52）
10（34.48）

16（55.17）
13（44.83）

1（3.45）
5（17.24）
19（65.52）
4（13.79）

2（6.90）
3（10.34）
2（6.90）
1（3.45）

15.66±6.40

F/c2值

0.144

3.077

1.390

1.358

0.984

0.245
1.678
2.574
1.328

94.808

P值

0.868

0.799

0.499

0.507

0.986

0.885
0.432
0.276
0.515

<0.001

注：总胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白、高密度脂蛋白有≥1项异

常即为血脂异常

表 1 3组一般资料对比［（x ± s），n（%）］

Table 1 Comparison of general data of 3 groups
［（x ± s），n（%）］

胞、CD4+ T 细胞低于正常组，（P<0.05），CD8+T 细

胞、Treg 高于正常组，差异均有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。

2.3 宫颈免疫指标与HR⁃HPV载量相关性

采用 Pearson 进行相关性分析，结果显示，

CD3+ T细胞（r=-0.560，P<0.001）、CD4+T细胞（r=-
0.529，P<0.001）与 HR⁃HPV 载量呈负相关，CD8+T
细胞（r=0.552，P<0.001）、Treg（r=0.565，P<0.001）
与HR⁃HPV载量呈正相关（P<0.05）。

2.4 宫颈癌影响因素的 Logistic回归方程分析

以宫颈癌发生与否为因变量，无=0，有=1，纳入

各宫颈免疫指标作为自变量，以均值为分界，将各宫

颈免疫指标转化为二分类变量，低于均值赋值为 1，
高于均值赋值为 2，采用Logistic回归方程分析，结果

显示，CD3+T细胞、CD4+T细胞、CD8+T细胞、Treg高

于均值者发生宫颈癌的风险（P<0.05）。见表3。

2.5 宫颈免疫指标预测宫颈癌的ROC
ROC 结果显示，CD3+ T 细胞、CD4+T 细胞、

CD8+T 细胞、Treg 联合预测值均高于单一预测

值。见表 4、图 1。

3 讨论

女性人群中，HPV感染普遍存在，大多 2年内可

自行清除，5%~10%进展为宫颈癌前病变或宫颈癌，

进展为宫颈癌患者中，约 70%患者伴有HR⁃HPV感

染，提示HR⁃HPV感染与宫颈癌发病有关［5］。

HR⁃HPV感染后，可激活机体免疫功能。对宫

表 2 3组宫颈免疫状况比较（x ± s）

Table 2 Comparison of cervical immune status in
3 groups（x ± s）

组别

正常组

HSIL组

宫颈癌组

F值

P值

n

39
36
29

CD3+T
细胞（%）

43.58±7.06
37.19±5.27
30.91±6.28

34.251
<0.001

CD4+T
细胞（%）

34.14±6.33
28.68±5.79
22.01±4.15

38.916
<0.001

CD8+T
细胞（%）

25.17±3.04
27.88±2.97
30.37±3.64

22.311
<0.001

Treg（%）

5.02±1.36
7.29±1.07
10.04±2.59

71.052
<0.001

影响因素

CD3+T细胞

CD4+T细胞

CD8+T细胞

Treg

b值

-0.420
-0.711
1.206
1.400

SE值

0.114
0.205
0.274
0.336

Wald c2

13.598
12.020
19.359
17.354

OR值

0.657
0.491
3.339
4.054

95%CI
0.516~0.836
0.318~0.759
2.315~4.815
2.984~5.508

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 宫颈癌影响因素分析

Table 3 Analysis of factors affecting cervical cancer

注：CD3+ T 细胞、CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞、Treg 均值依次为

37.84%、28.87%、27.56%、7.21%。

指标

CD3+T细胞

CD4+T细胞

CD8+T细胞

Treg
联合

AUC

0.850
0.740
0.825
0.799
0.935

95%CI

0.766~0.912
0.645~0.821
0.738~0.892
0.709~0.871
0.869~0.974

cut⁃off值

≤35.95%
≤27.52%
>27.56%
>7.26%

敏感度
（%）

79.31
82.76
86.21
75.86
93.10

特异度
（%）

77.33
61.33
69.33
73.33
80.00

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

0 20 40 60 80 100
100⁃特异度

CD3+T细胞
CD4+T细胞
CD8+T细胞
Treg
联合

100

80

60

40

20

0

敏
感

度

表 4 ROC分析结果

Table 4 ROC analysis results

图 1 宫颈免疫指标预测宫颈癌的ROC
Figure 1 The ROC of cervical cancer predicted by cervical

immune indexes
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颈局部免疫微环境来讲，存在各种免疫细胞，其中

T 淋巴细胞对癌变细胞起到免疫监视和清除作

用［6］。武丽蕊等［7］报道，宫颈癌患者 CD4+T细胞低

于HSIL组和宫颈癌筛查正常人群组患者，本研究

观点与之相似。且本研究在此基础上还发现，宫

颈癌患者宫颈局部 CD3+T 细胞降低，CD8+T 细胞

升高，伴有显著的免疫功能紊乱。CD3+T 细胞存

在于所有 T淋巴细胞表面，可结合 T细胞受体，向

T 淋巴细胞内传递抗原信号，并参与 T 细胞分化、

杀伤 T 细胞活化和分化等，是重要的膜抗原［8］。

CD4+T细胞协调B细胞分化产生抗体，CD8+T细胞

则对抗体合成、分泌及 T 细胞增殖起抑制作用［9］。

本实验结果提示HR⁃HPV载量越高，HR⁃HPV清除

难度越大，倾向于HR⁃HPV持续感染状态，不断刺激

宫颈局部组织，引起免疫⁃炎症刺激和组织增生，同

时HR⁃HPV感染导致CD8+ T细胞增加，使不断增殖

的细胞逃逸正常的免疫监视，出现细胞周期失控，从

而介导宫颈癌的发生［10 ⁃ 12］。Logistic 回归方程及

ROC分析结果可为临床防治宫颈癌的发生提供客

观数据参考。另从以上结果和分析可知，靶向 T淋

巴细胞亚群，可能有助于抑制宫颈病变进展，从而为

临床防治宫颈癌提供一个新思路。

Treg 是抑制性 T 细胞的一种功能亚群，包括

天然 Treg和获得性 Treg，主要来源于胸腺等，天然

Treg 通过细胞接触机制发挥抑制功能，获得性

Treg是外周成熟 T细胞在持续抗原刺激及转化生

长因子⁃β、白介素⁃10 等细胞因子诱导下产生，通

过可溶性细胞因子发挥效应［13⁃14］。与低危HPV感

染患者相比，HR⁃HPV感染者 Treg显著升高，免疫

抑制作用增强。本研究结果表明随着宫颈病变加

重，Treg逐渐升高，参与宫颈病变的进展。Treg免

疫抑制作用在 HR⁃HPV 感染中具有双向调节作

用，一方面对 HR⁃HPV 诱导的持续炎性刺激形成

保护性生理防御反应，减轻免疫清除病原体和过

强免疫损伤失衡造成的组织损伤，另一方面增强

对不断增生细胞的免疫逃逸作用，降低机体对不

断增生细胞的免疫反应，因此 Treg 水平增高与宫

颈癌发病风险增加有关［15］。从理论上讲，降低宫

颈局部 Treg 水平，可减弱或避免 Treg 免疫抑制作

用，增强对HR⁃HPV感染免疫清除效应，预防宫颈

病变的进展，这为临床防治宫颈癌提供了一个新

靶点，但临床实际是否能取得预期效果，仍有待后

续研究的进一步验证。

综上，高危型 HPV 感染者宫颈局部 CD3+T 细

胞、CD4+T细胞降低，CD8+T细胞、Treg升高，存在

明显局部免疫功能异常，并与宫颈癌发生显著相

关，有望成为预测宫颈癌发生的新型分子标志物。
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急性缺血性脑卒中患者血清ApoE、IMA及Hcy与脑
侧支循环分级的相关性

邓伟胜★ 王弘 徐昆明

［摘 要］ 目的 探究急性缺血性脑卒中（CIS）患者血清载脂蛋白 E（ApoE）、缺血修饰蛋白（IMA）
及同型半胱氨酸（Hcy）与脑侧支循环分级的相关性。方法 选取 2015年 1月至 2020年 5月本院收治的

80例急性缺血脑卒中患者，根据血流分级分为灌注良好组（3~4级，n=32）和灌注不良组（0~2级，n=48），

同期选择健康志愿者 40 例作为对照组，酶联免疫吸附试验（ELISA）检测受试者血清 ApoE、IMA 及 Hcy
水平；根据脑侧支循环建立情况分为三级（一级 27例、二级 39例、三级 14例），对比不同分级血清ApoE、
IMA及 Hcy水平；采用多元 Logistic 回归模型分析血清 ApoE、IMA及 Hcy与脑侧支循环分级的相关性。

结果 灌注良好组与灌注不良组空腹血糖、三酰甘油（TG）、总胆固醇（TC）、身体质量指数（BMI）比较差

异无统计学意义（P>0.05）；灌注不良组的高血压病史、糖尿病史、吸烟史、高血脂病史、舒张压、收缩压、

血清 ApoE、IMA、Hcy 水平、梗死体积及 NIHSS 评分均>灌注良好组>对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）；各组性别、年龄比较差异无统计学意义（P>0.05）。不同脑侧支循环建立分级血清 ApoE、IMA 及

Hcy 水平比较差异有统计学意义（P<0.05），且分级越高，血清 ApoE、IMA 及 Hcy 水平也越高。CIS 患者

血清 ApoE、IMA 及 Hcy 之间存在正相关性（P<0.05），并与梗死体积和 NHISS 评分存在正相关性（P<
0.05）。以灌注良好组与灌注不良组之间的差异因素行多因素 Logistic 回归分析结果显示，血清 ApoE、
IMA及Hcy与灌注血流分级存在相关性（P<0.05）。结论 CIS患者存在血清ApoE、IMA及Hcy高水平，

并与脑侧支循环分级关系密切，即血清ApoE、IMA及Hcy水平越高，脑侧支循环分级也越高。

［关键词］ 急性缺血性脑卒中；侧支循环；血清载脂蛋白 E；缺血修饰蛋白；同型半胱氨酸

Correlation Between Serum ApoE，IMA，Hcy and Cerebral Collateral Circulation Grad⁃
ing in Patients with Acute Ischemic Stroke
DENG Weisheng★，WANG Hong，XU Kunming
（Department of Neurology，Meizhou People􀆳s Hospital，Meizhou，Guangdong，China，514031）

［ABSTRACT］ Objective To explore the correlation between serum apolipoprotein E（ApoE），isch⁃
emia modifying protein（IMA）and homocysteine（Hcy）in patients with acute ischemic stroke（CIS）and the
grading of cerebral collateral circulation. Methods A total of 80 patients with acute ischemic stroke admitted to
our hospital from January 2015 to May 2020 were selected and divided into a good perfusion group（grade 3~4，
n=32）and a poor perfusion group（0~2 Level，n=48）according to the blood flow classification. At the same
time，40 healthy volunteers were selected as the control group. The serum ApoE，IMA and Hcy levels of the
subjects were detected by the enzyme⁃linked immunosorbent assay（ELISA）. they were divided into three levels
according to the establishment of cerebral collateral circulation（The levels of serum ApoE，IMA and Hcy of dif⁃
ferent grades were compared with 27 cases of first grade，39 cases of second grade，and 14 cases of third
grade）. The correlation between serum ApoE，IMA and Hcy and cerebral collateral circulation grades was ana⁃
lyzed by multivariate logistic regression model. Results There was no significant difference in fasting blood
glucose，triacylglycerol（TG），total cholesterol（TC），body mass index（BMI）between the well perfusion
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group and the poor perfusion group（P>0.05）. The history of hypertension，diabetes，smoking，history of hy⁃
perlipidemia，diastolic blood pressure，systolic blood pressure，serum ApoE，IMA，Hcy levels，infarct volume
and NIHSS scores in the poorly perfused group > the well⁃perfused group > the control group，the difference is
statistically significant（P<0.05）. There was no significant difference in gender and age among the groups（P>
0.05）. The levels of serum ApoE，IMA and Hcy in different cerebral collateral circulation establishment grades
were significantly different（P<0.05），and the higher the grade，the higher the serum ApoE，IMA and Hcy lev⁃
els. There was a positive correlation between serum ApoE，IMA and Hcy in patients with CIS，and a positive cor⁃
relation with infarct volume and NHISS score（P<0.05）. Multivariate logistic regression analysis of the different
factors between the well⁃perfused group and the poorly perfused group showed that serum ApoE，IMA，and Hcy
were correlated with the perfusion blood flow classification（P<0.05）. Conclusion CIS patients have high lev⁃
els of serum ApoE，IMA，and Hcy，which are closely related to the grading of cerebral collateral circulation，
that is，the higher the serum ApoE，IMA，and Hcy levels，the higher the grading of cerebral collateral circulation.

［KEY WORDS］ Acute ischemic stroke；Collateral circulation；Serum apolipoprotein E；Ischemia
modified protein；Homocysteine

急性缺血性脑卒中（cerebral ischemic stroke，
CIS）是严重危害人民身体健康的疾病，在全球范围

内具有较高的发病率、致死率和致残率，其主要为脑

供血不足甚至中断所导致的脑组织软化坏死的急性

疾病[1］。颅脑侧支循环为局部发生血管阻塞时，对

侧血液通过Willis环、新肾毛细血管和小血管吻合

支开放作为代偿，促进血液循环至阻塞部位以重建

对缺血脑组织的血液供应，使得缺血组织得到不同

程度的灌注代偿［2］。研究显示［3］，CIS后缺血半暗带

和梗死体积是影响脑侧支循环的重要因素。随着

分子生物学相关技术的进步和研究深入，诸多标志

物对于CIS的诊断价值逐渐受到关注。载脂蛋白E
（apoliproprotein E，ApoE）为脑组织及肝脏合成的

多态性蛋白，其参与了脂蛋白的转化和代谢过程，

研究显示 ApoE 与动脉粥样硬化关系密切，并在

CIS的病理基础与进展中存在特殊变化［4］。缺铁修

饰蛋白（Ischemia modifying protein，IMA）对于心脑

血管事件具有显著特异性，其与缺血缺氧程度存在

相关性［5］。同型半胱氨酸（homocysteine，Hcy）可刺

激平滑肌细胞增生，造成血管内皮细胞损伤，促进

动脉粥样硬化的形成和发展［6］。因此，ApoE、IMA
及Hcy对于CIS的诊断和病情评估存在显著价值，

但对于三者与脑侧支循环分级的相关性尚未明

确。本研究对 CIS 患者血清 ApoE、IMA 及 Hcy 与

脑侧支循环分级的相关性进行了分析，以期为CIS
的临床诊疗提供有效依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015年 1月至 2020年 5月本院收治的 80

例急性缺血脑卒中患者，依照美国介入治疗神经

放射学学会/介入放射学学会（American Society of
Interventional Neuroradiology/Society of Interven⁃
tional Radiology，ASITN/SIR）［7］评估系统将血流

分级分为灌注良好组（3~4 级，n=32）和灌注不良

组（0~2 级，n=48），其中 0 级 8 例、1 级 13 例、2 级

27 例、3 级 21 例、4 级 11 例，同期选择健康志愿

者 40 例作为对照组，根据脑侧支循环建立情况

分为三级（一级 27 例、二级 39 例、三级 14 例）。

各组在性别、年龄、BMI 比较，差异无统计学意义

（P>0.05）。本研究获得医学伦理委员会批准。

纳入标准：①符合中华医学会神经病学分会制

定的《中国急性缺血性脑卒中诊治指南 2014》［8］中

CIS的诊断标准；②均经CT或MRI检查证实，病灶

为前循环；③患者或家属对本研究知情并自愿签署

知情同意书；④临床资料完整。排除标准：①合并

颈动脉或病灶对侧大脑严重病变；②合并脑出血、

颅内肿瘤或蛛网膜下隙出血者；③合并心、肺、肝等

脏器功能障碍、严重感染、系统病变或恶性疾病者；

④近期服用抗血小板药物、激素、他汀类调脂药物

等治疗者。

1.2 方法

1.2.1 临床一般资料统计

统计所有受试者性别、年龄、身高、体重、舒张

压、收缩压等资料，并收集 CIS 患者高血压病史、

糖尿病史、吸烟史、高血脂病史等历史资料以及梗

死体积和美国国立卫生研究院卒中量表（National
Institute of Health Stroke Scale，NIHSS）神经功能缺

损评分［7］，NIHSS 量表包括 11 项，15 个维度，总分

0~42分，分数越高，症状越严重。
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项目

性别（男/女）

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

空腹血糖
（mmol/mL）
TC（mmol/mL）
TG（mmol/mL）
高血压病史

糖尿病史

吸烟史

高血脂病史

舒张压（mmHg）
收缩压（mmHg）
梗死体积（cm3）

NIHSS评分（分）

ApoE（mg/L）
IMA（U/mL）
Hcy（μmol/L）

对照组
（n=40）

24/16
58.5±3.9
24.4±3.1

4.9±1.0

4.2±0.7
1.2±0.3

77.6±7.1
118.2±11.3

39.6±4.7
62.3±4.1
8.6±1.6

灌注
良好组
（n=32）
19/13

58.2±3.4
24.3±3.0

6.3±1.1

5.4±0.9
1.5±0.4
4（12.5）
2（6.25）
2（6.25）
2（6.25）
84.5±8.6a

144.3±12.8a

6.4±1.5
11.2±2.3
60.7±6.0a

77.5±4.4a

17.2±2.1a

灌注
不良组
（n=48）
28/20

58.9±4.3
24.7±3.6

6.5±1.2

5.4±0.7
1.5±0.3
16（33.3）
12（25.0）
12（25.0）
14（29.2）
88.4±7.3

153.1±13.7
11.1±1.9
26.2±3.4
71.2±6.9ab

85.3±5.4ab

21.6±2.8ab

F/c2值

0.026
0.284
0.256

4.095

6.363
3.616
8.076
4.675
4.675
6.302
4.503
7.828
11.755
23.537
14.184
13.138
14.452

P值

0.987
0.777
0.799

0.000

0.000
0.001
0.005
0.031
0.031
0.012
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

表 1 所有受试者临床一般资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of general clinical data of all subjects
［n（%），（x ± s）］

注：与对照组比较，aP<0.05；与灌注良好组比较，bP<0.05。

1.2.2 实验室指标检测

所有受试者均入院当日清晨抽取 5 mL 空腹

静脉血，3 000 r/min 离心 10 min，收集血清。采用

7600型生化分析仪（日本日立公司）检测空腹血糖、三

酰甘油（triglyceride，TG）、总胆固醇（total cholesterol，
TC）水平。采用酶联免疫吸附试验（Enzyme⁃linked
immunosorbent assay，ELISA）检测血清 ApoE、IMA
及Hcy水平，试剂盒购自上海生工生物工程有限公

司，严格按照试剂盒说明书进行各项操作。

1.2.3 侧支循环分级评估［9］

均行计算机断层扫描血管造影（computed tomo⁃
graphic angiography，CTA）、磁共振血管成像（mag⁃
netic resonance angiography，MRA）检查，结合数字

减影血管造影（digital subtraction angiography，DSA）
进行ASITN/SIR血流分级，具体为：0级，1级，2级，

3级，4级。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计软件进行数据分析，计数

资料以 n（%）表示，用 c2检验；计量资料以（x ± s）表

示，两两比较采用 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析；Spearman相关系数分析各指标相关性；

多元 Logistic 回归模型分析血清 ApoE、IMA 及

Hcy 与脑侧支循环分级的相关性。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组一般资料比较

灌注良好组与灌注不良组空腹血糖、TC、TG
比较差异无统计学意义（P>0.05）；灌注不良组的

高血压病史、糖尿病史、吸烟史、高血脂病史、舒张

压、收缩压、血清 ApoE、IMA、Hcy 水平、梗死体积

及 NIHSS 评分均>灌注良好组>对照组，差异有统

计学意义（P<0.05）；各组性别、年龄、BMI 比较差

异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。
2.2 不同脑侧支循环建立情况 CIS 患者血清

ApoE、IMA及Hcy水平比较

不同脑侧支循环建立分级血清 ApoE、IMA 及

Hcy水平比较结果：三级>二级>一级，差异有统计

学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 CIS患者血清ApoE、IMA及Hcy相关性分析

CIS 患者血清 ApoE、IMA 及 Hcy 之间存在正

相关性，与梗死体积和 NHISS 评分存在正相关性

（P<0.05）。见表 3。

2.4 血清ApoE、IMA及Hcy与脑侧支循环血流分

级的相关性

Logistic回归分析结果显示，血清ApoE、IMA、

Hcy 及梗死体积与灌注血流分级存在相关性（P<
0.05）。见表 4。

组别
一级组
二级组
三级组
F值
P值

n
27
39
14

ApoE（mg/L）
58.7±6.2
63.5±6.5a

74.1±6.6ab

10.472
0.000

IMA（U/mL）
72.7±4.6
79.3±5.0a

88.2±6.1ab

12.232
0.000

Hcy（μmol/L）
15.1±2.2
18.8±2.5a

24.1±2.7ab

15.691
0.000

表 2 不同脑侧支循环建立情况CIS患者血清ApoE、IMA
及Hcy水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum ApoE，IMA and Hcy levels
in CIS patients with different cerebral collateral circulation

establishments（x ± s）

注：与一级组比较，aP<0.05；与二级组比较，bP<0.05。

项目

ApoE
IMA
Hcy

梗死体积
NHISS

ApoE
r值

0.397
0.315
0.421
0.408

P值

0.000
0.000
0.000
0.000

IMA
r值
0.422

0.433
0.386
0.394

P值

0.000

0.000
0.000
0.000

Hcy
r值
0.304
0.440

0.385
0.409

P值

0.000
0.000

0.000
0.000

表 3 CIS患者血清ApoE、IMA及Hcy相关性分析

Table 3 Correlation analysis of serum ApoE，IMA and
Hcy in patients with CIS
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3 讨论

脑侧支循环为脑部动脉供血不足时，通过侧

支血管或新生血管吻合使得血流达到缺血部位，

从而使得缺血部位获得代偿性灌注，研究显示通

过建立良好的脑侧支循环可有效改善脑卒中患者

病情［10］。而通过寻找有效的生物分子标志物评估

脑侧支循环的代偿性灌注情况可为 CIS 的临床诊

疗提供理论支持。ApoE中含有极低密度脂蛋白、

高密度脂蛋白、乳糜微粒，临床研究证实［11］，缺血

性脑卒中的病理基础与动脉粥样硬化有密切关

系。动脉粥样硬化的形成的重要条件之一为脂蛋

白代谢异常，而ApoE在脂蛋白代谢过程中发挥重

要作用。研究显示［12］，ApoE基因与低密度脂蛋白

胆固醇水平及冠状动脉粥样硬化性心脏病的发生

存在正相关性。IMA是急性缺血性事件诊断的具

有显著价值的生物标志物，在机体缺血再灌注时，

被降解修饰的人血清白蛋白氨基酸序列被自由基

破坏，并与过渡金属结合导致 IMA的产生。研究显

示［13］，IMA 在进展性脑梗死患者中其水平逐渐升

高，并与患者病情严重程度相关。若长时间脑灌注

无法恢复，导致缺血半暗带持续低灌注，造成不可

逆缺血性坏死，导致氧自由基和代谢产物不断增加，

IMA水平也随之增加，更不利于侧支循环的建立。

Hcy 为甲硫氨酸的中间代谢产物，其水平受年龄、

基因、营养物质、疾病等的影响。Hcy可造成凝血纤

溶系统失衡，引发血管内皮细胞功能障碍，从而导致

血栓和动脉粥样硬化的发生［14］。本研究相关性分析

结果提示血清ApoE、IMA及Hcy之间可能存在相互

作用，并与CIS患者病情严重程度密切相关。

本研究结果提示，血清 ApoE、IMA 及 Hcy 对

于脑侧支循环灌注不良评估具有明显价值。本研

究中，不同脑侧支循环建立分级分级越高，血清

ApoE、IMA 及 Hcy 水平也越高。脑侧支循环代偿

通过三级侧支循环途径建立，三级侧支循环属于

为新生血管，需要在缺血一段时间后才能形成。

新生血管形成过程中，需要蛋白酶及粘附分子的

参与，二者分别发挥细胞外基质降解和内皮细胞在

原血管中的发芽作用和内皮细胞迁移和结构粘附

作用。而高血清 ApoE、IMA及 Hcy水平不仅会损

伤内皮细胞，加剧自由基反应和缺血损害，还可破

坏粘附分子活性，从而降低侧支循环开放程度，不

利于脑侧支循环代偿的建立［15⁃16］。本研究行多因素

Logistic 回归分析结果显示，血清 ApoE、IMA、Hcy
及梗死体积与灌注血流分级存在相关性。综上所

述，CIS 患者存在血清 ApoE、IMA 及 Hcy 高水平，

并与脑侧支循环分级关系密切，即血清ApoE、IMA
及Hcy水平也越高，脑侧支循环分级也越高。
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因素
ApoE
IMA
Hcy

梗死体积

B值
1.775
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2.963
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SE值
0.396
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0.698
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21.912
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1
1
1
1

Exp（B）
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3.034
4.615
5.421

P值
0.041
0.006
0.017
0.002
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动态监测 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度在排卵障碍性
不孕治疗前后变化的临床意义

李宾玲★ 张丽 赵贝 严烩利

［摘 要］ 目的 动态监测黄体生成素（LH）、卵泡刺激素（FSH）、雌二醇（E2）、子宫内膜厚度在排卵

障碍性不孕（ODI）治疗前后变化的临床意义。方法 选取本院 2018年 6月至 2020年 6月ODI患者 72例

作为研究对象，均采取来曲唑辅助排卵治疗 3个疗程，治疗结束后随访 3个月，根据治疗结局分为妊娠组

（26例）与未妊娠组（46例）。动态监测并对比两组治疗期间 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度变化情况，分析

LH、FSH、E2、子宫内膜厚度与治疗结局的关系及对治疗结局的预测价值。结果 妊娠组治疗 1个疗程、

2个疗程、3个疗程后LH、FSH低于未妊娠组，E2高于未妊娠组，子宫内膜厚度大于未妊娠组（P<0.05）；LH、

FSH与治疗结局呈负相关（P<0.05），E2、子宫内膜厚度与治疗结局呈正相关（P<0.05）；治疗 3个疗程后LH、

FSH、E2、子宫内膜厚度联合预测 ODI 治疗结局的 AUC 值最大，敏感性、特异性分别为 91.30%、84.62%。

结论 ODI患者动态监测指标可为评估ODI患者治疗效果、预测治疗结局提供科学指导。

［关键词］ 促黄体生成素；卵泡刺激素；雌二醇；排卵障碍性不孕

The clinical significance of dynamic monitoring of LH，FSH，E2，endometrial thickness
before and after treatment of ovulatory disorder infertility
LI Binling★，ZHANG Li，ZHAO Bei，YAN Huili
（Reproductive Technology Center，Henan Academy of Reproductive Health Science and Technology，
Zhengzhou，Henan，China，450003）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the clinical significance of dynamic monitoring of luteinizing
hormone（LH），follicle stimulating hormone（FSH），estradiol（E2），and endometrial thickness before and
after the treatment of ovulatory disorder infertility（ODI）. Methods A total of 72 patients with ODI admitted
to our hospital from June 2018 to June 2020 were selected as the research subjects，and all of them were treated
with letrozole assisted ovulation therapy for 3 courses. They were followed up for 3 months after the treatment，
and were divided into the pregnant group（26 cases）and the non⁃pregnant group（46 cases）according to the
treatment outcome. The changes of LH，FSH，E2，and endometrial thickness during the treatment period of the
two groups were dynamically monitored and compared. The relationship between LH，FSH，E2，endometrial
thickness and treatment outcome and the predictive value of treatment outcome were analyzed. Results The
LH and FSH of the pregnant group after 1 course，2 courses and 3 courses of treatment were lower than those of
the non⁃pregnant group，E2 was higher than the non⁃pregnant group，and the endometrial thickness was greater
than the non⁃pregnant group（P<0.05）. LH and FSH were negatively correlated with treatment outcome，E2，

endometrial thickness were positively correlated with treatment outcome （P<0.05）. After 3 courses of
treatment，the AUC value of LH，FSH，E2 and endometrial thickness combined to predict the outcome of ODI
treatment was the largest. The sensitivity and specificity were 91.30% and 84.62%，respectively. Conclusion
ODI patients are Dynamic monitoring of the above indicators can provide scientific guidance for evaluating the
treatment effect and predicting the treatment outcome of ODI patients.

［KEY WORDS］ Luteinizing hormone；Follicle stimulating hormone；Estradiol；Ovulatory disorder
infertility
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排卵障碍是女性不孕的主要原因，发生率约

为 20%~40%，严重影响夫妻和谐与家庭稳定［1⁃2］。

相关研究认为，不孕症发生与多种因素相关，其中

内分泌紊乱是其发生最常见致病因素［3］，故检测性

激素水平具有重要临床价值。另有学者指出，子

宫内膜容受性也是女性不孕症发生的重要因素［4］，

子宫内膜厚度是其重要部分。然而关于促黄体生

成素（luteinizing hormone，LH）、卵泡刺激素（Folli⁃
cle Stimulating Hormone，FSH）、雌二醇（Estradiol，
E2）、子宫内膜厚度动态监测排卵障碍性不孕（Ovu⁃
latory disorder infertility，ODI）的应用价值及对患

者治疗结局的预测效能临床仍处于摸索之中。

基于此，本研究尝试分析动态监测 LH、FSH、E2、
子宫内膜厚度在 ODI 治疗前后变化的临床意义，

旨在为临床实施个体化精准治疗提供有效依据。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取本院 2018年 6月至 2020年 6月ODI患者

72 例作为研究对象，平均年龄（30.85±2.04）岁；平

均不孕时间（3.62 ± 0.49）年；平均体质量指数

（24.18±0.72）kg/m2。本院伦理委员会经审核评议

同意本研究，研究对象均知情同意。

纳入标准：①均符合《妇产科学》［5］中ODI诊断

标准；②连续监测基础体温 3 个月均呈单相型；

③B超连续监测>3个月无成熟卵泡（17~18 mm）或

闭锁卵泡（<5 mm）；④配偶生殖功能正常，不孕时

间 1~5年。排除标准：①合并子宫肌瘤、子宫内膜

异位症等疾病者；②近 4周内有激素、免疫抑制剂

等药物使用史者；③既往有来曲唑药物过敏史者；

④精神行为异常者。

1.2 方法

1.2.1 治疗方法

所有患者均于月经来潮第 5 d 开始接受来曲

唑（浙江海正药业股份有限公司，国药准字

H20133109）辅助排卵治疗，5 mg/次，1次/d，1个月

经周期为 1个疗程，共治疗 3个疗程。治疗结束后

随访 3 个月，根据治疗结局将 72 例 ODI 患者分为

妊娠组（26例）与未妊娠组（46例）。

1.2.2 检测方法

所有患者均于治疗前、治疗 1 个疗程、2 个疗

程、3 个疗程后月经周期第 4~5 d 进行以下指标检

测：①空腹取 5 mL 静脉血，静置 32 min 后 3 000

rpm 离心 12 min，取血清，-70℃低温保存。采用

Autolumo 2000型全自动化学发光免疫分析仪以电

化学发光法测定 LH、FSH、E2水平，严格参照郑州

安图生物工程股份有限公司提供仪器及配套试剂

盒说明书操作。②采用日立阿洛卡 F37 型阴道超

声诊断仪测量子宫内膜厚度，严格按照日立医疗

（广州）有限公司提供仪器说明书操作。

1.3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 22.0 处理数据。计数

资料用 n（%）表示、c2 检验；计量资料以（x ± s）描

述、t 检验；采用 Spearman 相关系数法分析 LH、

FSH、E2、子宫内膜厚度与治疗结局的关系；采用受

试 者 工 作 特 征（Receiver operating characteristic
curve，ROC）曲线分析 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度

对ODI治疗结局的预测价值，联合预测实施 Logis⁃
tic二元回归拟合，返回预测概率 logit（p），将其作为

独立检验变量。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组治疗前后LH、FSH、E2子宫内膜变化情况

两组治疗前 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度变化

比较，差异无统计学意义（P>0.05）；两组治疗 1、2、
3个疗程后 LH、FSH呈降低趋势，妊娠组降低幅度

大于未妊娠组，E2呈升高趋势，妊娠组升高幅度大

于未妊娠组（P<0.05）；治疗 1、2、3 个疗程后 LH、

FSH低于未妊娠组，E2高于未妊娠组，差异有统计

学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度与治疗结局的关

系

Spearman相关性分析，LH、FSH与治疗结局呈

负相关，E2、子宫内膜厚度与治疗结局呈正相关

（P<0.05）。见表 3。
2.3 不同时间点 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度对治

疗结局的预测价值

根据两组不同时间点 LH、FSH、E2、子宫内膜

厚度绘制ROC曲线，结果显示，随时间推移各指标

预测AUC呈逐渐升高趋势。见表 4、图 1。

3 讨论

资料显示［6⁃7］，下丘脑⁃垂体⁃卵巢轴、神经中枢

及其他内分泌腺相互调控是维持女性正常生理周

期的重要环节，上述任何一个环节失衡都会导致

生殖激素分泌异常，引起女性短暂性或永久性排
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指标

LH（IU/L）

FSH（IU/L）

E2（ng/L）

子宫内膜
厚度

组别

妊娠组

未妊娠组

t值
P值

妊娠组

未妊娠组

t值
P值

妊娠组

未妊娠组

t值
P值

妊娠组

未妊娠组

t值
P值

n
26
46

26
46

26
46

治疗前

10.41±2.25
10.68±2.41

0.468
0.642

15.18±2.14
15.47±2.05

0.568
0.572

46.69±7.13
45.28±6.29

0.870
0.387

6.22±0.47
6.20±0.50

0.167
0.868

治疗 1个疗程后

8.35±1.14a

9.46±1.27a

3.693
<0.001

12.61±1.71a

13.87±1.59a

3.143
0.003

78.76±12.34a

62.23±13.06a

5.260
<0.001

7.29±0.56a

6.78±0.52a

3.888
<0.001

治疗 2个疗程后

6.21±1.18ab

8.19±1.29ab

6.447
<0.001

10.03±1.62ab

12.38±1.84ab

5.428
<0.001

106.52±21.15ab

85.79±16.77ab

4.578
<0.001

8.40±0.65ab

7.31±0.57ab

7.407
<0.001

治疗 3个疗程后

4.76±1.02abc

7.12±1.13abc

8.808
<0.001

8.12±1.13abc

10.29±1.47abc

6.511
<0.001

162.48±42.25abc

102.21±38.04abc

6.204
<0.001

9.71±0.74abc

8.02±0.63abc

10.260
<0.001

注：与同组治疗前比较，aP<0.05；与同组治疗 1个疗程后比较，bP<0.05；与同组治疗 2个疗程后比较，cP<0.05。

表 1 两组治疗前后 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度变化情况比较（x ± s）

Table 1 Comparison of changes of LH，FSH，E2 and endometrial thickness changes between 2 groups before and after treatment（x±s）

项目

治疗结局 r值
P值

LH
-0.645
<0.001

FSH
-0.660
<0.001

E2

0.738
<0.001

子宫内膜厚度

0.714
<0.001

表 2 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度与治疗结局的关系

Table 2 Relationship between LH，FSH，E2，endometrial
thickness and treatment outcome

卵障碍。LH、FSH均为性腺激素，由垂体前叶嗜碱

性细胞分泌，其中 LH 可促使卵母细胞进一步成

熟，进而发挥良好促排卵作用；FSH则是评估卵泡

与卵巢发育成熟的有效指标［8⁃9］。E2属类固醇激素，

其水平随卵泡生长呈上升趋势，可促使子宫内膜向

增殖期转变，有效反映女性卵巢储备功能［10⁃11］。本

研究结果显示，ODI妊娠患者治疗 1个疗程、2个疗

程、3个疗程后LH、FSH低于ODI未妊娠患者，E2高

于ODI未妊娠患者。结合周念等［12］研究考虑机制

可能在于ODI患者下丘脑⁃垂体⁃卵巢轴功能紊乱，

致使 LH、FSH升高，E2下降，卵巢分泌功能不良，卵

巢储备功能损伤，从而加重排卵障碍，影响治疗结

局。进一步经 Spearman 相关性分析，LH、FSH 与
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图 1 不同时间点 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度对治疗结局

的预测价值

Figure 1 the predictive value of LH，FSH，E2 and endome⁃
trial thickness at different time points for treatment outcome

指标

治疗 1个疗程后

LH
FSH
E2

子宫内膜厚度

治疗 2个疗程后

LH
FSH
E2

子宫内膜厚度

治疗 3个疗程后

LH
FSH
E2

子宫内膜厚度

AUC

0.749
0.714
0.820
0.759

0.796
0.774
0.842
0.832

0.823
0.809
0.866
0.857

95%CI

0.633-0.844
0.595-0.814
0.712-0.901
0.644-0.852

0.684-0.882
0.660-0.864
0.737-0.917
0.725-0.910

0.715-0.903
0.699-0.892
0.765-0.935
0.754-0.928

Z值

4.224
3.386
6.049
4.067

4.968
4.724
7.267
6.565

5.936
5.982
8.919
7.180

P值

<0.001
0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

Cut⁃off值

>8.43 IU/L
>12.83 IU/L
≤70.09 ng/L
≤7.23 mm

>6.88 IU/L
>11.16 IU/L
≤93.09 ng/L
≤7.60 mm

>5.26 IU/L
>9.02 IU/L

≤117.96 ng/L
≤8.93 mm

敏感值（%）

82.61
73.91
71.74
84.78

89.13
73.91
73.91
80.43

84.78
78.26
69.57
86.96

特异性（%）

61.54
61.54
80.77
65.38

65.38
73.08
80.77
73.08

76.92
73.08
88.46
76.92

表 3 不同时间点 LH、FSH、E2、子宫内膜厚度对治疗结局的预测价值

Table 3 the predictive value of LH，FSH，E2 and endometrial thickness at different time points on treatment outcome
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ODI患者治疗结局存在负相关关系，E2与ODI患者

治疗结局存在正相关关系，再次佐证了LH、FSH、E2

对ODI患者治疗结局具有一定评估价值。

相关研究表明［13⁃14］，胚胎着床的最佳子宫内膜

厚度范围为 9~11 mm，随子宫内膜厚度降低，女性

临床妊娠率显著减少。另有学者指出［15］，子宫内膜

厚度 7 mm是妊娠成功的必需条件。本研究结果表

明，随治疗周期推移，ODI 未妊娠患者子宫内膜厚

度不断增加，但其增加幅度小于ODI妊娠患者，与

王丽等［16］观点相似，这可能与子宫内膜厚度下降

一定程度会抑制卵子排出，改变宫腔内微环境，进

而影响子宫内膜容受性，干扰胚胎植入，从而降

低妊娠成功率有关。推测动态监测 ODI 患者子

宫内膜厚度，可为临床判断治疗结局提供指导依

据。然而受测量方法、时间不同、操作者个体误

差等因素影响，子宫内膜厚度单一预测 ODI 患者

治疗结局存在一定局限性，敏感性较低，故本研

究尝试联合预测模式，结果显示，治疗 3个疗程后

LH、FSH、E2、子宫内膜厚度联合预测治疗结局

AUC 值大于治疗 1 个疗程、2 个疗程后，敏感性达

91.30%。提示联合检测 LH、FSH、E2、子宫内膜厚

度有望成为临床ODI患者来曲唑辅助治疗结局的

预测手段，有助于指导临床拟定针对性治疗方案。

综上可知，ODI患者 LH、FSH、E2、子宫内膜厚

度明显异常，其变化情况与治疗结局存在显著相

关性，动态监测上述指标可为评估 ODI 患者治疗

效果、预测治疗结局提供科学指导。然而，本研究

受时间限制，选取样本量有限，可能造成数据偏

差，今后需扩大样本量，进一步做多中心研究。
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•论 著•

MIF、S100β蛋白及SF检测在急性脑出血中的表达及
预后

王益 刘万平 何兴林 官念 杨小芳 袁偲旖 彭川 陈倩★

［摘 要］ 目的 分析巨噬细胞移动抑制因子（MIF）、S100β蛋白（S100β）及血清铁蛋白（SF）检测

在急性脑出血中的表达及与病情、预后的相关性。方法 选取 2016年 8月至 2018年 8月于本院就诊的

72 例急性脑出血患者作为研究组，根据患者出院时预后情况分为生存组（n=46）及死亡组（n=26），同时

选取同期 61 例本院进行健康体检的正常人群作为对照组。收集所有研究对象临床资料，比较 MIF、
S100β 蛋白及 SF 在各组间的表达情况，采用多元 Logistic 回归分析急性脑出血患者预后死亡的危险因

素，采用 ROC 曲线分析MIF、S100β 蛋白及 SF 对急性脑出血患者预后死亡的预测价值。结果 研究组

患者 MIF、S100β 蛋白及 SF 水平均明显高于对照组患者，差异有统计学意义（P<0.05）。死亡组患者

MIF、S100β蛋白及 SF水平均明显高于生存组患者，差异有统计学意义（P<0.05）。MIF、S100β蛋白及 SF
异常升高与急性脑出血患者预后死亡呈正相关（P<0.05）。MIF、S100β 蛋白及 SF 及三者联合曲线下面

积分别为 0.702、0.810、0.646、0.915，各指标曲线下面积以联合检测最大。结论 MIF、S100β 蛋白及 SF
在急性脑出血患者中呈高表达状态，可作为预测急性脑出血患者诊疗及预后的分子标志物。

［关键词］ MIF；S100β蛋白；SF；急性脑出血

Study on the expression and prognosis of MIF，S100β protein and SF in acute cerebral
hemorrhage
WANG Yi，LIU Wanping，HE Xinglin，GUAN Nian，YANG Xiaofang，YUAN Siyi，PENG Chuan，CHEN
Qian★

（Department of Neurology，Guang􀆳an people􀆳s Hospital，Guang􀆳an，Sichuan，China，638000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expressions of MIF，S100β protein and SF detection in pa⁃
tients with acute cerebral hemorrhage and their correlation with disease severity and prognosis. Method 72 pa⁃
tients with acute cerebral hemorrhage treated in this hospital from August 2016 to August 2018 were selected
as the study group. According to the prognosis of the patients acute cerebral hemorrhage at the time of dis⁃
charge，they were divided into the survival group（n=46）and the death group（n=26）. At the same time，61
normal people who underwent physical examination in this hospital were selected as the control group. The clin⁃
ical data of all research objects were collected to compare the expressions of MIF，S100β protein and SF in the
groups. Multivariate logistic regression analysis was used to analyze the risk factors of prognostic death of pa⁃
tients with acute cerebral hemorrhage，and the ROC curve was used to analyze the predictive value of MIF，
S100β protein and SF for the prognostic death of patients with acute cerebral hemorrhage. Result The MIF，
S100β protein and SF levels in the study group were significantly higher than those in the control group，and
the differences were statistically significant（P<0.05）. MIF，S100β protein and SF levels in the death group
were significantly higher than those in the survival group，and the differences were statistically significant（P<
0.05）. The abnormal increase of MIF，S100β protein and SF is positively correlated with the prognostic death
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of patients with acute cerebral hemorrhage（P<0.05）. The areas under the curve of MIF，S100β protein，SF
and the three combined curve were 0.702，0.810，0.646，0.915，respectively. The area under the combined
curve was the largest. Conclusion MIF，S100β protein and SF levels are highly expressed in patients with
acute cerebral hemorrhage，and can be used as molecular markers to predict the diagnosis，treatment and prog⁃
nosis of patients with acute cerebral hemorrhage.

［KEY WORDS］ MIF；S100β protein；SF；Acute cerebral hemorrhage

近年来，脑血管疾病已成为严重危害人类生命

健康的重大疾病之一［1］。急性脑出血作为脑血管疾

病中最常见的类型，占急性脑血管疾病的 40%以

上，具有极高的死亡率及致残率，严重威胁患者生

命安全［2］。随着神经生化标志物的研究开展，急性

脑出血进展及预后与生化标志物引起广泛关注。

S100β蛋白（S100βprotein，S100β）是钙结合蛋白家

族之一，在各种原因所致的脑组织损伤中呈高表

达状态，与脑组织损伤情况、脑梗死面积及预后关

系密切［3］。巨噬细胞移动抑制因子（macrophage
migration inhibition factor，MIF）作为神经损伤重要

标志，与炎性反应及免疫应答有关，可激活细胞因

子引起泡沫细胞聚集，加速巨噬细胞迁移，刺激血

管硬化及斑块形成［4］。而Wang等［5］发现，血清铁蛋

白（serum ferritin，SF）介导的细胞凋亡及氧化损伤

在脑部损伤机制中起到十分重要的作用，是加重急

性脑出血关键因素之一。本研究就急性脑出血患

者MIF、S100β蛋白及 SF的表达情况及病情、预后

的相关性进行分析，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016年 8月至 2018年 8月于本院就诊的

72例急性脑出血患者的临床资料作为研究组，纳入

标准：①所有患者临床表现及影像学检查确诊，符

合中国脑出血诊治指南（2014）诊断标准［6］；②临床

资料完整且真实。排除标准：①合并血液疾病者；

②严重精神疾患或痴呆等无法配合本研究者；③存

在其他原发性恶性肿瘤者。其中男 37例，女 35例，

平均年龄（67.71±4.82）岁。根据患者预后情况分为

生存组（n=46）及死亡组（n=26）。
选取同期 61例本院进行健康体检者作为对照

组，其中男 32 例，女 29 例，平均年龄（67.75±4.79）
岁。两组性别、年龄等一般资料比较差异无统计

学意义（P>0.05）。所有研究对象均签署知情同意

书，本研究已获得院伦理委员会批准。

1.2 方法

①收集所有患者临床资料，比较研究组及对

照组MIF、S100β蛋白及 SF的表达情况；记录所有

患者在出院时预后（存活及死亡）情况。

②对照组于体检当日、研究组于入院 24 h 内

采用强生 Vitros350 全自动干式化学分析仪检测，

以酶联免疫吸附法测定 S⁃100β蛋白及 SF，试剂盒

由上海江莱食物科技有限公司提供。采用免疫放

射分析法测量MIF，试剂盒由美国 BioSource 公司

提供。检测过程严格按照说明书操作流程进行。

1.3 诊断标准

由本科室两名副主任级别以上医师进行GCS
评分［7］：根据患者睁眼、语言、肢体运动等方面进行

评分，总分 15分，当患者<9分时为高，其余均为低。

MIF参考范围：34~48 ng/L，当MIF>48.89 ng/L提

示异常升高；S100β参考范围：0.18~0.22 μg/L，S100β
蛋白水平>0.22μg/L提示异常升高；SF参考范围：138~
149 ng/mL，SF>149.08 ng/mL提示异常升高［7］。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计数资料

以 n（%）表示，采用 c2检验，计量资料采用（x ± s）表

示，行 t 检验。采用多元 Logistic 回归分析影响急

性脑出血患者预后死亡的危险因素，采用 ROC 曲

线分析研究 MIF、S100β 蛋白及 SF 对患者预后死

亡的影响。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 研究组及对照组MIF、S100β蛋白及 SF的表

达水平比较

研究组患者 MIF、S100β 蛋白及 SF 水平均明

显高于对照组患者，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。
2.2 生存组及死亡组MIF、S100β蛋白及 SF的表

达水平比较

死亡组患者MIF、S100β蛋白及 SF水平高于生

存组患者，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
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组别

研究组

对照组

t值
P值

72
61

MIF（ng/L）
58.42±8.76
41.55±7.34

11.909
<0.001

S⁃100β蛋白（μg/L）
0.98±0.28
0.20±0.02
21.697
<0.001

SF（ng/mL）
182.34±12.76
143.24±5.84

22.046
<0.001

表 1 研究组及对照组MIF、S100β蛋白及 SF的表达水平

比较（x ± s）

Table 1 Compare the expression of MIF，S100 β protein
and SF in the study group and the control group（x ± s）

组别

生存组

死亡组

t值
P值

n
46
26

MIF（ng/L）
41.72±7.94
61.77±5.41

11.444
<0.001

S⁃100β蛋白（μg/L）
0.51±0.19
1.05±0.21
11.150
<0.001

SF（ng/mL）
154.33±15.25
189.67±5.43

11.385
<0.001

表 2 生存组及死亡组MIF、S100β蛋白的表达水平比较

（x ± s）

Table 1 Compare the expression of MIF，S100 β protein
and SF in survival group and death group（x ± s）

变量

年龄（<60岁 vs ≥60岁）

合并糖尿病（是 vs 否）

GCS评分（高VS低）

合并高血压（是 vs 否）

上消化道出血（有 vs 无）

合并感染（是 vs 否）

MIF（正常 vs异常升高）

S100β蛋白（异常升高 vs正常）

SF（异常升高 vs正常）

单因素分析

OR值

1.162
2.330
2.325
2.653
2.408
2.643
2.537
2.330
2.372

95%CI
0.603~2.242
1.679~3.232
1.816~2.977
1.950~3.610
1.956~2.964
2.105~3.137
2.029~3.172
1.867~2.90
1.702~3.272

P值

0.673
0.006
0.004
0.005
0.009
0.007
0.002
0.003
0.003

多因素分析

OR值

1.849
1.658
1.181
1.658
1.162
2.565
2.491
2.496

95%CI

0.893~3.827
0.892~3.081
0.617~2.260
0.892~3.081
0.603~2.242
1.859~3.537
1.631~3.805
1.670~3.731

P值

0.418
0.423
0.591
0.371
0.573
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 影响急性脑出血患者预后死亡的单因素和多因素分析

Table 3 univariate and multivariate analysis of prognosis and survival in patients with acute cerebral hemorrhage

预测指标

MIF
S100β蛋白

SF
MIF、S100β蛋白
及 SF联合检测

最佳
临界值

26.13
25.34
26.48

27.62

敏感度
（%）

0.621
0.713
0.746

0.894

特异性
（%）

0.624
7.721
0.752

0.898

AUC

0.702
0.810
0.646

0.915

95%CI

0.510~0.894
0.632~0.988
0.430~0.862

0.809~1.000

表 4 MIF、S100β蛋白及 SF对急性脑出血患者预后死亡

的预测价值

Table 4 the prognostic value of MIF，S100 β protein and
SF in patients with acute cerebral hemorrhage

图 1 MIF、S100β蛋白及 SF对急性脑出血患者预后死亡

的预测价值

Figure 1 The predictive value of MIF，S100 β protein and
SF in the prognosis of patients with acute cerebral hemorrhage
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2.3 急性脑出血患者预后死亡的单因素和多因素

分析

MIF、S100β 蛋白及 SF 异常升高与急性脑出

血患者预后死亡相关（P<0.05）。见表 3。
2.4 MIF、S100β 蛋白及 SF 对急性脑出血患者预

后死亡的预测价值

采用 ROC 曲线分析 MIF、S100β 蛋白及 SF 及

三者联合对急性脑出血患者预后死亡的预测价

值，各指标曲线下面积以联合检测最大 0.95，故联

合检测的预测价值最佳。见表 4、图 1。

3 讨论

目前临床上对于急性脑出血的发病机制尚未

明确，相关研究显示，急性脑出血与凝血酶、血红

蛋白、炎性因子等血清生化标志物密切相关［8］。

MIF 是临床上第一个发现具有炎性介质的细

胞因子，一方面能抑制巨噬细胞从 T 细胞激活区

向外移动，并激活附近的巨噬细胞增强吞噬作用；

另一方面，可抑制炎性细胞活性剂反向调节糖皮

质激素达到促炎的目的［9］。研究发现，MIF与动脉

粥样硬化、肾小球肾炎、溃疡性结肠炎、系统性红斑

狼疮及肿瘤等疾病密切相关［10］。Dzmitry等［11］对败

血症患者研究显示，在败血症休克时炎症细胞胞浆

内MIF合成加强、聚集增加，与炎症部位炎症细胞

的聚集呈现平行相关关系。相关学者［12］对急性呼

吸窘迫综合征患者研究发现，MIF可能通过中性细

胞趋化性巨噬细胞炎性因子 2 的上调而发挥作

用。同时，研究发现，脑出血后，血肿周围脑组织受

压、缺血缺氧、受到损伤，大量炎症细胞释放，加上
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急性脑出血后，患者机体处于应激反应，导致MIF
在循环中水平显著上升［13］。本研究结果说明MIF
水平与急性脑出血患者预后关系密切。

既往文献发现，S100β蛋白与中枢神经系统肿

瘤或脑血管病密切相关，其峰值浓度与急性脑缺血

后的梗死体积呈正相关状态［14］。同时，近年来相关

研究表示，S100β蛋白浓度的变化可作为反映中枢

神经系统损害程度及判断预后脑损伤的特异性标

志［15］。本文发现，研究组 S100β蛋白明显较正常人

群高，且 S100β蛋白异常升高为影响急性脑出血患

者预后生存的危险因素。分析其原因与急性脑出

血患者出血量大，压迫脑组织，致使血肿周围水肿

体积增大，脑组织缺血缺氧加重，大量星形胶质细

胞坏死，细胞膜完整性被破坏，S100β蛋白溢出多，

致使血清 S100β蛋白浓度增高有关［15］。

研究指出，铁离子是加重急性脑出血形成的关键

因素［16］。SF是体内铁的主要贮存形式，急性脑损伤

时，会产生大量自由基，SF易受氧攻击从而进入铁蛋

白内，将铁蛋白中三价铁还原成二价铁使储存铁释

放；还可催化Haber⁃weiss反应产生羟自由基及催化

脂质过氧化反应，生成丙二醛，破坏血脑屏障，造成

脑水肿加重神经损伤［16］。Sorour等［17］发现，SF参与

脑梗死后的脑组织病理损伤过程，SF浓度越高，脑

梗死体积越大，神经功能缺损评分越高。本研究结

果显示，SF与急性脑出血患者预后关系密切，考虑

与急性脑出血患者脑组织细胞受损，使SF水平浓度

升高，影响体内代谢能力，导致自我调节能力降低，使

铁离子水平异常升高，破坏神经及血管内皮细胞受

体，使钙离子三磷酸腺苷酶失活，破坏细胞内稳态，对

患者预后造成影响有关。另本研究通过ROC曲线分

析显示，MIF、S100β蛋白及SF对急性脑出血患者预

后死亡的预测价值最佳，进一步提示联合检测三指标

可作为预测患者预后死亡的有效手段。

综上所述，MIF、S100β 蛋白及 SF 在急性脑出

血患者中呈高表达状态，可作为预测急性脑出血

患者诊疗及预后的分子标志物。

参考文献
［1］ Wang B，Zhao KL，Hu WJ，et al. Macrophage Migration In⁃

hibitor Promoted the Intrahepatic Bile Duct Injury in Rats

with Severe Acute Pancreatitis［J］. Digest Dis Sci，2018，64

（3）：275⁃278.

［2］ 张维，李少泉，彭文龙，等 . 血清 IL⁃6，TNF⁃α，MMP⁃9，

CRP 水平与高血压脑出血患者预后的相关性分析［J］. 解

放军医药杂志，2020，32（3）：105⁃108.
［3］ 韩玉华，周俐红，李艳丽 . Lp⁃PLA2、Hcy及 S100β对缺血性

脑卒中后 VD 的预测价值研究［J］. 分子诊断与治疗杂志，

2020，12（7）：940⁃943.

［4］ Li JH，Tang Y，Lv J，et al. Macrophage migration inhibitory
factor promotes renal injury induced by ischemic reperfusion
［J］. J Cell Mol Med，2019，18（6）：381⁃383.

［5］ Wang QJ，Han W，Niu JM，et al. Prognostic value of serum
macrophage migration inhibitory factor levels in pulmonary tu⁃
berculosis［J］. Resp Res，2019，27（12）：372⁃378.

［6］ 中华医学会神经病学分会，中华医学会神经病学分会脑血

管病学组 . 中国脑出血诊治指南（2014）［J］. 中华神经科杂

志，2015，48（6）：217⁃219.
［7］ Rakovich T，Cunningham C，Ansboro S，et al. P169 Effect

of macrophage migration inhibitory factor on human macro⁃
phages from arthritis patients［J］. Ann Rheum Dis，2019，21
（11）：531⁃535.

［8］ 高阳阳，李骥腾 . 血清TSP⁃1，PDGF预测脑出血短期预后的

临床价值［J］. 分子诊断与治疗杂志，2020，12（4）：502⁃506.
［9］ Nakahara K，Fujikawa K，Hiraoka H，et al. Attenuation of

Macrophage Migration Inhibitory Factor⁃Stimulated Signaling
via S⁃Nitrosylation［J］. Biol Pharm Bull，2019，42（6）：1044⁃
1047.

［10］ Elbaradie SMY，Bakry MS，Bosilah AH. Serum macrophage
migration inhibition factor for diagnosing endometriosis and
its severity：case ⁃ control study［J］. BMC Womens Health，
2020，20（1）：189.

［11］ Dzmitry S，Christos K，Christine K，et al. Macrophage Mi⁃
gration Inhibitory Factor（MIF）⁃Based Therapeutic Concepts
in Atherosclerosis and Inflammation［J］. Thromb Haemost，
2019，13（8）：338⁃341.

［12］ Ortiz⁃García YM，García⁃Iglesias T，Morales⁃Velazquez G，

et al. Macrophage Migration Inhibitory Factor Levels in Gingi⁃

val Crevicular Fluid，Saliva，and Serum of Chronic Periodon⁃

titis Patients［J］. Biomed Res Int，2019，2019：7850392.

［13］ 赵艳艳 . 早期康复护理治疗脑出血偏瘫患者的效果［J］.
保健医学研究与实践，2017，14（1）：91⁃93.

［14］ Ma F，Meyer⁃Siegler KL，Leng L，et al. Spinal macrophage
migration inhibitory factor and high mobility group box 1 me⁃
diate persistent bladder pain［J］. Neurosc Lett，2019，699：
54⁃58.

［15］ 白毅婕，王强，周嘉鑫，等 . 青藤碱对缺氧诱导的脑神经元

损伤和内质网应激性自噬的作用［J］. 医学分子生物学杂

志，2018，14（5）：302⁃308.
［16］ Eugenio C，Emanuela M，Santa M，et al. Overexpression of

Macrophage Migration Inhibitory Factor and Its Homologue
D⁃Dopachrome Tautomerase as Negative Prognostic Factor in
Neuroblastoma［J］. Brain Sci，2019，9（10）：284⁃286.

［17］ Sorour O，Nassar E，Ahmed SE，et al. Serum levels of mac⁃
rophage migration inhibitory factor and interleukin 17 in pa⁃
tients with nonsegmental vitiligo［J］. J Egyp Womens Derma⁃
tol Soc，2020，17（1）：13.

·· 781



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

基金项目：河南省医学科技攻关计划项目（201702136）
作者单位：1. 驻马店市中心医院随访办，河南，驻马店 463000

2. 驻马店市中心医院消化内科，河南，驻马店 463000
3. 驻马店市中心医院内镜诊疗部，河南，驻马店 463000

★通信作者：袁焕君，E⁃mail：feng530866yu2275@163.com

•论 著•

TNF⁃α、CA724及 CEA联合肠镜检查在结直肠癌诊
断中的价值

袁焕君 1★ 姚兰杰 2 陈攀丽 3

［摘 要］ 目的 分析肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、糖链抗原 242（CA724）及癌胚抗原（CEA）联合肠

镜检查在结直肠癌诊断中的价值。方法 收集 2017年 6月至 2020年 6月在驻马店市中心医院进行手术

治疗的 110例结直肠癌患者作为结直肠癌组，另选取结直肠良性疾病患者 90例作为对照组。对比不同

人群患者 TNF⁃α、CA724 及 CEA 水平及肠镜检查结果差异，以病理组织检查为金标准，分析 TNF⁃α、
CA724及 CEA和肠镜检查单一或联合的准确度，绘制 ROC曲线分析 TNF⁃α、CA724及 CEA联合肠镜检

查在结直肠癌诊断中的预测价值。结果 ①结直肠癌组血清 TNF⁃α、CA724及CEA水平高于对照组，差

异具有统计学意义（P<0.05）。②TNF⁃α+CA724+CEA+肠镜检查准确度高于单一肿瘤标志物检测和单一

肠镜检查，差异具有统计学意义（P<0.05）。③TNF⁃α+CA724+CEA 的 ROC 曲线下面积为 0.529，单一肠

镜检查的 ROC 曲线下面积为 0.507，各指标联合的 ROC 曲线下面积为 0.532，各指标曲线下面积以联合

检测最大（P<0.05）。结论 TNF⁃α、CA724及 CEA水平在结直肠癌患者中显著升高，三者联合肠镜检查

可提高诊断结肠癌的敏感度、准确性，值得推广。

［关键词］ TNF⁃α；CA724；CEA；肠镜检查；结直肠癌

Value of TNF⁃α，CA724 and CEA combined with colonoscopy in the diagnosis of colorec⁃
tal cancer
YUAN Huanjun1★，YAO Lanjie2，CHEN Panli3

（1. Department of Follow⁃up Office，Zhumadian Central Hospital，Zhumadian，Henan，China，463000；
2. Department of Gastroenterology，Zhumadian Central Hospital，Zhumadian，Henan，China，463000；
3. Department of Endoscopy，Zhumadian Central Hospital，Zhumadian，Henan，China，463000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the value of the levels of tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α），

carbohydrate antigen（CA724）and carcinoembryonic antigen（CEA）combined with colonoscopy in the diag⁃
nosis of colorectal cancer. Method The clinical data of 110 patients with colorectal cancer who underwent
surgical treatment in Zhumadian Central Hospital from June 2017 to June 2020 were collected as the colorectal
cancer group. In addition，90 patients with benign colorectal diseases were selected as the control group. The
differences in the levels of TNF⁃α，CA724 and CEA and colonoscopy results of different patients were com⁃
pared. The result of pathological examination was used as the gold standard，and the accuracies of TNF⁃α，
CA724，CEA and colonoscopy alone and the accuracy of their combined examination were analyzed. The
ROC curve was drawn to analyze the predictive value of TNF⁃α，CA724 and CEA combined with colonoscopy
in the diagnosis of colorectal cancer. Result ① The levels of TNF⁃α，CA724 and CEA in serum of patients
in the colorectal cancer group were higher than those in the control group，and the difference was statistically
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significant（P<0.05）. ② The accuracy of TNF⁃α + CA724 + CEA + colonoscopy was higher than that of single
tumor marker detection and single colonoscopy，and the difference was statistically significant（P<0.05）.
③ The area under the ROC curve of TNF⁃α+ CA724 + CEA is 0.529，the area under the ROC curve of a sin⁃
gle colonoscopy is 0.507，the area under the ROC curve of the combined the two is 0.532，and the area under
the curve of combined detection is the largest（P<0.05）. Conclusion The levels of TNF⁃α，CA724 and CEA
significantly increased in patients with colorectal cancer. The three indicators combined with colonoscopy can
improve the sensitivity and accuracy in the diagnosis of colon cancer，and it is worthy of promotion.

［KEY WORDS］ TNF⁃α；CA724；CEA；Colonoscopy；Colorectal cancer

结直肠癌发生于结、直肠和肛管黏膜上皮，是

一种多步骤、多阶段、多基因参与形成的常见恶性

肿瘤［1］。由于患者早期症状隐匿，大多数于中晚期

确诊，肿瘤在治疗后易发生复发或转移，导致预后

差，5年生存率低［2］。因此，临床早诊断、早治疗对

提高患者生存质量和生存率有重要意义。

肠镜检查是经肛门将肠镜循腔插入至回盲

部，从黏膜侧观察结肠病变的检查方法，是目前诊

断大肠粘膜病变的最佳选择［3］。而近年来肿瘤标

志物在癌症诊疗中亦发挥了重要作用，目前常用

于结直肠癌辅助诊断的肿瘤标志物有癌胚抗原

（Carcinoembryonic Antigen，CEA）、糖链抗原 242
（carbohydrate antigen，CA724）及肿瘤坏死因子 ⁃α
（Tumor necrosis factor ⁃α，TNF⁃α）［4］。本研究就

TNF⁃α、CA724 及 CEA 联合肠镜检查在结直肠癌

诊断中的价值进行分析，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2017年 6月至 2020年 6月在驻马店市中

心医院进行手术治疗的 110 例结直肠癌患者的临

床资料，作为结直肠癌组。其中男性 59例，女性 51
例；平均年龄（56.35±2.37）岁。纳入标准：①所有患

者均满足世界卫生组织制定的结直肠癌诊断标准［5］；

②未患有其他恶性肿瘤疾病者；③入组前未接受过

放化疗者；④依从性较好者。排除标准：①合并血液

系统性疾病、重要脏器严重损害、肝肾功能及凝血功

能严重异常者；②合并良性消化道疾病者；③手术不

耐受者；④家族性腺瘤性息肉病恶变者。

另选取结直肠良性疾病（包括结肠息肉、慢性

结肠炎、溃疡性结肠炎）患者 90例作为对照组，并

且排除合并重要脏器感染性疾病或其他恶性肿瘤

患者。其中男性 49 例，女性 41 例；平均年龄

（56.42±2.39）岁。两组一般资料比较差异无统计

学意义（P>0.05），可以进行比较。所有研究对象

均签署知情同意书，本研究已获得医学伦理委员

会批准。

1.2 检测方法

1.2.1 血清肿瘤标志物检测

于治疗前空腹用一次性真空采血管采集静脉

血，室温静置 30 min，3 500 r/min离心 10 min，得到

血清。血清 TNF⁃α、TNF⁃α、CA724及 CEA采用化

学发光法检测，由北京美康生物技术研究中心有

限责任公司提供检测所用的试剂，以上项目均按

试剂盒说明检测，严格按照标准操作规程操作，并

在室内质控在控范围下检测。

1.2.2 肠镜检测

患者于检查前 1天全天进食半流质饮食，按肠

镜检查要求进行肠道准备，术前 4 h将复方聚乙二

醇电解质散溶于水，搅拌均匀，一次量约 2~4 mL，
以 1 L/h的速度口服，以排出液变为透明液体时结

束给药。检查时嘱患者保持左侧卧位，医师操作

结肠镜沿着肠道慢慢向前推送，根据需要更改体

位，直至送至回盲部，仔细观察肠道情况后缓慢推

进。在进境和退镜期间仔细观察各节段肠道粘膜

情况，若发现肿瘤，取材 5~8点，并对所取出的材料

进行病理活检。

1.2.3 病理组织检查

取大小合适的组织样本，经固定液固定后再

经脱水、透明、浸蜡、包埋后，用轮转式切片机进行

切片处理，切片经烤片后，用二甲苯脱蜡再用酒精

脱二甲苯，经苏木素染细胞核、伊红染细胞质的染

色后，酒精脱水、透明后封片，由专业病理医师用

显微镜进行阅片分析。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计量资料

以（x ± s）表示，采用 t检验；计数资料以 n（%）表示，

采用 c2检验。采用 ROC 曲线分析 TNF⁃α、CA724
及CEA联合肠镜检查在结直肠癌诊断中的预测价

值，以 P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 两组间 TNF⁃α、CA724及CEA水平比较

结直肠癌组 TNF⁃α、CA724 及 CEA 水平高于

对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 结肠镜检查实施情况

110例结直肠癌患者均完整观察并进行活检，

直肠、直乙交界处及乙状结肠均可见多发息肉样

隆起，表面粘膜呈分叶状，基底部多无蒂。110 例

患者中，发生在直乙交界处的 2例病灶经结肠镜检

查未诊断出，对于 10例发生在直肠、4例发生在乙

状结肠处的病变定位不准确。

90例良性病变者检出结肠息肉 32例、慢性结

肠炎 26 例、溃疡性结肠炎 21 例，对于 9 例结肠息

肉定位不准确，2例慢性结肠炎未检出。病例组织

实验图示见图 1。

2.3 肿瘤标志物及肠镜检查单一或联合检测结直

肠癌的准确度

TNF⁃α+CA724+CEA 与单一肠镜检查准确度

比较差异无统计学意义（P>0.05），TNF⁃α+CA724+

CEA+肠镜检查准确度高于单一肿瘤标志物检测

和单一肠镜检查，差异具有统计学意义（P<0.05）。

见表 2。

2.4 TNF⁃α、CA724 和 CEA 及肠镜检查单一或联

合检测结直肠癌的ROC效果评价

采用 ROC曲线分析 TNF⁃α、CA724和 CEA及

肠镜检查单一或联合检测结直肠癌的预测价值，

各指标曲线下面积以联合检测最大（P<0.05）。见

表 3、图 2。

3 讨论

结直肠癌是胃肠道常见肿瘤，患者早期症状

不明显，但随着癌肿的增大可表现排便习惯改变、

局部腹痛或全身症状［6］。研究指出，结直肠癌应做

到早期诊断，肠镜、血清肿瘤标志物水平检测、病

理检查均可作为结直肠癌可选择的诊断或辅助诊

断方法［7⁃8］。

组别

结直肠癌组

对照组

t值
P值

n
110
90
-
-

TNF⁃α（pg/mL）
13.26±5.41
3.10±1.22
17.450
<0.001

CA724（U/mL）
11.96±4.68
4.85±1.82
13.591
<0.001

CEA（ng/mL）
16.95±2.41
5.32±1.81
37.864
<0.001

表 1 两组间 TNF⁃α、CA724及CEA水平比较（x ± s）

Table 1 the levels of TNF ⁃ α，CA724 and CEA between
2 groups（x ± s）

图 1 结直肠癌组织病理图（SP，×400）
Figure 1 Histopathological analysis of colorectal cancer

（SP，×400）

预测因子

TNF⁃α+CA724+CEA
单一肠镜检查

TNF⁃α+CA724+CEA联合肠镜检查

最佳临界值

0.636
0.5789
0.839

敏感度（%）

0.882
0.855
0.998

特异度（%）

0.833
0.878
0.889

约登指数

0.715
0.733
0.887

AUC
0.529
0.507
0.532

95%CI
0.475~0.797
0.649~0.929
0.712~0.966

P值
<0.01
<0.01
<0.01

表 3 TNF⁃α、CA724和CEA及肠镜检查单一或联合检测结直肠癌的预测价值

Table 3 predictive value of single or combined detection of TNF ⁃ α，CA724，CEA and colonoscopy in colorectal cancer

图 2 ROC曲线图

Figure 2 ROC curve er

曲线源
TNF⁃α+CA724+CEA
单一肠镜检查
TNF⁃α+CA724+CEA联合肠镜检查
参考线

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性（%）

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度
（

%
）

ROC曲线

检测方法

TNF⁃α+CA724+CEA
单一肠镜检查

TNF⁃α+CA724+CEA联合肠镜检查

c2值

P值

病理诊断

良性
（n=90）

75
79
80

8.098
0.017

恶性
（n=110）

97
94
108

准确度
（%）

86.00
86.50
94.00a

注：与 TNF⁃α+CA724+CEA及单一肠镜检查比较，aP<0.05。

表 2 TNF⁃α、CA724和CEA及肠镜检查单一或联合检测

结直肠癌的准确度

Table 2 accuracy of single or combined detection of TNF⁃α，
CA724，CEA and colonoscopy in colorectal cancer
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病理诊断为结直肠癌的金标准，但受到病理取

材过程中具有一定创伤的影响，其存在临床局限

性［9］。而肠镜是一种无创的检测方法，可直接观察

到全结肠及直肠粘膜形态，对可疑病灶能够在直视

下采取活体组织检查，对于提高微小病灶的早期诊

断很有价值［10］。然而肠镜的缺点在于不能对肿瘤准

确定位，而且由于生理弯曲或黏膜下肿瘤导致狭窄

而无法进镜，常导致漏诊。肿瘤标记物的血清水平

通常与肿瘤的发生发展、复发转移等有良好的相关

性，临床主要用于肿瘤的早期诊断、肿瘤性质的鉴别

诊断、肿瘤进展、治疗效果和预后的评估以及高危人

群的肿瘤筛查［11］。研究显示，选择多种肿瘤标记物

或肿瘤相关细胞因子联合检测，可提高检测的灵敏

性，弥补单个指标敏感性和特异性不高的缺点，因此

目前多个肿瘤标记物联合应用价值引发热议［12］。

CEA 是一种酸性蛋白，广泛存在于消化系肿

瘤中，属肿瘤相关抗原。CA274 是一种黏蛋白样

肿瘤相关糖蛋白，其水平与肿瘤大小、分期及转移

有关，是胃肠道和卵巢肿瘤的标志物［13］。CEA 结

合 CA274 检测微创且高效，但在部分良性病变中

亦可见 CEA、CA274水平升高，其敏感度和特异度

不高，且结果存在一定假阳性［14］。TNF⁃α 是一种

具有多种生物活性的细胞因子，近年来，许多学者

发现其不但可引起肿瘤出血和缺血坏死，还具有

促进肿瘤细胞生长的作用［15］。本研究结果显示结

肠癌患者 TNF⁃α、CA724 及 CEA 水平均显著高于

对照组，提示三指标与结直肠癌的发生发展关系

密切。因此，本研究将 TNF⁃α、CA724及CEA纳入

血清肿瘤标志物联合检测。

本研究结果表明肠镜+肿瘤标志物两项联合

提高了临床诊断结直肠癌的敏感度，值得在临床

广泛推广［16］。分析其原因在于，血清肿瘤标志物

与肠镜检查联合检测弥补了各自的劣势，有效减

少误诊、漏诊情况。然而值得注意的是，在临床应

用过程中还需根据患者自身准备情况、经济条件、

检查的创伤度等多方面考虑选择不同组合进行诊

断，以达到最佳临床受益。

综上所述，TNF⁃α、CA724及 CEA水平在结直

肠癌患者中显著升高，三者联合肠镜检查可提高

诊断结肠癌的敏感度、准确性，值得推广。

参考文献
［1］ 杜灵彬，李辉章，王悠清，等 . 2013 年中国结直肠癌发病

与死亡分析［J］. 中华肿瘤杂志，2017，39（9）：701⁃706.

［2］ 俞希虎，王磊 . 结直肠癌精准医疗的研究现状［J］. 中华实

验外科杂志，2017，34（1）：1⁃4.

［3］ Pak MG，Koh HJ，Roh MS. Clinicopathologic significance

of TRAP1 expression in colorectal cancer：a large scale study

of human colorectal adenocarcinoma tissues［J］. Diagn Pathol，

2017，12（1）：6⁃9.

［4］ Takahashi R，Sakamoto K，Sugimoto K，et al. Significance

of Serum p53 Antibody as a Tumor Marker in Colorectal Can⁃

cer［J］. Dis markers，2019，2019（7）：1⁃6.

［5］ 韩安家，黄艳，来茂德 . 肿瘤病理诊断规范（结直肠癌）

［J］. 中华病理学杂志，2016，45（12）：822⁃824.

［6］ Kim IH，Lee JE，Yang JH，et al. Clinical Significance of Dis⁃

cordance between Carcinoembryonic Antigen Levels and RE⁃

CIST in Metastatic Colorectal Cancer［J］. Cancer Res Treat，

2018，50（1）：283⁃292.

［7］ Groover S，Kaul R，Johnston SE，et al. Characteristics of car⁃

cinoembryonic antigen⁃producing colorectal cancers：A popu⁃

lation based study［J］. Arch Oncol，2019，25（1）：898⁃903.

［8］ 王锡山 . 中美结直肠癌流行病学特征及防诊治策略的对比

分析［J］. 中华结直肠疾病电子杂志，2017，6（6）：447⁃453.

［9］ Agusrly C，Sungkar T，Siregar GA. Relationship Between

Staging and Carcinoembryonic Antigen Serum Levels In

Colorectal Cancer Patients􀆳［J］. J Endocrinol Trop Med Infect

Dis（JETROMI），2020，2（3）：118⁃123.

［10］ Wang T，Xu X，Xu Q，et al. miR⁃19a promotes colitis⁃asso⁃

ciated colorectal cancer by regulating tumor necrosis factor al⁃

pha⁃induced protein 3⁃NF⁃kappa B feedback loops［J］. Onco⁃

gene，2017，36（23）：3240⁃3251.

［11］ Weiwei N，Zhe W，Jing W，et al. Tumor Necrosis Factor Li⁃

gand⁃Related Molecule 1A Regulates the Occurrence of Colitis⁃

Associated Colorectal Cancer［J］. Digest Dis Sci，2018，63

（52）：1⁃10.

［12］ Krzysztof T，Marzena A，Beata S，et al. Circulating Leptin，

Adiponectin，and Tumor Necrosis Factor ⁃ Alpha in Patients

Undergoing Surgery Due to Colorectal Cancer［J］. Digestion，

2019，52（33）：1⁃10.

［13］ Jiang Y，Wen T. 141PTumor ⁃ associated carbohydrate anti⁃

gens⁃Tn antigen expression and contribution in human colorec⁃

tal cancer［J］. Ann Onco1，2018，29（9）：894⁃896.

［14］ Yu Z，Chen Z，Wu J，et al. Prognostic value of pretreatment se⁃

rum carbohydrate antigen 19⁃9 level in patients with colorectal

cancer：Ameta⁃analysis［J］. Plos One，2017，12（11）：137⁃139.

［15］ Indellicato R，Zulueta A，Caretti A，et al. Complementary

Use of Carbohydrate Antigens Lewis a，Lewis b，and Sialyl⁃

Lewis a（CA19.9 Epitope）in Gastrointestinal Cancers：Bio⁃

logical Rationale towards a Personalized Clinical Application

［J］. Cancers，2020，12（6）：855⁃857.

［16］ 李艳艳，高静，吉聪聪，等 . 结直肠癌 KRAS、NRAS 和

BRAF 基因罕见突变类型及其临床意义（附 1 513 例）［J］.

中华消化外科杂志，2020，19（3）：315⁃323.

·· 785



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

基金项目：北京市自然科学基金资助项目（Z161100000516006）
作者单位：1. 首都医科大学附属北京世纪坛医院急诊病房，北京 100038

2. 首都儿科研究所附属儿童医院普通新生儿外科，北京 100020
3. 北京丰台右安门医院神经外科，北京 100069
4. 北京市西城区新街口社区卫生服务中心全科门诊，北京 100016

★通信作者：党璋，E⁃mail：zou240645wang830@163.com

•论 著•

s⁃ChE、PCT、CRP在肺结核合并肺部感染诊断及预后
中的应用

党璋 1★ 吴琼 2 王娟 3 王颖 4

［摘 要］ 目的 探讨血清胆碱酯酶（S⁃ChE）、降钙素原（PCT）联合C⁃反应蛋白（CRP）检测在肺结核

合并肺部感染诊断、预后评估中的应用。方法 选择 2018年 6月至 2020年 5月本科室收治的 110例肺结核

患者作为研究对象，根据是否合并感染另分两个亚组：合并感染组（n=64），非合并感染组（n=46），同时纳入

同期本院 98例健康体检者作为对照组。比较各组 S⁃ChE、PCT、CRP水平及各水平对检测肺结核合并肺部

感染患者的灵敏度及特异度，并采用多元 Logistic 回归分析影响肺结核患者并发肺部感染的危险因素。

结果 两组患者 S⁃ChE水平显著低于对照组，PCT、CRP、水平显著高于对照组，以合并感染组患者尤甚，差

异均有统计学意义（P<0.05）。S⁃ChE、PCT、CRP灵敏度、特异度分别为 89.06%、90.62%、92.18%、84.78%、

86.95%、80.43%，而三者联合检测灵敏度、特异度高达 93.75%、97.82%，其中，S⁃ChE+PCT+CRP联合检测特

异度较 S⁃ChE、PCT、CRP单独检测高（P<0.05）。合并感染组与非合并感染组年龄、是否长期使用糖皮质激

素、肺部病变范围、S⁃ChE、PCT、CRP水平等比较差异有统计学意义（P<0.05）。多因素Logistic回归分析显

示：年龄、长期使用糖皮质激素、S⁃ChE、PCT、CRP水平为影响肺结核患者发生肺部感染的独立危险因素

（P<0.05）。结论 S⁃ChE、PCT联合CRP检测肺结核合并肺部感染具有一定诊断价值，临床工作者加强对

其指标检测，具有一定借鉴作用。

［关键词］ S⁃ChE；PCT；CRP；肺结核合并肺部感染

Application of S⁃ChE and PCT combined with CRP detection in the diagnosis and progno⁃
sis evaluation of pulmonary tuberculosis complicated with pulmonary infection
DANG Zhang 1★，WU Qiong 2，WANG Juan 3，WANG Ying 4

（1. Department of Emergency Ward，Beijing Shijitan Hospital Affiliated to Capital Medical University，Bei⁃
jing，China，100038；2. Department of General Neonatology，Children􀆳s Hospital Affiliated to Capital Insti⁃
tute of Pediatrics，Beijing，China，100020；3. Department of Neurosurgery，Beijing Fengtai YouAnMen Hos⁃
pital，Beijing，China，100069；4. Department of General Clinic，Xinjiekou Community Health Service Cen⁃
ter，Xicheng District，Beijing，China，100016）

［ABSTRACT］ Objective To explore the application of serum cholinesterase（S⁃ChE）and procalcito⁃
nin（PCT）combined with C⁃reactive protein（CRP）detection in the diagnosis and prognosis evaluation of pul⁃
monary tuberculosis complicated with pulmonary infection. Method The 110 pulmonary tuberculosis patients
admitted to this department from June 2018 to May 2020 were selected as the research objects. According to
whether the patients were combined with infection or not，they were divided into two subgroups：the co⁃infec⁃
tion group was set as group A（n=64），and the non⁃infection group was set as group B（n=46）. At the same
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time，98 patients with normal physical examination results in this hospital were included as the control group.
The levels of S⁃ChE，PCT and CRP in each group were compared and the sensitivity and specificity of each
level in detecting patients with pulmonary tuberculosis complicated with pulmonary infection. Multivariate Lo⁃
gistic regression analysis was used to analyze the risk factors of pulmonary infection of patients with pulmo⁃
nary tuberculosis. Result The S⁃ChE levels of patients in groups A and B were significantly lower than those
in the control group，and the levels of PCT and CRP in A and B groups were significantly higher than those in
the control group，especially in group A，and the differences were statistically significant（P<0.05）. The sensi⁃
tivity and specificity of S⁃ChE，PCT，and CRP are respectively 89.06%，90.62%，92.18%，and 84.78%，

86.95%，and 80.43%，respectively，while the sensitivity and specificity of the combined detection of them
were 93.75% and 97.82%. Among them，the specificity of the combined detection of S⁃ChE+PCT+CRP was
higher than that of PCT，S⁃ChE，and CRP alone，and the difference was statistically significant（P<0.05）.
There were statistically significant differences between group A and group B in age，whether to use glucocorti⁃
coids for a long time，lung lesions，S⁃ChE，PCT，and CRP levels（P<0.05）. Multivariate logistic regression
analysis showed that age，long⁃term use of glucocorticoids，S⁃ChE，PCT，and CRP，levels were independent
risk factors affecting pulmonary infection in patients with tuberculosis（P<0.05）. Conclusion S⁃ChE，PCT
combined with CRP to detect pulmonary tuberculosis with pulmonary infection has a certain diagnostic value.
Clinicians strengthen the detection of its indicators，which can be used as a reference.

［KEY WORDS］ S⁃ChE，PCT，CRP，Tuberculosis complicated with pulmonary infection

肺结核是临床上常见的呼吸道疾病，据统计，

全世界每年有 800万~1 000万人感染肺结核，死亡

率占 1/3以上，已成为危害我国公民健康的公共卫

生问题［1］。相关研究发现，肺结核患者发病过程隐

匿，部分患者可同时合并肺部感染，不仅影响肺结

核诊断，还会造成误诊，导致患者病情延误［2］。因

此，如何及时有效筛查肺结核患者肺部感染，提高

患者诊疗，改善预后是目前研究热点。近年来，相

关学者发现，肺结核合并肺部感染患者疾病的发

生、发展与多项实验室指标密切相关［3］。降钙素原

（Procalcitonin，PCT）作为临床用于诊断细菌感染的

敏感指标，广泛应用于临床，在多种感染性疾病中呈

高表达状态［4］。C⁃反应蛋白（C⁃ reactive protein，
CRP）作为急性期反应蛋白，可参与全身或局部炎症

反应，是预测肺部感染严重程度有效的炎症指标［5］。

研究发现，血清胆碱酯酶（serum cholinesterase，
S⁃ChE）参与多种病理组织器官缺氧、感染等进程，

且与病情预后密切相关［6］。鉴于此，本研究，分析

S⁃ChE、PCT联合CRP检测在肺结核合并肺部感染

患者诊断、预后评估中的价值，现报告如下。

1 对象与方法

1.1 一般资料

选择 2018年 6月至 2020年 5月本院急诊病房

收治的 110 例肺结核患者作为研究对象，其中男

57例，女 53例，平均年龄（51.79±6.93）岁。根据是

否合并感染分两个亚组：其中合并感染组患者 64
例，男 33例，女 31例，平均年龄（51.71±6.12）岁；非

合并感染组患者 46 例，男 27 例，女 19 例，平均年

龄（51.53±6.32）岁。纳入同期本院健康体检者 98
例作为对照组。其中男 52 例，女 46 例，平均年龄

（51.13±6.06）岁。各组间一般资料比较差异无统

计学意义（P>0.05）。本研究经医院伦理委员会批

准，患者均签署知情同意书。

纳入标准：①符合中华医学会结核病学分会

制定的《肺结核诊断和治疗指南》［7］。②临床资料

完整；③合并感染组患者均有发热，咳黄痰等临床

症状，影像学显示肺部有炎性浸润病变，且病灶进

展，抗菌药物治疗无效。排除标准：①合并肝肾等

重要器官损害者、继发性糖尿病、妊娠期糖尿病、

甲状腺疾病及恶性肿瘤者；②临床及随访资料不

完整或缺乏准确性者。

1.2 检测方法

S⁃ChE、PCT、CRP：所有研究对象均在清晨抽

取空腹静脉血 5 mL，使用乙二胺四乙酸抗凝处理

后，使用 3 000 r/min 离心机离心 10 min，取上清液

备用。使用酶联免疫吸附法检查血清中 CRP 水

平，试剂盒购自欣博盛生物科技有限公司。PCT
使用德国罗氏公司提供的 E601 电化学发光自动

免疫分析仪测定，S⁃ChE 采用日立 7170 全自动生
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化仪予以速率法检测。所有操作均按试剂或仪器

所配套说明书进行，由专业人员操作。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，采用多

元 Logistic 回归分析影响肺结核患者发生肺部感

染的危险因素；计量资料采用（x ± s）表示，组间比

较行 t 检验，多组间比较采用 F 检验；计数资料

采用 n（%）表示，行 c2检验，以 P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组 S⁃ChE、PCT、CRP水平比较

3 组 S⁃ChE（kU/L）水平比较：对照组>非合并

感染组>合并感染组；PCT（ng/mL）、CRP（ng/mL）
比较：合并感染组>非合并感染组>对照组，差异均

有统计学意 义（P<0.05）。见表 1。

2.2 S⁃ChE、PCT、CRP单独及联合检测灵敏度、特

异度比较

S⁃ChE+PCT+CRP 三者联合检测灵敏度、特异

度高达 93.75%、97.82%，较 S⁃ChE、PCT、CRP 单独

检测高，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 影响肺结核患者发生肺部感染的单因素分析

合并感染组与非合并感染组性别、吸烟、合并

糖尿病等占比比较差异均无统计学意义（P>0.05），

组别

合并感染组

非合并感染组

对照组

F值

P值

n
64
46
98

S⁃ChE（kU/L）
2.96±0.52
4.87±2.14
7.64±5.36

29.91
<0.001

PCT（ng/mL）
5.93±1.32
3.44±1.05
1.43±0.63
407.10
<0.001

CRP（ng/mL）
13.64±6.83
7.15±3.11
4.17±1.29
101.26
<0.001

表 1 各组 S⁃ChE、PCT、CRP水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of s⁃che，PCTand CRP levels
in each group（x ± s）

指标

PCT
S⁃ChE
CRP

S⁃ChE+PCT+CRP联合

合并感染组（n=64）
阳性

58（90.63）
57（89.06）
59（92.19）
60（93.75）

阴性

6（9.37）
7（10.94）
5（7.81）
4（6.25）

非合并感染组（n=46）
阳性

6（13.04）
7（15.21）
9（19.57）
1（2.17）

阴性

40（86.96）
39（84.79）
37（80.43）
45（97.83）

灵敏度（%）

90.63
89.06
92.19
93.75

特异度（%）

86.96
84.79
80.43
97.83

表 2 S⁃ChE、PCT、CRP灵敏度、特异度［n（%）］

Table 2 sensitivity and specificity of s⁃che，PCT and CRP［n（%）］

因素

年龄（岁）

性别

吸烟

肺部病变范围

合并糖尿病

长期使用糖
皮质激素

S⁃ChE（kU/L）
PCT（ng/ml）
CRP（ng/mL）

<60
≥60
男

女

有

无

<3个

≥3个

是

否

是

否

合并感染组
（n=64）
12（18.75）
52（81.25）
33（51.57）
31（48.43）
29（45.31）
35（54.69）
22（34.38）
42（65.62）
28（43.75）
36（56.25）
47（73.43）
17（26.57）
2.96±0.52
5.93±1.32
13.64±6.83

非合并感染组
（n=46）
18（39.13）
28（60.87）
27（58.70）
19（41.30）
20（43.48）
26（56.52）
31（67.40）
15（32.60）
19（41.30）
27（58.70）
13（28.27）
33（71.73）
4.87±2.14
3.44±1.05
7.15±3.11

c2/t值

5.605

0.549

0.036

11.685

0.065

22.031

6.874
10.603
6.006

P值

0.018

0.459

0.849

0.001

0.798

0.000

0.000
0.000
0.000

表 3 影响肺结核患者发生肺部感染的单因素分析

［n（%），（x ± s）］

Table 3 single factor analysis of pulmonary infection in
patients with pulmonary tuberculosi［n（%），（x ± s）］

合并感染组与非合并感染组年龄、是否长期使用糖

皮质激素、肺部病变范围、S⁃ChE、CRP、PCT水平等

比较差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.4 影响肺结核患者发生肺部感染的多因素分析

年龄、长期使用糖皮质激素、S⁃ChE、PCT、CRP
水平为影响肺结核患者发生肺部感染的独立危险

因素（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

据世界卫生组织（World Health Organization，
WHO）发布的《2018年全球结核病报告》显示，我国

是全球 30个结核病高负担国家之一，每年新发结核

病患者约 90万例，位居全球第 3位［8］。肺部感染作

为肺结核重要合并症之一，会加重患者病情，威胁患

者生命安危。故及时明确肺结核合并肺部感染诊断

并进行预后改善是目前临床上的研究热点［9］。肺结

核患者机体代谢较差，细胞免疫功能低下，随着病

情进展，肺部会出现干酪状坏死、渗出或肺部空洞

等情况，易并发肺部感染，提升临床诊断难度，影

响治疗效果［10］。S⁃ChE 作为丝氨酸酯酶家族成员

之一，含数个分子唾液酸的糖蛋白，分布于胆碱能

神经末梢突触间隙、胆碱能神经元和红细胞内，能

够降解乙酰胆碱保证神经信号正常传递；同时还

·· 788



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

可分布在血清、肝、肾等组织中，参与药物代谢，促

进细胞生长［11］。相关临床研究指出，联合检测 PCT
和 CRP 对诊断肺结核合并肺部感染具有重要作

用［12］。PCT是一种无激素活性降钙素前体，正常情

况下主要存在于甲状腺及肺部神经内分泌细胞中，

可裂解成降钙素，一旦发生细菌感染，PCT水平浓

度可快速上升，且其升高程度与感染程度呈正相

关［13］。CRP是一种能与肺炎球菌 C多糖体反应形

成复合物的急性时相反应蛋白，一方面可通过经典

途径激活、消耗补体，促使炎性介质释放，增加黏附

及吞噬细胞反应，溶解细胞；另一方面，单核细胞可

使淋巴细胞增生、活化，增强淋巴细胞生长的同时，

使 T淋巴细胞一同增长，对吞噬细胞加强了吞噬作

用［14］。大量研究表示，单独检测 PCT、CRP水平易

受多种因素影响，特异性、灵敏性不强［15］。本研究

发现，S⁃ChE、PCT、CRP水平联合检测灵敏度、特异

度高达 93.75%、97.82%。因此，联合检测对诊断肺

结核合并肺部感染具有重要意义。

本研究结果说明 S⁃ChE、PCT、CRP 水平与肺

结核患者发生肺部感染有着密切联系。另经多因

素 Logistic 回归分析显示，S⁃ChE、PCT、CRP 水平

是影响肺结核患者发生肺部感染的独立危险因

素。考虑其原因与肺结核患者体内缺血缺氧性刺

激引发血象及脏器功能受损，导致炎性标志物升

高有关。

综上所述，S⁃ChE、PCT联合CRP检测肺结核合

并肺部感染具有一定诊断价值，其水平变化与患者

预后具有一定相关性，临床工作者加强对其指标检

测具有一定借鉴作用。
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影响因素

S⁃ChE（kU/L）（正常 vs异常降低）

PCT（pg/ml）（正常 vs异常升高）

CPR（mg/l）（正常 vs异常升高）

肺部病变范围（<3个 vs ≥3个）

长期使用糖皮质激素（是 vs 否）

年龄（<60岁 vs ≥60岁）

回归系数

1.884
1.758
1.874
0.566
0.893
0.763

标准误

0.450
0.358
0.421
0.389
0.325
0.134

Wald c2值

10.254
9.854
9.724
1.315
9.846
8.716

OR
6.579
5.801
5.641
1.76
2.44
2.14

95%CI
2.724~15.894
3.287~10.237
2.632~12.091
0.82~3.77
1.29~4.62
1.65~2.79

P值

<0.001
<0.001
<0.001
0.251
<0.001
<0.001

表 4 影响肺结核患者发生肺部感染的多因素分析

Table 4 Analysis of multiple factors influencing pulmonary infection in patients with pulmonary tuberculosis
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•论 著•

脑梗死溶栓后血管再闭塞高危因素及与 hs⁃CRP、
APN、TLR4的关系

王杰斌★ 刘汉臣 张琦

［摘 要］ 目的 探讨脑梗死溶栓后血管再闭塞高危因素及与超敏 C反应蛋白（hs⁃CRP）、脂联素

（APN）、Toll样受体 4（TLR4）的关系。方法 选择 2018年 2月至 2020年 5月本院收治的 100例接受静脉

溶栓治疗的患者作为研究对象，收集患者临床资料，检测入院时血清 hs⁃CRP、APN、TLR4水平。根据溶栓

治疗后血管是否发生再闭塞将研究对象分为血管再通组和血管再闭塞组，评估溶栓治疗后血管再闭塞发

生情况。结果 入组患者血管再闭塞发生率为 24.00%。血管再闭塞组溶栓时间窗、入院时国立卫生研究

院卒中量表（NIHSS）评分、D⁃二聚体、纤维蛋白原及血清 hs⁃CRP、APN、TLR4水平显著高于血管再通组，

差异有统计学意义（P<0.05）。Logistic多因素分析显示，溶栓时间窗、入院时NIHSS评分、D⁃二聚体是脑

梗死溶栓治疗后血管再闭塞的独立危险因素（P<0.05）。ROC曲线显示，血清 hs⁃CRP、APN、TLR4预测血

管再闭塞的曲线下面积分别为 0.764、0.774、0.790，当截断值为 6.05 mg/L、6.69 μg/mL、4.19 ng/mL时约登

指数最大。结论 hs⁃CRP、APN、TLR4等血清学指标可一定程度评估血管再闭塞风险，为临床提供参考。

［关键词］ 脑梗死；溶栓；血管再闭塞；超敏C反应蛋白；脂联素；Toll样受体 4

High risk factors of vascular re ⁃ occlusion after cerebral infarction thrombolysis and its
relationship with hs⁃CRP，APN and TLR4
WANG Jiebin★，LIU Hanchen，ZHANG Qi
（Department of Neurology Ward 1，Linxi Hospital Of Kailuan General Hospital，Tangshan，Hebei，China，
063103）

［ABSTRACT］ Objective To explore the high ⁃ risk factors of vascular re ⁃ occlusion after cerebral
infarction thrombolysis and its relationship with high ⁃ sensitivity C ⁃ reactive protein（hs ⁃CRP），adiponectin
（APN）and Toll ⁃ like receptor 4（TLR4）. Methods 100 patients who underwent intravenous thrombolytic
therapy in the hospital from February 2018 to May 2020 were enrolled as the research objects. Their clinical
data were collected，and the levels of serum hs⁃CRP，APN and TLR4 at admission were detected. Assess the
occurrence of re⁃occlusion of blood vessels after thrombolytic therapy. Results The incidence of vascular re⁃
occlusion in the enrolled patients was 24.00%. The thrombolytic time window，scores of National Institutes of
Health Stroke Scale（NIHSS），D ⁃ dimer and，fibrinogen levels of serum hs ⁃ CRP，APN and TLR4 at
admission in the vascular re⁃occlusion group were significantly higher than those in the vascular re⁃canalization
group（P<0.05）. Logistic multivariate analysis showed that thrombolytic time window，NIHSS score and D⁃
dimer at admission were independent risk factors of vascular re⁃occlusion after cerebral infarction thrombolysis
（P<0.05）. ROC curves showed that the area under the curve（AUC）values of serum hs ⁃CRP，APN and
TLR4 for predicting vascular re ⁃ occlusion were 0.764，0.774 and 0.790，respectively. When their cut ⁃ off
values were 6.05 mg/L，6.69 μg/mL and 4.19 ng/mL，Youden index was the maximal. Conclusion
Serological indexes such as hs⁃CRP，APN and TLR4 can assess the risk of vascular re⁃occlusion after cerebral
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infarction thrombolysis to a certain extent，which can provide clinical reference.
［KEY WORDS］ Cerebral infarction；Thrombolysis；Vascular re⁃occlusion；High⁃sensitivity C⁃reac⁃

tive protein；Adiponectin；Toll⁃like receptor 4

急性脑梗死是高致残及致死疾病，临床多采

用重组组织型纤溶酶原激活剂静脉溶栓治疗，但

仍有部分患者可出现早期血管再闭塞［1］。目前认

为，脑梗死的发生与机体凝血系统平衡、血脂、炎

症反应等过程关系密切［2］。超敏 C反应蛋白（high
⁃sensitivity C⁃reactive protein，hs⁃CRP）是临床应用

较多的急性反应蛋白，其水平可一定程度评估动

脉粥样硬化严重程度［3］。脂联素（adiponectin，
APN）是脂肪细胞分泌的蛋白质，在血浆中含量丰

富，其对动脉粥样硬化、胰岛素抵抗、内皮细胞功

能调节等方面均有一定调节作用［4⁃5］。Toll样受体

4（Toll⁃like receptor 4，TLR4）是 Toll 样受体家族成

员，研究表明，TLR4 在脑缺血后的炎症反应中发

挥重要作用，与脑梗死的发生及发展存在密切联

系［6］。目前仍较少有研究探讨 hs⁃CRP、APN、TLR4
与脑梗死溶栓后血管再闭塞的关系，鉴于此，本研

究将探讨血清 hs⁃CRP、APN、TLR4 等指标在预测

血管再闭塞中的价值，以期为溶栓后血管再闭塞

的预防、治疗提供一定参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择 2018 年 2 月至 2020 年 5 月本院收治的

100 例接受静脉溶栓治疗的患者作为研究对象。

纳入标准：①符合《中国急性缺血性脑卒中诊治指

南》［7］中脑梗死诊断标准；②具有静脉溶栓适应症，

③在发病后 4.5 h 时间窗内进行阿替普酶溶栓治

疗；④临床资料完整。排除标准：①其他脑血管病

变者；②临床资料不全者；③入院前接受其他治疗

方式干预者；④恶性肿瘤患者；⑤合并自身免疫性

疾病者。其中男性 65例，女性 35例，年龄（66.91±
10.24）岁；血管病危险因素：饮酒者 30 例，吸烟者

24例，合并高血压者 43例，合并高脂血症者 56例，

糖尿病者 25例，冠心病者 9例，房颤者 17例；大动

脉粥样硬化 37 例，小血管闭塞 39 例，心源性栓塞

24 例；入院时国立卫生研究院卒中量表（national
institutes of health stroke scale，NIHSS）评 分 为

（11.43±3.85）分。本研究经医院伦理委员会批准

通过，研究对象均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 资料收集

①人口学资料：性别、年龄、体质量指数。

②血管性疾病危险因素：吸烟史、饮酒史、合并症

（糖尿病、高血压、冠心病）、既往心血管疾病病

史。③疾病相关资料：发病至接受溶栓治疗时间、

入院时NIHSS评分、抗血小板药物使用、影像学资

料。④实验室检查指标：收缩压（systolic blood
pressure，SBP）、舒张压（diastolic blood pressure，
DBP）、糖化血红蛋白（Hemoglobin A1C，HbA1c）、

总胆固醇（ total cholesterol，TC）、甘油三酯（triglyc⁃
erides，TG）、低密度脂蛋白（low density lipoprotein，
LDL⁃C）、高密度脂蛋白（high density lipoprotein，
HDL⁃C）、D⁃二聚体、血小板计数（platelet count，
PLT）、纤维蛋白酶原（fibrinogen，FIB）。

1.2.2 溶栓治疗后血管再闭塞［8］

行影像学检查排除症状性颅内出血，溶栓后

NIHSS评分降低≧2分为血管通畅，在此基础上 72 h
内出现 NIHSS 评分再次增高≧2 分视为血管再闭

塞。根据溶栓治疗后血管是否发生再闭塞将研究

对象分为血管再通组和血管再闭塞组。

1.2.3 血清学指标检测

收集入院后当天静脉血，2 000 r/min 离心 10
min分离血清，采用散射免疫比浊法测定 hs⁃CRP水

平，试剂盒购自上海信帆生物科技有限公司；采

用酶联免疫吸附法检测血清 APN、TLR4 水平，其

中 APN 试剂盒购自深圳依诺金生物科技有限公

司，TLR4 试剂盒购自上海康朗生物科技有限公

司。所有操作均按照试剂盒说明书进行操作。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0 进行数据处理，计数资料以

n（%）表示，行c2检验，计量资料以（x±s）表示，行 t检
验，采用 Logistic多因素分析影响因素，绘制ROC曲

线评价诊断价值，以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 脑梗死溶栓治疗后血管再通组及血管再闭塞

组患者临床资料比较

入组患者发生血管再闭塞 24 例，再闭塞发生
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率为 24.00%。

血管再闭塞组及血管再通组患者性别、年龄、

体质量指数、血管病危险因素、分型及 SBP、DBP、
Glu、HbA1c、TC、TG、HDL⁃C、LDL⁃C等参数比较差

异无统计学意义（P>0.05）。血管再闭塞组患者溶

栓时间窗、入院时NIHSS评分、D⁃二聚体、纤维蛋白

原及血清 hs⁃CRP、APN、TLR4 水平显著高于血管

再通组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 脑梗死溶栓治疗后血管再闭塞多因素分析

以血管再闭塞作为因变量，以溶栓时间窗、入

院时 NIHSS 评分、D⁃二聚体、纤维蛋白原及血清

hs⁃CRP、APN、TLR4等指标作为自变量进行 Logis⁃
tic 多因素分析，溶栓时间窗、入院时 NIHSS 评

分、D⁃二聚体是脑梗死溶栓治疗后血管再闭塞的

独立危险因素（P<0.05）。见表 2。

2.3 hs⁃CRP、APN、TLR4 预测血管再闭塞的价值

分析

ROC曲线示，血清 hs⁃CRP、APN、TLR4预测血

管 再 闭 塞 的 曲 线 下 面 积 分 别 为 0.764、0.774、
0.790。见表 3、图 1。

临床参数

性别

年龄（岁）

体质量指数（kg/m2）

血管病危险因素

TOAST分型

溶栓时间窗（min）
入院时NIHSS评分（分）

实验室参数

男

女

饮酒

吸烟

高血压

高脂血症

糖尿病

冠心病

房颤

既往服用抗血小板药物

大动脉粥样硬化

小血管闭塞

心源性栓塞

其他病因

原因不明

SBP（mmHg）
DBP（mmHg）
Glu（mmol/L）
HbA1c（%）

TC（mmol/L）
TG（mmol/L）

HDL⁃C（mmol/L）
LDL⁃C（mmol/L）
D⁃二聚体（μg/L）
PLT（×109/L）
FIB（g/L）

hs⁃CRP（mg/L）
APN（μg/mL）
TLR4（ng/mL）

n
65
35

30
24
43
56
25
9
17
17
37
39
24
0
0

血管再通组（n=76）
48（73.85）
28（80.00）
66.85±9.52
22.63±2.52
25（32.89）
20（26.32）
33（43.42）
41（53.95）
20（26.32）
7（9.21）

15（19.74）
15（19.74）
25（32.89）
30（39.47）
21（27.63）
0（0.00）
0（0.00）

140.12±55.26
10.22±3.26

152.12±22.63
88.96±14.12
8.01±2.15
6.33±1.65
5.05±1.24
1.52±0.85
1.01±0.33
2.58±0.96

752.41±142.12
200.12±45.85
3.48±0.57
5.27±1.52
5.85±1.96
3.77±0.52

血管再闭塞组（n=24）
17（26.15）
7（20.00）
67.12±8.96
23.01±2.85
5（20.83）
4（16.67）
10（41.67）
15（62.50）
5（20.83）
2（8.33）
2（8.33）
2（8.33）

12（50.00）
9（37.50）
3（12.50）
0（0.00）
0（0.00）

189.52±45.63
15.26±4.71

150.12±19.63
82.63±12.45
8.66±5.74
6.85±1.96
5.06±1.01
1.60±0.79
0.98±0.42
2.85±0.89

1084.15±152.12
185.62±38.96
4.52±0.59
8.52±3.71
7.56±2.85
4.56±0.85

c2/t值
0.472

0.123
0.624
1.264
1.674
0.023
0.541
0.292
0.017
1.681
1.681
3.201

3.957
5.893
0.389
1.967
0.827
1.285
0.036
0.409
0.363
1.222
9.803
1.397
7.728
6.208
3.318
5.499

P值

0.492

0.903
0.534
0.261
0.196
0.880
0.462
0.589
0.896
0.195
0.195
0.202

0.001
<0.001
0.698
0.052
0.410
0.202
0.971
0.684
0.718
0.225
<0.001
0.166
<0.001
<0.001
0.001
<0.001

表 1 脑梗死溶栓治疗后血管再通组及血管再闭塞组患者临床资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of clinical data between recanalization group and recanalization group after thrombolytic therapy for
cerebral infarction［n（%），（x ± s）］

临床指标

溶栓时间窗

入院NIHSS评分

D⁃二聚体

纤维蛋白原

血清Hs⁃CRP
血清APN
血清 TLR4

b值

1.245
0.528
0.412
0.385
0.526
-0.201
-0.310

SE值

0.263
0.201
0.171
0.265
0.352
0.110
0.165

wald c2

22.409
6.900
5.805
2.111
2.233
3.339
3.530

OR
3.473
1.696
1.510
1.470
1.692
0.818
0.733

95%CI
2.074~5.815
1.143~2.514
1.080~2.111
0.874~2.470
0.849~3.373
0.659~1.015
0.531~1.013

P值

<0.001
0.009
0.016
0.147
0.136
0.068
0.061

表 2 脑梗死溶栓治疗后血管再闭塞多因素分析

Table 2 multivariate analysis of vascular re occlusion after
thrombolytic therapy in cerebral infarction
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指标

hs⁃CRP（mg/L）
APN（μg/mL）
TLR4（ng/mL）

AUC
0.764
0.774
0.790

约登指数

0.389
0.445
0.491

截断值

6.05
6.69
4.19

灵敏度（%）

83.30
70.80
83.30

特异度（%）

55.60
74.70
65.80

95%CI
0.631~0.898
0.653~0.894
0.690~0.890

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 hs⁃CRP、APN、TLR4预测血管再闭塞的价值分析

Table 3 value analysis of hs CRP，APN and TLR4 in predicting vascular re occlusion

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

敏
感

度

ROC曲线

曲线源
hs⁃CRP
APN
TLR4
参考线

图 1 hs⁃CRP、APN、TLR4预测血管再闭塞的价值分析

Figure 1 value analysis of hs CRP，APN and TLR4 in
predicting vascular re occlusion

3 讨论

国外现有研究报道，急性脑梗死溶栓治疗再

闭塞率约为 12%~35%［9］，本研究中这一比例为

24.0%，符合前人研究报道。本研究结果显示，溶

栓时间窗、入院时NIHSS评分、D⁃二聚体是脑梗死

溶栓治疗后血管再闭塞的独立危险因素。目前普

遍认为，溶栓时间与溶栓治疗效果相关，血管再通

时间越短，缺血半暗带的恢复更好。但对于血管

再闭塞方面存在一定争议：国外研究发现，血管再

闭塞更易发生在血管开通时间较短的患者中［10］；

而国内苏建等人［11］开展的一项最新研究证实，发

病至溶栓时间是血管再闭塞的独立危险因素，再

闭塞患者这一时间明显大于再通组。本研究与后

者研究结果类似，与前者结果存在差异的原因可

能与研究样本不同及溶栓治疗方式不同有关。入

院时 NIHSS 可反映患者脑梗死严重程度，NIHSS
较高（≧16 分）与静脉溶栓后血管再闭塞相关［12］，

本研究与其研究一致。分析两者之间的关系，

NIHSS 评分较高提示神经缺损程度较大，血管阻

塞程度较为严重，部分血管极易出现再次阻塞。

国外 Baik等人［13］研究发现对于血管阻塞程度较大

的患者，进行溶栓治疗后部分再通的血管仍易在

原闭塞处形成血流剪切力，管腔内残余的栓子也

极易再次堆积阻塞血管。D⁃二聚体是交联蛋白的

降解产物，其水平可反映机体纤溶能力，在脑梗死

初期，机体凝血功能失衡，在血栓形成后体内纤溶

蛋白被激活，形成大量D⁃二聚体，因此其水平与脑

梗死患者程度及预后相关。本研究中 D⁃二聚体

水平是溶栓后血管再闭塞的危险因素，推测可能

为 D⁃二聚体较多说明患者梗死程度较高，后期更

易发生血管再闭塞。

目前认为，血脂代谢、炎症因子、内皮细胞损

伤与脑梗死等心脑血管疾病的发生密切相关［14］。

hs⁃CRP 是一种急性时相蛋白，由肝脏合成，参与

炎症反应的发生及发展，在脑梗死患者中存在 hs
⁃CRP水平的明显升高［15］。APN是脂肪细胞分泌的

多肽，具有抗炎、抗血管内皮增生的作用，脑梗死的

发生及发展均伴有血管内皮损伤及炎症因子的产

生，在这一过程中可出现APN代偿性的升高。TLR4
是参与免疫反应中的受体物质，在脑梗死发生及发展

过程中发挥重要作用。本研究结果显示，与血管再通

患者比较，血管再闭塞患者hs⁃CRP、APN、TLR4水平

较高。三者均未被纳入多因素方程，分析其原因可

能为三者均为反映脑梗死严重程度的指标，但与其

他因素存在交互作用。本研究对三者的预测价值进

行探讨，结果显示三者预测预后的曲线下面积均

>0.7，提示三者均有一定预测效果。

综上，脑梗死溶栓后血管再闭塞发生率较高，

多种因素与之相关，临床可根据危险因素评估血

管再闭塞风险，另外血清 hs⁃CRP、APN、TLR4等血

清学指标也可一定程度评估血管再闭塞风险，可

为临床提供参考。
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MGMT、h MLH1基因在人脑胶质瘤中的表达及对常
见药物化疗敏感性的影响研究

王传玺 梅洁 闫兆月 张凤平 段冉 丁艮晓★

［摘 要］ 目的 研究O6⁃甲基鸟嘌呤⁃DNA甲基转移酶（MGMT）、错配修复基因（h MLH1）基因在

人脑胶质瘤组织中的表达情况及其对多种常见药物化疗敏感性的影响。方法 于 2017年 6月至 2020年

10月本院行开颅手术切除的 80例胶质瘤石蜡切片标本，按照 2∶1比例于同一时期抽取 40例患者经脑外伤

减压切除的正常脑组织切片标本，均采用免疫组化法检测两种标本中MGMT和 h MLH1基因表达情况，并

采用组织块培养⁃终点染色⁃计算机图像分析法完成（TECIA）药敏检测，以分析其对常见药物化疗敏感性的

影响。结果 脑胶质瘤、正常脑组织中MGMT基因阳性表达率，hMLH1基因阳性表达率比较差异均有统

计学意义（P<0.05）。4种不同病理类型脑胶质瘤组织MGMT与 h MLH1基因表达差异无统计学意义（P>
0.05），而病理分级Ⅱ级、Ⅲ级、Ⅳ级脑胶质瘤组织中MGMT与 h MLH1基因阳性表达率依次升高，差异有

统计学意义（P<0.05）。洛莫司汀、替尼泊苷、替莫唑胺敏感率与病理分级有关（P<0.05），且MGMT、TopoⅡ
阳性表达洛莫司汀、福莫司汀、替尼泊苷、尼莫司汀、替莫唑胺敏感率均明显低于阴性表达（P<0.05）。

结论 MGMT和 h MLH1基因在人脑胶质瘤标本中阳性表达率较高，且其可影响多种药物化疗敏感性。
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Expression of MGMT and h MLH1 in glioma and its influence on chemosensitivity to com⁃
mon drugs
WANG Chuanxi，MEI Jie，YAN Zhaoyue，ZHANG Fengping，DUAN Ran，Ding Genxiao★

（Department of Neurosurgery，Henan people􀆳s Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450007）

［ABSTRACT］ Objective To study the expression of O6 ⁃ methylguanine ⁃ DNA methyltransferase
（MGMT）and human mismatches repair gene（h MLH1）in glioma tissues and its influence on chemosensitivi⁃
ty to common drugs. Methods The paraffin section specimens of 80 patients with glioma treated by cranioto⁃
my and resection in Zhumadian Central Hospital between June 2017 and October 2020 were collected. Accord⁃
ing to the ratio of 2∶1，the normal brain tissue section specimens of 40 patients undergoing decompression for
brain trauma were collected during the same period. Immunohistochemistry was used to detect the expression
of MGMT and h MLH1 in the two kinds of specimens，and the tissue culture end point staining computer im⁃
age analysis（TECIA）was used for drug sensitivity test to analyze the influence on chemosensitivity to com⁃
mon drugs. Results There were statistically significant differences in the positive expression rates of MGMT
and h MLH1 in glioma and normal brain tissues（P<0.05）. There were no statistically significant differences in
the expression of MGMT and h MLH1 in the four different pathological types of glioma tissues（P>0.05）. The
positive expression rates of MGMT and h MLH1 in pathological grade Ⅱ，Ⅲ，and Ⅳ glioma tissues increased
successively（P<0.05）. Lomustine，teniposide，and temozolomide were related to pathological grade（P<
0.05）. The sensitivity rates to lomustine，fotemustine，teniposide，nimustine，and temozolomide were all sig⁃
nificantly lower in patients with positive expression of MGMT and TopoⅡ than in those with negative expres⁃
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sion（P<0.05）. Conclusion The positive expression rates of MGMT and hMLH1 in glioma specimens are
high，and they can affect chemosensitivity to multiple drugs.

［KEY WORDS］ Glioma；MGMT；h MLH1；Chemosensitivity

人脑胶质细胞瘤［又简称“脑胶质瘤”（glio⁃
ma），后文均用简称］在所有颅内病变、颅内恶性肿

瘤中占比约为 45%、80%［1］。洛莫司汀、福莫司汀、

替尼泊苷、尼莫司汀、替莫唑胺等一线化疗药物在

临床脑胶质瘤治疗中几乎必不可少，具有生物利

用度较高、易透过血脑屏障、毒副反应风险低等优

势。然而实际临床中部分患者化疗疗效难以尽如

人意，孙琳［2］等研究显示脑胶质瘤患者经替莫唑胺

化疗药物获得有效率仅为 34%，重要影响因素即

化疗药物耐药。脑胶质瘤耐药机制复杂，当前认

为可能与多种基因有关，进一步探索肿瘤组织中

相关耐药基因表达水平对肿瘤恶性程度判断、化

疗敏感性评价及指导针对性治疗有一定现实意

义。O6⁃甲基鸟嘌呤⁃DNA甲基转移酶（O6⁃methyl⁃
guanine⁃DNA methyltransferase，MGMT）、错配修复

基因（Human mutl homolog 1，h MLH1）近年来因已

被证实与胃肠道肿瘤、肺癌、乳腺癌等化疗耐药有

关而引起了临床学者广泛重视［3⁃5］。本研究旨在分

析这两者基因在人脑胶质瘤中的表达及对常见药

物化疗敏感性的影响。

1 标本与方法

1.1 标本来源

于 2017年 6月至 2020年 10月，收集本院行开

颅手术切除的 80 例胶质瘤石蜡切片标本，对应患

者术后经细胞学或组织病理学获得胶质瘤明确诊

断［6］；≥18岁；术前未接受化疗等其他相关治疗；标

本对应病例资料信息完善。男女比例为 3∶2；平均

年 龄（47.55 ± 10.71）岁 ；病 理 类 型 含 有 39 例

（48.75%）星形细胞瘤、19例（23.75%）室管膜瘤、15
例（18.75%）少突胶质细胞瘤与 7 例（8.75%）胶质

母细胞瘤；世界卫生组织胶质瘤病理分级［7］含有

25 例（31.25%）为Ⅱ级、35 例（43.75%）为Ⅲ级、20
例（25.00%）为Ⅳ级。同一时期抽取 40例患者经脑

外伤减压切除的脑组织切片标本，明确为正常脑

组织，男女比例为 3∶2；平均年龄（49.07±11.60）岁，

与脑胶质瘤标本对应患者的性别比例、年龄相比

差异无统计学意义（P>0.05）。所有患者及家属均

知情同意。本实验经医院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 MGMT与 h MLH1蛋白免疫组化检测

脑胶质瘤、正常脑组织标本蜡块进行修整后，

调整位置连续切割 3~4 μm 切片，放载玻片烘烤、

100%乙醇中脱水后梯度水化，冲洗后放于含抗原

修复液的高压锅中持续加热，之后于室温冷却完

成抗原修复。随后室温下封闭孵育，PBS 反复洗

涤后即可加入对应抗体（一抗，其中鼠抗人MGMT
抗体、兔抗人 h MLH1 抗体均购买于美国 Abcam
公司），4℃冰箱过夜孵育后予以 PBS 液再次反复

冲洗后即可给予二抗，之后室温继续孵育，PBS液

反复冲洗后依次完成DAB与H2O2显色液配制、复

染、二甲苯浸泡透明、中性树脂封片、光学显微镜

下阅片等操作。

1.2.2 结果判读［8］

随机择取 5 个高倍显微镜（400×）视野，观察

阳性细胞对应染色强度及所占百分比，基于二者

的乘积完成最终评分；阳性细胞无着色、着浅黄

色、着棕黄色、着棕褐色依次记为 0 分、1 分、2 分、

3 分，阳性细胞所占百分比<5%、≥5%且<25%、≥
25%且<50%、≥50%且<75%及≥75%依次记为 0
分、1 分、2 分、3 分、4 分；最终评分 0 分为阴性

（-），1~4、5~8、9~12 分均视为为阳性，分别为

（+）、（++）及（+++）。

1.2.3 敏感性试验

标本除菌洗涤液：含双抗的无血清RPMI⁃1640
培养液，青霉素与链霉索浓度为 100 μ/mL；组织培

养液：含 10%小牛血清的 RPMI⁃1640培养液，噻唑

蓝溶液浓度为 10 mg/mL，通过生理盐水配制及除

菌处理后备用，4摄氏度环境避光保存。化疗药物

及其对应浓度：洛莫司汀、福莫司汀均为 10 μg/
mL，替尼泊苷 20 pμg/mL，尼莫司汀 6.5 pug/mL及

替莫唑胺 7 μg/mL。所用药物浓度均参考说明书

所给血浆峰浓度，选用灭菌注射用水作为配药溶

剂。组织培养药敏采用组织块培养⁃终点染色⁃计
算机分析法（tissue culture ⁃ end point staining com ⁃
puter image analysis，TECIA），组织培养为四孔同

步法，可保证组织块存活及培养成功，即四孔培养

基中平均有 3 孔以上存活。参照文献［9］方法计算
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化疗药物抑制率（IR），药物敏感性以 IR 作为评价

标准，IR>50%为敏感，30%~50%为中度敏感，<30%
为耐药。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据处理，计数资料

用 n（%）描述，行 c2检验，以 P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 不同脑组织MGMT与 h MLH1基因表达情况

脑胶质瘤、正常脑组织中 MGMT 与 h MLH1
基因表达程度差异比较均有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。MGMT 与 h MLH1 均在细胞核呈

现棕黄色颗粒或阳性显色弥散分布。见图 1。

标本

脑胶质瘤组织

正常脑组织

c2值

P值

4

80
40

MGMT阳性表达程度

－

29
37

+
24
3

++
19
0

+++
8
0

MGMT
阳性表达率

51（63.75）
3（7.50）
34.091
0.000

h MLH1阳性表达程度

－

36
39

+
20
1

++
12
0

+++
12
0

h MLH1阳性
表达率

44（55.00）
1（2.50）
31.360
0.000

表 1 MGMT、h MLH1表达比较［n（%）］

Table 1 expression comparison of MGMT and h⁃mlh1［n（%）］

注：A 为正常脑组织 MGMT 基因表达（-）；B 为Ⅲ级胶质瘤

MGMT基因表达（+++）；C为正常脑组织 h MLH1基因表达（-）；

D为Ⅲ级胶质瘤 h MLH1基因表达（++）。

图 1 MGMT、h MLH1基因在脑胶质瘤、正常脑组织中

表达（SP，×400）
Figure 1 expression of MGMT and H MLH1 genes in

glioma and normal brain tissues（SP，×400）

AA BB CC DD

项目

病理类型

星形细胞瘤

室管膜瘤

少突胶质细胞瘤

胶质母细胞瘤

c2值

P值

病理分级

Ⅱ级

Ⅲ级

Ⅳ级

c2值

P值

n

39
19
15
7

25
35
20

MGMT阳性

24（74.36）
10（52.63）
7（46.67）
3（71.43）
4.989
0.173

8（38.10）
24（68.57）a

19（95.00）ab

15.090
0.001

h MLH1阳性

21（53.85）
14（73.68）
6（40.00）
3（42.86）
4.482
0.214

5（20.00）
21（46.67）a

18（90.00）ab

21.966
0.000

表 2 不同病理、分级类型脑胶质瘤组织MGMT与 h
MLH1基因表达比较［n（%）］

Table 2 Comparison of MGMT and hMLH1 gene
expression in different pathological and grading types of

gliomas［n（%）］

注：与Ⅱ级比较，aP<0.05；与Ⅲ级比较，bP<0.05。

2.2 不同病理类型、分级脑胶质瘤组织MGMT与

h MLH1基因表达情况

不同病理类型脑胶质瘤组织脑胶质瘤组织

中 MGMT 与 h MLH1 基因阳性表达率均无统计

学意义（P>0.05），而病理分级Ⅱ级、Ⅲ级、Ⅳ级

脑胶质瘤组织中 MGMT 与 h MLH1 基因阳性表

达率依次升高，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 2。
2.3 化疗敏感性与病理特征及 MGMT、h MLH1
基因免疫组化因子表达强度的关系

莫司汀、替尼泊苷、替莫唑胺敏感率与病理分

级有关（P<0.05），MGMT、h MLH1 阳性表达洛莫

司汀、福莫司汀、替尼泊苷、尼莫司汀、替莫唑胺敏

感率均明显低于阴性表达，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 3。

3 讨论

本研究发现MGMT、h MLH1两种基因在对应

脑组织标本中均在细胞核呈现棕黄色颗粒或阳性

显色弥散分布，而且 MGMT 和 h MLH1 基因在人

脑胶质瘤标本中阳性表达率高，与Deimling［9］等及

李孟凯［10］等早期报道结果一致；同时，MGMT 和

h MLH1基因表达与脑胶质瘤病理类型无关，与疾

病进展有一定关联。其中 MGMT 作为一种 DNA
修复酶，具有修复经亚硝脲类化疗药物引起的

DNA 烷基化损害作用，可直接影响脑胶质瘤化疗

效果甚至促使化疗失败，最终导致肿瘤进展。

Wen［11］等报道证实脑胶质瘤组织MGMT基因表达

异常升高，且与病理分级及预后密切相关。事实

上，h MLH1基因为 h MLH中重要的一员，在DNA
错配修复功能缺陷中扮演了举足轻重的角色，被
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组别

男性

女性

c2值

P值

<60岁

≥60岁

c2值

P值

星形细胞瘤

室管膜瘤

少突胶质细胞瘤

胶质母细胞瘤

c2值

P值

Ⅱ级

Ⅲ级

Ⅳ级

c2值

P值

MGMT阴性

MGMT阳性

c2值

P值

h MLH1阴性

h MLH1阳性

c2值

P值

n
40
40

52
28

29
24
18
9

27
36
17

29
51

36
44

洛莫司汀

23（57.50）
22（55.00）

0.051
0.821

29（55.77）
16（57.14）

0.014
0.905

16（55.17）
14（58.33）
10（55.56）
5（55.56）
0.006
0.996

20（75.00）
20（55.56）
4（23.53）
11.349
0.003

21（72.41）
24（47.06）

4.830
0.027

24（66.67）
19（43.18）

3.992
0.046

福莫司汀

19（47.50）
22（55.00）

0.491
0.483

29（55.77）
12（42.86）

1.241
0.265

16（55.17）
11（45.83）
10（55.56）
4（44.44）
0.761
0.859

16（59.26）
17（47.22）
8（47.06）
1.047
0.593

26（89.66）
15（29.41）
26.855
0.000

24（66.67）
19（43.18）

3.992
0.046

替尼泊苷

26（65.00）
27（67.50）

0.056
0.813

31（59.62）
22（78.57）

2.925
0.087

20（68.97）
16（66.67）
11（61.11）
6（66.67）
0.311
0.958

22（81.48）
25（69.44）
6（35.29）
10.252
0.006

25（86.21）
28（54.90）

8.103
0.004

30（83.33）
23（52.27）

8.543
0.003

尼莫司汀

18（45.00）
21（52.50）

0.450
0.502

25（48.08）
14（50.00）

0.027
0.869

14（48.28）
12（50.00）
9（50.00）
4（44.44）
0.096
0.992

14（51.85）
18（50.00）
7（81.48）
0.571
0.772

25（86.21）
14（27.45）
25.454
0.000

23（63.89）
16（36.36）

6.004
0.014

替莫唑胺

19（47.50）
23（57.50）

0.243
0.622

29（55.77）
13（46.43）

0.913
0.339

15（51.72）
13（54.17）
9（50.00）
5（55.56）
0.113
0.990

9（33.33）
20（55.56）
13（76.47）

6.478
0.034

21（72.41）
21（41.18）

7.234
0.007

25（56.82）
17（38.64）

7.536
0.006

表 3 化疗敏感性与病理特征及MGMT、h MLH1基因表达强度的关系［n（%）］

Table 3 The relationship between chemosensitivity and pathological features and the expression of MGMT and hMLH1 genes
［n（%）］

视为包括脑胶质瘤在内的多种肿瘤的诊断特异性

指标，王磊［12］等报道即曾证实 h MLH1基因表达与

结肠癌发生及进展有关。

本研究中除了病理分级可影响人脑胶质瘤部

分药物化疗敏感性以外，MGMT 和 h MLH1 基因

可影响多种药物化疗敏感性，包括洛莫司汀、福莫

司汀、替尼泊苷、尼莫司汀、替莫唑胺，即 MGMT、
h MLH1 表达程度与化疗敏性密切相关。由于

MGMT 能够修复以烷化剂为代表的抗肿瘤药物

引起的细胞损伤，因此可通过肿瘤组织中表达水

平反映对烷化剂如洛莫司汀、替莫唑胺等的敏感

性［13］。Holmes［14］等学者发现，MGMT 高表达的肿

瘤细胞对烷化剂抗癌药耐药性比低表达更显著，

认为下调表达阳性或高表达胶质瘤中 MGMT 表

达对于提高替莫唑胺等一线药物化疗效果有助

益。需指出的是，碱基错配修复系统与 MCMT 被

视为脑胶质瘤一线药物产生耐药的最重要的两个

因素，其中前者作为修复 DNA碱基错配的安全保

障体系，包括多个 hMLH基因，均能够识别并清楚

错误或异常配对的胸腺嘧啶，倘若该体系甲基化

或突变，极易导致 DNA 错配修复功能缺陷，继而

影响药物敏感性，而 h MLH1 正是错配修复基因

最重要成员之一，极易发生甲基化，并引发错配

修复系统失活［15］。刘容容［16］等证实了 h MLH1 基

因阳性表达可影响替莫唑胺化疗敏感性，也认为

可能机制为 h MLH1 基因启动子甲基化增强。上

述均说明 MGMT、h MLH1 基因与脑胶质瘤治疗

过程药物敏感性有关，支持了本研究结论，故推

测以上两个基因对改善脑胶质瘤化疗耐药性有一

定指导作用，即通过降低 MGMT、hMLH 表达可

能能够降低恶性脑胶质瘤对相关药物的耐药性，

增强化疗敏感性，但其具体实践效果有待研究证

实。此外，MGMT 和 h MLH1 基因影响多种化疗

药物敏感性的原因还可能为二者均参与促进脑胶

质瘤细胞侵袭，但其具体机制有待后续研究

论证。
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支气管哮喘急性发作期患儿治疗后 IFN⁃IFN⁃γγ、、IL⁃IL⁃11ββ及
IgEIgE变化研究

陈文欣 1★ 张秋月 2 王道方 1 孟桂芝 1

［摘 要］ 目的 分析特布他林联合布地奈德雾化吸入治疗对支气管哮喘急性发作期患儿伽马干

扰素（IFN⁃γ）、白细胞介素⁃1β（IL⁃1β）及免疫球蛋白 E（IgE）的影响。方法 收集本院 2018 年 6 月至

2020年 6月收治的 300例支气管哮喘急性发作患儿的临床资料。 根据不同治疗方法分为对照组（n=148
例，常规综合治疗）与研究组（n=152例，特布他林联合布地奈德雾化吸入治疗），比较两组临床疗效、临床

症状与体征消失时间、肺功能、IFN⁃γ、IL⁃1β、IgE及不良反应发生情况。结果 对照组治疗后总有效率为

80.41%，显著低于研究组的 92.11%，差异有统计学意义（P<0.05）。研究组咳嗽、喘憋、哮鸣音及湿罗音消失

时间明显短于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。治疗后，两组肺功能指标用力吸气肺活量（FVC）、第

一秒最大呼气量占预计值的百分比（FEV1%Pred）、呼气流量峰值（Peak expiratory flow，PEF）水平及血清因

子 IFN⁃γ均较治疗前显著上升，IL⁃1β、IgE水平显著下降，且研究组上述因子改善更为明显，差异有统计学

意义（P<0.05）。两组均未发生其他严重不良反应。结论 特布他林联合布地奈德雾化吸入治疗支气管哮

喘急性发作期患儿疗效明确，可减轻机体炎症反应，改善患儿肺功能，且安全性较高。

［关键词］ 特布他林；布地奈德；支气管哮喘急性发作；血清因子

Study on the changes of IFN⁃ γ，IL⁃1β and IgE in children with acute exacerbation of
bronchial asthma after treatment
CHEN Wenxin1★，ZHANG Qiuyue2，WANG Daofang1，MENG Guizhi1

（1. Department of Pediatrics，The Second People 􀆳 s Hospital of Liaocheng，Liaocheng，Shandong，China，
252600；2. Department of Laboratory，The Second People􀆳s Hospital of Liaocheng，Liaocheng，Shandong，
China，252600）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the effect of terbutaline combined with budesonide aerosol
inhalation therapy on interferon gamma⁃γ（IFN⁃γ），interleukin⁃1β（Interleukin，IL⁃1β）and immunoglobulin E
（Immunoglobulin E，IgE）in children with acute exacerbation of bronchial asthma. Methods The clinical data
of 300 children with acute exacerbation of bronchial asthma admitted in this hospital from June 2018 to June
2020 were collected. According to different treatment methods，they were divided into a control group（n=148
cases，conventional comprehensive treatment）and a study group（n=152 cases，terbutaline combined with
budesonide aerosol inhalation therapy）. The clinical efficacy，disappearance time of clinical symptoms and
signs，lung function，IFN ⁃ γ，IL ⁃ 1β，IgE，and adverse reactions were compared between the two groups.
Results The total effective rate after treatment in the control group was 80.41%，which was significantly lower
than the 92.11% in the study group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. The disappearance
time of cough，dyspnea，wheezing and moist rales in the study group was significantly shorter than that in the
control group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. After treatment，the lung function
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indexes forced vital capacity（FVC），the percentage of forced expiratory volume in one second to the predicted
value（FEV1 % Pred），peak expiratory flow（PEF）and serum factor IFN⁃γ increased in the two groups，and
IL⁃1β and IgE levels decreased significantly，the above factors in the study group improved more significantly，
and the difference was statistically significant（P<0.05）. No other serious adverse reactions occurred in the two
groups. Conclusion Terbutaline combined with budesonide aerosol inhalation therapy has a clear curative
effect in the treatment of children with acute bronchial asthma，which can reduce the body 􀆳 s inflammatory
response and improve the lung function of children with high safety.

［KEYWORDS］ Terbutaline；Budesonide；Acute attack of bronchial asthma；Serum factor

支气管哮喘是气道的一种慢性变态反应性炎

症疾病。我国儿童支气管哮喘发病率呈逐年上升

趋势，对患儿的生活质量及身心健康造成严重影

响［1⁃2］。儿童支气管哮喘的急性发作可在短时间内

导致气道痉挛、呼吸困难，是儿科常见的急重症，

快速采取抢救措施，缓解其临床症状对挽救患儿

生命至关重要。哮喘发病机制极为复杂，研究认

为其与炎症反应、免疫调节紊乱、突发感染及遗传

等因素均存在一定相关性［3⁃4］。目前，吸入糖皮质

激素治疗是临床治疗小儿支气管哮喘的常用方

法，亦是公认有效的抗炎制剂；吸入药物可以以较

高浓度迅速到达病变部位，因而起效迅速［5］。本组

研究应用特布他林联合布地奈德雾化吸入治疗支

气管哮喘急性发作期患儿，并测定其体内伽马干

扰素（Interferon⁃γ，IFN⁃γ）、白细胞介素⁃1β（Inter⁃
leukin⁃1 β，IL⁃1β）及免疫球蛋白 E（Immunoglobu⁃
lin E，IgE）水平对于预测病情及判断诊治疗效的临

床意义，现将结果报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集本院 2018 年 6 月至 2020 年 6 月收治的

300 例支气管哮喘急性发作患儿的临床资料。纳

入标准：①均符合支气管哮喘诊断标准［6］；②临床

资料无丢失和缺损；③入院前 6个月内未服用过激

素、免疫类药物；④近 6 周内无呼吸道感染史者。

排除标准：①中途转入或转出者；②合并肺部其他

恶性病变者。遵循医嘱选取合适治疗方案，根据

不同治疗方法将患儿分为对照组（n=148 例）与研

究组（n=152 例）。两组一般资料比较差异无统计

学意义（P>0.05），具有可比性，见表 1。
1.2 方法

两组均给予吸氧、镇静、抗感染、静脉滴注激

素等常规综合治疗，研究组在此基础上加用空气

压缩泵雾化吸入特布他林联合布地奈德治疗，布地

奈德（上海上药信谊药厂有限公司，国药准字

H20010552）0.5 mg~1 mg，特布他林（成都华宇制药

有限公司，国药准字H20010704）5 mg，5~10 min/次，

2次/d，雾化治疗结束后漱口。两组均治疗 1周。

1.3 观察指标

1.3.1 临床疗效

疗效评估［7］：显效、有效、无效。总有效率=（显

效+有效）/总例数×100％。

1.3.2 临床症状、体征 比较两组咳嗽、喘憋等临

床症状、体征消失时间

1.3.3 肺功能

检测指标包括用力吸气肺活量（Forced vital
capacity，FVC）、第一秒最大呼气量占预计值的百

分比（FEV1%Pred）、呼气流量峰值（Peak expirato⁃
ry flow，PEF）。检测仪器采用德国 JAEGER 公司

生产的Master Screen。
1.3.4 血清因子

检测指标包括伽马干扰素（Interferon gamma⁃γ，
IFN⁃γ）、白细胞介素⁃1β（Interleukin，IL⁃1β）及免疫

球蛋白 E（Immunoglobulin E，IgE）。检测方法：于

治疗前后抽取患儿 4 mL 静脉血，3 500 r/rain 离心

15 min，分离上层血清，-20℃低温保存待检。

IFN⁃γ、IL⁃1β 及 IgE 水平均采用酶联免疫法检测，

检测仪器：美国贝克曼 AU5800 全自动生化分析

仪及其配套试剂盒。操作严格按照说明书执行。

1.3.5 不良反应

记录并观察治疗过程中患者不良反应情况，

组别

对照组

研究组

c2/t值
P值

n

148
152

性别
（男/女）

93/55
96/56
3.365
0.067

年龄
（月）

10.71±0.21
10.69±0.36

0.586
0.559

平均病程
（d）

1.78±0.31
1.82±0.37

1.014
0.312

体重指数
（kg/m2）

14.56±1.32
14.69±1.28

0.866
0.387

表 1 两组一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general data between the two groups
（x± s）
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组别

对照组

研究组

c2值

P值

n
148
152

显效

60（40.54）
96（63.16）

有效

59（39.86）
44（28.95）

无效

29（19.59）
12（7.89）

总有效率

119（80.41）
140（92.11）

8.700
0.003

表 2 两组患儿临床比较［n（%）］

Table 2 clinical comparison between 2 groups［n（%）］

组别

对照组

研究组

c2值

P值

n
148
152

咳嗽消失

7.64±2.54
5.59±2.41

7.173
<0.001

喘憋消失

5.16±1.69
3.05±1.01
13.167
<0.001

哮鸣音消失

5.09±1.06
4.11±1.42

6.760
<0.001

湿罗音消失

6.27±1.52
5.03±1.87

6.293
<0.001

气促缓解

2.69±1.26
2.45±1.19

1.697
0.091

表 3 两组临床症状、体征消失时间比较（x ± s）

Table 3 Comparison of disappearance time of clinical symptoms and signs between 2 groups（x ± s）

组别

对照组

研究组

t值
P值

n

148
152

FVC（L）
治疗前

1.46±0.74
1.41±0.63

0.631
0.529

治疗后

2.01±0.84a

3.05±1.01a

9.683
<0.001

FEV1%Pred（%）

治疗前

78.21±17.35
77.59±14.76

0.334
0.739

治疗后

84.06±13.01a

89.65±12.11a

3.853
<0.001

PEF（v/L·s）
治疗前

1.89±0.12
1.88±0.13

0.692
0.490

治疗后

2.46±1.21a

3.01±1.62a

3.325
0.001

表 4 两组治疗前后肺功能指标比较（x± s）
Table 4 Comparison of lung function indexes between the two groups before and after treatment（x± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

组别

对照组

研究组

t值
P值

n

148
152

IFN⁃γ（pg/mL）
治疗前

4.58±1.42
4.41±1.38

1.052
0.294

治疗后

5.21±1.11a

6.03±1.67a

4.995
<0.001

IL⁃1β（ng/L）
治疗前

77.01±16.42
76.84±13.67

0.098
0.922

治疗后

56.34±8.89a

34.12±6.25a

25.097
<0.001

IgE（mg/mL）
治疗前

23.19±3.31
23.65±2.46

1.369
0.172

治疗后

15.19±3.15a

11.83±2.37a

10.458
<0.001

表 5 两组治疗前后 IFN⁃γ、IL⁃1β及 IgE水平比较（x ± s）

Table 5 Comparison of IFN ⁃ γ，IL⁃1 β and IgE levels between the two groups before and after treatment（x ± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

包括口部刺痛、胃肠道反应（恶心、呕吐等）。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计量资料

采用（x ± s）描述，行 t检验；计数资料通过 n（%）表

示，行 c2检验；以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患儿临床疗效比较

对照组治疗后总有效率为 80.41%，显著低于

研究组的 92.11%，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 2。

2.2 两组临床症状、体征消失时间比较

两组治疗后气促缓解时间比较差异无统计学

意义（P>0.05），研究组咳嗽、喘憋、哮鸣音及湿罗

音消失时间明显短于对照组，差异具有统计学意

义（P<0.05）。见表 3。
2.3 两组治疗前后肺功能指标比较

两组治疗后肺功能指标 FVC、FEV1%Pred 及

PEF 水平均较治疗前上升，且研究组上升更为显

著，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 4。
2.4 两组治疗前后 IFN⁃γ、IL⁃1β及 IgE水平比较

两组治疗后 IFN⁃γ 水平明显上升，IL⁃1β、IgE
水平显著下降，且研究组 IFN⁃γ水平显著高于对照

组，IL⁃1β、IgE 水平低于对照组，差异有统计学意

义（P<0.05）。见表 5。
2.5 不良反应

治疗后，对照组无不良反应发生；研究组仅 1
例口咽部轻微刺痛，经漱口等对症处理后好转，两

组均未发生其他严重不良反应。

3 讨论

哮喘是小儿呼吸道常见的一种变态反应性疾

病，病因复杂。哮喘急性发作时缺氧、呼吸困难明

显，在给予常规治疗的同时，迅速解除患儿呼吸困

难，保证正常的通气/血流比值，改善其缺氧状态，

避免呼吸衰竭、心力衰竭的发生尤其重要［8⁃9］。
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特布他林属于一种短效 β2受体激动剂，支气

管舒张作用较强，吸入 3 min 后起效，是哮喘急性

发作期使用的基础药物［10］。特布他林可通过选择

性兴奋 β2受体扩张支气管并可增加由于阻塞性肺

疾病降低的黏液纤毛清洁功能，从而加速黏液分

泌物的清除，缓解患儿哮喘症状［11］。

布地奈德则是一种非卤代化糖皮质激素，局部抗

炎效果较强，是地塞米松的 900倍［12］。Chernyavsky
等［13］研究发现，布得奈得联合特布他林可有效治疗

儿童支气管炎，两种药物共同作用，可短时间内缓

解患儿临床症状，改善其病情，消除炎症。Andrea
等［14］研究则表明，氧气驱动雾化吸人的药物可短时

间内到达整个肺部，在肺部的分布较均匀，可及时

缓解患者的呼吸闲难以及喘息等症状，可有效控制

病情发展，修复受损的气道。本研究结果表明联合

特布他林、布得奈得治疗后，患儿临床症状、肺功能

得到明显改善，具有良好效果。

炎症反复感染是支气管哮喘的重要病因之

一。IFN⁃γ是一种具有免疫调节作用的细胞因子，

在支气管哮喘急性发作时，其水平明显降低，引起

异常的免疫应答和炎症反应［15］。IL⁃1β是 IL⁃1基因

编码的亚型之一，作为 IL⁃1的主要活化形式，是一种

特异性的敏感炎性指标。Bakr等［16］研究证实，IL⁃1β
参与了哮喘的发病，且是哮喘急性发作的一个重

要指标。IgE是在 T淋巴细胞的控制和调节下，由

B淋巴细胞合成的。T淋巴细胞是 IgE合成调节的

主要效应细胞，当患儿发生支气管哮喘时，其体内

的淋巴细胞会受到刺激，分泌免疫球蛋白。故

IgE 水平可作为评估支气管哮喘患儿病情的指标

之一，根据其水平的增减，可评估治疗的效果。

本组研究结果经药物治疗后可有效缓解哮喘患儿

机体炎症反应。研究组 IFN⁃γ 水平显著高于对照

组，IL⁃1β、IgE 水平低于对照组，与 El⁃Din 等［17］研

究报道一致。说明两种药物联合治疗缓解炎症反

应效果更明显，且不会增加不良反应发生，具有一

定安全性。

综上所述，特布他林联合布地奈德雾化吸入

治疗支气管哮喘急性发作期患儿疗效明确，可减

轻机体炎症反应，改善其肺功能，且安全性较高。
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NSCLC组织中Ape1/Ref⁃1及microRNA⁃21表达与预
后关系

张海燕 1★ 冯平 2 张洪艳 3 杨雅婷 2 路云涛 4

［摘 要］ 目的 探讨非小细胞肺癌（NSCLC）组织中脱嘌呤脱嘧啶核酸内切酶/氧化还原因子⁃1
（Ape1/Ref⁃1）及微小 RNA⁃21（microRNA⁃21）表达与化疗疗效及预后的关系。方法 选取 2015 年 10 月

至 2017 年 10 月期间本院 78 例晚期 NSCLC 化疗患者组织及癌旁组织，均接受 NSCLC 标准一线化疗方

案。比较Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21的表达水平，根据化疗疗效分为有效组、无效组。比较癌灶组织与癌旁

组织、有效组与无效组Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21表达情况，采用Spearman相关性分析化疗疗效与癌灶组织

Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21表达水平的相关性。Kaplan⁃Meier法分析患者总生存期（OS）与癌灶组织Ape1/
Ref⁃1、microRNA⁃21表达的相关性，COX回归模型分析影响生存率的独立相关因素。结果 癌灶组织Ape1/
Ref⁃1高表达率及microRNA⁃21相对表达量均高于癌旁组织，有效组癌灶组织Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21高

表达率均低于无效组，差异均有统计学意义（P<0.05）。化疗疗效与癌灶组织Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21表达

均呈负相关（P<0.05）。Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21低表达患者 3年生存率均高于高表达患者，差异均有统计

学意义（P<0.05）。癌灶组织 Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21 表达是 NSCLC 患者长期生存的独立相关因素

（P<0.05）。结论 NSCLC癌灶组织中Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21的表达与化疗疗效及预后密切相关。

［关键词］ 脱嘌呤脱嘧啶核酸内切酶/氧化还原因子⁃1；微小RNA⁃21；非小细胞肺癌

Relationship between the expressions of Ape1/Ref⁃1 and microRNA⁃21 in NSCLC tissues
and prognosis
ZHANG Haiyan1★，FENG Ping2，ZHANG Hongyan3，YANG Yating2，LU Yuntao4

（1. Department of Outpatient，The First Affiliated Hospital of Hebei North University，Zhangjiakou，Hebei，
China，075000；2. Department of Respiratory and Critical Care Medicine，The First Affiliated Hospital of
Hebei North University，Zhangjiakou，Hebei，China，075000；3. Third Department of Neurology，The First
Affiliated Hospital of Hebei North University，Zhangjiakou，Hebei，China，075000；4. Department of
Neurosurgery，The First Hospital of Xingtai，Xingtai，Hebei，China，054001）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between the expression of apurinic/
aprimidinic endonuclease/redox factor ⁃ 1（Ape1/Ref ⁃ 1）and microRNA ⁃ 21 in non ⁃ small cell lung cancer
（NSCLC）tissues and chemotherapy efficacy and prognosis. Methods A total of 78 patients with advanced
NSCLC undergoing chemotherapy were included and received NSCLC standard first ⁃ line chemotherapy.
Immunohistochemistry was used to detect the expression levels of Ape1/Ref ⁃ 1 and microRNA⁃21 in cancer
tissues and adjacent tissues in pathological samples obtained before chemotherapy. According to the
chemotherapy efficacy，the patients were divided into the effective group and the ineffective group. The
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expressions of Ape1/Ref ⁃ 1 and microRNA⁃21 were compared between cancer tissues and adjacent tissues and
between the effective group and the ineffective group. Spearman correlation analysis was used to analyze the
correlation between chemotherapy efficacy and the expression levels of Ape1/Ref⁃1 and microRNA⁃21 in cancer
tissues. Kaplan⁃Meier method was used to analyze the correlation between overall survival（OS）and expressions
of Ape1/Ref ⁃ 1 and microRNA ⁃ 21 in cancer tissues. COX regression model analysis was used to analyze the
independent related factors affecting the survival rate. Results The high expression rate of Ape1/Ref⁃1 and the
relative expression of microRNA⁃ 21 in cancer tissues were higher than those in adjacent tissues，and the high
expression rates of Ape1/Ref⁃1 and microRNA⁃21 in cancer tissues in the effective group were lower than those in
the ineffective group（P<0.05）. Chemotherapy efficacy was negatively correlated with the expressions of Ape1/
Ref⁃1 and microRNA⁃21 in cancer tissues（P<0.05）. The 3⁃year survival rate of patients with low expression of
Ape1/Ref⁃1 was higher than that of patients with high expression of Ape1/Ref⁃1，and the 3⁃year survival rate of
patients with low expression of microRNA⁃21 was higher than that of patients with high expression of microRNA⁃
21（P<0.05）. Expressions of Ape1/Ref ⁃1 and microRNA⁃21 in cancer tissues were independent related factors
affecting the long⁃term survival of patients with NSCLC（P<0.05）. Conclusion The expression of Ape1/Ref⁃1
and microRNA⁃21 in NSCLC cancer tissues is closely related to the efficacy and prognosis of chemotherapy.

［KEY WORDS］ Apurinic/aprimidinic endonuclease/redox factor ⁃ 1；MicroRNA⁃21；Non⁃ small cell
lung cancer

肺癌根据病理形态可分为小细胞肺癌（small
cell lung cancer，SCLC）、非小细胞肺癌（non⁃small
cell lung cancer，NSCLC），其中后者占比 80%［1］。

由于早期症状不明显，多数患者确诊时已进展至

晚期，预后较差［2］。临床常用基于铂类药物的一线

化疗方案，有效率仅有 40%左右，多数患者无法从

中获益［3］。为了改善患者生存质量，应根据患者对

化疗的反应修整治疗方案，以获取最佳疗效［4］。脱

嘌呤脱嘧啶核酸内切酶/氧化还原因子⁃1（apurinic/
apyrimidinicendonuclease/redoxfactor⁃1，APE/Ref⁃1）
是一种功能性蛋白，通过调控核转录因子氧化还

原而影响细胞增殖。既往研究显示，Ape1/Ref⁃1在

许多恶性肿瘤中高度表达且影响预后，可能与化

疗耐药性有关［5］。微小 RNA⁃21（microRNA⁃21）为

非编码短链 RNA，研究证实其表达变化在恶性肿

瘤的不同发展阶段有所差异［6］。目前关于microR⁃
NA⁃21 与 NSCLC 化疗患者预后关系的报道较少。

本研究旨在探讨二者在 NSCLC 组织中表达与化

疗疗效及预后的关系，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取 2015年 10月至 2017年 10月期间本院 78
例晚期 NSCLC 化疗患者组织及癌旁组织。纳入

标准：①符合 NSCLC 诊断标准［7］并经及病理组织

学确诊；②均接受 NSCLC 标准一线化疗方案；

③临床资料完整。排除标准：①妊娠期、哺乳期

女性；②有化疗禁忌症者；③随访资料不完整者。

其中男 46 例，女 32 例；年龄，平均（57.62±11.35）
岁；鳞癌 47 例，腺癌 31 例。本研究在医院伦理委

员会批准下开展，患者均签署知情同意书。

1.2 治疗方法

第 1~4 d，予以顺铂注射液（江苏豪森药业；

H20040813）20 mg/m3/d 静滴，21 d 为一个治疗周

期，治疗两个周期后评估疗效。

1.3 检测方法

收集患者癌灶组织及其对应距病灶 3 cm的癌

旁组织标本，部分标本常规固定并经石蜡包埋切

片，用于免疫组织化学分析，其他标本迅速保存于

液氮中，用于RNA提取。

1.3.1 Ape1/Ref⁃1表达检测

鼠抗人Ape1单克隆抗体购自美国Novus Bio⁃
logicals，免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥生物

技术有限公司。400倍镜下，避开坏死区，取 10个

视野。染色强度：淡黄色计 1分，黄色计 2分，棕黄

色计 3 分。阳性细胞数［8］：0 分，1 分，2 分，3 分，4
分。染色强度与阳性细胞数计相加，1 分为-，2~3
分为+，4~5 分为++，6~7 分为+++，记-、+为低表

达，++、+++为高表达。

1.3.2 microRNA⁃21表达检测

制备组织匀浆，加入 TRIZOL 试剂（美国 Sig⁃
ma⁃Aldrich），Taqman microRNA 逆转录试剂盒（美

国 ABI）进行逆转录，得到的 cDNA 样本采用 Taq⁃
man Universal PCR master Mix 试剂盒（美国 ABI）
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扩增。microRNA⁃21 表达量采用 2⁃ ΔCt 表示，其中

ΔCt=CtmicroRNA⁃21⁃Ct 内参。以癌灶组织 microRNA⁃21
表达量/癌旁组织 microRNA⁃21 表达量<2 为 mi⁃
croRNA⁃21 低表达，癌灶组织 microRNA⁃21 表达

量/癌旁组织 microRNA⁃21 表达量≥2 为 microR⁃
NA⁃21高表达［9］。

1.4 疗效评估［10］

完全缓解（complete response，CR）；部分缓解

（partial response，PR）；疾病稳定（stable disease，
SD）；疾病进展（progressive disease，PD）。以（CR+
PR）为有效，根据治疗效果将患者分为有效组、

无效组。

1.5 观察指标

比较各组 Ape1/Ref ⁃1、microRNA⁃21 表达水

平，采用 Spearman 相关性分析化疗疗效与癌灶组

织 Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21 表达水平的相关性，

采用生存曲线分析总生存期（overall survival，OS）
与癌灶组织 Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21 表达的相

关性。

1.6 统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计量资料

采用（x ± s）表示，采用独立 t 检验；计数资料采用

n（%）表示，采用 c2检验；采用 spearman秩相关系数

进行相关性分析，Kaplan⁃Meier法进行单因素生存分

析，COX回归模型进行多因素生存分析。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 癌灶组织与癌旁组织Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃
21表达比较

癌灶组织 Ape1/Ref⁃1 高表达率及 microRNA⁃
21 相对表达量均高于癌旁组织，差异均有统计学

意义（P<0.05），见表 1。
2.2 有效组、无效组癌灶组织 Ape1/Ref ⁃ 1、mi⁃
croRNA⁃21表达比较

有效组癌灶组织Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21高

表达率均低于无效组，差异均有统计学意义（P<
0.05），见表2、图1。

组别

癌灶组织

癌旁组织

c2值

P值

-
2（2.56）

13（16.67）
5.656
<0.001

+
4（5.13）

22（28.21）

++
52（66.67）
39（50.00）

+++
20（25.64）
4（5.13）

高表达

72（92.31）
43（55.13）
27.825
<0.001

microRNA⁃21相对表达量

4.65±1.27
2.49±1.62

9.267
<0.001

表 1 癌灶组织与癌旁组织Ape1/Ref⁃1，microRNA⁃21表达比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of expression of Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21 between cancer tissues and adjacent tissues［n（%），（x ± s）］

组别

有效组

无效组

c2值

P值

n

25
53
-
-

Ape1/Ref⁃1
-

2（2.56）
0（0.00）

3.211
0.001

+
3（3.85）
1（1.89）

++
18（23.08）
34（64.15）

+++
2（2.56）

18（33.96）

高表达

20（25.64）
52（98.11）

7.849
0.005

microRNA⁃21
高表达

5（20.00）
27（50.94）

6.723
0.010

低表达

20（80.00）
26（49.06）

表 2 有效组、无效组癌灶组织Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21表达比较［n（%）］

Table 2 Comparison of Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21 expression in cancer tissues between effective group and ineffective group［n（%）］

AA BB CC DD

注：A 为 Ape1_Ref⁃1 高表达；B 为 Ape1_Ref⁃1 低表达；C 为

microRNA⁃21 高表达；D为microRNA⁃21 低表达。

图 1 癌灶组织免疫组化染色结果示意图（SP，×400）
Figure 1 Schematic diagrams in cancer tissues by

immunohistochemical staining（SP，×400）

2.3 化疗疗效与 Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21 表达

相关性分析

Spearman 相关性分析显示，化疗疗效与癌灶

组织 Ape1/Ref ⁃ 1（r=-0.615）、microRNA⁃21（r=-
0.492）表达均呈负相关性（P<0.05）。

2.4 化预后与 Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21 表达相

关性分析

COX多因素分析显示，癌灶组织Ape1/Ref⁃1、mi⁃
croRNA⁃21表达是影响 NSCLC 患者生存率的独

立相关因素（P<0.05）。Ape1/Ref⁃1 低表达者 3 年

生存率（50.00%）高于高表达者（19.44%），microR⁃
NA⁃21低表达者 3年生存率（32.61%）高于高表达者

（9.38%），差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 3、
图2。
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3 讨论

尽管近年来肺癌的早期诊断和治疗取得了明

显进展，但仍有多数患者确诊时已进展至晚期。

早期肿瘤虽可行手术完全切除，但仍有约半数术

后出现复发或转移，预后较差［11］。

NSCLC的治疗中，化疗起着重要作用，对于失

去手术切除机会的晚期NSCLC患者，以铂类为基

础的化疗仍是一线治疗方案。研究证实，化疗可延

长NSCLC患者生存期，但化疗耐药也是造成病情

进展的重要因素［12］。近年来针对肿瘤细胞耐药性

机制的研究很多，但仍缺乏可预测、评估NSCLC化

疗疗效的有效且简便的生物学指标［13］。Ape1/Ref⁃1
是具有多重功能的 DNA碱基切除修复限速酶，在

细胞损伤修复中发挥重要作用，同时也是氧化还原

因子，具有调节细胞内核转录因子表达的作用。根

据既往研究，Ape1/Ref⁃1的过表达可增强生殖细胞

瘤、脑胶质瘤对放疗的抗性［14］。Spearman相关性分

析显示，化疗疗效与癌灶组织Ape1/Ref⁃1表达呈负

相关。分析其可能机制，目前认为主要是由于

Ape1/Ref⁃1 的过表达伴随 DNA 内切酶活性增强，

进而导致化疗耐药；同时，Ape1/Ref⁃1 的结构决定

其可调控多种核转录因子的表达，这在化疗耐药中

发挥更大作用［15］。癌灶组织 Ape1/Ref⁃1的表达与

NSCLC化疗患者预后生存期密切相关，表明Ape1/
Ref⁃1可作为评估预后的重要参考指标。

microRNA是一种单链非编码 RNA，可调控转

录后水平基因表达，其中 microRNA⁃21 是目前研

究最为广泛的一种［16］。在既往研究中可见相似结

论［17］，提示 NSCLC 的发生伴随microRNA⁃21的上

调，且 microRNA⁃21 的表达与化疗疗效密切相

关。一方面，microRNA⁃21对抑癌基因的表达具有

抑制作用；另一方面，microRNA⁃21 通过调控蛋白

酪氨酸磷酸酶基因（protein tyrosine phosphatase
gene，PTEN）导致的化疗耐药，使肿瘤细胞顺铂类

药物耐药性显著增强，进而影响化疗疗效。进一

步的 COX 多因素分析表明，NSCLC 的预后与

microRNA⁃21 表达密切相关，表明 NSCLC 组织中

microRNA⁃21表达可作为预后生存的预测指标。

综上所述，NSCLC患者癌灶组织中Ape1/Ref⁃1、
microRNA⁃21的表达与化疗疗效及预后密切相关，

可为NSCLC患者预后预测提供参考，其介导化疗

耐药的更多机制，尚需进一步研究探讨。
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表 3 NSCLC预后的COX多因素回归分析

Table 3 Cox multivariate regression analysis of prognosis
of NSCLC

图 2 Ape1/Ref⁃1、microRNA⁃21不同表达患者生存曲线

Figure 2 survival curves of patients with different expression
of Ape1/Ref⁃1 and microRNA⁃21

（下转第 815页）

·· 806



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

基金项目：河南省医学科技攻关计划项目（201802163）
作者单位：新乡医学院第一附属医院检验科，河南，卫辉 453100
★通信作者：焦路阳，E⁃mail：jiaoluyang2009@163.com

•论 著•

TGF⁃β1、GM⁃CSF及 TNF⁃α对急性髓系白血病患者
病情转归的评估

仲华 林志强 薄德映 王亚南 武艳伟 翟志佳 焦路阳★

［摘 要］ 目的 探讨转化生长因子（TGF⁃β1）、粒细胞⁃巨噬细胞集落刺激因子（GM⁃CSF）及肿瘤

坏死因子⁃a（TNF⁃α）在急性髓系白血病患者病情转归的影响。方法 选取 2015年 2月至 2018年 2月本

院收治的 136 例急性髓系白血病患者设为观察组（完全缓解组 58 例，未缓解组 45 例，难治复发组 33
例），选取同期本院的 140例健康体检者设为对照组。对比各组之间 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF的浓度变

化情况，分析三者水平与患者病理特征、预后的关系。结果 观察组 GM⁃CSF 水平明显高于对照组，

TGF⁃β1、TNF⁃α水平明显低于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。完全缓解组GM⁃CSF水平明显低

于未缓解组、难治复发组，TGF⁃β1及 TNF⁃α水平明显高于未缓解组、难治复发组，差异均有统计学意义

（P<0.05）。TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF 水平与急性髓系白血病患者髓外浸润、危险度分型有显著相关性

（P<0.05）。TGF⁃β1 及 TNF⁃α 异常降低、GM⁃CSF 异常增高的急性髓系白血病患者死亡率更高（P<
0.05）。髓外浸润、危险度分型、TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF为影响急性髓系白血病患者预后死亡的独立危

险因素（P<0.05）。结论 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF与急性髓系白血病患者病情进展、预后密切相关，提

示临床可加强三者联合检测，以尽快掌握患者病情，评估患者预后。

［关键词］ TGFβ1；GM⁃CSF；TNFα；急性髓系白血病

Evaluation of TGF⁃β1，GM⁃CSF and TNF⁃α on the outcome of patients with acute my⁃
elogenous leukemia
ZHONG Hua，LIN Zhiqiang，BO Deying，WANG Yanan，WU Yanwei，ZHAI Zhijia，JIAO Luyang★

（Department of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital Of Xinxiang Medical University，Weihui，
Henan，China，453100）

［ABSTRACT］ Objective To explore the changes of transforming growth factor（TGF⁃β1），granulo⁃
cyte⁃macrophage colony stimulating factor（GM⁃CSF）and tumor necrosis factor⁃a（TNF⁃α）in the serum of
patients with acute myelogenous leukemia，and the influence of the three indicators on the outcome of the dis⁃
ease. Methods A total of 136 patients with acute myelogenous leukemia admitted to this hospital from March
2017 to March 2020 were selected as the observation group（58 cases in the complete remission group，45 cas⁃
es in the non⁃remission group，33 cases in the refractory relapse group），and 140 patients with physical exami⁃
nation in our hospital during the same period were selected as the control group. The changes in the concentra⁃
tions of TGF⁃β1，TNF⁃α，and GM⁃CSF between the groups were compared，and the relationships between
the three indicators and the pathological characteristics and prognosis of patients were analyzed. Results The
level of GM⁃CSF in the observation group was significantly higher than that in the control group，and the lev⁃
els of TGF⁃β1 and TNF⁃α were significantly lower than those in the control group，and the differences were
statistically significant（P<0.05）. The level of GM⁃CSF in the complete remission group was significantly low⁃
er than that in the non⁃remission group and the refractory relapse group. The levels of TGF⁃β1 and TNF⁃α
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were significantly higher than those in the non⁃remission group and the refractory relapse group. The differenc⁃
es were statistically significant（P<0.05）. The levels of TGF⁃β1，TNF⁃α，GM⁃CSF were correlated with the
extramedullary infiltration and risk classification of patients with acute myelogenous leukemia（P<0.05）. The
mortality of patients with acute myelogenous leukemia and abnormal decreasing of TGF⁃β1 and TNF⁃α and ab⁃
normal increasing of GM⁃CSF was higher（P<0.05）. Extramedullary infiltration，risk classification，TGF⁃β1，
TNF⁃α，GM⁃CSF were independent factors that affect the prognosis death of patients with acute myelogenous
leukemia（P<0.05）. Conclusion TGF⁃β1，TNF⁃α，and GM⁃CSF are closely related to the disease progres⁃
sion and prognosis of patients with acute myelogenous leukemia，suggesting that the combined detection of the
three can be strengthened in clinical practice to understand the patient 􀆳s condition as soon as possible and as⁃
sess the patient􀆳s prognosis.

［KEY WORDS］ TGFβ1；GM⁃CSF；TNFα；Acute myelogenous leukemia

急性髓系白血病是一类源于造血干细胞的恶

性克隆性疾病，其会抑制机体正常造血功能，影响

机体组织器官的功能。近年来有学者发现，在急

性髓系白血病的发生、发展的过程中，有较多的生

化指标发挥着重要的调控作用［1］。Koichi 等［2］学

者报道转化生长因子（Transforming growth factor⁃
β1，TGF⁃β1）广泛参与机体病理生理的过程，可抑

制白血病细胞的增殖。肿瘤坏死因子⁃α（Tumor
necrosis factor，TNF⁃α）在诊断恶性肿瘤、心血管疾

病的临床价值已得到肯定，近年来 TNF⁃α 与急性

髓系白血病的关系得到广大学者的重视，认为急

性髓系白血病患者体内高水平的 TNF⁃α会导致患

者预后不良［3］。粒细胞⁃巨噬细胞集落刺激因子

（ranulocyte ⁃ macrophage colony stimulating factor，
GM⁃CSF）来源于适应性免疫系统的细胞、骨髓细

胞等，较多研究发现其在类风湿性关节炎的关节中

浓度较高［4］，但其与急性髓系白血病的相关研究较

少。本研究旨在探讨 TGF⁃β1、GM⁃CSF 及 TNF⁃α
在急性髓系白血病患者血清中的表达情况及三者

对其病情转归的影响。现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015年 2月至 2018年 2月本院收治的 136
例急性髓系白血病患者设为观察组。纳入标准：

①均临床、血常规、骨髓象确诊为急性髓系白血病；

②病历资料完整。排除标准：①纳入研究前 1个月

内，服用过影响本研究指标水平的药物，或接受相关

治疗者；②合并心、肝、肾等器官和系统严重疾病或

恶性肿瘤者；③妊娠期、哺乳期女性、精神障碍者。

经对症予以 VDP/VDCP/DA/MEA 方案治疗

后，根据相关分组标准［9］分为完全缓解组 58例，未

缓解组 45例，难治复发组 33例。选取同期本院的

140 例健康体检者，设为对照组。观察组男性 72
例，女性 64 例；平均年龄（43.35±5.71）岁。对照组

男性 71 例，女性 69 例；平均年龄（43.44±5.78）岁。

2 组一般资料比较差异无统计学意义（P>0.05）。

本研究经医院医学伦理委员会批准通过，所有受

试者均签署知情同意书。

1.2 方法

观察组患者在入院后第 2日、对照组患者于体

检当日清晨空腹抽取静脉血 3 mL，离心 10 min，分
离血清及血浆，样本置于-20℃下保存待检。采

用双抗体夹心酶联免疫吸附试验检测 TGF⁃β1、
TNF⁃α、GM⁃CSF水平。相关试剂盒采购于北京中

杉金桥生物技术有限公司。TGF⁃β1 参考范围：

20~55 μg/L，<20 μg/L 视为异常降低［6］；TNF⁃α 参

考范围：180~320 pg/mL，<180 pg/mL 视为异常降

低［7］；GM⁃CSF 参考范围：32~65 ng/L，>65 ng/L 视

为异常升高［8］。

1.3 观察指标

①收集患者的病历资料，包括姓名、性别、年

龄、是否合并髓外浸润、白细胞水平、FAB分型、危

险度分型等资料，分析 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF
水平与患者病理特征的关系。②对患者进行为期

3 年的随访（方式：电话随访、门诊复查，随访截止

时间：2021 年 2 月），了解患者预后情况。③采用

多元 Logistic 回归分析影响急性髓系白血病患者

预后不良的相关危险因素。

1.4 统计学方法

采用SPSS 22.0软件进行数据分析，计数资料用

n（%）表示，采用 c2检验；计量资料采用（x ± s）表示，

两组间比较行 t检验，多组间比较行 F检验；采用

多元 Logistic 回归分析影响急性髓系白血病患者
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组别

观察组

对照组

t值
P值

n
136
140
-
-

TGF⁃β1（μg/L）
7.32±2.14
32.65±7.54

38.199
<0.001

TNF⁃α（pg/mL）
105.52±17.55
227.25±25.14

46.519
<0.001

GM⁃CSF（ng/L）
90.25±8.65
43.77±5.19

54.309
<0.001

表 1 两组 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF水平比较（x ± s）
Table 1 Comparison of TGF⁃β1，TNF⁃α and GM⁃CSF

levels between 2 groups（x ± s）

组别

完全缓解组

未缓解组

难治复发组

F值

P值

n

58
45
33
-
-

TGF⁃β1
（μg/L）
41.25±8.65
35.64±7.22
30.21±5.59

26.980
<0.001

TNF⁃α
（pg/mL）

120.32±20.33
97.67±17.52
85.14±15.65

42.920
<0.001

GM⁃CSF
（ng/L）

84.23±7.14
93.27±8.34
108.65±9.74

92.660
<0.001

表 2 完全缓解组、未缓解组及难治复发组的急性髓系白

血病患者 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of the levels of TGF⁃β1，TNF⁃α and
GM⁃CSF in patients with complete remission，unremission

and relapsed acute leukemia（x ± s）

病理特征

年龄（岁）

性别

高白细胞

髓外浸润

FAB分型

危险度分型

≧30
<30
男

女

是

否

有

无

L1

L2

低、中危

高危

n

58
78
72
64
69
67
70
66
57
79
62
74

TGF⁃β1（μg/L）

异常降低
（n=62）
30（48.39）
32（51.61）
35（56.45）
27（43.55）
31（50.00）
31（50.00）
51（82.26）
11（17.74）
22（35.48）
40（64.52）
4（6.45）

58（93.55）

正常表达
（n=74）
28（37.84）
46（62.16）
37（50.00）
37（50.00）
38（51.35）
36（48.65）
19（25.68）
55（74.32）
35（47.30）
39（52.70）
58（78.38）
16（21.62）

c2值

1.535

0.564

0.025

43.240

1.934

70.359

P值

0.215

0.453

0.875

<0.001

0.164

<0.001

TNF⁃α（pg/mL）

异常降低
（n=69）
35（50.72）
34（49.28）
38（55.07）
31（44.93）
34（49.28）
35（50.72）
49（71.01）
20（28.99）
29（42.03）
40（57.97）
7（10.14）
62（89.86）

正常表达
（n=67）
23（34.33）
44（65.67）
34（50.75）
33（49.25）
35（52.24）
32（47.76）
21（31.34）
46（68.66）
28（41.79）
39（58.21）
55（82.09）
12（17.91）

c2值

3.736

0.255

0.119

21.418

0.001

70.931

P值

0.053

0.613

0.730

<0.001

0.978

<0.001

GM⁃CSF（ng/L）

异常增高
（n=61）
22（36.07）
39（63.93）
35（57.38）
26（42.62）
29（47.54）
32（52.46）
44（72.13）
17（27.87）
25（40.98）
36（59.02）
11（18.03）
50（81.97）

正常表达
（n=75）
36（48.00）
39（52.00）
37（49.33）
38（50.67）
40（53.33）
35（46.67）
26（34.67）
49（65.33）
32（42.67）
43（57.33）
51（68.00）
24（32.00）

c2值

1.959

0.874

0.452

19.803

0.039

33.859

P值

0.162

0.350

0.502

<0.001

0.843

<0.001

预后不良的相关危险因素；以 P<0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 观察组与对照组 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF
水平比较

观察组GM⁃CSF水平高于对照组，TGF⁃β1、TNF⁃α
水平低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 1。

2.2 完全缓解组、未缓解组及难治复发组的急

性髓系白血病患者 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF 水

平比较

完全缓解组GM⁃CSF水平明显低于未缓解组、

难治复发组，TGF⁃β1及 TNF⁃α水平明显高于未缓

解组、难治复发组，差异有统计学意义（P<0.05）。见

表 2。
2.3 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF水平与急性髓系白

血病患者病理特征的关系

TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF 水平与急性髓系白

血病患者髓外浸润、危险度分型显著相关（P<
0.05）。见表 3。

2.4 急性髓系白血病患者预后情况

TGF⁃β1 及 TNF⁃α 异常降低、GM⁃CSF 异常增

高的急性髓系白血病患者死亡率明显高于TGF⁃β1、
TNF⁃α、GM⁃CSF 正常水平的患者，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 4。

2.5 影响急性髓系白血病患者预后死亡的相关危

险因素

髓外浸润、危险度分型、TGF⁃β1、TNF⁃α、

GM⁃CSF 为影响急性髓系白血病患者预后死亡的

独立危险因素（P<0.05）。见表 5。

表 3 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF水平与急性髓系白血病患者病理特征的关系［n（%）］

Table 3 the relationship between the levels of TGF⁃β1，TNF⁃α，GM⁃CSF and the pathological characteristics of patients with
acute leukemia［n（%）］

指标

TGF⁃β1

TNF⁃α

GM⁃CSF

异常降低

正常水平

异常降低

正常水平

异常增高

正常水平

死亡（n=23）
20（60.61）
3（13.04）
18（78.26）
5（21.74）
19（82.61）
4（17.39）

生存（n=113）
52（46.02）
61（59.22）
45（43.69）
68（60.18）
50（44.25）
63（61.17）

c2值

12.856

11.355

11.251

P值

<0.001

<0.001

<0.001

表 4 急性髓系白血病患者预后情况［n（%）］

Table 4 prognosis of patients with acute leukemia［n（%）］
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变量

年龄（岁）（≧ 65岁 vs <65岁）

性别（男 vs女）

高白细胞（是 vs否）

髓外浸润（有 vs无）

FAB分型（L1vsL2）

危险度分型（高危 vs低、中危）

TGF⁃β1（异常降低 vs正常）

TNF⁃α（异常降低 vs正常）

GM⁃CSF（异常增高 vs正常）

单因素分析

OR值

1.359
1.547
1.325
1.472
1.587
1.625
1.354
1.447
1.324

95%CI
0.354~1.365
0.135~1.652
0.154~1.658
1.124~1.785
0.233~1.885
1.214~1.708
1.268~1.778
1.130~1.852
1.210~1.652

P值

0.359
0.644
0.019
0.023
0.357
0.016
0.022
0.025
0.026

多因素分析

OR值

1.354
1.254

1.524
1.325
1.547
1.256

95%CI

0.254~1.265
1.141~1.698

1.231~1.825
1.127~1.758
1.278~1.854
1.111~1.657

P值

0.085
0.021

0.004
0.011
0.015
0.023

表 5 影响急性髓系白血病患者预后死亡的相关危险因素

Table 5 related risk factors of death in patients with acute leukemia

3 讨论

急性髓系白血病是造血干细胞的恶性克隆性

疾病，平均生存期仅 3个月左右，严重危害患者生

命健康［10］。部分急性髓系白血病患者可以通过化

疗或骨髓移植延长生存期，但该病生存率仍不想

理。积极寻找可在急性髓系白血病发病早期发现

病情变化、评价疗效并判断预后的指标对延长患

者生存时间临床意义重大。

TGF⁃β1是由 Treg细胞分泌产生的细胞因子，

它通过参与多种免疫细胞的调控作用下调机体免

疫应答反应，是目前已知的作用较强的负性造血细

胞调控因子，在造血方面主要起负调控作用。

Ramaswamy K 等［11］学者研究认为 TGF⁃β1 可以显

著抑制血细胞增殖，并在正常造血细胞生长分化的

各个阶段均有表达。本研究结果，这一研究结果与

既往文献报道结果一致［12］。考虑为TGF⁃β1水平降

低，导致白血病细胞抑制作用减弱，促进了白细胞

的增殖，从而加重了急性髓系白血病患者的病情。

GM⁃CSF 作用于造血干细胞、祖细胞等细胞

中，可促进骨髓造血，是机体必需的造血生长因子

之一［13］。本研究结果显示急性髓系白血病患者血

清 GM⁃CSF 水平呈异常增高表达状态，完全缓解

组 GM⁃CSF 水平明显低于未缓解组、难治复发

组。Otegbeye F等［14］学者研究报道，急性髓系白血

病患者 GM⁃CSF 水平与其预后有着显著相关性，

这与本研究所得结果一致，提示 GM⁃CSF 可作为

评估急性髓系白血病患者预后的重要指标之一。

TNF⁃α是重要的炎症和免疫反应调节物，主要由

激活的单核⁃巨噬细胞产生，具有较强的抗肿瘤及促炎

功能。Sterner等学者［15］研究指出，正常表达的TNF⁃α
可提高白细胞对病原体吞噬能力。本研究中，TNF⁃α

异常升高的急性髓系白血病患者预后死亡的风险

大。分析导致TNF⁃α水平异常升高的原因：急性髓系

白血病患者对病原菌具有易感性，易并发多种机会性

感染，刺激单核⁃巨噬细胞的表达水平，使得患者发生

持续的炎症反应，引起TNF⁃α水平升高［16］。

本研究结果显示，TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF
水平与急性髓系白血病患者髓外浸润、危险度分

型有显著相关性，TGF⁃β1 异常降低、TNF⁃α 异常

升高、GM⁃CSF异常降低的急性髓系白血病患者髓

外浸润发生的风险越高，危险度分型为高危型的

几率越大，同时 TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF 水平与

急性髓系白血病患者疾病进展有着密切联系。

综上所述，TGF⁃β1、TNF⁃α、GM⁃CSF 与急性

髓系白血病患者病情进展密切相关，TGF⁃β1（异常

降低）、TNF⁃α（异常升高）、GM⁃CSF（异常降低）的

患者预后死亡的风险更大，提示临床可加强三者

联合检测，以尽快掌握患者病情，评估患者预后。
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•论 著•

T细胞亚群、IL⁃6及 IL⁃10在支气管哮喘患儿治疗中
的变化

黄国玲 陈红兵★ 谭忠友

［摘 要］ 目的 探究 T细胞亚群、白介素⁃6（IL⁃6）及白介素⁃10（IL⁃10）在支气管哮喘患儿治疗中

的变化。方法 选取 2018年 8月至 2020年 1月本院收治的 102支气管哮喘的患儿作为研究对象，根据

治疗方法不同分为研究组（孟鲁司特联合布地奈德治疗 52例）和基础组（布地奈德治疗 50例），比较两组

治疗效果，比较两组 T淋巴细胞亚群水平，IL⁃6、IL⁃10水平以及用力肺活量（FVC）、第一秒用力呼气容积

（FEV1）、最大呼气流量（PEF）等肺功能指标的水平。结果 研究组治疗总有效率（96.15%）高于基础组

治疗总有效率（84.00%），差异具有统计学意义（P<0.05）。治疗后，两组 CD3
+、CD4

+、CD4
+/CD8

+水平升高，

CD8
+水平下降，研究组变化程度明显高于基础组，差异具有统计学意义（P<0.05）。用药后，两组 IL⁃6含

量下降，IL⁃10含量上升，研究组 IL⁃6、IL⁃10变化水平较基础组高，差异具有统计学意义（P<0.05）。用药

后，两组 FVC、PEF、FEV1等肺功能指标数值均有不同程度的上升，研究组上升幅度明显高于基础组，差

异具有统计学意义（P<0.05）。结论 孟鲁司特联合布地奈德治疗支气管哮喘临床疗效显著，能够有效

改善患儿肺功能肺功能，提高CD3
+、CD4

+、CD4
+/CD8

+以及 IL⁃10水平，降低CD8
+、IL⁃6水平。

［关键词］ 孟鲁司特；布地奈德；支气管哮喘患儿；T淋巴细胞亚群；IL⁃6；IL⁃10

Study on the changes of T cell subsets，IL⁃6 and IL⁃10 in the treatment of children with
bronchial asthma
HUANG Guoling，CHEN Hongbing★，TAN Zhongyou
（Department of Children􀆳s Ward，Three Gorges Hospital Affiliated to Chongqing University，Chongqing，Chi⁃
na，404000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the changes of T cell subsets，interleukin⁃6（IL⁃6）and interleu⁃
kin⁃10（IL⁃10）in the treatment of children with bronchial asthma. Method 102children with bronchial asthma
admitted to this hospital from August 2018 to January 2020 were selected. According to different treatment
methods，they were divided into a study group（Montelukast combined with budesonide，52 cases）and a ba⁃
sic group（budesonide，50 cases）. The treatment effects，T lymphocyte subgroup levels，the levels of IL⁃6，
IL⁃10，and the levels of lung function indexes such as forced vital capacity（FVC），forced expiratory volume
in one second（FEV1）and peak expiratory flow（PEF）were compared between the two groups. Result The
total effective rate of treatment between the study group（96.15%）and the basic group（84.00%）were com⁃
pared，and the difference was statistically significant（P<0.05）. After treatment，the levels of CD3+，CD4+，

CD4+/CD8+ in the two groups increased，and the level of CD8+ decreased. The degree of change in the study
group was significantly higher than that in the basic group，and the difference was statistically significant（P<
0.05）. After medication，the level of IL⁃6 in the two groups decreased and the level of IL⁃10 increased. The
changes in levels of IL⁃6 and IL⁃10 in the study group were higher than those in the basic group，and the differ⁃
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ence was statistically significant（P<0.05）. After medication，the values of lung function indexes such as
FVC，PEF，FEV1 and so on in the two groups increased to varying degrees，and the increase in the study
group was significantly higher than that of the basic group，and the difference was statistically significant（P<
0.05）. Conclusion Montelukast combined with budesonide has a significant clinical effect in the treatment of
bronchial asthma，which can effectively improve the lung function of children，increase CD3+，CD4+，CD4+/CD8+

and IL⁃10 levels，and reduce CD8+ and IL⁃6 levels.
［KEY WORDS］ Montelukast；Budesonide；Children with bronchial asthma；T lymphocyte subsets；

IL⁃6；IL⁃10

支气管哮喘是一种气道慢性炎症发应，常伴

有广泛而多变的气流阻塞，该病在儿童中发病率较

高，是常见的小儿呼吸道疾病，目前该病发病的机

制尚不明确，可能与儿童过敏体质、肥胖以及遗传

等因素有关［1］。患儿发病时主要表现为反复的喘

息、咳嗽、气促、胸闷，常在夜间或凌晨发作或加

重，危重时还可表现出端坐呼吸的状态。支气管

哮喘患儿的病情若长期未得到有效的治疗予控制

会影响儿童的生长发育和肺功能发育，形成慢性

阻塞性肺疾病、肺动脉高压、慢性肺源性心脏病

等［2］。支气管哮喘的治疗应及早开始，并坚持长

期、持续、规范的治疗，多数患儿经过正规的治疗

后，能够完全控制病情，对患儿的生长发育影响不

大，因此为患儿选择能够有效治疗并长期安全控

制病情的治疗方案是治疗的要点［3］。本研究就孟

鲁司特联合布地奈德治疗对支气管哮喘患儿 T淋

巴细胞亚群、IL⁃6 及 IL⁃10 水平的影响展开探讨，

现报道如下。

1 资料与方法

1.1一般资料

收集 2018 年 8 月至 2020 年 1 月本院收治的

102例支气管哮喘患儿。纳入标准：①所有患儿均

符合《支气管哮喘防治指南（2016年版）》［4］中的相

关诊断标准；②未合并重要器官严重疾病；③此次

入院前 4周内未经过相关治疗；④患儿临床资料完

整，患儿及家长对研究知情且自愿参加。排除标

准：①年龄>14 岁；②既往长期应用免疫抑制剂；

③合并全身感染性疾病；④既往有相关药物过敏

史或者过敏体质者。

根据治疗方法不同分为研究组（n=52）和基础

组（n=50）。研究组：男 37 例，女 15 例，年龄平均

（7.23±2.10）岁，病程平均（1.72±0.88）年。基础组：

男 36例，女 14例，年龄平均（7.05±1.96）岁，病程平

均（1.69±0.85）年；两组患儿年龄、性别、病程等比

较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。本研究

经伦理委员会批准，所有患儿家属均知情同意。

1.2 方法

两组患儿入院后均予常规解痉、平喘、化痰、吸

氧、补液等对症支持治疗。在此基础上，予研究组

患者孟鲁司特联合布地奈德治疗，具体用药方法如

下：布地奈德吸入气雾剂（Chiesi Farmaceutici S.p.
A。公司生产；H20120320 ；每瓶 200揿，每揿含布

地奈德 200 μg）经口吸入，3~6岁的患儿：200 μg每

次，2 次每天；7~13 岁的患儿：400 μg 每次，2 次每

天；再予患儿孟鲁司特钠咀嚼片（四川大冢制药有

限公司生产；国药准字 H20064828）口服，于睡前服

用，4~5岁的患儿：4 mg每次，1次每天；6~13岁的患

儿：5 mg每次，1次每天。予基础组患者布地奈德

治疗，用药方法同研究组。两组患儿均以连续用药

4周为一个周期，治疗 2个周期，用药过程中观察患

儿的用药反应，若出现不良反应可减少用药剂量，

若出现严重的不良反应立即停止用药并予治疗。

1.3 观察指标

1.3.1 临床疗效［5］

根据患者治疗后临床症状缓解情况作为评定

标准。临床控制：治疗后患儿相关症状体征极肺

部哮鸣音完全消失；显效：治疗后患儿相关症状体

征及肺部哮鸣音明显改善；有效：较治疗前，患儿

相关症状体征及肺部哮鸣音有一定的改善；无效：

治疗后，患儿相关症状体征及肺部哮鸣音无改善

甚至有加重者。总有效率=（临床控制+显效+有
效）例数/总例数×100%。

组别

研究组

基础组

t/c2值

P值

n
52
50
-
-

平均年龄（岁）

7.23±2.10
7.05±1.96

0.447
0.656

平均病程（年）

1.72±0.88
1.69±0.85

0.175
0.861

性别（男/女）

37/15
36/14
0.009
0.925

表 1 两组基线资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of baseline data between 2 groups（x±s）
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1.3.2 T淋巴细胞亚群

于治疗前 1天和治疗结束后 2天进行检测，所

有受检者抽取外周静脉血 5 mL，使用荧光标记全

血溶血法对荧光抗体进行标记，使用流式细胞仪

Flow Cytometry System 进 行 检 测 ，20 μL CD4 ⁃
FITC/CD8⁃PE/CD3⁃PerCP 与同型对照荧光单抗加

入检测管，再各加入 100 μL EDTA⁃K2 抗凝全血，

将其混合均匀之后室温放置 15~20 min，上 COUL⁃
TERQ⁃PREP 自动溶血仪溶血 35 s，置入流式细胞

仪检测，使用 CyView 软件分析 CD3+、CD4+、

CD8+等 T细胞亚群的百分比。

1.3.3 IL⁃6、IL⁃10水平

分别于治疗前 1天和治疗结束后 2天检测患者

白介素⁃6（interleukin 6，IL⁃6），白介素⁃10（interleu⁃
kin 10，IL⁃10）的水平。采用双抗体夹心 ELISA法

进行检测，所有试剂盒均由上海江莱生物科技有限

公司提供，相关操作严格按照试剂盒说明书进行。

1.3.4 肺功能

于治疗前 1 天和治疗结束后 2 天分别测定两

组患儿的用力肺活量（ forced vital capacity，FVC）、

第一秒用力呼气容积（Forced expiratory volume in
one second，FEV1）以及最大呼气流量（peak expi⁃
ratory flow，PEF）等肺功能指标的水平。采用肺功

能测定仪（北京领锋创业科技有限公司生产）进行

测定并记录。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计数资料

以 n（%）表示，采用 c2检验，计量资料采用（x ± s）描

述，行 t检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组治疗效果的比较

研究组治疗总有效率（96.15%）高于基础组治

疗总有效率（84.00%），差异具有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。

2.2 两组治疗前后 T淋巴细胞亚群水平的比较

治疗前，两组 CD3
+、CD4

+、CD8
+、CD4

+/CD8
+水平

比较差异无统计学意义（P＞0.05）。治疗后，两组

CD3
+、CD4

+、CD4
+/CD8

+水平升高，CD8
+水平下降，研

究组变化程度明显高于基础组，差异具有统计学

意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 两组用药前后 IL⁃6、IL⁃10水平的比较

用药前，两组 IL⁃6、IL⁃10 含量比较差异无统

计学意义（P>0.05）。用药后，两组 IL⁃6 含量下

降，IL⁃10 含量上升，研究组 IL⁃6、IL⁃10 变化水平

较基础组高，差异具有统计学意义（P<0.05）。见

表 4。

2.4 两组用药前后肺功能变化的比较

用药前，两组 FVC、PEF、FEV1 等肺功能指标

比较差异无统计学意义（P＞0.05）。用药后，两组

各项指标数值均有不同程度的上升，研究组上升

幅度明显高于基础组，差异具有统计学意义（P<
0.05）。见表 5。

组别

研究组

基础组

c2值

P值

n
52
50
-
-

临床控制

29（55.77）
20（40.00）

8.000
0.005

显效

15（28.84）
12（24.00）

有效

6（11.54）
10（20.00）

无效

2（3.85）
8（16.00）

总有效率

50（96.15）
42（84.00）

表 2 两组治疗效果比较［n（%）］

Table 2 Comparison of treatment effect between 2 groups
［n（%）］

组别

研究组

基础组

t值
P值

CD3
+（%）

用药前

66.25±7.36
66.92±8.08

0.438
0.662

用药后

92.23±12.24a

80.10±11.78a

5.096
<0.001

CD4
+（%）

用药前

28.27±5.12
28.86±5.31

0.571
0.569

用药后

51.42±12.26a

36.86±8.32a

6.991
<0.001

CD8
+（%）

用药前

39.16±4.58
39.65±4.41

0.550
0.584

用药后

24.10±3.87a

31.18±3.69a

9.449
<0.001

CD4
+/CD8

+

用药前

0.59±0.21
0.60±0.20

0.246
0.806

用药后

1.80±0.22a

1.10±0.12a

19.837
<0.001

表 3 两组治疗前后 T淋巴细胞亚群水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of T lymphocyte subsets before and after treatment between the two groups（x ± s）

注：与同组用药前比较，aP<0.05。

组别

研究组

基础组

t值
P值

n

52
50
-
-

IL⁃6（pg/mL）
用药前

11.96±2.88
12.02±2.86

0.106
0.916

用药后

6.23±3.12a

8.86±3.65a

3.917
<0.001

IL⁃10（pg/mL）
用药前

35.62±5.12
36.24±4.89

1.096
0.748

用药后

22.86±5.87a

28.82±6.13a

5.016
<0.001

表 4 两组用药前后 IL⁃6、IL⁃10水平比较（x ± s）

Table 4 Comparison of IL⁃6 and IL⁃10 levels between the
two groups before and after treatment（x ± s）

注：与同组用药前比较，aP<0.05。
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组别

研究组

基础组

t值
P值

n

52
50
-
-

FVC（L）
用药前

2.65±0.52
2.70±0.50

0.495
0.622

用药后

4.20±0.73a

3.51±0.66a

5.001
<0.001

PEF（L/s）
用药前

2.72±0.41
2.75±0.42

0.365
0.716

用药后

4.51±0.60a

3.81±0.51a

6.337
<0.001

FEV1（L）
用药前

1.59±0.28
1.60±0.26

0.187
0.852

用药后

2.81±0.40a

2.42±0.36a

5.169
<0.001

表 5 两组用药前后肺功能变化比较（x ± s）

Table 5 Comparison of lung function changes between the two groups before and after treatment（x ± s）

注：与同组用药前比较，aP<0.05。

3 讨论

小儿支气管哮喘是常见的小儿呼吸道慢性炎

性疾病，哮喘的发病机制尚未有明确的定论，多数

学者认为哮喘是一种涉及多种炎症细胞、介质与

细胞因子参与的炎症疾病，主要表现为多种炎性

因子在气道的浸润和聚集，使气道反应增高、气道

收缩、粘液分泌增加［6⁃7］。

白三烯以及 IL⁃6等炎性因子是诱发小儿哮喘

的重要炎性因子。白三烯是鼻炎的主要致病因

子，有研究发现，其在上下呼吸道的炎症中起到了

重要的作用，哮喘患者白三烯释放的数量要明显

高于正常人，其能够与其他炎性因子互相作用使

机体分泌更多炎性介质、细胞因子，加重病情［8］。

IL⁃6 是一种多效细胞因子，正常人血清中该因子

的水平含量较低，但当机体出现某些疾病时，其含

量会急剧上升，是判断机体是否存在炎症的重要

指标［9］。IL⁃10是一种以抑制炎症反应为主的细胞

因子，但部分哮喘患者存在 IL⁃10 的合成障碍，导

致体内该因子水平降低，对气道炎症的的抑制力

下降，使哮喘患者的气道炎症长期存在［10］。针对

哮喘患者存在的长期炎症发应，临床主要治疗原

则是急性期抗炎、平喘以缓解症状，慢性持续其长

期抗炎以控制病情［11］。布地奈德是一种糖皮质激

素药物，能够减轻全身的炎症反应，其局部应用能

够起到更高效的抗炎作用。有研究发现布地奈德

能够促进机体产生 IL⁃10共同发挥抗炎作用，但其

对白三烯的合成与分泌无明显的抑制作用，因此

单独使用该药物治疗小儿支气管哮喘的疗效并不

能达到预期的效果［12］。孟鲁司特是一种白三烯受

体拮抗剂，其主要通过竞争性与半胱氨酸白三烯

受体结合而阻断白三烯的活性而发挥作用，能够

抑制白三烯对气道的致炎作用从而起到抑制炎症

反应、病情进展、改善肺功能的作用［13］。本研究结

果这表明孟鲁司特与布地奈德联合能够协同发挥

抗炎的作用，改善患者的症状体征，从而达到控制

病情发展、改善患儿肺功能以提高治疗的效果。

相关研究表明，T淋巴细胞亚群的异常变化亦

参与了支气管哮喘的发生发展过程，CD4
+诱导和

增强 T细胞及巨噬细胞的免疫应答［14］。CD8
+ 是一

种细胞毒性 T 淋巴细胞，具有抑制 CD4
+及诱导靶

细胞凋亡的作用。正常时这两类细胞保持一定的

比例，功能上相互影响，相互拮抗，共同维持机体

免疫系统功能平衡。CD3+是 T 细胞成熟的标志，

其降低通常提示机体可能存在炎症反应［15］。有研

究发现，哮喘急性发作期患儿 CD3
+、CD4

+ 、CD4
+/

CD8
+水平下降，而 CD8

+水平升高，表现出免疫功能

受损［16］。本研究结果表明联合用药治疗能够改善

患儿的免疫功能。

综上所述，孟鲁司特联合布地奈德治疗支气

管哮喘临床疗效显著，能够有效改善患儿肺功能

肺功能，提高 CD3
+、CD4

+、CD4
+/CD8

+以及 IL⁃10 水

平，降低CD8
+、IL⁃6水平。
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CP、Hcy及 25（OH）D3在糖尿病周围神经病变中的变
化及意义

汤步阳★ 黄莹芝 胡恒贵 刘珍

［摘 要］ 目的 分析血清C肽（CP）、同型半胱氨酸（Hcy）及 25⁃羟维生素D3［25（OH）D3］在糖尿病

周围神经病变（DPN）中的变化及意义。方法 分析本院内分泌科收治的 120例糖尿病患者的临床资料，其

中合并DPN者 40例（DPN组），未合并DPN者 80例（无DPN组），比较两组CP、Hcy、25（OH）D3、空腹血糖

（FPG）、总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）及神经传导功能情况，分析CP、Hcy、25（OH）D3与其他指标的相关

性，并采用多元Logistic回归分析影响糖尿病患者并发DPN的危险因素。结果 DPN组CP、25（OH）D3水

平显著低于无DPN组，Hcy、FPG、TC 及 TG显著高于无DPN组，正中神经和胫后神经传导速度均慢于无

DPN组，差异均具有统计学意义（P<0.05）。相关性分析显示：DPN患者的Hcy水平与 FPG、TC、TG呈正相

关（P<0.05），与神经传导速度均呈负相关（P<0.05）；而 CP、25（OH）D3水平与 FPG、TC、TG呈负相关（P<
0.05），与神经传导速度均呈正相关（P<0.05）。经 logistic回归模型分析，病程、CP、25（OH）D3水平降低及

Hcy升高是影响糖尿病患者并发DPN的危险因素（P<0.05）。结论 DPN患者存在CP、Hcy及 25（OH）D3
水平的异常表达，维持机体的CP、Hcy及 25（OH）D3水平，有助于延缓DPN的发生、发展。

［关键词］ 血清C肽；同型半胱氨酸；25⁃羟维生素D3；糖尿病周围神经病变

Changes and significance of CP，Hcy and 25（OH）D3 in diabetic peripheral neuropathy
TANG Buyang★，HUANG Yingzhi，HU Henggui，LIU Zhen
（Department of Endocrinology，Wanbei Coal Power Group General Hospital，Suzhou，Anhui，China，
234000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the changes and significance of serum C peptide（CP），homo⁃
cysteine（Hcy）and 25⁃hydroxyvitamin D3［25（OH）D3］in diabetic peripheral neuropathy（DPN）. Methods
The clinical data of 120 patients with diabetes admitted to the Department of Endocrinology in our hospital was
retrospectively analyzed，including 40 patients with DPN（DPN group）and 80 patients without DPN（non⁃
DPN group）. The two groups were compared with CP，Hcy，25（OH）D3，Fasting blood glucose（FPG），To⁃
tal cholesterol（TC），Triacylglycerol（TG）and nerve conduction function. The correlation between CP，Hcy，
25（OH）D3 and other indicators was analyzed. Multivariate Logistic regression analysis was used to analyze
the risk factors that affect diabetic patients with DPN. Results The levels of CP and 25（OH）D3 in the DPN
group were significantly lower than those in the non⁃DPN group，and Hcy，FPG，TC and TG were significant⁃
ly higher than those in the non⁃DPN group（P<0.05）. The conduction velocity of the median nerve and posteri⁃
or tibial nerve was slower than that of the non⁃DPN group，and the differences were statistically significant
（P<0.05）. Correlation analysis showed that Hcy level in DPN patients was positively correlated with FPG，

TC，and TG（P<0.05），and negatively correlated with nerve conduction velocity（P<0.05）. The levels of CP
and 25（OH）D3 were negatively correlated with FPG，TC，and TG（P<0.05），and positively correlated with
nerve conduction velocity（P<0.05）. According to logistic regression model analysis，the course of disease，
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糖尿病属于一种慢性疾病，近年来随着我国

人们生活方式、经济水平的提高，该病的患病率呈

上升趋势［1］。目前临床尚无根治糖尿病的手段，病

情迁延进展容易诱发一系列并发症，对患者生活造

成严重影响。糖尿病周围神经病变（Diabetic pe⁃
ripheral neuropathy，DPN）是糖尿病患者常见的并

发症之一［2］，确切的发病机制尚未明确。近年来有

学者认为，免疫炎症反应、细胞因子等参与 DPN
的发病过程［3］。血清 C 肽（C peptide，CP）是胰岛

素原转变为胰岛素过程中的裂解产物，而同型半

胱氨酸（Homocysteine，Hcy）是人体甲硫氨酸的

中间代谢产物，与炎症反应密切相关［4］。维生素

D 是一种常见的细胞因子，具有调节免疫，抑制

变应原诱导的作用。 25⁃羟维生素 D3［25⁃hy⁃
droxyvitamin D3，25（OH）D3］是维生素 D 的体内

主要存在形式，在疾病诊断中具有一定作用［5］。

基于此，本组研究就 CP、Hcy 及 25（OH）D3 在

DPN 中变化及意义进行了研究，以此为临床诊疗

DPN 提供可靠依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

分析本院 2019 年 3 月至 2020 年 3 月收治的

157 例糖尿病患者的临床资料。纳入标准：①均

符合糖尿病的诊断标准［6］；②临床资料无丢失和缺

损；③未合并其他系统严重疾病者；④年龄≥18
岁。排除标准：①中途转入或转出者；②合并其他

恶性疾病者；③合并免疫系统及全身炎症疾病者；

④哺乳期或妊娠期孕妇。

根据纳入排除标准共纳入 120例糖尿病患者，

其中合并 DPN 者 40 例（DPN 组），未合并 DPN 者

80 例（无 DPN 组）。两组患者基线资料比较差异

无统计学意义，具有可比性（P>0.05），见表 1。
1.2 方法

空腹抽取所有受检者 6 mL 静脉血，采用min⁃
dray 全自动生化仪及配套试剂检测其空腹血糖

（Fasting blood glucose，FPG）、总胆固醇（Total cho⁃
lesterol，TC）及三酰甘油（Triacylglycerol，TG）水

平。CP、Hcy 及 25（OH）D3 水平均采用酶联免疫

吸附法检测，CP、Hcy试剂盒由南京建成生物公司

提供，25（OH）D3 试剂盒由美国 IDS 有限公司提

供，具体操作严格按照说明书执行。

神经传导功能采用上海海神医疗电子仪器有

限公司生产的肌电图诱发电位仪进行检测，均由

专业人员进行测量，测量条件是保持皮温 32℃~
35℃，分别对正中神经和胫后神经传导速度进行测

量，均测 2次，取其平均值。

1.3 观察指标

①比较两组CP、Hcy、25（OH）D3、血糖、血脂指

标及神经传导功能情况；②分析 CP、Hcy、25（OH）
D3与其他指标的相关性；③采用多元 Logistic回归

分析影响糖尿病患者并发DPN的危险因素。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 统计软件进行统计分析。计

量资料以（x± s）表示，采用 t检验；计数资料以 n（%）

表示，采用 c2检验；以 P<0.05表示差异具有统计学

意义。相关性使用 Pearson 相关性分析；影响因素

采用多元 Logistic回归分析。

组别

DPN组

无DPN组

t/c2值

P值

n

40
80

性别

男

23（57.50）
44（55.00）

0.068
0.795

女

17（42.50）
36（45.00）

平均年龄（岁）

61.42±3.35
61.22±3.98

0.273
0.785

病程（年）

5.14±1.87
5.84±1.96

1.872
0.064

体重指数（kg/m2）

23.88±3.05
23.68±2.87

0.352
0.725

收缩压（mmHg）

133.75±11.46
135.69±12.09

0.843
0.401

舒张压（mmHg）

74.85±5.72
75.33±5.14

0.464
0.643

表 1 两组患者一般资料比较［n（%），（x ± s）］
Table 1 Comparison of general information between the two groups［n（%），（x ± s）］

the decrease of CP and 25（OH）D3 levels，and the increase of Hcy are the risk factors that affect the occur⁃
rence of DPN in diabetic patients（P<0.05）. Conclusion DPN patients have abnormal expressions of CP，
Hcy and 25（OH）D3 levels. Maintaining the body􀆳s CP，Hcy and 25（OH）D3 levels helps delay the occurrence
and development of DPN.

［KEY WORDS］ Serum C peptide；Homocysteine；25⁃hydroxyvitamin D3；Diabetic peripheral neuropa⁃
thy
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2 结果

2.1 两组CP、Hcy及 25（OH）D3水平比较

DPN 组 CP、25（OH）D3 水平显著低于无 DPN
组，Hcy水平显著高于无DPN组，差异均有统计学

用意义（P<0.05）。见表 2。

2.2 两组 FPG、TC、TG水平及正中神经和胫后神

经传导速度比较

DPN组FPG、TC 及TG水平均显著高于无DPN
组，正中神经和胫后神经传导速度均慢于无 DPN
组，差异均有统计学用意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 CP、Hcy及 25（OH）D3水平与 FPG、TC、TG水

平及正中神经和胫后神经传导速度的相关性分析

DPN 患者的 Hcy 水平与 FPG、TC、TG 呈正相

关（P<0.05），与神经传导速度均呈负相关（P<
0.05）；而 CP、25（OH）D3水平与 FPG、TC、TG呈负

相关（P<0.05），与神经传导速度均呈正相关（P<
0.05）。见表 4。

2.4 影响糖尿病患者并发DPN的危险因素分析

经 logistic 回归模型分析得，病程、CP、25
（OH）D3 水平降低及 Hcy 升高是影响糖尿病患者

并发DPN的危险因素（P<0.05）。见表 5。

3 讨论

糖尿病是一种终身性慢性疾病，随着病情进

展，会导致多个系统出现并发症，具有较高的致残、

致死性，有效防治糖尿病并发症发生，对改善患者

生存质量具有重要意义［7］。DPN是指在排除其他原

因的情况下，糖尿病患者出现周围神经功能障碍相

关的症状和体征。Yahya等［8］研究发现，Hcy水平上

升会导致大量氧化物产生，导致周围神经损伤。大

量研究发现，遗传因素、某些药物、胰岛素缺乏、胰

岛素抵抗等均可造成血浆Hcy水平异常［9⁃10］。高浓

度的Hcy可进一步引发氧化应激反应，从而损伤血

管内皮细胞，进而又会对神经髓鞘碱基蛋白产生损

害，造成周围神经损伤［11］。CP是胰岛素原转变为胰

岛素过程中的裂解产物，由B细胞分泌。既往研究

发现，CP无生物活性，临床上仅作为判断胰岛B细

胞功能的指标［12］。但新近研究发现，CP 有神经保

护和抗凋亡作用，且能促进 C纤维再生，延缓和减

少神经病变［13］。维生素D是一类脂溶性的维生素，

同时也是一种能够维护身体健康的多功能激素。

维生素D存在于各类食物中，人体摄取的天然维生

素 D 经日光照射皮肤后，在体内可转转化形成 25

组别

DPN组

无DPN组

t值
P值

n

40
80

CP
（μg/L）
3.42±2.73
5.16±2.16

3.802
0.001

Hcy
（μmol/L）
15.19±2.84
7.83±1.25
19.727
<0.001

25（OH）D3
（ng/mL）
26.71±6.87
41.67±11.34

7.666
<0.001

表 2 两组CP、Hcy及 25（OH）D3水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of CP，Hcy and 25（OH）D3 levels
between 2 groups（x ± s）

组别

DPN组

无DPN组

t值
P值

n
40
80

FPG（mmol/L）
7.06±1.81
5.62±1.43

4.749
＜0.001

TC（mmol/L）
1.58±0.32
1.34±0.24

4.606
＜0.001

TG（mmol/L）
5.58±1.02
4.72±1.16

3.981
＜0.001

正中神经传导（m/s）
1.45±0.57
4.01±1.54
10.154
＜0.001

胫后神经传导（m/s）
1.31±0.36
3.01±0.86
11.969
＜0.001

表 3 两组患者 FPG、TC、TG水平及正中神经和胫后神经传导速度比较（x ± s）

Table 3 Comparison of FPG，TC，TG levels and conduction velocity of median nerve and posterior tibial nerve among 2 groups（x±s）

相关因子

FPG
TC
TG

正中神经传导速度

胫后神经传导速度

CP
r值

-0.587
-0.641
-0.465
0.411
0.356

P值

0.002
0.001
0.011
0.006
0.011

Hcy
r值
0.301
0.485
0.364
-0.503
-0.324

P值

0.024
0.004
0.008
0.003
0.013

25（OH）D3
r值

-0.295
-0.501
-0.302
0.362
0.521

P值

0.022
0.006
0.018
0.010
0.001

表 4 CP、Hcy及 25（OH）D3水平与 FPG、TC、TG水平及

正中神经和胫后神经传导速度的相关性分析

Table 4 Correlation Analysis of CP，Hcy and 25（OH）D3
levels with FPG，TC，TG levels and conduction velocity of

median nerve and posterior tibial nerve

（OH）D3，并在肾脏内被进一步羟基化生成具有活

性的 25（OH）D3，25（OH）D3在控制体内钙磷水平

和骨骼钙化上具有重要作用，且对心血管系统、免

疫系统、神经系统、糖代谢及细胞增殖分化等方面

都具有重要作用［14⁃15］。Alexander等［16］研究发现，25
（OH）D3可调节神经营养因子的产生，调控神经元

细胞内钙稳态，发挥神经保护作用，避免神经退行

性变发生，对神经系统发育及损伤均有调控作用。

本组研究结果提示 CP、Hcy 及 25（OH）D3 在

DPN发病过程中可能发挥重要作用。且DPN组患
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变量

性别：男（参照组：女）

年龄：≥50岁（参照组：<50岁）

病程：≥5年（参照组：<5年）

FPG：≥10.13 mmol/L（参照组：<10.13 mmol/L）
TC：≥5.1 mmol/L（参照组：<5.1 mmol/L）
TG：≥4.5 mmol/L（参照组：<4.5 mmol/L）
CP：<4.22 μg/L（参照组：≥4.22 μg/L）

Hcy：≥7.89 μmol/L（参照组：<7.89 μmol/L）
25（OH）D3：<22n g/mL（参照组：≥22 ng/mL）

单因素分析

OR值

1.239
1.250
1.644
1.260
1.121
1.131
1.960
1.692
1.571

95%CI
0.989~1.552
0.871~1.793
1.312~2.059
0.850~1.868
0.756~1.662
0.643~1.514
1.595~2.048
1.269~2.257
1.253~1.970

P值

0.724
0.697
0.014
0.514
0.541
0.486
0.007
0.002
0.014

多因素分析

OR值

1.749

1.842
2.401
2.575

95%CI

1.261~2.426

1.111~3.055
1.775~3.247
1.949~3.401

P值

<0.001

<0.001
<0.001
<0.001

表 5 影响糖尿病患者并发DPN的危险因素分析

Table 5 Analysis of risk factors of diabetic patients complicated with DPN

者 FPG、TC 及 TG水平均显著高于无DPN组，正中

神经和胫后神经传导速度均慢于无 DPN 组，与既

往研究报道一致［17］。DPN患者由于代谢紊乱、血管

损伤、神经营养因子缺乏、氧化应激和免疫因素等

均可引起神经髓鞘、轴索损害，继而引起神经传导

异常。相关分析结果说明 CP、Hcy 及 25（OH）D3
水平与DPN患者周围神经传导功能病变及其血脂

水平关系密切。上述因子可作为周围神经病变的

预测指标，对糖尿病患者进行 CP、Hcy 及 25（OH）
D3水平检测，可早期发现周围神经病变情况。本

研究结果说明在 DPN 发生过程中，糖尿病患者病

程越长，发生 DPN 的风险越大，且可能存在 CP、
Hcy及 25（OH）D3共同作用加剧DPN的发生。

综上所述，DPN 患者存在 CP、Hcy 及 25（OH）
D3 水平的异常表达，维持机体的 CP、Hcy 及 25
（OH）D3水平，有助于延缓DPN的发生、发展。
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重症呼吸衰竭患者心肌损害与ET⁃1、IL⁃18、NO水平
的关系

吴畏 1 郭晓鹤 2 杨飞云 1 孔令宇 1 牛丽丹 1 石金河 1★

［摘 要］ 目的 分析重症呼吸衰竭患者心肌损害与内皮素⁃1（ET⁃1）、白细胞介素⁃18（IL⁃18）及内

源性一氧化氮（NO）水平的关系。方法 选取 2017年 4月至 2020年 4月本院收治的 120例重症呼吸衰

竭患者设为研究组，根据是否发生心肌损伤分为心肌损害组（n=37例）、非心肌损害组（n=83例），同时纳

入同期本院接受健康体检结果正常者（共 52例）作为对照组。记录血清 ET⁃1、IL⁃18及NO水平，比较不

同人群血清 ET⁃1、IL⁃18及NO水平差异，采用多元 Logistic回归分析影响重症呼吸衰竭患者发生心肌损

害的危险因素，绘制 ROC曲线分析 ET⁃1、IL⁃18及NO水平对重症呼吸衰竭患者发生心肌损害的预测价

值。结果 研究组患者 ET⁃1、IL⁃18及NO水平显著高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。心肌损害

组患者 ET⁃1、IL⁃18及 NO水平显著高于非心肌损害组，差异有统计学意义（P<0.05）。Logistic 回归模型

得出：ET⁃1、IL⁃18、NO 异常升高为影响重症呼吸衰竭患者发生心肌损害的独立危险因素（P<0.05）。

ROC 曲线得出：ET⁃1曲线下面积为 0.780，IL⁃18曲线下面积为 0.688，NO曲线下面积为 0.784，三者联合

曲线下面积为 0.938，以联合检测下面积值最大（P<0.05）。结论 血清 ET⁃1、IL⁃18及 NO水平与重症呼

吸衰竭患者心肌损害密切相关，临床工作者可通过加强监测这三项指标，评估疾病进展与预后情况。

［关键词］ 重症呼吸衰竭；ET⁃1；IL⁃18；NO；心肌损害

Relationship between myocardial damage and the levels of serum ET⁃1，IL⁃18 and NO in
patients with severe respiratory failure
WU Wei1，GUO Xiaohe2，YANG Feiyun1，KONG Lingyu1，NIU Lidan1，SHI Jinhe1★

（1. Department of EICU，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College，Weihui，Henan，China，
453100；2. Department of Gastroenterology，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University，
Weihui，Henan，China，453100）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the relationship between myocardial damage and endothelin⁃1
（ET⁃1），interleukin⁃18（IL⁃18）and endogenous nitric oxide（NO）levels in patients with severe respiratory
failure. Methods A total of 120 patients with severe respiratory failure admitted to this hospital from April
2017 to April 2020 were selected as the study group. According to whether myocardial injury occurred or not，
they were divided into the myocardial damage group（n=37 cases）and the non⁃myocardial damage group（n=
83 cases）. At the same time，patients with normal physical examination results in this hospital during the same
period（52 cases in total）were included as the control group. The serum ET⁃1，IL⁃18 and NO levels were re⁃
corded，and the differences in serum ET⁃1，IL⁃18 and NO levels in different people were compared. Multivari⁃
ate logistic regression was used to analyze the risk factors of myocardial damage in patients with severe respira⁃
tory failure，and ROC curve was drawn to analyze the value of ET⁃1，IL⁃18，and NO levels in predicting myo⁃
cardial damage in patients with severe respiratory failure. Results The levels of ET⁃1，IL⁃18，and NO in the
study group were significantly higher than those in the control group，and the differences were statistically sig⁃
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nificant（P<0.05）. The levels of ET⁃1，IL⁃18 and NO in the myocardial damage group were significantly high⁃
er than those in the non⁃myocardial damage group，and the differences were statistically significant（P<0.05）.
Logistic regression model showed that the abnormal increasing of ET⁃1，IL⁃18 and NO were independent risk
factors affecting myocardial damage in patients with severe respiratory failure（P<0.05）. The ROC curve
shows that the area under the ET⁃1 curve is 0.780，the area under the IL⁃18 curve is 0.688，the area under the
NO curve is 0.784，and the area under the three combined curve is 0.938，the area under the combined detec⁃
tion is the largest（P<0.05）. Conclusion Serum ET⁃1，IL⁃18 and NO levels are closely related to myocardial
damage in patients with severe respiratory failure. Clinicians can strengthen the monitoring of these three indi⁃
cators to assess disease progression and prognosis.

［KEY WORDS］ Severe respiratory failure；ET⁃1；IL⁃18；NO；Myocardial damage

呼吸衰竭是指各种原因引起的肺通气和/或换

气功能严重障碍，以至在静息状态下不能维持足

够的气体交换，导致低氧血症伴（或不伴）高碳酸

血症，进而引起的一系列病理生理改变和相应临

床表现的综合征［1］。近年来，大量临床研究发现，

重症呼吸衰竭患者疾病的发生、发展与细胞因子密

切相关［2］。白细胞介素⁃18（Interlenldne⁃18，IL⁃18）
是重要的促炎介质，在多种炎性疾病中呈高表达

状态，对炎性疾病及进展有重要作用。内源性一

氧化氮（Nitric oxide，NO）是一氧化氮合酶的作用

下，由体内精氨酸反应生成，可使内皮细胞增生、

凋亡，促进炎性因子产生，导致机体出现慢性炎

症［3］。相关研究发现，内皮素一 1（Endothelin 1，
ET⁃1）含量增加可能参与了低氧状态下肺小动脉

痉挛及肺动脉高压的形成，对重症呼吸衰竭患者

病情的进展具有重要意义［4］。本研究将分析血清

ET⁃1、IL⁃18 及 NO 水平在重症呼吸衰竭中表达及

与心肌损害的相关性进行分析，现报告如下。

1 对象与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 4月至 2020年 4月本院收治的 120
例重症呼吸衰竭患者设为研究组，其中男 69例，女

51例，平均年龄（66.79±6.93）岁。根据是否发生心

肌损伤分为心肌损害组（n=37）：其中男 21 例，女

16例，平均年龄（65.71±6.12）岁；非心肌损害组（n=
83）：男 48例，女 35例，平均年龄（65.83±6.11）岁。

纳入标准：①所有患者均经实验室检查、临床

症状及体征确诊［5］。②临床资料完整；③本研究经

医院伦理委员会批准，患者均签署知情同意。排

除标准：①合并肝肾疾病。②合并严重感染及恶

性肿瘤。③存在急性心力衰竭、恶性心律失常、肺

源性心脏病、先天性心脏病及其他心脏瓣膜病

等。④临床及随访资料不完整或缺乏准确性者。

同时纳入 52例同期本院接受健康体检结果正常者

作为对照组。其中男 30 例，女 22 例，平均年龄

（66.73±6.86）岁。各组间一般资料比较差异无统

计学意义（P>0.05），具有可比性。

1.2 观察指标

对照组于体检当日、研究组于入院后次日抽取

清晨空腹静脉血 3 mL，置于肝素锂抗凝管中，在低

温离心机中离心（3 000 rpm，15 min）。取 400 μL
血浆送检，采用酶联免疫吸附测定磷酸肌酸激

酶同工酶（reatine phos⁃phokinase⁃isoenzyme⁃MB，

CK⁃MB）、ET⁃1、IL⁃8的水平，试剂盒选择上海鑫乐

生物科技有限公司；应用VIS⁃723型分光光度计通

过检测波长 550 nm外的吸光度值间接测定 NO 含

量；采用酶速率法检测肌酸激酶（Creatine kinase，
CK）；采用全自动生化分析仪心肌肌钙蛋白（Cardi⁃
ac troponin I，cTnI），检测试剂盒均购自武汉默沙克生

物科技有限公司。操作过程严格按照说明书进行。

CK⁃MB、ET⁃1、IL⁃8、NO、CK、cTnI的参考值分别为：

1~25 U/L、1.6~3.06 ng/L、8.11~15.53 μg/L、5.69~6.55
μmol/L、30~150 U/L、0.13~0.47 ng/mL［6⁃11］。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件进行分析，计数资料以

n（%）表示，c2检验；计量资料以（x ± s）表示，t检验，

采用多元 Logistic回归分析影响重症呼吸衰竭患者

发生心肌损害的危险因素，绘制 ROC 曲线分析

ET⁃1、IL⁃18及NO水平对重症呼吸衰竭患者发生心

肌损害的预测价值，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组 ET⁃1、IL⁃18及NO水平比较

研究组 ET⁃1、IL⁃18 及 NO 水平显著高于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
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2.2 心肌损害组与非心肌损害组 ET⁃1、IL⁃18 及

NO水平比较

心肌损害组患者ET⁃1、IL⁃18及NO水平显著高于

非心肌损害组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表2。

2.3 影响重症呼吸衰竭患者发生心肌损害的危险

因素分析

通过 Logistic回归模型分析影响重症呼吸衰竭

患者发生心肌损害的相关因素，得出：CK、CK⁃MB、

cTnI、ET⁃1、IL⁃18、NO为影响重症呼吸衰竭患者发

生心肌损害的单因素（P<0.05）；选取有条件的单

因素进一步分析，得出：ET⁃1、IL⁃18、NO异常升高

为影响重症呼吸衰竭患者发生心肌损害的独立危

险因素（P<0.05）。见表 3。
2.4 ET⁃1、IL⁃18及NO及三者联合检测重症呼吸

衰竭患者发生心肌损害的诊断价值

ROC 曲线得出三者联合曲线下面积为 0.938，
以联合检测下面积值最大（P<0.05）。见表 4、图 1。

3 讨论

现临床对于重症呼吸衰竭发病机制尚未为明

确，研究发现其与细胞因子及免疫功能紊乱有关［11］。

ET⁃1对肺血管及支气管具有强烈的血管收缩

作用，与哮喘急性发作、肝肾综合征、心肌梗死、急

性肾功能衰竭等各种脏器功能不全密切相关。孟

承颖等［12］研究发现，HIF⁃1α 介导血管内皮细胞中

ET⁃1及其受体表达，参与低氧条件下血管通透性变

组别
研究组
对照组

t值
P值

n
120
52
-
-

ET⁃1（ng/L）
4.85±1.36
2.33±0.73
12.585
<0.001

IL⁃18（μg/L）
95.52±6.63
11.82±3.71

85.441
<0.001

NO（μmol/L）
8.72±1.94
6.12±0.43

9.548
<0.001

表 1 两组 ET⁃1、IL⁃18及NO水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of ET⁃1，IL⁃18 and no levels between
the two groups（x ± s）

组别
心肌损害组
非心肌损害组

t值
P值

n
37
83
-
-

ET⁃1（ng/L）
5.11±1.10
3.06±0.45
14.524
<0.001

IL⁃18（μg/L）
90.11±12.04
71.12±17.77

5.916
<0.001

NO（μmol/L）
7.94±2.72
5.41±1.37

6.782
<0.001

表 2 心肌损害组与非心肌损害组 ET⁃1、IL⁃18及NO水平

比较（x ± s）

Table 2 Comparison of ET⁃1，IL⁃18 and NO levels between
myocardial damage group and non myocardial damage group

（x ± s）

变量

年龄（<65岁 vs ≥65岁）

BMI（<24 kg/m2 vs ≥24 kg/m2）

CK（异常升高 vs正常）

CK⁃MB（异常升高 vs正常）

cTnI（异常升高 vs正常）

ET⁃1（异常升高 vs正常）

IL⁃18（异常升高 vs正常）

NO（异常升高 vs正常）

单因素分析

OR值

1.139
1.065
1.791
1.716
1.765
1.831
1.586
1.658

95%CI
0.713~1.513
1.341~1.912
1.325~1.616
1.236~1.497
1.212~1.535
1.644~1.972
1.357~1.867
1.575~1.587

P值

0.569
0.727
0.019
0.010
0.015
0.016
0.022
0.004

多因素分析

OR值

1.658
1.162
1.181
1.636
1.754
1.658

95%CI

0.892~3.731
0.603~2.242
0.617~2.260
1.365~1.784
1.452~1.885
1.369~1.789

P值

0.061
0.084
0.091
0.035
0.008
0.017

表 3 影响重症呼吸衰竭患者发生心肌损害的危险因素分析

Table 3 Risk factors of myocardial damage in patients with severe respiratory failure

预测指标

ET⁃1（ng/L）
IL⁃18（μg/L）
NO（μmol/L）
三者联合检测

Cut⁃off值
25.10
26.41
25.42
27.59

敏感度（%）

61.94
72.02
75.81
89.54

特异度（%）

62.81
73.57
71.46
89.93

约登指数

123.75
144.59
146.27
178.47

AUC
0.780
0.688
0.784
0.938

95%CI
0.614~0.945
0.487~0.889
0.616~0.952
0.842~1.000

P值
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 ET⁃1、IL⁃18及NO及三者联合检测重症呼吸衰竭患者发生心肌损害的诊断价值

Table 4 Diagnostic value of ET⁃1，IL⁃18 and NO combined detection in myocardial damage in patients with severe respiratory failure

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度

ROC曲线

1⁃特异性
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

曲线源
ET⁃1
IL⁃18
NO
三者联合
参考线

图 1 ET⁃1、IL⁃18及NO及三者联合检测重症呼吸衰竭患

者发生心肌损害的诊断价值

Figure 1 diagnostic value of ET⁃1，IL⁃18 and NO combined
detection in myocardial damage in patients with severe

respiratory failur
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化。IL⁃18是最早命名的趋化因子，是由多种细胞

产生的小分子量多肽，可趋化和激活中性粒细胞，

并参与中性粒细胞与内皮细胞粘附过程的调节，加

重组织损伤。冶秀花［13］通过研究发现，呼吸衰竭时

机体产生的 IL⁃18会导致肝组织产生大量炎症细胞

因子并大量活化，形成级联效应，引起病变的进展。

本研究结果显示，研究组患者血清 ET⁃1、IL⁃18 水

平显著高于对照组及非心肌损害人群，说明 ET⁃1、
IL⁃18水平与患者发生心肌损害有着密切联系。

NO 是一氧化氮合酶的作用下，由体内 L2 精

氨酸反应生成，是人体内重要的生物学信使。NO
在生理情况下可以松弛支气管平滑肌，抑制病原

微生物生长，防止白细胞粘附、聚集和激活，扩张

血管平滑肌；NO 在病理情况下，可在其他因子作

用下，介导血管内皮细胞损伤，产生大量NO，形成

环式循环，参与炎性反应的过程。近年来，研究发

现趋化因子的可溶性小分子多肽物质在呼吸衰竭

的炎症反应中起着重要作用［14］。Demir 等［15］在呼

吸衰竭患者研究中发现，NO水平随病变程度程度

升高而上升，与呼吸衰竭的严重程度密切相关。

这与本研究结果基本一致，进一步表明NO水平参

与呼吸衰竭引起的心肌损害的过程。

为明确影响重症呼吸衰竭患者发生心肌损害

的危险因素，本研究进行了 Logistic回归模型分析，

结果显示 ET⁃1、IL⁃18、NO异常升高为影响重症呼

吸衰竭患者发生心肌损害的独立危险因素。这与

既往学者研究 IL⁃18、ET⁃1水平结果相似，考虑与重

症呼吸衰竭患者体内缺血缺氧性刺激导致患者血

象以及脏器功能发生异常改变，引发 ET⁃1、IL⁃18、
NO水平升高有关［16⁃17］，进一步提示ET⁃1、IL⁃18、NO
水平在重症呼吸衰竭患者发生心肌损害中意义深

重。ROC曲线分析结果进一步提示联合检测三指

标可作为预测患者心肌损害的有效手段。

综上所述，血清 ET⁃1、IL⁃18及NO水平与重症

呼吸衰竭患者心肌损害密切相关，临床工作者可通

过加强监测这三项指标，评估疾病进展与预后情况。
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前列腺癌中 CD147、MMP⁃2 mRNA 表达与临床分
期、、病理学分级的关系

吴狄 1★ 邓海媚 1 姚睿智 2 陈铭 2

［摘 要］ 目的 分析前列腺癌病灶组织中细胞外基质金属蛋白酶诱导因子 CD147 、基质金属蛋

白酶（MMP）⁃2（MMP⁃2）mRNA表达与临床分期、病理学分级的关系。方法 选取 2015年 4月至 2018年

12 月本院收治的前列腺癌患者 58 例及同期行手术治疗的前列腺增生患者 50 例为研究对象，取前列腺

癌患者病灶组织、癌旁组织及前列腺增生患者的组织标本，以原位杂交法测定各组织中CD147 mRNA表

达水平，采用逆转录⁃聚合酶链反应（RT⁃PCR）测定MMP⁃2 mRNA，并评估 CD147 mRNA 表达与临床分

期、病理学分级等的关系。结果 前列腺癌病灶组织中 CD147 mRNA阳性率及MMP⁃2表达水平高于前

列腺癌癌旁组织、前列腺增生组织（P<0.05），前列腺癌癌旁组织 CD147 mRNA 阳性率及MMP⁃2表达水

平也高于前列腺增生组织（P<0.05）；前列腺癌患者中，临床分期 T3~T4 期、病理学分级≥5 级、淋巴结转

移 N1 期、远处转移 M1 期者的 CD147 mRNA 阳性率、MMP⁃2 mRNA 表达水平高于临床分期 T1~T2 期、

病理学分级 2~4 级、淋巴结转移 N0 期、远处转移 M0 期者，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 检测

CD147、MMP⁃2 mRNA的表达对评估肿瘤恶性程度与生物学行为、预后有积极意义。

［关键词］ 前列腺癌；前列腺增生；CD147 mRNA；MMP⁃2 mRNA

Relationship between the expression of CD147，MMP ⁃ 2 mRNA and clinical stage and
pathological grade in prostate cancer
WU Di 1★，DENG Haimei 1，YAO Ruizhi 2，CHEN Ming2

（1. First Clinical Medical College of Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine，Guangzhou，
Guangdong，China，510405；2. First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Traditional Chinese Med⁃
icine，Guangzhou，Guangdong，China，510405）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the relationship between expression of（Extracellular Matrix
Metalloproteinase Induce）CD147，matrix metalloproteinase⁃2（MMP⁃2）mRNA and clinical staging，patho⁃
logical grading in tissues from prostate cancer（PCA）. Methods A total of 58 PCA patients who were admit⁃
ted to the First Clinical Medical College of Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine from April
2015 to December 2018 and 50 patients with benign prostatic hyperplasia（BPH）who underwent surgery in
the same period were enrolled in the study. The tissues and adjacent tissues of PCA patients，and tissue speci⁃
mens of BPH patients were collected. The expression levels of CD147 mRNA in all tissues were measured by
in situ hybridization. The reverse transcription⁃polymerase chain reaction（RT⁃PCR）was performed to measure
MMP⁃2 mRNA. The relationship between expression of CD147 mRNA and clinical staging，pathological grad⁃
ing was evaluated. Results The positive rate of CD147 mRNA and MMP⁃2 expression level in PCA tissues
were higher than those in PCA adjacent tissues and BPH tissues（P<0.05）. The positive rate of CD147 mRNA
and MMP⁃2 expression level in PCA adjacent tissues were higher than those in BPH tissues（P<0.05）. Among
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PCA patients，the positive rates of CD147 mRNA and MMP⁃2 expression level in patients with clinical stage
at T3 to T4 stage，pathological grade of greater than 5 level，lymph node metastasis at N1 stage and distant
metastasis at M1 stage were higher than those with clinical stage at T1 to T2 stage，pathological grade within 2
to 4 level，lymph node metastasis at N0 stage and distant metastasis at M0 stage（P<0.05）. Conclusion The
expression of CD147 and MMP⁃2 mRNA in PCA tissues is closely related to the clinical staging and pathologi⁃
cal grading. The detection of both CD147 and MMP⁃2 mRNA is of positive significance for evaluating the tu⁃
mor malignancy degree，biological behavior，and prognosis.

［KEY WORDS］ Prostate cancer；Benign prostatic hyperplasia；CD147 mRNA；MMP⁃2 mRNA

前列腺癌（prostate cancer，PCA）为前列腺泡

细胞异常无序生长而产生的恶性肿瘤，其在全世

界范围内发病率位居第二位，死亡率位居第六

位［1］。近年来我国前列腺癌发病率呈显著上升趋

势［2］，如何提高其早期诊断水平是目前研究热点。

肿瘤的发生、生长失控及浸润和转移为一个涉及

多因素、多步骤的复杂过程，而细胞外基质金属蛋

白酶诱导因子（extracellular matrix metalloprotein⁃
ase inducer，EMMPRIN）又称为 CD147，作为一种

重要的跨膜糖蛋白，CD147在肿瘤生长、浸润与转

移等过程中均发挥着重要作用。其在多种肿瘤细

胞中均有不同程度表达，可能与其促进肿瘤生长

有密切关系，是目前肿瘤研究的新兴热点［3］。基质

金属蛋白酶 ⁃2（matrix metalloproteinase，MMP⁃2）
属于明胶酶，为基质金属蛋白酶的一种，可特异性

破坏基底膜，同肿瘤转移有密切关系，对判断疾病

病情进展有指导意义［4］。但目前关于 CD147、
MMP⁃2在前列腺癌中的表达现状研究较少。本文

将评估CD147、MMP⁃2在前列腺癌中的临床意义，

旨在为临床准确诊断前列腺癌提供借鉴。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015年 4月至 2018年 12月本院收治的前

列腺癌患者 58例及同期行手术治疗的前列腺增生

患者 50 例为研究对象。前列腺癌纳入标准：①均

符合前列腺癌诊断标准［5］，且在术前未接受内分泌

治疗或放化疗；②入院时Gleason评分在 2分及以

上，TNM分期T1~4期；③知情同意本研究并签署知

情同意书。排除标准：①其他类型恶性肿瘤患者；②
病历资料不全；③配合依从性差者。58例前列腺癌：

年龄平均（60.15±6.18）岁；临床分期：T1~T2 期 31
例，T3~T4期 27例；病理学分级 2~4级 31例，≥5级

27例；淋巴结转移N0期 30例，N1期 28例；远处转

移M0期 30例，M1期 28例。另选择同期行前列腺

摘除术与经尿道前列腺电切术的良性前列腺增生患

者 50例，年龄平均（60.11±6.24）岁，均知情同意本研

究。本研究获得院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 标本采集

术中收集前列腺癌患者的病灶组织、癌旁组

织及前列腺增生患者的组织标本。将所有前列腺

组织以石蜡包埋，每张切片 0.5 μm，连续切片 5
张，压片烘干后标记上病例编号。

1.2.2 实验试剂

CD147 mRNA 原位杂交试剂盒与地高辛标记

的 CD147 相关寡核苷酸探针均购自武汉博士德

公司；MMP⁃2 mRNA PCR 检测试剂盒购自日本

TaKaRa公司。

1.2.3 检测方法

CD147 mRNA 以焦炭酸二乙酯（DEPC）清洗

原位杂交试验中的器皿、蒸馏水。阴性对照组中

只加杂交液，不加探针。检测步骤：将石蜡切片进

行脱蜡和水化，应用 3%H2O2将过氧化物灭活，以

蛋白酶K进行消化处理，暴露mRNA的核酸片段，

以预杂交封闭片段上非特异性杂交点，后进行二

次杂交，以地高辛标记的 CD147 探针处理。杂交

后，去除非碱基配对 RNA，以抗体连接，二氨基联

苯胺（diaminobenzidine，DAB）显色，常规采用苏木

精复染，后脱水，透明，封片。MMP⁃2 mRNA：依据

试剂盒说明书提取 RNA，逆转录获得 cDNA，将

cDNA扩增为MMP⁃2，以 β⁃actin为内参，PCR反应

条件：95℃ 30 s，循环 42 次；95℃ 5 s，循环 42 次；

60℃，45 s，循环 42 次。以⁃2△△CT 法计算 mRNA 相

对表达强度，重复测定 3次后取平均值。

1.2.4 病理结果的判读

由 2名经验丰富的病理医师进行评判，细胞膜

与细胞质内出现淡黄色或棕黄色为阳性细胞，以

半定量积分法［6］对原位杂交结果进行判断，其中染

色强度为浅黄色记 1分，深黄色记 2分，棕黄色记 3

·· 825



分子诊断与治疗杂志 2021年 5月 第 13卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2021, Vol. 13 No. 5

分，随机找到 5 个 400 倍的视野进行观察，统计阳

性细胞在视野范围内占比，阳性细胞率<5%记 1
分，阳性细胞率在 5%~25%记 2 分，阳性细胞率在

26%~50%记 3 分，阳性细胞率>50%记 4 分。以上

述两部分分值之和作为最终总分，总分 1~3分为阴

性（-），4~6分为阳性（+），7分为强阳性（++），阳性

率=（阳性+强阳性）/总例数×100%。如图 1。

1.2.5 资料搜集

搜集前列腺癌患者的临床资料，包括年龄、临

床分期、病理学分级、淋巴结转移、远处转移等，分

析 前 列 腺 癌 患 者 病 灶 组 织 中 CD147、MMP ⁃ 2
mRNA表达水平与各参数的关系。

1.3 统计学方法

采用 SPSS19.0 软件处理数据，计数资料以

n(%)表示，采用 c2检验，计量资料以（x ± s）表示，采

用配对样本 t检验或独立样本 t检验，P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同组织中CD147、MMP⁃2mRNA表达水平比较

前列腺癌病灶组织中 CD147 mRNA阳性率及

MMP⁃2 mRNA 表达水平高于前列腺癌癌旁组织、

前列腺增生组织（Z 值=16.207，t 配 对=17.771，P<
0.05），前列腺癌癌旁组织 CD147 mRNA 阳性率及

MMP⁃2 mRNA 表达水平也高于前列腺增生组织

（c2=4.776，t 独立=23.193，P<0.05）。见表 1。

2.2 CD147、MMP⁃2mRNA表达水平与各参数的关系

前列腺癌患者临床分期T3~T4期、病理学分级≥5
级、淋巴结转移N1期、远处转移M1期者的 CD147
mRNA 阳性率及 MMP⁃2 表达水平高于临床分期

T1~T2期、病理学分级2~4级、淋巴结转移N0期、远处

转移M0期者，差异有统计学意义（P<0.05）。见表2。
2.3 电泳结果

电泳结果显示，前列腺癌病灶组织中 CD147
mRNA、MMP⁃2 mRNA 表达水平较前列腺癌癌旁

组织、前列腺增生组织高。见图 2。

3 讨论

肿瘤的发生是多个基因协调作用的结果，其

主要含原癌基因的表达上调及抑癌基因的表达下

AA BB CC

注：图A、B、C分别为阴性、阳性、强阳性表达结果。

图 1 病理结果判读（SP，×400）
Figure 1 Interpretation of pathological results（SP，×400）

参数

年龄（岁）

临床分期

病理学分级

淋巴结转移

远处转移

类型

＜65
≥65
T1~2
T3~4
2~4
≥5
N0
N1
M0
M1

例数

30
28
31
27
31
27
30
28
30
28

CD147 mRNA阳性率

24（80.00）
25（89.29）
22（70.97）
27（100.00）
23（74.19）
26（96.30）
21（70.00）
28（100.00）
22（73.33）
27（96.43）

c2值

0.953

6.775

P值

0.329

0.002

0.029

0.002

0.009

MMP⁃2 mRNA
0.41±0.05
0.43±0.04
0.38±0.05
0.46±0.07
0.35±0.04
0.42±0.07
0.34±0.05
0.47±0.06
0.37±0.05
0.44±0.04

t值
1.674

5.055

4.751

8.987

5.861

P值

0.100

0.000

0.000

0.000

0.000

表 2 CD147 mRNA、MMP⁃2 mRNA表达水平与各参数的关系［n（%）］

Table 2 Relationship between CD147 mRNA，MMP⁃2 mRNA and various parameters［n（%）］

组织类型

前列腺癌病灶组织

前列腺癌癌旁组织

前列腺增生组织

n

58
58
50

CD147 mRNA
阳性率

49（84.48）
20（34.48）a

8（16.00）ab

MMP⁃2
mRNA

0.42±0.07
0.28±0.05a

0.16±0.04ab

注：与前列腺癌病灶组织比较，aP<0.05；与前列腺癌癌旁组织比

较，bP<0.05。

表 1 不同组织中CD147、MMP⁃2 mRNA表达水平比较

［n（%）］

Table 1 Comparison of CD147 and MMP⁃2 expression
levels in different tissues［n（%）］

1 2 3 4

1 2 3 4

CD147 mRNA

MMP⁃2 mRNA

注：1为 β⁃actin，2为前列腺增生组织，3为前列腺癌癌旁组织，4为

前列腺癌病灶组织。

图 2 电泳结果

Figure 2 Electrophoresis results
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调。研究发现，前列腺癌的发生可能与遗传、环境、

性激素、基因调控异常等有关，其中基因异常在前

列腺癌发生发展中扮演重要角色，不仅能促进肿瘤

细胞增殖、抑制肿瘤细胞凋亡，也可促进肿瘤细胞

向周围组织、远处器官及淋巴结转移［7］。本研究结

果与邹桂成等［8］的报道结果（前列腺癌癌组织、前列

腺癌癌旁组织、前列腺增生组织CD147 mRNA阳性

率分别为 95.08%、32.79%、16.32%）一致，表明

CD147 在前列腺癌患者病灶组织中呈高表达状

态。正常组织上皮细胞由一层基底膜及躯体其他

部位隔离开，正常细胞无法突破这一层基底膜屏

障，而肿瘤细胞经刺激基质细胞释放基质金属蛋白

酶（matrix metalloproteinase，MMPs）可破坏基底膜

屏障。在前列腺患者中随病理分级增加，其恶性程

度升高，而基底膜缺失也越大，当肿瘤增大到一定

程度时，获得生成血管能力，这为前列腺上皮肉瘤

演变为浸润性肿瘤提供了良好条件。CD147作为

一种细胞外基质类金属蛋白酶型诱导分子，可刺激

前列腺癌患者外周间质细胞，促进其生成MMPs，继
而使前列腺癌病灶组织中MMPs水平升高，活性增

强，有利于降解细胞外部基底膜与间质等成分，促进

了前列腺癌的发生发展［9］。Liang等［10］的研究也发

现，CD147的DNA启动子低甲基化可能是与癌症相

关的CD147过度表达相关调节机制之一，并可能在

前列腺癌发生中起到关键作用。但本研究前列腺癌

病灶组织中 CD147 mRNA阳性率较邹桂成报道的

略低，可能因患者配合度差或所采用的检测方法灵

敏度不一等因素有关，因此原位杂交法检测CD147
mRNA的灵敏度仍有待提高。此外本研究结果说明

在前列腺癌中MMP⁃2表达水平上升，MMP⁃2可能

在酶解基底膜与细胞间基质成分中起着“钻头”作

用，因此也与前列腺癌的发生发展密切相关［11］。

本研究也发现，前列腺癌患者中，临床分期

T3~T4期、病理学分级≥5级、淋巴结转移N1期、远

处转移M1期的CD147 mRNA阳性率及MMP⁃2表

达水平较临床分期 T1~T2期、病理学分级 2~4级、

淋巴结转移 N0 期、远处转移 M0 期者高，与既往

研究［12 ⁃ 13］一致，说明前列腺癌患者病灶组织中

CD147、MMP⁃2mRNA 的表达水平与临床分期、病

理分级、淋巴结转移及远处转移等关系密切。此外

CD147也能与MMP⁃2等形成复合物，而粘附到肿

瘤细胞表面，加强对肿瘤细胞外基质与基底膜的降

解，增加肿瘤细胞侵袭力，并诱导血管内皮生长因

子生成，介导肿瘤转移等生物学过程［14⁃15］。

综上所述，检测前列腺癌患者病灶组织

CD147、MMP⁃2 mRNA有助于推断其临床分期、病

理学分级及淋巴结转移、远处转移等情况，值得在

临床推广实践。
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非小细胞肺癌患者血清HDAC1和DNMT1浓度变化
及临床意义

陈艳红★ 马丽 李峰

［摘 要］ 目的 探究非小细胞肺癌（NSCLC）患者手术前后血清中组蛋白去乙酰化酶 1（HDAC1）
和 DNA甲基化转移酶 1（DNMT1）的浓度变化情况与临床病理特征的关系。方法 选取 2018年 1月至

2020年 1月在本院接受手术治疗的NSCLC患者 117例为观察组，另选取同期在本院接受体检的健康体

检者 93 例为对照组，比较两组患者血清中 HDAC1 和 DNMT1 浓度，分析手术前后观察组患者血清中

HDAC1 和 DNMT1 的浓度变化情况，比较不同临床病理特征下二者浓度，采用 Spearman 相关性分析法

分析 HDAC1、DNMT1浓度与患者临床分期的相关性。结果 观察组患者的血清 HDAC1和 DNMT1浓

度均明显高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。观察组患者中，术前Ⅲ~Ⅳ期患者的血清 HDAC1、
DNMT1 浓度均高于Ⅰ~Ⅱ期，差异有统计学意义（P<0.05），不同病理类型患者的血清 HDAC1、DNMT1
浓度比较差异均无统计学意义（P>0.05）；术后不同病理类型和临床分期患者的血清HDAC1、DNMT1浓

度均较术前明显下降，差异有统计学意义（P<0.05），Ⅲ~Ⅳ期患者的 HDAC1、DNMT1 浓度均高于Ⅰ~Ⅱ
期，差异有统计学意义（P<0.05），不同病理类型患者的血清 HDAC1 浓度比较差异无统计学意义（P>
0.05）。相关性分析结果显示，NSCLC 患者临床分期与血清 HDAC1、DNMT1 浓度均呈明显正相关（P<
0.05）。 结论 NSCLC患者血清中HDAC1和DNMT1浓度较高，手术后明显下降，且与患者临床分期存

在相关性。

［关键词］ 非小细胞肺癌；组蛋白去乙酰化酶 1；DNA甲基化转移酶 1

Changes of serum HDAC1 and DNMT1 levels in patients with non⁃small cell lung cancer
and their clinical significance
CHEN Yanhong★，MA Li，LI Feng
（Department of Respiratory and Critical Care Medicine，the First Affiliated Hospital of Hebei North Universi⁃
ty，Zhangjiakou，Hebei，China，075000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the changes of serum histone deacetylase 1 gene（HDAC1）
and DNA methyltransferase 1（DNMT1）levels in patients with non⁃small cell lung cancer（NSCLC）before
and after surgery and analyze the relationship between the levels of the two and clinicopathological features.
Methods From January 2018 to January 2020，117 patients with NSCLC who received surgical treatment
were selected as the observation group，and 93 healthy individuals were selected as the control group. Serum
HDAC1 and DNMT1 levels were compared between the two groups，and their changes in the observation group
before and after surgery were analyzed. The levels of the two indicators in patients with different clinicopatho⁃
logical features were compared，and Spearman correlation analysis of the HDAC1 and DNMT1 levels with clini⁃
cal staging was performed. Results The levels of serum HDAC1 and DNMT1 in the observation group were
significantly higher than those in the control group（P<0.05）. In the observation group before surgery，serum
HDAC1 and DNMT1 levels were higher in patients with stage Ⅲ~Ⅳ than in those with stageⅠ~Ⅱ（P<0.05）.
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Patients with different pathological types had similar serum HDAC1 and DNMT1 levels before and after surgery
（P>0.05）. After surgery，serum HDAC1 and DNMT1 levels were decreased significantly in the observation
group（P<0.05），which were higher in patients with stage Ⅲ~Ⅳ than in those with stage Ⅰ~Ⅱ（P<0.05）. Cor⁃
relation analysis showed that the clinical stage of NSCLC was significantly positively correlated with the levels
of HDAC1 and DNMT1（P<0.05）. Conclusion Serum HDAC1 and DNMT1 levels are relatively high in pa⁃
tients with NSCLC，and they decrease significantly after surgery，and are related to the clinical stage.

［KEY WORDS］ Non⁃small cell lung cancer；Histone deacetylase 1 gene；DNA methyltransferase 1

肺癌是临床常见的恶性肿瘤之一，其中约有

80%以上的为非小细胞肺癌（non⁃small cell lung can⁃
cer，NSCLC），包括鳞癌、腺癌和大细胞癌等，临床发

病率、病死率较高［1］。研究认为，基因表达调控失衡

与NSCLC的发生发展密切相关，其中，抑癌基因异

常甲基化在 NSCLC 的发展中发挥了重要作用［2］。

DNA 甲基化转移酶 1（DNA methyltransferase 1，
DNMT1）是DNA甲基化反应的催化剂，可通过调控

细胞内甲基化过程促进肿瘤的发生［3］。而组蛋白去

乙酰化酶 1（histone deacetylase 1，HDAC1）是多种

蛋白质复合物的催化亚单位，可调节组蛋白乙酰化

参与肿瘤细胞增殖和迁移［4］。当前，有关HDAC1、
DNMT1表达水平的研究多集中在NSCLC组织及癌

旁组织中，有关 NSCLC 患者手术前后血清中

HDAC1和DNMT1浓度研究报道较少。本研究将

分析手术前后血清中HDAC1和DNMT1浓度与临

床病理特征的关系，以进一步探讨HDAC1和DN⁃
MT1对NSCLC的诊疗价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 1 月至 2020 年 1 月在本院接受

手术治疗的 NSCLC 患者 117 例为观察组。纳入

标准：①临床检查符合 NSCLC 的诊断标准［5］，且

均经影像学、术后病理学检查确诊；②患者性别不

限，年龄≥18 岁；③符合手术指征，均接受手术切

除治疗；④患者及其家属知情同意，均签署知情同

意书。排除标准：①合并其他恶性肿瘤、自身免

疫性疾病或血液疾病患者；②术前存在放化疗史

患者；③存在严重肝肾功能障碍患者。另选取同

期在本院接受体检的 93 例健康体检者为对照

组。两组的性别、年龄和身体质量指数（body
mass index，BMI）一般临床资料比较差异无统计

学意义（P>0.05），见表 1。本研究经医院伦理委员

会批准。

1.2 研究方法

1.2.1 手术方法

所有患者均接受胸腔镜手术切术治疗，患者

取侧卧位，行气管插管静脉复合麻醉，于腋中线第

7 或第 8 肋间开一 1.0~1.5 cm 切口为观察口，腋前

线与锁骨中线之间第 4或第 5肋间开一 3~4 cm切

口为主操作孔，腋后线第 7 肋间开一 1~2 cm 切口

为副操作孔；将胸腔镜及胸腔镜器械分别置入观

察孔和操作孔，在胸腔镜下行肺叶切除术，常规淋

巴结清扫；淋巴结清扫结束后，常规止血、胀肺，放

置好胸管后，关闭切口。

1.2.2 血清中HDAC1和DNMT1蛋白浓度检测

分别于入院后、手术后次日清晨取观察组患者

的空腹静脉血 3 mL，于同时段取对照组的空腹静

脉血 3 mL，低温下 3 000 r/min 离心 3 min，分离血

清，于-80℃下低温保藏待测。采用酶联免疫吸附

法检测 HDAC1 和 DNMT1 蛋白浓度，试剂盒购于

北京鼎国生物研究有限公司，严格按照相关操作

步骤进行。采用酶标仪（MR⁃96A 型，深圳迈瑞生

物医疗电子股份有限公司）测定吸光度（A450nm），

根据标准曲线得出血清样本中HDAC1和DNMT1
的浓度。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 20.0统计软件进行统计分析。计量

资料以（x± s）表示，组间比较行独立样本 t检验，同

组手术前后比较行配对 t检验，多组间比较行 F检

验；计数资料以 n（%）表示，行 c2检验；临床分期与

HDAC1、DNMT1 浓度的相关性分析采用 Spear⁃

指标

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

观察组
（n=117）

51.28±6.43
23.25±1.35

对照组
（n=93）

50.63±5.27
22.97±1.28

t值

0.787
1.527

P值

0.432
0.128

表 1 两组一般临床资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general clinical data between
2 groups（x ± s）
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man相关性分析法；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清HDAC1和DNMT1浓度比较

术前观察组患者的血清HDAC1和DNMT1浓

度均明显高于对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。

2.2 手术前后观察组不同临床病理特征患者血清

HDAC1、DNMT1浓度比较

术前Ⅲ~Ⅳ期患者的血清 HDAC1、DNMT1 浓

度高于Ⅰ~Ⅱ期，差异有统计学意义（P<0.05），不

同病理类型患者的血清 HDAC1、DNMT1 浓度比

较差异均无统计学意义（P>0.05）；术后不同病理

类型和临床分期患者的血清 HDAC1、DNMT1 浓

度均较术前明显下降，差异有统计学意义（P<
0.05），Ⅲ~Ⅳ期患者的血清 HDAC1、DNMT1 浓度

高于Ⅰ~Ⅱ期，差异有统计学意义（P<0.05），不同

病理类型患者的血清 HDAC1、DNMT1 浓度比较

差异无统计学意义（P>0.05）。见表 3。
2.3 NSCLC 患者临床分期与血清 HDAC1、DN⁃
MT1浓度的相关性分析

相关性分析结果显示，NSCLC 患者临床分期

与血清 HDAC1、DNMT1浓度均呈明显正相关（r=
0.287、0.367，P=0.025、0.009）。

3 讨论

DNA 甲基化被认为是 NSCLC 发展过程中最

早发生改变的分子结构，当抑癌基因发生异常甲

基化时，可诱导细胞转化，促进肿瘤的发生发

展［6］。DNMT1 作为体细胞中最丰富的甲基转移

酶，可使抑癌基因启动子 CpG岛胞嘧啶甲基化，抑

制基因转录，增加肿瘤细胞的增殖、侵袭。多项研

究表明，DNMT1在宫颈癌、肺癌、膀胱癌等恶性肿

瘤组织中呈高表达，与肿瘤的组织分化、恶性程度

及患者预后存在明显相关性［7 ⁃ 9］。HDAC1 可与

DNA 紧密结合，通过调节组蛋白的去乙酰化参与

细胞增殖及凋亡过程，其在因 DNA异常甲基化引

发的肿瘤中发挥重要作用［10］。

闫伟等［11］研究了 NSCLC 患者血清 HDAC1 和

DNMT1含量对临床病理分期、恶性分子表达的评估

价值，发现NSCLC患者血清中的HDAC1和DNMT1
含量显著高于健康人群，且二者含量会随着病情进

组别

观察组

对照组

t值
P值

n
117
93

HDAC1（ng/L）
504.26±121.35
347.63±74.82

10.905
<0.001

DNMT1（μg/L）
25.27±6.74
11.38±4.06

17.504
<0.001

表 2 两组血清HDAC1和DNMT1蛋白浓度比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum HDAC1 and DNMT1 levels
between the 2 group（x ± s）

HDAC1
项目

病理类型

F值

P值

临床分期

t值 b

P值

鳞癌

腺癌

大细胞癌

Ⅰ~Ⅱ期

Ⅲ~Ⅳ期

n
41
54
22

56
61

手术前

508.76±102.43
487.64±95.26
496.33±89.25

0.555
0.576

497.46±72.53
526.87±74.31

2.163
0.033

手术后

401.56±86.25
387.24±78.46
396.22±71.45

0.384
0.682

391.25±68.43
409.24±65.22

2.184
0.031

t值 a

5.126
8.640
5.844

7.971
8.903

P值

<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

表 3 手术前后观察组不同临床病理特征患者血清HDAC1、DNMT1浓度比较（x ± s，ng/L）
Table 3 Comparison of serum HDAC1、DNMT1 levels in patients with different clinicopathological features in the observation

group before and after surgery（x ± s，ng/L）

DNMT1 病理类型

F值

P值

临床分期

t值 b

P值

鳞癌

腺癌

大细胞癌

Ⅰ~Ⅱ期

Ⅲ~Ⅳ期

41
54
22

56
61

26.68±5.24
24.53±6.17
25.37±6.25

1.562
0.217

24.51±5.37
27.14±7.28

2.207
0.029

17.28±5.41
16.36±4.27
15.53±6.17

0.905
0.407

15.22±5.87
18.72±5.54

3.318
0.001

7.992
8.001
5.255

8.738
7.189

<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

注：a行配对 t检验；b行独立样本 t检验。
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展逐渐升高，与本研究结果一致。DNMT1 可对

DNA 单链进行甲基化修饰，使甲基转移至胞嘧啶

核苷酸的胞嘧啶环，形成甲基化胞嘧啶，从而抑制

基因转录。HDAC1可使组蛋白发生去乙酰化，诱

导染色质形成阻抑结构，影响转录翻译。当细胞

内抑癌基因发生甲基化和去乙酰化后，原癌基因

被激活，肿瘤细胞出现恶性增殖与分化，加速了癌

症 的 发 生 发 展［12 ⁃ 13］。 本 研 究 结 果 提 示 血 清

HDAC1、DNMT1 浓度升高可能参与了 NSCLC 的

生长、浸润及转移，手术治疗可明显降低其浓度。

手术切除是临床治疗NSCLC的主要手段，通过完

全或部分切除原发病灶及转移淋巴结，可明显降

低 HDAC1、DNMT1蛋白合成量，从而达到临床治

愈或提高患者生存率的目的［14］，故血清 HDAC1、
DNMT1 浓度变化可作为评估手术疗效的潜在指

标。肖海励等［15］在对肺癌患者血清中甲基化转移

组酶和HDAC1蛋白的表达意义进行研究时发现，

DNMT1、DNMT3a、DNMT13b和HDAC1蛋白在肺

癌患者体内表达均显著增高，且以上指标的高表

达水平提示患者预后不良，其认为对甲基化转移

组酶和HDAC1蛋白水平进行监测，对临床肺癌患

者的治疗具有重要指导意义。本研究结果也进一

步表明，NSCLC 的临床治疗效果或可通过血清

HDAC1、DNMT1浓度变化表现。

既往研究发现，当 HDAC1 基因表达被下调

时，肺癌细胞的增殖受到抑制，细胞凋亡率增加，

侵袭力明显下降；上调 HDAC1 基因表达后，

HDAC1在癌细胞中的表达明显升高，细胞凋亡率

下降［16］。NSCLC 患者体内 HDAC1 和 DNMT1 的

浓度升高可增加细胞去乙酰化和甲基化水平，进

而调节抑癌基因和原癌基因的表达，促进 NSCLC
的发生发展。因此，NSCLC 患者的临床分期可能

与血清 HDAC1、DNMT1浓度存在相关性，本研究

结果也证实这一结论。

综上所述，NSCLC患者血清中HDAC1和DN⁃
MT1浓度较高，手术后明显下降，且二者表达水平

与患者临床分期存在相关性。
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PV患者外周血T细胞亚群、IL⁃17A和 IL⁃23表达及临
床意义

张小静★ 陈绍斐 李硕 张冰

［摘 要］ 目的 探究寻常型银屑病（PV）患者外周血 T细胞亚群结构、白细胞介素⁃17A（IL⁃17A）
和白细胞介素⁃23（IL⁃23）表达的临床意义。方法 选取 2018年 4月至 2020年 3月入院治疗的银屑病患

者 114例作为 PV组，选取 60例本院同期健康体检者作为对照组。比较两组外周血 T细胞亚群白细胞分

化抗原 3（CD3+）、白细胞分化抗原 4（CD4+）、白细胞分化抗原 8（CD8+）、CD4+/CD8+及炎症因子 IL⁃17A、

IL⁃23、白细胞介素⁃6（IL⁃6）、肿瘤坏死因子 α（TNF⁃α）表达水平，比较不同严重程度 PV患者 T细胞亚群

结构及炎症因子水平；对 PV患者治疗前后上述指标进行比较；分析 PV患者 T细胞亚群与炎症因子的相

关性。结果 PV组 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+明显低于对照组，CD8+明显高于对照组，差异均有统计学意

义（P<0.05）。PV 组 IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α 水平明显高于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。

PV患者 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+水平：轻度组>中度组>重度组，CD8+、IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α水平：轻

度组<中度组<重度组，差异均有统计学意义（P<0.05）。与治疗前相比，PV 组治疗后 CD3+、CD4+、CD4+/
CD8+水平明显上升，CD8+、IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α 水平明显下降，差异均有统计学意义（P<0.05）。

PV 患者 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+水平与 IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α 呈负相关（P<0.05），CD8+水平与

IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α水平呈正相关（P<0.05）。结论 PV患者外周血 T细胞亚群结构及炎症因子

的检测对于病情程度评估诊断具有一定的意义。

［关键词］ 银屑病；T细胞亚群；白细胞介素⁃17A；白细胞介素⁃23

Clinical significance of peripheral blood T cell subsets and expression of IL⁃17A and IL⁃23
in patients with psoriasis vulgaris
ZHANG Xiaojing★，CHEN Shaofei，LI Shuo，ZHANG Bing
（Department of Dermatology，the First Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medi⁃
cine，Zhengzhou，Henan，China，450000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the structure of peripheral blood T cell subsets，and clinical sig⁃
nificance of interleukin⁃17A（IL⁃17A）and interleukin⁃23（IL⁃23）in patients with psoriasis vulgaris（PV）.
Methods A total of 114 PV patients treated in the hospital from April 2018 to March 2020 were enrolled as
the PV group，while another 60 healthy controls during the same period were enrolled as the control group.
The expression levels of peripheral blood T cell subsets［cluster of differentiation 3（CD3+），cluster of differ⁃
entiation 4（CD4+），cluster of differentiation 8（CD8+），CD4+/CD8+］and inflammatory factors［IL⁃17A，IL⁃23，
interleukin⁃6（IL⁃6），tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α）］were compared between the two groups. The struc⁃
ture of T cell subsets and levels of inflammatory factors among PV patients with different severity were com⁃
pared. The above indicators in PV patients before and after treatment were compared. The correlation between
T cell subsets and inflammatory factors was analyzed. Results CD3+，CD4+ and CD4+/CD8+ in the PV group
were significantly lower than those in the control group，while CD8+ was significantly higher than that in the
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control group（P<0.05）. The levels of IL⁃17A，IL⁃23，IL⁃6 and TNF⁃α in the PV group were significantly
higher than those in the control group（P<0.05）. The levels of CD3+，CD4+ and CD4+/CD8+ were the highest
in the mild group，followed by the moderate group and the severe group. The levels of CD8+，IL⁃17A，IL⁃23，
IL⁃6 and TNF⁃α were the highest in the severe group，followed by the moderate group and the mild group（P<
0.05）. After treatment，levels of CD3+，CD4+ and CD4+/CD8+ were significantly increased，while the levels of
CD8+，IL⁃17A，IL⁃23，IL⁃6 and TNF⁃α were significantly decreased in the PV group（P<0.05）. The levels of
CD3+，CD4+ and CD4+/CD8+ were negatively correlated with IL⁃17A，IL⁃23，IL⁃6 and TNF⁃α，while CD8+

level was positively correlated with them（P<0.05）. Conclusion The detection of T cell subgroup structure
and inflammatory factors in peripheral blood of patients with PV has certain significance for the evaluation and
diagnosis of disease severity.

［KEY WORDS］ Psoriasis；T cell subset；Interleukin⁃17A；Interleukin⁃23

寻常型银屑病（psoriasis vulgaris，PV）又称“牛

皮藓”，是一种以 T 淋巴细胞异常活化和浸润为主

要特征的慢性炎症性皮肤病。据统计，我国银屑

病发病率为 0.1%~3%，尤以青壮年居多［1］。PV 具

有发病率高、病程长、易复发等特点，严重者可致

残疾性银屑病关节炎，严重影响患者身心健康。

PV产生机制复杂，目前认为其主要与遗传、感染、

免疫等因素有关［2］。研究表明 T 淋巴细胞为主的

细胞免疫功能异常为 PV产生的重要因素，炎症因

子在银屑病的产生中发挥重要作用［3］。白细胞介

素⁃17A（interleukin⁃17A，IL⁃17A）、白细胞介素⁃23
（interleukin⁃23，IL⁃23）炎性反应轴在多种自身免疫

性疾病和炎症反应疾病中起关键作用。本研究拟

对 PV 患者 T 细胞亚群结构及 IL⁃17A、IL⁃23 水平

进行测定，探究其对该病的影响，现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择 2018年 4月至 2020年 3月入院接受治疗

的 PV患者 114例纳入 PV组，其中男性 66例，女性

48 例，平均年龄（44.82±5.34）岁；平均病程（6.42±
1.21）月。根据《中国银屑病诊疗指南》［4］，按照病症

严重程度分为轻度 32 例，中度 52 例，重度 30 例。

纳入标准：①符合《临床皮肤病学》［5］中相关诊断

标准，并经病理学检查为银屑病进行期者；②近

期未使用免疫治疗者；③病史资料完整者；④近期

未服用可能干扰试验药物者；⑤经本院医学伦理

委员会批准并自愿签署知情同意书者。排除标

准：①严重精神疾病及血液系统疾病患者；②严重

心肝肾等脏器功能障碍者；③妊娠期及哺乳期妇

女；④入组前使用免疫抑制剂、激素类药物治疗者；

⑤近 1月内发生真菌、细菌及病毒感染者。另选择

本院同期健康体检者 60 例作为对照组，其中男性

37例，女性 23例，平均年龄（44.62±5.23）岁，两组性

别年龄相比差异无统计学意义（P>0.05）。
1.2 治疗方法

对 PV 组患者采用常规方法，利用糖皮质激

素、维生素D、维生素A等常规药物治疗。

1.3 观察指标

采集对照组健康体检时以及 PV组患者入院时

和治疗后 1个月空腹外周静脉血 5 mL，3 000 r/min
离心 10 min后进行相关检测。①炎症因子：采用酶

联免疫吸附沉淀法（enzyme linked immunosorbent
assay，ELISA）对白细胞介素⁃17A（interleukin⁃17A，

IL⁃17A）、白细胞介素⁃23（interleukin⁃23，IL⁃23）、白

细胞介素⁃6（interleukin⁃6，IL⁃6）、肿瘤坏死因子⁃α
（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）进行检测，试剂盒

购自上海西唐生物科技有限公司。②T细胞亚群：

采用 Attune N×T 流式细胞仪（美国 ThermoFisher
Scientific公司）对白细胞表面分化抗原 3（Cluster of
Differentiation 3，CD3+）、白细胞表面分化抗原 4
（Cluster of Differentiation 4，CD4+）、白细胞表面分

化抗原 8（Cluster of Differentiation 8，CD8+）水平进

行检测，并计算CD4+/CD8+值。

1.4 统计学方法

采用SPSS 20.0软件进行统计分析，计量资料采

用（x±s）表示，两组间比较采用独立样本 t检验，多组

间比较采用F检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组 T细胞亚群水平比较

PV 组 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+明显低于对照

组，CD8+明显高于对照组，差异均有统计学意义

（P<0.05）。见表 1。
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2.2 两组炎症因子水平比较

PV组 IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α水平明显高

于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 不同严重程度 PV 患者 T 细胞亚群、炎症因

子水平比较

PV患者 CD3+、CD4+、CD4+/CD8+水平：轻度组

>中度组>重度组，CD8+、IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α
水平：轻度组<中度组<重度组，差异均有统计学意

义（P<0.05）。见表 3。
2.4 PV 患者治疗前后 T 细胞亚群与炎症因子水

平比较

与治疗前相比，PV 组治疗后 CD3+、CD4+、

CD4+/CD8+、水平明显上升，CD8+、IL⁃17A、IL⁃23、
IL⁃6、TNF⁃α 水平明显下降，差异均有统计学意义

（P<0.05）。见表 4。
2.5 PV患者T细胞亚群与炎症因子水平相关性分析

PV 患 者 CD3+ 、CD4+ 、CD4+/CD8+ 水 平 与

IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α 呈负相关（P<0.05），

CD8+水平与 IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α 水平呈正

相关（P<0.05）。见表 5。

3 讨论

T细胞在调节机体免疫功能中发挥重要作用，

CD3+细胞代表 T 淋巴细胞总数白细胞分化抗原 3
型 T细胞，为银屑病发病的关键性细胞；CD4+细胞

参与细胞免疫、体液免疫及炎症反应［6⁃8］。研究发

现，Th17细胞异常为银屑病主要发病机制之一，其

组别

PV组

对照组

t值
P值

n
114
60

CD3+（%）

43.18±4.23
64.25±5.28

28.612
<0.001

CD4+（%）

24.88±3.18
34.46±4.02

17.206
<0.001

CD8+（%）

35.40±4.19
28.25±3.08

11.66
<0.001

CD4+/CD8+

0.70±0.32
1.22±0.47

8.620
<0.001

表 1 两组 T细胞亚群水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison on the levels of T cell subsets between
2 groups（x ± s）

组别

PV组

对照组

t值
P值

n

114
60

IL⁃17A
（pg/mL）

563.25±134.28
226.46±64.82

18.319
<0.001

IL⁃23
（pg/mL）

226.10±34.18
144.89±28.54

15.736
<0.001

IL⁃6
（ng/mL）
4.59±0.51
2.27±0.24
33.315
<0.001

TNF⁃α
（pg/mL）
39.16±4.15
24.37±3.50

25.541
<0.001

表 2 两组炎症因子水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison on the levels of inflammatory factors
between 2 groups（x ± s）

指标

CD3+（%）

CD4+（%）

CD8+（%）

CD4+/CD8+

IL⁃17A（pg/mL）
IL⁃23（pg/mL）
IL⁃6（ng/mL）

TNF⁃α（pg/mL）

轻度组（n=32）
45.73±2.24
26.63±1.51
32.01±3.54
0.83±0.08

520.33±31.58
198.63±18.02
3.84±0.30
36.01±2.78

中度组（n=52）
43.04±2.16
24.66±1.02
35.34±2.69
0.70±0.09

572.00±34.09
229.16±24.62
4.59±0.42
39.43±2.15

重度组（n=30）
40.70±2.61
23.40±1.17
39.11±2.76
0.62±0.07

594.75±26.21
251.58±26.40
5.39±0.51
42.06±3.05

F值

36.961
56.446
44.293
51.967
46.721
39.992
106.812
42.726

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 不同严重程度 PV患者 T细胞亚群、炎症因子水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison on the levels of T cell subsets and inflammatory factors in PV patients with different severity（x ± s）

指标

CD3+（%）

CD4+（%）

CD8+（%）

CD4+/CD8+

IL⁃17A（pg/mL）
IL⁃23（pg/mL）
IL⁃6（ng/mL）

TNF⁃α（pg/mL）

治疗前
（n=114）
43.18±4.23
24.88±3.18
35.40±4.19
0.70±0.32

563.25±134.28
226.10±34.18
4.59±0.51
39.16±4.15

治疗后
（n=114）
57.31±6.11
31.49±3.01
28.42±3.23
1.21±0.15

284.89±45.08
183.51±24.15
3.28±0.36
31.49±3.27

t值

20.30
16.118
14.087
15.408
20.983
10.866
22.406
15.450

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.000
0.000
0.000

表 4 PV患者治疗前后 T细胞亚群与炎症因子水平比较

（x ± s）

Table 4 Comparison on the levels of T cell subsets and
inflammatory factors in PV patients before and after treatment

（x ± s）

表 5 PV患者 T细胞亚群与炎症因子水平相关性分析

Table 5 Correlation between T cell subsets and
inflammatory factors in PV patients

变量

IL⁃17A
IL⁃23
IL⁃6

TNF⁃α

CD3+

r值
-0.328
-0.421
-0.479
-0.411

P值

0.003
0.015
0.009
0.005

CD4+

r值
-0.511
-0.483
-0.469
-0.442

P值

0.024
0.006
0.015
0.017

CD8+

r值
0.492
0.487
0.513
0.405

P值

0.004
0.007
0.014
0.018

CD4+/CD8+

r值
-0.472
-0.468
-0.502
-0.412

P值

0.011
0.009
0.006
0.015

作用机制为通过分泌多种炎性因子如 IL⁃17、IL⁃6
等参与调控机体炎症反应及自身免疫反应引起相

关疾病的产生［9］。PV 患者 CD4+细胞在机体真皮

中含量较高，其与皮肤病患者角质细胞过度增殖
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密切相关，CD8+细胞在表皮中含量较高［10］。本研

究结果提示 PV的产生与机体免疫功能异常有关，

结论与以往研究［11］相符。分析原因可能为 PV 患

者免疫功能低下，患者机体产生的应激状态对免

疫功能造成一定影响，抑制迟发性超敏反应、T 淋

巴细胞杀伤等免疫应答反应，导致相关免疫因子

异常情况产生。

IL⁃17A作为 IL⁃17细胞因子家族成员之一，在

皮肤感染类疾病中发挥重要作用［12］。研究发现，

IL⁃17A 可诱导角质形成细胞产生急性淀粉样蛋

白，导致局部炎症反应的发生，引起 T淋巴细胞功

能异常，导致银屑病产生［13］。研究表明，机体 IL⁃17
水平增高可刺激内皮细胞及上皮细胞等分泌大量

炎症因子［14⁃15］。IL⁃23为机体常见炎症因子，对免疫

细胞的增殖分化起着重要作用。研究发现，IL⁃23/
Th17 通路为银屑病发病的核心机制，而 IL⁃23 为

Th17分化和表型维持的关键因子，因此 IL⁃23水平

与银屑病的发病密切相关［16］。TNF⁃α、IL⁃6是机体

重要细胞因子，在机体一系列生理病理过程中发

挥重要作用。TNF⁃α可激活与机体免疫功能密切

相关的 T细胞及巨噬细胞［17］。IL⁃6对 B淋巴细胞

增殖分化具有良好的调控作用，其可促进 T 淋巴

细胞增殖分化。本研究结果表明利用上述炎症因

子对 PV严重程度进行评估具有一定价值。

本研究对 PV患者外血 T细胞亚群与相关炎症

因子水平相关性进行比较，结果显示 CD3+、CD4+、

CD4+/CD8+水平与 IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α呈负

相关，CD8+水平与 IL⁃17A、IL⁃23、IL⁃6、TNF⁃α水平

呈正相关，提示 PV患者外周血 T淋巴细胞亚群结

构与炎症因子水平存在显著相关性，二者水平的监

测对 PV患者的诊断可能具有良好的价值。

综上所述，PV 的产生与患者炎症因子水平上

升及免疫功能降低密切相关，PV患者外周血 T细

胞亚群结构及炎症因子的检测对于病情程度评估

诊断具有一定的意义。
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老年慢性肾功能衰竭患者经治疗后BUN、Scr及ALb
的变化

刘博★ 屠恩玲 赵娜 郭婧

［摘 要］ 目的 分析老年慢性肾功能衰竭患者经维持性血液透析联合血液灌流治疗后尿素氮

（BUN）、血肌酐（Scr）及白蛋白（ALb）的变化。方法 选取 2018年 3月至 2020年 5月本院收治的 102例

老年慢性肾功能衰竭患者作为本研究对象，根据不同治疗方式分为参照组 51例（常规血液透析治疗）和

实验组 51例（血液透析联合血液灌流治疗），比较两组临床疗效、BUN、Scr及Alb、炎症因子水平及不良

反应发生情况。结果 实验组治疗后总有效率高于参照组，差异有统计学意义（P<0.05）。治疗后，实验

组 BUN、Scr及 ALb指标改善程度明显优于参照组，差异有统计学意义（P<0.05）；实验组的 IL⁃6、TNF⁃α
及 CRP 指标水平改善优于参照组，不良反应总发生率低于参照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。

结论 维持性血液透析联合血液灌流治疗老年慢性肾功能衰竭患者的临床疗效佳，可有效改善患者

BUN、Scr及Alb水平，降低炎症因子水平及不良反应发生率。

［关键词］ 维持性血液透析；血液灌流；老年慢性肾功能衰竭；BUN；Scr；白蛋白

Changes of BUN，Scr and ALb in elderly patients with chronic renal failure after treat⁃
ment
LIU Bo★，TU Enling，ZHAO Na，GUO Jing
（Hemodialysis Center，Beijing Shijitan Hospital，CMU，Beijing，China，100038）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the changes of blood Urea Nitrogen（BUN），Serum Creatinine
（Scr）and Albumin（ALb）of elderly patients with chronic renal failure after maintenance hemodialysis com⁃
bined with hemoperfusion. Methods 102 elderly patients with chronic renal failure admitted to this hospital
from March 2018 to May 2020 were selected as the object in this study. According to different treatment meth⁃
ods，they were divided into a reference group，51 cases（conventional hemodialysis treatment）and an experi⁃
mental group，51 cases（hemodialysis combined with hemoperfusion therapy）. The clinical efficacy，BUN，

Scr and Alb，the levels of inflammatory factors and the occurrence of adverse reactions were compared be⁃
tween the two groups. Results After treatment，the total effective rate of the experimental group was higher
than that of the reference group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. After treatment，the
improvement of BUN，Scr and ALb indicators in the experimental group was significantly better than that in the
reference group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. And the improvement of IL⁃6，TNF⁃
α and CRP levels in the experimental group was better than that in the reference group，and the total incidence
of adverse reactions was lower than that in the reference group，and the differences all were statistically signifi⁃
cant（P<0.05）. Conclusion Maintenance hemodialysis combined with hemoperfusion has a good clinical ef⁃
fect in the treatment of elderly patients with chronic renal failure. It can effectively improve the levels of BUN，

Scr and Alb in patients，and reduce the levels of inflammatory factors and the incidence of adverse reactions.
［KEY WORDS］ Maintenance hemodialysis；Hemoperfusion；Chronic renal failure in the elderly；

BUN；Scr；Albumin
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慢性肾功能衰竭是在各种慢性肾脏疾病基础

上出现缓慢的肾功能减退直至衰弱的现象［1］。慢性

肾小球肾炎、高血压肾病、糖尿病肾病等为引发慢

性肾功能衰竭的常见病因，在临床上患者常表现为

水、电解质和酸碱平衡失调等情况［2］。由于慢性肾

功能衰竭的发病率逐年升高，血液透析率也随之上

升［3］。目前维持性血液透析是治疗终末期肾病患者

的主要方法。文献研究指出［4］，慢性肾功能衰竭

患者的尿素氮（Blood Urea Nitrogen，BUN）、血肌

酐（Serum Creatinine，Scr）水平高表达及白蛋白

（Albumin，ALb）水平低表达为评估患者病情的重

要指标。除了单纯的维持血液透析外，还可以通

过联合血液滤过或血液灌流等治疗方法增加对

中、大毒素分子的清除，从而改善患者的 BUN、

Scr 及 ALb 水平［5］。本文旨在分析维持性血液透

析联合血液灌流治疗对老年慢性肾功能衰竭患者

BUN、Scr及白蛋白的影响，报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018年 3月至 2020年 5月本院收入治疗

的 102 例老年慢性肾功能衰竭患者作为本研究对

象，遵医嘱根据治疗方式不同将 102例患者分别分

为参照组和实验组，各 51例。纳入标准：①患者均

符合世界卫生组织（World Health Organization，
WHO）规定的尿毒症诊断标准［6］，经检查确诊为慢

性肾衰竭终末期且病程均>3 年；②临床资料完整

无缺漏；③无血液净化禁忌症；④所有患者均自

愿参与本研究并已签署知情同意书。排除标准：

①合并血液系统、恶性肿瘤等疾病者；②合并严重

感染或有严重消化道疾病者；③合并精神障碍者；

④排除血液透析前使用过激素类、降血脂类药物

者。本研究已获得医院伦理会批准，两组患者一

般资料比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

组别

参照组

实验组

c2/t值
P值

n

51
51
-
-

性别（男/女）

32/19
30/21
0.001
0.990

体重（kg）

60.59±10.26
59.15±10.69

0.694
0.489

年龄（岁）

70.36±3.52
71.64±3.21

0.586
0.559

平均病程（年）

5.78±1.31
5.82±1.37

1.014
0.312

合并疾病（n）
高血压

22（43.14）
24（47.06）

0.065
0.799

糖尿病

12（23.53）
10（19.61）

冠心病

7（13.73）
8（15.69）

无

10（19.61）
9（17.65）

表 1 两组一般资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of general data between the two groups［n（%），（x ± s）］

1.2 方法

两组患者均采取饮食控制，保肾排毒、补充钙

剂、叶酸等常规治疗，合并高血压者给予降压药治

疗，呼吸困难者给予氧气吸入，强化健康宣教。

参照组选择常规维持性血液透析治疗，透析

前对患者各生命体征进行监测，无异常者可进行

透析，具体方式为：采用威海威高血液净化制品有

限公司，聚砜膜透析器 HF18［超滤系数 50 mL/（h.
mmHg）（1 mmHg=0.133 kPa），膜面积 1.8 m2］。血

流量设置为 200~250 mL/min，予以低分子肝素（生

产厂家：Aspen Pharma Trading Limited；批准文号：

H20181136）抗凝，根据患者体重，按照 100 U/kg给

予低分子肝素量，透析时间设置为 240 min，血浆

置换液 20 L。患者每周进行 2~3次透析。

实验组在参照组的透析治疗基础上联合血液

灌流治疗，灌流方法如下：采用健帆HA80型树脂血

液灌流器，用 500 mL生理盐水以 150 mL/min的速

度冲洗灌流器，轻拍灌流器，排净灌流器里气体，将

灌流器与透析器串联，给予 40 mg/L的普通肝素生

理盐水预冲管路，保留灌注 20 min后，再给予生理

盐水 500 mL冲洗。灌流时间为 2~2.5 h，灌流结束

后患者继续进行血液透析 2 h。灌流为每 2周 1次，

透析规律同参照组。两组患者均连续治疗 6个月。

1.3 观察指标

1.3.1 临床疗效疗效评估［7］

临床疗效评估分为：显效、有效、无效。总有

效率=（显效例数+有效例数）/总例数×100%。

1.3.2 肾功能及营养指标

采集两组患者透析前和治疗6个月后晨起空腹肘

静脉血 3 mL，于采血 30 min内进行离心（4℃，3 000
rpm，10 min），取上清测定。采用日立HITACHI7100
生化分析仪检测两组患者的BUN、Scr及ALb。
1.3.3 血清炎性因子指标

采集两组患者透析前和治疗 6 个月后晨起空

腹肘静脉血 3 mL，于采血 30 min内进行离心（4℃，

3 000 rpm，10 min），取上清测定。采用双抗夹心

酶联免疫吸附法（enzyme linked immunosorbent as⁃
say，EIISA）检测白介素⁃6（Interleukin⁃6，IL⁃6）、肿瘤坏
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死因子（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）；采用免疫比

浊法检测C反应蛋白（C⁃reactive protein，CRP）。

1.3.4 不良反应观察

观察治疗过程中患者不良反应发生情况，包

括：低血压或高血压、发热寒战、心律失常、皮肤瘙

痒、肌肉痉挛、空气栓塞等。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计量资料

以（x ± s）表示，采用 t检验；计数资料以 n（%）表示，

采用 c2检验；以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组临床疗效比较

治疗后实验组总有效率显著高于参照组，差

异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.2 两组治疗前后BUN、Scr及ALb比较

治疗前实验组和参照组的BUN、Scr及ALb水

平比较差异无统计学意义（P>0.05）。治疗后实验

组BUN、Scr水平显著低于参照组，ALb水平显著高

于参照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.3 两组治疗前后炎性因子水平比较

治疗前实验组和参照组的 IL⁃6、TNF⁃α及CRP
水平比较比较差异无统计学意义（P>0.05）。治疗

后实验组 IL⁃6、TNF⁃α 及 CRP 水平显著低于参照

组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 4。
2.4 两组患者不良反应发生情况比较

治疗过程中，实验组不良反应总发生率明显低

于参照组，差异具有统计意义（P<0.05）。见表 5。

3 讨论

慢性肾功能衰竭属于临床上常见的代谢性疾

病，是各类肾脏疾病发展的最终结局，其病情进展

缓慢，却是呈进行性不可逆的加重，直至终末期发

展为尿毒症。肾衰患者由于肾功能受损，体内的

尿素氮、血肌酐等毒素不能正常排出体外，堆积在

体内继而造成了各系统的并发症。据相关研究表

明，引起肾衰患者病死率高的原因不止高龄、心血

管并发症、炎症感染等，BUN、Scr水平过高和ALb
过低也是造成病死率增高的重要因素［8⁃9］。因此，

积极控制患者BUN、Scr和ALb水平是治疗过程中

组别

参照组

实验组

t值
P值

n

51
51

BUN（mmol /L）
治疗前

32.59±5.39
33.48±5.48

0.827
0.410

治疗后

28.49±4.59a

16.48±4.05a

14.011
<0.001

Scr（μmol /L）
治疗前

334.26±48.28
337.26±47.17

0.317
0.752

治疗后

184.73±42.16a

136.72±39.61a

5.869
<0.001

ALb（g/L）
治疗前

28.20±3.78
28.19±3.48

0.014
0.989

治疗后

30.67±4.16a

35.49±4.18a

5.837
<0.001

表 3 两组治疗前后BUN、Scr及ALb的比较（x ± s）

Table 3 Comparison of bun，SCR and ALB between the two groups before and after treatment（x ± s）

注：a与治疗前相比，P<0.05。

组别

参照组

实验组

t值
P值

n

51
51

IL⁃6（ng/L）
治疗前

98.52±15.46
96.89±15.76

0.527
0.599

治疗后

72.42±12.46a

52.26±12.30a

8.223
<0.001

TNF⁃α（pg/L）
治疗前

865.23±94.52
857.26±95.12

0.424
0.672

治疗后

786.75±76.23a

642.23±73.16a

9.768
<0.001

CRP（mg/L）
治疗前

17.26±3.20
17.23±3.12

0.047
0.962

治疗后

13.20±2.26a

10.26±2.21a

6.642
<0.001

注：a与治疗前相比，P<0.05。

表 4 两组患者治疗前后血清炎性因子水平的比较（x ± s）

Table 4 Comparison of serum inflammatory factor levels between the two groups before and after treatment（x ± s）

组别

参照组

实验组

c2值

P值

n
51
51

显效

29（56.86）
38（74.51）

有效

13（25.49）
12（23.53）

无效

9（17.65）
1（1.96）

总有效率

42（82.35）
50（98.04）

7.095
0.007

表 2 两组临床疗效比较［n（%）］

Table 2 Comparison of clinical efficacy between 2 groups
［n（%）］

组别

参照组

实验组

c2值

P值

n

51
51

低血压或
高血压

8（15.69）
2（3.92）

皮肤瘙痒

3（5.88）
2（3.92）

肌肉痉挛

2（3.92）
1（1.96）

心律失常

2（3.92）
0（0.00）

合计

15（29.41）
5（9.80）
6.220
0.013

表 5 两组患者不良反应发生情况比较［n（%）］

Table 5 Comparison of adverse reactions between 2 groups
［n（%）］
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不容忽视的方面。目前认为，血液净化是维持慢

性肾衰患者生命的有效手段，其中血液透析、血液

滤过和血液灌流是最常见的治疗方式［10⁃11］。本文

主要研究血液透析联合血液灌流应用于老年慢性

肾功能衰竭的作用。

血液透析是慢性肾衰患者的常规治疗手段，

通过弥散清除血液中的小分子物质［12］。血液透析

通过透析膜的平衡将患者的血液与透析液相互连

接，两侧的跨膜运动将血液中的代谢产物排出体

外，透析液中配置的碳酸氢根等有益物质进入人

体，对体内所需物质进行补充，从而达到消除临床

症状的作用。但有研究表明，血液透析只能对小

分子物质进行清除，在清除大、中分子上的效果并

不理想［13］。本研究结果表明血液透析联合血液灌

流能够同时对大、中、小分子毒素进行清除，解除

患者的临床症状。分析其原因主要为，血液灌流

将血液引入灌流器中后通过吸附剂清除各种毒

素，将清除干净后的血液导回患者体内，从而达到

血液净化的目的。本研究结果表明血液透析联合

血液灌流治疗对改善 BUN、Scr及Alb水平具有积

极作用。究其原因，灌流的吸附容量大且吸附速

度快，能够有效清除大分子物质，弥补了透析和滤

过无法清除大分子物质的缺点。慢性肾功能衰竭

常会诱发体内的炎症反应，引起 IL⁃6、TNF⁃α、CRP
等炎性因子水平的升高，IL⁃6、TNF⁃α水平越高，则

表明患者体内炎症反应越严重。本组研究结果发

现，两组治疗后CRP、IL⁃6、TNF⁃α水平均较治疗前

降低，说明两组均可有效缓解机体的炎症反应，且

实验组对于机体炎症反应改善程度显著优于参考

组，这与既往研究报道相一致［14⁃15］，说明血液透析

联合血液灌流治疗对缓解机体炎症反应效果更为

显著。即便两组均有出现不同程度的不良反应，

但实验组的不良反应总发生率明显低于参照组。

综上所述，维持性血液透析联合血液灌流治疗

老年慢性肾功能衰竭患者的临床疗效好，可有效改

善患者BUN、Scr及Alb水平，降低炎症因子水平及

不良反应发生率，安全性较高，具有使用价值。
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β⁃地中海贫血修饰基因研究进展

龙岚 1 贺静 2★

［摘 要］ β⁃地中海贫血（β⁃地贫）是由于 β⁃珠蛋白基因突变后，导致 β⁃珠蛋白链合成减少，正常合

成的 α⁃链过多而游离聚集在红细胞膜上，引起细胞膜破裂造成溶血性贫血。研究发现，在成人体内重新

激活 γ⁃珠蛋白基因（γ⁃基因）表达 γ⁃珠蛋白，可以结合多余的 α⁃珠蛋白，缓解了 β⁃地贫患者的贫血程

度。本文从Xmn1⁃ HBG2基因、HBS1L⁃MYB基因、反式作用因子、红系相关转录因子和锌指转录因子对

γ⁃基因调控作用机制进行综述。以期深入理解它们在 β⁃地贫病中对 γ⁃基因的调控作用和意义，并为临

床治疗等提供指导，为 β⁃地贫患者提供治疗的可能。

［关键词］ β⁃地中海贫血；修饰基因；胎儿血红蛋白

Research progress in β⁃thalassemia modified gene
LONG Lan1，HE Jing2★

（1. Department of Medical Genetics，Meicical School & Affiliated Hospital，Kunming University of Science
and Technology，Kunming，Yunnan，China，650032；2. Department of Medical Genetics，the First People􀆳s
Hospital of Yunnan Province，Kunming，Yunnan，China，650032）

［ABSTRACT］ β⁃ thalassemia is due to the decrease of β⁃ globin chain synthesis after globin gene mu⁃
tation and the excessive α ⁃ chain of normal synthes is free accumulation on the erythrocyte membrane，and
leads to the rupture of cell membrane and hemolytic anemia. Extensive research found that reactivation of γ ⁃
gene expression in adults can combine excess α ⁃ globin and relieve anemia symptoms in β ⁃ thalassemia pa⁃
tients. In this review，we described the regulatory mechanisms of Xmn1⁃HBG2 genes，HBS1L⁃MYB genes，
trans⁃acting factors，erythroid related transcription factors and zinc finger transcription factors. In order to un⁃
derstanding their regulatory role and significance of γ ⁃ genes in β ⁃ thalassemia，and providing guidance for
clinical treatment，and providing treatment possibilities for β⁃ thalassemia patients.

［KEY WORDS］ β⁃Thalassemia；Modifying Gene；Fetal Hemoglobin

人类 β⁃珠蛋白基因簇位于 11p15.3，5 个功能

基因从 5􀆳→3􀆳端依次为 ε⁃Gγ⁃Aγ⁃δ⁃β（图 1），其中，

ε⁃基因在胚胎期表达，Gγ 和 Aγ⁃基因在胎儿期表

达，δ和 β⁃基因在出生后表达［1］。在红系发育过程

中，β⁃珠蛋白基因的表达经历 2次转换，第一次是

胚胎期表达的 ε⁃基因被胎儿期的 γ⁃基因取代；第

二次是胎儿期的 γ⁃基因被成人期的 β⁃和 δ⁃基因取

代［1］。珠蛋白基因表达转换过程中，都有特异性红

系因子的参与［2］。1975 年，Stamatoyannopoulos G
报道了同时患有镰刀型细胞贫血（Sickle cell anae⁃
mia，SCA）和遗传性胎儿血红蛋白持续增高症

（Hereditary persistence of fetal hemoglobin，HPFH）
的黑人患者并没有表现出贫血的症状，这种以前

未确定的 HPFH 的形式可能解释了胎儿血红蛋白
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（Fetal haemoglobin，Hb F）异常升高的 SCA患者轻

度的临床表现和血红蛋白表型［3］。这种HPFH对重

型β⁃地贫患者也有修饰作用［4⁃5］。β⁃地中海贫血修

饰基因（β⁃Thalassemia modifier genes）能影响珠蛋

白的表达、合成及稳定性，导致具有相同致病基因

型患者的临床表型出现差异［6］。研究发现，中国南

方是 β⁃地贫高发区［7⁃8］。本文将对国内外影响Hb F
表达的修饰基因：Xmn1⁃ HBG2基因、HBS1L⁃MYB
基因、反式作用因子、红系相关转录因子和锌指

转录因子调控 γ⁃珠蛋白进行总结，并对它们调控

γ⁃珠蛋白表达的机制进行阐述，以期为中国 β⁃地
贫患者的 γ⁃基因表达减轻或治愈 β⁃地贫患者症状

提供参考。

1 Xmn1⁃HBG2 基因、HBS1L⁃MYB 基因对

γ⁃珠蛋白基因的调控

1.1 Xmn1⁃HBG2基因

Xmn1（C>T）多态性是HBG2基因中对 β⁃地贫

起修饰作用的重要数量性状位点（Quantitative
trait loci，QTL），研究发现，HBG2 基因 ⁃158 位点

Xmn1（C>T）的多态性能明显提高欧洲、美洲、非洲

和亚洲等不同人群中 β⁃地贫患者或 SCA 患者的

Hb F 的表达水平，减轻 β⁃地贫或 SCA 的严重程

度［5，9⁃12］。研究人员对该位点的不同基因型进行研

究，发现相比于“CT”和“CC”等位基因型的人群

“TT”等位基因型的人群 Hb F 有更高表达水

平［13⁃14］。最近研究表明，Xmn1 多态性的“T”等位

基因会导致转录抑制子与 β⁃LCR 的结合减弱，引

起 HBG2基因在成人期持续表达［14］。进一步研究

表明，Xmn1 对 β⁃地贫的修饰作用与位于 β⁃珠蛋

白基因位点控制区（Locus control region，LCR）超

敏位点（DNase I⁃hypersensitive site，HS）（图 1）处

的回文位点有关［15⁃16］。

1.2 HBS1L⁃MYB基因

骨髓母细胞瘤基因（Myeloblastosis oncogene，
MYB）编码一个特异性序列的 DNA 结合蛋白

MYB，MYB 是造血和红细胞生成的关键转录因

子，它对调节 γ⁃基因表达起重要作用，是 β⁃地贫的

关键修饰因子［17］。研究表明，MYB可以通过两种

方式抑制 γ⁃珠蛋白基因表达［1，18］。其一，它能直接

激活红系 Kruppel 样因子（Kruppel ⁃ like factor 1，
KLF1）的表达，通过KLF1抑制 γ⁃珠蛋白基因的表

达。其二，2014 年 Stadhouders 等［18］发现该基因间

区域存在红系转录因子复合物结合的保守核心调

控序列（⁃87，⁃84，⁃71和⁃63），它们是红系转录因子

复合物（LDB⁃1/NLI ，GATA⁃1，TAL⁃1和 ETO⁃2）的

主要结合位点，这些红系转录因子能与远距离的

MYB相互作用并调控MYB表达，通过调控MYB的

表达进一步调控红系分化（图 1）。进一步研究表

明，HBS1L⁃MYB基因间的突变减少了红系转录因

子（LDB⁃1、GATA⁃1、TAL⁃1、ETO⁃2以及KLF⁃1）与

该基因的结合，影响了红系转录因子与远距离增强

子MYB基因的相互作用和MYB的表达水平，引起

Hb F表达升高［18］。大多数报道的HBS1L⁃MYB基因

区域上引起Hb F升高的 SNP位点包括 rs66650371
位点 3⁃bp缺失，rs9399137，rs4895441等［19］。

2 反式作用因子对 γ⁃珠蛋白基因的调控

2.1 BCL11A
B⁃cell lymphoma/leukemia 11A（BCL11A）是

γ ⁃基因的抑制子，由位于染色体 2p15⁃16.1 上的

BCL11A 基因表达，主要存在于脑和造血组织中；

BCL11A基因与Hb F的表达相关，在成人红系祖细

胞中 BCL11A基因的高表达引起Hb F表达水平降

低，而 BCL11A基因的低表达则会引起Hb F的表达

水平升高［20⁃21］。全基因组关联研究表明，BCL11A与

β⁃珠蛋白基因中富含G的GGCCGG序列特异性结

合，抑制了 γ⁃基因的表达［21］。这种富含G的GGCC⁃
GG序列主要存在于LCR的HS3、δ⁃珠蛋白基因上游

与Hb F高表达相关的Corfu缺失区域以及Aγ⁃珠蛋

白基因的下游区域。BCL11A可通过招募核小体重

塑和去乙酰化酶复合物（The nucleosome remodeling
and deacetylase complex，NuRD）与 GATA ⁃ 1 和

FOG⁃1协同作用，导致γ⁃珠蛋白基因沉默。在成人红

系细胞中，BCL11A基因的突变导致了BCL11A表达

下调可以重新激活γ⁃基因表达，升高Hb F水平［21⁃22］。

是 BCL11A的结合区域

是KLF1的结合区域

是GATA1的结合区域

是 LRF的结合区域

是 LYAR的结合区域

表示直接对 γ ⁃基因的作用

表示间接对 γ ⁃基因的作用

注：紫色五角星；蓝色菱形；橙色三角形；黑色平行四边形；红色四

角星；蓝色箭头；红色箭头。

图 1 γ⁃珠蛋白基因调控示意图［1］

Figure 1 γ⁃globin gene regulation schematic diagram［1］
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BCL11A 基因间引起 Hb F 升高的 SNP 位点包括

rs766432、rs4671393和 rs11886868等［23］。

2.2 KLF1
KLF1是红系分化过程中重要的调控因子，通

过多种机制调控红系分化。KLF1是由位于染色体

19p13.2 上全长约 3kb 的含有三个外显子的 KLF1
基因编码的包含 362 个氨基酸的含有锌指结构的

蛋白，其功能结构域有两个：一个是羧基末端结构

域，另一个是富含脯氨酸的氨基末端激活结构

域［24］。KLF1 与 β ⁃珠蛋白基因启动子区域的

CACCC 盒结合，促进了 LCR 区的 HS3 位点与

β ⁃基因启动子区域结合，进一步激活 β⁃珠蛋白的

表达［25］。KLF1也能直接调控 BCL11A表达，在人

脐带血来源的红系祖细胞⁃2（Human umbilical cord
blood derived erythoid progenitor⁃2，HUDEP⁃2）中，

敲除 KLF1 基因的增强子 HS1 能够引起 KLF1 和

BCL11A 的表达同时降低，从而开放 γ⁃基因表达；

进一步研究发现 BCL11A 基因启动子的⁃371 位点

存在保守的 KLF1 的结合位点 CACCC 盒，表明

KLF1 在体内直接调节 BCL11A 的表达［26］。KLF1
基因的一些良性突变引起的 HPFH对重型 β⁃地贫

患者起到修饰作用，中国人群 KLF1基因的 c.525_
526insCGGCGCC、c.892G>C 和 c.1012C>T 突变引

起Hb F水平升高［27］。

2.3 ZBTB7A
Zinc finger and BTB domain containing 7A

（ZBTB7A）或 称 The lymphoma/leukemia related
factor（LRF）是 Gγ⁃基因的抑制子，是由 ZBTB7A
基因编码的 Krüppel 家族的锌指结构域的转录因

子［28，30］。研究发现，ZBTB7A和 BCL11A分别结合

在Gγ⁃基因的⁃200和⁃115位点，抑制Gγ⁃基因表达；

这些结合位点的点突变导致ZBTB7A和BCL11A与

Gγ⁃基因⁃200和⁃115位点的结合减弱，引起Gγ⁃基因

开放表达［28，30］。ZBTB7A基因的启动子区包含保守

的CACCC盒，在HUDEP⁃2中，KLF1与 ZBTB7A的

启动子区 CACCC 盒结合直接激活 ZBTB7A 表达

ZBTB7A 蛋白，并通过 ZBTB7A 调控红系分化。

ZBTB7A 启动子区 KLF1 的结合位点突变会导致

KLF1结合减弱，γ⁃珠蛋白基因开放表达［29⁃30］。

3 红系相关转录因子对γ⁃珠蛋白基因的调控

1988 年，Evans 等［31］发现了第一个红系转录

因子 GATA⁃1，它通过识别并结合珠蛋白基因簇

上的 GATA 盒，调控红系分化。从胚胎发育的第

5 天起，在每个阶段的红系细胞中都包含某种活

性因子，即红细胞特异性因子（The erythroid⁃spe⁃
cific factor，Eryfl），Eryfl 是红细胞特有的，在其他

类型的细胞中，这种 Eryfl不存在或者其活性受到

抑制［31］。

3.1 NF⁃E4
NF⁃E4 是红系分化的重要调控因子，对调控

β⁃珠蛋白基因簇上的基因表达起重要作用。1988
年，Choi OR和 Engel JD［32］首次提出珠蛋白基因之

间竞争单一调控序列（即启动子竞争），它是一种

珠蛋白时序性表达的调控机制，启动子竞争表明，

阶段选择性元件（Stage selector element，SSE）是

β⁃珠蛋白基因簇上的每个独立的基因优先表达所

必须的一个元件。在胎儿红系细胞中，NF⁃E4 与

CP2 形成阶段选择性蛋白（Stage selector protein，
SSP）复合物，然后 SSP结合到γ⁃基因的SSE上并形

成 SSP⁃SSE复合物，调控 γ⁃基因表达［33⁃34］。在成人

红细胞生成过程中，SSP复合物与 β⁃基因的启动子

中的 SSE结合，使得β⁃基因与LCR相互作用引起β
⁃珠蛋白表达［33］。在成人红细胞中，SSP复合物结合

在 γ⁃基因启动子⁃202（C→G）的突变位点上，引起

HPFH，对 β⁃地贫患者起修饰作用［35］。研究证明了

由NF⁃E4组成的SSP复合物的结合位点是绝对保守

的，这些位点包括 ε⁃启动子、HS2和HS3等［33］。

3.2 CTDSPL2
CTD 小磷酸酶样 2 蛋白（CTDSPL2）由 RNA

聚合酶 II C⁃末端结构域磷酸酶 2（RNA polymerase
II c⁃terminal domain small phosphatase like 2，CTD⁃
SPL2）基因表达，它在 K562 细胞和脐带血来源的

CD34+细胞中高表达［36］。研究认为，该蛋白一方面

可能与一些重要的珠蛋白相关转录因子如 EKLF，
FKLF 和 NF⁃E4 等相互作用而被招募到 ε ⁃和
γ ⁃珠蛋白基因的转录起始复合物中，促进红系细

胞的红系分化（图 1）［36］；另一方面，CTDSPL2是一

个新出现的磷酸酶家族，它的亚家族包括小

CTD 磷 酸 酶（Small CTD phosphatases，SCPs），

CTDSPL2可能调节珠蛋白基因表达中关键因子的

磷酸化状态，促进红系细胞的红系分化，这些结论

还需进一步深入研究［37］。

3.3 NuRD复合物

NuRD 是分子量为 1MDa 的多亚基蛋白复

合 物 ，包 括 CHD4（Mi2β），MTA1/2/3，p66β
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（GATAD2b），p66α（GATAD2a），HDAC1/2 和

MBD3［21，38］。研究发现，NuRD在调控 γ⁃珠蛋白表

达中扮演重要角色，GATA1⁃FOG1⁃Mi2⁃NuRD 复

合物结合在⁃566 的 GATA 位点导致 Aγ⁃基因的沉

默；MBD3⁃NuRD 可以直接和 GATA1⁃FOG1结合，

形成 GATAl⁃FOGl⁃MBD3⁃NuRD 复合物并通过

GATA1 直接结合在 γ⁃基因启动子区来抑制 γ⁃基
因的表达［39］。MBD2⁃NuRD 以间接方式使 γ⁃基因

启动子区高度甲基化，抑制 γ ⁃基因的表达［40］。

CHD4（Mi2β）⁃NuRD 则直接与 KLF⁃1 和 BCL11A
的启动子区结合，正向调控这两个转录因子来调

控 γ⁃基因表达，而 GATAD2A 抑制 γ⁃基因表达的

机制主要有两种：首先它能直接和MYB启动子区

结合来正向调控 MYB 表达，从而抑制 γ ⁃基因表

达；其次它与 TGATAA 序列结合，直接抑制 γ⁃基
因表达［41］。

4 锌指转录因子对 γ⁃珠蛋白基因的调控

4.1 LYAR
Ly⁃1 antibody reactive clone（LYAR）是具有锌

指结构的 DNA 结合转录因子，在 K562 细胞以及

人类红系祖细胞中，LYAR 与 γ⁃基因 5′⁃非翻译区

（5′ ⁃ Untranslated region，5′ ⁃ UTR）的 + 26 或 + 32
GGTTAT 序列结合，与组蛋白精氨酸甲基转移酶

PRMT5相互作用，引起组蛋白H4 精氨酸 3的对称

甲基化（Symmetric methylation of histone H4 Argi⁃
nine 3，H4R3me2s），调 控 γ ⁃ 基 因 的 表 达（图

1）［22］。研究发现 Aγ⁃基因（HBG1）5′UTR上+25处

的 rs368698783 位点突变率相当高，它处于 γ ⁃基
因抑制因子 LYAR 结合序列 GGTTAT 上，并与

Gγ ⁃158（XmnI）多态性几乎完全连锁，Aγ+25 突

变会使 LYAR 结合程度减弱，导致在红系压力下

开放 γ⁃基因表达［42］。

4.2 GATA⁃1
GATA⁃1 由位于 X 染色体上的 GATA 基因表

达，它通过识别珠蛋白基因簇上的 GATA 盒并与

其结合，以多种方式调控珠蛋白基因表达［43］。在

人成熟红细胞生成过程中，GATA1、FOG1 和 Mi2
形成GATA1/FOG1/Mi2复合物然后结合到 γ⁃基因

近端启动子⁃566/⁃567 的 GATA 基序位点，部分参

与沉默 γ⁃基因（图 1）［44］。在红系细胞中的 β⁃基因

HSSs 位点，尤其是在 HS2 核心区域，发现一个复

合物E 盒/GATA复合物，由GATA⁃1/LMO⁃2/TAL⁃1/

LDB⁃1 组成，其中 LDB⁃1/NLI 的 N⁃端保守的自交

互结构域直接与GATA⁃1相互作用，而保守的C⁃端
LIM结构域和 LIM蛋白（LMO2）相互作用，然后结

合 SCL 组成新的复合物 LDB ⁃ 1/GATA ⁃ 1/SCL/
LMO2［45］。在 GATA1 的作用下，LDB⁃1/GATA⁃1/
SCL/LMO2结合到 β⁃基因的HS2上形成染色质环

调控 γ⁃基因沉默，此复合物的高表达对调控红系

分化是必要的［45］。GATA1 还和 NF⁃E2 蛋白协同

激活 LCRs，LCR 是强大的远距离增强子，在红细

胞生长发育过程中以适当的方式调控珠蛋白基因

簇转录［45］。

5 小结与展望

β⁃地贫修饰基因是目前研究 β⁃地贫基因治疗

的热点，它通过调控珠蛋白的表达，影响 β⁃地贫

的症状。其中最为常见的修饰基因有 Xmn1 ⁃
HBG2 基因、HBS1L⁃MYB 基因、反式作用因子、红

系相关转录因子和锌指转录因子等，它们都能调

控珠蛋白的表达，但是调控方式却不尽相同，作用

机制也尚不完全清楚。是否还有其他的修饰基因

通过另外的调控方式和作用机制影响珠蛋白表达

水平，这就需要科研人员进一步对 β⁃地贫开展大

样本量的遗传学分析和机制研究，以期发现新的

修饰基因并阐明新的作用机制，并为 β⁃地贫的临

床用药、基因治疗和个体化医疗提供指导。
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高通量基因测序在血液肿瘤临床应用的质量管理现
状及展望

吴祁生 1 王芳 2 聂代静 2 周晓苏 3 陈佳琦 2， 刘红星 1，2，3*

［摘 要］ 高通量基因测序技术，即下一代测序（NGS）在血液肿瘤的筛查、诊断分型、治疗指导，预

后分层、微小残留病监测和复发预测有着重要临床应用价值。虽然已有众多国内外诊疗指南推荐，血液

肿瘤 NGS的临床应用仍处于初期阶段。加强 NGS实验流程的质量管理是保证技术正确应用的重要环

节。NGS技术原理和实验流程复杂，实现高质量的临床检测对“人、机、料、法、环”等质量管理要素的系

统管理要求高。本文基于 NGS 在血液肿瘤临床应用中的质量管理要素现状提出见解，并做以展望，以

期为血液肿瘤NGS临床应用的规范化起到正向作用。

［关键词］ 高通量基因测序技术；血液肿瘤；临床应用；质量管理

Status and prospects of quality management elements of high ⁃ throughput sequencing in
clinical application of hematological malignancies
WU Qisheng1，WANG Fang2，NIE Daijing2，ZHOU Xiaosu3，CHEN Jiaqi2, LIU Hongxing1 2 3*

（1. Department of Pathology and Laboratory Medicine，Beijing Ludaopei Hospital，Beijing 100176，China；
2. Department of Pathology and Laboratory Medicine，Hebei Yanda Ludaopei Hospital，Langfang 065201，
China；3. Beijing Ludaopei Institute of Hematology，Beijing 100176，China）

［ABSTRACT］ High ⁃ throughput sequencing technology（NGS）has important clinical applications in
screening，disease classification，clinical management，prognostic stratification，minimal residual disease
monitoring and relapse prediction in hematological malignancies. Although there are many domestic and inter⁃
national guidelines have been recommended，the clinical application of NGS in hematological malignancies is
still in the early stage. Strengthening the quality management of the NGS experimental process is an important
part of ensuring the correct application of this technology. The technical principles and experimental procedures
of NGS are complex，and the implementation of high⁃quality clinical testing has high requirements for the sys⁃
tematic management of quality management elements such as“human，machine，material，method，and envi⁃
ronment”. This article proposes insights and prospects based on the status of quality management elements of
NGS in the clinical application of hematological malignancies，hoping to play a positive role in the standardiza⁃
tion of clinical applications of NGS in hematological malignancies.

［KEY WORDS］ High⁃throughput sequencing technology；Hematological malignancies；Clinical appli⁃
cations；Quality management

血液肿瘤是发生于造血或淋巴组织的具有高

度异质性的疾病，其临床诊疗需要结合病理、血细

胞形态、免疫表型、细胞遗传、分子生物学和临床

表现进综合分析。世界卫生组织（world health or⁃
ganization，WHO）的《造血与淋巴组织肿瘤分

类》［1⁃2］与美国国家综合癌症网络（national compre⁃
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hensive cancer network，NCCN）的血液肿瘤临床诊

疗指南［3⁃5］都越来越多纳入了具有临床诊断分型

和/或预后意义的基因变异指标，包括基因突变、融

合基因及基因异常表达等。这些基因变异在血液

肿瘤的诊断分型、预后分层、治疗指导、微小残留

病监测和耐药突变监测等方面有重要临床应用价

值［1⁃5］。下一代高通量基因测序（next generation se⁃
quencing，NGS）可一次对多个肿瘤相关基因、全外

显子或基因转录本进行检测，具有通量高、灵敏度

高、成本低等优势［6⁃7］。

血液肿瘤临床诊疗对NGS的应用有着迫切的

需求。相对于病理机制研究和治疗手段的巨大进

步，血液肿瘤的实验室检测严重滞后，尤其是NGS
的应用方面。不同于传统的分子诊断技术，血液

肿瘤 NGS 技术流程复杂，除核酸提取、PCR 扩增、

产物分析等步骤，还有文库构建、文库富集和上机

测序过程，更有测序结果的生物信息学分析［8⁃9］。

这套复杂的系统对“人、机、料、法、环”各方面的质

量管理和保证提出了更高的要求［10］。本文基于

NGS在血液肿瘤临床应用中的质量管理要素现状

提出见解，并做以展望，以期为血液肿瘤NGS临床

应用的规范化起到正向作用。

1 “人”

NGS技术操作步骤多、程序复杂，需不同岗位

的专业人员分工协作，包括做“湿实验”的操作人

员、“干实验”的生物信息分析人员和报告分析解

读人员等。虽然不同的岗位人员需要具备不同的

技术能力，但又非截然分开，需要实验室负责人统

筹分配和岗位间的互相配合。国家卫健委临床检

验中心 2019年白血病融合基因 BCR⁃ABL1的室间

质评活动数据显示，95%的做血液肿瘤基因检测的

实验室为血液科自建实验室［11］。

开展血液肿瘤NGS检测的实验室应配备获得

国家要求的相应资质的专业人员（如医师、技师和

研究员等系列），实验室负责人或技术负责人应有

全面的 NGS 知识和质量管理能力，人员能力和数

量应满足所开展检测项目的要求。目前除少数血

液病专科或特色医院外，血液科自建实验室基本

都存在专业人员配置和岗位资质考核等方面的欠

缺。另外，国家和行业层面尚无针对血液肿瘤

NGS“湿/干实验”的专业技术人员的能力评估和培

训，临床实验室也欠缺相应的制度。目前血液肿

瘤 NGS 检测均是使用实验室自建方法（laboratory
developed tests，LDTs），“湿/干实验”项目研发人员

的短缺也是临床实验室常态。当前血液肿瘤NGS
检测专业技术人员的培养和储备尚显薄弱，有待

进一步的行业建设和发展。

2 “机”

目前国内使用的 NGS 仪器主要为 Illumina 测

序平台 、Ion Torrent 半导体测序平台和华大基因

的 CG测序平台［7］。除高通量基因测序仪外，开展

血液肿瘤NGS检测的实验室还应配备满足所开展

检测项目需求的其他仪器设备，如超净台、生物安

全柜、纯水仪、离心机、移液器、冰箱、PCR 仪和生

物分析仪等。有能力开展血液肿瘤NGS检测的实

验室，应根据所开展项目合理选择测序平台和相

关辅助设备，还应考虑标本类型、标本量、项目内

涵、所需测序通量、周转时间等因素。

当前临床实验室购置的高通量测序仪，大多

数为尚未经国家药品监督管理局（national medical
product administration，NMPA）批准的仪器，需要

实验室进行确认试验，以证明可满足临床预期用

途。同时，实验室应建立仪器使用、维护和校准程

序，并在日常工作中例行维护和定期校准，以保证

仪器设备的正常运行，仪器设备维护和校准应保

存相应记录［12］。

3 “料”

不同于实体肿瘤的取材困难，血液肿瘤的标

本类型有骨髓、外周血和淋巴结等，样本取材和保

存相对容易，易获得高质量的核酸样本。这对开

展NGS检测是很大的优势。实验室应对样本的采

集容器、采集量、保存和运输条件等进行确认，以

保证样本质量、避免交叉污染。实验室应做好样

本不合格率、样本容器错误率、标本类型错误率等

质量指标记录［13］。只有采集到符合质量要求的样

本，才能为后续的 NGS“湿实验”和得到高质量的

测序数据打好基础。

在血液肿瘤领域，目前国内尚无已通过

NMPA审批的成套的商品化NGS检测试剂。如何

严谨负责地研发和建立 LDTs项目，并进行性能评

价（包括性能确认和验证），是开展 NGS 项目的临

床实验室必须解决的首要问题［14］。设计不合理或

结果不可靠的 LDTs项目不仅不能发挥应有的临床
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价值，甚至可能造成 NGS 推广应用的障碍。目前

已有血液专科或特色实验室开始积极进行LDTs的
性能确认工作，这是令人欣慰的事。但是对于大多

数临床实验室，建立血液肿瘤NGS⁃LDTs项目的全

流程工作，包括项目设计、技术路线选择和试剂性

能评价等，仍然存在很大挑战。由于高建设门槛，

很多医院没有能力开展 NGS 检测项目，这部分检

测需求被转移到有能力的第三方独立实验室。

4 “法”

开展血液肿瘤 NGS 检测，临床实验室应通过

试剂方法建立和性能确认的过程，建立及完善整

个检测系统（包括“干/湿”实验流程），明确日常检

测的质量控制标准及关键点，形成检测操作全过

程的标准程序文件，并明确检测系统的性能指标

和检测局限性［15⁃16］。血液肿瘤 NGS⁃LDTs 项目的

全流程性能评价是人、机、料、法、环等要素的全面

评价，相应的指标包括精密度、准确度、分析敏感

性、分析特异性和可报告范围等［17⁃18］。

与其他实体肿瘤相比，血液肿瘤的发生率相对

较低，临床血液病实验室可能在人力、物力和财力

上得到的支持有限。因此，首先需要清楚本实验室

使用NGS的临床预期用途是什么？比如融合基因

筛查对白血病的诊疗、危险度分层和预后判断都

有重要的意义，但用逆转录荧光 PCR 进行有限数

量的融合基因筛查会漏检未涵盖在检测范围内的

融合基因，只能解决部分问题［19⁃20］。使用转录组基

因测序（RNA sequencing，RNA⁃seq）［21］，可接近全

面地分析血液肿瘤中各种可能存在的融合转录

本，同时还能显示基因变异的表达量［15］。如果将

RNA⁃seq融合基因筛查的 LDTs应用于临床检测，

就必须对该检测系统进行性能评价，用客观数据

证实其可显著提高融合基因筛查的阳性率。

除了性能评价外，血液肿瘤 NGS 临床检测还

面临着无商品化室内质量控制品（internal quality
control，IQC）和室间质量评价计划（external quali⁃
ty assessment，EQA）的难题。临床血液病实验室

需主动进行室内质量控制，以监控每一次 NGS 检

测结果，并且进行周期性评价，以保证检测系统的

精密度。有少数临床血液病实验室参加了国家卫

健委临检中心的“全国实体肿瘤体细胞突变高通

量测序检测室间质量评价”项目，以考核所开展的

NGS 项目的结果准确性。但是，血液肿瘤与实体肿

瘤的体细胞突变频率、样本类型和处理方式均有很

大不同，针对实体肿瘤设计的EQA计划并不完全适

合血液肿瘤。临床实验室还可选择与已获得能力认

可或使用相同测序平台的外部实验室进行NGS项

目的实验室间比对，以达到能力验证的目的。

5 “环”

开展血液肿瘤NGS临床检测的实验室应根据

拟开展的检测项目数量、所用技术流程、测序平台和

标本量进行实验室环境设计。实验室应至少设置 5
个功能区：试剂存储和准备区、样本与文库制备区、

文库扩增与检测区、上机测序区、数据分析和报告解

读区［12］。对开展测序深度及检测限有很大差别的

NGS测序项目，实验室宜设置不同的样本制备和文

库制备区域，以防止交叉污染发生。实验室环境需

注意通风、洁净度、温湿度、震动和光照等要求，以保

证仪器设备的正常运行和实验过程的稳定性。

6 小结和展望

血液肿瘤标本容易获得，进行 NGS 检测有着

先天的优势。自从“精准医学（precision medi⁃
cine）”的概念提出以来，血液肿瘤的精准医学研究

和临床应用也走在各种肿瘤的前列。NGS已在血

液肿瘤临床诊疗方面显示出很好的应用价值，例

如：用 RNA⁃seq 较为全面分析常见和少见型融合

基因，用于血液肿瘤有明确意义的突变基因的靶

向测序，用于指导个体化用药的药物基因组分析，

用于血液肿瘤遗传病基因突变筛查等。

NGS提供了分析基因变异的强大工具，但检测

系统的复杂性增加了NMPA审核的难度，限制了其

落地临床检测的速度。建立和使用 NGS⁃LDTs 是
一种可行的方案，但应坚持严格的考查和准入标

准，即有明确的临床预期用途，在临床应用中始终

基于医学科学证据和数据支持。国内血液肿瘤和

分子诊断领域的专家们已经开始商讨和制定一些

NGS在血液肿瘤应用方面规范化的专家共识或专

家建议，这将有助于促进 NGS 技术在临床诊疗中

的规范化应用。
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·专家风采· 实验室巡礼

卢志明
山东省立医院临床医学检验部位于山东省济南市经三路 240，是国家首批“高通量基因测序技术临

床应用试点单位”（山东省唯一一家）、山东省重点专科、山东省医药卫生重点实验室、山东省临床检验中

心主委单位、山东省医院管理协会检验分会主委单位、山东省免疫学会临床免疫专业委员会主委单位，

山东省肿瘤协会细胞学专业委员会主委单位。拥有员工 181 人，博士生导师 1 人，硕士生导师 7 人。

山东省有突出贡献中青年专家 1人，青年泰山学者 1人，30余人在中华医学会、山东省医学会等学术团体

中任副主任委员、委员等。实验室功能齐全，拥有国际一流水平的、现代化医学检测设备。其中高端设

备如：MALDI⁃TOF MS质谱仪、粒子耦合质谱仪、焦磷酸测序仪、I代核酸检测仪、II代核酸检测仪、全自

动遗传检测分析系统等，总价值 1.5亿元。

临床医学检验部主要研究方向紧密围绕国家和山东重点鼓励发展战略性新兴产业之一的分子诊

断，研究衰老与阿尔茨海默病、遗传性耳聋、慢性非传染性疾病的分子机制，确定新的分子诊断靶点，属

于具有前瞻性的产学研领域。近 5年，临床医学检验部开展新技术/新项目 105项。先后承担了国家级自

然基金课题 7项及省级科研项目 14项。荣获山东省自然科学三等奖 1项；山东省医学科技奖：二等奖 2
项和三等奖 1项。发表论文 70余篇，主编论著 11部。共培养硕士博士研究生 40余名。

科室主任、学术带头人卢志明教授，医学博士，山东大学教授，山东大学博士生导师，山东第一医科

大学博士生导师，山东省有突出贡献的中青年专家。兼任：山东省医学会临床检验分会主任委员，山东

省临床检验专家委员会主任委员、山东省免疫学会临床免疫专业委员会主任委员、中国医院协会检验管

理专业委员会常务委员、中国中西医学会临床检验专委会常务委员、山东省医师协会、山东省医院协会、

山东省健康管理协会、山东省中西医结合学会的检验专业副主任委员等。

山东省立医院临床医学检验部

卢志明，《分子诊断与治疗杂志》第五

届编辑委员会编委。

1965 年 2 月出生。2008 年毕业于山

东大学，医学博士学位。

主任技师，教授，博士生导师。现任

山东省临床检验中心主任，山东省立医院

临床医学检验部负责人。山东省有突出

贡献的中青年专家。兼任山东省医学会

临床检验分会主任委员，山东省临床检验

专家委员会主任委员，山东省免疫学会临床免疫专业委员会主任委员，中国医院协会检验

管理专业委员会常务委员，中国中西医学会临床检验专委会常务委员，山东省医师协会、

山东省医院协会、山东省健康管理协会、山东省中西医结合学会的检验专业副主任委员

等。同时担任《医学检验与临床》杂志副主编，《中华临床实验室管理电子杂志》编委，《临床

检验杂志》、《山东大学学报》（医学版）、《山东医药》编委。卢志明教授主要从事临床免疫学

和阿尔茨海默病相关基因研究。先后承担或参加了国家级课题 3项，省部级别课题 4项。

获 2010年山东省科技进步二等奖（首位），2008年山东医学科技奖三等奖（首位），2011年山

东医学科技奖三等奖（首位），2009年山东省自然科学三等奖（第三位）。2013年山东省医学

科技奖二等奖（首位）。第一作者或通讯作者发表 SCI论文十几篇，国内核心期刊三十几

篇。培养和招收博士及硕士研究生 20余名，1人获国家自然科学基金青年基金。
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图（P686） CRKP的同源性分析

Figure（P686） Romology analysis of CRKP

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

家庭医生》杂志社有限公司主办，中山大学达安基因股份有限公司承办的面向

国内外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学

科为主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子

医学前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国

医学分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的

最新研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前

有编委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，

于 2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。
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