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注：A 图为肺腺癌和正常肺组织中 CDCA5 的表达差异比较；B 图为 57对配对的癌组织和癌旁组织中 CDCA5的表达差异

比较；C图为 CDCA5的表达分析。

图（P1618） CDCA5在肺腺癌组织和正常肺组织样本中的表达差异分析

Figure（P1618） Differential analysis of CDCA5 expression in lung adenocarcinoma and normal lung tissue samples
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我国 25⁃羟基维生素D检测方法及其研究进展

潘晓芳 吴静标 黄燕虹 朱秀霞 黄鸿新★

［摘 要］ 维生素D属于脂溶性维生素的一种，主要包括维生素D2和维生素D3，它们在人体肝脏

中转化为 25⁃羟基维生素D2和 25⁃羟基维生素D，总称为 25⁃羟基维生素D。25⁃羟基维生素D是维生素

D的主要循环形式，也是衡量维生素D营养状态的最佳指标。25⁃羟基维生素D是人体必须的脂溶性维

生素，不仅影响钙磷代谢，而且具有广泛的生理作用，是维持人体健康、细胞生长和发育的必不可少的物

质，与很多疾病的发生密切相关，因此检测 25⁃羟基维生素D水平对维生素D的个体化补充具有重要的

意义，可以有效预防维生素D不足或者缺乏。本文综述了我国 25⁃羟基维生素D的检测方法和原理及其

研究进展，并分析了各个检测方法的优点和不足，以期对临床诊断提供参考依据。

［关键词］ 25⁃羟基维生素D；25⁃OH VD；液相色谱⁃串联质谱法；化学发光法

Determination Methods and Research Progress of 25 ⁃ hydroxyvitamin D in
China
PAN Xiaofang，WU Jingbiao，HUANG Yanhong，ZHU Xiuxia，HUANG Hongxi★

（Division IV of General Laboratory，Guangdong Medical Devices Quality Surveillance and Test Institute，
Guangzhou，Guangdong，China，510663）

［ABSTRACT］ Vitamin D is a kind of fat ⁃ soluble vitamins，mainly including vitamin D2 and vitamin
D3，converted into 25⁃hydroxyvitamin D2 and 25⁃hydroxyvitamin D3 in the human liver，collectively known as
25⁃hydroxyvitamin D，which is the main circulation form of vitamin D，do also the best indicator to measure
the nutritional status of vitamin D. 25⁃Hydroxyvitamin D is an essential fat⁃soluble vitamin for the human body.
It not only affects calcium and phosphorus metabolism，but also has a wide range of physiological effects. It is
an essential substance for maintaining human health，cell growth and development，and is closely related to the
occurrence of many diseases. Therefore，the detection of 25⁃hydroxyvitamin D levels is of great significance to
individualized vitamin D supplementation，and can effectively prevent vitamin D deficiency or insufficiency.
This paper summarized the determination methods，principles and research progress of 25⁃hydroxyvitamin D in
China，to provide the basis for clinical diagnosis.

［KEY WORDS］ 25⁃hydroxyvitamin D；25⁃OH VD；Liquid chromatography⁃tandem mass spectrometry；
Chemiluminescence Immunoassay

维生素D是人体必需的一类脂溶性类固醇衍

生物，经两次羟基化后与细胞内维生素 D 受体

（Vitamin D receptor，VDR）特异性结合后，发挥其

生理作用。维生素 D 缺乏会引起骨骼系统、肌肉

系统、心血管系统、免疫系统、神经系统、糖代谢、

细胞增殖分化、内分泌系统、肿瘤等相关疾病。血

清 25⁃羟基维生素 D（25⁃hydroxyvitamin D，25⁃OH
VD）浓度被认为是测定全面维生素D状态的最可

靠指标［1⁃3］，因而可用于测定患者是否出现维生素

D 缺乏。《维生素 D 及其类似物临床应用共识》指

·· 1591
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出：血清 25⁃OH VD水平检测已被公认为反映维生

素 D 状态的最合理指标［2］。全球范围内有很多人

25⁃OH VD 缺乏，因此定期检测 25⁃OH VD 水平确

保其充足对疾病预防意义重大［4⁃6］。本文综述了液

相色谱⁃串联质谱法、化学发光分析法、酶联免疫

法、克隆酶供体免疫测定法、免疫层析法、胶乳免

疫比浊法共 6种检测 25⁃OH VD的方法，并对各个

方法的优点和不足进行分析，以期为临床选择

25⁃OH VD的检验方法提供指导。

1 我国 25⁃OH VD检测试剂盒注册情况

《体外诊断试剂注册管理办法》将 25⁃OH VD
检测试剂盒分为第二类［7］。截止 2020 年 11 月 30
日，检索国家药品监督管理局（以下简称国家局）

国产医疗器械数据库发现，目前国内 25⁃OH VD检

测试剂盒涉及的方法学主要包括液相色谱⁃串联质

谱法、化学发光分析法、酶联免疫法、克隆酶供体

免疫测定法、免疫层析法、胶乳免疫比浊法。

2 25⁃OH VD检测试剂盒检测方法及其原理

2.1 液相色谱⁃串联质谱法（Liquid Chromatogra⁃
phy⁃tandem Mass Spectrometry，LC⁃MS/MS）

LC⁃MS/MS 的原理是利用被检测物质 25⁃OH
VD2/D3 与背景干扰物如基质中的其他内源性物

质在流动相和固定相中分配系数的不同进行分

离。待测样本经过色谱柱分离后流出，进入质谱

离子源离子化，形成不同质荷比的气相带电离

子。在电场的作用下，带电离子进入Q1四极杆质

量分析器，目标母离子被特定电场选择出来，通过

Q1四极杆，进入 Q2碰撞池，在碰撞气体（氩气）和

一定碰撞电压的作用下，目标母离子被打碎成若

干子离子。这些子离子进入 Q3 四极杆质量分析

器后，在特定电场作用下，只有目标子离子被选择

出来，能通过 Q3 四极杆，进入检测器中进行检

测。整个扫描过程中目标分析物离子经过两次选

择后，特异性和灵敏度可大大提高，最后得到对称

性良好的色谱峰。通过色谱峰的时间和峰面积等

信息可以对物质进行定性或定量处理。采用内标

法定量时，由于样品中掺入了同位素标记的 25⁃
OH VD2/D3，能够很好地消除基质效应，其分析准

确度优于外标法。另外，LC⁃MS/MS法能够有效区

分 25⁃OH VD2/D3，比免疫法灵敏度更高，是临床

检测维生素D的金标准［2，8⁃10］。

研究表明，LC⁃MS/MS 法测定干血点、血浆、

血清样本中的 25⁃OH VD2/D3，具有灵敏度高、分

析快速、准确性好、仪器稳定等特点［11⁃12］。郑仁

锦等［13］利用乙腈提取、饱和硫酸锌沉淀蛋白、然

后用正己烷萃取的方法建立了超高效液相色谱⁃
串联质谱法 ⁃同位素标记快速测定血清 25⁃OH
VD3 的方法，该方法用于美国国家标准与技术研

究院 NIST972a 质控样品及实际样品中 25⁃OH VD
的测定，获得了满意的结果。广州金域医学检验

中心有限公司联合广州医科大学金域检验学院通

过引入自动化取样平台、前处理平台、更换色谱

柱、将单通道液相改为多通道液相系统等措施将

LC⁃MS/MS 法检测 25⁃OH VD 过程中样本取样环

节检测效率提升了 21%，样本前处理环节检测效

率提升了 74%，以及液相分离环节检测效率提升

了 63%［14］。

为了促进维生素 D 标准化工作，2010 年维生

素 D 标准化计划（The Vitamin D Standardization
Program，VDSP）启动，VDSP通过建立参考测量体

系给美国国家标准和技术研究院（The National In⁃
stitute of Standards and Technology，NIST）提供标

准参考物质（Standard Reference Materials，SRM），

从而促进全球包括商业化和自建方法在内的实验

室 25⁃OH VD 检测方法的标准化［15⁃16］。NIST 和比

利时根特大学建立了同位素 LC⁃MS/MS 法定量测

定血清中 25⁃OH VD2、25⁃OH VD3 的参考方法，

得到了检验医学溯源性联合委员会（The Joint
Committee for Traceability in Laboratory Medicine，
JCTLM）的认可［17 ⁃ 19］。但是 LC⁃MS/MS 法仪器昂

贵，安装条件严格，需要较大场地方可满足要求；

样本前处理复杂，检测通量比较低，比较难适应临

床大批量样本的需求；手工操作比较复杂，操作人

员需要经过比较专业的培训，难以推广；尽管被公

认为检测 25⁃OH VD的金标准，LC⁃MS/MS法仍然

易受 3⁃epi⁃25OH⁃D3和 3⁃epi⁃25OH⁃D2等异构体的

交叉影响，尤其对婴幼儿的检测易出现假阳

性［20⁃23］。另外，由于色谱和质谱条件等未标准化，

不同实验室之间的处理方法和色谱条件等不同，

对同一个体也会产生不同的临床评价。

截至 2020 年 11 月 30 日，国内已经取得注册

证的 LC⁃MS/MS 法测定 25⁃OH VD2/D3 的试剂盒

厂家有广州可力质谱医疗器械有限公司、广州丰

华生物工程有限公司、上海复星长征医学科学有

·· 1592
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限公司等 10 家公司。根据查询数据可知，以上厂

家都是 2019和 2020年获得的注册证，各家在色谱

和质谱条件上也各有差异，因此要将 LC⁃MS/MS
法标准化，国内亟需解决 25⁃OH VD国家标准品的

制备工作。

2.2 免疫法

已注册的产品设计原理主要为竞争法。

2.2.1 化学发光分析法（Chemiluminescence Im⁃
munoassay，ECLIA）

涉及的检测试剂盒按其发光机理具体可分为

直接化学发光法、酶促化学发光法、电化学发光

法［24］。

张旋等［25］对雅培全自动化学发光免疫分析仪

测定 25⁃OH VD 的检测性能进行验证和评估，与

LC⁃MS/MS法的检测结果比较表明，雅培全自动化

学发光免疫分析仪可以满足临床检测的要求。邢

晏等［26］利用电化学发光技术验证血清 25⁃OH VD
试剂盒的性能指标，结果表明 ECLIA 检测 25⁃OH
VD 具有检测周期短、灵敏度和自动化程度高、成

本低等优点。卜玲等［27］建立了一种 25⁃OH VD 磁

微粒化学发光免疫分析法，通过检测抗体 ⁃抗原

衍生物 ⁃磁珠的复合物的光信号来测定样本中

25⁃OH VD 的浓度，实验结果表明此方法具有省

时、快速、稳定性和重复性好等优点，能够克服

ELISA法结果受反应时间、温度、加样等因素的影

响。目前，化学发光分析法虽然灵敏度高，但是其

检测成本较高，且需要特定的化学发光仪，导致其

在 25⁃OH VD的临床检测中应用范围较小。

2.2.2 酶联免疫法（Enzyme ⁃Linked Immunosor⁃
bent Assay，ELISA）

ELISA 一般采用竞争法原理对样本中的 25⁃
OH VD进行定量检测。该法在临床上虽然还保有

一定的使用量，但因操作繁琐，已很少有公司再继

续开发。

ELISA 和化学发光法检测结果间的相对标准

偏差随着 25⁃OH VD 浓度的升高而减小［28］。武姗

姗［29］应用 SPSS 软件比较 LC⁃MS/MS、ECLIA 以及

ELISA 两两方法测定血清 25⁃OH VD 结果的相关

性和一致性，结果显示 25⁃OH VD2 含量极低时，

三种方法测定血清 25⁃OH VD 呈高度正相关，

LC⁃MS/MS和 ELISA之间的结果一致性良好。

截至 2020 年 11 月 30 日，目前国内已经拿到

注册证的酶联免疫法检测 25⁃OH VD 或 25⁃OH

VD3 的试剂盒有广州菲康生物技术有限公司、北

京正旦国际科技有限责任公司等 6家公司。

2.2.3 克隆酶供体免疫测定法（Cloned Enzyme
Donor Immunoassay，CDEIA）

CDEIA 又叫酶供体竞争法，基于 β ⁃半乳糖

苷酶 α⁃互补性原理，利用DNA重组技术制备酶受

体（Enzyme Accept，EA）和酶供体（Enzyme Donor，
ED）两个片段的 β⁃半乳糖苷酶。EA和 ED只有在

合适条件下结合在才具有酶活性，利用 EA 和 ED
特性建立的均相酶免测定称为CDEIA。CDEIA同

样采用竞争法原理进行检测，ED 标记的 25⁃OH
VD抗原与其特异性抗体结合后由于空间位阻不能

再与EA结合形成具有活性的β⁃半乳糖苷酶。反应

平衡后，剩余的 ED标记 25⁃OH VD抗原与 EA结合

形成具有活性的酶，加入底物测定酶活力，酶活力

的大小与样本总 25⁃OH VD抗原标本含量成正比，

通过特定波长的吸光度变化值，可以得出 25⁃OH
VD的浓度。

上海复星长征医学科学有限公司的“25⁃羟基

维生素 D 测定试剂盒（克隆酶供体免疫测定法）”

是国内首个在全自动生化仪上用于检测血清样本

中 25⁃OH VD的试剂盒，比市场同类产品有一定优

势，操作简便，其检测结果与英国 Immunodiagnos⁃
tic Systems Limited 公司生产的试剂检测结果的相

关性良好，各项分析性能完全能够达到指标要求，

可为临床诊断提供科学依据［30］。

2.2.4 荧光免疫层析法（Fluorescence Immuno⁃
chromatography Asaay，FICA）

荧光免疫层析技术多采用竞争法原理设计，

将预处理后含有待测组分的样本与荧光物标记的

25⁃OH VD 单克隆抗体结合，形成荧光物⁃抗体⁃抗
原的复合物。在层析作用下，该复合物沿着硝酸

纤维膜向前层析至检测区（T 区），与 T 区包被的

25⁃OH VD⁃BSA 修饰抗原竞争结合。游离的荧光

标记抗体层析至质控区（C区），与C区包被的二抗

结合结合，形成质控区的荧光条带。在激发光源

的作用下，荧光物质发射特定波长的荧光信号，

荧光免疫分析仪俘获荧光信号。由于样本中的

25⁃OH VD 与 T 区的修饰抗原呈竞争关系呈竞争

关系，因而 T区荧光强度与样本中的 25⁃OH VD浓

度成反比，荧光免疫分析仪通过信号转化及设定

的定标曲线自动转化为定量数值，计算出样本中

25⁃OH VD的浓度。
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沈骏［31］利用量子点具有激发光谱宽，发射峰

窄而对称，抗光漂白能力强等特点，建立了量子点

荧光微球免疫层析法检测 25⁃OH VD的方法，结果

表明方法精密度高、准确性良好。

普通荧光免疫层析法反应时间短，检测成

本较低，对检测人员的要求不高，方便其在基层

医院广泛推广，但是存在灵敏度低、重复性差

等问题。基于此普菲特益斯生物科技（北京）

有限公司研发了一种高灵敏检测 25⁃OH VD 的

时间分辨荧光免疫层析检测试剂，该方法试剂

盒既有普通荧光免疫层析法的优点，又可以解

决灵敏度低等问题。但缺点依然是只能检测总

25⁃OH VD［32］。

2.2.5 胶乳免疫比浊法（Latex Immunoturbidimetry）
胶乳免疫比浊法主要利用抗体标记的胶乳微

球与抗原反应形成交联网结构，它会引起特定波

长的吸光度发生改变，吸光度的变化与血清样本

中的 25⁃OH VD的含量成正比。

深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司的“25⁃
羟基维生素 D（25⁃OH VD）测定试剂盒（胶乳免疫

比浊法）”利用胶乳免疫比浊法测定人血清中 25⁃
OH VD 的含量。该方法与普通临床生化检测的

使用方法相似，但由于反应成分较多，目前市面上

多使用三试剂的形式，如迈瑞、美康等。该方法可

适用于全自动生化分析仪，实现自动化操作，血清

样本无需进一步前处理步骤即可检测，出结果时

间短，一般在 10 分钟内可测出浓度。该方法参与

反应的成分较多，且是生物活性物质，如底物、酶、

抗体等，由于涉及抗体和酶的相互作用，抗体和酶

等关键原材料筛选对于方法的建立至关重要，另

一方面，各成分之间的比例协调对方法的线性、灵

敏度有很大影响。因此该方法的原材料筛选及配

方开发都有较大的难度。同时，由于相关的酶、抗

体要求较高，原料本身的获取不易，而进入生产端

的检验难度也相应提高，因此也加大了该方法的

研发及制造成本。目前胶乳免疫比浊法相关的检

测试剂盒厂家比较少，查询数据显示目前有 13 家

企业获得注册证。

3 结论

综上所述，相比于 LC⁃MS/MS 法，免疫法检测

样本用量少、检测设备相对便宜、仪器操作简单，

适用于在中层和基层医院开展。但是与 LC⁃MS/

MS 法相比，免疫法易存在以下问题：①基质效应

和交叉反应，容易使检测结果偏高；②检测结果

为总 25⁃OH VD，易低估 25⁃OH VD2 的水平，导致

总 25⁃OH VD 检测结果偏低；③无法区分 25⁃OH
VD2 和 25⁃OH VD3，导致免疫法特异性差。即便

是 LC⁃MS/MS也面临 5⁃OH VD与结合蛋白彻底分

离，的问题。众方法中特别是 ELISA 检测时间较

长，人工操作繁琐，因此不适合单样本检测。

总之，目前无论哪种免疫法的试剂盒在检测精确

性上都无法与 LC⁃MS/MS 25⁃OH VD 检测试剂盒

媲美。

尽管 25⁃OH VD2 和 25⁃OH VD3 的结构差异

小，但是由于二者的活性和治疗效果有一定的差

异，因此分别检测 25⁃OH VD2和 25⁃OH VD3并对

二者活性和功能单独进行评价，是正确评估维生

素 D 水平和维生素 D 补充疗法疗效的必然选择。

所以 LC⁃MS/MS 的普及和方法标准化将是未来发

展趋势之一。

实际中开展检验项目时，应综合考虑费用、

空间、耗时等问题，每个单位都可以根据自身需求

选择不同的检测方法，然而实现所有方法一致性

和可比性的最佳途径仍然是制定标准化和规范性

的参考测量程序与国家标准品。
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人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品的建立

麻婷婷 许四宏 周海卫★

［摘 要］ 目的 建立人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品并制定质量标准。方法 收集并筛

选人细小病毒核酸阳性和阴性血浆样本，建立人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品，溯源至世界卫生

组织第三代人细小病毒B19核酸国际标准品，并对参考品稳定性和均匀性进行考核。结果 建立的国家

参考品包括阳性参考品 8份、阴性参考品 10份、精密度参考品 2份和最低检出限参考品 2份。经溯源标

定，最低检出限参考品 L1与 L2的浓度分别为 2.4×103 IU/mL与 2.4×102 IU/mL；参考品均匀性符合要求，室

温（25℃）放置 24 h、反复冻融 3次均未影响参考品的稳定性。国家参考品的质量标准为阳性符合率 8/8，阴
性符合率 10/10，精密度要求两个浓度水平的Ct值或定量值变异系数均不高于 5.0%，最低检出限要求浓度

为 2.4×103 IU/mL 的 L1 应为人细小病毒 B19 核酸阳性，浓度为 2.4×102 IU/mL 的 L2 可为阳性或阴性。

结论 建立了人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品，可用于企业试剂研发的质量控制及评价。

［关键词］ 人细小病毒B19；核酸检测；参考品；质量评价

Establishment of national reference material for human parvovirus B19 nucleic
acid detection reagent
MA Tingting，XU Sihong，ZHOU Haiwei★

（Division II of Diagnostic for Infectious Diseases，National Institutes for Food and Drug Control，Beijing，
China，100050）

［ABSTRACT］ Objective To develop a national reference panel for human parvovirus B19 nucleic
acid detection reagent and establish the quality standard. Methods The positive and negative plasma samples
were collected and screened to establish a national reference panel for human parvovirus B19 nucleic acid
detection，which was traced to the WHO Third⁃Generation International standard for B19 nucleic acid detection.
The stability and homogeneity of the reference panel were evaluated. Results The national reference panel
is composed of 8 positive，10 negative，2 precision and 2 lower detection limit samples. The concentrations of
the lower detection limit samples L1 and L2 were 2.4 × 103 IU/mL and 2.4 × 102 IU/mL，respectively. The
homogeneity of the reference panel meets the requirements，and the stability of the reference panel was not
affected by the room temperature（25℃）for 24 hours and repeated freezing and thawing three times. The quality
standard of the national reference panel is that the positive coincidence rate is 8/8，and the negative coincidence
rate is 10/10. The precision requires that the Ct value or the quantitative value variation coefficient of the two
concentration levels is not higher than 5.0%.The minimum detection limit requires that L1 with a concentration
of 2.4 ×103 IU/mL should be positive for human parvovirus B19 nucleic acid，and L2 with a concentration of
2.4×102 IU/mL can be positive or negative. Conclusion A national reference panel for human parvovirus B19
nucleic acid detection reagents has been established，which can be used for the quality control and evaluation of
enterprise reagent research and development.

［KEY WORDS］ Human parvovirus B19；Nucleic acid detection kit；Reference panel；Quality
assessment
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人细小病毒B19（human parvovirus B19，B19V）
属于细小病毒亚科，红病毒属［1］。成年后多达 40%~
60%的人被 B19V感染，老年约 90％的人呈抗体阳

性［2］。B19V传播全年发生，但可能在冬季后期至夏

季初见顶［3］。B19V的唯一传染源为患者，主要通过

呼吸道传播（飞沫、气溶胶）、血液制品污染和垂直传

播［4］。B19V在世界范围内有 1型、2型和 3型，其中

1型可分为 1a和 1b型，3型可以分为 3a和 3b型。1a
型是目前在我国流行的主要型别，同时有少量 1b型

和 3型存在［5］。目前国内B19V核酸检测已有多家公

司的产品研发成功，由于该类产品均无系统的质量

评价和统一的质量标准，使得这些产品均未在我国

获批上市。因此，建立人细小病毒B19核酸检测试

剂国家参考品，用于企业试剂研发的质量控制及评

价已刻不容缓。为规范和提高国内此类产品的质

量，本实验研制了人细小病毒B19核酸检测试剂国

家参考品，并制定了其质量标准。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 参考品原料来源

血浆样本由兰州生物制品研究所、武汉生物制

品研究所、深圳市卫光生物制品股份有限公司及首

都医科大学附属北京地坛医院提供。

1.1.2 国际标准品

世 界 卫 生 组 织（world health organization，
WHO）国际参考品（3rd WHO International Standard
for Parvovirus B19 for Nucleic Acid Amplification
Techniques，NIBSC code：12/208），标 示 浓 度 为

1 410 000 IU/mL。WHO 国际参考品（Parvovirus
B19 DNA Nucleic Acid Amplification Technology
（NAT）based assays Genotype Panel，NIBSC code：
09/110），该参考品包含B19病毒 1型、2型和 3a型，

标示浓度分别为 5.98 log10 IU/mL、5.94 log10 IU/mL
和 5.97 log10 IU/mL。
1.1.3 检测试剂

初筛使用上海科华生物工程股份有限公司的

人细小病毒 B19 核酸检测试剂盒（PCR⁃荧光探针

法），确认使用 In⁃house 巢式 PCR 扩增及测序方

法，引物序列见表 1［6］。巢式 PCR第一轮反应条件

为：第一步 94℃热启动 2 min；第二步 94℃ 20 s，
55℃ 30 s，72℃ 45 s，40 个循环；第三步 72℃ 7
min。第二轮反应条件将循环过程中退火温度升

至 58℃。

目的

鉴定引物（鉴定）

扩增及测序引物（分型）

引物名称

PVB⁃1F
PVB⁃1R
PVB⁃2F
PVB⁃2R
PVB⁃1F
PVB⁃2F
B19SR

引物类别

第一轮上游
第一轮下游
第二轮上游
第二轮下游
第一轮上游
第二轮上游

第一、二轮下游

引物序列

5′⁃CACTATGAAAACTGGGCAATAAAC⁃3′
5′⁃AATGATTCTCCTGAACTGGTCC⁃3′
5′⁃ATAAACTACACTTTTGATTTCCCTG⁃3′
5′⁃TCTCCTGAACTGGTCCCG⁃3′
5′⁃CACTATGAAAACTGGGCAATAAAC⁃3′
5′⁃ATAAACTACACTTTTGATTTCCCTG⁃3′
5′⁃CCAGGCTTGTGTAAGTCTTC⁃3′

表 1 人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品 PCR扩增及测序引物［6］

Table 1 PCR amplification and sequencing primers of reference panel for Human Parvovirus B19 nucleic acid detection kits［6］

协作标定使用试剂包括苏州华益美生物科技

有限公司、中山大学达安基因股份有限公司、上海

之江生物科技股份有限公司和罗氏诊断产品上海

有限公司共 4 家企业的产品。稳定性研究使用试

剂为上海科华生物工程股份有限公司的人细小病

毒 B19核酸检测试剂盒（PCR⁃荧光探针法）。均匀

性研究使用罗氏诊断产品上海有限公司的 co⁃
bas®TaqScreen DPX Test（甲肝和人细小病毒 B19
检测试剂盒）检测。

1.2 试验方法

1.2.1 参考品制备

筛选及确认后的原料样本经离心、过滤、稀释

及分包装后组成参考品，分别编号为 8份阳性参考

品 PC01~PC08，10份阴性参考品NC01~NC10，1份

高浓度样本经阴性稀释液稀释后得到精密度参考

品（CV1、CV2）、以及 1 份高浓度样本经稀释得到

最低检出限参考品（L1、L2）。

1.2.2 溯源标定

将 WHO 第三代人细小病毒 B19 核酸国际标

准品（NIBSC 编号 12/208）进行梯度稀释后作为标

准品，使用 6家企业的产品对精密度和最低检出限

参考品进行溯源标定和赋值。

1.2.3 稳定性及均匀性考核

本参考品为定性使用。选择参考品中精密度
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以及浓度较低的阳性参考品 PC04~PC08，分别

经室温（25℃）放置 24 h 及反复冻融 3 次等处理

后使用定性检测试剂盒进行检测，以考核其短

期稳定性。

选择精密度参考品CV1和CV2进行均匀性研

究。分别随机抽取 10支 CV1和 CV2样本，使用定

性试剂盒进行检测，每支样本重复检测 2 次。

1.2.4 统计分析

使用 SPSS 16.0 软件进行统计分析。计量资

料采用（x ± s）表示，组间采用 t 检验，多组间采用

F检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 参考品的组成

收集的样本经 PCR 扩增初筛、确认和定值后

确定了参考品的组成。见表 2。

2.2 基因分型结果

对参考品中的阳性参考品进行基因分型，除

PC01属于 1b型以外，其余阳性均属于 1a型，见图 1。
2.3 协作标定结果及质量标准

精密度参考品CV1和CV2的标定结果分别为

中强阳性和弱阳性样本（Ct 值及定量值数据未展

示）。4种检测试剂对参考品进行标定。见表 3。

参考美国食品和药物管理局（food and drug
administration，FDA）血液筛查标准（104 IU/mL）及

协作标定结果制定本参考品质量标准［7］：阳性参考

品符合率 8/8；阴性参考品符合率 10/10；精密性变

异系数≤5.0%；最低检出限参考品 L1应为阳性，L2
可为阳性或阴性。

2.4 稳定性和均匀性

使用配对 T 检验对不同处理后检测的 Ct 值
与-70℃保存条件下进行比较，室温 25℃放置 1 天

处理的 P 值为 0.175，反复冻融 3 次处理的 P 值为

0.174，表明 2 种不同处理均不影响本参考品的稳

定性。稳定性考察结果见表 4。

参考品类型

阳性

阴性

精密度

最低检出限

参考品编号

PC01
PC02
PC03
PC04
PC05
PC06
PC07
PC08
NC01
NC02
NC03
NC03
NC04
NC06
NC07
NC08
NC09
NC10
CV1
CV2
CV0
L1
L2

样本类型

血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆
血浆

浓度（IU/mL）
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

1.5×106

1.5×104

-
2.4×103

2.4×102

表 2 人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品组成

Table 2 Composition of reference panel for Human
Parvovirus B19 nucleic acid detection kits

注：“-”为未进行相应项目检测。

注：G1、G2 和 G3 分别为购自 NIBSC 的人细小病毒 B19 基因型参

考品，编号 09/110。

图 1 人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品原料样本

基因进化分析结果

Figure 1 Phylogenetic tree of reference panel for Human
Parvovirus B19 nucleic acid detection kits

参考品类型

阳性符合率
阴性符合率

精密度

最低检出限

参考品编号

PC01~PC08
NC01~NC10

CV1
CV2
L1
L2

不同企业试剂盒结果

A
8/8

10/10
（+）
（+）
（+）
可疑

B
8/8

10/10
（+）
（+）
（+）
（+）

C
8/8

10/10
（+）
（+）
（+）
可疑

D
8/8

10/10
（+）
（+）
（+）
（+）

注：（+）为检测结果阳性，（-）为检测结果阴性。

表 3 人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品协作标定

Table 3 Cooperative calibration of reference panel for
Human Parvovirus B19 nucleic acid detection kits
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参考品
编号

PC04
PC05
PC06
PC07
PC08
CV1
CV2

Ct值
-70℃对照

30.6
32.1
31.6
27.2
27.8
23.0
29.2

室温 24 h
31.3
32.2
32.0
28.7
30.5
23.0
29.7

冻融 3次

31.2
31.9
32.0
28.6
29.6
22.7
30.9

F值

-
-
-
-
-

0.330
0.029

P值

-
-
-
-
-

0.574
0.867

表 4 人细小病毒B19核酸检测试剂国家参考品短期稳定

性考察结果

Table 4 Short⁃term stability test on reference panel for
Human Parvovirus B19 nucleic acid detection kits

注：“-”为未进行相应项目分析。

使用单因素方差分析对精密度参考品 CV1和

CV2 的均匀性检测结果进行统计检验后显示，

CV1 和 CV2 的 P 值分别为 0.574（F 值=0.330）和

0.867（F值=0.029），表明均匀性符合要求。

3 讨论

国际已有上市的 B19V 核酸检测商用试剂盒

（Qiagen公司 artus® Parvo B19 LC PCR Kit和Roche
公司 cobas®TaqScreen DPX Test）［8］。FDA对 B19V
核酸检测试剂要求必须涵盖目前已知的所有基因

型，同时需要对检测方法进行方法学验证包含特

异性、精密度、最低检出限等性能指标，欧洲药品

管理局（european medicines agency，EMA）也有类

似的标准［9］。WHO 已建立了第三代人细小病毒

B19 核酸国际标准品和第一代人细小病毒 B19 核

酸分型国际参考品（NIBSC 编号分别为 12/208 和

09/110）［10］。目前我国还没有 B19V 核酸诊断试剂

的行业标准、审评指导原则和标准物质，还没有上

市的 B19V 核酸检测试剂。为对国内此类产品进

行系统的质量评价并建立统一的质量标准，本研

究研制了人细小病毒 B19核酸检测试剂定性用国

家参考品（编号为 370005⁃201601）。

本课题组对最低检出限和精密度参考品使

用多家试剂进行定值，并已将其溯源至 WHO 的

第三代人细小病毒 B19 核酸国际标准品（NIBSC
编码 12/208）。B19V 能明确引起输血者感染的

最低病毒载量还没有明确，大多数实验结果显

示，病毒滴度为 105 IU/mL 时一般不会发生感

染［11⁃12］。因此美国 FDA、欧洲药典和国际血浆蛋

白治疗协会先后将混合血浆 B19V DNA 含量不

超过 104 IU/mL 作为核酸检测筛查的标准［7，13⁃14］。

本研究将最低检出限参考品 L1 和 L2 浓度分别

设定为 2.4×103 和 2.4×102 IU/mL，并要求 L1 应为

阳性，L2 可为阳性或阴性，该标准既满足上述各

机构 B19 核酸检测筛查标准又能对试剂进行灵

敏度评估并体现试剂间性能差异。同时为保证

样本在运输、保存和使用过程中的稳定性，对参

考品的稳定性进行了考查，结果本研究中的冻融

及室温处理方式不会影响本参考品的稳定性。

其均匀性评估结果显示参考品的均匀性也能够

满足使用需要。

另外，为满足国内企业研发试剂溯源需求，本

课题组还研制了人细小病毒 B19核酸检测试剂国

家标准品（编号为 370023⁃201601），并同样将其量

值溯源至 WHO 的第三代人细小病毒 B19 核酸国

际标准品，企业可用于研发试剂及质量控制时的量

值溯源、性能评估及质量控制等。本参考品及上述

标准品的研制确定了我国 B19V 核酸检测试剂的

最低质量要求，能够为企业研发相关试剂建立统一
的质量标准。
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耳聋基因突变检测试剂盒行业标准的建立
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［摘 要］ 目的 建立耳聋基因突变检测试剂盒行业标准。方法 选择 8 个厂家生产的 10 种耳

聋基因突变检测试剂盒，按照拟定的行业标准，检测耳聋基因突变检测国家参考品和企业参考品，对

外观、检测限、准确性、特异性和重复性项目进行验证。结果 全部试剂盒外观和重复性均满足要

求。准确性项目中，除已知突变外，厂家 C 还检出国家参考品 P19 的 299M 杂合突变、国家参考品 P9、
P16的 1555突变，不满足要求。特异性项目中，厂家 C检出国家参考品 P14存在 1555突变，不满足要求；

检测限项目中，根据实验结果、会议讨论及网上征求意见，确定了不同原理试剂盒的检测限指标。

结论 大部分验证结果均能满足拟定行标中的要求，表明行业标准各指标具有一定的合理性，可操作性

强。耳聋基因突变检测试剂盒行业标准的建立将有助于提升这类试剂盒质量，同时将为生产检验流通

等领域的监管提供依据。

[关键词] 耳聋基因突变；试剂盒；行业标准

The Validation of Industry Standard for deafness gene mutations testing kit
ZHANG Juanli1，QU Shoufang2，SUN Nan2，ZHANG Wenxin2，SUN Jing2，YU Ting 2★，HUANG Jie2★

（1. Medical Instrument Testing Institute of Henan，Zhengzhou，Henan，China，450003；2. National Institutes
for Food and Drug Control，Beijing，China，100050）

［ABSTRACT］ Objective To validate the industry standard for deafness gene mutation testing kit.
Methods Ten kinds of deafness gene mutation detection kits produced by 8 manufacturers were selected.
According to the proposed industry standards，national reference materials for detection of deafness gene
mutations and enterprise reference materials were detected，and the appearance，detection limit，accuracy，
specificity and repeatability were verified. Results The appearance and repeatability of all kits meet the
requirements. For accuracy item， in addition to known mutations，manufacturer C also detected 299M
heterozygous mutation of national reference P19 and 1555 mutation of national reference P9 and p16. For
specificity item，manufacturer C detected 1555 mutation in national reference P14，which did not meet the
requirements. For detection limit item，according to the experimental results，meeting discussions and online
opinions，the detection limit indexes of different principal kits were determined. Conclusion Most of the
verification results can meet the requirements of the proposed industry standard，indicating that the various
indicators of the industry standard have a certain degree of rationality and strong operability. The establishment
of industry standards for deafness gene mutation detection kits will help improve the quality of these kits，and
will provide a basis for supervision in production，inspection，and circulation.

［KEY WORDS］ Deafness gene mutations；Kit；Industry standard
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耳聋是一种普遍高发的听力障碍性疾病，病

因复杂。环境因素、遗传因素均可导致耳聋的发

生，其中至少有 50%的学语前耳聋是由遗传因素

导致的。大多数遗传性耳聋是由几个较为常见的

热点突变引起的［1⁃2］，其中中国人群常见耳聋突变

主要包括 GJB2、GJB3、SLC26A4 以及线粒体的

12S rRNA基因突变［3⁃5］。目前有多种耳聋基因突变

检测试剂盒，方法包括芯片法、荧光 PCR 法、飞行

时间质谱法、测序法等。由于各试剂盒的检测原

理、检测的突变位点及数量存在一定差异，需要对

这类试剂盒的性能指标进行统一尺度的评价，来

保障临床样本检测结果的准确性。建立耳聋基因

突变检测试剂盒的行业标准就势在必行。中国食

品药品检定研究院（以下简称本院）已完成荧光

PCR法、微阵列芯片法、测序法等多个耳聋基因检

测试剂盒的注册检验，具有丰富的检验经验，并且

在 2017 年研制完成耳聋基因突变检测国家参考

品［6］，为该类试剂盒的注册检验提供了可靠的参考

品，该参考品已经在全国范围内使用了近 2年。本

院联合 1 家省级医疗器械检测机构及 7 家企业开

展了建立耳聋基因突变检测试剂盒行业标准的工

作，现将该行业标准的验证情况作一简要汇报。

1 材料与方法

1.1 试剂盒

十五项遗传性耳聋相关基因检测试剂盒（微

阵列芯片法），北京博奥生物有限公司生产；九项

耳聋基因检测试剂盒（生物芯片法），北京博晖创

新生物技术股份有限公司生产；耳聋易感基因检

测试剂盒（PCR+导流杂交法），潮州凯普生物化学

有限公司生产；先天性耳聋基因检测试剂盒（荧光

PCR 法）、药物性耳聋基因检测试剂盒（荧光 PCR
法）和 PDS基因检测试剂盒（荧光 PCR法），济南英

盛生物技术有限公司生产；四项耳聋基因检测试

剂盒（ARMS⁃PCR 法），中生北控生物科技股份有

限公司生产；二十项遗传性耳聋基因突变检测试

剂盒（飞行时间质谱法），广州市达瑞生物技术股

份有限公司生产；耳聋基因突变检测试剂盒（联合

探针锚定聚合测序法），华大生物科技（武汉）有限

公司；遗传性耳聋基因检测试剂盒（测序法），广州

市金圻睿生物科技有限责任公司。

1.2 参考品

耳聋基因突变检测国家参考品：批号：360013⁃

201701，包含 20 个阳性参考品（P1⁃P20）和 3 个阴

性参考品（N01~N03）。除 P19和 P20为DNA 样本

外，其余参考品均为干血片。重复性参考品由各

试剂厂家自行提供。

1.3 主要检测仪器

10K⁃B微阵列芯片扫描仪（北京博奥生物有限

公司）、核酸芯片检测仪（北京博晖创新生物技术

股份有限公司）、HB 2012A导流杂交仪（潮州凯普

生物化学有限公司）、ABI 7300 荧光 PCR 仪（美国

ABI公司）、Bio⁃Rad S1000PCR仪（美国 Bio⁃Rad公

司）、DR MassARRAY 飞行时间质谱检测系统（广

州市达瑞生物技术股份有限公司）、BGISEQ⁃500
基因测序仪（华大生物科技（武汉）有限公司）、Bio⁃
electronSeq 4000 基因测序仪（东莞博奥木华基因

科技有限公司）。

1.4 行业标准中各技术指标及验证方法

在充分调研并分析各试剂质量标准的前提

下，结合临床应用情况，按照 GB/T1.1 2009 的要

求，制定了耳聋基因突变检测试剂盒行业标准，

内容包括前言、范围、规范性引用文件、要求、试

验方法、标签和使用说明书以及包装、运输、贮存

7 个条款。其中“要求”和“试验方法”是核心内

容，要求中包含外观、检测限、准确性、特异性和

重复性。

1.4.1 外观

在自然光下目视检查。制造商应根据自己产品

的包装特点规定适当的外观要求。一般应有试剂盒

各组分组成、性状；内外包装、标签清晰等的要求。

1.4.2 检测限

应包括试剂盒检测范围内的全部基因型别。

按照说明书中的操作方法，取国家阳性参考品中

未包含的试剂盒检测范围内突变位点的企业检测

限参考品，以及取试剂盒检测范围内的国家阳性

参考品稀释至试剂盒声称浓度后，各检测 1次；或

取企业检测限参考品，各检测 1次，均要求检出相

应的基因型别。

1.4.3 准确性

应包括试剂盒检测范围内的全部基因型别。

按照说明书中的操作方法，取国家阳性参考品中

未包含的试剂盒检测范围内突变位点的企业阳性

参考品，以及取试剂盒检测范围内的国家阳性参

考品，各检测 1次；或取企业阳性参考品，各检测 1
次，均要求检出相应的基因型别。
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1.4.4 特异性

按照说明书中的操作方法，取国家阴性参考

品和试剂盒检测范围外的国家阳性参考品，各检

测 1次；或取企业阴性参考品，各检测 1次，结果均

应为阴性或野生型。

1.4.5 重复性

根据试剂盒检测范围内的基因种类及突变类

型来确定重复性参考品，每种基因至少选择 1个突

变位点/类型。按照说明书中的操作方法，取企业

重复性参考品，重复检测 10次，结果应一致且应检

出相应的基因型别。

2 结果

2.1 外观

全部试剂盒外观均满足要求。

2.2 检测限

将试剂盒检测范围内国家阳性参考品稀释至

1 ng/μL，大部分厂家的试剂均可检出，仅厂家 E在

检测 1 ng/μL浓度的国家参考品时，在 1494反应体

系检出 P4、P6、P16、P19、N03 异常，P12 突变，而未

能检出 P20 突变；在 SLC 反应体系检出 P4、P15、
N01 异常，P12 突变，而未能检出 P11 的 IVS7⁃2 突

变；在GJB反应体系检出 P4、P15、N01异常，多个国

家参考品检出 235delC突变；以上考虑为样本浓度

低于试剂盒声称检测限所导致的结果异常，后按照

试剂盒的检出限稀释样本至 5 ng/μL时，均可检出。

根据以上检测结果以及网上征求意见和多次

会议讨论，最终确定检测限指标如下：对于芯片法，

检测限应不高于 20 ng/反应或 2 ng/μL；对于质谱

法，检测限应不高于 5 ng/反应或 1 ng/μL；对于荧光

PCR法，检测限应不高于 10 ng/反应或 2 ng/μL，若
PCR扩增后采用化学显色或者电泳⁃凝胶成像等方

法对结果进行判读的试剂盒，检测限应不高于 15
ng/反应或 1 ng/μL；本行标中未涉及到其他原理试

剂盒的检测限可参考以上进行设定；并且检测结果

可仅满足总反应量或者浓度两个指标之一；对于

mtDNA 12S rRNA 突变百分比的检测限暂不做要

求，企业可根据临床样本实际突变百分比，进行系

列稀释，自行确认试剂盒的突变百分比检测限。

2.3 准确性

大部分厂家结果满足要求。除已知突变外，

厂家 C还检出国家参考品 P19的 299M杂合突变，

国家参考品 P9、P16的 1555突变，不满足要求。

2.4 特异性

大部分厂家结果满足要求。厂家 C检出国家

阳性参考品 P14（突变位点为试剂盒检测范围外，作

为阴性参考品使用）存在 1555突变，不满足要求。

2.5 重复性

检测企业重复性参考品，结果均满足要求。

由于存在多种检测方法的试剂盒，虽均为定性产

品，但是部分试剂盒可以产出用于计算变异系数

的数据，因此，最终确定的要求也有所不同，要求：

①对于质谱法、芯片法等检测原理的试剂盒，以及

PCR扩增后采用化学显色或者电泳⁃凝胶成像等方

法对结果进行判读的试剂盒，重复性参考品的检

测结果应一致且型别准确；②对于荧光 PCR 法检

测试剂盒，重复性参考品的检测结果应型别准确，

且相应检测通道 Ct 值（或 Tm 值或关键性判读指

标）的变异系数（CV%）应不大于 5.0％。

3 讨论

运用分子诊断技术检测耳聋基因突变位点的

检测方法较多，除传统的限制性片段长度多态性

法以外，还有：①一代测序技术，Sanger 测序目前

仍为基因检测的金标准，但成本高、耗时长、对操

作人员要求高；②基因芯片技术，具有自动化、高

通量、微型化，结果判读方便，但对样本DNA质量

要求高，且可检测的突变位点有限；③基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱技术，具有准确高效、检

测位点多等特点，但该技术对样品纯度要求更高、

仪器昂贵、对人员技术要求高；④下一代测序

（NGS）技术，通过大量数据和生物信息学分析手

段来判定，具有通量更高、速度更快等优点。此

外，还有高分辨率熔解曲线技术、侵染检测技术、

多色探针熔解曲线分析技术等，上述方法各有优

劣［7⁃11］。目前已有多家企业根据自己的技术优势

及实际情况，研发了多种耳聋基因突变检测试剂，

主要为测序法、芯片法、质谱法、PCR 法。国内已

上市销售的耳聋基因突变检测试剂盒有 9个，尚有

多家企业正在进行相关工作。这些试剂在临床上

已得到了广泛的应用，超过 60 万新生儿受益。然

而各类试剂盒因检测原理、检测位点和检测能力

范围不同，存在一定技术水平差异，2019年之前并

无这类试剂盒的行业标准或国家标准，客观上无

法进行统一尺度的评价，所以本院开展了耳聋基

因突变检测试剂盒行业标准的申报。
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本次行标起草单位及验证单位覆盖了国内耳

聋基因突变检测试剂盒的主流厂家，方法也全面覆

盖，其优势在于意见来源广泛且验证数据充分，使

确定的各指标更加严谨、更具可操作性。在检测

限项目中，由于各方法原理本身的限制，个别试剂

在样本浓度为 1 ng/μL的条件下，难以正确检出突

变位点，此时可考虑适当提高检测限浓度，但并不

直接提高至该检测试剂盒声称的检测限。这样做

的目的是，既不违背现有试剂盒的客观检测水平，

同时可促进企业改进方法，提高检出率。在准确

度和特异性项目中，个别试剂出现了假阴性和假

阳性的结果。出现以上情况，企业应积极查找原

因，解决问题。这也是建立行业标准的意义所

在。要指出来的是，在制定过程中，有以下几个讨

论热点问题：①适用范围：由于测序法与 PCR或者

芯片法等方法的检测原理存在一定差异，有其特

征性的性能指标，如建库失败率，测序深度、测序

质量评价等，不完全适用本行业标准的应用范围，

故经讨论，去掉适用范围中的基于测序原理的耳

聋基因突变检测试剂盒；②检测限项目中：a.对于

线粒体异质性的确认受限于目前的检测技术，以

及临床阳性样本的难以获得性，不列为评价指

标。b. 对于其他位点的突变，因各检测方法原理

不同，分别确定检测限指标，并通过实验来确认；

c. 干血片提取后的 DNA 含量一般较低，质量较

差，各试剂检测原理及上样量不同，如果按提取总

量制定检测限指标，并不能客观地评估试剂盒的

检测能力，最终选择总反应量或浓度来评价试剂

盒的检测限；不再对重复性参考品的性质描述为

强/中阳性和弱阳性，改为根据突变基因种类设置

重复性参考品。

综上所述，该行业标准正式发布以后，与耳聋

基因突变检测国家参考品配合使用，将有助于促

进各厂家改进检测能力，提高试剂质量，有效提高

耳聋患儿的检出率，实现优生优育。同时，将为该

类产品的研制、检测检验及上市后的监管工作提

供必要的技术指导和依据。
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二代测序技术在急性髓系白血病患者预后中的应用
价值

牛晓娜 葛菲 郭宏岗 陈香丽 郭建民★

［摘 要］ 目的 探究二代测序（NGS）技术在急性髓系白血病（AML）患者预后中的应用价值。

方法 选取本院 2016年 1月至 2018年 6月 298例AML患者，采用NGS技术检测基因突变谱，统计AML
患者基因突变频率、分布情况，根据细胞遗传学及分子生物学分为预后良好组、预后中等组、预后不良

组，比较 3组临床资料、基因突变情况，分析基因突变与预后的关系，并采用Kaplan⁃Meier曲线进行生存

分析。结果 突变频率最高的前 5个基因分别为 NPM1、FLT3⁃ITD、CEBPA、DNMT3A、TET2。预后不良

组基因突变频率>预后中等组>预后良好组，差异有统计学意义（P<0.05）。伴基因突变 LT3⁃ITD、

DNMT3A、TET2突变阳性与预后不良呈显著相关（P<0.05），CEBPA突变阳性与预后不良无关。伴基因突

变的 AML 患者中位无病生存期短于不伴基因突变的 AML 患者，差异有统计学意义（P<0.05）。

FLT3⁃ITD、DNMT3A、TET2 突变阳性的 AML 患者中位无病生存期短于 FLT3⁃ITD、DNMT3A、TET2 突

变阴性的 AML 患者，而 NPM1 突变阳性的 AML 患者中位无病生存期长于 NPM1 突变阴性的 AML
患者，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 不同预后 AML 患者基因突变频率存在差异，伴基因突

变及 FLT3⁃ITD、DNMT3A、TET2突变阳性者生存期短，预后差，而NPM1突变阳性者与之相反。

［关键词］ 急性髓系白血病；二代测序技术；基因；突变；预后

The value of next ⁃ generation sequencing technology in prognosis of patients
with acute myeloid leukemia
NIU Xiaona，GE Fei，GUO Honggang，CHEN Xiangli，GUO Jianmin★

（Department of Hematology，Henan Provincial People􀆳s Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the application value of next ⁃ generation sequencing（NGS）
technology in the prognosis of patients with acute myeloid leukemia（AML）. Methods A total of 298 AML
patients in our hospital from January 2016 to June 2018 were selected. NGS technology was used to detect gene
mutation spectrum，and the frequency and distribution of gene mutations in AML patients were counted.
According to cytogenetics and molecular biology，they were divided into the good prognosis group，the medium
prognosis group and the poor prognosis group. The clinical data and gene mutation status of the three groups
were compared. The relationship between gene mutation and prognosis was analyzed. Kaplan⁃Meier curve was
used for survival analysis. Results The top 5 genes with the highest mutation frequency were NPM1，FLT3⁃
ITD，CEBPA，DNMT3A，TET2，The gene mutation frequency in the poor prognosis group>thr medium
prognosis group>the good prognosis group，the difference was statistically significant（P<0.05）. Concomitant
gene mutations，FLT3⁃ITD，DNMT3A，and TET2 positive were still significantly related to the poor prognosis
（P<0.05），and positive CEBPA mutation was not related to the poor prognosis. The median disease ⁃ free
survival of AML patients with gene mutations was shorter than that of AML patients without gene mutations，

·· 1604



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

and the difference was statistically significant（P<0.05）. The median disease⁃free survival of AML patients with
positive mutations in FLT3 ⁃ ITD，DNMT3A，and TET2 was shorter than that in AML patients with negative
mutations in NPM1，FLT3⁃ITD，DNMT3A，and TET2，while the median disease⁃free survival of AML patients
with mutation⁃positive was longer than that of AML patients with NPM1 mutation⁃negative，and the difference
was statistically significant（P<0.05）. Conclusion There are differences in the frequency of gene mutations in
AML patients with different prognosis. The concomitant gene mutations，FLT3 ⁃ ITD，DNMT3A，and TET2
mutations have a short survival time and a poor prognosis，while those with NPM1 mutations are the opposite.

［KEY WORDS］ Acute myeloid leukemia；Next⁃generation sequencing technology；Gene；Mutation；
Prognosis；Survival status

急 性 髓 系 白 血 病（Acute myeloid leukemia，
AML）是成人中最常见急性白血病类型，以中老年

人居多。AML 发病过程中，每个群体不同时间段

里经历不同的遗传学改变，致使染色体核型、基因

突变类型及临床特征有很大异质性，而这些异质

性是预后差异的基础［1⁃2］。现阶段，临床已将AML
患者分子生物学层面纳入危险度分层系统，分为预

后良好、预后中等、预后不良。随着高通量基因测

序技术的发展，国内外学者研究了AML相关基因

突变及其在疾病发生中的机制，并已明确了一些特

殊类型的突变或融合基因用于指导治疗方案的制

定［3⁃4］。本研究尝试分析二代测序（Next⁃generation
sequencing，NGS）技术下AML患者基因突变情况，

并探讨具体基因突变类型对预后及生存状况的影

响。报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2016年 1月至 2018年 6月确诊的 298
例AML患者作为研究对象，男 186例，女 112例，年

龄≥45岁120例，年龄<45岁178例。纳入标准：①均

符合AML诊断标准［5］；②经骨髓和外周血细胞形态

学检查、流式免疫分型、骨髓活检、染色体核型分析

等检查确诊；③患者知情同意。排除标准：治疗相关

性白血病、MDS或MPN转化白血病等继发白血病

患者。研究经本院医学伦理委员会审批同意。

1.2 方法

1.2.1 检测方法

抽取患者骨髓液 4~6 mL，EDTA抗凝，分离并

收集骨髓单个核细胞，柱式抽提试剂盒提取DNA，

采用AML/MDS⁃NGS芯片（上海源奇生物医药科技

有限公司）进行基因突变检测，涵盖ASXL1、NPM1、
FLT3、KIT、DNMT3A、CEBPA、IDH、EZH2、TET2、
RUNX1、TP53、SF3B1、PHF6、SRSF2、RAS、U2AF1、

JAK等基因的热点突变区域，测序深度 3 000 ×。
1.2.2 治疗方法

年龄≤60 岁者，予 IA3+7 方案（去甲氧柔红霉

素 8~12 mg/m2×3 d+阿糖胞苷 100 mg/m2×7 d）诱导

化疗；年龄>60 岁者，予 DA3+7 方案或 CAG（阿克

拉霉素 10~14 mg/m2×4 d+阿糖胞苷 10 mg/m2，2次/
d×14 d+集落刺激因子 300 μg/d）等预激方案诱导

化疗。完全缓解（CR）后进入巩固阶段，予中、大剂

量阿糖胞苷单药至少 4个疗程。

1.3 观察指标

①AML 基因突变频率及分布情况。②根据

《成人急性髓系白血病（非急性早幼粒细胞白血

病）中国诊疗指南（2017 年版）》［6］中预后危险度

分级分为预后良好组、预后中等组、预后不良组，

对比 3 组临床资料、基因突变频率、主要基因突

变类型。③基因突变与预后的关系。④伴或不

伴基因突变对无病生存期、总生存期的影响。⑤不

同基因突变类型对中位无病生存期的影响。

1.4 统计学方法

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析；计数资

料以 n（%）表示，采用 c2检验；符合正态分布的计量

资料采用（x ± s）表示，组间比较用独立样本 t检验。

预后影响因素分析应用 Logistic回归分析；Kaplan⁃
Meier生存曲线分析伴基因突变、NPM1、FLT3⁃ITD、

DNMT3A、TET2突变阳性与患者生存期的关系，采

用Log⁃Rank检验；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 AML基因突变频率及分布情况

298 例 AML 患 者 中 位 突 变 数 目 为 两 个

（0~6），其 中 256 例 可 检 测 到 基 因 突 变 ，占

85.91%；≥3 种基因突变 71 例，占 23.83%。突变频

率最高的前 5 个基因分别为 NPM1、FLT3⁃ITD、

CEBPA、DNMT3A、TET2。见图 1。
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2.2 3组临床资料、基因突变频率

3 组初诊骨髓原始细胞、附加染色体异常、伴

基因突变、NPM1、FLT3 ⁃ ITD、CEBPA、DNMT3A、
TET2 突变阳性比例比较，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。
2.3 基因突变与预后不良的关系

将初诊骨髓原始细胞、附加染色体异常等其他因

素控制后，伴基因突变、FLT3⁃ITD、DNMT3A、TET2
突变阳性仍与预后不良显著相关（P<0.05）；CEBPA
突变阳性与预后不良无关。见表 2。

图 1 AML基因突变频率及分布情况

Figure 1 Frequency and distribution of AML gene mutations

表 1 3组临床资料、基因突变频率、主要基因突变类型比较［n（%）］

Table 1 Comparison of clinical data，gene mutation frequency，and main gene mutation types of the three groups［n（%）］

资料

年龄（岁）

性别

初诊骨髓原始细胞（%）

附加染色体异常

基因突变

NPM1突变

CEBPA突变

FLT3⁃ITD突变

DNMT3A突变

TET2突变

≥45
<45
男
女
≥45
<45
是
否
伴

不伴
阳性
阴性
阳性
阴性
阳性
阴性
阳性
阴性
阳性
阴性

预后良好组（n=58）
22（37.93）
36（62.07）
36（62.07）
22（37.93）
5（8.62）

53（91.38）
15（25.86）
43（74.14）
47（81.03）
11（18.97）
19（32.76）
39（67.25）
1（1.72）

57（98.28）
0（0.00）

58（100.00）
1（1.72）

57（98.28）
0（0.00）

58（100.00）

预后中等组（n=178）
72（40.45）
106（59.55）
111（62.36）
67（37.64）
21（11.80）
157（88.20）
60（33.71）
118（66.29）
149（83.71）
29（16.29）
15（8.43）

163（91.57）
6（3.37）

172（96.63）
7（3.93）

171（96.07）
8（4.49）

170（95.51）
7（3.93）

171（96.07）

预后不良组（n=62）
26（41.94）
36（58.06）
39（62.90）
23（37.10）
17（27.42）
45（72.58）
30（48.39）
32（51.61）
60（96.77）
2（3.23）
0（0.00）

62（100.00）
24（38.71）
38（61.29）
26（41.94）
36（58.06）
21（33.87）
41（66.13）
23（37.10）
39（62.90）

c2值

0.206

0.010

11.056

7.115

7.896

21.190

18.301

19.071

19.617

20.107

P值

0.902

0.995

0.004

0.029

0.019

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

自变量

常量
伴基因突变
NPM1突变
CEBPA突变

FLT3⁃ITD突变
DNMT3A突变
TET2突变

b值

10.378
0.711
-0.673
0.317
0.749
0.726
0.681

S.E.值

1.052
0.026
0.031
0.045
0.022
0.034
0.029

b值
（标准化）

-
0.752
-0.706
0.359
0.801
0.783
0.714

t值

8.045
11.144
8.127
1.591
12.417
11.893
9.006

P值

<0.001
<0.001
<0.001
＞0.05
<0.001
<0.001
<0.001

表 2 基因突变与预后不良的关系

Table 2 Relationship between gene mutation and poor
prognosis

2.4 基因突变对无病生存期、总生存期的影响

随访两年，脱落 8 例。伴基因突变的 AML 患

者中位无病生存期 11.87个月短于不伴基因突变的

AML患者 15.07个月（c2=5.168，P=0.023）。见图 2。

2.5 不同基因突变类型对中位无病生存期的

影响

Kaplan ⁃Meier 曲线分析，NPM1 突变阳性的

AML 患者中位生存期 14.71 个月长于阴性患者

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

累
积

生
存

分
析

0 6 12 18 24
时间（个月）
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图 2 基因突变对中位无病生存期的影响

Figure 2 The effect of gene mutations on median disease⁃
free survival
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图 3 不同基因突变类型对中位无病生存期的影响

Figure 3 The effect of different gene mutation types on median disease⁃free survival

11.63个月，FLT3⁃ITD、DNMT3A、TET2突变阳性的

AML患者中位无病生存期 11.06个月、11.24个月、

11.32 个月短于 FLT3⁃ITD、DNMT3A、TET2 突变阴

性的AML患者 15.73个月、14.86个月、14.19个月，

差异有统计学意义（c2=5.223、6.277、5.341、7.552，
P=0.022、0.012、0.021、0.006）。见图 3。

3 讨论

NGS技术在大型综合基因组分析的应用极大

提高了临床对 AML 发生、发展机制的认识，重现

性基因突变的不断发现打开了相关机制研究的思

路。2016 年 WHO 对 AML 分类再次做了更新［7］，

NPM1、CEBPA、RUNX1等突变均已被纳入AML诊

断参考，为AML做进一步的精细分层。

现阶段，采用NGS技术探索AML患者基因突

变谱的大样本数据有限，美国癌症基因谱研究网络

报道病例数为 200例，欧洲多中心数据共纳入 1 540
例患者，国内多个研究中心，包括苏州大学附属第

一医院、上海 7家综合性医院等［8⁃11］也发表了各自数

据。虽然各中心检测的目标基因略有不同，但都

基本覆盖了 NPM1、FLT3、IDH、DNMT3A、TET2、
TP53、RUNX1、RAS、WT1、CEBPA 等 AML 常见基

因。本研究与美国多中心数据 22%相近，高于上海

7家综合性医院报道的数据 13%。从基因突变结果

看，AML伴NPM1突变患者占 11.62%，与国内其他

中心数据相似，但明显低于美国人群（27%）与欧洲

人群（28%）。产生差异的原因尚不明确，是否与患

者种族、生活方式、生活环境等有关还期待更多数

据支持。伴 DNMT3A突变的患者占 10.15%，苏医

一附院 6%，上海 7 家综合性医院 9%，均低于美国

数据（26%）。研究证实，DNMT3A突变与诊断时的

高白细胞、老年和不良预后有关［12］。上海 7 家综

合性医院对入组患者进行年龄分层后发现，50 岁

以上患者DNMT3A突变频率是 50岁以下患者的 3
倍以上。苏医一附院患者中位年龄 42 岁，而美国

患者中位年龄 55岁。故推测各中心患者中位年龄

可能是数据差异的原因之一。

NPMl 突变在成人 AML 中的中位年龄偏高，

血小板、白细胞数目较高，且与 CD34 和 CDll7 低

表达相关［13］。研究显示，NPMl突变预示化疗后易

达到 CR［14］。本研究发现，NPM1突变阳性者预后

好。FLT3⁃ITD突变的 AML 患者外周血骨髓原始

细胞比例、白细胞数较高，CR 率和总生存率偏都

偏低，复发率偏高［15］。本研究发现，FLT3⁃ITD基因

突变是预后不良因素。DNMT3A基因贯穿造血干

细胞自我更新、分化和抑癌基因失活、原癌基因激

活的过程，该基因突变在AML发病机制中起着举

足轻重的作用。Meta 分析显示，DNMT3A 基因突

变是 AML 患者第一疗程缓解率和总体生存率的

危险因素［16］。本研究结果提示，DNMT3A 突变阳

性提示预后不良。目前，TET2基因突变在评估疾

病预后方面尚无统一结论。本研究数据显示，

TET2突变阳性者生存期短，与李佳佳等［17］研究一

致，但 TET2 基因突变易发生在年龄偏大的患者

中，而年龄不同治疗方案不一，故预后可能受到年

龄及治疗方案影响，可能导致数据偏移，仍需扩大

样本数排除影响因素进行进一步分析。

综上可知，不同预后 AML 患者基因突变频率

存在差异，伴基因突变及 FLT3 ⁃ ITD、DNMT3A、
TET2突变阳性者生存期短，预后差，而 NPM1突变

阳性者与之相反。
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椎动脉型颈椎病是临床工作中较为常见的一

种疾病，主要好发于中老年群体［1⁃2］。在人们生活

方式以及生活习惯改变的影响下，椎动脉型颈椎

病（Cervical Spondylotic Arteriopatht，CSA）发病人

群逐渐向年轻化发展，对人们的生活健康具有重

要的影响。彩色多普勒超声检查能够准确、快速

彩色多普勒超声检查在椎动脉型颈椎病综合治疗中
的疗效分析

王充强 1 巩凤超 2 王晶 1 吕春菊 1 胡大力 1 夏利平 1★

［摘 要］ 目的 分析彩色多普勒超声检查在椎动脉型颈椎病（CSA）患者不同治疗手段疗效的分

析。方法 选取本院收治的 CSA 患者 80 例作为本次研究对象，将其随机分为实验组（40 例）与对照组

（40例）。比较分析两组患者治疗前、后椎动脉血流参数情况以及临床治疗的有效率。结果 实验组与

对照组对于收缩期峰值流速（PSV）、舒张末期流速（EDV）及阻力指数（RI）均有所改善，且实验组临床治

疗有效率优于对照组，差异具有统计学意义（r2=5.000 0，P<0.05）。结论 多普勒超声检查在椎动脉型颈

椎病患者综合治疗过程中具有较高的临床应用价值，能够清楚反映综合治疗的临床疗效。

［关键词］ 多普勒超声检查；椎动脉型颈椎病；综合治疗效果

Analysis of the effect of color Doppler ultrasound in the comprehensive
treatment of vertebral artery type cervical spondylopathy
WANG Chongqiang1，GONG Fengchao2，WANG Jing1，LV Chunju1，HU Dali1，XIA Liping1★

（1. Department of Ultrasound，the Second Affiliated Hospital of Shandong First Medical University，Taian，
Shandong，China，271000；2. Department of Neurology，the Second Affiliated Hospital of Shandong First
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［ABSTRACT］ Objective To aanalyze the effect of Doppler ultrasonography on the treatment of
patients with vertebral artery type cervical spondylopathy（CSA）. Methods Eighty patients with vertebral
artery type cervical spondylopathy admitted to our hospital were selected as the subjects of this study and
randomly divided into the experimental group（40 cases）and the control group（40 cases）. The parameters of
vertebral artery blood flow before and after treatment in two groups and the effectiveness of clinical treatment
were compared and analyzed. Results The experimental group and the control group have improved peak
systolic flow rate（PSV），end⁃diastolic flow rate（EDV）and resistance index（RI），and the clinical treatment
efficiency of the experimental group is better than the control group，the difference is statistically significant
（c2=5.00，P<0.05）. Conclusion Doppler ultrasound has high clinical application value in the comprehensive
treatment of patients with cervical spondylosis of vertebral artery type，and can clearly reflect the clinical
efficacy of comprehensive treatment.

［KEY WORDS］ Doppler ultrasonography；Cervical spondylopathy of vertebral artery type；Comprehen⁃
sive treatment effect
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地反映椎动脉血流参数情况，是当前临床首要诊

断方式之一［3］。本文将分析彩色多普勒超声检查

在椎动脉型颈椎病患者综合治疗过程中的疗效评

估方面的价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

在本院收治的 CSA 患者中选择 80 例作为本

次研究对象，接受治疗时间在 2018年 7月至 2019年
7月期间，随机将其分为实验组（40例）与对照组（40
例），分组方法采用数字随机分法。本次研究已获得

患者及其家属的知情，排除存在恶性肿瘤患者、精神

疾病患者以及认知障碍无法配合治疗的患者。其中

实验组中男女患者人数分别为 19例与 21例，患者年

龄为 19~81岁之间，平均为（48.32±5.04）岁；病程时

间在 15~21年之间，平均为（3.08±0.47）年。对照组

组中男女患者人数分别为 17例与 23例，患者年龄为

20~79岁之间，平均为（48.12±5.71）岁；病程时间在

15~20年之间，平均为（3.16±0.39）年。两组一般资

料比较差异无统计学意义（P>0.05）。
1.2 仪器与方法

采用日本佳能（Canon）公司 Toshiba Aplio500
彩 色 多 普 勒 超 声 诊 断 仪 ，探 头 频 率 7.5~13.0
MHz。患者取平卧位，在患者颈部放置软枕，并将

患者头放置于略向后仰、偏向检查的对侧状态，暴

露患者颈部。观察患者椎动脉起始段以及椎间段

血管的走向以及血流的方向，同时也要观察患者椎

动脉内膜是否存在斑块，并在椎动脉最狭窄部分进

行内径、收缩期峰值流速（Peak Systolic Velocity，
PSV）、舒张末期流速（End Diastolic Velocity，EDV）
以及阻力指数（Resistance Index，RI）的测量。由 2
名具有主治及以上资质的超声医师采用盲法分析

图像，若两者意见不统一时协商达成一致 。

对照组患者接受推拿按摩治疗方法，每天进

行 1次，连续治疗五天为一个疗程，一个疗程结束

后休息两天，连续治疗五个疗程。实验组患者在对

照组治疗方法基础上应用动态牵引治疗以及药物治

疗，其中动态牵引治疗每次治疗时间为 15~20 min，
每天进行 1次，连续治疗五天为一个疗程，一个疗程

结束后休息两天，连续治疗五个疗程。药物治疗使

用氯唑沙宗（国药准字H37022310），药物使用方式

为口服，每次服用剂量为 2片，每天服用 3次，连续治

疗十天为一个疗程［4］。

1.3 观察指标

比较观察两组患者治疗前后椎动脉血流参数

情况以及临床治疗有效率。椎动脉型颈椎病超声

诊断标准为，椎动脉内径小于 2.80 mm，PSV 低于

35.00 cm/s，EDV 低于 10.00 cm/s，RI 超过 0.70。临

床治疗有效率的评定参考患者的临床症状以及彩

色多普勒超声检查结果，其中患者临床症状以及

体征无明显改善，椎动脉超声检查结果显示患者

血流参数无显著改善，为治疗无效；患者临床症状

以及体征具有一定的好转，椎动脉超声检查结果

显示患者仰卧位时血流参数正常，旋颈时血流参

数为（±），为治疗显效；患者临床症状以及体征基

本消失，椎动脉超声检查结果显示仰卧位、旋颈时

椎动脉血流参数均正常，为治疗有效［5］。

1.4 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 23.0 进行数据分析。

组间年龄比较使用独立样本 t检验，组间计数资料

比较使用 c2检验或 Fish确切概率法。P<0.05表示

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 对比两组患者接受治疗前后右椎动脉血流参

数情况

在 80例椎动脉型颈椎病患者中，有 72例患者

椎动脉内径小于 2.80 mm；有 77 例患者 PSV 低于

35.00 cm/s，有 72 例患者 EDV 低于 10.00 cm/s，有
69例患者RI超过 0.70。两组患者治疗后右椎动脉

血流参数情况均明显优于治疗前，实验组患者接

受治疗后右椎动脉血流参数情况明显优于对照

组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 对比两组患者接受治疗前后左椎动脉血流参

数情况

两组患者治疗后左椎动脉血流参数情况均明

显优于治疗前，研究患者接受治疗后左椎动脉血

流参数情况明显优于对照组，差异具有统计学意

义（P<0.05）。见表 2。
2.3 对比两组临床治疗有效率

实验组临床治疗有效率与对照组对比，差异

具有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

3 讨论

目前临床尚未将 CSA 的发病机制阐述清楚，

主要认为是颈椎间盘突出或颈椎退变引起的失稳
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组别

实验组

对照组

t值
P值

n

40
40

Vs（cm/s）
治疗前

30.11±1.92
31.11±2.67

1.923
0.058

治疗后

32.57±1.27
35.21±1.06

10.093
0.000

Vd（cm/s）
治疗前

7.82±2.41
7.91±2.46

0.165
0.869

治疗后

16.23±1.47
11.27±1.36

15.664
0.000

RI
治疗前

0.74±0.07
0.75±0.08

0.595
0.553

治疗后

0.61±0.03
0.68±0.04

8.854
0.000

表 1 两组患者接受治疗前后右椎动脉血流参数比较（x ± s）

Table 1 Comparison of the blood flow parameters of the right vertebral artery before and after treatment in the two groups（x ± s）

组别

实验组

对照组

t值
P值

n

40
40

Vs（cm/s）
治疗前

34.12±2.89
33.11±1.83

1.867
0.065

治疗后

45.27±3.12
36.26±2.41

14.454
0.000

Vd（cm/s）
治疗前

10.72±2.49
9.91±2.47

1.460
0.148

治疗后

20.13±3.51
12.77±1.67

11.975
0.000

RI
治疗前

0.69±0.08
0.72±0.07

1.784
0.078

治疗后

0.55±0.04
0.64±0.05

8.889
0.000

表 2 两组患者接受治疗前后左椎动脉血流参数比较（x ± s）

Table 2 Comparison of the blood flow parameters of the left vertebral artery between the two groups before and after treatment（x±s）

组别

实验组

对照组

c2值

P值

n
40
40

无效

1（2.50）
7（17.50）

显效

8（20.00）
15（37.50）

有效

31（77.50）
18（45.00）

有效率

39（97.50）
33（82.50）

5.000
0.025

表 3 两组临床治疗有效率比较［n（％）］

Table 3 Comparison of the effectiveness of clinical
treatment between the two groups［n（％）］

注：A. 患者经过实验组治疗前血流频谱（PSV：36 cm/s，EDV：13

cm/s，RI：0.65）；B.患者经过实验组治疗后血流频谱（PSV：50 cm/s，

EDV：22 cm/s，RI：0.56）。

图 1 同一患者经过实验组治前、后血流频谱变化

Figure 1 Blood flow spectrum of the same patient before
and after treatment in the experimental group

AA BB

以及骨质退行性变化，从而导致颈椎出现肥大性增

生、刺激椎动脉周围的交感神经，继而导致椎动脉

发生反射性收缩，导致椎动脉管腔发生变化，影响

供血量［6⁃7］。椎⁃基底动脉系统构成了大脑半球的

后循环系统，是由走形于双侧椎间隙的椎动脉及

其汇合形成的基底动脉组成，供给丘脑、脑干及小

脑部分［8］。当椎⁃基底动脉系统缺血时累及包括前

庭、小脑等感觉神经元，从而产生眩晕症状［9］椎动

脉弯曲者常由颈椎间盘退行性变引起，导致椎动

脉血流量不同程度减少。椎动脉轻度的弯曲一般

无明显临床症状，如椎动脉明显扭曲可出现眩晕、

头痛等椎动脉供血不足表现，尤其在改变头部位

置或突然转颈时发生一过性脑供血不足［10］。

椎动脉血管造影是诊断 CSA 的“金标准”，但

因其有创性、费用较高，不适用于常规检查。彩色

多普勒超声检查可以将患者椎动脉内膜结构、血管

畸形、局部狭窄以及血管钙化等情况清楚的显示出

来，同时也可以通过结合射频形态来观察患者椎动

脉是否存在供血不足的情况［11］。本研究结果显示：

患者接受治疗后超声检查结果同临床症状的改善

症状具有一致性，表明彩色多普勒超声检查能够有

效的量化 CSA患者治疗期间的疗效。同时彩色超

声多普勒检查不会为患者带来创伤以及疼痛感，临

床费用不高，且操作方法简单，能够对患者进行反

复性、动态性观察。是目前临床工作中唯一一种不

具有创伤性的动脉血流速度检测方法，同时也是验

证CSA临床治疗效果的重要方式之一［12］。

推拿牵引能够发挥舒筋活络、解痉止痛及整

复错位的效果，对于理顺椎间隙的结构关系、缓解

椎⁃基底动脉系统血管痉挛与压迫、改善后循环缺

血情况，恢复颈椎椎间关节正常排列及椎动脉的

正常走行具有积极的影响［13］。王琳［14］等研究表明

通过观察椎动脉型颈椎病察治疗前后血流变化及

临床症状的改善以确定 CSA不同病变部位的最佳

牵引角度，以制定个体化治疗方案［10，15⁃16］。

本次研究结果也同时表明：推拿按摩、动态牵

引法配合药物的综合治疗方式在 CSA患者治疗中
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的临床效果更为显著，能够明显改善患者的临床

症状，改善患者后循环血流灌注压力。本研究结

论需经颅多普勒超声等动态资料的进一步支持，

从而发现 CSA 与后循环急性梗死、一过性眩晕等

颅内病变的相关性研究；虽然彩色多普勒超声检

查优点较多，但依然有其局限性。检查过程中对

于检查医师的手法和经验要求较高，特别是椎动

脉血流的显示与取样点角度的选择对测量参数都

存在较大的影响。

综上所述，彩色多普勒超声检查能够清楚反

映椎动脉型颈椎病患者综合治疗的临床疗效，从

而合理、有效的指导临床用药与治疗。
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β⁃珠蛋白基因CAP位点下游+43_+40（⁃AAAC）突变
的临床特征分析

王继成 杜丽 姚翠泽 秦丹卿 郭浩★

［摘 要］ 目的 通过分析 β⁃珠蛋白基因 5′UTR+43_+40（⁃AAAC）突变的携带者以及复合其他地

中海贫血突变患者的相关血液学特征来评估此突变的遗传效应。方法 应用血红蛋白电泳和血常规检

测对所有采集的外周血标本进行血液学指标分析，使用 PCR⁃流式荧光杂交法和 Sanger 测序进行珠蛋

白基因突变检测，对相关血液学参数进行统计分析。结果 共发现 39 例 β⁃珠蛋白基因 5′UTR+43_+40
（⁃AAAC）突变病例，其中有 8 例患 β⁃地中海贫血，9 例患 α⁃地中海贫血，1 例同时合并 α 和 β⁃地中海贫

血。统计分析结果表明，20 例有此突变的杂合子无贫血症状，除一孕妇病例外，MCV、MCH 等血液学

参数都正常。当合并其他地中海贫血突变时，也未改变相关血液学参数的水平。结论 5′UTR+43_+40
（⁃AAAC）突变可能是一种多态性，并不具有显著的生物学功能。

［关键词］ 5′UTR突变；β⁃地中海贫血；临床特征；多态性

Hematological analysis of +43_+40 （ ⁃AAAC） mutation in the 5′UTR of
β⁃globin gene
WANG Jicheng，DU Li，YAO Cuizhe，QIN Danqing，GUO Hao★

（Medical Genetics Center，Key Laboratory of Metabolic and Genetic Disease in Women and Children，Guang⁃
dong Women and Children Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，511442）

［ABSTRACT］ Objective To estimate genetic effect of +43_+40（⁃AAAC）mutation in the 5′UTR of
β ⁃globin gene by analyzed the hematology characteristics of carriers of this mutation and patients combined
with other thalassemia mutations. Methods Hemoglobin electrophoresis and blood routine test were per⁃
formed to analyze the hematological indexes of all peripheral blood samples，PCR⁃ Flow fluorescent hybridiza⁃
tion and Sanger sequencing were used to detect globin gene mutations，and the important hematology parame⁃
ters were statistically analyzed. Results 39 cases of +43_+40（⁃AAAC）in the 5′UTR of β⁃globin gene were
found. Among them，8 cases suffered from β ⁃thalassemia，9 cases suffered from α ⁃thalassemia，and 1 case
had both α and β ⁃thalassemia. The results of statistical analysis showed that 20 heterozygotes with this muta⁃
tion had no symptoms of anemia. Except for a pregnant case，the hematological parameters such as MCV and
MCH were normal. When other thalassemia mutations were combined，the level of related hematological pa⁃
rameters was not changed. Conclusion The 5′UTR+43_+40（⁃AAAC）mutation may be a polymorphism and
does not have significant biological functions.

［KEY WORDS］ 5′UTR mutation；β⁃thalassemia；Clinical characteristics；Polymorphism

地中海贫血（简称地贫）是一组常见于我国南

方地区的遗传性溶血性疾病，主要分为 α⁃地贫和

β ⁃地贫两类。β ⁃地贫是由于 β ⁃珠蛋白基因（he⁃

moglobin subunit beta，HBB）上编码区或非编码区

序列上的突变而引起 β⁃珠蛋白肽链合成减少或

缺失。与缺失型多见的 α⁃地贫不同，β⁃珠蛋白基
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因点突变是导致 β⁃地贫的主要原因。目前临床

上多使用液相芯片技术或聚合酶链反应结合反向

斑点杂交的方法（PCR⁃RDB）检测中国人最常见的

17 种 β⁃珠蛋白基因突变［1⁃3］，其中就包括 HBB：5′
UTR+43_+40（⁃AAAC），这种突变通常又被称为

CAP突变。1991年首次报道了中国人有此突变会

导致 β⁃地贫［4］，但此后多项研究通过描述携带此突

变的几个病例或几个家系的病例的临床表现，认为

CAP 突变可能只是一种多态性，并不具有明显的

生物学效应［5⁃6］。然而对于CAP突变的遗传效应的

认识，需要分析更多的杂合子以及复合其他地贫病

例的血液学表现，才更具代表性。因此本研究收集

CAP突变病例，并对相关血液学参数进行了统计分

析，报告如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2015 年至 2019 年就诊或送检于广东省

妇幼保健院医学遗传中心，经珠蛋白基因检测确

诊为 HBB：5′UTR+43_+40（⁃AAAC）突变的 39 例

患者。所有病例均为广东籍，年龄为（0.5~40）岁，

男女比例为 15∶24。对于合并其他 β⁃珠蛋白基因

突变的病例，通过对其家系的遗传分析来排除两

种突变发生在同一条染色体的情况。排除标准：

①红细胞结果明显异常提示有其他少见的珠蛋白

基因突变可能的病例；②通过血清铁蛋白检测显

示为缺铁性贫血的病例。

1.2 研究方法

1.2.1 红细胞参数分析

收集患者的外周血，用全自动血细胞分析仪

（日本希森美康株式会社，型号：SYSMEX XS⁃
1000i）对外周血进行包括血红蛋白量Hb及MCV、

MCH 等红细胞参数分析。采用全自动毛细管电

泳仪（法国 Sebia 公司，Capillary 2 Flex Piercing）完

成血红蛋白组分的分析。

1.2.2 珠蛋白基因诊断

采 用 QIAmp DNA Blood Mini Kit 试 剂 盒

（QIAGEN 公司）提取外周血基因组 DNA。应

用 PCR⁃流式荧光杂交法检测 3 种常见的缺失

型（⁃⁃SEA、⁃α3.7、⁃α4.2）和 3 种点突变型 α⁃地贫（CS、
QS、WS）及 17 种 β ⁃地贫突变，地中海贫血（α/β
型）基因检测试剂盒由中山大学达安基因股份有

限公司提供。使用 Sanger测序法对常规基因检测

显示阳性的病例进行进一步确定。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计软件对数据进行统计分

析，计量资料采用（x ± s）表示，计数资料采用（%）

表示。CAP突变合并 β⁃地贫组病例的参数与文献

报道的 β0⁃地贫杂合子病例的参数的比较采用 t检
验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 20 例 β⁃珠蛋白基因 CAP 突变的杂合子病例

的血液学参数

20例 CAP突变的杂合子均无贫血症状，Hb平

均值为（139.05±19.36）g/L。除病例 10 外，MCV、

MCH 等血液学指标均在正常范围内，其平均值分

别为 MCV：（88.68±3.94）fL 和 MCH：（29.69±1.72）
pg。HbA2的比值为（2.63±0.20）%。见表 1。
2.2 9例 β⁃珠蛋白基因CAP突变复合 β地贫病例

的血液学参数

与 β0⁃地贫杂合子相似，CAP突变复合 β0⁃地贫

时依然只有轻度的小细胞低色素性贫血的表现

（Hb：89⁃139 g/L），MCV、MCH和HbA2的水平与文

献报道［7］的 β0⁃地贫杂合子（MCV：64.98±3.89fL，
MCH：20.30±1.23pg，HbA2：5.56±0.89）相比，差异

无统计学意义（P>0.05）。见表 2。
2.3 10 例 β⁃珠蛋白基因 CAP 突变合并 α 地贫病

例的血液学参数

当 CAP 突变合并 α⁃地贫时，其血液学参数的

数值与单纯的 α+或 α0⁃地贫相比也无明显的差异。

见表 3。

3 讨论

β⁃珠蛋白基因 5′UTR的范围包括转录起始位

点和翻译起始密码子之间约 50bp 大小的区域，其

间已发现了多种变异，已被 HbVar 数据库收录

的包括+43_+40（⁃AAAC）、CAP +1（A>C）、+10
（⁃T）、+20（C>T）、+22（G>A）、+33（C>G）、+45
（G>C）等 7 种突变［8］。临床上通常使用红细胞参

数分析结合血红蛋白电泳来筛查地贫，对于

MCV< 82 fL 或 MCH<27 pg 及 Hb A2>3.5%的病例

考虑是 β⁃地贫的可能后再进行珠蛋白基因检测来

进一步确诊。而 β⁃珠蛋白基因 5′UTR区域的突变

杂合子多无血液学指标的明显异常，所以涵盖在

5′UTR 区域的+43_+40（⁃AAAC）突变就不容易被
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例号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

性别

女
男
男
女
女
女
女
女
男

年龄（岁）

27
22
5
25
28
35
25
33
6

β珠蛋白基因型

βCAP/βIVS⁃II⁃654

βCAP/βCD17

βCAP/βCD17

βCAP/βCD41⁃42

βCAP/βCD41⁃42

βCAP/βCD41⁃42

βCAP/βCD41⁃42

βCAP/βCD41⁃42

βCAP/βCD41⁃42

α珠蛋白基因型

αα/αα
⁃α3.7/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα

Hb（g/L）
89
139
109
102
100
101
110
106
113

MCV（fL)
67.6
65.5
56.4
61.3
64.8
61.0
64.0
65.0
60.2

MCH（pg)
21.9
20.0
17.6
20.4
20.4
19.5
19.4
23.2
22.3

Hb A2（%）

4.1
5.7
6.3
5.5
5.6
5.9
6.0
5.8
5.6

Hb F（%）

/
0.3
/

2.0
1.1
0.9
1.4
/
/

Hb A（%）

95.9
94.0
93.7
92.5
93.3
93.2
92.6
94.2
94.4

表 2 9例 β⁃珠蛋白基因CAP突变复合 β⁃地贫病例的血液学参数

Table 2 Hematological parameters of 9 cases of CAP mutation combined with β⁃thalassemia

例号

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

性别

男
女
女
女
男
男
女
男
女
女
女
男
女
女
男
女
女
男
男
男

年龄（岁）

40
25
27
31
35
26
26
29
28
29
30
28
22
35
28
25
24
32
23
28

β珠蛋白基因型

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

α珠蛋白基因型

αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα
αα/αα

Hb（g/L）
153
124
143
115
164
169
128
145
129
115
136
135
111
127
170
124
118
159
153
163

MCV（fL)
94.0
86.5
90.4
88.7
87.6
85.3
87.7
91.2
83.9
81.1
89.6
88.0
89.2
86.6
93.4
88.8
92.0
85.3
98.6
85.6

MCH（pg)
31.0
27.9
29.5
29.4
30.1
30.8
29.5
30.8
29.3
25.5
31.2
29.1
29.6
27.0
31.5
30.6
29.7
29.2
33.6
28.5

Hb A2（%）

2.7
2.5
2.4
2.9
2.4
2.3
2.7
2.8
2.8
2.1
2.8
2.7
2.7
2.7
2.9
2.5
2.6
2.6
2.7
2.7

Hb F（%）

/
/
/
/
/
/
/
/

0.1
/

0.7
/
/
/
/
/
/
/
/
/

Hb A（%）

97.3
97.5
97.6
97.1
97.6
97.7
97.3
97.2
97.1
97.9
96.5
97.3
97.3
97.3
97.1
97.5
97.4
97.4
97.3
97.3

表 1 20例 β⁃珠蛋白基因CAP突变的杂合子病例的血液学参数

Table 1 Hematological parameters of 20 cases of Heterozygote CAP mutation of HBB

例号

1
2
3
4
6
7
8
9
10

性别

女
女
女
女
男
男
女
女
男

年龄（岁）

21
27
24
37
0.5
28
32
32
10

β珠蛋白基因型

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

βCAP/βN

α珠蛋白基因型

⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα
⁃⁃SEA/αα
⁃α3.7/αα
⁃α4.2/αα
⁃⁃SEA/⁃α3.7

Hb（g/L）
117
100
121
95
104
148
132
123
91

MCV（fL）
63.8
66.2
69.1
68.9
61.0
75.3
86.6
79.7
52.6

MCH（pg）
21.3
21.6
21.1
21.1
19.8
22.8
27.6
26.4
15.8

Hb A2（%）

2.5
2.3
2.2
2.3
2.5
2.5
2.4
2.5
1.0

Hb F（%）

/
/
/
/

1.0
/
/
/

0.9

Hb A（%）

97.5
97.7
97.8
97.7
96.5
97.5
97.6
97.5
98.1

表 3 10例 β⁃珠蛋白基因CAP突变合并 α⁃地贫病例的血液学参数

Table 3 Hematological parameters of 10 cases of CAP mutation combined with α⁃thalassemia

发现。因此，收集多例此突变的病例，可对其血液

学参数进行统计分析提供可能。

国外已有在体外从转录水平对这些突变的

生物学效应进行研究的报道，并且认为 β⁃珠蛋白

基因 5′UTR 区域的突变多数只是沉默的突变，并

不具有显著的遗传效应［9⁃10］。这与本研究结果相

互验证。中间型 β⁃地贫的基因缺陷主要为 β+/β0

和 β+/β+两种。这种类型的 β⁃地贫的贫血程度和
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相关的血液学指标有很大的差异，可有轻度到中

重度的贫血［11］。HbVar 数据库收录的几种 β ⁃珠
蛋白基因 5′UTR 区域的突变多数显示为 β +⁃地
贫，当其合并其他 β0⁃地贫突变时，应该表现为中

间型 β ⁃地贫。另外，由于 α ⁃地贫的贫血程度与

α/β⁃珠蛋白肽链比例失衡的程度成正相关［12］，所

以当 α ⁃地贫合并 β ⁃地贫时，其贫血情况应该会

有改善。所以从 CAP 突变杂合子以及复合 α⁃地
贫或 β⁃地贫时的血液学表现来看，此突变很可能

只是一种多态性改变。至于本突变的首例报道的

患儿因重型地贫而死亡，推测可能当时由于检测

水平的限制，患儿携带的另一种少见的 β⁃地贫突

变没有被发现，从而误判 CAP 突变是一种致病

突变。

我国的南方省份是地贫的高发区，其中临床

上常规检测的 17 种 β⁃珠蛋白基因突变占我国南

方地区全部 β ⁃珠蛋白基因突变类型的 95%以

上［13⁃14］。但是对于 CAP突变这种没有遗传效应的

突变，可考虑排除在常规地贫检测范围内，从而纳

入其他的热点突变。由于没有理想的治疗方法，

婚前、孕前和产前筛查是预防中重型地贫患儿出

生的最有效措施。临床上，通常先对夫妻双方同

时进行血常规检测和血红蛋白电泳分析，若任一

方红细胞参数和血红蛋白组分有异常，夫妻双方

同时进行地贫基因检测［15⁃16］。如果夫妻双方分别

被诊断为 β0⁃地贫和 CAP突变杂合子，这时准确认

识和理解 CAP 突变的遗传效应，对产前诊断以及

遗传咨询可以提供重要的参考。

本研究通过对 CAP突变病例的血液学特征的

分析判断 CAP突变是一个没有遗传效应的多态性

位点。临床检验实践中，当发现一个新的突变类

型时，查找复合其他位点的突变、运用分子学方法

预测突变的意义以及通过临床病例的分析总结，

可初步判断此突变的生物学效应。
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基于TCGA数据集分析CDCA5在肺腺癌中的临床意
义与分子机制
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［摘 要］ 目的 研究细胞分裂周期相关蛋白 5（CDCA5）在肺腺癌中的表达、临床意义和分子作

用机制。方法 在癌症基因组图谱（TCGA）数据库中下载肺腺癌 RNA 测序数据和患者的临床资料，

使用 R 3.6.1软件提取并分析 CDCA5在肺腺癌组织和正常肺组织中的表达量，探究 CDCA5表达与患者

临床病理特征的联系。结合患者的生存资料，利用 cox 回归分析 CDCA5在肺腺癌患者中的预后作用。

使用基因集富集分析（GSEA）探索 CDCA5在肺腺癌中的分子作用机制。结果 在 TCGA肺腺癌数据集

（TCGA⁃LUAD）中，CDCA5在肺腺癌组织中的表达水平显著高于正常肺组织，差异具有统计学意义（P<
0.05）。高表达的CDCA5与肺腺癌患者的 TNM分期（P=0.003）和淋巴结浸润（P=0.016）显著相关。多因

素 cox 回归分析显示，CDCA5可以作为肺腺癌的独立预后指标（HR=1.28，95%CI：1.06~1.54，P=0.010）。

GSEA 分析结果表明，高表达的 CDCA5 主要参与细胞周期、DNA 复制、错配修复、同源重组、RNA 降解

以及 P53信号通路等。结论 CDCA5在肺腺癌组织中表达明显上调，并且与肺腺癌患者的恶性进展特

征相关，CDCA5可作为预测肺腺癌预后的新型分子标志物。

［关键词］ CDCA5；TCGA；肺腺癌；预后因子；GSEA

Analysis of clinical significance and molecular mechanism of CDCA5 in lung
adenocarcinoma based on TCGA data set
WANG Ping1，HUANG Ben2，FAN Wei1，LIU Jiacui2，CHENG Qingyuan2，DUAN Yiping2，CHEN
Liangyue2，MA Tiantian2，YU Mingxia2★

（1. Department of Pathology，Zhongnan Hospital of Wuhan University，Wuhan，Hubei，China，430071；
2..Gene Diagnosis Center，Zhongnan Hospital of Wuhan University，Wuhan，Hubei，China，430071）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expression，clinical significance and molecular mechanism of
cell division cycle associated protein 5（CDCA5）in lung adenocarcinoma. Methods The Cancer Genome
Atlas （TCGA） database was used to download the RNA sequencing data and clinical data of lung
adenocarcinoma patients. R 3.6.1 software was used to extract and analyze the expression of CDCA5 in lung
adenocarcinoma tissues and normal lung tissues. The correlation between CDCA5 expression and the
clinicopathological characteristics of the patients was explored. With the survival data of patients，cox
regression was conducted to analyze the prognostic effect of CDCA5 in lung adenocarcinoma patients. Gene Set
Enrichment Analysis （GSEA） was performed to explore the molecular mechanism of CDCA5 in lung
adenocarcinoma. Results In the TCGA lung adenocarcinoma dataset（TCGA⁃LUAD），the expression level of
CDCA5 in lung adenocarcinoma tissue was significantly higher than that in normal lung tissue，and the
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difference was statistically significant（P<0.05）. Highly expressed CDCA5 was significantly related to the TNM
staging（P=0.003）and lymph node infiltration（P=0.016）of patients with lung adenocarcinoma. Multivariate
cox regression analysis showed that CDCA5 can be used as an independent prognostic indicator of lung
adenocarcinoma（HR=1.28，95%CI：1.06~1.54，P=0.010）. GSEA analysis results show that the highly expressed
CDCA5 is mainly involved in cell cycle，DNA replication，mismatch repair，homologous recombination，RNA
degradation and P53 signaling pathway. Conclusion The expression of CDCA5 in lung adenocarcinoma
tissues is significantly up⁃regulated，and is related to the characteristics of malignant progression in patients with
lung adenocarcinoma. CDCA5 can be used as a new molecular marker for predicting the prognosis of lung
adenocarcinoma.

［KEY WORDS］ CDCA5；TCGA；Lung adenocarcinoma；Prognosis factor；GSEA

肺癌是常见的恶性肿瘤之一，研究表明，超过

半数的肺癌患者在中晚期才被确诊［1］。肺癌主要

包括两种组织性类型：小细胞肺癌和非小细胞肺

癌，其中肺腺癌是非小细胞肺癌中诊断最多的组织

学亚型［2］。尽管在研究发病机制和治疗方法方面取

得了一定的进展，肺腺癌仍然是最具侵袭性和最迅

速致命的类型，其 5 年生存率低于 20%［3］。细胞

分裂周期相关 5（cell division cycle associated 5，
CDCA5）是在细胞分裂周期中姐妹染色单体结合

和分离所必需的主要调节因子［4］。CDCA5保证了

减数分裂细胞和有丝分裂细胞中染色体的精确分

离，在DNA修复中起着重要的作用［5］。研究发现，

CDCA5与肿瘤的发生发展密切相关。CDCA5被证

实在乳腺癌、胃癌、结直肠癌等癌症中异常表达，且

与癌症患者的预后相关［6⁃8］。然而，关于CDCA5在

肺腺癌中的表达、临床意义、预后以及分子机制目

前尚无研究报道。因此，本研究通过数据挖掘癌

症基因组图谱（the Cancer Genome Atlas，TCGA）
数据库，分析 CDCA5 在肺腺癌中的表达，探究

CDCA5在肺腺癌中的表达与患者临床病理特征的

联系，结合患者的生存资料分析其预后价值，探索

其在肺腺癌中的分子作用机制。

1 材料与方法

1.1 数据资料的下载与处理

在TCGA数据库（https：//portal.gdc.cancer.gov/）
上下载 535例肺腺癌样本和 59例正常肺组织样本

RNA 测序数据（HTSeq ⁃FPKM，level 3）。使用 R
3.6.1软件将基因表达数据归一化处理，再进行 log2
转化用于后续分析。利用 R 3.6.1软件提取肺腺癌

样本和正常肺组织样本中 CDCA5 mRNA 的表达

量用于分析比较表达水平差异。此外，在 TCGA
数据库中下载肺腺癌患者的临床资料，包括患者

的年龄、性别、生存时间、生存状态、T 分期、N 分

期、M 分期、stage 分期。删除生存时间缺失和上

述任何一项临床特征不明确的患者数据。

1.2 CDCA5 表达与患者临床特征和预后的相关

性分析

根据CDCA5在肺腺癌患者中表达水平的中位

值，将肺腺癌患者划分为高表达组和低表达组。使

用 IBM SPSS Statistics 25.0 统计软件分析 CDCA5
表达与患者的年龄、性别、T分期、N分期、M分期、

stage 分 期 的 联 系 。 使 用 GEPIA 在 线 数 据 库

（http：//gepia.cancer⁃pku.cn/）和 OncoLnc 在线数据

库（http：//www.oncolnc.org/）分析 CDCA5与患者总

体生存率（overall survival，OS）的关系，使用 Ka⁃
plan Meier⁃plotter 在线数据库（https：//kmplot.com/
analysis/）分析 CDCA5 与患者总体生存率（overall
survival，OS）和进展后生存率（post progression
survival，PPS）的关系。根据 TCGA⁃LUAD 数据集

中肺腺癌患者的生存数据，结合 CDCA5 的表达

量，使用单因素和多因素 cox 回归分析 CDCA5 在

肺腺癌患者中的预后价值。

1.3 基因富集分析

使用 GSEA 4.0.2软件进行基因富集分析。以

MsigDB（Molecular Signature Database）数据库中的

c2.cp.kegg.v7.0.symbols.gmt 数据集作为功能基因

集。采用缺省加权富集统计的方法，随机组合次

数设 1 000 次。以 P<0.05 和错误发现率（false dis⁃
covery rate，FDR）小于 0.05 的基因集作为显著富

集的基因集。

1.4 统计学分析

使用 Mann⁃Whitney U 检验分析 CDCA5 在肺

腺癌样本和肺正常组织样本中的表达差异；使用

卡方检验分析 CDCA5 表达与患者临床特征的相

关性；生存分析使用 log rank检验；cox比例风险回
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归模型用于评价 CDCA5 的预后意义。以 P<0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 CDCA5在肺腺癌组织中表达显著上调

在 TCGA⁃LUAD 数据集中，肺腺癌组织的

CDCA5 表达水平显著高于正常组织，差异具有统

计学意义（P<0.05）（图 1A）。在 57 对配对的肺腺

癌组织和癌旁组织中分析发现，CDCA5 在肺腺

癌组织中显著上调，差异具有统计学意义（P<
0.05）（图 1B）。在 GEPIA 数据库中，共有 483 例

肺腺癌组织样本、347 例正常肺组织样本，结果也

显示 CDCA5 在肺腺癌组织中显著上调表达（P<
0.05）。图 1C。

2.2 CDCA5与肺腺癌患者临床病理特征的联系

相关性分析显示CDCA5在肺腺癌患者中的表

达与 Stage分期（P=0.003）和淋巴结浸润（P=0.016）
有关。见表 1。

2.3 CDCA5高表达提示患者预后不良

在 GEPIA 数据库中，CDCA5 的表达水平与

患者的总体生存率相关，高表达提示预后不良

（P=0.006）（图 2A）；OncoLnc 数据库分析结果显

示 CDCA5的表达也与患者的总体生存率相关（P=
0.003）（图 2B）；Kaplan Meier⁃plotter 数据库分析结

果表明高表达的CDCA5与肺腺癌患者的总体生存

率（HR=2.04，95%CI：1.72~2.42，P<0.05）（图 2C）和

进展后生存率（HR=1.67，95%CI：1.08~2.58，P=
0.020）正相关（图 2D）。

在 TCGA⁃LUAD数据集中，单因素 cox回归分

析结果显示，Stage 分期、T分期、N分期和 CDCA5
均可以作为肺腺癌潜在的预后因素（P<0.001）。

而多因素 cox 回归分析结果提示，只有 Stage 分期

（HR=1.90，95%CI：1.18~3.04，P=0.010）和 CDCA5
表达（HR=1.28，95%CI：1.06~1.54，P=0.010）可以

作为肺腺癌的独立预后因素。见表 2。
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较；C图为 CDCA5的表达分析。

图 1 CDCA5在肺腺癌组织和正常肺组织样本中的表达

差异分析

Figure 1 Differential analysis of CDCA5 expression in lung
adenocarcinoma and normal lung tissue samples

变量

年龄（岁）

性别

Stage分期

T分期

M分期

N分期

分类

≤60
>60
男
女

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ
T1+T2

T3+T4

M0

M1

N0+N1

N2+N3

低表达

46（42.20）
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73（44.51）
94（55.29）
138（54.55）
29（35.80）
147（50.87）
20（44.44）
160（51.12）
7（33.33）

149（52.84）
18（34.62）

高表达

63（57.80）
104（46.22）
91（55.49）
76（44.71）
115（45.45）
52（64.20）
142（49.13）
25（55.56）
153（48.88）
14（66.67）
133（47.16）
34（65.38）

c2值

3.936

3.881

8.622

0.642

2.490

5.831

P值

0.047

0.049

0.003

0.423

0.115

0.016

表 1 CDCA5表达与患者临床特征的相关性分析［n（%）］

Table 1 Correlation analysis of clinical characteristics
between CDCA5 expression and patients［n（%）］
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图 2 CDCA5与肺腺癌患者预后的相关性分析

Figure 2 Prognosis analysis between CDCA5 expression and
lung adenocarcinoma

因素

年龄
性别

Stage分期
T分期
M分期
N分期
CDCA5

单因素 cox回归分析

HR值

1.00
0.98
1.64
1.59
1.70
1.77
1.38

95%CI
0.98~1.02
0.69~1.41
1.39~1.93
1.28~1.97
0.93~3.09
1.45~2.17
1.16~1.65

P值

0.990
0.930
<0.001
<0.001
0.080
<0.001
<0.001

多因素 cox回归分析

HR值

1.01
0.88
1.90
1.19
0.43
0.96
1.28

95%CI
0.99~1.03
0.61~1.27
1.18~3.04
0.94~1.51
0.12~1.48
0.64~1.44
1.06~1.54

P值

0.270
0.480
0.010
0.160
0.180
0.850
0.010

表 2 单因素和多因素 cox回归分析

Table 2 Univariate and multivariate cox regression analysis
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2.4 GESA富集分析结果

GSEA分析结果显示，CDCA5主要参与了 22条
信号途径（P<0.05，FDR<0.05）。其中包括了细胞周

期、DNA 复制、错配修复、同源重复、RNA 降解和

P53信号通路等和致癌相关的途径。见表 3、图 4。

3 讨论

细胞分裂周期相关（cell division cycle⁃associat⁃
ed，CDCA）蛋白家族由 8个成员组成（CDCA1⁃8）。

其中 CDCA5 基因位于染色体 11q13.1，它在间期

细胞的细胞核中表达，在有丝分裂中从染色质中

分散，并与内聚蛋白复合物相互作用［4，9⁃11］。在培

养的细胞中，敲除 CDCA5 会导致有丝分裂停滞

和姐妹染色单体粘聚失败［12］。CDCA5 是姐妹染

色单体粘聚和分离的主要调节因子，主要作用是

稳定姐妹染色单体，调节有丝分裂，维持基因组

的完整性和稳定性［4］。研究表明，细胞分裂过程

中的障碍会导致癌症的发生［13⁃14］，因此 CDCA5 在

肿瘤的发生发展中的作用也受到了研究者的关

注［15⁃17］。然而，目前对 CDCA5 在肺腺癌中的研究

鲜有报道。

Phan 等研究者［6］通过利用生物信息学分析发

现，CDCA5 在乳腺癌组织中异常表达，高表达

CDCA5的患者 3年生存率低于 50%。在肝细胞癌

组织中，CDCA5 mRNA 和蛋白表达也明显均高于

正常组织，且与患者的组织学分级、肿瘤大小和

TNM分期等显著相关［15⁃ 18］；Kaplan⁃Meier生存分析

显示，CDCA5 表达升高的患者的总体生存率较

短［19］。机制分析表明，CDCA5可以通过AKT通路

促进肝细胞癌细胞增殖，从而促进了肿瘤发

基因集

细胞周期
剪接体

卵母细胞减数分裂
嘧啶代谢

乙醛酸和二羧酸代谢
DNA复制

碱基切除修复
孕酮介导的卵母细胞成熟

错配修复
同源重组

核苷酸切除修复
蛋白酶体

叶酸一碳库
N⁃聚糖生物合成

RNA降解
氨酰氨的生物合成

致病性大肠杆菌感染
嘌呤代谢

半胱氨酸和蛋氨酸代谢
P53信号通路
基底转录因子
戊糖磷酸途径

富集
分数
0.740
0.700
0.550
0.570
0.790
0.870
0.720
0.540
0.810
0.780
0.660
0.800
0.730
0.560
0.610
0.660
0.560
0.440
0.570
0.490
0.590
0.610

标准化
富集分数

2.470
2.300
2.180
2.150
2.140
2.130
2.130
2.110
2.070
2.070
2.060
2.050
2.020
1.980
1.970
1.960
1.960
1.940
1.930
1.890
1.860
1.830

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
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.004
0.006

FDR

0.000
0.000
0.001
0.001
0.002
0.001
0.001
0.002
0.003
0.003
0.003
0.003
0.004
0.007
0.007
0.008
0.008
0.010
0.010
0.015
0.019
0.026

表 3 GSEA富集分析结果

Table 3 Results of GSEA enrichment analysis

图 4 CDCA5基因高表达样本相关富集基因集

Figure 4 High expression of CDCA5 gene in samples correlated with enrichment of gene sets
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生［20］。在胃癌中，CDCA5可以通过影响 Cyclin E1
的表达而影响细胞周期，在胃癌的进展中起到关

键作用［7］。CDCA5 还可以通过激活 ERK 信号通

路促进结直肠癌进展［8］。高表达的CDCA5也与上

尿路和膀胱尿路上皮癌患者的疾病特异性生存

（disease free survival，DSS）和无转移生存（meta⁃
static free survival，MeFS）显著相关［5］。这些研究

结果都表明了 CDCA5 在肿瘤中扮演了重要的角

色，可作为人类肿瘤的新型分子标志物。

本研究利用 GESA 分析发现，CDCA5 在肺腺

癌中参与多种分子途径，因此沉默 CDCA5 的表

达，阻断 CDCA5介导的致癌途径或许也可成为肺

腺癌的治疗策略。

综上所述，CDCA5 在肺腺癌中异常表达上

调，并与肺腺癌患者的恶性进展相关，高表达的

CDCA5 提示患者预后不良。CDCA5 可以作为肺

腺癌的独立预后因素，并且有望成为肺腺癌治疗

的分子策略。
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miR⁃766⁃3p调控肺癌细胞增殖、迁移、侵袭的分子机制

郭喜喜★ 王振华 胡红军 张立国

［摘 要］ 目的 探讨微小 RNA（miR⁃766⁃3p）对肺癌细胞增殖、迁移、侵袭的影响及其作用机制。

方法 采用 qRT⁃PCR 与免疫组化分别检测肺癌组织及癌旁组织中miR⁃766⁃3p、KIFC1的表达。体外培

养肺癌细胞A549，利用脂质体试剂 Lipofectamine2000将miR⁃766⁃3p mimics、si⁃KIFC1转染至A549细胞，

MTT检测细胞活力；Transwell小室实验检测细胞迁移及侵袭能力；双荧光素酶报告实验验证miR⁃766⁃3p
与 KIFC1的靶向关系。结果 miR⁃766⁃3p在肺癌组织中的表达水平显著低于癌旁正常组织，差异有统

计学意义（P<0.05），KIFC1的表达水平显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）。miR⁃766⁃3p过表达与抑

制 KIFC1 的表达后，细胞活力显著降低，迁移与侵袭细胞数显著减少，差异有统计学意义（P<0.05）。

结论 miR⁃766⁃3p可通过降低肺癌细胞中KIFC1的蛋白水平从而抑制细胞增殖、迁移及侵袭能力。

［关键词］ miR⁃766⁃3p；KIFC1；肺癌；增殖；迁移；侵袭

The molecular mechanism of miR⁃766⁃3p inhibiting lung cancer cell prolifera⁃
tion，migration and invasion
GUO Xixi★，WANG Zhenhua，HU Hongjun，ZHANG Liguo
（Department of Thoracic Oncology，Xinxiang Central Hospital，Xinxiang，Henan，China，453000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of microRNA（miR⁃766⁃3p）on proliferation，mi⁃
gration and invasion of lung cancer cells and its mechanism. Methods Real ⁃ time quantitative polymerase
chain reaction（qRT⁃PCR）and Western blot were used to detect the expression of miR⁃766⁃3p and kinesin 1
（KIFC1）in lung cancer tissues and adjacent tissues. The lung cancer cell A549 was cultured in vitro，and miR⁃
766⁃3p mimics，KIFC1 small interfering RNA（si⁃KIFC1）and their respective negative controls were transfect⁃
ed into A549 cells respectively using liposome reagent Lipofectamine 2000. MTT was used to detect cells vitali⁃
ty. The Transwell chamber assay detects cell migration and invasion. The dual luciferase reporter assay validated
the targeting relationship between miR⁃766⁃3p and KIFC1. Results The expression level of miR⁃766⁃3p in
lung cancer tissues was significantly lower than that in adjacent normal tissues（P<0.05），and the expression lev⁃
el of KIFC1 was significantly increased（P<0.05）. After miR⁃766⁃3p overexpression and inhibition of KIFC1 ex⁃
pression，compared with the negative control group，the cell viability was significantly decreased，the number
of migration and invasion cells was significantly decreased（P<0.05）. Conclusion miR⁃766⁃3p inhibits cell
proliferation，migration and invasion by reducing the protein level of KIFC1 in lung cancer cells.

［KEY WORDS］ miR⁃766⁃3p；KIFC1；Lung cancer；Proliferation；Migration；Invasion

肺癌是临床常见恶性肿瘤之一，调查研究显

示，肺癌发病率与死亡率逐年上升，其中非小细胞

肺癌是肺癌的主要病理类型，由于肺癌早期诊断

准确率较低导致大部分患者确诊时已处于中晚

期［1⁃2］。因而寻找早期诊断肺癌的分子标志物具有

重要意义。miRNA在肺癌组织及细胞系中异常表

达，并可影响肿瘤发生发展进程［3⁃4］。miR⁃766⁃3p
在肝癌、肾癌中低表达，上调miR⁃766⁃3p的表达可
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抑制肿瘤进展［5⁃6］。TargetScan 预测显示 KIFC1 可

能是 miR⁃766⁃3p 的靶基因，研究表明 KIFC1 在肺

癌组织中上调表达，并可参与肺癌发生过程［7］。

但 miR⁃766⁃3p 是否可通过调控 KIFC1 的表达从

而参与肺癌发生发展过程尚未可知。本研究主要

通过上调 miR⁃766⁃3p 的表达分析其对肺癌细胞

增殖、迁移及侵袭的影响，探究其对 KIFC1 的调

控作用。

1 材料与方法

1.1 一般资料

收集 2017 年 10 月至 2018 年 10 月本院收治

的 25 例肺癌患者为研究对象，所有患者均经病

理证实为肺癌，其中男 15 例，女 10 例，年龄为

56~70 岁，平均年龄为（63.38±6.15）岁，所有患者

均接受手术治疗，术前均未接受放疗或化疗，于

术中切除肺癌组织及癌旁组织（>5 cm）标本，置

于液氮中保存，术后转移至-80℃超低温冰箱保

存。本研究经本院伦理委员会批准，所有患者知

情且签署同意书。

1.2 材料与试剂

肺癌细胞A549购自美国ATCC细胞库。miR⁃
766⁃3p mimics、miR⁃NC、anti⁃miR⁃766⁃3p、anti⁃miR⁃
NC、si⁃KIFC1、si⁃NC 购自广州锐博生物科技有限

公司；Trizol、反转录试剂盒、SYBR Green 试剂盒

购自日本 TaKaRa 公司；MTT 购自北京鼎国昌盛

生物技术有限责任公司；Transwell 小室购自美国

Corning 公司；Mgtrigel 基质胶购自美国 BD 公司；

双荧光素酶报告基因载体购自美国 Thermo Fish⁃
er Scientific 公司；兔抗人 CyclinD1、MMP⁃2、P21、
E ⁃ cadherin 抗 体 购 自 美 国 CST 公 司 ；兔 抗 人

KIFC1 抗体购自上海允麦生物科技有限公司；

HRP 标记的山羊抗兔二抗购自武汉博士德生物

工程有限公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞转染及实验分组

A549 细胞接种于 24 孔板，分别将 miR⁃NC、

miR⁃766⁃3p mimics、si⁃NC、si⁃KIFC1、anti⁃miR⁃NC、

anti⁃miR⁃766⁃3p、miR⁃766⁃3p mimics与 pcDNA3.1、
miR⁃766⁃3p mimics 与 pcDNA3.1 ⁃ KIFC1 转染至

A549 细胞，分别记作 miR⁃NC 组、miR⁃766⁃3p 组、

si⁃NC 组、si⁃KIFC1 组、anti⁃miR⁃NC 组、anti⁃miR⁃
766⁃3p组、miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1组、miR⁃766⁃3p+

pcDNA3.1⁃ KIFC1组。

1.3.2 qRT⁃PCR检测细胞中miR⁃766⁃3p的表达水平

采用 Trizol 法提取肺癌组织、癌旁组织及

A549 细 胞 总 RNA，参 照 反 转 录 试 剂 盒 合 成

cDNA，以 cDNA 为模板，参照 SYBR Green 试剂

盒配置 qRT⁃PCR 反应体系，计算 miR⁃766⁃3p 相

对表达量。

1.3.3 肺癌组织中KIFC1蛋白阳性表达

制备肺癌组织石蜡切片，在不同浓度乙醇中

脱水后放置在柠檬酸盐溶液中 20 min，PBS 清洗

后，滴加 3%过氧化氢溶液室温下反应 25 min，PBS
清洗后，滴加山羊血清反应 15 min，加入稀释后

的 KIFC1 一抗，放置 4℃冰箱中过夜，PBS 清洗，

加入二抗辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG，室

温下反应 2 h，加入 DAB 显色液进行显色反应，

苏木素复染，在不同浓度的乙醇中进行脱水处

理，滴加二甲苯，中性树脂进行封片，置于显微镜

下进行观察。

1.3.4 MTT检测细胞增殖

收集各组对数生长期 A549 细胞（3×104 个/
mL）接种于 96 孔板（100 μL/孔），分别于转染

24、48、72 h 时每孔中加入 20 μL MTT 溶液，室

温孵育 4 h，弃上清，每孔加入 150 μL DMSO，匀

速振荡 10 min，应用酶标仪检测各孔光密度值

（OD 490 nm）。

1.3.5 Transwell实验检测细胞迁移与侵袭

细胞迁移实验：取对数生长期 A549 细胞（5×
104 个/mL）加 入 上 室（200 μL/孔），下 室 加 入

DMEM 培养液（600 μL/孔），培养 24 h，多聚甲醛

固定 10 min，0.1%结晶紫染液染色 10 min，观察迁

移细胞数。细胞侵袭实验：预冷培养液稀释Matri⁃
gel 基质胶后加入上室（40 μL/孔），孵育 5 h，后续

步骤同细胞迁移实验。

1.3.6 双荧光素酶报告基因检测

TargetScan 预测显示 KIFC1 的 3′UTR 区存

在 miR⁃766⁃3p 的结合位点，构建含有结合位点

的野生型载体 WT⁃ KIFC1，构建含有突变位点

的 突 变 型 载 体 MUT ⁃ KIFC1，取 对 数 生 长 期

A549 细 胞 ，WT⁃ KIFC1、MUT⁃ KIFC1 分 别 与

miR⁃766⁃3p mimics、miR⁃NC 共转染至 A549 细

胞，参照 Lipofectamine2000 试剂说明书进行转

染，根据双荧光素酶报告基因检测试剂盒检

测荧光素酶活性。
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1.3.7 Western blot 检测 Cyclin D1、MMP⁃2、P21、
E⁃cadherin蛋白表达

取各组 A549细胞，加入蛋白裂解液提取细胞

总蛋白，采用 BCA法测定蛋白浓度，经 SDS⁃PAGE
分离蛋白（30 μg 蛋白上样量），转膜，封闭 2 h，孵
育一抗稀释液（1∶1 000），4℃孵育过夜，孵育二抗

稀释液（1∶2 000），室温孵育 1 h，显影，定影，应用

ImageJ软件分析各条带灰度值。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 21.0 统计学软件分析数据，计量资

料以（x ± s）表示且均符合正态分布，两组间比较采

用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 LSD⁃t检验，以 P<0.05为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃766⁃3p、KIFC1 在癌旁组织和肺癌组织

中的表达

与癌旁组织相比，肺癌组织中 miR⁃766⁃3p 的

表达水平［（1.05±0.10）vs（0.24±0.02）］显著降低，

差异有统计学意义（P<0.05），KIFC1蛋白表达量显

著升高，差异有统计学意义（P<0.05），见图 1。

2.2 过表达miR⁃766⁃3p对细胞A549增殖、迁移、

侵袭的影响

与 miR⁃NC 组比较，miR⁃766⁃3p 组 A549 细胞

活力及 Cyclin D1、MMP⁃2 蛋白表达量显著降

低，迁移与侵袭细胞数显著减少，差异有统计学

意义（P<0.05），P21、E⁃cadherin 蛋白表达量显著

升高，差异有统计学意义（P<0.05），见图 2、表 1、
表 2。

2.3 miR⁃766⁃3p靶向、调控KIFC1
TargetScan 预测显示 KIFC1 的 3′ UTR 含有

miR⁃766⁃3p的互补序列，见图 3。miR⁃766⁃3p过表

达可降低 WT⁃ KIFC1 的荧光素酶活性（P<0.05），

而对 MUT⁃ KIFC1 荧光素酶活性无明显影响（P>
0.05）。miR⁃766⁃3p过表达可降低KIFC1蛋白水平

（P<0.05），抑制 miR⁃766⁃3p 表达可提高 KIFC1 蛋

白水平（P<0.05）。

分组

miR⁃NC
miR⁃766⁃3p

t值
P值

n

9
9

miR⁃766⁃3p

0.22±0.02
0.81±0.08a

21.464
0.000

Cyclin D1

0.74±0.07
0.24±0.02a

20.604
0.000

P21

0.15±0.01
0.63±0.06a

23.674
0.000

细胞活性（490 nm）
24 h

0.46±0.04
0.27±0.03a

11.400
0.000

48 h
0.78±0.08
0.38±0.04a

13.416
0.000

72 h
1.03±0.10
0.47±0.05a

15.026
0.000

表 1 过表达miR⁃766⁃3p对细胞A549增殖的影响（x ± s）

Table 1 Effects of overexpression of miR⁃766⁃3p on proliferation of A549 cells（x ± s）

注：与miR⁃NC组比较，aP<0.05。

图 1 肺癌和癌旁组织的病理图（HE，×200）
Figure 1 Pathological features of lung cancer and normal

tissues（HE，×200）

癌旁组织 肺旁组织

E⁃cadherin 97 kDa
MMP⁃2 74 kDa

GAPDH 40 kDa
Cyclin D1 34 kDa

P21 18 kDa

250

130

100
70
55

35
25

15

10

1 2 3

注：1. Maker；2. miR⁃NC；3. miR⁃766⁃3p。

图 2 过表达miR⁃766⁃3p对细胞A549增殖、迁移、侵袭

蛋白表达的影响

Figure 2 Effects of miR⁃766⁃3p overexpression on
proliferation，migration and invasion protein expression of

A549 cells

分组

miR⁃NC
miR⁃766⁃3p

t值
P值

n
9
9

E⁃cadherin
0.23±0.02
0.82±0.08a

21.464
0.000

MMP⁃2
0.85±0.08
0.32±0.03a

18.610
0.000

迁移细胞数

150±15.2
66±6.83a

15.122
0.000

侵袭细胞数

139±14.1
58±6.21a

15.772
0.000

表 2 过表达miR⁃766⁃3p对细胞A549迁移、侵袭的影响

（x ± s）

Table 2 Effects of overexpression of miR⁃766⁃3p on
migration and invasion of A549 cells（x ± s）

注：与mir⁃nc组比较，aP<0.05。
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2.4 抑制 KIFC1 对细胞 A549 增殖、迁移、侵袭的

影响

与 si⁃NC组比较，si⁃KIFC1组A549细胞活力及

Cyclin D1、MMP⁃2蛋白表达量显著降低（P<0.05），

迁移与侵袭细胞数显著减少（P<0.05），P21、E⁃cad⁃
herin蛋白表达量显著升高（P<0.05），见表 3、表 4。

图 3 miR⁃766⁃3p和KIFC1的互补序列

Figure 3 miR⁃766⁃3p targets and regulated KIFC1

分组

si⁃NC
si⁃KIFC1

t值
P值

n

9
9

KIFC1

0.85±0.08
0.40±0.04a

15.094
0.000

Cyclin D1

0.72±0.07
0.31±0.03a

16.151
0.000

P21

0.13±0.01
0.50±0.05a

21.769
0.000

细胞活性（490 nm）
24 h

0.47±0.04
0.32±0.03a

9.000
0.000

48 h
0.79±0.08
0.43±0.04a

12.075
0.000

72 h
1.05±0.10
0.56±0.05a

13.148
0.000

表 3 抑制KIFC1对细胞A549增殖的影响（x ± s）

Table 3 Effects of KIFC1 inhibition on proliferation of A549 cells（x ± s）

注：与 si⁃NC组比较，aP<0.05。

分组

siNC
si⁃KIFC1

t值
P值

n

9
9

E⁃cadherin

0.22±0.02
0.68±0.07a

18.956
0.000

MMP⁃2

0.84±0.08
0.45±0.04a

13.081
0.000

迁移
细胞数
152±15.2
76±7.63a

13.406
0.000

侵袭
细胞数
142±14.1
69±7.11 a

13.869
0.000

表 4 抑制KIFC1对细胞A549迁移、侵袭的影响（x ± s）

Table 4 Effects of KIFC1inhibition on migration and
invasion of A549 cells（x ± s）

2.5 过表达 KIFC1 能逆转 miR⁃766 ⁃3p 对细胞

A549增殖、迁移、侵袭的抑制作用

相较于 miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1 组，miR⁃766⁃
3p+pcDNA3.1⁃ KIFC1 组细胞活力及 Cyclin D1、
MMP⁃2 蛋白表达量显著升高（P<0.05），迁移与侵

袭细胞数显著增加（P<0.05），P21、E⁃cadherin 蛋白

表达量显著降低（P<0.05），见图 4、表 5、表 6。

3 讨论

本研究结果显示肺癌组织中miR⁃766⁃3p的表

达水平显著低于癌旁正常组织，提示 miR⁃766⁃3p

在肺癌发生及发展过程中可能发挥重要调控作

用。研究表明miR⁃766⁃3p在肝细胞癌细胞中呈低

表达，并可通过靶向 Wnt3a 表达而抑制肝细胞癌

进展［8］。研究表明miR⁃766⁃3p低表达可能参与结

肠癌发生过程［9］。相关报道指出miR⁃766⁃3p表达

1 2 3 4 5

250

130

100
7070
55

35
25

15

10

E⁃cadherin 97 kDa
MMP⁃2 74 kDa

GAPDH 40 kDa
Cyclin D1 34 kDa

P21 18 kDa

注：1. Maker；2. miR⁃NC；3. miR⁃766⁃3p；4. miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1；5. miR⁃

766⁃3p+pcDNA3.1⁃KIFC1。

图 4 过表达KIFC1能逆转miR⁃766⁃3p对细胞A549增
殖、迁移、侵袭蛋白表达的作用

Figure 4 Overexpression of KIFC1 can reverse the effect of
miR⁃766⁃3p on proliferation，migration and invasion protein

expression of A549 cells

分组

miR⁃NC
miR⁃766⁃3p

miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1
miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1⁃ KIFC1

F值
P值

n

9
9
9
9

KIFC1

0.82±0.08
0.38±0.04a

0.36±0.04
0.67±0.07b

125.855
0.000

Cyclin D1

0.73±0.07
0.23±0.02a

0.24±0.02
0.58±0.06b

242.194
0.000

P21

0.14±0.01
0.61±0.06a

0.62±0.06
0.20±0.02b

311.494
0.000

细胞活性（490 nm）
24 h

0.47±0.04
0.26±0.03a

0.28±0.03
0.38±0.04b

67.860
0.000

48 h
0.78±0.08
0.36±0.04a

0.35±0.04
0.65±0.06b

125.546
0.000

72 h
1.05±0.10
0.48±0.05a

0.47±0.05
0.89±0.09b

133.961
0.000

表 5 过表达KIFC1能逆转miR⁃766⁃3p对细胞A549增殖的抑制作用（x ± s）

Table 5 Overexpression of KIFC1 can reverse the inhibitory effect of miR⁃766⁃3p on A549 cell proliferation（x ± s）

注：与miR⁃NC组比较，aP<0.05；与miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1组比较，bP<0.05。
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量降低可能与非小细胞肺癌紫杉醇耐药性有

关［10］。本研究结果显示，miR⁃766⁃3p 过表达可显

著降低肺癌细胞活力，减少迁移及侵袭细胞数，

提示 miR⁃766⁃3p 过表达可能抑制肺癌细胞增殖、

迁移及侵袭。为进一步验证 miR⁃766⁃3p 过表达

对肺癌细胞增殖、迁移及侵袭的影响，本研究采

用 Western blot 法检测增殖、迁移及侵袭相关蛋

白表达，结果显示 miR⁃766⁃3p 过表达可明显抑制

Cyclin D1 的表达，并可促进 P21 的表达。同时研

究表明 E⁃cadherin 表达水平降低可促进上皮 ⁃间
质 转 化（EMT）进 而 促 进 肿 瘤 细 胞 迁 移 及 侵

袭［11］。下调 MMP⁃2 的表达可抑制肺癌细胞迁移

及侵袭能力［12］。本研究结果显示，miR⁃766⁃3p 过

表达可促进 E⁃cadherin 的表达，而抑制 MMP⁃2 的

表达，提示 miR⁃766⁃3p 过表达能够抑制肺癌细胞

增殖、迁移及侵袭。本研究从体外细胞实验证实

miR⁃766⁃3p 过表达可减弱肺癌细胞增殖、迁移及

侵袭能力。

为进一步探究 miR⁃766⁃3p 调控肺癌细胞生

物学行为的分子机制，本研究通过双荧光素酶报

告实验证实 KIFC1 是 miR⁃766⁃3p 的靶基因。研

究表明 KIFC1 可通过调节 HMGA1 的表达从而

促进肝细胞癌发生发展［13］。研究表明驱动蛋

KIFC1 可通过激活 Akt /GSK3β 信号传导及促进

EMT 转化从而促进膀胱癌细胞增殖及转移［14］。

相关报道指出 miR⁃135a 可通过靶向抑制 KIFC1
的表达从而抑制胃癌发生发展［15］。本研究结果

显示，肺癌组织中 KIFC1 的表达水平升高，提示

KIFC1 在肺癌发生及发展过程中可能发挥癌基

因作用。本研究进一步分析显示，抑制 KIFC1 的

表达可明显降低肺癌细胞活力，并可减少肺癌细

胞迁移及侵袭细胞数，提示抑制 KIFC1 的表达可

减弱肺癌细胞增殖、迁移及侵袭能力。同时，本

研究将 miR⁃766⁃3p 过表达与 KIFC1 过表达共同

处理肺癌细胞，结果显示，肺癌细胞活力明显增

强，迁移及侵袭细胞数目明显增多，并可促进

Cyclin D1、MMP⁃2 的表达，而抑制 P21、E⁃cadherin
的表达，提示 KIFC1 过表达能逆转 miR⁃766⁃3p 过

表达对肺癌细胞增殖、迁移、侵袭的抑制作用。

本研究从体外细胞实验证实 miR⁃766⁃3p 过表达

可通过抑制 KIFC1 的表达从而降低肺癌细胞增

殖、迁移及侵袭能力。

综上所述，miR⁃766⁃3p 可抑制肺癌细胞增殖、

迁移及侵袭，其主要通过负向调控靶基因 KIFC1
的表达而发挥作用，可为肺癌的基因治疗提供潜

在靶点。

参考文献
［1］ 郑秋青，毛伟敏，谢发君 . EML4⁃ALK融合基因⁃非小细胞

肺癌治疗的新靶点［J］. 分子诊断与治疗杂志，2015，7

（1）：50⁃54.

［2］ 梁委军，覃世逆，袁天柱，等 . 蛋白质组学在肺癌相关标

志物挖掘中的应用［J］. 分子诊断与治疗杂志，2017，9

（4）：289⁃292.

［3］ 张增强，叶永康，李牧，等 . 微小 RNA⁃224 对前列腺癌细

胞生物学行为的影响［J］. 中华生物医学工程杂志，2016，

20（1）：7⁃11.

［4］ 唐夏莉，焦德敏，陈君，等 . miRNA⁃126对肺癌 A549细胞

的增殖、迁移、侵袭及 EGFR/AKT/mTOR 信号通路的影响

［J］. 中国病理生理杂志，2016，32（3）：458⁃463.

［5］ Liu L，Qi X，Gui Y，et al. Overexpression of circ_0021093

circular RNA forecasts an unfavorable prognosis and facili⁃

tates cell progression by targeting the miR ⁃ 766 ⁃ 3p/MTA3

pathway in hepatocellular carcinoma［J］. Gene，2019，714

（5）：143992⁃144004.

［6］ Chen C，Xue S，Zhang J，et al. DNA⁃methylation⁃mediated

repression of miR⁃766⁃3p promotes cell proliferation via tar⁃

geting SF2 expression in renal cell carcinoma［J］. Int J Can⁃

cer，2017，141（9）：1867⁃1878.

分组

miR⁃NC
miR⁃766⁃3p

miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1
miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1⁃ KIFC1

F值
P值

n
9
9
9
9

E⁃cadherin
0.21±0.02
0.82±0.08a

0.84±0.08
0.28±0.03b

293.511
0.000

MMP⁃2
0.84±0.08
0.33±0.03a

0.31±0.03
0.70±0.07b

194.657
0.000

迁移细胞数

152±15.2
65±6.83a

66±6.81
121±12.3b

139.399
0.000

侵袭细胞数

139±14.1
59±6.21a

57±6.05
114±11.6b

147.064
0.000

表 6 过表达KIFC1能逆转miR⁃766⁃3p对细胞A549迁移、侵袭的抑制作用（x ± s）

Table 6 Overexpression of KIFC1 can reverse the inhibitory effect of miR⁃766⁃3p on migration and invasion of A549 cells
（x ± s）

注：与miR⁃NC组比较，aP<0.05；与miR⁃766⁃3p+pcDNA3.1组比较，bP<0.05。
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肠道菌群紊乱在大鼠非酒精性脂肪肝中的作用机制

耿妍 1 鲁晓岚 2★ 耿燕 3 史海涛 2

［摘 要］ 目的 探讨肠道菌群紊乱在大鼠非酒精性脂肪肝（NAFLD）中的作用机制。方法 将 30
只大鼠随机分为 2组：对照组（NC组）（普通饲料，n=6）、模型组（高脂饲料，n=24）。模型组经高脂饮食喂

养至 12周，取肝脏组织，根据肝脏病理分为单纯性肥胖组（SO 组）（n=12）与 NAFLD 组（n=12）。取大鼠

血清，生化仪测定谷丙转氨酶（ALT）、血清谷草转氨酶（AST）、甘油三酯（TC）、胆固醇（TG）；采用动态比

浊法测定血清内毒素（ET）水平；收集肠道粪便采用 RT⁃PCR分析肠道菌群改变；取肝脏及末端回肠行苏

木精伊红（HE）染色观察组织病理。结果 SO组及NAFLD组大肠杆菌属计数、TC、TG、ET均显著高于

NC组，差异具有统计学意义（P<0.05）。SO组乳酸杆菌、双歧杆菌属计数均显著低于NC组，差异具有统

计学意义（P<0.05）。NAFLD 组大肠杆菌属计数、ET 均显著高于 SO 组，双歧杆菌属计数显著低于 SO
组，差异均具有统计学意义（P<0.05）。大肠杆菌属与 ET、肝脏脂肪变性程度均呈正相关（P<0.05），乳酸

杆菌属、双歧杆菌属数量与 ET、肝脏脂肪变程度均呈负相关（P<0.05）。结论 单纯性肥胖时肠道菌群紊

乱、肠道屏障的损伤可能是促使内毒素升高、进展为NAFLD的始动因素。

［关键词］ 肠道菌群；内毒素；非酒精性脂肪肝；单纯性肥胖

Mechanism of intestinal flora disturbance in nonalcoholic fatty liver disease in
rats
GENG yan1，LU Xiaolan2★，GENG yan3，SHI Haitao2

（1. Department of Pediatrics，the Second Affiliated Hospital of Xi 􀆳an Jiaotong University，Xi􀆳an，Shanxi，
China，710000；2. Department of Gastroenterology，the Second Affiliated Hospital of Xi􀆳an Jiaotong Universi⁃
ty，Xi􀆳an，Shanxi，China，710000；3. Clinical Laboratory，the Second Affiliated Hospital of Xi􀆳an Jiaotong
University，Xi􀆳an，Shanxi，China，710000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the promotion of intestinal endotoxemia induced by intestinal
flora disturbance on the conversion of simple obesity into NAFLD. Methods Thirty rats were randomly di⁃
vided into 2 groups，the control group（normal diet，n=6），and the model group（high fat diet n=24）. After
model establishment by high ⁃ fat diet，the model group was divided into simple obesity group（n=12）and
NAFLD（n=12）group according to liver pathology.The rat serum was taken，ALT，AST，TG and TC were
measured by biochemical analyzer.The serum endotoxin level was determined by kinetic turbidimetric method.
Intestinal flora changes were analyzed by RT⁃PCR.Liver and terminal ileum were taken for HE staining to ob⁃
serve histopathology. Results Compared with the normal control group，Escherichia coli，TC，TG and ET
in the simple obesity group and the NAFLD group were significantly increased ，with statistically significant
differences（P<0.05），and the number of Lactobacillus and Bifidobacterium were significantly decreased，with
statistically significant differences（P<0.05），the counts of bifidobacteria was significantly lower than that in
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simple obesity group，with statistically significant differences（P<0.05），Escherichia coli was positively corre⁃
lated with ET and liver steatosis（P<0.05），and the number of lactobacillus and bifidobacterium were negative⁃
ly correlated with ET and liver steatosis（P<0.05）. Conclusion The disturbance of intestinal flora and the
damage of intestinal barrier in the simple obesity may be the initiating factors which promoting the rise of endo⁃
toxin and progress to NAFLD.

［KEY WORDS］ Intestinal flora；Endotoxin；NAFLD；Simple obesity

非酒精性脂肪性肝病（non⁃alcoholic fatty liver
disease，NAFLD）是指除酒精和其他明确肝损伤因

素外所致的，以弥漫性肝细胞大泡性脂肪变为主要

特征的临床病理综合征［1］。随着“全球肥胖”的流

行，NAFLD 在中国及欧美发达国家的患病率逐年

升高，该病目前已被公认为是成人及儿童慢性肝脏

疾病的首要病因［2］。NAFLD作为一种复杂的疾病，

病理生理机制尚未完全阐明，其发生发展的主要危

险因素包括肥胖、胰岛素抵抗、2型糖尿病、高脂血

症等［3］。因此，探究单纯性肥胖引起 NAFLD 的发

病机制，对于了解从单纯性肥胖（Simple Obesity，
SO）进展为 NAFLD 这一过程至关重要。近年来，

多项研究发现肠道菌群作为一个新的环境因素在

肥胖和 NAFLD 的发生中发挥重要作用［4⁃5］。目前

肠道菌群在肥胖转化为 NAFLD 的作用及机制研

究较少，本研究将探讨肠道菌群在肥胖及 NAFLD
的作用，以期为肥胖及NAFLD的防治提供新的理

论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

SD 雄性大鼠［动物合格证号：skxk（shaan）
2018⁃001］购自西安交通大学医学院动物实验中

心。内毒素检测试剂盒购自北京金山川科技发展

有限公司。粪便总 DNA 提取试剂盒购自北京艾

德莱试剂有限公司。实时定量 PCR反应试剂盒购

自日本 TaKaRa 公司。ELISA 试剂盒购自上海源

叶生物科技有限公司。全自动生化分析仪购自日

本OLYMPUS公司。

1.2 实验动物

8 周龄雄性 SD 大鼠 30 只（SPF 级），平均体重

160 g左右，分笼饲养于西安交通大学医学院动物

实验中心（动物实验条件符合二级标准）。高脂饲

料配方：10%猪油、2%胆固醇、5%蔗糖、0.5%猪胆

盐、82.5%基础饲料；普通饲料购自西安交通大学

医学院动物实验中心。

1.3 实验方法

1.3.1 实验分组

将 30只大鼠随机分为对照组（NC组）（普通饲

料，n=6）、模型组（高脂饲料，n=24）。分别给予普

通饲料及高脂饲料喂养 8周。于 8周末处死所有大

鼠，行肝脏苏木精伊红（Hematoxylin and Eosin，HE）
染色，光镜下观察筛选模型组中发生脂肪变的为

NAFLD组（n=12），未发生脂肪变的为SO组（n=12）。
1.3.2 血清生化指标检测

全自动生化分析仪检测血清：胆固醇（Total
cholesterol，TC）、甘油三酯（Triglyceride，TG）、

谷丙转氨酶（Alanine transaminase，ALT）、谷草转

氨酶（Aspartate Aminotransferase，AST）。

1.3.3 动态比浊法测定血清内毒素

按照内毒素检测试剂盒的说明书操作。

1.3.4 肝脏组织及回肠粘膜HE染色

分别取各组大鼠肝脏及回肠组织（距回盲瓣

7~17 cm），置于 4%的多聚甲醛溶液中，常规制成

石蜡切片，行HE染色。

1.3.5 肠道粪便中乳酸杆菌属、大肠杆菌属、双歧

杆菌属的测定

严格按照北京艾德莱试剂粪便总 DNA 提取

试剂盒及日本 TaKaRa 公司荧光实时 PCR 反应试

剂盒操作。以 DNA 为模板，PCR 扩增大肠杆菌

属，乳酸杆菌属，双歧杆菌属，标准品为内参。引

物见表 1［6］。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行数据分析。计量资料

基因

大肠杆菌属

乳酸杆菌属

双歧杆菌属

引物序列（5′⁃3′）
F：CATTGACGTTACCCGCAAGAAGC
R：CTCTACGAGACTCAAGCTTGC
F：GGAAACAGATGCTAATACCG
R：CACCGCTACACATGGAG
F：CTCCTGGAAACGGGTGG
R：GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

表 1 相关引物信息

Table 1 Related primer information
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以（x± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，差

异有统计学意义者两组间比较采用 LDL⁃t 检验。

粪便细菌定量结果数据以 logx± s表示。采用 Pearson
相关分析和 Spearman秩相关分析自变量和因变量

之间的相关性。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠一般状况、体重及饮食变化

实验过程中，各组大鼠均无死亡。喂养至第 8
周时，NC 组大鼠皮毛光泽，反应灵敏。SO 组及

NAFLD 组大鼠皮毛暗淡无光泽，活动减少，精神

萎靡，进食量较多。喂养至第 4、8周时模型组大鼠

体重明显高于 NC 组大鼠，差异具有统计学意义

（P<0.05），而 SO 组与 NAFLD 组体重比较差异无

统计学意义（P>0.05）。见表 2 。

2.2 肝脏病理变化

光镜下可见 NC 组大鼠肝细胞呈条索状排

列，围绕中央静脉呈放射状，核圆、大、居中。

SO 组大鼠肝细胞排列整齐，无脂滴及炎症细胞

浸润。NAFLD 组大鼠肝细胞排列整齐，可见散

在小泡性脂滴浸润，无明显炎症细胞及坏死。

见图 1。

分组

NC组
SO组

NAFLD组
F值
P值

0 w体重

241.75±11.56
246.90±12.30
245.51±13.54

44.352
0.912

2 w体重

345.25±12.84
387.95±22.32
397.83±16.92

46.368
0.819

4 w体重

392.25±16.93
454.95±24.84a

463.21±11.85a

48.305
0.033

8 w体重

451.75±13.25
508.77±26.29a

514.75±16.23a

50.023
0.025

注：与NC组比较，aP<0.05。

表 2 各组大鼠体重变化（x ± s，g）
Table 2 Weight change in each group（x ± s，g）

AA BB CC
注：A：NC组；B：SO组；C：NAFLD组。

图 1 各组大鼠肝脏病理改变（HE，×400）
Figure 1 Pathological changes of liver of rats in each group

（HE，×400）

2.3 各组大鼠血清转氨酶、内毒素、血脂比较

SO组及NAFLD组大鼠血清 ET、TG水平显著

高于 NC 组，差异具有统计学意义（P<0.05）。SO
组 TC 水平显著高于 NC 组，差异具有统计学意义

（P<0.05）。NAFLD组 ET水平显著高于 SO组，差

异具有统计学意义（P<0.05）。3组间ALT、AST水

平比较差异无统计学意义（P>0.05）。NAFLD 组

与余两组 TC 水平比较差异无统计学意义（P>

0.05），NAFLD 与 SO 组 TG 水平比较差异无统计

学意义（P>0.05）。见表 3。
2.4 各组大鼠肠道菌群的变化

模型组肠道粪便大肠杆菌属数量显著高于

NC组，差异具有统计学意义（P<0.05）。NAFLD组

大肠杆菌属数量显著高于 SO组，差异具有统计学

意义（P<0.05）。模型组双歧杆菌属、乳酸杆菌属

数量显著低于 NC 组，差异具有统计学意义（P<
0.05）。NAFLD 组双歧杆菌属数量显著低于 SO
组，差异具有统计学意义（P<0.05）。 SO 组与

NAFLD 组乳酸杆菌数量相比较差异无统计学意

义（P>0.05）。见表 4。
2.5 肠道病理改变

光镜下可见NC组小肠粘膜表面微绒毛排列整

齐，结构清晰。SO组小肠上皮细胞肿胀，细胞游离

面微绒毛短小，排列紊乱，黏膜层可见少许炎性细

注：与NC组比较，aP<0.05，与 SO组比较，bP<0.05。

分组

NC组
SO组
NAFLD
F值
P值

ALT（IU/L）
48.50±12.39
48.33±13.45
50.58±12.63

1.012
1.351

AST（IU/L）
146.67±16.77
154.67±12.37
156.75±13.19

0.534
1.026

ET（pg/mL）
4.21±1.80
10.95±4.79a

15.43±4.64ab

26.321
0.001

TC
1.44±0.45
2.07±0.48a

1.85±0.44
0.931
0.005

TG
1.14±0.54
2.04±0.33a

2.34±0.49a

1.021
0.002

表 3 三组大鼠血清转氨酶、内毒素、血脂的比较（x ± s）

Table 3 Comparison of serum transaminase and endotoxin of 3 group（x ± s）
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胞浸润，伴灶性糜烂。NAFLD 组小肠粘膜上皮

细胞肿胀，结构明显紊乱，细胞游离面微绒毛短

小，黏膜层可见大量炎性细胞浸润，伴灶性糜

烂。见图 2。

2.6 肠道菌群与内毒素、转氨酶的相关性分析

Pearson 相关分析及 Spearman 秩相关分析表

明，大肠杆菌与 ET、肝脏脂肪变程度均呈正相关

（P<0.05），乳酸杆菌、双歧杆菌与 ET、肝脏脂肪变

均呈负相关（P<0.05）。见表 5。

3 讨论

肥胖是导致NAFLD的重要危险因素，有研究

表明在重度肥胖人群中 NAFLD 的发病率可达

90%［7］。从肥胖到NAFLD的发生发展有多种机制

参与，其中肠道菌群的构成紊乱可能是重要的组

成部分。本研究通过高脂饮食的饲养诱导大鼠肥

胖模型，观察到高脂饮食可以诱发大鼠肠道菌群

紊乱以及NAFLD的出现。

陈杏云等［8］通过高脂饲料喂养小鼠 8周后，发

现小鼠肠道菌群结构发生了明显变化，这与本实

验研究结果一致。分析高脂饮食对于肠道菌群构

成影响的机制，已有的研究结果表明，高脂饲料可

以使肠道中作为菌群养料来源的碳水化合物的生

成减少，同时高脂饮食代谢的部分产物可以破坏

肠道菌群所在的微环境，从而影响肠道菌群的组

成平衡，导致机体肠道菌群的紊乱［9］。

肠道菌群可以通过多种机制影响肥胖。首

先，肠道菌群可以影响机体的能量平衡。Bäckhed
等［10］的研究发现肥胖小鼠的肠道菌群酵解碳水化

合物的能力增强，因此为宿主提供的能量增多，促

进肥胖。其次，肠道菌群失调可破坏肠道上皮屏

障，增加肠道的通透性，使得血清内毒素含量增

多，这种肠源性内毒素水平的升高可以导致慢性

炎症的形成，进而导致肥胖［11］。

肠道菌群紊乱既可以通过促进肥胖间接地影

响 NAFLD，也 可 以 通 过 多 种 通 路 直 接 促 进

NAFLD。例如，针对NAFLD的研究表明肠道菌群

通过改变肠道对胆碱和胆汁酸的代谢，产生丙酸、

丁酸等短链脂肪酸及禁食诱导脂肪因子等，从而

影响NAFLD的发病［12］。另一方面，前述的血清内

毒素可经由门静脉进入肝脏，诱导肝细胞产生肿

瘤坏死因子、白细胞介素⁃1、白细胞介素⁃6等炎性

细胞因子，促进 NAFLD 的发病［13⁃14］。本研究发现

NC 组到 SO 组，再到 NAFLD 组，大肠杆菌属计数

显著增加，而优势菌显著减少，肠道粘膜结构由轻

到重均有破坏，肠源性内毒素水平逐渐增高，这与

之前研究是一致的［15］。行相关性检验发现，大鼠

肠道菌群失调与内毒素及脂肪肝病变程度呈正相

关。研究结果提示肠道菌群紊乱在脂肪蓄积及从

SO向NAFLD进展过程中均发挥重要作用。

从治疗的角度来说，有研究显示双歧杆菌可改

善肠道屏障功能并降低血清内毒素水平，从而减缓

NAFLD 的进展［16］。另外，对肥胖患者采取饮食干

预能够使产生内毒素的肠道菌种类比例明显下

降［17］。

分组

NC组
SO组

NAFLD组
F值
P值

大肠杆菌属

8.41±0.96
8.99±0.49a

9.54±0.69ab

15.362
0.000

双歧杆菌属

9.23±0.65
8.65±0.33a

8.36±0.57ab

19.821
0.000

乳酸杆菌属

8.38±0.72
7.76±0.47a

7.33±0.49a

18.365
0.021

表 4 各组大鼠肠道菌群结果比较（x ± s）

Table 4 The results of intestinal flora in rats were compared
（x ± s）

注：与NC组比较，aP<0.05，与 SO组比较，bP<0.05。

注：A：NC组；B：SO组；C：NAFLD组。

图 2 各组大鼠小肠粘膜病理改变（HE，×400）
Figure 2 Pathological changes of small intestinal mucosa of

rats in each group（HE，×400）

AA BB CC

参数

r值
P值

大肠杆菌属
/内毒素

0.600
0.000

大肠杆菌属
/肝脂肪变程度

0.410
0.021

乳酸杆菌属
/内毒素

-0.461
0.010

乳酸杆菌属
/肝脂肪变程度

-0.420
0.020

双歧杆菌属
/内毒素

-0.562
0.000

双歧杆菌属
/脂肪变程度

-0.560
0.000

表 5 肠道菌群与内毒素、肝脂肪变程度的相关性分析

Table 5 Correlation analysis of intestinal flora with endotoxin and liver fat change
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综上所述，肠道菌群可通过多种途径和机制影

响NAFLD的发病。通过优化肠道菌群构成，针对

NAFLD 的靶向治疗在动物模型中获得一定疗效，

但迄今为止相关的临床研究不足。随着现代生物

技术的进步，调节肠道菌群或可成为治疗 NAFLD
的新方式。
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Xpert MTB/RIF检测结核分枝杆菌和利福平耐药的
临床应用

张建平 1 李红燕 2★ 王大望 3 刘莎莉 1 马艳侠 4★

［摘 要］ 目的 分析 Xpert MTB/RIF方法检测结核分枝杆菌和利福平耐药的临床应用。方法 收

集 2018年 1月至 2018年 9月在本院传染病院住院的临床诊断肺结核病患者 116例，痰标本分别采用直接

涂片抗酸染色（Z⁃N法）、结核杆菌MGIT液体培养、Xpert MTB/RIF方法进行检测。比较三种方法的阳性

率，其灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值、Youden指数；对 75例Xpert MTB/RIF rpoB基因进行基因

突变检测分析。结果 Z⁃N法阳性率 15.5%、液体培养阳性率 62.1%、Xpert MTB阳性率 64.7%，三种检测

方法阳性率比较，差异有统计学意义（c2=74.360，P<0.05）；以临床确诊为诊断标准，Xpert法灵敏度 90.3%，

特异度 77.3%，阳性预测值 86.7%，阴性预测值 82.9%，Youden指数 0.676，符合率 85.3%；Xpert MTB与 Z⁃N
法结果差异有统计学意义（c2=57.000，P<0.05）。Xpert法同Z⁃N法的阳性符合率 100%，阴性符合率 41.8%，

总符合率 50.9%；Xpert MTB/RIF rpoB基因突变检测结果与 MGIT利福平药敏试验表型结果符合率 88.0%
（66/75）。结论 Xpert MTB/RIF能同时检测出结核分枝杆菌及是否对利福平耐药，对肺结核及肺外结核

病的早期诊断具有重要意义，是痰涂片镜检及培养检查方法的有力补充。

［关键词］ Xpert MTB/RIF检测；结核分枝杆菌；利福平；耐药

Clinical application of Xpert MTB/RIF in detecting Mycobacterium tuberculo⁃
sis and rifampicin resistance
ZHANG Jianping 1，LI Hongyan 2★，WANG Dawang 3，LIU Shali 1，MA Yanxia 4★

（1. Department of Clinical Laboratory，the Eastern Suburb Branch of Xianyang Central Hospital，Xianyang，
Shanxi，China，712000；2. Department of Clinical Laboratory，Baoji Center for Disease Control and Preven⁃
tion，Baoji，Shanxi，China，721006；3. Academy of Medical Technology of Shanxi University of Chinese Med⁃
icine，Xianyang，Shanxi，China，712000；4. Department of Clinical Laboratory，the Affiliated Hospital of
Shaanxi University of Traditional Chinese Medicine，Xianyang，Shanxi，China，712000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the clinical application of Xpert MTB/RIF method to detect My⁃
cobacterium tuberculosis and rifampicin resistance. Methods A total of 116 patients with clinically diagnosed
pulmonary tuberculosis who were hospitalized in the Infectious Department of Xianyang Central Hospital from
January 2018 to September 2018. Sputum samples were detected by direct smear acid⁃fast staining（Z⁃N meth⁃
od），Mycobacterium tuberculosis MGIT liquid culture and Xpert MTB/RIF methods. The positive rate of the
three methods，their sensitivity，specificity，positive predictive value，negative predictive value，Youden index
The mutation of Xpert MTB/RIF rpoB gene was detected in 75 cases. Result The positive rates of Z⁃N，liquid
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culture and Xpert MTB were 15.5%，62.1% and 64.7%，respectively. The difference among the three methods
was statistically significant（c2=74.360，P<0.05）. Taking clinical diagnosis as the criteria，the sensitivity of
Xpert method was 90.3%，the specificity was 77.3%，the positive predictive value was 86.7%，the negative val⁃
ue was 82.9%，the Youden index was 0.676，and the coincidence rate was 85.3%. The results between Xpert
MTB and Z⁃N method is statistically significant（c2=57.000，P<0.05）. The positive coincidence rate of Xpert
and Z⁃N method was 100%，the negative coincidence rate was 41.8%，the total coincidence rate was 50.9%.
The coincidence rate between the results of Xpert MTB/RIF rpoB gene mutation and the phenotype of MGIT ri⁃
fampin susceptibility test was 88.0%（66/75）. Conclusion Xpert MTB/RIF can simultaneously detect Myco⁃
bacterium tuberculosis and whether it is resistant to rifampicin. It is of great significance for the early diagnosis
of tuberculosis and extrapulmonary tuberculosis，and it is a powerful supplement to sputum smear microscopy
and culture examination methods.

［KEY WORD］ Xpert MTB/RIF；Mycobacterium tuberculosis；Rifampin；Drug resistance

结核分枝杆菌复合群（M.tuberculosis com⁃
plex，MTB）共包括人型、牛型 、非洲型和田鼠型，对

大多数抗结核药物的自然耐受性相近，临床上结核

病的病原菌多为人型结核分枝杆菌和牛分枝杆

菌。结核病是一种严重危害人民健康的慢性传染

病，我国是结核病高负荷国家，耐药情况严重，在结

核病防控工作中结核菌检查对于发现传染源、确定

诊断和化疗方案、考核疗效、评价防治效果具有重

要意义［1］。结核菌的实验室检验技术涵盖病原学检

测、免疫学检测、分子生物学检测及生物化学检测。

包括痰涂片镜检、结核分枝杆菌培养、结核抗体、

γ ⁃干扰素释放试验/T⁃Sport，分枝杆菌核酸检测

（TB⁃NTM⁃PCR）等［2］。痰涂片镜检阳性率低，传统的

罗氏培养法及药敏试验检出结果时间长，不能满足临

床需要，而肺外标本采用传统方法诊断较为困难，涂

阴培阴的结核患者占 73.6%，因此迫切需要能快速、

准确检测结核分枝杆菌及其耐药性的诊断技术。近

年来随着分子生物学技术的发展，分枝杆菌核酸

PCR 、实时荧光RNA恒温扩增检测（SAT）、Xpert结
核分枝杆菌/利福平快速分子鉴定（Mycobaeterium
tuberculosis/Rifampicin，MTB/RIF）、线性探针、基因

芯片等新的检验方法也不断应用于临床［3］。本研究

对肺结核病患者的痰标本分别采用直接涂片抗酸染

色（Z⁃N法）、结核杆菌MGIT液体培养、Xpert MTB/
RIF方法进行检测，现分析报告如下。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选取 2018年 1月至 2018年 9月在本院传染病

院住院的确诊肺结核病患者 116 例，纳入标准：参

照WS 288⁃2017肺结核诊断标准［4］，依据临床表现、

胸部影像学及实验室检查。其中结核杆菌 MGIT
液体培养阳性 72例，男 51例，女 21例，年龄 16~90
岁，平均年龄 50.6岁，男女性别比 2.43∶1。培养阴

性 44 例，男 31 例，女 13 例，年龄 21~88 岁，平均年

龄 49.5岁，男女性别比 2.38∶1。排除标准：影像学

及实验室检查均排除非结核分枝杆菌肺病及其它

肺部疾病。实验采用研究对象的痰标本，研究经过

医院伦理委员会同意，免于签署患者知情同意书。

1.2 标本采集

收集 3 份痰标本（当日即时痰、夜间痰和次日

晨痰）。患者用清水漱口后，深吸气 2~3次，每次用

力呼出，从肺部深处咳出第 2、3口痰液收集于样本

容器，拧紧盒盖送检。对当日不能检测的痰标本

置于 4℃冰箱保存，不超过 12 h，要求标本量一般

3~5 mL，标本采集前均未使用抗结核药物治疗［4］。

1.3 仪器与试剂

采用全自动医用 PCR分析系统（美国 Cepheid
公司，型号：GeneXpert）、全自动分支杆菌培养监测

仪（美国 BD公司，型号：BACTEC MGITTM320）、生

物显微镜（德国 Leica 公司，型号：MD1000）。

Xpert MTB/RIF 检测试剂盒（美国 Cepheid 公司）、

BBLTM MGITTM 培养管（美国 BD 公司）、分枝杆菌

联合药敏试剂盒（美国 BD公司）、抗酸染色试剂盒

（珠海贝索公司）。

1.4 检测方法

1.4.1 直接涂片抗酸染色

对 3份痰标本采用萋尼染色法（Z⁃N法），参照

WS 288⁃2017 肺结核诊断、《中国结核病防治规

划。痰涂片镜检标准化操作及质量保证手册》进

行标准化操作及质量控制，涂片阳性结果定义为

至少两份标本判断为阳性［4⁃5］。
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1.4.2 MGIT液体培养

对 3份混合痰标本用 2% N⁃乙酰⁃L⁃半胱氨酸⁃
NaOH 进行处理，将处理后的标本接种于含营养

添 加 剂 及 抑 制 剂 的 MGIT 液 体 培 养 管 ，放 入

BACTEC MGITTM320仪器自动检测，通过分析荧

光强度判断是否有结核MTB生长，一般快速 7~14
d 培养阳性，培养周期设定 42 d。
1.4.3 MGIT 联合药敏试验

使用 MGIT 阳性 1 天的悬浮培养液，按照药

敏试剂盒接种程序操作，4~13 d 内通过分离菌株

在含药培养管和生长对照管的对比确定药物敏

感性结果。

1.4.4 Xpert MTB/RIF技术

取 1 mL 混合痰标本加入 2 mL 样本处理液，

按照操作规程将处理后的样本加入检测盒，置于

GeneXpert 检测模块自动检测。该技术采用巢式

实时荧光定量 PCR，针对结核分枝杆菌 rpoB基因

81 bp 利福平耐药核心区（rifampin resistance deter⁃
mining region，RRDR）设计引物、探针，检测其是

否突变。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计分析，计数资料以 n（%）

表示，组间比较采用 Pearson 卡方检验，采用

McNemar检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3种检测方法阳性率比较

3种检测方法阳性率比较，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 1。

2.2 MGIT液体培养与Xpert MTB结果比较

MGIT 液体培养与 Xpert MTB 结果比较，差异

无统计学意义（P>0.05）。以临床确诊为诊断标

准，Xpert法灵敏度 90.3%，特异度 77.3%，阳性预测

值 86.7%，阴性预测值 82.9%，Youden 指数 0.676，
总符合率 85.3%。见表 2。

2.3 Xpert MTB与 Z⁃N法结果比较

Xpert MTB与 Z⁃N法结果比较，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 Xpert MTB/RIF rpoB基因检测结果

75 例 Xpert MTB/RIF rpoB 基因检测结果分

析，66例Xpert MTB/RIF rpoB基因未检出突变，即

未检测到RIF耐药，与MGIT 联合药敏试验利福平

敏感结果一致，9例Xpert MTB/RIF rpoB基因突变

被检出，为 RIF 耐药，而药敏试验为利福平敏感，

总符合率 88.0%（66/75）。见表 4。

3 讨论

结核杆菌耐药表型及耐药基因型关系的确

立，为基于利福平耐药基因 rpoB突变为靶点的诊

断奠定了基础［6］。Xpert MTB/RIF以 5条引物探针

选择性覆盖结核分枝杆菌特有的序列 rpoB 基因

81 bp上 RRDR，第 6条探针用做内部质量控制，以

检测标本是否含有结核分枝杆菌复合群（MTB）以

项目

Xpert MTB

c2值
P值

阳性
阴性

MGIT液体培养

阳性

65（90.3）
7（9.7）

0.240
0.629

阴性）

10（22.7）
34（77.3）

表 2 MGIT液体培养与Xpert MTB结果比较［n（%）］

Table 2 MGIT liquid culture and XPERT MTB results
comparison［n（%）］

注：MGIT 液体培养与 Z⁃N 法相比，aP<0.05；MGIT 液体培养与

Xpert MTB法相比，bP<0.05。

项目

Xpert MTB

c2值
P 值

阳性
阴性

Z⁃N法

阳性

18（100.0）
0（0.0）

57.000
0.000

阴性

57（58.2）
41（41.8）

表 3 Xpert MTB与 Z⁃N法结果比较［n（%）］

Table 3 Xpert MTB and Z⁃N results comparison［n（%）］

项目

Xpert rpoB
基因突变
总符合率

未检出
检出

MGIT联合药敏试验

敏感

66（88.0）
9（12.0）

88.0%

耐药

0（0.0）
0（0.0）

表 4 Xpert利福平 rpoB基因检测结果［n（%）］

Table 4 The results of Xpert rpoB gene［n（%）］

方法

MGIT液体培养
Z⁃N法

Xpert MTB
c2值
P 值

n
116
116
116

74.360
0.000

阳性）

72（62.1）
18（15.5）
75（64.7）

阴性

44（37.9）
98（84.5）
41（35.3）

表 1 3种检测方法阳性率比较［n（%）］

Table 1 Comparison of positive rate of 3 methods［n（%）］
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及利福平是否耐药［7］。

WHO推荐Xpert MTB/RIF对成人疑似多重耐

药结核或 HIV 相关肺结核初筛诊断，Xpert MTB/
RIF检测结核分枝杆菌灵敏度高［8］。据报道，抗酸

染色法通常需 5 000 CFU/mL 才能得到阳性结果，

而 Xpert MTB/RIF 方 法 的 检 测 限（LoD）为 131
CFU/mL，尤其在 MTB DNA 低拷贝时，抗酸染色

法往往是阴性结果。本研究显示，痰直接涂片抗

酸染色法的阳性率远远低于 Xpert MTB 与 MGIT
液体培养阳性率，而Xpert MTB与MGIT液体培养

阳性率接近。直接痰涂片阳性率低，容易漏检，也

和未采用浓缩集菌法涂片、荧光染色镜检以及与

工作人员的涂片质量和阅片技能有一定关系［9］。

国外有报道，Xpert MTB/RIF 试验在痰涂片阳

性的标本中，其敏感性接近 100%，本文的研究结

果与其一致［10］。文献报道，传统罗氏培养阳性率

为 44.5%，培养时间约 6~8 周，MGIT 液体培养阳

性率为 62.1%，7~14 天培养阳性，较罗氏培养阳

性率提高，且培养时间缩短，但对生物安全级别

要求高，在基层难以开展［11］。而 Xpert MTB/RIF
方法整个流程仅需 2 h，手工只需处理样本即上

机自动检测。本文研究结果表明 Xpert MTB/RIF
检测具有同液体培养及药敏试验接近的临床应

用价值，提示可以用 Xpert MTB/RIF 对疑似耐药

结核进行初筛［12］。

除了痰标本外，Xpert MTB/RIF 还可以检测灌

洗液、胸腹水、引流液、脑脊液标本，据研究报道，

阳性率依次为灌洗液 65.9%、痰样本 53.9%、胸水

16.4%，特异性均较高［13］。Xpert MTB/RIF 检出

rpoB 阳性基因型耐药高于药敏试验表型耐药结

果，大多数原因是标本中存在异质性利福平耐药，

与某些基因位点突变的低水平耐药相关，也可能

存在Xpert MTB/RIF 检测的假耐药，可能与沉默子

突变或Xpert MTB/RIF检测系统判读错误有关，对

不一致菌株应进行 rpoB 耐药基因核心区间测

序［14］。另外，Xpert MTB/RIF系统不能区分是否活

性结核分枝杆菌，不能被用于监测治疗或复发［15］。

综上，Xpert MTB/RIF 是一种结核病快速诊断的新

方法，具有快速、简便、准确、对生物安全要求不高

等特点，可以在基层开展，能同时检测出结核分枝

杆菌及是否对利福平耐药，对肺结核及肺外结核

病的早期诊断具有重要意义，是痰涂片镜检及培

养检查方法的有力补充。
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巨细胞病毒性疾病患儿尿HCMV⁃DNA水平、并发症
及更昔洛韦治疗后转归分析

赵代艳★ 苏爱芳 郭长根

［摘 要］ 目的 观察人巨细胞病毒（HCMV）性疾病患儿尿 HCMV⁃DNA 水平、并发症，并分析更

昔洛韦治疗后转归情况。 方法 将 2017年 1月至 2019年 9月本院收治的 70例HCMV感染性疾病患儿

（观察组）作为研究对象，另选择 35例健康幼儿作为对照，均进行尿HCMV⁃DNA水平检测，记录HCMV
感染性疾病患儿并发症发生情况。观察组均给予更昔洛韦治疗，对比治疗前后患儿尿 HCMV⁃DNA 水

平、HCMV⁃DNA 阳性率及肝功能指标［总胆红素（TBIL）、直接胆红素（DBIL）、丙氨酸氨基转移酶

（ALT）、碱性磷酸酶（ALP）］。结果 观察组尿HCMV⁃DNA水平及HCMV⁃DNA阳性率均显著高于对照

组，差异具有统计学意义（P<0.05）；HCMV感染性疾病患儿并发症可见贫血（34.29%）、肺炎（24.29%）、畸

形（8.57%）、视网膜炎（7.14%）、脑炎（7.14%）。治疗后，HCMV 感染性疾病患儿尿 HCMV⁃DNA 水平及

HCMV⁃DNA阳性率均较治疗前显著降低，差异具有统计学意义（P<0.05）；治疗后，HCMV感染性疾病患

儿 TBIL、DBIL、ALT和 AST水平均较治疗前显著降低，差异具有统计学意义（P<0.05）。结论 HCMV 感

染性疾病患儿尿 HCMV⁃DNA 水平较高，且容易发生贫血、肺炎等并发症，经更昔洛韦治疗后，患儿尿

HCMV⁃DNA水平显著降低，肝功能也明显改善。

［关键词］ 巨细胞病毒；HCMV⁃DNA；更昔洛韦；肝功能

Analysis of urine HCMV ⁃ DNA level， complications and outcome after
ganciclovir treatment in children with human cytomegalovirus diseases
ZHAO Daiyan★，SU Aifang，GUO Changgen
（Department of Pediatrics，the Second People􀆳s Hospital of Luohe，Luohe，Henan，China，462000）

［ABSTRACT］ Objective To observe the urine HCMV⁃DNA level and complications in children with
human cytomegalovirus（HCMV）diseases and analyze the outcomes after ganciclovir treatment. Methods
Seventy children with HCMV diseases（observation group）who were admitted to the hospital from January
2017 to September 2019 were enrolled as the research objects. Another 35 healthy children were enrolled as con⁃
trol group. All were tested for urine HCMV⁃DNA level. The occurrence of complications in children with HC⁃
MV diseases was recorded. The observation group was treated with ganciclovir. The level of urine HCMV ⁃
DNA，positive rate of HCMV ⁃ DNA and liver function indexes［total bilirubin（TBIL），direct bilirubin
（DBIL），alanine aminotransferase（ALT），alkaline phosphatase（ALP）］before and after treatment were com⁃
pared.. Results The level of urine HCMV⁃DNA and the positive rate of HCMV⁃DNA in observation group
were significantly higher than those in control group，with statistically significant differences（P<0.05）. The
complications in children with HCMV diseases included anemia（34.29%），pneumonia（24.29%），malforma⁃
tions（8.57%），retinitis（7.14%）and encephalitis（7.14%）. After treatment，level of urine HCMV⁃DNA and
positive rate of HCMV⁃DNA were significantly decreased，with statistically significant differences（P<0.05），
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levels of TBIL，DBIL，ALT and AST were significantly decreased，with statistically significant differences

（P<0.05）. Conclusion The level of urine HCMV⁃DNA is relatively higher in children with HCMV diseases，

who are prone to complications such as anemia and pneumonia. After ganciclovir treatment，level of urine HC⁃

MV⁃DNA is significantly decreased，and liver function is also significantly improved.

［KEY WORDS］ Cytomegalovirus；HCMV⁃DNA；Ganciclovir；Liver function

人巨细胞病毒（human cytomegalovirus，HC⁃
MV）是最大动物病毒之一，属于 β疱疹病毒亚科，

因其进入细胞后会导致细胞增大而得名。HCMV
在人群中感染广泛，且多呈隐性感染，潜伏部位多

为唾液腺、乳腺、肾脏等［1］，能够随着唾液、乳汁、尿

液等排出。多数免疫正常个体HCMV感染无症状，

但是对于免疫抑制个体及婴幼儿，一旦发生感染则

可出现明显病症，尤其是新生儿，后期可出现智力低

下、感觉神经性耳聋等后遗症［2⁃3］。因HCMV感染对

婴幼儿健康危害较大，可引起多种并发症，需及早诊

治以改善患儿预后［4］。HCMV为DNA病毒临床可

通过检测 HCMV⁃DNA 以诊治 HCMV感染。基于

以上所述，本研究拟观察HCMV感染性疾病患儿尿

HCMV⁃DNA水平和并发症，并分析更昔洛韦治疗后

转归情况，以期为HCMV感染性疾病患儿的临床诊

治提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 1 月至 2019 年 9 月本院收治的

70例 HCMV 感染性疾病患儿为研究对象，患儿均

符合 HCMV 感染诊断标准［5］，可见黄疸、发热、腹

泻、肝脾肿大等症状，排除合并先天染色体疾病、

合并非 HCMV 感染性疾病、合并缺血性脑病、胆

红素脑病等脑疾病。70 例患儿中男 39 例，女 31
例；年龄为 1~12 个月，平均年龄（4.87±1.59）个月；

产期：早产儿 4 例，足月儿 66 例；生产方式：顺产

34例，剖宫产 36例；喂养方式：母乳喂养及混合喂

养 45 例，人工喂养 25 例。另选择 35 例健康幼儿

作为对照，其中男 20 例，女 15 例；年龄为 1~12 个

月，平均年龄（4.95±1.61）个月；产期：早产儿 1例，

足月儿 34例；生产方式：顺产 19例，剖宫产 16例；

喂养方式：母乳喂养及混合喂养 24 例，人工喂养

11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。本研究获得本院医学伦理委

员会批准，受检者家属均知情了解并签署了知情

同意书。

1.2 方法

1.2.1 HCMV⁃DNA检测

采集两组儿童新鲜尿液 2 mL，于-20℃环境中

保存待用。以 12 000 r/min 速率将尿液在 TGL⁃
16B 高速台式离心机（上海安亭科学仪器厂）上离

心 5 min，除去上清液后通过 Ficoll 密度梯度离心

法获取 PBMC，加入DNA裂解液混匀振荡 10 min，
在 100℃环境中静置 10 min，充分裂解后再次以

12 000 r/min 速率离心 5 min，取上清液 5 μL 作为

反应模板，进行 PCR 扩增（Mastercycler PCR 扩增

仪由德国 Eppendorf 公司提供）。扩增引物序列：

上游 5′⁃TGGGCATCGACTGACGAGCA⁃3′，下游

5′⁃TTTAGCAGTCTGCATAGCCT⁃3′。向 HCMV⁃
PCR 反应管中加入经过处理的 5 μL反应模版，离

心 1 min；将反应管加入定量 PCR仪器孔样品反应

槽内，按对应顺序设置阴性质控品、阳性定量质控

参考品（梯度 108~104 copies/mL）及待检测标本，并

设置样品名称、标记荧光基因种类及循环条件，

扩增条件：93℃ 2 min；预变性：93℃ 50 s、55℃ 60 s，
循环数 10 个；93℃ 30 s、55℃ 45 s，循环数 30 个，

进行 PCR 扩增，依据标准曲线分析 HCMV⁃DNA
拷贝数，HCMV⁃DNA 试剂盒购自中山大学达安

基因股份有限公司，HCMV⁃DNA>2.0 log10 copies/L
为阳性。

1.2.2 治疗

HCMV 感染性疾病患儿均予以护肝利胆、降

酶及氧疗等基础治疗，入院检查后予以更昔洛韦

（山 东 凤 凰 制 药 股 份 有 限 公 司 ，国 药 准 字

H20051937）静脉滴注，诱导期使用剂量：每次 5
mg/kg 加入 5%葡萄糖溶液中静滴，2 次/d，治疗 2
周；之后进行维持治疗，每次 5 mg/kg加入 5%葡萄

糖溶液中静滴，1次/d，治疗 2周。

1.2.3 肝功能指标检测

分别于治疗前、治疗后抽取患儿股静脉血 1~
2 mL，离心后分离血清，检测肝功能指标，包括总

胆红素（total bilirubin，TBIL）、直接胆红素（direct
bilirubin，DBIL）、丙氨酸氨基转移酶（alanine ami⁃
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notransferase，ALT）、碱性磷酸酶（alkaline phospha⁃
tase，ALP），检测仪器为德国罗氏公司 cobas 8000
全自动生化分析仪。

1.3 统计学分析

运用 SPSS 18.0 软件进行统计分析，计量资料

以（x ± s）描述，LSD⁃t检验行行两组间比较；计数资

料用 n（%）表示，c2检验；以 P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 观察组与对照组尿 HCMV⁃DNA 水平及

HCMV⁃DNA阳性率比较

观察组尿HCMV⁃DNA水平及HCMV⁃DNA阳

性率均显著高于对照组，差异具有统计学意义（P<
0.05），见表 1。

2.2 HCMV感染性疾病患儿并发症发生情况

HCMV 感染性疾病患儿并发症可见贫血、肺

炎、畸形、视网膜炎、脑炎，见表 2。

2.3 HCMV 感染性疾病患儿治疗前后尿 HCMV⁃
DNA水平及HCMV⁃DNA阳性率比较

治疗后，HCMV 感染性疾病患儿尿 HCMV⁃
DNA水平及 HCMV⁃DNA 阳性率均较治疗前显著

降低，差异具有统计学意义（P均<0.05），见表 3。

2.4 HCMV 感染性疾病患儿治疗前后肝功能指

标比较

治疗后，HCMV感染性疾病患儿 TBIL、DBIL、
ALT 和 ALP 水平均较治疗前显著降低，差异具有

统计学意义（P均<0.05），见表 4。

组别

观察组
对照组
t/c2值
P值

n

70
35

尿HCMV⁃DNA水平
（log10 copies/L）

2.45 ±0.38
1.01 ±0.27
20.013
<0.001

尿HCMV⁃DNA
阳性率（%）
43（61.43）
0（0.00）
33.915
<0.001

表 1 观察组与对照组尿HCMV⁃DNA水平及

HCMV⁃DNA阳性率比较（x ± s）

Table 1 Comparison of urine HCMV⁃DNA level and
HCMV⁃DNA positive rate between the observation group

and control group（x ± s）

并发症

贫血

肺炎

畸形

视网膜炎

脑炎

n
24
17
6
5
5

百分比（%）

34.29
24.29
8.57
7.14
7.14

表 2 HCMV感染性疾病患儿并发症发生情况

Table 2 Complications in children with HCMV infection

组别

治疗前
治疗后
t值
P值

n
70
70

TBIL（μmol/L）
200.75±41.23
67.80±15.76

25.201
<0.001

DBIL（μmol/L）
51.42±10.09
12.37±2.95

31.079
<0.001

ALT（U/L）
318.65±52.76
68.43±17.14

37.738
<0.001

ALP（U/L）
513.29±81.45
385.46±57.30

10.739
<0.001

表 4 HCMV感染性疾病患儿治疗前后肝功能指标比较（x ± s）

Table 4 Comparison of liver function indexes of children with HCMV infection before and after treatment（x ± s）

组别

治疗前
治疗后
t/c2值
P值

n

70
70

尿HCMV⁃DNA水平
（log10 copies/L）

2.45 ±0.38
1.37±0.28
19.015
<0.001

尿HCMV⁃DNA
阳性率（%）

43（61.43）
5（7.14）
45.779
<0.001

表 3 HCMV感染性疾病患儿治疗前后尿HCMV⁃DNA
水平及HCMV⁃DNA阳性率比较

Table 3 Comparison of urine HCMV⁃DNA level and
HCMV⁃DNA positive rate of children with HCMV

infectious diseases before and after treatment

3 讨论

HCMV 存在明显种属特异性，在人类中传播

较广。我国为HCMV感染高发区，相关资料显示，

国内HCMV平均感染率可高达 90%［6］。HCMV能

够通过飞沫、尿液等体液传播，其进入人体造成原

发性感染后会潜伏于组织内，形成终身感染，多数

情况下不会出现明显症状，但当隐性感染者免疫

功能下降时，体内 HCMV 也随之活跃而导致出现

症状表现，成为显性感染［7⁃8］。对于胎儿和婴幼儿

而言，母体感染 HCMV 后会经胎盘、产道、乳汁等

途径将病毒传至其体内而导致其感染病毒，而HC⁃
MV感染会累及多个脏器，如心、肝、肺、肾等，引起

多种并发症，危害大。因此，及早发现和早期治

疗，对降低疾病造成的损害、改善患儿预后具有重

要意义。
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荧光定量 PCR 扩增技术对 HCMV⁃DNA 的定

量检测在 HCMV 感染早期诊断中有重要价值，可

降低肝、肺、肾等器官并发症发生率，提高临床

诊断准确率，减少误诊和漏诊［9］。本次研究对

HCMV 感染性疾病患儿进行尿 HCMV⁃DNA 检

测，并以健康婴幼儿为对照，结果显示，观察组尿

HCMV⁃DNA 水平及 HCMV⁃DNA 阳性率均显著

高于对照组，表明 HCMV 感染性疾病患儿尿

HCMV⁃DNA表达水平较高，在诊断婴幼儿HCMV
感染中具有一定价值。吴德等［10］进行动物实验研

究，结果显示 HCMV 先天性感染仔鼠可见明显空

间学习记忆功能障碍。王泽民［11］研究指出，小儿

HCMV感染是其血液系统受累的中医病因学基础

之一，能够导致患儿骨髓造血功能异常，可引发相

关性血液系统疾病。本次研究对 HCMV 感染性

疾病患儿并发症进行观察统计，显示其并发症可

见贫血、肺炎、畸形、视网膜炎、脑炎，所占比例

依次为 34.29%、24.29%、8.57%、7.14%、7.14%，可

见HCMV感染能够引起血液系统、肺、脑等组织器

官病变，且并发症发生率较高。

目前临床治疗HCMV感染性疾病包括基础对

症治疗和抗感染治疗，更昔洛韦是抗病毒药物，能

够抑制疱疹病毒 DNA合成复制，具体作用机制为

竞争性抑制脱氧鸟苷三价磷酸盐和 DNA 聚合酶

结合，抑制病毒 DNA 合成；同时丙氧鸟苷三价磷

酸盐能够和病毒 DNA 结合，终止病毒 DNA 链延

长，继而抑制病毒复制［12⁃13］。更昔洛韦在单纯疱疹

病毒和 HCMV 所导致的感染中具有较好治疗效

果，张佳佳等［14］研究显示，更昔洛韦治疗人类疱疹

病毒 4型感染患儿显效率为 60%，可以明显缩短患

儿住院时间，安全有效。本次研究对 HCMV 感染

性疾病患儿予以更昔洛韦治疗，结果显示治疗后

HCMV 感染性疾病患儿尿 HCMV⁃DNA 水平及

HCMV⁃DNA阳性率均较治疗前显著降低，提示更

昔洛韦可以明显抑制 HCMV⁃DNA 复制，可控制

HCMV感染。肝功能损害是HCMV感染重要表现

之一，结果中治疗后 HCMV 感染性疾病患儿

TBIL、DBIL、ALT 和 ALP 水平均较治疗前显著降

低，与李娟等人［15］研究结果相符，表明更昔洛韦可

通过抑制HCMV⁃DNA复制减轻肝损伤，使肝功能

得到恢复。

综上所述，HCMV 感染性疾病患儿尿 HCMV⁃
DNA 水平较高，容易发生多种并发症，如贫血、肺

炎、视网膜炎等，对HCMV感染性疾病患儿予以更

昔洛韦治疗，不但能够有效降低其尿HCMV⁃DNA
水平，且可以较好改善患儿肝功能。
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不同类型过敏性结膜炎患儿 TSLP、TGF⁃β1及 ECP
表达及临床意义

江灵★

［摘 要］ 目的 探讨胸腺基质淋巴细胞生成素（TSLP）、转化生长因子 β1（TGF⁃β1）及嗜酸性粒

细胞阳离子蛋白（ECP）在不同类型过敏性结膜炎患儿机体表达及临床意义。方法 选取 2018年 1月至

2020年 1月由本院眼科收治的过敏性结膜炎儿童患者 104例，根据过敏性结膜炎分型不同分为季节性过

敏性结膜炎组（SAC组）35例、常年性过敏性结膜炎组（PAC组）34例和春季角结膜炎组（VKC组）35例，

另外选健康儿童 32例为正常对照组。分别采用 liquichip液相芯片技术和 ELISA法检测受试者泪液和血

清中 TSLP、TGF⁃β1 和 ECP 表达；Real⁃ time PCR 检测受试者结膜上皮细胞 TSLP、TGF⁃β1 和 ECP
mRNA 的表达；患者治疗后再次行泪液和血清细胞因子检测，分析比较治疗前后细胞因子水平变化。

结果 4组受试者的一般临床资料比较，差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。3个过敏性结膜炎组

结膜上皮细胞、泪液和血清中 TSLP 和 ECP 水平明显高于正常对照组，TGF⁃β1 水平明显低于正常对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。VKC 组 TSLP 和 ECP 水平明显高于 SAC 和 PAC 组，差异有统计学意

义（P<0.05），TGF⁃β1水平较其他两组比较，差异无统计学意义（P>0.05）。治疗后各组 TSLP和 ECP明显

降低，TGF⁃β1明显升高，差异有统计学意义（P<0.05），均趋向于正常对照组水平。结论 不同类型过敏

性结膜炎患儿 TSLP、TGF⁃β1和 ECP的表达差异为研究发病的具体机制提供新思路。

［关键词］ 过敏性结膜炎；眼部炎症；胸腺基质淋巴细胞生成素；转化生长因子 β1；嗜酸性粒细胞

阳离子蛋白

Expression and clinical significance of TSLP，TGF ⁃β1 and ECP in children
with different types of allergic conjunctivitis
JIANG Ling★

（Department of Ophthalmology，Wuhan Red Cross Hospital，Wuhan，Hubei，China，430000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression and clinical significance of thymic stromal
lymphopoietin（TSLP），transforming growth factor β1（TGF⁃β1）and eosinophil cationic protein（ECP）in
children with different types of allergic conjunctivitis. Methods 104 children with allergic conjunctivitis admit⁃
ted to our ophthalmology department from January 2018 to January 2020 were selected. According to different
types of allergic conjunctivitis，they were divided into the seasonal allergic conjunctivitis group（SAC group，
35 cases），the perennial allergic conjunctivitis group（PAC group，34 cases）and the vernal keratoconjunctivitis
group（VKC group，35 cases）. In addition，20 healthy children of similar age were selected as the normal con⁃
trol group. Using liquid chip technology and ELISA method to detect TSLP，TGF⁃β1 and ECP expression in the
tears and serum of the subjects；Real⁃time PCR to detect the expression of TSLP，TGF⁃β1 and ECP mRNA in
the conjunctival epithelial cells of the subjects；allergy Patients with conjunctivitis were tested for tears and se⁃
rum cytokines again after treatment，and the changes in cytokine levels before and after treatment were analyzed
and compared. Results The general clinical data of the four groups of subjects were not statistically different
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过敏性结膜炎（Allergic conjunctivitis，AC）是

由结膜（也包括角膜）组织对外界变应原产生的超

敏反应，主要由Ⅰ型和Ⅳ型超敏反应介导。当变应

原首次接触机体，机体接受刺激产生以 IgE为主的

抗体［1］。当变应原再次接触后，已致敏的肥大细胞

表面 IgE与变应原结合，引起肥大细胞脱颗粒并释

放大量介质。除了肥大细胞，嗜酸性粒细胞、T 淋

巴细胞等多种血液和免疫细胞参与 AC 的发病过

程。常见的AC有三种不同类型：季节性过敏性结

膜炎（seasonal allergic conjunctivitis，SAC）、常年性

过 敏 性 结 膜 炎（perennial allergic conjunctivitis，
PAC）和春季角结膜炎（vernal keratoconjunctivitis，
VKC）。胸腺基质淋巴细胞生成素（thymic stromal
lymphopoietin，TSLP）是一种上皮细胞分泌的细胞

因子，在超敏反应局部表达增加［2］。人转化生长因

子 β1（transforming growth factor⁃β1，TGF⁃β1）一

种是激素样多肽，在炎症、细胞增殖、免疫调节等

方面起重要作用［3］。嗜酸性粒细胞阳离子蛋白

（eosinophil cationic protein，ECP）是嗜酸性粒细胞

分泌的毒性颗粒蛋白，在炎症和过敏性疾病的致

病过程中发挥重要功能［4］。目前临床上 AC 的实

验室检查主要以泪液 IgE定量分析、结膜分泌物涂

片和刮片检查为主，但均存在敏感性和特异性不

高的问题。因此，寻找新的可替代的评价分子尤

为重要。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018年 1月至 2020年 1月由本院眼科收

治的诊断为过敏性结膜炎儿童患者 60 例，根据过

敏性结膜炎分型不同分为 3组：季节性过敏性结膜

炎组（SAC组）19例、常年性过敏性结膜炎组（PAC
组）18例和春季角结膜炎组（VKC组）23例。另外

选择年龄相似的健康儿童 20 例作为正常对照组。

本研究经院伦理委员会审批通过，所有受试者及

其监护人均知情并签署知情同意书。

纳入标准：①符合上述过敏性结膜炎诊断标

准［1］；②年龄未满 14 周岁。排除标准：①有荨麻

疹、湿疹、类风湿性关节炎、系统性红斑狼疮等全

身变态反应性疾病史者；②有其他角膜、结膜、巩

膜疾病史者；③有隐形眼镜配戴史者；④眼部有手

术病史者；⑤近半年眼部有用药史者。

1.2 研究方法

1.2.1 泪液中细胞因子的检测

受试患者取坐位，微仰头并向鼻上注视，研究

者使用 10 mL 医用一次性自吸式微量吸管在下睑

颞侧睑缘处采集泪液，双眼各取 5 mL，共计 10
mL。EP 管分装储存在-80℃低温冰箱中，待全部

样本采集完毕后行进一步分析。泪液中 TSLP、
TGF⁃β1 及 ECP 细胞因子的测定采用 liquichip 液

相芯片技术，检测操作由天津生物芯片技术有限

责任公司完成。

1.2.2 血清中细胞因子的检测

受试患者空腹抽取外周静脉血 5 mL 于肝素

抗凝管内，室温静置 1 h后以 3 000 r/min转速离心

5 min，取上清液分装至 EP 管并储存在-80℃低温

冰箱中，待全部样本采集完毕后行进一步分析。

血清 TSLP、TGF⁃β1 及 ECP 细胞因子的检测采用

双抗体夹心酶联免疫吸附试验（ELISA）技术，

TSLP和 TGF⁃β1检测试剂盒购自武汉云克隆科技

股份有限公司，ECP 检测试剂盒由上海西唐生物

科技有限公司。

and were comparable（P>0.05）. The levels of TSLP and ECP in conjunctival epithelial cells，tears，and serum
of subjects with allergic conjunctivitis were significantly higher than those in the normal control group，and TGF
⁃β1 levels were significantly lower than those in the normal control group，the difference was statistically signifi⁃
cant（P<0.05）. The levels of TSLP and ECP in the VKC group were significantly higher than those in the other
two groups，the difference was statistically significant（P<0.05），and the levels of TGF⁃β1 were not significant⁃
ly different from those in the other two groups（P>0.05）. After treatment，TSLP and ECP of each group were
significantly reduced，and TGF⁃β1 was significantly increased，the difference was statistically significant（P<
0.05），and they all tended to the level of the normal control group. Conclusion The expression differences of
TSLP，TGF⁃β1 and ECP in children with different types of allergic conjunctivitis provide new ideas for study⁃
ing the specific mechanisms of pathogenesis.

［KEY WORDS］ Allergic conjunctivitis；Ocular inflammation；Thymic stromal lymphopoietin；Trans⁃
forming growth factor β1；Eosinophil cationic protein
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1.2.3 实时荧光定量 PCR检测结膜上皮细胞中细

胞因子表达

受试者双眼用盐酸丙美卡因滴眼液（比利时

爱尔康公司，进口药品注册证号：H20090082）点滴

2 次行眼表面麻醉，每次间隔 3 min。无菌显微镊

夹取已消毒的硝酸纤维膜轻敷于受试者眼侧、球

结膜上下部 10 s 后，迅速转移至盛有 350 mL 1%
的 β⁃巯基乙醇 RLT 缓冲液的洁净 EP 管中，双眼

样本采集后合并于-80℃低温冰箱中储存，待全部

样本采集完毕后行进一步分析。待样本收集完整

后，根据试剂盒步骤要求提取结膜上皮细胞总

RNA，转录成 cDNA，行实时荧光定量 PCR。检测

以 β⁃actin为内参，采用 2⁃ΔΔCt法分析 TSLP、TGF⁃β1
及 ECP mRNA 相对表达量。反应条件为：95℃预

变性 5 min；95℃变性 10 s，58℃退火 30 s，72℃延伸

45 s，40个循环；72℃ 充分延伸 5 min。
1.3 治疗方法

采用 0.1%盐酸奥洛他定滴眼液（5 mL：5 mg，
Alcon 公司，进口药品注册证号：H20130954）对三

组不同型别的过敏性结膜炎的 60 例患者进行治

疗，1~2 d/12 h，局部点眼，连续使用两周，如两周仍

有症状，继续治疗至症状完全消失。停药 3日后测

定泪液和血清中 TSLP、TGF⁃β1 及 ECP 的水平并

与治疗前的数据进行比较。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 统计软件进行数据分析。计

量资料以（x ± s）表示，多组间差异采用方差分析，

两组间比较采用 t检验。计数资料用 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 各组受试者一般资料

所有组别受试者年龄、性别比例、平均病程、

严重程度等一般资料比较，差异无统计学意义（P>
0.05），具有可比性。见表 1。

2.2 各组受试者泪液和血清中 TSLP、TGF⁃β1 和

ECP水平

三种类型过敏性结膜炎组受试者泪液和血清

中 TSLP和ECP水平明显高于正常对照组，TGF⁃β1
水平明显低于正常对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。VKC组泪液 TSLP，血清 TSLP和 ECP水平

明显高于其他两组，PAC组泪液ECP水平明显高于

其他两组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

组别

SAC组
PAC组
VKC组

正常对照组
c2/F值
P值

n
19
18
23
20

年龄

6.5±1.6
6.7±2.5
7.3±2.2
7.0±1.9
0.59
0.62

男/女
9/10
10/8
11/12
11/9
0.47
0.93

平均病程（月）

5.24±1.9
5.36±1.7
5.71±2.4

-
0.30
0.74

轻/中/重
4/9/6
4/10/4
6/12/5

-
1.23
0.87

表 1 不同组别一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general information in different
groups（x ± s）

组别

SAC组
PAC组
VKC组

正常对照组
F值
P值

n

19
18
23
20

泪液

TSLP（pg/mL）
27.74±5.28
33.25±8.12
46.32±7.20
7.32±2.57
146.03
<0.05

TGF⁃β1（pg/mL）
22.11±5.91
23.34±6.19
21.64±5.52
48.59±7.42

87.91
<0.05

ECP（ng/mL）
31.28±4.96
42.45±8.75
33.36±6.48
3.65±1.31
154.42
<0.05

血清

TSLP（pg/mL）
17.93±2.34
19.41±2.75
24.12±3.01
4.24±1.54
243.54
<0.05

TGF⁃β1（pg/mL）
12.57±5.45
12.24±5.19
10.21±4.73
25.36±5.42

46.09
<0.05

ECP（ng/mL）
15.24±2.64
14.73±3.21
18.53±3.86
3.13±1.24
107.93
<0.05

表 2 各组受试者泪液和血清中 TSLP、TGF⁃β1和 ECP水平的比较（x ± s）

Table 2 Comparison of TSLP，TGF⁃β1 and ECP levels in tears and serum of subjects in each group（x ± s）

2.3 各组受试者结膜上皮细胞中 TSLP、TGF⁃β1
和 ECP mRNA表达水平

4组受试者结膜上皮细胞中 TSLP、TGF⁃β1和

ECP mRNA 表达水平比较，差异具有统计学意义

（P<0.05）。与正常对照组比较，SAC组、PAC组和

VKC组结膜上皮细胞中 TSLP和 ECP mRNA 表达

明显增加，TGF⁃β1 表达水平明显降低，差异有统

计学意义（P<0.05）。VKC 组 TSLP 和 ECP mRNA

表达水平明显高于 SAC 组和 PAC 组，TGF⁃β1
mRNA 表达水平明显低于另两组，差异均具有统

计学意义（P<0.05），见表 3。
2.4 治疗前后泪液和血清中 TSLP、TGF⁃β1 及

ECP水平变化

60例不同组别过敏性结膜炎患者治疗前后对

泪液和血清中 TSLP、TGF⁃β1 及 ECP 水平进行比

较，结果如图 1 所示。治疗后的泪液和血清中
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TSLP和ECP水平较治疗前明显减低，TGF⁃β1水平

较治疗前明显降低，差异有统计学意义（P<0.05）。
3 讨论

过敏性结膜炎（AC）是一种常见的眼科眼表疾

病，全球约有五分之一的人曾患 AC［5］。有报道显

示，美国有 40%人群有 AC 病史，但就医人数仅有

10%［6］。大约 15%~20%的日本人曾罹患 AC，我国

目前缺乏AC的大样本流行病学数据，但又研究显

示有 10%以上的人罹患此病［5］。在AC分型方面，

我国以 SAC、PAC 和 VKC 尤为常见，其中 SAC 和

PAC占所有AC患者的 74%［5，7］。

胸腺基质淋巴细胞生成素（TSLP）是近些年才

被逐渐认识的免疫活性细胞因子，主要由肺、皮肤

组别

SAC组
PAC组
VKC组

正常对照组
F值
P值

n
19
18
23
20

TSLP
3.60±1.54
2.57±0.68
7.21±2.87
1.00±0.00

49.42
<0.05

TGF⁃β1
0.68±0.20
0.65±0.19
0.47±0.13
1.00±0.00

45.53
<0.05

ECP
3.19±1.08
3.42±1.27
6.89±3.13
1.00±0.00

37.04
<0.05

表 3 各组受试者结膜上皮细胞中 TSLP、TGF⁃β1和
ECP mRNA表达水平的比较（x ± s）

Table 3 Comparison of TSLP，TGF⁃β1 and ECP mRNA
expression levels in Conjunctival epithelial cells（x ± s）

注：A、B、C为为治疗前泪液 TSLP、TGF⁃β1、ECP水平变化；D、E、F为治疗的泪液。

图 1 不同类型过敏性结膜炎患儿治疗前后泪液和血清中 TSLP、TGF⁃β1及 ECP水平变化

Figure 1 Changes of TSLP，TGF⁃β1 and ECP levels in tears and serum of children with different types of allergic
conjunctivitis before and after treatment

上皮细胞，成纤维细胞，肥大细胞等多种类型细胞

分泌产生［8］。TSLP功能与 IL⁃17类似，在免疫细胞

的增殖、分化、成熟、活化等过程中发挥重要作用，

尤其是对树突状细胞（DC）的成熟、活化发挥调控

功能［9］。活化的 DC 介导 CD4+ naive T 细胞向 Th2
细胞转化，分泌过敏性细胞因子 IL⁃4、IL⁃5和TNF⁃α，
下调 IL⁃10和 IFN⁃γ的合成，这些细胞因子共同促

进 IgE合成和嗜酸性粒细胞的增殖来启动过敏性反

应［10⁃11］。嗜酸性粒细胞阳离子蛋白（ECP）是嗜酸性

粒细胞的标志性蛋白分子，ECP的表达水平可反映

嗜酸性粒细胞活化情况，ECP可介导肥大细胞释放

介质，介导过敏性疾病的发生，在过敏性鼻炎、过敏

性哮喘、过敏性咳嗽中均有报道［4，12］。人转化生长

因子 β1（TGF⁃β1）主要是由具有负调控功能的免疫

细胞 Treg细胞合成分泌的一种细胞因子，其主要功

能是发挥免疫抑制功能［13］。TGF⁃β1可促进 Treg细

胞的活化增殖，诱导 CD4 +CD25 ⁃ naive T 细胞向

CD4+CD25+调节性T细胞（Treg）转化，TGF⁃β1也是

维持Treg细胞免疫抑制功能的关键因子［14］。

liquichip液相芯片技术是综合激光技术、荧光

微球技术、流式细胞术、免疫化学技术和数字信号

处理技术而成的新型蛋白分子检测技术［15］。结果

提示在 AC 发病过程中 Treg 细胞的功能受到抑

制，TSLP 和 ECP 的表达与疾病严重程度正相关。

因此，上述细胞因子有作为AC辅助诊断标志物的

潜力，但需要更大样本和更深入机制研究的支持。

综上所述，通过 TSLP、TGF⁃β1和 ECP与过敏

性结膜炎及其严重程度，病情进展康复之间的相

关性，为深入了解 TSLP、TGF⁃β1和 ECP在过敏性

结膜炎发病中的具体机制提供新思路，也表明了

TSLP、TGF⁃β1 和 ECP 成为过敏性结膜炎新型辅

助诊断标志物的潜力。 （下转第 1647页）
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PCT、凝血因子联合 CRP检测在肝硬化并发 SBP中
的诊断及预后评估价值

王惠★

［摘 要］ 目的 分析血清降钙素原（PCT）、凝血因子联合 C⁃反应蛋白（CRP）检测在肝硬化并

发自发性细菌性腹膜炎（SBP）中的诊断及预后评估价值。方法 选取 104 例肝硬化患者作为研究

对象。肝硬化并发 SBP 者 64 例（研究组），肝硬化未并发 SBP 者 40 例（对照组），比较两组 PCT、凝

血因子（Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅹ）、CRP 水平及其诊断肝硬化并发 SBP 的敏感性、特异性。并分析影响

其预后死亡的危险因素及 PCT、凝血因子、CRP 对肝硬化并发 SBP 患者短期预后的预测价值。结果

研究组 PCT、CRP、凝血因子Ⅷ水平均显著高于对照组（P<0.05）；凝血因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ水平均明

显低于对照组（P<0.05），且 PCT+凝血因子+CRP 联合诊断的敏感性、特异性高于单独的 PCT、凝血因

子、CRP 检测（P<0.05）；回归分析发现，APACHEⅡ评分、pH 值、PaCO2及 PaO2值是导致无创机械通气

治疗失败的独立危险因素（P<0.05）。ROC 曲线分析结果示，各指标曲线下面积以联合检测的预测

价值最佳。结论 PCT、CRP 及凝血因子联合检测在诊断肝硬化并发 SBP 患者中具有较高的敏感

性、特异性，且基于 PCT、CRP 及凝血因子Ⅴ、Ⅸ的预测指数模型可很好的预测肝硬化并发 SBP 患者

的短期生存率。

［关键词］ 肝硬化并发自发性细菌性腹膜炎；血清降钙素原；凝血因子；C⁃反应蛋白

Value of serum PCT，coagulation factors and CRP detection in the diagnosis
and prognosis assessment of liver cirrhosis complicated with spontaneous
bacterial peritonitis
WANG Hui★

（Department of Hepatology，the Third Hospital of Qinhuangdao，Qinhuangdao，Hebei，China，066000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the value of serum procalcitonin（PCT），coagulation factors and
C⁃reactive protein（CRP）detection in the diagnosis and prognosis assessment of liver cirrhosis complicated with
spontaneous bacterial peritonitis（SBP）. Methods 104 patients with liver cirrhosis were selected as the re⁃
search objects. 64 patients with cirrhosis and SBP were included in the study group，and 40 patients with cirrho⁃
sis without SBP were included in the control group. The levels of PCT，coagulation factors（Ⅱ，Ⅴ，Ⅶ，Ⅷ，

Ⅸ，Ⅹ）and CRP and their sensitivity and specificity in the diagnosis of liver cirrhosis complicated by SBP were
measured and compared between the two groups. The risk factors that affect the prognosis of death and the pre⁃
dictive value of PCT，coagulation factors，and CRP for the short⁃term prognosis of patients with liver cirrhosis
and SBP were analyzed. Results The levels of PCT，CRP，and coagulation factor Ⅷ in the study group were
significantly higher than those in the control group（P<0.05）. The levels of coagulation factors Ⅱ，Ⅴ，Ⅶ，Ⅸ，

and X were significantly lower than those in the control group（P<0.05），and the sensitivity and specificity of
the combined diagnosis of PCT + coagulation factor of + CRP were higher than that of PCT，coagulation fac⁃
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tors，and CRP alone（P<0.05）. Regression analysis found that APACHEⅡ score，pH value，PaCO2 and PaO2
values were independent risk factors for the failure of non⁃invasive mechanical ventilation（P<0.05）. The ROC
curve analysis results showed that the area under the curve of combined detection has the best predictive value.
Conclusion The combined detection of PCT，CRP and coagulation factors has higher sensitivity and specifici⁃
ty in the diagnosis of patients with liver cirrhosis complicated by SBP，and the predictive index model based on
PCT，CRP and coagulation factors Ⅴ，IX can well predict the short⁃term survival rate of patients with liver cir⁃
rhosis complicated by SBP.

［KEY WORDS］ Liver cirrhosis complicated with spontaneous bacterial peritonitis；Serum procalcito⁃
nin；Coagulation factor；C⁃reactive protein

肝硬化是一种由不同病因引起的慢性进行性

弥漫性肝病，临床上早期无明显症状，进展缓慢，

晚期出现多种严重并发症［1］。自发性细菌性腹膜

炎（spontaneous bacterial peritonitis，SBP）是指由非

腹腔内脏穿孔或损伤引起的腹膜炎；同时也是肝

硬化失代偿期患者最常见的并发症之一，病情凶

险，且具有较高的发病率与病死率［2⁃3］。早期诊断、

及时治疗 SBP可显著提高患者的生存率。血清降

钙素原（procalcitonin，PCT）、C⁃反应蛋白（C⁃reac⁃
tive protein，CRP）及凝血因子与晚期肝病 SBP 的

发生、发展密切相关［4］。三者被作为监测机体感

染、评估病情严重程度的重要指标。但目前有关

PCT、凝血因子及 CRP 联合检测诊断肝硬化并发

SBP的报道较少见［5］。本组就 PCT、凝血因子联合

CRP检测在肝硬化并发自发性细菌性腹膜炎中的

诊断及预后评估价值进行了分析。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2019 年 1 月至 2020 年 5 月收治的

104例肝硬化患者作为研究对象。纳入标准：①均

符合《慢性乙型肝炎防治指南》中肝硬化失代偿

临床诊断标准［6］，SBP 的诊断标准依据 2010 年欧

洲肝病学会肝硬化腹水、SBP指南［7］；②临床各方

面资料完整；③未合并其他严重恶性疾病；④无既

往手术史。排除标准：①入院时即有消化道大出

血、肝癌、其他部位感染等疾病；②继发性腹膜炎

患者；③妊娠期或哺乳期孕妇；④就诊前进行抗生

素治疗。

根据患者是否合并 SBP 进行分组：其中肝硬

化并发 SBP 者者 64 例（研究组），男性 51 例，女性

13 例，平均年龄（60.36±3.77）岁。肝硬化未并发

SBP 者 40 例（对照组），男性 27 例，女性患者 13
例，平均年龄（61.06±4.26）岁。两组一般资料比较

差异无统计学意义（P>0.05）。本研究经医院伦理

委员会批准，受试者签署知情同意书。

1.2 方法

空腹抽取 3~5 mL 外周静脉血。CRP 采用免

疫比浊法检测，检测仪器：日本松下 BD730型全自

动分析仪及其配套试剂盒。PCT采用酶联荧光分

析法检测，检测仪器：瑞典雷度公司CDE68 型全自

动分析仪及其配套试剂盒。凝血因子采用法国

STAGO 公司的全自动凝血分析仪及配套试剂进

行检测。具体操作严格按照说明书执行。

1.3 观察指标

①比较两组患者的 PCT、凝血因子（Ⅱ、Ⅴ、

Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅹ）、CRP水平；②分析 PCT、凝血因子、

CRP及三者联合检测诊断肝硬化并发 SBP的敏感

性、特异性；③随访记录患者 3月后预后死亡与生

存情况，并分析影响其预后死亡的危险因素；④分

析 PCT、凝血因子、CRP对肝硬化并发 SBP患者短

期预后的预测价值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 18.0 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。采用二分类 Logistic 逐步回

归 进 行 多 因 素 分 析 。 应 用 受 试 者 工 作 特 征

（ROC）曲线评价建立的预测指数模型及各独立

预测因子对于肝硬化并发 SBP 患者短期预后的

预测能力，根据 ROC 曲线的敏感度和特异度决

定各预测因子的最佳临界值。P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者 PCT、凝血因子、CRP水平比较

研究组 PCT、CRP、凝血因子Ⅷ水平均显著高

于对照组（P<0.05）；凝血因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ水

平均明显低于对照组（P<0.05）。见表 1。
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2.2 PCT、凝血因子、CRP及三者联合检测诊断肝

硬化并发 SBP价值分析

PCT、凝血因子、CRP 检测诊断肝硬化并发

SBP的敏感性、特异性比较差异无统计学意义（P>
0.05），但 PCT+凝血因子+CRP联合诊断的敏感性、

特异性高于单独的 PCT、凝血因子、CRP 检测（P<
0.05）。见表 2。
2.3 影响肝硬化并发 SBP 患者预后死亡因素的

单因素分析

对患者进行 3 个月随访，发现死亡 15 例

（23.44%），存活 49例（76.56%）。存活组患者 PCT、
CRP、凝血因子Ⅷ水平均显著低于死亡组（P<0.05）；
凝血因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ水平均明显高于死亡组

（P<0.05）。见表 3。
2.4 影响肝硬化并发 SBP 患者预后死亡因素的

多因素分析

经非条件多因素 logistic 回归模型分析，

APACHEⅡ评分、pH值、PaCO2及 PaO2值是导致无

创机械通气治疗失败的独立危险因素（P<0.05）。

见表 4。
2.5 各预测因子对肝硬化并发 SBP 患者短期预

后的预测价值

采用 ROC 曲线分析 PCT、凝血因子Ⅸ、Ⅴ、

CRP及四者联合检测对肝硬化并发 SBP患者预后

的预测价值，各指标曲线下面积分别为 0.754、
0.769、0.724、0.665 及 0.845，其中以联合检测的预

测价值最佳。见图 1。

因子

PCT（ng/mL）
CRP（mg/L）

凝血因子Ⅱ（%）
凝血因子Ⅴ（%）
凝血因子Ⅶ（%）
凝血因子Ⅷ（%）
凝血因子Ⅸ（%）
凝血因子Ⅹ（%）

对照组（40）
0.12±0.06
5.56±2.23
86.01±8.91
77.45±5.19
89.32±7.66

119.56±22.09
109.32±10.65
86.56±12.21

研究组（64）
1.40±0.92
14.22±6.18
31.45±6.53
33.65±7.87
32.21±10.69
190.32±10.65
55.56±11.29
30.32±10.67

t值
8.772
8.510
35.952
31.186
29.379
21.915
24.049
24.729

P值

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

表 1 两组患者 PCT、凝血因子、CRP水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of PCT，coagulation factor and CRP
levels between the two groups（x ± s）

因素

性别

平均年龄（岁）
病因

PCT（ng/mL）
CRP（mg/L）

凝血因子Ⅱ（%）
凝血因子Ⅴ（%）
凝血因子Ⅶ（%）
凝血因子Ⅷ（%）
凝血因子Ⅸ（%）
凝血因子Ⅹ（%）

男（51）
女（13）

乙型肝炎肝硬化
酒精性肝炎肝硬化
自身免疫性肝病

死亡组（n=15）
10（66.67）
5（33.33）

58.39±10.95
12（80.00）
2（13.33）
1（6.67）
2.14±0.14
16.14±2.34
29.45±8.75
32.78±9.99
31.34±12.89
188.45±12.87
54.78±13.49
29.45±10.77

存活组（n=49）
43（87.76）
6（12.24）
56.86±8.84
36（73.47）
7（14.29）
6（12.24）
0.68±0.06
6.08±0.35

88.02±10.93
90.56±7.39
92.44±9.88

118.78±24.29
111.56±12.87
88.78±14.34

t/c2值

3.588

0.554
0.399

58.258
29.547
18.944
24.322
19.471
10.621
14.787
14.767

P值

0.058

0.582
0.819

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

表 3 影响肝硬化并发 SBP患者预后死亡因素的单因素分析［n（%），（x ± s）］

Table 3 Single factor analysis of prognostic death factors in patients with cirrhosis complicated by SBP［n（%），（x ± s）］

检测方法

PCT

凝血因子

CRP

三者联合

c2值
Pa值
c2值
Pb值
c2值
Pc值

临床诊断

阳性

50（78.13）
14（21.88）
46（71.88）
18（28.13）
44（68.75）
20（31.25）
60（93.75）
4（6.25）

-

-
-

阴性

10（25.00）
30（75.00）
11（27.50）
29（72.50）
11（27.50）
29（72.50）
2（5.00）

38（95.00）
-

-
-

敏感性

（%）

78.13

71.88

68.75

93.75

6.465
0.011
10.758
0.001
13.128
0.001

特异性

（%）

75.00

72.50

72.50

95.00

6.275
0.012
7.440
0.006
7.440
0.006

表 2 PCT、凝血因子、CRP及三者联合检测诊断肝硬化

并发 SBP价值分析［n（%）］

Table 2 Value analysis of PCT，coagulation factor，CRP
and the three combined detection and diagnosis

of cirrhosis complicated with SBP［n（%）］

注：Pa为三者联合与单一 PCT 比较，Pb为三者联合与单一凝血因

子比较，Pc为三者联合与单一 CRP比较，P<0.05。
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变量

PCT
CRP

凝血因子Ⅸ
凝血因子Ⅴ

回归系数

0.567
0.561
0.595
0.513

标准误

0.203
0.228
0.301
0.214

Wald/c2值

8.585
10.114
12.007
7.376

OR
1.763
1.752
1.813
1.670

95%CI值
1.184~2.624
1.121~2.740
1.005~3.271
1.098~2.541

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 影响肝硬化并发 SBP患者预后死亡的多因素分析

Table 4 Multi⁃factor analysis of prognostic death of patients with cirrhosis complicated by SBP

3 讨论

SBP 是在无全身或腹腔内局部感染源的情况

下，发生于腹腔的急性、亚急性细菌性感染，是肝硬

化患者常见的并发症之一［8⁃9］。腹水培养、PMN的

计数是目前临床上诊断 SBP的主要手段［10］。但上

述方法假阴性率较高，且腹水培养需一定周期，一

旦出现假阴性，易导致患者错过最佳的治疗时间，

因此寻找敏感性较高的指标具有重要意义。近年

来国内外有关报道 SBP 的新诊断方法越来越多，

其中以血清 PCT、CRP的进展较为显著［11⁃12］。

PCT 是反应全身炎症活跃程度的一种蛋白

质。在细菌感染时，其水平较病毒感染或其他炎

症疾病时升高明显，可用来鉴别诊断细菌性感染

和炎症的急性参数。CRP为机体一种急性时相反

应蛋白，因可与肺炎链球菌的荚膜 C⁃多糖发生反

应得名，CRP是机体非特异性免疫机制的一部分，

在感染、炎症、创伤、梗死以及结缔组织病均可出

现升高。而且凝血因子是评估肝功能状态最为敏

感的指标，肝脏能合成除组织因子和 Ca2+ 以外的

所有凝血因子和纤溶因子［13］。黄浩等［14］研究研究

报道指出，PCT、CRP 水平上升可作为肝硬化并发

SBP的重要诊断指标。Alexopoulou等［15］研究则显

示肝脏合成的凝血因子Ⅱ 、Ⅴ 、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ 、Ⅺ及Ⅻ
的活性测定可用于综合评价肝病患者肝功能受损

的程度，尤其是在肝硬化患者，对病情观察中具有

重要的临床价值。本组研究也证实了 PCT、CRP
及凝血因子诊断 SBP的价值。Osman等［16］研究显

示，血清 PCT诊断细菌性感染性疾病的敏感性、特

异性显著优于其他实验室指标，与血清 CRP、凝血

因子联合检测则有助于提高 SBP的诊断敏感性与

特异性。本组研究结果亦显示，三者联合检测的

价值更高，可有效弥补单一诊断的不足。

此外，国内外不少学者对 SBP 预后因素进行

过研究，但结果各不相同，原因可能是所选取病例

不同、未考虑非疾病因素，如实验误差、统计学方

法等。黎秋芬等［17］报道以年龄、低钠血症、MELD
评分评估 SBP 患者预后，该方式较为科学，但

MELD 评分计算繁琐，且易受非肝病因素的影

响。本组研究通过对预后有预测意义的指标

PCT、CRP 及凝血因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ的筛选相

关性最佳因子，以 PCT、CRP 评估感染的严重程

度，以凝血因子为主评估肝病的严重程度，均不易

受外界因素影响，与疾病密切相关，结果稳定。通

过单、多因素分析结果显示，凝血因子Ⅴ、凝血因

子Ⅸ在预测 SBP 患者预后中具有较高价值，ROC
曲线面积 0.769、0.724。但进一步分析发现，PCT、
CRP、凝血因子Ⅴ及凝血因子Ⅸ四者联合检测

ROC曲线面积为 0.845，预测价值更高。

综上所述，PCT、CRP 及凝血因子联合检测在

诊断肝硬化并发 SBP 患者中具有较高的敏感性、

特异性，且基于 PCT、CRP 及凝血因子Ⅴ、Ⅸ的预

测指数模型可很好的预测肝硬化并发 SBP患者的

短期生存率。
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COPD性高血压患者肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮水平的
临床研究

任芳★ 郝同琴 牛丽丹 张江波

［摘 要］ 目的 探讨慢性阻塞性肺病（COPD）性高血压患者肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮（RAAS）水

平及其与高血压的关系。方法 选取 2018年 3月至 2019年 9月期间于本院收治的 COPD性高血压患者

80例作为研究组，另收集同期收治于本院的 COPD 未伴发高血压患者 80例，以及在本院进行健康体检

的人群 35例作为对照，分别划分为 COPD组和健康组，比较三组一般资料情况，并测定和比较三组血浆

肾素活性（PRA）、血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）、醛固酮（ALD）水平，分析 PRA、AngⅡ和ALD水平与高血压之

间的关系。结果 研究组的收缩压、舒张压、脑卒中发生率、合并冠心病和高脂血症的占比均明显高于

COPD 组和健康组，差异均有统计学意义（P均<0.05）；研究组 PRA、AngⅡ和 ALD 水平>COPD 组>健康

组，差异均有统计学意义（P<0.05）；不同病情 COPD患者血压、RAAS系统水平存在明显差异，差异有统

计学意义（P<0.05）；相关性分析结果显示，血浆 PRA、AngII和ALD水平分别与收缩压、舒张压呈明显正

相关性，差异均有统计学意义（P<0.05）；且三指标水平之间互为正相关关系（P<0.05）。结论 COPD 性

高血压患者体内存在RAAS过度激活，并与患者血压存在明显正相关性。

［关键词］ 慢性阻塞性肺病；高血压；肾素；血管紧张素；醛固酮

Clinical study on the renin ⁃ angiotensin ⁃ aldosterone system in patients with
COPD induced hypertension
REN Fang★，HAO Tongqin，NIU Lidan，ZHANG Jiangbo
（Department of Emergency，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College，Xinxiang，Henan，Chi⁃
na，453000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the renin⁃angiotensin⁃aldosterone system（RAAS）in patients
with chronic obstructive pulmonary disease（COPD）and hypertension and its relationship with COPD induced
hypertension. Methods A total of 80 patients with COPD induced hypertension admitted to the hospital from
March 2018 to September 2019 were selected and included in the study group. Another 80 patients with COPD
and without hypertension admitted to the hospital during the same period were selected and included in the
COPD group. 35 healthy people were selected and included in the healthy group. The general data of the three
groups were compared. The plasma renin activity（PRA），angiotensinⅡ（AngII）and aldosterone（ALD）lev⁃
els in the 3 groups were determined and compared. The relationship between PRA，AngII and ALD levels and
hypertension was analyzed. Results The systolic blood pressure，diastolic blood pressure，incidence rate of
stroke，proportions of patients with coronary heart disease and hyperlipidemia in the study group were signifi⁃
cantly higher than those in COPD group and the healthy group（P<0.05）. The levels of PRA，AngⅡ and ALD
were the highest in study group，followed by the COPD group and the healthy group（P<0.05）. There were sig⁃
nificant differences in blood pressure and RAAS system among COPD patients with different conditions（P<
0.05）. Correlation analysis showed that the plasma PRA，AngⅡ And ALD levels were significantly positively
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correlated with systolic blood pressure and diastolic blood pressure（P<0.05）. In addition，the three indexes
were positively correlated with each other（P<0.05）. Conclusion There is over ⁃activation of RAAS in pa⁃
tients with COPD induced hypertension，which is significantly positively correlated with blood pressure.

［KEY WORDS］ Chronic obstructive pulmonary disease；Hypertension；Renin；Angiotensin；Aldoste⁃
rone

慢性阻塞性肺病（chronic obstructive pulmo⁃
nary diseases，COPD）是临床常见且多发的呼吸系

统疾病，主要以持续的气流受限为主要特征，并伴

随广泛肺外效应，是一种具有较高复发率和致死率

的气道受阻且不完全可逆的肺部异常性炎症疾

病［1］。COPD患者由于肺通气功能障碍、肺血管内

皮功能障碍、呼吸系统炎症反应等多种因素，可导

致伴发高血压疾病，表现为血压升高、心功能障碍、

头晕、恶心等［2］。COPD性高血压在临床上比较少

见，多发于老年人群，伴发高血压后无疑增加了

COPD 疾病治疗的难度，还容易引起心脑血管疾

病、慢性肾衰竭等严重并发症的发生，严重影响患

者的身体健康和生活质量［3］。肾素⁃血管紧张素⁃
醛固酮系统（renin⁃angiotensin⁃aldosterone system，

RAAS）是由一系列激素及相应的酶组成，能通过控

制血容量和外周阻力对人体血压、水和电解质平衡

进行调节，并维持机体内环境的恒定［4⁃5］，其水平与

高血压的发生具有紧密的联系。目前国内关于

COPD 性高血压患者肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮水

平的研究鲜有见报道，基于此，本研究对 COPD性

高血压患者的肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮水平水平

进行检测，尝试探讨其与高血压之间的相关性，以

期为临床诊断提供一些理论参考，现报告如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2018年 3月至 2019年 9月期间于本院收

治的 COPD 性高血压患者 80 例作为研究对象，作

为研究组，其中男性 39 例，女性 41 例，平均年龄

（65.93±6.44）岁；COPD 病情为轻度 20 例，中度 35
例，重度 25例；急性加重期 24例，稳定期 56例。同

时收集本院的 COPD 未伴发高血压患者 80 例，其

中男性 42例，女性 38例，平均年龄（66.49±5.93）岁；

COPD病情为轻度 23例，中度 31例，重度 26例；急

性加重期 29例，稳定期 51例；以及在本院进行健康

体检的人群 35例作为对照，男性 16例，女性 19例，

平均年龄（65.70±6.52）岁。三组性别、年龄等比较

差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

纳入标准：①患者均具有咳嗽、咳痰、呼吸困

难等症状，经实验室检查、影像学检查，符合COPD
的诊断标准［6］；②符合 2005 年我国高血压的诊断

标准［7］：收缩压≥140 mmHg（1 mmHg=0.133 kpa），

舒张压≥90 mmHg；③年龄 35岁以上，且病历资料

完整、具备血浆检测标本者。排除标准：①精神异

常、沟通障碍患者；②存在严重性肝肾疾病、恶性

肿瘤、严重出血性疾病患者；③内分泌性高血压、

继发性高血压、颅内并所致高血压患者；④妊娠及

哺乳期妇女；⑤近两周内未服用血管紧张素转换

酶抑制剂等影响。本研究通过医学伦理委员会审

批，所有患者均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 一般资料收集

现场测量患者的体重、身高、COPD 病程、收

缩压、舒张压，是否发生脑卒中以及合并冠心病、

糖尿病、高脂血症情况等一般资料，记录患者。

1.2.2 血浆肾素、血管紧张素Ⅱ、醛固酮水平检测

分别于清晨卧位采集三组肘静脉血 5 mL，经
冰水浴中冷却、2 500 r/min 离心后，分离血浆，放

入-20℃冻存待测。采用放射免疫法对三组患者

的肾素活性（plasma renin activity，PRA）、血管紧

张素Ⅱ（angiotensinⅡ，AngⅡ）、血醛固酮（aldoste⁃
rone，ALD）进行测定，试剂盒均购自北京北方生

物技术研究所，并严格按试剂盒操作方法进行实

验操作。普通饮食，卧位的 PRA 参考值为 0.07~
1.51 ng/mL/h，AngⅡ参考值为 19~115 pg/mL，ALD
的参考值为 60~174 pg/mL。
1.3 统计学处理

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

组间采用独立样本 t检验，多组间采用方差分析，多组

数据的组间比较采用 LSD⁃t 检验进行多重比较；

PRA、AngⅡ、ALD之间的相关性分析采用 Pearson
进行相关分析，多因素影响分析采用多元线性回

归分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

·· 1649



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

2 结果

2.1 3组患者一般情况比较

3 组在体重、身高方面的差异无统计学意

义（P>0.05），研究组和 COPD 组患者在 COPD
病程、合并糖尿病方面的差异无统计学意义

（P>0.05），COPD 组和健康组在收缩压和舒张

压方面比较差异无统计学意义（P>0.05）。研

究组的收缩压、舒张压、脑卒中发生率、合并冠

心病和高脂血症的占比均明显高于 COPD 组和

健 康 组 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P<0.05），见

表 1。

变量

体重（kg）
身高（cm）

COPD病程（年）
收缩压（mmHg）
舒张压（mmHg）

脑卒中
糖尿病
冠心病

高脂血症

研究组（n=80）
64.79±7.51
164.25±5.98
5.25±1.27

146.54±18.22ab

93.65±8.21ab

12（15.00）ab

19（23.75）a

24（30.00）ab

45（56.25）ab

COPD组（n=80）
63.91±6.70
162.48±6.71
5.16±1.84

113.83±10.07
71.36±7.84
2（2.50）

16（20.00）a

11（13.75）a

19（23.75）a

健康组（n=35）
62.83±7.15
163.57±6.15

/
115.49±9.85
73.14±6.91
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）

c2/t/F值

0.959
1.625
0.360

125.320
182.112
7.828
0.329
6.181
17.604

P值

0.385
0.200
0.719
<0.001
<0.001
0.005
0.566
0.013
<0.001

表 1 3组患者一般资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of general data among the three groups［n（%），（x ± s）］

注：与健康组比较，aP<0.05；与 COPD组比较，bP<0.05。

2.2 3组患者 PRA、AngⅡ和ALD水平比较

研究组 PRA、AngⅡ和 ALD 水平均明显高于

COPD组和健康组，差异有统计学意义（P<0.05），3组
PRA、AngⅡ和 ALD 水平比较，差异有统计学意义

（P<0.05），见表 2。
2.3 研究组中不同 COPD 患者血压情况与 PRA、

AngⅡ和ALD水平比较

研究组中不同病情 COPD患者血压、RAAS系

统水平比较差异有统计学意义（P<0.05）；其中重

度组收缩压、舒张压、PRA、AngⅡ和 ALD 水平均

明显高于轻度组和中度组，差异有统计学意义（P<
0.05），COPD 急性加重期患者血压、RAAS 系统水

平明显高于稳定期患者（P<0.05）。见表 3、表 4。
2.4 PRA、AngⅡ和ALD水平与高血压之间的关系

相关性分析结果显示，血浆 PRA、AngⅡ和

ALD水平分别与收缩压、舒张压、呈正相关性，差异

有统计学意义（P<0.05）；且三指标水平之间互为正

相关关系，差异有统计学意义（P<0.05），见表 5。

3 讨论

高血压是一种常见的慢性疾病，据调查显示，

我国高血压的患病人数易超过 2亿人，其发病率在

组别

研究组
COPD组
健康组
F值
P值

n

80
80
35

PRA
（ng/mL/h）
4.16±1.46ab

1.67±0.39a

0.55±0.06
217.290
<0.001

AngⅡ
（pg/mL）

128.37±20.31ab

113.81±18.45a

51.61±10.12
224.313
<0.001

ALD
（pg/mL）

214.41±23.08ab

183.59±22.15a

68.29±12.45
589.350
<0.001

注：与健康组比较，aP<0.05；与 COPD组比较，bP<0.05。

表 2 3组患者 PRA、AngⅡ和ALD水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of PRA，AngⅡ and ALD levels
among the three groups（x ± s）

组别

轻度
中度
重度
F值
P值

n
20
35
25

收缩压（mmHg）
129.21±10.38
132.45±14.31
159.74±8.62ab

50.165
<0.001

舒张压（mmHg）
82.89±9.47
85.63±11.82
110.86±8.49ab

56.063
<0.001

PRA（ng/mL/h）
2.54±0.77
2.97±0.81
6.96±1.22ab

165.484
<0.001

AngⅡ（pg/mL）
120.27±14.61
123.16±18.45
141.61±15.32ab

12.028
<0.001

ALD（pg/mL）
195.82±16.04
199.44±19.25
248.69±13.46ab

77.782
<0.001

表 3 研究组中不同病情程度COPD患者的血压及 PRA、AngⅡ和ALD水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of blood pressure，PRA，AngⅡ and ALD levels among COPD patients with different severity in
study group（x ± s）

注：与轻度组比较，aP<0.05；与中度组比较，bP<0.05。
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组别

急性加重期
稳定期
t值
P值

n
26
54

收缩压（mmHg）
162.47±11.51
138.64±13.32

7.819
<0.001

舒张压（mmHg）
109.84±8.51
85.78±8.28

12.065
<0.001

PRA（ng/mL/h）
6.87±1.78
2.84±0.86
13.702
<0.001

AngII（pg/mL）
138.59±19.13
123.43±12.69

4.218
<0.001

ALD（pg/mL）
196.13±19.45
237.48±18.61

9.174
<0.001

表 4 研究组中不同时期COPD患者患者的血压及 PRA、AngⅡ和ALD水平比较

Table 4 Comparison of blood pressure，PRA，AngⅡ and ALD levels among COPD patients during different periods in
study group（x ± s）

条目

收缩压
舒张压
PRA
AngⅡ
ALD

PRA
r值
1.087
0.913

/
/

0.597

P值

0.004
0.003

/
/

0.001

AngⅡ
r值
0.929
0.822
0.653

/
/

P值

0.001
0.007
0.035

/
/

ALD
r值
0.725
0.851
0.639
0.718

/

P值

0.029
0.013
0.041
0.001

/

表 5 PRA、AngⅡ和ALD水平与收缩压、舒张压之间的

相关性

Table 5 Correlation between PRA，AngⅡ，ALD levels and
systolic blood pressure，diastolic blood pressure

我国呈现为逐年增加的趋势［8］。高血压的发生与

生活方式、饮食等因素明显相关，患者可表现为

头晕、头痛、血压升高等症状，若不能得到较好的

控制，极易引发心脑血管疾病的发生以及脑卒中

等并发症，不利于患者的身体健康［9］。COPD 亦

是一种多发的慢性疾病，具有较高的病死率，且

发病后极易伴发各种并发症。研究表明，RAAS系

统的激活是 COPD 患者伴发高血压的发病原因之

一，患者血浆AngⅡ水平升高还是各种心血管疾病

的独立危险因素［10］。本研究探讨 COPD 性高血压

患者的 RAAS系统水平，及其与高血压的相关性，

对于进一步探讨 RAAS 系统水平与 COPD 性高血

压发病机制与疾病发生发展的关系具有重要的指

导意义。

本研究结果与国内学者蒋灵霓等［11］的研究结

果较为一致。有学者在研究报告中指出，在COPD
前期，即慢性支气管炎阶段患者出现肺通气功能

障碍时，其血浆 PRA和AngⅡ水平处于高水平，特

别是 AngⅡ水平升高最为显著［12］。AngⅡ能通过

直接收缩小动脉使血压升高，并能通过参与血管

壁的氧化应激、炎症反应等过程，引起血管内皮功

能障碍，减少血管扩张因子的生成，引起肺血管过

度收缩，导致血管重构和高血压的形成［13］。高血

压发生后，由于血管长期处于高压状态，可导致心

脏、肾脏、脑等重要部位发生病理异常，引发冠心

病等心脑血管疾病，这可能是本研究的研究组患

者合并冠心病、高脂血症比例较高的主要原因。

大量研究证实，RAAS能在生理条件下发挥重要的

正常血压调节作用，当机体受到病理因素影响后，

能够增加 RAAS活性，进而引发高血压［14］。RAAS
系统对机体血管功能、血压、水盐代谢的调节发挥

着重要作用，直接参与高血压的发病机制。研究

表明，COPD患者与原发性高血压和心血管疾病的

发生有关，COPD 患者的肺功能越差，患者伴发高

血压的几率越高［15］。国外研究指出，COPD患者中

有 50%以上的患者可伴发高血压，其高血压的伴

发率明显高于同龄健康人群［16］。COPD 患者发病

后，其 RAAS 系统被激活，球旁细胞释放大量

PRA，引起 AngⅡ活性增高，全身小动脉管壁收缩

产生高血压。由此可见 COPD 患者 RAAS 系统水

平与高血压发生的明显相关性，同时，可以看出

PRA、AngⅡ和 ALD 三者之间存在互相的促进作

用，存在明显正相关关系。COPD性高血压患者血

浆 PRA、AngⅡ和 ALD 水平不仅与高血压的关系

密切，还可能成为 COPD 性高血压发生发展过程

中的重要标志物，对于早期发现和预防 COPD 性

高血压具有一定的指导作用。

综上所述，COPD 性高血压患者体内存在

RAAS 过度激活，表现为 RAAS 系统处于较高水

平，并与患者血压存在明显正相关性，RAAS 水平

的检测对于 COPD 性高血压的发生和发展及患者

病情的评估具有一定的指导价值。
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血清Hcy、hs⁃CRP在急性脑梗死患者的表达及与病
情程度的相关性

孙媛媛 余其贵 谢军★

［摘 要］ 目的 探究急性脑梗死（ACI）患者血清同型半胱氨酸（Hcy）、超敏反应蛋白（hs⁃CRP）表

达水平与病情严重程度的相关性。方法 选取 110例ACI患者，分为轻度组（n=39）、中度组（n=46）和重

度组（n=25），另选取 50例健康志愿者作为对照组，对比各组研究对象临床基本资料、血生化指标，并比

较各组ACI患者梗死病灶面积、颈动脉狭窄程度及预后mRS评分；观察不同梗死病灶面积、不同颈动脉

狭窄程度、神经功能缺损程度评分（NDS）及预后评分（mRS）患者血清 Hcy、hs⁃CRP 水平，受试者工作特

征曲线（ROC）分析Hcy、hs⁃CRP对于ACI的诊断价值。结果 各组性别构成、年龄、吸烟史、身体质量指

数（BMI）比较，差异无统计学意义（P>0.05）；各组血糖、总胆固醇（TC）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白胆

固醇（HDL⁃C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL⁃C）、凝血酶原时间（PT）、凝血酶时间（TT）、纤维蛋白原

（FIB）、活化部分凝血酶时间（APTT）、Hcy、hs⁃CRP比较，差异有统计学意义（P<0.05）。随着ACI患者梗

死病灶面积、颈动脉狭窄、NDS及mRS 评分增加血清 Hcy、hs⁃CRP 水平明显升高，差异具有统计学意义

（P<0.05）。Hcy、hs⁃CRP 与 TC、TG、LDL⁃C、PT、TT、FIB、APTT、梗死病灶面积、颈动脉狭窄、NHISS 评

分、NDS 评分及 mRS 评分存在显著正相关性（P<0.05）。血清 Hcy、hs⁃CRP 及二者联合诊断 ACI 的曲线

下面积（AUC）分别为 0.801、0.899、0.928，联合诊断更具显著价值。结论 急性脑梗死患者血清 Hcy、
hs⁃CRP与机体高血脂、高凝血状态、神经功能缺损存在密切关系，Hcy、hs⁃CRP对于急性脑梗死患者病情

严重程度辅助评估具有显著价值。

［关键词］ 急性脑梗死；同型半胱氨酸；超敏反应蛋白

Correlation between the expression of serum Hcy and hs⁃CRP in patients with
acute cerebral infarction and its severity
SUN Yuanyuan，YU Qigui，XIE Jun★

（Hefei Hospital Affiliated to Anhui Medical University/Hefei Second People􀆳s Hospital，Department of General
Medicine Hefei，Hefei，Anhui，China，230011）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between the expression levels of serum
homocysteine（Hcy）and hypersensitivity protein（hs⁃CRP）in patients with acute cerebral infarction（ACI）and
the severity of the disease. Methods 110 patients with ACI were selected and divided into the mild group（n=
39），the moderate group（n=46）and the severe group（n=25），another 50 healthy volunteers were selected as
the control group. The basic clinical data and blood biochemical indexes of each group were compared，and the
area of infarct lesions，carotid artery stenosis and prognostic mRS scores of ACI patients in each group were
compared. The serum Hcy and hs ⁃ CRP levels of patients with different infarct area，different carotid artery
stenosis degree，neurological deficit score（NDS）and different prognosis mRS score were compared，and the
receiver operating characteristic curve（ROC）analyzed Hcy and hs ⁃ CRP for the diagnostic value of ACI.
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急性脑梗死（Acute cerebral infarction，ACI）的

发病机制较为复发，伴随有多种细胞因子水平的

改变，从而影响神经元细胞活性，引发炎症反应、

氧化应激损伤及血栓形成等，加剧脑组织病变［1］。

研究认为［2］，动脉粥样硬化是心脑血管疾病的主要

病因。动脉粥样硬化的发生与血管炎症反应存在

密切关系，血管炎症反应的主要表现为超敏 C 反

应蛋白（Hypersensitive C⁃reactive protein，hs⁃CRP）
等急性时相蛋白水平异常升高，并加重白细胞活

性，促进炎症反应发展。hs⁃CRP 是反应炎症发展

的精确、敏感指标，并有研究证实 hs⁃CRP 对于心

脑血管疾病具有较高的预测价值［3］。同型半胱氨

酸（Homocysteine，Hcy）是动脉粥样硬化的独立危

险因素，其参与了动脉粥样硬化血栓形成［4］。本研

究血清 Hcy、hs⁃CRP 在急性脑梗死患者的表达及

与病情程度的相关性进行了探究，具体如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 10月至 2019年 10月本院收治的

110 例 ACI 患者，纳入标准：①均经 CT、MRI 等影

像学检查确诊，符合《中国急性缺血性脑卒中诊治

指南 2014》［5］中的诊断标准；②发病至入院时间

<24 h；③所有患者及家属均对本研究内容知情并

自愿签署知情同意书。排除标准：①合并肝、肾、

心功能不全及其他严重疾病者；②既往存在脑血

管疾病史者；③脑梗死合并出血者；④近期有脑部

外科手术史或创伤史者。所有患者均由专门负责

医师采用美国国立卫生研究院脑卒中量表（Na⁃

tional Institutes of Health Stroke Scale，NIHSS）评分

评估神经功能损伤程度［6］，总分 0~33分，为轻度组

（≤5分）39例，中度组（6~13分）46例、重度组（≥14
分）25例，另选取来本院体检中心体检的 50例健康

志愿者作为对照组。各组研究对象性别、年龄、身

体质量指数（BMI）比较，差异无统计学意义（P>
0.05），具有可比性。本研究获得本院伦理委员会

批准。

1.2 方法

1.2.1 试剂和仪器

采用彩色多普勒超声诊断仪（PHILIPS 公司，

型号：IU⁃22型）、全自动生化分析仪（日立公司，型

号：7180）、全自动血液分析仪（日本希森美康公司，

型号：SYSMEX⁃2100）、全自动血凝仪（美国BECK⁃
MAN COULTER公司，型号：ACL ADVANCE）、酶

标仪（美国 BIO⁃RAD 公司，型号：Model 450 型）。

血生化检测及凝血功能试剂由仪器公司配套提供，

酶联免疫吸附法（Enzyme⁃linked immunosorbent as⁃
say，ELISA）试剂盒购自武汉博士德生物工程公司。

1.2.2 疾病严重程度判断

所有患者入院后统计性别、年龄、吸烟史、身

高、体重等基线资料，颈动脉狭窄程度评估采用彩

色多普勒超声诊断仪行颈动脉检查，并根据颈动

脉狭窄率［7］分为≤50%组（n=69）及 >50%组（n=
41）。脑梗死面积根据 Pullicitio公式［8］进行计算分

为小梗死灶组（<5 cm2，n=35）、中梗死灶组（5~10
cm2，n=48）和大梗死灶组（>10 cm2，n=27）。NDS
评分［9］对所有患者神经功能缺损情况进行评估，并

分为轻型（0~15 分，n=36）、中型（16~30 分，n=40）

Results There was no statistically significant difference in gender composition，age，smoking history，and
body mass index（BMI）among the groups（P>0.05）. Blood glucose，total cholesterol（TC），triglycerides
（TG），high ⁃ density lipoprotein cholesterol（HDL ⁃ C），low ⁃ density lipoprotein cholesterol（LDL ⁃ C），

prothrombin time（PT），thrombin time（TT），fibrinogen（FIB），activated partial thrombin time（APTT），

Hcy，hs ⁃CRP in each group were compared，the difference was statistically significant（P<0.05）. With the
increase of infarct size，carotid artery stenosis，NDS and mRS scores in ACI patients，the serum Hcy and hs⁃
CRP levels increased significantly，the difference was statistically significant（P<0.05）. There was a significant
positive correlation between Hcy，hs⁃CRP and TC，TG，LDL⁃C，PT，TT，FIB，APTT，infarct size，carotid
stenosis，NHISS score，NDS score，and mRS score（P<0.05）. The areas under the curve（AUC）of serum
Hcy，hs ⁃ CRP and the combined diagnosis of ACI were 0.801，0.899，0.928，respectively，and combined
diagnosis is more significant. Conclusion Serum Hcy and hs⁃CRP in patients with acute cerebral infarction are
closely related to the body􀆳s hyperlipidemia，hypercoagulability，and neurological deficits. Hcy and hs⁃CRP are
of great value in the auxiliary evaluation of the severity of acute cerebral infarction.

［KEY WORDS］ Acute cerebral infarction；Homocysteine；Hypersensitivity protein

·· 1653



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

和重型（31~45 分，n=34）。采用 mRS 评分［10］评估

患者预后，总分 0~5分，评分越高表示患者预后越

差，其中 mRS≤2 分（n=65）为预后良好，>2 分（n=
45）为预后不良者。

1.2.3 生化指标检测

所有受试者均入院后 12 h 内抽取 5 mL 空腹

静脉血，检测血糖、总胆固醇（Total cholesterol，
TC）、甘油三酯（Triglyceride，TG）、高密度脂蛋白胆

固醇（High density lipoprotein cholesterol，HDL⁃C）、

低密度脂蛋白胆固醇（Low density lipoprotein cho⁃
lesterol，LDL⁃C）指标，并检查凝血功能指标凝血

酶 原时间（Prothrombin time，PT）、凝血酶时间

（Thrombin time，TT）、纤 维 蛋 白 原（Fibrinogen，
FIB）、活 化 部 分 凝 血 酶 时 间（Activated partial
thrombin time，APTT）指标。采用 ELISA 法检测

hsCRP、Hcy水平。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计学软件进行数据分析，计

数资料以 n（%）表示，组间比较采用卡方检验；计

量资料以（x ± s）表示，组间两两比较采用 t 检验，

多组及以上比较采用单因素方差分析；Spearman
相关分析 Hcy、hs⁃CRP 与临床各指标的相关性；

受试者工作特征曲线分析 Hcy、hs⁃CRP 对于 ACI
的诊断价值。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同病情程度ACI患者临床各指标比较

各组性别构成、年龄、吸烟史、BMI比较，差异

无统计学意义（P>0.05）；各组血糖、TC、TG、LDL⁃C、

PT、TT、FIB、APTT、Hcy、hs⁃CRP、HDL⁃C 比较差

异有统计学意义（P<0.05），各组 ACI 患者血糖、

LDL ⁃C、HDL ⁃C 比较，差异无统计学意义（P>
0.05）。见表 1。
2.2 不同梗死病灶面积、颈动脉狭窄及预后mRS
评分血清Hcy、hs⁃CRP水平比较

随着 ACI 患者梗死病灶面积、颈动脉狭窄程

度、NDS及mRS评分增加血清Hcy、hs⁃CRP水平明

显升高，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 血清 Hcy、hs⁃CRP 与 ACI 患者临床各指标的

相关性

Hcy、hs⁃CRP 与 TC、TG、LDL⁃C、PT、TT、FIB、
APTT、梗死病灶面积、颈动脉狭窄程度、NHISS
评分、NDS 评分及 mRS 评分呈正相关（P<0.05）。

见表 3。
2.4 血清Hcy、hs⁃CRP诊断ACI的ROC曲线

血清 Hcy、hs⁃CRP 及二者联合诊断 ACI 的曲

线下面积（AUC）分别为 0.801、0.899、0.928，联合

诊断更具显著价值。见表 4和图 1。

指标
性别（男/女）
年龄（岁）

BMI（kg/m2）
吸烟史（%）

血糖（mmol/L）
TC（mmol/L）
TG（mmol/L）

HDL⁃C（mmol/L）
LDL⁃C（mmol/L）

PT（s）
TT（s）

FIB（g/L）
APTT（s）

Hcy（μmol/L）
hs⁃CRP（mg/L）

梗死病灶面积（cm3）
颈动脉狭窄（分）

NHISS（分）
NDS（分）
mRS（分）

对照组（n=50）
29/21

61.2±3.7
23.4±2.2
11（22.0）
5.3±1.3
3.8±0.6
1.1±0.3
1.4±0.3
2.6±0.7
12.8±1.1
12.2±1.5
2.6±0.4
35.6±3.9
4.1±0.8
5.0±0.9

－
－
－
－
－

轻度组（n=39）
23/16

61.4±4.1
23.4±2.0
9（23.1）
8.1±1.5
4.4±0.8a

1.4±0.3a

1.0±0.4
3.4±0.6
16.1±1.6a

15.9±1.5a

3.1±0.4a

42.1±3.3a

15.1±1.4a

13.6±1.8a

2.8±0.6
2.3±0.5
3.9±0.8
9.4±1.3
1.2±0.3

中度组（n=46）
27/19

61.5±4.2
23.1±2.4
11（23.9）
8.1±1.6
4.8±0.7ab

1.7±0.4ab

1.1±0.4
3.5±0.6

18.9±1.8ab

18.6±1.4ab

3.3±0.5ab

45.4±3.5ab

21.2±2.6ab

19.6±2.3ab

5.3±1.3
2.0±0.5
12.6±1.3
25.3±3.1
1.5±0.4

重度组（n=25）
14/11

61.1±4.3
24.0±2.7
7（28.0）
8.2±1.8a

5.3±1.0abc

1.9±0.4abc

1.0±0.4a

3.5±0.7a

20.8±1.5abc

20.9±1.6abc

3.9±0.6abc

48.9±3.9abc

27.7±3.0abc

28.1±3.3abc

10.6±1.9
1.6±0.4
16.8±2.2
39.8±3.7
2.1±0.7

F/c2值
0.064
0.645
1.241
0.344
10.666
9.753
11.342
7.874
7.355
11.711
11.850
9.851
9.130
27.518
24.339
17.820
11.715
27.710
32.647
8.697

P值
0.996
0.521
0.218
0.952
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

表 1 不同病情程度ACI患者临床各指标比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of clinical indicators of ACI patients with different disease degrees［n（%），（x ± s）］

注：与对照组比较，aP<0.05；与轻度组比较，bP<0.05；与中度组比较，cP<0.05。
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项目

梗死病灶面积（cm2）

颈动脉狭窄（%）

NDS（分）

mRS（分）

<5
5~10
>10
>50
≤50
≤15
16~30
31~45
≤2
>2

Hcy（μmol/L）
14.3±1.8
22.1±2.7
31.3±3.0
35.1±3.6
13.7±1.4
13.8±1.5
22.6±2.5
32.6±3.9
11.5±1.3
36.9±3.2

F/t值

10.588

44.086

11.634

57.506

P值

0.000

0.000

0.000

0.000

hs⁃CRP（mg/L）
12.2±1.2
22.5±2.5
34.1±3.1
33.2±3.0
11.6±1.4
12.3±1.2
22.1±2.0
33.6±3.4
10.7±1.4
35.3±2.9

F/t值

14.152

51.162

13.457

59.154

P值

0.000

0.000

0.000

0.000

表 2 不同梗死病灶面积、颈动脉狭窄及预后mRS评分血清Hcy、hs⁃CRP水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum Hcy and hs⁃CRP levels of different infarct lesion areas，carotid artery stenosis and prognosis
mRS score（x ± s）

指标

TC
TG
HDL⁃C
LDL⁃C
PT
TT
FIB
APTT
梗死病灶面积
颈动脉狭窄程度
NHISS
NDS
mRS

Hcy
r值
0.413
0.588
0.483
0.534
0.470
0.419
0.483
0.447
0.590
0.524
0.564
0.506
0.498

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

hs⁃CRP
r值
0.513
0.515
0.420
0.481
0.421
0.418
0.464
0.446
0.514
0.536
0..569
0.527
0.556

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

表 3 血清Hcy、hs⁃CRP与ACI患者临床各指标的相关性

Table 3 Correlation between serum Hcy，hs⁃CRP and
clinical indicators of ACI patients

指标

Hcy
hs⁃CRP

联合检测

截断值

21.3 μmol/L
19.9 mg/L

－

AUC
0.801
0.899
0.928

敏感度（%）

73.3
79.1
81.2

特异度（%）

71.5
73.3
79.7

约登指数

0.448
0.524
0.609

95%CI
0.711~0.892
0.818~0.980
0.879~0.978

P值

0.000
0.000
0.000

表 4 血清Hcy、hs⁃CRP诊断ACI的价值分析

Table 4 Analysis of the value of serum Hcy and hs⁃CRP in diagnosis of ACI

3 讨论

PT、TT、FIB、APTT 为凝血功能检测的常用指

标，反映了血小板功能及机体凝血情况，而血脂异

常与粥样动脉硬化和 ACI 的发生发展关系密切。

本研究中，急脑梗死患者凝血功能和血脂水平与

患者 NIHSS 评分存在密切关系，且不同严重程度

ACI患者存在明显差异。提示，随着急性脑梗死患

者动脉粥样硬化发展，高血脂症风险增加，血液黏

度进一步升高，促进了血栓的形成。

研究显示，心脑血管疾病程度和并发症与血浆

Hcy水平升高存在正相关性［11］。Hcy影响急性脑梗

死发生发展的主要机制为其可加重血管内皮细胞毒

性损伤，促进氧化应激反应过程并激活炎症感染反

应；研究还证实［12］，Hcy可影响脂质生理代谢过程。

有研究表明［13］，高Hcy血症成为心脑血管疾病的新

的独立危险因素；Hcy可促进炎症细胞因子表达，炎

症因子激增促进血栓形成，导致脑梗死的发生，是急

性脑梗死的独立危险因素，这与本研究结果相似。

近年来，血清炎症因子与脑梗死的相关性逐

渐受到人们关注。炎症反应可促进血栓形成，加

剧动脉粥样硬化反应，导致脑梗死。hs⁃CRP 为肝

细胞分泌的急性非特异性反应蛋白，hs⁃CRP在机体

受到炎症、创伤等损害时其水平快速升高，是反应炎

症水平的稳定生化指标［14⁃15］。本研究中 hs⁃CRP在急

性脑梗死患者中水平明显升高，并表现出与患者病

情存在密切关系。由于随着急性脑梗死病情发展，

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

hcy
hsCRP
联合检测
参考线

图 1 Hcy、hs⁃CRP及二者联合诊断ACI的ROC曲线

Figure 1 ROC curve of HCI，hs⁃CRP and their combined
diagnosis of ACI
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梗死病灶面积明显扩大，颈动脉狭窄程度加重，脑组

织缺氧缺血程度加重，神经功能缺损程度也随之升

高，斑块性质更加不稳定，因而炎症反应更加剧烈。

而高Hcy水平同样可激活炎症细胞因子表达，导致

hs⁃CRP水平升高。相关性分析结果显示，hs⁃CRP与

Hcy表现一致。但本研究中未考虑其他炎症因子水

平的影响，可能对研究结果造成一定的影响；Hcy、hs
⁃CRP诊断ACI的敏感度、特异度有待提高，因而二

者更适合作为ACI诊断的辅助指标。

综上所述，急性脑梗死患者血清 Hcy、hs⁃CRP
与机体高血脂、高凝血状态、神经功能缺损存在密

切关系，Hcy、hs⁃CRP 对于急性脑梗死患者病情严

重程度辅助评估具有显著价值。
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APRI和FIB4在慢性丙型肝炎肝纤维化诊断中的应用

叶向阳 邱荣仙 何雄志 胡震霆 郑锋锋 黄晓刚 黄庆华 林国贤★

［摘 要］ 目的 探讨血清学诊断指标［天门冬氨酸氨基转移酶与血小板比值指数（APRI）、基于 4
因子的肝纤维化指数（FIB4）］在诊断慢性丙型肝炎（CHC）肝纤维化程度中的应用价值。方法 选取接

受肝组织病理检查的 CHC 患者 317 例，根据肝纤维化分期 S0、S1、S2、S3、S4 期，分成 5 组，检测 ALT、
AST、PLT水平；根据（AST/40 μ/L）× 100/PLT（109/L）和（年龄×AST）/（PLT×ALT的平方根）公式分别计算

APRI和 FIB4值，分析其与肝纤维化程度的相关性。结果 APRI值在肝纤维化 S0、S1、S2、S3、S4期中位

数（四分位间距）分别为 0.34（0.49）、0.47（0.66）、0.56（0.61）、0.68（0.80）、0.93（1.45）（P<0.05）；FIB4 值在

S0、S1、S2、S3、S4 期中位数（四分位间距）分别为 1.58（1.10）、1.58（1.74）、2.15（1.65）、2.99（2.51）、3.56
（4.09）（P<0.05）。Spearman 相关性分析显示 APRI 和 FIB4 与肝纤维化分期显著相关（P<0.05）。结论

APRI和 FIB4在诊断CHC患者肝纤维化程度中具有较高预测价值。

［关键词］ 慢性丙型肝炎；天门冬氨酸氨基转移酶与血小板比值指数；基于 4 因子的肝纤维化指

数；血小板计数；肝纤维化

Application of APRI and FIB4 in the diagnosis of liver fibrosis in chronic
hepatitis C
YE Xiangyang，QIU Rongxian，HE Xiongzhi，HU Zhenting，ZHENG Fengfeng，HUANG Xiaogang，
HUANG Qinghua，LIN Guoxian
（Department of Infectious Disease，the Affiliated Hospital of Putian College，Putian，Fujian，China，351100）

［ABSTRACT］ Objective To explore the diagnostic value of the aspartate aminotransferase⁃platelet ra⁃
tio index（APRI）and fibrosis index based on 4 factor（FIB4）in the chronic hepatitis C（CHC）patients with liv⁃
er fibrosis. Methods A total of 317 patients with CHC who underwent liver pathological examination were se⁃
lected and divided into 5 groups according to liver fibrosis stages S0，S1，S2，S3，and S4. Then the levels of
ALT，AST and PLT were detected and calculated APRI and FIB4 values，according to the formulas：（AST/40
μ/L）× 100/PLT（109/L）and（age × AST）/（PLT × ALT square root），respectively. The correlation between the
APRI and FIB4 values and the degree of liver fibrosis were analyzed. Results Statistical analysis showed that
the median（interquartile range）APRI values of S0，S1，S2，S3，and S4 in liver fibrosis were 0.34（0.49），

0.47（0.66），0.56（0.61），0.68（0.80），and 0.93（1.45），respectively（P<0.05）. The median（interquartile
range）values of FIB4 in S0，S1，S2，S3，and S4 were 1.58（1.10），1.58（1.74），2.15（1.65），2.99（2.51），

and 3.56（4.09），respectively（P<0.05）. Spearman correlation analysis showed that APRI and FIB4 were signif⁃
icantly related to liver fibrosis stages（P<0.05）. Conclusion APRI and FIB4 have high predictive value in the
diagnosis of liver fibrosis stages in patients with CHC.

［KEY WORDS］ Chronic hepatitis C；Aspartate aminotransferase ⁃ platelet ratio index；Fibrosis index
based on 4 factor；Platelet count；Liver fibrosis
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慢性丙型肝炎（Chronic Hepatitis C，CHC）是由

丙型肝炎病毒（HCV）引起以肝脏局部慢性炎性损

伤为主的全身性、慢性感染性疾病［1］。我国是慢性

丙型肝炎高发的国家，感染丙肝病毒后可引起肝

硬化、肝功能衰竭，甚至发展为肝癌［2］。肝纤维化

是 CHC 发展为肝硬化的病理过程，因此及时准确

地评估肝纤维化程度对慢性丙型肝炎患者的病情

预测，治疗方案的选择及预后有重要的意义。肝

脏穿刺活体组织检查被认为是肝脏纤维化诊断的

“金标准”，但因其有创伤性，成本高，难以动态的

监测患者病情变化，存在取样误差等局限性，极大

的限制了其临床应用。因此，寻找一种无创、可重

复性高的常规诊断丙型肝炎肝纤维化的检查方法

十分重要。目前已建立了多种用于肝纤维化无创

诊断的模型，其中，天门冬氨酸氨基转移酶与血小

板比值指数（aspartate aminotransferase⁃platelet ratio
index，APRI）和基于 4 因子的肝纤维化指数（fibro⁃
sis index based on 4 factor，FIB4）因简单快捷、易行

计算、价格便宜被广泛用于临床［3⁃4］。本研究分析

APRI和 FIB4与CHC患者肝纤维化分期的关系，探

讨APRI 和 FIB4在肝纤维化诊断中的应用价值。

1 材料与方法

1.1 一般资料

选取 2010 年 1 月至 2015 月期间本院收治的

317 例慢性丙型肝炎患者进行研究。慢性丙型肝

炎的诊断符合 2000 年西安会议修订的《病毒性肝

炎防治方案》［5］。所有患者均无抗病毒和抗肝纤维

化治疗史，排除合并甲、乙、丁、戊型肝炎病毒、人

类免疫缺陷病毒（HIV）感染；排除患有酒精性肝

炎、药物性肝炎、脂肪肝、Wilson病、自身免疫性肝

炎、抗胰蛋白酶缺乏症、系统性红斑狼疮（SLE）及

肝癌等疾病。本研究通过莆田学院附属医院伦理

委员会审核同意，所有患者签署知情同意书。

1.2 实验室检查

入选患者均于肝穿活检前后 2周内抽取 8 mL
静脉血，HCV 抗体采用 HCV ELISA 试剂盒（型号

BF10092，品牌 BioFront），HCV RNA 采用实时荧

光定量 PCR（型号 CG⁃02/05，品牌 HEAL FORCE）
法检测；肝功能采用 cobas⁃c702全自动生化分析仪

进行检测，血常规采用 sysmex XN⁃3000进行检测，

记录患者的丙氨酸氨基转移酶（ALI）、天门冬氨酸

氨基转移酶（AST）和血小板计数（PLT）情况。将

ALT、AST、PLT 检测结果的峰值纳入分析。并进

一步计算 APRI 和 FIB4 指数：APRI 计算公式：

（AST/ULN）×100/PLT（109/L），ULN 为正常值按上

限 40 μ/L 计算。FIB4 计算公式：（年龄×AST）/
（PLT×ALT的平方根）。

1.3 肝穿活检病理检查

入选患者肝穿活检前进行常规彩超（GE，
LOGIQ E9）定位。检测患者肝脏有无胆囊、血管畸

形、进针角度及深度。采用肝穿活检针（16G）穿刺

活检，活检肝组织长度≥ 1.0 cm 或含完整汇管区 3
个以上。标本应用南京军区福州总医院常规病理

固定盒固定，由南京军区福州总医院病理科进行常

规石蜡包埋、切片、HE及网状纤维染色。光学显微

镜镜下观察后交由病理医师阅片，按照《病毒性肝

炎防治方案》的组织病理学诊断标准对肝纤维化

程度进行分期。肝组织纤维化程度分 S0，S1，S2，
S3 和 S4 期，S0：无纤维化；S1：汇管区纤维化，局

部窦周及小叶内纤维化；S2：汇管区周围纤维化，

纤维隔形成，小叶结构保留；S3：纤维间隔伴小叶

结构紊乱，无肝硬化；S4：早期肝硬化。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 11.5 软件进行统计学分析。符合

正态分布的计量资料以（x ± s）表示，多组间比较采

用 F检验，非正态分布计量资料以中位数（四分位间

距）［M（IQR）］表示，组间比较采用秩和检验和 c2检

验。两个变量相关分析应用 Spearman 相关分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 受试者特征

317例慢性HCV患者一般情况。见表 1。

2.2 受试者纤维化程度与年龄、ALT、AST 和

PLT 的关系

S不同分期的 PLT数值比较，差异有统计学意

义（P<0.05），S分期越高 ALT中位数值、平均秩次

（ R̄）越大。差异有统计学意义（P<0.05），对 S 不

项目

年龄 (岁)
ALT（U/L）
AST（U/L）
PLT（109/L）

检测值

52.18±10.01
99.51±190.96
79.99±171.09
174.37±61.91

极大值

81
1906
2304
372

极小值

19
7
4
2

表 1 受试者一般特征（x ± s）

Table 1 Patients aseline characteristics（x ± s）
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同分期的 AST 水平进行比较，发现 S 不同分期

的 AST 水平存在显著性差异（P<0.05），且随着

S 分期的升高 AST 中位数值和 R̄ 逐渐增加。见

表 2。

项目

0
1
2
3
4

F/c2值
P 值

n
59
99
78
48
33

PLT（109/L）
178.18±49.99
189.27±63.61
171.14±60.11
161.54±66.91
149.18±63.50

3.26
0.012

ALT（U/L）
29.00（66.80）
49.50（66.50）
50.00（74.05）
64.00（81.15）
80.25（58.75）

23.24
<0.0001

R̄
109.19
146.09
163.47
172.36
189.75

AST（U/L）
25.60（32.50）
39.65（47.00）
47.00（56.50）
53.00（33.20）
66.50（55.78）

39.60
<0.0001

R̄
96.19
143.41
164.61
178.41
203.15

表 2 比较不同程度肝纤维化患者 PLT、ALT和AST的水平

Table 2 Comparison the level of PLT，ALT and AST in different degrees of liver fibrosis

Spearman 相关分析显示肝纤维化程度与 PLT
呈负相关（r=-0.240，P<0.05），与年龄（r=0.174，P=
0.05）、ALT（r=0.272，P<0.05）、AST（r=0.350，P<
0.05）呈正相关。S 不同分期 ALT 的 R̄ 分布显示，

随着肝纤维化程度的加重，ALT 水平升高（P<
0.05），见图 1A。S 不同分期 AST 的 R̄ 分布显示，

随着肝纤维化程度的加重，AST 水平升高（P<
0.05），见图 1B。

2.3 APRI和 FIB4在肝纤维化诊断中的应用价值

S不同分期的 APRI 指数比较，差异有统计学

意义（P<0.05），随着 S 分期的升高 APRI 中位数

值和 R̄ 逐渐增大。对不同 S 分期 FIB4 指数进行

比较，结果显示 S 不同分期的 FIB4 指数比较，差

异有统计学意义（P<0.05）。尤其在 S1⁃S4 期，随

着 S 分期的升高 FIB4 中位数值和 R̄ 逐渐增加。

见表 3。
S 不同分期的 APRI 的 R̄ 分布显示，随着肝

纤维化程度的加重，APRI 指数升高（P<0.05），见

图 2A。S 不同分期的 FIB4 的 R̄ 分布显示，随着

肝纤维化程度的加重，FIB4 指数升高（P<0.05），

见图 2B。

3 讨论

近年来，肝纤维化无创诊断方法逐渐成为研

究热点，其中无创诊断数学模型的研究尤为突出，

如 HMC⁃CU、Actitest/Fibrotest、D4FS等［6⁃8］。但是，

多数模型中涉及的参数为非常规临床实验室检查

项目，在一定程度上限制了临床应用。APRI 和

FIB4 的参数均为基础和常规的检查项目，操作简

便。研究表明，APRI 和 FIB4作为一种无创诊断数

学模型，在肝纤维化诊断方面具有优势［9⁃12］。本研究

通过分析不同肝纤维化分期患者 FIB4和APRI值，

探讨APRI和FIB4在CHC肝纤维化诊断中的应用。
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注：A为ALT的 R̄ 分布；B为AST的 R̄ 分布。

图 1 不同程度肝纤维化患者ALT和AST水平的 R̄分布

Figure 1 The average rank R̄ distribution of ALT and AST
in different degree of liver fibrosis

S

0
1
2
3
4
c2

P值

n

59
99
78
48
33

APRI（U/L）
［M（IQR）］

0.34（0.49）
0.47（0.66）
0.56（0.61）
0.68（0.80）
0.93（1.45）

40.25
<0.05

R
102.16
133.50
156.49
179.19
208.52

FBI4（U/L）
［M（IQR）］

1.58（1.10）
1.58（1.74）
2.15（1.65）
2.99（2.51）
3.56（4.09）

43.52
<0.05

R
109.18
125.89
154.48
188.77
208.45

表 3 比较不同程度肝纤维化患者APRI和 FIB4的水平

Table 3 Comparison the level of APRI and FIB4 in different
degrees of liver fibrosis
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注：A为APRI的 R̄ 分布；B为 FIB4的 R̄ 分布。

图 2 不同程度肝纤维化患者APRI和 FIB4水平的 R̄分布

Figure 2 The average rank R̄ distribution of ALT and AST
in different degree of liver fibrosis
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ALT、AST直接反应肝脏炎症水平，波动较大，与

肝脏纤维化无明显相关［13］。在本研究中，通过Spear⁃
man相关性分析，发现ALT和AST水平与肝纤维化

严重程度呈弱相关。但是，当ALT、AST明显升高时，

可显著影响APRI和 FIB4评分值。故当ALT、AST
显著升高时，仍强烈建议慢性丙型肝炎患者进行肝活

检。此外，研究结果提示 PLT<150×109/L，应高度警

惕早期肝硬化发生。ALT、AST和 PLT水平与CHC
肝纤维化程度显著相关，提示与之为基础计算的

APRI和FIB4值对诊断纤维化程度具有应用价值。

本研究结果显示APRI值随肝纤维化分期的升

高而明显增加，尤其是当APRI值达到或高于 S1期

的中位水平 0.47 U/L时，预示出现了肝脏纤维化发

生的危险性。《慢性丙型肝炎防治指南》（2019年版）

中指出，成人中APRI值＞2，预示患者已经发生肝硬

化［14］，该值超过了本研究 S4 期的中位数值 0.93
U/L。APRI在预测肝炎相关纤维化方面具有较高的

敏感性与特异性，且与肝纤维化分期具有较好的一

致性［10］，但是，APRI值以波动较大的ALT和AST
水平为计算基础，这可能是本研究与其它研究结果

存在差异的原因。既往研究结果表明，APRI预测肝

纤维化的准确性要低于 FIB4［10］。FIB4指数评价系

统能够使 70%以上的患者最终避免肝活检［15］。本研

究也显示，FIB4值随肝纤维化分期的提高而显著增

加，尤其是当 FIB4值达到或高于 S2期的中位水平

M=2.15 U/L，预示着肝脏纤维化发生的危险性。

FIB4对于慢乙肝肝纤维化患者的诊断具有良好的预

测价值，这与以往丙肝患者的报道相类似，但在最优

界值仍存在一定差异，可能与两种慢性肝炎病毒学

特征、发病机制及机体免疫机制不同有关［11，15］。

综上所述，APRI 和 FIB4 值与 CHC 患者肝纤

维化分期相关，尤其是，当 APRI 值≥0.47 U/L，
FIB4值≥2.15 U/L时，应警惕肝纤维化发生。APRI
和 FIB4值对肝纤维化分期的诊断具有一定的临床

参考价值，对临床 CHC 患者制定适当的治疗方案

有一定的指导意义。
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呼出气冷凝液、血清和组织中miRNA34a检测对非小
细胞肺癌患者的价值探讨

陶国华 1 孙苹苹 2 陈金亮 2 陈建荣 2★

［摘 要］ 目的 探讨呼出气冷凝液、血清和组织中miRNA34a表达水平检测对非小细胞肺癌患者

的应用价值。方法 应用实时定量聚合酶链反应（RQ⁃ PCR）技术检测 50例病理证实为 NSCLC 患者的

EBC、血清及其中 30例手术患者癌组织、癌旁组织和 50例健康人群的血清及 EBC标本中miRNA34a的
相对表达水平，用化学发光法检测血清癌胚抗原（CEA）和细胞角蛋白 19 的可溶性片段（CYFRA21⁃1）。

结果 NSCLC 患者癌组织、血清及 EBC 中 miRA34a 的相对表达量均低于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05）。晚期（Ⅲ~Ⅳ期）NSCLC患者癌组织、血清和 EBC中miRNA34a的表达量低于早期（Ⅰ~Ⅱ期）

患者，差异有统计学意义（P<0.05）。EBC 中 miRNA34a 在诊断 NSCLC 的在灵敏度和特异度分别为：

72%、78%，与血清 CEA 和 CYFRA21⁃1 联合应用，诊断 NSCLC 的在灵敏度和特异度分别为：78.3%、

82.1%。结论 EBC 中 miRNA34a的表达量与非小细胞肺癌患者的 TNM分期有关。EBC 中miRNA34a
与血清CEA和CYFRA21⁃1联合应用可提高NSCLC诊断的灵敏度和特异度。

［关键词］ 非小细胞肺癌；呼出气冷凝液；miRNA34a

The value of detection of miRNA34a in exhaled air condensate，serum and
tissues in patients with non⁃small cell lung cancer
TAO Guohua1，SUN Pingping2，CHEN Jinliang2，CHEN Jianrong 2

（1. Clinical Laboratory，The First People􀆳s Hospital of Nantong，Nantong，Jiangsu，China，226001；
2. Pneumology Department，The First People􀆳s Hospital of Nantong，Nantong，Jiangsu，China，226001）

［ABSTRACT］ Objective To compare the expression level of miRNA34a in exhale condensate
（EBC），serum and tissues of patients with non⁃small cell lung cancer（NSCLC）. To evaluate the value of EBC
miRNA34a in the diagnosis of NSCLC. Methods Real ⁃ time quantitative polymerase chain reaction（RT ⁃
qPCR）technology was used to detect the EBC and serum of 50 patients with NSCLC confirmed by pathology
and 30 patients with cancerous tissues and adjacent tissues from surgery and 50 healthy people. The relative
expression level of miRNA34a in serum and EBC specimens was measured and analysis. Chemiluminescence
was used to detect serum carcinoembryonic antigen（CEA）and soluble fragments of cytokeratin 19（CYFRA21⁃
1）. Results The relative expression of miRNA34a in cancer tissue，serum and EBC in NSCLC patients was
lower than that in the control group（P<0.05）. The expression of miRNA34a in cancer tissue，serum and EBC in
advanced（stage Ⅲ⁃Ⅳ）non⁃small cell lung cancer was lower than that in early（stageⅠ⁃Ⅱ）lung cancer（P<
0.05）. The sensitivity and specificity of miRNA34a in the diagnosis of NSCLC in EBC were 72% and 82%，

respectively. The sensitivity and specificity of miRNA34a、CEA and CYFRA21⁃1 in the diagnosis of NSCLC

were 78.3% and 82.1%，respectively. Conclusion The expression level of miRNA34a in EBC is related to the
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TNM stage of non⁃small cell lung cancer patients. The combined application of miRNA34a in EBC with serum

CEA and CYFRA21⁃1 can improve the sensitivity and specificity of NSCLC diagnosis.

［KEY WORDS］ Non⁃small cell lung cancer；Exhaled breath condensate；miRNA34a

肺癌是人类危害最大的恶性肿瘤，其发病率

和死亡率在世界上高居榜首。2019年国家癌症中

心报告：2015 年数据统计结果肺癌位居我国恶性

肿瘤发病首位，占城市和农村恶性肿瘤死亡第一

位［1］。肺癌根据病理类型可分为非小细胞肺癌

（non⁃small cell lung cancer，NSCLC）和小细胞肺癌

（small cell lung cancer，SCLC）两大类，肺癌中 80%
~85% 是 非 小 细 胞 肺 癌［2 ⁃ 3］。 微 小 核 糖 核 酸

（MicroRNA，miRNA）是一类非编码小分子 RNA，

miRNA 作为一类重要的参与基因表达调控的分

子，代表了一种新的基因表达调控模式，它在细胞

中调节约 30% 的蛋白编码基因，在致病过程中起着

重要作用［4］。迄今为止，活检是肺癌患者诊断参考

标准。不幸的是组织活检是一个有限制的过程，

如难以进入不同的肿瘤部位，具有侵袭性和患者

依从性低等缺陷［5］。呼出气冷凝液（exhaled breath
condensates，EBC）是一种检测呼吸道生化成分的

新技术。EBC来自几乎所有的呼吸细胞类型，包括

结构细胞和免疫细胞。EBC作为呼吸道气道内衬

液体含有多种生物分子，如DNA，RNA，蛋白质，代

谢物和挥发性化合物。它作为一种新的非侵入性

采集的样品，正逐渐受重视。目前为止，对于肿瘤

组织和血液中miRNAs的研究报道较多，而 EBC中

的相关研究较少。本研究将探讨NSCLC患者 EBC
中 miRNA34a 的相对表达水平和血清中 CEA、

CYFRA21⁃1的含量，其表达量与临床的相关性，并

评价其在NSCLC中的应用价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016 年 6 月至 2017 年 12 月在本院呼吸

科和胸外科接受治疗并经病理证实为非小细胞肺

癌的 50 例患者为研究对象，男性 27 例，女性 23
例，年龄 42~83 岁。纳入标准：①所有患者均符合

《原发性肺癌诊疗规范（2018 年版）》NSCLC 诊断

标准［6］；②所有患者手术前均未进行过放疗、化疗、

免疫治疗及靶向治疗③所有患者知情同意本研究

并签署知情同意书。排除标准：①存在手术禁忌

症者；②除 NSCLC 外存在其他恶性肿瘤者；③存

在原发性肝肾、功能障碍者；④临床病例资料不完

整或缺乏准确性者。对照组为到本院体检的健康

人群 50例，其中男性 28例，女性 22例，年龄 34~78
岁，纳入标准：①无家族肿瘤史；②无脑心肝肾和

消化系统等重要脏器疾病。③体检者知情同意本

研究并签署知情同意书。排除标准：①存在肺部

结节者；②有高血压、糖尿病史者。肺癌组和对照

组在年龄、性别及吸烟史方面比较差异无统计学

意义（P>0.05）。见表 1。

1.2 主要仪器和试剂

采 用 miRNA 提 取 分 离 试 剂 盒（批 号 ：

R6529）、增强型 miRNA cDNA 第一链合成试剂

盒（批号：R6519）、增强型 miRNA 荧光定量检测

试剂盒（批号 R6510），试剂均购于北京天根生化

科技有限公司。使用的主要仪器有荧光定量

PCR 仪（ABI，StepOne Plus）、微量分光光度计

OneDrop 1000+（松下电器中国有限公司上海分

公司）、EcoScreen 冷凝器和 Master Screen 简易冷

凝器（德国 EricJaeger Company）。德国罗氏 602
全自动化学发光分析仪。

1.3 方法

1.3.1 标本采集

使用真空管采集各研究对象静脉全血 5 mL，
1 000×g 离心 10 min，分离血清样本（≥500 μL），

使 用 无 核 酸 酶（RNase）离 心 管 进 行 分 离 ，置

于-70℃ 保存备用。NSCLC患者在入院的第一天

行外周血标本采集。对照组则在体检期间进行外

周血标本采集。抽取患者和健康人群术前静脉血

5 mL于促凝管内，1 000 ×g离心 5 min后取上清放

入无 RNase 离心管，保存于-70℃ 冰箱备用。用

EcoScreen冷凝器或者Master Screen简易冷凝器预

冷 15 min，嘱受试者漱口、戴鼻夹，经咬嘴平静呼

资料

年龄（岁）
性别（男/女）
吸烟史(有/无)

NSCLC组
（n=50）

63.46±10.96
27/23
18/32

对照组
（n=50）
62.36±7.57

28/22
15/35

t/c2值

0.584
0.199
1.489

P值

0.551
0.837
0.236

表 1 两组一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general data between 2 groups（x± s）
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吸 20 min 后取出收集管，待标本融化后可得到 2~
4 mL液体即 EBC，随即放入无RNase的离心管中，

保存于-70℃ 冰箱备用。

1.3.2 总RNA的提取

采用北京天根生化科技有限公司生产的组

织、血液 miRNA 提取分离试剂盒对组织、血液和

EBC样本进行RNA的提取。

1.3.3 RNA含量和纯度测定

按照微量分光光度计 OneDrop 1000+操作手

册，对提取的 miRNAs 进行浓度及纯度进行测定。

RNA 样品浓度采用郎伯比尔定律进行计算，采用

OD260/OD280比值评价RNA样品纯度。

1.3.4 参照基因的选择

本研究选择在组织细胞中稳定表达、且应用

最多的U6作为NSCLC患者组织中的参照基因，选

cel⁃miR⁃39作为血清和 EBC 中目的基因检测时的

参照基因。反应体系：cDNA 2 μL，miRNA荧光定

量检测试剂 10 μL，引物终浓度 200 mM，反应体积

为20 μL。反应条件：预变性：94℃，2 min，94℃，20 s；
64℃，34 s，40个循环。引物序列见表 2。

1.3.5 CEA、CYFRA21⁃1的检测

采用化学发光法，按照罗氏 602全自动化学发

光分析仪测定试剂盒说明书检测，CEA 参考范

围：<5 μg/L。CYFRA211 参考范围：<3.5 μg/L。
1.4 统计学处理

采用 SPSS Statistics 20.0软件进行数据统计处

理。计量资料以（x ± s）表示，计量资料先做正态性

检验（K⁃S 检验），若数据符合正态分布，组间比较

采用 t检验；若不符合正态分布，采用两独立样本

的非参数检验（Mann⁃Whitney 法）。计数资料用 n
（%）表示，两组比较采用 c2检验。P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 组织、血清和 EBC 中 miRNA34a 的表达水平

情况

肺癌组织中 miRNA34a 的相对表达水平低于

癌旁组织，差异有统计学意义（P<0.05）。非小细

胞肺癌组血清和 EBC中miRNA34a的相对表达水

平均低于健康对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 3。

2.2 不同病理类型和不同TNM分期miRNA34a表
达水平

Ⅲ~Ⅳ期NSCLC患者组织、血清、EBC中miR⁃
NA34a表达水平均低于Ⅰ~Ⅱ期患者，差异有统计

学意义（P<0.05）；鳞癌患者 EBC 和血清中 miR⁃
NA34a 相对表达量虽低于腺癌患者，差异无统计

学意义（P>0.05）。见表 4。
2.3 两组血清miR34a、CEA、CYFRA21⁃1水平比较

K⁃S 检验结果显示，各组的 miRNA34a、CEA、

CYFRA21⁃1的数据均呈偏态分布（P<0.05）。Mann⁃
Whitney U 检验结果显示，与对照组比较，NSCLC
组的血清miRNA34a表达水平明显降低，差异有统

计学意义（P<0.05），而CEA、CYFRA21⁃1水平明显

升高，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 5。

表 2 miRNA34a和参照基因引物序列

Table 2 miRNA34 and reference gene primer sequence

基因

miRNA34a

U6

cel⁃miR⁃39

上游引物
下游引物
上游引物
下游引物
上游引物
下游引物

引物序列
5⁃TGGCAGTGTCTTAGCTGGTTG⁃3′
5′⁃GCGAGCACAGAATTAATACGAC⁃3′
5′⁃CTCGCTTCGGCAGCACAT⁃3′
5′⁃AACGCTTCACGAATTTGCGT⁃3′
5′⁃GGCCTCACCGGGTGTAAATCAG⁃3′
5′⁃AGTGCAGGGTCCGAGGTAT⁃3′

项目

组织
血清
EBC

n

30
50
50

miRNA34a相对表达水平

腺癌（n=24）
0.502±0.421
0.969±1.351
0.424±0.554

鳞癌（n=6）
0.998±1.032
0.865±1.346
0.422±0.497

t值

1.958
1.465
1.462

P值

0.021
0.149
0.150

miRNA34a相对表达水平

Ⅰ~Ⅱ期（n=20）
1.247±1.001
1.437±1.525
1.223±1.600

Ⅲ~Ⅳ期（n=10）
0.201±0.156
0.330±0.487
0.362±0.407

t值

6.324
8.721
10.574

P值

0.000
0.000
0.000

表 4 不同病理类型和不同 TNM分期miRNA34a表达水平（x ± s）

Table 4 Expression levels of miRNA34a in different pathological types and TNM stages（x ± s）

样本类型

肺癌组织
癌旁组织

血清
EBC

n

30
30
50
50

miRNA34a相对表达水平

NSCLC组

0.898±0.957
1.527±1.282
0.795±1.179
0.724±1.157

健康对照组

1.477±1.262
1.355±1.042

t值

5.312

6.496
6.222

P值

0.00

0.00
0.00

表 3 组织、血清和 EBC中miRNA34a的表达水平（x ± s）

Table 3 Expression levels of miRNA34a in tissue，serum
and EBC（x ± s）
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2.4 EBC miRNA34a、CYFRA21⁃1和 CEA 诊断肺

癌的敏感性和特异性

EBC miRNA34a、CYFRA21⁃1 和 CEA 三者联

合诊断敏感度和特异度均高于单一诊断值，差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 6。

3 讨论

2016年世界卫生组织公布的全球死亡病因统计

分析结果，其中气管癌、支气管癌和肺癌排名第 6［7］。

2019年国家癌症中心报告肺癌位居我国恶性肿瘤

发病首位，在城市和农村均占恶性肿瘤死亡第一

位［1］。有研究表明对于早期非小细胞肺癌患者中

位生存期远远长于晚期患者，因此提高早期非小

细胞肺癌患者的检出率至关重要。

miRNA 是一类非编码小分子 RNA，在基因表

达中发挥“交通警察”的作用，调控基因表达［2］。

Hu［4］等人研究发现有 14 种 miRNA 在非小细胞肺

癌中显著失调，miRNA 在转录后水平负调控基因

表达。miRNA34a 是 miRNA34 家族的一员，是一

类高度保守的miRNA，miRNA34家族与多种疾病

相关。miRNA34a 有多个作用位点，与细胞的生

长、肿瘤的转移都有关系［4 ⁃ 5］。研究表明，miR⁃
NA34 在多种肿瘤中，如肺癌、大肠癌、胰腺癌、乳

腺癌、卵巢癌、尿路上皮癌和肾癌中都会有不同程

度的表达下降。Kasinski［8］等人在小鼠肺癌模型中

发现 p53基因和miRNA34a基因的相关性，并由此

推断miRNA34a在肺癌发生中发挥预防剂和静止

剂的作用。miRNA34a属于抑癌基因，可通过与癌

基因（如 c⁃myc、BCL⁃2、E2F3、Cyclin D1 及 Cyclin
E2等）相结合，促进肿瘤细胞周期停滞于G1期，抑

制肿瘤细胞增殖，促进肿瘤细胞凋亡。有研究认为，

miRNA⁃34a不仅是治疗NSCLC的有前途的分子靶

点，而且还是一种有用的、新的NSCLC的预后标志

物［9］。本研究结果显示NSCLC患者癌组织中miR⁃
NA34a表达与 TNM分期相关，与其它学者的研究

结果相一致［10］。单一的肿瘤标志物检测没有足够的

灵敏度和特异性，因此，需要敏感、特异的标志物组

合来提高肿瘤诊断的敏感性和特异性［11］。本研究对

EBC 中 miRNA34a、血清 CEA 和 CYFRA21 ⁃ 1 对

NSCLC诊断价值进行了分析，联合检测可有效提高

其诊断的敏感性和特异性。由于本研究样本量较

小，在将其应用于临床作为筛查试验之前，还需要进

行大规模的多中心临床研究来验证其有效性。

总之，随着对非小细胞肺癌分子生物学研究

的深入，基于肿瘤标志物的诊断及预后研究将会

有着越来越多的发现，EBC 中的 miRNA34a 检测

对NSCLC的诊断价值值得进一步深入研究。
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miRNA34a
CEA

CYFRA21⁃1

对照组
(n=50)

1.8(0.9，4.3)
2.3（0.5，4.7）
1.6（0.2，3.4）

NSCLC组
(n=50)

0.7（0.2，1.9）
12.5（5.1，20.2）
6.7（3.3，11.4）

Z值

-3.058
-8.593
-10.058

P值

0.010
0.000
0.000

表 5 两组的血清miRNA34a、CEA、CYFRA211含量比较

［M（P25 ，P75）］
Table 5 Content of miRNA34a，CEA and CYFRA21⁃1 in

serum between 2 groups［M（P25，P75）］

表 6 EBC miRNA34a、CYFRA21⁃1和CEA诊断肺癌敏

感度、特异度

Table 6 Sensitivity and specificity of EBC miRNA34a、
CYFRA21⁃1 and CEA in diagnosis of lung cancer

指标

EBC miRNA34a
CYFRA21⁃1(μg/L)

CEA(μg/L)
联合检测

诊断
分界点

0.68
3.50
5.00

敏感度

均值

72.0
66.8
63.6
78.3

95%CI
68.1~82.7
50.2~74.1
51.2~76.3
65.3~86.7

特异度

均值

78.0
76.6
73.6
82.1

95%CI
71.2~86.3
69.5~86.1
63.6~84.1
77.2~90.3
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动脉瘤性蛛网膜下腔出血患者外周血 miR⁃210 与
TLR4表达的相关性及临床意义

陈明 1 张清秀 2 魏秀娥 2★

［摘 要］ 目的 研究动脉瘤性蛛网膜下腔出血（aSAH）患者外周血 miR⁃210 与 Toll 样受体 4
（TLR4）表达的相关性及临床意义。方法 选择 2015年 6月至 2019年 6月期间在本院进行手术治疗的

55 例 aSAH 患者作为 aSAH 组、70 例健康志愿者作为对照组，检测外周血 miR⁃210、TLR4 的表达水平及

血清白介素⁃6（IL⁃6）、肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、基质金属蛋白酶⁃9（MMP9）的含量，评估 aSAH 患者的

脑血管痉挛（CVS）及预后。结果 aSAH 患者外周血 miR⁃210 的表达水平低于对照组，外周血 TLR4 的

表达水平及血清中 IL⁃6、TNF⁃α、MMP9 的含量高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。miR⁃210 与

TLR4、IL⁃6、TNF⁃α、MMP9 呈负相关（P<0.05），TLR4 与 IL⁃6、TNF⁃α、MMP9 呈正相关（P<0.05）。aSAH
组中 CVS 患者外周血 miR⁃210 的表达水平低于非 CVS 患者（P<0.05）、TLR4 的表达水平高于非 CVS 患

者（P<0.05），预后不良患者外周血miR⁃210的表达水平低于预后良好患者、TLR4的表达水平高于预后良

好患者（P<0.05）；经 ROC 曲线分析，miR⁃210、TLR4 对 aSAH 患者 CVS 及预后具有预测价值。结论

aSAH 患者外周血miR⁃210低表达、TLR4高表达与炎症反应激活、CVS 及预后不良有关，miR⁃210/TLR4
轴在 aSAH的发病中起重要作用。

［关键词］ 动脉瘤性蛛网膜下腔出血；脑血管痉挛；预后；miR⁃210；Toll样受体 4

Correlation of miR⁃210 and TLR4 expression in peripheral blood of patients
with aneurysmal subarachnoid hemorrhage and its clinical significance
CHEN Ming 1，ZHANG Qingxiu 2，WEI Xiue 2★

（1. Department of Neurology，Huaian Hospital，Xuzhou Medical University，Huaian，Jiangsu，China，
223002；2. Department of Neurology，the Second Affiliated Hospital of Xuzhou Medical University，Xuzhou，
Jiangsu，China，221006）

［ABSTRACT］ Objective To study the correlation between the expression of miR⁃210 and toll like re⁃
ceptor 4（TLR4）in patients with aneurysmal subarachnoid hemorrhage（aSAH）and its clinical significance.
Methods 55 patients with aSAH underwent surgical treatment in our hospital from June 2015 to June 2019
were selected as the aSAH group and 70 healthy volunteers as the control group. The expression levels of miR⁃
210 and TLR4 in peripheral blood and serum levels of interleukin⁃6（IL⁃6），tumor necrosis factor⁃α（TNF ⁃ α）
and matrix metalloproteinase⁃9（MMP9）were detected. The cerebral vasospasm（CVS）and prognosis of aSAH
patients were evaluated. Result The expression level of miR⁃210 in aSAH patients was lower than that in the
control group，the expression level of TLR4 in peripheral blood and the contents of IL⁃6，TNF ⁃ α and MMP9
in serum were higher than those in the control group，the difference was statistically significant（P < 0.05）. miR⁃
210 was negatively correlated with TLR4，IL⁃6，TNF ⁃ α and MMP9（P<0.05），and TLR4 was positively corre⁃
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lated with IL⁃6，TNF ⁃ α and MMP9（P<0.05）. In the aSAH group，the expression level of mir⁃210 in CVS pa⁃

tients was lower than that in non⁃CVS patients（P<0.05），and the expression level of TLR4 was higher than that

in non⁃CVS patients（P<0.05），the expression level of miR⁃210 in peripheral blood of patients with poor prog⁃

nosis was lower than that of patients with good prognosis（P<0.05），and the expression level of TLR4 was high⁃

er than that of patients with good prognosis（P<0.05）. ROC curve analysis showed that miR⁃210 and TLR4 had

predictive value for CVS and prognosis of aSAH patients. Conclusion Low expression of miR⁃210 and high

expression of TLR4 in peripheral blood of aSAH patients are related to inflammatory response，CVS and poor

prognosis. miR⁃210 / TLR4 axis plays an important role in the pathogenesis of aSAH.

［KEY WORDS］ Aneurysmal subarachnoid hemorrhage；Cerebral vasospasm；Prognosis；miR ⁃ 210；

Toll like receptor 4

动脉瘤性蛛网膜下腔出血（aneurysmal sub⁃
arachnoid hemorrhage，aSAH）是临床常见的脑血管

意外，致残率高、危害大。脑血管痉挛（cerebral va⁃
sospasm，CVS）是 aSAH 常见的并发症，表现为颅

内动脉收缩并造成脑组织缺血，是造成 aSAH迟发

性神经功能损害及预后不良的主要原因。炎症反

应是目前已知与 aSAH 及 CVS 发病机密切相关的

环节，有基础研究报道，抑制炎症反应能够改善

SAH 大鼠的 CVS［1］；临床研究报道，全身炎症反应

指数对 aSAH患者发生 CVS具有预测价值［2⁃3］。但

是，aSAH及CVS发病过程中炎症反应的调控机制

尚不十分清楚。微小 RNA（microRNA，miR）是一

族在转录后水平调节基因表达的非编码RNA，具有

广泛的生物学作用，在神经系统中发挥保护或损伤

作用。miR⁃210是一种具有神经保护作用的miR，

王立新的动物实验发现过表达 miR⁃210 能够改善

SAH大鼠的 CVS，同时抑制 Toll样受体 4（Toll like
receptor 4，TLR4）的表达并减少多种炎症细胞因子

的释放［4］。但 miR⁃210/TLR4 周在 SAH 及 CVS 发

病中的变化并未见报道。将检测了外周血中miR⁃
210及TLR4的表达水平并分析其临床意义。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选择 2015年 6月至 2019年 6月期间本院收治

的 55 例 aSAH 患者作为研究组，其中男性 31 例、

女性 24例，年龄（51.92±10.77）岁；另取同期体检的

70 例健康志愿者作为对照组，其中男性 39 例、女

性 31 例，年龄（48.12±12.24）岁。所有患者及家属

均已知情并同意。两组间一般资料的比较，差异

无统计学意义（P>0.05）。

纳入标准：①发病后 24 h内入院；②符合 aSAH

的诊断标准［5］；③发病后 3d内进行早期手术；④留

取外周血用于miR⁃210及 TLR4的检测；⑤临床资

料完整。排除标准：①既往有脑梗死、脑出血、脑

外伤病史；②合并其他神经系统疾病或精神性疾

病；③术前存在 CVS；④住院期间死亡。本实验经

医院伦理委员会批准。

1.2 外周血miR⁃210及 TLR4表达的检测

取 aSAH患者入院当天的外周血样本及对照组

志愿者体检当天的外周血样本，采用北京天根公司

的试剂盒进行 miR⁃497 表达的检测。首先采用全

血 RNA 提取试剂盒提取 RNA。用 miR 荧光定量

PCR检测试剂盒检测miR⁃210的表达水平；采用荧

光定量 PCR检测试剂盒检测TLR4的表达水平。

1.3 血清炎症细胞因子含量的检测

取 aSAH 患者入院当天的血清样本及对照组

志愿者体检当天的血清样本，采用酶联免疫吸附

法试剂盒（上海酶联公司）检测白介素⁃6（IL⁃6）、

肿瘤坏死因子 ⁃α（TNF⁃α）、基质金属蛋白酶 ⁃9
（MMP9）的含量。按照试剂盒说明书进行操作。

1.4 aSAH患者CVS及预后的评估

参照指南［5］进行CVS及预后评估。aSAH患者

术后第 7 天时或出现新发局灶性神经功能缺损

症状时，进行经颅多普勒超声检查，大脑中动脉

血流速度≥120 cm/s 认为发生 CVS。术后 6 个月

时采用改了 Rankin 量表（mRS）评估神经功能，

mRS评分 0~2分为预后良好、3~6 分为预后不良。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，计量资料

（x ± s）表示，两组间比较采用 t 检验，相关性采用

Pearson 检验分析，采用 ROC 曲线分析 miR⁃210 及

TLR4 预测预后及 CVS 的价值。以 P<0.05 为差异

有统计学意义。
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2 结果

2.1 两组外周血miR⁃210及 TLR4表达的比较

aSAH组患者外周血中miR⁃210的表达水平低

于对照组，TLR4 的表达水平高于对照组，差异有

统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 aSAH 组患者外周血 miR⁃210 与 TLR4 的相

关性

aSAH 组患者外周血 miR⁃210 的表达水平与

TLR4的表达水平具有负相关关系，差异有统计学

意义（r=-0.469，P<0.05）。见图 1。

2.3 两组血清炎症因子含量的比较

aSAH 组患者血清中 IL⁃6、TNF⁃α、MMP9 的

含量高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 2。

2.4 aSAH 组患者外周血 miR⁃210、TLR4 与血清

炎症因子的相关性

aSAH组患者外周血miR⁃210的表达水平与血

清中 IL⁃6、TNF⁃α、MMP9 的含量具有负相关关系

（P<0.05），外周血 TLR4的表达水平与血清中 IL⁃6、
TNF⁃α、MMP9 的含量正相关关系，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 3。

2.5 aSAH 组中 CVS 与非 CVS 患者外周血 miR⁃
210及 TLR4表达的比较

aSAH 组中 CVS 患者外周血中 miR⁃210 的表

达水平低于非 CVS患者，TLR4的表达水平高于非

CVS患者，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 4。

2.6 外周血 miR⁃210、TLR4 预测 aSAH 患者 CVS
的ROC曲线分析

外周血 miR⁃210、TLR4 预测 aSAH 患者 CVS
的 ROC 曲线下面积分别为 0.723（95%CI：0.564~
0.992、P=0.008）、0.722（95% CI：0.569~0.874、P=
0.008），根据约登指数最大确定最佳截断值分别为

0.74、1.26。见图 2。

组别

aSAH组
对照组
t值
P值

n
55
70

miR⁃210
0.79±0.25
1.00±0.28

4.361
0.000

TLR4
1.33±0.38
1.00±0.25

5.837
0.000

表 1 两组外周血miR⁃210及 TLR4表达的比较（x ± s）

Table 1 Comparison of miR⁃210 and TLR4 expression in
peripheral blood between 2 groups（x ± s）

2.5
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图 1 aSAH组患者外周血miR⁃210与 TLR4的相关性

Figure 1 Correlation between miR⁃210 and TLR4 in
aSAH group

组别

aSAH组
对照组
t值
P值

n

55
70

IL⁃6
（pg/mL）
47.69±12.59
36.51±9.24

5.724
0.000

TNF⁃α
（ng/mL）
8.39±1.94
6.44±1.52

6.303
0.000

MMP9
（ng/mL）
18.82±3.65
13.04±2.26

10.867
0.000

表 2 两组血清 IL⁃6、TNF⁃α、MMP9含量的比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum IL⁃6，TNF ⁃ α and MMP9
between two groups（x ± s）

指标

IL⁃6
TNF⁃α
MMP9

miR⁃210
r值

-0.372
-0.418
-0.347

P值

0.005
0.001
0.009

TLR4
r值
0.472
0.423
0.395

P值

0.000
0.001
0.003

表 3 aSAH组患者外周血miR⁃210、TLR4与血清炎症因

子的相关性

Table 3 Correlation between miR⁃210，TLR4 and serum
inflammatory factors in aSAH group

CVS情况

CVS患者
非CVS患者

t值
P值

n
18
37

miR⁃210
0.64±0.27
0.86±0.21

3.315
0.002

TLR4
1.53±0.40
1.23±0.33

2.949
0.005

表 4 aSAH组中CVS与非CVS患者外周血miR⁃210
及 TLR4表达的比较

Table 4 Comparison of miR⁃210 and TLR4 expression in
peripheral blood between CVS and non CVS patients in aSAH

group
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灵
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度
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miR⁃210 1⁃特异性%
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灵
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度
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TLR4 1⁃特异性%

图 2 miR⁃210、TLR4预测 aSAH患者CVS的ROC曲线

Figure 2 ROC curve of miR⁃210、TLR4 predicting CVS in
aSAH patients

·· 1667



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

2.7 aSAH 组中预后良好与预后不良患者外周血

miR⁃210及 TLR4表达的比较

aSAH组中预后不良患者外周血中miR⁃210的表

达水平低于预后良好患者，TLR4的表达水平高于预

后良好患者，差异有统计学意义（P<0.05）。见表5。

2.8 外周血 miR⁃210、TLR4 预测 aSAH 患者预后

的ROC曲线分析

外周血 miR⁃210、TLR4 预测 aSAH 患者预后

的 ROC 曲线下面积分别为 0.741（95%CI：0.588~
0.894、P=0.003）、0.789（95% CI：0.659~0.918、P=
0.001），根据约登指数最大确定最佳截断值分别

为 0.77、1.26。见图 3。

3 讨论

aSAH 的致残率高，CVS 是造成 aSAH 患者神

经功能损害并致残的常见并发症。CVS的临床表

现是颅内动脉收缩造成受累脑组织供血减少、出

现缺血缺氧性神经功能损害，进而影响 aSAH的预

后［6⁃7］。因此，早期评估 aSAH病情、预测可能发生

CVS 的高危人群并尽早进行干预，有助于预防

CVS、改善预后。但目前 aSAH 及 CVS 的发病机

制尚不十分清楚，阐明相关发病机制不仅能够为

寻找新的病情评估标志物提供参考，还能为发现

新的治疗手段提供靶点。

炎症反应在 aSAH 及 CVS 发病中的作用受

到越来越多关注，炎症反应的激活一方面加重脑

水肿、促进神经元氧化应激及凋亡并造成神经功

能损害，另一方面诱导脑血管发生痉挛并加重神

经功能损害［8⁃9］。TLR4 通路是体内参与炎症反

应调控的重要信号通路，多项基础研究证实

TLR4 介导的炎症反应与 aSAH 神经功能损害、

CVS 发生均密切相关［10⁃11］。miR⁃210 在中枢神经

系统中发挥保护作用［12⁃13］。国内一项基础研究发

现，过表达 miR⁃210 用于 SAH 大鼠的治疗能够减

轻神经损害、改善 CVS 并抑制 TLR4 的表达［4］，表

明 miR⁃210 靶向 TLR4 可能参与 aSAH 及 CVS 的

发病。本研究结果发现：aSAH 患者外周血中miR
⁃210的表达水平降低、TLR4的表达增加且具有负

相关关系，miR⁃210 低表达可能削弱其抑制 TLR4
表达的作用并造成 TLR4 表达增加，进而参与

aSAH的发病。

TLR4是调控炎症反应的重要信号通路，发生

激活后通过 NF⁃κB 途径启动下游 IL⁃6、TNF⁃α、

MMP9 等炎症基因的表达，引起 IL⁃6、TNF⁃α、
MMP9 大量释放［14］。已有研究报道［15⁃16］，aSAH 患

者血清中 IL⁃6、TNF⁃α、MMP9 的含量异常增加，

本研究的分析结果与其一致，及 aSAH 患者血清

中 IL⁃6、TNF⁃α、MMP9 的含量高于对照组。本实

验结果表明miR⁃210/TLR4轴参与 aSAH发病过程

中炎症反应的调控，miR⁃210 靶向 TLR4 并抑制炎

症反应。

国内多项炎症反应与 aSAH 及 CVS 相关的临

床研究证实，炎症反应指数对 aSAH 的预后及

CVS 均具有预测价值［1，17］；王立新的动物实验则

证实了 miR⁃210 对 SAH 大鼠 TLR4表达及 CVS的

抑制作用。本研究已经证实 aSAH 患者 miR⁃210/
TLR4 轴发生改变且与炎症反应的激活存在相关

性，为了进一步阐明 miR⁃210/TLR4 轴在 aSAH 发

病中的作用，本研究对 aSAH 患者 CVS 及预后进

行了评估，55 例 aSAH 患者中发生 CVS 18 例、预

后不良 20例，CVS 发生率和预后不良发生率分别

为 32.73%、36.36%，相应的发生率与国内已有研究

相似。在此基础上分析 miR⁃210、TLR4 表达与

CVS、预后的关系可知：发生 CVS及预后不良患者

外周血中miR⁃210的表达降低、TLR4的表达增加，

经 ROC曲线分析证实miR⁃210、TLR4对 CVS和预

后具有预测价值。

CVS情况

CVS患者
非CVS患者

t值
P值

n
20
35

miR⁃210
0.64±0.27
0.87±0.20

3.605
0.001

TLR4
1.58±0.37
1.19±0.30

4.257
0.000

表 5 aSAH组中预后良好与预后不良患者外周血

miR⁃210及 TLR4表达的比较（x ± s）

Table 5 Comparison of miR⁃210 and TLR4 expression in
peripheral blood between patients with good prognosis and

poor prognosis in aSAH group（x ± s）
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图 3 miR⁃210、TLR4预测 aSAH患者预后的ROC曲线

Figure 4 ROC curve of miR⁃210、TLR4 predicting
prognosis of patients with aSAH
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综上所述，aSAH 发病过程中 miR⁃210 表达降

低、TLR4 表达增加与炎症反应的激活、CVS 及预

后不良的发生有关，miR⁃210/TLR4 可能在 aSAH
发病中起重要作用，未来miR⁃210、TLR4有望成为

评估 aSAH 病情及预后的标志物，过表达 miR⁃210
并抑制 TLR4 介导的炎症反应则有望成为治疗

aSAH、改善预后的新靶点。
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162例CRE感染的分布特点及降低细菌感染措施评
价研究

张雁 1 梁家花 2 张峰 3★

［摘 要］ 目的 研究全院碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌（CRE）感染的分布特点及降低细菌感染措

施评价研究。方法 选取 2018年 1月至 2019年 12月于本院住院并接受抗菌药物治疗患者 162例，分析患

者一般资料，检测结果和干预结果，以是否进行MDT干预分为观察组（n=80）和对照组（n=82）。观察分

析两组CRE科室分布情况、细菌标本来源、细菌种类分布情况，比较两组送检率、医院感染率、CRE感染发

现率和检出率及各项防控措施落实依从率。结果 两组CRE感染科室分布均以呼吸内科为主，检测标本

来源均以痰液为主，病原菌均以肺炎克雷伯菌为主，观察组送检率（100.00%）显著高于对照组（95.12%），

差异具有统计学意义（P<0.05）。观察组医院感染比例（10.02%）低于对照组（10.51%），观察组CRE感染发

现率（8.77%）低于对照组（10.00%），观察组CRE感染检出率（33.05%）低于对照组（41.12），差异无统计学意

义（P>0.05），观察组的各项防控措施实施依从率显著优于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

结论 全院碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌感染主要分布在呼吸内科，采用MDT对细菌感染防控进行干

预，可以提高患者标本送检率和各项防控措施实施的依从率，降低医院感染率和CRE感染率。

［关键词］ 碳青霉烯类；耐药；肠杆菌科细菌；多学科协作模式

The distribution characteristics of 162 cases of CRE infection and evaluation of
measures to reduce bacterial infection
ZHANG Yan1，LIANG Jiahua2，ZHANG Feng3★

（1. Department of Inspection，Mental Health Center，Rizhao，Shangdong，China，267800；2. Department of
Laboratory Medicine，Juxian People􀆳s Hospital，Rizhao，Shangdong，China，267800；3. Department of Clini⁃
cal Laboratory，Rizhao City Hospital of Traditional Chinese Medicine，Rizhao，Shandong，China，267800）

［ABSTRACT］ Objective To explore the distribution of Carbapenem ⁃ resistant Enterobacterales
（CRE）in our hospital and to evaluate the application effect of the measures to reduce these bacterial infection.
Method We retrospectively analyzed 162 cases who had Carbapenem⁃resistant Enterobacterale infection from
January，2018 to December，2019. The MDT intervention was divided into the control group（n=82）and the ob⁃
servation group（n=80）. To observe and analyze the distribution of CRE departments，the origin of bacterial
specimens and the distribution of bacterial species in the two groups，and to compare the examination rate，noso⁃
comial infection rate，detection rate and detection rate of CRE infection and compliance rate of various preven⁃
tion and control measures. Results The distribution of CRE infection departments in both groups was mainly
respiratory medicine，sputum was the main source，Klebsiella pneumoniae was the main pathogen，the rate of
examination in the observation group（100.00%）was significantly higher than that in the control group
（95.12%），the difference was statistically significant（P<0.05），hospital infection rate（10.02%）in the observa⁃
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tion group was significantly lower than that in the control group（10.51%），CRE infection rate（8.77%）in the ob⁃
servation group was lower than that in the control group（10.00%）. The detection rate of CRE infection in the ob⁃
servation group（8.77%）was lower than that in the control group（10.00%），and the detection rate of CRE infec⁃
tion in the observation group（33.05%）was lower than that in the control group（41.12），but the difference was
not statistically significant（P>0.05）. The compliance rate of various prevention and control measures in the obser⁃
vation group was significantly better than that in the control group，and the difference was statistically significant
（P<0.05）. Conclusion The carbapenem⁃resistant Enterobacteriaceae bacterial infections in the whole hospital
are mainly distributed in the Department of Respiratory Medicine. The use of MDT to intervene in the prevention
and control of bacterial infections can increase the rate of patient specimen submission and the compliance rate of
various prevention and control measures，and reduce the hospital Infection rate and CRE infection rate.

［KEY WORDS］ Carbapenems；Drug resistance；Enterobacteriaceae；Multidisciplinary collaboration
model

碳青霉烯类是抗菌谱最广、抗菌活性最强的抗生

素种类，在临床上是治疗严重细菌感染的主要抗菌药

物之一［1⁃2］。肠杆菌科细菌是革兰阴性杆菌，其细菌分

布范围广，培养繁殖迅速，感染可造成血液系统、泌尿

系统、呼吸系统等器官组织的疾病。肠杆菌科细菌包

括埃希菌属、沙门菌属、志贺菌属等，其中大肠埃希菌

和肺炎克雷伯菌是较为常见的感染病原菌［3⁃4］。目前，

碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌（Carbapenem⁃resistant
Enterobacter，CRE）感染已被美国疾病预防和控制中

心（United States Center for Disease Control，CDC）视

为威胁全球健康的重要因素。碳青霉烯酶可由染色

体、质粒或转座子介导，其可以将亚胺培南、美罗培

南或厄他培南水解，介导细菌耐药并促进耐药基因

在各种菌属之间进行传播，进而引发碳青霉烯类耐

药性［5⁃6］。临床降低CRE感染对患者健康保障至关

重要，研究表明，多学科协作模式（Multidisciplinary
cooperation，MDT）是一种新型医学服务模式，其可

以利用小组协作模式和现代化决策模式代替医院

传统管理模式，提高院内医疗资源整合配置效率和

管理质量［7］。本次研究筛查统计全院碳青霉烯类耐

药肠杆菌科细菌的分布情况和观察分析MDT模式

对于降低细菌感染的应用效果。具体如下。

1 一般资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2018 年 1 月至 2019 年 12 月于本院

住院并接受抗菌药物治疗患者 162 例，探究 MDT
对防控 CRE的干预效果，以是否进行MDT干预进

行分组，2018 年 1 月至 2018 年 12 月为接受 MDT
干预前为对照组，共 82 例，以同期为接受 MDT 干

预后为观察组，共 80例，研究经医院伦理委员会批

准，分析患者一般资料、实验室鉴定和药敏结果及

干预结果。纳入标准：①医院感染的诊断标准参照

2001 年发布的《医院感染诊断标准（试行）》［8］；

②CRE诊断标准参照美国疾病预防控制中心 2015
年更新的CRE预防指南［9］；③对本次研究知情并自

愿签订知情同意书者。排除标准：①孕妇及哺乳期

妇女；②精神疾病患者；③严重肝肾功能不全者。

1.2 方法

由医院感染管理科组建 MDT 组，于 2019 年 1
月至 2019年 12月进行系统化科学防控 CRE，该组

由本院院长担任组长，参与科室包括医院感染科管

理科、护理部、临床检验中心、药学部、后勤保障部和

其他临床科室，所有人员按照规定执行防控措施。

医院感染管理科：通过每天各科室多重耐药

菌上报情况和医院感染监控系统动态监测全院

CRE检出和发生情况；临床检验中心：将每日细菌

耐药检测结果通过医院监测平台上报至医院感染

管理科及临床各个科室；药学部：统计每个月各个

科室使用抗生素的种类及药量，根据科室抗生素

使用情况，给出合理建议调整用药比例；护理部：

对科室卫生环境及消毒消杀，防护隔离等情况进

行监督，保证护理人员在与患者接触时做好无菌

处理和隔离；各个临床科室：监测使用抗生素患者

病历，发现问题及时采集标本送检，注意用药种类

及剂量，避免抗生素过度使用。后勤保障部：检查

科室内环境的清洁消毒质量、医疗废物的回收规

范情况，统计各个科室医疗耗材的使用情况。

1.3 观察指标

两组 CRE感染科室分布情况、细菌标本来源、

细菌种类分布情况和两组送检率，微生物检验样

本送检率。根据《医院感染管理质量控制指标
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（2015年版）》［10］中耐药菌感染发现率和检出率标

准进行分析评价。实施 MDT 前后各项防控措施

落实依从情况。实验室检查方法：采用全自动快

速微生物质谱检测系统 VITEK MS 及配套试剂盒

（法国生物梅里埃公司）进行细菌鉴定。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 23.0 软件进行数据统计分析，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。计量资料中频数小于 1的数据采

用 Fisher􀆳s检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组一般资比较

两组在性别、平均年龄、危重度评分和住院时

间比较，差异无统计学意义（P>0.05），具有可比

性，观察组送检率明显高于对照组，差异具有统计

学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 两组 CRE感染科室分布情况、细菌标本来源

和细菌种类分布情况及构成比比较

两组 CRE 感染科室分布情况、细菌标本来源

和细菌种类分布情况比较，差异无统计学意义（P>
0.05）。见表 2。
2.3 医院感染发生率、CRE 感染发现率及检出

率、肠杆菌科细菌株数比较

2019年医院感染比例、感染发现率、检出率都

低于 2018 年，差异无统计学意义（P>0.05），2019
年肠杆菌科细菌总株数、碳青霉烯类抗菌药物合

理使用率与 2018 年比较，差异无统计学意义（P>
0.05）。见表 3。
2.4 两组各项防控措施落实依从率比较

观察组单间隔离率、专业化护理、物表清除

率、手卫生依从性、医疗物品专用依从率明显高于

对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

目前 CRE 在医疗机构内的快速扩散和流行，

已经成为各个地区严重公共卫生问题。有研究表

明，肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗生素的耐药率

在 2015 年至 2016 年从 3.00%上升至 6.10%，临床

上加强对CRE感染的防控至关重要［11］。肠杆菌科

细菌产生耐药性的主要原因是由于严重感染患者

长期服用碳青霉烯类药物，导致细菌产生碳青霉

烯酶［12］。本次研究结果显示，本院 CRE 感染患者

主要分布在呼吸内科，这是由于呼吸内科患者大

部分患有呼吸系统感染，部分患者需要长期使用

一般资料

性别

平均年龄（岁）
危重度评分（分）
住院时间（d）
送检率（%）

男
女

观察组
（n=80）
38（47.5）
42（52.5）

59.33±16.11
3.68±0.22

14.23±21.91
80（100.00）

对照组
（n=82）
42（51.2）
40（48.8）

56.81±16.55
3.83±0.26

15.02±23.88
78（95.12）

t/c2值

0.658
0.547
0.751
0.948
0.845
14.517

P值

0.413
0.642
0.346
0.345
0.254
0.001

表 1 两组一般资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of two sets of general information
［n（%），（x ± s）］

指标

科室分布

标本来源

病原菌

呼吸内科
重症监护室
泌尿外科
血液科
急诊科
肿瘤科
其他
痰液

中段尿液
分泌物
静脉血
脓液

胸腹水
其他

肺炎克雷伯菌
大肠埃希菌
产气肠杆菌
阴沟肠杆菌

产酸克雷伯菌
其他

对照组
（n=82）
29（37.18）
19（24.36）
10（12.82）
8（10.26）
6（7.69）
6（7.69）
4 ( 4.88)
54（69.23）
12（15.38）
5（6.41）
4（5.13）
2（2.56）
1（1.28）
4 ( 4.88 )
40（51.28）
15（19.23）
10（12.82）
8（10.26）
5（6.41）
3 ( 3.66)

观察组
（n=80）
25（35.71）
17（24.29）
11（15.71）
7（10.00）
6（8.57）
4（5.71）
5 ( 6.25)
45（64.29）
11（15.71）
4（5.71）
5（7.14）
3（4.29）
2（2.86）
3 ( 3.75)
35（54.29）
14（20.00）
9（12.86）
7（10.00）
5（7.14）
4 ( 5.00)

c2值

0.584
0.364
0.581
0.942
0.451
0.548
0.524
0.348
0.947
0.341
0.315
0.215
0.165
0.479
0.648
0.682
0.937
0.451
0.347
0.459

P值

0.124
0.314
0.245
0.168
0.157
0.784
0.361
0.458
0.278
0.239
0.257
0.234
0.344
0.237
0.655
0.144
0.354
0.316
0.644
0.258

表 2 CRE感染科室分布情况、细菌标本来源及细菌种类

分布情况及构成比［n（%）］

Table 2 CRE Distribution of infection departments，origin
of bacterial specimens，distribution of bacterial species and

composition ratio［n（%）］

检查结果

医院感染（例）
CRE发现（例）

肠杆菌科细菌（株）
碳青霉烯类抗菌药
物合理使用率（%）

2019年

80（10.02）
70（8.77）

120

90.42

2018年

82（10.51）
78（10.00）

124

68.69

c2值

0.102
0.7

0.254

2.96

P值

0.750
0.403
0.214

0.208

表 3 医院感染发生率、CRE感染发现率和肠杆菌科细菌

株数比较［n（%）］

Table 3 Comparison of nosocomial infection incidence，CRE
infection detection rate and number of enterobacteriaceae

bacteria［n（%）］
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防控措施

单间隔离率
专组化护理
物表清除率

手卫生依从性
医疗用品专用

观察组（n=80）
应执行

30
78
80
80
56

实际执行

25（83.33）
70（89.74）
75（93.75）
80（100.00）
45（80.36）

对照组（n=82）
应执行

32
80
82
82
58

实际执行

13（40.63）
55（68.75）
62（75.61）
75（91.46）
32（55.17）

c2值

14.657
13.458
12.957
10.688
11.258

P值

0.027
0.019
0.025
0.034
0.012

表 4 两组各项防控措施落实依从率比较［n（%）］

Table 4 Comparison of compliance rates of various prevention and control measures between the two groups［n（%）］

抗生素治疗，加上患者长期卧床缺乏锻炼，机体免

疫力下降，机体感染加重又增加了抗生素的使用

剂量，如此恶性循环导致了肠杆菌科细菌耐药性

不断增强。两组感染主要肠杆菌科细菌为肺炎克

雷伯菌，该细菌也是医院肠杆菌科细菌感染常见

的致病菌，当患者机体的免疫力下降时，存在于上

呼吸道的肺炎克雷伯菌会通过呼吸道进入肺部，

从而引起肺部病变，加重感染。

为预防CRE感染和进一步扩散，本院采取MDT
方案提高防控措施落实的质量。普通流行情况下，

主要预防CRE菌株的流行传播，对于CRE流行严重

区域，需要采取更加强有力的防控措施［13］。于本院

住院治疗患者，医院感染管理科要充分了解其中是

否存在严重传染或细菌感染疾病患者，对其实施密

切监控防止疾病的传播流行［14］。在重点科室设置单

独隔离房间，或者将感染同类微生物患者集中到同

一房间；临床用药要更加规范合理，避免抗生素滥用

引起细菌广泛耐药，临床可采用新型药物或联合用

药提高治疗的效果和安全性。本次研究结果说明实

施MDT可以有效减少感染群人，防止感染扩散。本

次研究结果与邹琪等［15］研究结果类似。

综上所述，本院 CRE 感染患者主要分布于呼

吸内科，标本来源主要为痰液，感染细菌主要为肺

炎克雷伯菌，同时采取MDT对全院细菌感染防控

工作进行干预，可以提高患者标本送检率和防控

措施实施落实的依从率，提高防控质量，降低医院

感染率、CRE 发现率和检出率，有效减少感染人

群，值得临床推广应用。
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VEGF⁃C与Gas6在胆管癌中的表达及临床意义

朱宇 吴涯昆 龚程 庞武 田银生★

［摘 要］ 目的 探究血管内皮生长因子 C（VEGF⁃C）与生长停滞特异性基因 6（Gas6）在胆管癌中

的表达及临床意义。方法 选取本院 2016年 5月至 2019年 8月 122例胆管癌患者作为研究对象，检测

对比癌组织、癌旁正常组织中VEGF⁃C、Gas6阳性表达率，分析VEGF⁃C、Gas6与临床特征相关性。统计

胆管癌患者 1年生存率，采用 Kaplan⁃Meier 曲线进行生存分析。结果 癌组织中 VEGF⁃C、Gas6阳性表

达率高于癌旁正常组织，差异有统计学意义（P<0.05）。VEGF⁃C与动静脉受侵、淋巴结转移、临床分期、

Gas6呈正相关，差异有统计学意义（P<0.05）。Gas6与动静脉受侵、淋巴结转移、临床分期、VEGF⁃C呈正

相关，差异有统计学意义（P<0.05）。将年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤直径、组织学分级、病理类型等因素控

制后，VEGF⁃C、Gas6 仍与动静脉受侵、淋巴结转移、临床分期显著相关（P<0.05）；随访 1年，失访 8例。

114例胆管癌患者 1年生存率为 65.79%（75/114）。Kaplan⁃Meier曲线分析，VEGF⁃C、Gas6 阳性表达患者

1 年生存率低于阴性表达患者，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 VEGF⁃C、Gas6 联合检测有助于为

临床评估病情、预测生存状况提供参考依据。

［关键词］ 胆管癌；血管内皮生长因子C；生长停滞特异性基因 6；临床特征；生存分析

Expression and clinical significance of VEGF⁃C and Gas6 in cholangiocarcino⁃
ma
ZHU Yu，WU Yakun，GONG Cheng，PANG Wu，TIAN Yinsheng★

（Department of Hepatobiliary Surgery，Suining Central Hospital，Suining，Sichuan，China，629000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the expression and clinical significance of vascular endothelial
growth factor C（VEGF⁃C）and growth arrest specific gene 6（Gas6）in cholangiocarcinoma. Methods 122
patients with cholangiocarcinoma from May 2016 to August 2019 in our hospital were selected as the research
objects. The positive expression rates of VEGF ⁃C and Gas6 in cancer tissues and normal tissues adjacent to
cancer were detected，and the correlation between VEGF⁃C and Gas6 and clinical features was analyzed. The 1⁃
year survival rate of patients with cholangiocarcinoma was counted，and Kaplan ⁃Meier curve was used for
survival analysis. Results The positive expression rate of VEGF⁃C and Gas6 in cancer tissues was higher than
that in normal tissues adjacent to cancer，the difference was statistically significant（P<0.05）；VEGF⁃C was
positively correlated with arteriovenous invasion，lymph node metastasis，clinical stage，and Gas6，the
difference was statistically significant（P<0.05）；Gas6 was positively correlated with arteriovenous invasion，
lymph node metastasis，clinical stage，and VEGF⁃C，the difference was statistically significant（P<0.05）. After
controlling for factors such as age，gender，tumor site，tumor diameter，histological grade，and pathological
type，VEGF⁃C and Gas6 were still significantly associated with arteriovenous invasion，lymph node metastasis，
and clinical stage，and the difference was statistically significant（P<0.05）. Followed up for 1 year，8 cases
were lost to follow⁃up. The 1⁃year survival rate of 114 patients with cholangiocarcinoma was 65.79%（75/114）；

Kaplan⁃Meier curve analysis showed that the 1⁃year survival rate of patients with positive expression of VEGF⁃
C and Gas6 was lower than that of patients with negative expression，the difference was statistically significant
（P<0.05）. Conclusion The positive expression rate of VEGF⁃C and Gas6 Combined detection is helpful for
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clinical evaluation of the disease and prediction of survival and provide a reference basis.
［KEY WORDS］ Cholangiocarcinoma；Vascular endothelial growth factor C；Growth arrest specific

gene 6；Clinical features；Survival analysis

胆管癌属于临床常见恶性肿瘤，因解剖组织

结构关系复杂、缺乏特异性肿瘤标志物导致早期诊

断困难，随着病情进展，易发生纵向跳跃式转移与

横向浸润转移，对预后产生严重不利影响［1⁃2］。因

此，探索影响胆管癌肿瘤细胞侵袭、转移的病理因

子意义重大。血管内皮生长因子C（Vascular endo⁃
thelial growth factor C，C）是一种血管生长因子，参

与血管生成过程，能加快细胞侵袭、转移，促使病情

恶化［3］。生长停滞特异性基因 6（Growth arrest spe⁃
cific gene 6，Gas6）是生长停滞特异性基因家族重要

成员，也是维生素K依赖性生长促进因子，能结合

相应配体，通过特定信号通路参与肿瘤血管生成、

分化、转移、凋亡等过程［4］。既往虽有研究分析两者

在胆管癌中的相关机制，但关于两者之间关系及对

生存状况的影响尚未见报道。为此，本研究尝试分

析 VEGF⁃C 与 Gas6 在胆管癌中的表达及临床意

义，旨在为临床提供数据支持。报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2016年 5月至 2019年 8月 122例胆

管癌患者作为研究对象，其中男 82例，女 40例，平

均（57.74 ± 6.21）岁，肿瘤直径 2.0~5.0 cm，平均

（3.72±0.36）cm，肿瘤部位：中下段胆管 50例，肝门

及肝内胆管 72 例，临床分期：Ⅰ期 15 例，Ⅱ期 36
例，Ⅲ期 40例，Ⅳ期 31例，动静脉受侵 39例，未受

侵 83例，淋巴结转移 78例，未转移 44例。本研究

经本院伦理委员会审批通过。

纳入标准：①均经手术病理检查证实为胆管

癌；②临床分期Ⅰ~Ⅳ期；③术前均未接受放化疗

等相关抗肿瘤治疗；④临床资料完整；⑤患者及家

属均知情本研究，签订知情承诺书。排除标准：

①合并其他肿瘤者；②伴有感染性、炎症性疾病

者；③血液系统异常者；④属于复治或肿瘤复发患

者；⑤术前接受抗肿瘤治疗者。

1.2 方法

1.2.1 VEGF⁃C、Gas6检测方法

采用免疫组织化学法检测癌组织、癌旁正常组

织（距癌组织切缘 0.5 cm左右，经病理检查证实为

非癌组织）中VEGF⁃C、Gas6表达情况，将石蜡包埋

组织采用组织切片机连续切开（厚度为 4 μm），对

石蜡切片行脱腊、水化处理，高温修复 5 min，过氧

化氢溶液（3%）室温孵育，共 10 min；PBS 冲洗 5
min，滴加山羊血清，室温放置 30 min，滴加兔抗人

VEGF⁃C、Gas6 多抗，湿盒内 4℃过夜。PBS 冲洗，

滴加二抗，于常温条件下反应 15 min，DAB显色，苏

木素复染，脱水，二甲苯透明，封固。采用 PBS替代

一抗作为阴性对照组，已知阳性片作为阳性对照。

1.2.2 VEGF⁃C、Gas6结果判读

Gas6 在胞浆及胞核中可见棕黄色颗粒为阳

性，VEGF⁃C在胞浆中可见棕黄色颗粒为阳性。由

2 名经验丰富的病理医师共同阅片。采用半定量

积分判定阅片结果。采用 H⁃Score 评分系统判定

结果，阳性细胞计数与染色强度 2项积分相乘，<4
分判定为阴性，≥4分为阳性。

1.3 统计学方法

使用 SPSS 22.0 软件进行数据分析，计量资料

以（x ± s）表示，用 t 检验，计数资料以 n（%）表示，

用 c2检验，Kaplan⁃Meier 曲线进行生存分析，采用

Log⁃rank检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清VEGF⁃C、Gas6阳性表达率比较

癌组织中VEGF⁃C、Gas6阳性表达率高于癌旁

正常组织，差异有统计学意义（P<0.05），见表 1。
VEGF⁃C、Gas6免疫组化。见图 1。

2.2 VEGF⁃C与胆管癌临床特征相关性

VEGF⁃C与动静脉受侵、淋巴结转移、临床分期、

Gas6 呈正相关，差异有统计学意义（P<0.05），见

表2。

组别
癌组织

癌旁正常组织
c2值
P值

n
122
122

VEGF⁃C
101（82.79）
12（9.84）
130.563
<0.001

Gas6
88（72.13）
36（29.51）
44.340
<0.001

表 1 两组血清VEGF⁃C、Gas6阳性表达率比较［n（%）］

Table 1 Comparison of Positive expression rates of
VEGF⁃C and Gas6 of 2 groups［n（%）］
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注：A为VEGF⁃C、Gas6免疫组化图；B为Gas6免疫组化图。

图 1 VEGF⁃C、Gas6免疫组化图

Figure 1 immunohistochemistry of VEGF⁃C

临床特征

年龄（岁）

性别

肿瘤部位

肿瘤直径（cm）

动静脉受侵

临床分期

淋巴结转移

Gas6

≤60
>60
男
女

中下段胆管
肝门及肝内胆管

≤3
＞3
是
否

Ⅲ～Ⅳ期
Ⅰ～Ⅱ期

是
否

阳性
阴性

n
65
57
82
40
50
72
42
80
39
83
71
51
78
44
88
34

阳性（n=101）
53（52.48）
48（47.52）
66（65.35）
35（34.65）
40（39.60）
61（60.40）
34（33.66）
67（66.34）
37（36.63）
64（63.37）
68（67.33）
33（32.67）
73（72.28）
28（27.72）
83（82.18）
18（17.82）

阴性（n=21）
12（57.14）
9（42.86）
16（76.19）
5（23.81）
10（47.62）
11（52.38）
8（38.10）
13（61.90）
2（9.52）

19（90.48）
3（14.29）
18（85.71）
5（23.81）
16（76.19）
5（23.81）
16（76.19）

c2值

0.152

0.928

0.462

0.151

5.875

20.105

17.712

29.645

P值

0.697

0.336

0.497

0.697

0.015

＜0.001

＜0.001

＜0.001

r值

0.035

0.09

0.062

0.035

0.219

0.406

0.381

0.491

表 2 VEGF⁃C与胆管癌临床特征相关性［n（%）］

Table 2 Correlation between VEGF⁃C and clinical features of cholangiocarcinoma［n（%）］

临床特征

年龄（岁）

性别

肿瘤部位

肿瘤直径（cm）

动静脉受侵

临床分期

淋巴结转移

Gas6

≤60
>60
男
女

中下段胆管
肝门及肝内胆管

≤3
>3
是
否

Ⅲ~Ⅳ期
Ⅰ~Ⅱ期

是
否

阳性
阴性

n
57
65
82
40
50
72
42
80
39
83
71
51
78
44
101
21

阳性（n=88）
40（45.45）
48（54.55）
60（68.18）
28（31.82）
35（39.77）
53（60.23）
30（34.09）
58（65.91）
34（38.64）
54（61.36）
63（71.59）
25（28.41）
72（81.82）
16（18.18）
83（94.32）
5（5.68）

阴性（n=34）
17（50.00）
17（50.00）
22（64.71）
12（35.29）
15（44.12）
19（55.88）
12（35.29）
22（64.71）
5（14.71）
29（85.29）
8（23.53）
26（76.47）
6（17.65）
28（82.35）
18（52.94）
16（47.06）

c2值

0.204

0.135

0.191

0.016

6.458

23.286

43.798

29.465

r值

0.041

0.033

0.040

0.011

0.230

0.437

0.599

0.491

P值

0.652

0.714

0.661

0.900

0.011

＜0.001

＜0.001

＜0.001

表 3 Gas6与胆管癌临床特征相关性［n（%）］

Table 3 Correlation between Gas6 and clinical features of cholangiocarcinoma［n（%）］

2.3 Gas6与胆管癌临床特征相关性

Gas6 与动静脉受侵、淋巴结转移、临床分期、

VEGF⁃C 呈正相关，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表3。

2.4 多元线性逐步回归分析

将年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤直径、组织学分

级、病理类型等因素控制后，VEGF⁃C、Gas6仍与动

静脉受侵、淋巴结转移、临床分期显著相关，差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 4。
2.5 胆管癌患者 1年生存率

随访 1 年，失访 8 例。114 例胆管癌患者 1 年

生存率为 65.79%（75/114）。

2.6 生存分析

Kaplan⁃Meier曲线分析，VEGF⁃C、Gas6阳性表

达患者 1 年生存率低于阴性表达患者（c2=3.933、
6.341，P=0.012、0.041），见图 4。
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VEGF⁃C阳性表达
VEGF⁃C阴性表达
VEGF⁃C阳性表达⁃检剔后
VEGF⁃C阴性表达⁃检剔后

Gas6阳性表达
Gas6阴性表达
Gas6阳性表达⁃检剔后
Gas6阴性表达⁃检剔后

组别 组别

生存分析函数

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2累
积

生
存

分
析
（

%
）

累
积

生
存

分
析
（

%
）

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0 10 20 30 40 50

时间（周）

0 10 20 30 40 50

时间（周）

生存分析函数

图 4 生存曲线

Figure 4 Survival curve

因变量

动静脉受侵

淋巴结转移

临床分期

自变量

常量
VEGF⁃C
Gas6
常量

VEGF⁃C
Gas6
常量

VEGF⁃C
Gas6

β
13.279
0.659
0.718
11.150
0.547
0.493
10.887
0.803
0.761

SE
1.246
0.057
0.032
1.407
0.044
0.030
1.031
0.040
0.055

β（标准化）

⁃
0.722
0.806

⁃
0.591
0.553

⁃
0.827
0.801

t值
11.005
9.452
8.613
10.724
10.105
9.484
13.289
12.770
11.013

P值

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

表 4 多元线性逐步回归分析

Table 4 Multiple linear stepwise regression analysis

3 讨论

胆管癌是发生于肝外胆道至肝门区、胆管下

端的恶性肿瘤，相关数据统计显示，其多见于 50~
70 岁群体，男性多于女性，发病呈现逐渐升高趋

势，占肝内外胆道中的 60%左右，且 5 年生存率较

低，防治形势较为严峻［5⁃6］。故临床需通过探索相

关因子改变为寻找新型治疗途径提供依据，以强

化疗效，延长生存期。

VEGF⁃C是血管内皮生长因子之一，在多种恶

性肿瘤血管形成中发挥重要作用，与肿瘤发生、发

展关系密切［7］。冯瑶瑶等［8］报道显示，VEGF⁃C 通

过结合特异性受体诱导淋巴管内皮细胞及血管生

成参与宫颈癌侵袭转移过程。在此基础上，本研

究发现，VEGF⁃C 在胆管癌中呈高表达状态，对肿

瘤侵袭、转移产生重要影响，与戚诚等［9］研究结果

相符。分析原因，VEGF⁃C可结合并激活血管内皮

生长因子受体（VEGFR）⁃3，经由磷脂酰肌醇 3 激

酶（P13K）/蛋白激酶 B（Akt）、丝裂原细胞外激酶

（MEK）/细胞外信号调节激酶（ERK）等信号通路

途径，刺激、加快淋巴管内皮细胞有丝分裂及增

生，从而引发淋巴结转移［10］。且 VEGF⁃C 促进肿

瘤新生血管形成过程中，随着肿瘤细胞不断增殖，

侵袭周围动静脉。可见下调 VEGF⁃C 表达可能是

控制胆管癌肿瘤侵袭、转移的重要环节。

Gas6 属于多功能域构架蛋白，在人体多种组

织器官中广泛表达，相关研究指出，Gas6可通过结

合 TAM 家族成员 Axl，发挥调节细胞黏附、增殖、

凋亡等多种功能［11］。既往有文献显示，Gas6 在卵

巢癌、肺腺癌、口腔鳞癌等恶性肿瘤中呈现高表达

趋势［12］。王子伟等［13］观点认为，Gas6 可作为反映

胆管癌恶性程度的指标之一。本研究结果证实，

Gas6 在胆管癌中不仅呈高表达状态，还与病理改

变关系密切。主要是由于Gas6可通过信号转导与

转录激活因子 1（STAT1）、丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）、P13K/Akt 等多种信号途径，影响肿瘤细

胞血管形成、增殖、迁移及凋亡［14］。同时，Gas6 表

达水平越高，肿瘤细胞侵袭、转移可能性越大，不

断促进疾病恶化，从而提高预后不良风险，缩短生

存期。故 Gas6 有望成为肿瘤标志物，为临床诊治

胆管癌提供新方向。

综上可知，VEGF⁃C 与 Gas6 在胆管癌组织中

表达密切相关，均与动静脉受侵、淋巴结转移、临

床分期显著相关，联合检测有助于为临床评估病

情、预测生存状况提供参考依据。但本研究受样

本量及检测方法的限制，仍需进一步明确VEGF⁃C
与Gas6在胆管癌中的协同作用机制。

参考文献
［1］ Kobayashi S，Terashima T，Shiba S，et al. Multicenter retro⁃

spective analysis of systemic chemotherapy for unresectable

combined hepatocellular and cholangiocarcinoma［J］. Cancer

Sci，2018，109（8）：2549⁃2557.

［2］ 雷正清，司安锋，杨平华，等 . 肝内胆管癌肝切除术后“教科

书式结局”影响因素分析及预测模型建立［J］. 中国实用外

科杂志，2019，39（10）：1071⁃1076. （下转第 1681页）
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原发性高血压患者血清D⁃D水平预测并发左室肥厚
研究

王春燕★ 任海霞 齐跃

［摘 要］ 目的 研究原发性高血压患者血清 D⁃D 水平对左室肥厚的预测价值。方法 将

2018 年 6 月至 2020 年 6 月在本院治疗的原发性高血压患者 190 例与健康体检者 90 例作为研究对

象，对其一般资料进行统计、测定并比较两组血清 D⁃D 等含量，对研究组进行降压治疗 1 年后，按

LVMMI（左室心肌质量指数）将其分为（左室肥厚）消退组和（左室肥厚）未消退组，再次比较两

组血清 D⁃D 等含量。结果 两组一般资料比较差异无统计学意义（P>0.05），研究组收缩压、舒张

压、LVMMI 高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05），研究组 D⁃D、Fib、PAI⁃1 和 t⁃PA 均高于对照

组，消退组 D⁃D、Fib、PAI⁃1 和 t⁃PA 低于未消退组，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 原发性高血

压患者血清 D⁃D 明显升高，且可作为预测左室肥厚的有意义指标，可以为临床治疗提供准确的数

据，具有无损害、方便、快捷等优点。

［关键词］ 原发性高血压；D⁃D；左室肥厚

Significance of serum D ⁃D expression in patients with essential hypertension
and prediction of concurrent left ventricular hypertrophy
WANG Chunyan★，REN Haixia，QI Yue

（The 984 Hospital of the joint logistics support force of the Chinese people & apos； s Liberation Army，Bei⁃

jing，China，100094）

［ABSTRACT］ Objective To study the significance of serum D⁃D level in patients with essential hyper⁃

tension and the predictive value of left ventricular hypertrophy. Methods 190 patients with essential hyperten⁃

sion and 90 healthy people in our hospital from June 2018 to June 2020 were selected as the research objects，

Their general data were statistically analyzed，and the expression levels of D⁃D in the two groups were mea⁃

sured and compared. After one year of antihypertensive treatment. According to LVMMI，LVMMI was divided

into regression group and non⁃regression group. Results There was no significant difference in general data

between the study group and the control group（P>0.05），but the systolic blood pressure，diastolic blood pres⁃

sure and LVMMI in the study group were higher than those in the control group（P<0.05），D⁃D，FIB，PAI⁃1

and t⁃PA in the study group were higher than those in the control group，and the D⁃D，FIB，PAI⁃1 and t⁃PA in

the regression group were lower than those in the non⁃regression group（P<0.05）. Conclusion The serum D⁃D

level in patients with essential hypertension is significantly increased，which can be used as a meaningful indica⁃

tor to predict left ventricular hypertrophy，and can provide accurate data for clinical treatment，with the advan⁃

tages of no damage，convenience and rapidity.

［KEY WORDS］ Essential hypertension；D⁃D；Left ventricular hypertrophy
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原发性高血压在临床上属于常见病之一，近

年来发病率呈上升趋势，左心室肥厚是原发性高

血压的常见并发症，涉及心肌细胞、内皮细胞、平

滑肌细胞及间质细胞与基质的病理变化，容易患

各种并发症，所以大部分高血压患者都伴有不同

程度的心脏、大脑、肾脏等器质性病变，然后全身

出现临床症状［1⁃3］。临床上在治疗高血压的时候，

同时也要加强预防左心室肥厚等疾病。及时准确

的进行诊断，对治疗与预后有着非常重要的意

义。现将在本院治疗的原发性高血压患者与健康

体检者作为研究对象，测定 D⁃D 等表达量并将其

指标作为预测并发左室肥厚进行研究，报道如下：

1 方法

1.1 一般资料

选择 2018 年 6 月至 2020 年 6 月在本院确诊

的原发性高血压患者 190 例作为研究组，男 102
例，女 88 例；平均年龄（54.5±6.7）岁；平均身高

（164.2±4.6）cm；平均体重（64±6.9）kg。同时选择

2018 年 6 月至 2020 年 6 月本院健康体检者 90 例

作为对照组，男 56 例，女 34 例，平均年龄（56.7±
6.1）岁；平均身高（166.6±7.1）cm；平均体重（62±
6.2）kg。两组年龄、性别、身高、体重等指标比较，

差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。本研

究经伦理委员会许可。

纳入标准：①诊断标准均符合 2005年《中国高

血压防治指南》标准［4］，即患者在没有使用降压药时

的收缩压在 140 mmHg以上，舒张压在 90 mmHg以

上；②正在使用降压药进行治疗，即使其收缩压低

于 140 mmHg、舒张压低于 90 mmHg，仍诊断为高

血压患者。③患者及家属均知情并同意参加此项

研究，均签署知情同意书并自愿配合参与研究。

排除标准：①冠心病及心脏瓣膜疾病患者，患者

的左室射血分数低于 50％者；②糖尿病及甲状腺

功能疾病患者；③贫血及低血钾患者；④肝、肾等重

要脏器损害的患者；⑤具有肥厚型及扩张型心肌病

和其他具有明确病因的心肌病患者。

1.2 方法

统计所有病例一般资料，早晨空腹采集静脉血

2 mL 加入 1/10 体积 0.109 mol/L 枸橼酸钠抗凝管

中，3 000 r/min离心 10 min，收集上清液（血浆），测

定 Fib、D⁃D、t⁃PA、PAI⁃1 水平。Fib 和 D⁃D 采用

SYSMEX 公司 CA7000 血凝分析仪及配套试剂测

定，2 h内检测完毕；t⁃PA、PAI⁃1采用上海太阳生物

公司相应 ELISA试剂盒检测，6 h内检测完毕，方法

按照说明书标准。正常范围：Fib（2~4）g/L，D⁃D（0~
500）ng/mL，t ⁃ PA（1~12）ng/mL，PAl ⁃ 1（5~45）ng/
mL。 心脏超声检查使用仪器为彩色多普勒超声心

动图机，左房扩大的诊断依据为左房前后径在 35
mm以上：左室扩大的诊断依据男性和女性分别在

5.5 cm，5.0 cm以上；左室心肌质量（left ventricular
myocardial mass，LVMM）的计算公式为：LVMM
（g）=1.04［（LVEDD+IVST+LVPWT）3 ⁃LVEDD3］⁃
13.6。左室舒张末内径（ left ventricular end⁃diastol⁃
ic dimension，LVEDD），左室舒张末期室间隔厚度

（interventricular septum thickness，IVST），左室舒张

末期后壁度（Left Ventricular Posterior Wall Thick⁃
ness，LvPwT）。 体 表 面 积（body Surface Area，
BSA）的计算公式为：BSA（m2）=0.006 1×身高（cm）+
0.012 8×体质量（kg）-0.152 9。左室心肌质量指数

（left ventricular myocardial mass index，LVMMI）的

计算公式为：LVMMI（g/m2）=LVMM/BSA，左室肥

厚的诊断依据为 LVMMI在 125 g/m2 以上［5］。

1.3 治疗方法

对研究组治疗时使用的基础药物为ACEI或血

管紧张素 II受体阻滞剂（ARB），同时和其他降压的

药物联合使用，治疗的目的为患者的收缩压降至

140 mmHg以下、舒张压降至 90 mmHg以下。使用

药物对患者进行降压治疗 1年后，对其进行心电图

及 24 h动态心电图及心脏超声等检查，观察各项指

标，按照血压是否达到正常标准，将达到正常标准

患者纳入为（高血压）消退组，为达到正常标准且依

旧高血压纳入为（高血压）未消退组。

1.4 观察指标

同时比较两组观察两组 D⁃D，Fib，PAI⁃1 和

t⁃PA指标。并对比分析消退组和未消退组患者的

D⁃D，Fib，PAI⁃1和 t⁃PA情况。

1.5 统计学分析

应用 SPSS 22.0软件进行统计分析，计量采用

（x±s）表示，两组间差异比较采用 t检验；计数资料用

n（%）表示，比较采用c2检验；相关性分析采用Spear⁃
man相关性分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组一般资料的比较

两组一般在性别、年龄、体重等一般资料比较
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差异无统计学意义（P>0.05），有可比性。研究组

收缩压、舒张压、LVMMI高于对照组，差异有统计

学意义（P<0.05）。见表 1。

组别

研究组
对照组
c2/t值
P值

n
190
90

性别（男/女）

102/88
56/34
32
0.74

年龄（岁）

54.5±6.7
56.7±6.1

3.74
0.47

体重（kg）
64±6.9
62±6.1
21.4
0.56

收缩压（mmHg）
171±4.6
123±6.7

9.4
0.012

舒张压（mmHg）
94±12
75±6
44.2
0.032

LVMMI（g/m2）

139.4±22.3
114.8±8.5

23.2
0.015

表 1 两组一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general data between the 2 groups（x ± s）

2.2 两组D⁃D，Fib，PAI⁃1和 t⁃PA比较

研究组 D⁃D，Fib，PAI⁃1 和 t⁃PA 均高于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 研究组血清D⁃D水平与 LVMMI相关性分析

将研究组 190例患者血清D⁃D水平与 LVMMI
进行 Spearman相关性分析，原发性高血压患者血清

D⁃D水平与LVMMI呈正相关（r=0.663，P<0.01）。
2.4 两组D⁃D，Fib ，PAI⁃1和 t⁃PA比较

消退组的 D⁃D，Fib，PAI⁃1和 t⁃PA低于未消退

组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

3 讨论

高血压患者中 90%以上为原发性高血压，原

发性高血压的发病机制复杂，是由多种因素协同

作用而引起的慢性疾病，多数患者发病过程隐匿，

病情进展缓慢，但并发症多［6］。高血压发生左心室

肥厚的几率达 20%~60% ，有研究发现部分患者左

心室肥厚先于高血压出现。崔雪莲等［7］研究发现，

血压越高，左心室重构程度越严重。其机制是动

脉壁弹力纤维减少并且胶原纤维增加，从而导致

血管顺应性及弹性降低。本研究从原发性高血压

入手，分析D⁃D，Fib ，PAI⁃1和 t⁃PA等指标的含量，

探讨表达意义，研究 D⁃D 在原发性高血压并发左

心室肥厚中的预测价值。

高血压患者容易出现左室肥厚的症状，在多

种心血管事件的发生中，此症状是其发生的一个

重要独立危险因素［8］。如果患者没有采用正确、有

效的治疗方案，血压控制不佳将会使患者的左室

扩大进一步加重。本研究结果表明D⁃D参与左室

肥厚的病理过程。D⁃D是纤维蛋白单体经活化因

子交联后再经纤溶酶水解产生的一种特异性降解

产物，其生成或增高反映了凝血和纤溶系统的双

重激活，正常情况下，外周血中凝血 、抗凝血、纤

溶、血小板等系统的功能处于一种相互制约的动

态平衡中［9⁃12］。在高血压时，由于血液的高剪切应

力、血液淤滞、血管内皮的损伤、硬化等因素的作

用，刺激和诱发各系统的功能发生异常变化。D⁃D
在此过程中可作为体内血栓形成的重要指标之

一 。D⁃D是由纤溶酶作用于交联纤维蛋白产生的

小分子二聚体，交联纤维蛋白多聚体降解的产物，

纤维蛋白降解产物 D⁃D 的水平升高，说明存在继

发性纤溶过程，而先生成凝血酶，后又有纤溶系活

化；并且也反映在血栓形成的局部纤溶酶活性或

水平超过血浆中纤溶酶活性或浓度［13⁃14］。Fib、
t⁃PA 和 PAI.1 水平升高也充分支持了左室肥厚的

病理过程，Fib在凝血的最后阶段，可使血液凝固，

PAI 可结合到内皮细胞表面，防止过度纤溶。tPA
将纤溶酶原精氨酸 561缬氨酸 562处的肽键裂解，

形成具有活性的纤溶酶，起到溶解血栓的作用。

因此，由于抗凝作用减弱、血小板黏附与聚集以及

组别

研究组
对照组
t值
P值

n

190
90

D⁃D
(ng/mL)
547±78.2
118±18.4

1.55
0.004

Fib
（g/L）
5.9±1.1
3.5±0.58
12.35
0.023

PAI⁃1
(ng/mL)
49.7±9.6
34.3±6.2
17.53
0.036

t⁃PA
(ng/mL)
16.4±3.36
5.6±0.45
33.75
0.003

表 2 两组血清D⁃D、Fib、PAI⁃1和 t⁃PA比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum D⁃D，FIB，PAI⁃1 and t⁃PA
between the two groups（x ± s）

组别

消退组
未消退组

t值
P值

n

116
74

D⁃D
(ng/mL)
264±35.6
522±69.5

34.3
0.023

Fib
（g/L）
3.5±0.8
4.9±1.1
36.2
0.005

PAI⁃1
(ng/mL)
37.4±10.6
46.1±7.4

3.6
0.014

t⁃PA
(ng/mL)
9.6±2.3

13.6±2.67
9.7

0.043

表 3 消退组与实未消退组D⁃D，Fib，PAI⁃1和 t⁃PA比较

（x ± s）

Table 3 Comparison of D⁃D，FIB，PAI⁃1 and t⁃PA between
regression group and non regression group（x ± s）

·· 1680



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

纤溶活性下降造成原发性高血压并发左室肥厚。

综上所述，在临床上应重视对原发性高血压

患者的血栓前状态的研究，在选用降压药物治疗

的同时，应当努力保护其内皮功能，适当采用抗

血小板活化 ，抗凝 ，降低患者血液黏稠度等综合

治疗措施 ，以降低其心脑血管并发症的发生。
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CK⁃MB、CRP、ALB以及D⁃二聚体水平对于缺血性肠
病患者的价值研究

袁燕文★ 许哲 黄妙兴 陈孟君

［摘 要］ 目的 探讨肌酸激酶同工酶（CK⁃MB）、C 反应蛋白（CRP）、白蛋白（ALB）和 D⁃二聚体

（D⁃D）水平对缺血性肠病（ICBD）患者的价值研究。方法 选取 2016 年 2 月至 2020 年 5 月于本院收治

的疑似 ICBD患者 86例，作为研究组，再选取同时段于本院行体检的健康志愿者 40例，作为对照组。观

察分析研究组患者入院后第 1、7、14 d两组血清 D⁃D、CK⁃MB、CRP、ALB 水平及其对 ICBD 的诊断与预

后预测价值。结果 研究组患者入院后第 1、7、14 d血清D⁃D、CK⁃MB、CRP、ALB水平差异明显高于对

照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。联合检测对 ICBD预后预测的特异性（69.13%）、敏感度（88.57%）、

阳性预测值（89.58%）、阴性预测值（83.02%）。结论 血清D⁃D、CK⁃MB、CRP和ALB水平对 ICBD的早

期诊断及预后预测具有较高参考价值，可以协助临床早期诊断治疗，改善预后。

［关键词］ 肌酸激酶同工酶；C反应蛋白；白蛋白；D⁃二聚体，缺血性肠病

The value of CK ⁃ MB，CRP，ALB，and D ⁃ dimer levels in patients with
ischemic bowel disease
YUAN Yanwen★，XU Zhe，HUANG Miaoxing，CHEN Mengjun
（Department of Gastroenterology，Dongguan People􀆳s Hospital，Dongguan，Guangdong，China，523000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the value of creatine kinase isoenzyme（CK⁃MB），C⁃reac⁃
tive protein（CRP），albumin（ALB）and D ⁃ dimer（D ⁃ D） levels in patients with ischemic bowel disease
（ICBD）. Methods 86 suspected ICBD patients admitted to our hospital from February 2016 to May 2020
were selected as the study group，and 40 healthy volunteers who underwent physical examination in our hospital
at the same time were selected as the control group. The serum LEVELS of D⁃D，CK⁃MB，CRP and ALB in the
study group on day 1，7 and 14 after admission and their diagnostic and prognostic value for ICBD were ob⁃
served and analyzed. Results The serum D⁃D、CK⁃MB、CRP、ALB levels of d1，7 and 14 in the study group
were significantly higher than those in the control group（P<0.05）. The specificity（69.13%），sensitivity
（88.57%），positive predictive value（89.58%）and negative predictive value（83.02%）of the combined test
were significantly higher than those in the control group（P<0.05）. Conclusion The serum levels of D⁃D，CK⁃
MB，CRP and ALB have high reference value for the early diagnosis and prognosis prediction of ICBD，which
can assist the early clinical diagnosis and treatment and improve the prognosis.

［KEY WORDS］ Creatine kinase isoenzyme；C⁃reactive protein；Albumin；D⁃dimer，Ischemic bowel
disease

缺血性肠病（Ischemic bowel disease，ICBD）是

指由肠壁缺血、缺氧引起，最终导致肠道梗死的疾

病［1⁃2］。其临床主要表现为腹痛、便血等症状，大多

数患者 ICDB 主要由血管病变或灌注异常等引

起。目前临床中 ICBD的发病率虽然不高，但其发

病时无特殊症状和体征，临床容易误诊、漏诊。若

患者出现肠系膜血管阻塞性疾病，其病死率可高

达 70%~90%，严重威胁患者生命健康［3］。故临床
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对 ICBD 进行及时准确诊断至关重要。既往研究

发现肌酸激酶同工酶（Creatine kinase isoenzyme⁃
MB，CK ⁃MB）、C 反应蛋白（C ⁃ reactive protein，
CRP）、白蛋白（Albumin，ALB）和 D⁃二聚体水平

（D⁃dimer，D⁃D）与 ICBD 的诊断及预后有一定关

系［4⁃5］。其中 CK⁃MB 在各种肌肉萎缩及心肌梗塞

等病变诊断中具有较高特异性，其与 ICBD的关系

也具有一定探讨意义。CRP是机体产生炎症时水

平急剧上升的急性蛋白，其可以反应出病变部位

炎症反应程度。ALB 主要由肝脏合成，当机体发

生急性出血时可见其水平异常降低。D⁃D是检测

是诊断人体血栓性疾病的重要指标，近年来有研

究显示，D⁃D 水平可以作为诊断 ICBD 的指标之

一［6⁃7］。本次研究观察分析 CK⁃MB、CRP、ALB 以

及D⁃D平对 ICBD患者的价值。具体如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016 年 2月至 2020年 5月于本院收治的

疑似 ICBD患者 86例，作为研究组，研究经医院伦

理委员会批准。其中男性患者 45例，女性 41例，年

龄 42~75 岁，平均年龄（62.12±6.22）岁。再选取同

时段于本院行体检的健康志愿者 40 例，作为对照

组，其中男 24例，女 16例，年龄 24~67岁，平均年龄

（42.31±10.88）岁。两组人群性别、年龄等一般资料

比较，差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

纳入标准：①患者突发剧烈腹痛，伴有呕吐、腹

泻、便血等消化道症状；②研究组患者均伴有糖尿

病、低蛋白血症等缺血性肠病高危因素；③患者及家

属对本次研究知情并自愿签订知情同意书；④年龄

20~80岁之间。排除标准：①临床资料不完整者；②中

途退出或意识障碍无法配合者；③对本次研究不耐

受者；④合并有严重心肝肾等重要器官器病变者。

1.2 方法

健康志愿者于体检时抽取清晨空腹静脉血 5
mL，患者于疼痛发作 24 h 内抽取肘静脉血 5 mL，
均置于抗凝管中，静置至分层，再将其置于离心机

中，以 3 000 r/min的速度离心 10 min后，取上层血

清，-80℃冷藏待测。所有操作均由检验人员严格

按照使用仪器及配套试剂盒说明书完成。用速率

法检测血清 CK⁃MB 水平，采用强生 VITROS 5600
全自动生化免疫分析仪检测，配套试剂盒（奥森多

临床诊断（美国）股份有限公司）；用溴甲酚绿法

测定血清 ALB 水平，采用 BECKMAN COULTER
AU Chemistry Systems AU5831 分析仪及其配套试

剂盒（贝克曼库尔特实验系统（苏州）有限公司）；用

免疫荧光干式定量法检测 CRP 水平，采用 BODI⁃
TECH A5000全自动干式荧光免疫分析仪及其配套

试剂盒（巴迪泰（广西）生物科技有限公司）；用免疫

比浊法检测血浆D⁃二聚体D⁃D水平，采用 STAGO
STA⁃R EVOL 全自动凝血分析仪及其配套试剂盒

（思塔高诊断技术（天津）有限公司）。所有患者入

院第二天行影像学检查，确诊 ICBD［8］。

1.3 观察指标

观察研究组患者入院后第 1、7、14 d两组人群血

清D⁃D水平，当D⁃D≥400 μg/L时，为阳性，D⁃D<400
μg/L时为阴性。分析D⁃D检测对早期诊断 ICBD的

价值。灵敏度=检出阳性例数/总确诊阳性例数×
100%，特异度=检出阴性例数/总确诊阴性例数×
100%。观察分析两组人群血清CK⁃MB、CRP和ALB
水平，研究组患者血清CK⁃MB、CRP水平的灵敏度、

特异度和准确度及ALB对 ICBD预后预测价值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 统计学软件进行数据分析，其

中计数资料用 n（%）表示，采用 c2检验，计量资料

用（x ± s）表示，组间比较采用 t检验，采用受试者工

作特征曲线（receiver operator characteristic curve，
ROC）分析判断 ICBD 预后价值，以 P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 研究组患者入院后第 1、7、14 d 与对照组血

清D⁃D水平比较

研究组患者入院后第 1、7、14 d血清D⁃D水平显

著高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05），研究

组患者入院 14 d后血清D⁃D水平显著低于入院第

1、7 d后，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

时间
第 1 d
第 7 d
第 14 d

研究组（n=70）
5470.13±875.31
3671.24±545.31
1566.68±477.08a b

对照组（n=40）
314.21±60.15
314.21±60.15
314.21±60.15

t值
8.641
6.582
4.587

P值
0.041
0.035
0.018

表 1 研究组患者入院后第 1、7、14 d与对照组血清D⁃D
水平比较（x ± s）

Table 1 comparison of serum Dmurd levels between control
on the 1st，7th and 14th day after admission in the study

group（x ± s）

注：与第 1天比较，aP<0.05；与第 7天比较，bP<0.05。
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2.2 血清D⁃D检测对早期诊断 ICBD的价值

血清D⁃D水平对诊断 ICBD的灵敏度为 92.86%
（65/70），特异度为81.25%（13/16）。见表2。

2.3 两组人群血清CK⁃MB、CRP和ALB水平比较

研究组患者血清 CK⁃MB 和 CRP 水平显著高

于对照组，差异有统计学意义（P<0.05），研究组患

者血清 ALB 水平显著低于对照组，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 研究组患者血清 CK ⁃MB 和 CRP 水平对

ICBD预测诊断

血清 CK⁃MB水平对 ICBD诊断的特异度显著

高于 CRP，差异有统计学意义（P<0.05），血清 CPR
水平对 ICBD 诊断的灵敏度和准确度明显高于

CK⁃MB，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 4。
2.5 血清 ALB、CK⁃MB、CRP、D⁃D 水平对 ICBD
预后预测价值

血清 ALB 对 ICBD 预后预测的特异性、敏感

度、阳性预测值、阴性预测值显著高于 CK⁃MB、

CRP、D⁃D，联合检测特异性、敏感度、阳性预测值、

阴性预测值显著高于 CK⁃MB、CRP、D⁃D、ALB，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 5。

3 结论

ICBD 的主要发病人群是中老年人，其患者往

往伴有高血压、糖尿病、心功能不全等疾病，并且

该病病情发展迅速，早期若不能及时发现并治疗，

待患者出现明显腹部体征时，患者缺血肠道可能

已出现不可逆性肠坏死或局部缺血坏死穿孔等情

况，危及其生命［9⁃10］。一般情况下，人体胃肠道血

流量占心排血量的 10%，其血流量仅在运动或餐

后会发生一定变化，而急性 ICBD 的主要发病原因

是肠道血管或肠管发生病变，导致局部血流量不

足，从而引起肠道缺血缺氧坏死［11⁃12］。临床上早期

ICBD虽无特异性症状和体征，但大多患者可出现

D⁃D检测
结果

阳性
阴性
合计

D⁃D水平
（μg/ L）

5470.13±875.31
321.14±66.18

肠系膜下动脉造影确诊结果

阳性

65
5
70

阴性

3
13
16

表 2 血清D⁃D检测对早期诊断 ICBD的价值（x ± s）

Table 2 the value of serum Dmurd detection in early
diagnosis of ICBD（x ± s）

血清指标
ALB

CK⁃MB
CRP
D⁃D

联合检测

最佳截断点
34（g/L）

25.00（U/L）
3.544（mg/L）
0.78（μg/ L）

-

特异性（%）
61.71
23.24
22.17
34.23
69.13

灵敏度（%）
87.89
45.28
51.24
61.50
88.57

AUC
0.834
0.712
0.727
0.736
0.876

95%CI
0.769~0.899
0.605~0.819
0.642~0.812
0.666~0.805
0.828~0.924

阳性预测值（%）
87.14
72.91
80.35
80.00
89.58

阴性预测值（%）
75.24
64.46
70.26
73.25
83.02

P值
0.015
0.013
0.011
0.024
0.010

表 5 血清ALB水平对 ICBD预后预测价值

Table 5 the value of serum ALB level in predicting the prognosis of ICBD

表3 两组人群血清CK⁃MB、CRP和ALB水平比较（x ± s）

Table 3 comparison of serum CK⁃MB，CRP and ALB
levels between 2 groups（x ± s）

血清指标

CK⁃MB（U/L）

CRP（mg/L）

ALB（g/L）

时间

第 1 d
第 7 d
第 14 d
第 1 d
第 7 d
第 14 d
第 1 d
第 7 d
第 14 d

研究组
（n=70）

50.97±20.19
49.97±20.19
53.97±20.19
6.37±2.21
6.65±2.69
6.16±2.56
30.32±3.69
30.42±4.14
31.00±4.00

对照组
（n=40）
5.24±2.07
5.96±2.36
5.01±2.51
4.09±1.87
4.27±1.36
4.22±1.91
35.16±3.68
37.32±3.51
37.00±3.00

t值

6.841
7.852
8.645
5.369
7.452
6.035
5.217
6.354
5.311

P值

0.042
0.035
0.023
0.028
0.064
0.004
0.029
0.018
0.010

预测结果（%）

灵敏度
特异度
准确度

CK⁃MB（U/L）
79.46
45.46
68.88

CRP（mg/L）
83.57
39.38
69.82

P值

0.012
0.031
0.005

表 4 研究组患者血清CK⁃MB和CRP水平对 ICBD预测

Table 4 the serum CK⁃MB and CRP levels of the patients in
the study group predicted the diagnosis of ICBD

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异度

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度

ALB
CK⁃MB
CRP
D⁃D
联合检测

ROC曲线

图 1 血清ALB、CK⁃MB、CRP、D⁃D水平及联合检测的

ROC曲线

Figure 1 Serum ALB、CK⁃MB、CRP、D⁃D level and ROC
curve of combined detection
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腹痛伴便血、呕吐、腹胀、腹泻等症状，并在 24 h内

行隐血试验，可显示为阳性。目前临床诊断 ICBD
的主要方式有实验室检查，如检测肠脂肪酸结合

蛋白、D⁃乳酸和白细胞介素等水平；结肠镜检查可

以明确患者病变部位及病变程度，但易引发肠粘

膜急性损伤；影像学检查可以准确诊断患者疾病

发展情况，是目前 ICBD诊断的金标准。为早期对

疾病进行及时有效诊断及治疗，本研究对疑似

ICBD 患者血清 D⁃D、CK⁃MB、CRP 和 ALB 水平进

行测定，分析其对 ICBD诊断及预后的预测价值。

D⁃D是一种纤溶标志物，是由纤维蛋白单体经

活化因子交联后再经水解形成的产物。在 ICBD的

诊断中，D⁃D可以作为重要参考指标之一。临床采

用单一指标进行检测易出现漏诊、误诊现象，因此

联合其他指标进行检测对 ICBD诊断至关重要。有

研究表明，CK⁃MB水平会随着 ICBD患者缺血程度

加重而逐渐升高［13⁃14］。CRP在组织损伤后 48~72 h，
其水平达到高峰，能够反应局部损伤程度。ALB是

血液中含量较为丰富的一种蛋白质，对人体正常生

理状态维持具有重要作用。ALB可以通过与体内

相关物质结合运输内源性和外源性物质。除此之

外，其还可以维持血浆胶体渗透压和酸碱平衡等。

有研究表明，血清ALB水平低与缺血性心脏病、心

力衰竭等疾病有关，是冠状动脉疾病、心力衰竭等

病的独立预后因子［15⁃16］。而心力衰竭、冠心病等是

ICBD的危险因素。因此ALB与 ICBD存在一定关

系。本次研究结果说明CK⁃MB和CRP对 ICBD患

者的诊断各具优势，有较高参考价值。分析血清

ALB、CK⁃MB、CRP、D⁃D水平对 ICBD预后预测价

值，结果显示血清 ALB 对 ICBD 预后预测的特异

性、敏感度、阳性和阴性预测值均处于较高水平，联

合检测的特异性、敏感度更高。目前临床与本次类

似研究较少，结果有待进一步验证。

综上所述，检测患者血清D⁃D、CK⁃MB、CRP和

ALB水平对 ICBD的早期诊断及预后预测具有较高

参考价值，可为临床早期诊断治疗提供数据支持。
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GPC⁃1、miRNA⁃9及 Caspase⁃3在肺腺癌中的表达及
与病情和预后生存的相关性

智雅婧 冯铁虹 那顺孟和 郑媞★

［摘 要］ 目的 探讨磷脂酰肌醇蛋白多糖⁃1（GPC⁃1）、微小 RNA ⁃9（miRNA⁃9）及天冬氨酸特异性

半胱氨酸蛋白酶⁃3（Caspase⁃3）在肺腺癌中的表达及与病情、预后生存的相关性。方法 2015 年 8 月至

2017年 8月本院收治的肺腺癌患者的临床资料进行整理、分析（76份肺腺癌组织标本及 76份癌旁正常

组织标本），采用免疫组化染色法对比肺腺癌组织及癌旁正常组织中GPC⁃1、miRNA⁃9及Caspase⁃3表达

情况。结果 肺腺癌组织中GPC⁃1阳性表达率、Caspase⁃3阴性表达率、miRNA⁃9高表达率明显高于癌旁

正常组织（P<0.05）。GPC⁃1、miRNA⁃9及 Caspase⁃3表达情况与肺腺癌患者年龄、性别、分化程度、肿瘤

直径、血管侵犯无关（P>0.05）；与 TNM 分期、淋巴结转移有关（P<0.05）。76 例肺腺癌患者 3 年生存

率为 35.53%（49/76），GPC⁃1 阳性表达、miRNA 高表达、Caspase⁃3 阴性表达的肺腺癌患者死亡率更高

（P<0.05）。生存分析显示 GPC⁃1（表达阴性）、miRNA⁃9（低表达）、Caspase⁃3（阳性表达）者生存期较

长，Keplan⁃meier生存曲线明显不同（P<0.05）。临床分期（Ⅲ~Ⅵ期）、有淋巴结转移、GPC⁃1表达（阳性）、

miRNA（高表达）及 Caspase⁃3 表达（阴性）为影响肺腺癌患者预后生存的独立危险因素（P<0.05）。结论

GPC⁃1、miRNA、Caspase⁃3异常表达与肺腺癌患者病情进展密切相关，且不利于患者预后。

［关键词］ GPC⁃1；miRNA⁃9；Caspase⁃3；肺腺癌中；病情；预后生存

The expression of GPC⁃1，miRNA⁃9 and Caspase⁃3 in lung adenocarcinoma
and its correlation with the condition and prognostic survival
ZHI Yajing，FENG Tiehong，NA Shun menghe，ZHENG Ti★

（Inner Mongolia Medical University，Huhehot，Inner Mongolia，China，010000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the expression of Glypicans⁃1（GPC⁃1），microRNA⁃9（miRNA⁃
9）and Cysteinyl Aspartate ⁃ Specific Proteninases ⁃ 3（Caspase ⁃3）in lung adenocarcinoma and its correlation
with the condition and prognostic survival. Methods The clinical data of patients with lung adenocarcinoma
admitted to our hospital from August 2015 to August 2017 were sorted and analyzed（76 specimens of lung ade⁃
nocarcinoma tissue and 76 specimens of normal tissue adjacent to cancer）. Immunohistochemical staining was
used to compare the expression of GPC⁃1，miRNA⁃9 and Caspase⁃3 in lung adenocarcinoma tissue and normal
tissues adjacent to the cancer. Results The positive expression rate of GPC⁃1，the negative expression rate of
Caspase⁃3 and high expression rate of miRNA⁃9 in lung adenocarcinoma tissue were significantly higher than
those in normal tissues adjacent to cancer. The expression of GPC⁃1，miRNA⁃9 and Caspase⁃3 was not related
to the age，gender，degree of differentiation，tumor diameter，and vascular invasion in patients with lung adeno⁃
carcinoma（P>0.05），it was related to TNM staging and lymph node metastasis（P<0.05）. The 3⁃year survival
rate of 76 patients with lung adenocarcinoma was 35.53%（49/76），and the mortality of patients with lung ade⁃
nocarcinoma and GPC⁃1 positive expression，high miRNA expression，and Caspase⁃3 negative expression was
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higher（P<0.05）. Survival analysis showed that patients with GPC⁃1（expression negative），miRNA⁃9（low ex⁃

pression），and Caspase⁃3（positive expression）had longer survival times，and Keplan⁃meier survival curves

were significantly different（P<0.05）. Clinical staging（stage Ⅲ ~ Ⅵ），lymph node metastasis，GPC⁃1 expres⁃

sion（positive），miRNA（high expression）and Caspase⁃3 expression（negative）were independent risk factors

affecting the prognosis of patients with lung adenocarcinoma（P<0.05）. Conclusion Abnormal expressions of

GPC⁃1，miRNA，and Caspase⁃3 are closely related to the disease progression of patients with lung adenocarci⁃

noma and are not conducive to the prognosis of patients.

［KEY WORDS］ GPC⁃1；miRNA⁃9；Caspase⁃3；Lung adenocarcinoma；Disease condition；Prognostic

survival

肺腺癌恶性程度高，是临床临床诊治困难的

疾病之一。目前肺腺癌的发生及病程中相关分子

机制的认识尚不够深入，因此寻找新的生物标志

物对提高肺腺癌的诊断率，对改善患者预后意义

重大。磷脂酰肌醇蛋白聚糖（glypicans，GPC）是

一类由蛋白质、糖和脂质组成的复杂的复合物，有

学者研究报道其与恶性肿瘤的发生、发展存在密

切联系［1］。随着较多学者对微小 RNA（microR⁃
NA，miRNA）的探究的，发现 miRNA⁃9 在肿瘤的

发生及发展中发挥重要作用［2］。有学者发现天冬

氨酸特异性半肤氨酸蛋白酶（Cysteinyl Aspartate⁃
specific Proteninases，Caspase）是细胞凋亡的中心

环节，目前在哺乳动物中已发现 14 种亚型［3］。本

研究旨在探讨 GPC⁃1、miRNA⁃9 及 Caspase⁃3 在肺

腺癌中的表达及与病情、预后生存的相关性，现研

究报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

2015年 8月至 2017年 8月本院收治的 76份肺

腺癌患者标本为观察组，其中男 39例，女 37；平均

年龄（60.51±3.57）岁；根据 TNM分期，可分为Ⅰ期

~Ⅱ期 33 例，Ⅲ~Ⅵ期 43 例。选取上述患者远离

3cm 的肺腺癌的癌旁正常组织 76 分标本作为对

照组。所有患者知情同意。整理并分析其临床资

料。两组一般资料比较，差异无统计学意义（P>
0.05）。本实验经医院伦理委员会批准同意。

纳入标准：①均经术后病理检查及术前影像

检查确诊为肺腺癌［4］；②纳入研究前未接受过放、

化疗等辅助治疗；③年龄在 51~78 岁之间。排除

标准：①合并其他恶性肿瘤及重要器官严重疾病

者；②因精神障碍无法配合治疗者；③阿尔兹海

默症者。

1.2 GPC⁃1、Caspase⁃3检测方法

免疫组化法：标本经常规石蜡切片、脱水，加

入酒精、自来水冲洗、显色、复染、脱水中性树胶封

固。在显微镜下观察 GPC⁃1、Caspase⁃3，检测过程

严格按照说明进行，检测完成后由 2位高年资医师

采用双盲法阅片。

1.3 miRNA⁃9检测方法

取出组织标本置于新的 EP管家 1 mLTrizol 裂
解液。离心、取上清留取 2 μL 用于 RNA 质量检

测，其余 RNA 溶液放置-80℃冰箱备用。总 RNA
特异的茎环引物反转录按照反转录试剂盒说明书

配置。采用逆转录⁃聚合酶链反应提取两组组织中

的RNA，miRNA⁃9序列：5′⁃GTTATCTAGCTGTAT⁃
GAGTGCC⁃3′。样品做 3 个平行孔，取其均数。相

对表达量以 2⁃ΔΔCt 计算［5］。ΔΔCt=（Ct 目的基因⁃Ct
管家基因）实验组⁃（Ct 目的基因⁃Ct管家基因）对照组。

1.4 试剂选择

兔抗人GPC⁃1 多克隆抗体由北京博奥森生物

技术公司提供；Caspase⁃3 鼠抗人单克隆抗体采购

自美国 Neo Markers 公司；miR⁃9mimics 及所用引

物购自中国广州锐博生物科技有限公司。

1.5 结果判定

GPC⁃1、Caspase⁃3 阳性判断标准［6］：肿瘤细胞

胞质或细胞核中出现棕黄色或棕褐色颗粒。阳性

细胞占比：0 分（无阳性）；<30.00%（1 分）；≥
30.00%（2 分）。染色强度评分：0 分（无色）、1 分

（淡黄色）、2 分（棕黄色）、3分（棕褐色）。阳性细

胞<26%为 1分，阳性细胞占比 26%~50%为 2分，阳

性细胞占比 51%~75%为 3 分，阳性细胞>75%为

4 分；根据两者相乘结果进行评判：小于 3 分（-）、

3分（+）、4分（++）、5分（+++）。阳性率=阳性例数/
总例数×100%。miRNA⁃9 正常范围值：2.35~4.62
ng/mL［7］。
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1.6 随访

本研究随访（患者自行来院复查）从患者术

后开始，直至患者死亡或本研究的随访结束，为

期 3 年，截止于 2020 年 8 月。患者的随访时间分

布在 1 至 36 个月，平均随访时间为（20.10±2.64）
个月。

1.7 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据统计分析，计数

资料用 n（%）表示，采用 c2检验；绘制 ROC 曲线，

Kaplan⁃Meier 生存分析 GPC⁃1、miRNA⁃9 及 Cas⁃

pase⁃3表达对患者预后生存的影响，以 tarone法进

行检验；影响患者预后的相关因素采用 Logistic回
归分析；以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 GPC⁃1、miRNA⁃9及 Caspase⁃3在不同组织中

的表达

肺腺癌组织中 GPC⁃1、Caspase⁃3 阳性表达及

miRNA⁃9 高表达率高于癌旁正常组织（P<0.05）。

见表 1，图 1。

2.2 肺腺癌组织中 GPC⁃1、miRNA⁃9及 Caspase⁃3
表达与患者病情进展的关系

GPC⁃1、miRNA⁃9 及 Caspase⁃3 表达情况与肺

腺癌患者年龄、性别、分化程度、肿瘤直径、血管侵

犯无关（P>0.05）。见表 2。

病理参数

年龄（岁）

性别（例）

TNM分期

淋巴结转移

分化程度

肿瘤直径（cm）

血管侵犯

≥65
<65
男
女

Ⅰ~Ⅱ期
Ⅲ~Ⅵ期

是
无

高分化
中⁃低分化
≥2或 3
<2或 3

有
无

n

40
36
39
37
33
43
35
41
20
56
31
45
33
43

GPC⁃1（n=76）
阳性

（n=50）
26
24
27
23
13
37
28
22
10
40
20
30
23
27

阴性
（n=26）

14
12
12
14
20
6
7
19
10
16
11
15
10
16

c2值

0.023

0.422

18.055

5.821

3.007

0.038

0.396

P值

0.878

0.516

0.001

0.016

0.083

0.846

0.529

miRNA⁃9（n=76）
高表达
（n=60）

32
28
30
30
20
40
32
28
14
46
26
34
24
36

低表达
（n=16）

8
8
9
7
13
3
3
13
6
10
5
11
9
7

c2值

0.056

0.198

11.805

6.081

1.307

0.764

1.358

P值

0.812

0.657

0.001

0.014

0.253

0.382

0.244

Caspase⁃3（n=76）
阳性

（n=39）
20
19
19
20
26
13
10
29
9
30
16
23
17
22

阴性
（n=37）

20
17
20
17
7
30
25
12
11
26
15
22
16
21

c2值

0.059

0.216

17.620

13.434

0.433

0.054

0.001

P值

0.809

0.642

0.001

0.001

0.510

0.815

0.976

表 2 肺腺癌组织中GPC⁃1、miRNA⁃9、Caspase⁃3表达与患者病情进展的关系

Table 2 Relationship between the expression of GPC⁃1，mirna⁃9，Caspase⁃3 in lung adenocarcinoma and the progression of patients

组别

肺腺癌组织
癌旁正常组织

c2值
P值

n

76
76

GPC⁃1
阴性

26（26.32）
76（100.00）

74.510
0.001

阳性
50（65.79）
0（0.00）

miRNA⁃9
高表达

60（78.95）
19（25.00）

44.306
0.001

低表达
16（21.05）
57（75.00）

Caspase⁃3
阴性

37（48.68）
12（26.32）

16.536
0.001

阳性
39（51.32）
64（84.21）

表 1 GPC⁃1、miRNA⁃9及Caspase⁃3在不同组织中的表达［n（%）］

Table 1 expression of GPC⁃1，mirna⁃9 and Caspase⁃3 in different tissues［n（%）］

AA BB CC DD

注：A为肺腺癌组织Caspase⁃3阳性表达；B为肺腺癌组织Caspase⁃3阴性表达；C为肺腺癌组织GPC⁃1阳性表达；C为肺腺癌组织GPC⁃1阳性表达。

图 1 免疫组化染色图（×500）
Figure 1 immunohistochemical staining（×500）
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2.3 肺腺癌患者不同GPC⁃1、miRNA⁃9及Caspase⁃3
表达的预后情况

纳入的 76例肺腺癌患者 3年生存率为 35.53%
（49/76），GPC⁃1阳性表达、miRNA高表达、Caspase⁃
3 阴性表达的肺腺癌患者死亡率更高（P<0.05）。

见表 3。

2.4 GPC⁃1、miRNA⁃9及 Caspase⁃3表达与肺腺癌

患者预后的关系

GPC⁃1 表达阴性及表达阳性中位生存时间

分别为（36.01±2.26）个月、（30.22±1.71）个月；

miRNA⁃9 高表达及低表达中位生存时间分别为

（29.69±1.40）个月、（35.86±2.63）个月；Caspase⁃3表

达阴性及表达阳性中位生存时间分别为（27.42±
1.66）个月、（34.51±1.96）个月。生存分析显示GPC
⁃1（表达阴性）、miRNA⁃9（低表达）、Caspase⁃3（阳性

表达）者生存期较长，Keplan⁃meier 生存曲线明显

不同（P<0.05）。见图 2。
2.5 影响肺腺癌患者预后生存的单因素和多因素

分析

临床分期（Ⅲ~Ⅵ期）、有淋巴结转移、GPC⁃1表

达（阳性）、miRNA（高表达）及 Caspase⁃3 表达（阴

性）为影响肺腺癌患者预后生存的独立危险因素

（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

肺腺癌早期无典型症状，且尚无特异且敏感

的标志物，绝大多数的患者无法及时确诊，因此耽

误最佳治疗时机，即使患者得到手术根治，也需要

面临高复发率和转移率的风险。如何提高肺腺癌

的早期诊断率，改善预后为当前肺腺癌治疗亟待

解决的难题。

国外研究发现［8］，GPC⁃1、Caspase⁃3 在肺腺癌

组织中阳性表达率有较大差异，本研究发现在肺

腺癌组织中 GPC⁃1 阳性表达率、Caspase⁃3 阴性表

达率、miRNA⁃9 高表达率均明显高于癌旁正常组

织。考虑与纳入样本量不同有关，免疫组化抗原

修复方式也存在差异，可能会导致研究结果存在

一定偏差。

相关研究指出［9］，GPC⁃1与肺腺癌相关，GPC⁃1
阳性表达与肺腺癌淋巴结的侵袭和转移有关，其

在肺腺癌发生过程中起到一定作用。本研究证实

指标

GPC⁃1

Caspase⁃3

miRNA

不同
表达
阴性
阳性
阴性
阳性

高表达
低表达

n

26
50
37
39
60
16

生存
（n=27）
15（19.74）
12（15.79）
7（9.21）

20（26.32）
15（19.74）
12（15.79）

死亡
（n=49）
11（14.47）
38（50.00）
30（39.47）
19（25.00）
45（59.21）
4（5.26）

c2值

8.477

8.682

1.787

P值

0.004

0.003

0.001

表 3 肺腺癌患者不同GPC⁃1、miRNA⁃9及Caspase⁃3表达

的预后情况［n（%）］

Table 3 Prognosis of lung adenocarcinoma patients with
different expression of GPC⁃1，mirna⁃9 and caspase⁃3［n（%）］

变量

年龄（≥65岁 vs＜65）
性别（男 vs女）

TNM（Ⅰ~Ⅱ期 vsⅢ~Ⅵ期）
淋巴结转移（是 vs否）

分化程度（高分化 vs中⁃低分化）
肿瘤直径（≥3 cm vs < 3 cm）

血管侵犯（有 vs无）
GPC⁃1（阳性表达 vs阴性表达）
miRNA（高表达 vs低表达）

Caspase⁃3（阴性表达 vs阳性表达）

单因素分析

OR
1.656
1.568
1.798
1.628
1.627
1.524
1.438
1.268
1.358
1.425

95%CI
0.410~1.624
0.567~1.598
1.517~1.94
1.385~1.756
0.527~1.857
0.485~1.685
0.524~1.135
1.235~1.456
1.342~1.568
1.458~1.687

P值

0.830
0.705
0.028
0.001
0.511
0.254
0.984
0.019
0.001
0.023

多因素分析

OR
-
-

1.258
1.368
-
-
-

1.354
1.647
1.221

95%CI
-
-

1.467~1.339
1.231~1.992

-
-
-

1.372~1.698
1.247~1.654
1.247~1.657

P值

-
-

<0.001
<0.001

-
-
-

<0.001
<0.001
<0.001

表 4 影响肺腺癌患者预后生存的单因素和多因素分析

Table 4 univariate and multivariate analysis of prognostic factors in patients with lung adenocarcinoma

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

累
积

生
存

函
数

生存函数

生存时间

0 10 20 30 40 50

组别
GPC⁃1 阳性
GPC⁃1 阴性
GPC⁃1 阳性⁃删失
GPC⁃1 阴性⁃删失

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

累
积

生
存

函
数

生存函数

生存时间

0 10 20 30 40 50

组别
miRNA⁃9 阳性
miRNA⁃9 阴性
miRNA⁃9 阳性⁃删失
miRNA⁃9 阴性⁃删失

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

累
积

生
存

函
数

生存函数

生存时间

0 10 20 30 40 50

组别
Caspase⁃3 阳性
Caspase⁃3 阴性
Caspase⁃3 阳性⁃删失
Caspase⁃3 阴性⁃删失

注：A为GPC⁃1阳性及阴性表达患者生存时间比较；B为miRNA⁃

9高表达及低表达患者生存时间比较；C为 Caspase⁃3阳性及阴性

表达患者生存时间比较。

图 2 生存曲线

Figure 2 survival curve

AA BB CC
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GPC⁃1、miRNA⁃9 及 Caspase⁃3 的表达与 TNM 分

期、淋巴结转移有关。

GPC⁃1 在生长发育和癌变过程中起关键作

用，Xue F［10］等学者研究指出，GPC⁃1 在非癌组织

中无表达或表达量极低，但在癌组织中呈高表达

状态。Szychowski KA［11］等指出，GPC⁃1 在肝癌、

胰腺癌等恶性疾病中阳性表达率较高。miRNA⁃9
是是一种古老的小分子 RNA ，有较多研究发现其

在乳腺癌、胃癌等肿瘤中呈异常表达，且参与了肿

瘤的生长及转移，而由于肿瘤类型和下游作用靶

点的不同miRNA⁃9可作为促癌基因也可作为抑癌

基因［12~13］。本研究发现miRNA⁃9高表达中位生存

时间明显短于 miRNA⁃9 低表达者，提示其在肺腺

癌中作为促癌基因发挥作用，促进了癌细胞的增

值和扩散。Caspase⁃3以低活性酶原形式广泛存在

于细胞中，TNM 分期Ⅲ~Ⅵ的的肺腺癌患者 Cas⁃
pase⁃3 表达下调，可见 Caspase⁃3 表达降低可能与

参与肿瘤发生、发展的过程［14~15］。

本 研 究 中 肺 腺 癌 患 者 3 年 生 存 率 为 仅

35.53%，生存分析显示，生存分析显示 GPC⁃1（表

达阴性）、miRNA⁃9（低表达）、Caspase⁃3（阳性表

达）者生存期较长，提示：GPC⁃1、miRNA⁃9 及

Caspase⁃3 的异常表达与肺腺癌患者预后相关。

经非条件多因素 Logistic 回归模型进一步分析，

再次肯定 GPC⁃1、miRNA、Caspase⁃3 这三者在肺

腺癌发生、发展及预后评估中的价值。但由于本

研究本研究研究年限较短，且纳入样本量较少，

研究结果难免存在偏倚，GPC⁃1、miRNA、Caspase⁃
3 这三者联合检测是否有望成为更敏感且准确

的指标仍有待研究。

综上所述，GPC⁃1、miRNA、Caspase⁃3 异常表

达与肺腺癌患者病情进展密切相关，且不利于患

者预后。提示临床工作者可通过加强监测这三项

指标，以了解肺腺癌患者疾病进展情况，以评估患

者预后。
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剖宫产后产褥感染血清AT⁃Ⅲ、TAC及 PCT水平变
化及与预后

李小芝 1★ 唐连敏 1 付翠芳 1 薛云 2 姚莉芸 1

［摘 要］ 目的 探究剖宫产后产褥感染血清抗凝血酶原Ⅲ（AT⁃Ⅲ）、总抗氧化能力（TAC）及降钙

素原（PCT）水平变化及与预后的关系。方法 选择本院 224例剖宫产后产褥感染产妇（观察组）临床资

料，并纳入 32例同期剖宫产后未发生产褥感染产妇作为对照组。比较两组产后 1、3 d血清AT⁃Ⅲ、TAC、

PCT水平变化情况；根据观察组临床疗效分为治疗无效者（预后不良组）、治疗有效组（预后良好组），比

较两组产后 1 d血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT水平差异，使用受试者工作特征曲线（ROC曲线）评估产后 1 d血

清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT及其联合检测对剖宫产后产褥感染不良预后的预测价值。结果 产后 3 d时，观察

组血清AT⁃Ⅲ、TAC均较产后 1 d降低，血清 PCT则较产后 1 d升高，差异有统计学意义（P<0.05）；对照组

血清AT⁃Ⅲ、TAC均较产后 1 d升高，血清 PCT较产后 1 d降低，差异有统计学意义（P<0.05）；且产后 1、3 d
时，观察组血清AT⁃Ⅲ、TAC均低于对照组，血清 PCT则高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。两组

年龄、孕周、分娩史及感染部位比较，差异均无统计学意义（P>0.05）；预后不良组产后 1 d 血清 AT⁃Ⅲ、

TAC均低于预后良好组，血清 PCT则高于预后良好组，差异有统计学意义（P<0.05）。经 ROC曲线分析，

发现产后 1 d 血清 AT⁃Ⅲ、TAC、PCT 水平对剖宫产后产褥感染不良预后均具有较高预测价值（AUC=
0.827、0.903、0.906，P<0.05），其 cut⁃off值分别为 70.545 %、6.810 kU/L、2.055 μg/mL，且 3项联合检测预测

价值最高（AUC=0.979，P<0.05）。结论 剖宫产后产褥感染能引起机体炎症反应及凝血功能障碍增强，

抗氧化能力降低，产后早期监测血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT水平对产褥感染预后状况预测有利。

［关键词］ 剖宫产；产褥感染；AT⁃Ⅲ；TAC；PCT；预后

Changes of serum AT⁃Ⅲ，TAC and PCT and prognosis of puerperal infection
after cesarean section
LI Xiaozhi 1★，TANG lianmin1，FU Cuifang 1，XUE Yun2，YAO Liyun1

（1. Department of Obstetrics，Xingtai Third Hospital，Xingtai，Hebei，China，054000；2. Department of Labo⁃
ratory Medicine，Xingtai Third Hospital，Xingtai，Hebei，China，054000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the changes of serum antithrombin Ⅲ（AT⁃Ⅲ），total antioxi⁃
dant capacity（TAC）and procalcitonin（PCT）levels in puerperal infection after cesarean section and their rela⁃
tionship with prognosis. Methods The clinical data of 224 cases of puerperae with puerperal infection after ce⁃
sarean section（observation group）in our hospital were retrospectively analyzed，and 32 cases of puerperae
without puerperal infection after cesarean section at the same time period were included as the control group.
The changes of serum AT⁃Ⅲ，TAC and PCT levels were compared between the two groups at 1d and 3d after
delivery. According to the clinical efficacy in the observation group，they were divided into the ineffective treat⁃
ment group（poor prognosis group）and the effective treatment group（good prognosis group）. Differences in
AT⁃Ⅲ，TAC and PCT levels were compared between the two groups at 1d after delivery. Receiver operating
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characteristic curve（ROC curve）was used to evaluate the predictive value of serum AT⁃Ⅲ，TAC and PCT at
1d after delivery and combination of the three on poor prognosis of puerperal infection after cesarean infection.
Results At 3d after delivery，the serum AT⁃Ⅲ and TAC in the observation group were decreased compared
with those at 1d after delivery while the serum PCT was increased compared with that at 1d after delivery（P<
0.05）. The serum AT⁃Ⅲ and TAC in the control group were increased compared with those at 1d after delivery
while the serum PCT was decreased compared with that at 1d after delivery（P<0.05）. And at 1d and 3d after de⁃
livery，the serum AT⁃Ⅲ and TAC in the observation group were lower than those in the control group while the
serum PCT was higher than that in the control group（P<0.05）. There were no statistically significant differences
in the age，gestational week，delivery history and infection sites between the two groups（P>0.05）. The serum AT⁃
Ⅲ and TAC in the poor prognosis group at 1d after delivery were lower than those in the good prognosis group
while the serum PCT was higher than that in the good prognosis group（P<0.05）. ROC curve analysis found that
the levels of serum AT⁃Ⅲ，TAC and PCT at 1d after delivery had a high predictive value on the poor prognosis of
puerperal infection after cesarean section（AUC=0.827，0.903，0.906，P<0.05），and the cut ⁃ off values were
70.545%，6.810 kU/L and 2.055 μg/mL，and the combination of the three had the highest predictive value（AUC=
0.979，P<0.05）. Conclusion Puerperal infection after cesarean section can cause the body􀆳s inflammatory re⁃
sponse and blood coagulation dysfunction to increase，and the antioxidant capacity is reduced. Early postpartum
monitoring of serum AT⁃Ⅲ，TAC，PCT levels is beneficial to predict the prognosis of puerperal infection.

［KEY WORDS］ Cesarean section；Puerperal infection；AT⁃Ⅲ；TAC；PCT；Prognosis

产褥感染为产妇产后常见并发症，产妇在分

娩期间免疫功能降低，剖宫产创伤又能进一步影

响机体免疫功能，使产妇易受致病菌侵袭，产褥感

染风险增加［1］。产褥感染不仅能引起体温升高、寒

战等症状，还能诱发败血症、脓毒血症，威胁产妇

生命健康［2］。故尽早发现产褥感染、及时防治，对

产妇预后非常重要。降钙素原（procalcitonin，
PCT）作为评估感染的常用指标，在感染性疾病诊

疗中发挥重要作用［3］。另外，凝血及氧化应激相关

指标在诊断感染中占据重要地位，抗凝血酶原Ⅲ
（antithrombin Ⅲ，AT⁃Ⅲ）、总抗氧化能力（total anti⁃
oxidant capacity，TAC）也是近年研究的热点指

标［4⁃5］。基于此，本研究将评估产褥感染后血清AT⁃Ⅲ、

TAC、PCT变化情况及其与预后的关系，为产褥感

染诊疗提供新思路，报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 4月至 2019年 6月本院 224例剖

宫产后产褥感染产妇（观察组）临床资料，平均年

龄（28.89±5.26）岁；孕周 37~41（38.46±1.08）周；初

产妇 104 例，经产妇 120 例。并纳入 32 例同期剖

宫产后未发生产褥感染产妇作为对照组。对照组

年龄平均（28.15±5.04）岁；孕周 37~41（38.25±1.02）
周；初产妇 17 例，经产妇 15 例。两组产妇基线资

料比较，差异无统计学意义（P>0.05）。

纳入标准：符合《妇产科学（第 8版）》中产褥感

染诊断标准［6］；足月、单胎分娩；获得患者知情同

意；临床资料完整。排除标准：合并其他感染性疾

病；合并免疫系统疾病；剖宫产前 1周免疫抑制剂

使用史；伴恶性肿瘤；合并严重心、肝、肾等重要器

官功能障碍。本研究符合《赫尔辛基宣言》，且经

本院医学伦理委员会审批。

1.2 方法

所有产妇均在产后 1、3 d 时采集空腹外周静

脉血，采用全自动血凝分析仪（日本希思美康公司，

型号：CA1500）检测血清AT⁃Ⅲ水平，使用酶联免疫

吸附法（试剂盒由北京北方生物技术研究所生产）

检测血清 TAC水平，采用电化学发光法（试剂盒由

德国罗氏公司生产）检测血清 PCT水平。产褥感染

产妇均采用控制感染、营养支持、纠正贫血等对症

治疗措施，切口有脓液者行切口引流治疗，并使用

生理盐水及甲硝唑混合溶液反复冲洗腹部创口。

1.3 产褥感染疗效标准［7］

治愈：治疗 3 d内腹部不适、发热等症状消失，

临床检验显示病原菌清除；有效：治疗 3 d 内腹部

不适、发热等症状明显缓解，临床检验显示病原菌

清除；无效：治疗 3 d后症状无改善，临床检验显示

病原菌未清除；治愈及有效均视为治疗有效。

1.4 统计学方法

应用 SPSS 21.0 软件进行统计学分析；计量资

料以（x± s）表示，组间比较采用独立样本 t检验，组
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内比较采用配对样本 t检验；计数资料以 n（%）表

示，采用 c2检验或 Fisher 精确检验；产后 1 d 血清

AT⁃Ⅲ、TAC、PCT及其联合检测对剖宫产后产褥感

染不良预后的预测价值使用受试者工作特征曲线

（the receiver operating characteristic curve，ROC 曲

线）评估，计算曲线下面积（AUC）；以 P<0.05 为有

统计学意义。

2 结果

2.1 观察组与对照组产后 1 d、3 d 血清 AT⁃Ⅲ、

TAC、PCT水平比较

产后 3 d 时，观察组血清 AT⁃Ⅲ、TAC 均较产

后 1 d降低，血清 PCT则较产后 1 d升高，差异有统

计学意义（P<0.05）；对照组血清 AT⁃Ⅲ、TAC 均较

产后 1 d升高，血清 PCT较产后 1 d降低，差异有统

计学意义（P<0.05）；且产后 1、3 d 时，观察组血清

AT⁃Ⅲ、TAC 均低于对照组，血清 PCT 则高于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 观察组预后不同产妇基线资料比较

224 例观察组产妇治疗无效 25 例（11.16%），

纳入预后不良组；治疗有效 199 例（88.84%），纳

入预后良好组；两组年龄、孕周、分娩史及感染

部位比较，差异均无统计学意义（P>0.05）。见

表 2。

组别

观察组
对照组
t值
P值

n

224
32

AT⁃Ⅲ（%）

产后 1 d
70.45±5.47
74.21±5.22

3.657
<0.001

产后 3 d
62.28±4.97a

77.19±4.39a

16.092
<0.001

TAC（kU/L）
产后 1 d
7.60±0.90
8.26±0.84

3.911
<0.001

产后 3 d
6.27±0.95a

10.33±0.79a

23.052
<0.001

PCT（μg/mL）
产后 1 d
1.83±0.59
1.08±0.31

7.045
<0.001

产后 3 d
2.97±0.68a

0.62±0.21a

19.388
<0.001

注：与本组产后 1 d比较，aP<0.05。

表 1 两组产后血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT水平变化情况比较（x ± s）

Table 1 Comparison of changes of serum AT⁃Ⅲ，TAC and PCT between the two groups（x ± s）

2.3 观察组预后不同产妇产后 1 d 血清 AT⁃Ⅲ、

TAC、PCT水平比较

预后不良组产后 1 d血清 AT⁃Ⅲ、TAC均低于

预后良好组，血清 PCT则高于预后良好组，差异有

统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 产后 1 d血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT及其联合检测

对剖宫产后产褥感染不良预后的预测价值分析

经 ROC 曲线分析，产后 1 d 血清 AT⁃Ⅲ、

TAC、PCT 水平对剖宫产后产褥感染不良预后

具有较高，其 3 项联合检测预测价值比单一检测

均高最高（AUC=0.979，P<0.05）。见表 4、图 1。

3 讨论

感染引起的炎症反应可刺激凝血系统活化，

凝血功能障碍又能促进炎症反应增强，二者形成

恶性循环，增加疾病进程［8］。临床研究还发现，感

染的发生发展与氧化应激密切相关，感染能诱导

机体氧化应激蛋白水平升高，增强氧化应激反应，

而氧化应激又能增强炎症反应及应激创伤，促使

组别

预后不良组

预后良好组

t值

P值

n

25

199

AT⁃Ⅲ（%）

64.43±4.84

71.20±5.07

6.314

<0.001

TAC（kU/L）

6.45±0.58

7.75±0.82

7.699

<0.001

PCT（μg/mL）

2.71±0.61

1.72±0.48

9.387

<0.001

表3 两组产后1 d血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT水平比较（x±s）

Table 3 Comparison of levels of serum AT⁃Ⅲ，TAC and
PCT between the two groups at 1 d after delivery（x ± s）

组别

预后不良组
预后良好组

t/c2值
P值

n

25
199

年龄
（岁）

29.74±4.25
28.46±4.95

1.236
0.218

孕周
（周）

38.29±1.02
38.55±1.04

1.181
0.239

分娩史

初产

9（36.00）
95（47.74）

1.231
0.267

经产

16（64.00）
104（52.26）

感染部位

子宫
内膜炎

7（28.00）
67（33.67）

1.846
0.783

子宫
切口感染

6（24.00）
57（28.64）

盆腔腹
膜炎

5（20.00）
39（19.60）

输卵管
宫颈炎

4（16.00）
24（12.06）

其他

3（12.00）
12（6.03）

表 2 观察组预后不同产妇基线资料比较［n（%），（ x̄ ±s）］

Table 2 Comparison of baseline data of pregnant women with different prognosis in observation group［n（%），（ x̄ ±s）］
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指标

AT⁃Ⅲ
TAC
PCT
联合

cut⁃off值
70.545 %
6.810 kU/L
2.055 μg/mL

-

灵敏度（%）

100.00
84.00
92.00
96.00

特异度（%）

57.29
91.46
74.87
90.36

约登指数

0.573
0.755
0.669
0.864

AUC
0.827
0.903
0.906
0.979

95%CI
0.756~0.897
0.843~0.962
0.850~0.962
0.962~0.998

表 4 产后 1 d血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT及其联合检测对剖宫产后产褥感染不良预后的预测价值分析

Table 4 Analysis of predictive value of serum AT⁃Ⅲ，TAC and PCT at 1 d after delivery and combined detection on poor
prognosis of puerperal infection after cesarean section

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

曲线源
AT⁃Ⅲ
TAC
PCT
3项联合
参考线

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度

图 1 产后 1 d血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT及其联合检测预测

剖宫产后产褥感染不良预后的ROC曲线

Figure 1 ROC curves of serum AT⁃Ⅲ，TAC and PCT at 1 d
after delivery and combined detection in predicting the poor

prognosis of puerperal infection after cesarean section

（下转第 1699页）

感染进展［9］。故凝血功能与氧化应激指标在感染

性疾病诊疗中具有一定作用。

AT⁃Ⅲ为多功能丝氨酸蛋白酶抑制物，临床

常用于评估凝血功能异常情况，感染时，凝血因

子大量消耗，可引起 AT⁃Ⅲ下降［10］。机体抗氧化

防御物质协同发挥抗氧化作用，TAC 是衡量抗氧

化应激能力的敏感指标，感染时，氧化应激反应

增强，抗氧化能力降低，使 TAC 降低［11］。PCT 在

诊断炎症及感染性疾病中较为常用，可反映机体

炎症反应活跃程度，在脓毒血症等感染性疾病中

显著升高［12］。本研究结果提示，产妇剖宫产后

随着产褥感染的发生，炎症反应逐渐增加，凝血

功能障碍及氧化应激反应加剧，与方春燕等学

者［13］研究结果一致。另外未合并产褥感染者，

剖宫产术后凝血功能及氧化应激反应均随术后

时间的增加而改善，炎症水平则降低。考虑该结

果与产褥感染是影响剖宫产术后恢复的重要因

素，未合并产褥感染产妇，凝血系统及氧化应激

平衡在术后能较快恢复有关［14］。且产后 1、3 d
时，观察组血清 AT⁃Ⅲ、TAC 均低于对照组，血清

PCT 则高于对照组。这也提示，在产后早期，产

褥感染产妇即出现血清学变化，为临床尽早诊断

提供条件。

据文献报道，感染性疾病出现发热等症状前，

血清学改变已经发生，且早期感染严重者，预后不

良风险更高［15］。故血清学指标在预测感染预后中

占据重要地位。本研究中，预后不良组产后 1 d血

清AT⁃Ⅲ、TAC均低于预后良好组，血清 PCT则高

于预后良好组。推测该结果由以下几个因素作用

引起：①血清 AT⁃Ⅲ较低者，体内凝血因子被大量

消耗，凝血障碍严重，即感染更严重，使产妇预后

不良［16］；②血清 TAC水平低也表示抗氧化能力低，

机体处于较强的氧化应激状态，感染较为严重，预

后较差［17］；③血清 PCT 水平越高者，炎症水平越

高，感染更为严重，预后不良风险较高［18］。不仅如

此，产后 1 d 血清 AT⁃Ⅲ、TAC、PCT 水平对剖宫产

后产褥感染不良预后均具有较高预测价值。也证

实，产后早期监测血清 AT⁃Ⅲ、TAC、PCT 水平对

产褥感染诊断及预后评估均有利。且上述指标联

合预测剖宫产后产褥感染不良预后的价值较高，

其灵敏度、特异度高达 96.00%、90.36%。也说明，

临床可联合监测产后 1 d血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT水

平，辅助预测产褥感染不良预后，以及时采取干预

措施。然而，本研究为回顾性研究，且样本量有

限，血清AT⁃Ⅲ、TAC、PCT在产褥感染中的的应用

价值还需后续扩大样本量的多中心研究的论证。

综上所述，发生产褥感染后，剖宫产产妇血清

AT⁃Ⅲ、TAC水平降低，PCT水平升高，且产后早期

血清 AT⁃Ⅲ、TAC、PCT 对预测产褥感染产妇预后

状况有积极意义。
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冠心病心力衰竭患者血清HCY水平、心电图QRS波
时限与心功能的相关性分析

王正飞 杨龙 兰占占 张东东 刘春明★

［摘 要］ 目的 分析冠心病心力衰竭患者血清同型半胱氨酸（HCY）水平、心电图QRS波时限与心

功能的相关性。 方法 选取 2015年 4月至 2018年 4月本院收治的 101例冠心病患者临床资料，按照是否

伴心力衰竭分为A组（n=51）、B组（n=50）。按照美国纽约心脏病学会对A组进行心功能分级，另分为三个

亚组（Ⅱ级组：17例；Ⅲ级组：19例；Ⅳ级组：15例）。同时纳入同期健康体检结果正常者 52例作为对照

组。收集所有研究对象一般资料。比较A、B组血清HCY水平和QRS波时限差异，采用 Pearson相关分析

分别观察冠心病心衰患者血浆HCY水平和QRS波时限与心功能分级的关系。结果 3组血清HCY水平、

血浆BNP水平、LVEDD 、QRS波时限比较结果：A组>B组>对照组；LVEF：A组<B组<对照组，差异均具有

统计学意义（P<0.05）。3组血清HCY水平、血浆 BNP水平、LVEDD、QRS波时限比较结果：Ⅳ级组>Ⅲ级

组>Ⅱ级组；LVEF比较结果：Ⅳ级组<Ⅲ级组<Ⅱ级组，差异均具有统计学意义（P<0.05）。冠心病心力衰竭

患者HCY水平与血浆BNP浓度、LVEDD值呈正相关，与 LVEF值呈负相关（P<0.05）。冠心病心力衰竭患

者 QRS 波时限与血浆 BNP 浓度、LVEDD 值及血清 HCY 水平呈正相关，与 LVEF 值呈负相关（P<0.05）。

结论 HCY 水平及 QRS 波时限在冠心病心力衰竭患者中异常增高，且与患者心功能具有显著相关性，

两者结合可作为对评价冠心病心力衰竭患者心功能损害程度的有效指标，值得临床推广。

［关键词］ 冠心病心力衰竭；血清HCY水平；心电图QRS波时限；心功能

Correlation between HCY level，QRS time limit of ECG and cardiac function
in patients with coronary heart disease and heart failure
WANG Zhengfei，YANG Long，LAN Zhanzhan，ZHANG Dongdong，LIU Chunming★

（Department of Cardiac Surgery，Zhengzhou 7th People􀆳s Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450016）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the correlation between serum homocysteine（HCY）level，QRS
time limit of ECG and cardiac function in patients with coronary heart disease and heart failure. Methods The
clinical data of 101 patients with coronary heart disease admitted to our hospital from April 2015 to April 2018
were analyzed. They were divided into group A（n=51）and group B（n=50）according to whether they were ac⁃
companied by heart failure. Based on the standards of the New York Society of Cardiology，the cardiac function
was graded and divided into three subgroups（Ⅱgroup：17 cases；Ⅲ group：19 cases；Ⅳgroup：15 cases）. At
the same time，52 patients with normal results in physical examination in this hospital during the same period
were included as the control group. The general data of all the subjects were collected. The differences in serum
HCY levels and QRS duration between groups A and B were compared. Pearson correlation analysis was used to
observe the correlation between the plasma HCY level and QRS time limit and the cardiac function classification
in patients with coronary heart disease and heart failure. Results The comparison of serum HCY levels，plas⁃
ma BNP levels，LVEDD and QRS wave time limits in the three groups was as follows：group A > group B >
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the control group；LVEF levels are as follows：group A<group B<the control group，the differences were statis⁃
tically significant（P<0.05）. The comparison of serum HCY levels，plasma BNP levels，LVEDD，QRS wave
time limits among the three groups were as follows：Grade IV group > Grade Ⅲ group > Grade Ⅱ group. The
LVEF levels were as follows：Grade IV group<Grade Ⅲ group<Grade Ⅱ group，the difference is statistically
significant（P<0.05）. HCY levels in patients with coronary heart disease and heart failure were positively corre⁃
lated with plasma BNP concentrations and LVEDD values，and negatively correlated with LVEF values（P<
0.05）. QRS wave duration in patients with coronary heart disease and heart failure was positively correlated with
plasma BNP concentration，LVEDD value and serum HCY level，and negatively correlated with LVEF value
（P<0.05）. Conclusions HCY level and QRS wave duration abnormally increased in patients with coronary
heart disease and heart failure and have a significant correlation with the patient􀆳s heart function. The combina⁃
tion of the two can be used as effective index to evaluate the degree of heart damage in patients with coronary
heart disease and heart failure，and it is worthy of clinical promotion.

［KEY WORDS］ Coronary heart disease and heart failure；Serum HCY level；ECG QRS time limit；
Cardiac function

心力衰竭是指在适量静脉回流的情况下，由于

心肌舒张或收缩功能障碍，心排血量不足以维持组

织代谢需要而引起的以循环功能障碍为主的疾

病［1］。研究显示，心力衰竭病死率高，是近年来引起

国民死亡的重要原因之一［2］。冠心病（coronary heart
disease，CHD）是冠状动脉血管发生粥样硬化病变而

引起血管腔狭窄或阻塞，造成心肌缺血、缺氧或坏死

而导致的心脏病，也是引起心力衰竭的重要病因［3］。

近年来，冠心病心力衰竭的诊断与鉴别一直是临床

关注焦点。同型半胱氨酸（homocysteine，HCY）为蛋

氨酸的中间代谢产物，是一种含硫氨基酸［4］。由于

HCY可参与心肌重塑，因此和心力衰竭的严重程度

及长期预后有明显关系。此外，心电图中QRS波时

限表示心室除极综合时间，可反映左右心室除极功

能，故常被作为冠心病心衰患者的入院常规检查之

一，用于冠心病慢性心力衰竭患者病情的初步评

价。本研究就冠心病心力衰竭患者血清Hcy水平、

心电图QRS波时限与心功能的相关性进行分析，旨

在为临床诊断与治疗提供思路，现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015 年 4 月至 2018 年 4 月本院收治的

101例冠心病患者临床资料，按照是否伴心力衰竭

分为 A、B 组。其中 A 组 51 例，男 30 例，女 21 例，

平均年龄（56.79±6.93）岁。按照美国纽约心脏病

学会对 A组进行心功能分级［5］，另分为三个亚组：

心功能Ⅱ级组 17 例，男 10 例，女 7 例，平均年龄

（59.71±6.12）岁；心功能Ⅲ级组 19例，男 12例，女 7

例，平均年龄（59.83±6.11）岁；心功能Ⅳ级组 15例，

男 9例，女 6例，平均年龄（59.68±6.23）岁。B组 50
例，男 28 例，女 22 例；平均年龄（57.46±6.87）岁。

纳入同期于本院接受健康体检结果正常者 52例作

为对照组。其中男 27 例，女 24 例，平均年龄

（56.73±6.86）岁。各组间一般资料比较差异无统

计学意义，具有可比性（P>0.05）。本研究经过医

院伦理委员会批准，受试者签署知情同意书。

纳入标准：①符合世界卫生组织关于冠心病

的诊断标准［6］；②A组患者还需满足心力衰竭诊断

标准［7］；③排除急性心力衰竭、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；排

除标准：①合并肝肾疾病；②合并严重感染及恶性

肿瘤；③入组 4周内有过急性心肌梗死者；④合并

免疫系统、血液系统及甲状腺疾病。

1.2 方法

收集所有研究对象一般资料，记录其 HCY 水

平、心电图 QRS 波时限、脑钠肽（brain natriuretic
peptide，BNP）、左室舒张末期内径（left ventricular
end⁃diastolic dimension，LEVDD）、左室射血分数

（left ventficular ejection fraction，LVEF）水平。比

较 A、B 组血清 HCY 水平和 QRS 波时限差异，分

别观察冠心病心衰患者血浆 HCY 水平和 QRS 波

时限与心功能分级的关系。

1.3 观察指标

1.3.1 HCY、BNP的检测

入院患者入院后次日清晨抽取空腹静脉血 3
mL，体检者体检当日清晨抽取空腹静脉血 3 mL，
置于肝素锂抗凝管中，在低温离心机中离心
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（3 000 r/min，15 min）。取 400 μL血浆送检，采用

自动化的荧光偏振免疫法得出 HCY 的含量，血浆

HCY 试剂盒购自美国 DPC 公司，仪器为美国

2000IMMULITE全自动化学发光法仪，操作过程严

格按照说明书进行。血浆 BNP试剂盒购自奥地利

BIOMEDICA 公司，采用美国 Biosite 公司 Triage
meter plus诊断仪检测BNP水平。

1.3.2 心电图QRS波时限的检测

所有研究对象入院后即进行常规心电图检

查，均采用第一次行标准 12 导联心电图。测量标

准：走纸速度为 25 mm/s，心电图振幅为 10 mm/
mv，采用最早QRS波气垫至最晚QRS波终点距作

为QRS波时限，连续测量三次，取均值。

1.3.3 LVEDD与 LVEF的测定

应用全数字彩色多普勒超声诊断仪，S4 胸探

头，融合频率 2~4 MHz，由本院同一医师完成所有

研究对象的 LVEDD与 LVEF测定。

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，多组间比较行 F 检验；计数资料

以%表示，行 c2 检验；相关性采用 Pearson 相关分

析；P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 3 组血清 HCY、QRS 波时限、血浆 BNP、
LVEDD及 LVEF水平比较

3组血清HCY水平、血浆BNP水平、LVEDD 、

QRS 波时限比较结果：A组>B 组>对照组；LVEF：
A 组<B 组<对照组，差异均具有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

组别

A组
B组

对照组
F值
P值

n
52
50
52

HCY（μmol/L）
21.36±5.36
17.98±5.13
10.75±2.47

72.40
<0.001

QRS波时限（ms）
125.67±18.53
95.41±13.98
75.36±12.14

141.36
<0.001

BNP（pg/mL）
805.39±327.1
145.61±53.69
41.22±10.36

234.18
<0.001

LVEDD（mm）
58.79±2.33
50.41±2.51
47.53±2.07

324.46
<0.001

LVEF（%）

47.46±5.58
61.49±8.64
69.71±4.59

151.66
<0.001

表 1 A、B及对照组血清HCY、QRS波时限、血浆BNP、LVEDD及 LVEF水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum HCY，QRS duration，BNP，LVEDD and LVEF levels in A，B and the control group（x ± s）

2.2 不同心功能等级患者血清 HCY、QRS 波时

限、血浆BNP、LVEDD及 LVEF水平比较

3组血清HCY水平、血浆 BNP水平、LVEDD、

QRS 波时限比较结果：Ⅳ级组>Ⅲ级组>Ⅱ级组；

LVEF 比较结果：Ⅳ级组<Ⅲ级组<Ⅱ级组，差异均

具有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

组别

Ⅱ级组
Ⅲ级组
Ⅳ级组
F值
P值

n
17
19
15

HCY（μmol/L）
14.59±5.86
20.41±5.37
25.38±4.11

17.19
<0.001

QRS波时限（ms）
103.26±18.97
125.60±18.54
139.76±19.48

15.22
<0.001

BNP（pg/mL）
385.64±132.16
601.23±153.49
1434.51±194.46

188.34
<0.001

LVEDD（mm）
51.31±1.69
55.97±1.37
63.31±1.95

35.64
<0.001

LVEF（%）

54.61±11.74
46.89±12.31
42.41±10.65

4.54
0.016

表 2 不同心功能等级患者血清HCY、QRS波时限、血浆BNP、LVEDD及 LVEF水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum HCY，QRS duration，BNP，LVEDD and LVEF levels in patients with different cardiac
function levels（x ± s）

2.3 冠心病心力衰竭患者血清 HCY 水平与血浆

BNP、LVEDD及 LVEF水平相关性分析

冠心病心力衰竭患者 HCY 水平与血浆 BNP
浓度（r=0.761，P=0.018）、LVEDD 值（r=0.534，P=
0.006）呈正相关，与 LVEF 值呈负相关（r=-0.467，
P<0.001）。见图 1。
2.4 冠心病心力衰竭患者 QRS 波时限与血浆

BNP、LVEDD及 LVEF水平比较

冠心病心力衰竭患者QRS波时限与血浆BNP浓

度（r=0.561，P=0.016）、LVEDD（r=0.796，P=0.023）值
及血清 HCY（r=0.561，P<0.001）水平呈正相关，与

LVEF值呈负相关（r=-0.594，P<0.001）。见图 2。

3 讨论

HCY 为一种含硫肌酸，是蛋氨酸的中间代谢

产物，其在人体内代谢的主要途径包括转硫化途

径、再甲基化途径以及直接释放至细胞外液等［8］。

HCY 是诊断心血管疾病的重要辅助性氨基酸，大
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注：A⁃C分别为冠心病心力衰竭患者血清HCY水平与血浆 BNP浓度、LVEDD值及 LVEF值相关性散点分析图。

图 1 冠心病心力衰竭患者血浆BNP、LVEDD及 LVEF水平相关性分析

Figure 1 Correlation analysis of plasma BNP，LVEDD and LVEF levels in patients with coronary heart disease and heart failure
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注：A⁃D分别为冠心病心力衰竭患者QRS波时限与血浆 BNP浓度、LVEDD值、LVEF值以及血清HCY相关性散点分析图。

图 2 冠心病心力衰竭患者QRS波时限与血浆BNP、LVEDD及 LVEF相关性分析

Figure 2 Correlation between QRS duration and plasma BNP，LVEDD and LVEF in patients with coronary heart disease and
heart failure

量研究发现，在动脉粥样硬化的发病机制中 HCY
是一种独立危险因素，并且高 HCY 血症与慢性心

理衰竭有一定的关系［9］。杨朝娣等［10］在 2017年的

研究中发现，冠心病合并心力衰竭患者 HCY 水平

检测在疗效观察中有一定的作用。类似的，宋春

丽等［11］研究提出，将 Hcy 纳入预测老年无胸痛症

状冠心病慢性心衰患者近期心血管事件发生率的

模型，能显著提高预测的灵敏度，有助于指导临

床，具有可行性。此外，Michaela 等［12］研究亦证实

了 HCY 与心血管系统疾病之间的独立关联性。

本研究结果说明血浆 HCY 水平可能和心衰有关，

可能是心衰的独立危险因素之一。同时结果说明

血浆 HCY 水平随着心衰的严重程度的加重而逐

渐升高，可能参与到冠心病心衰的发病机制。

常规心电图是诊断心血管疾病最简单、经济且

无创的检查手段，利用对心肌机械运动产生电学反

映，可对心力衰竭患者病情作出初步诊断［13］。心电

图检查中，QRS波时限是一个简便而实用的临床指

标。正常情况下，心脏点激动形成与窦房结，经前、

中、后 3条结间束传至房世结后，通过希氏束，沿着

左右束支及其分支传至普肯野纤维，到达心室肌细

胞，同时使左、右心室迅速进行去极化和复极。

而QRS波群正代表左右心室除极而产生的电

位变化，左心结构和功能的改变均可引起 QRS 波

时限延长［14］。本研究结果显示，在冠心病心力衰

竭患者中，QRS 波时限较无心力衰竭的冠心病患

者及正常健康人群明显延长，且随着心功能等级

的增加而升高。这与 Vehmeijer 等［15］人研究结果

相似，说明 QRS 波时限的变化程度可有效的对冠

心病心衰患者的心脏结构和功能损害程度进行评

价。本研究结果提示利用QRS波时限对冠心病心

衰患者的心脏结构和功能损害程度进行评价。

此外，Jörg等［16］动物实验结果显示，HCY可导

致左心功能心肌重构，ARS波时限延长，使左室收

缩功能受损，证实高HCY与QRS波时限延长间有

显著相关性。本研究结果提示以HCY和QRS波时

限均与冠心病心力衰竭的发生、发展密切相关。

且两者均作为心内科临床诊断中的常见指标，可共

同作为评价冠心病心衰的心功能恶化程度，进而提

高冠心病心力衰竭的诊断的特异性和敏感性。

综上所述，HCY 水平及 QRS 波时限在冠心病

心力衰竭患者中异常增高，且与患者心功能具有显

著相关性，两者结合可作为对评价冠心病心力衰竭

患者心功能损害程度的有效指标，值得临床推广。
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ProADM、sRAGE、HMGB⁃1对 ICU感染患者病情严
重程度及预后的评估价值

吴瑶 时小妍 杨丽坤 周南 高雅 周朝朝 赵丽★

［摘 要］ 目的 探讨三种新型肾上腺髓质素前体（ProADM）、可溶性糖基化终末产物受体

（sRAGE）、高迁移率族蛋白B⁃1（HMGB⁃1）炎症标志物水平对重症监护室（ICU）感染患者病情严重程度及

预后的评估价值。方法 选取 2018年 1月至 2019年 12月本院 ICU收治的 86例感染患者为研究对象，根

据脓毒症定义的标准将其分为脓毒症组 55例、脓毒性休克组 31例；另选取 40例同期本院健康体检者作为

对照组。收集三组临床一般资料，于入院 24 h内采用酶联免疫吸附法检测 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1水

平。评估研究组患者急性生理学及慢性健康状况评分系统（APACHE II）评分、序贯器官功能障碍评分

（SOFA），并随访 1个月，记录随访结果（死亡或存活）。采用Pearson相关性分析ProADM、sRAGE、HMGB⁃1
与APACHE II、SOFA评分及预后的相关性。结果 三组的 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1指标比较差异具有

统计学意义（P<0.05）；经两两比较发现，脓毒症组及脓毒性休克组的 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1指标显著

高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）；且脓毒性休克组的各指标显著高于脓毒症组，差异具有统计学

意义（P<0.05）。脓毒性休克组的APACHE II、SOFA评分均显著高于脓毒症组，差异具有统计学意义（P<
0.05）。随访结果显示，有 36 例患者死亡，50 例患者存活，死亡率为 41.86%，死亡组患者的 ProADM、

sRAGE、HMGB⁃1指标显著高于存活组，差异具有统计学意义（P<0.05）。Pearson相关性分析结果显示，

ProADM、sRAGE、HMGB⁃1指标与APACHE II、SOFA评分及预后均呈正相关关系（P<0.05）。结论 ICU
脓毒症患者 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1水平高于健康人，且与患者感染严重程度及预后情况密切相关。

［关键词］ 肾上腺髓质素前体；可溶性糖基化终末产物受体；高迁移率族蛋白B⁃1

Evaluation value of ProADM，sRAGE and HMGB⁃1 for disease severity and
prognosis of infection patients in ICU
WU Yao，SHI Xiaoyan，YANG Likun，ZHOU Nan，GAO Ya，ZHOU Zhaozhao，ZHAO Li★

（Department of Emergency，the Second Affiliated Hospital of Xi 􀆳an Jiaotong University，Xi’an，Shanxi，
China，710004）

［ABSTRACT］ Objective To explore the evaluation value of levels of three inflammation markers［pro⁃
adrenomedullin（ProADM），soluble receptor for advanced glycation endproducts（sRAGE），high mobility
group box⁃1（HMGB⁃1）］for disease severity and prognosis of infection patients in intensive care unit（ICU）.
Methods A total of 86 infection patients who were admitted to ICU in the hospital from January 2018 to De⁃
cember 2019 were enrolled as the study group. According to defined criteria of sepsis，they were divided into
the sepsis group（55 cases）and the septic shock group（31 cases）. Another 40 healthy people who underwent
physical examination during the same period were enrolled as the control group. The general clinical data were
collected. Within 24 h after admission，levels of ProADM，sRAGE and HMGB⁃1 were detected by enzyme⁃
linked immunosorbent assay. The scores of acute physiology and chronic health evaluationⅡ（APACHEⅡ）and
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sequential organ failure assessment（SOFA）in study group were assessed. They were followed up for 1 month.
And their follow ⁃ up results（death or survival）were recorded. The correlation between ProADM，sRAGE，
HMGB⁃1 and APACHE II，SOFA scores，prognosis was analyzed by Pearson correlation analysis. Results
The differences were statistically significant among the control group，the sepsis group and the septic shock
group（P<0.05）. After pairwise comparison，ProADM，sRAGE and HMGB⁃1 in the sepsis group and the septic
shock group were significantly higher than those in the control group，and the differences were statistically sig⁃
nificant（P<0.05）. And the above indexes in the septic shock group were significantly higher than those in the
sepsis group，and the differences were statistically significant（P<0.05）. The scores of APACHE II and SOFA
in the septic shock group were significantly higher than those in the sepsis group，and the differences were statis⁃
tically significant（P<0.05）. Follow⁃up results showed that there were 36 patients died and 50 patients survived，
and the mortality was 41.86%. ProADM，sRAGE and HMGB⁃1 in the death group were significantly higher
than those in the survival group，and the differences were statistically significant（P<0.05）. The results of Pear⁃
son correlation analysis showed that ProADM，sRAGE and HMGB⁃1 were positively correlated with APACHE
II，SOFA scores and prognosis，and the correlation coefficient was statistically significant（P<0.05）. Conclu⁃
sion The levels of ProADM，sRAGE and HMGB⁃1 in sepsis patients in ICU are higher than those in healthy
people，which are closely related to the severity of infection and prognosis.

［KEY WORDS］ Pro⁃adrenomedullin；Soluble receptor for advanced glycation end product；High mobil⁃
ity group box⁃1

感染在重症监护室（Intensive Care Unit，ICU）
中十分常见，ICU 患者常因手术、多发创伤、严重

基础疾病等原因，导致其机体正常的生理功能被破

坏，引发免疫失调，易进展为脓毒症［1⁃2］。脓毒症病

情凶险且病死率高，若未能在疾病早期及时有效地

控制处理，可能会造成病情进一步加重、恶化，造成

脓毒性休克、多器官功能障碍综合征等，直接威胁

患者生命安全［3］。目前临床多通过白细胞计数、降

钙素原等实验室指标来监测感染患者的病情，但其

对于病情的预警价值有限，近年来已有越来越多的

学者尝试寻找更为有效的血清标志物。文献报道，

肾上腺髓质素前体（proadrenomedullin，ProADM）、

可溶性糖基化终末产物受体（soluble receptor for
advanced glycation end products，sRAGE）及高迁移

率族蛋白 B⁃1（human high⁃mobility group box⁃1，
HMGB⁃1）在社区获得性肺炎、脓毒症等感染性疾

病患者的水平出现明显异常，可能与患者预后密切

相关［4 ⁃ 6］。为进一步探讨 ICU 感染患者 ProADM、

sRAGE、HMGB⁃1三种新型炎症标志物的表达水平

及其潜在价值，本研究观察感染患者及健康人员的

ProADM、sRAGE、HMGB⁃1水平，分析了其与病情

严重程度及预后的相关性，现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018年 1月至 2019年 12月本院 ICU收治

的 86例感染患者为研究组。其中男 52例，女 34例；

平均年龄（68.34±9.12）岁；肺部感染 44例，尿路感染

18例，血流感染 13例，腹腔感染 6例，其他 5例。根

据脓毒症定义的标准将研究组患者分为脓毒症组、

脓毒性休克组 2个亚组。脓毒症组 55例，其中男 33
例，女 22例；平均年龄（67.95±9.63）岁；脓毒性休克

组 31 例，其中男 19 例，女 12 例；平均年龄（70.31±
4.82）岁。另选取 40例同期本院健康体检者作为对

照组，其中男 26例，女 14例；平均年龄（69.03±9.82）
岁。三组在性别、年龄等方面比较差异无统计学意

义（P>0.05），均衡可比。本研究经医院伦理委员会

批准，受试者及家属签署知情同意书。

纳入标准：①符合 2016年《脓毒症和脓毒性休

克国际治疗指南》［7］中脓毒症及脓毒性休克的相关

诊断标准；②年龄不低于 18周岁；③均自愿参与本

次研究。排除标准：①器官移植术后者；②合并自

身免疫系统疾病、艾滋病或血液系统疾病者；③合

并恶性肿瘤、慢性器官衰竭或障碍者；④精神疾病

者；⑤妊娠期或哺乳期妇女。

1.2 方法

所有受试者入院后 24 h 内收集性别、年龄等

临床一般资料，采集外周静脉血，静脉血标本应用

干燥管抽取，每次 3 mL，管中加入柠檬酸钠抗凝

剂，混合 15 min后离心（3 000 r/min）20 min分离血

浆，保存于-80℃冰箱待检。采用酶联免疫吸附法

测定 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1水平，ProADM 试
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剂盒（JL19129）购自上海江莱生物科技有限公司；

sRAGE 试剂盒（SBJ ⁃H1620）、HMGB ⁃ 1 试剂盒

（YS02111B）购自上海彩佑实业有限公司。

入院 24 h 内由研究组成员评估研究组患者

急性生理学及慢性健康状况评分系统（Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation SystemⅡ，

APACHEⅡ）评分［8］、序贯器官功能障碍评分

（Sequential Organ Failure Assessment，SOFA）［9］。

APACHE Ⅱ包括 3部分：急性生理评分、年龄评分

及慢性健康评分，总分 0~71分，分值越高提示病情

越危重。SOFA包括呼吸、凝血、循环、神经、肝、肾

脏系统方面，总分 24分，分值越高提示预后越差。

1.3 随访

对研究组患者随访 1 个月，随访方式为电话、

邮件或复诊等，记录随访结果（死亡或存活）。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析，计量资料

以（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较

采用单因素方差分析。计数资料以 n（%）表示。

采用Pearson相关性分析ProADM、sRAGE、HMGB⁃1
与 APACHE II、SOFA 评分及预后的相关性。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三组 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1指标对比

三组的 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1 指标比较

结果：脓毒性休克组>脓毒症组>对照组差异具

有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 不同病情程度脓毒症患者的 APACHEⅡ、

SOFA评分对比

脓毒性休克组的APACHEⅡ、SOFA评分均显

著高于脓毒症组，差异具有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。

2.3 不同预后情况脓毒症患者的实验室指标对比

对研究组患者随访 1 个月，所有患者均获随

访。结果显示，死亡组患者的 ProADM、sRAGE、
HMGB⁃1 指标显著高于存活组，差异具有统计学

意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1 与 APACHEⅡ、

SOFA评分及预后的相关性

采用 Pearson 相关性分析 ProADM、sRAGE、
HMGB⁃1 与 APACHEⅡ、SOFA 评分及预后的相

关性（变量赋值：存活 =0，死亡 =1），结果显示

ProADM、sRAGE、HMGB⁃1 指标与 APACHE II、
SOFA 评分及预后均呈正相关关系（P<0.05）。

见表 4。

3 讨论

肾上腺髓质素（adrenomedullin，ADM）是一种

具有广泛生物学作用的肽类激素，能调节免疫代

谢和血管活性，发挥抗感染的作用［10］。ProADM则

是体内合成ADM过程中衍生的另一种肽类，可作

为反映ADM水平的一项敏感指标，其水平与脓毒

症等疾病密切相关［11］。李燕等［12］报道，脓毒症患

者的 ProADM 水平显著高于一般感染患者及健康

人员。APACHE II、SOFA 评分系统是目前国内外

较为认可的关于危重症患者病情严重程度和预测

预后的评价体系，本研究提示 ProADM 可能对于

预测疾病严重程度及预后至关重要，可作为新的

检测指标用于脓毒症患者的识别诊断中。脓毒症

组别

对照组
脓毒症组
脓毒性
休克组
F值
P值

n

40
55

31

ProADM
（ng/L）

44.92±7.83
68.58±9.26

86.37±12.21

165.683
<0.001

sRAGE
（pg/mL）

583.94±103.65
1194.16±403.06

1646.81±439.75

83.645
<0.001

HMGB⁃1
（ng/mL）
3.18±0.96
9.94±2.59

13.156±3.06

173.632
<0.001

表 1 3组 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1指标对比（x ± s）

Table 1 Comparison of ProADM，sRAGE and HMGB⁃1
among the 3 groups（x ± s）

组别

存活组
死亡组
t值
P值

n

50
36

ProADM
（ng/mL）
66.76±8.38
86.42±10.56

9.619
<0.001

sRAGE
（pg/mL）

1097.52±332.17
1718.175±387.77

7.967
<0.001

HMGB⁃1
（ng/mL）
9.31±2.43
13.58±2.27

8.261
<0.001

表 3 不同预后脓毒症患者的实验室指标对比（x ± s）

Table 3 Comparison of laboratory indexes among sepsis
patients with different prognosis（x ± s）

组别

脓毒症组
脓毒性休克组

t值
P值

n
55
31

APACHEⅡ评分

12.19±2.43
21.62±4.03

13.554
＜0.001

SOFA评分

6.92±1.16
11.11±1.83

12.995
＜0.001

表 2 不同病情程度脓毒症患者的实验室指标对比（x ± s）

Table 2 Comparison of laboratory indexes among sepsis
patients with different severity（x ± s）
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项目

ProADM
sRAGE
HMGB⁃1

APACHEⅡ评分

r值
0.640 2
0.465 4
0.495 4

P值

<0.001
<0.001
<0.001

SOFA评分

r值
0.630 8
0.470 3
0.505 4

P值

<0.001
<0.001
<0.001

预后

r值
0.720 0
0.651 5
0.665 7

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 4 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1与APACHEⅡ、SOFA评分及预后的相关性

Table 4 Correlation between ProADM，sRAGE，HMGB⁃1 and APACHEⅡ，SOFA scores，prognosis

的发生主要是因为机体对感染性因素的反应，在

ICU感染患者发生脓毒症时，机体受到细菌内毒素

及促炎因子的影响，大量表达合成 ProADM，随着

感染程度的加重，其水平进一步提升，加之机体机

能受损，ProADM 经由肾脏及肺脏的清除减少，

导致血液中 ProADM水平异常升高。

糖基化终末产物受体（receptor for advanced gly⁃
cation end products，RAGE）是一种广泛参与肺炎等

多种疾病病理过程的新型模式识别受体，存在于多

种细胞的表面，能激活 MAPK 等细胞信号转导途

径，诱导氧化应激并激活 NF⁃κβ，产生大量炎性因

子，参与炎症反应［13⁃14］。sRAGE则是通过酶切完整

的 RAGE 而得到，能反应机体 RAGE 水平。本研

究结果提示病情程度越重的患者其体内 sRAGE水

平更高，sRAGE 是潜在地评估脓毒症患者病情

严重程度及预后的有效指标之一。研究显示，

sRAGE 与感染关系密切，是促进炎性反应的活性

递质，在感染患者中，能激活多条炎症信号通路，增

强组织的炎性反应及免疫应答，进一步加重病情，

这可能是 sRAGE水平随患者病情加重而上升的重

要原因之一［15］。

HMGB⁃1是一种染色体结合蛋白，分布于细胞

核中，受内毒素等刺激可分泌至细胞外，在血浆中

维持状态较长，并在炎症过程中扮演着重要角

色［16］。崔文娟等［17］研究显示，脓毒症合并急性肾

损伤患者中 HMGB⁃1 水平显著提升，本研究在脓

毒症患者中发现了类似结论，健康人员、脓毒症组

和脓毒性休克组患者的 HMGB⁃1 水平依次增高。

同时，本研究发现 HMGB⁃1 水平与脓毒症患者的

APACHE II、SOFA 评分均呈正相关关系，进一步

证实了HMGB⁃1可作为衡量脓毒症患者疾病严重

程度及预后的重要指标。

此外，本研究对 86例脓毒症患者进行了为期 1
个月的随访，结果实了 ProADM、sRAGE、HMGB⁃1
水平对于预测患者预后可能有积极意义，上述各

指标水平越高，其预后情况可能越差。

综上所述，三种新型ProADM、sRAGE、HMGB⁃1
炎症标志物水平在 ICU脓毒症患者体内的水平高

于健康人，且与 ICU 脓毒症患者感染严重程度及

预后情况密切相关，有助于辅助诊断和指导治疗，

值得进一步研究探索。
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Th17/Treg联合PCT值对乳腺癌患者术后化疗医院感
染的预测价值分析

付晶★ 尚春迎 刘丽

［摘 要］ 目的 探究辅助性 T细胞 17（Th17）/调节性 T细胞（Treg）联合血清降钙素原（PCT）在乳

腺癌患者术后化疗医院感染预测中的价值。方法 选取 2017年 6月至 2019年 6月在本院行乳腺癌根治

术治疗，并在术后接受化疗的乳腺癌患者 152例，收集患者的一般临床资料和血清学检测资料。根据术

后化疗后是否发生医院感染将患者分为感染组（n=31）和非感染组（n=121），比较两组患者的 Th17/Treg
和血清 PCT 水平变化，采用受试者工作特征曲线（ROC）分析 Th17/Treg 和血清 PCT 对乳腺癌患者术后

化疗医院感染的预测价值。结果 感染组患者的 Th17、Th17/Treg和 PCT水平高于非感染组，Treg水平

低于非感染组，差异均具有统计学意义（P<0.05）；ROC 曲线分析结果显示，Th17/Treg、PCT 和 Th17/Treg
联合 PCT的 AUC值分别为 0.838、0.780和 0.863，对乳腺癌患者术后化疗发生医院感染的预测均具有统

计学意义（P<0.05），且 Th17/Treg联合 PCT预测价值高于单一指标。结论 乳腺癌患者术后化疗发生医

院感染的患者，其 Th17/Treg和 PCT水平高于非感染患者，Th17/Treg联合 PCT对判断乳腺癌患者术后化

疗发生医院感染具有较高的预测价值。

［关键词］ 乳腺癌；乳腺癌根治术；化疗；辅助性 T细胞 17；调节性 T细胞；降钙素原

Predictive value analysis of Th17/Treg combined with PCT fornosocomial
infection of breast cancer patients undergoing postoperative chemotherapy
FU Jing★，SHANG Chunying，LIU Li
（Department of Oncology，Liaoyang Central Hospital，Liaoyang，Liaoning，China，111000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the predictive value of helper T cells 17（Th17）/regulatory T
cells（Treg）combined with serum procalcitonin（PCT）in nosocomial infection of patients with breast cancer
undergoing postoperative chemotherapy. Methods A total of 152 breast cancer patients who underwent radical
mastectomy and postoperative chemotherapy in the hospital from June 2017 to June 2019 were enrolled. The
clinical data and serological examination data were collected. According to presence or absence of nosocomial
infection after postoperative chemotherapy，patientswere divided into the infection group（n=31）and non ⁃
infection group（n=121）. The changes in Th17/Treg and serum PCT levels were compared between the two
groups. The predictive value of Th17/Treg and serum PCT for nosocomial infection was analyzed usingthe
receiver operating characteristics（ROC）curves. Results The numberof Th17，Th17/Treg ratio，and PCT
value in the infection group were higher than those in the non ⁃ infection group，while Treg cellswerelessthan
thosein the non⁃infection group（P<0.05）. The results of ROC curve analysis showed that the AUC values of
Th17/Treg，PCT，and Th17/Treg combined with PCT for predicting nosocomial infection were 0.838，0.780
and 0.863，respectively （P<0.05）. The predictive value of Th17/Treg combined with PCT is the best.
Conclusion After postoperative chemotherapy，the ratioof Th17/Treg and PCT level in breast cancer patients
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with nosocomial infection are higher than those without nosocomial infection. The ratio of Th17/Treg combined
with PCT has a higher predictive value for nosocomial infection in breast cancer patients undergoing
postoperative chemotherapy.

［KEY WORDS］ Breast cancer；Radical mastectomy；Chemotherapy；Helper T cell 17；Regulatory T
cell；Procalcitonin

乳腺癌是一种以乳房肿块、乳头溢液和腋窝

淋巴结肿大等为临床特征的常见恶性肿瘤，发病

率在世界范围内居高不下，位居女性恶性肿瘤的

首位［1］。当前，乳腺癌的治疗以手术治疗为主，并

在术后采用化疗进行辅助治疗［2］。研究发现，由

于手术应激反应，乳腺癌患者免疫力下降，且在

术后化疗过程中一系列化疗药物的使用易导致患

者皮肤、呼吸道受损，增加了患者发生医院感染的

几率，进而影响其生存质量［3］。因此，在患者手术

治疗后，判断其是否发生感染并采取积极有效的

抗感染治疗对提高患者的生存质量具有重要意

义。辅助性 T 细胞 17（helper T cell 17，Th17）和调

节性 T 细胞（regulatory T cell，Treg）在乳腺癌的发

生发展具有重要作用，参与了机体的免疫调节过

程［4］；血清降钙素原（procalcitonin，PCT）是评估机

体感染严重程度的主要指标之一，在重症感染情

况下，PCT 水平会发生明显变化［5］。当前，有关乳

腺癌患者术后化疗发生医院感染的研究主要集中

在病原菌种类分析、影响因素等方面，有关预测乳

腺癌患者术后化疗发生医院感染的研究较少。本

研究将探讨了 Th17/Treg、PCT 及 Th17/Treg 联合

PCT在乳腺癌患者术后化疗医院感染预测中的价

值，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 6 月至 2019 年 6 月本院收治的

乳腺癌患者 152 例，根据术后化疗后是否发生医

院感染将患者分为感染组（n=31）和非感染组（n=
121）。纳入标准：①患者年龄≥18岁；②临床病理

检查均符合乳腺癌的相关诊断标准［6］；③患者无

手术禁忌证，均行乳腺癌根治术治疗，并在术后

接受化疗；④感染患者为术后化疗期间发生感

染，临床检查符合《医院感染诊断标准》［7］的相关

规定。⑤患者及家属签署知情同意书，自愿参

与。排除标准：①经检查存在恶性肿瘤患者；②存

在严重认知功能障碍，难以配合治疗患者；③存

在严重心、肝、肾等重要脏器功能障碍患者。两

组患者的临床基线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

比较两组患者外周血 Th17、Treg、Th17/Treg
及血清 PCT 水平，采用受试者工作特征曲线（re⁃
ceiver operating characteristics，ROC）分 析 Th17/
Treg和血清 PCT对乳腺癌患者术后化疗发生医院

感染的预测价值。

1.2.1 外周血 Th17及 Treg细胞检测

取患者晨空腹静脉血 3 mL，抗凝后于 1 500
r/min 离心 15 min，分离得到外周血单个核细胞

悬液，置于 24 孔细胞培养板，选择 RPMI⁃1640 培

养基（10%胎牛血清、豆蔻酰佛波醇乙酯、离子霉

素和莫能菌素等）孵育 4 h。加入 20 μL 抗人

CD4 单抗，室温避光孵育 20 min；加入 20 μL 的

IL⁃17 单抗和 2 mL 染色缓冲液，室温孵育 15
min；离心后加入 1 mL 染色固定液，使用流式细

胞仪进行检测。

1.2.2 血清 PCT水平检测

采用双抗体夹心法检测两组患者的血清 PCT
水平。取患者晨空腹静脉血 3 mL，1 500 r/min 离

心 15 min后分离血清，低温保藏待测；试剂盒购于

项目

年龄（岁）
BMI（kg/m2）
肿瘤最大径（cm）
手术时间（min）
TNM分期（例）

Ⅰ期
Ⅱ期

病变部位（例）
左侧
右侧

感染组
（n=31）
47.85±6.48
25.37±2.17
4.53±0.75

116.87±25.31

11（35.48）
20（64.52）

18（58.06）
13（41.94）

非感染组
（n=121）
45.74±7.21
25.63±2.05
4.62±0.61

118.42±21.63

53（43.80）
68（56.20）

73（60.33）
48（39.67）

t/c2值

1.483
0.623
0.698
0.346
0.700

0.053

P值

0.140
0.535
0.486
0.732
0.403

0.818

表 1 两组患者临床基线资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of clinical baseline data between 2
groups［n（%），（x ± s）］
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上海晶抗生物工程有限公司。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计软件进行统计学分析。

计量资料以（x ± s）表示，行 t 检验；计数资料以 n
（%）表示，行 c2 检验；绘制 ROC 曲线分析 Th17/
Treg、PCT及二者联合对乳腺癌患者术后化疗发生

医院感染的预测价值，曲线下面积（AUC）比较采

用 Z检验；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者外周血 Th17、Treg、Th17/Treg 及血

清 PCT水平比较

感染组患者的 Th17、Th17/Treg和 PCT水平高

于非感染组，Treg水平低于非感染组，差异均具有

统计学意义（P<0.05），见表 2。

2.2 外周血 Th17/Treg 及血清 PCT 水平对乳腺癌

患者术后化疗医院感染的预测价值

ROC 曲线分析 Th17/Treg、PCT 及 Th17/Treg+
PCT 其预测价值。Th17/Treg、PCT 和 Th17/Treg+
PCT 的 AUC 值分别为 0.838、0.780 和 0.863，对

乳腺癌患者术后化疗发生医院感染的预测均

具有统计学意义（P<0.05）。各指标的最佳阈

值、约登指数、敏感度和特异度值。见表 3、
图 1。

3 讨论

乳腺癌术后医院感染是导致患者病情恶化、

生存治质量下降的直接原因，也是导致患者在治

疗过程中死亡的主要原因之一，在乳腺癌患者中

的发生率高达 30%，是临床亟待解决的重难点问

题［8］。Th17 是由初始 T 细胞在转化生长因子 B
（transforming growth factor⁃B，TGF⁃B）和白细胞介

素 6（interleukin，IL⁃6）共同诱导下分化而成的，

Treg则直接由初始 T细胞在 TGF⁃B的诱导下转化

形成，具有调节免疫应答强度、减轻机体损伤等作

用［9⁃10］。研究发现，Th17 和 Treg 在分化上相互关

联，但功能上相互拮抗，二者存在一定的平衡，当

平衡被打破时，对肿瘤的发生发展起到重要作

用［11］。近年来也有研究发现 Th17/Treg 具有抗炎

作用［12］。PCT 是一种感染性生物标记物，被广泛

用于术后感染诊断中，具有快速、高敏感度和特异

度等特点，通过监测其水平可指导术后感染患者

的治疗［13］。

Th17 具有促炎性反应的作用，可诱导活化 T
细胞释放多种促炎递质，引起炎症细胞浸润；Treg
可抑制过强的免疫反应，维持机体免疫稳定［14］。

当患者的细胞免疫受到抑制，Th17 细胞大量分泌

促炎因子，而 Treg 细胞减少，抑制作用减弱时，会

加重患者的感染程度。金燕芬等［15］研究了 Th17/
Treg 细胞平衡在老年感染性肺炎患者中的作用，

发现重症肺炎患者的 Th17/Treg 水平明显高于轻

症患者与非感染者，认为 Th17/Treg细胞失平衡是

加重患者感染严重程度的可能因素。但也有研究

发现，Th17 细胞在细菌感染中具有一定的防御作

组别

感染组
非感染组

t值
P值

n
31
121

Th17（%）

1.75±0.52
1.42±0.41

3.775
<0.001

Treg（%）

0.68±0.25
0.97±0.32

4.688
<0.001

Th17/Treg
2.57±1.33
1.46±1.15

4.641
<0.001

PCT（ng/mL）
5.78±1.13
0.94±0.25
43.509
<0.001

表 2 两组患者外周血 Th17、Treg、Th17/Treg及血清 PCT
水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of Th17，Treg，Th17/Treg and serum
PCT levels in peripheral blood between 2 groups（x ± s）

指标

Th17/Treg
PCT
Th17/Treg+PCT

AUC

0.838
0.780
0.863

最佳
阈值

2.08
5.31
-

约登
指数

0.692
0.519
0.695

敏感度

87.54
84.62
92.30

特异度

69.23
67.31
76.90

P值

<0.05
<0.05
<0.05

表 3 外周血 Th17/Treg及血清 PCT水平对乳腺癌患者术

后化疗医院感染的预测价值（x ± s）

Table 3 The predictive value of peripheral blood Th17/Treg
and serum PCT levels on nosocomial infection after

chemotherapy for breast cancer patients（x ± s）

图 1 Th17/Treg、PCT及 Th17/Treg+PCT预测乳腺癌患者

术后化疗发生医院感染的ROC曲线

Figure 1 ROC curve of Th17/Treg，PCT and Th17/Treg+
PCT in predicting nosocomial infection in breast cancer

patients undergoing postoperative chemotherapy
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用，其水平出现上升的变化，这可能与 Th17细胞在

不同程度的细菌感染中表达水平不一样有关，也可

能与患者自身免疫紊乱有关［16］。研究发现，在正常

生理状态下，PCT表达水平较低，当发生细菌感染

后，其数值会迅速上升，且 PCT的水平与感染程度

呈正相关，与感染的进展与消退关系密切［17］。

研究结果提示 Th17/Treg、PCT 水平能较好地

反映乳腺癌患者术后化疗发生医院感染的情况，

且 Th17/Treg 联合 PCT 预测价值高于单一指标。

因此，临床可根据患者的 Th17/Treg、PCT 水平对

乳腺癌患者术后化疗发生医院感染进行预测。

综上所述，乳腺癌患者术后化疗发生医院感染

的患者，其 Th17/Treg 和 PCT 水平高于非感染患

者，Th17/Treg 联合 PCT 对判断乳腺癌患者术后化

疗发生医院感染具有较高的预测价值。由于条件

限制，本研究仍存在样本数量有限、观察时间点有

限等不足，有待后续扩大样本量，对研究结果进行

验证。
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ALB、CD64及BCL⁃2在重症肺炎中的表达及与病情
严重程度、预后的关系研究

刘瑞莹★ 李群 杨帅 唐惠星 高倩

［摘 要］ 目的 探讨血清白蛋白（ALB）、中性粒细胞 CD64（CD 64）及 B 细胞淋巴瘤/白血病⁃2
（BCL⁃2）在重症肺炎中的表达及与病情严重程度、预后的关系研究。方法 选取 2016年 1月至 2018年

1 月本院收治的 52 例重症肺炎患者及 52 例普通肺炎患者，分别设为重症肺炎组及普通肺炎组。对比

ALB、CD64及 BCL⁃2在两组中的表达情况，探讨上述指标与患者病情程度的关系，以 Logistic回归模型

分析影响患者预后的危险因素。结果 重症肺炎患者 ALB 水平低于普通肺炎者，重症肺炎患者 CD64
及BCL⁃2阳性表达率均高于普通肺炎者，差异均具有统计学意义（P<0.05）。ALB≤30 g/L、CD64及BCL⁃24
阳性者 SOFA、SOFA 评分低于 ALB>30 g/L、CD64 及 BCL⁃24 阴性者，差异具有统计学意义（P<0.05）。

ALB≤30 g/L及>30 g/L平均生存期分别为（22.55±1.33）个月、（26.75±1.45）个月；CD64阳性及阴性平均生

存期分别为（18.29±1.39）个月、（22.79±1.19）个月；BCL⁃2 阳性及阴性平均生存期分别为（21.43±1.34）个

月、（27.29±1.47）个月；生存分析显示ALB>30 g/L者生存期较长，CD64及 BCL⁃2阴性者生存期较长（P<
0.05）。随访期间，52例重症肺炎患者共死亡 23例（44.20%），存活 29例（55.77%）。SOFA及 CPIS评分>
6 分、CD64（阳性）、BCL⁃24（阳性）、ALB（≤30 g/L）是影响重症肺炎患者预后生存的独立危险因素（P<
0.05）。结论 重症肺炎患者体内ALB呈阴性，CD64及 BCL⁃2呈阳性，上述因子与患者预后生存存在相

关性，表达异常将加重患者病情发展，不利于预后。

［关键词］血清白蛋白；中性粒细胞CD64；BCL⁃2；重症肺炎

The expression of ALB，CD64 and BCL ⁃ 2 in severe pneumonia and their
relationship with the severity and prognosis
LIU Ruiying★，LI Qun，YANG Shuai，TANG Huixing，GAO Qian
（Emergency Ward of Beijing Shijitan Hospital Affiliated to Capital Medical University，Beijing，China，
100038）

［ABSTRACT］ Objective To explore the expression of Serum albumin（ALB），Cluster of differentia⁃
tion 64（CD64），and B Cell Leukemia 2（BCL⁃2）in severe pneumonia and their relationship with the severity
of the disease and prognosis. Methods The clinical data of 52 patients with severe pneumonia and 52 patients
with common pneumonia admitted to this hospital from January 2016 to January 2018 were selected. They were
divided into the severe pneumonia group and the common pneumonia group. The expression of ALB，CD64 and
BCL⁃2 in the two groups was compared，the relationship between the above indicators and the severity of the pa⁃
tient􀆳s condition was explored，and the logistic regression model was used to analyze the risk factors affecting
the prognosis of the patients. Results ALB levels in patients with severe pneumonia were lower than those in
patients with common pneumonia，and the positive expression rates of CD64 and BCL⁃2 in patients with severe
pneumonia were higher than those in patients with common pneumonia，and the differences were statistically
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significant（P<0.05）. The SOFA and SOFA scores of patients with ALB≦30 g/L and positive CD64 and BCL⁃
24 were lower than those with ALB>30 g/L and negative CD64 and BCL⁃24，and the differences were statistical⁃
ly significant（P<0.05）. The average survival time of patients with ALB≦30 g/L or >30 g/L was（22.55±1.33）
months and（26.75±1.45）months，respectively. The average survival time of patients with positive or negative
CD64 was（18.29±1.39）months and（22.79±1.19）months，respectively. The average survival time of patients
with positive or negative BCL⁃2 was（21.43±1.34）months and（27.29 ± 1.47）months，respectively. Survival
analysis showed that those with ALB>30 g/L had a longer survival time，and those with negative CD64 and
BCL⁃2 had a longer survival time（P<0.05）. During the follow⁃up，in 52 severe pneumonia patients，23 died
（44.20%）and 29 survived（55.77%）. SOFA and CPIS score>6，CD64（positive），BCL⁃24（positive），ALB
（≦ 30 g/L）were independent risk factors that affect the prognosis of patients with severe pneumonia（P<0.05）.
Conclusion Patients with severe pneumonia have negative ALB，and positive CD64 and BCL⁃2. The above
factors are related to the prognosis and survival of patients. Abnormal expression will aggravate the development
of the patient􀆳s condition and is not conducive to the prognosis.

［KEY WORDS］ Serum albumin；Cluster of differentiation 64；BCL⁃2；Severe pneumonia

重症肺炎为临床事件的危急重症，病情严重

者可诱发多种器官衰竭，危及生命。近年来，随着

感染的高危宿主增多，细菌耐药性增加导致细菌

耐药或者多药耐药现象日益严重，尽管不断有学

者研究出现新的抗菌药物，但重症肺炎仍是临床

中诊治困难的疾病，且大多患者预后差［1⁃2］。相关

研究表明血清白蛋白（serum albumin，ALB）与非感

染性疾病的预后存在密切联系，也有学者报道重

症肺炎疾病严重程度及预后与 ALB 有关，但缺乏

明确证据［3］。中性粒细胞 CD64（cluster of differen⁃
tiation 64，CD64）是临床公认的细菌感染性重要标

志物，对多种感染性疾病的诊断有重要价值［4］。

B 细胞淋巴瘤/白血病⁃2（B cell leukemia 2，BCL⁃2）
可拮抗凋亡细胞的表达，抑制细胞凋亡，可保护患

者支气管内皮的完整性，并通过抑制巨噬细胞浸

润，减轻支气管平滑肌炎性反应，但 BCL⁃2表达与

重症肺炎患者预后关系的研究不足［5］。本研究将

探讨ALB、CD64及 BCL⁃2的表达重症肺炎患者病

情严重程度及预后的关系，给临床检测患者病情、

促进患者预后提供参考。现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016 年 1 月至 2018 年 1 月本院收治的

52 例重症肺炎患者及 52 例普通肺炎患者，设为

重症肺炎组及普通肺炎组。重症肺炎组男 25
例，女 27 例；平均年龄（53.59±3.12）岁；合并糖尿

病及高血压的患者 32 例，合并支气管哮喘 11
例，合并慢性阻塞性肺疾病 9 例。普通肺炎组男

27 例，女 25 例；平均年龄（53.66±3.20）岁；合并糖

尿病及高血压的患者 29 例，合并支气管哮喘 12
例，合并慢性阻塞性肺疾病 11 例。两组性别、年

龄 的 一 般 资 料 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义（P>
0.05）。本研究经本院医学伦理委员会批准，受

试者签署知情同意书。

纳入标准：①所有患者均符合《中国成人社

区获得性肺炎诊断及治疗指南》［6］中关于普通肺

炎及重症肺炎的相关诊断标准；②纳入研究前未

进行其他治疗；③临床资料、影像资料完整；④年

龄在 32~79 岁之间。两组排除标准：①合并其他

恶性肿瘤、器官衰竭等严重者；②入院 24 h 内死

亡或自动出院的患者；③妊娠期、哺乳期妇女，精

神疾病者，合并血液系统疾病及腹腔、泌尿生殖

系统、神经中枢系统感染者；④无法进行胸部影

像学检查者。

1.2 方法

1.2.1 检测方法

所有对象均在医生协助下完善相关检查，于次

日清晨空腹抽取静脉血 5 mL 自然凝固后以 3 000
rpm 离心 10 min，取血清。采用强生 Vitros350 全

自动干式化学分析仪，以酶联免疫吸附法测定血清

中 ALB 水平。采用免疫组化染色，将两组患者肺

部组织标本经常规石蜡切片、脱水，测定 BCL⁃2 及

CD64水平，小鼠抗人荧光色素标记的单克隆抗体

CD64、BCL⁃2 由美国 Beckman Coulter 提供，DBA
显色剂由北京中杉金色桥生物技术公司提供，抗

体免疫组织化学试剂盒由上海嵘葳达实业有限公

司提供。ALB正常范围值：35~51 g/L［7］。
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1.2.2 染色强度评分标准

BCL⁃2、CD640 染色染色强度评分标准［8］：棕

黄色，则判断为阳性。检查结果无阳性细胞，则为

阴性（-），阳性细胞不足 50%，则判定为阳性（+），

阳性细胞数量超过 5%，则为强阳性（++）。阳性率

=阳性例数/总例数×100%。

1.2.3 肺部感染严重程度评定标准

按照临床肺部感染评分（Clinical Pulmonary
Infection Score，CPIS）［9］及序贯器官衰竭评分（Se⁃
quential Organ Failure Assessment Score，SOFA）［10］标

准对两患者进行评分，记录两组患者得分情况。CPIS
评分：总分为 0~12分，评分≦6分可停用抗生素，评分

越低代表患者肺部感染程度越轻。SOFA评分：总分

0~24分，总分评分越高代表患者预后越差。

1.2.4 随访

以电话随访或门诊复查的方式对重症肺炎患

者进行为期 2 年的随访，随访截止时间 2020 年 1

月或死亡。

1.3 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（%）描

述，采用 c2检验；绘制ROC曲线，Kaplan⁃Meier生存

分析ALB、CD64、BCL⁃2表达对重症肺炎患者预后

生存的影响，使用 tarone 法进行检验；影响患者预

后的相关因素采用非条件单因素和多因素 Logistic
回归分析；P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 对比 ALB、CD64 及 BCL⁃2 在两组患者中的

表达情况

重症肺炎患者 ALB 水平低于普通肺炎者，重

症肺炎患者 CD64 及 BCL⁃2 阳性表达率显著高于

普通肺炎者，差异均具有统计学意义（P<0.05）。

见表 1、图 1。

组别

重症肺炎组
普通肺炎组

t/c2值
P值

n

52
52
-
-

ALB（g/L）

20.74±5.74
28.87±4.58

7.984
0.001

CD64
阳性

38（73.08）
20（38.46）

12.630
0.001

阴性

14（26.92）
32（61.54）

BCL⁃2
阳性

35（67.31）
22（42.31）

6.561
0.010

阴性

17（32.69）
30（57.69）

表 1 ALB、CD64及BCL⁃2在两组患者中的表达情况［n（%），（x ± s）］

Table 1 the expression of ALB，CD64 and Bcl⁃2 in the two groups［n（%），（x ± s）］

AA BB CC DD

注：A为 BCL⁃2阳性表达；B为 BCL⁃2阴性表达；C为 CD64阳性表达；D为 CD64阴性表达。

图 1 重症肺炎组BCL⁃2、CD64免疫组化染色图（SP，×300）
Figure 1 BCL⁃2 and CD64 immunohistochemical staining image of severe pneumonia group（SP，×300）

2.2 不同 ALB、CD64 及 BCL⁃2 水平与重症肺炎

患者 SOFA、CPIS评分的关系

ALB≦30 g/L、CD64 及 BCL⁃24 阳性者 SOFA、

SOFA 评分低于 ALB>30 g/L、CD64 及 BCL⁃24 阴

性者，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 ALB、CD64 及 BCL⁃2 表达与重症肺炎患者

预后的相关性

ALB≦30 g/L 及>30 g/L 平均生存期分别为

（22.55±1.33）个月、（26.75±1.45）个月；CD64 阳

性及阴性平均生存期分别 为（18.29±1.39）个

月、（22.79±1.19）个月；BCL⁃2 阳性及阴性平均

生存期分别为（21.43±1.34）个月、（27.29±1.47）
个月。生存分析显示 ALB>30 g/L 者生存期较

长，CD64 及 BCL⁃2 阴性者生存期较长，Keplan⁃
meier 生存曲线差异有统计学意义（P<0.05）。

见图 2。
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生存函数

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

累
积

生
存

函
数

0 10 20 30 40

生存时间

组别
>30 g/L
≤30 g/L
>30 g/L⁃删失
≤30 g/L⁃删失

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

函
数

生存函数

0 10 20 30 40

生存时间

组别
CD64 阴性
CD64 阳性
CD64 阴性⁃删失
CD64 阳性⁃删失

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

函
数

生存函数

0 10 20 30 40

生存时间

组别
BCL⁃2 阴性
BCL⁃2 阳性
BCL⁃2 阴性⁃删失
BCL⁃2 阳性⁃删失AA BB CC

组别

ALB（g/L）

t值
P值

CD64（%）

t值
P值

BCL⁃24（%）

t值
P值

≦30
>30
-
-

阳性
阴性
-
-

阳性
阴性
-
-

n
40
12
-
-
38
14
-
-
35
17
-
-

SOFA评分

5.41±0.74
6.55±0.85

4.524
0.001

6.12±1.13
5.29±0.89

2.475
0.017

6.34±1.36
5.47±1.12
2.4307
0.025

CPIS评分

6.79±1.12
7.64±1.25

2.246
0.029

7.27±139
6.41±1.20

2.048
0.046

7.33±1.38
6.41±1.25

2.349
0.023

表 2 不同ALB、CD64及BCL⁃2水平与重症肺炎患者

SOFA、CPIS评分的关系（x ± s）

Table 2 The relationship between different levels of ALB，

CD64 and Bcl⁃2 and SOFA and CPIS scores
in patients with severe pneumonia（x ± s）

注：A 为 ALB≦30 g/L 及>30 g/生存时间比较；B 为 CD64 阳性及

阴性生存时间比较；C为 BCL⁃24阳性及阴性生存时间比较。

图 2 重症肺炎患者预后生存曲线

Figure 2 Survival curve of patients with severe pneumonia

变量

年龄（≥65岁 vs＜65）
性别（男 vs女）

合并糖尿病或高血压
合并支气管哮喘

合并慢性阻塞性肺部疾病
SOFA评分（>6分 vs ≦6分）
CPIS评分（>6分 vs ≦6分）

CD64（阳性 vs阴性）
BCL⁃24（阳性 vs阴性）

ALB（≦30 g/L vs >30 g/L）

单因素分析

OR值

1.125
1.247
1.367
1.458
1.357
1.365
1.357
1.257
1.458
1.654

95% CI
0.157~1.258
0.247~1.336
0.118~1.149
0.158~1.232
0.247~1.368
1.257~1.885
1.147~1.778
1.123~1.657
1.235~1.657
1.347~1.685

P值

0.824
0.647
0.269
0.547
0.519
0.035
0.029
0.015
0.016
0.005

多因素分析

OR值

-
-
-
-
-

1.357
1.157
1.325
1.287
1.269

95%CI
-
-
-
-
-

1.281~1.687
1.157~1.698
1.364~1.864
1.258~1.968
1.147~1.881

P值

-
-
-
-
-

0.015
0.005
0.020
0.013
0.007

表 3 影响重症肺炎患者预后生存的单因素和多因素分析

Table 3 Univariate and multivariate analysis of prognosis and survival in patients with severe pneumonia

2.4 52例重症肺炎患者两年生存率

随访期间，52 例重症肺炎患者共死亡 23
例 ，存 活 29 例 ，死 亡 率 为 44.20% ，存 活 率 为

55.77%。

2.5 影响重症肺炎患者预后生存的因素分析

SOFA及CPIS评分>6分、CD64（阳性）、BCL⁃24
（阳性）、ALB（≦30 g/L）是影响重症肺炎患者预后

生存的独立危险因素（P<0.05）。见表 3。

3 讨论

重症肺炎是由细菌、病毒或其他非典型病原

体引起的肺实质炎症，严重威胁我国居民的生命

安全。对肺炎进行早期的诊断和治疗对改善患者

预后有重要意义，目前临床多依据影像学表现来

诊断肺炎［11⁃12］。相关研究指出，ALB与慢性阻塞性

肺疾病急性加重期患者预后密切相关，但相关感

染源分层分析未明确［13］。既往研究表明，正常生

理情况下，CD64 在中性粒细胞表面呈低水平表

达，而机体受到炎性感染时，多种炎症因子受到刺

激，使 CD64 表达迅速升高［14］。本研究重点探讨

ALB、CD64、BCL⁃2表达与重症肺炎患者疾病严重

程度与预后的相关性。

本研究结果显示，重症肺炎患者 ALB 水平低

于普通肺炎者，重症肺炎患者 CD64及 BCL⁃2阳性

表达率均高于普通肺炎者，这一研究结果与既往

文献报道结果一致［15］。分析其原因：ALB 在肝脏

中合成，对促进患者机体代谢，运输营养起着重要

作用，重症肺炎患者血清 ALB 降低考虑与患者感

染程度严重及营养消耗过度有关。因此重症肺炎

患者体内 CD64 及 BCL⁃2 表达量显著上升，这与

Hiwa等学者［16］研究报道结果一致。

SOFA 及 SOFA 评分为临床常用的评估患者

各器官功能及肺部感染程度的指标。国外研究

指出，BCL⁃24 可促进促炎质生成，抑制抗炎介质

表达，从而促进感染性疾病的发生，加重感染性

疾病病情严重程度［17］。本研究结果提示 ALB、

CD64 及 BCL⁃2 水平异常会影响患者疾病严重

程度。
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生存分析提示ALB、CD64及 BCL⁃2与重症肺

炎患者预后存在密切联系。随访结果显示，52例重

症肺炎患者共死亡 23例（44.20%），重症肺炎患者 2
年生存率为 55.77%。本研究通过非条件多因素

Logistic 回归模型进一步分析，得出 SOFA 及 CPIS
评分>6 分、CD64（阳性）、BCL⁃24（阳性）、ALB（≦
30 g/L）影响重症肺炎患者预后生存的独立危险

因。亦说明患者感染加重时，可通过消耗 ALB 水

平调节免疫功能，而 ALB 水平下降也提示患者脏

器负担加重，制约吞噬细胞的活性，加重患者感染

程度；CD64、BCL⁃24水平上调会加重患者感染，这

也是疾病严重程度越高患者CD64、BCL⁃24 水平越

高的原因［18］。

综上所述，重症肺炎患者体内 ALB 呈阴性、

CD64 及 BCL⁃2 呈阳性，上述指标表达异常会加

重患者病情发展；OFA 及 CPIS 评分>6 分、CD64
（阳性）、BCL⁃24（阳性）、ALB（≦ 30 g/L）影响重

症肺炎患者预后生存的独立危险因素。但本研

究中纳入样本量较少，研究结果难免出现偏倚，

后续将扩大样本量，进一步深入研究ALB、CD64、
BCL⁃24 的表达与重症肺炎患者疾病严重程度与

预后的关系，为临床诊治症状肺炎提供新方向。
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2型糖尿病患者HbA1c、25⁃OH⁃D3及T淋巴细胞亚群
与胰岛素分泌的相关性分析

付慧清 1 王新颜 1 吴洁清 2 李燕 1 李清 1 刘迎春 3★

［摘 要］ 目的 分析 2型糖尿病（T2DM）患者糖化血红蛋白（HbA1c）、25⁃羟维生素D3（25⁃OH⁃D3）水
平及T淋巴细胞亚群与胰岛素分泌的相关性。方法 选取2019年5月至2020年5月本院收治的92例T2DM
患者（观察组）及同期于本院体检正常者 60例（对照组），收集所有研究对象一般资料，记录其HbA1c、25⁃OH⁃
D3、T淋巴细胞亚群（CD4+、CD8+、CD4+/CD8+）水平及空腹血糖（FBG）、空腹胰岛素（FINS）、胰岛β细胞功能

指数（HOMA⁃β）、胰岛素抵抗指数（HOMA⁃IR）、胰岛素第一分泌时相峰值倍数情况，并采用葡萄糖负荷后 30
min的净增胰岛素与净增葡萄糖比值（◿I30/◿ G30）来直面评估早相胰岛素分泌功能，比较两组组体质量指数

（BMI）、血清HbA1c、25⁃OH⁃D3、T淋巴细胞亚群水平及胰岛分泌相关指标差异，采用Pearson相关分析分别观

察T2DM患者血清Hb、25⁃OH⁃D3、T淋巴细胞亚群和胰岛分泌的关系。结果 观察组HbA1c、CD8+水平显

著高于对照组，而 25⁃OH⁃D3水平、CD4+及 CD4+/CD8+值显著低于对照组（P<0.05）；观察组 FBG、FINS、
HOMA⁃β、HOMA⁃IR胰岛素第一分泌时相峰值倍数（PR）显著高于对照组，而◿I30/◿IG30显著低于对照组

（P<0.05）；T2DM 患者血清 HbA1c 水平与 FBG 呈正相关，与 FINS、HOMA⁃β、PR 及◿I30/◿IG30呈负相关

（P<0.05）；T2DM 患者血清 25⁃OH⁃D3 水平与 FINS 、HOMA⁃β、PR 及◿I30/◿IG30 呈正相关，与 FBG 及

HOMA⁃IR呈负相关（P<0.05）；T2DM患者CD8+、CD4+/ CD8+与FBG、FINS、HOMA⁃β、HOMA⁃IR及PR均无

显著相关性（P>0.05）；而CD4+与FBG、HOMA⁃IR呈负相关，而与FINS、HOMA⁃β、PR及◿I30/◿IG30呈正相

关（P<0.05）。结论 HbA1c、CD8+水平在T2DM患者中表达上升，而 25⁃OH⁃D3、CD4+及CD4+/CD8+表达下

降，且与胰岛素分泌具有密切相关性，联合三者检测有利于评估T2DM患者胰岛分泌功能。

［关键词］ 2型糖尿病；血红蛋白；25⁃羟维生素D3；T淋巴细胞亚群；胰岛素分泌

The levels of HbA1c and 25⁃OH⁃D3 in patients with type 2 diabetes mellitus
and the correlation between T lymphocyte subsets and insulin secretion
FU Huiqing 1，WANG Xinyan1，WU Jieqing 2，LI Yan1，LI Qing1，LIU Yingchun3★

（1. Department of Endocrinology，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College，Xinxiang，
Henan，China，453100；2. Department of Oncology，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical Col⁃
lege，Xinxiang，Henan，China，453100；3. College of Nursing，the First Affiliated Hospital of Xinxiang Medi⁃
cal College，Xinxiang，Henan，China，453100）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the levels of Haemoglobin A1c（HbA1c）and 25⁃hydroxy vita⁃
min D3（25⁃OH⁃D3）in patients with type 2 diabetes mellitus（T2DM）and analyze the correlation between T
lymphocyte subsets and insulin secretion. Methods The clinical data of 92 T2DM patients（observation
group）admitted to this hospital from August 2019 to May 2020 and 60 patients with normal physical examina⁃
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tion in this hospital（control group）during the same period were selected，and general data of all research sub⁃
jects were collected. HbA1c，25⁃OH⁃D3，T lymphocyte subsets（CD4+，CD8+，CD4+/CD8+）levels and fast⁃
ing blood glucose（FBG），fasting insulin（FINS），islet β cell function index（HOMA⁃β），the insulin resis⁃
tance index（HOMA⁃IR），and the peak multiples of the first secretion phase of insulin are recorded. The ratio of
net increase insulin to net increase glucose（◿I30/◿G30）at 30 min after glucose load was used to directly as⁃
sess the insulin secretion function at early phase. The differences in body mass index（BMI），serum HbA1c，25⁃
OH⁃D3，T lymphocyte subgroup levels，and related indexes of islet secretion between the control group and the
observation group were compared. Pearson correlation analysis was used to observe the relationship between se⁃
rum Hb，25⁃OH⁃D3，T lymphocyte subsets and islet secretion in T2DM patients. Results The HbA1c and
CD8+ levels of the observation group were significantly higher than those of the control group，while the 25⁃OH
⁃D3 levels，CD4+ and CD4+/CD8+ values were significantly lower than those of the control group（P<0.05）.
The values of FBG，FINS，HOMA⁃β，HOMA⁃IR and the peak ratio of the first secretion phase of insulin（re⁃
ferred to as peak ratio，PR）in the observation group were significantly higher than those in the control group，
while ◿I30/◿IG30 were significantly lower than those in the control group（P<0.05）. Serum HbA1c levels in
T2DM patients were positively correlated with FBG，and negatively correlated with FINS，HOMA⁃β，PR and
◿ I30/◿ IG30（P<0.05）. Serum 25 ⁃OH⁃D3 levels in T2DM patients were positively correlated with FINS，
HOMA⁃β，PR and ◿I30/◿IG30，and negatively correlated with FBG and HOMA⁃IR（P<0.05）. There is no
significant correlation between CD8+，CD4+/CD8+ and FBG，FINS，HOMA⁃β，HOMA⁃IR and PR in T2DM
patients（P>0.05）. CD4+ was negatively correlated with FBG and HOMA⁃IR，but positively correlated with
FINS，HOMA⁃β，PR and ◿I30/◿IG30（P<0.05）. Conclusion The expression of HbA1c and CD8+ is in⁃
creased in T2DM patients，while the expression of 25⁃OH⁃D3，CD4+ and CD4+/CD8+ is decreased，and is
closely related to insulin secretion. The combined detection of the three is helpful to evaluate the pancreatic se⁃
cretion function of T2DM patients.

［KEY WORDS］ Type 2 diabetes mellitus；Hemoglobin；25 ⁃hydroxyvitamin D3；T lymphocyte sub⁃
sets；Insulin secretion

糖化血红蛋白（haemoglobin A1c，HbA1c）与糖

尿病并发症密切相关，HbAlc 的控制水平直接影响

到糖尿病患者的长期预后［1］。随着研究的不断深

入，有不少国内外研究报道，细胞免疫异常与

T2DM 的发病、进展有着密切联系，而活性维生素

D有类激素作用，参与免疫应答、细胞增殖等多种

生理过程，其与糖尿病的相互影响越来越受到重

视［2⁃3］。但关于细胞免疫与血糖水平及胰岛分泌功

能关系的报道较少［4］。本文分析 T2DM 患者

HbA1c、25⁃羟维生素 D3（25⁃hydroxyl vitamin D3，
25⁃OH⁃D3）水平及 T 淋巴细胞亚群与胰岛素分泌

的相关性，具体报告内容如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2019年 5月至 2020年 5月本院收治的 92
例 T2DM患者（观察组）临床资料，其中男 50例，女

42例，年龄 41~74岁，平均（55.90±3.21）岁，糖尿病病

程为 1.5~26年，平均病程为（7.18±1.19）年。纳入标

准：①符合世界卫生组织中关于T2DM诊断标准［5］：

空腹血糖（fasting blood glucose，FBG）均>7.0 mmol·
L⁃1，葡萄糖耐量试验（glucose tolerance test，GTT）中
予以 口服葡萄糖 75 g 2 h后血糖≥ 11.1 mmol·L⁃1；

②T2DM患者入院后均可完成所有实验检查及配

合完成所有治疗；③临床资料完整且准确者。排

除标准：①合并糖尿病酮症酸中毒、糖尿病肾病

及其他严重并发症者；②近期服用维生素 D 类

药物者，接受日光暴晒者；③合并恶性肿瘤者；

④合并免疫系统、血液系统及甲状腺疾病。

同时纳入同期于本院接受健康体检结果正常

者 60例作为对照组。其中男 32例，女 28例，年龄

40~73岁，平均（55.29±3.16）岁。两组在性别、年龄

等方面比较差异无统计学意义（P>0.05），均衡可

比。本研究经医院伦理委员会批准，受试者及家

属签署知情同意书。

1.2 方法

收集所有研究对象一般资料，记录其 HbA1c、
25⁃OH⁃D3、T 淋巴细胞亚群（CD4+、CD8+、CD4+/
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CD8+）水平及 FBG、空腹胰岛素（fasting insulin，
FINS）、胰岛 β 细胞功能指数（index of β⁃cell func⁃
tion in HOMA，HOMA⁃β）、胰岛素抵抗指数（insu⁃
lin resistance index in HOMA，HOMA⁃IR）、胰岛素

第一分泌时相峰值倍数（multiple of peak value of
the first insulin secretion phase，PR）情况，并采用葡

萄糖负荷后 30 min 的净增胰岛素与净增葡萄糖

比值（◿I30/◿G30）来对胰岛素分泌功能进行直接

评估，比较两组体质量指数（body mass index，
BMI）、血清 HbA1c、25⁃OH⁃D3、T 淋巴细胞亚群水

平及胰岛分泌相关指标差异，采用 Pearson 相关分

析分别观察 T2DM 患者血清 HbA1c、25⁃OH⁃D3、
T 淋巴细胞亚群和胰岛分泌的关系。

1.3 观察指标

1.3.1 HbA1c、25⁃OH⁃D3、T淋巴细胞亚群的检测

观察组入院患者入院后次日清晨抽取空腹静

脉血 3 mL，对照组体检者体检当日清晨抽取空腹静

脉血 3 mL，在低温离心机中离心（3 000 r/min，15
min）后分离血清，将其置于-70℃冰箱中贮存以待

检测。采用高压液相色谱法（日本 Bio Rad 公司）检

测HbA1c，采用酶联免疫吸附法（enzyme linked im⁃
munosorbent assay，ELISA）检测 25⁃OH⁃D3水平，采

用流式细胞仪检测 T淋巴细胞亚群水平，操作过程

严格按照试剂盒说明书进行。

1.3.2 胰岛分泌相关指标检测

所有研究对象入院后进行口服葡萄糖耐受试

验（oral glucose tolerance test，OGTT）及胰岛素释

放试验。采用电化学发光法测定 FINS水平，采用

葡萄糖氧化酶法测定 BG、HOMA⁃β、HOMA⁃IR、

PR情况，并采用葡萄糖负荷后 30 min的净增胰岛

素与净增葡萄糖比值（◿I30/◿IG30）来直接评估胰

岛素分泌功能。PR=峰值/FINS，HOMA⁃β= FINS×
20/（FPG⁃3.5），HOMA⁃IR = FPG X FIN S/22.5。
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；相关性采用 Pearson 相

关分析；P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组间BMI、HbA1c及 25⁃OH⁃D3水平比较

两组BMI比较差异无统计学意义（P>0.05）；观察

组HbA1c水平显著高于对照组，而25⁃OH⁃D3水平显

著低于对照组差异有统计学意义（P<0.05），见表1。

2.2 两组间 T淋巴细胞亚群比较水平

观察组 CD4+水平、CD4+/CD8+值显著低于

对照组，而 CD8+水平高于对照组差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 两组胰岛分泌相关指标比较

观察组 FBG、FINS、HOMA⁃β、HOMA⁃IR 及

PR 值显著高于对照组，而◿I30/◿IG30显著低于对

照组差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.4 T2DM患者血清HbA1c和胰岛分泌的相关性

分析

T2DM 患者血清 HbA1c 水平与 FBG 呈正相

关，与 FINS、HOMA⁃β、PR 及◿I30/◿IG30呈负相关

（P<0.05）。见表 4。
2.5 T2DM 患者血清 25⁃OH⁃D3 和胰岛分泌的相

关性分析

T2DM 患者血清 25 ⁃ OH ⁃D3 水平与 FINS、

组别

对照组
观察组
t值
P值

n
60
92
-
-

FBG（mmol/L）
5.14±0.32
7.95±1.09
19.411
<0.001

FINS（μg/mL）
7.98±1.54
20.13±3.53

25.125
<0.001

HOMA⁃β
57.97±2.04
72.19±2.89

33.097
<0.001

HOMA⁃IR
1.59±0.33
7.23±1.21
35.224
<0.001

PR
8.12±0.79
17.90±1.56

44.915
<0.001

◿I30/◿IG30

30.79±3.13
19.07±1.22

32.384
<0.001

表 3 两组胰岛分泌相关指标比较（x ± s）

Table 3 Comparison of related indexes of islet secretion between 2 groups（x ± s）

分组
对照组
观察组
t值
P值

n
60
92
-
-

BMI（kg/m2）
23.87±1.12
24.09±1.27

1.093
0.276

HbA1c（%）
5.87±0.65
8.15±1.16
13.862
<0.001

25⁃OH⁃D3（mmol/L）
44.76±3.59
23.19±1.17

53.516
<0.001

表 1 两组间BMI、HbA1c及 25⁃OH⁃D3水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of BMI，HbA1c and 25⁃oh⁃d3 levels
between the two groups（x ± s）

组别

对照组
观察组
t值
P值

n
60
92
-
-

CD4+
42.68±3.97
33.19±2.07

19.280
<0.001

CD8+
24.89±2.47
29.08±4.09

7.128
<0.001

CD4+/CD8+
1.81±0.37
1.22±0.25
10.837
<0.001

表 2 两组间 T淋巴细胞亚群比较水平（x ± s）

Table 2 Comparison of T lymphocyte subsets between the
two groups（x ± s）

·· 1715



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

变量

FBG
FINS

HOMA⁃β
HOMA⁃IR

PR
◿I30/◿IG30

r值
0.426
-0.467
-0.498
0.024
-0.459
-0.419

P值

0.018
0.012
0.009
0.261
0.013
0.028

表 4 T2DM患者血清HbA1c和胰岛分泌的相关性分析

Table 4 Correlation Analysis of serum HbA1c and islet
secretion in T2DM patients

变量

FBG
FINS

HOMA⁃β
HOMA⁃IR

PR
◿I30/◿IG30

r值
-0.329
0.369
0.510
-0.318
0.428
0.467

P值

0.029
0.022
0.002
0.034
0.014
0.008

表 5 T2DM患者血清 25⁃OH⁃D3和胰岛分泌相关性

Table 5 Correlation Analysis of serum 25⁃OH⁃D3 and islet
secretion in T2DM patients

HOMA⁃β、PR 及◿I30/◿IG30 呈正相关，与 FBG 及

HOMA⁃IR呈负相关（P<0.05）。见表 5。

2.6 T2DM患者 T淋巴细胞亚群和胰岛分泌的相

关性分析

T2DM患者 CD8+、CD4+/CD8+与 FBG、FINS、
HOMA⁃β、HOMA⁃IR 及 PR 均无显著相关性（P>
0.05）；而 CD4+与 FBG、HOMA⁃IR 呈负相关，而与

FINS、HOMA⁃β、PR 及◿I30/◿IG30 呈正相关（P<
0.05）。见表 6。

3 讨论

本组数据显示，HbA1c水平与 FBG呈正相关，

与 FINS、HOMA⁃β、PR 及◿I30/◿IG30 呈负相关，

提示，在 T2DM患者中，HbA1c水平的表达与胰岛

分泌功能具有密切联系。相关文献提出，HbA1c水

平越高提示患者近期血糖水平控制不佳［6］。而

HbA1c与 FINS、HOMA⁃β、PR及◿I30/◿IG30呈负

相关，与HOMA⁃IR无相关性，提示随着HbA1c水平

的升高，患者胰岛β细胞功能已受损，分泌功能出现

下降，考虑机制可能为长期高血糖导致一系列氧化

应激反应的发生。故动态监测 T2DM患者 HbA1c
水平有利于评估患者近期血糖控制及预防。

曾有国外动物实验研究结果显示，机体维生

素 D 水平过于缺乏对胰岛素的分泌存在不良影

响，从而导致胰岛素分泌不足，增加 T2DM发生风

险［7］。本组数据结果显示，FINS、HOMA⁃β、HOM A
⁃IR及 PR是反映胰岛素分泌的良好指标，而◿I30/◿
IG30值大小可直接反映胰岛功能好坏。经 Pearson
相关分析提示 25⁃OH⁃D3水平的缺乏与胰岛分泌功

能的相关性。曾有生物学研究证实，25⁃OH⁃D可与

胰腺维生素 D 受体结合，然后激活β细胞中L型钙

离通道，使得胰岛素释放，胰岛素受体底物酪氨酸

磷酸化，从而启动胰岛素信号的传导，达到胰岛素

分泌控制血糖效果［8］。故当机体出现 25⁃OH⁃D3缺

乏时，可能是导致 T2DM患者胰岛分泌功能减弱下

降的主要原因，从而引发血糖升高等现象。

近年来，不少国内外研究报道在 T2DM 患者

中存在免疫异常［9］。相关研究报道显示，在内循环

中，CD4+、CD4+/CD8+值的降低是免疫缺陷的重

要指征［10］，而本研究结果符合上述研究理论。除

此之外，本组 Pearson 相关分析提示机体免疫缺陷

的产生与胰岛分泌功能密切相关。曾有相关报道

表明，自身免疫性胰岛炎与 T2DM 患者胰岛 β 细

胞凋亡及胰岛分泌缺陷有着密切联系，而胰岛炎

的发生可能是机体固有免疫系统激活的结果，在

免疫系统的激活中，T淋巴细胞亚群的失衡扮演着

重要角色［11］。李蓉等［12］报道，当血糖升高时，淋巴

细胞数量下降，且长期高血糖会导致免疫缺陷的

产生和 T 淋巴细胞亚群紊乱，从而加重胰岛 β 细

胞凋亡和胰岛分泌功能的障碍。故高血糖、细胞

免疫异常及胰岛分泌缺陷在 T2DM中呈现恶性循

环，相互影响，但是具体详细机制还有待加大样本

含量和延长研究时间进一步深入研究。

综上所述，HbA1c、CD8+在 T2DM患者中表达

上升，而 25⁃OH⁃D3、CD4+及 CD4+/CD8+值表达下

降，且随着HbA1c的升高、CD4+的下降及25⁃OH⁃D3
的缺乏，胰岛素敏感性下降，胰岛分泌功能减弱，

故联合三者检测有利于评估

变量

FBG
FINS

HOMA⁃β
HOMA⁃IR

PR
◿I30/◿IG30

CD4+
r值

-0.397
0.298
0.365
-0.419
0.399
0.517

P值

0.037
0.043
0.026
0.009
0.015
0.001

CD8+
r值

0.019
-0.021
-0.033
0.103
-0.187
-0.031

P值

0.571
0.508
0.419
0.219
0.201
0.209

CD4+/CD8+
r值

0.127
-0.197
-0.048
0.276
-0.218
0.056

P值

0.561
0.502
0.379
0.167
0.196
0.198

表 6 T2DM患者 T淋巴细胞亚群和胰岛分泌的相关性

Table 6 correlation analysis of T lymphocyte subsets and
islet secretion in T2DM patients
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血VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水平与烟雾病患
者颅内出血的关系

徐梦怡★ 徐静 张倩倩

［摘 要］ 目的 分析血管内皮生长因子（VEGF）、基质衍生因子⁃1（SDF⁃1）、基质金属蛋白酶⁃9
（MMP⁃9）和高迁移率族蛋白 1（HMGB1）水平与烟雾病（MMD）患者颅内出血的关系。方法 选取 2017年

2月至 2020年 2月本院收治的 90例MMD患者为研究对象，根据有无出血分为出血组（n=50）和无出血组

（n=40），并选取同期于本院进行体检的 40例健康者作为对照组，根据超声检查结果将颅内出血患者分为轻

度颅内出血组（n=32）和重度颅内出血组（n=18），检测血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水平，并分析

VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9水平与HMGB1的相关性。结果 出血组血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水

平均高于无出血组和对照组，差异具有统计学意义（P<0.05），无出血组血清 VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9 和

HMGB1水平均高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）；重度颅内出血组血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和

HMGB1水平均高于轻度颅内出血组，差异具有统计学意义（P<0.05）；ROC曲线分析显示，VEGF、SDF⁃1、
MMP⁃9和HMGB1水平联合检测MMD的敏感度、阳性预测值及阴性预测值均高于单独检测（P<0.05）；

Spearman相关分析显示，血清VEGF⁃C、SDF⁃1、MMP⁃9水平与HMGB1呈正相关性（P<0.05）。结论 血清

VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水平与MMD发生、发展密切相关，可能是引起颅内出血的重要机制。

［关键词］ 烟雾病；颅内出血；血管内皮生长因子；趋化因子⁃1；基质金属蛋白酶⁃9；高迁移率族

蛋白 1

Relationship between serum VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9 and HMGB1 levels and
intracranial hemorrhage in MMD patients
XU Mengyi★，XU Jing，ZHANG Qianqian
（Department of Neurology，Nanjing Hospital Affiliated to Nanjing Medical University（Nanjing First Hospi⁃
tal），Nanjing，Jiangsu，China，210006）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the relationship between vascular endothelial growth factor
（VEGF），stromal derived factor⁃1（SDF⁃1），matrix metalloproteinase⁃9（MMP⁃9）and high mobility group
protein 1（HMGB1）levels and intracranial hemorrhage in patients with moyamoya disease（MMD）. Meth⁃
ods 90 cases of MMD patients admitted to our hospital from February 2017 to February 2020 were selected as
the research object，according to the presence of hemorrhage were divided into bleeding group（n=50）and no
hemorrhage group（n=40），and in the same period in our hospital for medical examination of 40 cases of
healthy subjects as the control group，at the same time，according to the results of ultrasound to intracranial hem⁃
orrhage patients were divided into the mild group（n=32）and the intracerebral haemorrhage severe intracranial
hemorrhage group（n=18），detection of serum VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9 and HMGB1 level，The correlation be⁃
tween VEGF，SDF⁃1 and MMP⁃9 levels and HMGB1 was analyzed. Results The serum levels of VEGF，
SDF⁃1，MMP⁃9 and HMGB1 in the bleeding group were all higher than those in the non⁃bleeding group and the
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control group，The difference was statistically significant（P<0.05）. The serum levels of VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9
and HMGB1 in the non⁃bleeding group were all higher than those in the control group. The difference was statis⁃
tically significant（P<0.05）. The serum levels of VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9 and HMGB1 in the severe intracranial
hemorrhage group were all higher than those in the mild intracranial hemorrhage group. The difference was sta⁃
tistically significant（P<0.05）. ROC curve analysis showed that the sensitivity，positive predictive value and
negative predictive value of MMD detected by VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9 and HMGB1 levels were all higher than
those detected by single test（P<0.05）. Spearman correlation analysis showed that serum VEGF，SDF⁃1 and
MMP⁃9 levels were positively correlated with HMGB1（P<0.05）. Conclusion Serum levels of VEGF，SDF⁃1，
MMP⁃9 and HMGB1 are closely related to the occurrence and development of MMD，and may be an important
mechanism causing intracranial hemorrhage.

［KEY WORDS］ Moyamoya disease；Intracranial hemorrhage；Vascular endothelial growth factor；Che⁃
mokine⁃1；Matrix metalloproteinase⁃9；High mobility group 1

烟雾病（moyamoya diaease，MMD）是以双侧

颈内动脉及主要侧支内膜缓慢增厚，动脉管腔逐

渐狭窄致闭塞，并伴有狭窄异常血管网形成为特

征的脑底异常血管网病［1］。临床表现为短暂性脑

缺血发作、脑梗死及自发性颅内出血，可导致颅内

出血。随着我国 MMD 发病率逐渐升高，MMD 患

者颅内出血也随之升高，严重危及患者生命安全，

故早期评估患者病情并给予积极治疗对改善患者

预后至关重要［2］。基质金属蛋白酶 ⁃ 9（matrix
metalloteinase⁃9，MMP⁃9）属于基质金属蛋白酶超

家族成员中明胶酶一种，可降解多种细胞外基质

成份，在受损血管和炎性细胞中呈高表达［3］。血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）是一种糖蛋白，可促进MMP表达和新生血

管形成，保护和营养神经［4］。基质细胞衍生因子⁃1
（stromal cell⁃derived factor 1，SDF⁃1）是近年来新发

现的炎症趋化因子，可促进细胞增殖、迁移、分化及

损伤血管内皮的修复［5］。而高迁移率族蛋白 ⁃1
（high mobility group protein，HMGB1）是一种参与

集体炎性反应的蛋白，与脑出血后疾病进展具有一

定的相关性［6］。近年来研究表明，血清VEGF、SDF⁃1、
MMP⁃9 和 HMGB1 水平与 MMD 发生发展密切相

关［7］。本研究分析血清 VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9 和

HMGB1 水平与 MMD 患者颅内出血的关系，旨在

为临床诊断和治疗提供参考，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 2月至 2020年 2月本院收治的 90
例 MMD 患者为研究对象，纳入标准：①均符合

MMD 诊断标准，并经影像学证实为双侧颈内动脉

或大动脉或大脑中动脉起始部分狭窄或闭塞，且伴

有脑底部异常血管网形成［8］；②年龄：18~60 岁；排

除标准：①严重肝肾功能不全者；②合并自身免疫

系统疾病及恶性肿瘤者；③动脉粥样硬化及其他

各种继发因素所致的血管闭塞或狭窄；④并发急

性炎症、脑膜炎及脑放疗术后者。根据有无出血

分为出血组（n=50）和无出血组组（n=40），并根据

超声检查结果将颅内出血患者分为轻度颅内出血

组（n=32）和重度颅内出血组（n=18），同时选取同

期于本院进行体检的 40 例健康者作为对照组。

本研究经过本院医学伦理委员会批准，受试者签

署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 临床资料

记录两组性别、年龄、病程、高血压、糖尿病及

吸烟史。

1.2.2 血清 VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9 和 HMGB1 水

平测定

取患者晨起空腹静脉血 5 mL，保存于 EDTA
抗凝管中，在 3 000 r/min 下离心 10 min，进行离心

沉淀细胞，分离上清液后置于-80℃冰箱保存，采

用酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosor⁃
bent assay，ELISA）法 测 定 血 清 VEGF、SDF ⁃ 1、
MMP⁃9和HMGB1水平。

1.3 观察指标

①对比出血组、无出血组及对照组的性别、年

龄、病程、高血压、糖尿病、吸烟史及血清 VEGF、
SDF⁃1、MMP⁃9 和 HMGB1 水平；②对比轻度颅内

出血组和重度颅内出血组血清 VEGF、SDF⁃1、
MMP⁃9和HMGB1水平；③分析血清VEGF、SDF⁃1、
MMP⁃9与HMGB1的相关性。
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1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，计量资料

以（x ± s）表示，两组间比较行 t检验，呈正态分布各

变量间相关性采用 Spearman 相关分析、以相关系

数 r表示两资料间的相关性，P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 3组临床资料比较

出血组、无出血组及对照组的性别、年龄、

病程、高血压、糖尿病及吸烟史比较差异无统计学

意义（P>0.05）。见表 1。

组别

出血组
无出血组
对照组
F/t/c2值
P值

n
50
40
40

男/女
30/20
24/16
23/17
0.072
0.965

年龄

37.65±6.04
35.98±5.88
36.29±5.94

1.021
0.363

病程

12.53±2.84
13.17±2.87

-
1.057
0.297

高血压

8（16.00）
7（17.50）
5（12.50）
0.408
0.816

糖尿病

4（8.00）
5（12.50）
3（7.50）
0.744
0.689

吸烟史

13（26.00）
12（30.00）
10（25.00）

0.289
0.865

表 1 3组临床资料比较［n（%），x ± s］

Table 1 Comparison of clinical data of the 3 groups［n（%），x ± s］

2.2 3 组血清 VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9 和 HMGB1
水平比较

3 组血清 VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9 和 HMGB1 水

平比较结果：出血组>无出血>对照组，差异有统计

学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 轻度颅内出血组和重度颅内出血组血清

VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水平比较

重度颅内出血组血清 VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9
和HMGB1水平均高于轻度颅内出血组，差异具有

统计学意义（P<0.05）。见表 3。

组别

出血组
无出血组
对照组
F值
P值

n
50
40
40

VEGF（pg/mL）
414.58±22.39ab

324.79±16.23b

63.37±8.26
4850.845
0.000

SDF⁃1（pg/mL）
217.56±22.48ab

118.95±16.04b

67.79±8.11
895.540
0.000

MMP⁃9（ng/mL）
563.28±30.44ab

414.20±25.69b

251.14±20.35
1577.160
0.000

HMGB1（ng/mL）
20.14±3.10ab

11.27±2.55b

3.85±1.06
493.461
0.000

表 2 血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9 and HMGB1（x ± s）

注：与无出血组比较，aP<0.05；与对照组比较，bP<0.05。

组别

重度颅内出血组
轻度颅内出血组

t值
P值

n
18
32

VEGF（pg/mL）
408.26±20.39
384.50±15.96

4.567
0.000

SDF⁃1（pg/mL）
204.11±19.85
175.24±15.08

5.790
0.000

MMP⁃9（ng/mL）
554.37±26.08
490.22±17.95

10.276
0.000

HMGB1（ng/mL）
13.96±3.78
10.21±2.44

4.265
0.000

表 3 轻度颅内出血组和重度颅内出血组血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水平（x ± s）

Table 3 Serum VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9 and HMGB1 levels in the mild and severe intracranial hemorrhage groups（x ± s）

2.4 血 VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9 和 HMGB1 水平对

MMD预测效能参数及ROC曲线分析

ROC曲线分析显示，VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和

HMGB1 水平联合检测 MMD 的敏感度、阳性预测

值及阴性预测值均高于单独检测差异有统计学意

义（P<0.05）。见表 4和图 1。
2.5 血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9与HMGB1的相关性

Spearman 相关分析显示，血清 VEGF⁃C（r=
0.381，P=0.012）、SDF⁃1（r=0.377，P=0.010）、MMP⁃9

水平（r=0.358，P=0.002）与 HMGB1 呈正相关性。

见图 2。

3 讨论

近年来，MMD颅内出血发病率逐渐呈上升趋

势，且其致残率和死亡率较高，严重威胁患者生命

安全。多数研究表明，MMD是一种多基因遗传性

疾病，且炎症、免疫反应、细胞因子分泌异常及内

皮细胞改变与 MMD 发生、发展密切相关［9 ⁃ 10］。
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指标

VEGF
SDF⁃1
MMP⁃9
HMGB1

VEGF+SDF⁃1+MMP⁃9+HMGB1

AUC
0.753
0.682
0.597
0.640
0.868

95%CI
0.619~0.888
0.533~0.830
0.437~0.756
0.482~0.798
0.760~0.997

敏感度（%）

84.76
80.63
74.56
77.45
95.68

特异度（%）

67.00
64.28
57.82
60.46
81.23

阳性预测值（%）

82.33
78.26
72.55
77.85
85.86

阴性预测值（%）

80.15
75.82
68.54
75.76
83.27

表 4 血VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水平对MMD预测效能参数

Table 4 Blood VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9 and HMGB1 levels on MMD predictive performance parameters
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Figure 1 Analysis of blood VEGF，SDF⁃1，MMP⁃9 and
HMGB1 levels on ROC curves
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注：图A⁃C分别为血清VEGF、MMP⁃9以及 SDF⁃1水平与HMGB1

的相关性图示。

图 2 血清VEGF、MMP⁃9、SDF⁃1与HMGB1的相关性

Figure 2 Correlation between serum VEGF，MMP⁃9，
SDF⁃1 level and HMGB1z

MMD颅内出血可导致血肿发生并损伤脑组织，其

机制包括MMP激活、细胞因子和血管活性物质释

放等。同时研究表明，血清VEGF、MMP⁃9水平与

MMD颅内出血发生发展密切相关［11］。

MMP 是锌钙依赖性蛋白酶，可调节细胞外基

质降解和重塑。MMP⁃9 是 MMP 重要一员，是

92kD的胶原酶，可降解细胞外基质多种成分，在正

常脑组织内呈低表达，因其是构成血脑屏障的主

要成分，可保持血脑屏障的完整性，水解Ⅳ、Ⅴ型

胶原和细胞外基质成分可以导致血管壁损伤［12］。

VEGF是具有生物活性的糖蛋白，是由血管内皮生

长因子释放引起的，能够特异性促进内皮细胞增

殖，并参与血管生长及增加血管通透性，故在炎症

和缺血等生理病理中具有重要作用。VEGF 能够

刺激轴突生长并改善神经细胞存活，保护神经系

统；并可直接与中枢神经系统的神经元及胶质细

胞促进增殖和突触生长；可通过促进内皮细胞增

生诱导新生血管形成，从而改善微循环；同时可增

加血管通透性，在病理状态下可破坏血脑屏障，在

正常情况下，VEGF 在中枢神经中表达不高，在应

激反应条件下可诱导VEGF呈高表达［13⁃14］。SDF⁃1
是趋化蛋白，对内皮祖细胞的动员和脑缺血后局

部血管新生、骨髓源性和神经干祖细胞向损伤灶

的募集过程中具有重要作用，同时与受体 CXCR⁃4
结合形成 SDF⁃1/CXCR⁃4生物轴，并通过激活信号

通路表达于内皮细胞并诱导新生血管生成［15］。

HMGB1是非组蛋白染色体结合蛋白，主要存在于

真核细胞生物内，可参与细胞分化增殖及迁移和

炎性反应，度病情掌握和治疗具有重要意义［16］。

相关研究显示，MMD患者血清 TIMP、MMP⁃9
水平高于健康者［17］。而本研究也证实了这一观点

说明血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水平参

与MMD颅内出血患者的发生发展，可作为判断病

情进展的有效指标。分析其原因可能为：血清

VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水平过度降解血

管内皮外基质，使血脑屏障开放并增加渗透性，促

进中性粒细胞迁移加重炎性反应，从而破坏血管完

整性，致使血管壁薄弱，最终破裂出血。ROC曲线

分析进一步证实了，VEGF、SDF ⁃ 1、MMP ⁃ 9 和

HMGB1水平对MMD的检出率较高。与其他研究

不同的是，本研究为进一步分析不同程度颅内出血

患者血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9 和 HMGB1 水平，

结果提示血清VEGF、SDF⁃1、MMP⁃9和HMGB1水

平可判断颅内出血的严重程度，有利于为临床诊断

提供参考。Spearman 相关分析提示 HMGB1 水平

随 VEGF⁃C、SDF⁃1、MMP⁃9 水平上高。本研究存

在以下几点不：样本量较少，且纳入范围较小，将

在下一步研究扩大样本量并扩大范围。

综上所述，血清 VEGF、SDF ⁃ 1、MMP ⁃ 9 和

HMGB1 水平是 MMD 发生、发展的潜在因素，在

异常血管形成中具有重要作用，且血清 VEGF⁃C、

SDF⁃1、MMP⁃9 水平与 HMGB1 呈正相关性，其水

平呈高表达是引起MMD颅内出血的重要机制。
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AT⁃Ⅲ活性和 NT⁃proBNP检测联合 GRACE评分对
NSTE⁃ACS患者远期预后的评估价值

王丽显 1★ 柴博兰 1 杨颖博 1 王晓伟 2 张冬芹 3

［摘 要］ 目的 分析抗凝血酶（AT⁃Ⅲ）、N末端脑钠肽前体（NT⁃proBNP）检测联合全球急性冠状

动脉事件注册（GRACE）评分对非 ST段抬高性急性冠状动脉综合征（NSTE⁃ACS）患者远期预后的评估价

值。方法 选取 2017年 1月至 2018年 1月本院收治的 94例NSTE⁃ACS患者作为NSTE⁃ACS组，计算所

有NSTE⁃ACS患者GRACS评分，分为三个亚组［低危组（n=39）、中危组（n=34）和高危组（n=21）］。选取

同期因疑似冠心病而住院，并经冠状动脉造影术证实血管狭窄直径<50%、血流正常且临床资料完整的 60
例非冠心病者为对照组；比较NSTE⁃ACS组与对照组AT⁃Ⅲ活性、NT⁃proBNP水平差异，采用 ROC曲线

分析AT⁃Ⅲ活性、NT⁃proBNP水平、GRACE评分及三者联合对NSTE⁃ACS患者预后不良的预测价值，采

用 Logistic回归分析影响NSTE⁃ACS患者预后不良的危险因素。结果 NSTE⁃ACS组AT⁃Ⅲ活性低于对

照组，LgNT⁃proBNP 水平高于对照组，差异均具有统计学意义（P<0.05）。NSTE⁃ACS 三个亚组 AT⁃Ⅲ活

性比较：低危组>中危组>高危组，NT⁃proBNP水平比较：低危组<中危组<高危组，差异均具有统计学意义

（P<0.05）。截至随访结束，94例NSTE⁃ACS患者共 26例出现MACE，68例未出现MACE，预后不良率为

27.66%，分别将其分为MACE组及无MACE组。MACE组、无MACE组年龄、低密度脂蛋白胆固醇、左心

室射血分数、AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP 水平、GRACE 评分及吸烟之间比较差异具有统计学意义（P<
0.05）。左心室射血分数、AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP水平、GRACE评分为影响NSTE⁃ACS患者出现预后

不良的多因素（P<0.05）。各指标曲线下面积以联合检测最大。结论 AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP 水平、

GRACE评分为影响NSTE⁃ACS患者出现MACE的独立危险因素，联合检测三指标可作为预测患者预后

并发MACE的有效手段。

［关键词］ AT⁃Ⅲ活性；NT⁃proBNP；GRACE评分；非 ST段抬高急性冠脉综合征；远期预后

The value of AT ⁃Ⅲ activity，NT ⁃proBNP detection combined with GRACE
score in evaluating the long⁃term prognosis of NSTE⁃ACS patients
WANG Lixian1★，CHAI Bolan1，YANG Yingbo1，WANG Xiaowei 2，ZHANG Dongqin3

（1. Department of General Medicine，Baoding First Central Hospital，Baoding，Hebei，China，071028；
2. Department of Internal Medicine⁃Cardiovascular，Baoding First Central Hospital，Baoding，Hebei，China，
071028；3. Department of Geriatrics，Baoding First Central Hospital，Baoding，Hebei，China，071028）

［ABSTRACT］ Objective To analyze evaluation value of antithrombin（Antithrombin⁃Ⅲ，AT⁃Ⅲ），

N⁃terminal pro⁃brain natriuretic peptide（N⁃terminal pro⁃brain natriuretic peptide，NT⁃proBNP）detection com⁃
bined with the global registry of acute coronary events（GRACE）scores for the long⁃term prognosis of patients
with no ⁃ST⁃ segment alevation acute coronary syndrome（NSTE⁃ACS）. Methods The clinical data of 100
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NSTE⁃ACS patients admitted to our hospital from January 2015 to January 2018 were selected. In the end，94
patients who met all the inclusion and exclusion criteria were regarded as the NSTE⁃ACS group，and the GRACS
scores of all NSTE⁃ACS patients were calculated and they were divided into three subgroups［low⁃risk group（n=
39），intermediate⁃risk group（n=34）and high⁃risk group（n=21）］. 60 patients with suspected coronary heart dis⁃
ease who were hospitalized for suspected coronary heart disease and confirmed by coronary angiography as the
control group were 60 patients with normal blood flow and complete clinical data. The difference in AT⁃Ⅲ activi⁃
ty and NT⁃proBNP level between the NSTE⁃ACS group and the control group was compared，and the ROC curve
was used to analyze the AT⁃Ⅲ activity，NT⁃proBNP level，GRACE score and the predictive value of the combina⁃
tion of the them for the poor prognosis of NSTE⁃ACS patients. Logistic regression analysis was used to analyze the
risk factors affecting the poor prognosis of NSTE⁃ACS patients. Results The activity of AT⁃Ⅲ in the NSTE⁃
ACS group was lower than that in the control group，and the level of LgNT⁃proBNP was higher than that in the
control group，differences were statistically significant（P<0.05）. Comparison of AT⁃Ⅲ activity in the three sub⁃
groups of NSTE⁃ACS：low⁃risk group>medium⁃risk group>high⁃risk group，NT⁃proBNP level comparison：low⁃
risk group<medium⁃risk group<high⁃risk group，the differences were statistically significant（P<0.05）. As of the
end of the follow⁃up，a total of 26 cases of 94 NSTE⁃ACS patients had MACE，68 cases had no MACE，and the
prognosis rate was 27.66%. They were divided into MACE group and MACE⁃free group.There were statistically
significant differences in age，low⁃density lipoprotein cholesterol，left ventricular ejection fraction，AT⁃Ⅲ activi⁃
ty，LgNT⁃proBNP level，GRACE score and smoking between MACE group and MACE⁃free group（P<0.05）.
Left ventricular ejection fraction，AT⁃Ⅲ activity，LgNT⁃proBNP level，GRACE score are the multiple factors
that affect the poor prognosis of NSTE⁃ACS patients（P<0.05）. The area under the curve of the joint test index is
the largest. Conclusion The AT⁃Ⅲ activity and LgNT⁃proBNP level of NSTE⁃ACS patients are different from
those of patients without coronary heart disease. AT⁃Ⅲ activity，LgNT⁃proBNP level and GRACE score are inde⁃
pendent risk factors that affect MACE in patients with NSTE⁃ACS. Combined detection of the three indicators can
be used as an effective means to predict the prognostic concurrent MACE of patients.

［KEY WORDS］ AT⁃Ⅲ activity；NT⁃proBNP；GRACE score；No⁃ST⁃segment elevation acute coro⁃
nary syndrome；Long⁃term prognosis

非 ST 段抬高性急性冠状动脉综合征（no⁃ST⁃
segment alevation acute coronary syndrome，NSTE⁃
ACS）包括不稳定型心绞痛和急性非 ST 段抬高性

心肌梗死 ，近年来有研究发现，全球急性冠状动脉

事件注册（global registry of acute coronary events，
GRACE）评分依据临床病理的危险因素进行评分，

可有效预测患者治疗期间及之后 6个月、1年内主

要心血管不良事件（major Adverse cardiovascular
events，MACE）发生风险［1⁃3］。然而，随着临床实践

的开展，发现 GRACE 评分结果缺乏真实性，故寻

求新的危险因子提高 GRACE 评分对患者预后的

准确性成为临床关注重点［4⁃5］。近年来，N 末端脑

钠肽前体（N⁃terminal pro⁃brain natriuretic peptide，
NT⁃proBNP）、抗凝血酶（antithrombin⁃Ⅲ，AT⁃Ⅲ）

与 NSTE⁃ACS 的关系也引起临床关注［6］。本文就

AT⁃Ⅲ活性、NT⁃proBNP 检测联合 GRACE 评分对

NSTE⁃ACS患者远期预后的评估价值进行探究，现

报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 1 月至 2018 年 1 月本院收治的

94 例 NSTE⁃ACS 患者作为 NSTE⁃ACS 组。纳入

标准：①符合中华医学会 NSTE⁃ACS 诊断标准［7］；

②临床资料完整且真实者；排除标准：①既往有

心肌梗死、经皮冠状动脉介入治疗或冠状动脉旁

路移植术史者；②入院前长期口服他汀类药物治

疗者；③未经控制的恶性心律失常者；④甲状腺

或肾上腺功能紊乱者；⑤合并急性慢性感染性

疾病及恶性肿瘤患者；⑥合并严重肝肾疾病者；

⑦合并肺栓塞、下肢静脉血栓等血栓性疾病者。

计算所有NSTE⁃ACS患者GRACS评分，分为低危

组（n=39）、中危组（n=34）和高危组（n=21）。

选取同期因疑似冠心病而住院，并经冠状动脉

造影术证实血管狭窄直径<50%、血流正常且临床

资料完整的 60 例非冠心病者为对照组。NSTE⁃
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ACS 组与对照组性别、年龄等一般资料比较差异

无统计学意义，具有可比性（P>0.05）。本研究经

医院伦理委员会批准，受试者签署知情同意书。

1.2 研究方法

1.2.1 AT⁃Ⅲ活性测定

均于入院后次日抽取所有研究对象空腹静脉

血 5 mL，离心（3 000 r/min，15 min）分离血浆，使用

日本 Sysmex 公司生产的 Sysmex CA1500 自动血

凝仪进行检测。

1.2.2 NT⁃proBNP水平测定

均于入院后次日取所有研究对象空腹静脉血

3mL，离心（3 000 r/min，10 min）取血清，使用美国

罗氏公司Co⁃bas6000 E601全自动免疫发光分析仪

进行检测。并将NT⁃proBNP转化为符合正态分布

的血浆N末端脑钠肽前体的对数值 lgNT⁃proBNP。
1.2.3 GRACE 评分计算方法

根据患者年龄、入院时心率、收缩压、肌酐、

Killip分级、院前有无心脏骤停、心电图有无 ST 段

偏移及心肌标志物是否增高等 8 项指标，利用

GRACE 评分表对入选的 NSTE⁃ACS 患者进行风

险评估，其评分结果由 GRACE 评分计算器算出，

根据评分结果分为低危患者：≤108分、中危患者：

109~140 分、高危患者：>140 分。

1.2.4 其他相关检测指标测定

甘油三酯、高密度脂蛋白胆固醇、总胆固醇、

低密度脂蛋白胆固醇、左心室射血分数等指标与

上述指标同时测定。

1.3 随访及预后

随访时间为 2年，截止至 2020年 1月 31日。所

有研究对象均需完成门诊和电话随访，并调查其第

二次住院资料。随访中，如患者有典型胸痛症状或

缺血证据，立刻行CAG检查。NSTE⁃ACS患者预后

良好是指在观察终点（12 个月）未发生MACE；NSTE
⁃ACS患者预后不良是指在观察期间发生MACE［8］。

1.4 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，两组间比较行 t检验，多组间比较行

F 检验；计量资料以（x ± s）表示，行 c2 检验；采用

ROC 曲线分析 AT ⁃Ⅲ活性、NT ⁃ proBNP 水平、

GRACE 评分及三者联合对 NSTE⁃ACS 患者预后

不良的预测价值，采用 Logistic 回归分析影响

NSTE⁃ACS患者预后不良的危险因素，P<0.05为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 2组患者AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP水平比较

NSTE⁃ACS 组 AT⁃Ⅲ活性低于对照组，LgNT⁃
proBNP 水平高于对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

2.2 3组AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP水平比较

三组 AT⁃Ⅲ活性比较：低危组>中危组>高危

组，NT⁃proBNP 水平比较：低危组<中危组<高危

组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 94例NSTE⁃ACS患者预后情况

截至随访结束，94 例 NSTE⁃ACS 患者共 26 例

出现MACE，预后不良率为 27.66%。

2.4 影响NSTE⁃ACS患者出现预后不良的单因素分析

MACE 组与无 MACE 组年龄、低密度脂蛋白

胆固醇、左心室射血分数、AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proB⁃
NP 水平、GRACE 评分及吸烟之间比较差异具有

统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.5 影响NSTE⁃ACS患者出现预后不良的多因素分析

左心室射血分数、AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP
水平、GRACE 评分为影响 NSTE⁃ACS 患者出现预

后不良的多因素（P<0.05）。见表 4。
2.6 AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP水平、GRACE评分

及三者联合对NSTE⁃ACS患者预后不良的预测价值

AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP水平、GRACE评分

及三者联合曲线下面积分别为 0.883、0.900、0.831、
0.997，各指标曲线下面积以联合检测最大。见图1。

组别

NSTE⁃ACS组
对照组
t值
P值

n
94
60
-
-

AT⁃Ⅲ（%）

90.37±13.41
96.87±13.85

2.896
0.004

LgNT⁃proBNP
2.83±0.56
1.65±0.44
13.819
<0.001

表 1 2组患者AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of at ⁃ Ⅲ activity and lgnt proBNP
level between the 2 groups（x ± s）

组别

低危组
中危组
高危组
F值
P值

n
39
34
21
-
-

AT⁃Ⅲ（%）

92.31±12.79
87.83±11.59
84.49±10.26

3.21
0.045

LgNT⁃proBNP
1.66±0.73
1.88±0.87
2.29±0.76

4.34
0.016

表 2 3组AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of at ⁃ Ⅲ activity and lgnt proBNP
level in 3 groups（x ± s）

·· 1724



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

因素

性别

年龄（岁）

BMI（kg/㎡）

高血压病史
糖尿病病史

甘油三酯（mmol/L）
高密度脂蛋白胆固醇（mmol/L）
低密度脂蛋白胆固醇（mmol/L）

总胆固醇（mmol/L）
左心室射血分数（%）

AT⁃Ⅲ（%）
LgNT⁃proBNP

GRACE评分（分）
吸烟

男
女
<60
≥60
>24
≤24
有
无
有
无

是
否

MACE组（n=26）
16（61.54）
10（38.46）
23（88.46）
3（11.54）
12（46.15）
14（53.85）
13（50.00）
13（50.00）
11（42.31）
15（57.69）
1.64±0.71
2.45±0.69
1.09±0.53
4.63±1.18

56.47±13.96
86.97±11.59
2.17±0.57

145.96±32.36
24（92.31）
2（7.69）

无MACE组（n=68）
40（58.82）
28（41.18）
27（39.71）
41（60.29）
31（45.59）
37（54.41）
36（52.94）
32（47.06）
29（42.65）
36（52.94）
1.71±0.69
2.37±0.65
1.41±0.65
4.71±1.15

63.81±12.58
93.67±12.83
1.45±0.39

111.15±27.38
27（39.71）
41（60.29）

c2/t值

0.058

17.957

0.002

0.065

0.040

0.437
0.525
2.240
0.300
2.454
2.324
6.999
5.239

20.969

P值

0.810

<0.001

0.961

0.798

0.841

0.664
0.601
0.028
0.765
0.016
0.022
<0.001
<0.001

<0.001

表 3 影响NSTE⁃ACS患者出现预后不良的单因素分析［n（%），x ± s］

Table 3 Univariate analysis of poor prognosis in NSTE⁃ACS patients［n（%），x ± s］

影响因素

年龄（≥60岁 vs <60岁）
低密度脂蛋白胆固醇（>3.37 mmol/L vs 2.07 ~ 3.37 mmol/L）

左心室射血分数（<50% vs 50%~70%）
AT⁃Ⅲ活性（正常 vs异常降低）

LgNT⁃proBNP水平（正常 vs异常升高）
GRACE评分（正常 vs异常降低）

吸烟（是 vs否）

回归系数

0.794
0.896
0.734
0.812
0.881
0.867
0.753

标准误

0.674
0.973
0.155
0.158
0.135
0.148
0.894

Wald /c2

4.596
4.416
4.268
4.165
4.269
4.378
4.324

OR
2.21
2.45
2.08
2.25
2.41
2.38
2.12

95%CI
0.59~8.29
0.36~16.50
1.54~2.82
1.65~3.07
1.85~3.14
1.78~3.18
0.37~12.25

P值

0.489
0.564
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.451

表 4 影响NSTE⁃ACS患者出现预后不良的多因素分析

Table 4 Multivariate analysis of poor prognosis in NSTE⁃ACS patients

3 讨论

NSTE⁃ACS作为一种复杂的多因素疾病，是获

得性和遗传性的危险因素均参与的疾病［9⁃10］。自

Framingham心脏研究首次提出心血管疾病的危险

因素，各种ACS危险评分系统相继出现，其中就包

含GRACE评分系统［11⁃12］。研究显示，GRACE评分

可准确预测 ACS 患者院内及远期发生 MACE 的

几率，对预测远期死亡率也有一定价值［13］。

NSTE⁃ACS常由动脉粥样硬化斑块破裂、血小

板粘附聚集、凝血因子激活和血栓形成引起的冠状

动脉不完全阻塞所致［14］。正常情况下，凝血和纤溶

系统处于动态平衡状态，对体内血液经常保持液体

状态与管道畅通起着重要的作用［15］。当机体处于

高凝状态时，血栓形成的几率大大增加。而AT⁃Ⅲ
则是人体血浆生理性抑制物中重要的抗凝物，即可

抑制凝血酶，又可抑制其他凝血因子的活性，从而

发挥抗凝作用。Kolluri 等［16］研究发现 NSTE⁃ACS
患者体内 AT⁃Ⅲ活性较非冠心病人群偏低，且在中

高危人群AT⁃Ⅲ活性下降更为明显，这与本研究结

曲线来源
AT⁃Ⅲ
LgNT⁃proBNP
GRACE评分
三者联合检测
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

图 1 AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP水平、 GRACE评分及

三者联合对NSTE⁃ACS患者预后不良的预测价值

Figure 1 The predictive value of at ⁃ Ⅲ activity，lgnt
proBNP level，grace score and their combination on

poor prognosis of NSTE⁃ACS patients

·· 1725



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

果相似，说明随着冠状动脉病变加重，机体内 AT⁃
Ⅲ消耗越多。

BNP是由心肌细胞合成的具有生物学活性的

天然激素，故血浆 NT⁃proBNP 主要来源为心肌细

胞。研究发现，NT⁃proBNP 不仅具有排钠、利尿、

舒张血管的作用，还可拮抗肾素⁃血管紧张素⁃醛固

酮系统和交感神经系统，在 ACS 病程中发挥重要

作用［17⁃18］。此外，近年来研究发现，NT⁃proBNP 对

于患者心脏MACE事件的预测价值与现有各种风

险模型指标相似，例如：年龄、心率、心电图是否有

ST段压低、心肌酶是否升高等。本研究发现，这与

本研究结果相似，证明了其与 NT⁃proBNP 患者病

情发展关系密切。

Logistic 回归分析结果显示发现 AT⁃Ⅲ活性、

LgNT⁃proBNP 水平、GRACE 评分对 NSTE⁃ACS 患

者发生MACE具有良好的预测价值；而 ROC曲线

分析则进一步提示联合检测三指标可作为预测患

者预后并发MACE的有效手段。

综上，NSTE⁃ACS患者AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP
水平异于非冠心病人群；AT⁃Ⅲ活性、LgNT⁃proBNP
水平、GRACE 评分为影响 NSTE⁃ACS 患者出现

MACE的独立危险因素，联合检测三指标可作为预

测患者预后并发MACE的有效手段。
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白内障患者NOS、DPP及TFAR19蛋白的表达及临床
意义

张红振 1 王二丽 2 朱乐如 3★

［摘 要］ 目的 分析白内障患者一氧化氮合酶（NOS）、二肽基肽酶（DPP）及凋亡相关蛋白 19
（TFAR19）的表达及临床意义。方法 选取 2017年 5月至 2018年 5月本院收治的 64例白内障患者作为

观察组，以患者病变周围巩膜正常组织为对照组。对比观察组与对照组NOS水平及DPP、TFAR19表达

情况，分析NOS、DPP、TFAR19的表达与白内障患者临床特征的关系，采用 Logistic回归模型分析影响患

者术后视力预后的独立危险因素。结果 观察组 NOS 水平高于对照组，DPP 及 TFAR19阳性表达率显

著高于对照组，差异均具有统计学意义（P<0.05）。NOS、DPP及 TFAR19的表达与白内障患者年龄呈显

著正相关（P<0.05），与患者性别、不同类型、合并糖尿病、合并高血压之间无显著相关性（P>0.05）。性

别、不同类型、合并高血压为非影响白内障患者术后视力预后的单因素（P>0.05）；年龄、合并糖尿病、

NOS、DPP、TFAR19 为影响患者术后矫正视力预后的单因素（P<0.05）。选取有条件的单因素经非条件

多因素 Logistic 回归模型进一步分析，得出：年龄（≧65 岁）、NOS 表达（高水平）、DPP 表达（阳性）、

TFAR19 表达（阳性）影响白内障患者术后视力预后的独立危险因素（P<0.05）。结论 NOS、DPP、
TFAR19在白内障患者中呈高表达，NOS、DPP、TFAR19的表达与患者年龄之间有密切联系，上述指标表

达过高会影响患者手术矫正视力预后。

［关键词］ 白内障；一氧化氮合酶；二肽基肽酶；TFAR19蛋白

Expression and clinical significance of NOS，DPP and TFAR19 in patients with
cataract
ZHANG Hongzhen1，WANG Erli 2，ZHU Leru3★

（1. Department of Ophthalmology，the First People􀆳s Hospital of Aksu，Aksu，Xinjiang，China，843000；
2. Department of Ophthalmology，People􀆳s Hospital of Zepu County，Kashgar，Xinjiang，China，844800；
3. Department of Ophthalmology，the First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University，Wenzhou，
Zhejiang，China，325000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expression and clinical significance of nitric oxide synthase
（NOS），dipeptidyl peptidase（DPP）and Apoptosis⁃associated protein 19（TFAR19）in patients with cataract.
Methods 64 patients with cataracts admitted to our hospital from May 2017 to May 2018 were selected as the
observation group，and the normal sclera tissue around the disease was selected as the control group. The NOS
level and the expression of DPP and TFAR19 between the observation group and the control group were com⁃
pared，and the relationship between the expression of NOS，DPP，and TFAR19 and the clinical characteristics
of cataract patients was analyzed. Logistic regression model was used to analyze the independent risk factors that
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affect the prognosis of postoperative visual acuity of patients. Results The NOS level of the observation group
was higher than that of the healthy group，and the positive expression rate of DPP and TFAR19 was significant⁃
ly higher than that of the control group（P<0.05）. The expression of NOS，DPP and TFAR19 was closely relat⁃
ed to the age of patients with cataract（P<0.05），and was no significant correlation with the gender，different
types，combined diabetes，and high blood pressure（P>0.05）. Gender，different types，and combined hyperten⁃
sion are not the single factors that affect the prognosis of postoperative vision in patients with cataract（P>0.05）.
Age，combined diabetes，NOS，DPP，and TFAR19 are the single factors affecting the prognosis of patients
with postoperative corrected vision（P<0.05）. The conditional single factor was selected and further analyzed by
the unconditional multivariate logistic regression model，and it showed that age（≧65 years），NOS expression
（high level），DPP expression（positive），TFAR19 expression（positive）affects are independent risk factors
that affect the prognosis of postoperative vision in patients with cataract（P<0.05）. Conclusion NOS，DPP，
and TFAR19 are highly expressed in patients with cataract. The expression of NOS，DPP，and TFAR19 is close⁃
ly related to the patient􀆳s age. Excessive expression of the above indicators will affect the prognosis of corrected
visual acuity after surgery of patients.

［KEY WORDS］ Cataract；Nitric oxide synthase；Dipeptidyl peptidase；TFAR19 protein

白内障为世界致盲疾病之首，随着我国人口

老龄化加剧，白内障患病率逐年升高。如何防治

白内障，保护白内障按患者视力成为眼科医生研

究的热点。既往研究表明，自由基氧化损伤会加

重晶状体氧化损伤程度，但其对白内障患者影响

的相关研究结果尚未完善［1 ⁃2］。二肽基肽酶（DI⁃
PEPTIDYL peptidase，DPP）在细胞死亡及蛋白降

解中发挥重要作用，有学者研究指出先天性白内

障大鼠晶状体中DPP的表达会明显高于正常对照

组大鼠，且晶状体浑浊程度更高［3］。凋亡相关蛋白

19（apoptosis⁃associated protein19，TFAR19）已被较

多学者证实与细胞凋亡关系密切，但其与白内障

发病机制之间的关系鲜有报道［4⁃5］。本研究将深入

探讨白内障患者外周血中 NOS、DPP 及 TFAR19
蛋白的表达情况及临床意义，为临床诊治白内障

提供理论依据。现研究报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 5月至 2018年 5月本院收治的 64
例白内障患者的临床资料进行整理、分析。纳入

标准：①均为初次确诊为白内障的患者，年龄在

52~78岁之间；②纳入研究之前未进行白内障摘除

术或其他药物治疗；③均在入院后行白内障囊外

摘切除术。排除标准：①合并青光眼、高度近视、

眼外伤等其他眼部疾病者；②代谢性白内障、过

熟期白内障患者；③糖尿病病程长达 5年的患者；

④精神障碍无法配合治疗者。

根据纳入排除标准，本研究最终纳入符合标

准的 64例白内患者设为观察组。其中男 38例，女

26 例；平均年龄（60.41±2.58）岁；皮质性白内障 26
例，核性白内障 20例，后囊下性白内障 18例，健康

组中男 34 例，女 30 例，平均年龄（60.21±2.47）岁。

另选上述患者除去病变部位外的正常组织为对照

组。本研究经本院医学伦理委员会批准，患者知

情并签署同意书。

1.2 方法

两组均于入院或次日清晨空腹抽取静脉血 4
mL，4℃保存，自然凝固后以 3 000 r/min 离心 10
min，分离血清标本，-20℃冰箱保存备用。以酶联

免疫吸附法检测血清中NOS水平。试剂盒由上海

江莱食物科技有限公司提供，检测仪器为美国产

的 ELX808酶标仪。

以免疫组化化学 SP 染色测定 DPP、TFAR19
蛋白水平，兔抗人多克隆抗体 DPP 及 TFAR19 由

美国 Beckman Coulter 公司提供。将摘除眼球后极

部巩膜组织常规石蜡切片，梯度水化，抑制内源性

过氧化物酶修复，4℃室温孵育过夜，PBS 洗涤，滴

加辣根过氧化物酶标记物，PBS 洗涤，DAB 显色，

苏木精复染，乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封

固。显微镜下观察DPP、TFAR19。
1.3 判断标准

DPP及 TFAR19蛋白阳性判断标准［6］：肿瘤细

胞胞质或细胞核中出现棕黄色或棕褐色颗粒。阳

性细胞占比：0 分（无阳性，无色）；小于 30.00%（1
分，淡黄色）；大于等于 30.00%（2分，棕黄色），3分
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（棕褐色）。阳性细胞所占百分比小于 26%为 1分，

阳性细胞所占百分比 26%~50%为 2 分，阳性细胞

所占百分比 51%~75%为 3 分，阳性细胞壁大于

75%为 4 分；根据两者相乘结果进行评判：小于 3
分（-）、3分（+）、4分（++）、5分（+++）。阳性率=阳
性例数/总例数×100%。

1.4 观察指标

①对比观察组与对照组血清NOS水平及DPP、
TFAR19 蛋白表达情况，并分析白内障组 NOS、
DPP、TFAR19 的表达与患者临床特征之间的关

系。②观察患者术后视力恢复情况，以术后 3个月

视力结果为标准，依据视功能问卷（visual function，
VF）［7］评估患者术后视力恢复情况。该问卷包括

主观视觉、周边视野、视觉适应、立体视觉 4 个指

征，依据患者主观感觉从无困难到严重困难分为 4

级，得分 1~4 分，总分 0~100 分。视力正常或接近

正常：VF 评分大于等于 60 分；视力损伤：VF 评分

在 60分以下。

1.5 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；影响患者视力预后的相关因素采用非

条件单因素和多因素 Logistic回归分析；以 P<0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 NOS、DPP及TFAR19在两组中的表达情况比较

观察组NOS水平、DPP及TFAR19阳性表达率

明显高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见

表 1、图 1。

组别

观察组
对照组
t/c2值
P值

n

64
64

NOS（ng/mL）

1.58±0.30
1.23±0.22

7.526
0.001

DPP
阳性

46（71.88）
14（21.87）

32.125
0.001

阴性

18（28.12）
50（78.13）

TFAR19
阳性

40（62.50）
18（28.12）

15.259
0.001

阴性

24（37.50）
46（71.88）

表 1 NOS、DPP及 TFAR19在两组中的表达情况［（n）%，（x ± s）］

Table 1 Comparison the expressions of NOS，DPP and TFAR19 in the two groups［（n）%，（x ± s）］

AA BB CC DD

注：A：观察组 TFAR19阳性表达；B：观察组DPP阳性表达；C：观察组 TFAR19阴性表达；D：观察组DPP阴性表达。

图 1 免疫组化染色图（SP，×500）
Figure 1 Immunohistochemical staining（SP，×500）

2.2 NOS、DPP及TFAR19表达与白内障患者临床

特征的相关性

NOS、DPP及 TFAR19的表达与白内障患者年

龄呈显著正相关（P<0.05），与患者性别、不同类型、

合并糖尿病、合并高血压之间无显著相关性（P>
0.05）。见表 2。
2.3 影响白内障患者术后矫正视力预后的单因素分析

通过分析影响白内障患者术后矫正视力预

影响因素

年龄（≧65岁 vs <65岁）
合并糖尿病（是 vs否）

NOS表达（高水平 vs低水平）
DPP表达（阳性 vs阴性）

TFAR19表达（阳性 vs阴性）

回归系数

1.238
0.987
1.149
1.201
1.230

标准误

0.578
0.757
0.453
0.439
0.561

Wald/c2

9.567
4.120
10.257
10.685
9.104

RR
3.449
2.683
3.155
3.643
3.421

95%CI
1.111~107

0.609~11.831
1.9998~4.983
1.406~7.857
1.139~10.273

P值

0.028
0.667
0.010
0.005
0.034

表 2 NOS、DPP及 TFAR19表达与白内障患者临床特征的相关性

Table 2 Correlation between expression of NOS，DPP and TFAR19 and clinical features of cataract patients

·· 1729



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

因素

性别

年龄

不同类型

合并糖尿病

合并高血压

NOS表达

DPP表达

TFAR19表达

男
女
≧65
<65

皮质性
核性

后囊下性
是
否
是
否

高水平
低水平
阳性
阴性
阳性
阴性

n

38
23
34
30
26
20
18
36
28
30
34
44
20
46
18
40
24

视力正常或
接近正常
（n=30）

16
14
10
20
10
11
9
10
20
14
16
12
18
16
14
6
18

视力
损伤

（n=34）
22
12
24
10
16
9
9
26
8
16
18
32
2
30
4
28
6

c2值

0.855

8.883

3.439

12.051

0.001

21.726

9.604

19.078

P值

0.355

0.003

0.064

0.001

0.975

0.001

0.002

0.001

表 3 影响白内障患者术后矫正视力预后的单因素分析

Table 3 univariate analysis on the prognosis of
postoperative corrected visual acuity in cataract patients

年龄（岁）

性别（例）

不同类型

合并糖尿病

合并高血压

病理
参数

≥65
<65
男
女

皮质性
核性

后囊下性
是
否
是
否

n

34
30
38
26
26
20
18
36
28
30
34

NOS
高水平
（n=44）

30
14
26
18
16
14
14
24
20
22
22

低水平
（n=20）

4
16
12
8
10
6
4
12
8
8
12

c2值

12.818

0.005

1.939

0.166

0.552

P值

0.001

0.945

0.164

0.683

0.457

DPP
阳性

（n=46）
30
16
28
18
14
18
14
28
18
20
26

阴性
（n=18）

4
14
10
8
12
2
4
8
10
10
8

c2值

9.604

0.151

0.051

1.418

0.022

P值

0.002

0.697

0.822

0.234

0.883

TFAR19
阳性

（n=40）
30
10
24
16
14
12
14
20
20
18
22

阴性
（n=24）

4
20
14
10
12
8
4
18
8
12
12

c2值

20.497

0.017

1.399

2.386

0.151

P值

0.001

0.895

0.237

0.122

0.698

表 4 影响白内障患者术后视力预后的多因素分析

Table 4 multivariate analysis of visual acuity prognosis in cataract patients

后的单因素，发现：性别、不同类型、合并高血压

为非影响白内障患者术后视力预后的单因素

（P>0.05）；年龄、合并糖尿病、NOS、DPP、TFAR19
为影响患者术后矫正视力预后的单因素（P<
0.05）。见表 3。

2.4 影响白内障患者术后视力预后的多因素分析

选取有条件的单因素经非条件多因素 Logistic
回归模型进一步分析，得出：年龄（≧65 岁）、NOS
表达（高水平）、DPP表达（阳性）、TFAR19表达（阳

性）影响白内障患者术后视力预后的独立危险因

素（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

白内障为老化、遗传、环境等因素引起的晶状

体代谢紊乱，晶状体蛋白变形而变浑浊，严重影响

患者的视力，该病的发生及发展的确切机制至今尚

未明确。相关研究结果表明，白内障的发生与晶状

体氧化损伤之间联系密切，其中以自由基对晶状体

的损伤最为严重［8］。但由于直接检测患者机体内的

自由基较为困难，NOS 为促进自由基合成的限速

酶，临床多采用检测 NOS 来间接反映自由基含

量［9］。本研究采用酶联免疫吸附法测定血清中

NOS，并使用免疫组化化学染色的方法检测 DPP、
TFAR19，分析其与患者临床特征及术后视力预后

之间的关系。

有学者研究报道NOS在眼部脉络膜、睫状体、

视网膜等各个组织均有表达，但正常生理情况下

呈低表达状态［10］。本研究结果显示，观察组 NOS
水平高于对照组，DPP及 TFAR19阳性表达率明显

高于对照组，这一研究结果与既往文献报道结果

相似［11］。既往文献报道，白内障患者晶状体中的

NOS表达会高于无眼部疾病者［12］。NOS参与正常

生理状态下自由基的合成，在机体处于病理状态

时，可受内毒素、白细胞介素⁃1 等介质刺激，产生

大量一氧化氮合酶，生成过量的自由基并发挥细

胞毒效应［13］。本研究结果进一步证实，白内障患

者NOS的过度表达与白内障病变相关。DPP是定

位于囊泡系统的细胞内溶酶体蛋白酶，早期有学

者报道，从猪、大鼠等动物的晶状体中检测出

DPP［14］。Herman 等［15］指出，DPP 存在于啮齿动物

的晶状体中。XU等［16］采用免疫组化染色法，检测

·· 1730



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

到 DPP 存在有睫状体无色素上皮细胞、晶状体上

皮细胞、晶状体纤维层等结构中，由此推测DPP的

表达与白内障的发生有关。TFAR19 是最早由北

京大学发现的一种与细胞凋亡关系密切的蛋白

质，存在于人体 50多种组织，是参与细胞凋亡和抑

制细胞生长过程的重要蛋白质。

本研究通过分析 NOS、DPP、TFAR19 与患者

临床特征的关系，发现年龄与白内障患者上述指

标的表达有显著相关性。考虑为年纪越大的患者

机体老化程度加速及局部营养障碍严重，会加大

白内障的发生几率，从而刺激 NOS、DPP、TFAR19
表达。但由于本研究已排除合并糖尿病病程长达

五年的患者，因此在本研究中合并糖尿病仅为影

响白内障患者手术矫正视力预后的单因素而非独

立危险因素，代谢性疾病对白内障患者术后视力

预后的影响还有待进一步深入研究。

综上所述，NOS、DPP、TFAR19 在白内障患者

中呈高表达，NOS、DPP、TFAR19 表达与患者年龄

有密切联系，上述指标表达过高会影响患者手术

矫正视力预后。但由于本研究纳入样本量较少，

且未进行其前瞻性研究，实验结果难免存在偏倚，

相关指标的表达与白内障发生、进展及预后的关

系尚需进一步研究。
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早期血液灌流在急性百草枯中毒患者中的应用效果
观察

焦文明 高永霞★ 胡德亮

［摘 要］ 目的 探究早期血液灌流对急性百草枯中毒患者血清肌酐（CREA）、尿酸（UA）、总胆

红素（TBIL）及血清炎症因子水平的影响。方法 2015 年 7 月至 2020 年 7 月本院收治急性百草枯中毒

患者 102例，非同期队列研究法分为对照组（采用综合救治方案治疗）、观察组（于对照组基础上联合早

期血液灌流治疗）各 51 例。比较两组疗效，观察治疗前后肝肾功能指标［血清肌酐（CREA）、总胆红素

（TBIL）、血清尿酸（UA）］、血清炎症因子［降钙素原（PCT）、超敏 C反应蛋白（hsCRP）］变化，随访两组 7
d 病死率及治疗前后序贯器官衰竭评分（SOFA）。结果 观察组治疗后总有效率明显高于对照组（P<
0.05）。与同组治疗前比较，治疗后两组 CREA、UA、TBIL、PCT、hsCRP 明显降低，且观察组低于对照组

（P<0.05）。观察组 7 d病死率明显于对照组（P<0.05），治疗后第 2、3、4天观察组 SOFA评分明显低于对

照组（P<0.05）。结论 早期血液灌流可有效提高急性百草枯中毒患者的临床治疗效果，对减轻肝肾功

能损害和炎症因子水平、降低短期病死率和改善预后等方面有明显作用，或可作为急性百草枯中毒患

者有效救治手段。

［关键词］ 急性百草枯中毒；早期血液灌流；CREA；UA；TBIL；炎症因子

Application effect of early hemoperfusion in patients with acute paraquat
poisoning
JIAO Wenming，GAO Yongxia★，HU Deliang
（Emergency ICU，The First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University/ Jiangsu Province Hospital，Nan⁃
jing，Jiangsu，China，210029）

［ABSTRACT］ Objective To explore the effects of early hemoperfusion on serum levels of creatinine
（CREA），uric acid（UA），total bilirubin（TBIL）and inflammatory factors in patients with acute paraquat poi⁃
soning. Methods Between July 2015 and July 2020，102 patients with acute paraquat poisoning were select⁃
ed and divided into the control group（comprehensive treatment plan）and the observation group（early hemoper⁃
fusion based on the treatment of control group）by random number table method，51 cases in each group. Thera⁃
peutic effects of the two groups were compared. Liver and kidney function indexes（CREA，TBIL，UA）and se⁃
rum inflammatory factors［Procalcitonin（PCT），high sensitivity C⁃reactive protein（hsCRP）］in both groups
were observed before and after treatment. The 7⁃day mortality rates and sequential organ failure assessment（SO⁃
FA）scores of the two groups were recorded. Results The total response rate in the observation group was sig⁃
nificantly higher than that in the control group（P<0.05）. After treatment，CREA，UA，TBIL，PCT and hsCRP
in both groups were significantly reduced，which were significantly lower in the observation group than in the
control group（P<0.05）. The 7⁃day mortality rate in the observation group was significantly lower than that in
the control group（P<0.05），and the SOFA scores were significantly lower than those of the control group on
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the 2nd，3rd and 4th day after treatment（P<0.05）. Conclusion Early hemoperfusion can effectively improve the
clinical effects of treatment for patients with acute paraquat poisoning. It has a significant effect on reducing liv⁃
er and kidney damage and inflammatory factor levels，reducing short⁃term mortality and improving prognosis.
It is expected to be an effective treatment for patients with acute paraquat poisoning.

［KEY WORDS］ Acute paraquat poisoning；Early hemoperfusion；CREA；UA；TBIL；Inflammatory
factor

百草枯为全球范围内第二大类除草剂，其可于

短期内致使患者多脏器功能障碍，多脏器损害伴微

循环障碍是引发患者早期死亡的重要因素［1］。百草

枯中毒病死率在 45%~90%，口服患者病死率>
90%［2］。急性百草枯中毒患者病情凶险、进展快速，

目前尚无特效解毒剂［3］。急性百草枯中毒患者常涉

及肝肾功能损害和炎症反应，血清肌酐（creatinine，
CREA）、尿酸（uric acid，UA）、总胆红素（total biliru⁃
bin，TBIL）为临床常见肝肾功能指标；降钙素原

（procalcitonin，PCT）、超敏 C 反应蛋白（high sensi⁃
tivity C⁃reactive protein，hsCRP）是导致机体损伤的

重要炎性介质。血液灌流可吸附并清除体内农药

已在国内达成共识［4］。研究显示，血液灌流可降低

急性百草枯中毒患者的病死率并改善患者预

后［5］。但关于早期血液灌流对急性百草枯中毒患

者 CREA、UA、TBIL 及血清炎症因子水平的影响

尚无统一定论，为此本文展开临床对照性研究，结

果报告如下：

1 资料与方法

1.1 一般资料

2015年 7月至 2020年 7月医院收治急性百草

枯中毒患者 102例。纳入标准：有患者本人或其他

知情者证实百草枯口服病史，服毒至入院时间<12
h；患者家属签署书面知情同意书；排除标准：妊娠

期或哺乳期妇女；合并重要脏器功能障碍；伴其他

物质中毒；合并恶性肿瘤；严重精神疾病；合并代谢

性疾病；文盲。随机数字表法分为对照组、观察组

各 51 例。对照组男 23 例、女 28 例，平均（39.24±
4.06）岁，服毒至入院时间平均（4.16±1.34）h，百草

枯口服剂量 10~45平均（22.20±2.87）mL；观察组男

24例、女 27例，平均年龄（39.68±4.08）岁，服毒至入

院时间 2~9 h，平均（4.121±1.38）h，百草枯口服剂量

10~42 mL，平均（22.69±2.99）mL；两组一般资料比

较差异无统计学意义（P>0.05）。本研究征得本院

医学伦理委员会批准。

1.2 研究方法

1.2.1 对照组

接受综合救治方案治疗，包含洗胃、导泻和补

液利尿、抗感染、维持电解质酸碱平衡、维生素 C
及对症支持治疗等。

1.2.2 观察组

在对照组基础上联合早期血液灌流治疗，一次

性树脂血液灌流器（型号为HA⁃330，珠海健帆生物

科技股份有限公司）行血液灌流治疗。开机进入自

检模式，选血液灌流模式，管路安装后，与原连续性

静脉⁃静脉血液透析滤过模式相同，将灌流器内原液

丢弃、连接灌流器动静脉端，将废液短管连接至静脉

端，打开夹子，置换液管连接在滤器前端，与连续性

静脉⁃静脉血液透析滤过模式保持一致，将静脉端连

接Y形管与预充液相连，置换液绿色端则连接一袋

置换液，废液端连接废液袋，而后选择抗凝模式，选

择无抗凝模式，手动推肝素，进入预冲模式，9 min预

冲模式后、再按预冲模式，按血液回路按键反复预

冲，按要求预冲完毕。预冲顺序：管路连接后 500
mL 5%葡萄糖溶液预冲管路；3 000 mL 0.9%氯化钠+
100 mg肝素钠预冲管路，流速设置为 150 mL/min；
500 mL 0.9%氯化钠、100 mg肝素钠预冲管路，流速

设置为 100 mL/min；连接管路动、静脉端，闭路循环

18 min，流速设置为 50 mL/min，经中心静脉置管为

患者注射 0.6 mL（6 000 U）低分子肝素钙（首次、第

2 次、第 3 次、第 4 次分别注射 6 000、4 000、2 000、
0 U）；500 mL 0.9%氯化钠溶液冲洗管路后，连接血

液灌流器和中心静脉插管，血流速度由 150 mL/min
递增，血流速度上限 200 mL/min，灌流时间 120 min/
次，前两天2次/天，第三天开始1次/天，共进行7次。

1.3 分析指标

1.3.1 疗效评估［6］

显效：临床症状、体征消失，X线胸片检查（肺部

无渗出影，密度均匀，无肺实变影，无肺纤维化），血气

分析患者血氧饱和度正常，实验室检查患者血液生化

指标正常。有效：临床症状有所改善，但仍伴随
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轻微呼吸道症状，X 线胸片检查存在肺间质变

化，血氧饱和度基本正常，生化指标无异常。无

效：未达显效、有效标准，或病情加重或死亡。

1.3.2 两组肝肾功能指标比较

治疗前后采集两组患者肘部静脉血，离心分离

血清，AU5800型全自动生化仪（美国贝克曼库尔特

公司）检测CREA、TBIL，磷钨酸还原法检测UA。

1.3.3 血清炎症因子水平比较

治疗前、治疗结束后采集患者肘部静脉血，常

规离心分离血清后全自动生化分析仪检测 PCT、
hsCRP表达水平。

1.3.4 随访预后比较

治疗后通过电话或上门形式随访两组 7 d 病

死率、序贯器官衰竭评分（sequential organ failure
assessment，SOFA）［7］，SOFA评分评分越高预示预

后越差，在治疗前、治疗后 2、3、4天进行评分。

1.4 统计学处理

SPSS 20.0 统计软件进行统计分析，计数资料

采取 n（%）表示，行 c2检验，计量资料采用（x ± s）表

示，行 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组疗效比较

观察组治疗后总有效率高于对照组差异有统

计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 两组肝肾功能指标比较

与同组治疗前比较，治疗后两组 CREA、UA、

TBIL 明显降低，且观察组低于对照组（P<0.05）。

见表 2。

组别

观察组
对照组
t值
P值

n

51
51

CREA（μmol/L）
治疗前

342.34±34.21
342.29±33.92

0.007
0.994

治疗后

201.05±19.10
271.64±21.11

17.708
<0.001

UA（μmol/L）
治疗前

382.29±108.24
381.90±110.25

0.018
0.986

治疗后

181.01±19.13
201.88±21.19

5.221
<0.001

TBIL（μmol/L）
治疗前

18.53±2.27
18.50±2.26

0.067
0.947

治疗后

10.06±1.02
14.94±1.20

22.128
<0.001

表 2 两组肝肾功能指标比较（x ± s）

Table 2 Comparison of liver and kidney function indexes in 2 groups（x ± s）

组别

观察组
对照组
t值
P值

n

51
51

PCT（μg/L）
治疗前

3.23±0.46
3.20±0.50

0.315
0.753

治疗后

1.05±0.20
2.16±0.30
21.986
<0.001

hsCRP（mg/L）
治疗前

20.41±2.61
19.99±2.74

0.793
0.430

治疗后

6.51±1.01
11.46±1.28

21.681
<0.001

表 3 血清炎症因子水平（x ± s）

Table 3 Levels of serum inflammatory factors（x ± s）

组别

观察组
对照组
c2/t值
P值

n

51
51
-
-

7 d病死率

18（35.29）
28（54.90）

3.960
0.047

SOFA评分（分）

入院时

0.89±0.19
0.90±0.20

0.259
0.796

治疗后第 2天

3.21±1.32
4.32±1.44

4.058
<0.001

治疗后第 3天

7.64±1.76
10.68±1.64

9.025
<0.001

治疗后第 4天

10.64±2.62
13.64±2.79

5.598
<0.001

表 4 随访预后［n（%），（x ± s）］

Table 4 Follow⁃up prognosis［n（%），（x ± s）］

2.3 血清炎症因子水平

治疗后两组PCT、hsCRP较治疗前降低，且治疗后观

察组低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表3。
2.4 随访预后

观察组 7 d病死率低于对照组，治疗后第 2、3、
4 天观察组 SOFA 评分低于对照组差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

肝脏和肾脏功能损伤的出现是判断急性百草

枯中毒患者病情程度的可靠指标，肝肾损伤不仅

会增加多器官功能损伤的发生率，且与肺间质纤

维化形成密切相关，CREA、UA、TBIL 为临床常见

组别

观察组
对照组
c2值
P值

n
51
51
-
-

显效

18（35.29）
11（21.57）

有效

24（47.06）
22（43.34）

无效

9（17.65）
18（35.29）

总有效

42（82.35）
33（64.71）

4.080
0.043

表 1 两组疗效比较［n（%）］

Table 1 Comparion Therapeutic effects in 2 groups［n（%）］
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肝肾功能标志物［8］。研究证实百草枯中毒后早期

组织损伤存在炎症反应，PCT、hsCRP 为临床常见

炎症标志物，血清 PCT、hsCRP升高预示机体炎症

反应加剧，而炎症反应存在会刺激肺成纤维细胞增

殖、胶原合成及细胞外基质沉积，在肺纤维化中起

重要作用，引起多器官功能衰竭［9⁃10］。急性百草枯

中毒一旦救治不及时将引发多器官功能障碍综合

征，导致高病死率［11］。早期血液灌流是目前可快速

降低血液毒物浓度的一种有效方法，研究发现早期

血液灌流可有效改善急性百草枯中毒患者预后［12］。

本结果显示观察组总有效率明显高于对照组，

表明早期血液灌流可有效提高急性百草枯中毒患者

的临床疗效，与刘晓伟等［13］学者认为的早期血流灌

注可有效提高急性百草枯中毒患者临床治疗效果的

结论大体上相符。百草枯进入人体 10~15 h后将不

同程度蓄积于肺及其他组织中，一旦进入器官组织

将增加治疗难度。血液灌流对百草枯中毒患者有效

清除率约为 60%，国内外学者一致认为急性百草枯

中毒后应尽快施行血液灌流，对提高患者临床治疗

效果有积极意义［14⁃15］。本研究还显示治疗后观察组

CREA、UA、TBIL、PCT、hsCRP较对照组明显低，初

步证实了早期血液灌流治疗可有效保护急性百草枯

中毒患者肝肾功能，同时有效减轻机体炎症反应，对

防止多器官功能损害有益，与朱保月［16］、吴燕生等学

者［17］报告血液灌流可有效减轻急性百草枯中毒患者

肝肾功能损害、减轻炎症反应程度的观点相符。早

期血液灌流治疗可及时清除尚未与血浆蛋白结合百

草枯毒液，避免其在肺内蓄积而产生自由基，在减轻

机体炎症反应程度同时降低患者病死率。早期血流

灌流治疗原理：借助于广谱解毒效应的血液灌流器

将体内有害代谢物或外源性毒物彻底清除而达到解

毒的目的，早期血液灌流对降低机体百草枯血药浓

度和减少百草枯进入肺泡及有效减轻肺损伤有积极

意义，对降低患者短期病死率至为重要［18］。

综上所述，早期血液灌流在急性百草枯中毒

患者有明确应用效果，对提高患者临床疗效和改

善预后有积极意义，与其有效清除百草枯浓度、减

轻肝肾功能损害和机体炎症反应有关。但本研究

样本量小且随访时间短，未来还需进一步开展大

样本量多中心的研究。
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食管癌患者血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin表达与预
后的相关性

李敏 刘秀芬★ 陆靖雯

［摘 要］ 目的 探讨食管癌患者血清巨噬细胞炎性蛋白⁃3α（MIP⁃3α）、糖类抗原 125（CA125）、

Stathmin表达与病理特征及预后的相关性。方法 选取 2015年 1月至 2017年 3月本院收治的食管癌患者

102例（食管癌组），纳入健康体检者 102例为对照组。采集入组患者和健康体检者清晨空腹状态下的肘静

脉血 5 mL，用酶联免疫吸附法检测血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin水平。根据临床病理特征对 102例食管

癌患者进行分组，比较组间血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin水平差异性。102例患者均获得随访，随访截止

时间为 2020年 3月，记录患者生存情况，采取受试者工作曲线（ROC）和曲线下面积（AUC）分析血清MIP⁃
3α、CA125、Stathmin 对预后的预测价值，分析血清指标之间的相关性。结果 食管癌组血清 MIP⁃3α、

CA125、Stathmin 水平均高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。食管癌患者血清 MIP⁃3α、CA125、
Stathmin 表达与肿瘤最大径、临床分期、分化程度、浸润程度、局部淋巴结转移具有显著的关联性（P<
0.05）。102例患者 3年生存率为 39.22%（40/102）。死亡组血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin水平均高于存活

组，差异具有统计学意义（P<0.05）。3 项指标联合检测的 AUC 值为 0.974，明显高于单一指标检测（P<
0.05）；血清 MIP⁃3α、CA125、Stathmin 两两之间均呈显著正相关（r=0.428、0.479、0.449，P<0.05）。结论

食管癌患者血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin呈高表达，且与肿瘤最大径、临床分期、分化程度、浸润程度、局

部淋巴结转移具有显著的关联性，可用于评估病情进展情况，对患者预后判断也有较高的应用价值。

［关键词］ 食管癌；巨噬细胞炎性蛋白⁃3α；糖类抗原 125；Stathmin

Correlation between expressions of serum MIP⁃3α，CA125 and stathmin and
prognosis in patients with esophageal cancer
LI Min，LIU Xiufen★，LU Jingwen
（Department of Pathology，South Hospital of Shanghai Sixth People􀆳s Hospital，Shanghai，China，201499）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between the expressions of serum macrophage
inflammatory protein⁃3α（MIP⁃3α），carbohydrate antigen 125（CA125）and stathmin and pathological charac⁃
teristics and prognosis in patients with esophageal cancer. Methods A total of 102 patients with esophageal
cancer（esophageal cancer group）admitted to this hospital between January 2015 and March 2017 were select⁃
ed. 102 healthy subjects with physical examination were included as the control group. 5 mL of cubital venous
blood were collected from the enrolled patients and healthy subjects in the early morning on an empty stomach，
and the levels of serum MIP⁃3α，CA125，and stathmin were detected by enzyme⁃linked immunosorbent assay.
According to clinicopathological characteristics，102 patients with esophageal cancer were grouped. The levels
of serum MIP⁃3α，CA125，and stathmin were compared between the groups. All 102 patients were followed up.
The deadline for follow⁃up was March 2020. The survival status of the patients was recorded. The receiver oper⁃
ating characteristic curve（ROC）and area under the curve（AUC）were used to analyze the predictive value of
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食管癌在我国是一种较为常见的消化道恶性

肿瘤，流行病学调查表明，该疾病多发于经济欠发

达、居住条件差的地区，与饮食、卫生、环境等因素

存在一定的关联性［1］。早期食管癌经手术治疗后

5年生存率可达 70%，中晚期患者 5年生存率则不

到 20%［2］。现代研究认为，食管癌发病机制较为复

杂，在疾病形成过程中，某些生物活性物质存在

异常表达情况，可作为检测肿瘤的标志物应用于

临 床。糖类抗原 125（carbohydrate antigen 125，
CA125）是一种应用十分广泛的肿瘤相关抗原，对

消化道肿瘤是很好的检测指标［3］。巨噬细胞炎性

蛋白⁃3α（macrophage inflammatory protein⁃3α，MIP⁃
3α）作为一种趋化性细胞因子，其表达水平与肿瘤

进展、局部炎性细胞浸润等密切相关［4］。Stathmin
是近年来研究较多的一种微管解聚蛋白，对细胞

周期变化起到关键作用，在恶性肿瘤中过度表

达。本研究对血清 MIP⁃3α、CA125、Stathmin 水平

进行检测，分析其与病理特征、预后的相关性，旨

在探讨上述血清指标在食管癌患者治疗中的应用

价值，现报道如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取2015年1月至2017年3月本院收治的食管

癌患者 102例（食管癌组），其中男 71例，女 31例，

平均（58.62±13.47）岁。纳入标准：①均经病理检查

确诊为食管癌［5］；②均为初诊，入组前未接受手术、

放化疗或其他生物治疗；③均接受标准的食管癌根

治术治疗；④有完整的临床、病理及随访资料。

排除标准：①已出现远处转移者；②合并严重心、

脑、肾、肝疾病者；③合并全身免疫系统疾病者；

④妊娠或哺乳期妇女；⑤临床资料不全或未完成随

访者。选取同期健康体检者 102例为对照组，其中

男 66 例，女 36 例，平均（60.31±14.27）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。本研究经本院医学伦理委员会批准，受试者

签署知情同意书。

1.2 样本采集及检测方法

采集入组患者和健康体检者清晨空腹状态下

的肘静脉血 5 mL，以 3 000 r/min 的速度离心

10 min，取上层血清保存待检。用酶联免疫吸附法

检测血清 MIP⁃3α、CA125、Stathmin 水平，试剂盒

分别购自上海广锐生物科技有限公司、上海将来

实业股份有限公司、上海研生实业有限公司，严格

遵照说明书进行操作。

1.3 评价指标

①比较食管癌组与对照组血清 MIP ⁃ 3α、
CA125、Stathmin 水平。②比较两组血清 MIP⁃3α、
CA125、Stathmin 水平差异性。③随访方式为电话

或微信随访、门诊随访，随访截止时间为 2020年 3
月，记录患者生存情况，比较死亡组与存活组血清

MIP⁃3α、CA125、Stathmin水平差异性，分析上述指

标对预后的预测价值以及指标之间的相关性。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析。计数资

料以 n（%）表示，组间比较采用 c2检验；符合正态

分布的计量资料以（x ± s）表示，两组间比较采用

独立样本 t 检验，多组间比较采取单因素方差分

析；采取受试者工作曲线（ROC）和曲线下面积

（AUC）分析血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin 对预后

serum MIP⁃3α，CA125，and stathmin on prognosis，and the correlation among serum indicators was analyzed.
Results The levels of serum MIP⁃3α，CA125，and stathmin in the esophageal cancer group were higher than
those in the control group（P<0.05）. The expression of serum MIP⁃3α，CA125，and stathmin in patients with
esophageal cancer were significantly correlated with the maximum tumor diameter，clinical stage，differentiation
degree，invasion degree，and local lymph node metastasis（P<0.05）. The 3⁃year survival rate of 102 patients was
39.22%（40/102）. The AUC value of combined detection of the three indicators was 0.974，which was signifi⁃
cantly higher than that of single indicator detection（P<0.05）. Serum MIP⁃3α，CA125，and stathmin were signifi⁃
cantly positively correlated with each other（r=0.428，0.479，0.449，P<0.05）. Conclusion Serum MIP⁃3α，
CA125，and stathmin are highly expressed in patients with esophageal cancer，and they are significantly related
to the tumor􀆳s maximum diameter，clinical stage，degree of differentiation，degree of invasion，and local lymph
node metastasis，which can be used to assess the progression of the disease and judge the prognosis of patients.

［KEY WORDS］ Esophageal cancer；Macrophage inflammatory protein⁃3α；Carbohydrate antigen 125；
Stathmin
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的预测价值；血清指标之间的相关性分析采取

Pearson相关。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin水平比较

食管癌组血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin水平均

高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表1。

2.2 血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin表达与临床病

理特征的关系

食管癌患者血清 MIP⁃3α、CA125、Stathmin 表

达与肿瘤最大径、临床分期、分化程度、浸润程度、

局部淋巴结转移具有显著的关联性（P<0.05）。

见表 2。
2.3 死亡组与存活组血清 MIP⁃3α、CA125、Stath⁃
min水平比较

102 例患者 3 年生存率为 39.22%（40/102），

死亡组血清 MIP⁃3α、CA125、Stathmin 水平均高

于存活组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见

表 3。
2.4 食管癌患者血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin对

预后的预测价值分析

食管癌患者血清 MIP⁃3α、CA125、Stathmin 指

组别

食管癌组
对照组
t值
P值

n

102
102

MIP⁃3α
（ng/L）

32.43±6.60
10.05±3.57

30.122
<0.001

CA125
（U/mL）

42.90±12.06
15.31±4.15

21.848
<0.001

Stathmin
（ng/mL）
15.35±4.43
6.28±1.89
19.019
<0.001

表 1 两组血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of levels of serum MIP⁃3，CA125 and
Stathmin between 2 group（x ± s）

临床病理特征

性别

年龄（岁）

肿瘤最大径（cm）

病理类型

临床分期

分化程度

肿瘤部位

浸润程度

局部淋巴结转移

男
女
<55
≧55
<5
≧5
鳞癌
腺癌
Ⅰ、Ⅱ期
Ⅲ期
低分化
中分化
高分化
上段
中段
下段
肌层内
肌层外
有
无

n

71
31
25
77
45
57
81
21
63
39
32
39
31
29
33
40
66
36
62
40

MIP⁃3α
（ng/L）

32.87±6.44
31.44±6.96
33.05±5.21
32.23±7.01
30.96±5.72
33.59±7.05
32.29±6.96
32.96±5.10
30.97±6.57
34.79±6.01
34.61±6.03
33.35±6.19
29.02±6.51
33.01±6.48
32.74±7.03
31.76±6.60
34.14±5.94
29.29±6.68
34.92±5.70
28.67±6.07

F值

0.975

0.620

2.084

0.490

3.008

7.006

0.351

3.645

5.275

P值

0.334

0.538

0.040

0.627

0.003

0.001

0.705

0.001

0.000

CA125
（U/mL）

43.25±12.23
42.09±11.81
44.91±13.82
42.24±11.45
39.43±12.66
45.63±10.91
42.42±11.75
44.73±13.33
40.24±11.94
47.19±11.09
47.81±11.24
44.44±12.60
36.30±9.22
42.35±12.08
43.64±11.81
42.68±12.51
45.70±11.76
37.76±11.00
48.16±10.57
34.73±9.45

F值

0.449

0.872

2.612

0.723

2.985

8.618

0.097

3.398

6.688

P值

0.655

0.389

0.011

0.476

0.004

0.000

0.908

0.001

0.000

Stathmin
（ng/mL）
15.23±4.25
15.61±4.87
15.49±4.56
15.30±4.41
13.69±4.28
16.65±4.13
15.30±4.43
15.52±4.52
13.83±4.09
17.79±3.85
16.62±3.42
16.40±4.31
12.70±4.46
15.56±4.86
15.29±4.98
15.24±3.65
16.19±4.28
13.80±4.32
17.36±3.48
12.22±3.92

F值

0.374

0.179

3.525

0.196

4.925

9.266

0.048

2.680

6.762

P值

0.710

0.859

0.001

0.846

0.000

0.000

0.953

0.009

0.000

表 2 血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin表达与临床病理特征的关系（x ± s）

Table 2 Correlation between expressions of serum MIP⁃3，CA125 and Stathmin and clinicopathological characteristics（x ± s）

组别

死亡组
存活组
t值
P值

n

62
40

MIP⁃3α
（ng/L）

35.59±5.63
27.54±4.77

7.474
<0.001

CA125
（U/mL）

49.20±10.08
33.13±7.52

8.638
<0.001

Stathmin
（ng/mL）
17.77±3.55
11.59±2.69

9.409
<0.001

表 3 死亡组与存活组血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin水平

比较（x ± s）

Table 3 Comparison of levels of serum MIP⁃3，CA125 and
Stathmin between death group and survival group（x ± s）

标 联 合 检 测 的 敏 感 度 、特 异 度 、约 登 指 数 、

AUC 值，明显高于单一指标检测（P<0.05），见

表 4、图 1。
2.5 食管癌患者血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin水

平的相关性分析

食管癌患者血清 MIP⁃3α 与 CA125 呈显著正

相关（r=0.428，P<0.05），MIP⁃3α与 Stathmin水平呈

显著正相关（r=0.479，P<0.05），CA125 与 Stathmin
水平呈显著正相关（r=0.449，P<0.05）。
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3 讨论

食管癌在全球范围内属于发病率高的消化道

恶性肿瘤之一，临床上对于该疾病的治疗已有较

大的进步，有效改善了患者的短期预后，提高其生

活质量。血清肿瘤标志物在临床检测较为方便，

可在一定程度上应用于食管癌的预后评估。

CA125 是重要的卵巢癌相关抗原之一，在癌

变的卵巢上皮细胞表达，可释放至细胞间质，是

诊断卵巢生殖细胞肿瘤和预后评估的重要标志

物［6⁃7］。也有研究报道称，CA125含有大量糖基，在

晚期消化道肿瘤患者中表达显著升高，肿瘤切除

或体积缩小后其表达水平也显著下降［8］。马雪芹

等学者［9］的研究表明，食管癌患者 CA125 表达水

平显著升高，CA125不仅对食管癌有较好的诊断价

值，也是影响患者预后的独立因素之一。MIP⁃3α
是由 CCL20基因编码的趋化性细胞因子，可诱导

白细胞移动至炎性反应部位，通过淋巴组织调节

白细胞通量，参与机体局部炎性细胞浸润，也可

通过不同的跨膜信号转导通路激活与细胞运动、

侵袭、转移有关的基因，其表达水平与恶性肿瘤

进展、转移或侵袭能力及预后密切相关［10⁃11］。王

菀菀等学者［12］的报道称，肺癌患者血清 MIP⁃3α
的表达水平明显升高，也证实了该指标与恶性肿

瘤疾病的关联性。Stathmin 是由 149 个氨基酸组

成的微管解聚蛋白，通过磷酸化调节自身活性影

响细胞内微管系统的动力平衡影响细胞增殖，

Stathmin 磷酸化导致活性降低，促进微管蛋白聚

合，去磷酸化则促进微管蛋白解聚［13⁃14］。季语祝

等学者［15］的研究发现，食管癌患者血清 Stathmin
含量显著高于健康人群，说明该血清指标与食管

癌有关。本研究结果表明三项指标均与食管癌的

发生存在一定关联性。

本研究认为血清 MIP⁃3α、CA125、Stathmin 表

达水平与病情严重程度有关，对患者预后有一定

的预测作用，因此对患者进行 3 年的随访，发现 3
年生存率为 39.22%，死亡组患者入院时上述指标

明显高于存活组。经 ROC 曲线分析证实了上述

血清指标对预后的预测价值。进一步分析发现联

合检测预测预后的 AUC 值明显高于单一检测，因

此临床上可通过联合多项指标检测提高对预后预

测的准确性。

综上所述，食管癌患者血清 MIP⁃3α、CA125、
Stathmin呈高表达，且与肿瘤最大径、临床分期、分

化程度、浸润程度、局部淋巴结转移具有显著的关

联性，不仅有助于评估病情进展情况，也可用于预

后判断，具有较高的临床应用价值。
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指标

MIP⁃3α
CA125
Stathmin
联合检测

截断值

31.31
42.44
14.64
-

AUC
0.870
0.896
0.905
0.974

敏感度（%）

79.03
79.03
83.87
96.77

特异度（%）

80.00
87.50
90.00
92.50

约登指数

0.5903
0.6653
0.7387
0.8927

95%CI
0.789~0.929
0.820~0.948
0.831~0.954
0.922~0.995

表 4 食管癌患者血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin对预后的预测价值分析

Table 4 Predictive value of serum MIP⁃3，CA125 and Stathmin on prognosis of patients with esophageal cancer
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图 1 食管癌患者血清MIP⁃3α、CA125、Stathmin预测预后

的ROC曲线

Figure 1 ROC curves of serum MIP⁃3，CA125 and Stathmin
in predicting prognosis of patients with esophageal cancer
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伤寒沙门氏菌质粒DNA参考物质的研制

努色热提·阿布都沙拉木 1 袁慕云 2 林晓峰 1 许龙岩 2★ 陈瑶 1★

［摘 要］ 目的 制备包含伤寒沙门氏菌的三种检测靶标序列 se、st、aceA的质粒 DNA 参考品。

方法 设计一种质粒 DNA 包含目前用于沙门氏菌检测和分型常用的 se、st、aceA的质粒（pDNA Salmo⁃
nella），对其序列的稳定性，均一性和量值可追溯性进行评价，并验证其与沙门氏菌基因组 DNA参考品

在实时定量 PCR 应用中的可比性。结果 经多个实验室定值后，pDNA Salmonella 最终定值结果为

30.08 μg/mL pDNA。Salmonella 均一性，稳定性良好，可在-20℃长期保存，并且在实时定量 PCR应用中

与基因组参考品具有可比性。结论 pDNA Salmonella 具有良好的序列准确性和可追溯性，这项研究重

点是证明了快速合成的质粒作为鉴定伤寒沙门氏菌 qPCR参考品的可行性。

［关键词］ 质粒DNA 标准物质；实时荧光 PCR；伤寒沙门氏菌

Preparation of plasmid DNA reference material for Salmonella typhi
NUSERETI Abudushalamu1，YUAN Muyun2，LIN Xiaofeng 1，XU Longyan2★，CHEN Yao1★

（1. School of Labotary and Biotechnology，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，
510515；2. Guangzhou Customs Technology Center，Guangzhou，Guangdong，China，510623）

［ABSTRACT］ Objective To prepare plasmid DNA reference materials containing the three target se⁃
quences se，st，aceA of Salmonella typhi. Method A DNA fragment containing three target sequences（se，
st，aceA）commonly used for Salmonella detection and typing was cloned into PUC57 plasmid to construct
plasmid reference material named pDNA Salmonella. This plasmid reference material was co ⁃ determined in
quantity and evaluated with the stability and homogeneity. The substitution of the Salmonella genomic DNA
reference was verified using real⁃time quantitative PCR applications. Results The fIxed value of the pDNA
Salmonella was 30.08 μg/mL determined by multiple laboratories. The pDNA Salmonella is uniform and sta⁃
ble. Itcan be stored at -20℃ for more than 1 year，comparable to genomic references. Conclusion pDNA
Salmonella has good sequence accuracy and quantity traceability. This study demonstrates the feasibility of rap⁃
id synthesis of plasmids as qPCR reference material for identification of Salmonella.

［KEY WORDS］ Salmonella；Synthetic plasmid standard；Real⁃time PCR

沙门菌（Salmonella，Sa）属于肠杆菌科，在世界

各国细菌性食物中毒病例中，其引起的食物中毒常

居榜首或第二位［1 ⁃2］。沙门氏菌的血清型有超过 2
500中，肠炎沙门菌（Salmonella enteritidis，SE）和鼠

伤寒沙门菌（Salmonella typhimurium，ST）感染占到

人类Sa感染患者的 75%以上［3⁃4］。因此，快速鉴定并

确定沙门氏菌的型别，对食品安全具有重要的意义。

目前沙门氏菌的检测方法在快速发展中，聚

合酶链式反应（PCR）等核酸检测技术的发展在一

定程度上克服了传统检测方法耗时长、操作复杂、

特异性差等缺点。但是目前用于 PCR的核酸检测

参考品十分缺乏。要同时进行沙门氏菌的鉴定和

型别分析，往往要使用多个基因组参考品才能完

成，而基因组参考品中检测靶基因的量值，又难于
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确定和溯源［4⁃5］，也无法就不同实验室的检验结果

进行对比和评价。为此，本实验拟制备含可用于

鉴定和鉴别沙门氏菌型别的基因片段的质粒

DNA 参考样品，为沙门氏菌核酸检测提供可溯源

的有效参考物质，有效解决病原菌核酸检测能力

快速发展与标准物质缺乏的矛盾。

1 材料与方法

1.1 实验材料与仪器

菌株来源为沙门氏菌标准菌株（CMCC50071），
鼠伤寒沙门菌标准菌株（ATCC14028），肠炎沙门菌

标准菌株（ATCC13076）（来自中国普通微生物菌种

保藏管理中心广州海关技术中心）。全基因人工合

成等（上海吉玛生物工程有限公司）；引物合成、

DNA 测序（华大基因科技股份有限公司）。

1.2 片段设计和克隆

通过人工合成的方法将沙门氏菌 aceA 基因

（GenBank：U43344.1），SE 特 异 性 序 列 se（Gen⁃
Bank：AF370707.1），ST 特异性序列 st（GenBank：
CP001363.1）以 1∶1 的比例串联在一起（单个基因

的核酸序列可从 https：//www.ncbi.nlm.nih 下载，基

因之间以不相关的基因片段 aagtcg 隔开），并克隆

到 pUC57中以形成重组质粒 pDNA Salmonella，并
进行扩增纯化后用于进一步实验。

1.3 质粒纯度测定

使用琼脂糖凝胶电泳法和紫外分光光度分析

法（UV法）判定质粒纯度。取 10 μL酶切液上样，

用 1% 琼脂糖凝胶进行电泳，观察条带是否清晰且

单一以判断核酸纯度。取 1 μL样品通过UV法测

出样品在 260 nm、280 nm 波段的紫外光下的吸光

度值（A260、A280），纯 DNA 的 A260/A280 应为大

于 1.8，小于 2.0的值。

1.4 均匀性检测

取样按照《JJG1006⁃1994 一级标准物质技术

规范》进行使用紫外法（UV 法）（最小采样量为 1
μL）分析 pNDA的瓶间均匀度和瓶内均匀度。

随机选择 10管 pDNA，并从每管样品的上层，中

层和下层提取 1 μL测试样品，根据方差分析（F⁃测
试）瓶内均匀性。随机选择 10管 pDNA，并用UV重

复测量每管中提取的 1 μL样品 3次，取平均值。通

过方差分析（F检验法）分析测量结果并进行判断瓶

间均匀性。并根据 ISO 指南 35 使用该数据评估

pDNA分装导致的均匀性对不确定度的贡献。

1.5 稳定性考察

选择最常见的保藏方法-20℃低温保存作为稳

定性考察的指标，每月随机抽取 3 瓶对质粒 DNA
参考物质的浓度进行测定，为期一年，并根据 ISO
指南 35使用该数据评估长时间保存的稳定性并评

估稳定性对核酸参考物质不确定度的贡献。

1.6 定值

pDNA 采用 8 家实验室协同定值的方法进行

标准值的确定，汇总全部原始数据后经统计检验

确认各组数据无离群值、各组数据等精度、每组数

据的平均值之间不存在显著性差异后，取 8家实验

室检测结果的平均值为各质粒 DNA 标准物质的

标准值，并进行定值过程引入的不确定度。

1.7 不确定度评估

根据对 pDNA 均匀性、长期稳定性、定值结

果这三方面来源的不确定度最终计算出标准物

质的标准不确定度及扩展相对不确定度。在计

算扩展不确定度的时候，将标准不确定度乘以包

含因子（k=2）。

1.8 qPCR实验

根据沙门氏菌基因组大小 3.29 Mbp，pDNA大

小 5 179 bp，按照以下公式估算基因组 DNA 和重

组质粒DNA的拷贝数。

定量后，使用 pDNA和 gDNA分别制备 10倍稀

释系列，制备 2×106、2×105、2×104、2×103、2×102和 2×
101copies/mL稀释的样品用于建立 qPCR标准曲线。

qPCR每个反应均含10 pM引物。 PCR方案如下：分

别在 94℃下 10 min和 94℃下 15 s，在 58℃下 45 s进
行40个循环。引物序列和扩增子大小如表1。

分别将质粒参考品（pDNA）和基因组 DNA
（gDNA）稀释成 106、105、104、103、102 和 101copies/
mL 用作参考样品，并一式三份进行 qPCR 检验，

以估计 qPCR检测的扩增效率（e）和斜率（K）。以

101拷贝为检测样本进行 10 次 qPCR 检测，以估计

检测下线（Limit of detection，LOD）来评估 qPCR
的检测范围。通过统计分析标准曲线的扩增效率

（e）和斜率（K），以评估 pDNA 对 gDNA 的可替

换性。

1.9 数据分析统计分析

使用 SPSS 12.0和 Graphpad 5.0软件进行统计

分析。均匀性测试使用单因素方差分析。稳定性

copies/μL=
6.02 × 1023（copies/mo1）× DNAmass concentration（g/μL）
660 ×（DNA size bp）（g/mol）
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分析使用单向线性回归分析来计算斜率 b1，当

|b1|<t0 0.95，n⁃2×S（b1）时将认定未观察到不稳定性

［（n⁃2是自由度），而 S（b1）是斜率的不确定性］。使

用配对 t 检验分析 pDNA 与 gDNA 的适用性结

果。当 P<0.05具有统计意义。

2 结果

2.1 质粒标准品

测序结果提示成功合成了含有基因的 DNA
片段，并将其插入克隆载体和 pUC57中，形成了重

组质粒 pDNA（图 1）。pDNA 提取纯化后，经酶切

鉴定和测序证实，重组质粒中插入片段的序列准

确度为 100％，符合预期（图 2）。鉴定后的质粒通

过紫外法测定其 A260/A280的比值为 1.926±0.436，比
值在 1.8⁃2.0间，且A260/A230的比值大于 2.0。

2.2 均匀性检验

均匀性检测结果显示，在 95％置信水平下，

pDNA的性质值在瓶内和瓶内均质性上差异无统计

学意义。见表 2。

根据以下公式计算质粒DNA的瓶间不均匀性

引起的不确定度（uh）：

Uh= (Q1/v1 - Q2/v2)/n
其中：Q1为组间差方和，Q2为组内差方和，v1为组间自由度，v2为组

内自由度，n为组内测量次数。

根据上述公式计算得出，pDNA瓶间不均匀性

引起的不确定度结果为：0.586 μg/mL。
2.3 稳定性检验

pDNA在-20℃低温保存条件下用经验模型线

性回归模型进行稳定性评价的结果，结果表明稳

定性线性模型中的斜率 |β1|<t0.95，n⁃2·S（β1），表

明 pDNA 具有良好的稳定性。根据以下公式计算

质粒 DNA 在 12 个月内的长期稳定性引起的不确

定度（us）。见表 3。

us = Sβ1 × N
其中：β1是稳定性线性模型中的斜率，S（β1）是斜率的标准偏差，N

是稳定性评估的总时间，N=12个月

靶标
肠伤寒特异性序列（se）

鼠伤寒特异性序列（st）

aceA

引序列物
Forward：TCATTCTGACCTCTAAGCCG
Reverse：TCTGGTACTTACGATGACAACTTC
Forward：ATTTCTGGATATGGTACTGAGGC
Reverse：AAATGAGTTGCTTTACGCTGC
Forward ：TCACCGAAAGACCAACAGAAG
Reverse：GAACTCGCTGAAATGAGCAG

扩增子大小
141 bp

123 bp

122 bp

来源
GenBank：AF370707.1

GenBank：CP001363.1

GenBank：U43344.1

表 1 三种沙门氏菌检测所需的引物序列和来源

Table 1 Sequence and source of Primers for salmonella

EcoRI（396）

Target gene aceA
sp

aagtcg
st

spaceA st

pDNA
Salmonella typhi

Amp+

MCS

ori

图 1 pDNA Salmonella质粒构建示意图

Figure 1 Map of plasmid reference material pDNA
Salmonella

Marke PDNA

10000 bp

500 bp

2000 bp

5000 bp

AA BB

注：A 为重组质粒 pDNA 酶切鉴定图和；B为重组质粒 pDNA 的测

序图。

图 2 pDNA Salmonella质粒鉴定图

Figure 2 Identification of pDNA Salmonella

瓶内
瓶间

Q1

15.699
3.273

Q2

10.713
1.788 3

F值

3.256
1.214

F0.05值

F0.05（2，20）3.49
F0.05（9，20）2.39

表 2 鼠肠炎伤寒沙门氏菌核酸标准样品均匀性评价结果

Table 2 Statistic results of homogenous test of pDNA
Salmonella

Fomula for long⁃term stability
（长期稳定性公式）

β1

（斜率）

0.126

β0

（截距）

31.274

S
（β1）

0.101

t0. 95，n -2·S
（β1）

0.183

表 3 pDNA长期稳定性的统计结果

Table 3 Statistic results of short⁃term stability of pDNA
Salmonella

·· 1742



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

Target
gene

aceA
se
st

Standard Curve

y=40.504-3.747x
y=40.633-3.43x
y=40.21-3.274x

R2

0.996
1.000
0.965

Amplication
efficiency
（%）

84.875 844
95.679 436
102.03 972

LOD
（copy
/mL）
101

101

102

LOQ
（copy
/mL）
101

101

102

表 4 沙门氏菌 pDNA建立的标准曲线数据

Table 4 Data for the standard curve established by pDNA
Salmonella

Target

aceA
se
st

Amplification efficiency（e）
Pdna

0.994 2
1.000 4
0.964 1

gDNA
1.000 2
1.003 1
0.963 3

t值
1.122 8
0.246 8
0.116 6

P值

0.312 5
0.814 9
0.911 7

Slope（K）（n=3）
Pdna

-3.728 5
-3.436 7
-3.286 4

gDNA
-3.743 7
-3.463 7
-3.278 5

t值
0.698 4
0.784 3
0.362 1

P值

0.516 1
0.468 4
0.732 1

表 5 副溶血弧菌 pDNA和基因组DNA标准品代替性研究

Table 5 Substitution of pDNA Salmonella and genomic DNA reference material
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40

35

30

25

20

15

10

0

Amplication Plot

CT
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st ΔRn

CT
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图 3 沙门氏菌 pDNA建立的 aceA，st，se基因的标准曲线

Figure 3 Standard curve of aceA，st，se sequence
established by pDNA Salmonella

最终经过计算得出 pDNA在长期保存 12个月

所引起的不确定度为：1.616 μg/mL。
2.4 定值结果

pDNA的参考值由 8个实验室共同确定，并通过

统计检查证实，每组数据均没有异常值和显着差异，

并得出总的平均值 X̄ =30.08 μg/mL作为标准值；进

而根据以下公式计算定值过程带来的不确定度：

uq = s p
其中：s为总平均值的标准偏差 1.016 μg/mL，p为实验室数目。

因此得出由定值产生的不确定度结果为：

0.359 2 μg/mL
2.5 不确定度分析

质粒 DNA 参考材料的不确定度成分为：均质

性（uh）、有效期内变异性引起的不确定度（us）、定

量过程引入的不确定度（uq），因此根据以下公式

计算标准不确定度：

Ucrm= (uh)2 +(us)2 +(uq)2
结果为：1.796 6 μg/mL。计算扩展不确定度

时，应将标准不确定度乘以包含因子（k=2）。所

以，扩展相对不确定度计按以下公式计算：

U=Ucrm*k
最终计算得到扩展不确定度（U）为 3.5932 μg/

mL（k=2）。图 3。
2.6 荧光定量 PCR（qPCR）标准曲线的建立

使用所制备的 pDNA 作为参照标准以建立

qPCR 标准曲线，各标准曲线的相关参数。见表

4、图 3。

2.7 pDNA和基因组DNA标准品的替代研究

此研究中使用了以梯度稀释的伤寒沙门菌基

因组 DNA（gDNA）和 pDNA 参考材料为模板绘制

标准曲线，并统计分析标准曲线的扩增效率和斜

率（t 检验）。在 95%置信度下，基因组 DNA 建立

的标准曲线与 pDNA 建立的标准曲线之间，差异

无统计学意义（P>0.05）。见表 5。

3 讨论

为了能够提供为多个检测靶标进行定性定量

参考的参考品，本研究针对沙门菌的 aceA基因、肠

炎沙门菌特异序列 st、鼠伤寒沙门菌的特异性序

列 se，通过人工合成方法制备了质粒核酸检测参

考品。pDNA Salmonella 的制备解决了需要鉴别

沙门氏菌的型别的时候，需要使用多种基因组
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核酸参考品的问题，通过一次荧光 PCR 扩增就

可以确认检测样本是否受到沙门菌以及哪一种

沙门菌的污染。在提供有保障的序列和量值溯

源的同时，大大简化了操作的繁琐性［4⁃7］。实验结

果表明，pDNA Salmonella不仅具有序列和量值的

可溯源性，还具有良好的稳定性及均一性，符合

《一级标准物质技术规范》要求［8⁃10］。本文进一步

根据欧盟核酸参考品 Yieldgard MON 810 的研究

方法［11 ⁃ 13］证明了 pDNA Salmonella 替换基因组

DNA 的可行性，提示在制备方法和安全性上具有

巨大优势的人工合成质粒 DNA 参考品有望替代

基因组参考品应用于沙门氏菌的核酸检验。

本研究为人工合成质粒作为病原菌核酸检测

参考品的应用提供了实践基础。下一步工作，我

们将进一步验证此方法是否也可更广泛的用于食

品中其他危险病原体的检测，例如 Ecoli O157，副
溶血性弧菌和霍乱弧菌等，并希望通过提供优质

的可溯源性参考品有效提高病原体测试实验室相

关项目的检测水平并确保其可比性，从而提高应

对大规模突发公共安全事件的能力储备。
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外周血Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平与重症肺结核的相
关性分析

黄健 1 李明瑛 2 牛文一 2 孙冰 1 韩伟 1 崔秀琴 1★

［摘 要］ 目的 研究外周血B淋巴细胞诱导成熟蛋白 1（Blimp1）、γ⁃干扰素（IFN⁃γ）、白细胞介素⁃10
（IL⁃10）水平与重症肺结核（PTB）患者预后的相关性。方法 收集本院 2018 年 1 月至 2019 年 3 月结核

内科收治的重症肺结核患者 92 例作为研究对象，另选择同期来本院体检的 42 例正常健康人作为对照

组。所有研究对象均采集空腹外周血标本，检测其单个核细胞 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平，分析上述因子

与重症肺结核患者临床病理参数和预后的相关性。结果 研究组患者 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平显著高

于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）；急性生理与慢性健康（APACHE⁃Ⅱ）评分≥21分、多器官功能

障碍评分（MODS）≥5 分和预后差的患者 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10 水平显著高于 APACHE⁃Ⅱ评分<21 分、

MODS评分<5分和预后良好患者，差异具有统计学意义（P<0.05）；单因素以及多因素 Cox回归分析均证

实高Blimp1、高 IFN⁃γ、高 IL⁃10、APACHE⁃Ⅱ评分≥21分和MODS评分≥5分均是导致重症肺结核患者预

后不良的独立危险因素（P<0.05）。结论 重症 PTB患者外周血单个核细胞 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平呈

高表达状态，且其高表达与预后密切相关。

［关键词］ B淋巴细胞诱导成熟蛋白 1；γ⁃干扰素；白细胞介素⁃10；重症肺结核

Correlation analysis of peripheral blood Blimp1，IFN⁃γ and IL⁃10 levels and
severe pulmonary tuberculosis
HUANG Jian1，LI Mingying 2，NIU Wenyi 2，SUN Bing1，HAN Wei 1，CUI Xiuqin 1★

（1. The Second Ward，Department of Internal Medicine ⁃ Tuberculosis，the First Affiliated Hospital of Xinx⁃
iang Medical College；Key Laboratory of Tuberculosis in Xinxiang City，Xinxiang，Henan，China，453100；
2. The Fourth Ward，Department of Internal Medicine ⁃ Tuberculosis，the First Affiliated Hospital of Xinxiang
Medical College；Key Laboratory of Tuberculosis in Xinxiang City，Xinxiang，Henan，China，453100）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between peripheral blood B lymphocyte in⁃
duced maturation protein⁃1（Blimp1），interferon⁃gamma（IFN⁃γ）and interleukin⁃10（IL⁃10）levels and the
prognosis of patients with severe pulmonary tuberculosis（PTB）. Methods A total of 92 patients with severe
pulmonary PTB who were admitted to Tuberculosis Internal Medicine in the hospital between January 2018 and
March 2019 were recruited as the research subjects，and 42 normal healthy people who came to the hospital for
physical examination during the same period were selected as the control group. The fasting peripheral blood
samples of all subjects were collected to detect Blimp1，IFN⁃γ and IL⁃10 levels in mononuclear cells. The corre⁃
lations between above⁃mentioned factors and clinical pathological parameters and prognosis of patients with se⁃
vere pulmonary PTB were analyzed. Results The Blimp1，IFN⁃γ and IL⁃10 levels in the study group were sig⁃
nificantly higher than those in the control group，with statistically significant differences（P<0.05）. The
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Blimp1，IFN⁃γ and IL⁃10 levels in patients with acute physiology and chronic health evaluation Ⅱ（APACHE
Ⅱ）scores ≥ 21 points，MODS score ≥ 5 points and poor prognosis were significantly higher than those in pa⁃
tients with APACHE Ⅱ score < 21 points，MODS score < 5 points and good prognosis，with statistically signifi⁃
cant differences（P<0.05）. Univariate and multivariate Cox regression analyses confirmed that high Blimp1，
high IFN⁃γ，high IL⁃10，APACHE⁃Ⅱ score ≥ 21 points and MODS score ≥ 5 points were independent risk fac⁃
tors leading to poor prognosis of patients with severe pulmonary PTB（P<0.05）. Conclusion The Blimp1，
IFN⁃γ and IL⁃10 levels in peripheral blood mononuclear cells are elevated in patients with severe PTB，and their
high expression is closely related to the prognosis.

［KEY WORDS］ B lymphocyte induced maturation protein⁃1；Interferon gamma；Interleukin⁃10；Se⁃
vere pulmonary tuberculosis

肺结核（Pulmonary tuberculosis，PTB）是由结

核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，MTB）引

起的一种临床常见呼吸系统疾病，占全身结核病

的 80%~90%［1］。研究表明 PTB的发生不仅会对患

者肺部造成严重感染，若未及时治疗，发展为重症

PTB，还会导致患者因多器官衰竭而死亡［2］。虽通

过外科手术、药物治疗等可在一定程度上提高重

症 PTB 患者的生存率，但仍有部分患者因多重耐

药结核菌、PTB 认知度不够等因素导致疾病的复

发或者治疗失败［3］。因此，了解影响 PTB 进展与

预后的主要影响因素对于临床治疗方案的调整以

及预后的改善十分关键。近年来发现细胞免疫作

用的降低可使巨噬细胞的抗菌活性降低，减弱结

核病的免疫应答，进而加速疾病的发展［4］。其中

γ⁃干扰素（Interferon⁃gamma，IFN⁃γ）、白细胞介素⁃
10（Interleukin⁃10，IL⁃10）是抗结核免疫重要细胞因

子，在 PTB感染的控制中具有重要作用［5⁃6］，而B淋

巴细胞诱导成熟蛋白 1（B lymphocyte induced mat⁃
uration protein⁃1，Blimp1）可通过调控 T 细胞的增

殖分化进而直接参与 PTB的发生发展［7］。但目前

关于上述三种因子与重症 PTB预后相关性的研究

在国内鲜少报道，基于此，本研究将对外周血单个

核细胞 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平与重症肺结核患

者预后的相关性进行探讨，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集本院 2018年 1月至 2019年 3月结核内科

收治的 92 例重症肺结核患者的临床资料，作为研

究组。纳入标准：①符合肺结核诊断标准［8］，且胸

部影像学检查提示肺部病变面积超过 2 个肺

野，出现空洞或痰结核菌阳性，或合并严重并发

症；②重症监护时间在 24 h 以上；③病例及随访

资料完整；④采血前 1 个月内未应用免疫抑制剂

或糖皮质激素治疗。排除标准：①收治后 24 h 内

死亡者；②合并恶性肿瘤以及传染性疾病者；③肺

部伴有其他疾病者；④长期应用免疫抑制剂者；

⑤合并严重精神疾病者。其中男 48 例，女 44 例；

平均（51.98±5.36）岁；急性生理与慢性健康评分

（Acute physiology andchronic health evaluation ⁃Ⅱ，

APACHE⁃Ⅱ）［9］为 16~25 分，平均（21.83±3.34）分；

多器官功能障碍评分（Multiple organ dysfunction
score，MODS）［10］为 2~5分，平均（3.32±1.15）分。另

选择同期来本院进行检查的 42例健康人作为对照

组，其 X 线胸片、结核菌素试验均未见异常情况，

且排除传染性疾病和糖尿病等影响免疫功能的疾

病。其中男 22 例，女 20 例；平均（50.94±5.72）岁。

两组研究对象性别、年龄比较差异无统计学意义

（P>0.05）。本研究经本院伦理委员会审核通过，

受试者知情并签署知情同意书。

1.2 方法

研究组患者于入院次日清晨采集空腹外周静

脉血 2 mL，对照组于体检当日采集空腹外周静脉

血 2 mL。经离心分离后，取上层清液。采用反转

录 聚 合 酶 链 式 反 应（Reverse transcription poly⁃
merase chain reaction，RT ⁃ PCR）法 检 测 外 周 血

Blimp1水平，试剂盒由上海联迈生物工程有限公司

提供。采用酶联免疫吸附法（Enzyme linked immu⁃
nosorbent assay，ELISA）法检测血清 IFN⁃γ、IL⁃10
水平，试剂盒由上海一研生物科技有限公司提

供。收集所有研究组患者临床资料，包括性别、

年龄、APACHE⁃Ⅱ、MODS 评分等资料，比较不同

临床特点患者外周血 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10 水平；

研究组患者均进行 1年电话、复诊、微信等随访调

查，以肺结核复发或者患者死亡作为预后差，其

余为预后良好，比较两组患者上述因子水平。
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1.3 统计学分析

使用 SPSS 20.0 软件进行统计分析。计量资

料以（x ± s）表示，行 t检验；采用 Cox风险回归模型

筛选影响 PTB 预后的危险因素，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 入院时两组Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平比较

研究组患者 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平显著高

于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 研究组患者Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平与临床

各参数的关系

研究组不同性别、年龄患者Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10
水平比较差异无统计学意义（P>0.05），APACHE⁃Ⅱ
评分≥21 分、MODS 评分≥5 分和预后差的患者

Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平显著高于APACHE⁃Ⅱ评

分<21分、MODS评分<5分和预后良好患者，差异

具有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 重症肺结核患者预后影响因素Cox回归分析

单因素以及多因素 Cox 回归分析均证实高

Blimp1、高 IFN⁃γ、高 IL⁃10、APACHE⁃Ⅱ评分≥21
分和 MODS 评分≥5 分均是导致重症肺结核患

者预后不良的独立危险因素（P<0.05）。见表 3。

资料

性别

年龄

APACHE⁃Ⅱ评分

MODS评分

预后

男
女

<50岁
≥50岁
＜21分
≥21分
<5分
≥5分
良好
差

n
48
44
57
35
64
28
67
25
70
22

Blimp1（相对比值）

5.24±1.28
5.08±1.17
4.98±1.53
5.35±1.02
4.78±1.14a

5.93±1.42
4.68±1.39b

6.24±1.07
4.63±1.32c

6.97±1.12

IFN⁃γ（pg/mL）
114.28±16.49
112.67±14.28
111.89±20.62
115.38±10.58
108.48±19.27a

128.04±11.37
107.98±18.33b

130.28±12.40
104.39±17.71c

133.36±10.05

IL⁃10（pg/mL）
146.26±35.28
140.78±28.47
141.74±34.08
145.29±27.49
139.18±36.33a

153.86±28.79
138.48±35.51b

152.69±29.43
135.64±34.42c

161.92±29.16

表 2 研究组患者Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平与临床各参数的关系（x ± s）

Table 2 Relationship between blimp 1，IFN ⁃ γ，IL⁃10 levels and clinical parameters in Study Group（x ± s）

注：与APACHE⁃Ⅱ评分≥21分组比较，aP<0.05；与MODS评分≥5分组比较，bP<0.05；与预后差组比较，cP<0.05。

分组

研究组
对照组
t值
P值

Blimp1
（相对比值）

5.16±1.21
1.51±0.62
18.449
0.000

IFN⁃γ
（pg/mL）

113.53±15.38
68.41±6.15

18.325
0.000

IL⁃10
（pg/mL）

143.95±31.69
65.33±14.74

15.316
0.000

表 1 入院时研究组和对照组Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平

比较（x ± s）

Table 1 Comparison of blimp 1，IFN⁃γ and IL⁃10 levels
between study group and control group at admission（x ± s）

因素

高Blimp1
高 IFN⁃γ
高 IL⁃10

APACHE⁃Ⅱ评分≥21分
MODS评分≥5分

单因素

HR
2.543
2.902
4.815
3.622
3.875

95%CI
1.027~6.983
1.246~9.894
1.395~16.178

1.324~11.134

P值

0.038
0.025
0.009
0.033
0.025

多因素

HR
2.842
3.013
7.204
4.102
4.703

95%CI
1.397~9.547
0.346~10.146
1.698~7.457
1.424~12.462
1.839~15.287

P值

0.030
0.018
0.001
0.026
0.015

表 3 重症肺结核患者预后影响因素Cox回归分析

Table 3 Cox regression analysis of prognostic factors in patients with severe pulmonary tuberculosis

3 讨论

人体对结核的免疫主要是细胞免疫，近年来

体液免疫在结核免疫中的作用也受到进一步关

注，现阶段临床已发现较多的调控机体免疫过程

的转录因子。Blimp1 作为浆细胞的主要调控因

子，国内有研究表明其高表达水平可加剧疾病的

发生发展［11］。临床研究表明 PTB 的发生、发展除

与细菌数量和毒性大小有关外，还与机体细胞免

疫强弱有关，患者肺部感染病原菌后，常伴有免疫

功能紊乱现象，从而导致细胞因子水平异常［12］。

其中 IFN⁃γ是一种巨噬细胞活化因子，主要来自于

活化 T 细胞、自然杀伤细胞和 NK 细胞，既往研究

表明该因子具有抗病毒、免疫调节与抗肿瘤特
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性［13］。而 IL⁃10 是一种免疫调节性细胞因子，可

对机体炎症反应产生抑制作用，同时可调控免疫

细胞的增殖分化，有研究显示该因子水平的高表

达可作为 PTB的辅助诊断指标［14］。现阶段国内研

究多注重于研究上述因子对于 PTB 的诊断意义，

而对于其与重症 PTB 患者预后相关性的研究较

为少见。

本研究提示重症PTB患者外周血Blimp1、IFN⁃γ、
IL⁃10水平呈明显高表达。国内袁春晖等人［15］研究

表明 PTB患者 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平显著高于

健康人，国外Abebe等人［16］研究也表明 IFN⁃γ、IL⁃10
水平是临床 TB的标志物，均与本文研究结果相一

致。Dorhoi等人［14］研究表明结核病的发展与细胞免

疫、体液免疫的共同作用有关，机体在感染MTB后，

全身炎症反应会迅速被激活，且重症 PTB患者体内

炎症反应更为活跃，引起 IL⁃10 水平的大量升高；

Blimp1作为调控体液免疫的重要因子，通过促进浆

细胞的分化发挥以达到抗感染作用，故会引起

Blimp1水平的高表达。此外MTB感染后，机体为防

止结核杆菌的感染会分泌 IFN⁃γ来抑制MTB的增

殖，从而导致患者体内 IFN⁃γ呈高表达状态。

此外，本研究对重症 PTB 患者上述因子水平

与临床参数的关系进行比较分析，结果表明外周

血 Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10 水平与患者疾病发生、发

展以及预后存在一定的联系。进一步分析影响重

症 PTB患者不良预后的因素，结果发现高 Blimp1、
高 IFN ⁃ γ、高 IL ⁃ 10、APACHE ⁃Ⅱ评分≥21 分和

MODS评分≥5分均是导致重症肺结核患者预后不

良的独立危险因素，提示高 Blimp1、高 IFN⁃γ、高
IL⁃10 与重症 PTB 患者不良预后密切相关。章敏

等人［17］研究也表明外周血 IFN⁃γ 和 IL⁃10 水平的

异常表达对于重症 PTB患者的死亡预后具有一定

的预测价值，与本研究结果相类似。此外，IFN⁃γ
和 Blimp1的共同作用会破坏外周血 T细胞亚群的

紊乱，从而破坏外周免疫耐受性，有利于 MTB 的

扩散，促进疾病进展，导致不良预后。但目前国内

对于 IFN⁃γ和 Blimp1水平的高表达对重症 PTB预

后影响的研究尚未见报道，其具体作用机制仍有

待于进一步研究。

综上所述，重症 PTB 患者外周血单个核细胞

Blimp1、IFN⁃γ、IL⁃10水平呈高表达状态，且其高表

达与预后密切相关。
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血清CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4水平与颅脑损伤患者
预后的相关性

李文彬★ 郑祥德 吴昌徽 周文来 程琼 董恒

［摘 要］ 目的 探究颅脑损伤患者血清趋化因子配体12（CXCL12）、基质细胞衍生因子⁃1α（SDF⁃1α）、
趋化生长因子受体 4（CXCR4）水平与预后之间相关性。方法 选取本院 2016年 7月至 2018年 7月收治 113
例颅脑损伤患者以及 113例同期体检健康者为对象，分别作为脑损伤组以及健康组，所有研究参与者均测定

血清CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4水平，两组均在相同时间点接受mRS评分评估。比较两组血清指标水平与

mRS评分，血清指标与mRS评分相关性，比较不同预后患者血清指标水平，分析血清指标对预后诊断价值。

结果 脑损伤组CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4水平以及mRS评分高于健康组，差异有统计学意义（P<0.05）；血
清CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4与mRS评分正相关（r=0.346，0.627，0.561；P<0.05）；113例患者中mRS评分处

于 0～2分范围者有 86例，处于 3～6分范围者有 27例，分别纳入预后良好组和预后不良组，预后良好组血清

CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4水平显著低于预后不良组（P<0.05）；ROC曲线显示，SDF⁃1α指标AUC、敏感度、特

异度分别为 0.789、84.89%、68.83%，CXCR4指标AUC、敏感度、特异度分别为 0.712、81.22%、59.72%。结论

颅脑损伤血清CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4水平与预后关系密切，可用于预测患者预后情况。

［关键词］ 颅脑损伤；CXCL12；SDF⁃1α；CXCR4；预后相关性

Correlation between serum CXCL12，SDF⁃1α，CXCR4 levels and prognosis in
patients with craniocerebral injury
LI Wenbin★，ZHENG Xiangde，WU Changhui，ZHOU Wenlai，CHENG Qiong，DONG Heng
（Intensive Care Unit，Dazhou Central Hospital，Dazhou，Sichuan，China，635000）

［ABSTRACT］ Objective To explore correlation between serum CXC chemokine ligand 12（CXCL12），

stromal cell ⁃ derived factor ⁃ 1α（SDF ⁃ 1α），CXC chemokine receptor 4（CXCR4） levels and prognosis in
patients with craniocerebral injury. Methods A total of 113 patients with craniocerebral injury who were
admitted to the hospital from July 2016 to July 2018 and 113 healthy people who underwent physical
examination in the same period were enrolled as objects. They were included into craniocerebral injury group
and healthy group，respectively. All were tested for levels of serum CXCL12，SDF ⁃ 1α and CXCR4. Both
groups underwent assessment by mRS score at the same time point. The levels of serum indexes，mRS score and
correlation between serum indexes and mRS score were compared between the two groups. The levels of serum
indexes were compared among patients with different prognosis. The diagnostic value of serum indexes for
prognosis was analyzed. Results The levels of CXCL12，SDF ⁃ 1α and CXCR4，and mRS score in
craniocerebral injury group were higher than those in healthy group（P<0.05）. Serum CXCL12，SDF⁃1α and
CXCR4 were positively correlated with mRS score（r=0.346，0.627，0.561. P<0.05）. Of the 113 patients，there
were 86 cases with mRS score within 0⁃2 points and 27 cases within 3⁃6 points，respectively. And they were
included in good prognosis group and poor prognosis group，respectively. The levels of serum CXCL12，SDF⁃
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1α and CXCR4 in good prognosis group were significantly lower than those in poor prognosis group（P<0.05）.
ROC curve showed that the AUC，sensitivity and specificity of CXCL12，SDF⁃1α and CXCR4 were（0.867，
84.80%，88.52%），（0.789，84.89%，68.83%）and（0.712，81.22%，59.72%），respectively. Conclusion
The levels of serum CXCL12，SDF ⁃ 1α and CXCR4 in craniocerebral injury patients are closely related to
prognosis，which can be applied to predict their prognosis.

［KEY WORDS］ Craniocerebral injury；CXCL12；SDF⁃1α；CXCR4；Prognosis correlation

颅脑损伤较易引发神经中枢高热、昏迷、颅脑内

压过高以及瘫痪等问题，患者病情进展迅速，患病后

残疾以及死亡几率高［1］。研究显示，颅脑损伤包括血

管损伤、脑组织损伤以及由此所致炎症造成脑损伤

情况，颅脑损伤病灶附近细胞凋亡、血氧缺乏半暗

带、脑组织水肿等均与血管以及脑组织损伤所致炎

症有关［2］。神经炎症是颅脑损伤炎症重要部分，其可

长期在患者颅脑发挥作用诱使患者神经功能损伤。

趋化因子是介导神经炎症相关重要因子之一，血清

趋化因子配体 12（CXC Chemokine ligand 12，CX⁃
CL12）是趋化因子家族重要组成部分，可以发挥促进

神经递质分泌、诱导脑神经细胞增殖作用，在脑组织

损伤疾病进程中发挥重要作用［3］。CXCL12又被称

为基质细胞衍生因子⁃1α（Stromal cell derived factor⁃
1αSDF⁃1），SDF⁃1α为其亚型，由于其趋化活性可以

与内皮祖细胞表面趋化生长因子受体 4（CXC che⁃
mokine receptor 4，CXCR4）受体进行特异性结合，可

以调控脑组织损伤时内皮祖细胞迁移以及归巢过

程［4］。已有研究显示脑损伤神经功能改善主要与损

伤病灶新生血管形成以及微血管结构关系密切，而

这一过程主要由内皮祖细胞介导［5］。本研究对我院

近期颅脑损伤以及同期体检健康者血清 CXCL12、
SDF⁃1α、CXCR4以及随访结果进行分析，明确上述

血清指标与患者预后之间关系。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选择本院 2016 年 7 月至 2018 年 7 月收治 113
例颅脑损伤患者以及 113 例同期体检健康者为

对象，分别作为脑损伤组以及健康组，纳入标

准：①患者存在颅脑损伤，损伤后 1d内到本院接受

治疗，健康组无任何脑组织损伤疾病；②病情有影

像检查如磁共振成像（Magnetic resonance imaging，
MRI）、计算机断层扫描（Computed tomography，
CT）检查证实；③所有患者及家属均已签署知情同

意书，同时本实验已获得医院伦理会批准。排除

标准：①机体重要脏器功能障碍；②脑卒中以及脑

出血史；③并发甲状腺疾病、感染疾病、糖尿病等

疾病者；④入院前已经接受治疗患者；⑤中途退出

研究者。脑损伤组男 66 例，女 47 例；年龄 15~82
岁，平均（51.35±5.78）岁。健康组男 62 例，女 51
例；年龄 19~88 岁，平均（51.66±5.91）岁，两组之间

一般资料对比显示差异无统计学意义（P>0.05）。

1.2 方法

1.2.1 血清指标测定

脑损伤患者在入院第二天清晨、健康者在接

受体检当日清晨收集肘静脉血离心后获得上清液

进行后续测定，CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4 分别采

用酶联免疫吸附法测定。

1.2.2 mRS评分评估

脑损伤患者在患者出院后 6 个月复查时进行

改良 Rankin 评分（modified Rankin score，mRS）评

估，健康者则是在体检后 6 个月通过随访进行

mRS 评估，脑损伤患者依据mRS 评估结果判定预

后情况，将mRS评分在 0⁃2分和 3~6分范围患者分

别判定为预后良好组以及预后不佳组。

1.3 观察指标

比较两组血清指标水平与 mRS 评分，血清指

标与 mRS 评分相关性，比较不同预后患者血清指

标水平，分析血清指标对预后诊断价值。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行分析，计量资料以

（x ± s）表示，组间比较用 t 检验，血清指标与 mRS
评分相关性采用 Pearson 相关性分析，血清指标对

预后诊断价值采用 ROC 曲线分析，P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清指标水平与mRS评分比较

脑损伤组 CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4水平以及

mRS 评分高于健康组，差异具有统计学意义（P<
0.05），见表 1。
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2.2 血清指标与mRS评分相关性分析

血清 CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4 与 mRS 评分

正相关（r=0.346，0.627，0.561；P<0.05）。

2.3 不同预后患者血清指标水平比较

预后良好组血清 CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4水

平显著低于预后不良组，差异具有统计学意义（P<
0.05），见表 2。

2.4 血清指标对预后诊断价值分析

血清指标 CXCL12、SDF⁃1α、CXCR4最佳截断

值分别为 3.89 μg/mL、1267.53 pm/mL、11.82 μg/L，
CXCL12 指标 AUC、敏感度、特异度分别为 0.867、
84.80%、88.52%，SDF⁃1α 指标 AUC、敏感度、特异

度 分 别 为 0.789、84.89% 、68.83% ，CXCR4 指 标

AUC、敏 感 度 、特 异 度 分 别 为 0.712、81.22% 、

59.72%。见图 1。

3 讨论

颅脑损伤患者常因为脑组织损伤导致颅脑出

现血氧不足以及水肿等症，其后较易出现各种并

发症，导致此病死亡率极高，患者预后情况不佳。

选取合适指标评估患者预后情况一直是临床研究

者们探究重点问题［6］。CXCL12、CXCR4、SDF⁃1α
为 CXC 趋化因子家族有关成员，CXCL12 亦被称

为 SDF⁃1，其与 CXCR4 组成耦连分子对对细胞具

有重要调节作用，而 SDF⁃1α作为 SDF⁃1亚型可与

CXCR4 特异性结合，三者在脑损伤患者神经系统

功能损伤以及修复中均发挥重要作用［7⁃8］。

CXCL12主要存在于脑内皮细胞，经由介导造

血祖细胞作用诱导损伤缺血病灶新生血管形成，

组织损伤时，血小板被激活，CXCL12水平增加，通

过诱导骨髓源性祖细胞和神经前体细胞参与炎症

反应，诱使损伤血管以及组织修复［9］，所以脑损伤

组 CXCL12 水平显著高于健康组。脑损伤动物实

验显示，脑损伤病灶中 CXCL12 表达量上升，与

CXCR4结合，影响损伤位置细胞行为，并参与炎症

反应，这些炎症反应作用与病灶，加重脑组织损

伤，这种作用与 CXCL12 水平成正比［10］，提示 CX⁃
CL12 水平越高，脑组织损伤越严重，患者预后越

差，所以 CXCL12 水平与 mRS 评分正相关，ROC
曲线分析得知，CXCL12 指标 AUC、敏感度、特异

度分别为 0.867、84.80%、88.52%，提示 CXCL12 对

脑损伤患者预后情况诊断价值较高。

SDF⁃1α 可以由机体星形胶质细胞、神经元细

胞分泌，其同样具有趋化因子独有趋化活性，可以

作用于内皮祖细胞表面，与分布于其上 CXCR4特

异性结合［11］。但是另有研究认为 SDF⁃1α 对于神

经组织修复作用主要经由与 CXCR4 结合抑制内

皮祖细胞凋亡，同时诱导其增殖以及归巢，而内皮

祖细胞在患者神经组织修复中发挥重要作用［12］。

吴芳等［13］研究显示颅脑损伤患者 SDF⁃1α 水平可

以有效反映患者脑损伤严重程度，水平低者脑损

伤轻，预后情况较好，与本研究中 SDF⁃1α 水平与

mRS 评分相关性结果相似。ROC 曲线显示，血清

指标 SDF⁃1α 指标 AUC、敏感度、特异度分别为

分组

脑损伤组
健康组
t值
P值

n
113
113
-

CXCL12（μg/mL）
3.96±1.15
1.03±0.41
25.511
0.000

SDF⁃1α（pm/mL）
1952.64±403.87
1265.34±315.22

14.261
0.000

CXCR4（μg/L）
11.83±2.57
0.84±0.12
45.408
0.000

mRS评分（分）

2.89±0.90
0.51±0.08
28.004
0.000

表 1 两组血清指标水平与mRS评分比较（x ± s）

Table 1 Levels of serum indexes and mRS scores in the 2 groups（x ± s）

分组

预后良好组
预后不良组

t值
P值

n

86
27
-
-

CXCL12
（μg/mL）
3.67±1.22
4.83±1.32

6.860
0.000

SDF⁃1α
（pm/mL）

891.84±164.77
1251.22±413.76

8.578
0.000

CXCR4
（μg/L）
11.83±1.57
13.84±1.96

8.508
0.000

表 2 不同预后患者血清指标水平比较（x ± s）

Table 2 Levels of serum indexes in patients with different
prognosis（x ± s）

1⁃特异性（%）

0 20 40 60 80 100

SDF⁃1α
CXCR4
CXCR12

100

80

60

40

20

0

敏
感

性
（

%
）

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curves
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0.789、84.89%、68.83%，显示其可用于判断脑损伤

患者预后。

CXCR4 作为 CXCL12 受体，与其组成 SDF⁃1/
CXCR4 轴，在机体脑组织损伤发生时促进内皮祖

细胞归巢至病灶区，诱导损伤部位血管新生，促进

脑损伤后神经功能重建以及组织修复，所以脑组

织损伤后其水平上升［14］，这与本研究中脑损伤患

者与健康者 CXCR4 水平基本一致。本研究中

SDF⁃1α水平与mRS评分正相关，同时比较不同预

后患者CXCR4水平可知，预后良好组血清CXCR4
水平显著低于预后不良组，分析原因可能是因为

CXCR4周可以经由介导CD34+对内皮祖细胞分化

作用达到改善损伤器官功能、诱导血氧缺乏组织

再生、减少损伤病灶面积作用，而脑组织损伤病灶

面积不仅与患者功能恢复情况关系密切，还可以

患者生存时间有关，显示 CXCR4与患者预后关系

密切［15］。ROC 曲线同样显示 CXCR4 指标可用于

评估脑损伤患者预后情况。

颅脑损伤患者血清 CXCL12、CXCR4、SDF⁃1α
水平异常上升，且这种状态越严重，患者神经功能

损伤越重，患者预后越差，可见三者与患者预后情

况关系密切，可用于预测患者预后。
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病毒性肝炎血清标志物检测方法新进展

李轶春

［摘 要］ 病毒性肝炎以肝炎病毒为病原体，已明确 5种肝炎病毒，分别为甲型肝炎病毒（HAV）、

乙型肝炎病毒（HBV）、丙型肝炎病毒（HCV）、丁型肝炎病毒（HDV）、戊型肝炎病毒（HEV），其中 HBV
是双链 DNA 病毒，其他均是单链 RNA 病毒。当前，我国的病毒性肝炎具有较高发病率，较为突出的是

HAV、HBV、HCV。本文介绍了HAV、HBV、HCV等 3种病毒性肝炎血清标志物检测技术，以期给临床准

确分型病毒性肝炎提供客观依据，在病毒性肝炎防治过程中发挥作用。

［关键词］ 病毒性肝炎；血清；标志物

New progress in detection methods of viral hepatitis serum markers
LI Yichun
Beihai Hospital of Traditional Chinese Medicine Laboratory，Guangxi，536000

［ABSTRACT］ Viral hepatitis uses hepatitis virus as the pathogen. Five types of hepatitis viruses have
been identified，namely hepatitis A virus（HAV），hepatitis B virus（HBV），and hepatitis C virus（ hepatitis
C virus（HCV），hepatitis D virus（HDV），hepatitis E virus（hepatitis E Virus，HEV）. Among them，HBV
is a double⁃stranded DNA virus，and the others are single⁃stranded RNA viruses. At present，my country􀆳s vi⁃
ral hepatitis has a high incidence，and the more prominent ones are HAV，HBV and HCV.At present，China
has a high incidence of viral hepatitis，the more prominent are HAV，HBV，HCV.This article introduces the
detection techniques of three viral hepatitis serum markers，including HAV，HBV，and HCV，in order to pro⁃
vide an objective basis for clinically accurate classification of viral hepatitis and play a role in the prevention
and treatment of viral hepatitis.

［KEY WORDS］ Viral hepatitis；Serum；Markers

病毒性肝炎是指由病毒引起的肝脏炎症，根

据病原学分类将其分为甲型肝炎病毒（hepatitis A
virus，HAV）、乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，
HBV）、丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）、丁

型肝炎病毒（hepatitis D virus，HDV）、戊型肝炎病

毒（hepatitis E Virus，HEV）。病毒性肝炎大流行

对生命、社区和卫生系统将会造成重大损失。据

估计，全球每年有 140万人死于急性感染以及与肝

炎相关的肝癌和肝硬化，其中，大约 47%是由HBV
引起的，48%是由 HCV 引起的，其余是由 HAV 和

HEV引起的［1］。HBV感染是导致中国人群发生肝

癌的主要危险因素，目前，仍有 930万慢性HBV感

染者［2］，与 HBV 相关的肝癌患者约占所有肝癌患

者的 80%［3⁃4］。预计到 2030 年全球将慢性肝炎感

染率从目前的 600~1 000万例降低到 90万例，将慢

性肝炎年死亡率从 140 万例降低到 50 万例以

下［5］。此外，病毒性肝炎也是导致艾滋病毒感染者

死亡的一个日益严重的原因，同时感染艾滋病

毒 及 HCV 人 数 约 达 290 万 ，260 万 人 感 染 了

HBV［6］。病毒性肝炎是一项国际公共卫生挑战，

因此，提高病毒性肝炎的诊断率，找到灵敏度高、

特异性强的检测指标，对降低病毒性肝炎的发病
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率、癌变率、致残致死率至关重要。在这篇综述

中，笔者将总结目前关于病毒性肝炎的血清标志

物及检测方法，旨在为临床筛查提供思路，以期早

发现、早预防，早诊断、早治疗。

1 酶联免疫吸附测定（enzyme⁃linked immu⁃
nosorbent assay，ELISA）

ELISA 是 在 免 疫 酶 技 术（immunoenzymatic
techniques）的基础上发展起来的一种新型的免疫

测定技术，具有灵敏、特异、简单、快速、稳定及易

于自动化操作等特点。ELISA 过程包括抗原吸附

在固相载体上（即包被），加待测抗体，加相应酶标

记抗体，生成抗原⁃待测抗体⁃酶标记抗体的复合

物，与该酶的底物反应生成有色产物。检测者采

用分光光度计的光吸收计算抗体的量，并将待测

抗体的定量与有色产生成正比。

2 时间分辨荧光免疫技术（Time⁃Resoled
Fluoroimmunoassay，TRFIA）

TRFIA 是运用三价稀土离子及其螯合剂作

为示踪物代替荧光物质、同位素或酶标记蛋白

质、多胎、激素、抗体、核酸探针或生物活性细

胞，当反应体系发生后用 TRF 仪器测定最后产物

中荧光强度。根据荧光强度或相对荧光强度比

值来判断反应体系被分析物的浓度达到定量分

析之目的。通过利用镧系元素荧光物理特性，荧

光激发后在固定时间段检测特异性荧光，而在此

时间之前，非特异性荧光已完全衰减为 0，从而

提高了检测的灵敏度，缩短了急性乙肝检测的

“窗口期”。TRFIA 具有零本底、灵敏度高、线性

范围宽、试剂有效期长、标准曲线稳定性好、易于

自动化等特点。

3 电化学发光免疫分析法（Electro⁃Chemi⁃
luminescence Immunoassay，ECLIA）

ECLIA 主要在电极表面由电化学引发的特异

性化学发光反应，是采用电化学发光剂三联吡啶

钌标记Ab通过Ag⁃Ab反应和磁珠分离技术，根据

三联吡啶钌在电极上发出的光强度对待测的 Ag
或 Ab 进行定量/定性，是继 TRFIA 之后的新一代

标记免疫测定技术，是电化学发光和免疫测定相

结合的产物，具有敏感度高、特异性强、重复性好、

测定范围宽、试剂稳定、无毒害无污染、有效期长、

操作简单、耗时短、易于自动化等特点。

4 化学发光微粒子免疫分析法（Chemilu⁃
minescent microparticle immunoassay，CMIA）

CMIA 分为小分子抗原物质的测定采用竞争

法和大分子的抗原物质测定采用双抗体夹心法，

主要包括两种反应过程：（1）竞争反应：用过量包

被磁颗粒的抗体，与待测的抗原和定量的标记吖

啶酯抗原同时加入反应杯温育，其免疫反应的结

合形式有两种，一是标记抗原与抗体结合成复合

物；二是测定抗原与抗体的结合形式；（2）双抗体

夹心法：标记抗体与被测抗原同时与包被抗体结

合成一种反应形式，即包被抗体⁃测定抗原⁃发光抗

体的复合物。

5 荧光定量聚合酶链反应（fluorescence quan⁃
titative polymerase chain reaction，FQPCR）

FQPCR 包括探针类和染料类两种，探针类是

利用与靶序列特异杂交的探针来指导扩增产物的

增加，其具有特异性好、灵敏度高、线性关系好、线

性范围宽、操作简单、安全、自动化程度高、防污

染、速度快、高通量等特点。染料类主要原理为当

荧光共振能量转移，外来的光源激发供体荧光染

料发出荧光，当其发射波长与受体荧光染料的吸

收波长部分重叠，且两者的距离很近时，受体荧光

染料吸收供体荧光传递的能量而激发出另一波长

的荧光，同时将供体荧光淬灭。

6 免疫学方法检测技术在临床中的应用

黄旭华等人［7］分别以 ELISA、胶体金法行免疫

学检验 HAV，分析检验结果，研究结果显示，采用

ELISA 检测 HAV 的诊断准确率较高。邹锦群等

人［8］在 2017 年丰城市 300 人 5 种传染病抗体水平

监测分析研究中采用 ELISA检测HAV抗体，结果

显示 HAV Ab 被检出的阳性率较高，侧面印证了

ELISA 用于检测 HAV 的临床可行性。黄妩姣等

人［9］分别用 ECLIA和 ELISA检测HAV抗体 IGM，

以临床诊断为标准，比较并分析了阳性符合率，研

究结果显示，ECLIA 检测 HAV⁃IgM 的敏感度为

62.5%、特异性为 100.0%、阳性检出率为 4.3%，ELI⁃
SA检测的敏感度为 100.0%、特异性为 71.3%、阳性

检出率为 33.6%，通过结果可以看出，ECLIA 和

ELISA 两种检测方法对于检测 HAV 的一致性很

低，但二者各有优势，ELISA 检测 HAV 的敏感度

高，ECLIA检测HAV的特异性强。此外，王峰蕾等

·· 1754



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

人［10］参照美国临床和实验室标准化协会的 EP15⁃
A2文件和中国合格评定国家认可委员会的CNAL⁃
CL39 相关文献，对全自动酶联免疫分析仪测定

HAV⁃IgM的精密度、检出限、正确度以及试剂盒的

临界值进行验证，结果显示，阳性结果符合率为

100%，提示全自动酶联免疫分析仪检测方法更标

准、规范，结果更客观。以上学者的研究均证实了

ELISA 检测法在 HAV 筛查中的广泛应用及特异

性、敏感性。

焦阳等人［11］探讨分别采用 ECLIA和 ELISA两

种不同免疫检验方法检测 HBV 感染血清学标志

物的临床对比情况，结果发现，ECLIA 检测 HBV
较 ELISA 检测的准确率高，但在阳性检出率的对

比上差别不大。赵超芬［12］对比用 ECLIA、ELISA
及 TRFIA 检测 HBV 标志物在诊断 HBV 中的应用

价值，结果发现，使用 CLIA 法检测 HBsAg、HB⁃
sAb、HBeAg 的阳性检出率均为最高，使用 ELISA
法检测 HBeAb 的阳性检出率最高，使用 TRFIA 法

检测 HBcAb 的阳性检出率最高，使用 TRFIA 法诊

断HBV的灵敏度和特异度均高于用 ELISA法，可

以推测三种检测方法各有优势，临床中可根据患

者的个体差异，选择不同的检测方法。王红翠等

人［13］探讨了化学发光法及 ELISA法两种不同检测

技术应用于乙型肝炎病毒核心抗体阳性率筛查中

的临床价值及检测意义，结果发现化学发光法检

测的阳性率更高，结果更准确，数据更客观真实，

具有预测作用。上述结果表明 ECLIA 和 ELISA、

CLIA等检测方法在临床筛查HBV各有优势，应根

据临床实际选择单独检测或联合检测。

薛海玲等人［14］比较 CMIA 法、ELISA 法在

HCV检测中的应用效果，结果发现，CMIA法检测

HCV⁃Ab 阳性率为 100%，ELISA 法检测 HCV⁃Ab
阳性率为 76.32%，CMIA法检测HCV⁃Ab的灵敏度

高于 ELISA法，CMIA法与 ELISA法检测HCV⁃Ab
阳性一致率为 72. 32%，总一致率为 92. 21%，得出

结论为 CMIA 法测定 HCV⁃Ab 的精密度、灵敏度、

特异度、阳性预测值均较高。吴小文［15］搜集 120例

HCV 患者血清标本，分别采用 ELISA、ECLIA、荧

光定量 PCR 法进行检测，观察并分析三种检验方

法的检验结果，检测结果显示，采用 ELISA 检测

HCV 的阳性率为 73.33%，采用 ECLIA 检测 HCV
的阳性率为 75.00%，采用荧光定量 PCR 法检测

HCV 的阳性率为 90.83%，检测准确率均较高，但

仅有采用荧光定量 PCR 法检测 HCV 具有统计学

意义。上述研究结果可以推测采用荧光定量 PCR
法检测HCV结果最佳。

近年来，病毒性肝炎血清标志物检测方法不

断发展、更新。神经生长因子（Neural growth fac⁃
tor，NGF）含有两种非共价结合单体，每个单体都

有四个带有极性氨基酸序列的环区和两条 β
链。在肝脏微环境中，NGF在受损肝细胞中表达，

参与对肝损伤的控制过程，主要是通过 p75NTR对

纤维化细胞发挥凋亡作用，并上调胆汁淤积性肝

组织中的肝保护成分。Pereira［16］的研究发现具有

与正调节、结构保守和因子生理学相关的多态性

变异的患者表现出与病毒载量和肝酶相反的行

为，表明 NGF 和 p75NTR 在炎症和纤维化的不同

阶段相互作用。Sun［17］的研究发现循环蛋白有助

于诊断与鉴别 HBV 及肝衰竭，评估肝功能异常和

预测肝病结果，发现 HNF⁃1α和 HNF⁃4α两种肝核

因子与肝功能相关，富含组氨酸的糖蛋白（histi⁃
dine⁃rich glycoprotein，HRG）可反映机体免疫功能

的强弱，为临床制定诊断方案及治疗策略提供数

据。基于超声的弹性成像和血清指标已被单独验

证为慢性病毒性肝炎肝纤维化分期的无创方法，

Udompap［18］以 HBV 或 HCV 单感染患者为研究对

象，旨在比较病毒性肝炎患者瞬时弹性成像（tran⁃
sient elastography，TE）、剪切波弹性成像（shear
wave elastography，SWE）、天冬氨酸转氨酶血小板

指数和纤维化⁃4指数（Fibrosis ⁃ 4，FIB4）与肝纤维

化分期的准确性，结果发现，使用M或 XL探针的

超声心动图是一种极好的弹性成像技术，可无创

地预测HBV或HCV患者的肝纤维化程度，特别是

晚期纤维化和肝硬化患者。SWE点可以作为排除

晚期纤维化和肝硬化的辅助超声工具。虽然 FIB4
的诊断准确性低于某些弹性成像技术，但在医疗

技术有限的情况下，FIB4 在临床上可用于排除肝

硬化。Khodjaeva［19］对 6589 例病毒性肝硬化患者

进行HBV单次感染、HCV感染和高密度脂蛋白重

叠感染乙型肝炎表面抗原阳性肝硬化的流行病学

调查，发现超过 80%的 HBV 表面抗原阳性肝硬化

患者存在高密度脂蛋白双重感染，高密度脂蛋白

似乎是晚期病毒性肝病和青少年肝硬化的主要原

因。循环自耗蛋白（Autotaxin，ATX）在肝病患者

中升高，特别是在HCV病毒和丙型肝炎病毒/艾滋

病感染的环境中，血浆 ATX 水平部分归因于纤维
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化肝病继发的肝脏清除受损。Kostadinova［20］发现

血浆ATX与HCV和丙型肝炎病毒/艾滋病感染期

间的系统免疫激活参数有关，在开始无干扰素直

接作用抗病毒丙型肝炎病毒治疗的几个月内，

ATX 水平部分正常化，这与非纤维化肝病导致

ATX水平升高或丙型肝炎病毒介导的肝细胞活化

一致。ATX、溶血磷脂酸和全身免疫激活参数之

间的关系与丙型肝炎病毒感染、肝细胞癌等相关，

认为 ATX 水平通常与 ATX 酶活性产物溶血磷脂

酸的水平相关，是一种通过溶血磷脂酸受体传递

信号的脂质介质；ATX⁃LPA 轴与丙型肝炎病毒和

丙型肝炎病毒/艾滋病感染环境中的系统性免疫激

活相关；在慢性肝病毒感染期间，非纤维化和可逆

成分导致 ATX 水平升高。Joanna［21］对 138 例慢性

丙型病毒性肝炎患者进行了戊聚糖 3（Pentosan 3，
PTX3）与炎症活性和纤维化的生化和组织学参数

的相关性研究，目的是探究 PTX3 检测 HCV 患者

的临床显著纤维化的准确性，证实了 PTX3作为显

著纤维化的单一标志。

7 小结与展望

不同的免疫学检测技术适用于不同的病毒性

肝炎分型，为了实现 2030 年彻底将病毒性肝炎这

一疾病彻底根除的终极目标，临床医师、科研专家

还需更加努力，不断提高检测技术水平，不断更新

检测设备及试剂盒，规范检测流程。
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世 界 卫 生 组 织（world health organization，
WHO）2017 年全球结核病报告显示，中国结核病

患者的例数位居世界第三，并且是世界三大耐多

药结核病高发国家之一。耐药结核病指由耐药结

核分枝杆菌引起的结核病。传统药敏试验是确诊

耐药结核病的唯一方法，但其周期长，容易延误治

疗。基于分子生物学方法的结核分枝杆菌耐药基

因突变检测试剂（以下简称基因药敏试验）可快速

检测结核分枝杆菌基因组中与特定耐药相关的基

因突变，较快确定患者对某种特定结核药物的耐

药性［1⁃3］。

笔者长期从事结核分枝杆菌耐药基因突变检

测试剂的技术审评工作。在本文中，笔者将总结

分析该类试剂的临床应用价值和注册情况，同时

对该类试剂设计研发时应重点关注的产品设计、

主要原材料选择和性能评估等技术问题进行探

讨，以期对生产企业进行相关试剂的注册申报进

行技术指导。

1 该类试剂的临床使用场景

在临床实践中，临床机构使用该类试剂对来

自确诊结核病患者的临床样本培养物进行检测。

如从临床样本培养物中检出结核分枝杆菌基因组

中与某种结核药物耐药相关的基因突变，则提示

提供该临床样本的结核病患者可能对该结核药物

耐药，该结核病患者为对某种结核药物耐药的耐

药结核病患者。

与传统药敏试验相比，基因药敏试验敏感性

更高，操作更简单可行，且能更快获得结果。因

此，基因药敏试验一经问世，即获得许多临床使用

单位的青睐。目前临床可用的基因药敏试验试剂

多为一线结核药物耐药检测试剂。随着我国耐药

结核病患者的急剧增多，二线结核药物耐药结核

病病例也频见报道，临床急需二线结核药物基因

药敏试验检测试剂［4⁃5］。

2 该类试剂的注册情况

该类试剂采用分子生物学方法定性检测临床

样本培养物中结核分枝杆菌基因组中与特定耐药

相关的基因突变，用于耐药结核病的辅助诊断，便

于临床医生合理选择结核药物。截至目前，经国

家药品监督管理局批准的国产基因药敏试验试剂

有 9 个，进口基因药敏试验试剂有 3 个，用于耐药

性检测的药物类型主要为结核患者一线药物，包

括利福平、异烟肼、链霉素和佛喹诺酮等。方法学

主要包括线性杂交酶显色法、熔解曲线法、基因芯

片法和一代测序法等。

3 该类试剂设计研发时应重点关注的技术

问题

3.1 质控

为避免临床使用时假阴性和假阳性结果对患

者的危害，应对该类试剂的检测过程进行有效质

控。因此，该类试剂应设立内标、阴性对照和阳性

对照，以对样本核酸分离纯化、配液及加样、试剂

及仪器性能、扩增反应抑制物（管内抑制）、交叉污

染和靶核酸降解等进行合理质控，避免出现假阴

性或假阳性结果。内标、阴性对照和阳性对照均

应参与样本核酸的平行提取纯化。

3.2 主要原材料研究

对于该类试剂而言，主要原材料主要为引物、

探针、反应液和聚合酶。该类试剂一般可同时检

结核分枝杆菌耐药基因突变检测试剂相关问题探讨

刘容枝★ 方丽 徐超
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测多个基因突变位点。因此，产品设计时需设计

多对引物和探针。如多对引物和探针存在于一个

反应体系，则应在设计开发时着重验证不同引物

探针对彼此的干扰。鉴于一般引物探针为外购，

应提交对引物探针供应商的选择依据及研究数

据。对于自制聚合酶，其生产工艺必须相对稳定，

生产企业应建立稳定的自制聚合酶的工艺流程及

质量标准。

3.3 企业参考品

企业参考品对该类试剂的质量控制至关重

要。企业应建立科学合理的阳性参考品、阴性参

考品、精密性参考品和最低检出限参考品。阳性

参考品、最低检测限参考品和精密度参考品，应包

括试剂声称的全部基因突变类型，且各参考品的

突变类型需经过金标准方法或已上市同类分型试

剂的确认。常见突变类型的上述参考品至少有

1~2种突变类型采用菌株，其他突变类型的上述参

考品可以采用含有突变的核酸。阴性参考品可采

用经确认靶序列未发生突变的结核分枝杆菌菌株

或试剂声称的其他无关突变类型的核酸等。

4 分析性能评估

分析性能评估资料是注册申报资料的重要技

术文件。该类试剂的分析性能评估资料需要着重

考虑最低检测限、分析特异性和配套核酸提取试

剂的提取效率等。

扩增反应终体系中的突变序列百分率和总核

酸浓度两个因素对最低检测限的影响较大，终体

系中突变序列的百分率越高、所含的核酸量越多，

则越容易检出。而终体系中的这两个因素是由临

床样本中的结核分枝杆菌耐药菌与野生菌的含量

和相对比例决定的。因此，在进行最低检出限研

究时，应考虑 100%耐药比例下，耐药菌株/突变核

酸的最低检测浓度；同时，应考虑不同菌株/核酸浓

度、各种耐药比例的最低检测限。

还应特别考虑申报产品的分析特异性，关注

野生型序列是否会检出突变阳性，以及申报产品

声称的全部突变类型间是否存在交叉。另外，还

需对核酸序列具有同源性、易引起相同或相似的

临床症状、采样部位正常寄生或易并发的其他病

原体进行交叉反应的验证。

另外，还需特别注意干扰物质对申报产品检

测性能的影响。应考虑内源性干扰和外源性干

扰。内源性干扰主要考虑临床样本中可能含有的

物质对申报产品检测性能的影响，一般采用不含

待检野生/突变靶标的相应临床样本进行试验。而

外源性干扰则主要考虑外源性药物带来的干扰，

包括异烟肼、利福平、抗生素和鼻腔喷雾剂或滴鼻

剂等常见药物的干扰等。

鉴于核酸提取效率对申报产品的后续检测具

有重要影响，生产企业还需考虑不同样本前处理

方法和核酸提取纯化方法对申报产品检测性能的

影响。如某种样本类型可采用几种方法进行样本

前处理或采用几种方法进行核酸提取纯化，生产

企业应提交适用的样本前处理方法或核酸提取纯

化方法与后续试验配合进行的性能试验，以证明

不同的样本前处理方法或核酸提取纯化方法不影

响检测结果。

5 结论与展望

本文总结了结核分枝杆菌耐药基因突变检测

试剂的临床应用价值和注册情况，并对该类试剂

设计研发时应重点关注的产品设计、主要原材料

选择和性能评估等技术问题进行探讨，以期对生

产企业进行相关试剂的注册申报进行技术指导。

生产企业应关注方法学本身的特点，不断优化原

材料与体系设置，不断提高产品性能，确保产品满

足临床使用需求。
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珊，陈巍（2）：170

miR⁃374a⁃3p 靶向 Syk 对 ox⁃LDL 诱导内皮细胞损伤及炎症反应的影
响 ，冯自波 ，祝友鹏 ，张静（2）：175

女性宫颈 HPV 感染与阴道局部 Th17 细胞免疫功能及血清因子的关系
研究 ，王小花，俞岩，王茹（2）：181

中晚期子宫颈鳞癌同步放化疗前后血清 E⁃cadherin、VEGF、nm23⁃H1 变
化及预测价值，李改玲，任芳，冯巍（2）：185

血清 CA153、CEA、SF、CT 及 Hcy 联合检测对乳腺癌的临床诊断价值 ，
徐书星，霍庆赟，张明远，等（2）：190

GAP⁃43 蛋白表达与大鼠心力衰竭发病相关性分析，王娜，陈玉善，刘蕾，
等（2）：195
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血清 miR⁃200c 表达与 2 型糖尿病患者白蛋白尿短期进展的相关性研
究，庄苹，杨锦，郑蛟，等（2）：199

预后营养指数对胶质瘤患者预后的影响，徐日（2）：203
缺血性脑卒中患者单个核细胞 TLR3、IRF⁃3、IFN⁃γ mRNA 表达及临床

意义，李邦林，贾汉伟，李靖，等（2）：207
血清 hs⁃CRP、TGF⁃β 和 TLR4 水平对儿童急性细菌性肺炎的临床诊断

价值，杨德彬，冯日昇，王玲玲，等（2）：212
TACE 联合射频消融对中期肝癌患者血清 GP73、AFP、AFP⁃L3 的影响，

孟令武，李月圆，李志彬，等（2）：217
合并 MS 冠心病患者细胞因子表达及临床意义，谢瑾，李红，罗浩（2）：221
PCOS 患者 GDF⁃9、BMP⁃15、BAX 表达特点及其与卵巢储备功能的相关

性，程瑶瑶，李建辉，王淳，等（2）：225
血清 NT⁃proBNP、D⁃二聚体、ST2 水平与 COPD 合并呼吸衰竭患者预后

的相关性分析，孙彩玲，张华钊，孙淑红（2）：229
子宫内膜异位症患者血清 TIMP⁃1、MCP⁃1、MMP⁃9 水平及与不孕的关

系，顾晓荔，吴新华，姬梦鸽，等（2）：234
抗苗勒管激素的单克隆抗体制备与鉴定，苏晓菱，李丽蓥，李苗苗，等

（2）：239
冠心病患者冠状动脉 CT 特征与血清脂蛋白（a）、脂联素、PTX3 的相关

性研究，周鹏，王烁，任艳玲（2）：244
地中海贫血基因检测试剂盒抽验质量分析，张文新，于婷，孙楠，等

（3）：279
一种 PCR检测耐甲氧西林金黄色葡萄球菌株新方法的建立，邢楣，符林

琳（3）：283
血清VEGF、pro⁃ADM水平与老年呼吸机相关性肺炎病情严重程度及预

后的关系，袁娟，白义春（3）：287
TB⁃DNA和 IGRAs对川西高原地区肺结核诊断的适用性分析，苟甜甜，

向章朋，柳梦君，等（3）：292
老年血液透析患者血清 hs⁃CRP、Fetuin⁃A水平与心脏瓣膜钙化和血管钙

化的关系，张曼，张京慧，温小军（3）：296
血尿酸和胰岛功能与 2型糖尿病患者血液流变学相关性分析，杜金红，

王中正，郭亚娜（3）：300
重症COPD患者 IL⁃33/ST2比值与血气指标、氧化应激反应程度的相关

性分析，尹晶，陈文涛，郁毅刚（3）：305
miR⁃26b⁃3p靶向调控 TRA2B表达抑制神经胶质瘤细胞的增殖和转移，

隋锐，张烨，姚冰，等（3）：309
β溶血表型摩根摩根菌的鉴定及系统发育树构建，贾琴妹，满宝华（3）：314
敲低 lncRNA DILC 对胶质瘤细胞体外生物学特性的影响，刘泉，王新

军，王建业，等（3）：319
孕晚期亚临床甲状腺功能异常对孕妇糖代谢及妊娠并发症的影响，路春

梅，赵云刚，杨旭，等（3）：323
IGF⁃IR与前列腺癌发生发展及预后的关系，冯国亮，张建伟，徐泉泉，等

（3）：327
miR⁃421靶向 PDCD4促进前列腺癌DU145细胞增殖的实验研究，李作

为，郭航，邓超，等（3）：332
血清 IL⁃1β、IL⁃10、IFN⁃γ在乳腺肿瘤定性诊断中价值及与预后相关性研

究，郭琪，姚昶，郭宇飞（3）：336
CD3+ HLA⁃DR细胞与早发性卵巢功能不全患者免疫紊乱及卵巢功能的

关系，郭蜜甜，张继，王素梅（3）：340
RA患者免疫功能失衡与疾病活动情况的关系研究，孟庆防（3）：345
CysC、Hcy、MPV、NT⁃proBNP 对 STEMI 术后再狭窄的影响，邹延新，

李妮妮，张月华（3）：349
血清β⁃HCG、P及阴道超声评估在未破裂宫外孕诊断中的应用，颜雪萍，

田圆，吴青京（3）：353
狼疮性肾炎血清 MMP9、IFN⁃γ 与 HMGB1、TLR4 mRNA 的临床意义，

鲁冰，任东升，陶雅非，等（3）：358
膜性肾病患者Angptl4、CTLA⁃4及维生素D检测与凝血功能的相关性，

贾利敏，赵翠，魏迪，等（3）：362
血清BUN、D⁃D、Lac、sCHE水平对重症肺炎生存预测价值，张健昌，赖燕

波，李盘石，等（3）：366
热休克蛋白A2、IGFBP⁃2在胰腺癌患者的表达及与临床病理特征相关

性，于洋，薛莹，仓顺东（3）：371
氧化修饰高密度脂蛋白对大鼠颗粒细胞激素分泌的影响及相关机制，

马金平，李红娟，李艳敏（3）：376
结肠癌血清 IGF⁃1水平及肿瘤组织中VEGF⁃C、VEGFR⁃3表达与淋巴结

转移的相关性研究，杨秀成，于琼，巩林强，等（3）：381

云南省婴儿期不同民族高非结合性胆红素血症UGT1A1基因多态性研
究，奎莉越，王明英，周百灵，等（3）：386

高灵敏度 HCV RNA 检测在术前筛查中的应用，何宇婷，陈雪芳，陈培
松，等（4）：419

乙醛脱氢酶 2 基因 Glu504Lys 多态性在汉族 2 型糖尿病人群中的分布
特点，安宏亮，江海燕，张劲丰，等（4）：423

葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变永生化淋巴细胞系的建立，贾峥，张艳艳，
孙楠，等（4）：428

脓毒症患者循环 miR⁃21、miR⁃155 变化与炎症细胞因子和心功能障碍的
相关性，贾启明，张涛，贺娜娜，等（4）：433

快速检测洋葱伯克霍尔德菌巢式荧光定量 PCR 法建立，林丽英，邓穗
燕，郭旭光（4）：437

56℃加热灭活对流感病毒核酸检测结果影响的初步研究，周百灵，杨光
能，陈俊伶，等（4）：441

2 型糖尿病患者颈动脉中层内膜厚度与 hs⁃CRP、UAER 的相关性，谢军，
孙媛媛，余其贵（4）：445

血清中 OPG、TNF⁃α 和脂联素对妊娠期糖尿病的诊断分析，温洁，刘萍，
郭蕊（4）：450

类风湿关节炎并发医院感染因素及 CRP、sCD14⁃ST 预测价值，孟庆防，
郭冬芳，党筝，等（4）：454

17β⁃雌二醇对 rBMSCs 肝祖细胞定向分化及 Wnt 信号通路的调控作用，
曾令锋，黄俊宇，熊瑶，等（4）：459

成年 OSAHS 患者血清 MIF 水平与病情严重程度的相关性及对并发脑
梗死的预测价值，黄一苇，张昊，李灵真（4）：464

急性呼吸窘迫综合征患者血清 PCT、NT⁃proBNP水平变化及意义，杨慧亮，
李颖，巴晓彤（4）：469

人附睾蛋白 4 和趋化因子配体 9 在狼疮性肾炎诊断及预后的应用价值，
魏华，张彩凤，王佳丽（4）：473

宫颈磷癌组织中 Survivin 的表达及其与患者临床病理特征的关系，额尔
德木图，贾玉玲，秦晓玲，等（4）：478

退行性心脏瓣膜病患者血清 LP（a）、OPN、IRF⁃4 表达及其临床意义，王
俊华，崔勤涛，韩培立，等（4）：483

血清 LBP、HSP70、DcR3 水平预测急性呼吸窘迫综合征患者疾病转归的
价值，马玲玲，杨秋伟，孔汴躲（4）：487

小儿重症肺炎不同病原抗原及抗体 IgM 抗体检测特点及流行趋势分析，
陶珊（4）：492

SAA、sTREM⁃1、CRP/PAB 在 SP 患者全麻术后肺部感染的意义，孙媛，
王欣，王莉（4）：497

血清 TSP⁃1、PDGF 预测脑出血短期预后的临床价值，高阳阳，李骥腾
（4）：502

剖宫产产妇术后感染患者血清 TNF⁃α、PCT、IL⁃1β 水平的变化及其意
义，仵晓峰，王冉，李宛玲（4）：507

血清 β⁃hCG 和孕酮表达与妊娠剧吐患者甲状腺功能和胃动素相关性，
李凤，鲁海峰，崔冰漪，等（4）：511

CysC、α1⁃MG 及 β2⁃MG 在慢性阻塞性肺疾病患者的检测价值及与缺氧
所致肾损伤的相关性，李海燕（4）：516

老年 AML 患者在经地西他滨治疗中 COX⁃2、VEGF 及 p53 蛋白的表达
及与预后关系，王战芳，张芳芳，杨海，等（4）：520

外周血 CD40、CD40L 表达及血清 BAFF 水平对 ITP 患者疗效的预测价
值，尹凤雷，尹娟，赵芳，等（4）：525

乳头状肾细胞癌实性亚型 1 例报道并文献复习，王芳，相龙全，李倩，等
（4）：529

老年 COPD 伴严重呼吸衰竭患者血清 Cys C、VEGF、IL⁃17、ACTA 水平
变化，曹婷婷，万俊，冯永海，等（4）：533

利用荧光 PCR⁃毛细管电泳法评价微卫星不稳定性检测国家参考品，
张文新，黄传峰，孙楠，等（5）：565

Prader⁃Willi 综合征及 Angelman 综合征的遗传学分析方案及广东的临
床实践，汪安石，刘畅，王继成，等（5）：570

NLR、血清 CHE、Ang⁃1 与 ACI 患者病情变化的关系，陶珍，崔连奇，
赵磊，等（5）：575

LA16c⁃313D11.11 与 miR⁃205⁃5p 在子宫内膜癌中的表达及意义，韩雪
松，丁雪，赵鹏，等（5）：579

结核感染致胸壁肿物的病原检测方法的比较研究，曾定科，赵健
（5）：583

益赛普联合柳氮磺吡啶治疗强直性脊柱炎疗效及 miR⁃29a、miR⁃146a 的
变化，张诺，郭明蔚，陈桂武，等（5）：587
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高血压合并心功能不全对患者 CyP、GDF⁃15、IL⁃18 水平影响研究，刘晓
雨，贾国伟，孙荣国，等（5）：592

miR⁃182⁃5p 调节细胞自噬促进胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭，相绿竹，
王晔，陈文，等（5）：596

miR⁃148a⁃3p 靶向 DLL4 基因影响婴幼儿血管瘤内皮细胞增殖和凋，
李海燕，李凡（5）：601

滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2 蛋白在骨关节炎患者中的表达及临床价值，
赵丽莉，高宇，梁涢，等（5）：606

大株红景天注射液治疗冠心病合并心力衰竭疗效及对患者血清 HCY、
Gal⁃3、NT⁃proBNP水平的影响，张志亮，张鑫，高卫芳，等（5）：611

血清 EGFL7、MTA1 表达与鼻咽癌患者临床特征及预后的关系，冯睡，
尹金淑，谢洪，等（5）：616

RDW、CHE 及 TEG 参数与重症肺炎机械通气治疗患者病情的关系，
卢仁辉，刘培杰，杜莎莎，等（5）：621

FeNO 联合血清 ECP、IgE 检测对支气管哮喘的临床诊断价值，买智涛，
姜明明，万善志（5）：625

PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1 在慢性肾小球肾炎合并细菌感染中的应用价
值，廖荣叶，孙守萍，曹志（5）：629

溶栓治疗肺血栓栓塞症疗效及对凝血功能及 NF⁃κB、ET⁃1 的影响，
郎哲，何志红，毕文淼，等（5）：634

FGF18 与骨性关节炎患者血清炎症细胞因子、脂肪细胞因子及骨关节严
重程度的相关性，胡彦彬，王振东，赵强，等（5）：639

NLR、PLR 在甲状腺良恶性结节及自身免疫性甲状腺炎诊断中的应用价
值，洪文斌，胡竑韡（5）：643

miR⁃223 和 miR⁃192 在重症肺炎患儿血清中的表达意义，孙卉芳，孙永
发，王丹凤（5）：647

吞咽造影定量分析对卒中后吞咽障碍及功能的评估价值，贺媛，代欣，
梁雅慧，等（5）：651

miR⁃93⁃5p 对心脏成纤维细胞纤维化的影响，张伟峰，雷素扬，赵俊涛
（5）：656

BAP1、Ki⁃67 表达与老年肺腺癌患者肿瘤侵袭及预后的关系，安晓颖，
李晓霞，陈宁，等（5）：661

ICAM⁃1 含量对体外循环心脏手术后急性肾损伤的预测价值，李翠玲，
张红，韩小虎（5）：666

新生儿先天性甲状腺功能低下症筛查结果及流行病学特征分析，许静，
王惠珍，简亚娟（5）：670

PLGF、IL⁃6 与妊娠期高血压病情程度及母婴结局的相关性，程惠，周曙光
（5）：674

HCY 与 2 型糖尿病合并冠心病患者心率变异性及心律失常的相关性研
究，刘松年，伍星，荆凌华（5）：678

AGR、补体 C3、C4在 SLE合并脑血管病中检测价值，罗寰，阮海玲，陈苗苗，
等（5）：683

非小细胞肺癌患者 ALK、ROS1 及 BRAF⁃V600E 基因突变与临床特征
的相关性，李华芳（6）：701

液相芯片技术检测地中海贫血国家参考品，张文新，林卫萍，孙楠，等
（6）：705

中重度开放性颅脑损伤患者 CRP、D⁃D 与压力相关参数关系及预测预后
价值，孔羽，罗永刚，常天颖，等（6）：710

血清 Tenascin C 及 CADILLAC 危险评分与急诊急性心肌梗死相关性研
究，涂胜，王莹，刘飞，等（6）：715

307 例非缺失型 α⁃地贫的基因型及血液学特征分析，冼嘉嘉，何健淳，
王燕超，等（6）：720

DNA 结合抑制因子 2、Rab5 基因在子宫内膜异位症患者中的表达及其
意义，陈豫中，赖威，张国安，等（6）：724

miR⁃499、miR⁃16、肌红蛋白与常规心肌损伤标志物的关系及在急性心肌
梗死早期诊断中的价值，李刚，朱春凯，郑培明（6）：728

HBV 相关 ACLF 患者免疫功能及 IL⁃10 和 IL⁃32 与预后的相关性，王少
渊，任旭，李世红，等（6）：733

胞二磷胆碱联合血塞通注射液治疗 ACI 患者疗效及其对血清 TLR4/
NF⁃κB 信号通路水平的作用，肖淑红，刘建浩，王波海（6）：737

HBP、ADA、CHE 鉴别急性细菌性脑膜炎病原菌的价值及其与病情的关
联性，徐雪勤，马永磊，杨喜勇（6）：741

sTRAIL、PCT、ALB 在重症肝病合并感染患者外周血中的表达及临床意
义，徐萍，伍廷平，夏红，等（6）：746

AAG、CD64 指数和 IL⁃10 对肺癌术后并发感染的预测价值及与转归情
况关联性，姜淮，刘金，张道忠，等（6）：751

血清 MMP⁃9 和 LCN⁃2 水平在乳腺癌患者中表达意义及相关性分析，
赵凌云（6）：756

circNT5E 通过调控 miR⁃506⁃3p 表达对结肠癌细胞迁移、侵袭和凋亡的
影响，孟凡迪，徐勤鸿，杨刚华，等（6）：760

EOS⁃CRSwNP 与 Neu⁃CRSwNP 鼻粘膜组织 IL⁃13、血清 tIgE、外周血
EO%和临床评分的比较及相关性研究 ，马艳丽，陈付华，麻宁，等
（6）：765

自发性早产的高危因素及血清 TLR2、MCP⁃1、TNF⁃α 水平的预测价值，
于哲，张洛英，潘大欢，等（6）：769

急性冠脉综合征患者 UA、NLRP3 水平与冠脉 SYNTAX 评分、斑块稳定
性的相关性研究，郑耐心，唐国栋，田正凤（6）：773

IFN⁃γ、IL⁃6、sIL⁃2R 在初治型肺结核患者血清中的变化意义研究，张信
鸽，刘新，赵丹晖（6）：777

Fibroscan 弹性值与肝纤维化标志物在肝硬化患者中的关系及预后预测
价值分析，张文利，董家琪，周柱玉，等（6）：781

MRI 在肝癌合并肝硬化经皮穿刺射频消融效果及术后复发中的预测价
值，孟兆伟，王洪涛，管唯唯（6）：786

IMT 联合血清 Lp⁃PLA2 在诊断动脉粥样硬化脑梗死与预测斑块稳定性
的价值，何丹青，邱文倩，牛居辉（6）：790

中枢神经系统感染患儿血清 MMP⁃9、AQP4、PC 水平变化及其对 ICNS
的诊断价值，赵芳丽，杨媛洁，陈相宏，等（6）：794

复发性流产孕妇血清 25（OH）D 水平与炎症因子、自身免疫抗体及 T 淋
巴细胞亚群分布的相关性分析，郝月兰，刘辉，吕明云，等（6）：799

宫颈癌患者组织 β⁃catenin、Wnt1表达及与新辅助化疗疗效的关系，谭建媛，
阳莉，罗安莉（6）：803

miR⁃26a 靶向 ADAM10 对类风湿关节炎滑膜成纤维细胞增殖及迁移的
影响，于守杰，张振春，厉彦山，等（6）：808

miRNA⁃193b、Lp⁃PLA2、miR⁃146a 与阿尔茨海默病严重程度的关系及预
测疗效的价值，尚晓峰，冉秀荣，李虹（6）：813

β2⁃MG、Hcy、Cys⁃C 检测在 2 型糖尿病视网膜病变诊断中的价值，陈斌，
齐晓玲，徐礼五，等（6）：818

下调 miR⁃9 对 LPS 诱导的大鼠心肌细胞炎症因子分泌的影响和机制，
李媛莉，赵继波，张三明（6）：822

SLE 及 LN 患者血清 C1q 的表达水平及意义，张明娇，吴勇（6）：827
恩必普治疗对 ICVD 患者血液流变学、血清 chemerin 和 Hcy 水平的影

响，王丽轩，洪震 张乐国，等（6）：831
EDA 基因外显子缺失所致外胚层发育不良家系的基因型研究及产前诊

断，丁红珂，余丽华，曾玉坤，等（7）：852
子宫颈癌血清 HPV⁃E7、CD105、YKL⁃40 水平表达与病理特征及预后的

相关性分析，肖虹 潘晓蕾，赵丽颖，等（7）：856
不同基因型 HCV 感染患者重叠 HBV 或 HIV 感染的病毒学特征，彭亚

柏，朱秀云，刘赛云，等（7）：861
下调 lncRNA HCG18 靶向调控 miR⁃34a 影响口腔鳞癌 SCC4 细胞增殖、

侵袭以及迁移的分子机制，丁延晶，王立新，邱静怡，等（7）：864
心外科 ICU 患者术后感染血清降钙素原、PSGL⁃1、sICAM⁃1 与心肌肌钙

蛋白 I 的变化及意义，赵俊娅，王珂，乔博，等（7）：869
外周血与骨髓组织髓系来源抑制细胞在多发性骨髓瘤患者诊断中的价

值比较，张睿婷，方霁 周雅莹，等（7）：874
体液免疫功能、血清 sIL⁃6R 水平和血沉的检测在儿童 CA⁃MPP 病情变

化和疗效评估中的应用，陈建州，吴云刚，张辉（7）：878
宫颈癌患者血清 E⁃cad、IFN⁃γ、TGF⁃β 表达意义及对预后的影响，李晓茵，

吴雪薇，卢智健，等（7）：882
LASP1、GSTA3 在鼻咽癌组织中的表达及与复发、转移的关系，杜伟一，

陈淑莲，李国强（7）887
let⁃7d⁃5p 调控 HPV16 阳性宫颈癌细胞侵袭、迁移及凋亡的分子机制，

张鹏飞，周保成，周哲，等（7）：892
RNAi 下调 CCT8 抑制非小细胞肺癌 A549 细胞转移潜能，朱迎伟，

褚旭，邱家勇，等（7）：897
血清 TK1、VEGF 和 AFP 检测对原发性肝癌诊断及预后评估的价值，

胡燕红，顾艳红，王新梅（7）：901
血清和肽素水平与 PCOS 患者糖代谢相关指标水平的关系研究，张先锋，

肖丹，郭佳（7）：905
GnRH⁃α 联合 LNG⁃IUS 对子宫内膜异位症术后患者血清 ENA⁃78 及

MCP⁃1 水平的影响，马雪莲，李海燕（7）：910
miR⁃155⁃5p 靶向 FNDC3B 基因通过 NF⁃κB 信号通路调控骨关节炎软

骨细胞增殖和凋亡，谢进，舒莉莉，苏虔，等（7）：914）
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胃癌患者 TNS1 蛋白、PDK⁃1 蛋白阳性表达意义及与临床病理特征、
预后的相关性，李伟伟，杨庆辉，蔡卫梅（7）：919

IL⁃8、IL⁃6、hs⁃CRP 在缺血性脑血管病手术前后表达变化及临床价值，
任英巧，李占增，伍淑玲，等（7）：923

大脑后动脉瘤破裂危险多因素及其治疗结果分析，陈解南，周新卫，彭冬红，
等（7）：928

EMT不孕患者血清AcrAb、Sp17Ab水平，唐媛，刘小娟，刘秀丽，等（7）：932
血清 PTX⁃3、CTRP9、MIF 水平与缺血性脑卒中患者神经功能及短期预

后的关系，袁大华，杜朴，王玉凯（7）：935
Lp⁃PLA2、Hcy 及 S100β 对缺血性脑卒中后 VD 的预测价值研究，韩玉华，

周俐红，李艳丽（7）：940
TCT、HR⁃HPV 配合阴道镜下宫颈活检在宫颈癌临床诊断中的价值，

杨东斌（7）：944
冠心病心绞痛患者经冠心舒通胶囊治疗后 Hcy、FIB 和 CRP 的变化，

戴艺，刘丽，欧燕，等（7：948
RDW、DD 联合抗 CCP 抗体检测对 RA 诊断及病情活动的价值分析，

杨波，徐磊，贾伟，等（7）：952
血清 E2、P1NP 水平对绝经后骨质疏松性腰椎骨折风险的预测价值，

方兵，程翰林，虞红林，等（7）：956
体外诊断试剂创新产品临床试验对比方法选择及案例解析，徐超，方丽，

李冉（7）：960
PCT、CRP 在肺炎支原体肺炎患儿中的表达及与 MP⁃IgM 抗体的关系，

纵雪峰，种丽芳，刘道路，等（7）：964
miR⁃142⁃5p 对癫痫发作后神经元损伤的作用机制，赵利，李海燕（7）：968
胎儿染色体非整倍体 21 三体、18 三体和 13 三体检测试剂盒（高通量测

序法）行业标准的制定，张文新，于婷，孙楠，等（8）：991
采用二代测序对 Marfan 综合征家系进行植入前遗传学诊断，何天文，

卢建，陈创奇，等（8）：995
胃癌根治术预后相关因素的研究，李立新，蔡翠芳，李文祥，等

（8）：1001
E6 流式细胞仪检测 CD34+ 细胞百分比和绝对计数方法的建立，付笑迎，

张小玲，刘梦桐，等（8）：1005
急性淋巴细胞白血病患儿血清 TK1 及 E⁃cadherin 蛋白表达水平及意义，

邢东文，张余转 ，林坚，等（8）：1010
非小细胞肺癌患者癌组织及血清中 circRNA 的表达水平及临床意义，

杨桄权，张千仕，范习刚，等（8）：1014
CK⁃MB、cTnI、冠脉造影及心电图联合诊断急性心肌梗死价值研究，

常琳，常佩云，刘娟（8）：1018
miR⁃126、miR⁃96 与急性心肌梗死患者血小板活化及近期预后相关性，

刘汉毅，杜小杰，王金墙，等（8）：1022
RDW 对高血压并发房颤的诊断预测，裘存新，胡剑平，余林，等（8）：

1026
颈动脉粥样硬化患者中血清 Lp⁃PLA2、CD147的表达及意义，谭红，朱红霞，

张可帅（8）：1030
hs⁃CRP、NF⁃κB、VCAM⁃1 与缺血性脑血管病病情及预后关系，李占增，

任英巧，伍淑玲，等（8）：1034
前白蛋白和降钙素原在新生儿高胆红素血症中的表达及与心肌酶谱的

相关性，汪灵芝，贾文婷，张苗苗（8）：1039
孕妇血清抑制素 A 联合胎盘生长因子在孕早期唐氏综合征产前筛查中

的预测价值，黄雪珍 陈倩岚，蔡锦梅，等（8）：1044
鼻咽癌组织中 SATB1表达与化疗耐药及预后的关系分析，杨和强，刘文峰，

胡玥（8）：1047
脐血 TGF⁃β1、Treg 细胞数量水平对早产儿支气管肺发育不良的预测价

值，林晴晴，谭卉晗，吴永芳，等（8）：1052
轴突生长抑制因子 A、核因子⁃kB p65 对急性高血压脑出血患者病情及

预后的评估，尹艳霞，尚文俊，郭华，等（8）：1056
CCL18、MIF mRNA、HIF⁃1α 在人脑胶质瘤中的表达及预后评估价值，

吕超，孙慧渊，闫俊飞（8）：1060
CRP、PCT 联合肺部感染评分在 ICU 肺部感染诊断及预后中的应用价

值，黄杨，张磊，郭伟（8）：1064
肺炎支原体感染合并川崎病患儿血清 IL⁃6、IL⁃8 及 IL⁃10 水平与冠状动

脉损伤的相关性，郭璇，宋瑶，阿布来提·阿不都哈尔（8）：1069
血清 PAPPA、freeβ⁃hCG 及 PLGF 联合检测在孕早期唐氏综合征筛查诊

断中的应用价值，贾广珠，王恒会，王丽等（8）：1073
Th1/Th2 及相关细胞因子 IFN⁃γ、IL⁃10 在无痛分娩中的变化及意义，

张海艳，王占晖，刘钦文（8）：1077

血浆 CD64、PCT 及 hs⁃CRP 水平在急性白血病化疗后合并细菌感染预
后的评估，李萨萨，杨友卫，武琳琳，等（8）：1082

星形细胞肿瘤组织 EGFR、VEGF 表达及其与病理分级的相关性研究，
张弛，袁健，彭刚，等（8）：1086

食管癌组织中 PD⁃L1、Vim、Zeb1的表达与放疗敏感性的关系分析，付江萍，
蓝柳，胡芳，等（8）：1090

硫酸特布他林联合布地奈德雾化对支气管肺炎患儿临床治疗效果分
析，韩梅，宋华，张伟，等（8）：1095

重症 MPP 患儿 D⁃D、CRP、PAF 及血小板参数测定的临床意义，赵娜，
郑华月，乔瑞君（8）：1099

miR⁃182⁃5p 通过 HOXB7 基因调控膀胱癌细胞的增殖和侵袭迁移，
肖飞，辛士永，邵长帅，等（8）：1103

血清 CYR61、IGF⁃1 水平对胫骨平台骨折术后愈合延迟的预测价值，
郑海亮，刘晶（8）：1108

婴儿型炎症性肠病 1 例并文献分析，杨志，王玲，孙子发，等（8）：1112
呼出气一氧化氮与支气管哮喘患者外周血嗜酸性粒细胞相关性及联合

检测价值，江银玲，杨万春，沈欣（8）：1115
急性脑梗死合并医院获得性肺炎患者的病原菌分布变迁情况及耐药性

分析，田敬华，杨品娜 高翔，等（8）：1119
关节液 AD⁃1、SDF⁃1、sICAM⁃1 对人工肱骨头置换术术后感染的诊断价

值及与术后康复的关系，徐兵，汪华清，黄强开，等（8）：1124
人类白细胞抗原 B5801/5701/1502 核酸检测国家参考品的建立，胡泽斌，

孙彬裕，高飞，等（9）：1137
lncRNA MCM3AP⁃AS1 靶向 miR⁃524⁃5p 在 CIK 细胞诱导肺癌细胞

A549 凋亡中作用机制研究，肖永平，李庆科，王兴昌，等（9）：
1142

佛山市 9 236 例孕产妇 301 型地中海贫血基因检测结果分析，杨发达，
高维鸿，梁丽笙，等（9）：1147

肾病综合征患者血清 IgG、IgM、IgA 水平变化及临床意义，杨全，赵蓉苑，
李跃昌，等（9）：1152

血清 Anti⁃CCP 抗体、RF 和 hs⁃CRP 检测对 RA 的诊断价值分析，卜文君，
邵从军，胡恒贵（9）：1155

血清 miR⁃370⁃5p、tPSA、fPSA 联合检测对前列腺癌的诊断价值，王金乐，
张蓉，宋梦，等（9）：1159

弥漫大B 细胞淋巴瘤患者 PD⁃L1/PD⁃L2 表达水平与临床病理及预后的
关系，禹环，符丽梅（9）：1163

IL⁃6、肿瘤坏死因子 α 及 CRP 对下肢创伤患者合并感染的预测价值分
析，吴俊学，李毓灵，陈路（9）：1167

高频超声、血清 TPO⁃Ab 对不同性质甲状腺结节诊断的价值分析，马纯华，
黄畅，郑丹慧（9）：1171

ACE 基因 rs4344 多态性及环境因素与海口市汉族人群脑梗死关联研
究，侯丹，余丹，杨国帅 等（9）：1175

肺癌患者手术前后血清 Lp⁃PLA2、CYfra21⁃1、VEGF⁃C 变化及临床意义，
茹玉航，王林，宋焕（9）：1179

单核细胞高密度脂蛋白比值、血清尿酸水平与冠心病患者冠脉狭窄程度
的相关性，郎勇，冉迅，屈模英（9）：1184

慢性自发性荨麻疹患者斑贴试验结果分析，张振东，范苗静，王伟，等
（9）：1187

血清胎盘生长因子水平与子痫前期胎儿生长受限的关联性，万雪华，
马爱娟（9）：1192

L⁃选择素、降钙素原、波状蛋白在脓毒症患者中表达及意义，胡仕静，
潘爱军，梅清（9）：1195

绿色环保型血清补体抑制剂聚天冬氨酸（钠）在免疫检测试剂中的应用，
陈立勇，刘仁源，张瑜（9）：1200

血清 TLR2、TLR4 水平与 2 型糖尿病肾病患者肾功能及炎症状态的关
系分析，华燕，武金文，刘欣（9）：1204

肝癌切除术前后患者血清 sP⁃selectin、sICAM⁃1 水平变化及其临床意义，
肖奇贵，王铮，杨勤玲，等（9）：1208

调节性 B 细胞和转铁蛋白受体 1 在子宫内膜癌中的表达及其临床价值
分析，蒋莹，戴军霞（9）：1213

彩色多普勒超声联合血清 CA15⁃3、CYFRA21⁃1、miR⁃20b⁃5p 在早期乳
腺癌诊断中的应用，吴强，谭蜀川，向伦祥，等（9）：1217

胃癌患者手术前后血清 VEGF、MMP⁃2、MMP⁃9 水平变化及其临床意
义，董磊，夏猛，尚康兴，等（9）：1221

血清 CYfra21⁃1、LDH、NSE 水平检测在肺癌患者辅助诊断中的应用，
王宇琛，章春芝，王大伟，等（9）：1226
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血清 HbA1c、INS 在 T2DM 并发高尿酸血症的表达意义及相关性，吴斌，
许婧（9）：1230

乳腺癌癌组织中 LAPTM4B、dCTP 焦磷酸酶的表达水平及临床意义，
李辉，潘武，黄有成（9）：1234

H 型高血压患者血清 Hcy、Cyst⁃C 与血管内皮功能的相关性，罗婉丽，
赵秋平，刘荣梅，等（9）：1238

多模态超声对于乳腺癌不同 BI⁃RADS 分类诊断的价值及与分子分型的
关系，任少杰，姜菊，吕洪兵（9）：1242

TPG 对 HaCaT 细胞增殖、凋亡、细胞周期及 miR⁃320/RASA1 表达的影
响，陈怡，朱颜俊，树瑜（9）：1246

miR⁃155、miR⁃26a对 T2DM患者脂代谢、血管并发症的影响，严宇，操炎庆，
程锦（9）：1251

强直性脊柱炎患者检测 HLA⁃B27、ASO 及免疫球蛋白表达的临床意义，
陆锡平，王科，张庆祥，等（9）：1256

乳腺癌癌组织中 VWCE、MEKK3 的表达水平与临床病理、预后的关系
分析，李远平，刘勋，祝琴（9）：1260

乳腺癌中 lncRNA ITGA9⁃AS1 表达与病理特征及新辅助化疗疗效的关
系，孙少甫，潘亚军，栾春（9）：1264

Hp 感染对强直性脊柱炎患者 α1⁃AG、CRP、ESR 水平及胃肠道功能的影
响，刘永华，季爱玉（9）：1268

FDC 联合左氧氟沙星治疗复治涂阳肺结核的疗效分析，魏华生，潘虹池，
冉梅，等（9）：1272

人类白细胞抗原 B27 核酸检测国家参考品的建立，胡泽斌，高飞，孙楠
等（10）：1285

早孕期流产胚胎组织 MLPA 检测结果及与年龄和孕周的关系分析，
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黄鸿新，男，1963年 10月 13日出生。1980~
1984年就读于华南师范大学化学系化学专业。

1984~2004年于西江大学（现肇庆学院）从事教

学、科研及管理工作。2004年至今于广东省医

疗器械质量监督检验所（简称广东医械所）从事

质量体系、医疗器械标准、检测及监督抽验

工作。

现任广东省医疗器械质量监督检验所二级

调研员、副教授，全国消毒技术与设备标准化技

术委员会主任委员，全国测量、控制和实验室电

器设备安全标准化技术委员会医用设备分技术

委员会副主任委员，第九届国家药品标准物质

委员会医疗器械（体外诊断试剂）分委会委员。

多年从事实验室质量体系管理、医疗器械质量监督抽验及医疗器械标准化工作，负责

多项医疗器械国家标准、行业标准的起草。主持编写了广东医械所的质量手册、程序文

件、作业指导书及质量记录表格等质量文件，是CNAS实验室认可评审员；2009年至今，参

加广东省医疗器械产品注册技术审评工作，并依据 ISO 13485-2003 医疗器械 质量管理体

系用于法规的要求，对多家医疗器械生产厂家进行质量体系考核工作；熟悉并掌握医疗器

械检验技术，发表漏电流测量、库尔特计数仪测微粒等多篇论文；负责实验室的评审及能

力拓展工作，多次通过 CNAS、国家计量认证、SFDA、TÜV PS的评审，目前广东医械所经

CNAS认可的承检项目 1 174项，经 SFDA认可的承检项目 1 179项，位列全国前茅。

作为医疗器械质量评价专家，承担多次国家、省医疗器械监督抽验检测和评价工作。

迅速并有力地处理了人工心肺机体外循环管道、一次性使用血液灌流器等重大不良事件；

2011年，在全国率先实施了体外循环及血液处理设备类医疗器械的抽验、现场检验及现场

调研的“三位一体”工作，是新形势下医疗器械评价体系的创新探索，受到上级部门的高度

肯定。

分管广东医械所归口的体外循环、消毒技术与设备、齿科设备等三大标准化技术委员

会的标准化工作。2006年以来，共承担并发布国家标准 37项，行业标准 165项，其中YY
0503-2005《环氧乙烷灭菌器》标准项目获“中国标准创新贡献奖”三等奖殊荣。

近年来承担及参与起草医疗器械国家及行业标准 12项。承担及参与国家、省、市科研

项目 6项，获发明及实用新型专利 4件，发表论文 5篇，主编及参编著作 5部。

黄鸿新
广东省医疗器械质量监督检验所（广东医械所）是广东省市场监督管理局属下的药品监督管理局直

属参公管理事业单位，加挂国家药品监督管理局广州医疗器械质量监督检验中心和广东省医疗器械质量

监督检验所包装材料容器检验中心的牌子。具有独立法人资格，是迄今华南地区唯一的国家级医疗器械

检验机构，同时履行广东省质量监督医疗器械检验站与广东省质量监督药品包装产品检验站的职责。

目前广东医械所除本部外还下设 4个分实验室，检验场所占地面积共 5万平方米。总部与 4个实验室

相互联系，形成了覆盖粤港澳大湾区乃至全省的检验网络。全所在岗人员 326人，其中博士 9人、硕士 68
人，正高职称 1人、副高职称 34人，在岗党员 152人，设立了科普专职人员 2人、兼职人员 62人，平均年龄 34
岁，是一支具备专业素养和科普能力的年轻队伍。广东医械所拥有检验设备 4 700多台套，价值 2.7亿元。

广东医械所通过中国合格评定国家认可委员会的实验室认可、中国国家认证认可监督管理委员会

的资质认定、广东省市场监督管理局的产品质量检验机构资格授权和检验检测机构计量认证，还通过了

德国 TUV PS、美国UL实验室认证，是国家药品监督管理局指定的国家级医疗器械质量检验机构，依法

承担医疗器械产品检验和国家、省、市地区的质量监督检验。同时，还是广东省科技成果检测鉴定机构

之一，也是广东省指定国产非特殊用途化妆品的备案检验机构之一。广东医械所按 CNAS⁃CL01：2018
《检测和校准实验室能力认可准则》（ISO/IEC17025：2017）以及《检验检测机构资质认定能力评价 检验检

测机构通用要求》（RB/T 214⁃2017）的要求建立了完善的质量管理体系，承检能力覆盖各种包装材料、

容器、机械、化学、物理、医用电子、电气安全、医用材料、生物性能、电磁兼容、超声、光学等多个领域。

广东医械所下设包装材料容器检验中心，是华南地区最大、能力最强的包装材料检验机构，依法承

担食品、保健食品、化妆品、药品、医疗器械等包装材料容器产品检验和洁净室（区）的检验、药品包装材

料与药品相溶性的检验，国产非特殊用途化妆品的备案检验以及包装材料容器产品和洁净室（区）标准

的制修订、科研、技术审评等工作。

此外，广东医械所还是全国消毒技术与设备标准化技术委员会、全国医用体外循环设备标准化技术

委员会、全国口腔材料和器械设备标准化技术委员会齿科设备与器械分技术委员会秘书处所在单位，负

责组织对消毒技术与设备、医用体外循环设备、齿科设备和器械三大归口医疗器械标准的制修订、转化、

验证和宣贯培训。同时，也是中国医药质量管理协会医疗器械质量管理工作委员会、广东省医疗仪器设

备及器械标准化技术委员会、广东省

药学会药用包装材料专业委员会的

秘书处所在单位。

广东省医疗器械质量监督检验所
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注：A 图为肺腺癌和正常肺组织中 CDCA5 的表达差异比较；B 图为 57对配对的癌组织和癌旁组织中 CDCA5的表达差异

比较；C图为 CDCA5的表达分析。

图（P1618） CDCA5在肺腺癌组织和正常肺组织样本中的表达差异分析

Figure（P1618） Differential analysis of CDCA5 expression in lung adenocarcinoma and normal lung tissue samples
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