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A：CT标准曲线；B：HSV⁃2标准曲线；C：HPV16型标准曲线。1：107拷贝/μL；2：106拷贝/μL；3：105拷贝/μL；4：104拷贝/μL。

图（P388） 3种病原体质粒标准曲线

Figure（P388） Standard curve of 3 kinds of pathogen plasmids
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·专家风采· 实验室巡礼

中山大学附属第六医院遗传代谢病实验室肖 昕

1962 年 12 月出生。

1997 年毕业于德国柏林

自由大学，获医学博士

学位。

教授，主任医师，博

士生导师，广东省医学领

军人才，中山大学“百人

计划”引进人才。现任中

山大学附属第六医院儿

科主任，遗传代谢病实验

室主任。担任中国医师协会新生儿专业委员会内分泌及遗传代谢病专业委员会副主任委

员，海峡两岸医药卫生交流协会理事兼新生儿专业委员会副主任委员，广东省医师协会

儿科专业委员会副主任委员，广东省健康管理学会儿科学及青少年健康管理专业委员会

副主任委员，广东省优生优育学会小儿早期发育专业委员副主任委员，广东省医学会围

产医学分会副主任委员兼遗传代谢病学组组长，广东省医学会新生儿分会常委兼遗传代

谢病学组组长。担任《Journal of Pediatric Infectious Diseases》《中华围产医学杂志》《中华

实用临床儿科杂志》《中华新生儿科杂志》《中国小儿急救医学》《中国当代儿科杂志》和

《广东医学》等杂志编委，国家和广东省自然科学基金项目评审专家，广东省和广州市医

疗事故专家鉴定委员会委员。

从事儿科临床工作近 30年，致力于研究小儿遗传代谢性疾病及新生儿疾病的诊断与

治疗。在国内较早开展新生儿重症监护、新生儿窒息复苏、新生儿机械通气、新生儿全肠

道外营养及遗传代谢性疾病等诊疗技术。主持美国国立卫生研究院（National Institutes
of Health，NIH）国际合作项目 1项、国家自然科学基金 4项、教育部回国博士研究基金 1
项、广东省自然科学基金 5项和广州市重大创新项目 1项等。主编《新生儿机械通气治疗

学》（人民卫生出版社）、《新生儿危重症监护治疗学》（江西科技出版社）和《实用儿童重症

医学》（人民卫生出版社）等学术著作，参编《实用新生儿学》（人民卫生出版社）、教育部普

通高等教育“十二五”规划教材《儿科学》和《儿科门急诊手册》（江西科技出版社）等学术

著作，并主笔育儿科普读物《育婴宝典-从出生到周岁》和《新生儿婴儿护理手册》。

在国内外期刊发表论文 120余篇，其中 SCI收录论文 12篇。曾以第一作者于《中国

新生儿科杂志》《中国小儿急救医学》以及《中华微生物学和免疫学杂志》等杂志分别发表

《质谱技术在小儿遗传性代谢病筛查中的应用》《有机酸血（尿）症及其临床处理》和《不同

胎龄新生儿免疫球蛋白重链基因 CDR3序列特征》等优秀论文。培养博士 4名，硕士 60
余名。

中山大学附属第六医院遗传代谢病实验室位于广州市天河区员村二横路 26号，于 2010年建立，隶属于中

山大学胃肠病研究所，是利用质谱技术进行遗传代谢病诊断分析，建立以气相色谱⁃质谱联用仪（gas chromatog⁃
raphy⁃mass spectrometer，GC⁃MS）技术、液相色谱串联质谱（liquid chromatographytandem mass spectrometry，
LC⁃MS/MS）技术及高通量测序技术为主的遗传代谢病诊断平台。

实验室与全球最顶尖的遗传代谢病研究机构日本松本生命科学研究院缔结了共同组建遗传代谢病实验室

的协议，把日本的先进技术尿素酶预处理⁃气相色谱⁃质谱法（GC/MS）直接引进中国。通过GC/MS技术可以从

100 μL的尿液样本分析 250种代谢产物，进行 142种遗传代谢病诊断，该技术检测水平在国内外处于领先水

平。 实验室LC⁃MS/MS技术可通过新生儿筛查的血斑点标本分析 71种代谢产物，诊断 52种遗传代谢病。实

验室在 2014年之前就自主研发了新生儿遗传代谢病（inherited metabolic diseases，IMD）质谱分析系统，该系统

能够大批量完成串联质谱波谱数据化、质谱检测数据全自动导入、异常代谢产物算法和人工智能算法，自动诊

断分析新生儿常见遗传代谢病，构建了可以存储百万级质谱检测数据的数据库。通过该自主分析系统的运用，

能为临床应用提供规范的、可靠的遗传代谢病诊断，大大降低串联质谱的使用门槛，使得一些偏远地区和医疗

不发达地区也可以通过国产化的诊断分析软件快速进行遗传代谢病的诊断，做到早诊断、早治疗。对于一些疑

难病例，可以通过软件自带的专家会诊平台进行专家会诊分析，结合染色体分析、特定基因分析、医学外显子测

序、全外显子测序、全基因组测序进行确诊，很好地促进了遗传代谢病的临床诊断和治疗。

实验室与中山大学相关实验室进行技术合作，利用高通量测序和芯片平台，构建省内外遗传性疾病的资源

网络，探索疾病与遗传因素的关系，针对遗传多态性发掘本地人群的遗传特征，建立中国华南地区遗传代谢病

基因位点数据库，拓展遗传性疾病的病种，寻求植入前诊断和产前诊断少见遗传性疾病的技术和方法。

目前实验室已积累十几万例新生儿血样MS⁃MS检测结果、一万多例尿样GC⁃MS检测结果及300多例基因

检测结果，这些大样本数据的积累为国内遗传代谢病的临床诊断提供了可靠的依据。实验室承担了多项国家

级和省级重大科研项目，包括国家自然科学基金、广州市健康医疗协同创新重大专项（700万）、广东省科技计划

项目、广州市科技计划项目等，在研经费超过1 000万元。在多项实验研究的基础上，实验室不断完善遗传代谢

病诊断的关键技术和早产儿代谢组学技术。在国内外核心期刊发表论文 100多篇。主编《新生儿机械通气治

疗学》《新生儿危重症监护治疗学》《实用新生儿重症医学》和《实用儿童重症医学》等多部专著，培养博士 4名，

硕士60余名。

学科带头人肖昕为中山大学附

属第六医院儿科主任，遗传代谢病

实验室主任，同时担任中国医师协

会新生儿专业委员会内分泌及遗传

代谢病专业委员会副主任委员，海

峡两岸医药卫生交流协会理事兼新

生儿专业委员会副主任委员，广东

省医师协会儿科专业委员会副主任

委员等学术职务。从事儿科临床工

作近 30年，致力于研究小儿遗传代

谢性疾病及新生儿疾病的诊断与

治疗。
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•述 评•

基金项目：铜陵市科技局计划项目（2017NS22）
作者单位：安徽省铜陵市人民医院检验科，安徽，铜陵 244002
★通讯作者：唐吉斌，E⁃mail：jibin158@163.com

亚甲基四氢叶酸还原酶基因多态性分析的临床应用

朱娟娟 唐吉斌★

［摘 要］ 5，10⁃亚甲基四氢叶酸还原酶（methylenetetrahydrofolate reductase，MTHFR）是叶酸代谢与

同型半胱氨酸代谢中的关键酶。该酶具有多种基因多态性，目前最具有临床意义的 2个多态性位点分

别是MTHFR C677T和MTHFR A1298C，可影响酶的活性，造成高同型半胱氨酸血症、核酸合成和甲基化

异常，目前多数研究提示，这 2个位点多态性可能与心血管疾病、出生缺陷、肿瘤等多种疾病相关。本文

对MTHFR基因多态性的分布特点及其与疾病的关系进行述评，以期为疾病的个体化预防和治疗提供一

定的指导意义。

［关键词］ 5，10⁃亚甲基四氢叶酸还原酶；单核苷酸多态性；MTHFR C677T；MTHFR A1298C

Clinical application of polymorphism analysis in the methylenetetrahydrofolate
reductase gene
ZHU Juanjuan，TANG Jibin★

（Clinical Laboratory Center of Tongling Peoples Hospital，Tongling，Anhui，China，244002）

［ABSTRACT］ 5，10 ⁃ methylenetetrahydrofolate reductase（MTHFR） is a key enzyme in folic acid
metabolism and homocysteine metabolism. MTHFR has a variety of gene polymorphisms. Two of the most
clinically significant polymorphic loci are MTHFR C677T and MTHFR A1298C，which can affect the activity
of enzymes，resulting in hyperhomocysteinemia，nucleic acid synthesis and methylation. Most studies suggest
that these 2 polymorphisms may be associated with cardiovascular diseases，birth defects，tumors and other
diseases. In this article, the distribution characteristics of the MTHFR gene polymorphism and its relationship
with diseases will be reriews，which has a certain guiding significance for individualized prevention and
treatment of diseases.

［KEY WORDS］ 5，10 ⁃ methylenetetrahydrofolate reductase； Single nucleotide polymorphisms；
MTHFR C677T；MTHFR A1298C

5，10⁃亚甲基四氢叶酸还原酶（methylenetet⁃
rahydrofolate reductase，MTHFR）是叶酸代谢与同

型半胱氨酸代谢中的关键酶［1］，催化 5，10⁃亚甲

基四氢叶酸转化为 5⁃甲基四氢叶酸。5⁃甲基四

氢叶酸一方面可作为细胞内甲基的供体，在甲硫

氨酸合酶和维生素 B12 的催化下，使血中同型半

胱氨酸发生甲基化，生成甲硫氨酸，从而维持了

血中同型半胱氨酸的水平；另一方面还可作为一

碳单位的供体，参与体内嘌呤、嘧啶的合成及

DNA、RNA、蛋白质的甲基化。MTHFR 基因发生

突变会导致 MTHFR 酶活性下降，引起高同型半

胱氨酸血症、核酸合成和甲基化的异常，进而导

致多种疾病的发生［2］。

单核苷酸多态性（single nucleotide polymor⁃
phism，SNP）是指在基因组水平上由单个核苷酸

的突变所引起的 DNA 序列多态性。SNP 是人

·· 361
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类可遗传的变异中最常见的一种，在人类基因

组中广泛存在，其检测易于自动化和批量化，已

被认为是近年来最有发展潜力的第三代分子标

记［3］。研究 SNP 所揭示的人种、人群和个体之

间 DNA 序列的差异以及这些差异所表现的意

义将对疾病的诊断、治疗和预防具有重要的指

导意义。

MTHFR 基 因 位 于 1 号 染 色 体 短 臂 末 端

（1p36.3），该基因有多种突变类型，至今已发现有

近 30 个 SNP 位点，其中最具有临床意义的 2 个多

态性位点分别是 677位的 C/T多态和 1298位的A/
C多态，这 2个位点的多态性与酶活性及热稳定性

密切相关，已有研究报道［4⁃6］这 2 个多态性位点

的分布在世界不同种族及地区有明显不同，中国

地区也有相关研究报道［7 ⁃ 9］。为了明确 MTHFR
C677T和A1298C基因多态性检测的临床价值，本

文对这 2 个多态性位点在不同人群的分布情况及

其相关疾病进行述评，以期为疾病的预防、诊断和

治疗提供依据。

1 MTHFR C677T基因多态性在不同人群

中的分布

MTHFR C677T基因多态性是第 677位的点突

变，是目前发现的最常见的突变位点，该位点的碱

基胞嘧啶（C）被胸腺嘧啶（T）置换，从而使编码的

丙氨酸被缬氨酸替代，这种功能性的突变直接影

响MTHFR酶的活性和耐热性，表现为不同程度的

酶活性和耐热性降低［1］。该位点的突变产生了 3
种基因型，野生型 CC，杂合突变型 CT，纯合突变

型 TT，其中 CT型的酶活性是 CC型的 65%，TT型

的活性仅为 CC型的 30%。加热 5 min后，TT型酶

活性为 22%，CT 型酶活性为 56%，CC 型作为对照

组剩余酶活性为 67%［10］。

研究表明 MTHFR 基因 C677T 位点突变频率

在不同国家、同一国家的不同地区和不同种族的

分布是有显著差异的，在欧洲和北美 MTHFR
C677T 等位基因的频率要比非洲和东亚高［11］；中

国汉族人群 C677T 的突变频率为 40%，高于大多

数国家［8］。MTHFR C677T等位基因分布在中国呈

现一定地理梯度：①突变频率随着纬度的增加先

增加再减少，TT 基因型频率在南方地区为 6.6%，

中部地区为为 14.2%，北部地区为 21.3%，最北部

地区为 15%；②突变频率随着经度的增加也是先

增加再减少，TT基因型频率在西方地区为 11.1%，

中部地区为为 20.5%，北部地区为 14%［11］。在我国

不同种族间，该突变位点的分布也有差异。在中

国汉族中，C677T 等位基因的频率在海南最低

（24%），其次是湖北（40.3%）和江苏（43.5%），在山

东（63.1%）观察到最高频率［12］。

2 MTHFR C677T基因多态性检测的临床

意义

2.1 MTHFR C677T 基因多态性与心血管疾病的

关系

MTHFR 酶活性的明显下降使血中同型半胱

氨酸水平升高，同型半胱氨酸可损伤血管内皮细

胞，刺激血管平滑肌细胞增生，破坏机体凝血和

纤溶系统，导致早期动脉粥样硬化形成，增加了

冠心病、脑梗死、高血压等心脑血管病的发生风

险，目前高同型半胱氨酸血症已被认为是独立于

高血脂症、高血压、糖尿病、吸烟和年龄之外，引

发动脉硬化性血管疾病的一个独立的危险因

素。已有全基因组关联研究（genome wide associ⁃
ation study，GWASS）证实了健康人群中 MTHFR
C677T 基因型与同型半胱氨酸水平之间具有相关

性［13］，是引起高同型半胱氨酸的主要遗传因

素［14］。

很多研究表明 MTHFR C677T 基因多态性与

心脑血管疾病相关，Zhu 等人［15］对 2014 年 8 月前

关于中国人群 MTHFR C677T 多态性和缺血性脑

卒中关系的 20项研究进展进行了总结，认为 TT型

突变可能是缺血性脑梗死发病的风险因子；也有

报道指出MTHFR C677T多态性与静脉血栓症（ve⁃
nous thromboembolism，VTE）有关，该报道对 10 篇

文献进行了分析，内容包括VTE患者 938例，正常

人对照 1 157例，结果显示MTHFR 677突变基因 T
可使VTE发病风险增加［16］；一项涉及了从 1997到

2017年世界范围内的 71项关于MTHFR C677T 多

态性和妊高症相关性的荟萃分析表明，MTHFR
C677T的等位 TT基因是妊高症的风险因子，空气

污染和 MTHFR C677T 基因多态性相互作用可以

提高女性对妊高症的易感性［17］。针对不同地区人

群MTHFR相关位点基因进行筛查，对有基因突变

的人群进行重点关注，有助于相关疾病的预防和
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治疗，针对存在高同型半胱氨酸血症的 MTHFR
C677T 位点 CT、TT 基因型高血压患者，给予依那

普利配合叶酸进行降压治疗，可显著降低首发脑

卒中风险［18］。

2.2 MTHFR C677T基因多态性与糖尿病的关系

MTHFR C677T基因多态性与糖尿病的相关性

也引起了人们的关注，但目前的研究还有不一致

的情况，有研究比较了阿拉伯联合酋长国内 169例

Ⅱ型糖尿病患者和 209 例健康对照的 MTHFR
C677T基因多态性的差异，发现并无明显差异，但

C677T 多态性与脑血管意外病史、肾病史和 LDL
胆固醇水平有显著相关性［19］；我国有研究者选取

黑龙江省佳木斯地区汉族人群血液样本 350例，其

中Ⅱ型糖尿病患者 200例及健康体检者 150例，应

用直接测序法对 C677T 位点多态性进行检测，分

析不同基因型与Ⅱ型糖尿病以及 2 种降糖药物疗

效之间相关性，发现黑龙江省东部地区汉族Ⅱ型

糖尿病人群 MTHFR C677T 基因突变频率显著增

加，且携带 T 等位基因的 CT/TT 患者用二甲双胍

后餐后 2 h血糖、糖化血红蛋白等与治疗前比较显

著下降，提示 T 等位基因与二甲双胍降糖疗效有

显著相关性［20］。值得注意的是，更多的研究表明

MTHFR C677T 基因突变型的糖尿病患者发生血

管并发症的可能性增大，如在中国进行了一项包

括了 13 项关于中国人群MTHFR C677T 多态性与

糖尿病和糖尿病肾病关系的研究，得出结论是

MTHFR C677T 等位基因可能是糖尿病肾病而不

是糖尿病的的风险因子［21］。

2.3 MTHFR C677T多态性与出生缺陷的关系

MTHFR基因相关位点的突变会导致 MTHFR
酶活力的下降，使同型半胱氨酸浓度升高，可能会

导致妊娠女性血液呈高凝状态及妊高症，造成母

胎循环不足，与此同时，该酶活性下降也影响叶酸

代谢利用，导致了嘌呤、嘧啶和核酸的代谢及DNA
的甲基化受影响，这些都是引起流产或使胎儿生

长受限等的原因。

目前的研究也支持 MTHFR C677T 多态性与

出生缺陷相关，韩国学者认为在韩国女性MTHFR
C677T基因多态性与早产发生显著相关［5］；也有研

究认为母亲 MTHFR 基因突变与生育人类神经管

畸形患儿有相关性，一项对 42 篇文献（4 374 例患

者，7 232 例对照）进行荟萃分析的研究表明MTH⁃

FR基因第 677位点中的 C/C可能为先天神经管缺

陷的保护基因［22］；Nauman等人［23］的研究提供了进

一步的证据表明，母体叶酸缺乏和MTHFR C677T
基因多态性可能与后代的神经管缺陷（neural tube
defects，NTD）风险增加有关；在中国也有相关报

道，有研究采用病例对照研究的方法，以 549 例正

常妇女（对照组）及 300例有不良孕产史（观察组）

妇女为对象，发现 MTHFR C677TT 基因型在观察

组的分布频率较对照组明显升高［24］；对携带风险

基因的育龄女性有针对性地实施叶酸增补，可降

低因 MTHFR 基因突变带来的妊高症及出生缺陷

风险［25］。

2.4 MTHFR C677T基因多态性与肿瘤的关系

近些年来，MTHFR C677T 基因多态性与肿瘤

发生及预后的关系逐渐引起人们的重视，有研究

认为MTHFR C677T基因 T的突变会增加食管癌、

胃癌的风险，但会降低结肠癌的风险［26］；Sun 等

人［27］做了一个包括 2 165个胃癌病人和 3 279正常

人对照的荟萃分析，认为胃癌发病与 MTHFR
C677T 基因的 T 突变相关；也有学者针对 13 篇关

于 MTHFR C677T 和乳腺癌相关性的文献进行了

分析，内容包括乳腺癌 3 273个，正常人对照 4 419
个，分析结果显示中国人群中MTHFR C677T与乳

腺癌发生有关［28］；Liu 等人［29］应用 Meta 分析了 11
篇关于 MTHFR C677T 多态性与肺癌的研究论文

（包含 2 487 例肺癌患者和 3 228 例正常人对照），

发现 MTHFR C677T 多态性与中国人群肺癌发生

没有显著相关性，但是进行亚组分析时发现MTH⁃
FR C677T的多态性与中国北部人群的肺癌发生相

关；除了与肿瘤的发生风险相关，MTHFR C677T
多态性还与肿瘤的疗效及预后相关，董翠梅等［30］

通过检测 92例进行培美曲塞联合卡铂化疗肺腺癌

患者外周血中 MTHFR C677T 多态性，发现 MTH⁃
FR C677T 中 CC 型患者疾病进展时间（TTP）显著

长于 TT/TC基因型患者，指出 CC型患者可能是使

用培美曲塞联合卡铂化疗有效的人群。

2.5 MTHFR C677T 基因多态性与其他疾病的

关系

还有一些报道指出 MTHFR C677T 多态性与

其他一些疾病相关，Xiao 等人［31］用 11 篇文献（包

括 1 738急性淋巴细胞白血病患者和 2 438健康对

照）做了荟萃分析，认为在中国人群中该基因多态
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性与急性淋巴细胞白血病显著相关；有荟萃分析

结果表明目前尚不能认为精神分裂症人群 MTH⁃
FR C677T 的 T 等位基因及 TT 基因型频率明显高

于正常人群，但不同地域和种族间基因多态性分

布差异有统计学意义［32］。

3 MTHFR A1298C基因多态性在不同人

群中的分布

MTHFR A1298C多态性是由第 1298位的点突

变导致的，该位点的碱基腺嘌呤（A）被胞嘧啶

（C）置换，可将MTHFR基因编码的谷氨酸变为丙

氨酸，从而影响酶的活性。该位点的突变产生了 3
种基因型，野生型 AA，杂合突变型 AC，纯合突变

型 CC，与 C677T 突变相比，其纯合子和杂合子个

体并未表现出血清同型半胱氨酸升高和叶酸降

低，但同时具有MTHFR C677T 和MTHFR A1298C
复合突变的杂合子个体活性可降低 40%，表现出

高同型半胱氨酸和低叶酸血症［14，33］。从全球范围

来说，A1298C 等位基因频率在亚洲为 17%~19%，

西欧为 27%~36%［34］，中国人群MTHFR A1298C 等

位基因频率约为 22.4%［11］，和 MTHFR C677T 相

比，MTHFR A1298C 的突变分布呈现相反的地理

趋势：①突变频率随着纬度的增加先减少再增加，

CC基因型频率在南方地区为 7.6%，中部地区为为

3.7%，北部地区为 3.0%，最北部地区为 4.5%；②突

变频率随着经度的增加也是先减少再增加，CC基

因型频率在西方地区为 6.5%，中部地区为为

3.2%，东部地区为 4.2%［11］。该基因多态性在不同

种族间的分布是否具有一定的差异性［35］。

4 MTHFR A1298C基因多态性检测的临

床意义

MTHFR A1298C 基因多态性相关疾病的研究

和MTHFR C677T相比较少，主要见于在以下几种

情况。

4.1 MTHFR A1298C基因多态性与出生缺陷

虽然 A1298C 纯合子没有表现出明显升高的

血同型半胱氨酸血症，但有研究显示 C677T/
A1298C 的复合杂合子可能存在高同型半胱氨酸

血症和低叶酸水平的风险，也能导致许多疾病：韩

国学者认为 MTHFR A1298C 等位基因也可能与

韩国女性早产发生有关［5］；如果母亲携有 A1298C

的突变基因，则后代发生唇裂的风险会增加 2.93
倍［11］，如果父母双方携带纯合子突变基因型则发

生神经管缺陷的风险会增加 3.5倍；但是也有研究

指 MTHFR A1298C 多态性与神经管缺陷并不相

关［22］；Callejon等人［36］的研究表明如果存在MTHFR
C677T和A1298C的双重突变，胎儿存活的几率是

很低的，会导致不明原因的流产；李茜西等［24］发现

在有不良孕产史的妇女中，MTHFR A1298C 的频

率明显升高。

4.2 MTHFR A1298C基因多态性与心血管疾病

目前的研究显示MTHFR A1298C多态性与冠

心病并不显著相关［11］，Yang等［37］人也对A1298C多

态性与妊高症的关系做了研究，分析了 21项研究，

包括 2 533例妊高症患者和 2 976个正常对照，却发

现无论是从整体还是亚群来说，MTHFR A1298C基

因多态性与妊高症之间都没有显著相关性。

4.3 MTHFR A1298C基因多态性与肿瘤

MTHFR A1298C 基因多态性与肿瘤显著相关

的报道并不多，提示其可能与肿瘤发生及预后关

系不大，有研究对 13篇文献进行了荟萃分析，结果

表明乳腺癌发生与MTHFR A1298C基因多态性无

明显相关［28］；Sun等人［27］的荟萃分析结果同样显示

胃癌发病与 MTHFR A1298C 多态性并不相关；在

肺腺癌患者采用培美曲塞联合卡铂化疗时，MTH⁃
FR A1298C 不同基因型总有效率和疾病进展时间

比较差异均无统计学意义［30］。

5 小结与展望

目前多数研究提示，MTHFR基因突变会引起

关键代谢酶活性下降，从而导致高同型半胱氨酸

血症和低叶酸水平，可能与心血管疾病、出生缺

陷、肿瘤等多种疾病相关，其中尤其以 MTHFR
C677T基因多态性相关疾病研究的较为多见，单纯

A1298C多态性相关疾病的研究较少。明确MTH⁃
FR基因的多态性与疾病的关系，可针对性地指导

心血管疾病的一级预防和药物治疗，帮助孕妇制定

个性化的叶酸补充方案，对肿瘤病人根据基因型不

同进行个体性化疗，这样根据不同人群制定出的有

效防治措施，可极大地减轻人们和社会的负担。

但同时我们也要注意到对于 MTHFR 基因

相关疾病的研究尚存有争议，其原因可能是研

究的设计和方法有差异，研究的样本量也有所
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不同，而且 MTHFR 基因多态性在世界范围内存

在地理和种族分布差异，因此未来的研究应该在

确定样本表型和基因突变频率的基础上，进行大

样本、跨区域的调查，建立不同地区、不同人群

MTHFR 基因多态性数据库，完善基因诊断方法，

以对疾病的有效预防和治疗提供重要指导意义。
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人乳头状瘤病毒少见亚型在宫颈病变患者分布状况
的研究

李娇 1 李娜 2 赵静妮 2 李琰清 2 赵思雨 2 刘宇峰 3 李雨薇 4 牛婧 5 王亚文 2，3★

［摘 要］ 目的 探讨人乳头状瘤病毒（human papillomavirus，HPV）少见亚型感染在HPV常见亚型

检测阴性的宫颈病变患者的分布状况、与宫颈病变的关系及诊断价值。 方法 对 12 043例女性行宫颈癌

筛查，共确诊 793例宫颈病变的患者，对该人群HPV 21种基因分型检测结果为阴性的患者，行HPV 37种基

因分型检测，并对 793例宫颈病变患者根据宫颈病理学结果，分为不明意义非典型细胞（atypical squamous
cells of undetermined significance，ASCUS）组、低度鳞状上皮内病变（low⁃grade squamous intraepithelial
lesions，LSIL）组、高度鳞状上皮内病变组（high⁃grade squamous intraepithelial lesions，HSIL）、浸润性宫颈癌

（invasive cervical cancer，ICC）组。分析HPV 21分型检测方法结果阴性的患者中，HPV少见亚型感染的情

况。 结果 204例HPV 21种基因分型检测阴性的宫颈病变患者中，HPV 37种基因分型阳性率为 22.06%
（45/204），各组占比分别为ASCUS组 5.39%（11/204）；LSIL组 4.90%（10/204）；HSIL组 9.31%（19/204）；ICC
组 2.45%（5/204）。45例阳性样本包括单一感染 35例，多重感染 10例。共检测出少见HPV亚型 8种，检出

率分别为HPV54型，3.43%（7/204）；HPV82型，2.45%（5/204）；HPV84型，2.45%（5/204）；HPV61型，1.96%
（4/204）；HPV83 型，1.47%（3/204）；HPV26 型，0.98%（2/204）；HPV34 型，0.98%（2/204）；HPV40 型，0.49%
（1/204）。 结论 对HPV常见亚型检测为阴性的宫颈病变患者行HPV少见亚型检测，是对原有方法的有

效补充，可对该类宫颈病变患者的疾病诊断、病因探索及随访治疗提供重要补充。

［关键词］ 宫颈病变；宫颈癌；HPV少见亚型

Study on the distribution of rare human papillomavirus subtypes in patients
with cervical lesions
LI Jiao 1，LI Na 2，ZHAO Jingni 2，LI Yanqing 2，ZHAO Siyu 2，LIU Yufeng 3，LI Yuwei 4，NIU Jing 5，

WANG Yawen 2，3★

（1. Department of Gynecology，First Affiliated Hospital，School of Medicine，Xian Jiaotong University，
Xian Shaanxi，China，710061；2. Department of Laboratory Medicine，First Affiliated Hospital，School of
Medicine，Xian Jiaotong University，Xian，Shaanxi，China，710061；3. Biobank，First Affiliated Hospital，
School of Medicine，Xi  an Jiaotong University，Xi  an，Shaanxi，China，710061；4. Genetic Center，
Northwest Women and Childrens Hospital，Xian，Shaanxi，China，710061）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the distribution of rare human papillomavirus （HPV）
subtype infection in cervical lesions with negative common HPV subtypes，and the relationship between rare
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human papillomavirus（HPV）subtype infection and cervical lesions，and diagnostic value. Methods A
total of 12043 women were screened for cervical cancer，and 793 patients with cervical lesions were
diagnosed. Patients with negative results of HPV 21 genotyping test in this group were further performed by
HPV 37 genotyping test. Based on the results of cervical pathology，793 patients were divided into atypical
squamous cells of undetermined significance（ASCUS）group，low ⁃ grade squamous intraepithelial lesions
（LSIL）group，highly squamous intraepithelial lesion（HSIL）group，and invasive cervical cancer（ICC）
group. The HPV rare subtype infection with negative HPV 21 test results was analyzed. Results The
positive rate of HPV 37 genotyping test was 22.06%（45/204）in 204 patients with cervical lesions with
negative HPV 21 genotyping. The proportion of each group was 5.39%（11/204）in ASCUS group，4.90%（10/
204）in LSIL group，9.31%（19/204）in HSIL group and 2.45%（5/204）in ICC group. 45 positive samples
had 35 with single infection and 10 with multiple infections. A total of 8 rare HPV subtypes were detected，and
the detection rates were HPV54，3.43%（7/204），HPV82，2.45%（5/204），HPV84，2.45%（5/204），and
HPV61，1.96%（4/204）；HPV83，1.47%（3/204）；HPV26，0.98%（2/204）；HPV34，0.98%（2/204）；

HPV40，0.49%（1/ 204）. Conclusion The detection of HPV rare subtypes in cervical lesions with negative
HPV subtypes is an effective supplement to the original method，which can provide important evidence for the
diagnosis，etiology and follow⁃up treatment of cervical lesions.

［KEY WORDS］ Cervical lesions；Cervical cancer；HPV rare subtype

宫颈癌是全世界女性高发癌症，人乳头状瘤

病毒（human papillomavirus，HPV）持续性感染是宫

颈癌发生的主要病因，约有 95%的宫颈癌的发生

都与HPV感染有关［1］。中国食品与药品监督管理

局（China Food and Drug Administration，CFDA）规

定将 13 种 HPV 高危亚型（HPV16、18、31、33、35、
39、45、51、52、56、58、59、68）和 5种HPV中等风险

亚型（HPV26、53、66、73、82）为与宫颈癌发生相关

的常见亚型，并用于常规宫颈癌筛查方案［2］。常见

HPV 亚型的检测，在健康女性进行宫颈癌筛查及

预防方面已见成效。但在临床工作中，仍有一些

宫颈病变患者，应用现有HPV检测方法造成漏诊，

引发不良结局。其原因与 HPV 检测方法的局限

性［3］及病变病理类型的特殊性有关［4］。本研究将

针对 HPV 检测亚型的数量和方法的限制因素，对

HPV常见亚型检测为阴性的宫颈病变患者行HPV
少见亚型的检测，以期了解 HPV 少见亚型的分布

情况，并为疾病病因探索及病程随访提供重要

补充。

1 材料与方法

1.1 研究对象

2016年 1月至 2017年 6月在西安交通大学第

一附属医院妇科门诊就诊，进行宫颈癌联合筛查

女性 12 043 例。平均年龄（45.81±11.04）岁，年龄

范围 20~76岁。

1.2 主要仪器与试剂

1.2.1 HPV DNA分型检测

①仪器：ABI 2720 PCR扩增仪（美国应用生物

系统公司）、凯普医用核酸分子快速杂交仪（凯普

生物化学有限公司）。②试剂：人乳头状瘤病毒

（HPV）21 分型核酸检测试剂盒、人乳头状瘤病毒

（HPV）37 分型核酸检测试剂盒（PCR+膜杂交法）

（凯普生物化学有限公司）。HPV 21分型可检测，

包括 13种高危亚型（HPV16、18、31、33、35、39、45、
51、52、56、58、59、68）；6 种低危亚型（HPV6、11、
42、43、44、81）。HPV37 分型检测试剂盒在 21 种

分型的基础上新增了 16 种少见亚型（HPV26、34、
40、54、55、57、61、67、69、70、71、72、73、82、83、84）
的检测。

1.2.2 病理学诊断

液基细胞自动制片染色系统（安必平医药科

技有限公司）及配套宫颈细胞保存液及巴氏

染液。

1.3 检测方法

12 043例女性行HPV 21种分型核酸检测以及

新柏氏液基细胞学技术（thinprep cytologic test，
TCT）检查，TCT 为低级别宫颈上皮内瘤变（cer⁃
vical intraepithelial neoplasia，CIN）及以上病变者

行阴道镜，取组织进行病理学检查。病理结果

确诊为宫颈病变且 HPV 21 种基因分型结果阴

性患者，行 HPV 37 种基因分型补充检测。
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1.3.1 HPV DNA核酸检测及分型

① DNA 分离提取：按照 DNA 分离提取试剂

盒说明书进行 DNA 提取及扩增。②导流杂交：

采用核酸分子快速杂交仪及配套试剂盒，按试剂

盒说明书进行导流杂交，酶标显色。③结果判

读：检测结果为清晰可见的蓝紫色圆点。Biotin
对照点和内对照点为阳性，判定结果有效。

1.3.2 宫颈细胞及组织病理检查

根据 2014年子宫颈细胞学 Bethesda报告系统

（the Bethesda System，TBS）诊断标准［5］，病理科医

生双人对检测结果进行判读，本研究以检测结果

为不明意义非典型细胞（atypical squamous cells of
undetermined significance，ASCUS）、低度鳞状上皮

内病变（low⁃grade squamous intraepithelial lesions，
LSIL）、高度鳞状上皮内病变（high⁃grade squamous
intraepithelial lesions，HSIL）及浸润性宫颈癌（inva⁃
sive cervical cancer，ICC）患者为研究对象。

1.4 统计学方法

应用SPSS 18.0统计学软件进行数据处理，计数

资料采用例数和百分率（%）描述。按照HPV检测方

法分为HPV 21分型、HPV 37分型组；按照宫颈病变

诊断分为ASCUS、LSIL、HSIL、ICC组。各组间率比

较采用c2检验，P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 宫颈病变患者的HPV感染分布状况

本研究 12 043 例行宫颈癌筛查的女性，共筛

查出 793 例宫颈病变患者，其 HPV 阳性率为

74.27%（589/793），各组 HPV 阳性率分别为 AS⁃
CUS 组 46.23%（43/93）；LSIL 组 71.13%（138/
194）；HSIL 组 76.41%（217/284）；ICC 组 86.04%
（191/222）各组间阳性率差异具有统计学意义（P =
0.001）。对 204例HPV 21分型检测阴性的患者行

HPV 37分型检测，研究流程及各流程患者HPV感

染分布状况如表 1所示。

2.2 HPV 37分型在宫颈病变患者的分布状况

本研究 204 例行 HPV 37 分型检测的患者，阳

性率为 22.06%（45/204），HPV 37 分型在不同宫颈

病变下的检测结果及累积阳性例数与阳性率如表

2所示。37分型补充检测使宫颈病变患者HPV总

阳性率增加 5.67%（45/793），提高至 79.95%（634/
793）。2种 HPV检测结果在各组阳性率分布状况

如图 1所示。

2.3 少见亚型在宫颈病变的分布情况

45例HPV 37分型检测的阳性样本中，22例为

HPV 21 分型检测已包含型别，其中单一感染 14
例，多重感染 8例。单一感染以 HPV16、52、58、39
为主；多重感染中，4例为常见亚型感染，4例为少

见亚型和常见亚型混合感染。本研究检测出 8 种

病理

类型

ASCUS

LSIL

HSIL

ICC

合计

HPV21
分型（+）

43

138

217

191

589

HPV21
分型（-）

50

56

67

21

204

HPV37
分型（+）

11

10

19

5

45

HPV37
分型（-）

39

46

48

26

159

表 1 研究流程及患者HPV感染分布状况（n）
Table 1 Study flow and patient flow included in the

study（n）

病变

类型

ASCUS

LSIL

HSIL

ICC

合计

HPV 37分型
（n=204）

阳性

例数

11

10

19

5

45

阳性率

（%）

5.39

4.9

9.31

2.45

22.06

HPV 21分型+HPV 37分型
（n=793）

阳性

例数

54

148

236

196

634

阳性率

（%）

6.81

18.06

29.76

24.72

79.95

表 2 HPV 37种分型基因芯片的检测结果

Table 2 Results of 37 types of HPV gene chip tests
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图 1 HPV 21分型与HPV 37分型在不同宫颈病变的

感染分布状况

Figure 1 Distribution of HPV 21 and HPV 37 genotypes
in different cervical pathological groups
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少见亚型，检出率分别为 HPV54 型，3.43%（7/
204）；HPV82 型，2.45%（5/204）；HPV84 型，2.45%
（5/204）；HPV61 型 ，1.96%（4/204）；HPV83 型 ，

1.47%（3/204）；HPV26 型，1.47%（2/204）；HPV34

型，0.98%（2/204）；HPV40型，0.49%（1/204）。其他

少见亚型未被发现。各亚型在不同宫颈病变的分

布如表 3。其中单一感染 35 例，多重感染 10 例，

多重感染分布状况如表 4。

病变类型

ASCUS

LSIL

HSIL

ICC

合计［n（%）］

HPV少见亚型（n）

HPV26

0

0

0

2（1）*

2（0.98）

HPV34

2

0

0

0

2（0.98）

HPV40

0

0

1

0

1（0.49）

HPV54

2

2（1）*

3（2）*

0

7（3.43）

HPV61

0

1（1）*

2

1

4（1.96）

HPV82

0

1

4（1）*

0

5（2.45）

HPV83

1（1）*

1

1（1）*

0

3（1.47）

HPV84

1

2

2

0

5（2.45）

总例数

6

7

13

3

29（14.22）

表 3 少见亚型在HPV阴性宫颈病变患者的感染分布状况

Table 3 Distribution of infection of HPV rare subtype in patients with HPV⁃negative cervical lesions

*括号内代表多重感染例数。

病变

类型

ASCUS

LSIL

HSIL

ICC

合计

HPV 37分型（n）

单一感染

9

8

15

3

35

二重感染

1

1

1

0

3

三重感染

1

0

3

2

6

四重感染

0

1

0

0

1

合计

11

10

19

5

45

表 4 不同宫颈病变下HPV多重感染分布状况

Table 4 Distribution of multiple infections of HPV in
different cervical lesions

3 讨论

本研究在广泛应用 HPV 21 分型检测进行宫

颈癌普遍筛查时，发现部分宫颈癌患者 HPV 检测

结果阴性，其发生率比既往报道多，因此，选用

HPV 37 分型对 HPV 21 分型阴性的宫颈病变患者

做进一步检查，证实了部分患者漏诊的现状。其

原因在于HPV 37分型具有更高的灵敏度，且可以

检测出更多 HPV 亚型。在进行 HPV 37 分型检测

中，仍有 22 例为 HPV 21 分型已包括亚型，而在

HPV 21分型检测中未检测出来，其原因可能是病

毒载量低于 HPV 21 分型的检测下限，或 HPV 21
分型检测对于某些亚型的扩增效率略低［6］。HPV
37 分型相比普通筛查的型别多，可排除由于检测

型别限制造成的假阴性［7］。虽然对人群进行 HPV

常见亚型的普筛，既可以筛出高风险人群，又可以

减少患者由于致病性不高的亚型感染造成的过度

恐慌，但对于已经确诊的患者，其HPV检测结果对

病因探索、治疗和随访至关重要。

研究发现宫颈癌的发生 90%左右都与HPV感

染相关［8⁃9］，一项全球流行率研究报告称，13.0％的

鳞状细胞癌和 28.2％的罕见宫颈腺癌 HPV 阴性，

并估计常规 HPV检测可能会漏掉 3%~4％的宫颈

癌［10］。目前研究已经公认，所有已建立和验证的

针对高危型 HPV 感染的筛查方案，会错过 1%~
2%与非高危型 HPV 感染有关的宫颈癌［11］。本研

究发现宫颈癌患者有 2.45%因为型别限制未被检

出，与以上结论相一致，而宫颈癌前病变的患者

有 5.67%在初筛时未被检出，且具有更高的未检

出率。本研究认为对高危型 HPV 阴性的宫颈病

变患者行少见亚型的检测，可以为更多患者提供

临床监管的机会，并成为临床鉴别诊断宫颈癌的

必要手段。

在对 HPV 少见亚型分型的研究中，共发现 8
种少见亚型的感染。与国内外研究相比，罗招云

等［6］对 285 例 HPV 21 分型未能检出 HPV 型别者

行 37 分型检测，成功分型 251 例。 Igidbashian
等［12］对 HPV 37 例宫颈癌的患者研究表明，31.1%
患者在利用 HC2 检测高危型 HPV 为阴性结果，

其中包括 1 例低危型 HPV 阳性和 1 例少见亚型

HPV69/71 阳性。Petry 等［13］在 371 例宫颈癌患者
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中发现 31例高危型HPV检测结果为阴性，进一步

检测发现有少见亚型 1例HPV53、1例HPV71及 3
例HPV73的感染。以上研究表明，HPV“阴性”的

宫颈癌中，存在因为检测型别的限制而导致的HPV
检测假阴性，各研究检测出的少见亚型型别各不相

同，其原因可能与HPV分布的地域特点及HPV少

见亚型的感染本就是小概率事件有关，但都证明了

宫颈癌患者中存在HPV少见亚型感染。本研究对

象为ASCUS及以上病变患者，比单纯宫颈癌患者

研究面更广，感染HPV型别种类更多，且多重感染

率更高，可以推测HPV少见亚型虽没有HPV高危

亚型致癌率高，但仍有一定的致癌性，是宫颈病变

发生的原因之一。

本研究仍有 159 例宫颈病变患者未检出 HPV
感染，其 HPV 感染状况以及特殊的发病机制仍需

进一步验证。其原因可能与病毒复制缓慢、异常

细胞过少或者严重的细胞受损，使病毒载量过低

等因素造成的假阴性有关［14］。也可能与特殊病理

类型所致非 HPV 感染所致宫颈癌有关［15］。HPV
检测在对疾病病因诊断中仍有局限性，需要临床

工作者进一步研究其特殊病理类型的致癌机制。

综上所述，本研究认为 HPV“阴性”的宫颈癌

可能因为漏诊，而导致的监管和治疗不及时，应

该加强对此部分患者检验方法的弥补。另外，是

否存在非 HPV 感染导致的宫颈癌发生的特殊致

病机制，尚需要大量流行病学深入研究。对 HPV
检测结果为阴性的宫颈病变患者进行少见亚型的

检测，是对原有方法的有效补充，将对该类患者

的病因探索、诊断治疗以及疾病随访提供补充

依据。
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脊髓背角 NMDA 受体 NR2B 亚基对舒芬太尼耐受
形成的影响研究

郑孝振★ 毛珊珊 任益锋 韩箫笛 宋俊杰

［摘 要］ 目的 研究脊髓背角 NMDA 受体 NR2B 亚基对舒芬太尼耐受形成的影响。 方法

32只成年雄性小鼠随机分为 2组，每组 16只，A组小鼠采用逐日递增法皮下注射生理盐水；B组小鼠经皮

下注射舒芬太尼建立舒芬太尼耐受小鼠模型，并通过检测小鼠机械缩足反射阈值及热缩足反射潜伏期进

行验证，同时合成并筛选对 NR2B基因抑制效果较好的 siRNA。对舒芬太尼耐受小鼠鞘内注射 siRNA⁃
NR2B 后，检测舒芬太尼耐受小鼠机械缩足反射阈值及热缩足反射潜伏期，同时通过 RT⁃PCR、Western
blot 技术分析舒芬太尼耐受小鼠 NR2B 亚基表达水平变化。 结果 与 A 组相比，B 组小鼠的机械缩足

反射阈值及热缩足反射阈值检测明显下降（P<0.05）。通过 RT⁃PCR 及Western blot 实验发现，舒芬太尼

耐受小鼠NR2B亚基表达水平上升（P<0.05）；将 siRNA⁃1经鞘内注射舒芬太尼耐受小鼠后，siRNA⁃1可显

著降低舒芬太尼耐受小鼠脊髓背角组织中 NR2B 的 mRNA 及蛋白水平（P<0.05）。通过 RT⁃PCR 及

Western blot 实验发现，siRNA⁃1 对脊髓背角细胞的 NR2B 的 mRNA 及蛋白抑制效果较好（P<0.05）。

舒芬太尼耐受小鼠转染 siRNA后，舒芬太尼耐受小鼠的机械缩足反射阈值及热缩足反射阈值显著高于

B 组（P<0.05）。 结论 脊髓背角 NMDA 受体 NR2B 亚基与舒芬太尼耐受形成密切相关，减少体内

NR2B亚基水平可能增强舒芬太尼的镇痛效果。

［关键词］ 脊髓背角；NR2B亚基；舒芬太尼耐受

Effect of NMDA receptor NR2B subunit on the tolerance of sufentanil in spinal
dorsal horn
ZHENG Xiaozhen★，MAO Shanshan，REN Yifeng，HAN Xiaodi，SONG Junjie
（Department of Anesthesiology，First Affiliated Hospital of Henan University，Kaifeng，Henan，China，
475000）

［ABSTRACT］ Objective To study the effect of NMDA receptor NR2B subunit on the formation of
sufentanil tolerance in spinal dorsal horn. Methods 32 adult male mice were randomly divided into 2
groups，16 in each group. Group A mice were injected with normal saline subcutaneously daily，while group B
mice were subcutaneously injected with sufentanil to establish sufentanil tolerance. The mouse model was
validated by detecting the mechanical withdrawl threshold and paw withdrawal thermal latency of mice. At the
same time，siRNAs with better inhibition effect on NR2B gene were synthesized and screened. After intrathecal
injection of siRNA⁃NR2B in sufentanil⁃resistant mice，the mechanical withdrawl threshold and paw withdrawal
thermal latency of sufentanil ⁃ resistant mice were detected. The expression levels of NR2B subunits in
sufentanil⁃resistant mice were analyzed by RT⁃PCR and Western blot. Results Compared to group A，the
mechanical withdrawl threshold and paw withdrawal thermal latency of mice in group B was significantly
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decreased（P<0.05）. The expression of NR2B subunit in sufentanil ⁃ tolerant mice increased（P<0.05）. After
intrathecal injection of siRNA⁃1 into sufentanil⁃tolerant mice，the expression of NR2B mRNA and protein in
spinal dorsal horn of sufentanil ⁃ tolerant mice decreased significantly（P<0.05）. RT ⁃ PCR and Western blot
showed that siRNA ⁃ 1 inhibited the mRNA and protein of NR2B in spinal dorsal horn cells（P<0.05）. The
mechanical withdrawl threshold and paw withdrawal thermal latency of sufentanil tolerance mice with siRNA⁃1
intrathecal injection were significantly higher than those of B group（P<0.05）. Conclusion The NMDA
receptor NR2B subunit of spinal dorsal horn is closely related to the formation of sufentanil tolerance.
Decreasing the level of NR2B subunit in vivo may enhance the analgesic effect of sufentanil.

［KEY WORDS］ Spinal dorsal horn；NR2B subunit；Sufentanil tolerance

舒芬太尼是缓解急慢性疼痛的常用麻醉药

物，但长时间应用后会诱导产生耐受，从而对患

者的疼痛控制及生活质量产生不良后果［1］。已有

研究发现 N⁃甲基⁃D⁃天门冬氨酸（N⁃methyl⁃D⁃as⁃
partic acid，NMDA）受体在体内神经发育、突触

可塑性及痛觉信号传导等生理、病理过程中发挥

着重要作用［2］。NMDA 受体 2B（NMDA receptor
2B，NR2B）是 NMDA 受体的一个重要亚基，参与

外周痛觉感受阈扩大、中枢过度兴奋及痛觉过敏

的形成，可促进患者疼痛的产生及中枢性痛觉敏

化形成［3］。有研究发现，脊神经结扎疼痛模型小

鼠经鞘内注射 NR2B 亚基的选择性抑制剂后，小

鼠疼痛反应有明显减弱的趋势，提示 NR2B 表达

水平与痛觉过敏的产生和维持密切相关［4］。目前

NR2B 基因表达在舒芬太尼耐受中的作用报道较

少。本课题拟体外合成并筛选出针对 NR2B 基因

的有效 siRNA，经采用鞘内注射将 siRNA 导入舒

芬太尼耐受模型小鼠体内，研究脊髓背角 NR2B
表达水平在舒芬太尼耐受形成中的作用，为改善

慢性疼痛患者生活质量提供理论依据和实践

基础。

1 材料与方法

1.1 小鼠饲养及模型构建

选择 32 只 Wistar 成年雄性小鼠，购自浙江省

实验动物中心，其动物合格证号为 SCXK（浙）2014⁃
0001，小鼠体重在 290~310 g。饲养室温度为（24±
3）℃，空气湿度为 60%左右，维持自然昼夜节律，

小鼠均可自由饮食。小鼠随机分为 2 组，均为 16
只，A组作为舒芬太尼假耐受对照，采用逐日递增

法皮下注射生理盐水，第 1天注射 1 mL，每天递增

0.1 mL 注射剂量，共 21 天。B 组采用每天递增法

经皮下注射舒芬太尼，其注射剂量（mL）与对应的

A组注射的生理盐水体积相同。

1.2 舒芬太尼耐受小鼠模型的评估

1.2.1 机械缩足反射阈值的测定

在第 5天、10天、15天、20天、25天、30天将小

鼠置于有机玻璃箱内，采用弗雷纤维丝（VonFrey
纤维）对小鼠精修机械感应阀值测试，待小鼠适

应 3 天后，用弗雷纤维丝刺激小鼠后肢足底，持续

刺激 3 s左右，刺激强度由小到大，每次间隔 30 s，
若小鼠发生 5次以上的缩足反应，则把该强度设为

小鼠机械缩足反射阈值。

1.2.2 热缩足反射潜伏期的测定

在第 5天、10天、15天、20天、25天、30天将小

鼠放入辐射热测痛仪的玻璃格子中，实验前使小

鼠适应环境 15 min，调节光源与石英玻璃板之间

的距离，观测小鼠的缩足反应，重复测量 3次小鼠

的热刺激缩足潜伏期，刺激相同部位的时间间隔

在 15 min，不同部位间隔 5 min。热刺激缩足潜伏

期指启动光源照射至小鼠发生缩足反射的时间。

若光源照射小鼠 30 s 无反应，则停止照射，每只小

鼠检测 3 次。热刺激强度在整个实验过程中维持

一致。

1.3 siRNA⁃NR2B 对脊髓背角细胞 NR2B 基因的

敲减效果

1.3.1 siRNA⁃NR2B设计、合成和体外筛选

根据小鼠 NR2B 基因序列和 siRNA 设计工

具设计针对 NR2B 的 siRNAs，由上海锐赛生物技

术有限公司合成，设计 3 个 siRNA 序列并设计

相应反义寡核苷酸，同时设计一条含 4 个碱基

错配的 siRNAs 作为阴性对照。采用含 10%胎

牛血清 DMEM 培养基培养脊髓背角细胞（购自

上海信裕生物科技有限公司），置于 37℃、5%
CO2 培养箱培养。取对数生长期细胞接种至 12
孔板，待细胞密度达到 50%时，对细胞用不同的
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siRNA 处理，均为 20 nmol/L，采用阳离子脂质体

法包封 siRNAs，并转染体外培养脊髓背角细胞，

见表 1。

1.3.2 逆转录聚合酶链式扩增反应（reverse tran⁃
scription⁃polymerase chain reaction，RT⁃PCR）检测

脊髓背角细胞NR2B基因的mRNA水平影响

收集对数期脊髓背角细胞，加入 TRIZol 试剂

提取各组细胞总 RNA，采用 Nanodrop 分光光度仪

检测 RNA质量，通过反转录合成 cDNA。以 GAP⁃
DH基因作为内参。NR2B基因引物：上游 5′⁃GCT⁃
GACTGCACTGCACTGCAC⁃3′，下游 5′ ⁃GCATT⁃
GCCTCCTTGATTTGG⁃3′；GAPDH 引物：5′⁃CGT⁃
GCACGTGCACGTCACTC⁃3′，下游 5′⁃GCACTG⁃
CACTGCACTGCAC⁃3′ 。 PCR 条 件 设 置 ：95℃
2 min；95℃ 30 s，58℃ 25 s，72℃ 40 s，32 个循环；

72℃延伸 5 min。采用 2⁃ΔΔCt法计算目的基因相对

水平。

1.3.3 Western blot 技术检测 siRNA 对脊髓背角

细胞NR2B蛋白的水平

收集对数期脊髓背角细胞后，加入预冷的蛋

白提取液，置于 0℃条件裂解 30 min，后以 10 000 r/
min 转速离心 10 min，经二喹啉酸（bicinchoninic
acid，BCA）法检测蛋白水平。将蛋白样品与上样

液混匀后煮沸 5 min，冷却后用加样枪转入加样孔

中，采用 10%十二酰硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electro⁃
phoresis，SDS⁃PAGE）凝胶电泳，上样量均为 100
μg，电压 120 V，电泳时间 60 min 左右，待溴酚蓝

染料移至凝胶底部 1/3 处停止电泳。采用湿转法

将凝胶上分离的蛋白转至 PVDF 膜上，经含 5%脱

脂奶粉的封闭液孵育 30 min 后，加鼠抗人 NR2B
蛋白单抗（按 1∶600 比例稀释），4℃孵育过夜，经

TBST 清洗后加入兔抗鼠二抗（按 1∶2 000 比例稀

释），置于摇床孵育 2 h，经 TBST清洗后加 ECL 化

学发光试剂，经显影、拍照后采用胶成像系统分析

条带灰度值。

1.4 siRNA 对模型小鼠行为及脊髓背角细胞

NR2B表达影响

1.4.1 siRNA对模型小鼠行为

机械缩足反射阈值的测定参见 1.2.1 步骤；热

缩足反射潜伏期的测定参见 1.2.2步骤。

1.4.2 siRNA 对模型小鼠脊髓背角组织细胞

NR2B表达影响

小鼠经戊巴比妥钠深麻醉后断头处死，快速

取出脊髓背角组织经预冷的 PBS 清洗后，经胰酶

处理 5 min，加入 TRIZol 试剂提取各组细胞总

RNA。采用RT⁃PCR检测大鼠脊髓背角细胞NR2B
基因的 mRNA 水平影响（参见 1.3.2 步骤）。同时

采用 Western blot 技术检测 siRNA 对小鼠脊髓背

角组织细胞NR2B蛋白的水平（参见 1.3.3步骤）。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 19.0 软件处理数据，计量资料均表

达为均数 ± 标准差（x ± s），P<0.05表示数据差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 舒芬太尼耐受小鼠的机械刺激缩足反射阈值

变化

与A组相比，B组机械缩足反射阈值及热缩足

反射阈值检测均明显下降（P<0.05），见表 2、表 3。

组别

A组

B组

5 d

11.26±0.34

6.12±0.27*

10 d

11.31±0.27

6.21±0.31*

15 d

11.16±0.24

6.42±0.26*

20 d

11.27±0.23

6.14±0.23*

25 d

11.12±0.21

6.32±0.28*

30 d

11.24±0.19

6.16±0.17*

表 2 舒芬太尼耐受小鼠的机械缩足反射阈值检测（g）
Table 2 Detection of mechanical reflex threshold in mice with sufentanil tolerance（g）

*P<0.05，与A组相比。

编号

阴性对照

siRNA⁃1

siRNA ⁃2

siRNA⁃3

碱基序列(5′⁃3′)

GTCGCACGTCCACTGCACGC

GTCACTGACTGACTGCACGC

GCTTCAGTCACGCTCACTGA

CACTGCACTGCCTGCACTGC

表 1 siRNA⁃NR2B碱基序列

Table 1 The base sequence of siRNA⁃NR2B
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A：脊髓背角细胞中 NR2B 的 mRNA 相对水平，与阴性对照相比，

* P<0.05；与 siRNA⁃1 组相比，#P<0.05；B：脊髓背角细胞中 NR2B

蛋白水平。

图 1 siRNA对脊髓背角细胞的NR2B表达的影响

Figure 1 Effect of siRNA on NR2B expression in spinal
dorsal horn cells

A：脊髓背角细胞中 NR2B 的 mRNA 相对水平，与阴性对照相比，

*P<0.05；与 siRNA⁃1 组相比，#P<0.05；B：脊髓背角细胞中 NR2B

蛋白水平。

图 2 siRNA对小鼠脊髓背角细胞的NR2B表达的影响

Figure 2 Effect of siRNA on NR2B expression in spinal dorsal

horn cells of mice

组别

A组

B组

5 d

8.12±0.23

4.17±0.16*

10 d

8.23±0.19

4.09±0.14*

15 d

8.07±0.18

4.08±0.12*

20 d

8.26±0.19

4.16±0.13*

25 d

11.12±0.21

4.21±0.14*

30 d

11.24±0.19

4.18±0.13*

表 3 舒芬太尼耐受小鼠的热缩足反射阈值检测（s）
Table 3 Detection of paw withdrawal thermal latency of mice with sufentanil tolerance（s）

*P<0. 05，与A组相比。

2.2 siRNA⁃NR2B 对脊髓背角细胞的 NR2B 基因

表达的抑制效果

将 siRNA⁃NR2B 转染脊髓背角细胞后，通过

RT⁃PCR及Western blot实验发现，siRNA⁃1对脊髓

背角细胞的 NR2B的mRNA 及蛋白抑制效果较好

（P<0.05），见图 1。

2.3 舒芬太尼耐受小鼠的NR2B基因表达情况

通过RT⁃PCR及Western blot实验发现，舒芬太

尼耐受小鼠 NR2B基因表达水平上升（P<0.05）；将

siRNA⁃1经鞘内注射舒芬太尼耐受小鼠后，siRNA⁃1
可显著降低舒芬太尼耐受小鼠脊髓背角组织中

NR2B基因的mRNA及蛋白水平（P<0.05），见图 2。

组别

A组

B组

siRNA处理组

5 d

11.32±0.25

6.12±0.27

9.23±0.24*

10 d

11.24±0.32

6.21±0.31

9.16±0.19*

15 d

11.26±0.35

6.42±0.26

9.26±0.25*

20 d

11.26±0.28

6.14±0.23

9.17±0.22*

25 d

11.12±0.21

6.32±0.28

9.21±0.23*

30 d

11.24±0.19

6.16±0.17

9.16±0.17*

*P<0. 05，与 B组相比。

表 4 siRNA转染后舒芬太尼耐受小鼠的机械缩足反射阈值变化（g）
Table 4 Changes of the mechanical withdrawl threshold of mice after sufentanil tolerance after siRNA transfection（g）

2.4 siRNA⁃NR2B 对舒芬太尼耐受小鼠的作用

效果

舒芬太尼耐受小鼠转染 siRNA 5天后，舒芬太

尼耐受小鼠的机械缩足反射阈值显著高于 B 组

（P<0.05）；舒芬太尼耐受小鼠的热缩足反射阈值

显著高于B组（P<0.05），见表 4、表 5。
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3 讨论

临床医疗中阿片类药物对缓解患者疼痛有

重要的作用，但患者在使用阿片类药物容易发生

药物耐受，导致提高麻醉药物的用量，进一步导

致药物耐受的加重［5］。有研究发现对小鼠长期

使用舒芬太尼可促使小鼠发生痛觉过敏，当对小

鼠给予适量的氯胺酮（一种 NMDA 受体拮抗剂）

可防止痛觉过敏发生［6⁃7］。Xie 等［8］发现 NMDA
受体拮抗剂可抑制阿片类药物耐受的发生。

NR2B 亚基时 NMDA 受体的重要组织部分，对痛

觉感知和中枢敏化的形成有重要价值。因此，阐

明 NR2B 亚基对舒芬太尼耐受形成的作用，有助

于临床治疗治疗舒芬太尼耐受，提高药物的镇痛

效果。

本研究通过采用逐日递增法皮下注射舒芬太

尼的方法建立舒芬太尼耐受小鼠模型，通过机械

压痛法测定小鼠痛域下降，提示舒芬太尼耐受小

鼠模型建立成功。NMDA受体激活后可促使细胞

内的 Ca2+ 离子水平上升，促进 NO 的合成，导致小

鼠的机械疼痛阈值下降［9 ⁃ 10］。本研究结果提示

NR2B亚基与舒芬太尼耐受形成密切相关，可见中

枢神经系统及脊髓水平NR2B亚基在痛觉感知、信

号传递和阿片类药耐受过程中起着重要作用。

NR2B 亚基作为 NMDA 受体的重要组成部分，介

导疼痛神经信息的传递，同时该受体可调控细胞

内外钙离子及镁离子水平，钙离子的细胞内流可

活化钙调蛋白，刺激神经递质的释放产生影响，进

一步促使NR2B亚基活性增强，通过自身信号放大

机制进一步促进舒芬太尼耐受的形成，选择性抑

制 NR2B 亚基活性可能是治疗麻醉药物耐受的有

效方式。

RNA 干扰技术是一种可特异性抑制目的基

因表达的生物技术，可特异性阻断目的基因转

录［11⁃12］。本研究在设计并合成针对 NR2B 的 siR⁃
NA 后通过筛选试验发现 siRNA⁃1 可有效抑制

NR2B 亚基表达水平。在给予舒芬太尼耐受小鼠

siRNA⁃1 后发现小鼠的机械缩足反射阈值及热缩

足反射阈值均显著上升，与已有研究一致［13］。同

时通过 RT⁃PCR、Western blot 实验发现 NR2B 亚

基表达水平下降，提示 NR2B 亚基表达水平舒芬

太尼耐受密切相关，这可能是由于 NR2B 亚基介

导神经病理性疼痛，该蛋白表达水平下降可导致

痛觉神经元信号的传递功能削弱，进而产生一定

的镇痛作用［14⁃15］。NR2B亚基活性基团的磷酸化修

饰对神经疼痛的调控有明显作用，本研究仅检测

了 NR2B 亚基表达水平对舒芬太尼耐受形成的影

响，需同时检测 NR2B 亚基的磷酸化水平，以更加

全面地分析 NR2B 亚基对神经疼痛调控的作用。

Martel等［16］通过鞘内注射NR2B⁃iRNA抑制脊髓背

角 NR2B 的 mRNA 表达，结果减轻了外周炎症引

起的疼痛反应，表明NR2B在脊髓水平伤害性信息

传递以及痛觉过敏的产生和维持中发挥作用。

Nakamori 等［17］通过动物实验发现 NR2B 亚基在选

择性拮抗剂作用后可缓解疼痛，并可改善记忆障

碍等不良症状。本研究通过 iRNA 干扰技术发现

脊髓背角 NR2B 亚基水平下降后可缓解舒芬太尼

耐受形成，提示NR2B亚基可能是治疗舒芬太尼耐

受的作用靶点。

综上所述，NMDA 受体 NR2B 亚基水平上升

可促使舒芬太尼耐受的形成，通过 siRNA 技术降

低 NR2B基因表达后可有效缓解舒芬太尼耐受，为

改善慢性疼痛患者生活质量提供理论依据和实践

基础。

组别

A组

B组

siRNA处理组

5 d

8.25±0.21

4.05±0.12

7.43±0.27*

10 d

8.18±0.17

4.11±0.13

7.37±0.24*

15 d

8.13±0.23

4.13±0.14

7.41±0.19*

20 d

8.09±0.24

4.15±0.09

7.34±0.23*

25 d

8.17±0.16

4.09±0.12

7.35±0.29*

30 d

8.31±0.26

4.17±0.11

7.34±0.22*

表 5 siRNA转染后舒芬太尼耐受小鼠的热缩足反射阈值变化（s）
Table 5 Changes of paw withdrawal thermal latency in sufentanil tolerant mice after siRNA transfection（s）

*P<0.05，与 B组相比。
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非小细胞肺癌 EGFR、ALK和 ROS1基因联合检测及
突变共存分析

李晓锋 张冠军 汪园园 杨喆 刘希★

［摘 要］ 目的 研究非小细胞肺癌（non⁃small cell lung cancer，NSCLC）患者中表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）、间变性淋巴瘤激酶（anaplastic lymphoma kinase，ALK）和 C⁃ros
原癌基因 1⁃受体酪氨酸激酶（C⁃ros oncogene 1⁃receptor tyrosine kinase，ROS1）驱动基因异常的情况及临

床病理特征。 方法 分析西安交通大学第一附属医院 116例NSCLC的临床病理资料，采用扩增阻滞

突变系统检测 3种驱动基因改变情况，统计分析其与临床病理特征的关系。 结果 116例NSCLC中，

EGFR 突变率 36.2%，Exon19 del 和 Exon21 为最常见的 2 种突变，EGFR 外显子的双重突变率为

7.1%。在女性、腺癌患者中 EGFR 的突变率较高，分别为 52.3%、45.2%。ALK 融合基因阳性率为

6.9%；在年龄小于 60 岁组中的发生率较高，为 13.5%。ROS1 融合基因阳性率为 4.3%，均发生于腺癌

和晚期 NSCLC患者。本研究还检出少见的 EGFR和 ALK突变共存 1例、EGFR和 ROS1突变共存 1例。

结论 NSCLC中 EGFR 突变或 ALK融合基因较常见，ROS1融合基因稍少见，突变常发生于女性、较年轻

的、腺癌患者中；NSCLC驱动基因异常并非绝对互斥，特别是在年轻患者中可出现EGFR和ALK或ROS1突
变共存；治疗初期时的多驱动基因联合检测，对促进NSCLC多种分子靶向药物联合治疗具有重要意义。

［关键词］ 非小细胞肺癌；表皮生长因子受体；间变性淋巴瘤激酶；C⁃ros原癌基因 1⁃受体酪氨酸

激酶；共存突变

Combined detection and coexistent genetic mutation analysis of EGFR，ALK
and ROS1 in non⁃small cell lung cancer
LI Xiaofeng，ZHANG Guanjun，WANG Yuanyuan，YANG Zhe，LIU Xi★

（Department of Pathology，the First Affiliated Hospital of Xi’an Jiaotong University，Xi  an，Shaanxi，
China，710061）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the characteristics of epidermal growth factor receptor
（EGFR），anaplastic lymphoma kinase（ALK）and C⁃ros oncogene 1⁃receptor tyrosine kinase（ROS1）driver
genes alterations in patients with non ⁃ small cell lung cancer （NSCLC）. Methods The clinical and
pathological data of 116 cases of NSCLC from the First Affiliated Hospital of Xian Jiao Tong University were
analyzed. Amplification refractory mutation system was used to detect the alterations of the 3 driver genes. The
relationship between alterations and clinicopathological features was analyzed statistically. Results Among
116 NSCLCs，the EGFR mutation rate was 36.2% ，Exon19 del and Exon21 were the most common 2
mutations，the double mutation rate was 7.1% . The mutation rates of EGFR in female and adenocarcinoma
patients were higher，with 52.3% and 45.2%, respectively. The positive rate of ALK fusion gene was 6.9%；the
incidence was higher in the group of younger than 60 years old，at 13.5%. The positive rate of ROS1 fusion
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gene was 4.3%，all of which occurred in adenocarcinoma and advanced NSCLC patients. Interestingly，1 case
of a rare case of EGFR and ALK and 1 case of EGFR and ROS1 mutation coexisted were detected.
Conclusions EGFR mutation and ALK fusion gene are more common in NSCLC，ROS1 fusion gene is
slightly rare. Mutations often occur in female，younger，and adenocarcinoma patients. NSCLC⁃driven genetic
abnormalities are not absolutely mutually exclusive，especially in young patients with the presence of EGFR
and ALK or ROS1 mutations. The combined detection of multiple driver genes at the early stage of treatment is
critical to the multiple molecular targeting therapies for NSCLC patients.

［KEY WORDS］ Non⁃small cell lung cancer；Epidermal growth factor receptor；Anaplastic lymphoma
kinase；ROS proto⁃oncogene 1⁃receptor tyrosine kinase；Coexistent genetic alterations

肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，高居

癌症死亡率的首位［1］。其中非小细胞肺癌（non⁃
small cell lung cancer，NSCLC）约占肺癌的 75%~
85%，大部分患者就诊时已为中晚期，5 年存活率

低［2］。近年来随着NSCLC多种驱动基因异常的发

现，如表皮生长因子受体（epidermal growth factor
receptor，EGFR）突变、间变性淋巴瘤激酶（anaplas⁃
tic lymphoma kinase，ALK）融合基因和C⁃ros原癌基

因 1⁃受体酪氨酸激酶（C⁃ros oncogene 1 receptor ty⁃
rosine kinase，ROS1）融合基因，以它们作为分子靶

点的靶向药物针对性强、疗效可靠、不良反应轻，极

大地改善了患者的预后，促使NSCLC的临床治疗

进入到个体化分子靶向药物治疗时代［3］。

对NSCLC患者进行驱动基因检测是精准药物

治疗的基础［3］。既往大多数研究认为肺癌驱动基因

的异常是绝对互斥的，即患者仅可能具有单一的驱

动基因异常［4⁃5］。然而最近有少数研究报道了EGFR
和 ALK突变共存的NSCLC病例［6⁃9］，加用 ALK 抑制

剂药物治疗可提高这组患者的总体生存率［6⁃7］。此

外，国内外仅见 EGFR和 ROS1共存突变的散在个

案报道［10⁃12］。本研究采用扩增阻滞突变系统（ampli⁃
fication refractory mutation system，ARMS）方法，对

西安交通大学第一附属医院 116例NSCLC患者进

行 EGFR、ALK和 ROS1基因联合检测，分析这些驱

动基因异常特点及相关的临床病理特征，旨在探讨

NSCLC驱动基因异常与患者临床病理特征的关系，

探讨驱动基因突变的互斥性及突变共存特点，分析

多驱动基因联合检测的意义，为临床NSCLC患者

驱动基因检测项目的选择提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

收集 2018 年 1 月至 2018 年 5 月西安交通大

学第一附属医院收治住院，行肿物活检、手术切

除或胸腔积液穿刺，并于病理科确诊为 NSCLC
的患者的石蜡组织样本、胸腔积液细胞块标本

和临床资料，进行回顾性研究分析。研究经我

院伦理委员会批准，并征得患者或家属的知情

同意。

所有纳入患者在确诊前均未接受酪氨酸激

酶抑制剂药物治疗。根据苏木精⁃伊红染色及免疫

组织化学染色结果，按照 2015 年世界卫生组织

（World Health Organization，WHO）肺 肿 瘤 分 类

标 准进行 NSCLC 分类［13］。研究共纳入 116 例

NSCLC，女性 44 例（37.9%），男性 72 例（62.1%）。

患者年龄 28~86 岁，平均年龄 51.2 岁。无吸烟史

61 例（52.6%），有吸烟史 55 例（47.4%）。腺癌 93
例，鳞状细胞癌 21 例，腺样囊性癌 1 例，粘液表皮

样癌 1 例。临床分期为Ⅰ~Ⅱ期的 20 例（17.2%），

Ⅲ~Ⅳ期的 96例（82.8%）（表 1）。

1.2 方法

1.2.1 ARMS检测 EGFR、ALK和 ROS1突变

分别切取石蜡包埋组织 4 μm 厚切片 5~8 张，

放入 2 个 1.5 mL EP 管。脱蜡后，分别按照 Amoy⁃
Dx FFPE DNA Kit 试剂盒（厦门艾德生物有限公

司）和AmoyDx FFPE RNA Kit试剂盒（厦门艾德生

物有限公司）说明书提取石蜡标本的 DNA 和

RNA。 使 用 Q5000 微 量 紫 外 分 光 光 度 计

（QUAWELL公司，美国）检测所提取DNA和 RNA
样品的质量和浓度。应用ARMS方法，采用ADx⁃
ARMS⁃人类 EGFR基因 21 种突变检测试剂盒（厦

门艾德生物有限公司），将提取的 DNA 样品进行

实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative real⁃
time polymerase chain reaction，qRT⁃PCR）反应体系

的配置，利用 CFX96 荧光定量 PCR 仪（BIO⁃RAD
公司，美国）进行 EGFR基因突变检测。采用ADx⁃
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ARMS⁃ALK + ROS1基因融合联合检测试剂盒（厦

门艾德生物有限公司），将 RNA 样品进行逆转录

得到 cDNA，再利用该试剂盒进行 ALK、ROS1融合

基因的 qRT⁃PCR检测。实验同时配备阳性和阴性

对照，并根据试剂盒说明书判读结果。具体检测

的突变类型见表 1。

异常的驱动基因

EGFR基因突变

Exon18

Exon19

Exon20

Exon21

ALK融合基因

ROS1融合基因

突变类型

G719A、G719S、G719C

E746_A750del（2235⁃2249del15、2236⁃2250del15）、L747⁃P753>S、E746⁃T751>I、E746⁃T751del、
E746⁃S752 > V、L747⁃T751 > Q、L747⁃E749del、L747⁃S752del、L747⁃A750 > P、L747⁃P753 > Q 、

L747⁃T751del、L747⁃T751>P

T790M、S768I、D770⁃N771insG

L858R、L861Q

EML4 Exon6/13/20⁃ALK Exon20、EML4 Exon14/15⁃ALK Exon20、EML4 Exon2/3/17/18⁃ALK Exon20、
KIF5B Exon17/24⁃ALK Exon20、TFG Exon4⁃ ALK Exon20

SLC34A2 Exon4/14 ⁃ ROS1 Exon32、CD74 Exon6 ⁃ ROS1 Exon32、SDC4 Exon2/4 ⁃ ROS1 Exon32、
SLC34A2 Exon4/14⁃ROS1 Exon34、EZR Exon10⁃ROS1 Exon34、CD74 Exon6⁃ROS1 Exon34、SDC4
Exon4⁃ROS1 Exon34、TPM3 Exon8⁃ROS1 Exon35、LRIG3 Exon16⁃ROS1 Exon35、GOPC Exon8⁃ROS1
Exon35、GOPC Exon4⁃ROS1 Exon36

表 1 扩增阻滞突变系统方法检测NSCLC的驱动基因及突变类型

Table 1 Detection of the driving genes and mutation types of NSCLC by amplification refractory mutation system

1.2.2 统计分析

采用 SPSS 22 软件进行统计分析。比较驱动

基因 EGFR、ALK、ROS1 异常与 NSCLC 患者临床

病理特点的关系时，采用 c2检验或 Fisher确切概率

法进行统计分析计算 P 值，P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 EGFR基因突变、ALK或 ROS1融合基因特征

116 例 NSCLC 中 ，42 例 发 生 EGFR 突 变

（36.2%）（图 1，表 2）。其中 Exon19 del 23 例，

Exon21 L858R 12 例，Exon21 L861Q 2 例，Exon20
ins 1 例，Exon18 G719X 1 例，EGFR外显子双重突

变 3例（表 3，图 2）。

116 例 NSCLC 中，8 例发生 ALK 基因重排

（6.9%）（表 2），均为 ALK Exon20 与棘皮动物微管

相关类蛋白 4（echinoderm microtubule ⁃ associated
protein⁃like 4，EML4）Exon6、13、20 位点融合。而

在 EGFR 突变阴性的 74 例患者中，7 例患者 ALK

融合基因阳性，阳性率稍增高达 9.5%。

116 例 NSCLC 中，5 例发生 ROS1 基因重排

（4.3%）（表 2）。其中 ROS1 Exon34基因融合 4例，

ROS1 Exon35 基因融合 1 例。而在 EGFR 突变和

ALK 融合基因均为阴性的 67 例患者中，4 例出现

ROS1融合基因，阳性率稍增高达 6%。

7 000

6 000

5 000

4 000

3 000

2 000

1 000

0

R
FU

阳性对照

突变

0 5 10 15 20 25 30
Cycles

Amplification

图 1 扩增曲线显示 EGFR Exon19 del 突变阳性

Figure 1 Amplification curve shows positive of EGFR
Exon19 del mutation
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2.2 EGFR基因突变、ALK或 ROS1融合基因与临

床病理的相关性

EGFR基因在女性患者中的突变率为 52.3%，

高于男性患者的 26.4%（P=0.005）；在腺癌患者中

EGFR 的突变率为 45.2%，而鳞状细胞癌等其他非

腺癌患者未见EGFR突变（P<0.000 1）。EGFR突变

在患者年龄、吸烟史、临床分期等方面的差异无统计

学意义（P值分别为 0.218，0.973，0.902）（表 2）。
ALK融合基因在年龄小于 60岁组中的发生率

为 13.5%，高于超过 60 岁组中的 1.6%（P=0.032）。

此外，ALK在除年龄外等方面或 ROS1融合基因与

2.38% 2.38% 2.38% 2.38%

2.38%
4.77%

Exon19 del

Exon21 L858R

Exon21 L861Q

Exon20 ins

Exon18 G719X

Exon18 G719X和 Exon20 S768I双突变

Exon19 del和 Exon21 L858R双突变

Exon21 L858R和 Exon20 T790M双突变

28.57% 54.56%

图 2 42例 EGFR突变NSCLC患者 EGFR外显子

突变率示意图

Figure 2 Mutation rates of EGFR exons of 42 patients of
NSCLC with EGFR mutation

总例数

年龄（岁）

<60
≥60

性别

女

男

吸烟史

无

有

病理组织学类型

腺癌

其他

临床分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

n

116

52
64

44
72

61
55

93
23

20
96

EGFR［n（%）］

（+）
42（36.2）

22（42.3）
20（31.3）

23（52.3）
19（26.4）

22（36.1）
20（36.4）

42（45.2）
0（0）

7（35.0）
35（36.5）

（-）
74（63.8）

30（57.7）
44（68.7）

21（47.7）
53（73.6）

39（63.9）
35（63.6）

51（54.8）
23（100）

13（65.0）
61（63.5）

P值

0.218

0.005

0.973

<0.000 1

0.902

ALK［n（%）］

（+）
8（6.9）

7（13.5）
1（1.6）

5（11.4）
3（4.2）

5（8.2）
3（5.5）

8（8.6）
0（0）

1（5.0）
7（7.3）

（-）
108（93.1）

45（86.5）
63（98.4）

39（88.6）
69（95.8）

56（91.8）
52（94.5）

85（91.4）
23（100）

19（95.0）
89（92.7）

P值

0.032

0.268

0.83

0.353

0.702

ROS1［n（%）］

（+）
5（4.3）

3（5.8）
2（3.1）

2（4.5）
3（4.2）

3（4.9）
2（3.6）

5（5.4）
0（0）

0（0）
5（5.2）

（-）
111（95.7）

49（94.2）
62（96.9）

42（95.5）
69（95.8）

58（95.1）
53（96.4）

88（94.6）
23（100）

20（100）
91（94.8）

P值

0.812

0.923

0.735

0.581

0.586

表 2 EGFR、ALK和 ROS1基因异常与NSCLC临床病理特征的关系

Table 2 Relationship between EGFR，ALK and ROS1 gene alterations and the clinicopathological characteristics of NSCLC

患者的临床病理特征中的差异无统计学意义

（表 2）。

2.3 EGFR 基因外显子双重突变和 ALK 或 ROS1
融合基因共存突变分析

116 例 NSCLC 中，EGFR 外显子双重突变 3
例，其中 Exon18 G719X 和 Exon20 S768I 双突变

1 例，Exon19 del 和 Exon21 L858R 双突变 1 例，

Exon21 L858R 和 Exon20 T790M 双突变 1 例（图

2）。值得注意的是，研究检测出 1 例晚期年轻女

性患者具有 EML4 Exon6/13/20⁃ALK Exon20 融合

基因和 EGFR Exon19 del共存突变（表 3）。1例晚

期年轻男性患者具有 SLC 34A2 Exon4/14⁃ROS1
Exon34 融合基因和 EGFR Exon19 del 共存突变

（表 3）。
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3 讨论

肺癌作为世界上特别是我国发病率和死亡

率最高的恶性肿瘤，遗传学上具有很高的异质

性［14］。随着针对 NSCLC 驱动基因 EGFR 突变、

ALK 和 ROS1 融合基因的一系列酪氨酸激酶抑

制剂药物的开发，以及临床分子靶向治疗的深

入开展，总结分析 NSCLC 患者驱动基因异常的

特点，分析驱动基因的互斥或共存突变特性，有

助于加强对 NSCLC 患者驱动基因检测的认识，

为 促 进 多 驱 动 基 因 联 合 检 测 提 供 实 验 依

据［3，14］。

EGFR是一种跨膜受体酪氨酸激酶，参与细胞

增殖、凋亡、侵袭和转移等多种信号通路的调

节［15］。研究发现，EGFR基因突变在女性、无吸烟

史、腺癌及亚裔人群中的发生率较高。Shi等［15］在

包括来自 7 个亚洲地区的 1 482 例患者的研究显

示，EGFR 突变率在亚洲女性中高达 61.1%，无吸

烟史的患者中为 60.7%。本研究结果也显示 EGFR
基因在女性患者中的突变率高于男性；在腺癌患

者中 EGFR 的突变率为 45.2%，而 21 例鳞状细

胞癌，1 例腺样囊性癌，1 例粘液表皮样癌患者

中均未见 EGFR 突变。此外，EGFR 基因突变主

要集中在 Exon18⁃21，根据 Li 等［16］对 5 125 例中

国肺癌患者的研究显示，36.2%的患者发生 EGFR
突变，其中 Exon19 del 突变约占总 EGFR 突变的

49.7%，Exon21 L858R 和 L861Q 突变约占 46.7%，

EGFR双重突变约占 3.1%。本研究结果与该文献

报道基本一致，Exon19和 Exon21为最常见突变的

2 种外显子，EGFR 双重突变率为 7.1%。EGFR 的

二次突变如 T790M突变是最常见的获得性耐药突

变机制［17］。值得注意的是，在 Li 等［16］的研究发现

在从未接受酪氨酸激酶抑制剂治疗的患者中，大

约 2.4%的患者检测出 T790M 或 E545K 这 2 种耐

药突变。本研究也在未接受酪氨酸激酶抑制剂治

疗的患者中检测出 EGFR L858R和 T790M双重突

变 1 例，这些实验结果表明 NSCLC 中 EGFR 基因

突变的异质性和复杂性。

NSCLC 中 ALK 融合基因最常见的类型为

EML4 ⁃ALK 融合基因，少部分为 KIF5B ⁃ALK 和

TFG⁃ALK 融合基因［18］。它们产生的融合蛋白可

使 ALK 受体持续自磷酸化，激活下游信号通路导

致细胞恶性转化［18］。Pan 等［19］利用 qRT⁃PCR 技

术检测 1 139 例中国肺腺癌患者 ALK 融合基因

状态，结果显示 ALK 融合基因阳性率为 5.1%，且

在小于 60 岁组中的发生率为 6.7%，高于超过 60
岁组的 3.2%。ALK 融合基因阳性在患者性别、

吸烟史和临床分期中的差异无统计学意义［19］。

Pan 等［19］的研究与本研究结果均显示在小于 60
岁的患者中 ALK 融合基因的发生率相对更高，因

此在临床上需要重视在年轻患者中 ALK 融合基

因的检测。

病例号

1

2

3

4

5

性别

男

女

女

女

男

年龄

58

64

47

35

29

吸烟史

有

无

无

无

有

取材部位

左肺下叶穿刺活检

右肺上叶穿刺活检

左肺上叶穿刺活检

左肺上叶穿刺活检

右肺下叶穿刺活检

组织学

类型

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

腺癌

临床

分期

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳa

EGFR突变类型

Exon18 G719X；

Exon20 S768I

Exon19 del；
Exon20 L858R

Exon20 L858R，

Exon20 T790M

Exon19 del

Exon19 del

ALK融合

基因类型

-

-

-

EML4 Exon6/13/
20⁃ALK Exon20

-

ROS1融合

基因类型

-

-

-

-

SLC34A2 Exon4/
14⁃ROS1 Exon34

表 3 EGFR双重突变、EGFR与 ALK或 ROS1共存突变的NSCLC临床病理特征

Table 3 Clinicopathological features of NSCLC with double exons mutations of EGFR and coexistent alterations of
EGFR and ALK or ROS1
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ROS1 属于Ⅱ类受体酪氨酸激酶的胰岛素受

体家族，ROS1融合基因将异常激活多种下游信号

通 路 ，如 RAS ⁃ MAPK/ERK、JAK/STAT3、PI3K/
AKT/mTOR，导致细胞过度增殖、抑制凋亡、促进

细胞侵袭和迁徙［19⁃20］。ROS1 融合基因在 NSCLC
中的阳性率约为 1.0%~3.4%，常见于年轻、无吸

烟史、亚裔和晚期的 NSCLC 患者，在 EGFR、ALK
和 KRAS 均阴性的患者中，ROS1 融合基因的阳性

率可达 5.7%［19⁃21］。本研究结果亦显示 5 例 ROS1
融合基因均发生于腺癌和晚期NSCLC患者，但限

于样本量有限，仍有待进一步累积病例进行统计

分析。

Zhang 等［22］研究发现，在 103 例中国 NSCLC
患者中，ALK 融合基因阳性率为 11.6%；而在同

时缺乏 EGFR 和 KRAS 突变的腺癌患者中 ALK 融

合基因阳性率升高达 42.8%。本研究结果也显

示，ALK 融合基因阳性率在 EGFR 突变阴性患者

中较总体患者中稍增高；同样，ROS1 融合基因阳

性率在 EGFR 突变和 ALK 融合基因均为阴性的

患者中较总体患者中稍增高。这些结果也证实

肺癌驱动基因的激活突变具有一定程度的互斥

现象。

尽管既往研究认为肺癌驱动基因的激活突变

是绝对互斥的［4 ⁃ 5］。但最近有少数研究报道了

EGFR 和 ALK 突变并存的 NSCLC 病例，这些病例

特点是大部分为女性患者、亚裔、无吸烟史的晚期

NSCLC 患者［6⁃7］。并且与传统观点认为 ALK 融合

基因会导致 EGFR突变患者对酪氨酸激酶抑制剂

耐药不同［23］，研究显示对 ALK 和 EGFR 共存突变

的患者加用 ALK 抑制剂治疗，可提高患者的总体

生存率［6⁃7］。此外，国内外仅见 EGFR和 ROS1共存

突变的散在个案报道，主要发生于非吸烟的腺癌

患者［10⁃12］。本组研究检测出 1例 35岁女性腺癌晚

期患者具有 EML4⁃ALK融合基因和 EGFR Exon19
del 突变，1 例 29 岁男性腺癌晚期患者具有 ROS1
融合基因和 EGFR Exon19 del 突变。此类病例仍

需要累积资料研究，有研究提出同时应用多种靶

向药物联合治疗可能使这一组罕见 NSCLC 患者

受益［12］。

综上，本研究采用扩增阻滞突变系统方法对

116 例 NSCLC 进行 EGFR、ALK 和 ROS1基因联合

检测，结果显示女性、较年轻的、腺癌患者常常出

现驱动基因的突变。NSCLC驱动基因异常具有一

定的互斥性，但少数年轻患者仍可具有 EGFR 和

ALK或 ROS1共存突变。因此，在治疗初期的多驱

动基因联合检测，对促进NSCLC分子靶向药物联

合治疗具有重要意义。
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沙眼衣原体、单纯疱疹病毒 2型、人乳头瘤病毒 16型
多重荧光定量PCR检测方法的建立及其应用

胡天★ 卓永光 樊祖茜 黄永霞

［摘 要］ 目的 建立一种可准确、快速检测沙眼衣原体、单纯疱疹病毒 2 型、人乳头瘤病毒

16 型 3 种病原体 DNA 的多重荧光定量 PCR 检测方法。 方法 本研究针对沙眼衣原体、单纯疱疹病

毒 2 型、人乳头瘤病毒 16型分别设计了一对特异性探针引物，构建了可同时检测沙眼衣原体、单纯疱疹

病毒 2型、人乳头瘤病毒 16型的多重荧光 PCR反应体系，并与商业试剂同时检测 300例临床标本，评估

其一致性。 结果 性能评价结果显示，所建立的多重荧光 PCR 检测方法具有较好的特异性和敏感

性，与对照商业试剂检查结果符合率达到 100%。 结论 所建立的多重荧光 PCR检测方法能实现 3种

病原体的快速、正确定量检测。

［关键词］ 多重荧光定量 PCR；沙眼衣原体；单纯疱疹病毒 2型；人乳头瘤病毒 16型

Application of multiplex fluorescence quantitative PCR assay for detection
of Chlamydia trachomatis， herpes simplex virus type 2 and human
papillomavirus type 16
HU Tian★，ZHUO Yongguang，FAN Zuqian，HUANG Yongxia
（Department of Clinical Laboratory，Qinzhou Maternal and Child Health⁃Care Hospital of Guangxi，Qinzhou，
Guangxi，China，535000）

［ABSTRACT］ Objective To establish a multiplex quantitative PCR method for the accurate and
rapid detection of DNA from 3 pathogens，Chlamydia trachomatis，herpes simplex virus type 2 and human
papillomavirus type 16. Methods A pair of specific probe ⁃ primers were designed for Chlamydia
trachomatis，herpes simplex virus type 2 and human papillomavirus type 16，respectively，and a simultaneous
detection of Chlamydia trachomatis，herpes simplex virus type 2，human papillomavirus type 16 was
constructed. A multiplex PCR reaction system was used to simultaneously detect 300 clinical specimens with
commercial reagents to assess their consistency. Results The results of performance showed that the
established multiplex PCR assay had good specificity and sensitivity，and the coincidence rate with the control
commercial reagents reached 100%. Conclusion The established multiplex PCR assay can achieve rapidly
and accurately quantitative detection of 3 pathogens.

［KEY WORDS］ Multiple fluorescence quantitative PCR；Chlamydia trachomatis；Herpes simplex
virus type 2；Human papillomavirus type 16

沙眼衣原体（Chlamydia trachomatis，CT）是常

见的人类生殖道疾病致病菌［1］，还可导致呼吸道、

眼结膜等疾病［2］。单纯疱疹病毒 2 型（herpes sim⁃

plex virus⁃2，HSV⁃2）是引起生殖器疱疹最主要的

原因。人乳头瘤病毒 16 型（human papillomavirus
type 16，HPV16）与宫颈癌的发生、发展密切相
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关［3⁃4］。文献报道，相比其他病毒亚型，HPVl6型更

有可能长期在宫颈上皮内复制生存［5］和更易导致

宫颈上皮内瘤变［6 ⁃ 7］。在所有的高危型病毒中，

HPV16型是流行程度最广的一种型别。HPV16型

和 HSV⁃2 协同感染可增加宫颈癌的患病率，两者

与宫颈癌的发生及其发展有着密切的关系［8］。目

前对这 3 种病原体的致病原因及其致病性都有较

为系统的研究，CT、HSV⁃2 和 HPV16 型 3 种病原

体对健康造成了很大的危害。目前还未见 3 种病

原体同时检测的报道。多重荧光定量 PCR技术克

服了常规 PCR技术的很多难题。具有操作简便及

很高的敏感性，它可以通过不同的引物设计在同

一反应体系中同时对多个靶基因分子进行扩增［9］，

达到对多种疾病的同步诊断，缩短检测时间，减少

试剂消耗。因此，本文展开了多重 PCR 检测 CT、
HSV⁃2 和 HPV16 型的方法研究，旨在建立同时快

速检测这 3种病毒的方法，并应用于临床实践中。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 标本来源

淋病奈瑟菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、

解脲支原体、人型支原体、生殖道支原体、肺炎衣

原体及鹦鹉热衣原体培养物为本科室微生物室所

留菌种，沙眼衣原体 L 血清型培养物购自西南医

院检验科，HPV16 型为本科室用凯普 HPV 基因分

型试剂检为 16型阳性所保留的标本。临床检测标

本为本单位 2015 年 1 月至 2016 年 12 月门诊收集

的妇女阴道拭子 300例。标本保存于-20℃。

1.1.2 主要试剂与仪器

天跟生化科技（北京）有限公司基因组 DNA
提取试剂盒 DP304，质粒小量提取试剂盒 DP103，
北京康为世纪生物科技有限公司 GoldStar Taq⁃
Man Mixture（探针法）CW0932。杭州安杰思医学

科技有限公司 AFD9600 核酸扩增仪。Taq 酶、

PCR 反应液为宝生物工程（大连）有限公司产

品。全自动化学发光/荧光图像分析系统：上海天

能科技有限公司 5200 Multi，PMD⁃18T载体。

1.2 多重 PCR法

1.2.1 引物的设计与合成

通过在 NCBI 上查找比对 CT、HSV⁃2、HPV16
型的保守序列，用 DNAstar 软件对这 3 种基因序

列进行比对并设计 3 对引物（表 1）和相应的探针

（表 2）。

引物名称

CT⁃probe

HSV2⁃probe

HPV16⁃probe

寡核苷酸探针序列

5′⁃TCCGCTCGTTTAATGAGTACAATGA⁃3′

5′⁃TGGAAATGTAAACACCACCAATCGA⁃3′

5′⁃CCTCGCTGAAGGTGGCCGATCC⁃3′

荧光报告基团

FAM

ROX

VIC

表 2 3种病原体的寡核苷酸探针序列

Table 2 Oligonucleotide probe sequences of 3 pathogens

表 1 3种病原体的引物序列及其产物长度

Table 1 Primer sequences and product length of 3 pathogens

引物

名称

CT⁃F

CT⁃R

HSV2⁃F

HSV2⁃R

HPV16⁃F

HPV16⁃R

引物序列

5′⁃TGATTTGAGCGTGTGTAGCG⁃3′

5′⁃ACGGAGATCTACGCAATGGA⁃3′

5′⁃TGGTAAACACGCTTCACCCC⁃3′

5′⁃CTGCGCCAAATACGCCTTAG⁃3′

5′⁃ACAGATTCCAGGTGGCCTTAT⁃3′

5′⁃AAGCTCATACACTGGATTTCCGTT⁃3′

产物

长度

（bp）

160

226

175

1.2.2 3种病原体DNA目的片段扩增及其扩增片

段验证

用基因组DNA提取试剂盒DP304提取 3种病

原体标准菌株 DNA，用 3 对特异性引物分别扩增

所提取的标准菌株 DNA模板，应用相应引物建立

单重 PCR体系。PCR反应体系 25 μL：2×Taq PCR
MasterMix 12.5 μL，DNA 模板 1.0 μL，上、下游引

物（10 μmol/L）各 1.0 μL，灭菌双蒸水补至 25
μL。PCR 反应条件：95℃预变性 5 min；95℃变性

45 s，56℃退火 30 s，72℃延伸 45 s，40个循环；72℃
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延伸 5 min。2％琼脂糖凝胶电泳检测扩增效果并

送 PCR 产物进行测序，取凝胶回收的目的片段与

pMD⁃18T载体链接，与感受态细胞进行转化，再进

行重组质粒的提取与双酶切鉴定。

1.2.3 多重 PCR 反应体系建立、优化及标准曲线

的建立

对影响多重 PCR 扩增效果的 Taq 酶浓度、

Mg2+ 浓度、dNTPs 浓度、引物混合物（Primer Mix）
浓度和退火温度 5个参数进行调整和优化，通过多

次试验从而确定最佳参数。多重 PCR反应体系 50
μL：2×Taq PCR MasterMix 25 μL，3种病原体DNA
模板各 1.0 μL，上、下游引物（10 μmol/L）各 1.0 μL，
灭菌双蒸水补至 50 μL，退火温度调整为 58℃。

2％琼脂糖凝胶对 PCR产物进行电泳检测，采用凝

胶图像分析系统观察并记录结果。测 3 种病原体

重组质粒浓度并且换算成拷贝数后，10 倍稀释成

104～107 拷贝/μL 的 4 个梯度，用稀释成的 4 个浓

度梯度的质粒 DNA 作为模版进行扩增（探针和

上、下游引物稀释成浓度为 10 μmol/L）反应结束

后。利用计算机自带的分析软件自动得到标准

曲线。

1.2.4 敏感性检测

3种病原体DNA按 10倍梯度稀释为 108、107、

106、105、104、103、102、10 拷贝/μL 8 个样本，检测多

重 PCR的敏感性。

1.2.5 特异性检测

分别以 3 种病原体基因组 DNA 的混合物样

本、淋病奈瑟菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、解

脲支原体、人型支原体、生殖道支原体、肺炎衣原

体及鹦鹉热衣原体培养物的 DNA样本为模板，用

同样的反应体系进行多重 PCR 扩增，检测所建方

法的特异性。

1.2.6 临床标本应用性检测

用所建立的多重荧光定量 PCR检测方法和商

业试剂盒同时检测 300例临床标本，评估所建多重

定量 PCR检测方法与常规单重荧光试剂鉴定方法

的一致性，以验证本研究建立的多重荧光定量

PCR法的临床可行性。

2 结果

2.1 单重 PCR扩增结果

用建立的单重 PCR 反应体系对目的基因扩

增，产物进行 2.0％琼脂糖凝胶电泳检测，能扩

增出 CT 为 160 bp，HSV⁃2 为 226 bp，HPV16 型为

175 bp，与预期扩增片段大小相符。3 种病原体

目的片段双酶切结果进一步证实扩增的正确

（图 1）。

2.2 多重 PCR反应体系标准曲线的建立

3 种病原体的重组质粒分别稀释成 4 个梯度

的模板，取探针和上、下游引物稀释成浓度为 10
μmol/L，扩增后利用计算机自带分析软件自动得

到标准曲线（图 2）。

2.3 多重荧光定量 PCR性能评价结果

2.3.1 多重荧光定量 PCR敏感性检测

如图 3所示，用 3种病原体重组质粒 8个梯度

浓度进行多重 PCR 扩增，经过分析得知所建立的

多重荧光 PCR体系CT、HSV⁃2以及HPV16型的最

小检出量为 1 000拷贝/μL。
2.3.2 多重荧光定量 PCR特异性测定

分别以 3种病原体基因组DNA的混合物样本

和淋病奈瑟菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、解

脲支原体、人型支原体、生殖道支原体、肺炎衣原

体及鹦鹉热衣原体培养物的 DNA 样本为模板进

行多重荧光定量 PCR扩增。图 4表明 CT、HSV⁃2、
HPV16型的特异性均为 100％。

2.3.3 多重荧光定量 PCR检测方法的应用

多重荧光定量 PCR 检测的 300 例标本中 CT

M 1 2 3

100 bp

M：DL20000 DNA Marker；1：pMD18T⁃CT 双酶切；2：pMD18T⁃

HPV16型 双酶切；3：pMD18T⁃HSV⁃2 双酶切。

图 1 目的片段双酶切电泳结果

Figure 1 The electrophoresis figure of double enzyme
digestion of target fragments
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1 2 3 4 1 2 3 4

AA BB CC

1 2 3 4

A：CT标准曲线；B：HSV⁃2标准曲线；C：HPV16型标准曲线。1：107拷贝/μL；2：106拷贝/μL；3：105拷贝/μL；4：104拷贝/μL。

图 2 3种病原体质粒标准曲线

Figure 2 Standard curve of 3 kinds of pathogen plasmids

AA BB CC

A：CT敏感性检测；B：HSV⁃2敏感性检测；C：HPV16型敏感性检测。

图 3 3种病原体多重荧光定量 PCR法敏感性检测示意图

Figure 3 Sensitivity testing diagrams of 3 kinds of pathogens with multiplex fluorescence quantitative PCR assay

阳性数为 44例，检出率 14.7％；HPV16型 12例，检

出率 4％；HSV ⁃ 2 16 例，检出率 5.3％。 60 例

（20％）为全阴性。双重感染的患者检出 14 例

（4.6％），分别为：CT+HPV16 型 4 例（1.3％），CT+
HSV⁃2 6 例（2％），HPV16 型+HSV⁃2 4 例（1.3％）。

无三重感染的患者。用中山大学达安基因股份有

限公司的 CT 和 HSV⁃2 试剂盒检测 300 例标本的

CT和HSV⁃2的感染情况，用凯普HPV基因分型试

剂检测 HPV16 型的感染情况，也得到同样的数

据。本研究设计的多重 PCR与商业试剂盒具有很

好的一致性（CT符合率为 100％，HSV⁃2为 100％，

HPV16为 100％）。

3 讨论

随着分子生物技术的发展，PCR 方法尤其是

多重 PCR 方法以其灵敏度高、特异性强、成本低、

快捷等优点而越来越被重视。多重 PCR（multipex
PCR）又称多重引物 PCR或者复合 PCR，它是在同

一 PCR 反应体系里加入多对引物，同时扩增出多

个核酸片段的 PCR反应，其反应原理、反应试剂和

操作与普通 PCR相同。但是由于反应中要求多对

引物之间不能发生相互作用，扩增产物大小相近

就很难通过电泳分开，因此本研究的多重荧光定

量 PCR 就解决了此问题。多数学者［10⁃11］认为多重

PCR 体系的优化主要为改变退火温度、MgCl2、
dNTPs和聚合酶的浓度等。多重 PCR扩增对试验

操作的条件要就很高，任何一种试验条件控制

不当，都将导致扩增的失败［12］。这一概念是由

Chamberlian 等［13］首次提出，目前已经被广泛应用

A：CT；B：HSV⁃2；C：HPV16型。

图 4 CT、HSV⁃2、HPV16型多重荧光定量 PCR法

特异性检测示意图

Figure 4 Specificity detection diagram of CT，HSV⁃2 and
HPV16 with multiplex fluorescence quantitative PCR assay

A B C
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于医学及生物领域，包括基因敲除分析、突变、多

态性分析、定量分析、RNA 检测及微生物耐药检

测，不仅是科研的主要手段，也具有很高的实用价

值［14］。国内报道的多重 PCR 体系，大多都是针对

同一 DNA模板的不同区域扩增多个片段，而对不

同模板的多重 PCR体系的建立却很少见。本试验

是针对 3 个不同病原体的基因设计，需要对多重

PCR 反应体系的目标产物进行分析、反复试验才

能建立最适宜的反应体系和反应条件。CT 可能

导致不可逆炎症后遗病变，甚至可能与某些肿瘤

的发生密切相关［15］。HSV⁃2曾是最早被认为在诱

发宫颈癌过程中起重要作用的一种病毒［16］。HPV
的亚型现已发现有 100 多种，其中 HPV16 型是宫

颈癌的高危因素［4，17］，HPV16 型最易导致宫颈鳞

癌。这些研究都说明 CT、HSV⁃2、HPV16 型对宫

颈病的发生，甚至发展为宫颈癌都有密切的关

系。这 3 种病原体的检查就非常有必要作为临检

常规项目，但是常规的 PCR 检测法为单对引物扩

增一种病原体 DNA，每次只能单独检测一种病原

体，这样容易在操作中引起交叉污染以及增加患

者的检查费用，多重荧光 PCR 能同时解决诸多

问题。

对于几个病原体的同时检测，目前有分子杂

交法、PCR⁃琼脂糖电泳法、基因芯片和多重荧光定

量等方法。分子杂交法操作比较繁琐，费时而且

灵敏度不是很高。PCR⁃琼脂糖电泳法容易导致交

叉污染，费时而且不能定量。基因芯片成本高，增

加患者的费用，对常规项目的检测很难推广。本

研究针对 CT、HSV⁃2、HPV16 型分别设计引物和

探针，同时在这 3 种探针的 5’端分别标记了

FAM、ROX、VIC 不同波长的报告荧光基团。将

CT、HSV⁃2、HPV16型的引物和探针混合于一个反

应管中同时进行 3种病原体DNA的扩增。多重荧

光 PCR是在单重荧光 PCR技术基础上发展起来的

技术，在设计引物和探针时，要在保证特异性的同

时，多对引物和多对探针之间的 Tm值也应尽量接

近。结果显示本研究设计的 3 对引物的 Tm 值均

在 56℃左右，3对探针的 Tm值在 58℃，3种病原体

扩增效率基本保持一致，且 3种荧光信号的收集不

存在互相干扰。

试验结果数据表明设计的引物探针可以应

用多重荧光定量 PCR 技术检测临床标本，本试

验设计的多重荧光定量 PCR 的检测下线为 1 000

拷贝/μL，与中山大学达安基因股份有限公司商业

试剂的检测下线 500拷贝/μL还是有些差距，这与

多重荧光定量 PCR 反应体系里的各种成分比例

有关。从定量分析的结果可以看出本研究虽然对

3 种病原体的靶基因的引物和探针浓度进行优

化，但是 3 种病原体病毒的检测最低阈值还是偏

高。由于本试验的临床标本数只有 300例，所以还

需要大量的临床数据来验证实验的稳定性，如果

今后在临床大规模使用，还应在本试验基础上继

续进行优化。本研究的下一步计划是用本实验方

法来检测宫颈癌患者中 3种病原体感染情况，为临

床提供更系统、更具体的实验数据支持。综上所

述，本研究建立的 3 重荧光定量 PCR 检测方法具

有特异性好、灵敏性高、快速简便等优点，可为

CT、HSV⁃2、HPV16型同时快速的检测提供一种有

效的技术手段。
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HAART过程HIV/AIDS患者 PBMC中HIV⁃1前病毒
DNA的动态变化及其意义

陈伟烈 1★ 何瑞英 1 雷华丽 1 袁小珍 1 胡凤玉 1 李凌华 2

［摘 要］ 目的 分析高效抗逆转录病毒治疗（highly active antiretroviral therapy，HAART）过程中

HIV⁃1 感染者/艾滋病（HIV/AIDS）患者外周血单个核细胞（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）中

HIV⁃1 前病毒 DNA 的动态变化及其在临床治疗中的意义。 方法 38 例接受 HAART 最长至 168 周

的 HIV/AIDS 患者纳入本研究，在不同随访时间点检测患者 PBMC 中 HIV⁃1 DNA 水平，并与同时间

点外周血 CD4+ T 细胞数量及血浆 HIV⁃1 RNA 病毒载量进行比较，数据进行统计学处理及相关性分

析。 结果 随着HAART时间的增加，患者 PBMC中HIV⁃1前病毒总DNA及血浆HIV⁃1 RNA水平逐渐

下降（r=-0.27，P= 0.000 3；r=-0.39，P<0.000 1），外周血CD4+T细胞计数逐渐上升（r= 0.55，P<0.000 1）；

HIV⁃1 前病毒总 DNA 水平与 CD4+T 细胞数量之间呈负相关（r =-0.16，P= 0.039 7），与 HIV⁃1 RNA 病毒

载量之间呈正相关（r = 0.35，P < 0.000 1）。不同 HAART 方案之间 HIV⁃1 前病毒总 DNA 水平随 HAART
进行而下降的患者比例没有差异（c2 = 1.030，P = 0.598）。 结论 HAART 过程 HIV/AIDS 患者 PBMC
中 HIV⁃1前病毒DNA水平逐渐下降，与外周血 CD4+ T细胞数量、血浆HIV⁃1 RNA病毒载量之间有一定

相关性，可作为HAART效果监测及病情预测的一个指标。

［关键词］ 人类免疫缺陷病毒 1型；高效抗逆转录病毒治疗；外周血单个核细胞；前病毒DNA

Dynamic change of HIV ⁃ 1 proviral DNA in PBMC from HIV/AIDS patients
during highly active antiretroviral therapy and its significance
CHEN Weilie1★，HE Ruiying1，LEI Huali1，YUAN Xiaozhen1，HU Fengyu1，LI Linghua2

（1. Institute of Infectious Diseases，Guangzhou Eighth Peoples Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，
510060；2. Center for Infectious Diseases，Guangzhou Eighth People s Hospital，Guangzhou，Guangdong，
China，510060）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the dynamic change of total HIV⁃1 DNA in the peripheral
blood mononuclear cell（PBMC） from HIV ⁃ 1 infected /AIDS（HIV/AIDS） patients during highly active
antiretroviral therapy（HAART）and its significance. Methods 38 patients with HIV/AIDS who received
HAART for up to 168 weeks were enrolled in the study. HIV ⁃ 1 DNA levels in PBMC were measured at
different follow⁃up time points，and the number of peripheral blood CD4 + T cells and plasma HIV⁃1 were
simultaneously observed. The RNA viral load was compared and the data were statistically analyzed.
Results The total HIV⁃1 DNA and HIV⁃1 RNA load decreased（r = -0.27，P = 0.000 3 and r = -0.39，P <
0.000 1，respectively）and CD4+ T cell count increased（r = 0.55，P < 0.000 1）with the increasing HAART
time. There was a negative correlation between the total DNA level of HIV⁃1 provirus and the number of CD4+

T cells（r = -0.16，P = 0.039 7），and a positive correlation between the total DNA level of HIV⁃1 provirus and
HIV⁃1 RNA virus loads（r = 0.35，P < 0.000 1）. There was no difference in the proportion of patients with
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艾滋病的病死率及传染率明显下降得益于高

效抗逆转录病毒治疗（highly active antiretroviral
therapy，HAART）的广泛使用［1］，然而患者体内人

类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus，
HIV）可以潜伏形式即前病毒DNA持续存在，在细

胞和组织中形成病毒储存库，持续存在的 HIV 储

存库是 HIV 感染不能根治的关键［2］。一旦停止用

药，储存库的病毒将有机会再次复制和扩增，导致

体内病毒载量迅速反弹［3］。近年来针对 HIV 潜伏

储存库的临床治疗策略研究重新点燃了人们对治

愈 HIV 感染的希望［4］，但临床上需要评估病毒储

存库准确可靠的标志物［5］。细胞相关性总 HIV
DNA 是一个通用的生物标志物，其包括编码有活

性及缺陷病毒的整合型及非整合型病毒基因组，

很容易从全血、细胞或组织中进行检测，被认为是

参与疾病进程的所有感染细胞和组织中持续存

在的各种形式 HIV 储存库的一个生物标志物［6］。

国外对 HIV 储存库已有不少研究，但关于中国

HIV/艾滋病（acquired immune deficiency syndrome，
AIDS）患者的HIV储存库及其在HAART中的动态

变化报道不多。由于中外患者遗传背景存在差异，

各国 HIV 流行株也有所不同，因此了解中国 HIV/
AIDS 患者血细胞中 HIV前病毒 DNA 储存库的特

点及其在HAART过程的变化规律有着重要的临床

意义。本文对 38 例进行 HAART 并随访长至 168
周的 HIV/AIDS 患者外周血单个核细胞（peripheral
blood mononuclear cell，PBMC）中HIV⁃1总DNA的

水平进行动态检测，并与相应随访时间点外周血

CD4+ T 细胞数量、血浆 HIV⁃1 RNA 病毒载量进行

相关性分析，探讨 PBMC 中 HIV⁃1总 DNA 检测在

艾滋病HAART过程中的意义。

1 资料与方法

1.1 研究对象

2006年 1月至 2010年 5月期间我院门诊或住

院接受 HAART 治疗后无病毒血症或低病毒血症

的 AIDS 患者 38 例，其中男 26 例，女 12 例，年龄

20~56（33.8±7.6）岁；患者接受 HAART 治疗时间

48~168（80.3±22.3）周，所有患者的随访时间点共

计 170个。HAART总体方案为 2种核苷类反转录

酶抑制剂+一种非核苷类反转录酶抑制剂［奈韦拉

平（nevirapine，NVP）或依非韦伦（efavirenz，EFV）］
或 2 种核苷类反转录酶抑制剂+一种蛋白酶抑制

剂，具体分组如下：接受 2种核苷类反转录酶抑制

剂+奈韦拉平（NVP）治疗患者为Ⅰ组，共 23例，其

中 15例患者接受司他夫定（stavudine，D4T）+拉米

夫定（lamivudine，3TC）+奈韦拉平（NVP），8 例患

者接受齐多夫定（zidovudine，AZT）+拉米夫定

（3TC）+奈韦拉平（NVP）；接受 2 种核苷类反转

录酶抑制剂+依非韦伦（EFV）治疗患者为Ⅱ组，

共 13 例，其中 8 例患者接受司他夫定（D4T）+拉
米夫定（3TC）+依非韦伦（EFV），3 例患者接受齐

多 夫 定（AZT）+ 拉 米 夫 定（3TC）+ 依 非 韦 伦

（EFV），2 例患者接受替诺福韦（tenofovir，TDF）+
拉米夫定（3TC）+依非韦伦（EFV）；接受 2 种核

苷类反转录酶抑制剂+一种蛋白酶抑制剂治疗

患者为Ⅲ组，共 2 例，其中 1 例患者接受司他夫

定（D4T）+拉米夫定（3TC）+克力芝（lopinavir/
ritonavir，LPV/r），1 例患者接受齐多夫定（AZT）+
拉米夫定（3TC）+克力芝（LPV/r）。本研究已通

过广州市第八人民医院伦理委员会审查（编号：

市八伦字 20121055）。

1.2 主要仪器及试剂

仪器：ViiA7 实时荧光定量 PCR 仪（ABI，
美国），FACSCantoⅡ流式细胞仪（BD，美国），

COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan 96全自动荧光

定量分子诊断系统（罗氏，美国），生物安全柜

（BAKER，美国），5417R型低温高速离心机（Eppen⁃
dorf，德国）。试剂：HIV⁃1 DNA 定量检测试剂盒

（广州海力特生物科技有限公司，中国），Cobas

HIV⁃1 proviral total DNA levels decreasing with HAART between different HAART regimens（c2 = 1.030，P =
0.598）. Conclusions The HIV⁃1 proviral DNA level in PBMC of HIV/AIDS patients in HAART process
is gradually decreased，and there is a correlation between the number of peripheral blood CD4+ T cells and
plasma HIV⁃1 RNA viral load，which can be used as an indicator to monitor the treatment effect and predict
the disease progression.

［KEY WORDS］ Human immunodeficiency virus type 1；Highly active antiretroviral therapy；
Peripheral blood mononuclear cell；HIV⁃1 proviral DNA
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AmpliPrep/Cobas TaqMan HIV⁃1 test version 1.0（罗

氏，美国），CD3⁃FITC/CD8⁃PE/CD45⁃PerCP/CD4⁃
APC 四色荧光标记组合抗体（BD，美国），Tru⁃
COUNT管（BD，美国），10浓缩溶血素（BD，美国）。

1.3 标本采集及保留

所有患者在相应随访时间点采集 EDTA⁃K2
抗凝静脉血 10 mL，2 mL 全血用于 CD4+ T 淋巴细

胞数量检测，8 mL用于分离血浆及 PBMC，血浆及

PBMC分离后于-80℃保存备用。

1.4 PBMC中HIV⁃1总DNA水平检测

依据 HIV⁃1 DNA 定量检测试剂盒（PCR⁃荧光

探针法）说明书进行操作。主要步骤如下：①提取

PBMC 中总 DNA，加 5 μL 提取物、0.8 μL 酶至

44.2 μL PCR 反应液中，按如下条件进行 PCR 反

应：37℃，5 min；95℃ 10 min；95℃ 15 s，65℃ 15 s，
72℃ 20 s共 5个循环；95℃ 15 s，62℃ 15 s，72℃ 20 s，
共 10 个循环；95℃ 15 s，52℃ 15 s，72℃ 32 s（荧光

采集），共 40个循环。②HIV⁃1总DNA计算：同一

份标本中，用 2 条标准曲线分别定量的 HIV⁃1 总

DNA 定量值（单位：拷贝/μL）除以细胞定量结果

（单位：细胞/uL），再乘以 106 得出标本中每 106 个

细胞中 HIV⁃1 总 DNA 含量（单位：拷贝/106 个细

胞）。检测结果以对数值表示。

1.5 血浆HIV⁃1 RNA病毒载量检测

按照罗氏 COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan
96全自动荧光定量分子诊断系统及配套试剂罗氏

Cobas AmpliPrep/Cobas TaqMan HIV⁃1 test version
1.0说明书进行操作。简要步骤如下：将试剂及耗

材放入仪器，吸取上述保留的血浆 1 mL至样品处

理管，放入 COBAS AmpliPrep 全自动核酸提取系

统，病毒核酸提取后仪器自动加样至 PCR 反应管

并自动传送至 COBAS TaqMan 96 系统进行逆转

录⁃聚合酶链反应（reverse transcription⁃polymerase
chain reaction，RT⁃PCR）扩增，扩增的靶核酸位置

是HIV gag区，可扩增HIV⁃1 M组的A~H亚型，扩

增完成后软件依据样品扩增信号与内部定量标准

品扩增信号自动计算出血浆中 HIV⁃1 RNA 水平，

试剂检测线性范围为 40~107拷贝/mL。检测结果

以对数值表示，如检测结果低于检测下限，则结果

的对数值记为 0。
1.6 外周血CD4+T淋巴细胞数量检测

加 10 μL 四色荧光标记抗体至含有已知数量

标准微球的 TruCOUNT 管后再加入 50 μL EDTA⁃

K2抗凝全血，室温避光放置 15 min后加入 10倍稀

释溶血素 450 μL，室温放置 15 min，TruCOUNT 管

放入 FACSCantoⅡ流式细胞仪自动加样转盘中，

运行 FACSCanto 软件对 CD4+ T 淋巴细胞进行检

测，检测完成软件自动计算出 T 细胞及其各亚群

细胞的绝对值及相应百分比。

1.7 统计方法

数据采用 GraphPad Prism 5 软件进行统计学

分析，结果以均值±标准差、比例表示。使用相关

性分析有关变量之间的相关性，3 组 HAART 方案

患者HIV⁃1前病毒总DNA水平随HAART进行而

下降比例之间的比较采用卡方检验，P<0.05 为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 HAART过程HIV/AIDS患者 PBMC中HIV⁃1
总DNA水平、HIV⁃1 RNA水平及 CD4+ T细胞计数

的变化

在HAART治疗基线（0周）、治疗 48周及最后

一个随访时间点（平均 80周）患者 PBMC中HIV⁃1
总 DNA 水平分别为 3.13±0.59、2.78±0.53、2.72±
0.52 Log 拷贝/106个细胞；HIV⁃1 RNA 病毒载量分

别为 3.16±2.50、1±1.88、0.75±1.51 Log 拷贝/mL；
CD4+ T 细胞计数分别为 75±85、243±99、283±111
个/μL。图 1显示，随着 HAART 的进行，PBMC 中

HIV⁃1前病毒总DNA及血浆HIV⁃1RNA水平逐渐

下降，与 HAART 时间呈负相关（图 1A：r =-0.27，
P = 0.000 3；图 1B：r =-0.39，P < 0.000 1）；外周血

CD4+ T 细胞计数逐渐上升，与 HAART 时间呈正

相关（图 1C：r= 0.55，P<0.000 1）。

2.2 PBMC 中 HIV⁃1 总 DNA 水平与外周血 CD4+

T细胞数量、HIV⁃1 RNA水平的关系

外周血 PBMC中HIV⁃1前病毒总DNA水平与

CD4+ T 细胞数量之间呈负相关（图 2A：r=-0.16，
P=0.039 7），与 HIV⁃1 RNA 病毒载量之间呈正相

关（图 2B：r=0.35，P<0.000 1），见图 2。
2.3 不同HAART方案患者外周血PBMC中HIV⁃1
总DNA水平随HAART进行而下降的比例

接受 2 种核苷类反转录酶抑制剂 +一种蛋白

酶抑制剂治疗患者（Ⅲ组）HIV⁃1前病毒总DNA水

平随 HAART 进行而下降的比例最高（2 例患者均

下降，下降比例 2/2），其次是接受 2 种核苷类反转

录酶抑制剂 + 奈韦拉平治疗患者（Ⅰ组，23例患者
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图 1 PBMC中HIV⁃1总DNA、血浆HIV⁃1 RNA水平及外周血CD4+ T细胞计数在HAART过程中的变化

Figure 1 Changes of total HIV⁃1 DNA，HIV⁃1 RNA level and CD4+ T cell count during HAART

中有 18例患者下降，下降比例 18/23）及接受 2种核

苷类反转录酶抑制剂+依非韦伦治疗患者（Ⅱ组，13
例患者中有 9例患者下降，下降比例 9/13），但 3组

之间下降的比例相比较没有差异性（c2=1.030，P=
0.598）。不同HAART方案患者 PBMC中HIV⁃1总

DNA水平在HAART过程中的变化见图 3。

3 讨论

由于HIV⁃1前病毒DNA可以不断被HIV⁃1病

毒逆转录补充并且可被激活恢复病毒感染活性，

HIV⁃1 DNA 水平可以提供有意义的治疗信息。

CD4+ T淋巴细胞计数被认为是反映HIV感染者免

疫状况损害最明确的指标，病毒载量则是监测

HIV 感染者病程进展的一个重要指标，CD4+ T 淋

巴细胞计数随着疾病的进展而降低，而病毒载量
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图 2 HIV⁃1总DNA水平与CD4+T细胞计数、HIV⁃1 RNA水平的相关性

Figure 2 The correlation between total HIV⁃1 DNA level and CD4+ T cell count，HIV⁃1 RNA load

图 3 不同HAART方案患者HIV⁃1总DNA水平

在HAART过程中的变化

Figure 3 Changes of total HIV⁃1 DNA level of patients
receiving different HAART practices during HAART
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随着疾病的进展而升高，两者呈显著的负相关［7⁃8］；

另外，有效的抗病毒治疗应伴有 CD4+ T 细胞数量

升高及 HIV⁃1 RNA 病毒载量下降［9⁃10］，因此，了解

HIV⁃1 前病毒 DNA 水平与 CD4+ T 细胞数量及

HIV⁃1 RNA 病毒载量之间的关系，有助于探讨

HIV⁃1前病毒DNA水平在HIV疾病进展中的作用

及评估HAART的治疗效果。相关研究表明，随着

HAART的进行，HIV⁃1感染者HIV⁃1前病毒DNA
逐渐下降，同时CD4+ T细胞计数上升、血清 HIV⁃1
RNA水平下降，提示HIV⁃1前病毒DNA水平是监

测 HIV 感染的一个重要参数，对于抗病毒治疗疗

效的判断以及病情进展的预测都有着重要的意

义［11⁃13］。本研究也发现 HAART 过程中 HIV/AIDS
患者外周血 PBMC 中 HIV⁃1 前病毒总 DNA 水平

逐渐下降，外周血 CD4+ T 细胞数量逐渐升高，血

浆 HIV⁃1 RNA 病毒载量逐渐下降，进一步的分析

显示 PBMC 中 HIV⁃1 前病毒总 DNA 水平与外周

血 HIV⁃1 RNA 病毒载量之间正相关（r=0.35，P<
0.000 1）、与 CD4+ T 细胞数量之间负相关（r=-
0.16，P=0.039 7），表明外周血 PBMC中HIV⁃1前病

毒总 DNA 水平可能可作为监测 HAART 效果、

判断疾病进展的一个指标，与上述文献报道的结

论相类似。本研究的数据同时显示，HAART前 48
周 HIV⁃1 DNA 下降的速度快于 48 周后至随访结

束（平均 80 周）这段时间的速度（差值分别为 0.35
和 0.06 Log拷贝/106个细胞），这说明HAART早期

HIV⁃1前病毒DNA下降的速度更快，可能原因有：

①HAART 有效以及迅速抑制 HIV⁃1病毒的复制，

使外周血中 HIV⁃1 病毒水平迅速下降（两段时间

的差值分别为 2.16 Log 拷贝/mL 和 0.25 Log 拷贝/
mL），大大减少了HIV储存库的病毒来源；②潜伏

状态的 HIV 在一定条件下被激活，减少了 HIV 储

存库的容量。

另外，本研究比较了不同 HAART 方案中

HIV/AIDS 患者 PBMC 中 HIV⁃1 前病毒总 DNA 水

平随 HAART 进行而下降的比例，发现不同方案

之间患者下降的比例没有差异性（c2=1.030，P=
0.598），这提示不同 HAART 方案抑制血浆中 HIV
⁃1 病毒进而控制 HIV⁃1 储存库水平的效果可能相

近，但因本研究的研究对象数量有限（特别是Ⅲ
组），需增加样本量做进一步的研究。该结果与

文献报道［14］的 HIV 感染者外周血 DNA 储存库大

小与HAART治疗方案无关的观点相类似。

目前的HAART疗法很容易控制HIV⁃1病毒，

大部分感染者经有效治疗后HIV⁃1 RNA可持续检

测不到，这时就存在缺乏有效指标指引HAART的

困惑。HIV⁃1总DNA的检测为进一步有效治疗提

供了一个前进探索的可能。在 HAART 过程中持

续监测 HIV⁃1 总 DNA 水平，如果药物能持续控制

HIV⁃1 DNA 在 100 拷贝/百万外周血单核细胞（类

似于 VISCONTI 队列［15］）以下，经过适当时间后考

虑是否可对患者进行简化治疗的思路值得不断探

索。因此，在 HAART 后 HIV⁃1 RNA 已经较低，甚

至检测不到的时候，检测 HIV⁃1 总 DNA 对继续的

抗病毒治疗方案可能有一定的指导意义。

总之，由于 PBMC 中 HIV⁃1 前病毒总 DNA 水

平与外周血 CD4+ T细胞数量、血浆HIV⁃1 RNA病

毒载量之间有一定相关性，HIV⁃1 总 DNA 水平作

为反映 HIV 储存库容量的一个指标，可用于 HIV/
AIDS患者HAART效果监测及病情预测。
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吸烟对慢性阻塞性肺疾病患者CD8+T细胞的影响

刁鑫★ 兀威 张进召

［摘 要］ 目的 观察吸烟对慢性阻塞性肺疾病（COPD）稳定期患者外周血及支气管肺泡灌洗液

中 CD8+T 细胞含量的影响。 方法 选取自 2014 年 5 月至 2018 年 1 月在我院收治的 COPD 缓解期

患者，按照吸烟情况将其纳入非吸烟 COPD 组、吸烟 COPD 组、戒烟 COPD 组，每组均为 50 例，另选取

50例健康体检者纳入健康组。4组均于入院首日抽取外周静脉血 5 mL，检测其中 CD3+、CD4+及 CD8+T
细胞水平；采血完成后，采用纤维支气管镜行肺泡灌洗术取 4 组患者的支气管肺泡灌洗液，检测其中

CD3+、CD4+及 CD8+T 细胞水平。 结果 非吸烟 COPD 组、吸烟 COPD 组及戒烟 COPD 组的肺功能预

测值（FEV1）、病程、疾病程度及合并症均基本一致（P>0.05）。与健康组比较，非吸烟 COPD 组、吸烟

COPD 组及戒烟 COPD 组患者血清及支气管肺泡灌洗液中 CD3＋、CD4＋T 细胞及 CD4＋/CD8＋比值均明

显降低（P<0.05），而 CD8＋T 细胞均明显增高（P<0.05）。与吸烟 COPD 组比较，健康组、非吸烟 COPD
组及戒烟 COPD 组患者血清及支气管肺泡灌洗液中 CD3＋、CD4＋T 细胞及 CD4＋/CD8＋比值均明显增高

（P<0.05），而 CD8＋T 细胞均明显降低（P<0.05）。 结论 吸烟的 COPD 缓解期患者肺部及全身均

存在 CD8＋等 T 淋巴细胞异常变化，而戒烟可有效改善 COPD 患者肺部及全身 CD8＋T 淋巴细胞功能

紊乱。

［关键词］ 慢性阻塞性肺疾病；吸烟；外周血；CD8+T细胞

Effect of smoking on CD8 + T cells in patients with chronic obstructive
pulmonary disease
DIAO Xin★，WU Wei，ZHANG Jinzhao
（Department of Respiratory and Critical Illness Medicine，First Affiliated Hospital of Xian Medical College，
Xian，Shanxin，China，710077）

［ABSTRACT］ Objective To observe the effect of smoking on the content of CD8 + T cells in
peripheral blood and bronchoalveolar lavage fluid in patients with stable chronic obstructive pulmonary disease
（COPD）. Methods Patients with COPD remission who were admitted to our hospital from May 2014 to
January 2018 were enrolled in the non⁃smoking COPD group，smoking COPD group，and smoking cessation
COPD group according to the smoking status. Each group was 50 cases. 50 healthy subjects were included in
the health group. In the 4 groups，5 mL of peripheral venous blood was taken from the first day of admission，
and the levels of CD3 +，CD4 + and CD8 + T cells were detected. After the blood collection was completed，
bronchoalveolar lavage fluid was taken from 4 groups of patients by fiberoptic bronchoscopy. The levels of
CD3+，CD4+ and CD8+ T cells were detected. Results The situation of FEV1，course of disease，degree of
disease and complications were not significantly different（P>0.05）in non⁃ smoking COPD group，smoking
COPD group and smoking cessation COPD group. Compared to the healthy group，the ratio of CD3+，CD4+ T
cells and CD4+/CD8+ in serum and bronchoalveolar lavage fluid of non⁃smoking COPD group，smoking COPD
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group and smoking cessation COPD group were significantly decreased（P<0.05），while CD8+ T cells were
significantly increased.（P<0.05）. Compared to the smoking COPD group，CD3+，CD4+ T cells and the ratio
of CD4+/CD8+ in serum and Bronchoalveolar lavage fluid of healthy group，non⁃smoking COPD group and
smoking cessation COPD group were significantly increased（P<0.05），while CD8+ T cells were significantly
decreased.（P<0.05）. Conclusion In COPD patients，there are abnormal changes of CD8 + and other T
lymphocytes in the lungs and whole body，while smoking cessation could effectively improve the function of
CD8+ and other T lymphocyte dysfunction in COPD patients.

［KEY WORDS］ Chronic obstructive pulmonary disease；Smoking；Serum；CD8+T lymphocytes

慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmo⁃
nary disease，COPD）是一种以气流受限不完全可

逆为主要特征的呼吸内科疾病，随着近年来环境

污染日益严重，该疾病的患病率和死亡率均明显

升高，已逐渐成为重要的公共卫生问题之一［1⁃2］。

诸多研究结果显示，吸烟是引起 COPD 的主要原

因之一，其能够刺激肺部核变形白细胞的炎性因

子合成作用，从而促进局部氧化应激反应，引起周

围血管内皮功能紊乱，增加气道反应性，最终引起

肺部损伤，加剧 COPD 的进展［3］。由此可见，戒烟

和控烟已经成为我国乃至全球一项重要的任务，

临床迫切需要从理论上解释吸烟的危害以及戒烟

对气道炎症的改善作用［4］。CD8+T 细胞在 COPD
患者呼吸道慢性炎症的发生及发展过程中均扮演

重要角色，其变化情况与 COPD 患者肺功能的恶

化程度存在相关性，故该细胞可能是加剧 COPD
慢性炎症的主要因素之一［5］。目前临床仅研究了

吸烟对 COPD患者呼吸道分泌物中 CD8+T细胞含

量的影响，对于吸烟与外周血中该指标关系的研

究则基本未见开展。为此，本文通过检测非吸烟

COPD 人群、吸烟 COPD 人群、戒烟 COPD 人群及

健康人群支气管肺泡灌洗液和外周血中 CD8+T细

胞含量，期望探讨吸烟对 COPD 患者细胞免疫及

炎症情况影响，为戒烟提供一定的理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

本项目中所有研究对象均来自于 2014年 5月

至 2018年 1月在我院住院接受治疗及门诊接受治

疗的 COPD 缓解期患者，按照吸烟情况将其纳入

非吸烟COPD组、吸烟COPD组、戒烟COPD组，每

组均为 50例，其中戒烟组患者均戒烟 3年以上，而

吸烟组患者烟龄均在 3年以上。排除合并肺癌、支

气管哮喘、胸腔积液、活动性肺结核及尘肺等其他

类型呼吸系统疾病的患者；排除严重心脑血管疾

病、肝肾疾病及严重自身免疫性疾病的患者；排除

不配合随访工作的患者。另选取我院体检中心进

行体检的健康者 50 例纳入健康组，健康者均无吸

烟史，且通过痰液细胞学、血液分析、肺功能检查

及胸部X线片均无异常发现。所有患者及健康者

均知情同意并签署知情同意书。4 组的性别、年

龄、体重指数及教育程度等一般情况相比较，差异

无统计学意义（P>0.05），具有可比性，非吸烟

COPD组、吸烟 COPD组及戒烟 COPD组的 FEV1、
病程、疾病程度及合并症等一般情况相比较，均差

异无统计学意义（P>0.05），具有可比性，见表 1。
1.2 方法

4 组均于入院首日清晨空腹状态下抽取外周

静脉血 5 mL，采用乙二胺四乙酸二钾进行抗凝处

理，置于-20℃冰箱中保存。测定时向其中加入溶

血素 2 mL，充分震荡后避光放置 10 min。采用高

速离心机离心 5 min（3 000 r/min）后弃去上清液，

加入生理盐水 2 mL 后震荡，再次离心 5 min
（1 000 r/min）后弃去上清液，加入生理盐水 100
mL后充分震荡混匀，依次加入CD3+、CD4+及CD8+

抗体后，采用 HJ⁃8 型流式细胞仪（美国安捷伦公

司）检测外周血中 CD3+、CD4+及 CD8+细胞占全部

淋巴细胞的百分率。

采血完成后，采用 37℃灭菌生理盐水对 4组右

肺中叶行纤维支气管镜行肺泡灌洗术，20 mL/次，

总计进行 5次，负压回收灌洗液，根据上述方法，采

用流式细胞仪检测支气管肺泡灌洗液中 CD3+、

CD4+及CD8+细胞占全部淋巴细胞的百分率。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 20.0进行分析。计量资料以（x ± s）

表示，计数资料以百分比表示，采用独立样本 t检
验进行正态资料的两样本比较，3组以上比较采用

方差分析；采用 Mann⁃Whitney U 检验进行非正态
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临床指标

性别（例）

男性

女性

平均年龄（岁）

平均病程（年）

FEV1（％）

疾病程度（例）

轻度

中度

重度

合并症（例）

高血压

骨质疏松

冠心病

糖尿病

轻度抑郁症

轻度焦虑

体重指数（kg/m2）

教育程度（例）

小学及小学以下

初中及高中

本科及本科以上

非吸烟COPD组

26

24

57.45±5.67

5.57±0.58

51.92±5.13

27

13

10

25

11

18

4

5

3

21.92±2.45

11

23

16

吸烟COPD组

27

43

56.47±5.72

5.65±0.55

49.31±4.56

26

12

12

23

12

19

5

4

2

21.21±2.37

12

24

14

戒烟COPD组

26

24

57.35±5.27

5.72±0.57

52.14±5.32

27

12

11

26

13

17

5

5

3

23.14±2.56

11

21

18

健康组

25

25

55.68±5.12

-

81.34±8.34

-

-

-

-

-

-

-

-

-

22.34±2.42

13

20

17

F值/卡方值

0.482

0.981

0.762

0.872

0.863

0.582

1.102

0.419

P值

0.697

0.614

0.683

0.672

0.684

0.711

0.597

0.824

表 1 4组一般情况比较（n = 50）
Table 1 The comparison of general situation in the 4 groups（n = 50）

计量资料的比较；采用卡方检验对组间分类变量

进行比较。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 4 组外周血中 CD3 +、CD4 +、CD8 +T 细胞及

CD4+/CD8+比较结果

与健康组比较，非吸烟 COPD 组、吸烟 COPD

组及戒烟 COPD 组患者外周血中 CD3＋、CD4＋及

CD4＋/CD8＋均明显降低（P<0.05），而 CD8＋均明显

增高（P<0.05）。与吸烟 COPD 组比较，健康组、

非吸烟 COPD 组及戒烟 COPD 组患者外周血中

CD3＋、CD4＋T 细胞及 CD4＋/CD8＋比值均明显增

高（P<0.05），而 CD8＋T细胞均明显降低（P<0.05），

见表 2。

组别

健康组

非吸烟COPD组

吸烟COPD组

戒烟COPD组

n

50

50

50

50

CD3＋（%）

68.90±6.92*

62.45±6.26#*

54.56±5.78#

61.12±6.17#*

CD4＋（%）

37.78±3.45*

32.45±3.12#*

27.34±2.76#

33.14±3.61#*

CD8＋（%）

16.45±1.55*

20.34±2.12#*

25.14±2.47#

21.45±2.45#*

CD4＋/CD8＋

2.29±0.23*

1.59±0.14#*

1.08±0.09#

1.54±0.15#*

表 2 4组血清中CD3+、CD4+、CD8+及CD4+/CD8+比较结果（x ± s）

Table 2 The comparison of CD3+，CD4+，CD8+ and CD4+/CD8+ in the serum 4 groups（x ± s）

与健康组比，#P<0.05；与吸烟 COPD组比，*P<0.05。
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2.2 4组支气管肺泡灌洗液中 CD3+、CD4+、CD8+T
细胞及CD4+/CD8+比较结果

与健康组比较，非吸烟 COPD 组、吸烟 COPD
组及戒烟 COPD 组患者支气管肺泡灌洗液中

CD3＋、CD4＋T细胞及 CD4＋/CD8＋比值均明显降低

（P<0.05），而 CD8＋T 细胞均明显增高（P<0.05）。

与吸烟 COPD 组比较，非吸烟 COPD 组及戒烟

COPD 组患者支气管肺泡灌洗液中 CD3＋、CD4＋T
细胞及 CD4＋/CD8＋比值均明显增高（P<0.05），而

CD8＋T细胞均明显降低（P<0.05），见表 3。

组别

健康组

非吸烟COPD组

吸烟COPD组

戒烟COPD组

n

50

50

50

50

CD3＋（%）

66.78±6.67*

61.34±6.12#*

53.45±5.13#

60.57±6.21#*

CD4＋（%）

36.73±3.62*

30.45±3.05#*

25.67±2.57#

31.45±3.15#*

CD8＋（%）

15.67±1.49*

21.35±2.09#*

27.89±2.75#

22.34±2.21#*

CD4＋/CD8＋

2.34±0.25*

1.43±0.13#*

0.92±0.07#

1.53±0.16#*

表 3 4组支气管肺泡灌洗液中CD3+、CD4+、CD8+及CD4+/CD8+比较结果（x ± s）

Table 3 The comparison of CD3+，CD4+，CD8+ and CD4+/CD8+ in the bronchoalveolar lavage fluid of 4 groups（x ± s）

与健康组比，#P<0.05；与吸烟 COPD组比，*P<0.05。

3 讨论

COPD 是一种发病率及病死率均较高的常见

疾病，可引起患者出现缺氧、二氧化碳潴留及呼吸

困难等症状，不及时有效治疗可危及患者生

命［6⁃7］。目前，临床对于该疾病的发病机制尚未研

究清楚，但有炎症反应、氧化应激紊乱、自身免疫

异常及蛋白酶抗蛋白酶失调等多种病理学假说被

提出，其中多数学者认为，涉及 T 淋巴细胞、中性

粒细胞及巨噬细胞等多种炎症细胞的呼吸道慢性

炎症反应是造成 COPD 的主要原因［8］。T 淋巴细

胞是体内最重要的免疫细胞之一，主要参与机体

细胞免疫功能的调节作用，根据 T 细胞的不同功

能及表面分子标记，该类型细胞可分为 CD3+、

CD4+及 CD8+亚群，其中 CD3＋为机体总 T 淋巴细

胞，可有效反映机体的细胞免疫功能状态；CD4＋

则为辅助型及诱导型 T 细胞，主要功能为调节细

胞免疫。庄虹等［9］的研究结果显示，CD8＋细胞主

要起源于骨髓造血干细胞中，通过胸腺的阳性选

择及基因重排后，进入淋巴器官与外周血中，在静

息状态下可有效识别特定抗原的 CD8＋细胞数量

极少，但在外界抗原的刺激作用下细胞可被大量

活化及扩增，并参与免疫应答，COPD 患者呼吸道

中存在较多炎症反应，引起 CD8＋细胞数量异常。

郭庆玲等［10］学者亦证实，CD4＋/CD8＋可直接反映

机体 T 细胞亚群的异常状态，且能够一定程度上

可间接表现细胞免疫功能的情况，而由于 COPD
患者存在着严重的细胞免疫紊乱，故患者机体中

CD4＋/CD8＋水平亦处于异常状态。本研究结果显

示，非吸烟 COPD 组、吸烟 COPD 组及戒烟 COPD
组的 CD4＋/CD8＋均明显低于健康人群，而 CD8＋T
细胞水平均高于健康人群，充分说明 COPD 患者

的细胞免疫功能遭到破坏，促进了疾病的发生、发

展，与以上研究成果一致。

吸烟是 COPD 的最重要危险因素之一，即使

是无症状、肺功能正常的吸烟者，在其肺泡、肺血

管、中央气道及外周气道中亦均可观察到有别于

非吸烟者的炎症改变［11］。梁建华等［12］学者研究证

实，吸烟可通过影响患者机体及局部炎性因子，从

而影响 COPD的发生、发展、转归及预后等全部病

理生理过程，且吸烟量越大、吸烟时间越长，吸烟

者发生 COPD 的概率也越高。据不完全统计，吸

烟者发生 COPD 的患病率是未吸烟者的 12 倍，且

超过 90％的 COPD 患者曾有吸烟史，而高达 25％
的烟龄大于 30 年吸烟者最终会发展为 COPD［13］。

本研究结果显示，吸烟 COPD 组 CD4＋/CD8＋均明

显低于非吸烟 COPD 组、戒烟 COPD 组及健康组

人群，且 CD8＋水平均高于非吸烟 COPD 组、戒烟

COPD组及健康组，充分揭示了吸烟能够明显增加

COPD的发病率，戒烟则可有效避免 COPD的发生

或者阻滞 COPD的发展，提高运动耐受性，缓解肺

功能下降程度，而该结果亦证实了，同时也证实了

吸烟所引起的 T 淋巴细胞功能紊乱可能是导致

COPD的发病机制的因素之一。

郭韶梅等［14］的结果表明，吸烟与 COPD 及

CD8+细胞数量均存在密切关系，吸烟的 COPD 患
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者支气管肺泡灌洗液中 CD8＋细胞明显高于不吸

烟的患者，且 CD4＋/CD8＋明显低于不吸烟患者，

该变化可能是吸烟引起 CD8+T细胞在 COPD患者

肺部微环境中募集，引起局部 CD8+T 细胞数量增

加所致。陈菁等［15］研究则发现，烟草刺激物不仅

可促进 CD8＋细胞的增殖作用，还能够抑制 CD8＋

细胞的凋亡，故吸烟能够引起 COPD 患者肺部

CD8 ＋ 细胞数量增多。本研究中对不同类型

COPD 患者血清及支气管肺泡灌洗液中 CD3＋、

CD4＋及 CD4＋/CD8＋含量进行检测，结果发现吸

烟 COPD 组患者支气管肺泡灌洗液中 CD3 ＋ 、

CD4 ＋T 细胞及 CD4 ＋/CD8 ＋均明显低于非吸烟

COPD 组、戒烟 COPD 组及健康组，证实了吸烟不

仅可引起 CD8＋T 细胞在 COPD 患者气道出现异

常浸润，并造成局部气道免疫损伤，还可诱发全

身性炎症反应，引起免疫功能下降，而戒烟后肺

部及外周血 CD3＋、CD4＋、CD8＋T 细胞及 CD4＋/
CD8＋含量均得到有效改善，表明戒烟可有效改善

COPD 患者呼吸道及全身性炎症反应，与上述研

究结果均基本相符。与此同时，本研究结果亦提

示 COPD 患者虽然整体上 T 淋巴细胞各项指标均

存在不同程度的紊乱，但是在疾病发展过程中，

对患者进行戒烟处理，能够有利于调节 T 淋巴细

胞水平，提高治疗效果。

上述结果显示，目前临床已普遍认可吸烟可

引起肺部局部 CD8+细胞数量增加，且通过多项支

气管肺泡灌洗液检测研究对其进行了证实，然而

相关研究均以气道内分泌物检测为主，对于COPD
患者外周血中 CD3 ＋、CD4 ＋、CD8 ＋T 细胞＋及

CD4＋/CD8＋含量与吸烟的关系则并未进行探讨。

由于血液标本采集更容易，受干扰小，患者耐受性

较好，而支气管肺泡灌洗液取样难度大、患者耐受

性差、样本取样稳定性不佳，且部分患者灌洗时易

出现危险，故对外周血中相关指标进行检测更为

便捷、快速且安全，已成为 COPD 患者 CD8＋及

CD4＋/CD8＋含量监测的新趋势。

综上所述，吸烟可引起 COPD 患者肺部及外

周血中 CD8＋等 T 淋巴细胞异常变化，加剧全身

性及局部炎症反应，故戒烟对于 COPD 的治疗及

预防均具有重要意义。然而本研究中仍存在一

定的问题，尤其是本研究尚无其他研究证实，故

后期还待有大样本量、多中心研究对象进一步

确证。
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联合检测抗苗勒管激素和性激素对卵巢储备功能评
估的临床价值

郑建波 李艳★ 夏尊恩

［摘 要］ 目的 探讨联合检测抗苗勒管激素（anti⁃mullerian hormone，AMH）、雌二醇（estradiol，
E2）、卵泡刺激素（follicle stimulating hormone，FSH）、黄体生成素（luteinizing hormone，LH）、孕酮

（progesterone，PROG）和 LH/FSH水平对卵巢储备功能评估的临床价值。 方法 将 2017年 1月至 12月武

汉大学人民医院生殖遗传中心进行体外受精及胚胎移植（in vitro fertilization and embryo transfer，IVF⁃ET）
助孕患者分为卵巢储备功能减退（declined ovarian reserve，DOR）组（卵巢储备功能减退患者，46 例）、对

照组（月经周期正常，女方输卵管因素及男方因素引起不孕患者，216 例）并将对照组按年龄段分为 3
小组：20~30 岁、31~40 岁、≥41 岁，分别检测 2 组血清 AMH、E2、FSH、LH、PROG 水平，并计算 LH/FSH。

应用 ROC曲线评价单独检测AMH和联合检测AMH与性激素对卵巢储备功能减退的临床意义。 结果

DOR 组血清 AMH 水平明显低于对照组，LH/FSH 水平、FSH 水平明显高于对照组，差异有统计学意义

（P<0.001）；对照组AMH值随年龄升高而明显降低，3组两两比较差异有统计学意义（P<0.05）；FSH水平

随年龄升高而升高，41~45年龄段升高更明显，差异有统计学意义（P<0.05）；单独检测AMH评估卵巢储

备功能的 ROC曲线下面积 0.872，差异有统计学意义（P<0.001）；联合检测AMH与性激素评估卵巢储备

功能的 ROC 曲线下面积 0.889，差异有统计学意义（P<0.001）。 结论 AMH 可作为独立因子评估卵巢

储备功能，其敏感性高、稳定性好；联合检测AMH与性激素在评估卵巢储备功能时更准确、更全面，优势

更明显。

［关键词］ 抗苗勒管激素；卵巢储备功能减退；性激素；ROC曲线

Clinical significance of combined detection of anti⁃mullerian hormone and sex
hormone on ovarian reserve function
ZHENG Jianbo，LI Yan★，XIA Zunen
（The Laboratory of Renmin Hospital of Wuhan University，Wuhan，Hubei，China，430060）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the combined detection of anti⁃mullerian hormone（AMH），

estradiol（E2），follicle stimulating hormone（FSH），luteinizing hormone（LH），progesterone（PROG）and
LH/FSH levels，and evaluate the clinical significance for ovarian reserve function. Methods Infertility
patients undergoing in vitro fertilization and embryo transfer（IVF⁃ET）from January to December 2017 at the
Reproductive Genetics Center of Peoples Hospital of Wuhan University were divided into the declined ovarian
reserve（DOR）group（patients with diminished ovarian reserve，46 cases）；and the control group（normal
menstrual cycle，female fallopian tube factors and male factors caused infertility patients，216 cases）, and the
control group further divided into 3 groups according to age group：20 to 30 years old，31 to 40 years old，≥
41 years old，respectively. The serum levels of AMH，E2，FSH，LH and PROG were detected and LH/FSH
was calculated in 2 groups. ROC curve was applied to evaluate the clinical significance of detecting AMH
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alone and combined detection of AMH and sex hormones in decreasing ovarian reserve function. Results

The serum AMH level of the DOR group was significantly lower than that in the control group，and the level
of LH/FSH and FSH was significantly higher than that in the control group，and the difference was statistically
significant （P<0.001）. The AMH value of the control group decreased significantly with age，and the
difference between the 3 groups was statistically significant（P<0.05）. The FSH level increased with age，and
the 41~45 age group increased significantly（P<0.05）. AMH was used to evaluate the ovary alone. The area
under the ROC curve of AMH alone evaluated ovarian reserve was 0.872，the difference was statistically
significant（P<0.001）；the area under the ROC curve of combined detection of AMH and sex hormones to
evaluate ovarian reserve function was 0.889，and the difference was statistically significant （P<0.001）.
Conclusion AMH can be used as an independent factor to evaluate ovarian reserve function，which has high
sensitivity and good stability. Combined detection of AMH and sex hormones is more accurate and
comprehensive in evaluating ovarian reserve function.

［KEY WORDS］ Anti⁃müllerian hormone；Declined ovarian reserve；Sex hormone；ROC curve

随着国家二孩政策的放开，很多高龄女性都

有再育计划。然而，卵巢储备功能减退（declined
ovarian reserve，DOR）却越来越成为阻碍生育的

重要因素。卵巢储备功能减退是指由于卵巢内存

留的可募集卵泡数量减少，卵母细胞质量下降，

导致生育能力降低或出现过早绝经的现象［1］。高

龄女性是 DOR 的高发人群，寻找一个良好的评估

卵巢储备能力的指标迫在眉睫。目前临床上用于

评估卵巢储备功能的指标主要是血清基础性激素

以及年龄、成熟卵泡数等，但由于受被检者月经周

期、年龄等诸多因素的影响，性激素指标缺乏良好

的稳定性和敏感度，且容易受各种激素类药物的

影响，可重复性较低［2］。抗苗勒管激素（anti⁃mulle⁃
rian hormone，AMH）作为一个新型卵巢储备评估

血清指标在早期诊断 DOR 中显得更加稳定、方

便［3］，同时 AMH 的测定值受到多种因素的影响，

存在一定的局限性［4］。那么，在临床工作中，将性

激素和AMH联合检测，对评价患者卵巢储备功能

是否更具有价值呢？鲜有报道。本研究旨在对此

进行探讨。

1 资料与方法

1.1 临床资料

从 2017 年 1 月至 12 月我院生殖遗传中心进

行体外受精及胚胎移植（in vitro fertilization and
embryo transfer，IVF⁃ET）助孕患者中选取已经诊断

为卵巢储备功能低下者 46 例作为 DOR 组，年龄

26~45岁，平均（34.39±4.98）岁；另选取月经周期正

常，因女方输卵管因素及男方因素引起不孕并在

我中心拟行 IVF⁃ET 助孕的患者 216 例为对照组，

年龄 22~45 岁，平均（32.44±5.32）岁，并将该组患

者按年龄段分为 20~30 岁、31～40 岁、≥41 岁 3 个

小组。DOR 组与对照组 2 组患者的年龄比较差

异无统计学意义（P>0.05）。入选患者最近 2 个月

内未用激素治疗，肝肾功能正常；排除有多囊卵

巢综合征、甲状腺功能亢进、乳腺疾病、甲状腺机

能减退、糖尿病、肿瘤放化疗病史及卵巢手术史

的患者。

1.2 标本采集

分别采集受检者空腹静脉血 4 mL 于非抗凝

管中（月经周期第 2~3 d，闭经者日期不限），室温

静置 2 h，3 000 r/min 离心 4 min 分离血清，置

4~6℃冰箱保存，24 h 内送检。标本采集后应尽早

提取，尽快实验。若不能及时送检，可将标本放

于 -20℃保存，避免反复冻融。

1.3 实验用试剂及仪器

血清 AMH 检测采用广州康润生物科技有限

公司生产的试剂盒（批号 2016030701），仪器为郑

州安图生物科技有限公司 Biocell2010型（450 nm、

620/630 nm）双波长检测酶标仪。性激素检测采用

德国西门子全自动化学发光分析仪及原装试剂

（批号：E2，4866251；FSH，4423627；LH，4902331；
PROG，4533234）。

1.4 检测指标

酶联免疫吸附测定（enzyme linked immunosor⁃
bent assay，ELISA）法测定血清AMH水平，450 nm、

620 nm 双波长测量其吸光度值（optical density，
OD），以标准浓度为横坐标，OD值为纵坐标，绘制

标准曲线，以标本的OD值在标准曲线上计算相对

应的浓度，单位为 ng/mL。化学发光法测定雌二醇
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（estradiol，E2）、卵泡刺激素（follicle stimulating hor⁃
mone，FSH）、黄 体 生 成 素（luteinizing hormone，
LH）、孕酮（progesterone，PROG）水平并计算 LH/
FSH，检测人员经过系统的岗前培训，严格按照

SOP文件进行实验操作。

1.5 方法步骤

1.5.1 加样

在酶标包被板上设 10个标准孔，在第一、第二

孔中分别加标准品 100 μL，然后加标准品稀释液

50 μL，混匀；后面各空依次对比稀释，混匀后从第

九、第十孔中各取 50 μL弃掉。 设空白孔（空白对

照孔不加样品及酶标试剂，其余各步操作相同）、

待测样品孔。在酶标包被板上待测样品孔中先

加样品稀释液 40 μL，然后再加待测样品 10 μL
（样品最终稀释度为 5倍），轻轻混匀。

1.5.2 温育

用封板膜封板后置 37℃ 温育 30 min。
1.5.3 配液

将 30（48T的 20倍）倍浓缩洗涤液用蒸馏水 30
（48T的 20倍）倍稀释后备用。

1.5.4 洗涤

轻轻揭去封板膜，弃掉液体，甩干，每孔加

满洗涤液，静置 30 s 后弃去，如此重复 5 次，拍

干。

1.5.5 加酶

每孔加入酶标试剂 50 μL，空白孔除外。

1.5.6 温育

操作同 1.5.3。
1.5.7 洗涤

操作同 1.5.5。
1.5.8 显色

每孔先加入显色剂 A、B 各 50 μL，小心震荡

混匀，37℃避光显色 15 min。
1.5.9 终止

每孔加终止液 50 μL，静置 15 min。
1.5.10 测定

以空白孔调零，450 nm 波长依序测量各孔的

吸光度（OD值）。

1.6 统计学方法

应用 SPSS 18.0 统计学软件进行数据分析，

计量数据以均数 ± 标准差（x ± s）表示，组间比较采

用成组 t 检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

采用 ROC曲线评价单独和联合检测 AMH与性激

素对DOR的诊断价值。

2 结果

2.1 2组患者各项检测指标比较

DOR 组患者血清 AMH 和 LH/FSH 水平明显

低于对照组，FSH水平明显高于对照组，差异均有

显著统计学意义（P<0.001）；而 2组间血清 E2、LH、

PROG 水平比较差异均无统计学意义（P>0.05），

见表 1。

组别

DOR组

对照组

t

P

n

46

216

年龄
（岁）

34.39±4.98

32.44±5.32

0.785

0.213

AMH
（ng/mL）

1.00±1.06*

3.46±2.72

4.714

0.001

E2
（U/L）

41.88±15.60

44.72±19.62

0.541

0.462

FSH
（U/L）

11.25±4.66*

6.87±2.59

7.522

0.001

LH
（U/L）

3.51±1.43

3.82±2.24

0.516

0.480

LH/FSH

0.33±0.11*

0.58±0.31

4.304

0.001

PROG
（μmol/L）

0.79±0.55

0.73±1.00

0.114

0.747

表 1 2组患者的各项检测指标比较（x ± s）

Table 1 The comparison of detection index between 2 groups of patients（x ± s）

与DOR组比较，*P<0.001。

2.2 对照组不同年龄段各项检测指标比较

对照组 3 年龄段患者血清 AMH 水平：22~
30 年龄段高于 31~40 年龄段，31~40 年龄段高

于 41~45 年龄段，差异有统计学意义（t=3.983，
P<0.05）；血清 FSH 水平：41~45 年龄段高于 22~

30 和 31~40 年 龄 段 ，差 异 有 统 计 学 意 义（t=
4.041，P<0.05），但 22~30 年龄段与 31~40 年龄

段 无 明 显 差 异（t=0.592，P>0.05）；各 年 龄 段

E2、LH、LH/FSH、PROG 水平均无明显差异，见

表 2。
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2.3 联合检测AMH和性激素对DOR的诊断价值

根据ROC 曲线下面积，单独检测AMH的ROC
曲线下面积 0.872；联合检测AMH与性激素的ROC
曲线下面积 0.889，见图 1、图 2和表 3。

年龄段
（岁）

22~30

31~40

41~45

AMH
（ng/mL）

4.49±2.77○

3.06±2.57○

1.63±1.68

E2
(U/L)

41.83±18.00

46.18±21.25●

48.10±15.78●

FSH
(U/L)

6.33±1.76○

6.88±2.50●○

8.84±4.31

LH
(U/L)

3.86±2.07

3.80±2.48●

3.77±1.52●

LH/FSH

0.62±0.28

0.58±0.35●

0.51±0.20●

PROG
(μmol/L)

0.76±1.36

0.75±0.73●

0.56±0.20●

表 2 对照组中不同年龄阶段各项指标结果比较（x ± s）

Table 2 The comparison of various indicators in different age groups（x ± s）

与 22~30岁年龄段比较，●P>0.05；与 41~45岁年龄段比较，○P<0.05。

检验结果变量

AMH

AMH联合性激素

面积

0.872

0.889

标准误

0.038

0.031

界值

0.049

-0.099

敏感度

0.872

0.785

特异性

0.177

0.116

P值

0.000

0.000

渐近 95%置信区间

下限

0.798

0.828

上限

0.947

0.949

表 3 各项检测指标结果比较ROC曲线下面积

Table 3 The comparison of ROC curve area in detection index result

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

性

ROC曲线
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

ROC曲线

敏
感

性

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1⁃特异性 1⁃特异性

图 1 单独检测AMH的ROC曲线

Figure 1 The ROC curve of AMH was detected separately
图 2 联合检测AMH和性激素的ROC曲线

Figure 2 The ROC curves of AMH and sex hormones
were detected in combination
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3 讨论

随着国家二孩政策的放开，人们再次生育的

需求逐步提升，卵巢储备功能作为评价女性生育

能力的重要指标也越来越受到关注和重视。研究

显示传统评估卵巢储备功能指标如年龄、性激素

等预测的敏感性较低［5］，评估卵巢功能的可重复性

较差［6］。为了证实这一点，笔者做了进一步研究，

文中表 1显示DOR组 LH/FSH、FSH明显高于对照

组，而年龄、PROG、E2、LH 等则变化不明显，说明

FSH 以及 LH/FSH 确实可以作为卵巢储备功能的

敏感指标，而年龄、PROG、E2、LH敏感性则要差很

多；表 2各年龄段性激素指标无明显变化。由此可

见，仅用性激素来评价女性卵巢储备功能敏感性

差，特异性明显不足。

近几年，AMH 作为一个新的指标逐渐取代传

统项目，用于评价女性卵巢储备功能［6⁃8］。AMH于

1947 年由法国内分泌学家 Profess Alfred Jost 首先

发现，它由 2个相同的 70 kb亚基通过二硫键连接

组成的二聚糖蛋白，是构成转化生长因子 β（trans⁃
forming growth factor⁃β，TGF⁃β）超家族的一种多

肽［9⁃10］。胚胎期男性 AMH 由 5 周的胚胎、睾丸内

的支持细胞合成，女性由 36周的胚胎、卵巢内的小

生长卵泡合成；儿童期以后男性AMH由睾丸内的

支持细胞合成，女性由窦前卵泡和小窦卵泡的颗

粒细胞分泌。陈华干等［11］、Samantha 等［12］对血清

AMH 水平在预测卵巢储备功能等方面的研究显

示其水平可以预测卵巢储备功能，在月经周期任

意一天均可进行检测且周期内和周期间差异小，

不受操作者影响，能稳定、可靠地反映卵巢储备功

能，预测卵巢刺激反应，本研究表 1显示DOR组血

清 AMH 水平明显低于对照组，证实了 AMH 可作

为判断卵巢储备功能的敏感指标。表 2显示，正常

女性AMH随着年龄的增大呈明显下降趋势，从侧

面证明了 AMH 在女性整个生理周期都具有较好

的敏感性和特异性。然而，张芳等［13］的研究显示

在卵泡发育过程中，AMH可抑制原始卵泡发育为

生长卵泡并降低生长卵泡对 FSH 的敏感性，加剧

了卵巢萎缩和卵巢功能的衰退。所以，单独用

AMH来评估卵巢储备功能仍存在缺陷，本研究认

为联合AMH和性激素进行评估可能更有意义。

DOR 时，由于下丘脑⁃垂体⁃卵巢轴的调解作

用，血清 FSH水平会增高，LH水平要晚 2年以上，

且 FSH 与 LH 必须在月经第 2~3 天进行检测且存

在周期内和周期间差异［14⁃15］，临床灵敏度低，可靠

性差（正常浓度不能排除 DOR）。AMH 作为新型

的卵巢储备功能的检测和评价指标却弥补了性

激素的不足。同时，在下丘脑⁃垂体⁃卵巢轴调节系

统中 FSH、LH 由垂体分泌，而 AMH 由卵巢分泌，

本文表 1、2 显示对照组 AMH 随年龄升高明显降

低，FSH 水平随年龄升高有升高的趋势，因此，笔

者认为 FSH 和 LH 可能与 AMH 的分泌具有相互

调控作用。李轶等［16］的研究证实 FSH能够通过抑

制 AMH 启动子活性及 AMH mRNA 表达，从而抑

制卵巢颗粒细胞过度分泌 AMH，促进卵泡的生长

发育，与本文观点一致。

应用 ROC 曲线分别对单独检测 AMH 和联合

检测 AMH 与性激素的数据进行分析并计算曲线

下面积，结果显示，单独检测 AMH 面积 0.872，
说明 AMH 可作为独立循环因子评估卵巢储备功

能，这与田春花等［17］的研究相符；联合检测 AMH
与性激素（FSH、LH、LH/FSH）面积 0.889，说明联

合检测 AMH 与性激素血清指标在评估卵巢储备

功能时更具临床价值。

综上所述，联合检测血清AMH和性激素弥补

了单独检测性激素和将 AMH 作为独立循环因子

的缺陷，排除了月经期及周期内、周期间的影响，

能更准确地评价卵巢储备功能，具有更高的临床

应用价值。
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胰岛素样生长因子 1基因多态性与多囊卵巢综合征
相关性研究

马龙飞★ 李娟 冯赓

［摘 要］ 目的 分析胰岛素样生长因子 1（IGF⁃1）基因多态性与多囊卵巢综合征（PCOS）的相关

性。 方法 选择自 2016年 2月至 2017年 3月在我院接受治疗的 274例 PCOS患者作为病例组，同时选

择同期 250名体检健康者作为对照组，经静脉取血后收集血清后，采用自动生化分析仪分析测定相关糖

脂代谢指标，包括空腹胰岛素（FINS）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL⁃C）、空腹血糖（FPG）、高密度脂蛋白胆

固醇（HDL⁃C），同时采用 ELISA实验检测黄体生成素（LH）、卵泡刺激素（FSH），并计算体重指数（BMI）；

采用 PCR⁃RFLP法分析 IGF⁃1基因位点G201A、T455C的多态性；同时经 Logistic回归分析讨论 PCOS的

危险因素。 结果 PCOS 组患者的 BMI 为（24.63 ±3.71）kg/m 2，LDL⁃C 为（2.23±0.38）mmol/L，FPG 为

（5.43 ±0.64）mmol/L，FINS为（9.35±1.96）mIU/L，LH为（6.49±1.23）IU/L，显著高于对照组（P<0.05）；PCOS
组患者的 HDL⁃C 为（1.39±0.21）mmol/L，FSH 为（5.68±1.14）IU/L，显著低于对照组（P<0.05）。病例组的

T455C 位点 TT 基因型、CT 基因型、CC 基因型与对照组分布差异有统计学意义（P<0.05）。病例组

G201A位点AA基因型、AC基因型、CC基因型与对照组差异有统计学意义（P<0.05）。经多因素 Logistic
回归分析，发现 IGF⁃1 基因 T455C、G201A 位点多态性和血清中高水平 FINS 是 PCOS 的危险因素（P<
0.05）。 结论 IGF⁃1基因多态性与 PCOS发生密切相关，为患者临床治疗提供实验依据。

［关键词］ 胰岛素样生长因子 1；基因多态性；多囊卵巢综合征

Association between insulin ⁃ like growth factor 1 gene polymorphism and
polycystic ovary syndrome
MA Longfei★，LI Juan，FENG Geng
（Department of Endocrinology，Jiaozuo Peoples Hospital，Jiaozuo，Henan，China，454000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the gene polymorphism of insulin⁃like growth factor⁃1（IGF⁃1）
and the association with polycystic ovary syndrome（PCOS） in women. Methods 274 patients in our
hospital for treatment of patients with PCOS from February 2016 to March 2017 were selected as pcos group.
will 250 healthy persons were enrolled as control group. And intravenous blood serum was collected and
analyzed by automatic biochemical analyzed for the determination of fasting insulin（FINS），low density
lipoprotein protein cholesterol （LDL ⁃ C）， fasting blood glucose （FPG） and high density lipoprotein
cholesterol（HDL ⁃ C） and luteinizing hormone（LH），follicle stimulating hormone（FSH）were analyzed
ELISA，and body mass index（BMI）was determined；PCR ⁃ RFLP was used to analyze IGF ⁃ 1 gene
polymorphism sites of G201A and T455C. And risk factors of PCOS was evaluated by using Logistic
regression analysis. Results The BMI of patients in the PCOS group was（24.63 ± 3.71）kg/m2，LDL⁃C was
（2.23 ± 0.38）mmol/L，FPG were（5.43 ± 0.64）mmol/L，and FINS was（9.35 ± 1.96）mIU/L. LH was（6.49±
1.23）IU/L，which was significantly higher than that of the control group（P<0.05）. The HDL⁃C of patients in
the PCOS group was（1.39±0.21）mmol/L，and the FSH was（5.68±1.14）IU/L，which were significantly
lower than that of the control group（P<0.05）. There was significant difference in the distribution of TT

·· 406



分子诊断与治疗杂志 2018年 11月 第 10卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2018, Vol. 10 No. 6

genotypes，CT genotypes，CC genotypes of T455C loci in case group compared with control group（P<0.05）.
There was significant difference in the distribution of AA genotypes，AC genotypes，CC genotypes of G201A
loci in case group compared with control group（P< 0.05）. The multiple factor Logistic regression analysis
showed that the polymorphism of the G201A，T455C locus of the IGF⁃1 gene and the high level of FINS in
the serum were the risk factors for PCOS（P<0.05）. Conclusion The polymorphism of IGF ⁃ 1 gene is
closely related to the occurrence of polycystic ovary syndrome，which canprovide experimental basis for the
clinical treatment of patients.

［KEY WORDS］ Insulin⁃like growth factor⁃1；Gene polymorphism；Polycystic ovary syndrome

多囊卵巢综合症（polycystic ovary syndrome，
PCOS）是临床常见的妇科内分泌紊乱疾病，主要

表现为肥胖、不孕和高雄激素血症等症状，该疾病

严重影响女性的生活质量［1］。PCOS发病机制较为

复杂，有研究发现饮食习惯、生活环境及遗传因素

均可能促进 PCOS的发生［2］。胰岛素样生长因子 1
（insulin⁃like growth factor⁃1，IGF⁃1）是一种主要由

肝脏分泌的肽类激素，主要由 70 个氨基酸残基组

成，其相对分子量约为 76 kD，与胰岛素有较高的同

源性，对机体内的细胞代谢及分化有调控作用；同

时 IGF⁃1与体内的内分泌有密切相关［3］。IGF⁃1可

通过结合卵巢上皮细胞的膜外特异性受体，激活细

胞内下游基因的表达，从而对卵巢的生理功能产生

影响［4］。Quinn等［5］通过体外实验发现 IGF⁃1 可促

进卵巢颗粒细胞合成孕酮，并可与卵泡刺激素协

同作用，以维持卵巢生理功能的稳定的合成。本

研究旨在分析 IGF⁃1 基因多态性与 PCOS 的相关

性，以期患者临床治疗提供遗传学依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选择自 2016年 2月至 2017年 3月在焦作市人

民医院治疗的 274 例 PCOS 患者，均纳入病例组，

年龄为 23~32岁，平均年龄为（26.4±5.3）岁；同时选

取 250 例健康女性为对照组，年龄为 21~34 岁，

平均年龄为（27.8±6.3）岁。2 组研究对象的年龄、

体重及身高等基本临床资料差异无统计学意义

（P>0.05）。排除标准：患者肝脏、肾脏等重要器官

衰竭；糖尿病或先天性肾上腺皮质增生等病因导

致糖脂分泌紊乱的患者。

1.2 方法

1.2.1 试剂及仪器

无水酒精购自上海翔圣化工有限公司；DNA
提取试剂盒购自北京宜科思源科技有限公司；促

黄体生成素（luteinizing hormone，LH）试剂盒及胰岛

素（fasting insulin，FINS）购自上海沪震生物科技有

限公司；空腹血糖（fasting blood glucose，FPG）试剂

盒、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 den⁃
sity lipoprotein cholesterol，LDL⁃C）、促卵泡刺激素

（follicle stimulating hormone，FSH）试剂盒购自上海

慧颖生物科技有限公司；Allegra X⁃15R台式冷冻离

心机购自美国贝克曼公司；MyCycler PCR仪购自伯

乐生命医学产品（上海）有限公司；BK⁃400全自动生

化分析仪购自北京博科生物公司；CH1006超级恒温

水浴槽购自上海庚庚仪器设备有限公司。

1.2.2 生化指标检测

所有研究对象均空腹静脉采血 6 mL，经

EDTA 抗凝后，以 1 200 r/min 离心收集血清，采用

自动生化分析仪检测检测糖脂代谢指标，包括空

腹血糖（FPG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL⁃C）、

低密度脂蛋白胆固醇（LDL⁃C），同时采用酶联免

疫吸附反应（enzyme⁃linked immunosorbent assay，
ELISA）实验检测促黄体生成素（LH）、空腹胰岛

素（FINS）、促卵泡刺激素（FSH）。

1.2.3 基因多态性分析

采用限制性片段长度多态性聚合酶链反

应（polymerase chain reaction ⁃ restriction fragment
length polymorphism，PCR⁃RFLP）检测 IGF⁃1 基因

多态性，按照 DNA 提取试剂盒说明书（北京天为

时代公司）提取总 DNA。采用 Prime5.0 软件设计

IGF ⁃1 基因的 G201A 位点和 T455C 位点引物：

G201A 位 点 上 游 引 物 ：5′ ⁃ GTCACTGACATC⁃
GACTGCACGC ⁃ 3′，下游引物：5′ ⁃GACTGCAC⁃
GTCCACTGACGAC⁃3′；T455C位点上游引物：5′⁃
GTGCCGTACGTGACCACTA⁃ 3′，下游引物：5′ ⁃
CACTGGTGTCACTGTGC⁃3′。设置 PCR 反应体

系为：去离子水 5 μL，15 ng/μL 的 DNA 模板 2.5
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2 000 bp

750 bp
500 bp

100 bp

2 000 bp

750 bp
500 bp

100 bp

M TT TT CT TT CT CC CT TT CT TT M AA AA AC CC AA AC AC CC AA
对照组 病例组 对照组 病例组AA BB

A：2组 IGF⁃1基因 T455C 位点电泳结果；B：2组 IGF⁃1基因G201A位点电泳结果。

图 1 2组 IGF⁃1基因的 PCR⁃RFLP电泳结果

Figure 1 PCR⁃RFLP electrophoresis results of 2 groups of IGF⁃1 gene

μL，10×Taqman⁃MGB 探针 1.5 μL，2×MastAPN
Mix 6 μL，共 15 μL。设置 PCR 反应步骤：95℃预

变性 5 min；92℃变性 15 s，56℃退火 30 s，70℃延伸

60 s，从变性到延伸经 32 个循环后 92℃ 1 min。
反应结束后经 E⁃Gel Imager 凝胶成像系统成像，

利用 Cross checker 指纹图谱分析软件检测位点的

基因分型。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0 分析数据，计量资料以平均

数 ± 标准差表示，采用 t检验。计数资料采用 c2检

验，P<0.05表示数据差异有统计学意义。

2 结果

2.1 2组基本临床资料分析

病例组患者BMI、LDL⁃C、FPG、FINS、LH高于

对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；病例组患者

HDL⁃C 及 FSH 低于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05），见表 1。
2.2 2组 IGF⁃1基因多态性分析

病例组 T455C 位点 TT 基因型为 71 例，CT 基

因型 86 例，CC 基因型 117 例，CC 基因型频率最

高，可达 42.7%，其中C等位基因比例为 58.4%，2组

基因型分布差异有统计学意义（P<0.05）。病例组

的 G201A位点AA基因型为 72例，AC基因型 167
例，CC 基因型 35 例，AC 基因型频率最高，可达

60.9%，其中A等位基因比例为 56.8%，2组基因型分

布差异有统计学意义（P<0.05），见图 1、表 2、表 3。

组别

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

FPG（mmol/L）

HDL⁃C（mmol/L）

LDL⁃C（mmol/L）

FINS（mIU/L）

FSH（IU/L）

LH（IU/L）

对照组
(n = 250)

25.34±4.25

21.27±3.16

4.76±0.37

1.74±0.16

2.15±0.47

5.94±1.21

6.43 ±1.32

4.15±0.84

病例组
(n = 274)

26.59±2.64

24.63±3.71

5.43±0.64

1.39±0.21

2.23±0.38

9.35±1.96

5.68±1.14

6.49±1.23

t值

2.159

6.274

5.267

6.492

5.317

7.215

5.246

6.582

P

0.126

0.034

0.037

0.029

0.042

0.023

0.046

0.026

表 1 2组基本临床资料分析

Table 1 Analysis of basic clinical data of the 2 group

基因位点

T455C

分类

基因型频率

TT

CT

CC

等位基因频率

T

C

对照组（n=250）

86（34.4%）

97（39.8%）

67（26.8%）

269（53.8%）

231（46.2%）

病例组（n=274）

71（25.9%）

86（31.4%）

117（42.7%）

228（41.6%）

320（58.4%）

c2

5.213

4.954

P

0.028

0.032

表 2 IGF⁃1的 T455C位点基因型及等位基因频率

Table 2 Genotype and allele frequencies of T455C locus in IGF⁃1
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基因位点

G201A

分类

基因型频率

AA

AC

CC

等位基因频率

A

C

对照组(n=250)

107（42.8%）

92（36.8%）

51（20.4%）

306（61.2%）

194（38.8%）

病例组(n=274)

72（26.3%）

167（60.9%）

35（12.8%）

311（56.8%）

237（43.2%）

c2

4.843

5.142

P

0.028

0.021

表 3 IGF⁃1的G201A位点基因型及等位基因频率

Table 3 Genotype and allele frequencies of G201A in IGF⁃1

2.3 PCOS的多因素 Logistic回归分析

以 PCOS是否发生为因变量，将单因素分析有

差异的指标，包括 BMI、LDL⁃C、FPG、FINS、LH、

HDL⁃C、FSH、IGF⁃1 基因的 G201A 位点类型和

T455C 位点类型，均纳入多因素 Logistic 回归分析

回，发现血清中高水平 FINS、G201A位点多态性和

T455C位点多态性是 PCOS的危险因素（P<0.05），

见表 4。

变量

FINS

G201A位点

T455C位点

b

0.316

0.412

0.216

SE

0.016

0.024

0.013

Wald值

5.124

5.217

4.621

OR

1.627

1.763

1.267

95%CI

1.143~2.167

1.248~2.524

0.764~1.743

P

0.029

0.026

0.032

表 4 PCOS的多因素 Logistic回归分析

Table 4 Multiple factor Logistic regression analysis of PCOS

3 讨论

PCOS患者因内分泌失调易伴发肥胖、糖脂代

谢紊乱、胰岛素抵抗等代谢疾病。有研究发现

PCOS患者肥胖发生率可达 42%~53%，糖脂代谢紊

乱的发生率可达 56%~64%［6］。本研究发现与对照

组比较，PCOS 组患者体内内分泌激素（如 FINS、
LH、FSH、身体质量指数（body mass index，BMI）、

LDL⁃C、FPG、LH 显著升高，HDL⁃C 及 FSH 降低

（P<0.05），这提示 PCOS 患者体内性激素分泌异

常，需通过探寻可有效缓解患者代谢紊乱的途径。

IGF⁃1蛋白是人体新陈代谢的重要调控因子，可促

进女性卵泡的成熟［7］。有研究 IGF⁃1可刺激卵巢分

泌孕激素等，以维持卵巢的正常生理功能，同时性

激素水平变化可反馈节 IGF⁃1的分泌［8］。IGF⁃1基

因的多态性可促使妇女体内的内分泌稳态发生失

衡，导致性激素相关的代谢发生障碍，并导致体内

Hcy 水平上升，刺激妇女发生 PCOS［9］。Tomlinson

等［10］通过雌鼠建立 PCOS模型，发现对 PCOS雌鼠

补充适量的 IGF⁃1可有效缓解 PCOS症状，并促进

体内卵泡发育。因此，讨论 IGF⁃1基因的多态性对

治疗 PCOS有重要的临床价值。

Greenwood 等［11］研究发现 IGF ⁃ 1 基因上游

979 bp 处突变率较高，导致 IGF⁃1的生理活性不稳

定。有研究发现 IGF⁃1基因 T455C位点的基因型

与妇女 PCOS发生率有一定关联，并刺激患者体内

的血清Hcy水平上升［12］。胡婷等［13］研究发现 IGF⁃1
基因多态性与 PCOS 患者 FINS 水平有密切关系，

且 LDL⁃C、FPG 等水平异于健康者。因此检测女

性 IGF⁃1 基因多态性有助于筛选 PCOS 的高危人

群。本研究发现病例组的 IGF ⁃ 1 的 T455C 及

G201A位点基因型和等位基因分布与对照组差异

有统计学意义（P<0.05），这提示 IGF⁃1 的 T455C、

G201A位点突变与 PCOS密切相关，该基因位点的

突变可导致示 IGF⁃1活性下降，促使体内糖脂代谢

发生紊乱，最终导致患者体内性激素分泌失调。
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有发现 52 例 PCOS 患者的 IGF⁃1 中的 T455C 和

G201A位点单独突变未明显增加 PCOS的发生率，

这与本研究不一致［14］。这可能是由于 IGF⁃1 活性

受多种条件制约（包括蛋白的转录后修饰、患者体

内的盐离子水平等因素），也与研究对象的数量有

一定关系。多因素 Logistic 回归分析发现血清中

高水平 FINS、T455C 位点及 G201A 位点的多态性

是 PCOS的危险因素（P<0.05）。FINS水平直接影

响体内糖脂代谢水平，并可促进 PCOS患者临床症

状的加重［15］。Zhou等［16］研究发现 PCOS患者 IGF⁃1
的 T455C 位点的突变率较高，并导致体内性激素

水平异常，这与本研究一致。本研究结果表明可

以检测 IGF⁃1的G201A及 T455C位点的多态性评

估妇女的 PCOS发生风险，并依此提供合理的治疗

方案。

综上所述，IGF⁃1的G201A及 T455C位点多态

性与 PCOS 发病密切相关，对该基因及时筛查有助

于提高对 PCOS的治疗水平。
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尿酸联合糖化血红蛋白早期检测对高龄孕妇妊娠期
糖尿病发病的预测

李华 1 殷红梅 2 李英 2★

［摘 要］ 目的 探讨尿酸联合糖化血红蛋白在高龄孕妇妊娠期糖尿病中的预测效果。 方法

回顾性收集 2016年 6月至 2017年 6月胜利油田中心医院产科门诊诊断妊娠糖尿病患者 120例，设为实

验组；选取同期产检的健康高龄孕妇 120例，设为对照组，于 12~16周完善相关检查，包括：BMI、孕周等；

采用酶联比色法测定 2组血糖水平；采用高效液相法测定 2组糖化血红蛋白水平；采用X7全自动生化分

析仪检测 2组尿酸水平；采用多因素 Logistic 对妊娠期糖尿病患者与尿酸、糖化血红蛋白水平进行多因

素分析。 结果 实验组高龄孕妇妊娠期糖尿病患者 BMI、FPG、糖化血红蛋白水平，均高于对照组（P<
0.05），实验组高龄孕妇妊娠期糖尿病患者尿酸水平偏高，但与对照组比较无明显差异（P>0.05）；尿酸与

糖化血红蛋白单一指标用于高龄孕妇妊娠期糖尿病灵敏度及特异度比较无统计学意义（P>0.05）；尿酸

联合糖化血红蛋白用于高龄孕妇妊娠期糖尿病灵敏度及特异度，均高于单一尿酸、糖化血红蛋白（P<
0.05）；多因素 Logistic 分析结果表明：妊娠期糖尿病患者妊娠结局与糖化血红蛋白、尿酸水平具有统计

学意义（P<0.05）；ROC曲线可以看出：尿酸联合糖化血红蛋白诊断时曲线下面积最大，其次为糖化血红

蛋白，最后为尿酸；实验组高龄孕妇妊娠期糖尿病患者不良妊娠结局发生率为 10.00%，高于对照组

5.00%（P<0.05）。 结论 将尿酸联合糖化血红蛋白用于高龄孕妇妊娠期糖尿病发病中效果理想，能反

应患者疾病严重程度，为临床治疗提供依据和参考，值得推广应用。

［关键词］ 尿酸；糖化血红蛋白；高龄孕妇妊娠期糖尿病

Early detection of uric acid combined with glycosylated hemoglobin for
predicting the incidence of gestational diabetes in elderly pregnant women
LI Hua1，YIN Hongmei2，LI Ying2★

（1. Diabetes Department，Shengli Oilfield Headquarters Hospital，Dongying，Shandong，China，257000；
2.Obstetrics Department，Shengli Oilfield Central Hospital，Dongying，Shandong，China，257000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the predictive effect of uric acid combined with glycosylated
hemoglobin in gestational diabetes in elderly pregnant women. Methods A retrospective collection of 120
cases of gestational diabetes mellitus diagnosed in the obstetrics outpatient department of Shengli Oilfield
Central Hospital from June 2016 to June 2017 was set as the experimental group, while 120 healthy pregnant
women were selected as the control group at the same time. The relevant examinations were completed in 12~16
weeks，including：BMI，gestational age，etc.；blood glucose levels were measured by enzyme ⁃ linked
colorimetry；the levels of glycated hemoglobin were measured by high performance liquid phase method；uric
acid levels were detected by X7 automatic biochemical analyzer; multivariate analysis of uric acid and
glycosylated hemoglobin levels in pregnant women with GDM was perform by multivariate Logistic analysis.
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Results In the experimental group，the levels of BMI，FPG and glycosylated hemoglobin in pregnant women
with gestational diabetes were higher than those in the control group（P<0.05）. In the experimental group，the
uric acid level of pregnant women with gestational diabetes was higher，but there was no significant difference
between the 2 groups（P>0.05）. There was no significant difference in the sensitivity and specificity of uric acid
and glycosylated hemoglobin in the diagnosis of gestational diabetes in elderly women（P>0.05）. Uric acid
combined with glycosylated hemoglobin was used in the pregnancy of pregnant women. The sensitivity and
specificity of diabetes were higher than that of single uric acid and glycosylated hemoglobin （P<0.05）.
Multivariate logistic analysis showed that the pregnancy outcome and glycosylated hemoglobin and uric acid
levels in gestational diabetes patients were statistically significant（P<0.05）. The area under the ROC curve of
uric acid combined with glycosylated hemoglobin is the largest，followed by glycated hemoglobin，and finally
uric acid；the incidence of adverse pregnancy outcome in pregnant women with gestational diabetes in the
experimental group is 10.00%，which is higher than 5.00% in the control group（P<0.05）. Conclusion The
combination of uric acid and glycated hemoglobin is effective in the pathogenesis of gestational diabetes in
elderly women and it can reflect the severity of the disease and provide a basis and reference for clinical
treatment.

［KEY WORDS］ Uric acid；Glycosylated hemoglobin；Gestational age of pregnant

妊娠期糖尿病（gestational diabetes，GDM）是

临床上常见的疾病，是指在妊娠期首次发生或首

次识别的糖代谢异常，属于妊娠期发病率较高的

并发症，发病早期如果得不到及时有效的诊断、

治疗，将会危害母婴健康［1］。同时，妊娠期糖尿病

孕妇由于机体内胰岛素发生抵抗或缺乏，将会造

成机体内分泌代谢发生异常，容易增加巨大儿发

生率［2⁃3］。因此，加强高龄孕妇妊娠期糖尿病早期

诊断，尽早进行饮食控制、运动干预对改善预后

具有重要的意义。国内学者［4］研究表明：将尿酸

联合糖化血红蛋白早期检测用于高龄孕妇妊娠期

糖尿病中效果理想，能帮助患者早期确诊，有助

于改善患者妊娠结局，但是不同学者对于其诊断

效能差异性较大。本课题以 2016 年 6 月至 2017
年 6 月胜利油田中心医院产科门诊高龄孕妇妊娠

糖尿病患者 120 例及健康高龄孕妇 120 例作为回

顾性研究，探讨尿酸联合糖化血红蛋白在高龄孕

妇妊娠期糖尿病中的预测价值，报道如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

回顾性收集 2016年 6月至 2017年 6月胜利油

田中心医院产科门诊诊断妊娠糖尿病患者 120例，

设为实验组；选取同期产检的健康高龄孕妇 120
例，设为对照组，实验组年龄 35~42 岁，平均

（38.63±3.51）岁，孕次 1~4 次，平均（2.31±0.58）次，

产次 1~2次，平均（1.32±0.41）次，孕周 12~16周，平

均（15.61±1.31）周。对照组年龄 36~43 岁，平均

（39.07±3.54）岁，孕次 1~3 次，平均（2.04±0.52）次，

产次 1~3 次，平均（1.40±0.44）次，孕周 12~16 周，

平均（15.05±1.27）周。本课题均得到医院伦理委

员会同意，2组年龄、孕周、产次比较差异无统计学

意义（P > 0.05），具有可比性。

1.2 纳入及排除标准

纳入标准：①符合中华医学会制定的关于妊

娠期糖尿病临床诊断标准者［5］，妊娠 24 周后空腹

血糖 >5.1 mmol/L，餐后 1 h 血糖 >10.0 mmol/L，餐

后 2 h 血糖 >8.5 mmol/L，对于上述有一项符合即

可确诊；②实验组孕妇最终均确诊为妊娠期糖尿

病；③均能遵循医嘱完成相关检查、治疗者。

排除标准：①合并精神异常、恶性肿瘤者；

②合并妊娠期高血压、精神异常者；③服用影响血

糖水平药物或已经确诊为糖尿病者。

1.3 方法

1.3.1 仪器与设备

X7全自动生化分析仪（西门子，德国）；酶联比

色法试剂盒（北京九强生物技术股份有限公司）；

高效液相法试剂盒（强生，日本）。

1.3.2 临床资料检查

2 组患者 12~16 周建立保健卡，完善相关检

查，并且由专业人员完成孕妇身高、体重的测量，

计 算 并 检 测 身 体 质 量 指 数（body mass index，
BMI），BMI=体重（kg）/身高（m2）、空腹血糖（fast⁃
ing blood glucose，FPG）等水平。
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1.3.3 标本采集

实验组高龄妊娠期糖尿病患者入院次日早晨空

腹抽取静脉血 3 mL，对照组高龄孕妇常规孕检当

天空腹抽取静脉血 3 mL，25 min 离心，速度 5 000
r/min，完成血清分离后放置在 -4℃冰箱中，备用［6］。

1.3.4 检测方法

采用酶联比色法测定 2组血糖水平；采用高效

液相法测定 2组糖化血红蛋白水平；采用 X7全自

动生化分析仪检测 2组尿酸水平，有关操作严格遵

循试剂盒、仪器操作说明书完成。

1.3.5 诊断效能

绘制受试者工作特征曲线（receiver operating
characteristic curve，简称 ROC 曲线），分析糖化血

红蛋白、尿酸在妊娠期糖尿病患者中的诊断灵敏

度、特异度，而糖化血红蛋白联合尿酸通则通过

ROC 曲线下面积（area under curve，AUC）进行判

断，分析其诊断灵敏度、特异度，采用多因素 Logis⁃
tic 对妊娠期糖尿病患者与尿酸、糖化血红蛋白水

平进行多因素分析。

1.3.6 不良妊娠结局

2组妊娠结束后记录 2组早产、子痫及胎膜早

破不良妊娠结局情况。

1.4 观察指标

1.4.1 生化指标

观察 2组 BMI、FPG、尿酸、糖化血红蛋白水平

情况。

1.4.2 诊断特异度、灵敏度

观察 FPG、尿酸、糖化血红蛋白水平用于高龄

孕妇妊娠期糖尿病患者中诊断灵敏度及特异度

情况。

1.4.3 妊娠结局

观察 2组早产、子痫及胎膜早破不良妊娠结局

情况。

1.5 统计分析

采用 SPSS 18.0 软件处理，计数资料行 c2 检

验，采用 n（%）表示，计量资料行 t检验，采用（x ± s）

表示，P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 2 组 BMI、FPG、尿酸、糖化血红蛋白水平

比较

实验组高龄孕妇妊娠期糖尿病患者 BMI、
FPG、糖化血红蛋白水平，均高于对照组（P <
0.05），实验组高龄孕妇妊娠期糖尿病患者尿酸水

平偏高，但与对照组比较无明显差异（P > 0.05），

见表 1。
2.2 尿酸联合糖化血红蛋白在高龄孕妇妊娠期糖

尿病灵敏度及特异度比较

尿酸与糖化血红蛋白单一指标用于高龄孕妇

妊娠期糖尿病灵敏度及特异度比较无统计学意义

（P > 0.05）；尿酸联合糖化血红蛋白用于高龄孕妇

妊娠期糖尿病灵敏度及特异度，均高于单一尿酸、

糖化血红蛋白（P<0.05），见表 2。
从 ROC 曲线可以看出：尿酸联合糖化血红蛋

白诊断时曲线下面积最大，其次为糖化血红蛋白，

最后为尿酸，见图 1。

组别

实验组

对照组

t

P

n

120

120

/

/

BMI（kg/m2）

23.41±3.21

21.09±2.16

16.926

0.031

FPG（mmol/L）

4.26±0.41

3.91±0.34

12.391

0.019

尿酸（μmol/L）

245.47±11.32

239.31±10.29

1.042

0.185

糖化血红蛋白（%）

7.61±1.25

5.09±0.85

13.481

0.044

表 1 2组BMI、FPG、尿酸、糖化血红蛋白水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of BMI，FPG，uric acid，glycated hemoglobin levels in 2 groups（x ± s）

2.3 妊娠期糖尿病患者与尿酸、糖化血红蛋白水

平进行多因素分析

多因素 Logistic 分析结果表明：妊娠期糖尿病

患者妊娠结局与糖化血红蛋白、尿酸水平具有统

计学意义（P<0.05），见表 3。

2.4 2组分娩后对其进行随访比较妊娠不良妊娠

结局

实验组高龄孕妇妊娠期糖尿病患者不良妊

娠结局发生率为 10.00%，高于对照组 5.00%（P<
0.05），见表 4。
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尿酸联合糖化血红蛋白

尿酸

糖化血红蛋白

参考线

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

灵
敏

度

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1⁃特异度

多因素

尿酸

糖化血红蛋白

常数项

β值

1.395

1.231

1.115

S.E

0.426

0.495

0.331

Wald

14.592

10.385

11.241

P值

0.036

0.031

0.044

OR值

1.593

1.241

1.005

95%CI

3.492~8.831

3.213~9.085

2.394~7.514

表 3 妊娠期糖尿病患者与尿酸、糖化血红蛋白水平进行多因素分析

Table 3 Multivariate analysis of uric acid and glycated hemoglobin levels in patients with gestational diabetes

检测变量

CEA

P53蛋白

联合检测

AUC

0.892

0.706

0.931

诊断截断值

23.215

21.841

4.951

最大Youden指数

0.223

0.219

0.310

95%可信区间

下限

0.823

0.712

0.846

上限

0.893

0.842

0.912

灵敏度

0.426

0.441

0.574

特异度

0.784

0.789

0.791

表 2 尿酸联合糖化血红蛋白在高龄孕妇妊娠期糖尿病灵敏度及特异度比较

Table 2 Comparison of sensitivity and specificity of uric acid combined with glycated hemoglobin in gestational diabetes in
older pregnant women

图 1 尿酸联合糖化血红蛋白在高龄孕妇妊娠期糖尿病诊

断ROC曲线

Figure 1 ROC curves of uric acid combined with glycated
hemoglobin in gestational diabetes in older pregnant women

组别

实验组

对照组

c2

P

n

120

120

/

/

胎儿宫内生长受限

5（4.17）

1（0.83）

羊水过少

2（1.67）

1（0.83）

妊娠合并高血压

3（4.17）

1（0.83）

新生儿高胆红素血症

2（1.67）

0（0.00）

发生率

12（10.00）

3（2.50）

5.395

0.032

表 4 2组分娩后对其进行随访比较妊娠不良妊娠结局［n（%）］

Table 4 Comparison of follow⁃up of 2 components and their adverse pregnancy outcomes［n（%）］

3 讨论

妊娠期糖尿病是临床上常见的合并症，发病

早期如果得不到及时有效的诊断、治疗，将会危及

母婴健康［7］。文献报道显示［8］：妊娠能使得隐性糖

尿病显性化，使得无糖尿病患者发生妊娠期糖尿

病，也能使得有糖尿病患者病情加重。高龄孕妇

妊娠期糖尿病发病机制复杂，且对于孕前采用胰

岛素治疗者如果不及时完成胰岛素用量的调整，

将会增加低血糖发生率，严重者甚至会造成酮症

酸中毒、低血糖昏迷等［9］。

近年来，尿酸联合糖化血红蛋白在妊娠期糖

尿病患者中得到应用，且效果理想。本研究中，实

验组高龄孕妇妊娠期糖尿病患者 BMI、FPG、糖化

血红蛋白水平，均高于对照组（P < 0.05），由此看
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出：高龄孕妇妊娠期糖尿病患者发病后常伴有

BMI、血糖水平升高，加强患者尿酸、糖化血红蛋

白水平测定能为临床诊疗提供依据和参考。国内

学者［10］以妊娠期糖尿病高龄孕妇 252 例作为研究

组，选择同期入院孕检的健康高龄孕妇作为对照

组，测定 2组糖化血红蛋白、血清尿酸、胆固醇及尿

微量蛋白，结果表明：研究组糖化血红蛋白、血清

尿酸、胆固醇及尿微量蛋白水平，均高于对照组。

有关文献报道［11］显示：高尿酸血症是Ⅱ型糖尿病

发生的独立危险因素。 Laughon 等［12］研究发现，

妊娠早期尿酸水平最高组（3.6~8.3 mg/dL）中约有

46.6%的孕妇发展为 GDM，调整体质指数及年龄

后，其发生 GDM 的风险是尿酸水平最低组（0.9~
2.5 mg/dL）的 3.25 倍。本研究中实验组高龄孕妇

妊娠期糖尿病患者尿酸水平偏高，但与对照组比

较无明显差异（P>0.05），提示：妊娠早中期尿酸水

平与 GDM 发生有一定关系。高龄孕妇妊娠期糖

尿病患者机体内血脂水平、体内尿酸水平升高，妊

娠晚期孕妇尿酸水平改变更加明显，均属于正常的

生理现象，但是当超过一定范围时，将会导致机体

血管内皮细胞受损，加剧胰岛素抵抗发生率。高

龄孕妇妊娠期糖尿病患者由于长期血糖波动，将

会造成血脂代谢异常，且表达水平与子痫前期的

发生、发展有关，将会增加围产期并发症发生

率。因此对于高龄孕妇 GDM 高危人群及早检测

血尿酸水平，发现尿酸水平异常者可及时制定合

理饮食和生活方式，加强孕期管理，早期干预

GDM 的发生，以降低母儿并发症，改善妊娠结局。

目前，临床上对于高龄孕妇妊娠期糖尿病以

口服葡萄糖耐量试验（oral glucose tolerance test，
OGTT）法诊断为主，但是，由于随着年龄的增加，

肥胖及代谢的变化，高龄孕妇妊娠期糖尿病发病

率及孕周提前，且完成 OGTT检查需要多次抽血，

临床依从性及可重复性差［13］。文献报道显示［14］：

糖化血红蛋白是葡萄糖与血红蛋白相互结合的产

生，其产生是一个相对缓慢、连续且不可逆的非酶

促反应过程，加强糖化血红蛋白水平测定能反应

患者疾病严重程度，有助于指导临床治疗。同时，

糖化血红蛋白水平的测定与患者近 2~3 个月血糖

水平有关，其检测水平与患者的抽血时间、是否空

腹、是否使用胰岛素等因素无关，该指标相对稳

定。临床上，将尿酸联合糖化血红蛋白用于高龄

孕妇妊娠期糖尿病发病中效果理想，能发挥不同

检测指标优势，达到优势互补，能获得较高的诊断

灵敏度和特异度［15］。本研究中，多因素 Logistic分
析结果表明：妊娠期糖尿病患者妊娠结局与糖化

血红蛋白、尿酸水平具有统计学意义（P<0.05）；尿

酸联合糖化血红蛋白用于高龄孕妇妊娠期糖尿病

灵敏度及特异度，均高于单一尿酸、糖化血红蛋白

（P<0.05）；ROC 曲线可以看出：尿酸联合糖化血红

蛋白诊断时曲线下面积最大，其次为糖化血红蛋

白，最后为尿酸。由此看出：不同指标的联合测定

能帮助患者早期确诊，能获得较高的诊断灵敏度、

特异度。因此，临床上对于确诊的高龄孕妇妊娠期

糖尿病患者应及时采取有效的措施进行干预，加强

患者饮食干预，善于根据患者恢复情况正确指导患

者运动锻炼，积极控制患者血糖水平。对于血糖持

续升高难以有效控制者，则需要给予胰岛素注射治

疗，改善妊娠结局，促进母婴健康。本研究中，实验

组高龄孕妇妊娠期糖尿病患者不良妊娠结局发生

率为 10.00%，高于对照组 5.00%（P<0.05），提示加

强高龄孕妇妊娠期糖尿病干预能改善妊娠结局。

治疗过程中加强患者尿酸、糖化血红蛋白测定能评

估患者预后，指导临床治疗，使得患者的干预更具

科学性。但是，本研究中尚存在诸多不足，一方面

试验中纳入的病例数相对较多，尚需要大样本量验

证；另一方面，试验中对患者数据进行分析、处理时

存在较大的人为误差，均需要进一步研究与探讨。

综上所述，将尿酸联合糖化血红蛋白用于高

龄孕妇妊娠期糖尿病发病中效果理想，能反应患

者疾病严重程度，为临床治疗提供依据和参考，值

得推广应用。
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前列地尔联合左卡尼汀对ESDN患者肾功能、炎性因
子的影响

李昌艳 刘娟★ 顾芳 熊朝磊

［摘 要］ 目的 探讨前列地尔联合左卡尼汀对终末期糖尿病肾病（ESDN）患者肾功能、血清 Toll
样受体⁃4（TLR⁃4）、白介素⁃18（IL⁃18）、肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）水平的影响。 方法 将 2015 年 1 月至

2018年 1月间收治的 88例 ESDN患者采用随机数表法分为观察组（n=44）和对照组（n=44）。2组均应用

前列地尔，观察组在此基础上联合左卡尼汀。评估治疗前、治疗 4 周后 2 组患者肾功能［血肌酐（SCr）、

尿素氮（BUN）、肾小球滤过率（eGFR）］、炎性因子（TLR⁃4、IL⁃18、TNF⁃α）、血生化指标［血红蛋白（Hb）、

血白蛋白（ALB）、胆固醇（TC）］，记录 2组透析不良反应发生率。 结果 ①治疗 4周后，2组 SCr、BUN
水平均低于治疗前（P<0.05），观察组降幅大于对照组（P<0.05）；2组治疗前后及组间 eGFR对比，差异均

无统计学意义（P>0.05）；②治疗 4周后，2组 TLR⁃4、IL⁃18、TNF⁃α指标水平均低于治疗前（P<0.05），观察

组降幅大于对照组（P<0.05）；③治疗 4周后，2组Hb、ALB指标水平均高于治疗前（P<0.05），2组 TC指标

水平均低于治疗前（P<0.05），观察组变动幅度均大于对照组（P<0.05）；④观察组不良反应发生率低于对

照组（P<0.05）。 结论 前列地尔联合左卡尼汀有利于降低炎性因子水平，保护患者肾功能，并能降低

其不良反应发生风险。

［关键词］ 终末期糖尿病肾病；前列地尔；左卡尼汀；肾功能

Effects of alprostadil combined with levocarnitine on renal function and
inflammatory factors in patients with ESDN
LI Changyan，LIU Juan★，GU Fang，XIONG Chaolei
（Departmen of Nephrology，Chengdu Fifth People s Hospital，Chengdu，Sichuan，China，611130）

［ABSTRACT］ Objective To explore the effects of alprostadil combined with levocarnitine on renal
function and serum levels of toll⁃like receptor⁃4（TLR⁃4），interleukin⁃18（IL⁃18）and tumor necrosis factor⁃α
（TNF⁃α）in patients with end ⁃ stage diabetic nephropathy（ESDN）. Methods 88 cases of patients with
ESDN admitted between January 2015 and January 2018 were divided into observation group（n=44）and
control group（n=44）according to the random number table method. Alprostadil was applied to both groups，
and the observation group was combined with levocarnitine. Renal function［serum creatinine（SCr），urea
nitrogen（BUN），glomerular filtration rate（eGFR）］，inflammatory factors（TLR⁃4，IL⁃18，TNF⁃α）and
blood biochemical indicators［hemoglobin（Hb），serum albumin（ALB），cholesterol（TC）］were evaluated
before treatment and after 4 weeks of treatment. And the incidence rate of dialysis adverse reactions was
recorded in the 2 groups. Results After 4 weeks of treatment，the levels of SCr and BUN in the 2 groups
were lower than those before treatment（P<0.05），and the decrease in observation group was greater than that
in control group（P<0.05）. There was no significant difference in the eGFR within ⁃ groups before and after
treatment and between⁃groups（P>0.05）. After 4 weeks of treatment，the levels of TLR⁃4，IL⁃18 and TNF⁃α
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in the 2 groups were lower than those before treatment（P<0.05），and the decrease in observation group was
greater than that in control group（P<0.05）. After 4 weeks of treatment，the levels of Hb and ALB in the
2 groups were higher than those before treatment（P<0.05）while the TC level in the 2 groups was lower than
that before treatment（P<0.05），and the changes in observation group were greater than those in control group
（P<0.05）. The incidence rate of adverse reactions in observation group was lower than that in control group
（P<0.05）. Conclusions Alprostadil combined with levocarnitine is beneficial to reduce the levels of
inflammatory factors，protect patients renal function，and reduce the risk of adverse reactions.

［KEY WORDS］ End⁃stage diabetic nephropathy；Alprostadil；Levocarnitine；Renal function

在各种病因所致终末期肾病中，终末期糖尿

病肾病（end⁃stage diabetic nephropathy，ESDN）发生

率占比位列第 2位，仅次于肾小球肾炎所致终末期

肾病［1］。ESDN患者由于肾功能急剧减退，导致无

尿或少尿，使体内大量毒素类物质或者消化终产

物无法排出体外，因此常规以血液透析、腹膜透析

等进行治疗［2］。相关研究显示，血液透析患者感染

性疾病和恶性肿瘤发病率呈上升趋势，血液透析

等治疗有利于改善患者临床症状、延长其生存期，

但无法彻底改善患者的免疫功能［3］，对机体微炎性

状态作用有限，因此辅用药物对患者免疫功能及

炎性因子进行干预十分重要。目前对于糖尿病肾

病（diabetic nephropathy，DN）患者机体微炎症的干

预药物包括免疫抑制剂、噻唑烷二酮类及他汀类

多种抗炎药物［4］。但由于 ESDN 患者免疫功能紊

乱受疾病、透析、营养状态等多种因素影响，单一

机制调节难以取得良好效果。左卡尼汀是一种水

溶性小分子氨基酸盐，能抑制外周血中单核细胞

活化，具有抗炎、抗氧化的作用，并能有效调节患

者血压及营养状态［5］。前列地尔能起到良好抗凝

作用，有利于保护 ESDN 患者肾功能，而左卡尼汀

或能从多途径调节 ESDN 患者免疫功能及炎性因

子水平。有研究指出，左卡尼汀应用于终末期肾

病维持血透患者具有增强机体细胞免疫功能的作

用［6］。目前已有不同研究论述左卡尼汀对炎性指

标及肾病相关生化指标的作用［7⁃8］，但一方面左卡

尼汀和前列地尔联合方案研究仍较少，另一方面

同类研究关注对象多为 DN 患者，而较少关注

ESDN 患者。基于此，本研究纳入 88 例 ESDN 患

者作为研究对象，以探究前列地尔联合左卡尼汀

治疗 ESDN的效果，为寻求 ESDN更佳辅助药物方

案提供思路，现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

纳入 2015 年 1 月至 2018 年 1 月间收治的 88
例 ESDN 患者作为研究对象。纳入标准：符合

ESDN诊断标准［9］；年龄>18岁者；近期未使用免疫

调节剂者；均行规律透析治疗 6个月以上者；预计

生存期 6个月以上；患者均知情同意且签署知情同

意书；经我院伦理委员会审核通过。排除标准：

严重心肝等脏器功能障碍、恶性肿瘤者；系统性红

斑狼疮、血管炎等导致的肾衰竭者；近期感染、

手术、创伤者；半年内使用左卡尼汀者；有明确本组

药物禁忌症者；因各种原因未完成 4 周治疗者。

采用随机数表法分为观察组（n=44）和对照组

（n=44）。 2 组一般资料对比，差异无统计学意义

（P>0.05），见表 1。

组别

观察组

对照组

c2/t

P

n

44

44

-

-

男女比

25/19

26/18

0.047

0.829

年龄（岁）

57.06±9.01

58.07±7.05

0.586

0.560

体重（kg）

61.22±5.91

60.40±6.54

0.617

0.539

平均动脉压（mmHg）

107.76±11.80

110.65±10.14

1.232

0.221

平均尿量（mL）

1022.52±255.74

1010.64±264.76

0.214

0.831

1 mmHg=0.133 kPa

表 1 2组一般资料对比［n（%），x ± s］

Table 1 Comparison of general data in the 2 groups［n（%），x ± s］
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1.2 治疗方法

2 组均应用前列地尔（生产企业：北京泰德制

药股份有限公司，规格：1 mL：5 μg，批准文号：国

药准字 H10980023）1 mL 药液溶入 0.9%生理盐水

10 mL 缓慢泵入，qd，观察组在此基础上联合左卡

尼汀（生产企业：哈尔滨誉衡药业股份有限公司，

规格：5 mL：1 g，批准文号：国药准字 H20113429）
5 mL 药液加入 0.9%生理盐水 250 mL 静脉滴注，

qd，2组均持续治疗 4周。

1.3 评估方法

治疗前、治疗 4 周后均采集患者外周静脉血，

使用酶联免疫吸附测定（enzyme⁃linked immunosor⁃
bent assay，ELISA）测定血肌酐（serum creatinine，
SCr）、尿素氮（urea nitrogen，BUN），使用慢性肾

脏病流行病学合作研究的 CKD⁃EPI 公式估算肾

小 球 滤 过 率（estimated glomerular filtration rate，
eGFR）；使用 ELISA 测定 Toll 样受体 ⁃4（toll⁃like
receptor⁃4，TLR⁃4）、白介素⁃18（interleukin⁃18，IL⁃
18）、肿瘤坏死因子 ⁃α（tumor necrosis factor ⁃ α，
TNF⁃α）、总胆固醇（total cholesterol，TC）；使用放

射免疫法测定血红蛋白（hemoglobin，Hb）、白蛋白

（albumin，ALB）。

1.4 观察指标

评估治疗前、治疗 4 周后 2 组患者肾功能

（SCr、BUN、GFR）、炎性因子（TLR⁃4、IL⁃18、TNF⁃α）、

血生化指标（Hb、ALB、TC），记录 2 组透析不良反

应发生率。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 19.0 统计软件进行数据分析，计量

数据以平均数 ± 标准差（x ± s）表示，行 t检验，计数

数据以 n（%）表示，行 c2检验或 Fisher精确概率检

验，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 2组肾功能对比

本研究 4周疗程中，未有患者脱落。治疗 4周

后，2 组 SCr、BUN 水平均低于治疗前（P<0.05），

观察组降幅大于对照组（P<0.05）；2组治疗前后及

组间 eGFR 对比，差异均无统计学意义（P>0.05），

见表 2。

组别

观察组

t

P

对照组

t

P

治疗前

治疗 4周后

-

-

治疗前

治疗 4周后

-

-

n

44

44

-

-

44

44

-

-

SCr（μmol/L）

826.59±82.60

669.12±138.15ab

6.489

0.000

828.87±83.52

753.30±129.54b

3.252

0.002

BUN（mmol/L）

29.42±9.42

22.17±6.75ab

4.150

0.000

29.65±9.90

25.45±7.18b

2.278

0.025

eGFR［mL/（min×1.73m2）］

11.17±1.45

10.64±1.08

1.944

0.055

11.08±1.86

10.43±1.16

1.967

0.052

与同期对照组对比，aP<0.05；与同组治疗前对比，bP<0.05。

表 2 2组肾功能对比（x ± s）

Table 2 Comparison of renal function in the 2 groups（x ± s）

2.2 2组炎性因子对比

治疗 4周后，2组 TLR⁃4、IL⁃18、TNF⁃α指标水

平均低于治疗前（P<0.05），观察组降幅大于对照

组（P<0.05），见表 3。
2.3 2组血生化指标水平对比

治疗 4周后，2组 Hb、ALB指标水平均高于治

疗前（P<0.05），2组 TC指标水平均低于治疗前（P<
0.05），观察组变动幅度均大于对照组（P<0.05），见

表 4。

2.4 2组透析不良反应发生率对比

观察组出血 1例、低血压 2例、感染 2例，总发

生率 11.36%（5/44）；对照组出血 2 例、感染 6 例、

低血压 6例，总发生率 31.82%（14/44），观察组不良

反应发生率低于对照组（c2=5.437，P=0.020）。

3 讨论

DN 患者常存在高凝状态，凝血功能变化是

DN病情进展的机制之一，且高凝状态引起血栓形
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组别

观察组

t

P

对照组

t

P

治疗前

治疗 4周后

-

-

治疗前

治疗 4周后

-

-

n

44

44

-

-

44

44

-

-

TLR⁃4（pg/mL）

6.53±0.93

4.89±0.84ab

8.681

0.000

6.49±0.92

5.53±0.85b

5.084

0.000

IL⁃18（ng/mL）

156.52±23.37

116.92±19.62ab

8.608

0.000

157.70±28.56

132.46±16.06b

5.110

0.000

TNF⁃α（pg/mL）

28.41±6.74

14.24±4.91ab

11.272

0.000

28.75±6.14

19.81±5.83b

7.004

0.000

表 3 2组炎性因子指标水平对比（x ± s）

Table 3 Comparison of levels of inflammatory factors in the 2 groups（x ± s）

与同期对照组对比，aP<0.05；与同组治疗前对比，bP<0.05。

组别

观察组

t

P

对照组

t

P

治疗前

治疗 4周后

-

-

治疗前

治疗 4周后

-

-

n

44

44

-

-

44

44

-

-

Hb（g/L）

64.57±13.99

94.25±14.35ab

9.824

0.000

65.19±12.87

86.57.±16.09b

6.883

0.000

ALB（g/L）

25.15±5.73.

41.09±5.55ab

13.255

0.000

25.73±5.61

34.82±4.85b

8.131

0.000

TC（mmol/L）

5.86±1.40

3.25±1.08ab

9.791

0.000

5.64±1.36

4.50±1.28b

4.049

0.000

与同期对照组对比，aP<0.05；与同组治疗前对比，bP<0.05。

表 4 2组血生化指标水平对比（x ± s）

Table 4 Comparison of blood biochemical indicators in the 2 groups（x ± s）

成是 DN 患者发生心脑血管事件的关键［10］。前列

地尔的主要成分是前列腺素 E，能改善机体凝血状

态和肾血流动力学，有利于保护肾功能，相关研究

显示前列地尔单独应用或联合用药治疗 DN 均可

能产生显著效果［11］。ESDN 需长期应用血液透析

以保证肾功能，但长期血透病人血浆和组织中天

然左卡尼汀水平显著下降，影响患者代谢和营养

状况［12］。目前已有部分研究显示，前列地尔联合

左卡尼汀治疗有利于提高DN患者临床疗效、控制

血糖和改善肾功能［13］，但既往研究较少关注 ESDN
患者。因此本研究应用前列地尔和左卡尼汀联合

方案，探讨其对 ESDN 患者肾功能、炎性因子和血

生化指标的影响。

有文献指出，ESDN接受透析治疗者无论在生

存率还是生存质量方面均低于非 DN 的终末期肾

病患者，这种不良预后可能与心血管疾病、血流动

力学不稳定、动静脉内瘘问题、更易感染等多种因

素有关［14］。因此对 ESDN 患者，应更注重调节患

者免疫力，预防感染等并发症的发生。ESDN患者

受到内毒素和免疫复合物等物质的刺激，激活机

体内巨噬细胞系统，进而释放出多种促炎性因子，

最终形成微炎症反应［15］。陈松锦等［16］学者的研究

结果显示，TLR4高表达激活 TLR4信号通路，对糖

尿病肾病的发生发展产生影响，因此 ESDN 患者

TLR4处于高水平状态。

本研究结果显示，治疗后 TLR⁃4、IL⁃18、TNF⁃α
指标水平均降低，且观察组降幅明显大于对照组，

这说明前列地尔联合左卡尼汀有利于控制 ESDN
患者机体炎性因子水平。前列地尔可通过扩张肾

脏微循环血管，抑制细胞因子生成和活性，缓解肾
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脏缺血、缺氧等来降低机体炎症水平［17］。而左

卡尼汀是广泛存在于体内的一种常见氨基酸

——左旋肉毒碱，是脂肪氧化过程中的重要分

子，具有一定的抗炎和抗氧化作用，可抑制氨基

末端激酶及体内磷酸化蛋白的活性，从而抑制炎

症因子的分泌［18］。故两药联合作用于抗氧化和

抗炎，综合改善 ESDN 患者机体炎性状态。余伍

中等［19］学者的一项研究显示，在常规用药的基

础上仅增加左卡尼汀也有利于改善患者营养状

态和微炎症状况，与本研究结论一致。本研究受

限于样本量，仅分为 2 组，无法对比左卡尼汀单

独用药及左卡尼汀、前列地尔联合用药的差异，

期待未来多中心、大样本量研究以探讨更多不同

左卡尼汀用药方案对 ESDN 患者的疗效，以指导

临床用药。

ESDN 患者主要症状体征在于肾功能的急剧

减退，致使体内大量毒素类物质或者消化终产物

无法及时排除体外［20］。终末期肾病患者由于低

蛋白饮食导致内源性合成左卡尼汀量显著降低，

加之左卡尼汀分子量小，透析期间能够将其大量

清除，致使机体组织和血浆中左卡尼汀浓度明显

减少［21］。补充外源性左卡尼汀，一方面有助于控

制 ESDN 患者机体炎症状态，降低炎性反应对患

者肾功能的损伤。另一方面有文献报道，左卡尼

汀抑制肾脏中金属蛋白酶的活性，对糖基化早期

产物朝着终产物转化的路径具有较强的抑制性效

果，从而对肾功能产生保护性作用［22］。本研究结

果也显示，观察组 SCr、BUN 水平均低于对照组，

与上述结论相一致。回顾既往研究，左卡尼汀联

合前列地尔方案相关研究对象以早中期 DN 患者

为主，研究显示联合方案肾功能改善显著的结

论［23］，这说明左卡尼汀联合方案对不同疾病程度

DN 患者均有效。但不同研究之间纳入对象、基

础用药方案不同，上述结论参考意义有限。本组

血生化数据也表明，观察组 Hb、ALB、TC 指标水

平得到改善，这也降低了 ESDN 患者并发心血管

疾病的风险。在治疗过程中，观察组不良反应发

生率明显低于对照组，与黄娟［24］等学者结论

相似。

综上所述，前列地尔联合左卡尼汀应用于

ESDN有利于保护患者肾功能，降低机体炎性因子

水平，调节胆固醇等生化指标水平，并控制透析不

良反应发生率。
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黑豆汁制何首乌中大豆苷元含量测定

邓青★ 李霓冰

［摘 要］ 目的 通过测定黑豆汁制何首乌中大豆苷元的含量对其质量进行评价。 方法 采用

薄层色谱法对黑豆汁制何首乌、生何首乌、清蒸制何首乌及对照品中的大豆苷元进行定性分析；采用高

效液相色谱法对其大豆苷元含量进行定量分析。 结果 黑豆汁制何首乌薄层色谱中的荧光斑点与大

豆苷元对照品色谱的荧光斑点位置对应；而生何首乌、清蒸制何首乌色谱中，与大豆苷元对照品相应的

位置上不显相同颜色的荧光斑点。通过高效液相色谱测定得到大豆苷元进样量 X（μg）与其对应的峰

面积值 Y 的回归方程为：Y=12.647X+197.35（r=0.999 9），线性范围为 1.65~16.56 μg，平均回收率 98.72%
（n=5，RSD=1.54％）。黑豆汁制何首乌大豆苷元含量为（12.34±1.26）mg/g；在生何首乌、清蒸制何首乌中

未检测出大豆苷元。 结论 通过对黑豆汁制何首乌中大豆苷元的鉴定，可有效区分黑豆制何首乌与其

它炮制品，从而达到对制何首乌质量评价及鉴别的目的。

［关键词］ 黑豆汁；大豆苷元；何首乌

Study on the content of Daidzein in Polygonum multiflorum Thunb with black
bean juice
DENG Qing★，LI Nibing
（Department of Pharmacy， First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine，
Guangzhou，Guangdong，China，510405）

［ABSTRACT］ Objective To investigate daidzein content in Polygonum multiflorum Thunb with black
bean juice and to evaluate the quality of Radix Polygoni Multiflori preparata. Methods The daidzein in
Polygonum multiflorum Thunb with black bean juice was qualitatively analyzed by thin⁃layer chromatography
（TLC）. The daidzein content in Polygonum multiflorum Thunb with black bean juice was carried out by the
high performance liquid chromatography （HPLC）. Results During TLC， the fluorescent spots of
Polygonum multiflorum Thunb with black bean juice could be observed in the corresponding position of
daidzein control，while fluorescent spots could not found in the corresponding position on TLC of raw
Polygonum multiflorum and steamed Radix Polygoni Multiflori. The regression equation of X daidzein injection
volume X（μg）determined by HPLC with its corresponding peak area value Y was obtained，which was Y =
12.647X+197.35，r=0.999. The linear range was 1.65 μg~16.56 μg，and the average recovery rate was 98.72%
（n = 5，RSD = 1.54%）. The content of daidzein was 12.34±1.26 mg/g in Polygonum multiflorum Thunb with
black bean juice，while daidzein was not detected in raw Polygonum multiflorum Thunb and steamed Radix
Polygoni multiflori. Conclusion The identification of daidzein in Polygonum multiflorum Thunb with black
bean juice can be used to identify Polygonum multiflorum Thunb with black bean juice from other processed
products of Polygonum multiflorum Thunb effectively，so as to evaluate the quality of Radix Polygoni
Multiflori preparata.

［KEY WORDS］ Black bean juice；Daidzein；Polygonum multiflorum Thunb
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根据相关研究表明，何首乌中蒽醌类化合物

对人的肝功能影响较大［1］。近年来国内外均有大

量文献报道何首乌是否规范炮制与人体的肝脏损

伤性直接相关［2］。目前市场上存在不法商人采用

添加色素对何首乌进行加工，其色素本身可对人

体造成危害；抑或将不合格品掺于正品中或是直

接销售不合格品；更有不少企业没有按照药典要

求进行炮制，其内在质量与中华人民共和国药典

标准相差甚远［3］。何首乌的炮制方法种类较多，主

要的炮制方法是通过与黑豆共蒸并要求“忌铁”。

目前研究人员主要采用高效液相色谱法（high per⁃
formance liquid chromatography，HPLC）检测二苯

乙烯苷类和蒽醌类含量变化制首乌的质量，但这

几类物质在制何首乌生产过程中含量不稳定，易

发生挥发或分解，因此，测定这些成分来判断制首

乌的质量并不完善［4］。为此本研究通过测定黑豆

制何首乌中大豆苷元的含量以鉴定何首乌是否规

范炮制，为生产合格黑豆制何首乌提供参考，同时

有助于淘汰黑豆制何首乌的伪劣产品。

1 材料和方法

1.1 仪器/试剂

Waters 2695高效液相色谱仪购自美国沃特斯

公司；Direct⁃QTM 5 超纯水仪购自美国 Millipore 公

司；FA1004B 电子分析天平购自美国奥豪斯仪器

（上海）有限公司；KQC⁃5B超声波清洗器购自济宁

科强超声检测仪器有限公司；旋转蒸发仪购自上

海越众仪器设备有限公司；ZK⁃82B型真空干燥箱

购自上海姚氏仪器设备厂；乙醇购自上海化工厂；

乙腈（色谱纯，批号 133425）购自美国 TEDIA 天地

试剂公司；甲醇（色谱级）购自德国Merck公司；生

何首乌对照药材（批号 941825501）购自南京鹿江

中药厂。

1.2 黑豆汁制何首乌的制备

取黑豆 2 kg，加水 24 kg 浸泡 12 h，煮制 4 h，
得滤液约 3 kg。豆渣加水 5 kg，煎煮 3 h，得滤液约

2 kg，合并滤液，备用。按质量比 4∶1 分别称取何

首乌和黑豆汁均匀搅拌，置于坐水锅中隔水炖制

24 h。取出，干燥备用。

1.3 清蒸何首乌的制备

称取 100.0 g 干燥后生何首乌，置于非铁质

容器内，密闭，坐水锅中隔水炖制 24 h。干燥

备用。

1.4 大豆苷元薄层色谱法（thin⁃layer chromatogra⁃
phy，TLC）定性分析

1.4.1 对照品溶液的制备

精密称取 10 mg大豆苷元对照品，加甲醇制成

每 1 mL 含 0.5 mg 的溶液，作为对照品储备液，

备用。

1.4.2 供试品溶液的制备

用天平称量黑豆汁制何首乌、生何首乌、清蒸

制何首乌各 2 g，然后过 3 号筛，移入回流提取器

中，向提取器中加入无水乙醇盐酸混合溶液（按照

体积比 4∶1 混合）40 mL，加热 1 h 后将混合液滤

过，通过旋转蒸发仪将滤液蒸干，然后残渣加水

20 mL 溶解，摇晃 5 min；采用适量乙酸乙酯振摇萃

取 3次，合并乙酸乙酯液；旋转蒸发仪蒸干后加水

4 mL 溶解，将该溶液过聚酞胺柱后收集洗脱液，

45℃以下减压蒸干，采用甲醇 2 mL溶解残渣，作为

供试品溶液。另取黑豆对照药材粉末 0.5 g，同法

制成对照药材溶液。

1.4.3 薄层色谱法鉴别

吸取黑豆汁制何首乌、生何首乌、清蒸制何首

乌及黑豆对照供试品溶液各 2 μL，对照品溶液

2 μL，分别点于同一硅胶 G 薄层板上，以三氯甲

烷⁃乙醇（10∶1.2）为展开剂，展开，取出，晾干，将薄

层板放在紫外光灯（365 nm）下观察。

1.5 HPLC测定大豆苷元含量

1.5.1 对照品溶液的制备

取大豆苷元对照品适量，加甲醇制成每 1 mL
含 0.1 mg的大豆苷元对照品溶液。

1.5.2 供试品溶液的制备

用天平称量黑豆汁制何首乌、生何首乌、清蒸

制何首乌各 1 g，然后过 3 号筛，移入回流提取器

中，向提取器中加入无水乙醇盐酸混合溶液（按照

体积比 4∶1 混合）40 mL，加热 1 h 后将混合液滤

过，通过旋转蒸发仪将滤液蒸干；然后残渣加水

20 mL溶解，摇晃 5 min，采用适量乙酸乙酯振摇萃

取 3次，合并萃取液体；最后通过旋转蒸发仪将滤

液蒸干，采用 10 mL 容量瓶用甲醇定容，滤过，完

成供试品溶液的制备。

1.5.3 色谱条件及相关实验步骤

Diamonsil C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

柱温：25℃；流动相：甲醇-0.2%磷酸溶液 ⁃乙腈

（2∶6∶2）；测定波长：254 nm。大豆苷元色谱实验

对流速、进样体积 2个关键参数依次优化，对分别
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考察了在流速为 6、8、10 mL/min 时大豆苷元的分

离效果，发现流速为 8 mL/min时分离效果最好；同

时分析进样体积为 5、10、15、20 μL 时大豆苷元

的分离效果，发现进样量为 15 μL 时分离效果最

好。因此，在流速 8 mL/min，进样体积 15 μL 条

件下进行洗脱程序，在此条件下得到制何首乌制

备液相色谱图吸取大豆苷元对照品试液（起始浓

度为 5 mg/mL）0.1 mL、0.2 mL、0.8 mL、1.6 mL、
3.2 mL，采用流动相将其稀释为 69.6，139.4，278.8，
557.6，1 115.2 μg/mL系列浓度，经 0.45 μm滤膜过

滤，进行色谱分析。通过进样针进样 15 μL，分析

大豆苷元色谱峰面积，制作标准曲线，同时采用最

小二乘法计算大豆苷元进样量X（μg）与其对应的

峰面积值Y的线性关系。

1.5.3.1 重复性实验

精密称取黑豆汁制何首乌粉末 0.100 g，共 5
份。按照“1.5.2”项下方法平行制备成供试品溶

液，分别进样 15 μL进行重复性实验。

1.5.3.2 稳定性实验

精密吸取制备的供试品溶液 15 μL，分别在

0、2、4、8、16 h后进样，进行稳定性实验。

1.5.3.3 精密度实验

精密吸取大豆苷元对照溶液及相关样本供试

液各 15 μL，连续进样 5次进行高效液相色谱法分

析，进行精密度实验。

1.5.3.4 加样回收率实验

精确称量各样本 100 mg，置于锥形瓶中，精密

移入分别加入低、中、高 3种浓度的大豆苷元对照

液，应用色谱进行含量测定，计算回收率。相对标

准偏差（RSD）计算公式：RSD =标准偏差（SD）/计
算结果的算术平均值（X）×100%。

2 结果

2.1 大豆苷元薄层色谱法鉴别分析

本实验中采用了乙醇提取后再用乙酸乙酯萃

取，减少了葱醌类成分的背景干扰，获得较为清晰

的结果。黑豆汁制何首乌色谱中，与大豆苷元对照

品色谱相应的位置上显相同颜色的荧光斑点；生何

首乌、清蒸制何首乌色谱中，在与大豆苷元对照品

相应的位置上不显相同颜色的荧光斑点。见图 1。
2.2 线性关系考察结果

探究大豆苷元进样量X（μg）与其对应的峰面

积值 Y 的线性关系，发现大豆苷元进样量 X 在

1.657~16.56 μg范围内与峰面积Y呈线性，其回归

方程为：Y=12.647X+197.35（r=0.999 9）。

2.3 标准品和样品色谱图

对照品大豆苷元的相对保留时间为 39 min，
以该峰为参照，黑豆汁制何首乌供试品色谱中在

39 min 出现该特征峰，而在生何首乌药材供试品

和清蒸制何首乌供试品色谱中未出现该峰，说明

后两者中不存在大豆苷元。分析大豆苷元的色谱

峰面积值，计算大豆苷元的含量，其平均值为

(12.34±1.26)mg/g（n=5），见图 2、表 1。

1 2 3 4 5

1：大豆苷元对照品；2：黑豆对照；3：黑豆汁制何首乌；4：生何首

乌药材；5：清蒸制何首乌。

图 1 大豆苷元 TLC鉴别分析

Figure 1 Differential analysis of Daidzein by TLC method

A：大豆苷元对照品；B：黑豆汁制何首乌；C：生何首乌；D：清蒸

制何首乌。

图 2 大豆苷元标准品和样品色谱图

Figure 2 Chromatogram of daidzein standard and sample
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2.4 高效液相色谱的精密度实验

本研究发现精密度实验 RSD 为 2.18％，表明

本法的重复性好，见表 2。

2.5 高效液相色谱的重复性实验结果

本研究发现重复性实验 RSD 为 2.97％，表明

本法的重复性好，见表 3。

2.6 高效液相色谱的稳定性实验

本研究发现稳定性实验相对标准偏差 RSD为

1.33%，说明制备的供试品溶液中大豆苷元在 16 h
内具有良好的化学稳定性，见表 4。

2.7 加样回收率实验

本研究样本的平均回收率为 99.21%，相对标

准偏差RSD为 2.06%，见表 5。

表 1 大豆苷元含量的检测结果

Table 1 Results of daidzein content

样本序号

大豆苷元对照品峰面积

黑豆汁制何首乌峰面积

生何首乌峰面积

清蒸制何首乌峰面积

RSD（%）

1
255
249
253
248

2.18

2
258
253
252
254

3
261
254
251
256

4
259
254
257
258

5
251
257
253
255

表 2 精密度实验结果

Table 2 Experimental results of precision

样本序号

峰面积

RSD（%）

1

252

2.97

2

256

3

257

4

252

5

258

表 3 重复性实验结果

Table 3 Repeatability experimental results

时间（h）

峰面积

RSD（%）

0

257

1.33

2

254

4

256

8

257

16

254

表 4 稳定性实验结果

Table 4 Stability test results

样本

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

样品称样量

（mg）
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

样本中大豆

苷元含量（mg）
1.06
1.11
1.09
1.05
1.01
1.03
1.02
1.04
1.06

加入的

对照品量（mg）
1.12
1.12
1.12
1.52
1.52
1.52
1.92
1.92
1.92

测得量

（mg）
2.17
2.25
2.07
2.53
2.58
2.52
2.91
2.90
2.92

回收率

（%）

97.21
102.11
96.97
98.44
101.98
98.82
98.98
97.96
97.99

平均回收率

（%）

99.21

RSD
（%）

2.06

表 5 加样回收率实验结果

Table 5 Test results of sample recovery

3 讨论

何首乌为蓼科植物何首乌 Polygonum multiflo⁃
rum Thunb。的干燥块根，2015年版中国药典制何

首乌项下记载了其炮制材料：每 100 kg 何首乌片

（块），用黑豆 10 kg，何首乌经黑豆汁制后能增强

和改变疗效［5］。但是市场中存在的何首乌及其相

关制品质量不一，由其引发的安全问题时有发生，

对人们的健康构成一定的威胁［6］。有研究利用

HPLC 测定二苯乙烯苷和蒽醌含量评估制首乌的

组别

大豆苷元含量（mg/g）

黑豆汁
制何首乌

12.34±1.26

生何首乌

0.00

清蒸制
何首乌

0.00
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质量，结果发现不同工艺炮制一段时间后，二苯

乙烯苷和总蒽醌含量炖制一段时间后发现二苯乙

烯苷含量一直降低，对判断制首乌的质量的可靠

性产生影响［7］。为保障何首乌制品的用药安全，

需要加强对产品的质量监管。大豆苷元是黑豆的

主要指标成分，通过检测制何首乌中的大豆苷元

成分，可对制何首乌进行质量控制，从而达到对

黑豆制何首乌与其它炮制品进行有效鉴别的目

的［8］。有研究认为，经过黑豆汁炮制后的制何首

乌会含有黑豆中的大豆苷元成分，可作为鉴别何

首乌经规范化炮制的有效手段［9］。因此，只需要

测定通过检测制何首乌中的大豆苷元成分，对制

何首乌进行质量控制，从而达到对黑豆制何首乌

与其它炮制品进行有效鉴别的目的。因此，本课

题拟通过薄层色谱法鉴定及 HPLC 测定黑豆制何

首乌和清蒸制何首乌及生何首乌中是否含有大豆

苷元成分，确定其是否经过黑豆汁的规范化炮

制［10⁃11］。本实验中采用了乙醇提取后再用乙酸乙

酯萃取，减少了葱醌类成分的背景干扰，获得较

为清晰的结果。在制备何首乌样品液过程中加入

适量乙酸乙酯浸泡，可提高大豆苷元的萃取率，

并减少杂质对试验的干扰，这可能是由于大豆苷

元在乙酸乙酯的溶解度较高。黑豆汁制何首乌色

谱中，与大豆苷元对照品色谱相应的位置上显相

同颜色的荧光斑点；生何首乌、清蒸制何首乌色

谱中，与大豆苷元对照品相应的位置上不显相同

颜色的荧光斑点，提示黑豆制何首乌中大豆苷元

含量较高，可以通过检测大豆苷元含量鉴别黑豆

制何首乌。有研究采用薄层色谱法检测黑豆制何

首乌中大豆苷元含量效果较差，这可能是由于其

在实验过程中选用甲醇做萃取剂，对大豆苷元的

萃取效果不佳［12］。有研究发现在提取制何首乌

中的大豆苷元时，加入 25%的盐酸，这样有利于黑

豆中的大豆苷水解成大豆苷元，一定程度上增加

了大豆苷元的含量，可提高检测效果［13］。黑豆制

何首乌中大豆苷元含量较低，同时含有酚类及蒽

醌类化合物，本实验通过优化萃取条件，取得较

好的分离效果，以免因样本杂质较多导致色谱实

验失败。通过薄层色谱法较为直观地发现不同何

首乌样本的斑点深度有一定差异，这表明不同何

首乌制品的大豆苷元的含量差异较为明显，但不

能精确评估大豆苷元含量的差异程度。本研究通

过采用高效液相色谱法检测，发现黑豆汁制何首

乌供试品色谱中 19 min 出现该特征峰，而在生何

首乌药材供试品和清蒸制何首乌供试品色谱中未

出现该峰，说明后两者中未存在大豆苷元。这表

明可以通过检测大豆苷元鉴别黑豆汁制何首乌与

其它何首乌的区别。本实验采用甲醇-0.2%磷酸

溶液⁃乙腈为流动相，弱酸性条件可有效减轻或消

除峰拖尾的现象，使大豆苷元的色谱峰较为清

晰。从色谱图中可以发现黑豆制何首乌中大豆苷

元的保留时间与其它物质有明显差异，这说明流

动相的洗脱效果较高，使不同极性的物质的保留

时间和峰面积发生差异，有利于鉴别不同性质的

物质。四级杆⁃飞行时间质谱技术可通过分析制

何首乌分二苯乙烯苷及蒽醌类成分进行鉴定，实

验结果较为准确、重复性好，但该方法对设备要

求较高，难以推广应用，通过高效液相色谱法鉴

别大豆苷元的实验表明色谱基线比较稳定，出峰

时间适当，因而本鉴定方法有较好的应用价值。

本研究结果表明高效液相色谱对检测黑豆制何首

乌中大豆苷元含量具有较高的可靠性，在检测大

豆苷元的含量时需严格控制样本的进样量水平，

低于或高于参考进样量可导致实验结果的精度

降低。

综上所述，本研究通过高效液相色谱实验发

现黑豆汁制何首乌具有较高的大豆苷元含量，可

以通过测定黑豆汁制何首乌大豆苷元含量，以达

到区分何首乌是否经规范炮制，为有效、并可靠地

规范何首乌生产提供有效方法。
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手 足 口 病（hand ⁃ foot ⁃ and ⁃ mouth disease，
HFMD）是由多种肠道病毒（enterovirus，EVs）引起

的一种流行性疾病，它可以通过各种传播途径进

行传播，包括直接接触、胃肠道和呼吸道。根据世

界卫生组织的报告，2010 年内西太平洋多个地区

已经报告了广泛的手足口病流行［1⁃2］。在中国，每

年有 100多万人感染手足口病，这对儿童的健康构

成了严重的威胁［3⁃4］。

目 前 现 有 的 EV71 疫 苗 也 尚 未 能 为 导 致

HFMD 的所有 EVs 类型提供交叉保护［5］，因此

选择合适的 EVs 检测方法明确患者感染类型

对诊断 HFMD 进而采取最佳预防措施，对于有

效控制 HFMD 的传播并有效控制其暴发至关

重要。HFMD 的临床诊断参照《手足口病诊疗

指南（2018 年版）》执行［6］，临床工作者常常通

过采集患者的临床标本，进行病毒分离与鉴

手足口病实验室检测方法的研究进展

欧晓燕 许彬★

［摘 要］ 手足口病（hand⁃foot⁃and⁃mouth disease，HFMD）是由多种人肠道病毒引起的儿童常见传

染病，以发热和手、足、口腔等部位的皮疹或疱疹为主要症状，少数患者出现严重的神经后遗症，个别重

症患儿病情进展快可导致死亡。了解手足口病病毒和可能与疾病发展相关病毒的病原学检测方法有利

于进一步了解手足口病的传播模式和分子流行病学研究进展，有助于临床的对症治疗及预防控制该疾

病的蔓延。本文就手足口病实验室检测方法的研究进展进行综述，为一线工作人员在临床实践过程中

选择合适的HFMD检测方法提供参考。

［关键词］ 手足口病；肠道病毒 71型；柯萨奇病毒A16 型；病毒核酸检测方法

Research advances of laboratory detection methods for hand，foot and mouth
disease
OU Xiaoyan，XU Bin★

（Clinical Laboratory of Kunming Childrens Hospital，Kunming，Yunnan，China，650100）

［ABSTRACT］ Hand⁃ foot ⁃ and ⁃mouth disease（HFMD）is an infectious disease common in children
which is caused by various human enteroviruses. HFMD presents with a fever and rash or herpes on the hands，
feet and mouth. A small number of patients have severe neurological sequelae，with a few severe cases of
speedy development leading to death. Therefore，understanding detection methods for HFMD will not only
help to understand further the modes of transmission and the molecular epidemiology of HFMD，but also will
improve precise clinical treatment，prevention and control of the disease. In this paper，the research progress
of research into laboratory testing methods for hand⁃ foot ⁃ and ⁃mouth disease will be reviewed，to proride a
reference for frontline staff to select appropriate HFMD detection methods in clinical practice.

［KEY WORDS］ Hand foot mouth disease；Enterovirus 71；Coxsackie virus A16；Viral nucleic acid
detection methods
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定。目前临床上常用的实验室检测方法包括

病毒分离培养法、血清学分析法、病毒核酸检

测方法等。

本文拟对 HFMD 实验室检测方法进行综述，

旨在为一线科研工作者在临床实践过程中选择合

适的HFMD检测方法提供参考。

1 病毒分离培养法

病毒分离培养法是鉴定病毒感染性疾病的金

标准［7］，其关键在于根据不同时期、不同地区流行

株的不同选择对病毒敏感性不同的细胞系进行病

毒培养。常用的实验室培养细胞有对柯萨奇病毒

A16 型（coxsackie virus A16，CVA16）和肠道病毒

71 型（enterovirus 71，EV71）敏感的人横纹肌肉瘤

细胞（rhabdomyosarcoma cell，RD cell）、对柯萨奇

B 组病毒敏感的人喉癌上皮细胞（human Larynge⁃
al carcinoma Hep⁃2 cell）、对 EV71敏感的非洲绿猴

肾细胞（kidney epithelial cells from African green
monkey，Vero cell）等［8⁃13］。病毒分离培养法通过

采集患者粪便、肛拭子、咽拭子、咽喉洗液或疱疹

液等制成悬液后接种于敏感细胞中进行培养，一

般需要 7~14天［8，13］。病毒分离培养在诊断HFMD
上虽然精确，但该方法在诊断某些 EV血清型的敏

感性不足，且该方法所需的分离培养时间长，不利

于 HFMD 的早期诊断［7］。此外，该方法病毒培养

过程繁琐，对病毒分离培养人员的操作技能要求

较高，需要耗费大量的人力物力，无法满足流行地

区大样本的检测，限制了它的临床应用。

2 血清学分析法

血清学分析法常用的包括中和抗体检测法、

酶联免疫吸附法（enzyme linked immunosorbent as⁃
say，ELISA）、补体结合试验（complement fixation
test，CF）等。

EV 入侵机体后可诱导机体产生免疫应答并

在机体内产生较高水平的 IgG，抗体水平可保持

2 个月［14］。中和抗体检测法通过对急性期和恢

复期血清标本的病毒特异性抗体进行检测以作

出诊断。Yang 和 Mao 等［15⁃16］的研究证实，患者在

感染 EV71 及 CVA16 后可通过中和试验检测到

特异性中和抗体水平均有不同程度的明显增长，

这就表明通过测定特异性抗体水平可以进行不

同病原体的鉴别诊断。但该方法存在观察时间

较长、抗原漂移、出现交叉免疫反应等造成结果

的不确定性，而且患者感染病毒后免疫应答产生

抗体尚需一定时间，不适用于 HFMD 的早期

诊断。

ELISA 也是通过抗原抗体的特异性结合反

应进行不同病原的鉴别诊断。ELISA 可检测患

者血清中的 IgM 和 IgG 抗体。该方法主要应用

于快速诊断，操作简便、对实验操作人员无特殊

要求，而且对于检测设备的要求也不高，普通的

酶标仪即可满足需求，非常适合在基层医院的

推广应用［17⁃18］。然而，有研究显示，ELISA 检测

EV71⁃IgM、CVA16⁃IgM 抗体存在交叉反应，假阳

性率可达 31.1%和 27.5%［11］，且 IgM 特异性抗体

在患者体内持续时间长，根据 ELISA 的阳性检

测结果也无法判断疾病是既往感染还是近期

感染。

CF通过感染期检测补体结合抗体可以区分既

往感染和新近感染。然而该方法的特异性不高，

常在不同肠道病毒的抗原之间存在交叉反应，使

得检测结果假阳性率过高，不利于对 HFMD 的准

确诊断［19］。

3 病毒核酸检测方法

鉴于病毒培养法及血清学检测方法都存在一

定的局限性，随着分子生物学技术的迅猛发展，核

酸检测逐渐发展成为 EV 病原学检测新的“金标

准”。核酸检测相较于传统的血清学检测方法具

有快速、特异、敏感的优点。目前，常用的 HFMD
病原鉴定的核酸检测技术主要包括基于聚合酶

链反应（polymerase chain reaction，PCR）原理的逆

转录聚合酶链式反应（reverse transcription⁃PCR，

RT⁃PCR）、实时定量逆转录聚合酶链反应（real⁃
time quantitative RT⁃PCR，qRT⁃PCR）及以核酸杂交

技术为基础的基因芯片技术（microarray）等分子诊

断方法［20］。

常规 RT⁃PCR 即在扩增时需首先进行逆转录

将 RNA转录成 cDNA，然后再进行特异DNA序列

的扩增和检测的方法。引起HFMD的病毒主要为

小RNA病毒科 EV属成员［21］，其病毒核酸为RNA，

因此，RT⁃PCR 方法常用于 HFMD 的检测。RT⁃
PCR 法通常针对高度保守的 5′非编码区（5′⁃un⁃

·· 429



分子诊断与治疗杂志 2018年 11月 第 10卷 第 6期 J Mol Diagn Ther, November 2018, Vol. 10 No. 6

translated region，5′⁃UTR）设计特异性引物进行扩

增。引起HFMD的常见病毒之一 EV71，其衣壳蛋

白由VP1、VP2、VP3、VP4 4种外壳蛋白构成，其中

VP1 为主要的抗原决定簇，其核苷酸序列信息是

EV71 病毒分型的主要依据。有研究显示采用

EV71 和 CVA16 的 VP1区的保守序列设计的引物

对 101 份 HFMD 临床分离物进行检测，检出率均

达到 100%［22］，表明 RT⁃PCR 用于检测 HFMD 的灵

敏度非常高。然而后续有研究显示VP1也是病毒

变异最大的结构片断，可以导致 EV71 的鉴定失

败，这也促进了更多改良的 RT⁃PCR 检测技术的

诞生。Jiang 等［12］即针对 VP1区多变的特性，选择

了多个保守区域进行引物设计建立了多重 RT⁃
PCR 技术，取得了良好的结果，但是多重 RT⁃PCR
容易存在交叉反应，且各对引物之间存在扩增效

率不一致等问题。综合以上研究结果表明，RT⁃
PCR 技术相较于传统的病毒分离培养法及血清

学分析方法确实取得了里程碑式的进展，因为其

不仅简化了实验操作流程，更重要的是在灵敏度

和特异性上有了极大的提高，已成为 EV 感染快

速诊断的重要手段。但由于病毒变异速度快，需

要针对不同的片段设计引物，多重 RT⁃PCR 的交

叉反应、扩增效率不一致问题，也成在一定程度

上限制了其临床应用，qRT⁃PCR 检测技术应运

而生。

qRT⁃PCR 在普通 RT⁃PCR 的基础上增加了

荧光标记的特异性探针，可通过 PCR 循环阈值

（cycle threshold，CT）和标准曲线对样本进行定性

和定量分析。引起HFMD的病毒种类中最常见的

为 EV71和CVA16［23］，因此，有研究首先针对 EV71
和CVA16 VP1基因设计了相应的引物和探针进行

EV71、CVA16的检测，检测结果显示未有 2种病毒

以外的其他病毒被检测到［24］，表明该检测方法的特

异性良好；而另一研究其检出阳性率达到 69.48%
（148/213），远高于病毒分离培养法 34.74%（74/213）
和常规 RT⁃PCR 方法 47.42%（101/213）［25］，则表明

qRT⁃PCR 方法的灵敏度高于传统的检测方法。

qRT⁃PCR 具有灵敏度高、特异性好的优点，常用

于 EV71、CVA16 及 EV 的检测，有研究还发现选

取咽拭子和疱疹液类型样本进行检测，可提高检

出率［26］。由于 HFMD 为全球性流行病，不同时

期、不同地区其病毒株或许存在差异，因此，研究

者们还建立了相应的特异性检测技术，如巢式逆

转录聚合酶链式反应（nest RT⁃PCR）、逆转录环

介导等温扩增（reverse⁃transcription loop⁃mediated
isothermal amplification，RT ⁃ LAMP）技 术 等［19］。

有研究对常用的几种 RT⁃PCR 方法进行了比对

分析［27⁃28］，结果显示常规 RT⁃PCR 适用于检测病

毒载量高的样本；巢式 RT⁃PCR 及 qRT⁃PCR 则适

用于病毒载量低的临床样本；且常规 RT⁃PCR、

巢式 RT⁃PCR 后续还需要进行电泳鉴定，操作繁

琐，易污染；而 qRT⁃PCR 不需要后续步骤，结果

直观，不易出现假阳性，临床上可以根据不同的

需求来选择不同的检测方法。不可否认的是，

这些技术的建立与优化使得 HMFD 的检测方法

更加全面、准确，为 HFMD 的诊断提供了便利。

随着近几年 HFMD 的大规模暴发流行，临床

病原学检测技术也在逐步向高通量、精准化发

展。基因组测序的完成、数据的增长，基因芯片作

为一种能够获得大量基因表达图谱的高通量技术

迅速得到广泛应用。基因芯片技术是通过将特异

的 DNA 片段高密度固化到特殊载体表面，与特

殊荧光标记的样品分子进行杂交后通过扫描技术

收集信号，并利用专门的生物信息软件进行分

析，从而获得样品的信息情况［29］。该法同时采用

多组探针联合检测，规模大、通量高，尤其适用于

暴发流行的 HFMD 病原检测，但是基因芯片相对

血清学检测、PCR 方法对实验室仪器、人员都有

较高要求，且该检测方法所使用的仪器、试剂均

比较昂贵，这些硬性条件限制了其在临床上的推

广应用。

由于非 EV71 型和非 CVA16 型肠道病毒的频

繁出现，以及某些 HFMD 相关病原体检测呈阴性

的病例的增加，使得 HFMD 监管困难，给 HFMD
的诊疗带来了新的挑战。随着分子诊断技术的飞

跃，下一代测序技术（next⁃generation sequencing，
NGS）从一种新兴技术变成了主流检测技术并被

逐渐应用于临床诊断。与基因芯片技术不同，它

不依赖于已知的序列信息，能对某一生境中的所

有微生物的核酸序列进行并行测序与深入细致全

基因组分析，具有通量高、速度快、效率高等优势，

尤其适用于 HFMD 暴发流行的复杂病原检测分

析，为疫情控制的提供了有效手段，也给病原生物

诊断研究带来了重大变革。Wang等［30⁃32］的研究表
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明 NGS 技术不仅能够为 HFMD 患者感染的病毒

变异和进化提供序列依据、全面分析 HFMD 样本

中的病原构成，也具有HFMD临床检测的可行性，

且自 2008 年以来，随着 NGS 技术的不断革新，

全基因组测序费用呈指数级下降，测序时间也降

至 3 天，都为 NGS 在病原学临床检测的迅速推广

应用中创造了有利条件。

4 展望

近年来，HFMD在我国呈现持续性的广泛散发

或暴发流行状态，且越来越多患者感染非 EV71、非
CVA16 等以往不常见的其他肠道病毒，使得

HFMD的监管越加艰难。快速地诊断HFMD，明确

感染病毒类型显得越加重要。传统的病毒分离培

养、血清学分析法对人员、设备要求低，可在社区

基层医院实现；基于 PCR 原理的病毒核酸检测方

法则具有简便快捷且具有一定的灵敏度、特异度

能够为 HFMD 的快速诊断提供依据；基因芯片及

NGS技术则具有通量大、信息全面的优势，能够为

新发病例提供全面的基因信息。

自 2015 年奥巴马提出了“精准医学计划”

（precision medicine initiative）之后，“精准医疗”便

成为全球健康领域的热门话题，这直接推动了基

因测序以及建立在其基础上的分子诊断领域的发

展。尤其是在 2015 年 10 月份 Pacific Biosciences
推出小型化的三代单分子测序仪 Seqeul更是标志

三代测序时代的来临。但目前三代测序尚处于实

验室研究阶段，临床应用尚不成熟，在三代基因

测序技术突破之前，NGS 较现行技术有高通量、

高准确性、成本适应当前消费端的优势，在中短

期内，NGS将成为临床基因测序领域的主力军。

分子生物学检测技术的不断发展，HFMD 的

检测方法也日渐丰富，且不同的检测方法有不同

的优、缺点。临床实验室应该具体情况具体分析，

选择合适的检测方法，在必要的时候进行联合检

测，为 HFMD 的全面、准确诊断提供可靠依据，为

HFMD 的个体化防治发挥作用。
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·专家风采· 实验室巡礼

中山大学附属第六医院遗传代谢病实验室肖 昕

1962 年 12 月出生。

1997 年毕业于德国柏林

自由大学，获医学博士

学位。

教授，主任医师，博

士生导师，广东省医学领

军人才，中山大学“百人

计划”引进人才。现任中

山大学附属第六医院儿

科主任，遗传代谢病实验

室主任。担任中国医师协会新生儿专业委员会内分泌及遗传代谢病专业委员会副主任委

员，海峡两岸医药卫生交流协会理事兼新生儿专业委员会副主任委员，广东省医师协会

儿科专业委员会副主任委员，广东省健康管理学会儿科学及青少年健康管理专业委员会

副主任委员，广东省优生优育学会小儿早期发育专业委员副主任委员，广东省医学会围

产医学分会副主任委员兼遗传代谢病学组组长，广东省医学会新生儿分会常委兼遗传代

谢病学组组长。担任《Journal of Pediatric Infectious Diseases》《中华围产医学杂志》《中华

实用临床儿科杂志》《中华新生儿科杂志》《中国小儿急救医学》《中国当代儿科杂志》和

《广东医学》等杂志编委，国家和广东省自然科学基金项目评审专家，广东省和广州市医

疗事故专家鉴定委员会委员。

从事儿科临床工作近 30年，致力于研究小儿遗传代谢性疾病及新生儿疾病的诊断与

治疗。在国内较早开展新生儿重症监护、新生儿窒息复苏、新生儿机械通气、新生儿全肠

道外营养及遗传代谢性疾病等诊疗技术。主持美国国立卫生研究院（National Institutes
of Health，NIH）国际合作项目 1项、国家自然科学基金 4项、教育部回国博士研究基金 1
项、广东省自然科学基金 5项和广州市重大创新项目 1项等。主编《新生儿机械通气治疗

学》（人民卫生出版社）、《新生儿危重症监护治疗学》（江西科技出版社）和《实用儿童重症

医学》（人民卫生出版社）等学术著作，参编《实用新生儿学》（人民卫生出版社）、教育部普

通高等教育“十二五”规划教材《儿科学》和《儿科门急诊手册》（江西科技出版社）等学术

著作，并主笔育儿科普读物《育婴宝典-从出生到周岁》和《新生儿婴儿护理手册》。

在国内外期刊发表论文 120余篇，其中 SCI收录论文 12篇。曾以第一作者于《中国

新生儿科杂志》《中国小儿急救医学》以及《中华微生物学和免疫学杂志》等杂志分别发表

《质谱技术在小儿遗传性代谢病筛查中的应用》《有机酸血（尿）症及其临床处理》和《不同

胎龄新生儿免疫球蛋白重链基因 CDR3序列特征》等优秀论文。培养博士 4名，硕士 60
余名。

中山大学附属第六医院遗传代谢病实验室位于广州市天河区员村二横路 26号，于 2010年建立，隶属于中

山大学胃肠病研究所，是利用质谱技术进行遗传代谢病诊断分析，建立以气相色谱⁃质谱联用仪（gas chromatog⁃
raphy⁃mass spectrometer，GC⁃MS）技术、液相色谱串联质谱（liquid chromatographytandem mass spectrometry，
LC⁃MS/MS）技术及高通量测序技术为主的遗传代谢病诊断平台。

实验室与全球最顶尖的遗传代谢病研究机构日本松本生命科学研究院缔结了共同组建遗传代谢病实验室

的协议，把日本的先进技术尿素酶预处理⁃气相色谱⁃质谱法（GC/MS）直接引进中国。通过GC/MS技术可以从

100 μL的尿液样本分析 250种代谢产物，进行 142种遗传代谢病诊断，该技术检测水平在国内外处于领先水

平。 实验室LC⁃MS/MS技术可通过新生儿筛查的血斑点标本分析 71种代谢产物，诊断 52种遗传代谢病。实

验室在 2014年之前就自主研发了新生儿遗传代谢病（inherited metabolic diseases，IMD）质谱分析系统，该系统

能够大批量完成串联质谱波谱数据化、质谱检测数据全自动导入、异常代谢产物算法和人工智能算法，自动诊

断分析新生儿常见遗传代谢病，构建了可以存储百万级质谱检测数据的数据库。通过该自主分析系统的运用，

能为临床应用提供规范的、可靠的遗传代谢病诊断，大大降低串联质谱的使用门槛，使得一些偏远地区和医疗

不发达地区也可以通过国产化的诊断分析软件快速进行遗传代谢病的诊断，做到早诊断、早治疗。对于一些疑

难病例，可以通过软件自带的专家会诊平台进行专家会诊分析，结合染色体分析、特定基因分析、医学外显子测

序、全外显子测序、全基因组测序进行确诊，很好地促进了遗传代谢病的临床诊断和治疗。

实验室与中山大学相关实验室进行技术合作，利用高通量测序和芯片平台，构建省内外遗传性疾病的资源

网络，探索疾病与遗传因素的关系，针对遗传多态性发掘本地人群的遗传特征，建立中国华南地区遗传代谢病

基因位点数据库，拓展遗传性疾病的病种，寻求植入前诊断和产前诊断少见遗传性疾病的技术和方法。

目前实验室已积累十几万例新生儿血样MS⁃MS检测结果、一万多例尿样GC⁃MS检测结果及300多例基因

检测结果，这些大样本数据的积累为国内遗传代谢病的临床诊断提供了可靠的依据。实验室承担了多项国家

级和省级重大科研项目，包括国家自然科学基金、广州市健康医疗协同创新重大专项（700万）、广东省科技计划

项目、广州市科技计划项目等，在研经费超过1 000万元。在多项实验研究的基础上，实验室不断完善遗传代谢

病诊断的关键技术和早产儿代谢组学技术。在国内外核心期刊发表论文 100多篇。主编《新生儿机械通气治

疗学》《新生儿危重症监护治疗学》《实用新生儿重症医学》和《实用儿童重症医学》等多部专著，培养博士 4名，

硕士60余名。

学科带头人肖昕为中山大学附

属第六医院儿科主任，遗传代谢病

实验室主任，同时担任中国医师协

会新生儿专业委员会内分泌及遗传

代谢病专业委员会副主任委员，海

峡两岸医药卫生交流协会理事兼新

生儿专业委员会副主任委员，广东

省医师协会儿科专业委员会副主任

委员等学术职务。从事儿科临床工

作近 30年，致力于研究小儿遗传代

谢性疾病及新生儿疾病的诊断与

治疗。
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A：CT标准曲线；B：HSV⁃2标准曲线；C：HPV16型标准曲线。1：107拷贝/μL；2：106拷贝/μL；3：105拷贝/μL；4：104拷贝/μL。

图（P388） 3种病原体质粒标准曲线

Figure（P388） Standard curve of 3 kinds of pathogen plasmids
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