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

家庭医生》杂志社有限公司主办，广州达安基因股份有限公司承办的面向国内

外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学科为

主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子医学

前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国医学

分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的最新

研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前有编

委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，于

2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。

杂志简介：

注：A为红色代表高危患者，绿色代表低危患者；B为红色代表死亡患者，绿色代表生存患者；C为热图显示高风险组

（蓝色）和低风险组（粉色）建模基因的表达，颜色越红，表达越高；D为高、低危组患者K⁃M分析；E为ROC曲线分析比

较模型与临床病理特征关联。

图（1443） 建模基因分布与模型准确性评估

Figure（1443） Modeling gene distribution and evaluation of model accuracy



·专家风采· 实验室巡礼

李一荣
武汉大学中南医院医学检验科是集临床检测、科研和教学于一体的现代化和精准化的综合性学科，是

湖北省重点学科和医院优势学科，整体实力处于国内领先水平。 医学检验科拥有临床检验诊断学博士点和

博士后流动站，是湖北省首家设立“艾滋病确证实验室”和“基因诊断门诊”的检验学科。近5年来，科室先后

荣获“全国抗击新冠肺炎疫情先进集体”、“全国先进基层党组织”、“全国创新争先奖牌”、“湖北青年五四奖

章”、“湖北省科技进步二等奖”和”武汉市青年文明号“等荣誉。

1. 打造优质团队。现有各级专业技术人员 78人，本科以上人员占 98.2%，硕士以上占 65.8%，博士占

37.0%；中级职称以上占 68.5%，高级职称占 34.6%，海外留学回国人员近 20人，正高职称 13人，副高职称 14
人，临床检验诊断学博士生导师 7人、硕士生导师 10人。多人在国家级学会担任副主委、常委和委员，还有

多人担任国内外各种专业学术期刊的副主编、编委和审稿专家。

2. 高效服务能力。医学检验科下设临床免疫室、临床化学室、临床基因扩增室、临床微生物室、临床细

胞遗传室、门诊与急诊快速检测室、临床基础检验室与发热门诊实验室等，集“自动化、标准化、规范化与信

息化”于一体，拥有众多国际一流的自动化检测设备，如全自动细菌培养仪和鉴定仪、全自动生化分析仪、全

自动免疫分析仪、多参数五分类血细胞分析仪、流式细胞分析仪、色谱分析仪、染色体分析仪、基因测序仪

等，开展了包括羊水染色体检测等 500余个检测项目。医学检验科按照 ISO15189质量与技术的要求，建立

了健全的质量管理体系，保证检验过程的规范化与标准化，并于 2017年顺利通过了 ISO15189实验室认可。

同时引进了先进的实验室信息管理系统，使仪器、实验室信息系统、医院信息系统以及互联网无缝对接，确

保检测结果能实时准确无误地传递到医生工作站或患者本人。

3. 教书育人成效。医学检验科每年承担检验系本科生、硕士生、博士生以及住院医师、进修生的培养教

育工作，同时还承担八年制临床博士以及留学生的实验诊断学教学。先后共有 10余人次担任主编或副主

编、20余人次参编了人民卫生出版社、高等教育出版社、医药卫生出版社五年制、四年制医学检验本科规划

教材《临床生物化学与检验》、《临床分子生物学与检验》、《临床免疫学与检验》、《临床血液学与检验》、《临床

微生物学与检验》、《临床实验室管理》和《实验诊断学》等；负责医学部或学校大创项目3个，建设和维护2项
中国大学MOOC《临床免疫学检验技术》、《实验诊断学》。

4.学科建设积累。医学检验科在临床检测方面不断提高，一方面保持省内领先服务水平，另一方面积极开展临

床转化科学研究。近5年来，团队主持在研国家自然科学基金14项，省部级科研基金16项，以第一作者或通讯单位在

JAMA、Lancet Infect Dis、Signal Transduct Target Ther等期刊发表 SCI百余篇；获“湖北省科技奖进步二等

奖”1项；近3年申请专利8项，转化2项；参与33个临床研究，多次承办国家级学术会议以及省级学术会议或学习班。

5. 未来发展规划。科室拟以分子遗传与代谢性疾病检测、肿瘤精准实验诊断和病原微生物快速精准识别

三个方面作为未来学科建设的主攻方向。医学检验科全体员工将不断加强与临床科室的沟通与交流，努力探

索实验医学新的诊断模式，积极促进医学检验科与临床各专业的交叉与融合，开展新的临床研究和检测项

目。秉承“科学管理、诚信服务、准确及时、持续改进”的服务宗旨，服务于临床，奉献于患者，贡献于社会。

武汉大学中南医院检验科

武汉大学中南医院检验科主任、武

汉大学第二临床学院医学检验系副主

任，免疫学博士、美国“University of Ala⁃

bama at Birmingham”博士后，主任技师/

副教授、博士研究生导师。兼任中国医

疗保健国际交流促进会理事、湖北省医

学会理事、中华检验医学杂志编委、中华

医学会检验分会免疫学组委员、湖北省

医学检验分会副主任委员、国家自然科

学基金同行评议专家。先后主持国家重

大研发计划课题、国家自然科学基金和

教育部留学回国人员启动基金等项目。以第一作者或通讯作者在 JAMA、Sig⁃

nal Transduction and Targeted Therapy、Molecular Microbiology 和 Emerging Mi⁃

crobes & infections等杂志发表论文 50余篇。先后获全国创新争先奖牌、湖北省

抗击新冠肺炎疫情先进个人、湖北省科技进步二等奖和湖北省高等学校教学成

果二等奖等。

武汉大学第二临床医学院检验医学系（检验科）博士生导师队伍



JOURNAL OF MOLECULAR DIAGNOSTICS AND THERAPY
月刊 2021 年 9月 第 13卷 第 9期 总第 85期 Monthly Volume 13 Number 9 October 2021

中山大学
《中国家庭医生》杂志社有限公司
广州达安基因股份有限公司

张翼鹏
申子瑜
李明
蒋析文
刘悦

《分子诊断与治疗杂志》编辑部
李晓兰 李彩珍 莫源浩

《中国家庭医生》杂志社有限公司

广州市天河区天河北路 179号祥龙大厦 11楼（510620）
（020）32290789-206，32290789-201
jmdt＠vip.163.com
ISSN 1674-6929
CN 44-1656/R
46-283
广东省报刊发行局
国内外公开发行
440100190057
天意有福科技股份有限公司
2021 年 9月 18日
RMB 15.00元

主管
主办
承办

总编辑
顾问
主编

编辑部主任
编辑部副主任

编辑部
编辑
出版

地址
电话

电子邮箱

刊号

邮发代号
发行单位
发行范围

广告发布登记通知书
印刷

出版日期
定价

Sun Yat⁃sen University
China Family Doctors Magazine Publisher Co.，Ltd.
Daan Gene Co., Ltd.
ZHANG Yipeng
SHEN Ziyu
LI Ming
JIANG Xiwen
LIU Yue
<JOURNAL OF MOLECULAR DIAGNOSTICS AND THERAPY> Editorial Office
LI Xiaolan LI Caizhen MO Yuanhao
China Family Doctors Magazine Publisher Co.，Ltd.

11 Fl., Xianglong Building, 179# Tian he bei Lu, Guangzhou, China 510620
（020）32290789-206，32290789-201
jmdt@vip.163.com
ISSN 1674-6929
CN 44-1656/R
TianYi Yofus Technology Co., Ltd.
2021.9.18
RMB 15.00

Responsible Institution
Sponsor

Organizer
Editor in Chief

Consultant
Editor in Chief

Managing Director
Associate Editor
Editorial Office

Editors
Editing

Add
Tel

E⁃mail

CSSN

Printing
Publish Date

Price

版权归《分子诊断与治疗杂志》所有，本刊刊出的所有文章不代表本刊编委会的观点，除非特别声明。





月刊 2021年9月 第13卷 第9期

目 次

述 评

肿瘤坏死因子α在恶性肿瘤诊疗中的研究进展 …………………………… 黄奔 范维 王萍 等（1377）
论 著

炎症性肠病患者艰难梭菌感染的流行情况及危险因素研究

……………………………………………………………………… 伍众文 刘平娟 郭鹏豪 等（1381）
丹参酮ⅡA对CVB3感染的小鼠原代心肌细胞氧化损伤及凋亡的影响及其机制研究

………………………………………………………………………… 肖文涛 张静 郭素萍 等（1385）
血浆循环肿瘤DNA基因突变检测国家参考品的应用评价 ……………… 孙楠 于婷 孙晶 等（1390）
结肠镜检查联合血清CEA、TuM2⁃PK检测对结肠癌的诊断价值 ………… 王计 吴小微 晏妮（1394）
ChE、hs⁃CRP、PCT与老年维持性透析 IPS分值关系及联合诊断导管相关感染价值

……………………………………………………………………… 张世同 束永兵 方美双 等（1398）
GOLPH3在肺癌组织中的表达及其对肺癌细胞侵袭和迁移的影响

………………………………………………………………………… 王智园 杨曼 刘士岳 等（1402）
IL⁃6、PCT水平对髋关节置换术后感染的早期预测 ……………… 王丽冰 左立新 刘永刚 等（1406）
PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP指标诊断肝硬化细菌性腹膜炎价值及对疗效影响

…………………………………………………………………………… 公建庄 杜晨旭 吴慧丽（1410）
ETUS与曲美他嗪联用对心绞痛血流速度及 Toll样受体 4的影响 ……… 崔耀刚 吕小宁 庞然（1414）
两种检测策略在细胞库病原体污染的检出分析……………………… 曾劲峰 梅秋红 张耿 等（1419）
CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白在急性脑梗死病情评估与预后预测中的价值

……………………………………………………………………………… 张家森 赵玉 李鹏涛（1423）
Lp（a）、OPN、NLR与冠心病患者并发狭窄性瓣膜病相关性………………… 张航 许华山 刘超（1427）
NT⁃proBNP、CRP/Alb与高龄髋部骨折病情程度关系及对预后的影响

……………………………………………………………………… 章宇翔 程翰林 汪群力 等（1431）
AFP、CYFRA21⁃1、NSE及CT征象在孤立性肺结节性质中鉴别价值

…………………………………………………………………………… 何桃 刘英 宋清泉 等（1435）
基于 5个 PI3K通路相关基因构建肺腺癌预后预测模型 ……………… 于丽华 王宏 秦丽 等（1440）
PA、ChE、GGT联合诊断肺结核合并HBV感染患者药物性肝损伤的价值

……………………………………………………………………… 吴秋萍 吴海丰 黄远江 等（1445）
sIL⁃2R、TIMP⁃1、IL⁃4在 POAG中的表达及与视神经损伤的相关性

……………………………………………………………………… 林相强 纪新丽 王明明 等（1449）
外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p联合智能染色胃镜早期诊断胃癌的价值

……………………………………………………………………… 郭佳念 徐扬志 谢婷婷 等（1453）
三种抗体联合C肽检测诊断糖尿病分型与评估病情的应用价值

………………………………………………………………………… 吕磊 何亚琼 王玲玲 等（1457）



CD64、P2X7和 cMPO检测在小儿细菌性肺炎诊断及预后中的研究 ………… 徐超 李超 蒋勇（1461）
超体重孕妇胎儿心脏检查方法对心脏结构、心肌、应变指标及 Tei指数研究

………………………………………………………………………… 王建春 张东芳 卢钺 等（1465）
甘草甜素通过调控COX⁃2/NF⁃kB通路治疗牙周炎的研究………………… 张娜 侯鑫 张文 等（1469）
LMR、MCL1、DKK1与多发性骨髓瘤患者骨损伤及预后相关性

……………………………………………………………………… 朱太岗 李月红 张飞虎 等（1473）
FSH⁃PI3K/AKT/NF⁃κB蛋白在上皮性卵巢癌组织中的表达及作用机制…………………… 路晓琳（1477）
MAIT细胞及其分泌因子表达与肺结核病情严重程度的关系 ……… 李福利 刘捷凌 冷霞 等（1482）
仰卧位手法牵引对神经根型颈椎病患者血清炎症因子的影响 …… 马军廷 张振国 袁燕 等（1486）
肩袖损伤患者 TNF⁃α、IL⁃1β及 IL⁃10表达及与肩部疼痛的相关性

………………………………………………………………… 李美慧 依斯哈尔巴拉提 卢爽（1490）
口腔菌群及血炎性因子、T细胞亚群水平在复发性口腔溃疡患者病情中变化及意义

……………………………………………………………………… 徐剑波 王丹丹 彭旭霖 等（1494）
二甲双胍联合miR⁃145对胃癌BGC823细胞增殖凋亡及AKT信号通路的影响

…………………………………………………………………………… 田春阳 刘晓政 范军朝（1498）
miRNA⁃10a、GATA6在肝细胞癌组织中的表达及意义 …………………………… 余袁媛 曾新桃（1503）
HbA1c、MAlb联合Cys⁃C检测在糖尿病肾病诊断、病情评估中的应用

………………………………………………………………………………… 陈道强 吴玲 龚源（1507）
CXCR4、RGS4及RAGE在小儿肾母细胞瘤中的表达及临床意义

………………………………………………………………………… 胡传兵 韩暖 于宝华 等（1511）
PUMA、IQGAP1在胰腺癌中的表达及与临床病理、预后生存的相关性

…………………………………………………………………………… 胡怀远 夏燕 雍翔 等（1515）
短暂性脑缺血发作患者ABCD2评分与外泌体miR⁃450b⁃5p水平的关系

……………………………………………………………………… 钱腊燕 武晓芳 刘彦龙 等（1520）
TGR、LGR5联合RRM1检测在非小细胞肺癌疾病进展中的评估作用

………………………………………………………………………… 李琪 王继灵 曹荣娟 等（1524）
NGAL、KIM⁃1、Th17细胞检测对脓毒症AKI患者预后的评估

…………………………………………………………………………… 杨火保 刘进生 郑彩罚（1529）
血清 PGⅠ、PGⅡ水平结合EUS术前诊断胃癌分期的价值 ……… 亢晓春 陈美玲 王亚楠 等（1533）
miR⁃10b、LMP1和 Twist1联合检测在鼻咽癌早期诊断及复发诊断中的应用

…………………………………………………………………………………… 魏晓 陈鹏 张艳（1537）
不同 T分期肺癌患者血清 Th1/Th2平衡及MMP⁃9、TIMP⁃1水平变化分析

……………………………………………………………………………… 古晓娟 张映华 唐欢（1541）
心肌酶、电解质在小儿轮状病毒腹泻治疗及预后评估中的价值

………………………………………………………………………… 王宗燕 韩军民 邢晗 等（1545）
NVG患者血清及房水中ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平变化及其临床意义 ……… 冯坤 王文 彭一（1549）

综 述

体外诊断试剂临床核查常见问题分析………………………………… 金菁 徐维锋 何本霞 等（1553）
专家风采

张李一荣 …………………………………………………………………………………………………（封二）

实验室巡礼

武汉大学中南医院检验科……………………………………………………………………………（封三）



CONTENTS

JOURNAL OF
MOLECULAR DIAGNOSTICS AND THERAPY

Monthly Volume 13 Number 9 September 2021

COMMENTS
Research Progress of Tumor Necrosis Factor Alpha in Diagnosis and Treatment of Malignant Tumors
HUANG Ben，FAN Wei，WANG Ping，LIU Jiacui，DUAN Yiping，CHEN Liangyue，MA Tiantian，YU Mingxia…………（1377）

ORIGINAL ARTICLES
Prevalence and risk factors of Clostridium difficile infection in patients with inflammatory bowel disease
WU Zhongwen，LIU Pingjuan，GUO Penghao，CHEN Yili，LIAO Kang，HUANG Bin ……………………………………（1381）
Effects of Tanshinone ⅡA on Oxidative Damage and Apoptosis of Primary Cardiomyocytes Infected by
CVB3 in Mice and Its Mechanism
XIAO Wentao，ZHANG Jing，GUO Suping，HU Zhenjie，LI Jiang，GAO Chuanyu ………………………………………（1385）
Evaluation of the Application of National Reference Materials for Detection of Plasma Circulating Tumor
DNA Gene Mutations
SUN Nan，YU Ting，SUN Jing，JIA Zheng，QU Shoufang，HUANG Jie……………………………………………………（1390）
The value of colonoscopy combined with serum CEA and TuM2⁃PK in the diagnosis of colon cancer
WANG Ji，WU Xiaowei，YAN Ni ……………………………………………………………………………………………（1394）
The relationship between ChE，hs⁃CRP，PCT and the IPS score of elderly maintenance dialysis and the
value of combined diagnosis of catheter⁃related infections
ZHANG Shitong，SHU Yongbing，FANG Meishuang，XUAN Wen …………………………………………………………（1398）
Expression of GOLPH3 in lung cancer and its effect on the invasion and metastasis of lung cancer cells
WANG Zhiyuan，YANG Man，LIU Shiyue，SU Guomiao，LEI Zi……………………………………………………………（1402）
The level of IL⁃6，IL⁃10 and PCT in the early prediction of infection after hip replacement
WANG Libing，ZUO Lixin，LIU Yonggang，XING Jingwei，CHEN Chao，ZHANG Sen ……………………………………（1406）
The value of PGRN/Alb，sTREM⁃1 and LBP in the diagnosis of spontaneous bacterial peritonitis in
liver cirrhosis and their influence on the therapeutic effect
GONG Jianzhuang，DU Chenxu，WU Huili …………………………………………………………………………………（1410）
Effects of ETUS combined with trimetazidine on blood flow velocity and Toll⁃like receptor 4 in angina pectoris
CUI Yaogang，LV Xiaoning，PANG Ran ……………………………………………………………………………………（1414）
Analysis of two detection strategies in the detection of pathogen contamination in cell bank
ZENG Jinfeng，MEI Qiuhong，ZHANG Geng，WU Linfeng，LI Ran，XU Xiaoxuan，ZHAO Yu，XIONGWen，
LIU Mu Yun，WANG Lilin ……………………………………………………………………………………………………（1419）
The value of CGRP，IGF⁃1 and Bcl⁃2 proteins in the evaluation of acute cerebral infarction and the prediction
of prognosis
ZHANG Jiasen，ZHAO Yu，LI Pengtao ………………………………………………………………………………………（1423）
Correlation of Lp（a），OPN，NLR and coronary heart disease patients with stenotic valvular disease
ZHANG Hang，XU Huashan，LIU Chao ……………………………………………………………………………………… (1427)
The relationship between NT⁃proBNP，CRP/Alb and the severity of hip fracture in elderly patients and
their influence on prognosis
ZHANG Yuxiang，CHENG Hanlin，WANG Qunli，FANG Bing，YU Honglin，HUANG Shunshui，
YE Hongwei，WANG Rihai，REN Wei ………………………………………………………………………………………（1431）
The value of AFP，CYFRA21⁃1，NSE and CT signs in distinguishing the nature of solitary pulmonary nodules
HE Tao，LIU Ying，SONG Qingquan，FENG Wenhong，GUAN Ying ………………………………………………………（1435）
Construction prognosis model for lung adenocarcinoma based on 5 PI3K pathway related genes
YU Lihua，WANG Hong，QIN Li，WANG Weina，CUI Dongyan，ZHAO Shuping …………………………………………（1440）
The value of PA，Che and GGT in the diagnosis of drug⁃induced liver injury in patients with tuberculosis and
HBV infection
WU Qiuping，WU Haifeng，HUANG Yuanjiang，ZHOU Guizhong …………………………………………………………（1445）
The expression of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 in patients with POAG and their correlation with optic nerve injury
LIN Xiangqiang，JI Xinli，WANG Mingming，SUN Yafei……………………………………………………………………（1449）
The value of peripheral blood miR⁃183 and miR⁃27b⁃3p combined with intelligent staining gastroscope
in the early diagnosis of gastric cancer
GUO Jiannian，XU Yangzhi，XIE Tingting，JIA Lin ………………………………………………………………………（1453）



Diagnostic value of three antibodies combined with C peptide indiagnosis and classification of diabetes mellitus
LV Lei，HE Yaqiong，WANG Lingling，CHEN Qiaoyan，ZHOU Tingdong …………………………………………………（1457）
Study on the detection of CD64，P2X7 and cMPO in the diagnosis and prognosis of bacterial pneumonia
in children
XU Chao，LI Chao，JIANG Yong ……………………………………………………………………………………………（1461）
Study on Heart Structure，Myocardium，Strain Index and Tei Index by Examination Method of Fetal Heart
of Overweight Pregnant
WANG Jianchun，ZHANG Dongfang，LU Yue，ZHUANG Jie，ZHAO Ruifeng，GUO Lina，YANG Sufen …………………（1465）
Glycyrrhizin plays a role in the treatment of periodontitis by regulating the COX⁃2/NF⁃κB signaling pathway
ZHANG Na，HOU Xin，ZHANG Wen，SHI Bohong …………………………………………………………………………（1469）
Correlation of LMR，MCL1，DKK1 with bone injury and prognosis in patients with multiple myeloma
ZHU Taigang，LI Yuehong，ZHANG Feihu，DONG Manyu，DU Xiaolei …………………………………………………（1473）
FSH⁃PI3K/AKT/NF⁃κ Expression and mechanism of B protein in epithelial ovarian cancer
LU Xiaolin ……………………………………………………………………………………………………………………（1477）
The relationship between MAIT cells，their excreted factors and the severity of tuberculosis
LI Fuli，LIU Jieling，LENG Xia，SUN Xiaoke，RUAN Xiangli ……………………………………………………………（1482）
Effect of supine manipulation traction on serum inflammatory cytokines in patients with cervical spondylotic
radiculopathy
MA Junting，ZHANG Zhenguo，YUAN Yan，JI Shenghui……………………………………………………………………（1486）
Expression of TNF⁃α，IL⁃1β and IL⁃10 in patients with rotator cuff injury and their correlation with shoulder pain
LI Meihui，ISHAR Balati，LU Shuang ………………………………………………………………………………………（1490）
Changes and significance of oral flora，serum inflammatory factors，and T cell subgroup levels in patients
with recurrent oral ulcers
XU Jianbo，WANG Dandan，PENG Xulin，SONG Feixiang，WANG Chundi ………………………………………………（1494）
Effects of metformin combined with miR⁃145 on proliferation，apoptosis and AKT signaling pathway
in gastric cancer BGC823 cells
TIAN Chunyang，LIU Xiaozheng，FAN Junchao ……………………………………………………………………………（1498）
Expression and significance of miRNA⁃10a and GATA6 in hepatocellular carcinoma tissues
YU Yuanyuan，ZENG Xintao …………………………………………………………………………………………………（1503）
Application of HbA1c and MAlb combined with Cys⁃C detection in the diagnosis and evaluation of
diabetic kidney disease
CHEN Daoqiang，WU Ling，GONG Yuan ……………………………………………………………………………………（1507）
The expression and clinical significance of CXCR4，RGS4 and RAGE in patients with pediatric nephroblastoma
HU Chuanbing，HAN Nuan，YU Baohua，TIAN Junyan，SUN Jinsong ……………………………………………………（1511）
Expression of PUMA and IQGAP1 in pancreatic cancer and their correlation with clinicopathology and
prognostic survival
HU Huaiyuan，XIA Yan，YONG Xiang，ZOU Ping，LIU Yan ………………………………………………………………（1515）
Relationship between ABCD2 score and exosomal miR⁃450b⁃5p level in patients with transient ischemic attack
QIAN Layan，WU Xiaofang，LIU Yanlong，FAN Qi，MA Long ……………………………………………………………（1520）
Evaluation of TGR and LGR5 combined with RRM1 detection in the progression of non⁃small cell lung cancer
LI Qi，WANG Jiling，CAO Rongjuan，LIU Xiuzhen，MENG Xiangyun ……………………………………………………（1524）
Evaluation of NGAL，KIM⁃1 combined with peripheral blood Th17 cell detection on the prognosis of patients
with sepsis and AKI
YANG Huobao，LIU Jinsheng，ZHENG Caifa ………………………………………………………………………………（1529）
The value of serum PGⅠ and PGⅡ levels combined with EUS in the preoperative diagnosis of gastric
cancer staging
KANG Xiaochun，CHEN Meiling，WANG Yanan，ZHANG Dezhong…………………………………………………………（1533）
Application of combined detection of miR⁃10b，LMP1 and Twist1 in the early diagnosis and recurrence
diagnosis of nasopharyngeal carcinom
WEI Xiao，CHEN Peng，ZHANG Yan ………………………………………………………………………………………（1537）
Analysis of serum Th1/Th2 balance and changes of MMP⁃9 and TIMP⁃1 levels in patients with different
T stages of lung cancer
GU Xiaojuan，ZHANG Yinghua，TANG Huan ………………………………………………………………………………（1541）
The value of myocardial enzymes and electrolytes in the treatment and prognostic evaluation of rotavirus
diarrhea in children
WANG Zongyan，HAN Junmin，XING Han，XU Chunqi ……………………………………………………………………（1545）
Changes of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 levels in serum and aqueous humor of NVG patients and their clinical
significance
FENG Kun，WANG Wen，PENG Yi …………………………………………………………………………………………（1549）

REVIEWS
The discussion of common defects in on⁃site verification of in⁃vitro diagnostic reagent（IVD）clinical trials
JIN Jing，XU Weifeng，HE Benxia，WANG Song，CHEN Yan，ZHANG Guangxun，LIU Yanan，ZHANG Anping ………（1553）



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

•述 评•

基金项目：国家自然科学基金（81472033）；湖北省医学青年后备人才（青年拔尖人才）（HB20200409）；湖北省卫生和计划生育委员会联合

基金项目（WJ2018H0028）；湖北省卫生健康科研基金资助（WJ2019M203）；武汉市应用基础研究（ 2017060201010171）；武汉大

学医学部教学研究项目（2020048）；武汉大学中南医院科技创新培育基金（No.cxpy2019051、cxpy2018031）；武汉大学大学生创

新项目（MS2017045、S2018301747）
作者单位：1. 武汉大学中南医院检验科，湖北，武汉 430071

2. 武汉大学中南医院病理科，湖北，武汉 430071
★通信作者：喻明霞，E⁃mail：dewrosy520@163.com

肿瘤坏死因子α在恶性肿瘤诊疗中的研究进展

黄奔 1 范维 2 王萍 2 柳家翠 1 段怡平 1 陈梁玥 1 马甜甜 1 喻明霞 1★

［摘 要］ 肿瘤坏死因子 α（TNFα）广泛表达于多种恶性肿瘤组织中，并与患者的恶性临床特征相

关。作为一种重要的炎性因子，TNFα的作用与肿瘤发生发展的所有步骤有关，包括细胞转化、存活、增

殖、侵袭和转移。TNFα可作为恶性肿瘤诊疗的分子标志物。本文综述近 5年来 TNFα在恶性肿瘤中的

作用机制和相关信号通路的研究，并阐述其在恶性肿瘤诊疗上的应用。

［关键词］ TNFα；肿瘤；机制；分子标志物

Research Progress of Tumor Necrosis Factor Alpha in Diagnosis and Treatment of
Malignant Tumors
HUANG Ben1，FAN Wei2，WANG Ping2，LIU Jiacui1，DUAN Yiping1，CHEN Liangyue1，MA Tiantian1，

YU Mingxia1★

（1. Department of Laboratory Medicine，Zhongnan Hospital，Wuhan University，Wuhan，Hubei，China，
430071；2. Department of Pathology，Zhongnan Hospital，Wuhan University，Wuhan，Hubei，China，430071）

［ABSTRACT］ Tumor Necrosis Factor α（TNFα）is expressed in a variety of malignant tumor tissues
and is related to the malignant clinical characteristics of patients. As an important inflammatory factor，the role
of TNFα is related to all steps of tumorigenesis，including cell transformation，survival，proliferation，
invasion and metastasis. TNFα can be used as a molecular marker for the diagnosis and treatment of malignant
tumors. This article reviews the research on the mechanism and related signal pathways of TNFα in malignant
tumors in the past five years，and its the application in the diagnosis and treatment of malignant tumors.

［KEY WORDS］ TNFα；Tumor；Mechanism；Molecular marker

1 TNFα简介

肿瘤坏死因子（Tumor Necrosis Factor，TNF）
是一种炎性细胞因子，可以协同调节其他细胞因

子的产生、细胞存活和死亡来协调组织的稳态［1］。

最初，TNF 因其可以在人和小鼠体内诱导肿瘤快

速出血性坏死的能力而被命名。TNFα（Tumor
Necrosis Factor α）由活化的巨噬细胞和其他类型

的细胞如CD4+ T细胞、中性粒细胞、肥大细胞等释

放产生，能够诱导炎症反应和细胞凋亡。TNF 存

在两种生物活性形式：跨膜形（tmTNFα）和分泌形

（sTNFα）。sTNFα 是由 tmTNFα 经过基质金属蛋

白酶 TACE 的蛋白水解，去除氨基端 76 个氨基酸

残基后形成。研究指出，TNFα也可以由肿瘤相关

微环境中的恶性细胞和免疫细胞产生，其作为内

源性肿瘤启动子，通过产生炎症生态环境来促进

恶性疾病的进展［2］。因此，TNFα与肿瘤的发生发

展存在重要的联系。
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2 TNFα与恶性肿瘤

2.1 TNFα与肺癌

TNFα 在肺癌患者血清中的表达水平显著升

高，可辅助评估患者的疼痛度及预后［3⁃4］。肺癌患

者术后若发生肺部感染，患者血清 TNFα水平均明

显上升［5］。研究发现，TNFα体外作用于小细胞肺

癌细胞，可使得细胞集落形成能力、迁移和侵袭能

力均显著升高［6］。机制上，TNFα通过激活核因子

κB（nuclear factor kappa⁃B，NF⁃κB）途径来诱发明

显的炎症反应，促进细胞存活、血管生成和侵袭。

许多肿瘤细胞对 TNFα 治疗产生抵抗，这主要是

由于NF⁃κB信号途径的激活。Zhu［7］等人的实验发

现，对顺铂耐药和耐辐射的肺癌细胞系中 NF⁃κB
和 TNFα表达上调最为显著，这两个关键分子可以

作为肺癌治疗的标志物。因此，抑制 TNFα诱导的

NF⁃κB 信号激活可以作为肺癌治疗的策略之一。

陈［8］等人发现，黄芪甙可以抑制TNFα诱导的NF⁃κB
信号，使得 A549 细胞对 TNFα 的治疗敏感而发生

凋亡。另一方面，TNFα 瘤内注射联合化疗，可以

提高晚期非小细胞肺癌的疗效［9］。

2.2 TNFα与胃癌

与健康组相比，TNFα在胃炎组和幽门螺杆菌

感染的人群中表达上调，在幽门螺杆菌感染的慢性

胃炎进展至癌前病变，再到胃癌的过程中，TNFα表

达逐渐增加［10］。在胃癌组织中，浸润的巨噬细胞可

以通过释放TNFα和 IL⁃6，激活NF⁃kB和 STAT3信

号调节程序性死亡受体 ⁃配体 1（Programmed cell
death⁃Ligand 1，PD⁃L1）的表达，帮助肿瘤细胞发生

免疫逃逸［11］。在探索胃癌的治疗方面，研究者们发

现抑制 TNFα诱导的NF⁃κB信号，也可以抑制肿瘤

的生长和转移［12⁃13］。多种与 TNFα融合的血管靶向

药物已被证明可改善药物在肿瘤组织中的吸收率

并增强肿瘤血管功能。在小鼠原位胃癌模型中，

Lu［14］等人评估肿瘤血管归巢肽（TCP⁃1）靶向递送

TNFα 与 5⁃Fu 的抗癌作用，结果发现 TCP⁃1/TNFα
联合 5⁃Fu具有协同抑制肿瘤生长、诱导细胞凋亡和

减少细胞增殖的作用，且无明显毒性。这些研究都

表明了TNFα在胃癌治疗方面有着一定的潜力。

2.3 TNFα与乳腺癌

TNFα 表达水平与乳腺癌淋巴结转移及 ER、

HER2抗原表达相关［15］。在绝经前的女性中，高血

清 TNFα 水平可以显著增加患乳腺癌的风险［16］。

蛋白酪氨酸磷酸酶受体 A（PTPRA）是经典的蛋白

酪氨酸磷酸酶之一，对于乳腺癌的发生和转移至

关重要。研究指出，PTPRA 可以通过 TNFα 介导

的 NF⁃κB 途径促进乳腺癌细胞生长和迁移［17］。

TNFα/Arf6、TNFα⁃YAP / p65⁃HK2 轴在乳腺癌细

胞的转移中起到了重要的作用［18 ⁃ 19］。体外给予

TNFα 刺激可诱导粘蛋白 4（MUC4）表达，使得

HER2 阳性的乳腺癌细胞系对曲妥珠单抗耐

药［20］。Yu［21］等人的实验指出，TNFα 活化的骨髓

间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSC）可

显著促进肿瘤的生长与转移，机制分析表明，

TNFα活化的 MSC细胞中，CCL5，CCR2 和CXCR2
配体表达均增加，而 CCL5和 CCR2配体是促进肿

瘤转移必不可少的支持因素。在探究治疗方面，

Wu［22］等人的研究指出，TNFα 诱导治疗可以显著

降低 G0 / G1 期细胞比例，增加 S 期和 G2/M 期的

细胞比例，使得乳腺癌细胞对化疗和放疗敏感。

另外，苏林酸可以通过抑制NF⁃κB信号激活，显著

增强了 TNFα诱导的乳腺癌细胞凋亡［23］。

2.4 TNFα与结直肠癌

TNFα在结直肠癌患者的血清中显著升高，与

患者的 TNM分级、淋巴结转移以及手术后发生肠

梗阻相关［24⁃25］。研究显示，TNFα可促进结肠癌细胞

中 β⁃catenin、c⁃myc 及 cyclinD1 蛋白的表达，通过

Wnt/β ⁃ catenin 信号通路促进结肠癌细胞的增

殖［26］。使用 TNFα处理可以增加 SW620Lgr5+结肠癌

干细胞中 AKT 和 GSK⁃3β 的磷酸化水平，激活

PI3K/AKT信号通路促进细胞增殖［27］。MAPK激活

蛋白激酶 2（MK2）通路也是结直肠癌炎症的主要

介质，MK2信号促进了炎性细胞因子 IL⁃1β，IL⁃6
和 TNFα的产生，参与了肿瘤的生长、侵袭和转移。

使用MK2抑制剂治疗肿瘤，会减少产生80%的 IL⁃1β，
IL⁃6和 TNFα，可以减少肿瘤侵袭，消除小鼠肿瘤的

发生发展［28］。此外，TCP⁃1肽靶向传递 TNFα具有

更强的抗肿瘤活性，可以诱导更多的细胞凋亡，

破坏原位大肠肿瘤的新生血管，有望成为靶向治疗

结直肠癌的策略［29］。

2.5 TNFα与肝细胞癌

TNFα水平在原发性肝癌患者的血清中显著升

高，联合AFP、AFP⁃L3检测可以获得较高的诊断效

能［30］。在肝癌细胞中，TNFα和 IFN⁃γ可以协同诱

导 PD⁃1 的表达促进肿瘤的生长，其作用机制是

TNFα通过上调 IFN⁃γ受体的表达从而增强了 IFN⁃γ
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信号，导致肿瘤细胞适应性免疫抵抗［31］。而 PD⁃L1
则可将TNFα诱导的癌细胞凋亡转换为细胞焦亡，致

使肿瘤细胞发生坏死，这是由于在缺氧条件下，

p⁃Stat3与 PD⁃L1发生物理相互作用并促进其核易

位，从而增强了Gasdermin C（GSDMC）基因的转录，

经TNFα处理后，GSDMC被 caspase⁃8特异切割，产

生了GSDMC N⁃末端结构域，该结构域在细胞膜上

成孔引起细胞焦亡［32］。Huang［33］等人使用 TNFα刺

激肝癌HepG2细胞后检测细胞蛋白差异表达分析发

现，热休克蛋白 70 和TNFα的上调与促进细胞迁移、

抑制细胞凋亡有关。在探索治疗方面，TNFα可作为

索拉非尼敏感性的新预测指标，索拉非尼联合乌司

他丁可改善高表达TNFα肝癌患者的治疗效果［34］。

2.6 TNFα与白血病

急性白血病患者血清中TNFα水平明显升高，与

临床疗效有明显的相关性［35］。TNFα可以作为白血病

患者化疗期间口腔念珠菌病和粘膜炎发病的标

志［36］。Zhou［37］等人的研究发现，使用靶向 tmTNFα的

抗体可以通过抗体依赖性细胞介导和补体依赖性细

胞毒作用杀伤白血病细胞，同时不损伤正常造血细

胞，提示 TNFα抗体在治疗白血病中有着一定的潜

力。Tamai［38］等人通过实验证明，Amlexanox（氨来占

诺）可以下调 S100A6 的表达，从而使得 KMT2A/
AFF1阳性急性淋巴细胞白血病对TNFα治疗的敏感

性。抑制环氧化酶⁃2（COX⁃2）能促进急性髓系白血病

OCI⁃AML2细胞凋亡，使细胞周期阻滞于G1期，其机

制可能是通过上调 p53，下调TNF⁃α表达实现的［39］。

因此，TNFα可能是白血病治疗的有效靶点。

2.7 TNFα与其他肿瘤

TNFα 在其他多种肿瘤中也发挥了重要的作

用。Scheff［40］等人在口腔癌细胞上清液和致癌小

鼠舌组织中检测到了高浓度 TNFα，并发现抑制

TNFα信号破坏 T细胞浸润，可消除功能性痛觉异

常。 TNFα 可以显著刺激胰腺癌的生长和迁

移［41］。腹膜是卵巢癌最常见的转移部位，Lau［42］等

人的研究发现，TNFα⁃TGFα⁃EGFR 途径在这个过

程中发挥了重要的作用。

3 小结与展望

作为一种重要的炎性因子，TNFα高表达与患

者的恶性临床特征有关，致使患者不良预后。机制

上，TNFα 可以协同调节其他细胞因子，通过激 参

与了肿瘤的发生发展。一方面，TNFα可以诱导杀

伤肿瘤细胞。使用药物载体将 TNFα 运输到肿瘤

部位或者 TNFα 注射到荷瘤动物模型体内发现其

可以诱导肿瘤细胞凋亡；另一方面，TNFα通过激活

NF⁃κB、ERK、MAPK、PI3K/AKT等信号途径增强肿

瘤细胞的生存和侵袭能力，抑制 TNFα诱导的癌信

号可以作为治疗肿瘤的策略之一。综上所述，

TNFα在肿瘤的发生发展中起到了重要的作用，有

望成为辅助诊断、治疗和预后的分子标志物。
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炎症性肠病患者艰难梭菌感染的流行情况及危险因
素研究

伍众文 刘平娟 郭鹏豪 陈怡丽 廖康 黄彬★

［摘 要］ 目的 研究炎症性肠病（IBD）患者艰难梭菌感染的流行情况及危险因素，为临床治疗提

供依据。方法 将 2017年 11月至 2019年 6月于广州中山大学附属第一医院入院的 130例炎症性肠病患

者纳入研究。根据患者 IBD诊断，将患者分为克罗恩病组（CD）和溃疡性结肠炎组（UC），收集其入院 48 h
内粪便标本。采用免疫荧光法检测谷氨酸脱氢酶（GDH）、艰难梭菌A/B毒素（CDAB），实时荧光 PCR法

检测粪便艰难梭菌毒素 B基因（tcdB），显色培养法检测艰难梭菌，根据艰难梭菌检测结果与患者临床情

况，将患者分为阴性组、定植组和感染组，比较 CD和UC两组间各项指标差异和四种检测方法的检测结

果。结果 在 130 例炎症性肠病患者中，克罗恩病组（CD）和溃疡性结肠炎组（UC）例数分别为 80
（61.5%）和 50（38.5%）；CD组艰难梭菌定植率和感染率分别为 20.0%（16/80）和 8.8（7/80）%；溃疡性结肠

炎定植率和感染率分别为 16.0%（8/50）和 26.0%（13/50）；两组间一般情况、大便检测情况与炎症标志物

中多项指标比较，差异有统计学意义（P<0.05）。显色培养法、免疫荧光法检测GDH、CDAB、PCR法检测

tcdB的阳性率分别为 29.2%、29.2%、3.1%和 20.8%。粪便艰难梭菌毒素 B基因一步法检测艰难梭菌感染

与指南推荐联合法结果比较，差异无统计学意义（P>0.05）。结论 UC患者比 CD患者更容易感染艰难

梭菌；需要重视 IBD患者的艰难梭菌定植情况。

［关键词］ 炎症性肠病；艰难梭菌；定植；感染；危险因素

Prevalence and risk factors of Clostridium difficile infection in patients with inflammatory
bowel disease
WU Zhongwen，LIU Pingjuan，GUO Penghao，CHEN Yili，LIAO Kang，HUANG Bin★

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

［ABSTRACT］ Objectives To study the prevalence and risk factors of Clostridium difficile infection
in patients with inflammatory bowel disease（IBD）to provide a basis for clinical treatment. Method 130 pa⁃
tients with inflammatory bowel disease admitted to the First Affiliated Hospital of Sun Yat⁃sen University in
Guangzhou from November 2017 to June 2019 were included in the study. According to the diagnosis of IBD，

the patients were divided into Crohns disease group（CD）and ulcerative colitis group（UC），and stool sam⁃
ples were collected within 48 hours of admission.which The Chromogenic culture，toxin A/B enzyme immuno⁃
assay（CDAB），glutamate dehydrogenase enzyme immunoassay（GDH）and real⁃time fluorescent quantitative
PCR detection of gene for toxin B（tcdB）were used to detect Clostridium difficile. According to the test results
of Clostridium difficile and the clinical conditions of the patients，the patients were divided into negative
group，colonization group and infection group，and the differences in various indicators between the CD and
UC groups and the test results of the four detection methods were compared. Result Among 130 patients with
IBD，the numbers of Crohns disease group（CD）and ulcerative colitis group（UC）were 80（61.5%）and 50
（38.5%），respectively. The colonization rate and infection rate of Clostridium difficile in the CD group were
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炎症性肠病（Inflammatory bowel disease，IBD）
可以分为克罗恩病（Crohns disease，CD）与溃疡

性结肠炎（ulcerative colitis，UC）。目前两种疾病

患者艰难梭菌感染（Clostridium difficile infection，
CDI）的流行情况和危险因素不同研究结论差异较

大［1⁃7］。艰难梭菌的无症状携带/定植（asymptomat⁃
ic carriage/Colonization，下文统称定植）是 CDI 的
危险因素［8］，是艰难梭菌传播的重要途径，但目前

国内 IBD 患者的定植情况未有文献报道。因此，

需要建立完善的艰难梭菌感染、定植检测方法，调

查国内 IBD患者的艰难梭菌流行病学及危险因素

情况，为其诊疗提供依据［9］。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

GeneXpert 全自动医用 PCR 分析系统和 Gen⁃
eXpert C.difficile 检测试剂盒（实时荧光 PCR 法）

购自美国Cepheid公司。厌氧产气袋购自英国OX⁃
OID公司。mini VIDAS全自动免疫分析仪和艰难梭

菌谷氨酸脱氢酶检测试剂盒（GDH，酶联免疫荧光

法）以及艰难梭菌毒素 A/B 检测试剂盒（CDAB，

酶联免疫荧光法）、艰难梭菌显色培养基（CDIF）、

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（Vitek MS）和
基质液CHCA均购自法国生物梅里埃公司。

1.2 纳入标准和排除标准

纳入标准：2017 年 11 月至 2019 年 6 月，结合

临床实验室检查、影像学检查、内镜和组织病理

性，诊断为 UC 或克罗恩病（CD）的住院患者。排

除标准：IBD分型不能确定患者；入院 48 h内粪便

未能收集，病史不完整患者。研究经过院伦理委

员会批准。研究对象为群体数据，并非具体病例

无须知情同意。

1.3 艰难梭菌感染、定植和阴性诊断标准

根据《中国成人艰难梭菌感染诊断和治疗专

家共识》［10］和美国 IDSA指南［11］，将GDH与 CDAB
同时阳性，或 B毒素分子检测阳性，且腹泻次数≥3
次/天或肠梗阻患者诊断为感染；粪便检测四项其

中有一项阳性但无腹泻或肠梗阻患者诊断为定

植；无艰难梭菌检测结果阳性患者诊断为阴性。

1.4 实验流程

留取入院诊断为 IBD 患者住院 48 h 内的大

便，分为四份（每份约 1 mL），分别用于以下检测：

免疫荧光法检测GDH、CDAB，实时荧光 PCR法检

测艰难梭菌 B 毒素、二元毒素和高产毒 RT027 菌

株的 tcdC基因，显色培养法培养艰难梭菌。查阅

患者电子病历，登记患者各项指标。

1.5 谷氨酸脱氢酶检测方法

① 200 μL粪便加入 1 000 μL预处理液（R1）；

②充分震荡混匀后，3 000 r/m离心 10 min；③取上

清液 300 μL 加入测试条上机检测，根据 cut⁃off 值
（阴性：检测值<0.10；阳性：检测值≥0.10）判读结果。

1.6 艰难梭菌A/B毒素检测方法

操作同GDH，根据cut⁃off值（阴性：<0.13 ng/mL；
灰区：（0.13~0.37）ng/mL；阳性>0.37 ng/mL）判读

结果。

1.7 实时荧光 PCR法

①拭子挑取少量标本并插入处理液小瓶中；

②震荡混匀后将全部液体转移至Gene Xpert C.dif⁃
ficile Assay检测试剂盒中，然后上机检测。检测标

本中艰难梭菌的毒素 B、二元毒素和缺失 nt117的

tcdC基因序列。

1.8 显色培养法

取粪便标本约 300 μL 与等体积 95%乙醇振

荡混匀，室温静置 1 h，3 000 r/m 离心 5 min，用无

20.0%（16/80）and 8.8（7/80）%，respectively. The colonization rate and infection rate in ulcerative colitis
were 16.0%（8/50） and 26.0%（13/50） respectively. There were significant differences between the two
groups in general conditions，stool detection conditions and multiple indicators of inflammation markers（P<
0.05）. The positive rates of chromogenic culture method，immunofluorescence method to detect GDH，CD⁃
AB，and qRT⁃PCR method to detect tcdB were 29.2%，29.2%，3.1% and 20.8%，respectively. There was no
statistically significant difference between the results of one⁃step detection of Clostridium difficile toxin B gene
in fecal C. difficile infection and the combined method recommended by the guidelines（P>0.05）. Conclu⁃
sions UC patients are more likely to be infected with C. difficile than CD patients. Attention should be paid to
the colonization of C. difficile in patients with IBD.

［KEY WORDS］ Inflammatory Bowel Disease；Clostridium difficile asymptomatic carriage；Clostridi⁃
um difficile infection；risk factors
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表 1 一般情况比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 General differences between CD and UC group
［n（%），（x ± s）］

项目

性别

年龄

活动期

分组

腹泻次数

发热

CMV
EB
激素

单抗

免疫抑制剂

抗生素

分组

男

女

缓解期

轻度

中度

重度

(空白)
阴性

定植

感染

少于 3次

3~4次

5~7次

多于等于 8次

克罗恩病
组（n=80）
47（58.8）
33（41.3）
29.1±11.1
8（10.0）
17（21.3）
46（57.5）
1（1.3）
8（10.0）
57（71.3）
16（20.0）
7（8.8）

49（61.3）
25（31.3）
6（7.5）
0（0.0）

13（16.3）
4（5.0）
7（8.8）
7（8.8）
8（10.0）
18（22.5）
19（23.8）

溃疡性结肠
炎组（n=50）
28（21.5）
22（16.9）
39.7±13.8
0（0.0）
4（8.0）

22（44.0）
22（44.0）
2（4.0）

29（58.0）
8（16.0）
13（26.0）
10（20.0）
20（40.0）
12（24.0）
8（16.0）
10（20.0）
12（24.0）
21（42.0）
18（36.0）
4（8.0）
7（14.0）
20（40.0）

t/c2值

0.095

-4.817
-5.772

38.616

-1.950
0.327
7.033
-5.355

0.297
10.292
20.129
14.710
0.146
1.431
3.869

P值

0.758

0.000
0.000

0.000

0.051
0.567
0.008
0.000

0.586
0.001
0.000
0.000
0.703
0.232
0.049

菌棉签取上述预处理标本沉淀接种于显色培养

基，置于 37℃厌氧培养 24~48 h。挑取边缘不规

则，扁平干燥，伴有“马粪”臭味，黑色典型菌落

进行鉴定。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析；计数资

料以 n（%）表示，采用 c2检验；计量资料符合正态

分布以（x ± s）表示，采用 t检验；不符合正态分布采

用M（P25，P75）表示；两项比较指标有一项或两项

不符合正态分布采用秩和检验统计学方法；以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 患者一般情况比较

克罗恩病组（CD）和溃疡性结肠炎组（UC）例

数分别为 80（61.5%）和 50（38.5%），定植率和感染

率克罗恩病患者分别为 20.0%和 8.8%，溃疡性结

肠炎患者分别为 16.0%和 26.0%。IBD患者总体艰

难梭菌定植率与感染率分别 18.5%［（16+8）/130］
和 15.4%［（7+13）/130］。两组年龄、活动期重度比

例、巨细胞病毒（Cytomegalovirus，CMV）、EB 病毒

感染率、3个月内激素、抗生素使用率比较，差异有

统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 患者大便检测情况

两组大便血红蛋白阳性率（OB）、转铁蛋白阳

性率（TF）、大便 WBC 比较，差异有统计学意义

（P<0.05）；两组四种艰难梭菌检测方法阳性率比

较，差异无统计学意义（P>0.05）。见表 2。

2.3 患者炎症标志物比较

两组静脉血白细胞计数（WBC）、C 反应蛋白

（CRP）比较，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 艰难梭菌不同检测方法结果

指南推荐联合方法结果与 tcdB 法比较，差异

无统计学意义（P>0.05）。二元毒素（CDT）与 O27
高毒株检测均为阴性。见表 4~5，图 1。

3 讨论

临床开展的检测艰难梭菌的方法有谷氨酸脱

表 2 大便检测比较［n（%）］

Table 2 Stool examination differences［n（%）］

项目

OB（n=122）
TF（n=122）
大便WBC（n=122）

培养

GDH
tcdB
CDAB

分组

阴性

0~3
3-5/HP

1+
2+
3+
4+

克罗恩
病组

40（54.1）
42（56.8）
57（77.0）
3（4.1）
5（6.8）
4（5.4）
2（2.7）
3（4.1）
0（0.0）

20（25.0）
20（25.0）
13（16.3）
3（3.8）

溃疡性
结肠炎组

45（93.8）
44（91.7）
16（33.3）
4（8.3）
3（6.3）
9（18.8）
7（14.6）
7（14.6）
2（4.2）

18（36.0）
18（36.0）
14（28.0）
1（2.0）

Z/c2值

21.712
17.058
-5.034

1.800
1.800
2.582
0.316

P值

0.000
0.000
0.000

0.180
0.180
0.108
0.576

表 3 炎症指标比较［（x ± s），M（P25，P75）］
Table 3 Inflammatory biomarkers differences between CD

and UC group［（x ± s），M（P25，P75）］

项目

ESR

WBC

CRP

n

126

129

121

克罗恩病组

47.5±29.5

6.9（5.28，9.37）

28.2（12.43，47.20）

溃疡性结肠炎组

38.5（18.75，62）

8.3（6.55，10.92）

11.5（4.20，37.05）

Z值

-0.849

-2.789

-2.553

P值

0.396

0.005

0.011

表 4 4种检测方法的结果

Table 4 4 methods result

检测方法

显色培养

GDH
CDAB
tcdB

联合法

总阳
性率

29.2
29.2
3.1
20.8
18.5

定植组
阳性率

87.5
83.3
8.3
33.3
29.2

定植组阳
性占比

55.3
52.6
50.0
29.6
29.2

感染组
阳性率

85.0
90.0
10.0
95.0
85.0

感染组阳
性占比

44.7
47.4
50.0
70.4
70.8
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氢酶免疫学检测（GDH）、艰难梭菌 A/B 毒素免疫

学 检 测（CDAB）、艰 难 梭 菌 基 因 分 子 检 测

（NAAT）、艰难梭菌培养。指南推荐以 GDH 和

CDAB 联合为基础，NAAT、产毒培养（TC）或细胞

毒试验确证（CCTA）的联合法［10］。研究发现由于

CDAB 的阳性率低下，大量标本需要再进一步检

测，所以单用 tcdB检测是临床检测更好的选择。

国内艰难梭菌感染率情况根据文献报道：IBD
人群整体感染率范围在 5.0~13.9%；UC 的范围在

5.56%~22.8%；CD 的范围在 4.0%~20.45%［2⁃7］。研

究发现患者整体的艰难梭菌感染率为 15.4%，溃疡

性结肠炎（UC）感染率为 26.0%，克罗恩病（CD）感

染率为 8.8%，与浙江邵逸夫医院报道感染率

13.9%、24.7%和 8.5%接近［7］。与一些报道［3，12⁃13］结

果差异较大可能是检测方法差异导致的，尤其是

一些单纯CDAB检测报道。

与症状明显的艰难梭菌感染相比，艰难梭菌的

定植往往遭到临床的忽视。在中国，上海市报道健

康人群艰难梭菌定植率为 0.70%［14］，台湾报道入院患

者艰难梭菌定植率达20.0%［15］。对于 IBD人群，国外

有研究发现儿童患者，定植率可达 10.8%~17%；临床

缓解期、无激素、抗生素、免疫抑制剂使用史，近期住

院史患者产毒菌株定植率达 8.2%［16］。实验发现 IBD
患者定植率为 18.5%，其中UC患者定植率为 16%，

CD患者为 20%（两者定植率没有统计学差异），据笔

者所知是中国 IBD人群定植情况的首次报道。

艰难梭菌定植有重要临床意义，根据患者携

带菌株是否携带产毒基因，可分为产毒菌株携带

和非产毒菌株携带［17］。产毒菌株的携带不但能造

成艰难梭菌的传播，而且会加大携带者自身感染

的风险［8］；与之相反，非产毒株携带通过激活机体

免疫系统，能降低携带者艰难梭菌感染风险［18］。

这也凸显了 tcdB 的独特价值，它是一种简便且能

区分产毒与非产毒菌株定植的临床检测方法。

因为客观条件的限制，本研究没有采用参考

方法（产毒培养或细胞毒试验）检测，艰难梭菌感

染/定植分组可能会有偏差；由于是查阅患者病历

的回顾性研究，一些危险因素（如质子泵抑制剂、

住院史、胃肠手术史、IBD 评分等）因采集不完整

而没有纳入研究；因是单中心研究，样本数量有

限，可能没有全面地揭示患者真实情况。
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表 5 tcdB与联合法结果比较

Table 5 differences between tcdB and union method］

指标

阳性率

定植组阳性率

感染组阳性率

tcdB

20.8（27/130）

33.3（8/24）

95.0（19/20）

联合法

18.5（24/130）

29.2（7/24）

85.0（17/20）

c2值

0.220

0.094

1.083

P值

0.639

0.760

0.298

（下转第 1389页）

不同检测方法结果比较

培养 GDH CDAB Xpert 联合法

阳性率 定植组阳性率 定植组阳性占比 感染组阳性率 感染组阳性占比

100.0%
80.0%
60.0%
40.0%
20.0%
0.0%

图 1 艰难梭菌四种检测方法的结果

Figure 1 4 methods result
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丹参酮ⅡA对 CVB3感染的小鼠原代心肌细胞氧化
损伤及凋亡的影响及其机制研究

肖文涛 1 张静 1 郭素萍 1 胡振杰 1 李江 2 高传玉 3★

［摘 要］ 目的 探讨丹参酮ⅡA 对病毒性心肌炎细胞损伤和凋亡的影响及潜在的作用机制。

方法 以柯萨奇 B3m 病毒（CVB3）感染小鼠原代心肌细胞构建病毒性心肌炎体外模型。实验分为 5组：

正常对照组、丹参酮ⅡA（TanⅡA）组、模型（CVB3）组、丹参酮ⅡA治疗（CVB3+TanⅡA）组和利巴韦林治

疗（CVB3+Rib）组。细胞计数试剂盒（CCK⁃8）法检测细胞活性，试剂盒检测超氧化物歧化酶（SOD）和谷

胱甘肽过氧化物酶（GSH⁃Px）活性及丙二醛（MDA）含量，ELISA 法检测白细胞介素⁃1β（IL⁃1β）、白细胞

介素⁃6（IL⁃6）和肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α），流式细胞术检测细胞凋亡水平，Westerm blot检测细胞中剪切的

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（Cleaved Caspase⁃3）、Toll样受体 4（TLR4）的表达和核转录因子 κB
（NF⁃κB）活化水平。结果 与正常对照组相比，CVB3组心肌细胞活性下降，SOD和GSH⁃Px活性降低，

MDA 含量增多，炎性因子 IL⁃1β、IL⁃6 和 TNF⁃α 水平明显上升，凋亡率增加，Cleaved Caspase⁃3、TLR4
和 p⁃NF⁃κB的表达明显上调，差异均有统计学意义（P<0.05）。丹参酮ⅡA和利巴韦林能够提高CVB3 诱导

的细胞活性，提高 SOD 和 GSH⁃Px 活性，降低 MDA 含量，减少 IL⁃1β、IL⁃6 和 TNF⁃α 的分泌，抑制细胞

凋亡，下调 Cleaved Caspase⁃3、p⁃TLR4 和 NF⁃κB 的表达，差异均有统计学意义（P<0.05）。结论 丹参酮

ⅡA通过TLR4/NF⁃κB信号通路减轻氧化应激和炎症反应，降低CVB3诱导心肌细胞损伤和凋亡。

［关键词］ 丹参酮ⅡA；病毒性心肌炎；氧化应激；炎症反应；TLR4/NF⁃κB信号通路

Effects of Tanshinone ⅡA on Oxidative Damage and Apoptosis of Primary Cardiomyo⁃
cytes Infected by CVB3 in Mice and Its Mechanism
XIAO Wentao 1，ZHANG Jing 1，GUO Suping 1，HU Zhenjie 1，LI Jiang 2，GAO Chuanyu 3★

（1. Coronary Care Unit，Fuwai Central China Cardiovascular Hospital/Henan Provincial People  s Hospital，
Zhengzhou，Henan，China，451464；2. Zhengzhou Railway Vocational and Technical College/Henan Engi⁃
neering Research Center of Natural Medicine Extraction and Medical Technology Application，Zhengzhou，
Hennan，China，451464；3. Department of Coronary Heart Disease，Fuwai Central China Cardiovascular Hos⁃
pital，Zhengzhou，Henan，China，451464）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of Tanshinone ⅡA on cell damage and apoptosis
of viral myocarditis and its potential mechanism. Methods Coxsackie B3m virus（CVB3）was used to infect
primary cardiomyocytes of mice to construct an in vitro model of viral myocarditis. The experiment was divid⁃
ed into five groups：the normal control group，the TanshinoneⅡA（TanⅡA）group and the model（CVB3）
group，the TanshinoneⅡA treatment（CVB3+TanⅡA）group and the ribavirin treatment（CVB3+Rib）group.
Cell counting kit（CCK⁃8）method was used to detect cell viability. The kit detects the activity of superoxide
dismutase（SOD）and glutathione peroxidase（GSH⁃Px）and the content of malondialdehyde（MDA）. ELISA

•论 著•
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病毒性心肌炎（Viral myocarditis，VMC）是一

种继发于病毒感染的心肌炎性疾病，在年轻人中

多发，可引发心力衰竭、猝死等致命性伤害［1］。据

报道，肠道病毒，特别是柯萨奇病毒 B3（CVB3）是

导致病毒性心肌炎的最常见病毒［2］。鉴于最常见

的心肌炎诱因是病毒感染，开发有效的抗病毒药物

对治疗病毒性心肌炎具有重要意义。丹参酮ⅡA
（TanshinoneⅡA，TanⅡA）是丹参酮的主要活性成

分，具有抗氧化、抗病毒、调节免疫等多种药理学

功能［3］。丹参酮ⅡA 已广泛用于心血管疾病的治

疗［4⁃7］。然而丹参酮ⅡA在病毒性心肌炎中的影响

及作用机制的研究相对匮乏，因此本实验以 CVB3
感染小鼠原代心肌细胞在体外模拟病毒性心肌

炎，探究丹参酮ⅡA对病毒性心肌炎细胞损伤和凋

亡的影响及可能的机制，以期为病毒性心肌炎临

床治疗提供一定的实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要试剂

6 周龄 SPF 级 BALB/C 雄性小鼠（中国科学院

实验动物中心）；丹参酮ⅡA（南京景竹医药科技有

限公司）；DMEM 培养基（美国 Thermo Fisher Sci⁃
entific 公司）；胎牛血清（美国 Life Technologies 公
司）；CVB3病毒（美国菌种保藏中心）；CCK⁃8试剂

（日本同仁化学研究所）；BCA 蛋白浓度检测试剂

盒（美国 Sigma公司）；SOD活力检测试剂盒、MDA
含量检测试剂盒、GSH⁃Px 活力测定试剂盒（南京

建成生物工程研究所）；IL⁃1β、IL⁃6 和 TNF⁃α
ELISA 检测试剂盒（赛默飞世尔科技有限公司）；

AnnexinⅤ⁃FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒（日本

TaKaRa公司）；ECL化学发光试剂（上海碧云天生

物技术研究所）；PVDF 膜（美国密理博公司）；

Cleaved Caspase⁃3 单抗、TLR4 单抗、NF⁃κB 单抗、

p⁃NF⁃κB单抗及二抗（美国 Santa Cruz公司）。

1.2 心肌细胞分离及处理分组

参照文献［8］分离小鼠心肌细胞，即取小鼠心脏

组织，剪碎，以胰酶消化，差速贴壁法获取小鼠原

代心肌细胞。实验已通过本院实验动物伦理委员

会审查。分离的心肌细胞培养在含 10%胎牛血清

的DMEM 培养基中，放置在 37℃、5% CO2、饱和湿

度培养箱进行培养。在 6孔板中接种 1.0×105个/孔
细胞，待单层贴壁生长，向细胞中加入 10 倍 MOI
的 CVB3（根据预实验结果），轻轻混匀，37℃孵育

1 h，记为模型（CVB3）组，丹参酮ⅡA治疗（CVB3+
TanⅡA）组以 CVB3感染后使用浓度为 10 μmol/L
的丹参酮ⅡA 处理，正常对照组接种同剂量的

PBS，丹参酮ⅡA（TanⅡA）组使用浓度为 10 μmol/L
的丹参酮ⅡA 处理，利巴韦林治疗（CVB3+Rib）组

以 CVB3 感染后使用浓度为 200 μg/mL 的丹参酮

ⅡA处理。

1.3 CCK⁃8法检测心肌细胞活性

心肌细胞以 3×103个/孔加入到 96 孔板中，按

照 1.2 方法处理和分组，每组设置 3 个复孔，分别

在 24 和 48 h 向各孔细胞内加入 CCK⁃8 溶液 10
μL，孵育 2 h，酶标仪测定 450 nm 处的光密度值

（OD 值），参比波长为 600 nm，分别计算各组心肌

细胞活性，细胞活性（%）=实验组 OD 值/对照组

OD值×100%。

was to detect interleukin⁃1β（IL⁃1β），interleukin⁃6（IL⁃6）and tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α）. Flow cytome⁃
try was used to detect the level of apoptosis. Western blot was used to detect the expression of cleaved cysteine⁃
containing aspartate proteolytic enzyme 3（Cleaved Caspase⁃3），Toll⁃like receptor 4（TLR4）and the activation
of nuclear transcription factor κB（NF⁃κB）. Results Compared with the control group，the activity of cardiomy⁃
ocytes in the CVB3 group decreased，SOD and GSH⁃Px activities decreased，MDA content increased，the levels
of inflammatory factors IL ⁃ 1β，IL ⁃6 and TNF⁃α increased significantly，and the rate of apoptosis increased.
Cleaved Caspase ⁃3，the expression of TLR4 and p⁃NF⁃κB was significantly up⁃regulated，and the difference was
statistically significant（P<0.05）. Tanshinone IIA and ribavirin can increase CVB3 ⁃ induced cell activity，in⁃
crease SOD and GSH⁃Px activity，reduce MDA content，reduce IL⁃1β，IL⁃6 and TNF⁃α secretion，inhibit cell
apoptosis，and down⁃regulate Cleaved Caspase ⁃3，and the expression of p⁃TLR4/NF⁃κB，the difference was sta⁃
tistically significant（P<0.05）. Conclusion Tanshinone ⅡA reduces oxidative stress and inflammation through
TLR4/NF⁃κB signaling pathway and reduces CVB3 induced cardiomyocyte damage and apoptosis.

［KEY WORDS］ Tanshinone IIA；Viral myocarditis；Oxidative stress；Inlfammation；TLR4/NF⁃κB
signaling pathway
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1.4 试剂盒测定 SOD 和 GSH⁃Px 活性和 MDA
含量

各组心肌细胞处理48 h后，收集细胞及上清培养

液，分别参照SOD、MDA和GSH⁃Px检测试剂盒说明

书对SOD和GSH⁃Px活性及MDA含量进行检测。

1.5 ELISA检测炎性因子 IL⁃1β、IL⁃6和TNF⁃α水平

各组心肌细胞处理 48 h后，收集上清培养液，

使用 ELISA检测试剂盒对 IL⁃1β、IL⁃6和 TNF⁃α水

平进行检测，具体操作步骤参考制造商说明书。

1.6 流式细胞术检测心肌细胞凋亡率

心肌细胞分组处理 48 h 后，收集 3×105 个细

胞，采用 AnnexinⅤ⁃FITC/PI试剂盒说明书处理，使

用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.7 Western blot 检测心肌细胞中 Cleaved Cas⁃
pase⁃3、TLR4、NF⁃κB和 p⁃NF⁃κB蛋白表达水平

抽提处理 48 h各组心肌细胞总蛋白，BCA 法

测定上清中蛋白浓度。蛋白加热变性。等量蛋白

行 10% SDS⁃PAGE 凝胶电泳，随后电转至 PVDF
膜，于 5%脱脂奶粉中封闭 2 h，参照一抗说明书按

1∶1 000 稀释 Cleaved Caspase⁃3、TLR4、NF⁃κB 和

p⁃NF⁃κB，加入相应一抗，4℃过夜孵育，再加入

1∶3 000稀释的二抗，室温封闭 2 h，以 ECL进行显

影，使用成像系统采集图像，以 GAPDH 为内参，

分别计算目的蛋白相对表达水平。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 21.0 统计学软件对数据进行分析，

计量资料以（x ± s）表示，均符合正态分布，两组间

用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，以 P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 丹参酮ⅡA对 CVB3诱导的心肌细胞活性的

影响

与对照组相比，CVB3组心肌细胞活性显著降

低（P<0.05）；与 CVB3组相比，CVB3+TanⅡA组心

肌细胞活性明显增强（P<0.05）。见表 1。
2.2 丹参酮ⅡA对 CVB3诱导的心肌细胞氧化应

激的影响

与对照组相比，CVB3组 SOD和GSH⁃Px活性

明显降低（P<0.05），MDA含量明显增多（P<0.05）；

与 CVB3 组相比，CVB3+TanⅡA 组 SOD 和 GSH⁃
Px 活性上升（P<0.05），MDA 含量下降（P<0.05）。

见表 2。

2.3 丹参酮ⅡA对 CVB3诱导的心肌细胞炎症反

应的影响

与对照组相比，CVB3组 IL⁃1β、IL⁃6和 TNF⁃α
水平升高（P<0.05）；与CVB3组相比，CVB3+TanⅡ
A 组 IL ⁃ 1β、IL ⁃ 6 和 TNF ⁃ α 水平明显下降（P<
0.05）。见表 3。

2.4 丹参酮ⅡA对CVB3诱导的心肌细胞凋亡的影响

与对照组相比，CVB3 组心肌细胞凋亡率和

Cleaved Caspase⁃3 的表达升高（P<0.05）；与 CVB3
组相比，CVB3+TanⅡA 组细胞凋亡率和 Cleaved
Caspase⁃3的表达明显降低（P<0.05）。见图1和表4。

表 1 各组心肌细胞活性比较（x ± s）

Table 1 Comparison of cardiomyocyte activity in each group
（x ± s）

组别

对照组

TanⅡA
CVB3

CVB3+TanⅡA
CVB3+Rib

F值

P值

细胞活性（%）

0 h
100.00±5.12
99.02±5.04
98.46±4.89
98.22±5.02
99.11±5.17

0.056
0.993

24 h
99.64±5.11
96.48±5.26
76.28±4.61a

88.32±4.06b

90.14±4.37b

11.047
0.001

48 h
97.85±5.14
96.33±5.39
52.16±3.65a

80.92±4.33b

84.57±4.27b

48.006
0.000

注：与 Control组比，*P<0.05；与 CVB3组比，&P<0.05。

表 2 各组心肌细胞 SOD和GSH⁃Px活性及MDA含量比较

（x ± s）

Table 2 Comparison of SOD and GSH⁃Px activities and
MDA content of cardiomyocytes in each group（x ± s）

组别

对照组

TanⅡA
CVB3

CVB3+TanⅡA
CVB3+Rib

F值

P值

SOD（U/mL）
77.63±6.11
75.28±6.08
58.04±5.02a

71.26±6.07b

73.44±6.81b

4.847
0.0020

MDA（U/mL）
12.52±0.13
13.41±1.01
28.65±3.02a

16.14±1.70b

14.15±1.57b

42.919
0.000

GSH⁃Px（U/mL）
148.92±10.21
145.12±11.75
91.38±8.11a

133.74±9.61b

139.26±12.08b

14.851
0.000

注：与对照组组比，aP<0.05；与 CVB3组比，bP<0.05。

表 3 各组心肌细胞 IL⁃1β、IL⁃6和 TNF⁃α水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of levels of IL⁃1β, IL⁃6 and TNF⁃α in
cardiomyocytes of each group（x ± s）

组别

对照组

TanⅡA
CVB3

CVB3+TanⅡA
CVB3+Rib

F值

P值

IL⁃1β（pg/mL）
12.52±0.13
11.81±1.04
28.65±3.02a

16.14±1.70b

14.24±1.38b

47.595
0.000

IL⁃6（pg/L）
0.71±0.07
0.68±0.06
3.55±0.37a

1.06±0.13b

0.91±0.09b

131.406
0.000

TNF⁃α（pg/mL）
21.41±2.32
35.45±3.14

367.95±36.84a

107.85±10.44b

76.52±7.63b

195.750
0.000

注：与对照组组比，aP<0.05；与 CVB3组比，bP<0.05。
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注：A为流式细胞术检测各组心肌细胞凋亡率；B为Western blot检测 Cleaved Caspase⁃3的表达。

图 1 丹参酮ⅡA对CVB3诱导的心肌细胞凋亡和Cleaved Caspase⁃3表达的影响

Figure 1 The effect of Tanshinone ⅡA on CVB3⁃induced cardiomyocyte apoptosis and Cleaved Caspase⁃3 expression

表 4 各组心肌细胞凋亡率比较（x ± s）

Table 4 Comparison of apoptosis rate of cardiomyocytes in
each group（x ± s）

组别

对照组

TanⅡA
CVB3

凋亡率（%）

2.52±0.59
2.88±0.62
25.79±3.24a

Cleaved Caspase⁃3
0.11±0.01
0.12±0.01
0.52±0.05a

注：与对照组组比，aP<0.05。

表 5 各组心肌细胞中 TLR4、NF⁃κB和 p⁃NF⁃κB蛋白表达

水平比较（x ± s）

Table 5 Comparison of TLR4，NF⁃κB and p⁃NF⁃κB protein
expression levels in cardiomyocytes of each group（x ± s）

组别

对照组

TanⅡA
CVB3

CVB3+TanⅡA
CVB3+Rib

F值

P值

TLR4
0.11±0.01
0.12±0.01
0.89±0.09a

0.23±0.02 b

0.21±0.02b

176.736
0.000

NF⁃κB
0.82±0.08
0.81±0.08
0.83±0.07
0.81±0.08
0.80±0.07

0.067
0.991

p⁃NF⁃κB
0.32±0.03
0.33±0.03
0.63±0.06 a

0.41±0.04 b

0.38±0.03 b

30.247
0.000

注：与对照组比，aP<0.05；与 CVB3组比，bP<0.05。

2.5 丹参酮ⅡA 对 CVB3 诱导的心肌细胞中

TLR4/NF⁃κB信号通路激活的影响

与对照组相比，CVB3 组心肌细胞中 TLR4 和

p⁃NF⁃κB 的表达上调（P<0.05）；与 CVB3 组相比，

CVB3+TanⅡA组细胞中 TLR4和 p⁃NF⁃κB的表达

明显下调（P<0.05）。见图 2和表 5。

3 讨论

心肌炎定义为心肌损伤后心肌的炎症，也是

引发小儿心力衰竭患者的主要原因之一［9］。肠道

病毒感染被认为是该疾病的一个主要原因，尤其

是年轻患者中 CVB3 的感染。CVB3 是一种重要

的人类病原体，可诱导儿童和年轻人的急性和慢

性病毒性心肌炎［10］。大约 50％的心肌炎及其末期

扩张型心肌病可归因于 CVB3 感染［11］。目前关于

病毒性心肌炎的发病机制尚不完全清楚，且缺乏

病毒性心肌炎治疗的特效药。因此探究病毒性心

肌炎的发病机制及开发有效的药物对病毒性心肌

炎的临床治疗显得尤为重要。

丹参酮ⅡA 来源于唇形科植物丹参的根及根

茎，主要用于治疗冠心病、心律过速、心绞痛等心

血管疾病［12］。近期研究显示，丹参酮ⅡA 磺酸钠

注射液广泛治疗病毒性心肌炎的小鼠模型及临床

应用［13］。本实验结果提示丹参酮ⅡA 对 CVB3 诱

导的心肌细胞具有一定的保护作用。以往研究发

现丹参酮ⅡA 可能通过调控氧化应激反应和炎症

反应发挥其对器官损伤的保护作用［14］。本实验

中丹参酮ⅡA 能够提高 CVB3 诱导的心肌细胞抗

氧化酶 SOD 和 GSH⁃Px 活性，降低 MDA 的含量，

减轻心肌细胞的氧化应激损伤。此外，丹参酮Ⅱ
A 可降低CVB3诱导的心肌细胞分泌的炎性因子 IL⁃
1β、IL⁃6 和 TNF⁃α 水平，降低炎症反应，本实验结

果与以上研究相符。一项研究显示，丹参酮ⅡA可

通过降低 TLR4⁃MyD88⁃NF⁃κB 信号通路，对脂多

糖诱导的 RAW264.7 细胞发挥抗炎作用［15］。另一

项研究发现，丹参酮 IIA通过 TLR⁃4介导的NF⁃κB
信号通路降低炎性细胞因子和氧化应激水平的产

生，改善缺氧缺血性脑病［16］。本实验结果发现，丹

参酮 IIA 可下调 CVB3诱导的心肌细胞中 TLR4和

NF⁃κB蛋白表达。表明丹参酮 IIA能够抑制 TLR4/
NF⁃κB信号通路的激活。
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图 2 Western blot检测各组心肌细胞中 TLR4、NF⁃κB和

p⁃NF⁃κB蛋白表达

Figure 2 Western blot detection of TLR4，NF⁃κB and
p⁃NF⁃κB protein expression in cardiomyocytes of each group
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总之，丹参酮ⅡA能够改善 CVB3诱导心肌细

胞氧化应激损伤及炎症反应，减少细胞凋亡，其潜

在的机制可能与抑制 TLR4/NF⁃κB 信号通路的活

化有关。后续实验将对丹参酮ⅡA 在病毒性心肌

炎小鼠心脏的影响进一步探究，以期为病毒性心

肌炎的临床治疗提供实验基础。
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血浆循环肿瘤DNA基因突变检测国家参考品的应用
评价

孙楠 于婷 孙晶 贾峥 曲守方★ 黄杰★

［摘 要］ 目的 评价血浆循环肿瘤DNA（ctDNA）KRAS/NRAS/EGFR/BRAF/MET 基因突变检测国家

参考品。方法 对 87支国家参考品进行血浆游离DNA提取，文库构建，对文库进行高通量测序，测序后的序

列比对到参考基因序列上，通过生物信息软件分析，识别携带基因突变的肿瘤DNA序列，获得相关基因突

变信息。结果 试剂盒检测范围内的国家阳性参考品均检测出相应突变位点，国家阴性参考品和试剂盒检

测范围外的阳性参考品均为野生型，可检测 50 ng DNA中突变频率为 0.3%~1%的检测限参考品。 结论 该

技术方法的试剂盒检测结果符合国家参考品的要求。本国家参考品为 ctDNA检测的标准化提供保障。

［关键词］ 测序技术；血浆循环肿瘤DNA；国家参考品；标准化

Evaluation of the Application of National Reference Materials for Detection of Plasma
Circulating Tumor DNA Gene Mutations
SUN Nan，YU Ting，SUN Jing，JIA Zheng，QU Shoufang★，HUANG Jie★

（National Institute for Food and Drug Control，Beijing，China，100050）

［ABSTRACT］ Objective To evaluate the national reference material of KRAS/NRAS/EGFR/BRAF/
MET gene mutation detection of circulating tumor DNA（ctDNA）. Methods After the library construction
and specific amplification of national reference material，the amplified products were sequenced with high flux.
The sequenced sequences were compared with the reference gene sequences. The original plasma DNA tem⁃
plate was analyzed and reduced by bioinformatics software. The tumor DNA sequences carrying gene muta⁃
tions were accurately identified and the relevant gene mutation information was obtained. Results The corre⁃
sponding mutation sites were detected in the positive reference materials within the detection range. The nega⁃
tive reference material and the positive reference outside the detection range were wild type. The detection limit
reference material with mutation frequency of 0.3%~1% in 50 ng DNA can be detected. Conclusion The test
results of this technology meet the requirements of national standard. The national standard provides guarantee
for the standardization of ctDNA detection.

［KEY WORDS］ Sequencing technology；ctDNA；National Reference Material；Standardization

肺癌是全世界最常见的癌症，每年约有 170
万人死于该疾病［1］。液体活检作为一种微创工

具，可满足对包括肺癌在内的恶性肿瘤进行实时

监测和个性化治疗的迫切需求。细胞循环肿瘤

DNA（Circulating tumor DNA，ctDNA）检测是一种

较为成熟的液体活检方式，能够进行纵向监测，

全面了解肿瘤的异质性。研究表明使用基于高

通量测序又称二代基因测序（next generation se⁃
quencing，NGS）的 ctDNA 分析的灵敏度为 75%~
90%，检测结果与组织检测高度一致［2⁃5］。2016 年

·· 1390



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

中国肺癌峰会专家小组会议就液体活检达成共

识并指出：检测已知的、多个平行临床可药物抑

制的靶点，用于发现未知基因，探索疗效监测、预

后判断和发现耐药机制等，液体活检技术推荐

NGS 方法［6］。

本研究使用可逆末端终止测序技术对血浆循

环肿瘤DNA KRAS/NRAS/EGFR/BRAF/MET 基因突

变检测国家参考品进行检测，用于评价基于二代

测序技术平台的以血浆为检测样本的肿瘤基因突

变检测试剂盒的性能。

1 材料与方法

1.1 研究对象

血浆 ctDNA KRAS/NRAS/EGFR/ BRAF/MET 基

因突变检测国家参考品，批号：360037⁃201901，87
支/套，4.2 mL/支，血浆样本，由中国食品药品检定

研究院（中检院）提供。

1.2 仪器与试剂

Qubit DNA 定量分析仪购自美国 Life technol⁃
ogies 公司，实时荧光定量 PCR 仪购自美国 Life
technologies公司，NextSeq CN500基因测序分析仪

购自杭州贝瑞和康基因诊断技术有限公司，微滴

式数字 PCR系统购自美国Bio⁃Rad公司，文库定量

试剂（批号：2109868）购自美国 KAPA Biosystems
公司，DNA纯化试剂盒（磁珠法）（批号：R0037）购

自杭州贝瑞和康基因诊断技术有限公司，人类

EGFR/ALK/ROS1/RET/KRAS/NRAS/PIK3CA/BRAF/
HER2/MET基因突变联合检测试剂盒（可逆末端终

止测序法）（批号：R3002191001）购自杭州贝瑞和

康基因诊断技术有限公司，NextSeq CN500中通量

测序试剂盒（批号：R0300）购自杭州贝瑞和康基因

诊断技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 提取与建库

首 先 提 取 ctDNA KRAS/NRAS/EGFR/BRAF/
MET 基因突变检测国家参考品的血浆游离DNA，

然后采用人类 EGFR/ALK/ROS1/RET/KRAS/NRAS/
PIK3CA/BRAF/HER2/MET 基因突变联合检测试剂

盒（可逆末端终止测序法）对提取的血浆游离DNA
进行文库构建。在样本 DNA片段两端添加接头，

然后在连接酶的作用下将带有接头的 DNA 片段

环化。通过在突变位点附近设计背靠背式引物进

行反向 PCR 扩增，富集目标 DNA 片段，获得线性

化的 PCR 扩增产物。构建的文库采用 DNA 纯化

试剂盒（磁珠法）试剂盒进行纯化。

1.3.2 终文库质控

终文库经过实时荧光定量 PCR 检测，样品浓

度不低于 1 nM，方可进行下一步的上机测序。

1.3.3 测序

将文库进行混合，变性，复性后，加载于芯片

上，准备测序用反应试剂，清洁和检查测序芯片，

点击 NextSeq Control Software（NCS）图标，NCS 初

始化完成后，从NCS的主界面点击 Sequence，测序

芯片舱门打开，放入芯片，当所有运行前测试都通

过，点击 Start，开始测序。

1.3.4 结果判读

通过生物信息软件分析，识别携带基因突变

的肿瘤DNA序列，获得相关基因突变信息。

2 结果

2.1 终文库质控结果

样品文库浓度均≥1 nM。见表 1。

2.2 特异性结果

对国家参考品中的阴性参考品进行检测，试

剂盒声称可检测的 27 种突变检测结果的突变

reads 均为 0 条，为突变阴性；基因融合检测，融合

突变 reads 数均为 0 条，为融合突变阴性。见表

2。对试剂盒范围外的国家阳性参考品进行检

测，试剂盒声称可检测的 27 种突变检测结果均为

突变阴性；3种基因融合检测，为融合突变阴性。

2.3 单核苷酸变异（single nucleotide variant）和插

入缺失突变（insertion⁃deletion）结果

对试剂盒检测范围内的国家阳性参考品进行

国家参考品
编号

CP_001_01
CP_003_01
CP_004_01
CP_005_01
CP_006_01
CP_007_01
CP_009_01
CP_010_01
CP_011_01
CP_012_01
CP_013_01
CP_014_01

质量值

0.4
0.2
0.4
0.4
0.5
0.4
0.5
0.5
0.3
0.5
0.5
0.4

文库浓度
（nM）

5.0
3.0
5.3
5.4
6.5
6.0
6.8
7.0
4.2
7.7
6.6
6.1

国家参考品
编号

CP_015_01
CP_016_01
CP_017_01
CP_018_01
CP_019_01
CP_020_01
CP_022_01
CP_023_01
CP_024

CP_026_01
CP_027
CP-000

质量值

0.4
0.4
0.4
0.2
0.5
0.4
0.5
0.5
0.4
0.4
0.4
0.3

文库浓度
（nM）

5.9
5.4
5.1
3.2
6.4
5.5
7.7
6.7
6.1
5.3
6.3
4.8

表 1 终文库质控结果

Table 1 Final library quality control results
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基因

BRAF
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
HER2
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
KRAS
MET
NRAS
NRAS
NRAS
PIK3CA

氨基酸突变

V600E
G719A
G719S
G719C(1)
E746_A750del(1)
E746_A750del(2)
L747_P753>S
E746_S752>V
L747_A750>P(2)
L747_T751del
T790M
S768I
D770_N771insG
L858R(1)
L861Q
A775_G776insYVMA
G12S
G12C
G12D
G12A
G12V
Q61H
L982_D1028del
G12D
Q61K
Q61R
H1047R

突变
DNA
片段

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

总DNA
片段

1517
2360
2372
2372
2261
2269
2260
2213
2232
2232
2106
1968
1808
1893
1994
2513
1236
1236
1239
1239
1239
1620
1062
1295
1578
1579
1781

阴性
概率值

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0.9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

结论

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

表 2 阴性参考品检测结果

Table 2 Negative reference result

检测，符合文库下机数据质量要求。对参考品的

突变位点检测，突变 reads数均大于 1，均为相应位

点的突变阳性。见表 3。

2.4 检测限结果

对试剂盒检测范围内的 1%和 0.3%突变频率检

测限参考品进行检测，标注的 KRAS/NRAS/EGFR/
BRAF/MET基因突变位点和其他突变位点均检出阳

性。对试剂盒检测范围内的EGFR/MET基因拷贝数

扩增阳性参考品进行检测，结果检出阳性。对试剂盒

检测范围内的 0.1%突变比例检测限参考品进行检

测，根据试剂盒声称的检测限，标注的KRAS/NRAS/
EGFR/BRAF/MET基因突变位点和其他突变位点检

出（不高于0.1%突变频率）或未检出。见表4。

3 讨论

液体活检可用于晚期癌患者或由于其它原因

不能获取肿瘤组织样本的患者［7⁃8］，主要应用于个性

化用药指导，肿瘤发展过程监测等［9］。液体活检最

大的挑战是肿瘤患者体内 ctDNA浓度可低至整个

循环DNA的 0.01%［10⁃11］，因此对于检测技术检测下

限的研究很重要。有研究表明可使用细胞系或基

因编辑的细胞系作为标准化的样本，对检测限附近

的检出能力进行研究验证［12］。另外基于NGS的方

法检测 ctDNA时，需要使用超深测序（>10 000×原
始覆盖），以达到适合的检测限（≤0.1%）［13⁃14］。

目前没有关于高通量测序法检测 ctDNA的行

业标准，也没有相关的国家参考品或国际参考

品。据国家卫生健康委临床检验中心公布《2019
年肿瘤游离DNA（ctDNA）基因突变检测室间质量

评价》结果，我国各实验室 ctDNA基因突变检测总

国家参考品编号

CP_001_01
CP_001_01
CP_003_01
CP_004_01
CP_006_01
CP_009_01
CP_010_01
CP_011_01
CP_016_01
CP_016_01
CP_018_01
CP_018_01
CP_019_01
CP_020_01
CP_020_01
CP_022_01
CP_023_01

基因

KRAS
PIK3CA
KRAS
KRAS
KRAS
NRAS
NRAS
BRAF
PIK3CA
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR

外显子

2
21
2
2
2
3
3
15
21
19
20
21
18
21
20
19
19

碱基突变

c.35G>A
c.3140A>G
c.34G>T
c.35G>C
c.34G>A
c.181C>A
c.182A>G
c.1799T>A
c.3140A>G

c.2240_2257del18
c.2369C>T
c.2573T>G
c.2155G>A
c.2573T>G
c.2369C>T

c.2236_2250del15
c.2239_2248>C

氨基酸突变

G12D
H1047R
G12C
G12A
G12S
Q61K
Q61R
V600E
H1047R

L747_P753>S
T790M

L858R（1）
G719S

L858R（1）
T790M

E746_A750del（2）
L747_A750>P（2）

突变DNA片段

48
46
86
67
51
103
65
145
80
3

104
128
78
104
60
140
156

总DNA片段

1158
1474
1937
1695
1690
2561
2185
2495
2312
2700
2633
2544
3155
1900
1884
2849
2408

突变丰度

0.04
0.03
0.04
0.04
0.03
0.04
0.03
0.06
0.03
0.00
0.04
0.05
0.02
0.05
0.03
0.05
0.06

结论

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

表 3 阳性参考品检测结果

Table 3 Positive reference result
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基因

EGFR

KRAS

NRAS

PIK3CA
BRAF
HER2
MET

外显子

18
18
18
19
19
19
19
19
19
20
20
20
21
21
2
2
2
2
2
3
2
3
3
21
15
20
14

氨基酸突变

G719A
G719S
G719C

E746_A750del（1）
E746_A750del（2）

L747_P753>S
E746_S752>V
L747_A750>P
L747_T751del

T790M
S768I

D770_N77linsG
L858R
L861Q
G12D
G12A
G12V
G12S
G12C
Q61H
G12D
Q61R
Q61K

H1047R
V600E

A775_G776insYVMA
L982_D1028del

碱基突变

c.2156G>C
c.2155G>A
c.2155G>T

c.2235_2249del15
c.2236_2250del15
c.2240_2257del18
c.2237_2255>T
c.2239_2248>C

c.2240_2254del15
c.2369C>T
c.2303G>T

c.2310_2311insGGT
c.2573T>G
c.2582T>A
c.35G>A
c.35G>C
c.35G>T
c.34G>A
c.34G>T
c.183A>C
c.35G>A
c182A>G
c.181C>A
c.3140A>G
c.1799T>A

c.2324_2325ins12a

c.2942_3082del141

最低
检出限
（%）

0.3
0.3
0.3
0.5
0.1
0.5
0.5
0.1
0.5
0.3
0.5
0.3
0.3
0.3
0.3
0.1
0.3
0.1
0.1
0.3
0.1
0.1
0.1
0.3
0.1
0.1
0.5

表 4 检测限参考品结果

Table 4 Detection limit reference result

注：a代表序列ATACGTGATGGC。

体合格率仅为 80%，其中 173 个假阳性突变结

果、67 个假阴性结果。

为评价基于不同NGS平台的液体活检试剂盒

的质量和性能，开展 ctDNA 检测标准化研究，中

检院建立了血浆 ctDNA KRAS/NRAS/EGFR/BRAF/
MET 基因突变检测国家参考品（批号：360037⁃
201901）用于相关试剂盒的性能评价，包括准确

性、特异性及检测限［15］。该参考品对试剂盒检测

范围内标注的基因突变位点均应检出；对试剂盒

检测范围外标注的基因突变位点均不应检出；对

试剂盒检测范围内的 1%和 0.3%突变比例检测限

参考品进行检测，标注的基因突变位点均应检出。

参考品原料系提取自野生型或各种基因突变细

胞系基因组 DNA，经酶切打断后，加入血浆样本

中。为保证国家参考品的换批连续性，本参考品通

过建立永生化细胞系，获得细胞基因组DNA作为原

料。本研究的局限性在于国家参考品不包括融合突

变的基因类型，因此未对试剂盒的 ALK、ROS1、RET
三个基因的融合突变的检测能力进行评价。

本研究是基于高通量测序平台，首先利用环化

单分子扩增，获得线性化的 PCR扩增产物。然后通

过对扩增产物进行高通量测序，准确识别携带基因

突变的肿瘤 DNA 序列，获得相关基因突变信息。

该技术能够满足血浆 ctDNA KRAS/NRAS/EGFR/
BRAF/MET 基因突变检测国家参考品的要求，为

ctDNA肿瘤基因检测提供了一种可靠的检测方法。

综 上 所 述 ，血 浆 ctDNA KRAS/NRAS/EGFR/
BRAF/MET 基因突变检测国家参考品可以有效保

障 ctDNA 检测的准确性，可以提升相关诊断试剂

的质量控制水平，有利于加快循环肿瘤 DNA检测

标准化的进程。
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结肠镜检查联合血清CEA、TuM2⁃PK检测对结肠癌
的诊断价值

王计 吴小微★ 晏妮

［摘 要］ 目的 探讨结肠镜检查联合CEA、TuM2⁃PK对结肠癌的诊断价值。方法 选取 2019年 1
月至 2020年 12月武汉科技大学附属汉阳医院 150例疑似结肠癌患者，根据术后病理检查结果分为结肠癌

组与非结肠癌组，分析结肠镜下检视结果、血清 CEA、TuM2⁃PK 水平，并评价结肠镜检查、血清 CEA、

TuM2⁃PK水平对结肠癌的诊断价值。结果 150例疑似结肠癌患者恶性比例 66.67%；结肠癌组结肠镜下

检出率、血清CEA、TuM2⁃PK水平均高于非结肠癌组，且不同病理分期、分化程度及是否淋巴结转移与结

肠癌患者结肠镜下检出率、血清 CEA、TuM2⁃PK水平相比，差异有统计学意义（P<0.05）；结肠镜下检查结

肠癌患者血清CEA、TuM2⁃PK水平均高于非结肠癌患者（P<0.05）；ROC曲线显示，结肠镜下检查结果、血

清CEA、TuM2⁃PK水平联合诊断结肠癌AUC最大，为 0.961。结论 结肠镜下检查、血清CEA、TuM2⁃PK
均可用于疑似病例的结肠癌诊断及病情、病理评价，联合使用可提高结肠癌诊断价值，实现早发现早治疗。

［关键词］ 结肠镜；癌胚抗原；肿瘤M2型丙酮酸激酶；结肠癌

The value of colonoscopy combined with serum CEA and TuM2⁃PK in the diagnosis of
colon cancer
WANG Ji，WU Xiaowei★，YAN Ni
（Department of Gastroenterology，Hanyang Hospital Affiliated to Wuhan University of Science and Technolo⁃
gy，Wuhan，Hubei，China，430050）

［ABSTRACT］ Objective To explore the diagnostic value of colonoscopy combined with CEA and
TuM2⁃PK for colon cancer. Methods A total of 150 patients with suspected colon cancer in Hanyang Hospi⁃
tal Affiliated to Wuhan University of Science and Technology from January 2019 to December 2020 were se⁃
lected and divided into the colon cancer group and the non⁃colon cancer group according to the results of post⁃
operative pathological examination. The results of colonoscopy examination，serum CEA，TuM2⁃PK were ana⁃
lyzed to evaluate the value of colonoscopy，serum CEA and TuM2⁃PK levels in the diagnosis of colon cancer.
Results The malignant ratio of 150 patients with suspected colon cancer was 66.67% . The colonic cancer
group colonoscopy detection rate，serum CEA，and TuM2⁃PK levels were higher than those in the non⁃colon
cancer group，and the different pathological stages，degree of differentiation，and lymph node metastasis were
compared with colon cancer patients colonoscopy detection rate，serum CEA and TuM2⁃PK levels，the differ⁃
ence was statistically significant（P<0.05）. The serum CEA and TuM2⁃PK levels of colon cancer patients un⁃
der colonoscopy were higher than those of non⁃colon cancer Patients（P<0.05）. The ROC curve showed that
the combined diagnosis of colon cancer with colonoscopy，serum CEA，and TuM2⁃PK levels had the highest
AUC，which was 0.961. Conclusion Colonoscopy，serum CEA，and TuM2⁃PK can be used for colon cancer
diagnosis and disease condition and pathological evaluation. The combination of various indicators can improve
the diagnostic value of colon cancer and realize early detection and early treatment.

［KEY WORDS］ Colonoscopy；Carcinoembryonic antigen；Tumor M2 pyruvate kinase；Colon cancer
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结肠癌是常见消化道恶性肿瘤，发病率居于胃

肠道恶性肿瘤第三位［1］。研究报道，早期结肠癌临床

治愈率达 90%左右［2］。但结肠癌早期症状相对隐匿，

发现时多已处于中晚期，错失最佳治疗时机［3］。因

此，结肠癌早期诊疗对提高患者生存率及生活质量

具有重要临床意义。结肠镜下检查可直接观察消化

道黏膜，并获取组织进行病理活检，可实现对结肠癌

的早期诊疗，但结肠镜下检查质量受多种因素影响，

临床应用存在一定局限性［4］。血清肿瘤标志物在恶

性肿瘤诊断中具有简便、高效、无创的特点。癌胚抗

原（carcinoembryonic antigen，CEA）是结肠癌最常用

肿瘤标志物之一［5］；肿瘤M2型丙酮酸激酶（Tumor
M2 pyruvate kinase，TuM2⁃PK）是近年来发现与结肠

癌有关的新型标志物，其诊断价值尚未完全阐明［6］。

本研究尝试分析经结肠镜诊断联合CEA、TuM2⁃PK
对结肠癌的诊断价值。报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2019 年 1 月至 2020 年 12 月武汉科技大

学附属汉阳医院 150 例疑似结肠癌患者作为研究

对象，根据病理检查结果分为结肠癌组与非结肠

癌组。疑似结肠癌患者纳入标准：均存在肠梗阻

症状，如腹胀，腹痛（绞痛或胀痛），便闭或便秘，腹

部可触及肿块；术前均未行放化疗治疗；患者或其

家属均对本研究知情并签署同意书。排除标准：

合并其他部位肿瘤；合并肺、心、胃、肝等重要脏器

疾病；急慢性炎症；哺乳或妊娠期女性。男 88例，

女 62例，年龄平均（55.94±8.63）岁。本研究经医院

伦理委员会批准。

1.2 方法

①结肠镜下检查：选用Olympus CF H260AI电
子结肠镜（日本奥林巴斯公司），检查前 3 d 需控

制饮食，以少渣或无渣食物为主，检测当日禁食，

上午 9：30 服用 1 包洗肠液，1 000 mL 开水冲泡，

分 3 次服用，1 次/30 min，若排便仍存在残留粪

渣，需再外加 1次，直至排出物呈清水状。服用期

间若出现不良反应，及时联系医护人员，必要时

行灌肠清洁。随后行常规结肠镜下检查。结肠癌

诊断标准［7］：排列不规则的ⅢS、ⅢL、Ⅳ型 pit，或
无结构 pit。②血清 CEA、TuM2⁃PK 检测：术前取

空腹静脉血 5 mL，离心（3 000 r/min，5 min，离心半

径 5 cm），取血清，CEA 采用化学发光法测定，拜

耳（美国）分公司试剂盒；TuM2⁃PK 采用酶联免疫

吸附法测定，苏州卡尔文公司试剂盒，根据 ROC
截断值进行诊断。

1.3 统计学方法

采用统计学软件SPSS 22.0处理数据，计数资料

以 n（%）描述，计量资料以（x±s）描述；诊断价值采用

受试者工作特征（ROC）曲线，获取AUC，联合预测实

施Logistic二元回归拟合，返回预测概率 logit（p），将其

作为独立检验变量，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 术后病理检查结果

150例疑似结肠癌患者经术后病理检查，确诊

100例恶性，占 66.67%。见表 1。

2.2 两组结肠镜下检查结果、血清CEA、TuM2⁃PK
水平

结肠癌组结肠镜下检查检出率、血清 CEA、

TuM2⁃PK 水平均高于非结肠癌组，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 不同病理特征患者结肠镜下检查结果、血清

CEA、TuM2⁃PK水平

不同病理分期、分化程度及淋巴结转移与否

患者结肠镜下检出率、血清CEA、TuM2⁃PK水平相

比，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

部位

乙状结肠

降结肠

横结肠

升结肠

回盲部

合计

n

53
38
23
25
11
150

病理检查结果（例）

良性

19
14
9
5
3
50

恶性

34
24
14
20
8

100

恶性比例（%）

64.15
63.16
60.87
80.00
72.73
66.67

表 1 疑似结肠癌患者术后病理检查结果

Table 1 Postoperative pathological examination results of
patients with suspected colon cancer

组别

结肠癌

非结肠癌

t/c2值

P值

n

100
50

结肠镜下的
阳性率

71（71.00）
27（54.00）

4.253
0.039

CEA
（ng/mL）
65.47±12.41
5.69±1.28
33.915
<0.001

TuM2⁃PK
（U/mL）
21.92±5.83
11.76±3.25

11.453
<0.001

表 2 两组结肠镜下检查结果、血清CEA、TuM2⁃PK水平

对比［n（%），（x ± s）］

Table 2 Comparison of the results of colonoscopy，serum
CEA and TuM2⁃PK levels between 2 groups［n（%），（x ± s）］

·· 1395



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

病理分期

c2/t值
P值

分化程度

c2/t值
P值

淋巴结转移

c2/t值
P值

病理特征

Ⅱ期

Ⅲ期

Ⅳ期

高分化

中分化

低分化

无

有

n

57
33
10

35
32
33

75
25

结肠镜下
阳性率

30（52.63）
31（93.94）
10（100.00）

26.807
<0.001

9（25.71）
29（90.63）
33（100.00）

54.325
<0.001

47（62.67）
24（96.00）
14.147
<0.001

CEA
（ng/mL）
59.83±9.84
70.12±11.25
82.27±15.87

22.100
<0.001

57.49±7.28
65.24±10.31
74.16±12.96

21.872
<0.001

59.27±9.82
84.07±11.25

10.540
<0.001

TuM2⁃PK
（U/mL）
18.85±4.02
24.69±4.58
30.28±6.03

37.948
<0.001

18.69±3.98
22.14±4.14
25.13±5.28

17.470
<0.001

19.82±4.96
28.22±5.82

7.017
<0.001

表 3 不同病理特征患者结肠镜下检查结果、血清CEA、
TuM2⁃PK水平［n（%），（x ± s）］

Table 3 Colonoscopy results，serum CEA and TuM2⁃PK
levels in patients with different pathological characteristics

［n（%），（x ± s）］

结肠镜下检查结果

结肠癌

非结肠癌

t值
P值

n
71
27

CEA（ng/mL）
69.52±14.27
5.41±1.19
23.240
<0.001

TuM2⁃PK（U/mL）
22.69±6.01
10.52±3.17

9.985
<0.001

表4 结肠镜下检查结果、血清CEA、TuM2⁃PK水平对比（x±s）

Table 4 Comparison of examination results under
colonoscopy，serum CEA and TuM2⁃PK levels（x ± s）

指标

结肠镜下检查

CEA
TuM2⁃PK
联合诊断

AUC
0.585
0.883
0.834
0.961

95%CI
0.502~0.665
0.821~0.930
0.765~0.890
0.917~0.986

Z值

2.011
13.759
10.171
32.011

截断值

阳性

>32.75 ng/mL
>19.74 U/mL

敏感度（%）

71.00
82.00
68.00
86.00

特异度（%）

46.00
92.00
90.00
96.00

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 5 结肠镜下检查结果、血清CEA、TuM2⁃PK水平对结肠癌的诊断价值

Table 5 The value of colonoscopy examination results，serum CEA and TuM2⁃PK levels in the diagnosis of colon cancer

100

80

60

40

20

敏
感

度
（

%
）

0 20 40 60 80 100

CEA
TuM2_PK
结肠镜下检查
联合

特异度（%）

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve

2.4 结肠镜下检查结果与血清 CEA、TuM2⁃PK水

平的关系

结肠镜下检查结肠癌患者血清CEA、TuM2⁃PK
水平均高于非结肠癌患者，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 4。

2.5 结肠镜下检查结果、血清 CEA、TuM2⁃PK 水

平对结肠癌的诊断价值

绘制 ROC 曲线分析结果：血清 CEA、TuM2⁃
PK 水平联合诊断结肠癌 AUC 最大，诊断效能良

好，最佳敏感度、特异度分别为 86.00%、96.00%。

见表 5，图 1。

3 讨论

近年来，随社会高度发展，人们饮食结构、生活

规律等均发生显著变化，我国结肠癌发病率呈逐年

增加趋势，对人们生命质量构成严重威胁。本研究

结果符合高显华等［8］、李东言等［9］研究报道。这是

由于病理学诊断是取自患者病变组织及细胞进行

鉴别。进一步表明术后病理检查是临床诊断结肠

癌的金标准。目前，早诊断、早治疗已成为人们对

肿瘤治疗的一种共识。目前，结肠镜下检查仍是结

肠癌有效的诊断手段［10］。本研究数据显示，结肠癌

患者结肠镜下检出率均高于非结肠癌患者，且可用

于结肠癌病理分期、分化程度及淋巴结转移评估。

但研究报道，肠道准备质量、退镜时间、内镜技术、

盲肠插管率等多种因素均可对结肠镜检查质量产

生影响［11］。本研究结果表明单一结肠镜下检查对

结肠癌诊断存在一定局限性。

随分子生物学标志物发展，越来越多的血清肿

瘤标志物应用于临床，检测其水平有助于结肠癌早

期诊断、治疗及预后判断。同时，血清肿瘤标志物

检测具有简便、创伤小、客观性强等特点。CEA是

位于细胞质内的糖蛋白，在结肠癌［12］、胃癌［13］等多

种癌组织中异常表达，为广谱肿瘤标志物。癌细胞

所产生的CEA随肿瘤细胞的极性紊乱释放到血液

中，导致血清 CEA 水平升高［14］。同时，研究显示，

CEA与宿主肿瘤发病部位的抗肿瘤免疫密切相关，

为预后判定提供参考［15］。PK是糖酵解途径的关键

酶，在肿瘤细胞的代谢途径中发挥着重要作用。正

常细胞中TuM2⁃PK以二聚体形式参与糖无氧酵解，
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而肿瘤细胞中TuM2⁃PK则以四聚体形式存在，阻碍

肿瘤细胞中糖酵解的终末代谢过程，导致中间代谢

产物堆积，肿瘤细胞快速增殖［16］。冯妮等［17］研究显

示，结肠癌患者血清CEA、TuM2⁃PK水平及阳性表

达率均显著高于同期良性结肠病和体检健康者。

本研究结果提示血清CEA、TuM2⁃PK高表达与结肠

癌病情与病理状况存在一定相关性。

本研究结果提示结肠镜下检查结果与血清

CEA、TuM2⁃PK 水平存在一定相关性。推测结肠

镜联合血清 CEA、TuM2⁃PK 检测对结肠癌诊断可

能具有协同作用。ROC曲线显示，各指标联合诊断

AUC达 0.961，高于单独预测。提示临床可同时进

行结肠镜下检查及血清CEA、TuM2⁃PK检测，为结

肠癌诊断提供更全面、可靠的参考信息。分析认

为，结肠镜下过程中可能存在肿瘤组织定位欠佳、

黏膜下肿瘤导致无黏膜狭窄、生理发生弯曲无法

进镜等，导致镜像假象或遗漏。

综上可知，结肠镜下检查、血清CEA、TuM2⁃PK
均可用于结肠癌诊断及病情、病理状况评价，各指标

联合可提高结肠癌诊断价值，实现早发现早治疗。本

研究亦存在一定程度不足之处，如样本量相对较少、

缺乏与同级或上级医疗机构的协同性研究，后续研究

可对此进行改进，以获得更加精准的研究结论。
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ChE、hs⁃CRP、PCT与老年维持性透析 IPS分值关系
及联合诊断导管相关感染价值

张世同★ 束永兵 方美双 宣文

［摘 要］ 目的 探究胆碱酯酶（ChE）、超敏C反应蛋白（hs⁃CRP）、降钙素原（PCT）与老年维持性透

析患者感染可能性评分（IPS）分值的关系及联合诊断导管相关感染的价值。方法 选取安徽省六安市中

医院血液净化中心老年维持性透析患者 102例，根据是否发生导管相关感染分为感染组（28例）与未感染

组（74例），比较两组临床资料、IPS评分、血清ChE、hs⁃CRP、PCT水平，分析各血清指标与 IPS评分、导管相

关感染的关系，评价血清ChE、hs⁃CRP、PCT诊断价值。结果 感染组透析时间≥1年患者比例 71.43%（20/
28）、贫血患者比例 42.86%（12/28）、低蛋白血症患者比例 50.00%（14/28）、糖尿病患者比例 35.71%（10/28）、

IPS分值（14.02±2.79）分均高于未感染组，差异有统计学意义（P<0.05）；感染组血清ChE低于未感染组，血

清 hs⁃CRP、PCT水平高于未感染组，差异有统计学意义（P<0.05）；血清ChE与老年维持性透析患者 IPS分

值呈负相关，hs⁃CRP、PCT与 IPS分值呈正相关，且均为导管相关感染发生的影响因素（P<0.05）；血清ChE、
hs⁃CRP、PCT联合诊断导管相关感染的曲线下面积（AUC）为 0.923。 结论 血清 ChE、hs⁃CRP、PCT与老

年维持性透析患者 IPS分值密切相关，各指标联合在导管相关感染诊断方面具有较高诊断效能。

［关键词］ 维持性透析；导管相关感染；胆碱酯酶；超敏C反应蛋白；降钙素原；感染可能性评分

The relationship between ChE，hs⁃CRP，PCT and the IPS score of elderly maintenance
dialysis and the value of combined diagnosis of catheter⁃related infections
ZHANG Shitong★，SHU Yongbing，FANG Meishuang，XUAN Wen
（Blood Purification Center，Luan Hospital of Traditional Chinese Medicine，Luan，Anhui，China，237000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the relationship and joint diagnosis of cholinesterase（ChE），

high⁃sensitivity C⁃reactive protein（hs⁃CRP），procalcitonin（PCT）and the infection probability score（IPS）
of elderly maintenance dialysis patients and the value of catheter⁃related infections. Methods A total of 102
elderly maintenance dialysis patients in Blood Purification Center，Lu' an Hospital of Traditional Chinese Med⁃
icine were selected and divided into an infected group（28 cases）and an uninfected group（74 cases）accord⁃
ing to whether they had catheter⁃related infections. The clinical data，IPS scores，and serum levels of ChE，hs⁃
CRP，and CRP were compared between the two groups. The relationship between the serum indicators and IPS
score，catheter⁃related infection was analyzed，and the diagnostic value of serum ChE，hs CRP and PCT was
evaluated. Results In the infection group，the proportion of patients with dialysis time ≥1 year was 71.43%
（20/28），the proportion of anemia patients was 42.86%（12/28），the proportion of hypoproteinemia patients
was 50.00%（14/28），and the proportion of diabetic patients was 35.71%（10/28）. The IPS score（14.02±
2.79）was higher than that of the uninfected group，and the difference was statistically significant（P<0.05）.
The serum ChE of the infected group was lower than that of the uninfected group，and the serum hs⁃CRP and
PCT levels were higher than those of the uninfected group. In the infection group，the difference was statistical⁃
ly significant（P<0.05）. Serum ChE was negatively correlated with the IPS scores of elderly maintenance dialy⁃
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sis patients，and hs⁃CRP，PCT and IPS scores were positively correlated，and they were all affected by the oc⁃
currence of catheter⁃related infections factors（P<0.05）. The area under the curve（AUC）for the combined di⁃
agnosis of serum ChE，hs⁃CRP，and PCT for catheter⁃related infections was 0.923. Conclusion Serum ChE，
hs⁃CRP，PCT are closely related to the IPS score of elderly maintenance dialysis patients，and the combination
of these indicators has a high diagnostic efficiency in the diagnosis of catheter⁃related infections.

［KEY WORDS］ Maintenance dialysis；Catheter⁃related infection；Cholinesterase；High⁃sensitivity
C⁃reactive protein；Procalcitonin，Infection probability score

维持性透析是临床治疗终末期肾病的主要方

法，报道显示，维持性透析患者治疗期间导管相关

感染发生风险较高，尤其是老年患者，是导致患者

死亡的主要因素［1］。因此，维持性透析导管相关感

染的规范化诊治仍然是推进腹透事业的重要环

节。近年来，感染相关因子在导管相关感染的诊

断中得到广泛应用，其中超敏 C 反应蛋白（high⁃
sensitivity C⁃reactive protein，hs⁃CRP）较为常见，具

有较高诊断敏感性［2］。降钙素原（Procalcitonin，
PCT）是一个细菌性感染指标，在临床诊断细菌性

感染及评估疗效方面具有良好应用价值［3］。此外，

国内外均有研究［4 ⁃ 5］证实感染可引起胆碱酯酶

（Cholinesterase，ChE）水平降低，对其水平进行检

测有助于反映感染病情。为进一步提高老年维持

性透析患者导管相关感染的诊断效能，本研究尝

试探究 ChE、hs⁃CRP、PCT 与患者感染可能性评分

（Infection probability score，IPS）分值的关系及联合

诊断导管相关感染的价值。报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取安徽省六安市中医院血液净化中心 2018
年 1月至 2020年 3月老年维持性透析患者 102例，

纳入标准：①原发病发展至终末阶段，均于本院行

维持性透析治疗；②年龄≥60岁；③近期无肺部感

染、泌尿系感染等其他感染性疾病；④无神经系统

疾病或心理疾病，能正常沟通交流；⑤患者及家属

知晓本研究，已签署同意书。排除标准：①血液系

统疾病患者；②严重心脑血管疾病、肝肾功能障碍

患者；③近 3个月内有骨折史、手术史者；④自身免

疫性疾病患者；⑤恶性肿瘤患者。其中男 57例，女

45例；年龄平均（68.14±3.17）岁；原发病：慢性肾小

球肾炎 24 例，高血压肾损害 56 例，糖尿病肾病 22
例。所有患者均于入组当天参照《腹膜透析相关

感染的防治指南》［6］中相关诊断标准判断是否发生

导管相关感染，将发生导管相关感染者纳入感染

组（28 例），未发生导管相关感染者纳入未感染组

（74例）。本实验经医院伦理委员会批准。

1.2 方法

所有患者均于入组当天采集外周静脉血 5 mL，
离心处理取血清，采用丁酰硫代胆碱法检测血清

ChE 水平，试剂盒购自上海高创化学科技有限公

司，采用酶联免疫吸附试验测定血清 hs⁃CRP、PCT
水平，试剂盒购自北京百奥莱博科技有限公司。

1.3 观察指标

①两组临床资料、IPS 分值，临床资料包括性

别、年龄、透析时间、合并症（贫血、低蛋白血症、

糖尿病、心功能不全），IPS 包含心率（12分）、体温

（2 分）、白细胞计数（3 分）、序贯性器官功能衰竭

（2分）、呼吸频率（1分）、C反应蛋白（6分），分值≥
13分为重症感染，<13分为一般感染［7］。②两组血

清 ChE、hs⁃CRP、PCT 水平，分析各血清指标与

IPS 分值、导管相关感染的关系，评价血清 ChE、

hs⁃CRP、PCT诊断导管相关感染的价值。

1.4 统计学方法

数据处理采用 SPSS 22.0 软件，计数资料以

n（%）表示，采用 c2检验，计量资料以（x ± s）描述，

采用独立样本 t 检验，相关性分析采用 Pearson 相

关系数模型，通过 Logistic 进行多因素回归分析，

诊断效能分析采用受试者工作特征（ROC）曲线，

以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组临床资料

两组性别、年龄、心功能不全差异无统计学意

义（P>0.05）；两组透析时间、贫血、低蛋白血症、糖

尿病、IPS 分值比较差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 1。
2.2 两组血清ChE、hs⁃CRP、PCT水平

感染组血清 ChE 水平较未感染组低，血清

hs⁃CRP、PCT水平较未感染组高，差异有统计学意

义（P<0.05）。见表 2。
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资料

年龄（岁）

性别（男/女）

透析时间（年）

<1
≥1

合并症

心功能不全

贫血

低蛋白血症

糖尿病

IPS分值（分）

感染组（n=28）
68.45±3.30

15/13

8（28.57）
20（71.43）

7（25.00）
12（42.86）
14（50.00）
10（35.71）
14.02±2.79

未感染组（n=74）
67.83±3.06

42/32

39（52.70）
35（47.30）

16（21.62）
13（17.57）
10（13.51）
12（16.22）
10.35±1.46

t/c2值

0.894
0.084
4.761

0.133
7.022
15.030
4.565
8.649

P值

0.374
0.773
0.029

0.716
0.008
<0.001
0.033
<0.001

表 1 两组临床资料比较［（x ± s），n（%）］

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

组别

感染组

未感染组

t值
P值

n
28
74

ChE（U/L）
6371.53±1844.64
8286.20±2159.37

4.151
<0.001

hs⁃CRP（mg/L）
32.64±10.15
21.75±6.63

6.342
<0.001

PCT（μg/L）
1.72±0.57
1.03±0.34

7.496
<0.001

表 2 两组血清ChE、hs⁃CRP、PCT水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum ChE，hs⁃CRP and PCT levels
between 2 groups（x ± s）

变量

ChE
hs⁃CRP
PCT

b值

-0.818
2.247
2.036

S.E. 值
0.328
0.702
0.554

Wald c2值

6.221
10.241
13.504

OR值

0.441
9.455
7.659

95%CI
0.241~0.808
3.792~23.576
3.020~19.422

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 血清ChE、hs⁃CRP、PCT与导管相关感染的关系

Table 3 The relationship between serum ChE，hs⁃CRP，
PCT and catheter⁃related infections
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图 1 血清ChE、hs⁃CRP、PCT对导管相关感染诊断价值

Figure 1 The diagnostic value of serum ChE，hs⁃CRP and
PCT in catheter⁃related infections

2.3 血清ChE、hs⁃CRP、PCT与 IPS分值相关性

Pearson 相关性分析，血清 ChE 与 IPS 分值间

存在负相关关系（r=-0.754），血清 hs⁃CRP、PCT
与 IPS 分值间存在正相关关系（r=0.822、0.805，
P 均<0.001）。

2.4 血清ChE、hs⁃CRP、PCT与导管相关感染的

关系

以老年维持性透析患者是否发生导管相关感

染作为因变量（否=0，是=1），将透析时间、贫血、低

蛋白血症、糖尿病、IPS分值等其他因素调整后，血

清ChE、hs⁃CRP、PCT作为自变量（以所有患者平均

值为界：≤平均值=1，>平均值=2），Logistic 回归分

析结果显示，血清ChE、hs⁃CRP、PCT与老年维持性

透析患者发生导管相关感染显著相关（P<0.05）。

见表 3。

2.5 血清ChE、hs⁃CRP、PCT对导管相关感染诊断

价值

以感染组为阳性样本，未感染组为阴性样本，

绘制 ROC曲线，结果显示，血清 ChE、hs⁃CRP、PCT
诊断导管相关感染的曲线下面积（AUC）分别为

0.786、0.799、0.877，三者联合诊断导管相关感染的

AUC 为 0.923，95%CI 为 0.853~0.967，敏感性为

85.71%，特异性为 86.49%。见图 1。

3 讨论

维持性透析在维持患者生命、改善患者生命

质量方面具有重要作用，长期的维持性透析可导

致患者体液免疫及细胞免疫功能受损，继而增加

感染发生风险，老年患者多伴有心功能不全等疾

病，身体各项机能较差，感染发生风险更高［8⁃9］。本

研究中 102 例老年维持性透析患者，共有 28 例发

生导管相关感染，发生率为 27.45%，略高于国内相

关文献［10］报道的 23%，提示老年维持性透析患者

导管相关感染发生率较高，应给予足够重视。

目前，感染性疾病诊断的“金标准”为病原学

检测，存在操作复杂、时间较长的不足，不利于疾

病的早期治疗。血清学指标具有检测便捷、疾病

相关性强、可动态监测等优势，可为感染性疾病的

早期诊断和治疗提供重要参考。资料显示［11］，细

菌性血流感染患者血清 hs⁃CRP、PCT 水平明显升

高，可为细菌性血流感染的诊断提供可靠、快速的

实验室依据。本研究结果提示二者与导管相关感

变量

ChE
hs⁃CRP
PCT

b值

-0.818
2.247
2.036

S.E. 值
0.328
0.702
0.554

Wald c2值

6.221
10.241
13.504

OR值

0.441
9.455
7.659

95%CI
0.241~0.808
3.792~23.576
3.020~19.422

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 血清ChE、hs⁃CRP、PCT与导管相关感染的关系

Table 3 The relationship between serum ChE，hs⁃CRP，
PCT and catheter⁃related infections
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染的发生密切相关。hs⁃CRP、PCT 均为临床常见

炎性因子，其中 hs⁃CRP 是一种急性时相反应蛋

白，其对炎症反应非常敏感，当机体出现炎症时

血清水平快速升高，有助于感染性疾病的早期诊

断，但存在特异性较差的不足［12］。PCT 是一种降

钙素前肽物质，可特异性对细菌感染、原虫感染

产生反应，病毒感染、过敏等则不会引起 PCT 水

平发生明显变化，因此其水平变化可直接反映细

菌感染引起的炎症反应剧烈程度［13］，从而对疾病

进行诊断。

本研究还发现，发生导管相关感染老年维持

性透析患者的血清 ChE水平明显低于未发生感染

者，表明 ChE 也参与了导管相关感染的患病过

程。ChE 是一种广泛分布于人体的糖蛋白，主要

由肝脏细胞合成，是催化酰基胆碱水解的酶，多用

于肝功能评测，近年来逐渐应用于感染性疾病的

诊治。相关报道［14］显示，感染发生时，ChE发挥抑

制单核⁃巨噬细胞系统过多释放炎症介质的作用，

从而被大量消耗，且细菌毒素对 ChE 具有灭活作

用，加之感染引起的应激状态下患者体内蛋白类

营养物质消耗过快，ChE合成量不足以弥补消耗，

从而导致血清 ChE 水平降低。国内学者胡诗礼

等［15］研究指出，ChE 水平下调提示机体抗炎作用

减弱，一定程度会促使炎性反应增高，通过负反

馈作用加重感染程度。均支持本研究结果。此

外，IPS 是评估感染患者病情的综合性指标，其分

值越高提示感染病情越严重。本研究结果进一步

说明血清 ChE、hs⁃CRP、PCT 水平异常变化与老年

维持性透析患者导管相关感染的发生显著相关，

且能辅助评估感染病情。本研究通过ROC曲线分

析发现血清 ChE、hs⁃CRP、PCT各指标联合诊断的

AUC 达到 0.923，诊断效能较高，可为临床诊断老

年维持性透析患者导管相关感染提供更准确数据

参考。

综上可知，老年维持性透析患者发生导管相

关感染可引起血清 ChE 明显降低，hs⁃CRP、PCT
水平明显升高，各指标水平与患者 IPS 分值密切

相关，且在导管相关感染诊断方面具有较高诊断

效能。本研究存在样本量较少不足，研究结果可

能存在一定误差，仍需通过大样本研究进一步

验证。
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GOLPH3在肺癌组织中的表达及其对肺癌细胞侵袭
和迁移的影响

王智园 1 杨曼 2 刘士岳 1 苏国苗 1 雷梓 1★

［摘 要］ 目的 研究高尔基磷酸化蛋白⁃3（GOLPH3）在肺癌组织中的表达，并探讨其对肺癌细

胞侵袭和迁移的影响。方法 采用免疫组织化学法检测昆明医科大学第一附属医院收集的 72 例非小

细胞肺癌（NSCLC）及 61 例远癌组织标本中 GOLPH3 蛋白表达情况。常规培养 A549 细胞，转染

GOLPH3⁃shRNA质粒和空质粒，建立GOLPH3基因沉默的A549细胞株和对照组细胞。采用划痕实验和

Transwell 侵袭试验检测各组细胞迁移和侵袭能力。结果 GOLPH3 在 NSCLC 组织的阳性率（58.33%）

明显高于远癌组织阳性率（37.70%）；同时GOLPH3在 TMN Ⅲ+Ⅳ期组的阳性表达率（74.19%）和淋巴结

转移组的阳性表达率（84.21%）明显高于 TMNⅠ+Ⅱ期组（46.34%）和淋巴结未转移组（49.06%），差异有

统计学意义（P<0.05）。划痕实验结果显示 GOLPH3 沉默后 A549 细胞迁移能力减弱，侵袭实验中

GOLPH3 沉默组比对照组穿膜细胞数减少，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 肺癌组织中 GOLPH3
蛋白阳性表达率高，GOLPH3沉默可抑制肺癌细胞侵袭迁移能力。

［关键词］ GOLPH3；NSCLC；侵袭；迁移

Expression of GOLPH3 in lung cancer and its effect on the invasion and metastasis of
lung cancer cells
WANG Zhiyuan1，YANG Man2，LIU Shiyue1，SU Guomiao1，LEI Zi1★

（1. Department of Pathology，The First Affiliated Hospital of Kunming Medical University，Kunming，Yunnan，
China，650032；2. Department of Pathology，Fuyuan peoples Hospital，Fuyuan，Qujin，Yunnan，China，655500）

［ABSTRACT］ Objective To study the expression of GOLPH3 in lung cancer and its effect on the in⁃
vasion and migration of lung cancer cells. Methods The expression of GOLPH3 was detected by immunohis⁃
tochemistry in 72 NSCLC and 61 paracancerous tissue samples collected from the First Affiliated Hospital of
Kunming Medical University. A549 cells were routinely cultured in vitro and transfected with GOLPH3 shR⁃
NA plasmid and empty plasmid to establish GOLPH3 gene silencing A549 cell lines and control cell lines.
Scratch test and Transwell invasion test were used to detect cell migration and invasion ability. Results The
positive expression rate of GOLPH3 in NSCLC tissues（58.33%）was significantly higher than that in paracan⁃
cerous tissues（37.70%）. Meanwhile，the positive expression rate of GOLPH3 in the TMN Ⅲ +Ⅳ group
（74.19%）and the lymph node metastasis group（84.21%）was significantly higher than that in the TMNⅠ+Ⅱ
group（46.34%）and the lymph node non⁃metastasis group（49.06%）（P<0.05）. Scratch test results showed
that the migration ability of A549 cells was weakened after GOLPH3 silencing，and the number of transmem⁃
brane cells in the GOLPH3 silenced group was decreased than that in the control group，the difference was sta⁃

•论 著•

·· 1402



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

肺癌的发生及侵袭转移机制复杂，受到多种基

因的调控［1⁃3］。高尔基磷酸化蛋白⁃3（Golgi phospho⁃
protein ⁃ 3，GOLPH3），也被称为 MIDAS、GPP34、
GMx33，是新近发现的定位于高尔基网的具有强大

转化能力的癌基因［4⁃6］。研究表明GOLPH3在卵巢

癌、乳腺癌、前列腺癌、肝癌等多种实体肿瘤组织中

表达明显上调［7⁃10］。GOLPH3在肺癌的发生及侵袭

转移中的作用机制尚不明确，但有体外实验研究表

明，封闭GOLPH3基因后，肿瘤细胞被明显抑制，提

示GOLPH3参与恶性肿瘤的发生及发展。为探究

GOLPH3是否与肺癌的发生及侵袭转移相关，本研

究分析GOLPH3蛋白表达与肺癌临床病理学特征

之间的关系；构建沉默GOLPH3的肺癌A549细胞，

以分析GOLPH3对肺癌细胞侵袭和迁移能力的影

响，为非小细胞肺癌靶向治疗提供潜在的新靶点。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年至 2020 年间于昆明医科大学第

一附属医院进行手术切除的非小细胞肺癌组织 72
例，其中 61例具有对应的远离癌的肺组织（远癌组

织），远癌组织来源于距癌组织边缘 5 cm以上的肺

组织。病例纳入标准：①所有病例均未行术前放

化疗；②术前检查排除远处转移；③术后病理检查

确诊非小细胞肺癌。排除标准：排除术后 1个月内

死亡者。研究经昆明医科大学第一附属医院伦理

委员会批准并取得患者知情同意。

1.2 材料与试剂

肺腺癌细胞 A549 细胞购买于中国科学院昆

明动物研究所，RPMI ⁃ 1640 培养液、胎牛血清

（#C04001⁃500）购于以色列 BI（Bioind）公司，针对

GOLPH3 基因特异性构建并包装的可供直接转染

的慢病毒载体和阴性对照慢病毒载体购自上海吉

玛制药技术有限公司。RIPA（#P0013K）细胞裂解

液、BCA（#P0010）试剂盒和增强化学发光 ECL
（P0018FS）试剂盒均购自上海碧云天生物技术有

限公司；Transwell 小室购自美国 Millipore 公司，

Matrigel（#356234）购自美国 Becton，Dickinson and
Company；兔抗人 GOLPH3（#abs111104）50 μL 多

克隆抗体购自爱必信（absin）公司，兔抗人 E⁃Cad⁃
herin（24E10，#3195）100 μL 和 兔 抗 人 Vimentin
（D21H3，#5741）100 μL 单克隆抗体均购自美国

Cell Signaling Technology公司。

1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学法检测组织内GOLPH3表达

组织标本常规制片，H⁃E 染色，光镜下观察肿

瘤形态学特征。免疫组化使用 SP法染色，一抗用

GOLPH3 多克隆抗体。免疫组化结果按照 IRS 评

分法判断［11］：以阳性细胞数评分和阳性细胞强度

评分乘积为总评分，以总评分来判断阳性等级。

其中阳性细胞数≤5%、6%~25%、26%~50%、51%~
75%、>75%依次记为 0、1、2、3、4分；阳性细胞强度

中不着色、淡黄色、黄色、棕黄色分别记为 0、1、2、3
分。总评分 0~3 分、4~6 分、7~9 分、10~12 分依次

记为阴性、弱阳性、阳性、强阳性。

1.3.2 细胞培养、转染与分组

将肺腺癌 A549 细胞培养于含 10%胎牛血清

的 RPMI⁃1640培养液中，用 0.25%的含 EDTA的胰

酶传代。置于 37℃，含 5% CO2，且饱和湿度条件

下进行培养，待融合度达到 80%时，0.25%胰蛋白

酶进行消化传代，取对数生长期细胞进行实验。

稳定转染的 GOLPH3 基因沉默技术构建细胞：在

GenBank 中查找人 GOLPH3 基因 mRNA 序列，根

据 shRAN 设计原则，利用 BLAST 进行同源性分

析，设计出 GOLPH3⁃shRNA序列。构建 GOLPH3⁃
shRNA 质粒，建立稳定转染下调 GOLPH3 基因

A549 细胞，为 GOLPH3 沉默组，转染空质粒为对

照组。继续培养 24 h后通过筛选获得稳定转染干

扰载体的细胞。

1.3.3 划痕实验检测肺癌A549细胞迁移能力

将细胞接种于 6 孔板，待细胞融合后，用 200
μL 移液器枪头在 6 孔板底部划直线，PBS 洗去细

胞碎片。于 0和 24 h分别采用Olympus IX50显微

镜拍照记录细胞迁移的图像，以迁移率表示细胞

的迁移能力。

1.3.4 Transwell 侵袭试验检测肺癌 A549 细胞侵

袭能力

采用 8 μm 孔径的 Transwell 小室进行细胞侵

tistically significant（P<0.05）. Conclusion The positive expression rate of GOLPH3 protein is high in lung
cancer tissues. GOLPH3 silencing can inhibit the invasion and migration of lung cancer cells.

［KEY WORDS］GOLPH3；Lung cancer；Invasion；Migration
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袭试验，将Matrigel按 1∶8比例用培养基稀释后加

入小室上室，在上室分别接种 10 000 个 GOLPH3
沉默和对照组的 A549 细胞，并在小室下室加入

500 μL 含 10%胎牛血清的培养基，置于 37℃、5%
CO2环境中培养 24 h后，用棉签擦拭上室内未穿膜

细胞及基质胶，多聚甲醛固定，苏木素染色，显微

镜下观察穿膜细胞并计数。

1.4 统计学方法

采用 Graphpad prism 8.4.2 软件对数据进行统

计分析和作图；计量资料以（x ± s）表示，两组间比

较行独立样本 t检验；计数资料采用 n（%）表示，两

组间计数数据用卡方检验；P<0.05 表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 GOLPH3 表达与肺癌患者临床病理因素的

关系

GOLPH3 主要表达于细胞质，呈棕黄色颗粒，

其中 GOLPH3 在 NSCLC 组中有 42 例阳性，显著

高于远癌组织阳性病例数（23 例）；GOLPH3 在

TMN Ⅲ+Ⅳ期组和淋巴结转移组的阳性率也显著

高于 TMNⅠ+Ⅱ期组和淋巴结未转移组阳性率，差

异有统计学意义（P<0.05）。GOLPH3 的表达阳性

率在年龄和性别的分组间比较，差异无统计学意

义（P>0.05）。见表 1和图 1。

2.2 GOLPH3沉默对肺癌细胞迁移能力的影响

划痕实验显示，划痕24 h后，GOLPH3⁃shRNA组

中细胞迁移率明显低于NC⁃shRNA 组（24.80±3.50）
vs（39.17±4.74），差异有统计学意义（P<0.05）。见图 2。
2.3 GOLPH3沉默对肺癌细胞侵袭能力的影响

GOLPH3⁃shRNA 组中穿过基底膜的细胞数

显著低于 NC⁃shRNA 组（47.40±12.20）vs（123.00±
15.70），差异有统计学意义（P<0.05）。见图 3。

注：A为肺腺癌组织；B为远癌组织；C为肺腺癌组织中GOLPH3呈强阳性表达；B为癌组织中GOLPH3呈弱阳性表达或阴性表达。

图 1 肺癌组织及GOLPH3免疫组化结果（HE，×100）
Figure 1 Immunohistochemical results of GOLPH3 in lung cancer tissue（HE，×100）

AA BB CC DD

注：GOLPH3⁃shRNA组与对照组比较，bP<0.05。

图 2 GOLPH3沉默对肺癌A549细胞迁移能力的影响

Figure 2 Effect of GOLPH3 silencing on the migration
ability of lung cancer A549 cells
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注：GOLPH3⁃shRNA组与对照组比较，bP<0.05。

图 3 GOLPH3沉默对肺癌A549细胞侵袭能力的影响

（苏木素，×100）
Figure 3 Effect of GOLPH3 silencing on invasion ability of

lung cancer A549 cells（Hematoxylin，×100）
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临床病理因素

部位

年龄

性别

TNM分期

淋巴结情况

NSCLC组织

远癌组织

≥60
<60
男

女

Ⅰ+Ⅱ期

Ⅲ+Ⅳ期

转移

未转移

GOLPH3表达情况

总计

72
61
40
32
39
33
41
31
19
53

阳性例数

42（58.33）
23（37.70）
23（57.50）
19（59.38）
22（56.41）
20（60.61）
19（46.34）
23（74.19）
16（84.21）
26（49.06）

阴性例数

30（41.67）
38（62.30）
17（42.50）
13（40.63）
17（43.59）
13（39.39）
22（53.66）
8（25.81）
3（15.79）
27（50.94）

c2值

5.624

0.026

0.129

5.634

7.111

P值

0.018

0.873

0.719

0.018

0.008

表1 GOLPH3表达与肺癌患者临床病理因素的关系［n（%）］
Table 1 The relationship between GOLPH3 expression and
clinicopathological factors in patients with lung cancer［n（%）］
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3 讨论

肺癌是目前全世界发病率最高的恶性肿瘤之

一，积极探究肺癌发生及侵袭转移机制，在研究肺

癌靶向治疗、控制癌变发展、延长肺癌患者生命具

有重要意义［12］。癌症的发生和进展是多基因多步

骤的过程，Scott KL［13］等在进行肿瘤基因组分析时

发现，乳腺癌、肾癌、直肠癌等多种实体肿瘤内均

存在 GOLPH3 过量表达情况，确定 GOLPH3 是一

种原癌基因。GOLPH3 位于染色体 5p13，主要存

在于高尔基囊泡反面膜外围，负责高尔基分选活

动。GOLPH3 在特定的病理或生理条件下被激活

后，将诱导各种恶性肿瘤的发生与进展［14］。徐伟

莉等［15］研究发现，结肠癌组织内 GOLPH3 表达水

平异常升高，且其表达水平与肿瘤远处转移、淋巴

转移及临床分期等多个临床参数密切相关。为了

了解GOLPH3与非小细胞肺癌的发生发展是否存

在关系，本研究结果提示，NSCLC组织内GOLPH3
阳性表达率高于远癌组织；且在有淋巴结转移和

临床分期较晚的肺癌病例组织中GOLPH3的阳性

表达率显著高于无淋巴结转移和临床分期较早的

病例，与文献研究结果一致。提示 GOLPH3 高表

达与肺癌的发生、进展和转移间存在密切关系。

在上述研究结果的基础上，笔者建立了

GOLPH3 沉 默的 A549 细胞，在体外水平观察

GOLPH3基因对肺癌细胞的影响。国内王春晓［16］

等通过体外实验表明，沉默 GOLPH3 基因可逆转

HT29 结肠癌细胞对顺铂化疗的耐药性。张利科

等［17］通过重组慢性病毒方法，分别构建沉默及过表

达的GOLPH3胰腺癌细胞株，并利用过MTT实验，

伤痕愈合实验以及 Transwell 实验发现，沉默

GOLPH3可有效抑制人胰腺癌细胞的增殖、侵袭及

转移。国外 Cecilia Arriagada等人［18］敲低人多形性

胶质母细胞瘤T98G细胞GOLPH3表达后发现粘着

斑激酶（FAK）的自激活减少，从而促进细胞的迁

移。与以上研究相似，本研究结果发现，GOLPH3
沉默组A549细胞迁移能力明显减弱，侵袭能力也

明显低于对照组，推测GOLPH3可提高A549细胞

肺癌细胞侵袭和迁移能力，结果与文献报道一致。

综上所述，GOLPH3在肺癌组织表达高于远癌

组织，且在临床分期较晚和淋巴结转移病例表达显

著高于临床分期较早和淋巴结未转移的病例，在体

外实验中发现GOLPH3沉默可减弱肺癌细胞侵袭

迁移能力，提示GOLPH3可促进肺癌的进展和侵袭

迁移。因此，抑制GOLPH3过表达有望成为肺癌靶

向治疗的可靠方向，但还需更进一步细致研究不同

病理类型肺癌中GOLPH3表达情况及GOLPH3发

挥作用的分子机制，为靶向治疗提供更多依据。
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IL⁃6、PCT水平对髋关节置换术后感染的早期预测

王丽冰 左立新★ 刘永刚 邢晶伟 陈超 张森

［摘 要］ 目的 探索白细胞介素 ⁃6（IL⁃6）、血清降钙素尿（PCT）的水平对髋关节置换术后

发生感染的早期预测价值。方法 分析 2014 年 1 月至 2019 年 1 月安阳市人民医院 845 例接受人工

髋关节置换术的临床资料，发生感染的 15 例患者为感染组，选取同比例接受手术后未发生感染的 30

例患者为未感染组，并选择同时间段的健康体检者 30例为对照组，分析 3组患者的白细胞介素⁃6（IL⁃6）、

降钙素原（PCT）水平上的差异。结果 IL⁃6 水平上的比较结果：感染组>未感染组>对照组，差异有统

计学意义（P<0.05），且两两比较差异均有统计学意义（P<0.05）；PCT 水平上的比较显示：感染组>未感

染组>对照组，差异有统计学意义（P<0.05），且两两比较差异均具有统计学意义（P<0.05）。ROC 分析

显示：IL⁃6 和 PCT 在诊断人工髋关节置换术后早期并发感染的 AUC 分别为 0.815、0.772。最佳理论阈

值分别为 7.0 pg/mL，1.25 μg/L。IL⁃6 与 PCT 联合检测的敏感度、特异度均高于单一检测（P 均<0.05）。

结论 人工髋关节置换术后患者早期易并发感染，炎症因子 IL⁃6、PCT 对人工髋关节置换术后早期感

染具有一定的诊断价值。

［关键词］ 髋关节置换；IL⁃6；PCT

The level of IL⁃6 and PCT in the early prediction of infection after hip replacement
WANG Libing，ZUO Lixin★，LIU Yonggang，XING Jingwei，CHEN Chao，ZHANG Sen

（Department of Orthopedics，Anyang Peoples Hospital，Anyang，Henan，China，455000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the value of IL⁃6 and PCT levels in the early prediction of infec⁃

tion after hip replacement. Method The clinical data of 845 patients undergoing artificial hip replacement in

Anyang Peoples Hospital from January 2014 to January 2019 were analyzed. 15 patients with infection were

the infection group，and 30 patients who had no infection after the operation were selected as the non⁃infection

group. 30 healthy physical examination subjects at the same time period were selected as the control group. The

levels of interleukin⁃6（IL⁃6），and procalcitonin（PCT）in the three groups were analyzed. Results The re⁃

sults of the comparison of IL⁃6 levels：The infected group > the uninfected group > the control group，the dif⁃

ference was statistically significant（P<0.05）. The comparison of the PCT level showed that：the infected

group > the uninfected group > the control group，the difference was statistically significant（P<0.05）. ROC

analysis showed that the AUC of IL⁃6 and PCT were 0.815 and 0.772，respectively. The optimal theoretical

thresholds were 7.0 pg/mL and 1.25 g/L，respectively. The sensitivity and specificity of the combined detection

of IL⁃6 and PCT were higher than that of the single detection（P<0.05）. Conclusion Patients after artificial

hip replacement are prone to complicated infections at an early stage. The inflammatory factors IL⁃6 and PCT

have certain diagnostic value for early infections after artificial hip replacement.

［KEY WORDS］ Hip replacement；IL⁃6；PCT
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近年来，随着国内人口老龄化的演变，老年人

甚至是中年人发生股骨颈骨折及股骨头坏死等疾

病的发生率显著升高，威胁了很大一部分人群的健

康［1］。髋关节置换术是临床近年来治疗髋关节部位

发生病变的最为显效的方法，髋关节置换术可以有

效地增加患者髋关节的活动度、显著缓解患者因髋

关节带来的病变并很大程度地患者疼痛［2⁃3］。但由

于髋关节置换术是一种大型的侵入性外科手术，部

分患者在术后会呈现抵抗力、免疫力下降，有一定比

例的患者会在髋关节置换术后出现术后感染的情

况。术后感染不仅影响整个手术的效果、伤口愈合时

间并延长患者住院时间［4］。血清降钙素原（procalcito⁃
nin，PCT）是一种在评价机体出现全身性感染时常用

的特异性标志物。在机体发生感染早期时，血清PCT
水平会出现明显升高且具有早期的诊断价值［5］。白细

胞介素⁃6（interleukin 6，IL⁃6）是临床上最为常见的检

查指标，当机体发生炎症反应时，血清白细胞介素会在

短时间内出现显著的升高［6⁃7］。本研究对全髋关节置术

后的 IL⁃6、PCT水平进行了研究，髋关节置换术后发生

感染提供早期预测价值。结果如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

分析 2014 年 1 月至 2019 年 1 月安阳市人民

医院接受人工髋关节置换术 845 例患者资料。其

中有近 30 例患者出现术后感染。根据后述感染组

纳排标准［8］，选择纳入 15例，为感染组。再从未感

染患者中，依据后述未感染组纳排标准，随机抽样

30 例（按感染组样本量 1∶2 设计），为未感染组。

并选择同时间段的健康体检者 30 例为对照组。3
组的一般资料比较，差异无统计学意义（P>
0.05）。本研究均获参试者知情同意。本实验经伦

理委员会批准。

感染组纳入标准［8］：①经过人工髋关节置换

术的患者术后一个月出现感染；②年龄在 25~75岁

之间；③患者在进行抽取血液检查感染情况前未

进行过抗感染治疗；④有齐全的检测化验资料。

感染组排除标准：①患者年龄<25 岁或>75 岁；

②患者除人工髋关节置换术外有明显体表外伤并

出现感染情况；③患者免疫系统方面功能不全或

障碍等；④患者心脏、肾脏等功能不全或有缺陷。

无感染组纳入标准：①2014 年 1 月至 2019 年

1月于本院接受髋关节置换术；②患者未出现术后

感染情况；③年龄在 25~75岁之间。无感染组排除

标准：① 患者在 2014年 1月至 2019年 1月于本院

接受髋关节置换术后出现术后感染情况；③年龄

<25岁或>75岁。

1.2 诊断标准

术后早期感染诊断依据［8］：患者在术后 1个月

之内，手术部位开始急性疼痛，关节置换的部位周

围发生红斑或出现渗出液，术后局部皮肤出现红

肿热痛的急性疼痛症状，如持续性关节疼痛、全身

发热症状；患者的关节假体周围组织或关节样本

中检测到病原菌，细菌若培养结果阳性者可判定

为感染；实验室检查显示：C⁃反应蛋白、红细胞沉

降率及白细胞计数均升高；根据患者临床表现、实

验室检查结果及影像学检查结果进行确诊。

1.3 检查方法

比较两组患者术后 3 d 的外周血的 IL⁃6、
PCT 并检测水平，对于患者的病原菌的鉴定及测

定 VIKIT⁃2compact 微生物鉴定系统对关节液、关

节腔、脓液及假膜组织的病原菌进行鉴定（来自法

国生物梅里埃公司）；采用 16srDNA基因测序法或

16 s 核糖体蛋白打谱对无法确定的病原菌进行鉴

定。电化学发光法对 PCT 进行测定，酶联免疫吸

附法（ELISA）对 IL⁃6进行测定。

1.4 统计学方法

使用 SPSS 22.0 软件进行分析。计量资料以

（x ± s）表示，两组间比较用 t检验，多组间的比较为

单因素方差分析，组内两两比较 LSD⁃t检验。计数

资料以 n（%）表示，行 c2检验。预测诊断价值分析

为ROC分析。 以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组的基线资料比较

3 组患者在性别、年龄比较，差异无统计学意

义（P>0.05）；感染组与未感染组在原发疾病、髋关

节置换的单双侧、置换材料等基线资料比较，差异

无统计学意义（P>0.05）。见表 1。
2.2 3组研究对象的 IL⁃6和 PCT水平比较

3组 IL⁃6水平上的比较显示：感染组>未感染

组>对照组，差异有统计学意义（P<0.05），且两两

比较差异均有统计学意义（P<0.05）；PCT水平上的

比较显示：感染组>未感染组>对照组，差异有统计

学意义（P<0.05），且两两比较差异均有统计学意

义（P<0.05）。见表 2。
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基线资料

性别

年龄（岁）

原发疾病

髋关节置换

置换材料

男/女

股骨头股骨骨折

髋关节炎

股骨头缺血坏死

髋关节发育不良

单侧

双侧

钛合金

不锈钢

陶瓷

感染组（n=15）
9/6

57.11±6.85
6（40.00）
2（13.33）
2（13.33）
4（26.67）
7（46.67）
8（53.33）
6（40.00）
5（33.33）
4（26.67）

未感染组（n=30）
17/13a

57.06±7.05a

13（43.33）
3（10.00）
6（20.00）
8（26.67）
17（56.67）
13（43.33）
13（43.33）
11（36.67）
6（20.00）

对照组（n=30）
19/11ab

57.15±7.12ab

c2/F值

0.278
（0.035）
0.046
0.028
0.019
0.128
0.402
0.178
0.046
0.048
0.016

P值

0.870
0.966
0.831
0.867
0.890
0.721
0.526
0.673
0.831
0.826
0.899

表 1 3组基线资料比较［n（%），（x ± s）］

Tab.1 Comparison of three groups of baseline data［n（%），（x ± s）］

注：与感染组比较，aP值均>0.05；与未感染组，bP值均>0.05。

感染组

未感染组

对照组

F值

P值

n
15
30
30

IL⁃6（pg/mL）
9.85±3.23
4.17±0.96a

2.45±0.11ab

115.944
0.000

PCT（ng/mL）
2.10±0.63
0.54±0.24a

0.48±0.11a

143.679
0.000

注：与感染组比较，aP值均<0.05，与未感染组，bP值均<0.05。

表 2 3组 IL⁃6和 PCT水平比较（x ± s）

Table 2 The compare of IL⁃6 and PCT levels in 3 groups
（x ± s）

IL⁃6
PCT

IL⁃6联合 PCT

AUC
0.815
0.772

最佳截断值

7.0 pg/mL
1.25 ng/mL

敏感度

0.781
0.804
0.867

特异度

0.810
0.720
0.833

约登指数

0.591
0.524
0.700

表 3 IL⁃6、PCT及 IL⁃6联合 PCT检测对髋关节置换术后

早期感染的预测价值

Table 3 The predictive value of IL⁃6，PCT and IL⁃6
combined with PCT in early infection after hip replacement

2.3 IL⁃6 和 PCT 水平对髋关节置换术后早期感

染的预测价值

IL⁃6 及 PCT 的最佳截断值分别设为 7.0 pg/
mL、1.25 ng/mL，两项标志物联合评价髋关节置换

术后早期感染的敏感度、特异度均高于单独检测

（P<0.05）。见表 3、图 1。

3 讨论

随着国内开始进入老龄化的阶段，股骨颈骨

折、股骨头坏死、髓关节炎等髋关节疾病的发病率

在每年呈现上升的趋势［9］。大量研究指出，人工髋

关节置换术是治疗股骨头股骨骨折、髋关节炎、股

骨头缺血坏死、髋关节发育不良等无法通过非手

术行为复健的疾病中的最好解决方案，髋关节置

换术的优点在于会避免股骨头进一步坏死或者骨

不连形成等不良反应还可以很好地保留患者的运

动功能并可以进一步提高患者的生活质量［10］。但

因为髋关节置换术是一种大型的创伤性手术，术

中机体暴露范围广、创伤大且深等因素有可能导致

患者在术后发生感染，除此之外，患者在术后抵抗

力的下降，免疫功能屏障减退等个人机体原因，有

可能出现手术部位感染、手术失败或者进行返修等

临床常见问题［11］。随着这些问题的出现，近年来髋

关节置换术后的患者在术后发生感染的几率开始

降低。但临床上的研究仍显示髋关节置换术后发

生感染的概率在 2%左右［12］。对髋关节置换术患者

发生感染进行早期诊断便尤为重要。本研究就髋

关节置换术后法发生感染时的病原菌种类及炎症

因子水平进行检测并评估其早期预测价值。

IL⁃6是机体内一种抗炎性细胞因子，主要是由

单核巨噬细胞产生，具有诱导机体免疫耐受以及炎

症抑制的作用，在机体发生感染时可明显升高，在

发挥抗炎作用同时也会抑制机体免疫功能，因而导

致机体感染加重，IL⁃6水平的检测目前广泛应用于

免疫和炎症相关疾病患者的早期诊断及预后观

察。有研究发现，在颅内感染时，脑脊液和血液中

的 IL⁃6水平可较正常对照组患者明显升高，在外科

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

灵
敏

度

理论阈值点

IL⁃6 PCT

理论阈值点

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

灵
敏

度

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异度（Sp）

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异度（Sp）

图 1 IL⁃6、PCT及 IL⁃6联合 PCT检测对髋关节置换术后

早期感染的预测价值

Figure 1 The predictive value of IL⁃6，PCT and IL⁃6
combined with PCT in early infection after hip replacement
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术后的感染上不具备非常好的诊断效果［13］。在

PCT水平的比较上，感染组与未感染组间的差异、未

感染组与对照组间的差异均有统计学意义，原因可

能为：IL⁃6 在炎症反应的调节上有着重要的调节

作用，当患者术后组织受到病原菌等侵害后，巨噬

细胞和单核细胞开始分泌 IL⁃6，随着体液循环开

始出现于全身的血液中，作为多种急性炎症的强

检查指标还可以经垂体激素系统对体温进行调

控［14］。

有研究显示 IL⁃6在急性炎症如：大型创伤及关

节炎、败血症的诊断上有一定的临床应用价值［15］，而

本研究的ROC回归曲线也证明了 IL⁃6在诊断人工

髋关节置换术后发生感染有很好的诊断价值。有研

究显示 PCT是由 116个氨基酸组成的多肽，当患者

开始出现感染症状时，外周血的 PCT含量会显著升

高，且稳定度较高，有研究显示，出现细菌感染时机

体发生感染后的 3至 4小时内即检测得到 PCT，且
PCT的水平与炎症的严重程度有关，炎症反应控制

后即降至正常水平［16］。在本研究中，经ROC曲线显

示PCT对人工髋关节置换术后发生感染的早期诊断

具有较好的预测作用。且 IL⁃6和PCT联合用于感染

的预测效能，均高于两指标的单独应用。

综上所述，IL⁃6、PCT水平对人工髋关节置换术

后发生感染的早期诊断具有重要意义，对人工髋关

节置换术后并发早期感染具有一定的诊断价值。
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PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP指标诊断肝硬化细菌性腹
膜炎价值及对疗效影响

公建庄 1 杜晨旭 2 吴慧丽 1★

［摘 要］ 目的 探讨颗粒蛋白前体与血清白蛋白比值（PGRN/Alb）、可溶性髓样细胞触发受体⁃1
（sTREM⁃1）、脂多糖结合蛋白（LBP）指标诊断肝硬化细菌性腹膜炎（SBP）价值及对疗效影响。方法 选

取 2018年 1月至 2019年 1月郑州市中心医院收治的 142例肝硬化患者，根据是否并发 SBP分为 SBP组

（n=46）、无 SBP组（n=96），并选取同期 46例健康体检人群作为对照组。比较 3组基线资料、PGRN/Alb、
sTREM⁃1、LBP 水平，采用多因素 Logistic 回归方程、受试者工作特征曲线（ROC）、ROC 下面积（AUC）、

Spearman分析处理数据。结果 高脂血症发生率比较：无 SBP组>对照组>SBP组，差异有统计意义（P<
0.05）；糖尿病发生率、PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP 比较：SBP 组>无 SBP 组>对照组，差异有统计意义（P<
0.05）。将高脂血症、糖尿病控制后，PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP 仍与 SBP 发生相关（P<0.05）。ROC 曲线

显示 PGRN/Alb+sTREM⁃1+LBP 联合诊断 SBP 的 AUC 为 0.928，优于单一诊断（P<0.05）。不同疗效患者

PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP 水平比较：无效组>有效组>显效组，差异有统计学意义（P<0.05）。Spearman
进行相关性分析，结果显示，PGRN/Alb（r=-0.807，P<0.001）、sTREM⁃1（r=-0.726，P<0.001）、LBP（r=-
0.706，P<0.001）与疗效呈负相关。结论 PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP 不仅能作为诊断 SBP 的生物标志

物，并能评估患者对抗菌治疗的反应性，为临床诊治 SBP提供可靠的参考。

［关键词］ PGRN/Alb；sTREM⁃1；LBP；肝硬化；细菌性腹膜炎

The value of PGRN/Alb，sTREM⁃1 and LBP in the diagnosis of spontaneous bacterial
peritonitis in liver cirrhosis and their influence on the therapeutic effect
GONG Jianzhuang1，DU Chenxu2，WU Huili1★

（1. Department of Gastroenterology，Zhengzhou Central Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450006；
2. Department of Clinical Laboratory，Zhengzhou Central Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450006）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the value of the ratio of progranulin to serum albumin
（PGRN/Alb），soluble myeloid cell trigger receptor⁃1（sTREM⁃1），lipopolysaccharide binding protein（LBP）
in the diagnose of cirrhotic bacterial peritonitis（SBP）value and impact on efficacy. Methods A total of 142
patients with liver cirrhosis admitted to Zhengzhou Central Hospital from January 2018 to January 2019 were
divided into the SBP group（n=46）and the non⁃SBP group（n=96）according to whether they were complicat⁃
ed by SBP，and 46 healthy people during the same period were selected as the control group. The baseline da⁃
ta，PGRN/Alb，sTREM⁃1，and LBP levels among the three groups were compared，and the data were ana⁃
lyzed and processed by multivariate Logistic regression equation，receiver operating characteristic curve
（ROC），area under ROC（AUC），and Spearman. Results Comparison of the incidence of hyperlipidemia：
the non⁃SBP group > the control group > the SBP group，the difference was statistically significant（P<0.05）.
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Comparison of diabetes incidence，PGRN/Alb，sTREM⁃1，LBP：the SBP group >the non⁃SBP group >the
control group，the difference was statistically significant（P<0.05）. After controlling hyperlipidemia and diabe⁃
tes，PGRN/Alb，sTREM⁃1，and LBP were still related to the occurrence of SBP（P<0.05）. The ROC curve
showed that the AUC of PGRN/Alb+sTREM⁃1+LBP combined diagnosis of SBP was 0.928，which was better
than single diagnosis（P<0.05）. Comparison of the levels of PGRN/Alb，sTREM⁃1，and LBP in patients with
different curative effects：the ineffective group >the effective group >the significantly effective group，the dif⁃
ference was statistically significant（P<0.05）. Spearman analysis showed that PGRN/Alb（r=- 0.807，P<
0.001），sTREM⁃1（r=-0.726，P<0.001），LBP（r=-0.706，P<0.001）were negatively corrected with the ef⁃
ficacy. Conclusion PGRN/Alb，sTREM⁃1，and LBP can be used as biomarkers for the diagnosis of SBP，
and evaluate the patients response to antibacterial therapy，providing a reliable reference for the clinical diag⁃
nosis and treatment of SBP.

［KEY WORDS］ PGRN/Alb；sTREM⁃1；LBP；Liver cirrhosis；Spontaneous bacterial peritonitis

细菌性腹膜炎（Spontaneous bacterial peritoni⁃
tis，SBP）是肝硬化常见一种并发症，病情进展迅

速，若未及时诊治，病死率高达 30%~50%，严重危

害患者生命安全［1］。由于 SBP 临床表现多样化，

早期症状常被自身肝病症状所掩盖，易漏诊。

腹水细菌培养是诊断 SBP重要策略，但用时较长，

可能延误治疗，影响预后，因此研究 SBP其他快速

诊断方法意义重大。颗粒蛋白前体（Progranulin，
PGRN）在化脓性脑膜炎、细菌性肺炎等细菌性感

染疾病患者中升高［2⁃3］。白蛋白（Albumin，Alb）是

反映肝脏功能重要指标，在肝硬化患者中水平降

低，因此 PGRN/Alb可反映肝硬化患者肝功能和炎

症反应情况［4］。可溶性髓样细胞触发受体⁃1（Solu⁃
ble triggering receptors expressed on myeloid cells⁃1，
sTREM⁃1）在肺炎等感染疾病中升高，与炎症反应

有关［5］。脂多糖结合蛋白（Lipopolysaccharide ⁃
binding protein，LBP）是机体识别内毒素的关键分

子，并能激活免疫反应［6］。目前关于 PGRN/Alb、
sTREM⁃1、LBP 指标诊断肝硬化 SBP 价值及对疗

效影响的报道较少，本研究对此进行探讨，旨在为

临床诊治 SBP提供参考，报告如下。

1 对象和方法

1.1 研究对象

选取 2018年 1月至 2019年 1月郑州市中心医

院收治的 142 例肝硬化患者，根据是否并发 SBP
分为 SBP组（n=46）、无 SBP组（n=96），并选取同期

46例健康体检人群作为对照组。

纳入标准：肝硬化的诊断参考《中国肝病诊疗

管理规范》白皮书［7］；SBP的诊断参考 2010年欧洲

肝病学会 SBP临床实践指南［8］；排除标准：合并其

他感染类疾病者；入组前应用抗菌药物者；结核病

者；血液系统疾病者；肾、心功能严重不全者；长期

应用糖皮质激素者。本研究经医院伦理委员会审

核通过，患者及家属签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 各指标检测

病例患者均在治疗前，对照组于入院时采集

肘部静脉血 5 mL，采用酶联免疫吸附法检测

PGRN、sTREM⁃1、LBP 水平，并进行血常规检测，

获得 Alb，PGRN 试剂盒购于武汉菲嗯生物科技有

限公司，sTREM⁃1 试剂盒购于上海一研生物科技

有限公司，LBP 试剂盒购于上海赛默生物科技有

限公司。

1.2.2 治疗方法及疗效评价［7］

SBP 组均给予营养支持、保肝护肝、维持水电

解质平衡等基础治疗，并给予注射用头孢哌酮钠舒

巴坦钠（辉瑞制药有限公司，国药准字H20020597）
1.5 g，与 100 mL生理盐水混合后静滴，2次/d，疗效

观察期为 2周。显效：腹痛、发热等临床症状体征

消失，腹水细菌培养阴性；有效：临床症状体征明显

缓解，腹水细菌培养未转阴；无效：临床症状体征无

明显改善，腹水细菌培养阳性。

1.3 统计学方法

数据采用 SPSS 22.0 处理，计量资料以（x ± s）

表示，多组间比较以单因素方差分析，两两比较以

t 检验，计数资料用 n（%）表示、c2检验，采用多因

素 Logistic 回归方程分析 SBP 的相关影响因素，

采用受试者工作特征曲线（ROC）及 ROC 下面积

（AUC）分析各指标诊断 SBP 的价值，采用 Spear⁃
man 分析各指标与疗效的相关性。P<0.05 为差异

有统计学意义。
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2.3 PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP诊断 SBP的ROC
以 SBP 组为阳性样本，以无 SBP 组为阴性

样本，绘制各指标诊断 SBP 的 ROC 曲线，结果显

示 PGRN/Alb+sTREM⁃1+LBP 联合诊断 SBP 的

AUC 为 0.928，优于单一诊断（P<0.05），logit（p）=-
0.649+0.289X1+0.923X1+1.033X3。见表 3、图 1。
2.4 不同疗效患者PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP比较

不同疗效患者 PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP水平

比较：无效组>有效组>显效组，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 4。

2.5 PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP与疗效相关性

以不同疗效患者各指标作为源数据，应用Spear⁃
man 进行相关性分析，结果显示，PGRN/Alb（r=-

2 结果

2.1 3组基线资料、PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP比较

高脂血症发生率比较：无 SBP 组>对照组>
SBP组，差异有统计意义（P<0.05）；糖尿病发生率、

PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP比较：SBP组>无 SBP组

>对照组，差异有统计意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 多因素分析

以 SBP 发生情况为因变量（0=无，1=有），

PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP 作为自变量（1=低于均

值，2=高于均值），应用多因素 Logistic回归方程分

析，结果显示，将高脂血症、糖尿病控制后，PGRN/
Alb、sTREM⁃1、LBP 仍与 SBP 发生相关（P<0.05）。

见表 2。

资料

年龄(岁)
性别

体质量指数（kg/m2）

饮酒史

吸烟史

肝硬化病程（月）

肝硬化病因

Child⁃Pugh分级

合并疾病

男

女

病毒性肝炎

酒精性肝炎

自身免疫肝病

A级

B级

C级

高脂血症

糖尿病

心脏病

高血压

PGRN/Alb
sTREM⁃1（pg/mL）

LBP（μg/L）

SBP组（n=46）
58.62±8.72
26（56.52）
20（43.48）
23.97±1.68
42（91.30）
23（50.00）
56.89±11.47
30（65.22）
10（21.74）
6（13.04）
15（32.61）
22（47.83）
9（19.57）
3（6.52）
9（19.57）
1（2.17）
2（4.35）
1.62±0.45

170.59±32.27
92.46±15.16

无 SBP组（n=96）
56.92±9.34
50（52.08）
46（47.92）
24.08±1.85
91（94.79）
45（46.88）
54.91±12.26
58（60.42）
25（26.04）
13（13.54）
36（37.50）
49（51.04）
11（11.46）
26（27.08）
5（5.21）
4（4.17）
6（6.25）
0.94±0.25

130.16±29.64
78.68±12.52

对照组（n=46）
55.79±10.25
21（45.65）
25（54.35）
24.28±2.01
39（84.78）
20（43.48）

12（26.09）
2（4.35）
0（0）

1（2.17）
0.76±0.20
42.64±9.87
8.64±2.31

t/F/c2值

1.058

1.107

0.336
4.004
0.393
0.919
0.355

1.723

8.364
9.588
2.141
1.159

109.501
276.447
721.767

P值

0.349

0.575

0.715
0.135
0.822
0.360
0.837

0.423

0.015
0.008
0.343
0.560
<0.001
<0.001
<0.001

表 1 3组基线资料、PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of baseline data，PGRN/Alb，sTREM⁃1，and LBP of 3 groups［n（%），（x ± s）］

注：肝硬化患者 PGRN/Alb、sTREM⁃ 1、LBP 均值依次为 1.16、

143.26 pg/mL、83.14 μg/L。

影响因素

PGRN/Alb
sTREM⁃1

LBP

b值

0.289
0.923
1.033

SE值

0.096
0.239
0.279

Wald c2

9.091
14.910
13.721

OR值

1.336
2.516
2.811

95%CI
1.078~1.655
1.625~3.897
2.164~3.651

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 2 SBP影响因素的多因素 Logistic回归方程分析

Table 2 Multi⁃factor Logistic regression equation analysis
of the influencing factors of SBP

指标

PGRN/Alb
sTREM⁃1

LBP
联合

AUC

0.827
0.800
0.758
0.928

95%CI

0.755~0.886
0.725~0.863
0.679~0.826
0.872~0.964

cut⁃off值

>1.28
>142.31 pg/mL
>91.73 μg/L

敏感度
（%）
71.74
80.43
63.04
78.26

特异度
（%）
85.42
68.75
84.37
90.62

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 ROC分析结果

Table 3 ROC analysis results

100

80

60

40

20

敏
感

度
（

%
）

0 20 40 60 80 100
100⁃特异度

LBP
PGRN/A1b
sTREM⁃1
联合

图 1 PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP诊断 SBP的ROC
Figure 1 ROC of PGRN/Alb，sTREM⁃1，LBP in the

diagnosis of SBP
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表 4 不同患者 PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP比较（x ± s）

Table 4 Comparison of PGRN/Alb，sTREM⁃1，LBP in
patients with different curative effects（x ± s）

组别

显效组

有效组

无效组

F值

P值

n
15
16
15

PGRN/Alb
0.91±0.28
1.26±0.33
2.71±0.54
86.639
<0.001

sTREM⁃1（pg/mL）
118.26±24.49
163.55±32.07
230.43±37.28

47.481
<0.001

LBP（μg/L）
70.15±15.49
91.57±18.63
115.72±24.16

20.032
<0.001

0.807，P<0.001）、sTREM ⁃ 1（r=- 0.726，P<0.001）、

LBP（r=-0.706，P<0.001）与疗效呈负相关。见图2。

3 讨论

PGRN 广泛表达于上皮细胞、巨噬细胞、免疫

细胞等，可调节炎症反应。Alb在血液胶体渗透压

维持、营养等多方面扮演重要角色。PGRN/Alb可

反映肝硬化患者免疫、营养、炎症情况。本研究显

示，PGRN/Alb 与肝硬化 SBP 发生和 SBP 疗效有

关。一方面肝硬化患者由于肝功能损害和降低，

造成 Alb 降低，Alb 越低，患者免疫、营养状况越

差，感染风险越高。另一方面，PGRN 能通过促进

CD4+ T 细胞向调节性 T 淋巴细胞的分化，调控调

节性 T淋巴细胞功能，影响免疫炎症反应［9］。肝硬

化并发 SBP后，可刺激 PGRN的合成与分泌，以调

控机体免疫功能，使 PGRN 增加，因此肝硬化 SBP
患者 PGRN/Alb升高。彭官清等［10］报道，肝硬化并

发 SBP 患者 PGRN 高于无 SBP 患者，本研究观点

与之相似，佐证了 PGRN 的促炎作用。但现阶段

关于 PGRN 对炎症调控作用尚存在争议，如储珍

玉等［11］研究显示，脓毒症患者 PGRN降低，对机体

抗炎作用减弱，参与脓毒症患者病情进展，提示

PGRN 还具有抗炎作用。可见 PGRN 在调控机体

炎症反应中的机制复杂，呈现出促炎或抗炎作用，

具体发挥促炎还是抗炎功能，与感染类疾病的部

位、炎症微环境中炎症介质的竞争等有关，有待后

续深入研究的进一步阐明与论证。

sTREM⁃1系髓样细胞触发受体⁃1从细胞膜上

脱离后形成的，来源于巨噬细胞、单核细胞、中性

粒细胞表面等，可对内源性、外源性感染、炎症刺

激等信号产生应答［12］。本研究结果显示，与无

SBP 患者相比，SBP 患者 sTREM⁃1 较高，是 SBP
发生的相关影响因素，与李杰等［13］报道一致。

SBP 发生后，在细菌感染刺激下，激活了单核细

胞、中性粒细胞等免疫细胞，使髓样细胞触发受

体⁃1 释放入血，并与 Toll 样受体 4 信号通路协同，

诱导炎性细胞因子的产生，增强炎症反应，从而

在 SBP患者中表现为升高。抗菌药物是治疗 SBP
的常用方法，但不同患者治疗后呈现出不同的预

后，提示不同患者对抗菌药物反应性存在差异，

但尚未完全阐明造成这一现象的机制。本研究结

果提示治疗前 sTREM⁃1 水平较高患者对抗菌治

疗反应性较差，需联合其他药物协同治疗，以增

强疗效。

脂多糖是革兰阴性菌细胞壁外膜的主要成

分。LBP 能在脂多糖刺激下产生，是一种细菌内

毒素结合蛋白，正常状态下含量微少。本研究显

示，SBP患者 LBP高于无 SBP患者，与 SBP发生相

关，可用于肝硬化 SBP 的诊断。黎秋芬等［14］研究

显示，肝硬化 SBP患者腹水 LBP高于无 SBP患者，

可作为诊断 SBP的标志物，本研究结论与之相似，

但本研究检测的是外周血，与腹水相比，更易获取

标本，具有临床应用优势。LBP 水平升高与宿主

对细菌感染的免疫反应有关，且 LBP越高，感染程

度越严重。显效患者治疗前 LBP 低于有效、无效

患者，有效患者 LBP低于无效患者，与疗效呈负相

关，提示治疗前 LBP 越高，治疗难度越大，临床应

重视此类患者综合管理和干预，以促进病情转

归。本研究不足之处在于，受研究时间、成本预算

等限制，未对患者进行长期随访，尚不明确各指标

是否与患者预后有关，需后续延长随访时间进行

深入的统计探讨。

综上，PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP 不仅能作为

诊断 SBP 的生物标志物，还能评估患者对抗菌治

疗的反应性，为临床诊治 SBP提供可靠的参考。
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图 2 PGRN/Alb、sTREM⁃1、LBP与疗效相关性

Figure 2 Correlation between PGRN/Alb 、sTREM⁃1、LBP
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ETUS与曲美他嗪联用对心绞痛血流速度及 Toll样
受体 4的影响

崔耀刚★ 吕小宁 庞然

［摘 要］ 目的 探讨治疗性超声波（ETUS）与曲美他嗪联用对心绞痛（AP）血流速度及 Toll样受

体（TLR4）的影响。方法 选取本院 132例 AP患者，简单随机化分组，各 66例。对照组给予曲美他嗪，

观察组给予曲美他嗪+ETUS。比较两组临床疗效、不良反应、AP发作次数、发作时间、硝酸甘油用量、心

功能：左室射血分数（LVEF）、二尖瓣血流舒张早期最大流速/心房收缩期最大流速（E/A）、左室收缩末期

内径（LVESD）、回旋支、右冠状动脉、前降支血流速度、血清饥饿激素（Chrelin）、内皮素⁃1（ET⁃1）、TLR4
水平。结果 观察组治疗总有效率 92.42%高于对照组 75.76%，差异有统计学意义（P<0.05）；治疗后观察

组心绞痛发作次数、硝酸甘油用量少于对照组，心绞痛发作时间短于对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）；治疗后观察组 E/A、LVEF 水平高于对照组，LVESD 小于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；治

疗后观察组回旋支、右冠状动脉、前降支血流速度小于对照组（P<0.05）；治疗后观察组血清 Chrelin水平

高于对照组，ET⁃1、TLR4水平低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；两组不良反应发生率对比，差异无

统计学意义（P>0.05）。结论 ETUS与曲美他嗪联用治疗AP效果显著，能有效改善血流速度及心功能，降

低血清Chrelin、ET⁃1、TLR4水平，不增加不良反应发生率。

［关键词］ 治疗性超声波；曲美他嗪；心绞痛；硝酸甘油

Effects of ETUS combined with trimetazidine on blood flow velocity and Toll⁃like receptor
4 in angina pectoris
CUI Yaogang★，LV Xiaoning，PANG Ran
（Department of Cardiovascular Medicine，General Hospital of Yima Coal Industry Group Co.，Ltd.，Yima，
Henan，China，472300）

［ABSTRACT］ Objective To explore the effect of therapeutic ultrasound（ETUS）combined with
trimetazidine on blood flow velocity and Toll⁃like receptor（TLR4）in angina pectoris（AP）. Methods A to⁃
tal of 132 patients with AP in our hospital from January 2018 to September 2019 were selected and randomly
divided into groups with 66 cases in each group. The control group was given trimetazidine and the observation
group was given trimetazidine + ETUS. The clinical efficacy，adverse reactions，number of episodes of AP，
nitroglycerin dosage，cardiac function：left ventricular ejection fraction（LVEF），maximum early mitral flow
diastolic flow rate/maximum atrial systolic flow rate（E/A），left ventricular end systolic diameter（LVESD）］，

circumflex，right coronary arteries，anterior descending blood flow velocity，serum starvation hormone（Chre⁃
lin），endothelin⁃1（ET⁃1），TLR4 levels before and after treatment were compared between the two groups.
Results The total effective rate of treatment in the observation group was 92.42%（61/66）higher than that in
the control group 75.76%（50/66）（P<0.05）. After treatment，the number of angina pectoris and the amount
of nitroglycerin in the observation group were less than those in the control group，and the time of angina pec⁃
toris was shorter than that in the control group（P<0.05）. After treatment，the levels of E/A and LVEF in the
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observation group were higher than those in the control group，and LVESD was lower than that in the control
group（P<0.05）. The blood velocity of the circumflex branch，right coronary artery，and anterior descending
branch in the observation group was lower than that in the control group after treatment（P<0.05）. After treat⁃
ment，the serum Chrelin level in the observation group was higher than that in the control group，and the lev⁃
els of ET⁃1 and TLR4 were lower than those in the control group. There was no significant difference in the in⁃
cidence of adverse reactions between the two groups（P>0.05）. Conclusion The combination of ETUS and
trimetazidine has a significant effect in the treatment of AP，which can effectively improve blood flow speed
and cardiac function，reduce serum Chrelin，ET⁃1，and TLR4 levels，without increasing the incidence of ad⁃
verse reactions.

［KEY WORDS］ Therapeutic ultrasound；trimetazidine；Angina pectoris；Nitroglycerin

心绞痛（Angina pectoris，AP）是冠状动脉斑块

破裂、血栓形成致心肌血氧供给障碍而诱发的一种

心血管疾病。目前AP发病机制尚未完全阐明，亦

无特效治疗手段。曲美他嗪是一种心肌代谢类药

物，能促进葡萄糖氧化，强化腺苷三磷酸（ATP）水

平，改善心肌代谢继而提升心肌抗缺氧能力，缓解

AP症状［1⁃2］。近年研究显示，治疗性超声波（Exter⁃
nal terapeutic ultrasound，ETUS）对抗血栓药物、组

织凝血酶原激活物具有强化效应，能促进血栓溶

解、对抗血栓形成，对改善AP患者血流动力学具有

积极作用［3］。此外，冠状动脉病变能诱导多种血清

因子表达，其中以内皮素⁃1（endothelin 1，ET⁃1）、

饥饿激素（Chrelin）、Toll样受体（Toll⁃like receptors
4，TLR4）水平变化最显著［4］。但目前有关 ETUS、
曲美他嗪治疗AP的报道多集中在心绞痛症状改善

方面，鲜见对上述血清因子及血流速度的影响［5］。

基于此，本研究首次将ETUS与曲美他嗪联用于AP
治疗，旨在从心功能、血清因子改善等方面探究此

方案治疗效果，为临床完善治疗方案提供参考。

1 资料与方法

1.1 两组一般资料

选取 2018 年 1 月至 2019 年 9 月本院 132 例

AP患者，简单随机化分组，各 66例。纳入标准：符

合 AP 诊断标准［6］；初发 AP 患者，入组前 1个月内

新发 AP；冠状动脉造影示单支或多支血管病变；

知情本研究并签署同意书。排除标准：急性心绞

痛患者；伴严重心力衰竭患者；存在严重肝肾功能

障碍者；伴出血性疾病、神经精神系统疾病者；主

动脉瓣病变或明确陈旧性心肌梗死病患者。两组

年龄、性别、体质量指数、心功能（NYHA）分级［7］、

合并症、吸烟史、饮食偏好等基础资料比较，差异

无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

1.2 方法

均指导休息、均衡饮食，予以抗血小板、降

脂、血管舒张类药物等对症治疗。①对照组给

予曲美他嗪（北京福元医药股份有限公司，国药

准字 H20065167），餐后口服 20 mg/次，3 次 /d。
②观察组给予曲美他嗪+ETUS：曲美他嗪用法

用量同对照组；ETUS 治疗采取日本 ES⁃2 型超

声治疗仪，工作频率设定 0.8 MHz，声强 1.2 W/
cm2，占空比 100%；ETUS 治疗时维持适宜环境

温度（28℃左右），仰卧位，显露心前区，治疗部

位包括：自右侧第三肋骨下缘自胸骨右缘平行

向左至左侧锁骨中线；自胸骨左缘第三肋骨下

缘到心尖区；设定超声治疗仪工作方式为脉冲

式，治疗过程中超声探头紧贴辐照区，缓慢移动

（1~2 cm/s），治疗 20 min/次，2 次/d。均连续治疗

14 d 观察效果。

1.3 观察指标

①临床疗效。临床疗效判定标准［8］：显效、改

善、无效。总有效率 =（显效 +改善）/总例数 ×

资料

年龄（岁）

性别

体质量指数（kg/m2）

NYHA分级

合并症

吸烟史（年）

饮食偏好

男

女

Ⅰ级

Ⅱ级

高血脂

高血压

脑血管疾病

肉食

素食

饮食均衡

对照组
（n=66）
54.36±3.25
41（62.12）
25（37.88）
21.43±1.11
19（28.79）
47（71.21）
15（22.73）
9（13.64）
11（16.67）
25.61±6.11
35（53.03）
10（15.15）
21（31.82）

观察组
（n=66）

53.68±3.15）
43（65.15）
23（34.85）
21.61±1.01
16（24.24）
50（75.76）
18（27.27）
6（9.09）

12（18.18）
26.31±5.97
39（59.09）
11（16.67）
16（24.24）

c2/t值

1.221

0.131

0.974

0.350

0.364
0.677
0.053
0.666

0.940

P值

0.225

0.717

0.332

0.554

0.647
0.411
0.819
0.507

0.625

表 1 两组一般资料比较［（x ± s），n（%）］

Table 1 Comparison of general data between the two groups
［（x ± s），n（%）］
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100%。②对比两组症状改善情况。③对比两组治

疗前后心功能［左室射血分数（LVEF）、二尖瓣血

流舒张早期最大流速/心房收缩期最大流速（E/A）、

左室收缩末期内径（LVESD）］。心功能检测：资深

影像学医师采取迈瑞多普勒超声检查仪 DC⁃N2S
检测 LVEF、E/A、LVESD。④对比两组治疗前后

回旋支、右冠状动脉、前降支血流速度。血流速度

检测：资深影像学医师采取迈瑞多普勒超声检查

仪DC⁃N2S冠状动脉血流成像技术检测回旋支、右

冠状动脉、前降支血流速度。⑤对比两组治疗前

后血清 Chrelin、ET⁃1、TLR4 水平。血清 Chrelin、
ET⁃1、TLR4检测：以真空非抗凝管取 3 mL晨空腹

静脉血，离心 10 min（半径 8 cm，转速 3 500 r/min）
取血清，用酶联免疫吸附法测 Chrelin、ET⁃1、TLR4
水平。试剂盒为上海西塘生物科技有限公司提

供，资深专科检验医师规范完成。⑥对比两组恶

心、呕吐、局部疼痛、过敏不良反应发生率。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 22.0 统计分析软件，计数资料以 n
（%）表示，两组间比较采用 c2检验；符合正态分布

的计量资料以（x ± s）表示，两组间比较采用 t 检
验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组治疗疗效比较

观察组治疗总有效率较对照组高，差异有统

计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.2 两组治疗后症状改善情况比较

治疗后观察组心绞痛发作次数、硝酸甘油用

量少于对照组，心绞痛发作时间短于对照组，差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 两组心功能指标比较

治疗后观察组E/A、LVEF水平高于对照组，LVESD
小于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 4。
2.4 两组血流速度比较

治疗后观察组回旋支、右冠状动脉、前降支血

流速度小于对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 5。
2.5 两组治疗前后血清指标比较

治疗后观察组血清 Chrelin 水平高于对照组，

ET⁃1、TLR4 水平低于对照组，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 6。
2.6 不良反应

观察组 3 例恶心，1 例呕吐，2 例局部疼痛；对

照组 2例恶心，2例呕吐，1例过敏。观察组不良反

应发生率 9.09%（6/66）与对照组 7.58%（5/66）比

较，差异无统计学意义（c2=0.099，P=0.753）。

组别

观察组

对照组

c2值

P值

n
66
66

显效

23（34.85）
18（27.27）

改善

38（57.58）
32（48.48）

无效

5（7.58）
16（24.24）

总有效率

61（92.42）
50（75.76）

6.852
0.009

表 2 两组临床疗效比较［n（%）］

Table 2 Comparison of clinical efficacy between the two
groups［n（%）］

组别

观察组

对照组

t值
P值

n

66
66

心绞痛发作次数（次/周）

治疗前

1.39±0.38
1.40±0.37

0.153
0.879

治疗后

0.53±0.07a

1.01±0.14a

24.913
<0.001

硝酸甘油用量（mg）

治疗前

3.84±0.89
3.74±1.01

0.604
0.547

治疗后

1.22±0.35a

2.34±0.42a

16.643
<0.001

心绞痛发作时间（min/次）

治疗前

4.42±0.73
4.45±0.71

0.239
0.811

治疗后

1.92±0.33a

2.33±0.45a

5.969
<0.001

表 3 两组治疗前后症状改善情况比较（x ± s）

Table 3 Comparison of symptom improvement between the 2 groups before and after treatment（x ± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

组别

观察组

对照组

t值
P值

n

66
66

E/A
治疗前

0.78±0.16
0.80±0.14

0.764
0.446

治疗后

1.33±0.15a

1.01±0.22a

9.763
<0.001

LVEF（%）

治疗前

42.20±4.74
43.05±3.95

1.119
0.265

治疗后

52.22±5.51a

48.81±5.67a

3.504
0.001

LVESD（mm）
治疗前

56.81±5.34
57.22±4.63

0.471
0.638

治疗后

44.33±3.28a

52.89±3.44a

14.631
＜0.001

表 4 两组心功能指标比较（x ± s）

Table 4 Comparison of cardiac function indexes between 2 groups（x ± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。
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组别

观察组

对照组

t值
P值

n

66
66

回旋支

治疗前

39.69±5.98
38.91±6.64

0.709
0.480

治疗后

22.20±4.03a

25.84±4.81a

4.713
<0.001

右冠状动脉

治疗前

37.15±5.72
38.47±4.83

1.432
0.154

治疗后

23.41±3.44a

26.58±4.39a

4.618
<0.001

前降支

治疗前

37.14±5.45
38.53±4.29

1.628
0.106

治疗后

22.47±3.48a

24.65±3.59a

3.542
0.001

表 5 两组血流速度比较（x ± s，cm/s）
Table 5 Comparison of blood flow velocity between the two groups（x ± s，cm/s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

组别

观察组

对照组

t值
P值

n

66
66

Chrelin（μg/L）
治疗前

13.25±3.47
12.78±4.29

0.692
0.490

治疗后

23.61±3.24a

17.80±2.86a

10.922
<0.001

ET⁃1（ng/L）
治疗前

102.81±11.03
103.22±10.61

0.218
0.828

治疗后

85.75±7.12a

94.74±6.89a

7.371
<0.001

TLR4（ng/mL）
治疗前

19.84±5.33
20.05±4.68

0.241
0.810

治疗后

8.87±3.22
12.15±2.67

6.370
<0.001

表 6 两组治疗前后各血清指标比较（x ± s）

Table 6 Comparison of serum indexes between the two groups before and after treatment（x ± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

3 讨论

AP主要病理变化为不同程度的冠状动脉粥样

硬化，尤其是斑块不稳定出现破溃、出血时可直接激

活凝血因子刺激血小板聚集形成血栓。目前降低心

肌氧耗，改善心肌血氧供给是临床治疗AP的关键。

曲美他嗪是 3⁃酮酰辅酶A硫解酶缓聚剂类药

物，具有抗心肌缺血作用，能通过提升冠状动脉血流

量，缓解心肌细胞缺血缺氧状态。有研究显示，曲美

他嗪可通过降低Ca2+超载增强心脏收缩，强化心排血

量，改善微循环［9］。国内外实验显示，ETUS可提高

溶栓酶活性，促进纤维蛋白溶解［10］。本研究首次联

用ETUS与曲美他嗪治疗AP，观察组治疗总有效率

92.42%高于对照组，且两组不良反应发生率均较低，

分析ETUS作用机制主要是：机械振动作用，超声波

机械振动能改变栓子紧密纤维蛋白结构为松散的纤

维蛋白结构，充分暴露纤维蛋白溶解酶作用位点；超

声波在高强度传递过程中能引起血栓震动，继而将

栓子机械性破裂成小碎片［11］。但有研究显示，电子

纤维镜扫描观察ETUS作用后的残留栓子并未发现

血栓表面存在破坏及纤维蛋白损害证据［12］。推测：

一定范围内ETUS单独作用无法直接溶解血栓，但能

在局部形成空泡化、微流及某些物理变化增强血栓

溶解作用与曲美他嗪联合能在提升心肌抗缺氧能力

的基础上增加局部血氧供给，减少心绞痛发作次数。

冠状动脉血流异常是 AP 主要病理特征之

一。有关微血管病变患者的冠状动脉血流研究

发现，微血管病变患者基础冠状动脉血流量或冠

状动脉血流速度显著升高。本研究结果也显示，

AP 患者普遍存在回旋支、右冠状动脉、前降支血

流速度升高现象，但治疗后观察组小于对照组。

分析可能是因心肌缺氧缺血会刺激机体反馈调

节冠状动脉局部血流量增加，ETUS 与曲美他嗪

联用后心肌耐受缺血缺氧能力升高，同时栓子溶

解可满足心肌代谢需求，反馈机体下调冠状动脉

血流速度。

此外，本研究发现治疗后观察组血清 Chrelin
水平高于对照组，ET⁃1、TLR4水平低于对照组。ET⁃1
是血管内皮细胞合成主要介质，其在血清中表达水

平能客观反映冠状动脉病变情况，相关报道表明，

外周血 ET⁃1水平与冠状动脉病变严重程度呈正相

关［13］；TLR4是介导先天炎症与免疫反应的特异性

受体，其在动脉粥样硬化斑块形成、破裂中具有关

键作用，多种外、内源性配体与 TLR4 结合可激活

核转录因子，促进炎症介质表达，加速动脉粥样硬

化发生进展；Chrelin 为生长激素释放肽的内源性

配体。有研究证实，Chrelin可参与、介导心肌能量

代谢过程［14］。上述研究证实，ETUS与曲美他嗪联

用能进一步调节AP患者机体 Chrelin、TLR4、ET⁃1
水平，但本研究尚未探明具体调节机制，需后期进

一步探究。

综上，ETUS与曲美他嗪联用治疗AP效果显著，

能有效改善血流速度及心功能，降低血清 Chrelin、
ET⁃1、TLR4水平，不增加不良反应发生率。
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两种检测策略在细胞库病原体污染的检出分析

曾劲峰 1 梅秋红 2 张耿 1 邬林枫 1 李然 1 许晓绚 1 赵钰 1 熊文 1 刘沐芸 2★ 王立林 1★

［摘 要］ 目的 比较临床检测策略（CDS）与血筛检测策略（BSS）在综合细胞库供体病原体检测

中的差异，进行研究分析。方法 对深圳综合细胞库 2016 年 2 月至 2017 年 7 月共计 7 981 例细胞供者

的血浆标本进行病原体检测，病原体类型包括乙型肝炎病毒（HBV）、丙型肝炎病毒（HCV）、人类免疫缺

陷病毒（HIV1/2）与梅毒螺旋体（TP）四类。实验采用 CDS 和 BSS 两种检测策略进行。分析两者在病原

体总体检测结果及各单项检测结果的一致性，比较两种检测策略的差异性。同时分析 BSS 中血清学

ELISA 与核酸检测（NAT）方法对 HBV、HCV、HIV 检测结果的一致性，比较两者的差异性。结果 BSS
与 CDS两种检测策略的一致性一般（K=0.563），差异有统计学意义（P<0.05）。两种检测策略中，HBV的

一致性一般（K=0.528），HCV的一致性很差（K=0.105），HIV1/2的一致性很差（K=0）；比较 BSS中血清学

检测方法与核酸检测方法，两种检测方法的一致性较好（K=0.651），但两种方法差异有统计学意义（P<
0.05），其中HBV的血清学检测与核酸检测两种方法的一致性非常好（K=0.833），而HCV与HIV血清学

检测与核酸检测两种方法的一致性较差（K<0.4）。结论 BSS在细胞供者病原体检测种类上更全面，检

测灵敏度更高；在细胞库病原体污染风险防控中应同时重视两种检测方法试剂的选择，整体上降低任何

单一检测方法不准确导致的病原体漏检风险，避免病原体交叉污染，保证细胞库储存样本安全。

［关键词］ 血筛检测策略；临床检测策略；血清学检测；NAT；ELISA

Analysis of two detection strategies in the detection of pathogen contamination in cell bank
ZENG Jinfeng1，MEI Qiuhong2，ZHANG Geng1，WU Linfeng1，LI Ran1，XU Xiaoxuan1，ZHAO Yu1，

XIONG Wen1，LIU Mu Yun2★，WANG Lilin1★

（1. Shenzhen Blood Center，Shenzhen，Guangdong，China，518035；2. Shenzhen Kono Medical Laboratory，
Shenzhen，Guangdong，China，518057）

［ABSTRACT］ Objective To compare the difference between the clinical detection strategy（CDS）
and the blood screening strategy（BSS）in the comprehensive cell bank pathogen detection. Methods A total
of 7 981 plasma samples from cell donors in Shenzhen Comprehensive Cell Bank were tested for pathogens
from February 2016 to July 2017. The types of pathogens include hepatitis B virus（HBV），hepatitis C virus
（HCV），and human immunodeficiency virus（HIV1/2）and Treponema pallidum（TP）. Two detection strate⁃
gies，CDS and BSS，were used in the experiment. The consistency of the overall detection results and individu⁃
al detection results of the two methods were analyzed，and the differences of the two detection strategies were
compared. At the same time，the consistency of BSS serological ELISA and nucleic acid Testing（NAT）meth⁃
ods in BSS for HBV，HCV and HIV detection results were analyzed，and the differences between the two
were compared. Results The consistency between BSS and CDS detection strategies was general（K=0.563），

and the difference was statistically significant（P<0.05）. In the two detection strategies，the consistency of
HBV was general（K=0.528），the consistency of HCV and HIV1/2 was very poor（K=0.105 and 0）. Compar⁃
ing the serological detection method and nucleic acid detection method in BSS，the consistency of the two detec⁃
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tion methods is good（K=0.651），the difference between the two methods is statistically significant（P<0.05），

among which the serological detection of HBV is the same as the nucleic acid detection method. The consisten⁃
cy of the two detection methods is very good（K=0.833），while the consistency of the two methods of HCV
and HIV serological detection and nucleic acid detection is poor（K<0.4）. Conclusion BSS is more compre⁃
hensive in the detection of cell donor pathogens，and the detection sensitivity is higher. In the prevention and
control of cell bank pathogen contamination risk，attention should be paid to the choice of two detection meth⁃
ods and reagents，so as to reduce the missed detection of pathogens caused by inaccuracy of any single detection
method，avoid pathogen cross⁃contamination，and ensure the safety of samples stored in the cell bank.

［KEY WORDS］ Clinical detection strategy；Blood screening strategy；Serological test；NAT；ELISA

在细胞库供者样本病原体检测方面，我国还未

制定专门的标准。可参照的标准为《脐带血造血干

细胞库技术规范（试行）》［1］，其对于病原体检测指定

参照《血站管理办法》［2］。而在国际方面，全球先进

输血和细胞治疗联盟（Advancing Transfusion and
Cellular Therapies Worldwide，AABB）与细胞治疗认

证机构（Foundation for the Accreditation of Cellular
Therapy，FACT）均列出要检测乙型肝炎病毒（Hepa⁃
titis B virus，HBV）、丙型肝炎病毒（Hepatitis C vi⁃
rus，HCV）、人类免疫缺陷病毒（HIV1/2）等病毒，并

且指明必须采取病毒核酸检测（Nucleic Acid Test⁃
ing）方法。因此，依据目前国际行业规范，结合我国

政策法规，有两种检测策略可供选择：一种为参照

《血站技术操作规程（2015版）》［3］规定采用 1~2种血

清学酶联免疫吸附分析（Enzyme Linked Immune
Sorbent Assay，ELISA）法检测病原体抗原抗体，同

时采用 1种核酸检测试剂检测病毒核酸，简称血筛

检测策略（Blood screen strategy，BSS）；另一种为参

照卫健委发布的病毒临床诊断检测标准［4⁃8］，采用 1
种临床诊断血清学试剂检测病原体抗原或抗体，简

称临床检测策略（Clinical detection strategy，CDS）。

本研究采用BSS与CDS检测病原体，病原体类型包

括HBV、HCV、HIV与梅毒螺旋体（Treponema palli⁃
dum，TP），并对检测结果的差异进行综合分析，判断

两种策略在检测细胞库病原体污染效果的差异，同

时分析血筛检测策略中血清学检测方法与核酸检

测方法之间的差异性，以确定核酸检测在细胞库病

原体污染风险防控中的作用及效果。

1 材料与方法

1.1 标本来源

选取深圳综合细胞库 2016年 2月至 2017年 7
月 7 981例细胞供体的外周血标本，其中来源于孕

产妇的标本 7 571例，均为孕产妇生产前或生产后

7 天内进行采样，来源于非孕产妇的成人标本 410
例，为细胞样本采集前或细胞样本采集后 7天内采

集供者外周血标本。

1.2 检测设备及试剂

设备：FAME24/30 酶免疫检测仪器（瑞士

HAMILTON），TECAN RSP/200 酶免疫加样器（瑞

士 TECAN），美国 Grifols 公司全自动核酸检测平

台 Procleix Tigris核酸检测系统；试剂：进口检测试

剂有意大利 Diasorin HBsAg ELISA 检测试剂、美

国强生 ORTHO 抗⁃HCV ELISA 检测试剂、美国伯

乐Genscreen ULTRA 抗⁃HIV/Ag ELISA检测试剂、

意大利Diasorin梅毒螺旋体特异性抗体检测试剂，

美国Grifols Procleix Ultrio Assay试剂，国产试剂有

北京万泰 HBsAg ELISA 检测试剂、珠海丽珠抗

⁃HCV ELISA检测试剂、北京万泰抗⁃HIV ELISA检

测试剂、珠海丽珠梅毒螺旋体特异性抗体检测试

剂、北京万泰HTLV ELISA检测试剂。

1.3 临床检测策略

由细胞标本采集医院按照术前或产前传染病

检测要求及标准对供者在细胞采集前抽血进行

HBV、HCV、HIV1/2 及 TP 的抗原/抗体检测，深圳

综合细胞库收集汇总检测报告结果。

1.4 血筛检测策略

由深圳市血液中心参照血筛检测标准，采用

上述进口及国产试剂对深圳市综合细胞库细胞供

者抗凝血样本进行 HBsAg、抗 HCV、抗 HIV、梅毒

螺旋体抗体及HBV/HCV/HIV病毒核酸定性检测，

所有检测结果均为非反应性则报为非反应性结

果，否则计为反应性结果。

1.5 确诊实验

抗⁃HIV阳性样本送深圳市疾病预防控制中心

做 HIV 蛋白印迹法确证试验检测，梅毒螺旋体特

异性抗体阳性样本送深圳市慢性病防治中心采用

日本富士（FUJIREBIO）TPPA法进行检测。
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1.6 统计方法

采用 IBM SPSS Statistics 21.0软件进行统计学

分析；采用 Kappa 检验上述两种检测策略及方法

的一致性；两种检测策略及方法比较采用配对卡

方检验；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CDS与BSS检测结果对比

两者检测结果比较，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

2.2 各检测项目两种检测策略结果对比

两种检测策略在 HBV、TP、HCV 检测结果比

较，差异有统计学意义（P<0.005）。见表 2。
2.3 血筛策略中血清学 ELISA 检测与 NAT 检测

结果分析比较

血筛检测策略中HBV、HCV、HIV 血清学 ELI⁃
SA 检测与病原体核酸检测（nucleic acid detection，
NAT）两种方法检测结果一致性一般（K=0.651）；两

种检测方法检测结果比较，差异有统计学意义（P<
0.001）。见表 3。两种检测方法对 HBV 检测结果

一致性非常好（K=0.833）；两种检测方法检测结果

比较，差异有统计学意义（P<0.001）；两种方法对

HCV与HIV检测结果一致性较差（K=0）。见表 4。

2.4 血筛检测阳性样本中各项目占比分析

各项目阳性检出率及占比为：HBsAg与HBV⁃
DNA 是 占 比 最 高 的 项 目 ，分 别 为 30.45% 与

27.27%。见表 5。
2.5 确证试验

对23例抗⁃HCV阳性样本进行RIBA确证实验发

现样本均为阴性和不确定，无一例阳性；对51例SYP
阳性样本进行TPPA检测，结果显示 20例阳性，31例
阴性，真阳性率为39.22%；对12例抗HIV阳性样本进

行蛋白印迹法确证实验，证实其样本均为阴性。

BSS

+
-

合计

K值

c2值

P值

n

129
7852
7981

CDS
+
51
0
51

0.563
3124
<0.001

-
78

7852
7930

表 1 CDS与BSS检测结果对比

Table 1 Comparison of detection results between CDS and
BSS

BSS

HBV

HCV

无反应性

有反应性

合计

K值

c2值

P值

无反应性

有反应性

合计

K值

c2值

P值

n

7 920
61

7 981

7 963
18

7 981

CDS
无反应性

7 920
39

7 959
0.528
2864
<0.001

7 963
17

7 980
0.105
442
0.002

有反应性

0
22
22

0
1
1

BSS

HIV1/2

TP

无反应性

有反应性

合计

K值

c2值

P值

无反应性

有反应性

合计

K值

c2值

P值

n

7 971
10

7 981

7 947
34

7 981

CDS
无反应性

7 971
10

7 981
0

CDS为常量，无法计算统计量

7 947
5

7952
0.920
6 803
<0.001

有反应性

0
0
0

0
29
29

表 2 各检测项目两种检测策略结果对比

Table 2 Comparison of results of two test strategies for each test item

ELISA检测

+
-

合计

K值

c2值

P值

n

102
7 879
7 981

NAT检测

+
53
7
60

0.651
3622
<0.001

-
49

7 872
7 921

表 3 BSS中 ELISA检测与NAT检测结果总体分析

Table 3 Overall analysis of ELISA and NAT detection
results in DSS

HBsAg

+
-

K值

c2值

P值

HBV⁃DNA
+
53
7
0.833
5559
<0.001

-
14

7907

HCVAb

+
-

0

NAT结果是常量，无法计算统计量

HCV⁃RNA
+
0
0

-
23

7958

HIVAb1/2

+
-

0

HIV⁃RNA
+
0
0

-
12

7969

表 4 BSS中 ELISA检测与NAT检测对HBV、HCV、HIV
结果分析

Table 4 ANALYSIS of HBV，HCV and HIV results by
ELISA and NAT in BSS
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检测项目

HBsAg
HCVAb

HIV1/2Ab
SYP
HTLV
NAT

阳性样本数

67
23
12
51
7

60（HBV⁃DNA）

阳性样本占比（%）

30.45
10.45
5.45
23.18
3.18
27.27

阳性检出率（%）

0.84
0.29
0.15
0.64
0.09
0.75

表 5 血筛检测各项目阳性占比分析统计

Table 5 Analysis and statistics of the positive proportion of
each item in BSS

3 讨论

CDS与 BSS两种检测策略在细胞库样本供体

血液标本检测结果上存在差异，其产生的原因可能

是因为BSS采用ELISA和NAT两种方法，共同来确

定结果，从而导致与CDS结果出现显著差异。采用

BSS对细胞供者进行筛查检验，ELISA双试剂较单

试剂检测具有更高的检测灵敏度，同时采用 NAT
方法对HBV、HCV和HIV进行筛查，能提高病原体

感染窗口期的检出率，尤其是在 HBV 方面显示出

较好效果（提高HBV窗口感染期检出率 11.67%），

能更好的防范病原携带样本混入正常的细胞库。

从血清学检测的确认结果（HBV除外）可以发

现，本研究中样本的假阳性率高于普通献血人群，

分析原因可能为研究样本多来源为孕产妇血清样

本，其孕产期受激素和孕期的影响，较一般人群更

易产生非特异性抗体，易产生假阳性结果。根据

Wesolowski 等的研究报道孕妇初筛试验的假阳性

率约为 0.14%［9］。国内研究者也分析了孕妇的传

染病检测项目的假阳性情况，蒋春云等研究者对 7
例 ELISA HIV 反应性孕妇追踪确认检测中发现，

有 3 例孕妇在追踪后抗体阳转，而其余 4 名孕妇

HIV 抗体和核酸检测持续阴性［10］。目前血筛 HIV
检测主要采用第四代检测试剂［11］，另有研究者分

析了孕妇 HIV 电化学发光的假阳性情况，16 例筛

查反应性样本中，HIV确认检测 1例阳性，其余 15
例为阴性［12］。对孕妇的梅毒 ELISA 研究也发现，

ELISA检测的假阳性较高，可达 8.49%［13］。

由此可见，采用DSS对细胞库供体血液检测，

灵敏度较高，可以有效防止细胞库的病原体污

染。但针对孕妇这一特殊群体，在初筛之外，应结

合确认实验或NAT结果，可减低假阳性率。

虽然 BSS中应用的双试剂检测可提高检测灵

敏度，但 ELISA 存在因“窗口期”、病毒变异、免疫

沉默等造成的漏检，在目前使用的 ELISA 检测试

剂的条件下，HBsAg、抗⁃HCV及抗⁃HIV的平均“窗

口期”分别约为 59 d、72 d 及 22 d［14］。而采用

NAT，可将 HBV、HCV 及 HIV 的平均“窗口期”分

别缩短至 20 d、10 d 及 7 d［15⁃16］，专家甚至建议有必

要采用高灵敏度的核酸检测技术应用于术前筛

查［17］，可见应用 NAT 可提高整体检测系统的灵敏

度，降低检测后感染的残余风险。

由此可见，BSS 检测灵敏度更高，在细胞库病

原体污染风险防控中应采用此策略，整体上降低任

何单一检测方法不准确导致的病原体漏检风险，避

免病原体交叉污染，保证细胞库储存样本安全。
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CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白在急性脑梗死病情评估与预
后预测中的价值

张家森★ 赵玉 李鹏涛

［摘 要］ 目的 探究降钙素基因相关肽（CGRP）、胰岛素样生长因子⁃1（IGF⁃1）、凋亡相关因子

Bcl⁃2 蛋白在急性脑梗死（ACI）病情评估与预后预测中的价值。方法 选取阜阳市第二人民医院 ACI
患者 117例，根据 90 d预后分为预后良好组（87例）与预后不良组（30例），比较两组、不同病情程度患者

血清 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白水平，分析各指标与病情程度及预后的关系，并评价各指标对预后的预测

价值。结果 预后不良组血清 CGRP、IGF⁃1低于预后良好组，Bcl⁃2蛋白高于预后良好组，差异有统计学

意义（P<0.05）；血清 CGRP、IGF⁃1与病情程度呈负相关，Bcl⁃2蛋白与病情程度呈正相关（P<0.05）；多元

线性回归分析，将NIHSS评分、梗死面积等其他因素控制后，血清 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白仍与预后显著

相关（P<0.05）；ROC 曲线分析，血清 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2 蛋白预测预后的 AUC 分别为 0.763、0.623、
0.792，三者联合预测预后的 AUC 为 0.871，95%CI 为 0.797~0.926，诊断敏感度为 90.00%，特异度为

70.11%，明显优于各指标单独预测（P<0.05）。结论 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2 蛋白与 ACI 病情、预后显著相

关，联合检测不仅能评估病情程度，还可能成为临床预测预后的重要途径。

［关键词］ 急性脑梗死；降钙素基因相关肽；胰岛素样生长因子⁃1；凋亡相关因子Bcl⁃2蛋白

The value of CGRP，IGF⁃1 and Bcl⁃2 proteins in the evaluation of acute cerebral infarc⁃
tion and the prediction of prognosis
ZHANG Jiasen★，ZHAO Yu，LI Pengtao
（Department of Emergency，Fuyang Second Peoples Hospital，Fuyang，Anhui，China，236000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the value of calcitonin gene⁃related peptide（CGRP），insulin⁃
like growth factor⁃1（IGF⁃1）and apoptosis⁃related factor Bcl⁃2 protein in the evaluation and prognosis of acute
cerebral infarction（ACI）. Methods A total of 117 ACI patients in Fuyang Second Peoples Hospital were se⁃
lected and divided into a good prognosis group（87 cases）and a poor prognosis group（30 cases）according to
the 90⁃day prognosis. The two groups were compared with the protein levels of CGRP，IGF⁃1，and Bcl⁃2 in
patients with different disease levels. The relationship between various indicators and the severity of the disease
and prognosis was analyzed. The predictive value of each indicator on the prognosis was evaluated. Results
The serum CGRP and IGF⁃1 levels in the poor prognosis group were lower than those in the good prognosis
group，and Bcl⁃2 was higher than that in the good prognosis group（P<0.05）. The serum levels of CGRP and
IGF⁃1 were negatively correlated with the severity of the disease，and Bcl⁃2 was posotovely corrected withthe
degree of illness（P<0.05）. Multiple linear regression analysis，after controlling for other factors such as NI⁃
HSS score，infarct size，serum CGRP，IGF⁃1，and Bcl⁃2 were still significantly correlated with thr prognosis
（P<0.05）. ROC curve analysis showed that the prognostic AUC of serum CGRP，IGF ⁃1，and Bcl ⁃ 2 were
0.763，0.623，0.792，respectively. The combination of the three predicted the prognosis AUC was 0.871，the
95%CI was 0.797~0.926，and the diagnostic sensitivity was 90.00%. The specificity was 70.11%，which is sig⁃
nificantly better than the individual prediction of each indicator. Conclusion CGRP，IGF⁃1，and Bcl⁃2 are
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significantly related to the condition and prognosis of ACI. The combined detection can assess the severity of
the condition and is an important way to predict prognosis in clinical practice.

［KEY WORDS］ Acute cerebral infarction；Calcitonin gene⁃related peptide；Insulin⁃like growth factor⁃1；
Apoptosis⁃related factor Bcl⁃2 protein

急性脑梗死（Acute cerebral infarction，ACI）是

临床神经内科多发疾病，具有发病率高、致残率

高、病死率高等特点，采取可靠措施及早预测预

后、及时进行针对性防治对降低致残、遗留后遗症

等预后不良风险至关重要［1］。降钙素基因相关肽

（Calcitonin gene related peptide，CGRP）是一种生物

活性多肽，具有调节脑循环、抑制脂质过氧化反

应、保护脑组织等作用［2］。胰岛素样生长因子⁃1
（Insulin like growth factor⁃1，IGF⁃1）具有抗动脉粥

样硬化作用，可通过参与血管再生、炎症反应、平

滑肌增殖迁移等途径影响动脉粥样硬化斑块稳定

性，与受体结合后还能调节神经功能［3］。Bcl⁃2 蛋

白属于凋亡相关因子，在多种原因所致脑损伤过

程中具有重要作用［4］。目前，关于上述简便生化指

标用于预测 ACI 患者预后的研究较少，缺乏循证

依据。为此，本研究尝试探究 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2
蛋白在 ACI 病情评估与预后预测中的价值，旨在

为临床提供数据支持。报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取阜阳市第二人民医院 2018年 5月至 2020
年 12 月 ACI 患者 117 例，根据 90 d 预后改良

Rankin量表（Modified Rankin scale，mRS）评分［5］分

为预后良好组（87例，mRS评分<3分）与预后不良

组（30例，mRS评分≥3分）。预后良好组男 55例，

女 32例，平均年龄（58.21±6.38）岁，梗死部位：基底

节区 48例，小脑 20例，脑干 19例，病情程度：轻度

38 例，中度 44 例，重度 5 例，梗死面积：小面积 32
例，中面积 38 例，大面积 17 例。预后不良组男 20
例，女 10 例，平均年龄（60.17±5.91）岁，梗死部位：

基底节区 18例，小脑 8例，脑干 4例，病情程度：轻

度 7 例，中度 14 例，重度 9 例，梗死面积：小面积 4
例，中面积 10 例，大面积 16 例。两组年龄、性别、

梗死部位比较差异无统计学意义（P>0.05）。本研

究经本院伦理委员会审批通过。

纳入标准：①均经颅脑 CT、核磁共振证实为

ACI；②均符合《急性缺血性脑卒中急诊急救中国

专家共识（2018 版）》ACI 相关诊断标准［6］；③患者

及家属均知情，签订知情承诺书。排除标准：①既

往存在脑部创伤史、手术史者；②伴有血液系统疾

病者；③合并其他原因所致的脑损伤者；④存在心

肝肾等其他重要脏器严重功能异常者；⑤存在

严重急慢性感染、代谢性疾病、自身免疫性疾病

者；⑥濒临死亡者。

1.2 方法

①治疗方法：所有患者入院后均给予阿替普

酶溶栓治疗，给药总剂量：0.9 mg/kg，静脉推入

10%药量（1 min），采用输液泵静脉泵注其余 90%
药量（1 h）。②检测方法：于所有患者入院后抽取

空腹静脉血 3 mL，离心处理，取血清，保存于-
80℃条件下。采用酶联免疫吸附法检测血清

CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2 蛋白水平，试剂盒均购自美国

R&B 公司，所有操作严格遵循试剂盒说明书。

③病情评估方法：以美国国立卫生研究院卒中量表

（National Institutes of Health Stroke Scale，NIHSS）
评分［7］为依据评估病情程度，≤4分为轻度，5~20分

为中度，>20 分为重度；梗死面积：<1.5 cm 为小面

积，1.5~5.0 cm为中面积，>5.0 cm为大面积。

1.3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 22.0 处理数据，计量资

料以（x ± s）描述，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两组间比较采用 LSD⁃t检验，两组间

比较采用独立样本 t检验；计数资料用 n（%）表示，

c2检验；影响因素采用多元线性回归分析；相关性

采用 Pearson 相关系数模型分析；预测价值采用受

试者工作特征（ROC）曲线分析，获取曲线下面积，

联合诊断实施 Logistic二元回归拟合，返回预测概

率 logit（p），将其作为独立检验变量。以 P<0.05表

明差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白水平

预后不良组血清 CGRP、IGF⁃1 低于预后良好

组，Bcl⁃2蛋白高于预后良好组，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 1。
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2.2 不同病情程度患者血清 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2
蛋白水平

单因素方差分析，不同病情程度患者血清

CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2 蛋白水平差异有统计学意义

（P<0.05）；血清CGRP、IGF⁃1水平重度患者<中度患

者<轻度患者，Bcl⁃2蛋白水平重度患者>中度患者>
轻度患者，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 血清 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2 蛋白与病情程度的

关系

Pearson 相关性分析，血清 CGRP、IGF⁃1 与

病 情 程 度 呈 负 相 关 ，Bcl⁃2 蛋 白 与 病 情 程 度

（NIHSS 评 分）呈 正 相 关（r=- 0.657、- 0.703、
0.736，P均<0.05）。

2.4 血清CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白与预后的关系

多元线性回归分析，将NIHSS评分、梗死面积

等其他因素控制后，血清 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白

仍与预后显著相关（P<0.05）。见表 3。

2.5 血清CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白对预后预测价值

以预后不良作为阳性样本，预后良好作为阴

性样本，绘制 ROC 曲线，结果显示，血清 CGRP、
IGF⁃1、Bcl⁃2 蛋白预测预后的 AUC 分别为 0.763、
0.623、0.792，三者联合预测预后的 AUC 为 0.871，
95%CI 为 0.797~0.926，Z 统计=10.342，P<0.001，诊
断敏感度为 90.00%，特异度为 70.11%，明显优于

各指标单独预测。见图 1。

3 讨论

近年来，随着人口老龄化加剧，ACI 发病率呈

逐年升高趋势，是致残、致死的主要疾病之一，且

复发风险较高，严重影响预后［8⁃9］。相关数据统计

显示，ACI静脉溶栓 3个月后预后不良发生率可达

到 42.70%，防治形势极为严峻［10］。因此，寻找早期

预测 ACI 预后的生化指标对制定调整治疗方案、

改善预后具有重要意义。

CGRP 是一种由 37个氨基酸组成的生物活性

多肽，主要有降钙素基因表达，广泛分布于心血管

与神经系统，具有较强舒张血管、促进侧支循环开

放作用，还能拮抗交感神经兴奋［11］。结合乔文政

等［12］报道考虑为：在ACI发生发展过程中，CGRP可

通过拮抗神经肽Y（NPY）、内皮素⁃1（ET⁃1）的缩血

管反应控制或改善脑血管狭窄、阻塞及缺血情况，

从而导致血液中的CGRP过度消耗，导致其水平明

显下降。同时受损的神经细胞会不断且过量分泌

缩血管物质，导致CGRP分泌功能相对减弱，导致其

释放量减少，促使其在血液中的含量进一步下降，

其水平越低，越无法维持机体缩血管物质与舒血管

物质的相对平衡，从而导致ACI病情恶化，影响预

后［13］。提示临床可将CGRP作为评估病情、预测预

后的重要指标。

IGF⁃1属于类似胰岛素的蛋白类物质，具有广泛

生物学作用，正常情况下，主要在肝脏中表达，仅有

组别

预后不良组

预后良好组

t值
P值

n

30
87

CGRP
（ng/L）

44.72±6.68
51.28±5.03

5.641
<0.001

IGF⁃1
（ng/mL）
92.77±36.49
141.14±48.05

5.031
<0.001

Bcl⁃2蛋白
（ng/mL）
12.85±3.04
10.32±2.26

4.818
<0.001

表 1 两组血清CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum CGRP，IGF⁃1 and bcl⁃2
protein levels between the two groups（x ± s）

组别

轻度患者

中度患者

重度患者

F值

P值

n
31
60
26

CGRP（ng/L）
55.43±6.35b

49.61±5.17a

42.63±4.88ab

39.046
＜0.001

IGF⁃1（ng/mL）
170.33±54.19b

125.46±46.31a

87.51±39.08ab

22.200
＜0.001

Bcl⁃2蛋白（ng/mL）
9.41±1.50b

10.87±1.73a

13.06±2.29ab

28.807
＜0.001

表 2 不同病情程度患者血清CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白水

平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum CGRP，IGF⁃1 and bcl⁃2
protein levels in patients with different disease degrees（x ± s）

注：与轻度患者比较，aP<0.05；与中度患者比较，bP<0.05。

自变量

常量

CGRP
IGF⁃1

Bcl⁃2蛋白

偏回归
系数

4.712
-0.711
-0.659
0.736

标准
误差

0.048
0.053
0..061

偏回归系数
（标准化）

-0.720
-0.673
0.740

t值

-14.813
-12.434
12.066

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 血清CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白与预后的关系

Table 3 Relationship between serum CGRP，IGF⁃1，bcl⁃2
protein and prognosis
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图 1 血清CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白对预后预测价值

Figure 1 prognostic value of serum CGRP，IGF⁃1 and
Bcl⁃2 proteins
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少部分以游离形式存在于血液循环中，可促进细胞

生长、分化、成熟，还能够调节血管阻力、舒张外周血

管、改善血流灌注［14］。陶海雁等［15］研究中显示，与健

康人群相比，血清 IGF⁃1水平在ACI患者中呈显著

下降趋势。在此基础上，本研究发现，血清 IGF⁃1与

ACI病情程度具有负相关关系，是预后的重要影响

因素。同时，研究表明，IGF⁃1具有清除氧自由基、抵

抗炎症反应、保护动脉粥样硬化血管内皮功能作

用，可保护神经系统［16］。说明临床可通过检测血清

IGF⁃1水平为评估ACI病情提供有效依据，还可将其

应用于预测预后中，有助于保障预后改善。

Bc1⁃2蛋白是 Bcl⁃2蛋白家族中的主要抗凋亡

蛋白，主要作用是调节细胞凋亡。既往有研究发现，

细胞凋亡在梗死灶周围缺血半暗带组织中发挥至关

重要作用，而Bc1⁃2蛋白在脑缺血半暗带组织中表

达增多［17］。本研究发现，Bcl⁃2蛋白水平在ACI轻度

患者、中度患者、重度患者中呈逐渐升高趋势，与病

情程度呈正相关。结合李山等［18］研究推测原因：线

粒体是Bcl⁃2蛋白调控内在凋亡途径的靶点，Bcl⁃2
蛋白可通过降低线粒体膜通透性，抑制线粒体释放

促凋亡因子进入胞质内，从而阻止细胞凋亡进程，发

挥抑制细胞凋亡作用，随着ACI病情进展、加重，神

经细胞凋亡进程逐渐加快，促使Bcl⁃2蛋白呈现代偿

性增多，且随病情加重不断增加。本研究结果还表

明，将其他因素控制后，血清Bcl⁃2蛋白仍与ACI患
者预后显著相关，可见Bcl⁃2蛋白能作为预测预后指

标，为临床早期预测预后提供可靠信息。

此外，血清 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2蛋白虽可作为

预测预后指标，单独预测价值良好，但仍有较大提

升空间。为此，本研究初次尝试分析上述指标联

合预测预后价值，结果发现，血清 CGRP、IGF⁃1、
Bcl⁃2蛋白联合预测预后价值显著高于各指标单独

预测，为临床预测预后提供可靠的新思路。但本

研究未详细探究 CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2 蛋白与 ACI
患者远期预后的关系，有待进一步分析研究。

综上可知，CGRP、IGF⁃1、Bcl⁃2 蛋白与 ACI 病
情、预后显著相关，联合检测不仅能评估病情程

度，还可能成为临床预测预后的重要途径。
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Lp（a）、OPN、NLR与冠心病患者并发狭窄性瓣膜病
相关性

张航★ 许华山 刘超

［摘 要］ 目的 探讨脂蛋白（a）［Lp（a）］、骨桥蛋白（OPN）、中性粒细胞与淋巴细胞比值（NLR）与

冠心病患者并发狭窄性瓣膜病相关性。方法 选取 2018年 1月至 2021年 1月本院收治的 300例冠心病

患者，根据是否并发狭窄性瓣膜病分为狭窄组（n=72）、无狭窄组（n=228），比较两组基线资料、Lp（a）、

OPN、NLR 水平，并比较狭窄组不同严重程度患者 Lp（a）、OPN、NLR水平，采用多因素 Logistic回归方程

分析冠心病患者并发狭窄性瓣膜病的相关影响因素，采用受试者工作特征曲线（ROC）及 ROC 下面积

（AUC）分析各指标及联合预测冠心病患者并发狭窄性瓣膜病的价值。结果 狭窄组心肌梗死史、冠脉病

变支数、Gensini评分、Lp（a）、OPN、NLR与无狭窄组比较，差异有统计学意义（P<0.05）；狭窄组不同严重程

度患者 Lp（a）、OPN、NLR：重度>中度>轻度，比较差异有统计学意义（P<0.05）；将心肌梗死史、冠脉病变支

数、Gensini评分控制后，Lp（a）、OPN、NLR仍与并发狭窄性瓣膜病相关（P<0.05）；Lp（a）、OPN、NLR预测冠

心病患者并发狭窄性瓣膜病的AUC为 0.861、0.820、0.707，各指标联合预测冠心病患者并发狭窄性瓣膜病

的AUC为 0.915。结论 Lp（a）、OPN、NLR升高与冠心病患者并发狭窄性瓣膜病风险增加有关，联合检测

三者对狭窄性瓣膜病具有较高的预测效能，能为临床防治不良心血管事件的发生提供参考。

［关键词］ Lp（a）；OPN；NLR；冠心病；狭窄性瓣膜病

Correlation of Lp（a），OPN，NLR and coronary heart disease patients with stenotic val⁃
vular disease
ZHANG Hang★，XU Huashan，LIU Chao
（Department of Cardiac Surgery，The First Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou，Henan，
China，450052）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between lipoprotein（a）［Lp（a）］，osteopon⁃
tin（OPN），neutrophil to lymphocyte ratio（NLR）and coronary heart disease patients with stenotic valvular
disease. Methods A total of 300 patients with coronary heart disease admitted to our hospital from January
2018 to January 2021 were divided into stenosis group（n=72）and non⁃stenosis group（n=228）according to
whether they were complicated by stenotic valvular disease，and the two groups were compared. Baseline da⁃
ta，Lp（a），OPN，NLR levels，and compare the Lp（a），OPN，NLR levels of patients with different severity
in the stenosis group，and use the multivariate logistic regression equation to analyze the relevant influencing
factors of coronary heart disease patients with stenotic valvular disease ，Using receiver operating characteristic
curve（ROC）and ROC area（AUC）to analyze the value of each index and jointly predict the value of coro⁃
nary heart disease patients with stenotic valvular disease. Results The history of myocardial infarction，num⁃
ber of coronary artery lesions，Gensini score，Lp（a），OPN，NLR in the stenosis group compared with the non
⁃stenosis group，the difference was statistically significant（P<0.05）；Lp（a），OPN，NLR：severe >moderate>
mild，the difference between pairwise comparisons was statistically significant（P<0.05）；after the history of
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myocardial infarction，the number of coronary artery lesions，and the Gensini score were controlled，Lp（a），

OPN，and NLR were still associated with concurrent stenosis Valvular disease related（P<0.05）；Lp（a），

OPN，NLR predict the AUC of patients with coronary heart disease complicated by stenotic valvular disease as
0.861，0.820，0.707，and the combination of all indicators predicts the AUC of patients with coronary heart
disease complicated by stenotic valv Is 0.915. Conclusion The increase of Lp（a），OPN and NLR is related
to the increased risk of coronary heart disease complicated by stenotic valvular disease. The combined detection
of the three has a high predictive power for stenotic valvular disease，and can prevent the occurrence of ad⁃
verse cardiovascular events in the clinic. for reference.

［KEY WORDS］ Lp（a）；OPN；NLR；Coronary heart disease；Stenotic valvular disease

狭窄是心脏瓣膜病变的主要类型之一，发生

原因与冠心病心肌缺血性坏死等有关，一旦发生

狭窄性瓣膜病变，可影响正常的血液流动，增加心

脏负担，损害心脏功能，导致心力衰竭，威胁患者

生命健康，因此早期预测冠心病患者并发狭窄性

瓣膜病的风险意义重大［1］。脂蛋白（a）［Lipopro⁃
tein（a），Lp（a）］富含胆固醇，可进入、沉积在血管壁

上，促进动脉粥样硬化，并能抑制纤维蛋白原水解，

促进血栓形成，与冠心病、脑卒中等心脑血管疾病

发生密切相关［2］。骨桥蛋白（Osteopontin，OPN）广

泛存在于细胞外基质中，OPN越高，冠心病患者冠

脉病变越严重，是冠心病的相关危险因素［3］。中性

粒细胞与淋巴细胞比值（Neutrophil to lymphocyte
ratio，NLR）系新型炎症标志物，在非 ST 段抬高急

性冠脉综合征重度冠状动脉病变患者中水平高于

轻中度者，且在经皮冠状动脉介入治疗术后发生心

血管终点事件患者中水平高于未发生心血管终点

事件者，对冠脉病变程度与心血管事件的发生具有

一定的预测价值［4］。但目前关于 Lp（a）、OPN、NLR
与冠心病患者并发狭窄性瓣膜病相关性的报道鲜

见，本研究对此进行探讨，旨在为临床防治冠心病

患者并发狭窄性瓣膜病提供参考，报告如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

经医院伦理委员会批准，选取 2018 年 1 月至

2021年 1月本院收治的 300例冠心病患者，根据是

否并发狭窄性瓣膜病分为狭窄组（n=72）、无狭窄

组（n=228），其中狭窄组包括主动脉瓣膜狭窄 43
例，二尖瓣瓣膜狭窄 29例。纳入标准：①符合冠心

病诊断标准［5］；②狭窄组符合狭窄性瓣膜病诊断标

准［6］；③充分知晓本研究，自愿签署知情同意书。

排除标准：①急性脑梗死者；②血液系统疾病者；

③合并感染类疾病者；④先天性心脏病者；⑤肺栓

塞者；⑥既往有心脏手术史者。

1.2 方法

1.2.1 资料收集

年龄、性别、体质量指数、饮酒史、吸烟史、血

脂异常、糖尿病、高血压、心肌梗死史、冠脉病变支

数、Gensini评分、维持性用药情况。

1.2.2 检测方法

入院时采集患者空腹静脉血 5 mL，行血常规

检测，获得中性粒细胞、淋巴细胞，并计算NLR；采

用免疫投射比浊法检测血清 Lp（a）水平，试剂盒购

于深圳迈瑞生物科技有限公司；采用酶联免疫吸

附法检测血清 OPN 水平，试剂盒购于深圳市科润

生物工程有限公司。

1.2.3 狭窄性瓣膜病狭窄程度评估［6］

轻度：瓣口面积>1.5 cm2；中度：1.0~1.5 cm2；

重度：<1.0 cm2。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0处理数据，计量资料以（x ± s）表

示，多组间比较以单因素方差分析，两两比较以LSD⁃t
检验，组间比较行独立样本 t检验，计数资料用 n（%）

表示，行 c2检验，采用多因素Logistic回归方程分析

冠心病患者并发狭窄性瓣膜病的相关影响因素，采

用受试者工作特征曲线（ROC）及 ROC 下面积

（AUC）分析各指标及联合预测冠心病患者并发狭窄

性瓣膜病的价值。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组基线资料、Lp（a）、OPN、NLR比较

两组年龄、性别、体质量指数、饮酒史、吸烟

史、血脂异常、糖尿病、高血压、维持性用药情况比

较，差异无统计学意义（P>0.05）；狭窄组心肌梗死

史、冠脉病变支数、Gensini评分、Lp（a）、OPN、NLR
与无狭窄组比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 1。
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资料

年龄(岁)
性别（男/女）

体质量指数（kg/m2）

饮酒史

吸烟史

既往史

血脂异常

糖尿病

高血压

心肌梗死史

冠脉病变支数

1支

2支

3支

Gensini评分（分）

维持性用药情况

阿司匹林

氯吡格雷

他汀类药物

胰岛素

口服降糖药

降压药

Lp(a)（mg/dL）
OPN（μg/L）
NLR

狭窄组
（n=72）
60.58±8.79

40/32
23.79±1.59
48（66.67）
34（47.22）

31（43.06）
19（26.39）
27（37.50）
39（54.17）

6（8.33）
22（30.56）
44（61.11）
54.48±14.66

60（83.33）
39（54.17）
16（22.22）
8（11.11）
15（20.83）
27（37.50）
62.77±20.05
78.09±22.14
4.19±1.37

无狭窄组
（n=228）
58.79±10.52

120/108
23.52±1.60
144（63.16）
119（52.19）

90（39.47）
52（22.81）
78（34.21）
61（26.75）

40（17.54）
115（50.44）
73（32.02）
38.27±11.53

201（88.16）
130（57.02）
59（25.88）
20（8.77）
40（17.54）
78（34.21）
39.03±10.74
45.27±12.33
3.09±0.98

t/c2值

1.307
0.188
1.250
0.292
0.541

0.292
0.389
0.260
18.503

19.641

98.711

1.126
0.181
0.390
0.354
0.396
0.260
12.959
15.919
7.495

P值

0.192
0.665
0.212
0.589
0.462

0.589
0.533
0.610
<0.001

0.001

<0.001

0.289
0.671
0.532
0.552
0.529
0.610
<0.001
<0.001
<0.001

2.2 狭窄组不同严重程度患者 Lp（a）、OPN、NLR
水平比较

狭窄组不同严重程度患者 Lp（a）、OPN、NLR：

重度>中度>轻度，两两比较差异均有统计学意义

（P<0.05）。见表 2。

2.3 多因素 Logistic回归方程分析

以是否并发狭窄性瓣膜病为因变量，否赋值

0，是赋值 1；以两组比较差异有统计学意义的指标

作为自变量，无心肌梗死史赋值 0，有心肌梗死

史赋值 1，冠脉病变支 1、2、3 支分别赋值 1、2、3，

Gensini 评分、Lp（a）、OPN、NLR 低于两组均值赋

值 1，高于两组均值赋值 2（两组 Gensini 评分、Lp
（a）、OPN、NLR均值分别为 42.16分、44.73 mg/dL、
53.15 μg/L、3.35），应用多因素 Logistic回归方程分

析，结果显示，将心肌梗死史、冠脉病变支数、Gen⁃
sini 评分控制后，Lp（a）、OPN、NLR 仍与并发狭窄

性瓣膜病相关（P<0.05）。见表 3。

2.4 Lp（a）、OPN、NLR预测冠心病患者并发狭窄

性瓣膜病的效能

ROC曲线结果显示，各指标联合预测冠心病患

者并发狭窄性瓣膜病的AUC最大。见表 4、图 1。

3 讨论

Lp（a）主要在肝脏内合成，可与纤维酶原竞争

结合纤维蛋白位点，抑制血管内血栓的溶解，介导

血栓形成，持续升高与动脉粥样硬化性心脑血管

疾病的发生有关［7］。本研究显示，冠心病并发狭窄

性瓣膜病患者 Lp（a）高于无狭窄性瓣膜病患者，并

与狭窄程度有关，可作为冠心病患者并发狭窄性瓣

膜病的生物标志物，与吴同薇等［8］报道相似，佐证了

表 1 两组基线资料、Lp（a）、OPN、NLR比较［（x±s），n（%）］

Table 1 Constant variable data，Lp（a），OPN，NLR
comparison［（x ± s），n（%）］

组别

轻度

中度

重度

F值

P值

n
20
34
18

Lp（a）（mg/dL）
47.18±14.03
62.35±17.69a

80.89±19.52ab

18.098
<0.001

OPN（μg/L）
54.35±17.40
76.27±18.11a

107.91±21.32ab

38.883
<0.001

NLR
3.26±0.77
4.17±1.05a

5.26±1.19ab

18.241
<0.001

注：与轻度比较，aP<0.05；与中度比较，bP<0.05。

表 2 狭窄组不同严重程度患者 Lp（a）、OPN、NLR
水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of Lp（a），OPN and NLR levels of
patients with different severity in stenosis group（x ± s）

影响因素

Lp(a)
OPN
NLR

b值

0.510
0.459
0.399

SE值

0.153
0.126
0.109

Wald c2

11.114
13.272
13.413

OR值

1.665
1.583
1.491

95%CI
1.068~2.597
1.007~2.487
1.364~1.629

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 多因素 Logistic回归方程分析

Table 3 Multivariate logistic regression equation analysis

指标

Lp（a）

OPN
NLR
联合

AUC

0.861

0.820
0.707
0.915

95%CI

0.817~0.898

0.771~0.862
0.652~0.758
0.877~0.944

cut⁃off值

>49.85 mg/dL

>65.68 μg/L
>3.62

敏感度
（%）

76.39

69.44
66.67
88.89

特异度
（%）

81.14

86.84
64.76
79.82

P值

<0.001

<0.001
<0.001
<0.001

表 4 ROC分析结果

Table 4 ROC curve

图 1 Lp（a）、OPN、NLR预测冠心病患者并发狭窄性瓣膜

病的效能

Figure 1 The efficacy of Lp（a），OPN，and NLR in
predicting coronary heart disease patients with stenotic

valvular disease
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Lp（a）在冠心病并发狭窄性瓣膜病中所扮演的负面

角色。Lp（a）能通过促进磷酸盐释放、增加钙沉积

等途径，介导主动脉瓣瓣膜钙化，引起瓣膜狭窄，并

能促进瓣膜纤维层脂质聚集、纤维层增厚，诱导狭

窄性瓣膜的发生［9］。可见冠心病患者 Lp（a）越高，

发生狭窄性瓣膜病风险越高，因此临床上应重视Lp
（a）高水平患者的干预，以预防不良心血管事件的

发生。因此降低Lp（a）水平可能有助于保护心脏瓣

膜，从而预防狭窄性瓣膜病的发生。

OPN参与机体骨代谢、全身免疫功能调节、炎

症反应等，是一种多功能蛋白质［10］。戴亚伟等［11］

体外实验表明，采用胰高血糖素样肽⁃1 降低 OPN
水平，可抑制主动脉瓣间质细胞钙化，减轻或避免

主动脉瓣狭窄类病变的发生，证实 OPN 对狭窄性

瓣膜病起到促进作用。本研究结果显示，并发狭

窄性瓣膜病患者 OPN 高于无狭窄组，轻度、中度、

重度狭窄者OPN依次升高，将心肌梗死史、冠脉病

变支数等控制后，Lp（a）仍与狭窄性瓣膜病的发生

相关，具有作为预测狭窄性瓣膜病的潜质。但现

阶段关于OPN在心脏狭窄性瓣膜病中详细机制仍

处于探究中，结合相关文献［12］，OPN一方面能通过

其免疫炎症机制，介导血管内皮炎症损伤及血小

板等凝血物质在损伤部位聚集，引起狭窄病变；另

一方面OPN能通过其矿化作用，促进瓣膜钙化，从

而参与狭窄性瓣膜病的发生。

心肌损伤时中性粒细胞可趋化至受损区域，

通过分泌蛋白水解酶途径，损伤血管、激活凝血途

径、介导炎症介质分泌等，与斑块破裂、血栓形成

有关［13］。淋巴细胞是一种免疫细胞，冠心病患者

因生理应激、神经激素系统激活，使皮质醇释放增

多，并通过细胞凋亡途径导致淋巴细胞减少［14］。

NLR 能反映全身免疫炎症状况，通过血常规检测

获得，具有经济性高、时效性高、可重复检测等优

点而受到临床重视。王云丹等［15］报道，维持性血

液透析心脏瓣膜钙化患者 NLR 高于未钙化患者，

是心脏瓣膜钙化发病危险因素，但在冠心病并发

狭窄性瓣膜病中所起的作用尚未阐明。本研究发

现检测NLR可用于评估冠心病患者并发狭窄性瓣

膜病的风险及狭窄的严重程度。另值得注意的

是，联合检测 Lp（a）、OPN、NLR 的 AUC 较单一指

标高，故建议临床联合检测 Lp（a）、OPN、NLR 对

狭窄性瓣膜病风险进行评估，以提高预测的可靠

性，为临床提供准确参考信息。另本研究狭窄组

病例数较少，可能造成数据的偏倚，有待后续增加

样本量进行进一步的探讨。

综上，Lp（a）、OPN、NLR升高与冠心病患者并

发狭窄性瓣膜病风险增加有关，联合检测三者对

狭窄性瓣膜病具有较高的预测效能，能为临床防

治不良心血管事件的发生提供参考。
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NT⁃proBNP、CRP/Alb与高龄髋部骨折病情程度关系
及对预后的影响

章宇翔★ 程翰林 汪群力 方兵 虞红林 黄顺水 叶宏伟 汪日海 任伟

［摘 要］ 目的 探究氨基末端脑钠肽前体（NT⁃proBNP）、C反应蛋白（CRP）/白蛋白（Alb）与高龄

髋部骨折病情程度关系及对预后的影响。方法 选取黄山首康医院 2016 年 1 月至 2020 年 12 月收

治的高龄髋部骨折患者 106 例，均行手术治疗，根据术后 6 个月生存状况分为生存组与死亡组，分析

NT⁃proBNP、CRP/Alb水平与ASA分级、APACHEⅡ评分的相关性及其对预后的影响，并评价NT⁃proBNP、
CRP/Alb 对预后的预测价值。结果 死亡组入院时、出院时 NT⁃proBNP、CRP/Alb 水平高于生存组，差

异有统计学意义（P<0.05）；随着 ASA 分级的提高，NT⁃proBNP、CRP/Alb 水平、APACHEⅡ评分呈逐渐

升高趋势，差异有统计学意义（P<0.05）；NT⁃proBNP、CRP/Alb 与 ASA 分级、APACHEⅡ评分呈正相关

（P<0.05）；NT⁃proBNP、CRP/Alb是预后的重要影响因素（P<0.05）；两者联合预测价值明显优于单独预测

（P<0.05）。结论 高龄髋部骨折患者 NT⁃proBNP、CRP/Alb 水平与病情程度密切相关，有助于评估术前

风险、预测预后，临床应重视二者的临床意义并做出相应预防。

［关键词］ 氨基末端脑钠肽前体；C反应蛋白/白蛋白；高龄髋部骨折；病情程度；预后

The relationship between NT⁃proBNP，CRP/Alb and the severity of hip fracture in elder⁃
ly patients and their influence on prognosis
ZHANG Yuxiang ★，CHENG Hanlin，WANG Qunli，FANG Bing，YU Honglin，HUANG Shunshui，
YE Hongwei，WANG Rihai，REN Wei
（Department of Orthopedics，Huangshan Shoukang Hospital，Huangshan，Anhui，China，245000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the relationship between N⁃terminal pro⁃brain natriuretic pep⁃
tide（NT⁃proBNP），C⁃reactive protein（CRP）/albumin（Alb）and the severity of hip fractures in the elderly
and their influence on the prognosis. Methods From January 2020 to December 2020，106 elderly patients
with hip fractures in Huangshan Shoukang Hospital were retrospectively selected，and all of them underwent
surgical treatment. According to the survival status of 6 months after operation，they were divided into the sur⁃
vival group and the death group. The correlation of NT⁃proBNP and CRP/Alb levels with ASA classification，
APACHEⅡ score and their influence on prognosis were analyzed，and the predictive value of NT⁃proBNP and
CRP/Alb on prognosis was evaluated. Results The levels of NT⁃proBNP and CRP/Alb at admission and dis⁃
charge in the death group were higher than those in the survival group（P<0.05）. With the improvement of
ASA classification，NT⁃proBNP，CRP/Alb levels，and APACHEⅡ score showed a gradual increase trend（P<
0.05）. NT⁃proBNP and CRP/Alb were positively correlated with ASA classification and APACHEⅡ score（P<
0.05）. NT⁃proBNP and CRP/ALB were important prognostic factors（P<0.05）. The combined prediction value
was significantly better than that of single prediction（P<0.05）. Conclusion The levels of NT⁃proBNP and
CRP/Alb in elderly patients with hip fracture are closely related to the severity of the disease，which helps to
assess the preoperative risk and predict the prognosis. The clinic should pay attention to the clinical significance
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of the two and make corresponding prevention.
［KEY WORDS］ N⁃terminal pro⁃brain natriuretic peptide；C⁃reactive protein/albumin；Hip fracture in

the elderly；Severity of illness；Prognosis

流行病学调查显示，随着我国人口老龄化进程

加快，高龄髋部骨折发生率逐渐升高，增长率约为

20%，且预计到 2050年，全世界范围内髋部骨折患

者将会高达 630万，已成为人类致残致死的重要原

因［1］。目前临床首选治疗方式以手术为主，但由于

高龄患者身体机能减退，且合并多系统内科疾病，

术后 1 年内死亡率仍高达 14%~36%［2］。故此临床

积极寻找预测预后的指标是降低术后死亡率的关

键，也是目前骨科医生的研究重点内容。高龄患者

循环容量极易受到骨折本身及围手术期所致应激

反应的影响，会严重威胁心血管功能，增加心血管

事件发生率，而氨基末端脑钠肽前体（N Terminal
pro B type Natriuretic Peptide，NT⁃proBNP）是反映

心功能的重要指标［3］。而近年来炎症反应与营养状

况对术后恢复的影响逐渐引起临床重视，其中C反

应蛋白（C⁃Reactive Protein，CRP）是典型临床标志

物，其异常升高与骨科创伤、感染密切相关［4］；白蛋

白（Albumin，Alb）可反映营养状况，其血清含量与

术后病情发展密切相关，而CRP/Alb可将炎症与营

养状态结合起来，提高评估全面性［5］。本研究创新

性初次尝试分析不同时间点的 NT⁃proBNP、CRP/
Alb两者联合预测预后价值，为临床及早预测预后

提供优选方案。现报告如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

经本院医学伦理委员会批准，选取黄山首康医

院 2016年 1月至 2020年 12月收治的高龄髋部骨折

患者 106例作为研究对象，均符合《老年髋部骨折诊

疗专家共识（2017）》中相关诊断标准［6］；多伴有髋关

节疼痛，且经正侧位X线片检查确诊为髋部骨折；

均为单侧新鲜髋部骨折；年龄≥65岁；临床资料完

整。排除严重肝肾功能障碍；合并急性脑血管疾

病、恶性肿瘤、严重精神类疾病、甲状腺功能减退

症；陈旧性髋部骨折或髋部手术史。所有患者均行

手术治疗，并根据术后 6个月生存状况分为生存组

（n=90）与死亡组（n=16），其中死亡原因包括心功能

衰竭 4例，急性心肌梗死 7例，肺栓塞 2例，肺部感

染 1 例，呼吸功能衰竭 2 例。两组性别、体质量指

数、骨折至手术时间、骨折部位比较，差异无统计学

意义（P>0.05）；两组年龄、美国麻醉医师协会

（AmericanSociety of Anesthesiologists，ASA）分级［7］、

急性生理与慢性健康评分（Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation，APACHE Ⅱ 评 分）比

较［8］，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

1.2 方法

①NT⁃proBNP、CRP/Alb 水平测定，均于入院

时、出院时采集空腹肘静脉血 5 mL，静置 30 min，
血液凝固后，采用高速离心机以 3 500 r/min 的速

度离心 10 min，离心半径为 10 cm，分离得到血清，

置于 2~8℃下保存待测，采用化学发光法测定 NT⁃
proBNP、CRP水平，试剂盒购自博奥赛斯（天津）生

物科技有限公司；采用免疫比浊法测定 Alb 水平，

试剂盒购自深圳市生科源技术有限公司，并计算

CRP/Alb比值。②ASA分级评估［7］，器官无重要器

质性病变为Ⅰ级；轻度系统性疾病，属于功能代偿

阶段为Ⅱ级；系统性疾病显著，属于功能早期失代

偿阶段为Ⅲ级；严重系统性疾病、属于功能失代偿

阶段为Ⅳ级。③APACHEⅡ评分评估［8］，包括急性

生理学评分、年龄评分、慢性健康状况评分评估，总

分 71分，分数越高病情越严重，死亡率越高。④手

资料

年龄（岁）
性别

男
女

体质量指数（kg/m2）
骨折至手术时间（d）
骨折部位

股骨颈骨折
转子间骨折

ASA分级
Ⅰ级
Ⅱ级
Ⅲ级
Ⅳ级

APACHEⅡ评分（分）
入院时
出院时

生存组
（n=90）
75.98±4.28

44（48.89）
46（51.11）
23.57±2.02
3.56±0.75

41（45.56）
49（54.44）

15（16.67）
33（36.67）
39（43.33）
3（3.33）

15.79±2.15
7.59±1.12

死亡组
（n=16）
83.54±5.14

9（56.25）
7（43.75）
23.44±1.97
3.62±0.72

6（37.50）
10（62.50）

1（6.25）
3（18.75）
5（31.25）
7（43.75）

23.48±2.56
19.52±1.57

t/c2值

6.312

0.294

0.357

3.006

12.803
36.784

P值

<0.001

0.587

0.550

0.003

<0.001
<0.001

表 1 两组一般资料比较［（x ± s），n（%）］

Table 1 Comparison of general information of the two
groups［（x ± s），n（%）］
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术方法：股骨颈骨折采用人工全髋/股骨头置换或

闭合复位空心钉内固定；转子间骨折采用骨折闭

合复位股骨近端防旋髓内钉或动力髋螺钉固定；

并同时术后 6个月内的生存状况。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 对数据进行分析，计数资料以

n（%）表示，行 c2检验；计量资料采用（x ± s）表示，

组间比较采用独立样本 t 检验对比，多组间比较

采用单因素方差分析，多重比较采用 LSD⁃t 检验；

相关性分析采用 Spearman/Pearson 相关系数模型；

采用 Logistic进行多因素回归分析；影响因素采用

COX 回归分析；预测效能分析采用 ROC 曲线，获

取曲线下面积（AUC）、联合预测实施 Logistic 二

元回归拟合，返回预测概率 logit（p），将其作为独

立检验变量，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组NT⁃proBNP、CRP/Alb水平比较

死亡组入院时、出院时NT⁃proBNP、CRP/Alb水

平高于生存组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表2。
2.2 不同 ASA 分级患者 NT⁃proBNP、CRP/Alb 水

平、APACHEⅡ评分

不同ASA分级、APACHEⅡ评分患者入院时、

出院时NT⁃proBNP、CRP/Alb水平比较，差异有统计

学意义（P>0.05）；入院时、出院时NT⁃proBNP、CRP/
Alb水平、APACHEⅡ评分：ASA Ⅳ级>Ⅲ级>Ⅱ级>
Ⅰ级，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 NT⁃proBNP、CRP/Alb与ASA分级、APACHE
Ⅱ评分相关性

入院时、出院时 NT⁃proBNP、CRP/Alb 与 ASA
分级、入院时、出院时 APACHEⅡ评分呈正相关

（P<0.05）。见表 4。
2.4 NT⁃proBNP、CRP/Alb对预后的影响

COX回归分析，将年龄、ASA分级、APACHEⅡ

评 分 等 其 他 因 素 调 整 后 ，入 院 时 、出 院 时

NT⁃proBNP、CRP/Alb 仍是预后的重要影响因素

（P<0.05）。见表 5。

2.5 NT⁃proBNP、CRP/Alb对预后的预测价值

ROC 曲线结果显示：两者联合预测预后值明

显优于两者单独预测（P<0.05）；Logistic 二元回归

拟合后，获取两者联合预测预后值明显优于两者

单独预测（P<0.05）。见表 6、图 1。

组别

死亡组

生存组

t值
P值

n

16
90

NT⁃proBNP（pg/mL）
入院时

928.45±354.16
461.37±181.79

7.995
<0.001

出院时

392.20±128.44
235.28±78.35

6.620
<0.001

CRP/Alb
入院时

3.26±0.73
2.18±0.55

6.870
<0.001

出院时

1.72±0.46
1.04±0.28

8.022
<0.001

表 2 两组NT⁃proBNP、CRP/Alb水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of NT⁃proBNP and CRP/Alb levels
between 2 groups（x ± s）

ASA分级

Ⅰ级

Ⅱ级

Ⅲ级

Ⅳ级

F值

P值

例数

16
36
44
10

NT⁃proBNP（pg/mL）
入院时

262.78±85.41bc

438.97±105.09ac

606.51±201.27ab

968.19±320.36abc

38.910
<0.001

出院时

202.31±25.16bc

238.40±36.29ac

272.51±40.08ab

364.10±63.35abc

39.161
<0.001

CRP/Alb
入院时

1.81±0.20bc

2.09±0.24ac

2.47±0.35a

3.52±0.68abc

64.440
<0.001

出院时

0.83±0.12bc

1.02±0.14ac

1.21±0.22ab

1.76±0.34abc

51.678
<0.001

APACHEⅡ评分（分）

入院时

13.10±2.03bc

15.86±2.17ac

18.14±2.49ab

21.79±3.15abc

33.512
<0.001

出院时

7.42±1.02bc

8.77±1.10ac

10.06±1.31ab

11.80±1.46abc

34.638
<0.001

表 3 不同ASA分级患者NT⁃proBNP、CRP/Alb水平、APACHEⅡ评分比较（x ± s）

Table 3 Comparison of NT⁃proBNP，CRP/Alb levels and APACHEⅡ scores in patients with different ASA grades（x ± s）

注：与Ⅰ级患者比较，aP<0.05；与Ⅱ级患者比较，bP<0.05；与Ⅲ级患者比较，cP<0.05。

NT⁃proBNP

CRP/Alb

入院时
出院时
入院时
出院时

r值
0.714
0.689
0.736
0.707

P值
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

r值
0.742
0.731
0.759
0.740

P值
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

ASA分级 APACHEⅡ评分

表 4 NT⁃proBNP、CRP/Alb与ASA分级、APACHEⅡ评分

相关性

Table 4 Correlation between NT⁃proBNP，CRP/Alb and
ASA classification，APACHEⅡ score

项目

变量

入院时

NT⁃proBNP
CRP/Alb
出院时

NT⁃proBNP
CRP/Alb

b值

1.564
1.773

1.658
1.977

S.E. 值

0.503
0.474

0.519
0.602

Wald c2

9.668
13.988

10.210
10.785

HR值

4.778
5.887

5.251
7.221

95%CI

2.781~8.209
3.426~10.116

3.005~9.174
4.261~12.238

P值

<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

表 5 NT⁃proBNP、CRP/Alb对预后的影响

Table 5 The influence of NT⁃proBNP and CRP/Alb on
prognosis
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入院时

出院时

指标

NT⁃proBNP
CRP/Alb
联合

NT⁃proBNP
CRP/Alb
联合

AUC
0.865
0.731
0.945
0.883
0.811
0.975

95%CI
0.784~0.923
0.636~0.812
0.883~0.980
0.806~0.937
0.723~0.880
0.924~0.996

Z值

6.814
3.305
17.943
9.814
4.723
34.016

截断值

>717.84 pg/mL
>2.86

>306.41 pg/mL
>1.54

敏感度（%）

75.00
62.50
87.50
81.25
68.75
93.75

特异度（%）

85.56
75.56
90.00
84.44
86.67
95.56

P值

<0.001
0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 6 NT⁃proBNP、CRP/Alb对预后的预测价值

Table 6 The prognostic value of NT⁃proBNP and CRP/Alb

100⁃特异度
0 20 40 60 80 100

100⁃特异度
0 20 40 60 80 100

入院时 NT⁃proBNP
入院时 CRP/A1b
入院时联合

出院时 NT⁃proBNP
出院时 CRP/A1b
出院时联合
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80
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度
（
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图 1 NT⁃proBNP、CRP/Alb对预后的预测价值

Figure 1 The predictive value of NT⁃proBNP and CRP/Alb
on prognosis

3 讨论

高龄人群由于身体机能衰退，钙吸收受阻、骨

质变脆，极易发生髋部骨折，且对手术耐受性差，

临床应准确评估手术风险及预后效果，从而提前

规避术后死亡相关的风险因素［9］。

既往学者多采用 APACHEⅡ评分系统对高龄

髋部骨折进行评估，但具有参考指标多、操作复杂

等缺点，会限制其在临床的普及［10］；而ASA分级是

麻醉师对手术进行风险预测的准确依据，二者在本

研究中均承担病情严重程度的评估标准，临床应寻

找简单有效的实验室指标。高龄患者发生髋部骨

折后，常表现为多系统功能异常，且王金强等［11］学

者研究表明，心功能不全是老年髋部骨折患者术后

30d发生心脏不良事件的独立危险因素，术后病死

率远高于心功能健全者。而NT⁃proBNP是临床评

估心功能的重要指标，与心力衰竭具有明确相关

性。本研究结果表明其与ASA分级、APACHEⅡ评

分均呈正相关。分析其原因为，高龄患者各项身体

机能降低，组织功能异常，发生骨折后会进一步发

生障碍，导致心功能损伤引发NT⁃proBNP表达水平

升高［12］；且随着ASA分级的提高，其水平呈逐渐升高

趋势，与吴刚等［13］学者研究结果具有一致性。同时，

本研究结果还显示，死亡组NT⁃proBNP水平较生存

组高。NT⁃proBNP 能评估心力衰竭与心血管死亡

发生的关系，是心血管事件的独立影响因素，髋部

骨折患者术后 6个月内死亡患者心功能极可能发生

进一步退化，发展为心力衰竭，其NT⁃proBNP水平

较高，是预后的重要影响因素。因此NT⁃proBNP能

反映髋部骨折的病情程度，评估手术风险，对预后

具有重要预测意义。

国内外多个研究表明，炎症反应、营养状态对

多种疾病治疗效果、病情恢复均具有明显关联

性［14］。随着临床对骨折生理病理的深入认知，炎性

因子在骨折发生及围术期的重要作用逐渐受到重

视，CRP是机体创伤的敏感性标志物，是骨科用于

评估术后感染的常用指标；而高龄患者由于代谢功

能降低、营养摄入不足等多种因素常合并营养状态

不良，Alb是蛋白质⁃能力消耗的评估指标，常被骨

科医师用于评价围术期营养状态［15］。但单一评估

时临床价值较为局限，CRP/Alb 可将二者结合起

来，更加全面的评估髋部骨折病情与预后。CRP/
Alb比值较高反映机体炎症反应较重，但全身营养

状况较差，间接表明 CRP/Alb 可作为判断病情程

度、手术风险的指标之一。本研究为进一步探讨

NT⁃proBNP、CRP/Alb 的检测价值，初次尝试分

析不同时间点的 NT⁃proBNP、CRP/Alb两者联合

预测预后价值，通过绘制ROC曲线结果显示两者联

合预测价值明显优于单独预测，表明联合检测能提

高对预后的预测价值。

综上所述，高龄髋部骨折患者 NT⁃proBNP、
CRP/Alb水平与病情程度密切相关，有助于评估术

前风险、预测预后，临床应重视二者的临床意义并

做出相应预防。
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AFP、CYFRA21⁃1、NSE及 CT征象在孤立性肺结节
性质中鉴别价值

何桃 1★ 刘英 2 宋清泉 3 冯文红 4 管英 5

［摘 要］ 目的 探究甲胎蛋白（AFP）、细胞角蛋白 19片段（CYFRA21⁃1）、神经元特异性烯醇化酶

（NSE）及 CT征象在孤立性肺结节性质中鉴别价值。方法 选取 2019年 1月至 2021年 1月四川省江油

市人民医院呼吸科 206 例孤立性肺结节患者，依据结节性质分为恶性组（n=103）与良性组（n=103）。比

较两组 CT征象、AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平，分析 CT征象与 AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平相关性，绘制

受试者工作（ROC）曲线，评价AFP、CYFRA21⁃1、NSE及 CT征象在孤立性肺结节性质中鉴别价值，并分

析 CT征象、AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平与孤立性肺结节性质的关系。结果 恶性组毛刺征、分叶征、胸

膜凹陷征比例及血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平均高于良性组，差异有统计学意义（P<0.05）；相关性分

析可知，孤立性肺恶性结节患者 CT征象与血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平有关（P<0.05）；绘制 ROC曲

线，评价CT征象、血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平对孤立性肺结节的鉴别诊断价值，发现CT征象联合血

清指标鉴别诊断AUC为 0.950最大，具有良好诊断效能；Logistic回归分析中，结果可见毛刺征、分叶征、胸

膜凹陷征、血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平均为孤立性肺结节性质影响因素（P<0.05）。结论 CT征象联

合AFP、CYFRA21⁃1、NSE鉴别诊断孤立性肺结节性质，诊断效能较高，值得临床推广与应用。

［关键词］ 孤立性肺结节；AFP；CYFRA21⁃1；NSE；CT征象

The value of AFP，CYFRA21⁃1，NSE and CT signs in distinguishing the nature of soli⁃
tary pulmonary nodules
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na，621700；2. Health Management Center，Jiangyou Peoples Hospital，Jiangyou，Sichuan，China，621700；
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Thoracic and Cardiovascular Surgery，Jiangyou Peoples Hospital of Sichuan，Jiangyou，China，621700；5. De⁃
partment ofMedical Imaging，Jiangyou Peoples Hospital，Jiangyou，Sichuan，China，621700）

［ABSTRACT］ Objective To explore the value of alpha⁃fetoprotein（AFP），cytokeratin 19 fragment
（CYFRA21⁃1），neuron⁃specific enolase（NSE）and CT signs in distinguishing the nature of solitary pulmo⁃
nary nodules. Methods A total of 206 patients with solitary pulmonary nodules in our hospital from January
2019 to January 2021 were selected and divided into malignant group（n=103）and benign group（n=103）ac⁃
cording to the nature of the nodule. Compare the levels of CT signs，AFP，CYFRA21⁃1，and NSE between
the two groups，analyze the correlation between CT signs and AFP，CYFRA21⁃1，and NSE levels，draw re⁃
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ceiver operating（ROC）curves，and evaluate AFP，CYFRA21⁃1，NSE And the value of CT signs in distin⁃
guishing the nature of solitary pulmonary nodules，and the relationship between CT signs，AFP，CYFRA21⁃1，
NSE levels and the nature of solitary pulmonary nodules was analyzed. Results The ratio of burr sign，lobular
sign，pleural indenlation sign and serum AFP，CYFRA21⁃1，NSE levels in the malignant group were higher
than those in the benign group（P<0.05）；correlation analysis showed that the CT signs and serum of patients
with solitary lung malignant nodules AFP，CYFRA21⁃1，and NSE levels are related（P<0.05）；ROC curve was
drawn to evaluate the value of CT signs，serum AFP，CYFRA21⁃1，and NSE levels in the differential diagnosis
of solitary pulmonary nodules，The diagnostic AUC is the largest and has good diagnostic performance. In Logis⁃
tic regression analysis，it can be seen that the burr sign，lobular sign，pleural indentation sign，serum AFP，CY⁃
FRA21⁃1，and NSE levels are all influencing factors of the nature of solitary pulmonary nodules（P<0.05）.
Conclusion The combination of CT signs with AFP，CYFRA21⁃1，and NSE in differential diagnosis of soli⁃
tary pulmonary nodules has high diagnostic efficiency and is worthy of clinical promotion and application.

［KEY WORDS］ Solitary pulmonary nodule；AFP；CYFRA21⁃1；NSE；CT signs

孤立性肺结节是肺部常见疾病，主要分为良

性与恶性两大类，多数患者发病初期无典型临床

症状，若为恶性结节则易错失最佳治疗时机，并于

短时间内病情迅速恶化，病死率超 95%［1⁃2］。因此，

早期及时对孤立性肺结节性质做出诊断并采取对

应治疗措施，对改善患者预后具有重要意义。多

层螺旋 CT 平扫可较为充分地展示孤立性肺结节

在诊断学上的特征性表现，提高其诊断敏感性及

特异度，对孤立性肺结节诊断准确性较高［3⁃4］。近

年来，随着生物标志物研究逐渐受到重视，肿瘤标

志物检测凭借其无创、简单、经济、灵敏度及特异

性高等优势，广泛应用于肿瘤筛查、诊断及预后判

断等方面，并日益受到重视［5⁃6］。现阶段，临床鉴别

诊断孤立性肺结节多单纯采用多层螺旋 CT 或血

清肿瘤标志物，关于二者联合应用较为鲜见。

基于此，本研究尝试分析甲胎蛋白（Alpha fetopro⁃
tein，AFP）、细胞角蛋白 19 片段（Cytokeratin 19
fragment，CYFRA21⁃1）、神经元特异性烯醇化酶

（Neuron specific enolase，NSE）及 CT 征象在孤立

性肺结节性质中鉴别价值。结果如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2019年 1月至 2021年 1月四川省江油市

人民医院呼吸科 206 例孤立性肺结节患者作为研

究对象，其中男 121例，女 85例，年龄平均（48.26±
13.28）岁。依据结节性质分为恶性组（n=103）与良

性组（n=103）。纳入标准：①均经病理证实，直径<
3 cm；②病史资料详细完整；排除标准：①合并其

他部位结节者；②伴有自身免疫性疾病或传染病

者。所有入组人员均知情同意，本研究经本院医

学伦理委员会审核批准。

1.2 方法

1.2.1 CT征象

采用美国GE公司提供 128层 Lightspeed VCT
扫描仪进行检查，参数设置：管电压 120伏特，管电

流 80~160 mA，扫描层厚 10 mm，层距 10 mm，螺距

1.375∶1，重建层厚 1.25 mm，层距 0.625 mm，视野

35 cm；标准算法：肺窗宽 1500 HU，窗位-700 HU，

纵膈窗宽 350 HU，窗位 40 HU；患者取仰卧位，

自胸廓入口水平、全部肺野及肋隔角层面进行扫

描，发现病灶后进行 0.625 薄层扫描，以高分辨率

重建图像，所得数据及图像传至 GE ADW4.3工作

站进行后处理，由本院两位 10 年以上工作经验的

影像学医师共同判断CT征象。

1.2.2 血清指标

空腹状态下，抽取 3 mL肘静脉血，3 000 r/min
离心处理 10 min，分离血清、血浆，置于-20℃环境

下待检；以电化学发光法测定 AFP、CYFRA21⁃1、
NSE，试剂盒购自罗氏公司。操作严格遵循试剂盒

说明书进行。

1.3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 21.0 处理数据，计量资

料以（x ± s）描述，两组间比较采用独立样本 t检验；

计数资料用 n（%）表示、c2检验；采用 Logistic多因

素回归模型分析 CT征象、血清AFP、CYFRA21⁃1、
NSE水平与孤立性肺结节性质的关系；采用 Spear⁃
man相关性分析CT征象与血清AFP、CYFRA21⁃1、
NSE 水平相关性；绘制受试者工作特征曲线

（ROC）得到曲线下面积（AUC），检验 CT 征象、血
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清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平对孤立性肺结节的

鉴别诊断价值；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组 CT 征象、血清 AFP、CYFRA21⁃1、NSE
水平比较

恶性组毛刺征、分叶征、胸膜凹陷征比例及血

清 AFP、CYFRA21⁃1、NSE 水平高于良性组，差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 1，图 1。

2.2 CT 征象与血清 AFP、CYFRA21⁃1、NSE 水平

相关性

孤立性肺恶性结节患者中有毛刺征、分叶征、

胸膜凹陷征者血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平高

于无毛刺征、分叶征、胸膜凹陷征者，差异有统计

学意义（P<0.05），相关性分析可知，孤立性肺恶性

结节患者 CT 征象与血清 AFP、CYFRA21⁃1、NSE
水平有关（P<0.05）。见表 2。

2.3 CT征象、血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平对

孤立性肺结节的鉴别诊断价值

绘制 ROC 曲线，评价 CT 征象、血清 AFP、
CYFRA21⁃1、NSE 水平对孤立性肺结节的鉴别诊

断价值，发现CT征象联合血清指标鉴别诊断AUC
最大，为 0.950，具有良好诊断效能。见表 3。
2.4 CT征象、血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平与

孤立性肺结节性质的关系的 Logistic回归分析

以孤立性肺结节性质为因变量（良性=0，恶性

=1），将 CT征象、血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平

作为自变量，纳入 Logistic回归分析中，结果可见毛

刺征、分叶征、胸膜凹陷征、血清AFP、CYFRA21⁃1、
NSE 水平均为孤立性肺结节性质影响因素（P<
0.05）。见表 4。

3 讨论

近年来，我国肺癌标化患病率及致死率呈快

速增长趋势，尽管医疗科技飞速发展带动诊疗技

术取得了巨大进步，但该病早期发现率仍不足

指标

CT征象
边缘不光滑

无
有

毛刺征
无
有

分叶征
无
有

棘突征
无
有

空泡征
无
有

空气支气管征
无
有

空洞
无
有

钙化
无
有

血管集束征
无
有

胸膜凹陷征
无
有

血清指标
AFP（ng/mL）
CYFRA21⁃1（ng/mL）
NSE（ng/mL）

恶性组
（n=103）

22（21.36）
81（78.64）

25（24.27）
78（75.73）

24（23.30）
79（76.70）

75（72.82）
28（27.18）

81（78.64）
22（21.36）

94（91.26）
9（8.74）

100（97.09）
3（2.91）

93（90.29）
10（9.71）

50（48.54）
53（51.46）

56（54.37）
47（45.63）

2.24±0.71
4.53±1.25
17.25±5.21

良性组
（n=103）

34（33.01）
69（66.99）

67（65.05）
36（34.95）

66（64.08）
37（35.92）

86（83.50）
17（16.50）

87（84.47）
16（15.53）

85（82.52）
18（17.48）

94（91.26）
9（8.74）

84（81.55）
19（18.45）

62（60.19）
41（39.81）

92（89.32）
11（10.68）

1.75±0.52
2.51±0.79
12.10±3.98

c2/t值

3.531

34.648

34.807

3.440

1.162

3.453

3.186

3.251

2.818

31.102

5.651
14.024
7.972

P值

0.060

<0.001

<0.001

0.064

0.281

0.063

0.074

0.071

0.093

<0.001

<0.001
<0.001
<0.001

表 1 两组CT征象、血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平

比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of CT signs，serum AFP，CYFRA21⁃1
and NSE levels between 2groups［n（%），（x ± s）］

注：A为恶性结节图；B为良性结节图。

图 1 结节病理图（HE染色，×40）
Figure 1 Pathological diagram of nodules（HE染色，×40）

AA BB

CT征象

毛刺征

分叶征

胸膜凹陷征

无

有

无

有

无

有

n

25
78
24
79
56
47

AFP
（ng/mL）
1.83±0.51
2.37±0.62 a

1.88±0.57
2.35±0.71 a

2.05±0.49
2.47±0.73 a

CYFRA21⁃1
（ng/mL）
3.00±0.58
5.02±1.25 a

3.05±0.98
4.98±1.27 a

4.02±1.28
5.14±1.54 a

NSE
（ng/mL）
14.10±2.14
18.26±4.25 a

14.32±3.06
18.14±5.03 a

15.89±2.74
18.87±4.06 a

表 2 CT征象与血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平相关性

（ x̄ ±s）
Table 2 Correlation between CT signs and serum AFP，

CYFRA21⁃1 and NSE levels（ x̄ ±s）

注：与无 CT征象相比，aP<0.05。
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指标

毛刺征

分叶征

胸膜凹陷征

AFP
CYFRA21⁃1

NSE
联合鉴别诊断

AUC
0.553
0.563
0.718
0.706
0.915
0.797
0.950

95%CI
0.491~0.616
0.501~0.625
0.662~0.775
0.634~0.778
0.876~0.953
0.738~0.857
0.923~0.976

Z值

1.682
1.993
7.529
5.636
21.180
9.808
33.346

截断值

有

有

有

>2.27 ng/mL
>3.56 ng/mL
>16.73 ng/mL

敏感度（%）

75.73
76.70
54.37
56.31
82.52
55.34
93.20

特异度（%）

34.95
35.92
89.32
83.50
89.32
89.32
83.50

P值

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

表 3 CT征象、血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平对孤立性肺结节的鉴别诊断价值

Table 3 The value of CT signs，serum AFP，CYFRA21⁃1 and NSE levels in differential diagnosis of solitary pulmonary nodules

因素

毛刺征

分叶征

胸膜凹陷征

AFP
CYFRA21⁃1

NSE

b值

1.643
1.635
1.677
1.446
1.681
1.497

S.E. 值
0.302
0.359
0.312
0.311
0.314
0.318

Waldc2值

29.614
20.738
28.908
21.616
28.643
22.161

OR值

5.173
5.129
5.352
4.246
5.368
4.468

95%CI
3.159~8.471
3.294~7.985
3.526~8.124
2.984~6.041
3.592~8.023
3.127~6.385

P值

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

表 4 CT征象、血清AFP、CYFRA21⁃1、NSE水平与孤立性

肺结节关系的 Logistic回归分析

Table 4 Logistic regression analysis of the relationship
between CT signs，serum AFP，CYFRA21⁃1 and NSE levels

and solitary pulmonary nodules

注：赋值：毛刺征、分叶征、胸膜凹陷征：无=0，有=1；血清 AFP、

CYFRA21⁃1、NSE 水平：以 ROC 曲线截断值为界，≤截断值=1，＞

截断值=2。

20%［7⁃8］。据调查显示，早期肺癌手术切除术后

5 年生存率高达 90%以上［9］，故早期诊治对提高

肺癌患者生存率至关重要。孤立性肺结节中良

性病变占 60%左右，恶性肿瘤占 35%~50%［10］，鉴

于孤立性肺结节恶性率较低，而手术创伤对患

者机体健康影响较大，故术前准确鉴别其良恶

性尤为必要。

随着多层螺旋 CT 的广泛应用，CT 扫描已逐

渐成为孤立性肺结节标准检查方法之一。CT 平

扫是基于 CT征象的探究，对病变组织影像学细节

的检查有助于临床医师描绘病灶衍变、把握病情

进展［11］。本研究中恶性组毛刺征、分叶征、胸膜凹

陷征比例高于良性组，说明支持孤立性肺结节为

恶性的单个征象有毛刺征、分叶征、胸膜凹陷征，

毛刺征为肿瘤边缘的放射状线条影，是由于恶性

肿瘤细胞沿肺间质浸润所致，分叶征形似花瓣状，

因结节生长速率的差异形成，而胸膜凹陷征主要

表现为结节与胸膜间喇叭口状、三角形及线样。

以往研究中除上述三个征象，还存在边缘不光滑、

血管集束征［12］，分析原因，可能是与不同地区、不

同时间及患者所处环境等有关。

肿瘤标志物是肿瘤组织或细胞产生的一项生

物活性物质，在正常组织中表达较低，在肿瘤患者

中表达较高，因此，肿瘤标志物检测对恶性肿瘤早

期诊断及鉴别具有辅助作用。近年来，血清肿瘤标

志物作为孤立性肺结节预测的风险因子广泛应用

于临床预测模型中，并具有较高预测效果，故推测

其在孤立性肺结节早期鉴别诊断中的具有一定作

用。CYFRA21⁃1是一种酸性多肽，广泛存在于单层

上皮细胞，如鳞状或层状上皮中，同时也是一种新

的上皮源性肿瘤标志物，在恶性上皮细胞中，激活

的蛋白酶可促进细胞降解，使得细胞角蛋白大量释

放入血，其可溶性片段可特异性结合单克隆抗体

BM19.21与KS19.1，可作为一项筛查肺癌的血清标

志物［13］。NSE作为参与糖酵解途径的烯醇化酶，在

神经细胞、神经内分泌细胞及其所引发的肿瘤细胞

中呈过表达状态。已有研究证实，NSE可用于肺小

细胞癌诊断，并可用于监测其病情进展、治疗反应

及复发预测等［14］，目前已被认为是肺小细胞癌的首

选血清肿瘤标志物。AFP是畸胎癌、卵黄囊瘤、肝

细胞癌等多种肿瘤的重要肿瘤血清标志物。正常

情况下，AFP主要存在于胚胎早期血清中，出生后 1
年血清AFP降至正常成人水平，且血清AFP诊断特

异性仅次于病理检查。有学者证实，肺癌患者血清

AFP水平高于肺部良性病变患者，在肺癌早期诊断

中具有重要意义［15］。本研究恶性组血清AFP、CY⁃
FRA21⁃1、NSE水平均高于良性组，且 Logistic回归

分析显示，AFP、CYFRA21⁃1、NSE均为孤立性肺结

节性质的影响因素，故进一步研究通过ROC曲线，

评价三者对孤立性肺结节性质的鉴别诊断价值，发

现其联合 CT征象，诊断效能较高，提示 CT征象联

合血清肿瘤标志物诊断，可进一步提高诊断效能。

综上所述，CT 征象联合 AFP、CYFRA21⁃1、
NSE鉴别诊断孤立性肺结节性质，诊断效能较高，

值得临床推广与应用。
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基于 5个PI3K通路相关基因构建肺腺癌预后预测模型

于丽华 王宏 1★ 秦丽 2 王伟娜 1 崔东燕 2 赵书平 2★

［摘 要］ 目的 基于磷脂酰肌醇⁃3 激酶（PI3K）通路相关基因构建肺腺癌患者预后预测模型。

方法 癌症基因组图谱（TCGA）数据库获取了 497例肺腺癌及 54例正常组织表达谱数据及相匹配的临

床病理资料；并通过系统检索获取了 PI3K 通路关键基因集合。差异表达的 PI3K 相关基因经由肿瘤和

正常组织比较产生。基于差异表达基因，采用单因素和多因素 Cox回归分析构建模型。并根据风险评

分，将患者分为高死亡风险组和低死亡风险组；采用生存分析（K⁃M）和受试者工作特征（ROC）曲线分析

检验预测效能。结果 分析共筛选出 34个显著差异表达的 PI3K通路相关基因用于单因素 Cox回归分

析。多因素 Cox 回归分析确定了 5 个与总体生存率显著相关的差异表达基因用于模型构建（F2RL1、
TWIST、FGR、KLF4和 CEP55）。K⁃M分析结果提示高危组患者生存百分比较低危组低，差异有统计学意

义（P<0.05）。ROC曲线结果证实该模型较临床病理特征预测效能更强。此外，多因素 Cox回归分析提

示该模型为肺腺癌患者预后预测的独立风险因子（P<0.05）。结论 本研究构建的以 PI3K通路相关基因

为基础的模型可用于肺腺癌患者的预后评估。

［关键词］ 肺腺癌；PI3K；TCGA；总体生存率

Construction prognosis model for lung adenocarcinoma based on 5 PI3K pathway related
genes
YU Lihua，WANG Hong，QIN Li，WANG Weina，CUI Dongyan，ZHAO Shuping★

（1. Department of Central Laboratory，Qingdao Navy Special Service Sanatorium，Qingdao，Shandong，
China，266071；2. Department of Clinical Laboratory，Taian City Central Hospital，Taian，Shandong，China，
271000）

［ABSTRACT］ Objective To establish a prognostic model based on phosphatidylinositol 3 ⁃ kinase
（PI3K）⁃ related genes for lung adenocarcinoma（LUAD）patients. Methods The expression profiles of 497
LUAD cases and 54 normal controls were derived from The Cancer Genome Atlas（TCGA）database，as well
as the matched clinicopathological data. We performed a systematic retrieve to identify the PI3K⁃related genes.
Subsequently，the differentially expressed PI3K pathway ⁃ related genes were determined by comparing the
LUAD cases and normal controls. Based on these gene candidates，univariate and multivariate Cox regression
analyses were used to construct a prognostic prediction model. According to the median risk score，the patients
were assigned into the low ⁃ death ⁃ risk and high ⁃ death ⁃ risk subgroups. Kaplan ⁃Meier（K⁃M）and Receiver
Operating Characteristic（ROC）curve analyses were used to determine the predicting performance. Results A
total of 34 differentially expressed PI3K pathway ⁃ related genes were identified for following univariate Cox
regression analysis. Subsequently，multivariate Cox regression analysis identified five overall survival ⁃ related
differentially expressed genes to establish the prognostic model（F2RL1，TWIST，FGR，KLF4，and CEP55）. K⁃
M analysis showed that patients in the high⁃risk group had worse outcomes than those in the low⁃risk group（log⁃
rank P<0.05）. The ROC curve results confirmed that the predictive value of the model，which was better than

•论 著•
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the existing clinicopathological indicators. Besides，multivariate Cox regression analysis proved that the model
was an independent risk factor for predicting the prognosis of patients with lung adenocarcinoma（P<0.05）.
Conclusion The five PI3K pathway ⁃ related gene ⁃ based signature is able to predict the overall survival of
patients with lung adenocarcinoma.

［KEY WORDS］ Lung adenocarcinoma；PI3K；TCGA；Overall survival

中国人群的肺癌发病率以及死亡率也呈逐年升

高的趋势，肺腺癌（Lung adenocarcinoma，LUAD）在

我国最为常见［1］。早期LUAD患者尚有手术机会，而

晚期患者，往往只能采用靶向治疗、放化疗、免疫治

疗等以延长生存时间［2］。尽管如此，远处转移和耐药

问题依旧是患者不良预后的主要原因［3］。所以，进一

步寻找可用于预测LUAD患者的预后和死亡风险的

肿瘤标志物，仍然是目前首要任务。磷酸肌醇 3⁃激
酶（Phosphoinositide 3⁃kinase，PI3K）信号下游包含多

条信号通路，参与调节各类细胞生理过程。此外，众

多研究发现 PI3K通路在肿瘤的发生发展中也发挥

着重要的作用［4］。例如，Heavey等人发现非小细胞

肺癌的侵袭和转移与 PI3K/蛋白激酶 B（Protein ki⁃
nase B，Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（Mammalian
target of rapamycin，mTOR）通路的异常激活与密切

相关［5］。虽然 PI3K通路被证明与肿瘤相关，但可否

采用 PI3K下游基因构建预后预测模型，用于肿瘤复

发预测仍是盲点。本研究通过分析公共数据库表达

谱数据，利用单因素和多因素Cox回归分析构建了

一项基于PI3K通路相关基因的预后预测模型。

1 材料与方法

1.1 数据来源

通过系统检索 PI3K 通路下游基因列表，并从

The Cancer Genome Atlas（TCGA）数据库中提取相

应基因的表达谱数据（数据下载于 2020 年 10 月 1
日），及相应患者的临床信息［主要包括总体生存率

（Overall survival，OS）、生存状态（Survival status）、

年龄（Age）、性别（Gender）、肿瘤分期（Tumor stage，
T分期）等，共包括 497例LUAD病例和 54例对照。

1.2 筛选差异表达基因和基因富集

应用 R 统计软件中的“limma”软件包对数据

进行差异分析，与 PI3K通路下游基因列表取交集，

以 log2FoldChange≥2或≤-2，校正 P⁃value < 0.05 为

条件，同时对差异基因进行富集分析。

1.3 构建预后预测模型

研究首先采用单因素 Cox 回归分析关联差异

表达的 PI3K通路基因与OS，并提取多因素Cox回

归分析中各基因的系数用于预后模型的构建，公式

=（0.189 042 561×F2RL1表达值）+（0.159 601 144×
TWIST表达值）-（0.289 521 135×FGR的表达值）-
（0.223 936 656×KLF4 表达值）+（0.250 520 925×
CEP55表达值），基于中位风险值，将患者分为高、

低风险两个亚组。

1.4 统计学分析

计数资料以 n（%）表示，行 c2 检验；利用

Kaplan⁃Meier（K⁃M）和 log⁃rank 分析检验模型中

高、低危组的生存状态差异；绘制受试者工作特征

（ROC）曲线，计算曲线下面积（AUC），检验模型准

确性；采用多因素 Cox 回归分析探究该模型预测

LUAD 患者预后是否受其他因素影响。以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 筛选差异表达的 PI3K通路相关基因

分析共纳入出 154 个 PI3K 通路相关基因，分

析共筛选出 34 个差异表达的 PI3K 通路基因。对

获取的差异基因进行富集分析，结果显示这些基

因多富集于 PI3K等信号通路。见表 1、图 1。
2.2 基于差异表达的 PI3K 通路相关基因构建预

测模型

将有配对临床资料的LUAD样本与差异表达基

因相结合，剔除表达量较低或对结果影响较大的样

本，最终纳入436例患者表达谱数据进一步行单因素

Cox回归分析，结果显示有 11个基因与OS相关，差

异有统计学意义（P<0.05）。将 11个基因纳入多因素

Cox 回归分析，筛选出 5 个基因用于建模（F2RL1、
TWIST、FGR、KLF4和 CEP55），差异有统计学意义

（P<0.05）。其中，KLF4、CEP55、F2RL1和 TWIST为

高风险基因，FGR为保护性基因。见图2、表2。
2.3 评估预测模型的有效性

患者中位风险评分为 0.963 667，以此为依据

将患者分为低风险（218 人）和高风险组（218 人）。

结果显示，患者生存时间随着风险评分升高逐渐
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表 1 差异表达 PI3K通路相关基因

Table 1 The differentially expressed PI3K pathway⁃related
genes

基因名称

LIME1
CEACAM1
ERBB4
CAT
NCF1

SERPINE2
F2RL1
GPER1
NTRK2
F2

PEAR1
EDN1
TWIST1

SLC9A3R1
PIP5K1B
CSF3
SELP
PREX2
MIR126
MYOC
ANGPT1
DCN
NTRK3
ERBB2
FGR
KLF4
CEP55
PDGFB

Log2表达差值倍数

1.51
2.13
-1.35
-1.67
-1.05
1.58
1.483
-2.297
-1.235
7.643
-1.859
-1.923
2.749
1.113
-2.025
-3.676
-2.202
-1.617
-1.039
-2.724
-1.930
-1.170
-1.716
1.083
-1.684
-2.167
3.480
-1.281

校正 P值

0.005
<0.001
<0.001
<0.001
0.018
<0.001
0.012
<0.001
0.004
0.024
<0.001
<0.001
<0.001
0.019
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.036
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.002
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

注：将筛选出的差异表达的 PI3K 通路相关基因进行 Gene ontology［GO，

上 ，分 别 为 BP，biological process；CC，cellular component；MF，molecular

function］和 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG，下）聚 类

分析。

图 1 差异表达基因的富集分析

Figure 1 The enrichment analyses of the differentially
expressed genes

注：HR>1为风险基因，HR<1为保护基因。

图 2 单因素Cox回归分析结果

Figure 2 The results of univariate Cox regression analysis

表 2 436例 LUAD患者的临床病理特征［n（%）］

Table 2 The clinicopathological features of the enrolled 436
LUAD cases［n（%）］

临床和病理特征

年龄

性别

临床分期

T分期

N分期

>60
≤60
男

女

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ
T1⁃2
T3⁃4
N0

N1⁃N3

生存（n=286）
185（64.7）
101（35.3）
126（44.1）
160（55.9）
245（85.7）
41（14.3）
259（90.6）
27（9.4）

219（76.6）
67（23.4）

死亡（n=150）
44（29.3）
106（70.7）
72（48.0）
78（52.0）
98（65.3）
52（34.7）
122（81.3）
28（18.7）
70（46.7）
80（53.3）

c2值

49.313

0.617

24.237

7.598

39.379

P值

<0.001

0.432

<0.001

0.006

<0.001

缩短（图 3A），且死亡人数（图 3B）则呈上升趋势；

图 3C 可见模型中 KLF4、CEP55、F2RL1 和 TWIST
的表达在高危组患者中明显增高，FGR 的表达在

低危组患者中明显增高；K⁃M分析结果显示，风险

评分与患者不良预后呈显著正相关（图 3D）；ROC
曲线分析结果发现预测模型的预测价值最高（图

3E，AUC=0.735）。见图 3。
2.4 模型可作为 LUAD患者独立预后因子

单因素 Cox 回归分析表明 LUAD 患者的 T 分

期、N 分期、临床分期、风险评分与 OS 相关（P<
0.05）；多因素Cox回归分析表明预测模型可作为患

者OS评估的独立预测因子（P<0.05）；T分期、N分期

对患者预后的预测是独立的（P<0.05）。见表3、表4。
2.5 预测模型与临床病理特征的关系

使用 R 软件的“beeswarm”分析参与模型构建

的基因与临床病理特征之间的关系，结果显示，

CEP55 与 患 者 年 龄（P=0.006）、生 存 状 态（P=
0.005）、性别（P=0.007）、N 分期（P=4.128e ⁃04）、

stage 显著相关（P=0.003），F2RL1 与患者年龄（P=
0.005）、生存状态（P=0.018）显著相关，FGR与患者
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风险评分（P=3.127e⁃05）
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注：图中所示为模型中与相应临床病理特征显著相关的差异表达基因（P<0.05）。

图 4 建模基因与临床参数的关系

Figure 4 The correlation between modeling genes and clinicopathological factors

注：A为红色代表高危患者，绿色代表低危患者；B为红色代表死亡

患者，绿色代表生存患者；C为热图显示高风险组（蓝色）和低风险组

（粉色）建模基因的表达，颜色越红，表达越高；D为高、低危组患者

K⁃M分析；E为ROC曲线分析比较模型与临床病理特征关联。

图 3 建模基因分布与模型准确性评估

Figure 3 Modeling gene distribution and evaluation of
model accuracy
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表 4 多因素Cox回归分析

Table 4 Multivariate Cox regression analysis
组别

年龄

性别

临床分期：Ⅲ+Ⅳ
T分期：T3-T4
N分期：N1-3
风险评分

风险比

1.021
1.075
1.356
1.616
2.146
1.707

95%CI
1.004~1.039
0.775~1.491
0.872~2.109
1.003~2.606
1.466~3.144
1.455~2.002

P值

0.018
0.664
0.177
0.049
<0.001
<0.001

表 3 单因素Cox回归分析

Table 3 Cox regression analyses of univariate

组别

年龄

性别

临床分期

T分期

N分期

风险评分

风险比

1.012
0.935
2.530
2.413
2.711
1.693

95%CI
0.995~1.029
0.678~1.289
1.801~3.554
1.589~3.663
1.963~3.744
1.453~1.973

P值

0.170
0.682
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

生存状态（P=0.006）、T 分期（P=0.021）、stage（P=
0.038）显著相关，见图 4。

3 讨论

近年来，大量研究证实 LUAD 的发生和进展

与 PI3K信号通路密切相关，但有关该通路基因是

否可作为 LUAD患者预后评估标志物的研究尚处

于初步阶段。本研究分析了 PI3K 通路基因与

LUAD 患者预后的关系，筛选出了能够独立预测

LUAD 患者预后的关键基因，并以此为依据构建

了预后预测模型，系列分析证实了该预测模型的

预测能力。同时，多因素 Cox 回归分析揭示该模

型对 LUAD患者的预后评估作用不受其它临床病

理参数的干扰。

当前模型共纳入 5 个 PI3K 通路相关基因。

F2RL1基因位于 5 号染色体上，其编码蛋白 PAR2
是一种 G 蛋白偶联受体，可以启动多种细胞内信
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号转导。在慢性粒细胞白血病中，PAR2的高表达

预示着患者预后不良。研究发现，PAR2 可上调

BclL12 表达，而 Bcl2L12 可通过抑制 Mdm2 与 p53
蛋白启动子结合，抑制 p53 的转录活性，减少肺癌

细胞凋亡进程［6］。研究还发现，F2RL1与吉非替尼

耐药密切相关。抑制 PAR2 表达，可以阻断 ERK
通路磷酸化及上皮⁃间质转化，上调吉非替尼治疗

敏感性［7］。TWIST 最早在果蝇中被发现调节胚胎

中胚层分化和肌细胞形成，现在更多关注的是其

在上皮间充质转化和肿瘤侵袭中的作用。研究发

现，Twist 在肺癌组织中较癌旁组织显著高表达，

且 Twist 表达与肺肿瘤的分化程度密切有关。肺

腺癌细胞系高表达 Twist 后，上皮细胞呈梭形、纺

锤体改变；此外，高表达该基因的肺腺癌细胞侵袭

和迁移能力显著增强，但增殖能力相对减弱［8］。不

仅如此，过表达 TWIST可抑制 E⁃钙蛋白和 β⁃连环

蛋白的表达，同时增强 AKT2 蛋白活性，促进肿瘤

的侵袭和转移［9］。KLF4 基因含有 KLF 超家族的

锌指蛋白结构，参与真核细胞转录调控作用。据

报道，KLF4基因在乳腺癌中高表达可促进肿瘤增

殖［10］，但却在胃癌、前列腺癌等肿瘤中起到抑瘤作

用［11］。研究还发现 KLF4 在肺癌组织中较癌旁组

织表达降低，过表达KLF4能够显著抑制肺癌细胞

增殖，引起细胞 G1 期阻滞；机制研究发现，KLF4
可通过激活 p21和抑制 cyclin D1表达来抑制肿瘤

进展，同时其还与 Sp1 竞争结合 cyclin D1，进而抑

制 cyclin D1 表达，发挥肿瘤抑制作用［12］。CEP55
位于染色体 10q23.33 内，是一个 55 kDa 的中心体

蛋白，在大多数肿瘤中可检测到 CEP55 的异常高

表达。Jiang 等人［13］发现 CEP55 在非小细胞肺癌

肿瘤组织中表达显著上调，且与患者预后不良显

著相关。Liu等人［14］也发现，沉默 CEP55表达可显

著抑制肺癌细胞增殖和促进肿瘤细胞凋亡；沉默

CEP55可显著降低肺癌细胞中 CDK4、p21和 Bcl⁃2
表达，上调凋亡前蛋白、Bad、caspase⁃3 和 PARP 的

表达，这提示 CEP55 可作为肺癌治疗的潜在作用

靶点。综上，这些结果更加提示了这些预后相关

基因在肺癌发生和进展过程中的关键作用。

综上，本研究通过系统分析构建了一项由 5个

PI3K 通路基因组成的 LUAD 患者预后预测模型。

经过分析与验证，充分说明该预后模型预测效率

以及准确率较高，能够有效指导患者预后的预测，

协助制定更为精准的治疗方案。
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PA、ChE、GGT联合诊断肺结核合并HBV感染患者
药物性肝损伤的价值

吴秋萍 吴海丰 黄远江 周贵忠★

［摘 要］ 目的 探究前白蛋白（PA）、胆碱酯酶（ChE）、γ⁃谷氨酰转移酶（GGT）联合诊断肺结核合

并乙肝病毒（HBV）感染患者药物性肝损伤（DILI）的价值。方法 选取海南医学院第二附属医院 2016
年 1 月至 2019 年 12 月 155 例肺结核合并 HBV 感染患者，根据治疗后是否发生 DILI 分为观察组（n=
109）、对照组（n=46），比较两组血清 PA、ChE、GGT水平、HBV⁃DNA 载量、丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天

冬氨酸转氨酶（AST），分析血清 PA、ChE、GGT 因子与 HBV⁃DNA 载量、ALT、AST、DILI 的关系，评价血

清 PA、ChE、GGT 对 DILI 诊断及其程度的鉴别价值。结果 两组间及不同 DILI 程度间血清 PA、ChE、
GGT 水平比较，差异有统计学意义（P<0.05）；血清 PA、ChE、GGT 水平与 ALT、AST、HBV⁃DNA 载量、

DILI具有相关性（P<0.05）；血清 PA、ChE、GGT联合检测对DILI的诊断及其程度的鉴别价值高于单一检

测（P<0.05）。结论 肺结核合并 HBV 感染患者发生 DILI 时 PA、ChE、GGT 水平明显异常变化，且与病

情密切相关，联合检测对DILI早期诊断及病情评估具有较高价值。

［关键词］ 前白蛋白；胆碱酯酶；γ⁃谷氨酰转移酶；肺结核；乙肝病毒；药物性肝损伤

The value of PA，Che and GGT in the diagnosis of drug⁃induced liver injury in patients
with tuberculosis and HBV infection
WU Qiuping，WU Haifeng，HUANG Yuanjiang，ZHOU Guizhong★

（Department of Tuberculosis，the Second Affiliated Hospital of Hainan Medical University，Haikou，Hainan，
China，570311）

［ABSTRACT］ Objective To explore the value of prealbumin（PA），cholinesterase（Che），and gam⁃
ma⁃glutamyltransferase（GGT）in the diagnosis of drug⁃induced liver injury（DILI）in patients with tuberculo⁃
sis and hepatitis B virus（HBV）infection. Methods 155 patients with pulmonary tuberculosis complicated
with HBV infection in the second Affiliated Hospital of Hainan Medical University from January 2016 to De⁃
cember 2019 were selected and divided into the observation group（n=109）and the control group（n=46）ac⁃
cording to whether DILI occurred after treatment. The levels of serum PA，Che，GGT，HBV⁃DNA load，ala⁃
nine aminotransferase（ALT），aspartate aminotransferase（AST）were compared between the two groups，
and the levels of serum PA，Che，GGT and HBV⁃DNA load，ALT，AST were analyzed The value of PA，

Che and GGT in the diagnosis and differential diagnosis of DILI was evaluated. Results There were signifi⁃
cant differences in serum PA，Che and GGT levels between the two groups and different DILI degrees（P<
0.05）. Serum PA，Che and GGT levels were correlated with ALT，AST，HBV⁃DNA load and DILI（P<
0.05）. The value of combined detection of PA，Che and GGT in the diagnosis and differentiation of DILI was
higher than that of single detection（P<0.05）. Conclusion The levels of PA，Che and GGT in patients with
DILI are significantly abnormal，which are closely related to the disease condition. Combined detection has
high value for the early diagnosis and assessment of DILI.
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流行病学调查显示，肺结核合并乙肝病毒感染

（Hepatitis B Virus，HBV）发生率约为 29.8%~45.3%，

抗结核药物联合治疗及HBV本身的长期活动均会

在一定程度上损伤肝功能，导致药物性肝损伤

（Drug⁃Induced Liver Injury，DILI）的发生，甚至引发

肝功能衰竭，严重威胁患者生命安全［1］。血清因子

是目前临床快捷方便的诊断方式，前白蛋白（Preal⁃
bumin，PA）、胆碱酯酶（Cholinesterase，ChE）均由肝

脏合成，其中 PA属于糖蛋白质，半衰期仅 12 h，其
血清水平能准确反映肝脏合成功能，是早期肝功能

损伤的特异性指标［2］；而ChE以同工酶形式存在于

体内，能反映肝脏炎症活动度及纤维化等多种病理

损伤，二者均随着肝损伤程度加重而减少［3］。另外，

肝脏内 γ⁃谷氨酰转移酶（Gamma⁃Glutamyl Transfer⁃
ase，GGT）多存在于细胞膜及微粒体，参与谷胱甘肽

的合成，肝脏受损时血清中GGT水平升高［4］。基于

此，本研究将探讨血清 PA、ChE、GGT水平联合诊断

DILI的价值。现报告如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取海南医学院第二附属医院 2016年 1月至

2019年 12月 155例肺结核合并HBV感染患者作为

研究对象，均符合《肺结核基层诊疗指南（2018年）》

中肺结核诊断标准［5］；均经痰涂片病原学检查确诊

有结核分枝杆菌感染、HBV感染；HBV表面抗原阳

性，HBV⁃DNA≤1×105 copies/mL；均为首次发病；既

往未使用过免疫调节抑制剂、抗HBV、抗结核杆菌

药物；患者均签署知情同意书。排除自身免疫实性

肝病、糖尿病、严重感染；精神或意识障碍无法配合

治疗或检查；恶性肿瘤；合并严重心、脾、肺等重要

脏器功能障碍；近期感染甲肝或丙肝病毒。所有患

者均给予抗结核治疗，根据是否发生 DILI 分为观

察组（n=109）与对照组（n=46）。其中观察组男 55
例，女 54 例；平均年龄（43.98±7.85）岁。对照组男

25例，女 21例；平均年龄（44.12±7.49）岁。两组基

线资料（性别、年龄）比较，差异无统计学意义（P>
0.05）。本实验经医院伦理委员会批准。

1.2 方法

①治疗方法：所有患者均口服利福平（0.45 g/d）、

异烟肼（0.3 g/d）、吡嗪酰胺（1.5 g/d）、乙胺丁醇

（0.75 g/d）等药物强化联合抗结核治疗，治疗期间给

予复方甘草酸苷片护肝治疗。②血清生化指标检

测：治疗 1周后所有患者均采集 5 mL空腹静脉血，

以 3 500 r/min 的速度离心 10 min，离心半径为 10
cm，分离得到血清，采用全自动生化分析仪（成都恩

普生医疗科技有限公司，批准文号：川械注准

20172400129），PA采用免疫透射比浊法测定，ChE
采用丁酰硫代胆碱法测定，试剂盒均购自深圳迈瑞

生物医疗电子股份有限公司；GGT、ALT、AST采用

速率法测定，试剂盒购自深圳市雷诺华科技实业有

限公司；HBV⁃DNA病毒载量采用 PCR⁃荧光探针法

测定，试剂盒购自中山大学达安基因股份有限公

司。③DILI程度评估：参考《药物性肝损伤诊治指

南》［6］根据血清清蛋白（TP）与白蛋白（ALB）结果计

算清蛋白/球蛋白（A/G）比值，并据此评估 DILI 程
度：其中A/G值>1.5为正常；A/G值 1~1.5为轻度肝

损伤，总胆红素（TBil）<2.5 μmol/L，国际标准化比

值（INR）<1.5；A/G 值<1 为重度肝损伤，TBil≥2.5
μmol/L，INR≥1.5。
1.3 统计学方法

采用 SPSS22.0 对数据进行分析，计量资料采

用（x ± s）表示，两组间比较采用独立样本 t检验对

比；血清 PA、ChE、GGT 与 ALT、AST、HBV⁃DNA
病毒载量相关性采用 Pearson 相关系数模型；用

Logistic 进行多因素回归分析；采用 ROC 曲线，获

取曲线下面积（AUC），联合诊断实施 Logistic二元

回归拟合，返回预测概率 logit（p），将其作为独立

检验变量，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清PA、ChE、GGT、ALT、AST、HBV⁃DNA
病毒载量比较

观察组血清 PA、ChE 水平低于对照组，GGT、
ALT、AST、HBV⁃DNA 病毒载量高于对照组，差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 血清 PA、ChE、GGT与ALT、AST、HBV⁃DNA
病毒载量相关性

Pearson 相关性分析，血清 PA、ChE 与 ALT、
AST、HBV⁃DNA病毒载量呈负相关，GGT与ALT、

［KEY WORDS］ Prealbumin；Cholinesterase；Gamma⁃glutamyl transferase；Tuberculosis；Hepatitis
B virus；Drug⁃induced liver injury
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组别

观察组

对照组

t值
P值

n
109
46

PA（mg/L）
187.56±60.58
296.74±95.03

8.573
<0.001

ChE（U/L）
3236.19±487.45
4720.76±664.31

15.480
<0.001

GGT（U/L）
212.53±69.51
116.29±38.36

8.829
<0.001

ALT（U/L）
68.15±22.06
37.62±12.39

8.808
<0.001

AST（U/L）
74.14±23.28
35.05±11.57

10.824
<0.001

HBV⁃DNA（×103IU/mL）
15.91±5.10
10.32±3.21

6.874
<0.001

表 1 两组血清 PA、ChE、GGT、ALT、AST、HBV⁃DNA病毒载量比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum PA，ChE，GGT，ALT，AST，HBV⁃DNA viral load between 2 groups（x ± s）

项目

ALT
AST

HBV⁃DNA病毒载量

PA
r值

-0.529
-0.547
-0.602

P值

<0.001
<0.001
<0.001

ChE
r值

-0.611
-0.589
-0.638

P值

<0.001
<0.001
<0.001

GGT
r值
0.745
0.732
0.805

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 2 血清 PA、ChE、GGT与ALT、AST、HBV⁃DNA病毒载

量相关性

Table 2 Correlation between serum PA，ChE，GGT and
ALT，AST，HBV⁃DNA viral load
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图 1 血清 PA、ChE、GGT对DILI的诊断价值

Figure 1 The diagnostic value of serum PA，ChE，GGT for
DILI

表 5 观察组不同程度DILI患者血清 PA、ChE、GGT水平

比较（x ± s）

Table 5 Comparison of serum PA，ChE，GGT levels in the
observation group with different degrees of DILI（x ± s）

组别

重度DILI患者

轻度DILI患者

对照组

F值

P值

n
40
69
46

PA（mg/L）
139.22±46.22
215.58±71.53
296.74±95.03

48.384
<0.001

ChE（U/L）
2862.47±425.10
3452.84±503.77
4720.76±664.31

137.875
<0.001

GGT（U/L）
245.63±58.41
193.34±46.39
116.29±38.36

81.108
<0.001

AST、HBV⁃DNA 病毒载量呈正相关（P<0.05）。

见表 2。

2.3 血清 PA、ChE、GGT与DILI的关系

以肺结核合并HBV感染患者是否发生DILI作
为因变量（否=0，是=1），将ALT、AST、HBV⁃DNA病

毒载量等其他因素控制后，以血清 PA、ChE、GGT作

为自变量（以所有患者平均值为界：≤平均值=1，>平
均值=2），Logistic 回归分析显示，血清 PA、ChE、
GGT仍与DILI显著相关（P<0.05），见表 3。

2.4 血清 PA、ChE、GGT对DILI的诊断价值

ROC 曲线结果显示，血清 PA、ChE、GGT三者

联合诊断 DILI 的 AUC 为 0.955，95%CI 为 0.909~
0.982，敏感度为 94.50%，特异度为 86.96%，显著优

于单独诊断（P<0.05）。见表 4、图 1。

2.5 观察组不同程度 DILI 患者血清 PA、ChE、
GGT水平

观察组重度DILI患者血清 PA、ChE低于轻度

DILI 患者，GGT 水平高于轻度 DILI 患者，差异有

统计学意义（P<0.05）。见表 5。

2.6 血清 PA、ChE、GGT对 DILI 程度的诊断价值

根据表 5中不同程度DILI患者血清 PA、ChE、
GGT 水平绘制 ROC 曲线，结果显示，血清 PA、

ChE、GGT 三者联合诊断 DILI 的 AUC 为 0.965，
95%CI为 0.912~0.991，敏感度为 97.50%，特异度为

84.06%，优于单独诊断（P<0.05）。见表 6、图 2。

变量

PA
ChE
GGT

b值

-0.647
-0.579
1.793

S.E.
0.204
0.167
0.459

Wald c2

10.067
12.003
15.258

OR值

0.523
0.561
6.007

95%CI
0.322~0.851
0.347~0.906
3.586~10.062

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 血清 PA、ChE、GGT与DILI的关系

Table 3 The relationship between serum PA，ChE，GGT
and DILI

指标

PA
ChE
GGT
联合

AUC

0.766
0.828
0.839
0.955

95%CI

0.691~0.830
0.760~0.884
0.772~0.893
0.909~0.982

Z值

5.744
8.442
10.861
27.132

截断值

≤282.62 mg/L
≤4173.65 U/L
>186.36 U/L

敏感度
（%）

88.07
93.58
61.47
94.50

特异度
（%）

60.87
58.70
93.48
86.96

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 血清 PA、ChE、GGT对DILI的诊断价值

Table 4 The diagnostic value of serum PA，ChE，GGT for
DILI

表 6 血清 PA、ChE、GGT对DILI程度的诊断价值

Table 6 The diagnostic value of serum PA，ChE，GGT to the
degree of DILI

指标

PA
ChE
GGT
联合

AUC

0.759
0.814
0.694
0.965

95%CI

0.668~0.836
0.728~0.882
0.598~0.779
0.912~0.991

Z值

5.771
7.229
3.765
32.195

截断值

≤199.96 mg/L
≤3119.62 U/L
＞233.11 U/L

敏感度
（%）

92.50
87.50
52.50
97.50

特异度
（%）

57.97
73.91
79.71
84.06

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
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3 讨论

我国是肺结核与乙肝高发地区，二者合并甚

至相互交叉感染在临床也较为常见，但常用抗肺

结核药物对肝脏具有一定损害作用，此时若终止

治疗则会导致病情恶化，而继续治疗则会加重肝

脏损伤，形成 DILI［7⁃8］。因此，临床应对 DILI 进行

早期监测诊断，及时调整治疗方案，减少药物对肝

脏的不可逆损伤。

传统生化指标如 TP、ALB 等能在一定程度上

反映肝脏合成功能，但此类指标用于合并肺结核

的患者检测过程中易发生误诊，诊断准确性有待

进一步提升。肝脏是多种重要因子合成与转归的

重要器官，任何急慢性肝损伤均会在一定程度上

影响其水平，PA、ChE等因子均可在肝脏中大量合

成。相关研究表明，PA含量降低是肝脏疾病预后

不良的独立危险因素［9］；而刘书宏等［10］学者指出，

ChE 在慢性乙型肝炎患者中与肝功能密切相关，

有助于病情评估及预后判断。基于此，本研究对

二者水平进行检测分析，结果显示发生 DILI 患者

PA、ChE 水平更低，且与肝功能、HBV⁃DNA 载量

密切相关。其中 PA属于急性时相蛋白，参与机体

功能调节，促进淋巴细胞成熟，增强机体免疫力，

甚至在抗肿瘤方面具有潜在作用，能反映生理病

理状态［11］；同时，肝脏是 ChE 合成的唯一器官，并

广泛分布于神经组织，能明确反映肺结核合并

HBV 感染患者抗结核治疗中肝纤维化、炎症活动

度等病理损伤及肝脏合成与储备功能，是肝损伤

的可靠标记物［12］；有研究指出，病毒性肝炎肝硬化

患者 ChE 水平明显降低，能在一定程度上反映

Child⁃pugh分级情况，对疾病诊断具有一定参考价

值［13］。而乙肝病情加重及抗结核药物应用导致肝

脏功能受损时，炎症反应加重、肝脏细胞变性坏

死，会导致合成分泌的 PA、ChE 减少，另外肺结核

会刺激乙酰胆碱过量分泌，并负反馈作用于 ChE，

降低其活性，本研究进一步 Logistic回归分析提示

上述二者水平是DILI发生的独立危险因素。同时

随着DILI程度加重，二者水平呈逐渐降低趋势，因

此，血清 PA、ChE检测能较好反映肝脏合成分泌功

能，可作为早期肝损伤的敏感性指标。

GGT普遍存在于脏器组织，肝组织居于第 3位，

但血清中 90%以上GGT来自于肝脏，是其作为肝脏

病情评估指标的重要原因［14］。临床研究发现，GGT
检测在肝脏疾病诊断中具有重要价值，有助于各种

肝脏疾病的临床诊治工作的开展，具有重要临床意

义［15］。本研究结果显示两组间及不同DILI程度间

GGT比较均有差异，且与肝功能、乙肝病情密切相

关。发生DILI患者肝脏组织炎症反应加重，会加剧

细胞膜通透性，导致肝脏内GGT渗漏至血清中，其

水平显著升高，可达正常水平 10 倍左右［16］。因此

GGT可作为临床诊断鉴别肺结核合并HBV感染患

者发生DILI的敏感指标。另外，本研究为进一步探

讨上述三个血清因子的检测价值，通过绘制ROC曲

线，结果显示血清因子联合检测对DILI的诊断及其

程度的鉴别价值高于单一检测，表明联合检测能提

高对DILI早期诊断及病情评估的应用价值。

综上所述，肺结核合并HBV感染患者发生DILI
时 PA、ChE、GGT水平明显异常变化，且与病情密切

相关，可作为DILI早期诊断的检测指标推广应用。
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Figure 2 The diagnostic value of serum PA，ChE，GGT to
the degree of DILI
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sIL⁃2R、TIMP⁃1、IL⁃4在 POAG中的表达及与视神经
损伤的相关性

林相强 纪新丽 王明明 孙亚飞★

［摘 要］ 目的 分析可溶性白细胞介素⁃2受体（sIL⁃2R）、金属蛋白酶组织抑制因子 1（TIMP⁃1）及白

细胞介素⁃4（IL⁃4）在原发性开角型青光眼（POAG）患者中的表达及与视神经损伤的相关性。方法 收集青

岛市城阳人民医院 90例原发性开角型青光眼患者作为研究组，根据平均缺损值（MD）分为轻度损伤组、中

度损伤组、重度损伤组；另选取同期在本院门诊体检的 105例正常人群作为健康对照组。比较不同组别的

sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水平。分析不同视神经损伤患者 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水平，采用Pearson相关性

分析，绘制散点图，分析各因子与 POAG病情严重程度的相关性。结果 研究组 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水

平均显著高于健康对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。不同视神经损伤患者 sIL⁃2R、TIMP⁃1 及

IL⁃4 水平：重度损伤组>中度损伤组>轻度损伤组，差异均有统计学意义（P<0.05）。Pearson相关性分析

结果显示：sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水平均与原发性开角型青光眼患者视神经损伤病情严重程度呈正相关

（P<0.05）。结论 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4在原发性开角型青光眼患者中均呈异常表达状态，通过检测上

述指标水平，可为评估患者视神经损伤严重程度提供可靠参考。

［关键词］ sIL⁃2R；TIMP⁃1；IL⁃4；原发性开角型青光眼；视神经损伤

The expression of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 in patients with POAG and their correlation
with optic nerve injury
LIN Xiangqiang，JI Xinli，WANG Mingming，SUN Yafei★

（Department of Ophthalmology，Chengyang People  s Hospital of Qingdao，Qingdao，Shandong，China，
266100）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expression of soluble interleukin ⁃ 2 receptor（sIL ⁃ 2R），

tissue inhibitor of metalloprot Einase⁃ 1（TIMP⁃1）and interleukin⁃4（Interleukin⁃4，IL⁃4）in patients with
primary open⁃angle glaucoma（POAG）and their correlation with optic nerve injury. Method A total ofe 90
patients with POAG were collected in Chengyang Peoples Hospital of Qingdao as the study group. According
to the average defect value（MD），they were divided into the mild injury group，the moderate injury group，
and the severe injury group. In addition，105 normal people who had physical examination in our hospital
during the same period were selected as the healthy control group. The levels of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 in
two groups were compared. The levels of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 in patients with different degrees of optic
nerve injury were analyzed. Pearson correlation analysis is adopted，and scatter diagram was drawn to analyze
the correlations between each factor and the severity of POAG. Result The levels of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4
in the study group were significantly higher than those in the healthy control group，and the differences were
all statistically significant（P<0.05）. The levels of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 in patients with different optic
nerve injuries were as follows：the severe injury group >the moderate injury group >the mild injury group，and
the differences were statistically significant（P<0.05）. The Pearson correlation analysis showed that the levels
of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 were all positively correlated with the severity of optic nerve injury in patients with

·· 1449



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

POAG（P<0.05）. Conclusion sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 are all abnormally expressed in patients with POAG.
The levels of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 are positively correlated with the severity of optic nerve damage in patients
with POAG. The detection of the above indicators can provide a reliable reference for assessing the severity of optic
nerve injury in patients.

［KEY WORDS］ sIL⁃2R；TIMP⁃1；IL⁃4；Primary open⁃angle glaucoma；Optic nerve injury

原发性开角型青光眼（primary open angle glau⁃
coma，POAG）是一种由眼压升高而致视神经损害，

视野缺损，最后导致失明的眼病。POAG主要与小

梁网自身异常及产生的细胞外基质异常堆积有

关［1］。该病进展缓慢，前期无明显症状，不易发现，

多数患者直至视野明显损害才就诊，严重影响患者

生活质量及身体健康［2⁃3］。生物学研究揭示可溶性

白细胞介素 ⁃2 受体（Soluble interleukin⁃2receptor，
sIL⁃2R）可以低亲和力结合白细胞介素2参与免疫调

节，抑制T细胞克隆扩增；还可介导免疫反应调节拮

抗蛋白，使活性物质维持动态平衡［4］。白细胞介素⁃4
（Interleukin⁃4，IL⁃4）是免疫的应答重要因子，相关

学者发现其与视神经横断伤密切相关［5］。既往研究

发现，视盘参数、血清金属蛋白酶组织抑制因子１

（Tissue inhibitor of metalloprotEinase⁃1，TIMP⁃1）等

指标对青光眼的检测具有重要意义［6］。本研究探讨

sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4在患者中的表达水平及与视

神经损伤的相关性，为临床诊治提供理论指导。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集青岛市城阳人民医院 2019年 6月至 2020
年 6 月收治的 90 例 POAG 患者作为研究组。男

18 例，女 72 例，年龄（54.04±6.54）岁。纳入标准：

①所有患者均经临床相关检查确诊：至少 2 次眼

压≥22 mmHg，矫正视力或裸眼视力≥0.5，房角镜

检查为房角开放，视野检查显示有早期青光眼性

视野缺损，视盘呈青光眼性改变［1］；②临床资料

完整，无缺损或丢失。排除标准：①合并角膜炎、

葡萄膜炎等眼部活动性疾病者；②其他疾病引发

视野损伤、视神经损伤者或严重视神经损害者；

③合并痴呆、精神疾病等无法配合本研究者。另

选择同期在本院门诊体检的正常人群 105 例作

为健康对照组，男 21 例，女 84 例，年龄（55.45±
6.32）岁。两组一般资料比较差异无统计学意义

（P>0.05）。本研究经医院医学伦理委员会批准

通过，受试者均签署知情同意书。

1.2 方法

对研究组患者予以 BIO⁃1000E 型一体化全自

动电脑视野仪进行视野检测，由经验丰富的检测

医生完成，平行检测 2 次。按照平均缺损值

（mean defect，MD）［7］将研究组分为 3组：视神经轻

度损伤：MD≤6 dB，视神经中度损伤：MD：≥7 dB~
≤12 dB，视神经重度损伤：MD>12 dB。

1.3 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水平检测

研究组患者均于入院次日清晨抽取 5 mL静脉

血，健康对照组于体检当天上午 9点前空腹抽取 5
mL静脉血。收集血液静置后，离心（4 000 r/min，10
min），取上层血清，置于 ⁃80℃低温保存待测。

sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4均采用酶联免疫吸附法检测，

检测仪器：瑞典雷度公司CDE68 型全自动分析仪及

其配套试剂盒。具体操作方法严格按照说明书进行。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计量资料

采用（x ± s）表示，两两比较采用 t检验，多组间比较

采用方差检验；采用 Pearson法对各参数进行相关

性分析，绘制散点图评价，以 P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 两组 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水平比较

研究组 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水平均高于健

康对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 不同视神经损伤患者 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4
水平比较

中轻度损伤 38例，中度损伤 27例，重度损伤 25

组别

研究组

健康对照组

t值
P值

n
90
105

sIL⁃2R（pg/mL）
85.42±15.62
69.33±17.21

6.790
<0.001

TIMP⁃1（ug/L）
36.51±7.95
22.14±2.65

17.432
<0.001

IL⁃4（pg/mL）
251.66±62.57
175.62±41.32

10.139
<0.001

表 1 两组 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of sIL⁃2R，TIMP⁃1 and IL⁃4 levels
between the two groups（x ± s）
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例。不同视神经损伤患者 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水

平：重度损伤组>中度损伤组>轻度损伤组，差异均

有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4水平与 POAG患者视

神经损伤病情严重程度相关性

相关性分析结果显示，sIL ⁃ 2R（r=0.972）、

TIMP⁃1（r=0.899）及 IL ⁃ 4（r=0.915）水 平 均 与

POAG 患者视神经损伤病情严重程度呈正相关

（P<0.05）。见图 1。

3 讨论

近年来，青光眼的发病率在全球范围内呈逐

年上升趋势，防治青光眼已成为世界关注的公共

卫生问题，积极评估病情、制定合理治疗对改善

POAG患者预后有重要意义［8⁃9］。

目前，临床上对于 POAG 的发病机制尚未明

确，相关研究表示与房水流出阻滞、组织病理学改

变及分子遗传学研究和基因等有关［10］。小梁网中

细胞外基质的异常堆积是 POAG的病因之一。既

往研究发现导致开角型青光眼的小梁网中细胞外

基质异常堆积的主要因素是基质金属蛋白酶及其

组织抑制剂之间动态平衡破坏［11］。TIMP⁃1是基质

金属蛋白酶抑制剂中活性最强的抑制剂，以可溶

的形式分泌到细胞外基质中抑制基质金属蛋白

酶，进而影响细胞外基质的分解［12］。一般健康生

理状态下，TIMP⁃1表达比例处于平衡状态，对组织

重建、血管形成等具有重要作用；一旦比例失衡将

影响细胞外基质，进而可引起小梁网代谢异常、房

水外引流途径阻力增加［13］。本研究显示，研究组

患者TIMP⁃1水平明显高于对照组，且随着视神经损

伤程度加重，TIMP⁃1水平明显上升。考虑与小梁细

胞合成及基质金属蛋白酶分泌减少，而TIMP⁃1合成

增加，导致两者比例失调，TIMP⁃1在小梁细胞间异

常堆积，使房水外流阻力增加，引起房水生成与外

流平衡失调，导致眼压升高有关［14］。

研究发现，POAG的发病与免疫因素密切相关，

IL⁃4是由 T细胞分泌的因子，在免疫应答过程中具

有重要作用［15］。相关学者发现 IL⁃4对视神经细胞

具有损伤作用，且损伤作用呈剂量依赖性［16］。Fang
等［17］对腺病毒转染的 IL⁃4水平研究发现，其对视神

经神经横断伤具有保护作用，但目前仅限于动物

急性视神经损伤模型，而在 POAG 患者的视网膜

神经节细胞中尚未明确。本研究显示，IL⁃4 水平

在 POAG患者明显升高，且不同程度视神经损伤患

者中比较差异有统计学意义，与Huang等［18］研究结

果一致。另外，由于视神经损伤与诸多因素有关，

对于视神经损伤后 IL⁃4水平变化与视神经损伤间

的关系，后续仍需进一步的动物和临床研究。

sIL⁃2R 可抑制 T 细胞的增生反应，在乳腺癌、

肾细胞癌、肺癌等恶性实体瘤中呈高表达状态，且

转移时更明显［19］。既往学者对青光眼患者及正常

人群 sIL⁃2R 水平进行比较，结果发现 sIL⁃2R 因子

水平在青光眼患者中显著升高，认为在青光眼中

可通过检测 sIL⁃2R 受体水平来测定免疫活性，进

而为青光眼患者的治疗提供有效依据［20］。本研究

对 POAG 患者 sIL⁃2R 水平与正常人进行比较，结

果显示 sIL⁃2R水平随着视神经损伤严重程度加剧

而上升，进一步佐证了 sIL⁃2R 水平在评价 POAG
患者视神经损伤程度中的重要价值。

综上所述，sIL⁃2R、TIMP⁃1及 IL⁃4在原发性开

角型青光眼患者中均呈异常表达状态，通过检测

上述指标水平，可为评估患者视神经损伤严重程

度提供可靠参考。
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外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p联合智能染色胃镜早期
诊断胃癌的价值

郭佳念 徐扬志★ 谢婷婷 贾琳

［摘 要］ 目的 探究外周血 miR⁃183、miR⁃27b⁃3p 联合智能染色胃镜早期诊断胃癌的价值。

方法 选取广州医科大学附属第二医院 2018年 1月至 2021年 1月胃癌患者 78例作为研究组，另选择胃良

性疾病患者 39例作为对照组，分析智能染色胃镜检查结果、外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p、PGⅠ、PGⅡ、

PGR水平，并评价智能染色胃镜检查、外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p对胃癌的早期诊断价值。结果 研究

组智能染色胃镜检查阳性率、外周血miR⁃183相对表达量高于对照组，miR⁃27b⁃3p相对表达量低于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）；Spearman相关性分析，研究组智能染色胃镜检查与外周血miR⁃183相对

表达量呈正相关，与miR⁃27b⁃3p相对表达量、血清 PGⅠ、PGR呈负相关（P<0.05）；Pearson相关性分析，外

周血miR⁃183相对表达量与血清 PGⅠ、PGR呈负相关，miR⁃27b⁃3p相对表达量与血清 PGⅠ、PGR呈正相

关（P<0.05）；ROC曲线显示，智能染色胃镜检查、外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p联合早期诊断胃癌的AUC最

大。结论 外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p联合智能染色胃镜可提高早期诊断胃癌诊断价值，实现早期诊疗。

［关键词］ 微小RNA⁃183；微小RNA⁃27b⁃3p；智能染色胃镜；胃蛋白酶原；胃癌；早期诊断

The value of peripheral blood miR⁃183 and miR⁃27b⁃3p combined with intelligent staining
gastroscope in the early diagnosis of gastric cancer
GUO Jiannian，XU Yangzhi★，XIE Tingting，JIA Lin
（Department of Gastroendoscopy，the Second Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University，Guang⁃
zhou，Guangdong，China，510260）

［ABSTRACT］ Objective To explore the value of peripheral blood miR⁃183 and miR⁃27b⁃3p com⁃
bined with intelligent staining gastroscope in the early diagnosis of gastric cancer. Methods 78 patients with
gastric cancer in the Second Affiliated Hospital of Guangzhou Medical University from January 2018 to Janu⁃
ary 2021 were selected as the research group，and 39 patients with benign gastric diseases were selected as the
control group. The results of intelligent staining gastroscopy，peripheral blood miR⁃183，miR⁃27b⁃ 3p，PGⅠ，

PGⅡ，PGR levels were analyzed，and the value of smart staining gastroscopy，peripheral blood miR⁃183，
miR⁃27b⁃3p for early diagnosis of gastric cancer was evaluated. Results The positive rate of intelligent stain⁃
ing gastroscopy and the relative expression of miR⁃183 in peripheral blood of the research group were higher
than those of the control group，and the relative expression of miR⁃27b⁃3p was lower than that of the control
group（P<0.05）. Spearman correlation analysis showed that the intelligent staining gastroscopy of the research
group was positively correlated with the relative expression of miR⁃183 in peripheral blood，and negatively cor⁃
related with the relative expression of miR⁃27b⁃3p，serum PGⅠ and PGR（P<0.05）. Pearson correlation anal⁃
ysis showed that the relative expression of peripheral blood miR⁃183 was negatively correlated with serum PG
Ⅰ and PGR，and the relative expression of miR⁃27b⁃3p was positively correlated with serum PGⅠ and PGR
（P<0.05）. The ROC curve showed that the AUC of early gastric cancer diagnosed by the combination of intel⁃
ligent staining gastroscopy and peripheral blood miR⁃183 and miR⁃27b⁃3p was the largest. Conclusion Pe⁃
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ripheral blood miR⁃183 and miR⁃27b⁃3p combined with intelligent staining gastroscope can improve the diag⁃
nostic value of early gastric cancer and realize early diagnosis and treatment.

［KEY WORDS］ MicroRNA⁃183；MicroRNA⁃27b⁃3p；Intelligent staining gastroscope；Pepsinogen；
Gastric cancer；Early diagnosis

胃癌是常见消化道恶性肿瘤，据统计，我国胃

癌发病率、死亡率仅次于肺癌，居恶性肿瘤第 2
位［1］。早期胃癌术后 5年生存率可达 90%，但由于

胃癌早期表现不明显，多数患者诊断时已属肿瘤

进展期［2］。胃镜检查是公认胃癌诊断“金标准”，而

智能染色胃镜的应用使胃癌早期诊断率得到显著

提高［3］。但胃镜检查属侵入性操作，大多数患者无

法接受反复诊断，且对操作者要求较高，对胃癌早

期诊断价值有限［4］。因此，寻找简便、快速且具有

较高敏感度与特异度的胃癌早期诊断指标，是胃

癌防治相关研究的重点之一。微小 RNA（micro
RNA，miRNA）是一类非编码小RNA，参与生物体生

长、发育调节及多种疾病发生、发展。研究显示，胃癌

中miR⁃183、miR⁃27b⁃3p 显著异常表达，可能成为

胃癌早期诊断生物标志物［5⁃6］。基于此，本研究尝

试分析外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p联合智能染色

胃镜在胃癌早期诊断中的价值。报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取广州医科大学附属第二医院 2018 年 1
月至 2021 年 1 月胃癌患者 78 例作为研究组，另

选择胃良性疾病患者 39 例作为对照组。纳入标

准：均经胃镜活检确诊；入组时未进行任何放化

疗、内分泌治疗等；肝肾功能正常；患者及家属知

情同意。排除标准：合并其他恶性肿瘤；近期使

用抗生素、胃黏膜保护剂、抑酸药；哺乳或妊娠期

女性；精神异常，无法配合研究。研究组女 31
例，男 47 例，年龄平均（46.85±7.94）岁，TNM 分

期：Ⅰ期 29 例、Ⅱ期 49 例。对照组女 17 例，男

22 例，年龄平均（48.02±8.35）岁。两组年龄、性别

差异无统计学意义（P>0.05），且本研究经本院伦

理委员会审批通过。

1.2 方法

①智能染色胃镜检查：检查前 10 min 服用泡

剂，在清醒状态下行智能染色胃镜检查，若检查中

未发现明显病变，在胃体、胃窦、胃底部，将变焦调

整为 0~9 档，观察胃小凹并拍照，若发现黏膜糜

烂、溃疡、色泽异常，以清水反复清洗，再通过电子

染色检查获取照片，在染色的情况下进行活检，部

分病灶需手动调大变焦，观察病变情况，完成活检

后以清水彻底冲洗。胃镜活检组织经甲醛固定

后，行石蜡包埋、切片和苏木精⁃伊红染色，行病理

诊断。②外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p及胃蛋白酶

原检测：治疗前取空腹静脉血 5 mL，离心（3 000 r/
min，5 min，离心半径 5 cm），取血清，加入 RNA酶

混匀，裂解（酚⁃氯仿法），提取总 RNA，逆转录为

cDNA，行实时定量聚合酶链反应（qRT⁃PCR），反

应条件：95℃ 10 min；95℃ 10 s，60℃ 1 min，40 个

循环，采用 2⁃ΔΔct法计算miR⁃183、miR⁃27b⁃3p水平；

以酶联免疫吸附法检测胃蛋白酶原Ⅰ（PGⅠ）、胃

蛋白酶原Ⅱ（PGⅡ）、PGⅠ/PGⅡ比值（PGR），必欧

瀚生物技术公司试剂盒。

1.3 观察指标

①两组智能染色胃镜检查结果。②两组智能染

色胃镜检查阳性率、外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p、
胃蛋白酶原水平。③研究组智能染色胃镜检查与

外周血 miR⁃183、miR⁃27b⁃3p、胃蛋白酶原相关

性。④研究组外周血 miR⁃183、miR⁃27b⁃3p 与胃

蛋白酶原相关性。⑤智能染色胃镜检查、外周血

miR⁃183、miR⁃27b⁃3p对胃癌早期诊断价值。⑥智

能染色胃镜检查、外周血 miR⁃183、miR⁃27b⁃3p 联

合对胃癌早期诊断价值。

1.4 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 22.0 处理数据，计数资

料以 n（%）描述，行 c2 检验；计量资料以（x ± s）描

述，两组间用 t 检验；采用 Spearman、Pearson 分析

相关性；诊断价值采用受试者工作特征（ROC）曲

线，获取 AUC，联合预测实施 Logistic 二元回归拟

合，返回预测概率 logit（p），将其作为独立检验变

量。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组智能染色胃镜检查结果

研究组经智能染色胃镜检查显示，胃窦可见多

个浅表性溃疡，周围黏膜呈明显充血水肿状态。对
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组别

研究组
对照组
c2/t值
P值

例数

78
39

智能染色胃镜
检查阳性率

50（64.10）
6（15.38）
24.729
<0.001

miR⁃183相对
表达量

4.72±1.85
0.94±0.46
12.543
<0.001

miR⁃27b⁃3p相对
表达量（×10-2）

1.88±0.62
5.31±2.04
13.688
<0.001

PGⅠ（μg/L）

68.14±22.65
135.28±43.18

10.052
<0.001

PGⅡ（μg/L）

24.51±6.29
23.26±5.37

1.062
0.291

PGR

2.78±1.01
5.82±1.75
11.906
<0.001

表 1 两组外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p、胃蛋白酶原水平比较（x±s）

Table 1 Comparison of the positive rate of peripheral blood miR⁃183，miR⁃27b⁃3p，and pepsinogen levels between 2 groups（x±s）

指标

智能染色胃镜检查

miR⁃183
miR⁃27b⁃3p

AUC
0.744
0.860
0.845

95%CI
0.655~0.820
0.783~0.917
0.766~0.905

Z值

6.083
10.609
7.968

截断值

阳性

>2.79
≤3.65

敏感度（%）

64.10
75.64
88.46

特异度（%）

84.62
94.87
74.36

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 3 智能染色胃镜检查、外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p对胃癌的早期诊断价值

Table 3 The value of intelligent staining gastroscopy，peripheral blood miR⁃183，miR⁃27b⁃3p in the diagnosis of
early gastric cancer

AA BB

注：A为胃癌智能染色胃镜图；B为慢性萎缩性胃炎智能胃镜图。

图 1 智能染色胃镜图（×20）
Figure 1 Intelligent staining gastroscopy（×20）

照组以慢性萎缩性胃炎为例，智能染色胃镜检查显

示，胃窦前壁隆起，中央凹陷。见图 1。
2.2 智能染色胃镜检查阳性率、外周血miR⁃183、
miR⁃27b⁃3p、胃蛋白酶原水平

研究组智能染色胃镜检查阳性率、外周血

miR⁃183相对表达量高于对照组，miR⁃27b⁃3p相对

表达量、血清 PGⅠ、PGR 低于对照组（P<0.05），两

组血清 PGⅡ差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。
2.3 研究组智能染色胃镜检查与外周血miR⁃183、
miR⁃27b⁃3p、胃蛋白酶原相关性

Spearman 相关性分析，研究组智能染色胃镜

检查与外周血 miR⁃183 相对表达量呈正相关，与

miR⁃27b⁃3p 相对表达量、血清 PGⅠ、PGR 呈负相

关（P<0.05）。见表 2。
2.4 智能染色胃镜检查、外周血 miR⁃183、miR⁃
27b⁃3p对胃癌早期诊断价值

ROC 曲线分析，智能染色胃镜检查、外周血

miR⁃183、miR⁃27b⁃3p早期诊断胃癌的AUC分别为

0.744、0.860、0.845，联合诊断的 AUC为 0.963，95%
CI为 0.911~0.989，诊断敏感度为 85.90%，特异度为

97.44%，显著高于单独诊断（P<0.05）。见表3、图 2。

3 讨论

早期胃癌通常指病灶局限且深度未达到粘膜

项目

智能染色胃镜检查
r值
P值

miR⁃183
0.674
<0.001

miR⁃27b⁃3p
-0.591
<0.001

PGⅠ
-0.726
<0.001

PGR
-0.758
<0.001

表 2 研究组智能染色胃镜检查与外周血miR⁃183、
miR⁃27b⁃3p、胃蛋白酶原相关性

Table 2 The correlation between smart staining gastroscopy
and peripheral blood miR⁃183，miR⁃27b⁃3p，and pepsinogen

in the study group

100

80

60

40

20

敏
感

度
（

%
）

0 20 40 60 80 100

miR⁃183
miR⁃27b⁃3p
联合
智能染色胃镜检查

特异度（%）

图 2 ROC曲线分析结果

Figure 2 ROC curve analysis results

下层的胃癌，研究指出，早期胃癌患者 5年生存率

可达 85%~100%，而晚期胃癌患者 5 年生存率仅

10%~20%［7］。因此，早期诊断、及时治疗是提高患

者生存率的关键。

目前，胃镜活检仍是胃癌最主要诊断方法。研

究发现，早期胃癌病灶区颜色变化与血管密度、解

剖结构相关，常表现出正常血管网被新生血管取

代，呈现胃小凹细小化、模糊不清、变平甚至消失，

解剖结构及血管大小不整、排列紊乱［8］。智能染色
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胃镜可使用同一根胃镜观察，发现疑似病灶后切换

至智能染色，可通过“色调变化”的多通道多颜色进

行比较，有效显示病灶区界线，对病灶内细微血管

及腺管形态进行观察，显著提高胃癌早期诊断率。

本研究结果提示智能染色胃镜对胃癌诊断具有重

要价值。但胃镜检查对技术要求较高，且侵入性操

作给患者带来较大不适感，无法反复诊断，极易导

致诊断结果偏差［9］。

研究显示，miRNA 通过发挥癌基因或抑癌基

因作用，调节恶性肿瘤发生、发展［10］。研究证实，胰

腺癌、胃癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤中均存在miR⁃
NA 表达失调［11］。miRNA 谱的特异性为恶性肿瘤

诊治提供了新思路。miR⁃183 属保守进化的 miR⁃
NA族，位于第 7对染色体，在恶性肿瘤中多发挥原

癌基因作用。孙颖等［12］研究显示，胃癌患者血清

miR⁃183水平上调，且与病理特征及患者预后相关，

可能成为胃癌诊断及预后评估的分子标志。miR⁃27b
⁃3p属miR⁃23b/27b/24⁃1簇，位于 9号染色体，在口

腔癌、前列腺癌、非小细胞肺癌等恶性肿瘤中发挥抑

癌基因的作用［13］。本研究结果发现胃癌患者外周血

miR⁃183相对表达量明显升高，miR⁃27b⁃3p相对表

达量明显降低，推测胃癌中miR⁃183可能发挥原癌

基因的作用，miR⁃27b⁃3p 可能发挥抑癌基因的作

用，通过控制分化、凋亡基因参与胃癌发生。

大量研究证实，胃蛋白酶原在胃粘膜病变发

生、发展中发挥重要作用，是胃部疾病和胃癌筛查

的重要指标［14⁃15］。胃蛋白酶原是胃蛋白酶的无活性

前体，可分为 PGⅠ、PGⅡ两种亚群，研究指出，检测

PGⅠ、PGR可发挥胃底腺黏膜“血清学活检”的作用，

对胃癌早期诊断具有重要价值［16］。本研究数据显示，

智能染色胃镜检查、外周血 miR⁃183、miR⁃27b⁃3p
均与血清 PGⅠ、PGR 相关，进一步显示了二者在

胃癌早期诊断中的应用价值。此外，智能染色胃

镜检查与外周血miR⁃183相对表达量呈正相关，与

miR⁃27b⁃3p相对表达量呈负相关。本研究创新性

采用智能染色胃镜检查，结果提示临床可同时进行

智能染色胃镜检查及外周血miR⁃183、miR⁃27b⁃3p
检测，为胃癌诊断提供更全面、可靠的参考信息。

综上可知，外周血 miR⁃183、miR⁃27b⁃3p 联合

智能染色胃镜可提高胃癌早期诊断价值，实现早

期诊疗。目前，miR⁃183、miR⁃27b⁃3p 调控胃癌的

分子机制尚不明确，相关靶基因及信号通路是后

续研究重点。
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三种抗体联合C肽检测诊断糖尿病分型与评估病情
的应用价值

吕磊 1 何亚琼 2★ 王玲玲 2 陈巧艳 1 周廷栋 3

［摘 要］ 目的 探讨血清谷氨酸脱羧酶抗体（GAD⁃Ab）、胰岛素自身抗体（IAA）、胰岛细胞抗体

（ICA）联合 C 肽（C⁃P）检测诊断糖尿病分型与评估病情的应用价值及临床意义。方法 选取 2019 年 4
月至 2020年 10月宿州市第一人民医院 103例糖尿病患者作为研究组，其中 30例为 1型糖尿病（T1DM）

组，73例为 2型糖尿病（T2DM）组，另选取 32例健康体检者设为对照组。比较 3组 IAA、ICA、GAD⁃Ab、
C⁃P 表达水平，分析 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 表达水平与糖尿病发病关系，绘制 ROC 曲线及曲线下面积

（AUC），评价 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P表达水平对 T2DM鉴别诊断价值。结果 IAA、ICA、GAD⁃Ab表达

水平比较，T1DM 组>T2DM 组>对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。C⁃P 表达水平比较，T2DM 组>
T1DM组>对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。Logistic回归分析模型显示，IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 表

达水平为糖尿病发病影响因素（P<0.05）；ROC 曲线发现，IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 联合检测 T2DM 的

AUC 为 0.918（95%CI：0.848~0.963），优于 IAA、ICA、GAD⁃Ab 单一检测 AUC（P<0.05）；IAA、ICA、GAD⁃
Ab联合诊断阳性患者空腹血糖（FBG）、2 h血糖（2 hBG）、糖化血红蛋白（HbAlc）水平高于阴性患者，差

异有统计学意义（P<0.05）。结论 GAD⁃Ab、IAA、ICA、C⁃P 联合检测有利于正确鉴别 T1DM 和 T2DM，

评估糖尿病病情变化，为糖尿病防治提供科学指导。

［关键词］ 糖尿病；分型；血清谷氨酸脱羧酶抗体；胰岛素自身抗体；胰岛细胞抗体；C肽

Diagnostic value of three antibodies combined with C peptide indiagnosis and classifica⁃
tion of diabetes mellitus
LV Lei1，HE Yaqiong2★，WANG Lingling2，CHEN Qiaoyan1，ZHOU Tingdong3

（1. Department of Clinical Laboratory，Suzhou First Peoples Hospital，Suzhou，Anhui，China，234000；
2. Scientific Research Office，North Anhui Health Vocational College，Suzhou，Anhui，China，234000；
3. Department of Clinical Laboratory，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei，
Anhui，China，230601）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the clinical value of serum glutamic acid decarboxylase anti⁃
body（GAD⁃Ab），insulin autoantibody（IAA），islet cell antibody（ICA）combined with C peptide（C⁃P）in
the diagnosis and classification of diabetes mellitus. Methods From April 2019 to October 2020，103 diabet⁃
ic patients in suzhou first peoples hospital were selected as the research group，Among them，30 cases were
in the type 1 diabetes（T1DM）group and 73 cases were in the type 2 diabetes（T2DM）group，and 32 healthy
persons as control group. The expression levels of IAA，ICA，GAD⁃Ab and C⁃P in the 3 groups were com⁃
pared. The relationship between the expression level of IAA，ICA，GAD⁃Ab and C⁃P and the incidence of dia⁃
betes mellitus was analyzed. The receiver working characteristic（ROC）curve and the area under the curve
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（AUC）were plotted. Results Comparison of the expression levels of IAA，ICA，and GAD⁃Ab，T1DM
group>T2DM group>control group，the difference was statistically significant（P<0.05）. Comparison of C⁃P
expression level，T2DM group>T1DM group>control group，the difference was statistically significant（P<
0.05）；Logistic regression analysis showed that the expression levels of IAA，ICA，GAD⁃Ab and C⁃P were the
risk factors for diabetes mellitus（P<0.05）. ROC curve showed that AUC of IAA，ICA，GAD AB，C⁃P com⁃
bined detection of T2DM was 0.918（95% CI：0.848⁃0.963），which was better than that of IAA，ICA，GAD
AB single detection of AUC；The levels of FBG，2 HbG and HbAlc in patients with positive IAA，ICA and
GAD AB were higher than those in patients with negative IAA，ICA and GAD AB（P<0.05）. Conclusion
Combined detection of GAD⁃Ab，IAA，ICA and C⁃P is helpful to correctly identify T1DM and T2DM，evalu⁃
ate the changes of diabetes mellitus，and provide scientific guidance for prevention and treatment of diabetes.

［KEY WORDS］ Diabetes；Types；GAD⁃Ab；IAA；ICA；C⁃P

糖尿病是一组以高血糖为特征的代谢性疾

病，预计 2030 年全国发病人数达 5.52 亿，严重危

及患者生命安全［1］。根据糖尿病发病机制不同，

临床将其分为 1 型糖尿病（Type 1 diabetes melli⁃
tus，T1DM）和 2型糖尿病（Type 2 diabetes mellitus，
T2DM），尽管目前 T1DM发病人数远低于 T2DM，

但其多见于儿童和青少年，极易引起酮症酸中毒、

肾衰竭，甚至死亡，因此早期诊断和分型对糖尿病

患者后续治疗和预后尤为重要［2］。相关研究显示，

自身免疫介导胰岛素 B细胞破坏在糖尿病发生发

展中起着关键作用，明确胰岛自身抗体表达情况有

利于糖尿病早期诊断及分型［3］。谷氨酸脱羧酶抗体

（Glutamic acid decarboxylase antibody，GAD ⁃Ab）
为 T1DM标志性抗体，其与病情程度、治疗药物选

择关系已有相关报道［4］。胰岛素自身抗体（Insu⁃
lin autoantibody，IAA）、胰岛细胞抗体（Islet cell an⁃
tibody，ICA）、C 肽（C⁃Peptide，C⁃P）均属胰岛素 B
细胞自身抗体，多于糖尿病无症状期和发病后一

段时间内检出。目前关于糖尿病诊断和分型最佳

临床标志物组合尚不清楚，因此本研究联合检测

GAD⁃Ab、IAA、ICA、C⁃P 表达情况，并分析其与糖

尿病分型及病情关系，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2019年 4月至 2020年 10月宿州市第一人

民医院103例糖尿病患者作为研究组，男54例，女49
例；年龄（40.03±3.88）岁；病程（7.51±1.05）个月；其中

30例为 1型糖尿病（T1DM）组，73例为 2型糖尿病

（T2DM组）；另选取 32例健康体检者作为对照组，16
例男，16例女；年龄（38.96±4.42）岁。纳入标准：①符

合T1DM诊断标准［5］，急性起病，症状明显，GAD⁃Ab

阳性，首次发病以酮症酸中毒入院；②符合T2DM诊

断标准［6］，起病缓慢，症状相对较轻，GAD⁃Ab阴性，

无酮症酸中毒病史；③空腹血糖（Fasting blood glu⁃
cose，FBG）≥7.0 mmol/L，餐后 2 h 血糖（2 hBG）≥
11.1 mmol/L，随机血糖（BG）≥11.1 mmol/L，对照组

血脂及血糖均正常。排除标准：其他自身免疫系统

疾病；重要脏器器质性病变；全身急慢性感染；临床

资料欠缺，且依从性差。两组性别、年龄等资料比

较，差异无统计学意义（P>0.05）。研究对象知晓并

签署同意书，研究经院伦理委员会审核通过。

1.2 方法

取 3 mL清晨空腹外周静脉血及餐后 2 h静脉

血，以 3 000 r/min 速度离心 10 min，取上清液，低

温环境保存。选用深圳新产业MAGLUMI⁃4000全

自动化学发光分析仪测定血清 GAD⁃Ab、IAA、

ICA，试剂盒购自深圳新产业生物医学工程有限公

司，葡萄糖氧化酶法测定 FBG、2 hBG，高效液相色

谱法测定糖化血红蛋白（glycated hemoglobin A1c，
HbAlc），IMMULITE 分析仪测定 C⁃P。检验过程

完全参照标准操作规程操作。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 进行数据处理；计量资料以

（x ± s）表示，行 t检验，多组间比较用单因素方差分

析，两两比较用 SNK⁃q检验；绘制受试者工作特征

（Receiver operating characteristic，ROC）曲线及曲

线下面积（Areaunder the ROC curve，AUC）分析鉴

别诊断价值；Logistic 回归方程分析影响因素；以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P表达水平比较

3 组 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C 肽表达水平比较，
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差异有统计学意义（P<0.05）。IAA、ICA、GAD⁃Ab
表达水平比较，T1DM 组>T2DM 组>对照组，差异

有统计学意义（P<0.05）。C⁃P 表达水平比较，

T2DM 组>T1DM 组>对照组，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 1。

2.2 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 表达水平与糖尿病

关系的 Logistic回归分析

以本研究纳入糖尿病患者为因变量（否=0，是
=1），将 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 表达水平作为自

变量，纳入 Logistic 回归分析模型，采用输入回归

纳入参数，结果显示，IAA、ICA、GAD⁃Ab、C 肽表

达水平为糖尿病发病影响因素，表达水平越高，糖

尿病发病风险越高（P<0.05）。见表 2。

2.3 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 表达水平对 T2DM
的鉴别诊断价值

IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 联合检测 T2DM 的

AUC为0.918（95%CI：0.848~0.963），优于 IAA、ICA、

GAD⁃Ab单一检测AUC（P<0.05）。见表 3，图 1。

2.4 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 联合诊断阳性与阴

性患者血糖水平

IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P 联合诊断阳性患者

FBG、2 hBG、HbAlc 水平高于阴性患者，差异有统

计学意义（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

糖尿病是代谢性疾病，表现为血糖升高、糖代谢

紊乱，若未积极处理，可导致机体各种组织尤其是心

脏、眼、肾、神经等出现慢性损害及功能性障碍，危及

患者身心健康。糖尿病包含T1DM和T2DM两种类

型，以往研究指出，不同类型糖尿病发病机制及治疗

方式均不同，早期准确鉴别糖尿病分型对确定治疗

方案，提升治疗效果具有重要价值［7］。

谷氨酸脱羧酶（Glutamic acid decarboxylase，
GAD）是非神经组织合成酶，现有资料证实，其水

平在 T1DM 发病前数年甚至 10 余年即可升高，具

有敏感性高、特异性强等特点，被认为是 T1DM患

者胰岛 B 细胞免疫破坏特异标记［8］。GAD⁃Ab 是

组别

T1DM组

T2DM组

对照组

F值

P值

n

30
73
32

IAA
（IU/mL）
9.17±3.05
5.39±1.35
4.10±1.27
64.885
<0.001

ICA
（IU/mL）
13.45±4.17
10.82±3.09
7.25±2.14
29.993
<0.001

GAD⁃Ab
（IU/mL）
28.47±7.06
13.59±4.02
7.85±2.19
171.971
<0.001

C⁃P
（μg/L）
0.37±0.12
0.69±0.23
0.18±0.09
94.612
<0.001

表 1 3组 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P表达水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of the expression levels of IAA，ICA，

and GAD⁃Ab in the 2 groups（x ± s）

指标

IAA
ICA

GAD⁃Ab
C肽

联合诊断

AUC
0.736
0.592
0.856
0.680
0.918

95%CI
0.640~0.818
0.490~0.687
0.773~0917
0.580~0.768
0.848~0.963

Z统计值

3.809
1.376
8.727
3.436
13.382

截断值

≤7.18 IU/mL
≤12.53 IU/mL
≤19.17 IU/mL
＞0.45 μg/L

敏感度

0.95
0.78
0.82
0.58
0.90

特异度

0.47
0.47
0.80
0.80
0.83

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C肽表达水平对 T2DM的鉴别诊断价值

Table 3 The differential diagnosis value of IAA，ICA，GAD⁃Ab expression levels in T2DM

因素

IAA
ICA

GAD⁃Ab
C⁃P

b值

1.760
1.803
1.703
1.534

S.E.
0.319
0.327
0.331
0.302

Wald c2值

30.423
30.401
26.475
25.787

OR值

5.810
6.068
5.491
4.635

95%CI
3.941~8.564
4.025~9.147
3.759~8.021
3.125~6.874

P值

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

表 2 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P表达水平与糖尿病关系

Table 2 Relationship between the expression levels of IAA，

ICA，GAD⁃Ab and diabetes

注：IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P表达水平，以平均数为界，<平均数=1，≥
平均数=2。

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异度

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异度

曲线来源
C肽
GAD⁃Ab
参考线

曲线来源
IAA
ICA
联合
参考线

联合诊断

阳性

阴性

t值
P值

n
71
32

FBG（mmol/L）
7.87±1.24
7.15±1.09

2.827
0.006

2 hBG（mmol/L）
13.49±2.86
10.54±3.01

4.766
0.000

HbAlc（%）

10.12±2.30
8.06±1.47

4.650
0.000

表 4 IAA、ICA、GAD⁃Ab、C⁃P联合诊断阳性与阴性患者

血糖水平（x ± s）

Table 4 Blood glucose levels of patients with positive and
negative combined diagnosis of IAA，ICA，and GAD⁃Ab

（x ± s）
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GAD最早出现抗体，有学者发现，单一GAD⁃Ab阳

性对胰岛素B细胞功能具有预测价值［9］。进一步研

究表明，初诊 T1DM 患者血清中约 70%可检出

GAD⁃Ab，明显高于 T2DM 患者及正常人，可能与

T1DM 发病后有持续少量胰岛 B 细胞再生或与 B
细胞抗原结构功能相似外源性蛋白有关［10］。T1DM
为遗传易感个体通过自身抗原介导的免疫反应所

致胰岛素 B 细胞破坏自身免疫疾病，GAD 是该免

疫反应关键始动靶抗原，可抑制其所致特异性自身

免疫反应，诱发免疫耐受，为临床准确区分 T1DM
和 T2DM提供依据。Logistic回归分析模型显示，

GAD⁃Ab 表达水平为糖尿病发病影响因素，可见

GAD⁃Ab在糖尿病发生发展中起着关键作用。

ICA为胰岛B细胞胞浆抗体，当胰岛细胞抗体

和胰岛细胞表面抗原结合时，可引起免疫反应，致

使胰岛细胞胞浆成分产生细胞毒效应，导致细胞

溶解、死亡，最终诱发糖尿病。大量研究表明，

T1DM 患者中约 70%存在 ICA，但存在时间较短，

仅出现于T1DM初期［11⁃12］。目前认为 ICA阳性预示

胰岛B细胞自身免疫损害，当其持续阳性或高水平

时，对 T1DM 才具有较高预测价值［13］。有学者发

现，ICA水平随糖尿病病程、发病年龄延长而降低，

诊断价值随之降低［14］。ROC曲线，说明单纯 ICA检

测在糖尿病分型鉴别诊断中价值有限，尚需限定糖

尿病患者病程、发病年龄，寻求最佳临床标志物组

合，以最大限度提高糖尿病分型诊断准确性。

IAA为胰岛素自身免疫损伤标志物，测定其在

糖尿病患者和健康体检者血清中变化发现，IAA
表达水平比较，T1DM 组者>T2DM 组>对照组，与

于建平等［15］研究观点相近，可能机制与其结合胰

岛素形成抗原抗体复合物，导致胰岛素失去生物

活性有关。进一步研究结果说明测定其水平变化

有助于区分糖尿病类型，为临床确定治疗方案提

供参考。需注意的是，IAA 虽为糖尿病筛查指标

之一，但单一鉴别诊断特异性为 46.67%，考虑原因

与纳入对象年龄过大有关，同时说明单项检测可

能会导致漏诊、误诊风险，联合检测更具优势。

C⁃P是胰岛 B细胞分泌产物，其几乎不被肝脏

摄取，代谢效率慢，且不受注射胰岛素影响，检测

其水平可更为准确反映胰岛 B 细胞功能。目前，

C⁃P 在 T1DM 和 T2DM 患者中表达已有相关研

究［16⁃17］，但对比研究较少，本研究结果提示检测

C⁃P水平可为临床鉴别糖尿病分型提供有利信息。

糖尿病处于无症状期或发病后一段时间内可

检出多种血清胰岛素抗体（IAA、ICA、GAD⁃Ab）及

C⁃P，联合检测其水平变化有助于评估糖尿病进

程，鉴别糖尿病分型。本研究结果提示 IAA、ICA、

GAD⁃Ab 联合检测有可能为糖尿病病情评估及治

疗提供新思路。但目前任何血清胰岛素抗体组合

均未达到 100%检出率，新抗体类型有待发现，检测

方法有待完善。

综上所述，GAD⁃Ab、IAA、ICA、C⁃P 联合检测

有利于正确鉴别 T1DM和 T2DM，评估糖尿病病情

变化，为糖尿病防治提供科学指导。
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CD64、P2X7和 cMPO检测在小儿细菌性肺炎诊断及
预后中的研究

徐超★ 李超 蒋勇

［摘 要］ 目的 分析 CD64、P2X7受体联合 cMPO检测在小儿细菌性肺炎诊断、病情评估及预后

的应用价值。方法 选取 2018年 11月至 2019年 11月本科室收治的 92例细菌性肺炎患儿作为研究组，

根据小儿危重症病例评分法（PCIS）分为两个亚组：重症肺炎患儿（PCIS 评分<80 分）设为 A 组（n=40），

将轻症肺炎患儿（PCIS评分≥80分）设为 B组（n=52）；同时纳入同期本院接受健康体检结果正常者 98例

作为对照组。比较不同人群 CD64、P2X7、cMPO 水平，采用多元 Logistic 回归分析影响细菌性肺炎患儿

预后生存的独立危险因素，应用 ROC 曲线分析 CD64、P2X7、cMPO 对细菌性肺炎患儿预后生存的预测

价值。结果 研究组患儿CD64、P2X7、cMPO水平显著高于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）；A组

患儿 CD64、P2X7、cMPO水平显著高于 B组，差异具有统计学意义（P<0.05）；对 92例细菌性肺炎患儿进

行预后随访显示，8 例患儿死亡，死亡率为 8.69%。通过 Logistic 回归模型分析显示：CRP≥100 mg/L、
WBC≥12×109/L、PCT≥0.5 μg/mL、CD64、P2X7、cMPO 异常升高与细菌性肺炎患儿预后生存呈正相关

（P<0.05）；ROC 曲线分析显示：CD64、P2X7、cMPO 及三者联合下面积为 0.806、0.781、0.800、0.969，以联

合检测下面积值最大。结论 CD64、P2X7联合 cMPO检测细菌性肺炎患儿诊断价值高，其水平变化与

患儿预后密切相关，临床工作者应加强对其指标检测具有重要意义。

［关键词］ CD64；P2X7；cMPO；小儿细菌性肺炎

Study on the detection of CD64，P2X7 and cMPO in the diagnosis and prognosis of bacte⁃
rial pneumonia in children
XU Chao★，LI Chao，JIANG Yong
（Department of Pediatrics，Shiyan Taihe Hospital，Shiyan，Hubei，China，442000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the values of CD64 and P2X7 receptor combined with cMPO in
the diagnosis，disease evaluation and prognosis of bacterial pneumonia of children. Methods 92 children with
bacterial pneumonia admitted to this hospital from November 2018 to November 2019 were selected as the study
group. According to the pediatric critical illness score（PCIS），they were divided into two subgroups：children
with severe pneumonia（PCIS score<80）were set as group A（n=40），and children with mild pneumonia
（PCIS score ≥80 points）were set as group B（n=52）. 98 patients with normal results of physical examination in
our hospital during the same period were included as the control group. The levels of CD64，P2X7，and cMPO
in different people were compared. Multivariate Logistic regression analysis was used to analyze the independent
risk factors affecting the prognosis survival of children with bacterial pneumonia，and the ROC curve was used
to analyze the predictive values of CD64，P2X7，cMPO for the prognostic survival of children with bacterial
pneumonia. Results The levels of CD64，P2X7 and cMPO in the study group were significantly higher than
those in the control group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. The levels of CD64，P2X7
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and cMPO in group A were significantly higher than those in group B，and the difference was statistically signif⁃
icant（P<0.05）. Prognostic follow⁃up of 92 children with bacterial pneumonia showed that 8 children died and
the mortality rate was 8.69%. Logistic regression model analysis showed that：CRP ≥ 100 mg/L，WBC ≥ 12×
109/L，PCT ≥ 0.5 μg/mL，CD64，P2X7，cMPO abnormal increase was positively correlated with the prognos⁃
tic survival of children with bacterial pneumonia（P<0.05）. The ROC curve analysis showed that CD64，P2X7，
cMPO and the combined area of the three were 0.806，0.781，0.800，and 0.969，respectively. The combination
of the three is the largest. Conclusion The detection of CD64，P2X7 and cMPO in children with bacterial
pneumonia is of high diagnostic value，and changes in their levels are closely related to the prognosis of chil⁃
dren. It is important for clinicians to strengthen the detection of their indicators.

［KEY WORDS］ CD64；P2X7；cMPO；Bacterial pneumonia of children

细菌性肺炎是由肺炎球菌引起的急性肺泡炎，

以起病急骤、寒战、高热、咳嗽、胸痛等临床表现为

主，是儿童时期好发的呼吸系统疾病［1］。研究表示，

细菌性肺炎对儿童健康威胁性极大，不及时治疗，可

进展至重症肺炎，威胁患儿生命安危［2］。因此，如何

早期及时确诊细菌性肺炎，明确疾病现状，是治疗小

儿细菌性肺炎，改善预后的关键［3］。多形核细胞胞

浆 髓过氧化物酶（Cytoplasmic myeloperoxydase，
cMPO）是粒细胞内合成中的一种血红色蛋白酶，可

灵敏反映中性粒细胞活化状态，可较早反映机体炎

症损伤［4］。研究发现，P2X7受体可通过介导相应的

细胞毒性及活化诱导机体内宿主细胞凋亡与机体炎

症状态紧密联系［5］。CD64是免疫球蛋白成员之一，

是临床上评价早期感染疾病的重要指标，当细菌感

染时，其表达水平显著升高［6］。本研究分析 CD64、
P2X7受体联合 cMPO检测在小儿细菌性肺炎诊断、

病情评估及预后指导中的应用价值，现报告如下。

1 对象与方法

1.1 一般资料

选取 2018年 11月至 2019年 11月本科室收治

的 92 例细菌性肺炎患儿作为研究组，其中男 57
例，女 35例，平均年龄（5.79±2.93）岁。根据小儿危

重症病例评分法［7］（pediatric critical illness score，
PCIS）分为两个亚组：将重症肺炎患儿（PCIS 评分

<80 分）设为 A 组（n=40），其中男 27 例，女 13 例，

平均年龄（5.71±2.12）岁；将轻症肺炎患儿（PCIS评

分≥80 分）设为 B 组（n=52），其中男 30 例，女 22
例，平均年龄（5.95±2.06）岁。

纳入标准：①所有患儿临床症状及实验室检

查确诊，符合《中华儿科杂志》诊断标准［7］；②临床

资料完整；③研究均经医学伦理委员会批准，受试

者监护人签署知情同意书。排除标准：①合并先

天性肾脏、心脏等疾病者；②合并全身其他组织脏

器感染性疾病者；③临床及随访资料不完整或缺

乏准确性者。

同时纳入 98例同期本院接受健康体检结果正

常者作为对照组，其中男 52例，女 46例，平均年龄

（5.13±2.06）岁。各组间一般资料比较差异无统计

学意义（P>0.05）。

1.2 检测方法

所有研究对象均在清晨抽取空腹静脉血

5 mL，使用乙二胺四乙酸抗凝处理后，使用 3 000
r/min 离心机离心 10 min，取上清液备用。使用流

式细胞仪检查 cMPO，试剂盒由美国 Coulter 公司

提供；使用化学发光免疫法检测 CD64、P2X7 受

体，试剂盒由美国 Beckman Coulter 公司提供。所

有操作均按试剂或仪器所配套说明书进行，由专

业人员操作。根据患儿纳入研究时间起，对患者

通过电话、微信等方式进行为期 1个月随访，记录

患儿生存时间，截止于 2020年 1月。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，采用多元

Logistic回归分析影响细菌性肺炎患儿预后的危险

因素；采用ROC曲线分析CD64、P2X7、cMPO水平

对细菌性肺炎患儿预后生存的预测价值；计量资

料以（x ± s）表示，采用 t检验；计数资料以 n（%）表

示，采用 c2检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 研究组与对照组CD64、P2X7、cMPO水平比较

研究组患儿CD64、P2X7、cMPO水平显著高于

对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 A、B组CD64、P2X7、cMPO水平比较

A 组患儿 CD64、P2X7、cMPO 水平显著高于

B组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
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组别

研究组

对照组

t值
P值

n
92
98

CD64
42.83±4.53
19.62±3.09

41.476
<0.001

P2X7受体

66.82±7.03
42.16±5.27

27.466
<0.001

cMPO（%）

18.65±2.85
1.76±0.71
56.828
<0.001

表1 研究组与对照组CD64、P2X7、cMPO水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of CD64，P2X7 and CMPO levels
between study group and control group（x ± s）

组别

A组

B组

t值
P值

n
40
52

CD64
44.12±3.24
35.11±3.19

13.338
<0.001

P2X7受体

68.57±5.28
52.13±7.66

11.610
<0.001

cMPO（%）

15.95±5.55
13.14±2.66

3.207
0.001

表 2 研究组与对照组CD64、P2X7、cMPO水平比较（x± s）

Table 2 Comparison of CD64，P2X7 and CMPO levels
between study group and control group（x ± s）

变量

性别（男 vs 女）
年龄（<5岁 vs ≥5岁）

CRP（<100 mg/L vs ≥100 mg/L）
WBC（<12×109/L vs ≥12×109/L）
PCT（<0.5ug/ml vs ≥0.5 μg/mL）

CD64（正常 vs异常升高）
P2X7（正常 vs异常升高）
cMPO（正常 vs异常升高）

单因素分析

OR值

1.162
2.330
2.325
2.653
2.643
2.537
2.330
2.372

95%CI
0.603~2.242
1.679~3.232
1.816~2.977
1.950~3.610
2.105~3.137
2.029~3.172
1.867~2.90
1.702~3.272

P值

0.673
0.006
0.004
0.005
0.007
0.002
0.003
0.003

多因素分析

OR值

1.849
2.496
2.575
2.489
2.565
2.491
2.496

95%CI

0.893~3.827
1.277~4.880
2.067~3.207
1.678~3.691
1.859~3.537
1.631~3.805
1.670~3.731

P值

0.418
0.007
0.006
0.005
<0.001
<0.001
<0.001

表 3 影响细菌性肺炎患儿预后生存的单因素和多因素分析

Table 3 univariate and multivariate analysis of prognosis and survival in children with bacterial pneumonia

预测指标

CD64
P2X7
cMPO

CD64、P2X7及
cMPO联合检测

敏感度

0.621
0.713
0.746

0.894

特异性

0.624
7.721
0.752

0.898

AUC
0.806
0.781
0.800

0.969

95%CI
0.654~0.958
0.623~0.939
0.645~0.955

0.000~1.000

表 4 CD64、P2X7、cMPO水平对细菌性肺炎患儿预后

生存的预测价值

Table 4 predictive value of CD64，P2X7 and CMPO levels
on prognosis and survival of children with bacterial pneumonia

1.0

0.8
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0.4

0.2

敏
感

度

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
特异度

曲线源
CD64
P2X7
cMPO
三者联合
参考线

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve

2.3 92例细菌性肺炎患儿预后情况

本研究对 92例细菌性肺炎患儿进行预后随访

显示，8例患儿死亡，死亡率为 8.69%。

2.4 影响细菌性肺炎患儿预后生存的单因素和多

因素分析

CRP≥100 mg/L、WBC≥12×109/L、PCT≥0.5 μg/
mL、CD64、P2X7、cMPO异常升高与细菌性肺炎患

儿预后生存呈正相关（P<0.05）。见表 3。
2.5 CD64、P2X7、cMPO 水平对细菌性肺炎患儿

预后生存的预测价值

ROC 曲线分析显示：CD64、P2X7、cMPO 及三

者联合下面积为 0.806、0.781、0.800、0.969，以联合

检测下面积值最大。见表 4、图 1。

3 讨论

细菌性肺炎是儿童常见的感染性疾病，也是导

致儿童死亡的重要原因之一［8］。细菌性肺炎早期临

床症状隐匿，易贻误病情并影响患儿最终的治疗结

局。寻找早期诊断细菌性肺炎的敏感指标是疾病

治疗的关键［9］。

P2X7受体位于染色体 12q24，由 595个氨基酸

组成，临床认为是ATP的结合位点。P2X7受体可诱

导细胞产生炎症因子，激活T细胞，诱导淋巴细胞形

成膜泡等多种生物功能［10］。P2X7受体通过促使单

核细胞使血管内皮生长因子释放，并依赖Ca2+内流及

活性氧参与机体炎症反应［11］。目前已有研究证实

P2X7受体在多种真菌感染、慢性阻塞性肺病、炎症

性神经痛、高血压中扮演重要角色［12］。CD64是临床

新发现的炎症指标，系免疫球蛋白超家族的成员，主

要分布在巨噬细胞、单核细胞及树突状细胞表面，与

体液免疫和细胞免疫密切相关［13］。CD64在正常状

态下呈低表达状态，但当细菌感染后，其水平浓度显

著上升，且随着感染严重程度增加而升高［14］。相关

新生儿败血症患儿研究发现，24 h后CD64指数的敏

感性及特异性明显高于败血症初期，且当患儿治疗

好转后，CD64指数可明显下降，考虑CD64指数对病

情判断、评估预后价值高［15］。此外，研究发现 cMPO
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是过氧化物酶家族中的重要成员，其水平及活性变

化代表着嗜中性多形核白细胞功能及活性状态，已

被临床公认为评价炎症严重程度的一个指标［16］。

本研究结果说明 CD64、P2X7受体及 cMPO水平参

与细菌性肺炎疾病进展。这与 Brooks等学者［17］对

细菌性肺炎患者CD64、P2X7受体研究一致。提示

临床需加强对细菌性肺炎患儿 CD64、P2X7 受体、

cMPO的监测，以提高临床生存率。

此外采用 ROC曲线研究发现，CD64、P2X7受

体、cMPO 联合检测下面积最大，特异、敏感度高。

进一步提示联合检测对细菌性肺炎具有重要意

义，临床可通过联合检测多项指标提高对细菌性

肺炎患儿的评估价值。

综上所述，CD64、P2X7 联合 cMPO 检测细菌

性肺炎患儿诊断价值高，其水平变化与患儿预后密

切相关，临床工作者应加强对其指标检测具有重要

意义。
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•论 著•

超体重孕妇胎儿心脏检查方法对心脏结构、心肌、应
变指标及Tei指数研究

王建春 1 张东芳 1 卢钺 2 庄洁 1 赵瑞凤 3 郭丽娜 4 杨粟芬 1★

［摘 要］ 目的 探究超体重孕妇及体重正常孕妇采取侧卧位超声检查对胎儿心脏结构、心肌、应

变指标及 Tei指数的差别。方法 选取承德市妇幼保健院 2017年 3月至 2020年 8月做胎儿心脏超声检

查的 92例超体重孕妇的临床资料，另选取同期体重正常的 40例孕妇为正常对照组，两组孕妇均采用侧

卧位超声检查，在常规心脏超声结构观察的基础上增加对胎儿心脏功能的观察，对比两组患者胎儿心脏

结构相关指标及心肌收缩功能、应变指标与 Tei指数。结果 超重组右心房横径、左心室横径、右心室横

径低于正常对照组，全心球形指数高于正常对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；超重组二尖瓣环 e/a与
三尖瓣 E/A 指标均高于正常对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；超重组胎儿左右心室 GLS、右心室

FWSt均显著低于正常对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；超重组胎儿左右心室 Tei指数均显著高于正

常对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 超重孕妇采取侧卧位超声检查能够有效评估胎儿心室

功能受损状况，为早期诊断提供科学的临床依据。

［关键词］ 超体重孕妇；胎儿心脏；侧卧位超声检查

Study on Heart Structure，Myocardium，Strain Index and Tei Index by Examination
Method of Fetal Heart of Overweight Pregnant
WANG Jianchun1，ZHANGDongfang1，LUYue1，ZHUANG Jie1，ZHAORuifeng2，GUO Lina1，YANG Sufen1★
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［ABSTRACT］ Objective To explore the differences in the fetal heart structure，myocardium，strain
index and Tei index between overweight pregnant women and normal⁃weight pregnant women with lateral ultra⁃
sound examination. Methods The clinical data of 92 overweight pregnant women who underwent fetal cardi⁃
ac ultrasound examination in Chengde Maternal and Child Health Hospital from March 2017 to August 2020
were retrospectively analyzed. In addition，40 pregnant women with normal weight during the same period
were selected as the normal control group Both groups of pregnant women underwent lateral ultrasound exami⁃
nations. On the basis of conventional echocardiographic observations，the observation of fetal heart function
was added. The related indexes of fetal heart structure，myocardial contractile function，strain index and Tei in⁃
dex were compared between the two groups. Result The transverse diameter of the right atrium，the trans⁃
verse diameter of the left ventricle，and the transverse diameter of the right ventricle in overweight pregnant
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women were lower than those in the normal control group，and the global spherical index was higher than that
in the normal control group（P<0.05）. The super⁃recombination mitral valve annulus E/A and tricuspid valve
E/A indexes in the overweight group were higher than those in the normal control group（P<0.05）. The left
and right ventricle GLS and FWSt of the right ventricle in the overweight group were significantly lower than
those in the normal control group（P<0.05）. The Tei index of the left and right ventricle in the overweight
group was significantly higher than in the normal control group（P<0.05）. Conclusion Ultrasound examina⁃
tion in lateral position for overweight pregnant women can effectively assess the fetal ventricular function im⁃
pairment and provide scientific clinical basis for early diagnosis.

［KEY WORDS］ Overweight pregnant women；Fetal heart；Ultrasound examination in lateral decubi⁃
tus position

近年来，孕妇母体超重给超声检查带来极大困

难，对于胎儿心脏相关检查更是一个挑战［1⁃2］，孕妇

超重在影响自身身体健康的同时，对于胎儿遗传其

肥胖、心血管和代谢性疾病的发生率也逐渐上

升［3］。北方人体重偏重甚至严重超重的孕妇腹壁脂

肪层厚，图像远场衰减严重，导致胎儿心脏图像模

糊，给胎儿心脏畸形的诊断带来巨大困难［4］。随

着产前超声医学的发展，许多胎儿心脏畸形能在

孕期筛查出来，但超重孕妇胎儿存在肺静脉异位

引流、室间隔缺损、房室间隔缺损、不典型法洛四

联症、完全型大动脉转位、瓣膜狭窄、横纹肌瘤等

胎儿心脏畸形极易发生漏诊、误诊［5］。有研究显

示超重孕妇变换体位对胎儿做超声检查，能够改

善诊断结局［6］，但相关文献较少，故本文采取对超

体重孕妇侧卧位行胎儿心脏超声检查分析胎儿各

项心脏指标及心肌功能与损伤程度，旨在为提高

该类孕妇胎儿诊断的科学性做出分析，现将研究

结果报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

将承德市妇幼保健院 2017年 3月至 2020年 8
月做胎儿心脏超声检查的 92 例超体重孕妇（孕前

24 kg/m2≤BMI<28 kg/m2）作为研究对象，另取同期

本院孕前体质量指数（BMI）正常的 40 例孕妇

（18.5 kg/m2 ≤BMI<24 kg/m2）作为正常对照组 。超

重组 92 例孕妇，平均年龄（29.45±4.08）岁，正常对

照组 40 例孕妇，平均年龄（28.37±3.96）岁，所有孕

妇在孕期 24周时行侧卧位超声检查。

纳入标准：①临床资料均完整；②无意识及沟

通障碍；③胎儿均无结构性心脏病；④孕妇无妊娠

期高血压综合征、妊娠期糖尿病、慢性肾脏疾病、

肝病、风湿性疾病、甲状腺疾病、自身免疫性疾病

等；⑤无酗酒及吸烟史；⑥均为单胎妊娠；⑦孕妇

及家属均知情且签署同意书；⑧研究经本院医学

伦理委员会批准通过。排除标准：①退出研究者；

②沟通障碍；③多胎妊娠。 两组孕妇一般资料比

较，差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。
1.2 方法与观察指标

采用 GE Voluson E10 彩色多普勒超声诊断仪

和 PHILIP7C 彩色多普勒超声诊断仪，C1⁃6 探头，

频率 2~5 MHz，配套 Fetal HQ 分析软件（见图 1）。

嘱咐孕妇采用侧卧位对胎儿做超声检查，留存二、

三尖瓣血流频谱，二、三尖瓣组织多普勒频谱，二

尖瓣环收缩期位移（mitral annular plane systolic ex⁃
cursion，MAPSE）、三尖瓣环收缩期位移（tricuspid
annularplane systolic excursion，TAPSE），至少包含

5 个连续心动周期，包含整个胸腔、四腔心的胸部

横切面图像。于放大四腔心切面测量左心房横

径、左心室舒张末期横径、右心房横径及右心室舒

张末期横径；于心尖四腔切面，二、三尖瓣瓣口处

测量舒张早期血流速度 E和舒张晚期血流速度A，

组别

超重组

正常对照组

t值
P值

n
92
40

年龄（岁）

29.45±4.08
28.37±3.96

1.410
0.161

身高（cm）
163.55±5.23
164.20±5.11

0.661
0.510

空腹血糖（mmol/L）
4.62±0.31
4.65±0.38

0.476
0.635

孕周（周）

24.11±5.08
24.07±5.01

0.042
0.967

新生儿体重（g）
3218±310.45
3207±308.52

0.187
0.852

收缩压（mmHg）
113.45±14.37
114.09±14.24

0.236
0.814

舒张压（mmHg）
75.61±11.89
76.03±12.04

0.186
0.853

表 1 两组一般资料比较结果（x ± s）

Table 1 Comparison of general information of 2 groups（x ± s）
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计算 E/A，并在侧壁瓣环处测量舒张早期瓣环运动

速度 e、舒张晚期瓣环运动速度 a及收缩期瓣环运

动速度 s，计算 e/a。于包含整个胸腔、四腔心的胸

部横切面图像测量心脏面积及胸廓面积，计算心

胸面积比。采用软件自动追踪舒张期和收缩期的

心内膜边界，自动计算出左心室射血分数（ejection
fraction，EF），左、右心室面积变化率（fraction area
change，FAC），全心整体球形指数（global spherical
index，GSI），胎儿四腔心长径、横径，胎儿左、右心

室心内膜整体纵向应变（global longitudinal strain，
GLS）及胎儿右心室游离壁应变（free wall strain，
FWSt），左右心室 Tei指数。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 22.0 统计软件进行数据分析，计量

资料用（x ± s）表示，行 t 检验，以 P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 两组孕妇胎儿心脏结构参数比较

超重组胎儿左心房横径、右心房横径、左心室

横径、右心室横径、心脏面积、四腔心横径、四腔心

长径低于正常对照组，心胸面积比与全心球形指

数高于正常对照组；右心房横径、左心室横径、右

心室横径及全心球形指数的组间比较，差异有统

计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.2 两组孕妇胎儿心脏指标比较

超重组胎儿二尖瓣E/A、二尖瓣环 e/a、三尖瓣E/
A及三尖瓣环 s高于正常对照组，二尖瓣环 s与三尖

瓣环 e/a低于正常对照组；二尖瓣环 e/a与三尖瓣E/A
组间比较，差异具有统计学意义（P<0.05）。见表3。
2.3 两组孕妇胎儿心机收缩功能及应变指标比较

超重组胎儿左心室 GLS、右心室 GLS、右心

室 FWSt 均显著低于正常对照组，组间差异均有

统计学意义（P<0.05）；左心室 EF、左心室 FAC、

右心室 FAC 的组间差异无统计学意义（P>0.05），

超重组胎儿 MAPSE 及 TAPSE 均高于正常对照

组，组间差异无统计学意义（P>0.05）。见表 4。

图 1 组织多普勒超声

Figure 1 Tissue Doppler ultrasonography

组别

超重组

正常对照组

t值
P值

n

92
40

左心房横径
（cm）

0.84±0.16
0.88±0.15

1.345
0.181

右心房横径
（cm）

0.96±0.10
1.01±0.13

2.403
0.018

左心室横径
（cm）

0.81±0.07
0.88±0.13

4.009
0.000

右心室横径
（cm）

0.89±0.13
0.94±0.10

2.168
0.032

心脏面积
（cm2）

6.18±0.84
6.39±0.98

1.254
0.212

心胸面积比

0.29±0.05
0.28±0.02

1.221
0.224

四腔心横径
（cm）

2.54±0.20
2.55±0.29

0.229
0.819

四腔心长径
（cm）

2.93±0.25
2.98±0.28

1.018
0.311

全心球形
指数

1.28±0.08
1.23±0.14

2.594
0.011

表 2 两组胎儿心脏结构参数比较结果（x ± s）

Table 2 Comparison of fetal heart structure parameters between 2 groups（x ± s）

组别

超重组

正常对照组

t值
P值

n
92
40

二尖瓣 E/A
0.66±0.06
0.64±0.08

1.585
0.115

二尖瓣环 e/a
0.69±0.04
0.65±0.07

4.150
0.000

二尖瓣环 s（cm/s）
7.71±0.49
7.75±1.61

0.217
0.828

三尖瓣 E/A
0.69±0.04
0.66±0.07

3.112
0.002

三尖瓣环 e/a
0.64±0.03
0.65±0.06

1.277
0.204

三尖瓣环 s（cm/s）
8.60±1.69
8.58±1.57

0.064
0.949

表 3 两组胎儿心脏指标比较结果（x ± s）

Table 3 Comparison of fetal heart indexes between the two groups（x ± s）

组别

超重组

正常对照组

t值
P值

n

92
40

左心室GLS
（%）

20.87±3.15
22.70±2.12

3.355
0.001

右心室GLS
（%）

20.64±2.14
22.20±1.98

3.935
0.000

右心室 FWSt
（%）

14.70±3.13
16.99±2.79

3.988
0.000

左心室 EF
（%）

59.48±4.41
59.01±5.38

0.526
0.600

左心室 FAC
（%）

44.29±5.30
42.51±4.61

1.842
0.068

右心室 FAC
（%）

36.77±5.46
34.69±6.01

1.95
0.053

MAPSE（mm）

4.18±0.55
4.05±0.52

1.268
0.207

TAPSE
（mm）
5.20±0.57
5.19±0.59

0.092
0.927

表 4 两组胎儿心肌收缩功能及应变指标比较结果（x ± s）

Table 4 Comparison of fetal myocardial contractile function and strain indexes between the two groups（x ± s）
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2.4 两组孕妇胎儿 Tei指数比较

超重组胎儿左心室 Tei 指数（0.48 ± 0.08 vs
0.36±0.05）、右心室 Tei 指数（0.49±0.12 vs 0.35±
0.03）均显著高于正常对照组，差异有统计学意义

（t1=8.761，t2=7.266，P<0.05）。

3 讨论

胎儿畸形发生率逐渐上升，尤其是心脏畸

形，给家庭及社会带来沉重负担［7］。随着产前超

声医学的发展，许多胎儿心脏畸形能在孕期筛查

出来，以往，仅筛查四腔心切面，理论上能筛查出

约 50%以上的严重心脏畸形。目前增加流出道

切面及三血管气管切面后理论上可以筛查出约

90%的心脏畸形［8⁃9］。超重孕妇因自身母体肥胖

对胎儿心脏畸形的诊断具有一定影响，且孕妇体

重异常会导致胎儿心脏收缩及舒张功能下降、心

室功能受损等［10⁃11］，因此，为降低超重孕妇胎儿

出生缺陷的发生，寻求适合的超声方式诊断尤为

重要。

赵联璧等［12］在研究中指出，超重组左、右心室

GLS，及右心室 FWSt 显著低于正常对照组，表明

超重组孕妇胎儿左、右心室均出现纵向心肌纤维

运动受累及心肌纵向应变能力降低等情况，超重

孕妇妊娠对胎儿心肌功能产生了一定影响，提示

妊娠期孕妇的体重管理格外重要；颜雪萍等［13］在

研究中表明，观察组胎儿左右室 Tei指数均高于对

照组，提示母体血糖高低会对胎儿心室功能造成

一定影响，表明母体指标水平出现异常对胎儿影

响较大，显示 Tei指数相对于其他检测方式能够更

好的进行整体心功能的评价。本研究本研究结果

表明两组孕妇胎儿左右心室 GLS 及右心室 FWSt
指标均差异显，这可能是因为超重孕妇母体重量

异常会影响胎儿心脏收缩及舒张，母体超重后孕

妇体内卵母细胞物质代谢、线粒体和染色体层面

发生异常，导致胎儿心肌代谢物等方面随之改

变。以往对超重孕妇采取一般平卧位超声检测，

其腹壁脂肪层厚及体重问题会导致胎儿心脏图像

模糊，极易发生错诊或误诊，本研究采取侧卧位超

声检测，能够一定程度上降低子宫压迫感，提高子

宫胎盘血流灌注量，避免平卧位时压迫下腔静脉

导致的回心血量及心输出量减少的情况，克服“仰

卧位低血压综合症”；另外，怀孕期间如果平卧，长

大的子宫压迫下腔静脉会导致导致回心血量减

少，导致缺氧及体位性低血压，而侧卧位能够利于

超重孕妇胎儿生长发育和防治母体妊娠期并发

症，使孕妇不易发生下肢水肿、下肢静脉曲张和胎

儿发育不良等病症，降低围产期孕妇和胎儿发病

率及死亡率。

综上所述，超重孕妇采取侧卧位超声检查诊

断效果好，能够有效观察胎儿心脏各项指标与心

肌功能指数，但需注意超重孕妇妊娠会影响胎儿

心肌功能改变，临床需根据该类孕妇实际情况对

其进行适当的体重管理，为胎儿预后保驾护航。
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甘草甜素通过调控COX⁃2/NF⁃kB通路治疗牙周炎的
研究

张娜 侯鑫 张文 时伯红★

［摘 要］ 目的 通过检测甘草甜素对LPS刺激的人牙龈成纤维细胞（HGFs）的COX⁃2/NF⁃kB途径的调

控作用，探讨其对牙周治疗的作用。方法 取2017年1月至2月山东大学附属口腔医院6名需拔除埋伏阻生齿

的健康志愿者术中切除的少量牙龈组织。实验分为对照组，炎症组和低、中、高3个干预组。通过脂多糖（LPS）
刺激建立牙龈细胞的细胞炎症模型，同时加入甘草甜素进行干预，通过ELISA测量 IL⁃6的水平。通过蛋白质印

迹分析检测COX⁃2和NF⁃κB的表达。结果 剂量为30，60，120 μg/mL的甘草甜素对HGFs的细胞活力无明显

影响，剂量为240 μg/mL的甘草甜素明显抑制了HGFs的细胞活力。与对照组相比，LPS组 IL⁃6和 IL⁃8的浓度

显著増高，差异有统计学意义（P<0.05）。与LPS组相比，干预组的 IL⁃6和 IL⁃8表达水平随着甘草甜素的浓度的

增加显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）。与对照组相比，LPS组的COX⁃2 蛋白表达明显上调，差异有统计

学意义（P<0.05）；与 LPS组相比，干预组的 COX⁃2蛋白表达水平明显降低，差异有统计学意义（P<0.05）。

结论 甘草甜素可能通过抑制COX⁃2/NF⁃κB通路发挥抗炎作用，为以后牙周炎治疗提供实验依据。

［关键词］ 甘草甜素；牙周炎；白细胞介素⁃6；COX⁃2；NF⁃κB

Glycyrrhizin plays a role in the treatment of periodontitis by regulating the COX⁃2/NF⁃κB
signaling pathway
ZHANG Na，HOU Xin，ZHANG Wen，SHI Bohong★

（Department of Stomatology，Rizhao Peoples Hospital，Rizhao，Shandong，China，276826）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of glycyrrhizin on periodontal treatment by detect⁃
ing the regulation of glycyrrhizin on COX⁃2/NF⁃kB signaling pathway in LPS⁃stimulated human gingival fibro⁃
blasts（HGFs）. Methods A small amount of gingival tissue removed during the surgery from 6 healthy volun⁃
teers in Shandong University Affiliated Stomatological Hospital who needed to remove the impacted teeth from
January to February，2017. The experiment was divided into the control group，the inflammation group and
the intervention group. The cell inflammation model of gingival cells was established by lipopolysaccharide
（LPS）stimulation，while glycyrrhizin was added for intervention，and the level of IL⁃6 was measured by ELI⁃
SA. The expression of COX⁃2 and NF⁃κB was detected by Western blot analysis. Results Glycyrrhizin at dos⁃
es of 30，60，120 μg/mL had no significant effect on the cell viability of HGFs，and glycyrrhizin at a dose of
240 μg/mL significantly inhibited the cell viability of HGFs. Compared with the control group，the concentra⁃
tion of IL⁃6 and IL⁃8 in the LPS group increased significantly，and the difference was statistically significant
（P<0.05）. Compared with the LPS group，the expression levels of IL⁃6 and IL⁃8 in the intervention group de⁃
creased significantly with the increase of the concentration of glycyrrhizin，and the difference was statistically
significant（P<0.05）. Compared with the control group，the COX⁃2 protein expression in the LPS group was
significantly up⁃regulated，and the difference was statistically significant（P<0.05）. Compared with the LPS
group，the COX⁃2 protein expression level in the intervention group was significantly reduced，and the differ⁃
ence was statistically significant Significance（P<0.05）. Conclusion Glycyrrhizin exerts an anti⁃inflammato⁃

·· 1469



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

ry effect by inhibiting the COX⁃2/NF⁃κB signaling pathway，providing experimental evidence for the treatment
of periodontitis in the future.

［KEY WORDS］ Glycyrrhizin；Periodontitis；IL⁃6；COX⁃2；NF⁃κB

牙周炎是导致牙齿缺失的主要因素，其特征表

现为牙周组织的炎性破坏［1 ⁃ 3］。牙龈卟啉单胞菌

（Porphyromonas gingivalis，P.g）是导致牙周炎的主

要病原体［4］，其内毒素脂多糖（lipopolysaccharide，
LPS）是主要的毒力因子，可诱导人牙龈成纤维细胞

NF⁃κB活化和炎症介质释放白细胞介素 6（Interleu⁃
kin 6，IL⁃6）和白细胞介素 8（Interleukin 8，IL⁃8）等炎

性细胞因子，诱导牙周组织损伤［5］。环氧化酶⁃2（Cy⁃
clooxygenase⁃2，COX⁃2）作 为 将 花 生 四 烯 酸 转

化 为 前 列 腺 素（Prostaglandin E2，PGE2）的关键

酶，能诱导生成大量的 PGs，在炎症反应中发挥重要

作用［6］。而抑制COX⁃2的表达可减少骨吸收［7］表明

COX⁃2在牙周损伤中发挥重要作用。甘草甜素是从

甘草中分离出来三萜类成分，又称甘草酸，通过分解

为甘草次酸及葡萄糖醛酸发挥作用，主要表现为抗

炎、抗变态反应和免疫调节。其中抗炎是甘草酸类

最主要的药理作用［8⁃9］。本实验拟通过检测甘草甜素

对 LPS刺激的人牙龈成纤维细胞（HGFs）的抗炎作

用及其分子机制，探讨其在牙周炎治疗中的作用。

1 资料与方法

1.1 一般资料

取于 2017 年 1 月至 2 月山东大学口腔医院就

诊需拔除埋伏阻生齿的健康志愿者 6 名（16~20
岁，3 名男性和 3 名女性；平均年龄 18 岁），收集其

术中切除的少量牙龈组织，研究经志愿者知情同

意，本实验经院伦理委员会批准同意。

1.2 试剂与仪器

甘草甜素（纯度>98%）（国家药品和生物制品

控制研究所），牙龈卟啉单胞菌脂多糖（San Diego
公司，美国），牙龈卟啉单胞菌脂多糖（ Invitrogen
公司，美国），细胞增殖试剂盒（MTT）（上海罗氏

制药有限公司），IL⁃6 ELISA 试剂盒（ eBioscience
公司，美国），COX⁃2，β⁃actin，p⁃p65 等蛋白一抗抗

体（Cell Signaling Technology公司，美国）。

1.3 方法

1.3.1 人牙龈成纤维细胞的分离培养及细胞活性

的测定

将牙龈组织块放入预先准备好装有 DMEM培

养基（含 10%胎牛血清）的无菌瓶中。通过组织块

法培养的人牙龈成纤维细胞，经传代、分离、纯化至

第四代，得到纯度高、活性好的HGFs。将牙龈成纤

维细胞与不同浓度梯度的甘草甜素剂量为 30、60、
120、240 μg/mL，共培养 48 h，次日镜下观察可见细

胞已经贴壁。按实验分组依次添加 2×甘草甜素

100 μL、2×牙龈卟啉单胞菌脂多糖 100 μL。轻轻摇

晃 96孔细胞培养板，使培养基混合巧匀，放入细胞

培养箱；共培养后 48 h后取出，吸尽每孔内的培养

基，加入MTT溶液，每孔 30 μL，再次放入细胞培养

箱中解育 4 h；将DMSO中溶液注入到孔板中，每孔

150 μL，放入细胞培养箱中孵育过夜；次日，取出 96
孔细胞培养板，肉眼观察可见紫色甲瓒晶体已完全

溶解。用酶标仪测定波长 570 nm处的吸亮度值。

1.3.2 酶联免疫吸附试验（ELISA）检测培养基中

细胞因子 IL⁃6和 IL⁃8
实验分为对照组、LPS组及低中高三个干预组。

对照组由400 μL１%胎牛血清混合培养基构成，脂多

糖对照组由 200 μL 2×脂多糖+200 μL１%胎牛血清

混合培养基构成，干预组则由 200 μL不同浓度 2×甘
草甜素＋200 μL 2×脂多糖构成。细胞贴壁后，吸去

孔板中的细胞培养基，用微量移液器往实验组培养孔

中注入2×甘草甜素，200 μL/孔。再往空白对照组、脂

多糖对照组及药物对照组中添加1％胎牛血清混合培

养基，其中空白对照组 400 μL/孔，脂多糖对照组 200
μL/孔。盖上培养板的盖子，标记时间，放入细胞培养

箱中培养，并开始计时；22 h后，取出细胞培养板，用

微量移液器将每孔中的上清液转移至Eppendorf管，

并在管身标记组别以示区分。采用ELISA检测培养

基中细胞因子 IL⁃6和 IL⁃8的产生。

1.3.3 蛋白免疫印记实验（Westernblot）检测各组

COX⁃2和NF⁃κB蛋白水平

①裂解细胞，提取总蛋白：取出细胞培养板，

胰酶消化细胞，4℃，离心，500 r/m×3 min，收集细

胞，每孔细胞加 400 μL 的细胞裂解混合液，于冰

上裂解 30 min，每 5 min 来回摇动培养板一次。

细胞裂解完毕后，移至 1.5 mL的 EP管中。于 4℃，

12 000 rpm离心 5 min。将离心后的上清液分装转

移到 0.5 mL 的 EP 管中放于-20℃保存。②提取核
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蛋白：用冷 PBS 洗涤细胞两遍，转移至预冷的 1.5
mL 的 EP 管中。4℃，500 prm 离心 3 min。弃上清

液，加入 5倍体积的预冷的 Buffer A，最大转速涡旋

剧烈振荡 30 s，放置冰上 15 min；加入上液体 1/20体

积的 Buffer B，剧烈祸旋振荡 10 s，冰浴 1 min，4℃，

16 000 prm，离心 5 min，沉淀即是核蛋白粗提物；在

沉淀中加入预冷的 Buffer 最大转速涡旋剧烈振荡

15 s，放置冰上 40 min，每间隔 10 min涡旋剧烈振荡

15 s；4℃，16 000 prm离心 10 min，将上清液转移至

新的 EP管中，即得细胞核蛋白产物；上述提取的蛋

白进行蛋白定量（BCA 法），分装并保存于-80℃。

③蛋白变性：将提取的细胞蛋白与蛋白上样 Buffer
按 1∶1 比例充分混匀后，在 100℃ 加热 5 min使蛋白

变性。④蛋白表达检测：采用Westernblot 检测各组

COX⁃2和NF⁃κB蛋白水平。

1.4 统计学方法

采用 SAS 9.4软件进行数据处理；计数资料采

用（x ± s）描述，两组间采用 t 检验；多组间采用方

差分析，对于细胞活性、IL⁃6及各组蛋白的表达等

均 数 的 多 重 比 较 采 用 SNK（Student ⁃ Newman ⁃
Keuls）检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度甘草酸对人牙龈成纤维细胞活性的影响

剂量为30、60、120 μg/mL的甘草甜素对HGFs的
细胞活力无明显影响，差异无统计学意义（P>0.05）。
剂量为240 μg/mL的甘草甜素明显抑制了HGFs的细

胞活力，差异有统计学意义（P<0.05）。见图1。

2.2 甘草酸对LPS诱导的IL⁃6和IL⁃8产物的抑制作用

与对照组相比，LPS 组 IL⁃6 和 IL⁃8 的浓度显

著増高，差异有统计学意义（P<0.05）。与 LPS 组

相比，干预组的 IL⁃6 和 IL⁃8 表达水平随着甘草甜

素的浓度的增加显著降低，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

2.3 甘草甜素对COX⁃2/NF⁃κB表达的影响

与对照组相比，LPS 组的 COX⁃2 蛋白表达明

显上调，差异有统计学意义（P<0.05）；与 LPS 组相

比，干预组的 COX⁃2蛋白表达水平明显降低，差异

有统计学意义（P<0.05）。见图 2。

3 讨论

牙周炎是一类由附着于牙面的牙菌斑中的微

生物所引起的牙周组织的慢性炎症，临床表现为

牙周支持组织的炎症、牙周袋形成、附着丧失和牙

槽骨的吸收破坏，最终导致牙齿的松动、脱落，对

患者口腔功能和生活质量造成了严重的影响［1⁃4］。

牙龈卟啉单胞菌是其主要致病菌，其LPS可诱导人

牙龈成纤维细胞炎症介质释放［4］。说明牙龈卟啉单

胞菌脂多糖能成功诱导人牙周膜细胞分泌 IL⁃6和

IL⁃8介导牙周炎症反应。这些炎症介质中白细胞介

素 6（IL⁃6）和白细胞介 8（IL⁃8）等炎性细胞因子在疾

病发生发展过程中起到了重要的病理作用［10⁃14］，具有

诱导牙周组织损伤的能力。IL⁃6 参与牙周炎活动期

的炎症和免疫反应，通过诱导破骨细胞的生成、聚集

以及破骨活性的发挥，从而加剧牙周组织的破坏。

本研究结果与以往发现一致，LPS能够显著增强人

成纤维细胞 IL⁃6及 IL⁃8的表达。

目前临床常用的抗菌药物中以防腐剂和抗生

素缓释剂占主导，如氯己定漱口水和派力奥（盐酸
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图 1 不同浓度甘草酸对人牙龈成纤维细胞活性的影响

Figure 1 Effects of different doses of glycyrrhizic acid on
the activity of human gingival fibroblasts

注：与对照组相比，aP<0.05; 与 LPS处理组相比, bP<0.05;与低剂量

干预组相比，cP<0.05；与中剂量干预组相比，dP<0.05。

表 1 甘草酸对 LPS诱导的 IL⁃8和 IL⁃6的抑制作用（x ± s）

Table 1 Inhibitory effect of glycyrrhizic acid on IL⁃8 and
IL⁃6 induced by LPS（x ± s）

组别

对照组

LPS处理组

低剂量干预组

中剂量干预组

高剂量干预组

F值

P值

IL⁃6（ng/mL)
0.06 ± 0.01
0.73 ± 0.11 a

0.54 ± 0.09 ab

0.33 ± 0.05 abc

0.12 ±0.03 bcd

472.32
<0.001

IL⁃8（ng/mL)
0.05 ± 0.01
0.69 ± 0.09a

0.42 ± 0.07 ab

0.27 ± 0.05 abc

0.13 ± 0.04 abcd

543.53
<0.001

p⁃p65

COX⁃2

ACTIN

64 KDa

69 KDa

42 KDa

NC LPS
30 60 120

LPS+glycyrrhizin(μg/mL)

图 2 甘草甜素对COX⁃2/NF⁃κB表达的影响

Figure 2 The Effect of glycyrrhizin on COX⁃2/NF⁃κB
expression

·· 1471



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

米诺环素软膏），这些药物的长期、大量使用易诱发

过敏和毒副作用的产生，国际上对抗生素的应用亦

持谨慎态度，因此寻找一种安全有效、无毒副作用

的治疗方式对与维护患者的机体健康和提高生活

质量具有重要的临床意义［15⁃16］。甘草甜素是从甘草

中分离出来三萜类成分，又称甘草酸，可水解产生

两分子葡萄糖醛酸和一分子（18β2）甘草次酸，主

要作用为抗炎、抗变态反应，免疫调节。本实验采

用甘草甜素治疗，发现其抗炎作用呈现剂量依赖

性，随着剂量增强能显著抑制 IL⁃6、IL⁃8的表达［17］。

COX⁃2在牙周损伤中发挥重要作用［6⁃7］。本研

究发现 LPS能显著增加COX⁃2的蛋白表达。甘草

甜素治疗能显著抑制COX⁃2的表达，而且随甘草甜

素浓度的增高，COX⁃2表达水平降低。LPS能诱导

NF⁃κB p65 的磷酸化，甘草甜素的治疗显著抑制

LPS 诱导的 NF⁃κB p65 磷酸化，且呈剂量依赖性。

核转录因子⁃κB（nuclear factor kappa B，NF⁃κB）是

细胞核内重要的核转录因子，在细胞刺激介导的细

胞信息转录调控中起关键作用。NF⁃κB在细胞中

主要以 p50/p65 二聚体形式存在，其中 p65亚基含

有转录激活结构域。NF⁃κB 介导的信号通路参与

体内多种反应过程，被认为是经典的炎症相关信号

通路［18⁃19］。本研究发现 LPS能显著增加 P65的蛋白

表达。而甘草甜素治疗能显著抑制 P65的表达。

目前国内尚无特异性针对牙周致病菌治疗和预

防牙周病的药物，本研究以甘草甜素牙周局部给药

的方式改善牙周病变部位的微环境，达到控制牙周

炎症的效果。但由于口腔的微生物环境复杂，牙周

病的感染往往是多种细菌的协同混合感染，并涉及

局部和全身的诸多易感因素，本实验模拟了牙周主

要致病菌之一牙龈卟啉单胞菌的感染情况，实验条

件相对单尚不能完全模拟人体牙周炎的感染环境，

且标准菌株与临床患者口腔中分离的野生菌株在致

病能力上仍有一定差异，因此甘草甜素应用于牙周

病患者口腔内的抗菌效果还有待进一步深入研究。
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LMR、MCL1、DKK1与多发性骨髓瘤患者骨损伤及
预后相关性

朱太岗★ 李月红 张飞虎 董漫玉 杜小雷

［摘 要］ 目的 探讨淋巴细胞与单核细胞比值（LMR）、髓样细胞白血病蛋白 1（MCL1）、Dickkopf⁃1
（DKK1）与多发性骨髓瘤（MM）患者骨损伤、预后相关性。方法 选取安徽省皖北煤电集团总医院血液

内科 118例MM患者作为研究对象，比较不同临床病理特征患者 LMR、MCL1、DKK1表达，分析上述指

标与多发性骨髓瘤骨病（MBD）分级相关性，评价上述指标不同表达与预后的相关性，探讨 MM 患者预

后不良的影响因素。结果 MCL1、DKK1与MBD分级呈正相关，LMR与MBD分级呈负相关（P<0.05）；

LMR低表达、MCL1高表达、DKK1高表达患者 3年生存率低于 LMR高表达、MCL1低表达、DKK1低表

达患者，差异有统计学意义（P<0.05）；MBD 分级、Hb、LMR、MCL1、DKK1 是 MM 患者预后的影响因素

（P<0.05）。结论 LMR、MCL1、DKK1 与 MM 患者骨损伤存在一定相关性，且均为患者预后的影响因

素，可为临床制定个性化治疗方案、预测预后提供新思路。

［关键词］ 淋巴细胞与单核细胞比值；髓样细胞白血病蛋白 1；Dickkopf⁃1；多发性骨髓瘤；骨损

伤、预后

Correlation of LMR，MCL1，DKK1 with bone injury and prognosis in patients with mul⁃
tiple myeloma
ZHU Taigang★，LI Yuehong，ZHANG Feihu，DONG Manyu，DU Xiaolei
（Department of Hematology，General Hospital of Anhui Wanbei Coal and Power Group，Suzhou，Anhui，
China，234011）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation of lymphocyte to monocyte ratio（LMR），my⁃
eloid leukemia protein 1（MCL1），Dickkopf⁃1（DKK1）with bone injury and prognosis in patients with multi⁃
ple myeloma（MM）. Methods A total of 118 patients with MM in the Department of Hematology，Wanbei
Coal and Electricity Group General Hospital in Anhui Province were selected as the research objects. The ex⁃
pressions of LMR，MCL1 and DKK1 in patients with different clinicopathological characteristics were com⁃
pared，and the correlation between the above indicators and multiple myeloma bone disease（MBD）grades was
analyzed，and the correlation between the different expressions of the above indicators and prognosis was evalu⁃
ated，The factors influencing the prognosis of MM patients were evaluated. Results MCL1 and DKK1 were
positively correlated with MBD grade，and LMR was negatively correlated with MBD grade（P<0.05）. The 3⁃
year survival rate of patients with low LMR，high MCL1 DKK1 expression was lower than that of patients with
high LMR，low MCL1，and DKK1 Low expression（P<0.05）. MBD grade，Hb，LMR，MCL1，DKK1 are
the prognostic factors of MM patients（P<0.05）. Conclusion There is a certain correlation between LMR，

MCL1，DKK1 and bone injury in MM patients，and they are all factors that affect the prognosis of patients.
They can provide new ideas for clinical development of personalized treatment and prediction of prognosis.

［KEY WORDS］ Ratio of lymphocytes to monocytes；Myeloid cell leukemia protein 1；Dickkopf⁃1；
Multiple myeloma；Bone injury，Prognosis
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多发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）属血

液系统恶性肿瘤常见类型之一，发病率约为

10.0%［1］，相关研究显示［2］，其发生、发展与骨髓造

血微环境密切相关，可上调破骨细胞活化因子、成

骨细胞抑制因子表达，破坏骨细胞代谢平衡，诱发

骨质疏松、溶骨性骨折等多发性骨髓瘤骨病（mul⁃
tiple myeloma bone disease，MBD），严重影响患者

生存质量。髓样细胞白血病蛋白 1（myeloidcellleu⁃
kemia⁃1，MCL1）为骨髓瘤细胞重要生长因子，既往

研究已证实［3］，其在细胞凋亡、血液系统恶性肿瘤

发病过程中起着重要作用。Dickkopf⁃1（DKK1）是

癌基因 Wnt 信号通路中抑制因子，在恶性肿瘤骨

转移、骨相关病变中扮演着重要角色［4］。淋巴细胞

与单核细胞比值（lymphocyte ⁃ to ⁃monocyte ratio，
LMR）能反映机体抗肿瘤免疫功能，参与肿瘤微环

境调控过程［5］。目前，有关 LMR、MCL1、DKK1与

MM患者骨损伤及对预后的预测价值临床尚未完

全明确。为此，本研究拟探讨 LMR、MCL1、DKK1
与 MM 患者骨损伤的相关性及与预后的关系，以

期为临床评估病情程度、预测预后提供一定参考

依据。详情如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取安徽省皖北煤电集团总医院血液内科

2015年 3月至 2020年 3月 118例MM患者作为研

究对象，其中女 43 例，男 75 例，年龄平均（56.39±
4.45）岁。

纳入标准：①均符合 MM 诊断标准［6］，并经骨

X线片、血免疫球蛋白（Immuno globulin，Ig）、骨髓

象等检查确诊；②均为初诊，且预计生存期≥3 个

月；③所有研究对象均签署知情同意书；排除标

准：①近期有放化疗、激素治疗史者；②合并严重

肝肾等重要脏器器质性损害者；③合并自身免疫

系统疾病或全身感染性疾病者；④严重心理障碍

或精神异常者。

1.2 方法

1.2.1 临床病理特征收集

采用调查问卷方式收集所有研究对象性别、

年龄、M蛋白分型、Durie⁃Salmon分期、国际分期系

统（international staging system，ISS）分期、骨髓浆

细胞比例、MBD 分级［7］、血红蛋白（hemoglobin，
Hb）、乳酸脱氢酶（Lactate Dehydrogenase，LDH）、

β2⁃微球蛋白（β2⁃microglobin，β2⁃MG）、血肌酐等

资料。其中MBD 分级 0级为无骨骼影像学异常，

1级为严重弥漫性骨质疏松，2级为一个解剖学部

位发生一个或多个溶骨性损害，3级为多个解剖学

部位发生多个溶骨性损害，4级为严重溶骨性损害

并发病理性骨折；Hb、LDH、β2⁃MG、血肌酐均采用

罗氏诊断产品（上海）有限公司 COBAS INTEGRA
800型全自动生化分析仪检测。

1.2.2 LMR、MCL1、DKK1检测

所有研究对象均于入院第 2 d 清晨空腹取肘

静脉血 5 mL：①采用德国 Sysmex 2100 型全自动

血细胞分析仪检测淋巴细胞计数与单核细胞计

数，计算 LMR；②静置 30 min 后，3 000 r/min 离心

15 min，离心半径 10 cm，取上层血清，放于-80℃低

温保存，采用德国CobasE601型电化学发光免疫分

析仪测定血清 MCL1 水平；采用卡迈舒（上海）生

物科技有限公司酶联免疫吸附试验试剂盒测定血

清DKK1水平。

1.2.3 治疗方法

所有研究对象均给予以化疗为主的综合治

疗，化疗方案为长春新碱+蒽环类+地塞米松+沙利

度胺。

1.3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 22.0 处理数据，正态计

量资料以（x ± s）表示，两组间比较用 t检验，多组间

采用单因素方差分析，组内两两比较采用 SNK⁃q
检验；计数资料用 n（%）表示，采用 c2检验；LMR、

MCL1、DKK1 与骨损伤相关性分析采用 Spearman
相关系数模型；MM 患者预后不良的影响因素采

用 Cox多因素回归分析；不同 LMR、MCL1、DKK1
表达患者 3 年生存率采用 Kaplan⁃Meier 法绘制生

存曲线，组间比较采用 Log⁃rank 检验。以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同临床病理特征患者 LMR、MCL1、DKK1
表达

不同性别、年龄、M 蛋白、Durie⁃Salmon 分期、

ISS 分期、骨髓浆细胞比例、血肌酐患者 LMR、

MCL1、DKK1 表达比较，差异无统计学意义（P>
0.05）；不同 Hb、LDH、β2 ⁃MG、MBD 分级患者

LMR、MCL1、DKK1表达比较，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 1。
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临床病理特征
性别

年龄（岁）

M蛋白

Durie⁃Salmon分期

ISS分期

骨髓浆细胞比例

血肌酐（mg/dl）

Hb（g/L）

LDH（U/L）

β2⁃MG（mg/L）

MBD分级

男
女
≤60
>60
IgG
IgA

轻链型
Ⅰ~Ⅱ期
Ⅲ期

Ⅰ~Ⅱ期
Ⅲ期
≤30%
>30%
≤2.0
>2.0
≤110
>110
≤245
>245
≤5.5
>5.5

0~1级
2~3级
4级

n
75
43
83
35
65
33
20
39
79
60
58
67
51
83
35
49
69
81
37
72
46
20
72
26

LMR
5.04±0.59
4.99±0.66
5.06±0.81
4.93±0.94
5.09±0.72
5.01±0.80
4.81±0.93
5.09±0.65
4.99±0.71
5.03±0.82
5.01±0.75
5.10±0.74
4.92±0.83
5.05±0.86
4.95±0.97
4.38±0.59
5.47±0.61
5.65±0.52
3.64±0.45
5.74±0.69
3.89±0.77
6.00±0.72
5.17±0.58
3.85±0.41

t/F值

0.424

0.759

0.988

0.740

0.138

1.242

0.555

9.695

20.287

13.573

85.514

P值

0.672

0.450

0.376

0.461

0.890

0.217

0.580

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

MCL⁃1（pg/mL）
71.39±10.49
69.52±12.61
70.02±11.45
72.35±9.66
69.84±12.13
71.22±11.08
72.70±10.64
68.51±13.09
71.80±10.24
70.45±11.36
70.98±12.57
69.83±12.05
71.87±10.62
70.15±13.86
72.04±11.91
75.96±10.57
66.98±9.83
65.30±12.45
82.55±14.09
67.39±11.62
75.91±13.37
50.39±10.24
70.58±11.46
86.72±13.88

t/F值

0.865

1.055

0.508

1.494

0.241

0.958

0.704

4.739

6.697

3.661

53.189

P值

0.389

0.294

0.603

0.138

0.810

0.340

0.483

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

DKK1（ng/mL）
63.74±10.81
62.12±11.93
62.97±10.45
63.58±9.68
62.45±11.39
63.96±10.48
64.08±9.53
61.85±12.58
63.79±10.66
62.47±10.73
63.85±9.82
63.09±10.48
63.23±11.50
62.82±11.64
63.93±10.59
69.38±10.45
58.73±9.57
58.24±9.22
73.90±11.64
59.86±8.37
68.30±10.09
49.48±9.51
62.69±11.25
74.92±15.60

t/F值

0.754

0.296

0.301

0.875

0.728

0.069

0.486

5.733

7.866

4.927

25.189

P值

0.452

0.768

0.741

0.383

0.468

0.945

0.628

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

表 1 比较不同临床病理特征患者 LMR、MCL1、DKK1表达（x ± s）

Table 1 the expressions of LMR, MCL1 and DKK1 in patients with different clinicopathological features were compared（x ± s）

2.2 LMR、MCL1、DKK1与骨损伤的相关性

经 Spearman 相关性分析，MCL1（r=0.656）、

DKK1（r=0.694）与 MBD 分 级 呈 正 相 关 ，LMR
（r=-0.712）与MBD分级呈负相关（P均<0.05）。

2.3 LMR、MCL1、DKK1 与 MM 患者 3 年生存率

的关系

随访 3 年，脱落 9 例。以表 1 中 LMR、MCL1、
DKK1均值为界限，将患者分为LMR低表达（≤5.02）、

高表达（>5.02）、MCL1 低表达（≤70.71 pg/mL）、

高表达（>70.71 pg/mL）和 DKK1 低表达（≤63.15
ng/mL）、高表达（>63.15 ng/mL）患者。采用 K⁃M
法进行分析显示，LMR 低表达、MCL1 高表达、

DKK1 高表达患者 3 年生存率低于 LMR 高表达、

MCL1 低表达、DKK1 低表达患者，差异有统计

学意义（c2=11.917，P<0.001；c2=11.042，P<0.001；
c2=7.716，P=0.005）。见图1。
2.4 MM患者预后的影响因素

以MM患者预后为因变量（生存=0，死亡=1），

以 Durie⁃Salmon 分期、ISS分期、骨髓浆细胞比例、

LDH、Hb、血肌酐、MBD分级、LMR、MCL1、DKK1
为自变量，应用 Cox 多因素分析，结果显示，MBD
分级、Hb、LMR、MCL1、DKK1 是 MM 患者预后的

影响因素（P<0.05）。见表 2。

3 讨论

淋巴细胞计数、单核细胞计数是评估机体免

疫状态的指标，二者比值通过抑制局部免疫，促进

肿瘤血管形成，参与肿瘤微环境调控，可诱导肿瘤

细胞异常增殖，促进肿瘤细胞转移［8］。程盼盼等［9］
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0.2累
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生
存
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析

组别
LMR 低表达
LMR 高表达
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图 1 LMR、MCL1、DKK1与MM患者 3年生存率的关系

Figure 1 Relationship between LMR，MCL1，DKK1 and
3⁃year survival rate in MM patients

影响因素

MBD分级

Hb
LMR
MCL1
DKK1

b值

0.620
-1.551
-1.056
0.636
0.694

SE值

0.240
0.507
0.338
0.251
0.239

Wald c2

6.679
9.354
9.764
6.426
8.422

HR值

1.859
0.212
0.348
1.889
2.001

95%CI
1.159～2.983
0.148～0.304
0.259～0.467
1.167～3.059
1.224～3.271

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 2 MM患者预后的Cox多因素分析

Table 2 Cox multivariate analysis of poor prognosis in
MM patients
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研究已证实，LMR与MM患者疾病进展及预后相

关。MBD分级是评估MM患者骨损伤程度的重要

指标，其分级越高说明MM患者病情越严重。本研

究结果表明 LMR 可作为评估 MM 骨损伤的重要

指标。另外，有学者还指出，LMR是预测恶性肿瘤

患者临床预后的一个强有力生物标志物［10］。本研

究中，LMR 低表达可能降低 MM 患者 3 年生存

率。杨万波等［11］研究亦指出，低 LMR预示着骨质

瘤临床预后较差。分析上述结果产生机制可能与

炎症反应所致淋巴细胞计数减少和单核细胞产生

的肿瘤相关巨噬细胞增多，影响宿主抗肿瘤免疫

应答作用，导致肿瘤细胞生长速度加快有关。提

示 LMR对MM患者预后具有一定预测价值。

MCL1是线粒体凋亡通路中重要因子，通过抑

制 bax、BH3蛋白表达，可参与细胞周期调节，发挥

癌基因作用。朱婕等［12］通过 120例MM患者发现，

MCL1与MM临床分期存在正相关，可用于评价患

者骨损伤，支持本研究结果。提示MCL1有望成为

评估MM患者骨损伤的潜在指标。近年来，诸多研

究表明DKK1在溶骨性或成骨性骨质破坏、骨吸收

增加等病理进程中起着重要作用［13⁃14］。韩东海等［15］

观点认为，DKK1 水平会随着 MM 病情加重而上

升，对MM病情变化具有一定的预测价值。本研究

经 Spearman 相关性分析可知，DKK1 与 MM 患者

MBD 分级存在正相关关系，这可能是由于 DKK1
水平升高可抑制骨髓间充质干细胞向成骨细胞分

化，间接刺激局部破骨细胞活性，破坏骨代谢平衡，

诱导骨质吸收，形成恶性循环，促进骨髓瘤细胞存

活和生长，最终加快 MM 病情进展。推测抑制

DKK1 表达可能是缓解 MM 患者骨损伤的有效靶

点。本研究还表明，MCL1、DKK1高表达患者 3年

生存率低于MCL1、DKK1低表达患者，这可能归因

于MCL1、DKK1表达过度上调可抑制骨髓瘤细胞

凋亡，促进肿瘤细胞异常增殖，进而加重患者肿瘤

细胞负荷，促进肿瘤细胞转移，从而引起预后不

良。进一步经 Cox 多因素回归分析显示，MCL1、
DKK1 高表达是 MM 患者死亡的独立危险因素。

提示临床可根据MCL1、DKK1表达防范MM死亡。

综上所述，LMR、MCL1、DKK1与MM患者骨

损伤存在一定相关性，且均为患者预后的影响因

素，可为临床制定个性化治疗方案、预测预后提供

新思路。但本研究纳入样本量少，缺少部分患者

遗传学资料，因此较难明确 LMR、MCL1、DKK1水

平与遗传学异常的关系，未来仍有待进一步扩大

样本量、完善远期随访资料进行验证。
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FSH⁃PI3K/AKT/NF⁃κB蛋白在上皮性卵巢癌组织中
的表达及作用机制

路晓琳

［摘 要］ 目的 探究卵泡雌激素（FSH）⁃磷脂酞肌醇 3激酶/蛋白激酶 B（PI3K/AKT）/核转录因子

κB（NF⁃κB）蛋白对上皮性卵巢癌的影响。方法 选取邯郸市中心医院手术切除的上皮性卵巢癌组织

（32例）、卵巢交界性肿瘤组织（32例）、卵巢良性肿瘤组织（32例）、正常卵巢组织（32例），对比不同卵巢

组织中 FSHR、p⁃AKT、NF⁃κB蛋白阳性表达率，分析各蛋白之间相关性，并分析 FSH对 SKOV⁃3、3AO细

胞生长、侵袭促进作用。结果 上皮性卵巢癌组织 FSHR、p⁃AKT、NF⁃κB蛋白阳性表达率：卵巢交界性

肿瘤组织>卵巢良性肿瘤组织>正常卵巢组织，差异有统计学意义（P<0.05）；上皮性卵巢癌组织中 FSHR、

p⁃AKT、NF⁃κB蛋白之间呈正相关（P<0.05）；SKOV⁃3细胞于 FSH浓度 40 mIU/ml作用 48 h时细胞增殖率

最大，不同浓度，比较差异有统计学意义（P<0.05），不同时间点，差异无统计学意义（P>0.05）；3AO细胞

于 FSH浓度 40 mIU/mL作用 24 h时细胞的增殖率最大，不同浓度、不同时间点，比较差异有统计学意义

（P<0.05）；SKOV⁃3细胞中，与对照组相比，FSH组 p⁃AKT蛋白表达增加，LY294002组、FSH/LY294002组

p⁃AKT 蛋白表达减少（P<0.05）；FSH 组 NF⁃κB 蛋白表达高于 LY294002 组（P<0.05）；3AO 细胞中，

LY294002组、FSH/LY294002组 p⁃AKT蛋白表达少于对照组（P<0.05），FSH组 p⁃AKT蛋白表达高于对照

组、LY294002组、FSH/LY294002组（P<0.05）；FSH组胞核中NF⁃κB蛋白表达高于对照组、LY294002组、

FSH/LY294002 组（P<0.05）；4 组 SKOV⁃3、3AO 细胞中 AKT1/2 蛋白表达无明显差异（P>0.05）；对照组、

LY294002 组、FSH/LY294002 组两种细胞穿过小室的细胞数少于 FSH 组（P<0.05）。结论 FSH可能

是经由 PI3K/Akt通路上调卵巢癌细胞株 SKOV⁃3、3AO中NF⁃κB蛋白表达，促进肿瘤细胞增殖、侵袭。

［关键词］ 上皮性卵巢癌；卵泡刺激素；磷脂酞肌醇 3激酶/蛋白激酶B；核转录因子 κB

FSH⁃PI3K/AKT/NF⁃κ Expression and mechanism of B protein in epithelial ovarian cancer
LU Xiaolin
（Department of Gynecology，Handan Central Hospital，Handan，Hebei，China，056001）

［ABSTRACT］ Objective To explore follicular estrogen（FSH） ⁃ phosphatidylinositol 3 kinase /
protein kinase B（PI3K / Akt）/ nuclear transcription factor κB（NF⁃κB）Effect of protein on the occurrence
and development of epithelial ovarian cancer. Methods The epithelial ovarian cancer tissues（32 cases），

borderline ovarian tumor tissues（32 cases），benign ovarian tumor tissues（32 cases），and normal ovarian
tissues（32 cases） surgically removed in our hospital were selected to compare FSHR in different ovarian
tissues，P⁃AKT，NF⁃κB protein positive expression rate，analyze the correlation between the proteins，and
analyze the promotion of FSH on the growth and invasion of SKOV⁃3 and 3AO cells. Results The positive
expression rates of FSHR，p ⁃AKT and NF⁃κB protein in epithelial ovarian cancer tissues were higher than
those in borderline ovarian tumor tissues，benign ovarian tumor tissues，and normal ovarian tissues（P<0.05）；

FSHR and p in epithelial ovarian cancer tissues ⁃AKT and NF⁃κB protein are positively correlated（P<0.05）；
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SKOV⁃3 cells have the highest cell proliferation rate when FSH concentration is 40 mIU/ml for 48 h，and the
difference between different concentrations is statistically significant （P<0.05） There was no significant
difference at different time points（P>0.05）；the proliferation rate of 3AO cells was the largest when the FSH
concentration was 40 mIU/ml for 24 h， and the difference was statistically significant at different
concentrations and different time points（P<0.05）；In SKOV⁃3 cells，compared with the control group，the
expression of p ⁃ AKT protein in the FSH group increased，and the expression of p ⁃ AKT protein in the
LY294002 group and FSH/LY294002 group decreased（P<0.05）；the expression of NF⁃κB protein in the FSH
group was higher than that of LY294002 Group（P<0.05）；in 3AO cells，the expression of p⁃AKT protein in
the LY294002 group and FSH/LY294002 group was lower than that in the control group（P<0.05），and the
p⁃AKT protein expression in the FSH group was higher than that in the control group，LY294002 group，FSH/
LY294002 group（P<0.05）；NF⁃κB protein expression in the nucleus of FSH group was higher than that of
control group，LY294002 group，FSH/LY294002 group（P<0.05）；AKT1/2 protein expression in SKOV⁃3
and 3AO cells in 4 groups There was no significant difference（P>0.05）；the number of cells in the control
group，LY294002 group，and FSH/LY294002 group that passed through the chamber was less than that of the
FSH group（P<0.05）. Conclusion FSH may increase the expression of NF⁃κB protein in ovarian cancer cell
lines SKOV⁃3 and 3AO through the PI3K/Akt pathway，promote tumor cell proliferation and invasion，and
accelerate the occurrence and development of epithelial ovarian cancer.

［KEY WORDS］ Epithelial ovarian cancer；Follicle stimulating hormone；Phospholipid phthaloinositol
3⁃kinase/protein kinase B；Nuclear transcription factor kappa B

卵巢癌是女性常见恶性肿瘤，据统计，上皮性

卵巢癌 5 年生存率仅为 30%~40%，死亡率居于妇

科恶性肿瘤首位［1⁃2］。激素环境与卵巢癌发生发展

密切相关，过量卵泡刺激素（Follicle stimulating
hormone，FSH）刺激可能是卵巢癌发生的重要危险

因素［3］。有文献证实，FSH 通过作用于细胞表面

FSH 受体（FSHR）促使细胞内相关信号通路被激

活，从而在卵巢癌中发挥作用，但具体作用机制仍

有待探讨［4］。研究显示，磷脂酞肌醇 3 激酶/蛋白

激酶 B（Phosphatidylinositol 3 kinase/protein kinase
B，PI3K/AKT）通路在恶性肿瘤发生发展中具有重

要作用［5］。核转录因子 κB（Nuclear transcription
factor κB，NF⁃κB）属于信号通路的中枢，与细胞增

殖、凋亡联系紧密［6］。因此，本研究尝试探究 FSH⁃
PI3K/AKT 信号通路⁃NF⁃κB 蛋白对上皮性卵巢癌

发生发展的影响，旨在为临床制定治疗方案提供

依据。报告如下。

1 材料与方法

1.1 实验材料

选取邯郸市中心医院 2015 年 7 月至 2016 年

10月手术切除的上皮性卵巢癌组织（32例）、卵巢

交界性肿瘤组织（32 例）、卵巢良性肿瘤组织（32
例）、正常卵巢组织（32 例）作为研究资料来源，采

用搔刮法对人卵巢表面上皮细胞进行原代培养，

SKOV⁃3 细胞株为北京大学人民医院妇科实验室

提供；3AO 细胞株为河北医科大学第四医院实验

中心提供，均用常规 RPMI⁃1640培养基培养；注射

用重组人卵泡刺激素来自瑞士 Laboratoires Serono
SA 公司；LY294002来自美国 Promega公司。

1.2 方法

1.2.1 免疫组化法

将 4 种卵巢标本组织芯片进行 4 μm 切片，敷

贴在处理好的载玻片，置入烤箱中加热（0.5~1 h），

采用免疫组化法检测 4种卵巢组织中表达 FSHR、

p⁃AKT、NF⁃κB 蛋白的细胞比例。判定标准［7］：阳

性细胞>50%为 3分，21%~50%为 2分，10%~20%为

1 分，<10%为 0 分；细胞染色强度：黄褐色为 3 分；

黄棕色为 2 分；浅黄色为 1 分，无黄色为 0 分。细

胞染色强度与阳性细胞比例积分的乘积为最终积

分，<3分判定为阴性，≥3分判定为阳性。

1.2.2 四甲基偶氮唑蓝（Methyl thiazolyl tetrazoli⁃
um，MTT）法［8］

取对数生长期 SKOV⁃3、3AO细胞经胰酶消化

后，调整细胞浓度为 1×105/mL，每孔 100 μL 培养

于 96孔培养板中，培养 6~8 h，待细胞贴壁后，调整

培养液，分为只加培养基不加细胞的空白对照组、

不含药培养基的对照组、FSH单独处理的 FSH组、

LY294002 单独处理的 LY 组及 LY294002 作用 0.5
h后联合 FSH的 FSH/LY组，每组设 5个复孔，重复
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3次。分别培养 12、24、48、72 h后，吸出含药培养基，

采用MTT法检测药物对 SKOV⁃3、3AO细胞生长促

进作用及其与时间和浓度的关系。细胞生长增殖率

=（A加药-A空白）/（A对照-A空白）×100％。

1.2.3 Western blot蛋白印迹法

待上皮性卵巢癌细胞 SKOV⁃ 3、3AO 经 40
mIU/ml FSH（FSH 组）、10 μmol/L LY294002（LY
组）、加入 LY294002 0.5 h后联合 FSH（FSH/LY组）

处理，并设对照组，分别于 48和 24 h后倒掉培养液，

制作离心上清液，置于-70℃条件下保存，进行 SDS⁃
PAGE电泳、转膜、封闭、加一抗、二抗、洗膜、化学发

光、显影、定影、凝胶图像分析，观察 FSH 和

LY294002分别及序贯联合作用于 SKOV⁃3、3AO细

胞前后FSHR、AKT1/2、p⁃AKT、NF⁃κB蛋白的表达。

1.2.4 Transwell小室侵袭实验

调整细胞浓度为 1×105/mL，每孔上层小室中

加 200 μL 细胞悬液，24 孔板槽中加入 500 μL 含

10%胎牛血清的培养基。待细胞贴壁后，用 FSH
40 mIU/mL 和 LY294002 10 μmol/L 分别及序贯联

合作用于细胞，48 h后结晶紫染色，显微镜下观察

上层小室底部穿过的细胞情况并计数。

1.3 统计学方法

采用统计软件 SPSS 22.0 进行统计学分析，计

数资料采用 n（%）表示，行 c2检验对比，计量资料

以（x ± s）描述，多组间比较采用单因素方差分析，

进一步两两组间比较采用 LSD⁃t检验，两组间比较

采用独立样本 t检验，相关性采用 Spearman相关性

模型分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同卵巢组织 FSHR、p⁃AKT、NF⁃κB 蛋白阳

性表达细胞比率

上皮性卵巢癌组织 FSHR、p⁃AKT、NF⁃κB 蛋

白阳性表达率：卵巢交界性肿瘤组织>卵巢良性肿

瘤组织>正常卵巢组织（P<0.05），卵巢交界性肿瘤

组织、卵巢良性组织、正常卵巢组织比较，差异无

统计学意义（P>0.05）。见表 1。
2.2 上皮性卵巢癌组织中 FSHR、p⁃AKT、NF⁃κB
蛋白表达相关性

Spearman 相关性分析，上皮性卵巢癌组织中

FSHR 与 p⁃AKT、NF⁃κB 蛋白表达呈正相关（r=
0.671、0.759，P均<0.001），p⁃AKT与NF⁃κB蛋白表

达呈正相关（r=0.718，P<0.05）。

2.3 FSH 对 SKOV⁃3、3AO 细胞生长促进作用及

其与时间和浓度的关系

SKOV⁃3 细胞于 FSH 浓度 40 mIU/mL 作用 48
h 时细胞增殖率最大。不同浓度比较差异有统计

学意义（P<0.05）；不同时间点比较差异无统计学

意义（P>0.05）；3AO 细胞于 FSH 浓度 40 mIU/mL
作用 24 h 时细胞的增殖率最大，最大增殖率为

（173.92±1.92）%。不同浓度、不同时间点比较差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.4 FSH、LY294002及联合对 SKOV⁃3、3AO细胞

FSHR、p⁃AKT、AKT1/2、NF⁃κB表达的影响

SKOV⁃3 细胞中，与对照组相比，FSH 组 p⁃
AKT 蛋白表达增加，LY294002 组、FSH/LY294002
组 p⁃AKT 蛋白表达减少（P<0.05）；FSH 组 NF⁃κB
蛋白表达高于 LY294002 组（P<0.05）；3AO 细胞

中，LY294002 组、FSH/LY294002 组 p⁃AKT 蛋白表

达少于对照组（P<0.05），FSH 组 p⁃AKT 蛋白表达

高于对照组、LY294002 组、FSH/LY294002 组（P<
0.05）；FSH 组胞核中 NF⁃κB 蛋白表达高于对照

组 、LY294002 组 、FSH/LY294002 组（P<0.05）；

LY294002 组、FSH/LY294002 组少于对照组，但无

统计学差异（P>0.05）；4 组 SKOV⁃3、3AO 细胞

AKT1/2蛋白表达无明显差异（P>0.05）。见表 3。
2.5 FSH、FSH/LY、LY对 SKOV⁃3、3AO细胞的侵

袭性

对照组、FSH组、FSH/LY294002组、LY294002
组 SKOV⁃3 细胞穿过基质膜平均细胞数分别为

（26±6）、（118±19）、（38±7）、（18±5）个/高倍镜（×
200）；3AO细胞穿过基质膜平均细胞数分别为（19±
4）、（134±20）、（58±11）、（12±3）个/高倍镜（×200）。

对照组、LY294002 组、FSH/LY294002 组两种细胞

穿过小室的细胞数少于 FSH组（P<0.05）。见图 1。

组别

上皮性卵巢癌组织

卵巢交界性肿瘤组织

卵巢良性肿瘤组织

正常卵巢组织

c2值

P值

n
32
32
32
32

FSHR
27（84.38）
16（50.00）
13（40.63）
15（46.88）
15.024
0.002

p⁃AKT
18（56.25）
6（18.75）
4（12.50）
3（9.38）
24.647
<0.001

NF⁃κB
25（78.13）
13（40.63）
8（25.00）
10（31.25）
22.095
<0.001

表 1 不同卵巢组织中 FSHR、p⁃AKT、NF⁃κB蛋白阳性表

达率比较［n（%）］

Table 1 FSHR，p⁃Akt，NF in different ovarian tissues⁃κ
Comparison of the positive expression rate of B proteinn

［n（%）］
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细胞

SKOV⁃3细胞

3AO细胞

FSH（mIU/mL）
10a

20b

40c

80d

160e

F值

P值

10a

20b

40c

80d

160e

F值

P值

12 hA

137.26±0.71
141.02±1.25
143.94±1.00
139.71±0.75
141.65±1.18

193.687
<0.001

106.13±4.12
113.07±2.62
117.45±1.04
114.23±4.36
113.15±1.36

59.722
<0.001

24 hB

145.57±1.06
148.18±0.69
151.82±0.91
143.39±1.03
142.14±1.56

407.135
<0.001

114.11±2.05
139.93±5.90
173.92±1.92
172.15±3.14
154.14±2.54
1671.452
<0.001

48 hC

147.45±0.84
153.17±0.95
166.92±1.24
163.26±0.62
161.05±0.87
2337.144
<0.001

109.72±2.22
127.98±3.05
167.91±3.24
158.38±2.34
140.05±1.53
2673.086
<0.001

72 hD

137.60±2.24
144.58±0.75
151.13±1.32
137.48±0.93
131.79±1.05

960.340
<0.001

109.34±6.52
118.17±3.33
142.04±5.36
130.00±2.10
122.09±3.01

256.143
<0.001

表 2 FSH对 SKOV⁃3、3AO细胞生长促进作用及其与时间和浓度的关系（x ± s）

Table 2 growth promoting effect of FSH on SKOV⁃3 and 3AO cells and its relationship with time and concentration（x ± s）

注：a vs b vs c vs d vs e P<0.05；A vs B vs C vs D P>0.05。

细胞

SKOV⁃3细胞

3AO细胞

组别

对照组

FSH组

FSH/LY294002组

LY294002组

F值

P值

对照组

FSH组

FSH/LY294002组

LY294002组

F值

P值

FSHR
1.26±0.17bc

1.31±0.07acd

1.37±0.25bd

1.27±0.31c

1.658
0.180

0.29±0.032bc

0.32±0.041acd

0.28±0.035b

0.28±0.029b

9.614
<0.001

p⁃AKT
1.70±0.42bcd

2.64±0.32ac

1.22±0.26b

1.22±0.41b

111.481
<0.001

0.82±0.020bcd

0.94±0.002acd

0.64±0.022bd

0.36±0.008bc

8551.261
<0.001

AKT1/2
1.12±0.22
1.19±0.28
1.16±0.34
1.15±0.26

0.344
0.794

1.55±0.024
1.56±0.039
1.55±0.027
1.54±0.040

1.928
0.129

NF⁃κB
0.91±0.23bcd

1.47±0.45dc

0.83±0.19bd

0.35±0.57bc

43.747
<0.001

0.21±0.50bc

1.26±0.67dcd

0.57±0.29bd

0.19±0.21bc

38.662
<0.001

表 3 FSH、LY294002及联合对 SKOV⁃3、3AO细胞 FSHR、p⁃AKT、AKT1/2、NF⁃κB表达的影响

Table 3 Effects of FSH，LY294002 and their combination on FSHR，p⁃Akt，AKT1 / 2 and NF in SKOV⁃3 and 3AO cells⁃κ
The influence of B expression

注：与同一细胞对照组相比，aP<0.05；与同一细胞 FSH组相比，bP<0.05；与同一细胞 FSH/LY294002组相比，cP<0.05；与同一细胞 LY294002

组相比，dP<0.05。

160
140
120
100
80
60
40
20
0

In
va

si
on

ce
lls

3AO

control
FSH
FSH/LY
LY

SKOV⁃3

aP<0.05 bP<0.05

3 讨论

国内卵巢癌中 80%~90%为上皮性卵巢癌，普

遍认为与遗传、环境、内分泌等因素有关［9］。近年

来，随着分子生物学在恶性肿瘤发病机制中的研

究不断进步，细胞因子及相关信号通路与恶性肿

瘤发生发展的关系为探索肿瘤发生、增殖、侵袭提

供了新思路、新途径。

FSH 是腺垂体分泌的糖蛋白激素，主要作用

是加速窦前卵泡、窦状卵泡颗粒细胞增殖分化，激

活颗粒细胞芳香化酶促进雌二醇等物质合成、分

泌，在女性内分泌和生殖功能中具有重要作

用［10］。相关研究表明，FSH 与卵巢癌发生发展有

关，且在卵巢癌组织表面上皮有 FSHR 的表达，说

明 FSH的确参与卵巢癌发生发展过程［11］。本研究

结果显示，SKOV⁃3细胞于 FSH浓度 40 mIU/mL作

用 48 h时细胞增殖率最大，具有浓度依赖性，3AO
细胞于 FSH浓度 40 mIU/mL作用 24 h时细胞的增

注：与 FSH 组 3AO 细胞穿过小室的细胞数相比，aP<0.05；与 FSH

组 SKOV⁃3细胞穿过小室的细胞数相比，bP<0.05。

图 1 FSH、FSH/LY、LY对 SKOV⁃3、3AO细胞的侵袭性

Figure 1 Invasiveness of FSH，FSH / ly and ly on SKOV⁃3
and 3AO cells
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殖率最大，具有时间 ⁃浓度依赖性，对照组、

LY294002组、FSH/LY294002组两种细胞穿过小室

的细胞数少于 FSH 组，与闫晓楠等［12］研究报道结

果一致，说明 FSH 能够促进上皮性卵巢癌细胞株

SKOV⁃3、3AO 生长、增殖、侵袭的作用。本研究还

显示，上皮性卵巢癌组织 FSHR、p⁃AKT、NF⁃κB蛋

白阳性表达率高于卵巢交界性肿瘤组织、卵巢良

性肿瘤组织、正常卵巢组织，且上皮性卵巢癌组

织中 FSHR、p⁃AKT、NF⁃κB 蛋白之间呈正相关，

提示 FSH 在上皮性卵巢癌发生发展中的作用可

能与 p⁃AKT、NF⁃κB蛋白有关。PI3K/Akt信号通路

是一种以促增殖、抗凋亡为主要作用的信号传导通

路，其中 PI3K属于磷脂酰肌醇依赖激酶家族成员，

在调节细胞骨架构筑、细胞增殖、分化过程中发挥重

要作用，Akt属于该通路最主要的靶酶，活化形式为

p⁃Akt，可抑制细胞凋亡［13］。已有报道证实，NF⁃κB
蛋白作为 PI3K/Akt 信号通路的下游分子，是 AKT
抗凋亡信号的靶点，可导致肿瘤细胞不能及时凋

亡，促使肿瘤细胞增殖，加速恶性肿瘤发生［14］。

本研究表明，SKOV⁃3、3AO细胞中，与对照组相

比，FSH组 p⁃AKT蛋白、胞核中NF⁃κB蛋白表达增

加，LY294002组、FSH/LY294002组 p⁃AKT蛋白表

达减少，胞核中NF⁃κB蛋白略有减少，说明FSH可能

是经由 PI3K/Akt通路上调卵巢癌细胞株 SKOV⁃3、
3AO中NF⁃κB的表达，促进肿瘤细胞增殖、侵袭，在

PI3K抑制剂LY294002的特异性抑制作用下，p⁃AKT
蛋白、胞核中NF⁃κB蛋白呈下调趋势。分析原因，可

能是由于 FSH 通过结合细胞膜上的 FSHR，激活

PI3K，促使Akt磷酸化，从而导致PI3K/Akt信号通路

异常活化，并通过降解作用促使NF⁃κB从复合物中

解离，转位至细胞核中，引发其转录活性，进而加快

细胞增殖、侵袭，经LY294002处理后 FSH作用被逆

转，对PI3K/Akt信号通路异常活化产生抑制作用，阻

滞NF⁃κB核移位，最终下调卵巢癌细胞增殖、侵袭能

力［15］。因此，FSH⁃PI3K/AKT信号通路⁃NF⁃κB蛋白

有望成为临床治疗上皮性卵巢癌的新靶点。

综上可知，FSH 可能经由 PI3K/Akt 通路上调

NF⁃κB的表达，促进上皮性卵巢癌肿瘤细胞增殖、

侵袭。
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MAIT细胞及其分泌因子表达与肺结核病情严重程
度的关系

李福利 刘捷凌 冷霞 孙晓柯 阮祥林★

［摘 要］ 目的 探究血粘膜相关恒定 T 细胞（MAIT）及其分泌因子干扰素⁃γ（IFN⁃γ）、肿瘤坏死

因子⁃α（TNF⁃α）、颗粒酶 B（Granzyme B）、白细胞介素 17（IL⁃17）表达与肺结核患者病情严重程度的关

系。方法 选取 2017年 1月至 2019年 3月入院治疗的肺结核患者 142例，根据患者肺结核的不同类型

分组：初治组（n=68）和复治组（n=74），根据肺部病灶范围分组：A组（1~2个肺野）（n=62）、B组（3~4个肺

野）（n=45）和 C 组（5~6 个肺野）（n=35），根据肺部是否有空洞分组：空洞组（n=59）和无空洞组（n=
83）。并选取 45 例健康志愿者作为对照组，采用流式细胞仪检测各组外周血 MAIT 细胞及其分泌因子

IFN⁃γ、TNF⁃α、Granzyme B 及 IL⁃17 水平。结果 肺结核组患者外周血 MAIT 细胞比例、分泌 IFN⁃γ、
TNF⁃α 及 Granzyme B 的 MAIT 细胞比例显著低于对照组，分泌 IL⁃17 的 MAIT 细胞比例显著高于对照

组，差异均有统计学意义（P<0.05）。A组、B组及 C组患者外周血MAIT细胞及其分泌细胞因子水平比

较差异有统计学意义（P<0.05），其中A组MAIT细胞及分泌 IFN⁃γ、TNF⁃α及Granzyme B水平高于 B组

和 C组，分泌 IL⁃17水平低于 B组和 C组，差异均有统计学意义（P<0.05），初治组与复治组、空洞组与无

空洞组外周血MAIT细胞比例及其分泌细胞因子水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。结论 肺结核

患者外周血MAIT细胞功能存在明显缺陷，病灶范围较广的患者MAIT细胞功能缺陷更明显，临床检测

MAIT细胞功能可为肺结核患者病情评估提供参考。

［关键词］ 肺结核；粘膜相关恒定 T细胞；分泌细胞因子；病情严重程度

The relationship between MAIT cells，their excreted factors and the severity of tuberculosis
LI Fuli，LIU Jieling，LENG Xia，SUN Xiaoke，RUAN Xianglin★

（Department of the Third Ward of Tuberculosis，Henan Chest Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450003）

［ABSTRACT］ Objective To explore the relationship between expression of mucosal⁃associated in⁃
variant T（MAIT）cells，their excreted factors［interferon⁃γ（IFN⁃γ），tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α），

granzyme B（Granzyme B），interleukin 17（IL⁃17）］and the severity of tuberculosis patients. Methods A to⁃
tal of 142 tuberculosis patients who were admitted to the hospital from January 2017 to March 2019 were en⁃
rolled. According to different types of tuberculosis，they were divided into the initial treatment group（n=68）and
the re⁃ treatment group（n=74）. According to the ranges of lung lesions，they were divided into group A（1⁃2
lung fields）（n=62），group B（3⁃4 lung fields）（n=45）and group C（5⁃6 lung fields）（n=35）. According to
presence or absence of lung cavities，they were divided into the cavity group（n=59）and the non⁃cavity group
（n=83）. Another 45 healthy volunteers were enrolled as the control group. The number of MAIT cells and their
secreted factors（IFN⁃γ，TNF⁃α，Granzyme B，IL⁃17）in peripheral blood in each group were detected by
flow cytometry. Results The proportions of MAIT cells in peripheral blood，and proportion of MAIT cells se⁃
creting IFN⁃γ，TNF⁃α and Granzyme B in the tuberculosis group were significantly lower than those in the
control group，while the proportion of MAIT cells secreting IL⁃17 was significantly higher than that in the con⁃
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肺结核是结核分枝杆菌感染肺部引起的呼吸

系统疾病，属于慢性传染病［1］。人体感染结核分

枝杆菌不一定发病，90%以上的人群感染后可长

期处于潜伏状态，但当机体抵抗力降低或细胞介

导的变态反应增高时，会引起临床发病［2］。因此，

肺结核的发生发展不仅和结核分枝杆菌的数量和

毒力有关，还与宿主自身免疫功能密切相关。现

代免疫学研究也证实，复杂的细胞免疫调节系统

与肺结核的病情发展有关［3］。粘膜相关恒定 T 细

胞（mucosal⁃associated invariant T cell，MAIT）是体

内高度保守的天然免疫 T 细胞，在启动自身免疫

活化，分泌效应分子对抗微生物感染中有重要的

作用［4⁃5］。越来越多的证据表明，MAIT 细胞介导

免疫反应在多种疾病的发生发展中有重要作

用［6 ⁃ 7］。本研究将通过检测肺结核患者外周血

MAIT 细胞及其分泌细胞因子水平，分析外周血

MAIT 细胞功能与患者病情严重程度的关系，以

期进一步明确 MAIT 细胞与肺结核疾病进展的

关系。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2017 年 1 月至 2019 年 3 月入院治疗的

142例肺结核患者作为肺结核组。纳入标准：①肺

结核的诊断标准参考《肺结核诊断的治疗指南》［8］；

②年龄>18 岁；③患者及家属自愿参与，且签署知

情同意书。排除标准：①抗结核治疗应用免疫调

节剂；②合并恶性肿瘤、自身免疫系统疾病等；

③严重心、肝、肾功能不全；④孕妇和哺乳期女性；

⑤存在认知障碍和沟通障碍。同时选取 45例健康

志愿者作为对照组。两组性别比例、年龄、体质指

数比较差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。本研

究已通过医院伦理委员会审批。

1.2 患者分组

肺结核患者入院后 1周内完成胸片或胸部 CT
检查，并了解其相关病例资料。根据患者肺结核

的不同类型，分为初治组（n=68）和复治组（n=
74）。根据影像学表现分组：①肺部病灶范围分

组：A 组（1~2 个肺野）（n=62）、B 组（3~4 个肺野）

（n=45）和C组（5~6个肺野）（n=35）；②肺部是否有

空洞分组：空洞组（n=59）和无空洞组（n=83）。

1.3 检测方法

采集受试者空腹肘部静脉血 5 mL，抗凝处理

后，加入淋巴细胞分离液分离单个核细胞，分别加

入 CD3、CD8、CD161 抗体，常温下避光孵育 30
min，清洗后上流式细胞仪（美国Beckman Coulter公
司）进行检测，其中 CD8 +CD161 +标记细胞即为

MAIT。再分选上述 MAIT 细胞（密度 2×105 个/
mL），分别加入干扰素⁃γ（interferon⁃γ，IFN⁃γ）、肿瘤

坏死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）、颗粒

酶B（Granzyme B）及白细胞介素 17（interleukin⁃17，
IL ⁃ 17）抗体，检测 MAIT 细胞中 IFN⁃γ、TNF⁃α、
Granzyme B及 IL⁃17的表达，流式抗体均购自美国

Santa Cruz公司。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 19.0 软件进行数据分析，服从正态

分布的计量资料以（x ± s）表示，方差齐性两组比较

采用 t检验，多组比较采用单因素方差分析，组间

两两分析采用 SNK⁃q法；计数资料以 n（%）表示，

采用 c2检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

组别

肺结核组

对照组

t/c2值

P值

n
142
45

性别（男/女）

82/60
24/21
0.271
0.603

年龄（岁）

47.29±7.21
46.83±8.16

0.361
0.718

体质指数（kg/m2）

23.59±2.15
23.82±2.26

0.618
0.538

表 1 两组患者基线资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of baseline data between 2 groups（x±s）

trol group（P<0.05）. The differences in levels of MAIT cells and their excreted cytokines in groups A，B and
C were statistically significant（P<0.05）. The levels of MAIT cells，IFN⁃γ，TNF⁃α and Granzyme B in group
A were higher than those in groups B and C，while level of IL⁃17 was lower than that in groups B and C（P<
0.05）. The differences in the proportion of MAIT cells and levels of their excreted cytokines between the initial
treatment group and the re⁃treatment group，the cavity group and the non⁃cavity group were not statistically sig⁃
nificant（P >0.05）. Conclusion There are obvious defects in the function of MAIT cells in the peripheral
blood of pulmonary tuberculosis patients，and the functional defects of MAIT cells in patients with a wider
range of lesions are more obvious. The clinical detection of MAIT cell function can provide a reference for the
evaluation of the condition of pulmonary tuberculosis patients.

［KEYWORDS］ Tuberculosis；Mucosal⁃associated invariant T cell；Secreted cytokine；Disease severity
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2 结果

2.1 两组外周血MAIT细胞及其分泌细胞因子水

平比较

肺结核组患者外周血 MAIT 细胞比例、分泌

IFN⁃γ、TNF⁃α、Granzyme B的MAIT细胞比例显著

低于对照组，分泌 IL⁃17的MAIT 细胞比例显著高

于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.2 不同肺结核类型患者外周血MAIT细胞及其

分泌细胞因子水平比较

初治组和复治组患者外周血 MAIT 细胞比例

及其分泌细胞因子水平比较差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 3。

2.3 不同病灶范围患者外周血MAIT细胞及其分

泌细胞因子水平比较

不同肺部病灶范围患者外周血MAIT细胞及其

分泌细胞因子水平比较差异有统计学意义（P<0.05），

其中A组MAIT细胞及分泌 IFN⁃γ、TNF⁃α及Gran⁃
zyme B水平均高于B组和C组，分泌 IL⁃17水平低于

B组和C组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表4。

2.4 不同空洞表现患者外周血MAIT细胞及其分

泌细胞因子水平比较

空洞组和无空洞组患者外周血 MAIT 细胞及

其分泌细胞因子水平比较差异无统计学意义（P>
0.05）。见表 5。

3 讨论

1993年，MAIT细胞首次在肠黏膜淋巴组织中

被发现，其是一类表达半恒定 T细胞受体的 T淋巴

细胞［9］。不同于传统 T 淋巴细胞可表达多种 T 细

胞受体识别多种抗原，MAIT细胞仅能限制性识别

主要组织相容性复合体 1b 分子，呈现出高度保守

性［10］。MAIT细胞起源于造血干细胞，在人体血液

和肝脏内数量丰富，可参与抵抗病原体、肠道免

疫、维持上皮细胞稳态等过程。

近年来研究显示，MAIT细胞在宿主防御感染

性病原体的免疫反应中有重要的调控作用，可能是

天然的、抗感染、抗炎因素［11］。相关临床研究结果

也显示，聚集于肠黏膜中的MAIT细胞在肠炎疾病

中具有保护性作用［12］。病原体入侵后，MAIT细胞

可以识别来源于细菌和酵母菌的抗原，活化后的

组别

肺结核组

对照组

t值
P值

n

142
45

MAIT细胞
（%）

3.37±0.88
5.93±1.42
14.468
<0.001

IFN⁃γ
（%）

7.84±2.07
12.61±3.21

11.662
<0.001

TNF⁃α
（%）

3.45±1.10
5.37±1.62

9.025
<0.001

Granzyme B
（%）

1.43±0.42
2.37±0.65
11.337
<0.001

IL⁃17
（%）

5.24±1.56
3.73±1.14

6.000
<0.001

表 2 两组外周血MAIT细胞及其分泌细胞因子水平比较

（x ± s）

Table 2 Comparison on levels of MAIT cells and cytokines
in peripheral blood between 2 groups（x ± s）

表 3 不同肺结核类型患者外周血MAIT细胞及其分泌

细胞因子水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison on levels of MAIT cells and cytokines
in peripheral blood among patients with different types of

tuberculosis（x ± s）

组别

初治组

复治组

t值
P值

n

68
74

MAIT细胞
（%）

3.46±0.92
3.21±0.80

1.731
0.086

IFN⁃γ
（%）

7.97±2.13
7.62±1.95

1.022
0.308

TNF⁃α
（%）

3.62±1.28
3.31±1.02

1.602
0.111

Granzyme B
（%）

1.49±0.48
1.38±0.35

1.569
0.119

IL⁃17
（%）

5.13±1.66
5.47±1.51

1.278
0.203

组别

空洞组

无空洞组

t值
P值

n
59
83

MAIT细胞（%）

3.27±0.79
3.52±0.92

1.690
0.093

IFN⁃γ（%）

7.71±1.84
8.05±2.26

0.952
0.342

TNF⁃α（%）

3.31±0.95
3.62±1.18

1.669
0.097

Granzyme B（%）

1.41±0.48
1.45±0.40

0.540
0.590

IL⁃17（%）

5.53±1.43
5.11±1.72

1.536
0.127

表 5 不同空洞表现患者外周血MAIT细胞及其分泌细胞因子水平比较（x ± s）

Table 5 Comparison on levels of MAIT cells and cytokines in peripheral blood among patients with different cavity
manifestations（x ± s）

组别

A组

B组

C组

F值

P值

n

62
45
35

MAIT细胞
（%）

3.81±1.02
3.29±0.75a

2.63±0.70ab

20.824
<0.001

IFN⁃γ
（%）

8.43±2.51
7.19±1.98a

6.32±1.82a

12.138
<0.001

TNF⁃α
（%）

4.37±1.35
3.16±1.02a

2.73±0.84a

27.624
<0.001

Granzyme B
（%）

1.73±0.52
1.32±0.41a

1.18±0.33a

20.242
<0.001

IL⁃17
（%）

4.65±1.42
5.53±1.78a

6.11±1.84a

9.485
<0.001

注：与A组比较，aP<0.05；与 B组比较，bP<0.05。

表 4 不同病灶范围患者外周血MAIT细胞及其分泌细胞

因子水平比较（x ± s）

Table 4 Comparison on levels of MAIT cells and cytokines
in peripheral blood among patients with different ranges of

lesions（x ± s）
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MAIT 细胞可聚集于感染灶，可迅速分泌细胞因

子，主要是 IFN⁃γ 和 TNF⁃α，杀伤受损的细胞，并

调节树突状细胞等免疫细胞功能。MAIT 细胞是

一种具有同源表型的细胞亚型，占人类外周血 T
细胞的 1%~10%［13］。本研究结果这与既往研究报

道感染性疾病患者外周血 MAIT 细胞的数量减少

相符［14］。但MAIT 细胞在肺结核患者肺组织中的

表达情况还不清楚，后期将努力收集其肺组织样

本，观察MAIT细胞在感染部位免疫应答情况。

目前，MAIT细胞对于铜绿假单胞菌、分支杆菌

属的抗菌作用已在相关鼠类模型中明确，上述感染

模型中 MAIT 细胞数量减少，而细菌负荷增加［15］，

但 MAIT 细胞发挥抗菌活性的具体机制还不清

楚。活化的MAIT细胞可迅速分泌细胞因子及细胞

毒性产物，包括 IFN⁃γ、TNF⁃α、Granzyme B及 IL⁃17
等。通过流式细胞术发现，肺结核患者外周血

MAIT 细胞分泌细胞因子功能也发生改变，分泌

IFN⁃γ、TNF⁃α 及 Granzyme B 等细胞因子能力减

弱，而分泌 IL⁃17 因子能力增强，这与报道指出

MAIT细胞在不同疾病中呈现的功能不同相符［16］。

Böttcher 等［17］研究报道，MAIT 细胞在疾病状态中

分泌的细胞因子由 Th1 型转向 Th17 型，与本文结

果相符。本研究分析结果进一步说明 MAIT 细胞

及其功能与肺结核的进展密切相关。但本研究纳

入病例数较少，后续将扩大样本量进行验证。

综上所述，肺结核患者外周血MAIT细胞功能

存在明显缺陷，病灶范围较广的患者MAIT细胞功

能缺陷更明显。但患者体内免疫调节网络是复杂、

多面的，MAIT细胞及其分泌因子在不同疾病状态

下所起的作用也不尽相同。MAIT细胞在肺结核中

的作用机制尚未彻底明确，仍需进一步研究阐明其

免疫机制。MAIT细胞功能应用于肺结核病情判断

和相关治疗将是本课题未来的研究方向。
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仰卧位手法牵引对神经根型颈椎病患者血清炎症因
子的影响

马军廷 张振国★ 袁燕 姬生辉

［摘 要］ 目的 观察仰卧位手法牵引治疗对神经根型颈椎病（CSR）患者血清炎症因子的影响。

方法 随机选取本院 103例CSR患者为研究对象，按照随机数字表法分为观察组（n=52）和对照组（n=51），

对照组给予药物及颈部按摩治疗，观察组在对照组基础上加以仰卧位手法牵引治疗。比较两组治疗前后颈

椎功能、血清 IL⁃1β、IL⁃8、NF⁃kB水平、症状体征改善及临床疗效。结果 与治疗前相比，治疗 4周及随访 3
个月后，两组视觉模拟评分法（VAS）、颈椎功能障碍指数评分量表（NDI）评分均显著降低，颈椎病疗效评定

标准（JOA）评分均显著升高，两组临床症状评分均显著降低，且治疗后组间比较差异均有统计学意义（P<
0.05）。治疗 4周后，两组血清 IL⁃1、IL⁃8、NF⁃κB水平均显著降低，差异均有统计学意义（P<0.05）。与治疗

前相比，治疗 4周及随访 3个月后，两组临床症状评分均显著降低，且治疗后组间比较差异均有统计学意义

（P<0.05）。观察组愈显率、总有效率均高于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。结论 仰卧位手法牵

引治疗可明显改善CSR患者腰椎功能和症状体征，纠正血清炎症因子水平，具有一定的效果，值得推荐。

［关键词］ 神经根型颈椎病；颈椎功能；NDI评分；白介素⁃1β；白介素⁃8

Effect of supine manipulation traction on serum inflammatory cytokines in patients with
cervical spondylotic radiculopathy
MA Junting，ZHANG Zhenguo★，YUAN Yan，JI Shenghui
（Department of Rehabilitation Medicine，Liaocheng People  s Hospital，Liaocheng，Shandong，China，
252000）

［ABSTRACT］ Objective To observe the effect of manual traction therapy in supine position on se⁃
rum inflammatory factors in patients with cervical spondylotic radiculopathy（CSR）. Methods 103 CSR pa⁃
tients in the hospital were randomly selected as the research subjects，and they were divided into the observa⁃
tion group（n=52）and the control group（n=51）according to the random number table method. The control
group was given drugs and neck massage，and the observation group applied supine manipulation traction on
the basis of the control group. The cervical spine function，the levels of IL⁃1β，IL⁃8 and NF⁃κB，improve⁃
ment status of symptoms and signs and clinical efficacy were compared between the two groups before and af⁃
ter treatment. Results After 4 weeks of treatment and 3 months of follow⁃up，the scores of visual analogue
scale（VAS）and neck disability index（NDI）in the two groups were significantly reduced while the score of
Japanese Orthopedic Association（JOA）was significantly increased，the scores of clinical symptoms were sig⁃
nificantly reduced compared with before treatment，and the differences between the groups after treatment
were statistically significant（P<0.05）. After 4 weeks of treatment，the levels of serum IL⁃1，IL⁃8 and NF⁃kB
in the two groups were significantly reduced，and the differences were statistically significant（P<0.05）. Com⁃
pared with before treatment，after 4 weeks of treatment and 3 months of follow ⁃ up，the clinical symptom
scores of the two groups were significantly reduced，and the differences between the groups after treatment
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were statistically significant（P<0.05）. The recovery rate and total effective rate of the observation group were
higher than those of the control group，and the differences were statistically significant（P<0.05）. Conclusion
Supine manipulation traction can significantly improve the lumbar function，symptoms and signs of CSR pa⁃
tients，and correct the levels of serum inflammatory factors in CSR patients CSR. It has a certain effect and is
worth recommending.

［KEY WORDS］ Cervical spondylotic radiculopathy；Cervical spine function；NDI score；Interleukin⁃
1β；Interleukin⁃8

神经根型颈椎病（cervical spondylot⁃ic radicu⁃
lopathy，CSR）是颈椎疾病的一种，多由单侧或双侧

脊神经根遭受压迫或刺激所致，发病原因与年龄、

外伤或软组织劳损、生活习惯等因素相关，主要表

现为颈部及上身组织僵硬、麻胀感、局部组织炎症

等，严重者还伴随部分组织感觉及功能障碍，严重

影响患者正常生活［1］。研究发现，颈椎疾病与机体

炎症因子的表达有关，其中颈椎生理疼痛可刺激

机体促炎因子活化，并促进白介素⁃1β（Interleukin⁃
1β，IL⁃1β）、白细胞介素⁃8（Interleukin⁃8，IL⁃8）等炎

症因子的表达［2］。临床上药物治疗可在一定程度

上起到缓解疼痛及肌肉痉挛的作用，但是对组织

功能及机体炎症的改善效果有限，且长期用药存

在毒副反应，因而需采取有效的辅助治疗手段促

进患者颈肩功能恢复。仰卧位手法牵引治疗是通

过拉伸锻炼组织的方法松弛肌肉、神经，以增加局

部组织血液流通，缓解神经压迫，进而促进组织功

能恢复，临床上广泛应用于身体机能恢复锻炼

中［3］。本研究主要探究仰卧位手法牵引治疗 CSR
效果，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

随机选取 2019年 3月至 2020年 1月期间本院

收治的 103 例 CSR 患者为研究对象。纳入标准：

①符合《颈椎病诊治与康复指南》［4］中相关诊断标准；

②年龄 40~70岁；③认知功能正常；④研究经医院伦

理会批准，所有患者均签署知情同意书。排除标准：

①严重肝肾等脏器功能障碍者；②骨质疏松等其他

关节疾病、有颈椎外伤史者；③合并心脑血管疾病患

者。按照随机数字表法分为观察组和对照组，两组

一般资料比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表1。
1.2 治疗方法

对照组：给予盐酸乙哌立松（卫材药业，国药

准字 H20133175）、塞来昔布（G.D.Searle LLC，美

国，国药准字 J20140072）基础药物治疗。盐酸乙

哌立松口一日 3 次，每次 1 片，饭后服用；塞来昔

布，一日 2 次，每次 1 片，与食物同服。颈部按摩：

康复治疗师抚摩、推搓患者颈肩部位并逐步延伸

至肩臂，力度以患者感觉适中为宜，时间为 5~10
min；按摩结束后轻轻拍打患者颈肩部位以松弛肌

肉，时间为 3 min。每天 1次，连续治疗 4周。

观察组：在对照组基础上加以仰卧位手法牵引

治疗，操作如下：①颈肩拉伸牵引，患者取仰卧位，康

复治疗医师两手分别置于患者后颈及下颌处，缓缓

发力牵引，力度可根据患者感觉进行调整，持续牵引

2~3 min；②颈肩旋转牵引，康复治疗师两手分别置于

患者后颈及下颌部位，缓缓转动颈部向两侧牵引，牵

引力度及角度根据患者体感调整，每侧持续牵引

1~2 min。③神经放松，患者颈部枕软枕，康复治疗师

轻轻按揉颈肩及头颈部位以松弛肌肉、舒缓神经，持

续按摩20 min。每周治疗2~3次，共治疗4周。

1.3 疗效评估

1.3.1 颈肩功能［5⁃7］

治疗前后分别采用视觉模拟评分法（visual an⁃
alogue scale，VAS）、颈椎功能障碍指数评分量表

（The Neck Disability Index，NDI）、日本整形外科学

会（Japanese Orthopedic Association，JOA）评估两组

颈肩功能。

1.3.2 血清炎性因子检测

分别于治疗前 1天及治疗结束 1天后，取患者

清晨空腹静脉血 3~5 mL，采用酶联免疫吸附测定

组别

观察组

对照组

c2/t值
P值

n

52
51

性别

男

44（84.62）
44（86.27）

0.02
0.893

女

8（15.38）
7（13.73）

年龄（岁）

49.47±4.32
50.13±4.56

0.75
0.453

病程（年）

2.16±0.42
2.27±0.41

1.34
0.182

表 1 两组一般临床资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of general clinical data between the two
groups［n（%），（x ± s）］
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法测定两组血清 IL⁃1β、IL⁃8 及核因子⁃κB（Nucle⁃
ar factor⁃k⁃gene binding，NF⁃κB）水平，试剂盒均购

自武汉三鹰生物技术有限公司，检测用多功能酶

标仪购自江苏英诺华医疗技术有限公司。

1.3.3 症状体征评估

参照《颈椎疾病临床评价量表的信度与效度

研究》［8］中颈椎疾病的临床症状评分标准进行评

分，根据症状的严重程度依次给予 0、2、4分，分值

越高症状越严重。

1.3.4 临床疗效评估

治疗后，参照《中医病症诊断疗效标准》［9］评估

两组疗效，治愈：主要症状消失，颈肩部功能基本恢

复；显效：症状基本消失，颈肩部位功能显著改善；有

效：部分症状改善，颈肩部位功能部分恢复，不影响

正常活动；无效：临床症状无改善，正常活动受限。

愈显率=痊愈+显效，总有效率=痊愈+显效+有效。

1.4 统计学处理

采用统计软件 SPSS 19.0 处理数据，计数资料

采用 n（%）表示，采用 c2检验，计量资料采用（x ± s）

表示，采用 t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 颈椎功能比较

与治疗前相比，治疗 4 周及随访 3 个月后，两

组 VAS、NDI 评分均显著降低（P<0.05），JOA 评分

均显著升高（P<0.05），且治疗后组间比较差异均

有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.2 血清炎症因子水平比较

治疗 4 周后，两组血清 IL⁃1β、IL⁃8、NF⁃κB 水

平均显著降低（P<0.05），且治疗后组间比较差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 症状体征比较

与治疗前相比，治疗 4 周及随访 3 个月后，两

组临床症状评分均显著降低（P<0.05），且治疗后

组间比较差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 4。
2.4 临床疗效比较

治疗后，观察组愈显率、总有效率均高于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 5。

组别

观察组

对照组

t值
P值

VAS评分（分）

治疗前

6.78±2.12
7.13±2.15

0.83
0.407

治疗 4周后

3.86±1.03a

4.74±1.22a

3.96
<0.001

随访 3个月

2.14±0.57ab

3.43±0.57ab

11.48
<0.001

NDI评分（分）

治疗前

36.72±7.21
37.28±6.89

0.40
0.688

治疗 4周后

19.26±4.33ab

26.59±4.22ab

8.70
<0.001

随访 3个月

12.47±3.36ab

17.59±4.16ab

6.88
<0.001

JOA评分（分）

治疗前

8.82±2.11
8.34±2.05

1.17
0.244

治疗 4周后

14.67±3.44ab

10.22±2.51ab

7.49
<0.001

随访 3个月

15.58±3.67ab

12.22±3.13ab

4.99
<0.001

表 2 两组颈椎功能比较（x ± s）

Table 2 Comparison of cervical spine function between the two groups（x ± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05；与同组治疗 4周后比较，bP<0.05。

组别

观察组

对照组

t值
P值

IL⁃1β（μg/mL）
治疗前

81.51±12.42
80.73±12.33

0.32
0.752

治疗后

36.47±8.82a

48.66±7.59a

7.51
<0.001

IL⁃8（μg/L）
治疗前

29.52±3.29
28.81±3.77

1.02
0.311

治疗后

24.63±2.48a

27.26±3.43a

4.47
<0.001

NF⁃kB（ng/mL）
治疗前

12.36±2.32
11.57±2.66

1.61
0.111

治疗后

5.33±1.42a

8.61±2.07a

9.39
<0.001

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

表 3 两组治疗前后血清炎症因子比较（x ± s）

Table 3 Comparison of serum inflammatory factors between the two groups before and after treatment（x ± s）

组别

观察组

对照组

t值
P值

颈肩背痛

治疗前

2.62±0.46
2.54±0.43

0.91
0.364

治疗
4周后

1.02±0.31a

1.53±0.35a

7.83
<0.001

随访
3个月

0.71±0.16ab

1.23±0.22ab

13.74
<0.001

上肢麻木

治疗前

2.87±0.49
2.73±0.51

1.42
0.160

治疗
4周后

1.84±0.51a

2.21±0.62a

3.31
0.001

随访
3个月

1.47±0.35ab

2.03±0.36ab

8.01
<0.001

上肢皮肤感觉减退

治疗前

3.58±1.03
3.42±0.98

0.81
0.420

治疗
4周后

2.31±0.56a

2.79±0.63a

4.09
<0.001

随访
3个月

1.89±0.46ab

2.45±0.44ab

6.31
<0.001

肌肉压痛和紧张度

治疗前

3.47±0.88
3.52±0.74

0.31
0.760

治疗
4周后

2.31±0.47a

2.89±0.64a

5.25
<0.001

随访
3个月

1.83±0.55ab

2.28±0.74ab

3.51
0.001

表 4 两组症状体征比较（x ± s）

Table 4 Comparison of symptoms and signs between the two groups（x ± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05；与同组治疗 4周后比较，bP<0.05。
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组别

观察组

对照组

c2值

P值

n
52
51

痊愈

15（28.85）
8（15.69）

2.44
0.015

显效

24（46.15）
20（39.21）

有效

11（21.15）
15（29.41）

无效

2（3.85）
8（15.69）

愈显率

39（75.00）
28（54.90）

6.52
0.011

总有效

50（96.15）
43（84.31）

8.15
0.004

表 5 两组临床疗效比较［n（%）］

Table 5 Comparison of clinical efficacy between the two groups［n（%）］

3 讨论

CSR 属于根性痛，其发病机制一方面是由于

骨质增生或椎体破坏压迫神经导致组织疼痛、麻

木，另一方面与关节外软组织损伤及无菌性炎症

引起的组织缺氧或神经损伤有关。研究发现，椎

间盘神经部位损伤可加速炎症因子释放，促使血

管通透性增强及血管内径减小，进而引发神经、血

管炎症［10］。药物治疗多侧重消除组织炎症、缓解

组织疼痛，而无法改善患者身体机能障碍，因而治

疗后有复发风险，故寻求有效的联合治疗方法提

高治疗效果十分必要。

研究显示，仰卧位手法牵引疗法配合药物治疗

CSR能有效降低药物副作用风险，具有操作简单，见

效快等特点［11］。本研究采用仰卧位手法牵引疗法对

本院CSR患者实施治疗，发现治疗 4周后，患者颈肩

功能显著改善，证实其辅助治疗CSR的有效性。许

鸿智等［12］人采用仰卧前屈拔伸牵引治疗脊髓压迫

CSR患者后，患者疼痛症状显著减轻，颈椎功能显著

增强。本研究中，治疗后患者疼痛评分显著降低，颈

椎功能障碍显著改善，与上述研究结果一致，说明仰

卧位手法牵引疗法有助于促进颈部肌肉、组织的拉

伸，改善颈部肌肉僵直、疼痛感，促进颈椎功能恢复。

研究发现，炎症因子在 CSR 发病过程中发挥

重要作用，患者颈肩局部炎性渗出可引发组织水

肿、粘连、挛缩。IL⁃1β是炎症诱导因子之一，可通

过调节软骨细胞功能，促进软骨代谢，加快软骨组

织退化。IL⁃8在椎间盘突出细胞中表达水平显著

增加，研究认为其与颈肩、脊椎等骨科疾病的发生

有关［13］。NF⁃kB是一种促炎因子，参与机体防御反

应，可通过激活多种炎症通路，刺激炎性因子表

达。本研究结果显示，治疗后患者血清 IL⁃1β、IL⁃
8、以及NF⁃kB水平均显著降低，分析是仰卧位手法

牵引疗法通过舒缓颈肩肌肉及关节，促使颈肩组织

代谢加快，增强免疫，机体炎症得以控制。胡文杰

等人［14］采用拔伸旋转整脊手法联合颈椎牵引疗法

治疗 CSR后，发现可显著缓解患者疼痛，改善临床

症状，提高患者生活质量，与本研究结果相似。

在临床症状及疗效方面，本研究结果显示，治

疗 4 周及随访 3 个月内，两组患者颈肩背痛、上肢

麻木、上肢皮肤感觉减退、肌肉压痛和紧张度等临

床症状均显著改善，提示仰卧位手法牵引疗法在

改善 CSR临床症状及预后效果均较好。学者侯平

选［15］研究发现与坐卧位相比，仰卧位牵引疗法治

疗颈椎不稳症疗效更佳，对改善临床症状及促进

血液循环等方面的效果更好，与本研究结果一致。

综上所述，仰卧位手法牵引治疗可明显改善

CSR 患者腰椎功能和症状体征，纠正血清炎症因

子水平，具有一定的效果，值得推荐。
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肩袖损伤患者 TNF⁃α、IL⁃1β及 IL⁃10表达及与肩部
疼痛的相关性

李美慧 1 依斯哈尔巴拉提 2 卢爽 3★

［摘 要］ 目的 分析肩袖损伤患者肩峰下滑囊（SAB）组织中肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）和白细胞

介素⁃1β（IL⁃1β）及白细胞介素⁃10（IL⁃10）表达及与肩部疼痛的相关性。方法 选取 2018年 1月至 2021
年 1月本院收治的因肩袖损伤或创伤性肩关节前方不稳定进行手术治疗的 166例患者，其中 85例肩袖

损伤患者作为肩袖损伤组，81例创伤性肩关节前方不稳定患者作为肩关节不稳组。比较两组视觉模拟

（VAS）评分及 TNF⁃α、IL⁃1β、IL⁃10 水平变化情况，采用 Pearson相关分析法，绘制散点图分析肩关节疼痛

VAS评分与肩袖损伤患者 TNF⁃α、IL⁃1β及 IL⁃10的相关性。 结果 两组性别、年龄、病程及体重指数等

一般资料比较差异无统计学意义（P>0.05）。肩袖损伤组 VAS 评分及 TNF⁃α、IL⁃1β 水平均显著高于肩

关节不稳组，IL⁃10 水平显著低于肩关节不稳组，差异均有统计学意义（P<0.05）。Pearson相关性分析结

果显示，肩关节疼痛VAS评分与肩峰下滑囊组织中 TNF⁃α、IL⁃1β水平均呈正相关（P<0.05），与 IL⁃10 水

平呈显著负相关（P<0.05）。结论 肩袖损伤患者 SAB组织中 TNF⁃α、IL⁃1β及 IL⁃10水平均发生异常改

变，可能是肩袖损伤后引起肩关节疼痛的发病机制之一。

［关键词］ 肩袖损伤；肩峰下滑囊组织；肿瘤坏死因子⁃α；白细胞介素⁃１β；白细胞介素⁃10

Expression of TNF⁃α，IL⁃1β and IL⁃10 in patients with rotator cuff injury and their cor⁃
relation with shoulder pain
LI Meihui1，ISHAR Balati2，LU Shuang3★

（1. Department of Hand & Foot Microsurgery，Childrens Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region，
Urumqi，Xinjiang，China，830000；2. Department of Neurosurgery，Childrens Hospital of Xinjiang Uygur
Autonomous Region，Urumqi，Xinjiang，China，830000；3. Department of Hepatobiliary Surgery，Peoples
Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region，Urumqi，Xinjiang，China，830001）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expression of tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α），interleukin
⁃1β（ IL⁃1β）and interleukin⁃10（IL⁃10）in the subacromial bursa（SAB）tissue of patients with rotator cuff in⁃
jury and their correlation with shoulder pain. Method The clinical data of 166 patients who were treated with
surgery for rotator cuff injury or anterior instability of traumatic shoulder joint from January 2018 to January
2021 in our hospital were collected［85 cases with rotator cuff injury（rotator cuff injury group），81 cases
with anterior instability of traumatic shoulder joint（shoulder joint instability group）］. The visual analogy score
（VAS）score and the changes of TNF⁃α，IL⁃1β，and IL⁃10 levels between the two groups were compared.
The Pearson correlation analysis method was used，and the scatter diagram was drawn to analyze the correla⁃
tion between the VAS score of shoulder joint pain and TNF⁃α，IL⁃1β and IL⁃10 in patients with rotator cuff in⁃
jury. Result The VAS score and TNF⁃α and IL⁃1β levels in the rotator cuff injury group were significantly
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higher than those in the shoulder joint instability group，and the IL⁃10 level was significantly lower than that in
the shoulder joint instability group，the difference was statistically significant（P<0.05）. The results of Pearson
correlation analysis showed that the VAS score of shoulder joint pain was positively correlated with the levels of
TNF⁃α and IL⁃1β in the subacromial bursa（P<0.05），and was significantly negatively correlated with the level
of IL⁃10（P<0.05）. Conclusion Abnormal changes in TNF⁃α，IL⁃1β and IL⁃10 levels in SAB tissues of pa⁃
tients with rotator cuff injury may be one of the pathogenesis of shoulder joint pain after rotator cuff injury.

［KEY WORDS］ Rotator cuff injury；Subacromial bursa；Tumor necrosis factor⁃α；Interleukin⁃1β；

Interleukin⁃10

肩关节疼痛是临床常见的一种疾病，肩袖损

伤是导致肩关节疼痛的主要原因之一［1］。肩袖损

伤发生率与年龄增长成正比，部分肩袖损伤患者

可终身无症状。目前有关肩袖损伤引起肩关节疼

痛的病因尚未十分明确［2］。有学者认为肩峰下滑

囊（Subacromial bursa，SAB）炎症反应与肩袖损伤

患者肩关节疼痛密切相关［3］。亦有研究显示，仅存

在肩关节前方不稳定而无肩袖损伤患者，损伤较

少累及肩峰下滑囊组织［4］。本研究将通过对肩袖

损伤患者及仅存在肩关节前方不稳定而无肩袖损

伤患者的肩部疼痛程度及 SAB组织中炎性因子表

达情况进行检测，以探讨肩袖损伤患者 SAB 组织

中炎症反应与肩部疼痛的关系。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2018 年 1 月至 2021 年 1 月本院收治的

166 例因肩袖损伤或创伤性肩关节前方不稳定进

行手术治疗的患者。纳入标准：①均符合肩袖损

伤或创伤性肩关节前方不稳定相关诊断标准［5］，

因肩袖损伤或创伤性肩关节前方不稳定进行手术

治疗者；②临床资料无丢失和缺损；③具有良好

的依从性。排除标准：①肩袖损伤合并创伤性肩

关节前方不稳定或其他肩关节疾病者；②合并心

脑血管、肝肾或造血系统等严重原发性疾病者；

③合并免疫系统及全身炎症疾病者；④合并急慢

性感染病史。

其中肩袖损伤 85 例（肩袖损伤组），创伤性肩

关节前方不稳定 81例（肩关节不稳组）。肩袖损伤

组，男 45 例，女 40 例，平均年龄（41.18±5.58）岁。

肩关节不稳组，男性 41 例，女性 40 例，平均年龄

（40.57±6.19）岁。本研究经医院医学伦理委员会

批准通过，受试者均签署知情同意书。

1.2 方法

所有受检者均于术中取肩峰下滑囊组织，采

用 PBS 缓冲液反复冲洗，风干后进行称重，每 100
mg 滑膜组织中加入 1 mL 生理盐水，碾碎后制成

组织匀浆。随后转速 3 000 r/min，离心 10 min，离
心半径 10 cm；抽取上清液，置于-70℃保存。肿瘤

坏死因子 ⁃α（Tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）、

白细胞介素 ⁃1β（Interleukin⁃1β，IL⁃1β）及白细胞

介素⁃10（Interleukin⁃10，IL⁃10）均采用酶联免疫吸

附法进行检查，试剂盒购自 MultiSciences 公司，具

体操作严格按照说明书执行。

肩部疼痛程度［6］：术前采用视觉模拟评分法

（Visual analogy score，VAS）评估两组患者肩部疼

痛程度。总分 10分，0分表现无疼痛，10分为疼痛

剧烈，评估由同一医师操作。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计量资料

以（x ± s）描述，采用 t检验；相关性采用 Pearson 相

关分析法，并绘制散点图，以 P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 两组一般资料比较

两组性别、年龄、病程及体重指数等一般资料

比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

2.2 两组VAS评分及TNF⁃α、IL⁃1β、IL⁃10水平比较

肩袖损伤组VAS评分及 TNF⁃α、IL⁃1β水平均

显著高于肩关节不稳组，IL⁃10 水平显著低于肩关

节不稳组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

组别

肩袖损伤组

肩关节不稳组

t/c2值

P值

n

85
81

性别
（男/女）

40/45
41/40
0.210
0.647

平均年龄
（岁）

41.18±5.58
40.57±6.19

0.667
0.505

体重指数
（kg/m2）
22.64±4.24
21.89±3.87

1.198
0.233

病程
（年）

1.26±0.55
1.20±0.32

0.854
0.395

表 1 两组一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general data between the two groups
（x ± s）

·· 1491



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

组别

肩袖损伤组

肩关节不稳组

t值
c2值

n

85
81

VAS评分
（分）

6.69±1.02
4.29±0.63
18.134
<0.001

TNF⁃α
（pg/mL）

188.05±39.53
114.08±16.13

15.644
<0.001

IL⁃1β
（pg/mL）
4.39±0.77
2.56±0.51
17.961
<0.001

IL⁃10
（ng/L）

18.65±3.78
29.11±5.47

14.390
<0.001

表2 两组VAS评分及TNF⁃α、IL⁃1β、IL⁃10水平比较（x±s）

Table 2 Comparison of VAS score and levels of TNF⁃α，
IL⁃1 β and IL⁃10 between the two groups（x ± s）

组别
肩袖损伤组
肩关节不稳组

40

35

30

25

20

15

IL
⁃1
0(
ng

/L
)

VAS 评分（分）
0 2 4 6 8 10

R2线性=0.609

组别
肩袖损伤组
肩关节不稳组

20

15

10

5IL
⁃1

β(p
g/
m
L)

VAS 评分（分）
0 2 4 6 8 10

VAS 评分（分）
0 2 4 6 8 10

R2线性=0.553

组别
肩袖损伤组
肩关节不稳组

200
180
160
140
120
100
80

TN
F⁃

α(p
g/
m
L)

VAS 评分（分）
0 2 4 6 8 10

R2线性=0.646

图 1 TNF⁃α、IL⁃1β及 IL⁃10与VAS评分散点图

Figure 1 Scatter chart of TNF⁃α，IL⁃1β，IL⁃10 and
VAS scores

2.3 肩关节疼痛 VAS 评分与肩峰下滑囊组织中

各因子相关性分析

肩关节疼痛 VAS 评分与肩峰下滑囊组织中

TNF⁃α、IL⁃1β水平均呈正相关（r1=0.841，r2=0.834，
P<0.05），与 IL⁃10 水平呈显著负相关（r=0.758，P<
0.05）。见图 1。

3 讨论

肩袖损伤机制可分为急性损伤和慢性劳损

伤，目前由于临床医生对该病认识不足，漏诊、误

诊率较高。肩袖损伤易导致肩关节疼痛，患者也

常因肩痛而导致肩关节功能丧失［7］。国外研究

采用超声波对成年人进行流行病学调查，结果发

现 50 岁以上肩袖撕裂发生率明显增加，70 岁时

可高达 80%以上，80 岁可高达 80%［8⁃9］。但 Ken⁃
nedy 等［10］研究指出，大部分肩部疼痛明显的患

者，其 MRI 上却未显示明显的肩袖损伤，而一些

MRI 显示肩袖完全撕裂的患者，肩部疼痛却不明

显。因此，探讨肩袖损伤疼痛的原因具有重要临

床价值。

目前，临床有关肩袖损伤患者疼痛的机制尚

未明确，对其疼痛机制的研究主要集中在炎症性

疼痛与神经经源性疼痛两个方面［11］。炎症是机

体对体内外致炎因素引起的损伤所发生的防御反

应［12］。国内外研究发现，肩关节疼痛的发生、发

展与 SAB的炎症具有一定关系［13］。TNF⁃α、IL⁃1β
及 IL⁃10 等炎性因子已被证实与疼痛有关，同时

在肩袖损伤患者的肩袖与 SAB 中可检测到炎性

因子的存在［14］。

Morita等［15］通过对肩袖损伤患者 SAB进行活

检组织学发现，与对照组相比，肩峰撞击综合征和

肩袖损伤患者的急慢性炎症因子相比较而言在组

织学上更常见，而且这种细胞因子水平的高低与

损伤的严重程度相关，翻修手术与全层肩袖撕裂

患者中表达水平更高。Amaral 等［16］研究亦指出，

肩袖损伤患者的 SAB 组织中存在炎症反应，且这

些炎性细胞中加入地拉米松等药物治疗后，炎性

因子表达会降低或升高。本研究结果显示，与肩

关节不稳组相比，肩袖损伤组VAS评分及 TNF⁃α、
IL⁃1β水平更高，IL⁃10 水平更低；与创伤性肩关节

前方不稳定相比，肩袖损伤患者的肩峰下滑囊组

织炎症反应更显著，肩部疼痛亦更加显著。TNF⁃α
由单核⁃巨噬细胞系统产生及分泌，是炎症反应的

起始因子，可刺激机体合成大量的促炎因子，引起

炎性细胞移动，主要通过刺激滑膜细胞和软骨细胞

合成前列腺素 E2 和胶原酶，引起疼痛［17］。TNF⁃α
亦可通过刺激神经生长因子的合成与释放，引起疼

痛。IL⁃1β是 IL⁃1基因编码的亚型之一，作为 IL⁃1
的主要活化形式，是一种特异性的敏感炎性指

标［18］。IL⁃1β 可由纤维母细胞、软骨细胞产生，能

促进细胞浸润引起炎症和组织损伤，能增加前列

腺素 E2 的表达，而后者具有极强的致炎作用，高

浓度时可以引起疼痛［19］。IL⁃10 是机体内重要的

抗炎因子，可有效抑制炎性细胞迁移与粘附，又可

抑制炎症因子的合成与释放。Apryani 等［20］研究

发现，SAB 组织同骨关节炎滑膜具有相似的滑膜

细胞微环境（基质细胞、成纤维细胞样滑膜细胞），

相似的细胞类型和病理特征，认为 IL⁃10可能与肩

袖损伤患者 SAB发生病理改变有关。本研究进一

步分析肩袖损伤患者肩峰下滑囊组织中 TNF⁃α、
IL⁃1β 及 IL⁃10 水平与其肩关节疼痛程度发现，

TNF⁃α、IL⁃1β水平与其肩关节疼痛程度呈正相关，

IL⁃10水平与其肩关节疼痛程度呈负相关，提示肩

袖损伤导致的 SAB慢性炎症反应是导致肩袖疾病

患者肩痛的重要原因。

综上，肩袖损伤患者 SAB 组织中 TNF⁃α、

IL⁃1β 及 IL⁃10 水平均发生异常改变，可能是肩袖

损伤后引起肩关节疼痛的发病机制之一。后续有

待进一步明确上述炎性因子通过何种通路诱发肩

关节疼痛。
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口腔菌群及血炎性因子、T细胞亚群水平在复发性口
腔溃疡患者病情中变化及意义

徐剑波★ 王丹丹 彭旭霖 宋飞翔 王春笛

［摘 要］ 目的 探讨口腔菌群及血炎性因子、T细胞亚群水平在复发性口腔溃疡患者病情中的变

化及意义。方法 选择安徽医科大学附属阜阳医院口腔科 2019 年 3 月至 2021 年 3 月复发性口腔溃疡

患者 91例作为观察组；另选择本院同期健康体检者 80例作为对照组。通过实时荧光定量聚合酶链式反应

分析链球菌和韦荣氏菌的DNA浓度；采用酶联免疫吸附法测定血清肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、白介素⁃2
（IL⁃2）和白介素⁃8（IL⁃8）水平；采用流式细胞法测定 T细胞亚群水平。结果 观察组链球菌和韦荣氏菌

DNA浓度低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。观察组血清 TNF⁃α、IL⁃2和 IL⁃8水平高于对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）。观察组 CD3+、CD4+和 CD4+/CD8+低于对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。急性发作期组链球菌和韦荣氏菌DNA浓度低于愈合期组，差异有统计学意义（P<0.05）。急性发

作期组血清 TNF⁃α、IL⁃2和 IL⁃8水平高于愈合期组，差异有统计学意义（P<0.05）。急性发作期组 CD3+、

CD4+和 CD4+/CD8+低于愈合期组，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 复发性口腔溃疡患者存在口腔菌

群紊乱，炎性反应及细胞免疫功能紊乱，且与患者病情密切相关。

［关键词］ 口腔菌群；炎性因子；T细胞亚群；复发性口腔溃疡

Changes and significance of oral flora，serum inflammatory factors，and T cell subgroup
levels in patients with recurrent oral ulcers
XU Jianbo★，WANG Dandan，PENG Xulin，SONG Feixiang，WANG Chundi
（Department of Stomatology，Fuyang Hospital Affiliated to Anhui Medical University，Fuyang，Anhui，
China，236000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the changes and significance of oral flora， serum
inflammatory factors，and T cell subgroup levels in patients with recurrent oral ulcers. Methods 91 patients
with recurrent oral ulcers from March 2019 to March 2021 in the Department of Stomatology，Fuyang Hospital
Affiliated to Anhui Medical University were selected as the observation group. 80 patients with healthy physical
examination during the same period in this hospital were selected as the control group. The DNA concentration
of Streptococcus and Veillonella was detected by real ⁃ time fluorescent quantitative polymerase chain reaction
（RT⁃qPCR）. The enzyme⁃ linked immunosorbent assay was used to determine serum tumor necrosis factor ⁃α
（TNF⁃α），interleukin⁃2（IL⁃2）and interleukin ⁃8（IL⁃8）levels. Flow cytometry was used to determine the
level of T cell subsets. Results The DNA concentration of Streptococcus and Veillonella in the observation
group was lower than that in the control group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. The
levels of serum TNF⁃α，IL⁃2 and IL⁃8 in the observation group were higher than those in the control group，and
the difference was statistically significant（P<0.05）. CD3+，CD4+ and CD4+/CD8+ in the observation group were
lower than those in the control group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. The DNA
concentration of Streptococcus and Veillonella in the acute attack group was lower than that in the healing
group，and the difference was statistically significant（P<0.05）. The levels of serum TNF⁃α，IL⁃2 and IL⁃8 in
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复发性口腔溃疡属常见的一种口腔黏膜溃疡

疾病，其具体发病机制尚未完全阐明［1］。现代医

学认为，复发性口腔溃疡的发生、发展可能与局部

创伤、微生物感染、精神状态、微循环障碍、维生素

缺乏、免疫、化合物和药物、遗传及不良生活习惯

等有关［2］。复发性口腔溃疡反复发作不仅造成持

续性疼痛，且会造成咀嚼吞咽困难，严重影响患者

食欲和进食［3］。因此，采取及时有效的诊断和治疗

复发性口腔溃疡方法尤为重要。有研究结果显示，

口腔菌群、体内炎性因子水平及免疫功能状态等均

与口腔疾病的发生、发展密切相关［4⁃6］。本文研究探

讨了口腔菌群及血炎性因子、T细胞亚群水平在复

发性口腔溃疡患者病情中的变化及意义，旨在为诊

断和治疗复发性口腔溃疡提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择于 2019年 3月至 2021年 3月期间在安徽

医科大学附属阜阳医院口腔科就诊的复发性口腔

溃疡患者 91例作为观察组。纳入标准：①符合《口

腔黏膜病学》［7］中口腔溃疡的诊断标准；②至少 3次

口腔溃疡发病史；③年龄≥18岁；④患者及家属签

订知情同意书。排除标准：①合并其他口腔疾病

者；②合并急慢性感染疾病者；③重要脏器严重异

常者。纳入 91例中，男性 53例，女性 38例；年龄平

均（49.83±5.45）岁；病程平均（4.19±1.25）年；体质指

数平均（23.07±1.85）kg/m2；文化程度：小学及以下

28例，初中~高中 25例，高中以上 38例；根据病情

进展情况分为愈合期 49例和发作期 42例。另选择

同期健康体检者 80例作为对照组，其中男性 47例，

女性 33 例；年龄平均（49.34±7.48）岁；体质指数平

均（22.76±1.89）kg/m2。2组性别、年龄、体质指数和

文化程度比较，差异无统计学意义（P>0.05）。
1.2 方法

1.2.1 口腔菌群检测

1.2.1.1 标本收集：受试者均于禁饮禁食 2 h后，用

生理盐水轻微漱口，收集 1mL唾液，用无菌移液器

分装 500 μL于无菌EP管中，置 4℃冰箱保存备用。

1.2.1.2 引物设计：应用引物设计软件 Primerprim⁃
er 5.0设计链球菌、韦荣氏菌 16s rRNA基因特异性

引物（见表 1），由北京奥科生物技术有限责任公司

合成。

16s rRNA基因

链球菌口腔克隆 BP2⁃54基因

韦荣氏菌口腔克隆 BP2⁃76基因

上游引物

CACCGTATTCTGTGAGTTGC
CGAGGATAGATGAAAGGTGG

下游引物

ATTGCCGAAGATTCCCTA
CGTCCCGATTAACAGAGC

产物片段（bp）
297
270

表 1 链球菌、韦荣氏菌的引物序列及产物片段

Table 1 Primers and product fragments of Streptococcus and Vironella

1.2.1.3 标本 DNA 提取：500 μL 标本中加入十

二烷基硫酸钠（10%）87 μL 和蛋白酶 K（20 mg/
mL）3 μL，振荡混匀，65℃孵育 10 min。在混合

液中加入 NaCl 溶液（5 mol/L）125 μL 和 CTAB/
NaCl 溶液 125 μL，振荡混匀，65℃孵育 10 min。
在混合液中加入氯仿 840 μL，12 000 r/min 离心 5
min。将上清液移置另一无菌 EP 管中，加入 0.6
倍体异丙醇，-20℃下静置 30 min。12 000 r/min
离心 30 min，弃上清液，沉淀室温下风干 20 min，
加入 100 μL 灭活超纯水或灭菌 TE 重悬，20℃保

存备用。

1.2.1.4 实时荧光定量PCR：按照TIANGEN公司荧

光定量PCR试剂盒操作说明进行操作，取25 μL反应

体系，包括 2.5 μL的 10×PCR Buffer，2 μL的 dNTP
Mixture，2.5 μL的DNA模板，上下游引物（10 μmol/
L）各 0.5 μL，0.2 μL的Taq酶，16.8 μL的 ddH2O。反

应条件：预变性 95℃ 3 min；94℃ 30 s、55℃ 30 s、72℃
1 min，共30个循环；72℃ 10 min结束反应。

1.2.2 血炎性因子检测

采集受试者清晨空腹外周静脉血 5 mL，以 10

the acute attack group were higher than those in healing group，and the difference was statistically significant
（P<0.05）. CD3+，CD4+ and CD4+/CD8+ in acute attack group were lower than those in the healing group，and
the difference was statistically significant（P<0.05）. Conclusion Patients with recurrent oral ulcers have oral
flora disorder，inflammatory reaction and cellular immune function disorder，which are closely related to the
patients condition.

［KEY WORDS］ Oral flora；Inflammatory factors；T cell subsets；Recurrent oral ulcers
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cm半径，3 000 r/min，离心 10 min，收集血清，采用

酶联免疫吸附法（Enzyme⁃linked immunosorbent as⁃
say，ELISA）测定肿瘤坏死因子⁃α（Tumor necrosis
factor⁃α，TNF⁃α）、白介素⁃2（Interleukin⁃2，IL⁃2）和

白介素⁃8（Interleukin⁃8，IL⁃8）水平，人TNF⁃α ELISA
试剂盒（南京森贝伽生物科技有限公司），人 IL⁃2
ELISA试剂盒（南京森贝伽生物科技有限公司），人

IL⁃8 ELISA试剂盒（南京森贝伽生物科技有限公司），

严格依据试剂盒检测中说明书的内容进行操作。

1.2.3 T细胞亚群水平检测

采集受试者清晨空腹外周静脉血 5 mL，取每

份标本 100 μL血分别加入异硫氰基荧光素（Fluo⁃
rescein isothiocyanate，FITC）标记的免疫球蛋白

G1（Immunoglobulin G1，IgG1），藻红蛋白荧光素

（PE）标记的 CD3，FTTC标记的 CD4和 FTTC标记

的 CD8各 20 μL，充分混匀后，放置于 37℃孵育 15
min，制备密度为 1×105个/mL 的单个核细胞悬液，

上美国 BD公司流式细胞仪检测，测定 T细胞亚群

水平，采用配套软件 CyView 实时获取实验数据，

进行分析，计算CD4+/CD8+。

1.3 统计学方法

采用SPSS 25.0软件进行数据处理，计数资料用

n（%）表示，行c2检验，计量资料用（x±s）表示，两组间

比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组口腔菌群比较

观察组链球菌和韦荣氏菌的 DNA 浓度低于

对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.2 两组血清 TNF⁃α、IL⁃2和 IL⁃8水平比较

观察组血清 TNF⁃α、IL⁃2 和 IL⁃8 水平高于对

照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 两组 T细胞亚群比较

观察组 CD3+、CD4+和 CD4+/CD8+低于对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 4。
2.4 不同病情口腔菌群比较

急性发作期组链球菌和韦荣氏菌 DNA 浓度

低于愈合期组，差异有统计学意义（P<0.05）。见

表 5。

2.5 不同病情血炎性因子比较

急性发作期组血清 TNF⁃α、IL⁃2 和 IL⁃8 水平

高于愈合期组，差异有统计学意义（P<0.05）。见

表 6。

2.6 不同病情 T细胞亚群比较

急性发作期组 CD3+、CD4+和 CD4+/CD8+低于

愈合期组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 7。

组别
观察组
对照组
t值
P值

n
91
80

链球菌DNA
7.93±0.54
9.17±0.68
13.275
<0.05

韦荣氏菌DNA
7.10±0.45
8.29±0.54
15.714
<0.05

表 2 两组口腔菌群比较（x ± s）

Table 2 Comparison of oral flora between 2 groups（x ± s）

组别

观察组
对照组
t值
P值

n
91
80

TNF⁃α（pg/mL）
16.74±2.38
9.82±1.86
20.975
<0.05

IL⁃2（pg/mL）
39.74±5.43
21.23±3.28

26.526
<0.05

IL⁃8（ng/L）
76.83±7.65
52.14±5.89

23.403
<0.05

表 3 两组血清 TNF⁃α、IL⁃2和 IL⁃8水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of serum TNF⁃α，IL⁃2 and IL⁃8 levels
between 2 groups（x ± s）

组别

观察组
对照组
t值
P值

n
91
80

CD3+（%）

65.23±3.71
76.72±4.65

17.953
<0.05

CD4+（%）

34.38±3.12
40.92±2.97

13.987
<0.05

CD4+/CD8+（%）

1.29±0.31
1.82±0.27
11.844
<0.05

表 4 两组 T细胞亚群比较（x ± s）

Table 4 Comparison of T cell subsets between 2 groups（x±s）

组别

急性发作期组
愈合期组

t值
P值

n
49
42

TNF⁃α（pg/mL）
21.02±2.89
12.07±2.03

16.820
<0.05

IL⁃2（pg/mL）
51.27±6.95
27.38±4.26

19.367
<0.05

IL⁃8（ng/L）
91.28±8.98
61.07±6.20

18.364
<0.05

表 6 不同病情炎性因子比较（x ± s）

Table 6 Comparison of inflammatory factors in different
conditions（x ± s）

组别
急性发作期组

愈合期组
t值
P值

n
49
42

链球菌 DNA
7.47±0.59
8.36±0.47

7.866
<0.05

韦荣氏菌DNA
6.48±0.46
7.76±0.39
14.183
<0.05

表 5 不同病情口腔菌群比较（x ± s）

Table 5 Comparison of oral flora in different conditions
（x ± s）

表 7 不同病情 T细胞亚群比较（x ± s）

Table 7 Comparison of T cell subsets in different conditions
（x ± s）

组别
急性发作期组

愈合期组
t值
P值

n
49
42

CD3+（%）
61.42±3.26
70.82±3.98

12.384
<0.05

CD4+（%）
30.96±3.14
37.89±2.97

10.760
<0.05

CD4+/CD8+（%）
1.02±0.35
1.59±0.23

9.014
<0.05
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3 讨论

流行病学调查显示，复发性口腔溃疡发生率

较高，且容易复发［8⁃9］。口腔菌群的稳定对口腔内

环境的稳定性维持尤为重要，通常口腔正常菌群

与宿主间保持动态平衡，从而发挥保护宿主作用，

若菌群失调，则会损伤宿主而产生相应疾病。唾

液菌群（如链球菌、韦荣氏菌等）为口腔黏膜与口

腔中的正常菌群［10⁃11］。研究显示，口腔菌群变化参

与了口腔溃疡发生、发展。当唾液菌群中链球菌、

韦荣氏菌含量下降时，将不利于口腔黏膜稳定性

的维护，故而可导致复发性口腔溃疡的发生［12］。

机体免疫功能维持主要依赖于各种免疫因

子、免疫细胞及免疫细胞亚群间的平衡。T 细胞

亚群是评价机体免疫功能重要指标，分为 CD3+、

CD4+和 CD8+细胞，所有 T 淋巴细胞 CD3+均阳性，

按功能分为 CD4+和 CD8+以及调节性 T 细胞，而

CD4+、CD8+是机体重要的免疫调控细胞，CD4+细

胞分为 Th1 和 Th2 两个细胞亚群，分别介导细胞

免疫应答和辅助体液免疫应答。而 CD8+细胞主

要功能是特异性直接杀伤靶细胞，其能够作为监

测机体免疫功能的指标［13⁃14］。CD4+是诱导性和辅

助性 T 细胞，是调控免疫反应最重要的枢纽细

胞。CD8+是抑制性和细胞毒性 T 细胞，是免疫反

应中的直接杀伤性细胞。通常情况下，CD4+和

CD8+细胞处于平衡状态，而其中 CD4+细胞的辅助

作用以及 CD8+细胞的免疫抑制作用对机体正常

免疫功能的维持具有重要作用。而当 CD4+/CD8+

比值降低时，说明机体免疫功能处于失衡状态，

从而容易引起多种疾病［15］。本研究结果说明复

发性口腔溃疡患者细胞免疫功能下降，且与患者

病情进展密切相关。

炎性因子与口腔溃疡发生、发展密切相

关［16］。TNF⁃α 主要由肥大细胞、巨噬细胞和单核

细胞产生的细胞因子，其水平的过度释放是溃疡

病的特异性病理因素。TNF⁃α能够对中性粒细胞

发挥显著的趋化作用，将其趋化至病损部位，发挥

显著的免疫细胞调节作用［17］。当 TNF⁃α介导的炎

性反应作用于口腔黏膜上皮时，可导致组织溶解、

水肿、破溃。IL⁃2 是具有多种生物活性的一种细

胞因子，主要是 Th1类细胞分泌的一种促炎因子，

由活化的 CD4+T细胞分泌。IL⁃8作为一种抗炎因

子，属炎症和损伤时的主要抗炎因子，同时也是参

与复发性口腔溃疡发病的病理过程。在早期口腔

溃疡损伤处的炎症细胞、内皮细胞及角化细胞可

能分泌大量的 IL⁃8，活化炎症细胞，诱导 T细胞游

离到病损处，共同作用，从而形成口腔溃疡［18］。本

研究结果说明复发性口腔溃疡患者存在明显炎性

反应。

综上所述，复发性口腔溃疡患者存在口腔菌

群紊乱，炎性反应及细胞免疫功能紊乱，且与患者

病情密切相关。
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二甲双胍联合miR⁃145对胃癌 BGC823细胞增殖凋
亡及AKT信号通路的影响

田春阳 1★ 刘晓政 1 范军朝 2

［摘 要］ 目的 探讨二甲双胍联合 miR⁃145 对胃癌 BGC823 细胞增殖凋亡的影响及其机制。

方法 将 miR⁃145 mimic 及其阴性对照转染至胃癌 BGC823 细胞中并记为 miR⁃145 组和 NC 组，并以未

转染细胞作为对照组，RT⁃PCR检测细胞中miR⁃145的表达；MTT法检测不同浓度（0、2.5、5、10、20和 40
mmol/l）二甲双胍对 BGC823 细胞增殖的影响，并并筛选出合适的作用浓度。将 BGC823 细胞随机分为

未处理组（未做处理）、二甲双胍组（给予 10 mmol/L二甲双胍处理 72 h）、miR⁃145组（转染miR⁃145 mim⁃
ics）和二甲双胍+miR⁃145组（转染miR⁃145 mimics后，给予 10 mmol/L二甲双胍处理 72 h），采用MTT法

和流式细胞仪分别检测各组细胞中存活率和凋亡率，Western blot 检测细胞中 CyclinD1、Bcl⁃2和 p⁃AKT
蛋白的表达。结果 与对照组相比，miR⁃145组细胞中miR⁃145的表达明显升高（P<0.05），而NC组细胞

中miR⁃145表达与对照组比较差异无统计学意义（P>0.05）；与空白对照组（0 mmol/L）相比，二甲双胍处

理组中细胞的存活率均显著降低（P<0.05），且呈时间⁃剂量依赖性。与未处理组相比，二甲双胍组、miR⁃
145组和二甲双胍+miR⁃145组细胞存活率明显降低，凋亡率明显升高（P<0.05），细胞中 CyclinD1、Bcl⁃2
和 p⁃AKT 蛋白显著降低，且二甲双胍+miR⁃145 组的作用强度明显大于二甲双胍组或 miR⁃145 组（P<
0.05）。结论 上调 miR⁃145 表达可增强二甲双胍抑制胃癌 BGC823 细胞增殖促进细胞凋亡的作用，其

分子机制可能与抑制AKT信号通路有关。

［关键词］ 胃癌；二甲双胍；miR⁃145；细胞增殖；细胞凋亡

Effects of metformin combined with miR⁃145 on proliferation，apoptosis and AKT signal⁃
ing pathway in gastric cancer BGC823 cells
TIAN Chunyang1★，LIU Xiaozheng1，FAN Junchao2

（1. Department of Gastroenterology，Nanyang Central Hospital，Nanyang，Henan，China，473000；2. Depart⁃
ment of Anesthesiology，the First Affiliated Hospital of Henan University，Zhengzhou，Henan，China，475000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of metformin combined with miR⁃145 on prolifera⁃
tion and apoptosis of gastric cancer BGC823 cells and its mechanism. Methods MiR⁃145 mimic and its nega⁃
tive control were transfected into BGC823 cells of gastric cancer and recorded as miR ⁃ 145 group and NC
group，and untransfected cells as control group，the expression of miR⁃145 in cells was detected by RT⁃PCR.
The effect of different concentrations（0，2.5，5，10，20 and 40 mmol/L）of metformin on the proliferation of
BGC823 cells was tested by MTT method and the appropriate concentration was selected.BGC823 cells were
randomly divided into untreated group（untreated），metformin group（treated by 10 mmol/L metformin for 72
h），miR⁃145 mimics group（transfected with miR⁃145 mimics）and metformin+miR⁃145 group（after transfec⁃
tion of miR⁃145 mimics，treated by 10 mmol/L metformin for 72 h），the survival rate and apoptosis rate in
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each group were separatly measured by MTT and flow cytometry，and the expressions of CyclinD1，Bcl⁃2 and
p⁃AKT proteins in the cells were checked by Western blot. Results Compared with the control group，the ex⁃
pression of miR⁃145 was significantly higher in the miR⁃145 group（P<0.05），but there was no significant differ⁃
ence between the NC group and the control group（P>0.05）；compared with the blank control group（0 mmol/L），
the survival rate of cells in the metformin group was significantly lower（P<0.05），and in time⁃dose⁃dependent.
Compared with the untreated group，the cell survival rate of metformin group，miR⁃145 group and metformin+
miR⁃145 group were decreased significantly，the apoptosis was increased significantly，and the expressions of
CyclinD1，Bcl⁃2 and p⁃AKT proteins were reduced significantly，and the action intensity of metformin+miR⁃
145 group was significantly greater than that of metformin group or miR⁃145 group（P<0.05）. Conclusion Up
regulation of miR⁃145 can enhance the effect of metformin on the proliferation and apoptosis of gastric cancer
BGC823 cells，and its molecular mechanism may be related to inhibition of AKT signaling pathway.

［KEY WORDS］ Gastric cancer；Metformin；MiR⁃145；Cell proliferation；Cell apoptosis

微小 RNA（microRNA，miRNA）是一类非编码

短序列的 RNA，多数 miRNAs 在胃癌的组织或细

胞中异常表达，参与肿瘤细胞的增殖凋亡等生物

学过程，调控着胃癌的发生发展［1⁃2］。近年来有研

究指出，miR⁃145 在胃癌中异常低表达，与胃癌的

恶性增殖和转移关系密切［3⁃4］，以 miR⁃145 为治疗

胃癌靶点的研究备受关注。二甲双胍是临床上常

用的一种口服降糖药，其在胃癌治疗中也表现出

良好的抗肿瘤作用［5⁃6］。有研究指出，miR⁃145联合

二甲双胍具有协同抑制人结肠癌细胞株 HCT116
增殖的作用［7］。本研究旨在阐明 miR⁃145 联合二

甲双胍抗胃癌的可行性，并探讨其可能的分子机

制，以期为胃癌的治疗提供新的策略和理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

人胃癌细胞株 BGC823 购于中国科学院上海

细胞库。RPMI1640培养基、新生牛血清、Trizol试
剂 和 Lipofectamine 2000 购 于 美 国 Invitrogen 公

司。miR⁃145 mimic、阴性对照 NC 和 PCR 引物购

于上海吉玛制药技术有限公司。噻唑蓝（Methyl⁃
thiazolyldiphenyl⁃tetrazolium bromide，MTT）试剂和

二甲基亚枫购于 Sigma⁃Aldrich 公司，逆转录⁃聚合

酶链反应（Reverse Transcription⁃Polymerase Chain
Reaction，RT⁃PCR）试剂和细胞裂解液购于北京全

式金生物技术有限公司，甘油醛 ⁃3⁃磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde ⁃ 3 ⁃ phosphate dehydrogenase，GAP⁃
DH）抗体购于 Bioworld 公司，细胞周期素 D1（Cy⁃
clin D1）抗体购于美国 Cell Signaling Technology公

司，磷酸化蛋白激酶 B（Phosphorylated protein ki⁃
nase B，p⁃Akt）抗体、B 淋巴细胞瘤⁃2 基因（B⁃cell

lymphoma⁃2，Bcl⁃2）抗体、辣根过氧化酶标记的羊

抗鼠/兔 IgG购于美国 Santa Cruz公司，聚偏二氟乙

烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜和增 强 化 学

发 光（ enhancedchemiluminescence，ECL）试剂盒

购于美国Millipore公司，逆转录试剂盒、凋亡检测

试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司，二喹

啉甲酸（Bicinchoninic acid，BCA）蛋白定量试剂盒

购于美国 Thermo公司。

1.2 主要仪器

HERA cell240 CO2 细胞培养箱购于德国 Her⁃
aeus 公司，Meddel680 酶标仪、Western blot 转膜系

统购于美国 BIO⁃RAD 公司，Moflo XDP 流式细胞

仪购于美国 Beckmancoulter 公司，Mastercycler pro
梯度 PCR仪购于美国 Eppendorf 公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养与转染

用含 10%胎牛血清、0.1 mg/mL 链霉素和 100
U/mL 青霉素的 RPMI1640培养基在 CO2体积分数

为 5%、温度为 37℃和湿度饱和的细胞培养箱中培

养 BGC823细胞。取对数生长期的 BGC823细胞，

以每孔 106个细胞种植到 6 孔细胞板上，于培养箱

内常规培养过夜。待细胞汇合度超过 70%时进行

转染。实验分为对照组（未转染）、NC组（转染阴性

对照 NC）和 miR⁃145 组（转染 miR⁃145 mimic），参

照转染试剂 Lipofectamine 2000使用说明书步骤根

据上述分组进行转染。孵育 6 h后，更换含血清的

培养基继续培养。48 h后，采用 RT⁃PCR检测各组

细胞中miR⁃145的表达水平，以评价其转染效果。

1.3.2 RT⁃PCR检测

采用 Trizol 法提取对照组、NC 组和 miR⁃145
组细胞的总 RNA，并以紫外分光光度计对总 RNA
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进行浓度和纯度的定量。以 RNA 为模板，参照逆

转录试剂盒步骤合成 cDNA。再跟据上海吉玛公

司合成的 miR⁃145 引物（上游 5′ATTATATTGTC⁃
CAGTTTTCCCAGG ⁃ 3′ ，下 游 5′ ⁃ AAAGGTT ⁃
GTTCTCCACTCTCTCTC⁃3′）及内参 U6 引物（上

游 5′⁃ATTGGAACGATA⁃CAGAAGATT⁃3′和下游

5′⁃GGAACGCTTCACGAATTTG⁃3′），以 50 μL 反

应体系（上下游引物各 1 μL、dNTP Mix 1 μL、Taq
DNA 聚合酶 1 μL、cDNA 模板 2 μL 和 ddH2O 44
μL）按照反应条件（94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性

50 s，60 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 50 s，共循环 35次；

最后 72℃后延伸 6 min）进行 PCR扩增，取 5 μL扩

增产物进行琼脂糖凝胶电泳，采用 2⁃△△Ct法计算各

组BGC823细胞中miR⁃145的表达水平。

1.3.3 MTT法检测

取对数生长期 BGC823 细胞，以每孔 5×103个

细胞种植到 96 孔细胞板上，置于细胞培养箱内培

养 24 h。设置空白对照组（0 mmol/L二甲双胍）和

二甲双胍处理组（加入 2.5、5、10、20 和 40 mmol/L
二甲双胍），并设置无细胞的调零孔。根据实验分

组加入二甲双胍分别作用 24、48和 72 h。其中，每

个浓度设置 3 个复孔。参照文献［8］上酶标仪检测

各组细胞在 570 nm 波长处的光密度值（optical
density，OD 值），根据公式计算各组细胞的存活

率。细胞存活率（%）=（二甲双胍组OD值⁃调零组

OD 值）/（空白对照组 OD 值-调零组 OD 值）×
100%。每组实验重复检测 3次。

1.3.4 流式细胞仪检测

取对数生长期 BGC823 细胞，以每孔 3×104个

细胞种植于 6孔细胞板上，孵育 24 h后，将其随机

分为未处理组（不做处理）、二甲双胍组（加入 10
mmol/l二甲双胍）、miR⁃145组（转染miR⁃145 mim⁃
ic）和二甲双胍+miR⁃145 组（转染 miR⁃145 mimic
后加入 10 mmol/l 二甲双胍），根据实验分组对

BGC823细胞进行转染和药物处理后，于细胞培养

箱内培养 72 h，参照凋亡检测试剂盒说明书步骤

检测各组细胞的凋亡率。参照 1.2.3中的方法检测

各组细胞的存活率。每组实验重复检测 3次。

1.3.5 Western blot检测

收集未处理组、二甲双胍组、miR⁃145 组和二

甲双胍+miR⁃145 组细胞，于冰上加入细胞裂解液

提取总蛋白，所提总蛋白经BCA法检测定量后，与

上样缓冲液等量混合，上 SDS⁃PAGE 凝胶电泳分

离，然而采用转膜仪将其转至 PVDF 膜上，以封闭

液（含 50 g/l 脱脂奶粉）处理 2 h 后，分别依次加入

1∶500倍稀释的一抗于 4℃反应 24 h、1∶2 000倍稀

释的辣根过氧化酶标记的二抗于 37 ℃反应 1 h，抗
原抗体充分反应后，以 ECL化学发光剂显色，成像

仪成像，以GAPDH为内参，Image J软件分析。

1.4 数据分析

采用 SPSS 20.0 软件进行统计学分析，计数资

料（x ± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，

组间比较采用 SNK⁃q检验，两组间比较采用独立

样本 t检验。以 P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 转染后胃癌BGC823细胞中miR⁃145的表达

NC组细胞中miR⁃145表达与对照组比较差异

无统计学意义（P>0.05），但 miR⁃145 组中 miR⁃145
表达较对照组显著升高，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

2.2 二甲双胍对胃癌BGC823细胞增殖的影响

以不同浓度二甲双胍处理胃癌 BGC823细胞

24、48 和 72 h 后，MTT 法筛选出接近半数抑制浓

度的二甲双胍。与空白对照组（0 mmol/L）相比，二

甲双胍处理组中细胞的存活率均显著降低（P<
0.05），且呈时间⁃剂量依赖性。在 72 h 作用时间

下，10 mmol/L 二甲双胍对 BGC823 细胞的抑制作

用接近半数抑制浓度，故后期选用 10 mmol/L浓度

的二甲双胍作用 72 h进行实验。见表 2。
2.3 二 甲 双 胍 单 独 或 联 合 miR ⁃ 145 对 胃 癌

BGC823细胞增殖凋亡的影响

与未处理组相比，二甲双胍组、miR⁃145 组和

二甲双胍+miR⁃145 组细胞的存活率显著降低，凋

亡率显著升高，且二甲双胍+miR⁃145 组的作用强

度明显大于二甲双胍组或 miR⁃145 组（P<0.05）。

见图 1和表 3。

组别

对照组

NC组

miR⁃145组

F值

P值

miR⁃145
1.00

0.96±0.07
3.65±0.34a

177.513
0.000

表1 转染后各组胃癌BGC823细胞中miR⁃145的表达（x±s）

Table 1 The relative expression of miR⁃145 in gastric
cancer BGC823 cells after transfection（x ± s）

注：与对照组相比，aP<0.05。
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浓度（mmol/L）
0
2.5
5
10
20
40
F值

P值

24 h
100

95.12±2.03a

88.52±2.15a

73.73±2.01a

68.42±1.33a

57.67±1.05a

315.332
0.000

48 h
100

91.23±5.78a

76.36±4.59a

65.49±3.67a

53.38±2.89a

46.80±2.36a

96.595
0.000

72 h
100

85.07±5.64a

67.65±4.59a

50.28±3.35a

45.01±2.94a

40.48±2.15a

132.707
0.000

注：与 0 mmol/L相比，aP<0.05。

表 2 二甲双胍对胃癌BGC823细胞存活率的影响（x ± s）

Table 2 Effect of metformin on survival rate of gastric
cancer BGC823 cells（x ± s）

2.4 二甲双胍单独或联合miR⁃145对胃癌BGC823
细胞中CyclinD1、Bcl⁃2和 p⁃AKT蛋白表达的影响

与未处理组相比，二甲双胍组、miR⁃145 组和

二甲双胍+miR⁃145组中三种蛋白的表达水平均显

著降低，且二甲双胍+miR⁃145 组显著低于二甲双

胍组或miR⁃145组（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

肿瘤的发生发展是一个复杂的过程，miRNA
在其中发挥着原癌基因或抑癌基因的调控作用。

miR⁃145 是一种高度保守的 miRNA，定位于 5q32
染色体上，可通过多种途径调控细胞的增殖和凋

亡过程，参与肿瘤的发生与演变。miR⁃145 在肾

细胞癌组织中的表达显著下调，与肿瘤的分期、

肿瘤大小等密切相关［9］；上调肝癌或宫颈癌细胞

中miR⁃145表达可通过抑制癌细胞的增殖、侵袭和

迁移并诱导细胞凋亡［8，10］。另外，miR⁃145 还可通

过抑制 MRP1 表达增强乳腺癌对化疗药物阿霉素

的敏感性［11］。可见，miR⁃145与多种肿瘤的发生发

展密切相关，其有望成为肿瘤治疗的潜在靶点。

二甲双胍是常用的降糖药，同时其还对多种肿瘤

表现出较好的抗肿瘤作用。例如，二甲双胍通过降

低H3K27三甲基化抑制卵巢癌细胞的增殖和迁移，

促进癌细胞凋亡［12］；同时，二甲双胍还可以通过调

控 miRNAs 表达参与抑制胰腺癌细胞增殖［13］。已

有学者指出，miR⁃145在胃癌组织和患者外周血中

低表达，参与肿瘤细胞的恶性增殖、凋亡和转移过

程［4，6］；二甲双胍能够抑制胃癌的生长［14⁃15］。本研究

结果与王钟林［8］等所得出的 miR⁃145 联合二甲双

胍具有协同抑制结肠癌 HTC116 细胞增殖的结果

相吻合，同时也与朱明霞等［16］研究指出的上调

miR⁃145 表达可增强顺铂诱导胃癌细胞凋亡机制

相吻合。这提示，上调miR⁃145表达和二甲双胍联

合具有协调抑制胃癌细胞生长的作用。

CyclinD1是细胞周期G1期进入 S期的正向调

控因子，也是一种重要的原癌基因，其过度表达可

引起细胞增殖失控，促进肿瘤的发生；Bcl⁃2是公认

的细胞凋亡抑制因子，可通过介导多种信号通路

参与细胞的凋亡过程；AKT是 PI3K/AKT信号通路

的关键分子，p⁃AKT 是 AKT 的活化状态，活化的

AKT可调控下游相关基因如 CyclinD1、Bcl⁃2的表

达抑制细胞增殖和促进细胞凋亡，参与肿瘤的发

生发展；CyclinD1、Bcl⁃2和 p⁃AKT均在胃癌的发生

发展过程中发挥着重要作用［17］。本研究结果发

现，二甲双胍单独或与 miR⁃145 mimics 联合均

能够降低胃癌 BGC823 细胞中 CyclinD1、Bcl⁃2
和 p⁃AKT 蛋白的表达水平，且二甲双胍联合

miR⁃145 mimics 的作用明显大于二甲双胍单独作

用。已研究证实，在胶质母细胞瘤中miR⁃145的丢
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图 1 流式细胞仪检测各组细胞的凋亡

Figure 1 The apoptosis of cells in each group was detected
by flow cytometry

注：与未处理组相比，aP<0.05；与二甲双胍组相比，bP<0.05。

组别

未处理组

二甲双胍组

miR⁃145组

二甲双胍+miR⁃145组

F值

P值

细胞存活率（%）

100
50.13±5.12a

67.85±5.36a

37.25±3.34ab

402.777
0.000

细胞凋亡率（%）

3.62±0.55
22.56±2.18a

13.64±1.12a

36.74±2.25ab

625.312
0.000

表 3 各组BGC823细胞存活率和凋亡率的比较（x ± s）

Table 3 Comparison of BGC823 cell survival rate and
apoptosis rate in each group（x ± s）

组别

未处理组

二甲双胍组

miR⁃145组

二甲双胍+miR⁃145组

F值

P值

CyclinD1
0.65±0.05
0.38±0.03a

0.46±0.03a

0.31±0.02ab

164.936
0.000

Bcl⁃2
0.38±0.03
0.19±0.02a

0.27±0.02a

0.09±0.01ab

301.833
0.000

p⁃AKT
0.47±0.03
0.25±0.02a

0.38±0.03a

0.13±0.02ab

306.808
0.000

注：与未处理组相比，aP<0.05；与二甲双胍组相比，bP<0.05。

表 4 各组BGC823细胞中CyclinD1、Bcl⁃2和 p⁃AKT蛋白

的相对表达量

Table 4 The relative expression of CyclinD1，Bcl⁃2 and
p⁃AKT proteins in BGC823 cells of each group
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失可导致细胞增殖分子 Cyclin D1表达过多［18］；结

果提示，miR⁃145 可通过抑制 AKT 信号通路的活

化增强二甲双胍抗胃癌的作用。

总之，二甲双胍联合 miR⁃145 具有更强的抗

胃癌作用，其可能通过抑制 AKT 信号通路协调

抑制胃癌细胞增殖并诱导细胞凋亡。本研究仅

从体外细胞水平上阐述了二甲双胍联合 miR⁃145
抗胃癌的作用，后续还需从体内动物实验加以

验证。
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miRNA⁃10a、GATA6在肝细胞癌组织中的表达及意义

余袁媛 曾新桃★

［摘 要］ 目的 探讨微小 RNA⁃10a（miRNA⁃10a）、核转录因子GATA6在肝细胞癌（HCC）组织中

的表达及意义。方法 选取本院 2017年 6月至 2019年 6月 92例经手术切除治疗的肝细胞癌（HCC）患

者，术后取癌组织及癌旁组织，采用逆转录⁃聚合酶链反应（RT⁃PCR）检测miRNA⁃10a、GATA6 mRNA 表

达水平，比较癌组织及癌旁组织中miRNA⁃10a、GATA6 mRNA表达水平，分析miRNA⁃10a、GATA6 mRNA
表达水平与 HCC 患者临床病理特征的相关性，采用 Cox 比例风险回归模型分析 miRNA⁃10a、GATA6
mRNA表达水平与HCC患者预后的关系。结果 HCC患者癌组织miRNA⁃10a、GATA6 mRNA相对表达

量高于癌旁组织，差异有统计学意义（P<0.05）。HCC患者癌组织中miRNA⁃10a、GATA6 mRNA表达水平

与 TMN 分期、分化程度、乙肝、肝硬化、淋巴结转移、肿瘤直径有关（P<0.05），与年龄、性别无关（P>
0.05）。Cox比例风险回归模型分析结果显示，TMN分期增高、中高分化、乙肝、肝硬化、淋巴结转移、肿

瘤直径≥5 cm、miRNA⁃10a、GATA6 mRNA 表达水平过高是影响 HCC 患者预后的独立危险因素（P<
0.05）。结论 HCC 患者 miRNA⁃10a、核转录因子 GATA6 呈高表达状态，不同临床病理特征患者

miRNA⁃10a、GATA6表达存在差异，两者有望成为HCC发展和预后的评估指标。

［关键词］ 肝细胞癌；miRNA⁃10a；核转录因子GATA6

Expression and significance of miRNA⁃10a and GATA6 in hepatocellular carcinoma tis⁃
sues
YU Yuanyuan，ZENG Xintao★

（Department of Hepatobiliary Surgery，Mianyang Central Hospital，Mianyang，Sichuan，China，621000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the expression and significance of microRNA⁃10a（miRNA⁃
10a）and nuclear transcription factor GATA6 in hepatocellular carcinoma（HCC）tissues. Methods A total of
92 HCC patients undergoing surgical resection in the hospital from June 2017 to June 2019 were enrolled. The
cancer tissues and para⁃cancerous tissues were collected after surgery to detect the expression levels of miRNA⁃
10a and GATA6 mRNA by reverse transcription⁃polymerase chain reaction（RT⁃PCR）. The expression levels
of miRNA⁃10a and GATA6 mRNA in cancer tissues and para⁃cancerous tissues were compared. The correlation
between the two indicators and clinicopathological characteristics in HCC patients was analyzed. The relation⁃
ship between miRNA⁃10a，GATA6 mRNA and prognosis of HCC patients was analyzed by Cox proportional
hazard regression model. Results The relative expression levels of miRNA⁃10a and GATA6 mRNA in cancer
tissues were higher than those in para⁃cancerous tissues（P<0.05）. The expression levels of miRNA⁃10a and
GATA6 mRNA in cancer tissues of HCC patients were related to TMN staging，differentiation degree，hepati⁃
tis B，cirrhosis，lymph node metastasis and tumor diameter（P<0.05），but not related to age or gender（P>
0.05）. The results of Cox proportional hazard regression model analysis showed that increased TMN staging，
moderately well ⁃ differentiation，hepatitis B，cirrhosis，lymph node metastasis，tumor diameter not shorter
than 5cm，and excessive expression of miRNA⁃10a and GATA6 mRNA were independent risk factors affecting
the prognosis of HCC patients（P<0.05）. Conclusion The miRNA⁃10a and nuclear transcription factor GA⁃
TA6 are highly expressed in HCC patients. There are differences in the expression of miRNA⁃10a and GATA6
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in patients with different clinicopathological characteristics. The two are expected to be indicators for the devel⁃
opment and prognosis of HCC.

［KEY WORDS］ Hepatocellular carcinoma；miRNA⁃10a；Nuclear transcription factor GATA6

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是原

发性肝癌最为常见的类型，是我国恶性肿瘤相关死亡

的主要原因［1］。HCC的发生与长期大量饮酒、丙型病

毒性肝炎、非酒精性脂肪性肝病、乙型病毒性肝炎等

因素相关，我国HCC发生的主要原因是乙型病毒性

肝炎［2］。现阶段临床对HCC的发病机制及诊疗取得

了进展，但少数患者术后存在转移或复发，严重影响

了患者的预后［3］。因此，寻找新的肿瘤标志物对临床

指导治疗、准确评估预后具有重要的价值。微小RNA
（microRNA，miRNA）作为一类非编码 RNA，能与

mRNA结合阻断蛋白编码基因的表达［4］。临床研究

发现，微小 RNA⁃10a（microRNA⁃10a，miRNA⁃10a）
能进入线粒体调控癌基因的表达，与多种恶性肿瘤的

关系密切［5］。核转录因子 GATA6（GATA⁃binding
protein 6，GATA6）是一种转录调节因子，有研究发

现，GATA6异常表达于多种肿瘤疾病中，能影响恶性

肿瘤的发生和发展［6］。本研究将探讨miRNA⁃10a、
核转录因子GATA6在HCC组织中的表达及意义，以

期为临床HCC诊疗提供参考，现将结果报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2017年 6月至 2019年 6月 92例经手

术切除治疗的 HCC 患者，术后取癌组织及癌旁组

织。纳入标准：①满足《原发性肝癌诊疗规范》［7］中

诊断标准，并经病理学检查确诊；②首次确诊；③术

前未接受免疫治疗或放化疗；④本研究经医院伦理

委员会批准，患者签署知情同意书。排除标准：

①继发性肝细胞癌；②合并自身免疫性疾病、感染

性疾病者；③存在其他恶性肿瘤者；④肝癌复发者；

⑤肾、心、肺等其他重要脏器严重损伤者；⑥临床病

理资料不完整者。92例HCC患者中男性 63例，女

性 29例；年龄平均（52.61±6.02）岁；TMN分期：Ⅰ期

12例，Ⅱ期 28例，Ⅲ期 52例；分化程度：低分化 43
例，中分化 28例，高分化 21例；乙肝 40 例，肝硬化

45例；淋巴结转移 44例；肿瘤直径>5 cm 30例。

1.2 方法

1.2.1 标本采集与保存

收集 HCC 患者癌组织及癌旁正常组织（距离

肿瘤边缘>5 cm），经快速液氮冷冻后送至标本库，

于-80℃环境保存备用。

1.2.2 miRNA⁃10a、核转录因子GATA6 mRNA检测

取 50 mg 组织标本，进行冰上研磨，并按

TRIzol 说明书进行组织 RNA 提取，根据逆转录试

剂盒说明合成 cDNA，使用分光光度计鉴定 cDNA
纯度，确保 A260/A280 在 1.8~2.0，并置于-20℃冰

箱储存。TRIzol 试剂、逆转录试剂盒均购自美国

Invitrogen 公司，采用 RT⁃PCR 法检测miRNA⁃10a、
核转录因子 GATA6 mRNA 水平，取 GAPDH 为内

参物。miRNA ⁃ 10a 上游引物序列：5′ ⁃ ACAT⁃
CATACCCTGTAGAACCGAA⁃3′，下游引物序列：

5′⁃GATTGGATGTTCTCCACAGTCTC⁃3′；GATA6
mRNA 上 游 引 物 序 列 ：5′ ⁃ CTCAGTTCCTAC⁃
GCTTCGCAT⁃3′，下游引物序列：5′⁃GTCGAGGT⁃
CAGTGAACAGCA⁃3′；GAPDH 上游引物序列：5′⁃
CTGCAGCATCTTCTCCTTCC⁃3′，下游引物序列：

5′⁃CAAAGTTGTCATGGATGACC⁃3′。扩增条件

如下：95℃ 5 min；95℃ 15 s 进行变性，60℃ 60 s 进
行退火，72℃ 5 min 30 s 进行延伸，此为 1 个循环，

共进行 40 个循环，实时定量 PCR 测定，以 2⁃ΔΔCt法

计算 miRNA⁃10a、核转录因子 GATA6 mRNA 相对

表达量，具体步骤严格遵循试剂盒说明书进行。

1.3 随访

对患者进行 18 个月随访，随访方式为电话或

门诊复诊，记录随访结果（存活或死亡）。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析。符合正

态分布的计量数据以（x ± s）表示，组间比较采用 t
检验；计数资料以 n（%）表示，采用 c2 检验；采用

Cox比例风险回归模型分析影响HCC患者预后的

危险因素。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HCC患者癌组织及癌旁组织中miRNA⁃10a、
GATA6 mRNA表达水平比较

HCC 患者癌组织 miRNA⁃10a、GATA6 mRNA
相对表达量高于癌旁组织，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

·· 1504



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

组织类型

癌组织

癌旁组织

t值
P值

n
92
92

miRNA⁃10a
1.97±0.35
0.65±0.13
33.911
<0.001

GATA6 mRNA
3.53±0.71
1.41±0.28
26.643
<0.001

表 1 HCC患者癌组织及癌旁组织中miRNA⁃10a、GATA6
mRNA表达水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison on the expression levels of miRNA⁃10a
and GATA6 mRNA in cancer tissues and para⁃cancerous

tissues in HCC patients（x ± s）

临床病理特征

年龄（岁）

性别

TMN分期

分化程度

乙肝

肝硬化

淋巴结转移

肿瘤直径（cm）

≥60
<60
男性
女性

Ⅰ期、Ⅱ期

Ⅲ期

低分化

中高分化
有
无
有
无

有

无

>5
≤5

n

42
50
63
29
40
52
43
49
40
52
45
47
44
48
30
62

miRNA⁃10a
高表达（n=36）

16（44.45）
20（55.55）
23（63.89）
13（36.11）
10（27.78）
26（72.22）
12（33.33）
24（66.67）
23（63.89）
13（36.11）
25（69.44）
11（30.56）
23（63.89）
13（36.11）
20（55.56）
16（44.44）

低表达（n=56）
26（46.43）
30（53.57）
40（71.43）
16（28.57）
30（53.57）
26（46.43）
31（55.36）
25（44.64）
17（30.36）
39（69.64）
20（35.71）
36（64.29）
21（37.50）
35（62.50）
10（17.86）
46（82.14）

c2值

0.473

0.577

5.933

4.270

10.026

9.977

6.115

14.171

P值

0.492

0.447

0.015

0.039

0.002

0.002

0.013

<0.001

GATA6 mRNA
高表达（n=64）

31（48.44）
33（51.56）
44（68.75）
20（31.25）
22（34.38）
42（65.52）
23（35.94）
41（64.06）
35（54.69）
29（45.31）
38（59.38）
26（40.62）
36（56.25）
28（43.75）
26（48.15）
38（51.85）

低表达（n=28）
11（39.29）
17（60.71）
19（67.86）
9（32.14）
18（64.29）
10（35.71）
20（71.43）
8（28.57）
5（17.86）
23（82.14）
7（25.00）
21（75.00）
8（28.57）
20（71.43）
4（14.29）
24（85.71）

c2值

0.658

0.007

7.091

9.856

10.752

9.211

5.980

9.113

P值

0.417

0.932

0.008

0.002

0.001

0.002

0.014

0.003

表 2 不同临床病理特征HCC患者癌组织中miRNA⁃10a、GATA6 mRNA表达水平比较［n（%）］

Table 2 Comparison on the expression levels of miRNA⁃10a and GATA6 mRNA in cancer tissues among HCC patients with
different clinicopathological characteristics［n（%）］

因素

TMN分期

分化程度

乙肝

肝硬化

淋巴结转移

肿瘤直径

miRNA⁃10a
GATA6 mRNA

b值

0.879
1.143
1.015
1.138
0.792
0.841
0.752
0.707

SE值

0.241
0.315
0.284
0.301
0.198
0.227
0.206
0.185

Wald c2值

13.303
13.167
12.773
14.294
16.000
13.726
13.326
14.605

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

OR值

2.408
3.136
2.759
3.121
2.208
2.319
2.121
2.028

95%CI
1.502~3.863
1.691~5.815
1.581~4.815
1.730~5.629
1.498~3.255
1.486~3.618
1.417~3.176
1.411~2.914

表 3 影响HCC患者预后的危险因素分析

Table 3 Risk factors affecting prognosis of HCC patients

2.2 不同临床病理特征 HCC 患者癌组织中 miR⁃
NA⁃10a、GATA6 mRNA表达水平比较

HCC 患 者 癌 组 织 中 miRNA ⁃ 10a、GATA6
mRNA表达水平与 TMN分期、分化程度、乙肝、肝

硬化、淋巴结转移、肿瘤直径有关（P<0.05），与年

龄、性别无关（P>0.05）。见表 2。
2.3 影响HCC患者预后的相关因素分析

随访 18个月结果显示，92例HCC患者，失访 2
例，存活 53例，死亡 37例，存活率为 58.89%。排除

2 例失访患者后采用 Cox 比例风险回归模型进行

分析，结果显示：TMN分期增高、中高分化、乙肝、

肝硬化、淋巴结转移、肿瘤直径≥5 cm、miRNA⁃10a、
GATA6 mRNA表达水平过高是影响HCC患者预后

的独立危险因素（P<0.05）。见表 3。

3 讨论

HCC 早期缺乏典型症状，多数患者确诊时已

处于中晚期，错过了最佳治疗时机，导致预后较

差、生存期短［8］。因此，临床需要寻找合理的肿瘤

标志物评估 HCC 复发及转移风险，进一步为临床

HCC治疗提供依据。

miRNAs 能调控靶基因表达，对细胞生长、分

化及凋亡等生理过程产生影响，近年来的研究表明

miRNAs 与肿瘤的发生及进展等过程密切相

关［9⁃10］。miRNA⁃10a是位于 17号染色体的miRNA，

与恶性肿瘤的侵袭及转移密切相关［11］。国内研究

发现，在胰腺癌患者组织中miRNA⁃10a表达水平升

高，且上调miRNA⁃10a表达可以促进胰腺癌细胞增

殖及迁移［12］。国外研究发现，miRNA⁃10a在子宫颈

癌组织中呈高表达，并可以调节靶基因⁃神经细胞黏

附分子，促进宫颈癌浸润及淋巴细胞转移，进而

影响预后［13⁃14］。有报道显示，miRNA⁃10a在胃癌中

呈高表达，且可以直接靶向 MAFK8IP1，调控肿瘤
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转移［15］。本研究结果显示，HCC 患者癌组织中

miRNA⁃10a 表 达 水 平 高 于 癌 旁 组 织 ，提 示

miRNA⁃10a可能作为癌基因参与了 HCC 的发生。

有研究发现，miRNA⁃10a表达上调可能会使 EphA4
表达减少，进而在一定程度上促进肝癌细胞发生侵袭

及转移［16］。本研究结果表明miRNA⁃10a在HCC的进

展过程中可能发挥着癌基因作用。本研究结果显示，

随着TMN分期的增加，miRNA⁃10a表达上调，且存

在淋巴结转移的 HCC 患者癌组织中 miRNA⁃10a
出现高表达的占比高于无淋巴结转移者，这进一步

证明了miRNA⁃10a参与了HCC的侵袭和转移。

GATA6是位于 18号染色体的核转录因子，可

与半限制转录因子通过相互作用来调控机体细胞

类型特化，与多种肿瘤的发生及发展密切相关［17］。

国外研究发现，GATA6 具有保守、稳定的锌指结

构，对肿瘤细胞增殖有促进作用，对肿瘤细胞凋亡

有抑制作用［18］。提示GATA6作为原癌基因在HCC
患者癌组织中高度表达，与上述研究结果一致。闫

江鹤等［19］认为，癌细胞在GATA6作用下会释放大

量的细胞黏附分子，细胞黏附分子含量升高会导致

癌细胞与内皮细胞紧密黏附，有利于癌细胞穿透细

胞外基质层，建立转移灶。进一步分析结果提示

GATA6参与了HCC的局部浸润及远处转移，可作

为HCC发生侵袭性生物学行为的标志物。对影响

HCC患者预后的危险因素分析可见，TMN分期增

高、中高分化、乙肝、肝硬化、淋巴结转移、肿瘤直径

≥5 cm、miRNA⁃10a、GATA6 mRNA 表达水平过高

是影响 HCC 患者预后的独立危险因素，进一步提

示miRNA⁃10a、GATA6表达与HCC患者临床预后

的关系密切，临床可以通过检测 miRNA⁃10a、
GATA6表达情况，评估HCC患者的预后情况。

综上所述，miRNA⁃10a、核转录因子GATA6在

HCC患者癌组织中呈高表达，其表达水平与 TMN
分期、分化程度、乙肝、肝硬化、淋巴结转移、肿瘤

直径及预后有关。
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HbA1c、MAlb联合Cys⁃C检测在糖尿病肾病诊断、病
情评估中的应用

陈道强★ 吴玲 龚源

［摘 要］ 目的 分析糖化血红蛋白（HbA1c）、尿微量白蛋白（MAlb）联合胱抑素 C（Cys⁃C）检测

在糖尿病肾病（DKD）诊断、病情评估的应用。方法 将 2019 年 6 月至 2020 年 12 月本科室收治的 92
例糖尿病患者根据尿蛋白排泄率分为两组：40例早期肾损伤患者（300 mg/24 h>尿蛋白排泄率>30 mg/24
h）设为 A组，52例中晚期肾损伤患者（尿白蛋白排泄率>300 mg/24 h）设为B组。同时纳入 98例同期本

院接受健康体检结果正常者作为对照组。比较各组HbA1c、MAlb及Cys⁃C水平；采用多元Logistic回归分

析影响糖尿病患者并发肾病的独立危险因素；绘制ROC曲线分析联合HbA1c、MAlb、Cys⁃C对糖尿病患者

并发肾病的预测价值。结果 HbA1c、MAlb、Cys⁃C 水平：B 组>A 组>对照组，差异具有统计学意义（P<
0.05）。A组LDL⁃C、FPG、HbA1c、MAlb、Cys⁃C水平显著低于B组，差异均有统计学意义（P<0.05）。LDL⁃C、
FPG、HbA1c、MAlb、Cys⁃C为影响糖尿病患者并发肾病的单因素（P<0.05）。LDL⁃C、FPG、HbA1c、MAlb、Cys⁃C
水平为影响糖尿病患者并发肾病的的独立危险因素（P<0.05）。ROC 曲线显示：HbA1c、MAlb、Cys⁃C 及

三者联合 AUC 分别为 0.956、0.972、0.985、0.956，以三者联合检测 AUC 值最大（P<0.05）。 结论 联合

HbA1c、MAlb、Cys⁃C 检测 DKD 患者诊断价值高，其水平变化与患者预后密切相关，加强患者相关指标

检测具有重要意义。

［关键词］ 糖化血红蛋白；尿微量白蛋白；胱抑素 C；糖尿病肾病

Application of HbA1c and MAlb combined with Cys⁃C detection in the diagnosis and eval⁃
uation of diabetic kidney disease
CHEN Daoqiang★，WU Ling，GONG Yuan
（Department of Endocrinology，Xuancheng Central Hospital，Xuancheng，Anhui，China，242000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the application of Hemoglobin A1c（HbA1c）and Microalbum
inuria（MAlb）combined with Cystatin C（Cys⁃C）detection in the diagnosis and evaluation of diabetic kidney
disease（DKD）. Methods The 92 patients with diabetes admitted to this hospital from June 2019 to Decem⁃
ber 2020 were divided into two groups according to the excretion rate of urinary protein：the 40 patients with
early renal injury（300 mg/24 h > uiinary protein excretion rate > 30 mg/24 h）were group A，and 52 patients
with advanced renal injury（urinary protein excretion rate >300 mg/24 h）as group B. 98 patients had physical
examination and normal results in this hospital during the same period were included as a control group. The
HbA1c，MAlb and Cys⁃C of each group were compared. Multivariate Logistic regression analysis was used to
analyze the independent risk factors affecting diabetic nephropathy. The ROC curve was drawn to analyze the
predictive value of HbA1c，MAlb and Cys ⁃C for combined nephropathy in patients with diabetes. Results
The levels of HbA1c，MAlb and Cys⁃C were as follows：group B >group A >the control group，the difference
was statistically significant（P<0.05）. The levels of LDL⁃C，FPG，HbA1c，MAlb and Cys⁃C in group A were
significantly lower than those in group B，and the difference was statistically significant（P<0.05）. LDL⁃C，
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FPG，HbA1c，MAlb，Cys⁃C are single factors that affect diabetic patients with nephropathy（P<0.05）.The
ROC curve analysis showed that the AUC of HbA1c，MAlb，Cys⁃C and the combination of the three indica⁃
tors were 0.956，0.972，0.985，0.956，respectively，and the AUC value of combined detection was the larg⁃
est. Conclusion The combined detection of HbA1c，MAlb，and Cys⁃C in DKD patients has a high diagnos⁃
tic value，and their level changes are closely related to the patient  s prognosis. It is of great significance to
strengthen the detection of relevant indicators of patients.

［KEY WORDS］ HbA1c；MAlb；Cys⁃C；DKD

糖尿病肾病（Diabetic kidney disease，DKD）作

为糖尿病最常见的微血管并发症之一，是糖尿病患

者致死、致残的常见原因。据估计，约有 40％的 2
型糖尿病患者患有肾病，早期 DKD患者无特异表

现，易被漏诊，延误治疗，重者可危及生命［1］。近年

来，相关学者发现，DKD 患者疾病的发生、发展与

实验室指标的变化密切相关［2］。糖化血红蛋白

（Hemoglobin A1c，HbA1c）作为评价糖尿病的重要

指标，广泛应用于临床，在体内血糖异常升高时呈

高表达状态［2］。尿微量白蛋白（Microalbum inuria，
MAlb）作为早期反映肾脏损害的有效指标，在国内

外多种报道中均证实其水平变化与DKD病情进展

关系密切［3］。胱抑素 C（Cystatin C，Cys⁃C）参与细

胞内肽和蛋白质的代谢，影响近曲小管重吸收，与

肾脏损伤有着极其密切的关系［4］。本研究选取 92
例 DKD 患者作为研究对象，分析联合 HbA1c、
MAlb、Cys⁃C检测在DKD中的诊断、病情评估的价

值，现报告如下。

1 对象与方法

1.1 一般资料

选取 2019年 6月至 2020年 12月本科室收治的

92例DKD患者作为研究对象。纳入标准：①所有

患者临床症状及实验室检查确诊，符合糖尿病肾病

诊断［5］；②临床资料完整；③研究均经医学伦理委员

会批准，受试者签署知情同意书。排除标准：①患

者检测肾功能前有糖皮质激素服用史；②经实验室

相关检查显示肾实质性受损或泌尿系感染导致尿

常规阳性；③因甲亢等引起的肾功能代谢受损；④
临床及随访资料不完整或缺乏准确性者。男 48
例，女 44例，年龄 31~72岁，平均年龄（65.79±6.93）
岁。根据尿蛋白排泄率［6］分为两组：40例早期肾损

伤患者（300 mg/24 h>尿蛋白排泄率>30 mg/24 h）设

为A组，其中男 21例，女 19例，年龄 32~72岁，平均

年龄（65.71±6.12）岁；52例中晚期肾损伤患者（尿白

蛋白排泄率>300 mg/24 h）设为B组，其中男 27例，

女 25例，年龄 30~72岁，平均年龄（65.95±6.06）岁。

同时纳入 98例同期本院接受健康体检结果正常者

作为对照组，男 52例，女 46例，年龄 32~70岁，平均

年龄（51.13±6.06）岁。各组间一般资料比较差异无

统计学意义（P>0.05）。
1.2 检测方法

所有研究对象均在清晨抽取空腹静脉血 5 mL
了，使用乙二胺四乙酸抗凝处理后，使用 3 000 r/
min离心机离心 10 min，取上清液备用。使用免疫

荧光层析法检测 HbA1c，试剂盒购自广州万孚生

物技术有限公司；采用免疫散射比浊法检测

MAlb，试剂盒由北京科美东雅生物技术有限公司

提供；采用胶乳免疫比浊法检测 Cys⁃C 水平，试剂

盒由北京百奥泰康生物技术有限公司提供。采用

酶联免疫吸附法检查血清中总胆固醇（Total cho⁃
lesterol，TC）、甘油三酯（Tri⁃glyceride，TG）、高密度

脂 蛋 白 胆 固 醇（High density liptein cholesterol，
HDL⁃C）、低密度脂蛋白胆固醇（Low Density Lipo⁃
protein，LDL⁃C）水平，试剂盒购自欣博盛生物科技

有限公司提供；采用葡萄糖化酶检测空腹血糖

（Fasting blood glucose，FPG），试剂盒由上海通蔚

科技有限公司提供；所有操作均按试剂或仪器所

配套说明书进行，由专业人员操作。LDL⁃C>3.37
mmol/L 视为异常升高［7］；FPG>6.1 mmol/L 视为异

常升高［7］；HbA1c>6%视为异常升高［2］；MAlb>30
mg/L（24 h）视为异常升高［3］；Cys⁃C>1.09 mg/L 视

为异常升高［4］。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，采用多元

Logistic回归分析影响糖尿病患者并发肾病的危险

因素；采用ROC曲线分析联合HbA1c、MAlb、Cys⁃C
三者检测对糖尿病患者并发肾病的预测价值，计

算 ROC 曲线下面积（Area Under Curve，AUC）；计

量资料以（x ± s）表示，组间采用 t检验，多组间采用

F检验；计数资料以 n（%）表示，采用 c2检验，以 P<
0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 各组HbA1c、MAlb、Cys⁃C水平比较

HbA1c、MAlb、Cys⁃C 水平：B 组>A 组>对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 分析影响糖尿病患者并发肾病的单因素

A 组 LDL⁃C、FPG、HbA1c、MAlb、Cys⁃C 水平

显著低于 B 组，差异均有统计学意义（P<0.05）。

LDL⁃C、FPG、HbA1c、MAlb、Cys⁃C 为影响糖尿病

患者并发肾病的单因素（P<0.05）。见表 2。

2.3 影响糖尿病患者并发肾病的多因素分析

LDL⁃C、FPG、HbA1c、MAlb、Cys⁃C 水平为影

响糖尿病患者并发肾病的的独立危险因素（P<
0.05）。见表 3。
2.4 HbA1c、MAlb、Cys⁃C水平对糖尿病患者并发

肾病的预测价值

ROC曲线分析显示：HbA1c、MAlb、Cys⁃C三者

联合检测 AUC 值最大；检测灵敏度、特异度最高

（P<0.05）。见表 4、图 1。

3 讨论

据相关研究显示，中国 18岁以上人群糖尿病患

病率从 2002年的 4.2%迅速上升至 2010年的 11.6%，

目前中国糖尿病患者超过1.14亿［6］。糖尿病患者机体

代谢较差，细胞免疫功能低下，随着病情进展会导致

生长因子、细胞因子及血流动力学生理、病理因素出

现变化，破坏肾脏正常功能，形成肾脏损害，及时明确

诊断并进行预后改善是目前临床上的研究热点［7］。

研究发现，HbA1c水平越高，氧合血红蛋白量

越少，一旦糖尿病患者HbA1c水平增加，血管内皮

组别

A组

B组

对照组

F值

P值

n
40
52
98

HbA1c（%）

6.95±1.16a

8.72±2.64ab

5.51±0.40
78.040
<0.001

MAlb（mg/L）
81.33±21.75a

173.52±43.62ab

9.42±3.54
738.890
<0.001

Cys⁃C（mg/L）
7.32±1.66a

18.96±2.03ab

0.91±0.26
3192.50
<0.001

表 1 各组HbA1c、MAlb、Cys⁃C水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of HbA1c，mAlb and Cys⁃C levels in
each group（x ± s）

注：与对照组比较，aP<0.05，与A组比较，bP<0.05。

因素

年龄（岁）

性别

BMI（kg/m2）

吸烟

高血压病史

TC（mmol/L）
TG（mmol/L）

HDL⁃C（mmol/L）
LDL⁃C（mmol/L）
FPG（mmol/L）
HbA1c（%）
MAlb（mg/L）
Cys⁃C（mg/L）

<65
≥65
男
女
<24
≥24
有
无
有
无

n=92
51
41
48
44
53
39
57
35
61
31

A组（n=40）
21（53.00）
19（48.00）
21（53.00）
19（48.00）
22（55.00）
18（45.00）
23（58.00）
17（43.00）
24（60.00）
16（40.00）
5.36±1.12
1.82±0.31
1.23±0.34
3.16±0.92
10.31±1.12
6.95±1.16

81.33±21.75
7.32±1.66

B组（n=52）
30（58.00）
22（42.00）
27（52.00）
25（48.00）
31（60.00）
21（40.00）
34（65.00）
18（35.00）
37（71.00）
15（29.00）
5.71±1.33
1.79±0.47
1.41±0.77
4.85±1.16
11.64±1.25
8.72±2.64

173.52±43.62
18.96±2.03

c2/t值

0.247

0.003

0.197

0.596

1.259

1.338
0.349
1.377
7.561
5.290
3.953
12.237
29.461

P值

0.619

0.956

0.657

0.440

0.262

0.184
0.727
0.171
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表2 影响糖尿病患者并发肾病的单因素分析［（n（%），（x±s）］

Table 2 single factor analysis of diabetic nephropathy
［（n（%），（x ± s）］

影响因素

LDL⁃C（mmol/L）（正常 vs异常升高）

FPG（mmol/L）（正常 vs异常升高）

HbA1c（%）（正常 vs 异常升高）

MAlb（mg/L）（正常 vs 异常升高）

Cys⁃C（mg/L）（正常 vs 异常升高）

回归系数

1.884
1.758
1.874
0.893
1.325

标准误

0.450
0.358
0.421
0.325
0.532

Waldc2值

10.254
9.854
9.724
9.846
9.651

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

OR值

6.579
5.801
5.641
2.44
3.762

95%CI
2.724~15.894
3.287~10.237
2.632~12.091
1.29~4.62

1.326~10.673

表 3 影响糖尿病患者并发肾病的多因素分析

Table 3 multivariate analysis of diabetic nephropathy

预测因子

HbA1c
MAlb
Cys⁃C

三者联合

最佳
临界值
28.96
30.25
29.65
30.56

敏感度

0.875
0.871
0.881
0.896

特异度

0.762
0.767
0.793
0.839

约登
指数
0.637
0.638
0.674
0.735

AUC

0.936
0.952
0.965
0.956

95%CI

0.783~0.962
0.839~0.975
0.877~0.973
0.878~0.986

表 4 HbA1c、MAlb、Cys⁃C水平对糖尿病患者并发肾病的

的预测价值

Table 4 the predictive value of HbA1c，mAlb and Cys⁃C
levels on diabetic nephropathy

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度
曲线源
HbA1c
MA1b
Cys⁃C
三者联合
参考线

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异度

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve
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细胞损伤程度加重，影响微血管循环，会加速机体

组织器官衰老、硬化［8］。本研究中 B 组 HbA1c 显

著高于 A 组，可见中晚期肾损伤患者血清 HbA1c
表达水平更高。Gubin 等［9］研究指出，HbA1c 水平

越高，DKD 患者病症越严重，且 HbA1c 水平与血

糖浓度呈正比。因此认为HbA1c可作为检测血糖

水平、肾脏病变的重要指标。

本研究发现 A、B 两组患者 MAlb、Cys⁃C 水平

显著较正常人群高，且B组患者尤甚。说明MAlb、
Cys⁃C水平参与DKD疾病进展，与 Beck等学者［10］

对糖尿病肾病患者生化指标水平研究一致。国外

研究报道，MAlb水平变化与肾脏损害密切相关，在

肾脏损害严重时会迅速升高，当肾脏损害控制后会

明显下降，其不受机体免疫抑制状态的影响［11］。

MAlb作为一种大分子蛋白广泛存在于血浆中，可

在电负荷同性相斥作用下选择性开启屏障，使尿蛋

白分子不易通过肾小球滤过膜［12］。相关研究指出，

糖尿病患者肾损害早期血管、肾脏结构出现改变，

其屏障机制受损，会导致异常蛋白从滤过膜漏出，

产生MAlb；因此，MAlb与肾小球早期损伤密切相

关［13］。Cys⁃C是一种碱性的小分子蛋白，是目前临

床公认的评估早期肾脏损伤的有效生化指标。De
Bruyne等学者［14］研究发现，Cys⁃C在近曲小管被重

吸收，而肾小管不会分泌Cys⁃C，Cys⁃C与肾脏疾病

发生关系密切，亦是 DKD 发生的独立危险因素。

因此检测血液中 Cys⁃C 水平可评估肾小球损伤情

况，了解肾小球通透性的变化。

本研究经多因素 Logistic 回归分析显示，

HbA1c、MAlb、Cys⁃C水平是影响糖尿病患者并发肾

病的独立危险因素。原因可能为糖尿病患者体内缺

血缺氧导致血管通透性提升，并降低四周脉管血流，

增加肾小球滤过压，进一步损伤肾小球所致。同时，

蛋白质、脂质及葡萄糖间可出现酶促反应，产生糖基

化蛋白，促使血糖水平升高，进而对肾脏功能造成损

害［15］。 此外，为进一步研究HbA1c、MAlb、Cys⁃C水

平对DKD的诊断价值，本文采用ROC曲线进行研

究，结果显示联合HbA1c、MAlb、Cys⁃C检测下面积

最大，特异、敏感度最高。进一步提示联合三者检测

对诊断DKD具有重要意义，临床可通过联合检测多

项指标提高对DKD的诊断价值。

综上所述，联合 HbA1c、MAlb、Cys ⁃C 检测

DKD 患者诊断价值高，其水平变化与患者预后密

切相关，加强患者相关指标检测具有重要意义。
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CXCR4、RGS4及RAGE在小儿肾母细胞瘤中的表达
及临床意义

胡传兵★ 韩暖 于宝华 田俊严 孙劲松

［摘 要］ 目的 分析选择趋化因子受体（CXCR4）、蛋白信号调节因子 4（RGS4）、晚期糖基化终末产

物受体（RAGE）在小儿肾母细胞瘤中的表达及临床意义。方法 选取 2015年 6月至 2020年 6月本院收治的

98例小儿肾母细胞瘤患者，手术留取肾母细胞瘤组织纳入研究组，并选取距离肿瘤边缘>5 cm的正常肾组织

纳入对照组（经病理筛查无癌细胞后最终纳入 73例）。比较两组CXCR4、RGS4及RAGE表达水平，分析影

响肾母细胞瘤患者预后死亡的独立危险因素。结果 对照组CXCR4、RAGE高表达率低于研究组，RGS4高
表达率高于研究组，差异均有统计学意义（P<0.05）。临床分期Ⅲ~Ⅳ期、预后不良组织结构（UH）、有淋巴结

转移者CXCR4、RAGE高表达率高于临床分期Ⅰ~Ⅱ期、预后良好组织结构（FH）及无淋巴结转移者，差异均

有统计学意义（P<0.05）。FH者RGS4高表达率高于UH者，差异有统计学意义（P<0.05）。临床分期Ⅲ~Ⅳ
期、预后不良组织结构、有淋巴结转移、CXCR4、RAGE高表达及RGS4低表达是影响肾母细胞瘤患者预后死

亡的危险因素（P<0.05）。结论 CXCR4、RGS4及RAGE在小儿肾母细胞瘤组织中表达异常，并与肾母细胞

瘤发生、发展有关，临床上可通过检测三者表达情况对患者病情进展及预后进行评估。

［关键词］ CXCR4；RGS4；小儿肾母细胞瘤；RAGE

The expression and clinical significance of CXCR4，RGS4 and RAGE in patients with pe⁃
diatric nephroblastoma
HU Chuanbing★，HAN Nuan，YU Baohua，TIAN Junyan，SUN Jinsong
（Department of Pediatric Surgery，Affiliated Hospital of Jining Medical College，Jining，Shandong，China，
272000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expression and clinical significance of CXCR4，RGS4 and
RAGE in patients with pediatric nephroblastoma. Methods 98 patients with pediatric nephroblastoma who
were admitted to this hospital from June 2015 to June 2020 were selected. Wilms tumor tissue collected from
surgery was included in the study group，and normal kidney tissue >5 cm away from the edge of the tumor
were selected as the control group（73 cases without cancer cells were finally included after pathological
screening）. The expression levels of CXCR4，RGS4 and RAGE in different groups were compared，and the in⁃
dependent risk factors affecting the prognostic death of patients with Wilms tumor were analyzed. Results
The high expression rates of CXCR4 and RAGE in the control group were significantly lower than those in the
study group，and the high expression rate of RGS4 was significantly higher than that in the study group，and
the differences were all statistically significant（P<0.05）. The high expression rates of CXCR4 and RAGE in
patients with clinical stage Ⅲ to Ⅳ，poor prognosis tissue structure（UH），and lymph node metastasis were
significantly higher than those in patients with clinical stageⅠto Ⅱ，good prognosis tissue structure（FH）and
no lymph node metastasis（P<0.05）. The high expression rate of RGS4 in FH patients was higher than that in
UH patients（P<0.05）. The clinical stage Ⅲ~Ⅳ，UH，lymph node metastasis，high expressions of CXCR4
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and RAGE，and low expression of RGS4 were risk factors affecting the prognostic death of patients with pedi⁃
atric nephroblastoma（P<0.05）. Conclusion CXCR4，RGS4 and RAGE are abnormally expressed in pediat⁃
ric nephroblastoma tissues，and are related to the occurrence and development of nephroblastoma. Clinically，
the progress and prognosis of patients can be evaluated by detecting the expression of the threeindicators.

［KEY WORDS］ CXCR4；RGS4；Pediatric nephroblastoma；RAGE

肾母细胞瘤又称为威尔姆斯瘤，为婴幼儿较为

常见的一种腹部恶性实体肿瘤，组成部分为肾源性

上皮以及间质［1］。由于肾母细胞瘤的生物学行为多

变，加之当前对肾母细胞瘤发生、发展的分子机制并

未完全明确，故寻找特异性肿瘤标志物十分重要［2］。

随着分子生物学的不断发展，研究者发现选择趋化

因子受体（C⁃X⁃C motif chemokine receptor 4，CX⁃
CR4）、蛋白信号调节因子 4（Recombinant Regulator
Of G Protein Signaling 4，RGS4）、晚期糖基化终末产

物受体（receptor for advanced glycationend products，
RAGE）在神经母细胞瘤、胃癌、乳腺癌及肺癌等多

种实体肿瘤中表达异常，且和肿瘤的发生、发展有

关，而关于CXCR4、RGS4及RAGE在肾母细胞瘤的

发生、发展过程中的作用却鲜少报道［3⁃4］。基于此，本

研究将通过检测小儿肾母细胞瘤患者 CXCR4、
RGS4及RAGE的水平，探讨上述指标水平在小儿肾

母细胞瘤中的表达及临床意义，现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2015年 6月至 2020年 6月本院收治的 98
例小儿肾母细胞瘤患者，手术留取肾母细胞瘤组织

纳入研究组。其中男 59 例，女 39 例，平均年龄为

（3.82±0.74）岁。纳入标准：①经病理、影像学检查

确诊［5］；②临床资料完整者；③术前未进行化疗、放

疗等治疗；④患儿监护人皆自愿参与本研究，并签

署知情同意书。排除标准：①存在其他系统病变或

恶性肿瘤者；②存在严重心、肺、肝等器官功能不全

患者；③存在精神疾病无法配合本研究或依从性差

者。选取距离肿瘤边缘 5 cm以外的正常肾组织纳

入对照组（经病理筛查无癌细胞后最终纳入 73
例）。本研究经医院医学伦理委员会批准通过。

1.2 方法

所有标本组织于手术切除后立即使用 10%甲

醛固定，组织切片后脱蜡、水化。并采用链霉素抗

生物素蛋白⁃过氧化物酶（Streptomycin avidin per⁃
oxidase，S⁃P）免疫组化染色法对 CXCR4、RGS4 及

RAGE 进行检测，CXCR4 兔抗人多克隆抗体浓缩

型购自武汉博士德生物技术公司，RGS4 及 RAGE
兔抗人多克隆抗体浓缩型北京博奥森生物技术有

限公司提供，试剂盒、DAB显色剂由河北博海生物

工程开发有限公司提供，具体方法严格按照试剂

盒说明执行。每批切片染色均以磷酸盐缓冲液

（Phosphate Buffered Saline，PBS）代替一抗作低表

达对照，用已知高表达的组织切片作高表达对

照。一抗的稀释比例皆是 1/100。
根据高表达细胞百分比及染色情况判定

CXCR4、RGS4 及 RAGE 表达水平［6］：0 分：无高表

达细胞；1分：高表达细胞低于 10％，2分：高表达细

胞在 11%~15%的范围内，3分：高表达细胞>50％。

染色情况判定：0分：无色，1分：淡黄色，2分：棕黄

色，3 分：棕褐色。总积分：上述 2 项评分的乘积。

低表达为 3分及以下，高表达为 4分及以上。

1.3 观察指标

①比较对照组与研究组 CXCR4、RGS4 及

RAGE 表达情况。②分析 CXCR4、RGS4及 RAGE
表达与肾母细胞瘤临床病理特征的关系。③对患

者进行为期 1 年的门诊或电话随访，记录预后生

存、死亡的情况，分析影响肾母细胞瘤患者预后死

亡的独立危险因素。

1.4 统计学方法

采用统计软件 SPSS 22.0 进行统计分析。计

量资料以（x ± s）表示，行 t检验；计数资料以 n（%）

表示，行 c2检验；影响因素采用多元 Logistic 回归

分析，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组CXCR4、RGS4及RAGE表达情况比较

对照组 CXCR4、RAGE 高表达率显著低于研

究组，RGS4 高表达率高于研究组，差异均有统计

学意义（P<0.05）。见表 1、图 1。
2.2 CXCR4、RGS4 及 RAGE 表达与肾母细胞瘤

临床病理特征的关系

临床分期Ⅲ~Ⅳ期、预后不良组织结构（unfa⁃
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组别

研究组

对照组

c2值

P值

n

98
73

CXCR4
高表达

65（66.33）
21（28.77）

23.608
<0.001

低表达

33（33.67）
52（71.23）

RGS4
高表达

37（37.76）
58（79.45）

29.459
<0.001

低表达

61（62.24）
15（20.55）

RAGE
高表达

66（67.35）
13（17.81）

41.307
<0.001

低表达

32（32.65）
60（82.19）

表 1 两组CXCR4、RGS4及RAGE表达情况比较［n（%）］

Table 1 Comparison on CXCR4，RGS4 and RAGE expression between the two groups［n（%）］

AA BB CC DD EE FF

注：A、B 为 CXCR4 在瘤旁正常组织及肾母细胞瘤中表达；C、D 为 RGS4 在瘤旁正常组织及肾母细胞瘤中表达；E、F 为 RAGE 在瘤旁正

常组织及肾母细胞瘤中表达。

图 1 免疫组化染色图（SP，×400）
Figure 1 Immunohistochemical staining（SP，×400）

临床病理特征

年龄（岁）

性别

临床分期

临床分型

淋巴结转移

≤3岁
>3岁
男
女

Ⅰ~Ⅱ期
Ⅲ~Ⅳ期

FU
UH
有
无

n

60
38
59
39
58
40
72
26
26
72

CXCR4高表达
（n=65）
38（63.33）
27（71.05）
39（66.10）
26（66.67）
30（51.72）
35（87.50）
43（59.72）
22（84.62）
22（84.62）
43（59.72）

c2值

0.621

0.003

13.567

5.300

4.662

P值

0431

0.954

0.000

0.021

0.031

RGS4高表达
（n=37）
21（35.00）
16（42.11）
23（38.98）
14（35.90）
23（39.66）
14（35.00）
32（44.44）
5（19.23）
16（61.54）
21（29.17）

c2值

0.500

1.057

0.218

5.167

2.258

P值

0.480

0.297

0.640

0.023

0.133

RAGE高表达
（n=66）
38（63.33）
28（73.68）
41（69.49）
25（64.10）
34（58.62）
32（80.00）
43（59.72）
23（88.46）
22（84.62）
44（61.11）

c2值

1.134

0.310

4.921

7.175

4.799

P值

0.287

0.578

0.027

0.007

0.028

表 2 CXCR4、RGS4及RAGE表达与肾母细胞瘤临床病理特征的关系［n（%）］

Table 2 the relationship between the expressions of CXCR4，RGS4 and RAGE and clinicopathological features of Wilms tumor
［n（%）］

vorable histology，UH）、有淋巴结转移者 CXCR4、
RAGE 高表达率明显高于临床分期Ⅰ~Ⅱ期、预后

良好组织结构（favorable histology，FH）及无淋巴

结转移者，差异均有统计学意义（P<0.05）。FH 者

RGS4 高表达率高于 UH 者，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 2。

2.3 影响肾母细胞瘤患者预后死亡的单因素分析

术后 1年预后死亡者 8例（8.16%）。非条件单因

素 logistic回归模型分析显示：临床分期、临床分型、

淋巴结转移、CXCR4、RAGE及RGS4表达为影响肾

母细胞瘤患者预后死亡的单因素（P<0.05）。见表3。
2.4 影响肾母细胞瘤患者预后死亡的多因素分析

经非条件多因素 logistic回归模型分析得，临床

分期Ⅲ~Ⅳ期、预后不良组织结构、有淋巴结转移、

CXCR4、RAGE高表达及 RGS4低表达是影响肾母

细胞瘤患者预后死亡的危险因素（P<0.01）。见表 4。

3 讨论

肾母细胞瘤是小儿肾癌中最为常见的一种类

型，据不完全统计，肾母细胞瘤占小儿恶性肾肿瘤

发病率的 5%左右［7］。由于恶性肿瘤的发生、发展及

浸润转移是由各种信号传导、趋化因子、转录因子

等途径共同实现，因此，寻找识别肾母细胞瘤发生、

发展相关的特异性标志物是近年来研究的热点［8］。

Cheng等［9］报道显示，CXCR4为 CXCL12的唯

一受体，CXCL12 通过和 CXCR4 的 N 端特异性结

合，在肿瘤侵袭浸润转移、介导免疫反应、增强肿

瘤血管新生等病理生理过程中起到关键作用。国

外已有较多研究表明，CXCR4表达异常在乳癌、前

列腺癌、肾癌的发生中起到重要作用［10］。RGS4属

于亚家族的因子，可以调控G蛋白信号转导效率、

平衡不同 G 蛋白信号转导，参与 G 蛋白信号转导

偶联功能的调节，同时 RGS4与人体多项生理活动

有关［11］。任鹏等［12］研究显示，RGS4可作为许多疾
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要作用。CXCR4 作为趋化因子亚家族中的一员，

可有效阻断肿瘤新生血管，从而发挥抑制肿瘤的

转移与生长的作用。RAGE 可通过活化 MAPK、

NF⁃kB 等信号通路，推动肿瘤细胞生长信号的进

一步活化，继而促进肿瘤的转移与生长。RGS4可

通过失活G蛋白对G蛋白偶联受体信号的转导通

路发挥抑制作用，从而抑制肿瘤细胞转移及侵袭，

故推测在肾母细胞瘤中RGS4可能为抑癌因子。本

研究通过对患者预后进行分析发现，CXCR4、
RAGE高表达及RGS4低表达是肾母细胞瘤患者预

后死亡的危险因素，提示 CXCR4、RGS4 及 RAGE
在评估患者预后情况中具有重要的价值。然而关

于CXCR4、RGS4及RAGE在小儿肾母细胞瘤组织

中具体作用机制仍需要进一步的研究探索。

综上所述，CXCR4、RGS4 及 RAGE 在小儿肾

母细胞瘤组织中表达异常，并与肾母细胞瘤发生、

发展有关，临床上可通过检测三者表达情况对患

者病情进展及预后进行评估。
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临床病理特征

年龄（岁）

性别

临床分期

临床分型

淋巴结转移

CXCR4

RGS4

RAGE

≤3岁

＞3岁

男

女

Ⅰ~Ⅱ期

Ⅲ~Ⅳ期

FU
UH
有

无

高表达

低表达

高表达

低表达

高表达

低表达

n

60
38
59
39
58
40
72
26
26
72
65
33
37
61
66
32

死亡
（n=8）
3（5.00）
5（13.16）
5（8.47）
3（7.69）
2（3.45）
6（15.00）
1（1.39）
7（26.92）
6（23.08）
2（2.78）
8（12.31）
0（0.00）
0（0.00）
8（13.11）
8（12.12）
0（0.00）

存活
（n=90）
57（95.00）
33（86.84）
54（91.53）
36（92.31）
56（96.55）
34（85.00）
71（98.61）
19（73.08）
20（76.92）
70（97.22）
57（87.69）
33（100.00）
37（100.00）
53（86.89）
58（87.88）
32（100.00）

c2值

2.065

0.019

4.214

16.613

10.499

4.433

5.284

4.224

P值

0.015

0.890

0.040

<0.001

0.001

0.035

0.022

0.040

表 3 肾母细胞瘤患者预后死亡的单因素［n（%）］

Table 3 univariate analysis on prognostic death in patients
with Wilms tumor［n（%）］

变量

临床分期：Ⅲ~Ⅳ期（参照组：Ⅰ~Ⅱ期）

临床分型：UH（参照组：FU）
淋巴结转移：有（参照组：无）

CXCR4：高表达（参照组：低表达）

RGS4：低表达（参照组：高表达）

RAGE高表达（参照组：低表达）

回归系数

0.645
0.723
0.835
0.724
0.665
0.410

标准误

0.235
0.345
0.336
0.319
0.138
0.105

wald c2值

7.246
6.352
5.488
8.532
5.132
8.698

OR值

1.9006
2.060
2.305
2.063
1.944
1.507

95%CI
1.202~3.021
1.048~4.052
1.193~4.453
1.104~3.854
1.484~2.548
1.227~1.851

P值

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

表 4 影响肾母细胞瘤患者预后死亡的多因素分析

Table 4 Analysis of multiple factors influencing the prognostic death of patients with Wilms tumor

病的潜在治疗靶点，同时 RGS4 与多种肿瘤的产

生、发展密切相关。Franklin 等［13］研究显示，在宫

颈鳞癌癌组织中RAGE存在高表达情况，RAGE为

宫颈鳞癌的转移、侵袭中的一个重要环节。RAGE
是免疫球蛋白受体的一种，在疾病的发生、发展中

有重要的作用［14］。在正常情况下 RAGE在组织细

胞中处于较低的水平，仅在肺和脑组织中呈高表

达状态［15］。目前鲜有关于 CXCR4、RGS4及 RAGE
表达与肾母细胞瘤发生发展关系的相关研究。本

组研究结果发现，对照组 CXCR4、RAGE高表达率

显著低于研究组、RGS4 高表达率高于研究组，且

CXCR4、RAGE 高表达率与肾母细胞瘤患者的临

床分期、临床分型及淋巴结转移有关，而 RGS4 的

高表达率仅与临床分型有关，这与相关研究结果

相符［16⁃17］。提示 CXCR4、RGS4及 RAGE表达可能

在肾母细胞瘤的发生、发展及转移过程中发挥重

（下转第 1519页）
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PUMA、IQGAP1在胰腺癌中的表达及与临床病理、
预后生存的相关性

胡怀远★ 夏燕 雍翔 邹萍 刘岩

［摘 要］ 目的 探讨 PUMA、IQGAP1 蛋白在胰腺癌中的表达及与临床病理、预后生存的相关

性。方法 选取 2016 年 10 月至 2018 年 10 月本院收治的胰腺癌患者胰腺癌组织标本、远离胰腺肿瘤 3
cm的癌旁组织标本各 74份，比较两组织中 PUMA、IQGAP1蛋白的表达情况，并探讨其与病理特征的关

系。随访 2年，了解 74例患者生存率，采用 ROC曲线分析不同 PUMA、IQGAP1表达的胰腺癌患者预后

2年生存情况，采用 Logistic回归模型分析影响胰腺癌患者 2年预后的独立危险因素。结果 胰腺癌组织

中的 PUMA 阳性率显著低于癌旁组织，IQGAPl 阳性率显著高于癌旁组织，差异均有统计学意义（P<
0.05）。TNM分期为Ⅲ~Ⅵ期、有淋巴结转移、分化程度为中⁃低分化的胰腺癌患者 PUMA阴性率、IQGAPl
阳性率更高（P<0.05）。74例胰腺癌患者 2年生存率为 16.22%。PUMA阴性表达、IQGAPl阳性表达的胰腺

癌患者死亡率高于 PUMA阳性表达、IQGAPl阴性表达的患者，差异有统计学意义（P<0.05）。生存分析显

示 PUMA（表达阳性）、IQGAPl（表达阴性）者生存期较长，Keplan⁃meier生存曲线明显不同（P<0.05）。TNM
（Ⅲ~Ⅵ期）、淋巴结转移（有）、分化程度（中⁃低分化）、PUMA（表达阴性）、IQGAPl（表达阳性）为影响胰腺癌

患者预后生存的独立危险因素（P<0.05）。结论 PUMA阴性、IQGAPl阳性为影响胰腺癌患者预后生存的

危险因素，临床可通过加强监测二者表达情况，以评估胰腺癌患者病情进展情况及预后。

［关键词］ PUMA蛋白；IQGAP1蛋白；胰腺癌；临床病理特征

Expression of PUMA and IQGAP1 in pancreatic cancer and their correlation with clinico⁃
pathology and prognostic survival
HU Huaiyuan★，XIA Yan，YONG Xiang，ZOU Ping，LIU Yan
（Department of Pathology，General Hospital of Wanbei Coal Power Group，Suzhou，Anhui，China，234011）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of PUMA and IQGAP1 in pancreatic cancer
and their correlation with clinicopathology and prognostic survival. Methods From October 2016 to October
2018，74 samples of pancreatic cancer tissue specimens and paracancerous tissue specimens 3 cm away from
the pancreatic tumor were selected from the patients with pancreatic cancer admitted to our hospital from Octo⁃
ber 2016 to October 2018. The expressions of PUMA and IQGAP1 in two tissues were compared. Its relation⁃
ship with pathological characteristics was explored，74 patients were followed up for 2 years to understand the
2⁃year survival rate of patients. The ROC curve was used to analyze the 2⁃year prognosis of patients with differ⁃
ent PUMA and IQGAP1 expressions，and the logistic regression model was used to analyze the independent
risk factors affecting the 2⁃year prognosis of patients with pancreatic cancer. Results The positive rate of PU⁃
MA in pancreatic cancer tissue was significantly lower than that in normal tissues adjacent to cancer，and the
positive rate of IQGAP1 was significantly higher than that in normal tissues adjacent to cancer. The differences
were statistically significant（P<0.05）. In patients with TNM stage Ⅲ~Ⅵ，lymph node metastasis，and moder⁃
ate⁃poor differentiation，the negative rate of PUMA was higher than the positive rate of PUMA，and positive
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rate of IQGAP1 was higher than the negative rate of IQGAP1，and the difference was statistically significant
（P<0.05）. In the 74 patients with pancreatic cancer，the 2⁃year survival rate was 16.22%. The mortality of pa⁃
tients with pancreatic cancer and negative expression of PUMA and positive expression of IQGAPl was higher
than that of patients with positive expression of PUMA and negative expression of IQGAPl，the difference was
statistically significant（P<0.05）. Survival analysis showed that PUMA（positive expression）and IQGAPl（neg⁃
ative expression）had longer survival times，and Keplan⁃meier survival curves were significantly different（P<
0.05）. TNM（stage Ⅲ~Ⅵ），lymph node metastasis（yes），degree of differentiation（medium⁃poor differentia⁃
tion），PUMA（negative expression），IQGAPl（positive expression）are independent risk factors affecting the
prognosis and survival of patients with pancreatic cancer（P<0.05）. Conclusion PUMA negative and IQGAP1
positive are risk factors that affect the prognosis and survival of patients with pancreatic cancer. Clinically，the
expression of both can be strengthened to evaluate the progress and prognosis of patients with pancreatic cancer.

［KEY WORDS］ PUMA protein；IQGAP1 protein；Pancreatic cancer；Clinicopathological features

胰腺癌是一种恶性程度极高的肿瘤，患者大

多预后差。目前临床治疗胰腺癌以手术切除为首

要治疗手段，但由于该病早期误诊、漏诊率高，导

致生存率极低［1］。积极寻找胰腺癌新的标志物对

于胰腺癌的早期诊断及治疗具有重要的临床价

值。凋亡调控基因（53 Up⁃regulated Modulator of
Apoptosi，PUMA）为 P53基因中诱导细胞凋亡的重

要介质，可阻碍线粒体发挥功能，刺激凋亡线粒体

蛋白释放，在肝癌、胃癌等恶性肿瘤中均有表

达［2］。IQ 结构域 GTP 酶激活蛋白（IQ⁃domain GT⁃
Pase⁃activating proteins，IQGAPs）是鸟苷三磷酸酶

活化蛋白家族，IQGAP1 蛋白属于其家族成员之

一，具有多个结构域［3］。有学者研究指出，IQGAP1
可通过转导信号通路刺激肿瘤细胞的增殖、迁

移［4］。本文旨在探讨 PUMA、IQGAP1 蛋白在胰腺

癌中的表达及其与临床病理、预后生存的相关性，

现研究报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016 年 10 月至 2018 年 10 月本院收治

的 74 例胰腺癌患者胰腺癌组织标本、远离胰腺

肿瘤 3 cm 的癌旁组织标本各 74 份。其中男 44
例，女 30 例；平均年龄（55.19±4.52）岁；肿瘤直径

最大为 8.5 cm，最小 1.8 cm；肿瘤位于胰腺头颈

部 39 例，位于体尾部 35 例。纳入标准：①CT 检

查提示胰周脂肪层消失，出现双轨征，局部出现

凸起的肿物，并经术后病理检查确诊为胰腺

癌［5］；②均在入院后 2 周内进行根治性手术切

除；③术前未接受过放、化疗等辅助治疗。排除

标准：①合并恶性肿瘤、阿尔兹海默症者、因精神

障碍无法配合治疗者；②病理检查结果为胰腺囊

性肿瘤者；③因非胰腺癌死亡者及随访期间失访

者。本研究经医院医学伦理委员会批准通过，受

试者或其家属均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 标本采集

PUMA、IQGAP1 标本均经甲醛固定、石蜡包

埋、切片、DAB 显色剂显色、苏木精复染、乙醇脱

水、二甲苯透明，中性树胶封固等步骤处理。采用

免疫组化染色法检测 PUMA、IQGAP1表达情况。

1.2.2 试剂

PUMA 及 IQGAP1 兔多克隆抗体均采购自美

国 Epitomics 公司。DAB 显色剂及配套试剂盒采

购自北京中杉金桥生物技术有限公司。L.3 回旋

式切片机由北京手术器械厂提供。

1.2.3 结果判定

阳性结果判定［6］：PUMA 及 IQGAPl 蛋白染色

阳性信号呈棕黄或棕褐色，位于胞膜或胞浆。阳性

细胞计分：0分：无阳性细胞，1分：阳性细胞<10％，

2 分：阳性细胞 10％~50％，3 分：阳性细胞 50％~
75％，4分：阳性细胞>75％；细胞质无染色计 0分，

淡黄色计 1分，棕黄色计 2分，棕褐色计 3分。以双

盲法观察切片，两项评分之和≤2分为阴性，≥3分为

阳性。阳性率=阳性例数/总例数×100%。

1.3 随访

随访从患者术后开始，直至患者死亡或本研究

结束，为期 2年（截止时间：2020年 10月）。随访时

间在 1~24 个月中分布，平均随访时间为（11.10±
2.64）个月。随访方式为门诊复查，详细记录两组

患者治疗后无进展生存时间（Progression⁃Free⁃Sur⁃
vival，PFS））、总生存时间（Overall Survival，OS）。
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1.4 统计学方法

应用 SPSS 21.0 软件进行统计学分析；计量资

料以（x ± s）表示，多组间采用单因素方差分析，两

两比较采用 LSD⁃t检验；计数资料以 n（%）表示，采

用 c2检验；采用 Kaplan⁃Meier 生存分析预后，使用

tarone法进行检验；以 P<0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 PUMA及 IQGAPl在不同组织中的表达

胰腺癌组织中的 PUMA阳性率显著低于癌旁

组织，IQGAPl 阳性率显著高于癌旁组织，差异均

有统计学意义（P<0.05）。见表 1及图 1。

2.2 胰腺癌组织中 PUMA、IQGAPl 蛋白表达与

临床病理特征的关系

TNM 分期为Ⅲ~Ⅵ期、有淋巴结转移、分化程

度为中 ⁃低分化的胰腺癌患者 PUMA 阴性率、

IQGAPl阳性率更高（P<0.05）。见表 2。
2.3 胰腺癌患者不同 PUMA、IQGAPl表达的预后

情况

74例胰腺癌患者 2年生存率为 16.22%。PUMA
阴性表达、IQGAPl 阳性表达的胰腺癌患者死亡率

高于 PUMA 阳性表达、IQGAPl 阴性表达的患者，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 生存曲线分析

PUMA 表达阴性、表达阳性及 IQGAPl 表达阴

性、表达阳性半数生存时间分别为（9.12±1.18）月、

（16.25 ± 1.58）月、（17.40 ± 2.70）月、（10.70 ± 1.60）
月。生存分析显示 PUMA（表达阳性）、IQGAPl（表

达阴性）者生存期较长，Keplan⁃meier 生存曲线明

显不同（P<0.05）。见图 2。

AA BB CC DD

注：A、B为 IQGAPl阴、阳性表达；C、D为 PUMA阳、阴性表达

图 1 胰腺癌组织免疫组化染色图（SP，×500）
Figure 1 immunohistochemical staining of pancreatic

carcinoma（SP，×500）

组别

胰腺癌组织

癌旁组织

c2值

P值

n

74
74

PUMA
阳性

23（31.08）
47（63.51）

15.613
<0.001

阴性

51（68.92）
27（36.49）

IQGAPl
阳性

54（72.97）
34（45.95）

11.212
<0.001

阴性

20（27.03）
40（54.05）

表 1 PUMA及 IQGAPl在不同组织中的表达［n（%）］

Table 1 expression of Puma and iqgapl in different tissues
［n（%）］

病理参数

年龄（岁）

性别（例）

TNM分期

淋巴结转移

分化程度

肿瘤大小（cm）

肿瘤部位

神经侵犯

≥65
<65
男

女

Ⅰ~Ⅱ期

Ⅲ~Ⅵ期

是

无

高分化

中⁃低分化

≥5
<5

头颈部

尾体部

有

无

例数

（n=74）
48
26
40
34
33
41
45
29
40
34
44
30
39
35
38
36

PUMA

阳性（n=23）
18（78.26）
5（21.74）
13（56.52）
10（43.48）
18（78.26）
5（21.74）
5（21.74）
18（78.26）
18（78.26）
5（21.74）
15（65.22）
8（35.78）
15（65.22）
8（35.78）
12（52.17）
11（47.83）

阴性（n=51）
30（58.82）
21（41.18）
27（52.94）
24（47.06）
15（29.41）
36（70.59）
40（78.43）
11（21.57）
32（62.75）
29（56.86）
29（56.86）
22（43.14）
24（47.06）
17（33.33）
26（50.98）
25（49.02）

c2值

2.628

0.082

15.309

21.378

4.615

0.459

0.276

0.009

P值

0.105

0.775

0.001

0.001

0.032

0.498

0.599

0.924

IQGAPl

阳性（n=54）
32（62.75）
22（43.14）
30（58.82）
24（47.06）
30（58.82）
24（40.06）
39（76.47）
15（29.41）
33（64.71）
21（41.18）
32（62.75）
22（43.14）
27（52.94）
27（52.94）
30（58.85）
24（47.06）

阴性（n=20）
16（80.00）
4（20.00）
10（50.00）
10（50.00）
3（15.00）
17（85.00）
6（30.00）
14（70.00）
7（35.00）
13（65.00）
12（60.00）
8（40.00）
12（60.00）
8（40.00）
8（40.00）
12（60.00）

c2值

2.755

0.181

9.715

10.918

4.007

0.003

0.585

1.414

P值

0.097

0.670

0.002

0.001

0.045

0.945

0.444

0.234

表 2 胰腺癌组织中 PUMA、IQGAPl蛋白表达与临床病理特征的关系［n（%）］

Table 2 Relationship between puma，iqgapl protein expression and clinicopathological features in pancreatic cancer［n（%）］

组别

生存

死亡

c2值

P值

n

12
62

PUMA

阴性

12（100.00）
39（62.90）

6.459
0.011

阳性

0（0.00）
23（37.10）

IQGAPl

阴性

9（75.00）
11（17.74）

16.713
<0.001

阳性

3（25.00）
51（82.26）

表 3 胰腺癌患者 PUMA、IQGAPl表达的预后情况［n（%）］

Table 3 prognosis of different expression of Puma and
iqgapl in patients with pancreatic cancer［n（%）］
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变量

年龄（≥65岁 vs <65）
性别（男 vs女）

TNM（Ⅲ~Ⅵ期 vsⅠ~Ⅱ期）

淋巴结转移（是 vs否）

分化程度（中⁃低分化 vs高分化）

肿瘤大小（≥3 cm vs <3 cm）
肿瘤部位（头颈部 vs尾体部）

神经侵犯（有 vs无）

PUMA（阴性表达 vs阳性表达）

IQGAPl（阳性表达 vs阴性表达）

单因素分析

OR值

1.552
1.610
1.714
1.688
1.557
1.587
1.498
1.578
1.221
1.122

95%CI

0.410~1.624
0.567~1.598
1.517~1.94
1.385~1.756
1.527~1.857
0.485~1.685
0.524~1.135
0.665~1.554
1.235~1.456
1.342~1.568

P值

0.830
0.705
0.028
0.001
0.011
0.254
0.984
0.889
0.019
0.001

多因素分析

OR值

1.258
1.368
1.325

1.354
1.647

95%CI

1.467~1.339
1.231~1.992
1.254~1.884

1.372~1.698
1.247~1.654

P值

<0.001
<0.001
<0.001

<0.001
<0.001

2.5 影响胰腺癌患者预后生存的单因素和多因素

分析

TNM（Ⅲ~Ⅵ期）、淋巴结转移（有）、分化程度

（中⁃低分化）、PUMA（表达阴性）、IQGAPl（表达阳

性）为影响胰腺癌患者预后生存的独立危险因素

（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

据统计，胰腺癌在全球范围内恶性肿瘤发病

率中排名靠前，死亡率位居第 7位，目前临床多依

据腹部 CT、胰腺MRI、腹部超声、超声内镜等检查

结合术后病理检查确诊［7］。但由于胰腺位置隐蔽，

在患者表现出临床症状时，肿瘤多已发展到中晚

期，手术根治难度大，患者仍面临术后肿瘤复发、

转移的风险，且预后情况不理想。

随着医学检验技术的发展，肿瘤相关基因标志

检测逐渐引起广大学者的重视，有学者研究指出，正

常的胰腺细胞发展为胰腺癌的过程中有多个癌基因

及抑癌基因的参与［8］。PUMA是近年来新发现的促

凋亡基因，可发挥强大的促凋亡作用［9］。IQGAPl是
一种能通过 ERk⁃2信号通路的透明质酸，并与透明

质酸受体结合促进细胞迁移及侵袭。本研结果显示

这与既往学者报道结果一致［10］。

国外文献报道，胰腺癌患 5年生存率仅在 5%左

右［11］。本研究随访资料显示：胰腺癌患者术后 2年生

存率仅为 16.22%；PUMA阴性表达、IQGAPl阳性表

达的患者死亡率更高；PUMA阳性表达、IQGAPl阴
性表达的患者生存期更长。这与Ghosh等学者［12］研

究结果一致，可见 PUMA、IQGAPl参与了胰腺癌发

生、发展的过程。IQGAPl作为血管内皮细胞生长因

子受体结合蛋白，在血管内皮的迁移、增殖过程中发

挥重要作用；而 PUMA是一种新的具有凋亡作用的

靶基因，对细胞起着恶性转化的作用，其可抑制细胞

凋亡并参与肿瘤的发生、恶化的过程。有学者报道，

PUMA的表达下调与肿瘤发生相关，PUMA基因丢

失后，加剧了淋巴组织的转移，并促使肿瘤生长［13］。

吴萍等学者［14］通过小鼠实验发现，PUMA 表

达的改变会影响胃癌细胞的增殖能力，PUMA 低

表达与胃癌的发生有关。提示可在患者化疗过程

中，通过增加 PUMA 表达量，达到促进癌细胞凋

亡、抗肿瘤的目的。国内学者报道，在食管鳞状细

胞癌组织中，IQGAP1表达明显上调，推测 IQGAP1
阳性表达可促进恶性肿瘤浸润，提高肿瘤侵袭能

力［15］。本研究结果亦证实这一观点。但由于本研

究纳入样本量较少，且未对 PUMA、IQGAP在肿瘤

中侵袭、转移的作用机制进行深入研究，导致研究

存在不足。后续将扩大样本量并对血清标志物进

行联合检测，以明确二者在胰腺癌病情进展中的

作用机制，证实其对诊治胰腺癌的敏感性。

综上所述，PUMA 阴性、IQGAPl 阳性为影响

胰腺癌患者预后生存的危险因素，临床可通过加

强监测二者表达情况，以评估胰腺癌患者病情进

展情况及预后。

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2累
积

生
存

函
数

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2累
积

生
存

函
数

组别
PUMA 阳性
PUMA 阴性
PUMA 阴性⁃删失
PUMA 阴性⁃删失

生存时间（月）
0 5 10 15 20 25 30

生存时间（月）
0 10 20 30 40

组别
IQGAPI 阳性
IQGAPI 阴性
IQGAPI 阴性⁃删失
IQGAPI 阴性⁃删失

生存函数 生存函数

图 2 不同 PUMA、IQGAPl表达的患者生存曲线分析

Figure 2 analysis of survival curve of patients with different
Puma and IQGAPl expression

表 4 影响胰腺癌患者预后生存的单因素和多因素分析

Table 4 univariate and multivariate analysis of prognostic factors in patients with pancreatic cancer
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短暂性脑缺血发作患者ABCD2评分与外泌体miR⁃
450b⁃5p水平的关系

钱腊燕★ 武晓芳 刘彦龙 凡奇 马龙

［摘 要］ 目的 研究短暂性脑缺血发作（TIA）患者ABCD2评分与外泌体miR⁃450b⁃5p水平的关

系。方法 选取亳州市人民医院 2017年 1月至 2019年 6月诊治的 142例 TIA 患者作为 TIA 组，另选取

133例同期于本院体检的健康人作为对照组，检测两组外泌体miR⁃450b⁃5p水平，根据ABCD2评分将 TIA
患者分为低危组、中危组和高危组，比较各组miR⁃450b⁃5p水平，分析miR⁃450b⁃5p水平与ABCD2评分的

相关性。比较不同预后患者ABCD2评分与外泌体miR⁃450b⁃5p水平，并通过ROC曲线分析两者对于预后

的预测价值。结果 TIA组外泌体miR⁃450b⁃5p表达水平明显低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。

ABCD2评分：高危组>中危组>低危组，外泌体miR⁃450b⁃5p表达水平：高危组<中危组<低危组，差异均有

统计学意义（P<0.05）。外泌体miR⁃450b⁃5p水平与ABCD2评分呈负相关（r=-0.611，P<0.05）。预后良好

组患者ABCD2评分明显低于预后不良组，外泌体miR⁃450b⁃5p水平明显高于预后不良组，差异均有统计学

意义（P<0.05）。外泌体miR⁃450b⁃5p联合ABCD2评分评估 TIA预后的AUC为 0.819，明显大于两者单独

检测（P<0.05），两者联合预测的敏感度为 84.21%，特异度为 69.27%。结论 TIA患者外泌体miR⁃450b⁃5p
表达水平与ABCD2评分呈负相关，两者水平升高增高可提示TIA患者预后不良。

［关键词］ 短暂性脑缺血发作；ABCD2评分；miR⁃450b⁃5p

Relationship between ABCD2 score and exosomal miR⁃450b⁃5p level in patients with tran⁃
sient ischemic attack
QIAN Layan★，WU Xiaofang，LIU Yanlong，FAN Qi，MA Long
（Department of Neurology，Bozhou People’Hospital，Bozhou，Anhui，China，236800）

［ABSTRACT］ Objective To study the relationship between ABCD2 score and exosomal miR⁃450b⁃
5p level in patients with transient ischemic attack（TIA）. Methods 142 patients with TIA（TIA group）and
133 healthy individuals（control group）were enrolled in this study between January 2017 and June 2019. The
exosomal miR⁃450b⁃5p levels in the two groups were detected. According to the ABCD2 score，patients with
TIA were divided into the low⁃risk group，the moderate⁃risk group，and the high⁃risk group. The miR⁃450b⁃5p
level was compared among the groups，and the correlation between miR⁃450b⁃5p level and ABCD2 score was
analyzed. The ABCD2 scores and exosomal miR⁃450b⁃5p levels of patients with different prognosis were com⁃
pared. The prognostic value of the two indicators was analyzed by the ROC curve. Results The expression
level of exosomal miR⁃450b⁃5p in the TIA group was significantly lower than that in the control group（P<
0.05）. ABCD2 score decreased in order，while the expression level of exosomal miR⁃450b⁃5p increased in or⁃
der of the high⁃risk group，the moderate⁃risk group，to the low⁃risk group（P<0.05）. The miR⁃450b⁃5p level
was negatively correlated with the ABCD2 score（r=-0.611，P<0.05）. The ABCD2 score of patients in the
good prognosis group was significantly lower than that in the poor prognosis group，while the exosomal miR⁃
450b⁃5p level was significantly higher than that in the poor prognosis group（P<0.05）. The AUC of exosomal
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短暂性脑缺血发作（transient ischemic attack，
TIA）是指在一定时间内发生缺血同时又迅速缓解的

症状，症状持续时间短，一般 1~24 h内即可恢复正

常［1⁃2］。近年来，临床研究发现约有 50%的TIA患者

在发病后的 48 h 内进展为缺血性卒中（ischemic
stroke，IS），具有较高的危险系数［3］。故早期诊断和

治疗 TIA对于预防 IS的发生具有重要意义。miR⁃
NA在血管性疾病、肿瘤等多种疾病中具有重要的调

控作用［4⁃5］。既往研究发现miR⁃450b⁃5p不仅与恶性

肿瘤发生发展密切相关，还参与多种炎症性疾病［6］。

Huang等人［7］研究显示miR⁃450b⁃5p通过抑制αB⁃晶
状体蛋白可改善肝脏缺血性损伤。Luo等人［8］通过

生物信息学分析发现miR⁃450b⁃5p可调控信号通路

活性改变，影响脑组织细胞的生物活性，这为后期研

究提供了思路。因此，本研究通过观察不同危险分

级以及预后TIA患者外泌体miR⁃450b⁃5p表达水平，

旨在初步探讨外泌体miR⁃450b⁃5p在TIA发生发展

中的作用，为临床诊治TIA提供一定的依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取亳州市人民医院 2017年 1月至 2019年 6
月诊治的 142例 TIA患者作为 TIA组。纳入标准：

①符合 2009 年美国心脏协会/脑卒中协会制定的

TIA 诊断标准［9］，并经影像学检查确诊；②患者临

床资料完整。排除标准：①经CT或MRI检查证实

为新发梗死病灶导致；②经CT或MRI检查证实为

颅内出血、感染等其他神经系统疾病；③既往存在

脑卒中病史；④合并严重脏器功能不全、自身免疫

性疾病者；⑤近半年内存在脑部手术或外伤史。

其中男 109例，女 33例；平均年龄（53.49±8.16）岁；

基础疾病：高血压 24 例，糖尿病 29 例。另选取同

期来本院体检的 133例健康人作为对照组，其中男

104 例，女 29 例；平均年龄（52.67±7.92）岁。两组

基线资料比较差异无统计学意义（P>0.05），具有

较好的可比性。本研究经医院医学伦理委员会批

准通过，受试者或家属均签署知情同意书。

1.2 方法

TIA组患者入院后次日、对照组于体检当日清

晨抽取空腹静脉血 3 mL，室温下以 3 000 r/min的速

度离心 10 min，收集上层血清，然后在 4℃、14 000 r/
min 的条件下，离心 10 min，取上层清液保存于 -
80℃。将上清液经 0.22 gm 滤膜过滤，DPBS 洗两

次，收集截留物，经戊二醛固定，柠檬酸铅染色，再

通过透射电镜法观察提取外泌体。采用Trizol法提

取外泌体中的总 RNA 分子，并参考 miRcute 血清

miRNA 提取分离试剂盒说明书提取外泌体中的

miR⁃450b⁃5p，采用实时荧光定量 PCR检测外泌体

miR⁃450b⁃5p水平。反应条件按照试剂盒说明书进

行：第一阶段，95℃ 30 s 预变性，1 个循环；第二阶

段，95℃ 5 s、60℃ 30 s，40个循环。以小核 RNAU6
作为内参，对目标基因进行归一化处理。目标miR⁃
NA的相对表达量=2⁃ΔΔCT，CT值为反应体系中荧光

信号达到阈值时的循环数。患者入院时或者 TIA
发作后进行 ABCD2 评估，评估标准［10］如下：A：年

龄≥60岁，计为 1分；B：血压≥140/90 mmHg，计为 1
分；C：临床表现：单侧肢体无力计为 2分，有言语障

碍而无肢体无力，计为 1分；D症状持续时间：≥60
min，计为 2分，10~59 min，计为 1分；D 糖尿病：口

服降糖药或应用胰岛素治疗，计为 1分。其中低危

组为 0~3分，中危组为 4~5分，高危组为 6~7分。

1.3 观察指标

比较 TIA组与对照组miR⁃450b⁃5p水平，并比

较不同危险分级 TIA 患者 ABCD2 评分、外泌体

miR⁃450b⁃5p水平，并分析两者相关性。通过电话

或者门诊形式随访，统计患者 90 d 内是否发生脑

梗死、死亡、大动脉狭窄等不良事件，根据有无发

生将患者分为预后不良组和预后良好组，比较两

组患者 ABCD2 评分和外泌体 miR⁃450b⁃5p 水平，

并通过ROC曲线分析两者对预后的预测价值。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计软件进行统计处理，计量

资料数据均符合正态分布，以（x ± s）表示，组间比

较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素⁃

miR⁃450b⁃5p combined with ABCD2 score to assess the prognosis of TIA was 0.819，which was significantly
greater than that of the two alone（P<0.05）. The sensitivity and specificity of the two combined prediction
were 84.21% and 69.27%. Conclusion The expression level of exosomal miR⁃450b⁃5p in TIA patients is neg⁃
atively correlated with the ABCD2 score. Elevated miR⁃450b⁃5p level and ABCD2 score indicate a poor prog⁃
nosis in TIA patients.

［KEY WORDS］ Transient ischemic attack；ABCD2 score；miR⁃450b⁃5p

·· 1521



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

表 2 不同预后患者ABCD2评分和外泌体miR⁃450b⁃5p
水平（x ± s）

Table 2 ABCD2 scores and exosome miR⁃450b⁃5p levels in
patients with different prognosis（x ± s）

分组

预后良好组

预后不良组

t值
P值

n
104
38

ABCD2评分（分）

3.85±1.71
4.90±1.38

3.400
0.001

外泌体miR⁃450b⁃5p
0.72±0.21
0.43±0.18

7.555
<0.001

检验结果变量

ABCD2评分

miR⁃450b⁃5p
联合

AUC
0.652
0.779
0.819

标准误差

0.048
0.041
0.037

95%CI
0.558~0.746
0.698~0.860
0.747~0.890

P值

0.006
<0.001
<0.001

表 3 ABCD2评分和外泌体miR⁃450b⁃5p水平对预后的预

测价值

Table 3 The prognostic value of ABCD2 score and exosome
miR⁃450b⁃5p level

曲线源
ABCD2评分
miR_45b_5b
联合
参考线

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异度

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curves

方差（F检验）分析，进一步两两比较采用 LSD⁃t检
验。ABCD2 评分、外泌体 miR⁃450b⁃5p 水平相关

性采用 Pearson 相关分析。ABCD2 评分、外泌体

miR⁃450b⁃5p 水平对 TIA 患者预后的预测价值采

用受试者工作特征（ROC）曲线分析；以 ROC 曲线

下面积值（AUC）反映预测效能，AUC 值的比较采

用 Z检验；以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 TIA组与对照组外泌体miR⁃450b⁃5p水平比较

TIA组外泌体miR⁃450b⁃5p表达水平为（0.64±
0.20），明显低于对照组外泌体miR⁃450b⁃5p表达水平

（0.98±0.34），差异有统计学意义（t=10.134，P<0.05）。
2.2 不同危险分级患者 ABCD2 评分和外泌体

miR⁃450b⁃5p水平比较

ABCD2 评分：高危组>中危组>低危组、外泌

体 miR⁃450b⁃5p 表达水平：高危组<中危组<低危

组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.3 ABCD2评分与外泌体miR⁃450b⁃5p水平相关性

外泌体miR⁃450b⁃5p水平与ABCD2评分呈负

相关（r=-0.611，P<0.05）。

2.4 不同预后患者 ABCD2 评分和外泌体 miR⁃
450b⁃5p水平

所有患者均完成随访，根据有无发生不良事件

将患者分为预后不良组（n=38）和预后良好组（n=
104）。预后良好组患者ABCD2评分明显低于预后

不良组，外泌体miR⁃450b⁃5p水平明显高于预后不

良组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.5 ABCD2评分和外泌体miR⁃450b⁃5p水平对预

后的预测价值

外泌体 miR⁃450b⁃5p 联合 ABCD2 评分评估

TIA 预后的 AUC 为 0.819，大于两者单独检测（P<
0.05），两者联合预测的敏感度为 84.21%，特异度

为 69.27%。见表 3、图 2。

3 讨论

目前临床认为 TIA 的发病与血流动力学变化

以及微栓子形成有关，是 IS的先兆性症状，其反复

发作最终可发展为不可逆的脑梗死［11］。既往研究

表明影像学检查对于 TIA病情评估方面仍存在一

定的局限性［12］。国内外已有多项研究表明外泌体

miRNAs 可能与 TIA 的发生发展密切相关［13 ⁃ 14］，

Luo等人［8］以 TIA大鼠为对象，通过一系列试验证

实 miR⁃450b⁃5p 对于 TIA 大鼠具有较高的诊断价

值，可能成为大鼠 TIA 的生物学标志物及治疗靶

点。但 miR⁃450b⁃5p 水平与人体 TIA 的关系尚处

于初步研究阶段，国内外鲜有报道。

既往研究表明外泌体是 miRNAs 的运载体和

富含体，在脑缺血后的几分钟开始，脑组织将出现

包括基因表达变化等各种各样的由缺血直接导致

的功能损害［15］。本研究发现 miR⁃450b⁃5p 水平在

TIA 中明显降低，Luo 等人［8］研究也表明 TIA 大鼠

中 miR⁃450b⁃5p 水平显著降低。另研究结果提示

miR⁃450b⁃5p可能参与 TIA 的发生发展过程中，可

分组
低危组
中危组
高危组
F值
P值

n
46
67
29

ABCD2评分（分）
2.22±0.63
4.46±0.52a

6.41±0.50ab

530.298
<0.001

外泌体miR⁃450b⁃5p
0.84±0.26
0.65±0.19a

0.31±0.12ab

59.678
<0.001

表 1 不同危险分级患者ABCD2评分和外泌体miR⁃450b⁃
5p水平比较（x ± s）

Table 1 ABCD2 scores and exosome miR⁃450b⁃5p levels in
patients with different risk classification（x ± s）

注：与低危组比较，aP<0.05；与中危组比较，bP<0.05。
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与 ABCD2 评分共同用于 TIA 患者病情进展的监

测。TIA 与 IS 的症状相同，具有相似的病理生理

机制，包括钙离子代谢异常、氧化应激、细胞凋亡、

免疫反应等。而新的研究表明 miRNAs 参与了淋

巴细胞的形成和分化过程，从而参与调控免疫反

应环节，间接参与脑缺血的发生［16］。在众多的

miRNAs 中，miR⁃450b⁃5p 也是一个免疫相关性

miRNA。Li 等人［17］研究表明 miR⁃450b⁃5p 与核因

子⁃kB（Nuclear factor⁃kB，NF⁃kB）表达增强密切相

关，且miR⁃450b⁃5p在免疫反应的早期以及炎症反

应各阶段发挥作用。而 TIA患者因脑缺血的发生，

血脑屏障被破坏，促使炎症反应发生，诱导 NF⁃κB
的激活，参与 TIA后炎症反应，进一步加重脑损伤

的发生，促进 TIA病情进展。Zhang等人［18］研究表

明miR⁃450b⁃5p靶基因还与钙离子转运、基因表达

调节、细胞粘附调节、转化生长因子（transforming
growth factor，TGF）⁃β 信号通路、MAPK 信号传导

等有关。如MAPK途径作为保护血脑屏障的关键

途径，可促进脑梗死后血管生成；细胞内钙离子浓

度升高、细胞凋亡以及线粒体损伤均是引起大脑

中动脉阻断后缺血性再灌注损伤的重要因素；

ABCD2评分是现阶段常用的预测 TIA进展为 IS风

险以及预后的评估工具，具有快捷、操作简单、经济等

优点，但其评估指标未涉及病理生理因素、影像学检

查结果，故单纯依靠 ABCD2评分预测 TIA 预后尚

存在一定的局限性。本研究以患者不同预后进行

分组，结果显示外泌体miR⁃450b⁃5p联合ABCD2评

分评估 TIA 预后的 AUC 明显大于两者单独诊断，

两者联合预测的敏感度为 84.21%，特异度为

69.27%，提示外泌体 miR⁃450b⁃5p 可与 ABCD2 评

分联合为TIA的预后预测提供一定的参考。

综上所述，TIA 患者外泌体 miR⁃450b⁃5p 表达

水平与ABCD2评分呈负相关，两者水平升高增高

可提示 TIA患者预后不良。但本次研究仍存在部

分局限之处，样本量较少，数据可能存在一定的偏

倚，关于miR⁃450b⁃5p在 TIA发生发展中扮演的角

色以及其具体的作用机制仍有待于进一步研究。
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TGR、LGR5联合RRM1检测在非小细胞肺癌疾病
进展中的评估作用

李琪 1 王继灵 2 曹荣娟 3 刘秀珍 1 孟祥云 1★

［摘 要］ 目的 分析肿瘤生长速率（TGR）、富含亮氨酸的 G蛋白偶联受体 5（LGR5）和核苷酸还

原酶 M1（RRM1）在非小细胞肺癌（NSCLC）中的表达及疾病进展中的评估作用。方法 选取 2015 年 1
月至 2018 年 1 月于合肥市第二人民医院就诊的 97 例 NSCLC 患者，取所有患者术中新鲜肺癌组织

（NSCLC 组）及距离癌组织 5 cm 处癌旁组织（对照组），比较不同组织 TGR 值及 LGR5、RRM1 的表达情

况。分析影响 NSCLC 患者预后生存的相关因素及 TGR、LGR5、RRM1 对患者预后生存的影响。结果

NSCLC 组 LGR5阴性率及 RRM1阳性率高于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。中低分化、Ⅲ+Ⅳ
期、有淋巴结侵犯者 TGR 升高率、LGR5 阴性率及 RRM1 阳性率高于高分化、Ⅰ+Ⅱ期及无淋巴结侵犯

者，差异有统计学意义（P<0.05）。中低分化、Ⅲ+Ⅳ期、有淋巴结侵犯、TGR升高、LGR5阴性及 RRM1阳

性表达为影响 NSCLC 患者预后生存的独立危险因素（P<0.05）。TGR、LGR5、RRM1 单项及联合检测

AUC分别为 0.820、0.715、0.821、0.905，各指标AUC以联合检测最大（P<0.05）。TGR降低、LGR5阳性组

及 RRM1 阴性组平均生存时间长于 TGR 升高、LGR5 阴性组、RRM1 阳性组，差异均有统计学意义（P<
0.05）。结论 TGR、LGR5、RRM1与NSCLC疾病进展、预后均有着密切关系，可作为预测患者预后生存

的分子标志物和肿瘤治疗的潜在靶点。

［关键词］ TGR；LGR5；RRM1；非小细胞肺癌

Evaluation of TGR and LGR5 combined with RRM1 detection in the progression of non⁃
small cell lung cancer
LI Qi1，WANG Jiling2，CAO Rongjuan3，LIU Xiuzhen1，MENG Xiangyun1★

（1. Department of Pharmacy，Hefei Second Peoples Hospital，Hefei，Anhui，China，230011；2. Department
of Respiration，Hefei Second Peoples Hospital，Hefei，Anhui，China，230011；3. Department of Pharmacy，
Hefei Peoples Hospital，Hefei，Anhui，China，230011）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expression of tumor growth rate（TGR），Leucine⁃rich re⁃
peat⁃containing G protein coupled receptor 5（LGR5）and ribonucleotide reductase subunit M1（RRM1）in the
evaluation of disease progression of non⁃small⁃cell lung cancer（NSCLC）. Method 97 NSCLC patients treat⁃
ed in this hospital from January 2015 to January 2018 were selected. Fresh lung cancer tissues（NSCLC group）
and adjacent tissue 5 cm from the cancerous tissues（control group）were taken from all patients during the sur⁃
gery. The TGR value and the expression of LGR5 and RRM1 in different tissues were compared. The relevant
factors that affected the prognostic survival of NSCLC patients and the effects of TGR，LGR5，and RRM1 on
the prognostic survival of patients were analyzed. Result The negative rate of LGR5 and the positive rate of
RRM1 in the NSCLC group were higher than those in the control group，and the differences were statistically

•论 著•
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significant（P<0.05）. The rate of TGR elevated，LGR5 negative rate，and RRM1 positive rate in poorly differ⁃
entiated，stage Ⅲ+Ⅳ，and lymph node invasion was higher than that in well⁃differentiated，stage Ⅰ+Ⅱ and
no lymph node invasion，the difference was statistically significant（P<0.05）. Poorly differentiated，stage Ⅲ+
Ⅳ，lymph node invasion，elevated TGR，negative LGR5 and positive expression of RRM1 were independent
risk factors affecting the prognosis of NSCLC patients（P<0.05）. The AUC of TGR，LGR5，RRM1 single de⁃
tection and combined detection were 0.820，0.715，0.821，0.905，respectively，and the AUC of the combined
detection was the largest（P<0.05）. The average survival time of TGR decreased，LGR5 positive group and
RRM1 negative group was longer than TGR increased，LGR5 negative group，RRM1 positive group，the dif⁃
ference was statistically significant（P<0.05）. Conclusion TGR，LGR5，and RRM1 are closely related to
NSCLC disease progression and prognosis，and can be used as molecular markers for predicting patient surviv⁃
al and potential targets for tumor therapy.

［KEY WORDS］ TGR；LGR5；RRM1；Non⁃small cell lung cancer

肿瘤生长速率（tumor growth rate，TGR）是近

年兴起的一种新型指标，能动态定量观察肿瘤进

展速度，适合监测靶向治疗的疗效［1⁃2］。富含亮氨

酸的 G 蛋白偶联受体 5（Leucine⁃rich repeat⁃con⁃
taining G protein coupled receptor5，LGR5）是结直

肠癌干细胞表面标志分子，与肿瘤的生长、侵袭和

不良预后相关，近年有研究发现 LGR5在肺癌中也

有表达［3 ⁃ 4］。核苷酸还原酶 M1（ribonucleotide re⁃
ductase subunit M1，RRM1）作为核苷酸切除修复

的限速酶，是一种抑癌基因，其异常表达与非小细

胞肺癌（Non⁃small⁃cell carcinoma，NSCLC）的疾病

进展、侵袭、转移等亦有紧密联系［5⁃6］。本研究就既

往 LGR5、RRM1 在 NSCLC 中的意义及预后评估

的基础上，进一步研究 TGR 与其联合检测在

NSCLC进展中的评估作用，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2015年1月至2018年1月于合肥市第二人

民医院就诊的97例NSCLC患者。纳入标准：①均由

组织病理学诊断证实为非小细胞肺癌患者［7］；②均为

初次治疗的患者；③有完整的病历资料及影像学图

像。排除标准：①多原发恶性肿瘤，有严重基础疾病；

②合并弥漫性血管内凝血等血液系统疾病者；③妊娠

期或哺乳期妇女。取所有患者术中新鲜肺癌组织及

对应癌旁组织（距离癌组织 5 cm处）标本，分别作为

NSCLC组和对照组。本研究经医院医学伦理委员会

批准通过，受试者或家属均签署知情同意书。

1.2 检测方法

1.2.1 TGR
通过以下公式计算术前 TGR［8］：TGR=100

［exp（TG）⁃1］，其中 TG=3log（Dt/D0）/t，D0、Dt 分
别为基线及第 1 次疗效评价时靶病灶最大直径

总和，t 为 2 次肿瘤评估间隔的时间。本文遵循

实体瘤的疗效评价标准（Response Evaluation Cri⁃
teria In Solid Tumors，RECIST）［9］标准测量靶病

灶，排除基线时仅存在非靶病灶（如仅有胸腔积

液或骨转移）及第 1 次疗效评价时出现新发病灶

的患者。利用受试者操作特征曲线找到 TGR 最

佳截断点为 9.74，以此为界分为 TGR 升高和

TGR 降低。

1.2.2 LGR5、RRM1
1.2.2.1 主要试剂：兔抗人 LGR5多克隆抗体购自

美国 Epitomics 公司；RRM1 一抗抗体、二抗和 S⁃P
免疫组化试剂盒购自福建迈新生物技术开发有限

公司。

1.2.2.2 免疫组织化学检测：将 3 mm 厚的石蜡组

织切片经二甲苯脱蜡，梯度乙醇水化。体积分数

3％过氧化氢处理阻断内源性过氧化物酶，0.01
μmol/L 柠檬酸盐缓冲液（pH 值 6.0）高压水浴加

热，抗原修复 2 min，质量分数 3％牛血清白蛋白封

闭，阻断非特异性染色。分别以兔抗人 LGR5多克

隆抗体（1∶150）与 RRM1 一抗抗体为一抗，检测

LGR5、RRM1。
1.2.2.3 结果判定标准［10］：RRMl 以细胞浆呈棕黄

色为阳性，LGR5 阳性染色为淡黄色、棕黄色或棕

褐色，定位于细胞质和细胞膜。阳性细胞百分率

（A值）评分：<25%为 1分，25%~50%为 2分，>50%
为 3分；染色强度（B值）评分：不着色为 0分，浅棕

黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，棕褐色为 3 分。两种

计分的乘积为每例的加权分数，加权分数为 0为阴

性，其余均为阳性。
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1.3 随访方法

随访从患者术后开始，直至患者死亡或随访

结束，为期 3年，截止于 2021年 1月。随访的方式

主以患者来院复查为主，随访率为 100.00%。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计分析，计数资料

以 n（%）表示，行 c2检验；计量数据以（x ± s）表示，

行 t 检验；采用多元 Logistic 回归分析影响预后生

存的危险因素，采用 ROC 曲线分析不同方法的预

测价值，绘制 Kaplan⁃Meier 生存曲线研究 TGR、

LGR5、RRM1 对患者预后生存的影响；以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组 TGR、LGR5、RRM1表达情况比较

NSCLC 组 LGR5 阴性率及 RRM1 阳性率高

于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。见

表 1。

2.2 TGR、LGR5、RRM1表达与 NSCLC 患者病理

参数的相关性

中低分化、Ⅲ+Ⅳ期、有淋巴结侵犯者 TGR 升

高率、LGR5 阴性率及 RRM1 阳性率高于高分化、

Ⅰ+Ⅱ期及无淋巴结侵犯者，差异具有统计学意义

（P<0.05）。见表 2。

表 1 两组 TGR、LGR5、RRM1表达情况比较［n（%）］

Table 1 expression comparison of TGR，Lgr5 and RRM1 between the two groups［n（%）］

组别

NSCLC组

对照组

c2值

P值

n

97
97

TGR
升高

85（87.63）
降低

12（12.37）

LGR5
阳性

14（14.43）
91（93.81）

123.085
＜0.001

阴性

83（85.57）
6（6.19）

RRM1
阳性

84（86.60）
7（7.22）

122.717
＜0.001

阴性

13（13.40）
90（92.78）

表 2 TGR、LGR5、RRM1表达与NSCLC患者病理参数的相关性［n（%）］

Table 2 Correlation between expression of TGR，Lgr5 and RRM1 and pathological parameters of NSCLC patients［n（%）］

病理参数

年龄（岁）

性别

组织分化类型

病理类型

TNM分期

肿瘤最大径

吸烟史

淋巴结侵犯

<60
≥60
男

女

高分化

中低分化

大细胞癌

腺癌

鳞状细胞癌

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ
＞5 cm
≤5 cm
有

无

有

无

例数

（n=97）

42
55
72
25
52
45
32
30
35
68
29
37
60
50
47
33
64

TGR
高表达
（n=85）
37（88.10）
48（87.27）
62（86.11）
23（92.00）
41（78.85）
44（97.78）
27（84.38）
27（90.00）
31（88.57）
56（82.35）
29（100.00）
33（89.19）
52（86.67）
43（86.00）
42（89.36）
32（96.97）
53（51.56）

低表达
（n=12）
5（11.90）
7（12.73）
10（13.89）
2（8.00）

11（21.15）
1（2.22）
5（15.62）
3（10.00）
4（12.43）
12（17.65）
0（0.00）
4（10.81）
8（13.33）
7（14.00）
5（10.64）
1（3.03）

11（48.44）

c2值

0.015

0.594

7.976

0.497

5.747

0.134

0.253

4.026

P值

0.903

0.441

0.005

0.780

0.017

0.714

0.615

0.045

LGR5
阳性

（n=14）
6（14.29）
8（14.55）
11（15.28）
3（12.00）
13（25.00）
1（2.22）
4（12.50）
5（16.67）
5（14.29）
13（19.12）
1（3.45）
5（13.51）
9（15.00）
6（12.00）
8（17.02）
1（3.03）

13（20.31）

阴性
（n=83）
36（85.71）
47（85.45）
61（84.72）
22（88.00）
39（75.00）
44（97.78）
28（87.50）
25（83.33）
30（85.71）
55（80.88）
28（96.55）
32（86.49）
51（85.00）
44（88.00）
39（82.98）
32（96.97）
51（79.69）

c2值

0.001

0.161

10.13

5

0.219

4.042

0.041

0.495

5.266

P值

0.971

0.688

0.001

0.896

0.044

0.840

0.482

0.022

RRM1
阳性

（n=84）
36（85.71）
48（87.27）
62（79.17）
22（88.00）
41（78.85）
43（95.56）
28（87.50）
25（83.33）
31（88.57）
52（76.47）
28（96.55）
31（83.78）
53（88.33）
41（82.00）
43（91.49）
32（96.97）
52（81.25）

阴性
（n=13）
6（14.29）
7（12.73）
15（20.83）
3（12.00）
11（21.15）
2（4.44）
4（12.50）
5（17.67）
4（12.43）
12（23.53）
1（3.45）
6（16.22）
7（11.67）
9（18.00）
4（8.51）
1（3.03）

12（18.75）

c2值

0.050

0.727

5.803

0.415

3.886

0.408

1.880

4.636

P值

0.823

0.394

0.016

0.812

0.049

0.523

0.170

0.031

2.3 影响 NSCLC 患者预后生存的单多因素

分析

截至随访结束，97 例 NSCLC 患者生存 59 例，

死亡 38 例，死亡率为 39.18%。中低分化、Ⅲ+Ⅳ
期、有淋巴结侵犯、TGR升高、LGR5阴性及 RRM1
阳性表达为影响 NSCLC 患者预后生存的独立危

险因素（P<0.05）。见表 3。
2.4 TGR、LGR5 联合 RRM1 检测在预测 NSCLC
患者预后生存中的价值分析

TGR、LGR5、RRM1 单项及联合检测 AUC 分

别为 0.820、0.715、0.821、0.905，各指标 AUC 以联

合检测最大（P<0.05）。见表 4、图 1。
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表 3 影响NSCLC患者预后生存的单因素和多因素分析

Table 3 univariate and multivariate analysis of prognostic factors in patients with NSCLC

变量

吸烟史（有 vs无）

临床分期（Ⅰ+Ⅱ vs Ⅲ+Ⅳ）

组织分化类型（中低分化 vs高分化）

淋巴结侵犯（有 vs >无）

TGR（升高 vs降低）

LGR5（阴性 vs阳性）

RRM1（阳性 vs阴性）

单因素分析

OR值

1.675
1.306
1.799
1.837
1.943
1.962
1.853

95% CI
1.028~2.729
1.018~1.675
1.309~2.471
1.196~2.821
1.218~3.097
1.183~3.253
1.017~3.376

P值

0.038
0.046
0.035
0.020
0.013
0.012
0.019

多因素分析

OR值

1.279
1.679
1.751
1.806
1.916
1.701
1.808

95% CI
0.927~1.764
1.088~2.648
1.213~2.526
1.173~2.779
1.237~2.966
1.008~2.870
1.116~2.928

P值

0.194
0.031
0.009
0.007
0.001
0.010
0.004

表 4 TGR、LGR5、RRM1单项及联合检测水平对预测

NSCLC患者预后生存的预测价值

Table 4 predictive value of TGR，Lgr5，RRM1 single and
combined detection levels in predicting prognosis and

survival of NSCLC patients

预测因子

TGR
LGR5
RRM1

TGR+LGR5
+RRM5

最佳
临界值

9.740
9.061
10.726

11.872

敏感度

0.743
0.814
0.787

0.928

特异度

0.806
0.853
0.827

0.863

AUC

0.820
0.715
0.821

0.905

95%CI

0.717~0.898
0.595~0.807
0.728~0.906

0.846~0.969

P值

<0.001
<0.001
<0.001

<0.001

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
特异性

曲线源
TGR
LGRS
RRM1
TGR+LGRS+RRM5
参考线

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00
生存时间

组别
TGR低表达组
TGR高表达组
TGR低表达组⁃删失
TGR高表达组⁃删失

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

函
数

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
生存时间

组别
LGR5 阳性组
LGR5 阴性组
LGR5 阳性组⁃删失
LGR5 阴性组⁃删失

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

函
数

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00
生存时间

组别
RRM1 阴性组
RRM1 阴性组
RRM1 阴性组⁃删失
RRM1 阴性组⁃删失

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

累
积

生
存

函
数

图 2 不同 TGR、LGR5、RRM1表达情况下Keplan⁃meier
生存曲线

Figure 2 Keplan⁃meier survival curve under the
circumstance of different expressions of TGR，LGR5 and

RRM1

2.5 TGR、LGR5、RRM1与 NSCLC 患者预后生存

的关系

TGR高表达的平均生存时间为（29.87±2.42）个

月，低于 TGR低表达组平均生存时间（41.09±6.42）
个月，差异有统计学意义（t=11.534，P<0.05）。

LGR5阴性组的平均生存时间为（31.65±2.09）个月，

低于 LGR5 阳性组平均生存时间（39.35±4.47）个

月，差异有统计学意义（t=6.309，P<0.05）。
RRM1阴性组的平均生存时间为（38.64±3.85）

个月，高于RRM1阳性组平均生存时间（32.11±2.72）
个月，差异有统计学意义（t=5.880，P<0.05）。见图 2。

3 讨论

TGR 定义为 1 个月内肿瘤体积增加的百分

比［11］。目前研究发现，TGR 在肾癌、乳腺癌、结直

肠癌等多种肿瘤中与总体生存期（Overall Surviv⁃

al，OS）显著相关，尤其在肾癌领域，TGR已经进入

临床决策层面，直接影响治疗方案的选择及预后

的评估［12⁃13］。因此，TGR可能成为评价抗肿瘤治疗

是否改变疾病进程的有用工具。本研究结果显

示，在NSCLC组织中以 TGR升高为主，且 TGR与

NSCLC多种病理参数关系密切，提示 TGR升高促

进NSCLC的侵袭与转移。Kaplan⁃Meier生存曲线

分析结果显示 TGR升高人群生存期短、预后差，与

既往研究［14］趋势类似，进一步提示临床可加强对

NSCLS患者 TGR的检测，进而改善预后。

LGR5 是含有 18 个富含亮氨酸的重复单位和

7个跨膜区域组成的大分子蛋白，为G蛋白偶联受

体家族的成员之一。国外研究显示：LGR5在人体

正常组织中的表达表现出局限性，而在卵巢、胃肠

道、基底细胞癌及肝脏等肿瘤组织中，LGR5 的表

达均有不同程度的改变［15］。本研究结果基本与上

述研究一致，提示了 LGR5在癌症的发生、发展中

可能起到了至关重要的作用。此外，研究发现

LGR5是Wnt信号通路中的靶基因，当信号通路异

常激活时，引起 LGR5 的表达显著降低，可能对

NSCLC癌组织中上皮细胞的恶性转化起到重要作

用［16］。而本组数据 Kaplan⁃Meier 生存曲线中显示

LGR5 阴性组生存时限低于阳性组，提示 LGR5 的

表达与非小细胞肺癌患者预后生存有着密切联系。
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核苷酸还原酶（ribonucleotide reductase，RR）是

一种限速酶，在DNA合成通路中起作用。目前，临

床上对于RRM1的研究主要集中于其表达水平与恶

性肿瘤患者预后相关性。相关研究显示，RRM1表

达直接影响到了 NSCLC 化疗耐药性［17］。本组数

据显示：NSCLC 患者 RRM1 阳性表达率显著升

高，是影响患者预后生存的独立危险因素，且进一

步 Kaplan⁃Meier 生存曲线分析得 RRM1 阳性患者

平均生存时间显著短于阴性组提示 RRM1检测对

NSCLC 患者疾病进展及预后具有积极的预测作

用。ROC 曲线结果显示各指标 AUC 以联合检测

最大，故联合检测的预测价值最佳，表明 TGR、

LGR5、RRM1三项联合提高了临床评估NSCLC患

者预后的敏感度，值得在临床广泛推广。

综上所述，TGR、LGR5、RRM1与NSCLC疾病

进展、预后均有着密切关系，可作为预测患者预后

生存的分子标志物和肿瘤治疗的潜在靶点。
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NGAL、KIM⁃1、Th17细胞检测对脓毒症AKI患者预
后的评估

杨火保 1★ 刘进生 2 郑彩罚 1

［摘 要］ 目的 分析中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（NGAL）、尿肾损伤分子⁃1（KIM⁃1）联合

外周血 Th17细胞检测对脓毒症急性肾损伤（AKI）患者经连续性肾脏代替（CRRT）治疗预后的评估价值。

方法 选取 2019年 1月至 2020年 3月在本院行CRRT治疗的 69例脓毒症AKI患者设为AKI组，另选取本

院同期 68例行CRRT治疗的单纯AKI患者作为对照组。将AKI组患者根据病情进行分组，以APACHEⅡ
评价：轻度组 28例、中度组 19例、重度组 22例。比较各组NGAL、KIM⁃1、Th17水平，绘制ROC曲线分析

NGAL、KIM⁃1 联合外周血 Th17 细胞检测对脓毒症 AKI 者经 CRRT 治疗预后评估价值。结果 AKI组
NGAL、KIM⁃1、Th17水平明显高于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。NGAL、KIM⁃1、Th17在不同病

情程度脓毒症AKI患者中表达情况均为：重度组>中度组>轻度组，差异均有统计学意义（P<0.05）。69例

患者 30 d后死亡 17例，存活 52例，死亡组脓毒症AKI者NGAL、KIM⁃1、Th17水平明显高于存活组，差异

均有统计学意义（P<0.05）。ROC结果显示，NGAL+KIM⁃1+Th17评估脓毒症AKI者预后时AUC为 0.829，
明显高于三者单独检测（P<0.05）。结论 NGAL、KIM⁃1、外周血 Th17细胞水平变化与脓毒症AKI患者病

情变化密切相关，三者联合检测可进一步提高对脓毒症AKI患者经CRRT治疗短期预后的预测能力。

［关键词］ NGAL；KIM⁃1；Th17；脓毒症急性肾损伤；CRRT

Evaluation of NGAL，KIM⁃1 combined with peripheral blood Th17 cell detection on the
prognosis of patients with sepsis and AKI
YANG Huobao1★，LIU Jinsheng2，ZHENG Caifa1

（1. Department of Critical Care，Fujian Medical University Provincial School of Clinical Medicine/Fujian Pro⁃
vincial Hospital，Fuzhou，Fujian，China，350001；2. Gastrointestinal Surgery，Fujian Medical University Pro⁃
vincial School of Clinical Medicine/Established Provincial Hospital，Fuzhou，Fujian，China，350001）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the value of neutrophil gelatinase associated lipocalin
（NGAL），kidney injury molecule⁃1（KIM⁃1）combined with peripheral blood Th17 cell detection in assessing
the prognosis of patients with acute kidney injury（AKI）caused by sepsis after continuous renal replacement
treatment（CRRT）. Methods 69 patients with AKI caused by sepsis who were treated with CRRT in this hos⁃
pital from January 2019 to March 2020 were collected and set as the observation group. In addition，68 pa⁃
tients with pure AIK treated with CRRT in this hospital during the same period were selected as the control
group. The patients in the AKI group were divided into groups according to the severity of the disease，and
evaluated by the Acute Physiology and Chronic Health Status Score（APACHE II）：28 cases in the mild
group，19 cases in the moderate group，and 22 in the severe group. The levels of NGAL，KIM⁃1，and Th17
in different groups were compared，and the ROC curve was drawn to analyze the value of NGAL and KIM⁃1
combined with peripheral blood Th17 cell detection in assessing the prognosis of patients with AKI of sepsis af⁃
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ter CRRT treatment. Results The levels of NGAL，KIM⁃1，and Th17 in the observation group were signifi⁃
cantly higher than those in the control group，and the differences were statistically significant（P<0.05）. The
expressions of NGAL，KIM⁃1 and Th17 in patients with AKI caused by sepsis whose severity was different
were all as follows：the severe group > the moderate group > the mild group（P<0.05）. Seventeen of 69 pa⁃
tients died 30 days later，and 52 survived. The levels of NGAL，KIM⁃1 and Th17 in septic AKI patients in the
death group were significantly higher than those in the survival group，and the differences were statistically sig⁃
nificant（P<0.05）. ROC results showed that when NGAL+KIM⁃1+Th17 assessed the prognosis of septic AKI
patients，the AUC was 0.829，which was significantly higher than the three separate tests（P<0.05）. Conclu⁃
sion Changes in the levels of NGAL，KIM⁃1，and peripheral blood Th17 cells are closely related to changes
in the condition of patients with AKI caused by sepsis .The combined detection of the three can further improve
the ability to predict the short⁃term prognosis of patients with AKI caused by sepsis after CRRT treatment.

［KEY WORDS］ NGAL；KIM⁃1；Th17；Acute kidney injury caused by sepsis；CRRT

脓毒症是急诊科常见的危重情况之一，据统计

全世界每年有 2 500万脓毒症患者，有近 800万人因

此失去生命，脓毒症致死率高于乳腺癌、艾滋病、前

列腺癌三种疾病总和［1］。脓毒症常会引起多器官功

能障碍，其中急性肾损伤（Acute kidney injury，AKI）
是导致患者死亡率上升的重要原因之一。研究显

示，脓毒症患者中有近 40%可并发AKI，且脓毒症所

引起的AKI预后比常规AKI差，存活率低，存活患

者常会伴有慢性肾脏损害，对患者预后健康与生活

质量均有严重不良影响［2］。连续性肾脏代替治疗

（Continuous renal replacement therapy，CRRT）是目

前治疗AKI常用手段，作为体外循环血液净化方式，

CRRT是具有良好血流动力学稳定性的肾脏代替治

疗模式，可有效改善多脏器功能。有研究表明，使用

脓毒症AKI相关生物标记物可在一定程度上为患者

预后评估提供参考，但对于多种生物标记物联合应

用是否可提高对脓毒症AKI患者预后价值的研究较

少［3］。基于此，本研究将分析中性粒细胞明胶酶

相关脂质运载蛋白（Neutrophil gelatinase associated
lipocalin，NGAL）、尿肾损伤分子⁃1（Kidney damage
molecule⁃1，KIM⁃1）、外周血Th17细胞在脓毒症AKI
患者中的表达情况，以期了解三者联合检测对脓毒

症AKI患者经CRRT治疗预后的评估价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集 2019 年 1 月至 2020 年 3 月 69 例在本院

行 CRRT 治疗的脓毒症 AKI 患者设为 AKI 组，其

中男 41 例，女 28 例，平均年龄为（52.16±6.80）岁。

纳入标准：①临床资料完整；②符合《国际严重脓

毒症和脓毒性休克治疗指南》中相关诊断标准［4］；

并符合AKI诊断标准：48 h内血清肌酐水平升高≥
26.5 μmol/L，或增加≥基线水平 50%；持续 6 h尿量

<0.5 mL/（kg·h）［5］。排除标准：①合并存在心、肝、

肾等严重原发性疾病；②为终末期肾脏疾病者；

③长期进行血液透析治疗者；④近 3个月有使用免

疫抑制剂治疗者。另选取 68 例于本院同期行

CRRT 治疗的单纯 AKI 患者作为对照组，其中男

39 例，女 29 例，平均年龄为（52.33±6.54）岁，两组

患者在一般资料比较差异无统计学意义（P>
0.05）。本研究经医院医学伦理委员会批准通过，

受试者或其家属均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 CRRT治疗方法

患者均使用连续静脉血过滤模式进行治疗，

在患者股静脉或颈内静脉建立血管通路，使用美

国 BM25 机器以及德国 1.3 m2 AV600 聚巩膜滤器

进行治疗。血流量在 200~250 mL/h，置换液流量

为 30~35 mL（kg·h）。根据患者具体情况选择抗凝

以及超滤量。

1.2.2 分组

将 AKI 组患者根据病情严重程度进行分组，

以急性生理与慢性健康状况评分（Acute physiolo⁃
gy and chronic health score，APACHE II）评价［6］：

轻 度组 28 例：APACHEⅡ评分 <10 分，中度组

19 例：APACHEⅡ评分：10 分 ~20 分，重度组：

APACHEⅡ评分 22例：>20分。

1.2.3 预后情况

治疗后随访 30 d 记录患者在此期间生存情

况，根据此分为存活组和死亡组。

1.2.4 NGAL、KIM⁃1联合外周血 Th17细胞检测

在患者确诊入院后次日清晨空腹抽取静脉血
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液 4 mL，并收集尿液 5 mL，使用离心机 3 000 r/
min离心后获取血清及尿液上清液，血清用于检测

NGAL、Th17 细胞，尿液用于检测 KIM⁃1。血清

NGAL（试剂盒为上海邦景实验有限公司提供）及

KIM⁃1（试剂盒为上海一研生物科技有限公司提

供）使用双抗体夹心酶标免疫法进行检测；Th17细

胞水平采用流式细胞仪检测。实验步骤严格按照

试剂配套说明书进行。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 统计软件进行统计分析，计量

资料采用（x ± s）表示，组间比较采用 t检验，多组间

比较采用 F检验；计数资料采用 n（%）表示，采用 c2

检验；绘制受试者工作特征（ROC）曲线分析

NGAL、KIM⁃1 联合外周血 Th17 细胞检测对脓毒

症 AKI 者预后评估价值，以 P<0.05 为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 AKI组与对照组NGAL、KIM⁃1、Th17水平比较

AKI 组 NGAL、KIM⁃1、Th17 水平明显高于对

照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 不同病情程度脓毒症AKI者NGAL、KIM⁃1、
Th17水平比较

NGAL、KIM⁃1、Th17 在不同病情程度脓毒症

AKI 患者中表达情况均为：重度组>中度组>轻度

组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 不同预后脓毒症AKI者NGAL、KIM⁃1、Th17
水平比较

69例患者 30 d后死亡 17例，存活 52例，死亡组

脓毒症AKI者NGAL、KIM⁃1、Th17水平明显高于存

活组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 NGAL、KIM⁃1 联合外周血 Th17 细胞检测对

脓毒症AKI者预后评估价值

ROC 结果示，ROC 结果显示，NGAL+KIM⁃1+
Th17 评估脓毒症 AKI 者预后时 AUC 为 0.829，明
显高于三者单独检测（P<0.05）。见表 4及图 1。

3 讨论

以往有研究发现，导致脓毒症合并AKI高死亡

风险和此病缺乏有效的预后评估指标有关，寻找合

适的评估指标可降低脓毒症合并AKI死亡风险［7］。

NGAL于 1993年在中性粒细胞中被发现，在正

常的肾脏组织中其表达水平低，但如果出现肾毒性

物质或肾脏出现缺血性损伤可导致肾小管升支粗

段中NGAL分泌迅速增高，通常在 3 h后可在尿液

或血清中检测到NGAL，其表达升高明显早于尿N⁃

组别

对照组

AKI组
t值
P值

n
68
69
-
-

NGAL（ng/mL）
19.26±3.59
37.19±7.18

18.444
<0.001

KIM⁃1（μg/mL）
18.26±3.16
26.58±4.97

11.673
<0.001

Th17（%）

3.16±0.11
4.19±0.41
20.017
<0.001

表1 AKI组与对照组NGAL、KIM⁃1、Th17水平比较（x±s）

Table 1 Comparison of NGAL，KIM⁃1 and Th17 levels
between the observation group and the control group（x±s）

组别

轻度组

中度组

重度组

F值

P值

n
28
19
22

NGAL（ng/mL）
18.84±3.11
36.59±7.42a

40.44±8.19ab

96.06
<0.001

KIM⁃1（μg/mL）
17.50±2.94
23.59±3.57a

29.85±5.66ab

54.78
<0.001

Th17（%）

2.10±0.67
6.22±0.18a

8.16±0.66ab

862.07
<0.001

表 2 不同病情程度脓毒症AKI者NGAL、KIM⁃1、Th17水
平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of NGAL，KIM⁃1 and Th17 levels in
patients with sepsis AKI of different severity（x ± s）

注：a为与轻度组比较，P<0.05；b为与中度组比较，P<0.05。

组别

存活组

死亡组

t值
P值

n
52
17

NGAL（ng/mL）
16.54±3.26
40.15±7.66

17.975
<0.001

KIM⁃1（μg/mL）
20.44±3.49
28.46±5.79

6.374
<0.001

Th17（%）

2.33±0.17
6.98±0.77
41.151
<0.001

表 3 不同预后脓毒症AKI者NGAL、KIM⁃1、Th17水平

比较（x± s）

Table 3 Comparison of NGAL，KIM⁃1 and Th17 levels in
AKI patients with sepsis（x ± s）

预测因子

NGAL
KIM⁃1
Th17

NGAL+KIM⁃1+Th17

AUC
0.790
0.706
0.641
0.829

95%CI
0.686~0.895
0.578~0.834
0.504~0.777
0.731~0.928

敏感度

0.766
0.718
0.699
0.859

特异度

0.739
0.710
0.681
0.910

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 NGAL、KIM⁃1联合外周血 Th17细胞检测对脓毒症

AKI者预后评估价值

Table 4 prognostic value of NGAL，KIM⁃1 combined with
Th17 cell detection in patients with septic Aki

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
特异度

敏
感

度

Source of the Curve
NGAL
KIM⁃1
Th17
NGAL+KIM⁃+Th17
Reference Line

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve
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乙酰B⁃D氨基葡萄糖苷酶、血肌酐等因子［8］。文献

研究显示，NGAL可作为早期诊断AKI的生物标志

物，且敏感性、特异性均较高［9］。王元真等人［11］通过

建立动物模型，发现NGAL为最早出现在肾脏上皮

中的蛋白质，且稳定性好，在出现肾损伤后数小时

内可在尿液和血液中被检测到。国内外均有研究

显示，AKI损伤程度、损伤持续时间与 NGAL含量

成正比，NGAL水平增加，AKI损伤越严重，NGAL
水平逐渐下降恢复正常，AKI 也可得到一定恢

复［10⁃11］。KIM⁃1属于跨膜糖蛋白，由黏蛋白、免疫球

蛋白组成。在正常的肾脏组织中KIM⁃1几乎不表

达，但在出现AKI后细胞外的KIM⁃1就会脱落，可

在尿液中检出［12］。KIM⁃1作为磷脂酰丝氨酸（Phos⁃
phatidylserine，PS）的受体，可有效识别脂蛋白和

PS，从而清除凋亡细胞，减缓炎症反应，达到修复组

织的目的。有研究通过建立缺血性肾病大鼠模型，

检测大鼠尿液中KIM⁃1含量，发现KIM⁃1在尿液中

表达明显上升［13］。刘瑞清等人［14］研究发现，KIM⁃1
水平变化与肾脏管状细胞受损程度存在正相关，

KIM⁃1对肾损伤早期诊断价值高于传统生物标记

物。邓欣雨等人［15］研究显示，脓毒症发生发展过程

中炎症反应发挥着关键的作用，淋巴细胞作为重要

效应器，有着刺激炎症反应、调节免疫应答的作用，

可通过分化出多种特异性T细胞并表达多种炎性因

子参与到脓毒症的发生、发展中。Th17属于辅助性

T细胞亚群，可分泌出 IL⁃17，促进中性粒细胞、单核

细胞等炎性因子聚集在感染部位。在感染性或自

身免疫性疾病中，患者外周血Th17、IL⁃17水平均明

显升高，且和患者病情严重程度存在密切的联系。

本研究结果提示NGAL、KIM⁃1、Th17 可能参

与脓毒症 AKI 发展过程。进一步分析，发现随着

脓毒症AKI患者病情进展，NGAL、KIM⁃1、Th17水

平为明显上升趋势。且在治疗后 30 d随访中发现，

预后生存组 NGAL、KIM⁃1、Th17 水平明显低于预

后死亡组，与以往研究结果相符［16］。说明三者水平

变化与脓毒症AKI病情进展密切相关，可为患者预

后情况评估提供参考依据。行ROC曲线分析说明

NGAL、KIM⁃1、Th17 可为脓毒症 AKI 患者治疗预

后评估提供一定参考信息，可作为脓毒症AKI患者

预后预测的理想生物指标。

综上所述，NGAL、KIM⁃1、外周血 Th17细胞水

平变化与脓毒症 AKI 患者病情变化密切相关，三

者联合可进一步提高对脓毒症 AKI 患者经 CRRT

治疗短期预后的预测能力。
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血清 PGⅠ、PGⅡ水平结合EUS术前诊断胃癌分期的
价值

亢晓春 1 陈美玲 1 王亚楠 2 张德重 3★

［摘 要］ 目的 探讨血清胃蛋白酶原Ⅰ（PGⅠ）、胃蛋白酶原Ⅱ（PGⅡ）水平结合超声内镜（EUS）术

前诊断胃癌分期的价值。 方法 选取 2019年 1月至 2021年 1月于新乡医学院第一附属医院确诊的胃癌和

胃炎患者各 75例，分别作为胃癌组和胃炎组，治疗前均行 EUS检查和血清 PGⅠ、PGⅡ水平检测，分析 PG
Ⅰ、PGⅡ水平与 TNM 分期的关系。结果 EUS 检查对胃癌术前 T、N、M 分期诊断的符合率分别为

81.33%、82.67%、76.00%。胃癌组血清 PGⅠ水平低于胃炎组，PGⅡ水平高于胃炎组，差异有统计学意义

（P<0.05）。不同TNM分期患者血清 PGⅠ、PGⅡ水平比较差异有统计学意义（P<0.05）。血清 PGⅠ水平与

TNM分期呈负相关（r=-0.715，P<0.05），PGⅡ水平与 TNM分期呈正相关（r=0.623，P<0.05）。PGⅠ、PGⅡ
诊断Ⅰ+Ⅱ期胃癌的敏感度、特异度为 81.33%和 61.33、69.33%和 56.67%，PGⅠ、PGⅡ诊断截断值结合EUS
诊断Ⅰ+Ⅱ期胃癌的敏感度为 90.67%，灵敏度为 85.33%。结论 EUS检查可判断胃癌 TNM分期，而胃癌

患者血清 PGⅠ、PGⅡ表达均与TNM分期有关，血清 PGⅠ、PGⅡ水平结合EUS诊断胃癌分期效能较高。

［关键词］ 胃癌；胃蛋白酶原；超声内镜；TNM分期

The value of serum PG Ⅰ and PG Ⅱ levels combined with EUS in the preoperative diag⁃
nosis of gastric cancer staging
KANG Xiaochun1，CHEN Meiling1，WANG Yanan2，ZHANG Dezhong3★

（1. Department of Radiation Therapy，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University，Weihui，
Henan，China，453100；2. Department of Oncology，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical Uni⁃
versity，Weihui，Henan，China，453100；3. Department of Gastrointestinal Surgery，The First Affiliated Hos⁃
pital of Xinxiang Medical University，Weihui，Henan，China，453100）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the value of serum pepsinogen Ⅰ（PG Ⅰ）and pepsinogen Ⅱ
（PG Ⅱ）levels combined with endoscopic ultrasonography（EUS）in the preoperative diagnosis of gastric cancer
staging. Methods 75 patients with gastric cancer and 75 patients with gastritis diagnosed in the hospital be⁃
tween January 2019 and January 2021 were selected as the gastric cancer group and the gastritis group. EUS ex⁃
amination and detection of serum PG Ⅰ and PG Ⅱ were performed before treatment. The relationship between
levels of PG Ⅰ and PG Ⅱ and TNM staging was analyzed. Results The coincidence rates of preoperative T，N
and M stages of gastric cancer by EUS examination were 81.33%，82.67% and 76.00%，respectively. The level
of serum PG Ⅰ in the gastric cancer group was lower than that in the gastritis group while the level of PG Ⅱ was
higher than that in the gastritis group（P<0.05）. The differences in levels of serum PG Ⅰ and PG Ⅱ were statisti⁃
cally significant among patients with different TNM stages（P<0.05）. Serum PG Ⅰ level was negatively correlat⁃
ed with TNM staging（r=-0.715，P<0.05），and PG Ⅱ level was positively correlated with TNM staging（r=
0.623，P<0.05）. The sensitivity and specificity of PGⅠ and PG Ⅱ in the diagnosis of stage Ⅰ+Ⅱ stage gastric
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cancer were 81.33% and 61.33%，and 69.33% and 56.67%. The sensitivity and specificity of cut⁃off values of PG
Ⅰ and PG Ⅱcombined with EUS were 90.67% and 85.33% in the diagnosis of stage Ⅰ+Ⅱstage gastric cancer.
Conclusion EUS examination can determine the TNM staging of gastric cancer，and the expressions of serum
PGⅠ and PG Ⅱ in patients with gastric cancer are related to TNM staging. The combination of serum PGⅠ and
PG Ⅱ levels and EUS has a higher diagnostic efficacy in the diagnosis of gastric cancer staging.

［KEY WORDS］ Gastric cancer；Pepsinogen；Endoscopic ultrasonography；TNM staging

胃癌首选治疗手段为手术切除治疗，早期胃

癌术后生存率较高，而进展期患者生存率明显降

低［1］。既往研究显示，胃癌患者术前准确分期对手

术治疗方案的正确选择及预后有积极意义，有利

于提高手术疗效和患者预后［2］。影像学检查是诊

断胃癌的主要方式，超声内镜（endoscopic ultraso⁃
nography，EUS）结合了内镜显示黏膜病变和超声

实时扫描的特点，可更好地评估肿瘤浸润深度，获

取周围组织结构的超声图像，在胃癌诊断及分期

中有较好的应用价值［3］。胃蛋白酶原（pepsinogen，
PG）是反映胃黏膜泌酸功能的灵敏指标，根据生化

和免疫活性分为 PGⅠ、PGⅡ两种亚型，对胃黏膜

萎缩有较好的诊断价值，因此有研究认为可将上

述血清指标用于胃癌的早期筛查［4⁃5］。本研究旨在

探讨胃癌患者血清 PGⅠ、PGⅡ表达情况及其与

TNM分期的关系，并结合 EUS图像观察其对胃癌

术前分期的诊断价值，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2019年 1月至 2021年 1月于新乡医学院

第一附属医院确诊的 75例胃癌患者和 75例胃炎患

者分别作为胃癌组核胃炎组。纳入标准：符合胃

癌［6］、胃炎诊断标准，且经病理检查确诊为单纯胃癌

或单纯胃炎；年龄>18岁；均接受 EUS检查；患者或

家属对本研究知情且签署知情同意书。排除标准：

存在内镜下黏膜下剥离术等胃部手术史；存在胃部

良性肿瘤或其他疾病者；正在服用质子泵抑制剂、

胃黏膜保护剂等药物；合并心、肝、肾功能严重不全

者；合并自身免疫性疾病者；妊娠期或哺乳期妇

女。胃癌组患者 75例，男 54例，女 21例；平均年龄

（55.37±10.27）岁；平均体质量指数（21.74±2.21）kg/
m2；病理分化程度：高分化 21例，中分化 29例，低分

化 25例；浸润程度：T1 11例，T2 25例，T3 25例，T4 14
例；TNM 分期：Ⅰ期 18 例，Ⅱ期 22例，Ⅲ期 20例，

Ⅳ期 15例；淋巴结转移 36例，未转移 39例。胃炎

组患者 75 例，男 56 例，女 19 例；平均年龄（54.18±

11.05）岁；平均体质量指数（21.15±2.36）kg/m2；萎缩

性胃炎 41例，非萎缩性胃炎 34例。两组患者性别、

年龄、体质量指数比较差异无统计学意义（P>
0.05）。本研究经医学伦理委员会批准。

1.2 EUS检查方法

仪器为 FUJINON system7000 型超声胃镜仪。

嘱咐患者检查前 6 h禁食，保持空腹状态左侧卧于检

查床上，先行常规经腹部超声检查；使用脱气水充

盈+水囊法将超声内镜送入十二指肠降段，抽空气注

入 300~500 mL的脱气水（含胃内注水）填充水囊，沿

十二指肠降段逐段后退扫描至贲门，观察胃体情况。

1.3 血清指标检测方法

采集患者就诊第 2 d清晨空腹肘静脉血 3 mL，
常规离心分离血清待检，用双抗体夹心酶联免疫吸

附法检测 PGⅠ、PGⅡ水平，试剂盒由上海晶抗生物

科技有限公司提供，严格遵照说明书进行操作。

1.4 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 21.0 进行数据分析。

计数数据以 n（%）表示，组间采取 c2检验；符合正

态分布的计量数据以（x ± s）表示，组间比较采取独

立样本 t检验，多组间比较采取单因素方差分析，进

一步两两比较采取 LSD⁃t检验；血清 PGⅠ、PGⅡ水

平与胃癌患者 TNM 分期的相关性采取 Pearson 相

关分析。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 EUS 对胃癌患者术前 TNM 分期诊断的符合

率分析

EUS 术前检查结果显示，75 例胃癌患者中，

T、N、M 分 期 诊 断 的 符 合 率 分 别 为 81.33% 、

82.67%、76.00%。见表 1、图 1。
2.2 两组患者血清 PGⅠ、PGⅡ水平比较

胃癌组患者血清PGⅠ水平低于胃炎组，PGⅡ水

平高于胃炎组，差异均有统计学意义（P<0.05），见表2。
2.3 不同TNM分期患者血清PGⅠ、PGⅡ水平比较

不同 TNM 分期患者血清 PGⅠ、PGⅡ水平比

较，差异有统计学意义（P<0.05）。进一步两两比
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较，PGⅠ水平：Ⅰ期>Ⅱ期>Ⅲ期>Ⅳ期，差异有统

计学意义（P<0.05），PGⅡ水平：Ⅰ期<Ⅱ期<Ⅲ期<
Ⅳ期，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.4 胃癌患者血清 PGⅠ、PGⅡ水平与 TNM分期

的相关性分析

Pearson相关分析，血清 PGⅠ水平与TNM分期

呈显著的负相关（r=-0.715，P<0.05），PGⅡ水平与

TNM分期呈显著的正相关（r=0.623，P<0.05）。
2.5 血清 PGⅠ、PGⅡ水平结合 EUS 术前诊断早

期胃癌的价值

ROC曲线分析显示，PGⅠ、PGⅡ诊断Ⅰ+Ⅱ期胃

癌的曲线下面积为 0.583（95CI%：0.492~0.642）、

0.511（95CI%：0.382~0.551），截断值为115.81、22.53，
诊断敏感度、特异度为 81.33%和 61.33、69.33%和

56.67%，PGⅠ、PGⅡ诊断截断值结合EUS诊断Ⅰ+Ⅱ
期胃癌的敏感度为90.67%，灵敏度为85.33%。

3 讨论

病理学检查是诊断胃癌及分期的金标准，但由

于其创伤大、费用高，并不适宜于作为普查手段。

随着影像学技术的发展，多种影像学手段逐渐应用

于胃部疾病诊断中［7］。EUS 结合了内镜和超声的

双重优势，可获得胃肠道层次结构的组织学特征和

周围邻近器官的超声图像，对胃癌术前分期有一定

的诊断价值［8］。本研究发现，早期胃癌在 EUS图像

中表现为胃部病灶的不规则隆起，且显示为低回

声，局部病灶壁不规则增厚，主要浸润 1、2层，第 3
层基本完好。EUS 检查对 75 例胃癌患者术前 T、
N、M 分期诊断的符合率分别为 81.33%、82.67%、

76.00%，与既往研究［9］显示 EUS 检查对胃癌患者

T、N、M 分期的诊断准确性较高、符合率可达到

75%~85%的结论一致。表明 EUS在胃癌术前分期

方面有较高的诊断价值，适宜在临床推广。但另一

方面，超声检查时易受到多种外在因素影响，对腹

腔内肠系膜上血管以下的后腹膜、肠系膜淋巴结等

转移性病变显示不清，仍具有一定局限性［10］，因此临

床上可考虑结合其他检测结果对胃癌患者分期做出

综合判断，以期减少误判，提高临床诊断准确性。

血清检测相较于影像学检查具有创伤小、检测

便利等特点，适宜于早期胃癌的筛查工作，因此与

胃粘膜病变有关的 PG成为胃癌病变的早期筛查指

标之一［11］。PG作为胃蛋白酶的无活性前体，在酸性

条件下被激活，根据生化和免疫活性特征可分为两

种亚型：PGⅠ主要来源于胃底腺主细胞和胃颈黏液

分期

T0
T1
T2
T3
T4

合计

病理结果

0
11
25
25
14
75

EUS结果

1
8
26
29
11
75

诊断符合

0（0.00）
8（72.73）
23（92.00）
22（88.00）
8（57.14）
61（81.33）

N0
N1
N2
N3
合计

39
16
14
6
75

36
23
10
6
75

34（87.15）
15（93.75）
9（64.29）
4（66.67）
62（82.67）

M0
M1
合计

60
15
75

42
33
75

42（70.00）
15（100.00）
57（76.00）

表 1 EUS对胃癌患者术前 T、N、M分期的诊断［n（%）］

Table 1 EUS in the diagnosis of preoperative T,N,M staging
of patients with gastric cancer［n（%）］

AA BB CC DD

注：A：T1 期病变限于黏膜及黏膜下层；B：T2 期病变侵及黏膜、

黏膜下层及固有肌层，但浆膜层尚完整；C：T3期病变侵及胃壁各

层、突破浆膜且伴邻近淋巴结转移；D：T4 期病变突破浆膜层并

侵及胰腺实质。

图 1 EUS对胃癌 T分期的诊断

Figure 1 EUS in the diagnosis of T staging of gastric cancer

组别

胃癌组

胃炎组

t值
P值

n
75
75

PGⅠ（μg/L）
116.66±36.15
142.62±45.03

3.893
<0.001

PGⅡ（μg/L）
21.01±5.56
12.16±3.82

11.362
<0.001

表 2 两组患者血清 PGⅠ、PGⅡ水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of levels of serum PG I and PG II
between the two groups of patients（x ± s）

TNM分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

Ⅳ期

F值

P值

n
18
22
20
15

PGⅠ
136.57±33.49
118.64±30.65a

108.23±32.14ab

101.09±31.48abc

77.356
<0.001

PGⅡ
15.36±4.58
19.87±4.67a

23.25±5.41ab

26.49±5.87abc

41.634
<0.001

注：与Ⅰ期患者比较，aP<0.05；与Ⅱ期患者比较，bP<0.05；与Ⅲ期

患者比较，cP<0.05。

表 3 不同TNM分期患者血清PGⅠ、PGⅡ水平比较（x±s）

Table 3 Comparison of levels of serum PG Ⅰand PG Ⅱ
among patients with different TNM stages（x ± s）
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细胞，生理条件下，PG在胃酸作用下活化成胃蛋白

酶，当胃粘膜出现萎缩时，胃泌酸腺细胞的泌酸功能

下降，PGⅠ的合成也随之减少［12］；PGⅡ主要来源于

全胃腺和十二指肠Brunner腺，其表达升高与胃底腺

萎缩、肠上皮化生、异型增生等病变密切相关［13⁃14］。

本研究结果说明PGⅠ、PGⅡ可用于鉴别胃炎与胃癌

患者。罗锦斌等［15］研究也显示，胃癌患者血清 PGⅠ
水平低于胃炎患者而PGⅡ水平高于胃炎患者，二者

有助于胃癌的诊断。本研究 结果证明胃癌患者的

PG水平与 TNM分期有关，二者可作为胃癌患者判

断 TNM分期的辅助指标，与既往研究［16］结果一致。

ROC曲线分析显示，PGⅠ、PGⅡ诊断Ⅰ期+Ⅱ期胃

癌的敏感度、特异度为 81.33%和 61.33、69.33%和

56.67%，与Hamashima［17］等结果相近。PGⅠ、PGⅡ
结合 EUS诊断Ⅰ期+Ⅱ期胃癌的敏感度为 90.67%，

灵敏度为 85.33%，提示仅采用血清PGⅠ、PGⅡ诊断

Ⅰ期+Ⅱ期胃癌诊断效能偏低，而结合EUS对早期胃

癌的诊断效能则有所提高。但值得注意的是不同

TNM分期的胃癌患者血清 PGⅠ、PGⅡ表达易受外

界其他因素影响，如胃炎或其他胃部疾病也会影响

PG分泌，因此血清指标在临床实际应用中只能作为

判断TNM分期的辅助指标，还需结合EUS等影像学

检查结果对胃癌患者的分期做出更为准确的诊断。

综上所述，EUS检查则可判断胃癌患者的TNM
分期，胃癌患者血清 PGⅠ表达降低，PGⅡ表达升

高，两项指标与 TNM 分期有关，临床上结合血清

PGⅠ、PGⅡ水平与 EUS图像可对胃癌分期做出较

为准确的判断。
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miR⁃10b、LMP1和 Twist1联合检测在鼻咽癌早期诊
断及复发诊断中的应用

魏晓 1★ 陈鹏 2 张艳 2

［摘 要］ 目的 探究血清miR⁃10b、潜伏膜蛋白 1（LMP1）和Twist相关蛋白 1（Twist1）联合检测在鼻

咽癌早期诊断及复发诊断中的应用价值。方法 选取 2018年 6月至 2019年 12月期间于郑州颐和医院行各

项检查的 82例疑似鼻咽癌受检者临床资料，根据后续实际诊断结果分为确诊组 51例与未确诊组 31例，比较

两组血清miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA水平，采用受试者工作特征（ROC）曲线评估上述指标单独对

鼻咽癌的早期诊断效能及联合诊断效能。将确诊组根据后续实际复发情况分为复发组 23例与未复发组 28
例，比较两组血清miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA水平，采用ROC曲线评估上述指标单独对鼻咽癌复

发的诊断效能及联合诊断效能。结果 确诊组血清miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA水平均显著高于

未确诊组，差异均有统计学意义（P<0.05）。上述指标早期诊断鼻咽癌的ROC曲线AUC分别为 0.842、0.860、
0.910，三者联合诊断AUC为 0.978（P<0.05）。复发组血清miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA水平显著高

于未复发组，差异均有统计学意义（P<0.05）。上述指标诊断鼻咽癌复发的 ROC曲线AUC分别为 0.804、
0.818、0.733，三者联合诊断AUC为 0.932（P<0.05）。结论 血清miR⁃10b、LMP1、Twist1水平在鼻咽癌早期

诊断及复发诊断中均具有良好效能，三者联合应用诊断效能更佳，可用于鼻咽癌患者病情监测。

［关键词］ 鼻咽癌；miR⁃10b；潜伏膜蛋白；Twist相关蛋白

Application of combined detection of miR⁃10b，LMP1 and Twist1 in the early diagnosis
and recurrence diagnosis of nasopharyngeal carcinom
WEI Xiao1★，CHEN Peng2，ZHANG Yan2

（1. Department of Otorhinolaryngology，Zhengzhou Yihe Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450000；
2. Department of Otolaryngology，Zhengzhou Yihe Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450000）
Corresponding author：WEI Xiao，E⁃mail：weixiao1024@163.com

［ABSTRACT］ Objective To explore the application value of combined detection of serum miR⁃10b，
latent membrane protein 1（LMP1）and Twist⁃related protein 1（Twist1）in the early diagnosis of nasopharyn⁃
geal carcinoma and in the diagnosis of recurrence. Methods The clinical data of 82 patients with suspected na⁃
sopharyngeal carcinoma who underwent various examinations in this hospital between June 2018 and Decem⁃
ber 2019 were retrospectively analyzed. According to the subsequent actual diagnostic results，the patients
were divided into confirmed group（51 cases）and unconfirmed group（31 cases）. The levels of serum miR⁃
10b，LMP1 mRNA and Twist1 mRNA were compared between the two groups. Receiver operating characteris⁃
tic（ROC）curve was used to evaluate the individual diagnostic efficacy and combined diagnostic efficacy of
the above indicators in the early diagnosis of nasopharyngeal carcinoma. The patients in the confirmed group
were classified as recurrence group（23 cases）and non⁃recurrence group（28 cases）according to the actual sub⁃
sequent recurrence，and serum levels of miR⁃10b，LMP1 mRNA，and Twist1 mRNA of the two groups were
compared，and ROC curve was applied to evaluate the individual diagnostic efficacy and combined diagnostic
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efficacy of the above indicators on recurrence of nasopharyngeal carcinoma. Results The levels of serum miR⁃
10b，LMP1 mRNA and Twist1 mRNA in confirmed group were significantly higher than those in unconfirmed
group（P<0.05）. The AUC values of ROC curves of the above indicators for early diagnosis of nasopharyngeal
carcinoma were 0.842，0.860 and 0.910 respectively，and the AUC of combination of the three was 0.978，and
the cut⁃off values were 6.80，4.05 and 3.28. Serum levels of miR⁃10b，LMP1 mRNA，and Twist1 mRNA in re⁃
currence group were significantly higher than those in non⁃recurrence group（P<0.05）. The AUC values of ROC
curves of the above indicators for the diagnosis of nasopharyngeal carcinoma recurrence were 0.804，0.818 and
0.733 respectively，with AUC of 0.932 of combined detection，and the cut⁃off values were 7.24，4.85 and 4.15
respectively. Conclusion Serum levels of miR⁃10b，LMP1 and Twist1 have good efficacy in the early diagno⁃
sis and recurrence diagnosis of nasopharyngeal carcinoma. The combined application of the three has a better di⁃
agnostic efficacy and can be used to monitor the disease condition of patients with nasopharyngeal carcinoma.

［KEY WORDS］ Nasopharyngeal carcinoma；miR⁃10b；Latent membrane protein；Twist⁃related protein

鼻咽癌是一类高发恶性肿瘤，多发生于咽隐

窝、鼻咽顶壁等处，目前全球范围内每年发病人数

高达八万以上，病死人数接近五万［1⁃2］。研究显示，

该病对放化疗表现出较高的敏感性，患者在疾病

发现早期进行积极治疗后五年生存率可达到

80%，但部分患者进展至中晚期后肿瘤远端转移、

局部浸润程度较高，其预后生存情况并不理

想［3 ⁃ 4］。微小 RNA（microRNA，miRNA）作为参与

细胞增殖、代谢、凋亡的重要 RNA分子，在机体肿

瘤、炎症病变中发挥重要参与作用［5］。其中 miR⁃
10b基因可在肝癌、肾癌等多种恶性肿瘤患者肿瘤

侵袭、转移中出现表达异常；与潜伏膜蛋白 1（La⁃
tent membrane protein 1，LMP1）相关的 EB 病毒与

鼻咽癌关系紧密，LMP1 作为此类病毒的基因产

物，具有一定的癌基因功能，可参与此类疾病病情

进展［6⁃7］；Twist 相关蛋白 1（Twist related protein 1，
Twist1）则在褐色脂肪代谢、胚胎发育中作用关键，

其可于多种肿瘤中有所表达［8］。目前临床对上述

指标与鼻咽癌诊断的研究较少，本次研究将探究

其水平在鼻咽癌早期诊断以及复发诊断中的效

能。现将所得成果报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 6 月至 2019 年 12 月期间于郑州

颐和医院行各项检查的 82例疑似鼻咽癌受检者临

床资料，根据后续实际诊断结果分为确诊组 51 例

与未确诊组 31 例，将确诊组根据后续实际复发情

况分为复发组 23例与未复发组 28例。纳入标准：

①均于本院接受各项相关检查；②复发组患者均

符合中国抗癌协会鼻咽癌专业委员会制定的《复

发鼻咽癌治疗专家共识》相关诊断标准［9］；③所有

人员均为初次诊治，未经相关治疗，且临床资料保

存完整。排除标准：①存在严重感染状态者；②合

并颌面部周围组织严重病变或其他类型恶性肿瘤

者。受检者一般资料：男 62例，女 20例；平均年龄

（46.39±12.36）岁。确诊组患者 TNM分期［10］：Ⅰ期

11例，Ⅱ期 40例；肿瘤转移情况：伴淋巴结转移 33
例，无淋巴结转移 18例。

1.2 方法

采用实时荧光定量 PCR法检测血清miR⁃10b、
LMP1 mRNA、Twist1 mRNA 水平，收集受检者静

脉血 10 mL，经 3 500 r/min 离心 10 min 后分离血

清，采用 Trizol reagent RNA 提取试剂盒对血清中

RNA进行提取检测，并以Nanodrop判断RNA浓度，

随后将 RNA作为模板逆转录合成 cDNA，miR⁃10b
上 游 引 物 序 列 ：5′ ⁃ CTCAACTGGTGTCGTG ⁃
GAGTCGGCAATTCAGTTGAGCACAAATT⁃3′，下
游引物序列：5′ ⁃GTGTCGTGGAGTCGGCAATTC⁃
3′；LMP1 上游引物序列：5′ ⁃ACACACTGCCCT⁃
GAGGATG ⁃ 3′，下游引物序列：5′ ⁃ TGAGCAG⁃
GAGGGTGATCA⁃3′；Twist1 上游引物序列：5′ ⁃
CAAGCTGCAGCTATGTGGC⁃3′，下游引物序列：

5′⁃TGTCCATTTTCTCCTTCTCTGG⁃3′。miR⁃10b
在 95℃下进行 30 s预变性以及 5 s变性，随后 60℃
下进行 30 s退火，并于 70℃进行 30 s延伸，循环共

持续 40 个；LMP1、Twist1 在 95℃下进行 60 s 预变

性以及 20 s变性，随后 58℃下进行 25 s退火，并于

70℃进行 30 s 延伸，循环同样持续 40 个。随后通

过 2⁃ΔΔCT法对上述三个指标相对表达量进行测定。

1.3 观察指标

比较确诊组与未确诊组血清 miR⁃10b、LMP1
mRNA、Twist1 mRNA 水平，采用受试者工作特征

（ROC）曲线评估上述指标各自对鼻咽癌的早期诊
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断效能及联合诊断效能；比较复发组与未复发组

血清 miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA 水平，

采用ROC曲线评估上述指标各自对鼻咽癌复发的

诊断效能及联合诊断效能。

1.4 统计学方法

采用统计软件 SPSS 21.0 分析数据，计量资料

用（x ± s）表示，采用独立样本 t检验进行组间比较，

诊断效能分析采用 ROC曲线，以 P<0.05为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 确诊组与未确诊组血清 miR ⁃ 10b、LMP1
mRNA、Twist1 mRNA水平比较

确诊组血清 miR ⁃ 10b、LMP1 mRNA、Twist1
mRNA 水平均显著高于未确诊组，差异均有统计

学意义（P<0.05），见表 1。

2.2 血清 miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA
早期诊断鼻咽癌的效能分析

血清 miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA 联

合早期诊断鼻咽癌的ROC曲线AUC为 0.978，优于

单一诊断（P<0.05）。见表 2、图 1。

复发组 miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA
水平均显著高于未复发组，差异均有统计学意义

（P<0.05），见表 3。

2.4 血清 miR⁃10b、LMP1 mRNA、Twist1 mRNA
诊断鼻咽癌复发的效能分析

miR⁃10b、LMP1mRNA、Twist1mRNA诊断鼻咽

癌复发的ROC曲线AUC分别为 0.804、0.818、0.733，
三者联合诊断AUC为0.932（P<0.05），见表4、图2。

3 讨论

鼻咽癌是国内头颈部恶性肿瘤中常见的类

型，早期诊断及治疗极为重要，目前放疗作为其早

期主要治疗方式具备显著疗效，但不良反应较多，

且面临局部复发、转移风险［11］，故临床仍需进一步

探究用于其早期诊断及复发诊断的标志物。

人类 2q31 HOXD 基因簇中的 miR⁃10b编码基

因可通过与下游靶基因 3'⁃非编码区相结合达成对

多种靶基因表达的调控，在机体出现心血管病变、

自身免疫性疾患以及恶性肿瘤后，其表达可发生

明显异常变化。孙秀英等［12］研究发现鼻咽癌患者

组别
确诊组

未确诊组
t值
P值

n
51
31

miR⁃10b
7.86±1.42
5.78±1.03

7.092
<0.001

LMP1 mRNA
4.83±0.92
3.32±0.76

7.678
<0.001

Twist1 mRNA
4.12±0.89
2.78±0.65

7.278
<0.001

表 1 确诊组与未确诊组血清miR⁃10b、LMP1 mRNA、
Twist1 mRNA水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of levels of serum miR⁃10b，LMP1
mRNA and Twist1 mRNA between confirmed group and

unconfirmed group（x ± s）

指标

miR⁃10b
LMP1 mRNA
Twist1 mRNA
联合诊断

AUC

0.842
0.860
0.910
0.978

95%CI

0.745~0.913
0.765~0.926
0.826~0.962
0.919~0.998

敏感度
（%）

87.10
80.65
87.10
96.77

特异度
（%）

74.51
76.47
84.31
94.12

截断值

6.80
4.05
3.28

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 2 ROC曲线参数

Table 2 ROC curve parameters
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图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve

组别

复发组

未复发组

t值
P值

n
23
28

miR⁃10b
8.76±1.02
7.12±1.26

5.030
<0.001

LMP1 mRNA
5.44±0.92
4.32±0.97

4.198
<0.001

Twist1 mRNA
4.62±0.86
3.70±0.75

4.080
<0.001

表 3 复发组与未复发组血清miR⁃10b、LMP1 mRNA、
Twist1 mRNA水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of levels of serum miR⁃10b，LMP1
mRNA and Twist1 mRNA between recurrence group and

non⁃recurrence group（x ± s）

指标

miR⁃10b
LMP1 mRNA
Twist1 mRNA
联合诊断

AUC

0.804
0.818
0.733
0.932

95%CI

0.667~0.902
0.684~0.913
0.589~0.848
0.823~0.984

敏感度
（%）

53.57
71.43
75.00
82.14

特异度
（%）

100.00
81.62
63.64
95.45

截断值

7.24
4.85
4.15

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 ROC曲线参数

Table 4 ROC curve parameters
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图 2 ROC曲线

Figure 2 ROC curve
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癌组织 miR⁃10b 与 LMP1、Twist1 mRNA 的表达呈

正相关，与鼻咽癌肿瘤 TNM 分期亦有显著相关

性。王述莲等［13］研究发现，乳腺癌患者发病过程

中可伴随miR⁃10b水平的上升，而在相关体外实验

中亦发现miR⁃10b可促进肿瘤细胞侵袭过程。EB
病毒作为一类嗜淋巴细胞病毒，在人体感染后大

多处于潜伏状态，而在肿瘤病情进展等条件下可进

行二次复制，并通过病毒编码产生LMP1，以达到促

进肿瘤细胞增殖、抑制其凋亡并诱导B淋巴细胞分

化的作用。陈俊妮等［14］研究发现，LMP1与鼻咽癌

患者肿瘤分期、颈部淋巴结体积等具有显著相关

性，可作为预测鼻咽癌远处转移的重要分子标志

物。本研究中，上述两种指标均在确诊组患者中呈

高表达水平，且肿瘤复发患者表达水平高于未复发

患者。ROC曲线分析发现，miR⁃10b、LMP1在鼻咽

癌早期诊断及复发诊断中效能显著，与上述研究结

果相似。此外，miR⁃10b属于致癌miRNA，可对岩

藻糖基转移酶 8发挥一定调控作用，使蛋白激酶信

号通路得以激活，从而加剧肿瘤细胞增殖及局部浸

润，另一方面，其表达水平的上升可对同源性磷酸

酶张力蛋白基因等抑癌基因表达产生一定抑制作

用，有利于肿瘤细胞增殖。吴克复等［15］研究指出，

EB病毒隐性感染可诱发免疫失调，引起机体免疫

失控、局部淋巴增生及超炎症状态，有助于鼻咽癌

等恶性肿瘤形成，此外 EB病毒感染引发的代谢类

型改变亦可支持病毒持续感染，此类改变亦可能导

致肿瘤发生。在鼻咽癌发生后 EB病毒可从潜伏状

态活化，从而导致 LMP1 mRNA水平上升，使LMP1
作为活性受体激活蛋白激酶途径、核因子 κB等多

种胞内信号通路，使血管内皮生长因子、基质金属

蛋白酶等癌基因表达上升，促进肿瘤增殖、迁移。

Twist1基因可参与神经管闭合、神经发育以及

褐色脂肪代谢等过程的调节，其属于碱性螺旋⁃环⁃
螺旋蛋白家族中高度保守的转录因子，在胚胎发

育过程中可调节组织重建，达到促进细胞迁移的

作用，此外 Twist1亦是促进多种肿瘤转移、侵袭的

关键基因，在鼻咽癌转移中也可发挥重要作用［16］。

本研究中，Twist1在确诊组及复发组中表达水平更

高，且经 ROC曲线分析发现，Twist1在鼻咽癌早期

诊断及复发诊断中效能显著，与上述研究背景相

似。分析其原因，Twist1作为转录因子可诱导上皮

间质转化，使上皮细胞发生形态学改变向间充质细

胞表型转变，并因此获得迁移能力，使上皮细胞或

组织分离、迁移至其他部位。故认为 Twist诱导上

皮间质转化程序为鼻咽癌转移启动的重要原因。

综上所述，血清 miR⁃10b、LMP1、Twist1 可应

用于鼻咽癌早期诊断及复发诊断，其联合应用可

表现出更佳诊断效能。

参考文献
［1］ 杜伟一，陈淑莲，李国强 . LASP1、GSTA3 在鼻咽癌组织中

的表达及与复发、转移的关系［J］. 分子诊断与治疗杂志，

2020，12（7）：887⁃891.
［2］ Chen YP，Chan ATC，Le QT，et al. Nasopharyngeal carcino⁃

ma［J］. Lancet，2019，394（10192）：64⁃80.
［3］ Lee HM，Okuda KS，González FE，et al. Current Perspec⁃

tives on Nasopharyngeal Carcinoma［J］. Adv Exp Med Biol，
2019，1164：11⁃34.

［4］ 李刚 . CKMT1A 对人鼻咽癌 HONE1 细胞铂类化疗药物敏

感性的影响及机制研究［J］. 中南医学科学杂志，2019，47
（6）：576⁃580.

［5］ WuM，Wang G，Tian W，et al. MiRNA⁃based Therapeutics for
LungCancer［J］. Curr PharmDes，2018，23（39）：5989⁃5996.

［6］ Zhang J，Jia L，Liu T，et al. mTORC2⁃mediated PDHE1α
nuclear translocation links EBV⁃LMP1 reprogrammed glucose
metabolism to cancer metastasis in nasopharyngeal carcinoma
［J］. Oncogene，2019，38（24）：4669⁃4684.

［7］ Wakae K，Kondo S，Pham HT，et al. EBV ⁃LMP1 induces
APOBEC3s and mitochondrial DNA hypermutation in naso⁃
pharyngeal cancer［J］. Cancer Med，2020，9（20）：7663⁃7671.

［8］ Hata T，Rajabi H，Yamamoto M，et al. Targeting MUC1⁃C
Inhibits TWIST1 Signaling in Triple ⁃Negative Breast Cancer
［J］. Mol Cancer Ther，2019，18（10）：1744⁃1754.

［9］ 中国抗癌协会鼻咽癌专业委员会，林少俊，陈晓钟，等 . 复
发鼻咽癌治疗专家共识［J］. 中华放射肿瘤学杂志，2018，
27（1）：16⁃22.

［10］ 潘建基 . 鼻咽癌分期研究［J］. 中国癌症杂志，2011，12
（12）：901⁃905.

［11］ Xiao Z， Chen Z. Deciphering nasopharyngeal carcinoma
pathogenesis via proteomics［J］. Exp Rev Proteom，2019，16
（6）：475⁃485.

［12］ 孙秀英，袁颖，徐彧 . 鼻咽癌组织中 miR⁃10b、LMP1 和

Twist1 的表达变化及临床意义［J］. 山东医药，2021，26
（1）：86⁃89.

［13］ 王述莲，呼建民，李绵洋，等 . NLR、CRP、IL⁃2、BRCA1、
miR⁃145、miR⁃21、miR⁃10b 在乳腺癌诊断及预后中的应用

［J］. 医学研究杂志，2019，48（7）：99⁃102，116.
［14］ 陈俊妮，袁波，陈集敏，等 . LMP⁃1与 CXCR4在鼻咽癌组织

中的表达及临床意义［J］. 实用癌症杂志，2020，35（9）：

1423⁃1428.
［15］ 吴克复，郑国光，马小彤，等 . EB病毒感染的多样性及其意

义［J］. 中国肿瘤临床，2021，48（7）：330⁃335.
［16］ 刘春丽，石新华，张洁，等 . miR⁃10b通过 Twist 调节鼻咽癌

表达机制的研究［J］. 中国地方病防治杂志，2018，33（4）：

437⁃438，440.

·· 1540



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

•论 著•

基金项目：四川省医学科研青年创新课题（Q15049）
作者单位：宜宾市第二人民医院呼吸内科，四川，宜宾 644000
★通信作者：古晓娟，E⁃mail：nzffdlp@sina.com

不同 T分期肺癌患者血清 Th1/Th2平衡及MMP⁃9、
TIMP⁃1水平变化分析

古晓娟★ 张映华 唐欢

［摘 要］ 目的 分析不同 T 分期肺癌患者血清Ⅰ型 T 辅助细胞（Th1）/Ⅱ型 T 辅助细胞（Th2）平

衡及基质金属蛋白酶 9（MMP⁃9）、金属蛋白酶组织抑制剂⁃1（TIMP⁃1）水平变化情况。 方法 选取本

院 2013 年 1 月至 2018 年 5 月收治的肺癌患者中筛选符合纳入排除标准的 200 例设为研究对象，应用

酶联免疫吸附法检测 Th1 细胞干扰素 ⁃γ（IFN⁃γ）、Th2 细胞白细胞介素 ⁃4（IL⁃4）水平，双抗体夹心酶

联免疫吸附法检测血清 MMP⁃9、TIMP⁃1 水平，并计算 Th1/Th2 比值；比较不同 T 分期患者血清 Th1/
Th2、MMP⁃9、TIMP⁃1 水平，Spearman 相关性分析法分析肺癌 T 分期与血清 Th1/Th2、MMP⁃9、TIMP⁃1
的关系。 结果 肺癌患者血清 IFN⁃γ、Th1/Th2 随着 T 分期增加而下降；血清 IL⁃4、MMP⁃9、TIMP⁃1 水

平随 T分期上升而上升；且不同 T分期及任意 T分期两两比较，患者血清 FN⁃γ、IL⁃4、Th1/Th2、MMP⁃9、
TIMP⁃1 差异均有统计学意义（P<0.05）；Spearman 相关性分析，Th1/Th2 比值与肺癌 T 分期显著负相关

（r=0.808，P<0.01），MMP⁃9、TIMP⁃1 与肺癌 T 分期显著正相关（r=0.499、0.406，P<0.01）。结论 血清

Th1/Th2、MMP⁃9、TIMP⁃1 与肺癌 T 分期密切相关，其或在肺癌患者肿瘤生长、扩散及浸润中发挥重要

作用，值得临床重视。

［关键词］ T分期；肺癌；血清Ⅰ型 T辅助细胞/Ⅱ型 T辅助细胞平衡；基质金属蛋白酶 9；金属蛋

白酶组织抑制剂⁃1

Analysis of serum Th1/Th2 balance and changes of MMP⁃9 and TIMP⁃1 levels in patients
with different T stages of lung cancer
GU Xiaojuan★，ZHANG Yinghua，TANG Huan
（Department of Respiratory Medicine，Second People  s Hospital of Yibin City，Yibin，Sichuan，China，
644000）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the balance of serum T helper cell 1（Th1）/ T helper cell 2
（Th2）and changes of matrix metalloproteinase⁃9（MMP⁃9）and tissue inhibitor of metalloproteinase⁃1（TIMP⁃
1）levels in patients with different T stages of lung cancer. Methods From January 2013 to May 2018，200
lung cancer patients admitted to our hospital were screened as eligible for inclusion and met the exclusion
criteria. The levels of Th1 cells interferon⁃γ（IFN⁃γ）and Th2 cells interleukin⁃4（IL⁃4），MMP9 and TIMP⁃1
were detected by enzyme⁃linked immunosorbent assay（ELISA）. The ratio of IFN⁃γ to IL⁃4 was calculated.
Serum Th1/Th2，MMP⁃9 and TIMP ⁃ 1 levels of patients with different T stages were compared. Spearman
correlation analysis was performed to analyze the relationship between T stage of lung cancer and serum Th1/
Th2，MMP⁃9 and TIMP⁃1. Results Serum IFN⁃γ level and Th1/Th2 ratio decreased with the increase of T
stage in patients with lung cancer. The levels of serum IL⁃4，MMP⁃9 and TIMP⁃1 increased with the increase
of T stage. There were significant differences in serum FN⁃γ，IL⁃4，Th1/Th2，MMP⁃9 and TIMP⁃1 among
different T stages and any two of the T stages（P<0.05）. Spearman correlation analysis showed that Th1/Th2
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肺癌是具高发病率、高死亡率的恶性肿瘤疾

病，因肺癌早期临床特征或体征不具特异性，多数

待症状出现就诊时病情已进展至中晚期，预后不

良。肺癌 T分期涉及肿瘤大小、位置、浸润深度，是

对肿瘤大小、扩散、浸润深度的综合界定，是肿瘤分

期的重要组成部分［1］。Ⅰ型 T 辅助细胞（T helper
cell 1，Th1）、Ⅱ型 T辅助细胞（T helper cell 2，Th2）
细胞则是由前体细胞 Th0分化而来；前者主要分泌

干扰素⁃γ（interferon⁃γ，IFN⁃γ）、白细胞介素⁃2（inter⁃
leukin⁃2，IL⁃2）、肿瘤坏死因子⁃α（tumornecrosisfac⁃
tor⁃α，TNF⁃α）等介导细胞免疫应答；后者则通过分

泌白细胞介素⁃4（interleukin⁃4，IL⁃4）、白细胞介素⁃5
（interleukin⁃5，IL⁃5）、白细胞介素⁃6（interleukin⁃6，
IL⁃6）等介导体液免疫应答［2］。正常情况下，两者相

互作用并互相拮抗，保持平衡动态以维持正常稳定

的机体免疫功能；一旦失衡，则可出现“Th1/Th2平

衡漂移”，导致细胞因子体系紊乱，诱导疾病发生或

进展，如肿瘤疾病、艾滋病、自身免疫性疾病等［3］。

而基质金属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase ⁃ 9，
MMP⁃9）生物功能丰富，是金属蛋白酶家族的重要

成员，在基底膜及细胞外基质降解、生长因子激活、

肿瘤细胞凋亡、血管生成因子的释放中均发挥重要

作用［4］。既往研究亦报道其在多种肿瘤疾病中呈明

显高表达，其与天然组织抑制剂金属蛋白酶组织抑

制剂 ⁃ 1（tissue inhibitor of metalloproteinase，TIMP ⁃
1）平衡也直接影响肿瘤进展［5］。但关于不同T分期

肺癌患者血清 Th1/Th2 平衡及 MMP⁃9、TIMP⁃1 水

平变化及其预后的关系类报道鲜见，基于此，本研

究采集资料并开展如下研究，旨在为肺癌的临床诊

治提供新思路，具体报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院自 2013年 1月至 2018年 5月收治的

肺癌患者 200例，其中男 114例，女 86例；年龄平均

（55.39±10.61）岁，其中<45 岁 64 例，45~65 岁 65
例，>65岁 71例；非小细胞肺癌 123例，小细胞肺癌

77例；纳入标准：符合肺癌诊断标准［6］，并有完整病

理结果（电子气管镜或经皮肺穿刺活组织病理检

测）佐证、临床分期明确、血清样本采集前未接受任

意治疗；排除标准：合并肺癌外的其他肺部病变、合

并其他肿瘤疾病、合并结缔组织组织疾病患者、合并

糖尿病或冠心病史患者、合并自身免疫性疾病、合并

传染性疾病患者。美国肿瘤联合会（American Joint
Committee on Cancer，AJCC）/国际抗癌联盟（Union
for International Cancer Control，UICC）［7］分期Ⅰ~Ⅱ
期 38例，Ⅲ期 116例，Ⅳ期 46例；T分期［8］T1分期 53
例，T2分期 53例，T3分期 45例，T4分期 49例；低分

化 65例，中分化 59例，高分化 76例；吸烟史 42例。

将其按 T分期分组，不同 T分期肺癌患者一般临床

资料比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表1。

1.2 试剂/仪器

IFN⁃γ、IL⁃4试剂盒购自北京中杉金桥生物技

术有限公司；MMP⁃9、TIMP⁃1 试剂盒购自上海森

雄科技实业有限公司。

1.3 检测方法

研究对象均于未经任意治疗前采集空腹静脉

血 5 mL，室温放置 30 min 后 2 000 r/min 离心 10

was significantly negatively correlated with lung cancer T stage（r=-0.808，P<0.01）. MMP⁃9 and TIMP⁃1
were significantly positively correlated with lung cancer T stage （r=0.499，0.406，P<0.01）. Conclusion
Serum Th1/Th2，MMP⁃9 and TIMP⁃1 are closely related to the T stages of lung cancer. They may involve in
tumor growth，proliferation and infiltration of lung cancer patients.

［KEY WORDS］ T stage；Lung cancer；Balance of serum T helper cell 1/T helper cell 2；Matrix
metalloproteinase⁃9；Tissue inhibitor of metalloproteinase⁃1

项目

性别

年龄

病理类型

AJCC/
UICC分期

分化程度

吸烟史

男

女

<45岁

45~65岁

>65岁

非小细胞肺癌

小细胞肺癌

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

低分化

中分化

高分化

有

无

T1
（n=51）

29
22
17
15
19
31
20
10
31
10
18
13
20
11
40

T2
（n=47）

24
23
15
15
17
28
19
8
29
10
13
14
20
10
32

T3
（n=42）

29
13
13
14
15
25
17
7
21
14
13
10
19
9
33

T4
（n=60）

32
28
19
21
20
39
21
13
35
12
21
22
17
12
48

c2值

3.492

0.454

0.464

3.596

4.723

0.213

P值

0.322

0.998

0.927

0.731

0.580

0.976

表 1 研究对象一般临床资料

Table 1 general clinical data of the subjects
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T分期

T1（n=51）
T2（n=47）
T3（n=42）
T4（n=60）

F值

P值

IFN⁃γ（pg/mL）
（Th1细胞因子）

71.25±10.32
64.12±10.11a

56.26±9.45ab

49.87±6.38abc

56.835
<0.001

IL⁃4（pg/mL）
（Th2细胞因子）

250.27±20.61
278.69±22.38a

297.09±22.71ab

319.48±21.97abc

97.103
<0.001

Th1/Th2

0.28±0.09
0.23±0.04a

0.18±0.04ab

0.16±0.01abc

54.180
<0.001

注：与 T1 期比较；aP<0.05；与 T2 期比较，bP<0.05；与 T3 期比

较，cP<0.05。

表 2 不同 T分期患者血清 Th1/Th2细胞因子水平比较

（x ± s）

Table 2 Comparison of serum Th1/Th2 cytokine levels in
patients with different T stages（x ± s）

min，分离血清置于 EP 管后-80℃保存；应用酶联

免疫吸附法检测血清细胞因子 IFN⁃γ、IL⁃4 水平，

并计算 Th1（IFN⁃γ）/Th2（IL⁃4）比值；应用双抗体

夹心酶联免疫吸附法检测血清 MMP⁃9、TIMP⁃1
水平，每个样本检测 2次，取平均值为最终结果。

1.4 统计学分析

SPSS 19.0 软件进行分析，计量资料用（x ± s）

表示，重复方差分析，两两比较采用 LSD⁃t检验；计

数资料以 n（%）描述，采用 c2检验；Spearman相关性

分析法分析肺癌 T 分期与血清 Th1/Th2、MMP⁃9、
TIMP⁃1 的相关性；Sig 双侧检验；P<0.05 表示差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 不同 T分期患者血清 Th1/Th2细胞因子水平

比较

肺癌患者血清 IFN⁃γ、Th1/Th2 随着肿瘤 T 分

期增加而下降；IL⁃4随肿瘤 T分期上升而上升，不

同 T 分期肺癌患者血清 FN⁃γ、IL⁃4、Th1/Th2 及任

意 T 分期血清 FN⁃γ、IL⁃4、Th1/Th2 两两比较差异

有统计学意义（P<0.05）；见表 2。

2.2 不同 T分期的肺癌患者血清MMP⁃9、TIMP⁃1
水平比较

肺癌患者血清MMP⁃9、TIMP⁃1水平随 T分期

上升而上升，且不同 T分期间血清MMP⁃9、TIMP⁃1
及任意 T分期间血清MMP⁃9、TIMP⁃1水平比较差

异均有统计学意义（P<0.05）。见表 3。
2.3 血清 Th1/Th2及MMP⁃9、TIMP⁃1水平与肺癌

T分期的相关性分析

经 Spearman相关性分析，Th1/Th2比值与肺癌

T 分期显著负相关（r=0.808，P<0.01），MMP⁃9、
TIMP⁃1与肺癌 T分期显著正相关（r=0.499、0.406，
P<0.01）。见图 1。

3 讨论

肿瘤 T分期主要反映肿瘤组织生长、扩散、浸

润程度，其与机体免疫密切相关，机体免疫由体液

免疫、细胞免疫两部分组成，其中细胞免疫发挥更

关键作用［9］。而 Th1细胞不仅参与细胞免疫，还参

与机体迟发性超敏炎症反应，其所分泌的 IFN⁃γ、IL⁃2
等多种细胞因子均可发挥促进细胞毒性 T细胞、巨

噬细胞、NK 细胞活化及增殖作用［10］。Th2 细胞则

主要通过对B细胞增殖的刺激介导体液免疫，主要

分泌 IL⁃4、IL⁃6等细胞因子；两者相互作用并互相

拮抗，维持动态平衡，发挥稳定的机体免疫功

能［11］。如殷红梅等［12］便报道，随着肺癌分期增加，

Th1/Th2呈下降趋势，但其未进一步对Th1/Th2与T
分期的关系进行明确。而本研究显示，肺癌患者

IFN⁃γ随 T分期上升而下降，IL⁃4随 T分期上升而

上升，且 Th1/Th2 比值与肺癌 T 分期显著负相关。

这与李晓英等［13］、戴春等［14］的报道结论相似，分析

或因随着临床分期的增加，肿瘤患者免疫低下、免

疫抑制更严重有关。当 IFN⁃γ、IL⁃4表达异常，Th1/

T分期

T1
T2
T3
T4
F值

P值

MMP⁃9（pg/mL）
566.80±50.81
581.25±59.37a

612.87±53.91ab

624.94±52.85abc

13.127
<0.001

TIMP⁃1（pg/mL）
573.87±50.12
591.24±56.01a

609.28±49.25ab

619.82±56.19abc

7.699
<0.001

注：与 T1 期比较；aP<0.05；与 T2 期比较，bP<0.05；与 T3 期比

较，cP<0.05。

表 3 不同 T分期的肺癌患者血清MMP⁃9、TIMP⁃1水平

比较（x ± s）

Table 3 Comparison of serum MMP⁃9 and TIMP⁃1 levels in
lung cancer patients with different T stages（x ± s）
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T分期

1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00
T分期

图 1 肺癌 T分期与血清 Th1/Th2、MMP⁃9、TIMP⁃1的
相关性分析图

Figure 1 Analysis diagram of correlation between T stage of
lung cancer and serum Th1/Th2 、MMP⁃9、TIMP⁃1
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Th2动态平衡被打破，Th1/Th2发生偏移，尤其出现

Th2优势表达则提示机体处于免疫抑制状态，抗肿

瘤免疫功能下降，从而导致肿瘤生长、扩散、浸润。

本研究还显示，随着肿瘤T分期增加，MMP⁃9、
TIMP⁃1 均显著上升，且 MMP⁃9、TIMP⁃1 与肺癌 T
分期显著正相关。这与王小军等［15］的报道结论

相似，皆提示肺癌患者血清 MMP⁃9、TIMP⁃1 水平

与肿瘤发生、发展、侵袭转移密切相关。究其原

因，细胞外基质（extracelluler matrices，ECM）及血

管基底膜（basement membrane，BM）所构成的屏

障是阻滞肿瘤浸润转移的关键［16］。MMP⁃9 作为

蛋白酶家族成员之一，被锌离子依赖，主要参与

ECM 及 BM 降解；TIMPs 则系低分子量蛋白，其

在机体内的分布相对广泛，其中 N⁃末端的大三环

结构是抑制 MMP 的主要活性部位，不仅可特异

性抑制MMP⁃9活性，亦可促进肿瘤生长，并发挥一

定抗凋亡作用［17］。一般正常状态下，两者在机体内

保持相对平衡，并决定 ECM降解，直接参与组织修

复、重塑、胚胎植入、肿瘤侵袭及转移等过程［18］。当

肿瘤分泌基质金属蛋白酶类物质降解 ECM后，周

围间质成分被破坏，细胞间黏附关系被重整，最终

促进肿瘤新生血管形成，且肿瘤细胞则可沿着被破

坏的 ECM逐步向脏层胸膜、胸壁、心包等周围组织

浸润，发生侵袭及转移，从而导致T分期上升［19⁃20］。

综上所述，肺癌 T 分期与患者血清 Th1/Th2、
MMP⁃9、TIMP⁃1显著相关。但基于本研究样本数量

相对狭窄，且仅为一个医院的肺癌患者，数据代表性

欠缺；虽然Th1和Th2细胞可以产 IFN和 IL⁃4，但体

内 IFN 和 IL⁃4 的来源显然不仅限于 Th1 和 Th2 细

胞，仅以 IFN/IL⁃4反映Th1/Th2比例，未排除其他混

杂因素对 IFN/IL⁃4、Th1/Th2比例的影响，可能存在

一定偏倚。鉴于上述局限，拟待采集更大样本量并

设计更严谨的研究思路进一步对此进行深入探究。
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心肌酶、电解质在小儿轮状病毒腹泻治疗及预后评
估中的价值

王宗燕 韩军民★ 邢晗 许春奇

［摘 要］ 目的 探讨心肌酶、电解质在小儿轮状病毒（RV）腹泻治疗及预后评估中的价值。方法

选取安徽医科大学附属宿州医院儿童感染科 2018年 1月至 2020年 1月小儿RV腹泻 90例，根据治疗 7 d
后预后分为治愈组（n=64）、未愈组（n=26）。比较两组基线资料、治疗前后心肌酶［肌酸肌酶（CK）、肌酸

肌酶同工酶（CKMB）］、电解质指标水平，评价小儿 RV腹泻预后的影响因素，分析心肌酶与电解质相关

性及对患儿预后的评估价值。结果 两组脱水程度、心肌损害、继发肠道细菌感染比较，差异有统计学

意义（P<0.05）；未愈组治疗 1、3、7 d后 CK、CKMB高于治愈组，血钠、血钾低于治愈组，差异有统计学意

义（P<0.05）；治疗 7 d后 CK、CKMB与血钠、血钾均呈负相关性（P<0.05）；心肌损害、继发肠道细菌感染、

治疗 7 d 后 CK、CKMB、血钠、血钾是小儿 RV 腹泻预后的重要影响因素（P<0.05）；治疗 7 d 后 CK、

CKMB、血钠、血钾联合评估小儿RV腹泻预后的曲线下面积（AUC）最大为 0.921。结论 心肌酶、电解质

与小儿RV腹泻治疗效果相关，二者动态联合监测可为临床制定个性化治疗方案、评估预后提供循证支持。

［关键词］ 肌酸肌酶；肌酸肌酶同工酶；电解质；轮状病毒腹泻

The value of myocardial enzymes and electrolytes in the treatment and prognostic evalua⁃
tion of rotavirus diarrhea in children
WANG Zongyan，HAN Junmin★，XING Han，XU Chunqi
（Department of Pediatric Infection，Suzhou Hospital Affiliated to Anhui Medical University，Suzhou，Anhui，
China，2340000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the value of myocardial enzymes and electrolytes in the treat⁃
ment and prognosis evaluation of pediatric rotavirus（RV）diarrhea. Methods 90 children with RV diarrhea in
Department of Pediatric Infection，Suzhou Hospital Affiliated to Anhui Medical University from January 2018
to January 2020 were selected and divided into cured group（n=64）and non cured group（n=26）according to
the prognosis after 7 days of treatment. Compare the baseline data of the two groups，the levels of myocardial en⁃
zymes［creatine creatine enzyme（CK），creatine creatine enzyme isoenzyme（CKMB）］，and electrolyte index
levels before and after treatment，evaluate the factors affecting the prognosis of children with RV diarrhea，and
analyze the correlation between myocardial enzymes and electrolytes and its evaluation value for the prognosis
of children. Results There were significant differences in the degree of dehydration，the proportion of myocar⁃
dial damage and the proportion of secondary intestinal bacterial infection between the two groups（P<0.05）；CK
and CKMB of the unhealed group were higher than the cured group after 1，3，and 7 days of treatment，and se⁃
rum sodium and potassium were lower than the cured group（P<0.05）；CK，CKMB and serum sodium，Serum
potassium was negatively correlated（P<0.05）；myocardial damage，secondary intestinal bacterial infection，
CK，CKMB，serum sodium，and potassium after 7 days of treatment are important factors affecting the progno⁃
sis of children with RV diarrhea（P<0.05）；The area under the curve（AUC）of CK，CKMB，serum sodium，
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and serum potassium combined to evaluate the prognosis of children with RV diarrhea was the largest after 7
days of treatment，which was 0.921. Conclusion Myocardial enzymes and electrolytes are related to the thera⁃
peutic effect of RV diarrhea in children，and the combined dynamic monitoring of the two can provide evi⁃
dencebased support for clinical development of personalized treatment plans and prognosis assessment.

［KEY WORDS］ Creatine creatine enzyme；Creatine creatine enzyme isoenzyme；electrolyte；Rotavi⁃
rus diarrhea

轮状病毒（Rotavirus，RV）感染是小儿腹泻的

重要病因之一，具有起病急骤、病情变化迅速等特

点，可引起病理性变化，甚至累及心脏、肝脏等多种

脏器功能损伤，严重影响患儿生长发育［12］。目前

临床针对 RV腹泻尚无特效药物，主要采用纠正脱

水、饮食疗法等综合处理，但受小儿胃肠道发育不

完善、机体抵抗力差等因素影响，部分患儿预后改

善不甚理想。因此，探索一种有效评估小儿 RV腹

泻治疗及预后的指标具有重要临床价值。近年来，

多项研究表明［34］，RV 感染时心肌酶活性异常升

高，主要表现为肌酸肌酶（creatine kinase，CK）、肌

酸肌酶同工酶（creatine kinase isoenzymes，CKMB）
异常升高。另有研究指出［5］，RV 感染通常伴随水

分流失，可影响水电解质平衡，导致血钾、血钠大量

丢失。然而现阶段关于心肌酶、电解质在评估小儿

RV 腹泻预后中的价值临床尚缺乏循证支持。故

本研究尝试探讨心肌酶、电解质在小儿 RV腹泻治

疗及预后评估中的价值。详情如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选取 2018年 1月至 2020年 1月安徽医科大学

附属宿州医院儿童感染科收治的小儿 RV 腹泻 90
例，根据治疗 7 d 后预后分为治愈组（n=64）、未愈

组（n=26）。纳入标准：①均符合 RV 腹泻诊断标

准［6］；②大便 RV 抗原检测呈阳性，③大便外观呈

稀水或蛋花样，且大便次数≥3次/d；④所有研究对

象监护人签署知情同意书；排除标准：①近 3 d 内

有止泻剂或收敛剂等药物服用史者；②合并心脑

肝肾等重要脏器器质性损害者；③合并代谢性疾

病、自身免疫系统疾病或神经系统疾病者；④监护

人存在听力障碍、语言障碍或精神异常。本研究

经医院医学伦理委员会批准。

1.2 方法

①基线资料收集：采用调查问卷收集所有研

究对象性别、年龄、病程、大便次数、呕吐次数、体

温、脱水程度、发病季节、有无心肌损害、继发肠道

细菌感染等内容。②心肌酶、电解质检测：分别于

治疗前、治疗 1、3、7 d后空腹取外周静脉血 5 mL，
采用深圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司BS2000
型全自动生化分析仪测定 CK、CKMB、血钠、血钾

水平。③治疗方法：所有研究对象均予以维持水

电解质平衡、停止进食高脂肪且不易消化食物、抗

病毒等综合治疗，连续治疗 7 d。
1.3 预后评估标准［7］

呕吐、腹泻等症状全部消失，大便性状、颜色

恢复正常且次数≤2 次/d 为治愈；上述症状明显

改善，大便性状、颜色恢复正常且次数为 3~5 次/d
为显效；上述症状有所控制，大便性状、颜色有所

改善为疗效不明显；未达到上述标准为无效。将

治愈+显效纳入治愈组、将疗效不明显+无效纳

入未愈组。

1.4 统计学方法

应用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析，计量资

料以（x ± s）表示，采用 t检验；计数资料用 n（%）表

示，采用 c2检验；小儿 RV 腹泻预后的影响因素采

用 Logistic回归分析；心肌酶与电解质相关性采用

Pearson相关性分析，绘制受试者工作特征（ROC）
曲线得到曲线下面积（AUC），检验心肌酶、电解质

对小儿 RV 腹泻预后的评估价值。P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 两组基线资料

两组性别、年龄、病程、大便次数、呕吐次数、

体温、发病季节比较，差异无统计学意义（P>
0.05），脱水程度、心肌损害、继发肠道细菌感染比

较，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。
2.2 两组心肌酶、电解质指标水平

未愈组治疗 1、3、7 d 后 CK、CKMB 高于治愈

组，血钠、血钾低于治愈组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 2。
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2.3 心肌酶与电解质的相关性

经Pearson相关性分析，治疗 7 d后CK、CKMB
与血钠、血钾均呈负相关性（P<0.05）。见表 3。

2.4 小儿RV腹泻预后的影响因素

Logistic 回归分析显示，心肌损害、继发肠道

细菌感染、治疗 7 d 后 CK、CKMB、血钠、血钾是

小儿 RV 腹泻预后的重要影响因素（P<0.05）。

见表 4。
2.5 心肌酶、电解质评估小儿RV腹泻预后的价值

ROC曲线显示，治疗 7 d后 CK、CKMB、血钠、

血钾评估小儿 RV腹泻预后的 AUC 分别为 0.782、
0.548、0.797、0.890，联合评估的 AUC 为 0.921，评
估价值得到显著提高（P<0.05）。见图 1。

基线资料

性别（男/女）

年龄（岁）

病程（d）
大便次数（次/d）
呕吐次数（次/d）
体温（℃）

脱水程度

轻度

中度

重度

发病季节

春季

夏季

秋季

冬季

心肌损害

有

无

继发肠道细菌感染

有

无

治愈组
（n=64）
38/26

1.36±0.18
2.25±0.51
4.25±1.26
1.99±0.59
38.65±0.59

53（82.81）
11（17.19）

0（0）

11（17.19）
8（12.50）
21（32.81）
24（37.50）

2（3.13）
62（96.87）

4（6.25）
60（93.75）

未愈组
（n=26）
14/12

1.29±0.23
2.31±0.64
4.54±1.08
2.08±0.63
38.71±0.42

9（34.62）
13（50.00）
4（15.38）

4（15.38）
6（23.08）
9（34.62）
7（26.92）

7（26.92）
19（73.08）

8（30.77）
18（69.23）

t/c2值

0.232
1.540
0.469
1.029
0.643
0.472

3.787

1.984

9.141

7.614

P值

0.630
0.128
0.640
0.306
0.522
0.638

<0.001

0.576

0.003

0.006

表 1 两组基线资料比较［n（%），（x ± s）］

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

时间

治疗前

治疗 1 d后

治疗 3 d后

治疗 7 d后

组别

治愈组

未愈组

t值
P值

治愈组

未愈组

t值
P值

治愈组

未愈组

t值
P值

治愈组

未愈组

t值
P值

n
64
26

64
26

64
26

64
26

CK（U/L）
141.64±33.77
142.38±35.62

0.093
0.926

115.54±20.38a

128.61±23.76a

2.627
0.010

101.69±18.05a

116.85±20.11a

3.494
0.001

91.65±15.67a

107.38±17.88a

4.142
<0.001

CK⁃MB（U/L）
53.76±6.55
55.81±4.28

1.471
0.145

38.39±4.01a

46.68±5.18a

8.149
<0.001

31.74±3.65a

39.82±4.27a

9.056
<0.001

24.45±6.85a

35.63±7.51a

6.825
<0.001

血钠（mmol/L）
104.38±5.61
102.75±7.04

1.158
0.250

124.86±8.39a

112.25±7.48a

6.660
<0.001

130.84±10.41a

119.49±9.77a

4.770
<0.001

143.76±11.46a

125.25±10.84a

7.051
<0.001

血钾（mmol/L）
3.09±0.38
2.97±0.40

1.338
0.185

3.97±0.50a

3.58±0.45a

3.448
0.001

4.61±0.76a

3.94±0.63a

3.971
<0.001

4.97±0.68a

4.36±0.59a

4.000
<0.001

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

表 2 两组治疗前、治疗 1、3、7 d后心肌酶、电解质指标水平（x ± s）

Table 2 levels of myocardial enzymes and electrolytes before treatment，1 D，3 D and 7 d after treatment in the two groups（x± s）

影响因素

心肌损害

继发肠道细菌感染

治疗 7 d后 CK
治疗 7 d后 CK⁃MB
治疗 7 d后血钠

治疗 7 d后血钾

赋值

无=0，有=1
无=0，有=1

≤96.19 U/L=1，＞96.19 U/L=2
≤27.68 U/L=1，＞27.68 U/L=2

≤138.41 mmol/L=1，＞138.41 mmol/L=2
≤4.79 mmol/L=1，＞4.79mmol/L=2

b值

0.880
0.691
0.816
0.771
-1.221
-1.411

S.E值

0.238
0.245
0.228
0.240
0.367
0.418

Wald c2值

13.685
7.954
12.822
10.311
11.075
11.397

OR值

2.412
1.996
2.262
2.161
0.295
0.244

95%CI
1.157~5.028
1.072~3.715
1.261~4.059
1.168~3.999
0.183~0.475
0.129~0.461

P值

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

表 4 小儿RV腹泻预后的多因素 Logistic回归分析

Table 4 multivariate logistic regression analysis of RV diarrhea in children

指标

血钠

血钾

CK
r值

-0.586
-0.591

P值

<0.001
<0.001

CK⁃MB
r值

-0.554
-0.570

P值

<0.001
<0.001

表 3 心肌酶与电解质的相关性

Table 3 Correlation between myocardial enzymes and
electrolytes
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3 讨论

据统计［8］，每年全球死于 RV 感染人数约达

45.34 万，约占 5 岁以下儿童总人数的 5%。因此，

临床应加强对小儿 RV腹泻治疗与预后的重视。

相关研究显示［9］，RV 感染除诱发消化道疾病

外，还可引起心肌损伤，发生率可达 20%~60%，严

重危及患儿生命安全。CK是一种器官特异性的肌

酸激酶，CKMB是其同工酶，二者均可评估心肌损害

程度［10］。盛欢等［11］研究已证实，监测CK、CKMB 表

达变化有助于准确掌握RV肠炎患儿并发心肌损害

病情。本研究中，RV腹泻未愈患儿治疗 1、3、7 d后

CK、CKMB 高于治愈患儿。说明小儿 RV 腹泻治

疗效果与 CK、CKMB 存在一定关系。进一步经

Logistic多因素回归分析，治疗7 d后CK>96.19 U/L、
CKMB＞27.68 U/L 是小儿 RV 腹泻预后的独立危

险因素。结合王荣花等［12］研究考虑上述机制可能

在于 RV 溶细胞作用及病毒诱导产生细胞毒 T 淋

巴细胞可直接引起心肌损害，且 RV感染侵袭导致

的脱水、酸中毒等，亦可加剧心肌缺血、血氧，释放大

量氧自由基，损害心肌功能，进而导致 CK、CKMB
水平显著升高，进而加重病情程度，加大治疗难

度，从而对治疗效果及预后产生一定影响。推测

在未来可将心肌酶作为评估小儿 RV 腹泻治疗及

预后的重要指标。另外，有学者指出［13］，RV 非结

构蛋白NSP4可诱导细胞内钙离子大量聚集，促使

氯离子外流，降低细胞对钠离子的吸收，破坏电解

质平衡，从而促进腹泻发生。阮金德等［14］通过 128
例 RV性肠炎患儿还发现，电解质紊乱是患儿合并

心肌损害的危险因素。本研究显示，血钾、血钠低

表达可能影响小儿 RV腹泻治疗效果，这可能归因

于 RV感染一定程度会引发腹泻次数增加、钾大量

丢失等症状，降低肾调节功能，减少肾血流量与血

容量，削弱二氧化碳结合力，导致机体钾、钠含量

不足，最终形成恶性循环，影响治疗效果与预后改

善。由此可见，动态监测 RV腹泻患儿机体电解质

变化趋势有助于指导临床评估治疗效果，及时调

整治疗方案，促进预后改善。

本研究经 Pearson 相关性还发现，治疗 7 d 后

小儿RV腹泻CK、CKMB与血钠、血钾均存在负相

关性，表明小儿 RV腹泻心肌损伤可能与 RV感染

所致电解质异常有关，二者有助于反映 RV腹泻病

情程度，利于指导临床及时有效治疗。ROC曲线，

显示，治疗 7 d后 CK、CKMB、血钠、血钾联合评估

小儿 RV 腹泻预后的 AUC 优于上述指标单一评

估。提示联合监测心肌酶、电解质有助于提高小

儿 RV腹泻预后评估价值，为临床开展有效治疗方

案、促进预后改善提供一定参考依据。

综上所述，心肌酶、电解质与小儿RV腹泻治疗

效果相关，二者动态联合监测可为临床制定个性化

治疗方案、评估预后提供循证支持。但本研究不足

之处在于纳入病例数较少，导致研究结果可能存在

一定偏倚，有待今后扩大样本量进一步深入分析。

参考文献
［1］ Stanifer M，Boulant S. The origin of diarrhea in rotavirus in⁃

fection［J］. Science，2020，370（6519）：909⁃910.

［2］ 王洪丽，陈冠桦，黄玲，等 . A 组轮状病毒对 CaCO2 和

HT29细胞 NKCC1表达的影响［J］. 分子诊断与治疗杂志，

2021，13（2）：207⁃210.

［3］ 胡淑莹，王利莹，李明磊，等 . 小儿轮状病毒肠炎并发惊厥的

影响因素分析［J］. 中国全科医学，2021，24（11）：1344⁃1348.

［4］ Zuo NY，Zhang YD，Dong QW，et al. Relationship between

myocardial enzyme levels，hepatic function and metabolic aci⁃

dosis in children with rotavirus infection diarrhea［J］. Pak J

Med Sci，2020，36（6）：1366⁃1370.

［5］ 忽欣怡，李雲，李学尧，等 . 小儿感染性腹泻病因研究进展

［J］. 临床军医杂志，2021，49（1）：114⁃116.

［6］ 胡亚美，江载芳，申昆玲，等 . 诸福棠实用儿科学［M］. 第 8

版 . 北京：人民卫生出版社，2015：1194⁃1296.

［7］ 陆再英，钟南山 . 内科学［M］. 第 7版 . 北京：人民卫生出版

社，2008：424⁃426.

［8］ Burnett E，Parashar UD，Tate JE. Global impact of rotavirus

vaccination on diarrhea hospitalizations and deaths among

children <5 years old：20062019［J］. J Infect Dis，2020，222

（10）：1731⁃1739.

［9］ Thomas SL，Walker JL，Fenty J，et al. Impact of the national

rotavirus vaccination programme on acute gastroenteritis in

England and associated costs averted［J］. Vaccine，2017，35

（4）：680⁃686.

［10］ 张红利 . hsCRP联合心肌酶 CKMB检测在小儿轮状病毒性

肠炎诊断中的应用价值分析［J］. 中国肛肠病杂志，2020，

40（8）：40⁃42.

100

80

60

40

20

敏
感

度
（

%
）

0 20 40 60 80 100
特异度（%）

CK
CK⁃MB
血钾
血钠
联合

图 1 ROC曲线

Figure 1 ROC curve

（下转第 1556页）

·· 1548



分子诊断与治疗杂志 2021年 9月 第 13卷 第 9期 J Mol Diagn Ther, September 2021, Vol. 13 No. 9

•论 著•

基金项目：山东省中医药科技发展计划项目（2019⁃315）
作者单位：枣庄市中医医院眼科，山东，枣庄 277000
★通信作者：王文，E⁃mail：60347532@qq.com

NVG患者血清及房水中ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平变
化及其临床意义

冯坤 王文★ 彭一

［摘 要］ 目的 观察新生血管性青光眼（NVG）患者血清及房水中血清内皮素（ET⁃1）、基质金属

蛋白酶（MMP）、基质金属蛋白酶抑制剂⁃2（TIMP⁃2）的水平变化及其临床意义。方法 选取 2019年 6月

至 2020年 12月枣庄市中医医院收治的 45例（45眼）NVG 患者作为观察组，另选取同期 48例（48眼）年

龄相关性白内障（ARC）患者作为对照组，比较两组患者血清及房水中 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2 水平变化情

况，按照患者发病情况将NVG患者分为急性NVG组（24眼）与慢性NVG组（21眼），比较急慢性NVG患

者血清及房水中 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平变化情况，并观察 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平与 NVG的关系。

结果 观察组患者房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2 水平均高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。两组患

者血清 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。急性NVG患者房水中 ET⁃1、MMP、
TIMP⁃2 水平高于慢性 NVG 患者，差异有统计学意义（P<0.05）。急性 NVG 患者血清中 ET⁃1、MMP、
TIMP⁃2 水平低于慢性 NVG 患者，但差异无统计学意义（P>0.05）。ROC 曲线分析显示，房水 ET⁃1、
MMP、TIMP⁃2用于评估NVG患者诊断价值的AUC分别为 0.816、0.981、0.962，评估急慢性NVG的AUC
分别为 0.654、0.857、0.760。结论 房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平与NVG发生密切相关，检测房水 ET⁃1、
MMP、TIMP⁃2水平可为NVG发病情况提供参考。

［关键词］ 新生血管性青光眼；ET⁃1；MMP；TIMP⁃2

Changes of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 levels in serum and aqueous humor of NVG patients
and their clinical significance
FENG Kun，WANG Wen★，PENG Yi
（Department of Ophthalmology，Zaozhuang Hospital of Traditional Chinese Medicine，Zaozhuang，Shan⁃
dong，China，277000）

［ABSTRACT］ Objective To observe the changes of endothelin（ET⁃1），matrix metalloproteinases
（MMP），matrix metalloproteinase inhibitor⁃2（TIMP⁃2）levels in serum and aqueous humor of patients with
neovascular glaucoma（NVG）and their clinical significance. Methods 45 patients（45 eyes）with NVG treat⁃
ed in Zaozhuang Hospital of Traditional Chinese Medicine between June 2019 and December 2020 were select⁃
ed as the observation group，and 48 patients（48 eyes）with age related cataract（ARC）during the same peri⁃
od were selected as the control group. The levels of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 in serum and aqueous humor
were compared between the two groups. Patients with NVG were divided into the acute NVG group（24 eyes）
and the chronic NVG group（21 eyes）according to the incidence of patients. The changes of serum and aque⁃
ous humor levels of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 were compared between patients with acute and chronic NVG，

and the relationship between the levels of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 and NVG was observed. Results The lev⁃
els of aqueous humor ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 in the observation group were higher than those in the control
group（P<0.05）. There were no statistical differences between the two groups of patients in terms of serum ET⁃1，
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MMP and TIMP⁃2 levels（P>0.05）. The levels of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 in the aqueous humor of patients
with acute NVG were higher than those of patients with chronic NVG（P<0.05）. The levels of ET⁃1，MMP
and TIMP⁃2 in serum of patients with acute NVG were lower than those of patients with chronic NVG（P>
0.05）. ROC curve analysis showed that the AUC values of aqueous humor ET⁃ 1，MMP and TIMP⁃2 were
0.816，0.981 and 0.962 in assessing the diagnostic value of patients with NVG，and were 0.654，0.857 and
0.760 in evaluating acute and chronic NVG. Conclusion The levels of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 in aqueous
humor are closely related to the occurrence of NVG. The detection of levels of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 in
aqueous humor can provide references for the occurrence of NVG.

［KEY WORDS］ Neovascular glaucoma；ET⁃1；MMP；TIMP⁃2

新生血管性青光眼（Neovascular glaucoma，
NVG）是一种以虹膜和房角新生血管为特征的青

光眼，多继发于糖尿病视网膜病变（Diabetic reti⁃
nopathy，DR）、视网膜静脉阻塞（Retinal vein occlu⁃
sion，CRVO）等疾病。近年来随着DR、CRVO等发

病率的上升，NVG 的发病率也呈明显上升趋

势［1］。研究发现，NVD的发生与患者视网膜缺血、

缺氧以及细胞外基质（Extracellular matrix，ECM）

异常堆积密切相关［2］。血清内皮素（Endothelin，
ET⁃1）是一种具有抑制血管内皮细胞生长的特殊

因子［3］。基质金属蛋白酶（Matrix metalloproteinas⁃
es，MMP）、基质金属蛋白酶抑制剂⁃2（Matrix me⁃
talloproteinase inhibitor⁃2，TIMP⁃2）是 ECM 代谢的

主要调节因子，与新生血管的形成和发展过程密切

相关，且二者间的动态平衡对疾病具有重要的影

响［4］。本研究探究 NVG患者血清及房水中 ET⁃1、
MMP、TIMP⁃2的表达及临床意义，报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2019 年 6 月至 2020 年 12 月枣庄市中医

医院收治的 45 例（45 眼）NVG 患者作为观察组。

纳入标准：①符合 NVG 诊断标准［5 ⁃ 6］：眼压≥2.4
mmHg，有眼胀、疼痛等临床症状，具有视网膜视神

经纤维层缺损、不同程度的青光眼性视野缺损或

房角粘连等特点；其中急性 NVG 具有明显的眼

红、眼痛，视力模糊或急剧下降等临床症状，慢性

NVG 各临床症状较轻。②年龄在 21~65 岁之间；

③所有患者均行青光眼手术治疗；④本研究开始

前 1个月内未接受相关针对性治疗；⑤意识清晰，

具有较好的沟通能力。排除标准：①存在心、肝、

肾等重要脏器疾病或合并系统性免疫性疾病者；

②伴有其他眼部疾病患者；③妊娠或哺乳期女

性。另选取同期年龄相关性白内障（Age related

cataract，ARC）患者 48 例（48 眼）作为对照组。本

研究经院医学伦理委员会审批通过，患者或家属

知情同意。

1.2 方法

1.2.1 样本采集

血清样本采集：于手术当日清晨抽取空腹静

脉血 5 mL，4℃下 2 000 r/min 离心 10 min（离心半

径为 5.4 cm）处理，分离血清，置于-80℃冰箱保存

备检。房水样本采集：患者仰卧位，完成相应消

毒、冲洗以及麻醉后，使用眼睑撑开器撑开眼睑

并使用注射器自角膜缘穿刺进前房，抽取房水

0.3 mL，注入无菌 EP 管内，然后置于-80℃冰箱保

存备检。

1.2.2 检测方法

采用电化学发光法检测血清及房水中 ET⁃1、
MMP、TIMP⁃2 水平，试剂盒购自上海广锐生物科

技有限公司，检验过程中严格按照试剂盒操作说

明进行操作。

1.3 统计学方法

采用统计学软件 SPSS 21.0 进行数据分析，对

于正态分布的计量资料以（x ± s）表示，采用 t检验；

计数资料以 n（%）表示，采用 c2检验；采用 logistics
回归分析检验血清及房水中 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2
与 NVG之间的相关性，并绘制受试者工作特征曲

线（ROC）曲线并计算曲线下面积评估血清及房水

中 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2对NVG的预测价值，以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者基线资料比较

观察组患者眼压及合并高血压比例均明显高

于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。两组

患者性别、年龄、BMI、吸烟史及合并糖尿病等比

较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。
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指标

ET⁃1
MMP
TIMP⁃2

AUC
0.816
0.981
0.962

截断点

>1.552
>26.534
>11.857

SE值

0.045
0.045
0.031

95%CI
0.722~0.889
0.928~0.998
0.901~0.991

敏感性

0.664
0.889
0.911

特异性

0.896
0.979
0.917

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 1 两组患者基线资料比较［n（%），（x ± s）］

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

临床资料

性别

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

吸烟史

眼压（mmHg）
合并症

男

女

高血压

糖尿病

观察组
（n=45）
19（42.22）
26（57.78）
56.52±9.83
23.08±2.74
31（68.89）
28.02±5.43
23（51.11）
22（48.89）

对照组
（n=48）
28（58.33）
20（41.67）
55.53±9.94
22.15±2.52
27（56.25）
24.55±2.39
5（10.42）
26（54.17）

c2/t值

2.412

0.483
1.705
1.581
2.705
18.278
0.259

P值

0.120

0.631
0.092
0.209
0.010
<0.001
0.611

组别

观察组

对照组

t值
P值

n

45
48

房水

ET⁃1（ng/L）
1.59±0.09
1.47±0.08

6.805
<0.001

MMP（μg/L）
27.02±1.42
23.62±1.75

10.248
<0.001

TIMP⁃2（μg/L）
13.23±1.81
9.47±1.61
10.599
<0.001

血清

ET⁃1（ng/L）
61.46±8.08
58.62±5.83

1.953
0.054

MMP（μg/L）
5.07±1.37
4.73±1.56

1.114
0.268

TIMP⁃2（μg/L）
0.92±0.36
0.84±0.33

1.118
0.267

表 2 两组患者血清、房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of levels of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 in serum and aqueous humor between the two groups（x ± s）

组别

急性NVG
慢性NVG

t值
P值

n

24
21

房水

ETz⁃1（ng/L）
1.62±0.09
1.54±0.08

3.132
0.003

MMP（μg/L）
28.33±1.86
25.52±1.71

5.248
<0.001

TIMP⁃2（μg/L）
14.12±1.89
12.21±1.63

3.604
0.001

血清

ET⁃1（ng/L）
60.63±7.92
62.24±8.58

0.654
0.516

MMP（μg/L）
4.92±1.32
5.25±1.37

0.822
0.416

TIMP⁃2（μg/L）
0.91±0.35
0.93±0.34

0.194
0.848

表 3 不同病情严重程度NVG患者血清、房水中 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of levels of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 in serum and aqueous humor of patients
with NVG of different severity（x ± s）

表 4 房水ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平对NVG诊断价值分析

Table 4 Analysis of diagnostic value of ET⁃1，MMP and
TIMP⁃2 in aqueous humor on NVG

2.2 两组患者血清、房水中 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2
水平比较

两组患者血清ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平比较差

异无统计学意义（P>0.05）；观察组患者房水 ET⁃1、

MMP、TIMP⁃2 水平均高于对照组，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 不同病情严重程度 NVG 患者血清、房水中

ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平比较

急性NVG患者房水中 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水

平高于慢性 NVG 患者，差异有统计学意义（P>
0.05）。急性NVG患者血清中 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2
水平低于慢性 NVG 患者，差异无统计学意义（P<
0.05）。见表 3。
2.4 房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2 水平对 NVG 诊断

价值分析

ROC 曲线显示，房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2 水

平诊断NVG的AUC分别为 0.816、0.981、0.962，且
MMP、TIMP 的敏感度分别为 0.889、0.911，特异度

分别为 0.979、0.917。见表 4、图 1。

2.5 房水 ET ⁃ 1、MMP、TIMP ⁃ 2 水平对急慢性

NVG诊断价值分析

ROC 曲线显示，房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2 水

平诊断急慢性 NVG 的 AUC 分别为 0.654、0.857、
0.760，且 MMP、TIMP⁃2 的敏感度分别为 0.833、
0.708，特异度分别为 0.810、0.762，见表 5、图 2。

3 讨论

NVG是临床常见的眼科疾病，其病因复杂，具

有较高的致盲率，严重危害患者身心健康［7］。因

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

敏
感

度

ET1
MMP
TIMP2
参考线

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1⁃特异性

图 1 房水ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平诊断NVG的ROC曲线

Figure 1 ROC curves of ET⁃1，MMP and TIMP⁃2 in
aqueous humor in the diagnosis of NVG
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此，早发现、早诊断、早治疗对改善患者预后具有

十分重要的意义。研究指出，NVG 主要是由于虹

膜表面或者前房角生成新生血管，导致小梁网以

及周边的虹膜组织发生粘连，从而引起患者的眼

球内部眼压升高而发病［8］。随着研究的深入，发现

NVG 主要是因为纤维血管膜收缩牵拉，使房角关

闭，引起眼压升高而发病［9］。

ET⁃1是一种长效、强能的缩管多肽，对人体血

管具有强烈的收缩作用。相关研究指出，ET⁃1可导

致 NVG 患者小梁网出现异常收缩并发生重建现

象，继而引发眼压升高现象，而且还可导致视乳头

缺血，降低视力［10］。MMP是细胞外基质（Extracel⁃
lular matrix，ECM）代谢的主要调节因子，在 ECM
降解过程中发挥重要作用。TIMP⁃1是MMP组织

抑制剂，可通过阻止MMP酶原的活化来特异性地

抑制相应MMP活性。研究发现，多种眼部疾病，如

眼表疾病、葡萄膜炎、青光眼、白内障、视神经损伤、

视网膜缺血、视网膜母细胞瘤、甲状腺相关眼病及

眼外伤等均存在 MMP、TIMPs 表达的变化［11］。而

且，在一般健康生理状态下，TIMP⁃1与MMP表达

比例处于一种平衡状态［12］，如若比例失衡将导致

ECM异常，进而可引起小梁网代谢异常、房水外引

流途径阻力增加等［13］。文献证明，MMP及其组织

抑制剂间动态平衡的不稳定直接导致青光眼小梁

网中细胞外基质异常堆积［14］。而且，血液中MMP
及 TIMP⁃1指标与流通通道密切相关，尤其能够影

响小梁细胞的增殖，进而影响眼压等情况［15］。

本文研究发现，观察组房水 ET⁃1 水平明显高

于对照组，且病情越急水平越高，提示房水中 ET⁃1
水平与NVG具有密切的联系，与张郧芳［16］等研究

结果相似。分析原因可能是房水中 ET⁃1可以特异

性地直接作用于血管内皮细胞，能显著抑制血管

内皮细胞的增值和迁移。而血清中 ET⁃1水平差异

无统计学意义，可能由于 ET⁃1实质上是由血管内

皮细胞产生，主要作用于局部，仅有一小部分可进

入血管。ROC曲线分析显示，ET⁃1、MMP、TIMP⁃2
用于评估 NVG 患者诊断价值的 AUC 分别为

0.816、0.981、0.962，MMP、TIMP⁃2的敏感度分别为

88.89%、91.11%；特异度分别为 97.92%、91.67%。

房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2水平诊断急慢性NVG的

AUC 分别为 0.654、0.857、0.760，且 MMP、TIMP⁃2
的 敏 感 度 分 别 为 0.833、0.708，特 异 度 分 别 为

0.810、0.762，均表现出良好诊断效能。

综上所述，房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2 水平与

NVG发生密切相关，检测房水 ET⁃1、MMP、TIMP⁃2
水平可为NVG病情严重程度提供参考。
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Table 5 Analysis of diagnostic value of ET⁃1, MMP and
TIMP⁃2 in aqueous humor on acute and chronic NVG

指标

ET⁃1
MMP
TIMP⁃2

AUC
0.654
0.857
0.760

截断点

>1.56
>26.60
>12.64

SE
0.083
0.057
0.072

95%CI
0.497~0.789
0.721~0.943
0.609~0.875

敏感性

0.750
0.833
0.708

特异性

0.524
0.810
0.762

P值

0.06
<0.001
<0.001
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Figure 2 ROC curves of levels of ET⁃1, MMP and TIMP⁃2 in
aqueous humor in the diagnosis of acute and chronic NVG
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体外诊断试剂临床核查常见问题分析
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［摘 要］ 临床试验过程的成功与否关键在于如何制定完整的质量体系并注重其真实性、合规性、

可操作性和可溯源性，依照法律法规及相关政策，按规章制度办事，遵循科学性、合理性两大基本原则。

加强体外诊断试剂（以下简称“IVD”）临床试验规范化管理，才是保证 IVD 临床试验质量的关键。本文

介绍 IVD临床试验现场核查中需要关注的常见问题，并针对现阶段体外诊断试验的工作现状和核查中

发现的常见缺陷提出解决思路，为医疗器械临床试验的实施者及管理者提供参考依据。

［关键词］ 临床试验；体外诊断试剂；常见问题

The discussion of common defects in on ⁃ site verification of in ⁃ vitro diagnostic reagent
（IVD）clinical trials
JIN Jing1，XU Weifeng2★，HE Benxia1，WANG Song1，CHEN Yan1，ZHANG Guangxun1，LIU Yanan1，

ZHANG Anping 1

（1. Hubei Food and Drug Administration Center for Evaluation and Inspection，Wuhan，Hebei，China，
430071；2. Hubei Food and Drug Administration，Wuhan，Hebei，China，430075）

［ABSTRACT］ The success of the clinical trial process depends on complete，compliant，authentic，
operational，attributable quality system. The crucial points are accordance with the laws and related policies，
according to the rules and regulations，following the two fundamental principles which are scientific nature
and rationality. Strengthening the standardized management of IVD clinical trials is the key to ensuring the
quality of IVD clinical trials. This article points outintroduces the common problems in on⁃site inspection of in
vitro diagnostic reagent（IVD） clinical trials. It aims to provide technical reference for executors of IVD
clinical trials and government administrators.

［KEY WORDS］ Clinical trial；In⁃vitro diagnostic reagent；Common defect

体外诊断试剂（In vitro diagnostic reagent，IVD）
是指在疾病的预测、预防、诊断、治疗监测、预后观

察和健康状态评价的过程中，用于人体样本体外检

测的试剂、试剂盒、校准品、质控品等产品［1］。

体外诊断试剂临床试验（包括与已上市产品

进行的比较研究试验）是指在相应的临床环境中，

对体外诊断试剂的临床性能进行的系统性研究［2］，

是应用于临床、指导临床治疗有效性、安全性的最

后一个研发环节，试验数据和结果均是药监部门

进行注册审评审批的重要依据［3］。国家药品监管

总局先后发布《体外诊断试剂临床试验技术指导

原则》［2］、《医疗器械临床试验质量管理规范》［4］、

《医疗器械临床试验机构条件和备案管理办法》［5］

等相关要求，制定了《医疗器械临床试验现场检查

程序》［6］（2016 年）、《医疗器械临床试验现场检查

要点（2016 年）》［6］，并于 2018 年 6 月起草《医疗器

械临床试验检查要点及判定原则（征求意见

稿）》［7］，不断完善临床核查相关的指导性文件。自
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2015 年下半年开始，国家总局每年都对在审项目

实施临床试验数据监督抽查。同时，要求各省级

药监局高度重视，落实国家总局医疗器械临床试

验监督抽查工作要求。

本文所提及的体外诊断试剂临床试验核查常

见问题，均整理自 2016 年以来参加湖北省药监局

组织的体外诊断试剂临床试验工作，前后共计对

10家临床医院开展的 177个体外诊断试剂临床项

目进行临床核查，分析 IVD临床核查主要问题，提

高申请企业临床试验质量，获得准确、真实、可靠的

临床数据。

1 伦理方面

伦理委员会审查是整个临床试验中的重要环

节，现场核查中发现的常见问题有：①伦理委员会

批件中未见伦理批件号、伦理委员会主任委员或

副主任委员签名，无伦理委员会委员参会人员签

到表和委员会讨论记录；②临床试验伦理审查申

请与审批表未填写日期或无伦理委员会盖章；

③临床试验方案审核日期、临床试验合同签订日

期、临床试验启动会时间等晚于伦理审查上会时

间；④申办方与临床试验开展机构无法提供伦理

审批合格的临床试验方案等。

纵观体外诊断试剂临床试验的整个伦理审查

体系，相对于药物临床试验其发展尚不成熟，目前

均基本以药物临床试验的方法为参照标准，伦理审

批也一般都是在药物临床试验伦理委员会开展审

查，忽视体外诊断试剂临床试验独有的特性。体外

诊断试剂临床试验在整个临床试验领域中起步相

对较晚，相关法规政策正在逐步完善，某些伦理委

员因缺乏体外诊断试剂临床试验审查经验，甚至对

产品特点了解甚少，减弱了临床试验伦理委员会在

作为审查医疗器械临床试验最首要环节的审查能

力，致使相关研究人员在试剂操作中遇到问题找不

到合理依据，导致临床试验质量下降［8⁃9］。

如何提高伦理委员会对体外诊断试剂临床试

验的审查质量，保证其顺利进行？首先，建议各伦

理委员会从参与研究的实际情况出发，借鉴国内

外医院伦理委员会对体外诊断试剂临床试验审查

的经验，邀请在体外诊断试剂临床试验方面有经

验的相关人员作为伦理委员会成员参会，并拟定

出一套适合本医院开展体外诊断试剂伦理审查的

操作规程；其次，建议对伦理委员会成员及医院各

层级研究人员开展体外诊断试剂临床试验相关法

律法规、政策方面知识的培训，提高其对伦理方面

的认识，并在审查过程中针对不同产品的特点进

行不断的持续完善和改进；最后，建议伦理委员会

成员全方面了解整个临床试验的流程，加强伦理

审查力度，对临床试验方案中涉及的每个关键环

节进行严格把关，确保临床试验的质量。

2 机构、人员方面

随着时代的变迁，我国药物临床试验机构

（以下简称“机构”）在资格认定、机构建设以及

监管方面都有了质的飞越，同时也推动了我国药

物临床试验不断的创新发展和整体水平的提

升［10］。机构和人员是保障一个临床试验是否合

规的基础，具有完整的临床试验管理机构是保障

临床试验在合规下完成整个临床试验的基础；受

过培训及具有专业知识和经验的研究人员是保

证临床试验能顺利完成的保障。随着《医疗器械

临床试验机构条件和备案管理办法》［5］的出台，

医疗器械临床试验机构管理也逐渐规范化。在

法规不断完善和更新的阶段，现场核查中依然存

在很多问题，常见的主要有：①参与试验的人员

分工不明确，申办方和研究者作为临床试验开展

的主导人员，缺乏对开展 IVD 临床试验的相关流

程的了解，多数申办方认为只要向试验机构提供

与试验相关的资料或试验所需的仪器设备等即

可，试验全程未见监查员或委派的监查员对相关

试验过程进行监查；②研究者对临床试验质量管

理规范不熟悉，培训机制不完善，与申报方之间

缺乏交流和沟通，对 IVD 临床试验的操作规程不

熟悉，对试验 IVD 产品特性不了解，忽略了试验

质量，不能有效规避临床试验中存在的潜在问

题；③监查及临床数据记录趋于形式化，不能客

观详细的反映整个试验的质控过程，直接导致临

床试验质量下降。

这些问题提示申办方及临床试验机构，在临床

验开展过程中应加强对相关研究人员《医疗器械临

床试验质量管理规范》［4］、《体外诊断试剂临床试验

技术指导原则》［2］及相关法律法规、政策、SOP的培

训，提高各类人员对 IVD临床试验方面专业水平的

认识，同时应注重其对科研态度的培养，试验前做

到熟悉试验方案，了解产品特性，试验中做到遵循

试验方案、遵守 SOP，从而保证临床试验质量。
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3 临床试验实施方面

IVD临床试验的规范实施，可有效完整的保留

临床试验数据。多年核查中发现，主要存在以下

问题：

3.1 临床试验的方案和总结报告形式化、简单化

在部分 IVD临床试验中，申办者与研究者之间

缺乏有效沟通，未严格按照《体外诊断试剂临床试

验技术指导原则》［2］的要求制定临床试验方案及撰

写临床试验报告，自从 2007年 5月原国家食品药品

监督管理局发布《体外诊断试剂注册管理办法》后，

对于如何设计 IVD临床试验方案、且如何设计出一

份优质的临床试验方案一直是 IVD生产企业在产

品注册时最头痛的问题［10］。常见问题：①试验方案

未体现临床试验具体操作方法，未明确样本选择依

据、入选标准、排除和剔除标准、样本采集量、样本

处理过程等相关信息，未依据不同产品的特性及说

明书内容制定明确具体的操作规程；②临床试验报

告未体现本次试验筛选例数、入组例数等相关信

息；③样本试验数据汇总表中发现有超出线性范围

的检测数据未进行相关处理，或在试验过程中比对

试剂和考核试剂结果判定之间有差异的，未见采用

第三方试剂进行复测和评估等，也未在试验方案中

对此作出相关规定和说明；④样本试验数据汇总表

对离群样本数据直接剔除，未保留相关数据；⑤临

床试验方案及报告中均未阐明所用质控品、校准品

来源，未见试 剂的批号、规格及有效期等相关信息，

或相关信息在报告和方案中前后不一致等。

3.2 监查不到位

监查与质控贯穿于整个临床试验的过程，包

括申报企业的监查、机构质控、承担科室的质

控［11］。有些申报企业将临床试验工作委托给第三

方（合同研究组织，CRO），但目前国内 CRO 参差

不齐，部分 CRO都将主要的精力放在了临床试验

进度上，往往忽略了临床试验的质量［12］，监查人员

对整个试验流程不熟悉，监查记录不能客观、完全、

真实的反映出整个临床试验的过程等各种问题。

常见问题：①试验报告未对样本检测情况进行监

查，或只描述“试验中存在的问题”而无“问题处理

结果或反馈”；②样本复测记录表显示有多个复测

样本，而监查记录中却显示无复测情况；③试验开

展前未进行预实验；④临床试验中预实验的样本重

复利用，预实验完成后又入组正式临床试验等。

3.3 临床试验数据的记录、保存与溯源

临床试验数据是产品安全性、有效性的评价

和报告依据，也是保证临床试验数据真实、可靠的

依据。常见问题：①试验机构留存记录表格无法

查询试验样本采样时间、样本类型、保存条件等信

息；②临床实验机构存在数据记录不完整，如无相

关试剂质控品的质控信息记录、试验所用仪器设

备的维护使用记录等；③院方 LIS系统中的数据与

临床试验原始资或申报资料中的数据不一致，甚

至在 LIS系统数据不可溯源等；④原始数据产生时

间与记录上的试验时间相不一致，且在数量上和

分析结论上与报告记录不一致，随意选择和篡改

试验数据等。

在临床试验的实施方面，首先要根据法规的要

求，制定科学合理的方案，方案应具备可操作性，应

包含各种情况的处理方式。其次，应做好相关记

录，做到关键信息记录真实、完整、可追溯。第三，

监察员应承担监察责任，提供真实有效的监察记

录。最后，临床试验报告应实事求是，合理总结

分析。

3.4 样本的选择及要求

IVD 临床试验的临床样本的入选受其产品的

预期用途、性能指标等的影响因此，方案中应规定

严格的入组标准及排除标准。而申办方往往在样

本入选的过程中流于形式，导致所入选的样本评

价不够充分或与方案不一致［13］。

临床试验过程中，应注重真实性、合规性、可

操作性和可溯源性［14］，保证整个临床试验全过程

的完整性非常必要。高质量的临床试验是“做”出

来的，而不是“查”出来的。一套完整的质量控制

体系对临床试验也尤为重要，是关系整个临床试

验成功与否的关键，甚至直接影响临床医生作出

合理的诊断［15］。纵观整个临床试验过程，都应依

照法律法规及相关政策，按照规章制度办事，遵循

科学性、合理性两大基本原则，当地监管机构协助

各医疗机构加强 IVD 规范化管理，是提升我国

IVD 临床试验研究与管理水平、临床试验质量的

关键。
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·专家风采· 实验室巡礼

李一荣
武汉大学中南医院医学检验科是集临床检测、科研和教学于一体的现代化和精准化的综合性学科，是

湖北省重点学科和医院优势学科，整体实力处于国内领先水平。 医学检验科拥有临床检验诊断学博士点和

博士后流动站，是湖北省首家设立“艾滋病确证实验室”和“基因诊断门诊”的检验学科。近5年来，科室先后

荣获“全国抗击新冠肺炎疫情先进集体”、“全国先进基层党组织”、“全国创新争先奖牌”、“湖北青年五四奖

章”、“湖北省科技进步二等奖”和”武汉市青年文明号“等荣誉。

1. 打造优质团队。现有各级专业技术人员 78人，本科以上人员占 98.2%，硕士以上占 65.8%，博士占

37.0%；中级职称以上占 68.5%，高级职称占 34.6%，海外留学回国人员近 20人，正高职称 13人，副高职称 14
人，临床检验诊断学博士生导师 7人、硕士生导师 10人。多人在国家级学会担任副主委、常委和委员，还有

多人担任国内外各种专业学术期刊的副主编、编委和审稿专家。

2. 高效服务能力。医学检验科下设临床免疫室、临床化学室、临床基因扩增室、临床微生物室、临床细

胞遗传室、门诊与急诊快速检测室、临床基础检验室与发热门诊实验室等，集“自动化、标准化、规范化与信

息化”于一体，拥有众多国际一流的自动化检测设备，如全自动细菌培养仪和鉴定仪、全自动生化分析仪、全

自动免疫分析仪、多参数五分类血细胞分析仪、流式细胞分析仪、色谱分析仪、染色体分析仪、基因测序仪

等，开展了包括羊水染色体检测等 500余个检测项目。医学检验科按照 ISO15189质量与技术的要求，建立

了健全的质量管理体系，保证检验过程的规范化与标准化，并于 2017年顺利通过了 ISO15189实验室认可。

同时引进了先进的实验室信息管理系统，使仪器、实验室信息系统、医院信息系统以及互联网无缝对接，确

保检测结果能实时准确无误地传递到医生工作站或患者本人。

3. 教书育人成效。医学检验科每年承担检验系本科生、硕士生、博士生以及住院医师、进修生的培养教

育工作，同时还承担八年制临床博士以及留学生的实验诊断学教学。先后共有 10余人次担任主编或副主

编、20余人次参编了人民卫生出版社、高等教育出版社、医药卫生出版社五年制、四年制医学检验本科规划

教材《临床生物化学与检验》、《临床分子生物学与检验》、《临床免疫学与检验》、《临床血液学与检验》、《临床

微生物学与检验》、《临床实验室管理》和《实验诊断学》等；负责医学部或学校大创项目3个，建设和维护2项
中国大学MOOC《临床免疫学检验技术》、《实验诊断学》。

4.学科建设积累。医学检验科在临床检测方面不断提高，一方面保持省内领先服务水平，另一方面积极开展临

床转化科学研究。近5年来，团队主持在研国家自然科学基金14项，省部级科研基金16项，以第一作者或通讯单位在

JAMA、Lancet Infect Dis、Signal Transduct Target Ther等期刊发表 SCI百余篇；获“湖北省科技奖进步二等

奖”1项；近3年申请专利8项，转化2项；参与33个临床研究，多次承办国家级学术会议以及省级学术会议或学习班。

5. 未来发展规划。科室拟以分子遗传与代谢性疾病检测、肿瘤精准实验诊断和病原微生物快速精准识别

三个方面作为未来学科建设的主攻方向。医学检验科全体员工将不断加强与临床科室的沟通与交流，努力探

索实验医学新的诊断模式，积极促进医学检验科与临床各专业的交叉与融合，开展新的临床研究和检测项

目。秉承“科学管理、诚信服务、准确及时、持续改进”的服务宗旨，服务于临床，奉献于患者，贡献于社会。

武汉大学中南医院检验科

武汉大学中南医院检验科主任、武

汉大学第二临床学院医学检验系副主

任，免疫学博士、美国“University of Ala⁃

bama at Birmingham”博士后，主任技师/

副教授、博士研究生导师。兼任中国医

疗保健国际交流促进会理事、湖北省医

学会理事、中华检验医学杂志编委、中华

医学会检验分会免疫学组委员、湖北省

医学检验分会副主任委员、国家自然科

学基金同行评议专家。先后主持国家重

大研发计划课题、国家自然科学基金和

教育部留学回国人员启动基金等项目。以第一作者或通讯作者在 JAMA、Sig⁃

nal Transduction and Targeted Therapy、Molecular Microbiology 和 Emerging Mi⁃

crobes & infections等杂志发表论文 50余篇。先后获全国创新争先奖牌、湖北省

抗击新冠肺炎疫情先进个人、湖北省科技进步二等奖和湖北省高等学校教学成

果二等奖等。

武汉大学第二临床医学院检验医学系（检验科）博士生导师队伍
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《分子诊断与治疗杂志》于 2009 年 5 月创刊，是由中山大学主管，《中国

家庭医生》杂志社有限公司主办，广州达安基因股份有限公司承办的面向国内

外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学科为

主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子医学

前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国医学

分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的最新

研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前有编

委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，于

2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。

杂志简介：

注：A为红色代表高危患者，绿色代表低危患者；B为红色代表死亡患者，绿色代表生存患者；C为热图显示高风险组

（蓝色）和低风险组（粉色）建模基因的表达，颜色越红，表达越高；D为高、低危组患者K⁃M分析；E为ROC曲线分析比

较模型与临床病理特征关联。

图（1443） 建模基因分布与模型准确性评估

Figure（1443） Modeling gene distribution and evaluation of model accuracy




