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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，
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图（P580） 不同子宫内膜组织的HE染色（×40）
Figure（P580） HE staining in different endometrial tissues（×40）



·专家风采· 实验室巡礼

夏明， 1977年 6月出生，2008年 7月毕业于山

东大学，获耳鼻咽喉科学博士学位。2017年 5月美

国西南医学中心免疫系访学 1 年。2018 年 12 月评

为山东省泰山学者青年专家。

现任山东省立医院耳鼻咽喉头颈外科研究员、

山东大学博士生导师，国家卫健委耳鼻咽喉头颈科

学重点实验室副主任。社会学术兼职：山东省医师

协会睡眠协会副主任委员，中华中西医结合学会耳

鼻咽喉-头颈外科分会青年委员，山东省健康管理

学会耳鼻咽喉健康管理分会委员。担任 BBRC，Inflammation，Sci Rep，Plos One等期刊的

审稿人。

夏明教授长期从事鼻黏膜炎症疾病的教学及研究，在 慢性鼻-鼻窦炎、变应性鼻炎的

主动靶向纳米药物递送系统的研究方面形成一定的特色和创新优势。主持课国家自然科

学基金，山东省泰山学者青年专家计划，山东省重点研发计划，山东省中青年科学家资助

项目，共 6项。获山东省科技进步奖二等奖意向，三等奖一项。共发表 SCI 论文 20余篇，

其中 SCI收录 10余篇（Journal of Controlled Release，Int J Pharm，BBRC，Sci Rep，Inflamma⁃

tion等），总 IF=76.7，他引 167次。申请发明专利 2项，副主编专著一部，培养及协助培养博

士后 1名，博士 4名，硕士 6名。

山东省立医院病理科始建于 1957年，经过半个多世纪的积淀和不断的发展，已成为集病理诊断、教

学、科研为一体的大型病理诊断机构。科室仪器设备先进，技术力量雄厚，开展常规石蜡切片、快速冷冻

切片、特殊染色、免疫组织化学、FISH、分子病理检测等病理技术项目，年外检病例达 40 000余例，年会诊

量 4 000多例，病理技术和病理诊断水平在省内名列前茅。科室人员结构合理，力量雄厚，现有工作人员

48名，其中主任医师 5人，副主任医师 5人，主治医师 8人，副主任技师 1人，其中博士 13人，硕士 4人。

科室是卫生部认证的肿瘤病理省级远程会诊中心试点单位。“十二五”期间共参与远程会诊 1 000余

例，专家远程讲课 80课时。病理远程会诊及授课，有助于实现病理学资源、知名病理专家资源、病理学科

技成果信息资源共享，对提高县、市级医院病理诊断水平，降低病人医疗费用开支有重要的作用，有助于

解决老百姓“看病难、看病贵”的问题。

科室是国家卫生计生委批准的第一批住院医师规范化培训基地。招生对象是拟从事临床医疗工作

的高等医学院校医学类专业本科及以上学历毕业生，或已从事临床医疗工作并取得执业医师资格证书，

需要接受培训的人员。招生对象的身份有单位委派人员、面向社会招收人员和专业学位研究生三类。

学员在科室将直接参与一线实践工作并通过参加各层次讲座和学术活动，理论结合实践，以期经过三年的

系统培训能够掌握正确的临床工作方法，能够处理医院病理科日常业务，解决病理实践中遇到的一般问

题，培养对科学研究和亚专业发展的兴趣。住院医师在接受规范化培训过程中将参加本院培训基地组织

的考核，待培训结束时参加全省统一的结业考核，考核合格者将获得全国统一的《住院医师规范化培训合

格证书》。目前在科室已经完成规范化培训的病理专业学员 9名，目前在培学员 12名，包括外院 3人。

近 10年来，科室坚持每年承办一项国家级继续医学教育项目，对促进下级医院病理科理论水平和诊

断水平具有重要作用。科室还常年担任基层医院病理科医生的进修培训工作，先后培训省内外病理医

师 60余人。

病理科在HE染色、免疫组化、ARMS法 PCR、病理诊断等项目室内质量控制管理方面进行了积极地

探索，建立并不断完善各项质量控制方案，促进质量管理的持续改进，更好地为病理诊断提供技术保

障。尤其科室开展了荧光原位杂

交技术（FISH）技术检测乳腺癌和

胃癌的 HER⁃2 基因扩增、鼻咽癌

和淋巴瘤的 EB 病毒感染，肺癌、

结肠癌 EGFR、ALK、KRAS 等基

因突变，为这些肿瘤的临床诊断

和靶向治疗提供了分子学依据，

收到良好的社会效益。此外，科

室积极参加国内病理室间质控活

动，检测等指标质控成绩优良。

这标志着本院病理科技术人员和

诊断医师在乳腺癌、胃癌 HER⁃2
免疫组化染色水平和评分准确性

及 EGFR 突变检测的准确性方面

均达到国家标准。

山东省立医院病理科夏明
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近年来，随着分子诊断技术在临床中的广泛

应用，其对于肿瘤的早期诊断以及预后治疗有着

极其重要的临床意义。G 蛋白偶联受体（G pro⁃
tein⁃coupled receptors，GPCRs）是己知的体内最大

的蛋白质超家族，而G12亚家族中的鸟嘌呤核苷酸

结合蛋白 α 亚基 13（Guanine nucleotide binding
protein alpha 13，GNA13）被认为与癌基因转化和

肿瘤细胞生长密切相关。有学者发现 GNA13 在

人类的许多恶性肿瘤中表达上调，特别是在侵袭

性强的乳腺癌和前列腺癌中；而且，GNA13 的上

调会促进这些恶性肿瘤细胞的侵袭和转移［1］。因

此，本文以 GNA13在肿瘤细胞中的信号转导机制

为思路，总结其在恶性肿瘤中的作用机制及生物

学特性。

GNA13在多种恶性肿瘤中的研究进展

朱伟力 1 马继伟 1，2 周赫 2 邓畅 2 奚悦 2 夏明 3 赵苗青 1，2★

［摘 要］ Gα13亚家族是G蛋白家族中重要的一员，由鸟嘌呤核苷酸结合蛋白 α亚基 13（GNA13）

基因所编码。GNA13基因参与重要的信号通路，在很多生理过程中承担着重要的角色，参与调节肿瘤的

增殖，浸润，转移和迁移。GNA13在人类许多肿瘤中的表达都显著上调，其功能表达和临床意义都十分

复杂而且不尽相同，因此更多的研究者开始关注GNA13基因所参与的生物学行为。

［关键词］ G蛋白；G蛋白偶联受体；信号通路；GNA13；恶性肿瘤

Progress of research into the role of GNA13 in various malignant tumors
ZHU Weili1，MA Jiwei2，1，ZHOU He2，DENG Chang2，XI Yue2，XIA Ming3，ZHAO Miaoqing1，2★

（1. Department of Pathology，Shandong Provincial Hospital Affiliated to Shandong University， Jinan，

Shangdong，China，250021；2. Department of Pathology，Shandong Provincial Hospital Affiliated to Shandong

First Medical University，Jinan，Shangdong，China，250021；3. Department of Otolaryngology，Shandong

Provincial Hospital Affiliated to Shandong First Medical University，Jinan，Shangdong，China，250021）

［ABSTRACT］ The Gα13 subfamily is an important member of the G protein family，which is encoded

by the guanine nucleotide binding protein α 13（GNA13）. The GNA13 gene participates in important signaling

pathways and plays an important role in many physiological processes，such as regulating tumor proliferation，

invasion，metastasis，and migration.The expression of GNA13 in many human tumors is significantly

upregulated. However，the molecular function and clinical significance remain unclear. Therefore，many

researchers have focused on the biological functions involving the GNA13 gene. In this review，the authors

summarize the progress and current status of GNA13 gene research in malignant tumors.

［KEY WORDS］ G protein；G protein coupled receptors；Signaling pathways；GNA13；Malignant

tumor
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1 G蛋白及G蛋白偶联受体的结构及其功能

G 蛋白是一类信号转导蛋白，又称为 GTP 结

合蛋白，种类大约有 40余种，可将外界信号传递至

细胞内，进而激活下游的各种信号通路［1］。GPCRs
是一大类膜蛋白受体的简称，又称为七次跨膜受

体［2］。GPCRs 被配体激活以后，通过 G 蛋白将细

胞信号传导至下游效应子，进而调控细胞的生长

代谢和改变细胞骨架结构等活动［3］。被激动剂（激

素、神经递质和生长因子等）激活后的GPCRs可以

充当鸟嘌呤核苷酸交换因子（Guanine nucleotide
exchange factors，GEF），进而催化 GDP 交换 Gα 亚

基上的 GTP。与 GTP 结合后，Gα 与 Gβγ 分离的

同时激活下游效应子，包括腺苷酸环化酶、磷脂酶

C 和 Rho 鸟嘌呤核苷酸交换因子（Guanine nucleo⁃
tide exchange factors for Rho，RhoGEFs）等，进而开

启不同的信号转导通路［3］。Gα（12/13）家族通路

通过含有G蛋白信号调节因子同源结构域的 Rho⁃
GEFs 将信号传递给 Rho 蛋白，从而调节细胞生

长、基因转录和细胞骨架肌动蛋白的重排等［4］（见

图 1）。

2 GNA13的发现及功能研究

1991 年 Strathmann 和 Simon 在克隆小鼠中发

现了G12亚家族中的Gα12和Gα13，它们的分子量

约为 44kDa。Gα12 和 Gα13 分别是由鸟嘌呤核苷

酸结合蛋白 α 亚基 12（Guanine nucleotide binding
protein alpha 12，GNA12）和 GNA13 编码［5］。在人

类中，GNA12 位于 7 号染色体上，GNA13 位于 17
号染色体上。GNA12 与 GNA13 几乎在所有组织

中都有表达，但是它们的表达都是十分保守的，并

参与多种生理和发育过程［12］。研究表明，血管紧

张素 II，血栓烷 A2，1⁃磷酸鸟苷⁃磷酸和溶血磷脂

酸 等 都 可 以 与 GNA12/GNA13 耦 联 。 同 时 ，

GNA12和GNA13组成的G12亚家族增强了与细胞

分裂、增殖、迁移侵袭和肿瘤发生等许多病理生理

活动［6］。

目前已经发现了很多与 GNA12/GNA13 直接

或间接相互作用的蛋白，其中包括 RhoGEFs 蛋白

家族所介导的信号转导通路，其调控着细胞增殖

分化及肿瘤性转化［7］。由于该蛋白家族存在G蛋白

信号调节因子结构域，因此GNA12和GNA13可以

通过该结构域与RhoGEFs结合，将其从细胞质募集

到胞膜上，并激活RhoGEFs，从而发挥鸟嘌呤交换因

子的功能，以此来促使GTP与RhoA结合，进而引起

细胞的形态改变以及收缩和迁移［8］。现已从 Rho⁃
GEFs 亚家族中鉴定出 3 种蛋白，包括 p115⁃Rho⁃
GEFs、PDZ ⁃RhoGEFs 和白血病相关的 RhoGEFs
（Leukaemia Associated RhoGEFs，LARG）［9］。研究

表明，GNA13（非 GNA12）可以直接刺激 LARG 和

p115⁃RhoGEFs 的 GEF 活性［10］。在体外的实验发

现，GNA13能够激活 p115⁃RhoGEFs或非磷酸化的

LARG，而 GNA12 通 常 激 活 酪 氨 酸 磷 酸 化 的

LARG，因此，p115⁃RhoGEFs 和 LARG 是 GNA12/
GNA13 的 GTP 酶激活蛋白，且它们是 GNA12/
GNA13 所特有的，而 PDZ⁃RhoGEFs 不具有此功

能［11］。实验表明，GNA12/GNA13通过与 RhoGEFs
的相互作用诱导 RhoA 的活性。同时，P115⁃Rho⁃
GEFs 或 LARG 的 RH 结构域表现出 GNA12 和

GNA13 的特异性 GTPase 活化蛋白活性。因此，

RH⁃RhoGEFs 在单个分子的范围内既起到了 GT⁃
Pase活化蛋白的作用，又起到了GNA12或GNA13
的效应作用［12］。

Offermanns 等［13］发现 GNA12/GNA13 的功能

十分重要。因为 GNA12敲除的小鼠表现正常，而

GNA13 敲除的小鼠在胚胎第 9.5 天由于其血管系

统发育不正常而死亡。GNA12 和 GNA13 同时敲

除的小鼠也在胚胎第 8.5 天死亡。而只携带一个

完整 GNA13 等位基因的 GNA12 敲除的小鼠也会

在子宫中死亡。GNA13除了在胚胎循环系统中的

作用外，其在人体各种病理过程中也成为了关键

因素，例如，卵巢经历激素调节的变化，表现为卵

巢卵泡生长并伴有卵巢的扩张。GNA13介导的信

号通路还涉及到例如 VEGFR⁃2 表达、涉及小 GT⁃
Pase RhoA和转录因子NF⁃κB的激活［14］。

p115⁃RhoGEF
PDZ⁃RhoGEF
LARG
Lbc⁃RhoGEF

RhoGEF

RhoGEF

Inactive

RhoGDIα
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RhoA GDP

RhoGAP

Active

ROCK

MLC phosphatase
ERM
LIMK
Diaphanous
Rhotekin
Rhophilin
Citron kinase
CRPM⁃2
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G12

GPCR

RhoGEF RhoA GTP
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图 1 Gα（12/13）家族通路示意图［10］

Figure 1 Schematic diagram of Gα（12/13）family pathway
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在分子诊断中也显示出 GNA13 的意义，Kim
等［15］发现在乳腺癌，GNA12和GNA13诱导基质金

属蛋白酶（MMP）⁃2 上调，导致 MCF10A 细胞产生

侵袭和迁移表型。通过观察人的乳腺组织样本，

证明了 G12蛋白家族和MMP⁃2的表达水平与癌症

的诊断密切相关（P<0.005）。Cheng 等［16］发现，从

正常口腔粘膜标本（NOM）到口腔上皮异常增生

（OED）到口腔鳞状细胞癌（OSCC），GNA12 的表

达逐步升高，这表明 GNA12的过表达可能是口腔

癌发生的早期表现，并且可能在口腔癌的进展中

起关键作用，而 GNA13或许也有同样的作用。因

此 GNA12/GNA13 可能将为某些癌症提供临床诊

断证据或成为新型肿瘤标志物。

3 GNA13与多种恶性肿瘤的关系

在发现 G12 家族后不久，GNA12 和 GNA13 都

被证明具有诱导成纤维细胞致癌转化的能力［24］。

因此，GNA13 与各种恶性肿瘤之间的生物学关系

成为了研究者关注的焦点问题。

3.1 GNA13与乳腺癌

Rasheed 等［17］发现在乳腺癌中，GNA13 能与

GPCRs 相互作用促进下游信号分子的传导，从而

造成恶性肿瘤的侵袭和迁移。乳腺癌细胞是依赖

于GNA13的表达来实现细胞侵袭，GNA13参与导

致乳腺癌发展的转录后基因表达机制是通过微小

RNA（microRNA，miRNA）来调控的。miRNA与目

的基因的 mRNA 紧密联系，同时抑制其蛋白的表

达，miRNA与编码序列或目标基因 3′⁃UTR的结合

可致使 mRNA 降解过程或蛋白翻译过程受到影

响，最终抑制靶基因产生蛋白质。与前列腺癌细胞

不同，乳腺癌细胞中 GNA13 的表达主要是通过

miR⁃31 而不是通过 miR⁃182 和 miR⁃200a 调控的。

同时研究证明 miR⁃31 直接与 GNA13 的 mRNA 结

合，并且这种结合会影响 GNA13表达和乳腺癌细

胞侵袭。Vrba 等［18］发现，miRNA 表达失调能够显

著表现出来，其中 miRNA 可以充当“致癌 miR”或

“肿瘤抑制miR”，而这一过程其可以通过靶细胞中

潜在的癌基因来实现。miR⁃31在肿瘤进展中丢失，

并促进乳腺癌和其他癌症的迁移。因此，确定乳腺

癌和其他癌症中GNA13调控的特定机制可能会导

致针对这些癌症的基于 miRNA 的治疗策略的发

展。此外，miR⁃31的缺失和GNA13的获得可能是

评估乳腺癌和其他癌症的可行生物标志物。

3.2 GNA13与前列腺癌

Lim等［19］发现单独阻断GNA13会显著影响前

列腺癌的癌细胞侵袭和转移。GNA13 通过 Rho
GTPases发挥作用，以驱动NF⁃κB转录来诱导前列

腺癌细胞中 CXCL5 的表达。在转移性前列腺癌

细胞中，发现患者体内的 CXCL5 水平显著提高，

并通过促进血管生成来诱导肿瘤细胞的增殖、迁

移和转移，这是由于 GNA13通过诱导内皮细胞中

的VEGFR⁃2或诱导细胞促进血管生成的 CXCL1、
CXCL2和 CXCL4来诱导肿瘤细胞血管的生成，进

而影响肿瘤的生长。当列腺癌细胞中 GNA13 表

达沉默后，促血管生成基因会大量丢失。Rasheed
等［17］发现在前列腺癌中，仅野生型 GNA13的丢失

就可能显著降低前列腺癌细胞在体外的浸润和

转移的机会。使用特定的 miRNA 抑制剂抑制

LnCAP 细胞中的 miR⁃182 和 miR⁃141/200a 可提高

GNA13的表达并增强对这些细胞的侵袭。这些数

据证明 GNA13 是前列腺癌细胞侵袭的重要介

质。由于 GNA13 可以充当前列腺癌细胞以及多

种肿瘤细胞的致癌 GPCRs 信号的共同介体，因此

确定其失调机制可能会使新型 miRNA 成为未来

抑制癌症侵袭和转移的方法。因此，建立以

GNA13为目标的检测方法对于早期诊断前列腺癌

具有重要作用，同时以miR⁃182等分子为靶标进行

靶向治疗的意义重大。

3.3 GNA13与肝癌

Xu 等［20］通过探讨 246 例肝癌患者 GNA13 表

达与临床病理特征的关系发现 GNA13 在肝癌组

织中的显著上调与多种临床病理学参数相关，包

括肿瘤多重性（P=0.004）、TNM 分期（P=0.002）和

BCLC 分期（P=0.010），GNA13 表达是整体生存

（P=0.014）和无瘤生存（P=0.005）的独立预后因

素。为了确定 GNA13 对肝癌细胞增殖和侵袭的

影响，其建立了稳定表达 GNA13 的肝癌细胞

HepG2和 SMMC⁃7721。与对照组相比，GNA13的

过表达在体外促进 HepG2 和 SMMC⁃7721 细胞的

细胞增殖；侵袭试验证明，在 HepG2 和 SMMC⁃
7721 细胞中过表达 GNA13 会使细胞侵袭能力显

著提高。通过免疫组化对肝癌细胞样本评估

GNA13 蛋白的表达情况发现 GNA13 蛋白主要在

肝癌的细胞质中检测到，正常肝组织主要表现为

GNA13阴性表达。因此，GNA13是肝癌致瘤过程

中较为关键的一个影响因素，可以作为肝癌患者
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的预后生物标志物，特别是在行根治性肝切除术

后的患者中，其中 GNA13的高表达提示肝癌患者

的预后较差。

3.4 GNA13与胃癌

Zhang等［21］发现GNA13的上调可以促进胃癌

（Gastric cancer，GC）细胞的致瘤性和增殖。在GC
组织和细胞中，GNA13表达水平显著提高，并且与

侵袭性的 GC 进展程度和患者生存不良密切相

关。当 GNA13的表达水平增高时，其通过促进小

鼠的细胞增殖速率、集落形成和肿瘤形成，从而增

加了 GC 细胞在体外和体内的增殖和致瘤性。相

比之下，敲除 GNA13 基因能够有效地抑制 GC 细

胞在体外和体内的增殖和致瘤性。GNA13 在 GC
中发挥作用的分子机制包括通过上调 c⁃Myc，激活

AKT信号通路和 ERK信号通路，同时抑制 FOXO1
的活性。通过上调细胞周期蛋白依赖性激酶

（CDK）来促使 G1 / S 细胞周期发生转变，进而调

节细胞周期蛋白 D1 和 CDK 抑制剂（p21Cip1 和

p27Kip1）的下调。因此，以 p21Cip1 和 p27Kip1 等

作为靶标可以对 GC 的早期诊断或预后进展的监

测起到重要指导作用。

3.5 GNA13与头颈部鳞癌

Rasheed 等［22］发现在头颈部鳞癌（Head and
neck squamous cell carcinoma，NHSCC）中，GNA13
是耐药性和预后不良的生物标志物，而且 GNA13
在体外和体内都可调节 HNSCC 细胞的发生和呈

现肿瘤起始样（Tumor initiating cells ，TICs）表型，

其通过NFκB和MAPK信号通路促进 TICs表型和

耐药性。为了确定表达高水平 GNA13 的肿瘤的

侵袭性是否与较差的治疗反应有关，用顺铂，5⁃氟
尿嘧啶（5⁃FU），紫杉醇，阿霉素或 γ电离辐射（IR）
处理细胞，与低表达 GNA13 的细胞相比，高表达

GNA13的细胞系对所有治疗方式均具有抗性。低

表达 GNA13的细胞中能够使得其对一些药物（例

如铂类药物）的敏感性升高 2~3 倍。高表达

GNA13 的细胞更早地开始促进肿瘤发生和发展，

其只需 5000个细胞即可导致裸鼠成瘤。使用小分

子抑制剂阻断 GNA13 的表达或某些下游通路的

表达，可以消除 GNA13 诱导的 TICs 表型，使癌细

胞能接受标准的细胞毒性治疗。这些数据表明，

GNA13对于HNSCC细胞中与 TICs表型相关的所

有性质都是必要的。因此，GNA13作为NHSCC进

展的潜在预后生物标志物，干扰 GNA13诱导的信

号传导就为阻断 TICs 和降低 HNSCC 耐药性提供

了新的方法，因此阻断GNA 13诱导的MAPK/AP⁃1
或 NFκB 信号通路，确实是一种针对 TICs 诱导的

肿瘤生长和治疗NHSCC耐药性的策略。

3.6 GNA13与淋巴瘤

生 发 中 心 B 细 胞（Germinal center B cell，
GCB）来源的弥漫性大 B 细胞淋巴瘤（Diffuse
large B cell lymphoma，GCB⁃DLBCL）是一种常见

的恶性肿瘤。Muppidi等［23］发现GNA12和GNA13
在 GCB 细胞中均被上调，其中以 GNA13 上调更

为显著。研究显示在 GCB⁃DLBCL 活检样本中频

繁出现GNA13编码突变，GNA13缺陷足以在肠系

膜淋巴结（mLNs）中赋予GCB细胞生长优势，而在

淋巴集结（PPs）中则具有较小的优势。GNA13 突

变和 BCL2重排以及可能激活的突变经常在GCB⁃
DLBCL 中同时发生。合并 GNA13 缺陷和 BCL2
过表达的小鼠中的GCB细胞显示出更高的离体存

活率。人类 P2RY8 导致了对小鼠 PPs 和 mLNs 中
GCB 细胞生长的抑制作用，类似于 S1PR2 过表达

的作用，而这种抑制作用要求 P2RY8与GNA13相

偶联，因为如果细胞缺少 GNA13则无法看到此生

理现象。通过以上实验发现人体内的 P2RY8可以

通过 GNA13 依赖性途径来抑制 GCB 细胞的生长

并促进B细胞在GC位置定位。Morin等发现健康

人体内的 GCB 由于受一些生理因素的影响，只能

存在于生发中心内部，无法进入到循环系统之中，

而缺乏GNA13时，会使得GCB进入血液循环。经

测序研究发现，GNA13 和 S1PR2 突变则主要见于

GCB 来 源 的 GCB ⁃ DLBCL。 总 之 ，GCB 中 的

GNA13 的丢失会造成抗细胞凋亡，同时体细胞会

受到其诱导影响，发生高频突变从而产生淋巴

瘤［24⁃25］。因此，通过检测 P2RY8 的变化水平可以

对GCB⁃DLBCL的发生起到一定的诊断价值。

3.7 GNA13与肺癌

Grzelinski 等［26］发现在小细胞肺癌（Small cell
lung cancer，SCLC）细胞中，各种自分泌刺激导致

GNA12/GNA13 的激活。在体外实验中，GNA12/
GNA13 双重敲除完全消除了小鼠的 H69 致瘤性，

调节 SCLC 细胞增殖的 GPCRs 与 GNA12/GNA13
偶联，导致Gq/11磷脂酶 C⁃Ras⁃细胞外信号调节激

酶 1/2和GNA12/GNA13⁃Rho信号传导途径的各自

激活。在其他肿瘤中，GNA12/GNA13激活可促进

侵袭性而不影响细胞增殖，而 GNA13的高表达在
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SCLC 中发挥增殖作用。GNA13 的下调会明显抑

制体内外的增殖，体内数据还显示了 GNA12 和

GNA13 耗竭的累加效应，两种蛋白质的双重靶向

作用能导致肿瘤生长的完全消除，这一开创性发

现进一步支持了完整的 GNA12/GNA13 信号传导

是 SCLC中肿瘤生长的先决条件的概念。

3.8 GNA13与胰腺癌

Gardner 等［27］近期的研究表明，肿瘤微环境在

胰腺癌等一些疾病的进展中的发挥着重要的作

用，例如 GNA13在溶血磷脂酸刺激引起的胰腺癌

细胞侵袭性迁移中就产生了重要影响，从而影响

着胰腺癌疾病的进展。研究证明 LPA特异性刺激

胰腺癌细胞的迁移但不刺激其增殖，LPA 刺激的

胰腺癌细胞的侵袭性迁移受到竞争抑制性基因

GNA13 表达的抑制，并且 shRNA 介导的 GNA13
沉默也证明了 LPA刺激的胰腺癌细胞迁移的类似

抑制作用。GNA13 是参与 LPA 介导的胰腺癌迁

移的 α 亚基，即敲除 GNA13 会导致细胞迁移受到

抑制，这为胰腺癌的早期诊断提供了新的思路。

4 展望

GNA13 在人体中的作用机制众多且独特，已

被证明是癌细胞增殖、侵袭、迁移和转移的重要调

节剂［14，28］。虽然GNA13的高表达与常见肿瘤进展

密切相关，并且 GNA13所参与最重要的信号通路

之一就是 RhoGEFs 家族所介导的，但仍需进一步

研究以充分阐明 GNA13 参与肿瘤转移和进展的

确切机制。相信通过深入研究 GNA13 对细胞的

增殖分裂、细胞骨架的重排、细胞的迁移与侵袭等

生理病理活动产生的影响，阐明其发挥作用的分

子机制，未来有望使其成为一个新的治疗靶点。
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不同核酸提取试剂盒在新型冠状病毒核酸检测中的
比较研究

马雯 1 张伟宏 2 马瑛龙 3 葸静 4 金哲宇 1，5 朴文花 1★

［摘 要］ 目的 比较不同新型冠状病毒核酸提取试剂盒的提取效果及扩增结果，为相关实验室

选择核酸提取试剂提供参考依据。 方法 收集 6种新型冠状病毒核酸提取试剂盒的基本情况，选取 20
例疑似新型冠状病毒肺炎患者的咽拭子作为标本，使用各试剂平行提取总 RNA 并倍比稀释，RT⁃qPCR
扩增后综合比较核酸浓度、核酸纯度及扩增结果等数据。结果 各试剂盒提取核酸浓度和纯度的差异

明显，其中 F试剂盒提取的核酸品质最好。扩增后 6种试剂盒均可检出 4例阳性标本；分析扩增结果，不

同提取试剂盒所提取的核酸在扩增后 IC基因、N基因、ORF1ab基因的Ct值及△Rn差异明显。对提取核

酸进行稀释并扩增，结果显示 F试剂盒提取核酸检测出的阳性样本最多，其次为 C试剂盒。结论 核酸

提取试剂可显著影响新型冠状病毒核酸检测的结果，所选的 6种试剂盒中 F试剂盒性能最好，各家实验

室应根据情况选择适合的核酸提取试剂盒。

［关键词］ 新型冠状病毒；核酸提取试剂盒；性能比较

Comparative performance of nucleic acid extraction kits for the detection of
2019 novel coronavirus
MA Wen1，ZHANG Weihong2，MA Yinglong3，XI Jing4，JIN Zheyu1，5，PIAO Wenhua 1★
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Yinchuan，Ningxia，China，750021；4. Ningxia KingMed Diagnostics Group Co. Ltd，Yinchuan，Ningxia，
China，750002；5. Orthopedics Department of the First Affiliated Hospital of Soochow University，Suzhou，
Jiangsu，China，215006）

［ABSTRACT］ Objective To compare and analyze the detection capability of nucleic acid extraction
（NAE） kits for the 2019 novel coronavirus （SARS ⁃ COV ⁃ 2） and to provide a reference for relevant
laboratories to select nucleic acid extraction reagents. Methods 6 different NAE kits for the detection of
SARS ⁃ COV ⁃ 2 were compared in this study. 20 nasopharyngeal swabs were collected from 20 patients
suspected of having coronavirus pneumonia 2019. Total RNA was extracted from the 20 pharyngeal swabs
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using 6 different NAE kits in preparation for RT⁃qPCR analysis. The comprehensive comparison was carried out
based on the nucleic acid concentration，nucleic acid purity，and amplification results. Results There were
significant differences in the concentration and purity of nucleic acids extracted by each kit. The highest quality
nucleic acids were extracted using kit F. After amplification，4 positive specimens could be detected by all 6
kits. However，the Ct values and ΔRn were significantly different based on the amplification data of the IC
gene，N gene and ORF1ab. The extracted nucleic acid was diluted and amplified，and the results indicated that
kit F detected the highest number of positive samples for nucleic acid extraction， followed by kit C.
Conclusion NAE reagents have a significant impact on the SARS⁃CoV⁃2 nucleic acid detection results. Kit F
had the best performance，followed by kit C. Therefore，different laboratories should pay attention to selecting
NAE kits suitable for their research.

［KEY WORDS］ SARS⁃CoV⁃2；Nucleic acid extraction kit；Performance Comparison

新型冠状病毒（2019 Novel Coronavirus，2019⁃
nCoV）引起的肺炎广泛传播，并在全球蔓延。国际

病毒分类协会将其命名为严重急性呼吸综合征冠

状病毒 2（Severe Acute Respiratory Syndrome Coro⁃
navirus 2，SARS⁃CoV⁃2），随后世界卫生组织公布

其基因组序列，并将该病毒导致的疾病命名为

COVID⁃19（Corona Virus Disease 2019）［1⁃2］。国家卫

生健康委多次印发新型冠状病毒肺炎诊疗方案，

始终将逆转录实时荧光定量聚合酶链式反应

（Reverse Transcription Quantitative Real ⁃ time Poly⁃
merase Chain Reaction，RT⁃qPCR）检测新型冠状病

毒的核酸作为确诊及治疗监测的重要指标［3］。现

已注册的新冠病毒核酸检测试剂多以开放阅读框

架 1ab（Open Reading Frame 1ab，ORF1ab）基因、核

衣壳蛋白（Nucleocapsid，N）基因及包膜蛋白（En⁃
velope，E）基因为检测对象，同时携带内源性内标

（Internal Control，IC）基因，实现对新型冠状病毒

的核酸检测［4］。有医院发现新冠核酸检测结果存

在假阴性较高，与临床症状不相符，不同厂家检测

试剂盒结果不一致等问题［5⁃6］。影响新冠病毒核酸

检测结果的因素很多，尽管多数实验室都在关注

检测试剂的性能，但实际上，核酸纯度及浓度在

RT⁃qPCR 检测过程中也十分重要，因此基于目前

所出现的问题，本实验室通过收集 6种新型冠状病

毒核酸提取试剂盒的基本情况，比较其核酸提取

效果及 RT⁃qPCR 扩增结果等参数，综合分析试剂

盒的性能，为使用者合理选择试剂提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 标本来源

收集 2020 年 2 月 15 日至 2020 年 2 月 29 日

就诊本院发热门诊的 20 例疑似新型冠状病毒感

染者的鼻咽部拭子作为标本，按照规定转运至分

子生物学实验室立即检测，检测前置于 65℃水浴

灭活 20 min。
1.2 实验方法

使用 RT⁃qPCR扩增新型冠状病毒核酸。所有

检测严格按照《医疗机构临床基因扩增检验实验

室管理办法》（国卫办医政发〔2010〕194 号）［7］、

《国家卫生健康委办公厅关于印发新型冠状病毒

实验室生物安全指南（第二版）的通知》（国卫办科

教函〔2020〕70号）［8］及《新型冠状病毒感染的肺炎

实验室检测技术指南（第四版）》（国卫办疾控函

〔2020〕109号）［9］相关文件进行实验操作和生物安

全防护。

1.3 仪器与试剂

核酸提取使用杭州奥盛 K30型干浴仪高温干

浴，离心使用安徽嘉文 JW⁃2018H 高速冷冻离心

机；提取的核酸使用NanoDrop One微紫外/可见分

光光度计测量核酸浓度、核酸纯度，检测前使用

各试剂盒中提供的洗脱液作空白对照；新型冠状

病毒基因扩增使用 ABI 7500 实时荧光定量 PCR
仪，检测试剂使用中山大学达安基因提供的新型

冠状病毒 2019 ⁃ nCoV 核酸检测试剂盒（批号：

2020017），设置荧光检测通道及反应程序，按照说

明书要求，当 N基因、ORF1ab基因及 IC 基因的扩

增通道出现明显的 S 型曲线，且 Ct 值均≤40，可判

定为阳性结果。

选择已获得国家药监局批准的可用于新型

冠状病毒核酸提取纯化的试剂盒，并对试剂盒随

机编号为 A（中山大学达安基因股份有限公司，批

号为 2020003）、B（圣湘生物科技股份有限公司，

批号为 2020002）、C（上海之江生物科技股份有限

公司，批号为 P20200101）、D（上海科华生物工程
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试剂盒

A
B
C
D
E
F

P值

n
20
20
20
20
20
20

核酸浓度（ng/μL）
75.499±13.565
6.827±1.925
2.252±0.965
15.912±3.038
6.548±2.151

46.666±13.404
<0.001

核酸纯度

2.802±0.244
1.815±0.108
1.826±0.446
2.347±0.405
2.705±0.414
1.978±0.214

<0.001

表 2 核酸浓度及纯度的比较（x ± s）

Table 2 Comparison of total RNA concentration and purity
（x ± s）

2.2 核酸浓度及纯度的比较

不同试剂盒所提取的核酸在浓度方面比较，

差异有统计学意义（P<0.05），结果为 A>F>D>B>
E>C。核酸纯度中最高检测值为A试剂盒，剩下依

次为 E、D、F、C、B，6种试剂盒之间比较，差异有统

计学意义（P<0.001）。见表 2。

2.3 扩增结果分析

RT⁃qPCR扩增结果显示，6种试剂盒所提核酸

均能检出 4份标本的 N基因、ORF1ab基因及 IC基

因（Ct 值≤40），可判定为阳性。其他 16 份标本只

有 IC基因可检出，判定为阴性。

分析扩增后 IC 基因的 Ct 值及△Rn 值。F 试

剂盒提取的总 RNA扩增后的 Ct值最小，其次为D

试剂、E试剂、B试剂、C试剂和A试剂（见图 1A），

差异有统计学意义（P<0.05）。扩增后得到的荧光

曲线中，A试剂的 ΔRn值最高，其次为 F试剂、E试

剂、D试剂、C试剂、B试剂（见图 1B），差异有统计

学差异（P<0.05）。

分析 4 个阳性标本 N 基因及 ORF1ab 基因的

扩增数据。不同试剂提取的核酸扩增后，N 基因

中的 Ct 值 A<D<E<F<B<C（如图 2A），差异有统计

40

36

32

28

24

20

1×106

8×105

6×105

4×105

2×105

0

ΔR
n

C
tV

al
ne

IG Gene IG Gene

A B C D E F

NAE Kits

A B C D E F

NAE Kits

注：6 种试剂提取核酸扩增后 IC 基因 Ct 值为 F：26.649 ±
1.545<D：28.227±1.443<E：28.651±1.705<B：29.486±1.784<
C：30.567±1.960<A：30.971±1.618。6种试剂提取核酸扩增后

IC基因ΔRn值为A：603140.103 ±44458.157>F：528902.720±
28441.486>E：469635.854 ± 36200.701> D：467692.854 ±
41803.066>C：460925.196 ± 46741.227>B：261449.096 ±
78549.924。

图 1 IC基因Ct值及ΔRn值的比较

Figure 1 Comparison of Ct value and ΔRn of IC gene

AA BB

股份有限公司，批号为 20026530）、E（江苏硕世生

物科技股份有限公司，批号为 20200110）、F（罗氏

诊断有限公司，批号为 43556600）。

4个阳性标本提取的核酸使用各公司试剂盒内

提供的洗脱液按照 1∶400，1∶800，1∶1 600，1∶3 200
的稀释度倍比稀释，立即进行RT⁃qPCR扩增。

1.4 统计学处理

数据分析使用 SPSS 22.0 软件。计量资料用

（x ± s）表示组间数据比较采用单因素方差分析，数

据使用多元方差分析，P<0.05 为差异具有统计学

意义。图表使用GraphPad Prism 8.0.2软件绘制。

2 结果

2.1 核酸提取试剂盒的基本情况

6 种新冠病毒核酸提取试剂盒的基本情况见

表 1。

表 1 核酸提取试剂盒基本情况表

Table 1 Baseline data of 2019⁃nCoV extraction kits

试剂盒

A
B
C
D
E
F

核酸提
取方法

手工⁃膜吸附柱法

手工⁃磁珠法

手工⁃磁珠柱法

手工⁃磁珠法

手工⁃膜吸附柱法

手工⁃膜吸附柱法

加样体积
（μL）

200
200
140
200
200
200

提取中是否
高温裂解

是（72℃ 10 min）
是（72℃ 10 min）

否

否

否

否

是否加
内标

否

否

是

否

否

否

洗脱体积
（μL）

50
50
50
50
50
50

手工提取时长
（min）

~70
~35
~60
~40
~40
~35

参考价格
（元/人次）

20
15
25
17
20
37

产地

国产

国产

国产

国产

国产

进口
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注：A. 各稀释度下不同提取试剂对疑似阳性样本检出数目的比较；B. 阳性标本 IC 基因 Ct 值的比较；C. 阳性标本 N基因 Ct 值的比较；

D. 阳性标本ORF1ab基因 Ct值的比较。

图 3 核酸稀释后扩增结果的比对

Figure 3 Comparison of amplification results of diluted extraction products

学意义（P<0.05）。N 基因的 ΔRn 值中，A 试剂最

高，其次为 F 试剂、D 试剂、C 试剂、E 试剂及 B 试

剂（如 图 2B），差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）。

ORF1ab 基因 Ct 值与 ΔRn 值的比较中，如图 2C、

2D，呈现出与 N 基因相同的趋势，差异有统计学

意义（P<0.05）。

2.4 核酸稀释后扩增结果的比对

对 4 个阳性标本稀释后再扩增。F 试剂提取

的核酸在 1∶3 200 稀释时可将 4 个阳性标本的 IC
基因、N基因、ORF1ab基因均检出。C试剂提取的

核酸在 1∶1 600稀释时可以检出 3个 IC基因，3个

N 基因及 1 个 ORF1ab 基因。其他几种试剂盒在

1∶1 600 稀释时均有未检出的基因。统计各试剂

所提核酸经稀释后检出的阳性样本数目，如图

3A。4个阳性样本在不同的稀释后，3次重复实验

中，F试剂可检出各稀释度下所有的阳性样本，在 1
∶1 600的稀释时 C试剂检出 2个阳性样本，其他几

种试剂均未检出阳性样本，差异有统计学意义（P=
0.002<0.05，F=12.82）。分析不同稀释度扩增后 3
个基因的 Ct 值，见如图 3B、3C、3D，F 试剂的提取

效率最好，扩增曲线的 Ct 值在 1∶800、1∶1 600 和

1∶3 200的稀释度时，均低于其他几种试剂。
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注：4 个阳性标本扩增后，N 基因 Ct 值 A：27.970±1.265<D：30.812±0.945<E：31.746±1.448<F：32.437±0.532<B：32.757±0.816<C：33.461±

0.984。N 基因 ΔRn 值 A：1771748±95808>F：1266743±117865>D：1195059±103446>C：1130163±105426>E：1050928±48741>B：843747±

35217。ORF1ab基因 Ct值A：28.391±1.003<D：30.590±0.6423<E：30.658±0.8389<F：31.538±1.233<B：31.883±1.087

<C：32.646±0.3357。ORF1ab基因 ΔRn值 A：1254835±148228>F：1090017±115978>D：1069955±70665>C：652659±77384>E：
797210±31480>B：612881±29678。

图 2 N基因和ORF1ab基因Ct值及ΔRn值的比较

Figure 2 Comparison of Ct value and ΔRn of N gene and ORF1ab gene

3 讨论

RT⁃qPCR因其灵敏度高、特异性强、操作简单

且耗时短［10］，成为新型冠状病毒核酸检测的主要

方法。但使用 RT⁃qPCR检测新冠病毒出现假阴性

率高、检测结果与临床症状不吻合等报道，备受关

注［5⁃6］。在影响新冠病毒核酸检测结果的众多因素

中，高质量、高纯度核酸是检测成功的必备条件。

本次所选核酸提取试剂盒均为手工提取，包括膜

吸附柱法、磁珠柱法和磁珠法。膜吸附柱法耗时

长，但稳定性好，重复性高。磁珠法操作方便，用

时少，价格低廉［11］，二者相比各有所长。对提取出
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的总 RNA 分析发现，F 试剂盒提取出的核酸品质

最高。C试剂盒提取出的核酸纯度虽符合要求，但

浓度偏低，分析可能与其标本起始量过低相关。

试剂盒 A 提取的核酸虽然浓度高，但其核酸纯度

不理想。质量较好的RNA纯度A260/A280比值应

在 1.8~2.0 之间，比值小于 1.8 时，提示溶液中可能

存在蛋白质或酚类的污染；大于 2.0 时，或因 RNA
或已水解成单核苷酸导致，另一方面现有核酸提

取试剂多使用异硫氰酸胍，其残留也会增加A260/
A280的比值。

Ct 值为荧光信号达到阈值时所需的循环数，

它与起始模板的浓度负相关，可以代表 PCR 的扩

增效率。ΔRn 值是荧光 PCR 在扣除背景信号后

的荧光值，能反映扩增产物的数量。Ct 值与 ΔRn
值的差异显示不同核酸提取试剂盒对新冠病毒核

酸检测结果会产生影响。按比例对阳性标本的核

酸进行稀释，并进行扩增分析，F 试剂检出阳性样

本数量最多，其次为 C 试剂，6 种试剂盒相比差异

明显。由此可见，核酸的浓度及纯度对新型冠状

病毒核酸检测的结果有直接且显著的影响。

在新冠肺炎核酸检测方面各家实验室对试剂

盒的评价不一致［12⁃13］，一方面可能是各试剂盒上市

仓促，质量和性能有待优化，另一方面也与实验室

条件、操作人员检测经验、操作水平相关。本实验

通过检测 20 例标本结果比对认为，市售的 6 种核

酸提取试剂盒中，F试剂盒在提取效果及阳性标本

的检出率方面均优于其他 5种试剂盒，但其成本较

高，常规实验室可能无法使用。其他 5种试剂成本

接近，因此各实验室可根据实验目的，样本量多少

以及实验室经费等情况，选择适合的新冠病毒核

酸提取试剂盒。
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1例新冠肺炎合并常见呼吸道病原体共感染病例研究

黄永杰 李晓童★ 王桂珍 郭飞飞 马雪涵

［摘 要］ 目的 了解新冠疫情期间郑州市呼吸道症状人群中新型冠状病毒（后称型冠病毒，

SARS⁃CoV⁃2）与常见呼吸道病原体共感染发生比率。分析新冠病毒合并常见呼吸道病原体感染的临床

特征，为新冠疫情中发生的多种病原体合并感染的鉴别诊断与治疗应对提供依据。方法 2020年 1月

24日至 2月 29日期间，对 614例呼吸道感染症状患者分别进行新冠病毒核酸检测，同时进行嗜肺军团杆

菌、呼吸道腺病毒、呼吸道合胞病毒、人偏肺病毒、鼻病毒、肺炎支原体、甲型流感病毒、乙型流感病毒等常

见呼吸道病原体的检测。对检测发现的共感染患者病史及治疗等临床资料进行详细回顾分析。结果 614
例样本中总共检出新冠病毒核酸阳性标本 11例（占比 1.79%），其他常见呼吸道病原体阳性标本 118例（占

比 19.57%）。在 11份新冠病毒核酸阳性标本中发现 1例新冠病毒共感染嗜肺军团菌（占比 9.09%）。该病

例为一有密切接触史孕妇，在住院治疗过程中未出现重症表现，经合理治疗预后良好，出院隔离后未复

发。结论 郑州市呼吸道症状患者中大部分为其它呼吸道病原体感染，少部分为新型冠状病毒感染，存在

共感染病例。因此，应该对呼吸道疾病病原体的多重快速检测从而及时发现共感染病例，以利于设计正确

的感染控制和临床治疗方案。

［关键词］ 新型冠状病毒；共感染；筛查策略

A case study of Corona Virus Disease 19 with common respiratory pathogen co⁃
infection
HUANG Yongjie，LI Xiaotong★，WANG Guizhen，GUO Feifei，MA Xuehan
（Department of Clinical Laboratory，Zhengzhou Central Hospital Affiliated to Zhengzhou Univercity，Zheng⁃
zhou，Henan，China，450007）

［ABSTRACT］ Objective To determine the proportion of SARS⁃CoV⁃2 co⁃infected with common re⁃
spiratory pathogens in Zhengzhou City among the population with respiratory symptoms during the SARS⁃CoV⁃
2 pandemic. To provide evidence for the differential diagnosis and treatment of multi⁃pathogen co⁃infection in
the event of the SARS⁃CoV⁃2 pandemic. Methods From January 24，2020 to February 29，2020，614 pa⁃
tients suspected of suspected of having SARS⁃CoV⁃2 were screened（nucleic acid test）for SARS⁃CoV⁃2 and
legiomonella pneumophilia， respiratory adenovirus， respiratory syncytial virus，human metapneumovirus
（hMPV），rhinovirus，mycoplasma pneumoniae，influenza A virus，influenza B virus and other common respi⁃
ratory pathogens. The clinical characteristics including the case history and treatment of co ⁃ infected patients
confirmed in the test were reviewed in detail. Results A total of 11 of 614 samples were positive for SARS⁃
CoV ⁃ 2 nucleic acid（1.79%），and 118 samples were positive for other common respiratory pathogens
（19.57%）. Among the 11 SARS⁃CoV⁃2，one was found to be co⁃ infected with legiomonella pneumophilia
（9.09%）. This case was a pregnant woman with a close contact history with conformed COVID⁃19 patients.
There were no severe symptoms during hospitalization. The prognosis was good after reasonable treatment，
and there was no recurrence after discharge. Conclusion Most of the patients with respiratory symptoms in
Zhengzhou are infected with other respiratory pathogens，and a few are infected with SARS⁃CoV⁃2. There are
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cases of co⁃infection. Therefore，multiple rapid detection of pathogens of respiratory diseases should be carried
out to detect co⁃infection cases in time to facilitate the design of correct infection control and clinical treatment
programs.

［KEY WORDS］ SARS⁃CoV⁃2；Pathogen co⁃infection；Screening strategy

2019年 12月起，湖北省武汉市爆发不明原因肺

炎疫情，1月 7日，经检测确定本次疫情由一种新型

冠状病毒引起［1］，2月 21日世界卫生组织将其命名为

“SRAS⁃CoV⁃2”。新冠肺炎疫情短时间内即在全国

各省市爆发，并逐步在日本、韩国、意大利、伊朗和美

国等其他国家也发现大量病例［2⁃6］。据国家卫健委最

新统计资料显示，全国截止 2020年 3月 10日 24时，

国内累计报告确诊病例 80 778例，累计死亡病例 3
158例。SRAS⁃CoV⁃2的传染性和致死率较高，国家

卫健委统计发现湖北省的病死率为 3.1%，但除湖北

省外全国其它省份的病死率仅为 0.16%。前期数据

显示死亡患者主要为老年人和有慢性基础疾病

者［7］，多重病原体感染是否影响该病的进程及重症

死亡尚不清楚。国家卫健委在新型冠状病毒肺炎

诊疗方案第 6版和最新第 7版中均增加了应尽可能

采取多重 PCR核酸检测做好疑似病例新冠病毒与

流感病毒、腺病毒、呼吸道合胞病毒等其他常见呼

吸道病原体的鉴别诊断内容［11］。在新冠疫情中新

冠病毒与常见呼吸道病原体共感染病例的比例以

及共感染对病症转归发展的影响尚缺乏系统的研

究。因此，对临床样本进行多种病原体的共感染检

测研究具有重要意义。本研究对具有呼吸道症状

患者的病原检测结果进行统计分析，以明确此类人

群中新冠病毒与常见呼吸道病原体共感染发生比

率，以期为新型冠状病毒疾病的鉴别诊断提供

依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2020 年 1 月 24 日至 2 月 29 日接诊

的发热且有呼吸道症状的患者 614 例，男性 303
例，女性 311 例，年龄（4~96）岁。所有患者均进行

了新型冠状病毒核酸检测后被分为两组，其中新

型冠状病毒核酸阳性患者 11（1.79%），新型冠状病

毒核酸阴性患者 603（98.2%）。对两组患者均采用

间接免疫荧光法对患者进行九项呼吸道感染病原

体（嗜肺军团菌、肺炎支原体、Q热立克次体、肺炎

衣原体、腺病毒、呼吸道合胞病毒、甲型流感病毒、

乙型流感病毒和副流感病毒）IgM抗体检测，以及

采用实时荧光 PCR 方法进行八项呼吸道病原体

（嗜肺军团杆菌、呼吸道腺病毒、呼吸道合胞病毒、

人偏肺病毒、鼻病毒、肺炎支原体、甲型流感病毒、

乙型流感病毒）核酸检测。

1.2 试剂与仪器

新型冠状病毒 2019⁃nCoV核酸检测试剂盒购自

中山大学达安基因股份有限公司（批号：2020023）；

郑州安图生物工程股份有限公司提供的九项呼吸道

感染病原体 IgM抗体检测试剂盒（批号：19N446）；

中山大学达安基因股份有限公司提供的嗜肺军团

杆菌（批号：20190925）、呼吸道腺病毒（批号：

20200109）、呼吸道合胞病毒（批号：2020001）、人偏

肺病毒（批号：20190603）、鼻病毒（批号：20191218）、
肺炎支原体（批号：20191101）、甲型流感病毒（批号：

2019012）、乙型流感病毒（批号：2019010）核酸检测

试剂盒。仪器：美国应用生物系统公司生产的

ABI7500实时荧光定量 PCR仪器；中山大学达安基

因股份有限公司提供的 Smart32 全自动核酸提取

仪；德国欧蒙之星公司生产的荧光显微镜。

1.3 检测方法

1.3.1 新型冠状病毒核酸检测

采集所有患者口腔咽拭子置于 56℃恒温金属

浴中灭活 30分钟［11］后进行病毒核酸检测。试剂盒

说明书对所有标本进行核酸提取及荧光 PCR 检

测。荧光 PCR 判定标准为阴性对照 FAM、ROX、

HEX 三个通道均无 Ct 值或 Ct 值>40，阳性对照三

个通道Ct值均≤35。同一份标本中新型冠状病毒 2
个靶标（ORF1ab、N）实时荧光RT⁃PCR检测结果均

为阳性，则判定为阳性病例。如果出现单个靶标阳

性的检测结果，则需要重新采样检测，若仍为单靶

标阳性，则判定为阳性。同种类型标本两次采样检

测中均出现单个靶标阳性的检测结果，可判定为阳

性。（FAM 和/或 ROX 通道检测到典型的 S 型扩增

曲线，且 Ct≤40的样本，报告为 2019⁃nCoV 病毒阳

性。FAM和ROX通道均未检测到典型的 S型扩增

曲线（No Ct），或 Ct>40，HEX 通道有扩增曲线且

Ct≤40的样本，报告为 2019⁃nCoV病毒阴性）。
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1.3.2 非新冠病毒呼吸道病原体核酸检测

采集所有患者的口腔咽拭子标本。严格按照

试剂盒说明书对标本进行处理和核酸提取。在

ABI7500荧光定量 PCR 仪上进行核酸检测。每次

试验均设置阴阳性质控品，按照说明书要求进行

结果判定。

1.4 统计分析

用 Excel表格建立数据库，对临床检测资料进

行描述性统计分析。采用 SPSS 20.0 软件进行数

据处理，计数资料用 n（%）表示，两样本间率的比

较采用卡方检验，P<0.05为差异具有统计学意义。

1.5 临床回顾

对发现的共感染病例临床资料包括发病与诊

断治疗过程进行系统回顾分析。

2 结果

2.1 病原体感染谱分析

614 例标本中检出 129 例阳性（21.01%），其中

新 型 冠 状 病 毒 核 酸 阳 性 11 例（占 阳 性 比 率

8.53%），其他常见呼吸道病原体核酸阳性 118 例

（占阳性比率 91.47%），差异具有统计学意义（c2=
6.72，P<0.05）。在 11例新型冠状病毒阳性样本中

单靶标阳性标本为 1 例（占比 0.16%），其余 10 例

为双靶标阳性（占比 1.63%），差异具有统计学意义

（P<0.05）。在 118 例其他呼吸道病原体阳性样本

中主要为甲流（10.59%）和乙流（5.37%），见表 1。

2.2 共感染病例统计

11例新冠病毒阳性患者中检出 1例新冠病毒

与嗜肺军团菌共感染（占比 9.09%），其新冠病毒核

酸检测阳性且嗜肺军团菌血清 IgM 抗体阳性，且

核酸检测阳性（阳性判断标准：扩增曲线在检测通

道有对数生长期，且 Ct值≦38）；118例常见呼吸道

病原体感染阳性标本中检出鼻病毒合并偏肺病毒

共感染 1例（占比 0.85%），见表 2。

2.3 共感染病例临床特征

检测发现的新冠病毒与嗜肺军团菌共感染病

例为一孕期 16周的孕妇，发病初始症状为发热胸

闷等常见呼吸道感染症状，流调显示患者有密切

接触史，且家里有确诊病例，入院检查排除了流感

病毒等常见呼吸道病原体感染，证实为新冠病毒

感染阳性，且患者嗜肺军团菌血清 IgM 抗体呈阳

性，表明患者同时感染新冠病毒与嗜肺军团菌。

患者在住院诊断治疗过程中血液生化与免疫检测

指标与新冠病毒单感染患者相比无明显异常，病

症发展期间未出现呼吸困难等重症表现，临床给

予了合理对症治疗，预后良好，出院后隔离 20天未

见复发。

3 讨论

这次新冠病毒疫情发生与流行正处于冬春之

际，是季节性流感的多发高发季节，另外一些常

见呼吸道病原体如鼻病毒、腺病毒、呼吸道合胞

病毒等也容易混杂在当前的新型冠状病毒肺炎疫

情中，既干扰了疫情的防控，也威胁着大众的健

康安全。之前国内研究显示，在门诊患者的感染

中，呼吸道感染居各类感染之首［8］，其中 90％的急

性上呼吸道疾病和大部分的下呼吸道疾病，是由

细菌以外的病原体引起［9］。因此，无论从公共卫生

的角度出发，还是基于此次新冠肺炎疫情防控的

角度，对多种呼吸道病原体的鉴别诊断都是十分

必要的。

本文检测研究中发现了一例新冠病毒合并嗜肺

军团菌共感染病例，对其临床病史、症状、治疗等情

况进行了详细回顾分析。患者新冠病毒核酸检测阳

性且嗜肺军团菌血清 IgM抗体检测阳性，证实患者

同时感染两种病原体，检测诊断结果对患者的正

病原体类别

嗜肺军团菌

呼吸道腺病毒

呼吸道合胞病毒

人偏肺病毒

鼻病毒

肺炎支原体

甲流

乙流

阳性数

1
2
1
3
7
6
65
33

百分比（%）

0.16
0.33
0.16
0.49
1.14
0.98
10.59
5.37

表 1 新型冠状病毒核酸标本鉴别诊断情况

Table 1 Differential diagnosis of novel coronavirus nucleic
acid specimens

新冠病毒阳性（11）

其它呼吸道病原体
阳性（118）

混合感染类型

新型冠状病毒+
嗜肺军团菌

人偏肺病毒+鼻病毒

阳性率

1（9.09）

1（0.85）

表 2 病原体共感染情况［n（%）］

Table 2 Pathogen co⁃infection［n（%）］
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确临床用药治疗提供了很好的指导依据，患者在

住院过程中未出现呼吸困难等重症表现，并获得

了良好的治疗效果，表明共感染病原体对病症发

展转归及治疗预后未产生明显影响。这也是目前

对新冠病毒同时合并常见呼吸道病原体感染的详

尽病例报告，有助于指导临床应对病毒共感染的

病患。嗜肺军团菌也是一种常见的临床肺炎致病

菌，为革兰氏阴性杆菌，可导致军团病，最早在美

国退伍军人会议爆发的肺炎疫情中发现，该病菌

会引起人体重症肺炎症状，俗称“空调肺”。嗜肺

军团菌在城市的供水管道、蓄水池、冷却塔和空调

系统中广泛存在，患者为 16 周孕妇疫情期间活动

受限且目前正处冬季供暖季，推测其感染军团菌

可能因长期处于室内密闭环境，空气流通性差而

导致诱发感染。此次新冠疫情中发现的该共感染

患者并未有特殊临床表现，但新冠病毒合并细菌

感染是否影响临床治疗预后和潜在导致重症尚待

更多病例样本的深入研究。

这些非新冠病毒感染患者中也发现了 1 例人

偏肺病毒与鼻病毒共感染情况，表明可能在临床

呼吸道疾病中存在广泛的病原体共感染情况，如果

不充分检测鉴别则无法准确指导临床治疗。广州

市疾控中心原主任王鸣指出在抗击新型冠状病毒

肺炎疫情同时应警惕季节性流感的叠加效应［10］。

限于样本检测来源及数量的影响，本研究尽管尚未

发现新冠病毒同时合并流感病毒等其他病毒感染，

但仍不应忽视其潜在的危害作用。建议扩大样本

检测范围及提高病毒多重检测技术手段。

日前已有专家提出：新冠病毒将长期存在人

群。鉴别诊断与多重筛查检测已成必然，新冠病

毒同常见呼吸道病毒的鉴别诊断除了能对新冠肺

炎进行确诊，还能有效排除疑似病例，有助于临

床诊断和决策，降低医患风险和负担；少部分患

者出现新冠病毒与非新冠病毒合并感染，此类患

者需要对病原体进行对因治疗，并避免患者发生

交叉感染。新冠肺炎诊疗指南［11］也强调：新型冠

状病毒肺炎主要与流感病毒、腺病毒、呼吸道合胞

病毒等其他已知病毒性肺炎及肺炎支原体感染鉴

别，尤其是对疑似病例要尽可能采取多重 PCR 核

酸检测等方法，对常见呼吸道病原体进行检测。

因此，在临床中尤其在日常呼吸道感染患者中开

展多重呼吸道病原体鉴别诊断技术是非常必要

的。同时，在此次新冠疫情中，也发现核酸检测技

术是诊断呼吸道病原体的金标准，其在临床呼吸

道鉴别诊断中的应用场景也将越来越受到医学界
重视。
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儿童新型冠状病毒肺炎 1例临床检验结果启示

王仁峰 孙鹏 郝贵亮 温荣 李俊新 李文杰★

［摘 要］ 目的 探讨儿童新型冠状病毒肺炎（COVID⁃19）临床检验结果趋势，为儿童COVID⁃19诊

治提供参考。方法 分析本院 1例儿童COVID⁃19患者临床资料、血常规、多样本病毒核酸检测及呼吸道

病原体结果等，探讨患儿临床检验结果变化。结果 患儿男，1岁 5月，因有COVID⁃19 患者接触史，行新

型冠状病毒核酸检测呈阳性，肺部CT显示双肺纹理清晰，左肺上叶透光度不均匀减低，右肺下叶见条片状

密度增高影，边界清，确诊为COVID⁃19。患儿发病初期，白细胞及淋巴细胞在相对正常水平，随后淋巴细

胞水平有较明显升高，C反应蛋白无升高，甲型流感病毒、乙型流感病毒、肺炎支原体 IgM阳性反应，提示

呼吸道病原体合并感染。实时荧光定量 PCR（RT⁃PCR）结果显示，患儿鼻拭子、咽拭子、肛拭子及粪便中均

有检出新型冠状病毒，且在肛拭子和粪便中检出病毒核酸持续时间更长，而在其他样本中则为阴性（血液、

尿液等）。结论 淋巴细胞水平与病毒核酸结果可能存在一定相关性，通过其联合检测对儿童COVID⁃19
诊疗效果观察具有重要意义；出院患者应妥善处理粪便等分泌物，其病毒核酸持续阳性时间较长。

［关键词］ 新型冠状病毒；新型冠状病毒肺炎；淋巴细胞；核酸检测

An insight into a case of childhood COVID⁃19：clinical features and laboratory
detection
WANG Renfeng，SUN Peng，HAO Guiliang，WEN Rong，LI Junxin，LI Wenjie★

（Qingdao Women and Children􀆳s Hospital，Qingdao，Shangdong，China，266000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the trend of clinical results from a case of childhood corona vi⁃
rus disease 2019（COVID⁃19），and to provide a reference for the diagnosis and treatment of COVID⁃19 in
children. Methods The clinical data，blood routine test results，multi⁃sample viral nucleic acid and respirato⁃
ry pathogen detection results of a child COVID⁃19 patient in our hospital were analyzed to discuss the changes
of clinical test results in children. Results The male patient，1 year and 5 months old，was tested positive for
new coronavirus nucleic acid due to a history of exposure to COVID⁃19 patients. Lung CT showed that the tex⁃
ture of the two lungs was clear，the permeability of the left upper lobe decreased unevenly，and the strip densi⁃
ty of the right lower lobe increased with a clear border，and the diagnosis was COVID⁃19. The number of
white blood cells and lymphocytes were at relatively normal range in the early stage of the disease，and then
the lymphocytes were significantly increased. The C⁃reactive protein results were normal. Influenza A virus，in⁃
fluenza B virus，and Chlamydia pneumoniae IgM were positive，suggesting respiratory pathogen co⁃infection.
The real⁃time fluorescent quantitative PCR（RT⁃qPCR）results showed that the new coronavirus（SARS⁃CoV⁃
2）nucleic acid was positive in nasal swabs，pharyngeal swabs，anal swabs and feces. The detection of viral nu⁃
cleic acid in anal swabs and feces lasts longer. However，the detection of viral nucleic acid is negative in other
samples such as blood and urine. Conclusion There may be a certain correlation between the number of lym⁃
phocytes and the results of viral nucleic acid detection，and its joint detection is important for the observation
of the diagnosis and treatment of COVID⁃19 in children. Discharged patients should properly dispose of feces
and other secretions，since the viral nucleic acids continue to be positive for a long time.

［KEY WORDS］ Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2；Corona virus disease 2019（COVID
⁃19）；Lymphocyte；Nucleic acid detection
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2019年 12月武汉市陆续发现了多例新型冠状

病毒肺炎患者，随后研究显示其为一种新型冠状病

毒（Coronavirus，CoV），于 2020 年 1 月 7 日被世界

卫生组织（World Health Organization，WHO）临时命

名为 2019新型冠状病毒（2019⁃nCoV）［1］。该病毒随

后被重命名为严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2
（SARS⁃CoV⁃2），其引起的疾病被称为 2019冠状病

毒病（COVID⁃19）。SARS⁃CoV⁃2主要经飞沫和接

触传播，在相对密闭的环境中长时间暴露于高浓度

气溶胶的情况下存在经气溶胶传播的可能［2］，2020
年 1月 20日我国将新型冠状病毒感染的肺炎纳入

法定乙类传染病，并采取甲类传染病的预防、控制

措施［3］。COVID⁃19自湖北省武汉市暴发以来，已蔓

延至全国大部分省市［4］。根据《新型冠状病毒肺炎

诊疗方案（试行第七版）》，发病早期外周血白细胞

总数正常或降低，淋巴细胞计数减少，病情严重时

淋巴细胞数进行性减少，多数患者 C 反应蛋白

（CRP）和红细胞沉降率升高，降钙素原正常。因疫

情爆发初期感染者以中老年人和合并基础疾病患

者为主，未见儿童患者，专家们曾一度认为儿童对

病毒不易感［5］，但随后不同地区出现多例儿童感染

报道。2020年 2月 2日国家卫生健康委员会发布了

“关于做好儿童和孕产妇新型冠状病毒感染的肺炎

疫情防控工作的通知”［6］，明确指出，儿童和孕产妇

是 SARS⁃CoV⁃2 的易感人群。由于儿童感染数量

不多，其临床特点及检验数据报道相对较少，因此

本文对本院 1例新冠肺炎儿童患者检验结果进行梳

理总结，以期为一线防疫工作提供素材。

1 材料与方法

1.1 临床资料

患儿男，1岁 5月，患儿因与COVID⁃19确诊病

例密切接触，于 2月 4日取咽拭子进行新型冠状病毒

核酸检测呈阳性，以“新型冠状病毒感染”收入即墨

市人民医院住院治疗。肺部CT（图 1）显示双肺纹理

清晰，左肺上叶透光度不均匀减低，右肺下叶见条片

状密度增高影，边界清，专家会诊后确诊为COVID⁃
19，于 2月 12日转入本院治疗。患儿自起病以来无

发热、寒战、抽搐，无咳痰、喘息、憋气、气促及呼吸困

难，无面色发绀，无恶心、呕吐、腹痛及腹泻，精神可，

饮食、睡眠尚可，大、小便正常。本研究遵守国际协

调理事会临床试验规范和赫尔辛基宣言，通过了青

岛市妇女儿童医院临床研究伦理委员会的批准。

1.2 试剂与仪器

核酸提取试剂盒及及新型冠状病毒（2019⁃
CoV）ORF1ab/N基因双重核酸检测试剂盒均来自

中山大学达安基因股份公司，核酸检测仪为美国

Thermo Fisher 公 司 7500 型 实 时 荧 光 PCR 仪 。

Sysmex XN⁃1000全血细胞分析仪购自日本希森美

康公司，全自动CRP分析仪购自上海奥普生物医药

有限公司，呼吸道病原体谱抗体 IgM检测试剂盒（间

接免疫荧光法）购自欧蒙医学实验诊断股份公司。

1.3 方法

1.3.1 标本采集

受检者标本由专业医护人员采集，及时转运

至实验室检测。核酸标本检测前置于 56℃灭活

30 min。采集患儿静脉血 2 mL 于 EDTA⁃K2 抗凝

管进行血常规及 C 反应蛋白检测；采集静脉血 2
mL，置于含分离胶的黄头真空采血管内，静置待

血液凝固，3 500×g离心 5 min，取血清进行呼吸道

病原体谱检测。

1.3.2 样本检测

所有操作均按照仪器及试剂说明书进行。核

酸检测采用实时荧光定量 PCR（RT⁃PCR）技术，针

对 2019⁃nCoV基因组中开放读码框 1ab（open read⁃
ing frame 1ab，ORF1ab）和核壳蛋白（nucleocapsid
protein，N）进行检测。如果检测样本在 FAM 和

VIC 通道 Ct 值≤40，且有明显的扩增曲线，可判定

样本为 2019 新型冠状病毒阳性；如果样本仅在

FAM 或 VIC 单通道 Ct 值≤40，另一通道无扩增曲

线，结果需复检，复检结果一致可判定样本 2019
新型冠状病毒阳性，复检结果阴性可判定为未检

测到 2019 新型冠状病毒；如果样本 FAM 和 VIC
通道无扩增曲线或 Ct 值>40，且 Cy5 通道有扩增

图 1 患儿 SARS⁃CoV⁃2感染后肺部CT图像

Figure 1 The CT image of lungs in the child with
SARS⁃CoV⁃2 infection
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曲线，可判定样本未检测到 2019新型冠状病毒。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 19.0 进行数据处理。进行描述性

分析。

2 结果

2.1 患儿血常规、C 反应蛋白、呼吸道病原体谱

结果

患儿入院以来血常规、CRP 检测结果见表 1。
血常规结果显示，患儿发病初期，白细胞及淋巴细

胞在相对正常水平，随后淋巴细胞水平有较明显

升高，CRP 结果正常。患儿住院期间分别于 2 月

13日、25日进行呼吸道病原体（包括呼吸道合胞病

毒、腺病毒、甲型流感病毒、乙型流感病毒、副流感

病毒、肺炎支原体、肺炎衣原体、嗜肺军团菌）检

测，两次检测均呈现甲型流感病毒、乙型流感病

毒、肺炎支原体 IgM阳性反应，提示呼吸道病原体

合并感染见表 1。

2.2 多样本核酸检测结果

患儿入院以来多次新型冠状病毒核酸检测结

果见图 2。通过实时荧光定量 PCR 对患儿多样本

进行新型冠状病毒核酸检测（图 2），结果显示，患

儿鼻拭子、咽拭子、肛拭子及粪便新型冠状病毒核

酸检测均呈阳性，且在肛拭子和粪便中检出病毒

核酸持续时间更长，而在其他样本中则为阴性（血

液、尿液等）。

3 讨论

COVID⁃19 疫情在中国持续向好，国外还处于

爆发大流行上升阶段，及时、正确了解新型冠状病

毒相关特征是诊断及治疗的重要环节，也是疫情

防控工作中的重要环节。SARS⁃CoV⁃2 是继 α⁃冠
状病毒属的HCoV⁃229E、HCoV⁃NL63，β⁃冠状病毒

属的HCoV⁃HKU1、MERS⁃CoV、SARS⁃CoV之后的

第七个可以感染人类的冠状病毒［7⁃8］。数据研究表

明，SARS⁃CoV⁃2 的传播能力与 SARS 冠状病毒

相似，其繁殖数（reproduction number，R0）分别为

1.4~5.5，2.0~5.0［9⁃10］。由于免疫系统不成熟，儿童是

该疾病的易感人群。尽管目前儿童确诊病例数占

比相对较小，但随着更多地区开展病原学检测，儿

童感染病例数有增加的趋势，应予以高度重视。但

现阶段相关研究报道较少，因此准确掌握检验结果

动态变化对儿童病例的诊疗具有重要意义。

本文报道的确诊病例无明显发热及明显呼吸

道症状，均因与确诊患者密切接触而入院就诊，通

过核酸检测确诊。通过多次对患儿多样本核酸检

测发现，除在鼻咽拭子中发现 SARS⁃CoV⁃2 的存

在，在其大便及肛拭子也检测到病毒核酸，且持续

时间较长，特别是当鼻咽拭子转阴后，大便核酸阳

性仍可持续 1周以上，在其他体液中（血液、眼泪）

未检测到病毒核酸。根据《新型冠状病毒肺炎诊疗

方案（试行第七版）》［2］，新冠肺炎患者出院应连续两

次呼吸道标本核酸检测阴性（采样时间至少间隔

24 h），但此时患者大便病毒核酸可能依然呈阳性，

存在潜在传染风险。因此患者出院后建议妥善处

理其大便等分泌物，同时进行相应隔离措施，以防

再次出现感染情况。进一步分析发现患儿发病初

期鼻咽拭子核酸检测呈阳性，此时淋巴细胞计数处

于相对正常水平；随后鼻咽拭子持续转阴，患儿淋

巴细胞水平逐步升高，并维持在较高水平，直至 2
月 18日鼻咽拭子再次阳性，其之后的血常规结果

显示白细胞及淋巴细胞均有明显升高；2月 28日粪

注：WBC白细胞；N中性粒细胞；L淋巴细胞；N%中性粒细胞百分

比；L%淋巴细胞百分比；IVA，甲型流感病毒；IVB，乙型流感病

毒；MP肺炎支原体。

项目

WBC(*109/L)
N (*109/L)
L(*109/L)

N%
L%

CRP（mg/L）
IVA
IVB
MP

日期

2.4
6.80
1.70
4.40
25.0
64.6
<0.8

2.8
6.00
0.85
4.60
14.1
76.6
<0.8

2.12
7.26
1.21
5.43
46.7
74.8
<0.8

2.16
7.30
1.39
5.21
19.0
71.4
<0.8

2.24
13.04
4.88
6.70
37.4
51.4
<0.8

2.28
6.32
1.47
4.25
23.3
67.2
<0.8

2.13

阳性

阳性

阳性

2.25

阳性

阳性

阳性

表 1 患儿 SARS⁃CoV⁃2感染后临床检验结果

Table 1 Clinical results of children with SARS⁃CoV⁃2
infection

阴性

血液 尿液

核酸检测结果 鼻咽拭子

粪便及肛拭子

阳性

2.51.30 2.252.10 2.15 3.1
日期

图 2 入院后 SARS⁃CoV⁃2核酸检测结果

Figure 2 The results of SARS⁃CoV⁃2 nucleic acid detection
after admission
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便病毒核酸转阴后，淋巴细胞计数又恢复相对正常

水平。上述结果分析显示，淋巴细胞水平与病毒核

酸结果存在一定相关性，通过其联合检测对儿童

COVID⁃19诊疗效果观察具有重要意义。另外，呼

吸道病原体谱检测发现，患儿甲型流感病毒、乙型

流感病毒、肺炎支原体 IgM 抗体持续阳性，是否

SARS⁃CoV⁃2对已感染呼吸道病原体的患者更加易

感，或易与呼吸道病原体合并感染有待进一步的探

讨，这为以后的研究及诊疗提供了新的方向。

由于只有 1例儿童确诊病例的检测结果，存在

一定局限性，希望能给临床抗疫一线提供一定的

参考，期待更多的临床研究报道，为更好的诊疗、

控制疫情提供基础。
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利用荧光PCR⁃毛细管电泳法评价微卫星不稳定性检
测国家参考品

张文新 黄传峰 孙楠 高飞 于婷 孙晶 曲守方★ 黄杰★

［摘 要］ 目的 利用荧光 PCR⁃毛细管电泳法评价微卫星不稳定性（MSI）检测国家参考品，验证

国家参考品用于相关试剂盒性能评价及临床实验室质量评价的适用性。方法 采用 3 家不同公司的

微卫星不稳定性检测试剂盒（荧光 PCR⁃毛细管电泳法）对国家参考品进行阳性参考品符合率、阴性参

考品符合率和检测限项目的检测。结果 对国家参考品中的 62 例样本进行检测，其中阳性参考品的

结果均为微卫星高度不稳定，阴性参考品的结果均为微卫星稳定，LOD1 及 LOD3 的 20%、10%检测

限参考品均检出微卫星高度不稳定，但其 5%检测限参考品有 1 家公司未检出相应的微卫星高度不

稳定状态。 LOD4、LOD5、LOD6 及 LOD7 检测限参考品检测结果均为微卫星稳定或微卫星低度不

稳定。结论 微卫星不稳定性检测国家参考品，适用于荧光 PCR⁃毛细管电泳法试剂盒的性能评价及

临床实验室的质量评价。

［关键词］ 微卫星不稳定性；国家参考品；荧光 PCR⁃毛细管电泳法

Evaluation of the national reference materials for microsatellite instability
using fluorescence PCR⁃capillary electrophoresis
ZHANG Wenxin，HUANG Chuanfeng，SUN Nan，GAO Fei，YU Ting，QU Shoufang★，HUANG Jie★

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

［ABSTRACT］ Objective To verify the applicability of performance evaluation of relevant kits and
quality evaluation of clinical laboratories，the national reference materials for microsatellite instability (MSI)
were evaluated by fluorescence PCR capillary electrophoresis. Methods The national reference materials
were detected by microsatellite instability detection kit（fluorescence PCR⁃capillary electrophoresis）from three
different companies to determine the coincident rate of positive and negative reference，and the limit of detec⁃
tion. Results In 62 cases of testing samples，the results of positive references were all microsatellite insta⁃
bility⁃high（MSI⁃H）. The results of negative reference were all microsatellite stability（MSS）. The results of
LOD1 and LOD3 references with tumor concentration 20% and 10% for the limit of detection were MSI⁃H，

but the corresponding MSI⁃H status was not detected by only one company for LOD1 and LOD3 references
with tumor concentration 5%. LOD4，LOD5，LOD6 and LOD7 references for the limit of detection were all
MSS or microsatellite instability⁃low（MSI⁃L）. Conclusion The national reference materials for microsatel⁃
lite instability testing are suitable for evaluation of the performance of kits and the quality of clinical laborato⁃
ries based on the method of fluorescence PCR⁃capillary electrophoresis.

［KEY WORDS］ Microsatellite instability；National reference material；Fluorescence PCR ⁃ capillary
electrophoresis
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微卫星（microsatellite，MS）是细胞基因组中

以少数几个核苷酸（多为 1~6个）为单位短串联重

复的 DNA 序列。微卫星不稳定性（microsatellite
instability，MSI）是 DNA 复制时 DNA 错配修复

（mismatch repair，MMR）功能缺陷，使微卫星重复

序列的错误未得到纠正而引起微卫星序列长度发

生变化的现象［1］。微卫星不稳定性可以分为 3类：

微卫星高度不稳定（microsatellite instability ⁃high，
MSI⁃H）、微卫星低度不稳定（microsatellite instabili⁃
ty ⁃low，MSI⁃L）及微卫星稳定（microsatellite stabili⁃
ty，MSS）［2］。微卫星不稳定与多种肿瘤的发生、发

展密切相关，常见于胃癌、结直肠癌、子宫内膜癌

等肿瘤［3⁃5］。研究报道MSI⁃H型胃癌拥有独特的分

子基因表型以及临床病理特征，比 MSI⁃L 以及

MSS型的预后好［6］。因此分析肿瘤组织的微卫星

不稳定状态，可以指导肿瘤个体化治疗，具有重要

临床意义。

目前临床上主要采用两种方法检测 MSI 和
MMR，多 重 荧 光 聚 合 酶 链 式 反 应（polymerase
chain reaction，PCR）毛细管电泳法直接检测 MSI，
或免疫组织化学法（immunohistochemistry，IHC）
检测 MMR 蛋白的表达，主要包括 MLH1、PMS2、
MSH2、MSH6 等 MMR 蛋白［7⁃8］。随着检测技术发

展，高通量测序（next generation sequencing，NGS）
技术也应用于肿瘤组织的MSI检测［9］。目前国内

已有公司申请MSI检测试剂盒（荧光 PCR⁃毛细管

电泳法）的注册。亟需建立统一的国家参考品，用

于评估MSI检测试剂盒的性能。本研究利用荧光

PCR⁃毛细管电泳法检测微卫星不稳定性检测国家

参考品，验证微卫星不稳定性检测国家参考品用

于相关试剂盒性能评价及临床实验室质量评价的

适用性。

1 材料与方法

1.1 研究对象

微卫星不稳定性（MSI）检测国家参考品，批号：

360028⁃201901，中国食品药品检定研究院提供。

1.2 试剂

微卫星不稳定性（MSI）检测试剂盒（荧光 PCR
⁃毛细管电泳法），上海普洛麦格生物产品有限公司

提供。结直肠癌微卫星不稳定状态检测试剂盒

（荧光 PCR⁃毛细管电泳法），北京阅微基因技术有

限公司提供。微卫星不稳定性（MSI）检测试剂盒

（荧光 PCR 毛细管电泳法），广州达瑞生物技术股

份有限公司提供。对试剂盒厂家进行随机编号，

分别为公司A，公司B，公司C。

1.3 仪器

3500 Dx基因分析仪和Veriti™ Dx 96⁃well PCR
仪，上海普洛麦格生物产品有限公司提供。3500xL
Dx基因分析仪和 Veriti™ Dx 96⁃well PCR 仪，北京

阅微基因技术有限公司提供。3500 Dx 基因分析仪

和 ABI PCR 2720 仪，广州达瑞生物技术股份有限

公司提供。

1.4 方法

各实验室按照据各自的方法以及试剂盒说明

书进行操作。

1.4.1 PCR扩增

将 PCR 反应液、酶混合液、引物混合液、无核

酸酶水置于室温解冻至完全溶解。配制除模板以

外的反应体系，各组分加入后，涡旋振荡后，分装

到 0.2 mL PCR 管中。 依次向已分装扩增体系的

各管中加入 1 μL 或者 0.5 μL 待检样本、MSI 阳性

对照、阴性对照（无核酸酶水）。将各反应管放置

于 PCR仪的反应槽内，运行 PCR程序。

1.4.2 基因分析仪检测扩增片段

PCR 反应结束之后，制备毛细管电泳检测样

品。以基因分析仪进行毛细管电泳检测。使用

POP7 胶。选择“Fragment”电泳方法，参考基因分

析仪的使用说明书。检测数据使用 GeneMapper®

分析软件进行数据分析。

1.4.3 结果判定

统计试剂盒微卫星检测位点，对样本的微卫星

不稳定性状态进行判定：≥2个微卫星位点不稳定，

判断为 MSI⁃H；1 个微卫星位点不稳定，判断为

MSI⁃L；没有微卫星位点不稳定，则判断为MSS。

2 结果

2.1 阳性参考品结果

对国家参考品中的 16 对阳性参考品共 32 例

样本进行检测，3家试剂盒的结果显示均为微卫星

高度不稳定。以国家阳性参考品MSI⁃3及其对应

的配对参考品 MSI⁃3⁃对照的检测结果为例，A 公

司选择的 8 个位点均为微卫星不稳定位点，B 公

司选择的 6个位点均为微卫星不稳定位点，C公司

选择的 6个位点也均为微卫星不稳定位点，均检出

相应的微卫星不稳定性状态。见图 1。
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注：A1、A2为A公司检测结果，B1、B2为 B公司检测结果；C1、C2

为 C公司检测结果；其中 A1、B1、C1为国家阳性参考品的配对样

本 MSI⁃3⁃对照的检测结果；A2、B2、C2 为国家阳性参考品样本

MSI⁃3的检测结果。

图 1 国家阳性参考品MSI⁃3及其配对参考品MSI⁃3⁃
对照的检测结果

Figure 1 The results of national positive reference MSI⁃3
and its matched reference MSI⁃3⁃control

注：A1、A2为A公司检测结果，B1、B2为 B公司检测结果，C1、C2

为 C公司检测结果；其中A1、B1、C1为国家阴性参考品的配对样

本 MSI⁃19⁃对照的检测结果；A2、B2、C2 为国家阴性参考品样本

MSI⁃19的检测结果。

图 2 国家阴性参考品MSI⁃19及其配对参考品MSI⁃19⁃
对照的检测结果

Figure 2 The results of national negative reference MSI⁃19
and its matched reference MSI⁃19⁃control

2.2 阴性参考品结果

对国家参考品中的 3 对阴性参考品共 6 例样

本进行检测，3 家试剂盒的结果显示均为微卫星

稳定（MSS）。以国家阴性参考品 MSI⁃19 及其对

应的配对参考品MSI⁃19⁃对照的检测结果为例，A
公司选择的 8 个位点中都没有微卫星不稳定位

点，B 公司选择的 6 个位点中都没有微卫星不稳

定位点，C 公司选择的 6 个位点中也都没有微卫

星不稳定位点，均检出相应的微卫星不稳定性状

态。见图 2。
2.3 检测限参考品结果

对国家参考品中的 6组检测限参考品共 24例

样本进行检测，3 家试剂盒的结果显示，对 20%和

10%肿瘤DNA含量的检测限参考品均能正确检出

相应的微卫星不稳定性状态，而有 1 家试剂盒对

5%肿瘤 DNA 含量的检测限参考品未能正确检出

相应的微卫星不稳定性状态。

以国家检测限参考品 MSI⁃LOD3⁃20%、MSI⁃

AA11 AA22

BB11 BB22

CC11 CC22CC11 CC22

BB11 BB22

AA11 AA22
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注：A1、A2、A3、A4 为 A 公司检测结果，B1、B2、B3、B4 为 B 公

司检测结果，C1、C2、C3、C4 为 C 公司检测结果；其中 A1、B1、

C1 为国家检测限参考品的配对样本 MSI⁃LOD3⁃对照的检测结

果，A2、B2、C2 为国家检测限参考品样本 MSI⁃LOD3⁃20%的检测

结果，A3、B3、C3 为国家检测限参考品样本 MSI⁃LOD3⁃10%的检

测结果，A4、B4、C4 为国家检测限参考品样本 MSI⁃LOD3⁃5%的

检测结果。

图3 国家检测限参考品MSI⁃LOD3⁃20%、MSI⁃LOD3⁃10%、

MSI⁃LOD3⁃5%及其配对参考品 MSI⁃LOD3⁃对照的检测

结果

Figure 3 The results of national reference MSI⁃LOD3⁃20%、

MSI⁃LOD3⁃10%、MSI⁃LOD3⁃5% for detection limit and their
matched reference MSI⁃LOD3⁃control

AA11 AA22

AA33 AA44

CC11 CC22

CC33 CC44

BB11 BB22

BB33 BB44

LOD3⁃10%、MSI⁃LOD3⁃5%及其对应的配对参考

品 MSI⁃LOD3⁃对照的检测结果为例，A 公司

MSI⁃LOD3⁃20%及 MSI⁃LOD3⁃10%的 8 个位点都

为微卫星不稳定位点，B 公司 MSI⁃LOD3⁃20%及

MSI⁃LOD3⁃10%的 6 个位点中分别有 6 个和 3 个

微卫星不稳定位点，C 公司 MSI⁃LOD3⁃20%及

MSI⁃LOD3⁃10%的 6 个位点中分别有 6 个和 5 个

微卫星不稳定位点，都检出相应的微卫星不稳

定性状态。同时 A 公司 MSI⁃LOD3⁃5%的 8 个

位 点 中 有 7 个 微 卫 星 不 稳 定 位 点 ，C 公 司

MSI⁃LOD3⁃5%的 6 个位点中有 3 个微卫星不稳

定位点；但 B 公司 MSI⁃LOD3⁃5%的 6 个位点中

仅有 1 个位点为微卫星不稳定位点，未检出相

应的微卫星不稳定性状态。见图 3。
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3 讨论

MSI是一种遗传性改变，与肿瘤的发生密切相

关。MSI 检测已被美国国立综合癌症网络（Na⁃
tional Comprehensive Cancer Network，NCCN）结直

肠癌临床实践指南及中国临床肿瘤学会（Chi⁃
nese Society of Clinical Oncology，CSCO）结直肠

癌诊疗指南推荐用于所有结直肠癌患者［10⁃11］。

2016 年，欧洲 临 床 肿 瘤 协 会 （European Soci⁃
ety for Medical Oncology，ESMO）转移性结直肠癌

共识提出，MSI 检测对转移性结直肠癌患者免疫

检查点抑制剂治疗具有重要的预测价值。2017
年美国食品药品管理局（FDA）批准了默沙东公司

的帕博利珠单抗注射液（Keytruda），用于治疗携

带 MMR 功 能 缺 陷（deficient mismatch repair，
dMMR）和微卫星高度不稳定性（MSI⁃H）的晚期

（转移性）实体瘤患者。MSI作为晚期（转移性）实

体瘤特别是结直肠癌患者免疫治疗疗效的预测生

物标志物，其检测具有重要的临床意义。

MSI检测的常用方法是多重荧光 PCR毛细管

电泳法，它的原理是选择美国国家癌症研究所

（National Cancer Institute，NCI）推 荐 的 微 卫 星

（MS）位点［12⁃13］，进行 PCR 扩增及毛细管电泳，比

较肿瘤组织与正常对照组织的结果，确定 MSI 状
态。为了标准化 MSI 的检测，1998 年 NCI 推荐

Bethesda 指南，推荐 2 个单核苷酸重复位点 BAT⁃
25 和 BAT⁃26 和 3 个双核苷酸重复位点 D2S123、
D5S346 和 D17S250。2002 年 NCI 进行修订，推荐

5 个 单 核 苷 酸 重 复 位 点 BAT⁃25、BAT⁃26、
NR21、NR24 和 NR27。Bacher 等人提出 Promega
分析系统，以 Mono⁃27取代 NR27，并增加 Penta C
和 Penta D用于识别样本，进一步提高了MSI检测

的敏感性。我国 CSCO 结直肠癌诊疗指南（2018
年版）建议采用 NCI 推 荐 的 BAT⁃25、BAT⁃26、
D2S123、D5S346和D17S250 位点进行MSI检测。

目前国家药品监督管理局尚未批准微卫星不

稳定性检测试剂盒（荧光 PCR⁃毛细管电泳法）。至

今 MSI 检测技术仍没有较为统一的标准，肿瘤

MSI 检测位点不仅仅包括以上推荐位点。为了提

高 MSI 检测的敏感性和特异性，不同厂家的试剂

盒开发并选择了不同的检测位点。为了更好评价

上市前的微卫星不稳定性检测试剂盒（荧光 PCR⁃
毛细管电泳法）性能，建立标准化的统一的国家参

考品是非常有必要的。本院建立的微卫星不稳定

性检测国家参考品，来源于 FFPE肿瘤组织或者细

胞系以及相应的配对样本，包括了微卫星高度不

稳定、微卫星低度不稳定及微卫星稳定三种状态，

其中微卫星高度不稳定参考品涵盖了不同的微卫

星不稳定位点，能够有效的评价试剂盒的性能。

为了评价试剂盒的检测敏感性，还根据目前临床

实际应用的检测水平，设置不同肿瘤 DNA含量的

样本，包括 20%、10%、5%三种梯度。

3 家不同公司的微卫星不稳定性检测试剂盒

（荧光 PCR⁃毛细管电泳法）对国家参考品 62例样本

的结果显示，阳性参考品的结果均为微卫星高度不

稳定，阴性参考品的结果均为微卫星稳定，20%和

10%肿瘤DNA含量检测限参考品的结果均符合国

家参考品的标示结果，而有 1 家试剂盒对 5%肿瘤

DNA 含量的检测限参考品未检出相应的 MSI 状
态。国家阳性参考品和阴性参考品的检测结果表

明虽然 3家公司所选择的微卫星不稳定性位点有所

差异，但是对同一份样本的微卫星不稳定状态的结

果判定是一致的，均检出相应的微卫星不稳定性状

态，结果准确。从国家检测限参考品的检测结果，

发现有的试剂盒对于 5%肿瘤 DNA 含量的检测限

参考品不能检测出相应的微卫星不稳定性状态。

在临床实际检测中 MSI 检测限一般规定为 20%。

如果提高试剂盒检测的敏感性，可能会降低检测的

特异性。根据临床实际应用，微卫星不稳定性

（MSI）检测国家参考品要求试剂盒对 20%和 10%
肿瘤DNA含量的检测限参考品应检出相应的微卫

星不稳定性状态；对 5%肿瘤DNA含量的检测限参

考品可检出或未检出相应的微卫星不稳定性状

态。3家公司的微卫星不稳定性检测试剂盒（荧光

PCR⁃毛细管电泳法）的检测结果显示均符合国家

参考品的阳性参考品符合率、阴性参考品符合率和

检测限的要求。本实验室建立的国家参考品，可满

足微卫星不稳定性检测的要求，适用于荧光 PCR⁃
毛细管电泳法试剂盒的性能评价及临床实验室的

质量评价。
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Prader⁃Willi综合征及Angelman综合征的遗传学分析
方案及广东的临床实践

汪安石 1 刘畅 1 王继成 1 黄演林 1 张彦 1 丁红珂 1 刘玲 1 杨杰 2 吴菁 1 尹爱华 1★

［摘 要］ 目的 建立 Prader⁃Willi 综合征（PWS）及 Angelman 综合征（AS）的遗传学分析方案，应

用于广东地区的临床诊疗实践。方法 该方案以甲基化特异性 PCR 作为初筛方法，对 1 038例样本进

行检测，并以 STR 家系连锁分析法对 39 例 PWS 及 15 例 AS 阳性病例进行分子致病机制探究。以

UBE3A序列分析作为AS分子诊断的补充，对 4例AS疑似病例进行检测。通过染色体微阵列分析进一

步明确 21个确诊病例的染色体断裂位点，并对 59例具有类似临床表现的病例进行鉴别诊断。结果 应

用该遗传分析方案，在广东地区确诊了 39例 PWS患儿及 15例AS患儿。以 STR连锁分析法进行分子致

病机制探究，发现 32例为缺失型 PWS、7例母源单亲二倍体型 PWS、14例为缺失型AS、1例父源单亲二

倍体型 AS。序列分析未检出 UBE3A 基因突变型 AS。染色体微阵列分析进一步明确了染色体断裂位

点，并另外检出 6例与 PWS/AS 具有表型重叠的染色体微缺失/微重复综合征。结论 本研究建立了一

种 PWS 及 AS 的遗传学分析方案，将 PWS 及 AS 患者的确诊年龄显著降低，并确定分子缺陷类型，及早

开展干预治疗，有助于改善患儿预后。

［关键词］ Prader⁃Willi综合征；Angelman综合征；分子诊断

Genetic analysis program and application of Prader ⁃ Willi syndrome and
Angelman syndrome
WANG Anshi1，LIU Chang1，WANG Jicheng1，HUANG Yanlin1，ZHANG Yan1，DING Hongke1，LIU
Ling1，YANG Jie2，WU Jing1，YIN Aihua1★

（1. Medical Genetic Center，Guangdong Women and Children Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，
511400；2. Neonatal Department，Guangdong Women and Children Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，
511400）

［ABSTRACT］ Objective To establish a genetic analysis program for Prader⁃Willi syndrome（PWS）
and Angelman syndrome（AS），and to applyto clinical diagnosis and treatment practice in Guangdong.
Methods In this program，methylation ⁃ specific PCR was used as the initial screening method，and the
molecular pathogenic mechanism of PWS and AS positive cases was explored by STR pedigree linkage
analysis. UBE3A sequence analysis was used as a supplement to AS molecular diagnosis. The chromosomal
microarray analysis was employed to identify chromosomal breakpoints in confirmed cases，and to detect other
chromosomal abnormalities in undiagnosed cases. Results Using this genetic analysis protocol，39 children
with PWS and 15 children with AS were diagnosed in Guangdong. Using the STR linkage analysis method to
investigate the molecular pathogenic mechanism，it was found that 32 cases were deletion⁃type PWS，7 cases
of maternal haploid diploid type PWS，14 cases were deletion⁃type AS，and 1 case of paternal haploid diploid
type AS. Sequence analysis did not detect the mutant AS of UBE3A gene. Chromosome microarray analysis
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further clarified the location of chromosome breaks，and additionally detected 6 cases of chromosomal
microdeletion/microduplication syndrome with phenotype overlap with PWS/AS. Conclusion In this study，a
genetic analysis program for PWS and AS was established to significantly reduce the age of diagnosis of PWS
and AS patients，and to determine the types of molecular defects，as well as early intervention to help improve
the prognosis of children.

［KEY WORDS］ Prader⁃Willi Syndrome；Angelman Syndrome；Genetic Analysis

Prader ⁃Willi 综合征（Prader ⁃Willi syndrome，
PWS，OMIM 176270）及 Angelman 综合征（Angel⁃
man syndrome，AS，OMIM 105830）是一对由基因

组印记异常所致的疾病。Prader⁃Willi 综合征为父

源染色体 15q11.2⁃q13区域印记基因的功能缺陷所

致，Angelman 综合征是由母源染色体 15q11.2⁃13
上编码泛素蛋白连接酶 E3 的 UBE3A基因缺失或

表达异常所致。二者共同的分子病理基础包括：

染色体 15q11.2⁃q13 片段缺失、单亲二倍体（unipa⁃
rentaldisomy，UPD）、印记中心（imprinting centre，
IC）缺陷及突变等［1⁃4］。PWS 与 AS 在国外不同人

群中报道的发病率间于 1/15 000~1/25 000［1］，我国

尚缺乏系统的流行病学研究数据［2］。

PWS 和 AS 的遗传学分析方案的制定取决于

多因素，包括医保政策、转诊模式、实验室配置、实

验技术的检测效力与检测成本等。目前诊断 PWS
和 AS 最敏感的单一方法是使用分子遗传学技术

分析 15q11⁃q13区域内的甲基化模式，通过分析母

源性/父源性甲基化印迹来检测缺失、UPD 和印迹

缺陷。本研究设计了一套适合广东地区实际情况

的 PWS 及 AS 的遗传学分析方案，并将其应用于

广东地区的临床实践。

1 材料与方法

1.1 一般资料

回顾性分析 2013年 7月至 2017年 12月经广东

省妇幼保健院医学遗传中心确诊的 39 例 Prader⁃
Willi 综合征患儿及 15 例 Angelman 综合征患儿的

临床表现及遗传学特征。39 例 PWS 患儿中男 24
例、女 15例（男女比例 1.6∶1），确诊年龄间于 8天至

6 岁，新生儿期（≤ 28 d）确诊 26 例（平均年龄 5.75
天、标准偏差 6.72）、婴儿期（29 d 至 1 岁）确诊 10
例、幼儿期（1岁至 3岁）确诊 1例、学龄（前）期至青

春期（>3岁）确诊患儿 2例。39例 PWS患儿主要临

床表现为婴幼儿期肌张力低下、哭声微弱、反应差、

喂养困难、性腺发育不良及皮肤色素减退、婴儿期

后精神运动发育迟缓、认知行为异常、食欲旺盛、肥

胖症、身材矮小（各年龄段的临床表现如表 1 所

示）。15 例 AS 患儿中男 10 例、女 5 例（男女比例

2∶1），确诊年龄间于 9 d至 4岁，新生儿期确诊 5例

（平均年龄 16.1 d、标准偏差 9.08）、婴儿期 4例、幼儿

期 5例、>3岁患儿 1例。15例AS患儿主要临床表

现为新生儿期喂养困难、婴儿期后出现明显发育延

迟、运动或平衡障碍、爆发性大笑、肌张力低下、异

常特征性 EEG（各年龄段的临床表现如表 2所示）。

收集患儿临床资料，包括母孕期情况、患儿体貌特

征、肌力和肌张力、神经系统发育情况、性腺发育情

况、平衡能力、特征性行为、语言发育情况、辅助检

查结果等。该研究经广东省妇幼保健院伦理委员

会审核通过。病例采集获受检者父母知情同意。

1.2 遗传学分析策略

本研究根据国家医保政策、广东省遗传代谢

性疾病基本情况、本单位妇幼谢性疾病实验室配

置等，综合考虑各项实验技术的检测效力与检测

成本，设计了一套适合广东地区实际情况的 PWS
及AS的遗传学分析方案（图 1）。

新生儿期（≤28 d）
婴儿期（29 d至 1岁）

幼儿期（1岁至 3岁）

学龄（前）期至青春期（>3岁）

n

5
4
5
1

喂养
困难

4（80）
1（25）

0
0

发育
迟缓

1（20）
2（50）
5（100）
1（100）

智能
障碍

0
2（50）
5（100）
1（100）

语言
障碍

0
1（25）
5（100）
1（100）

运动平衡
障碍

0
4（100）
4（80）
1（100）

头围增长
落后

0
2（50）
3（60）

0

特征性
行为

0
2（50）
4（80）
1（100）

癫痫
发作

0
1（25）
2（40）
1（100）

特征性
脑电图

0
1（25）
3（60）
1（100）

表 1 Prader⁃Willi综合征患儿各阶段临床表现［n（%）］

Table 1 Clinical manifestations in children at different ages with Prader⁃Willi syndrome［n（%）］
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1.3 甲基化特异性 PCR
将基因组 DNA 用 CpGenome Turbo Bisulfite

Modification Kit（Millipore，CA，USA）进行亚硫

酸盐修饰，以正常人为阴性对照、明确诊断患者为

阳性对照、未修饰基因组 DNA 为系统对照，应用

M（母源）、P（父源）两对引物同时对修饰后产物进

行 PCR 扩增，扩增产物以琼脂糖凝胶电泳分离。

引物序列及 PCR反应条件参见文献［5］。检测结果

呈如下几种情况：正常对照同时显示 M（174 bp）、

P（100 bp）两条带；PWS 阳性对照均仅显示 M 带；

AS 阳性对照均仅显示 P 带；未经修饰的系统对照

不显示任何条带。

1.4 微卫星 STR连锁分析

根据 UCSC Genome Bioinformatics 提供的遗

传信息及常见的断裂热点，选择了 15q11⁃13 关键

区 内 的 7 个 位 点 D15S11、D15S646、D15S817、
D15S128、D15S1513、GABRB3、D15S822 及 2 个区

外位点 D15S659、FES，用于患儿核心家系的 STR

连锁分析，以明确患儿的分子缺陷类型。引物序

列及 PCR反应条件参见文献［6］。

1.5 UBE3A基因序列分析

对于疑似 AS 而甲基化特异性 PCR 检测阴

性的病例，进行 UBE3A 编码区及临近内含子区

序列分析。引物序列及 PCR 反应条件参见文

献［7］。

1.6 染色体微阵列分析

对于需要进一步明确染色体断裂位点的病例

或具有类 PWS/类AS临床表现而上述检测未能诊

断的病例，通过染色体微阵列技术进一步分析。

检测数据与 OMIM、DECIPHER、DGV 及 PubMed
等数据库信息比对。

2 结果

2.1 甲基化特异性 PCR
39 例患儿的检测结果仅显示 M 带，提示为

PWS；15例仅显示 P带，提示为AS。

新生儿期（≤28天）

婴儿期（29天至 1岁）

幼儿期（1岁至 3岁）

学龄（前）期至青春期（>3岁）

n

26
10
1
2

肌张力
低下

26（100）
9（90）
1（100）

0

喂养
困难

26（100）
9（90）
1（100）

0

哭声
微弱

26（100）
8（80）

0
0

智能
障碍

0
9（90）
1（100）
2（100）

肥胖

0
1（10）

0
2（100）

身材
矮小

0
1（10）

0
2（100）

性腺发育
不良

14（53.8）
3（30）

0
1（50）

特殊
面容

6（23.1）
8（80）

0
2（100）

皮肤色
素减退

4（15.4）
4（40）

0
0

表 2 Angelman综合征患儿各阶段临床表现［n（%）］

Table 2 Clinical manifestations in children at different ages with Angelman syndrome［n（%）］

Prader⁃Willi 综合征/Angelman
综合征疑似病例

甲基化特异性 PCR
⁃ve+ve

STR链锁分析

染色体 15q11⁃q13
片段缺失

单亲二倍体
（UPD） 双亲本遗传

基本排除 PWS 不能排除 AS

UBE3A基因序列
分析

⁃ve+ve

母源性缺失 父源性缺失 母源性 UPD 父源性 UPD
印记中心区（IC）

序列分析 考虑类 PWS综合征以作
鉴别诊断+ve ⁃ve

UBE3A基因
突变型 AS

AS可能性小但不排除（10%）
考虑类 AS综合征以作

鉴别诊断
AS PWS

•同源性 UPD（15）mat型 PWS
•异源性 UPD（15）mat型 PWS
•混合源性 UPD（15）mat型 PWS

•同源性 UPD（15）pat型 AS
•异源性 UPD（15）pat型 AS
•混合源性 UPD（15）pat型 AS

印记缺陷型 表观突变型

染色体微阵列分析可能发现与
PWS/AS 具有表型重叠的其它
染色体微缺失/微重复综合征

图 1 Prader⁃Willi综合征及Angelman综合征的遗传学分析策略

Figure 1 Genetic analysis strategy of Prader⁃Willi syndrome and Angelman syndrome
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2.2 微卫星 STR连锁分析

32例患儿在 15q11⁃13区域内只有母源染色体

来源片段，缺乏父源染色体来源片段，而在 15q11⁃
13 区域外均有父母双方来源的染色体片段，提示

分子病理类型为缺失型 PWS。7 例患儿有双拷贝

母源染色体来源片段，缺乏父源染色体来源片段，

提示为母源单亲二倍体所致 PWS。14 例患儿在

15q11⁃13 区域内只有父源染色体来源片段，缺乏

母源染色体来源片段，而在 15q11⁃13 区域外均有

父母双方来源的染色体片段，提示分子病理类型

为缺失型AS。1例患儿有双拷贝父源染色体来源

片段，缺乏母源染色体来源片段，提示为父源单亲

二倍体所致AS（表 3）。

表 3 Prader⁃Willi综合征及Angelman综合征患儿的分子病理类型［n（%）］

Table 3 The pattern of underlying genetic mechanisms in our cohort［n（%）］

总病例数（n=54）

PWS病例（n=39）

AS病例（n=15）

缺失型

32（82.1）

14（93.3）

单亲二倍体型

7（17.9）

1（6.7）

印记中心缺陷型

0（0）

0（0）

UBE3A基因突变型

-

0

机制不明

0

0

2.3 UBE3A基因序列分析

4 例临床高度怀疑 AS 而甲基化特异性 PCR
检测为阴性的病例行UBE3A编码区及临近内含子

区序列分析，未检出UBE3A基因突变型AS。
2.4 染色体微阵列分析

21 个 PWS/AS 病例行染色体微阵列分析，并

进一步明确染色体断裂位点与缺失区域。59例具

类 PWS/类AS临床表现而上述检测未能诊断的病

例行染色体微阵列分析，检出 4例与 PWS/AS具有

一定程度表型重叠的染色体微缺失/微重复综合

征，分别是 1p36 微缺失综合征 1 例、22q13.3 微缺

失综合征 1 例、Mowat ⁃Wilson 综合征 1 例以及

Miller⁃Dieker综合征 1例。

3 讨论

本研究根据广东地区遗传代谢性疾病诊断的

具体情况，设计了一套遗传分析策略。以甲基化

特异性 PCR作为首选筛查方法［6，8⁃9］。用基于多重

荧光标记 PCR的 STR连锁分析法对阳性病例进行

分子致病机制探究［6⁃8，10］。对于临床高度怀疑 AS
而甲基化特异性 PCR 检测阴性的病例，进行

UBE3A编码区及临近内含子区序列分析［8］。而对

于具有类 PWS/类AS临床表现而上述检测未能诊

断的病例，进行染色体微阵列分析可能发现具有

表型重叠的其它染色体微缺失/微重复综合征［11］。

本方案在 PWS/AS 的甲基化研究中选择了甲基化

特异性 PCR 法，而非可通过半定量方式同时检测

15q11q13内拷贝数变化及DNA甲基化状态的MS⁃
MLPA 法，主要出于检测成本考量。甲基化特异

性 PCR检测敏感性高、成本低，较适合本地区临床

实践。此外，本研究选择基于多重荧光标记 PCR
的 STR 连锁分析法而非 SNP⁃array 法进行致病机

制研究，主要从检测成本、检测时间、检测效力等

角度考虑。基于多重荧光标记 PCR的 STR连锁分

析法是一种经济、快捷的分析方法，检测成本约为

30元/核心家系，检测分析时间约为 5小时，且检测

结果直观、易于判读。SNP⁃array法检测成本较高，

检测时间较长，且仅能检出缺失型及同源性单亲

二倍体型，而对于异源性及混合源性单亲二倍体

型则需补充双亲 SNP⁃array 检测结果一同分析，更

增加了检测成本。

将这一 PWS/AS遗传学分析方案应用于广东地

区的临床诊疗实践，共诊断PWS患儿 36例、AS患儿

14例。PWS及AS呈现随年龄而异的时序化临床症

候群、早期临床表现与多种神经系疾病存在重叠性，

因而早期临床诊断存在一定困难。以往的研究

中［6，12 ⁃ 14］，PWS 患者确诊的年龄中位数间于 0.8 至

19.8 岁，AS 患者确诊的年龄中位数间于 0.9 至 6.2
岁，延误了最佳诊疗时机，对患者的预后及生存质量

造成不良影响。本研究在广东地区的临床实践中，

将 PWS及AS患者的确诊年龄中位数降至 18 d及

27 d。系统分析 PWS及AS的临床和遗传学特征，

于早期明确疾病诊断并确定分子缺陷类型［15⁃16］，及早

开展干预治疗，有助于改善患儿预后［17⁃18］。
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NLR、血清CHE、Ang⁃1与ACI患者病情变化的关系

陶珍 1 崔连奇 1 赵磊 1 程明 2 唐吉刚 2 郭洪伟 2★

［摘 要］ 目的 探讨急性脑梗死（ACI）患者外周血中性粒细胞/淋巴细胞比值（NLR）、血清胆碱

酯酶（CHE）、血管生成素⁃1（Ang⁃1）与患者病情程度的关系。方法 选取本院 2016年 1月至 2018年 3月

收治的 ACI 患者 108 例作为 ACI 组、60 例健康体检志愿者作为对照组，检测对比两组的 NLR、血清

CHE、Ang⁃1 水平，按照美国国立卫生研究院卒中量表（NIHSS）评分、患者脑梗死病灶大小进行分组分

析。结果 ACI 组患者的 NLR 高于对照组（P<0.05），ACI 组患者的血清 CHE、Ang⁃1 水平低于对照组

（P<0.05）；大面积梗死病灶的ACI患者的NLR高于中小面积患者（P<0.05），大面积梗死病灶ACI患者的

血清 CHE、Ang⁃1水平低于中小面积患者（P<0.05）；重型患者的NLR高于轻型、中型患者（P<0.05），重型

患者的血清 CHE、Ang⁃1 水平低于轻型及中型患者（P<0.05）；中型患者的 NLR 高于轻型患者（P<0.05），

中型患者的血清 CHE、Ang⁃1水平低于轻型患者（P<0.05）；ACI患者的NLR与NIHSS评分呈显著的正相

关关系（P<0.05），血清 CHE、Ang⁃1 水平与 NIHSS 评分呈显著的负相关关系（P<0.05）。结论 ACI患
者 NLR、血清 CHE、Ang⁃1水平变化与其梗死病灶大小及神经功能缺损程度具有密切的关系，其对患者

病情评估及治疗具有一定的指导价值。

［关键词］ 急性脑梗死；中性粒细胞/淋巴细胞比值；胆碱酯酶；血管生成素⁃1

Association of NLR value，serum levels of CHE and Ang ⁃ 1 with the onset，
severity and prognosis in patients with acute cerebral infarction
TAO Zhen1，CUI Lianqi1，ZHAO Lei1，CHENG Ming2，TANG Jigang2，GUO Hongwei2★

（1. Department of Neurology，Navy 971 hospital，Qingdao，Shandong，China，266071；2. Department of
Neurology，960 Hospital of the joint service support force of the people􀆳s Liberation Army，Jinan，Shandong，
China，250031）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between severity of acute cerebral infarction
（ACI）and peripheral blood neutrophil to lymphocyte ratio（NLR），serum cholinesterase（CHE），angiopoietin⁃1
（Ang ⁃1）. Methods 108 patients with ACI admitted to our hospital（January 2016 to March 2018）were
selected as the ACI group and 60 healthy volunteers as the control group. The serum levels of NLR，CHE and
Ang⁃1 were measured and compared between the two groups. The patients were grouped according to National
Institutes of Health Stroke Scal（NIHSS）score and the size of cerebral infarction lesions. Results The NLR
value in the ACI group was higher than that in the control group（P<0.05）. The serum levels of CHE and Ang⁃
1 in the ACI group were lower than those in the control group（P<0.05）. The NLR value in ACI patients with
large ⁃ area infarct lesions was higher than that with small and medium ⁃ sized patients（P<0.05）. The serum
levels of CHE and Ang⁃1 in ACI patients with large⁃area infarct lesions were lower than those with small⁃ and
medium⁃sized patients（P<0.05）. The value of NLR in severe patients was higher than that in light and medium
⁃sized patients（P<0.05）. The serum levels of CHE and Ang⁃1in severe patients were lower than those in light

·· 575



分子诊断与治疗杂志 2020年 5月 第 12卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2020, Vol. 12 No. 5

and medium ⁃sized patients（P<0.05）. The value of NLR in medium⁃sized patients was higher than that in light
patients（P<0.05），and the serum levels of CHE and Ang⁃1 in medium⁃sized patients were lower than those in
light patients（P<0.05）. There was a significant positive correlation between the NLR values and NIHSS scores
in ACI patients（P<0.05），and a significant negative correlation between the serum levels of CHE and Ang⁃1
and NIHSS scores（P<0.05）. Conclusion The changes of NLR value，serum CHE and Ang⁃1 levels in ACI
patients are closely related to the size of infarct lesions and the degree of neurological impairment. It has a
certain guiding value for the evaluation and treatment of patients􀆳 condition.

［KEY WORDS］ Acute cerebral infarction；Neutrophil to lymphocyte ratio（NLR）；Cholinesterase；
Angiopoietin⁃1

流行病学研究表明，急性脑梗死（acute cere⁃
bral infarct，ACI）的发病率可超过 586/10 万人［1］。

在合并有基础性高血脂症的群体中，ACI的发病率

可进一步的上升［2］。临床上对于 ACI 的病情评估

具有重要的意义，其能够在指导 ACI 患者的诊疗

及临床预后随访方面发挥作用。外周血中性粒细

胞/淋巴细胞比值（neutrophil⁃ to⁃lymphocyte ratio，
NLR）的上升，能够增强炎症反应的激活程度，加

剧下游中性粒细胞的激活，最终诱使脑组织的损

伤［3］；血清胆碱酯酶（cholinesterase，CHE）的表达，

能够中和氧化自由基，降低神经元细胞的损伤程

度，进而保护脑组织，降低远期并发症的发生率［4］；

血管生成素⁃1（Angiopoietin⁃1，Ang⁃1）是血管内皮

生长因子家族成员，其能够通过诱导新生血管内

皮细胞的增生，提高新生血管的形成速度，进而促

进神经元细胞的损伤修复过程［5］。为了为临床

ACI患者的诊疗提供理论方面的血清参考，本次研

究选取 2016年 1月至 2018年 3月本院收治的ACI
患者 108例，探讨了NLR、血清CHE、Ang⁃1的表达

及其与ACI患者的病情关系。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取本院 2016 年 1 月至 2018 年 3 月收治的

ACI患者 108例作为ACI组，60例健康体检志愿者

作为对照组。ACI 组年龄 57~80 岁，平均 68.3±8.2
岁，男性患者 68例、女性患者 40例；其中大面积梗

死病灶患者 38 例（直径≥4 cm）、中小面积梗死病

灶患者 70 例（<4 cm）；依据美国国立卫生研究院

卒 中 量 表（National institutes of health stroke scal，
NIHSS）［6］分组：轻型 38例（评分<4分）、中型 46例

（评分 4~15分）、重型 24例（评分≥15分）。对照组

年龄 53~79岁，平均（66.9±7.0）岁，男性患者 32例、

女性患者 28例。两组研究对象的年龄、性别比较，

差异无统计学意义（P>0.05）。

入选标准：①ACI患者的诊断标准参考中华医

学会制定的标准［7］；②患者入院后经CT、MRI检查

确诊病情；③首发脑血管疾病患者；④患者起病后

48 h 内入院接受相关检查及治疗；⑤本研究符合

《赫尔辛基宣言》对临床人体试验的相关规定并

经过本医学伦理委员会批准。排除标准：①颅内

肿瘤等占位性病变；②出血性脑卒中；③颅脑外伤

病史按照；④精神疾病病史、认知功能障碍患者；

⑤伴有其他系统的重大疾病。

1.2 检测方法

采用一次性静脉血采集器进行肘部静脉血采

集，采集 4 mL静脉血后自然放置，其中 2 mL取上

清液体进行检测。采用免疫发光仪（美国贝克曼

库尔特有限公司生产，型号：UniCel DxI 800）及配

套试剂（美国贝克曼库尔特有限公司，规格：2×250
测试，）进行CHE检测；采用酶标仪（北京华安麦克

生物技术有限公司，型号：HFA4500）检测血清Ang
⁃1水平。另外 2 mL静脉血后自然放置后，采用全

自动血液系统分析仪器（日本希森美康株式会社，

型号：sysmex/XN1000）检测患者中性粒细胞及淋

巴细胞水平，并计算NLR值。

1.3 NIHSS评分标准

NIHSS 评分标准［6］，总分 0~42 分，评分越高，

患者的神经缺损功能月严重；0~1 分（正常）；1~4
分（轻度）；5~15 分（中度）；15~20 分（中重度）；

21~42 分（重度）。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 21.0 统计软件数据进行处理，采

用（x ± s）表示符合正态分布的计量资料，多组样

本均数比较进行方差分析，组间比较采用 t 检
验；应用 c2 检验分析计数资料；相关性分析采用

Pearson 线性相关分析法；P<0.05 差异具有统计

学意义。
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2 结果

2.1 ACI组和对照组的NLR、血清 CHE、Ang⁃1水

平比较

ACI组患者的NLR高于对照组（P<0.05），ACI
组患者的血清 CHE、Ang⁃1 水平低于对照组（P<
0.05）。见表 1。

2.2 不同梗死病灶大小的 ACI 患者 NLR、血清

CHE、Ang⁃1水平比较

大面积梗死病灶的ACI患者的NLR高于中小

面积患者（P<0.05），大面积梗死病灶 ACI 患者的

血清 CHE、Ang ⁃ 1 水平低于中小面积患者（P<
0.05）。见表 2。

2.3 不同神经功能缺损程度的 ACI患者 NLR、血

清CHE、Ang⁃1水平比较

重型患者的 NLR 高于轻型、中型患者（P<
0.05），重型患者的血清 CHE、Ang⁃1水平低于轻型

及中型患者（P<0.05）；中型患者的 NLR 高于轻型

患者（P<0.05），中型患者的血清 CHE、Ang⁃1 水平

低于轻型患者（P<0.05）。见表 3。
2.4 ACI 患者 NLR、血清 CHE、Ang⁃1 水平与

NIHSS评分的关系

采用线性简单相关分析，结果显示 ACI 患者

的 NLR 与 NIHSS 评分呈显著的正相关关系（P<

0.05），血清 CHE、Ang⁃1水平与NIHSS评分呈显著

的负相关关系（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

高血压或者长期的其他基础性疾病，均能够促

进ACI的发生，在合并有动脉粥样硬化的群体中，

ACI的发布率或者致残率均可进一步的上升［8］。临

床观察发现，ACI患者远期脑功能障碍的风险可超

过 15%以上，同时患者病情进展速度较快，远期临

床结局的恶化风险较高［9］。现阶段主要通过神经特

异性烯醇化酶进而评估ACI患者的病情，其虽然能

够评估神经元细胞的损害程度，但部分研究认为，

依靠神经特异性烯醇化酶评估ACI患者病情的灵

敏度不足 45%，其评估患者病情的吻合程度较

低［10］。本研究对ACI患者血清中NLR、血清 CHE、
Ang⁃1分析研究，揭示ACI患者病情进展原理，为临

床上ACI的诊疗提供新的参考性血清学指标。

NLR是反应患者体内中性粒细胞及淋巴细胞

相对活跃状态的指标，中性粒细胞的激活或者炎

症反应的加剧，均能够促进NLR的上升，加剧神经

元细胞膜完整性的破坏。基础方面的研究显示，

NLR 的上升还能够加剧下游肿瘤坏死因子 a的激

活，最终促进脑组织的损伤和病情加剧；血清 CHE
不仅能够参与到消化系统疾病的病情进展过程中，

组别

ACI组
对照组

t值
P值

n
108
60

NLR
2.89±0.63
1.86±0.44
11.227
0.000

CHE（U/L）
7103.6±802.8
8104.8±955.2

-7.230
0.000

Ang⁃1（ng/mL）
1.02±0.30
1.55±0.34
-10.456
0.000

表 1 两组NLR、血清CHE、Ang⁃1水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of NLR value，serum CHE and Ang⁃1
levels in ACI of 2 groups（x ± s）

病灶体积

大面积

中小面积

t值
P值

n

38
70

NLR
3.30±0.61
2.63±0.58
5.630
0.000

CHE（U/L）
6560.4±668.2
7469.2±783.5

-6.052
0.000

Ang⁃1（ng/mL）
0.88±0.24
1.11±0.28
-4.280
0.000

表 2 不同梗死病灶大小的ACI患者NLR、血清CHE、
Ang⁃1水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of NLR value，serum CHE and Ang⁃1
levels in ACI patients with different infarct size（x ± s）

病情程度

轻型

中型

重型

F值

P值

n

38
46
24

NLR

2.50±0.44
2.81±0.57
3.39±0.52
18.856
0.000

CHE
（U/L）

7402.6±775.4
7155.7±793.6
6108.4±552.7

15.449
0.000

Ang⁃1
（ng/mL）
1.26±0.27
0.95±0.26
0.77±0.18
21.025
0.000

表 3 不同神经功能缺损程度的ACI患者NLR、血清

CHE、Ang⁃1水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of NLR value，serum CHE and Ang⁃1
levels in ACI patients with different degrees of neurological

deficit（x ± s）

指标

NLR
CHE
Ang⁃1

NIHSS评分

c2值

0.518
-0.663
-0.570

P值

0.000
0.000
0.000

表 4 相关性分析

Table 4 Correlation analysis
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同时在炎症反应、自身免疫性损伤过程中同样可现

在波动。CHE的下降失去了其对于神经元细胞膜

氧化应激的保护作用，导致神经鞘膜脂酶的过度

消耗［11］；Ang⁃1 是血管内皮相关因子，其能够通过

诱导损伤的毛细血管的修复，最终提高脑组织的

血流灌注水平，提高损伤脑组织的血氧水平［12］。

部分研究者分析了 NLR 的表达与 ACI 的关系，认

为在ACI患者中，NLR可明显上升［13］，但对于血清

CHE、Ang⁃1的表达及其与ACI患者病情程度关系

的分析不足。

本次研究结果提示了 NLR、血清 CHE、Ang⁃1
的异常表达均能够影响到 ACI 的病情进展过程

中。这主要与 NLR、CHE、Ang⁃1的下列几个方面

的因素有关［14⁃15］：①NLR 的上升，能够提高下游炎

症性信号通路 NF⁃KB 的激活程度，最终促进脑组

织的损害和神经元细胞的凋亡；②血清 CHE 的表

达下降主要由于神经元细胞损伤导致的过度 CHE
的消耗有关，而Ang⁃1的下降则失去了其对于损伤

部分脑组织的新生血管的修复作用，导致脑组织持

续性血流灌注不足，促进了脑组织的缺血性坏死。

袁婷婷等［15］研究者也发现，在ACI患者中，NLR可平

均上升 45%~65%左右，同时在合并有认知功能或者

空间定向能力障碍的患者中，NLR 的上升更为显

著［16］。在梗死面积较大的患者中，NLR可进一步的

上升，而血清CHE、Ang⁃1可进一步的下降，提示了

相关指标与梗死面积同样具有一定的关联，这主要

由于梗死面积越大，体内的炎症反应的激活越为明

显，NLR越高，而血清CHE的下降则主要由于梗死

范围增加，促进了神经胆碱酯酶的灭活和消耗。在

神经功能缺损较为严重的患者中，NLR可进一步的

上升，而血清CHE、Ang⁃1可进一步的下降，提示了

相关指标与神经功能缺损同样密切相关，这主要由

于NLR、血清CHE、Ang⁃1的改变，能够影响到神经

元突触传递的完整性，导致神经鞘膜跳跃式传递的

异常，最终导致神经功能缺损的加重。相关关系分

析也发现，NLR、血清CHE、Ang⁃1与NIHSS评分均

具有密切的相关关系，临床上可以通过检测NLR、血
清CHE、Ang⁃1，进而评估ACI患者的病情［17⁃19］。

综上所述，在 ACI 患者中，NLR 明显上升，而

血清CHE、Ang⁃1明显下降，NLR、血清CHE、Ang⁃1
的表达与梗死范围、神经功能缺损程度密切相

关。本次研究的局限性在于未能探讨 NLR、血清

CHE、Ang⁃1的诊断学价值。
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LA16c⁃313D11.11与miR⁃205⁃5p在子宫内膜癌中的
表达及意义

韩雪松 1 丁雪 2 赵鹏 3 于辉 4 辛卫娟 2★

［摘 要］ 目的 检测 LA16c⁃313D11.11 及 miR⁃205⁃5p 在正常子宫内膜、子宫内膜非典型增生

（EAH）和子宫内膜癌（EC）组织中的表达情况及意义。方法 采用实时荧光定量 PCR（qRT⁃PCR）技术

分析 LA16c⁃313D11.11及miR⁃205⁃5p在 60例子宫内膜癌组织，20例子宫内膜非典型增生组织和 20例正

常子宫内膜组织中的表达。结果 LA16c⁃313D11.11在子宫内膜癌中表达明显降低，而miR⁃205⁃5p在子

宫内膜癌中表达明显升高。LA16c⁃313D11.11和miR⁃205⁃5p的表达与子宫内膜癌 FIGO分期及淋巴结转

移明显相关（P<0.05）。LA16c⁃313D11.11 与 miR⁃205⁃5p 在子宫内膜癌中呈负性相关（P<0.05）。结论

子宫内膜癌中 LA16c⁃313D11.11 可能通过内源竞争抑制 miR⁃205⁃5p 的表达来发挥作用，也许是诊断和

治疗子宫内膜癌及判定其预后的一个新的标志物。

［关键词］ 子宫内膜癌；LA16c⁃313D11.11；miR⁃205⁃5p

Expression and Significance of LncRNA⁃LA16c⁃313D11.11 and miR⁃205⁃5p in
Endometrial Carcinoma
HAN Xuesong1，DING Xue2，ZHAO Peng3，YU Hui4，XIN Weijuan2 ★

（1. Obstetrics，the first affiliated hospital of kunming medical university，Kunming，Yunnan，China，650032；
2. Department of obstetrics and gynecology，fudan university，Shanghai，China，200090；3. Department of
cardiology，dezhou people 􀆳 s hospital，Dezhou，Shangdong，China，253001；4. School of medicine and
nursing，dezhou university，Dezhou，Shangdong，China，253001）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the expression and significance of LA16c⁃313D11.11 and miR⁃
205 ⁃ 5p in normal endometrium，endometrial atypical hyperplasia（EAH）and endometrial carcinoma（EC）
tissues，and to explore its clinical application. Methods Quantitative real ⁃ time PCR（qRT ⁃ PCR）was
performed to analyze expressions of LA16c⁃313D11.11 and miR⁃205⁃5p in 60 EC tissues，20 atypical EAH
tissues and 20 normal endometrium tissues. Results The expression of LA16c⁃313D11.11 was significantly
reduced in endometrial cancer，while the expression of miR⁃205⁃5p was significantly increased in endometrial
cancer. The expressions of LA16c⁃313D11.11 and miR⁃205⁃5p were significantly correlated with FIGO stage of
endometrial cancer and lymph node metastasis（P<0.05）. LA16c⁃313D11.11 and miR⁃205⁃5p were negatively
correlated in endometrial cancer（P<0.05）. Conclusion In endometrial cancer，LA16c⁃313D11.11 may play
a role by inhibiting the expression of miR⁃205⁃5p through endogenous competition. LA16c⁃313d11.11 could be
a new marker for the diagnosis and treatment of endometrial cancer and its prognosis.

［KEY WORD］ Endometrial cancer；LA16c⁃313D11.11；MiR⁃205⁃5p
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子宫内膜癌是发生于子宫内膜的一组上皮性

恶性肿瘤，是女性生殖系统常见的肿瘤，随着女性

生活饮食行为习惯的改变，每年的新发病例呈迅猛

上升趋势，在我国已成为仅次于宫颈癌的导致死亡

的常见妇科恶性肿瘤［1］。子宫内膜癌的发病原因迄

今尚不明确，许多研究证明其涉及除雌孕激素外的

许多其他分子通路及机制［2］。近年来大量国内外研

究指出子宫内膜癌的发生和发展与非编码RNA密

切相关［3 ⁃ 5］ 。研究表明 MicroRNA（miRNA）是

mRNA编码蛋白质的调节因子，对基因表达、细胞

分化、凋亡乃至个体发育产生重要影响，其中miR⁃
205⁃5p在子宫内膜癌的发生发展中发挥了重要的

调控作用，有文献报道 LncRNA（Long non⁃coding
RNAs，LncRNAs）对 miRNA 有内源竞争抑制作

用［6］。本实验前期研究在含有miR⁃205⁃5p结合位

点的 LncRNA 中筛选出在子宫内膜癌组织中表达

下调的 LncRNA⁃LA16C⁃313D11.11，并证实其与

miR⁃205⁃5P 具有竞争抑制作用［7］。但其在子宫内

膜癌中的具体作用尚未可知，本研究旨在明确

LA16c⁃313D11.11 和 miR⁃205⁃5p 在子宫内膜癌中

的表达及意义。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2013年 1月至 2016年 2月在复旦大学附

属妇产科医院进行手术的子宫内膜癌手术标本 60
例。患者年龄 26~76 岁，中位年龄 55 岁。收集同

期子宫内膜非典型增生组织 20 例（患者年龄 37~
53 岁，中位年龄 47 岁）和正常子宫内膜组织 20 例

（患者年龄 49~61岁，中位年龄 49岁）作为对照组，

正常子宫内膜组织来源于因子宫良性疾病（如子

宫脱垂或子宫肌瘤等）行子宫切除术后证实子宫

内膜组织正常者。3组年龄有可比性。纳入标准：

患者术前均未行化疗、放疗或激素治疗且均签署

知情同意书。排除标准：患者术前曾接受激素或

放化疗治疗且未签署知情同意书者。

1.2 方法

实 时 荧 光 定 量 qRT ⁃ PCR 检 测 LA16c ⁃
313D11.11和miR⁃205⁃5p表达情况按照 Trizol（In⁃
vitrogen，USA）试剂盒说明书进行细胞总 RNA 提

取，紫外分光光度计测定 RNA 浓度和纯度。反转

录 使 用 Prime ScriptTM RT 试 剂 盒（Takara，Ja⁃
pan），按说明书操作。采用 Primer5.0 软件设计引

物。LA16c⁃313D11.11 引物：上游 5′⁃TGAAGGA
GGTTATTGACGCA；下 游 ：5′ ⁃ GAGGGGAAA⁃
CAGTCCAGAGT。 miR⁃205⁃5p 引物：上游：5′⁃
TCCACCGGAGTCTGTCTCAT；下游：5′⁃GCTGT⁃
CAACGATACGCTACG。GAPDH 引物：上游：5′⁃
AGAAGGCTGGGGCTCATTTG ⁃ 3；下 游 ：5′ ⁃
AGGGGCCATCCACAGTCTTC ⁃3′ 。采 用 SYBR
Premix ExTaq TM 试 剂 盒（Takara，Japan）和 Ro⁃
tor⁃Gene3000 系统进行实时荧光定量 PCR 反应及

测定。每个反应设 3个复孔。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 19.0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，

两组间用独立样本 t检验，多组间采用单因素方差

分析方差不齐者采用非参数检验，相关性分析用

等级资料 Spearman 秩相关，以 r=0 作为判断相关

性的标准。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 3组病理检查结果

2.1 LA16c⁃313D11.11和miR⁃205⁃5p 在不同子宫

内膜组织中的表达情况。见图 1。
LA16c⁃313D11.11在正常组织、EAH组织及子

宫内膜癌组织中的表达结果为 EC组最低，其次为

EAH 组，最高是正常组，3组间比较差异有统计学

图 1 不同子宫内膜组织的HE染色（×40）
Figure 1 HE staining in different endometrial tissues（×40）
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意义（P<0.05）。miR⁃205⁃5p 的表达在正常组织、

EAH 组织及子宫内膜癌组织中表达结果为 EC 组

最高，其次是 EAH 组，最低是正常组，3 组间比较

差异有统计学意义（P<0.05）。见图 2。

2.2 LA16c⁃313D11.11和miR⁃205⁃5p的表达与子

宫内膜癌临床病理参数的关系

以中位值作为截断，将表达量大于等于中位

值的 LA16c⁃313D11.11定义为高表达组，表达量小

于 中 位 值 定 义 为 低 表 达 组 。 发 现 LA16c ⁃
313D11.11低表达与 FIGO晚期及淋巴结转移有显

著 相 关（P<0.05）。 结 果 表 明 ，低 表 达 LA16c ⁃
313D11.11与更具侵袭性的子宫内膜癌表型相关，

miR⁃205⁃5p 的表达也与 FIGO 分期及淋巴转移相

关（P<0.05）。见表 1。
2.3 LA16c⁃313D11.11与miR⁃205⁃5p表达的相关性

在 正 常 子 宫 内 膜 组 织 和 EAH 中 LA16c ⁃
313D11.11和miR⁃205⁃5p的表达，差异无统计学意

义（P>0.05）。在 EC 组中 Spearman 相关分析呈现

负性相关（P<0.05，rs＝-0.305）。见表 2。
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图 2 LA16c⁃313D11.11/miR⁃205⁃5p在不同子宫内膜组织

中的表达情况

Figure 2 Expression levels of LA16c⁃313D11.11/miR⁃205⁃
5p in different endometrial tissues

临床病理特征

年龄（岁）
<50
≥55

组织学类型
内膜样腺癌
浆液性腺癌
透明细胞癌

月经状况
绝经前
绝经后

FIGO分期
Ⅰ~Ⅱ期
Ⅲ~Ⅳ期

组织学分级
G1
G2
G3

肌层浸润
≤1/2
>1/2

淋巴转移
转移
未转移

n

16
44

45
10
5

20
40

47
13

30
8
7

42
18

13
47

LA16c⁃313D11.11

低表达

8（13.3）
19（31.7）

21（35）
5（8.3）
1（1.7）

10（16.7）
17（28.3）

18（30）
9（15）

14（23.3）
4（6.7）
3（5）

19（31.7）
8（13.3）

9（15）
18（30）

高表达

8（13.3）
25（41.7）

24（40）
5（8.3）
4（6.7）

10（16.7）
23（38.3）

29（48.3）
4（6.7）

16（26.6）
4（6.7）
4（6.7）

23（38.3）
10（16.7）

23（38.3）
10（16.7）

c2值

0.220

1.414

0.303

3.937

0.077

0.003

P值

0.639

0.493

0.582

0.047

0.962

0.955

0.047

miR⁃205⁃5p

低表达

9（15.0）
16（26.6）

21（35）
1（1.7）
3（5）

9（15）
16（26.6）

23（38.3）
2（3.3）

16（26.7）
2（3.3）
3（5）

20（33.3）
5（8.3）

2（3.3）
23（38.3）

高表达

7（11.7）
28（46.7）

24（40）
9（15）
2（3.3）

11（18.4）
24（40）

24（40）
11（18.4）

14（23.3）
6（10）
4（6.7）

22（36.7）
13（21.7）

11（18.4）
24（40）

c2值

1.909

5.377

0.137

4.716

2.039

2.041

P值

0.167

0.071

0.711

0.030

0.352

0.153

0.030

表 1 LA16c⁃313D11.11/miR⁃205⁃5p表达与肿瘤临床病理指标的关系［n（%）］

Table 1 Association of LA16c⁃313D11.11 and miR205⁃5p expression with the clinicopathological characteristics of
patients with EC［n（%）］

3 讨论

miRNA 是内源性的大小在 20~25 nt的一类非

编码 RNA，在细胞核内转录成 70~100 nt的双链发

夹状前体 RNA并经过Dicer酶和Drosha酶的分步

切割，进入 RISC 复合体中，通过与靶 mRNA 的 3′
端非编码区（3′⁃UTR）不完全配对结合，在转录后

水平抑制靶 mRNA 表达或介导靶 mRNA 降解。
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miRNA最早于 1993年在线虫身上发现［8］，后续研

究阐明其参与生命过程中一系列的重要进程，包括

发育、造血、器官形成、凋亡、细胞增殖，甚至肿瘤发

生［9⁃11］。Daikoku等［10］在小鼠子宫内存在于所有的

多细胞生物中，同时具有一定的保守性，提示其在

多种生物反应过程中膜癌标本中发现 miR⁃199a、
miR⁃101a下调。Todd等［12］在对正常子宫内膜、不典

型增生内膜及子宫内膜癌的研究中，发现了 13 个

差异表达显著的 miRNA，其中下调的 miRNA 5 个

（1et⁃7i，miR⁃221，miR⁃193，miR⁃152，miR⁃30c），上

调的 miRNA 8 个（miR⁃185，miR⁃106a，miR⁃181a，
miR⁃210，miR⁃423，miR⁃103，miR⁃107，let⁃7c）。Lof⁃
fe YJ 等［13］研究发现在子宫内膜癌细胞株 AN3CA
和KLE中miR⁃19b、miR⁃20a、miR⁃21、miR⁃26a高表

达。Lee H等［14］在对正常子宫内膜、异常增生子宫

内膜及子宫内膜癌组织的研究中发现 miR⁃182、
miR⁃183、miR⁃200a、miR⁃200c和miR⁃205在子宫内

膜癌中高表达。Karaayvaz M等［15］对正常子宫内膜

组织和子宫内膜癌组织中的miR⁃200c和miR⁃205⁃
5p的表达水平进行检测，结果发现miR⁃205⁃5p 不

仅可以作为子宫内膜癌诊断的一个有效标志物，而

且能预测子宫内膜癌患者的临床预后。

LncRNA 是一类长度介于 200 nt~100 kb 之间

的非编码 RNA，位于细胞核和细胞质中，在真核细

胞中普遍被转录。越来越多的证据表明，LncRNA
与癌症的发生存在密切的关系［16］。LncRNA差异表

达于正常组织与其相应不典型增生的组织及肿瘤

中，而且特异性 LncRNA 可作为肿瘤的预测因

子［17］。Gibb等［18］从人类正常组织到人类癌组织描

写 LncRNA转录谱，在癌症中存在异常的 LncRNA
表达谱。应激介导长链非编码转录体 5（long stress⁃
induced non⁃coding transcript⁃5，LSINCT5）是一个在

细胞核集中分布，大小为 2.6 kb的多聚腺苷酸，相对

于正常的组织，LSINCT5在乳腺癌和卵巢癌细胞系

及肿瘤组织中存在过量表达，敲除LSINCT5能明显

抑制癌细胞增殖并伴随多种基因的表达下调，推测

LSINCT5可能是通过调节下游的靶基因，促进癌细

胞增殖，发挥致癌作用［19］。Gloss等［20］研究发现了一

个潜在的卵巢癌的表观遗传标志物 LOC134466，研
究显示该 LncRNA在 II型浆液性卵巢癌 CpG岛存

在高达 81%甲基化（81/100），而其它不同类型卵巢

癌仅为 7.7%（1/13），因此认为该标志物对 II型浆液

性卵巢癌诊断具有潜在价值。LncRNA⁃MALAT1
通过调节基因表达影响宫颈癌细胞生长和细胞转

移［21］。Akrami等［22］研究发现在浆液性卵巢腺癌中

位于 1号染色体上的 LncRNA⁃OVAL转录激活，同

样的现象发生在包括子宫内膜癌在内的其他 16种

癌症中。这说明体细胞 LncRNA 可以特别针对人

类基因组扩增，发挥作用参与肿瘤的发生或发展。

综上所述，本研究阐明了 LA16c⁃313D11.11对

子宫内膜癌增殖侵袭的影响，以及在子宫内膜癌

中 LA16c⁃313D11.11 可能通过内源竞争抑制 miR⁃
205⁃5p 发挥作用，这将为子宫内膜癌的治疗提供

更有效的思路。后续研究我们将进一步明确其作

用机制，从而对子宫内膜癌的诊断和治疗提供新

的依据。
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组别

Normal（n=20）
EAH（n=20）
EC（n=60）

r值
-0.090
-0.374
-0.305a

P值

0.704
0.104
0.037 a

表 2 LA16c⁃313D11.11与miR⁃205⁃5p在不同子宫内膜组

织中表达的相关性

Table 2 correlation between LA16c⁃313D11.11 and miR⁃205
⁃5p expression in different endometrial tissues

注：aP<0.05。
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结核感染致胸壁肿物的病原检测方法的比较研究

曾定科 1 赵健 2★

［摘 要］ 目的 探讨GeneXpert Mtb/RIF在结核感染致胸壁肿物诊断中的价值。方法 回顾 2017
至 2018年广州市胸科医院因“胸壁肿物”，临床考虑结核感染引起，行胸壁病灶清除手术，同时在手术中留

取病灶或脓液行GeneXpert Mtb/RIF、r⁃干扰素释放试验（IGRAs）、结核菌培养、结核菌涂片检验及病理检查

的患者，总共 69例。计算 4种检测方法的灵敏度、特异度，阳性预测值、阴性预测值，一致率，分析比较四种

方法对于“胸壁结核”诊断的意义。 结果 69例患者中有 9例经病理确定为非结核感染，60例病理示结核，

确诊为结核感染。以病理诊断结核为金标准，GeneXpert Mtb/RIF、IGRAs、结核菌培养、结核菌涂片的灵敏

度分别为 90.0%、88.3%、31.7%、18.3%，特异度分别为 100%、88.9%、66.7%、88.9%，GeneXpert Mtb/RIF的灵

敏度明显高于结核菌涂片及结核菌培养，差异有统计学意义（P<0.05），与 IGRAs的灵敏度对比，两者相近，

差异无统计学意义（P>0.05）。结论 胸壁肿物最常见病因为结核感染，在结核感染所致的胸壁肿物患者

中，可选用耗时短的GeneXpert Mtb/RIF方法检测，可及时作可靠诊断，对指导治疗有很大参考意义。

［关键词］ 胸壁肿物；GeneXpert Mtb/RIF；灵敏度；诊疗

Value of genexpert mtb/rif in clinical diagnosis and treatment of patients with
chest wall tuberculosis
ZENG Dingke1，ZHAO Jian2★

（1. Chest Surgery of Affiliated Oncology Hospital of Guangzhou Medical University， Guangzhou，
Guangdong，China，510095；2. Chest Surgery of Guangzhou chest hospital，Guangzhou，Guangdong，China，
510095）

［ABSTRACT］ Objective To explore the value of GeneXpert Mtb/RIF in the diagnosis of“chest wall
tuberculosis”in clinical practice. Methods Patients with“chest wall tumor”were retrospectively observed at
Guangzhou Chest Hospital from 2017 to 2018. Clinical considerations are due to tuberculosis infection. Chest
wall lesion was removed by surgery. During the operation，69 patients were enrolled in the study. Lesions and
pus were collected for GeneXpert Mtb / RIF，r ⁃ interferon release test （IGRAs），tuberculosis culture，
tuberculosis smear test and pathological examination. The sensitivity，specificity，positive predictive value，
negative predictive value，and agreement rate of the four detection methods were calculated. The significance
of four methods for the diagnosis of“chest wall tuberculosis”was evaluated. Results Nine of the 69 patients
were confirmed to be non⁃tuberculosis infection by pathology，and 60 cases were diagnosed as tuberculosis by
pathology. Taking the pathological diagnosis of tuberculosis as the gold standard，the sensitivity of GeneXpert
Mtb / RIF，IGRAs，tuberculosis culture，and tuberculosis smear were 90.0%，88.3%，31.7%，and 18.3%，

and the specificity was 100%，88.9%，66.7% and 88.9%，respectively. The sensitivity of GeneXpert Mtb /
RIF was significantly higher than that of tuberculosis smear and tuberculosis culture，the difference was
statistically significant（P<0.05）. Interestingly，GeneXpert Mtb / RIF has a similar sensitivity with IGRAs（P>
0.05）. However，due to the short detection time of GeneXpertMtb / RIF method，the result comes out within 2
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hours，which is very helpful for the rapid diagnosis of disease and the detection of RFP resistance.
Conclusion GeneXpertMtb/RIF has a good specificity and sensitivity in the diagnosis of chest wall
tuberculosis. Another advantage of GeneXpertMtb/RIF is simple and fast. Hence，itF has an important clinical
application value in the diagnosis and treatment of chest wall tuberculosis.

［KEY WORDS］ Chest wall tuberculosis；GeneXpert Mtb/RIF；Sensitivity；Diagnosis and treatment

胸壁肿物是指胸壁组织病变，致胸壁皮肤隆

起的一种表现，属胸壁疾病的范畴。而结核感染

致的胸壁肿物最为常见，严重危害人类的健康。

结核感染引起的疾患，统称为结核病，是由结核分

枝杆菌感染引起的慢性传染病，潜伏期多在 4~8周

之间。结核菌可能侵入人体全身各种器官，其中

80%发生在肺部，其他部位，除毛发，指甲外，均可

发生结核菌继发感染，如颈淋巴、肠道、骨骼、胸

膜，胸壁等。结核病的主要传染方式为呼吸道传

染。传染源主要是痰菌阳性（涂片及培养阳性）

的患者。随着环境污染及人类免疫缺陷病毒的传

播，结核病发病率并未得到有效控制。临床上除

少数发病急促外，如干酪性肺炎，结核病发病过

程多呈慢病改变。常有午后潮热，乏力、消瘦等

结核中毒症状，多伴咳嗽、咳痰等呼吸系统表

现。结核病分为肺结核与肺外结核，肺外结核以

淋巴结结核最为常见占肺外结核的 20％~50％，

占所有结核病的 4.0％~5.1％［1⁃2］，是肺外结核中最

为常见的疾患之一。 而结核感染所致胸壁肿物，

指的是继发于肺或胸膜结核感染的肋骨、胸骨、

胸壁软组织结核病变，其作为肺外结核的另一种

表现，虽然较为少见，但其复发率较高，除结核药

物化疗外，多需手术干预，影响着人类的健康和

生活，本文以胸壁肿物为疾病背景，结合临床与

检验展开研究。

目前，结核病的确诊主要有赖于病原学（结核

菌涂片与培养）或病理学检查［3⁃4］。 而病理以及结

核菌培养检查时间长，结核菌涂片检查时间虽短

但，敏感性不高［5⁃6］。因此，临床迫切需要寻找一种

快速、准确的检测手段。近年来兴起的 GeneX⁃
pert Mtb/RIF 法，运用 GeneXpert 检测系统，是一种

PCR 检测手段，可在体外对结核分枝杆菌进行检

测，以及提供针对利福平的耐药性检测。它的准

确性高：可检测低含菌量，低浓度的标本，更灵敏；

检测快速：最快可在 2小时内出结果；检测利福平

是否耐药：能尽早检测并提示利福平耐药情况，使

耐药病人得以及时治疗；适用标本类型多样：可在

痰液、尿液、脓液、病灶、脑脊液、支冲液、胸腹水、

胃液及淋巴组织等中检出［7］。 本文回顾分析了本

院在“结核所感染致胸壁肿物”患者中 GeneXpert
MTB/RIF的应用情况，探讨该试验对于“结核感染

致胸壁肿物”患者的诊断与治疗的作用。

1 资料与方法

1.1 临床资料

本研究对象为 2017 年 1 月 1 日~2018 年 12 月

31 日在广州市胸科医院因“胸壁肿物”，临床考虑

结核感染引起，故行胸壁病灶清除手术，同时在手

术中留取病灶或脓液行GeneXpert Mtb/RIF、r⁃干扰

素释放试验（IGRAs）、结核菌培养、结核菌涂片检

验及病理检查的患者，总共 69 例。其中有 9 例经

病例确定为非结核感染（分别为非结核分枝杆菌

感染 4例，郎格汗斯细胞组织细胞增多症、肌内血

管瘤、慢性炎症、神经纤维瘤、软骨肉瘤各 1 例），

60例病理示结核，确定为结核感染。

1.2方法

1.2.1 GeneXpert法
取脓液或病灶样本 1 mL，置入处理管中，然后

加入处理液，盖好瓶盖于涡旋振荡器上振荡 15~
30 s 后，平静状态下放置 15 min，待标本充分液化

后 ，取 2 mL 处理后的标本置于反应盒中，然后将

反应盒置于 GeneXpert MTB／RIF 检测系统中自

动检测。待反应结束后，时间大约为 2 h，检测结

果可直接在检测系 统窗口下观察。

1.2.2 结核菌涂片（液基夹层杯法）

标本先经离心浓缩集菌后涂片，用腊笔将涂

面局部隔开，滴加石炭酸复红染液（称取碱性复红

4 g，溶于 95%酒精 100 mL中成饱和液。再取饱和

液 10 mL 与 5%石炭酸溶液 90 mL 混匀即成），酒

精灯上加热至出现蒸气。切勿沸腾，亦不可使染

液干涸。如有干涸的趋势，应及时补加染液。持

续染色 5~8 min，待冷后流水漂去多余的染液。 用

3%盐酸酒精清（取浓盐酸 3 mL，95%酒 97 mL 混

合）脱色，脱至涂面无色为止，约 1~3 min，自来水
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冲洗。加亚甲基蓝溶液，染色 30 s，水洗干燥后，通

过显微镜检查。结果判定按照中国防痨协会基础

专业委员会制订的实验室检查规程进行［8］。

1.2.3 结核分枝杆菌培养（液体法）

标本材料经前期酸碱处理后接种于液体培养

基内，35℃培养约 2周，观察培养基表面生长菌膜。

1.2.4 IGRAs法
用 BD.CPT 管提取液收集外周血单个核细

胞，结核特异性抗原（ESAT⁃6/CFP⁃10）刺激结核

特异性的 T 淋巴细胞使其分泌 r⁃干扰素，效应

T 淋巴细胞分泌的 r⁃干扰素与模板预包被的抗

r⁃干扰素抗体结合并固定在细胞周围，过夜孵

育，加入酶标二抗，加入底物底物工作液，计算

斑点数［9］。

1.3 统计学分析

根据 SPSS 20.0 统计软件计数资料用 n（%）

表示，使用配对，使用配检验公式法验公式

（b⁃c）2/b+c，V（即 自 由 度）=1 计 算 GeneXpert
Mtb/RIF、IGRAs、结核菌涂片、结核菌培养在灵

敏性上是否存在差别，P<0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

4种检测法的灵敏度、一致率从高到低排序为

GeneXpert Mtb/RIF、IGRAs、结核菌培养、结核菌涂

片。见表 1。

检测方法

涂片法

培养法

IGRAsfa

GeneXpert

阳性

阴性

阳性

阴性

阳性

阴性

阳性

阴性

病理诊断

结核（n=60）

11（18.33）

49（81.67）

19（31.67）

41（68.33）

53（88.33）

7（11.67）

54（90.00）

6（10.00）

非结核（n=9）

1（11.11）

8（88.89）

3（33.33）

6（66.67）

1（11.11）

8（88.89）

0（0.00）

9（100.00）

灵敏度

（%）

18.3

31.7

88.3

90.0

特异度

（%）

88.9

66.7

88.9

100.0

阳性预测值

（%）

91.7

86.4

98.1

100.0

阴性预测值

（%）

14.0

12.8

53.3

60.0

一致率

（%）

27.5

36.2

88.4

91.3

表 1 以病理诊断为标准 4种方法检测的诊断效能［n（%）］

Table 1 Diagnostic efficacy of 4 methods based on pathological diagnosis［n（%）］

注：4 种检测方法的在 60 例病理确诊为“胸壁结核”患者中阳性率对比，GeneXpert 法优于结核菌涂片法，差异有统计学意义（c2=43.0，

P<0.05），GeneXpert 法优于结核菌培养法，差异有统计学意义（c2=35.0，P<0.05），GeneXpert 法于 IGRAs 近似，差异无统计学意义（c2=0.2，

P>0.05）。

3 讨论

胸壁肿物作为胸壁疾病的种类之一，最常见

的病因为结核感染所致，与本研究结果一致。我

国作为结核病高发的国家，虽然已采取一系列措

施遏制结核病，但其仍是危害公共卫生安全的全

球问题之一，仍有较高的发病率和致残致死率。

当前结核病疫情虽然出现缓慢下降的趋势，但由

于耐多药结核病的增多，人类免疫缺陷病毒和结

合菌的双重感染和移民及流动人口中结核病难以

控制［10⁃11］，结核病仍未得到有效控制，严重危害着

人类的身体健康。因此，作为临床一线工作者，快

速而准确的检验检查方法显得尤为重要，需不断

的探索与研究。

目前结核病诊断的金标准仍是病原学（即结

核菌涂片及结核菌培养）或病理学诊断，但是，传

统的涂片方法，耗时较短，但阳性率低，而培养方

法培养周期长，不能在短时间内得到结果，难以为

患者达到早期快速诊断和治疗的目的［5⁃6］；至于病

理检查，由于非结核分枝杆菌感染的发现越来越

多，其病理检查结果有时候极为相似，其金标准的

地位也有所动摇。本研究收集经手术取病理确定

为“胸壁结核”，且标本分别进行 GeneXpert Mtb/
RIF、结核菌涂片，结核菌培养的患者，评价 4种检

测技术对诊断“胸壁结核”应用价值。结果显示，

GeneXpert Mtb/RIF的灵敏性明显高于结核菌涂片

及培养，在肺结核与肺外结核都有重要的诊断及应

用价值［12⁃15］，本实验研究也证实了这一点。其次，
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GeneXpert Mtb/RIF 所提供的利福平耐药检测在结

核治疗方面有重要指导意义［16⁃17］，本次研究的 60
例“胸壁结核”患者中，有 4例患者 GeneXpert Mtb/
RIF检测出利福平耐药，而这 4例患者结核菌培养

均阳性，药敏提示均对利福平耐药，从中可以看出

其有着非常高的一致性，可为临床医师制定结核化

疗方案提供预警。另外，本研究的另一种检测方

法，IGRAs已作为结核病诊断指南的标准之一［18］，

但其出结果时间较长，一般需两天后出结果，广州

市胸科医院医院，是华南地区最大的结核专科医

院，有国家重点专科实验室，但目前情况，IGRAs也
只能一周做两次，而 GeneXpert Mtb/RIF 检测方法

在敏感性方面与其旗鼓相当，且GeneXpert法出结

果时间短，最快 2小时出就有结果，且能提供利福

平敏感试验，在快速诊断方面有更大的优势。

综上所述，GeneXpert Mtb/RIF 在“结核感染致

胸壁肿物”患者中具有良好的敏感性与特异性，对

诊断这类患者具有重要临床应用价值。并且能够

在短时间内（2 h左右）得以诊断，能够有效缩短患

者的诊断时间，提高诊断效率，优于抗酸杆菌涂片

和结核菌培养传统诊断方法，同时其所提供的利

福平耐药检测与结核菌培养药敏结果有着非常高

的一致性，可以对结核病早期化疗方案制定提供

依据，值得临床推广应用。
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益赛普联合柳氮磺吡啶治疗强直性脊柱炎疗效及
miR⁃29a、miR⁃146a的变化

张诺 1★ 郭明蔚 1 陈桂武 2 李刚 2

［摘 要］ 目的 探讨益赛普联合柳氮磺吡啶治疗强直性脊柱炎（AS）疗效及对外周血单个核细胞

（PBMCs）中miR⁃29a、miR⁃146a表达的影响。方法 选取本院AS患者 123例进行前瞻性随机对照研究，

以随机数字表将患者分为对照A组（n=41）、对照 B组（n=41）、观察组（n=41）。对照A组给予益赛普，对

照 B组给予柳氮磺吡啶，观察组给予益赛普联合柳氮磺吡啶，均治疗 12周。比较 3组疗效与治疗前、治

疗 4、8、12周后症状与病情改善情况［脊柱痛、晨僵时间、AS活动指数（BASDAI）评分］、血清炎症因子指

标［C 反应蛋白（CRP）、肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、基质金属蛋白酶⁃3（MMP⁃3）］、PBMCs 中 miR⁃29a、
miR⁃146a水平。结果 经治疗，临床疗效改善率比较结果显示，观察组最高，其次是对照A组，最低是对

照 B组，差异有统计学意义（P<0.05），而无效率则是对照 B组最高，其次是对照 A组，最低是观察组，差

异有统计学意义（P<0.05）；治疗 4、8、12周后脊柱痛、晨僵时间、BASDAI评分、血清 CRP、TNF⁃α、MMP⁃3
及 PBMCs中miR⁃29a、miR⁃146a水平比较结果为：观察组最低，其次是对照A组，最高是对照 B组，差异

有统计学意义（P<0.05）。结论 应用益赛普联合柳氮磺吡啶治疗 AS 患者可减轻机体炎症反应，降低

PBMCs中miR⁃29a、miR⁃146a水平，改善临床症状、病情，疗效显著。

［关键词］ 益赛普；柳氮磺吡啶；强直性脊柱炎；miR⁃29a；miR⁃146a

Effect of Yisaipu combined with sulfasalazine on ankylosing spondylitis and the
changes of miR⁃29a and miR⁃146a
ZHANG Nuo1★，GUO Mingwei1，CHEN Guiwu2，LI Gang2

（1. Rheumatology Dept，Bozhou Hospital of Traditional Chinese Medicine，Bozhou，Anhui，China，236800；
2. Geriatrics Dept，Bozhou Hospital of Traditional Chinese Medicine，Bozhou，Anhui，China，236800）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the efficacy of Yisaipu combined with sulfasalazine in the
treatment of ankylosing spondylitis（AS）and To observe the effects of miR⁃29a and miR⁃146a expression in
peripheral blood mononuclear cells（PBMCs）. Methods 123 patients with AS in our hospital were selected
for prospective randomized controlled study，the patients were divided into control group A（n=41），control
group B（n=41），and the observation group（n=41）by random number table. The control group A was given
Yisaipu，the control group B was given sulfasalazine，and the observation group was given Yisaipu plus sul⁃
fasalazine，all groups were treated for 12 weeks. The efficacy，and improvement of symptoms and conditions
［spine pain，morning stiffness，AS activity index（BASDAI）score］，serum inflammatory factor indicators
［C reactive protein（CRP），tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α），matrix metalloproteinase⁃3（MMP⁃3）］，miR⁃
29a，miR⁃146a levels in PBMCs before treatment，4 weeks，8 weeks，and 12 weeks after treatment in the
three groups were compared. Results After treatment，the comparison of clinical efficacy improvement rate
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showed that the observation group had the highest，followed by the control group A，and the lowest was the

control group B，the difference was statistically significant（P<0.05）. The inefficiency was the highest in the

control group B，followed by the control group A，and the lowest was the observation group （P<0.05）. after

4 weeks，8 weeks，and 12 weeks of treatment，the levels of miR⁃29a and miR⁃146a in spinal pain，morning

stiffness time，BASDAI score，serum CRP，TNF⁃α，MMP⁃3 and PBMCs were as follows：the observation

group was the lowest，followed by the control group A，and the highest was the control group B（P<0.05）.

Conclusion Application of Yisaipu combined with sulfasalazine in the treatment of AS patients can reduce

the body􀆳s inflammatory response，reduce the levels of miR⁃29a and miR⁃146a in PBMCs，improve clinical

symptoms and conditions，and have a significant effect.

［KEY WORDS］ Yisaipu；Sulfasalazine；Ankylosing spondylitis；miR⁃29a；miR⁃146a

强直性脊柱炎（Ankylosing spondylitis，AS）属一

种以脊柱慢性炎症为主要特征的慢性风湿性疾病，

药物治疗为AS主要治疗手段，治疗关键在于减轻炎

症，缓解临床症状，避免畸形，维持正常姿势与最佳

功能位置［1］。柳氮磺吡啶属治疗AS传统药物，虽具

有一定疗效，但作用有限，且副作用较大［2］。益赛普

属肿瘤坏死因子⁃α（Tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）
拮抗类药物，能抑制TNF⁃α表达，阻断其引起的炎症

反应，减轻患者病情［3］。此外，近期研究发现，miR⁃
29a、miR⁃146a等miRNAs于自身免疫功能及多种炎

症调节过程中具有重要作用，可参与风湿性疾病发

生、进展［4⁃5］。但关于益赛普联合柳氮磺吡啶治疗对

AS患者疾病治疗效果及外周血单个核细胞（Periph⁃
eral blood mononuclear cells，PBMCs）中 miR ⁃ 29a、
miR⁃146a表达影响如何尚不明确，本研究通过前瞻

性研究对其进行分析。如下报道。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取本院 2016 年 8 月至 2019 年 8 月 AS 患者

123例进行前瞻性随机对照研究，以随机数字表将

患者分为对照A组（n=41）、对照 B组（n=41）、观察

组（n=41）。本研究经医院伦理委员会批准。

纳入标准：①符合《强直性脊柱炎的诊断与治

疗骨科专家共识》中AS临床诊断标准［6］；②初诊患

者；③入组前 2个月未应用改善病情药物；④疾病

处在活动期；⑤患者知晓本研究，自愿签订知情同

意书。排除标准：①合并心、肾、肝等脏器功能严重

障碍；②合并脑血管疾病、血液系统疾病、恶性肿

瘤；③伴有结核感染；④合并精神、认知功能障碍；

⑤依从性差，无法配合完成治疗；⑥对研究应用药

物过敏。

1.2 方法

1.2.1 治疗方法

①对照 A 组给予益赛普（三生国健药业（上

海）股份有限公司，国药准字 S20050059）治疗：25
mg 益赛普加入 1 mL 生理盐水，在三角肌下缘采

取皮下注射，起始剂量 2次/周，待患者病情缓解后

逐渐降低应用剂量，9~12周减量到 25 mg/周，若出

现减量后病情反复，可回调剂量。②对照 B 组给

予柳氮磺吡啶（上海信谊天平药业有限公司，国药

准字 H31020557）治疗：1.0 g/次，2 次 /d，口服。

③观察组给予益赛普联合柳氮磺吡啶：益赛普应

用剂量与方法同对照 A 组，柳氮磺吡啶应用剂量

与方法同对照B组。3组均治疗 12周。

1.3.2 检测方法

①血清炎症因子检测：采集患者清晨空腹静

脉血样 5 mL，取 3 mL 血样以离心机离心 10 min
（转速：2 500 r/min离心半径：10 cm），提取血清，低

温冻存待检；以免疫比浊法测定血清 C 反应蛋白

（C⁃reactive protein，CRP）水平，双抗夹心酶联免疫

吸附法测定血清 TNF⁃α、基质金属蛋白酶⁃3（Ma⁃
trix metalloproteinase⁃3，MMP⁃3）水平，检测试剂盒

均购于武汉默沙克生物科技有限公司，有关操作

严格按试剂盒说明书执行。②PBMCs中miR⁃29a、
miR⁃146a 检测：取 2mL 血样以 Ficoll 分离液分离

出 PBMCs，按 Trizol 试剂盒说明书提取 PBMCs 中
Small RNA，放置到无 RNA酶水内保存；设计及合

成引物，引物合成与测序均由生工生物工程上海

（股份）有限公司完成；合成 cDNA，应用美国 ABI
公司提供的 7300 荧光定量 PCR 仪以实时荧光定

量 PCR法测定 PBMCs中miR⁃29a、miR⁃146a水平，

每个标本测定 3个复孔，以 2⁃△Ct计算血清miR⁃29a、
miR⁃146a相对表达量。
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1.4 疗效评价

治疗 12 周依据国际 AS 评价工作组（Assess⁃
ment of Spondyloarthritis International So ⁃ ciety，
ASAS）标准［7］评价疗效，以达到 AS疗效评价标准

20%改善（ASAS20）归为改善，未达到为无效，

ASAS20 定义：与治疗前相比，总体评价（Patient
global assessment，PGA）、脊柱炎症、夜间痛与脊柱

痛视觉模拟评分量表（Visual analogue scale，VAS）
分值、Bath 强直性脊柱炎功能指数（Bath ankylos⁃
ing spondylitis functional index，BASFI）4 项指标中

≥3 项改善在 20%及以上，且 VAS 分值降低≥1
分。改善率=改善例数/总例数×100%。

1.5 观察指标

3组治疗 12周后疗效。3组治疗前、治疗 4、8、
12周后症状与病情改善情况［脊柱痛、晨僵时间、AS
活动指数（BASDAI）评分］，脊柱痛应用 VAS 量表

评价，总分 10分，分值越高疼痛程度越高，AS活动

指数包括关节疲倦、肿胀、疼痛程度等维度，总分

10分，分值越高病情越严重［8］。3组治疗前、治疗 4、
8、12周后血清炎症因子指标（CRP、TNF⁃α、MMP⁃3）
水平。④3组治疗前、治疗 4、8、12周后 PBMCs 中
miR⁃29a、miR⁃146a水平。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件分析数据，计量资料以

（x ± s）表示，t检验，多组间比较采用单因素方差分

析；计数资料用 n（%）表示，行 c2 检验；等级资料

应用 Ridit 分析，Z 检验；P<0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 3组基本资料的比较

3 组年龄、体质量、病程、性别、吸烟与饮酒人

数比例、病变部位、CT分期等一般资料相比，差异

无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

资料

年龄（岁）

体质量（kg）
病程（年）

性别（男/女，例）

吸烟

饮酒

病变部位 双侧

单侧

CT分期 Ⅳ期

Ⅲ期

Ⅱ期

观察组（n=41）

30.82±4.13
61.94±6.42
2.85±0.64

25/16
8（19.51）
13（31.71）
14（34.15）
27（65.85）
4（9.76）

20（48.78）
17（41.46）

对照A组（n=41）

31.42±4.56
62.76±7.14
3.02±0.49

23/18
9（21.95）
11（26.83）
13（31.71）
28（68.29）
5（12.20）
21（51.22）
15（36.59）

对照B组（n=41）

30.49±5.07
62.27±6.56
2.93±0.56

24/17
11（26.83）
13（31.71）
16（39.02）
25（60.98）
3（7.32）

24（58.54）
14（34.15）

F/Z/c2值

0.430
0.155
0.624
0.201
0.647
0.309

0.501

0.253

P值

0.651
0.857
0.400
0.904
0.724
0.857

0.779

0.969

表 1 3组一般资料比较［n（%），（x ± s）］

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

2.2 临床疗效

41 例治疗 12 周后临床疗效改善率比较结果

显示，观察组最高 39（95.12%），其次是对照 A 组

32（78.05%），最低是对照B组 25（60.98%），而无效

率则是对照 B 组最高 16（39.02%），其次是对照 A
组 9（21.95%），最低是观察组 2（4.88%），差异有统

计学意义（c2=13.95，P<0.05）。

2.3 症状与病情改善情况、炎症因子、miR⁃29a、
miR⁃146a水平

3组治疗前脊柱痛、晨僵时间、BASDAI 评分、

血清 CRP、TNF⁃α、MMP⁃3 及 PBMCs 中 miR⁃29a、
miR⁃146a水平相比，差异无统计学意义（P>0.05）；

治疗 4周、8周、12周后脊柱痛、晨僵时间、BASDAI
评分、血清 CRP、TNF⁃α、MMP⁃3及 PBMCs中miR⁃
29a、miR⁃146a水平比较结果为：观察组<对照A组

<对照B组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

3 讨论

AS可造成反复腰背疼痛、四肢关节肿痛，病情

严重者甚至会出现受累关节功能丧失、脊柱畸形

等，累及全身多种系统。柳氮磺吡啶可于肠道中降

解成 5⁃氨基水杨酸，发挥抗炎、免疫抑制效果，缓解

因各类炎症造成的临床症状，减轻病情［9］。但单纯

应用柳氮磺吡啶治疗对部分患者疗效不佳。
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时间

治疗前

治疗
4周后

治疗
8周后

治疗
12周后

组别

观察组

对照A组

对照B组

F值

P值

观察组

对照A组

对照B组

F值

P值

观察组

对照A组

对照B组

F值

P值

观察组

对照A组

对照B组

F值

P值

n

41
41
41

41
41
41

41
41
41

41
41
41

症状与病情改善情况

脊柱痛
（分）

6.03±1.24
5.97±1.31
5.92±1.16

0.081
0.922

3.04±1.01
4.22±1.10
5.17±1.24
37.172
<0.001

2.63±0.41
3.08±0.45
3.61±0.53
45.430
<0.001

1.84±0.32
2.97±0.36
3.38±0.41
195.552
<0.001

晨僵时间
（min）

48.23±14.57
47.64±16.03
47.17±15.22

0.050
0.952

21.34±5.63
28.79±7.02
40.06±10.21

58.987
<0.001

16.57±4.45
22.18±6.09
29.10±7.23

44.386
<0.001

12.48±3.11
17.15±4.06
23.60±4.79

78.103
<0.001

BASDAI
评分（分）

6.05±1.34
6.11±1.28
5.98±1.41

0.096
0.909

3.56±0.81
4.33±0.86
5.02±0.93
29.024
<0.001

3.07±0.42
3.74±0.50
4.39±0.67
61.217
<0.001

2.37±0.35
2.88±0.41
3.42±0.44
70.035
<0.001

炎症因子

CRP
（mg/L）
31.55±6.28
30.46±5.71
30.72±6.03

0.368
0.693

20.12±4.07
24.33±4.25
28.14±4.81

34.269
<0.001

15.13±3.49
19.34±3.61
23.39±4.12

49.738
<0.001

12.31±3.16
15.42±3.50
19.93±4.08

46.437
<0.001

TNF⁃α
（μg/mL）

411.38±54.26
412.53±57.29
410.77±56.07

0.011
0.990

354.20±27.10
382.26±30.02
405.31±31.17

30.908
<0.001

334.52±24.06
362.29±25.11
387.30±28.19

42.783
<0.001

315.04±30.44
334.27±32.38
368.19±40.14

24.839
<0.001

MMP⁃3
（pg/mL）

110.58±12.15
112.06±14.03
111.62±11.88

0.146
0.864

91.26±8.02
98.17±8.43

106.69±10.14
30.846
<0.001

85.33±6.61
92.20±8.34
101.38±9.57

38.939
<0.001

78.30±9.17
85.19±10.22
96.21±11.36

31.609
<0.001

miR⁃29a

0.80±0.20
0.78±0.17
0.81±0.22

0.245
0.783

0.56±0.10
0.68±0.11
0.76±0.13
31.959
<0.001

0.43±0.11
0.54±0.12
0.67±0.13
40.906
<0.001

0.30±0.10
0.42±0.12
0.61±0.17
56.385
<0.001

miR⁃146a

2.21±0.34
2.23±0.31
2.18±0.28

0.269
0.765

1.51±0.17
1.87±0.20
2.06±0.22
81.825
<0.001

1.02±0.24
1.40±0.31
1.85±0.36
74.952
<0.001

0.78±0.23
1.02±0.25
1.44±0.30
66.830
<0.001

表 3 3组症状与病情改善情况、炎症因子、miR⁃29a、miR⁃146a水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of symptoms and improvement of condition，inflammatory factors，miR⁃29a，miR⁃146a levels in
3 groups（x ± s）

临床研究指出，TNF⁃α于免疫调节、炎症反应

等方面起着重要作用，可刺激滑膜与软骨成纤维

细胞生成前列腺素 E、胶原酶等，加速骨吸收及骨

质破坏，阻止骨胶原生成，引起局部炎症，参与AS
发病与病程进展过程［10］。可见抗 TNF⁃α生成为治

疗AS重要靶点。益赛普属典型 TNF⁃α拮抗剂，田

军伟等［11］研究报道，应用益赛普治疗AS患者可显

著改善患者临床症状与关节功能，提升疗效。本

研究发现，应用益赛普联合柳氮磺吡啶治疗后患

者临床症状与病情改善，疗效提升，与上述研究

相符。推究其原因为益赛普主要由 TNF⁃α 受体

p75 胞外段和人 IgG1 Fc 段相融合而形成，能不可

逆地竞争性结合血浆与细胞表面 TNF⁃α，抑制

TNF⁃α 生物学活性，减轻机体炎症，缓解 AS 病

情［12］。将益赛普、柳氮磺吡啶结合应用可由不同

途径减轻机体炎症，缓解病情，进而增强治疗效

果。同时，CRP 属促炎性细胞因子，可参与免疫

调节，诱导炎症反应，与 TNF⁃α 一同参与 AS 炎症

反应发生、进展过程；MMP⁃3 为 MMPs 家族中一

员，可起到降解细胞外基质与基质重塑作用，且

与骨破坏、关节软骨病、炎性关节疾病等有关，表

达与 TNF⁃α、CRP 水平呈正相关，属判定 AS 病情

的重要指标物［13］。本研究中，应用益赛普联合柳

氮磺吡啶治疗后血清 CRP、TNF⁃α、MMP⁃3 水平

显著改善，亦证实联合治疗可减轻机体炎症反应，

抑制病情进展。

近期研究报道，miR⁃29a可直接靶向调控Dick⁃
kopf⁃1 的 3′UTR 区域，加速 Wnt/β⁃catenin 信号通

路激活，提高成骨细胞碱性磷酸酶、骨钙素等有关

因子表达；miR⁃146a 能阻止白细胞介素⁃1 受体有

关激酶 1与 TNF受体有关因子 6表达，加速破骨细

胞生成，促进骨质破坏，2者表达与AS疾病活动性

密切相关［14⁃15］。本研究中，应用益赛普联合柳氮磺

吡啶治疗后 PBMCs 中 miR⁃29a、miR⁃146a 水平明

显降低。原因可能与应用益赛普联合柳氮磺吡啶

治疗后机体炎症减轻，骨质破坏减弱，病情缓解等

有关，但具体机制仍有待将来进一步探讨。

综上，联合应用益赛普与柳氮磺吡啶治疗AS患

者能缓解机体炎症反应，下调 PBMCs中miR⁃29a、
miR⁃146a表达，减轻临床症状、病情，提高疗效。
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高血压合并心功能不全对患者 CyP、GDF⁃15、IL⁃18
水平影响研究

刘晓雨 贾国伟 孙荣国 赵明 张巍★

［摘 要］ 目的 探究高血压合并心功能不全对患者环孢素 A结合蛋白（CyP）、生长分化因子⁃15
（GDF⁃15）、白细胞介素⁃18（IL⁃18）水平影响及检测各指标表达的临床意义。方法 选取本院 2016年 12
月至 2019年 12月收治的原发性高血压患者 90例，依照患者伴心功能不全程度分为高血压无心功能不

全组（A=36）、高血压伴轻度心功能不全组（心功能Ⅰ、Ⅱ级，B=32），高血压伴中重度心功能不全组（心功

能为Ⅲ、Ⅳ级，C=22），另选择同期于本院体检的健康志愿者 30例作为对照组。心脏超声检测各组心功

能，酶联免疫吸附法（ELISA）检测各组血清因子水平，Spearman检验分析CyP、GDF⁃15、IL⁃18与高血压合

并心功能不全患者左室射血分数（LVEF）的相关性。结果 B、C两组患者左室舒张末期内径（LVEDD）、

左室收缩末期内径（LVESD）、左房内径（LAD）、室间隔厚度（IVS）较A组和对照组显著增大，LVEF显著降

低，差异具有统计学意义（P<0.05）；A组和对照组 LVEDD、LVESD、LAD、IVS、LVEF比较差异无统计学

意义（P>0.05）。A、B、C 组患者肿瘤坏死因子 ⁃α（TNF⁃α）、IL⁃1β、总抗氧化能力（T⁃AOC）、B 型脑

钠肽（BNP）、IL⁃6、CyP⁃A、CyP⁃B、GDF⁃15、IL⁃18水平均显著较对照组显著升高，且A、B、C三组随着患者

心功能不全程度加重各指标水平逐渐升高，差异具有统计学意义（P<0.05）。高血压合并心功能不全患

者 CyP⁃A、CyP⁃B、GDF⁃15、IL⁃18 与 LVEF 存在显著负相关性（P<0.05）。结论 高血压合并心功能不全

患者机体炎症因子、CyP、GDF⁃15、IL⁃18水平明显升高，并与心功能障碍程度存在明显关系，临床上应注

意观测CyP、GDF⁃15、IL⁃18水平变化，以预防和降低高血压患者心功能损伤的发生。

［关键词］ 原发性高血压；心功能不全；环孢素A结合蛋白；生长分化因子⁃15；白细胞介素⁃18

Effect of hypertension with cardiac insufficiency on the levels of CyP，GDF⁃15，
IL⁃18
LIU Xiaoyu，JIA Guowei，SUN Rongguo，ZHAO Ming，ZHANG Wei★

（Department of Cardiology，Cangzhou Central Hospital，Yunhe District，Cangzhou，Hebei，China，061000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effect of hypertension combined with cardiac
insufficiency on the levels of cyclosporin A binding protein（CyP），growth differentiation factor⁃15（GDF⁃
15），interleukin ⁃ 18（IL ⁃18）and the clinical significance of the expression of various indicators. Methods
Ninety patients with primary hypertension treated in our hospital from December 2016 to December 2019 were
selected. According to the degree of heart failure，the patients were divided into hypertension without cardiac
insufficiency group（group A，n=36），hypertension with mild cardiac dysfunction group（group B，cardiac
function Ⅰ，Ⅱ，n=32），and hypertension with moderate to severe cardiac dysfunction group（group C，

cardiac function Ⅲ，Ⅳ，n=22）. Another thirty healthy volunteers who underwent physical examination in our
hospital during the same period were recruited as the control group. Cardiac ultrasound was used to detect the
heart function of patients in all group. Enzyme⁃linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect serum
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levels of factors. The correlation between CyP，GDF⁃15，IL⁃18 and left ventricular ejection fraction（LVEF）in
patients with hypertension complicated with cardiac insufficiency were analyzed using Spearman rank
correlation. Results The left ventricular end ⁃ diastolic diameter（LVEDD），left ventricular end ⁃ systolic
diameter（LVESD），left atrial inner diameter（LAD），and ventricular septal thickness（IVS）of the two groups
of patients in B and C were significantly larger than those of the group A and the control group，and LVEF was
significantly reduced（P<0.05）. There was no significant difference in the LVEDD，LVESD，LAD，IVS，and
LVEF between the group A and the control group（P>0.05）. The levels of tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α），

IL⁃1β，total antioxidant capacity（T⁃AOC），B⁃type brain natriuretic peptide（BNP），IL⁃6，CyP⁃A，CyP⁃B，

GDF⁃15，and IL⁃18 in patients in the groups A，B，and C were significantly higher than those in the control
group，and the levels of various indicators gradually increased with the increase of patients with cardiac
insufficiency，and the differences were statistically significant（P<0.05）. There was a significant negative
correlation between CyP ⁃A，CyP ⁃B，GDF⁃ 15，IL ⁃ 18 and LVEF in patients with hypertension and cardiac
insufficiency（P<0.05）. Conclusion The levels of inflammatory factors，CyP，GDF⁃15，and IL⁃18 in patients
with hypertension and cardiac insufficiency are significantly increased，and have a significant relationship with
the degree of cardiac dysfunction. Clinically，it is necessary to monitor the changes of CyP，GDF⁃15，and IL⁃18
to prevent and reduce the occurrence of cardiac function impairment in patients with hypertension.

［KEY WORDS］ Essential hypertension；Cardiac insufficiency；Cyclosporin A binding protein；Growth
differentiation factor⁃15；Interleukin⁃18

高血压是临床上十分常见的心血管系统疾

病，该病呈慢性进展，随着疾病加重可导致心脏

功能和结构的改变，导致左心室肥厚、动脉粥样

硬化及心力衰竭等。研究表明［1］，随着高血压患

者年龄增加、血压升高及病情进展，导致心力衰

竭的风险明显上升，严重危害了患者的生存质

量。高血压导致心功能不全的机制复杂，与细胞

因子活化、神经内分泌激活及氧化应激反应等多

种因素有关。环孢素 A 结合蛋白（又称亲环素，

cylophilin，CyP）在介导细胞免疫抑制、调节蛋白质

运输、诱导炎性细胞聚集等方面具有重要作用［2］。

CyP参与了血管损伤等生理病理过程，促进了动脉

粥样硬化的发生［3］。生长分化因子⁃15（Growth dif⁃
ferentiation factor 15，GDF⁃15）属于应激反应蛋白，

在心脏压负荷过重、缺血再灌注损伤等病理状态

下在心肌细胞中表现为高表达［4］。白细胞介素⁃18
（interleukin⁃18，IL⁃18）是重要的促炎性因子，其与

心血管疾病的发生发展密切相关。因此，本研究

就高血压合并心功能不全对患者 CyP、GDF⁃15、
IL⁃18水平的影响进行了研究，具体如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2016年 12月至 2019年 12月收治的

原发性高血压患者 90例。依照患者伴心功能不全

程度分为高血压无心功能不全组（A组，n=36）、高

血压伴轻度心功能不全组（B组，心功能Ⅰ、Ⅱ级，n=
32），高血压伴中重度心功能不全组（C组，心功能为

Ⅲ、Ⅳ级，n=22），其中 A 组男 21 例，女 15 例，年龄

39~77岁，平均（62.3±3.7）岁；B组男 18例，女 14例，

年龄 42~79岁，平均（61.3±3.5）岁；C组男 13例，女 9
例，年龄 44~76岁，平均（62.4±3.3）岁。另选择同期

于我院进行体检的健康志愿者 30例作为对照组，男

16例，女 14例，年龄 36~79岁，平均（60.5±3.8）岁。

纳入标准：①均符合原发性高血压（2~3级）的

诊断标准［5］，静息状态下不同日测量 3次舒张压≥
90 mmHg 或收缩压≥140 mmHg；②所有患者均对

本研究内容知情同意并签署知情同意书；③均临

床资料完整，能够配合完成此研究。排除标准：

①继发性高血压患者；②合并缺血性心脏病、心包

积液、心肌梗死等心脏病患者；③合并严重肝肾功

能不全、恶性肿瘤、急慢性感染及血液系统疾病患

者。高血压性心功能不全符合《内科学》的相关诊

断标准［6］，并依据 NYHA 分级标准评估心功能分

级［7］。4 组研究对象在性别、年龄上比较，差异无

统计学意义（P>0.05），具有可比性。本研究经医

院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 心脏超声检测心功能

所有患者采用 ViViD3 型彩色多普勒超声（美
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国GE公司）测定左室舒张末期内径（Left ventricu⁃
lar end diastolic diameter，LVEDD）、左 室 收 缩

末 期 内径（Left ventricular end systolic diameter，
LVESD）、左 房 内 径（Left atrial inner diameter，
LAD）、室间隔厚度（Interventricular septal thick⁃
ness，IVS）及左室射血分数（Left ventricular ejec⁃
tion fraction，LVEF）。均采用美国超声心动图学会

推荐测定方法，探头频率 1.5~2.5 MHz，所有患者

测定均由同一专业医师操作完成。

1.2.2 血清因子测定

所有研究对象均于清晨空腹抽取 5 mL 静脉

血，3 000 r/min 离心 10 min 分离血清，-20℃保存

待测。采用酶联免疫吸附法（Enzyme⁃linked im⁃
munosorbent assay，ELISA）检测各组血清肿瘤坏死

因子⁃α（Tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）、IL⁃1β、
总 抗 氧 化 能 力（Total antioxidant capacity，T ⁃
AOC）、B 型 脑 钠 肽（B ⁃ type natriuretic peptide，
BNP）、IL⁃6、CyP⁃A、CyP⁃B、GDF⁃15、IL⁃18 水平，

采用CB⁃372型全自动酶标仪（TRACE公司）测定，

室温 490 nm 处读取 OD 值，通过标准曲线计算各

血清细胞因子浓度，试剂盒购自上海生工生物公

司。严格依照试剂盒及仪器说明书执行各项

操作。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，计量资料

以（x ± s）表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较

采用单因素方差分析；Spearman 检验分析 CyP、
GDF⁃15、IL ⁃18 与高血压合并心功能不全患者

LVEF的相关性。P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 4组心功能检测结果比较

4组间 LVEDD、LVESD、LAD、IVS 水平比较：

对照组<A 组<B 组<C 组，差异有统计学意义（P<
0.05）；LVEF（%）水平比较：C 组<B 组<A 组<对照

组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

组别

对照组

A组

B组

C组

F值

P值

n
30
36
32
22

LVEDD（mm）
45.2±4.9
45.8±5.6
51.3±6.9ab

55.8±6.4 abc

6.769
0.000

LVESD（mm）
22.2±2.9
23.0±2.4
29.3±3.4 ab

38.3±4.3 abc。

15.208
0.000

LAD（mm）
27.7±3.5
27.1±3.3
32.5±5.0ab

36.8±4.6 abc

8.107
0.000

IVS（mm）
8.8±1.9
9.1±1.6

10.2±1.4 ab

11.4±1.6 abc

56.036
0.000

LVEF（%）

55.8±5.1
54.3±5.7
48.6±4.4 ab

38.2±5.2 abc

12.194
0.000

表 1 4组心功能检测结果比较（ x̄ ±s）
Table 1 Comparison of cardiac function test results in the 4 groups（ x̄ ±s）

注：与对照组比较，aP<0.05；与A组比较，bP<0.05；与 B组比较，cP<0.05。

2.2 4组炎症及氧化应激因子水平比较

4组间 TNF⁃α、、IL⁃6、IL⁃1β、BNP水平比较：对

照组<A 组<B 组<C 组，差异有统计学意义（P<
0.05）；T⁃AOC水平比较：C组<B组<A组<对照组，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 4组CyP、GDF⁃15、IL⁃18水平比较

4组间 CyP⁃A、CyP⁃B、GDF⁃15水平比较：对照

组<A 组<B 组<C 组，差异有统计学意义（P<0.05）;
IL⁃18 水平比较：C 组<B 组<A 组<对照组，差异有

统计学意义（P<0.05）。见表 3。

组别

对照组

A组

B组

C组

F值

P值

n
30
36
32
22

TNF⁃α（ng/L）
2.2±0.6
4.6±1.2a

5.8±2.8ab

11.7±4.4abc

10.059
0.000

IL⁃6（pg/mL）
61.9±14.4
80.8±25.9a

94.7±26.3ab

109.6±28.0abc

7.313
0.000

IL⁃1β（ng/L）
497.6±87.2
602.4±91.1a

790.3±89.6ab

829.7±93.2abc

13.180
0.000

BNP（pg/mL）
53.6±6.1
92.4±8.3a

136.4±10.2ab

310.8±16.6abc

39.322
0.000

T⁃AOC（IU/L）
21.9±5.6
17.0±4.8a

11.5±4.5ab

7.4±1.3abc

13.688
0.000

表 2 4组炎症及氧化应激因子水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of inflammation and oxidative stress factor levels in the 4 groups（x ± s）

注：与对照组比较，aP<0.05；与A组比较，bP<0.05；与 B组比较，cP<0.05。
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组别

对照组

A组

B组

C组

F值

P值

n
30
36
32
22

CyP⁃A（ng/L）
7.5±1.2
9.9±2.4a

11.8±2.6ab

13.8±3.0 abc

8.775
0.000

CyP⁃B（ng/L）
135.3±9.3
168.7±11.1a

189.5±12.8 ab

201.2±12.4 abc

10.210
0.000

GDF⁃15（ng/L）
223.6±13.5
310.1±15.2a

377.6±21.8 ab

572.8±25.6 abc

16.892
0.000

IL⁃18（pg/mL）
215.3±15.4
303.5±16.7a

399.8±20.4 ab

642.3±27.7 abc

18.300
0.000

表 3 4组CyP、GDF⁃15、IL⁃18水平比较（ x̄ ±s）
Table 3 Comparison of CyP，GDF⁃15，and IL⁃18 levels in the 4 groups（ x̄ ±s）

注：与对照组比较，aP<0.05；与A组比较，bP<0.05；与 B组比较，cP<0.05。

3 讨论

高血压可导致患者左心室负荷过大，心肌细

胞受到肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮系统（Renin⁃angio⁃
tensin⁃aldosterone system，RAAS）过度激活的影响，

导致相关蛋白合成明显增加，引发间质胶原增加

及心肌细胞肥大，从而导致心脏收缩期和舒张末

压张力上升，心排血量降低，左心室功能受损［8］。

在高血压疾病进展中，炎性反应发挥重要作

用［10］。TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β等均可由单核巨噬细胞

产生，这些细胞因子异常激增可导致机体一系列

的炎性反应及病理改变。研究表明［9］，炎性因子可

导致心肌细胞，血管平滑肌细胞及血管内皮细胞

一氧化氮合酶（endothelial nitric oxide synthase，
eNOS）活性及表达增加，局部NO增多，NO介导并

降低儿茶酚胺的正性肌力作用，从而导致心肌细

胞凋亡，促进心室重构。BNP为心源性神经激素，

其血清水平高低与心室壁张力、心室负荷存在密

切关系，BNP 是判断左心室收缩功能不全的敏感

指标。T⁃AOC 反应了机体总抗氧化能力，其反映

了局部炎症因子水平及氧化应激水平。本研究中

结果证实，炎症细胞因子过度激活促进了高血压

患者心功能障碍的发生发展。

CyP⁃A、CyP⁃B 为 CyP 家族中较为重要的两

种，研究表明 CyP⁃A、CyP⁃B 与机体细胞炎性因子

及血管细胞因子存在密切关联［10］。机体存在血管

受损及氧化应激状态时，可导致 CyP⁃A、CyP⁃B 水

平升高。CyP⁃A、CyP⁃B升高进一步促进炎性因子

聚集于病发部位，引发机体抗氧化能力降低，促进

内皮细胞增殖并导致 TNF⁃α、IL⁃6、IL⁃1β等指标异

常［11］。研究显示［12］，在心肌缺血、心肌压力负荷过

大及炎症反应等情况下，心脏及血清中GDF⁃15浓

度迅速升高。GDF⁃15 可抑制细胞凋亡和心肌重

塑，是心血管重要的保护因子。但研究还发现［13］，

GDF⁃15在抗心肌细胞肥大的同时，也可促进心肌

成纤维细胞增殖及胶原沉积。IL⁃18 可与其受体

结合在机体免疫调节、抗感染、抗肿瘤等过程中发

挥重要作用。研究指出［14］，IL⁃18可促进血管平滑

肌细胞增殖、迁徙，引发血管重塑，促进高血压及

其并发症的进展。近年来研究表明［15］，IL⁃18与心

血管疾病发生发展相关。

本研究中结果提示 CyP⁃A、CyP⁃B、GDF⁃15、
IL⁃18 对于反应高血压合并心功能不全患者疾病

程度具有明显价值。高血压合并心功能不全患者

心血管不良事件的发生风险明显增大，患者发生

心力衰竭导致的猝死率是正常人群的 5倍［16］。通

过相关指标检测可提供高血压患者心功能状态诊

断的准确性和全面性，为患者的预防、危险分层和

预后评估提供重要依据。

综上所述，高血压合并心功能不全患者机体

炎症因子、CyP、GDF⁃15、IL⁃18 水平明显升高，并

与心功能障碍程度存在明显关系，临床上应注意

观测 CyP、GDF⁃15、IL⁃18水平变化，以预防和降低

高血压患者心功能损伤的发生。
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miR⁃182⁃5p调节细胞自噬促进胃癌细胞的增殖、迁移
和侵袭

相绿竹 1 王晔 2 陈文 2 赵琦 1 彭瑞 1 牟晓峰 2★

［摘 要］ 目的 探讨miR⁃182⁃5p调节细胞自噬对胃癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响。 方法 实

时定量聚合酶链式反应检测胃癌与癌旁组织、正常胃上皮细胞GES⁃1与胃癌细胞株BGC⁃823中miR⁃182
⁃5p的表达。细胞荧光和免疫印迹实验检测细胞自噬。细胞计数试剂盒 8（CCK⁃8）实验、划痕实验和侵

袭实验分别检测细胞增殖、迁移和侵袭。结果 与癌旁组织和GES⁃1相比，胃癌组织和 BGC⁃823细胞株

中 miR⁃182⁃5p 的表达显著增加（P<0.05）；相比于对照组，特殊化学修饰的微小 RNA 激动剂组自噬水平

增强，微管相关蛋白 1轻链 3B（LC3B）II/I和 Beclin1表达增加、脂质体 1（SQSTM1或 P62）表达减少，特殊

化学修饰的微小 RNA拮抗剂组结果相反（P<0.05）；过量表达miR⁃182⁃5p后，细胞增殖、迁移和侵袭能力

增强，抑制miR⁃182⁃5p表达后，细胞增殖、迁移和侵袭能力减弱（P<0.05）。 结论 miR⁃182⁃5p可能是通

过增强自噬作用促进胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭，miR⁃182⁃5p可作为胃癌的潜在治疗靶点。

［关键词］ miR⁃182⁃5p；胃癌；自噬；增殖；迁移；侵袭

miR⁃182⁃5p promotes proliferation，migration and invasion of gastric cancer
cells by regulating autophagy
XIANG Lvzhu1，WANG Ye2 ，CHEN Wen2 ，ZHAO Qi1，PENG Rui1，MU Xiaofeng2★

（1. Department of Medicine，Qingdao University，Qingdao，Shandong，China，266021；2. Clinical Laborato⁃
ry，Qingdao Central Hospital，Qingdao，Shandong，China，266042）

［ABSTRCT］ Objective To investigate the effects of miR⁃182⁃5p on the proliferation，migration and
invasion of gastric cancer cells by regulating autophagy. Methods Real⁃time quantitative polymerase chain re⁃
action（RT⁃qPCR）was used to detect the expression of miR⁃182⁃5p in gastric cancer and paracancerous tissues，
normal gastric epithelial cells GES⁃1 and gastric cancer cells BGC⁃823. Autophagy was detected by cytofluores⁃
cence and western blot. CCK⁃8 assay，scratch assay and Transwell assay were used to detect the effects of miR⁃
182⁃5p on proliferation，migration and invasion，respectively. Results Compared with paracancerous tissues
and GES⁃1 cells，the expression of miR⁃182⁃5p was significantly increased in gastric cancer tissues and BGC⁃
823 cells（P<0.05）；Compared with the control group，the level of autophagy was increased，the expression of
LC3B II/I and Beclin1 were increased，the expression of P62 was decreased in miR⁃182⁃5p agomir cells，and
the level of autophagy was decreased in miR⁃182⁃5p antagomir group（P<0.05）；the proliferation，migration
and invasion of BGC⁃823 cells were increased after overexpression of miR⁃182⁃5p in BGC⁃823 cells，the prolif⁃
eration，migration and invasion of BGC⁃823 cells were decreased by inhibiting the expression of miR⁃182⁃5p
（P<0.05）. Conclusion miR ⁃ 182 ⁃ 5p may promotes proliferation，migration and invasion of gastric cancer
cells by enhancing the level of autophagy，and it might be a potential therapeutic target for gastric cancer.

［KEY WORDS］ miR⁃182⁃5p；gastric cancer；autophagy；proliferation；migration；invasion
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胃癌是常见的消化道恶性肿瘤，其发病率在我

国消化道恶性肿瘤中居首位，2015年中国胃癌的患

病人数为 679 100，其中死亡人数为 498 000［1］。早

期胃癌多无明显症状，大约有 80%的胃癌患者在确

诊时已属中晚期或发生转移，长期生存率仍然比较

低［2］。因此进一步探讨胃癌的发病机制，寻找胃癌

的分子治疗靶点具有重要的临床意义。已有研究

表明miR⁃182⁃5p参与肺癌［3］、肝癌［4］以及乳腺癌［5］

等肿瘤的发生发展，但miR⁃182⁃5p在胃癌中的作用

存在争议［6⁃7］。自噬在胃癌的发生发展过程中具有

双重要作用，这可能与胃癌的分子类型、分期以及

涉及的通路有关［8 ⁃9］。生物信息学分析表明 miR⁃
182⁃5p可直接或间接作用于自噬通路的关键基因

来调控胃癌细胞自噬，但胃癌中的miR⁃182⁃5p的表

达、自噬水平以及两者对细胞增殖、迁移和侵袭的

影响尚不明确。因此本研究通过探讨miR⁃182⁃5p
调节自噬对胃癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响，为

寻找胃癌的分子治疗靶点提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 组织标本和细胞培养

收集的 16 对胃癌和相应癌旁组织标本（距癌

组织 2 cm，经本医院病理医师鉴定癌旁组织无癌

变），均来自青岛市中心医院 2015 年至 2018 年手

术后取得，肿瘤淋巴结转移分期（Tumor，Node，
Metastasis，TNM）为 T2N0M01B期。患者年龄 47~
74岁，中位年龄 63岁。患者参与前均签署知情同

意书，标本收集符合本院伦理委员会的要求。人

胃癌细胞株 BGC⁃823和正常胃上皮细胞GES⁃1购

自湖南丰晖生物科技有限公司，细胞系均用含有

10%胎牛血清和 1%青霉素 ⁃链霉素的 1640 培养

基，于 37℃、5%的 CO2培养箱中培养。特殊化学修

饰的微小 RNA激动剂（miR⁃182⁃5p agomir）可增加

miR⁃182⁃5p 的表达，特殊化学修饰的微小 RNA 拮

抗剂（miR⁃182⁃5p antagomir）可降低miR⁃182⁃5p的

表达，分别以特殊化学修饰的微小 RNA 激动剂无

模板对照物（miR⁃182⁃5p agomir no template con⁃
trol，miR⁃182⁃5p agomir NTC）和特殊化学修饰的

微小 RNA 拮抗剂无模板对照物（miR⁃182⁃5p an⁃
tagomir no template control，miR⁃182⁃5p antagomir
NTC）为对照，分为 miR⁃182⁃5p agomir NTC 组与

miR⁃182⁃5p agomir 组、miR⁃182⁃5p antagomir NTC
组与miR⁃182⁃5p antagomir组。

1.2 主要仪器和试剂

实时定量聚合酶链式反应仪器购自美国

Applied Biosystem 公司，免疫印迹装置购自美国

Bio⁃Rad 公司，显微镜购自德国 Carl Zeiss 公司。

miR⁃182⁃5p agomir与miR⁃182⁃5p agomir NTC、miR
⁃182⁃5p antagomir与miR⁃182⁃5p antagomir NTC购

自广州锐博生物科技有限公司；Master Mix试剂购

自美国 Applied Biosystem 公司；抗体购自英国

Abcam 公司［抗脂质体 1（Sequestosome1，SQSTM1
或 P62）抗体的货号 ab56416，抗Beclin1抗体的货号

ab207612，抗微管相关蛋白 1 轻链 3B（microtubule
associated protein 1 light chain 3 beta，LC3B）抗体的

货号 ab51520］；腺病毒⁃荧光标签蛋白⁃微管相关蛋

白 1 轻链 3B 购自中国上海汉恒生物科技有限

公司。

1.3 实验方法

1.3.1 实时定量聚合酶链式反应检测miR⁃182⁃5p
的表达

Trizol法提取总 RNA后，反转录为 cDNA。以

cDNA 为模板，用特异性引物（has⁃miR⁃182⁃5p⁃F：
GGG TTT GGC AAT GGT AGA ACT CA，has⁃miR
⁃182⁃5p⁃R：CCA GTG CAG GGT CCG AGG T）进

行扩增，以 U6（U6⁃F：CTC GCT TCG GCA GCA
CA，U6⁃R：AAC GTT CAC GAA TTT GCG T）为内

参。体系如下：模板 4.6 μL，引物 0.4 μL，Master
Mix 5.0 μL。反应程序为 95℃ 3 min，95℃ 15 s、
60℃ 1 min，执行 40个循环。

1.3.2 细胞荧光检测自噬水平

以 2×104个/孔的细胞密度种于已放置爬片的

48 孔板中，培养 12 h 后进行干预，同时每组均加

HBAD⁃GFP⁃LC3B 病毒。继续培养 4 h 后，更换培

养基，并补加干预物质，48 h后，预冷甲醇固定、4，
6⁃联脒⁃2⁃苯基吲哚染色，封片后于显微镜下拍照

统计。

1.3.3 免疫印迹法检测蛋白的表达

细胞样品提取总蛋白，并测定浓度。进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳，冰上转聚偏二氟乙烯膜

（polyvinylidene fluoride，PVDF），室温封闭 1 h 后，

加入一抗（抗 Beclin1 抗体、1∶5 000，抗 P62 抗体、

1∶1 000，抗 LC3B 抗体、1∶3 000）4℃过夜孵育，用

含 0.05%吐温⁃20的缓冲盐溶液（Tris 10 mM，NaCl
150 mM，pH7.5）洗膜后，加入二抗（1∶3 000）室温

孵育 1 h，洗膜后显影成像。
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1.3.4 CCK⁃8（cell counting kit 8，CCK⁃8）法检测

细胞增殖

以 8×103个/孔的细胞密度种于 96孔板中，12 h
后进行干预，培养 1、2、3、4 d。每孔加入 10 μL
CCK⁃8 试剂后，孵育 2 h，用酶标仪检测各孔的光

密度值。

1.3.5 划痕实验检测细胞迁移

以 6×105个/孔的细胞密度种于 6 孔板中，12 h
后进行划痕，磷酸盐缓冲液（0.01 M，pH 7.5）清洗 3
次后，于显微镜下拍照。每孔加入无血清培养基

并进行干预，继续培养 72 h后，于显微镜下拍照并

计算细胞迁移率。

1.3.6 侵袭实验检测细胞侵袭

提前将 Transwell 小室（一种有通透性的支架

或膜滤器）的上室用基质胶涂覆，然后将无血清培

养基重悬的细胞悬液，以 2×104个/小室的密度接种

于上室，下室中加入 500 μL 含有 10%胎牛血清的

培养基，培养 12 h后进行干预。48 h后，4%多聚甲

醛固定 15 min、0.1%结晶紫染色 5 min，磷酸盐缓

冲液淋洗后，于显微镜下拍照并统计。

1.4 统计学方法

统计学处理采用 Graph Pad Prism 5 软件自带

的统计学分析模块进行。计数资料以%表示计量

资料的表达用（x ± s）的形式表示。正态分布资料

两组之间的比较采用 t检验，P<0.05认为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃182⁃5p 在胃癌组织和 BGC⁃823 细胞株

中表达升高

相比于癌旁组织，胃癌组织中 miR⁃182⁃5p 的

表达上调，差异有统计学意义（t=2.421，P<0.05）
（图 1A）；同样，BGC⁃823 细胞中 miR⁃182⁃5p 的表

达显著高于正常胃上皮细胞GES⁃1，差异有统计学

意义（t=6.757，P<0.05）（图 1B）。

2.2 miR⁃182⁃5p 增强胃癌细胞株 BGC⁃823 的自

噬水平

相比于对照组，miR⁃182⁃5p agomir 组自噬

细胞百分比增加，自噬相关蛋白 Beclin1 增加、

P62 减少、LC3B⁃Ⅱ/Ⅰ增加，整体自噬水平增

强，差异有统计学意义（P<0.05）（表 1，图 2A，

图 2B），而 miR⁃182⁃5p antagomir 组整体自噬水

平减弱，差异有统计学意义（P<0.05）。见表

2，图 2C，图 2D。

2.3 miR⁃182⁃5p促进胃癌细胞株BGC⁃823的增殖

相比于对照组，miR⁃182⁃5p agomir 组细胞增

殖能力增强，而 miR⁃182⁃5p antagomir 组细胞增殖

能力降低，差异均有统计学意义（P<0.05）。见

图 3。
2.4 miR⁃182⁃5p 促进胃癌细胞株 BGC⁃823 的

迁移

相比于对照组，miR⁃182⁃5p agomir 组划痕面

积明显减小（划痕闭合百分比% 65.67±7.77 vs
45.33±11.93），细胞迁移能力明显增强，而miR⁃182
⁃5p antagomir组细胞迁移能力减弱（划痕闭合百分

比% 25.67±5.89 vs 44.33±9.29），差异均有统计学意

义（P<0.05）。见图 4。

分组

agomir NTC
agomir
t值
P值

自噬细胞百分比

36.670±10.020
48.330±7.506 a

8.030
0.015

Beclin1
1.059±0.181
1.395±0.172 a

8.382
0.014

P62
1.053±0.189
0.665±0.115 a

5.878
0.027

LC3B⁃Ⅱ/Ⅰ
1.080±0.252
2.340±0.396 a

15.130
0.004

表 1 miR⁃182⁃5p过表达对胃癌细胞BGC⁃823自噬水平的影响（x ± s）

Table 1 The effects of miR⁃182⁃5p overexpression on autophagy in BGC⁃823 cells（x ± s）

注：与 agomir NTC组比较，a P<0.05。
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注：A. miR⁃182⁃5p 在 16 对胃癌 /癌旁组织中的相对表达量；

B.miR⁃182⁃5p 在胃癌 BGC⁃823 细胞中的相对表达量。1 为 adja⁃

cent tissue；2 为 tumor tissue；*P<0.05 表示与对照组相比，差异有

统计学意义。

图 1 miR⁃182⁃5p在胃癌组织和胃癌细胞中的相对表达量

Figure 1 Relative expression of miR⁃182⁃5p in gastric
cancer tissues and cells
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分组

antagomir NTC
antagomir

t值
P值

自噬细胞百分比

37.000±11.140
28.330±9.504

7.211
0.019

Beclin1
1.023±0.156
0.671±0.132

16.87
0.004

P62
1.017±0.355
1.557±0.221

4.356
0.049

LC3B⁃Ⅱ/Ⅰ
1.085±0.258
0.503±0.166

5.916
0.027

表 2 miR⁃182⁃5p低表达对胃癌细胞BGC⁃823自噬水平的影响（x ± s）

Table 2 The effects of low expression of miR⁃182⁃5p on autophagy in BGC⁃823 cells（x ± s）

注：A. miR⁃182⁃5p agomir组及其对照组的细胞免疫荧光实验图（×

200）；B. miR⁃182⁃5p agomir 组及其对照组的自噬相关蛋白实验

图；C. miR⁃182⁃5p antagomir 组及其对照组的细胞免疫荧光实验

图（×200）；D. miR⁃182⁃5p antagomir 组及其对照组的自噬相关蛋

白实验图。aP<0.05表示与对照组相比，差异有统计学意义。

图 2 miR⁃182⁃5p对BGC⁃823细胞自噬的影响

Figure 2 The effects of miR⁃182⁃5p on autophagy in
BGC⁃823 cells

2.5 miR⁃182⁃5p促进胃癌细胞株BGC⁃823的侵袭

miR⁃182⁃5p agomir 组通过基质胶的细胞数多

于其对照组（970.0±180.0 vs 747.0±106.7），miR⁃182
⁃5p antagomir 组通过基质胶的细胞数少于其对照

组（537.0±84.5 vs 750.3±152.5）个，差异均有统计学

意义（P<0.05）。见图 5。

注：A.miR⁃182⁃5p agomir 组及其对照组的细胞增殖情况；B. miR⁃

182⁃5p antagomir组及其对照组的细胞增殖情况。*P<0.05表示与

对照组相比，差异有统计学意义。

图 3 miR⁃182⁃5p对BGC⁃823细胞增殖能力的影响

Figure 3 The effects of miR⁃182⁃5p on the proliferation of
BGC⁃823 cells
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注：A. miR⁃182⁃5p agomir 组及其对照组的细胞迁移实验图；

B. miR⁃182⁃5p antagomir组及其对照组的细胞迁移实验图

图 4 miR⁃182⁃5p对BGC⁃823细胞迁移能力的影响（×40）
Figure 4 The effects of miR⁃182⁃5p on the migration

of BGC⁃823 cells（×40）
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注：A. miR⁃182⁃5p agomir 组及其对照组的细胞侵袭；B. miR⁃

182⁃5p antagomir组及其对照组的细胞侵袭实验图

图 5 miR⁃182⁃5p对BGC⁃823细胞侵袭能力的影响（×40）
Figure 5 The effects of miR⁃182⁃5p on the invasion of

BGC⁃823 cells（×40）
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3 讨论

微小核糖核酸（microRNA，miRNA）主要参与

转录水平基因表达的调控，在肿瘤发生和转移中

发挥重要作用。miR⁃182⁃5p在胃癌的发生发展中

的作用还存在争议，有研究发现与健康人群相比，

胃癌患者血清中 miR⁃182⁃5p 的表达升高，可以作

为潜在的生物标志物［6］；Ramadan等［10］人也发现胃

癌患者的外周血和组织中 miR⁃182⁃5p 的表达升

高，且与患者较短的生存期和不良预后相关；有研

究发现胃癌细胞HCG⁃27中miR⁃182⁃5p表达上调，

且 miR⁃182⁃5p 可通过下调 Ras 相关蛋白 Rab⁃27A
（Ras⁃related protein Rab⁃27A，RAB27A）促进胃癌

细胞的增殖和迁移［11］，这提示 miR⁃182⁃5p 可促进

胃癌的发生发展。然而，有研究发现 miR⁃182⁃5p
在胃癌组织中显著低表达，过表达 miR⁃182⁃5p 可

抑制胃癌细胞的增殖以及集落形成，同时发现胃

癌细胞中癌基因 ANUBL1［即锌指，AN1 型结构域

4（zinc fnger，AN1 ⁃ type domain 4，ZFAND4）］与

miR⁃182⁃5p 形成负反馈环路，共同调节胃癌的进

展［7］。存在以上差异可能是由于研究者所研究的

细胞来源和类型不同所致，也可能与 miR⁃182⁃5p
和其上下游复杂的调控网络之间相互作用有关。

本研究发现在 16对胃癌组织和胃癌细胞BGC⁃823
中 miR⁃182⁃5p 表达升高，且下调 miR⁃182⁃5p 的表

达时，胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力减弱，支

持了 miR⁃182⁃5p 作为促癌分子的假设，为进一步

的机制研究提供了新的实验依据。

miRNA可以直接或间接作用于自噬通路的关

键基因，调控细胞自噬，进而影响肿瘤的发生发

展。最近的研究发现，miR⁃423⁃3p 通过调节与 B
淋巴细胞瘤⁃2蛋白相互作用介导细胞死亡的调节

分子（B⁃cell lymphoma⁃2 interactig mediator of cell
death，Bim）的表达能够激活具有促癌作用的自噬

过程，促进肿瘤发展［12］，Fan H等［13］人也发现miR⁃
let⁃7a 在胃癌细胞中通过靶向雷帕霉素不敏感的

mTOR 分子伴侣（Rapamycin⁃insensitive companion
of mTOR，Rictor）调节自噬过程，促进胃癌的发生

发展，这提示降低miR⁃423⁃3p和miR⁃let⁃7a的表达

可以降低胃癌细胞自噬水平，从而达到抑制肿瘤生

长的目的。当然也有研究发现miR⁃1265可以通过

降低钙结合蛋白 39（calcium binding protein 39，
CAB39）的表达，进而调节一磷酸腺苷激活蛋白激

酶⁃哺乳动物雷帕霉素靶点（Adenosine Mono Phos⁃
phate ⁃ activated protein kinase ⁃mammalian target of
rapamycin，AMPK⁃mTOR）信号传导途径来抑制胃

癌细胞自噬，进而抑制胃癌细胞的增殖，促进胃癌

细胞的凋亡，为胃癌的治疗提供潜在的治疗靶

点［14］。miRNA对自噬的调控存在的这些差异可能

与miRNA 分子的不同、所研究的胃癌分期不同以

及信号通路的不同有关，需要明确miRNA 在自噬

过程和肿瘤生长转移中的作用，从而更好地为治

疗提供理论依据。本研究发现miR⁃182⁃5p表达上

调时，细胞自噬水平增强，提示胃癌细胞可通过自

噬过程进行自我更新，进一步促进胃癌的发生

发展。

本研究将 miR⁃182⁃5p 与细胞自噬相结合，不

仅丰富了miRNA 的研究内容，也为自噬的研究提

供了不同的途径。根据 TargetScan 等数据库预测

可知，B 淋巴细胞瘤 ⁃2 基因（B⁃cell lymphoma⁃2，
BCL⁃2）是miR⁃182⁃5p的靶基因之一，其负调控Be⁃
clin 1 的表达，增强细胞自噬水平，但 miR⁃182⁃5p
对自噬调控的具体分子机制仍需进一步研究。总

的来说，本研究发现 miR⁃182⁃5p 可能通过增强细

胞自噬水平，促进胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭，

这提示miR⁃182⁃5p可作为胃癌治疗的一个潜在靶

点，进一步为胃癌的治疗提供一定的参考。
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miR⁃148a⁃3p靶向DLL4基因影响婴幼儿血管瘤内皮
细胞增殖和凋亡

李海燕★ 李凡

［摘 要］ 目的 探讨miR⁃148a⁃3p靶向Delta样配体 4（DLL4）对婴幼儿血管瘤内皮细胞增殖和凋

亡的影响。方法 实时荧光定量 PCR（RT⁃qPCR）、蛋白质印记（Western blot）检测miR⁃148a⁃3p、DLL4在

血管瘤组织、正常皮肤组织中的表达。将血管瘤内皮细胞分为 miR⁃NC、miR⁃148a⁃3p、si⁃NC、si⁃DLL4、
miR⁃148a⁃3p+pcDNA、miR⁃148a⁃3p+pcDNA⁃DLL4组。采用四甲基偶氮唑盐（MTT）法、流式细胞术检测

细胞活力和凋亡。双荧光素酶报告实验和 Western blot 确定 miR⁃148a⁃3p 和 DLL4 的调控关系。结果

与正常皮肤组织比较，血管瘤组织中 miR⁃148a⁃3p 表达降低，DLL4 表达增加，差异有统计学意义（P<
0.05）。过表达miR⁃148a⁃3p或抑制DLL4后，血管瘤内皮细胞活力降低，凋亡率增加，差异有统计学意义

（P<0.05）。与过表达miR⁃148a⁃3p比较，过表达DLL4可逆转miR⁃148a⁃3p对血管瘤内皮细胞增殖、凋亡

的影响，差异有统计学意义（P<0.05）。miR⁃148a⁃3p 靶向负调控 DLL4 表达。结论 本研究表明 miR⁃
148a⁃3p通过靶向DLL4可抑制血管瘤内皮细胞增殖，促进细胞凋亡，是婴幼儿血管瘤的潜在治疗靶点。

［关键词］ miR⁃148a⁃3p；Delta样配体 4；婴幼儿血管瘤；细胞增殖；凋亡

miR ⁃ 148a ⁃ 3p inhibits proliferation and promotes apoptosis of infantile
hemangioma endothelial cells by targeting DLL4
LI Haiyan★，LI Fan
（Newborn department of anyang maternal and child health hospital，Anyang，Henan，China，455000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the effects of miR⁃148a⁃3p on the proliferation and apoptosis
of infantile hemangioma endothelial cells by targeting Delta⁃like ligand 4（DLL4）. Methods The expressions
of miR⁃148a⁃3p and DLL4 in hemangiomas and normal skin were detected by real⁃time quantitative PCR（RT⁃
qPCR）and Western blot. Hemangioma endothelial cells were divided into miR⁃NC，miR⁃148a⁃3p，si⁃NC，si⁃
DLL4，miR⁃148a⁃3p + pcDNA，miR⁃148a⁃3p + pcDNA⁃DLL4 groups. Methyl thiazolyl tetrazolium（MTT）
method and flow cytometry were utilized to detect cell viability and apoptosis. Results Compared with the
normal skin tissue，the expression of miR⁃148a⁃3p was decreased in hemangiomas，while the expression of
DLL4 was increased，the difference was statistically significant（P<0.05）. Over⁃expression of miR⁃148a⁃and
down⁃regulation of DLL4，hemangioma endothelial cell viability was decreased，and the apoptosis rate was in⁃
creased，the difference was statistically significant（P<0.05）. Compared with the over⁃expression of miR⁃148a⁃
3p，over⁃expression of DLL4 reversed the effects of miR⁃148a⁃3p on hemangioma endothelial cell proliferation
and apoptosis，the difference was statistically significant（P<0.05）. miR⁃148a⁃3p negatively regulates DLL4
expression. Conclusion miR⁃148a⁃3p inhibits the proliferation and promotes apoptosis of hemangioma endo⁃
thelial cells by targeting DLL4，suggesting a potential therapeutic target for infantile hemangiomas.

［KEY WORDS］ MiR⁃148a⁃3p；Delta⁃like ligand 4；Hemangioma in infants and young children；Cell
proliferation；Apoptosis
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婴幼儿血管瘤（Infant hemangioma，IH）是一类

以血管内皮细胞增殖为特征的胚胎性良性肿瘤，

约占先天性皮肤血管病变的 80%，多见于早产儿

和低出生体重儿［1］。虽然是一种良性肿瘤，但由于

多生长于面部，往往影响患者身心健康，严重时也

会导致面部畸形，甚至危及生命［2］。然而，目前缺

乏理想的治疗方法。微小 RNA（microRNA，miR⁃
NA）是一类约为 22个核苷酸的非编码 RNA，其通

过与靶mRNA特异性结合抑制翻译或促进降解参

与细胞增殖、凋亡等多种过程，是肿瘤的潜在治疗

靶点［3⁃4］。miR⁃148a⁃3p是近年发现的抑癌基因，非

小细胞肺癌组织中miR⁃148a⁃3p表达降低，过表达

miR⁃148a⁃3p可降低癌细胞的增殖、迁移和侵袭能

力［5］。过表达miR⁃148a⁃3p还可抑制食管癌细胞增

殖，诱导细胞凋亡［6］。生物信息学分析显示，（Del⁃
ta⁃like ligand 4，DLL4）是 miR⁃148a⁃3p 的潜在靶基

因。DLL4 已被证实在 DLL4 在增生期 IH 组织中

高表达并促进 IH 内皮细胞的增殖［7］。然而，miR⁃
148a⁃3p 是否靶向 DLL4 参与 IH 进展尚未可知。

本研究以DLL4为切入点，探讨miR⁃148a⁃3p对 IH
内皮细胞增殖和凋亡的影响及其潜在机制，以期

为 IH临床治疗提供有效靶点。

1 材料与方法

1.1 实验材料

收集 2016年 1月至 2019年 3月于本院确诊的

120 例增殖期 IH 组织标本。其中男孩 52 例，女孩

68 例，年龄中位数为 7 个月。所有样本均经我院

病理科分析证实。所有患者及家属均已签署知情

同意书，并获得我院伦理委员会批准。

M199 培 养 液 购 于 上 海 钰 博 生 物 ；SYBR
Green Master Mix购于大连 Takara公司；miR⁃148a⁃
3p 模拟物、抑制物、DLL4 过表达质粒及其相应对

照由上海生工公司提供；四甲基偶氮唑蓝（methyl
thiazolyl tetrazolium，MTT）、膜联蛋白⁃异硫氰酸荧

光素/碘化丙啶（Annexin V⁃FITC/PI）细胞凋亡检

测试剂盒购于上海碧云天公司；兔源 DLL4 抗

体、细胞周期素 D1（CyclinD1）抗体、P21 抗体、B
细胞淋巴瘤⁃2（B cell lymphoma ⁃2，Bcl⁃2）抗体、Bcl
相关X蛋白（Bcl⁃associated X protein，Bax）抗体、磷

酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde phosphate dehydro⁃
genase，GAPDH）抗体，山羊抗兔 IgG二抗购于上海

赛信通公司。

1.2 细胞培养

参照侯团结等［8］的方法分离血管瘤内皮细

胞。采用 M199 培养液于 37℃，5% CO2，饱和湿度

的培养箱中培养血管瘤内皮细胞，每隔 1天换液一

次，30 d后长成单层细胞，铺满瓶底后进行消化和

传代。

1.3 RT⁃qPCR检测

TRIzol 试剂提取血管瘤组织、正常皮肤组织、

各组细胞总 RNA，逆转录为 cDNA，利用 SYBR
Green Master Mix 试剂配制 PCR反应体系，2⁃ΔΔCt法

分析miR⁃148a⁃3p（内参为U6）、DLL4 mRNA（内参

为GAPDH）表达水平。

1.4 细胞转染

接种血管瘤内皮细胞至 96 孔板，当细胞汇合

度达到 80%时，利用 lipofectamine 2000 分别转染

miR⁃148a⁃3p mimics、miR⁃NC、si⁃NC、si⁃DLL4、miR
⁃148a ⁃ 3p mimics+pcDNA、miR⁃148a ⁃ 3p mimics+
pcDNA⁃DLL4 至血管瘤内皮细胞，转染 48 h 检测

转染效果后进行下一步实验。

1.5 MTT法检测细胞活力

取 3×103个细胞接种到 96孔板，24、48、72 h时

每孔加入 20 μL 的 MTT 试剂，37℃孵育 4 h 后，吸

出培养基，每孔加入 150 μL的二甲基亚砜，震荡溶

解后酶标仪检测 490 nm处各孔的吸光度值。

1.6 流式细胞术检测细胞凋亡

预冷的磷酸盐缓冲液洗涤细胞 2次，并悬浮于

100 μL 的 1×结合缓冲液中。分别加入 5 μL 的

Annexin V⁃FITC、PI 染色，流式细胞仪检测细胞凋

亡率。

1.7 Western blot检测蛋白表达

提取细胞蛋白后进行蛋白定量。取适量蛋白

样品，按照聚丙烯酰胺凝胶；转膜；膜的封闭；一抗

孵育；二抗孵育；化学发光显色；灰度值分析步骤

进行。

1.8 双荧光素酶报告实验

含有 miR⁃148a⁃3p 结合位点序列或突变序列

的的 3′⁃UTR⁃DLL4 的的野生型或突变型（WT 或

MUT⁃DLL4）荧光素酶报告载体由上海吉玛制药

技术有限公司提供。WT/MUT⁃DLL4分别与miR⁃
148a⁃3p mimics 或 miR⁃NC 转染血管瘤内皮细胞，

48 h时检测各组细胞荧光素酶活性。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 20.0进行数据统计分析。计数资料
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用 n表示，计量资料用（x ± s）表示。两组间比较采

用 t检验，多组间比较采用单因素方差分析，进一

步两两比较采用 SNK⁃q检验。P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃148a⁃3p和DLL4在血管瘤组织中的表达

血管瘤组织中 miR⁃148a⁃3p 的表达较正常皮

肤组织降低，DLL4 mRNA 和 DLL4 蛋白的表达较

正常组织增加，差异有统计学意义（P<0.05）。见

图 1和表 1。
2.2 miR⁃148a⁃3p 过表达对血管瘤内皮细胞增殖

和凋亡的影响

与 miR⁃NC 组比较，miR⁃148a⁃3p 组血管瘤内

皮细胞miR⁃148a⁃3p表达显著升高，差异有统计学

意义（P<0.05）。过表达 miR⁃148a⁃3p 后血管瘤内

皮细胞 24~72 h 细胞活力、CyclinD1 和 Bcl⁃2 蛋白

表达显著降低，凋亡率、p21和 Bax蛋白表达增加，

差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 抑制DLL4表达对血管瘤内皮细胞增殖和凋

亡的影响

与 si⁃NC 组比较，si⁃DLL4 组血管瘤内皮细胞

DLL4 蛋白表达显著降低，差异有统计学意义（P<
0.05）。抑制DLL4表达后血管瘤内皮细胞 24~72 h
细胞活力、CyclinD1 和 Bcl⁃2 蛋白表达显著降低，

凋亡率、p21 和 Bax 蛋白表达增加，差异有统计学

意义（P<0.05）。见表 3。

N1 T1 N2 T2 N3 T3

DLL4

GAPDH

注：N为正常皮肤组织；T为血管瘤组织

图 1 DLL4蛋白表达

Figure 1 DLL4 protein expression

分组

正常皮肤组织组

血管瘤组织组

t值
P值

n

120
120
-
-

miR⁃148a 3p

1.00±0.07
0.52±0.05
61.125
0.000

DLL4
mRNA

1.00±0.08
3.25±0.31
76.986
0.000

DLL4
蛋白

0.21±0.02
0.59±0.05
77.299
0.000

表 1 miR⁃148a⁃3p和DLL4在血管瘤组织中的表达

（x ± s）

Table 1 Expression of miR⁃148a⁃3p and DLL4 in
hemangioma tissue（x ± s）

分组

miR⁃NC组

miR⁃148a⁃3p组

t值
P值

miR⁃148a⁃3p

1.00±0.08
2.93±0.28
19.883
0.000

OD 值（490 nm）

24 h
0.37±0.03
0.32±0.03

3.536
0.003

48 h
0.72±0.07
0.43±0.04
10.791
0.000

72 h
1.12±0.09
0.62±0.06
13.868
0.000

凋亡率
（%）

8.36±0.83
22.14±2.21

17.512
0.000

CyclinD1
蛋白

0.68±0.06
0.22±0.02
21.820
0.000

p21
蛋白

0.18±0.02
0.57±0.05
21.726
0.000

Bcl⁃2
蛋白

0.77±0.07
0.30±0.03
18.514
0.000

Bax
蛋白

0.27±0.03
0.62±0.06
15.652
0.000

表 2 miR⁃148a⁃3p过表达对血管瘤内皮细胞增殖和凋亡的影响（x ± s）

Table 2 Effects of overexpressing miR⁃148a⁃3p on proliferation and apoptosis of hemangioendothelial cells（x ± s）

2.4 miR⁃148a⁃3p靶向调控DLL4的表达

TargetScan 在线预测显示，miR ⁃ 148a ⁃ 3p 与

DLL4 的 3′⁃UTR 区域存在互补核苷酸序列，见图

2。双荧光素酶报告实验显示，与转染 miR⁃NC 比

较，转染 miR⁃148a⁃3p mimics 可降低 WT⁃DLL4 的

荧光素酶活性，差异有统计学意义（P<0.05），而对

MUT⁃DLL4 的荧光素酶活性无显著影响，见表 4。
Western blot检测显示，miR⁃148a⁃3p组血管瘤内皮

分组

si⁃NC组

si⁃DLL4组

t值
P值

DLL4蛋白

0.63±0.06
0.25±0.03
16.994
0.000

OD 值（490 nm）

24 h
0.39±0.03
0.37±0.03

1.414
0.176

48 h
0.75±0.07
0.51±0.05

8.370
0.000

72 h
1.14±0.09
0.69±0.06
12.481
0.000

凋亡率

（%）

7.56±0.71
19.47±1.56

20.846
0.000

CyclinD1
蛋白

0.69±0.06
0.28±0.03
18.336
0.000

p21 蛋白

0.19±0.02
0.54±0.05
19.498
0.000

Bcl⁃2蛋白

0.79±0.07
0.36±0.03
16.939
0.000

Bax蛋白

0.24±0.03
0.60±0.06
16.100
0.000

表 3 抑制DLL4表达对血管瘤内皮细胞增殖和凋亡的影响（x ± s）

Table 3 Effect of inhibiting DLL4 on proliferation and apoptosis of hemangioendothelial cells（x ± s）
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图 2 DLL4的 3′UTR中含有与miR⁃148a⁃3p互补的

核苷酸序列

Figure 2 3′UTR of DLL4 contains a complementary
nucleotide sequence to miR⁃148a⁃3p

分组

miR⁃NC组

miR⁃148a⁃3p组

t值
P值

WT⁃DLL4
1.02±0.06
0.49±0.04
22.049
0.000

MUT⁃DLL4
1.04±0.08
1.01±0.07

0.847
0.410

表 4 双荧光素酶报告实验（x ± s）

Table 4 Double luciferase report experiments（x ± s）

分组

miR⁃NC组

miR⁃148a⁃3p组

anti⁃miR⁃NC组

anti⁃miR⁃148a⁃3p组

F值

P值

DLL4蛋白

0.60±0.06
0.25±0.02a

0.58±0.05
0.87±0.08b

179.814
0.000

表 5 miR⁃148a⁃3p调控DLL4蛋白的表达（x ± s）

Table 5 miR⁃148a⁃3p regulates DLL4 protein expression
（x ± s）

注：与miR⁃NC组比较，aP<0.05；与 anti⁃miR⁃NC组比较，bP<0.05

分组

miR⁃NC组

miR⁃148a⁃3p组

miR⁃148a⁃3p+
pcDNA组

miR⁃148a⁃3p+
pcDNA⁃DLL4组

F值

P值

DLL4
蛋白

0.62±0.06
0.24±0.03a

0.23±0.03

0.53±0.05b

181.823
0.000

OD 值（490 nm）

24 h

0.38±0.03
0.31±0.03 a

0.30±0.03

0.37±0.03b

16.667
0.000

48 h

0.73±0.07
0.44±0.04 a

0.41±0.03

0.64±0.05b

87.394
0.000

72 h

1.13±0.09
0.65±0.06 a

0.60±0.05

0.98±0.08b

114.990
0.000

凋亡率

（%）

6.59±0.63
21.45±2.18 a

23.64±2.33

11.05±1.18b

201.212
0.000

CyclinD1
蛋白

0.67±0.06
0.23±0.02 a

0.22±0.02

0.56±0.05b

275.130
0.000

p21 蛋白

0.17±0.02
0.58±0.05 a

0.59±0.06

0.28±0.03b

220.054
0.000

Bcl⁃2蛋白

0.78±0.07
0.31±0.03 a

0.29±0.03

0.67±0.06b

217.718
0.000

Bax蛋白

0.26±0.03
0.64±0.06 a

0.66±0.06

0.37±0.03b

157.967
0.000

表 6 DLL4过表达逆转了miR⁃148a⁃3p对血管瘤内皮细胞增殖和凋亡的作用（x ± s）

Table 6 Overexpressing DLL4 reverses the effects of miR⁃148a⁃3p on proliferation and apoptosis of hemangioendothelial cell
（x ± s）

注：与miR⁃NC组比较，aP<0.05；与miR⁃148a⁃3p+pcDNA组比较，bP<0.05。

DLL4

GAPDH

注：1. miR⁃NC；2. miR⁃148a⁃3p；3. anti⁃miR⁃NC；4. anti⁃miR⁃148a⁃3p。
图 3 DLL4蛋白表达

Figure 3 DLL4 protein expression

细胞 DLL4 蛋白表达较 miR⁃NC 组降低；anti⁃miR⁃
148a⁃3p组血管瘤内皮细胞DLL4蛋白表达较 anti⁃
miR⁃NC 组升高，差异有统计学意义（P<0.05），见

表 5和图 3。

2.5 DLL4 过表达逆转 miR⁃148a⁃3p 对血管瘤内

皮细胞增殖和凋亡的作用

与miR⁃NC组比较，miR⁃148a⁃3p组血管瘤内皮

细胞 24~72 h细胞活力、DLL4、CyclinD1和Bcl⁃2蛋

白表达显著降低，凋亡率、p21 和 Bax 蛋白表达增

加；与miR⁃148a⁃3p+pcDNA组比较，miR⁃148a⁃3p+
pcDNA⁃DLL4 组血管瘤内皮细胞 24~72 h 细胞活

力、DLL4、CyclinD1和Bcl⁃2蛋白表达显著增加，凋

亡率、p21和Bax蛋白表达降低（P<0.05）。见表 6。

3 讨论

近年来多项研究揭示了miRNA在血管瘤进展

中的重要作用。例如，miR⁃424 的表观遗传沉默

可促进血管瘤内皮细胞生长，抑制细胞凋亡［9］。

上调 miR⁃206 可降低血管瘤内皮细胞的增殖和侵

袭能力，增加细胞凋亡［10］。下调 miR⁃130a 可显著

抑制血管瘤的生长和血管生成［11］。本研究发现

IH 组织中 miR⁃148a⁃3p 表达低于正常皮肤组织，

于是推测 miR⁃148a⁃3p 表达异常与 IH 进展有关。

功能获得实验显示，miR⁃148a⁃3p的恢复可显著抑

制血管瘤内皮细胞的增殖并诱导凋亡。进一步分
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析细胞增殖和凋亡调控因子表达发现，过表达miR⁃
143 显著诱导 p21 和 Bax 的表达，并降低 CyclinD1
和 Bcl⁃2表达。p21蛋白是一种内源性细胞周期蛋

白依赖性激酶（Cyclin⁃dependent kinases，CDK）抑

制剂，其通过抑制 cyclin/CDK 复合物的活性阻止

G1/S相变［12］。Bax和Bcl⁃2细胞凋亡的关键调控因

子，Bax 表达增加和 Bcl⁃2 表达降低可促进线粒体

膜孔的开放，促进细胞色素 c的释放，促进线粒体介

导的细胞凋亡。与本研究结论类似，miR⁃148a⁃3p
在宫颈癌［13］、食管癌［14］、口腔癌［15］中亦呈低表达，上

调其表达可抑制肿瘤的恶性进展。以上结果表明，

miR⁃148a⁃3p在 IH生长中起抑制作用。

为了更深入地了解miR⁃148a⁃3p抑制 IH内皮细

胞生长的机制，本研究通过生物信息学预测发现

DLL4 是 miR ⁃ 148a ⁃ 3p 的潜在靶基因。DLL4 是

Notch受体的配体之一，其主要表达与内皮细胞，在

调节肿瘤血管生成中起着关键作用。研究显示

DLL4促进肾细胞癌生长、侵袭及血管生成进而促

进肿瘤的血行转移［16］。沉默 DLL4 可抑制乳腺癌

细胞增殖并诱导凋亡［17］。本研究发现 IH 组织中

DLL4表达增加，与前人［7］研究结果吻合。功能缺

失实验显示，抑制 DLL4 抑制血管瘤内皮细胞的

增殖并诱导凋亡，诱导 p21 和 Bax 的表达，抑制

CyclinD1和 Bcl⁃2表达。同时本研究发现DLL4 是

miR⁃148a⁃3p 的靶基因，过表达 miR⁃148a⁃3p 可抑

制 DLL4 表达，而抑制 miR⁃148a⁃3p 则促进 DLL4
表达。此外，恢复实验显示过表达 DLL4 可减弱

miR⁃148a⁃3p介导的血管瘤内皮细胞增殖抑制和凋

亡促进作用。表明miR⁃148a⁃3p靶向DLL4是其抑

制 IH生长的重要机制。

总之，本研究表明血管瘤组织中 miR⁃148a⁃3p
表达下调，过表达 miR⁃148a⁃3p 通过靶向 DLL4 抑

制血管瘤内皮细胞增殖和诱导凋亡，这一发现为

IH的治疗提供了潜在靶点。
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滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2蛋白在骨关节炎患者中
的表达及临床价值

赵丽莉 1★ 高宇 1 梁涢 2 罗毅 1

［摘 要］ 目的 探究滑膜组织半乳糖凝集素 3（Galectin⁃3）、骨形成蛋白⁃2（BMP⁃2）在骨关节炎

（OA）患者中的表达及临床价值。方法 选取本院 2017年 6月至 2019年 8月收治的OA患者 126例作为

观察组，另选取同期因膝关节韧带损伤或半月板损伤行关节镜诊治术患者 124 例作为对照组。采用免

疫组化染色法检测两组滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2，采用 Logistic 分析两者与 OA 发病的关系，对比不

同病情程度患者滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2、关节液炎症标记物［白介素⁃6（IL⁃6）、白介素⁃8（IL⁃8）、肿

瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）］水平，采用 Pearson 分析滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2 与关节液炎症标记物相关

性。结果 观察组滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2阳性表达率高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；滑

膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2与OA发病显著相关，差异有统计学意义（P<0.05）；滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2
阳性表达率随病情程度增加呈升高趋势；关节液 IL⁃6、IL⁃8、TNF⁃α水平随病情程度增加呈升高趋势，差

异有统计学意义（P<0.05）；滑膜组织Galectin⁃3与关节液 IL⁃6（r=0.515）、IL⁃8（r=0.635）、TNF⁃α（r=0.620）
呈正相关，滑膜组织 BMP⁃2与关节液 IL⁃6（r=0.602）、IL⁃8（r=0.499）、TNF⁃α（r=0.634）呈正相关，差异有

统计学意义（P<0.05）。结论 滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2在OA患者中呈高表达，与OA的发病和病情

显著相关，并与关节液炎症因子表达呈正相关，提示检测滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2可辅助OA及其严

重程度的诊断和预后的判断。

［关键词］ 滑膜组织；半乳糖凝集素 3；BMP⁃2蛋白；骨关节炎；炎症因子

Expression of Galectin ⁃ 3 and BMP ⁃ 2 in synovial tissues in patients with
osteoarthritis and their clinical application
ZHAO Lili1★，GAO Yu1，LIANG Yun2，LUO Yi1

（1. Second Department of bone，The first hospital of zhangjiakou，Zhangjiakou，Hebei，China，075000；
2. Laboratory Department，The first hospital of zhangjiakou，Zhangjiakou，Hebei，China，075000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression and clinical application of galectin ⁃ 3 and
bone morphogenetic protein⁃2（BMP⁃2）in synovial tissues in patients with osteoarthritis（OA）. Methods A
total of 126 OA patients admitted in our hospital from June 2017 to August 2019 were enrolled as the observa⁃
tion group，another 124 patients who underwent arthroscopy for knee ligament injury or meniscus injury during
the same period were selected as the control group. Immunohistochemical staining was used to detect Galectin⁃
3 and BMP⁃2 in the synovial tissues of the two groups. Logistic analysis was used to analyze the relationship
between the two and the incidence of OA. The levels of Galectin⁃3，BMP⁃2 and joint fluid inflammation mark⁃
ers［interleukin⁃6（IL⁃6），interleukin⁃8（IL⁃8），tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α）］in synovial tissues were
measured and compared. The Pearson was used to analyze the correlation between synovial tissue Galectin⁃3，
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骨关节炎（Osteoarthritis，OA）是一种滑膜关节

退行性疾病，在病程中滑膜组织可通过分泌致炎

因子，造成软骨下骨硬化、关节软骨丢失、疼痛等，

影响关节正常功能，致残率较高，严重降低患者生

活质量，因此加强对 OA 的研究具有重要意义［1］。

半乳糖凝集素 3（Galectin⁃3）可调控细胞生长、凋亡

等，在人工椎间盘病变患者标本中可检测到阳性

表达，与椎间盘退变有关，并具有体外诱导炎症因

子表达的功能，故推测其可能与OA有关［2］。骨形

成蛋白⁃2（Bone morphogenetic protein⁃2，BMP⁃2）能

促进成骨细胞分化，加速前十字韧带重建后的骨

愈合，但在OA中的研究较少［3］。本研究探究滑膜

组织 Galectin⁃3、BMP⁃2 在 OA 患者中的表达及临

床价值，报告如下。

1 资料和方法

1.1 主要试剂

兔抗人 Galectin⁃3 单克隆一抗、生物素化的二

抗（美国 Santa Cruz 公司）；兔抗人 BMP⁃2 单克隆

一抗、生物素化的二抗（北京百奥莱博科技有限公

司）；DAB显色剂（上海信裕生物科技有限公司）。

1.2 一般资料

选取本院 2017 年 6 月至 2019 年 8 月收治的

OA 患者 126 例作为观察组，另选取同期因膝关

节韧带损伤或半月板损伤行关节镜诊治术患者

124 例作为对照组。两组性别、年龄、体质量指

数、患病侧、饮酒史、吸烟史、合并疾病等资料比

较，差异无统计学意义（P>0.05），但有可比性。

纳入标准：①OA 组均符合 OA 诊断标准［4］；

②临床资料完整；③无认知、精神障碍；④单侧病

变者；⑤所有患者及家属均已签署知情同意书。

排除标准：①合并系统性红斑狼疮者；②伴有血液

系统疾病者；③存在恶性肿瘤者；④合并严重凝血

功能障碍者；⑤伴有急性感染类疾病者。根据

WOMAC 骨关节炎指数［5］评估判断病情程度研究

经本院伦理委员会同意批准。

1.4 方法

1.4.1 滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2表达

采用免疫组化染色法检测，滑膜组织标本固

定，脱水，包埋，连续切片，60℃恒温箱中烤片过

夜，脱腊至水。3%双氧水冲洗载玻片，PBS 液冲

洗 3 次×5 min，复合酶 37℃修复标本 10 min，按照

1∶100 比例滴加兔抗人 Galectin⁃3、BMP⁃2 单克隆

一抗，37℃湿盒孵育 1.5 h，室温下复温 0.5 h，PBS
冲洗 3次×5 min。滴加生物素化的二抗，室温静置

资料

年龄(岁)
性别（男/女）

体质量指数
（kg/m2）

患病侧

左侧

右侧

饮酒史

吸烟史

合并疾病

高脂血症

糖尿病

心脏病

高血压

观察组
（n=126）
55.49±4.10

66/60

22.25±1.79

58（46.03）
68（53.97）
57（45.24）
51（40.48）

20（15.87）
9（7.14）
5（3.97）
6（4.76）

对照组
（n=124）
55.18±4.42

59/65

22.31±1.73

63（50.81）
61（49.19）
52（41.94）
56（45.16）

16（12.90）
11（8.87）
3（2.42）
4（3.23）

t/c2值

0.575
0.576

0.269

0.571

0.277
0.560

0.447
0.254
0.113
0.088

P值

0.566
0.448

0.788

0.450

0.599
0.454

0.504
0.615
0.737
0.767

表 1 两组临床资料对比［n（%），（x ± s）］

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

BMP⁃2 and synovial inflammation markers. Results The positive expression rate of Galectin⁃3 and BMP⁃2 in
the synovial tissue of the observation group was higher than that of the control group（P<0.05）. Galectin⁃3 and
BMP⁃2 in synovial tissues were significantly related to the incidence of OA（P<0.05）. The positive expression
rates of Galectin⁃3 and BMP⁃2 in synovial tissues increased with the increase of disease severity（P<0.05）. The
levels of IL⁃6，IL⁃8 and TNF⁃α in synovial fluid increased with the increase of disease severity（P<0.05）. Ga⁃
lectin⁃3 of synovial tissue is positively correlated with IL⁃6（r=0.515），IL⁃8（r=0.635），and TNF⁃α（r=0.620）
in synovial fluid. BMP⁃2 in synovial tissue was positively correlated with IL⁃6（r=0.602），IL⁃8（r=0.499）and
TNF⁃α（r=0.634）in synovial fluid（P<0.05）. Conclusion Galectin⁃3 and BMP⁃2 in synovial tissues are high⁃
ly expressed in patients with OA，which is related to the pathogenesis of OA. Interestingly，both of Galectin⁃3
and BMP⁃2 are positively correlated with the expression of inflammatory factors in synovial fluid，suggesting
that the detection of synovial tissue Galectin⁃3，BMP⁃2 could be assist in the diagnosis and prognosis of OA.

［KEY WORDS］ Synovial tissue；Galectin⁃3；BMP⁃2 protein；Osteoarthritis；Inflammatory factors
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0.5 h，PBS 洗 3 次×5 min。滴加 DAB 显色剂显色

5 min，苏木精复染，脱水透明，中性树胶封片。显

微镜下观察，细胞膜、细胞核或细胞质有棕色颗粒

附着为阳性，仅有片状、黄染或无颗粒附着为阴

性，通过 IMage⁃Pro Plus6.0 软件分析，200 倍镜下

随机选取 5个视野，滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2阳

性表达率为滑膜组织阳性染色面积占视野下组织

总面积的平均光密度。

1.3.2 关节液炎症标记物检测

严格无菌操作，抽取患膝关节液 1 mL，3 000 r/
min 离心 10 min 采用酶联免疫吸附法检测上清白

介素⁃6（Interleukin⁃6，IL⁃6）、白介素⁃8（Interleukin⁃8，
IL ⁃8）、肿瘤坏死因子 ⁃α（Tumor necrosis factor，
TNF⁃α）表达，IL⁃6 试剂盒购于艾美捷科技有限公

司，IL⁃8 购于武汉赛培生物科技有限公司，TNF⁃α
购于齐一生物科技（上海）有限公司。

1.4 观察指标

①比较两组滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2水平/
浓度的差异。②分析滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2
与 OA 诊断的关系。③比较不同 OA 严重程度患

者滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2 表达。④比较不同

OA 严重程度患者关节液炎症标记物（IL⁃6、IL⁃8、
TNF⁃α）水平。⑤分析滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2
与关节液炎症标记物相关性。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据处理，计数资料

用 n（%）表示、c2检验，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，采用 Logistic 分析滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2
与 OA 发病的关系，采用 Pearson 分析滑膜组织

Galectin⁃3、BMP⁃2 与关节液炎症标记物相关性。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2 阳性表达率

比较

观察组滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2 阳性表达

率高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05），见表

2、图 1。
2.2 滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2与OA发病的关系

Logistic 回归分析显示，滑膜组织 Galectin⁃3、
BMP⁃2 与 OA 诊断显著相关，差异有统计学意义

（P<0.05），见表 3。

2.3 不同 OA 严重程度患者滑膜组织 Galectin⁃3、
BMP⁃2的比较

滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2 阳性表达率随病

情程度增加呈升高趋势，差异有统计学意义（P<
0.05），见表 4。
2.4 不同OA严重程度患者关节液炎症标记物

关节液 IL⁃6、IL⁃8、TNF⁃α 水平随病情程度

增加呈升高趋势，差异有统计学意义（P<0.05），

见表 5。
2.5 滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2与关节液炎症标

记物相关性

Pearson相关性分析，滑膜组织Galectin⁃3与关

Galectin⁃3 BMP⁃2

观
察

组
对

照
组

图 1 两组滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2（×400）
Figure 1 Galectin⁃3 and BMP⁃2 of 2 groups of synovial

tissue（×400）

组别

观察组

对照组

t值
P值

n
126
124

Galectin⁃3（%）

42.47±6.78
5.82±1.39
58.985
<0.001

BMP⁃2（%）

28.63±5.26
8.72±2.14
39.086
<0.001

表 2 两组滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2比较（x ± s）

Table 2 Comparison of Galectin⁃3 and BMP⁃2 in 2 groups
of synovial tissues（x ± s）

变量

Galectin⁃3
BMP⁃2

b值

1.901
1.720

S.E.值

0.517
0.463

Wald/
c2值

13.526
13.800

P值

<0.001
<0.001

OR值

6.695
5.584

95%CI

3.441~13.028
2.695~11.572

表 3 滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2与OA发病的关系

Table 3 Relationship between galectin⁃3，BMP⁃2 and the
incidence of OA in synovial tissue
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组别

轻度患者

中度患者

重度患者

F值

P值

n

38
56
32

Galectin⁃3（%）

31.77±5.83
42.08±6.29
55.86±7.10
124.278
<0.001

BMP⁃2（%）

20.05±4.16
27.44±5.27
40.90±6.74
132.326
<0.001

表 4 不同病情程度患者滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2
比较（x ± s）

Table 4 Comparison of Galectin⁃3 and BMP⁃2 in synovial
tissues of patients with different levels of disease（x ± s）

组别

轻度患者

中度患者

重度患者

F值

P值

n
38
56
32

IL⁃6（ng/L）
13.15±3.82
35.94±10.20
61.08±16.33

169.027
<0.001

IL⁃8（ng/L）
6.01±1.80
9.53±3.04
14.29±4.11

63.706
<0.001

TNF⁃α（ng/L）
0.52±0.20
1.23±0.57
2.14±0.68
83.291
<0.001

表 5 不同病情程度患者关节液炎症标记物比较（x ± s）

Table 5 Comparison of synovial inflammation markers in
patients with different disease levels（x ± s）
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5
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⁃8（
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）
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1.0
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0
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F⁃
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）
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R2线性=0.265
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Galectin⁃3（%）
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Galectin⁃3（%）
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IL
⁃6（
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）
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30
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0

IL
⁃8（
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/L
）
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BMP⁃2（%）

20 30 40 50 60
BMP⁃2（%）

R2线性=0.384R2线性=0.403

R2线性=0.362 R2线性=0.402R2线性=0.249

AA BB CC

DD EE FF

注：A. Galectin⁃3与 IL⁃6相关性；B. Galectin⁃3与 IL⁃8相关性；C. Galectin⁃3与 TNF⁃α相关性；D. BMP⁃2与 IL⁃6相关性；E. BMP⁃2与 IL⁃8

相关性；F. BMP⁃2与 TNF⁃α相关性。

图 2 滑膜组织Galectin⁃3、BMP⁃2与关节液炎症标记物相关性

Figure 2 correlation between synovial galectin⁃3，BMP⁃2 and inflammatory markers of synovial fluid

节液 IL ⁃ 6（r=0.515）、IL ⁃ 8（r=0.635）、TNF ⁃α（r=
0.620）呈正相关，滑膜组织 BMP⁃2 与关节液 IL⁃6
（r=0.602）、IL⁃8（r=0.499）、TNF⁃α（r=0.634）呈正相

关，差异有统计学意义（P<0.05），见图 2。

3 讨论

目前普遍认为，OA是一种由滑膜、软骨、骨等

参与的炎症性疾病，其炎症通路是由 IL⁃6、IL⁃8、
TNF⁃α 等多种细胞因子参与的，各炎症因子水平

被证实与 OA 患者病情有关，能持续刺激滑膜、软

骨等，造成组织损伤，并诱导成纤维细胞、基质金

属蛋白酶分泌，导致滑膜增生、边缘骨赘形成、关

节间隙变窄等，从而诱发OA［6⁃7］。

Galectin⁃3是半乳糖凝集素家族中一个结构独

特的成员，在多种组织中均有表达［8］。抑制Galec⁃
tin⁃3表达能明显下调基质金属蛋白酶 3表达，抑制

核因子⁃κB信号通路，减轻脂多糖诱导的软骨细胞

炎症损伤，呈现出软骨保护特性［9］。本研究显示，

OA患者滑膜组织Galectin⁃3表达高于因膝关节韧

带损伤或半月板损伤行关节镜诊治术患者，与OA
诊断显著相关，并随病情严重程度增加呈升高趋

势。分析其原因，Galectin⁃3 可刺激成纤维细胞生

长，被激活的成纤维细胞可附着于骨组织和软骨，

逐渐破坏关节结构，并介导细胞黏附、白细胞趋化，

参与炎症反应、组织纤维化，造成关节损伤，故在

OA 中高表达，与 OA 发病及患者病情有关［10 ⁃ 11］。

Weinmann 等［12］报道显示，Galectin⁃3可诱导人骨关

节炎中的 IL⁃6、TNF⁃α等，是OA进展的分子开关，
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支持本研究中滑膜组织 Galectin⁃3与关节液 IL⁃6、
IL⁃8、TNF⁃α呈正相关的观点，佐证了Galectin⁃3能

通过炎症因子参与OA的发病。可见从基因水平靶

向 Galectin⁃3，沉默或抑制 Galectin⁃3 表达，可能有

助于改善OA的炎症反应情况，缓解或控制OA病

情，但这一结论仍需更多研究的论证。

BMP⁃2是驱动成骨细胞分化和活性的必不可

少的生长因子，对骨形成至关重要［13］。本研究显

示，OA患者滑膜组织BMP⁃2表达高于因膝关节韧

带损伤或半月板损伤行关节镜诊治术患者，与OA
发病显著相关，与Weidner等［14］报道相似，可能是由

于OA滑膜组织的炎症反应刺激及退行性变化，导

致BMP⁃2升高，进而参与关节软骨的修复。且本研

究还发现，滑膜组织BMP⁃2阳性表达率随病情程度

增加呈升高趋势，表明 BMP⁃2 与 OA 患者病情有

关，推测病情越严重，软骨破坏可能更明显，机体为

修复软骨产生适应性或应激性变化更大，分泌更多

的BMP⁃2，以发挥修复作用［15］。同时滑膜组织BMP
⁃2与 IL⁃6、IL⁃8、TNF⁃α呈正相关，这一现象是由于

OA局部的激烈炎症反应可能通过细胞因子网络系

统启动了滑膜组织的成骨性能，从而使BMP⁃2与促

炎因子呈现出正相关变化［16］。而根据以往报道，IL⁃
6、IL⁃8、TNF⁃α均与OA临床症状严重程度、关节功

能显著相关，佐证了Galectin⁃3、BMP⁃2与OA发病

和病情有关［17］。提示治疗OA时，不仅应重视关节

炎症反应的控制，亦应从软骨修复等角度干预，双

管齐下，可能有助于提高临床治疗效果。

综上所述，滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2 在 OA
患者中呈高表达，与OA的发病和病情严重程度显

著相关，并与关节液炎症因子表达呈正相关，提示

检测滑膜组织 Galectin⁃3、BMP⁃2 可辅助 OA 及其

严重程度的诊断和预后的判断。
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大株红景天注射液治疗冠心病合并心力衰竭疗效及
对患者血清HCY、Gal⁃3、NT⁃proBNP水平的影响

张志亮 1 张鑫 1 高卫芳 1 袁宇 2★

［摘 要］ 目的 探讨大株红景天注射液治疗冠心病合并心力衰竭的临床疗效。 方法 将 104例

冠心病合并心力衰竭患者随机分为观察组和对照组各 52例。对照组患者予以前列地尔治疗，观察组患

者在此基础上予以大株红景天注射液治疗。比较两组患者临床疗效，观察治疗前后心功能［左室射血分

数（LVEF）、左室舒张末内径（LVEDD）、左室收缩末内径（LVESD）、心排血量（CO）］、心衰标志物［N⁃末
端脑钠肽前体（NT⁃proBNP）］、内皮功能［内皮素（ET）、一氧化氮（NO）］、氧化应激［丙二醛（MDA）、超氧

化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）］以及血清同型半胱氨酸（HCY）、半乳凝集素⁃3（Gal⁃3）水平的变

化情况。 结果 观察组患者治疗总有效率高于对照组（P<0.05）；治疗 20 d后，两组患者 LVEF、CO均较

治疗前升高，且观察组高于对照组，LVEDD、LVESD均较治疗前降低，且观察组低于对照组（P<0.05）；治

疗 20 d后，两组患者血清NT⁃proBNP、ET、MDA、HCY、Gal⁃3水平均较治疗前降低，且观察组低于对照组

（P<0.05），NO、SOD、CAT水平较治疗前升高，且观察组高于对照组（P<0.05）。 结论 大株红景天注射

液治疗冠心病合并心力衰竭效果显著，可明显改善心功能和内皮功能，减轻心肌损伤，提高抗氧化应激

能力，促进疾病转归。

［关键词］ 冠心病；心力衰竭；大株红景天注射液；同型半胱氨酸；半乳凝集素⁃3

Efficacy of Sofren injection in the treatment of coronary heart disease with
heart failure and its effects on the serum levels of HCY，Gal⁃3 and NT⁃proBNP
ZHANG Zhiliang1，ZHANG Xin1，GAO Weifang1，YUAN Yu2★

(1. Department of Pharmacy，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College，Xinxiang，Henan，
China，453100；2. CCU，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical College，Xinxiang，Henan，Chi⁃
na，453100）

［ABSTRACT］ Objective To explore the clinical efficacy of Sofren injection in the treatment of coro⁃
nary heart disease with heart failure. Methods 104 patients with coronary heart disease and heart failure
were randomly divided into the observation group and the control group，with 52 cases in each group. Patients
in the control group were treated with alprostadil while patients in the observation group were treated with So⁃
fren injection plus alprostadil. The clinical efficacy of the two groups was compared，and the cardiac function
［left ventricular ejection fraction（LVEF），left ventricular end⁃diastolic diameter（LVEDD），left ventricular
end⁃systolic diameter（LVESD），cardiac output（CO）］，heart failure marker［N⁃terminal pro⁃brain natriuretic
peptide（NT⁃proBNP）］，endothelial function［endothelin（ET），nitric oxide（NO）］，oxidative stress［malo⁃
naldehyde（MDA），superoxide dismutase（SOD），catalase（CAT）］and serum homocysteine（HCY）and ga⁃
lectin⁃3（Gal⁃3）were observed before and after treatment. Results The total effective rate of treatment in
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the observation group was higher than that in the control group（P<0.05）. After 20d of treatment，the LVEF
and CO in the two groups were increased compared with those before treatment，and the two indexes in the ob⁃
servation group were higher than those in the control group，and the LVEDD and LVESD were decreased com⁃
pared with those before treatment，and the two indexes in the observation group were lower than those in the
control group（P<0.05）. After 20d of treatment，the serum levels of NT⁃proBNP，ET，MDA，HCY and Gal⁃
3 in the two groups were decreased compared with those before treatment，and the levels in the observation
group were lower than those in the control group（P<0.05），and the levels of NO，SOD and CAT were in⁃
creased compared with those before treatment，and the levels in the observation group were higher than those
in the control group（P<0.05）. Conclusion Sofren injection has a significant effect on coronary heart disease
with heart failure. It can significantly improve cardiac function and endothelial function，reduce myocardial
damage，improve anti⁃oxidative stress ability，and promote disease outcome.

［KEY WORDS］ Coronary heart disease；Heart failure；Sofren injection；Homocysteine；Galectin⁃3

冠心病是临床常见的心血管疾病，若病情持

续进展，心肌会因供血供氧不足而发生坏死，心肌

收缩、舒张功能被影响，严重者可造成心排出量减

少，导致心力衰竭（下文简称心衰）的发生，严重威

胁患者生命健康［1］。冠心病患者发生心衰的几率

远远高于正常人群，及时有效地进行抗冠状动脉

硬化和抗心衰治疗尤为重要。目前临床对冠心病

合并心衰的治疗仍以药物治疗为主，主要目的在

于改善心脏血流动力学，减少心肌耗氧，从而减缓

心衰进展，提高生存率［2］。前列地尔是治疗冠心病

心衰的常用药物，其具有扩张血管、抑制血小板聚

集的作用，往往与其他抗心衰药物联用［3］。大株红

景天注射液通过抗缺血、扩张冠状动脉血管、降低

心脏负荷等作用改善心衰症状，主治心血瘀阻型

冠心病［4］。本研究旨在探讨大株红景天注射液治

疗冠心病合并心衰的临床效果，为该疾病的治疗

方案选择提供科学依据，现报道如下。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选择 2017 年 10 月至 2019 年 8 月在本院收治

的 104 例冠心病合并心衰患者为研究对象。根据

随机分组原则，将患者分为观察组和对照组各 52
例。两组患者一般资料比较差异无统计学意义

（P>0.05），具有可比性，见表 1。本研究经本院医

学伦理委员会批准，患者及家属签署知情同意书。

组别

观察组

对照组

c2/t值

P值

n

52

52

性别（男/女）

30/22

27/25

0.349

0.554

年龄（岁）

55.34±8.41

56.97±9.05

0.951

0.344

NYHA分级（Ⅱ级/Ⅲ级）

24/28

27/25

0.346

0.556

冠心病病程（年）

8.15±2.07

8.84±2.11

1.683

0.095

表 1 两组患者一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general data between the 2 groups（x ± s）

注：NYHA为美国纽约心脏病学会（New York Heart Association）。

入组标准：①符合《中国心力衰竭诊断和治疗

指南 2014》中相关诊断标准［5］；②患者伴有心脏结

构改变和典型心衰症状，且经超声心动图检查证

实；③无药物禁忌症或过敏史；④依从性良好能配

合完成治疗。排除标准：①近期有急性心肌梗死发

作史、手术或创伤者；②其他疾病或因素引起的心

衰者；③合并严重脏器疾病、血液系统疾病、免疫系

统疾病或恶性肿瘤者；④合并严重感染者；⑤合并

心肌炎、心包炎、心脏瓣膜病者；⑥合并精神性疾病

不能配合治疗者。

1.2 治疗方法

两组患者根据实际病情予以基础治疗：吸

氧、强心剂、利尿剂、控制血压和血糖、扩血管，

消除心衰诱因，应用抗血小板及他汀类药物进行

冠心病二级预防，纠正贫血、电解质紊乱、心律失

常，预防和控制感染。对照组患者予以前列地尔注

射液（生产企业：哈药集团生物工程有限公司，规

格：1 mL：5 μg，批准文号：国药准字H20084565）1~
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2 mL+10 mL 生理盐水静脉注射，1 次/d。观察组

患者在对照组基础上予以大株红景天注射液（生

产企业：通化玉圣药业有限公司，规格：5 mL，批

准文号：国药准字 Z20060362）10 mL+250 mL 生

理盐水静脉滴注，1 次/d。两组患者均以 10 d 为

一个疗程，治疗 2 个疗程后观察疗效。

1.3 评价指标

①疗效评价标准［6］总有效率=（显效+有效）/总
例数。②心功能：分别于治疗前、治疗 20 d后采取

超声心动图测定患者心功能各项指标，包括左室

射血分数（left ventricular ejection fraction，LVEF）、

左室舒张末内径（left ventricular end⁃diastolic diam⁃
eter，LVEDD）、左室收缩末内径（left ventricular end
⁃systolic diameter，LVESD）、心排血量（cardiac out⁃
put，CO）。③心衰标志物：分别于治疗前、治疗 20
d 后采集患者清晨肘静脉血 3 mL，常规离心分离

血清待检，用酶联免疫吸附法（enzyme linked im⁃
munosorbent assay，ELISA）检测 N⁃末端脑钠肽前

体（N ⁃ terminal pro ⁃ brain natriuretic peptide，NT ⁃
proBNP）水平，试剂盒来自上海江莱生物科技有限

公司。④内皮功能：同上取血清，用放射免疫法检

测内皮素（endothelin，ET），试剂盒来自上海信帆

生物科技有限公司；用硝酸还原酶法检测一氧化

氮（nitric oxide，NO），试剂盒来自上海恪敏生物科

技有限公司。⑤氧化应激水平：同上取血清，用硫

代巴比妥酸显色法检测丙二醛（malonaldehyde，
MDA），黄嘌呤氧化酶法检测超氧化物歧化酶（su⁃
peroxide dismutase，SOD），可见光法测定过氧化氢

酶（catalase，CAT），试剂盒来自南京建成生物工程

研究所。⑥血清因子：同上取血清，用双抗体夹心

法检测同型半胱氨酸（homocysteine，HCY），试剂盒

来自上海研谨生物科技有限公司；用ELISA检测半

乳凝集素⁃3（galectin⁃3，Gal⁃3），试剂盒来自美国

BG medicine公司。

1.4 统计学处理

采用 SPSS2 1.0 软件进行统计分析。计数资

料以 n（%）表示，组间比较采用 c2检验；计量资料

以（x ± s）表示，两组间比较采用独立样本 t 检验，

P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者临床疗效比较

观察组患者治疗总有效率高于对照组，差异

有统计学意义（P<0.05），见表 2。

2.2 两组患者治疗前后心功能比较

治疗 20 d后，两组患者 LVEF、CO均较治疗前

升高，且观察组高于对照组，LVEDD、LVESD均较

治疗前降低，且观察组低于对照组（P<0.05），见

表 3。
2.3 两组患者治疗前后心衰标志物、内皮功能

比较

治疗 20 d 后，两组患者血清 NT⁃proBNP、ET
水平均较治疗前降低，且观察组低于对照组，NO
水平较治疗前升高，且观察组高于对照组（P<
0.05），见表 4。

指标

LVEF（%）

LVEDD（mm）

LVESD（mm）

CO（L/min）

时间

治疗前
治疗后
治疗前
治疗后
治疗前
治疗后
治疗前
治疗后

观察组（n=52）
40.12±7.24
49.62±8.08a

64.10±6.84
54.48±6.04a

45.71±6.37
36.27±5.35a

5.09±1.01
5.96±1.02a

对照组（n=52）
39.23±7.05
44.37±7.39a

63.27±7.12
59.32±6.45a

45.08±6.51
40.13±5.98a

5.02±0.95
5.48±0.97a

t值

0.635
3.457
0.606
3.950
0.499
3.469
0.364
2.459

P值

0.527
0.001
0.546
<0.001
0.619
0.001
0.717
0.016

表 3 两组患者治疗前后心功能比较（x ± s）

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

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

组别

观察组

对照组

c2值

P值

n

52
52

5.283
0.022

显效

27（51.92）
16（30.77）

有效

22（42.31）
25（48.08）

无效

3（5.77）
11（21.15）

总有效

49（94.23）
41（78.85）

表 2 两组患者临床疗效比较［n（%）］

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

观察组

对照组

t值
P值

NT⁃proBNP（mg/L）

治疗前

1.87±0.33
1.80±0.35

1.049
0.296

治疗后

0.76±0.20a

1.27±0.28a

10.688
＜0.001

ET（ng/L）

治疗前 治疗后

124.32±24.15
120.48±26.24

0.776
0.439

70.12±15.41a

95.34±19.17a

7.394
＜0.001

NO（μmol/L）

治疗前 治疗后

66.47±12.54
68.29±11.47

0.772
0.442

96.12±18.74a

80.12±15.36a

4.762
＜0.001

2.4 两组患者治疗前后氧化应激水平比较

治疗 20 d后，两组患者血清MDA水平均较治

疗前降低，且观察组低于对照组，SOD、CAT 水平

均较治疗前升高，且观察组高于对照组（P<0.05），

见表 5。

2.5 两组患者治疗前后血清HCY、Gal⁃3水平比较

治疗 20 d 后，两组患者血清 HCY、Gal⁃3 水平

均较治疗前降低，且观察组低于对照组（P<0.05），

见表 6。

3 讨论

心衰是心脏疾病发展的终末阶段，冠心病是

心衰的主要病因，冠心病合并心衰对心脏结构和

功能的损伤程度更为严重，增加了治疗难度。多

种药物联用扩张冠状动脉血管、增加心肌血氧供

应和能量代谢是治疗冠心病合并心衰的主要手

段。前列地尔治疗冠心病心衰的有效成分为前列

腺素 E1（PGE1），作为花生四烯酸的衍生物可增强

心肌收缩力，提高心排出量；可扩张冠状动脉及外

周血管，改善血管内皮功能，减轻心脏前后负荷；

可抑制血小板聚集，改善微循环；可降低血脂、抑

制血管平滑肌增生，减轻动脉粥样硬化［7］。

中医学将冠心病归属于“胸痹”、“真心痛”的

范畴，心气不足、心阳不振易引起寒凝气滞，气血

运行不畅则淤血阻碍心脉，故以温通心阳、活血化

瘀为治则［8］。大株红景天注射液的有效成分从中

药大株红景天中提取，有活血化瘀、通脉止痛、补

气等功效，适宜于冠心病的治疗［9］。现代药理研究

表明，大株红景天注射液可扩张冠脉血管、调节心

脏血管顺应性、降低心脏后负荷和心肌耗氧量，也

具有清除自由基、减少炎症因子的药理活性，因此

被广泛应用于心血管疾病的临床治疗［10］。本研究

结果说明冠心病患者加用大株红景天注射液治疗

后临床症状改善更佳。冠心病合并心衰患者往往

因心肌损伤而伴有心功能损伤，超声心动图表现

为 LVEF、CO降低，LVEDD、LVESD升高。本研究

结果证实大株红景天注射液对冠心病合并心衰患

者的心功能改善效果良好。

既往研究表明［11］，血管内皮功能紊乱是冠心

病的病理基础之一，参与冠状动脉粥样硬化的始

动环节，其中 NO 有舒张血管的作用，是重要的信

息分子和效应分子，而 ET在体内含量增加可导致

表 4 两组患者治疗前后心衰标志物、内皮功能比较（x ± s）

Table 4 Comparison of heart failure marker and endothelial function between the 2 groups before and after treatment（x ± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

指标

MDA
（nmol/mL）

SOD
（U/mL）

CAT
（U/mL）

时间

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

观察组
（n=52）
8.02±1.31

5.28±0.86a

32.37±5.23

52.17±8.95a

5.16±0.97

7.97±1.33a

对照组
（n=52）
7.91±1.25

6.35±1.02a

33.19±5.84

43.26±7.85a

5.37±1.05

6.69±1.21a

t值

0.438

5.783

0.754

5.397

1.059

5.133

P值

0.662

<0.001

0.452

<0.001

0.292

<0.001

表 5 两组患者治疗前后氧化应激水平比较（x ± s）

Table 5 Comparison of oxidative stress levels between the
two groups before and after treatment（x ± s）

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

指标

HCY
（μmol/mL）

Gal⁃3
（μg/L）

时间

治疗前

治疗后

治疗前

治疗后

观察组
（n=52）
19.35±2.54
15.13±2.04a

12.34±2.17
4.16±1.02a

对照组
（n=52）
19.84±2.63
17.27±2.12a

11.87±2.24
6.39±1.31a

t值

0.966
5.245
1.087
9.686

P值

0.336
<0.001
0.280
<0.001

注：与同组治疗前比较，aP<0.05。

表 6 两组患者治疗前后血清HCY、Gal⁃3水平比较（x ± s）

Table 6 Comparison of levels of serum HCY and Gal⁃3
between the two groups before and after treatment（x ± s）
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血管内皮功能失衡。NT⁃proBNP 作为临床常用的

心衰标志物，广泛应用于心衰诊断、病情评估、治

疗指导和预后判断［12］。李晓霞等学者［13］认为，心

衰患者心脏负荷过重导致左心室舒张期末内径增

大、左心室射血分数降低，血管内皮细胞分泌大量

缩血管因子，增加血管平滑肌张力，可引起血压升

高，因此改善血管内皮功能也有利于缓解心衰症

状。氧化应激在心衰的病理过程中起到关键作

用，患者体内自由基产生过多，氧化程度超出氧化

物清除，氧化系统和抗氧化系统失衡会导致组织

损伤，因此治疗心衰时应加强抗氧化应激治疗，有

助于心功能改善［14］。本研究表明大株红景天注射

液具有较强的抗氧化应激功能，同时也具有一定

的抗衰老作用。

相关文献报道称［15］，HCY 作为机体内蛋氨酸

代谢过程中的一种中间产物，属于冠心病的危险

因素，能反映冠脉病变支数和病变程度，其在血

清中浓度随病情加重而增加。Gal⁃3 是一种炎症

信号分子，在体内参与细胞活化、免疫反应、黏附、

生长与凋亡等多种生物活动，尤其在心肌纤维化、

重塑过程中发挥关键性作用［16］。有研究表明，Gal⁃3
参与冠心病的病理过程，可激活动脉粥样硬化斑

块内炎症细胞和巨噬细胞，促进单核细胞进入血

管壁，抑制平滑肌细胞核基质糖蛋白间黏附，最终

导致动脉粥样硬化形成［17］。本研究检测结果说明

冠心病得到有效控制，而观察组变化更为显著，表

明大株红景天注射液可有效抑制动脉粥样硬化的

发生发展，促进疾病转归。

综上所述，大株红景天注射液治疗冠心病合

并心衰效果显著，可明显改善心功能和内皮功能，

减轻心肌损伤，提高抗氧化应激能力，促进疾病转

归，适宜在临床推广。
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血清EGFL7、MTA1表达与鼻咽癌患者临床特征及预
后的关系

冯睡 尹金淑 谢洪 姬巍 刘艾竹 彭洪★

［摘 要］ 目的 探究鼻咽癌患者血清表皮生长因子样结构域 7（EGFL7）、肿瘤转移性相关基

因 1（MTA1）蛋白表达及与临床特征及预后的相关性。方法 选取本院 2014 年 1 月至 2016 年 1 月

收治的鼻咽癌患者病毒组织 60 例，其中转移患者 22 例作为转移组，未转移患者 38 例作为未转移

组，以同期 20 例正常鼻咽部组织作为对照组，对比 3 组血清 EGFL7、MTA1 蛋白水平、微血管密度

（MVD）、淋巴管密度（LVD）水平，比较不同临床特征患者 EGFL7、MTA1水平，Spearman相关性分析血清

EGFL7、MTA1蛋白与MVD、LVD相关性，Kaplan⁃meier生存函数分析 EGFL7、MTA1与患者预后的关系。

结果 3 组血清 EGFL7、MTA1 蛋白及 MVD、LVD 水平比较结果：鼻咽癌患者转移组>鼻咽癌患者未

转移组>对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。不同性别、年龄、EB 病毒相关抗体阴阳性血清

EGFL7、MTA1 蛋白水平比较，差异无统计学意义（P>0.05）；不同 TNM 肿瘤分期、有无淋巴结转移、

浸润深度、分化程度患者血清 EGFL7、MTA1 蛋白水平比较差异具有统计学意义（P<0.05）。相关性

分析结果显示，EGFL7 及 MTA 蛋白分别与 MVD、LVD 存在显著正相关性（P<0.05）。以鼻咽癌患者

血清 EGFL7、MTA1 平均值为中位数，分为低 EGFL7 组、高 EGFL7 组及低 MTA1 组、高 MTA1 组，Ka⁃
plan⁃meier 生存函数结果显示，低 EGFL7 组的 MST 高于高 EGFL7 组的 MST，差异具有统计学意义

（P<0.05）。低 MTA1 组 MST 高于高 MTA1 组的 MST，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 血清

EGFL7、MTA1 表达水平与鼻咽癌患者临床分期及淋巴结转移存在密切关系，血清 EGFL7、MTA1
高表达鼻咽癌患者预后较差。

［关键词］ 鼻咽癌；表皮生长因子样结构域 7；肿瘤转移性相关基因 1；临床特征；预后

Correlation of serum EGFL7 and MTA1 with clinical characteristics and
prognosis of patients with nasopharyngeal carcinoma
FENG Shui，YIN Jinshu，XIE Hong，JI Wei，LIU Aizhu，PENG Hong★

（Department of Otorhinolaryngology Head and Neck Surgery，Beijing Shijitan Hospital，Capital Medical Uni⁃
versity，Beijing，China，100038）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of epidermal growth factor ⁃ like domain 7
（EGFL7）and tumor metastasis⁃associated gene 1（MTA1）protein in patients with nasopharyngeal carcinoma
and to evaluate the correlation with clinical characteristics and prognosis. Methods 60 cases of nasopharyn⁃
geal carcinoma patients admitted in our hospital from January 2014 to January 2016 were selected，including
22 metastatic patients as the metastatic group，38 non⁃metastatic patients as the non⁃metastatic group. 20 nor⁃
mal healthy controls were slected as the control group. The serum levels of EGFL7 and MTA1，microvessel
density（MVD）and lymphatic vessel density（LVD） levels were measured and compared among the three
groups. Spearman correlation analysis was used to analyze the correlation between serum EGFL7，MTA1 and
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MVD，LVD. Kaplan⁃meier survival function was used to analyze the relationship between EGFL7，MTA1 and

patient prognosis. Results Comparison of the serum levels of EGFL7 and MTA1 and MVD or LVD levels

in the three groups：Metastatic group of patients with nasopharyngeal cancer > non⁃metastatic group of patients

with nasopharyngeal cancer > Control group，the difference was statistically significant（P<0.05）. There was

no significant difference in the levels of EGFL7 and MTA1 protein in different genders，ages，and EB virus⁃re⁃

lated antibody negative positive serum（P>0.05）. t There were statistically significant differences in serum

EGFL7 and MTA1 protein levels among patients with different TNM tumor stages，presence or absence of

lymph node metastasis，depth of invasion，and degree of differentiation （P<0.05）. Correlation analysis

showed that EGFL7 and MTA had a significant positive correlation with MVD and LVD，respectively（P<

0.05）. Based on the median values of serum EGFL7 and MTA1 in patients with nasopharyngeal carcinoma，

they were divided into low EGFL7 group，high EGFL7 group，low MTA1 group，and high MTA1 group. Ka⁃

plan⁃meier survival function results showed that the MST with the low EGFL7 group was higher than that of

the MST with the high EGFL7 group. The difference between the two groups was statistically significant（P<

0.05）. The MST in the low MTA1 group was higher than that of the MST in the high MTA1 group，the differ⁃

ence was statistically significant（P<0.05）. Conclusion The serum levels of EGFL7 and MTA1 are closely

related to clinical stage and lymph node metastasis of patients with nasopharyngeal carcinoma. Patients with

high serum levels of EGFL7 and MTA1 have poor prognosis.

［KEY WORDS］ Nasopharyngeal carcinoma；Epidermal growth factor⁃like domain 7；Tumor metasta⁃

sis⁃related gene 1；Clinical characteristics；Prognosis

鼻咽癌为发生于鼻咽腔侧壁和顶部的一种高

发性恶性肿瘤，其发病率在耳鼻咽喉各类恶性肿瘤

中居于首位。鼻咽癌的发生发展与饮食习惯、遗传

易感性、环境、理化因素、EB病毒感染等因素有关，

并且是一个多步骤、多基因参与的复杂过程［1］。鼻

咽癌侵袭转移是患者预后不佳乃至死亡的主要因

素，多数转移为颈部淋巴结转移。表皮生长因子样

结 构 域 7（epidermal growth factor ⁃ likedomain 7，
EGFL7）表达于血管内皮系统，在生理或病理性血

管管腔形成、功能维持等过程中发挥重要作用，近

年来研究发现 EGFL7 在一些肿瘤细胞中也有表

达［2 ⁃ 3］。肿瘤转移相关基因（metastasis⁃associated
gene1，MTA1）为近年来研究较多的与肿瘤浸润转

移相关的基因，其在多种肿瘤细胞系中表达，并与

肿瘤的侵袭转移关系密切［4⁃5］。针对鼻咽癌缺乏特

异性、敏感性高的标志物的情况，本研究对鼻咽癌

患者血清 EGFL7、MTA1表达情况和与患者临床特

征及预后的进行了探究，以期为鼻咽癌患者的临床

诊疗及预后评估提供有效指示指标。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2014年 1月至 2016年 1月收治的鼻

咽癌患者病理组织 60例，其中男 37例，女 23例，平

均（52.6±3.7）岁，病理分期：Ⅰ期 4例，Ⅱ期 17例，Ⅲ
期 28例，Ⅳ期 11 例；淋巴结转移：无 38例，有 22例；

浸润深度：T1~226例，T3~434例；分化程度：低 11例，中

29例，高 20例；EB病毒相关抗体阴性 24例，阳性 36
例。根据鼻咽癌患者是否存在淋巴结转移，分为转

移组和未转移组，并以同期 20例正常鼻咽部组织作

为对照组，其中男12例，女8例，平均（51.5±4.4）岁。

纳入标准：①均经病理学检查确诊；②均为首

次确诊，未接受放化疗或其他抗肿瘤治疗；③卡氏

功能评分（Karnofsky，KPS）≥70 分。排除标准：

①肝肾等重要脏器严重功能障碍者；②合并其他

恶性肿瘤病史；所有患者及家属均已签署知情

同意书；本研究上报院伦理委员会并获得批

准。③神经病变、认知障碍者；④临床资料缺失

者。3组研究对象在性别、年龄上比较差异无统计

学意义（P>0.05），具有可比性。

1.2 方法

1.2.1 临床资料收集

所有患者入院后统计年龄、性别、疾病史、病

理分期、淋巴结转移、浸润深度、EB病毒相关抗体

等临床资料。预后统计：所有患者随访 3~6年，直

至患者任何原因导致死亡或随访日期结束，观察

患者预后生存情况，并计算中位生存时间（median
survival time，MST）。
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1.2.2 血清 EGFL7、MTA1蛋白表达检测

所有研究对象均入院后收集 5 mL 空腹静脉

血，采用酶联免疫吸附法（enzyme linked immuno⁃
sorbent assay，ELISA）及北京普朗酶标仪测定血清

EGFL7、MTA1 蛋白表达，450 nm 波长测定吸光度

值。试剂盒购自 Abcam 公司，严格依照试剂盒说

明书执行各项操作。

1.2.3 微血管密度（MVD）、淋巴管密度（LVD）水

平测定

取鼻咽部组织行免疫组化染色测定 MVD 及

LVD，于 200倍显微镜下随机选取 5个视野进行计

数血管数和淋巴管数，取平均值作为 MVD、LVD
的最终结果。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件进行数据分析，计数资料

用 n表示，行 c2检验。计量资料以（x ± s）表示，两

两比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方差分

析；Spearman 检验分析血清 EGFL7、MTA1蛋白与

MVD、LVD 相关性；Kaplan⁃meier 生存函数分析

EGFL7、MTA1 与患者预后的关系。P<0.05 为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 3组 EGFL7、MTA1、MVD、LVD水平比较

3 组血清 EGFL7、MTA1、MVD、LVD 比较：对

照组<未转移组<转移组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。
2.2 血清 EGFL7、MTA1 表达与鼻咽癌患者临床

特征的关系

不同性别、年龄、EB病毒相关抗体阴阳性血清

EGFL7、MTA1 蛋白水平比较差异无统计学意义

（P>0.05）；不同 TNM肿瘤分期、有无淋巴结转移、

浸润深度、分化程度患者血清 EGFL7、MTA1 蛋白

水平比较差异具有统计学意义（P<0.05）。见表 2。

组别

对照组

未转移组

转移组

F值

P值

n
20
38
22

EGFL7（ng/mL）
44.8±5.8

178.6±15.7a

273.2±25.1ab

61.379
0.000

MTA1（pg/mL）
28.3±3.9

145.5±11.6a

213.5±19.3ab

60.758
0.000

MVD
17.5±5.8
59.2±8.7a

82.2±8.6ab

39.454
0.000

LVD
2.4±1.2
4.4±1.5a

12.8±3.7ab

12.448
0.000

临床特征

性别

年龄

EB病毒相关抗体

TNM分期

淋巴结转移

浸润深度

分化程度

男

女

>45
≤45
阳性

阴性

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ
无

有

T1~2
T3~4
低

中高

n=60
37（61.67）
23（38.33）
45（75.00）
15（25.00）
36（60.00）
24（40.00）
22（36.67）
38（63.33）
38（63.33）
22（36.67）
26（43.33）
34（56.67）
11（18.33）
49（81.67）

EGFL7（ng/mL）
235.6±18.8
237.9±15.3
235.9±17.5
238.2±16.2
239.6±19.7
236.4±16.6
144.5±15.4
270.3±19.1
178.6±15.7
273.2±25.1
185.7±16.6
272.2±19.9
120.6±14.1
282.3±20.3

MTA1（pg/mL）
179.3±16.4
178.2±15.3
177.6±18.4
179.5±19.0
181.5±22.8
177.4±16.2
103.2±14.9
213.2±18.7
145.5±11.6
213.5±19.3
162.7±15.4
218.2±18.7
114.5±13.3
219.5±16.0

t1值

0.493

0.449

0.655

26.308

15.962

17.899

25.017

P1值

0.624

0.655

0.515

0.000

0.000

0.000

0.000

t2值

0.259

0.344

0.761

23.570

15.029

12.275

20.215

P2值

0.797

0.732

0.450

0.000

0.000

0.000

0.000

表 2 血清 EGFL7、MTA1表达与鼻咽癌患者临床特征的关系［n（%），（x ± s）］

Table 2 Relationship between serum EGFL7 and MTA1 expression and clinical characteristics of patients with
nasopharyngeal carcinoma［n（%），（x ± s）］

注：t1、P1为 EGFL7统计学分析值，t2、P2为MTA1统计学分析值。

表 1 各组 EGFL7、MTA1、MVD、LVD水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of EGFL7，MTA1，MVD，and LVD levels in each group（x ± s）

注：与对照组比较，aP<0.05；与未转移组比较，bP<0.05。
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项目

EGFL7
MTA1

MVD
r值
0.296
0.365

P值

0.022
0.001

LVD
r值
0.324
0.304

P值

0.012
0.018

表 3 血清 EGFL7、MTA1表达与MVD、LVD的相关性

Table 3 Correlation of serum EGFL7 and MTA1 expression
with MVD and LVD

2.3 血清 EGFL7、MTA1 表达与 MVD、LVD 的相

关性

相关性分析结果显示，EGFL7及MTA蛋白分

别与 MVD、LVD 存在显著正相关性，差异有统计

学意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 血清 EGFL7、MTA1 表达与鼻咽癌患者预后

的关系

以鼻咽癌患者血清 EGFL7、MTA1 平均值为

中 位 数 ，分 为 低 EGFL7 组 、高 EGFL7 组 及 低

MTA1 组、高 MTA1 组，Kaplan⁃meier 生存函数结

果显示，低 EGFL7 组的 MST 为高于高 EGFL7 组

的 MST，差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<0.05）。 低

MTA1 组 MST 高于高 MTA1 组的 MST，差异具有

统计学意义（P<0.05）。见图 1。

3 讨论

鼻咽癌为上皮源性恶性肿瘤，主要为黏膜上

皮鳞状上皮化生基础上形成的癌变，病变区域存

在丰富的淋巴组织。肿瘤细胞早期汲取营养主要

途径为被动扩散，随着肿瘤生长，血液运输营养物

质占据主导地位［6］。因此，新生血管的形成是肿瘤

细胞增殖、浸润及转移的必要条件。EGFL7 为新

发现的一种分泌型蛋白，其主要包含两个进化中

高度保守的表皮生长因子样结构域，研究证实［7］

EGFL7 在胚胎血管发育中发挥重要作用。近年

来研究表明［8⁃9］，EGFL7可增强内皮细胞和成纤维

细胞的运动迁移能力，其在成熟组织中表达极低，

但在肿瘤等增殖性组织中存在高表达。本研究

中，鼻咽癌患者血清 EGFL7水平明显升高，且在存

在淋巴结转移的鼻咽癌患者中 EGFL7 水平更高。

提示，EGFL7 表达水平升高与鼻咽癌疾病进展及

淋巴结转移存在密切关系。另有研究指出［10］，

EGFL7 可通过活化 FAK 信号通路促进肿瘤细胞

的侵袭和转移，抑制 EGFL7 可降低肿瘤细胞的迁

移运动。

MTA1基因为肿瘤转移有关基因家族的一员，

在正常组织中 MTA1 表达水平极低，但在多种癌

组织中呈高表达，并与恶性肿瘤的组织浸润、侵袭

转移关系密切［11］。本研究结果提示，MTA1 在鼻

咽癌细胞侵袭、转移过程中具有关键作用。本研

究结果显示，不同 TNM 肿瘤分期、有无淋巴结转

移、浸润深度、分化程度患者血清 EGFL7、MTA1
蛋白水平血清 EGFL7、MTA1存在显著差异，且随

着肿瘤进展，血清 EGFL7、MTA1蛋白水平随之升

高。本研究中，血清 EGFL7、MTA1 与患者 MVD、

LVD 存在正相关性。提示，血清 EGFL7、MTA1
对鼻咽癌患者血管、淋巴结具有双重作用。侵袭

转移是恶性肿瘤细胞的主要生物学特征之一，也

是影响患者预后的主要影响因素。肿瘤内皮细胞

分泌的 EGFL7 蛋白从原发灶渗入血流，导致血清

EGFL7 水平升高，EGFL7 蛋白从血液中捕获肿瘤

细胞并促进其侵袭新的组织器官，从而导致转移

性病灶的形成。同时，EGFL7 蛋白本身可刺激肿

瘤细胞的运动迁移能力，参与了肿瘤原发灶向周

围正常组织的侵袭转移［12⁃13］。MTA1蛋白含有 1个

锌指 DNA 结合域及许多 SPXX 域，这些结构参与

了细胞生长、分化的信号传导途径的调控，因此

MTA1蛋白水平升高促进了肿瘤的分化，促进其恶

性程度增加和侵袭转移［14⁃15］。

综上所述，血清 EGFL7、MTA1 表达水平与

鼻咽癌患者临床分期及淋巴结转移存在密切关

系，血清 EGFL7、MTA1 高表达鼻咽癌患者预后

较差。
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RDW、CHE及TEG参数与重症肺炎机械通气治疗患
者病情的关系

卢仁辉★ 刘培杰 杜莎莎 巩雅舒

［摘 要］ 目的 探讨红细胞分布宽度（RDW）、胆碱酯酶（CHE）、血栓弹力图（TEG）参数的变化与

重症肺炎机械通气治疗患者病情变化的相关性。方法 选取本院 2017年 1月至 2019年 10月确诊的实

施机械通气治疗的重症肺炎患者 87例，按照患者的预后情况分为存活组 49例、死亡组 38例，对比两组

患者的一般资料、机械通气治疗第 1天的 RDW、CHE、TEG参数差异，并分析机械通气治疗第 1天患者的

RDW、CHE、TEG参数与患者急性生理功能与慢性健康（APACHE Ⅱ）评分的关系。结果 两组患者的

年龄、性别差异无统计学意义（P>0.05），存活组患者的 APACHE Ⅱ评分、机械通气时间、ICU 住院时

间均显著的低于死亡组（P<0.05）；存活组患者的 RDW、CHE 测定值均显著的高于死亡组，差异具有

统计学意义（P<0.05）；存活组患者的 MA 值、α 角测定值均显著的高于死亡组，差异具有统计学意义

（P<0.05），存活组患者的 K 值、R 值测定值均显著的低于死亡组，差异具有统计学意义（P<0.05）；存

活组患者的 RDW、CHE、MA 值、α 角测定值与 APACHE Ⅱ评分呈显著的负相关关系（P<0.05），存活

组患者的 K 值、R 值测定值与 APACHE Ⅱ评分呈显著的正相关关系（P<0.05）。结论 重症肺炎机械

通气治疗患者病情越重，TEG 参数及 RDW、CHE 恶化越明显，相关指标与患者病情程度及预后具有

显著的相关性。

［关键词］ 红细胞分布宽度；胆碱酯酶；血栓弹力图；重症肺炎；机械通气

Relationship between RDW，CHE and TEG parameters and condition of
patients with severe pneumonia treated with mechanical ventilation
LU Renhui★，LIU Peijie，DU Shasha，GONG Yashu
（Department of respiratory and critical care medicine，the Fifth Affiliated Hospital of Zhengzhou University，
Zhengzhou，Henan，China，450052）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship between the changes of erythrocyte
distribution width（RDW），cholinesterase（CHE）and thromboelastogram（TEG）parameters and the change
of condition of patients with severe pneumonia with mechanical ventilation. Methods 87 patients with severe
pneumonia diagnosed in our hospital from January 2017 to October 2019 who were treated with mechanical
ventilation were selected. According to the prognosis of the patients，they were divided into 49 cases in the
survival group and 38 cases in the death group. The general data of the two groups were compared. The
differences of RDW，CHE，and TEG parameters on the first day of mechanical ventilation treatment were
compared. The relationship between RDW，CHE，and TEG parameters and acute physical function and
chronic health（APACHE Ⅱ） scores on the first day of mechanical ventilation treatment was analyzed.
Results The age and gender differences between the survival group and the death group were not statistically
significant（P>0.005）. The APACHEⅡ score，mechanical ventilation time，and ICU hospitalization time
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肺炎的严重性取决于局部炎症程度、肺部炎症

的播散和全身炎症反应程度，如肺炎患者出现严重

低氧血症或急性呼吸衰竭需要通气支持，或者出现

低血压、休克等循环衰竭表现和其他器官功能障碍

可认定为重症肺炎［1⁃2］。通过寻找可靠而有效的病

情评估指标，能够在重症肺炎的病情评估或者诊疗

过程中发挥作用，其能够为抗感染治疗或者激素治

疗提供可靠的参考节点。红细胞分布宽度（Red
Cell Distribution Width，RDW）是反应红细胞膜形态

和异质性的指标，在感染性疾病或者自身免疫性疾

病中，致病因子的损伤可导致红细胞膜完整性的破

坏，进而造成红细胞形态的异常，导致 RDW 的下

降［3⁃4］；胆碱酯酶（Cholinesterase Che，CHE）作为一种

氨基水解酶，在感染性疾病或缺氧缺血性疾病中，

由于肝脏上皮细胞的损伤和功能代偿的障碍，导致

其分泌 CHE的能力明显的下降，从而造成 CHE水

平的下降［5］；血栓弹力图（Thrombelastography，
TEG）能够通过评估患者凝血功能随着时间改变的

情况，进而评估患者的凝血功能状态［6］。探讨了

RDW、CHE及TEG参数表达情况，报道如下。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取本院 2017 年 1 月至 2019 年 10 月确诊的

实施机械通气治疗的重症肺炎患者 87 例，按照患

者的预后情况分为存活组 49例、死亡组 38例。存

活组年龄平均（66.5±9.0）岁，男 29例、女 20例。死

亡组年龄平均（68.0±11.3）岁，男 24 例、女 14 例。

存活组和死亡组年龄、性别比较，差异无统计学意

义（P>0.05），均衡可比。

纳入标准：①重症肺炎诊断参考美国传染病

学会/美国胸科协会 2007 年制定的重症肺炎诊断

标准［4］；②患者在本院重症监护室实施机械通气治

疗；③经胸部X线、CT检查可见双肺野受累，呼吸

频 率 >30 次/min，动 脉 血 氧 饱 和 度（PaO2<60
mmHg）；④入住 ICU 后 24 h 内检测相关指标；

④研究方案获得本院伦理委员会审核后实施。

排除标准：①恶性肿瘤；②近 6 个月内具有脑血

管病史；③甲状腺功能疾病患者；④长期使用糖

皮质激素、免疫抑制剂；⑤伴有类风湿性疾病、

结缔组织疾病的患者；⑥骨髓移植；⑦肝肾功能

衰竭。

1.2 RDW、CHE检测方法

采用外周静脉血 3~5 mL，用 EDTA⁃K2抗凝管

混匀标本，30 min 内进行检测。采用北京迈瑞医

疗公司生产的 BC⁃5300全自动五分类血液分析仪

和公司原装配套试剂测定 RDW 值，；采用贝克曼

库尔特 UniCel DxI 800 全自动化学发光免疫分析

仪进行 CHE 的检测，EasyBlot ECL 化学发光显色

试剂盒购自北京百奥莱博科技有限公司。

1.3 TEG指标检测

主要包括凝血形成时间（clotting time，K）、凝

固角（angle，a）、凝血反应时间（reaction time，R）血

栓最大幅度（maximum amplitude，MA）。

血栓弹力图检测：取 1 mL血液标本与 TEG试

剂混匀，并加入 20 μL 氯化钙混合，预热机器至

37℃正常状态后开始检测。检测仪器为血栓弹性

描记仪（美国Hemoscope公司，型号 5000）。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 19.0 软件进行数据统计分析，计量

资料采用（x ± s）表示，两组对比分析应用 t检验；计

数资料用 n（%）表示，行 c2检验；各项指标的相关

性分析应用 Pearson线性相关分析法；P<0.05为差

异有统计学意义。

were significantly lower in the survival group than those in the death group（P<0.05）. The RDW and CHE
values in the survivors were significantly higher than those in the death group（P<0.05）. The MA and α⁃angles
in the survival group were significantly higher than those in the death group（P<0.05）. The values of K and R in
the survival group were significantly lower than those in the death group（P<0.05）. The RDW，CHE，MA
values and α ⁃ angle measured values of the survival group were significantly negatively correlated with the
APACHEⅡ score（P<0.05）The K and R value of the patients in the survival group were significantly positively
correlated with the APACHE Ⅱ score（P<0.05）. Conclusion The more severe the patients with severe
pneumonia mechanical ventilation treatment，the more obvious the deterioration of TEG parameters and RDW
and CHE. The relevant indicators have a significant correlation with the patient􀆳s condition and prognosis.

［KEY WORDS］ Erythrocyte distribution width； Cholinesterase； Thromboelastogram； Severe
pneumonia；Mechanical ventilation
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2 结果

2.1 两组患者的一般资料比较

存活组和死亡组患者的年龄、性别比较，差

异 无 统 计 学 意 义（P>0.05），存 活 组 患 者 的

APACHE Ⅱ评分、机械通气时间、ICU 住院时间

均显著的低于死亡组，差异有统计学意义（P<
0.05）。见表 1。

组别

存活组

死亡组

t值
P值

n
49
38

年龄（岁）

66.5±9.0
68.0±11.3
-0.689
0.492

男/女
29/20
24/14
0.142
0.706

APACHEⅡ评分（分）

18.4±4.9
25.7±5.3
-6.651
0.000

机械通气时间（d）
7.6±2.2
10.8±2.7
-6.091
0.000

ICU住院时间（d）
13.5±1.9
16.0±2.2
5.680
0.000

表 1 两组患者的的一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general information between 2 groups of patients（x ± s）

2.2 两组患者的RDW、CHE测定值比较

存活组患者的 RDW、CHE 测定值均显著的

高于死亡组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

见表 2。

2.3 两组患者的 TEG参数测定值比较

存活组患者的MA值、α角测定值均显著的高

于死亡组，差异具有统计学意义（P<0.05），存活组

患者的 K值、R值测定值均显著的低于死亡组，差

异具有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.4 相关性分析

存活组患者的 RDW、CHE、MA 值、α 角测定

值与 APACHE Ⅱ评分呈显著的负相关关系，差异

有统计学意义（P<0.05），存活组患者的 K 值、R 值

测定值与APACHE Ⅱ评分呈显著的正相关关系差

异有统计学意义（P<0.05）。见表 4。

3 讨论

机械辅助性通气治疗能够有效改善重症肺炎

患者的临床症状和患者的临床转归［7⁃8］。但临床上

缺乏对于重症肺炎机械通气治疗过程中可靠的评

估性指标，虽然肺部 CT检查能够评估重症肺炎患

者的病情，反映肺部实质性病情情况，但一项囊括

了 109例样本量的临床随访观察研究发现，依靠胸

部 CT 检查评估重症肺炎患者机械通气治疗结局

的一致性率不足 45%，其对于重症肺炎患者的临

床转归的预测灵敏度不足 40%［9］。通过研究重症

肺炎患者 RDW、CHE 及 TEG 参数的表达，能够为

重症肺炎病情的演变提供参考，同时为重症肺炎

病情的评估提供依据。

RDW 是评估红细胞膜完整性和异质性的指

标，在炎症反应或者氧化应激性障碍发生的过程

中，不同病理性因素均能够导致红细胞成熟障碍，

红细胞的体积或者宽度均明显的下降［10］。同时在

重症感染性疾病中，由于炎症效应因子的破坏，骨

组别

存活组

死亡组

t值
P值

n
49
38

RDW（%）

16.83±2.11
13.29±1.95

8.020
0.000

CHE（kU/L）
4.83±1.22
3.29±0.94
6.437
0.000

表 2 两组患者的RDW、CHE测定值比较（x ± s）

Table 2 Comparison of RDW and CHE measurements
between 2 groups of patients（x ± s）

组别

存活组

死亡组

t值
P值

n

49
38

K值
（min）
2.28±0.63
3.19±0.74
-6.190
0.000

R值
（min）
6.38±1.52
8.96±2.29
-6.302
0.000

MA值
（mm）

59.28±5.52
48.55±4.80

9.512
0.000

α角
（°）

61.10±5.59
55.41±5.20

4.853
0.000

表 3 两组患者的 TEG参数测定值比较（x ± s）

Table 3 Comparison of TEG parameter measurements
between 85 groups of patients（x ± s）

指标

K值

R值

MA值

α角

RDW
CHE

APACHE Ⅱ评分

r值
0.595
0.628
-0.557
-0.641
-0.728
-0.633

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

表 4 相关性分析结果

Table 4 Correlation analysis results
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髓中未成熟的红细胞大量释放入血，导致红细胞

平均宽度的减小［11］；CHE 在人体内主要以多种同

工酶的形式存在，在重症肺炎患者中，缺氧缺血的

条件导致肝脏血流灌注不足，肝脏对于 CHE 的合

成明显的减少［12］；TEG 参数 R 指标及 K 指标能够

反应凝血因子的浓度，MA能够反应活化血小板的

数量，a角代表了血栓形成的速度。

本研究提示了存活组患者的病情程度较轻，

病理生理性评分较小、需要机械辅助维持通气的

时间较短。并提示了 RDW、CHE的表达上升与重

症肺炎患者临床预后的关系。探讨其内在的基础

原因［13］：①RDW较高的肺炎患者细胞再生能力良

好，细胞体积大小之间差异明显；②CHE较高的患

者，其肝脏的缺氧缺血性程度较轻，对于CHE的代

偿合成能力较高，避免了肝脏缺氧缺血性损伤导

致的多器官功能障碍和病死的发生。肖成钦等［14］

研究者也认为，在需要进行机械通气的重症肺炎

患者中，存活组患者的 CHE 表达浓度可上升 20%
以上，特别是在远期并发症发生率较低或者无菌

血症及脓毒血症的患者中，CHE 的表达上升更为

明显。对于 TEG 参数的分析研究可见，存活组患

者的MA值、α角测定值明显上升，而K值、R值显

著的低于死亡组，差异较为明显，提示了存活组重

症肺炎患者，其血小板的功能的稳定性较高，凝血

因子或者纤维蛋白原的激活程度较低。但部分研

究者认为，在重症肺炎患者中，MA 值并无明显的

改变，认为只有在合并有败血症或者基础性凝血

功能障碍的患者中，MA值才明显的上升［15⁃16］。其

原因仍然未得到解释，结论仍然需要进一步证实。

综上所述，在需要进行机械通气的重症肺炎

患者中，存活组患者的 RDW、CHE明显上升，TEG
参数MA值、α角明显上升，而K值、R值明显的下

降，同时 RDW、CHE 及 TEG 参数与 APACHEⅡ评

分密切相关。

参考文献
［1］Chisti M J，Duke T，Salam M A，et al. Impact of Diarrhea on

the Clinical Presentation and Outcome of Severe Pneumonia

in Bangladeshi Children［J］. Pediatric Infec Dis J，2016，35

（10）：1161⁃1162.

［2］ Kim H，Choi S M，Lee J，et al. Respiratory virus of severe

pneumonia in South Korea：Prevalence and clinical implica⁃

tions［J］. PloS One，2018，13（6）：902⁃904.

［3］ 戴本军，柴小青，翁云龙，等 . 红细胞分布宽度对社区获得

性肺炎病情严重程度及预后的评估价值［J］. 中国临床保

健杂志，2017，20（6）：685⁃688.

［4］ 郭天柱，麦岚 . 降钙素原变化率在重症肺炎中的诊断价值

［J］. 深圳中西医结合杂志，2019，29（7）：23⁃25

［5］ 莫新，吴志刚，吴伟博，等 . 重症肺炎患者早期血清胆碱酯

酶含量的变化及其相关性探讨［J］. 热带医学杂志，2018，

17（6）：723⁃726+754.

［6］ 何茜，穆琼，郝晟赟，等 . 老年社区获得性肺炎呼吸衰竭患

者凝血功能的变化及其临床意义研究［J］. 中华医院感染

学杂志，2018，28（2）：188⁃191.

［7］ Tuti T，Agweyu A，Mwaniki P，et al. An exploration of mor⁃

tality risk factors in non ⁃ severe pneumonia in children using

clinical data from Kenya［J］. BMC Medicine，2017，15（1）：

56⁃58.

［8］ Bassat Q，Lanaspa M，Machevo S，et al. Hypoxaemia in Mo⁃

zambican children <5 years of age admitted to hospital with

clinical severe pneumonia：clinical features and performance

of predictor models［J］. Trop Med Inte Health，2016，21（9）：

1147⁃1156.

［9］ 李晓燕，邢丽华，高景 . 重症肺炎患者血清胆碱酯酶、降钙素

原、D⁃二聚体与预后［J］. 中国实用医刊，2016，11（24）：23⁃26.

［10］ 刘月，刘晓民，马雨霞，等 . 红细胞分布宽度与社区获得性

肺炎严重程度及预后的关系［J］. 中华肺部疾病杂志（电子

版），2016，9（4）：434⁃435.

［11］ 廖笑玲，吴亮 . 儿童重症肺炎支原体肺炎红细胞分布宽度与心

肌损害的相关性分析［J］.中国全科医学，2017，20（S1）：11⁃14.

［12］ 黄敏 . 血清胆碱酯酶检测在肺心病急性加重患者中的 意

义及与预后相关性［J］. 医学理论与实践，2019，32（10）：

1579⁃1580.

［13］ 马征，牟丽娜，朱保月，等 . 老年细菌性肺炎患者血清胆碱

酯酶及免疫、炎症因子的改变及临床意义［J］. 中国老年学

杂志，2017，37（7）：1686⁃1687.

［14］ 肖成钦，梁勇，王聪，等 . 血清胆碱酯酶水平对老年重症肺

炎患者生存状况的影响［J］. 中国老年学杂志，2017，37

（6）：1445⁃1447.

［15］ 吴德，郑慧贞，张锦清，等 . 广东省 2006 年社区获得性肺

炎监测结果分析［J］. 华南预防医学，2018（2）：28⁃30.

［16］ 孙春荣，黄琳娜，崔晓阳，等 . 老年重症肺炎患者血清 hs⁃

CRP 水平变化及临床意义［J］. 分子诊断与治疗杂志，

2018，10（5）：347⁃351.

·· 624



分子诊断与治疗杂志 2020年 5月 第 12卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2020, Vol. 12 No. 5

•论 著•

基金项目：沧州市科技计划项目（1832131440）
作者单位：沧州市中心医院呼吸内一科，河北，沧州 061001
★通信作者：买智涛，E⁃mail：manghytdf@163.com

FeNO联合血清 ECP、IgE检测对支气管哮喘的临床
诊断价值

买智涛★ 姜明明 万善志

［摘 要］ 目的 探讨呼出气一氧化氮（FeNO）、血清嗜酸性粒细胞阳离子蛋白（ECP）、免疫球蛋

白 E（IgE）单项及联合检测对支气管哮喘的诊断效能，以及各指标与肺功能的关系。方法 选取 2016
年 6 月至 2018 年 6 月在本院接受治疗的 138 例疑似支气管哮喘患者为研究对象，对比分析最终诊断为

支气管哮喘及非支气管哮喘（如慢性支气管炎等）患者的基线资料、FeNO、血清 ECP、IgE 水平及肺功

能的差异，同时分析 FeNO、血清 ECP、IgE 水平与肺功能的关系，并绘制 FeNO、血清 ECP、IgE 单独及联

合检测鉴别诊断支气管哮喘的 ROC 曲线。结果 138 例疑似支气管哮喘患者中，最终诊断为支气管

哮喘者 67 例；非支气管哮喘者 71 例，其中 23 例为慢性咳嗽，14 例为慢性支气管炎，18 例为过敏性鼻

炎，其他为 16 例。支气管哮喘组患者 FeNO、血清 ECP、IgE 水平均明显高于非支气管哮喘组（P<
0.05），而 FEV1%、PEF%水平明显低于非支气管哮喘组（P<0.05）。 FeNO、血清 ECP、IgE 水平与

FEV1%、PEF%指标均呈显著负相关（P<0.05）。ROC 曲线结果示，3 指标联合检测诊断支气管哮喘的

AUC 为 0.847，高于各指标的单项检测（0.834、0.780、0.730），且检测敏感度为 0.731，显著高于各指标单

项检测（0.642、0.597、0.493）。结论 支气管哮喘患者存在 FeNO、血清 ECP、IgE 的显著升高，且与机体

FEV1%、PEF%等肺功能指标呈显著的线性负相关。对于疑似支气管哮喘患者，早期进行 FeNO、血清

ECP、IgE 检测有利于支气管哮喘的鉴别诊断，而联合检测对支气管哮喘具有更高的敏感度，对支气管

哮喘的早期筛查更具价值。

［关键词］ 呼出气一氧化氮；嗜酸性粒细胞阳离子蛋白；免疫球蛋白 E；支气管哮喘；诊断

Clinical value of FeNO combined with serum ECP and IgE in the diagnosis of
bronchial asthma
MAI Zhitao★，JIANG Mingming，WAN Shanzhi
（Respiratory medicine department one，Cangzhou central hospital，Cangzhou，Hebei，China，061001）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the diagnostic efficacy of FeNO，serum ECP and IgE for
bronchial asthma，and the relationship between these indexes and lung function. Methods 138 patients
suspected of having bronchial asthma who were treated in our hospital from June 2016 to June 2018 were
enrolled as research objects. The differences in baseline data，FeNO，serum ECP，IgE，and pulmonary
function between patients with bronchial asthma and non ⁃ bronchial asthma（e.g. chronic bronchitis）were
compared. The relationship between FeNO，serum ECP and IgE levels and lung function was also analyzed.
The ROC curve of FeNO，serum ECP，IgE was calculated for the diagnosis of bronchial asthma. Results
Among 138 patients suspected of having bronchial asthma，67 cases were diagnosed as bronchial asthma.
Among the 71 cases of non⁃bronchial asthma，23 cases had chronic cough，14 cases had chronic bronchitis，
18 cases were allergic rhinitis，and the others were 16 cases. The levels of FeNO，serum ECP and IgE in the
bronchial asthma group were significantly higher than those in the non⁃bronchial asthma group（P<0.05）. The
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levels of FEV1% and PEF% in the bronchial asthma group were significantly lower than those in non⁃bronchial
asthma group（P<0.05）. FeNO，serum ECP，IgE levels were negatively correlated with FEV1% and PEF%
（P<0.05）. The results of the ROC curve showed that the AUC of the combined detection of three indicators for
the diagnosis of bronchial asthma was 0.847，it was higher than that of the single detection of each indicator
（0.834，0.780，0.730）with the sensitivity of 0.731，significantly higher than that of the single detection of
each indicator（0.642，0.597，0.493）. Conclusion In patients with bronchial hypertension，there is a
significant increase in FeNO，serum ECP，and IgE，and negatively correlated with lung function indexes such
as FEV1% and PEF% . For patients suspected of having bronchial asthma，FeNO，serum ECP and IgE
detection in early stage is beneficial to the differential diagnosis of bronchial asthma，Notably，the combined
detection has a higher sensitivity to bronchial asthma and more valuable for early screening of bronchial asthma.

［KEY WORDS］ Exhaled nitric oxide；Eosinophilic cationic protein；Immunoglobulin E；Bronchial
asthma；Diagnosis

支气管哮喘属于一种以气道炎症及高反应性

为病理基础的疾病，中性粒细胞、肥大细胞、嗜酸粒

细胞等多种细胞共同参与气道炎症反应的发生，而

气道炎性反应是导致哮喘气道高反应发生的重要

因素［1］。目前对支气管哮喘的诊断主要以临床症

状、体征结合肺功能检测（支气管激发或舒张试验）

为主，但其诊断的特异性较低，同时对患者配合情

况要求较高。因此，寻求一种简单、快速、安全且对

支气管哮喘诊断效能更高的检测手段是十分必要

的。呼出气一氧化氮（Fractional exhaled nitric ox⁃
ide，FeNO）是临床上用来监测气道炎症的非创伤性

手段，特别是在诊断哮喘的过程中发挥着非常重要

的作用［2］。嗜酸性粒细胞阳离子蛋白（Eosinophilic
cationic protein，ECP）在哮喘发病过程中发挥重要

作用，而血清免疫球蛋白 E（Immunoglobulin E，
IgE）高水平是哮喘诊断的重要指标。因此，FeNO、

血清 ECP、IgE检测可能对气道炎性反应的定量评

价具有重要价值［3］。而基于 FeNO、血清 ECP、IgE
与支气管哮喘的紧密联系，近年来，本院对收治的

疑似支气管哮喘患者均进行 FeNO、血清 ECP、IgE
水平及肺功能检测，并以患者临床症状体征以及支

气管激发或舒张试验结果作为诊断支气管哮喘的

金标准，探讨 FeNO、血清ECP、IgE对支气管哮喘的

临床诊断价值，以及各指标与肺功能的关系，为支

气管哮喘的诊断提供依据，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016年 6月至 2018年 6月在本院接受治

疗的 138例疑似支气管哮喘患者为研究对象，纳入

标准：①研究对象均符合知情同意原则，并已经过

院伦理委员会审批；②无明确哮喘病史；③存在呼

吸困难、胸闷、喘息等症状，且经 X 线等辅助检查

并无异常；④发病 24 h内无支气管舒张剂、β2受体

激动剂使用史，48 h内无抗组胺类药物使用史。排

除标准：①1个月内有呼吸道感染病史或者变态反

应相关表现，以及激素及抗感染药物使用史者；②无

法配合完成 FeNO 检测及支气管激发或舒张试验

者；③气胸、心律失常无法进行支气管激发或舒张

试验者；④相关检查前 1 h内进食过富含氮类的食

物。其中男 76 例，女 62 例，年龄 21~65 岁，平均

（43.32 ± 14.66）岁，体重指数 20~29 Kg/m2，平均

（24.67±4.74）Kg/m2，有吸烟史者 40例，占 31.16%。

1.2 检测指标及方法

1.2.1 FeNO检测

所有患者均采用一氧化氮测定仪（NIXO，由瑞

典Aerocrine AB公司提供）对 FeNO进行检测。测

试前 1 h内均无剧烈运动，测定前将气体标本收集方

法通过视频让所有人观看，后进行检测，检测时嘱患

者静坐，首先尽可能呼出肺内所有气体，然后用嘴包

紧口含器并全力吸气 5 s，再缓慢呼出肺内气体，持

续约 10 s，在测定时将流速维持在 50 mL/s，90 s后对

FeNO数据进行读取，重复检测 3次，并计算 3次的

平均值。进行此操作时严格按照说明书进行。

1.2.2 血清 ECP及总 IgE检测

于入院次日清晨抽取 4 mL 空腹静脉血，常规

离心、冷冻保存待［4⁃5］。应用变态反应检测仪（瑞典

Phadia 公司，型号：UniCapSystem，）对血清 ECP 水

平进行检测，应用全自动生化仪（日本株式会社日

立高新技术公司，型号：日立 7160）ELISA 法检测

血清总 IgE水平，并均严格依照试剂盒说明书中的

操作步骤进行。
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1.2.3 肺功能检测

应用多功能肺功能检测仪（比利时麦迪公司，

型号：Medisoft）对所有患者第 1 s 用力呼气容积

（FEV1）占预测值百分比（FEV1%）以及最大呼气

流量（PEF）占预计值百分比（PEF%）进行检查，以

FEV1%、PEF%指标对肺功能进行评价［6］。

1.3 观察指标

记录患者支气管哮喘及非支气管哮喘疾病发

生情况，并对哮喘严重程度进行评价，分析两组患

者一般资料、FeNO、血清 ECP、IgE水平及 FEV1%、

PEF%的差异，以及 FeNO、血清 ECP、IgE水平与肺

功能的关系。

1.4 统计学方法

应用 SPSS 18.0 统计软件进行处理，计数资料

用 n（%）表示，组间比较采用 c2检验，计量资料用

（x ± s）表示，采用 t检验，应用ROC曲线对 FeNO、血

清 ECP、IgE单项及联合检测支气管哮喘的诊断效

能进行分析，两连续变量相关性分析采用 Pearson
相关分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 患者基线资料比较

两组患者性别、年龄、体重指数、吸烟史差异

均无统计学意义（P>0.05），见表 1。

分组

支气管哮喘组

非支气管哮喘组

c2/t值
P值

n

67（48.55）
71（51.45）

年龄
（岁）

44.58±14.77
42.13±14.61

0.979
0.329

性别

男

38（56.72）
38（53.52）

0.142
0.706

女

29（43.28）
33（46.48）

体重指数
（Kg/m2）

25.21±5.04
24.16±4.21

1.331
0.185

吸烟史

有

22（32.84）
18（25.35）

0.938
0.333

无

45（67.16）
53（74.65）

表 1 两组患者基线资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Baseline data were compared between the 2 groups［n（%），（x ± s）］

分组

支气管哮喘组

非支气管哮喘组

t值
P值

n
67
71

FeNO（ppb）
65.09±30.84
31.64±13.70

8.312
0.000

ECP（μg/L）
38.09±21.37
17.58±8.31

7.510
0.000

IgE（IU/mL）
325.93±165.94
183.70±96.23

6.202
0.000

FEV1%
85.73±19.61
95.78±12.15

3.640
0.000

PEF%
78.57±19.43
87.83±11.73

3.414
0.001

表 2 两组患者 FeNO、血清 ECP、IgE及肺功能指标比较（x ± s）

Table 2 Comparison of FeNO，serum ECP，IgE and pulmonary function indicators between the 2 groups（x ± s）

2.2 两组患者 FeNO、血清 ECP、IgE 及肺功能指

标比较

支气管哮喘组患者 FeNO、血清 ECP、IgE水平

均明显高于非支气管哮喘组，而 FEV1%及 PEF%
水平则显著低于非支气管哮喘组，差异均有统计

学意义（P<0.05）。见表 2。

2.3 FeNO、血清 ECP、IgE与肺功能的关系

经 Pearson 相关分析，结果显示，FeNO、血清

ECP、IgE 与 FEV1%呈负相关（r=-0.448，P=0.000；
r=-0.398，P=0.000；r=-0.283，P=0.001），与 PEF%
也 成 负 相 关（r=- 0.326，P=0.000；r=- 0.283，P=
0.001；r=-0.225，P=0.008）。见图 1。
2.4 FeNO、血清 ECP、IgE单项及联合检测诊断支

气管哮喘的ROC曲线及效能参数

通过绘制 ROC 曲线确定 FeNO、血清 ECP、
IgE 诊断支气管哮喘的最佳临界值，同时应用

SPSS 18.0 的 Binary Logistic 和 ROC Curve 计算三

个指标观察值预测概率 PRE，以预测概率 PRE 为

检验变量，绘制联合检测诊断支气管哮喘的 ROC
曲线，明确各指标诊断支气管哮喘的敏感度、特异

度及AUC，见表 3。

3 讨论

哮喘是世界上的一类大疾病，全球每年均有 3
亿人发病。我国每年发生支气管哮喘的患者大约

有 3 000万，发病率在 1%~4%之间，近几年该病的

发生率呈直线上升趋势［7］。支气管哮喘患者通常

在清晨及夜间时病情较为严重，可能还会出现可

逆性气流受限，但大部分患者可以自行缓解。支

气管哮喘的发生与支气管痉挛、气道高反应性密
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图 1 FeNO、血清 ECP、IgE与 FEV1%、PEF%的相关性

Figure 1 Correlation of FeNO, serum ECP and IgE with fev1% and PEF%

指标

FeNO（ppb）
ECP（μg/L）
IgE（IU/mL）

PRE

临界值

57.335
28.300
291.195
0.541

敏感度

0.642
0.597
0.493
0.731

特异度

0.958
0.887
0.859
0.845

AUC（95%CI）
0.834（0.766~0.902）
0.780（0.702~0.858）
0.730（0.647~0.813）
0.847（0.781~0.913）

表 3 各指标单独及联合检测诊断支气管哮喘的效能参数

Table 3 Efficacy parameters of each index for the detection
and diagnosis of bronchial asthma independently and jointly

切相关，该病的本质为气道炎性反应。以往临床

上对支气管哮喘的诊断和监测主要是根据患者的

症状、肺功能以及生命体征等，肺功能是当前临床

上常用的评估哮喘治疗效果的重要指标，但是有学

者研究发现［8］，气道炎性反应与肺功能的关联性并

不大，而是与其他因素相关。支气管内膜活检与支

气管肺泡灌洗液是临床上评估气道炎性反应的最

佳手段，但是由于以上操作费用较高、对患者造成

的创伤较大、患者耐受程度较低等原因很难被患者

接受。因此，寻求更加高效、灵敏、无创的检测方法

对支气管哮喘进行诊断是临床研究的重点。

由于支气管哮喘存在反复发作、很难根治的

特点，临床上单纯对患者的肺功能进行检测，诊断

结果并不可靠。随着诊断技术的进步，人们发现

支气管哮喘患者在发病期间，均存在不同程度的

炎性反应，对患者炎性指标水平进行检测，可为支

气管哮喘病情评估提供一定的依据。FeNO 主要

由呼吸道上皮细胞产生，与气道炎症关系密切，其

检测操作简单，且对患者造成的创伤较小，不仅可

对气道炎症反应进行评估，而且还可对患者是否

对激素治疗药物存在过敏反应进行准确评估，

同时还能对疾病的良恶性进行较为准确的鉴别。

FeNO 检测可以反映支气管哮喘患者气道炎性反

应程度，已逐渐成为哮喘临床诊断的重要指标［9］。

IgE 属于一种变态反应介质，其细胞活性较强，能

与人体内的嗜碱粒细胞及肥大细胞等结合。有学

者研究发现，很多哮喘基因与高水平的 IgE存在紧

密联系，IgE 基因与气道高反应基因相似，与气道

高反应的发生密切相关［10］。还有相关研究发现，

支气管哮喘的严重程度与 IgE 的水平成正比［11］。

嗜酸性粒细胞可以和 IgE相互结合生成 ECP，标志

着嗜酸细胞的激活，可反映气道炎症的活动性，并

可导致气道上皮坏死并诱发气道高反应性［12⁃14］。

本研究结果提示 FeNO、血清 ECP、IgE水平有助于

对呼吸道疾病患者肺功能进行评价，同时可能有

助于支气管哮喘的鉴别诊断。而进一步通过绘制

ROC曲线分析各指标鉴别诊断支气管哮喘的效能

参数，结果显示，FeNO、血清 ECP、IgE单独及联合

检测诊断支气管哮喘的特异度均较高，而联合检

测的敏感度明显高于各单项检测，提示联合检测

更有利于支气管哮喘的早期筛查。

综上所述，支气管哮喘患者存在 FeNO、血清

ECP、IgE 的显著升高，且与机体 FEV1%、PEF%等

肺功能指标呈显著的线性负相关，（下转第 633页）
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PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1在慢性肾小球肾炎合并细
菌感染中的应用价值

廖荣叶 1 孙守萍 2 曹志 1★

［摘 要］ 目的 探讨慢性肾小球肾炎合并细菌感染患者降钙素原（PCT）、可溶性细胞间黏附分子⁃1
（sICAM⁃1）、可溶性血管细胞黏附分子⁃1（sVCAM⁃1）的水平及意义。方法 选取 2017年 1月至 2018年

12月在本院治疗的慢性肾小球肾炎患者 105例（慢性肾炎组），其中合并细菌感染患者 42例，未合并细

菌感染患者 63 例，同时选取健康自愿者 100 例作为对照组，比较两组血清 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1 水

平差异及是否合并细菌感染的肾小球肾炎患者血清 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1 水平差异，并绘制 ROC
曲线，比较 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1 单独检测及联合检测对肾小球肾炎合并细菌感染的诊断效能。

结果 慢性肾小球肾炎组 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1水平明显高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；

慢性肾小球肾炎合并细菌感染患者 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1水平明显高于未合并细菌感染者，差异有

统计学意义（P<0.05）；慢性肾小球肾炎合并细菌感染患者中，革兰阴性菌感染患者 27例，革兰阳性菌感

染患者 15例；慢性肾小球肾炎合并革兰阴性菌与革兰阳性菌感染患者 PCTs、ICAM⁃1、sVCAM⁃1水平比

较，差异无统计学意义（P>0.05）。ROC曲线显示，PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1单独诊断慢性肾小球合并细

菌感染的AUC值为 0.886、0.816及 0.752，联合检测诊断慢性肾小球肾炎合并细菌感染的AUC值为 0.922，
PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1 联合检测的诊断效能最高。结论 慢性肾小球肾炎患者 PCT、sICAM⁃1、
sVCAM⁃1水平升高，尤其合并细菌感染者明显升高，但与细菌病原体类型无明显关系，PCT、sICAM⁃1、
sVCAM⁃1联合检测对慢性肾小球肾炎合并细菌感染具有较好的诊断价值。

［关键词］ 慢性肾炎；细菌感染；降钙素原；可溶性细胞间黏附分子⁃1；可溶性血管细胞黏附分子⁃1

Application Value of PCT、 sICAM ⁃ 1 and sVCAM ⁃ 1 in chronic
glomerulonephritis complicated with bacterial infection
LIAO Rongye1，SUN Shouping2，CAO Zhi1★

（1. Department of traditional Chinese medicine，the third people 􀆳 s Hospital of Xinyang，Xinyang，Henan，
China，464000；2. Department of Endocrinology，the third people􀆳s Hospital of Xinyang，Xinyang，Henan，
China，464000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the levels and significance of procalcitonin（PCT），soluble
intercellular adhesion molecule⁃1（sICAM⁃1）and soluble vascular cell adhesion molecule⁃1（sVCAM⁃1）in
chronic glomerulonephritis patients complicated with bacterial infection. Methods 105 patients with chronic
glomerulonephritis（chronic nephritis group）who were treated in our hospital from January 2017 to December
2018 were selected，including 42 patients with bacterial infection and 63 patients without bacterial infection，
and 100 healthy volunteers were selected as control group，levels of PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1were detect⁃
ed. Difference of serum PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1 were compared in these two groups and in glomerulo⁃
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nephritis patients with or without bacterial infection and patients with different bacterial infection，ROC curve
were drawn for estiamte diagnostic efficacy of PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1 on glomerulonephritis patients
with bacterial infection. Results The levels of PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1 in chronic nephritis group
which were significantly higher than those in control group（P<0.05）；The levels of PCT，sICAM⁃1 and sV⁃
CAM⁃1 in patients with chronic nephritis complicated with bacterial infection were which were significantly
higher than those without bacterial infection（P<0.05）；Among the patients with chronic nephritis complicated
with bacterial infection，27 were Gram⁃negative bacterial infection and 15 were Gram⁃positive bacterial infec⁃
tion；There were no significant difference in PCT sICAM⁃1 and sVCAM⁃1 levels between patients with chron⁃
ic nephritis complicated with Gram⁃negative bacteria and Gram⁃positive bacteria（P>0.05）. ROC curve showed
that the AUC value of PCT，sICAM⁃1，sVCAM⁃1 and PCT + sICAM⁃1 + sVCAM⁃1 was 0.886，0.816 ，0.752
and 0.922 respectively.The AUC value of joint detection was the highest. Conclusion The serum levels of
PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1 are elevated in patients with chronic nephritis，especially in those with bacteri⁃
al infection，but there is no significant relationship with the types of bacterial pathogens，combined detection
of PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1 has a better diagnostic value in chronic glomerulonephritis with bacterial in⁃
fection.

［KEY WORDS］ Chronic nephritis；Bacterial infection；Procalcitonin；Soluble intercellular adhesion
molecule⁃1；Soluble vascular cell adhesion molecule⁃1

慢性肾小球肾炎是由原发性肾小球疾病缓慢

发展而来的慢性肾病［1⁃2］。慢性肾小球肾炎早期

缺乏特异性的临床表现，早期诊断较为困难，多

进展为慢性的肾功能损害，发生水肿、血尿等临床

症状，同时伴有肾功能不全，如血尿素氮及血肌酐

升高等。慢性肾小球肾炎属免疫性疾病［3⁃4］，但发

病多有前驱感染史，细菌感染导致的免疫反应可

能诱发肾小球肾炎的发生，同时慢性肾小球肾炎

患者的免疫力异常，发生细菌感染的风险增加，一

旦发生细菌感染，可能诱发肾小球肾炎的急剧进

展，诱发肾功能衰竭的发生，也是影响慢性肾小球

肾炎患者预后的主要风险因素之一［5⁃6］。因此对于

感染的早期诊断及治疗，对于改善慢性肾小球肾

炎的预后具有积极的意义。降钙素原（procalcito⁃
nin，PCT）是临床上常用的细菌感染的诊断指标，

在感染早期既可明显升高，而且与感染的严重程

度相关［7］。细胞粘附因子是在细胞与细胞间、细胞

与细胞外基质间起粘附作用的膜表面蛋白。其中

可溶性细胞间黏附分子⁃1（Soluble intercellular ad⁃
hesion molecule⁃1，sICAM⁃1）、可溶性血管细胞黏

附分子⁃1（Soluble vascular cell adhesion molecule⁃1，
sVCAM）是免疫球蛋白超家族成员，由外周巨噬细

胞释放，能够趋化白细胞、淋巴细胞等炎症细胞具

有趋化作用，其表达水平能够收到肿瘤坏死因

子，白细胞介素等炎性介质的诱导，在发生炎症、

细菌及病毒感染时均能明显升高，在感染性疾病

中 sICAM⁃1、sVCAM 的表达水平明显升高，并且

与疾病的严重程度具有相关性［8⁃9］，对病情评估具

有重要的价值。目前慢性肾小球肾炎合并细菌感

染尚缺乏有效的血清学诊断指标，为进一步提高

慢性肾小球肾炎合并细菌感染的早期诊断效果，

本文就 sICAM⁃1、sVCAM 在慢性肾小球肾炎合并

细菌感染中的变化及其诊断价值进行研究，现报

告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 1 月至 2018 年 12 月在本院治疗

的慢性肾小球肾炎患者 105例（慢性肾炎组），慢性

肾小球肾炎患者合并细菌感染者 42例（感染组），

其中泌尿道感染 29 例，呼吸道感染 13 例，未合并

细菌感染患者 63例（未感染组）。同时选取本院健

康管理中心健康体检者 100例作为对照组。

纳入标准：①符合《内科学》（第 7版）中慢性肾

小球肾炎诊断标准［8］，且经细菌培养证实是否合并

细菌感染；②年龄≥18 岁；③患者及家属知情同

意。排除标准：①继发性肾小球疾病、特发性高钙

尿症、遗传性肾脏病、运动员肾炎等其他肾脏疾

病；②合并有恶性肿瘤、心肝等其他脏器功能障

碍、糖尿病及免疫系统疾病、甲状腺疾病等；③妊

娠期或哺乳期妇女。慢性肾炎组和对照组一般资

料比较，差异无统计学意义（P>0.05），见表 1。
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1.2 指标检测

1.2.1 标本采集

研究对象入组后采集空腹静脉血，低温离心

机离心（在 3 000 r/min），分离血清，-20℃低温保

存，分批检测。

1.2.2 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1检测

血清 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1 检测采用 ELI⁃
SA 法，所需试剂盒均由罗氏公司提供，检测仪器

为 MULTISKAN SKY 酶标仪，由赛默飞世尔公司

提供，检测波长 450 nm，操作过程严格依照试剂盒

说明书进行。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 19.0 软件进行统计分析，计量资料

采用（x ± s）表示，正态分布资料两独立样本比较使

用独立样本 t检验，计数资料比较采用 c2检验，P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1水平比较

慢性肾炎组 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1 水平明

显高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。见

表 2。

2.2 慢性肾炎组是否合并细菌感染患者 PCT、

sICAM⁃1、sVCAM⁃1水平比较

慢性肾炎合并细菌感染患者 PCT、sICAM⁃1、
sVCAM⁃1水平，明显高于未合并细菌感染者，差异

有统计学意义（P<0.05）。见表 3。

2.3 慢性肾炎合并不同细菌感染患者 PCT、sI⁃
CAM⁃1、sVCAM⁃1水平比较

慢性肾炎合并细菌感染患者中，革兰阴性菌

感染患者 27 例（肺炎克雷伯菌感染 14 例，大肠埃

希菌感染 10 例，铜绿假单胞菌感染 3 例），革兰阳

性菌感染患者 15例（金黄色葡萄球菌感染 8例，凝

固酶阴性葡萄球菌感染 5 例，肠球菌属感染 2
例）。慢性肾炎合并革兰阴性菌和革兰阳性菌感

染患者 PCT sICAM⁃1、sVCAM⁃1 水平比较差异无

统计学意义（P>0.05）。见表 4。

2.4 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1对慢性肾小球肾炎

合并细菌感染的诊断效能

ROC曲线显示 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1联合

检测的诊断效能最高。见表 5，图 1。

组别

对照组

慢性肾炎组

感染

未感染

F/c2值

P值

n

100

42
63

男/女

65/35

27/15
37/26
0.519
0.342

年龄
（岁）

54.56±8.84

54.86±9.26
55.27±9.41

0.142
0.826

体重指数
（kg/m2）

22.03±2.64

21.64±2.79
22.23±3.36

0.319
0.226

表 1 慢性肾炎组和对照组一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general data between chronic
nephritis group and control group（x ± s）

组别

对照组

慢性肾炎组

t值

P值

n

100

105

PC
T（μg/L）

0.12±0.03

1.68±0.42

-37.049

0.000

sICAM⁃1
（ng/mL）

102.12±42.23

310.55±97.87

-19.626

0.000

sVCAM⁃1
（ng/mL）

154.31±71.03

440.84±104.51

-22.847

0.000

表 2 两组 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1
levels between the 2 groups（x ± s）

组别

感染组

未感染组

t值

P值

n

42

63

PCT
（μg/L）

2.01±0.33

1.46±0.30

8.841

0.000

sICAM⁃1
(ng/mL)

384.65±84.10

261.16±90.11

7.063

0.000

sVCAM⁃1
（ng/mL）

470.03±91.03

420.41±80.72

2.931

0.004

表 3 两组 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1
levels between the 2 groups（x ± s）

细菌

革兰阴性

革兰阳性

t值
P值

n

27
15

PCT
（μg/L）

2.03±0.30
1.97±0.29
0.628
0.533

sICAM⁃1
(ng/mL)

385.10±82.09
383.84±91.80

0.046
0.964

sVCAM⁃1
（ng/mL）

472.22±97.15
466.09±89.80

0.201
0.842

表 4 慢性肾炎合并不同细菌感染患者 PCT、sICAM⁃1、
sVCAM⁃1水平比较（x ± s）

Table 4 Comparison of PCT，sICAM⁃1 and sVCAM⁃1
levels in patients with chronic nephritis and different bacterial

infections（x ± s）
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指标

PCT
sICAM⁃1
sVCAM⁃1
三者联合

AUC
0.886
0.816
0.752
0.922

灵敏度（%）

91.4
87.6
65.3
94.2

特异度（%）

90.2
84.9
72.4
95.2

表 5 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1对慢性肾小球肾炎合并

细菌感染的诊断效能

Table 5 Diagnostic efficacy of PCT，sICAM⁃1 and
sVCAM⁃1 in chronic glomerulonephritis with bacterial

infection

0 20 40 60 80 100
1⁃特异度

100

80

60

40

20

敏
感

度
（

%
）

sVCAM⁃1
sICAM⁃1
PCT
PCT+sICAM⁃1
+sVCAM⁃1

图 1 PCT、sICAM⁃1、sVCAM⁃1诊断慢性肾小球肾炎并细

菌感染ROC曲线

Figure 1 ROC curve of diagnosis of chronic
glomerulonephritis with bacterial infection by PCT，

sicam⁃1 and svcam⁃1

3 讨论

慢性肾小球肾炎是常见的慢性肾病，其发病与

免疫、环境、生活等多种因素有关，甚至有遗传因素

的参与［9］，如基因突变或遗传因素可能会影响慢性

肾炎的发病。有研究报道［10］在外界因素的影响下，

急性肾小球肾炎可发展为慢性肾小球肾炎，但大多

数病因并不明确。慢性肾小球肾如果持续进展会

发生肾功能衰竭，对患者的生活质量造成明显的影

响。细菌感染在急、慢性肾小球的发病及进展中具

有重要的作用，慢性肾小球肾炎时由于肾小球的结

构破坏，尿量减少，尿液中蛋白等含量增加，尿路粘

膜及机体的整体免疫功能下降，容易引起细菌在尿

路的定植及发生感染。细菌感染过程能够导致肾

脏结构及功能损害，甚至引发肾脏及肾盂脓肿，而

且由于患者的免疫力低下，感染往往不易控制。

细菌感染是慢性肾炎的主要感染病原菌，有

研究报道［11］慢性肾炎合并感染的患者感染菌群主

要是革兰阴性菌。但早期感染症状并不明显，只

有达到重度感染程度，如合并泌尿系统感染，某些

灵敏度和特异性较高的血清学指标在感染发作几

小时后其水平就会出现显著性的变化，因此可用

于了解慢性肾炎患者细菌感染情况及评估预后，

对临床治疗方案的确定具有重要的指导意义。

PCT是正常生理条件下含量微弱的无活性的降钙

素前肽物质，细菌感染发作（除细菌感染外的其他

疾病如病毒感染、自身免疫性疾病、过敏等均不会

引起，具有特异性）短期内血清 PCT急剧上升。因

此，PCT 水平的变化可作为细菌感染指征。本研

究发现，慢性肾炎合并细菌感染患者较非感染患

者，血清 PCT 显著上升，与既往研究报道一致［12］。

sICAM⁃1、sVCAM 是在生理状态下存在于血液或

其它体液中的细胞粘附因子，均属于免疫球蛋白

超基因家族中的一员。sICAM⁃1主要表达于血管

内皮细胞表面，可作为局部炎症反应的血清学指

标，有较多的研究报道［13］过 sICAM⁃1 已广泛应用

于心血管、恶性肿瘤的临床诊断中。呼吸道感染、

颅内感染、脓毒血症、全身炎症反应时 sICAM⁃1显

著升高，经抗炎治疗后其水平显著下降，说明 sI⁃
CAM⁃1 可作为感染反应的辅助诊断指标，其主要

通过介导白细胞迁移至炎症部位促进炎症级联反

应的发生和发展。sVCAM⁃1以主动分泌或酶切方

式产生并释放入血进行血液循环，在诱导白细胞

粘附附、迁移过程中起着重要作用。故 sICAM⁃1、
sVCAM 可与 PCT 同时作为感染状态的血清学反

应指标。本研究结果显示，慢性肾小球肾炎合并

细菌感染患者 sICAM⁃1、sVCAM 水平均显著上

升，与以往研究报道一致［14⁃15］。本研究的创新处，

进一步分析 sICAM⁃1、sVCAM、PCT水平改变与细

菌类型的关系，但并未得出上述血清学指标与

细菌病原体类型有关。在进一步的研究中发

现，sICAM⁃1、sVCAM、PCT 对慢性肾小球肾炎合

并细菌感染均具有较好的诊断效能。实验结果提

示 sICAM⁃1、sVCAM、PCT联合检测对慢性肾小球

肾炎合并细菌感染具有较好的临床效果。

综上所述，慢性肾炎患者 PCT、sICAM⁃1、
sVCAM 水平升高，尤其合并细菌感染者明显升

高，但与细菌病原体类型无明显关系。本研究通

过对比分析慢性肾炎合并感染与非感染患者血清

PCT、sICAM⁃1、sVCAM 水平差异，确定上述指标

在慢性疾病感染中的诊断价值。且分析其与细菌

病原体类型的关系，为临床治疗方案的确定提供

科学依据，具有重要的临床指导意义。

·· 632



分子诊断与治疗杂志 2020年 5月 第 12卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2020, Vol. 12 No. 5

参考文献
［1］ Wang YP. Effect of Shendi granule on T cell subsets and

podocyte marker protein in chronic glomerulonephritis pa⁃

tients with Pi ⁃ Shen deficiency syndrome［J］. China Medical

Abstracts（Internal Medicine），2018，35（1）：10⁃16.

［2］ Lubas A，Kade G，Ryczek R，et al. Ultrasonic evaluation of

renal cortex arterial area enables differentiation between hyper⁃

tensive and glomerulonephritis ⁃ related chronic kidney disease

［J］. Int Urol Nephrol，2017，49（9）：1⁃9.

［3］ 回学军，孙冬，李志彪 . 慢性肾小球肾炎与细胞因子含量表

达的相关性［J］. 中国老年学杂志，2017，37（7）：1737⁃1738.

［4］ 沈二霞，SHENErxia. Toll样受体与疾病［J］. 分子诊断与治

疗杂志，2009，1（4）：269⁃272.

［5］ Bolz S，Totzeck A，Amann K，et al. CIDP，myasthenia gra⁃

vis，and membranous glomerulonephritis ⁃ three autoimmune

disorders in one patient：a case report［J］. Bmc Neurol，

2018，18（1）：113⁃117.

［6］ Rodrã­Guez A，Reyes L F，Monclou J，et al. Relationship

between acute kidney injury and serum procalcitonin（PCT）

concentration in critically ill patients with influenza infection

［J］. Med Intensiva，2018：S0210569117303637.

［7］ 杨阳，杨雁 . COPD 缓解期患者血清 PCT、IL⁃6、hs⁃CRP 水

平对急性加重的预测作用［J］. 广东医学，2017，38（10）：

1531⁃1533.

［8］ 毛卫华，林丽，夏素芳，等 . 中西医结合治疗慢性肾炎的

临床疗效观察［D］. 2012.

［9］ 黄东华，何红涛，檀银川 . 肾络通汤对慢性肾小球肾炎患者

TGF⁃β1，MMP⁃9和TMP⁃1因子的影响［J］. 中国实验方剂学杂

志，2017，11（15）：196⁃201.

［10］ 雷莉，胡大军，柳永兵 . miR⁃21和miR⁃145在狼疮性肾炎患

者中的表达及与疾病活动的相关性［J］. 热带医学杂志，

2019，19（12）：1489⁃1493.

［11］ 王玉红，李盼，彭睿 . 急性肾小球肾炎合并尿路感染患儿病

原学及实验室指标的研究［J］. 中华医院感染学杂志，2017，

11（19）：4530⁃4533.

［12］ 李东风，吴文，蔡雪珍，等 . 降钙素受体基因多态性与广

州地区绝经后妇女骨密度关系研究［J］. 华南预防医学，

2005，27（6）：9⁃13.

［13］ 陈四清，谢文英，尚立芝，等 . 二陈汤加味对慢性阻塞性肺

疾病急性加重期老年患者免疫功能及 CCL18，CC16，IL⁃8

和 sICAM⁃1 的影响［J］. 中国实验方剂学杂志，2017，25

（10）：179⁃185.

［14］ 范月娟，周磊，冒鹏飞，等 . 乌司他丁联合血塞通注射液治

疗老年急性胰腺炎的疗效及对血清 IL⁃2、TNF⁃α及 sICAM⁃1

水平的影响［J］. 中国老年学杂志，2017，37（9）：55⁃61.

［15］ 曲华，郭明，柴华，等 . 冠心丹参滴丸对慢性稳定型心绞痛

血瘀证患者血瘀证计分及血清相关黏附因子水平的影响

［J］. 中医杂志，2017，58（5）：394⁃397.

对疑似支气管哮喘患者早期进行 FeNO、血清

ECP、IgE 检测有利于支气管哮喘的鉴别诊断，而

联合检测对支气管哮喘具有更高的敏感度，对支

气管哮喘的早期筛查更具价值。

参考文献
［1］ 张雪，费霞，鲍鲁红，等 . 支气管哮喘患者呼出气一氧化

氮与小气道功能的相关性及其影响因素［J］. 上海医学，

2017，68（2）：25⁃30.

［2］ 邸沂遥，关继涛，阎锡新 . 生活环境中主要空气污染物浓

度与哮喘患者肺功能、呼出气一氧化氮和血清 IgE 水平的

关系［J］. 山东医药，2017，57（11）：84⁃87.

［3］ 李颖 . 过敏性哮喘患儿呼出气一氧化氮变化及与血清过敏原

特异性 IgE的相关性［J］. 山东医药，2017，36（35）：72⁃74.

［4］ 李瑞敏，徐伟涵，金建敏，等 . 哮喘⁃慢性阻塞性肺疾病重

叠综合征临床诊断的初步探讨［J］. 中国呼吸与危重监护

杂志，2018，17（6）：25⁃28.

［5］ 汪龙辉 . 喘息患儿外周血 TARC、IgE及 EOS计数水平变化

及其意义［J］. 中国地方病防治杂志，2017，89（6）：99⁃100.

［6］ Queiroz GA，Costa RS，Alcantaraneves NM，et al. IL33 and

IL1RL1 variants are associated with asthma and atopy in a Bra⁃

zilian population［J］. Int J Immunogenet，2017，44（2）：51⁃61.

［7］ Hasegawa T，Uga H，Mori A，et al. Increased serum IL⁃17A

and Th2 cytokine levels in patients with severe uncontrolled

asthma［J］. Eur Cytokine Netw，2017，28（1）：8⁃18.

［8］ 李丽蕊，崔紫阳，王昊辰，等 . 酮替芬对变应性鼻炎⁃哮喘

综合征呼出气一氧化氮的影响［J］. 临床耳鼻咽喉头颈外

科杂志，2017，66（21）：62⁃64.

［9］ 陈凤佳，严英硕，周燕斌 . 呼出气一氧化氮监测对支气管

哮喘的诊断及治疗评估价值研究［J］. 中国全科医学，

2014，17（29）：3430⁃3434.

［10］ 郜芳丽 . 血清中 ECP、IgE 的表达水平及 FEV1 的检测对支

气管哮喘患儿的诊断意义［J］. 中国实验诊断学，2012，16

（1）：79⁃80.

［11］ 何雄平，龚国林，王樟娟 . 支气管哮喘患者血清 TNF⁃α、

IL ⁃8 和 IgE 水平的相关性分析［J］. 放射免疫学杂志，

2012，25（3）：322⁃324.

［12］ 陈希，郭梓君，郑佩燕，等 . 哮喘并过敏性鼻炎儿童血清总

IgE、外周血嗜酸性粒细胞、过敏原致敏程度与呼出气一氧

化氮间的关系［J］. 实用医学杂志，2017，69（15）：83⁃87.

［13］ 王玲，魏研荣，王丽霞，等 . 乌鲁木齐地区维吾尔族ORM⁃

DL3 基因单核苷酸多态位点与哮喘易感性的研究［J］. 分

子诊断与治疗杂志，2019，11（1）：11⁃16.

［14］ 林广民 . 血清MIF、ECP、DF⁃sIgE及 EOS检测对预防儿童哮

喘的临床意义［J］. 华南预防医学，2018，44（06）：581⁃583.

（上接第 628页）

·· 633



分子诊断与治疗杂志 2020年 5月 第 12卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2020, Vol. 12 No. 5

•论 著•

基金项目：石家庄市科学技术研究与发展指导计划项目（171461313）
作者单位：1.石家庄市第一医院急诊医学科，河北，石家庄 050000

2.石家庄市第一医院重症医学一科，河北，石家庄 050000
3.石家庄市第一医院呼吸内二科，河北，石家庄 050000

★通信作者：何志红，E⁃mail：sunnyandday11@126.com

溶栓治疗肺血栓栓塞症疗效及对凝血功能及NF⁃κB、
ET⁃1的影响

郎哲 1 何志红 2★ 毕文淼 3 梁少卿 2 刘红娟 2

［摘 要］ 目的 探究溶栓治疗肺血栓栓塞症（PTE）患者疗效及对凝血功能及核因子 ⁃κB
（NF⁃κB）、内皮素 1（ET⁃1）的影响。方法 前瞻性选取本院 2017年 1月至 2019年 6月收治的 PTE患者

122例作为研究对象，按照随机数字表法分组，各 61例。对照组给予抗凝治疗，观察组在对照组基础上给

予溶栓治疗。比较两组治疗效果、治疗前后肺氧合功能［平均肺动脉压（MPAP）、动脉血氧分压（PaO2）、血

氧饱和度（SaO2）］、凝血功能［D⁃二聚体（D⁃D）、组织型纤溶酶原激活物（t⁃PA）、纤溶酶原激活物抑制物⁃1
（PAI⁃1）］、NF⁃κB、ET⁃1 及不良事件发生情况。结果 观察组总有效率 93.44%（57/61）高于对照组

77.05%（47/61），差异有统计学意义（P<0.05）；治疗 7 d、14 d 后观察组 MPAP 低于对照组，PaO2、SaO2高

于对照组，D⁃D、PAI⁃1、t⁃PA，NF⁃κB、ET⁃1低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；随访 6个月，观察组

不良事件发生率 6.89%低于对照组 21.43%（P<0.05）。结论 溶栓治疗 PTE 患者疗效显著，可明显改善

肺氧合功能与凝血功能，可能与抑制NF⁃κB、ET⁃1表达有关。

［关键词］ 肺血栓栓塞症；溶栓治疗；凝血功能；核因子⁃κB；内皮素 1

Effect of thrombolytic therapy on pulmonary thromboembolism and on
coagulation function，NF⁃κB and ET⁃1
LANG Zhe1，HE Zhihong2★，BI Wenmiao 3，LIANG Shaoqing 2，LIU Hongjuan2

（1. Department of emergency medicine，shijiazhuang first hospital，Shijiazhuang，Hebei，China，050000；
2. Department 1 of critical care medicine，shijiazhuang first hospital，Shijiazhuang，Hebei，China，050000；
3. Department of respiratory medicine，shijiazhuang no.1 hospital，Shijiazhuang，Hebei，China，050000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the efficacy of thrombolytic therapy in patients with
pulmonary thromboembolism（PTE）and its effect on coagulation function and nuclear factor ⁃ κB（NF⁃κB）
and endothelin 1（ET⁃1）. Methods A total of 122 patients with PTE admitted to our hospital from January
2017 to June 2019 were enrolled as the research object，and they were grouped according to the random
number table method，61 cases each. The control group was given anticoagulant therapy，and the observation
group was given thrombolytic therapy plus anticoagulant therapy. The treatment effect，pulmonary oxygenation
function［mean pulmonary arterial pressure（MPAP），partial arterial oxygen pressure（PaO2），blood oxygen
saturation（SaO2）］，coagulation function［D ⁃ dimer（D ⁃D），tissue ⁃ type plasminogen activator（t ⁃ PA），

plasminogen activator inhibitor⁃1（PAI⁃1）］，NF⁃κB，ET⁃1 before and after treatment and the occurrence of
adverse events between two groups were compared. Results The total effective rate in the observation group
was 93.44%（57/61）higher than that in the control group（77.05%，47/61），and the difference was statistically
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significant（P<0.05）. After 7 days and 14 days of treatment，MPAP in the observation group was lower than

that in the control group，and PaO2 and SaO2 were higher than that in the control group. D⁃D，PAI⁃1，t⁃PA，

NF⁃κB，and ET⁃1 were lower than that in the control group，the difference was statistically significant（P<

0.05）. After 6 months of follow⁃up，the incidence of adverse events in the observation group was 6.89% lower

than that in the control group（21.43%）（P<0.05）. Conclusion Thrombolytic therapy has a significant effect

on patients with PTE. It can significantly improve pulmonary oxygenation and coagulation，which may be

related to the inhibition of NF⁃κB and ET⁃1 expression.

［KEY WORDS］ Pulmonary thromboembolism；Thrombolytic therapy；Coagulation function；Nuclear

factor⁃κB；Endothelin 1

肺血栓栓塞症（Pulmonary thromboembolism，

PTE）是临床较为严重的肺血管疾病，数据统计显

示，PTE 急性期未经治疗死亡率高达 25%~70%左

右，仅次于肿瘤和心肌梗死［1⁃2］。故及时诊治至关

重要。抗凝治疗是临床救治 PTE 患者的常规方

法，但受多种因素影响，且安全范围狭窄［3］。溶栓

治疗则可迅速溶解血栓，改善肺动脉血流，加快肺

组织再灌注，有利于改善预后［4］。而既往有动物实

验显示核因子⁃κB（Nuclear factor κB，NF⁃κB）、内

皮素 1（Endothelin 1，ET⁃1）在肺血栓栓塞症中具有

重要作用，但在临床诊治中缺乏相关循证依据。

为此，本研究在探讨溶栓治疗肺血栓栓塞症患者

疗效基础上，初次尝试分析其对NF⁃κB、ET⁃1的影

响，旨在为临床提供数据支持。现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2017 年 1 月至 2019 年 6 月收治的

PTE患者 122例作为研究对象，按照 1∶1原则采用

电脑生成随机数字表，根据随机数字表分为观察

组、对照组，各 61例。两组一般资料相比，差异无

统计学意义（P>0.05），有可比性，见表 1。且本研

究经医院伦理委员会审批通过。

纳入标准：①均经 CT 肺动脉造影检查、动脉

血气分析、心脏彩超等检查，确诊为 PTE，且符合

《急性肺栓塞诊断与治疗中国专家共识（2015）》［5］

中的危险度分层为中高危组的 PTE 相关诊断标

准；病程<14 d；②均具备溶栓指征，无抗凝治疗、

溶栓治疗禁忌证，愿意接受抗凝或溶栓治疗；

③临床资料完整，患者及家属均知情，签订知情

承诺书。排除标准：①伴有出血性脑卒中病史

者；②存在可疑主动脉夹层瘤者；③伴有活动性

消化道溃疡、严重肝肾功能损害者；④合并自身

免疫性疾病者；⑤存在恶性肿瘤疾病者；⑥参与

本研究前 1个月内服用抗凝药物者。

1.2 方法

两组均给予常规对症治疗，包括纠正低氧血

症、控制水电解质平衡、调节酸碱紊乱、扩张血管

等治疗措施，并监测心电情况、凝血功能。

1.2.1 对照组

给予抗凝治疗，于常规处理后，皮下注射低分

子肝素（河北常山生化药业有限公司，国药准字

H20063910，规格：0.41 mL：4100 Axa 单位），每次

100 IU·kg-1，2次·d⁃1。根据患者实际情况完成低分

子肝素注射 24~72 h后给予华法林（Orion Corpora⁃
tion，批准文号H20171095，规格：3 mg），口服，初始

剂量 3 mg·d⁃1。第 3天测定国际标准比值（INR），待

INR稳定在 2.5时，停止使用低分子肝素，单独给予

华法林，并根据 INR调整华法林使用剂量。

资料

年龄（岁）

病程（d）
性别（例）

男

女

体质量指数（kg/m2）

栓塞面积

大面积栓塞

次大面积栓塞

基础病史

高血压史

糖尿病史

观察组
（n=61）

58.77±6.05
4.63±1.49

20（32.79）
41（67.21）
22.33±1.01

17（27.87）
44（72.13）

10（16.39）
8（13.11）

对照组
（n=61）

59.63±6.81
4.42±1.22

22（36.07）
39（63.93）
22.51±1.20

19（31.15）
42（68.85）

9（14.75）
10（16.39）

t/c2值

0.737
0.852

0.145

0.896

0.158

0.062
0.261

P值

0.462
0.396

0.703

0.372

0.691

0.803
0.610

表 1 两组一般资料比较［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of general data between 2 groups
［n（%），（x ± s）］
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1.2.2 观察组

采取溶栓治疗，于常规处理后，给予阿替普酶

（Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG，批

准文号 S20160055，规格：50 mg/支），50 mg经微量

泵以 50 mL/h匀速输注。溶栓完成后每 2~4 h检测

一次活化部分凝血酶时间（APTT），待 APTT 降至

正常水平 1.5~2 倍时，再给予抗凝治疗，方法与剂

量同对照组。华法林至少应持续服用至出院后 3
个月。

1.2.3 检测方法

①凝血功能指标，采集外周血 3 mL，置入抗凝

管，采用酶联免疫吸附双抗体夹心法检测血浆组

织型纤溶酶原激活物（t⁃PA）、纤溶酶原激活物抑

制物⁃1（PAI⁃1）水平，放射比浊法检测血浆D⁃二聚

体（D⁃D）水平，试剂盒及 CA⁃1500全自动血凝仪购

自罗氏公司；②NF⁃κB检测方法，采用免疫细胞化

学法检测 NF⁃κBp65，试剂盒购自武汉博士德生物

工程有限公司。采用显微镜观察，于高倍镜下随

机选取 5~10 个视野，计算细胞染色的阳性率，取

平均值；③血清指标，采集外周血 2 mL，离心处

理，3 000 r/min，10 min，取上清液，待检。采用酶

联免疫吸附法检测血清 ET⁃1水平，试剂盒购自上

海酶联生物科技有限公司。所有操作步骤符合

规范。

1.3 疗效标准

参考《急性肺栓塞诊断与治疗中国专家共识

（2015）》［5］中的疗效标准于治疗 14 d后评估疗效，

分为显效、好转、无效、恶化。总有效率=显效率+
好转率。

1.4 观察指标

①治疗效果；②两组治疗前、治疗 7、14 d 后

MPAP、PaO2、SaO2；③两组治疗前、治疗 7、14 d 后

D⁃D、t⁃PA、PAI⁃1；④两组治疗前、治疗 7、14 d 后

NF⁃κB、ET⁃1；⑤两组不良事件发生情况，主要包

括复发、出血性事件及死亡，其中复发判定标准为

肺动脉 CTA 检查显示存在肺血栓栓塞征象，且伴

有胸痛、呼吸困难等症状。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件进行数据处理。计量资

料以（x ± s）表示，t 检验，计数资料以 n（%）表示，

c2检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 治疗效果

观察组总有效率 93.44%高于对照组 77.05%
（P<0.05），见表 2。

组别

观察组

对照组

c2值

P值

n
61
61

显效

36（59.02）
28（45.90）

好转

21（34.43）
19（31.15）

无效

3（4.92）
10（16.39）

恶化

1（1.64）
4（6.56）

总有效率

57（93.44）
47（77.05）

6.517
0.011

表 2 两组治疗效果比较［n（%）］

Table 2 Comparison of treatment effect between the 2 groups［n（%）］

2.2 肺氧合及凝血功能、NF⁃κB、ET⁃1水平比较

治疗 7、14 d后观察组MPAP水平、D⁃D、PAI⁃1、
t⁃PA、NF⁃κB、ET⁃1水平低于对照组，PaO2、SaO2高

于对照组（P<0.05），见表 3。
2.3 不良事件发生情况

随访 6 个月，观察组脱落 3 例，对照组脱落 5
例。观察组复发 3例，出血性事件 1例，无死亡，不

良事件发生率为 6.89%（5/58），对照组复发 7例，出

血性时间 3 例，死亡 2 例，不良事件发生率为

21.43%（12/56），差异有统计学意义（c2=4.987，P=
0.026）。

3 讨论

目前，PTE 已成为我国常见的血管疾病类型，

临床相关统计证实，急性 PTE 是导致患者猝死的

重要原因之一，防治形势极为严峻［6］。临床治疗

PTE 的关键在于早治疗，充分改善肺组织栓塞部

位循环，促使栓塞血管通畅，强化肺部氧合功能［7］。

抗凝治疗应用于 PTE 患者可有效缓解栓塞程度，

改善血液循环，减轻病情程度。但单纯抗凝治疗

不能达到快速溶解、清除血栓的目的，从而无法及

时纠正临床症状及生理改变，可能增加复发率及
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死亡风险［8］。有文献报道称，静脉药物溶栓联合抗

凝治疗有利于改善肺氧合功能，减少猝死［9］。本研

究结果证实，溶栓治疗 PTE患者疗效显著，可明显

改善肺氧合功能与凝血功能。溶栓治疗不仅能于

短时间内溶解血栓，还可减少栓子来源，加速肺动

脉血流通畅，有利于及时降低肺动脉阻力，减轻右

心负荷［10］。溶栓治疗主要作用机制是可将纤维蛋

白原转化为纤维蛋白溶酶，加速纤溶酶原激活，从

而促进纤维蛋白原降解，最终实现溶解清除血块、

血栓的效果［11］。

NF⁃κB 是一种蛋白因子，能特异性结合免疫

球蛋白 κ 轻链基因上的增强子 κB 序列，转录、调

节多种炎症分子、炎性细胞，还能参与相关靶基因

表达，在血管疾病中发挥重要作用［12］。低氧血症

是 PTE最常见的病理生理改变现象。急性与慢性

缺氧均可增加 ET⁃I 基因表达，促使 ET⁃1 大量合

成、释放进入血液。研究发现，ET⁃1是较强的血管

收缩因子，在缺氧状态下强化收缩血管功能，过多

表达可加重栓塞程度［13］。另有文献指出，NF⁃κB
在 ET⁃1 转录过程中具有关键作用［14］。在此基础

上，本研究初次分析溶栓治疗对 PTE患者NF⁃κB、

ET⁃1 的影响，结果证实溶栓治疗可抑制 NF⁃κB、

ET⁃1 表达。主要是由于溶栓治疗具有溶解血栓、

解除栓塞，调节血管舒张功能，改善血液循环，促

时间

MPAP（mmHg）

PaO2（mmHg）

SaO2（%）

组别

观察组

对照组

t值
P值

观察组

对照组

t值
P值

观察组

对照组

t值
P值

n
61
61

61
61

61
61

治疗前

61.17±4.20
60.83±3.91

0.463
0.645

70.82±4.19
71.18±4.03

0.484
0.630

90.03±1.22
90.26±1.41

0.963
0.337

治疗 7 d后

50.16±3.52
55.49±4.06

7.747
<0.001

84.26±5.21
78.34±4.77

6.546
<0.001

96.30±1.53
93.92±1.44

8.847
<0.001

治疗 14 d后

46.23±3.04
50.36±3.27

7.225
<0.001

90.22±6.04
84.23±5.31

5.817
<0.001

98.10±1.17
96.02±1.30

9.289
<0.001

D⁃D（mg/L）

PAI⁃1（μg/L）

t⁃PA（μg/L）

NF⁃κB（%）

ET⁃1（ng/L）

观察组

对照组

t值
P值

观察组

对照组

t值
P值

观察组

对照组

t值
P值

观察组

对照组

t值
P值

观察组

对照组

t值
P值

61
61

61
61

61
61

61
61

61
61

1.32±0.12
1.30±0.13

0.883
0.379

78.44±5.01
78.06±4.85

0.426
0.671

14.07±2.13
13.98±1.96

0.243
0.809

36.02±2.71
35.88±2.59

0.292
0.771

212.15±20.57
210.67±23.51

0.370
0.712

0.94±0.07
1.12±0.09
12.330
<0.001

62.25±4.16
66.33±4.70

5.077
<0.001

9.87±1.37
11.14±1.42

5.027
<0.001

30.42±1.37
32.23±1.61

6.687
<0.001

160.36±18.17
184.25±21.33

6.659
<0.001

0.86±0.05
0.92±0.06

6.000
<0.001

52.08±3.29
58.11±4.03

9.053
<0.001

8.14±1.25
9.46±1.32

5.671
<0.001

26.08±1.14
28.72±2.20

8.321
<0.001

127.80±15.36
151.37±20.09

7.279
<0.001

表 3 两组肺氧合及凝血功能，NF⁃κB、ET⁃1水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of lung function and coagulation function, NF⁃κB and ET⁃1 levels between the 2 groups（x ± s）
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进肺组织再灌注等功效，有利于强化肺氧合功能，

从而纠正低氧血症，减弱 NF⁃κB 转录作用，抑制

ET⁃1 表达。且随访 6 个月发现，溶栓治疗 PTE 可

明显减少不良事件，为预后改善创造良好条件。

但本研究属于单中心研究，可能造成数据偏移，需

作进一步分析与探究。此外，溶栓治疗应用于 PTE
患者治疗时应注意：①低危患者无需溶栓治疗；

②中危患者因溶栓治疗存在一定程度出血风险，但

单纯抗凝治疗又无法有效清除栓塞，故应在全面

评估中危患者出血风险后考虑是否可以实施溶栓

治疗，以在确保治疗安全性前提下保障疗效。

综上可知，溶栓治疗中高危组 PTE 患者疗

效显著，可明显改善肺氧合功能与凝血功能，可

能与抑制 NF⁃κB、ET⁃1表达有关。
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FGF18与骨性关节炎患者血清炎症细胞因子、脂肪细
胞因子及骨关节严重程度的相关性

胡彦彬 1 王振东 1 赵强 1 汤玮 1 潘伟 1 李雷 2★

［摘 要］ 目的 探究成纤维细胞生长因子 18（FGF18）与骨性关节炎（OA）患者血清炎症细胞因

子、脂肪细胞因子及骨关节严重程度的相关性。方法 选取于本院进行诊断和治疗的 120例 OA患者，

根据 Kellgren⁃Lawrence（K⁃L）分级至少 2 级，并分为 KL2 组（n=53）、KL3 组（n=39）、KL4 组（n=28），并选

取同期健康志愿者 30例作为对照组，对比各组血清 FGF18、炎症细胞因子［肿瘤坏死因子⁃α（TNF⁃α）、白

细胞介素⁃1β（IL⁃1β）、IL⁃6、IL⁃17、IL⁃23］、脂肪细胞因子［瘦素（Leptin）、脂联素（APN）、内脂素（visfatin）］
水平，Spearman 相关性分析各指标见的相关性。结果 OA 患者各组 FGF18 水平显著低于对照组，且

K⁃L 分级越高，FGF18 水平越低，各组比较差异具有统计学意义（P<0.05）。OA 患者相比于对照组炎症

细胞因子 TNF⁃α、IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃17、IL⁃23水平均显著升高，且K⁃L分级各组各指标比较差异具有统计学

意义（P<0.05）。与对照组比较，OA患者 Leptin、visfatin 水平显著升高，APN水平显著降低，且 K⁃L分级

各组各指标比较差异具有统计学意义（P<0.05）。相关性分析结果显示，FGF18 与 K⁃L 分级、TNF⁃α、

IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃17、IL⁃23、Leptin、visfatin 存在显著负相关性，与 APN 存在显著正相关性（P<0.05）。

结论 随着 OA患者骨关节疾病严重程度增加，FGF18水平随之降低，这可能与 OA患者血清炎症细胞

因子和脂肪细胞因子异常表达有关，检测相关指标对于OA患者病情评估及治疗具有重要意义。

［关键词］ 骨性关节炎；成纤维细胞生长因子 18；炎症细胞因子；脂肪细胞因子

Correlation between FGF18 and serum inflammatory cytokines，adipokines
and bone and joint severity in patients with osteoarthritis
HU Yanbin1, WANG Zhendong1, ZHAO Qiang1, TANG Wei1, PAN Wei 1, LI Lei2★

（1. Department of Orthopedics，Lanshan District People􀆳s Hospital，Rizhao，Shandong，China，276807；
2. Department of Emergency，Lanshan District People􀆳s Hospital，Rizhao，Shandong，China，276807）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between fibroblast growth factor 18（FGF18）
and serum inflammatory cytokines，adipocytokines and bone and joint severity in patients with osteoarthritis
（OA）. Methods 120 OA patients who were diagnosed and treated in our hospital were classified according
to Kellgren⁃Lawrence（KL）at least level 2 and were divided into the KL2 group（n=53），the KL3 group（n=
39），and the KL4 group（n=28），and 30 healthy volunteers in the same period were selected as the control
group，and serum FGF18，inflammatory cytokines［tumor necrosis factor⁃α（TNF⁃α），interleukin⁃1β（IL⁃
1β），IL⁃6，IL⁃17，IL⁃23］，adipocytokines［Leptin，adiponectin（APN），visfatin］levels were measured and
compared in each group. Spearman correlation analysis was used to analyze the correlation of each index.
Results The serum levels of FGF18 in each group of OA patients were significantly lower than those in the
control group，and the higher the KL grade，the lower the FGF18 level（P<0.05）. Compared with the control
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group，the serum levels of inflammatory cytokines TNF⁃α，IL⁃1β，IL⁃6，IL⁃17，and IL⁃23 were significantly
increased in patients with OA，and the indicators of each group in the KL classification were significantly
different（P<0.05）. Compared with the control group，the levels of Leptin and visfatin in OA patients were
significantly increased，and the serum levels of APN were significantly reduced，and the K⁃L classification
had significant differences in each index（P<0.05）. Correlation analysis showed that FGF18 has a significant
negative correlation with KL grade，TNF ⁃ α，IL ⁃ 1β，IL ⁃ 6，IL ⁃ 17，IL ⁃ 23，Leptin，and visfatin，and a
significant positive correlation with APN（P<0.05）. Conclusion As the severity of osteoarthritis in OA
patients increases，the level of FGF18 decreases that could be related to the abnormal expression of serum
inflammatory cytokines and adipocytokines in OA patients. The detection of relevant indicators in serum is of
great significance for the evaluation and treatment of OA patients.

［KEY WORDS］ Osteoarthritis；Fibroblast growth factor 18；Inflammatory cytokines；Adipokines

骨性关节炎（osteoarthritis，OA）又被称为增生

性骨关节炎或退行性关节病，患者的主要病理表

现为新骨的形成及软骨退行性病变，进而导致关

节软骨变性、破坏，引发关节疼痛、肿胀、骨质增生

和关节积液等症。OA 严重的甚至可导致残疾等

严重不良事件，被认为是导致人群伤残的重要原

因之一，严重威胁了患者的生活质量［1］。细胞因子

学说认为炎性细胞因子在骨关节炎的发生发展中

发挥重要作用［2］。并有研究证实［3］，肥胖、高血压、

血脂异常等代谢紊乱是骨性关节炎发生的重要危

险因素。通过炎症细胞因子和脂肪细胞因子检测

可了解 OA 患者疾病进展情况。成纤维细胞生长

因子⁃18（fibroblast growth factor⁃18，FGF18）为 FGF
家族中具有代表性的因子，在软骨形成、骨骼发育

及关节软骨修复中具有重要作用［4］。目前，对于

FGF18 在 OA 中检测及与 OA 骨关节严重程度的

关系研究较少，本研究对 FGF18 与骨性关节炎患

者血清炎症细胞因子、脂肪细胞因子及骨关节严

重程度的相关性进行了探究，以指导OA患者的病

情评估及治疗，具体如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2018 年 6 月至 2019 年 6 月本院收治的

120 例 OA 患者，根据 Kellgren⁃Lawrence（K⁃L）分

级至少 2 级，并分为 KL2 组（n=53）、KL3 组（n=
39）、KL4 组（n=28）。其中，KL2 级男 31 例，女 22
例，年龄 39~80 岁，平均年龄（58.8±4.2）岁，病程 6
个月~9 年，平均（2.5±0.6）年；KL3 级男 23 例，女

16 例，年龄 41~79 岁，平均年龄（59.4±4.1）岁，病

程 3 个月~10 年，平均（2.5±0.7）年；KL4 级男 16
例，女 12 例，年龄 42~76 岁，平均年龄（58.1±4.5）

岁，病程 6 个月~10 年，平均（2.7±0.7）年。另选取

同期于我院体检的健康志愿者 30 例作为对照组，

其中男 18 例，女 12 例，年龄 45~82 岁，平均（59.7±
4.6）岁。

纳入标准：①符合 OA 的相关诊断标准［5］；

②对病变关节行X光线检查并依据Kellgren⁃Law⁃
rence（K⁃L）分级为 2~4级；③均对本研究内容知情

同意并签署知情同意书；④依从性好，能够配合完

成此研究。排除标准：①合并感染、类风湿性关节

炎、创伤及骨肿瘤等骨关节疾病者；②肝肾等脏器

存在器质性病变者；③存在骨关节手术史者；④近

期有糖皮质激素等药物治疗者。排除关节外伤

史、合并急慢性疾病者。4 组研究对象在性别、年

龄上比较差异无统计学意义（P>0.05），具有可比

性。本研究获得院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 Kellgren⁃Lawrence（K⁃L）分级方法［6］

所有研究对象均行 X 射线检查并行 K⁃L 分

级。K⁃L分级 0~4级，分级越高，病变越严重。

1.2.2 血清因子检测

所有研究对象均入院后抽取 5 mL 空腹静脉

血，3 500 r/min离心 10 min收集血清，-80℃保存待

测。采用酶联免疫吸附法（Enzyme⁃linked immuno⁃
sorbent assay，ELISA）测定 FGF18 及炎症细胞因

子［肿瘤坏死因子 ⁃ α（Tumor necrosis factor ⁃ α，

TNF⁃α）、白细胞介素⁃1β（Interleukin⁃1β，IL⁃1β）、

IL⁃6、IL⁃17、IL⁃23］、脂肪细胞因子［瘦素（Leptin，
LP）、脂联素（Adiponectin，APN）、内脂素（visfa⁃
tin）］水平，FGF18 及炎症细胞因子试剂盒购自南

京建成生物医学工程公司，脂肪细胞因子试剂盒

购自深圳晶美生物工程有限公司。检测方法依照

试剂盒说明书进行。
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2.2 各组 FGF18、炎症细胞因子及脂肪细胞因子

水平比较

KL2组、KL3组及KL4组间 FGF18、TNF⁃α、IL⁃
1β、IL⁃6、IL⁃17、IL⁃23、Leptin、visfatin 及 APN 水平

比较差异具有统计学意义（P<0.05），OA 患者 K⁃L

分级各组 FGF18、APN 水平均显著低于对照组，

TNF⁃α、IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃17、IL⁃23、Leptin、visfatin水

平显著高于对照组，差异具有统计学意义（P<
0.05），见表 2。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，计数资

料以%表示，组间比较采用 c2 检验；计量资料以

（x ± s）表示，两两比较采用 LSD⁃t 检验，多组间

比较采用单因素方差分析；Spearman 相关性分

析各指标的相关性。P<0.05 为差异具有统计

意义。

2 结果

2.1 各组患者临床一般资料比较

对照组健康志愿者、KL2组、KL3组及KL4组

OA 患者性别、年龄比较差异无统计学意义（P>
0.05）；K⁃L分级各组OA患者病程比较差异无统计

学意义（P>0.05）。见表 1。

项目

性别（男/女）

年龄（岁）

病程（年）

对照组（n=30）
18/12

59.7±4.6
-

KL2组（n=53）
31/22

58.8±4.2
2.5±0.6

KL3组（n=39）
23/16

59.4±4.1
2.5±0.7

KL4组（n=28）
16/12

58.1±4.5
2.7±0.7

F值

0.051
1.225
1.469

P值

0.997
0.224
0.146

表 1 各组患者临床一般资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of general clinical data of patients in each group（x ± s）

项目

FGF18（ng/L）
TNF⁃α（mg/L）
IL⁃1β（ng/L）
IL⁃6（ng/L）

IL⁃17（ng/mL）
IL⁃23（ng/mL）
Leptin（μg/L）
APN（mg/L）

visfatin（μg/L）

对照组（n=30）
33.5±4.6
0.3±0.1
22.3±2.5
3.5±1.2
0.6±0.2
5.0±1.8
5.2±1.3
19.7±2.8
6.6±1.8

KL2组（n=53）
27.2±3.7a

0.6±0.2a

36.7±4.4a

13.8±2.0a

1.1±0.3a

16.3±2.2a

9.6±1.9a

14.2±2.4a

11.3±2.0a

KL3组（n=39）
22.1±3.1ab

0.8±0.2ab

45.8±3.9ab

25.2±3.1ab

1.8±0.4ab

22.5±2.9ab

11.8±2.1ab

10.3±2.5ab

15.5±1.6ab

KL4组（n=28）
16.7±2.4abc

1.1±0.4abc

55.7±5.4abc

33.3±4.2abc

2.2±0.9abc

29.4±3.6abc

14.6±2.4abc

8.1±1.6abc

18.7±2.5abc

F值

8.577
10.991
14.006
23.605
11.250
15.386
9.500
10.099
11.378

P值

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

表 2 各组 FGF18、炎症细胞因子及脂肪细胞因子水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of levels of FGF18，inflammatory cytokines and adipokines in each group（x ± s）

注：与对照组比较，aP<0.05；与KL2组比较，bP<0.05；与KL3组比较，cP<0.05。

2.3 FGF18 与 K⁃L 分级、炎症细胞因子及脂肪细

胞因子的相关性

Spearman 相关性分析结果显示，FGF18 与

K⁃L 分级存在显著负相关性（P<0.05）。FGF18 与

TNF⁃α、IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃17、IL⁃23、Leptin、visfatin存

在显著负相关性，与 APN 存在显著正相关性（P<
0.05），见表 3。

3 讨论

研究指出［7］，单核细胞及炎症介质参与了 OA
的病理进展。TNF⁃α为淋巴细胞分泌的炎症前体

细胞因子，能够促进损伤部位白细胞聚集和释放

炎性介质，在炎症、感染及免疫应答体系中起到重

要作用。IL⁃1β 为就是细胞产生的具有广泛生物

学效应的炎症因子，研究认为 IL⁃1β为OA发病的

重要因素［8］。IL⁃6 为 T 淋巴细胞产生的急性反应

蛋白，其参与了诱导炎症反应发生、调节细胞生长

分化及免疫功能等多种生理病理进程。研究指

出，IL⁃6 可在 IL⁃23 及 TGF⁃β 的作用下诱导 Th17
细胞产生 IL⁃17，从而影响 OA 疾病的发展［9］。本

研究中，OA 患者随着 K⁃L 分级增加，炎症细胞因

子水平随之升高。提示，炎症细胞因子水平升高

伴随着 OA 疾病的进展的整个过程，促进了疾病

的加重。
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脂肪细胞因子为脂肪细胞产生及分泌的一种

特殊蛋白质，对于调控炎症和免疫应答、调节器官

功能等具有重要作用。Leptin 在脂肪代谢中发挥

着关键作用，除了脂代谢之外其还参与了感染、炎

性反应及免疫反应等病理生理过程。研究指出［10］，

Leptin 可以诱导 MMPs 及炎症介质的高表达参与

OA 患者软骨降解及反应过程。APN 被认为与肥

胖、糖尿病、胰岛素抵抗相关，研究指出其可能参与

了OA的发病过程，APN作为前炎性因子在后期软

骨基质降解中发挥重要作用［11］。但也有研究显

示，APN可减轻诱导性关节炎模型局部炎症反应和

软骨破坏，发挥抗炎作用［12］。Visfatin 是关节炎发

展中的促炎因子，促进了细胞外基质的破坏和降

解。本研究中结果提示，Leptin、visfatin升高促进了

OA的进展，而随着OA进展，APN水平逐渐降低，

这可能与其APN的抑制炎症发展有关。

本研究结果提示 FGF18 与 OA 患者疾病严重

程度存在显著关系。一些研究显示，FGF18 能够

促进软骨细胞增殖和基质产生［13⁃15］。FGF18 可增

强机体胰岛素敏感性、减少胰岛素抵抗，促进血

脂、血糖代谢。OA的发病过程伴随着软骨细胞凋

亡、软骨 ECM合成、降解失衡等改变［16］，这与炎症

细胞因子及脂肪因子的作用有关。FGF18可以对

于骨和软骨的发育起到正向调节作用，这可能与

其对炎症细胞因子和脂肪细胞因子的抑制作用有

关。因此，FGF18 对于抑制 OA 疾病进展，促进病

情转归具有重要价值。综上所述，随着OA患者骨

关节疾病严重程度增加，FGF18水平随之降低，这

与 OA 患者血清炎症细胞因子和脂肪细胞因子异

常表达有关，检测相关指标对于OA患者病情评估

及治疗具有重要意义。
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项目
K⁃L分级
TNF⁃α
IL⁃1β
IL⁃6
IL⁃17
IL⁃23
Leptin
APN

visfatin

r值
-0.298
-0.259
-0.282
-0.277
-0.291
-0.270
-0.306
0.264
-0.311

P值
0.001
0.004
0.002
0.002
0.001
0.003
0.001
0.004
0.001

表 3 FGF18与K⁃L分级、炎症细胞因子及脂肪细胞因子

的相关性

Table 3 Correlation between FGF18 and K⁃L classification，
inflammatory cytokines and adipokines
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NLR、PLR在甲状腺良恶性结节及自身免疫性甲状腺
炎诊断中的应用价值

洪文斌 胡竑韡★

［摘 要］ 目的 探究外周血中性粒细胞和淋巴细胞比值（NLR）、血小板和淋巴细胞比值（PLR）在

甲状腺良恶性结节及自身免疫性甲状腺炎（AT）诊断中的应用价值。方法 选取本院 2014 年 10 月至

2019 年 10 月收治的 287 例甲状腺疾病患者，其中分化型甲状腺癌（DTC）患者 66 例，结节性甲状腺肿

（NG）患者 104例，AT患者 117例；另选择同期于本院体检的健康志愿者 260例；对比各组临床各指标差

异，受试者工作特征曲线分析NLR、PLR在DTC/NG、AT中的诊断价值。结果 DTC、NG、AT患者及健

康组性别、年龄、白细胞计数（WBC）、三碘甲状腺原氨酸（TT3）比较差异无统计学意义（P>0.05）；4组游离

甲状腺原氨酸（FT3）、游离甲状腺素（FT4）、甲状腺素（TT4）、促甲状腺激素（TSH）、NLR、PLR比较差异具

有统计学意义（P<0.05）。相关性分析结果显示，NLR、PLR分别与TSH存在显著负相关性（P<0.05）。ROC
曲线结果显示，NLR、PLR诊断NG的截断值为 1.9，曲线下面积（AUC）为 0.875，敏感度为 0.850，特异度为

0.842，PLR 诊断 NG 的截断值为 138.7，AUC 为 0.775，敏感度为 0.786，特异度为 0.777，两者联合诊断的

AUC为 0.895，敏感度为 0.911，特异度为 0.893。NLR诊断DTC的截断值为 1.6，AUC为 0.825，敏感度为

0.813，特异度为 0.806；PLR诊断DTC的截断值为 134.7，AUC为 0.767，敏感度为 0.744，特异度为 0.731；两
者联合诊断的 AUC 为 0.896，敏感度为 0.887，特异度为 0.879。NLR 诊断 AT 的截断值为 1.8，AUC 为

0.848，敏感度为 0.857，特异度为 0.836；PLR诊断AT的截断值为 152.5，AUC为 0.856，敏感度为 0.862，特异

度为 0.843；两者联合诊断的AUC为 0.916，敏感度为 0.932，特异度为 0.918。结论 NLR、PLR能作为NG、

DTC及AT的有效预测指标，两者联合对NG、DTC及AT的诊断具有较好的应用价值。

［关键词］ 甲状腺肿瘤；自身免疫性甲状腺炎；中性粒细胞和淋巴细胞比值；血小板和淋巴细胞比值

Value of NLR and PLR in diagnosis of benign and malignant thyroid nodules
and autoimmune thyroiditis
HONG Wenbin，HU Hongwei★

（Department of Surgery，Zhabei Central Hospital，Jing􀆳an District，Shanghai，China，200070）

［ABSTRACT］ Objective To explore the application of neutrophil and lymphocyte ratio（NLR），

platelet and lymphocyte ratio（PLR） in peripheral blood in the diagnosis of benign and malignant thyroid
nodules and autoimmune thyroiditis（AT）. Methods 287 patients with thyroid disease admitted to our
hospital from October 2014 to October 2019 were enrooled，including 66 patients with differentiated thyroid
cancer（DTC），104 patients with nodular goiter（NG），and 117 patients with AT. In addition，260 healthy
volunteers who were examined in our hospital during the same period were recruited. The clinical
characteristics of each group were compared. The receiver operating characteristic curve（ROC）was used to
evaluate the diagnostic value of NLR and PLR in DTC/NG and AT. Results There were no significant
differences in gender，age，white blood cells（WBC），and triiodothyronine（TT3）among patients with DTC，
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NG，and AT and the healthy groups（P>0.05）. There were significant differences in free thyroxine（FT3），free
thyroxine（FT4），thyroxine（TT4），thyroid stimulating hormone（TSH），NLR and PLR among the 4 groups
（P<0.05）. Correlation analysis showed that there was a significant negative correlation between NLR，PLR and
TSH（P<0.05）. The ROC cutoff value of NLR and PLR for NG diagnosis is 1.9 with the AUC of 0.875 the
sensitivity of 0.850 and the specificity of 0.842. The ROC cutoff value of PLR for NG diagnosis NG is 138.7
with the AUC of 0.775（sensitivity of 0.786 specificity of 0.777）. The combined AUC is 0.895，the sensitivity
is 0.911，and the specificity is 0.893. The ROC cutoff value of NLC for DTC diagnosis is 1.6 andthe AUC is
0.825 with the sensitivity of 0.813 and the specificity of 0.806. The ROC cutoff value of PLR for DTC diagnosis
is 134.7，the AUC is 0.767（sensitivity：0.744 and specificity：0.731）. The combined AUC is 0.896，the
sensitivity is 0.887，and the specificity is 0.879. The ROC cut⁃off value of NLR for AT diagnosis is 1.8，the
AUC is 0.848，the sensitivity is 0.857，and the specificity is 0.836. the ROC value of PLR for AT diagnosisis
152.5，the AUC is 0.856，the sensitivity is 0.862，and the specificity is 0.843. The combined AUC is 0.916，the
sensitivity is 0.932，and the specificity is 0.918. Conclusion NLR and PLR can be used as effective
predictors for NG，DTC and AT. The combination of the two has a better application value for the diagnosis of
TC and AT.

［KEY WORDS］ Thyroid tumor；Autoimmune Thyroiditis；Neutrophil and lymphocyte ratio；Platelet
and lymphocyte ratio

甲状腺疾病包括甲状腺良恶性肿瘤、甲状腺

机能亢进、甲状腺机能减退、自身免疫性甲状腺炎

等。导致甲状腺疾病发病的因素有很多，其中年

龄、碘摄入量、遗传、环境、免疫及内分泌功能紊乱

等都与甲状腺疾病的发生有关［1］。结节性甲状腺

肿（nodulargoiter，NG）患者病情反复，部分存在甲

状腺退行性病变，严重的甚至可发展为甲状腺恶

性肿瘤。甲状腺恶性肿瘤为较常见的恶性肿瘤，

以女性最常见，分化型甲状腺癌（Differentiated thy⁃
roid cancer，DTC）是甲状腺恶性肿瘤的主要类型，

严重危害了患者预后。自身免疫性甲状腺炎（Au⁃
toimmune thyroiditis，AT）的发生发展与炎症、免疫

紊乱等存在密切关系［2］。临床上各类甲状腺疾病

初期表现为全身非特异性症状，容易被忽视或误

诊而延误治疗。甲状腺疾病患者普遍存在甲状腺

激素水平异常，检测其水平有助于了解甲状腺疾

病患者病情发展情况，但对于各类甲状腺疾病的

区分仍需准确度和灵敏度更高的特异性标志物。

炎症在DTC、AT等甲状腺疾病的发生发展中起到

至关重要的作用，炎症微环境与病变细胞的复杂

相互作用导致了疾病的发展并对患者预后产生极

大影响［3⁃4］。中性粒细胞和淋巴细胞比值（neutro⁃
phil⁃to⁃lymphocyte ratio，NLR）、血小板和淋巴细胞

比值（platelet⁃to⁃lymphocyte ratio，PLR）为机体免疫

活动的标志物，能够反映患者机体的免疫和炎症

状态，与多种恶性肿瘤的预后关系密切。相关性

分析结果提示，NLR、PLR异常升高与甲状腺疾病

甲状腺激素分泌紊乱存在密切关系［5］。因此，本研

究对 NLR、PLR 在甲状腺良恶性结节及自身免疫

性甲状腺炎诊断中的应用价值进行了分析，以期

为甲状腺疾病患者的临床诊治提供有效指示

指标。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2014年 10月至 2019年 10月收治的

287 例甲状腺疾病患者，其中分化型甲状腺癌

（DTC）患者 66 例，结节性甲状腺肿（NG）患者 104
例；另选择同期于本院接受体检的健康志愿者 260
例作为健康组，均身体健康，无肝肾等脏器功能障

碍、无甲状腺疾病史、无慢性进展性疾病。

纳入标准：①均符合中华医学会内分泌学分会

中《中国甲状腺疾病诊治指南》［6］中的诊断标准，并

经临床病理学诊断确诊；②患者均对本研究内容知

情签署知情同意书；③近期无抗甲状腺药物治疗、

手术视力、碘 131治疗；④均为初次确诊，临床资料

完善。排除标准：①合并肝肾功能异常、感染性疾

病、血液性疾病、免疫系统障碍者；②合并其他部位

恶性肿瘤者；③精神异常无法配合完成研究者；

④合并其他类型甲状腺疾病患者。各组研究对象

在性别、年龄上比较，差异无统计学意义（P>0.05），

具可比性。本研究获得院伦理委员会批准。
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1.2 方法

统计所有研究对象的性别、年龄等临床资料，

并收集入院时空腹静脉血，采用XE5000血常规分

析仪（Sysmex公司，批号：03200525）检测记录白细

胞计数（WBC）、淋巴细胞计数、中性粒细胞计数和

血小板计数，计算NLR和 PLR。采用 E602全自动

电发光免疫分析仪（罗氏公司，批号：3402843）测

定三碘甲状腺原氨酸（TT3）、甲状腺素（TT4）、甲

状腺原氨酸（FT3）、游离甲状腺素（FT4）、促甲状腺

激素（TSH），试剂盒均由仪器公司配套提供。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 20.0 进行数据分析，计数资料 n

（%）表示，组间比较采用 c2 检验；计量资料以

（x ± s）表示，多组间比较采用单因素方差分析；

各指标相关性采用 Spearman 相关分析；受试者

工 作 特 征 曲 线（ROC）评 估 NLR、PLR 在 NG、

DTC、AT 中的诊断价值。P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 各组临床资料比较

DTC、NG、AT 组患者及健康组年龄、WBC、

TT3、TT4。比较差异无统计学意义（P>0.05）；4组

性别、FT3、FT4、TSH、NLR、PLR 比较差异具有统

计学意义（P<0.05）。见表 1。

项目

性别（男/女）

年龄（岁）

WBC（×109/L）
TT3（ng/dL）
TT4（μg/dL）
FT3（pg/L）
FT4（ng/L）

TSH（mIU/L）
NLR
PLR

DTC组（n=66）
24/42

43.3±3.6
6.3±1.2

99.5±15.6
16.8±2.8
3.1±0.4

0.82±0.14
1.2±0.3
1.9±0.4

123.4±13.0

NG组（n=104）
37/67

42.9±4.1
6.5±1.5

102.4±13.6
11.6±1.9
3.2±0.6

0.86±0.17
1.6±0.3
1.5±0.2

113.7±10.1

AT组（n=117）
35/82

44.1±3.9
6.8±1.7

98.8±19.2
15.5±2.3
3.1±0.4

0.83±0.11
1.1±0.2
2.5±0.3

174.5±15.5

健康组（n=260）
141/119
43.5±3.3
6.7±1.5

97.4±16.5
8.2±1.7
4.7±0.7

0.96±0.10
2.1±0.5
1.3±0.2

110.5±9.3

F/c2值

25.008
0.203
0.993
0.480
13.518
11.135
4.553
8.665
7.395
4.516

P值

0.000
0.840
0.326
0.633
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

表 1 各组临床资料比较（x ± s）

Table 1 Comparison of clinical data of each groups（x ± s）

2.2 相关性分析

相关性分析结果显示，NLR、PRL与 TSH存在

显著负相关性（P<0.05），与其他临床指标无显著

相关性，见表 2。

2.3 NLR、PLR诊断NG的诊断价值

NLR、PLR 对于 NG 的诊断具有良好价值，联

合检测可以提高诊断的敏感度和特异度，提升诊

断准确性。见表 3。

2.4 NLR、PLR诊断DTC的诊断价值

NLR、PLR对于DTC的诊断具有良好价值，联

合检测可以提高诊断的敏感度和特异度，提升诊

断准确性。见表 4。

表 2 NLR、PLR与临床各指标的相关性分析

Table 2 Correlation analysis of NLR，PLR and clinical
indicators

指标

WBC
TT3
TT4
FT3
FT4
TSH

NLR
r值
0.105
0.082
0.062
0.094
0.108
-0.231

P值
0.076
0.166
0.295
0.112
0.068
0.001

PLR
r值
0.059
0.088
0.074
0.112
0.097
-0.186

P值
0.319
0.137
0.211
0.058
0.101
0.002

指标

NLR
PLR
联合

截断值

1.9
138.7

AUC

0.875
0.775
0.895

95%CI

0.813~0.938
0.693~0.858
0.841~0.950

敏感度

0.850
0.786
0.911

特异度

0.842
0.777
0.893

约登
指数

0.692
0.563
0.804

P值

0.000
0.000
0.000

表 3 NLR、PLR对NG的诊断价值

Table 3 Diagnostic value of NLR and PLR for NG

指标

NLR
PLR
联合

截断值

1.6
134.7
－

AUC

0.825
0.767
0.896

95%CI

0.770~0.880
0.703~0.830
0.856~0.935

敏感度

0.813
0.744
0.887

特异度

0.806
0.731
0.879

约登
指数
0.619
0.475
0.766

P值

0.000
0.000
0.000

表 4 NLR、PLR对DTC的诊断价值

Table 4 Diagnostic value of NLR and PLR for DTC
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2.5 NLR、PLR诊断AT的诊断价值

NLR、PLR 对于 AT 的诊断具有良好价值，联

合检测可以提高诊断的敏感度和特异度，提升诊

断准确性。见表 5。

3 讨论

甲状腺疾病在初期往往无典型症状，容易造成

漏诊、误诊而延误治疗，并且不同甲状腺疾病的治疗

方法差别较大。甲状腺疾病的鉴别方法包括超声、

CT、ECT、MR等手段，但对于良恶性结节的诊断具

有一定局限性。超声引导穿刺活检可以明确绝大部

分的甲状腺良恶性结节，但对于样本量不足或小结

节无法提供明确诊断，加上穿刺活检的有创性而不

能普及，这都给甲状腺良恶性结节及其他甲状腺疾

病的诊断带来了难题［7］。因此，寻找确切有效的指示

性标志物对于甲状腺疾病的诊疗具有重要价值。

肿瘤微环境主要为肿瘤细胞、间质细胞、炎性

细胞和正常组织细胞等组成，细胞因子和信号通

路在其中发挥调控作用从而影响肿瘤的发生发

展［8］。研究证实［9］，炎症与多种肿瘤患者预后存在

密切相关性。炎症细胞浸润是肿瘤发生发展的重

要因素，炎症细胞可分泌肿瘤生长刺激因子，从而

促进肿瘤细胞的增殖、分化和转移。淋巴细胞通

过细胞免疫发挥机体抗肿瘤作用，其主要包括NK
细胞和 T淋巴细胞。研究表明在肿瘤患者中普遍

存在淋巴细胞减少和中性粒细胞增多等情况［10］。

血小板可分泌 VEGF 诱导内皮细胞增殖迁移，增

加组织血管通透性，促进肿瘤的转移侵袭。血小

板还可以促进血小板源性生长因子（PDGF）、粒细

胞集落因子、粒细胞⁃巨噬细胞集落刺激因子等释

放和活化，刺激肿瘤分化和增殖［11］。

甲状腺的功能的发育与激素密切关系，促甲

状腺激素及其受体异常可导致甲状腺激素的合成

分泌异常，垂体前叶功能代偿增加促甲状腺激素

分泌，进而导致甲状腺肿大。本研究中相关性分

析结果显示 NLR、PLR 参与了 DTC、NG、AT 患者

疾病发展过程，并对患者甲状腺激素分泌产生影

响。这是由于中性粒细胞可以调节上皮细胞、肥

大细胞、巨噬细胞的细胞功能，并在机体炎症反应

中发挥重要作用，淋巴细胞的减少影响了患者的

机体免疫状态，促进了炎症反应的发展；血小板则

可通过释放多种细胞因子，调节有关细胞功能。

AT 又被称作桥本甲状腺炎或慢性淋巴细胞甲状

腺炎，其本身为器官特异性自身免疫性疾病，在

AT 患者中存在自身反应性 T 淋巴细胞耐受抵抗

力或抑制性 T淋巴细胞数量、质量异常［12］。

随着炎症的发展，机体血小板和中性粒细胞

随之升高，淋巴细胞明显减少，导致NLR、PLR也随

之升高。研究表明［13］，在AT患者中存在 T淋巴细

胞介导的细胞免疫应答异常，Th1/Th2细胞平衡向

Th2偏离，Th2相应细胞因子分泌增多。本研究中

ROC 曲线结果显示，NLR、PLR 联合检测对于

DTC、NG及AT的诊断均具有较高的敏感度和特异

度。并且NLR、PLR结果容易获得，具有简单易得、

经济适用的特点，可作为 DTC及 AT一种低成本、

简便、无创、可重复的诊断预测指标。NLR、PLR为

基于淋巴细胞、血小板和中性粒细胞测得的，而很

多药物或患者疾病状态如慢性感染、使用免疫抑

制剂、肝肾功能不全等均会对淋巴细胞、血小板和

中性粒细胞水平造成影响，因此应用NLR、PLR诊

断时应注意排除干扰因素的影响。

综上所述，NLR、PLR 升高对于 NG、DTC 及

AT 的有效预测指标，两者联合对 NG、DTC 及

AT 的诊断具有较好的应用价值，值得临床推广。
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指标

NLR
PLR
联合

截断值

1.8
152.5
－

AUC

0.848
0.856
0.916

95%CI

0.786~0.910
0.785~0.927
0.872~0.959

敏感度

0.857
0.862
0.932

特异度

0.836
0.843
0.918

约登
指数

0.693
0.705
0.850

P值

0.000
0.000
0.000

表 5 NLR、PLR对AT的诊断价值

Table 5 Diagnostic value of NLR and PLR for AT
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miR⁃223和miR⁃192在重症肺炎患儿血清中的表达意义

孙卉芳★ 孙永法 王丹凤

［摘 要］ 目的 探讨微小 RNA⁃223（miR⁃223）与微小 RNA⁃192（miR⁃192）在重症肺炎患儿中的

表达及其临床意义。方法 选取 120 例肺炎患儿为研究组，根据儿童肺炎诊断标准将研究组分为轻

度感染组、中度感染组与重度感染组，同时选取同期健康体检儿童 120 例为对照组。实时荧光定

量聚合酶链反应（qRT⁃PCR）检测血清 miR⁃223、miR⁃192 的表达水平；采用免疫比浊法检测血清载

脂蛋白 E（ApoE）与 C⁃反应蛋白（CRP）水平；化学发光法检测血清降钙素原（PCT）水平；Pearson 法分

析重症肺炎患儿血清 miR⁃223、miR⁃192 相关性及其两者表达与 ApoE、CRP、PCT 水平的相关性；受试

者工作特征（ROC）曲线分析血清 miR⁃223、miR⁃192 对重症肺炎的诊断价值。结果 与对照组相比，

研究组血清 miR⁃223 的表达水平显著升高，血清 miR⁃192 的表达水平显著降低，差异有统计学意义

（P<0.05）；与轻度感染组相比，中度感染组与重度感染组血清 miR⁃223 的表达水平显著升高，血清

miR⁃192 的表达水平显著降低，差异有统计学意义（P<0.05）；与对照组相比，研究组血清 ApoE、CRP、
PCT 水平显著升高，差异有统计学意义（P<0.05）。Pearson 相关性分析结果显示，重症肺炎患儿血

清中 miR⁃223 和 miR⁃192 表达呈负相关（r=-0.226，P<0.001）。重症肺炎患儿血清中 miR⁃223 表达与

ApoE、CRP、PCT 呈正相关（P<0.001），miR⁃192 表达与 ApoE、CRP、PCT 呈负相关（P<0.001）。血清中

miR⁃223 诊断重症肺炎时的敏感度为 84.00%，特异度为 74.00%，AUC 面积为 0.862；miR⁃192 诊断重症

肺炎时的敏感度为 88.00%，特异度为 72.00%，AUC 面积为 0.868。结论 重症肺炎患儿血清 miR⁃223
表达水平升高，miR⁃192 的表达水平降低，且与肺炎严重程度有关，并可能作为早期诊断重症肺炎的

分子标志物。

［关键词］ miR⁃223；miR⁃192；重症肺炎；ApoE；CRP；PCT

Significance of miR ⁃ 223 and miR ⁃ 192 expression in serum of children with
severe pneumonia
SUN Huifang★，SUN Yongfa，WANG Danfeng
（Department of Pediatrics，Luoyang Central Hospital Affiliated to Zhengzhou University，Luoyang，Henan，
China，471000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression and clinical significance of microRNA⁃223
（miR⁃223）and microRNA⁃192（miR⁃192）in children with severe pneumonia. Methods 120 children with
pneumonia were selected as the research group，and the research components were divided into mild infection
group，moderate infection group and severe infection group according to the diagnostic criteria of childhood
pneumonia. At the same time，120 children with healthy physical examination during the same period were se⁃
lected as the control group. Real⁃time fluorescent quantitative polymerase chain reaction（qRT⁃PCR）was used
to detect the serum levels of miR⁃223 and miR⁃192. Immunoturbidimetry was used to detect serum apolipopro⁃
tein E（ApoE）and C⁃reactive protein（CRP）levels. Chemiluminescence method was used to detect serum pro⁃
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calcitonin（PCT）level. Pearson method was used to analyze the correlation between serum miR⁃223 and miR⁃
192 in children with severe pneumonia and the correlation between their expression and ApoE，CRP，and PCT
levels. The diagnostic characteristics of serum miR⁃223 and miR⁃192 were analyzed by ROC curve. Results
Compared with the control group，the serum level of miR⁃223 in the study group was significantly increased
（P<0.05），but miR⁃192decreased（P<0.05）. Compared with the mild infection group，the serum level of miR⁃
223 in the moderate infection and the severe infection group was significantly increased，and miR⁃192 reduced
（P<0.05）. Compared with the control group，the serum ApoE，CRP，and PCT levels in the study group in⁃
creased significantly（P<0.05）. Pearson correlation analysis showed that miR⁃223 and miR⁃192 expressions in
children with severe pneumonia were negatively correlated（r=-0.226，P<0.001）. The expression of miR⁃223
in serum of children with severe pneumonia was positively correlated with ApoE，CRP，and PCT（P<0.001），

and the expression of miR⁃192 was negatively correlated with ApoE，CRP，and PCT（P<0.001）. The sensitivi⁃
ty of miR⁃223 in the diagnosis of severe pneumonia was 78.00%，the specificity was 90.00%，and the AUC ar⁃
ea was 0.893. The sensitivity of miR ⁃ 192 in the diagnosis of pneumonia was 80.00%，the specificity was
80.00%，and the AUC area was 0.902. Conclusion In children with severe pneumonia，the serum level of
miR⁃223 increases and miR⁃192 decreases，which is related to the severity of pneumonia and can be used as a
molecular marker for early diagnosis of severe pneumonia.

［KEY WORDS］ MiR⁃223；miR⁃192；Severe pneumonia；ApoE；CRP；PCT

肺炎是儿童时期尤其是婴幼儿时期最为常见

的呼吸道感染性疾病。临床根据病情严重程度，

将肺炎分为轻症肺炎和重症肺炎，前者症状轻、

无并发症、预后好；后者起病急、变化快、病情重、

并发症多，常可危及儿童生命，是导致 5岁以下儿

童死亡的主要原因［1⁃2］。在肺炎患儿中，有 8%~14%
属于重症肺炎。儿童重症肺炎具有发病快、并发症

多，常累及全身、典型表现常被掩盖或被忽略等特

点，如果抢救时间仓促极易导致诊治不当，会使病

情进展恶化，甚至死亡。因此，对儿童重症肺炎的

诊断和正确治疗是儿科的重大课题［3⁃4］。微小RNA
（microRNA，miRNA）是一类小分子非编码的基因

表达调控因子，介导转录后的基因沉默，它是一类

高度保守、长度很短的内源性非编码单链 RNA，约

20~24 nt。他们参与了许多生物过程，包括新陈代

谢、细胞周期、细胞凋亡和疾病控制，在心血管、呼

吸、神经和造血系统等多个系统内都发挥作用，还

报道了miRNA 参与红细胞生成和血管生成。大量

研究表明miRNA与肺的生长发育、肺炎、肺癌以及

肺纤维化等肺部疾病的发生发展及转归有着密切

的联系［5⁃6］。本实验旨在研究 miR⁃223 与 miR⁃192
在重症肺炎患儿中的表达及其临床意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 1月至 2019年 1月本院收治的 120

例肺炎患儿为研究组，男性 66例，女性 54例，平均

（3.56±1.20）岁。同时选取同期健康体检儿童 120例

为对照组，其中男性 60例，女性 60例，平均（3.85±
1.33）岁。根据重症肺炎诊断标准将研究组患儿分

为轻度感染组、中度感染组与重度感染组，各 40
例［7］。本研究经本院伦理委员会批准，所有患儿家属

知情且签署同意书。经影像学检查显示患儿具有片

状浸润阴影、间质性肺炎等炎性改变，自身有一定的

免疫性疾病。排除标准：既往窒息病史者；先天性心

脏病、支气管发育不良等先天性疾病者；合并吸入性

肺炎、败血症等感染性疾病者；意识障碍等；家族性

疾病患儿。对照组与研究组患儿性别、年龄等资料

比较差异无统计学意义（P>0.05），具有可比性。

1.2 方法

1.2.1 样本采集

抽取各组患儿清晨空腹静脉血 5 mL，4℃条件

下经 3 000 r/min 离心 15 min，吸取上清至 EP 管

内，置于-80℃超低温冰箱保存。

1.2.2 实时荧光定量聚合酶链反应（qRT⁃PCR）检

测miR⁃223、miR⁃192的表达水平

采用 Trizol（美国 Invitrogen 公司）法血清中的

总 RNA，应用紫外分光光度计测定 RNA浓度。根

据反转录试剂盒（美国 Thermo Fisher公司）说明书

操作将总 RNA反转录合成 cDNA。引物均由上海

生工生物工程股份有限公司合成。以 cDNA 为模

板进行 qRT⁃PCR 反应，反应体系：SYBR Green
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Master Mix 10 μL，正反向引物 0.8 μL，cDNA 1 μL，
ddH2O 补足体系至 20 μL；反应条件：95℃预变性

5 min，95℃变性 30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，
共循环 40 次。miR⁃223、miR⁃192 以 U6 为内参，

采用 2⁃ΔΔCt法计算相对表达量。引物序列见表 1。

1.2.3 检测血清ApoE、CRP、PCT水平

采用免疫比浊法检测血清载脂蛋白 E（ApoE，
apolipoproteinE）与 C⁃反应蛋白（CRP，C⁃ reactive
protein）的水平，检测仪器日立 HITACHI7180与配

套试剂购自东莞市毅万光源有限公司；采用化学

发光法检测血清降钙素原（PCT，procalcitonin）的

水平，mini⁃VIDAS 免疫分析仪及其配套试剂购自

法国生物梅里埃股份有限公司。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析，符合正态

分布的计量资料以（x ± s）表示，两组间比较采用独

立样本 t检验；多组间比较采用单因素方差分析，计

数资料采用 n（%）表示，行 c2检验；采用 Pearson法

分析重症肺炎患儿血清 miR⁃223、miR⁃192 相关性

及其两者表达与 ApoE、CRP、PCT 水平的相关性；

受试者工作特征（ROC，receiver operating character⁃
istic）曲线分析血清miR⁃223、miR⁃192对重症肺炎

的诊断价值。以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清miR⁃223与miR⁃192的表达水平和

ApoE、CRP、PCT水平比较

与对照组相比，研究组血清miR⁃223的表达水

平显著升高，血清 miR⁃192 的表达水平显著降低，

差异有统计学意义（P<0.05）；与对照组相比，研究

组血清 ApoE、CRP、PCT 水平显著升高，差异有统

计学意义（P<0.05），见表 2。

基因名称

miR⁃223

miR⁃192

U6

引物序列

正向引物 5′⁃GGGGGTGTCAGTGTCAAAT⁃3′
反向引物 5′⁃CAGTGCAGGGTCCGAGGTAT⁃3′
正向引物 5′ ⁃GTCGTATCCAGTGCAGGGTCC⁃
GAGGTATTC⁃3′
反向引物 5′⁃GCACTGGATACGACGGCTGT⁃3′
正向引物 5′⁃CTCGCTTCGGCAGCACA⁃3′
反向引物 5′⁃AACGCTTCAGGAATTTGCGT⁃3′

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

组别

对照组

研究组

t值
P值

n
120
120

miR⁃223
1.68±0.30
2.27±0.38
27.391
0.000

miR⁃192
0.90±0.25
0.45±0.30
20.651
0.000

ApoE（mg/dL）
2.33±0.47
5.98±0.96
13.951
0.000

CRP（mg/L）
5.21±1.89
10.35±2.67

13.695
0.000

PCT（ng/mL）
0.15±0.03
0.37±0.10
15.632
0.000

表 2 两组血清miR⁃223、miR⁃192的表达水平和ApoE、CRP、PCT水平比较（ x̄ ±s）
Table 2 Comparison of the expression levels of serum miR⁃223 and miR⁃192 and the levels of ApoE，CRP and

PCT between the 2 groups（x ± s）

2.2 不同感染程度患儿血清 miR⁃223 与 miR⁃192
的表达水平比较

与轻度感染组相比，中度感染组与重度感染

组血清miR⁃223的表达水平显著升高（P<0.05），血

清 miR ⁃ 192 的表达水平显著降低（P<0.05），见

表 3。
2.3 重症肺炎患儿血清miR⁃223与miR⁃192相关性

Pearson 相关性分析结果显示，重症肺炎患儿

血清中 miR⁃223 与 miR⁃192 表达呈负相关（r= -
0.226，P<0.001）。见图 1。
2.4 重症肺炎患儿血清 miR⁃223 与 miR⁃192 与

ApoE、CRP、PCT的相关性分析

采用 Pearson 法结果显示 miR⁃223 与 ApoE、
CRP、PCT 呈正相关（P<0.05），miR⁃192 与 ApoE、
CRP、PCT呈负相关（P<0.05），见表 4。

组别

轻度感染组

中度感染组

重度感染组

F值

P值

n
40
40
40

miR⁃223
1.91±0.32
3.21±0.56a

3.69±0.45a

25.669
0.000

miR⁃192
0.85±0.29
0.45±0.21a

0.40±0.25a

30.587
0.000

注：与轻度感染组相比，aP<0.05。

表 3 不同感染程度血清miR⁃223与miR⁃192的表达水平

比较（x ± s）

Table 3 Expression levels of serum miR⁃223 and miR⁃192
at different infection levels（x ± s）
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2.5 血清miR⁃223与miR⁃192对重症肺炎的诊断

价值

ROC 分析血清 miR⁃223、miR⁃192 以及两个基

因联合对重症肺炎的诊断价值。miR⁃223、miR⁃
192 诊断重症肺炎时的敏感度、特异度、AUC 面

积、Z值，尤登指数、标准误值等，见表 5。

3 讨论

重症肺炎是一种呼吸系统急危重疾病，发展

迅速、病情凶险，应快速采取针对性措施进行综合

治疗以改善患儿预后。重症肺炎表现为肺部症状

呼吸衰竭，还有全身中毒症状，其他脏器功能不全

甚至衰竭，即常见的脓毒血症。脓毒症的感染灶

分布于全身各处，临床常见于肺部、腹膜、胆道系

统、泌尿生殖系及脑膜炎等，皮肤脓肿也可引起脓

毒症，常常表现为全身炎症反应综合征。重症肺

炎可导致脓毒症的发生，而脓毒症也最常累及肺

部，是引起呼吸衰竭最常见的原因，两者互相影

响。脓毒症也是重症肺炎患儿的主要死亡原因之

0 1 2 3 4 5
miR⁃223表达

1.5

1.0

0.5
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m
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表
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图 1 miR⁃223与miR⁃192相关性

Figure 1 The correlation between miR⁃223 and miR⁃192

指标

ApoE
CRP
PCT

miR⁃223
r值
0.444
0.407
0.497

P值

0.001
0.000
0.000

miR⁃192
r值

-0.485
-0.411
-0.460

P值

0.001
0.001
0.001

表 4 肺炎患儿血清miR⁃223、miR⁃192与ApoE、CRP、PCT
的相关性分析

Table 4 Correlation analysis of serum miR⁃223，miR⁃192
and ApoE，CRP，PCT in children with pneumonia

指标

miR⁃223
miR⁃192

特异度（%）

84.00
88.00

敏感度（%）

74.00
72.00

AUC
0.862
0.868

95%CI
0.779~0.923
0.786~0.928

Z统计

10.116
10.610

尤登指数

0.5800
0.6000

标准误

0.0358
0.0347

P值

<0.0001
<0.0001

表 5 血清miR⁃223与miR⁃192对重症肺炎的诊断价值

Table 5 Diagnostic value of serum miR⁃223 and miR⁃192 in severe pneumonia

一［8⁃9］。医院获得性肺炎是重症患儿高死亡率的重

要原因之一，其死亡率大约在 33%~50%［10］，其主要

病原菌是铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌、肺炎链球

菌和金黄色葡萄球菌，如若推迟抗感染治疗时间，

死亡率将增加至 60%［11⁃12］。

miRNA 在细胞分化，生物发育及疾病发生发

展过程中发挥巨大作用，越来越多的引起研究人

员的关注。随着对于 miRNA 作用机理的进一步

的深入研究，以及利用最新的技术miRNA 芯片等

高通量的技术手段对于 miRNA 和疾病之间的关

系进行研究，将会使人们对于高等真核生物基因

表达调控的网络理解提高到一个新的水平。颜保

松等［13］研究表明，miR⁃223可作为肺结核潜在的有

诊断价值的标记物。柳新胜等［14］研究表明，miR⁃
192可以评估相关性肺炎患儿病情严重程度。

综上所述，重症肺炎患儿血清 miR⁃223 表达

水平升高，miR⁃192 的表达水平降低，且与肺炎严

重程度有关，并可能作为早期诊断重症肺炎的分

子标志物，临床中对重症肺炎患儿应给予早期有

效诊断，并进行适当的治疗，可有效提高临床
疗效。
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吞咽造影定量分析对卒中后吞咽障碍及功能的评估
价值

贺媛 1★ 代欣 1 梁雅慧 2 魏冰 1

［摘 要］ 目的 探究吞咽造影（VFSS）定量分析在针刺联合经颅磁刺激（TMS）治疗脑卒中后吞

咽障碍患者疗效及吞咽功能评估中的应用价值。方法 选取 2017年 1月至 2019年 1月收治的脑卒中后

吞咽障碍 114 例患者作为研究对象，均采用针刺联合 TMS 治疗。治疗前后进行 VFSS 检查评估吞咽功

能，对比治疗前后、不同疗效患者VFSS评分、吞咽通过时间、环咽肌开放程度。结果 114例患者，经针

刺联合 TMS 治疗后，总有效率为 90.35%（103/114）。治疗 1 个月后吞咽通过时间短于治疗前（P<0.05）；

治疗 1个月后患者吞咽稀钡、浓钡、糊钡、包钡时VFSS评分高于治疗前，环咽肌开放程度大于治疗前（P<
0.05）；有效患者治疗 1 个月后吞咽通过时间短于治疗前及无效患者（P<0.05）；治疗 1 个月后，有效患者

吞咽稀钡、浓钡、糊钡、包钡时VFSS评分高于治疗前及无效患者，环咽肌开放程度大于治疗前及无效患

者（P<0.05）。结论 VFSS定量分析可有效评估针刺联合 TMS治疗脑卒中后吞咽障碍患者疗效及吞咽

功能，为临床诊治提供相关参考依据。

［关键词］ 脑卒中后吞咽障碍；针刺；TMS；吞咽造影；吞咽功能

The value of quantitative analysis of swallowing angiography in the evaluation
of dysphagia and function after stroke
HE Yuan1★，DAI Xin1，LIANG Yahui2，WEI Bing1

（1. Department of speech rehabilitation，Beijing rehabilitation hospital affiliated to capital medical university，
Beijing，China，100144；2. Department of traditional Chinese medicine，Beijing rehabilitation hospital affiliat⁃
ed to capital medical university，Beijing，China，100144）

［ABSTRACT］ Objective To explore the value of quantitative analysis of video fluoroscopic swallow⁃
ing angiography（VFSS）in the evaluation of the efficacy and swallowing function of acupuncture combined
with transcranial magnetic stimulation（TMS）in patients with dysphagia after stroke. Methods A total of
114 patients with dysphagia after stroke who were treated from January 2017 to January 2019 were selected as
the research subjects，and all were treated with acupuncture combined with TMS. VFSS examination was per⁃
formed before and after treatment to assess swallowing function，and VFSS scores，swallowing passage time，
and the degree of cyclopharyngeal muscle opening were compared between patients with different curative ef⁃
fects before and after treatment. Results In 114 patients，the total effective rate after acupuncture combined
with TMS was 90.35%（103/114）. After 1 month of treatment，the swallowing time was shorter than before
the treatment（P<0.05）. The VFSS scores of the patients when swallowing barium，concentrated barium，bari⁃
um paste，and barium bagging were higher than before the treatment，and the degree of opening of the cyclo⁃
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pharyngeal muscle was greater than before the treatment（P<0.05）. After 1 month of treatment，the effective
passage time of swallowing patients was shorter than that before treatment and ineffective patients（P<0.05）.
The VFSS scores of effective patients when swallowing thin barium，concentrated barium，barium paste，and
barium bagging were higher than those before treatment and ineffective patients，and the degree of openness of
the cyclopharyngeal muscle was greater than before treatment and ineffective patients（P<0.05）. Conclusion
Quantitative analysis of VFSS can effectively evaluate the efficacy and swallowing function of acupuncture
combined with TMS in the treatment of patients with dysphagia after stroke，and provide relevant reference for
clinical diagnosis and treatment.

［KEY WORDS］ Post ⁃stroke dysphagia；Acupuncture；TMS；Video fluoroscopic swallowing study；
Swallowing function

吞咽障碍是脑卒中后常见后遗症，流行病学

统计表明，其在脑卒中后急性期发生率为 46.3%左

右，恢复期则高达 56.9%，严重影响生活质量及预

后改善［1］。针刺作为中医主要疗法之一，在脑卒中

康复医学中应用较为广泛，且具有良好疗效［2］。经

颅磁刺激（Transcranial magnetic stimulation，TMS）
是一种利用时变磁场产生感应电场，改善脑内代

谢和神经活动的治疗方法［3］。因此，针刺联合

TMS 成为临床重要研究方向。吞咽造影（Video
fluoroscopic swallowing study，VFSS）检查可清晰

显示吞咽器官解剖结构，能实时观察食物在口腔、

咽部、食管内运转情况，是临床评估吞咽功能的主

要依据［4］。但该检查方法多为主观性指标，缺乏客

观性量化参数。基于此，本研究尝试对VFSS检查

进行定量分析，探讨其在评估脑卒中后吞咽障碍

患者疗效及吞咽功能中的应用价值，旨在为临床

诊治提供数据支持。报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017年 1月至 2019年 1月收治的脑卒中

后吞咽障碍 114 例患者作为研究对象，其中男性

73例，女性 41例，年龄 48~74岁，平均年龄（57.66±
4.27）岁，脑卒中部位：脑干 30例，大脑 60例，小脑

24例。本研究经医院伦理委员会审批通过。

纳入标准：均经 MRI 或 CT 检查证实为脑卒

中；均符合脑卒中后吞咽障碍诊断标准［5］：①吞咽困

难，伴有声音障碍、语言模糊、饮水呛咳；②病理性

脑干反射（角膜下颌反射、掌颌反射、吸吮反射等）

阳性；③咽反射减弱，软腭反射消失；④情感障碍，

表情呆滞或强哭强笑；⑤无舌肌萎缩及纤颤，具备

①项及②~⑤项中任意两项，即可确诊；临床资料完

整；患者及家属均知情，自愿签订知情承诺书。排

除标准：①伴有心肺肾等重要脏器严重功能异常

者；②存在食道、咽部、口腔器质性病变者；③合并

头颈部结构性病变者；④其他原因而致吞咽障碍

者；⑤无法配合VFSS检查者；⑥存在钡过敏史者；

⑦伴有恶性肿瘤疾病者；⑧临床资料缺失者；出现

严重沟通障碍、认知障碍者、⑨伴有精神类疾

病者。

1.2 方法

1.2.1 治疗方法

均给予针刺联合 TMS治疗，针刺方法：患者取

仰卧位，于咽喉部取穴：阿呛穴、吞咽穴、治呛穴、

提咽穴，于颈项部取穴：翳明穴、夹脊穴，1 次·d⁃1，

15 d 为 1 个疗程，持续治疗 2 个疗程。TMS 方法：

采用 YRD CCY⁃IA 型磁场治疗仪进行 TMS 治疗，

10 min·次⁃1，6次·周⁃1，持续治疗 4周。

1.2.2 VFSS检查方法

造影机采用GMM公司的OPERA型数字化多

功能胃肠机，患者于正位、侧位分别依次吞食不同

性状的钡剂食团，分别为：稀液态钡、浓液态钡（为

增加黏稠度，加少量牛奶）、糊状钡（以米粉调制稠

钡）、包钡（馒头或面包中加钡）。分别观察 4种食

团在通过口腔、咽部及食道时的情况。

1.2.3 VFSS定量分析方法

①VFSS 评分：主要包括口腔期、咽期、误咽

程度三部分内容，口腔期为 0~2 分；咽期为 0~3
分；误咽程度为 0~4 分，总分为三者之和，共 9 分，

分数越高，则提示吞咽功能越好。②吞咽通过时

间：当吞咽动作开始后，5 mL 的浓液态钡自舌根

与下颌骨相交点至环咽肌开放到最大幅度所持续

的时间；③环咽肌开放幅度：取侧位 C4~C6水平环

咽肌开放最大时前后径的连线。以上定量分析均

由专业且经验丰富的专业医师按照双盲法进行

评估。
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1.3 疗效评价标准［6］

参考洼田饮水试验评估疗效［6］。总有效率=治
愈率+显效率+好转率。

1.4 观察指标

①疗效。②治疗前后吞咽通过时间。③不同

疗效患者吞咽通过时间。④治疗前后VFSS评分、

环咽肌开放程度。⑤不同疗效患者VFSS评分、环

咽肌开放程度，其中疗效分为有效、无效，有效包

括治愈、显效、好转。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析，计量资料

以（x ± s）表示，t检验，计数资料以 n（%）表示，c2检

验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 疗效

114例患者，治疗1个月后，治愈30例，显效61例，

好转12例，无效11例，总有效率为90.35%（103/114）。
2.2 治疗前后吞咽通过时间

治疗 1个月后吞咽通过时间短于治疗前，差异

有统计学意义（P<0.05），见表 1。

2.3 不同疗效患者吞咽通过时间

治疗1个月后，有效患者吞咽通过时间短于治疗

前及无效患者，差异有统计学意义（P<0.05），见表2。

2.4 治疗前后VFSS评分、环咽肌开放程度

治疗 1 个月后患者吞咽稀钡、浓钡、糊钡、

包钡时 VFSS 评分高于治疗前，环咽肌开放程度

大于治疗前，差异有统计学意义（P<0.05），见

表 3。
2.5 不同疗效患者VFSS评分

2.6 不同疗效患者环咽肌开放程度比较

治 疗 1 个 月 后 ，有 效 患 者 吞 咽 稀 钡 、浓

钡、糊钡、包钡时 VFSS 评分及环咽肌开放程

度大于治疗前及无效患者，差异无统计学意

义（P<0.05），见表 4。

2.7 典型病例分析

王 XX，男，年龄 57 岁，确诊为脑卒中后吞咽

障碍。治疗前后环咽肌开放程度。见图 1。

组别

治疗前

治疗 1个月后

t值
P值

n
114
114

吞咽通过时间（s）
0.30±0.06
0.12±0.03
28.650
<0.001

表 1 治疗前后吞咽通过时间比较（x ± s）

Table 1 Comparison of swallowing time before and after
treatment（x ± s）

表 2 不同疗效患者吞咽通过时间比较（x ± s）

Table 2 Comparison of swallowing passage time of patients
with different therapeutic effects（x ± s）

时间

治疗前

治疗 1个月后

组别

有效患者

无效患者

t值
P值

有效患者

无效患者

t值
P值

n
103
11

103
11

吞咽通过时间（s）
0.30±0.05
0.31±0.06

0.619
0.538

0.10±0.01
0.31±0.04
43.285
<0.001

项目

VFSS评分
（分）

环咽肌开放
程度（cm）

组别

治疗前

治疗 1个月后

t值
P值

治疗前

治疗 1个月后

t值
P值

n
114
114

114
114

稀钡

3.16±1.02
7.52±1.26
28.716
<0.001

0.20±0.06
0.75±0.12
43.770
<0.001

浓钡

3.05±1.01
7.14±1.18
28.115
<0.001

0.17±0.04
0.72±0.10
54.524
<0.001

糊钡

2.39±0.71
4.27±1.03
16.046
<0.001

0.12±0.03
0.70±0.09
65.277
<0.001

包钡

1.38±0.30
1.75±0.32

9.006
<0.001

0.03±0.01
0.69±0.07
99.658
<0.001

表 3 治疗前后VFSS评分比较（x ± s）

Table 3 Comparison of VFSS scores before and after treatment（x ± s）

3 讨论

脑卒中后吞咽障碍可诱发电解质失衡、营养

不良、吸入性肺炎等并发症，增加预后不良风

险［7］。因此，临床应给予重视，及时采取有效措施

治疗，并采取可靠检查方法评估吞咽功能好转情
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项目

治疗前

治疗 1个月后

组别

有效患者

无效患者

t值
P值

有效患者

无效患者

t值
P值

n

103
11

103
11

稀钡（分）

3.17±1.04
3.07±1.01

0.304
0.762

7.95±1.31
3.46±1.10
10.951
<0.001

浓钡（分）

3.03±1.00
3.24±1.07

0.658
0.512

7.56±1.26
3.25±1.03
10.947
<0.001

糊钡（分）

2.37±0.74
2.58±0.80

0.888
0.377

4.47±1.05
2.41±0.73

6.333
<0.001

包钡（分）

1.37±0.45
1.47±0.48

0.696
0.488

1.79±0.42
1.40±0.31

2.989
0.003

表 4 不同疗效患者VFSS评分比较（x ± s）

Table 4 Comparison of VFSS scores of patients with different therapeutic effects（x ± s）

项目

治疗前

治疗 1个月后

组别

有效患者

无效患者

t值
P值

有效患者

无效患者

t值
P值

n

103
11

103
11

稀钡

0.20±0.05
0.19±0.04

0.641
0.523

0.81±0.22
0.20±0.06

9.126
<0.001

浓钡

0.17±0.05
0.18±0.04

1.585
0.115

0.78±0.20
0.19±0.06

9.703
<0.001

糊钡

0.12±0.04
0.13±0.03

0.804
0.423

0.76±0.18
0.14±0.04
11.351
<0.001

包钡

0.03±0.01
0.04±0.01

3.153
0.002

0.76±0.16
0.03±0.01
15.069
<0.001

表 5 不同疗效患者环咽肌开放程度比较（x ± s）

Table 5 Comparison of the opening degree of cyclopharyngeal muscles in patients with different therapeutic effects（x ± s）

AA BB

注：A为治疗前环咽肌开放程度；B为治疗后环咽肌开放程度。

图 1 治疗前后环咽肌开放程度

Figure 1 The degree of opening of thepharyngeal muscle
before treatment

况，为促进预后改善提供有效信息。

针刺阿呛穴、吞咽穴、治呛穴、提咽穴等咽喉部

阿呛组穴位具有醒脑开窍、通经活络之效。研究表

明，针刺阿呛组穴应用于脑卒中后吞咽障碍患者有

利于调节神经反应，改善咽缩肌、提咽肌功能，增加

食团压力，促使环咽肌松弛，还能封闭会厌谷，改善

甲状舌骨肌功能，强化甲状软骨上下移动控制能

力，从而协助完成吞咽动作，减少误吸及食物滞

留［8］。而针刺位于颈部的夹脊穴及翳明穴具有改善

颈内动脉、椎基底动脉血液循环作用，可加快受损

部位脑血管血液微循环，促进脑神经重塑，改善吞

咽功能［9］。Choi GS等［10］报道显示，TMS在脑卒中

相关后遗症治疗中具有良好效果。TMS主要是通

过刺激大脑皮层，利用时变磁场产生感应电场，使

神经纤维、神经元去极化，以达到改变相应皮层神

经细胞动作电位的目的，能明显改善舌骨、食管相

关肌肉群功能，加速吞咽功能恢复［11］。因此，针刺

联合 TMS可通过不同机制、途径、靶点发挥协同增

效作用，最终取得较为可靠的疗效。

VFSS 检查被认为是评价吞咽功能的“金标

准”，可全方位观察患者口腔期、咽期、食道期吞咽

情况，且实际操作简便，应用较为广泛［12］。近年

来，VFSS定量分析技术逐渐受到临床关注。有学

者选取口腔运送时间、软腭上抬时间、喉前庭闭合

时间、舌骨位移时间、咽肌收缩率等多个参数进行

量化分析，有利于更加全面评估吞咽障碍患者治

疗前后吞咽功能改善情况［13］。但上述参数较多，

加之需采用专业软件进行定量分析，对临床工作

的开展造成不便。而大量临床实践证实，脑卒中

后吞咽障碍主要表现为口腔运动缓慢、咽期启动

迟缓、环咽肌开放障碍等症状［14］。且温泽迎等［15］

观点认为，吞咽通过时间、环咽肌开放幅度可作为

VFSS常规定量分析参数。在此基础上，本研究发
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现，治疗后患者吞咽功能得到明显改善，VFSS 评

分、吞咽通过时间、环咽肌开放程度作为量化参数

评估针刺联合 TMS治疗脑卒中后吞咽障碍患者吞

咽功能具有可靠价值。此外，本研究结果还说明

VFSS 定量分析在评估疗效方面也具有良好价

值。但本研究属于单中心研究，选取样本量较少，

可能造成数据偏移，需作进一步分析与探究。

综上可知，VFSS 定量分析可有效评估针刺联

合 TMS治疗脑卒中后吞咽障碍患者疗效及吞咽功

能，有助于为临床诊治提供相关参考依据。
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miR⁃93⁃5p对心脏成纤维细胞纤维化的影响

张伟峰★ 雷素扬 赵俊涛

［摘 要］ 目的 miR⁃93⁃5p是心肌梗死中新发现的差异微小 RNA（miRNA），探索其在心脏成纤维

细胞中的功能机制。方法 用差速贴壁法分离心肌梗死小鼠心脏成纤维细胞和心肌细胞；脂质体法将

miR⁃NC 组（转染 miR⁃NC）、miR⁃93⁃5p mimic 组（转染 miR⁃93⁃5p mimic）、inhibitor⁃NC 组（转染 inhibitor⁃
NC）、miR⁃93⁃5p inhibitor 组（转染 miR⁃93⁃5p inhibitor）、pcDNA 组（转染 pcDNA）、pcDNA⁃弗林蛋白酶

（Furin）组（转染 pcDNA⁃Furin）、si⁃NC 组（转染 si⁃NC）、si⁃Furin 组（转染 si⁃Furin）、miR⁃93⁃5p mimic+pcD⁃
NA 组载体（共转染 miR⁃93⁃5p mimic 和 pcDNA）、miR⁃93⁃5p mimic+pcDNA⁃Furin 组（共转染 miR⁃93⁃5p
mimic和 pcDNA⁃Furin）转染至分离的成纤维细胞。实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT⁃PCR）、免疫

印迹（Western blot）检测细胞中miR⁃93⁃5p、Furin、胶原蛋白Ⅰ（CollagenⅠ）、胶原蛋白Ⅲ（CollagenⅢ）、成

纤维细胞基质金属蛋白酶抑制物⁃2 蛋白（TIMP2）、纤维连接蛋白（Fibronectin）的表达；双荧光素酶报告

基因检测实验检测细胞的荧光活性。结果 心肌梗死小鼠心脏成纤维细胞与心肌细胞相比，miR⁃93⁃5p、
Furin的表达均显著升高（P<0.05）。过表达miR⁃93⁃5p、敲减 Furin能明显抑制成纤维细胞中 CollagenⅠ、

CollagenⅢ、TIMP2、Fibronectin 的表达，而抑制 miR⁃93⁃5p、过表达 Furin 则具有相反的作用。miR⁃93⁃5p
直接抑制野生型 Furin 细胞的荧光素酶活性，并且过表达 Furin 还可部分逆转 miR⁃93⁃5p 对心脏成纤

维细胞的纤维化调控。结论 miR⁃93⁃5p 可抑制心肌梗死心脏成纤维细胞的纤维化，其机制与靶向

Furin 有关。

［关键词］ miR⁃93⁃5p；Furin；心肌梗死；成纤维细胞纤维化

Effects of miR⁃93⁃5p on fibrosis of cardiac fibroblasts
ZHANG Weifeng★，LEI Suyang，ZHAO Juntao
（Department of Cardiology，Zhengzhou Seventh People􀆳s Hospital，Zhengzhou，Henan，China，450000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the molecular function of miR ⁃ 93 ⁃ 5p in cardiac fibroblasts.
Methods The cardiac fibroblasts and cardiomyocytes of myocardial infarction mice were isolated by differen⁃
tial adherence method. The miR⁃NC group（transfected miR⁃NC），miR⁃93⁃5p mimic group（transfected miR⁃
93⁃5p mimic），inhibitor⁃NC group（transfected inhibitor⁃NC），miR⁃93⁃5p inhibitor group（transfected miR⁃93
⁃5p inhibitor），pcDNA group（transfected pcDNA），pcDNA⁃Furin group（transfected pcDNA⁃Furin），si⁃NC
group（transfected si⁃NC），si⁃Furin group（transfected si⁃Furin），miR⁃93⁃5p mimic + pcDNA group vector
（co⁃transfected miR⁃93⁃5p mimic and pcDNA），miR⁃93⁃5p mimic + pcDNA⁃Furin group（co⁃transfected miR⁃
93⁃5p mimic and pcDNA⁃Furin）were transfected into isolated fibroblasts. qRT⁃PCR and Western blot were
used to detect the expression of miR⁃93⁃5p，Furin，CollagenⅠ，CollagenⅢ，TIMP2，and Fibronectin in the
cells. Dual luciferase reporter assay was used to detect the fluorescence activity of the cells. Results The ex⁃
pression of miR⁃93⁃5p and Furin was significantly higher in cardiac fibroblasts than in cardiomyocytes（P<
0.05）. Overexpression of miR⁃93⁃5p and knockdown of Furin significantly inhibitethe expression of Collagen
Ⅰ，Collagen Ⅲ，TIMP2，and Fibronectin in cardiac fibroblasts，while inhibition of miR⁃93⁃5p and overex⁃
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pression of Furin had opposite effects. miR⁃93⁃5p directly inhibits the luciferase activity of wild ⁃ type Furin
cells，and overexpression of Furin can also partially reverse the fibrosis of cardiac fibroblasts by miR⁃93⁃5p.
Conclusions miR⁃93⁃5p can inhibit fibrosis of cardiac fibroblasts in myocardial infarction，and its mecha⁃
nism is related to targeting Furin.

［KEY WORDS］ miR⁃93⁃5p；Furin；Myocardial infarction；Fibroblast fibrosis

心肌梗死（myocardial infarction，MI）是一种危

害人类健康的重要心血管疾病，被称为发达国家

的“头号杀手”［1］。随着发展中国家的经济发展，这

种疾病也呈现逐年升高的趋势。尽管近年来在治

疗方面取得了进展，但心肌梗死患者随后发生缺

血和死亡的风险仍在增加。因此，开发一种新的

高效治疗方案具有重要意义。miRNA，一种长度

仅在 18~22个核苷酸的内源性，高度保守的微小分

子，其通过沉默靶基因的转录和翻译过程在人类

多种疾病中发挥调控作用［2⁃3］。且 miRNA 也参与

了机体多个器官如心脏、肺脏、肾脏、肝脏、皮肤的

纤维化过程［4］。miR⁃93⁃5p是近 2年在心肌梗死中

新发现的失调 miRNA 之一［5］，其在心肌梗死中的

功能及机制尚未十分清楚。弗林蛋白酶（Furin）是

一种高度特异性的丝氨酸内切蛋白酶，归属于前

蛋白转化酶（proprotein convertases，PC）家族，其在

心脏的发育、生长及结构重塑中具有重要作

用［6⁃7］。我们推测miR⁃93⁃5p与 Furin在心肌梗死过

程中的成纤维细胞纤维化中具有联系。本研究旨

在探讨 miR⁃93⁃5p 调控心脏成纤维细胞纤维化的

功能机制。

1 材料与方法

1.1 材料

心肌梗死模型小鼠购自上海百致生物医药科

技有限公司；杜氏培养基（dulbecco􀆳s modified ea⁃
gle medium，DMEM）购自 Gibco 公司；pcDNA3.1⁃
EGFP载体购自上海振誉生物科技有限公司；pmir⁃
GLO 载体购自上海钰博生物科技有限公司；实

时荧光定量逆转录聚合酶链免疫反应（Real⁃time
fluorescent quantitative reverse transcription poly⁃
merase chain immune reaction，qRT⁃PCR）试剂盒和

反转录试剂盒均购自日本 TaKaRa；双荧光素酶报

告基因检测试剂盒购自 Promega；电化学发光

（electronics components laboratory，ECL）试剂盒购

自北京普利莱基因技术有限公司。实验中涉及的

引物及序列均有上海吉玛公司合成。

1.2 方法

1.2.1 细胞的分离、培养和处理

使用开胸法无菌摘取小鼠心脏，去除结缔组

织，用胰酶消化，收集细胞悬液。用新鲜含有

10%胎牛血清的 DMEM 培养基培养，再使用差速

贴壁法将细胞在培养箱中培养 2 h。其中贴壁细

胞为心肌成纤维细胞，未贴壁的细胞为心肌细

胞。将细胞常规培养至 3~4 代后用于后续实验。

将心肌成纤维细胞标记为 CF组，心肌细胞标记为

CM 组。使用脂质体对 CF 细胞进行处理，具体的

处理方法为：取 3~4 倍的质粒或 DNA 量的脂质体

进行转染，miR⁃NC 组（转染 miR⁃NC）、miR⁃93⁃5p
mimic 组（转染 miR⁃93⁃5p mimic）、inhibitor⁃NC 组

（转染 inhibitor⁃NC）、miR⁃93⁃5p inhibitor 组（转染

miR⁃93⁃5p inhibitor）、pcDNA 组（转染 pcDNA）、

pcDNA⁃Furin 组（转染 pcDNA⁃Furin）、si⁃NC 组（转

染 si⁃NC）、si⁃Furin 组（转染 si⁃Furin）、miR⁃93⁃5p
mimic+pcDNA组载体（共转染miR⁃93⁃5p mimic和
pcDNA）、miR⁃93⁃5p mimic+pcDNA⁃Furin 组（共转

染 miR⁃93⁃5p mimic 和 pcDNA⁃Furin），将其转染 8
h后，弃去培养基，用新培养基再培养 48 h，用 qRT⁃
PCR 验证转染是否成功，将转染成功的细胞用于

后续试验。若转染不理想，需要调整转染条件，更

换质粒，进行重新转染，直至转染成功，才可用于

后续实验。

1.2.2 qRT⁃PCR 检测细胞中 miR⁃93⁃5p、Furin 的

表达

详细步骤参考文献［6］，miR⁃93⁃5p、Furin以U6、
GAPDH 为内参，2⁃△△Ct法计算 miR⁃93⁃5p、Furin 的

相对表达。引物信息（5′⁃3′）：miR⁃93⁃5p，上游引物

GCCATGTAAACATCTCGGACTG，下 游 引 物

CAATGCGTGTGGTGGAGGAG；U6，上 游 引 物

GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT，下游引物

CGCTTCAGAATTTGCGTGTCAT；Furin 上游引物

CCAGAGCGCCCTTTGAAA，下游引物 CCAGTC⁃
GCAAGATAAAAAAATACTTTG；GAPDH，上 游

引物GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG，下游引
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物 TGCCATGGGTGGAATCATATTGG；PCR 条

件：95℃ 15 min，94℃ 15 s，55℃ 30 s，70℃ 30 s，共
40个循环。

1.2.3 Western blot检测细胞中 Furin、CollagenⅠ、

CollagenⅢ、TIMP2、Fibronectin的蛋白表达

用 0.25 %胰酶消化、收集细胞，用蛋白裂解液

充分将其裂解。然后进行总蛋白的提取，定量和

变性。用变性后的蛋白上清液进行蛋白电泳上

样，结束后将蛋白从胶上转移至 PVDF膜。然后将

膜进行倍比稀释的相应一抗（1∶500~1 500）溶液中

孵育过夜（4℃）。取出膜，将其浸入相应倍稀释的

二抗（1∶1 000）溶液中孵育 2 h（37℃）。最后，用

ECL 显色液进行显影、曝光，将图片用 Quantity
One 4.62软件进行分析，用目的条带灰度值与内参

条带灰度值的比值表示蛋白的表达。

1.2.4 双荧光素酶报告基因检测实验检测细胞的

荧光活性

构建包含miR⁃93⁃5p结合位点的 Furin野生型

和突变型荧光素酶表达载体 WT⁃Furin、MUT⁃
Furin，将其分别与 miR⁃NC、miR⁃506⁃3p 共转染至

CF细胞，转染 48 h，按照双荧光素酶报告基因试剂

盒说明检测荧光素酶活性。

1.2.5 统计学处理

用 SPSS 20.0 软件进行数据分析，计量资料以

（x ± s）表示，两组比较采用独立样本 t检验，多组间

比较采用单因素方差分析，P<0.05 表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃93⁃5p、Furin 在心肌成纤维细胞中的差

异表达

运用 qRT⁃PCR和Western blot检测 CM、CF细

胞中 miR⁃93⁃5p、Furin 的表达情况。与 CM 组相

比，CF组细胞中miR⁃93⁃5p mRNA表达显著升高，

Furin 的 mRNA 和蛋白表达均显著升高（P<0.05）。

见表 1。

2.2 miR⁃93⁃5p对成纤维细胞纤维化的影响

与 miR⁃NC 组相比，miR⁃93⁃5p mimic 组心肌

成纤维细胞中 miR⁃93⁃5p mRNA 表达显著升高，

CollagenⅠ、CollagenⅢ、TIMP2、Fibronectin 的蛋白

表达均显著降低；与 inhibitor⁃NC 组相比，miR⁃93⁃
5p inhibitor 组 心 肌 成 纤 维 细 胞 中 miR ⁃ 93 ⁃ 5p
mRNA 表达显著降低，CollagenⅠ、CollagenⅢ、

TIMP2、Fibronectin 的蛋白表达均显著升高（P<
0.05）。见表 2 。

组别

CM组

CF组

t值
P值

miR⁃93⁃5p mRNA
1.01±0.06
1.28±0.11

6.464
0.000

Furin mRNA
1.00±0.08
2.54±0.15
27.176
0.000

Furin蛋白

0.99±0.07
1.53±0.11
12.424
0.000

表1 miR⁃93⁃5p、Furin在心肌成纤维细胞中的差异表达（x±s）

Table 1 Differential expression of mir⁃93⁃5p and furin in
cardiac fibroblasts（x ± s）

组别

miR⁃NC组

miR⁃93⁃5p mimic组
inhibitor⁃NC组

miR⁃93⁃5p inhibitor组
F值

P值

miR⁃93⁃5p mRNA

1.02±0.07
2.94±0.16a

0.97±0.06
0.20±0.12b

681.816
0.000

蛋白

CollagenⅠ
0.99±0.08
0.67±0.05a

0.96±0.07
1.68±0.14b

197.784
0.000

CollagenⅢ
1.02±0.08
0.77±0.06a

0.98±0.07
1.37±0.12b

76.054
0.000

TIMP2
1.01±0.09
0.52±0.04a

0.96±0.05
1.67±0.13b

278.185
0.000

Fibronectin
1.00±0.08
0.42±0.03a

0.99±0.08
1.71±0.13b

320.894
0.000

表 2 miR⁃93⁃5p调控成纤维细胞纤维化相关蛋白的表达（x ± s）

Table 2 miR⁃93⁃5p regulates the expression of fibrosis related proteins in fibroblasts（x ± s）

注：与miR⁃NC组比较，aP<0.05；与 inhibitor⁃NC组比较，bP<0.05。

2.3 miR⁃93⁃5p靶向 Furin
通过 Stabase 2 软件预测到 Furin 可能是 miR⁃

93⁃5p的靶基因（图 1A）；双荧光素酶实验结果见表

3，miR⁃93⁃5p mimic组相较于miR⁃NC组可显著降

低Furin⁃WT细胞的荧光素酶活性，miR⁃93⁃5p inhib⁃

itor组相较于 inhibitor⁃NC组可显著升高 Furin⁃WT
细胞的荧光素酶活性；Western blot检测显示，miR⁃
93⁃5p mimic组相较于miR⁃NC组 Furin蛋白表达显

著降低，miR⁃93⁃5p inhibitor组相较于 inhibitor⁃NC组

Furin蛋白表达显著升高（P<0.05），见表 3和图 1B。
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组别

miR⁃93⁃5p mimic组
miR⁃93⁃5p mimic+pcDNA组

miR⁃93⁃5p mimic+pcDNA⁃Furin组

F值

P值

miR⁃93⁃5p
mRNA

1.02±0.08
0.99±0.09
0.76±0.06a

30.182
0.000

蛋白

CollagenⅠ
0.99±0.08
1.02±0.09
1.23±0.10a

18.844
0.000

CollagenⅢ
1.00±0.08
0.98±0.09
1.31±0.11a

34.748
0.000

TIMP2
0.98±0.08
1.00±0.07
1.43±0.09a

89.953
0.000

Fibronectin
1.01±0.08
0.97±0.08
1.52±0.10a

111.355
0.000

表 5 Furin回复miR⁃93⁃5p对成纤维细胞纤维化的调控作用（x ± s）

Table 5 Regulatory effect of furin on fibroblast fibrosis by recovering miR⁃93⁃5p（x ± s）

注：与miR⁃93⁃5p+pcDNA组比较，aP<0.05。

2.4 Furin对成纤维细胞纤维化的影响

与 pcDNA 组相比，pcDNA⁃Furin 组细胞中

Furin mRNA 和蛋白表达均显著升高，CollagenⅠ、

CollagenⅢ、TIMP2、Fibronectin 的蛋白表达均显著

升高；与 si ⁃NC 组相比，si ⁃Furin 组细胞中 Furin
mRNA 和蛋白表达均显著降低，CollagenⅠ、Colla⁃

genⅢ、TIMP2、Fibronectin 的蛋白表达均显著降低

（P<0.05）。见表 4。

AA BB

图 1 miR⁃93⁃5p靶向调控 Furin
Figure 1 miR⁃93⁃5p targeting furin

组别

miR⁃NC组

miR⁃93⁃5p mimic组
inhibitor⁃NC组

miR⁃93⁃5p inhibitor组
F值

P值

荧光活性

Furin⁃WT
0.99±0.08
0.27±0.02a

0.99±0.06
1.77±0.12b

517.655
0.000

Furin⁃MUT
1.00±0.06
0.98±0.09a

0.97±0.08
1.02±0.10b

0.629
0.601

Furin
蛋白

1.00±0.08
0.68±0.06a

0.97±0.07
1.49±0.12b

138.634
0.000

表 3 miR⁃93⁃5p靶向 Furin（x ± s）

Table 3 miR⁃93⁃5p targeting furin（x ± s）

注：与miR⁃NC组比较，aP<0.05；与 inhibitor⁃NC组比较，bP<0.05。

组别

pcDNA组

pcDNA⁃Furin组

si⁃NC组

si⁃Furin组

F值

P值

Furin mRNA

1.00±0.05
1.95±0.12a

0.99±0.06
0.32±0.03b

755.943
0.000

蛋白

Furin
1.02±0.09
1.64±0.09a

0.96±0.07
0.72±0.06b

224.016
0.000

CollagenⅠ
1.01±0.08
1.82±0.15a

0.99±0.09
0.67±0.06b

213.243
0.000

CollagenⅢ
1.00±0.08
1.49±0.13a

0.99±0.08
0.70±0.06b

116.072
0.000

TIMP2
1.02±0.09
1.55±0.12a

1.01±0.07
0.68±0.05b

155.919
0.000

Fibronectin
0.97±0.09
1.44±0.12a

0.99±0.08
0.52±0.04b

166.583
0.000

表 4 Furin对成纤维细胞纤维化的影响（x ± s）

Table 4 Effect of furin on fibroblast fibrosis（x ± s）

注：与 pcDNA组比较，aP<0.05；与 si⁃NC组比较，bP<0.05。

2.5 Furin回复miR⁃93⁃5p对成纤维细胞纤维化的

调控作用

与miR⁃93⁃5p mimic+pcDNA组相比，miR⁃93⁃

5p mimic+pcDNA⁃Furin组细胞中miR⁃93⁃5p mRNA
表达显著降低，CollagenⅠ、CollagenⅢ、TIMP2、Fi⁃
bronectin的蛋白表达均显著升高（P<0.05）。见表5。

3 讨论

miRNAs在心肌梗死的发生、发展过程中起着

关键的作用［8］，但是miR⁃93⁃5p在心肌梗死中的功

能仍有待进一步开发。Liu 等［9］在研究中发现，包

含 miR⁃93⁃5p 的脂肪间充质干细胞（adipose⁃de⁃
rived stromal cells，ADSC）外泌体能够显著的增强单

纯使用 ADSC 对急性心肌梗死大鼠的心肌治疗作

用，并且这种机制与miR⁃93⁃5p可分别通过靶向自

噬相关基因（recombinant autophagy related protein
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7，Atg7）和Toll样受体 4（toll like receptor，TLR4）来

抑制缺氧诱导的自噬和炎性细胞因子的分泌相

关。Li 等［10］报道，miR⁃93 在冠状动脉疾病（coro⁃
nary artery disease，CAD）患者血液中升高，但其可

抑制心肌细胞凋亡，保护心肌细胞免受缺血再灌注

的损伤，但在抑制miR⁃93的小鼠模型中，能够加速

心脏重塑的恶化。Zhong等［11］在急性心肌梗死组织

的差异miRNA分析中报道，miR⁃93⁃5p的表达异常

升高。

Furin是一种分泌型前蛋白转化酶，可通过在一

个或多个内部位点进行有限的蛋白水解，将前体蛋

白激活为生物活性形式［12］。 其参与多种蛋白质前

体的成熟，包括生长因子、跨膜受体、内分泌激素和

粘附分子［13］。 Furin的多种潜在底物与心脏分化和

发育的不同方面有关，例如，骨形态发生蛋白 4抗体

（bone morphogenetic protein 4，Bmp4）对于流出道

（outflow tract，OFT）和房室（atrioventricular，AV）分

隔是必需的，并受 Furin影响［14］。 此外，携带突变的

小鼠破坏了 proBmp4对 Bmp4的有序分裂，表现出

发育异常，包括心血管缺陷［15］。王珏等［16］报道，在心

脏成纤维细胞中，Furin作为miR⁃24的靶标，参与小

鼠心脏成纤维细胞的胶原合成、增殖、迁移过程。

本实验发现，Furin在大鼠心脏成纤维细胞中表达上

调，并且下调 Furin能够抑制心脏成纤维细胞中纤

维化相关蛋白 CollagenⅠ、CollagenⅢ、TIMP2、
Fibronectin 的表达，而上调 Furin 则具有相反的作

用。这些实验结果均与上述前人的研究结果相吻

合。miR⁃93⁃5p和 Furin在心肌梗死成纤维细胞中

的表达虽都为上调，但是二者发挥的功能是相反

的，这可能与机体在疾病发展的不同阶段具有不同

的生理病理学特性有联系，发生这种作用的机制可

能还与其他因素（miRNA的调控网络）相关，这有待

进一步的深入研究。

综上所述，miR⁃93⁃5p具有抑制心脏成纤维细

胞纤维化的作用，其机制与靶向抑制 Furin 有关，

为心肌梗死的治疗提供新靶点。
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BAP1、Ki⁃67表达与老年肺腺癌患者肿瘤侵袭及预后
的关系

安晓颖 1 李晓霞 1 陈宁 1 邸红芹 1 朱桂云 1 张彦坤 2★

［摘 要］ 目的 探究乳腺癌 1 号基因相关蛋白 1（BAP1）、Ki⁃67 表达与老年肺腺癌（LAC）患者

肿瘤侵袭及预后的关系。方法 选取本院 2018 年 1 月至 2019 年 2 月 296 例老年 LAC 患者作为研究

组，另选取同期 292 例良性肺部肿瘤患者作为对照组。检测对比两组 BAP1、Ki⁃67 表达情况，探究

BAP1、Ki⁃67 与老年 LAC 发生及肿瘤侵袭的关系，并对比研究组不同预后患者 BAP1、Ki⁃67 表达情况，

采用卡普兰⁃迈耶（KM）曲线进行生存分析。 结果 研究组 BAP1 阳性表达率低于对照组，Ki⁃67 阳性

表达率高于对照组（P<0.05）；老年 LAC 发生与 BAP1、Ki⁃67 表达情况密切相关（P<0.05）；BAP1及 Ki⁃67
均与老年 LAC 患者 TNM 分期、淋巴结转移、胸膜侵犯显著相关，且 Ki⁃67 与患者分化程度显著相关

（P<0.05）；随访 1 年，研究组死亡者 BAP1 阳性表达率低于生存者，Ki⁃67 阳性表达率高于生存者（P<
0.05）；BAP1 阳性表达者 1 年生存率高于阴性表达者，Ki⁃67 阳性表达 1 年生存率低于阴性表达者（P<
0.05）。结论 老年 LAC 患者 BAP1 阳性表达率显著降低，Ki⁃67 阳性表达率异常升高，与 LAC 的发生

及肿瘤侵袭存在密切相关性，且在预测患者 1 年生存率方面具有一定价值，可为临床评估肿瘤侵袭及

预后提供循证支持。

［关键词］ 肺腺癌；乳腺癌 1号基因相关蛋白 1；Ki⁃67；肿瘤侵袭；生存分析

Relationship between BAP1、Ki ⁃ 67 expression and tumor invasion and
prognosis in elderly patients with lung adenocarcinoma
AN Xiaoying1，LI Xiaoxia1，CHEN Ning1，DI Hongqin1，ZHU Guiyun1，ZHANG Yankun 2★

（1. Laboratory of molecular biology，hebei provincial chest hospital，Shijiazhuang，Hebei，China，050041；
2. Department of ophthalmology，hebei provincial chest hospital，Shijiazhuang，Hebei，China，050041）

［ABSTRACT］ Objective To explore the relationship between breast cancer gene 1⁃associated protein⁃
1 （BAP1） and Ki ⁃ 67 expression and tumor invasion and prognosis in elderly patients with lung
adenocarcinoma（LAC）. Methods 296 elderly patients with LAC from January 2018 to February 2019 were
enrolled as the study group，and 292 patients with benign lung tumors during the same period were recruited as
the control group. The expression of BAP1 and Ki ⁃ 67 were measured and compared in two groups. The
relationship between BAP1，Ki⁃67 and the occurrence of LAC and tumor invasion in the elderly was analyzed.
the expressions of BAP1 and Ki⁃67 in patients with different prognosis in the study group were compared，and
Kaplan⁃Meier（KM）curves were used for survival analysis. Results The positive expression rate of BAP1 in
the study group was lower than that in the control group，and the positive expression rate of Ki⁃67 was higher
than that in the control group（P<0.05）. The occurrence of LAC in the elderly is closely related to the
expression of BAP1 and Ki⁃67（P<0.05）. Both BAP1 and Ki⁃67 were significantly associated with TNM stage，
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lymph node metastasis，and pleural invasion in elderly LAC patients，and Ki⁃67 was significantly associated
with the degree of patient differentiation（P<0.05）. After 1 year of follow⁃up，the death rate of BAP1 in the
study group was lower than that of survivors，and the positive rate of Ki⁃67 was higher than that of survivors
（P<0.05）. The one⁃year survival rate of BAP1 positive expression was higher than that of negative expression，
and the one ⁃year survival rate of Ki ⁃ 67 positive expression was lower than that of negative expression（P<
0.05）. Conclusion The expression rate of BAP1 in elderly LAC patients is significantly reduced，and the
rate of Ki⁃67 expression is increased，which is closely related to the occurrence of LAC and tumor invasion. It
has certain value in predicting the one⁃year survival rate of patients，and can provide evidence⁃based support
for clinical evaluation of tumor invasion and prognosis.

［KEY WORDS］ Lung adenocarcinoma；Breast cancer gene 1 ⁃ associated protein ⁃ 1；Ki ⁃ 67；Tumor
invasion；Survival analysis

肺腺癌（Lung adenocarcinoma，LAC）是一种非

小细胞肺癌，多起源于支气管粘膜上皮，多发于老

年群体，且发病率随着人口老龄化增加逐渐升

高［1］。LAC的早期诊断对患者预后改善具有重要

意义，但患者发病早期缺乏典型症状，其诊断及治

疗仍缺乏较为准确的评估标准［2］。近年来研究发

现，Ki67是一种细胞增殖状态的重要标记物，在多

种恶性肿瘤患者体内呈异常高表达，有助于恶性

肿瘤的早期诊断和病情评估［3⁃4］。此外，乳腺癌 1
号基因相关蛋白 1（Breast cancer gene 1⁃associated
protein⁃1，BAP1）属于直接与遗传性乳腺癌有关的

抑制基因。研究指出，BAP1基因的突变有数百种

之多，与人体其他多种癌症都有密切关系［5⁃6］。但

关于两者在肺腺癌诊断中的价值鲜有报道。基于

此，本研究尝试分析 BAP1、Ki⁃67表达与老年 LAC
患者肿瘤侵袭及预后的关系，旨在为临床诊断

LAC提供参考。报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2018年 1月至 2019年 2月 296例老

年 LAC 患者作为研究组，其中男 114 例，女 182
例；年龄 60~82 岁，平均（67.45±3.72）岁；体质量

46~80 kg，平均（63.57±8.21）kg；居住地：187 例城

市，109例农村。另选取同期 292例良性肺部肿瘤

患者作为对照组，其中男 105 例，女 187 例；年龄

60~80 岁，平均（66.63±3.31）岁；体质量 48~83 kg，
平均（64.85±8.42）kg；居住地：179例城市，113例农

村。对比两组年龄、性别、体质量、居住地，差异无

统计学意义（P>0.05），具可比性。

纳入标准：①符合 LAC 诊断标准［7］，并经术

后病理诊断确诊；②年龄≥60 岁；③检测前未接

受相关治疗；④无沟通交流障碍；⑤均行手术

治疗；⑥患者及家属知晓本研究，已签署同意

书。排除标准：①合并其他恶性肿瘤者；②血液系

统疾病患者；③严重感染性疾病患者；④心脑肝肾

功能严重障碍者；⑤传染性疾病患者；⑥精神疾病

患者。

1.2 方法

取所有研究对象术后肺组织标本，由专业检

测师采用免疫组织化学法测定 BAP1、Ki⁃67 阳性

表达率，具体操作：常规行固定、脱水、石蜡包埋处

理，4~6 μm 连续切片后脱蜡、脱水、抗原修复，羊

血清封闭 10 min后滴入一抗，于 4℃下保存、过夜，

采用聚丁二酸丁二醇酯缓冲液代替一抗作为阴性

对照，PBS 缓冲液洗涤 3 次后加入二抗，常温下静

置 10 min，再次以 PBS 缓冲液洗涤 3 次，加入二氨

基联苯胺显色液显色，采用苏木素复染后封片。

高倍显微镜下观察，每张切片随机选取 5~10 个高

倍视野，每个视野计数 100 个瘤细胞，计数阳性细

胞百分比。按着色细胞百分比分级，<10%为阴性

（-），≥10%为阳（+）。

1.3 观察指标

①两组 BAP1、Ki⁃67表达情况。②探究 BAP1、
Ki⁃67 与老年 LAC 发生的关系。③探究 BAP1、
Ki⁃67 与老年 LAC 患者肿瘤侵袭的关系。④随访

1 年，统计研究组预后情况，对比不同预后患者

BAP1、Ki⁃67 表达情况。⑤采用卡普兰⁃迈耶曲线

分析不同 BAP1、Ki⁃67 表达情况老年 LAC 患者的

生存情况。

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，采用 KM 曲线分析生存情

况，P<0.05为差异有统计学意义。
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变量

BAP1
Ki⁃67

b值

-0.704
1.725

S.E值

0.220
0.476

Wald /c2值

10.251
13.129

OR值

0.494
5.611

95%CI
0.271~0.902
3.146~10.008

P值

<0.001
<0.001

表 2 BAP1、Ki⁃67与老年 LAC发生的关系

Table 2 Relationship between BAP1、Ki⁃67 and LAC in old age

组别

研究组

对照组

c2值

P值

n
296
292

BAP1阳性表达率

85（28.72）
260（89.04）
220.607
<0.001

Ki⁃67阳性表达率

133（44.93）
56（19.18）
44.701
<0.001

表 1 两组BAP1、Ki⁃67表达情况比较［n（%）］

Table 1 Comparison of BAP1、Ki⁃67 expression between
the two groups［n（%）］

2 结果

2.1 两组 BAP1、Ki⁃67表达情况

研究组 BAP1 阳性表达率低于对照组，Ki⁃67
阳性表达率高于对照组（P<0.05），见表 1。

2.2 BAP1、Ki⁃67与老年 LAC发生的关系

Logistic 回归分析发现，BAP1、Ki⁃67 与老年

LAC发生显著相关（P<0.05），见表 2。
2.3 BAP1与肿瘤侵袭相关性

BAP1、Ki⁃67 与老年 LAC 患者年龄、性别、

肿瘤直径、大体类型、分化程度无明显相关性

（P>0.05）；BAP1 与老年 LAC 患者 TNM 分期、

淋巴结转移、胸膜侵犯显著相关（P<0.05），见

表 3。
2.4 研究组不同预后患者BAP1、Ki⁃67阳性表达率

随访 1年，失访 8例（其中 BAP1阳性表达者 3
例，Ki⁃67 阳性表达者 2 例）。根据预后情况分为

生存者、死亡者。死亡者 BAP1阳性表达率较生存

资料

年龄（岁）

>70
≤70

性别

女

男

肿瘤直径（cm）
≥3
<3

大体类型

中央型

周围型

分化程度

低分化

中高分化

TNM分期

Ⅲ~Ⅳ期

Ⅰ~Ⅱ期

淋巴结转移

有

无

胸膜侵犯

有

无

n

96
200

182
114

198
98

216
80

47
249

143
153

177
119

116
180

BAP1
阳性

（n=85）

24（25.00）
61（30.50）

52（28.57）
33（28.95）

56（28.28）
29（29.59）

61（28.24）
24（30.00）

16（34.04）
69（27.71）

24（16.78）
61（39.87）

30（16.95）
55（46.22）

21（18.10）
64（35.56）

阴性
（n=211）

72（75.00）
139（69.50）

130（71.43）
81（71.05）

142（71.72）
69（70.41）

155（71.76）
56（70.00）

31（65.96）
180（72.29）

119（83.22）
92（60.13）

147（83.05）
64（53.78）

95（81.90）
116（64.44）

c2值

0.709

0.004

0.009

0.023

0.496

18.134

41.901

6.044

r值

-0.057

-0.004

-0.014

-0.017

0.051

-0.255

-0.317

-0.188

P值

0.400

0.950

0.922

0.879

0.481

<0.001

<0.001

0.014

表 3 BAP1、Ki⁃67与肿瘤侵袭相关性［n（%）］

Table 3 Correlation between BAP1 and tumor invasion［n（%）］

Ki⁃67
阳性

（n=133）

42（43.75）
91（45.50）

80（43.96）
53（46.49）

89（44.95）
44（44.90）

97（44.91）
36（45.00）

35（74.47）
98（39.36）

105（73.43）
28（18.30）

120（67.80）
13（10.92）

92（79.31）
41（22.78）

阴性
（n=163）

54（56.25）
109（54.50）

102（56.04）
61（53.51）

109（55.05）
54（55.10）

119（55.09）
44（55.00）

12（25.53）
151（60.64）

38（26.57）
125（81.70）

57（32.20）
106（89.08）

24（20.69）
139（77.22）

c2值

0.025

0.094

0.0134

0.014

18.305

88.566

90.735

88.843

r值

-0.017

-0.025

0.001

-0.001

0.258

0.554

0.561

0.555

P值

0.874

0.759

0.907

0.907

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
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者低，死亡者 Ki⁃67 阳性表达率高于生存者（P<
0.05），见表 5。

2.5 生存分析

KM 曲线分析，BAP1 阳性表达者 1 年生存率

较阴性表达者高，Ki⁃67 阳性表达 1 年生存率较阴

性表达者低（c2
1=21.580，P1<0.001；c2

2=134.200，P2<
0.001），见图 1。

3 讨论

肺癌为临床最常见恶性肿瘤之一，5 年生存

率极低，2018 年的统计数据为 18%，是癌症患者

致死的主要病因［8］。LAC的发生率约占肺原发肿

瘤的 40%，早期隐匿性更强，具有高度浸润和破坏

性生长特征，且易侵犯血管和淋巴管壁，多数患

者确诊时已出现血行及淋巴转移，预后极差［9］。

因此，越来越多的研究致力于探求 LAC 的早期诊

断指标。

近期研究指出，BAP1可影响肿瘤细胞周期与

增殖能力，其基因突变和缺失被认为参与肿瘤的

发生发展［10］。BAP1 属于泛素羧基末端水解酶家

族成员，具有去泛素化酶活性，定位于细胞核内，

可与乳腺癌 1号基因相互作用，发挥抑制肿瘤细胞

增殖、侵袭及迁移能力的作用［11］。马晶晶等［12］通

过对 41 例成年慢性粒⁃单核细胞白血病患者的研

究发现，其 BAP1 阳性表达率仅为 31.70%。Kim
SH等［13］针对局限性肾细胞癌的研究也发现 BAP1
阳性表达率显著降低。此次针对老年 LAC患者的

研究得出了与上述文献报道相近的结果，且发现

BAP1与老年 LAC患者 TNM分期、淋巴结转移、胸

膜侵犯显著相关，提示 BAP1在多种恶性肿瘤及老

年 LAC 体内呈异常低表达状态，且参与肿瘤的增

殖、侵袭及迁移。BAP1能够去除底物蛋白质的泛

素化修饰，使底物逃逸“泛素 ⁃蛋白酶体”降解途

径，增强其稳定性，或影响底物的功能活性，从而

调控相关信号传导；同时能调控细胞转录、表观遗

传、DNA 损伤修复等；而 BAP1表达缺失则使上述

作用减弱，最终引起肿瘤发生、进展［14］。此外，有

学者认为，细胞核相关抗原Ki⁃67的检测可指导非

小细胞肺癌患者术后是否需要进一步开展辅助治

疗［15］。Ki⁃67是一种与增殖细胞相关的核蛋白质，

由 MKI⁃67 基因编码，与核糖体 RNA 转录有关。

Ki⁃67失活可导致核糖体RNA合成受限，其可以作

为反映细胞增殖的标记物，同时可用于判断肿瘤

恶性程度及侵袭力［16］。Yuan X 等［17］研究指出，

Ki⁃67存在于细胞周期G0期以外的所有阶段（细胞

增殖的G1、S、G2和M期），具有半衰期短的特性，

脱离细胞周期后会被迅速降解，在反映肿瘤细胞

增值率方面的可靠性较高。已有大量研究证实

Ki⁃67与多种恶性肿瘤的发生发展、肿瘤恶性生物

学行为及预后有关［18］。本研究进一步通过随访研

究发现通过检测 BAP1及 Ki⁃67 的阳性表达情况，

可能用于老年 LAC 患者预后评估，有可能成为老

年 LAC患者治疗的新靶点。

综上可知，BAP1 阳性表达率降低及 Ki⁃67 阳

性表达率升高均参与老年 LAC 的发生发展，且与

LAC 肿瘤侵袭存在密切相关性，早期检测有助于

老年 LAC 的诊断和预后评估；它们作为肿瘤的潜

在标志物，将会成为推动老年 LAC 研究进展的新

动力。
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ICAM⁃1含量对体外循环心脏手术后急性肾损伤的
预测价值

李翠玲 1 张红 2 韩小虎 2★

［摘 要］ 目的 研究血清细胞间黏附分子⁃1（ICAM⁃1）含量对体外循环（CPB）心脏手术后急性肾

损伤（AKI）的预测价值。方法 选择 2018年 1月 2019年 6月期间在本院接受 CPB心脏手术的 114例患

者 ，根据术后 48h内是否发生AKI分为AKI组和非AKI组，比较两组手术前及手术后 2、4、8、12、24、36、
48 h的血清 ICAM⁃1及血肌酐（SCr）含量，采用 Logistic回归模型分析AKI的影响因素，采用 ROC曲线分

析 ICAM⁃1 对 AKI 的预测价值。结果 AKI 组术后 2h 血清 ICAM⁃1 含量明显升高、术后 24hSCr 含量明

显升高（P<0.05），非 AKI 组术后 2~48 h 的血清 ICAM 及 SCr 含量无明显变化（P>0.05）；与非 AKI 组比

较，AKI组的体外循环转机时间、主动脉阻断时间明显延长，术中出血量明显增加，使用右美托咪定的比

例明显减少（P<0.05）；logistics回归分析显示，术后 2 h血清 ICAM⁃1含量、体外循环转机时间、主动脉阻

断时间、使用右美托咪定是AKI的影响因素；ROC曲线分析显示，术后 2 h血清 ICAM⁃1含量对AKI具有

预测价值，最佳截点为 472.4 ng/mL。结论 CPB心脏手术后 AKI患者术后 2 h出现血清 ICAM⁃1升高，

是AKI的影响因素且对AKI具有预测价值。

［关键词］ 体外循环；急性肾损伤；细胞间黏附分子⁃1；影响因素；预测

The predictive value of serum ICAM ⁃ 1 level on acute renal injury after
cardiopulmonary bypass
LI Cuiling1, ZHANG Hong2, HAN Xiaohu2

（1. Department of Critical Care Medicine，Shenzhen Hospital of Southern Medical University，Shenzhen，
Guangdong，China，518100. 2. Department of Cardiac Surgery，Hainan Hospital，Hainan Medical College，
Hainan Provincial People􀆳s Hospital，Haikou，Hainan, China，570311）

［ABSTRACT］ Objective To study the predictive value of serum intercellular adhesion molecule ⁃ 1
（ICAM⁃1）level on acute renal injury（AKI）after cardiopulmonary bypass（CPB）. Method The 114 cases
of patients who received CPB heart surgery in our hospital from January 2018 to June 2019 were divided into
AKI group and non AKI group according to whether AKI occurred within 48 hours after operation. The serum
ICAM⁃1 and serum creatinine（SCR）content before surgery and 2，4，8，12，24，36 and 48 hours after sur⁃
gery were compared between the two groups. The influencing factors of AKI were analyzed by logistic regres⁃
sion model，and the predicted value of ICAM⁃1 to AKI was analyzed by ROC curve Value. Result In AKI
group，the serum ICAM⁃1 contents significantly increased from 2 h after surgery，and the SCr contents signifi⁃
cantly increased from 24 h after surgery（P<0.05），but there was no significant change in the serum ICAM and
SCR level in non AKI group after surgery（P>0.05）；compared with the non AKI group，the time of cardiopul⁃
monary bypass and aortic occlusion in AKI group significantly prolonged，the volume of intraoperative bleed⁃
ing significantly increased，and the proportion of using dexmedetomidine significantly reduced（P<0.05）；lo⁃
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gistic regression analysis showed that serum ICAM⁃ 1 content at 2 h after surgery，cardiopulmonary bypass

time，aortic occlusion time and dexmedetomidine were the influencing factors of AKI；ROC curve analysis

showed that serum ICAM⁃1 content at 2 hours after surgery had predictive value for AKI，and the best cut⁃off

point was 472.4 ng/mL. Conclusion the increase of serum ICAM⁃1 in patients with AKI after CPB heart sur⁃

gery starts from 2 hours after surgery. The increase of serum ICAM⁃1 at 2 hours after surgery is the influencing

factor of AKI and has predictive value for AKI.

［KEY WORDS］ Cardiopulmonary bypass；Acute renal injury；Intercellular adhesion molecule⁃1；In⁃

fluencing factors；Prediction

体外循环（Cardiopulmonary bypass，CPB）是完

成心脏直视下手术必备的辅助技术，CPB 会造成

非生理性血流灌注，进而通过激活炎症反应、氧

化应激等途径引起术后急性肾损伤（acute kidney
injury，AKI），不及时处理会发展为急性肾衰竭并

增加患者的死亡率［1⁃3］。因此，早期诊断 AKI 或早

期发现可能发生 AKI 的高危患者具有确实的临

床意义。细胞间黏附分子⁃1（intercellular adhesion
molecule⁃1，ICAM⁃1）是在炎症反应级联放大激活

过程中起到促进炎症细胞黏附作用的分子，CPB
术后 AKI 相关的动物实验表明，CPB 致 AKI 大鼠

肾组织中 ICAM⁃1 的表达显著上调，使用促红细

胞生成素抑制 ICAM⁃1的表达能够减轻 AKI［4］；脓

毒症 AKI 相关的临床研究表明，血清 ICAM⁃1 升

高对脓毒症患者发生 AKI 具有预测价值［5］，但

ICAM⁃1 对 CPB 手术后 AKI 的预测价值尚未见报

道。因此，本研究将具体分析血清 ICAM⁃1 对

CPB 心脏手术后 AKI 的预测价值，旨在为临床上

早期筛查可能发生术后 AKI 的 CPB 心脏手术患

者提供依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选择 2018年 1月 2019年 6月期间在本院接受

CPB 心脏手术的患者 114 例，根据术后 48 h 内是

否发生 AKI 分为 AKI 组（48 例）和非 AKI 组（66
例），入组标准：①符合 CPB心脏手术指征；②临床

资料完整；③术前及术后 2、4、8、12、24、36、48 h时

均留取血清标本；④取得知情同意。排除标准：

①术前合并肾功能异常；②术前或术后使用过肾

毒性药物；③二次 CPB 心脏手术。共纳入 114 例

患者，根据术后 48 h 内是否发生 AKI 分为 AKI 组
和非 AKI 组。AKI 组共 48 例，非 AKI 组共 66 例。

本研究获得医院伦理委员会批准。

1.2 研究方法

1.2.1 术后AKI的诊断标准

术后 48 h 内出现肾功能损害，包括 SCr 含量

较术前升高≥26.5 μmol/L 或 Scr 比术前升高≥
50%，和/或尿量<0.5 mL/kg·h持续 6小时以上。

1.2.2 血清 ICAM⁃1含量的检测

取术前及术后 2、4、8、12、24、36、48 h 时的血

清标本，采用酶联免疫吸附试剂盒检测 ICAM⁃1含

量，均按照试剂盒说明书进行操作。

1.2.3 AKI影响因素的收集

根据 CPB心脏手术患者的病史资料收集以下

信息：性别、年龄、体质量指数（BMI）、高血压史、糖

尿病史、高脂血症史及术前血红蛋白（Hb）、血肌酐

（SCr）、左心室射血分数（LVEF）、术中体外循环转

机时间及主动脉阻断时间、术中出血量、使用右美

托咪定情况。Hb 采用血常规仪检测，SCr 采用全

自动生化分析仪检测，LVEF采用心脏多普勒超声

检测。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 21.0软件进行数据分析，计量资料

以（x ± s）表示、两组间比较采用 t 检验，计数资料

以 n（%）表示、两组间比较采用卡方检验，AKI 的
相关因素采用 Logistic 回归分析、ICAM⁃1 预测

AKI 采用 ROC 曲线分析，P<0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 两组临床特征的比较

两组性别、年龄、BMI、高血压、糖尿病、高脂血

症及术前Hb、SCr、LVEF的比较，无统计学差异（P>
0.05）；两组比较差异体外循环转机时间、主动脉阻断

时间明显延长，术中出血量明显增加，使用右美托咪

定的比例明显减少，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 1。
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因素

术后 2 h ICAM⁃1

术后 4 h ICAM⁃1

术后 8 h ICAM⁃1

术后 12 h ICAM⁃1

术后 24 h ICAM⁃1

术后 36 h ICAM⁃1

术后 48 h ICAM⁃1

体外循环转机时间

主动脉阻断时间

术中出血量

使用右美托咪定

B值

0.47
0.50
0.35
0.41
0.28
0.19
0.30
0.51
0.39
0.49
-0.39

OR值

1.271
1.182
1.301
1.085
1.091
1.037
1.114
1.392
1.148
1.032
0.838

95%CI

1.093-2.091
0.913-1.883
0.834-2.252
0.786-1.758
0.813-2.147
0.844-2.224
0.795-1.993
1.132-2.218
1.035-2.113
0.726-2.241
0.569-0.932

Wald/
c2值

6.812
1.129
0.902
0.742
0.883
0.823
0.745
7.686
4.855
0.624
5.221

P值

0.009
0.126
0.165
0.225
0.184
0.192
0.204
0.002
0.018
0.291
0.014

表 3 CPB术后AKI影响因素的 logistics回归分析

Table 3 Logistic regression analysis of influencing factors
of AKI after CPB

2.2 两组围手术期 ICAM⁃1、SCr的比较

AKI组患者手术后 2 h开始的血清 ICAM⁃1含

量均明显高于手术前（P<0.05），手术后 2~12 h 的

SCr 含量与手术前比较差异无统计学差异（P>
0.05）、手术后 24 h 开始的 SCr 含量均明显高于手

术前（P<0.05）；非AKI组手术前后 ICAM⁃1、SCr含
量比较差异无统计学差异（P>0.05）。见表 2。
2.3 CPB术后AKI影响因素的 logistics回归分析

以 CPB 术后是否发生 AKI 为应变量，以手术

后 ICAM⁃1含量及 2.1中有统计学差异的因素体外

循环转机时间、主动脉阻断时间、术中出血量、使

用右美托咪定为自变量，进行 logistics回归分析可

知：手术后 2 h血清 ICAM⁃1含量、体外循环转机时

间、主动脉阻断时间、使用右美托咪定是 CPB术后

发生AKI的影响因素（P<0.05）。见表 3。
2.4 ICAM⁃1预测CPB术后AKI影响因素的ROC
曲线分析

绘制 ICAM⁃1 预测 CPB 术后 AKI 影响因素的

ROC 曲线，曲线下面积为 0.84（95%CI：0.77⁃0.91、
P<0.05）；根据约登指数最大值确定 ICAM⁃1 预测

CPB 术后 AKI 的最佳截点为 472.4 ng/mL，该最佳

截点预测 CPB术后AKI的灵敏度和特异性分别为

77.61%和 79.59%。见图 1。

3 讨论

心脏直视手术需要建立 CPB CPB能够替代心

肺功能并保证手术的顺利实施，但是 CPB 形成的

是非生理性循环状态，一方面产生非搏动性灌注、

引起肾小球灌注压降低，另一方面激活炎症反应并

引起全身炎症反应、损害脏器功能［6⁃8］。此外，CPB
过程中闭合滚压泵和氧合器的涡流造成红细胞破

临床特征

男性

年龄（岁）

BMI（kg/m2）

高血压

糖尿病

高脂血症

Hb（g/L）
SCr（μmol/L）
LVEF（%）

体外循环转机
时间（min）
主动脉阻断
时间（min）
术中出血量

（mL）
使用右美托

咪定

AKI组
（n=48）
26（54.17）
50.11±10.39
24.11±8.18
11（22.92）
6（12.50）
8（16.67）

129.49±32.82
78.49±13.28
59.59±9.92

127.68±24.91

108.12±19.47

158.78±22.58

9（18.75）

非AKI组
（n=66）
39（59.09）
48.68±9.45
23.31±7.62
14（21.21）
12（18.18）
13（19.70）

140.11±36.58
73.57±13.85
62.61±10.24

95.51±14.58

87.71±12.34

115.62±27.19

32（48.48）

c2/t值

0.275
0.765
0.537
0.061
0.675
0.170
1.597
1.825
1.575

8.657

6.840

8.972

10.669

P值

0.600
0.446
0.593
0.804
0.411
0.680
0.113
0.071
0.118

0.000

0.000

0.000

0.001

表 1 AKI组与非AKI组临床特征的比较

［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of clinical characteristics between AKI
group and non AKI group［n（%），（x ± s）］

临床特征

ICAM⁃1（ng/mL）
术前

术后 2 h
术后 4 h
术后 8 h
术后 12 h
术后 24 h
术后 36 h
术后 48 h

SCr（μmol/L）
术前

术后 2 h
术后 4 h
术后 8 h
术后 12 h
术后 24 h
术后 36 h
术后 48 h

AKI组
（n=48）

421.94±69.94
542.49±113.99
603.14±104.25
713.58±131.52
993.41±152.34
925.65±142.37
901.34±150.25
856.74±127.34

78.49±16.28
80.12±14.12
81.28±17.61
82.12±14.41
84.12±20.12
153.51±26.52
137.68±22.12
130.28±21.29

非AKI组
（n=66）

413.67±97.45
430.12±89.39
426.68±101.24
441.23±123.12
436.58±109.47
427.68±110.34
422.31±103.51
419.39±93.58

72.57±17.85
76.12±12.31
73.43±10.29
70.12±13.42
76.24±11.23
79.12±14.41
77.34±12.35
80.19±13.17

t值

0.422
5.889
9.174
11.244
22.878
21.035
20.185
17.958

1.803
1.610
2.470
4.575
2.675
19.241
17.128
15.572

P值

0.674
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.074
0.110
0.015
0.000
0.008
0.000
0.000
0.000

表 2 AKI组与非AKI组围手术期 ICAM⁃1、SCr的比较

Table 2 Comparison of perioperative ICAM⁃1 and SCr
between AKI group and non⁃AKI group
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坏，会加重手术过程中的肾脏缺血缺氧，增加肾损

伤的发生风险［9］。以上原因会造成 CPB 手术后

AKI的发生，近些年越来越多的临床学者开始关注

CPB致AKI的危害，手术后发生AKI对患者预后及

生命安全均产生不利影响，增加多器官功能障碍的

发生率及病死率，需要进行积极防治［10⁃11］。

SCr是临床上评价肾功能、诊断术后AKI的标

志物，但 SCr 评价肾功能损害的敏感性较差，无法

在AKI发生的早期进行评价和预测。本研究结果

中，与国内金媛［12］的研究中 SCr的变化趋势吻合，

表明 SCr用于AKI早期预测的价值有限。

炎症反应是与 CPB术后AKI密切相关的病理

环 节 ，有 研 究 报 道 CPB 致 AKI 患 者 血 清 中

HMGB1、IL⁃6 等炎症标志物的含量明显升高［15］。

ICAM⁃1是介导炎症细胞黏附的分子，能够促进炎

症反应的级联放大激活，对脓毒症患者 AKI 具有

预测价值［5］。CPB 相关的动物实验表明，CPB 后

AKI大鼠肾组织中 ICAM⁃1的表达明显增多［4］。本

研究在既往其他研究的基础上分析了 CPB心脏手

术前后血清 ICAM⁃1的变化，AKI患者从术后 2 h开

始出现血清 ICAM⁃1 含量的升高，ICAM⁃1 在 CPB
心脏手术后的变化较 SCr更早出现，提示 ICAM⁃1
较 SCr能更有效预测CPB心脏手术后AKI。

CPB术后AKI的发生与 CPB造成的非生理性

灌注有关，Moreira R［16］及 Yang YQ［17］关于 CPB 术

后AKI危险因素的分析证实，体外循环转机时间、

使用右美托咪定等与 CPB术后AKI有关。本研究

结果表明CPB的使用会造成AKI的发生且右美托

咪定能够起到保护作用、预防术后AKI的发生。此

外，本研究还观察到术后 2 h 时血清 ICAM⁃1 增多

与 AKI 发生有关，进一步通过 ROC 曲线验证术后

2 h时血清 ICAM⁃1与AKI的关系可知：术后 2 h时

血清 ICAM⁃1能够预测CPB心脏手术后AKI、预测

的最佳截点为 472.4 ng/mL。
综上所述，CPB心脏手术后AKI患者从术后 2 h

开始出现血清 ICAM⁃1升高，是AKI的影响因素且

对AKI具有预测价值，通过 ICAM⁃1的监测来预测

发生AKI的高危CPB心脏手术患者并进行防治。
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•论 著•

新生儿先天性甲状腺功能低下症筛查结果及流行病
学特征分析

许静★ 王惠珍 简亚娟

［摘 要］ 目的 探究本地区新生儿先天性甲状腺功能低下症（CH）发病的流行病学特征，并分析

其危险因素。方法 选取 2016年 1月至 2019年 12月本地区新生儿作为调查对象，统计新生儿 CH患病

率及其流行病学特征，并随机选取 102例健康新生儿作为对照组，调查发现的 CH患儿与对照组个体特

征，采用多元 Logistic回归模型分析新生儿 CH发病的危险因素。结果 本地区 2016至 2019年共有 264
000 例新生儿接受新生儿疾病筛查，检出新生儿 CH 共 102 例，CH 患病率为 0.04%；其中男性占比

41.18%，女性占比 58.82%，确诊 CH 患儿在不同季节检出率不同，8 月份开始检出率逐渐上升，在 11~12
月份检出率最高，2月份有一个小高峰；居住地为农村占比 59.80%，CH患儿父亲、母亲文化程度均以初

中及以下为主，分别占比 45.10%、43.14%；CH 患儿父亲、母亲年龄分布均以 25~35 岁为主，分别占比

60.78%、50.98%；新生儿CH发病的危险因素包括性别为女性、出生体重<2500 g、分娩孕周<37周、母亲年

龄>30岁、农村居住、有甲状腺疾病家族史、母亲孕期患病、母亲孕期食用海产品、母亲孕期情绪变化（P<
0.05）。结论 新生儿疾病筛查是发现 CH的有效方法，本地区新生儿 CH患病率不低，女性患病率略高

于男性，新生儿 CH发病的影响因素较多，临床应全面开展新生儿疾病筛查，同时加强孕前新生儿 CH相

关健康宣教，以进一步降低新生儿CH患病率。

［关键词］ 先天性甲状腺功能低下症；新生儿疾病筛查；促甲状腺素；游离甲状腺素；危险因素

Analysis of screening results and epidemiological characteristics of neonatal
congenital hypothyroidism
XU Jing★，WANG Huizhen，JIAN Yajuan
（Newborn disease screening center，qinghai maternal and child health hospital，Xining，Qinghai，China，
810000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the epidemiological characteristics of neonatal congenital
hypothyroids（CH）in this area and analyze the risk factors. Methods The neonates in this area were selected
from January 2016 to December 2019 as the survey object， and the prevalence and epidemiological
characteristics of CH in neonates were counted，and randomly selected 102 healthy newborns as the control
group. The individual characteristics of CH children and control groups found in the investigation were
analyzed using multiple logistic regression models to analyze the risk factors of neonatal CH. Results A total
of 264，000 newborns were screened for neonatal diseases from 2016 to 2019 in this region，and a total of 102
newborns were detected with a CH prevalence rate of 0.04%。 Among them，males accounted for 41.18% and
females accounted for 58.82%，the detection rate of children diagnosed with CH in different seasons was
different，the detection rate gradually increased in August，with the highest detection rate in November to
December，and a small peak in February. The proportion of living in rural areas was 59.80%，the education of

基金项目：青海省（应用）基础研究计划项目（2014⁃ZJ⁃213）
作者单位：青海省妇幼保健院新生儿疾病筛查中心，青海，西宁 810000
★通信作者：许静，E⁃mail：wrd0888@163.com

·· 670



分子诊断与治疗杂志 2020年 5月 第 12卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2020, Vol. 12 No. 5

fathers and mothers of children with CH was mainly junior high school and below，accounting for 45.10% and
43.14%，respectively. The age distribution of fathers and mothers of children with CH were mainly 25 to 35
years old，accounting for 60.78% and 50.98%，respectively. The risk factors for neonatal CH included female
gender，birth weight <2500 g，gestational age <37 weeks，mother age >30 years，rural residence，family
history of thyroid disease，mother 􀆳 s illness during pregnancy，mother 􀆳 s consumption of seafood during
pregnancy，and mother􀆳s emotional changes during pregnancy（P<0.05）. Conclusion Screening for neonatal
diseases is an effective method for detecting CH. The prevalence of CH in newborns is not low in this region，
and the prevalence of CH is slightly higher in women than in men. There are many factors affecting the
incidence of CH in newborns. clinical screening of neonatal diseases should be carried out comprehensively，
and CH⁃related health education for newborns before pregnancy should be strengthened to further reduce the
prevalence of CH in newborns.

［KEY WORDS］ Congenital hypothyroidism；Screening of neonatal diseases；Thyrotropin；Free
thyroid hormone；Risk factors

先天性甲状腺功能低下症（Congenital hypo⁃
thyroidsm，CH）是因甲状腺激素产生不足或其受体

缺陷所致，被认为是一种智残性疾病，可导致患儿

身材矮小、智力低下，患病早期无明显症状表现，

一旦发生症状，是不可逆的［1⁃2］。相关调查显示，

CH 如能在患病 2 个月内检出，并给予有效治疗，

可达到患儿智力发育基本正常的效果，患儿不良

预后随着检出及治疗时间延长而增加［3］。早期诊

断及治疗能很大程度降低疾病对患儿生长及智力

发育的不可逆障碍。我国于上世纪 80年代开始推

行新生儿疾病筛查，通过早筛查、早诊断，让患儿

尽早接受相关治疗，并开展定期随访治疗，可有效

改善 CH 患儿预后［5］。此次调查通过统计 2016 年

1月至 2019年 12月本地区新生儿先天性甲状腺功

能低下症筛查结果，并对其流行病学特征及发病

危险因素进行分析，旨在为临床制定新生儿 CH预

防措施提供参考依据。报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016年 1月至 2019年 12月本地区新生儿

作为调查对象，共纳入 264 000 例新生儿，其中女

125 381 例，男 138 619 例，孕周 35~42 周，平均

（38.16 ± 1.57）周；出生体质量（2.3~5.4）kg，平均

（3.68±0.68）kg；出生 10 min阿氏评分 5~10分，平均

（8.62±0.67）分。 新生儿家属均知晓本研究，已签署

知情同意书。并采用 1∶1配对原则随机选取 102例

健康新生儿作为对照组，入组标准：出生 10 min阿

氏评分≥8分；无先天性疾病；心率、血压及呼吸频

率均正常；无低体重、喂养不耐受、黄疸、体温异常。

1.2 方法

严格按照 2010 年卫生部《新生儿疾病筛查技

术规范》［4］中相关要求，于新生儿出生 72 h后采用

滤纸干血片采集足跟血，采用贝克曼库尔特公司生

产的 DX800 免疫发光仪器，由专业检测师以酶免

疫荧光法测定促甲状腺素（Thyroid⁃stimulating ho⁃
mone，TSH）浓度，若 TSH切值≥9.05 uIU/mL，电话

召回进行电化学发光法测定 TSH、游离甲状腺素

（Free thyroxine，FT4）值，参照新生儿 CH相关诊断

标准进行诊断［6］。确诊 CH病例填写自制《新生儿

疾病筛查登记表》，内容包括出生时间、确诊时间、

性别、出生体质量、居住地、父母文化程度和年龄、

母亲孕期的情况、分娩孕周、甲状腺疾病家族史等

资料。填写自制《新生儿疾病筛查登记表》。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据处理，计数资料

以 n（%）表示，采用 c2检验，以 Logistic多元回归模

型分析新生儿CH发病的危险因素，P<0.05表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 2016~2019年新生儿CH筛查情况

共有 264 000 新生儿接受新生儿疾病筛查，

102 例新生儿 CH，患病率 0.04%。不同年份新生

儿CH患病率，比较差异无统计学意义。见表 1。
2.2 确诊病例时间分布情况

102 例 CH 患儿在不同季节检出率不同，2 月

份有一个小高峰，5、6、7 月份检出率最低，8 月份

开始患儿检出率逐渐上升，在 11~12月份检出率最

高，见图 1。
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2.3 CH患儿性别及居住地分布

102 例 CH 患儿中，农村发病率高于城市（c2=
7.843，P=0.005）；女发病率高于男（c2=6.353，P=
0.012），男∶女=1∶1.43。见图 2。

2.4 CH患儿父母文化程度及年龄

102例CH患儿中，父母文化程度及年龄分布，

见表 2。
2.5 新生儿CH发病危险因素

单因素分析可知，两组在性别、出生体重<
2500 g、分娩孕周<37周、母亲年龄>30岁、居住地、

甲状腺疾病家族史、母亲孕期患病、母亲孕期食用

海产品、母亲孕期情绪变化方面相比，差异有统计

学意义（P<0.05），见表 3；多元 Logistic回归分析可

知，性别为女性、出生体重<2 500 g、分娩孕周<37
周、母亲年龄>30岁、农村居住、有甲状腺疾病家族

史、母亲孕期患病、母亲孕期食用海产品、母亲孕

期情绪变化为新生儿 CH发病危险因素（P<0.05），

见表 4。

年份

2016
2017
2018
2019
c2值

P值

总例数

57 904
64 933
69 173
71 990

1.872
0.599

CH患病例数

18（0.03）
24（0.04）
27（0.04）
33（0.05）

表 1 2016~2019年新生儿CH筛查情况

Table 1 CH neonatal screening 2016~2019
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图 1 2016~2019年新生儿CH患儿 1~12月分布情况

Figure 1 Distribution of children with neonatal CH in
2016~2019 in December

41例

40.2%61例

59.8% 60例

58.82%

42例

41.18%

居住地

城市

农村

性别

城市

农村

图 2 CH患儿性别及居住地分布

Figure 2 Distribution of CH children by sex and place
of residence

项目

文化程度

年龄

初中及以下

高中或中专

大专及以上

c2值

P值

<25岁

25~35岁

>35岁

c2值

P值

父亲患病人数

46（45.10）
20（19.61）
36（35.29）
15.177
<0.001

26（25.49）
62（60.78）
14（13.73）
55.059
<0.001

母亲患病人数

44（43.14）
19（18.63）
39（38.24）
15.441
<0.001

41（40.20）
52（50.98）
9（8.82）
44.029
<0.001

表 2 CH患儿父母文化程度及年龄分布［n（%）］

Table 2 Education and Age Distribution of CH Parents
［n（%）］

资料

性别

男

女

出生体重

<2 500 g
>2 500 g
分娩孕周

<37周

>37周

分娩年龄

>30岁

<30岁

居住地

城市

农村

甲状腺疾病

有家族史

无家族史

母亲孕期

有患病

无患病

母亲孕期

有食海产品

无食海产品

母亲孕期

有情绪变化

无情绪变化

CH
（n=102）

38（41.30）
64（57.14）

67（65.69）
35（34.31）

56（54.90）
46（45.10）

42（41.18）
60（58.82）

41（40.20）
61（59.80）

29（28.43）
73（71.57）

62（60.78）
40（39.22）

82（80.39）
20（19.61）

58（56.86）
44（43.14）

对照组
（n=102）

54（58.70）
48（42.86）

37（36.27）
65（63.73）

35（34.31）
67（65.69）

69（67.65）
33（32.35）

52（50.98）
50（49.02）

4（3.92）
98（96.08）

25（24.51）
77（75.49）

37（36.27）
65（63.73）

42（41.18）
60（58.82）

c2值

4.455

17.654

8.749

14.406

2.391

22.594

27.437

40.840

5.022

r值

-0.158

0.294

0.207

-0.266

-0.108

0.333

0.367

0.447

0.157

P值

0.035

<0.001

0.003

<0.001

0.122

<0.001

<0.001

<0.001

0.025

表 3 新生儿CH发病单因素分析

Table 3 Single factor analysis of CH in neonates
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因素

性别为女性

出生体重<2500 g
分娩孕周<37周

母亲年龄>30岁

农村居住

有甲状腺疾病家族史

母亲孕期患病

母亲孕期食用海产品

母亲孕期情绪变化

b值
1.248
1.142
1.717
1.561
1.654
1.493
1.734
2.097
1.666

S.E.值
0.357
0.319
0.574
0.474
0.526
0.416
0.581
0.672
0.528

Wald / c2值
12.211
12.820
8.948
10.852
9.890
12.888
8.912
9.738
9.956

OR值
3.482
3.134
5.568
4.766
5.229
4.452
5.666
8.142
5.291

95%CI
1.798~6.742
1.695~5.793
3.147~9.852
2.794~8.129
3.125~8.749
2.137~9.276
3.168~10.134
5.267~12.587
2.984~9.381

P值
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

表 4 新生儿CH发病影响因素多元 Logistic回归分析

Table 4 Multivariate Logistic regression analysis of factors affecting the incidence of CH in neonates

3 讨论

提高出生人口素质是当今社会重点关注的问

题，新生儿疾病筛查是在新生儿期通过血液成分

检测，对某些危害严重的先天性代谢病及内分泌

病进行的专项检查［7］。2016 年，我国全国范围内

新生儿疾病筛查覆盖率高达 96.10%，且随着医疗

技术水平的提高而逐渐升高，由筛查初期检测单

一先天性疾病，发展至今能检出 50多种疾病［8⁃9］。

在众多先天性疾病中，CH是引起婴幼儿智力

发育障碍的主要疾病之一［10］。本地区 CH 患病率

为 0.04%，高于海南省的 2.58/万［11］，低于安徽省芜

湖市 5.40/万［12］，在国内处于中等水平。相关研究

指出，新生儿 CH 发病是基因及环境双重作用所

致［13］。杨丽涓等［14］开展的一项调查发现，四川片

区 2015年~2016年新生儿 CH发病 7月份最高，12
月份最低。而日本大阪地区 1989年~2002年新生

儿 CH 患病率以 10~12 月最高，荷兰 1980 年~1984
年新生儿 CH患病率以 7~10月最高［15］。此次调查

发现，新生儿 CH 女性与男性比例为 1.43∶1，与莫

李媚等［16］报道的三亚地区新生儿 CH 女性与男性

比例（3/4）存在一定差异，提示在不同地区，新生儿

CH女性与男性比例不同，其原因可能在于各地区

饮食习惯、环境、医疗状况等因素不同。农村关于

新生儿 CH健康宣教工作开展尚不到位，尤其是文

化水平较低的农村居住者，针对新生儿 CH健康知

识掌握情况较差，对相关预防措施了解程度较低，

导致CH发生风险增加。

CH发病的危险因素较多，加强孕龄期女性的

健康教育，提高其预防新生儿 CH认知程度具有重

要意义。研究显示，胚胎期甲状腺分化、移行、发育

异常及 TSH抵抗等导致的甲状腺发育异常者约占

85%，甲状腺素合成异常者约占 15%［17］。而碘作为

人体必需的微量元素，是参与合成甲状腺素基本原

料，人体内碘的含量对甲状腺疾病的发生具有重要

作用［18］。陈桂霞等［19］报道指出，发现母孕期碘摄入

量过少和过量均对新生儿先天性甲状腺功能减低症

有不利的影响，母孕期适宜的碘摄入有利于减少先

天性甲状腺功能减低症的发生。母亲孕期患病、情

绪变化幅度较大，均可能导致内分泌发生异常，从而

影响胎儿正常发育，不仅增加新生儿CH发生风险，

同时易引起胎儿发育不良、宫内窘迫、早产等。因此

孕期控制情绪、保持良好身体状况，有助于降低新生

儿CH发生风险。此外，当新生儿CH确诊后部分家

属因缺乏对该疾病的正确认知，表现出紧张、焦虑、

恐慌等情绪，医护人员应积极开展针对性健康教育，

提高家属健康认知水平，指导家属积极配合对患儿

开展治疗，尽最大可能降低CH对患儿体格、智力发

育的影响，以改善患儿预后。

参考文献
［1］ 杨梅，杨应松，钟林，等 . 江门市新生儿先天性甲状腺功能

低下症 TSH 筛查切值的建立［J］. 热带医学杂志，2018，18

（4）：535⁃538.

［2］ Metz J，Kesper MS，Uetz B，et al. Transient Pseudohypoaldo⁃

steronism ⁃ an Important Differential Diagnosis to Congenital

Adrenal Hyperplasia［J］. Klin Padiatr，2018，230（4）：229⁃230.

［3］ Kizys MML，Louzada RA，Mitne ⁃ Neto M，et al. DUOX2

Mutations Are Associated With Congenital Hypothyroidism

With Ectopic Thyroid Gland［J］. J Clin Endocrinol Metab，

2017，102（11）：4060⁃4071.

［4］ 王慧琴，唐红，吴卫东 . 新疆南疆地区 2013年⁃2015年新生

儿疾病筛查血片质量情况分析［J］. 中国优生与遗传杂志，

2016，24（10）：83⁃84，62. （下转第 687页）

·· 673



分子诊断与治疗杂志 2020年 5月 第 12卷 第 5期 J Mol Diagn Ther, May 2020, Vol. 12 No. 5

•论 著•

基金项目：合肥市卫生健康委应用医学研究项目（〔2019〕172号⁃14）

作者单位：1.安徽医科大学第四附属医院妇产科，安徽，合肥 230012
2. 安徽省妇幼保健院妇科，安徽，合肥 230061

★通信作者：程惠，E⁃mail：chenghuihui153@163.com

PLGF、IL⁃6与妊娠期高血压病情程度及母婴结局的
相关性

程惠 1★ 周曙光 2

［摘 要］ 目的 探究胎盘生长因子（PLGF）、白介素 6（IL⁃6）与妊娠期高血压病情程度及母婴结

局的相关性。方法 选取 2017年 1月至 2020年 2月本院收治的 110例妊娠期高血压疾病患者作为研究

组，包含 50例妊娠期高血压、30例轻度子痫前期、30例重度子痫前期，选取同期 85例正常孕妇作为对照

组。比较两组 PLGF、IL⁃6水平，并比较研究组不同病情程度患者 PLGF、IL⁃6水平，随访统计两组母婴结

局，比较研究组不同 PLGF、IL⁃6水平患者的母婴结局，采用 Spearman分析 PLGF、IL⁃6水平与病情程度、

母婴结局相关性。结果 研究组 PLGF 水平低于对照组，IL⁃6水平高于对照组（P<0.05）；研究组不同病

情程度 IL⁃6水平对比，重度子痫前期>轻度子痫前期>妊娠期高血压，PLGF水平对比，重度子痫前期<轻
度子痫前期<妊娠期高血压（P<0.05）；研究组不良母婴结局发生率（23.64%）高于对照组（3.53%，P<
0.05）；研究组 IL⁃6高表达患者不良母婴结局发生率较低表达患者高，PLGF低表达患者不良母婴结局发

生率较高表达患者高，差异无统计学意义（P>0.05）；妊娠期高血压疾病患者 IL⁃6水平与病情程度、母婴

结局间存在正相关关系，PLGF 水平与病情程度、母婴结局间存在负相关关系（P<0.05）。结论 妊娠期

高血压疾病患者 IL⁃6水平异常升高，PLGF表达降低，与病情程度、母婴结局间存在密切关系，参与妊娠

期高血压疾病的发生和病情进展，同时增加不良妊娠结局发生风险。

［关键词］ 妊娠期高血压；胎盘生长因子；白介素 6；病情程度；母婴结局；子痫前期

Correlation between PLGF、IL⁃6 and the degree of hypertension in pregnancy
of maternal and infant outcomes
CHENG Hui1★，ZHOU Shuguang2

（1. Department of obstetrics and gynecology，the fourth affiliated hospital of anhui medical university，Hefei，
Anhui，China，230012；2. Department of gynecology，anhui maternal and child health hospital，Hefei，Anhui，
China，230061）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between placental growth factor（PLGF），

interleukin 6（IL⁃6）and the degree of hypertension during pregnancy and the outcomes of mothers and infants.
Methods 110 patients with hypertension during pregnancy who were admitted to our hospital from January
2017 to February 2020 were selected as the study group，including 50 cases of hypertension during pregnancy，
30 cases of mild preeclampsia，30 cases of severe preeclampsia，85 normal pregnant women were selected as
the control group during the same period. The levels of PLGF and IL⁃6 between the two groups，and in patients
with different degrees of illness in the study group were measured and compared. The maternal and infant
outcomes of the two groups were followed up and compared，the mother and infant outcomes of patients with
different PLGF and IL⁃6 levels in the study group were analyzed. Spearman was used to analyze the correlation
of PLGF and IL⁃6 levels with the degree of illness and maternal and infant outcomes. Results PLGF levels in
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the study group were lower than those in the control group，and IL⁃6 levels were higher than those in the control
group（P<0.05）；comparison of IL ⁃ 6 levels in the study group with different degrees of illness，severe
preeclampsia >mild preeclampsia >hypertension in pregnancy， compared with PLGF levels， severe
preeclampsia <mild preeclampsia <hypertension in pregnancy（P<0.05）. The incidence of adverse maternal and
child outcomes in the study group（23.64%）was higher than that in the control group（3.53%，P<0.05）；the
incidence of adverse maternal and infant outcomes in patients with high IL⁃6 expression in the study group was
higher in patients with lower expressions，and the incidence of adverse maternal and infant outcomes in patients
with low expression of PLGF was higher，but the difference was not statistically significant（P>0.05）. There was
a positive correlation between IL⁃6 levels and the degree of illness and maternal and infant outcomes in patients
with hypertension during pregnancy，and a negative correlation between the level of PLGF and the degree of
illness and maternal and infant outcomes （P<0.05）. Conclusion The levels of IL ⁃ 6 in patients with
hypertension during pregnancy are abnormally elevated，and the expression of PLGF is reduced，which is closely
related to the degree of disease and maternal and child outcomes. IL⁃6 and PLGF are involved in the occurrence
and progression of hypertension during pregnancy and increases the risk of adverse pregnancy outcomes.

［KEY WORDS］ Hypertension during pregnancy；Placental growth factor；Interleukin 6；Degree of
illness；Mother⁃infant outcome；Preeclampsia

妊娠期高血压疾病是发生在妊娠期的一种特

有、常见性疾病，其发病率占全部妊娠女性的 5%~
10%，所造成的孕产妇死亡约占妊娠相关的死亡总

数的 10~16%，是导致孕产妇死亡第二大原因［1］。目

前，关于妊娠期高血压疾病的发病机制尚未完全阐

述，近年来临床普遍认为与妊娠期胎盘血管重铸障

碍及母⁃胎免疫耐受失衡有关，其产生主要原因为

滋养细胞分化和功能异常［2］。相关报道指出，胎盘

生长因子（Placenta growth factor，PLGF）是胎盘中

的一种重要细胞因子，具有调节滋养细胞功能的作

用，其表达异常可能参与妊娠期高血压的发生发

展［3］。此外，白介素 6（Interleukin⁃6，IL⁃6）等促炎性

细胞因子在妊娠组织中经自分泌或旁分泌作用能

调节局部子宫活动，参与妊娠期诸多生理及病理过

程［4⁃5］。基于此，本研究尝试对 PLGF、白介素 6与妊

娠期高血压病情程度及母婴结局的相关性进行探

究，旨在为临床工作提供一定理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2017 年 1 月至 2020 年 2 月本院收治的

110 例妊娠 36~39 周妊娠期高血压疾病患者作为

研究组，孕周 36~39 周，平均（37.99±0.50），年龄

20~33岁，平均（27.11±2.94）包含 50例妊娠期高血

压、30例轻度子痫前期、30例重度子痫前期，选取

同期 85例相同孕周正常孕妇作为对照组。

纳入标准：①研究组疾病诊断、病情评估均参

照《妊娠期高血压疾病诊治指南（2015）》［6］；②对

照组均为正常、健康妊娠孕妇；③认知功能良好，

无沟通交流障碍；④均为自然受孕、单胎妊娠；

⑤均于我院进行分娩；⑥研究对象及家属均知晓

本研究。排除标准：①血液系统疾病患者；②高龄

产妇；③感染性疾病患者；④严重心脑肝肾功能障

碍患者；⑤传染性疾病患者；⑥合并子宫肌瘤患

者；⑦孕前即有慢性高血压、慢性肾炎及冠心病等

慢性病患者；⑧不能配合完成研究者。

1.2 方法

采集所有研究对象分娩前 1~3 d空腹静脉血，

3 500 rpm离心处理 10 min，取血清，用酶联免疫吸

附试验检测血清 PLGF、IL⁃6 水平，试剂盒购自南

京碧云天科技公司。

血清 PLGF、IL⁃6 表达水平：根据本研究测得

血清 PLGF、IL⁃6水平的平均值分为高表达和低表

达，PLGF 平均值为 41.82 pg/mL，IL⁃6 平均值为

23.32 pg/mL，大于平均值者为高表达，小于平均值

者为低表达。

1.3 观察指标

①两组 PLGF、IL⁃6表达水平。②研究组不同

病情程度患者 PLGF、IL⁃6表达水平。③两组不良

母婴结局发生率。④研究组不同 PLGF、IL⁃6表达

水平患者不良母婴结局发生率。⑤PLGF、IL⁃6 表

达水平与病情程度、母婴结局的相关性。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据处理，计量资料

以（x ± s）表示，采用 t检验，多组间比较以单因素方

差进行分析，计数资料以 n（%）表示，采用 c2检验，
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采用 Spearman 进行相关性分析，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 两组一般资料

对比两组孕周、年龄、体质量、孕次、孕前检查

情况，差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

2.2 两组 PLGF、IL⁃6水平

研究组血清 IL⁃6水平较对照组高，PLGF水平

较对照组低，差异有统计学意义（P<0.05）。见表 2。
2.3 研究组不同病情程度患者 PLGF、IL⁃6水平

重度子痫前期血清 IL⁃6水平>轻度子痫前期>
妊娠期高血压，妊娠期高血压血清 PLGF 水平>轻
度子痫前期>重度子痫前期，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 3。
2.4 两组母婴结局

研究组不良母婴结局发生率较对照组高，差

异有统计学意义（P<0.05）。见表 4。
2.5 研究组不同 PLGF、IL⁃6水平患者母婴结局

研究组血清 IL⁃6高表达患者不良母婴结局发

生率较低表达患者高，PLGF低表达患者不良母婴

结局发生率较高表达患者高，差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 5。
2.6 PLGF、IL⁃6水平与病情程度、母婴结局相关性

经 Spearman 分析发现，妊娠期高血压疾病患

者病情程度、母婴结局与血清 IL⁃6 水平呈正相关

（r 值=0.766、0.712），与 PLGF 水平呈负相关（r 值
=-0.815、-0.797，P均<0.05）。

3 讨论

PLGF 作为胎盘组织内促进血管生成的重要

因子［7］。赵影庭等［8］研究指出，通过检测妊娠期女

性血液 PLGF水平，可用于识别胎盘合体滋养层细

胞存在供氧压力，对子痫前期进行预测、鉴别和治

疗监测。本研究结果提示血清 PLGF 异常低表达

参与妊娠期高血压疾病的发生，且具有促进疾病

进展的作用。分析其可能原因为：PLGF表达的减

少可以影响胎盘内血管生成，导致滋养细胞增殖、

分化受阻，最终导致滋养细胞浸润发生缺陷，致使

滋养细胞对母体蜕膜侵入作用降低，影响血管重

铸过程，形成胎盘浅着床［9］。且 PLGF表达减少可

影响血管内膜的完整性及胎盘血管形成，造成绒

组别

研究组

对照组

t值
P值

n
110
85

PLGF（pg/mL）
41.82±5.12

113.64±12.37
55.121
<0.001

IL⁃6（pg/mL）
23.32±4.59
6.83±1.01
35.502
<0.001

表 2 两组 PLGF、IL⁃6水平（x ± s）

Table 2 PLGF、IL⁃6 level in two groups（x ± s）

组别

研究组

对照组

c2值

P值

n
110
85

产后出血

9（8.18）
1（1.18）

胎儿宫内窘迫

5（4.55）
1（1.18）

低出生体重儿

5（4.55）
1（1.18）

新生儿窒息

2（1.82）
0（0.00）

羊水过少

5（4.55）
0（0.00）

总发生率

26（23.64）
3（3.53）
15.765
<0.001

表 4 两组母婴结局［n（%）］

Table 4 Maternal and child outcomes in 2 groups［n（%）］

病情程度

妊娠期高血压

轻度子痫前期

重度子痫前期

F值

P值

n
50
30
30

PLGF（pg/mL）
80.21±7.18
40.63±5.46
25.26±4.53
865.382
<0.001

IL⁃6（pg/mL）
11.81±1.94
20.17±4.15
35.32±5.20
377.847
<0.001

表 3 研究组不同病情程度患者 PLGF、IL⁃6水平（x ± s）

Table 3 PLGF、IL⁃6 of patients with different degrees of
illness in study group（x ± s）

项目

孕周（周）

年龄（岁）

体质量（kg）
孕次（次）

孕前检查（例）

有

无

病情程度（例）

妊娠期高血压

轻度子痫前期

重度子痫前期

研究组
（n=110）
37.94±0.52
27.53±3.23
62.19±4.59
2.11±0.55

63（57.27）
47（42.73）

50（45.45）
30（27.27）
30（27.27）

对照组
（n=85）
38.05±0.47
26.69±3.15
61.80±5.37
2.03±0.46

51（60.00）
34（40.00）

t/c2值

1.527
1.820
0.546
1.080

0.147

P值

0.128
0.070
0.586
0.281

0.702

表 1 两组一般资料对比［n（%），（x ± s）］

Table 1 Comparison of two groups of general information
［n（%），（x ± s）］
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表 5 研究组不同 PLGF、IL⁃6水平患者母婴结局［n（%）］

Table 5 Maternal and child outcomes at different PLGF、IL⁃6 levels in the study group［n（%）］

指标

PLGF

IL⁃6

低表达

高表达

c2值

P值

高表达

低表达

c2值

P值

n
61
49

59
51

产后出血

5（8.20）
4（8.16）

4（6.78）
5（9.80）

胎儿宫内窘迫

4（6.56）
1（2.04）

3（5.08）
2（3.92）

低出生体重

4（6.56）
1（2.04）

3（5.08）
2（3.92）

新生儿窒息

1（1.64）
1（2.04）

2（3.39）
0（0.00）

羊水过少

3（4.92）
2（4.08）

4（6.78）
1（1.96）

总发生率

17（27.87）
9（18.37）
1.359
0.244

16（27.12）
10（19.61）

0.855
0.355

毛内血管减少、已生成的血管阻力过大等现象，从

而减少胎盘血流总灌注量，促进疾病进展，且影响

胎儿正常发育［10］。

炎症介质和免疫调节因子在血管内皮损伤中

同样具有重要作用，相关报道指出，子痫前期患者

血清中含有“细胞毒性因子”，是引起妊娠期高血压

疾病血管内皮细胞功能障碍的主要因素［11］。IL⁃6
具有刺激血小板源性生长因子产生的作用，从而增

加血管内皮细胞粘附分子合成、释放，加重对血管

内皮细胞结构损坏，引起并促进血管内皮损伤，促

使血液高凝及血管收缩，最终形成妊娠期高血压疾

病［12⁃13］。李园［14］研究发现，妊娠期高血压患者血清

IL⁃6水平明显升高，可促进血管收缩和子宫胎盘灌

注受损，与本研究结果相近，提示血清 IL⁃6表达水

平升高能促进妊娠期高血压疾病发生发展。

临床大量研究显示，不良妊娠结局不仅影响

妇女的健康，也会影响新生儿的健康，因此早期预

防和预测尤为重要［15］。本研究结果提示血清 IL⁃6
及 PLGF 表达水平异常可能增加不良妊娠结局发

生风险。

综上可知，血清 IL⁃6及 PLGF表达水平异常参

与妊娠期高血压疾病的发生发展，且增加不良母

婴结局发生风险，积极探索血清 IL⁃6及 PLGF表达

情况将有助于阐明妊娠期高血压疾病发病机理，

为本病的预防和治疗提供新思路。
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HCY与 2型糖尿病合并冠心病患者心率变异性及心
律失常的相关性研究

刘松年★ 伍星 荆凌华

［摘 要］ 目的 探讨血清同型半胱氨酸（HCY）与 2型糖尿病合并冠心病患者心率变异性及心律

失常的相关性研究。方法 选取 2016 年 9 月至 2019 年 9 月在本院治疗的 2 型糖尿病合并冠心病患者

120例和健康对照组 60例。采用循环酶法检测研究对象血清 HCY水平，并根据 120名 2型糖尿病合并

冠心病患者血清HCY表达水平的中位数，表达量高于于中位数的作为血清HCY高表达组，共 60例；低

于中位数的作为低表达组，共 60例。比较 3组心率变异性（HRV）的变化及其时域参数和心律失常的发

生率。结果 2型糖尿病合并冠心病组血清HCY 检测水平高于健康对照组、2型糖尿病无冠心病组；比

较 2型糖尿病合并冠心病患者中心律失常发生率，血清HCY高表达组高于低表达组，且血清HCY高表

达组心率变异性以及HRV时域参数 SDNN、SDANN、rMSSD、PNN50都小于低表达组，差异均有统计学

意义（P<0.05）；其中，血清HCY高表达组心律失常发生率高于低表达组，心率变异性以及HRV时域参数

SDNN、SDANN、rMSSD、PNN50小于低表达组，差异均有统计学意义（P<0.05）；入院治疗 15天后，2型糖

尿病合并冠心病患者 HRV 时域参数 SDNN、SDANN、rMSSD 、PNN50 均明显回升，血清 HCY 水平明显

下降差异均有统计学意义（P<0.05）。结论 2 型糖尿病合并冠心病患者心率变异性降低，时域指标以

SDANN 降低最为显著，血清HCY 水平与 2 型糖尿病合并冠心病患者心率变异性及心律失常紧密相关，

血清中HCY 表达水平对该类患者发生心律失常的风险具有一定的预估价值。

［关键词］ 血清同型半胱氨酸；2 型糖尿病；冠心病；心律失常；心率变异性

Correlation between serum HCY and heart rate variability and arrhythmia in
patients with type 2 diabetes and coronary heart disease
LIU Songnian★，WU Xing，JING Linghua
（Department of Clinical Medicine，Henan University of Science and Technology，Henan University of Sci⁃
ence and Technology，Luoyang, Henan，China，471000）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the correlation between serum homocysteine（HCY）and
heart rate variability and arrhythmia in patients with type 2 diabetes mellitus（T2DM）and coronary heart dis⁃
ease（CHD）. Methods From September 2016 to September 2019，120 patients with T2DM and CHD and 60
healthy controls were selected. The serum level of HCY was measured using circulating enzyme method. Based
on the level of HCY in patients，those 129 patients were divided into two groups：① highly expressed group
（The level of HCY > the median：60 cases）. ② lowly expressed group（the level of HCY < the median：60
cases）. The changes of heart rate variability（HRV），time domain parameters and the incidence of arrhythmia
were compared among the three groups. Results The serum level of HCY in patients with T2DM and CHD
was higher than that in the healthy control group and the group of T2DM without CHD. The incidence of ar⁃
rhythmia in patients with T2DM with CDHD was higher in the highly expressed HCY group than that in the
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lowly expressed HCY group. The heart rate variability and HRV time domain parameters of SDNN，SDANN，

rMSSD，and PNN50 in the HCY highly expressed group were lower than those in the HCY lowly expressed
group（P<0.05）. The incidence of arrhythmia was higher in the serum HCY highly expressed group than that
in the lowly expressed group. The heart rate variability and HRV time domain parameters of SDNN，SDANN，

rMSSD，PNN50 were lower than in the lowly expressed group（P<0.05）. Fifteen days after admission，the
HRV time domain parameters of SDNN，SDANN，rMSSD，and PNN50 in patients with type 2 diabetes and
coronary heart disease increased significantly，and the serum level of HCY decreased significantly（P<0.05）.
Conclusions The HRV in patients with T2DM and CHD decreased，and the time domain index is the most
significant reduction in SDANN. The serum level ofHCY is closely related to HRV and arrhythmia in patients
with T2DM and CHD. Hence，the serum level ofHCY has a certain predictive value for the risk of arrhythmia
in such patients.

［KEY WORDS］ Serum homocysteine；Type 2 diabetes；Coronary heart disease；Arrhythmia；Heart
rate variability

2型糖尿病和冠心病是两种常见疾病，就并发

方面考虑，2 型糖尿病患者会易得冠心病这种并

发症［1⁃2］。临床研究提示，2 型糖尿病合并冠心病

患者的预后很差，因此 2 型糖尿病合并冠心病患

者应尽早治疗干预。心率变异性（ heart rate vari⁃
ability，HRV）反映了心脏自主神经系统活性，并能

评估心脏迷走神经、交感神经和它们的平衡性，能

帮助判断心血管疾病的进展、预后［3⁃4］。近期研究

表明，血清同型半胱氨酸（homocysteine，HCY）与

冠心病发展有很大关系［5］，但对于血清 HCY 与此

类并发患者的心率变异性及心律失常的相关性研

究在国内鲜少。本实验以 2 型糖尿病合并冠心病

患者为研究对象，根据血清 HCY 表达水平为心率

变异性提供参考依据，探讨血清 HCY 与 2 型糖尿

病合并冠心病患者及心律失常发生率的关系，为

HCY 在临床上应用于评估 2 型糖尿病患者合并冠

心病患者发生心律失常提供循证证据。

1 资料和方法

1.1 一般资料收集

选取 2016年 9月至 2019年 9月在本院治疗的

2型糖尿病合并冠心病患者 84例，这些患者均符合

2型糖尿病诊断标准［6］，并经冠状动脉造影诊断为

冠心病，岁，男 49例，女 35例，平均年龄（66.2±8.1）；

另选 2型糖尿病无冠心病组 53例；再选同期在本院

行健康体格检查者 62 例为对照组，男 37 例，女 25
例，平均年龄（66.5±5.8）岁。3组对象年龄、性别、血

脂、平均心率及合并其他疾病等基线资料比较，差

异无统计学意义（P<0.05），具可比性。

纳入标准：①符合 2 型糖尿病和冠心病的诊断

标准［6］；②患者自愿同意调查研究，并签署知情同意

书。排除标准：①完全性左束支传导阻滞、高度房

室传导阻滞、预激综合征、房颤、病窦综合症等心律

失常；②经超声心动图排除各种心肌病、心脏瓣膜

病、肺源性心脏病、风湿性心脏病等；③心力衰竭、

肝肾功能不全、严重电解质紊乱、甲状腺功能亢

进、脑梗死等影响植物神经功能的疾病；④既往服

用过抗心律失常等影响植物神经功能的药物。

1.2 诊断方法

2 型糖尿病符合 1999 年世界卫生组织（World
Health Organization，WHO）诊断标准［6］：①糖尿病

症状+任意时间血浆葡萄糖水平≥11.1 mmol/L；
②空腹血糖（ fasting plasma glucose，FPG）水平≥
7.0 mmol/L；③OGTT实验中，餐后 2 h 血糖水平≥
11.1 mmol/L。冠心病诊断标准［7］。

1.4 方法

收集人口学特征（年龄、性别）、既往病史（是

否患糖尿病、冠心病）：所有患者均在入院后的第 2
天清晨、治疗第 15 天后各抽取肘静脉血 5 mL，放
入含有抗凝剂 ENTA⁃Na2的抗凝管中，以 12 000 r/
min，5 min 进行离心混匀，收集上层血清。收集的

血清利用免疫荧光的方法快速测定血清 HCY 含

量。使用 MAC5000 型数字化 12 导联同步动态心

电 图（12 ⁃ lead synchronous dynamic electrocardio⁃
gram，DCG）及自带分析系统，监测 24 h心电信号，

记录时间大于 23 h，自动计算平均心率及 HRV 时

域指标：ASDNN、SDNN、SDANN 和 rMSSD（各项

HRV时域指标对应的英文简写，见表 1）。采用同

一人分析心率变异性、判读各种心律失常类型。

心律失常的排除标准［7］。
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1.5 统计学方法

应用 SPSS 21.0 软件进行统计分析，正态分

布、方差齐性的计量资料以（x ± s）表示，使用 t检验

用于两组间对比，使用单因素方差分析进行多组

间比较；计数资料用以 n（%）表示，采用 c2检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组患者血清HCY表达水平比较

2 型糖尿病合并冠心病组血清 HCY 检测水

平高于健康对照组、2 型糖尿病无冠心病组，差

异有统计学意义（P<0.05）。见表 2、图 1。

2.2 各组患者HRV时域参数比较

利用同步动态心电图计算平均心率及 HRV
时域指标，发现血清 HCY 高表达组与低表达组

HRV 时域参数 SDNN、SDANN、rMSSD 、PNN50

均低于对照组（P<0.05）；血清 HCY 高表达组

HRV 时域参数 SDNN、SDANN、rMSSD 、PNN50
均低于低表达组，差异有统计学意义（P<0.05），

见表 3。
2.3 各组患者HRV变化和心律失常率比较

血清HCY高表达组与低表达组HRV失常率、

心律失常发生率均高于健康对照组；血清 HCY 高

表达组 HRV 失常率、心律失常发生率都高于低表

达组，差异有统计学意义（P<0.05），见表 4。
2.4 24 h 内全部心动周期标准差（SDNN）与血清

HCY表达水平的相关性

进 一 步 对 2 型 糖 尿 病 合 并 冠 心 病 患 者

SDNN 与 HCY 表达水平进行分析发现，SDNN
与 HCY 的 表 达 呈 显 著 负 相 关（r=- 0.350，P<
0.05），见图 2。
2.5 2型糖尿病合并冠心病患者治疗后各项指标

变化

入院治疗 15 天后，2 型糖尿病合并冠心病患

者 HRV 时域参数 SDNN、SDANN、rMSSD、PNN50
均明显回升，血清 HCY 水平明显下降（P<0.05）。

见表 5。

HRV时域指标

24 h内 5 min节段正常心动周期标准差的平均值

24h内全部正常心动周期的标准差

24 h 内 5min 节段平均正常心动周期的标准差

相邻正常心动周期差值的均方根

英文简写

ASDNN
SDNN
SDANN
rMSSD

表 1 HRV时域指标的英文简写

Table 1 English shorth and for HRV time domain index

组别

健康对照组

血清HCY高表达组

血清HCY低表达组

F值

P值

n

60

60

60

SDNN

145.12±10.05

98.22±13.21

120.62±12.05

75.3

<0.001

SDANN

146.33±15.21

106.52±12.83

129.05±15.13

58.2

<0.001

rMSSD

39.21±1.26

31.52±1.21

35.34±1.02

19.2

<0.01

PNN50

9.21±1.03

3.06±0.82

5.11±0.18

11.5

<0.01

表 3 各组患者的HRV时域参数比较（x ± s，ms）
Table 3 Comparison of HRV time domain parameters in each group（x ± s，ms）

组别

健康对照组

2型糖尿病无冠心病组

2型糖尿病合并冠心病组

F值

P值

n

120
60
60

血清HCY 水平
（μmol/L）
7.81±1.11
11.29±1.32
13.71±1.50

35.18
<0.001

表 2 各组患者的血清HCY检测结果比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum HCY detection results in
each group（x ± s）

20

15

10

5

0

血
清

H
C
Y

水
平
（

μm
ol
/L
）

*
*，#

1 2 3

注：与健康组比较，*P<0.05；与 2 型糖尿病无冠心病组比较，#P<

0.05。1为健康对照组；2为 2型糖尿病无冠心病组；3为 2型糖尿

病合并冠心病组。

图 1 3组研究对象血清HCY检测结果比较

Figure 1 Comparison of serum HCY detection results in 3
groups
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组别

健康对照组

血清HCY高表达组

血清HCY低表达组

F值

P值

n
60
60
60

HRV失常（%）

0
43.2
20.8
17.6

<0.001

心律失常（%）

0
55.6
22.3
29.8

<0.001

表 4 各组患者的HRV变化及心律失常发生率比较

Table 4 Comparison of HRV change and incidence of
arrhythmia in each group

组别

入院时

治疗 15天后

t值
P值

SDNN（ms）
93.82±11.31
134.21±10.20

9.21
<0.001

SDANN（ms）
101.43±11.26
141.52±13.25

8.19
<0.001

rMSSD（ms）
30.51±1.00
36.77±1.10

5.53
<0.01

PNN50（ms）
2.92±0.73
8.11±1.10

5.88
<0.01

血清HCY水平（μmol/L）
12.26±1.11
6.13±1.23

13.09
<0.001

表 5 2型糖尿病合并冠心病患者治疗后各项指标比较（x ± s）

Table 5 Comparison of indexes in patients with T2DM with CHD after treatment（x ± s）

200

150

100

50

0
8 10 12 14 16 18

血清HCY表达量

SD
N
N

图 2 2型糖尿病合并冠心病患者 SDNN与血清中HCY表

达的相关性分析

Figure 2 correlation analysis of SDNN and HCY expression
in serum in patients with type 2 diabetes mellitus and

coronary heart disease

3 讨论

近年来的研究表明，2 型糖尿病、冠心病发病

率明显升高，患者同患两种疾病的比例也在明显

增加［8⁃9］。研究表明，2 型糖尿病与冠心病尽管是

两个不同系统的疾病，但发病的生理基础却相似，

都表现为胰岛素抵抗、高胰岛素血症［10］。其机理

是高胰岛素血症会让血管内皮组织的炎症因子聚

集现象加剧，使得冠状动脉产生粥样硬化；胰岛素

抵抗的机理是血脂代谢异常，免疫炎性反应增强，

引起冠状动脉产生病变斑块［11⁃12］。

冠心病合并心律失常的病情相对来说比较严

重，临床治疗难度很大，甚至造成患者死亡［13］。因

此，对危重的 2型糖尿病合并冠心病患者应重点关

注血清 HCY 水平，并提倡预防性服用抗心律失常

的药物，这将极大降低该类患者心律失常引起的

心脏性猝死的死亡率。

血清同型半胱氨酸（HCY）是一种人体浓度较

低的含硫氨基酸，是能参与到蛋氨酸代谢过程，与B
族维生素和相关酶都有关联［14⁃15］。研究表明，HCY
水平与 2 型糖尿患者合并血管并发症有很大相关

性，血清高HCY水平会增加 2型糖尿病患者血管并

发症发生风险［16］。近年来的多项研究也表明高同

型半胱氨酸血症是发生冠心病的独立危险因素，而

2型糖尿病是和冠心病同等具有危险性的疾病，所

以如果 2 型糖尿病合并发生高同型半胱氨酸血症

可加重冠状动脉的病变，进而引起心率变异性、心

律失常发生率急剧改变，甚至造成心脏性猝死。

HRV 时域参数 SDNN、SDANN、rMSSD 、PNN50可

推断心率变异性，对预测心律失常有重要临床价

值。血清中 HCY 水平可以通过氧化应激、离子通

道、心肌细胞间联系等因素调控心律失常发生发

展。从本文研究可以看到，SDNN与HCY的表达呈

显著负相关，这可以反映HCY或许能作为有效的

联用因素判断心律失常发生的可能性大小。因此

在临床实践中，对于具有患冠心病高风险的 2 型

糖尿患者应适当补充叶酸以降低血清 HCY 水平，

并向病人提倡多吃富含叶酸的食物，但同时也要

严格控制饮食。当前，二甲双胍成为治疗糖尿病

一线治疗药物，口服二甲双胍更要补充叶酸已成

为治疗共识，叶酸可使血清 HCY 水平有效降低，

从而预防心血管疾病［17］。但叶酸的用量仍是依

据常用经验，这会给治疗方案带来一定的缺陷。

因此，探讨血清 HCY 水平与心律失常的相关性，

将为血清 HCY 水平作为用药参考指标提供扎实

的临床基础。

总而言之，2型糖尿病合并冠心病患者发生心

律失常的风险及比例较高，与血清HCY 水平的升

高相关，血清 HCY 表达水平是判断 2 型糖尿病合
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并冠心病患者是否伴有心律失常和识别高危人群

准确而敏感的指标，根据血清HCY 水平变化加强

早期诊断和治疗，可以改善病情和预后，降低心律

失常发生的风险。
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AGR、补体C3、C4在SLE合并脑血管病中检测价值

罗寰★ 阮海玲 陈苗苗 任占芬

［摘 要］ 目的 探究白球蛋白比值（AGR）、补体 C3、C4 在系统性红斑狼疮（SLE）合并脑血管病

中的检测价值。方法 选取本院 2018年 1月至 2019年 10月 SLE合并脑血管疾病患者 136例作为研究

组，单纯 SLE患者 136例作为对照组。比较两组血清AGR、补体 C3、C4水平，评价上述指标对 SLE合并

脑血管病的诊断价值，并对比研究组不同疗效患者血清AGR、补体 C3、C4水平，分析上述指标与 SLE合

并脑血管疾病患者疗效的关系，随访 28 d，采用卡普兰⁃迈耶曲线分析 SLE 合并脑血管疾病患者生存情

况。 结果 研究组血清 AGR、补体 C3、C4 水平低于对照组（P<0.05）；血清 AGR、补体 C3、C4 联合诊断

SLE合并脑血管病的曲线下面积（AUC）为 0.862，大于各指标单独诊断的 AUC，联合诊断的截断值诊断

敏感度为 74.26%，特异度为 86.76%；SLE合并脑血管病患者疗效与血清AGR、补体 C3、C4表达水平显著

相关（P<0.05）；研究组血清 AGR、补体 C3、C4 高表达患者生存率高于低表达患者（P<0.05）。结论

血清AGR、补体 C3、C4表达水平异常降低可增加 SLE患者并发脑血管疾病风险，降低生存率，且与患者

疗效显著相关，可辅助临床诊断 SLE合并脑血管疾病，具有较高应用价值。

［关键词］ 系统性红斑狼疮；脑血管病；白球蛋白比值；补体C3；补体C4；诊断

Diagnostic value of serum albumin⁃to⁃globulin ratio，complement C3 and C4
levels in cerebrovascular disease in patients with systemic lupus erythematosus
LUO Huan★，RUAN Hailing，CHEN Miaomiao，REN Zhanfen
（Department of rheumatology，the first affiliated hospital of hebei north university，Zhangjiakou，Hebei
China，075000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the detection value of albumin⁃to⁃globulin ratio（AGR），C3
and C4 in cerebrovascular disease in patients with systemic lupus erythematosus（SLE）. Methods 136 cere⁃
brovascular disease patients with SLE from January 2018 to October 2019 were selected as the study group，
and 136 patients with SLE only were used as the control group. The serum AGR，complement C3，C4 levels
of the two groups were measured and compared. The diagnostic value was evaluated. The relationship between
the serum level of AGR or C3/C4 and the efficacy of cerebrovascular disease in patients with SLE was ana⁃
lyzed. Followed up for 28 days，Kaplan⁃Meyer curve was used to analyze the survival of cerebrovascular dis⁃
ease patients with SLE. Results The levels of serum AGR，complement C3 and C4 in the study group were
lower than those in the control group（P<0.05）. The area under the curve（AUC）of the combined diagnosis of
serum AGR，complement C3，C4 and SLE combined with cerebrovascular disease was 0.862，which was
greater than the AUC of AGR，complement C3 and C4 alone. The cutoff value of the combined diagnosis was
74.26% in sensitivity and 86.76% in specificity. The efficacy of SLE patients with cerebrovascular disease was
significantly correlated with the serum levels ofAGR，complement C3 and C4（P<0.05）. The survival rate of
patients with high levels of serum AGR，complement C3 and C4 in the study group was higher than those of
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patients with low lovels（P<0.05）. Conclusion Down⁃regulation of serum levels of AGR，complement C3
and C4 can increase the risk of cerebrovascular disease in SLE patients and reducing the survival rate. There⁃
fore，it can assist clinical diagnosis of cerebrovascular disease in patients with SLE patients SLE.

［KEY WORDS］ Systemic lupus erythematosus；Cerebrovascular disease；Complement C3；Comple⁃
ment C4；Diagnosis

系统性红斑狼疮（Systemic lupus erythemato⁃
sus，SLE）为临床常见弥漫性结缔组织疾病，病理

表现以血管壁的炎症为主，可造成血管壁增厚，管

腔狭窄，使局部组织器官缺血，从而导致全身各个

器官、系统的受累，若累及中枢神经系统，则可能

引发脑血管疾病［1⁃2］。传统的脑血管疾病危险因素

包括年龄、高血压、高血脂症、肥胖、高同型半胱氨

酸血症等［3］。近年来临床研究发现脑血管疾病的

发病率呈现年轻化，用传统的高危因素不能完全

解释，而一些非传统危险因素如自身抗体、免疫复

合物、内皮功能障碍、系统性炎症反应等，可能在

弥漫性结缔组织疾病早发动脉粥样硬化的发病机

制中发挥促进作用［4⁃5］。深入研究这些非传统危险

因素在 SLE 患者早发动脉粥样硬化的发病机制，

将有助于防治 SLE 患者的脑血管疾病，以降低其

死亡率。基于此，本研究初次尝试探究白球蛋白

比值（Albumin to globulin ratio，AGR）、补体 C3、C4
在 SLE 合并脑血管病中的检测价值，旨在为临床

治疗本病提供数据支持。报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院 2018 年 1 月至 2019 年 10 月 SLE 合

并脑血管疾病患者 136例作为研究组 ，女 116例，

男 20 例，年龄（32.11±6.05）岁，SLE 病程（3.51±
1.25）年，体质量（59.72±7.35）kg，合并症：冠心病 7
例，高血压 10例，糖尿病 5例；户籍地：城市 86例，

农村 50例。单纯 SLE患者 136例作为对照组 ，女

120 例，男 16 例，年龄（30.92±5.95）岁，SLE 病程

（3.26±1.12）年，体质量（58.66±7.32）kg，合并症：冠

心病 5 例，高血压 6 例，糖尿病 3 例；户籍地：城市

80例，农村 56例。

入选标准：①均符合 SLE 诊断标准［6］；②研究

组均结合临床表现、头颅 CT或磁共振检查确诊存

在脑血管疾病；③无消化系统疾病；④对本研究药

物无过敏；⑤无凝血功能障碍；⑥患者及家属知晓

本研究，已签署同意书。排除标注：①急性脑血管

疾病患者；②恶性肿瘤患者；③严重心肺肝功能障

碍者；④肾衰竭患者；⑤合并乙肝、肺结核等传染

性疾病者；⑥妊娠或哺乳期女性；⑦合并其他免疫

性疾病者。

1.2 方法

指标检测方法：采集所有研究对象入组 12 h
内静脉血 5 mL，以 3 500 r/min 转速离心处理 5
min，取血清置于-70℃冷藏室内备用，采用 Sen⁃
lo8008 型全自动生化分析仪（珠海森龙生物科技

有限公司生产），以溴甲酚绿法检测血清白蛋白

（Albumin，ALB）、球蛋白（Globin，GLB）水平，以免

疫速率散射比浊法进行检测血清补体 C3、C4 水

平，试剂盒均购自上海信帆生物科技有限公司，计

算血清AGR（ALB/GLB）。

研究组治疗方法：均给予激素联合人免疫球

蛋白：静脉滴注甲基泼尼松龙（浙江仙琚制药股份

有限公司 国药准字H33021520）1 g/d，静脉滴注人

免疫球蛋白（四川远大蜀阳药业股份有限公司，批

号 20120102）50 g/d，均冲击治疗 3 d，3 d后改为口

服，40 mg/d；患者病情稳定后静脉滴注环磷酰胺

（江 苏 恒 瑞 医 药 股 份 有 限 公 司 ，国 药 准 字

H32026196），400 mg/d，每 2周给药 1次。

疗效评估方法［7］：治疗 28 d后评估，显效：经治

疗，中枢神经系统表现完全消失，随访期间无复

发；有效：中枢神经系统表现明显减轻，但未完全

消失；无效：中枢神经系统表现无明显减轻，甚至

加重。

1.3 观察指标

①两组血清 AGR、补体 C3、C4 水平。②探究

血清 AGR、补体 C3、C4对 SLE 合并脑血管病的诊

断价值。③比较研究组不同疗效患者血清 AGR、

补体 C3、C4 水平。④探究血清 AGR、补体 C3、C4
与 SLE合并脑血管疾病患者疗效的关系。⑤随访

28 d，采用卡普兰⁃迈耶曲线分析 SLE 合并脑血管

疾病患者生存情况。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行数据处理，计量资料
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以（x ± s）表示，采用 t检验，单因素方差分析，计数

资料以 n（%）表示，采用 c2检验，通过 Logistic进行

多因素回归分析，采用受试者工作（Receiver oper⁃
ating characteristic，ROC）曲线分析诊断价值，采用

卡普兰⁃迈耶曲线分析生存情况，Log⁃Rank 检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组基本资料比较

两组性别、年龄、SLE 病程、体质量、合并症、

户籍地等比较，差异无统计学意义（P>0.05）。见

表 1。

2.2 两组血清AGR、补体C3、C4水平

研究组血清 AGR、补体 C3、C4 水平较对照组

低（P<0.05），见表 2。

2.3 血清AGR、补体C3、C4对 SLE合并脑血管病

诊断价值

血清AGR、补体 CD、C4对 SLE合并脑血管病

的诊断价值，见表 3。

2.4 血清AGR、补体C3、C4联合诊断 SLE合并脑

血管病的价值

血清 AGR、补体 C3、C4 联合诊断 SLE 合并脑

血管病的AUC为 0.862，95%CI为 0.815~0.901，Z统

计=16.163，P<0.05，截断值诊断敏感度为 74.26%，

特异度为 86.76%，见图 1。

2.5 不同疗效患者血清AGR、补体C3、C4水平

不同疗效患者血清 AGR、补体 C3、C4 水平相

比，显效患者血清AGR、补体 C3、C4水平>好转患

者>无效患者，差异有统计学意义（P<0.05），见

表 4。

项目

性别（女/男）

年龄（岁）

SLE病程（年）

体质量（kg）
合并症（例）

冠心病

高血压

糖尿病

户籍地（例）

城市

农村

研究组

（n=136）
116/20

32.11±6.05
3.51±1.25
59.72±7.35

7（5.15）
10（7.35）
5（3.68）

86（63.24）
50（36.76）

对照组

（n=136）
120/16

30.92±5.95
3.26±1.12
58.66±7.32

5（3.68）
6（4.41）
3（2.21）

80（58.82）
56（41.18）

t/c2值

0.512
1.635
1.737
1.192

0.349
1.063
0.129

0.557

P值

0.474
0.103
0.084
0.234

0.555
0.303
0.720

0.456

表 1 两组一般资料比较（x ± s）

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

组别

研究组

对照组

t值
P值

n
136
136

AGR
0.92±0.20
1.16±0.25

8.742
<0.001

补体C3（g/L）
0.45±0.13
0.96±0.32
17.220
<0.001

补体C4（g/L）
0.16±0.04
0.32±0.10
17.325
<0.001

表 2 两组血清AGR、补体C3、C4水平比较（x ± s）

Table 2 Serum AGR、complement C3、C4 levels were
compared between the 2 groups（x ± s）

图1 血清AGR、补体C3、C4联合诊断SLE合并脑血管病ROC
Figure 1 Serum AGR、complement C3、C4 combined

diagnosis SLE cerebral vascular disease

项目

AGR
补体 C3
补体 C4

AUC
0.767
0.806
0.795

95%CI

0.712~0.816
0.754~0.852
0.743~0.842

截断值

≤1.01
≤0.80
≤0.25

敏感度

（%）
69.12
90.44
75.74

特异度

（%）
75.00
62.50
69.12

P值

0.01
0.01
0.01

表 3 血清AGR、补体C3、C4对 SLE病诊断价值

Table 3 The diagnostic value of serum AGR, complement
C3 and C4 in SLE

组别

显效患者

好转患者

无效患者

F值

P值

n

77
34
25

AGR

1.06±0.23
0.87±0.20
0.56±0.17
53.277
<0.001

补体C3
（g/L）

0.55±0.12
0.44±0.10
0.25±0.07
74.713
<0.001

补体C4
（g/L）

0.20±0.06
0.14±0.04
0.06±0.02
76.540
<0.001

表 4 不同疗效患者血清AGR、补体C3、C4水平比较

（x ± s）

Table 4 The level of serum AGR、complement C3、C4
in different patients（x ± s）
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变量

AGR
补体C3
补体C4

b值

-0.501
-0.675
-0.622

S.E值

0.176
0.211
0.183

Wald/
c2值

8.108
10.228
11.555

OR值

0.606
0.509
0.537

95%CI值

0.402~0.913
0.271~0.957
0.326~0.884

P值

<0.001
<0.001
<0.001

表 5 血清AGR、补体C3、C4水平与疗效的关系

Table 5 Relationship between serum AGR、complement
C3、C4 level and efficacy

1.0
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时间
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1.0
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0 d 7 d 14 d 21 d 28 d
时间

图 2 生存曲线

Figure 2 survival curve

2.6 血清AGR、补体C3、C4水平与疗效的关系

以 SLE 合并脑血管病疗效作因变量，将血清

AGR、补体 C3、C4 作为自变量，纳入 Logistic 回归

分析显示，血清 AGR、补体 C3、C4 水平与 SLE 合

并脑血管病患者疗效显著相关（P<0.05），见表 5。

2.7 生存分析

根据研究组血清 AGR、补体 C3、C4 水平均数

分为高表达患者、低表达患者。随访 28 d，血清

AGR、补体 C3、C4 高表达患者生存率高于低表

达 患 者（c2=6.351、8.377、4.796，P=0.012、0.004、
0.029），见图 2。

3 讨论

目前，SLE合并脑血管病的发病机制尚未明确，

SLE的主要病理表现为炎症反应及血管异常［8］。既

往大量研究显示，SLE患者疾病活动时，机体大量消

耗补体 C3、C4，出现低补体血症［9］。且新修订的

SLE 的诊断标准加入补体 C3、C4 检测，提示补体

C3、C4参与 SLE 的发生和疾病进展。SLE 患者体

内存在多种相关自身抗体，在补体C3、C4介导作用

下，这些抗体与对应抗原结合形成免疫复合物，并

附着于血管壁，从而刺激血管炎症发生发展［10］。当

免疫复合物沉积在脑血管时，可引起脑血管炎，且

主要以脑血管阻塞为主要表现，最终导致脑细胞缺

血缺氧，形成脑血管疾病［11］。结果提示血清补体

C3、C4的低表达增加 SLE患者并发脑血管疾病风

险。且本研究发现血清补体 C3、C4在诊断 SLE方

面具有一定价值，但存在诊断敏感度较低的不足。

SLE可引起多系统损害，且伴有多种自身抗体，

肝脏是最易受累脏器。国外学者 Sule SD等［13］报道

指出 ALB 水平降低与狼疮患者肾脏疾病有关。

GLB具有免疫作用，当免疫系统遇到外来的病原体

时会根据病原体的不同产生不同数量的GLB，如果

病原体比较难以消灭，免疫系统会刺激淋巴细胞产

生更多的GLB，直到入侵物被球蛋白消灭为止［14］。

SLE同样会刺激机体免疫系统大量释放GLB，同时

会大量消耗ALB，导致二者比值AGR降低。低蛋白

血症也是 SLE合并脑血管病发病机制的一种假说，

但AGR与 SLE合并脑血管病的研究较少。本研究

发现，SLE合并脑血管病患者的血清AGR低于单纯

SLE 患者，与 SLE 患者并发脑血管病也有密切联

系。范君［15］通过多因素回归分析模型发现，血清

AGR 下降是 SLE 合并脑血管病的危险因素之一。

证实了本研究结果的正确性。SLE引起患者肝功能

受损，进而导致ALB合成、分泌减少，而疾病持续刺

激机体释放GLB，表现为血清AGR下降，ALB抗氧

化、抗炎作用降低，增加脑血管发生风险。

有调查显示，50%~75%的 SLE患者病情累及中

枢神经系统，也是 SLE最严重的并发症之一，其临

床表现复杂多样，且患者病情多危重，诊断和治疗

均具有一定困难［16］。及时检出并给予有效治疗，对

改善患者预后至关重要。本研究发现，血清AGR、

补体C3、C4联合诊断 SLE合并脑血管病的AUC高

于各指标单一诊断，诊断敏感度、特异度均得到一

定改善，可辅助临床诊断 SLE合并脑血管疾病，积

极开展对应治疗。
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综上可知，SLE 合并脑血管病患者的血清

AGR 及补体 C3、C4均呈现异常低表达状态，检测

上述指标可辅助临床诊断 SLE 合并脑血管疾病，

在评估患者治疗效果及判断预后方面具有较大发

展潜力。
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瞬时感受器电位香草酸受体 1抑制剂在神经病理性
疼痛中的研究进展

盛树悦 1 田映红 2 张兴梅 3★

［摘 要］ 神经病理性疼痛（NPP）是当今社会中十分常见的一种症状，引起神经病理性疼痛的具体

机制还不清楚，且尚未出现能够有效治疗神经病理性疼痛的药物。近年来研究者发现瞬时感受器电位

（TRP）通道参与细胞内多种反应，其中瞬时感受器电位香草酸受体 1（TRPV1）与神经病理性疼痛关系最

为密切，可能是治疗神经病理性疼痛的重要靶点之一。文章综述了神经病理性疼痛的概况与 TRP通道

家族的组成与功能，重点阐述了 TRPV1 抑制剂作为靶向药物在神经病理性疼痛中的研究进展，旨在为

神经病理性疼痛的药物治疗提供新的研究方向。

［关键词］ 神经病理性疼痛；瞬时感受器电位香草酸受体 1；抑制剂

Progress of research into the role of transient Receptor Potential Vanilloid 1
inhibitors in neuropathic pain
SHENG Shuyue1，TIAN Yinghong2，ZHANG Xingmei3★

（1. The First Affiliated Hospital，Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，510515；
2. Experimental teaching management center，School of Basic Medical Science，Southern Medical University，
Guangzhou，Guangdong，China，510515；3. Department of Neurobiology，School of Basic Medical Science，
Southern Medical University，Guangzhou，Guangdong，China，510515）

［ABSTRACT］ Neuropathic pain（NPP） is a common symptom in the world. The mechanism of
neuropathic pain is still unclear，and there is no drug that can effectively treat NPP. In recent years，researchers
have discovered that transient receptor potential（TRP） channels are involved in a variety of intracellular
responses. Transient receptor potential vanilloid receptor 1（TRPV1）is closely related to NPP. It may be one of
the important targets for the treatment of NPP. This article summarizes the overview of neuropathic pain and the
composition and function of the TRP channel family and focuses on the progress of research into the role of
TRPV1 inhibitors as targeted drugs in neuropathic pain，providing a new strategy for the drug therapy of NPP.

［KEY WORDS］ Neuropathic pain；Transient Receptor Potential Vanilloid 1；Inhibitor

神经病理性疼痛（neuropathic pain，NPP）是

指 由 躯 体 感 觉 系 统 的 损 害 或 疾 病 导 致 的 疼

痛［1］，常见症状是机械性异常性疼痛和痛觉过

敏，还包括糖尿病性神经病变、化疗后引起的神

经病变、带状疱疹后神经痛、脊髓损伤和幻肢痛

等［2］。

引起神经病理性疼痛的具体机制尚不清楚，

目前的研究结果提示包括外周机制和中枢机
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制［3］。外周机制包括外周敏化、交感神经高兴奋性

相关疼痛。外周敏化由炎症因子如降钙素基因相

关肽和 P 物质等引起，也可由离子通道表达的变

化如 Na+通道在脊髓背根神经节和损伤的轴突的

神经末梢周围表达增加、Ca2+在背根神经节周围表

达增加而引起［3］。中枢机制包括脊髓机制和脊髓

上中枢机制。脊髓机制中最重要的影响因素是时

间和空间的突触可塑性，即神经元对伤害性刺激

随着时间和空间的增加而增强。细胞水平的机制

涉及到离子通道，如Na+、Ca2+、K+，离子型和代谢型

受体，例如谷氨酸受体 GABA 受体、血清素受体、

肾上腺素能受体、神经激肽和香草素受体；多种炎

症因子；神经生长因子等［3］。

近年来多项研究提示瞬时感受器电位（tran⁃
sient receptor potential，TRP）与神经病理性疼痛相

关，尤其是 TRP 家族中 TRPV1（transient receptor
potential vanilloid 1）最为相关，虽然具体作用机制

尚不明确，但在动物实验中观察到，在神经病理性

疼痛模型中TRPV1表达增加［4］，并且在药理学研究

中发现TRPV1能下调多种疼痛刺激物质的产生［5］。

1 瞬时感受器电位

瞬时感受器电位（transient receptor potential，
TRP）通道是在分析果蝇的视觉突变体时发现的，

与野生型果蝇中的持续受体电位相反，该突变体

显示出对光的短暂响应［6］。TRP 通道分为七个亚

群：TRPC，TRPV，TRPM，TRPP，TRPML，TRPA 和

TRPN（后者仅在鱼，苍蝇和蠕虫中表达）［7］。TRP
通道由包括 6个跨膜 α螺旋结构构成，在最后 2个

跨膜片段之间形成跨膜孔道区，N端和C端都位于

胞质中。不同 TRP 亚群的氨基酸数量和序列不

同。在 TRPC、TRPM、TRPA 和 TRPV 亚家族中发

现了一段由 6个氨基酸构成的保守序列，位于羧基

末端，称为 TRP盒（TRP box）。有几项研究均表明

TRP盒对TRP通道的通道门控有重要作用［8］。TRP
通道涉及人体内多种感觉功能，它们的最佳功能一

般都建立在热敏感上［9］。TRP 通道的突变会引起

多种疾病，如肾病（TRPC6）、自发性疼痛综合征

（TRPA1）、低镁血症（TRPM6）、夜盲症（TRPM1）和

复杂的肌肉骨骼和神经疾病（TRPV4）［5］。

TRPV1（transient receptor potential vanilloid 1）
又称辣椒素受体，是一种非选择性阳离子通道，位

于细胞膜上和许多细胞器膜上，对Ca2+有高度选择

性，对其他阳离子也有一定的选择透过性，如

Mg2+。TRPV1可以被多种内源性或外源性物质激

活，内源性调节因子包括花生四烯乙醇胺、2⁃花生

四烯酸酰甘油和溶血磷脂酸，外源性激动剂包括

多种节肢动物的毒素。对该受体有效的刺激有温

度（>42℃）、辣椒素、PH 值（细胞外 PH 降低）。树

脂毒素（resiniferatoxin，RTX）也是 TRPV1 的有效

激动剂，它可以在低于辣椒素的浓度下激活通道，

但其作用产生较慢。目前尚未明确 TRPV1在神经

病理性疼痛中具体的作用机制，有研究者表明可

能的机制是当有效伤害刺激激活 TRP 通道，导致

大量 Ca2+穿过胞膜内流，导致膜去极化，进而可能

触发电压门控离子通道依赖性动作电位［10］，引起

痛觉向神经中枢传递。在对照实验中，野生型小

鼠和 TRPV1基因敲除小鼠在急性损伤和慢性神经

病中神经性机械痛觉过敏没有统计学差异［10］。但

是在药理学研究中，TRPV1 离子通道抑制剂被证

实能够减少伤害性刺激物质的表达，表明 TRPV1
拮抗剂可能作为疼痛的一个新作用靶点。

TRPV1在中枢神经系统和周围神经系统均有

表达，主要表达在背根神经节和三叉神经上［11］。

此外，还分布于支配膀胱的神经纤维，肺部和耳蜗

以及上呼吸道［12］。

2 TRPV1抑制剂治疗神经病理性疼痛的

研究进展

目前国内外治疗神经病理性疼痛的药物较局

限，一线推荐用药为抗癫痫药（如普瑞巴林、加巴

喷丁）、三环类抗抑郁药、选择性 5⁃羟色胺和去甲

肾上腺素再摄取抑制剂，同时可以辅助局部用药

如利多卡因贴剂［13］。

2.1 辣椒平（capsazepine）
1994年，辣椒平第一个被证实是辣椒素的竞争

性拮抗剂，在体内和体外实验中均有活性［14］。辣椒

平能够竞争 TRPV1 上的辣椒素结合位点，阻断辣

椒素诱导的大鼠背根神经节上的离子通道激活。

虽然辣椒平在实验室研究中作用显著，但是目前还

未将其应用于临床，主要是存在以下几个局限性：

首先是因为实验用的动物基本都是啮齿动物，啮齿

动物的代谢稳定性差，药代动力学不稳定［15］。另一

个原因是辣椒平的选择性不高，除了拮抗 TRPV1，
还抑制烟碱型乙酰胆碱受体、电压门控Ca2+通道和

TRPM8，引起相应的副作用，如肌无力等。
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2.2 AS1928370
（R）⁃N⁃（1⁃甲基⁃2⁃氧代⁃1，2，3，4⁃四氢⁃7⁃喹啉

基）⁃2 ⁃［（2⁃甲基吡咯烷⁃1⁃基）甲基］联苯⁃4⁃甲酰

胺（AS1928370）是一种新型 TRPV1 拮抗剂，能够

与 TRPV1受体上的树脂毒素结合位点结合并抑制

辣椒素介导的内向电流［16］。

在小鼠 L5/L6脊神经结扎模型中，研究人员采

用了口服和鞘内注射 AS1928370以研究其镇痛作

用。在药代动力学研究中，AS1928370显示出良好

的口服生物利用度以及高效的脑和脊髓渗透性。实

验结果显示，口服AS1928370能显著改善机械异常

性疼痛；鞘内注射AS1928370能上调脊神经结扎小

鼠模型的机械疼痛阈值［17］。对实验大鼠进行旋转仪

测试AS1928370相关副作用，发现服用AS1928370
对此没有显著影响。相比较现今治疗神经病理性疼

痛的一线药物（如加巴喷丁）常常会引起中枢系统副

作用，如嗜睡和头晕，AS1928370在治疗剂量下产生

中枢副作用可能性较小［16］，由此可见，AS1928370在

神经病理性疼痛治疗中有潜在研究价值。

2.3 二烯酰胺（dimeramide）
由日本富士研究所研究出的 5，5⁃二苯基戊二

烯酰胺，是一系列能够靶向拮抗体外和体内

TRPV1的化合物［18］。为了达到更好药代动力学目

标，作者运用化学合成等技术研究了多种在该化

合物 5号位上有取代基的替代物，结果显示比起其

他取代化合物，在 5号位上用苯环加烷氧基取代的

替代物（2E，4Z）⁃ N⁃［（3R）⁃3⁃hydroxy⁃2⁃oxo⁃1，2，
3，4⁃tetrahydro⁃5⁃quinolyl］⁃5⁃（4⁃isopropoxyphenyl）⁃
5 ⁃（4 ⁃ trifluoromethylphenyl）⁃ 2，4 ⁃ pentadienamide
（（R）⁃36b）通过血脑屏障的能力显著提高。体内

实验证实该化合物能够有效抑制由辣椒素诱导的

Ca2+通道开放作用，并且能够以剂量依赖的方式逆

转大鼠的机械性异常性疼痛，并且能够在坐骨神

经损伤诱导的神经病理性疼痛模型中显著逆转热

痛觉过敏［18］。综上所述，5，5⁃二苯基戊二烯酰胺

化合物有望成为靶向治疗神经病理性疼痛的新型

止痛药物。

2.4 α⁃菠菜甾醇（α⁃spinasterol）
α⁃菠菜甾醇是 TRPV1的拮抗剂，具有抗炎、抗

氧化和抗伤害感受的作用。同时它也是一种环氧

化酶（cyclooxygenase，COX）抑制剂。在神经病理

性疼痛的产生机制中，COX反应的终产物前列腺素

E2（PGE2）可以作为内源性物质激活TRPV1。所以

α⁃菠菜甾醇不仅通过抑制COX减少 PGE2的产生，

还能拮抗TRPV1，能够作为镇痛药的新靶点［19］。

在小鼠实验中，口服 α⁃菠菜甾醇减少了术后

疼痛，并减少损伤组织中的细胞浸润［20］。α⁃菠菜

甾醇还可减少部分坐骨神经结扎引起的机械异常

性疼痛和紫杉醇化疗诱导的机械和寒冷异常性疼

痛。此外，还观察到 α⁃菠菜甾醇在不改变动物体

温的情况下能够显著抑制 COX⁃1 和 COX⁃2 的活

性。α⁃菠菜甾醇是一种有效且安全的 TRPV1拮抗

剂和 COX 抑制剂，在术后疼痛和神经病理性疼痛

模型中具有镇痛作用，是一种开发新型镇痛药的

模板化合物［20］。

2.7 SZV 1287（［3⁃（4，5⁃diphenyl⁃1，3⁃oxazol⁃2⁃
yl）propanal oxime］）

SZV 1287［3⁃（4，5⁃二苯基⁃1，3⁃恶唑⁃2⁃基）丙

醛肟］（［3⁃（4，5⁃diphenyl⁃1，3⁃oxazol⁃2⁃yl）propanal
oxime］）是一种新型氨苄西林敏感的胺氧化酶

（semicarbazide ⁃ sensitive amine oxidase，SSAO）抑

制剂，具有拮抗 TRPV1 的作用。SSAO 分解伯胺

（如甲胺，氨基丙酮）生成相应的醛、氨和过氧化

氢［21］，如甲醛、甲基乙二醛、过氧化氢，可作用于

TRPV1 受体并使之活性降低。体内实验证实，在

由坐骨神经结扎造成的创伤性神经病理性疼痛的

小鼠模型中，SZV1287 显著抑制了由 TRPV1 活化

诱导的急性化学感受性痛觉过敏。在野生型小鼠

和 TRPV1 基因敲除小鼠的对照实验中，野生型坐

骨神经结扎的小鼠在 SZV1287 给药 7 天后，有半

数小鼠神经性痛阈显著降低，而在基因敲除小鼠

中未观察到该现象。上述研究结果说明 SZV1287
不仅通过抑制 SSAO减少组织激活物的产生，同时

也可抑制 TRPV1 的作用，使之成为新型镇痛药的

热门研究对象［22］。

2.8 针对 TRPV1的小分子RNA
小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）

是长度在 20~50个核苷酸的 RNA链，通过 RNA干

扰，与宿主细胞的mRNA互补结合并使之降解，从

而抑制宿主基因的表达。在动物试验中，研究者

通过单侧坐骨神经慢性压迫损伤（CCI：Chronic
constriction injury）构建出神经病理性疼痛大鼠模

型，与对照组对比，CCI 诱导的大鼠模型对机械刺

激和热刺激的敏感性均明显升高。并通过蛋白质

检测发现 TRPV1 蛋白在前扣带回皮质、背角和背

根节的表达明显增强。给实验组神经病理性疼痛
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模型大鼠鞘内注射靶向 TRPV1 的 siRNA 载体，结

果表明，实验组大鼠的冷刺激诱导的痛觉明显减

少，对照组结果无明显改变。同时，研究者同时检

测了脊髓背角中细胞外信号调节激（Extracellular
signal⁃regulated kinases，ERK）、钙调素依赖性激酶

（CaM⁃dependent kinases，CaMKs）水平。先前已经

有证据证实 ERK磷酸化后在神经元可塑性和痛觉

加工过程中起着重要的作用，而 CaMKs参与 ERK
激活［4］，从而参与疼痛产生的过程。在CCI大鼠模

型中，CaMKII、ERK磷酸化作用两者均升高，通过

TRPV1siRNA 下调脊髓 TRPV1 蛋白的表达后，脊

髓 TRPV1 和 CaMKII 的表达减低，ERK 的磷酸化

作用也减少，提示 TRPV1siRNA 介导的止痛作用

可能与下调 CaMKII 表达和减少 ERK 的磷酸化有

关：TRPV1siRNA可降低脊髓 TRPV1和CaMKII的
表达，减少 ERK的磷酸化，从而产生镇痛作用［23］。

短发夹 RNA（short⁃hairpin RNA，shRNA）是设

计为能够形成发夹结构的非编码小 RNA 分子，可

通过 RNA 干扰来抑制基因的表达。Hirai 等［24］将

编码 TRPV1的 siRNA与腺病毒相关血清型 9（ade⁃
noassociated virus serotype 9，AAV9）编码的 shRNA
进行重组，得到靶向 TRPV1的AAV9载体（AAV9⁃
shTRPV1），将其向神选择性神经损伤（spared
nerve injury，SNI）模 型 小 鼠 鞘 内 给 药 来 研 究

TRPV1 在神经病理性疼痛中的作用以及 shRNA
的镇痛作用。实验结果显示治疗后给予实验组和

对照组 SNI 小鼠机械性、寒冷和温度刺激时，

AAV9⁃shTRPV1 处理组在治疗后第 10 天至第 28
天对 50℃温度刺激的痛觉潜伏期显著增加，其他

两种刺激两组无显著差别。在注射 4周后，AAV9⁃
shTRPV1 处理组小鼠的 DRG 中的 TRPV1 表达水

平降低约 55%，在腰髓中降低约 95%。该研究结

果既证实 TRPV1在神经病理性疼痛中起着关键作

用，也表明AAV9⁃shTRPV1的热镇痛作用，在实验

过程中未观察到明显副作用。

除了靶向 TRPV1 的 siRNA、shRNA 有较明显

的镇痛作用，也有研究证明靶向长链非编码 RNA
（long noncoding RNAs，lncRNA）的 siRNA 可以通

过 TRPV1 途径产生镇痛的作用［25］。Lnc RNAs 是
RNA 聚合酶 II 转录的副产物，目前对 lnc RNA 的

研究还不清楚，可能在细胞内许多重要调控过程

中发挥作用。Lnc RNA BC168687 是 lnc RNAs 分
子之一，具体作用还不清楚，但有 Liu 等［25］通过实

验发现在糖尿病性神经性疼痛（Diabetic neuropath⁃
ic pain，DNP）的大鼠 DRG 中，lnc RNA BC168687
的表达水平明显增高。Liu 等［26］通过动物实验发

现，lnc RNA BC168687 siRNA 能够明显提高 DNP
大鼠的机械刺激缩足阈值（mechanical withdrawal
thresholds，MWT）和延长热刺激缩足潜伏期（ther⁃
mal withdrawal latencies，TWL），能 够 抑 制 大 鼠

DRG中 TRPV1 mRNA的表达，同时也明显降低大

鼠DRG中 TRPV1受体。

2.8 锌（zinc）
锌是一种过渡金属，在临床上常作为抗炎剂

被使用。已有临床实验结果表明口服硫酸锌能明显

降低青少年女性原发性痛经［27］。锌存在于脊髓和

DRG神经元中，通过动物实验发现，减少脊髓DRG
中的锌，会使小鼠的神经性疼痛明显增加［28］。化学

疗法诱导的周围神经病变（chemotherapy⁃induced
peripheral neuropathy，CIPN）是癌症化疗后常见的

剂量依赖性不良反应，且缺乏有效的治疗。

3 结论与展望

神经病理性疼痛是指由躯体感觉系统的损害

或疾病导致的疼痛，主要症状是异常自发性疼痛、

痛觉过敏和痛觉过敏等。目前用于神经病理性疼

痛治疗的药物有限，作用局限，很多患者为此忍受

痛苦进而影响生活质量。研究出靶向神经病理性

疼痛的药物迫在眉睫。

TRPV1 是一种非选择性阳离子通道，可以被

多种内源性或外源性物质激活。该通道的激活与

炎症和疼痛相关，尽管 TRPV1 参与疼痛产生的具

体机制尚未阐明，有实验证据表明 TRPV1 通过激

活钙调素依赖性激酶，引起细胞中细胞外信号调

节激磷酸化作用增强，进而参与神经病理性疼痛

发生和维持的过程。但是这些发现也不排除其他

信号分子参与这一过程。一系列 TRPV1抑制剂如

2⁃（3⁃氟⁃4⁃甲基磺酰基氨基苯基）丙酰胺、二烯酰

胺、α⁃菠菜甾醇、SZV 1287、针对 TRPV1 的小分子

RNA（包括 siRNA、shRNA、lncRNA）、zinc 在细胞

水平和动物模型上显示出较好的神经病理性疼痛

治疗的作用。然而真正进入临床阶段的药物还是

很少。因为现有研究结果证实 TRPV1抑制剂也有

局限性，主要在于两个副作用：意外烧伤和高温。

许多 TRPV1抑制剂因为引起患者高体温而被终止

临床试验，有研究者建议通过服用普通退热药如
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对乙酰氨基酚来控制体温，但更有效的方法应该

是我们医学工作者通过化学修饰来减少这些化合

物产生的高温的副作用。这说明通过进一步优化

TRPV1 抑制剂的效能、物理性质、化学结构，对于

TRPV1抑制剂用于靶向治疗神经病理性疼痛在不

久的将来成为有潜力的治疗剂具有重大意义。
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·专家风采· 实验室巡礼

夏明， 1977年 6月出生，2008年 7月毕业于山

东大学，获耳鼻咽喉科学博士学位。2017年 5月美
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为山东省泰山学者青年专家。

现任山东省立医院耳鼻咽喉头颈外科研究员、

山东大学博士生导师，国家卫健委耳鼻咽喉头颈科

学重点实验室副主任。社会学术兼职：山东省医师

协会睡眠协会副主任委员，中华中西医结合学会耳

鼻咽喉-头颈外科分会青年委员，山东省健康管理

学会耳鼻咽喉健康管理分会委员。担任 BBRC，Inflammation，Sci Rep，Plos One等期刊的

审稿人。

夏明教授长期从事鼻黏膜炎症疾病的教学及研究，在 慢性鼻-鼻窦炎、变应性鼻炎的

主动靶向纳米药物递送系统的研究方面形成一定的特色和创新优势。主持课国家自然科

学基金，山东省泰山学者青年专家计划，山东省重点研发计划，山东省中青年科学家资助

项目，共 6项。获山东省科技进步奖二等奖意向，三等奖一项。共发表 SCI 论文 20余篇，

其中 SCI收录 10余篇（Journal of Controlled Release，Int J Pharm，BBRC，Sci Rep，Inflamma⁃

tion等），总 IF=76.7，他引 167次。申请发明专利 2项，副主编专著一部，培养及协助培养博

士后 1名，博士 4名，硕士 6名。

山东省立医院病理科始建于 1957年，经过半个多世纪的积淀和不断的发展，已成为集病理诊断、教

学、科研为一体的大型病理诊断机构。科室仪器设备先进，技术力量雄厚，开展常规石蜡切片、快速冷冻

切片、特殊染色、免疫组织化学、FISH、分子病理检测等病理技术项目，年外检病例达 40 000余例，年会诊

量 4 000多例，病理技术和病理诊断水平在省内名列前茅。科室人员结构合理，力量雄厚，现有工作人员

48名，其中主任医师 5人，副主任医师 5人，主治医师 8人，副主任技师 1人，其中博士 13人，硕士 4人。

科室是卫生部认证的肿瘤病理省级远程会诊中心试点单位。“十二五”期间共参与远程会诊 1 000余

例，专家远程讲课 80课时。病理远程会诊及授课，有助于实现病理学资源、知名病理专家资源、病理学科

技成果信息资源共享，对提高县、市级医院病理诊断水平，降低病人医疗费用开支有重要的作用，有助于

解决老百姓“看病难、看病贵”的问题。

科室是国家卫生计生委批准的第一批住院医师规范化培训基地。招生对象是拟从事临床医疗工作

的高等医学院校医学类专业本科及以上学历毕业生，或已从事临床医疗工作并取得执业医师资格证书，

需要接受培训的人员。招生对象的身份有单位委派人员、面向社会招收人员和专业学位研究生三类。

学员在科室将直接参与一线实践工作并通过参加各层次讲座和学术活动，理论结合实践，以期经过三年的

系统培训能够掌握正确的临床工作方法，能够处理医院病理科日常业务，解决病理实践中遇到的一般问

题，培养对科学研究和亚专业发展的兴趣。住院医师在接受规范化培训过程中将参加本院培训基地组织

的考核，待培训结束时参加全省统一的结业考核，考核合格者将获得全国统一的《住院医师规范化培训合

格证书》。目前在科室已经完成规范化培训的病理专业学员 9名，目前在培学员 12名，包括外院 3人。

近 10年来，科室坚持每年承办一项国家级继续医学教育项目，对促进下级医院病理科理论水平和诊

断水平具有重要作用。科室还常年担任基层医院病理科医生的进修培训工作，先后培训省内外病理医

师 60余人。

病理科在HE染色、免疫组化、ARMS法 PCR、病理诊断等项目室内质量控制管理方面进行了积极地

探索，建立并不断完善各项质量控制方案，促进质量管理的持续改进，更好地为病理诊断提供技术保

障。尤其科室开展了荧光原位杂

交技术（FISH）技术检测乳腺癌和

胃癌的 HER⁃2 基因扩增、鼻咽癌

和淋巴瘤的 EB 病毒感染，肺癌、

结肠癌 EGFR、ALK、KRAS 等基

因突变，为这些肿瘤的临床诊断

和靶向治疗提供了分子学依据，

收到良好的社会效益。此外，科

室积极参加国内病理室间质控活

动，检测等指标质控成绩优良。

这标志着本院病理科技术人员和

诊断医师在乳腺癌、胃癌 HER⁃2
免疫组化染色水平和评分准确性

及 EGFR 突变检测的准确性方面

均达到国家标准。

山东省立医院病理科夏明



地 址：广州市科学城荔枝山路6号

稿 件 查 询：020-32290789转206

其它业务查询：020-32290789转201

投稿网址：http：//yxyq.cbpt.cnki.net

业务查询邮箱：jmdt@vip.163.com

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

家庭医生》杂志社有限公司主办，中山大学达安基因股份有限公司承办的面向

国内外公开发行的分子医学权威性刊物，也是我国第一份以分子诊断与治疗学

科为主要内容的分子医学专业学术期刊。本刊以传播分子医学理念、报道分子

医学前沿、倡导分子医学创新、促进分子医学进步为办刊宗旨。主要刊登我国

医学分子诊断和分子治疗相关领域中的基础理论研究、临床实践和技术方法的

最新研究成果以及国内分子医学新技术、新理论和新进展等方面的文章。目前

有编委及审稿专家 80 余人。在编委会和审稿专家及编辑部的共同努力下，

于 2016 年被收录为“中国科技核心期刊”（中国科技论文统计源期刊）。

目前有“述评”、“论著”、“综述”、“前沿进展”、“专家笔谈”、“讲座”、

“动态”和“专栏”等栏目。涵盖基因诊断、免疫诊断、核酸分子诊断、蛋白分

子诊断、信号分子诊断、分子影像诊断、诊断仪器应用、基因治疗、核酸分子治

疗、蛋白分子治疗等内容。
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图（P580） 不同子宫内膜组织的HE染色（×40）
Figure（P580） HE staining in different endometrial tissues（×40）




