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①、②、③分别代表 TT、CT、CC基因型，箭头所示位置为基因突变位点

图（P162） miR⁃196a2 T>C（rs11614913）测序图

Figure（P162） Sequencing map of miR⁃196a2 gene rs11614913 T>C polymorphism
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•述 评•

作者单位：海军总医院检验科，北京 100048
★通讯作者：郭建巍，E⁃mail：jwkuo@sohu.com

EB 病毒（epstein⁃barr virus，EBV）即人类疱疹

病毒Ⅳ型（human herpesvirus type 4），是一种常见

的人类疱疹病毒。EBV初次感染后就终生定居在

B细胞中。据文献报道，约 90%以上的成人 EB 病

毒血清学反应阳性，提示在儿童或青少年时感染

过 EB病毒［1］。

近年来大量研究证明，EBV与人群鼻咽癌、何

杰金病、T/NK 细胞淋巴瘤（T/Natural killer cell
lymphoma）、Burkitt 淋巴瘤（Burkitt’s lymphoma）、

乳腺癌、胃癌等多种恶性肿瘤发生、发展相关，还

与免疫抑制剂使用患者和多种免疫缺陷性疾病患

者移植后淋巴细胞增殖性异常（post ⁃ transplant
lymphoproliferative disorders，PTLD）、移植后平滑

肌肿瘤、获得性免疫缺陷综合症（acquired immune
deficiency syndrome，AIDS）相关性淋巴瘤、多发性

硬化、原发性中枢神经系统淋巴瘤或平滑肌肉瘤

密切相关［2-7］。由于 EBV广泛的疾病谱，EBV已成

为许多学者研究和关注的焦点。

在 EBV 感染的临床诊断中，临床医生必须要

弄清楚几个问题：患者是否感染 EBV？EBV 感染

处于什么时相？是否为 EBV的活动性感染？所患

疾病是否与 EBV感染相关？只有弄清楚了这几个

问题，才能对 EBV 相关疾病的诊疗有一个全面而

整体的认识，才好有的放矢、对症治疗。而要回答

这些问题，就必须要了解 EBV 的生物学特性及其

特殊的感染形式。本文就 EBV生物学特性及感染

方式、EBV感染类型及免疫相关指标、感染后的实

验诊断指标、核酸检测标本类型的选择、标准化等

问题进行讨论，以期为 EBV 感染相关疾病的诊断

和预后评判提供科学依据（表 1）［8］。

EB病毒感染的核酸检测：标本类型的选择

郭建巍★

［摘 要］ 近年来的研究表明，EB 病毒（epstein⁃barr virus，EBV）感染与多种疾病的发生有密切的

关系。由于 EB病毒独特的感染方式，其实验室诊断特别是核酸检测显得尤为重要。本文就 EB病毒的

生物学特性、感染方式、抗体产生，特别是核酸检测中标本类型的选择、标准化以及未来的检测方向等问

题进行了述评和展望，以期为 EB病毒感染相关疾病的诊断和预后评判提供更准确的核酸检测结果。

［关键词］ EB病毒；标本；血浆；外周血单个核细胞

What kind of specimen is used for epstein⁃barr virus nucleic acid detection
GUO Jianwei★

（Clinical Laboratory，Navy General Hospital，Beijing，China，100048）

［ABSTRACT］ In recent years，many researchers have demonstrated that epstein ⁃ barr virus（EBV）
infections are associated with a broad spectrum of diseases. Due to the unique mode of infection by EBV，

nucleic acid detection appears to be particularly important. In this review article，the biological characteristics，
infection modes，and production of antibodies of epstein⁃barr virus will be discussed，as well as the suitable
type of specimens，standardization and future development direction of nucleic acid detection methods in an
effort to supply more accurate results for diagnosis and prognostic evaluation of EBV⁃associated diseases.

［KEY WORDS］ Epstein⁃barr virus；Specimen；Plasma；Peripheral blood mononuclear cells

·· 145
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1 EBV生物学特性及感染方式

EBV是线性双链嗜 B细胞DNA病毒，基因组

长 172 kb，包括编码衣壳抗原（viral capsid anti⁃
gen，VCA）、早期抗原（early antigen，EA）和核抗

原（nuclear antigen，NA）的基因。EBV基因组大部

分是相同的，在编码 EBV 核抗原（EBV nuclear an⁃
tigen，EBNA）2，EBNA 3A，EBNA 3B 及 EBNA 3C
的基因亚型中存在一些等位基因多态性的亚型，

Ⅰ型在西方国家和东南亚居多，非洲地区Ⅰ型和

Ⅱ型同时存在。

人是 EBV 感染的惟一宿主，由于 B 细胞表面

有 EBV 受体分化群抗原 21（cluster of differentia⁃
tion antigen，CD21）分子，EBV 能直接感染侵入 B
细胞并使其永生化，或以郎罕氏细胞介导的方式

感染口咽部上皮细胞，入血后再感染 B 淋巴细

胞。由于绝大多数上皮细胞缺少 CD21分子，EBV
侵入上皮细胞的机制要比侵入 B细胞复杂。一般

认为 EBV 原发性感染发生在口腔，口咽部上皮细

胞和 B细胞为 EBV 主要宿主细胞，EBV 也可感染

T 细胞、NK 细胞、平滑肌细胞和滤泡树突状细胞

等。根据 EBV 感染时间和 EBV 感染后产生的特

感染性疾病

传染性单核细胞增多症

EB 病毒相关的嗜血细胞综

合征

慢性活动性 EB病毒感染

免疫性疾病

鼻咽癌

鼻腔 T/NK细胞淋巴瘤

何杰金淋巴瘤

非B细胞何杰金淋巴瘤

免疫缺陷性疾病

移植受者及移植后淋巴细胞

增生性疾病

AIDS相关性淋巴瘤

AIDS相关性原发性中枢神经

系统淋巴瘤

X-连锁淋巴细胞增生性疾病

全血

--

+

++

++

血浆/
血清

++

++

++

++

++

++

+

+/-

+/-

--

++

外周血单个

核细胞

--

++

--

+

+

+/-

--

脑脊液

++

临床应用

原发性感染、病毒的复活、辅助诊断及与

疾病严重程度密切相关的判断

诊断及疗效评估

PBMC 用于诊断；疾病的严重程度及预

后评估

治疗反应性、预后及生存评估；肿瘤复发

评估

疾病状态及预后评估；监测反应及复发

治疗反应性及预后评估

诊断、预后评估及随访

指导免疫抑制治疗；预测及指示 PTLD；

评估 PTLD 对治疗的反应性；检测 EBV
的复活；预防移植物抗宿主病；预防移植

排斥

EBV 载量检测的作用不清；治疗反应性

及预后评估；系统性 B 细胞淋巴瘤进展

评估

诊断

检测 EBV 原发性感染；嗜血淋巴组织细

胞增生症和 PTLD 至少每 6 个月进行一

次检测

表 1 EBV相关性疾病核酸检测建议使用的标本类型［8］

Table 1 Suitable type of specimens preferred in nucleic acid detections in different epstein⁃barr virus⁃associated diseases［8］

+：文献支持使用此标本；++：推荐使用此标本；+/-：报道不一；--：未见文献报道
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异性抗体谱，可将 EBV的感染分为原发感染、潜伏

和激活 3种类型。

EBV 通过病毒包膜糖蛋白 gp350 与 B 细胞表

面 CD21 分子结合，接着 EBV gp42 与 B 细胞上人

白细胞抗原Ⅱ类分子（human leucocyte antigen Ⅱ，

HLA⁃Ⅱ）结合而促进膜融合，EBV 进入 B 细胞并

扩增，表达病毒特异性抗原分子，诱导机体免疫

应答，活化 NK 细胞，诱导产生 EBV 特异性细胞

毒 T 细胞（EBV⁃specific cytotoxic T lymphocytes，
CTL），抑制并最终清除 EBV 阳性 B 细胞。EBV
原发感染消退快，仅于部分记忆性 B 细胞内建立

持续甚至终身性潜伏，因此传染性单核细胞增多

症（infectious mononucleosis，IM）［9］一般呈良性自

限性，IM 发病过程是机体免疫控制 EBV 的结果。

急性感染痊愈后的个体内有百万分之一的 B细胞

会携带有 EBV基因组，这也是 EBV感染的一个重

要特性。

2 EBV感染类型及免疫相关指标

EBV 原发感染后，体内首先出现 EBV 衣壳

抗 原 特 异 性 IgM 抗 体（viral capsid antigen IgM
antibody，VCA⁃IgM），随后出现 EBV 衣壳抗原特

异性 IgG 抗体（viral capsid antigen IgM antibody，
VCA⁃IgG），急性感染的晚期出现抗早期抗原

（early angtigen，EA）抗体，而EBNA IgG抗体阴性。

在潜伏期，多数细胞中的 EBV 基因组处于潜

伏状态，此时细胞只合成 EBNA、EB病毒编码的小

RNA（EBV encoded small RNA，EBER）和潜伏膜

蛋白（latent membrane protein，LMP），包括 EBNA
1 ⁃ 2，EBNA 3A ⁃ 3C，EBER1，EBER2，LMP1 及

LMP2A。处于潜伏期的 EBV并不复制，绝大多数

存在于记忆性 B 细胞上，被感染的记忆性 B 细胞

进入外周血循环时血中可检测到病毒。目前认为

有 5种 EBV 感染类型，即溶解型、0型、Ⅰ型、Ⅱ型

和Ⅲ型。不同的感染类型与不同的临床疾病密切

相关。在溶解型中，被感染的细胞为淋巴组织中

的浆细胞，浆细胞被感染后，EBV 在浆细胞中复

制，表达溶解基因，导致 EBV 复活，最后导致细胞

的溶解；0型指 EBV感染处于潜伏状态，被感染的

细胞为外周血记忆细胞，处于 0 型感染的 EBV 在

患者体内终生存在，此型感染属于 EBV 健康携带

者；在Ⅰ型潜伏感染中，被感染的细胞为外周血记

忆细胞，主要见于 Burkitt 淋巴瘤细胞，EBNA 只表

达 EBNA1 基因；在Ⅱ型潜伏感染中，被感染的细

胞为淋巴组织中的生发中心细胞，Ⅱ型潜伏感染

与鼻咽癌、NK 细胞淋巴瘤和何杰金病有关，此时

病毒处于沉默期，被感染细胞中出现 EBNA1 及

LMP1 /2A 等病毒产物；在Ⅲ型潜伏感染中，被感

染细胞为淋巴组织中的幼稚细胞，表达 EBNA1，
EBNA2，EBNA3A⁃C，EBNA⁃LP，LMP1，LMP2A+B等

基因，活化 B细胞，在急性传染性单核细胞增多或

移植后淋巴细胞增生性异常患者中可观察到Ⅲ型

潜伏感染。

EBV 原发感染 4~6 个月后体内检测到的抗体

主要为 IgG型抗体，代表性抗体为VCA⁃IgG和 EB⁃
NA⁃IgG［10］，EBV 既往感染表明曾经发生 EBV 感

染，但目前无活动性 EBV 感染的临床表现和实验

室证据。免疫功能正常，EBNA⁃IgG抗体阳性者如

EA抗体滴度显著高，一般表明存在 EBV感染激活

或再燃。EBV原发感染后，部分感染者特异性 EA
抗体可能持续数年而并无临床症状，因此，是否

存在活动性 EBV 感染相关临床表现也是诊断

EBV感染激活的重要依据。 此时如果动态检测血

液中的 EBV核酸将对疾病的诊断及转归判断提供

重要依据。

3 EBV感染后的实验诊断指标

可以说机体的免疫功能状况是决定 EBV潜伏

感染状态和 EBV相关疾病发生乃至发展的重要因

素。被感染的 B 细胞偶尔会受到刺激而重新激

活，激活的病毒可再感染新的 B细胞和上皮细胞，

使处于潜伏状态下的 EBV 再次激活并大量复

制，导致 IM 症状持续存在或退而复现称为慢性

活动性 EBV 感染（chronic active EBV infection，
CAEBV）。EBV 感染 T/NK 细胞并造成其克隆性

增生且不能产生足够的 CTL可能是其发病的主要

原因。目前对病毒再激活的分子机制目前仍无清

晰的认识。深入了解每种基因产物在 EBV相关疾

病发病中作用会帮助临床医生制定出更多合理、

有效的预防及治疗策略。

目前常用的用于 EBV感染的实验室指标有嗜

异性抗体检测、血液细胞分析即血常规、异型淋巴

细胞分型、EBV 特异性抗体检测及分型、EB 病毒

核酸定量和 EBER 原位杂交。EBER 已成为组织

和细胞中 EBV 检测的金标准，并广泛应用于临床

病理学诊断。荧光定量 PCR（fluorescent quantita⁃
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tive polymerase chain reaction，FQ⁃PCR）可用于定

量检测体液及组织样本中的 EBV 拷贝数，特别适

用于移植病人 EBV 相关疾病的感染监测；通过检

测脑脊髓液中的 EBV核酸可诊断中枢神经系统是

否有 EBV 感染；对非典型临床症状患者或嗜异凝

集试验阴性的 IM 幼儿通过 EBV 核酸定量可做出

实验室诊断；通过 EBV核酸定量可评价抗 EBV治

疗的疗效；检测血浆中 EBV 核酸水平对鼻咽癌的

的诊断、转移、复发和预后判断均有重要意义［10］。

4 EBV核酸检测标本类型的选择

关于血液中 EBV检测标本类型的选择有许多

争议，其焦点来源于 EBV 在血浆中拷贝数比在全

血样本中的拷贝数低 10~100倍，因此多数人还是

倾向于全血。近年来，荧光定量 PCR 已广泛应用

于 EBV感染的实验室诊断［11］，也是 EBV核酸定量

的金标准，目前至少有 10 种不同的荧光定量 PCR
商用试剂在中国、美国和欧洲等国家和地区使

用［12］，除在鼻咽癌的诊断中 EBV DNA有一定的缺

陷外，在其他感染性疾病的诊断中均发挥了重要

的作用。

一般来说，外周血中的 EBV DNA可以溶解的

线型或游离循环 DNA 形式出现，线型的 DNA 在

EBV 重新活化、伴随着宿主细胞溶解和产生病毒

体时均可在血液中检测到，游离的 DNA在潜伏感

染的 B 细胞中也可检测到。此外，凋亡的肿瘤细

胞释放的裸露的无细胞 EBV DNA 也可在外周血

中检测到。在 EBV 重新激活时释放病毒，此时要

检测血清或血浆，因为其包含与细胞无关的DNA，

如果要检测全血中与细胞相关 DNA 的话要选择

外周血单个核细胞或B细胞作为首选标本。

关于在荧光定量 PCR检测中如何选择合适的

标本，表 1 根据不同疾病列出了 EBV 核酸定量中

可供临床选择的适宜标本类型［8］。表中对各类疾

病中最合适的标本类型进行了推荐，但由于 EBV
的特殊性，在 EBV 相关疾病的检测中标本选择目

前仍不能做到唯一和绝对。通常情况下，外周血

单个核细胞（peripheral blood mononuclear cells，
PBMC）中的 EBV 载量检测更加精确，因为它是 B
细胞的在血液中停留的重要地方。对移植患者，

检测全血中 EBV的核酸定量与 PBMC中核酸定量

同样有效，这样就可以避免了核酸定量检测中由

于提取 PBMC产生的花费与更长等待时间。也许

这个模式也可用于其它 EBV相关疾病的核酸检测

中，如鼻咽癌、T/NK 细胞淋巴瘤、何杰金病、B 细

胞非何杰金淋巴瘤（B cell non ⁃hodgkin lympho⁃
mas，B⁃NHL），因为这些疾病中病毒并不能从凋亡

的肿瘤细胞中释放出来，而这些疾病目前还推荐

用血浆进行 EBV核酸的定量检测。对移植相关疾

病，EBV的核酸定量显得非常必要，为提高检测的

敏感性和特异性，对 PTLD 病人还要结合 EBV 特

异性细胞免疫来进行综合判断［13- 15］，这对区别

PTLD 复发和区分 EBV 感染后的慢性高病毒载量

（chronic high viral loads，CHVL）具有重要意义。

目前的临床实践中我们更倾向于使用 PBMC和血

浆中的 EBV 核酸定量结果来指导临床诊疗［16］，从

这 2 种类型标本的检测结果还可以推算出全血中

的 EBV浓度，因此具有更高的实用价值。

5 EBV核酸检测的标准化

在荧光定量 PCR 检测 EBV 核酸定量中，还有

一个亟待解决的重要问题就是定量的标准化。目

前评估病毒载量的单位有全血和血浆中 copies/
mL、DNA 中 copies/μg 和 copies/每个细胞，国内大

多数实验室用全血和血浆中 IU/mL、copies/mL 来

表示。如果统一使用国际单位及标准，就可使实

验室内部的比较更加有效，疾病的诊断、预后判断

及预先治疗就有了统一的标准。虽然有许多学者

在这方面做了大量工作，并成立了专门的国际组

织，但由于不同的厂家使用的 EBV 靶序列区域不

同、引物和探针不同，导致扩增的效率也不同；此

外，不同 EBV 基因组中重复序列不同，不同 EBV
相关疾病中 EBV表达方式也不同，因此 EBV核酸

定量的标准化仍有一定的难度［17］。为了保证精确

的定量，有学者推荐在核酸定量中设计引物和探

针时，要使用 EBV中的单个高度保守区域，不建议

使用 BamHI⁃W 区域，如 EBNA1 和 BALF⁃5基因的

BamHI⁃K 区域［18］。从 2015 年开始卫生部临床检

验中心增加了巨细胞病毒核酸检测的室间质评工

作，明确以 IU/mL 作为结果的表示方法。提示卫

生部临床检验中心对国内临床实验室 EBV核酸检

测的质量控制及标准化监管指日可待。

6 EBV核酸检测的展望

未来 EBV 的核酸定量中将会增加数字 PCR
技术［19］。数字 PCR通过计数单个分子从而实现绝
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对定量，它采用直接计数目标分子数而不依靠任

何校准物及内标与外标，更容易实现检测中的质

量控制和标准化。数字 PCR 在进行扩增反应前，

将含有 DNA 模板的 PCR 溶液稀释后分布到独立

反应室，在微流控芯片上单分子间通过稀释分

离，独自进行 PCR 扩增，最后分析每个扩增产

物。数字 PCR 操作方便、特异性强、灵敏度高、检

测通量高，已成为分子生物学研究中的重要手

段。与传统荧光定量 PCR 相比，除检测范围较窄

的缺点外，数字 PCR 更加精确，可以检测更低拷

贝数的目标 DNA分子，同时还可以研究基因序列

的变化，可为下一代测序定向克隆扩增出样本中

的 DNA 分子，并实现病毒分子的绝对定量。在

EBV 的核酸检测中如果将数字 PCR 技术和荧光

定量 PCR 技术配合使用，可以扬长避短，必将为

EBV 相关疾病的临床诊断提供更加准确和可靠

的实验室结果。
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Ⅰ型神经纤维瘤病（neurofibromatosis type 1，
NF1）（MIM#162200）是源于神经嵴细胞分化异常

而导致多系统损害的常染色体显性遗传病，患病

率约为 1/2 500~1/3 000［1］。该病的临床表现为皮

肤咖啡牛奶斑、雀斑、多发神经纤维瘤、虹膜 Lisch

结节、虹膜错构瘤、神经胶质瘤、骨骼异常等［2］。美

国国立卫生研究院（National Institutes of Health，
NIH）于 1988年提出了NF1的临床诊断标准，包括

其中 2 项或 2 项以上即可诊断为 NF1［3］。该病是

由于Ⅰ型神经纤维瘤蛋白基因（neurofibromin 1，

一例 Ⅰ型神经纤维瘤病患者的NF1突变检测及家系
分析

过丹丹 1 卢鑫鑫 1 黄肖利 2 陈喜军 2 张彪 1 郑佳莹 1 伍严安 1，2★

［摘 要］ 目的 对 1例临床拟诊为Ⅰ型神经纤维瘤病（neurofibromatosis type 1，NF1）患者进行致

病基因突变研究。 方法 提取先证者及其家系成员外周全血基因组DNA，通过目标捕获二代测序技

术（targeted next ⁃generation sequencing，TNGS）对先证者Ⅰ型神经纤维瘤蛋白基因（neurofibromin 1，
NF1）的全部编码区外显子及其侧翼序列进行高通量测序检测可疑突变，并用 Sanger 测序法进一步验

证；对其家系成员 NF1 相同突变位点进行 Sanger 测序检测。 结果 基因检测发现先证者 NF1 第 45
号外显子 1 个已知致病突变 c.6790_6791insA（p.Tyr2264Ter），有类似临床表现的父亲和姐姐检出相同

突变，表型正常的母亲和妻子未检测到此突变，其 4 岁儿子也检测出该突变。 结论 NF1的 c.6790_
6791insA（p.Tyr2264Ter）突变存在与该家系NF1的发病密切相关。

［关键词］ 突变检测；Ⅰ型神经纤维瘤病；NF1基因；目标捕获二代测序

NF1 mutation detection and pedigree analysis in a patient with neurofibromatosis type 1
GUO Dandan1，LU Xinxin1，HUANG Xiaoli2，CHEN Xijun2，ZHANG Biao1，ZHENG Jiaying1，WU Yanan1，2★

（1. Provincial Clinical Medical College，Fujian Medical University，Fuzhou，Fujian，China，350004；
2. Department of Clinical Laboratory，Fujian Provincial Hospital，Fuzhou，Fujian，China，350001）

［ABSTRACT］ Objective To identify the genetic ecology in a patient with neurofibromatosis type 1
（NF1）. Methods The genomic DNA was extracted from peripheral blood of the proband and his family
members. All coding exons and the flanking sequences of neurofibromin 1（NF1） from the proband were
screened by targeted next⁃generation sequencing（TNGS），the suspected mutation was validated by Sanger
sequencing. Finally，the same mutation site was detected in his family members by Sanger sequencing.
Results A known pathogenic mutation c.6790_6791insA（p.Tyr2264Ter）was identified in the exon 45 of
NF1 in the proband，his father and sister had similar clinical manifestations，but his mother and wife were
asymptomatic. The same mutation was also detected in his 4 ⁃ year ⁃ old son. Conclusion The mutation
ofc.6790_6791insA（p.Tyr2264Ter）is closely related to the pathogenesis of the NF1 family.

［KEY WORDS］ Mutation detection；Neurofibromatosis type 1；NF1 gene；Targeted next⁃generation
sequencing
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NF1）（MIM#613113）突变及表达异常所致［4-5］。本

研究用目标捕获二代测序技术（targeted next⁃gen⁃
eration sequencing，TNGS）对一个 NF1 家系进行

NF1突变的检测。

1 材料与方法

1.1 研究对象

先证者，男，32 岁，汉族，于 2015 年因全身皮

肤多发性结节到福建省立医院皮肤科就诊，按照

NIH的诊断标准拟诊为NF1。先证者的母亲、妻子

表型正常，父亲和姐姐均有类似的皮肤表现。有

一 4岁儿子。家系图见图 1。

1.2 方法

1.2.1 基因组DNA抽提

获得研究对象知情同意后，抽取该先证者、父

母、姐姐、妻子及儿子的外周静脉血 2 mL，均用

EDTA抗凝。用QIAamp DNA Blood Mini Kit（Qia⁃
gen，德国）抽提全血基因组 DNA。检测所提取

DNA的浓度及纯度，质控标准为：DNA浓度＞100
ng/μL，总量＞5 μg，A260/A280 比值范围在 1.8~
2.0之间。

1.2.2 TNGS及数据处理

检测先证者合格的 1 μg基因组 DNA，使用超

声波仪（Covaris S2，美国）进行随机打断，产生

200~250 bp的随机片段。在片段两端加接头，进行

文库构建。使用定制的 2.1 M 芯片（customized
capture array）（Roche NimbleGen，美国）进行目标

序列捕获。该芯片已经过大规模平行测序（mas⁃
sive parallel sequence，MPS）应用，显示有良好的

敏感性和检测效率［6］。该芯片基因检测的目标区

域捕获范围包括 NF1 全部外显子区域及其邻近

10 bp 的 侧 翼 区 。 富 集 的 DNA 库 在 Illumina
HiSeq2000 测序平台上进行扩增并高通量测序。

分别用 SOAPsnp软件和 Samtools分析单碱基变异

和插入/缺失。建库、杂交、测序、序列比对及基因

拷贝数变异分析的方法都与之前文章方法一

致［6- 7］。通过国际千人基因组计划（the 1000 ge⁃
nome project）、NCBI 单核苷酸多态性数据库（NC⁃
BI dbSNP）、华大基因组数据库（BGI⁃DB）、人类基

因 突 变 协 会（Human Genome Variation Society，
HGVS）命名规则、人类基因突变数据库（the hu⁃
man gene mutation database，HGMD）等数据库，明

确是否存在突变及其性质。

1.2.3 Sanger测序验证

采用常规 Sanger 测序方法对先证者二代测序

检出的可疑突变所在外显子区域进行测序验证。

使用 Primer Premier 5.0软件进行引物设计，由南京

金斯瑞生物科技有限公司合成。第 45号外显子的

上游引物序列：5′⁃CCGAGATTCAGTTTAGGAGT⁃
TA⁃3′；下游引物序列：5′⁃CGCTTGAGAACATAC⁃
TATCCAT⁃3′，产物片段大小为 376 bp。PCR反应

体系：10×ExTaq buffer（Mg2+ Plus）5 μL、2.5 mmol/L
dNTP 4 μL、20 μmol/L 上下游引物各 2 μL、DNA
模板 2 μL、ExTaq DNA 聚合酶 0.25 μL（TaKaRa，
日本），去离子水补足至 50 μL。用 TP600PCR 仪

（TaKaRa，日本）进行 PCR 反应。PCR 反应条件：

95℃预变性 10 min；95℃变性 30 s，59℃退火 30 s，
72℃延伸 50 s，共 36 个循环；72℃延伸 10 min。取

2.5 μL 产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳，对电泳显示

在相应位置为清晰单一条带的 PCR 产物，用

ABI3730 测序仪（ABI，美国）进行 DNA 双向测

序。用同样方法对先证者父母、姐姐、妻子及儿子

进行 45号外显子的 Sanger测序。

2 结果

2.1 临床特征

先证者自出生时即在躯干四肢发现几处褐色

斑，随着年龄的增长，褐色斑逐渐增多增大，部分

斑面增大发展为褐色斑片。青春期时，全身皮肤

出现大量大小不一，呈粉红色或肤色的孤立性结

□代表男性；○代表女性；■与●代表NF1患者；白色代表家系中

的未患病者；→为先证者

图 1 NF1家系系谱图

Figure 1 Pedigree of a family affected with NF1
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节，半球形，质地软硬不等，部分有蒂，在面部、躯

干、四肢均有分布，在躯干较多。曾因躯干部位结

节摩擦导致疼痛多次手术切除治疗。体检在躯干

四肢可见数百枚肿物，大小约为 0.3~2.5 cm，触之

柔软。在腋窝处可见大量大小不一的雀斑（图

2A、B、C）。眼科检查在裂隙灯下双眼虹膜均可见

2 个以上的 Lisch 结节，患者身高 1.51 m，智力正

常，视力与听力正常，头颅及脊柱磁共振成像

（magnetic resonance imaging，MRI）未见明显神经

系统异常，未见其他系统疾病。姐姐皮肤有类似

表现，另曾于 6年前因左外耳后神经纤维瘤进行手

术切除，现又复发（图 2DE），MRI显示左侧外耳软

组织浸润性病变。儿子 4岁，躯干及四肢发现多处

褐色斑，但无皮肤结节（图 2F）。

CC DD EE FF

AA BB

A：先证者背部大小不一的孤立性结节及片状咖啡斑；B：先证者躯干处囊肿状纤维软瘤；C：先证者腋窝雀斑；D：先证者姐姐左耳术后疤

痕及复发，局部囊状突起；E：先证者姐姐左手臂巨大咖啡牛奶斑；F：先证者儿子躯干多处褐色斑

图 2 先证者及其家系成员皮肤临床表现

Figure 2 Cutaneous clinical features of the proband and his family members

2.2 TNGS结果及生物信息学分析

对 NF1 全部编码区外显子捕获测序，目标区

覆盖度达到 100.00%，平均测序深度（×）约为 597，
目标区平均深度＞30×位点所占比例约为 99%（图

3）。在第 45 号外显子检测到一突变 c.6790_
6791insA（p.Tyr2264Ter），造成突变位点编码酪氨

酸的密码子UAC变为终止密码子UAA，导致蛋白

质的翻译提前终止，形成由 2 264个氨基酸组成的

截短多肽。经检索为报道过的突变［8］。

2.3 Sanger测序验证及突变性质分析

Sanger测序证实了先证者存在 c.6790_6791in⁃
sA 突变，其父亲、姐姐及 4 岁儿子也检测出该突

变。表型正常的母亲和妻子未检测出此突变

（图 4）。

3 讨论

NF1定位于染色体 17q11.2，包含 57个组成性

外显子和 3 个可变剪接外显子，全长 283 kb，有 3
个大小为 11~13 kb的成熟转录本。其蛋白产物为

神经纤维瘤素，由 2 818 个氨基酸组成，大量表达

于神经元、星型胶质细胞、少突胶质细胞、许旺细

胞、肾上腺细胞、性腺细胞和白细胞。NF1是肿瘤

抑制基因，其突变可干扰 Ras循环的 cAMP信号转

导通路从而引发肿瘤［9］。NF1表达的丢失导致神
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经纤维素 RasGAP 功能的丧失，最终导致 RAS 活

性的增加、细胞增生以及肿瘤的形成［10］。本研究

通过 TNGS 和 Sanger 测序验证确定先证者家系存

在遗传学病因——c.6790_6791insA突变。c.6790_
6791insA 造成突变位点编码酪氨酸的密码子

UAC→UAA（终止密码子），导致蛋白质的翻译提

前终止，形成仅有 2 264 个氨基酸组成的截短

多肽，影响蛋白质结构。NF1 是常染色体显性

遗传性疾病，由于负显性效应机制导致患者

患病。

图 3 先证者NF1二代测序图

Figure 3 The proband NF1 sequencing using TNGS

A：先证者；B：先证者父亲；C：先证者母亲；D：先证者姐姐；E：先证者妻子；F：先证者儿子

图 4 NF1第 45号外显子的 Sanger测序图

Figure 4 Sanger sequencing of the NF1 gene exon 45
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NF1患者易患视神经胶质瘤和髓白血病，并可

能出现认知功能障碍、血管畸形和骨骼畸形，NF1
与多种组织和疾病的进展有关［11］。NF1异常增加

了 5倍的患恶性肿瘤的风险，有 10% ~13% NF1会

发展为恶性外周神经鞘瘤［12］。本研究中先证者姐

姐左外耳后神经纤维瘤手术切除后又复发，MRI
显示左侧外耳软组织浸润性病变，不能排除恶变，

因此需继续随访。其儿子目前只是躯干和四肢有

多处褐色斑，没有皮肤结节。但由于经 Sanger 测
序确定了其也存在 NF1 的 c.6790_6791insA 突变，

因此可以预测到青春期，该患儿将会出现与先证

者类似的皮肤结节临床表现。

NF1基因庞大、外显子多、缺乏明显的突变热

点，在还没有 TNGS 技术以前，国内外有一些文献

报道通过 PCR 扩增 NF1基因全部外显子，再逐一

Sanger 测序检测突变，该方法较为繁琐。近年来

出现的 TNGS 通过芯片对目标基因编码区及邻近

剪接区的 DNA进行捕获和富集，使用高通量测序

平台可对多外显子基因和多种遗传病的相关基因

进行突变检测。目前国内外已有少数文献报道通

过 TNGS对NF1进行突变检测［13-15］，显示该方法具

有高效、准确的优势。本研究用 TNGS 准确地检

测出了患者的 NF1 突变位点。这一结果提示，该

技术是NF1诊断的有效手段，值得在临床应用。

国内对 NF1 患者进行基因检测只有少量报

道。临床很少对NF1患者进行基因诊断的原因可

能是因为其根据临床表现易于诊断，但对患者做

基因检测有明显的益处。NF1作为常染色体显性

遗传性疾病，有 50%的遗传率。基因检测不仅可

以在基因水平明确病因，还可以为患者及其家系

成员提供产前诊断的依据，为其提供生育无 NF1
健康孩子的机会。
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UCP2基因 rs660339多态性与壮族儿童青少年单纯
性肥胖的相关性分析

李伍高 李哲涛 黃际卫 严提珍 李静文 许泽辉 唐宁★

［摘 要］ 目的 探讨 UCP2基因位点 rs660339单核苷酸多态性与广西柳州的壮族儿童青少年单

纯性肥胖的相关性。 方法 随机选取 285名柳州市儿童青少年（年龄 3~18岁），其中单纯性肥胖组 151
例，健康对照组 134例，分别检测身高和体重，测定空腹血糖（fasting blood⁃glucose，FBG）、血清总胆固醇

（total cholesterol，TC）、甘油三酯（triacylglyceride，TG）、高密度脂蛋白胆固醇（high density lipoprotein⁃
cholesterol，HDL⁃C）和低密度脂蛋白胆固醇（low density lipoprotein⁃cholesterol，LDL⁃C）两组标本 UCP2
基因 rs660339位点利用 SNaPshot技术检测，统计基因型及等位基因分布频率，并分析两组等位基因构成

比。 结果 肥胖组中除年龄、身高外，与对照组的差异均有统计学意义（P<0.05）。健康对照组和肥胖

组 UCP2 基因 rs660339 C/C 型、C/T 型及 T/T 型基因型频率分别为 40.30%、49.25%、10.45%和 37.09%、

50.33%、12.58%，两组 C、T等位基因频率分别为 64.93%、35.07%和 62.25%、37.75%，T等位基因的 OR 值

为 1.122，95.9%的可信区间为 0.797~1.580。基因型与等位基因频率差异均无统计学意义（P>0.05）。

rs660339位点 TT与 CC/CT基因型与各代谢指标（血糖、总胆固醇、甘油三酯、高密度脂蛋白、低密度脂蛋

白）无显著相关性。 结论 广西壮族儿童青少年单纯性肥胖组和健康对照组UCP2基因单核苷酸多态

性位点 rs660339位点基因型的构成比组间无显著性差异，各基因型携带者间代谢指标也无显著性差异。

［关键词］ UCP2基因；单核苷酸多态性；单纯性肥胖；体质指数

Association of UCP2 gene rs660339 single nucleotide polymorphism with simple obesity in Chinese
Zhuang children adolescents
LI Wugao, LI Zhetao, HUANG Jiwei, YAN Tizhen, LI Jingwen, XU Zehui, TANG Ning★

(Department of Medical Genetics, Municipal Maternity and Child Healthcare Hospital, LiuZhou, Guangxi,
China, 545001)

［ABSTRACT］ Objective To investigate the relationship of UCP2 gene rs660339 polymorphisms on
obesity in Chinese Zhuang children and adolescents. Methods 285 cases were enrolled in the study，

including 151 obese children and adolescents and 134 normal weights as the control. Height and weight of all
the participants were collected. Fasting blood⁃glucose（FBG），total cholesterol（TC），triacylglyceride（TG），

high density lipoprotein⁃cholesterol（HDL⁃C）and low density lipoprotein⁃cholesterol（LDL⁃C）were detected.
The genotype of rs660339 were typed by SNaPshot technique. Statistical analysis of genotype frequencies
between obese participants and healthy controls was performed using the SPSS program. Results The
metabolic parameters（FBG，TC，TG，HDL⁃C and VDL⁃C）of the obese group were significantly different
when compared to that of the control group. The C/C，C/T，T/T genotype frequencies of UCP2 rs660339 in
simple obese group and normal control group were 40.30%，49.25%，10.45% and 37.09%，50.33%，12.58%，
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随着物质生活水平的提高，青少年儿童肥胖已

经成为了各个家庭关注的首要健康问题。流行病

学研究发现，我国儿童单纯性肥胖率接近欧美发达

国家水平达到 7.2%［1］。青少年中的肥胖已成为困

扰广大家长及儿童的精神负担，研究肥胖的原因以

及如何预防已经被广泛的重视。解偶联蛋白与人

体的能量平衡和体重调节有着密切的联系［2］，关于

其基因 UCP2 的多态性与肥胖的关系在已有研

究［3-6］。UCP2在体内分布广泛，主要通过调节机体

的基础代谢率（basal metabolic rate，BMR）来控制

体重，人UCP2基因受 β3⁃AR、单环磷酸腺苷、甲状

腺激素及过氧化物酶体增生物激活受体配体调

节，一旦基因突变就可能发生肥胖。本研究以柳

州市壮族儿童青少年为研究对象，探讨UCP2基因

rs660339 位点多态性与广西壮族儿童肥胖及其代

谢指标的关系，旨在从分子生物学角度探讨肥胖

在广西壮族人群中的遗传机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取柳州市中小学壮族儿童青少年 285人，男

174，女 111，男女比例 1.57∶1；年龄 6~18 岁，平均

年龄 12.85±3.46 岁，单纯性肥胖组体质指数（body
mass index，BMI）超过中国肥胖问题工作组 2003
年制定的“中国学龄儿童青少年超重、肥胖筛查

BMI 值分类标准”中同年龄、同性别 BMI 标准第

95百分位以上（超过平均体重 30%为中度，50%以

上为重度），合计 151 例，平均年龄 13.31±4.13 岁；

健康对照组 BMI 处于标准的第 25 百分位至第 75
百分位之间，合计 134 例，平均年龄 13.20±2.57
岁。两组均排除继发性肥胖症且未服用激素与影

响脂代谢的药物，所有研究对象均取得监护人知

情同意。

1.2 方法

1.2.1 BMI及代谢指标测定

所有纳入研究的对象于相同条件下按照标准

方法测量身高和体重，根据公式 BMI=W（kg）/H2

（m2）计算 BMI，其中 W 代表体重，单位为千克，H
代表身高，单位为米。清晨空腹抽取外周血，分离

血清，日本日立 7600 型全自动生化分析仪测定空

腹血糖（fasting blood⁃glucose，FBG）、血清总胆固

醇（total cholesterol，TC）、甘油三酯（triacylglycer⁃
ide，TG）、高密度脂蛋白胆固醇（high density lipo⁃
protein⁃cholesterol，HDL⁃C）和低密度脂蛋白胆固

醇（low density lipoprotein⁃cholesterol，LDL⁃C）。全

部测定由专人在固定仪器上进行，并按日常工作

进行室内质控并合格方检测。同时抽取静脉血 2
mL用乙二胺四乙酸二钾（EDTA⁃K2）抗凝，酚氯仿

法抽提全基因组 DNA，标本-20℃保存，用于基因

分析。

1.2.2 基因多态性检测

使用 SNaPshot 技术，毛细管电泳检测在美国

ABI3730xl型全自动DNA测序仪上进行，UCP2基

因 rs660339位点单核苷酸多态性的基因分型应用

GeneMapper 4.0分析。

rs660339 位点 PCR 扩增正向引物为 F：5′ ⁃
CATCGCAGATCTCATCACCT⁃3′，反向引物为 R：

5′⁃TGCTCCATACTCACGCTCAG⁃3′。反应过程中

延伸引物序列分别为：5′ ⁃ CCAGTGCGCGCTA⁃
CAG⁃3′，上述引物均由上海立菲生物技术有限公

司合成，PCR反应体系为 20 μL，包括 10×PCR buf⁃
fer 2 μL（Mg2+ free，invitrogen，美国）2 μL，10 mM
dNTP 混合物 0.5 μL（大连 Takara 公司），50 mM
MgCl2 0.8 μL（invitrogen，美国），5U Platinum Taq
DNA 聚合酶 0.2 μL（invitrogen，美国），PCR 正向

和反向引物（10 pmol/L）各 0.5 μL 和 1 μL DNA 模

respectively. The C，T allelic frequencies in simple obese group and normal control group were 64.93%，

35.07% and 62.25%，37.75%，respectively. Odds ratio（OR）is 1.122（CI：0.797-1.580）. The genotype and
allelic frequencies of rs660339 in simple obese children were not significantly different from those in controls
（P>0.05），and there was no significant association between rs660339 and obestity ⁃ related traits including
FBG，TC，TG，HDL⁃C and VDL⁃C. Conclusion rs660339 polymorphism in UCP2 gene is not associated
with simple obese in Chinese Zhuang children in Liuzhou，Guangxi province，and there was no significant
association among the genotypes and metabolic parameters.

[KEY WORDS] UCP2 gene; Single nucleotide polymorphism (SNP); Simple obesity; Body mass index
（BMI）
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板（20 ng/μL）。PCR反应程序：95℃预变性 2 min；
94℃变性 20 s，56℃退火 30 s，72℃延伸 40 s，33 个

循环；最后 72℃延伸 5 min，4℃保存。PCR产物经

过纯化处理后，在 ABI3730xl 型全自动 DNA 测序

仪上进行毛细管电泳，运行 GeneMapper 4.0 软件

分析实验结果。

1.2.3 统计学方法

计量资料采用 X̄ ±SD 表示，组间差异进行方

差分析，样本间率的比较用 χ2 检验。采用 SPSS
13.0 进行统计学处理，以 P<0.05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 一般情况

肥胖组 151 例，年龄 13.31±4.13 岁，BMI 值
27.48±4.03 kg/m2，正常组 134 例，年龄 13.20±2.57
岁，BMI值 18.88±2.50 kg/m2，BMI值肥胖组高于正

常组，组间的差异有统计学意义（F=31.471，P<
0.05）。血糖、甘油三酯、总胆固醇、高密度脂蛋白

和低密度脂蛋白各指标在组间差异均有统计学意

义（P<0.05），见表 1。
2.2 UCP2基因 rs660339 位点基因型及等位基因

型频率在肥胖组和正常对照组的比较

UCP2 基因 rs660339 位点基因分型结果见图

1，健康对照组和肥胖组 UCP2 基因 rs660339 C/C
型、C/T 型及 T/T 型基因型频率分别为 40.30%、

49.25%、10.45%和 37.09%、50.33%、12.58%，两组C、

T等位基因频率分别为 64.93%、35.07%和 62.25%、

37.75%，经 Hardy⁃Weinberg 遗传平衡定律检验，其

等位基因在两种人群中的分布符合遗传平衡，说

明样本具有群体代表性。肥胖组的 BMI（27.48±
4.03）显著高于健康对照组（18.88±2.50），差异有统

计学意义（P<0.05），然而引起这一差异的原因与

图 1 rs660339位点基因分型毛细管电泳峰

Figure 1 Allele peaks of rs660339 genotyped by capillary electrophoresis

指标

例数

年龄

身高

体重

BMI

血糖

总胆固醇

甘油三脂

高密度脂蛋白

低密度脂蛋白

正常组

134

13.20±2.57

154.61±11.60

45.63±9.48

18.88±2.50

4.24±0.39

4.09±0.74

0.85±0.35

1.56±0.32

2.24±0.65

肥胖组

151

13.31±4.13

154.53±18.36

67.73±20.99

27.48±4.03

4.57±0.75

4.40±0.86

1.17±0.88

1.33±0.30

2.69±0.67

t值

-0.27

0.04

-11.66

-21.91

-4.62

-3.23

-4.20

6.33

-5.73

P值

0.785

0.968

0.000

0.000

0.000

0.001

0.000

0.000

0.000

表 1 肥胖组与对照组生理及代谢指标的比较

Table 1 Physiological and metabolism indices between the
obesity and the control groups
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组别

rs660339

正常组

肥胖组

χ2

P

OR（95%CI）

n

134

151

基因型［n（%）］

野生型

CC

54（40.30）

56（37.09）

0.486

0.784

杂合突变型

CT

66（49.25）

76（50.33）

纯合突变型

TT

14（10.45）

19（12.58）

等位基因［n（%）］

野生型

C

174（64.93）

188（62.25）

0.438

0.503

1.122（0.797-1.580）

突变类型

T

94（35.07）

114（37.75）

表 2 肥胖组和对照组UCP2基因 rs660339位点基因型和等位基因频率

Table 2 The frequencies of genotype and allele of UCP2 gene rs660339 between the obesity and the control groups

UCP2基因 rs660339位点多态性没有关联，该位点

基因型的构成比在组间没有差异（P>0.05），并且

rs660339位点等位基因 C、T 在肥胖组和对照组中

频率分别为 88.43%、11.57%和 84.10%、15.89%，C
等位基因的 OR 值为 1.122，95%的可信区间为

0.797~1.580；等位基因频率差异均无统计学意义

（P>0.05），见表 2。
2.2 UCP2基因 rs660339 位点多态性与肥胖代谢

指标间的相关性

rs660339 CC 基因型与 CT+TT 基因型各代谢

参数 FBG、TC、TG、HDL⁃C 和 LDL⁃C 间的差异无

统计学意义（表 3）。

SNP

rs660339

t值

P

基因型

CC+CT

CT

例数

132

19

FBG

4.53±0.75

4.81±0.71

-1.490

0.138

TC

4.36±0.82

4.74±1.09

-1.838

0.068

TG

1.17±0.90

1.17±0.74

0.035

0.972

HDL⁃C

1.33±0.27

1.33±0.48

0.016

0.987

LDC⁃C

2.65±0.64

2.93±0.78

-1.704

0.091

表 3 UCP2 基因 rs660339位点不同基因型与肥胖相关代谢组分比较

Table 3 rs660339 genotype and metabolism indices between the obesity and the control groups

3 讨论

青少年儿童肥胖已经越来越受到家庭和社会

的重视，因肥胖所带来的健康问题日益加剧，随着

社会的发展，从根本上预防肥胖的发生已经成为

了社会共识。

解偶联蛋白 2（UCP2）基因位于人染色体

11q13，编码线粒体内膜上的载体蛋白。有多个研

究报道 UCP2 基因多态与 T2DM 和肥胖的相关

性［7-8］，其中多态位点 rs660339，rs4684846 可能在

肥胖发生发展和减肥过程中起到至关重要的作

用，可能被视为临床遗传易感性和减肥手术前的

预测［9-10］。

在 不 同 人 群 中 发 现 UCP2 基 因 多 态 位 点

rs660339 与肥胖是否具有显著性相关并无定论。

在欧洲，2012 年 Martinez⁃Hervas 等［11］人通过对

2 367 例样本研究发现，UCP2 基因的多态性

（rs660339和 rs659366）与中央型肥胖有关。Kosuge
等［12］在日本人群中分析发现UCP2基因（rs660339）
可能是很肥胖的女性标记，Andersen 等［13］人通过

对 17 636 个丹麦人分析表明 UCP2 基因多态性

（rs659366）与肥胖有关。而在中国其他地区人群

的研究中该多态位点与肥胖相关性研究发现却又

结论不一［14⁃-15］。

目前文献上并无报道关于广西壮族儿童单纯

性肥胖与 UCP2 基因（rs660339）相关性研究。本

研究在利用 SNaPshot 技术分析的基础上，分析比

较了广西柳州的壮族单纯性肥胖儿童青少年健

康对照组和肥胖组 UCP2 基因 rs660339 的基因

型，C/C 型、C/T 型及 T/T 型基因型频率分别为
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40.30%、49.25%、10.45%和37.09%、50.33%、12.58%，

两组 C、T 等位基因频率分别为 64.93%、35.07%和

62.25%、37.75%，T 等位基因的 OR 值为 1.122，
95.9%的可信区间为 0.797~1.580。基因型与等位

基因频率差异均无统计学意义（P>0.05）。UCP2
基因的变异在调节肥胖代谢参数的机制尚不明

确。而我们在本研究中并未发现该位点的多态性

与肥胖及其他相关代谢指标有关，分析原因可能

是 UCP2 基因 rs660339 位点存在着种族和地域差

异。肥胖的发生发展包括遗传因素、神经精神因

素、继发性、环境效应、饮食生活因素等等，而单个

基因位点变异的效应可能被其他基因或环境效应

所掩盖或增强，故通过特定种族人群的 Meta 分

析，扩大样本规模，多个基因多个多态位点联合分

析提高检验效能，广泛选择肥胖表型，排除环境干

扰，才能得出的更有意义的结论。
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miR⁃196a2基因多态性在广西人群中的分布
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［摘 要］ 目的 探讨广西人群 miR⁃196a2 T>C（rs11614913）等位基因及基因型频率分布情况，

分析其与不同民族种族之间的差异性。 方法 利用单碱基延伸 PCR 技术（polymerase chain reaction⁃
single base extension，PCR⁃SBE）和 DNA 测序技术，检测 303例广西人群中miR⁃196a2 T>C 的基因型，并

比较其与人类基因组计划（human genome project，Hapmap）数据库中公布的非洲人、欧洲人、日本人和中

国北京人群的单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphisms，SNP）数据，揭示这 5 个不同民族种族

人群的等位基因及基因型频率分布规律。 结果 miR⁃196a2T>C 等位基因和基因型频率在广西男女

间分布无差异性（P>0.05）。广西人群 miR⁃196a2 T>C 多态性基因型及等位基因频率与非洲人、欧洲

人、日本人比较有统计学差异意义（P<0.05），但与北京人群无差异性（P均>0.05）。 结论 广西人群

miR⁃196a2T>C 存在基因多态性，与别的民族种族人群比较有明显的差异性，这种差异性对于基因组水

平上疾病的研究可能会起到积极重要作用。

［关键词］ miR⁃196a2；单核苷酸多态性；种族

Distribution of genetic polymorphism of miR⁃196a2 gene in Guangxi population
LUO Hongcheng1，WEN Wangrong1，LI Minmin1，WEI Ying2，TAN Tan2，WEI Yesheng2★

（1. Department of Laboratory Medicine，The First Affiliated Hospital of Jinan University，Guangzhou，
Guangdong，China，510632；2. Department of Laboratory Medicine，Affiliated Hospital of Youjiang Medical
University for Nationalities，Baise，Guangxi，China，533000）

［ABSTRACT］ Objective To study the frequencies of allele and genotype distribution of miR⁃196a2
T<C（rs11614913）gene，and to analyze the statistical differences between different races and nationalities.
Methods The gene of single nucleotide polymorphisms（SNP） miR ⁃ 196a2T<C were detected using
polymerase chain reaction⁃single base extension（PCR⁃SBE）technique and DNA sequencing methods in 303
Chinese Guangxi populations，and compared with differences SNPs date among the European，African，
Japanese and Chinese populations in Beijing from the human genome project（HapMap），and the distribution
of allele and genotype frequencies of 5 nationalities were revealed. Results There were no statistical
differences of allele and genotype distribution in miR⁃196a2T<C between female and male group（P>0.05）.
There were significantly different frequencies of allele and genotype distributions of miR ⁃ 196a2 T<C when
compared with Europeans，Africans and Japanese，but no statistical differences when compared with Chinese
in Beijing from China. Conclusion There were significant differences in allele frequencies and genotype
distributions of the gene polymorphism miR⁃196a2T<C when compared with other racial and nationalities，and
this difference in genome level may play a positive role in the research of disease.

[KEY WORDS] miR⁃196a2; single nucleotide polymorphisms（SNP）; Ethnic
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微小核糖核酸（miRNAs）是一类长度约为 22
个核苷酸的内源性非编码单链小分子 RNA。

miRNAs 主要通过部分互补结合到目的基因信使

RNA（mRNA）的 3′非编码区（3′UTRs），部分降解

靶基因或者抑制其翻译表达［1］。miRNAs 参与细

胞增殖、分化、发育、凋亡、胰岛素分泌、肿瘤发生

发展过程等多种生物学行为［2- 5］。前体 miRNAs
（pre⁃miRNAs）可以影响成熟 miRNAs 的形成和表

达水平，从而可能影响疾病的发展和归化。最近

存在前体 miRNAs 的单核苷酸多态性（single nu⁃
cleotide polymorphisms，SNP）序列（miR⁃196a2T>C
［rs11614913；chromosome 12，54385599］）被发现

参与多种疾病的发病机制［6-8］。目前有关广西人

群分布 miR⁃196a2 基因多态性在与疾病之间易感

性未见报道。因此本文运用单碱基延伸 PCR 和

DNA 基因测序技术对 303 例广西人群 miR⁃196a2
基因型进行检测研究，为研究广西人群 SNP 与疾

病易感性提供理论知识基础，也为深入认识 miR⁃
196a2 基因在人类疾病发病机制的研究提供理论

依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象

随机选择 2014 年 1 月至 2015 年 12 月到右江

民族医学院附属医院体检的无血缘关系健康人群

303 例，其中男性 181 例，女性 122 例，年龄 21~86
岁，平均年龄 57±0.68岁。临床实验室各检查指标

均正常，排除严重感染、心脑血管疾病及肿瘤的体

检者。

1.2 实验方法

1.2.1 DNA提取

抽取健康体检者静脉血 3 mL 于含 EDTA⁃K2
抗凝的管中；采用亚能生物技术（深圳）有限公司

全血 DNA提取试剂盒，严格按照说明书提取全血

基因组DNA，-70℃ 保存备用。

1.2.2 引物设计与合成

根据 NCBI 中 Genebank 基因库包含人 miR⁃
196a2 T>C（rs11614913）SNP 位点的全长序列，用

在线软件 primer3.0 设计引物，引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成。miR⁃196a2 T>C
（rs11614913）上游引物序列：5′⁃CCCCTTCCCTT
CTCCTCCAGAT ⁃ 3′，下游引物序列为：5′ ⁃ TT⁃

GTTCTGCAACCCCACTCACA⁃3′，延伸引物序列：

5′ ⁃ TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAACTCG⁃
GCAACAAGAAACTG⁃3′。
1.2.3 PCR扩增

miR⁃196a2 T>C（rs11614913）位点的 PCR扩增

标准反应体系 20 mL 体系包含有 PCR 缓冲液 1x
GC buffer I（TAKARA，宝生物工程（大连）有限公

司）2 mL，0.2 mmol/L dNTP 2.0 mL（GENERAY
BIOTECH，上海捷瑞生物工程有限公司），0.2
mmol/L 上下游引物各 1 mL，TaqDNA 聚合酶 1.0
U，模板 DNA 1.0 mL，若体积不足 20 mL 用灭菌双

蒸水补足。PCR 产物用德国 Qiagen 公司的 Hot⁃
StarTaq 进行多重 PCR 获得，8 mL 的 PCR 产物经

0.5U虾碱酶（SAP）（Promega，美国）和 4U 外切酶 I
（EXO I）（Epicentre，美国）纯化后，再用美国 ABI
公司的 SNaPshot Multiplex kit 技术于 37℃孵育 60
min，紧接着 75℃孵育 15 min 进行延伸反应，延伸

产物用虾碱酶（SAP）（Promega，美国）纯化后用美

国ABI3730XL测序仪电泳测序。SNP分型用Gen⁃
eMapper4.0（Appliedbiosystems，美 国）来 分 析 。

PCR反应参数为：95℃预变性 2 min；扩增阶段为：

94℃预变性 20 s，65℃退火 40 s，72℃延伸 1 min，循
环 11次；94℃预变性 20 s，59℃退火 30 s，72 ℃延伸

1 min，循环 24次；最后阶段 72℃延长 2 min。
1.3 统计学分析

实验数据用 SPSS 13.0 统计软件包进行分析，

基因型和等位基因频率采用基因直接计数法计

算，采用 χ2检验比较各组间基因型及等位基因频

率，以 P<0.05有统计学意义。

2 实验结果

2.1 miR⁃196a2 T<C基因型检测结果

miR⁃196a2 T<C 基因均具有多态性，其 PCR
扩增产物的片段大小为：276 bp。miR⁃196a2 T<C
基因有 CC、CT、TT 3 种基因型。基因测序仪

ABI3730 测序证实了我们的检测结果，结果见

图 1。
2.2 miR⁃196a2 T>C 基因多态性在广西健康人群

中的分布

miR⁃196a2 T>C基因型和等位基因频率，经 χ2

检验，所有基因型及等位基因频率符合 Hardy⁃
Weinberg 遗传平衡，样本来源具有群体代表性。
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miR⁃196a2 多态性位点基因型和等位基因频率在

广西人群男女之间比较均无统计学差异（χ2 分别

为 0.119 和 0.023，P 值分别为 0.942 和 0.879，P 均

大于 0.05），miR⁃196a2 T>C基因以 CT杂合子基因

型多见，占 52.5%，等位基因 T 多见，占 51.0%，结

果见表 1。

①、②、③分别代表 TT、CT、CC基因型，箭头所示位置为基因突变位点

图 1 miR⁃196a2 T>C（rs11614913）测序图

Figure 1 Sequencing map of miR⁃196a2 gene rs11614913 T>C polymorphism

组别

男性

女性

合计

例数

181

122

303

基因型频率（%）

CC

40（22.1%）

29（23.8%）

69（22.8%）

CT

96（53.0%）

63（51.6%）

159（52.5%）

TT

45（24.9%）

30（24.6%）

75（24.8%）

等位基因频率（%）

C

176（48.6%）

121（49.6%）

297（49.0%）

T

186（51.4%）

123（50.4%）

309（51.0%）

表 1 广西人群miR⁃196a2 T>C（rs11614913）基因型和等位基因频率分布比较

Table 1 The distribution of allele and genotype frequences of miR⁃196a2 T>C（rs11614913）gene in Guangxi population

miR⁃196a2 T>C基因型和等位基因频率在广西男女人群之间比较均无统计学意义基因型和等位基因频率在广西男女性别之间比较均无

统计学意义，P>0.05

2.3 miR⁃196a2 T>C 基因在不同种族人群间的比

较

miR⁃196a2 T>C 基因多态性分布频率分别与

人类基因组计划公布（human genome project，Hap⁃
Map）公布非洲人、欧洲人、日本人和中国北京

人 4 个人群的 SNP 分型数据进行比较。广西人

群 miR⁃196a2 T>C 多态性基因型及等位基因频

率与非洲人、欧洲人、日本人比较有统计学差异

意义（χ 2 分别为 141.34、7.73、8.43 和 148.23、4.45、
6.64；P 均小于 0.05），但与中国北京人比较差异

无统计学意义（χ2 分别 1.91 和 0.05；P 均大于

0.05），见表 2。

3 讨论

miRNA 存在多种形式，最原始的是 pri⁃miR⁃
NA（前体miRNA），长度大约为 300~1 000个碱基，

pri⁃miRNA 经过一次加工后，成为 pre⁃miRNA 即

miRNA 前体，长度大约为 70~90 个碱基，pre⁃miR⁃
NA 再经过 Dicer 酶酶切后，成为长约 20~24 核苷

酸（nucleotide，nt）的成熟 miRNA。每个 miRNA
可能有多个靶基因，而几个miRNA 也可同时调节

同一个靶基因。这种复杂的调节网络既可以通过

一个miRNA 来调控多个基因的表达，也可以通过

几个 miRNA 的组合来精细调控某个基因的表

达。miRNA 调节着人类三分之一的基因，备受科

学研究人员的关注。SNP主要是指在基因组水平

上由单个核苷酸的变异所引起的 DNA 序列多态

性。它是人类可遗传的变异中最常见的一种。越

来越多的研究表明，存在于前体 miRNA 的 SNP
会影响成熟 miRNA 的表达水平以及人类疾病易

感性［9- 10］。最近很多研究表明，miR⁃196a2 T>C
（rs11614913）基因多态性与许多疾病的易感性有
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关，miR⁃196a2（rs11614913）与北印度人乳腺癌、肺

癌等风险性密切相关［11⁃12］，miR⁃196a2 基因多态性

会改变成熟 miR⁃196a2 的表达量而引起非霍奇金

淋巴瘤［13］。刁吉东等［14］研究认为 miR⁃196a2 内的

SNP rs11614913 与中国皖南地区汉族人群支气管

哮喘的发生有相关性。肖茗渊等［15］研究发现miR⁃
196a2（rs11614913）与中国华东地区人群系统性红

斑狼疮（Systemic lupus erythematosus，SLE）遗传

易感性有关。miR⁃196a2 基因多态性通过结合到

其同源异型基因 C8（HOXC8）靶基因就会增加中

国儿童患急性淋巴细胞白血病的危险［16］。因此，

深入分析 miR⁃196a2 基因多态性在不同民族种族

的分布规律，有利于我们运用基因多态性去认识

和解释更多疾病在不同种族民族人群中的发病率

和发病机制。

本文采用单碱基延伸 PCR 技术和 DNA 测序

技术对 303 例广西健康人群 miR⁃196a2 基因多态

性进行研究，统计其各自基因型和等位基因分布

情况。分析结果表明 miR⁃196a2 均存在基因多态

性，miR⁃196a2 T>C（rs11614913）存在 CC、CT、TT
3 种基因型。miR⁃196a2 T>C（rs11614913）以 CT
杂合子多见，占 52.5%，等位基因 T多见，占 51.0%，

miR⁃196a CT（52.5%）均高于非洲人（25.7%）、欧洲

人（44.2%）、日本人（45.3%）、北京人（44.2%），原

因可能是 miR⁃196a 基因多态性受各民族生活习

惯及环境影响。miR⁃196a2 基因在广西健康男女

人群中基因型和等位基因分布均无差异（χ2 分别

为（0.269 和 0.023，P均>0.05）。miR⁃196a2 T>C 多

态性基因型及等位基因频率与非洲人、欧洲人、

日本人比较有统计学差异意义（χ2 分别为 141.34、
7.73、8.43 和 148.23、4.45、6.64；P 均小于 0.05），但

与中国北京人群无统计学差异（χ 2 分别为 1.910
和 0.050，P 均大于 0.05），与人类遗传学有关人类

亲缘关系越近，其基因型分布规律相似程度越高

相符合。

以上研究表明，广西健康人群miR⁃196a2基因

型及等位基因与其他民族种族存在差异性，正确

分析其基因型在不同地区人群的分布特点，为今

后更深一步研究 miR⁃196a2 基因多态性在不同民

族种族人群相关疾病的发病机制以及疾病的防治

提供科学有效途径，也为人类群体遗传学研究奠

定基础。
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2014年广州新塘地区手足口病病原体基因检测结果
分析

杨勇 1★ 孙伟 2 李峥嵘 3 王丹 1

［摘 要］ 目的 了解 2014年广州新塘地区手足口病病原体分布情况。 方法 采用实时荧光逆

转录⁃聚合酶链反应（reverse transcription⁃polymerase chain reaction，RT⁃PCR）方法对临床诊断为手足口病

的患儿进行柯萨奇病毒 A16 型（coxsackievirus A16，CoxA16）、肠道病毒 71 型（enterovirus 71，EV71）及

肠道病毒（enterovirus，EV）基因检测。 结果 病毒核酸阳性率为 28.48％（1 225/4 301），其中 CoxA16
占 20.73％（254/1 225），EV71占 23.51％（288/1 225），EV占 55.76％（683/1 225）。5月份就诊患儿最多，

占 22.20％（955/4 301）；5 岁以下的患儿占 89.98％（3 870/4 301），男孩与女孩比例为 1.62∶1。 结论

2014年广州新塘地区手足口病病原体以 EV为主，其次是 EV71，主要分布于 5岁以下儿童，5月份就诊

患儿最多，男孩多于女孩。实时荧光 RT⁃PCR方法在手足口病病原体检测中具有灵敏度高、简便、快捷、

结果客观等优点，对手足口病的临床早期诊断、治疗及预防、控制具有重要意义，临床可推广、应用。

［关键词］ 手足口病；柯萨奇病毒A组 16型；肠道病毒 71型；肠道病毒；逆转录⁃聚合酶链反应

Analysis on the gene detection results of hand⁃foot and mouth disease in the Guangzhou Xingtang
area in 2014
YANG Yong1★，SUN Wei2，LI Zhengrong3，WANG Dan1

（1. Department of Dermatology，Hydropower Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，511340；2. Department
of Clinical Laboratory，Hydropower Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，511340；3. Department of
Paediatrics，Hydropower Hospital，Guangzhou，Guangdong，China，511340）

［ABSTRACT］ Objective To find out the distribution of hand ⁃ foot and mouth disease（HFMD）
pathogens in the Guangzhou Xintang area in 2014. Methods Reverse transcription ⁃ polymerase chain
reaction（RT⁃PCR）was used to detect coxsackievirus A16（CoxA16），enterovirus 71（EV71）and enterovirus
（EV）with HFMD. Results The positive rate of the viral nucleic acid was 28.48%（1 225/4 301），

CoxA16 accounted for 20.73%（254/1 225），EV71 accounted for 23.51%（288/1 225），EV accounted for
55.76%（683/1 225）. The peak of HFMD infection ratio was 22.20%（955/4 301）in May. Children under 5
years old accounted for 89.98％（3 870/4 301），the proportion of boys and girls was 1.62∶1. Conclusion
EV was the major pathogen in the Guangzhou Xintang area in 2014，followed by EV71. The peak of HFMD
was in May，mainly in children under the age of 5，and more prevalent in boys than girls. Real⁃time PCR can
be used for pathogenic diagnosis of HFMD with the features of high sensitivity，simplicity，and efficiency，all
of which play important roles in the early clinical diagnosis，treatment，prevention and control.

［KEY WORDS］ Hand⁃ foot and mouth disease；Coxsackie virus A16；Enterovirus 71；Enterovirus；
Reverse transcription⁃polymerase chain reaction
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手足口病（hand⁃foot and mouth disease，HFMD）
临床主要症状常表现为手、足、口腔等部位的斑丘

疹、疱疹；多数呈良性过程，可治愈，少数可再发，

但须高度警惕极少数中枢感染重症病例，预后

差［1］。柯萨奇病毒 A16 型病毒（coxsackievirus
A16，CoxA16）为本病常见的病原微生物，肠道病

毒 71型（enterovirus 71，EV71）和其他柯萨奇病毒

（如 A5、A7、A9、A10、B3、B5）也可引起［2］。近年

来，各地报告的病例数迅速增加，手足口病已成为

重要的公共卫生问题。为了解广州新塘地区手足

口病病原体分布情况，本文对 2014 年 1 月 1 日至

2014 年 12 月 30 日到我院儿科门诊及皮肤科门诊

就诊临床诊断为手足口病患儿进行柯萨奇病毒

A16型（CoxA16）、肠道病毒 71型（EV71）及肠道病

毒（enterovirus，EV）基因检测，对其结果进行分

析，为当地手足口病的早期临床诊断、治疗和预

防、监测、控制提供一定的参考。

1 资料与方法

1.1 检测对象及诊断标准

对象为 2014年 1月 1日至 2014年 12月 30日在

我院儿科及皮肤科就诊临床诊断为手足口病的患儿，

年龄范围2个月~8岁，平均年龄2.9岁，男孩2 661例，

女孩 1 640例。诊断标准参照中国卫生部制订的《手

足口病诊疗指南》（2010年版）的诊断标准［3］。鉴于重

症病例均转上级定点医院，因此不在本研究范围中。

1.2 取材方法

采集患儿发病 3天内的咽拭子样本，用专用采

样棉签，适度用力拭抹咽后壁和两侧扁桃体部位，

避免触及舌部及注意无菌操作。迅速将取材棉拭

子置于采样管中，密闭。采集后的标本立即送检，

不能立即检测的标本置于-20℃保存。

1.3 仪器与试剂

实验所用仪器为 DA7600 基因扩增仪。采用

广州中山大学达安基因股份有限公司的柯萨奇病

毒 A16 型核酸检测试剂盒、肠道病毒 71 型核酸检

测试剂盒、肠道病毒通用型核酸检测试剂盒进行

核酸检测。核酸检测试剂盒以 CoxA16、EV71、EV
基因组编码区的高度保守区为靶区域，设计特异

性引物及荧光探针，通过一步法实时荧光逆转

录 ⁃聚合酶链反应（reverse transcription⁃polymerase
chain reaction，RT ⁃ PCR）扩 增 对 CoxA16 RNA、

EV71 RNA、EV RNA 进行定性检测。3 个试剂盒

所用引物及荧光探针序列信息见表 1。

试剂盒

肠道病毒通用型核酸检测试剂盒

肠道病毒 71型核酸检测试剂盒

柯萨奇病毒A16型核酸检测试剂盒

引物及荧光探针序列

上游引物：5′⁃GCAAGTCTGTGGCGGAACC⁃3′
下游引物：5′⁃TGTCACCATAAGCAGCCATGATA⁃3′
探针：AATAACAGGAAACACGGACACCCAAAGTA

上游引物；5′⁃GTTCACCTACATGCGCTTTGA⁃3′
下游引物：5′⁃TGGAGCAATTGTGGGACAAC⁃3′
探针：TCTTGCGTGCACACCCACCG

上游引物：5′⁃CCTAAAGACTAATGAGACCACCC⁃3′
下游引物：5′⁃CTAAAGGCAGCACACAATTCG⁃3′
探针：CTTGTGCTTTCCAGTGTCGGTGCA

表 1 3个试剂盒所用引物及荧光探针序列信息

Table 1 Primers and fluorescent probe sequence information for 3 kits

1.4 样本处理与RNA提取

向无菌管中加入 5 mL 保存液，充分震荡摇

匀，挤干棉拭子；充分振荡后离心，去掉部分上层

液体直至剩余 100 μL，吸打混匀放置于 1.5 mL 灭

菌离心管，加入 200 μL Trizol试剂及 100 μL氯仿，

用振荡器强力振荡 20 s 后静置 3 min，然后 12 000
rpm离心 2 min；小心吸取无色上层液体，转移至新

灭菌的 1.5 mL 离心管，然后加入 10 μL RNA 提

取液 A（充分混匀后吸取），再用振荡器充分混

匀，8 000 rpm 离心 1 min 后，小心弃去所有液体；

加人溶液C 400 μL，充分振荡混匀，8 000 rpm离心

l min，尽可能将液体去除干净；将装有沉淀的离心

管于加热器中，60℃干燥 5 min，待沉淀物完全烤

干，然后加入 30 μL DEPC H2O，吸打混匀管中沉
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淀，得到白色的悬浊液，可直接用于检测。

1.5 PCR扩增

反应体系：RT⁃PCR 反应液 15 μL、逆转录

酶 2 μL、Taq 酶 3 μL；上述 PCR 反应管中分别

加入处理后的阴性质控品、待测样品混浊液、

阳性质控品各 5 μL，3 000 rpm 离心 30 s，放入

PCR 扩增仪。反应条件：40℃ 25 min，1 个循

环；94℃ 3 min，1 个循环；93℃ 15 s，55℃ 45 s，
40 个循环。

1.6 试验结果的判定

每次试验均检测阴性质控品、阳性质控品，满

足质量控制要求时才进行检测结果的判定。阴性

质控品：无典型 S 型扩增曲线或无 Ct 值。阳性质

控品：呈典型 S型扩增曲线且Ct值≤30。阴性检测

结果判定标准：无典型 S 型扩增曲线或 Ct 值>
35.1。阳性检测结果判定标准：扩增曲线呈典型 S
型扩增曲线且Ct值≤35.1。
1.7 统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件进行统计，计数资料

采用 χ2检验进行分析，P＜0.05具有统计学意义。

2 结果

2.1 荧光定性RT⁃PCR检测曲线图

阳性检测结果扩增曲线呈典型 S 型扩增曲线

且 Ct 值≤35.1。阴性检测结果无典型 S 型扩增曲

线或Ct值>35.1（图 1）。

图 1 荧光定性RT⁃PCR检测曲线

Figure 1 The curve of RT⁃PCR

2.2 2014 年 广 州 新 塘 地 区 各 月 份 及 季 节

CoxA16、EV71、EV检测结果

2014年共收集标本 4 301例，病毒核酸阳性率

为 28.48％（1 225/4 301），其中 CoxA16 占 20.73％
（254/1 225），EV71 占 23.51％（288/1 225），EV 占

55.76％（683/1 225）；5 月份的就诊患儿最多占

22.20％（955/4 301）。春夏两季就诊患儿较多共

计 3 372 例，秋冬两季就诊患儿较少共计 929 例。

CoxA16 在不同季节流行情况的差异有统计学意

义（χ2=21.20，P＜0.05），其中以春夏两季最高；

EV71 在不同季节流行情况的差异有统计学意义

（χ2=20.26，P＜0.05），其中以春夏两季最高；EV 在

不同季节流行情况的差异无统计学意义（χ2=2.49，
P＞0.05）。具体结果见表 2、表 3。
2.3 手足口病不同性别感染情况

男孩 2 611 例，女孩 1 640 例，男孩多于女孩，

男孩与女孩比例为 1.62∶1。男孩阳性率为 29.95%
（797/2 661），女孩阳性率 26.10%（428/1 640），差异

有统计学意义（χ2=7.40，P＜0.05）。CoxA16 阳性

率男孩与女孩比较差异无统计学意义（χ2=0.07，
P＞0.05），EV71 阳性率男孩与女孩比较差异无统

计学意义（χ2=0.05，P＞0.05），EV阳性率男孩与女

孩比较差异无统计学意义（χ2=0.34，P＞0.05）。

结果见表 4。
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月份

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

合计

标本数

（例）

35
45
204
789
955
769
408
247
370
231
108
140
4 301

CoxA16
阳性数（例）

4
2
19
56
62
45
30
16
16
2
2
0

254

阳性率（%）

11.43
4.44
9.31
7.10
6.49
5.85
7.35
6.48
4.32
0.87
1.85
0

5.91

EV71
阳性数（例）

0
3
13
80
49
70
30
12
12
5
4
10
288

阳性率（%）

0
6.67
6.37
10.14
5.13
9.10
7.35
4.86
3.24
2.16
3.70
7.14
6.70

EV
阳性数（例）

4
8
38
146
107
107
79
49
70
32
19
24
683

阳性率（%）

11.43
17.78
18.63
18.50
11.20
13.91
19.36
19.84
18.92
13.85
17.59
17.14
15.88

表 2 2014年广州新塘地区各月份CoxA16、EV71、EV检测结果

Table 2 The results of CoxA16、EV71 and EV during 2014 in Xintang，Guangzhou

季节

春

夏

秋

冬

合计

标本数

（例）

1 948

1 424

709

220

4 301

CoxA16

阳性数（例）

137

91

20

6

254

阳性率（%）

7.03

6.39

2.82

2.73

5.91

EV71

阳性数（例）

142

112

21

13

288

阳性率（%）

7.29

7.87

2.96

5.91

6.70

EV

阳性数（例）

291

235

121

36

683

阳性率（%）

14.94

16.50

17.07

16.36

15.88

表 3 2014年广州新塘地区各季节CoxA16、EV71、EV检测结果

Table 3 The results of CoxA16、EV71 and EV in different seasons during 2014 in Xintang，Guangzhou

年龄

（岁）

0~1

1~5

5~

合计

患儿数

（例）

974

2 896

431

4 301

阳性数

（例）

246

931

48

1 225

CoxA16

阳性数（例）

18

228

8

254

阳性率（%）

1.85

7.87

1.86

5.91

EV71

阳性数（例）

21

255

12

288

阳性率（%）

2.16

8.81

2.78

6.67

EV

阳性数（例）

207

448

28

683

阳性率（%）

21.25

15.47

6.50

15.88

表 4 手足口病不同性别感染情况

Table 4 The different sexes infection of HFMD

2.4 手足口病不同年龄段分布情况

按照手足口病患儿的年龄（0~1、1~5、5~）进行

分组，在 CoxA16病毒感染组中不同年龄组发病构

成由低到高依次为 0~1（1.85%）、5~（1.86%）、1~5
（7.87%），χ2=61.75，P＜0.05；在EV71病毒感染组中

不同年龄组发病构成由低到高依次为 0~1（2.16%）、

5~（2.78%）、1~5（8.81%），χ2=63.31，P＜0.05；在 EV
病毒感染组中不同年龄组发病构成由低到高依次

为 5~（6.50%）、1~5（15.47%）、0~1（21.25%），χ2=
49.82，P＜0.05。1 岁以下患儿 974 例，1 岁至 5 岁

患儿 2 896 例，5 岁以上患儿 431 例；5 岁以下患儿

3 870例，占 89.98％（3 870/4 301）。结果见表 5。
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3 讨论

手足口病于 1957 年新西兰首次报道，1958 年

分离出该病的常见病原体之一柯萨奇病毒A组 16
型，1959年被正式命名为手足口病，是一种全球性

的儿童常见传染病之一。我国在 2008年 5月 2日

将该病作为第 38种传染病列入《传染病防治法》按

丙类传染病进行管理。

本次对广州新塘地区 4 301 例手足口病病原

体进行检测分析，发现手足口病病原体病毒核酸

检出率 28.48％，其中 CoxA16占 20.73％ ，EV71占

23.51％ ，EV 占 55.76% 。 EV71 感 染 率 略 高 于

Cox16，以 EV 感染为主，这与近年来国内［4］国

外［5-8］的资料相一致，提示在今后的临床工作中不

能仅检测 CoxA16 和 EV71，有条件的实验室应该

开展其他肠道病毒的检测，以避免漏诊误诊的发

生。疾病主要分布于 5岁以下儿童，所以应该重视

5岁以下儿童手足口病病毒检测和分型，可对进行

疾病的早期诊断及治疗，有利于防止疾病的进一

步恶化，能较好避免手足口病在本地区的流行爆

发。男孩多于女孩（这可能与男孩生性好动活泼，

与外界接触的途径较多有关）比例为 1.62∶1，与马

占忠等［9］报道较接近。患儿数从 3月份开始增多，

5月份最多，4~6月为高峰，春夏两季就诊患儿比秋

冬两季就诊患儿多，9 月份以后才开始逐渐下降，

分析原因可能与人群聚集、气温波动较大、阴雨天

气增加有关，与邱惠芳等［10］、杨兴林等［11］报道相一

致。其中重型病例按卫生主管部门要求均转上级

定点医院治疗。

目前检测手足口病病原体有病毒分离、抗体

检测和核酸检测等方法。病毒分离该法需时间

长、耗费多，对标本的运送、保存等技术条件要求

相当高，只能在极少数大型的医学研究中心应用，

绝大部分医院不能开展，目前仅用于研究；酶联

免疫吸附测定法（enzyme⁃ linked immunosorbent

assay，ELISA）法检测抗体经济快速，但由于病毒

感染到抗体出现需要一段时间，且需要急性期与

恢复期双份血清，用于疾病的早期诊断灵敏度不

高［12］。RT⁃RCR利用荧光共振能量转移的原理，是

一种相对比较简单的分子生物学技术，具有特异

性强、灵敏度高、速度快、定性准确、结果判断更为

客观等优点，能及时检测手足口病病原体的特异

性核酸，可满足疾病流行期间及时处理大量样本

的需要，为手足口病的早期临床诊断、治疗和预

防、监测、控制提供重要参考，具有良好的临床推

广应用前景。

由于手足口病至今疫苗尚未研究成功，积极

开展手足口病病原检测，提高早期病原学检测水

平，有住于明确病原体不同时期分布特征及流行

趋势，帮助本地区进行有针对性的控制预防。在

手足口病流行季节，须加强疫情监测，重点在外来

人群聚集区及托幼机构。对家长、幼儿园等托幼

机构进行广泛有效的卫生知识宣传，早期发现、隔

离患儿，帮助儿童养成良好的卫生习惯，以减少手

足口病的发生与流行。
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科杂志，2015，53（6）：459-463.
［5］ BrachoMA，González⁃Candelas F，ValeroA，et al. En⁃

terovirus co⁃infections and onychomadesis after hand，
foot， and mouth disease，Spain，

性别

男

女

合计

患儿数

（例）

2 661

1 640

4 301

阳性数

（例）

797

428

1 225

CoxA16

阳性数（例）

167

87

254

阳性率（%）

6.28

5.30

5.89

EV71

阳性数（例）

189

99

288

阳性率（%）

7.10

6.04

5.30

EV

阳性数（例）

441

242

683

阳性率（%）

16.57

14.76

15.88

表 5 手足口病不同年龄段分布情况

Table 5 The distribution of different ages of HFMD

（下转第 187页）
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B族溶血性链球菌（GBS）感染对妊娠结局的影响

赵小娅★ 谢月英 周旭丽 谢纲 文佳 洪威

［摘 要］ 目的 探讨妊娠晚期孕妇产前筛查 B族溶血性链球菌（group B Streptococcus，GBS）感

染的临床价值及对妊娠结局的影响。 方法 以 2014 年 1 月至 2014 年 12 月在本院产科门诊就诊的

4 091例妊娠晚期孕妇为研究对象，采用实时荧光定量 PCR（real⁃time fluorescent quantitative polymerase
chain reaction，RT⁃PCR）检测是否感染GBS，以检测结果为阳性的孕妇为GBS阳性组，共 225例，按 1∶1
比例在检测结果为阴性孕妇中随机抽取 225 例作为阴性组，随访该 2 组孕妇的妊娠结局。 结果

4 091例孕妇GBS阳性检出率为 5.4%（225/4 091）。GBS阳性组与阴性组比较，发生胎膜早破［20.4%（46/
225）和 11.1%（25/225）］、宫内感染［19.1%（43/225）和 7.5%（17/225）］、新生儿感染［11.5%（26/225）和 5.7%
（13/225）］概率均明显增高，差异有统计学意义（P<0.05）。早产和难产发生率在GBS阳性和阴性孕妇中

比较，差异无统计学意义（P>0.05）。 结论 GBS感染会明显增加胎膜早破、宫内感染及新生儿感染的

发生率，对妊娠结局造成不良影响，应对孕晚期孕妇常规进行GBS筛查。

［关键词］ B族溶血性链球菌；实时荧光定量 PCR；感染；妊娠结局；新生儿

Influence of group B Streptococcus（GBS）infection on pregnancy outcome
ZHAO Xiaoya，XIE Yueying，ZHOU Xuli，XIE Gang，WEN Jia，HONG Wei
（Deparment of Pathology，Xiangtan City Maternal and Child Health ⁃ Care Hospital，Xiangtan，Hunan，
China，411104）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the group B Streptococcus（GBS）infection rate in pregnant
women during late pregnancy and its influence on pregnancy outcomes. Methods A total of 4 091 women
in later stages of pregnancy who had regular antenatal examinations in the Xiangtan City Maternal and Child
Health ⁃ Care Hospital were chosen from Jan. 2014 to Dec. 2014. The method of real ⁃ time fluorescence
quantitative polymerase chain reaction（RT ⁃ PCR）was utilized to detect with the presence of GBS. A 1∶1
matching case control study was carried out with 225 pregnant women positive of GBS and 225 women
negative of GBS，and the pregnancy outcomes in the 2 groups were followed up. Results The late
pregnancy GBS infection ate in 4 091 pregnant women was 5.4%（225/4 091）. Compared with the GBS
negative group，the GBS positive group had a higher incidence of premature rupture of membranes［20.4%（46/
225） vs 1.1%（25/225）］，intrauterine infection［19.1%（43/225） vs 7.5%（17/225）］，neonatal infection
［11.5%（26/225）vs 5.7%（13/225）］，the difference sare statistically significanct（P<0.05）. There were no
statistically significant differences in the premature birth and dystocia（P>0.05）. Conclusions Maternal
GBS carrier in late gestation are more likely to have adverse pregnancy outcomes due to increased incidences
of intrauterine infection，premature rupture of membranes and neonatal infections. It is necessary for women in
later stages of pregnancy to take routine screening of GBS infection.

［KEY WORDS］ Group B Streptococcus（GBS）；Real⁃time fluorescent quantitative polymerase chain
reaction（RT⁃PCR）；Infection；Pregnancy outcome；Neonate
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B 族溶血性链球菌（group B Streptococcus，
GBS）是孕妇生殖道感染的重要致病菌，20世纪 70
年代起，GBS被证实为新生儿及孕妇感染的主要

原因［1-2］。正是由于 GBS 感染的严峻性，1990 年

美国疾病控制中心制定了GBS筛查和处理指南，

美国妇产科协会、美国儿科协会建议对孕 35~37
周孕妇进行GBS产前检测，可有效降低新生儿早

期败血症感染率达 80%左右［3］。此观点渐渐引起

了我国围生医学研究者的高度重视。自 2014 年

起，本院采用实时荧光定量 PCR技术（real⁃time flu⁃
orescent quantitative polymerase chain reaction，RT⁃
PCR）对晚期孕妇进行GBS感染检测，旨在探讨妊

娠晚期GBS带菌状况及其对妊娠结局的影响，现

报道如下：

1 资料与方法

1.1 一般资料

2014年 1月至 2014年 12月在本院产科门诊自

愿接受GBS产前筛查的 4 091例孕妇，年龄 20~41
岁，平均年龄 28.1岁，孕 34~39周，平均孕 35.6周，

一个月内未使用抗生素。

1.2 方法

1.2.1 标本采集

采集前先擦去外阴过多分泌物，将一根无菌

棉拭子置孕妇阴道内旋转一周采集阴道下 1/3的

分泌物；再将另一根棉拭子置入肛门，在肛门括约

肌上 2~3 cm处轻轻取得直肠分泌物。标本置于加

盖无菌试管中送检。

1.2.2 检测方法

GBS RT⁃PCR 检测试剂由福建泰普生物科学

有限公司提供，荧光定量 PCR仪为美国ABI公司

7300Rt⁃PCR仪，按照 B族链球菌抗酸检测试剂盒

进行检测主要步骤如下：（1）样本前处理：在取样

拭子管中加入 1 mL B族链球菌检测清洗液，用震

荡器高速震荡 2 min制成标本悬浮液；取出全部样

品放入 1.5 mL离心管中，13 000 rpm离心 5 min弃

上清，加入 1 mL B 族链球菌检测清洗液；震荡重

悬，13 000 rpm离心 5 min弃上清；（2）核酸提取：沉

淀用 50 μL清洗缓冲液重悬；加入提取固形物，高

速涡旋震荡 5 min破碎细胞。95℃干浴 2 min，立即

冰浴 2~5 min，13 000 rpm 离心 1 min，上清液用于

PCR扩增。样本检测的其余操作步骤和 PCR反应

条件按照说明书进行。

1.2.3 诊断标准

（1）宫内感染：产时产妇发热、体温≥38℃；产

妇脉搏>100次/min；胎儿心动过速，胎心率持续>
160次/min，孕妇末梢血白细胞计数>15.0×109/L，中
性粒细胞比例明显增高；子宫压痛；羊水有臭味，

符合以上任何 2项者诊为宫内感染［4］。（2）新生儿

感染：孕妇有宫内感染、胎膜早破等高危因素，新

生儿体温升高及体温不升，肤色苍白，精神萎靡，

拒奶、呕吐等临床表现，末梢血白细胞计数>25.0×
109/L。
1.3 统计学处理

所有资料应用 SPSS 13.0统计软件进行数据分

析，计数资料以率表示，采用 χ2检验，P<0.05表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 妊娠晚期孕妇GBS感染率

4 091例孕检孕妇中，GBS阳性 225例，阳性率

为 5.4%，部分样本实时荧光定量 PCR扩增结果见

图 1。
2.2 妊娠妇女的一般情况

检测结果阳性孕妇作为 GBS 阳性组，共 225
例，按 1∶1比例在检测结果为阴性孕妇中随机抽取

225例作为阴性组。GBS阳性组平均年龄 26.9岁，

平均孕 35.5周；GBS阴性组平均年龄 27.3岁，平均

孕 35.7周，两组年龄、孕周情况比较，差异均无统

计学意义（P>0.05），具体结果见表 1。
2.3 GBS阳性组和阴性组孕妇的妊娠结局

GBS 阳性组对用药顾虑未予抗生素干预治

疗。GBS阳性组孕妇胎膜早破、宫内感染及新生

儿感染率发生率较阴性组明显增高，差异均有统

计学意义（P<0.05），而两组孕妇早产、难产发生

率比较，差异均无统计学意义（P>0.05），结果详

见表 2。

3 讨论

GBS 是一种革兰氏阳性链球菌，寄居于阴道

和直肠，20世纪 60年代首次发现其可以导致严重

的新生儿感染，随后进行了大量的研究，发现GBS
在围产期感染中是第一位的致病菌，可以导致围

产儿死亡［5］，同时可以明显增加宫内感染的发生

率，给母儿预后造成严重威胁。西方国家一直以

来对其非常重视，美国疾病控制中心制订的GBS
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图 1 RT⁃PCR方法样本扩增结果

Figure 1 Amplification curves of samples by RT⁃PCR

一般情况

平均年龄（岁）

平均孕周（周）

GBS阳性组（225例）

26.9

35.5

GBS阴性组（225例）

27.3

35.7

P

0.156

0.370

表 1 2组妊娠妇女的一般情况

Table 1 Information for the 2 groups of pregnant women

组别

GBS（+）

GBS（-）

χ2

P值

例数

225

225

胎膜早破

46（20.4%）

25（11.1%）

7.3 749

0.007

宫内感染

43（19.1%）

17（7.5%）

13.0 000

0.000

新生儿感染

26（11.5%）

13（5.7%）

4.7 445

0.029

早产

33（14.6%）

26（11.5%）

0.9 558

0.328

难产

3（1.3%）

4（1.7%）

0.0 000

0.703

表 2 GBS阳性与阴性组孕妇妊娠结局比较

Table 2 Comparison of the outcomes between the GBS⁃positive and GBS⁃negative cases

筛查和处理指南［5］已经很大程度上减少了围产期

B族链球菌感染的发生率和危害。对于妊娠孕妇

GBS带菌率文献报道各不相同，孕期GBS感染率

在东西方国家一直存在较大差异，以美国及北欧

为首的发达国家中，GBS几乎成为围产期感染的

主要致病菌，感染率为 5%~35%［6］，另有研究报道

为 10%~30%［6-7］。

我国目前产妇GBS带菌情况尚不作为常规检

查，也无大标本的流行病学资料，但有条件的地区

已经在做筛查和诊断性检查。马延敏等［8］报道北

京地区孕妇GBS感染率为 11.07%；陈慧慧等［9］检

测上海地区 992 名孕妇带菌率为 3.70%，黄永健

等［10］报道江西地区孕妇GBS感染率为 8.76%。本

研究采用 RT⁃PCR 对 4 091 例晚孕期孕妇进行检

测，GBS感染率为 5.4%，稍高于陈慧慧等的报道，

但低于全国其他地区的报道。孕妇的GBS带菌率
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受很多因素影响，如检测方法，以往常用的筛查方

法是细菌培养，但是细菌培养耗时长，假阳性率

高。另外，阴道菌种和菌落的可变性。例如，35周

或更早的检查结果是阴性，但在分娩前可出现GBS
感染。同时，不同人群由于社会经济和卫生保健水

平的不同，孕妇GBS带菌率也会存在较大差异。

本研究结果发现，GBS 阳性组妊娠晚期孕妇

发生胎膜早破、宫内感染概率明显增高，这是由于

GBS可上行感染胎膜，通过炎症细胞的吞噬作用

及细菌产生的蛋白水解酶的直接侵袭，使胎膜局

部张力减少，从而导致胎膜早破，病原微生物可上

行入侵宫腔，引起羊水、胎膜、胎盘感染，即宫内感

染。同时，GBS感染也将增加新生儿感染的风险，

这与其他研究者［8⁃9］的报道相符。本研究中早产的

发生率阳性组稍高于阴性组，但差异无统计学意

义，可能与取样孕周定在 35 周以后，已将大部分

早产排除在外，同时也可能与样本量少有关。近

年来，RT⁃PCR因灵敏性和特异性高、稳定、及时、

检测时间短，操作方便等优势，已成为临床筛查

GBS的热门方法［11］。然而，在妊娠期孕妇GBS筛

查之后预防性治疗方面还存在较多问题，有报道

指出孕妇产时应使用预防抗生素以应对新生儿

GBS感染［12］。但事实上尽管进行预防性治疗防治

GBS感染，新生儿发病率和死亡率仍然很高，包括

分娩期抗生素治疗实施不当、抗生素耐药等。面

对中国庞大的患者群，如何进行筛查普及和预防

性的治疗，以及如何避免过度治疗都是需要慎重

考虑的。
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伴随着社会、生活和环境的变化，不孕不育已

成为困扰部分人群的烦恼问题。近年来，体外受

精 ⁃胚胎移植技术（in vitro fertilization and embryo
transfer，IVF⁃ET）得到快速发展与临床应用［1］。它

是指分别将卵子与精子从人体内取出进行体外受

精，形成胚胎后再移植回母体子宫，让其继续发育

至出生的一种辅助生殖技术。而成功实施该项技

术有 2个关键，一是通过控制性促排卵得到高质量

促排卵药雷洛昔芬对小鼠着床窗期子宫内膜COX⁃2
和LPAR3表达的影响

冼英杰★ 陈彩蓉 周秀琴 颜秋霞 梁小青 赵晓英

[摘 要] 目的 通过分析新促排卵药雷洛昔芬（raloxifene, RAL）对着床窗期小鼠子宫内膜容受

性 标 志 物 环 氧 合 酶 ⁃ 2（cyclooxygenase 2, COX ⁃ 2）和 溶 血 磷 脂 酸 受 体 3（lysophosphatidic acid
receptor 3, LPAR3）表达的影响，探讨雷洛昔芬是否损害小鼠子宫内膜容受性。 方法 雌性昆明

系小鼠 60 只，随机分为 RAL 用药促排卵组和自然受孕对照组。在雌鼠妊娠第 4.5 d，采用免疫组

化法检测 COX⁃2 和 LPAR3 在 2 组雌鼠子宫内膜中的表达。 结果 COX⁃2、LPAR3 2 个因子在

RAL 用药组和自然受孕对照组小鼠中的表达均无显著性差异，P>0.05。 结论 通过 RAL 用药来

进行促排卵，对着床期小鼠子宫内膜 COX⁃2 和 LPAR3 表达水平的影响不明显，对子宫内膜容受性未

发现产生不良损伤。

[关键词] 雷洛昔芬；环氧合酶 2；溶血磷脂酸受体 3；表达

Effects of ovulation induction by raloxifene treatment on the expression of COX ⁃ 2 and LPAR3 in
mouse uterine endometrium during periimplantation period
XIAN Yingjie★, CHEN Cairong, ZHOU Xiuqin, YAN Qiuxia, LIANG Xiaoqing, ZHAO Xiaoying
(Reproductive Medicine Center, People􀆳s Hospital of Qingyuan, Qianyuan, Guangdong, China, 511500)

［ABSTRACT］ Objective To explore the effect of ovulation induction by raloxifene treatment on
endometrial receptivity by detection of the expression of COX⁃2 and LPAR3 in mouse endometrium during peri
⁃ implantation period. Methods 60 female non ⁃ pregnant Kunming mice were randomly divided into the
RAL treatment group and the normal control group（natural conception）. 4.5 days following pregnancy，the
expression of COX⁃2 and LPAR3 in mouse endometrium was detected by immunohistochemical staining.
Results There were no significant differences in the expression of COX ⁃ 2 and LPAR3 in mouse
endometrium between the RAL group and the normal controlled group. Conclusion Raloxifene treatment
for ovulation induction does not change the expression of COX ⁃ 2 and LPAR3 in mouse endometrium
significantly，and has no harmful effects on the endometrial receptivity.

[KEY WORDS] Raloxifene（RAL）； Cycloxygenase⁃2（COX⁃2）； Lysophosphatidic acid receptor 3
（LPAR3）； Expression
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的卵子，通过体外受精形成优质胚胎；另一关键是

子宫内膜拥有良好的容受性，使胚胎能够成功植

入，获得临床妊娠［2］。目前如克罗米芬（clomi⁃
phene citrate，CC）等常用的促排卵药，在临床上取

得了很好的促排卵效果，但也均被发现会出现一

些副作用，如影响子宫的容受性及精卵的种植效

果等，导致低妊娠率［3-4］。

雷洛昔芬（raloxifene，RAL）为第 2 代选择

性雌激素受体调节剂（selective estrogen receptor
modulator，SERM），已获得了美国食品与药品管

理局的许可，成为治疗绝经后妇女骨质疏松症和

浸润性乳腺癌的新药［5］。日前，RAL 被发现具有

与传统药物克罗米芬具有相似的促排卵功效，但

该药的促排卵应用在在国内外尚处于初步探索

阶段，它对子宫内膜容受性的影响在国际上尚无

定论［6］。据研究发现，子宫内膜分子标志物如环

氧合酶⁃2（cyclooxygenase 2，COX⁃2）和溶血磷脂

酸受体 3（lysophosphatidic acid receptor 3，LPAR3）
的表达水平能很好地反映子宫内膜的容受性状

况［7-8］。本研究拟通过检测 RAL 用药对受孕小

鼠着床窗期子宫内膜因子 COX⁃2 和 LPAR3 表达

的变化，来探讨 RAL 对子宫内膜容受性的影响，

从而为 RAL 在临床促排卵治疗中的应用提供

依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取由广东省实验动物中心提供的 6周龄、体

重 20~24 g、未曾受孕的昆明系白小鼠 90 只（其中

雌鼠 60 只、雄鼠 30 只），随机将雌鼠分成 RAL 给

药促排卵组和自然周期正常对照组，每组 30 只雌

鼠。让小鼠在环境温度 25±5℃、相对湿度 60%~
80%、控光（每天于 8：00~20：00 间光照 12 h）条件

下，自由摄食和饮水。

1.2 材料与方法

1.2.1 动物给药方法

每天上午 8：30~9：00 在雌鼠的第 3 个动情周

期前期，对其进行灌胃。对于给药组的小鼠，用 l
mL含 0.97 mg/mL RAL（购自礼来苏州制药有限公

司，规格为 60 mg×7 片装/盒）的生理盐水溶液灌

胃，每天给一次，连续 2天。对于正常对照组的小

鼠，用 l mL不含药物的生理盐水灌胃。

1.2.2 子宫内膜标本获取

2 天（即 2 次用药）后的下午 17：00，分别往

每只雌鼠腹腔注射 5 单位的人绒膜促性腺激素

（human chorionic gonadotropin，HCG）来 诱 发 排

卵，按雌雄 1∶1 合笼。次晨 7：00 发现阴道栓者即

定为妊娠第 l d，计为Dl；在D4.5时，采用脱臼法处

死各组雌鼠，分离子宫。子宫内膜用 10%福尔马

林液固定，常规石蜡包埋，制成蜡块切片。

1.2.3 免疫组化检测

用免疫组化法检测子宫内膜组织中 LPAR3和

C0X⁃2蛋白表达水平。石蜡块切片常规脱蜡至水，

3% H2O2室温处理 10 min，蒸馏水洗涤 3次；热修复

抗原，PBS 洗涤 2次。室温封闭 30 min 后，分别加

入兔抗 COX⁃2 抗体（ab52237，购于 Abcam 公司）、

兔抗 LPAR3抗体（ab75732，购于Abcam公司），4℃
孵育过夜，PBS 洗涤 3 次；加入相应的二抗，37℃
30 min，PBS 液冲洗 3 次；然后用 DAB 显色，充分

水洗；苏木素复染后，脱水，透明，封片。组织切片

染色情况由 2 位高年资病理医师采用双盲法进行

评判。每例切片均选择 10 个高倍视野，腺上皮细

胞中呈棕黄色颗粒为阳性表达；根据细胞的染色

强度，把全部切片的染色结果评定为 -（浅蓝

色）、+（浅黄色）、++（棕黄色）、+++（棕褐色），如

图 1。
1.3 统计分析

采用 SPSS17.0 统计分析软件进行数据分析。

两组间计数资料的比较采用 χ2检验，以双侧 α =
0.05为检验水准。

2 结果

免疫组化结果显示，COX⁃2 与 LPAR3 均主要

分布于子宫内膜腺上皮细胞的胞浆中；而且，在着

床窗期，RAL 用药组与正常对照组雌鼠子宫内膜

腺上皮的 COX⁃2 表达水平没有显著的差异（P＞
0.05）；两组雌鼠子宫内膜腺上皮 LPAR3的表达水

平也差别不明显（P＞0.05），见图 1与表 1。

3 讨论

在过去的 50多年中，CC一直是促排卵治疗的

一线药物。它是一种 SERM，具有弱的雌激素作

用，通过阻断下丘脑和垂体上的雌激素受体部位

的负反馈抑制而刺激垂体促性腺激素的分泌，从
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而诱导卵泡的发育和排卵；但另一方面，CC也会对

子宫和宫颈产生抗雌激素的副作用，进而导致子宫

内膜过薄及宫颈粘液粘稠，对子宫内膜容受性具有

抑制作用，导致其高排卵率和低妊娠率［9-10］。

RAL属于第 2代 SERM，已被用于治疗绝经后

妇女骨质疏松症，并可降低浸润性乳腺癌的发病

风险［11］。已有研究表明，RAL 也通过竞争性结合

下丘脑雌激素受体，抑制雌激素对下丘脑的负反

馈作用，促进内源性卵泡刺激素和黄体生成素的

释放及卵泡生长［12］。而在体外细胞实验中，RAL
表现为雌激素拮抗作用或中立作用［13］。RAL的半

衰期（32.5 h）较短，经口服后绝大部分体内的 RAL
及其代谢物在 5 d内排出，对子宫内膜增殖的影响

有限；至胚胎着床期，RAL 已被清除干净，在促排

卵治疗中对子宫内膜的影响不大。

信使因子 COX⁃2是花生四烯酸合成前列腺素

的关键酶，而前列腺素在胚胎着床、生长发育过程

中起重要作用。因此，COX⁃2 可通过影响前列腺

素的合成调节女性生殖功能。COX⁃2基因缺陷的

图 1 免疫组化检测不同组雌鼠着床窗期子宫内膜的

COX⁃2、LPAR3表达情况

Figure 1 Expression of COX⁃2 and LPAR3 in endometrium
of female mice during periimplantation in different groups by

immunohistochemical staining

COX⁃2

LPAR3

分组

正常对照组

RAL用药组

正常对照组

RAL用药组

染色强度占比（%）

+

3（10.0）

4（13.3）

2（6.7）

3（10.0）

++

6（20.0）

6（20.0）

7（23.3）

5（16.7）

+++

21（70.0）

20（66.7）

21（70.0）

22（73.3）

P

0.817

0.669

表 1 不同组雌鼠着床窗期子宫内膜的 COX⁃2、LPAR3表达情况比较

Table 1 Comparison of the expression of COX⁃2 and LPAR3 in endometrium of female mice
during periimplantation in different groups

雌性小鼠会出现多方面的生殖功能障碍，如排

卵障碍、卵子受精率下降、胚胎着床及子宫蜕膜

化障碍等［7］。LPAR3 是一种 G 蛋白偶联受体（G
protein coupled receptor，GPCR），通过结合溶血磷

脂酸在哺乳动物生殖过程中发挥重要作用，与胚

胎植入功能密切相关［14］。而且，LPAR3 基因缺陷

的小鼠与临床表现与 COX⁃2 基因缺陷的小鼠类

似。敲除 LPAR3基因的小鼠，COX⁃2 的表达也显

著降低。LPAR3 还可能通过 COX⁃2⁃前列腺素途

径来影响胚胎的着床。因此，COX⁃2 与 LPAR3 是

2个预测子宫内膜容受性的良好参考指标［7，14］。本

研究发现，COX⁃2、LPAR3 2个因子标志物在 RAL
用药组和自然受孕对照组小鼠中的表达均无显著

性差异。这提示使用RAL进行促排卵治疗并未降

低着床窗期小鼠子宫内膜的 COX⁃2 和 LPAR3 表

达，对子宫内膜容受性未产生明显损害。最近也

有研究发现，RAL 对子宫内膜的厚度也没有不良

损伤［15］。因此，RAL 是一种温和、安全、有效的促

排卵新药。当然，使用 RAL 进行促排卵的应用研

究在国内外生殖医学领域刚刚起步，尚处于摸索

阶段，有待通过更广泛的临床研究及更深入的药

效机制来加以探讨。
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NT⁃proBNP在小儿病毒性心肌炎诊断和心功能评估
中的应用

李舟文★

［摘 要］ 目的 检测血浆 B 型钠尿肽前体（precursor of B⁃type natriuretic peptide，NT⁃proBNP）在

小儿病毒性心肌炎患者中的浓度水平，探讨将其作为评价小儿病毒性心肌炎诊断及心功能状态的

价值。 方法 门诊及住院病毒性心肌炎患儿 68 例，对照组 109 例。运用电化学发光免疫技术测定

NT⁃proBNP浓度，超声心动图检测左心室射血分数（left ventricular ejection fravtion，LVEF）及左室缩短分

数（left ventricular fraction of shortening，LVFS），根据改良 ROSS 评分对患儿心肌炎进行心功能分级。

结果 病毒性心肌炎组 NT⁃proBNP 水平（2 870±492 pg/mL）明显高于对照组（156±45 pg/mL），两组之间

差异有统计学意义（P<0.01），血浆NT⁃proBNP水平与 LVFS、LVEF呈负相关，血浆NT⁃proBNP水平与心

衰严重程度呈正相关。 结论 血浆 NT⁃proBNP 水平可以反映病毒性心肌炎患儿左室功能不全的情

况，可协助病毒性心肌炎的诊断，可用于该类患儿心功能的评估。

［关键词］ B型钠尿肽前体；小儿病毒性心肌炎；诊断；心功能评估

Application of precursor of B ⁃ type natriuretic peptide for the diagnosis of viral myocarditis and

assessment of heart function in children

LI Zhouwen★

（Clinical Skills Center Diagnostics Teaching Group，Medical College of Jiaying University，Meizhou，

Guangdong，China，514031）

［ABSTRACT］ Objective To discuss the value of the precursor of B ⁃ type natriuretic peptide
（NT⁃proBNP）for assessment of viral myocarditis and heart function in children. Methods The plasma
NT⁃proBNP level was measured by electrochemiluminescence and both of the left ventricular ejection fraction
（LVEF） and the left ventricular（LVFS） were assessed by echocardiography in 68 children with viral
myocarditis and 109 heathly children. The patients were provided cardiac function grading according to the
modified ROSS score. Results There were significant differences among viral myocarditis cases and healthy
cases. The level of NT⁃proBNP in the former（2 870±492 pg/mL）was higher than in the later（156±45 pg/mL）.
Plasma NT⁃proBNP level was negatively correlated with the level of LVFS and LVEF，while it was positively
correlated with the severity of cardiac function. Conclusion The level of plasma NT⁃proBNP could reflect
the left ventricular dysfunction in viral myocarditis children，and it may be used in diagnosing the viral
myocarditis and assessing ventricular dysfunction.

［KEY WORDS］ Precursor of B⁃type natriuretic peptide（NT⁃proBNP）；Viral myocarditis in children；

Diagnosis；Evaluation of cardiac function
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病毒性心肌炎是儿科临床常见心脏疾病，目

前常用的生化检测指标包括肌酸激酶同工酶，肌

钙蛋白 I 等［1］。B 型钠尿肽（brain natriuretic pep⁃
tide，BNP）是近年发现的一个非常重要的心脏激

素，由心室肌细胞分泌的脑钠肽前体（precursor of
brain natriuretic peptide，proBNP）降解形成。proB⁃
NP 的降解也产生无活性的代谢产物 B 型钠尿肽

前体（precursor of B ⁃ type natriuretic peptide，NT⁃
proBNP）。NT⁃proBNP 是近年来研究较多的反映

心脏功能的指标［2］。本文主要讨论 NT⁃proBNP 与

小儿病毒性心肌炎的相关性及其与心功能分级的

关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料

收集广东省梅州市人民医院 2013 年 8 月至

2015 年 3 月门诊及住院病毒性心肌炎患儿共 68
例，男 39例，女 29例。年龄 2~12岁，平均年龄 6.5
岁。所有患儿需做胸部 CT、心电图、心脏彩超检

查。诊断均符合 1999年 9月昆明全国小儿心血管

病学术会议修订的小儿病毒性心肌炎诊断标

准［3］。同时根据改良 ROSS 评分对患儿心肌炎进

行心功能分级［4］：0~2分为无心衰，3~6分为轻度心

衰，7~9分为中度心衰，10~12分为重度心衰。对照

组 109 例均为同期来医院门诊健康查体的正常儿

童，排除病毒感染和心脏病史，男 59 例，女 50 例，

年龄 2~12岁，平均年龄 7岁。两组性别、年龄等一

般资料比较差异无统计学意义（P>0.05），具有可

比性。

1.2 方法

1.2.1 标本收集与处理

入院 2 h内外周静脉采血，注入普通的真空采

血管中，放置，摇匀，立即低温离心（3 000 rpm/
min）10 min，取血浆分装，-20℃保存，2 h 内测定

NT⁃proBNP 浓度。NT⁃proBNP 浓度采用法国梅里

埃试剂盒，运用电化学发光免疫技术在梅里埃全

自动免疫荧光分析仪上测定。测定线性范围 20~
25 000 pg/mL（2.4~3 000 pmol/L）。

1.2.2 超声心动图检查

超声心动图是检测心功能及心室负荷的指

标，于入院后 24 h内进行超声心动图检查，检测仪

器采用飞利浦公司的 Sonos5500 超声诊断仪，2.5
MHz 探头进行检查。参照美国心脏病协会（the

American Heart Association，AHA）推荐方法，取心

尖四腔心切面，用改良的 Simpson 单平面法计算

左心室射血分数（left ventricular ejection fravtion，
LVEF）及左室缩短分数（left ventricular fraction of
shortening，LVFS）。所有数据均连续测量 4 个心

动周期取平均值。

1.2.3 统计学分析

运用 SPSS 13.0 统计学软件对数据进行分析，

对各组数据先进行正态分布检验，非正态分布数

据分析采用非参数统计方法。两组间比较用

Mann⁃Whitney⁃U 检验，相关分析用 Spearman 相关

分析。

2 结果

2.1 对照NT⁃proBNP水平

109 例正常对照儿童，NT⁃proBNP 呈偏态分

布，分布范围为 43.2~316.6 pg/mL，97.5%上限为

211.2 pg/mL，3 例正常对照儿童 NT⁃proBNP 超过

211.2 pg/mL，其特异性为 97.3%。病毒性心肌炎

患儿组血浆 NT⁃proBNP 呈偏态分布，分布范围为

176~11 059 pg/mL，97.5% 上 限 为 8 795 pg/mL，

1 例患儿 NT⁃proBNP 低于 211.2 pg/mL，其敏感性

为 98.5%。病毒性心肌炎组 NT⁃proBNP 水平明

显高于对照组，两组之间差异有统计学意义（P<
0.01）。

2.2 血浆 NT⁃proBNP 水平与超声心动图心功能

指标的关系比较

血浆NT⁃proBNP水平与左室心功能指标的关

系发现，随着患儿病情的好转，LVEF与 LVFS逐渐

升高，心功能逐渐恢复，NT⁃proBNP 水平逐渐下

降，进行相关性分析显示，血浆NT⁃proBNP水平与

LVFS 呈负相关（r =-0.61，P = 0.008），与 LVEF 亦

呈负相关（r =-0.67，P = 0.007），且衰竭程度越高，

LVEF 越低，NT⁃proBNP 升高越为显著，结果见表

1。NT⁃proBNP联合心脏超声检查指标，如 LVEF、
LVFS，可提高对小儿病毒性心肌炎发生心功能衰

竭诊断的敏感性及特异性，对小儿病毒性心肌炎

心衰的诊断意义重大。

2.3 血浆NT⁃proBNP与心功能分级的关系

根据改良 ROSS评分标准，不同心功能衰竭级

别组间 NT⁃proBNP 均存在明显差异（P<0.05），且

随着心衰级别的升高，NT⁃proBNP 值逐级升高。

血浆 NT⁃proBNP 水平重度心衰组高于中度心衰
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项目

正常组

无心衰组

轻度心衰组

中度心衰组

重度心衰组

例数

109

13

28

19

8

NT⁃proBNP（pg/mL）

245±62

302±73

852±389★

2 859±435★

8 285±559★

表 2 心功能不同的各组NT⁃proBNP水平比较

Table 2 Comparison of NT⁃proBNP levels in groups with
different cardiac functions

★与上一组比较，P≤0.05

组别

心肌炎组

对照组

例数

68
109

年龄（岁）

6.5±4
7±3

LVEF（%）

36±15*

53±12

LVFS（%）

22±9*

42±7

NT⁃proBNP（pg/mL）
2870±492*

156±45
*与对照组比较，P<0.05

表 1 血浆NT⁃proBNP浓度水平及超声心动图指标比较（x ± s）

Table 1 Comparison of the concentration levels and echocardiographic indexes of plasma NT⁃proBNP x ± s）

组，中度心衰组高于轻度心衰组，轻度心衰组高于

无心衰组，无心衰组与正常对照组间差异无统计

学意义（P>0.05）。相关性分析显示，NT⁃proBNP
与心功能 ROSS 评分级别呈正相关，结果见表 2。
表明血浆 NT⁃proBNP 浓度变化，能够实时地反应

心功能情况，适用于临床及时、准确的评估小儿病

毒性心肌炎心脏功能。

3 讨论

proBNP是由心室合成和分泌的神经内分泌激

素，是因心脏疾病使心肌收缩乏力，或心腔负荷过

重导致心壁被拉伸时由心脏释放到血液中的化学

物质。proBNP 从心脏释放到血液中就会分割为

NT⁃proBNP 和 BNP。NT⁃proBNP 在生物学上不活

跃，半衰期为 60~120 min，可追踪的时间多达 24
h。由于半衰期长，因此NT⁃proBNP的稳定性为相

应的检测提供了更高的灵敏度，能追溯更长的时

间保持不变，可对其进行长时间跟踪，并且使用简

便高效，且不受体位和运动的影响，在判断心功能

方面优于 BNP［5］，有利于临床医生准确发现早期

的和轻度的心力衰竭。

NT⁃proBNP 的正常参考值目前国内外仍不统

一。曾祥林等［6］的研究认为心衰组、无心衰组及对

照组血浆NT⁃proBNP水平差异有统计学意义（χ2=

140.053，P=0.000），心衰组高于无心衰组及对照组

（Z=-10.275，-10.725，P均=0.000），无心衰组与对照

组比较差异无统计学意义（Z=-1.120，P＞0.05）。本

研究心肌炎组患儿NT⁃proBNP水平显著高于健康

对照组，与改良ROSS评分具有良好的相关性［7］，根

据改良ROSS评分，将心衰组分为轻、中、重度心衰

3组，比较血浆NT⁃proBNP水平差异。心衰患儿血

浆NT⁃proBNP水平明显高于无心衰患儿及健康儿

童，血浆NT⁃proBNP水平可以反映小儿心衰的严重

程度，对小儿心衰的临床诊断具有价值，与上述文

献报道相符。因此，NT⁃proBNP可作为判断心脏功

能不全严重程度及心肌损害程度的标志物。

病毒性心肌炎是指由于病毒侵犯心脏引起的

心肌细胞炎性病变，炎症可累及心脏间质组织、血

管成分及心包，是儿科临床常见疾病，其发病率近

年来呈快速上升趋势。小儿病毒性心肌炎临床表

现轻重相差较大，重症者主要表现为严重心律失

常、不同程度的心功能减退、心源性休克，甚至猝

死，对患儿生命危害甚大。年龄越小，病情越重，婴

幼儿死亡率最高，多数患儿是在过去没有心脏病的

情况下，急性或较急发病，有的是偶然发现的。目

前已证实能引起心肌炎的病毒有多种，其中以微小

RNA病毒对心肌有亲嗜性，特别是柯萨奇B组病毒

是最常见和最重要的病原，国内外近年调查认为柯

萨奇病毒B3、B4型引起的心肌炎最多见，其次为轮

状病毒。小儿病毒性心肌炎的治疗没有特效药，临

床上多采用对症综合治疗方案，包括中西医结合

抗病毒治疗［8］，保护心肌，营养心肌，免疫调节。桂

俊［9］的研究表明黄芪通过上调 A20 的表达，抑制

NF⁃κB信号通路的活化，导致大量致病性炎症因子

的下降和炎性细胞浸润的减少，减轻心肌组织的炎

症病理损伤，从而使疾病病症得到改善。

小儿病毒性心肌炎的治疗虽然取得了较大进

展，但目前缺乏统一有效的治疗方案，疗效差别较

明显，早诊断早治疗有利于病情控制，减少并发

症，降低患者急危重症风险。目前临床小儿病毒
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性心肌炎的诊断标准仍缺乏特异的诊断指标［10］，

主要靠临床综合分析，但其临床操作性较差，起病

时多难符合其标准，等待符合心肌炎的诊断时再

做治疗往往会延误病情，找到一种非常特异的检

测指标是我们研究的方向。本研究以病毒性心肌

炎患儿为研究对象，评估 NT⁃proBNP 在小儿病毒

性心肌炎患者中的诊断及心功能评估中的价值。

研究发现，有 2例（5.56%）具有左室功能不全的病

毒性心肌炎患儿其血浆NT⁃proBNP水平处于正常

范围，所以 NT⁃proBNP 不能作为心肌炎患儿存在

持久左室功能不全的最灵敏诊断指标［11］。超声心

动图是目前检测心功能最安全、无创、有效的方

法，但是它成本昂贵，需要专业人员操作，使用受

到限制。临床儿科医生急需一种更简单、方便、

快捷的检测方法来评价心功能。而 NT⁃proBNP
正是这样一个指标，随着心功能的下降而升高，

客观准确，简单易行［12］。研究中我们比较了血浆

NT⁃proBNP 水平和左室心功能指标的关系发现，

血浆 NT⁃proBNP 水平与 LVFS、LVEF 均呈显著相

关性。即左室收缩功能下降，NT⁃proBNP 明显升

高。笔者认为血浆NT⁃proBNP水平与左室功能不

全间存在明显的相关性，可以用于评价病毒性心

肌炎患儿左室功能不全的存在。

综上所述，血浆NT⁃proBNP水平可以反映病毒

性心肌炎患儿左心室功能不全的情况，可协助病毒

性心肌炎的诊断，可用于该类患儿心功能的评估。

目前的临床工作中，常依据症状和体征判断心功

能，存在一定的主观性。超声心动图在某些情况下

受到透声窗的限制，心导管检查具有创伤性且价格

昂贵。NT⁃proBNP测定方法较客观，又简便、无创、

快速、便于随访，适合于动态观察，可以弥补上述不

足。本研究还存在一定的局限性，不足之处是未对

治疗后的心肌炎患儿进行对比研究，且病例数较

少，下一步需增加样本量研究［13］。
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心脏型脂肪酸结合蛋白和D⁃二聚体及高敏肌钙蛋白
T在急性冠状动脉综合征早期诊断中的应用

皮红泉 1★ 李德华 1 卢盛祥 1 王蔚浩 2 邓乐华 2

［摘 要］ 目的 探 讨 心 脏 型 脂 肪 酸 结 合 蛋 白（human heart⁃type fatty acid⁃binding protein ，

h⁃FABP）、D⁃二聚体（D⁃dimer）及超敏肌钙蛋白 T（high⁃sensitive cardiac troponin T，hs⁃cTn T）对急性冠脉

综合征（acute coronary syndrome，ACS）的早期诊断价值。 方法 收集 2014 年 3 月至 2015 年 5 月东

莞市常平医院急诊科 157 例胸痛患者、50 名健康体检者（健康对照组）的静脉血，分离得血清及血

浆。测定所有研究标本的 h⁃FABP、D⁃二聚体和 hs⁃cTn T。所有实验数据均通过 SPSS13.0 软件进行统

计学处理。 结果 ACS 患者中的不稳定性心绞痛（unstable angina，UA）组、非 ST 段抬高心肌梗死

（non ⁃ ST ⁃ elevation myocardial infarction，NSTEMI）组、ST 段抬高心肌梗死（ST ⁃ elevation myocardial
infarction，STEMI）组血清 h⁃FABP 水平、血浆 D⁃二聚体水平、血清 hs⁃cTn T 水平均高于非缺血性胸痛

（non⁃ischemic chest pain，NICP）组和健康对照组，差异具有统计学意义（P=0.002）。胸痛 3 h 以内组和

3~6 h组ACS患者血清 h⁃FABP水平均高于健康对照组，差异具有统计学意义（P=0.003）。胸痛 3~6 h组

ACS患者血浆D⁃二聚体、血清 hs⁃cTn T水平均高于健康对照组，差异具有统计学意义（P=0.005）。单独

应用 h⁃FABP 诊断 ACS（胸痛 3~6 h）的敏感度为 87.07%，特异度为 73.62%，准确性为 82.03%。h⁃FABP、
D⁃二聚体及 hs⁃cTn T 联合应用诊断 ACS（胸痛 3~6 h）的敏感度为 97.41%，特异度为 59.22%，准确性为

87.65%。 结论 血清 h⁃FABP 是 ACS 发病早期心肌缺血的敏感指标，优于 hs⁃cTn T 和血浆 D⁃二聚体

对 ACS 发病早期的心肌缺血诊断作用。联合检测 h⁃FABP、D⁃二聚体及 hs⁃cTn T 可提高诊断的敏感性

和准确性，对指导临床早期诊断ACS有一定价值。

［［关键词］］ 急性冠状动脉综合征；心脏型脂肪酸结合蛋白；D⁃二聚体；高敏肌钙蛋白 T

Human heart ⁃ type fatty acid⁃binding protein，D⁃dimer and High⁃sensitive cardiac troponin T in the
early diagnosis of acute coronary syndrome
PI Hongquan1★，LI Dehua1，LUShengxiang1，WANG Weihao2，DENG Lehua2

（1. Department of Clinical Laboratory，Dongguan City Changping Hospital，Dongguan，Guangdong，China，
523573；2. Department of Cardiology，Dongguan City Changping Hospital，Dongguan，Guangdong，China，
523573）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the value of early diagnosis of human heart⁃type fatty acid⁃
binding protein（h ⁃ FABP），D ⁃ dimerand high ⁃ sensitive cardiac troponin T（hs ⁃ cTn T） in acute coronary
syndrome（ACS）. Methods All 157 blood samples of patients with chest pain in the emergency department
of the Dongguan City Changping Hospital were selected. 50 healthy individuals were selected as the control
group.h⁃FABP，D⁃dimer and hs⁃cTn T were measured in all the specimens. All the experimental data were
statistically processed by SPSS 13.0 statistical software. Results The levels of h⁃FABP，D⁃dimer，hs⁃cTn
T in the ACS group，which includes the unstable angina（UA）group，non⁃ST⁃elevation myocardial infarction
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急 性 冠 状 动 脉 综 合 征（acute coronary syn⁃
drome，ACS）是在冠状动脉粥样病变的病理基础

上，冠状动脉血管痉挛、局部血栓形成，造成心肌的

缺血损害和坏死，导致 ACS。心肌缺血是 ACS 常

见的发病机制，及早诊断心肌缺血并及时治疗，有

助于降低心肌梗死的发生率。目前ACS临床诊断

主要依靠临床症状、心电图和传统的生化标志物，

如血清高敏肌钙蛋白 T（hs⁃cTn T）、肌酸激酶同工

酶CK⁃MB、肌红蛋白等。但 hs⁃cTn T和CK⁃MB是

在心肌组织坏死后释放入血，才能被检测出，不利

于在ACS早期心肌损伤可逆阶段做出诊断；肌红蛋

白虽然在 ACS 早期出现，但是其特异性较差，其

升高不能诊断 ACS。最近发现，心脏型脂肪酸结

合蛋白（human heart⁃type fatty acid⁃binding protein，
h⁃FABP）是反映心肌缺血的一个敏感和早期的生

化标志物，对急性胸痛患者的心肌缺血诊断具有高

度敏感性［1］。D⁃二聚体能反映凝血酶和纤溶酶活

性，其浓度升高可作为体内新鲜血栓形成的标志，

有人认为D⁃二聚体与冠状动脉损伤的数目及病变

的严重程度有关，可作为冠状动脉事件的独立危险

因素［2］。本研究通过测定以胸痛就诊患者的 h⁃
FABP、D⁃二聚体和 hs⁃cTn T水平变化，探讨三者单

独应用与联合应用对ACS早期诊断的应用价值。

1 材料与方法

1.1 对象

1.1.1 对象

选取 2014年 3月至 2015年 5月东莞市常平医

院急诊科胸痛就诊患者 157例，男性 85例，女性 72

例，年龄在 42~68 岁之间，平均年龄（55±13）岁。

入选标准：（1）胸痛发作 6 h 以内；（2）血清白蛋白

在 35~55 g/L 之间。排除标准：妊娠、急性肾功能

衰竭、急性脑血管病、恶性肿瘤、胃部疾病、肺栓

塞、自身免疫性疾病、急慢性传染病等。选取同期

本院体检科 50 名健康体检者作为对照组，男 25
名，女 25 名，年龄在 40~68 岁之间，平均年龄（54±
13）岁。本研究经医院伦理委员会同意，入选者均

签署知情同意书。胸痛患者与健康对照组性别、

年龄差异无统计学意义。

1.1.2 病例分组

依据临床诊断将入选患者分为非缺血性胸痛

（non⁃ischemic chest pain，NICP）组 41 例和 ACS 组

116 例［其中不稳定性心绞痛（unstable angina，
UA）亚组 62例、非 ST段抬高心肌梗死（non⁃ST⁃el⁃
evation myocardial infarction，NSTEMI）亚组 28例、

ST段抬高心肌梗死（ST⁃elevation myocardial infarc⁃
tion，STEMI）亚组 26 例］。临床确诊 ACS 的标准

参照《中华医学会心血管分会 2011 年急性心肌梗

死诊断和治疗指南》、《2007 年欧洲心脏病学会非

ST段持续性抬高急性冠脉综合征处理指南》［3-4］。

按胸痛发作至采血时间窗将入选患者分为 3 h
以内组 76 例，其中 NICP 20 例，ACS 56 例（UA 35
例、NSTEMI 11 例、STEMI 10 例）；3~6 h 组 81 例，

其 中 NICP 组 21 例 ，ACS 组 60 例（UA 27 例 、

NSTEMI 17例、STEMI 16例）。

1.2 方法

1.2.1 标本采集

胸痛患者于就诊时即刻采集静脉血 5 mL，健

（NSTEMI）group，and ST ⁃ elevation myocardial infarction（STEMI）group，were significantly higher than
those of the non ⁃ ischemic chest pain（NICP）group and control group. There were significant differences
between the ACS group and the NICP group and the control group（P=0.002）. The levels of h⁃FABP in the
ACS group between 3 to 6 h，were significantly higher than that of the controls（P=0.003）. The levels of
D⁃dimer and the hs⁃cTn T in the group between 3 to 6 h were significantly higher than those of the controls（P=
0.005）. The sensitivity，specificity and accuracy was 87.07%，73.62% and 82.03% of the h⁃FABP in a separate
diagnosis of ACS（chest pain for 3~6 h），but the sensitivity，specificity and accuracy were 97.41%，59.22%
and 87.65% of the h⁃FABP，D⁃dimer and the hs⁃cTn T with the affiliation diagnosis（Chest pain for 3~6 h）.
Conclusion The serum h⁃FABP is a more sensitive indicator of ACS in early myocardial ischemia than
hs ⁃cTn T and plasma D⁃dimer. Serum h⁃FABP in combination with D⁃dimer and hs⁃cTn T could improve
sensitivity and accuracy，which are valuable to guide clinical diagnosis of ACS in early stages.

［KEY WORDS］ Acute coronary syndrome；Human heart⁃ type fatty acid⁃binding protein；D⁃dimer；
High⁃sensitive cardiac troponin T
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康对照组于体检时空腹采血，分装 2管，一管用枸

橼酸钠抗凝，离心分离血浆，待检血中 D⁃二聚体；

一管不加抗凝剂，离心分离血清，待检血清 hs⁃cTn
T及 h⁃FABP，剩余血清于⁃80℃保存。

1.2.2 检测方法

h⁃FABP测定采用宁波美康生物科技有限公司

提供的 h⁃FABP试剂盒、校准品、质控品，检测方法为

乳胶增强免疫比浊法。血浆D⁃二聚体检测采用法

国STA Compact全自动血凝仪。血清 hs⁃cTn T检测

采用德国罗氏 2010 电化学发光仪。D⁃二聚体、

hs⁃cTn T检测采用原装配套试剂、校准品和质控品。

1.2.3 结果判断

h⁃FABP 诊断 ACS 最佳截值取值为>7.0 ng/
mL，D⁃二聚体>0.5 mg/L，hs⁃cTn T>100 ng/L 时为

阳性，反之为阴性。其中任一指标结果为阳性则

联合诊断结果即为阳性，所有指标均为阴性则联

合诊断结果为阴性。

1.3 统计学分析

所有检测实验数据均通过 SPSS 13.0 统计软

件进行统计学处理。h⁃FABP、D⁃二聚体、hs⁃cTn T

为正态分布数据，采用 x ± s表示，多组间比较采用

单因素方差分析，两两比较采用 SNK 检验。检测

指标单独和联合应用对 ACS 检验的敏感性、特异

性和准确性比较采用配对 χ2检验，P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 ACS 和 NICP 组患者血清 h⁃FABP、hs⁃cTn T
和血浆D⁃二聚体水平的变化

入选的 157 例患者中，临床最后确诊为 ACS
患者 116例，其中 h⁃FABP（+）101例，D⁃二聚体（+）
30例，hs⁃cTn T（+）21例；临床最后确诊为NICP者

41 例，其中 h⁃FABP（-）者 33 例，h⁃FABP（+）者

8例。

UA、NSTEMI、STEMI 亚组患者血清 h⁃FABP、
hs⁃cTn T 和血浆 D⁃二聚体水平均高于健康对照

组和 NICP 组（P 均<0.05）。NICP 组患者与健康

对照组相比，血浆 D⁃二聚体水平升高（P<0.05），

血清 h⁃FABP 和 hs⁃cTn T 水平虽然有差异但无统

计学意义（P>0.05）。结果见表 1。

组别

健康对照组

NICP组

ACS组

UA亚组

NSTEMI亚组

STEMI亚组

F值

P值

例数

50
41
116
62
28
26

h⁃FABP（ng/mL）
2.96±0.58
3.58±0.67

31.35±22.88ab

32.79±22.71ab

29.85±21.76ab

3.825
0.001

D⁃二聚体（mg/L）
0.251±0.053
0.332±0.085

0.527±0.136ab

0.569±0.175ab

0.766±0.102ab

3.572
0.003

hs⁃cTn T（ng/L）
18±15
29±22

95±29ab

88±30ab

87±19ab

3.682
0.002

表 1 患者组与健康对照组间血清 h⁃FABP、hs⁃cTn T和血浆D⁃二聚体水平比较（x ± s）

Table 1 The levels of serum h⁃FABP，the hs⁃cTn T and D⁃dimer were compared between the patients and healthy controls（x ± s）

ah⁃FABP、D⁃二聚体和 hs⁃cTn T 与健康对照组比较，UA 组 q值分别为 4.39、4.06、4.01，NSTEMI 组 q值分别为 4.02、4.09、4.20，STEMI 组 q

值分别为 4.19、3.53、3.99，P均<0.05；bh⁃FABP、D⁃二聚体和 hs⁃cTn T 与 NICP 组比较，UA 组 q值分别为 3.59、3.57、3.86，NSTEMI 组 q值分

别为 3.49、3.82、4.23，STEMI组 q值分别为 4.27、3.85、3.79，P均<0.05

2.2 不同胸痛时间 ACS 患者血清 h⁃FABP、hs⁃
cTn T和血浆D⁃二聚体水平的变化

胸痛时间 3 h以内组ACS患者血清 h⁃FABP水

平高于健康对照组、NICP组（P<0.05）。血浆D⁃二
聚体和 hs⁃cTn T水平与健康对照组、NICP组相比，

差异无统计学意义（P>0.05）。胸痛时间 3~6 h 组

ACS患者血清 h⁃FABP、hs⁃cTn T和血浆D⁃二聚体

水平均高于健康对照组、NICP 组（P<0.05）。具体

结果见表 2。
2.3 血清 h⁃FABP、hs⁃cTn T和血浆D⁃二聚体单独

及联合应用对ACS的诊断效能

在胸痛发作（3~6 h）时，单独应用 h⁃FABP诊断

ACS 的敏感度 87.07%，特异度 73.62%，准确性

82.03%，大于 D⁃二聚体或 hs⁃cTn T 单独应用诊断
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检测指标项目

h⁃FABP

D⁃二聚体

hs⁃cTn T

D⁃二聚体、hs⁃cTn T

h⁃FABP、D⁃二聚体

h⁃FABP、hs⁃cTn T

h⁃FABP、D⁃二聚体、hs⁃cTn T

例数

116

116

116

116

116

116

116

阳性（例）

3 h

95

1

2

2

95

95

95

3~6 h

101

30

22

23

111

105

113

敏感度（%）

3 h

81.92

0.86

1.72

1.72

81.92

81.92

81.92

3~6 h

87.07

25.86

18.97

20.58

95.69

90.52

97.41

特异度（%）

3 h

71.09

0.88

89.52

90.66

60.32

65.95

58.03

3~6 h

73.62

65.33

91.15

92.35

62.03

68.22

59.22

准确性（%）

3 h

79.35

1.25

9.96

10.59

81.08

82.95

85.34

3~6 h

82.03

37.12

39.02

42.33

85.29

84.58

87.65

表 3 血清 h⁃FABP、hs⁃cTn T和血浆D⁃二聚体单独及联合应用对ACS诊断效能

Table 3 Serum levels of h⁃FABP，the hs⁃cTn T and plasma D⁃ dimer were used alone or in combination
in the diagnosis of ACS

血清 h⁃FABP 与血浆 D⁃二聚体联合检测准确性高于单独应用 h⁃FABP 或 D⁃二聚体或 hs⁃cTn T 单独应用，差异有统计学意义（χ2＝4.65、

6.87、6.02，P均<0.05）；血清 h⁃FABP 与 hs⁃cTn T 联合检测准确性高于单独应用 h⁃FABP 或 D⁃二聚体或 hs⁃cTn T 单独应用，差异有统计学

意义（χ2＝3.85、6.99、7.38，P 均<0.05）；血清 h⁃FABP、血浆 D⁃二聚体和 hs⁃cTn T 联合检测准确性高于单独应用 h⁃FABP 或 D⁃二聚体或

hs⁃cTn T单独应用，差异有统计学意义（χ2＝3.96、3.86、4.02，P均<0.05）

ACS 敏 感 度（25.86% ，18.97% ）和 准 确 性

（37.12% ，39.02%），但 特 异 度 低 于 hs ⁃ cTn T
91.15% 。 h ⁃ FABP、D⁃二聚体联合应用敏感度

95.69%、特异度 62.03%、准确性 85.29%；h⁃FABP与

hs⁃cTn T联合应用敏感度 90.52%、特异度 68.22%、

准确性 84.58%；h⁃FABP、D⁃二聚体、hs⁃cTn T 联合

应用诊断 ACS 的敏感度 97.41%，特异度 59.22%，

准确性 87.65%；血清 h⁃FABP、hs⁃cTn T 和血浆

D⁃二聚体水平 2 项或 3 项联合应用敏感度、特异

度、准确性大于任何一项单独应用。结果见表 3。

组别

胸痛<3 h组

胸痛 3~6 h组

NICP组

健康对照组

F值

P值

例数

76

81

41

50

h⁃FABP（ng/mL）

33.58±20.36a

65.35±23.71a

3.58±0.67

2.96±0.58

3.675

0.003

D⁃二聚体（mg/L）

0.352±0.069

0.759±0.204a

0.332±0.085

0.251±0.053

2.998

0.005

hs⁃cTn T（ng/L）

20±17

93±28a

29±22

18±15

3.526

0.004

表 2 不同胸痛时间ACS、NICP患者与健康对照组血清 h⁃FABP、hs⁃cTn T和血浆D⁃二聚体水平比较（x ± s）

Table 2 Levels of serum h⁃FABP, hs⁃cTn T and plasma D⁃dimer in patients with ACS, NICP during different time
stages of chest pain and healthy controls（x ± s）

ah⁃FABP 水平 3 h 以内组和 3~6 h 组与健康对照组、NICP 组比较 q值分别为 4.02、3.60，D⁃二聚体水平和 hs⁃cTn T 3~6 h 组与健康对照组、

NICP组比较 q值分别为 4.18、3.77，P<0.05。

3 讨论

ACS 患者发病急、病情进展快、死亡率高，在

心肌缺血胸痛发作早期及时明确诊断、并积极干

预和治疗，对逆转病情、挽救频死心肌至关重要。

h⁃FABP 是 1972 年被英国 Oeker 等发现的一

种蛋白质，是心脏中富含的一种新型小胞质蛋

白。心肌缺血性损伤出现后，h⁃FABP可以早在胸

痛发作后 1~3 h 在血液中被发现，6~8 h 达到峰值

而且血浆水平在 24~30 h内恢复正常［5-6］。h⁃FABP
是由 132个氨基酸组成，分子量为 15 KDa，h⁃FABP
基因位于染色体Ⅰ上。h⁃FABP 是心脏最丰富的

蛋白质之一，具有高度心脏特异性，但在心脏以外

的组织中也有低浓度表达［7］。
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短时间的心肌缺血不会导致心肌细胞的坏

死，ACS患者长期心肌缺血会导致细胞的坏死，与

细胞坏死相关的标志物如 CK⁃MB、肌红蛋白、肌

钙蛋白等就会升高。h⁃FABP 反映的是实质性细

胞坏死之前的一种变化，可以在不可逆损伤出现

之前检测到心肌缺血状态，因此其作为心肌缺血

的早期生化标志物，可大大提高对心肌肌钙蛋白

和心电图阴性的 ACS 的诊断率［8］。贾红龙［9］研究

认为，h⁃FABP 是诊断缺血性胸痛的敏感指标，检

测 h⁃FABP可标志一种亚临床缺血状态，与传统检

验手段相比，对疾病的诊断具有早预知、早发现的

优势。

h⁃FABP 可检测心肌缺血细胞坏死之前的状

态，此时采取及时治疗措施可以预防心肌细胞

坏死［10］。本研究通过对 ACS 组和 NICP 组患者

h⁃FABP 水 平 进 行 观 察 发 现 ，ACS 胸 痛 患 者

h⁃FABP 水平高于 NICP 胸痛患者，胸痛发作小于

3 h 血中浓度即有明显增高，h⁃FABP 水平显著高

于健康对照组，血清 hs⁃cTn T 和血浆 D⁃二聚体水

平变化不明显，表明 h⁃FABP 在早期诊断 ACS 患

者缺血方面明显优于 hs⁃cTn T 和血浆 D⁃二聚体。

由此可见，h⁃FABP在诊断ACS患者心肌缺血早期

更有意义［11-12］。

D⁃二聚体是交联纤维蛋白及其特异性降解产

物，D⁃二聚体的改变可能提示早期存在微循环血

栓形成和继发性纤溶的改变。出现 ACS 时，血管

内斑块破裂出血，斑块下胶原和脂肪暴露，血小板

黏附活化并聚集，形成微小血栓，可导致D⁃二聚体

浓度升高。吴梅君［13］研究表明在老年冠心病中，

D⁃二聚体可能参与了冠状动脉事件的发生。赵勇

等［14］探讨了 ACS 患者血中 D⁃二聚体与冠状动脉

病变的相关性，结论提示血浆中 D⁃二聚体与冠状

动脉病变程度及斑块稳定性有关。本研究表明，

ACS 患者中血浆 D⁃二聚体水平明显高于 NICP 组

和正常对照组，胸痛 3~6 h组血浆D⁃二聚体水平明

显高于 3 h以内组，提示D⁃二聚体水平与冠状动脉

病变程度及病情变化密切相关，对判断冠状动脉

病变严重程度具有一定的临床参考价值。

hs⁃cTn T 检测应用于临床大大提高了 ACS 诊

断的特异性和准确性。肌钙蛋白是心肌细胞特有

的调节蛋白，具有独特的抗原表位，心肌特异度较

高，其检测不受骨骼肌损伤的影响。但其在血清

中出现较晚（3~6 h之后），往往 hs⁃cTn T 升高时心

肌细胞已经受到不可逆的损伤，其敏感性有待进

一步提高。

项目联合检测可以提高疾病的诊断效率。崔

丽艳等［15］研究联合检测心型脂肪酸结合蛋白和

缺血修饰白蛋白可能提高肌钙蛋白 T 未增高的

ACS 患者的诊断率，但是缺血修饰白蛋白检测比

较复杂，不易普及，因此限制了其在临床上的应

用。本研究显示 h⁃FABP 单独诊断 ACS 的敏感性

和准确性大于D⁃二聚体或 hs⁃cTn T单独应用诊断

ACS 敏感度和准确性，但特异性低于 hs⁃cTn T。

D⁃二聚体和 hs⁃cTn T 联合检测诊断 ACS 特异性

虽然很高但敏感度低，对临床的早期诊断不能提

供有意义的帮助。血清 h⁃FABP、D⁃二聚体及血清

hs⁃cTn T 水平 2 项或 3 项联合应用敏感性、特异

性、准确性大于任何一项单独应用，可以有助于

ACS 患者在心肌缺血的早期阶段被发现，对临床

及时诊断及时治疗和观察病情发展有很大指导

意义。

综上所述，h⁃FABP 是急性心肌缺血的生化标

志物，对ACS发病早期的心肌缺血具有早预知、早

发现的优势，优于 hs⁃cTn T 和血浆 D⁃二聚体对

ACS的诊断作用。D⁃二聚体水平对判断冠状动脉

病变严重程度有一定的临床意义。联合检测 h⁃
FABP、D⁃二聚体及 hs⁃cTn T，可以提高诊断的敏感

度和特异性，对ACS的早期诊断有一定价值。
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Treg细胞和 IL⁃12在肺结核合并老年慢性支气管炎
患者外周血中的表达及意义

肖天津 1★ 张乐平 2 古中东 1 黄延平 1

［摘 要］ 目的 研究 CD4+ CD25+ CD127⁃ 调节性 T 细胞（T regulatory cell，Treg）与白细胞介素 12
（interleukin⁃12，IL⁃12）在肺结核合并老年慢性支气管炎（老慢支）患者外周血中的表达变化及临床意

义。 方法 收集河源市人民医院 2012年 1月至 2015年 6月新发肺结核合并老慢支的病人 80例（观察

组），并以同期单纯老慢支病人 80例作为对照组 1，健康体检人群 80例作为对照组 2。分别在治疗前、治疗 3
月末和 6月末，抽取外周血，采用酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）检测 IL⁃12
水平，流式细胞术检测Treg细胞的表达。采用 SPSS 17.0软件，配对 t检验比较各组间差异。 结果 治疗

前，观察组患者外周血 IL⁃12水平显著低于两组对照组（P<0.05）；CD4+T细胞值低于两组对照组（P<0.05），

Treg细胞水平高于两组对照组（P<0.05），差异均具有统计学意义。治疗 3、6个月末，观察组患者外周血调

节性 T细胞水平明显降低，而 IL⁃12表达水平上升（P<0.05），差异均具有统计学意义。 结论 外周血

Treg细胞和 IL⁃12表达水平与肺结核具有相关性，可以作为鉴别诊断、病情转归的的辅助指标。

［关键词］ 肺结核；老年慢性支气管炎；CD4+CD25+CD127-调节性 T细胞；白细胞介素 12

Expression of regulatory T cells and interleukin⁃12 in aged patients with active pulmonary tuberculo⁃
sis complicated with chronic bronchitis
XIAO Tianjin1★，ZHANG Leping2，GU Zhongdong1，HUANG Yanping1

（1. Department of Outpatient，Heyuan People’s Hospital，Heyuan，Guangdong China，517000；2. Department
of Outpatient，Shenzhen Center for Chronic Disease Control，Shenzhen，Guangdong，China，518020）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the expression of CD4+ CD25+ CD127⁃ regulatory Tregulatory
cell (Treg) and interleukin⁃12（IL⁃12）in the aged pulmonary tuberculosis complicated with chronic bronchitis.
Methods 80 cases of aged patients with active pulmonary tuberculosis complicated with chronic bronchitis
were included in an observation group from January 2012 to December 2015 in the People􀆳s Hospital of Heyuan
city. 80 cases with simple old chronic bronchitis and 80 healthy people from physical examination were chosen
as the control group 1 and group 2, respectively. The levels of Treg cell（CD4 + CD25 + CD127-） ratio and
peripheral blood IL⁃12 of the observation group were determined in 0，3 and 6 month intervals and compared
with the control groups. Results IL⁃12 level of observation group was significantly lower than the control
groups before treatment，the difference was statistically significant（P<0.05），and CD4+ T cells ratio in the
peripheral blood is lower than the control groups（P<0.05），meanwhile the level of Treg cells is higher than the
control groups（P<0.05）. Level of Treg cells decreased significantly and the expression of IL⁃12 increased after
3，6 month treatment（P<0.05）. Conclusion Expression of Treg cells and IL ⁃ 12 is associated with the
aged pulmonary tuberculosis complicated with chronic bronchitis，and can be used as a indicators of
differential diagnosis and clinical outcome of the disease.

［KEY WORDS］ Tuberculosis；Old chronic bronchitis；CD4 + CD25 + CD127 ⁃ regulatory T cell；
Interleukin⁃12（IL⁃12）
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结核病是由结核分枝杆菌（mycobacterium tu⁃
berculosis，MTB）感染引起的慢性传染病。由于

MTB 属胞内寄生菌，T 细胞介导的细胞免疫在机

体抗结核感染中发挥主要作用。调节性 T 细胞

（T regulatory cell，Treg）是一类具有免疫抑制作用

的 T 淋巴细胞亚群，膜表面高表达 CD4 和 CD25，
能识别靶细胞表面主要组织相容性复合体（major
histocompatibility complex，MHC）分子所提呈的抗

原肽，通过接触依赖或释放细胞因子等多种机制

参与机体免疫耐受、免疫自稳等，近来在结核病等

慢性感染性疾病中的作用日益受到关注。Treg细

胞参与免疫抑制调节使它在结核病中具有双重作

用，一方面可以抑制可能对宿主机体组织有害的

过度炎症反应，但同时也可能抑制了保护性的免

疫反应，反而有利于病原体的持留［1］。巨噬细胞和

树突细胞作为抗原提呈细胞吞噬结核分枝杆菌后

生成白细胞介素 12（interleukin⁃12，IL⁃12），IL⁃12
参与 Thl 细胞从前体的分化，调节 Thl/Th2 细胞的

平衡［2］。而 Thl/Th2 失衡是结核病的免疫学特征，

Th2型细胞应答增强和效应因子分泌增加、炎症介

质过度释放又可能与支气管炎症相关。本研究选

取肺结核并发老慢支患者，以老慢支患者和健康

人群为对照，以了解 Treg细胞以及 IL⁃12与老年人

慢性支气管炎病人并发肺结核的意义，为辅助鉴

别诊断和免疫治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取河源市人民医院 2012年 1月至 2015年 6
月期间新登记的菌阳肺结核合并老年慢性支气管

炎患者 80 例为观察组，单纯老年慢性支气管炎患

者 80例为对照组 1。并以同期健康体检人群 80例

作为对照组 2。观察组纳入标准：肺结核诊断均按

照中华医学会结核病学分会《肺结核诊断和治疗

指南》［3］，肺部 X 线有浸润性病变，痰抗酸染色阳

性或阴性，但痰培养抗酸杆菌阳性，经对硝基苯甲

酸培养基初步鉴定为结核分枝杆菌排除标准：已

经使用过抗结核药物化疗；合并肝炎、糖尿病及其

他免疫相关性疾病；使用糖皮质激素及免疫抑制

剂。剔除标准：凡治疗 6个月后痰菌涂片或培养不

阴转者剔除出组。最后纳入 80例中男性 61例，女

性 18例，其中年龄 60~80岁，平均年龄 66.4岁。对

照组 1 均 X 线检测为慢性支气管炎，结核菌素试

验阴性，排除标准同观察组。纳入 80 例中其中男

性 65例，女性 15例。年龄 61~80岁，平均年龄 67.9
岁。对照组 2 为健康体检人群，结核菌素试验阴

性，排除标准同观察组。男性 65 例，女性 15 例。

年龄 61~80岁，平均年龄 67.0岁。所有研究均获得

患者知情同意。

1.2 主要试剂和仪器

人淋巴细胞分离液购自美国 Sigma公司；荧光

标记抗体抗人 CD3⁃FITC、CD4⁃PE、CD25⁃PerCP、
CD127⁃APC，同型对照小鼠 IgGl 抗体均购自美国

BD 公司；IL⁃12 酶联免疫吸附试验（enzyme linked
immunosorbent assay，ELISA）试剂盒为法国 DIA⁃
CLONE公司产品。FACS Calibur流式细胞仪为美

国 BD 公司产品。二氧化碳培养箱和 Multiskan
FC 酶标仪购自美国 Forma Scientific公司。

1.3 检测方法

1.3.1 标本采集

分别在治疗前、治疗 3月末和 6月末，采集观察

组患者外周静脉血 6 mL。其中 3 mL肝素抗凝，用

于流式细胞术检测外周血单个核细胞（peripheral
blood mononuclear cells，PBMCs）中 Treg细胞的比

例。另 3 mL 于凝血管静置 30 min 后，1 000 rpm/
min离心 15 min，后分离血清，-80℃保存备用。对

照组一次性采集外周静脉血 6 mL，处理同上。

1.3.2 Treg细胞检测

人淋巴细胞分离液分离 PBMCs，磷酸盐缓冲

液（phosphate buffer solution，PBS）洗涤 2 次后计

数，调整浓度 1×107个细胞/mL。每管取 1×106个细

胞，加入 CD3⁃FITC、CD4⁃PE、CD25⁃PerCP、CD127⁃
APC 单抗，同时做同型对照管，孵育 30 min，PBS
洗涤 3次后重悬细胞，上流式细胞仪检测。按规程

操作，检测结果以 CD3+CD4+ CD25+ CD127-T 细胞

占外周血单个核细胞的百分率表示。

1.3.3 IL⁃12检测

应用双抗体夹心 ELISA 法，严格按试剂盒说

明进行操作。建立标准曲线，酶标仪上读取吸光

度（optical density，OD）值，波长为 490 nm，以 OD
值为纵坐标，以标准品浓度为横坐标，建立标准曲

线，根据血清样品的OD值计算 IL⁃12浓度。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 17.0 统计学软件，所有计量数据以

均数（x ± s）表示，组间均数差异统计采用配对资料

的 t检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 患者调节性 T细胞水平变化

80例肺结核合并老慢支患者患者和对照组外

周血 CD4+T、CD4+ CD25+ CD127- Treg 细胞水平如

下：治疗前外周血 PBMCs中的 CD4+T细胞低于单

纯老慢支患者和健康对照人群，差异有统计学意

义（分别为 t=119.48，P<0.05和 t=203.20，P<0.05）。

外周血 Treg 细胞高于对照组，差异有统计学意义

（分别为 t=164.04，P<0.05 和 t=127.43，P<0.05）。

规范治疗 3个月、6个月后观察组 CD4
+（%）水平上

升，而 Treg 细胞/ CD4
+（%）下降。3 月末、6 月末

CD4+T 细胞比例上升，而 Treg 细胞/CD4+下降，与

治疗前有统计学差异（t=13.845，P<0.05、t=12.282，
P<0.05、t=3.311，P<0.05、t=17.0765，P<0.05），具体

见表 1。

组别（例数）

观察组（n=80）

对照组 1（n=80）

对照组 2（n=80）

时点

治疗前

3月末

6月末

CD4
+（%）

25.85±4.28

30.64±9.53

41.24±17.16

36.27±5.51

46.82 ±7.16

Treg细胞/CD4
+（%）

9.81±2.43

7.06±2.92

5.35±2.37

3.56±1.84

4.84 ± 1.96

IL⁃12（ng/L）

28.05±13.24

40.21±18.56

58.29±31.53

53.07±26.22

50.71±18.31

表 1 患者外周血CD4+T细胞、Treg细胞及 IL⁃12水平比较

Table 1 CD4+ T cell，regulatory T cells and IL⁃12 expression in peripheral blood from different groups

2.2 外周血 IL⁃12水平

治疗前老慢支合并肺结核患者患者外周血

IL⁃12水平明显低于单纯老慢支患者（t=68.156，P<
0.05）和健康对照组（t=67.641，P<0.05），治疗 3 月

末、6 月末明显上升，与治疗前有统计学意义（t=
13.721，P<0.05、t=10.100，P<0.05）。完成 6个月疗

程后观察组与健康对照组无统计学差异（P>0.05）。

3 讨论

T 细胞介导的免疫应答在特异性免疫反应中

起重要作用。机体抗结核免疫机制主要由 Th1、
Th2、Treg 细胞介导。Th1 型免疫反应主要介导机

体对于结核病产生保护性免疫，已有研究表明，

Th1 型细胞免疫反应的过度下调和 Th2 细胞水平

增加与结核病的进展有关［4］。而 Treg细胞经细胞

表面 T细胞受体激活后，可以抑制 γδ T⁃细胞分泌

结核特异性 IFN⁃γ，抑制其他 CD4+ T⁃cell 的反应，

使得结核分枝杆菌不能被清除，然而，Treg细胞在

在宿主抗感染免疫中所扮演的角色利弊尚不完全

清楚［5-7］。He 和 Pang 等［8-9］报道 Treg 细胞在活动

性结核患者表达增高，但也有报道在结核病患者

中没有发现这种上升［10］。本研究中结核合并老慢

支患者治疗前外周血中 Treg细胞均比单纯老慢支

及健康对照组高，分析可能是由于 Treg 细胞具有

免疫低反应性和免疫抑制功能的特征，其升高导

致免疫抑制作用增强，Th1/Th2 免疫应答失衡，可

能与结核病慢性发展病程相关。随着抗结核治

疗，Treg 细胞比例明显下降，Th1/Th2 免疫应答恢

复，证实 Treg 细胞参与了疾病的发生发展。Treg
细胞的深入研究为结核病的免疫治疗提供了新的

思路，Treg 及相关免疫抑制性分子可以作为有前

途的治疗靶点。

结核分枝杆菌感染导致的宿主免疫应答和病

原体免疫逃逸之间的相互作用取决于多种因素，

其中细胞因子网络的调节平衡是关键因素之一。

结核分枝杆菌早期感染后，DC细胞分泌 IL⁃12，迁
移到淋巴结，参与 Th1 细胞的成熟，诱导 IFN⁃γ 的

产生［11］，因此 IL⁃12在早期抗结核反应中是启动保

护性免疫应答的关键性调控细胞因子［12］。IL⁃12
的高亲合力受体 IL⁃12R在 Th1和 Th2细胞表面都

有表达，IL⁃12通过与其结合，促进 CTL细胞和NK
细胞的活化与增殖，并促使两者分泌 IFN⁃γ，抑制

IL⁃4 的分泌，调节 Th1/Th2 细胞的平衡［13］。IL⁃12
的表达水平可以在一定程度上反应机体 Th1/Th2
偏移情况，但在结核病患者中有关 IL⁃12的表达研

究结果报道不一［14-15］，可能与病例纳入与排除的标

准不统一、样本数偏少、有些仅为横断面分析等因

素有关。本研究对 80例新等级菌阳患者的检测结
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果提示，结核合并老慢支患者外周血治疗前 IL⁃12
的水平低于单纯老慢支患者和健康人群，而治疗 3
月末、6月末逐渐上升，6月末与健康对照组比较无

统计学差异。表明 IL⁃12作为 Th1型细胞因子，在

患者治疗前的低水平可能代表体内细胞免疫功能

的低下及机体抗结核保护性免疫力的降低，结核

分枝杆菌不能清除或者抑制。有效治疗后，IL⁃12
的上升伴随着 Treg 细胞水平的下降，表明经抗结

核治疗后患者 Th1/Th2 免疫应答逐渐恢复平衡。

因此 IL⁃12 水平检测对肺结核合并老慢支的鉴别

诊断以及临床病情转归有一定意义。

本文研究了 Treg细胞、IL⁃12在肺结核合并老

慢支患者外周血中与单纯老慢支患者、健康人群

的表达差异以及治疗过程中的动态变化，这种差

异进一步证实了 T 细胞亚群失衡参与结核病发

病。针对 Treg 细胞在结核病发生的作用，降低患

者体内 Treg 细胞的水平，调节宿主细胞的活化状

态机免疫功能，可为结核病的免疫治疗提供新的

作用靶点。IL⁃12 可作为判断患者免疫状态及肺

结核活动性的临床参考指标，通过检测老年人特

别是患有慢性支气管炎病人的细胞因子水平，对

老年患者预防结核病有一定意义。
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为避免经输血传播疾病，各国采供血机构都

对献血者进行了严格的乙型肝炎病毒（hepatitis B
virus，HBV）、丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，
HCV）、人类免疫缺陷病毒（human immunodeficien⁃

cy virus，HIV）病毒抗原或抗体检测。但血清学检

测技术存在“窗口期”、病毒变异、免疫沉默等造成

的漏检，血液的病毒安全性问题是全球关注的焦

点问题［1］。为保障输血安全，世界各国不断开发和

某国产NAT试剂盒应用于血液筛查的评价与应用

陈志忠 李结敏 廖扬勋 梁剑锋 余文潮 谭晓颖 梁丽婷 黄钜明 陆倩文 陈尚良★

［摘 要］ 目的 评估、验证某国产血液NAT试剂盒用于血液筛查的技术性能指标。 方法 对

某国产血液 NAT 试剂盒进行了灵敏度、特异性、重复性、抗干扰能力和抗污染能力测试，并将其初步用

于血液筛查。 结果 乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）DNA、丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，

HCV）RNA、人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus，HIV）RNA 三者检测灵敏度分别为不高

于 50 IU/mL、50 IU/mL与 100 IU/mL；特异性、重复性、抗污染能力能满足血站血液核酸检测需求；混检模

式下，HBV DNA、HCV RNA、HIV RNA三者的检出基本不受脂肪血颗粒的影响，但在单检模式下会导致

HIV RNA的漏检，溶血对HBV DNA HCV RNA、HIV RNA的检出均有明显干扰。 结论 某国产NAT

检测分析系统的灵敏度、特异性、重复性、抗污染能力等指标均达《血站核酸检测质量控制指南》要求，脂

肪血、溶血样本能明显干扰HBV DNA、HCV RNA、HIV RNA的检出能力。

［关键词］ 血液筛查；核酸检测；HBV DNA；HCV RNA；HIV RNA

Evaluation and application of a domestic NAT kit used for blood screening
CHEN Zhizhong，LI Jiemin，LIAO Yangxun，LIANG Jianfeng，YU Wenchao，TANG Xiaoying，LIANG

Liting，HUANG Juming，LU Qianwen，CHEN Shangliang★

（Zhaoqing Blood Center，Zhaoqing，Guangdong，China，526020）

［ABSTRACT］ Objective To evaluate the capability of a domestic blood screening NAT kit.

Methods The sensitivity，specificity，repeatability，anti⁃interference ability，and anti⁃pollution ability of the

kit were analyzed. Results The sensitivity of HBV DNA，HCV RNA and HIV RNA detection were not

more than 50 IU/mL，50 IU/mL and 100 IU/mL respectively，and specificity，repeatability，anti ⁃ pollution

ability met the demands for blood nucleic acid test. There was no interference due to fat particles in the analyses

of HBV DNA，HCV RNA and HIV RNA in mini pool of 8 samples model，but HIV RNA was not detected in

ID ⁃ NAT model due to fat particles. The detection of those 3 marks was interfered with by hemolysis.

Conclusions The sensitivity，specificity，repeatability，anti⁃interference ability and anti⁃pollution ability of

the kit could meet the demands for blood screen，but the interference from fat particles or hemolysis is a concern

for the detection capability for HBV DNA，HCV RNA and HIV RNA.

[KEY WORDS] Blood screening; Nucleic acid test; HBV DNA; HCV RNA; HIV RNA
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引进新的血液筛查技术［2-5］。为了进一步保障血液

安全，我们国家提出了“十二五”期末实现血液核

酸检测全覆盖的目标。然而，进口核酸检测（nu⁃
cleic acid test，NAT）试剂成本较高，综合考虑国家

政策导向和自身实际情况，我们对国产产品—达

安基因血液 NAT 试剂盒进行了评估，并应用于血

液核酸检测，现把研究报告如下。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

ChemagicSTAR 核酸提取仪（HAMILTON，瑞

士），ABI7500 实时荧光定量 PCR 仪（Life Technol⁃
ogies，美国），核酸分离试剂盒（中山大学达安基因

股份有限公司），核酸检测试剂盒（中山大学达安

基因股份有限公司），外部质控品（中山大学达安

基因股份有限公司）。

1.2 灵敏度试验

按照厂家说明书要求，将外部质控品分别稀

释至 2 倍检测极限（limit of detection，LOD）、1 倍

LOD、0.5 倍 LOD，即浓度分别 200 IU/mL、100 IU/
mL、50 IU/mL，单采用检模式进行 3次检测。检测

标准：1倍 LOD处浓度应 100%检出。

1.3 特异性试验

将 8份阴性质控品混合至一个 pool检测；将 8
份阳性质控品混合至一个 pool 检测，然后再进行

拆分检测。检测标准：阴性、阳性样品应该全部

检出。

1.4 重复性试验

将阳性质控品每次随机进行混样检测，共检

测 8 次；将阴性质控品采用单检模式进行 8 管检

测。检测标准：阴性、阳性样品应该全部检出。

1.5 抗污染能力试验

将 8份阴性血浆样本和 8份阳性质控品，按照

一阴一阳交叉排列，进行检测（单检模式）。检测

标准：阴性、阳性样品应该全部检出。

1.6 抗干扰能力试验

将阳性质控品（200 μL），添加至脂肪血或者

溶血样本（已确认为阴性），制备为含相应干扰物

的阳性样本，再进行检测（单检模式）。检测标准：

阴性、阳性样品应该全部检出。

1.7 血液样本NAT检测

全血样本进行 4项目［乙肝表面抗原（hepatitis

B surface antigen，HBsAg）、HCV 抗 体（Anti ⁃
HCV）、HIV 抗体（Anti⁃HIV）、梅毒抗体］2 遍酶联

免疫吸附检测（enzyme linked immunosorbent as⁃
say，ELISA），全项阴性的样本进行 NAT 混样检

测，呈反应性的检测 pool再进行拆分确认试验，检

测流程参见图 1。

2 结果

2.1 灵敏度试验

按照厂家说明书要求，将外部质控品分别稀

释至 2倍 LOD、1倍 LOD、0.5倍 LOD，即浓度分别

200 IU/mL、100 IU/mL、50 IU/mL，进行 3 次检测

（单检模式），HBV DNA 与 HCV RNA 在 0.5 倍

LOD处均全部检出，HIV RNA在 1倍 LOD处全部

检出，即 HBV DNA、HCV RNA、HIV RNA 三者检

测灵敏度分别为 50 IU/mL、50 IU/mL 与 100 IU/
mL，符合试剂说明书所描述的性能，满足检测要

求，结果见表 1。
2.2 特异性试验

将 8份阴性质控品混合至一个 pool检测，结果

显示为阴性；将 8 份阳性质控品混合至一个 pool
检测，结果显示为阳性，然后再进行拆分检测，8管

全部为阳性。

2.3 重复性试验

将阳性质控品每次随机进行混样检测，共检

测 8次，均为阳性；将阴性质控品采用单检模式进

行 8管检测，结果均为阴性。

血液、样本采集

ELISA检测

NAT混样检测

血液报废

拆分

阳性

阳性

阳性

阴性

阴性

阴性

血液放行

图 1 血液样本NAT检测流程图

Figure 1 The procedure of NAT for blood screening
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2.4 抗污染能力试验

将 8 份阴性血浆样本和 8 份阳性质控品按照

一阴一阳交叉排列，进行检测（单检模式），阴性和

阳性样本全部通过，交叉污染率为 0。
2.5 抗干扰能力试验

将阳性质控品（200 μL），添加至脂肪血或者溶

血样本（已确认为阴性），制备为含相应干扰物的阳

性样本，再进行检测（单检模式）。结果显示脂肪血

对混检模式下HBV DNA、HCV RNA、HIV RNA三

者的检出均无影响，但在单检模式下会导致 HIV
RNA 的漏检；溶血对 HBV DNA HCV RNA、HIV
RNA的检出均有明显干扰，结果见表 2。

2.6 检测拆分率与拆分阳性率评估

试运行至今，共检测样本 462 份，20 批次检

测，其中 pool 阳性 2 份，拆分阳性 2 份，均为

HBV DNA 阳性，拆分率和拆分阳性率分别为

10%和 100%，经过全项血液筛查（ELISA 法）后，

HBV DNA 检出率为 2/462（约 4‰），结果见表 3。

3 讨论

血液及血液制剂的病毒安全性一直是输血安

全的热点问题［1，6］。至上世纪 90年代，对输血传播

疾病的筛查完全依赖于血清学试验，甚至今天，血

清学筛查技术依然是血液筛查的重要手段。1998
年德国红十字献血服务中心，将自己创建的 NAT
方法应用于血液筛查，开启了血液 NAT 新纪元。

分子技术应用于血液筛查，可将 HBV、HCV 和

HIV 感染的平均窗口期分别由 56 天、70 天、22 天

缩短为 41 天、12 天和 11 天，使输血传播相关病毒

的风险降到最低，更大程度地保障血液安全［7］。国

外对血液NAT检测的研究较早，积累了较多经验，

技术也较成熟，但由于试剂成本较高等原因，一直

难以在国内全面推广应用［8-11］。为了贯彻实施国

家卫计委关于“十二五”实现血液核酸检测全覆盖

的目标以及响应国家关于大型医疗装备优先采购

国产产品的号召，我们对某国产品牌的血液 NAT
试剂盒进行技术评价，并将其初步用于我站的血

液筛查。

该国产品牌血液 NAT 试剂盒，采用混合 8 人

份样本进行核酸提取，然后分别进行 HBV DNA、

HCV RNA、HIV RNA 3 项扩增，最后通过实时读

取数据判断是否具有反应性；反应性的 pools再进

行拆分确认试验。为了验证试剂盒的检出灵敏

度，我们采用外部质控品对试剂盒进行灵敏度进

行评价，结果显示 HBV DNA、HCV RNA、HIV
RNA 检测灵敏度分别为不高于 50 IU/mL、50 IU/

样品

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

浓度

(IU/mL)

200

200

200

100

100

100

50

50

50

检测结果

HBV DNA

+

+

+

+

+

+

+

+

+

HCV RNA

+

+

+

+

+

+

+

+

+

HIV RNA

+

+

+

+

+

+

-

-

-

表 1 NAT检测分析系统灵敏度试验评价

Table 1 The evaluation of sensitivity for NAT Kit

每个浓度做 3个测试

样品

S1

S2（混检）

S2（单检）

干扰物

溶血

脂肪血

脂肪血

检测结果

HBV DNA

-

+

+

HCV RNA

F

+

+

HIV RNA

F

+

-

表 2 干扰能力试验

Table 2 Interference ability test

F：实验失败，即样本循环阈值（cycle Threshold，CT）值无数值，内

标 CT值无数值。一般认为是溶血裂解产物在核酸制备环境可能

已经导致 RNA降解从而导致实验失败

样本

总数

462

批次数

20

Pools
拆分数

2

拆分结果

HBV
DNA

2*

HCV
RNA

0

HIV
RNA

0

表 3 血液NAT检测试运行结果

Table 3 Results of Blood NAT screen at first stage

*对其中一位献血均追踪采用进行检测；HBV DNA定量（+），e抗

原（+）；另外一例失访
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mL 与 100 IU/mL，均能达到国家相关要求。然

而，与国际知名品牌相比，国产的试剂盒的灵敏

度尚存在改进空间。例如 Roche 的 MPX 检测系

统、Novarits的 Tigris Ultrio Plus系统其HIV最低检

测限能达到不高于 50 IU/mL，HBV、HCV 的最低

检出限更是达到了不高于 10 IU/mL的高灵敏度。

为了评估该国产品牌血液NAT检测系统的抗

污染能力，我们模拟日常工作，将强阳性质控品与

阴性质控品按照一阴一阳交叉排列，采用单检模

式进行核酸提取和扩展检测试验，结果显示本检

测系统的抗污染能力满足要求，只要操作规范，阳

性样本不会造成交叉污染导致样品间或者实验室

污染。同时为了考察检测系统的特异性，我们按

前述样本的排序，分别采用混检和单检模式进行

核酸提取和扩展检测试验，其实验结果也与预期

相符合，显示了较好的特异性。

样本的质量是检测结果的关键保证。在临床

检测中，可以通过对患者下医嘱等措施，实施样本

采集前的质量控制，而且不合符质量控制要求的

样本，可以重新进行样本采集。相比之下，无偿献

血行为大多为自发性行为，样本采集难以做到很

好的采集前质量控制；同时考虑到血液制剂样本

朔源性等问题，对于脂肪血颗粒较多等不符合

NAT 检测要求的样本，也不可能仿效临床检测进

行重新采样。因此，我们对血液筛查样本中最常

见的脂肪颗粒、轻度溶血等不合符要求的样本进

行抗干扰试验。我们的测试结果显示：混检模式

下，HBV DNA、HCV RNA、HIV RNA 三者的检出

基本不受脂肪血颗粒的影响，但在单检模式下会

导致 HIV RNA 的漏检；溶血对 HBV DNA HCV
RNA、HIV RNA 的检出均有明显干扰。基于上述

结果以及血液检测工作的特点，提示我们在实际

工作中，应该尽量避免溶血样本，对于难以避免的

脂肪血样本，应该评估脂肪颗粒的严重程度，谨慎

对待其核酸检测阴性结果。

通过前述的技术指标评估，我们认为该国产

品牌血液NAT试剂盒能满足我们对血液筛查的技

术要求，因此试将其用于我站的血液筛查。参考

兄弟单位的做法以及厂家的推荐意见，我们初步

拟定按照图 1的流程进行筛查。试运行期间，共检

测样本 462 份，20 批次检测，其中 pool 阳性 2 份，

拆分阳性 2份，拆分率和拆分阳性率分别为 10%和

100%。2份阳性样本均为HBV DNA阳性，为了进

一步确认献血者感染状况，我们追踪献血者重新采

样进行检测，但由于各种原因，仅成功召回 1号献

血者，采用 HBV DNA 定量检测系统，能检测到其

体内存在低拷贝 HBV DNA，同时其 e抗原也为阳

性，定义为隐匿性HBV感染（occult HBV infection，
OBI）感染。以已经确认的数据来计算，经过ELISA
过筛后，我们的HBV DNA检出率为 1/462；如果以

2例阳性来计算，HBV DNA检出率为 2/462，与国内

报道大体相近［12⁃16］，但远高于国外的参与风险［17］。

当然，我们试运行期间所取得的数据为小样本，更

多的检测效能验证有待后续开展，但毫无置疑的

是，应用该国产品牌NAT试剂于血液筛查，将进一

步提升血液安全特别是HBV病毒性安全。
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DNA 是大而复杂的整体，它在细胞内外各种

因素的作用下不断产生损伤。DNA 损伤反应

（DNA damage response，DDR）可通过识别 DNA
损伤、激活检验点以阻断细胞周期进程，从而修复

损伤的 DNA，确保遗传物质准确地传递给子细胞

提供时间，这是机体维持基因组稳定性的基础［1］。

所有真核生物中，DNA 损伤反应集中于一对相关

的蛋白激酶：ATM（ataxia⁃telangiectasia mutated）和

ATR（ATM⁃ and Rad3⁃related）。DNA 损伤可激活

ATM 激酶，后者磷酸化其下游的反应元件使细

胞周期阻滞。包括激活检验点激酶 2（checkpoint
kinases 2，CHK2）和上调蛋白 p21CIP1。 p21CIP1 是

CDK（cyclin⁃dependent kinases，CDK）的一种抑制

剂［2］。CHK2 随后使 CDC25C 失活，CDC25C 的活

性是激活 CDK1 和 CDK2 所必需的［3］。活化 ATM
和ATR，激活检验点，阻滞细胞周期进行。

胞外信号调节激酶促进DNA损伤反应的作用机制

魏凤香 1，3 张蕾 1 王绍娟 2★

［摘 要］ 机体在长期进化中拥有一整套 DNA 损伤反应（DNA damage response，DDR）系统来保

证基因组的完整性，其中最重要的就是通过激活检验点以阻止细胞周期进程，并修复损伤的 DNA。细

胞外信号调节激酶（extracellular signal⁃regulated kinases，ERK）/丝裂原活化蛋白激酶（mitogen⁃activated
protein kinase，MAPK）通路是经典的细胞信号转导通路，具有调节细胞增殖、分化、凋亡等多种功能，二

者的功能性联系都能调节细胞增殖。本综述旨在阐述 ERK激酶在DNA损伤反应中的作用。
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细胞外信号调节激酶（extracellular signal⁃regu⁃
lated kinases，ERK）/丝裂原活化蛋白激酶（mitogen
⁃activated protein kinase，MAPK）通路是经典的细

胞信号转导通路，具有调节细胞增殖、分化、凋亡

等多种功能。最新的研究发现通常在癌细胞中过

表达并促进细胞增殖的 ERK激酶，在DNA损伤反

应中有重要作用［4］。本文简要阐述 ATM/ATR 介

导的 DNA 损伤反应，ERK 信号通路，以及 ERK 在

DNA损伤反应中的作用。

1 ATM、ATR处于DNA损伤反应的核心

DNA损伤反应是维持真核细胞基因组完整性

与保证遗传信息准确传递的重要监督机制。ATM、

ATR同属于 PIKK家族［1］，是DNA损伤检查点的主

要成员，它们被不同类型的DNA损伤所激活。

普遍的观点认为，ATM主要被DNA双链断裂

所激活，对双链断裂的 ATM 反应依赖于 3 个蛋白

的三聚体复合物：Mre11、Rad50 和 Nbs1（MRN 复

合物），双链断裂立即在该处快速组装，并帮助将 2
个末端连接在一起。ATM 与 MRN 复合物中的

Nbs1亚单位相互作用，这不仅能将ATM招募到损

伤位点处，也能使ATM从无活性的二聚体转变为

有激酶活性的单体形式［5-6］。但最近也有研究显

示，ATM 的激活在没有 DNA 的情况下，ATP 能够

使 ATM 二聚体发生分子间自磷酸化（S1981 位

点）［7］，导致二聚体的分开，从而引起 ATM 的激

活。最近发现了 ATM 发生自磷酸化的新位点：

Ser367 和 Ser1893［8］。ATM 的这种自磷酸化对其

自身的激活可能是必需的。活化的 ATM 通过磷

酸化它的靶蛋白来启动损伤反应。

而 ATR 能被很多不同形式的 DNA 损伤所激

活，包括核苷酸损伤、复制叉停滞、双链断裂等，这

是因为ATR能特定识别单链DNA区域，且在对损

伤位点处理过程中单链 DNA 的产生对于反应是

必需的［9］。ATR 招募到单链 DNA 上可能需要通

过与包被在单链 DNA 上的单链结合蛋白 RPA 相

互作用。ATR 与单链 DNA 和 RPA 复合物的相互

作用部分依赖于 RPA 直接结合到与 ATR 相结合

的接头蛋白亚单位ATRIP。带有ATRIP突变的细

胞与 ATR 突变的细胞有相同的损伤反应缺陷，这

表明 ATRIP 在 ATR 功能上的核心作用［10］。除了

ATR⁃ATRIP 复合物与包被在单链 DNA 上的 RPA
的结合是激活ATR所必需的以外，9⁃1⁃1复合物也

是 ATR介导的 DNA损伤反应所必需的［11］。9⁃1⁃1
复合物与 DNA 的结合依赖于另一个大复合物

RAD17⁃RFC，它为 9⁃1⁃1复合物装载到损伤DNA上

所必需。9⁃1⁃1复合物与ATR⁃ATRIP被独立地招募

到DNA损伤位点，随后 9⁃1⁃1复合物招募TOPBP1，
TOPBP1能通过与ATR和ATRIP亚基结合而激活

ATR［12］。活性ATR能通过磷酸化一系列下游靶蛋

白使细胞周期进程阻滞于 S期并起始DNA损伤修

复，包括磷酸化位于组蛋白H2AX尾部的 SQE序列

的S139、p53 S15和 CHK1的S345［13］。

2 ERK激酶在DNA损伤反应中的作用

2.1 ERK MAP激酶

ERK1/2 属于 MAPK 家族，是 Ras/Raf/MEK /
ERK信号通路的重要成分。活化的 ERK激酶在多

种信号转导通路包括细胞增殖、分化和凋亡的通路

中发挥作用。MEK1/2酶通过磷酸化Thr⁃Glu⁃Tyr位
点的Thr183和Tyr185来激活ERK酶［14］。许多对于

细胞的刺激，例如能激活一些转录因子及其它一些

与细胞增殖、分化、细胞周期调节和细胞存活有关的

丝/苏氨酸激酶的刺激，都能激活 ERK1/ERK2。
ERK1 和 ERK2 是脯氨酸定向激酶，活化的 ERK1/
ERK2将磷酸化底物蛋白中一个脯氨酸引导的基团

内的丝氨酸或苏氨酸残基，S/T⁃P是 ERK1/ERK2进

行底物识别的最严格的一致序列。许多ERK底物蛋

白包含 1~2个与ERK结合的位点，通过这些位点与

ERK结合后能促进底物蛋白的磷酸化，这些位点包

括DEJL（结合ERK、JNK和LXL的部位）和DEF（结

合 ERK、FXFP的部位）。它们的一致序列是（R/K）
2X2⁃6（I/L）X（I/L）（X指任何残基）［15］。

2.2 ERK激酶在DNA损伤反应中发挥作用

DNA损伤反应与细胞分裂紧密联系。ATM或

ATR 的激活导致蛋白激酶 Chk1 和 Chk2 的活化，

Chk1和Chk2对Cdc25磷酸酶家族的 3个成员有复

杂的抑制效应，因而Cdk1⁃cyclingB1的活性被阻断，

阻止了有丝分裂的进入。抑制Cdk的活性或阻滞细

胞分裂是ATM或ATR激酶诱导的最终结果。但最

新研究表明，细胞分裂也能参与 DNA 损伤反应。

Cdk 的活性能促进 DNA 损伤诱导的 ATM 或 ATR
的激活［16］。这能够给相对于正常组织细胞恶性肿瘤

细胞对基因毒性试剂更加敏感提供部分解释。

大量研究表明 PIKKs的激活受特定的DNA序

列和蛋白所调控，如 NBS1 对 ATM 的激活是必需
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的，TOPBP1 对 ATR 的激活是必需的［17］。但是，

DNA损伤反应中ATM与ATR的激活机制仍是未

知的。因此可根据现有的研究设想DNA损伤诱导

ERK 激酶激活，ERK 激酶再促进 ATM 和 ATR 的

活化。

有报道称顺铂能强烈诱导卵巢癌细胞 A2780
中 ERK的活化，使用 ERK活性抑制剂 PD98059减

少了顺铂诱导的 p53 S15 的磷酸化［18］。使用

U0126 抑制 ERK 活性减少了 H9c2 细胞中阿霉素

诱导的 p53 S15 的磷酸化［19］。因 S15 不直接连接

在脯氨酸之后，故 ERK1/2 不能直接磷酸化 p53
S15。S15 连接在 QE 之后，而 S/TQE 序列是 ATM
和 ATR 的磷酸化位点，所以 DNA 损伤反应中的

p53 S15是被ATM和ATR磷酸化激活的。由此推

断，ERK 激酶是通过促进 ATM 和 ATR 的激活进

而增强 p53 S15 的磷酸化的。有类似的报道支持

上 述 假 设 ，在 U87 细 胞 中 使 用 MEK 抑 制 剂

PD184352 抑 制 ERK 活 性 后 ，IR 诱 导 ATM 的

S1981 磷酸化形成的核焦点显著减少［20］。类似的

观察结果也在 MCF7 细胞中发现，U0126 减弱了

IR 诱导的 ATR 及 ATR 的下游靶酶包括 CHK1 的

活化、CDC25 和 CDC2 的失活［21］。考虑到 ERK1/2
作为MEK的主要靶酶，本课题组研究证实了敲除

ERK1 或 ERK2 能显著减弱 ETOP 诱导的 ATM 的

激活（ATM S1981的磷酸化及磷酸化的ATM的核

焦点），同时也减弱了ATM的底物的磷酸化，包括

rH2AX 的 S139，p53 S15 和 CHK2 的 T68。CHK2
通过磷酸化 CDC25C的 S216使 CDC25C失活从而

导致 G2/M 阻滞，敲除 ERK1 或 ERK2 能显著减弱

MCF7细胞中 ETOP诱导的 CD25C S216的磷酸化

并减弱 ETOP诱导的G2/M检验点的阻滞［22］。

总之，DNA 损伤反应、ERK1 和 ERK2 都能参

与调控细胞增殖。ERK 不仅能促进细胞周期进

程，也能通过依赖或不依赖于 p53 的机制、或处于

ATM 和 ATR 的下游、或促进 ATM 和 ATR 的活性

来参与调控DNA损伤反应。

2.3 ERK激酶调控DNA损伤反应具有细胞类型

依赖性

ERK 通路一般情况下主要由生长因子激活，

但观察到当细胞受到各种基因毒性刺激（包括电

离辐射、紫外线损伤、阿霉素、羟基脲、丝裂霉素 C
等）时，ERK也能被激活［23］。ERK激酶调控的检验

点激活具有细胞类型依赖性。用 MEK 抑制剂

（PD98059 和 U0126）和 MEK1K97M 能抑制 ERK
的活性，这能减弱许多细胞系中包括 NIH3T3、
MCF7、MEF 和 HCT116中依托泊苷和羟基脲诱导

的G2/M和 S期阻滞［23］。 与此一致，敲除 ERK1或

ERK2 基因也能减弱 MCF7 细胞中依托泊苷和羟

基脲诱导的G2/M或 S期阻滞［24］。相反，使用活性

诱变剂MEK1Q56P能增强 ERK1/2的活性，这能使

HU 诱导的 S 期检验点的激活更加敏感［25］。在果

蝇细胞中发生的电离辐射诱导的检验点激活的内

在原因是由于 MEK⁃ERK 通路的作用［26］。在足突

状细胞中，cyb⁃9能诱导 DNA 损伤、细胞周期阻滞

以及 ERK的激活，抑制 ERK活性能减弱细胞周期

的阻滞［27］。在神经细胞中，MCC 能激活 ERK，这

促进了MCC诱导的细胞凋亡［28］。同样，活性 ERK
也能促进 NIH3T3 细胞中 ETOP 诱导的细胞凋

亡［23］，也能促进 Hela 细胞中顺铂诱导的细胞凋

亡［29］，以及人的恶性胶质瘤 T98G 细胞中顺铂和

UN 诱导的细胞凋亡［30］。但是，也有报道称活性

ERK 抑制骨髓瘤细胞和白血病细胞中 DNA 损伤

诱导的凋亡。在人的多种骨髓瘤细胞中，CHK1的

抑制剂能诱导 DNA 损伤，同时激活 ERK。抑制

ERK的活性使MM细胞中 Chk1的抑制剂UCN⁃01
诱导的DNA损伤及凋亡更敏感［31］。同样，在急性

粒细胞白血病（acute myeloid leukemia，AML）、

NB4和HL60细胞中由阿糖胞苷诱导的DNA损伤

中均有类似的报道［32］。此外，对于DNA损伤诱导

的细胞周期阻滞后的细胞周期重启，活性 ERK 也

有作用。KSR1是促进MEK调控 ERK激活的一种

支架蛋白，它在 MMC 诱导的 ERK 的激活中是必

需的，去掉 KSR1 蛋白后使细胞在经历 DNA 损伤

后不能重新进入细胞周期［33］。活性 ERK 调节

HeLa细胞中阿霉素和 ETOP诱导的葡萄糖转移酶

3 的上调［34］，也在电离辐射诱导的 NF⁃κB 的激活

中发挥作用［35］。总之，大量研究结果证明 ERK 激

酶在DNA损伤反应中发挥重要作用。

虽然损伤 DNA 诱导 ERK 激活的机制仍不清

楚，但大量证据显示 MEK 激酶在 DNA 损伤反应

中调控 ERK 激酶的活性，因为用 MEK 抑制剂

（PD98059，U0126）、MEK siRNA 抑制 MEK 活性

后，能抑制各种基因毒试剂诱导的 ERK 的激活。

然而，DNA损伤是否是通过 Raf来激活MEK还有

待研究。MMC 在野生型而不是 p53 缺陷型 MEFs
中激活 ERK，而 ETOP 在野生型和 p53 缺陷型
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MEFs中均诱导 ERK激活。另外，顺铂和紫外线都

能在缺乏功能性 p53 的人恶性胶质瘤 T98G 细胞

中强烈激活 ERK。因此，虽然在一定情况下 p53
可能对 DNA 损伤诱导 ERK 的激活有作用，但 p53
的功能在 DNA 损伤诱导的 ERK 的激活中可能不

是必需的。这能解释至少一半的癌症患者表达突

变型 p53。ATM 是电离辐射诱导 DNA 损伤反应

的上游激酶，与此一致，有研究称U87细胞中电离

辐射诱导的 ERK 的激活部分由 ATM 调控。类似

的观察结果也可从光解诱导的双链损伤中获得。

3 展望

近年来开展的大量研究都证实了 MEK/ERK
激酶促进 DNA 损伤反应，然而对于 DNA 损伤信

号是如何激活ATM和ATR的机制仍然是未知的，

故对于 DNA 损伤信号如何激活 ERK 激酶的机制

也是未知的。但是，基于大量研究表明ERK激酶在

DNA 损伤反应中起重要作用，阐明 ERK 激酶对

DNA损伤反应的生理作用将把ERK⁃DDR的相关研

究推进到一个新的水平。因为MEK/ERK激酶能促

进ATM和ATR的激活，这增加了ERK激酶在DNA
损伤反应调控中的重要性，因此需要阐明该潜在机

制。使用特异性抑制剂阻断MEK的活性，使DNA
损伤诱导的ATM和ATR的激活减弱，这说明 ERK
激酶促进ATM和ATR的激活。那么 ERK是直接

磷酸化ATM/ATR吗？还是磷酸化ATM/ATR活化

所需的其它成分？这些磷酸化在ATM/ATR的活化

中有作用吗？这些问题都有待解决。

本课题组研究发现HU强烈诱导ATR的 S428
磷酸化，且在敲除 ERK1和 ERK2基因后此事件显

著减弱。磷酸化 S428 的酶和此事件对 ATR 功能

的影响均是未知的。S428 直接位于脯氨酸之后，

此位点能与 ERK 激酶的特异性底物匹配。此外，

ERK 激酶在 DNA 损伤调控中的生理相关性将进

一步在基因敲除的小鼠中进行检测。

虽然化疗药物通常能诱导DNA损伤，ERK途

径的小分子抑制剂也被积极探索用于癌症治疗。

联合使用基因毒性药物和 ERK激酶抑制剂用于治

疗癌症的想法还需要谨慎考虑。因为 ERK 促进

DNA 损伤反应，可以设想上述联合疗法可能引起

DNA损伤的积累。这将增强化疗药物的遗传毒性

效应的敏感性。然而，另一方面，抑制 ERK激酶的

活性可能会使检验点的激活减弱因此使有 DNA

损伤的细胞增殖。这可能会导致突变并形成二级

癌症。因此，更好的了解 ERK激酶在DNA损伤反

应中的作用，将为优化这种联合疗法做好准备。
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Gilbert 综合征（Gilbert syndrome，GS）1901 年

最先被 Gilbert 和 Lereboulet［1］报道，是一种具有家

族性的先天性血清高胆红素血症，其血清总胆红

素 水 平 为（1~6）mg/dL［（17.1~102.6）μmol/L］。

Bosma等［2］报道GS的发病率为 3％~7％，其在任何

年龄均可发病，以男性多见。Crigler⁃Najjar综合征

（Crigler ⁃Najjar syndrome，CNS）在 1952 年被 Cri⁃
gler和Najjar［3］报道，多见于新生儿，但其发病率极

低，在 100 万新生儿中约有 1 例［4］。1962 年 Arias
等［5⁃6］提出 CNS实际可以分为 2型，即 CNS⁃I［血清

总胆红素水平为（30~50）mg/dL（513~855）μmol/L］
和 CNS ⁃ II［血清总胆红素水平为（6~20）mg/dL
（102.6~342）μmol/L］。GS和CNS是未结合型高胆

红素血症的 2 种表现形式，目前研究认为，尿甘

二磷酸葡糖醛酸转移酶 1A1（UDP⁃glucuronosyl
transferase 1A1，UGT1A1）基因多态性对其发病有

显著影响。UGT1A1 存在多态性导致酶的缺乏或

活性降低，从而导致胆红素代谢障碍［7］。而多种

药物亦有抑制 UGT1A1 活性的作用［8］，若用药过

程同时存在 UGT1A1 多态导致酶活性降低，则有

用药安全隐患。一直以来，GS 作为一种良性疾

病，并不需要特殊相关治疗，而重点在于确立诊

断并与其他原因引起的肝脏损害性疾病区分开

来，为临床用药和遗传咨询作出积极参考，因此

GS的诊断是临床研究的重要内容。本文就GS的

诊断研究进展作如下综述。

Gilbert综合征及Crigler⁃Najjar综合征诊断方法

刘雪梅 骆子义★

［摘 要］ 先天性高非结合胆红素血症包括 Gilbert 综合征（Gilbert syndrome，GS）和 Crigler⁃Najjar
综合征（Crigler⁃Najjar syndrome，CNS），目前研究表明其发病机制是尿甘二磷酸葡糖醛酸转移酶 1A1
（UDP⁃glucuronosyl transferase 1A1，UGT1A1）基因多态性导致酶的缺乏或活性降低，导致胆红素代谢障

碍。GS和 CNS 的诊断依赖 UGT1A1的基因突变位点检出。分子诊断是基因诊断的重要方式。本文就

UGT1A1基因检出方法研究进展作一综述。

［关键词］ Gilbert综合征；Crigler⁃Najjar综合征；UGT1A1；基因诊断；基因多态性

Diagnostic methods in Gilbert and Crigler⁃Najjar syndromes
LIUXuemei，LUOZiyi★

（Department of Digestive Disease，the Third People’s Hospital affiliated to of Guangdong Medical College，
Shenzhen，Guangdong，China，518020）

［ABSTRACT］ Congenital unconjugated hyperbilirubinemias include Gilbert syndrome（GS） and
Crigler ⁃Najjar syndrome（CNS）. The present study indicates that the pathogenesis of the disease is the gene
polymorphism of UDP⁃glucuronosyl transferase 1A1 gene（UGT1A1）leading to absence or lack of enzymatic
activity，resulting in bilirubin metabolism disorders. Diagnosis of GS and CNS depend on the detection of
UGT1A1 gene mutations. In this article，the progress of UGT1A1 gene detection methods will be reviewed.

［KEY WORDS］ Gilbert syndrome（GS）；Crigler⁃Najjar syndrome（CNS）；UGT1A1；Gene diagnosis；
Gene polymorphism
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1 UGT1A1多态性

UGT1A1 基因在 1991 年被首次克隆［9］，GS、
CNS⁃Ⅰ及 CNS⁃Ⅱ中有大量突变点，目前被报道的

UGT1A1 基因突变有 130 种［10］，有 91 种为单核苷

酸替换突变，21种为单核苷酸缺失，10种为单核苷

酸插入，其余 8种表现为基因启动子和内含子中。

多数 GS 患者突变在启动子、增强子及编码区，

UGT1A1酶的活性低于正常的 30%［11］；大多数CNS⁃
Ⅱ患者存在纯合子错义突变和多位点复合突变，

导致酶的活性低于正常酶活性的 10%［12］；而CNS⁃Ⅰ
患者UGT1A1酶的活性则完全缺失。

2 基因诊断方式研究

2.1 基因组直接测序

DNA 测序是 GS 及 CNS 诊断的金标准，有直

接测序和间接测序。直接测序是基因测序中最

常用的方法，选取需要检测的突变位点，根据

UGT1A1 多态性设计引物，提取全血基因组，以

DNA 为模板进行 PCR 扩增后直接测序［13］。目前

基因组测序主要有第二代测序技术及第三代测

序技术。第二代测序技术的基本原理是边合成

边测序，通过捕捉新合成的末端标记来确定

DNA 序列；第三代测序技术主要有分子荧光测

序及纳米孔测序，与第二代相比，测序速度及精

确度更高，不但可以直接测序 DNA，还可以测序

甲基化的 DNA。基因测序方法虽可准确检测出

突变位点，明确诊断，但操作费时、测序机器昂

贵、耗费大、效率低，不适于大规模临床诊断

应用。

2.2 基因间接测序

此法主要有变性高效液相色谱（denaturing
high performance liguld chromatography，DHPLC），

变性梯度凝胶电泳（denaturing gradient gelelectro⁃
phresis，DGGE）、PCR ⁃ 单 链 构 象 多 态 性（poly⁃
merase chian reaction ⁃ single ⁃ strand conformation
polymorphism，PCR⁃SSCP）［14］。DHPLC的原理：在

控制升高温度的条件下，部分解链及解链的 DNA
会有不同的性质，杂合子个体的DNA经 PCR扩增

后产生异源双链，纯合子 DNA 则产生同源双链。

但二者解链特征不同，在变性温度下，异源双链较

同源更易解链形成Y型结构，而在洗脱温度时，单

链片段分子的负电荷与双链相比较少，故更早洗

脱。由于异源双链 PCR 产物比同源双链含有更

高的单链的比例，保留时间更短，因此异源双链

较同源双链较早洗脱。突变的样品呈异源及同源

双链混合物的峰型特点，未突变者则只有同源双

链峰型特点。此技术的关键在于解链温度的控制

及色谱柱的分离性能，其不但可以检测已知突

变，还可检测未知突变。且与其他传统的杂合双

链分析技术相比，耗时较短，自动化提高，可在几

分钟内分析一个样品，无需使用凝胶剂放射性同

位素；但其劣势在于高效液相色谱仪器价格昂

贵［15］。PCR⁃SSCP 的原理是：根据 DNA 序列设计

相应引物，用 PCR 扩增靶向序列后将扩增片段变

性为单链，由于单链 DNA在中性条件下根据其碱

基不同自身会折叠成不同的具有一定的空间结构

的构象，因此，相同长度的单链 DNA 所形成的构

象不同，迁移率也不同。在此基础上，被 PCR扩增

变性为单链 DNA 的片段在非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳时，由于产物 DNA 含单个碱基置换、插入

或缺失，会发生迁移率的改变，从而影响电泳的位

置改变，区分出变异 DNA 与正常的 DNA，以此检

测微小到一个基因突变的差异。此法是比较灵敏

的检测技术，但研究认为，此方法在 RNA 的检出

率明显高于DNA，原因可能是DNA次级结构较相

对 RNA稳定，可变性较小，若发生突变，构象变化

也较小，导致迁移率改变不明显［16］。DGGE 的原

理主要是基于突变型和野生型核酸序列的不同而

导致其变性浓度的差异，在聚丙烯酰氨凝胶电泳

的基础上加变性剂尿素或甲酰胺等区分同样长度

的 DNA片段，此方法最初是用来检测点突变。不

同的 DNA 片段碱基组成差异导致其解链浓度不

同，其中主要是 GC 碱基的含量影响 DNA 双链的

解链区域及解链行为。当变性浓度达到最低的解

链区域时，该区域的序列解链，解链部分的 DNA
片段在凝胶中的迁移率会急剧下降。同样长度的

DNA 片段序列不同，其在凝胶中达到最低解链浓

度的位置也不同，因此可以被区分出来。本技术

经过发展，已衍生出温度梯度凝胶电泳、恒定变性

凝胶电泳、瞬时温度梯度电泳等改良技术［17］。这

种方法和 PCR技术相结合被广泛应用于各种突变

分析。澳洲学者［18］利用双变性梯度凝胶电泳检测

Gilbert 综合征患者 DNA 样本，可以快速检测出

TA 插入异常，并能区分出 TA 杂合子和 TA 纯合

子。以上方法均是对基因组进行初步筛选后，对
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阳性标本进行测序，相比直接测序而言耗费较少，

操作也较简化，但总体来说，用于大量标本检测仍

较耗时。

2.3 基因芯片技术

本技术的基本原理是杂交原理，将探针固定

在芯片预先设定的区域内，形成 DNA 微队列，

PCR 扩增后的片段产物与芯片通过碱基配对原

理进行杂交。反应结果用化学荧光、化学发光或

同位素法标记，通过检测杂交信号的强弱并进行

计算机分析，从而检测对应片段或某个位点的等

位基因是否存在，以发现单核苷酸的插入、缺失、

变换等。基因芯片自发展以来，多用于扫描全基

因组、基因功能的研究和疾病临床检测及诊断等

多方面。有研究把基因芯片中加入特异性探针对

108 例 GS 患者的 UGT1A1 启动子进行分析，成功

识别其常见及罕见突变点，基因测序结果证实其

准确率达 100%［19］。基因芯片技术具有灵敏、准

确、高通量及高自动化等优点，是比较可靠而有

前途的基因诊断技术，但其芯片制作成本昂贵、

技术复杂，重复性差、分析范围狭窄等缺点尚需

改革。

2.4 内切酶酶切技术

在 UGT1A1 的诊断中用到的主要是聚合酶

链反应⁃限制性片段长度多态性（polymersae chain
reaction ⁃ restriction fragment length polymorphism，

PCR⁃RFLP）技术，PCR⁃RFLP 的基本原理是：用

PCR扩增目标DNA序列，然后用限制性内切酶酶

切目的片段，内切酶识别并切割相应的序列片段，

酶切产物进行电泳，根据对比酶切图谱及片段多

样性特点，分析不同基因序列差异，不同的等位基

因酶切位点不同，酶切产物电泳条带也不同。聚

合酶链反应⁃限制性片段长度多态性技术操作简

单，基因分型的时间较短，目的 DNA 的含量和相

对特异性都大大提高。有学者［20］提出用此检测

UGT1A1 基因编码的外显子 1 的突变点 211G>A，

准确性高，且与 RFLP相比，以扩增替代了酶切，不

需要克隆基因作探针，不依赖 Southern blot 技术，

避免了 RFLP 繁琐的 DNA 酶切、转移、杂交等步

骤。本项技术进过改良，可以同过添加创造酶切

位点来提高酶切准确性，但其缺点是酶切位点的

选择较复杂、缺乏效率，且可能会由于酶切不完全

等原因出现假阳性结果，多重酶切分析难度增加，

难以实现高通量检测。

2.5 实时荧光定量 PCR（real ⁃ time fluorescence
quantitative PCR，RTFQ⁃PCR）技术

本项技术以荧光共振能量传递（fluorescence
resonance energy transfer，FRET）为基础，包括探针

类和非探针类，探针类特异性较高，是基因突变检

测的常用类型，探针类型中最常用的是 TaqMan探

针，TaqMan 探针属于一种寡核苷酸探针，其序列

只有一个碱基的差异，探针设计为与目的序列上

下游引物之间的碱基配对，根据荧光探针的杂交

原理，将目的 DNA 进行 PCR 扩增。探针完整时，

荧光基团与淬灭基团分别在探针 5′末端和 3′末
端，淬灭基团吸收荧光，故不会有荧光发出；PCR
扩增时，产物与探针相结合，Taq 外切酶活性将探

针酶切降解，随着荧光基团和淬灭剂分离，荧光基

团在激发光的作用下发出荧光，PCR 扩增与荧光

信号累积完全同步，故荧光强度越高，扩增产物的

数量越多，可在优化体系的条件下使用多重荧光

定量 PCR。此技术的优点在于简便、准确、快速及

污染小、无需 DNA 测序，并可实现大通量检测。

而缺点在于此法是对已知基因突变的检测，引物

及探针的设计都要依据已知 DNA序列而定，目前

已知UGT1A1基因的突变位点有 130个之多，而探

针价格昂贵，临床中只能选择常见突变点做检测，

在诊断时易忽略其他突变位点可能对检测目标水

平的影响，且所设计的探针仅有一个碱基的差异，

检测结果不能排除假阳性可能。

2.6 高分辨率熔解曲线（high resolution melting
curve，HRM）分析技术

HRM技术是近年来国内外最新的分子诊断研

究工具，其概念早在上世纪 70 年代提出［21］，是根

据 DNA 特征性熔解曲线来研究 DNA 特征而发展

起来的研究方法。此方法多为非探针标记，非探

针标记的HRM是用特定的荧光染料插入DNA双

链中［22］，DNA熔解曲线的变化取决于扩增子序列

的特异性，依据序列 GC 含量不同和碱基互补差

异，在 PCR 升温过程中，双链 DNA 不互补的位点

会先解链，荧光染料从解链的 DNA 上释放出来，

随着 PCR 的扩增，可以通过荧光强度和时间曲线

与标准品的比较来分辨是否有基因突变。其特点

是无需设计使用特异性探针，只要设计一对相应

引物就可以分析等位基因的突变，同时HRM检测

不受碱基位点和种类的局限，因此，对已知突变和

未知突变都能进行筛查分析。有研究者［22］用

·· 203



分子诊断与治疗杂志 2016年 5月 第 8卷 第 3期 J Mol Diagn Ther，May 2016，Vol. 8 No. 3

HRM 技术对 110 名健康受试者全血提取 DNA 后

进行 UGT1A1 启动子和 11 个外显子筛选，结果不

仅确定了 5 个已知的变种的 UGT1A1，还识别出 8
个未知的序列变异，并与基因组直接测序结果

完全相符。也有人［23］用本技术有效诊断 GS 的

TATA 盒变异。此技术对诊断 GS 的 UGT1A1 突

变，特别是 TATA 盒及 G211A 位点突变敏感性及

特异性良好，有相当于直接测序的准确性，适用于

亚洲人Gilbert综合征的诊断［24］。此外，HRM已广

泛用于临床病毒耐药或细菌基因突变的扫描及发

现［25］、基因序列匹配［26］、甲基化筛查［27］、基因分

型［28］等各个方面，技术水平越来越成熟。虽然

HRM 对目的片段长度有限制，对温度均一性及仪

器精密度要求较高，使结果不够稳定，但随着仪器

和荧光染料的不断改良，以及本项技术不断进步，

与其他技术联合使用亦是未来发展趋势。有研究

表明通过与实时荧光 PCR 技术结合应用，可提高

其精确性和稳定性［25］。目前各方面的研究表明，

HRM 具有灵敏度高、特异性强、简单快速、高效、

成本低廉、高通量、闭管操作、无 PCR反应后电泳、

测序等后续处理等优点，有望成为临床基因分子

诊断常规检查技术。

3 结语与展望

GS 和 CNS 作为一种常染色体隐性遗传性疾

病，肝脏无器质性病变，以血清非结合型胆红素间

歇性升高为主，临床一般表现为皮肤巩膜黄染、上

腹部不适等消化道症状。血清胆红素达 GS 或

CNS 的诊断水平值，排除肝炎等明确因素及其他

遗传性疾病，结合基因突变位点的检出，苯巴比妥

治疗有效等可作出临床诊断。由于经济条件的限

制，基因突变的检出较难施行，临床常依靠苯巴比

妥试验、利福平试验、肝组织活检等来协助诊断，

不能完全确诊。目前基因诊断方式或因操作繁

杂、效率低，或因试剂、机器价格昂贵，阻碍了临床

有效应用。因此，随着基因分子诊断研究进步，新

的高灵敏高特异性、简单快速、低成本、自动化、可

大量施行的检测方式亟待开发。
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流行病学调查表明强直性脊柱炎（ankylosing
spondylitis，AS）多发于青少年，全球发病率为

0.1%~0.9%，我国发病率为 0.2%~0.45%［1］，男、女比

例为 3~6∶1。通常发病 10年内便可出现骨关节活

动障碍，并最终导致脊柱、骶髂关节发生不可逆病

变［2］。目前的研究表明 AS 的发病原因可能与遗

传因素，环境因素，免疫功能紊乱，微生物感染等

有关系。随着医学技术的发展，人们对AS发病机

制的研究得到进一步深入，但其具体的致病机理

还没有得到统一的认识。近些年 AS 相关基因人

类白细胞表面抗原 B27（human leukocyte antigen⁃
B27，HLA⁃B27）的检测方法也在不断地更新换

代，逐渐被分子生物学方法取代。本文就近些年

对 HLA⁃B27 的结构、检测手段和 AS 致病机理的

研究现状以及治疗手段做一综述。

1 HLA⁃B27与强直性脊柱炎的关联研究

1.1 HLA⁃B27的亚结构及功能

HLA⁃B27 位于人体第 6 号染色体短臂上，

由 8 个外显子和 7 个内含子组成。其表达产物是

强直性脊柱炎及其相关基因HLA⁃B27检测的研究现状

白世杰 1 托娅 2★ 张保平 2 王丽娟 1 王雅菲 1

［摘 要］ 强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis，AS）是骶髂关节组织及中轴骨骼发生病变并伴发

炎症及新骨形成的和自身免疫相关的慢性疾病，可伴有眼、胃肠道等器官病变，是一种致残率很高的疾

病。1973年发现人类白细胞表面抗原 B27（human leukocyte antigen⁃B27，HLA⁃B27）与AS之间具有相关

性，随之HLA⁃B27的检测成为临床鉴别诊断AS的重要指标。本文就AS的研究现状及HLA⁃B27的检测

手段做一综述。
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Research status of ankylosing spondylitis and the detection of its related gene HLA⁃B27
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［ABSTRACT］ Ankylosing spondylitis （AS） is a chronic autoimmune disease which can cause
inflammation and the formation of new bone in the sacroiliac joint tissue and the axial skeleton. AS is a high
morbidity disease which is often accompanied by eyes，gastrointestinal，and other organ damage. In 1973，the
correlation between human leukocyte antigen⁃B27（HLA⁃B27）and AS was found，and then the detection of
HLA⁃B27 became an important indicator in clinical differential diagnosis of AS. This paper will summarize the
research status of AS and the detection measure of gene HLA⁃B27.
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HLA⁃B27分子，属于主要组织相容性复合体 I类分

子（major histocompatibility complex I，MHC I），由

2 条多肽链组成，分别为 α 链或重链、β 链或轻链

（非 HLA⁃B27 编码）。其中 α 链是一种跨膜蛋白，

由胞外区、跨膜区、胞内区 3部分组成。胞外区含

有一个抗原结合凹槽，在凹槽内有 A、B、C、D、E、
F 6个袋状结构能特异性结合 9肽抗原分子，其中

B 结合袋由于其特殊的蛋白排列方式，能够特异

的容纳抗原结构中精氨酸长长的侧链，是其他

HLA⁃B分子所不具有的一种锚定方式。此外 F结

合袋在与抗原肽特异性结合过程中也有重要作

用，它主要识别抗原结合肽的 C末端残基，不同的

HLA⁃B27 亚型在选择识别抗原的过程中有所不

同。轻链由 15 号染色体上非 HLA 基因编码，

David 等［3］利用鼠基因敲除模型发现敲除编码 β
2M 的基因的小鼠亦可发生关节炎，推测关节炎

的发生主要和 HLA⁃B27的重链相关。HLA⁃B27等
位基因的多态性决定了HLA⁃B27分子亚型的多态

性。由于HLA⁃B *2705在全世界范围内都有发现，

通常把它看作是“祖基因”，其他亚型被认为是从

B*2705进化而来［4］，如 B*2705和 B*2709在结构上

仅有一个氨基酸的差别，但对疾病的预见却截然

不同。

1.2 HLA⁃B27与AS的相关性

1973 年 Brewerton 等［5］发现 HLA⁃B27与 AS 之

间具有强遗传相关性，AS患者中HLA⁃B27的阳性

率达到 90%［6-7］，而在正常人中 HLA⁃B27的阳性率

仅为 5%［8-9］。在对 AS 患者一级亲属的调查中发

现，HLA⁃B27阳性者占 31.3%，并且这些亲属患AS
的相对危险率达 87.4，其危险性高出正常家庭对

照组 10.8 倍［10］。近些年，随着分子生物学技术的

发展，截至 2011 年世界范围内鉴定出的 HLA⁃B27
亚型有 155 种之多。其中常见 AS 相关亚型有 B*
2705、B*2704、B*2703、B*2702、B*2701 等。其中

白种人 B*2705亚型占 96%；非洲黑人以 B*2703为

主，占61%；中国汉族人群中，HLA⁃B*2705和HLA⁃B*
2704构成了 HLA⁃B27的优势亚型，分别占 40.68%
和 50.85%［11］。综合来看，以 B*2704 与 AS 的关联

性最强，其次是 B*2705、B*2702 和 B*2707。目前

的研究认为，B*2703 和 B*2707 与 AS 呈负相关，

B*2706 和 B*2709 被认为是一种保护性基因［12］。

其中 B*2706 广泛分布于东南亚人群中；B*2707

主要存在于印度、中国和泰国人中；而 B*2703 和

B*2709 的分布分别局限于西非地区和意大利撒

丁岛。马来西亚人中 AS 发病率很低，这可能就

与 B*2706 的保护作用相关［13］。除 HLA⁃B27 基因

外还有一些 HLA 其他位点的基因以及非 MHC 基

因与AS具有相关性。

2 AS的发病机制

AS 主要以中轴关节和大关节受累为主要表

现，可累及内脏和其他组织，包括前葡萄膜炎、弥

漫性间质性肺纤维化和虹膜睫状体炎等，发病后

期典型 X 线表现为骶髂关节破坏，脊柱呈“竹节

样”改变［14-15］。目前认为AS主要与遗传、环境、微

生物感染等有关，但是具体的致病机理还未定论，

主要的几种致病假说有：分子模拟假说、蛋白错误

折叠理论、细菌感染学说等。

2.1 分子模拟假说

研究发现某些微生物携带与人同源的肽段，

可引起交叉反应［16-17］。正常情况下关节源性致命

肽在正常人体中其递呈水平比较低，不能诱导免

疫应答。而当含有某些同源性的蛋白的病毒或细

菌感染时，则可致敏耐受的 T 淋巴细胞对低水平

递呈的关节源致命肽进行识别，引起自身免疫反

应并最终发展为 AS。研究表明致病基因和保护

性基因在识别抗原的过程中存在差别，Hülsmeyer
等［18］发现，携带 B*2705 基因的 AS 患者体内存在

血管活性肠肽受体衍生物（derived from vasoactive
intestinal peptide type 1 receptor，pVIPR），而B*2709
阳性个体无此抗原肽。B*2705可以 2种不同的构

象与 pVIPR 结合，而体外实验中 B*2709 结合

pVIPR 只有一种构象，B*2705 以其中一种构象与

pVIPR 结合时能逃脱胸腺的阴性选择。Fiorillo
等［19］发现，EB 病毒的肽段潜在膜蛋白 2 衍生物与

B*2705和 B*2709结合时也呈现 2 种不同的构象，

而且其与B*2705结合时的构象与B*2705/pVIPR相

同，直接为该假说提供了证据。但该假说无法解释

为什么一些HLA⁃B27阴性患者也会发生AS，而且在

对转基因鼠炎症模型的研究中，发现它并不依赖

CD8+T细胞。提示AS发病过程仍有其他因素作用。

2.2 蛋白错误折叠理论

HLA⁃B27分子在内质网中的折叠速率非常的

慢并且容易发生错误折叠。错误折叠的 HLA⁃B27
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分子在内质网中不断积聚会触发内质网的应激反

应，激活未折叠蛋白反应，并最终导致炎症的发

生［20］。通过大鼠模型发现随着错误折叠的减少，

关节炎的发生率也同时在减低［21］。相同条件下疾

病弱相关或者负相关的基因亚型如 HLA⁃B*2706
和 HLA⁃B*2709 表达的分子能够更加有效地进行

折叠，这很好地解释了为什么不同基因亚型与 AS
的相关程度不同，此外，对相关致病基因折叠错误

率高的研究可能为疾病的诊治提供新思路。

2.3 细菌感染假说

AS和一些肠道病原菌的感染有关［22］，实验发

现患者关节液内单核细胞增多，并富含相应菌体

抗原。大样本调查中发现 60%以上的 AS 患者都

出现过肠炎症状，并且在疾病活动期进展为炎性

肠病［23］。同时B27/β2M转基因鼠在无菌环境下不

会发病，提示环境因素也是致病因素之一。

此外，目前对于 MHC 其他位点基因以及非

MHC 分子与 AS 发病关系的研究也比较深入［24］。

在其他MHC基因中，HLA⁃60是目前被发现的仅次

于HLA⁃B27的独立AS易患基因，并且此观点在对

加拿大和日本人群研究中已经得到证实。非MHC
分子的研究包括白介素、转化生长因子、神经丛蛋

白等［25］。

迄今还没有一种说法能够完全解释AS疾病，

对 AS 致病机制的研究仍在进行。任何一种疾病

都不会由某单一组基因或某单一因素所掌控，而

是复杂的网络调控的结果。因此，在AS致病机制

的研究过程中，要从宏观到微观、从外环境因素到

内环境因素、从蛋白表达到基因表达以及各种细

胞因子之间的相互作用进行全面分析。

3 AS的诊断

目前针对 AS 的国际诊断标准主要是 1966 年

的纽约标准和 1987年的修订的纽约诊断标准。随

着认识的不断深入，纽约诊断标准已不符合临床

实际，因此国际上一般采用修订后的纽约诊断标

准。修订后诊断标准［26］的主要内容包括：（1）临床

标准：①腰痛、晨僵 3个月以上，活动好转，休息无

改善；②腰椎额状面和矢状面活动受限；③胸廓活

动度低于相应年龄、性别的正常人；（2）放射学标

准：骶髂关节炎分级双侧≥Ⅱ级或单侧Ⅲ~Ⅳ级，

其中骶髂关节X线分级：0级为正常；Ⅰ级为可疑；

Ⅱ级为轻度异常；Ⅲ级为明显异常；Ⅳ级为严重异

常。（3）诊断：①肯定 AS：符合放射学标准和一项

（或以上）临床标准者；②可能AS：符合 3项临床标

准或符合放射学标准而不符合临床标准者。国内

在 1997 年首届 AS 临床和流行病学全国协作组研

讨会上制订了符合国内人群的AS诊断标准，但依

旧以影像学为主。由于大多数患者都是在出现腰

背不适等体征后才会就诊，甚至部分已经有了明

显的影像学改变，而一般患者在患病早期不会出

现明显的影像学改变，并且部分患者会出现误诊

情况，导致AS延误确诊并影响预后。在这种情况

下，对于AS的早期检查就显得尤为重要。

4 HLA⁃B27的检测方法及评价

目前关于HLA⁃B27的检测方法主要有补体依赖

性细胞毒法、酶联免疫吸附试验法（enzyme⁃linked
immunosorbnent assay，ELISA）、流 式 细 胞 术 法

（flow cytometry，FCM）和 PCR 法等几种主要的检

测方法。

4.1 补体依赖性微量细胞毒法

抗 HLA⁃B27 抗原的单克隆抗体可以与人类

淋巴细胞表面 HLA⁃B27 抗原结合，在补体参与

下，细胞膜被破坏而导致细胞死亡，阳性死亡细

胞可被染料着色，使用倒置显微镜计数着色细胞

的百分比可判定 HLA⁃B27 抗原的表达量从而进

行疾病的诊断。此法是较早建立的检测 HLA⁃B27
的方法，具有操作简便、仪器设备要求不高、检测

费用低等优点，适合于基层单位开展。其缺点是

干扰因素相对较多，易受单抗效价、细胞纯度、补

体差异以及 HLA基因多态性的影响，易出现假阳

性和假阴性，而且对标本量需求较大，标本不能

长期保存。

4.2 ELISA法

ELISA法将HLA⁃B27的单克隆抗体包被在微

孔板上，加入待检血清进行孵育，洗去未被结合的

游离抗原，加酶标抗体（根据检测抗原的不同可选

择不同抗体，如抗 CD45 抗体、抗 HLA⁃B27 抗体

等）和底物进行显色。使用酶标仪读取吸光度，将

结果与标准孔对比判断结果。ELISA 法是一种经

典成熟的方法，具有操作简便、快捷无需特殊仪器

等优点，极为适合基层医院开展。但多克隆抗体

易与血清中的其他物质发生交叉反应。
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4.3 FCM法

流式细胞技术结合荧光标记的单克隆抗体，通

过荧光标记技术迅速区分淋巴细胞亚群，并且通过

单克隆抗体检测出CD3+淋巴细胞中HLA⁃B27抗原

阳性的细胞百分比，结果根据流式细胞仪内置的

临界值判定。此法优点是操作简便、快速、特异性

高，稳定性好、标本用量少、重复性高，自动化程

度高减少了人为因素的影响，弥补了前 2 种方法

的缺点，是目前较为理想的方法。国外已将 FCM
法作为检测 HLA⁃B27 的常规方法［27-28］。缺点是

仪器比较昂贵，目前只在较大的医院可以开展，

容易出现荧光淬灭。此外，相对基因检测，抗原

检测属于间接检测，仪器在判定结果的过程中存

在“灰区”。

4.4 序列特异引物聚合酶链反应（polymerase
chain reaction⁃sequence specific primers，PCR⁃SSP）

该方法最大的优势在于它在分子生物学基础

上对HLA⁃B27基因进行定性分型。目前该法的应

用已经比较成熟，可以在临床广泛开展。该法一

定程度上避免的 FCM法存在检测“灰区”的缺点，

它根据等位基因的碱基差异设计引物，特异性扩

增与其相应的等位基因。因此，有无 PCR 扩增产

物是鉴定特异性等位基因的基础，PCR 扩增产物

可通过琼脂糖凝胶电泳检出。检测时首先提取患

者全血 DNA，用血量更少，然后利用 PCR 技术进

行产物扩增，最后通过琼脂糖凝胶电泳进行结果

判读。PCR 扩增技术具有极大的检测灵敏度，同

时带来了对检测错误进行放大的弊端。因此，PCR
检测结果的报告必须慎重，必须有严格质控措施

（如内参引物）并符合人类基因座位规则的情况下

报告结果，对于人类稀有位点的报告必须重复测

定。操作 PCR 基因扩增技术影响因素很多，操作

不当会造成假阴性、假阳性结果。PCR 临床实验

室必须符合国家 PCR 实验室技术规范要求。此

外，有些试剂盒对杂合子标本无法给出高分辨结

果，需用基因测序方法进行区分［29-30］。

上述 4 种方法是目前检测 HLA⁃B27的常用方

法，补体依赖性微量细胞毒法因实验条件难以控

制而逐渐被弃用；ELISA法操作简单快速，且无需

特殊仪器，适用于中小医院开展以及大样本普查；

FCM法以其操作简便、自动化程度高、重复性好等

优点成为较理想的检测方法；PCR⁃SSP 法近几年

也逐渐被得到认可，对抗原弱表达的 HLA⁃B27 基

因携带者检测优势尤为显著。在条件允许的情况

下建议采取 2 种方法互补检测以提高检测的准

确性。

5 AS的治疗

目前对AS的治疗手段极其有限，主要包括药

物治疗和非药物治疗。药物治疗主要包括：抗风

湿类药物，如非甾体类抗炎药、糖皮质激素以及环

孢素 A 等；缓解症状的药物包括：甲氨蝶呤、柳氮

磺吡啶、沙利度胺等。近些年研究发现肿瘤坏死

因子⁃ɑ拮抗剂对非甾体类抗炎药治疗无效的患者

有效，尤其对中轴病变短期治疗有效，但是长期疗

效缺乏评估［31-32］。非药物治疗主要包括对患者进

行健康教育，要求患者体育锻炼、康复理疗如睡硬

板床等。手术治疗仅针对一些髋关节严重受累或

者脊柱严重畸形的患者。

6 结语

AS 属于一种临床上比较常见的自身免疫性

炎性疾病，具有诊断困难、病程较长、晚期致残率

高、治疗手段局限等特点，目前主要依靠影像学

手段确诊。上世纪 70年代发现 HLA⁃B27与 AS具

有较强相关性，可作为 AS 早期诊断的辅助指标，

使得AS的确诊率得到了大幅提高，也使HLA⁃B27
成为了研究热点。近些年来，对 HLA⁃B27 的结构

以及检测手段的研究逐渐向分子生物学领域延

伸，使我们对它得到了更加深入的认识，也使检

测手段更加灵敏。AS 发病机制的研究成果包括

分子模拟假说、蛋白错误折叠理论、微生物⁃宿主⁃
AS间的相互作用以及细胞因子与AS间的相互作

用等，各因素可能同时作用，也可能在疾病进展

的各阶段分别作用，这也是我们对 AS 发病机制

进一步研究的方向。AS 的治疗仍以药物治疗为

主，免疫抑制剂成为了目前的常规用药，而新型

生物制剂的研发将会成为未来发展的方向。虽然

各方面的研究已有了长足的进步，但仍有一些问

题需要进一步研究去解答，比如 HLA⁃B27 抗原仅

表达于有核细胞，缘何 AS 的发病却有明显的组

织特异性等等。随着研究的深入以及检测手段的

不断发展，这些问题都会得到解决，新的检测指

标会不断被发现，将为 AS 的病情变化、治疗监测

提供帮助。
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医疗器械是现代临床诊断、治疗、疾病防控、

公共卫生和健康保障体系中最为重要的基础装

备，其发展不仅需要新的科学技术的应用支撑，更

需要通过科学的临床试验研究，确保新的科学技

术应用于人体的有效性和安全性。

依据国家食品药品监督管理局（下称国家局）

颁发的《医疗器械监督管理条例》以及《医疗器械

注册管理办法》，申请第二类、第三类医疗器械注

册，应当进行临床试验。临床试验是获得临床评

价基础数据的重要途径之一，其真实性、准确性和

科学性关系到产品的安全性和有效性的判定，关

系到人的生命安全。由于医疗器械本身具有学科

交叉、种类繁多、不同类型产品风险差异大、新技

术应用快等特点，只有建立科学有效的质量保证

和控制体系，对医疗器械临床试验过程实施有效

的监督管理，才能保证产品的有效性和安全性。

本文将依据医疗器械临床试验质量管理规范，结

合日常工作经验，浅谈医疗器械临床试验过程的

质量控制和监查要点。

1 医疗器械临床试验过程的质量保证体系

医疗器械临床试验，是指在国家认可的医疗

器械临床试验机构中，对拟申请注册的医疗器械

在正常使用条件下的安全性和有效性进行确认或

验证的过程。对医疗器械临床试验质量实施监督

管理，其目的不仅是为了保护医疗器械临床试验

过程中受试者的权益并保障其安全，也是为了保

证医疗器械临床试验过程遵从临床试验方案和相

关法规条例，保证其试验记录和报告数据准确、真

实，研究结果科学可靠。

医疗器械临床试验过程质量的保证和控制，

主要是指通过质控步骤和独立于临床试验的质量

保证管理部门按照标准操作流程进行系统检查、

评价而达到质量的保证。

目前，医疗器械临床试验过程的质量保障体

系主要包括 4个方面：

第一，国家食品药品监督管理总局及国家卫

生与计划生育管理委员会颁发的相关法律法规以

及管理条例；第二，医疗机构医学学术委员会及医

学伦理委员会对临床试验方案的科学性以及受试

者的安全性的审评监督；第三，经资质认定的医疗

机构及其临床研究管理部门对临床试验申办方和

研究者的资质、临床试验实施全过程的审查和监

管；第四，研究者及申办方的监查员对临床试验的

科学性、真实性、完整性形成内外部的监查。

1.1 临床试验管理法律法规及条例

1.1.1 《医疗卫生机构开展临床研究项目管理办

法》（国卫医发﹝2014﹞80号）（下称﹝2014﹞80号）

2014年 10月 16号由国家卫生计生委、国家食

品药品监督管理总局、国家中医药管理局发布。

其中第三条、第五条以及第六条，对开展医疗器械

临床试验的医疗机构及其管理部门和伦理委员会

作出了要求和规定。

1.1.2 《医疗器械监督管理条例》（国务令 第

650号）

2014 年 3 月 7 号由李克强总理颁布。其中第

十八条提出，医疗器械临床试验遵从质量管理规

范要求以及向管理部门备案。

1.1.3 《医疗器械临床试验规定》（局令 第 5 号）

（下称 2004年局令第 5号）

浅谈医疗器械临床试验过程的质量控制和监查要点
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2004年 1月 17号由国家局发布。其中第三条

明确了医疗器械临床试验的定义；第四条提出了

伦理方面应遵从的道德原则；第二十一条明确了

承担医疗器械临床试验的医疗机构即为经国家局

资质认定的药品临床试验基地。

1.1.4 《医疗器械临床试验质量管理规范（征求意

见稿）（食药监械函〔2012〕68号）

2012年 8月 28号由国家局发布。其中第二条

明确了质量管理规范的范畴；第三条提出应遵从

的相关法律法规及原则。

1.1.5 《医疗器械临床试验机构资质认定管理办

法（征求意见稿）》（食药监械管便函〔2014〕75号）

2014年 12月 5号由国家局发布。其中第六条

规定了承担医疗器械临床试验的医疗机构应具备

的条件。

1.1.6 其他医疗器械临床试验相关通知

（1）2014年 8月 21号国家局发布《关于发布免

于进行临床试验的第二类医疗器械目录的通告》

（2014年 第 12号）。

（2）2014年 8月 21号国家局发布《关于发布免

于进行临床试验的第三类医疗器械目录的通告》

（2014年 第 13号）。

（3）2014年 8月 25号国家局发布《关于发布需

进行临床试验审批的第三类医疗器械目录的通

告》（2014年 第 14号）。

（4）2014年 9月 30号国家局发布《关于印发国

家重点监管医疗器械目录的通知》（食药监械监

〔2014〕235号）。

医疗器械临床试验质量的监督管理从以前按

照《药物临床试验质量管理规范》（good clinical
practice，GCP）的原则进行，到目前按照已颁布或

逐步征求意见中的医疗器械相关的个性化法律法

规实施和进行。由此可见，国家对医疗器械临床

试验给予了极大的重视，法律法规正逐步完善形

成体系，同时也采用了相关国际标准，按照医疗器

械的不同风险等级，从医疗机构的资质认定及管

理程序，医学学术委员会及医学伦理委员会的设

立和审核，临床评价的方法选择，临床试验方案的

制定，临床试验实施过程都做出了详细的规定，为

医疗器械临床试验过程的质量保证和控制提供了

重要的依据。

1.2 医学学术委员会及医学伦理委员会

依据﹝2014﹞80 号规定，开展临床研究的医疗

卫生机构应当成立伦理委员会。 医疗卫生机构的

医学学术委员会及医学伦理委员会主要负责对医

疗器械临床试验项目的科学性、伦理合理性进行

审查。旨在保证受试者权益、安全和尊严，促进临

床试验科学、健康地发展，提高公众对医疗器械临

床试验的信任和支持。

参照 2012 年 11 月 2 号由国家局发布的《药物

临床试验伦理审查工作指导原则》，医学学术委员

会及医学伦理委员会由多学科背景的人员组成，

包括从事医药相关专业人员、非医药专业人员、法

律专家、以及独立于研究/试验单位之外的人员，至

少 5人，且性别均衡。确保伦理委员有资格和经验

对临床试验的科学性和伦理合理性进行审阅和评

估。伦理委员会的组成和工作不应受任何参与试

验者的影响。

医疗机构医学学术委员会及医学伦理委员会

对医疗器械临床试验项目的审查监督秉承 4 个原

则，即知情同意原则、医疗最优化原则、医疗保密

原则和生命价值原则，确保受试者充分知情自主

作出选择参与临床试验，并以最小代价获取最大

效果，同时其隐私得到保密、其生命价值得到尊

重。伦理审查分为初始审查、跟踪审查、复核审

查。其要点包括临床试验研究的科学设计与实

施、研究的风险与受益、受试者的招募、知情同意、

受试者的医疗和保护、隐私和保密以及涉及弱势

群体研究的特殊审查。伦理审查的文件涵盖临床

试验方案、临床试验方案增补、招募病人使用广

告、受试者知情同意书、病人教育材料、诊治与补

偿等。伦理委员会对临床试验的审查监督权力包

括批准或不批准一项临床试验、对一项已批准的

临床试验进行跟踪审查、终止或暂停一项已批准

的临床试验。

任何有关人体的试验开展前，都必须先行伦

理审查，并且获得伦理委员会投票决定的书面同

意意见，即伦理审查批件。在临床试验实施过程

中出现的临床试验方案修改、病例报告表修改、

知情同意书修改或严重不良事件，申办方和研究

者均应及时报告伦理委员会，并调整相应的

工作。

医疗机构医学学术委员会及医学伦理委员会

从人员组成，工作原则，审查类别、要点、文件、方

式，以及审查监督权力上，对医疗器械临床试验的

科学性和受试者的安全性给予了重要的保障。
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1.3 经资质认定的医疗机构及其临床研究管理

部门

依据﹝2014﹞80 号文规定，医疗机构开展临床

研究应当取得相应法律法规的资质，药物和医疗

器械临床试验机构应具备相应的能力，并按相应

要求获得资格认定；开展临床研究的医疗卫生机

构应当成立临床研究管理委员会，临床研究管理

部门在临床研究管理委员会的指导下，负责临床

研究的立项审查、实施控制、档案管理等具体的管

理工作。

同时，依据 2004年局令第 5号规定，承担医疗

器械临床试验的医疗机构是指由国务院食品药品

监督管理部门和国务院卫生行政部门认定的药品

临床试验基地。药品临床试验基地，即国家药物

临床试验机构，是经国家局认定的有资质开展药

物临床试验的医疗机构。其资质认定主要依据

2004 年 2 月 19 号国家局发布的《药物临床试验机

构资格认定办法（试行）》。对临床试验机构进行

资质认定，是保证临床试验过程规范、结果科学可

靠、保护受试者权益并保障其安全的有效手段，亦

是保证临床试验研究质量的重要措施。

国家药物临床试验机构具备完善的管理制

度、有素质的管理人员、严谨的质量控制和保证体

系、科学的归档资料管理体系以及临床试验相关

的辅助科室和实验室。在接受一项临床试验前，

机构管理人员根据试验用医疗器械的特性，对相

关资源进行评估，从而决定是否接受该临床试验；

一旦接受该临床试验，便严格依照GCP以及《医疗

器械临床试验质量管理规范（征求意见稿）》，对医

疗器械临床试验全过程，包括方案设计、实施、监

查、核查、检查、数据采集、记录、分析总结和报告

等进行管理监督。确保医疗器械临床试验的数据

真实、完整、可靠，确保医疗器械的有效性和安全

性得到真实可靠的评价。

医疗器械临床试验由药物临床试验机构承

担，虽然看是节省了资源，但是也出现了很多弊

端。其一，由于药物临床试验机构数量有限，本身

就需要承担和监管很多药物临床试验，难以再承

担和监管目前正飞速发展的医疗器械临床试验。

其二，药物临床试验机构资质认定主要关注药物

相关的标准原则，并未覆盖医疗器械的个性要求，

对医学相关工程技术研究人员也缺乏关注和要

求。目前，为了细分药物和医疗器械临床试验的

管理工作，从机构个性遴选上对医疗器械临床试

验质量加以保障，国家局也已经发布《医疗器械临

床试验机构资质认定管理办法（征求意见稿）》，拟

开展对医疗器械临床试验机构进行资质认定的工

作。在此之前，医疗器械临床试验仍由国家药物

临床试验机构的承担和监管，此后，医疗器械临床

试验将由经资质认定的医疗器械临床试验机构承

担和监管，其临床试验质量将得到更科学有效的

保障。

1.4 研究者及监查员

研究者是临床试验机构中负责实施临床试验

的人，在一个临床试验机构中是一组人员实施临

床试验，研究者即是这个组的负责人，也称为主要

研究者。研究者必须具备相应专业技术职务和资

质、试验用医疗器械所要求的专业知识和经验，必

要时应经过有关培训；熟悉申办者提供的与临床

试验有关的资料、文献和要求；有能力支配、协调

和使用进行该项临床试验的人员和设备，且有能

力处理试验中因使用医疗器械发生的不良事件和

其他关联事件；熟悉国家有关法律和法规，以及医

疗器械临床试验质量管理和伦理规范。

2004 年局令第 5 号第十一条“医疗器械临床

试验方案应当由负责临床试验的医疗机构和实施

者共同设计制定，报伦理委员会认可后实施”。只

有具备承担医疗器械临床试验资质的研究者，才

能采用明确的诊疗评价、可操作的量化指标、合理

的统计方法等设计出科学的临床试验方案以及相

关的标准操作规程，以保障医疗器械临床试验的

科学合理性。

监查员是由申办者任命并对申办者负责的具

备器械临床试验、医学和药学、以及项目管理等

相关知识的人员，其任务是按照有关要求监查临

床试验过程、报告临床试验进展情况和核实有关

数据。监查员是研究者和申办方之间的主要沟通

桥梁，其工作主要为了确保临床试验遵从试验方

案，数据记录准确、完整，遵从法律法规以及试验

的顺利进展。对医疗器械临床试验实施定期监

查，是医疗器械临床试验质量保证和控制至关重

要的途径，是保证完成高质量临床试验的重要

措施。

由此可见，医疗器械临床试验的科学性和真

实性，离不开研究者对临床试验的科学设计和有

效实施，也离不开监查员对试验实施过程的监督
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和核查，以此形成的内外部监查管理，是医疗器械

临床试验过程质量保证体系中重要的组成。

2 医疗器械临床试验监查要点

获得有效、完整、真实的临床试验数据不仅需

要科学严谨的试验设计，更需要对试验的执行情

况实施有计划和有保障的监督。医疗器械临床试

验监查工作不仅是医疗器械临床试验质量保证体

系中重要的一部分，也是申办方对产品临床试验

实施过程的主要监督途径。科学严谨的监查工作

才能促成高质量的临床试验，因此，以下将以监查

员的角度，从医疗器械临床试验前、临床试验进行

中、临床试验结束后 3个阶段谈谈医疗器械临床试

验的监查工作及监查要点。

2.1 临床试验开始前

医疗器械临床试验开始前，监查员的工作主

要包括试验用医疗器械以及器械相关记录文件的

准备、试验研究文件的准备、试验人员的确定及

培训。

2.1.1 试验用医疗器械以及器械相关记录文件的

准备

试验用医疗器械必须经过适当包装与标签，

标明为临床试验专用，不得销售，不得用于非临床

试验受试者，且需由被授权专人管理，由研究者负

责其使用。其相关的记录文件包括统计师提供的

随机盲底、检验报告、产品生产质量管理规范条件

记录、包装标准操作流程、准备情况、以及其数量、

装运、递送、接收、储藏、分配、使用、剩余器械的回

收与销毁等信息记录表单。

2.1.2 试验研究文件的准备

试验研究文件可分为试验中心文档、研究者

文档、申办方研究文档。

试验中心文档主要是临床研究管理部门和

伦理委员会申请及备案文档，主要包含申办者资

质证明（营业执照、生产许可症、质量体系认证证

书）、检验报告及产品技术要求、自测报告、临床

使用操作说明/研究者手册、动物试验报告及国

家局临床批件（首次植入第三类医疗器械）、临床

试验方案/病例报告表/知情同意书（招募受试者

广告、受试者学习材料）、研究者简历及 GCP 证

书、监查员授权书、临床试验委托书及材料真实

性申明、以及依据各医疗机构要求的其他资

料等。

研究者文档主要是临床试验过程中各环节所

建立的标准操作流程、签署的知情同意书、病例报

告表、应急信封、研究报告等。

申办方研究文档主要是临床试验研究资料、

自行设计的适用表格、与研究者的沟通信件、临床

试验伦理委员会批件、临床试验合同等文件。

2.1.3 试验人员的确定和培训

临床试验参与人员应包括专业负责人、主要

研究者、研究者、研究护士、药师、研究协调员、辅

助科室医生或技师。根据不同的教育背景和工作

经验，以及临床试验方案的要求和特殊操作流程

需要，试验参与人员由主要研究者授权，签署临床

试验职责分工授权表、签名样张以及填写确认联

系方式。

临床试验参与人员的培训应当包括 GCP 培

训、试验方案培训、试验操作培训。通过临床试验

启动会等方式，确保试验参与人员熟悉 GCP 管理

规定、临床试验方案以及能正确使用试验用医疗

器械，并保存相关培训记录，如会议 PPT、会议签

到表及会议记录。

2.2 临床试验进行中

医疗器械临床试验进行中，监查员的工作主

要包括常规访视、临时访视、向伦理委员会报告及

提交文件。

2.2.1 常规访视

常规访视指监查员在依照原先的监查计划，

在与研究者约定时间和地点后，按期到研究机构

进行临床试验访视和监查。

常规访视的频率可以按照筛选期、治疗期和

随访期进行计划安排。筛选期通常可安排在首次

入选病例、入选一至两周、入选高峰期；治疗期通

常可安排在各中心第一次治疗、第二次治疗、治疗

一至两周，治疗一个月；随访期通常可安排在各随

访点随访一至两次。

常规访视的要点主要有：（1）受试者的安全与

受益：是否已签署知情同意书，不良事件/严重不良

事件记录报告以及处理进展等；（2）试验进展：受

试者的筛选和入组的进度，随访的进度等；（3）符

合法规和伦理的要求：临床试验方案或知情同意

书修改是否经伦理委员会备案批准等；（4）研究人

员及设备：研究人员是否变更以及是否需再培训，

研究设备是否定期校准；（5）研究方案、标准操作

流程依从性：入排标准、随机方法等是否依从方
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案，偏离情况是否有记录；（6）病例报告表审阅和

原始数据核查：是否一致、完整、清晰；修改是否符

合规定；（7）试验器械及用品等使用登记：是否及

时、完整；是否需补充；（8）其他：研究者文档资料

是否完整、及时更新；随访窗口期是否严格按照要

求；试验用品是否在有效期内；物品运输情况记录

等。（9）与研究人员沟通讨论：发现问题，解决问

题，预约下次监查时间。

常规访视之后，书写监查报告，追踪未解决问

题的处理，追踪随访后的信件，必要时召开下一步

工作计划会议。

2.2.2 临时访视

在临床试验过程中，如若出现研究者变更、入

组困难、出现严重不良事件、试验方案修改、出现

特殊问题，或应对相关管理单位的稽查和视察，监

查员应及时安排访视，积极配合研究者处理相关

的问题。

2.2.3 向伦理委员会报告及提交文件

在临床试验过程中，临床试验方案修改或增

补、病例报告表修改、知情同意书修改或严重不良

事件，均应及时向伦理委员会报告，并提交备案的

相关文件。

2.3 临床试验结束后

在临床试验结束后，监查员需要进行最后拜

访研究者，以及按照监查清单，确保所有文件放置

在相应部位，确定文档资料完整，所有病例报告表

正确并送回申办者处，解决遗留问题、完成监查报

告并知会伦理委员会终止临床试验。

最后监查清单主要包括试验器械及物品的所

有记录表格及已用和未用器械的处理，病例报告

表信息完整且均有研究者签字、所有质疑均得到

解决，知情同意书均正确签署及保存，研究者试验

报告记录正确完整，研究中心文档、研究者文档以

及申办方研究文档均完整保存。

3 结论

对医疗器械临床试验过程实施质量保证和控

制，是健康所系、性命相托，是关乎国计民生的大

事。综上所述，只有通过不断健全临床试验管理

法律法规及条例，合理遴选医疗器械临床试验机

构，科学设计临床试验方案和评价指标，建立临床

试验各环节的标准操作流程，配备经验丰富的研

究团队，发挥申办方监查员的监查作用，以及通过

独立于临床试验单位的监督管理部门按照标准操

作流程的系统检查、评价等形成的医疗器械临床

试验质量保证体系，多道齐驱，多管齐下，相辅相

成，才能保证和控制医疗器械临床试验的质量，才

能保证医疗器械的有效性和安全性，才能促成医

疗器械的健康发展，才能更多地造福于人类的生

命健康。
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金、广东省科技计划项目和教育部留学回国启动基金等多项科研课题，参与国家“十一五”

科技重大专项课题、863计划、国家自然科学基金和广东省自然科学基金等多项课题的研

究。在 SCI收录期刊和核心期刊发表论文 100余篇，其中 SCI收录近 20篇，作为主编、副

主编编写全国医学检验专业规划教材各 1部，主译专著 1部，副主编专著 1部，参编教材及

专著 10余部，获国家发明专利 1项。

中山大学附属第一一医院检验医学部

中山大学附属第一医院检验医学部是华南地区乃至全国规模最大的集医、教、研为

一体的检验医学基地之一，具有整体实力强、基础底蕴深厚、专业设置完整、临床资源

丰富、人才梯队完整、科研方向明确、技术特色明显、医教研全面发展的优势和检测能

力快速、准确、覆盖面广的特点。于 2000和 2003年分别获得临床检验诊断学硕士点和博

士点，2007年成为全国首批医学检验专科医师培训基地之一，2012年被评为广东省临床

重点专科，2013年被评为国家临床重点专科建设单位，2015年被国家卫计委首批批准为

高通量测序试点单位。

该实验室以“区域一流、国内先进”为发展目标，确定了以“建立综合性疾病诊断

平台、发展个体化疾病诊断技术、推动实验室标准化、促进病原微生物快速检测”的发

展方向，力争在 3年内建设成为管理水平先进、综合服务能力强、技术队伍结构合理、

科研水平高、具可持续发展能力的国内一流的医学检验中心，发挥国家和省临床重点专

科的辐射作用和模范效应，带动周围医院检验科的快速发展。

目前，该实验室下设临床生物化学检验室、临床免疫检验室、临床微生物检验室、

分子诊断室和门急诊检验室等专业检验室。共有员工 89人，其中执业医师 5人，获博士

学位 14人，已形成一支既拥有高学历、高素质，又年轻、活跃、富有进取心的学科队

伍。该实验室总占地约 3 800平方米，建立了完整的质量和安全管理体系，拥有国内外先

进的实验室检测技术和仪器，如Beckman生化免疫全自动检测系统、雅培全自动检测流

水线、Sysmex全自动血球分析流水线、BD和 Beckman流式细胞仪、BioMerieux全自动

微生物标本接种仪、Vitek2全自动细菌鉴定仪、BacT/Alert 3D血培养仪、基质辅助激光

解析电离飞行时间质谱仪、ABI 7500、ViiA 7荧光定量 PCR仪、Luminex 200液相芯片分

析系统、illumina NextSeq 500高通量测序仪和 Roche Cobas全自动病毒载量检测系统等。

检测项目达 700余项，年检测超过 3 000万项次。

该实验室医、教、研并重的风气蔚然成风。拥有完整的医学检验本科生、硕士生和

博士生教育体系，医学检验本科生毕业就业率达 100%，在全国的专业排名不断上升。承

担并参与多项国家级及省级科研

课题，主编及参编全国医学检验

专业规划教材 20余部。已培养临

床检验诊断学专业硕士生、博士

生 30余人。全面负责中山大学医

学检验系的教学工作，承担 8 门

检验系专业课教学。是中山大

学、广东医学院、广州医学院等

医学检验专业本科学生的实习基

地，接收来自全国各地的进修

生，高质量地完成了带教任务。
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①、②、③分别代表 TT、CT、CC基因型，箭头所示位置为基因突变位点

图（P162） miR⁃196a2 T>C（rs11614913）测序图

Figure（P162） Sequencing map of miR⁃196a2 gene rs11614913 T>C polymorphism


