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A ：经典型红绿信号分离，箭头示红绿信号分离阳性细胞；B：孤立绿色信号模式，箭头示 1 黄 1 绿阳性细胞

图（P91） 荧光原位杂交检测 ROS1 易位信号模式（× 1 000 倍）

Figure（P91） The ROS1 translocation signals by FISH（× 1 000）
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·专家风采· 实验室巡礼

徐邦牢

1968 年 4 月出生，1994 年毕业于

湖南医科大学医学检验系，1998 年至

2001 年就读重庆医科大学临床检验诊

断学专业硕士研究生，2005 年至 2008

年就读中山大学病原生物学专业博士

研究生，2009 年至 2010 年赴澳大利亚

新南威尔士大学做访问学者。

广 州 市 医 学 重 点 人 才 ， 医 学 博

士，主任技师、教授，博士研究生导

师 ， 澳 大 利 亚 新 南 威 尔 士 大 学 博 士

后，现任广州市第一人民医院检验科主任，广州市医师协会检验医师分会主任委员、中

国医师协会消化道肿瘤专业委员会委员、中国医学实验室质量认可技术评审员、全国卫

生产业企业管理协会医学检验产业分会专家委员会委员、广东省肝脏病学会检验分会副

主任委员、广东省中西医结合学会检验分会副主任委员、广东省预防医学会微生物与免

疫学专业委员会副主任委员、广东省医疗行业协会医学检验管理分会副主任委员、广东

省医疗安全协会医学检验分会副主任委员、广东省医疗器械鉴定专家、广州市科技项目

评审专家、广东省等级医院评审专家、《实用医学杂志》 编委、审稿专家。

徐邦牢教授从事医学检验工作 23 年，主要研究方向为肿瘤以及感染性疾病的分子

诊断。

在国内外杂志上发表学术论文 60 余篇，其中 SCI 论文 16 篇；主持和参与国家级、

省市级科研课题 15 项，申请发明专利 1 项，培养研究生 6 名。

广州市第一人民医院检验科

广州市第一人民医院是广州市卫生和计划生育委员会下属大型综合性医院，是广州地区医疗、教

学、科研、干部保健的重要基地。医院位于越秀山下，流花湖畔，东风西路主干道旁。占地面积约

16.25 万平方米，医疗业务建筑面积 24 万平方米，拥有固定资产约 14.6 亿元。检验科为广东省临床重

点专科,广东省“十二五”医学重点实验室（临床分子医学与分子诊断），住院医师规范化培训基地，第

三周期广州市医疗卫生机构重点专项，广州市临床检验质量控制中心，全国细菌耐药监测网单位之

一。科室共有职工 62 人，其中取得正高资格专业技术人员 10 人，副高资格专业技术人员 12 人；博士 7
人；博士研究生导师 1 人，硕士研究生导师 3 人。检验科总建筑面积 2 200 余平方米，实验室设计和流

程科学、布局合理、设备先进齐全，拥有进口的全自动生化分析仪、化学发光仪、血细胞分析仪、全自

动微生物培养和鉴定系统、荧光定量 PCR 扩增仪、全自动酶免分析系统、全自动凝血仪、特定蛋白分

析仪、全自动毛细管电泳仪、测序仪、分子杂交系统、糖化血红蛋白分析仪、血红蛋白分析系统、流式

细胞仪等先进设备，总价值 5 000 余万元，年产值近 2 亿元人民币。

我科坚持开展亚专科和专科队伍的建设，加强与国内外合作，以国际最前沿的微流控芯片技术为

基础的病原微生物快速检测与耐药研究、肿瘤的早期诊断与耐药研究、个体化医学检测等项目为核

心，带动检验科整体临床与科研水平的发展与提高。形成了临床免疫、临床细菌、临床生化、临床血

液、个体化分子诊断、急诊检验和临床新技术研究等七个亚专科体系。开设的检验项目齐全，总计约

有 500 多项，可充分满足我院临床诊疗工作需要。已形成的专科业务发展方向有：1. 建立了以荧光定

量 PCR 和测序仪等为工具的精准医学分子诊断平台；2. 建立了以微流控芯片技术为主体的临床生化、

免疫科学研究平台；3. 建立基于毛细管微液滴点 PCR 扩增的病原微生物的快速检测与诊断平台；4. 纸

芯片的研究与产业化；5. 初步建立了临床实验室室内质量实时监测与比对平台。

近五年来，科室团队获得国家自然科学基金 5 项，承担国家 863 子科技项目以及省市级科研立项

10 余项、申请国家专利 3 项、发表 SCI 论文 10 篇，最高影响因子为 7.9，培养研究生 20 人。

学科带头人徐邦牢是广州市医学重点人才，医学博士，博士研究生导师，澳大利亚新南威尔士大

学博士后，主任技师、教授。现主要研究方向：肿瘤以及感染性疾病的分子诊断。
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近年来，我国体外诊断试剂（in vitro diagnos⁃
tics，IVD）市场规模增长迅速。针对纷杂的产品市

场，为保证疾病的有效预防、诊断和治疗监测，相

应 IVD 产品的质量评价和监管也日趋重要。而体

外诊断试剂检验结果的准确性、不同厂家同类产

品检验结果的一致性是 IVD 产品质量的重要议

题。IVD 产品的质量评价一般还需要考虑与产品

性能密切相关的准确度、特异性、重复性、检测限

等指标。

实现检验结果准确性和可比性的重要手段是

保证检验检测的标准化和一致化，标准化的基础

是建立参考系统，包括参考方法、标准物质和参考

实验室等；一致化的基础是在充分评估技术的原

理、影响因素，分析不同技术检测同一靶标的差

异，达成检测结果可比的共识。标准化和一致化

主要差别体现在量值溯源的方式。标准化的量值

体外诊断试剂质量评价与标准物质溯源

付岳 1 高旭年 2 黄杰 3★

［摘 要］ 体外诊断试剂标准物质是实现量值溯源、保证检测数据和结果准确一致的重要材料。

自上世纪 80 年代以来，国内实验室在体外诊断试剂标准物质的研制方面做了大量的工作。本文简要介

绍了目前国内研制的体外诊断标准物质及其研制中所采用的主要形式：以参考方法、参考系统和标准物

质为基础的计量学溯源体系；以多中心合作标定、一致化或类似一致化的溯源体系，并针对两种溯源体

系的差别进行了阐述。

［关键词］ 体外诊断试剂； 标准物质； 量值溯源

Quality evaluation of in vitro diagnostic reagents and traceability of reference
materials
FU Yue1 ，GAO Xunian2，HUANG Jie3★

(1. Beijing Institute of Medical Device Testing, Beijing, China, 101111; 2. Guangzhou Bangdesheng Biological
Technology Co., Ltd, Guangdong, Guangzhou, China, 510665; 3. National Institutes for Food and Drug
Control, Beijing, China, 100050)

［ABSTRACT］ Reference materials for in vitro diagnostic reagents are important in achieving the
traceability of measurements and guaranteeing the quality of the test data as well as the result. Since the 1980s,
domestic laboratories have done much work in the preparation of reference materials for in vitro diagnostic
reagents. This article aims to introduce the reference materials of in vitro diagnostic reagents and its traceability
systems: the metrological traceability system, which is based on reference procedures, reference materials, and
reference systems; and the homogenization traceability system based on collaborative study to determine the
assignment of value to reference materials.

［KEY WORDS］ In vitro diagnostic reagents; Reference materials; Traceability of measurements

作者单位：1. 北京市医疗器械检验所，北京 101111
2. 广州邦德盛生物科技有限公司，广东，广州 510665
3. 中国食品药品检定研究院，北京 100050

★通讯作者：黄杰，E⁃mail：jhuang5522@126.com
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溯源方式是追求量值溯源至国际单位、参考方法、

标准物质等，一致化的溯源方式则是溯源至经过

认可的方法、参考物质。在完整的溯源、量值传递

和校正过程中，体外诊断试剂标准物质是实现检

验数据和结果准确一致的主要工具，也是保证量

值有效传递的计量实物标准［1］。同样，在检测结

果一致化过程中，经过认可的方法和/或参考物质

也发挥了重要的传导作用。通过标准物质建立

IVD 产品的标准化和一致化，可实现临床检验结

果的准确、可比和可溯源。

目前国际上研制标准物质的组织主要有英国

国家生物制品检定所（National Institute for Biologi⁃
cal Standards and Control，NIBSC），美国国家标准

和 技 术 研 究 所（National Institute of Standards and
Technology，NIST），位于比利时的标准物质和计

量研究所（Institute of Reference Materials and Me⁃
trology，IRMM）等。这些组织研制了大量的涉及

无机成分、有机小分子、蛋白、抗体、激素、核酸等

作为溯源的国际通用标准物质［2］。我国标准物质

的研制工作起步稍晚，自上世纪 80 年代也开始研

制临床检验标准物质，前期研制的标准物质以无

机成分、微量元素为主，后期开始研制有机分子的

标准物质，2005 年前后开始研制核酸、蛋白等生物

大分子的标准物质［3］。已有多家参考实验室通过

了中国实验室合格评定委员会的认可，建立的参

考方法涵盖了酶学、小分子化合物、血脂、代谢物、

离子以及甾体类激素等［4］。并且为保证标准物质

量值溯源体系的建设及标准物质的质量，相关实

验室正在积极申请标准物质生产者能力认可。目

前基本相应的建立了包含生物化学检测，免疫学

检测，核酸检测，血液体液检测等几大类参考物

质，这些参考物质为我国体外诊断试剂的量值溯

源和检测结果一致化做出了重要贡献。但是针对

标准物质的研制和溯源体系在不同的机构有部分

理解的不一致和差别，主要体现在标准物质的实

际用途和组成形式上。有些机构认为标准物质的

主要用途是为测量程序或校准品赋值，也有机构

认为标准物质的作用还应该包含对产品的质量评

价，不同的用途造成了标准物质组成形式的差别，

也对标准物质的溯源体系造成了不一样的理解。

本文拟就目前我国体外诊断试剂标准物质及其研

制中所采用的主要形式进行简要介绍，并针对两

种溯源体系的差别进行了阐述。

1 以参考方法或决定性方法和标准物质为

主要溯源体系的标准物质

在计量学溯源途径中，生物化学检测标准物

质一般都是应用已建立的参考方法进行定值，并

附有给定置信水平的不确定度，多用于临床检验

项目中的量值传递、准确度质量控制等。该类标

准物质主要为定义明确的小分子化合物和蛋白质

分子，前者主要包括代谢产物/底物类、离子类、非

肽激素类、维生素与微量营养素等，后者包括酶和

其他蛋白。

1.1 小分子化合物类标准物质

有机小分子临检项目的参考方法一般基于

仪器分析原理，主要有同位素稀释质谱法（isotope
dilution mass spectrometry，IDMS）、分光光度法及

拉曼光谱法等。其中，同位素稀释质谱法是国际

物质的量咨询委员会认定的基准测量方法，是目

前国际公认的可准确测定小分子化合物的最可靠

的分析原理之一。临床化学领域中，同位素稀释

质谱法与色谱结合使用在建立代谢产物/底物类

检测的参考方法中应用较广，国内现已建立针对

肌酐、尿素、尿酸、葡萄糖、同型半胱氨酸、25⁃羟基

维生素 D、叶酸、游离甘油、甘油三酯、胆固醇的同

位素稀释质谱参考方法，并且相应的已研制完成

多项国家一级、二级标准物质［5，6］。考虑到互通

性，这些标准物质一般采用公认无基质效应的新

鲜冰冻人血清。例如血清总胆固醇、总甘油等标

准物质的制备，首先要采集健康志愿者的血清，再

将血清按照性别及胆固醇水平制备不同浓度的混

合血清池，经过滤后分装完成样品制备；按照《标

准物质/标准样品定值的一般原则和统计方法》

（GB/T 15000.3⁃2008/ISO Guide35：2006）和国家一

级标准物质技术规范（JJG 1006⁃1994）的要求进行

均匀性和稳定性检验的设计和实验；对于候选标

准物质的定值则采用已建立的同位素稀释液相色

谱串联质谱和高效液相色谱法等参考方法，测定

结果均可溯源至国际单位；最后再评价该标准物

质的互通性及适用性［7］。通过此类方法制备的还

包括冰冻人血清尿酸、肌酐成分分析标准物质，冰

冻人血清中葡萄糖和冰冻人血清中尿素标准物质

等。非肽类激素和离子类标准物质的参考测量方
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法主要也是同位素稀释质谱法，其制备原料的选

择和制备过程也与代谢物/底物类相似，目前国内

已经研制的标准物质包括雌二醇、17α⁃羟孕酮、孕

酮和人血清钾、镁、钙等［8］。此外，在测定血清钙

等离子类项目时，通常需要用多接收电感耦合等

离 子 体 质 谱 法（inductively coupled plasma mass
spectrometry，ICP⁃MS）先测定浓缩同位素的丰度

比值，并计算浓缩同位素的浓度，不过国内已有实
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首先精确量取来源于妊娠妇女尿液的高纯 HCG
原料、人血白蛋白和海藻糖，加入至磷酸缓冲液

（0.05 mol/L，pH=7.4）内，无菌过滤后分装，再冻干

制备成 HCG 国家标准品候选品。以 HCG 第五次

国际标准品（07/364）为对照品，采用 9 个厂家 10
种 HCG 检测试剂盒（包括化学发光微粒子免疫

法、化学发光法、电化学发光法、磁微粒分离酶联

免疫法、酶联免疫法、时间分辨免疫荧光分析法

等）进行协作标定，同时对候选品的瓶间精密度、

稳定性进行分析。制备的候选品与国际标准品同

质，满足用于 HCG 免疫分析及相应试剂盒的性能

评价［15］。此外，类似于 HCG，中国食品药品检定

研究院还研制了胰岛素、三碘甲腺原氨酸、四碘

甲腺原氨酸（即甲状腺素）、人胰岛素 C⁃肽、促甲

状腺激素、反三碘甲状腺原氨酸、促黄体生成素、

促卵泡生成素、泌乳素、生长激素、人胎盘泌乳

素等。

对于肿瘤标志物类以及感染性疾病抗原抗体

的标准物质，现阶段国内也主要采用纯品或血清

样本联合定值，并且大多溯源到 NIBSC 研制的国

际标准物质。例如甲胎蛋白等就是使用高纯原料

通过酶联免疫法、化学发光法等不同方法进行联

合定值，溯源到国际标准品，其目的主要为试剂

盒注册检验及市场流通监管，也有助于生产企业

对其产品进行量值溯源［16］。乙型肝炎表面抗原、

梅毒螺旋体抗体等是采用血清标准物质与国际标

准品比对进行定值［17］。根据实际应用，标准物质

也可以有不同组成，传染病体外诊断试剂标准物

质一般由阳性参考品、阴性参考品、最低检出量

参考品、精密性参考品及定量参考品等组成［18］。

国内目前已经研制的风疹病毒 IgM 抗体，丙型肝

炎抗体，巨细胞病毒 IgG、IgM 抗体等多种标准品

和参考盘等，大多是通过试剂盒筛选出阳性和阴

性血清，再根据预设的性能指标制备参考盘，用

于全面控制诊断试剂的质量，主要控制试剂的特

异 性 、灵 敏 度 、精 密 度 及 定 量 试 剂 的 准 确 性

等［19⁃20］。

需要注意的是，由于在三碘甲腺原氨酸、四碘

甲腺原氨酸（即甲状腺素）、人胰岛素 C⁃肽、反三碘

甲状腺原氨酸等激素方面也发展了参考方法，对

于此类同时存在两种溯源体系的情况，不同溯源

体系的标准物质之间的相关性以及对检测试剂质

量评价的影响也需要进行充分评估。

2.2 核酸标准物质

随着生物技术的进步，核酸检测在医学诊断

领域得到广泛应用。但核酸检测易受到不同检测

原理、样本基质、检测病毒基因变异、人群中基因

多态性以及不同基因突变类型等多种因素的影

响，导致不同实验室的检测结果，在准确性、量值、

灵敏度和特异性方面也出现较大的差异。为使不

同实验室，不同方法间检测的结果具有可比性，就

必须使检测标准化。但由于缺乏一级参考测量程

序，所以大部分核酸类标准物质也都是经过多中

心合作联合定值，其制备过程已经程序化。在定

值方法上，主要有紫外分光光度法、荧光染料法、

实时荧光定量 PCR 法、磷元素同位素定量方法、脱

氧单磷酸核苷定量的同位素稀释质谱法、数字

PCR 方法等。其中数字 PCR 方法是比较新的一种

DNA 定量技术，此方法不需要线性标准品即可计

算出待检 DNA 分子的拷贝数，目前 NIST 等国际

机构已有核酸标准物质采用数字 PCR 方法进行定

值。但是现有的技术还很难从绝对意义上对核酸

的量值进行确定。

一般 WHO 为病毒核酸扩增技术制定的国际

参考物质来源于稀释后冻干分装的且含灭活野生

型病毒的人混合阳性血浆，表述单位通常为 IU
（international unit）。这种标准物质量值为 WHO
经多中心研究确定其可以作为第一个国际标准物

质或参考制剂后，通过主观方式赋予的一个标准

数值，后来的替代标准则以第一个标准值为标准

继续通过国际多中心合作来定值。规定 IU 可以使

某种物质的生物活性在国际上使用同一种计量单

位表示，而使不同于国际单位的单位体系具有互

通性。

近年来国内在核酸标准物质的研制方面也做

了大量的工作，早期研制的乙型肝炎病毒脱氧核

糖核酸血清标准物质、丙型肝炎病毒核糖核酸血

清标准物质被国家质检总局批准为国家二级标准

物质，其量值可溯源到第一代国际标准品［21］。人

脲原体核酸检测国家参考品，人乳头瘤病毒全基

因组基因分型国家参考品等的建立也对相应检测

项目进行了规范［22⁃23］。此外，国内已发布的核酸标

准物质还包括乙型肝炎分型、丙型肝炎分型、人免

疫缺陷病毒⁃1、人免疫缺陷病毒⁃1 分型、人免疫缺
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陷病毒⁃2、沙眼衣原体、禽流感 H7N9、结核分枝杆

菌，EB 病毒等。以上介绍的核酸标准物质大部分

是用接近天然基体的生物材料制备而成。目前国

内也有实验室采用人工合成的方法，基于 MS2 噬

菌体衣壳蛋白包装外源 RNA 的病毒样颗粒，研制

无生物传染危险性且稳定的 RNA 病毒核酸质控

品和标准物质［24］。

同时，随着测序技术的大规模应用，为建立能

对高通量测序技术平台及相关试剂产品进行有效

性能评估，中国食品药品检定研究院采用多中心

合作标定的方式研制了测序仪性能评价用 DNA
参考品和高通量测序检测外周血胎儿染色体非整

倍体参考品。针对高通量测序检测外周血胎儿染

色体非整倍体检测试剂盒的影响因素，如母亲外

周血中胎儿游离 DNA 的含量、胎儿三体的不同类

型（如标准三体、嵌合体以及平衡易位突变等）对

结果的影响、DNA 序列差异对结果的影响特别是

高 GC 含量序列对结果的影响、小片段 DNA 分子

在分离纯化中的片段筛选、文库构建中的偏移、测

序文库的库容和量、在软件分析中采用的算法主

要基于的统计学原理、在结果分析中原始数据是

否符合统计学要求、参考数据库的建立等，高通量

测序检测外周血胎儿染色体非整倍体参考品中针

对性的设计了数据量控制参考品、阳性参考品、微

缺失微重复参考品、嵌合体参考品、检测限参考

品、阴性参考品等参考品组成了参考盘，可以合理

地进行产品质量评价。

3 展望

综上所述，自上世纪 80 年代以来，从无机元

素、有机小分子逐渐发展到核酸、蛋白质等生物大

分子的标准物质，从纯物质标准物质逐渐发展到

基体标准物质，国内体外诊断试剂标准物质的研

制工作有了长足的进步。随着精准医学大幕的拉

开，相关的诊断技术将迎来快速发展的春天。为

了保证临床诊断的检测质量，需要及时建立新的

可靠的标准物质，这也就对我国体外诊断试剂量

值溯源工作提出了更高的要求。相信在不久的将

来，经认可的适用于临床检验的标准物质将会越

来越多，它们将对临床检验的标准化、一致化检测

起到积极作用，为临床正确诊断和合理用药提供

重要依据。
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Tip30基因过表达对人胃癌细胞生长的影响及分子机制

程智勇 1 杨雁鸿 2 杨丽莉 3 李高岩 1 门晓彦 4★

[摘 要] 目的 探讨 Tip30 基因过表达对人胃癌 AGS 细胞增殖、凋亡的影响及相关分子机制。

方法 人胃癌 AGS 细胞中 Tip30 基因过表达采用腺病毒转染法，使用实时定量 PCR 和 Western blotting

验证 Tip30 过表达的效果，分别采用 MTT 法、划痕试验检测细胞增殖、迁移情况，流式细胞术分析细胞凋

亡，Western blotting 分析 p53、Bax、Bcl⁃2 蛋白表达。 结果 过表达组 AGS 细胞 Tip30 基因 mRNA 和蛋

白表达水平均显著高于对照组（P<0.05）。与对照组比较，Tip30 过表达后，细胞增殖、体外迁移能力均显

著减弱（P<0.05）；Tip30 过表达后 AGS 细胞凋亡率相比对照组显著增大，Tip30 过表达促进 AGS 细胞凋

亡与上调 p53、Bax 蛋白表达，下调 Bcl⁃2 蛋白表达水平相关。 结论 Tip30 基因过表达可抑制人胃癌

AGS 细胞增殖活性、体外迁移能力，且促进胃癌细胞凋亡。

[关键词] 人胃癌细胞；Tip30 基因；细胞增殖；凋亡；迁移

The effect and molecular mechanism of Tip30 gene overexpression on cell
growth in human gastric cancer cells
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[ABSTRACT] Objective To investigate the effect and underlying molecular mechanism of Tip30 gene

overexpression on cell proliferation and apoptosis in human gastric cancer AGS cells. Methods Adenovirus

transfection was used to overexpress the Tip30 gene in human gastric cancer AGS cells. Tip30 overexpression

was verified by real ⁃ time PCR and western blot. Cell proliferation was analyzed with the MTT method, a

wound scratch assay was used to monitor cell migration activity, and the cell apoptosis rate was detected with

flow cytometry. The expression level of p53, Bax and Bcl⁃2 was detected with western blot. Results The

mRNA and protein levels of Tip30 in human gastric cancer AGS cells were significantly higher in the

overexpression group compared with the control group (P<0.05). The proliferation and migratory ability of

AGS cells in vitro were decreased when Tip30 was overexpressed (P<0.05). The cell apoptosis rate was

significantly increased in Tip30 overexpressing cells, and a corresponding up⁃ regulation of p53 and Bax and
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down⁃regulation of Bcl⁃2 was also observed. Conclusion Overexpression of Tip30 in human gastric cancer

AGS cells inhibits both cell proliferation and migration in vitro, and enhances the AGS cell apoptosis.
[Key words] Human gastric cancer; Tip30 gene; Cell proliferation; Apoptosis; Migration

胃 癌 是 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ，发 病 机 理 尚 未 明

确。Tip30 是近年来新发现的抑癌基因，与多种肿

瘤的发生发展及转移相关［1⁃3］。研究证实，肿瘤组

织中 Tip30 基因表达处于较低或缺失的状态［4⁃5］。

我们前期研究也表明，胃癌组织中 Tip30 的表达明

显低于癌旁正常组织，并与胃癌临床分期、分化程

度、浸润程度等有关［6］，但 Tip30 基因在胃癌发生

发展中的确切作用还有待进一步深入研究。本研

究通过 Tip30 过表达腺病毒转染人胃癌细胞 AGS，

考察 Tip30 基因表达对胃癌细胞增殖、凋亡及迁移

的影响及部分相关分子机制，为临床胃癌防治与

药物研发提供新的干预靶点。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

人胃癌细胞株 AGS 购自中国科学院上海细

胞库；反转录试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、

预染蛋白标准购自美国 Thermo Fisher Scientific；

Trizol 试剂购自美国 Invitrogen 公司，real⁃time PCR
试剂盒购自日本 TaKaRa 公司；新生胎牛血清、

RPMI⁃1640 培养基购自美国 Gibico 公司；MTT、

DMSO、EDTA 购自美国 Sigma 公司；Tip30 基因过

表达腺病毒购自汉恒生物科技（上海）公司；鼠抗

人 Tip30 抗体为美国 Imgenex 公司；p53、Bax、Bcl⁃
2 抗体购自美国 Abcam 公司；PBS 溶液、胰蛋白

酶、细胞裂解液、青霉素、链霉素购自江苏凯基生

物技术公司；GAPDH 抗体、羊抗鼠或羊抗兔二抗

购自北京博奥森生物技术公司；Annexin V⁃FITC、

碘化丙啶（PI）购自美国 BD 公司；引物合成委托

Invitrogen 公司。流式细胞仪（BD，US），荧光显微

镜（Olympus，日 本），凝 胶 成 像 分 析 系 统 、Real ⁃
time PCR 检 测 仪（Bio ⁃ Rad，US），酶 标 仪（Bio ⁃
Tek，美国）。

1.2 细胞培养

AGS 细胞复苏后，采用含 10%胎牛血清的 RP⁃
MI⁃1640 培养基，在 37℃、20% CO2 细胞培养箱中

恒温培养，每天观察细胞生长状态并及时更换新

鲜培养液，当细胞生长密度达到 80%左右时，用胰

蛋白酶消化后传代，分成 3～4 个细胞培养瓶继续

培养，取生长状态良好的对数生长期细胞用于后

续转染及分析检测实验。

1.3 细胞转染

过表达组为转染 Tip30 过表达腺病毒的 AGS
细胞，对照组为 AGS 细胞，不做其它处理。取对数

生长期人胃癌 AGS 细胞于转染前 12 h 种植 6 孔

板，当细胞汇合度达到 40%左右时，更换不含胎牛

血清的 RPMI⁃1640 培养基饥饿培养 3 h，之后按照

感染复数 MOI 等于 100 的浓度添加 Tip30 过表达

腺病毒，转染时长为 4 h，转染完成后更换含 10 %
胎牛血清的新鲜培养基，继续培养至后续各项指

标检测所需的时长。

1.4 Real⁃time PCR 检测 mRNA 水平

Tip30 过表达腺病毒转染后 48 h 收集两组细

胞，每孔添加适量 Trizol 和氯仿，移液器吹打裂解

细胞，提取总 RNA，去基因组后检测 RNA 纯度，纯

度合格且无蛋白质污染，进行逆转录。据 Tip30 基

因片段设计引物，上游引物为 5′⁃GTCTTTATTTT⁃
GGGCGCCAG ⁃ 3′ ，下 游 引 物 为 5′ ⁃ CCCAGC
TTTCCCTCTGGTGG⁃3′。内参 β ⁃actin 上游引物

为 5′⁃GCCTCCGGCAGGACCACCGG⁃3′ ，下 游 引

物为 5′⁃CGGTGAGATCGCGGCCCGCC⁃3′。按照

逆 转 录 试 剂 盒 说 明 书 具 体 步 骤 进 行 逆 转 录 操

作。逆转录成 cDNA 后，进行定量分析，以每个

样本中的 β ⁃actin 作为内参，反应条件为 95℃预

变性 2 min，然后 94℃变性 30 s，目的基因 Tip30
60℃退火 30 s，内参 β⁃actin 55℃退火 30 s，72℃延

伸 1 min，总共 40 个循环。PCR 产物进行琼脂糖

浓度为 1.5 %的凝胶电泳，凝胶成像系统中使用

紫外灯观察 DNA 条带，拍照并保存。每个样品

实验重复 3 次，基因相对表达量计算分析使用

2⁃△△Ct 方法。

1.5 MTT 法检测细胞增殖

MTT 法检测细胞增殖使用 96 孔板，分别在过

表达腺病毒转染后继续培养 12、24、36、48、60、

72 h，每个时间点均设置 4 个复孔，培养结束后每

孔添加 20 μL MTT 溶液继续培养 4 h，用移液器移

弃 MTT，加 DMSO 后用酶标仪测定波长在 490 nm
处的吸光度值（OD490 nm），未接种细胞的孔加入
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RPMI⁃1640 培养基作为调零孔。细胞相对生长率

等于每组细胞各个时间点的吸光值与第 12 h 吸光

值的比值。

1.6 流式细胞术分析细胞凋亡

细胞转染后 48 h 收集包括上清及贴壁的全

部细胞，PBS 悬浮漂洗 2 次，每个样品加入 5 μL
Annexin V⁃FITC 按照试剂盒说明书操作进行染

色，避光反应 0.5 h，加入 10 μL PI 后 1 h 内完成流

式细胞仪上机检测。

1.7 Western blotting 分析蛋白表达

Tip30 基因过表达腺病毒转染后 48 h 收集每组

AGS 细胞，加细胞裂解液裂解完全，收集上清，测定

样品蛋白浓度，加上样缓冲液后高温变性，样品行

SDS⁃PAGE 电泳后电转移至 PVDF 膜，5%脱脂奶粉

常温封闭 2 h 后孵育一抗，4℃摇床孵育过夜，其中

Tip30、Bax、Bcl⁃2 抗体稀释比例为 1∶1 000，GAPDH
稀释比例为 1∶2 000，一抗孵育完成后进行二抗

常温孵育 2 h，二抗稀释比例为 1∶4 000；二抗孵

育完成后暗房显影、定影，胶片扫描后蛋白条带

用 Image J 软件进行灰度检测与半定量分析。

1.8 划痕试验考察癌细胞迁移能力

人胃癌细胞 AGS 过表达腺病毒转染后 12 h，

移弃 RPMI⁃1640 培养基，用无菌移液器枪头在细

胞培养 6 孔板底部划出 1 条痕迹，用 PBS 清洗 2
次，去除漂浮细胞后添加含 10%血清的 RPMI⁃1640
培养基，在 CO2 细胞孵育箱中继续培养 24 h，显微

镜下计数同一视野中裂痕上的细胞个数，每个视

野计数 3 次，求平均值。

1.9 统计分析

统计分析采用 SPSS 20.0 软件，数据以均数 ±
标准差（x ± s）表示，两组间比较采用 t 检验，检验水

准为 0.05。

2 结果

2.1 Tip30 过表达效果

与对照组比较，过表达组 AGS 细胞转染后

48 h，Tip30 mRNA 水平显著升高（P<0.05）（图 1），

过表达组 Tip30 蛋白表达也相应明显增多，见图 2。

2.2 Tip30 基因表达对细胞增殖的影响

结果如图 3 所示，与对照组比较，过表达组

AGS 细胞转染 60 h、72 h 后，细胞数目显著减少

（P<0.05），其它时间点两组间细胞数量比较差异

不具有统计学意义。

2.3 Tip30 基因表达对胃癌细胞 AGS 凋亡的作用

及相关分子机制

过表达组 AGS 细胞转染后 48 h 细胞凋亡率为

（14.28 ± 3.16）% ，明 显 大 于 对 照 组 细 胞 凋 亡 率

（2.04±0.37）%，组间比较差异具有统计学意义（P<
0.05），见图 4。

Western blotting 检测凋亡相关蛋白结果显示，

与对照组比较，过表达组 AGS 细胞中促进细胞凋

亡分子 p53、Bax 蛋白表达水平显著上升（P<0.05），

抗凋亡分子 Bcl⁃2 蛋白表达水平则明显下降（P<
0.05），见图 5。

*P<0.05 表示与对照组比较差异具有统计学意义

图 1 RT⁃PCR 分析 AGS 细胞中 Tip30 mRNA 的表达水平

Figure 1 The analysis of Tip30 mRNA expression level in
AGS cells by RT⁃PCR

图 2 Western blotting 检测 AGS 细胞中 Tip30 蛋白表达

Figure 2 The protein expression level of Tip30 in AGS cells
was examined by western blotting
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力［4］。上述结果为本研究结论提供一定支持。

Tip30 基因表达可促进肿瘤细胞凋亡、延迟肿

瘤细胞周期进展及抑制细胞转移能力［18］。研究表

明，Tip30 可通过诱导抑癌基因 p53、促凋亡因子

Bax 表 达 ，抑 制 Bcl ⁃x1 表 达 促 进 肿 瘤 细 胞 的 凋

亡［19］。若 Tip30 发生基因缺失或突变，将下调 p53
基因的表达，抑癌效应减弱，肿瘤细胞增殖活性相

应 增 强 ，生 长 速 度 加 快［18］。 本 研 究 结 果 表 明 ，

Tip30 过表达抑制胃癌细胞生长，促进其凋亡，与

上调 p53、Bax 表达，下调 Bcl⁃2 蛋白表达相关，与

以上文献报道结果一致。腺病毒载体表达 Tip30
基因可通过 p53 基因依赖性或非依赖性途径抑制

胃癌细胞株和骨肉瘤细胞株的增殖生长，是一种

潜在的肿瘤生物治疗手段［20］。综上所述，人胃癌

细胞 AGS 中 Tip30 基因过表达可显著抑制肿瘤细

胞的增殖活性及体外迁移能力，并促进凋亡，作用

机制与上调 p53 基因表达有关。
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冬凌草甲素抑制胃癌 SGC⁃7901 细胞增殖诱导 DNA
损伤相关蛋白表达的实验研究

余韬 1 魏凤香 1，2★ 温丽娟 1

［摘 要］ 目的 探索冬凌草甲素对胃癌细胞增殖及 DNA 损伤相关蛋白表达的影响。 方法

MTT法检测冬凌草甲素对胃癌细胞的增殖活性的影响；Western blot检测 H2AX、γH2AX、ATM、phospho⁃ATM、

phospho⁃P53、P53、phospho⁃CHK2 等 DNA 损伤相关蛋白表达的变化；免疫荧光检测冬凌草甲素对

phospho⁃ATM 和 γ⁃H2AX 焦点形成的影响。 结果 MTT 结果显示冬凌草甲素能够抑制胃癌细胞增

殖，具有剂量依赖关系；Western blot 结果显示 γH2AX、phospho⁃ATM、phospho⁃P53、P53、phospho⁃CHK2
蛋白水平呈剂量依赖性增高；免疫荧光结果发现 phospho⁃ATM、γH2AX 焦点随着药物浓度增大而增

多。 结论 冬凌草甲素可以抑制胃癌 SGC⁃7901 细胞增殖，诱导 DNA 损伤及相关蛋白表达，且具有剂量

依赖性，但 DNA 损伤信号通路详细机制有待进一步研究。

［关键词］ 冬凌草甲素；DNA 损伤；γH2AX；phospho⁃ATM

The effect of oridonin on proliferation and expression of DNA damage⁃related
proteins in gastric cancer cells
YU Tao1, WEI Fengxiang1, 2★, WEN Lijuan1

（1. Zunyi Medical University, Zunyi, Guizhou, China, 563000; 2. Central Laboratory, Maternal and child
health care hospital of Longgang District, Shenzhen, Guangdong, China, 518172）

[ABSTRACT] Objective To investigate the effect of oridonin on proliferation and DNA damage ⁃
related protein expression in gastric cancer cells. Methods The effect of oridonin on the proliferative activity
of SGC⁃7901 gastric cancer cells was assessed with the MTT assay. The expressions of γH2AX, H2AX, ATM,
phospho⁃ATM, phospho⁃P53, P53 and phospho⁃CHK2 were detected using western blot. The effect of oridonin
on the phosphorylation of ATM and the formation of γH2AX foci was examined with immunofluorescence.
Results The MTT assay revealed that oridonin can inhibit SGC⁃7901 cell proliferation in a dose⁃dependent
manner. Exposure of SGC ⁃ 7901 cells to oridonin in varying concentrations results in a significant dose ⁃
dependent increase in the SGC ⁃ 7901 cell inhibition rate. Western blot analysis showed that SGC ⁃ 7901 cells
exposed to oridonin exhibited a dose ⁃ dependent increase in the level of γH2AX, phospho ⁃ ATM, phospho ⁃
CHK2, phospho⁃P53 and P53
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胃癌是我国常见恶性肿瘤之一，在我国各种

消化道恶性肿瘤中发病率居首位［1］，且进展快、生

存期短、预后较差。然而，目前治疗效果仍然不理

想，几乎没有取得整体生存效率的提高。因此，寻

求最有效的治疗方法是非常必要的。冬凌草甲素

是一种二萜类化合物，能够抑制多种细胞增殖和

诱导细胞凋亡，研究表明冬凌草甲素能对乳腺癌、

肺癌、前列腺癌、胰腺癌、食管癌、肝癌、宫颈癌细

胞等多种肿瘤［2⁃8］细胞有抑制或杀伤作用，但冬凌

草甲素对细胞的生长抑制作用方式尚不清楚。

DNA 损 伤 修 复 受 共 济 失 调 毛 细 血 管 突 变 基 因

（ataxia⁃telangiectasia mutated，ATM）调控，ATM 还

能磷酸化其底物 p53 和细胞周期检测点激酶 2
（Checkpoint kinase 2，CHK2）诱导细胞周期发生阻

滞［9⁃10］。在本项研究中，以胃癌 SGC⁃7901 细胞为

研究对象，对冬凌草甲素在胃癌 SGC⁃7901 细胞中

DNA 损伤的影响和可能的机制进行了分析。

1 材料与方法

1.1 试剂

胃癌细胞 SGC⁃7901 由佳木斯大学基础医学

院提供；冬凌草甲素（纯度为 98%）、四甲基偶氮唑

盐（thiazolyl blue tetrazolium bromide，MTT）、二甲

基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）购自美国 sigma
公司；RPMI⁃1640 培养基来自美国 Thermo 公司；胎

牛血清购自中国杭州四季青公司；兔抗人 H2AX
和 γH2AX、鼠抗人 ATM 和 phospho⁃ATM（S1981）
均购于美国 Cell Signaling 公司；RNase 和碘化丙啶

（propidine iodide，PI）溶液均购于美国 Sigma 公司。

1.2 方法

1.2.1 四氮噻唑蓝（MTT）法分析细胞增殖

常规胰酶消化细胞，取对数期胃癌 SGC⁃7901
细胞接种于 96 孔板中，混匀后于 5%二氧化碳、37°
C 培养箱中培养，24 h 后，用不同浓度冬凌草甲素

（10、20、30、40、50 μmol/L）处理细胞，同时设置对

照组（细胞、培养基、0.05% DMSO，不加药物），空

白组（没有细胞，加培养基、DMSO），每组设 6 个复

孔，常规培养 24 h 后，每孔加入 5 mg/mL MTT 100
μL，4 h 后，吸弃各孔液体，每孔加入 DMSO 140
μL，于微孔板快速振荡器震荡 10 min。于酶标仪

570 nm 检测细胞吸光度（OD 值），确定药物对细胞

生长的抑制率。细胞抑制率（%）=（A 对照组⁃A 实

验组）/（A 对照组⁃A 空白组）×100%。

1.2.2 Western blot 检测相关蛋白

不同浓度的冬凌草甲素（0、10、20、40 μmol/L）

处理细胞 24 h 后，取出 6 孔板置于冰上，吸弃培养

液，冰 PBS 处理 2 次，加入细胞裂解液，在冰上裂解

30 min 后，收集蛋白于 EP 管后，利用考马斯亮蓝法

（波长 595 nm）测定蛋白浓度，然后进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳，凝胶电泳后，
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2.3 冬凌草甲素对 phospho⁃ATM 和 γ⁃H2AX 焦

点形成的影响

DNA 双 链 断 裂 时 ，ATM 在 断 裂 处 活 化 为

phospho⁃ATM，然后使 H2AX 磷酸化形成 γH2AX
并结合到断裂点处，本实验采用特异性荧光抗

体（二抗），抗体结合到断裂点后在荧光显微镜

下显示为荧光焦点，一个焦点代表一处 DNA 损

伤，焦点越多说明 DNA 断裂点越多，DNA 损伤

越严重。本实验对照组没有荧光焦点的形成，

而 实 验 组 phospho⁃ATM（绿 色）和 γ ⁃H2AX（红

色）焦点随着冬凌草甲素浓度的增加而增加，见

图 2。

3 讨论

冬凌草甲素是一种二萜类化合物，具有治疗

咽喉肿痛、毒蛇咬伤、昆虫叮咬的作用，还用于扁

桃体炎症，在 20 世纪 70 年代早期被证明具有抗

癌活性［11］，研究证明冬凌草甲素能够直接抑制多

种肿瘤细胞的增殖［12］，其抗癌作用机制有以下几

点：1）抑制肿瘤增殖；2）诱导肿瘤凋亡、自噬及坏

死［13］。研究表明，冬凌草甲素可抑制 SGC⁃7901
细胞增殖和诱导细胞凋亡，并且阻滞于 G2/M 期，

其凋亡机制可能与降低 bcl⁃2 蛋白表达以及激活

Caspase⁃3 激活相关［14⁃15］，邱冰等［9］研究证明冬凌草

甲素可以诱导胰腺癌 SW1900 细胞 DNA 损伤，并

且使 H2AX 蛋白发生磷酸化。

外部环境和生物体自身因素都会导致 DNA
分子的损伤，受损的 DNA 可以激活细胞周期检查

点，并诱导细胞在细胞进入有丝分裂期之前修复

受损的 DNA，从而保持基因组的完整性［16］。如果

DNA 的损伤或遗传信息的变化不能修正，会导致

细胞增殖失控，最终导致癌变，所以在进化过程中

生物细胞所获得的修复 DNA 损伤的能力就显得

十 分 重 要 ，也 是 生 物 能 保 持 遗 传 稳 定 性 之 所

在［17］。 DNA 损 伤 可 诱 导 H2AX 磷 酸 化 和 激 活

ATM，它们可以检测 DNA 的损伤，并将信号传向

下游目标蛋白并促进细胞周期阻滞，完成 DNA 损

伤修复或诱导细胞凋亡［18⁃20］。

时间(h)/浓度（μmol/L）

12
24

0

0
0

10

13.6±2.15
15.9±2.12

20

23.4±2.07
26.1±2.01

30

67.9±2.19
69.1±2.20

40

93.2±2.04
93.8±2.03

50

94.5±2.09
95±2.02

表 1 不同浓度冬凌草甲素对胃癌细胞 SGC⁃7901 的抑制率（x ± s，%）

Table 1 Oridonin’s inhibition rate against SGC⁃7901 gastric cancer cells by MTT assays（x ± s，%）

图 1 Western Blot 印迹检测 DNA 损伤相关蛋白表达

Figure 1 Expression of DNA damage related proteins by
Western Blot

图 2 冬凌草甲素对胃癌 SGC⁃7901 细胞 phospho⁃ATM
和 γ⁃H2AX 焦点形成的影响

Figure 2 Oridonin’s effects on ATM phosphorylation and
γ⁃H2AX foci formation
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荧光原位杂交技术检测肺癌 ROS1 易位病例临床病
理特点

陈敏 刘晓羽 吕丽霞 杨洁亮 王威亚★

［摘 要］ 目的 总结 ROS1（c⁃ros oncogene1）
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advanced clinical stage. Furthermore, the positive cases all survived except 3 patients, and 7 patients were
treated with crizotinib. Conclusion ROS1 rearrangement tends to occur in younger, female, non⁃smoking
lung adenocarcinoma patients. To make a definite positive diagnosis of ROS1⁃translocationin lung cancer, FISH
is a relevant detection method.

[KEY WORDS] Non ⁃ small cell lung cancer (NSCLC); ROS1 translocation; Fluorescence in situ
hybridization (FISH)

肺癌是目前发病率和死亡率居首位的恶性肿

瘤，是癌症死亡的主要原因之一，其中非小细胞肺

癌（non⁃smallcell lung cancer，NSCLC）约占全部肺

癌的 85%，在 NSCLC 中，主要的类型为腺癌（ade⁃
nocarcinoma，AC）、鳞状细胞癌（squamouscell carci⁃
noma，SqCC）。晚期 NSCLC 患者的预后极差，5 年

生存率＜15%［1］。近年来肺癌分子驱动基因的检

测越来越受到关注，尤其是表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR）酪氨酸激

酶结构域突变、间变性淋巴瘤激酶（anaplastic lym⁃
phoma kinase，ALK）易位以及 KRAS 突变等基因的

检测。而 ROS1 基因易位是新近发现的
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56

51

45

70

60

吸烟史

否

否

是

否

否

否

否

否

是

是

是

否

是

否

否

是

否

否

否

分期

Ⅲ
Ⅳ
Ⅱ
Ⅳ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅳ
Ⅲ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅲ
Ⅲ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅳ
Ⅳ
ⅠB

病理

类型

微乳头

实体+腺泡

实体+印戒

实体+腺泡

实体

实体+腺泡

实体+腺泡

腺泡

实体

实体

微乳头

实体

腺泡

微乳头

实体+腺泡

实体

腺泡

实体

实体+粘液

分化

程度

低

低～中

低

低～中

低

低～中

低～中

中

低

低

低

低

低

低

低～中

低

低

低

低

转移

情况

淋巴结

骨

否

脑

淋巴结

脑

淋巴结

骨

全身

双肺

胸膜

骨

淋巴结

胸膜

淋巴结

全身

骨

骨

否

生存

状况

死亡

存活

存活

死亡

存活

存活

存活

存活

死亡

存活

存活

存活

存活

存活

存活

存活

存活

存活

存活

ROS1
IHC

3+

2+

3+

3+

3+

1+

2+

2+

2+

2+

0+

3+

3+

1+

2+

3+

3+

3+

2+

ROS1
FISH

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

ALK
IHC

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

阴性

EGFR
突变

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

野生

19 突变

野生

野生

野生

野生

表 1 ROS1 阳性患者临床病理特征（n=19）
Table 1 The major clinicopathological features for ROS1 positive cases（n=19）

29 位点突变（AmoyDx，艾德，中国厦门）。

1.3 统计学分析

研究数据采用 SPSS 19.0 进行分析处理。组间

比较采用 c2检验。以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ROS1 易位患者临床病理特征

613 例肺癌患者平均发病年龄为 58.47 岁，中

位年龄 59 岁（20～94 岁）。男：女=1.30∶1。613 例

肺癌患者中共检出 19 例 ROS1 基因易位，阳性率

为 3.1%，均为肺腺癌。阳性患者年龄略轻（平均

56.1 岁），与阴性组差异无统计学意义（P＞0.05）。

阳性患者中男性 8 例，女性 11 例，男∶女=0.73∶1，

女性患者更多见（P＞0.05）。19 例中 6 人有吸烟

史，13 例无吸烟史（P＞0.05）。阳性病例临床分期

多为晚期，其中Ⅲ期 8 例、Ⅳ期 9 例，组织学亚型以

实体与腺泡型为主（图 1）。其分化程度为：低分化

13 例（68%）、低～中分化 5 例（26%）、中分化 1 例

（5%），无高分化病例。ROS1 易位患者临床病理特

征见表 1。

2.2 ROS1 易位患者 IHC及分子检测结果

19 例阳性病例 ROS1 蛋白表达为：1 例（5%）

0+，2 例（11%）1+，7 例（37%）2+，9 例（47%）3+。

ROS1 易位病例阳性细胞平均比例为 60%，范围为

35%～78%。其中 12 例（63.16%）为经典红绿分

离，7 例（36.84%）为单独绿色（图 2）。ROS1 易位

病 例 ALK Ventana 染 色 均 为 阴 性 ，1 例 同 时 具

EGFR 19 外显子突变，余 18 例均为 EGFR 野生型。

2.3 治疗情况

19 例易位病例全部获得随访，截止到 2016 年

6 月，有 3 例病人死亡。1 例为 44 岁女性患者（生

存时间 17 个月），形态为微乳头状；1 例为 25 岁女

性患者（生存时间 1 个月），形态为实体和腺泡结构

为主；另 1 例为 20 岁男性患者（生存时间 3 个月），

形态为实体性。此 3 位病人平均生存时间为 7 个

月。有 7 例患者行克唑替尼靶向治疗，一日两次，
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DD EE FF

AA BB CC10 μm 10 μm 10 μm

10 μm 10 μm 10 μm

A：实体结构（HE 染色，×100 倍）；B：腺泡结构（HE 染色，×100 倍）；C：印戒细胞结构（HE 染色，×100 倍）；D：微乳头结构（HE 染色，×100

倍）；E：粘液结构（HE 染色，×100 倍）；F：微乳头状结构（HE 染色，×100 倍）标尺代表 10 μm。

图 1 ROS1 阳性病例形态学特点

Figrue 1 Histologic features of ROS1 positive cases

AA BB

A ：经典型红绿信号分离，箭头示红绿信号分离阳性细胞；B：孤立绿色信号模式，箭头示 1 黄 1 绿阳性细胞

图 2 荧光原位杂交检测 ROS1 易位信号模式（× 1 000 倍）

Figure 2 The ROS1 translocation signals by FISH（× 1 000）

每次口服剂量 250 mg。治疗时间为 1～14 个月，

平均治疗时间为 8.3 个月。7 例患者均无疾病进

展。1 例生物治疗；1 例未行治疗。其中部分病人

同时行放化疗。

3 讨论

肺癌因其高发病率及死亡率成为研究的热

点，其分子靶向治疗也引起极大的关注。ROS1 易

位 NSCLC 为 NSCLC 中 一 个 独 特 的 分 子 亚 型 。

ROS1 基因定位于 6 号染色体，属于受体酪氨酸激

酶家族，迄今已发现至少 9 种 ROS1 易位基因。本

研究采用 FISH 法检测 613 例肺癌患者 ROS1 基

因，共检出 19 例阳性病例，阳性率 3.1%，比文献报

道 NSCLC 中 ROS1 易位整体 1%～2%的阳性率略

高［8］，可能与本研究的部分病例为 EGFR 和 ALK 基

因双阴性有关，从而间接提高了 ROS1 的检出率。

本研究与武莎菲等［9］报道的 EGRF/KRAS/ALK 三

阴 肺 癌 患 者 中 ROS1 易 位 3.7% 的 阳 性 率 接 近 。
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ROS1 易位阳性患者与阴性患者相比，年龄较小、女

性非吸烟患者稍多、分化程度低、临床分期高，与文

献报道相符［10⁃11］。组织学类型集中在实体、腺泡和

乳头状亚型，并伴有印戒细胞、粘液、筛状、贴壁等

成分。同一病例各不同组织学亚型之间 ROS1 基因

结果无差异，ROS1 基因表达无异质性。国内程弘

夏［12］与刘尽国［13］分别报道了 53 例和 16 例 ROS1 易

位病例，均发现 ROS1 易位在青年、非吸烟患者中较

为多见。

研究认为 NSCLC 中驱动基因改变是相互排

斥的。本研究检测到 1 例无吸烟史的女性患者存

在 ROS1 易 位 与 EGFR 19 外 显 子 突 变 。 此 病 例

ROS1 IHC 1+，ROS1 FISH 检测为经典红绿分离信

号。组织学类型以实体和腺泡为主，未行克唑替

尼靶向治疗，截止随访，仍存活。目前有一些文献

陆续报道 ROS1 易位与 EGFR 突变共存的现象。

Rimkunas 等［1］报道 9 例 ROS1 重排患者中，有 2 例

患者同时存在 EGFR 不同位点突变。刘尽国等［13］

通过 PCR 方法从 369 例肺腺癌组织中检测到 3 例

ROS1 易位与 EGFR 突变共存病例。说明 ROS1 易

位可与 EGFR 突变共存，但 ROS1 易位本身阳性率

低，ROS1 易位与 EGFR 突变共存的病例更少。目

前关于这类双阳性病例的临床病理及治疗情况有

限，有待进一步研究。

ROS1 与 ALK 受体酪氨酸激酶（receptor tyro⁃
sine kinase，RTK）结构域有 49%的氨基酸同源序

列。多种 ALK 抑制剂在体外均可抑制 ROS1 的活

性。ALK 抑制剂克唑替尼通过抑制 ROS1 的磷酸

化从而抑制 ROS1 的激酶活性。在本组 ROS1 阳

性病例中，采用 IHC 检测 ALK 蛋白的表达，19 例

病例全部为阴性，未检测到 ROS1 与 ALK 双阳病

例。ALK 基因易位发生率在 3%~7%。在我国间

变性淋巴瘤激酶（ALK）阳性非小细胞肺癌诊断

专家共识中［14］，ALK⁃Ventana、ALK⁃FISH 和 ALK⁃
PCR 3 种检测 ALK 易位的方法都得到了认可。全

自动 ALK 免疫组织化学（Ventana IHC）与 Vysis
ALK 双色分离探针检测间的符合率在 97%，Ven⁃
tana IHC 的特异性能达到 100%，敏感性也在 95%
以上［15］。

本研究中 7 例 ROS1 易位患者行克唑替尼靶

向治疗，治疗时间为 1～14 个月，平均治疗时间

为 8.3 个月，均无疾病进展。2014 年新英格兰杂

志报道 50 例 ROS1 阳性 NSCLC 患者行克唑替尼

靶向治疗，其疗效优于 ALK 易位患者［16］。因此

如何准确有效地筛选出 ROS1 易位肺腺癌患者，

让 更 多 的 患 者 从 靶 向 治 疗 中 获 益 就 显 得 尤 为

重要。

检 测 ROS1 基 因 易 位 有 多 种 方 法［17］，包 括

FISH、PCR、IHC 和二代测序技术。PCR 技术对样

本 RNA 质量要求较高，且不能检测未知的断裂

点。有研究认为 IHC 快速、简便且价格低廉，可用

于初步筛查 ROS1 基因易位［18］。但在 ROS1 易位基

因的 IHC 检测中，暂无统一的实验流程及判读标

准，也未实行自动化操作。本研究中，1 例 ROS1 易

位 FISH 阳性病例其 ROS1 IHC 结果为阴性。此病

例为胸水细胞块，可能与肿瘤细胞在保存、运输过

程中样本质量或抗原丢失有关，提示 IHC 染色可

能会出现少数病例漏诊的现象。近年 NGS 研究较

多，而临床应用较少。
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原发性肝癌表皮生长因子受体突变的研究

于淼 1 邱李辉 1 熊伟 1 苏慧娟 1 叶绿 2★

［［摘 要］］ 目的 对原发性肝癌患者 EGFR 基因进行检测，分析 EGFR 基因突变与原发性肝癌及患

者年龄组成的关系。 方法 对 2 507 例确诊原发性肝癌的石蜡包埋组织样本用 PCR 扩增法和双向测

序法检测 EGFR 基因突变状态。 结果 2 507 例患者仅检测出 620 例（24.74%）EGFR 基因 20 外显子同

义突变 Q787Q（2361G>A）和 263 例（10.49%）19 内含子点突变（2284⁃60T>C）；EGFR 基因突变与患者性

别、病理类型无关（P>0.05），与患者的年龄段组成明显相关（P<0.05），且基于年龄段的分布，20 外显子突

变与 19 内含子突变呈显著正相关（P<0.05）。 结论 本研究中未发现 EGFR 基因热点突变。同义突变

位点 Q787Q 尚存在进一步需要被证实的功能。20 外显子突变和 19 内含子突变与患者年龄分布有明显

相关性，可为原发性肝癌患者提供更具体的个体化治疗方案。

［关键词］ 原发性肝癌；表皮生长因子受体；基因突变

Analysis of EGFR mutation status in primary hepatocarcinoma patients
YU Miao1, QIU Lihui1, XIONG Wei1, SU Huijuan1, YE Lv2★

(1. Shanghai DaAn Center for Medical Laboratory, Shanghai, China, 200120; 2. GuangZhou DaAn Clinical Lab⁃
oratory Center Pathology Department , Guangzhou, Guangdong, China, 510080)

[ABSTRACT] Objective To detect the EGFR mutations (exon18, 19, 20, 21) in primary hepatocarcino⁃

ma (PHC) tissue, and to study the correlation between the EGFR mutations and the ages and clinical features of

the patients with the aim of supporting the development of new molecular targeting therapy for PHC patients.

Methods Paraffin embedded tissues from 2 507 cases were collected, and EGFR mutations were detected us⁃

ing PCR and bidirectional sequencing. Results Out of the 2 507 cases of PHC, there were 620 PHC pa⁃

tients carrying a silent mutation, which showed a G⁃to⁃A transition at nucleotide 2361 in exon 20 of the gene.

Furthermore, 263 PHC patients (10.49%) were found to be carrying the mutation 2284⁃60T>C in intron 19 The

EGFR mutations 2361G>C and 2284⁃60 were not related to sex or pathology (P>0.05), but were related to the

age of the PHC patients (P<0.05). In addition, a significant positive correlation was found between the mutation

rate of exon 20 and intron 19(P<0.05) based on the ages of the PHC patients. Conclusion There were no

hot mutations found in the EGFR gene. The features of the EGFR 2361G>C mutation need to be analyzed fur⁃

ther. Investigation into the characteristics of exon 20 and intron 19 may provide avenues for more individualized

therapy in PHC.

[KEY WORDS] Primary hepatocarcinoma (PHC); Epidermal growth factor recepter (EGFR); Gene muta⁃

tion
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原 发 性 肝 癌（primary hepatocarcinoma，PHC）

是指源于肝细胞和肝内胆管上皮细胞的恶性肿瘤，

包括胆管囊腺癌、肝细胞⁃胆管细胞混合癌及一些

少见类型，其中常见类型为肝细胞癌和肝内胆管

癌，是我国最常见的恶性肿瘤之一。最新统计结果

显示，我国肝癌新增病例占全世界总数的 50.5%，死

亡病例占全世界总数的 51.3%［1］。原发性肝癌是一

种多条染色体上多个基因变化的复合基因病，基因

改变的累加效应直接促成了肝癌的发生［2］。其中许

多关键基因（ras、p53、BRCA2 等）的突变、缺失或过

表达均与肝癌的发生高度相关［3］。

表皮生长因子受体（epidermal growth factor re⁃
cepter，EGFR）是一种受体型酪氨酸激酶，是相对

分子质量为 170×103 的跨膜糖蛋白［4］。研究表明，

在多种恶性肿瘤中均检测到 EGFR 过度表达或突

变，如非小型细胞肺癌、头颈部癌、卵巢癌、宫颈

癌、食管癌等［5⁃8］。近年来研究表明，肝癌中 EGF
及 EGFR 也存在过度表达或突变，这可能与肝癌的

形成、侵袭性生长、临床特征有密切关联，并且在

低分化的肝癌患者中，EGFR 过表达影响到患者预

后的恢复［9⁃11］。我国有学者认为 EGFR 和 EGFRvIII
高表达可能是肝细胞癌变的重要因素，可以作为

评价肝癌转移、复发的参考指标［12 ⁃ 14］；但是有关

EGFR 与我国原发性肝癌人群关系的研究国内鲜

有报道，且不全面。本研究拟对 2 507 例原发性肝

癌患者 EGFR 基因的突变情况进行检测，初步分析

EGFR 基因突变情况与患者临床特征之间的关系，

并探讨 EGFR 基因突变与患者年龄组成的关系，为

原发性肝癌的分子靶向治疗提供基础性参考依据

和临床指导，希望找到一条原发性肝癌分子靶向

治疗的新途径。

1 材料与方法

1.1 研究对象

收集 2013 年 3 月至 2014 年 7 月来自全国各医

院病理科经手术切除的原发性肝癌石蜡包埋组织

样本 2 507 例，显微镜下证实肿瘤细胞完整。其中

男性 2 153 例，女性 354 例；年龄 19~87 岁，中位年

龄 52 岁；病理类型：2 307 例肝细胞癌，179 例肝内

胆管癌，21 例肝胆混合癌。病理学分类按照 WHO
标准［1］。所有患者手术前均未接受过放疗化疗及

靶向药物治疗。样本均在 RNAlater（QIAGEN，德

国）的冻存管中 4℃保存，并于 2 个工作日内送达

实验室进行检测。

1.2 提取基因组 DNA
应用石蜡切片 DNA 提取试剂盒（FFPE gDNA

miniPREP KIT，BIOMIGA，美国）进行 DNA 提取。

用琼脂糖凝胶电泳检测质量，经紫外分光光度法

测定浓度与纯度并稀释，要求 A260/A280 大于 1.8
且小于 2.0，原液浓度为 200 ng/μL，置于⁃20℃冰箱

中保存。基因组 DNA 工作液稀释至浓度 60 ng/
μL，置于 4℃保存。

1.3 聚合酶链反应 PCR 扩增和基因测序

采用 PCR 扩增法和测序法分析原发性肝癌

患者石蜡包埋组织中 EGFR 基因突变情况。根据

NCBI 发布的 EGFR 全基因组序列（NM⁃005228）
和 mRNA 序列，用 Oligo 软件在 EGFR 第 18、19、

20、21 外显子两侧各设计 1 对 PCR 引物。序列

如下：

第 18 外显子：上游引物：5′⁃CAGGTGATTCGTG⁃
GAGCCC⁃3′，
下游引物：5′⁃TAGGATGTGGAGATGAGCAG⁃3′。
第 19 外显子：上游引物：5′⁃ACTTCACAGCCCT⁃
GCGTAAAC⁃3′，
下游引物：5′⁃ATGGGACAGGCACTGATTTGT⁃3′。
第 20 外显子：上游引物：5′⁃CAGCAGCGGGTTA⁃
CATCTTC⁃3′，
下游引物：5′⁃GCAGCCTGCTCCCTGGTGTC⁃3′。
第 21 外显子：上游引物：5′⁃GCTTGGTGCACCGC⁃
GACCTG⁃3′，
下游引物：5′⁃CGCACCCAGCAGTTTGGCGA⁃3′。

PCR 反应体系组成为：水 33 μL，10×PCR buf⁃
fer 5 μL，10 mmol/L dNTPs 4 μL，5 U/μL Taq DNA
聚合酶 0.2 μL，60 ng/μL DNA 模板 4 μL，反应总体

积 为 50 μL。 反 应 条 件 均 为 94℃ 预 变 性 5 min；

94℃变性 15 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，共 50
个循环；72 ℃延伸 5 min，4℃保温。所有产物经

1.5%琼脂糖电泳检测，纯化后的产物从正反双链

测序分析 EGFR 基因突变情况。测序仪器为 ABI
PRISM3730（USA），测序结果用 Chromas 软件进行

分析。

1.4 统计分析

采用 SPSS 21.0 和 ORIGION 8.0 软件进行数据

处理和分析，应用列联表卡方检验分析 EGFR 基因
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野生型

突变型

Exon 18

Exon 19

Exon 20

Exon 21

Intron 19

双突变

例数

1 624

/

/

620

/

263

263

核苷酸

2361G/G
2284⁃60T/T

/

/

2361G>A

/

2284⁃60T>C
2361G>A

2284⁃60T>C

密码子

CAG
/

/

/

CAG → CAA

/

/

CAG→CAA

突变类型

Q787Q
/

/

/

Q787Q

/

/

Q787Q

dbSNP
/
/

/

/

rs1050171

/

rs10241451

/

百分比（%）

64.78（1 624/2 507）

/

/

24.74（620/2 507）

/

10.49（263/2 507）

10.49（263/2 507）

表 1 EGFR 基因突变的分布特点及类型

Table 1 The type and distribution of EGFR gene mutation

dbSNP：Single Nucleotide Polymorphism database（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/）

临床病理参数

性别

男

女

病理类型

肝细胞癌

肝内胆管癌

肝胆混合癌

例数

2 153

354

2 307

179

21

突变例数

531

89

576

42

2

突变率（%）

24.66

25.14

24.97

23.46

9.52

20 外显子 n（%）］

531（24.66）

89（25.14）

576（24.97）

42（23.46）

2（9.52）

19 内含子［n（%）］

224（10.40）

39（11.02）

246（10.66）

17（9.50）

0

P 值

>0.05

>0.05

表 2 EGFR 基因突变与临床特征的关系

Table 2 Correlation of EGFR mutation to clinical characteristics of PHC

突变与患者性别、年龄和病理类型之间的关系，必

要时用 Fisher’s 精确概率法分析，当 P<0.05 认为

差异显著；根据不同年龄组成与 EGFR 基因突变率

的分布散点图，应用回归分析求出其拟合曲线，并

建立回归方程。

2 结果

2.1 EGFR 基因突变情况

EGFR 基因的突变特点及类型见表 1。2 507
例患者 EGFR 基因 18、19、21 外显子未检测到任

何突变或缺失；检测出 620 例（24.74%）20 外显子

突变，突变类型为同义突变 Q787Q（2361G>A）；

263 例（10.49%）检测到 19 内含子点突变（2284⁃
60T>C）；发生 19 内含子突变的患者同时发生 20
外显子的突变，即双突变（10.49%）。测序结果见

图 1。

2.2 EGFR 基因突变与患者临床特征之间的关系

EGFR 基因突变与患者临床特征之间的关系

见表 2。由表 2 可见，在 2 507 例病例中，男性患者

2 153 例，EGFR 基因突变率为 24.66%，女性患者

254 例 ，EGFR 基 因 突 变 率 为 25.14% ；576 例

（24.97%）肝细胞癌、42 例（23.46%）肝内胆管癌和

2 例（9.52%）肝 胆 混 合 癌 发 生 EGFR 基 因 突 变 。

EGFR 基因的突变与性别、病理类型均不具有统计

学意义（P>0.05）。

2.3 EGFR 基因突变例数与肝细胞癌患者年龄组

成的关系

EGFR 基因的突变例数与肝细胞癌患者年龄

组成之间的关系如图 2 示。EGFR 基因突变例数

与肝细胞癌患者年龄段呈抛物线关系，年龄 50~59
岁的患者突变数量最多，方差检验有显著相关。

回归分析显示：回归系数 R=0.958，决定系数 R2=
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图 1 EGFR 基因突变的测序结果

Figure 1 Sequencing results of mutations in the EGFR gene

图 2 EGFR 基因突变例数与肝细胞癌患者年龄

之间的关系

Figure 2 Correlation of number of EGFR mutation
to age groups of patients of PHC

图 3 EGFR 基因的突变情况与肝细胞癌患者年龄组成

之间的关系

Figure 3 Correlation of EGFR mutation to age groups
of patients of PHC

0.918，校 正 决 定 系 数 R2=0.917，显 著 性 检 验 P<
0.000 1，回归方程：y=-840.413+38.883x-0.363x2（y
为 20 外显子突变率，x 为肝细胞癌患者平均年龄）。

2.4 EGFR 基因 20 外显子和 19 内含子突变率与

肝细胞癌患者年龄组成之间的关系

EGFR 基因的突变情况与肝细胞癌患者年龄

组成之间的关系如图 3 和表 3 示。第 20 外显子

突变率与突变患者年龄段呈抛物线关系，年龄 50~
59 岁的突变患者比例最高，方差检验有显著相

关。回归分析显示：回归系数 R=0.958，决定系数
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R2=0.918，校正决定系数 R2=0.916，显著性检验 P<
0.000 1，回归方程：y=-135.507+6.27x-0.059x2（y 为

20 外显子突变率，x 为突变患者平均年龄）；19 内

含子突变率与突变患者年龄段也呈抛物线关系，

年龄 50~59 岁的突变患者比例同样也最高，方差检

验 有 显 著 相 关 。 回 归 分 析 显 示 ：回 归 系 数 R=

0.917，决 定 系 数 R2=0.841，校 正 决 定 系 数 R2=
0.838，显 著 性 检 验 P<0.000 1，回 归 方 程 ：y=-
147.435+6.75x-0.063x2（y 为 19 内含子突变率，x 为

突变患者平均年龄）。进一步分析显示，基于突变

患者年龄段分布，EGFR 基因 20 外显子突变率与

19 内含子突变率呈显著正相关（P<0.01）。

2.5 EGFR 基因突变与患者病理类型的关系

EGFR 基因突变与病理类型的关系见表 4。由

表 4 可见，在 2 307 例肝细胞癌病例中，男性为 500
例（24.95%），女性为 76 例（25.08%）；在 179 例肝内

胆管癌和 21 例肝胆混合癌病例中，男性分别为 32
例（23.70%）、2 例（9.52%），女 性 分 别 为 10 例

（22.73%）、0 例发生发生 EGFR 基因突变。EGFR
基因的突变与不同的病理类型均不具有统计学意

义（P>0.05）。

20 外显子突变(2361G>A)

相关系数

19 内含子突变(2284⁃60T>C)
0.98**

表 3 EGFR 基因 20 外显子突变与 19 内含子突变的

相关系数

Table 3 Correlation coefficient between mutants of
exon 20 and intron 19 of EGFR

**显著相关（P<0.01)

病理类型

肝细胞癌

肝内胆管癌

肝胆混合癌

临床特征

男

女

男

女

男

女

例数

2 004
303
135
44
21
0

突变例数

500
76
32
10
2
0

突变率（%）

24.95
25.08
23.70
22.73
9.52
0

20 外显子［n（%）］

500（24.95）
76（25.08）
32（23.70）
10（22.73）
2（9.52）

0

19 内含子［n（%）］

216（10.78）
30（9.90）
13（9.63）
4（9.09）

0
0

P 值

>0.05

>0.05

>0.05

表 4 EGFR 基因突变与病理类型的关系

Table 4 Correlation of EGFR mutation to clinical characteristics of PHC

3 讨论

伴随着慢性肝炎、肝硬化、肥胖发生率及饮食

习惯不科学等现象的发生日趋常态，近年来原发

性肝癌的发病率逐年升高。由于其分子发病机制

具有复杂性、异质性、累积性等特点［2］，并且不同

的致癌机制在 PHC 中均发生不同程度的改变，这

为 PHC 分子靶向治疗提出了严峻的考验［15］。目

前应用在临床上的肝癌分子靶向治疗中较为成熟

有效的也仅限于针对 VEGFR2 等靶标使用的索拉

非尼药物，并没有像其他癌症（肺癌、乳腺癌等）那

样出现跨越式的进步。关于 EGFR 基因突变情况

在肝癌中的分子作用机制尚不明确，且与原发性

肝癌关系的报道也极其有限，更多的研究聚焦在

肝癌中 EGFR 基因的表达水平。可见，进一步探

究肝癌发生的分子机制，为肝癌的分子靶向治疗

及个体化用药方案制定建立临床基础。

EGFR 基因共 28 个外显子，其中第 18~21 外

显子是编码酪氨酸激酶的区域，EGFR 基因发生

最常见的突变是第 19 外显子的缺失和第 21 外显

子的 L858R 点突变，被认为是激活突变［5］。以往

大量的临床研究表明，选用 EGFR 酪氨酸激酶抑

制剂治疗发生该活化突变的患者敏感性增强，生

存率显著提高，而未发生突变的患者多数不会从

EGFR 靶向治疗药物中获益。本研究结果表明，

2 507 例患者中未出现 EGFR 基因的热点突变，仅

检测到 620 例（24.74%）第 20 外显子发生同义突

变 Q787Q（2361G>A），国 外 学 者 在 原 发 性 肝 癌

EGFR 基 因 突 变 的 研 究 中 也 得 出 相 似 的 结

果［16⁃17］。

本研究虽未发现 EGFR 基因上存在热点突变，

但我们发现高比例的 20 外显子同义突变 Q787Q
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（rs1050171）。关于 Q787Q 位点突变的报道屡见不

鲜，大量的临床实验结果表明，56%宫颈腺癌中

EGFR 基因外显子 20 存在同义突变（Q787Q）［18］，

在头颈鳞状细胞癌中 Q787Q 突变率为 56.3%［19］。

尽管同义突变并未引起氨基酸的改变，但“沉默突

变”仍可能通过改变 EGFR 基因的拼接、mRNA 的

稳定性，一定程度地影响蛋白质的最终表达。已有

研究显示，EGFR 基因 2073 位点的同义突变导致了

EGFR 基因转录的 mRNA 缩短，致使 EGFR 三维结

构发生改变［20］；Q508Q 同义突变引起 TGFBR2 基因

异常拼接，导致蛋白编码提前终止［21］。Tagauchi
等［19］研究结果表明，含有 Q787Q 突变型头颈部

癌细胞系较野生型癌细胞系对吉非替尼更为敏

感（P<0.05），预示该位点可能是头颈部鳞状细胞

癌分子靶向治疗的一个潜在靶点。在非小细胞

肺癌的研究发现，针对 Q787Q 突变的患者进行

吉 非 替 尼 治 疗 后 ，13% 的 患 者 病 情 获 得 明 显 缓

解［22］。 由 此 可 见 ，同 义 突 变 位 点 Q787Q 尚 存

在进一步需要被证实的功能，这种功能可能会

丰 富 原 发 性 肝 癌 的 靶 向 治 疗 及 发 生 机 制 的

研究。

值 得 一 提 的 是 ，我 们 通 过 回 归 分 析 发 现 ，

EGFR 基因突变率与肝细胞癌患者的年龄段组成

明显相关（P<0.05）。50~59 岁年龄段的患者 EGFR
基因 20 外显子和 19 内含子突变率均最高。肝内

胆管癌和肝胆混合癌病例因数量少，无法按照年

龄段组成进行统计学分析。鉴于此，依据 EGFR
基因突变规律为原发性肝癌患者提供更具体的个

体化治疗方案。进一步分析发现，携带 2284⁃60T>
C 突 变 的 患 者 100% 发 生 2361G>A 突 变 ，而 携

带 2361G>A 突 变 的 患 者 中 仅 有 约 50% 发 生

2284⁃60T>C 突变。2284⁃60T>C 与 2361G>A 的关

联及原发性肝癌 EGFR 基因发生双突变后相关的

生物学事件，将是我们今后深入研究的新方向。
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脑卒中患者血清可溶性 CD14、同型半胱氨酸和 7 项
血脂结果分析

张韶斌★ 陈斯亮 罗莞超 韦庆文 罗丹

［摘 要］ 目的 探讨血清中可溶性 CD14（sCD14）、同型半胱氨酸（HCY）和 7 项血脂指标与脑卒中

的相关性。 方法 采用 ELISA 法检测 195 例脑卒中患者及 120 例健康对照组血清 sCD14；使用罗氏

C7O2 全自动生化分析仪检测 195 例脑卒中患者及 120 例健康对照组血清 HCY 和 7 项血脂，并对检测结果

进行分析。 结果 脑卒中患者中 sCD14、HCY、TG、CHOL、HDL、LDL⁃C、Apo A、Apo B、LP（a）含量分别

为（79.98±36.67）μg/mL、（20.78±17.98）μmol/L、（1.48±0.78）mmol/L、（5.19±0.93）mmol/L、（1.15±0.31）mmol/L、

（2.62±0.83）mmol/L、（1.34±0.26）g/L、（0.97±0.76）g/L、（188.07±167.68）mg/L；脑卒中患者血清 sCD14、HCY、

TG、CHOL、LDL⁃C 含量明显升高，与健康对照组比较，差异具有统计学意义（P＜0.05），而脑卒中患者

HDL、Apo A、Apo B、LP（a）含量与健康对照组比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。 结论 脑卒中患者血

清 sCD14、HCY 和 TG、CHOL、LDL⁃C 明显相关，对了解患者的发病和辅助诊断具有重要的临床意义。

［关键词］ 可溶性 CD14；同型半胱氨酸；脑卒中

Analysis of serum soluble CD14, homocysteine and 7 blood lipids in patients
with stroke
ZHANG Shaobin★, CHEN Siliang, LUO Guanchao, WEI Qingwen, LUO Dan
(Department of Clinical laboratory, Longgang Central HospitalofShenzhen, Shenzhen, Guangdong, China,
518116)

[ABSTRACT] Objective To investigate the correlation between serum soluble CD14 (sCD14),
homocysteine(HCY), blood lipids and cerebral stroke. Methods ELISA was used to detect the serum levels
of sCD14 in 195 patients with stroke and 120 healthy controls. The Roche C7O2 automatic biochemical
analyzer was used to detect the serum levels of HCY and serum lipids in 195 patients with stroke and 120
healthy controls, and the test results were analyzed. Results The expression levels of sCD14, HCY, TG,
CHOL, HDL, LDL⁃C, Apo A, Apo B, and LP(a) in the serum of stroke patients were (79.98±36.67) μg/mL,
(20.78±17.98) μmol/L, (1.48±0.78) mmol/L, (5.19±0.93) mmol/L, (1.15±0.31) mmol/L, (2.62±0.83) mmol/L,
(1.34±0.26) g/L, (0.97±0.76) g/L, and (188.07±167.68) mg/L, respectively. The expression levels of serum
sCD14, HCY, TG, CHOL and LDL⁃C in the stroke patients were significantly increased compared with the
levels in the healthy control group (P＜0.05). There were no significant differences in the levels of HDL, Apo
A, Apo B, and LP (a) between the healthy control group and the stroke patients (P＞0.05). Conclusion The
serum levels of sCD14, HCY, TG, CHOL and LDL⁃C were significantly related to stroke patients, providing
important clinical information in understanding the pathogenesis and diagnosis of these patients.
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脑卒中是一种由脑部血液循环障碍而引起

的疾病，是由各种诱因引发脑内血管狭窄、堵塞

或者破裂导致的［1］。近年来脑卒中的发病率呈

增加趋势，其较高的致残率给社会和家庭造成

了巨大负担［2］。CD14 是位于单核 ⁃巨噬细胞表

面的一种白细胞分化抗原，是细菌脂多糖（lipo⁃
polysaccharides，LPS）的重要受体，有两种存在形

式 ：一 种 是 位 于 细 胞 膜 上 的 膜 结 合 型 CD14
（mCD14）；另一种是游离于血清和尿液中的可

溶 性 的 CD14（sCD14）［3 ⁃ 4］。 在 正 常 情 况 下 ，

mCD14 主要分布在单核细胞、巨噬细胞和树突

细胞的细胞膜上，sCD14 则主要存在于血清中。

近年来的研究表明，sCD14 与一些疾病有较高的

相关性，如败血症、白血病、冠心病等［5⁃7］，但有关

sCD14 与脑卒中的相关性研究较少。血液同型

半胱氨酸（homocysteine，HCY）水平升高是缺血

性脑血管病的一个重要的独立危险因素，且血

液 HCY 浓 度 与 发 生 脑 梗 死 的 危 险 度 呈 量 效 关

系，血浆 HCY 水平轻度增高即可致脑梗发病危

险 性 增 加 2 倍［8 ⁃ 9］。 本 文 通 过 对 血 清 可 溶 性

CD14（sCD14）、HCY 及 7 项血脂指标进行检测，

探讨血清 sCD14、HCY 和 7 项血脂指标与脑卒中

的相关性。

1 材料与方法

1.1 一般资料

病例选取自深圳市龙岗中心医院 2014 年 11
月至 2016 年 10 月之间，采取随机卡片的方法，从

符合 1995 年第 4 届全国脑血管病学术会议制定

的脑卒中诊断标准［10］的脑卒中患者病例中随机

选取 195 例，设为实验组。所有患者均在发病后

24 h 内入院，并经 CT、MRI 等影像学诊断确诊。

排除标准：合并心肌梗死、心房颤动或冠心病者；

有严重的肝、肾衰竭者；有严重创伤或在入院前 3
个月内有重大手术史患者；恶性肿瘤患者；血小

板计数＜100×109/L 或＞400×109/L。其中男性 100
例 ，女 性 95 例 ，年 龄 41~80 岁 ，平 均 年 龄（56.3±
5.6）岁；健康对照组选取自 2015 年 5 月至 2016 年

10 月之间来我院进行健康体检的健康体检者 120
例，其中男性 70 例，女性 50 例，年龄 30 至 60 岁之

间，平均年龄（54.3±4.6）岁。实验组和健康对照

组在性别、年龄等方面差异无统计学意义，具有

可比性。

1.2 检测方法

所有受检者在空腹 12 h 的情况下于清晨 7 点

采 集 静 脉 血 3 mL。 采 用 ELISA 法 测 定 血 清

sCD14，sCD14 试剂盒批号为 MEXN⁃H0032，由美

国 ADL 公司提供，主要仪器为安途生物 PHOMO
型酶标仪，操作严格按照说明书进行。同时采用

罗 氏 C7O2 全 自 动 生 化 分 析 仪 检 测 TG、CHOL、

HDL、LDL⁃C、Apo A、Apo B 和 HCY 水 平 ，其 中

TG、CHOL、HDL、LDL⁃C、Apo A、Apo B、LP（a）检

测的试剂、质控和定标物由德国罗氏公司提供；

HCY 检测的试剂、质控和定标物由广州科方生物

技术有限公司提供，试剂批号：150901，严格按照

仪器操作和试剂使用说明进行检测，确保结果的

准确性。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 13.0 统计软件处理数据。计量资

料以均数 ± 标准差（x ± s）表示，两组间比较采用 t
检验，计数资料组间比较采用 c2 检验，P<0.05 为差

异具有统计学意义。

2 结果

2.1 脑卒中患者与健康对照组血清 sCD14、HCY
和 7 项血脂指标比较

脑 卒 中 患 者 血 清 sCD14、HCY、TG、CHOL、

LDL⁃C 含量明显升高，与健康对照组比较，差异具

有统计学意义（P<0.05），而脑卒中患者 HDL、Apo
A、Apo B、LP（a）含量与和健康对照组比较，差异

无统计学意义（P>0.05），见表 1。

2.2 脑卒中患者与健康对照组不同性别间血清

sCD14、HCY 水平比较

脑卒中实验组和健康对照组不同性别间血

清 sCD14、HCY 水 平 进 行 比 较 。 脑 卒 中 男 性

sCD14 水 平 和 HCY 水 平 与 健 康 对 照 组 男 性 相

比 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P<0.05）；脑 卒 中 女 性

sCD14 水平与对照组女性 sCD14 相比，差异有统

计学意义（P<0.05），见表 2。实验组和健康对照

组两组的男性血清 HCY 与女性的相比，差异也

有统计学意义（P<0.05）。实验组的男性血清的

sCD14 与女性的相比，差异也有统计学意义（P<
0.05），见表 3。
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3 讨论

CD14 是 LPS 受体复合物的主要成分，主要由

单 核 细 胞 和 巨 噬 细 胞 产 生 ，具 有 膜 结 合 性

（mCD14）和可溶性（sCD14）两种形式［11］。大量研

究发现 sCD14 在人类多种疾病发生发展过程中都

具有重要的病理生理意义，sCD14 是一种糖蛋白，

其蛋白质多肽链结构较 mCD14 少 8 个氨基酸，同

时不含磷酸酰肌醇，分子量为 48 KDa，较 mCD14
小。sCD14 存在于人和动物的血液与尿液中，约占

机体全部 CD14 含量的 99%左右，其正常血清中的

浓度为 2～6 μg/mL［12］。

目前研究发现，sCD14 在动脉粥样硬化形成过

程中起重要作用，在其病理生理变化中，sCD14 促

项目

sCD14（μg/mL）

HCY（μmol/L）

TG（mmol/L）

CHOL（mmol/L）

LDL⁃C（mmol/L）

Apo A（g/L）

HDL（mmol/L）

Apo B（g/L）

LP（a）（mg/L）

实验组（n=195）

72.98±36.67

20.78±17.98

1.48±0.78

5.19±0.93

2.62±0.83

1.34±0.26

1.15±0.31

0.97±0.76

188.07±167.68

对照组（n=120）

57.13±21.67

14.45±7.28

0.88±0.75

4.39±1.21

2.26±0.43

1.36±0.29

1.29±0.22

0.85±0.57

151.43±177.45

t

4.29

3.67

6.72

6.60

4.40

0.63

4.32

1.49

1.84

P 值

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.53

0.06

0.14

0.07

表 1 脑卒中患者与健康对照组血清 sCD14、HCY 和 7 项血脂水平比较（x ± s）

Table 1 Comparison of serum levels of sCD14，HCY and serum seven blood lipid indexes with stroke and healthy controls（x ± s）

性别

男

女

组别

实验组

对照组

t

P 值

实验组

对照组

t

P 值

n

100

70

95

50

sCD14（μg/mL）

81.35±12.23

59.62±20.48

8.64

＜0.01

60.21±9.53

53.33±23.53

2.49

0.014

HCY（μmol/L）

22.3±8.62

15.3±7.69

5.44

＜0.01

18.49±6.67

11.65±2.31

7.02

＜0.01

表 2 不同性别中脑卒中实验组与健康对照组血清

sCD14、HCY 水平比较（x ± s）

Table 2 Comparison of serum levels of sCD14 and
HCY in stroke group and healthy control group with

different gender（x ± s）

指标

sCD14（μg/mL）

HCY（μmol/L）

实验组

男（n=100）

81.35±12.23

22.3±8.62

女（n=95）

60.21±9.53

18.49±6.67

t

13.42

3.44

P 值

0.00

0.00

对照组

男（n=70）

59.62±20.48

15.3±7.69

女（n=50）

53.33±23.53

11.65±2.31

t

1.56

3.25

P 值

0.12

0.00

表 3 脑卒中实验组与健康对照组不同性别间血清 sCD14、HCY 水平比较（x ± s）

Table 3 Comparison of serum sCD14 and HCY levels between different genders of stroke patients and healthy controls（x ± s）

使内皮细胞活化，加速动脉粥样硬化斑块的形

成［13］。Griga T 等［14］研究发现 CD14 基因的多态性

可以影响单核细胞表面以及分泌入血 CD14 的密

度，且其与心肌梗死的发生具有一定的相关性。血

管壁病变、血液和血液成份的流体动力学变化等是

脑梗死的主要病因，有研究表明，产生动脉易损斑

块，随后发生破裂和形成的血栓，这些是脑梗死发

生的病理基础，斑块局部炎症和免疫反应是易损斑

块形成的关键因素，CD14 对于单核⁃巨噬细胞系统

和动脉易损斑块的发生发展至关重要［15］。本研究

发现脑卒中患者血清 sCD14 水平明显高于对照组，

提示 sCD14 的水平与脑卒中的发生密切相关，有必

要开展大样本的临床研究来进一步确认脑梗死患

者 sCD14 与患者发病和进展的关系，而对于脑梗死
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后患者复发情况也可能与 CD14 单核细胞亚型相

关，建立脑梗死患者和健康受试者的队列研究意义

重大，以探讨 CD14 和其它单核细胞亚型在脑梗死

患者和健康人群中的差异，通过这一途径，可以为

脑梗死患者提供一种新的治疗策略。

研究认为，高 HCY 导致脑卒中的可能机制为

促使氧自由基生成，引起血管内皮细胞损伤和促

进动脉平滑肌细胞增生，加速低密度脂蛋白氧化，

增加泡沫细胞形成，而后者是粥样斑块的主要成

分；HCY 参与了血管内皮毒性作用，使平滑肌细胞

增殖，最终阻塞血流通路；HCY 还可改变凝血因子

功能，增加血栓的形成倾向，导致凝血机制的改

变，最终诱发心脑血管疾病，在临床上其病死率，

病残率均比较高［16］ 。正常人体每日产生 15~20
μmol/L 同型半胱氨酸，大部分在细胞内分解代谢，

仅有 1.5 μmol/L 或更少被释放到血液中。有研究

表明，血清 HCY 浓度每增加 5 μmol/L，脑卒中发

生的危险性则增大了 1.65 倍；血清 HCY 浓度每降

低 3 μmol/L，脑卒中发生的危险性则降低 15%~
30%［16］。补充叶酸降低 HCY 可以显著降低脑卒中

风险，目前已知降低 HCY 最安全有效的方法是补

充叶酸，可以合并或不合并使用维生素 B12 或维生

素 B6。本研究发现脑卒中患者血清 HCY 水平明显

高于对照组，提示 HCY 的水平与脑卒中的发生密

切相关。另外高脂血导致脂质在血管内皮沉积所

引起的动脉硬化，本研究发现脑卒中患者血清 TG、

CHOL、LDL⁃C 含量明显升高，与健康对照组比较，

差 异 具 有 统 计 学 意 义（P<0.05），提 示 血 清 TG、

CHOL、LDL⁃C 的水平与脑卒中的发生密切相关。
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肾移植术后受者 EB 病毒感染回顾性分析

邵剑春 1★ 周贤冉 1 宋永琳 2 陈俊 1 史琼华 1

［摘 要］ 目的 探讨肾移植受者术后 EB 病毒（EBV）的感染情况和对预后的影响。 方法 回

顾性分析 2012 年 11 月至 2016 年 4 月进行肾移植手术受者共 127 例资料，根据术后外周血 EBV DNA（实

时荧光定量 PCR 方法）的结果，分析受者 EBV 感染的特点。 结果 127 例肾移植病例中，EBV DNA 阳

性 23 例，阳性率 18.11%；定量对数平均值（3.48±0.42）IU/mL；EBV 最早检出时间为术后第 2 周，最晚检出

时间为术后第 11 周，其中第 5 周检出率最高；使用更昔洛韦抗病毒治疗，73.91%阳性受者在 1～3 周转

阴。EBV 阳性组与阴性组术后 3 个月血清尿素、肌酐平均水平分别为（11.2±2.1）mmol/L、（152.8±15.8）

μmol/L 和（8.4±1.7）mmol/L、（108.6±35.7）μmol/L，两组间差异无统计学意义（P>0.05）。 结论 EBV 感染

是肾移植术后的并发症并且感染发生率较高，临床医生应该引起足够的重视，积极采取有效预防措施和

治疗方案，将有助于改善患者的预后。

［关键词］ 肾移植；感染；病毒；EB 病毒；实时荧光定量 PCR

A retrospective analysis of EBV infection after renal transplantation
SHAO Jianchun1★, ZHOU Xianran1, SONG Yonglin2, CHEN Jun1, SHI Qionghua1

(1. The Clinical Laboratory of first people􀆳s Hospital of Kunming, Yunnan, Kunming, China, 650011;

2. The Urology Surgery of first people􀆳s Hospital of Kunming, Yunnan, Kunming, China, 650011)

[ABSTRACT] Objective To investigate the infection of EBV in renal transplant recipients and its

effects on prognosis. Methods A total of 127 renal transplant recipients from November 2012 to April 2016

were retrospectively analyzed. The EBV infection characteristics were analyzed using peripheral blood EBV

DNA (real⁃time PCR). Results Out of the 127 renal transplant cases, 23 positive cases of EBV were found,

which accounts for 18.11% of all the cases. The average value of EBV was (3.48±0.42) IU/mL. The earliest

EBV could be detected was 2 weeks and the latest was detected 11 weeks after renal transplantation. The highest

detection rate was in the 5th week. The EBV DNA of 73.91% positive recipients was negative 1 to 3 weeks after

ganciclovir antiviral therapy. After 3 months, the average levels of serum urea and creatinine in EBV positive

recipients were (11.2±2.1) mmol/L and (152.8±15.8) μmol/L, respectively, and the average levels in negative

recipients were (8.4±1.7) mmol/L and (108.6±35.7) μmol/L, respectively. The serum urea and creatinine levels

were not significantly different between the two groups (P>0.05). Conclusion Recipients have a high

incidence of EBV infection, which is a common complication after renal transplantation. EBV infection has an

effect on the functional recovery and long⁃term survival of transplanted kidney recipients. Therefore, clinicians

should pay attention and take effective preventive measures and use treatment programs, in order to improve the

prognosis of these patients.

[KEY WORDS] Renal transplantation; Infection; Virus; EBV; Real time fluorescence quantitative PCR
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肾移植术后感染是威胁移植肾功能丧失的重

要因素之一。在西方国家肾移植术后第 1 年有

70% 的患者发生严重的感染，其中 26% 的患者死

于感染。在国内肾移植术后有 30%～70% 的患者

发生感染。最常见的是病毒感染，多见于 EB 病

毒（Epstein ⁃Barr virus，EBV）、巨 细 胞 病 毒（cyto⁃
megalovirus，CMV）等［1］。随着术后免疫抑制剂的

使用，增加了病毒感染和并发症风险，如继发感

染、移植肾排斥反应的发生、移植后淋巴细胞增

殖性疾病（post⁃transplant lymphoproliferative disor⁃
der，PLTD）等不良后果，最终导致移植肾的功能

丧失甚至威胁患者生命。为了解受者术后 EBV
的感染情况及找出感染的高危因素，本文总结了

肾 移 植 术 后 受 者 EBV 感 染 情 况 及 治 疗 ，报 告

如下。

1 材料和方法

1.1 对象

2012 年 11 月至 2016 年 4 月进行肾移植手术

受者共 127 例（男 84 例，女 43 例），年龄 17～58 岁，

平均年龄（39±15）岁。所有受者均进行术前评估，

包括排除病毒感染（EBV DNA、CMV DNA）、抗

HLA 抗体阳性，术前 3 个月内否认输血史、妊娠史

等。

1.2 术前人类白细胞抗原（human leukocyte anti⁃
gen，HLA）配型、群体反应性抗体（population reac⁃
tive antibody，PRA）、淋巴毒情况

HLA 配型标准采用ⴸ㤸㤮㌲㌨ⴸ㤸㤳者㌨ⴱ⸹㤹至〠呦′㜶⸹㤷⠀い⥝告਱⁩ い⥝告਱⁩ い嵔䨊ㄠ楋爰䑝告਱⁩通⥝告਱⁩ い䑛⠑긩嵔䨊ㄠ椠ㄮ〲㥺���䩔䨊㝊਱⸹㤸㤮㌲㝊਱⸹㤸㌨ⴱ㝊਱⸹㐠呦欧䨊ㄠ椠ㄮ〹㘹㠢⥝告ਯ呔ㄠㄠ呦‱⁩‴⸵㜵㤴‰欧䑛⠂‰㈱⠆눩ⴴ㬱⁩‭倵ㄲ㉊਱⸸䑛⡆稩ⴶ翻素理萄䨀䜀䘲䴩㌹ㅛ⠀㘵⸰㈲㐨型⥝告਱⁩′椠ㄵ而㤶ㄨ毒⤭呔ㄠㄠ呦‱⁩‴⸷〲ㄸ‰‵范㌵㐨国⤭㄰呄嬨毒⥝告਱⁩‰⸸ㄴ㌗洩ⴲ㤹㜶ㄨ毒⤭呔ㄠㄠ呦‱⁩‴⸷〲ㄸ‰‵范㌹㜮㐱㈴⠘㌳㠳㔱㈲䨊ㄮ欧昢ㄠ椠〮考〸‰‱㈲䨊ㄮ㤲㠱⹅FNㄮ㘱㔀㜀髓䴀ཝ告਱⁩‰⸸ㄴ㌹⸲㌮㈵㤨治⤭㠷㔠〠呄嬨）理㈱⸳㤲⠱⠪ⴱ㌵⸴ㄨ毒⤭ㄳ老㐭㐸⸲ㄱ㠨患⤭㠳㜭ㄸ㌮㈵㤨情泓䠠ㄲ㌷⸹㔶㈸ㄮ⹐M�嵔䨊ㄠ椠〮㠱㐳㌩嵔䨳㤶ㄨ毒⤭㈶⸲而㤴㠱⸲ㄴ⠌琩ⴴ㐮㈱㠲㠩嵔䨊⽔吱䑛⠀㠷⸹㔵㥔吱‱欧映ㄠ椠ㄮㄴ㐵㐠〠吳㐲‰㈱⠆눩ⴴ䴸ㄮ⹐M�嵔䨊ㄠ椠〮㠱㐳㈮〸㈠〠呄嬨，：ㄠㄠ呦‱⁩‴⸷〲ㄸ‰‵㠷㤵㜱⸷㜰㔠呄嬨肾⤭者⸶范㜨移移⤭㠸‰嵔䨊⽔吱欧映ㄠ椠ㄮㄹ㘱㠷㤳⁩‱⸸ㄸ㜵‰欧䑛⡕踩㌲ㄮ㌹系、⤸㜹㔴ㄮ㜷〵欧䑛⠵㌹系、球〰〳ㄱ⠃ⴹㄮ⹐M�嵔䨊ㄠ椠〮㠱㐳㈱范椠㈮〳ㄴ㤠：ㄠㄠ呦‱⁩‴⸷〲ㄸ‰‵㠷㤵㜱⸷㜰㔠吒告਱⁩‭㈱⸴㐸ㄠⴱ⸵ㄲ㤲㠸欧䨊⽔吱欧映ㄠ椠ㄮㄹ㘱㠷㤵⁩‱⸸ㄸ㜵‰欧䑛⡕踩㌲ㄮ㌹系、⤸㜹考㈱⠆눩ⴴ㐮㜰㈱㌹系、⥝告㤶ㄱ⠃ⴹㄮ⹐M�嵔䨊ㄠ椠〮㠱㐳㈱范椠ㄮ〳ㄴ㤠：ㄠㄠ呦‱⁩‴⸷〲ㄸ‱⠪ⴱ㌵⸴ㄨ毒⤴䑛⡕鄩嵔欧䑛⠀ᔩ嵔䨊⽔吱‱欧ㄹㄹ㠵嵔䨊⽔吱欧映ㄠ椠ㄮㄹ㘱㤴㤵⁩‱⸸ㄸ㜵‰欧䑛⡕踩㌲ㄮ㌹系、⤹㐹㠠告ਯ呔ㅔ䨊ㄠ椠㌹系、⥝告㤹ㄱ⠃ⴹㄮ⹐M�嵔䨊ㄠ椠〮㠱㐳㈱范椠㈮〳ㄴ㤠：ㄠㄠ呦‱⁩‴⸷〲ㄸ‰‵㤴㤲ㄮ㜷〵欧ቔ䨊ㄠ椠ⴲㄮ㐴㠱‭ㄮ㔱㈹㈶䨊⽔吱‱欧欧映ㄠ椠ㄮㄹ㘱㤴㤠ㄠ椠ㄮ㠹㌹‰欧䑛⡕踩ㄸ㘮㌷翻、⤹㐹㠠告ਯ呔ㅔᙛ⠵㌹系、⤱ㄨ人⤭萄⸮髓䴀ཝ告਱⁩‰⸸ㄴ㌲ㄸど′⸰㌱㐹⁕鼱‱欧映ㄠ椠㐮㜰㈱㠠〠而㐹㐰㈱⠆눩ⴴ㐮㜰㈱⠉匩ⴴ㐮㜰㈱⡀턩ⴹ㠵崵告ਯ呔ㄠ呦‱⁩‱⸱㤶ㄹ㐹㔠椠ㄮ㠱㠷㔠〠呄嬨）理㈱⸳㤲⠂ 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时间

总例数

EBV 阳性例数

感染率（％）

2012

5
0
0

2013

15
0
0

2014

28
0
0

2015

49
10

20.41

2016

30
13

43.33

表 1 2012-2016 年肾移植术后 EBV 感染状况

Table 1 EBV infection after renal transplantation from 2012 to 2016

2.3 抗病毒治疗

经抗病毒治疗后 17 例（73.91%）在治疗 1～3
周转阴；4 例 3 个月后转阴；1 例反复阳性；持续阳

性的 1 例。

2.4 EBV 感染对移植肾功能的影响

比较了 EBV 阴性组与阳性组在术后 3 个月时

的移植肾功能情况，两组间差异无统计学意义，见

表 3。

3 讨论

EBV 属于 4 型疱疹病毒。EBV 感染人 B 淋巴

细胞和口咽部上皮细胞，可导致被感染的 B 细胞

增殖［2］。肾移植受者由于术后接受免疫抑制治疗，

体内细胞免疫处于较强的抑制状态，因此成为病

毒感染的高危人群。移植术后 EBV 感染可导致移

植后淋巴组织增生性疾病（PTLD）和重症肺炎。

PTLD 虽然发生率低，但疾病进展快，死亡率高［3］。

EBV 传播途径主要是通过飞沫传播，但也会

通过移植物或血制品传播。本文 127 例移植受者

术后 EBV 感染率为 18.11%，术前虽排除 EBV 感

染，但术后仍然有较高的感染率，并集中在 2015 年

和 2016 年。除了受者服用免疫抑制剂，使体内细

胞免疫处于较强抑制，导致原本处于潜伏状态的

病毒激活的原因外，可能还与供体存在 EBV 感染

有关，在 2015 年之前，供体主要来自尸肾，供体健

康良好，因此受者几乎未发生 EBV 感染。而 2015
年后供体全部来自患者，大部分心脏死亡器官捐

献供体（donation after cardiac death，DCD）来自医

疗条件相对简单的基层医院，术前没有排除是否

存在 EBV 感染，因此可以推断，受体 EBV 感染率

突然升高很大程度上与供者有关。Shigeta 等［4］

研究认为，术前 EBV 血清抗体阳性的供者器官

移植给 EBV 血清抗体阴性的受者，是受者术后

发生 EBV 感染的另一个重要危险因素。因此，

术前明确供体是否存在 EBV 感染，对采取预防

病毒感染措施具有重要意义。术后规律监测受

者细胞免疫状态及免疫抑制药物浓度，对防止免

疫功能过度抑制，减少受者对病毒感染的机会尤

为重要。

大量的临床资料显示，移植术后病毒感染是

较严重的并发症，其中巨细胞病毒和 EBV 是最为

常见的病毒，并且感染多发生在术后 3 个月内。本

文 23 例 EBV 阳性检出时间均在 3 个月内，与国内

外文献报道［5］检出时间相似。从检出时间来看，

EBV 最早检出时间为术后第 2 周，最晚检出时间

为术后第 11 周；EBV 首次检出时间早于造血干细

胞移植患者的首次检出时间第 28～159 天［5］。对

于 EBV DNA 定量阳性的受者，临床积极采取抗病

毒 治 疗 ，17 例 在 治 疗 3 周 后 转 阴 ，有 效 率 达

周数

EBV 阳性例数

百分比(%)

1

0
0

2

1
4.34

3

2
8.69

4

5
21.75

5

6
26.10

6

3
13.04

7

3
13.04

8

0
0

9～12

3
13.04

表 2 肾移植术后检出 EBV 的时间分布

Table 2 The temporal distribution of EBV was detected after renal transplantation

组别

阳性组

阴性组

P

n

23
104

血清尿素氮（mmol/L）

11.2±2.1
8.4±1.7
0.119

肌酐（μmol/L）

152.8±15.8
108.6±35.7

0.273

表 3 两组术后 3 个月移植肾功能水平比较

Table 3 Comparison of renal function in 2 groups after
3 months of operation
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73.91% ，略 高 于 宋 铁 梅 等 人［5］对 干 细 胞 移 植 后

EBV DNA 阳性患者的治疗效果，这可能与早发现

和病毒低水平有关。但有 1 例反复 EBV DNA 阳

性，1 例持续阳性，这是否与患者免疫过度抑制或

者产生耐药不得而知，还需进一步研究。0zeay F
等［6］认为，对于 EBV 感染的移植受者，逐渐减量或

者停止使用免疫抑制剂是重要的治疗手段。许多

文献报道［7⁃8］也证实了这个治疗手段的有效性。近

年来，研究人员采用细胞免疫疗法治疗 EBV 感染

也取得了一定的疗效［9］。

本 文 EBV 定 量 对 数 均 值 为（3.48 ± 0.42）IU/
mL，Volfova 等［10］采用定量 PCR 监测 EBV 的拷贝

数值，其认为当 DNA 定量对数均值大于 3.00 IU/
mL 时，可预测 PTLD 的发生。也有学者［4，11 ⁃12］提

出，对接受供体 EBV 阳性或术后 EBV 阳性的受

者，持续监测 EBV 可降低 PTLD 发生的风险。

本文比较了 EBV 阳性组与阴性组在术后 3 个

月时的移植肾功能情况，两组间差异无统计学意

义，这可能与阳性组病例数较少有关，但是否表明

病毒感染对移植肾的功能恢复存在一定影响，还

有待于进一步深入研究与探索。

病毒感染是肾移植术后的并发症并且感染发

生率较高，因此早期诊断并积极采取有效治疗方

案和预防措施，对移植肾的功能恢复和提高受者

存活率有着积极的意义。但对于术后 EBV 感染的

发生机制、高效抗病毒治疗和预防方案有待进一

步研究。
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测对象的报道少见。从结核防治的实际出发，本研

究以痰标本为检测对象，以传统的罗氏培养和药敏

试验作为诊断的金标准，评估基因芯片技术对结核

分枝杆菌的异烟肼和利福平耐药性的检测效果；为

评价这项技术在临床上的应用提供实验依据。

1 研究对象和方法

1.1 一般资料

选择我院结核科 2014 年 3 月至 2016 年 3 月收

治的涂片阳性肺结核住院患者 238 例作为研究对

象。其中男 128 例，女 110 例，年龄 21~65 岁，平均

年龄 45.6±6.7 岁。

1.2 采集患者的痰标本

每例患者留取清晨第一口痰标本，每人 3 份，

每份 5 mL；经检测后，留取涂片阳性级别较高（2+
以上）的 2 份，各取 1 ml 混匀，进行基因芯片检测；

剩下的痰标本做罗氏培养。

涂片阳性级别的判断方法：①阴性：连续观察

300 个不同视野，未发现抗酸杆菌；②可疑阳性：

1～8 条抗酸杆菌/300 视野；③1+：3～9 条抗酸杆

菌/100 视野；④2＋：1～9 条抗酸杆菌/10 视野；

⑤ 3＋：1～9 条抗酸杆菌/每视野；⑥4＋：≥10 条抗

酸杆菌/每视野。

1.3 基因芯片技术

整个检测过程大约 24 h，具体流程如下：

1.3.1 样品制备

向 盛 有 痰 液 的 无 菌 盒 加 入 4% 氢 氧 化 钠 10
mL，对收集到的痰标本进行预处理；随后进行细

菌核酸提取；进行基因扩增。PCR 扩增仪由博奥

生物有限公司提供。

每管 PCR 反应体系总体积为 20 μL，其中 Mtb
分离株 DNA 模板为 2 μL，PCR 扩增试剂 1、PCR
扩增试剂 2 和 PCR 扩增试剂 3 各 18 μL。PCR 产

物 1 为对照产物，与两种微阵列都进行杂交。PCR
产物 2 为 rpoB 基因的扩增产物，与利福平微阵列

相对应；PCR 产物 3 为 katG 基因及 inhA 基因启动

子的扩增产物，与异烟肼微阵列相对应。PCR 扩

增程序为：37℃ 600 s，94 ℃ 600 s；94 ℃ 30 s，60℃
30 s，72℃ 40 s，35 个循环；然后 94℃ 30 s，72 ℃ 60 s，
10 个循环；最后置 72 ℃ 420 s。
1.3.2 芯片反应

PCR 扩增完毕，完成变性后，将产物加入 Mtb
耐药性检测试剂盒（北京百奥瑞生物技术有限公

司提供）的芯片点阵中，完成芯片杂交反应，并洗

去非特异性杂交的核酸片段。

取杂交缓冲液 9 μL，分别加入同一样品的

PCR 产物 1 和 PCR 产物 2 各 3 μL，或者加入 PCR
产物 1 和 PCR 产物 3 各 3 μL。置于 PCR 扩增仪中

于 95℃变性 5 min，然后冰浴 3 min；将 13.5 μL 杂

交反应混合物经盖片的加样孔加入，迅速盖上杂

交 盒 并 密 封 ；放 入 50℃ 预 热 的 恒 温 水 浴 锅 中

120 min；水平取出杂交盒，拆开取出芯片，洗涤后

离心甩干。

1.3.3 结果判读

甩干后，将芯片载入 LuxScan 10KB 微阵列芯

片扫描仪（博奥生物有限公司提供），判读检测

结果。

1.4 传统罗氏培养和药敏试验

以传统的罗氏培养和药敏试验作为金标准，

对 238 例患者的痰标本进行罗氏培养，阳性的痰标

本做药物敏感性试验。整个过程大约 2～3 个月。

1.4.1 罗氏培养

在预处理之前，将痰标本接种到酸性改良的

罗氏培养基上，观察菌落的生物学特点。罗氏培

养基由珠海贝索生物技术有限公司生产，规格为

7 mL/支。

1.4.2 药敏试验

观察结核杆菌的菌落，取菌落接种，配制菌悬

液（1 mg/mL），稀释浓度至 10⁃2 mg /mL 和 10⁃4 mg/
mL，分别接种到含异烟肼（0.2 μg/mL）和利福平

（40 μg/mL）的药敏培养基上，37℃培养 6 周，观察

培养结果。

1.5 数据统计

所有的数据采用 SPSS 19.0 处理。计数资料

采用 c2 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义；真实

性采用灵敏度和特异度评估；可靠性用 Kappa 值

评估，Kappa 值为 0.41～0.6 为中度一致性，0.61～

0.8 为高度一致性，0.8～1.0 为最强一致性。

2 结果

2.1 检测的一般情况

238 例患者的痰标本中，培养结果阴性 15 例，

剩余的痰标本中，非结核分枝杆菌感染 5 例，耐药

检测结果不完整者 14 例，最终纳入分析的患者为

204 例 。 初 治 涂 片 阳 性 155 例 ，复 治 涂 片 阳 性

49 例。
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基因芯片技术检测

合计

耐药

敏感

金标准检测

耐药

9
2
11

敏感

6
32
38

合计

15
34
49

c2

0.171

P

>0.05

表 4 复治涂片阳性患者痰液结核分枝杆菌基因芯片检测

对利福平耐药性的结果

Table 4 The results of Mycobacterium tuberculosis sputum
stain detection of rifampicin resistance in patients with smear

positive in the second treatment

基因芯片检测的灵敏度=9/（9＋2），特异度=32/（32＋6），分别为

81.82%和 84.21%。

2.2 异烟肼耐药性检测结果

2.2.1 初治涂片阳性患者痰液结核分枝杆菌基因

芯片检测对异烟肼耐药性的结果

检测结果，异烟肼耐药 24 例，17 例为 katG 基

因突变，7 例为 inhA 基因突变。结果显示，与金标

准相比无显著差异（P>0.05）；对于初治涂片阳性的

患者，采用基因芯片技术，灵敏度是 86.67%，特异度

是 92.14%；kappa 值为 0.81，一致性为高度（表 1）。

2.2.2 复治涂片阳性患者痰液结核分枝杆菌基因

芯片检测对异烟肼耐药性的结果

检测结果，异烟肼耐药 13 例，9 例为 katG 基

因突变，4 例为 inhA 基因突变。结果显示，与金标

准无显著差异（P > 0.05）；对于复治涂片阳性的患

者，采用基因芯片，灵敏度是 90.91%，特异度是

92.11%；kappa 值为 0.83，一致性为最强（表 2）。

2.3 利福平耐药性检测结果

2.3.1 初治涂片阳性患者痰液结核分枝杆菌基因

芯片检测对利福平耐药性的结果

检测结果，利福平耐药 32 例，均为 rpoB 基因

突变。结果显示，与金标准无显著差异（P>0.05）；

对于初治涂片阳性的患者，采用基因芯片技术，灵

敏度是 90.48%，特异度是 91.44%；kappa 值为 0.85，

一致性为最强（表 3）。

2.3.2 复治涂片阳性患者痰液结核分枝杆菌基因

芯片检测对利福平耐药性的结果

检测结果，利福平耐药 15 例，均为 rpoB 基因

突变。结果显示，与金标准无显著差异（P>0.05）；

对于复治涂片阳性的患者，采用基因芯片技术，灵

敏 度 是 81.82% ，特 异 度 是 84.21% ；kappa 值 为

0.790，一致性为高度（表 4）。

3 讨论

基 因 是 染 色 体 上 具 有 遗 传 效 应 的 DNA 片

段［5］。基因芯片技术是一项新兴的现代分子生物

学技术，其原理是对待测的 DNA 用另一个已知核

酸序列的 DNA 按碱基互补配对的原则杂交，然后

基因芯片技术检测

合计

耐药

敏感

金标准检测

耐药

13
2
15

敏感

11
129
140

合计

24
131
155

c2

1.077

P

>0.05

表 1 初治涂片阳性患者痰液结核分枝杆菌基因芯片检测

对异烟肼耐药性的结果

Table 1 The Results of Mycobacterium tuberculosis sputum
stain detection of isoniazid resistance in patients with smear

positive at the first treatment

基因芯片检测的灵敏度=13/（13＋2），特异度=129/（129＋11），分

别为 86.67%和 92.14%。

基因芯片技术检测

合计

耐药

敏感

金标准检测

耐药

10
1
11

敏感

3
35
38

合计

13
36
49

c2

0.458

P

> 0.05

表 2 复治涂片阳性患者痰液结核分枝杆菌基因芯片检测

对异烟肼耐药性的结果

Table 2 The results of Mycobacterium tuberculosis sputum
stain detection of Isoniazid resistance in patients with smear

positive in the second treatment

基因芯片检测的灵敏度=10/（10＋1），特异度=35/（35＋3），分别为

90.91%和 92.11%。

基因芯片技术检测

合计

耐药

敏感

金标准检测

耐药

19
2
21

敏感

13
123
136

合计

32
123
155

c2

1.208

P

>0.05

表 3 初治涂片阳性患者痰液结核分枝杆菌基因芯片检测

对利福平耐药性的结果

Table 3 The results of Mycobacterium tuberculosis sputum
stain detection of rifampicin resistance in patients with smear

positive at the first treatment

基因芯片检测的灵敏度=19/（19＋2），特异度=123/（123＋13），分

别为 90.48%和 91.44%。
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通过计算机处理，得到待测 DNA 的序列［6］。基因

芯片技术的灵敏性和特异性都比较高，因此这项

技术也逐步成为诊断疾病的尖端技术，对于指导

临床合理、及时、准确地用药提供了很大的方便。

异烟肼和利福平是最主要的一线抗结核药［7］，

快速检测结核分枝杆菌对这两种药物的敏感性在

抗结核治疗的过程中十分重要。目前，国内外已

经开始运用基因芯片技术对结核分枝杆菌的耐药

性进行检测［8］，检测的对象主要是结核分枝杆菌的

分离菌株。然而，临床结核防治过程中，检测的主

要对象是以患者的痰为标本。考虑到这一点，本

次研究收集所有患者的痰液后，对结核分枝杆菌

的主要突变基因位点进行检测，如 katG、inhA 和

rpoB 等［9］，评价基因芯片技术对异烟肼和利福平

耐药性检测的真实性与可靠性。

国外研究发现，与 DNA 测序相比，采用基因芯

片技术，检测结核分枝杆菌对异烟肼的耐药性，灵

敏度达到 84.1%，特异度达到 100%；对利福平的耐

药性分别是 100%和 95.3%［10］。另外，相对于药敏试

验，检测对异烟肼耐药性的灵敏度是 88.59%，特异

度是 91.53%，对利福平耐药性分别是 85.39%和

88.45%［11］。本研究的检测结果显示：采用基因芯片

技术，与药敏试验相比，检测对异烟肼耐药性的灵

敏度和特异度分别为 86.67%～90.91%和 92.11%～

92.14%；检测对利福平耐药性的灵敏度和特异度分

别为 81.82%～90.48%和 84.21%～91.44%。与国外

的研究结果比较接近，表明在结核防治工作中，采

用基因芯片检测技术，以痰标本作为检测对象，检

测结核分枝杆菌的耐药性，结果是可靠的。

Guo Y 等［12］以痰标本为检测对象，用基因芯片

技术检测异烟肼和利福平耐药性，同药敏试验比较，

其一致性分别是 80.3%和 84.2%。本文的结果显示，

相对于药敏试验，基因芯片技术对于异烟肼耐药检

测结果的 Kappa 值为 0.81～0.83，其一致性为最强；

对于利福平耐药检测结果的 Kappa 值为 0.79～0.85；

其一致性也为最强。这同 Guo Y 等［12］的研究结果基

本一致。上述检测结果表明，在结核临床防治工作

中，采用基因芯片检测技术，以痰标本作为检测对

象，检测结核分枝杆菌的耐药性，结果可靠。

综述所述，应用基因芯片技术检验结核分枝

杆菌对异烟肼和利福平的耐药性，真实性和可靠

性都得到了实验数据的验证，在结核病的临床快

速诊疗领域具有广阔的应用前景。
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白蛋白结合型紫杉醇单药作为三线及以上方案治疗
晚期非小细胞肺癌的临床研究

蒋侃 黄诚★ 吴标 林根 张晶

［摘 要］ 目的 观察白蛋白结合型紫杉醇单药三线及以上治疗晚期非小细胞肺癌的近期疗

效及不良反应。 方法 选取 2013 年 10 月至 2015 年 3 月在福建省肿瘤医院已接受过二线治疗的

晚期非小细胞肺癌患者 46 例，予以白蛋白结合型紫杉醇 260 mg/m2 D1，每 21 天为一周期，每个周期

复查 CT 评价疗效，观察其疗效及不良反应。 结果 完全缓解（CR）0 例，部分缓解（PR）6 例，疾病

稳定（SD）26 例，疾病进展（PD）14 例，客观缓解率（ORR）13%，疾病控制率（DCR）70%，中位无进展

生存期（PFS）4.7 月，主要不良反应为血液学毒性、肝功能损害，外周神经毒性，无毒性相关死亡病

例。 结论 白蛋白结合型紫杉醇用于三线及以上治疗晚期非小细胞肺癌，ORR 及 DCR 高，不良反

应可以耐受。

［关健词］ 白蛋白结合型紫杉醇；多线化疗；非小细胞肺癌

Clinical study of nanoparticle albumin⁃bound paclitaxel (single⁃agent regimen)
as third ⁃ and further ⁃ line therapy in advanced non ⁃ small cell lung cancer
patients
JIANG Kan, HUANG Cheng★, WU Biao, LIN Gen, ZHANG Jing
(Department of Medical Oncology, Fujian Provincial Cancer Hospital, Fujian Affiliated Hospital of Fujian
Medical University, Fuzhou, Fujian, China, 350014)

[ABSTRACT] Objective To observe the efficacy and toxicity of nanoparticle albumin ⁃ bound
paclitaxel (Nab⁃P) as third⁃ and further⁃line chemotherapeutic approach for advanced non⁃small cell lung cancer
(NSCLC) patients. Methods A total of 46 advanced NSCLC patients that have received second⁃line therapy
were recruited from Fujian Province Cancer Hospital from October 2013 to March 2015. Nab⁃P 260 mg/m2 D1
was applied as a single⁃agent regimen for third⁃ and further⁃line chemotherapy by intravenous administration
for a 21 day cycle. Efficacy was estimated by imaging every cycle. Results Out of the 46 total patients, 6
patients was achieved partial relief (PR), 26 patients were disease stable (SD), and 14 patients had disease
progression (PD). The objective response rate (ORR) was 13%. The disease control rate (DCR) was 70%. The
median progression free survival (PFS) was 4.7 months. The most commonly seen adverse events (AEs) were
myelosuppression, liver dysfunction, and peripheral neurotoxicity. There were no treatment ⁃ related deaths.
Conclusion Using Nab⁃P as a signle⁃agent regimen for third⁃ and further⁃ line chemotherapy in advanced
NSCLC patients was both effective and safe. The adverse events were well tolerated.

[KEY WORDS] Nanoparticle albumin⁃bound paclitaxel (Nab⁃P); Multi⁃line chemotherapy; Non⁃small
cell lung cancer (NSCLC)
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目前肺癌的死亡率已占恶性肿瘤的第一位，

严重威胁人类的健康。其中非小细胞肺癌（non⁃
small cell lung cancer，NSCLC）占 75%~80%［1］。大

部分的患者在确诊肺癌时已属晚期，错失手术机

会。化疗在 NSCLC 治疗中占据重要的地位。白

蛋白结合型紫杉醇（nanoparticle albumin⁃bound pa⁃
clitaxel，Nab⁃P）是一种新型的以白蛋白为溶剂的

紫杉醇，紫杉醇是活性成分，人血白蛋白作为辅料

起分散、稳定颗粒及运载主药的作用［2⁃3］。其高效

低毒的优势使其 2004 年在美国上市，2009 年在中

国上市。Nab⁃P 已广泛应用于头颈部鳞癌、转移性

乳腺癌、胰腺癌、卵巢癌、前列腺癌、黑色素瘤等肿

瘤［4⁃5］，显示出肯定的疗效。2012 年 10 月美国食品

药 品 监 督 管 理 局（Food and Drug Administration，

FDA）批准 Nab⁃P 一线治疗局部进展或转移性的

无手术及放疗指征的 NSCLC［6］。美国国立综合

癌 症 网（National Comprehensive Cancer Network，

NCCN）指南中晚期 NSCLC 只有一线及二线的化

疗方案。而部分患者在二线治疗以后仍要求继

续治疗。但经过多程治疗后的患者通常无法耐

受不良反应较大的药物。因此选择高效、低不良

反应的化疗药物成为三线及以上患者的选择。

而 Nab⁃P 就属于此类药物。国内已有数家医院

进行了 Nab⁃P 单药/和化疗药物联用三线及以上

治疗晚期 NSCLC 的研究，显现出较好的近期疗

效。但此方面的探索较少。为弥补这方面的不

足，本研究经伦理委员会批准，收集了 46 例在我

院住院的予以 Nab⁃P 单药作为三线及以上方案

治疗晚期 NSCLC 患者的资料，观察其疗效及不

良反应。

1 资料与方法

1.1 一般资料

（1）2013 年 10 月至 2015 年 3 月在我院住院的

晚期 NSCLC 患者 46 例：男性 34 例，女性 12 例；

（2）年龄范围 40~75 岁，中位年龄 58 岁；（3）美国

东 部 肿 瘤 协 作 组（Eastern Cooperative Oncology
Group，ECOG）［7］评分：0 分 5 例，1 分 36 例，2 分

5 例；（4）临床分期：Ⅲb 期 8 例，Ⅳ期 38 例；（5）经

组织学确认的病理类型：鳞癌 30 例，非鳞癌 16 例；

（6）三线及三线以上治疗：3 线方案化疗的 32 例，

4 线方案化疗的 6 例，5 线以上方案化疗的 8 例；其

中表皮生长因子受体（epidermal growth factor re⁃

ceptor，EGFR）基因突变 10 例已接受过靶向药物及

一种化疗方案后进展，未突变的 36 例接受二种化

疗方案后进展；（7）至少有一处影像学电子计算机

断层扫描（computed tomography，CT）或磁共振成

像（magnetic resnane iamge，MRI）可测量或可评估

病灶；（8）预计生存期≥3 月；（9）符合化疗的指征：

外周血象基本正常，心、肝、肾功能无明显异常，心

电图基本正常；（10）获得患者知情同意，签署知情

同意书。

1.2 治疗方法

所有患者均接受 Nab⁃P（美国阿斯利斯公司生

产，100g/瓶）260 mg/m2 化疗。化疗第 1 天 30 min
内静滴完成。每 21 天为 1 个周期。至少完成 2 个

周期的化疗。

1.3 疗效评价

治疗前患者进行影像学基线评估。每周期

结束后下一周期开始前复查 CT 评价疗效。按照

美 国 国 立 癌 症 研 究 所 实 体 瘤 疗 效 评 价 标 准

（Response Evaluation Criteria in Solid Tumours，

RECIST）［8］对 患 者 进 行 疗 效 评 价 ，分 为 ：完 全

缓 解（complete response，CR）、部 分 缓 解（partial
response，PR）、疾病稳定（stable disease，SD）和疾

病 进 展（progression disease，PD）。 客 观 缓 解 率

（objective response rate，ORR）是指 CR+PR 患者占

全组患者的百分率。疾病控制率（disease control
rate，DCR）是指 CR+PR+SD 患者占全组患者的百

分 率 。 无 进 展 生 存 期（progression free survival，
PFS）是指患者从首次用药到疾病进展或任何原因

死亡的时间（以发生在先的事件计算）。

1.4 不良反应

化疗期间每周查 2 次血常规、一次肝肾功能。

按 照 美 国 国 立 癌 症 研 究 所 不 良 反 应 评 价 标 准

（common toxicity criteria，CTC）［9］第 4 版进行分级。

1.5 统计方法

采用 SPSS 17.0 统计软件进行统计分析。组

间比较采用 c2 检验。PFS 采用 Kaplan⁃Meier 法计

算。以 P<0.05 有统计学意义。

2 结果

2.1 近期疗效

46 例 NSCLC 患者均可评价疗效，共化疗 148
个周期，中位周期数为 3 个周期（2~5 周期）。其

中 ：CR 0 例（0%），PR 6 例（13%），SD 26 例
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（57%），PD 14 例（30%），ORR 13%（6/4），DCR
70%（32/46）。 EGFR 突 变 患 者 1 例 为 PR，1 例

PD，其余均为 SD。近期疗效和各临床病理特征

均无关（表 1）。

2.2 远期疗效

从治疗开始进行随访，随访截止至 2016 年 1
月 30 日，12 例存活，34 例死亡。中位 PFS 为 4.7 个

月（1.4 个月至 22.7 个月）（图 1）。

临床病理参数

性别

男

女

ECOG
0~1
2

病理类型

鳞癌

非鳞癌

EGFR
突变

未突变

n

34
12

41
5

30
16

10
36

ORR

4（11.8%）

2（16.7%）

5（12.2%）

1（20%）

4（13.3%）

2（12.5%）

1（10%）

5（13.9%）

P
0.665

0.625

0.936

0.747

DCR

24（70.6%）

8（66.7%）

30（73.2%）

2（40%）

22（73.3%）

10（62.5%）

9（90.0%）

23（63.9%）

P
0.8

0.128

0.447

0.112

表 1 Nab⁃P 疗效与临床病理特征的关系

Table 1 Relations of Nab⁃P efficacy and clinical pathological features

图 1 46 例患者的生存曲线

Figure 1 Survival curve of 46 patients

2.3 不良反应

本组患者治疗后均出现不同程度的不良反

应，最常见为骨髓抑制、肝功能损害、周围神经毒

性、关节及肌肉酸痛。骨髓抑制主要表现为白细

胞及中性粒细胞下降，未观察到贫血及血小板减

少。Ⅰ度骨髓抑制 2 例，Ⅱ度骨髓抑制 18 例，Ⅲ度

骨髓抑制 5 例，Ⅳ度骨髓抑制 0 例，经粒细胞集落

刺激因子治疗后好转。肝功能损害表现为谷丙转

氨酶及谷草转氨酶的升高。仅为Ⅰ~Ⅱ度，Ⅰ度 5
例，Ⅱ度 5 例，予以保肝治疗后好转。周围神经毒

性主要表现为手足末端麻木。骨关节疼痛、肌肉

酸痛和疲乏多为Ⅰ~Ⅱ级不良反应；恶心、呕吐等

不良反应少见，经治疗后均好转（表 2）。

3 讨论

近几年来，针对 NSCLC 的靶向治疗已获得

巨 大 的 进 步 ，其 中 针 对 EGFR 基 因 突 变 及 间 变

性淋巴瘤激酶（anaplastic lymphoma kinase，ALK）

基因重排的药物，已被 NCCN 指南推荐用于一

不良反应

白细胞及中性粒细胞减低

贫血

血小板减低

肝功能异常

周围神经毒性

关节肌肉酸痛

疲乏

恶心、呕吐

分级

Ⅰ
2
0
0
5

5
6
4
2

Ⅱ
18
0
0
5

5
2
3
2

Ⅲ
5
0
0
0

0
0
0
0

Ⅳ
0
0
0
0

0
0
0
0

表 2 Nab⁃P 治疗晚期非小细胞肺癌的不良反应

Table 2 Adverse events of Nab⁃P treatment for
advanced NSCLC
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线 治 疗 NSCLC。 但 化 疗 仍 是 NSCLC 治 疗 的 一

个重要手段。特别是基因检测阴性的患者，化

疗 为 治 疗 的 首 选 。 NCCN 指 南 推 荐 ：一 线 标 准

化疗方案是含铂双药方案，二线方案为培美曲

塞、多西他赛或分子靶向治疗。三线以后就无

标准治疗方案。但在临床工作中，相当一部分

患者在接受一线、二线治疗失败后仍有较好的

状态，渴望继续治疗。但是，这部分患者的体力

状态又不如一线二线化疗的时候。因此，为这

一部分患者选择高效、低毒的治疗方案成为临

床医师面临的难题。

紫杉醇是重要的化疗药物，能促进微管蛋白

聚合，抑制微管蛋白解聚，使细胞生长停滞于 G2/
M 后期，有效抑制癌细胞分裂与增殖。但其水溶

性极差，选用聚氧乙烯蓖麻油/乙醇作为溶剂，容易

产生严重的过敏反应。并且聚氧乙烯蓖麻油/乙醇

在血液中易形成胶束，阻碍紫杉醇的释放，影响疗

效。Nab⁃P 作用机制与紫杉醇相似。制备过程中

将紫杉醇和人血白蛋白经高压振动技术制成平均

直径为 130 nm 的颗粒［10］。白蛋白通过受体介导的

胞转作用、高通透性和滞留效应（enhanced permea⁃
bility and retention effect，EPR）通过内皮细胞到达

肿瘤组织［11］。研究显示 Nab⁃P 血清中的游离紫杉

醇是普通紫杉醇的 10 倍，瘤内 Nab⁃P 紫杉醇浓度

较同剂量普通紫杉醇高 33%［2］。由于不存在聚氧

乙烯蓖麻油类的助溶剂，Nab⁃P 在给药前无需用

类固醇或抗组织胺预防过敏反应［12］，输注时间

短，仅需 30 min，故便于在临床使用。

Socinski 等［6］的 Nab ⁃ P 联 合 铂 类 一 线 治 疗

NSCLC 的Ⅱ期临床研究显示出其高效性和良好的

耐受性。Ⅲ期临床试验（VA031）中［6］：Nab⁃P 组的

ORR、PFS、OS 均高于普通紫杉醇组。在鳞癌患者

中，ORR 提高了 71%。其 3 级以上的周围神经炎，

中性粒细胞减低、关节肌肉酸痛明显低于紫杉醇

组。非鳞癌患者中两组相当［13］。日本学者［14］进行

了周剂量 Nab⁃P 联合卡铂与普通紫杉醇联合卡铂

比较治疗晚期 NSCLC 的研究，进一步证明了 Nab⁃P
对亚洲人疗效佳，安全性可。二线治疗方面：日本

学 者 Sakata 进 行 的 Ⅱ 期 临 床 研 究［15］：ORR 为

31.7％ ，PFS 为 4.9 个 月 ，OS 为 13.0 个 月 。 Weill
Cornell 医学院［16］收集了该学院 31 例复发或铂类

耐药后予以 Nab⁃P 治疗的患者的资料，ORR 为

16.1%，DCR 为 64.5%，PFS 为 3.5 个月，1 位患者予

以 Nab⁃P 维持治疗了 3 年。Nab⁃P 与培美曲塞二线

比较的Ⅱ期临床研究中［17］，Nab⁃P 疗效与不良反应与

培美曲塞相当。国内相关的Ⅱ期临床研究也显示：

ORR 为 16.1%，PFS 为 3.5 个月，OS 为 6.8 个月［18］。

故 Nab⁃P 可考虑作为晚期 NSCLC 的二线治疗的选

择。在多线治疗晚期 NSCLC 方面，国内学者开展

的研究较多。陈秀等［19］的 Nab⁃P 单药多线治疗晚

期 NSCLC 的研究：ORR 为 18.75%，DCR 为 50%，

TTP 为 2.15 个月，对既往使用过紫杉醇类药物化

疗的患者，Nab⁃P 仍然有效。方瑛等［20］将 Nab⁃P 与

替吉奥联合三线以上治疗晚期 NSCLC，ORR 为

22.2%，DCR 为 72.2%，PFS 达 3 个月，副反应可耐

受。Ho 等［21］将 Nab⁃P 与培美曲塞联合，也显示出

了较好的疗效。Zheng 等［22］研究显示了 Nab⁃P 对

老年患者的高效性，可作为紫杉类药物或 TKI 耐

药的患者的解救治疗。本研究中，ORR 及 DCR 与
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•论 著•

未治和经治慢性乙型肝炎患者的病毒基因型分析及
其核苷酸类似物耐药突变的模式特征

谭亚峰 1 欧阳耀灵 2★

［摘 要］ 目的 检测分析未治和经治慢性乙型肝炎患者病毒基因型及其核酸类似物耐药突变位

点的模式特征，为慢性乙型肝炎患者的抗病毒治疗方案提供依据。 方法 随机选取 74 例未治和 66 例

经治的慢性乙型肝炎患者，PCR 反向斑点杂交法检测其血清乙型肝炎病毒的基因型及核苷酸类似物耐

药基因突变位点。 结果 未治患者与经治患者的血清乙型肝炎病毒基因型均以 B 型为主，两组差异

无统计学意义（P>0.05），未治患者 HBV C 型的比例低于经治患者（P<0.05），B+C 和 B+D 型的比例则高

于经治患者（P<0.05）。未治患者同样存在耐药基因突变：尽管其 B 型和 C 型 HBV 的耐药突变比例均低

于经治患者（P<0.05），但其 B+D 型 HBV 的耐药突变比例高于经治患者（P<0.05），且以 236T 单基因突变

为主；经治组患者 HBV 耐药突变单位点 180M、204V 和 204I 例数均高于未治组，而且经治组患者比未治

组患者有更多的多位点耐药突变（P<0.05）。 结论 HBV B 基因型是本研究主要的基因型。未治患者

亦存在耐药基因耐药突变，以 B+D 型 HBV 的耐药基因突变和 236T 单基因突变为特征；与未治患者相

比，经治患者有更多的单基因位点和多基因位点的突变。未治和经治慢性乙型肝炎患者，均应在治疗过

程中定期监测 NAs 耐药突变发生，以便及时选择最佳治疗方案。

［关键词］ HBV 未治患者；HBV 经治患者；HBV 基因型；NAs 耐药突变

Detection of hepatitis B virus genotyping in untreated or treated patients of
chronic hepatitis B and its mutation patterns of the nucleotide analogues ⁃
resistant mutants
TAN Yafeng1, OUYANG Yaoling2★

(1. The second clinical medical college, Yangtze university, Jingzhou, Hubei, China, 434020; 2. Department of
Laboratory of Jingzhou Central Hospital, Jingzhou, Hubei, China, 434020)

[ABSTRACT] Objective To investigate and identify prevalent genotypes of hepatitis B virus (HBV)
among untreated or treated patients with chronic hepatitis B (CHB) and the mutation pattern of the nucleotide
analogues⁃resistant mutants. Methods A total of 74 cases with CHB who did not receive the treatment of
lamivudine and any other antivirus drugs and 66 cases with CHB who receive the treatment of lamivudine and
any other antivirus drugs were randomly chosen. After sample collection and HBV DNA extraction, PCR
reverse spot hybridization was used to detect HBV genotypes and the nucleotide analogues (NAs) ⁃ resistant
mutants. Results The main Genotypes of HBV is the B type in both untreated and treated patients. The rate
of HBV C in the untreated patients was less than that of the treated patients (P<0.05), while B+C and B+D
were higher in the untreated patients compared with the treated patients (P<0.05). The NAs⁃resistant mutants
were found in both untreated and treated patients of CHB. Despite of the less rate of the NAs⁃resistant mutants
in the virus genotypes B + C and higher rate of that in the virus genotypes B + D among untreated patients
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compared with treated patients (P<0.05), the single locus of NAs⁃resistant mutants were revealed 236T as the
main mutation pattern in the untreated patients (P<0.05). While the 180M, 204V and 204I as the main single
locus mutation pattern in the treated patients (P<0.05)and, more multiple gene loci mutation were detected
among the treated patients compared with untreated patients. Conclusion HBV B is the main genotypes in
this research. NAs⁃resistant mutants existed in the untreated patients. The mutant sites in the treated patients
were more both in single gene locus and multiple gene loci than that in the untreated patients. Investigation of
NAs⁃resistant mutants before treatment is crucial for the success of the treatment. In whole course of antiviral
treatment, NAs⁃resistant mutants should be monitored for the optimal schedule.

[KEY WORDS] Untreated patients infected HBV; Treated patients infected HBV; HBV genotype; NAs⁃
resistant mutants

HBV 基因型与临床表现、治疗效果、预后和药

物抵抗均有一定关系，并存在地域分布特点［1⁃2］。

随 着 HBV 抗 病 毒 药 物 特 别 是 核 苷（酸）类 似 物

（nucleotide analogues，NAs）在临床中的应用普及，

HBV 发生 NAs 相关耐药基因位点突变而导致耐药

更 为 常 见［3］。 使 用 核 苷（酸）类 似 物 拉 米 夫 定

（lamivudine
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HBV 未治患者和经治患者 HBV 不同型别耐

药突变基因检测比较见表 2。两组间耐药突变除

HBV B+C 型 差 异 无 统 计 学 意 义 外 ，未 治 患 者

HBV B 型和 C 型比例均低于经治患者，而 B+D 型

则高于经治患者。

2.3 HBV 未治患者和经治患者 HBV 耐药基因位

点检测结果

74 例 HBV 未治患者和 66 例经治患者 HBV 耐

药突变检测结果见表 3，经治患者 HBV 耐药突变

位点 180M、204V 和 204I 比率均高于未治患者，但

经治患者 HBV 耐药突变位点 236T 比率低于未治

患者，两组患者间其它位点突变差异无统计学意

义。HBV 耐药基因单基因突变见表 4，多基因突变

见表 5。经治患者组与未治患者组单位点耐药突

变差异无统计学意义（c2=0.031 2，P>0.05）；经治患

者组 16 例（24.242%）与未治患者组 4 例（5.405%）

多 位 点 耐 药 差 异 有 统 计 学 意 义（c2=10.109，P<
0.05）。

组别

未治组

经治组

c2

P

例数

74

66

HBV 基因型

B

49（66.216）

39（59.091）

0.759

>0.05

C

6（8.108）

25（37.879）

17.935

<0.05

B+C

12（16.216）

2（3.030）

6.739

<0.05

B+D

7（9.459）

0（0.00）

6.572

<0.05

表 1 HBV 未治患者和经治患者 HBV 基因型检测结果

[n(%)]
Table 1 The comparison of HBV genotypes among the

untreated and treated patients [n(%)]

表 2 未治和经治患者不同 HBV 基因型耐药突变基因比

较 [n(%)]
Table 2 The comparison of main resistant mutants
sites in diverse HBV genotypes among the untreated

and treated patients [n(%)]

分组

未治组

经治组

c2

P

例数

74

66

HBV 基因型

B 型（%）

9（12.162）

17（25.757）

4.264

<0.05

C 型（%）

1（1.351）

12（18.181）

11.731

<0.05

B+C 型（%）

4（5.405）

1（1.515）

1.533

>0.05

B+D 型（%）

6（8.108）

0（0.00）

5.591

<0.05

组别

未治组

经治组

c2

P

例数

74

66

180M

5（6.757）

14（21.212）

6.215

< 0.05

HBV 耐药基因位点

204V

1（1.351）

13（19.697）

13.046

< 0.001

204I

1（1.351）

17（25.758）

18.547

< 0.001

207I

0（0）

1（1.515）

1.129

>0.05

181V

1（1.351）

4（6.061）

2.246

>0.05

236T

20（27.027）

8（13.636）

4.844

< 0.05

表 3 HBV 未治患者和经治患者 HBV 耐药基因位点检测结果 [n(%)]
Table 3 The comparison of resistant mutant among the untreated and treated patients [n(%)]

突变模式

180M
204V
204I
207I
181V
236T
合计

未治例数

1
0
0
0
0
16
17

经治例数

2
3
8
1
0
2
16

c2

0.469
3.437
9.513
1.129

-
10.762
0.0312

P
>0.05
>0.05
<0.05
>0.05

-
<0.05
>0.05

表 4 HBV 未治患者和经治患者 HBV 耐药单基因突变

Table 4 The single mutant among the untreated and treated
patients

3 讨论

乙型肝炎病毒的基因型分布不仅有明显的地

区差异，而且与治疗的预后密切相关。BaqlaniSA
等［6］对 HBV 感染患者 179 例血清样本研究发现，

HBV 基 因 型 D（130/170，76.47%）和 A（32/170，

18.82%）是阿曼主要的基因型。我国主要为 B、C
型，少见 D 型，中国南方和北方也有差异［7］。我们

早期对经治者研究也发现 B 型和 C 型是湖北荆州

地区慢性乙型肝炎患者 HBV 的优势基因型［8］。本

次研究的 HBV 基因型分布流行病学特征与国外研

·· 119
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究 结 果 有 差 异［6］，而 与 国 内 的 研 究 结 果 基 本 一

致［7］。同时我们在未治患者组发现 7 例 B+D 型，而

经治组中则未发现 B+D 型。本研究发现，B+C 型

中以 C 型为主；B+D 型中以 B 型为主，提示 NAs 经

治患者和未治患者 HBV 基因型分布有差异。罗杰

等［9］研究发现，在 HBV 治疗过程中病毒基因型有可

能发生改变，这种基因型改变是否与病毒的耐药突

变相关联？详细机理何在？值得进一步研究。

本次研究中，无论是未治抑或经治慢性乙型肝

炎患者，其病毒均存在耐药突变，而且 HBV 的基因

型与病毒的耐药突变均呈现一定的关系。尽管 B+C
型 HBV 的耐药突变在未治和经治两组间的差异无

统计学意义，但经治组 HBV B 和 C 型耐药突变高于

未治组，尤其在多位点耐药突变方面，经治患者多于

未治患者，提示 HBV B 和 C 型的经治患者在治疗过

程中更易诱发耐药。未治患者 B+D 型 HBV 较易出

现耐药突变，且以 236T 单位点突变为主，这是区别

于经治患者病毒耐药突变的特征之一。

文献研究［5］认为 HBV 自然突变导致抗病毒

抵抗还不十分清楚，他们对 HBV 患者 P 区基因研

究发现 2.66%（7/263）从未接受 NAs 治疗过的 HBV
患者血清中检出耐药基因，认为检出耐药突变的

未 治 患 者 有 可 能 被 HBV 耐 药 株 感 染 。 Ciftci S
等［10］在从未接受 NAs 治疗过的慢性 HBV 患者血

清 中 检 出 37.5%（6/16）的 患 者 存 在 耐 药 位 点 突

变。Hamidi 等［11］从伊朗一年以上未接受 NAs 治疗

的 HBV 患者血清中检出 51.1%（23/45）患者存在耐

药突变，而大部分与 ADV 相关。rt204V、rt204I 是

HBV 患者 LAM 和 LdT 耐药的独立判断因子［12］，

rt236T 是 HBV 患 者 ADV 耐 药 的 独 立 判 断 因

子［13⁃14］。我们的检测结果显示未治患者 HBV 检测

出耐药突变且以 ADV 相关位点 rt236T 突变为主，

与文献［11］研究结果相符。HBV 经治患者中检测

出主要为 LAM 相关位点 rt204I 突变为主，可能与

LAM 最早普遍应用于临床有关。我们对单位点耐

药及多位点耐药统计分析显示经治患者组与未治

患者组单位点耐药无统计学差异；经治患者组与

未治患者组多位点耐药有统计学差异。提示 NAs
治疗后患者多位点耐药发生率高于未治患者，与

文献［10］的报道相符。根据 2009 年发布的《乙型

肝炎病毒耐药专家共识》［12］，常见拉米夫定（LAM）

耐药模式为：rt180M+rt204I、rt180M+rt204V、rt204I
rt204V、rt207I、rt181V；阿德福韦酯（ADV）耐药模

式为：rt181V、rt236T，结合本研究的实验结果，推

测未治患者可能对单 ADV 及 LAM+ADV 产生耐

药 ；经 治 患 者 可 能 对 单 LAM、单 ADV 及 LMA+
ADV 产生耐药，但仍需做进一步的研究。经治患

者多位点耐药发生率高于未治患者。由于未治患

者也有耐药突变存在，因此 NAs 治疗前检测 HBV
未治患者的基因型和耐药突变对患者成功治疗非

常重要。在患者治疗过程中应定期监测 NAs 耐药

突变，有利于调整最佳治疗方案。
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突变模式

180M+204V
180M+204I
180M+236T
180M+204I+236T
180M+181V+236T
180M+204V+236T
180M+204I+204V
204I+204V+236T
180M+204V+181V
180M+204V+204I
+181V+236T
204I+204V
204V+181V
204V+236T
合计

未治例数

0
0
1
1
1
1
0
0
0

0

0
0
0
4

经治例数

2
4
0
1
1
1
1
1
1

1

1
1
1
16

c2

2.275
4.616
0.898

0.006 65
0.006 65
0.006 65

1.129
1.129
1.129

1.129

1.129
1.129
1.129
10.109

P
>0.05
<0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05
>0.05

>0.05

>0.05
>0.05
>0.05
<0.05

表 5 HBV 未治患者和经治患者 HBV 耐药多基因位点突变

Table 5 The diverse mutants among the untreated and
treated patients

（下转第 146 页）
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鼻咽癌（nasopharyngeal carcinoma，NPC）是一

种发源于上皮细胞的头颈部恶性肿瘤。就全世界

范围而言，东南亚国家的黄种人（如中国、马来西

亚、菲律宾、越南和泰国等）NPC 的发病率高，而白

种人却很少见；据世界卫生组织的调查显示：80％

的 NPC 发生在中国和东南亚。在中国，南方地区

的 NPC 发病率较高，尤其是广东、广西、湖南、福建

和江西 5 省，越往北方发病率越低［1］。

大部分的 NPC 为低分化鳞状细胞癌，具有高

度的侵袭性和转移性，
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肿瘤的放疗效果。很多因素能影响肿瘤细胞放射

敏感性。研究发现，在 NPC 放射治疗中，EGFR 与

NF⁃κB 在反映 NPC 细胞的放射敏感度具有一致

性，具有统计学意义（P＜0.05），可以成为肿瘤放疗

观察的一项临床指标［14］。

4.3 EGFR与环氧合酶2（cyclooxygenase⁃2，COX⁃2）
前些年对于肿瘤防治的研究主要集中在原癌

基因及其抑制调节方面，近来发现真核细胞翻译

的调节在基因表达调控方面起着非常关键作用，

真核细胞翻译起始因子 COX⁃2 备受关注。COX⁃2
是花生四烯酸合成前列腺素过程中的一个重要

限速酶，被称为“快反应基因”。在正常的生理状

态下几乎不表达，生长因子、细胞因子、炎性介

质 、促 癌 剂 等 多 种 因 素 可 诱 导 COX⁃2 的 表 达 。

在恶性肿瘤中广泛出现 COX⁃2 基因的扩增及其

蛋白的高度表达。COX⁃2 通过促进细胞增殖、抑

制细胞凋亡，促进肿瘤新血管形成与细胞浸润，

贯穿于肿瘤发展的整个过程。EGFR 和 COX⁃2
在晚期 NPC 患者中表达高达 90%以上［15］。有研

究者对 128 个 NPC 患者长达 116 个月放射治疗

的追踪，发现血管内皮生长因子（vascular endo⁃
thelial growth factor，VEGF）、COX⁃2 和 EGFR 在

NPC 存在高表达，能反映 NPC 的侵袭、转移等发

展特征，其表达情况与局部控制和远处转移、生

存率等临床分型指标无相关，COX⁃2、VEGF 和

EGFR 和临床分期是独立的在非转移性 NPC 的

不良预后因素的预测指标［16］。有学者观察了 69
个 NPC 放疗组织标本中 VEGF、COX⁃2、C⁃erbB2
和 EGFR 的表达与各种临床病理参数之间的关

系时发现，COX⁃2 在预后不良的 NPC 中具有高

表 达 的 特 点 ，而 血 管 内 皮 生 长 因 子 却 缺 失［17］。

COX⁃2 蛋白的高表达与 NPC 的病程进展有密切

关系。EGFR 和 COX⁃2 的表达水平不能单独用

于 预 测 放 射 治 疗 NPC 患 者 的 预 后 情 况［15 ⁃ 17］。

EGFR 和 COX⁃2 的表达存在正相关，COX⁃2 的高

表达可以诱导 EGFR 的表达增加。EGFR 和 COX⁃2
相互作用共同影响着 NPC 的发展，在调控 NPC
发展变化中存在着密切的联系。这也成为肿瘤

靶向治疗的热点。

4.4 EGFR 与 14⁃3⁃3σ 蛋白

14⁃3⁃3 蛋白是真核生物体内的一种高度保守、

广泛表达、具有多种重要功能、分子量为 25~30 kD
的酸性蛋白。14⁃3⁃3 蛋白家族至少包括 σ、β、ε 等

7 个成员。14⁃3⁃3σ 被认为是一种肿瘤抑制蛋白，

是 14⁃3⁃3 家族成员之一，具有调控细胞周期、信号

传导、细胞增殖与分化、细胞凋亡、细胞侵袭等多

种重要的生理功能，是唯一受抑癌蛋白 p53 直接转

录调控且与肿瘤关系最密切的 14⁃3⁃3 家族成员。

14⁃3⁃3σ 是细胞周期的负调控因子，其功能是阻滞

细胞周期于 G2/M 期，保持基因组的稳定性，阻止

细胞发生癌变。14⁃3⁃3σ 表达量的下降与 NPC 的

发生发展与转移密切相关［18］。研究发现基因甲基

化是引起鼻咽癌组织 14⁃3⁃3σ 蛋白表达降低或缺

失的决定性因素，并提示 14⁃3⁃3σ 可能抑制 NPC 转

移［19］。研究者采用靶向蛋白质组学、生物信息学

方法等研究发现在 NPC 细胞中存在 14⁃3⁃3σ/EG⁃
FR/Keratin 7 相互作用蛋白组。通过 EGFR 与 Ker⁃
atin 8 和 Keratin 7 相互作用，14⁃3⁃3σ 通过 p53 与

RAB7、HSP90、RPLl 1、VDAC2 和 VDACl 相互作

用。14⁃3⁃3σ/p53/RAB7 相互作用组调控囊泡转

运，14⁃3⁃3σ/EGFR/Keratin 8 调控细胞骨架，它们可

能与 NPC 侵袭转移有关。14⁃3⁃3σ 下调能增加

NPC 细胞 EGFR 和 Keratin 8 表达，增强 NPC 细胞

的体外侵袭能力。结果提示，14⁃3⁃3σ 表达下调可

能通过 14⁃3⁃3σ/EGFR/Keratin8 相互作用组而促进

NPC 侵袭转移。与 EGFR 相关联的 14⁃3⁃3σ 蛋白

下调可能是导致 NPC 发生发展的因素之一，可能

是潜在的肿瘤基因治疗的靶点［20］。

5 EGFR 的阻断剂在鼻咽癌治疗中的应用

随着对肿瘤中存在 EGFR 的过度表达及突变

现象的认识，EGFR 在肿瘤发生发展中的重要作

用被肯定，EGFR 成为了肿瘤的诊疗和预后研究

的重要靶点。针对 EGFR 的分子靶向治疗方法备

受关注，目前已研究出多种靶向 EGFR 基因治疗

的药物，主要分为 2 类：一为小分子酪氨酸激酶

抑 制 剂（EGFR tyrosine kinase inhibitors，EGFR ⁃
TKIs），如吉非替尼（gefitinib）、厄洛替尼（erlotil⁃
lib）、拉帕替尼（lapatinib，tykerb）等；另为单克隆

抗体，如西妥昔单抗（cetuximab）、帕尼单抗（peli⁃
tinib）等［21⁃22］。两类药物作用机制和部位不同，但

都起到阻断 EGFR 所转导的信号通路，从分子水

平上阻断肿瘤恶性生物学行为的发展，进而抑制

肿瘤生长和转移，甚至促使肿瘤消退。这种肿瘤

分子靶向治疗是一种全新的生物治疗模式，目前

已在临床治疗肿瘤上显示出较好的疗效和安全

·· 124



分子诊断与治疗杂志 2017 年 3 月 第 9 卷 第 2 期 J Mol Diagn Ther, March 2017, Vol. 9 No. 2

性，但其应用在 NPC 的靶向治疗处于起步阶段，

尚未成熟。

吉非替尼为小分子酪氨酸激酶抑制剂，可抑

制 EGFR 受体的酪氨酸激酶的自身磷酸化，抑制

下游分子水平和通路活化，从而控制细胞增殖和

诱导凋亡。有研究表明吉非替尼在作用于非角

化性 NPC 细胞系实验中发现有较好的抑制增殖

的 效 果［23］。 研 究 证 实 ，吉 非 替 尼 通 过 EGFR/
AKT/β⁃catenin 信号通路对鼻咽癌肿瘤干细胞进行

调控，实现选择性抑制作用［24］。这给临床运用吉

非替尼治疗 NPC 提供了理论依据。

拉帕替尼是一种喹唑啉胺类化合物，是口服

的小分子 EGFR/HER⁃2 双受体酪氨酸激酶抑制

剂。它通过抑制细胞内的 EGFR 和 HER⁃2 的 ATP
位点阻止肿瘤细胞磷酸化和激活，阻断 EGFR 和

HER⁃2 受体的下调信号，从而抑制肿瘤进一步生

长。EGFR/HER⁃2 是理想的抗肿瘤分子靶点。研

究发现拉帕替尼在 NPC 体外模型中能有效抑制

EGFR 和 HER⁃2 磷酸化，随着显著抑制 NPC 细胞

的生长（最大生长抑制率＞90%）。对于拉帕替尼

敏感细胞株，抑制细胞生长并阻滞于 G0 /G1 细胞

周 期 。 PARP，Caspase⁃3 的 裂 解 ，显 著 下 调 Sur⁃
vivin 蛋白（如 Mcl⁃1 和 Cyclin D1）。发现拉帕替尼

能抑制 hk1⁃lmp1 和 Hone⁃1 细胞侵袭。拉帕替尼

能抑制 NPC 细胞增殖和转移，并诱导其发生凋

亡［25］。

西妥昔单抗是一种 EGFR 的新型人鼠嵌合型

单克隆抗体，作用于受体细胞外，与细胞表面的

EGFR 特异性结合，竞争性阻断 EGFR 与 EGF 及

其他配体（如转化生长因子 n）的结合，从而阻断

EGFR 依赖的肿瘤细胞增殖、侵袭、转移以及血管

生成等生物学效应。作为针对的 EGFR 抑制剂，

西妥昔单抗被发现与放射治疗局部晚期肿瘤相结

合联合作用，提高肿瘤细胞对放疗的敏感性，能

有效延长肿瘤患者生存期。将西妥昔单抗用在

复发或转移性头颈癌的一线治疗试验也显示与

复发和转移的肿瘤化疗相结合的改进的良好效

果［26］。

运用单靶点小分子酪氨酸酶抑制剂药物进行

NPC 临床分子靶向治疗取得一定疗效，但不幸的

是还会出现 EGFR⁃TKIs 耐药导致的肿瘤转移无法

被遏制的现象。NPC 的靶向治疗研究成果取得较

少，且疗效不一，涉及的分子机制尚未完全阐明，

迫切希望更多的研究是着眼于应用分子靶向治疗

结合放化疗等多种联合治疗方法来提高 NPC 患者

生存率，达到最终治愈的目的。

6 总结

尽管目前肿瘤治疗手段有着显著的进步，但

在临床工作中依然存在很多治疗失败，效果不尽

人意的案例。随着基因检测技术的不断进步，生

物信息学和蛋白质组学的发展，对于 NPC 的研究

逐步深入到分子水平，这为 NPC 的治疗提供了新

的思路和方法，给患者带来新的希望。如何能提

高 NPC 患者生存率，改善生存质量，降低其复发率

和转移率，寻找出药物新靶点进行针对性更强的

抗肿瘤治疗及多方法联合治疗，更好的治愈 NPC
患者是我们迫切努力的目标。如今针对 EGFR 靶

点的治疗研究已经成为 NPC 治疗发展的新趋势，

目前还需要进一步明确 EGFR 在 NPC 发生、发展

中的作用和调控转导机制，寻找具有较高敏感性、

特异性的检测和治疗靶点，探索 NPC 靶向性及个

体化的诊断和治疗手段，进而更好地指导和帮助

临床诊断和治疗任重而道远。
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1 EV71 病原学特征

EV71 病毒无包膜，是属于小 RNA 病毒科肠道

病毒属的单正链 RNA 病毒［3］，其 5′端与含有 VPg
蛋白共价连接，3′端为多聚腺苷酸尾，5′⁃非编码

区长度为 745 个核苷酸呈高度结构化包含内部

核 糖 体 结 合 位 点（internal ribosomal entry site，

IRES），IRES 保证 RNA 合成完整的三叶草样结构

并且对病毒 mRNA 的转运方向起决定作用。三

叶草样结构功能具有多样性，作为顺式作用元件

与病毒和细胞蛋白相互作用形成核糖核蛋白复合

物。40S 亚基的核糖体识别特定序列时，翻译开

始进行［4］。有研究表明多种蛋白质与小 RNA 病

毒 5′端非翻译区作用，参与病毒 RNA 复制或者

IRES 反应。上游元件结合蛋白（far upstream ele⁃
ment binding protein，FBP1）是 一 种 反 式 作 用 因

子，通过结合实验，能绘制出 EV71 IRES 内负责

FBP1 结合的 RNA 决定物并且绘制出此反应中包

括的蛋白质结构域。在 EV71 感染时，病毒复制

的细胞胞质中核蛋白 FBP1 含量增高，表明 FBP1
在 EV71 复制过程中作为正调节蛋白与 EV71 中

IRES 结合［5］。

EV71 基因组的 5′⁃非编码区（5′⁃untranslated
region，5′⁃UTR）和 3′⁃非编码区（3′⁃untranslated re⁃
gion，3′ ⁃UTR）构 成 了 仅 有 的 一 个 开 放 阅 读 框

（open reading frame，ORF），约 占 整 个 基 因 组 的

90%，该 ORF 编码一个多聚蛋白，在病毒自身合

成的蛋白酶作用下多聚蛋白被水解成前体蛋白

P1、P2 和 P3，而 P1 可 继 续 被 水 解 成 VP1⁃VP4 4
种衣壳蛋白，P2 和 P3 可分别水解成 2A⁃C 和 3A⁃
D 7 种非结构蛋白［6］。VP4 位于病毒颗粒外壳的

内侧与病毒核心紧密连接，其余 3 种衣壳蛋白均

暴露于病毒颗粒表面，因而决定病毒抗原性质的

抗原表位主要位于 VP1⁃VP3 上，EV71 重要的中

和抗体识别位点由 VP1 和 VP3 组成的 BC 环以

及由 VP2 组成的 EF 环构成［7］。Ku Z 等用 3 种不

同的单克隆抗体与 EV71 结合，结果显示 3 种单

克隆抗体均识别并结合 EV71 VP1 区 GH 环［8］。

EV71 病 毒 与 其 他 肠 道 病 毒 的 差 异 主 要 表 现 在

VP1 区，因此 VP1 区结构差异可能是导致 EV71
具有较强致病性的原因之一。VP1 区含有重要

的中和抗体识别位点，该区基因变异状况可作为

HFMD 疫苗研制的靶点［9］。病毒核衣壳蛋白的

变异改变病毒致病性，可以此为研究目标分析不

同患儿基因型差异与病情的相关性，为疾病的防

治提供依据。

2 EV71 感染发病机制

HFMD 的发病机制目前尚未明确。病毒与易

感细胞表面受体结合后可启动病毒感染。细胞受

体在决定细胞、组织、种属嗜性和病毒的致病性

方面起到重要作用。病毒感染细胞和病毒在细胞

之间传播依靠的是不同的细胞表面分子。在感染

的组织中，细胞之间的传播在病毒发病机制中占

重要作用。当病毒入侵机体后，以许多组织为目

标 引 起 胃 肠 道 、心 血 管 、呼 吸 道 和 中 枢 系 统 疾

病。病毒结合到细胞表面受体后感染细胞，细胞

受体被认为在发病机理以及组织噬性中具有决定

性［4］。B 类清道夫受体 2（scavenger receptor class
B，member2，SCARB2）和 P⁃选择素糖蛋白配体⁃1

（P⁃selectin glycoproteinlig and 1，PSGL⁃1）被认为

是 EV71 受体［10⁃11］。

SCARB2 广泛表达于包括中枢神经系统在内

的各种器官和组织中［12］，主要分布于内涵体与溶

酶体上，Yamayoshi 等［11］对 EV71 不易感的鼠 L929
细胞转染 EV71 高度易感的 RD 细胞基因组 DNA
后，筛选出单克隆细胞系 Ltr051 和 Ltr246，Ltr051
对 EV71 的感染效率类似于 RD 细胞，属于高度易

感，Ltr246 相比于 Ltr051 感染效率低；进一步研究

发 现 Ltr051 细 胞 系 携 带 人 SCARB2 基 因 。 表 达

SCARB2 的 L929 细胞，对检测的 EV71 病毒均高度

易感。Yamayoshi 等［13］通过比较发现人 SCARB2
（hSCARB2）与 鼠 SCARB2（mSCARB2）有 85.8%
的氨基酸相同，相似性达 99.9%，但表达 hSCARB2
的 L929 细 胞 ，对 于 EV71 的 易 感 性 却 远 高 于

表 达 mSCARB2 的 L929 细 胞 ，进 一 步 研 究 发 现

hSCARB2 第 142 ~ 204 位氨基酸在促进病毒颗粒

与细胞的结合及 EV71 的易感性中都发挥重要作

用。EV71 通过位于第 172 位谷氨酰胺残基周围的

VP1 区与 SCARB2 结合［14］，SCARB2 的第 4 个外显

子在与 EV71 的 VP1 蛋白反应中起重要作用。研

究还发现位于衣壳蛋白组成的 EF 环壁上的氨基

酸，对病毒结合 SCARB2 及 EV71 病毒感染力具有

重要意义［13］。

SCARB2 广泛表达于各种细胞表面，而 PSGL⁃1
主要表达在髓系、淋巴系和树突状细胞表达，调节
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白细胞与选择素之间的反应，因此在促炎反应中

起重要作用。Nishimura 等［15］研究发现 EV71 依赖

于硫酸化的酪氨酸基团结合到 PSGL⁃1 的 N 端。

他们同时还发现病毒衣壳蛋白第 145 位氨基酸残

基（VP1⁃145）决定了 EV71 是否与 PSGL⁃1 结合，

通过影响病毒表面临近的赖氨酸残基（VP1⁃244）
的 定 位 发 挥 作 用 。 据 此 推 测 VP1⁃145 通 过 将

VP1⁃244 带正电荷的赖氨酸链转变为带负电荷而

控制病毒的结合。这些发现为病毒受体反应和

EV71 结合 PSGL⁃1 表达的白细胞的研究提供了前

景［16］。

小肠道 RNA 病毒对在固有免疫抗病毒反应中

起重要作用的干扰素 IFNs 很敏感，EV71 可以通过

血脑屏障进入中枢神经系统或者通过轴突从外周

转运至中枢，中枢神经系统固有免疫表达的模式

识别受体（toll⁃like receptors，TLRs），胞质视黄酸诱

导基因 1（retinoic acid inducible gene⁃1，RIG⁃1）和黑

色 素 瘤 分 化 相 关 基 因 5（melanoma differentiation
associated gene5，MDA⁃5）可监视病毒核酸并且启

动宿主抗病毒反应。MDA⁃5 是 RNA 活化 I 型 IFN
表达的关键分子［17］。EV71 通过 RIG⁃1 和 TLR3 调

节抑制 I 型 IFN 反应，从而抑制机体免疫反应。肠

道病毒可逃避宿主免疫系统防御到达中枢神经系

统，穿过血脑屏障通过血流传播至中枢，感染白细

胞和神经细胞，神经系统的入侵被认为是发生在

血脑屏障被破坏或者轴突退化的情况之下［18］。

某些小 RNA 也参与到病毒生命周期的复制和翻

译，研究发现小分子 RNA（miRNA）在病毒和宿主

复杂的网络式反应中起到重要作用，能够调节转

录后表达功能。miRNA 的表达具有组织依赖性

并且大量的同种 miRNA 可以成为该种 miRNA 是

否在组织中起作用的依据［19］。对 EV71 发病机制

进行深入研究，通过有效阻断病毒与相应 EV71
受体结合而抑制病毒感染。同时通过对免疫抑制

与免疫促进相关分子及其作用机制的研究，可从

分子层面对病毒诱导机体发挥的免疫应答进行干

预，以此为靶点，对病毒感染进行干预，减少患儿

发病。

3 EV71 感染的免疫调节

人类是唯一已知的 HFMD 相关肠道病毒感染

的宿主。病毒入侵机体后机体体液免疫系统和细

胞免疫系统启动免疫应答发挥免疫防御和抗病毒

作用。B 细胞被抗原刺激后活化为浆细胞，浆细胞

分泌免疫球蛋白发挥抗病毒效应。抗原刺激 T 细

胞后，增殖分化为效应 T 细胞，在细胞因子的协同

作用下发挥细胞免疫功能。

3.1 体液免疫在 EV71 感染中的作用

孙裕平等［20］对 EV71 感染为主的 HFMD 患儿

体液免疫功能研究显示重症组和轻症组患儿血清

IgA、IgG 含量与健康儿童无显著差异，而 IgM 明显

高于健康儿童并随着病情加重而升高，治疗后 IgM
含量明显下降。重症组和轻症组患儿补体 C3、C4
含量明显低于健康儿童，随着病情的加重而降

低。可能因为 IgM 是感染早期产生的免疫球蛋

白，病毒感染初始阶段 B 细胞被激活分化为浆细

胞产生 IgM 发挥抗病毒免疫作用保护机体，并且

随着病情的进展而产生更多的抗体，经过治疗后

抗体与病毒结合被清除而好转。C3、C4 作为重

要的补体成分参与机体免疫应答，通过多个补体

激活途径参与调理吞噬靶细胞、促进炎症反应以

及清除免疫复合物而被消耗，所以会随着病情的

加重含量降低。说明可根据免疫球蛋白和补体

含量判断患儿病情进展及转归为临床治疗提供

依据。

3.2 细胞免疫及细胞因子在 EV71 感染中的作用

研 究 表 明 抗 原 提 呈 细 胞（antigen presenting
cell，APC）处理抗原片段后激活 NK 细胞和 Tc 细

胞，通过分泌颗粒酶穿孔素直接杀伤靶细胞。Th
细胞作为辅助细胞分泌细胞因子促进体液免疫系

统发挥作用。彭宏君等［21］研究显示 EV71 感染树

突状细胞（dendritic cells，DCs）后感染组 DCs 分泌

的 TNF⁃α、IL⁃1α、IL⁃6 和 IL⁃12 含量明显高于对照

组且 TNF⁃α 刺激后的 DCs 能够强烈刺激同种异体

T 淋巴细胞增殖。表明 EV71 能够刺激机体免疫

细胞发挥免疫应答作用。EV71 可促进 NK 细胞、T
细胞凋亡，T 细胞、NK 细胞比例降低对机体免疫

反应产生抑制作用，而随着病情加重比例不断下

降［22］。提示患儿病情进展进入重症期时，细胞免

疫进一步受损，B 细胞介导的体液免疫可能起更大

作用，由此引发的抗体和炎性因子会大量增加。

疾病的严重程度与细胞因子的水平有关，表明细

胞 因 子 的 释 放 可 以 导 致 HFMD 患 儿 的 免 疫 损

伤［23］。细胞因子可促进炎性细胞渗出，吸引中性

粒细胞和单核巨噬细胞迁移至炎症灶，增强免疫

细胞的吞噬杀伤功能，还可刺激白细胞和内皮细
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胞释放炎性介质导致组织损伤，加重病情发展。

IFN⁃γ、IL⁃13 等细胞因子能增加肺血管通透性，加

重肺毛细血管渗漏，可能参与导致肺水肿，促炎因

子 TNF⁃α、IL⁃2、IL⁃6 及抗炎因子 IL⁃10 在重症

HFMD 患儿体内均高于普通患儿［24］，表明病毒在

机体内引起严重的应激和全身炎症反应，机体内

存在复杂的炎症抑制和炎症亢进状态。一个细胞

因子的激活可引起连锁反应激活一系列细胞因

子。近年陆续报告 EV71 感染患者血液和脑脊液

IL⁃10、IL⁃13、IFN⁃γ、IFN⁃γ 诱导蛋白⁃10（inducible
protein 10，IP⁃10）、单核细胞趋化蛋白 1（monocyte
chemotactic protein 1，MCP⁃1）、IFN⁃γ 诱导单核因

子（monocyte interferon inducing factor，MIG）、IL⁃1
受体拮抗剂和粒细胞集落刺激因子（colony stimu⁃
lating factor，G⁃CSF）等增高，并与 EV71 疾病严

重程度相关［25⁃26］，说明由 IL⁃6、IL⁃1β、和 TNF⁃α
等介导的急性期蛋白和趋化因子激活可能会导

致病毒感染后炎症加重和病理变化。这些研究

发现有助于理解免疫细胞及其分泌的细胞因子

在 HFMD 发病中的作用，说明细胞因子可能参与

HFMD 疾病进展过程，可作为患儿疾病进展的监

测指标。

动态监测患儿体内免疫球蛋白、免疫细胞及

细胞因子含量可有效反应机体免疫功能状况，有

效掌握患儿病情变化，作为临床治疗和预后的

指导。

4 小结

目前还没有治疗 HFMD 的特效药，临床上只

能对症处理，进一步研究 HFMD 的病原特征、发

病机制及病毒介导的免疫功能改变对于评价预

后风险就显得更加重要。通过对 HFMD 病原学

的进一步分析和研究，揭示病毒生命周期中起关

键作用的分子，以参与病毒生命周期复制和翻译

的分子为靶点，对病毒感染进行控制，防止病毒

持续感染导致病程迁延；通过对发病机制的进一

步研究可有效阻断病毒与细胞表面分子的相互

作用，减少患儿发病率和死亡率，减少后遗症提

高患儿生存质量，有助于 HFMD 的进一步防治；

通过对患儿免疫功能的监测分析在疾病过程中

免疫细胞和免疫活性物质在病情进展中的作用

分析患儿病情及预后，有助于辅助临床诊断和

治疗。
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2013 年全世界有 100 万新诊断的结直肠癌

（colorectal cancer，CRC）患者［1］，约 60 万患者死于

CRC，其主要原因是早期临床症状不明显，大多数

患者确诊时已属中晚期，CRC 的筛查率亟待提

高［2］。目前最常用的 CRC 筛查手段为结肠镜和

粪便潜血实验/粪便免疫化学检测［3］，这两种检测

方法相对有效，作为早期的筛查手段，其可以显

著降低 CRC 的死亡率［4⁃5］；但利用率都不高［6］，主

要是因为患者对结肠镜的花费和肠道准备的不依

从，以及粪便潜血实验的干扰因素多、特异性较

低等。
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类几乎所有类型的癌症中，都存在相关基因的异常

甲基化，并引起下游基因的异常表达［9⁃11］，其中有些

具有明显的特异性，如 CRC 中甲基化的 Septin9 基

因（methylated Septin9 gene，mSEPT9）［12⁃13］等。有研

究者通过对比正常结肠上皮与 CRC 组织样本的相

关候选生物标志物，发现超过 90%的癌组织存在

Septin9 基因的异常甲基化［14］。本文以 mSEPT9 在

CRC 的高特异性为切入点，通过对比几种目前应

用较广泛的基因甲基化检测方法以及不同种类样

本之间 mSEPT9 的检出差异，寻找一种依从性好、

筛查比率高的 CRC 早期筛查诊断方法，即血浆甲

基化 Septin9 基因检测方法。

1 Septin9 基因简介

Septin9 基因最早发现于正混合系白血病基因

（mixed lineage leukemia，MLL）的融合产物中［15］，

随后发现在散发性的卵巢癌中高频缺失［16］，而在

乳腺癌中却高表达［17］，从而推测该基因在癌症中

既可作为癌基因，也可作为抑癌基因。Septin9 基

因由 219 kb 组成，包含大量的 CGI，存在 18 种不同

的转录形式，编码 15 种异构体，编码与细胞微丝结

构及细胞骨架相关的三磷酸鸟苷结合蛋白［18⁃21］。

该基因在人体中广泛表达且存在明显的组织表达

特异性［22］；不过，由于其表达调控机制极其复杂，

至今未能完全了解。

Wasserkort 等［23］利用激光捕获显微切割获取

了正常的结直肠组织细胞、结直肠腺瘤细胞以及

CRC 组织的上皮和基质细胞，随后用亚硫酸氢直

接测序法，对该基因内、外的 4 个 CGI 共 8 个扩增

子（amplicon，Amp）的甲基化状况分别进行了检测

及对比分析，其中 CGI3 又包含 Amp 4~7。结果发

现，肿瘤组织与正常组织的甲基化差异高达 80%，

且这种甲基化主要发生于 CGI3 的 Amp5 内，这与

最 近 在 欧 洲 应 用 于 临 床 的 Epi proColon® test
（mSeptin9 检测试剂盒）所选择的位点一致，且甲

基化差异由正常到腺瘤再到 CRC 阶段有逐步增高

的趋势。

2 mSETP9 的检测方法

DNA 甲基化的检测手段繁多，总的来说，可以

根据样本预处理不同分为 3 大类，分别为酶消化

法、亲和富集法、重亚硫酸盐转化法［24］。目前针对

于 CRC 样本的 mSETP9 检测主要为重亚硫酸盐转

化法，其中又以 Methllight［25］，改良 Methllight［26］方

法多见。此外，还有甲基化敏感高分辨率溶解曲

线［27］（methylation⁃sensitive high resolution melting，

MS⁃HRM），新兴的甲基化特异性 PCR 联合高压液

相 色 谱

ကሀ
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CRC 的发生与环境因素高度相关［29］，中国人

群 CRC 患者 mSEPT9 的甲基化状况是否与国外文

献报道一致？国外已应用于临床的血清 mSEPT9
检测试剂盒是否适用于中国人群？Su 等用 MSP⁃
DHPLC 研究发现，SEPT9 基因在中国人群 CRC 患

者中也存在高度甲基化［30］。He 等用 Methllight 法

对 182 例中国人群 CRC
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阳性的患者其复发的几率也明显高于阴性者。在

未 来 ，血 浆 mSETP9 检 测 不 仅 有 可 能 显 著 提 高

CRC 患者早期筛查率，而且可能在该病的预后评

价、随访、根治术后复发风险评估中也占有一席

之地。
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痛 风 是 一 种 单 钠 尿 酸 盐（monosodium urate
monohydrate，MSU）结晶沉积引起的一组临床症候

群，绝大多数见于 30~40 岁以上的男性，男性占

95％，而女性多见于绝经后，占 5％［1］。一般认为

痛风的前奏是高尿酸血症（hyperuricemia，HUA），

当血尿酸浓度过高或酸性环境下，尿酸可析出结

三磷酸腺苷结合盒转运蛋白 G2 基因单核苷酸多态
性与痛风发病的相关性

闻海丰 1 宋春蒙 1 石豪妍 2 温婵 3 秦瑾 4 冯忠军 1★

［摘 要］ 尿酸代谢异常被看作是高尿酸血症和痛风的主要病因之一，尿酸盐转运蛋白的功能异

常是导致尿酸代谢异常的最主要原因，其影响了肾脏对尿酸的重吸收和排泄功能。近年来三磷酸腺苷

结合盒转运蛋白 G2（ATP⁃binding cassette superfamily G member 2，ABCG2）作为最受关注的尿酸盐转运

蛋白，得到国外国内学者的较多研究报道。ABCG2 定位在细胞膜，表达在近曲小管上皮细胞刷状缘侧，

可以转运尿酸。其功能性障碍阻碍了肾脏和肠道对尿酸的排泄，从而引起高尿酸血症并引发痛风。

本文就 ABCG2 基因单核苷酸多态性与痛风发病相关性的研究进展作一综述。

［关键词］ 痛风；高尿酸血症；尿酸盐转运蛋白；ABCG2

The correlation of ATP⁃binding cassette transporter G2 gene single nucleotide
polymorphism and gout
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[ABSTRECT] Abnormal uric acid metabolism is the main cause of hyperuricemia and gout. A variety of
urate transporters affect the absorption and excretion of uric acid. In recent years, scholars have paid close
attention to the ATP ⁃ binding cassette superfamily G member 2 (ABCG2). ABCG2 is expressed on the cell
membrane and in the brush border of the epithelial cells lining the proximal convoluted tubule and can transport
uric acid. The functional obstacle hampering the kidney and intestine in the excretion of uric acid, causes high
blood uric acid and gout. In this review, the research progress of the correlation between ABCG2 gene single
nucleotide polymorphisms and the incidence of gout will be reviewed.
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晶，沉积在骨关节、肾脏和皮下等组织，造成组织

病理学改变，导致痛风性关节炎、痛风肾、痛风石

等。尿酸是嘌呤代谢的终产物，因此代谢紊乱是

导致高尿酸血症的直接原因。有研究表明尿酸排

泄障碍是引起高尿酸血症的主要原因，其中尿酸

转运蛋白作为嘌呤代谢过程中的重要环节和关键

载体，它的表达异常和功能障碍是引起尿酸排泄

障碍的主要原因［2］。尿酸盐转运蛋白基因单核苷

酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）是

影响尿酸盐转运蛋白表达和功能的重要因素。近

年来国内外学者对痛风及高尿酸血症的发病机

制和尿酸盐转运蛋白不断的研究，特别对是三磷

酸腺苷结合盒转运蛋白 G2（ATP⁃binding cassette
superfamily G member 2，ABCG2）的 研 究 不 断 深

入。本文对尿酸盐转运蛋白，特别是 ABCG2 基因

多态性与痛风发病相关性研究进展做一个综述。

1 痛风的发病机制

临床上仅有部分高尿酸血症发展为痛风，痛

风的确切发病机制目前仍未明确，其临床特点为

高尿酸血症，临床上 HUA 患者发展为痛风性关节

炎的比例不足 20％，而且个别痛风患者发病时尿

酸水平并没有明显升高，表明痛风发病与高尿酸

血症并不能完全等同，高尿酸血症仅是痛风发病

的基础条件之一［3］。

目前普遍认为引起痛风发病的可能发病因素

有遗传因素、饮食因素和不良生活习惯、性别和年

龄、疾病因素、药物因素等。一般男性和绝经后

女性血尿酸>420 μmol/L（7.0 mg/dL），绝 经 前 女

性 >350 μmol/L（5.8 mg/dL）可 诊 断 为 高 尿 酸 血

症。中老年男性如出现特征性关节炎表现、尿路

结石或肾绞痛发作，伴有高尿酸血症应考虑痛

风。关节液穿刺或痛风石活检证实为尿酸盐结晶

可做诊断。

2 痛风与尿酸盐转运蛋白

高尿酸血症是痛风发病的基础条件之一，它

的形成主要是由于尿酸代谢异常即尿酸生成增多

和排泄减少引起的。尿酸作为嘌呤代谢的终产

物，其中 90%来源于内源性途径，由体内氨基酸、

核苷酸及其它小分子化合物合成，或由核酸分解

代谢产生；10%来自于外源性途径，从富含嘌呤或

核蛋白的食物中由核苷酸分解而来。另外，尿酸
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liferator⁃activated receptor g，PPARg）反应元件，在

ABCG2 基因启动子区域存在 2 个顺式作用元件，

分别为雌激素反应元件［11］和低氧反应元件［12］，这

些基因表达调控结构共同发挥作用，调控 ABCG2
基因的表达水平。

3.2 ABCG2 基因多态性的研究进展

对 ABCG2 的研究发现，ABCG2 在机体内可能

具有多种生物学功能：ABCG2 可能参与了血脑屏

障、胎盘屏障、血睾屏障等功能的实现，参与体内

多处结构对某些药物的通过性调节，影响药代动

力学，维持内环境稳态；ABCG2 还可能与某些疾

病的易感性密切相关。最初对 ABCG2 转运蛋白

的研究主要集中于其与肿瘤相关的范围，研究发

现，ABCG2 具有跨膜药物泵的功能，影响某些抗

肿瘤药物的药代动力学［18］。ABCG2 的高水平表

达，可促进内源性物质和多种抗肿瘤药物等的转

运，导致 ABCG2 跨膜药物外排泵作用增强，限制

了脑、胎盘和睾丸等组织对药物的摄取能力，同时

也提高了肝细胞、肠上皮细胞、肾小管细胞等部位

的药物清除能力。近年来 ABCG2 作为主要存在

于近曲小管的尿酸盐转运蛋白，引起了各国学者

的关注和研究。最早，Woodward 等［5］在表达了

ABCG2 蛋白的非洲爪蟾卵母细胞上计算累积的

放射性尿酸清除率，发现细胞内尿酸盐含量显著

下降，证实了卵母细胞上表达的 ABCG2 蛋白能促

进 尿 酸 排 泄 ，降 低 细 胞 内 的 尿 酸 水 平 。 Matsuo
等［19］发现，161 名痛风患者中有 80％的患者出现

ABCG2 基因变异，这可能是导致痛风患者体内尿

酸排出水平下降，引起体内尿酸水平升高的一个

重要原因。研究发现存在 ABCG2 基因变异的患

者发生痛风的风险是一般人群的 26 倍［19］。另有

多项对 ABCG2 的全基因组关联研究证实 ABCG2
转运蛋白与体内血尿酸水平和痛风发病率之间存

在相关性［20⁃21］。然后，Huls 等［22］利用免疫组化技

术，发现 ABCG2 蛋白在人体肾脏近端小管顶端刷

状缘膜处有高水平表达，通过非洲爪蟾蜍实验证

实：ABCG2 蛋白是一种具有转运尿酸功能的转运

蛋白。Hosomi 等［23］通过氧嗪酸钾构建高尿酸血

症小鼠模型，通过实验计算高尿酸血症小鼠模型

体内肾脏、肠道和肝脏等各部位的尿酸清除率，实

验证实肾脏是尿酸排泄的主要器官，其次是肠

道。研究还利用依克立达作为 ABCG2 转运蛋白

抑制剂，发现依克立达可以明显降低肾脏和肠道

的尿酸清除率，也间接印证了 ABCG2 蛋白具有尿

酸转运功能。Ichida 等［24］也以氧嗪酸钾建立高尿

酸血症小鼠模型，证实了 ABCG2 转运蛋白是一种

ATP 依赖转运蛋白，实验中小鼠摄入 ATP 后，小

鼠体内 ABCG2 蛋白表达明显上调，与未被摄入

ATP 小鼠相比，体内尿酸排泄量明显增加。实验

还对比了 ABCG2 基因敲除小鼠与携带 ABCG2 基

因小鼠体内的血尿酸水平，发现 ABCG2 基因敲除

小鼠肠道尿酸清除率明显低于携带 ABCG2 基因

小鼠，ABCG2 基因敲除小鼠体内尿酸水平明显高

于携带 ABCG2 基因小鼠，该实验结果进一步证实

ABCG2 蛋白表达或功能障碍可引起体内血尿酸

水平升高。Phipps 等［25］的研究也报告了 ABCG2
功能障碍会导致尿酸排出减少，进而引发痛风发

病。最新研究发现，ABCG2 的基因多态性与痛风

发 病 关 系 密 切 ，常 见 的 基 因 变 异 有 Q141K、

Q126X、V12M 等［10，16，26］，其中最常见的是 Q141K
变异［13］，Q141K 变异甚至与痛风患者易感的帕金

森发病也表现出显著的相关性。

3.3 ABCG2 的 SNPs 与尿酸代谢

目前研究认为，ABCG2 是影响体内血尿酸水

平的重要转运蛋白［14⁃15］，ABCG2 的基因序列存在

超过 80 个不同的单核苷酸多态性位点，ABCG2 的

基因变异种类在所有尿酸转运蛋白中最多最复

杂，对血尿酸水平的影响最大，ABCG2 基因 SNPs
变异可能会影响其蛋白表达水平、尿酸的转运效

率 ，也 可 能 影 响 许 多 药 物 在 体 内 的 药 代 动 力

学［22，27⁃28］。有研究报道 ABCG2 存在功能性和非功

能性的变异体，ABCG2 基因 SNPs 与体内 ABCG2
尿酸转运蛋白的尿酸转运功能密切相关。Deh⁃
ghan 等［32］通过对 ABCG2 基因与血尿酸水平进行

相关性研究发现，ABCG2 基因第 5 个外显子的 421
位点碱基会发生由 C（胞嘧啶）到 A（腺嘌呤）的改

变，导致其编码的 141 位氨基酸发生由谷氨酰胺转

变 为 赖 氨 酸（Q141K），以 此 发 现 了 ABCG2 的

Q141K 变异（又称 C421A）与高尿酸血症和痛风发

生之间存在密切关联，ABCG2 的 Q141K 变异是引

起 70%痛风危险的可能原因。Woodward 等［5］采用

全基因组关联研究方法对 14 783 例实验对象进行

ABCG2 的 SNP 分析发现，Q141K 突变与血尿酸水

平密切相关，ABCG2 基因的 Q141K 变异导致尿酸

排泄减少 54%，导致尿酸水平升高，从而可能引发

痛风，此种影响在男性之中表现更显著，针对欧洲

·· 139
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高加索人群，约有 10％痛风患者发病与 ABCG2 基

因的 Q141K 变异有关。Huls 等［22］研究也支持痛风

的发生和 ABCG2 基因的 Q141K 变异之间存在密

切关联。Mastsuo 等［27］通过诱导变异 ABCG2 基

因 ，成 功 得 到 ABCG2 的 V12M、Q126X、Q141K、

G268R 等多个突变基因型，对比发现 ABCG2 的

Q141K 突变型相比野生型转运尿酸的能力降低

46％，ABCG2 的 Q126X、G268R 基因突变型相比野

生型变成了无功能型变异体，基本丧失转运尿酸

能力。实验还检测分析 739 名日本人的 ABCG2 基

因，发现 ABCG2 突变型会导致人体内尿酸排泄减

少，导致血尿酸水平上升，引发高尿酸血症和诱发

痛风。Maekawa 等［29］研究发现，ABCG2 的 SNP 的

等 位 基 因 在 日 本 人 群 中 出 现 频 率 较 高 ，其 中

Q141K 发生率为 31.9％，V12M 为 19.2％，Q126X
为 2.8％。根据哈代⁃温伯格平衡定律计算出日本

人群中有 53.6％出现 Q141K 型突变，37.2％出现

V12M 型 突 变 ，5.5％ 出 现 Q126X 型 突 变 。 Huls
等［22］和 Phipps［25］等研究报道：中国人群、新西兰的

高加索人群和环太平洋岛国的人群中 ABCG2 的

SNP 位点 Q141K 与痛风之间存在相关性。Nogu⁃
chi 等［30］对 东 亚 人 群 、
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HIV⁃1 耐药基因检测的研究进展

陈瑶 吴英松★

［摘 要］ HIV⁃1 耐药是影响艾滋病抗病毒治疗效果的主要因素。随着抗病毒疗法的普及和接受

治疗者的增多，HIV⁃1 耐药的问题日益凸显，使艾滋病治疗面临巨大的挑战。因此，了解各抗病毒药物治

疗引起的 HIV⁃1 耐药突变位点并及时采用有效方法进行耐药基因检测对临床治疗具有重要指导意义。

HIV⁃1 耐药位点基因型检测方法因其快速准确的特点，目前是 HIV⁃1 耐药检测最常用也是最有前景的方

法。本文对 HIV⁃1 耐药位点和耐药基因检测的研究进展做简单综述。

［关键词］ HIV⁃1；耐药位点；基因型；耐药检测

Advances in the drug resistance genotype detection of HIV⁃1
CHEN Yao, WU Yingsong★

(School of Laboratory Medicine and Biotechnology, Southern Medical University, Guangzhou, Guangdong,
China, 510515)

[ABSTRACT] Anti⁃retroviral therapy (ART) can help reduce viral loads and infection⁃associated morbid⁃
ity. It can also prolong survival, prevent transmission, and improve clinical outcomes. However, with the spread
of ART and increasing numbers of patients receiving treatment, more and more HIV⁃ 1 drug resistant strains
have appeared, which brings about a great challenge to the therapy of acquired immune deficiency syndrome
(AIDS). Therefore, to be familiar with and to detect HIV⁃1 resistance mutations caused by various anti⁃virus
drugs in a timely manner will be of great significance for clinical treatment. In this review, we will summarize
the advances in the detection of HIV⁃1 resistance mutations and genotypes.

[KEY WORDS] HIV⁃1; Drug resistance mutation; Genotype; Drug⁃resistance detection

艾滋病（acquired immune deficiency syndrome，

AIDS）是由人免疫缺陷病毒（human immunodefi⁃
ciency virus，HIV）引起的传染病，目前世界范围内

主要流行 HIV⁃1。HIV 耐药是由于病毒基因发生

突变，使得药物作用靶点的生化特点或者结构特

征发生改变，导致病毒对抗病毒药物敏感性降低，

或者失去敏感性［1⁃3］。随着高效联合抗逆转录病毒

（highly active antiretroviral therapy，HAART）药 物

的广泛应用，导致 HIV⁃1 病毒发生突变。耐药突

变株在药物选择压力下逐渐成为优势病毒株，导

致耐药菌株感染的病例不断出现。因此，作为帮

助临床医生选择联合用药方案的重要工具，耐药

检测就显得十分重要。目前 HIV⁃1 耐药检测方法

主要有表型检测和基因型检测。其中，基因型检

测因其快速准确的特点，成为调整治疗方案的首

选［3］。

1 耐药基因的分类

随着抗病毒治疗的发展及新型靶点抗病毒药

物的临床应用，已确定了 200 多个各种类型 HIV⁃1
耐药相关的基因突变，它们对于耐药及病毒的生

物学特性产生不同程度的影响［4⁃5］。其中有不少受

·· 142
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到严重的关切，并且已经应用到临床的耐药位点

筛查，下表（表 1）列出了临床检测常用的 HIV⁃1 的

耐药基因突变及其针对的药物［6⁃13］。临床医生可

通过不同方法检测相应的位点，推测基因突变对

临床耐药的影响，从而更好地指导临床药物的选

择和调换。

抗病毒药物

核苷类逆转录酶抑制剂（NRTIs）

非核苷类逆转录酶抑制剂（NNRTIs）

蛋白酶抑制剂（PI）

融 合 抑 制 剂

整合酶抑制剂（INSTI）

CCR5 拮抗剂

位点名称

M41L、D67N、K70R、L210W、T215F/Y 和 K219Q/E、K65R、K70E/G/Q、L74V/I、
Y115F、Q151M

V90I、L100I、K101E/P、K103N/S、V106A/M、V108I、E138A/G、V179D、Y181C/I/V、

Y188C/H/L、G190A/S/E、M230L

D30N、V32I、M46I/L、G48V/M、I50V/L、I54V/T/A/L/M、L76V、V82A/T/L/F/S、I84V、

N88S、L90M

G36D / E、V38E / A、Q40H N43D、Q148G140S/A 和 E138K/A

Q148、G140S/A、E138K/A、N155H ± E92Q、Q148H/R/K ± G140S/A、Y143C/R+T97A

G36D/E/V、V38E/A、Q40H、N42TN43D

表 1 HIV⁃1 耐药基因检测靶点

Table 1 Targets of HIV⁃1 drug⁃resistant gene detection

2 耐药基因的检测对象和检测时机

对 HIV⁃1 耐药及其临床意义的认识随着抗

HIV 药物的研发和应用逐步积累和深入。随着耐

药菌株的不断出现，
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3.2 限制性片段质谱多态性技术（restriction frag⁃
ment mass polymorphism，RFMP）

限制性片段长度多态性技术的原理是检测

DNA 在限制性内切酶酶切后形成的特定 DNA 片

段的大小，该技术将基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱（matrix assisted laser desorption/ionization
time⁃of⁃flight mass spectrometry，MALDI⁃TOF MS）

技术结合，根据被测物质的相对分子质量进行定

量检测。该方法敏感，准确，重复性好，能够发现

数量不足 1%的变异株。Lee 等采用该技术检测

100 份血浆标本，并与 Sanger 测序法进行比较，发

现 RFMP 方法要求的病毒载量水平更低，两种方

法 在 检 测 逆 转 录 酶 和 蛋 白 酶 编 码 区 的 K65R、

T69Ins/D、L74V/I、V106A/M、Q151M、Y181C、

M184V/I、T215Y/F、D30N、M46I、G48V、I50V、

I54L/S、V82A、I84V、L90M 等位点时的一致性均≥
94%［18］。但该方法仅能检测已知位点变异，且价格

昂贵，很难在临床推广应用。

3.3 基因芯片技术

基因芯片技术是将大量特定的基因片段或寡

核苷酸片段作为探针有序和高密度地排列，固定

在玻璃或膜等载体上，然后与待测有标记的样品

核酸按碱基配对的原则杂交然后检测结果。它借

助荧光标记进行扫描观察，通量高，可实现大量

SNP 的检测。据报道，学者采用本方法共检测了

来自瑞士和坦桑尼亚人群的 HIV⁃1 基因组片段序

列，共获得 2 550 个 SNP，与 Sanger 测序的一致性

为 92.7%［19］。本方法同样主要针对已知变异位点，

现随着基因芯片高通量测序技术的发展，也可用

于检测未知变异位点。但本方法的成本高，受实

验条件所限，尚不能在实验室普及开展。

3.4 Sanger 测序法

随着测序技术不断深入各级实验室，许多分

子生物实验室具备 Sanger 测序的条件，其价格合

理，且可用于自建方法分析，该方法已经作为 HIV⁃1
耐药检测的主要技术平台和金标准，在临床和科

研中均已被采用。目前基于该技术原理已产生了

两种成熟的用于 HIV⁃1 耐药检测的商业化系统

TRUGENETM 和 ViroSeqTM 以 及 实 验 室 自 建 的 In ⁃
house 检测方法。耐药性的分析需要通过在线数

据库完成，即用户将测序序列提交到数据库便可

直接得到耐药突变分析结果。该方法便捷，但在

碱基判读时设定的阈值较高［20］，且灵敏度低，只有

当 HIV⁃1 变异株超过准种池的 20%时才可被检测

到［21］，即低频率的突变易发生漏检，从而低估耐药

突变情况，影响耐药监测的结果。

3.5 深度测序

随着测序技术的快速发展，深度测序通量高，

已在发达国家广泛应用于 HIV⁃1 耐药检测。该方

法可精确检测到只发生在 1%的 HIV⁃1 毒株中的耐

药性突变［22］，极大程度提高了检测的灵敏度，因

低频突变对高效联合抗反转录病毒治疗（highly
active antiroviral therapy，HAART）治疗的影响存在

争议，比利时学者采用深度测序方法检测了 70 例

接受 NNRTI 治疗患者的突变位点，发现该方法并

不能确证逆转录区出现低频突变与治疗失败的关

联性［23］。有比较发现相同样本采用深度测序可检

测到的 HIV⁃1 基因型耐药位点数目是 Sanger 测序

法的 1.5~3 倍［22］。但深度测序的检测质量受文库

构建偏倚的影响，如引物结合位点耐药突变或多

样性的出现或 PCR 扩增效应等。近年来深度测序

技术已出现多种平台，其成本也已逐渐降低，不过

对于低收入国家来说仍难以负担。此外，该技术

前期手工操作步骤多，上机收集的数据量大，目

前仍缺乏简单便捷的生物信息学分析流程。因

此，深度测序尚不能在各实验室广泛开展应用于

HIV⁃1 耐药检测分析。

4 展望

患者服药依从性、药物间的相互作用等均可

影响 HIV⁃1 耐药的产生。随着抗病毒药物的广泛

应用，耐药问题凸显，出现的耐药突变位点极为多

样，且突变位点间的相互作用也可引起耐药的发

生，从而导致治疗失败。中低收入国家由于可使

用的抗病毒治疗药物种类有限，主要存在 NRTI、
NNRTI 耐药现象，约有 10%~30%在接受 NRTI 或

NNRTI 治疗过程中出现病毒抑制失败，大多因出

现了耐药病毒株［1⁃2］。虽然 PI、INSTI 等药物在临

床应用尚少，耐药率明显低于欧美发达国家，但随

着条件许可，可使用的抗病毒药物逐渐增加。因

此，有必要加强了解突变位点与各类耐药的相关

性，以助于临床提供准确的治疗方案。此外，HIV⁃1
耐药检测已被发达国家纳入监测指标，它既可为

初始抗病毒治疗也可为已出现病毒学抑制失败的

后续治疗选择或更换药物提供指导［3⁃4］。多数情况

下推荐使用基因型检测，因其相对操作简便、省
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时、花费少，在野生毒株与耐药毒株混合存在的情

况下具有较高的灵敏性。在常见的基因型检测方

法中，质谱和基因芯片的方法因为成本较高较少

应用于临床。随着成本降低及条件优化，未来传

统的标准检测方法有望被深度测序所取代［21⁃22］。

总而言之，与其他病毒性疾病的临床检验方法

相比，HIV⁃1 基因型耐药检测的程序复杂，影响因

素多，受 HIV⁃1 固有的高度变异和准种的影响，结
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徐邦牢

1968 年 4 月出生，1994 年毕业于

湖南医科大学医学检验系，1998 年至

2001 年就读重庆医科大学临床检验诊

断学专业硕士研究生，2005 年至 2008

年就读中山大学病原生物学专业博士

研究生，2009 年至 2010 年赴澳大利亚

新南威尔士大学做访问学者。

广 州 市 医 学 重 点 人 才 ， 医 学 博

士，主任技师、教授，博士研究生导

师 ， 澳 大 利 亚 新 南 威 尔 士 大 学 博 士

后，现任广州市第一人民医院检验科主任，广州市医师协会检验医师分会主任委员、中

国医师协会消化道肿瘤专业委员会委员、中国医学实验室质量认可技术评审员、全国卫

生产业企业管理协会医学检验产业分会专家委员会委员、广东省肝脏病学会检验分会副

主任委员、广东省中西医结合学会检验分会副主任委员、广东省预防医学会微生物与免

疫学专业委员会副主任委员、广东省医疗行业协会医学检验管理分会副主任委员、广东

省医疗安全协会医学检验分会副主任委员、广东省医疗器械鉴定专家、广州市科技项目

评审专家、广东省等级医院评审专家、《实用医学杂志》 编委、审稿专家。

徐邦牢教授从事医学检验工作 23 年，主要研究方向为肿瘤以及感染性疾病的分子

诊断。

在国内外杂志上发表学术论文 60 余篇，其中 SCI 论文 16 篇；主持和参与国家级、

省市级科研课题 15 项，申请发明专利 1 项，培养研究生 6 名。

广州市第一人民医院检验科

广州市第一人民医院是广州市卫生和计划生育委员会下属大型综合性医院，是广州地区医疗、教

学、科研、干部保健的重要基地。医院位于越秀山下，流花湖畔，东风西路主干道旁。占地面积约

16.25 万平方米，医疗业务建筑面积 24 万平方米，拥有固定资产约 14.6 亿元。检验科为广东省临床重

点专科,广东省“十二五”医学重点实验室（临床分子医学与分子诊断），住院医师规范化培训基地，第

三周期广州市医疗卫生机构重点专项，广州市临床检验质量控制中心，全国细菌耐药监测网单位之

一。科室共有职工 62 人，其中取得正高资格专业技术人员 10 人，副高资格专业技术人员 12 人；博士 7
人；博士研究生导师 1 人，硕士研究生导师 3 人。检验科总建筑面积 2 200 余平方米，实验室设计和流

程科学、布局合理、设备先进齐全，拥有进口的全自动生化分析仪、化学发光仪、血细胞分析仪、全自

动微生物培养和鉴定系统、荧光定量 PCR 扩增仪、全自动酶免分析系统、全自动凝血仪、特定蛋白分

析仪、全自动毛细管电泳仪、测序仪、分子杂交系统、糖化血红蛋白分析仪、血红蛋白分析系统、流式

细胞仪等先进设备，总价值 5 000 余万元，年产值近 2 亿元人民币。

我科坚持开展亚专科和专科队伍的建设，加强与国内外合作，以国际最前沿的微流控芯片技术为

基础的病原微生物快速检测与耐药研究、肿瘤的早期诊断与耐药研究、个体化医学检测等项目为核

心，带动检验科整体临床与科研水平的发展与提高。形成了临床免疫、临床细菌、临床生化、临床血

液、个体化分子诊断、急诊检验和临床新技术研究等七个亚专科体系。开设的检验项目齐全，总计约

有 500 多项，可充分满足我院临床诊疗工作需要。已形成的专科业务发展方向有：1. 建立了以荧光定

量 PCR 和测序仪等为工具的精准医学分子诊断平台；2. 建立了以微流控芯片技术为主体的临床生化、

免疫科学研究平台；3. 建立基于毛细管微液滴点 PCR 扩增的病原微生物的快速检测与诊断平台；4. 纸

芯片的研究与产业化；5. 初步建立了临床实验室室内质量实时监测与比对平台。

近五年来，科室团队获得国家自然科学基金 5 项，承担国家 863 子科技项目以及省市级科研立项

10 余项、申请国家专利 3 项、发表 SCI 论文 10 篇，最高影响因子为 7.9，培养研究生 20 人。

学科带头人徐邦牢是广州市医学重点人才，医学博士，博士研究生导师，澳大利亚新南威尔士大

学博士后，主任技师、教授。现主要研究方向：肿瘤以及感染性疾病的分子诊断。
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A ：经典型红绿信号分离，箭头示红绿信号分离阳性细胞；B：孤立绿色信号模式，箭头示 1 黄 1 绿阳性细胞

图（P91） 荧光原位杂交检测 ROS1 易位信号模式（× 1 000 倍）

Figure（P91） The ROS1 translocation signals by FISH（× 1 000）
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