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　　摘　要：目的　本研究通过检测血清 ｍｉＲ１８ａ在乙肝病毒相关肝病患者（乙型肝炎、乙型肝炎肝硬化、乙型肝炎肝癌患者）和

健康对照者血清的表达，探讨血清ｍｉＲ１８ａ在乙型肝炎病毒相关肝病中的诊断价值。方法　收集２０１２年９月至２０１３年９月期

间，河北医科大学第一医院肝病中心确诊的患者１６４例，其中乙型肝炎６２例（肝炎组），乙型肝炎肝硬化５８例（肝硬化组），乙型肝

炎肝癌４４例（肝癌组）。留取血清标本，提取总ＲＮＡ，逆转录后采用实时荧光定量聚合酶链法检测血清中 ｍｉＲ１８ａ相对表达量。

结果　血清ｍｉＲ１８ａ的检测结果在肝炎组（－２．５０±０．７０）、肝硬化组（－２．２５±０．９６）和肝癌组（－２．２７±０．８８）中表达明显高于

对照组（－３．２２±０．９３），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。应用ＲＯＣ曲线及曲线下面积（ＡＵＣ）评估 ｍｉＲ１８ａ的诊断价值，ｍｉＲ１８ａ

的ＡＵＣ值为０．７４７，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。９５％犆犐为０．６６９～０．８２４；敏感度为８３．３％；特异性为６０．０％；约登指数为

４３．３％。结论　ｍｉＲ１８ａ在肝炎组、肝硬化组、肝癌组患者血清中表达量上调，对乙型肝炎病毒相关肝病的诊断具有潜在的价值。

关键词：微小ＲＮＡ；　乙型肝炎；　乙肝肝硬化；　肝癌；　实时荧光定量聚合酶链反应

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１７．０２．０３５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１７）０２０２３７０３

　　由乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）引起的急慢性肝炎、肝硬化及肝

细胞肝癌等相关的肝脏疾病，称为 ＨＢＶ相关肝病，严重影响

着人类的健康［１２］。微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）调控细胞生长、发育、

分化及凋亡的各个环节，并与疾病的发生、发展密切相关［３４］。

血清ｍｉＲＮＡ在不同温度、不同ｐＨ 值、反复冻融后以及加入

ＤＮＡ酶等多种情况下都能检测到，并且水平变化不大。ｍｉＲ

ＮＡ在血浆、血清中良好的稳定性，为血清ｍｉＲＮＡ作为新的肿

瘤标志物进行检测提供了依据［５］。目前，血清和组织中 ｍｉＲ

ＮＡ的表达检测已经在部分疾病的诊断和预后判断中得到应

用，而在 ＨＢＶ相关肝病诊断中的研究报道相对较少
［６７］。为

此，本研究对 ＨＢＶ相关肝病患者外周血血清中 ｍｉＲ１８ａ表达

水平进行检测，探讨ｍｉＲ１８ａ在评价慢性 ＨＢＶ相关肝病中的

诊断价值，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年９月至２０１３年９月河北医科大

学第一医院肝病中心已确诊的患者１６４例，年龄４６～６９岁

［（５８．２±２．３）岁］。肝炎组６２例，其中男３５例，女２７例；年龄

４４～６２岁［（５５．８±２．７）岁］；肝硬化组５８例，其中男３０例，女

２８例；年龄５４～６９岁［（６２．１±３．１）岁］；肝癌组４４例，其中男

２４例，女２０例；年龄４６～６９岁［（５８．２±２．３）岁］。诊断按

２０１０年中华医学会肝病学分会与感染病学分会联合制订的

《慢性乙型肝炎防治指南》［８］。收集本院查体中心健康者５０例

为对照组，男２１例，女２９例；年龄４４～６５岁［（５３．６±２．０）

岁］，排除心、脑、肾、肝病及其他慢性病。肝炎组、肝硬化组、肝

癌组与对照组年龄及性别比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

１．２　仪器与试剂　美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司７５００型实

时荧光定量聚合酶链反应仪，美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司４℃低温高

速离心机，美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司低速离心机，美国Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ公司移液枪。ＱＩＡｚｏｌＬＳ试剂，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔ

Ｋｉｔ，ｍｉＲ１２２ｍｉＲ１８ａＲＴ／ＰＣＲ引物，ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ，

ｃｅｌｍｉＲ３９内参均购于美国 ＱＩＡＧＥＮ公司，三氯甲烷购于天

津科密欧化学公司，异丙醇购于天津泰兴试剂公司，无水乙醇

购于天津海洋石化试剂公司。

１．３　方法

１．３．１　标本留取　患者住院后，在服用药物和做手术治疗前，

晨起空腹条件下采集外周静脉血４ｍＬ，收集于５ｍＬ试管中

（确保无菌、无ＲＮＡ酶、无抗凝剂的５ｍＬ干燥试管），室温静

置２０～３０ｍｉｎ，待其自然凝固分离血清。标本以３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ后，吸取上层血清分装于无菌、无ＲＮＡ酶的１．５

ｍＬ离心管中，每管１ｍＬ。室温静置５ｍｉｎ后，－８０℃冰箱保

存备用。避免反复冻融。

１．３．２　标本处理　从－８０℃冰箱中取出保存的血清标本，置

室温中避光复融３０ｍｉｎ后，轻轻混匀，然后将血清标本置于低

温离心机（４℃）中，以１６０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液进

行检测。

１．３．３　提取血清中总ＲＮＡ　在室温下溶解血清，将溶好的血

清标本在４℃，以１６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，转移上清液至无

菌、无ＲＮＡ酶的新管中，不要碰到沉淀。取１００μＬ血清备用。

使用前颠倒混匀。采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取血清中总ＲＮＡ，将提取

的ＲＮＡ样本置于－８０℃冰箱保存备用。

１．３．４　ＲＮＡ转录为ｃＤＮＡ　原理为采用逆转录酶以ＲＮＡ为

模板合成与其互补的ＤＮＡ的过程。严格按照说明书要求，配

置逆转录反应液（核酸混合物４μＬ，逆转录酶２μＬ，缓冲液２

μＬ，ＲＮＡ模板１２μＬ）。在每个含有ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｓｅｒｉｐｔａｓｅｍａｓ

ｔｅｒＭｉｘ的管中最后加入模板ＲＮＡ。温和混匀，短暂离心后置

于冰上。放入７５００型实时荧光定量聚合酶链反应仪中进行反

应，设置反应条件为３７℃６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ。终止反应后，

置于冰上。－２０℃冰箱保存备用。

１．３．５　实时荧光定量聚合酶链反应　实时荧光定量聚合酶链

反应是通过对扩增反应中的每一个循环产物的荧光信号进行
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实时监测，分析指数期的扩增情况来实现对起始模板的定量分

析。以逆转录所得ｃＤＮＡ为模板，用实时荧光定量聚合酶链

反应法测定ｍｉＲ１８ａ及内参ｃｅｌｍｉＲ３９的表达水平。ｃｅｌｍｉＲ

３９在血清中特异性表达并且表达恒定，因此被选为内参。严

格按照说明书配置反应体系，配制预混液时各反应液多加

１０％，以避免分管移液时丢失造成偏倚。为了消除标本间加样

误差，每个标本做３个复孔，并设置阴性对照，阴性对照孔不加

ｃＤＮＡ模板，以 ＤＥＰＣＨ２Ｏ代替。作者以ｃｅｌｍｉＲ３９作为内

参照，每一标本均分别扩增 ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ１８ａ及内参ｃｅｌｍｉＲ

３９。戴好口罩和手套，操作过程均在冰上进行。反应程序设

置，预变性，９５℃１５ｍｉｎ；４０个反应循环（变性，９４℃１５ｓ；退

火，５５℃３０ｓ；延伸，７５℃３４ｓ），重复２次。阈值循环数Ｃｔ代

表聚合酶链反应管内的荧光信号达到设定的域值时所经历的

循环数。反应完成后，记录下各检测反应孔Ｃｔ值。复孔间Ｃｔ

值之差应＜１．０，否则需重复试验。各样本的△Ｃｔ值＝（目的

基因Ｃｔ值－内参基因Ｃｔ值），△Ｃｔ值越大，表达量越低，各标

本基因表达相对定量值为２－△Ｃｔ。采用Ｌｏｇ２
－△Ｃｔ的值，比较直

观地表达各标本基因表达相对定量。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０统计分析软件和ＥＸＣＥＬ

软件对数据进行处理。各标本基因表达量的正态分布的计量

资料用狓±狊描述，均数比较采用狋检验，组间差异比较用犉检

验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。应用ＲＯＣ曲线及曲线下

面积（ＡＵＣ）评估ｍｉＲ１８ａ的诊断价值。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲ１８ａ在肝炎组、肝硬化组和肝癌组中的表达　血清

ｍｉＲ１８ａ的检测结果在肝炎组、肝硬化组和肝癌组，与对照组

相比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。血清 ｍｉＲ１８ａ的检测

结果在肝炎组（－２．５０±０．７０）、肝硬化组（－２．２５±０．９６）和肝

癌组（－２．２７±０．８８）中表达明显高于对照组（－３．２２±０．９３），

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　血清ｍｉＲ１８ａ在 ＨＢＶ相关肝病中的诊断价值分析　应

用ＲＯＣ曲线及ＡＵＣ值评估ｍｉＲ１８ａ的诊断价值，ｍｉＲ１８ａ的

ＡＵＣ值为０．７４７，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。９５％犆犐为

０．６６９～０．８２４（犘＜０．０５）；敏感度为８３．３％；特异性为６０．０％；

约登指数为４３．３％。见图１。

图１　　ｍｉＲ１８ａ在 ＨＢＶ相关肝病中的表达

３　讨　　论

　　ｍｉＲＮＡｓ不仅在人血清或血浆中呈高度稳定形式，而且特

定ｍｉＲＮＡｓ的表达水平在不同疾病患者的血浆中与健康人相

比具有显著不同［９］。这些研究为 ｍｉＲＮＡｓ成为新型、非创伤

性生物标志提供了理论依据。在血液中 ｍｉＲＮＡ的稳定性异

常高，推测ｍｉＲＮＡ很可能是１个基于血液的理想生物标志

物。由于病理的损伤和细胞的破坏，组织和器官的细胞内

ｍｉＲＮＡ会随着细胞死亡或凋亡过程释放到血液中，被认为是

新的无创标志物选择，血液和组织中 ｍｉＲＮＡ表达的检测已经

在部分疾病诊断和预后中得到应用［１０］。

实时荧光定量聚合酶链反应法是较传统的基因检测方法，

其检测效率高，准确性强，试验结果重复性好。作者通过实时

荧光定量聚合酶链反应法检测发现，肝炎组、肝硬化组、肝癌组

患者血清中 ｍｉＲ１８ａ表达水平明显升高。目前研究已表明，

ｍｉＲＮＡ在细胞的发育、病毒的感染、疾病的发生等过程中发挥

着重要调控作用［１１］。ＨＢＶ感染可导致 ｍｉＲＡＮｓ的表达尤其

是肝特异性ｍｉＲＡＮｓ分子的表达模式发生改变，这些变化可

能与慢性持续性感染以及疾病的进展有关。有研究发现，ｍｉＲ

１８ａ在肝癌患者中的表达水平明显高于对照组血清中的表达

量［１２］。另有研究发现，ｍｉＲ１８ａ在肝病的发生、发展中起致癌

作用，在肝癌中的表达水平明显高于对照组［１３］。Ｍｕｒａｋａｍｉ

等［１４］报道了肝癌组织和癌旁组织的ｍｉＲＮＡ表达谱，应用基因

芯片的技术，结果表明ｍｉＲ１８ａ在肝癌组织中表达量高于正常

组织。有研究发现，在肝癌患者人群中，ｍｉＲ１８ａ是通过抑制

雌激素受体α的表达来促进肝癌细胞的增殖。另有研究报道，

在检测鼠肝组织中的 ｍｉＲＮＡ表达谱发现，ｍｉＲ１８ａ的表达是

上调的［１５］。因此，ｍｉＲ１８ａ可能与 ＨＢＶ相关肝病的发生、发

展相关。

ＲＯＣ曲线也称为受试者工作特征曲线，即反映敏感度与

特异性连续变量的综合指标。ＡＵＣ表示正确区分患者和健康

者的可能性，可反映某个诊断试验的价值大小，及比较２个诊

断试验的价值高低。ＡＵＣ值＝０．５则可以认为完全无价值，

通常１个理想的诊断试验ＡＵＣ值＝１．０。当犘＜０．０５时，ＡＵＣ

值具有区分患者和健康者的诊断价值。ＡＵＣ值＞０．５时，ＡＵＣ

值越接近１．０，说明诊断效果越好。ＡＵＣ值≥０．５～＜０．７时有

较低的准确性，ＡＵＣ值≥０．７～＜０．９时有一定的准确性，

ＡＵＣ值≥０．９时有较高的准确性。本研究中，血清 ｍｉＲ１２２

和ｍｉＲ１８ａ的诊断分析结果显示，ＡＵＣ值＞０．７且犘＜０．００１，

提示血清ｍｉＲ１８ａ在肝炎组、肝硬化组、肝癌组中有一定的诊

断价值。

综上所述，ｍｉＲ１８ａ在肝炎组、肝硬化组、肝癌组的血清中

表达上调，且通过 ＲＯＣ曲线分析结果推测，ｍｉＲ１８ａ在肝炎

组、肝硬化组、肝癌组中有潜在的诊断价值，外周血 ｍｉＲ１８ａ水

平检测可为 ＨＢＶ相关肝病的早期诊断提供可能。随着大样

本资料的收集、试验技术的提升，越来越多的试验数据将证明

血清ｍｉＲＮＡ可作为新的无创生物学标志物应用于 ＨＢＶ相关

肝病的监控，从而在早期阶段预测肝细胞癌的发生。
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·临床研究·

细菌性阴道病检测的影响因素分析

陈远翔１，张达容２，罗光丽２

（１．重庆市万州区妇幼保健院　４０４０００；２．重庆市肿瘤医院　４０００００）

　　摘　要：目的　分析细菌性阴道病检测的影响因素，保证细菌性阴道病检测结果的准确性。方法　采用唾液酸酶法对４００例

阴道分泌物标本进行检测，以培养方法和线索细胞为标准对检测结果进行评价，并对影响因素进行分析和验证。结果　４００例标

本中共检出细菌性阴道病阳性４５例（１１．３％）。在细菌性阴道病阳性标本中只有２０例（４４．４％）是由于阴道加德纳菌感染所引

起，与总体检出率之间差异有统计学意义（犘＜０．０５）。真菌、滴虫、经期血液污染是细菌性阴道病检测的干扰因素，导致细菌性阴

道病检测呈假阳性。结论　唾液酸酶法检测细菌性阴道病干扰因素包括：真菌、滴虫、血液。实际工作发现，细菌性阴道病阳性标

本同时有真菌或滴虫感染，或分泌物有血液污染时，应对分泌物进行线索细胞查找或采用培养方法确定病原菌的感染类型，便于

临床医生有针对性地合理用药，减轻患者感染症状。

关键词：细菌性阴道病；　唾液酸酶法；　阴道加德纳菌；　影响因素

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１７．０２．０３６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１７）０２０２３９０３

　　细菌性阴道病也称非特异性阴道炎，是目前临床上妇产科

常见的感染性疾病之一，如不及时治疗，易发生泌尿系统感

染［１］。细菌性阴道病发病率高，可引发多种妇科并发症，并且

使人类免疫缺陷病毒和宫颈癌的感染风险增高［２］。临床上大

多采用唾液酸酶法对细菌性阴道病进行快速检测，唾液酸酶法

以其良好的特异性、敏感度广泛应用于临床白带常规检测［３４］。

笔者在实际工作中发现，多种因素可导致唾液酸酶法细菌性阴

道病检测假阳性，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　细菌鉴定和培养基采用法国梅里埃 ＡＰＩＣｏｒｙｎｅ

棒状杆菌（法国梅里埃生物技术公司），人血哥伦比亚琼脂（自

制），肝浸液（青岛海博生物技术有限公司）；细菌性阴道病检测

采用江苏硕士阴道炎联合检测装置和配套试剂（江苏硕士生物

科技有限公司）；其他试剂设备为革兰染液（重庆庞通医疗器械

有限公司），白色念珠菌标准菌株（上海宝录生物科技有限公

司），阴道加德纳菌标准菌株（上海宝录生物科技有限公司），恒

温箱（上海博讯医疗设备厂），生物安全柜（济南鑫贝西生物技

术有限公司）。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　生理盐水润湿后窥阴器扩张，清除阴道内

现有的阴道和宫颈分泌物，弃之。再轻压宫颈使分泌物流出，３

支无菌棉拭子采集，或取阴道后穹窿分泌物送检。

１．２．２　涂片染色和性状观察　生理盐水１滴于洁净玻片，１

支已采样棉拭子滚动涂抹后立即镜下观察滴虫、真菌。自然干

燥固定后进行革兰染色，观察线索细胞。对分泌物性状进行记

录，如脓性、豆腐渣样、经期血液污染等。
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