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  摘 要:目的 探讨甲胎蛋白(AFP)、丝/苏氨酸蛋白激酶(AKT)2、核基质结合区结合蛋白(SATB)1在原

发性肝癌患者中的表达水平及与临床病理特征的关系。方法 收集2019年5月至2020年5月于唐山市人民

医院接受手术治疗的82例原发性肝癌患者的病历资料进行回顾性研究,测定癌组织及癌旁组织AFP
 

mRNA、
AKT2

 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平,分析癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平与

临床病理特征的关系,对比术后1年复发与未复发患者癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表

达水平,采用Logistic回归分析原发性肝癌患者术后复发的影响因素,采用受试者工作特征(ROC)曲线分析癌

组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA对术后复发的预测价值。结果 癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平高于癌旁组织(P<0.05);癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mR-
NA表达水平与 TNM 分期、病理分级有关(P<0.05);复发者癌组织 AFP

 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平高于未复发者(P<0.05);癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平升高

均为术后复发的影响因素(P<0.05);癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA联合预测复发的曲

线下面积为0.853,灵敏度为89.47%,特异度为71.43%。结论 原发性肝癌患者癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平与TNM分期、病理分级及术后复发有关,三者联合检测可为临床预测术后复

发提供有效的量化参考依据,亦可能为原发性肝癌治疗提供新的靶点。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

alpha-fetoprotein
 

(AFP),serine/threonine
 

pro-
tein

 

kinase
 

2
 

(AKT2)
 

and
 

nuclear
 

matrix
 

binding
 

domain
 

binding
 

protein
 

1
 

(SATB1)
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

pri-
mary

 

liver
 

cancer
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

clinicopathological
 

characteristics.Methods The
 

case
 

data
 

of
 

82
 

patients
 

with
 

primary
 

liver
 

cancer
 

receiving
 

surgery
 

in
 

the
 

Tangshan
 

Municipal
 

People's
 

Hospital
 

from
 

May
 

2019
 

to
 

May
 

2020
 

were
 

selected
 

for
 

conducting
 

the
 

retrospective
 

study.The
 

expression
 

levels
 

of
 

AFP
 

mRNA,
AKT2

 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

and
 

paracancerous
 

tissues
 

were
 

measured.The
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

with
 

the
 

clinicopathological
 

characteristics
 

were
 

analyzed.The
 

expression
 

levels
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

patients
 

with
 

recurrence
 

and
 

the
 

patients
 

with-
out

 

recurrence
 

in
 

postoperative
 

1
 

year.The
 

Logistic
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

postoperative
 

recurrence
 

in
 

patients
 

with
 

primary
 

liver
 

cancer,and
 

the
 

predictive
 

values
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA,SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissue
 

for
 

postoperative
 

recurrence
 

were
 

analyzed
 

by
 

adopting
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

paracancerous
 

tissues
 

(P<0.05);the
 

expression
 

levels
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

were
 

related
 

to
 

the
 

TNM
 

staging
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and
 

pathological
 

grading
 

(P<0.05);the
 

expression
 

levels
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

recurrence
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

patients
 

without
 

recurrence
 

(P<0.05);the
 

high
 

expression
 

levels
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

were
 

all
 

influential
 

factors
 

for
 

postoperative
 

recurrence
 

(P<0.05);the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

the
 

combina-
tion

 

detection
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

for
 

predicting
 

recurrence
 

was
 

0.853,the
 

sensitivity
 

was
 

89.47%
 

and
 

the
 

specificity
 

was
 

71.43%.Conclusion The
 

expression
 

levels
 

of
 

AFP
 

mRNA,AKT2
 

mRNA
 

and
 

SATB1
 

mRNA
 

in
 

the
 

cancer
 

tissues
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

primary
 

liver
 

cancer
 

are
 

related
 

to
 

the
 

TNM
 

staging,pathological
 

grading
 

and
 

postoperative
 

recurrence.The
 

combination
 

detection
 

of
 

the
 

three
 

can
 

provide
 

an
 

effectively
 

quantitative
 

reference
 

basis
 

for
 

clinical
 

prediction
 

of
 

postoperative
 

recur-
rence,which

 

also
 

may
 

provide
 

the
 

new
 

target
 

spot
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

primary
 

liver
 

cancer.
Key
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  原发性肝癌为世界十大恶性肿瘤之一,具有发病

隐匿、恶性程度高、复发率高、预后差等特点[1-2]。目

前,临床治疗原发性肝癌多采用以手术治疗为主的综

合治疗方案,但由于肝癌发展迅速并有转移潜能,术
后复发、转移较为常见,患者5年生存率为25%~
39%[3-4]。目前,人们对原发性肝癌发生、发展和转移

等的分子机制仍不清楚。因此,研究原发性肝癌发展

进程的分子机制,探讨能阻断原发性肝癌发展的靶

点,以改善患者预后是亟待解决的问题。既往研究证

实,甲胎蛋白(AFP)、丝/苏氨酸蛋白激酶(AKT)2、核
基质结合区结合蛋白(SATB)1与乳腺癌、肺癌、肝癌

等多种恶性肿瘤的发生、发展、转移生物学行为有

关[5-7]。目前,AKT2、SATB1用于预测原发性肝癌术

后复发风险,临床鲜有报道。基于此,本研究尝试探

讨癌组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mR-
NA表达与原发性肝癌临床病理特征的关系及预测术

后复发的价值,旨在为临床防治该病提供依据,现报

道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年5月至2020年5月于

唐山市人民医院接受手术治疗的82例原发性肝癌患

者的病历资料进行回顾性研究。纳入标准:均符合原

发性肝癌诊断标准及相关分期标准[8],经术后病理检

查证实为原发性肝癌;术前均未进行任何抗癌治疗;
手术方案为根治性切除术;有完整的临床病历和病理

学资料;有完整的随访记录。排除标准:术前肝功能

或其他器官功能严重不全;合并其他器官、组织恶性

肿瘤;精神、心理异常。其中男59例,女23例;年
龄<60岁63例,≥60岁19例;合并肝硬化62例,未
合并肝硬化20例;肿瘤最大径:<3

 

cm
 

23例,3~5
 

cm
 

19例,>5
 

cm
 

40例;TNM分期:Ⅰ期14例,Ⅱ期

51例,Ⅲ期17例;病理分级:高分化37例,中分化23
例,低分化22例。
1.2 方法 (1)临床病理特征收集:包括性别、年龄、
肿瘤数目、有无肝硬化、肿瘤最大径、TNM 分期、病理

分级 等。(2)AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA检测:提取肝癌组织、癌旁组织总RNA,反转

录为cDNA,以β-actin为内参,采用实时荧光定量

PCR测定 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mR-
NA表达。条件:95

 

℃预变性2
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,64
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

45
 

s为1个循环,共45个循环,检测基因

相对表达量(公式为2-ΔΔCt)。(3)随访。术后1年定

期行影像学检查(肝动脉造影、B超、CT、MRI等),发
现肝内新发病灶为复发,否则为未复发。
1.3 观察指标 (1)癌组织及癌旁组织 AFP

 

mR-
NA、AKT2

 

mRNA、SATB1
 

mRNA 表达水平。(2)
癌组织 AFP

 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA
表达水平与临床病理特征的关系。(3)对比术后1年

复发与未复发患者癌组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mR-
NA、SATB1

 

mRNA表达水平。(4)分析原发性肝癌

患者术后复发的影响因素。(5)分析癌组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA 对原发性肝

癌患者术后复发的预测价值。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件处理数

据。计量资料先进行方差齐性检验与正态性检验,均
确认方差齐性且近似服从正态布,以x±s描述,两组

间比较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素

方差分析,多重比较采用LSD-t检验;计数资料以例

数或率表示,组间比较采用χ2 检验;术后复发的影响

因素采用Logistic回归进行分析;采用受试者工作特

征(ROC)曲线分析各指标的预测价值,获取曲线下面

积(AUC)、置信区间、灵敏度、特异度及cut-off值,联
合预测实施 Logistic二元回归拟合,返回预测概率

logit(P)作为独立检验变量。均采用双侧检验,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 癌组织及癌旁组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mR-
NA、SATB1

 

mRNA 表达水平比较 癌组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA 表达水平均

高于癌旁组织(P<0.05)。见表1。
2.2 癌组织 AFP

 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平与临床病理特征的关系 癌组织
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AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水

平与TNM分期、病理分级有关(P<0.05)。见表2。
表1  癌组织及癌旁组织AFP

 

mRNA、AKT2
 

mRNA、

   SATB1
 

mRNA表达水平比较(x±s)

组织 n AFP
 

mRNA AKT2
 

mRNA SATB1
 

mRNA

癌组织 82 0.37±0.09 1.31±0.21 0.20±0.05

癌旁组织 82 0.21±0.03 1.12±0.15 0.05±0.02

t 15.272 6.667 25.223

P <0.001 <0.001 <0.001

2.3 不同预后患者癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mR-

NA、SATB1
 

mRNA表达水平比较 术后1年复发

19例,复发率为23.17%(19/82)。复发者癌组织

AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水

平均高于未复发者(P<0.05)。见表3。
2.4 原发性肝癌患者术后复发影响因素的多因素

Logistic回归分析 以原发性肝癌患者术后复发情况

为因变量,以癌组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、
SATB1

 

mRNA表达作为自变量,赋值见表4,多因素

Logistic回归分析结果显示,癌组织 AFP
 

mRNA、
AKT2

 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平升高均为术

后复发的独立影响因素(P<0.05)。见表5。

表2  癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平与临床病理特征的关系(x±s)

临床病理特征 n AFP
 

mRNA t/F P AKT2
 

mRNA t/F P SATB1
 

mRNA t/F P

性别 1.137 0.259 0.741 0.461 0.857 0.394

 男 59 0.38±0.11 1.32±0.23 0.20±0.05

 女 23 0.35±0.10 1.28±0.19 0.19±0.04

年龄(岁) 1.093 0.278 0.704 0.484 0.844 0.401

 <60 63 0.36±0.10 1.30±0.21 0.20±0.04

 ≥60 19 0.39±0.12 1.34±0.24 0.21±0.06

肿瘤数目(个) 0.463 0.645 0.521 0.604 0.750 0.455

 1 61 0.37±0.08 1.30±0.23 0.20±0.05

 ≥2 21 0.38±0.10 1.33±0.22 0.21±0.06

肝硬化 1.239 0.219 0.729 0.468 0.845 0.401

 有 62 0.38±0.13 1.32±0.22 0.20±0.05

 无 20 0.34±0.11 1.28±0.19 0.19±0.03

肿瘤最大径(cm) 0.661 0.519 0.094 0.910 1.997 0.143

 <3 23 0.35±0.09 1.30±0.19 0.18±0.05

 3~5 19 0.37±0.11 1.30±0.18 0.20±0.06

 >5 40 0.38±0.10 1.32±0.23 0.21±0.06

TNM分期 10.905 <0.001 6.326 0.003 16.283 <0.001

 Ⅰ期 14 0.29±0.08 1.20±0.15 0.16±0.03

 Ⅱ期 51 0.36±0.11 1.30±0.18 0.19±0.05

 Ⅲ期 17 0.47±0.13 1.43±0.21 0.26±0.07

病理分级 19.505 <0.001 11.805 <0.001 16.939 <0.001

 高分化 37 0.30±0.09 1.21±0.17 0.17±0.04

 中分化 23 0.38±0.12 1.32±0.20 0.21±0.05

 低分化 22 0.48±0.12 1.47±0.24 0.24±0.05

表3  不同预后患者癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、

   SATB1
 

mRNA表达水平比较(x±s)

项目 n AFP
 

mRNA AKT2
 

mRNA SATB1
 

mRNA

复发 19 0.45±0.08 1.46±0.25 0.24±0.06

未复发 63 0.35±0.12 1.26±0.21 0.19±0.04

t 3.404 3.479 4.219

P <0.001 <0.001 <0.001

表4  变量赋值表

变量 赋值

因变量

 术后复发 否=0,是=1
自变量

 AFP
 

mRNA 具体值

 AKT2
 

mRNA 具体值

 SATB1
 

mRNA 具体值
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2.5 癌组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA对原发性肝癌患者术后复发的预测价值 以

复发者癌组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA作为阳性样本,以未复发者癌组织AFP
 

mR-
NA、AKT2

 

mRNA、SATB1
 

mRNA作为阴性样本,

绘制各指标预测原发性肝癌患者术后复发的ROC曲

线。结果显示,癌组织 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、
SATB1

 

mRNA单独预测复发的AUC分别为0.815、
0.756、0.761,三者联合预测的AUC为0.853。见表

6、图1。

表5  原发性肝癌患者术后复发影响因素的多因素Logistic回归分析

项目 β SE Wald
 

χ2 P OR 95%CI

AFP
 

mRNA 1.379 0.352 15.337 <0.001 3.969 2.059~7.651

AKT2
 

mRNA 1.425 0.369 14.913 <0.001 4.158 2.147~8.052

SATB1
 

mRNA 1.303 0.408 10.195 <0.001 3.679 1.983~6.827

表6  癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达对原发性肝癌患者术后复发的预测价值

指标 AUC 95%CI Z P cut-off值 灵敏度(%) 特异度(%)

AFP
 

mRNA 0.815 0.714~0.893 6.262 <0.001 >0.40 73.68 74.60

AKT2
 

mRNA 0.756 0.737~0.683 3.998 <0.001 >1.32 73.68 71.43

SATB1
 

mRNA 0.761 0.655~0.849 3.918 <0.001 >0.23 62.63 87.30

三项联合 0.853 0.757~0.921 8.245 <0.001 - 89.47 71.43

  注:-表示无数据。

图1  癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA
预测复发的ROC曲线

3 讨  论

  转移是恶性肿瘤最基本的生物学特征,多数原发

性肝癌患者行根治性切除术后仍死于肿瘤复发、转
移[9]。复发、转移已成为影响原发性肝癌患者远期疗

效和生存期的瓶颈问题。现在的研究热点为探讨与

原发性肝癌复发、转移相关的分子标志物,明确原发

性肝癌复发、转移的分子机制,以服务于肿瘤的靶向

治疗。
AFP是一种糖原蛋白,AFP基因位于第4号染

色体上,其在健康成人肝细胞中仅微量表达,在肝癌

细胞中高表达[10]。研究报道,AFP诊断原发性肝癌

的假阳性率仅为2%,是目前较有价值的早期诊断指

标[11]。本研究结果显示,癌组织AFP
 

mRNA表达水

平高于癌旁组织,且与 TNM 分期、病理分级有关

(P<0.05),提示 AFP
 

mRNA高表达与原发性肝癌

发生及生物学行为有关,但 APF的生物学活性是否

与疾病转归有关尚需继续探讨。多因素Logistic回

归分析显示,癌组织AFP
 

mRNA高表达为术后复发

的相关影响因素(P<0.05)。分析可能原因:AFP对

肝癌细胞生长有促进作用,其机制在于,通过细胞膜

上AFP受体,影响淋巴细胞或肝癌细胞的肿瘤坏死

因子家族及受体表达,导致癌细胞逃避机体免疫监

视,并可促进癌基因表达[12]。此外,AFP在肝癌组织

中的表达呈癌巢分布的趋势,癌旁组织的部分细胞也

可见AFP表达,提示这些细胞可能是癌前细胞,但尚

缺乏恶性转化表型[13]。结合上述研究得出,AFP可

能与肝细胞恶性转化有关,参与肝癌进展及术后复

发、转移。
AKT是信号转导途径中重要的蛋白激酶,其为

磷脂酰肌醇-3-羟基激酶(PI3K)下游的靶蛋白,是
PI3K/AKT 信 号 转 导 通 路 的 核 心[13]。AKT2 是

AKT重要亚型之一,介导体内PI3K依赖的细胞黏

附、侵袭和转移效应[14]。在肝癌、卵巢癌、胰腺癌、结
直肠癌中均可检测到 AKT2基因扩增与过表达,因
此,AKT2被定义为癌基因[15]。本研究结果显示,原
发性肝癌患者癌组织 AKT2

 

mRNA异常高表达,且
可反映原发性肝癌的生物学特性,与既往研究[16]结果

一致。进一步分析发现,癌组织 AKT2
 

mRNA高表

达为原发性肝癌术后复发的影响因素(P<0.05)。相

关机制可能如下:(1)AKT2通过上调金属基质蛋白

酶(MMP)-2、MMP-9、β1-整合素表达而促进肿瘤细胞

侵袭和转移[17];(3)AKT2可抑制肿瘤细胞凋亡,使
BCL-2相关凋亡促进基因(Bad)、叉头状转录因子O1
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等凋亡相关分子活化或失活,引起前凋亡基因转录水

平降低,并抑制细胞凋亡,导致肿瘤细胞凋亡机制

障碍[18]。
SATB1是一种核基质结合区结合蛋白质,对胸

腺细胞发育和T细胞成熟起重要作用,是调节免疫系

统的关键物质[19]。有研究发现,SATB1能调节癌基

因c-myc转录及BCL-2的转录活性,参与细胞凋亡调

控[20]。因此,探讨SATB1在肿瘤发生、发展过程中

的作用成为研究热点。本研究采用实时荧光定量

PCR检测SATB1在原发性肝癌癌组织中的表达情

况,结果显示,SATB1
 

mRNA在癌组织中的表达水平

明显高于癌旁组织,且与肿瘤分化程度、TNM 分期有

关(P<0.05),提示SATB1可能参与了原发性肝癌

的发生、发展过程。有研究显示,采用RNA干扰技术

敲除SATBl基因可对肝癌细胞增殖及远处转移起到

抑制作用[21],也证明了SATBl在肝癌细胞转移和侵

袭中 发 挥 了 重 要 作 用。本 研 究 还 发 现,癌 组 织

SATB1
 

mRNA高表达为原发性肝癌患者术后复发的

影响因素(P<0.05),分析其原因可能与SATBl能上

调许多转移相关基因表达有关,如钙结合蛋白(CBP)
基因、血管内皮生长因子(VEGF)基因[22]。有研究报

道,CBP、VEGF基因表达水平与肿瘤复发、转移呈正

相关[23-25]。目前,SATB1对癌细胞生长、侵袭及转移

具体调控的基因和分子机制尚不清楚,有待于进一步

研究。另外,本研究进行癌组织AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mRNA联合检测预测原发性肝癌术

后复发的ROC曲线分析,发现联合预测的 AUC达

0.853,高于各指标单独预测。因此,临床可同时检测

上述基因表达,为预测术后复发提供更有效的量化参

考依据。
综上所述,原发性肝癌患者癌组织AFP

 

mRNA、
AKT2

 

mRNA、SATB1
 

mRNA表达水平与TNM 分

期、病理分级及术后复发有关,三者联合检测可有效

预测原发性肝癌术后复发风险,为预防术后复发提供

指导。但 AFP
 

mRNA、AKT2
 

mRNA、SATB1
 

mR-
NA具体调控癌细胞生长、侵袭及转移的分子机制尚

不清楚,有待于进一步研究。

参考文献

[1]ZIEMLEWICZ
 

T
 

J,WELLS
 

S
 

A,LUBNER
 

M
 

G,et
 

al.
Hepatic

 

tumor
 

ablation[J].Surg
 

Clin
 

North
 

Am,2016,96
(2):315-339.

[2] 张爽,王锋,孟庆玲,等.原发性肝癌患者流行病学与乙型

肝炎病毒感染调查[J].中国疫苗和免疫,2018,24(2):

133-136.
[3] CHI

 

Y,GONG
 

Z,XIN
 

H,et
 

al.Long
 

noncoding
 

RNA
 

ln-
cARSR

 

promotes
 

nonalcoholic
 

fatty
 

liver
 

disease
 

and
 

hepato-
cellular

 

carcinoma
 

by
 

promoting
 

YAP1
 

and
 

activating
 

the
 

IRS2/AKT
 

pathway[J].J
 

Transl
 

Med,2020,18(1):126.
[4] 王双佳,李秀东,苏旭,等.原发性肝癌患者术后肝外转移

复发分析[J].中华肝胆外科杂志,2018,24(5):341-343.
[5] 杨大鹏,宦洪波,张亮,等.去甲肾上腺素通过PI3K/Akt

信号通路上调Sox4表达促进肝癌细胞增殖[J].第三军

医大学学报,2017,39(9):821-826.
[6] 李彦,潘烽平,彭勃,等.核基质结合区结合蛋白质1介导

Snail/Slug信号通路调控上皮-间充质转化评估直肠癌分

子切缘 的 研 究[J].中 华 实 验 外 科 杂 志,2020,37(7):

1354.
[7]FU

 

J,LI
 

Y,LI
 

Z,et
 

al.Clinical
 

utility
 

of
 

decarboxylation
 

prothrombin
 

combined
 

with
 

alpha-fetoprotein
 

for
 

diagno-
sing

 

primary
 

hepatocellular
 

carcinoma[J].Biosci
 

Rep,

2018,38(5):BSR20180044.
[8] 中华人民共和国国家卫生和计划生育委员会医政医管

局.原发性肝癌诊疗规范(2017年版)[J].中华消化外科

杂志,2017,16(7):635-647.
[9] 温瑜鹏,刘彦君.超声造影对原发性肝癌术后复发转移的

诊断价值[J].肝脏,2018,23(4):321-322.
[10]LIANG

 

J,WANG
 

J,ZHANG
 

L,et
 

al.Conductometric
 

immunoassay
 

of
 

alpha-fetoprotein
 

in
 

sera
 

of
 

liver
 

cancer
 

patients
 

using
 

bienzyme-functionalized
 

nanometer-sized
 

silica
 

beads[J].Analyst,2018,144(1):265-273.
[11]张瑜,陈琨.血小板4项参数联合血清 AFP水平检测对

乙型肝炎肝硬化肝癌的诊断价值研究[J].国际检验医学

杂志,2020,41(23):2921-2924.
[12]苏纯洁,何前进,毛伟明,等.沉默 AFP表达对肝癌细胞

侵袭转移的影响及机制[J].山东医药,2019,59(4):44-
47.

[13]王希君,沈容芳,王想,等.甲胎蛋白高表达和低表达肝细

胞肝癌的基因表达谱差异分析[J].中华肿瘤杂志,2020,

42(5):396-402.
[14]陈斌,李博飞,胡志强.Gli1与p-AKT在肝癌组织中的表

达及其与肝癌侵袭转移的关系[J].中华普通外科杂志,

2019,34(6):540-541.
[15]黄长山,余伟,王谦,等.过表达 miR-29c靶向抑制 AKT2

增强肝癌 HepG2细胞放射敏感性的实验研究[J].中华

放射医学与防护杂志,2019,39(3):185-191.
[16]黄瑾,刘景雪,曾颖,等.胰腺癌细胞中TRPV1受体参与

EGFR介导的细胞功能研究[J].药学实践杂志,2018,36
(2):126-130.

[17]曹煜姗,孙达权,夏庆,等.PI3
 

K/Akt通路在肝癌细胞迁

移和侵袭中的作用[J].山东医药,2018,58(26):14-17.
[18]黄丹红,吴建兵,简捷,等.TPX2通过PI3K/Akt信号通

路调控肝癌细胞增殖及凋亡[J].肿瘤,2019,39(11):897-
907.

[19]郭春华,张雅雅,刘蕾,等.AKT通过C-myc通路调控肝

癌 HepG2细胞中PTEN蛋白的表达[J].肿瘤,2020,40
(2):102-112.

[20]王明月,黄波,王思望,等.特异性核基质结合区结合蛋白

1在肺腺癌组织中的表达及其对肺腺癌细胞增殖、凋亡

的影响[J].中华实验外科杂志,2019,36(3):488-491.
[21]MA

 

J,WU
 

K,ZHAO
 

Z,et
 

al.Special
 

AT-rich
 

sequence
 

binding
 

protein
 

1
 

promotes
 

tumor
 

growth
 

and
 

metastasis
 

of
 

esophageal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma[J].Tumour
 

Biol,

2017,39(3):1010428317694537. (下转第2282页)

·8722· 国际检验医学杂志2022年9月第43卷第18期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,September
 

2022,Vol.43,No.18



·论  著·

不可逆电穿孔消融治疗不可切除性胰腺癌对心肌酶的影响*

黄生权1,曾健滢1,2,胡欢欢1,吴文烈1,陈银珍1,牛立志1,2

1.广州复大肿瘤医院检验科,广东广州
 

510665;2.广州市复大肿瘤研究所,广东广州
 

510315

  摘 要:目的 通过观察接受不可逆电穿孔(IRE)消融治疗的不可切除性胰腺癌患者心肌酶水平变化,为

IRE消融治疗胰腺癌的术前评估及术后安全性判断提供一定的临床参考。方法 回顾性分析2016年10月至

2021年10月广州复大肿瘤医院收治的50例不可切除性胰腺癌患者,分为原位消融组(胰腺癌合并/不合并肝

转移瘤,采用IRE原位消融胰腺癌,23例)与合并消融组(胰腺癌合并肝转移瘤,进行IRE消融,27例)。比较

IRE消融术前、术后心肌酶水平的变化,并比较原位消融组与合并消融组患者术后心肌酶水平。结果 与术前

相比,两组术后当天心肌酶水平均显著升高(P<0.001),且两组相比,α-羟丁酸脱氢酶、乳酸脱氢酶及天门冬氨

酸氨基转移酶差异有统计学意义(P<0.05),术后3
 

d两组心肌酶水平呈现下降趋势。结论 IRE消融治疗的

胰腺癌患者心肌酶水平呈一过性升高,IRE消融安全性较好。
关键词:不可逆电穿孔; 消融; 胰腺癌; 心肌酶
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Effect
 

of
 

irreversible
 

electroporation
 

ablation
 

on
 

myocardial
 

enzymes
 

in
 

patients
 

with
 

unresectable
 

pancreatic
 

cancer*

HUANG
 

Shengquan1,ZENG
 

Jianying1,2,HU
 

Huanhuan1,WU
 

Wenlie1,CHEN
 

Yinzhen1,NIU
 

Lizhi1,2

1.Department
 

of
 

Clinical
 

Laboratory,Guangzhou
 

Fuda
 

Tumor
 

Hospital,Guangzhou,Guangdong
 

510665,China;
 

2.Guangzhou
 

Fuda
 

Tumor
 

Research
 

Institute,Guangzhou,Guangdong
 

510315,China
Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

changes
 

of
 

myocardial
 

enzyme
 

levels
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

unresectable
 

pancreatic
 

cancer
 

treated
 

by
 

irreversible
 

electroporation
 

(IRE)
 

ablation
 

so
 

as
 

to
 

provide
 

some
 

clinical
 

reference
 

for
 

the
 

preoperative
 

evaluation
 

and
 

postoperative
 

safety
 

of
 

IRE
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

pancreatic
 

cancer.
Methods Fifty

 

patients
 

with
 

unresectable
 

pancreatic
 

cancer
 

in
 

the
 

Guangzhou
 

Fuda
 

Tumor
 

Hospital
 

from
 

Oc-
tober

 

2016
 

to
 

October
 

2021
 

were
 

retrospectively
 

analyzed,and
 

divided
 

into
 

the
 

ablation
 

in
 

situ
 

group
 

(pancre-
atic

 

cancer
 

with
 

or
 

without
 

liver
 

metastasis
 

tumor,adopting
 

IRE
 

ablation
 

in
 

situ
 

for
 

pancreatic
 

tumors,23
 

ca-
ses)

 

and
 

the
 

combined
 

ablation
 

group
 

(pancreatic
 

cancer
 

complicating
 

liver
 

metastasis
 

tumor,conducting
 

IRE
 

ablation,27
 

cases).The
 

change
 

of
 

myocardial
 

enzyme
 

levels
 

were
 

compared
 

between
 

before
 

and
 

after
 

IRE
 

ab-
lation

 

and
  

the
 

postoperative
 

myocardial
 

enzyme
 

levels
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

in
 

situ
 

ablation
 

group
 

and
 

the
 

combined
 

ablation
 

group.Results Compared
 

with
 

before
 

operation,the
 

levels
 

of
 

myocardial
 

enzymes
 

on
 

the
 

operation
 

day
 

in
 

both
 

groups
 

were
 

increased
 

significantly
 

(P<0.001),moreover
 

in
 

the
 

comparison
 

be-
tween

 

the
 

two
 

groups,the
 

differences
 

in
 

α-hydroxybutyrate
 

dehydrogenase
 

(HBDH),lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH)
 

and
 

asparagine
 

aminotransferase
 

(AST)
 

had
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).The
 

myocardial
 

en-
zyme

 

levels
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

showed
 

a
 

downward
 

trend
 

on
 

postoperative
 

3
 

d.Conclusion In
 

the
 

patients
 

with
 

pancreatic
 

cancer
 

treated
 

by
 

IRE
 

ablation,the
 

myocardial
 

enzyme
 

levels
 

show
 

the
 

transient
 

increase,and
 

IRE
 

ablation
 

has
 

good
 

safety.
Key

 

words:irreversible
 

electroporation; ablation; pancreatic
 

cancer; myocardial
 

enzyme

  胰腺癌是消化道恶性肿瘤,具有隐匿性强、预后

差和病死率高的特点。大部分患者因全身状况差及

合并其他系统性疾病无法手术,仅15%~20%的患者

可接受手术治疗。胰腺癌术后行辅助治疗者中位生
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存期为12~22个月,5年生存率为20%~25%[1]。
纳米刀又称不可逆电穿孔(IRE),是一项近年来兴起、
不依赖热量形式的肿瘤消融技术。该技术利用微创

电极传递毫秒级高压电脉冲并形成高场强消融区,使
细胞膜产生不可逆纳米级孔道,造成细胞内外环境失

衡,最终导致细胞凋亡[2-5]。由于IRE对细胞外基质

影响较小,可应用于邻近有重要血管或神经的肿瘤消

融。近年来,IRE已逐步应用于胰腺癌及肝肿瘤的治

疗并获得认可[6-10]。IRE能量可触发心肌细胞过早动

作电位,并导致心律失常,尤其是心室颤动[11],因此,

IRE治疗术中采用心电同步技术,在心动周期绝对不

应期应用电脉冲,但亚临床心肌损伤和非致命性心律

失常仍有发生[12-13]。本文通过观察胰腺癌或胰腺癌

合并肝转移瘤患者IRE消融治疗前后心肌酶的改变,
以求为IRE消融治疗胰腺癌的术前评估及术后安全

性判断提供相关临床参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2016年10月至2021年10月

于广州复大肿瘤医院进行原位或合并肝转移IRE消

融治疗的50例不可切除性胰腺癌患者,分为原位消

融组(胰腺癌合并/不合并肝转移瘤,采用IRE原位消

融胰腺癌,23例)与合并消融组(胰腺癌合并肝转移

瘤,进行IRE消融,27例)。入组标准:(1)术前经组

织学或细胞学检查确诊为胰腺导管腺癌;(2)肿瘤无

法进行外科手术切除;(3)体力状况(PS)评分≤2分;
(4)肝转移瘤≤5个,且经组织学或细胞学检查来源于

胰腺癌;(5)术前评估生存期在3个月以上。排除标

准:(1)1周内服用过抗凝药物或凝血功能异常者;(2)
对比剂过敏或因其他原因无法进行CT及 MRI增强

扫描者;(3)术前评估为不能完全消融者;(4)严重心、
肺、肾功能不全或不能耐受气管插管全身麻醉者;(5)
严重心律失常、癫痫病史或心脏起搏器植入者以及近

期发生过大面积心肌梗死的患者;(6)急性感染或慢

性感染急性期者;(7)妊娠、精神异常或有精神病史且

不能自主配合者。本研究获医院医学伦理委员会审

查批准(伦理批号:FD-IRB-SL-KY-20211129)。两组

的年龄、性别、PS评分、肿瘤最大径及肿瘤位置等一

般资料比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比

性。见表1。

1.2 仪器与试剂 7100自动生化分析仪(日立 HI-
TACHI公司),天门冬氨酸氨基转移酶(AST)和乳酸

脱氢酶(LDH)检测试剂盒(中生北控生物科技股份有

限公司),肌酸激酶(CK)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)
和α-羟丁酸脱氢酶(HBDH)检测试剂盒(宁波美康生

物科技有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 IRE消融方法 采用 HVP01纳米刀治疗系

统(美国Angio
 

Dynamics公司)经皮消融。术前制订

治疗计划,电极有效暴露距离为1.5~2.0
 

cm。通过

CT联合超声定位,使电极探针经皮插入肿瘤,设置

IRE发生器参数,每组释放电脉冲10次,脉冲宽度

70~90
 

μs,放电组数7~9个。总脉冲次数为70~90
次,电场强度为1

 

200~1
 

500
 

V/cm,每次消融时长

1~2
 

min。通过实时的电阻或电流变化,结合术中超

声及CT确认消融成功。术后持续镇静,呼吸机辅助

通气2
 

h。患者留置胃管,转重症监护室接受心电监

护过夜。监测体征平稳后转入普通病房,给予抑制胰

液分泌、抗感染、护胃、脱水消肿药物及静脉营养支持

治疗。
表1  一般资料在两组间比较[n(%)或x±s

   或M(P25,P75)]

一般资料
原位消融组

(n=23)

合并消融组

(n=27)
χ2/t/Z P

性别 0.253 0.614

 男 12(52.17) 16(59.26)

 女 11(47.83) 11(40.74)

年龄(岁) 63.74±11.12 59.04±10.75 1.370 0.177

术前PS评分(分) 1.0(1.0,1.0) 1.0(1.0,1.0)-0.482 0.632

肿瘤最大径(cm) 4.0(3.2,5.4) 4.7(3.5,6.7)-1.489 0.143

肿瘤分期 2.446 0.117

 Ⅲ期 2(8.70) 0(0.00)

 Ⅳ期 21(91.30) 27(100.00)

肿瘤位置 2.334 0.311

 胰头 10(43.48) 11(40.74)

 胰颈、胰体 4(17.39) 2(7.40)

 胰尾 7(30.43) 14(51.85)

术前病史

 高血压 4(17.39) 8(29.63) 1.020 0.312

 糖尿病 6(26.09) 7(25.92) <0.001 0.989

1.3.2 心肌酶检测方法 入组患者血标本收集时间

点为术前、术后当天、术后3
 

d,采用日立 HITACHI
 

7100自动生化分析仪检测AST(参考范围为13~35
 

U/L)、LDH(参考范围为120~250
 

IU/L)、CK(参考

范围为40~200
 

IU/L)、CK-MB(参考范围为0~24
 

IU/L)、HBDH(参考范围为72~182
 

IU/L)水平。

1.4 统计学处理 
 

所有数据结果应用 GraphPad
 

Prism
 

5.0软件(San
 

Diego,CA,USA)进行统计分析

并作图。正态分布的计量资料以x±s表示,配对资

料间比较配对t检验,非配对资料间比较用独立样本

t检验。偏态分布的计量资料以 M(P25,P75)表示,
组间比较采用 Wilcoxon秩和检验。计数资料以例数
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或率表示,组间比较采用χ2 检验或Fisher确切概率

法。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 手术前后心肌酶改变 与术前相比,两组患者

术后当天心肌酶(CK-MB、CK、HBDH、LDH、AST)
水平均显著升高(原位消融组:P<0.001、P<0.001、

P=0.003
 

3、P=0.001
 

1、P=0.003
 

3;合并消融组:

P=0.000
 

4、P=0.000
 

1、P=0.000
 

1、P=0.000
 

2、

P<0.001)。术后3
 

d时,原位消融组CK水平与术

前比较,差异有统计学意义(P=0.042
 

4),其余心肌

酶水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。术后

3
 

d时,合并消融组CK、HBDH、LDH、AST水平与术

前比 较,差 异 有 统 计 学 意 义(P =0.001
 

1、P =
0.012

 

0、P=0.037
 

7、P=0.017
 

9),CK-MB水平与

术前比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。

2.2 两组手术前后心肌酶水平比较
 

 两组患者接受

IRE消融术前外周血心肌酶水平比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。术后当天,两组心肌酶(HBDH、

LDH及AST)水平比较,差异有统计学意义(P=
0.011

 

4、P=0.005
 

5、P<0.001),CK-MB、CK水平

比较差异无统计学意义(P=0.056
 

4、P=0.179
 

2)。
术后 3

 

d,两 组 LDH 差 异 有 统 计 学 意 义 (P =
0.030

 

7),CK-MB、CK、HBDH、AST差异无统计学

意义(P>0.05)。见表2。

表2  IRE消融术前、术后心肌酶水平[M(P25,P75)]

组别 n 时间 CK-MB(IU/L) CK(IU/L) HBDH(IU/L) LDH(IU/L) AST(U/L)

原位消融组 23 术前 14(12,21) 53(40,89) 141(126,179) 165(148,228) 24(17,44)

术后当天 30(22,46)a 110(46,206)a 184(157,210)a 217(196,276)a 33(26,69)a

术后3
 

d 16(14,25) 88(54,149)a 152(132,182) 180(142,203) 34(27,54)

合并消融组 27 术前 17(10,28) 51(33,71) 157(123,196) 200(160,252) 35(23,55)

术后当天 39(28,55)a 149(77,417)a 232(172,476)ab 382(215,892)ab 119(63,358)ab

术后3
 

d 20(14,35) 105(52,142)a 182(145,269)a 242(154,360)ab 58(28,125)a

  注:与本组术前相比,aP<0.05;与同时间段原位消融组比较,bP<0.05。

3 讨  论

  心肌酶是一种具有促进心肌细胞代谢和调节心

肌细胞电生理活动的酶类物质,一旦机体心肌细胞出

现异常,这些酶类物质就会进入血液导致其在血液中

的水平升高。心肌酶是诊断心肌损伤的传统实验室

检查指标,心肌酶水平动态升高被认为是急性心肌损

伤的标志[14-15],可以在一定程度上反映心肌损伤的情

况。其中,CK-MB主要存在于心肌组织中,对心肌损

伤的诊断特异性较高[16],是用于评估消融术后心肌损

伤程度的重要参数[17-19]。现有多个临床研究证明,实
体瘤的IRE消融治疗可引起与心脏相关的不良反

应[13,20]和心肌损伤标志物水平升高[12]。因此,本研

究在胰腺癌患者实施IRE消融手术之前,常规检查患

者心肌酶以确保患者符合手术适应证,在IRE消融术

后复查心肌酶来判断手术对胰腺癌患者心肌造成损

伤的程度及预后。
本研究表明,与手术前比较,两组心肌酶水平在

术后当天均显著升高(P<0.05),且合并消融组心肌

酶HBDH、LDH、AST水平较原位消融组升高更明显

(P<0.05),这表明IRE消融治疗胰腺癌可能会造成

急性心肌损伤,且对胰腺癌消融的同时,对肝转移瘤

进行合并消融时会使心肌损伤更重。主要原因可能

与消融脏器、消融范围及消融次数有关。值得指出的

是,在IRE消融术中,为保证100%肿瘤消融率,降低

局部复发率,需确保有效的高场强消融区范围,即消

融区范围覆盖肿瘤,而此时可能损伤正常胰腺组织,
导致各种胰酶从被破坏的胰腺组织中释放并直接损

伤心肌[21],这可能是心肌组织受损的协同作用机制。
其次,在IRE消融治疗术后3

 

d,合并消融组LDH水

平仍明显高于原位消融组(P<0.05),可能与该组对

多个肝转移瘤进行消融导致大量LDH 释放入血有

关。然而,所有患者术后当天心肌酶水平呈一过性升

高,3
 

d后明显下降,考虑IRE消融对心肌组织形态学

影响轻微,短时间内可完成代偿性修复,安全性较好。
苏东朝等[22]报道的12例IRE联合化疗治疗局部进

展期胰腺癌患者术后心肌酶水平呈一过性升高,与本

研究结果大致一致。
 

综上所述,IRE消融治疗不可切除性胰腺癌未见

严重心肌损伤,安全性较好,但其影响机制仍需通过

进一步研究证实。
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尿液外泌体miR-494-3p在急性肾损伤患者中的表达水平及诊断价值

魏 萍,王艳侠,尹 娣,石书梅△

中国人民解放军联勤保障部队第九六〇医院肾内科肾病实验中心,山东济南
 

250031

  摘 要:目的 探讨急性肾损伤(AKI)患者尿液外泌体miR-494-3p的表达水平,并分析其作为生物标志物

的临床应用价值。方法 收集2019年1月至2021年12月该院131例新诊断未经治疗的AKI患者和96例健

康对照者。提取尿液外泌体,随机将其纳入训练集(48例AKI患者和48例健康对照者)和验证集(83例AKI
患者和48例健康对照者)。提取RNA,通过实时荧光定量聚合酶链反应检测尿液外泌体中miR-494-3p的相对

表达水平,分析其在AKI患者和健康对照者中的差异,绘制受试者工作特征(ROC)曲线,并计算曲线下面积

(AUC)。结果 训练集miR-494-3p在AKI患者和健康对照者尿液中呈差异表达(P<0.05)。训练集尿液外

泌体miR-494-3p诊断AKI的AUC为0.740(95%CI:0.640~0.824),灵敏度为68.75%,特异度为75.00%。
相对于健康对照者,尿液外泌体miR-494-3p在验证集AKI患者中同样也呈高表达(P<0.05),验证集尿液外

泌体miR-494-3p诊断AKI的AUC为0.761(95%CI:0.679~0.831),灵敏度为72.29%,特异度为70.83%。
尿液外泌体miR-494-3p相对表达水平与患者年龄、性别及疾病分期无关(P>0.05)。结论 尿液外泌体 miR-
494-3p在AKI患者中呈高表达,对AKI具有一定的临床诊断价值。

关键词:尿液外泌体; 急性肾损伤; miR-494-3p; 生物标志物
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

acute
 

kidney
 

injury,and
 

to
 

analyze
 

its
 

clinical
 

application
 

value
 

as
 

a
 

biomarker.Methods A
 

total
 

of
 

131
 

pa-
tients

 

with
 

newly
 

diagnosed
 

and
 

untreated
 

acute
 

kidney
 

injury
 

(AKI)
 

and
 

96
 

healthy
 

controls
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

December
 

2021
 

were
 

collected.Urine
 

exosome
 

was
 

extracted
 

and
 

randomly
 

included
 

into
 

the
 

training
 

set
 

(48
 

cases
 

of
 

AKI
 

patients
 

and
 

48
 

cases
 

of
 

healthy
 

controls)
 

and
 

validation
 

set
 

(83
 

cases
 

of
 

AKI
 

patients
 

and
 

48
 

cases
 

of
 

healthy
 

controls).RNA
 

was
 

extracted,and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-494-3p
 

in
 

urine
 

exosome
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.The
 

difference
 

of
 

AKI
 

was
 

analyzed
 

between
 

the
 

AKI
 

patients
 

and
 

healthy
 

controls.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

was
 

calculated.Results miR-494-3p
 

in
 

the
 

train
 

set
 

was
 

differentially
 

expressed
 

in
 

urine
 

be-
tween

 

the
 

AKI
 

patients
 

and
 

healthy
 

controls
 

(P<0.05).AUC
 

of
 

urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

in
 

the
 

train
 

set
 

for
 

diagnosing
 

AKI
 

was
 

0.740
 

(95%CI:0.640-0.824),the
 

sensitivity
 

was
 

68.75%
 

and
 

the
 

specificity
 

was
 

75.00%.Related
 

to
 

the
 

healthy
 

controls,urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

in
 

the
 

validation
 

set
 

was
 

also
 

highly
 

ex-
pressed

 

in
 

the
 

patients
 

with
 

AKI
 

(P<0.05),AUC
 

of
 

urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

for
 

diagnosing
 

AKI
 

in
 

the
 

validation
 

set
 

was
 

0.761
 

(95%CI:0.679-0.831),the
 

sensitivity
 

was
 

72.29%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

70.83%.The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-494-3p
 

in
 

urine
 

exosome
 

had
 

no
 

relation
 

with
 

the
 

age,sex
 

and
 

disease
 

stage
 

of
 

the
 

patients
 

(P>0.05).Conclusion Urine
 

exosome
 

miR-494-3p
 

is
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

AKI,and
 

has
 

a
 

certain
 

clinical
 

diagnostic
 

value
 

for
 

AKI.
Key

 

words:urine
 

exosome; acute
 

kidney
 

injury; miR-494-3p; biomarkers

  急性肾损伤(AKI)是指由各种原因引起肾小球 滤过率在短期内急剧下降的临床综合征[1]。AKI是
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一种具有极高病死率的常见危急重症,且缺乏有效的

治疗手段,该病已成为全球主要的公共卫生问题[2]。
目前,临床开展的检测方法无法可靠地预测 AKI的

发生风险和严重程度。因此,积极寻找新的高灵敏度

和高特异度的早期诊断 AKI的生物标志物,早期发

现AKI并采取有效的干预手段是当务之急。外泌体

是一类直径为30~150
 

nm、脂质双分子层包裹的细

胞外囊泡,存在于血清、尿液、唾液、胸腔积液等多种

体液中[3]。微小核糖核酸(miRNA)是一类长度为

19~25个核苷酸的内源性非编码RNA[4]。外泌体被

受体细胞摄取后,其内部的 miRNA等遗传物质也被

携带至受体细胞内,从而使受体细胞内的分子组成发

生改变,并通过基因调控和信号传导通路等影响受体

细胞发挥功能,参与调控包括 AKI在内的多种疾

病[5-6]。miR-494-3p 被 证 明 以 激 活 转 录 因 子 3
(ATF3)的3'-非翻译区(UTR)为靶点,ATF3是一种

已被证明可减轻肾脏缺血/再灌注损伤的蛋白质[7]。
这种特异性结合抑制了 ATF3的转录,从而促进缺

血/再灌注的炎症发生[8]。上述研究中,miR-494-3p
的过表达显著降低了肾脏缺血/再灌注损伤后ATF3
的表达,诱导炎症介质过表达,导致肌酐水平显著升

高[7]。但miR-494-3p在AKI患者尿液外泌体中的表

达却缺乏相关报道。本文主要分析尿液外泌体 miR-
494-3p在 AKI患者中的相对表达情况,旨在进一步

了解尿液外泌体 miR-494-3p对 AKI的临床诊断价

值,为AKI的早期诊断提供新的检测途径。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年1月至2021年12月在

中国人民解放军联勤保障部队第九六〇医院住院的

AKI患者131例作为AKI组,其中男71例,女60例。

AKI诊断标准主要有以下3项:(1)在48
 

h内,患者

血肌酐升高超过0.3
 

mg/dL或26.5
 

μmol/L;(2)患
者血肌酐升高值大于基础值的1.5倍,并且发生在7

 

d内;(3)患者的尿量小于0.5
 

mL/(kg·h),持续超

过6
 

h。上述3项中满足1项即可诊断为AKI[9]。健

康对照组96例,其中男50例,女46例。AKI患者纳

入标准:未经过透析或者药物等手段的干预。健康对

照组纳入标准:根据生化检查等排除泌尿系统、消化

系统重大疾病。本研究已获得医院伦理委员会批准

同意[伦理号:(2022)科研伦理审第(34)号]。随机将

研究对象纳入训练集(48例AKI患者和48例健康对

照者)和验证集(83例 AKI患者和48例健康对照

者)。训练集和验证集分别是两组独立的样本,训练

集用于筛选候选分子,验证集用于将训练集中筛选出

的分子纳入另一组独立样本进一步验证得出的结论。
训练集和验证集所有研究对象的性别、年龄差异均无

统计学意义(P>0.05)。见表1。根据改善全球肾脏

病预后组织(KDIGO)[9]AKI临床实践指南中的AKI
分期标准进行分期:血肌酐48

 

h内升高超过26.5
 

μmol/L,或在7
 

d内升高≥基础值的1.5倍而小于2.
0倍为 AKI

 

1期;升高达基础值的2.0~3.0倍为

AKI
 

2期;升高达基础值3.0倍以上,或血肌酐>
353.6

 

μmol/L,或开始行肾脏替代治疗为AKI
 

3期。
 

表1  训练集和验证集中AKI患者和健康对照者的

   临床特征(n)

项目 训练集(n=96) 验证集(n=131) χ2 P

健康对照者 48 48

 年龄(岁) 0.042 0.838

  ≤48 24 25

  >48 24 23

 性别 0.668 0.414

  男 23 27

  女 25 21

AKI患者 48 83

 年龄(岁)
 

1.044 0.307

  ≤48 27 39

  >48 21 44

 性别 <0.001 0.996

  男 26 45

  女 22 38

 AKI分期 0.334 0.846

  1期 12 21

  2期 26 48

  3期 10 14

1.2 主要仪器与试剂
 

 CFX-96实时荧光定量聚合

酶链反应(qRT-PCR)仪、Nanodrop2000
 

分光光度计、
聚丙烯酰胺凝胶电泳仪、纳米颗粒跟踪分析仪、透射

电子显微镜。尿液外泌体提取试剂盒(加拿大,Nor-
gen

 

Biotek)、总RNA提取试剂盒(德国,QIAGEN)、
反转录试剂盒(大连,TAKARA)、qRT-PCR试剂(大
连,TAKARA)、miR-494-3p和 miR-16-5p的PCR引

物(博尚生物技术有限公司)。
1.3 方法

1.3.1 尿液标本收集 尿液采集后均在2
 

h内进行

处理,在4
 

℃于离心机中以3
 

500
 

r/min离心5
 

min,
再以10

 

000
 

r/min离心
 

5
 

min,吸取上清液于无RNA
酶的离心管中,于-80

 

℃冰箱保存待用。AKI患者

标本采集必须符合以下标准:入院第2天,禁食禁水8
 

h以上首次留取的晨尿。健康对照组标本收集标准:
禁食禁水8

 

h以上留取的晨尿。
1.3.2 提取、鉴定尿液外泌体 按照尿液外泌体提

取试剂盒操作步骤提取尿液外泌体。将获得的外泌

体悬液经2%醋酸双氧铀染色后,置于低分辨率透射
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电子显微镜(TEM)下观察外泌体大小、形态。采用纳

米颗粒跟踪分析(NTA)技术分析外泌体粒径大小和

浓度分布情况。采用蛋白免疫印迹法(Western
 

blot)
检测外泌体表面标志蛋白,其中所使用的抗体包括兔

抗人 CD9蛋 白 单 克 隆 抗 体(美 国,CST)、鼠 抗 人

TSG101蛋白单克隆抗体(英国,Abcam)、辣根过氧化

物酶(HRP)标记的山羊抗兔IgG(美国,CST)、HRP
标记的山羊抗鼠IgG(美国,CST)。
1.3.3 尿液外泌体miR-494-3p检测 采用RNA提

取纯化试剂盒提取总RNA,操作步骤参照试剂盒说

明书。采用紫外可见光分光光度计测 定 RNA 的

A260、A280,A260/A280 比值为1.8~2.0表示提取的

RNA样本含DNA和蛋白质杂质较少。利用反转录

试剂盒行RNA反转录。用qRT-PCR对合成的cD-
NA进行扩增,反应体系为25.0

 

μL,反应试剂:Tli
 

RNaseH
 

Plus
 

12.5
 

μL,PCR前向引物(10
 

μmol/L)
1.0

 

μL,PCR反向引物(10
 

μmol/L)1.0
 

μL,cDNA
 

2.0
 

μL,去RNA酶水8.5
 

μL。PCR反应程序:95
 

℃
 

30
 

s,95
 

℃10
 

s,58
 

℃
 

30
 

s,共45个循环。实验中U6
不适合作为外泌体miRNA的内参,根据外泌体 miR-
NA 的 有 关 报 道,选 定 miR-16-5p 作 为 检 测 的 内

参[10-11]。其中hsa-miR-16-5p引物序列为5'-CAG-
CACGTAAATATTGGCGA-3',目的分子hsa-miR-
494-3p 引 物 序 列 为 5'-TGAAACATACACGG-

GAAACCTC-3'。每个样本均重复检测3次。采用

2-ΔΔCt计算其相对表达水平。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0软件进行统计处

理和分析。对计量资料进行正态性检验,不符合正态

分布的计量资料以 M(P25,P75)表示,组间比较采用

非参数 Mann-Whitney
 

U 检验,正态分布的计量资料

以x±s表示,组间比较采用t检验。利用GraphPad
 

Prism
 

5进行作图。受试者工作特征(ROC)曲线和曲

线下面积(AUC)均使用 MedCalc软件绘制、计算。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 鉴定尿液外泌体 为确定通过尿液外泌体提取

试剂盒得到的沉淀为外泌体,本研究通过TEM、NTA
技术和 Western

 

blot对外泌体进行鉴定。TEM 下可

观察到直径为60~150
 

nm具有茶托样结构的囊状小

泡(图1A)。NTA技术分析结果显示,所提取的外泌

体悬液颗粒主峰和平均直径均在外泌体粒径范围内

(图1B)。Western
 

blot结果显示,在提取的尿液外泌

体蛋白裂解液中成功鉴定出外泌体表面标志蛋白

CD9、TSG101,而其在去除外泌体的上清液中呈低表

达(图1C)。本研究从尿液中提取的沉淀为具有完整

形态的外泌体,这为下一步研究尿液外泌体中的生物

标志物提供了基础保证。

  注:A为TEM观察外泌体形态;B为外泌体粒径与浓度分布;C为 Western
 

blot鉴定外泌体表面标志蛋白CD9和TSG101,其中E代表提取的

尿液外泌体蛋白裂解液,EDS代表去除外泌体的上清液。

图1  尿液外泌体特征
 

2.2 训练集和验证集尿液外泌体 miR-494-3p的相

对表达量 训练集、验证集尿液外泌体 miR-494-3p
在AKI患者中的相对表达水平高于健康对照者(P<
0.05)。见表2。

表2  miR-494-3p在训练集和验证集尿液外泌体中的

  相对表达水平[M(P25,P75)]

项目
 

健康对照组 AKI组
 

Z P

训练集 1.09(0.50,1.85) 2.11(1.20,2.79)
 

-4.05 <0.001

验证集 1.20(0.59,2.17) 2.97(1.27,5.06) -4.97 <0.001

2.3 训练集尿液外泌体 miR-494-3p的诊断效能 

训练集尿液外泌体 miR-494-3p诊断AKI的AUC为

0.740(95%CI:0.640~0.824),灵敏度为68.75%,
特异度为75.00%。见图2。

2.4 验证集尿液外泌体 miR-494-3p的诊断效能 
验证集尿液外泌体 miR-494-3p诊断AKI的AUC为

0.761(95%CI:0.679~0.831),灵敏度为72.29%,
特异度为70.83%。见图3。

2.5 尿液外泌体 miR-494-3p的相对表达水平与

AKI患者临床特征的关系 尿液外泌体 miR-494-3p
相对表达水平与患者年龄、性别及疾病分期无关(P>
0.05)。见表3。
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图2  训练集尿液外泌体 miR-494-3p诊断AKI的ROC
曲线

图3  验证集尿液外泌体 miR-494-3p诊断AKI的ROC
曲线

表3  尿液外泌体 miR-494-3p的相对表达水平与AKI
  患者临床特征的关系[M(P25,P75)]

项目 n miR-494-3p Z P

年龄(岁) -1.94 0.093

 ≤46 66 2.76(1.88,5.09)

 >46 65 2.23(1.16,3.71)

性别 -0.95 0.726

 男 71 2.38(1.27,4.17)

 女 60 2.43(1.26,4.07)

AKI分期 1.87 0.068

 1期 33 2.10(1.04,4.65)

 2期 74 2.38(1.22,3.84)

 3期 24 3.39(2.22,6.61)

3 讨  论

  尿液外泌体中富含 miRNA,外泌体的脂质双分

子结构具有保护 miRNA免受RNA酶降解的作用,
从而保持其稳定性[12]。尿液外泌体是一种极具潜力

的生物标志物,它们很容易获得,检测尿液外泌体具

有非侵入性和无创等优点。生理状态下,血清中的外

泌体无法通过肾小球滤过机制进入尿液[13],因此尿液

外泌体被认为来源于肾脏细胞,而肾脏细胞分泌的外

泌体可以通过miRNA等遗传物质影响肾脏功能[14]。
因此,尿液外泌体包裹的 miRNA 更能反映肾脏的

功能[15]。

miRNA在不同类型的AKI中发生显著改变[16]。
相关研究表明,miR-24、miR-126、miR-494和 miR-
687可与其靶基因的3'-UTR结合,在AKI损伤和修

复阶段调控炎症、程序性细胞死亡和细胞周期,表明

其在AKI中的治疗潜力[17]。GONG等[18]研究发现,

AKI患者 miR-494表达升高,后者可抑制 ATF3表

达,从而促进炎性反应,导致肾小管细胞的凋亡和坏

死。ZHANG等[19]研究发现,AKI患者尿液外泌体

中的miRNA与转化生长因子-β信号有关,外泌体

miRNA可能是控制 AKI进展的物质。在狼疮性肾

炎患 者 中,尿 液 外 泌 体 miR-135b-5p、miR-107 和

miR-31通过抑制低氧诱导因子1α调控系膜细胞的功

能[20]。尿液外泌体 miR-21水平在慢性肾脏病和不

同的足细胞损伤模型中呈显著上升趋势[21]。以上研

究表明尿液外泌体 miRNA将成为判断肾脏疾病发

生、发展和预后潜在的生物标志物。
    

本研究运用TEM、NTA和 Western
 

blot
 

3种方

法验证利用尿液外泌体提取试剂盒可以成功提取完

整的外泌体。随着对外泌体研究不断深入,笔者相信

外泌体的分离、富集技术会不断得到优化。本研究重

点评估了尿液外泌体miR-494-3p作为诊断AKI的生

物标志物的潜在价值。尿液外泌体 miR-494-3p在训

练集(48例AKI患者和48例健康对照者)中呈差异

表达,其 诊 断 AKI的 AUC 为 0.740,灵 敏 度 为

68.75%,特异度为75.00%。在验证集中进一步验证

后得出结论:尿液外泌体miR-494-3p在验证集(83例

AKI患者和48例健康对照者)中同样也呈差异表达

(P<0.05),其诊断AKI的AUC为0.761,灵敏度为

72.29%,特异度为70.83%。训练集和验证集得出了

同样的结论,表明尿液外泌体 miR-494-3p对AKI具

有一定的临床诊断价值。在此基础上,本研究统计、
分析了尿液外泌体 miR-494-3p与AKI患者性别、年
龄和分期等临床特征的关系,但差异均无统计学意义

(P>0.05)。这可能与实验方法、样本差异导致不同

的结果有关,后期亟待开展大样本、多中心的研究进

一步验证上述结论。
目前,肾脏和泌尿系统疾病的诊断是基于不敏感

和非特异性的生物标志物。临床上常用的诊断 AKI
的生物标志物有中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋

白、胱抑素C及肾脏损伤分子-1等。后期笔者也会开

展尿液外泌体 miR-494-3p与常用标志物的比较和联

合诊断方面的研究。
需要指出的是,虽然尿液外泌体 miR-494-3p相

对表达水平在 AKI患者和健康对照者中呈明显差

异,但本研究没有比较该分子在肾脏其他疾病中的表

达情况,后续将进一步开展该方面的研究。鉴于本研

究中的样本均来自同一医院,样本量相对有限且单
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一,后期需要扩大样本,纳入多中心和前瞻性研究进

一步验证上述结论。此外还需要通过细胞和动物实

验等基础研究来阐明 miR-494-3p在AKI发生、发展

中的生物学功能和机制,并通过生物信息学分析其在

AKI中的可能作用。
综上所述,本研究成功提取并鉴定尿液外泌体。

通过qRT-PCR检测发现,尿液外泌体 miR-494-3p相

对表达水平在 AKI患者中较健康对照者显著增加。
miR-494-3p对AKI具有较高的诊断价值,是潜在的

诊断AKI的生物标志物。尿液外泌体 miRNA可能

在AKI发病和组织修复过程中发挥双重作用,并可

作为新的非侵入性生物标志物,亦可能成为治疗AKI
的新靶点,为AKI诊断和治疗提供新思路和新方法。
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聚乙二醇干扰素-α对乙型肝炎患者HBsAg及

Tfh细胞、B细胞标志物水平的影响
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730050

  摘 要:目的 探讨聚乙二醇干扰素-α(PEG-IFN-α)对慢性乙型肝炎(CHB)患者乙型肝炎表面抗原(HB-
sAg)及滤泡辅助性T细胞(Tfh细胞)、B细胞标志物水平的影响。方法 选取2017年1月至2018年5月该

院收治的84例CHB患者,均采用PEG-IFN-α治疗48周,按免疫应答情况分为完全应答组(28例)、部分应答

组(15例)、无应答组(41例),比较治疗后各组肝功能指标[丙氨酸氨基转移酶(ALT)、天门冬氨酸氨基转移酶

(AST)、血清总胆红素(STB)]、HBV-DNA、HBsAg水平,以及乙型肝炎病毒e抗原(HBeAg)阳性率、Tfh细胞

标志物[肿瘤坏死因子相关激活蛋白(CD40L)、诱导性共刺激分子(ICOS)、标志物程序性死亡分子-1(PD-1)]、
B细胞标志物(IgG+CD21+、CD38hiCD138+)、免疫球蛋白A(IgA)、免疫球蛋白 M(IgM)、免疫球蛋白G(IgG)、
炎症因子γ-干扰素(IFN-γ)、白细胞介素-4(IL-4)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平。结果 治疗后完全应答组血

清AST、ALT、STB、HBV-DNA、HBsAg水平及HBeAg阳性率低于无应答组、部分应答组,差异有统计学意义

(P<0.05);完全应答组患者Tfh细胞标志物CD40L、PD-1表达水平高于无应答组、部分应答组,差异有统计

学意义(P<0.05),各组ICOS表达水平差异无统计学意义(P>0.05);完全应答组B细胞标志物IgG+

CD21+、CD38hiCD138+表达水平高于部分应答组、无应答组,IgG、IgM水平明显高于部分应答组、无应答组,差

异有统计学意义(P<0.05),各组IgA水平差异无统计学意义(P>0.05);完全应答组IFN-γ水平高于无应答

组、部分应答组,IL-4水平低于部分应答组、无应答组,差异有统计学意义(P<0.05),各组治疗前后TNF-α水

平比较差异无统计学意义(P>0.05)。结论 PEG-IFN-α治疗CHB患者能有效降低 HBsAg水平,提高Tfh
细胞及B细胞标志物表达水平。

关键词:聚乙二醇干扰素-α; 乙型肝炎病毒; 乙型肝炎表面抗原; 肿瘤坏死因子相关激活蛋白; B细

胞标志物
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

pegylated
 

interferon-α
 

(PEG-IFN-α)
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

hep-
atitis

 

B
 

virus
 

surface
 

antigen
 

(HBsAg),follicular
 

helper
 

T
 

cells
 

(Tfh)
 

and
 

B
 

cell
 

markers
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

chronic
 

hepatitis
 

B
 

(CHB).Methods A
 

total
 

of
 

84
 

patients
 

with
 

CHB
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

May
 

2018
 

were
 

selected
 

and
 

treated
 

with
 

PEG-IFN-α
 

for
 

48
 

weeks,and
 

divided
 

into
 

the
 

complete
 

re-
sponse

 

group
 

(28
 

cases),the
 

partial
 

response
 

group
 

(15
 

cases)
 

and
 

non-responsive
 

group
 

(41
 

cases)
 

according
 

to
 

the
 

immune
 

response.The
 

levels
 

of
 

liver
 

function
 

indicators
 

(ALT,AST,STB),HBV-DNA,HBsAg
 

level,
HBeAg

 

positive
 

rate,Tfh
 

markers
 

[tumor
 

necrosis
 

factor-related
 

activator
 

protein
 

(CD40L),inducible
 

costim-
ulatory

 

molecule
 

(ICOS),marker
 

programmed
 

death-1
 

molecule
 

(PD-1)],B
 

cell
 

markers
 

(IgG+CD21+,
CD38hiCD138+),immunoglobulin

 

A
 

(IgA),immunoglobulin
 

M
 

(IgM),immunoglobulin
 

G
 

(IgG)
 

and
 

inflam-
matory

 

factors
 

γ-interferon
 

(IFN-γ),interleukin-4
 

(IL-4)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

after
 

treat-
ment

 

were
 

compared
 

among
 

the
 

groups.Results After
 

treatment,the
 

levels
 

of
 

serum
 

AST,ALT,STB,HBV-
DNA

 

and
 

HBsAg,and
 

HBeAg
 

positive
 

rate
 

in
 

the
 

complete
 

response
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-
response

 

group
 

and
 

partial
 

response
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

CD40L
 

and
 

PD-1
 

on
 

the
 

Tfh
 

cell
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

the
 

complete
 

response
 

group
 

were
 

high-
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er
 

than
 

those
 

in
 

the
 

non-response
 

group
 

and
 

partial
 

response
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

sig-
nificant

 

(P<0.05),and
 

the
 

ICOS
 

expression
 

level
 

had
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

among
 

the
 

various
 

groups
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

IgG+CD21+
 

and
 

CD38hiCD138+
 

on
 

the
 

B
 

cell
 

in
 

the
 

complete
 

re-
sponse

 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

partial
 

response
 

group
 

and
 

the
 

non-response
 

group,and
 

the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

IgG
 

and
 

IgM
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

partial
 

response
 

group
 

and
 

non-response
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

IgA
 

level
 

among
 

the
 

various
 

groups
 

(P>
0.05).The

 

level
 

of
 

IFN-γ
 

in
 

the
 

complete
 

response
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

non-response
 

group
 

and
 

the
 

partial
 

response
 

group,and
 

the
 

IL-4
 

level
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

partial
 

response
 

group
 

and
 

the
 

non-re-
sponse

 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

signifi-
cant

 

difference
 

in
 

TNF-α
 

level
 

in
 

each
 

group
 

between
 

before
 

and
 

after
 

treatment
 

(P>0.05).Conclusion PEG-IFN-α
 

in
 

treating
 

the
 

patients
 

with
 

CHB
 

can
 

effectively
 

reduce
 

the
 

HBsAg
 

level,increase
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Tfh
 

cell
 

and
 

Bcell
 

markers.
Key

 

words:pegylated
 

interferon-α; hepatitis
 

B
 

virus; hepatitis
 

B
 

virus
 

surface
 

antigen; tumor
 

necro-
sis

 

factor-related
 

activator
 

protein; B
 

cell
 

marker

  慢性乙型肝炎(CHB)是目前全球较为严重的公

共卫生问题之一,而乙型肝炎病毒(HBV)的不断复制

和对肝细胞的持续破坏是引发CHB病情进展的关键

因素[1]。目前临床上多采用干扰素及核苷类似物进

行抗HBV治疗,与核苷类似物相比,干扰素更能帮助

患者在停止治疗后获得持续的病毒学应答和乙型肝

炎表面抗原(HBsAg)的血清学转换,但相关免疫机制

尚不明确[2]。乙型肝炎表面抗体(HBsAb)主要来自

活化后的B细胞,而B细胞活化受滤泡辅助性T细胞

(Tfh细胞)的调节,提示Tfh细胞也参与了CHB患

者抗病毒免疫过程[3]。Tfh细胞表面高表达肿瘤坏死

因子相关激活蛋白(CD40L),因此CD40L水平能在

一定程度上反映Tfh细胞数和免疫水平[4]。本研究

采用聚乙二醇干扰素-α(PEG-IFN-α)治疗CHB患者,
探讨治疗前后患者 HBsAg及Tfh细胞、B细胞标志

物水平变化,以期进一步明确PEG-IFN-α影响病毒

学应答和HBsAg血清学转换的内在机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2018年5月本

院收治的84例CHB患者。纳入标准:(1)符合《慢性

乙型肝炎防治指南(2015年版)》[5]中关于CHB的诊

断标准;(2)年龄18~65岁。排除标准:(1)自身免疫

性肝炎、酒精性肝炎、肝癌等其他肝脏疾病;(2)患者

为孕妇或处于哺乳期;(3)近半年进行过抗病毒治疗

或采用免疫抑制剂治疗;(4)合并其他脏器严重病变

或精神障碍等。按疗效分为完全应答组(28例)、部分

应答组(15例)、无应答组(41例),疗效判断标准同样

参考文献[5]:完全应答,HBsAg、HBV-DNA完全清

除;部分应答,丙氨酸氨基转移酶(ALT)恢复正常,

HBV-DNA<1
 

000
 

copy/mL,HBsAg阳性;无应答,

HBsAg、HBV-DNA 略 有 下 降 或 无 变 化,HBV-

DNA≥1
 

000
 

copy/mL。各组患者性别、年龄等一般

资料比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比

性,见表1。本研究的所有患者知情并签署知情同

意书。
表1  各组患者一般资料比较(n或x±s)

组别 n
性别

男 女
年龄(岁)

完全应答组 28 15 13 39.52±7.42

部分应答组 15 9 6 38.26±9.36

无应答组 41 23 18 38.73±10.15

F/χ2 0.165 1.206

P 0.921 0.074

1.2 方法 所有患者采用 PEG-IFN-α(F.Hoff-
mann-La

 

Roche
 

Ltd;国药准字:J20120074)治疗48
周,根 据 患 者 体 质 量 给 予 1.0

 

μg/kg肌 肉 注 射,

1次/周。将治疗过程中出现严重不良反应者(外周血

中性粒细胞计数<0.5×109/L、血小板计数<25×
109/L、严重抽搐等)剔除。

1.3 观察指标 分别于治疗前后抽取患者空腹静脉

血,离心取上清液,采用全自动生化仪(日立7600型)
检测血清ALT、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)、总胆

红素(STB)水平,采用ELISA检测血清乙型肝炎e抗

原(HBeAg)阳性率(HBeAg定量≤1.0
 

S/CO 为

HBeAg阴性,>1.0
 

S/CO为 HBeAg阳性)及 HB-
sAg、γ-干扰素(IFN-γ)、白细胞介素(IL)-4、肿瘤坏死

因子-α(TNF-α)、免疫球蛋白A(IgA)、免疫球蛋白G
(IgG)和免疫球蛋白 M(IgM)水平,ELISA试剂盒均

购自上海酶联生物试剂科技有限公司。采用实时荧

光定量聚合酶链反应(RT-PCR)检测各组治疗前后

HBV
 

DNA水平,检测结果以lg
 

copy/mL表示。分
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离外周血单个核细胞,采用流式细胞仪(美国贝克曼

公 司 FACSCalibur
 

2 型)检 测 Tfh 细 胞 标 志 物

[CD40L、诱导性共刺激分子(ICOS)、程序性死亡分

子-1(PD-1)]及 B 细 胞 标 志 物 (IgG+ CD21+、
CD38hiCD138+)水平,流式细胞仪使用的所有试剂均

购自美国贝克曼公司。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件对数据

进行统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,多 组 间 比 较 采 用 F 检 验,组 间 两 两 比 较 采 用

SNK-q检验,两组间比较采用t检验;计数资料以例

数或率表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组肝功能比较 治疗后,完全应答组血清

AST、ALT、STB水平低于无应答组、部分应答组,差
异有统计学意义(P<0.05),见表2。

表2  各组肝功能比较(x±s,U/L)

组别 n AST ALT STB

完全应答组 28 33.16±5.04#* 33.48±5.24#* 16.23±2.51#*

部分应答组 15 104.29±12.74# 87.24±16.25# 18.34±2.67#

无应答组 41 132.64±15.26 94.57±20.36 21.54±3.19

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.2 各组 HBV-DNA、HBsAg水平及 HBeAg阳性

率比较 完全应答组 HBV-DNA、HBsAg水平及

HBeAg阳性率低于部分应答组和无应答组,差异有

统计学意义(P<0.05),见表3。

表3  各组 HBV-DNA、HBsAg水平及 HBeAg阳性率比较[x±s或n(%)]

组别 n HBV-DNA(lg
 

copy/mL) HBsAg(IU/mL) HBeAg阳性率

完全应答组 28 2.02±0.36#* 1
 

236.40±154.62#* 5(17.86)#*

部分应答组 15 2.37±0.52# 1
 

457.27±164.18# 8(53.33)#

无应答组 41 4.20±0.68 3
 

365.18±396.25 17(41.46)

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.3 各组Tfh细胞标志物CD40L、ICOS、PD-1水平

比较 完全应答组Tfh细胞标志物CD40L、PD-1表

达水平高于无应答组、部分应答组,差异有统计学意

义(P<0.05),各组ICOS水平差异无统计学意义

(P>0.05),见表4。
表4  各组Tfh细胞标志物水平比较(x±s,%)

组别 n CD40L ICOS PD-1

完全应答组 28 5.92±0.63#* 3.41±0.36 6.72±0.75#*

部分应答组 15 4.09±0.51# 3.37±0.52 6.34±0.69#

无应答组 41 3.75±0.54 3.42±0.57 5.86±0.66

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.4 各组B细胞标志物IgG+CD21+、CD38hiCD138+

水平比较 完全应答组B细胞标志物IgG+CD21+、

CD38hiCD138+ 表达水平高于部分应答组和无应答

组,差异有统计学意义(P<0.05),见表5。
表5  各组B细胞标志物水平比较(x±s,%)

组别 n IgG+CD21+ CD38hiCD138+

完全应答组 28 16.25±1.80#* 4.84±0.51#*

部分应答组 15 13.19±1.66# 3.62±0.47#

无应答组 41 11.27±1.54 2.74±0.35

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.5 各组免疫球蛋白水平比较 治疗48周后,完全

应答组IgG、IgM 水平明显高于部分应答组、无应答

组,差异有统计学意义(P<0.05),各组IgA水平差

异无统计学意义(P>0.05),见表6。
表6  各组IgG、IgA、IgM水平比较(x±s,mg/mL)

组别 n IgG IgA IgM

完全应答组 28 22.71±3.29#* 2.16±0.37 3.25±0.36#*

部分应答组 15 14.06±3.15# 2.07±0.33 2.08±0.31#

无应答组 41 11.42±2.83 2.14±0.30 1.24±0.20

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

2.6 各组炎症因子水平比较 治疗后完全应答组

IFN-γ水平高于部分应答组、无应答组,IL-4水平低

于部分应答组、无应答组,差异有统计学意义(P<
0.05),各组治疗前后 TNF-α水平比较,差异无统计

学意义(P>0.05),见表7。
表7  各组炎症因子水平比较(x±s,pg/mL)

组别 n IFN-γ IL-4 TNF-α

完全应答组 28 11.04±1.28#* 6.59±0.74#* 6.92±0.76

部分应答组 15 9.29±1.17# 7.75±0.92# 7.03±0.82

无应答组 41 5.72±0.66 9.28±1.06 6.98±0.85

  注:与无应答组比较,#P<0.05;与部分应答组比较,*P<0.05。

3 讨  论

  我国CHB患者已超过2
 

000万[6],HBV感染者

众多。CHB病情进展与HBV的持续感染密切相关,

HBV感染可诱发肝硬化、肝癌等,对患者预后造成不

良影响[7-8]。目前临床上多采用干扰素及核苷类似物

进行抗HBV治疗,如INF-γ、替诺福韦、恩替卡韦等,
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能在一定程度上抑制 HBV复制和减轻肝脏炎性损

伤[9-10]。研究显示,HBV在体内持续复制,很难被完

全清除[11],而探讨其中的免疫调节机制对制订更合适

的治疗方案、帮助患者实现HBeAg转阴和HBsAg血

清学转换具有重要意义。
本研究根据患者治疗情况将其分为完全应答组、

部分应答组和无应答组,研究发现,完全应答组AST、

ALT、STB水平低于无应答组、部分应答组,提示完全

应答患者肝功能优于无应答患者。目前已经得到医

学界公认的是,HBsAb在HBV清除过程中起了重要

作用[12]。HBsAb是由B细胞活化后生成的抗体,而
其对应的 HBsAg水平升高则提示体液免疫功能不

足[13]。本研究中完全应答组 HBV-DNA、HBsAg水

平及HBeAg阳性率低于部分应答组和无应答组,提
示完全应答患者 HBV复制被抑制和 HBsAg的血清

学转换效果最好。

Tfh细胞在B细胞成熟过程中起辅助调节作用,
已有研究发现,采用PEG-IFN-α联合核苷类似物治

疗CHB有助于改善 HBV特异性 Tfh细胞功能,提
示Tfh细胞参与了PEG-IFN-α治疗后的免疫应答过

程[14]。还有研究发现,Tfh细胞在CHB患者中较健

康对照人群明显增多且其功能性分子高表达[15]。

CD40L、PD-1、ICOS均为Tfh细胞表面功能分子,其
中CD40L主要表达在活化的T细胞上,能与B细胞

上的对应受体CD40结合从而促进B细胞成熟;PD-1
主要在 T细胞表面起负性调节作用,能通过PD-1/

PD-L1通路影响T细胞活性;ICOS是一种共刺激分

子,能下调IL-4、IL-6等炎症因子的表达水平,可促进

Th2细胞的免疫应答[16-17]。有研究认为 CHB患者

Tfh细胞上ICOS的表达与患者免疫系统紊乱程度有

关[18],而本研究中 Tfh细胞的CD40L、PD-1表达水

平在完全免疫应答患者中明显升高,提示PEG-IFN-α
治疗后能增强患者Tfh细胞的免疫功能。ICOS表达

水平在各组间差异无统计学意义(P>0.05),可能是

因为外周血Tfh细胞与直接刺激淋巴器官的Tfh细

胞功能不同。有研究发现,CD38hiCD138+ 浆细胞、

IgG+CD21+B细胞在CHB患者的表达水平明显高于

健康人群[19],提示其参与了CHB的免疫应答过程。
而本 研 究 中 治 疗 后 B 细 胞 标 志 物IgG+CD21+、

CD38hiCD138+及IgG、IgM水平在完全应答组中明显

升高,还提示PEG-IFN-α治疗后能增强B细胞免疫

功能。前面的研究已经发现经PEG-IFN-α治疗后完

全免疫应答患者Tfh细胞多个活化标志物表达升高,
而B细胞活化标志物的增加提示B细胞活化,产生抗

体能力增强。此外,Tfh细胞标志物ICOS在各组间

差异无统计学意义(P>0.05),还 提 示 标 志 物 为

CD40L的Tfh细胞可能比ICOS更能有效激活B细

胞。CHB也是一种慢性炎性反应疾病,多种炎症因

子也在免疫系统中起到重要作用,其中IFN-γ主要由

Th1细胞分泌,IL-4主要由Th2细胞分泌。相关研究

发现,IFN-γ能促进 Tfh细胞中CD40L和ICOS表

达[20]。本研究中治疗后无应答患者IFN-γ水平偏

低,IL-4水平偏高,提示此类患者存在Th1细胞应答

减弱而Th2细胞应答增强的免疫失衡,这可能是无应

答患者无法有效控制HBV复制的原因之一。
 

综上所述,经PEG-IFN-α治疗后完全免疫应答

患者Tfh细胞表面功能分子CD40L增加,B细胞活

化和分化加快,提示干扰素可能通过增强CHB患者

Tfh细胞功能来辅助B细胞活化并产生抗体,从而促

进HBsAg的血清学转变。
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  摘 要: 肿瘤的发生、进展、侵袭和转移不仅依赖于癌细胞自身特性,也深受肿瘤间质反应的影响,因此

受到严格的环境控制,然而在形成肿瘤微环境的基质细胞中,肿瘤相关成纤维细胞(CAFs)是数量最多的,并且

在癌症进展中起着至关重要的作用。CAFs能够分泌各种细胞因子和趋化因子等相关物质,通过细胞间接触发

挥生物学功能,并对细胞外基质进行合成和重构,促进肿瘤的发生、进展、侵袭和转移。
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  近几十年来,癌症的发病率和病死率仍呈逐渐上

升的趋势。肿瘤包括间质和实质,实质是指肿瘤细

胞,间质是肿瘤赖以生存的微环境,由细胞(成纤维细

胞、内皮细胞和免疫细胞)和非细胞成分(蛋白质、蛋
白酶、细胞因子等)组成[1],其中肿瘤相关成纤维细胞

(CAFs)是肿瘤微环境中重要的组成部分之一。要更

好地治疗肿瘤,不仅要着手于肿瘤细胞,还要专注于

研究与肿瘤微环境相关的复杂机制,以寻求有效治疗

肿瘤的方法。CAFs对肿瘤发生、进展、复发及转移都

具有重要的促进作用。因此,充分认识CAFs在促进

肿瘤进展中的重要性和探讨其分子机制,对于临床治

疗肿瘤以及药物研发至关重要。

1 CAFs的定义和来源
  

  成纤维细胞最初被定义为结缔组织中合成胶原

的细胞,它非上皮细胞,非免疫细胞,是多种结缔组织

的组成部分。正常情况下,成纤维细胞通常被认为是

惰性的,其代谢和转录活性较弱。研究表明,成纤维

细胞被激活后的能力首先在伤口愈合的环境中被观

察到,而从伤口愈合组织及纤维化组织中分离出来的

成纤维细胞比健康器官中的成纤维细胞分泌更多的

细胞外基质(ECM)[2]。成纤维细胞一旦被激活,其产

生细胞因子、趋化因子以及招募免疫细 胞 和 诱 导

ECM重构的能力都大大增强[3]。CAFs是与肿瘤相

关的成纤维细胞,在肿瘤的进展过程中产生,对肿瘤

具有一定的作用。
新的证据表明,CAFs是一种复杂的异质性细胞

群,这可能与其多种类型来源有关[4]。已有的研究表

明,CAFs有6种类型来源:(1)可以来自邻近肿瘤细
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胞激活的正常成纤维细胞,例如肝脏星状细胞和胰腺

星状细胞被重新激活后,获得肌成纤维细胞样表型,
表达α平滑肌肌动蛋白(α-SMA),这两种细胞被认为

是肝癌和胰腺癌中的CAFs[5-6]。(2)骨髓源性纤维细

胞的募集,这也可能在肿瘤进展中发挥作用[7]。(3)
间充质干细胞的募集,间充质干细胞能够在乳腺癌、
胃癌和胰腺癌等癌症中分化成一定比例的CAFs,并
且这种细胞具有很强的自我更新能力并且表达CAFs
相关的标志物,如波形蛋白、成纤维细胞活化蛋白等。
(4)上皮细胞到间质细胞的转化[8]。(5)内皮细胞到

间质细胞的转化。(6)这一种是不常见的,来自脂肪

细胞以及平滑肌细胞的分化、转移[9]。目前,关于

CAFs的具体来源机制尚未完全阐明,有待进一步的

研究,然而因为其具有不同的来源类型,也造成了

CAFs具有不同的生物学功能,并对肿瘤具有不同的

作用。研究人员证明了成纤维细胞比较稳定,但由于

各种不可控因素引起的基因突变,会诱导 CAFs的

产生。
总的来说,需要更深入地研究CAFs的来源,并

在肿瘤进展中监测CAFs的变化,以提高研究者对肿

瘤微环境在肿瘤进展中所起作用的全面理解力。

2 CAFs的生物学功能

  目前,关于成纤维细胞的定义还是一个模糊的概

念,在伤口愈合、炎症、组织纤维化以及癌症过程中,
成纤维细胞都能在一定环境条件下被激活。在癌症

发生过程中,活化的成纤维细胞被称为CAFs[10]。导

致成纤维细胞激活的外源性信号有许多,并且在不同

类型肿瘤中有所不同。有研究表明,CAFs与肿瘤细

胞共同进化可获得一种肿瘤前表型,这种表型有利于

肿瘤在微环境中繁殖[25]。
癌症被认为是无法愈合的伤口[11]。癌细胞在特

定的组织中持续出现和积累代表了持续的组织损伤,
从而启动了机体对癌细胞的慢性伤口愈合反应,这导

致了肿瘤的慢性宿主修复反应,称之为癌症纤维

化[2]。癌症纤维化是可改变的促纤维增生反应。虽

然肌成纤维细胞在伤口愈合中的作用已经被深入地

研究,但它们在癌症进展和转移中的作用更为复杂,
并且正在被越来越多的研究者关注。

间质成纤维细胞活化受免疫细胞和癌细胞释放

的多种生长因子的控制,其中转化生长因子-β(TGF-

β)、血小板衍生生长因子(PDGF)和成纤维细胞生长

因子2(FGF2)是组织损伤中成纤维细胞激活的关键

介质[12]。许多癌症中被招募、活化的成纤维细胞依赖

TGF-β,肿瘤微环境中的TGF-β可刺激CAFs的局部

增殖和侵袭。癌细胞和间质细胞(包括成纤维细胞)
分泌的PDGF可诱导成纤维细胞的增殖,并与癌症的

进展有关[13]。正常情况下,基质一般处于静止状态,
当基质被激活,活化的成纤维细胞数量增加时,表达

大量的α-SMA、成纤维细胞活化蛋白(FAP)等与

CAFs相关的蛋白[2]。肿瘤微环境中新生毛细血管以

及免疫细胞的聚集都是由许多生长因子介导的,例如

ECM内的血管内皮生长因子A(VEGFA)、PDGF、表
皮生长因子(EGF)、白细胞介素(IL)-6和IL-8等[7],
癌细胞和CAFs均能产生 VEGFA,VEGFA能够增

强血管通透性,反过来促进免疫细胞、成纤维细胞及

增生性内皮细胞的积累[13]。肿瘤间质富含一些胶原

蛋白,能够影响肿瘤的生成,并且随着肿瘤的增殖和

侵袭性增强,基质的含量也会增加。成纤维细胞的体

外研究往往依赖于常用的激活配体,如TGF-β、骨形

态发生蛋白(BMP)、PDGF、EGF、FGF2。在乳腺癌

中,浸润性癌细胞促进 WNT7a(WNT信号通路中的

一种关键蛋白)的招募并激活成纤维细胞以促进肿瘤

侵袭性[14]。在胰腺癌中,维生素D受体的激活可能

抑制了CAFs的促瘤作用[15]。有数据表明,在早期肿

瘤病变中,免疫细胞来源的IL-1β介导核因子(NF)-
κB信号通路,可增强 CAFs的促炎和促肿瘤功能,

CAFs通过生长因子和 ECM 重构等促进肿瘤的进

展,在构建有利于肿瘤启动、血管生成、肿瘤扩散和转

移的微环境中发挥关键作用[4]。

CAFs有许多不同的亚群,并且具有表型异质性,
进而表现出不同的功能特性。有研究证明,间充质干

细胞能够影响肿瘤的发生,WAGHRAY等[16]在胰腺

癌中鉴定了一种新的间充质干细胞来源的CAFs,该

CAFs通过粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子控制肿瘤

的生长和进展。此外,在胰腺癌中P53突变导致癌细

胞释放的外泌体,使CAFs表型及ECM 结构发生变

化,导致肿瘤进展和侵袭性增强[17]。有报道称胰腺癌

细胞促进了CAFs中SOCS1(一种已知的STAT抑

制剂)基因的甲基化,使得SOCS1的表达水平降低,
这导致了STAT3的磷酸化,促进了胰岛素样生长因

子1分泌和肿瘤进展[18]。一项研究发现,整合素β4
介导癌相关成纤维细胞的代谢重编程,其通过促进线

粒体自噬促发CAFs的糖酵解,并有助于维持乳腺癌

中CAFs表型的激活,促进乳腺癌的侵袭和转移[19]。

3 CAFs在肿瘤进展中的作用
 

3.1 CAFs与肿瘤发生和转移 肿瘤微环境包括细

胞成 分 和 非 细 胞 成 分,其 中 非 细 胞 成 分 又 称 为

EMC[1],然而多项研究表明,ECM 的结构影响许多重

要的细 胞 功 能,如 细 胞 增 殖、细 胞 分 化 和 肿 瘤 形

成[20-21]。事实上,ECM结构影响细胞形态、整合素信

号传导和细胞骨架,从而参与调控细胞周期。肿瘤微

环境中的CAFs在ECM 重构中起着重要作用,而与

·3922·国际检验医学杂志2022年9月第43卷第18期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,September
 

2022,Vol.43,No.18



正常组织相比,ECM会发生变化,有报道称这些变化

会影响癌细胞的增殖和迁移[22]。以上观点可以推测,

CAFs可能通过ECM重构来影响肿瘤的发生。研究

表明,在乳腺癌小鼠模型中,脂氧合酶抑制剂治疗导

致ECM交联减少,可防止ECM 硬度增加和延缓肿

瘤进展[1];在胰腺癌小鼠模型中,肿瘤相关CAFs的

减少导致化疗效率的提升,从而表明CAFs在肿瘤内

药物传递中也发挥了关键作用。有研究表明,ECM
重塑增强了肿瘤细胞侵袭性[23-24]。这些发现证实了

CAFs可能通过诱导蛋白酶介导的上皮EMC重构引

导上皮癌细胞的迁移。

CAFs能够分泌一些可溶性因子,例如:从肺癌中

提取的CAFs会产生大量的肝细胞生长因子,从而激

活邻近癌细胞中的c-Met通路,CAFs分泌的基质金

属蛋白酶13通过从ECM 释放血管内皮生长因子促

进肿瘤血管生成,从而导致鳞状细胞癌或黑色素瘤的

侵袭性增加[7]。热休克因子是一种在CAFs中高度

激活的转录因子,它驱动促肿瘤细胞因子和生长因子

的转录,促进肿瘤的快速生长[25]。一项研究表明,

CAFs可以为胰腺癌提供 WNT生态位,支持 WNT
缺陷的胰腺导管腺癌体内生长[26]。许多CAFs衍生

的因子,如成纤维细胞生长因子1、丝氨酸蛋白酶和基

质金属蛋白酶2,都能以旁分泌的方式促进乳腺癌细

胞的深度增殖[27]。总之,尽管目前尚无直接证据表明

CAFs在人类癌症中促进肿瘤发生,但上述大量研究

表明,
 

CAFs可能在肿瘤形成中发挥关键作用,这需

要进一步的研究。
肿瘤中分离出来的成纤维细胞与正常器官分离

出来的 成 纤 维 细 胞 相 比,具 有 许 多 不 同 的 特 性。

CAFs有很强的迁移能力,并且CAFs能够分泌更多

的生长因子和趋化因子。在许多癌细胞和CAFs共

培养实验中发现,与正常成纤维细胞相比,CAFs能够

增强癌细胞的致瘤性[28]。最初的研究表明,猿猴病毒

40转化 的 前 列 腺 上 皮 细 胞 与 正 常 成 纤 维 细 胞 或

CAFs混合后,将混合物接种到小鼠体内,CAFs可导

致类似前列腺上皮内瘤变的肿瘤形成[29]。随后,这样

类似的研究也在其他肿瘤中得以证实:前列腺癌基质

成纤维细胞大量分泌趋化因子,在肿瘤生长、血管生

成和巨噬细胞浸润中发挥作用;与肿瘤发展相关的

CAFs表现出促炎特征,招募巨噬细胞,促进血管形

成,并促进肿瘤生长[30]。
肿瘤的生长也需要一定的营养物质和生长环境,

丰富的血管提供了这些条件,这就需要进一步了解

CAFs对血管生成的作用。在促血管生成因子中,

CAFs产生丰富的 VEGFA、PDGF、FGF2等,这些因

子促进血管生成,为肿瘤生长提供氧气和营养物质,

CAFs还通过ECM密度和组成的变化来调节肿瘤间

质的硬度、弹性和组织流体压力,从而调节血管生成

并促进肿瘤生长[31]。
肿瘤的转移是一个多阶段的过程,当癌细胞突破

基底膜后,开始向其他组织侵袭并渗透。研究表明,
在小鼠体内,若缺乏成纤维细胞分化的S100A4,体内

肿瘤不转移,这表明S100A4阳性基质细胞在癌细胞

转移、扩散方面具有决定性作用[32]。CAFs也可能影

响原发肿瘤的ECM 硬度,增强癌细胞侵袭性[31]。乳

腺癌中CAFs可产生大量的基质细胞衍生因子1和

胰岛素样生长因子1,这有助于癌细胞适应骨髓微环

境,从而促进骨转移[33]。此外,在CAFs中通过下调

CCL2的表达显著抑制口腔鳞癌的转移[34]。在结直

肠癌中,PDGF激活的CAFs可以通过一些趋化因子

的分泌促进肿瘤细胞的内渗和远处转移[35]。此外,过
表达的生长因子15可发挥全身性作用,促进前列腺

癌细胞的恶性进展和扩散[36]。肿瘤来源的外泌体

miR-1247-3p通过促进CAFs的激活加速肝癌的肺转

移[37]。更有趣的是,CAFs可以产生一种 WNT拮抗

剂,从而促进老年个体黑色素瘤细胞的血管生成和恶

性表型的产生[38]。研究表明,S100A4表达水平升高

使成纤维细胞在促血管生成和抗凋亡微环境中发挥

关键作用,通过释放大量促血管生成因子和抗凋亡因

子,从而有利于乳腺癌细胞的肺转移[32]。此外,转移

部位的CAFs在TGF-β刺激下分泌IL-11来激活肿

瘤细胞中的GP130-STAT3信号,有利于肿瘤细胞发

生转移,从而促进转移性结直肠癌的器官定植[39]。

3.2 CAFs与肿瘤代谢 肿瘤基质代谢是肿瘤进展

过程中不可避免的一部分。最近的癌症代谢研究表

明,CAFs的有氧糖酵解(称为反向瓦伯格效应)就是

这样一种代谢支持形式,这种效应的增加似乎也与分

解代谢活性和自噬有关[19]。这些代谢适应被认为在

肿瘤微环境细胞和癌细胞重新利用营养物质方面起

着关键作用。肿瘤为了快速增殖以及克服严酷的环

境限制,通过有氧糖酵解为自身提供高能量的代谢

物。在CAFs中,活性氧(ROS)诱导的线粒体自噬被

广泛研究,除了ROS外,细胞应激的形式也可以激活

有丝分裂。有研究表明,整合素家族(ITG)可以调节

代谢信号通路,如ITGB1在乳腺癌中可以通过控制

TWIST诱导糖代谢重编程。CAFs在不同的肿瘤中

通过不同的信号通路参与癌细胞的合成代谢和分解

代谢平衡。CAFs代谢变化的驱 动 因 素 可 能 包 括

TGF-β、PDGF、缺氧、缺氧诱导因子1α和ROS介导

的对CAV1基因的抑制,具体来说,CAV1基因敲除

的成纤维细胞乳酸产量以及脂肪酸、谷氨酰胺水平增

加[19]。虽然启动CAFs代谢重编程的具体分子基础
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还需要进一步研究,但一旦建立,CAFs的代谢转移可

能部分通过表观遗传重塑[40]。相反,CAFs和癌细胞

的代谢共生关系可能会根据氧、细胞外代谢物有效性

和趋化因子或细胞因子信号而动态变化。上皮性癌

变可能指导CAFs的代谢重编程及糖酵解,以促进

CAFs和癌细胞之间的代谢共生[41],癌细胞对合成代

谢的依赖增强可能促进耐药途径的出现[42]。癌细胞

旁分泌信号可能导致CAFs的代谢重编程,CAFs和

癌细胞之间的共生创造了一个肿瘤代谢生态系统,这
可能成为癌症治疗的潜在靶点。研究表明,乳腺成纤

维细胞不表达整合素β4,但通过与三阴性乳腺癌细胞

接触,可以表达整合素β4,对乳腺癌的发展和转移起

一定的作用[19]。在前列腺癌中,CAFs与癌细胞之间

的接触增加了它们对pH值和缺氧等应激的敏感性,
并维持了它们的增殖[43]。在结直肠癌中,CAFs与癌

细胞接触,通过释放外泌体影响癌细胞的增殖[44]。这

种共生关系是否会进一步促进肿瘤的转移性生长,仍
然有待进一步研究。

3.3 CAFs与耐药 癌症的治疗效果与是否耐药密

切相关,而关于CAFs与耐药的关系仍待进一步研

究。据报道,在非小细胞肺癌中,CAFs释放的高水平

IL-6可增强TGF-β诱导的上皮-间质转化和顺铂耐药

性;而顺铂反过来促进癌细胞产生TGF-β,导致CAFs
激活[45-46]。在胰腺癌中,CAFs不仅本身具有耐药性,
而且通过在外泌体中传递的 mRNA及其靶标 miR-
146a耐药[47]。在前列腺癌中,CAFs可上调谷胱甘肽

水平,抑制ROS的产生,以拮抗化疗诱导的前列腺癌

细胞死亡[48]。在乳腺癌中,CAFs表面的 CD10和

GPR77通过分泌IL-6和IL-8诱导化疗耐药[10]。

4 靶向CAFs治疗癌症

  CAFs在促进癌症中发挥着重要的作用。近年

来,随着对CAFs的生物学特性逐步了解,人们对其

靶向治疗的研究也在增多。靶向CAFs治疗癌症可

以从分泌的因子以及下游信号通路作为出发点,也可

从让CAFs自身的活性变为静息状态着手,还可靶向

CAFs来源的细胞等。研究表明,用中和单抗阻断

CD10和GPR77可减少乳腺癌异种移植模型中的肿

瘤发生,并且增强其化疗敏感性[10]。LOH 等[49]发

现,能够通过靶向CAFs衍生的细胞因子和生长因子

抑制肿瘤的侵袭和转移。临床前研究中,FAP特异性

CAR-T细胞促进了对FAP阳性CAFs的特异性免疫

攻击,同时具有抗肿瘤效果[50]。已知IL-6和JAK1-
STAT3通 路 参 与 CAFs 激 活,通 过 靶 向 JAK1-
STAT3通路从而促进ECM 重塑[51]。在宫颈癌小鼠

模型中,使用伊马替尼阻断CAFs中的PDGFR信号

通路,显著减少了FGF2的产生,从而抑制了肿瘤血

管生成和癌细胞增殖[52]。血管紧张素抑制剂氯沙坦

可以减少乳腺癌和胰腺癌中CAFs产生的胶原蛋白

和透明质酸,从而影响这些恶性肿瘤的血管灌注和药

物传递[53]。PEGPH20联合吉西他滨可提高晚期胰

腺导管腺癌患者的生存率[54]。

5 结语和展望

  CAFs是肿瘤微环境中的重要组分,可影响肿瘤

的恶性生物学行为,在多种肿瘤的发生、侵袭和转移

中发挥关键作用。在肿瘤微环境中,CAFs通过与其

他细胞相互作用,分泌大量细胞因子和趋化因子,促
进肿瘤的发生和转移,影响肿瘤代谢以及耐药性。因

此,深入了解CAFs在肿瘤中的作用及机制,有助于

为肿瘤治疗提供新思路。
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4项指标在急性呼吸窘迫综合征患者严重程度和预后评估中的价值*
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  摘 要:目的 分析4项指标对急性呼吸窘迫综合征(ARDS)患者严重程度和预后的评估价值。方法 选

择2018年1月至2021年1月雅安市人民医院收治的94例ARDS患者,根据病情严重程度分为轻度组45例、

中度组26例、重度组23例,根据患者治疗后生存情况分为生存组64例和死亡组30例。比较各组血清白细胞

介素-8(IL-8)、C反应蛋白(CRP)、高迁移率族蛋白B1(HMGB1)及 N末端B型脑钠肽前体(NT-proBNP)水

平。结果 重度组IL-8、CRP、HMGB1、NT-proBNP水平高于中度组、轻度组,中度组IL-8、CRP、HMGB1、

NT-proBNP水平高于轻度组,差异均有统计学意义(P<0.05);与生存组相比,死亡组IL-8、CRP、HMGB1、

NT-proBNP水平较高,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 炎症因子IL-8、CRP、HMGB1和NT-proBNP
水平可作为判断ARDS严重程度和评估患者预后的指标。

关键词:急性呼吸窘迫综合征; 炎症因子; N末端B型脑钠肽前体; 病情; 预后
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  急性呼吸窘迫综合征(ARDS)是呼吸系统的重症

疾病,其病因为肺内外多种因素,如烧伤、休克、严重

感染等损伤肺泡上皮细胞及肺毛细血管内皮细胞,进
而导致肺泡水肿及弥漫性肺间质纤维化等[1-2]。即使

近些年医疗技术不断进步、呼吸支持技术持续发展,

ARDS病死率依然接近40%[3-4]。有学者认为,对

ARDS患者病情进行准确的评估有利于对该病患者

的针对性治疗,以改善预后,因此寻找反映 ARDS病

情和预后的临床标志物成为临床研究的热点[5-6]。本

研究以94例ARDS患者作为研究对象,探讨白细胞

介素-8(IL-8)、C反应蛋白(CRP)、高迁移率族蛋白

B1(HMGB1)及 N末端B型脑钠肽前体(NT-proB-
NP)水平判断ARDS病情严重程度及预后的价值,现
报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年1月至2021年1月雅

安市人民医院收治的94例 ARDS患者作为研究对

象,根据德国重症医学年会制定的ARDS诊断标准[7]

将患者以病情严重程度分为轻度组45例、中度组26
例、重度组23例。其中轻度组男24例、女21例,年龄

32~74岁、平均(58.47±12.83)岁,体质量指数(BMI)

18~27
 

kg/m2、平均(22.65±3.26)
 

kg/m2;中度组男

14例、女12例,年龄29~71岁、平均(57.86±11.97)

岁,BMI
 

18~27
 

kg/m2、平均(22.41±3.74)
 

kg/m2;重
度组男11例、女12例,年龄33~75岁、平均(58.19±
12.02)岁,BMI

 

18~26
 

kg/m2、平 均(22.39±3.09)
 

kg/m2。3组性别、年龄、BMI比较差异无统计学意义

(P>0.05),具有可比性。纳入标准:(1)符合 ARDS
相关诊断标准[7];(2)年龄≥18岁;(3)发病时间<
24

 

h。排除标准:(1)合并严重肝肾功能不全;(2)患
有恶性肿瘤;(3)妊娠或哺乳期妇女;(4)合并免疫系

统疾病或心脏基础疾病;(5)合并严重精神或心理障

碍难以配合研究。研究已获得雅安市人民医院伦理

委员会批准,患者及家属对本研究知情同意。

1.2 方法 患者入院后进入重症监护室,监测心电

图,根据病情使用呼吸机正压通气,使用抗菌药物治

疗感染,给予肠内营养支持治疗,并维持水、电解质和

酸碱内环境稳定。根据患者入院后1个月生存情况

将其分为生存组64例和死亡组30例。

1.3 观察指标 (1)不同严重程度ARDS患者血清

炎症因子及 NT-proBNP水平:患者进入重症监护室

后第1天抽取4
 

mL静脉血,离心处理后取上清液,使
用酶联免疫吸附试验检测轻度组、中度组和重度组血

清IL-8、CRP、HMGB1、NT-proBNP水平。(2)不同

预后ARDS患者血清炎症因子及NT-proBNP水平:

于患者入院后即刻检测生存组和死亡组IL-8、CRP、

·8922· 国际检验医学杂志2022年9月第43卷第18期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,September
 

2022,Vol.43,No.18

* 基金项目:四川省医学科研课题(S18030)。



HMGB1、NT-proBNP水平。(3)分析血清炎症因子

及NT-proBNP水 平 与 ARDS病 情 严 重 程 度 的 相

关性。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件处理数

据。计量资料以x±s表示,两组间比较采用t检验,

多组间比较采用方差分析;以受试者工作特征(ROC)

曲线分 析 血 清 炎 症 因 子 及 NT-proBNP 水 平 预 测

ARDS患者死亡的价值;相关性分析行Spearman相

关。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 3组血清炎症因子及NT-proBNP水平比较 3
组IL-8、CRP、HMGB1、NT-proBNP水平比较,差异

均有统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 生存组与死亡组血清炎症因子及 NT-proBNP
水平 比 较  与 生 存 组 相 比,死 亡 组 IL-8、CRP、

HMGB1、NT-proBNP水平较高,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表2。

2.3 血清炎症因子及NT-proBNP水平预测 ARDS

患者死亡的ROC曲线分析 IL-8≥125.960
 

ng/L、

CRP≥17.049
 

mg/L、HMGB1≥30.439
 

μg/L、NT-

proBNP≥3
 

972.770
 

ng/L是预测ARDS患者死亡的

最佳截断值,且差异均有统计学意义(P<0.05)。见

图1、表3。

图1  血清炎症因子及NT-proBNP水平预测ARDS患

者死亡的ROC曲线

表1  3组血清炎症因子及NT-proBNP水平比较(x±s)

组别 n IL-8(ng/L) CRP(mg/L) HMGB1(μg/L) NT-proBNP(ng/L)

轻度组 45 116.39±32.48 16.26±3.58 18.27±7.36 1
 

582.47±584.26

中度组 26 126.95±37.63a 18.92±4.77a 29.73±8.29a 2
 

419.71±782.59a

重度组 23 131.08±35.57ab 21.75±4.19ab 40.98±11.25ab 4
 

386.65±1
 

185.92ab

F 5.375 49.304 53.644 89.051

P 0.005 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与轻度组相比,aP<0.05;与中度组相比,bP<0.05。

表2  生存组与死亡组血清炎症因子及NT-proBNP水平比较(x±s)

组别 n IL-8(ng/L) CRP(mg/L) HMGB1(μg/L) NT-proBNP(ng/L)

生存组 64 116.18±33.20 17.58±3.49 22.05±7.80 1
 

397.65±399.52

死亡组 30 137.26±38.09 19.96±4.12 37.55±9.51 4
 

852.24±975.02

t 2.736 2.907 8.363 24.414

P 0.008 0.005 <0.001 <0.001

表3  血清炎症因子及NT-proBNP水平预测ARDS患者死亡的ROC曲线分析

指标 曲线下面积 标准误 P 曲线下面积的95%CI 最佳截断值 灵敏度 特异度

IL-8 0.822 0.044 <0.001 0.735~0.909 125.960
 

ng/L 0.733 0.912

CRP 0.709 0.059 0.001 0.593~0.926 17.049
 

mg/L 0.733 0.562

HMGB1 0.988 0.009 <0.001 0.970~1.000 30.439
 

μg/L 0.867 0.969

NT-proBNP 0.955 0.019 <0.001 0.919~0.992 3
 

972.770
 

ng/L 0.733 0.891

2.4 血清炎症因子及NT-proBNP水平与ARDS病

情严重程度的相关性 ARDS患者的血清炎症因子

及NT-proBNP水平与 ARDS病情严重程度均呈正

相关(P<0.05)。见表4。
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表4  血清炎症因子及NT-proBNP水平与ARDS病情严重程度的相关性

ARDS病情严重程度
IL-8

r P

CRP

r P

HMGB1

r P

NT-proBNP

r P

轻度 0.522 0.002 0.482 0.005 0.493 0.004 0.476 0.004

中度 0.498 0.004 0.493 0.005 0.589 <0.001 0.436 0.006

重度 0.541 0.002 0.537 0.004 0.442 0.005 0.481 0.004

3 讨  论

  随着医疗行业的发展,肺保护性通气策略、肺复

张等治疗方法的提出,临床对ARDS的诊疗水平逐渐

提高,患者治疗后的成功率也有了一定提升[8-11]。但

由于缺乏有效的治疗手段和监测指标,导致其致死率

仍较高[12]。目前已有研究证实 NT-proBNP对诊断

急性呼吸衰竭有较好的价值,NT-proBNP同 ARDS
病情的严重程度也表现出一定的相关性[7],本研究将

进一步研究炎症因子IL-8、CRP、HMGB1和 NT-

proBNP水平在判断 ARDS严重程度和预后评估中

的价值。

本研究 结 果 显 示,轻、中、重 3 组IL-8、CRP、

HMGB1、NT-proBNP水平比较,差异有统计学意义

(P<0.05),此外,与生存组相比,死亡组IL-8、CRP、

HMGB1、NT-proBNP水平均较高,提示IL-8、CRP、

HMGB1、NT-proBNP对于ARDS病情严重程度和预

后的评估有一定价值。HMGB1作为是一种高度保

守的核蛋白,过去临床研究中的关注点主要在于

HMGB1核蛋白的作用,直到 HMGB1在脓毒症中作

为一种炎症介质参与发病,其晚期促炎作用逐渐被人

们认识,HMGB1因此成为近些年临床研究的热点之

一[12]。研究显示,HMGB1可导致肺部炎性反应,表

现为肺出血、肺泡充血、炎症细胞因子表达水平升高

等[13]。ARDS患者由于机体受损,HMGB1以非典型

方式到达细胞外,通过与特定受体结合,如晚期糖基

化终产物受体(RAGE)等,进而诱导靶细胞释放黏附

分子、趋化因子和炎症因子,引起炎性反应,导致机体

损伤[14]。有学者研究发现,在ARDS的病情进展中,

HMGB1起到重要作用,HMGB1与多种炎症因子相

互作用,可加重炎性反应,进而加重肺部受损,导致病

情加重、疾病进展[15]。王冉等[16]通过研究血清标志

物在100例ARDS患者疾病进展和预后中的预测价

值,发现在众多血清标志物中,HMGB1预测 ARDS
发生的灵敏度和特异度最高,其结论与本研究结果

相似。

本研究结果显示,ARDS患者的血清炎症因子及

NT-proBNP水平与ARDS病情严重程度呈正相关,经

ROC曲 线 分 析 证 实,IL-8≥125.960
 

ng/L、CRP≥

17.049
 

mg/L、HMGB1≥30.439
 

μg/L、NT-proBNP≥

3
 

972.770
 

ng/L是预测 ARDS患者死亡的最佳截断

值,提示以上指标可用于判断ARDS病情严重程度和

预后。IL-8对细胞间黏附分子和中性粒细胞表面细

胞因子受体的表达具有调节作用,通过促进细胞间的

相互作用加重局部炎性反应,逐渐损伤肺泡毛细血管

膜,既往研究中对血清IL-8水平的研究较多,部分动

物实验及临床试验都显示该指标水平可反映肺组织

的损伤程度,桑智慧等[17]研究显示,患者血清和呼出

气冷凝液中IL-8水平均随着ARDS患者病情加重而

升高,此外,死亡患者IL-8水平明显较高。CRP是一

种急性期蛋白,主要由肝脏合成,因心脑血管事件、手

术、创伤和感染等对机体造成损伤时,其表达水平可

明显提高[18]。NT-proBNP因具备较好的稳定性、长
半衰期和简单的检测方式,受到临床研究的广泛关

注,研究显示,IL-8和肿瘤坏死因子-α等炎症因子可

刺激脑钠肽(BNP)基因转录,导致 NT-proBNP水平

升高[19]。

IL-8、CRP、HMGB1、NT-proBNP水平与 ARDS
病情 严 重 程 度 均 呈 正 相 关,此 外IL-8≥125.960

 

ng/L、CRP≥17.049
 

mg/L、HMGB1≥30.439
 

μg/L、NT-proBNP≥3
 

972.770
 

ng/L是预测 ARDS
患者死亡的最佳截断值,临床可将其用于判断ARDS
的严重程度或预测预后。
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分层递进模式在临床免疫学住院医师规范化培训中的应用与探索*

张利改,吴 宇,裴 妤,唱 凯△

陆军军医大学第一附属医院检验科,重庆
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  摘 要:检验医师规范化培训是医学生毕业后教育的重要组成部分,是培养合格检验医师的重要途径。然

而,参加检验医学住院医师规范化培训的学员主要来自两种专业(临床专业和检验专业),其对检验的认知不

同,临床能力不同,采用分层递进的培养模式才能达到培训目的。该文结合临床免疫学检验的特点,探讨了临

床免疫学分层递进培养的一系列方案和措施,旨在为培养出能担任检验与临床之间沟通桥梁的合格检验医师

提供参考。
关键词:临床免疫学; 规范化培训; 分层递进
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  随着医疗模式向循证医学的转变以及精准医疗

理念的提出,临床医师对检验的需求不断增加,既懂

检验又懂临床的检验医师是临床迫切需求的。检验

医学住院医师规范化培训(以下简称住培)是培养合

格检验医师的重要途径[1]。临床免疫学作为检验医

学住培的一个亚专业,在多种疾病的诊疗过程中发挥

着重要作用。临床免疫学检测方法复杂,项目多样,
然而检验医学住培学员的来源不同,能力有差异,传
统的教育模式不能满足培养高质量检验人才的需求。
近年来提出的分层递进的教育模式充分考虑了这种

差异,针对不同层次的学员设立不同的教学目标,安
排不同的教学内容,不但可以使所有学员完成教学大

纲要求的内容,还能让高水平的学员得到更高层次的

培养[2-3]。基于对分层递进模式的应用,结合临床免

疫学检验的特点,本科室制订了一系列方案和措施,
旨在提高临床免疫学的住培教学质量,培养出合格的

检验医师。

1 依据教学大纲,制订分层轮转方案和培训目标

  以往临床免疫学的培养模式不分学员级别和来

源,学员均在免疫组一次性轮转4个月,统一安排固

定的教学计划,无差异化地完成相同的培训内容。然

而,由于检验医学住培学员的来源分为临床专业和检

验专业,其对检验的认知不同,临床实践能力不同,如
无差异化集中开展理论授课、技能培训,则不利于学

员临床能力的培养和住培质量的提高[4-5]。为实现住

培学员的整体进步,实施分层递进的培训模式可以满

足不同学员的需求。分层就是将住院医师按临床能

力的差异分为不同层次,递进就是为不同水平的住院

医师设置不同的“台阶”,让他们的能力得到循序渐

进、螺旋式的提升[6-7]。临床免疫学分层轮转方案是

根据学员的不同级别来制订的,二年级学员在免疫组

的轮转时间定为3个月,培训目标是熟悉临床免疫学

的工作流程、掌握所开设检验项目的检测原理及临床

意义、掌握基本检验技能,具备独立分析常规检验报

告的能力,并可以在带教老师的指导下与临床进行沟

通;三年级的学员在免疫组的轮转时间为1个月,该
阶段主要是通过参与查房和病例讨论,培养学员独立

分析、解释异常检验报告的能力,学员可以单独参加

会诊、疑难病例讨论等临床活动。同时,再根据学员

的来源差异设置不同的培训目标:对于临床专业的学

员,他们临床思维能力较强但对检验知识不够熟悉,
对其培养的目标是学习基础检验知识和基本检验技能

的同时,通过案例分析强化其临床思维能力;而对于检

验专业的学员,则是在提升检验技能的同时,进行临床

思维的锻炼。最终所有学员都能达到可以为临床诊疗

提供建议和咨询,实现能独立参与临床沟通、会诊的培

训目标,都能担负起检验医师的职责。

2 依据教学大纲,设计递进式教学内容

  分层递进模式是一种承认并针对住院医师的个

体差异,因材施教、差异化教学,使不同水平的住院医

师都能在自身基础上实现合理成长的教学模式[8-10]。
依据教学大纲,将临床免疫学所涉及的理论和技能培

训内容细化,并根据检测方法的复杂程度及所涉及专

业知识的难易程度将内容进行分级:Ⅰ级为金标准法

涉及检验项目的原理和操作技能的培训;Ⅱ级为以酶

联免疫吸附试验、免疫印迹技术为基础的检验项目的

原理和操作技能的培训;Ⅲ级为以化学发光和荧光免

疫技术为基础的检验项目的原理和操作技能的培训;
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Ⅳ级为以流式细胞技术和电泳技术为基础的检验项

目的原理和操作技能的培训以及临床沟通能力的培

养(表1)。对于临床专业来源的学员,因其检验医学

基础相对薄弱,需从难度等级为Ⅰ级的理论和技能培

训内容开始逐级递进培训,同时他们具有一定的临床

基础,可以通过报告审核过程中遇到的常见病、多发

病的病例分析,来进一步提升他们的临床思维和临床

沟通能力。对于检验专业的学员,其临床免疫学的基

础知识和检验技能已有一定的储备,教学的重点是检

验项目的临床应用和Ⅲ级、Ⅳ级的培训内容,并通过

和同级别的临床专业的学员组成学习小组,相互学

习,促进临床思维模式的建立。

表1  临床免疫学专业住培教学内容

理论培训内容 技能培训内容 难度等级

结核抗体的检测、心肌型脂肪酸结合蛋白的检测所涉及的理论

知识

分析前质量控制:离心要求、检测时限,影响因素等,金标法检测

的操作流程
Ⅰ级

丙型肝炎的检测、甲型肝炎的检测、幽门螺杆菌的分型、自身抗

体谱、过敏原特异性IgE的检测等所涉及的理论知识

酶联免疫反应技术操作,全自动酶标仪的规范操作、日常维护与

保养,全自动免疫印迹仪的规范操作、校准、日常维护与保养
Ⅱ级

肿瘤标志物、乙型肝炎标志物、甲状腺激素、垂体激素、性激素、

心肌损伤标志物、骨质疏松标志物等的检测所涉及的理论知识

全自动化学发光免疫分析仪的使用维护和保养,免疫荧光标本制

作,荧光显微镜的规范操作,室内质控、室间质评的方法与数据分

析能力

Ⅲ级

血清 M 蛋白分型、轻链测定、淋巴细胞亚群的检测等所涉及的

理论知识

流式细胞仪和电泳分析仪的规范操作、结果分析与判读、仪器维

护与保养,室内质控、室间质评的方法与数据分析能力,参加临床

会诊或沟通、参加免疫专业相关的疑难病例分析

Ⅳ级

3 教学方式的改变

  传统的授课式教学方式以老师讲解PPT为主,
学员被动接收,缺乏主动思考,容易造成学员的学习

主动性不强,思维模式固化,动手能力欠佳[11]。问题

式教学法、案例式教学法、以团队为基础的教学法

等[12-14]教学方式相较于传统教学方式,可以提高学员

的参与度,调动学员的积极性,有助于提高学习效率。
将这些教学法与分层递进模式相结合,则培训效果可

以得到进一步的提升[15-18]。临床免疫学采用以学员

为主体结合小组讨论的案例教学法开展教学,以临床

上的典型病例作为教学病例,将要讨论病例的主要信

息提供给学员,然后由学员通过电子病历查询系统查

阅该病例的相关检验、检查结果和诊疗过程,将患者

资料补充完整,并通过查阅资料、文献检索、请教老师

等途径对病例进行分析讨论,提出自己的观点,再由

带教老师进行重难点的解析及问题解答,最后对该病

例所涉及的检验前、检验中、检验后的相关专业知识,
检验结果的临床应用等内容进行汇总。结合分层递

进模式,根据学员的级别和来源不同调整分析病例的

参与度,低年级的检验专业学员收集相关的病例资料

进行文献检索,高年级的临床专业学员主要是发散临

床思维,对收集的病例资料综合分析。学员通过分工

合作、互相配合、讨论学习,不但加深了其对疾病诊疗

思路的认识,也能激发学习兴趣和讨论热情,更能锻

炼独立思考和解决问题以及团队协作的能力,可以更

有效地提升学员的临床思维。
对于Ⅰ、Ⅱ级的技能培训,在带教老师的监督下

实行“老带新”带教,由检验专业的学员带教临床专业

的学员,演练并讲解整个操作流程,带教老师适时补

充。这个过程可以使检验专业的学员的检验技能得

到锻炼和提升,而临床专业的学员则是因同学之间的

相互学习,使得交流更加顺畅,从而加深对这项技能

的理解。并且在教学过程中,由教学主任和教学组长

以及各专业组长组成督导小组对教学过程实施不定

期的督导,针对带教老师的带教过程及学员的学习态

度进行评价,并通过提问的方式了解学员掌握程度,
指出存在问题、给出改进建议。通过这种方式,可以

及时发现带教过程中存在的问题,并及时纠正、改进,
进一步提高检验医师的胜任力,从而促进住培质量的

提高。
4 建立分级题库,完善考核制度

4.1 理论题库 按照考核大纲的要求,建立理论考

核题库,题库的分级主要是在表1的培训内容分级基

础上再根据试题性质,如概念性、理解性、综合分析性

等难易程度的不同进行分级。
4.2 技能题库 技能考核的题库也是根据大纲的要

求,针对不同年级和来源的学员,按照表1中技能培

训的等级,设置难易程度不等的考核试题,并将每一

个操作步骤根据其复杂性和重要性进行赋分。
每结束一个阶段的培训,就进行一个阶段性的考

核,通过考核结果,带教老师可以及时发现带教中的

不足并及时了解学员的薄弱点,以便改进培训方法和

补充教学内容,达到以考促教、以考促学的目的。
5 带教老师依据年资进行分级

  从符合国家临床医师规范化培训相关要求的工

作人员中遴选教学经验丰富、专业技能扎实的老师组
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成本专业组的教学队伍,并将带教老师根据年资进行

分级,低年资的带教老师主要负责Ⅰ级和Ⅱ级的理论

和技能培训,高年资、有丰富临床经验的带教老师负

责Ⅲ级、Ⅳ级的带教工作以及临床思维能力的培训,
这样更有利于高年级的学员得到更优的师资资源,确
保所有学员能力、水平得到提升。同时,带教老师也

要定期参加国家和省部级组织的规范化培训师资培

训班,或是到规培教育体系较为成熟的医院学习新的

教学方法,吸取各地专家的教学经验,提高带教老师

自身的教学水平,并不定期参加与专业技能相关的培

训,提高老师的专业技能,从而更好地完成教学目标。

6 小  结

  培养合格的检验医师需要切实有效的教育模式

来保证教学质量。临床免疫学具有复杂性和多样性

的特点,对于岗位胜任力不同的住培学员,分层递进

培养模式使得所有学员在完成住培大纲相关培训要

求的同时自身能力也得到提升。在今后的培训工作

中,临床免疫学亚专业组将持续改进,不断积累和总

结经验,完善培训体系,使住培结业时所有学员都能

够在检验项目的选择、检验标本的正确采集、检验结

果的解读及疑难病例分析中为临床提供服务[19],成为

能为临床疾病的诊疗提供帮助的合格检验医师。
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