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A：DAPI 轮廓；B：红色信号强度；C：绿色

信号强度。其中，A1、B1、C1 为消化严重

过度，A2、B2、C2 为消化过度，A3、B3、C3

为消化适中。

图（P112） FISH背景及信号强度检测

结果

Figure（P112） FISH test of
background and signal intensity results
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·专家风采· 实验室巡礼

中山大学附属肿瘤医院检验科

刘万里

刘万里，男，1968 年 1 月 20 日出生。

2003年毕业于重庆医科大学和军事医学科

学院，获分子生物学硕士和临床检验诊断

学博士。

主任检验技师，硕士生导师。现任中

山大学肿瘤防治中心检验科主任。担任广

东省医学会检验学会常委，广东省医师学

会检验学会常委，广东健康学会检验分会

副主委，中国检验医师学会精准检测与精

准诊断学会常委，中国教育协会肺部肿瘤专委会检验分会副主任委员，广东抗癌学会

分子诊断学会候任主委。

主要研究方向肿瘤早期筛查标志物的筛选，肿瘤标志物检测新方法建立和检测试剂

盒研制，肿瘤标志物在肿瘤筛查和预后判断中临床价值评价。首次发现和命名模式识

别受体 LSECtin；提出 VCA⁃IgA 和 EBNA1⁃IgA 组合模型是鼻咽癌早期筛查的最佳指

标；通过血清蛋白质组技术发现食管癌患者血清中CDC25B和BMI⁃1自身抗体，可作为

食管癌的诊断标志物；采用RNA测序和生物信息学技术建立了血清标志物诊断食管癌

数学模型。主持和参加多项国家自然科学基金和国家重大科研计划项目，在Gastroen⁃

terology，J Virol，JBC，Biosens Bioelectron等杂志发表 30余篇 SCI论文。《分子诊断学-

基础与临床》副主编，《临床肿瘤学》编委。培养硕士研究生 6名。

中山大学附属肿瘤医院检验科位于广州市东风东路651号，创立于1964年，50多年来经过几代人努力，

如今已发展成为一个拥有近 1 500张病床、2 000多名职工、面积近 18万平方米、拥有超过 5亿元医疗设备的

国内一流肿瘤专科医院。

科室是一个集医、教、研于一体的临床实验室，现有职工38人，其中博士后1人，博士4人，硕士12人，主

任技师2人，副主任技师6人，主管技师17人，博士生导师1人，硕士生导师1人，行政办事员1人。

科室设有临床检验、生化检验、免疫检验、微生物检验（兼管分子生物学检验、流式细胞学检验）共4个专

业组，开展 300多项检查项目。实验用房约 900平方米。科室拥有一批先进的检验仪器，主要有：日立 008/
7600/7080全自动生化分析仪、德国西门子特种蛋白仪、罗氏全自动生化免疫分析仪Cobas 8000/Cobas601/
Cobas 702、雅培 I2000发光分析仪、法国梅里埃BACTEC alert 3D血培养仪、美国BD公司FACSCantoII流式

细胞仪、美国DIGENE公司DNA杂交捕获仪、日本京都公司AX⁃4280全自动尿液分析仪、美国 IRIS公司

IQ200尿沉渣分析仪、日本 sysmexCS⁃5100纤溶/凝血分析仪、日本 sysmex XN 2000/XN 9000血细胞分析仪、

法国Sebia全自动电泳分析仪、罗氏RSA Pro EC样本前处理、瑞士EVOlyzer150/8和FAME全自动酶免分析

仪等设备。

检验科全面执行 ISO15189质量体系管理，全面开展了各检测项目的室内质控工作和实验室间比对，并

积极参加广东省、卫生部的室间质评、卫生部的正确度验证、国际实验室比对；参加的项目有常规生化、酶

类、血脂、电解质、特种蛋白、临床免疫、肿瘤标志物、内分泌、传染性标志物、血细胞计数、凝血试验、尿液化

学分析、临床微生物学、淋巴细胞亚群等，98%以上的项目室间质评成绩达到100%。

检验科科研小组主要研究方向是肿瘤早期筛查标志物的筛选，肿瘤标志物检测新方法建立和检测试剂

盒研制，肿瘤标志物在肿瘤筛查和预后判断中临床价值评价。鼻咽癌筛查和早期诊断水平居国内之首，率

先开展血清低分子量蛋白组技术用于肿瘤靶向药和化疗药疗效预测，全面开展淋巴瘤和白血病免疫分型和

微小残留量检测，开发和建立量子点流式细胞检测技术和血清外泌体快速检测技术，通过新技术的应用提

高科室肿瘤诊疗水

平。科室主持国家

自然科学基金 4项，

参加 973 和国家重

点研发计划 2项，近

3年发表SCI论文 26
篇，国家发明专利 1
项，编写论著一部。

学科带头人刘

万里、戴淑琴和张静

萍带领科室研究小

组，致力于肿瘤早期

筛查和诊断，肿瘤治

疗监测和预后判断

标志物的研究。
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•述 评•

单基因遗传病（monogenic disease）指由单个

或单对等位基因突变导致的疾病，一般遵循孟德

尔遗传规律。目前，人类已知的单基因病已经超

过 10 000种，尽管单个病种的发病率很低，通常被

称为罕见病，但是因种类多，在人群中仍有着大约

1/100 的总体发病率［1］，因此罕见病其实并不罕

见。很长一段时间里，受技术所限，单基因病既不

能防，也不能治。随着分子生物学技术的发展，越

来越多的单基因病可以预防，有的也可以治疗，甚

至基因治疗。而基因诊断或称分子诊断成为单基

因遗传病防治的主要前提手段之一。

分子诊断是当代医学发展的重要前沿领域之

一，其核心技术是基因诊断。最早的分子诊断技

术是 Southern［2］于 1975 年发明的 DNA 印迹技术。

1976 年，美籍华裔科学家简悦威成功应用液相

DNA分子杂交技术实现了镰形细胞贫血症的基因

诊断［3］，是人类遗传病诊断开始进入分子诊断时代

的重要里程碑。随着高通量测序技术的发展，适

高通量测序背景下的单基因遗传病分子诊断进展

蔡奥捷 薛淑文 孔祥东★

［摘 要］ 单基因遗传病（monogenic disease）指由单个或单对等位基因突变导致的疾病，一般遵循

孟德尔遗传规律，传统的单基因遗传病诊断通常依赖于系谱分析、生化、影像等手段。近年来，分子诊断

技术特别是高通量测序技术已经成为单基因遗传病的主要诊断手段，对单基因遗传病的明确诊断、预防

和指导治疗发挥着越来越重要的作用。本文对 40多年来单基因遗传病分子诊断技术的发展进行回顾，

介绍其最新进展，并展望其在单基因遗传病未来的研究进展。

［关键词］ 单基因遗传病；分子诊断；高通量测序

Advances in genetic diagnosis of monogenic diseases under high⁃throughput se⁃
quencing
CAI Aojie，XUE Shuwen，KONG Xiangdong★

（Center of Prenatal Diagnosis，the First Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou，Henan，
China，450052）

[ABSTRACT] Monogenic diseases refer to diseases caused by a single gene or a single allele mutation
that can be readily explained by mendelian inheritance. Traditional genetic diagnosis of monogenic diseases
usually depends on pedigree analysis, biochemical, imaging, etc. In recent years, molecular diagnostic tech⁃
niques, especially high⁃throughput sequencing technology, have become the primary diagnostic tool for mono⁃
genic diseases. These molecular techniques play an increasingly significant role in the diagnosis, prevention and
treatment of monogenic diseases. In this review, the developments of molecular diagnostic techniques over the
past 40 years in the context of monogenic diseases will be discussed, and the latest progress and its prospect on
future research will be introduced.

[KEY WORDS] Monogenic disease; Molecular diagnostics; High⁃throughput sequencing

·· 73
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用于单基因遗传病的临床分子诊断技术得到迅速

发展。本文回顾了传统的单基因遗传病基因诊断

方法和以高通量测序为代表的分子诊断方法的研

究进展，以期为临床遗传病诊断工作提供一些有

益的参考。

1 单基因遗传病分子诊断的应用

目前分子诊断在单基因遗传病临床工作中的

主要应用包括 6个方面：①临床确诊诊断，通过分

子诊断鉴定或鉴别单基因病已成为临床常规工

作，最常见的是小儿内科、神经内科、内分泌科、肾

病科等，分子诊断在一定程度上已经可以取代常

规的诊断，例如脊肌萎缩症（spinal muscular atro⁃
phy，SMA）的基因诊断，杜氏肌营养不良症（Duch⁃
enne muscular dystrophy，DMD）的基因诊断都已经

成为了一线诊断。②症状前遗传学诊断，某些遗

传代谢病或迟发性遗传病如果早发现、早治疗，对

于避免致病、致残十分重要。例如肝豆状核变性

（hepatolenticular degeneration，HLD）家庭，患者如

果早期发现并及时进行驱铜治疗则可以避免发

病，而通过分子诊断可以实现早期诊断，有助治

疗。③新生儿遗传代谢病筛查，大多数新生儿疾

病为单基因遗传病，但这些严重遗传病的表型大

多相似，难以通过常规方法鉴定或鉴别，通过新生

儿遗传代谢病或先天性免疫缺陷症的分子诊断，

可以及时诊断遗传病，让医生和家属少走弯路，并

且可对下次妊娠提供科学咨询。④产前诊断，通

过孕早、中期的胎儿绒毛、胎儿羊水的 DNA 的分

子诊断，可以明确胎儿是否为遗传病患者。⑤胚

胎植入前遗传学诊断，单基因遗传病家系在孕妇

进行胚胎植入前，对胚胎进行分子诊断来选择健

康的胚胎进行植入，可避免孕中期产前诊断时如

确诊为患胎时所带来的治疗性流产的痛苦选择。

⑥孕前或群体单基因遗传病筛查，隐性遗传病具

有生育突发性、隐蔽性的风险，孕前进行夫妇双方

的隐性遗传病携带者筛查，可使隐性遗传病携带

者夫妇避免生育隐性遗传病患儿。

2 常规单基因遗传病分子诊断技术

2.1 Southern印迹技术（Southern blot）
Southern 于 1975 年发明了 DNA 印迹技术。

Southern blot 是最为经典的 DNA 分子检测方法，

曾广泛运用于各种基因突变的检测，包括缺失、插

入、易位等，因步骤繁琐、电离辐射等缺点逐步退

出了主流的检测领域，但其对面肩肱肌营养不良

的基因诊断尚不能被替代［4］，除此之外，近年来很

少见到有其他单基因遗传病应用 Southern 印迹技

术进行诊断的报道。

2.2 聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，
PCR）

PCR 技术由美国 PE Cetus 公司的 Kary Mullis
在 1985 年建立［5］，已经成为核酸分子扩增检测最

常用的方法。在单基因遗传病分子诊断中，有些

基因突变如大片段缺失可直接采用 PCR 技术进

行检测，例如 DMD 基因大片段缺失的男性患者

可直接经 PCR 扩增后采用琼脂糖电泳检测技术

进行 DMD 的分子诊断［6］。目前 PCR 技术主要作

为常规基因诊断的前期必要步骤，如多重连接探

针扩增技术（multiplex ligation⁃dependent probe am⁃
plification，MLPA）、Sanger 测序、芯片杂交等的基

础步骤，因此 PCR 是许多分子诊断技术的基础方

法，目前是分子诊断实验室的主流技术之一。

2.3 多重连接探针扩增技术（MLPA）
MLPA 技术于 2002 年由 Schouten 等［7］首先报

道，是一种能够在同一反应管内检测多达 50 个核

苷酸序列的拷贝数变化的方法。其具有特异性

高、精确度高、重复性好、操作简便、高通量等优

点。MLPA 技术可检测出若干人类基因拷贝数的

变异，也可检出已知点突变，现已广泛应用于存在

基因缺失/重复突变、点突变的人类遗传疾病的分

子诊断，如 DMD/BMD、SMA、迪格奥尔格综合征

（Di Georges syndrome）等［8⁃10］。但 MLPA 对 DNA
浓度和纯度要求高，只能检测基因或染色体数目

的异常或已知点突变，不能筛查未知点突变和平

衡易位等，另外 MLPA 技术的开展必须要求毛细

管电泳设备。

2.4 聚合酶链反应 ⁃限制性片段长度多态性

技术（polymerase chain reaction⁃restriction fragment
length polymorphism，PCR⁃RFLP）

PCR⁃RFLP技术主要是针对 PCR产物，选择特

异的限制性内切酶进行酶切，然后采用琼脂糖电

泳或聚丙烯凝胶电泳技术分离酶切片段，目前临

床上主要用于具有突变热点的基因检测，如 SMA
致病基因 SMN 基因的突变热点 Exon7 缺失的检

测，FGFR3基因突变热点 cll38A>G 位点的突变检

测等［11⁃12］。
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2.5 三引物 PCR（triplet repeat primed PCR，TP ⁃
PCR）

TP⁃PCR 是采用一对引物和一条随机结合的

中间引物共 3条引物进行 PCR扩增的方法。此方

法常用于动态突变遗传病三核苷酸拷贝数变异的

检测，TP⁃PCR产物经毛细管电泳检测形成范围超

过一定碱基数（例如 50 CTG×3）的连续毛刺状峰，

提示为患者。TP⁃PCR 反应需要设计合理的中间

引物，要注意保证引物的浓度比例以及采用高特

异的 DNA 聚合酶。目前临床上使用较多的是脆

性 X 染色体综合征致病基因 FMR1基因动态突变

及强直性肌营养不良致病基因DM1基因的动态突

变的检测［13⁃14］。

2.6 巢式 PCR扩增技术

LR ⁃ PCR 是指扩增长度大于 5 kb 片段的

PCR。LR⁃PCR 反应需要选用高保真的 DNA 聚

合酶，这类酶除了具有高保真性，同时具有优良

的延伸性和高效的扩增效率。巢式 PCR 是以前

次 PCR 产物为模板，设计引物扩增多个或单个

小的 PCR 片断。对于存在高度同源序列的基因

（如 PKD1、GBA、SMN1、CYP21A2 基因）的序列突

变分析，为了避免同源序列（假基因）的干扰，通

常利用基于 LR⁃PCR 的巢式 PCR 扩增技术。首

先，比对目标基因与同源序列，寻找差异性位点，

设计长片段特异性引物，确保 LR⁃PCR 扩增的特

异性；其次，以 LR⁃PCR 产物为模板，以内部巢氏

PCR 引物，采用常规 PCR 扩增目标基因特定目

标区域。

2.7 倒位 PCR技术（inversion⁃PCR，I⁃PCR）
I⁃PCR 是针对血友病 A（hemophilia A，HA）的

一种检测技术，HA 是一种 X 连锁隐性遗传病，由

F8基因突变导致。F8基因的 Inv22和 Inv1分别占

重型 HA 的 40%~50%和 2%~3%［15］，对 Inv22 和

Inv1 的检测手段包括 Southern blot、长片段 PCR
（long distance PCR，LD⁃PCR）和 I ⁃PCR。目前对

intron 22 重组检测的常用方法主要为 LD⁃PCR 和

I⁃PCR 2 种。LD⁃PCR 片段大于 10 kb，不能确定

intron 22 重组的亚型，并且扩增片段 GC 含量较

高，对 DNA 质量和试剂要求较高，成功率较低。

I⁃PCR 包括酶切、环化和引物扩增等 3 个步骤。

I⁃PCR有产物片段大小特定、片段比较小、GC含量

较低等优点，因此能快速检测 Inv22⁃I、Dup22 和

Del22的患者、携带者和正常人。

2.8 DNA芯片技术

DNA芯片原理是在固定支持物上合成大量寡

核苷酸作为 DNA探针与待测的核酸片段杂交，对

杂交后的信息进行分析，从而得到靶片段的基因

序列、表达情况等信息。该技术检测信息高通量，

自动化程度高，一次可检测众多突变位点，可用于

疾病临床早期诊断和批量筛选、基因表达谱测定、

多态性分析等，但由于芯片技术只能检测已知突

变位点，随着高通量测序技术的快速进展，DNA芯

片在单基因遗传病基因诊断中的应用受到了一定

限制，在国内 DNA芯片的单基因病诊断应用主要

为耳聋DNA芯片的检测。

3 以高通量测序为中心的单基因病分子诊

断策略

3.1 Panel靶向测序

以 Panel 为基础的靶向高通量测序可分为单

个基因靶向捕获高通量测序和多个基因靶向捕获

高通量测序。单个基因靶向 Panel 高通量测序的

设计理论基础是针对片段较长的基因，如DMD基

因、结节性硬化（tuberous sclerosis complex，TSC）
TSC1/2 基因等的检测采用特异基因 Panel 检测效

率远优于 Sanger 测序，另外一种多基因靶向捕获

Panel 高通量测序是针对于遗传异质性较强的疾

病，如癫痫、痉挛性截瘫、遗传性肌病、非综合征型

遗传性耳聋等疾病，对于给定样本中的多个致病

基因同时进行测序分析，具有快速高效的特点，但

也存在一定局限性，如随着新的致病基因的不断

发现，需要对多个基因靶向捕获高通量测序 panel
进行不断的更新，但更新速度一般落后于新致病

基因被发现的速度，使得 panel 存在一定的滞

后性。

3.2 全外显子组测序（whole exome sequencing，
WES）

WES 就是利用杂交捕获技术获取、富集基因

组中所有具有蛋白编码功能的外显子区域 DNA
序列，并对后者进行高通量测序的分析方法。人

类的全基因组中有多达 180 000个外显子，占整个

基因组的 1%左右［16］，通过高通量测序技术进行外

显子组测序，是发现或鉴定引起疾病的遗传变异

的有效途径。

2009年，Ng等［16］在世界上首次证实外显子组

测序在确定罕见致病基因方面具有可行性和应用
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价值，并于 2010年首次成功地利用WES技术鉴定

了 米 勒 综 合 征（Miller syndrome）的 致 病 基 因

DHODH［17］。全外显子组测序技术所需样本数量

少、通量高、耗费低，大大推进了人类单基因遗传

病的分子诊断。

外显子组测序能够更快地确定致病基因及突

变位点［18］，有助于加速筛选发现单基因疾病、癌症

等复杂疾病的致病基因和易感基因等。但是外显

子组测序只能捕获集中于外显子区域的测序，不

能获得完整的基因组信息且不适用于 DNA 结构

变异和高度同源区变异体的检测。

3.3 全基因组测序（whole genome sequencing，
WGS）

WGS 是对已知标准基因组序列的个体进行

全基因组的重测序。WES（外显子组测序）对于

外显子以外的区域不能有效地进行基因检测，通

过 WGS 可进行全基因组检测［18⁃20］。因为人类基

因组过于庞大，一次单端全基因组测序很难达到

所需要的测序深度，需要重复测序或双端测序。

因此，WGS 成本昂贵且由于不能达到足够的测序

深度，结果准确性会降低，目前难以大规模应用

于临床。

3.4 高通量测序用于单基因遗传病的局限性

虽然高通量测序有高通量和相对低成本的特

点，但对于单基因病基因诊断仍有其局限性，首先

是高通量测序的结果必须经过 Sanger 测序验证，

通常高通量测序的结果不能直接用于诊断；其次

高通量测序不能解决一些特殊的单基因病基因突

变的检测，包括基因的倒位突变，如血友病A基因

有长片段倒位存在，如 SMA、肾上腺皮质发育不

良、成人型多囊肾等存在假基因的疾病的基因诊

断，通过高通量测序往往不能得到满意结果；再

次，由于受种族差异、数据库及基因突变功能验证

等的影响，大量的高通量测序结果不能得到很好

的解读，也制约了高通量测序在单基因遗传病分

子诊断中的应用。

4 以高通量测序为基础的无创产前分子诊

断（non⁃invasive prenatal diagnosis，NIPD）

4.1 胎儿游离核酸无创单基因病产前诊断

利用无创产前检测诊断胎儿单基因病的基本

原理是在母体血浆总游离 DNA（cell ⁃free DNA，

cfDNA）中通过检测出胎儿是否携带来自父母的

致病基因或致病基因突变。对于常染色体显性遗

传病，通过检测孕妇本人的血浆游离DNA 是否携

带致病位点（父源突变、新发突变）来判断胎儿是

否发病，目前应用最多的是检测软骨发育不全

（achondroplasia）［21］。对于常染色体隐性遗传病，

若父母同时携带不同的杂合突变（先证者为复合

杂合突变），如果在孕妇外周血中检测到父源突

变，那么胎儿有 50%的发病风险，应进一步行侵入

性产前诊断明确胎儿是否患病；如未检出父源突

变，那么胎儿最多为携带者，孕妇无需接受侵入性

产前诊断，避免了 50％的孕产妇进行有创性产前

诊断，从而减少了不良妊娠结局的发生［22］。若父

母携带相同致病杂合突变，则需要通过大规模平

行测序或数字 PCR 技术等精确定量胎儿游离

DNA（cell⁃free fetal DNA，cffDNA）浓度，以此来分

辨出突变来自父源或母源［23］。目前利用无创产前

检测可能诊断的单基因病包括软骨发育不全 、先

天性肾上腺皮质增生（congenital adrenalhyperpla⁃
sia，CAH）、DMD、枫糖尿病（maple syrup urine dis⁃
ease）、β 地中海贫血（β ⁃mediterranean anemia）和

SMA等［21，24⁃28］。目前最新的进展是通过无创产前

DNA 检测解决新发突变（de novo mutation），未来

可以通过NIPD进行胎儿的群体筛查，包括遗传性

（inheredited）的突变和新发突变都可以通过该方

法进行产前筛查。

4.2 循环胎儿细胞无创单基因病产前诊断

在孕早期的母血中存在微量的胎儿有核红细

胞（nucleated red blood cell，NRBC），因其单核、含

有完整胎儿遗传信息且细胞周期短，更适合全基

因组分析，被认为是实施NIPD较理想的靶点。但

母血中的胎儿细胞非常少，限制了其应用的发

展。目前临床上研究多针对改进细胞的分离方

法，有研究成功利用基于红细胞微流控技术的富

集和负向富集的两级富集法分离出循环胎儿细胞

并完成性别鉴定［29］。循环胎儿细胞在无创产前检

测领域具有巨大的潜能，相信随着技术进一步的

发展，利用循环胎儿细胞进行单基因病的NIPD或

将成为新的研究热点。

4.3 子宫颈滋养层细胞无创单基因病产前诊断

孕妇宫颈粘液中也存在胎儿脱落的绒毛细

胞，且数量不受胎龄、孕妇体重以及孕妇年龄的影

响［30］，该发现为无创单基因病诊断提供了新的思

路。有研究成功利用从宫颈脱落细胞中分离的胎
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儿细胞诊断地中海贫血和/或 HbS 突变［31］。该技

术有着良好的应用前景，但标本母体细胞污染的

问题可造成较高的假阳性率，是目前面临的主要

挑战。

5 小结与展望

分子诊断已经深入到单基因遗传病诊断、产

前诊断、新生儿筛查中。以 PCR、Southern 杂交为

主的一些经典分子诊断技术将会保留。但越来越

先进和精确的分子诊断技术将会不断建立和发

展，特别是随着高通量测序的快速发展，以高通量

测序，包括第三代测序为基础的单基因遗传病的

分子诊断方法将得到更广泛的应用。除此之外，

越来越先进的分子诊断技术的建立和发展也对相

关研究人员和临床医师的使用、解读和咨询提出

了更高的要求。

参考文献

［1］ World Health Organization. Genes and humandisease
［EB/OL］. http：//www.who.int/genomics/public/genet⁃
icdiseases/en/index2.html.2016⁃08⁃19/2017⁃09⁃28.

［2］ Southern EM. Detection of specific sequences among
DNA fragments separated by gel electrophoresis［J］. J
Mol Biol，1975，98（3）：503⁃517.

［3］ WY Kan，MS Golbus，AM Dozy，et al. Prenatal diag⁃
nosis of α⁃thalassemia：clinical application of molecu⁃
lar hybridization［J］. N Engl J Med，1976，295（21）：

1165⁃1167.
［4］ Jones TI，Yan C，Sapp PC，et al. Identifying diagnos⁃

tic DNA methylation profiles for facioscapulohumeral
muscular dystrophy in blood and saliva using bisulfite
sequencing［J］. Clin Epigenetics，2014，6（1）：23.

［5］ Shampo MA，Kyle RA. Kary B. Mullis⁃⁃Nobel Laure⁃
ate for procedure to replicate DNA［J］. Mayo Clin
Proc，2002，77（7）：606.

［6］ 李双，白莹，赵振华 . 81 例假肥大型肌营养不良症

患者基因突变分析［J］. 中华医学遗传杂志 . 2016，
33（6）：762⁃767.

［7］ Schouten JP，McElgunn CJ，Waaijer R，et al. Rela⁃
tive quantification of 40 nucleic acid sequences by mul⁃
tiplex ligation⁃dependent probe amplification［J］. Nu⁃
cleic Acids Res，2002，30（12）：e57.

［8］ Bello L，Pegoraro E. Genetic diagnosis as a tool for
personalized treatment of Duchenne muscular dystro⁃
phy［J］. Acta Myol，2016，35（3）：122⁃127.

［9］ Hwang H，Lee JH，Choi YC. Clinical characteristics
of spinal muscular atrophy in korea confirmed by ge⁃
netic analysis［J］. Yonsei Med J，2017，58（5）：1051⁃
1054.

［10］ Liborio S，Ivana A，Giandomenico P，et al. Use of
the MLPA assay in the molecular diagnosis of gene
copy number alterations in human genetic diseases［J］.
Int J Mol Sci，2012，13（3）：3245⁃3276.

［11］ van der Steege G，Grootscholten PM，van der Vlies
P，et al. PCR⁃based DNA test to confirm clinical diag⁃
nosis of autosomal recessive spinal muscular atrophy
［J］. Lancet，1995，345（8955）：985⁃986.

［12］ Kotysova L，Mattosova S，Chandoga J. Improvement
of molecular ⁃ genetic diagnostics of the most common
skeletal dysplasias［J］. Bratisl Lek Listy，2015，116
（8）：465⁃468.

［13］ Rajan⁃Babu IS，Chong SS. Molecular correlates and re⁃
cent advancements in the diagnosis and screening of
FMR1⁃related disorders［J］. Genes（Basel），2016，7
（10）：E87.

［14］ Botta A，Rossi G，Marcaurelio M，et al. Identifica⁃
tion and characterization of 5  CCG interruptions in
complex DMPK expanded alleles［J］. Eur J Hum Gen⁃
et，2017，25（2）：257⁃261.

［15］ Bai N，Zhu X，Zhao Z，et al. Factor VIII mutation
spectrum in haemophilia A patients in the population
of Henan，China［J］. Blood Coagul Fibrinolysis，
2017.［Epub ahead of print］.

［16］ Ng SB，Turner EH，Robertson PD，et al. Targeted cap⁃
ture and massively parallel sequencing of 12 human
exomes［J］. Nature，2009，461（7261）：272⁃276.

［17］ Ng SB，Buckingham KJ，Lee C，et al. Exome se⁃
quencing identifies the cause of a mendelian disorder
［J］. Nat Genet，2010，42（1）：30⁃35.

［18］ Choi M，Scholl UI，Ji W，et al. Genetic diagnosis by
whole exome capture and massively parallel DNA se⁃
quencing［J］. Proc Natl Acad Sci USA，2009，106
（45）：19096⁃19101.

［19］ Dewey FE，Grove ME，Pan CP，et al. Clinical inter⁃
pretation and implications of whole⁃genome sequencing
［J］. JAMA，2014，311（10）：1035⁃1045.

［20］ Lau TK，Cheung SW，Lo PSS，et al. Non ⁃ invasive
prenatal testing for fetal chromosomal abnormalities by
low ⁃ coverage whole ⁃ genome sequencing of maternal
plasma DNA：review of 1982 consecutive cases in a
single center［J］. Ultrasound Obst Gyn，2014，43
（3）：254⁃264. （下转第 84页）

·· 77



分子诊断与治疗杂志 2018年 3月 第 10卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, March 2018, Vol. 10 No. 2

•论 著•

基金项目：国家自然科学基金（81302538）
作者单位：1. 中国人民解放军总医院妇产科，北京 100853

2. 中国人民解放军总医院第一附属医院病理科，北京 100048
★通讯作者：王宏伟，E⁃mail：whw6626@sina.com

PD⁃1及 PD⁃L1在宫颈上皮内瘤变及鳞癌中表达差异
性的临床研究

杨雯 1 康佳蕊 2 金贻铎 2 王宏伟 2★

［摘 要］ 目的 探讨程序性细胞死亡分子⁃1（programmed death⁃1，PD⁃1）及程序性细胞死亡分子

配体⁃1（programmed death ligand⁃1，PD⁃L1）表达对宫颈上皮内瘤变（cervical intraepithelial neoplasia，CIN）
和宫颈鳞癌（cervical squamous carcinoma，CSC）进展及预后的评估价值。 方法 收集 CIN患者 40例，

根据病理诊断与高危型人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）检测结果，分为 CIN 0 HPV（-）组、

CIN 0 HPV（+）组、CINⅠHPV（+）组及 CINⅡ⁃Ⅲ HPV（+）组，每组 10例；CSC并行根治手术患者 20例，分

为盆腔淋巴结非转移组和转移组，每组 10例。采用荧光定量 PCR方法进行高危型HPV亚型检测，免疫

组化方法检测 PD⁃1、PD⁃L1及细胞增殖周期调控蛋白 p16INK4a表达并作对比。 结果 在 CIN和 CSC
患者中HPV16和HPV18亚型感染率最高；PD⁃1和 PD⁃L1表达水平与HPV阳性、CIN级别升高及肿瘤转

移呈正相关，同时伴随细胞增殖周期调控蛋白 p16INK4a表达上调。 结论 PD⁃1和 PD⁃L1表达水平可

以作为评估CIN和宫颈鳞癌进展和预后的临床检测指标。

［关键词］ 人乳头瘤病毒；宫颈上皮内瘤变；宫颈鳞癌；程序性细胞死亡分子⁃1；程序性细胞死亡

分子配体⁃1

Clinical study on the different expression of programmed death (PD)⁃1 and its
ligand PD⁃L1 in cervical intraepithelial neoplasia and cervical squamous carci⁃
noma
YANG Wen1，KANG Jiarui2，JIN Yiduo2，WANG Hongwei2★

（1. Department of Gynaecology and Obstetrics，General Hospital of Peoples Liberation Army，Beijing，Chi⁃
na，100853；2. Department of Pathology，the First Affiliated Hospital of General Hospital of Peoples Libera⁃
tion Army，Beijing，China，100048）

[ABSTRACT] Objective To explore the expression levels of programmed death ⁃ 1(PD⁃1) and its li⁃
gand, programmed death ligand⁃1(PD⁃L1) , in order to evaluate the progression and prognosis of cervical in⁃
traepithelial neoplasia (CIN) and cervical squamous carcinoma (CSC). Methods 40 patients with CIN were
collected and divided into group CIN 0 HPV (-), CIN 0 HPV (+), CIN I HPV (+), and CINⅡ-Ⅲ HPV (+) ,
with 10 cases in each group, according to results of pathological diagnosis and high⁃risk human papillomavirus
(HPV) detection; 20 cases of CSC were selected and divided into metastasis (-) and metastasis (+) groups (n=
10). The presence of high⁃risk HPV types were detected by quantitative real ⁃ time polymerase chain reaction
(qPCR). Expressions of PD ⁃ L1, PD ⁃ 1 and p16INK4a were detected using immunohistochemistry methods.
Results The most common HPV subtypes in these patients were HPV16 and HPV18. The expression of PD⁃
1 and PD⁃L1 were positively correlated with HPV positivity, advanced CIN grading and tumor metastasis, and
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宫颈癌是全球妇女第二大常见恶性肿瘤，

在正常宫颈上皮发生宫颈上皮内瘤变（cervical
intraepithelial neoplasia，CIN）至宫颈癌这一进展过

程中，人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）
感染扮演着重要的角色［1］。高危型HPV持续感染

导致宫颈粘膜细胞免疫障碍，是诱导 CIN 和宫颈

癌发生的重要机制［2⁃3］。程序性细胞死亡分子⁃1/程
序性细胞死亡分子配体 ⁃1（programmed death⁃1/
programmed death ligand⁃1，PD⁃1/PD⁃L1）抑制途径

能够降低抗原提呈细胞（antigen presenting cell，
APC）和 T 淋巴细胞对肿瘤的免疫清除，促进肿瘤

的发生和发展。然而，HPV 感染是否会影响宫颈

上皮细胞的 PD⁃L1表达及对肿瘤进展的影响仍未

阐明。本研究通过对比不同程度 CIN和宫颈鳞癌

（cervical squamous carcinoma，CSC）患者的 PD⁃1
和 PD⁃L1 表达差异，探讨二者在 CIN 和宫颈鳞癌

进展中的评估意义和临床价值，为宫颈癌的预后

判断及治疗寻找新的靶点。

1 材料与方法

1.1 病例收集及分组

收集来自中国人民解放军总医院第一附属

医院的两组患者，第一组病例患者进行了子宫颈

活检或锥切，根据病理诊断和高危型 HPV 检测结

果，分为 CIN 0 HPV（-）、CIN 0 HPV（+）、CIN Ⅰ
HPV（+）、CIN Ⅱ-Ⅲ HPV（+）小组，每小组 10
例；患者年龄从 28 至 45 岁，平均年龄为 35.7 岁，

各小组间年龄无显著差异（P>0.05）。第二组病

例患者行宫颈鳞癌根治手术，分为原发浸润性

CSC 患者不伴盆腔淋巴结转移的 CSC 转移（-）
组和伴有盆腔淋巴结转移的 CSC 转移（+）组，每

组 10 例，其中转移组根据肿瘤部位不同分为原

发灶、淋巴管癌栓和淋巴结转移灶，患者年龄从

39 至 63 岁，平均年龄为 51 岁，各组间年龄无显

著差异（P>0.05）。以上患者的排除标准包括：性

传播疾病、生殖道感染性疾病、免疫缺陷病、妊

娠、经免疫抑制剂治疗等。

1.2 病理学检查及高危型HPV亚型检测

宫颈组织标本用 4%中性甲醛固定 24~48 h，经
脱水、石蜡包埋、切片及常规苏木素⁃伊红（hema⁃
toxylin⁃eosin，HE）染色，光镜观察。由 2 名高年资

病理医师对病变进行形态学观察并作出病理诊

断。宫颈标本经蛋白酶 K 处理，提取组织 DNA。

采用导流杂交基因芯片技术和荧光定量 PCR方法

进行 HPV16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、
59和 66亚型检测。β⁃Globin和蒸馏水分别作为内

参和阴性对照。

1.3 免疫组织化学标记及评分

石蜡包埋组织标本经常规脱蜡及梯度酒精脱

水处理。利用罗氏 Ventana 自动免疫组化仪进行

抗原修复、抗体标记及 DAB 染色。标记的一抗包

括：小鼠抗人 PD⁃1（北京中杉金桥生物技术有限

公司）、小鼠抗人 p16INK4a（北京中杉金桥生物技

术有限公司）和小鼠抗人 PD⁃L1（Abcam，美国）。

二抗检测试剂盒购自罗氏诊断试剂公司。以蒸馏

水代替一抗作为阴性对照。利用 Allred 评分系统

对免疫组化标记结果进行判读，具体标准如下：

比例评分：0 分⁃无，1 分⁃<1/100，2 分⁃1/100~1/10，
3 分⁃1/10~1/3，4 分⁃1/3~2/3，5 分⁃>2/3；强度评分：

1 分⁃弱，2 分⁃中等，3 分⁃强［4］。每张切片观察 10
个高倍视野，计算比例和强度分值之和（0~8 分）

的平均值。

1.4 统计学处理

本研究数据结果以均数 ± 标准差（x ± s）表示，

采用 SPSS 15.0 软件对各比较组进行非参数 Krus⁃
kal⁃Wallis 检验统计学分析。P < 0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 高危型HPV亚型检测结果

第一组检测的 30名 HPV阳性患者中，HPV16
和 HPV18 是感染率最高的亚型，感染率均为

33.3%（10/30），其次为 HPV58 和 33 亚型，感染率

分别为 16.7%（5/30）和 13.3%（4/30），单一亚型感

increased expression was also associated with increased expression of p16INK4a. Conclusions PD⁃L1 and
PD⁃1 expression could be used as clinical prognostic biomarkers for evaluating CIN and cervical squamous can⁃
cer.

[KEY WORDS] Human papillomavirus; Cervical intraepithelial neoplasia; Cervical squamous carcino⁃
ma; Programmed death⁃1; Programmed death ligand⁃1
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染率为 73.3%（22/30），多重亚型感染率为 26.7%
（8/30）。第二组 20 名患者 HPV 检测均为阳性，

HPV16 感染率最高，感染率为 45%（9/20），随后

为 HPV18，感染率为 20%（4/20），HPV51、52 和

58 亚型，感染率均为 10%（2/20），单一亚型感染

率为 75%（15/20），多重亚型感染率为 25%（5/
20）。

2.2 PD⁃L1免疫组化标记结果

PD⁃L1 标记阳性细胞为胞膜有棕黄色物质沉

积。第一组病例中，PD⁃L1主要表达于CIN病变的

上皮细胞（图 1A~1D），CIN 0 HPV（+）组显著高于

CIN 0 HPV（-）组（P<0.05）；同时在 HPV（+）组之

间，PD⁃L1 的表达随着 CIN 的级别上升而显著升

高，即 CIN I 组显著高于 CIN 0 组（P<0.01），CIN
Ⅱ-Ⅲ组显著高于 CIN I组（P<0.01）（图 1I）。第二

组病例中，PD⁃L1 主要表达于鳞癌细胞（图 1E~
1H），CSC 转移（+）组原发灶显著高于 CSC 转移

（-）组原发灶（P<0.05），而且 CSC 转移（+）组的淋

巴管癌栓和淋巴结转移灶较其原发灶表达显著升

高（P<0.05和 P<0.01）（图 1J）。

10

8

6

4

2

0

10

8

6

4

2

0
CIN 0

HPV（-）
CIN 0

HPV（+）
CINⅠ

HPV（+）
CINⅡ-Ⅲ
HPV（+）

*

**

**

*

*

**

A
llr
ed

评
分

A
llr
ed

评
分

SCC
meta.（-）

CSC
meta.（+）

CSC
embolus

metastatic
CSC

AA BB CC DD

EE FF GG HH

II JJ

A：CIN 0 HPV（-）组（免疫组化，×400）；B：CIN 0 HPV（+）组（免疫组化，×400）；C：CIN I HPV（+）组（免疫组化，×400）；D：CIN Ⅱ-Ⅲ
HPV（+）组（免疫组化，×400）；E：CSC转移（-）组（免疫组化，×400）；F：CSC转移（+）组原发灶（免疫组化，×400）；G：CSC转移（+）组淋巴

管癌栓（CSC embolus）（免疫组化，×400）；H：CSC转移（+）组淋巴结转移灶（metastatic CSC）（免疫组化，×400）；I：CIN组 PD⁃L1蛋白 All⁃

red评分统计分析柱状图；J：CSC组 PD⁃L1蛋白Allred评分统计分析柱状图；*P<0.05，**P<0.01。

图 1 PD⁃L1蛋白表达及变化

Figure 1 Changes of PD⁃L1 protein expression

2.3 PD⁃1免疫组化标记结果

PD⁃1标记阳性细胞主要为肿瘤相关巨噬细胞

（tumor associated macrophages，TAMs）和肿瘤浸润

淋巴细胞（tumor infiltrating lymphocytes，TILs），阳

性细胞的胞膜和胞浆有棕黄色物质沉积。第一组

病例中，PD⁃1 阳性细胞主要分布在 CIN 病变的鳞
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图 2 PD⁃1蛋白表达及变化

Figure 2 Changes of PD⁃1 protein expression

状上皮下的间质纤维中（图 2A~2D），CIN 0 HPV
（+）组的 PD⁃1表达显著高于 CIN 0 HPV（-）组（P<
0.05）；同时在 HPV（+）组之间，PD⁃1 的表达随着

CIN 的级别升高而增加，即 CIN I 组显著高于 CIN
0 组（P < 0.05），CINⅡ⁃Ⅲ组显著高于 CIN I 组（P<
0.01）（图 2I）。第二组病例中，PD⁃1阳性细胞分布

在鳞癌细胞之间（图 2E~2H），CSC 转移（+）组原发

灶的 PD⁃1 表达显著高于 CSC 转移（-）组原发灶

（P<0.01），在 CSC 转移（+）组淋巴结转移灶的

PD⁃1 表达显著高于其原发灶（P<0.01），但淋巴管

癌栓的 PD⁃1 表达与其原发灶相比差异无统计学

意义（P>0.05）（图 2J）。

2.4 p16INK4a免疫组化标记结果

p16INK4a 标记阳性细胞的胞核及胞浆有棕

黄色物质沉积。在第一组病例中，p16INK4a 主

要 表达在 CIN 病变的上皮细胞（图 3A~3D），

CIN 0 HPV（-）组和 CIN 0 HPV（+）组均低表达

p16INK4a，二者之间无统计学差异（P>0.05），但

CIN I HPV（+）组 p16INK4a 的表达显著高于 CIN

0 HPV（+）组（P<0.01），并且 CIN II~III组显著高于

CIN I 组（P<0.01）（图 3I）。在第二组病例中，

p16INK4a 在鳞癌细胞中弥漫性高表达（图 3E~
3H），CSC 转移（+）组原发灶的 p16INK4a表达显著

高于CSC转移（-）组原发灶（P<0.05），在CSC 转移

（+）组淋巴管癌栓及淋巴结转移灶的 p16INK4a 表

达均显著高于其原发灶（P<0.05）（图 3J）。
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图 3 p16INK4a蛋白表达及变化

Figure 3 Changes of p16INK4a protein expression

3 讨论

PD⁃L1 是新近发现的一种负性共刺激分子，

广泛表达于 APC、活化的 T、B 细胞、巨噬细胞和

胸腺皮质上皮细胞等［5］。PD⁃L1 的受体为 CD28
家族成员 PD⁃1，主要表达于 T 淋巴细胞［6］。PD⁃1
与 PD⁃L1特异性结合诱导 T淋巴细胞无能性分化

或凋亡，抑制肿瘤免疫反应，促使病毒感染细胞

或肿瘤细胞逃逸机体免疫清除［7⁃8］。我们的前期

临床研究结果表明，高危型 HPV 阳性 CIN 患者宫

颈 T淋巴细胞的 PD⁃1和树突细胞的 PD⁃L1表达随

着 CIN 级别的升高而明显上调［9］。相关研究也表

明，肿瘤细胞及肿瘤微环境能够通过上调 PD⁃L1
表达与肿瘤特异性 CD8+ T 淋巴细胞 PD⁃1 蛋白的

IgV 样结构域结合，磷酸化 PD⁃1 胞浆区的免疫受

体酪氨酸抑制基序（immunoreceptor tyrosine⁃based
inhibitory motif，ITIM）使下游的效应分子去磷酸

化，如磷脂酞肌醇激酶 3（phosphoinositide 3⁃ki⁃
nase，PI3K），从而抑制 T 细胞凋亡抑制基因 Bcl⁃xl
的转录，促进 T 细胞凋亡，发挥负向免疫调节作

用，降低机体免疫应答［10］。本研究进一步发现

PD⁃L1 除表达在 APC 外，高危型 HPV 感染可以

使宫颈鳞状上皮的 PD⁃L1 表达和 TAMs、TILs 的
PD⁃1 表达亦明显升高，同时二者表达与 CIN 的级

别呈正相关，表明 PD⁃1/PD⁃L1 参与了宫颈细胞免

疫的负性调节，并与 HPV 感染和 CIN 进展密切

相关。

肿瘤浸润淋巴细胞是肿瘤免疫微环境的重

要组成部分，其数量及功能间接反映了机体抗肿

瘤免疫应答的强弱［11］。恶性肿瘤细胞异常表达
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PD⁃L1，通过激活 PD⁃L1/PD⁃1 途径抑制 T 细胞增

殖和细胞因子分泌，逃避机体免疫应答，促进肿瘤

进展和转移。相关研究证实，肾癌细胞 PD⁃L1 表

达水平及 PD⁃1 阳性肿瘤浸润淋巴细胞数量均与

患者预后呈负相关［12］。针对卵巢肿瘤的研究也发

现，依据 PD⁃L1 表达水平以及肿瘤浸润 CD8+ T 细

胞数量可以预测卵巢癌患者的预后［13］。本研究结

果表明，宫颈癌原发灶 PD⁃L1和 PD⁃1的表达在发

生转移患者中显著高于未发生转移患者，并且发生

转移患者的淋巴管癌栓和淋巴结转移灶较其原发

灶表达亦显著升高，提示 PD⁃L1和 PD⁃1表达水平

与宫颈癌的预后密切相关，二者高表达预示 PD⁃L1/
PD⁃1 途径激活，负性调控机体的抗肿瘤免疫应答

功能，进而促进肿瘤逃逸机体免疫清除，容易发生

局部进展和远处转移。

p16INK4a 是细胞周期调节蛋白⁃依赖酶抑制

剂，也是肿瘤抑癌基因的产物，其编码的蛋白能特

异性抑制CDK4活性，阻止细胞由G1期进入 S期，

导致细胞周期停滞于G1期，干扰或抑制细胞的过

度增殖。相关研究证实，p16INK4a蛋白表达上调

是结直肠癌的重要免疫表型特征，且无淋巴结或

远处转移者表达高于有淋巴结或远处转移者，可

作为结直肠癌诊断及转移能力评估的重要分子靶

标［14］。研究证实，p16INK4a 在 CIN 及宫颈癌的表

达显著升高，临床上 p16INK4a是判断 CIN 和宫颈

癌预后的指标，本研究结果表明 CIN 级别升高及

宫颈癌发生转移时，p16INK4a表达显著上升，这与

以往报道的结果相符［15］。新近研究发现，虽然

HPV 感染的上皮细胞能被宫颈免疫系统识别，但

仍然能够逃逸机体的免疫清除，这与 HPV 感染导

致的宫颈局部细胞免疫障碍密切相关［16］。在多种

慢性病毒感染性疾病中，PD⁃1 /PD⁃L1信号途径被

激活并发挥负性免疫调节作用，能够抑制细胞毒

性 T 淋巴细胞增殖、活化及建立有效的免疫应答

反应，从而导致细胞免疫对病毒感染细胞的免疫

耐受或无应答［17］。本研究进一步发现，p16INK4a
表达变化与宫颈 PD⁃L1 和 PD⁃1 的表达变化存在

相关性和一致性，即随着 CIN 级别升高及肿瘤转

移而表达上调，提示 p16INK4a基因在宫颈高危型

HPV感染相关 CIN及宫颈癌中参与了抗肿瘤过程

中的负性免疫应答反应，其高水平表达提示机体

免疫清除能力下降，与 CIN 及宫颈癌的免疫逃逸

及肿瘤进展密切相关。

总之，本研究结果表明 PD⁃L1和 PD⁃1表达升

高与宫颈HPV阳性、CIN级别升高和肿瘤转移呈正

相关。 PD ⁃ 1/PD ⁃ L1 途径的活化同时伴随着

p16INK4a表达上调，提示机体抗肿瘤免疫能力下降

和肿瘤进展。因此，PD⁃L1和 PD⁃1表达水平可以作

为 CIN 和宫颈癌临床预后指标，阻断 PD⁃L1/PD⁃1
通路的治疗有望成为宫颈癌免疫治疗的有效

靶点。
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RASSF1A基因甲基化和 SCC联合检测在非小细胞肺
癌转移监测中的应用

张洪彬★ 张满娥 黄文滨 卢志华

［摘 要］ 目的 探讨 Ras 相关结构域蛋白家族 1A（ras association domain family 1A，RASSF1A）
基因甲基化和鳞状上皮细胞癌抗原（squamous cell carcinoma antigen，SCC）联合检测对非小细胞肺癌

（non⁃small cell lung cancer，NSCLC）患者术后转移评价的价值。 方法 选择 2014年 1月至 2015年 6月

在龙岩市第二医院就诊的 57例NSCLC患者，测定患者术前血浆 RASSF1A基因甲基化、血清 SCC水平，

同时检测患者术后肿瘤组织 RASSF1A基因甲基化水平。出院后随访 12个月，根据随访结果分为转移组

和非转移组，分析两组血浆及组织 RASSF1A 基因甲基化阳性率、术前血清 SCC 水平与术后转移的关

系。 结果 发生转移的患者术前血清 SCC水平、术后组织和术前血浆 RASSF1A甲基化阳性率均高于

未发生转移的患者，差异有统计学意义（P＜0.05）。根据肿瘤组织 RASSF1A基因甲基化、术前血清 SCC
水平对 NSCLC 患者术后转移判定的 ROC 曲线，NSCLC 患者肿瘤组织 RASSF1A基因甲基化、术前血清

SCC水平符合预测NSCLC术后转移的条件。将 SCC水平 4.05 ng/mL、RASSF1A甲基化阳性作为危险分

层界值，绘制 Kaplan⁃Meier 生存曲线显示，高危组与低危组两组术后转移比较差异具有统计学意义

（P<0.05）。 结论 NSCLC患者肿瘤组织 RASSF1A基因甲基化、术前血清 SCC水平越高，发生术后转

移的风险越高，检测 NSCLC 患者肿瘤组织 RASSF1A基因甲基化、术前血清 SCC 水平对 NSCLC 患者危

险分层及术后转移评估具有一定的临床价值。

［关键词］ 非小细胞肺癌；RASSF1A基因甲基化；鳞状上皮细胞癌抗原；肿瘤转移

Application of combined detection of DNA methylation of RASSF1A and SCC
in metastatic monitoring of non⁃small cell lung cancer
ZHANG Hongbin★，ZHANG Man’e，HUANG Wenbin，LU Zhihua
（Molecular Biology Lab，the Second Hospital of Longyan，Longyan，Fujian，China，364000）

[ABSTRACT] Objective To explore the prognostic value of combined analysis of squamous cell carci⁃
noma antigen (SCC) and DNA methylation of ras association domain family 1A (RASSF1A) in patients with non⁃
small cell lung cancer (NSCLC). Methods A total of 57 NSCLC patients treated in the second hospital of
Longyan from January 2014 to June 2015 were enrolled. DNA methylation of RASSF1A in plasma, serum lev⁃
els of SCC before operation, and DNA methylation of RASSF1A in tissue after the operation were determined.
The patients were all followed up for 12 months and divided into 2 groups, the metastatic group and the non⁃
metastatic group. The relationships among the levels of SCC, DNA methylation of RASSF1A and metastasis
events were analyzed. Results Compared with the non⁃metastatic group, the levels of SCC and DNA meth⁃
ylation of RASSF1A were significantly increased in the metastatic group. According to ROC curve analysis, the
serum levels of SCC and DNA methylation of RASSF1A matched up to the prognostic condition for the metasta⁃
sis events. The SCC level was 4.05 ng/mL, DNA methylation of RASSF1A in tissue was positive as the cut⁃off
point for risk stratification, the Kaplan⁃Meier survival curve revealed that there was a significant difference be⁃
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tween high risk and low risk patients for metastasis events occurrence in NSCLC patients (P<0.05).
Conclusion The higher the level of serum SCC and DNA methylation of RASSF1A in the tumor tissue of
NSCLC patients, the higher the risk of postoperative metastasis. Increased levels of SCC and DNA methylation
of RASSF1A could predict the prognosis at certain degree for NSCLC patients.

[KEY WORDS] Non⁃small cell lung cancer; Methylation of ras association domain family 1A; Squa⁃
mous cell carcinoma antigen; Tumor metastasis

肺癌是否发生转移对于术后的治疗方式和预

后有重要的影响，但是目前缺乏可早期、动态监测

肺癌转移的标志物。目前多项研究表明，抑癌基

因—Ras 相关结构域蛋白家族 1A（ras association
domain family 1A，RASSF1A）的编码基因启动子区

的甲基化与肺癌相关［1⁃3］。因此 RASSF1A 基因甲

基化有可能作为动态监测肺癌转移的标志物。同

时，近几年对于循环肿瘤 DNA 的研究显示，肿瘤

患者血液中游离 DNA 与相应的原发肿瘤细胞基

因变异相一致［2］。因此，循环血中的 RASSF1A 基

因甲基化水平检测也可能成为一种非侵入性的肿

瘤诊断手段［3］。鳞状上皮细胞癌抗原（squamous
cell carcinoma antigen，SCC）是一种传统的肺癌标

志物，可辅助诊断肺鳞癌，配合癌抗原 125（cancer
antigen 125，CA125）、细胞角蛋白 19片段（cytoker⁃
atin⁃19⁃fragment，CYFRA21⁃1）、癌胚抗原（carcino
embryonic antigen，CEA）联合检测可提高肺癌患

者诊断的灵敏性［4］，其水平与肿瘤的进展程度相

关，但是单独检测灵敏度不高［5⁃6］。本研究通过随

访观察非小细胞肺癌（non⁃small cell lung cancer，
NSCLC）患者，采用甲基化特异性 PCR（methyla⁃
tion specific PCR，MSP）技术对 NSCLC 患者肿瘤

组织及对应术前血浆标本中 RASSF1A甲基化水平

进行检测，并同时检测上述病例术前血清 SCC 水

平，旨在探讨 RASSF1A甲基化水平和 SCC 联合检

测在 NSCLC 患者危险分层及术后转移评估中的

价值。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选择 2014年 1月至 2015年 6月在龙岩市第二

医院就诊的 57 例 NSCLC 患者，其中男性 25 例，

年龄 35~72岁，平均年龄（65.8±3.9）岁；女性 32例，

年龄 30~70 岁，平均年龄（59.5±5.6）岁。入选标

准：①病理诊断为 NSCLC，符合美国国家综合癌

症网络（National Comprehensive Cancer Network，

NCCN）2015 年 NSCLC 临床指南［7］。②未经任何

放化疗等治疗。③无其他肿瘤病史。

1.2 方法

在施行手术前采集患者外周静脉血液标本

5 mL，其中 2 mL分离血清，3 mL置于经过 EDTA⁃
Na处理的抗凝管中，3 000 r/min离心 15 min，分离

血浆。取 5~10 g 肿瘤组织，肿瘤组织需取自肿块

中心且未发生坏死的部分，术后均经病理医生确

诊为NSCLC。组织获取均征得患者及家属知情同

意，并经医院伦理委员会同意，分别于 1个月、3个

月、6个月、12个月随访患者因肺癌转移再次入院

情况。

1.2.1 血清 SCC水平测定

血清 SCC 水平测定采用电化学发光法，试剂

和检测仪器购自美国罗氏公司。实验步骤按照说

明书操作。血清 SCC水平正常值为：<1.5 ng/mL。
1.2.2 MSP法检测 RASSF1A甲基化水平

DNA提取及修饰：取 50 mg组织，使用蛋白酶

K 消化法提取组织 DNA，采用 DNA 纯化试剂盒

（QIAGEN，德 国）提 取 血 浆 样 本 中 的 基 因 组

DNA，按试剂盒说明书操作。提取后的 DNA 用

紫外分光光度计（岛津 UV⁃1750，日本）测定浓

度及纯度。DNA 甲基化修饰使用 The Intergen
CpGenome DNA Modification Kit（QIAGEN，德

国），取 DNA 1 μg 用 3 mol/L NaOH 处理变性后，

再通过亚硫酸氢钠修饰，50℃避光水浴过夜，修饰

后的 DNA用乙醇沉淀回收并用去离子水重悬，即

可用于MSP的检测。

MSP 检测：针对 RASSF1A 基因启动子的转录

调控区域，根据参考文献［3］合成基因的各 PCR 引

物，甲基化引物对的上游引物序列为 5′⁃GTGTTA⁃
ACGCGTTGCGTATC ⁃ 3′，下游引物序列为 5′ ⁃
AACCCCGCGAACTAAAAACGA⁃3′；非甲基化引

物对的上游引物序列为 5′⁃TTTGGTTGGAGTGT⁃
GTTAATGTGT ⁃ 3′ ，下 游 引 物 序 列 为 5′ ⁃
CAAACCCCACAAACTAAAAACAA⁃3′。
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PCR 反应体系如下：10×PCR 缓冲液 2.5 μL，
10 mol/L dNTP 4 μL，25 mol/L MgCl2 4 μL，上、下

游引物各 1 μL，已修饰的 DNA模板 10 μL，Taq酶

0.5 μL，去离子水补充体积至 50 μL。 扩增条件如

下：94℃预变性 5 min；94℃ 1 min，58℃ 1 min，72℃
1 min，共 35 个循环。同时分别选取经甲基化酶

M.SssⅠ（NEB，美国）处理和未经处理的正常人外

周血淋巴细胞 DNA作为甲基化、非甲基化阳性对

照，去离子水作空白对照。取 5 μL 反应产物进行

3%琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像仪（BIORAD，美

国）拍照分析。甲基化引物扩增出条带的样品，判

定为甲基化阳性；未甲基化引物扩增出条带、甲基

化引物扩增不出条带的样品，判定为甲基化阴性；

2种引物均扩增出条带的样品，判定为甲基化阳性。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 19.0软件进行统计分析。用 c2检验

分别比较不同病理分期患者、鳞癌和非鳞癌患者、

发 生 转 移 和 未 发 生 转 移 患 者 组 织 和 血 浆 中

RASSF1A基因甲基化阳性率；t检验分别比较鳞癌

和非鳞癌患者、发生转移和未发生转移患者术前

血清 SCC 水平。单因素方差分析法比较不同病

理分期患者术前血清 SCC 水平差异。通过绘制

受试者工作特征曲线（receiver operating characteris⁃
tic curve，ROC）制定实验数据的截断点，采用 Ka⁃
plan⁃Meier 进行生存分析，生存曲线比较采用 Log
Rank 检验。以上统计学分析以 P＜0.05 为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 患者总体病理分期及组织学类型

57例NSCLC患者，总体病理分期及组织学类

型分布见表 1。其中 26 例（45.6%）因肺癌转移再

次入院，为转移组。其余 31 例未发生转移为未转

移组。

病理分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

总计

细支气管肺泡癌

0/2（9.5%）

0/1（5.3%）

1/1（5.9%）

1/4（7%）

腺癌

0/9（42.9%）

5/7（36.8%）

6/6（35.3%）

11/22（38.6%）

鳞癌

0/8（38.1%）

4/8（42.1%）

8/8（47.1%）

12/24（42.1%）

大细胞癌

0/1（4.8%）

0/2（10.5%）

1/1（5.9%）

1/4（7%）

腺鳞癌

0/1（4.8%）

0/1（5.3%）

1/1（5.9%）

1/3（5.3%）

总计

0/21

9/19

17/17

26/57

表 1 患者总体病理分期及组织学类型

Table 1 The overall pathological stage and histological type of the patient

表中的数据，分子为转移病例数，分母为对应分期及组织类型病例数（包含了转移病例数和未转移病例数之和），括号内为各相应组织类

型病例数占对应分期总病例数的百分比。

2.2 不同分组患者术前血清 SCC水平、术后组织

和术前血浆 RASSF1A甲基化阳性率比较

比较不同病理分期患者术前血清 SCC、术后

组织和术前血浆 RASSF1A 甲基化阳性率，Ⅲ期均

高于Ⅱ期、Ⅱ期高于Ⅰ期，3组间术前血清 SCC 水

平、术后组织 RASSF1A 甲基化阳性率差异均有统

计学意义（P＜0.05），术前血浆 RASSF1A甲基化阳

性率差异无统计学意义（P＞0.05）。鳞癌（包括鳞

癌和腺鳞癌）患者术前血清 SCC 水平高于非鳞癌

患者，差异有统计学意义（P＜0.05），组织、术前血

浆 RASSF1A 甲基化阳性率差异均无统计学意义

（P＞0.05）。发生转移的患者术前血清 SCC水平、

术后组织和术前血浆 RASSF1A甲基化阳性率均高

于未发生转移的患者，差异均有统计学意义（P＜
0.05），具体数据见表 2。
2.3 血清 SCC水平、组织和血浆 RASSF1A甲基化

阳性率评估患者术后转移的价值

根据出院后 12 个月 NSCLC 患者随访的转移

情况，绘制血清 SCC水平、组织和血浆 RASSF1A甲

基化阳性率对 NSCLC 患者术后转移判定的 ROC
曲线，血清 SCC水平、组织和血浆 RASSF1A甲基化

阳性率曲线下面积分别为 0.681、0.785、0.647，检验

P值分别为 0.019、0.000、0.058。以上结果表明血清

SCC和组织 RASSF1A甲基化阳性率面积有统计学

意义，血清 SCC 和组织 RASSF1A甲基化阳性率均

符合预测NSCLC术后转移的条件，见图 1。
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分组

Ⅰ期(n=21)

Ⅱ期(n=19)

Ⅲ期(n=17)

F值或 c2值

P值

鳞癌(n=27)

非鳞癌(n=30)

t值或 c2值

P值

未转移(n=31)

转移(n=26)

t值或 c2值

P值

术前血清 SCC平均值

（x ± s，ng/mL）

2.26±1.19

3.22±1.92

3.94±2.85

3.253

0.046

4.58±2.18

1.73±0.67

-6.812

0.000

2.31±1.1

4±2.65

-3.04

0.002

术后组织 RASSF1A甲基化

阳性率（%）

28.57

31.58

70.59

8.100

0.017

48.15

36.67

0.039

0.843

16.13

73.08

18.812

0.000

术前血浆 RASSF1A甲基化

阳性率（%）

19.05

21.05

41.18

2.780

0.249

37.04

16.67

1.208

0.205

12.90

42.31

6.305

0.012

表 2 不同分组患者术前血清 SCC水平、术后组织和术前血浆 RASSF1A甲基化阳性率比较

Table 2 Comparison of preoperative serum SCC level, positive rate of RASSF1A methylation in postoperative tissue and
preoperative plasma among different groups

2.4 生存曲线分析

结合血清 SCC 水平、组织 RASSF1A甲基化阳

性率对 NSCLC 患者的术后转移判定的 ROC 曲线

的 坐 标 点 ，血 清 SCC 水 平 ≥4.05 ng/mL 预 测

NSCLC 患者发生转移的敏感性和特异性分别为

42.3% 和 96.8% ，约 登（Youden）指 数 为 0.391；
RASSF1A 甲基化阳性预测 NSCLC 患者发生转移

的敏感性和特异性分别为 73.1%和 83.9%，Youden
指数为 0.569。以血清 SCC、组织 RASSF1A甲基化

水平越高，发生转移的风险越高进行危险分

层。将血清 SCC 为 4.05 ng/mL、组织 RASSF1A
发生甲基化（赋值为 1）作为危险分层界值绘制

Kaplan⁃Meier 生存曲线，将入选的 NSCLC 患者

分为高危组（血清 SCC 水平≥4.05 ng/mL 和/或组

织 RASSF1A 发生甲基化，共 24 例）、低危组（血清

SCC 水平<4.05 ng/mL 和/或组织 RASSF1A 未发生

甲基化，共 33例）。Log Rank（Mantel⁃Cox）检验显

示，高危组与低危组患者生存时间差别具有统计

学意义（P=0.011，P<0.05），见图 2。

3 讨论

由于非小细胞肺癌易复发和转移，因此判断

临床病情的严重程度、危险分层和术后转移给患

图 1 血清 SCC水平、术后组织和术前血浆 RASSF1A甲基

化阳性率预测NSCLC术后转移的ROC曲线

Figure 1 The ROC curves of serum SCC level，positive rate
of RASSF1A methylation in postoperative tissue and
preoperative plasma that used to predict NSCLC

postoperative metastasis

曲线源
SCC
组织甲基化
血浆甲基化
参考线

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1⁃特异性
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0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

敏
感

度
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图 2 不同危险分层的Kaplan⁃Meier生存曲线

Figure 2 Kaplan⁃Meier survival curves of different risk
stratification

者带来了很大的困难。在非小细胞肺癌的研究

中，主要依靠病理分期、生物标志物和患者的临床

特征来预测预后。寻找非小细胞肺癌转移标志物

是肺癌研究领域的热点之一。近年来，CA125、
CYFRA21⁃1、CEA 等生物标志物已被确定在非小

细胞肺癌的发生和发展中有重要作用。同时，还

为非小细胞肺癌的诊断、危险分层、疗效评价和术

后转移提供了有力的支持。

在本研究中使用的 SCC 是一种常用的肿瘤

标志物，其在子宫、肺、头部和颈部等鳞癌中均

有表达。大量的临床研究表明，检测 SCC 有助

于判断非小细胞肺癌患者的术后转移，尤其是在

肺鳞状细胞癌患者中［4⁃6］。在非小细胞肺癌患者

中，血清 SCC 的升高可能提示转移或预后差。

本研究结果显示，越后期的病理分期，术前血清

SCC 水平越高，可以辅助病理分期的诊断；同时，

鳞癌患者 SCC 水平可以作为肺鳞状细胞癌的鉴

别诊断指标；高水平 SCC 转移率较高与国内外

SCC 对于 NSCLC 术后转移评价的研究结果一

致［4⁃6］。

在 NSCLC 标志物的研究中，通过检测可预测

化疗疗效和预后的分子标记物，可以识别出可从

化疗中受益的早期患者。RASSF1A是一个抑癌基

因，多项研究表明其启动子区异常的高甲基化会

导致其丧失抑癌功能［8⁃9］。另外，有研究指出，肿瘤

细胞在坏死的过程中，可释放 DNA 进入循环血

中，与相应的原发肿瘤细胞在分子层面的变异相

一致［10⁃11］。但是NSCLC的基因甲基化研究仅局限

于组织方面，仅有少数检测循环血中的研究［12］。

针对河北地区人群的相关性研究表明，血浆中甲

基化 RASSF1A 基因的检出率与 NSCLC 的分化程

度有关［13］。也有研究指出，肺癌组织和血浆

RASSF1A 基因甲基化检出率与患者分化程度、淋

巴结转移有关［14］，非小细胞肺癌患者的淋巴结有

更高比例的 RASSF1A基因甲基化检出率［15］。这与

本研究的结果具有一致性。本实验通过检测

NSCLC 患者术后组织和血浆 RASSF1A 甲基化水

平，并对患者进行 12个月的随访，随访期间发生转

移的患者组织和血浆 RASSF1A甲基化阳性率均高

于未发生转移的患者，差异有统计学意义（P＜
0.05）。这表明 RASSF1A甲基化与 NSCLC 患者术

后转移相关，有望作为NSCLC术后转移预测的新

型标志物。另外，病理分期越晚，组织 RASSF1A甲

基化阳性率越高，可作为病理分期的辅助标志

物［16⁃17］。

本 文 研 究 结 果 表 明 ，血 清 SCC 和 组 织

RASSF1A 甲基化阳性率均可作为 NSCLC 术后

转移的标志物，但分别使用的正确诊断指数

（约登指数）并不高。Log Rank（Mantel⁃Cox）检

验显示，血清 SCC、组织 RASSF1A 甲基化水平

高与水平低的患者生存时间差异具有统计学

意义（P<0.05）。血清 SCC、组织 RASSF1A 甲基

化水平都与 NSCLC 的危险分层有关，且水平越

高发生转移事件的风险越大。综上所述，血清

SCC、血 浆 和 组 织 RASSF1A 甲 基 化 水 平 在

NSCLC 患者危险分层及术后转移评估中有一

定的临床意义。

本研究数据仅限于龙岩地区，样本量不够

大；此外，本研究以无转移的 NSCLC 患者为对

照组，未建立良性肺病对照组、小细胞肺癌对照

组，随访持续时间仅为一年。以上是本研究的

不足之处。因不同的标志物有各自独特的生物

学特性和代谢过程，在 NSCLC 的发展过程中协

同或单独发挥作用，如果能对 NSCLC 患者血清

SCC、血浆 RASSF1A 甲基化水平联合并持续检

测，同时结合影像学等其他诊断手段，将有利于

对 NSCLC 术后转移不良患者的监测和干预，对

延缓病情进展、延长患者的生存时间有重要

意义。
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•论 著•

生殖系统CT、UU、NG三种病原体感染现状分析

王敬仁 陈杏园 罗世强 许泽辉 蔡鹏飞 覃肖 唐宁★

［摘 要］ 目的 了解柳州地区沙眼衣原体（CT）、解脲脲原体（UU）和淋球菌（NG）3种主要生殖系

统疾病病原体的感染现状，为临床防治提供依据。 方法 对 2014年 1月至 2016年 12月来我院就诊的

47 618例患者样本，采用实时荧光定量 PCR技术检测 CT、UU及NG 3种病原体，并对检测结果进行统计

分析。 结果 3 种病原体中，UU 的阳性率最高（61.50%），NG 和 CT 的阳性率均较低（3.29%、

10.90%）。在不同性别中，女性患者 CT、UU和NG的阳性率均高于男性患者（P<0.05）。男性和女性患者

均为 15~20 岁年龄组 CT 阳性率较高。男性患者各年龄组间 UU 阳性率差异无统计学意义，女性患者

15~20岁年龄组UU阳性率较高。男性高NG阳性感染者主要集中于 21~40岁年龄段，女性患者 51岁以

上年龄组NG阳性率较高。在女性患者中，诊断为生殖系统炎症或不孕症的患者 CT、UU、NG的阳性检

出率均高于整体的平均检出率，体检、婚检女性人群 3 种病原体阳性检出率均接近于平均检出率。此

外，CT在夏季的阳性检出率最高，而UU和NG各季节间比较差异无统计学意义。 结论 CT、UU、NG
感染均与生殖系统疾病和不孕症密切相关，应注意个人防护及重视体检，积极防治。

［关键词］ 沙眼衣原体；解脲脲原体；淋球菌；实时荧光定量 PCR

Analysis of the prevalence of CT, UU and NG in reproductive system
WANG Jingren，CHEN Xingyuan，LUO Shiqiang，XU Zehui，CAI Pengfei，QIN Xiao，TANG Ning★

（Department of Medical Genetics，Liuzhou Maternal and Child Health Hospital，Liuzhou，Guangxi，China，
545001）

[ABSTRACT] Objective To learn about the infection status of 3 common sexually transmitted diseas⁃
es (STD) pathogens of Neisseria gonococcus (NG), Chlamydia trachomatis (CT) and Ureaplasma urealyticum
(UU) in Liuzhou city and provide evidence for the prevention and treatment of these STDs. Methods CT,
UU and NG samples were taken routinely from 47 168 patients admitted to our hospital from January 2014 to
December 2016, and determined by quantitative real⁃time PCR (qPCR) as contrast. Results Among 47 618
patients, the detection rate of UU was the highest (61.50% ), the detection rates of NG and CT were lower
(3.29%, 10.90% respectively). The detection rates of CT, UU and NG were all lower in males than in females
(P<0.05). The CT detection rate of patients aged 15 to 20 was the highest in both males and females. There
were no significant differences among the results of the infection rate of UU in males, and in females, the high⁃
est positive rate of UU was in the 15 to 20 age group. The highest positive infection rate of NG in males was
predominantly in the 21 to 40 age group, while the detection rate of NG in ≥51 years old females was the
highest. In female patients, the diagnosis of reproductive system inflammation and infertility accounted for a
larger proportion, and the detection rates of CT, UU and NG were all higher than the overall detection rates,
detection rates of the examination group are close to the total detection rates. The detection rate of CT was the
highest in summer. There were no significant differences among the results of UU and NG in different sea⁃
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sons. Conclusion The infection of CT, UU and NG are closely related to the diagnosis of reproduc⁃
tive system inflammation or infertile patients. We should pay attention to personal protection and physi⁃
cal examination.

[KEY WORDS] Chlamydia trachomatis; Ureaplasma urealyticum; Neisseria gonococcus; Quanti⁃
tative real⁃time PCR

性 传 播 疾 病（sexually transmitted diseases，
STD）是目前世界流行最广的一类传染病，在性病

病原体中，沙眼衣原体（Chlamydia trachomatis，
CT）、解脲脲原体（Ureaplasma urealyticum，UU）和

淋球菌（Neisseria gonococcus，NG）是 STD 的主要

病原体，CT、UU、NG 这 3 种病原体所致的泌尿生

殖系统感染已成为我国各地区主要的 STD，其感染

情况较为复杂，且感染率高、复发率高，虽然致死率

很低，但严重影响患者身心健康［1⁃2］。其临床症状通

常表现为各种生殖系统炎症并继发不孕，而且在孕

期、围产期均可使胎儿或新生儿感染，造成胎儿畸

形、死胎流产和早产等病理性妊娠，严重危害生殖

健康［3⁃4］。本研究为了解柳州地区 3种主要性传播

疾病病原体的检出情况并分析其流行特征，对 2014
年 1月至 2016年 12月于柳州市妇幼保健院就诊的

患者、体检及婚检人员生殖系统CT、UU、NG 3种病

原体感染情况进行统计分析，报道如下。

1 资料和方法

1.1 对象

本研究对象为 2014 年 1 月至 2016 年 l2 月于

柳州市妇幼保健院进行 CT、UU 和 NG 检测的生

殖系统炎症、不孕症患者以及体检、婚检人员，共

47 618例，其中男性 3 084例，女性 44 534例，男女

比例约为 1∶14.4，年龄 15~78 岁，平均年龄（37.2±
4.2）岁，所有待检者采集生殖道分泌物的前一周内

无生殖道及全身用药史。

1.2 标本采集

女性分泌物标本采集：用无菌拭子于宫颈口

内 1~1.5 cm 处采集宫颈分泌物；男性分泌物标本

采集：用无菌拭子于尿道口内约 2 cm 处取生殖道

分泌物。采集的分泌物置于预先盛有 1 mL 0.9%
氯化钠注射液的无菌管中，1 h内送检。

1.3 检测方法

生殖道分泌物拭子加入约 1 mL 0.9%氯化钠注

射液充分震荡混匀，将漂洗液置入 1.5 mL的离心管

中。12 000 r/min离心 5 min，弃上清液，沉淀中加入

50 μL DNA 提取液后充分混匀，100℃金属浴裂解

10 min，12 000 r/min 离心 5 min，取上清液 2 μL 加

入 PCR反应管中，同时做阴阳性对照各一管，置入

全自动 PCR 仪中进行扩增，操作严格按说明书进

行。实时荧光定量 PCR检测试剂盒（CT：国械注准

20163401027；UU：国械注准 20153401995；NG：国

械注准 20163400962）及扩增仪均由广州中山大学

达安基因股份有限公司提供。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0 软件进行数据处理分析，检出

率用百分率（%）表示，组间资料采用 c2检验进行

分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 2014至 2016年 3种常见病原体阳性率分析

从 2014年到 2016年，CT、UU、NG 3种病原体的

检出情况见表1。3种病原体均有一定的阳性检出率，

表现为UU阳性检出率最高，CT次之，NG检出率最

低。CT检出率在 2015年上升后在 2016年有明显下

降；UU检出率最高且呈稳步缓慢下降趋势；NG检出

率较低，2015年下降较明显，但2016年有上升趋势。

病原体

CT

UU

NG

2014年（n）

例数

9 631

3 438

2 283

阳性（%）

1 095（11.37）

2 158（62.77）

86（3.77）

2015年（n）

例数

9 511

2 933

2 761

阳性（%）

1 114（11.71）

1 792（61.10）

84（3.04）

2016年（n）

例数

9 985

4 072

3 004

阳性（%）

965（9.66）

2 472（60.71）

96（3.20）

2014-2016年（n）

例数

29 127

10 443

8 048

阳性（%）

3 174（10.90）

6 422（61.50）

266（3.29）

表 1 2014至 2016年CT、UU、NG检测结果

Table 1 The detection results of CT，UU and NG from 2014 to 2016
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年龄

（岁）

15~20

21~30

31~40

41~50

≥51

c2

P

CT

男性（n）

例数

29

620

658

143

12

9.780

0.044

阳性（%）

7（25.55）

66（10.73）

56（8.49）

18（12.50）

2（16.67）

女性（n）

例数

996

14 420

9 895

2 057

297

441.541

0.000

阳性（%）

298（29.82）

1 970（13.73）

884（8.93）

188（9.14）

26（8.75）

UU

男性（n）

例数

5

424

514

64

6

1.229

0.873

阳性（%）

2（40.00）

215（50.71）

250（48.64）

31（48.43）

2（33.33）

女性（n）

例数

487

4 629

3 707

522

85

24.045

0.000

阳性（%）

335（68.82）

3 034（65.56）

2 272（61.29）

342（65.52）

48（56.47）

NG

男性（n）

例数

5

279

291

28

6

-

-

阳性（%）

0（0）

301（1.08）

40（1.37）

0（0）

0（0）

女性（n）

例数

490

4 185

2 095

601

68

11.985

0.017

阳性（%）

28（5.71）

139（3.32）

70（3.34）

16（2.66）

5（7.35）

表 3 不同性别受检者CT、UU、NG检出情况的年龄构成

Table 3 The detection results of CT，UU and NG in different ages and different genders

2.2 不同性别 3种病原体检测结果

女性的 3种病原体检出率均高于男性，差异有

统计学意义（P<0.05），男性和女性患者中均为 UU
和CT阳性检出率较高，见表 2。

病原体

CT

UU

NG

男性（n）

例数

1 462

1 013

609

阳性（%）

145(9.92)

501(49.46)

7(1.15)

女性（n）

例数

27 665

9 430

7439

阳性（%）

3 375(12.20)

6 032(63.97)

258(3.47)

c2

6.804

82.211

9.505

P

0.009

0.000

0.002

表 2 不同性别CT、UU、NG的检测结果

Table 2 The detection results of CT，UU and NG in different genders

2.3 不同性别受检者检出情况的年龄构成分析

男性和女性患者均为 15~20岁年龄组CT阳性

检出率较高。男性患者各年龄组 UU 阳性检出率

差异无统计学意义，女性患者 15~20岁年龄组 UU

阳性检出率较高。男性高 NG 阳性感染者主要集

中在 21~40 岁年龄段，女性患者 51 岁及以上年龄

组NG阳性检出率较高，见表 3。

2.4 不同临床症状的女性患者检出情况分析

不同临床症状的女性患者检出情况见表 4。
诊断为生殖系统炎症或不孕症的女性患者 CT、
UU、NG 3种病原体的检出率均高于女性的平均检

出率，其中 3种病原体的检出率均为诊断为生殖系

统炎症的女性患者最高。体检、婚检女性人群 3种

病原体检出率均接近于平均检出率，各组检出率

的差异有统计学意义（P<0.05）。

2.5 不同季节感染情况分析

CT、UU、NG 不同季节的阳性检出结果见表

5。根据季节划分及柳州地区气候变化将 3、4、5
月划分为春季，6、7、8 月划分为夏季，9、10、11 月

划分为秋季，12、1、2 月划分为冬季。从表 5 中看

出，CT 阳性率在夏季最高（P<0.05），UU 和 NG 不

同季节的阳性率差异无统计学意义（P>0.05）。

3 讨论

STD 是主要通过性行为传播的传染性疾病，

主要病变发生在生殖器部位，而 CT、UU 和 NG 为

STD的主要病原菌。这些病原体的感染严重危害

生殖健康，其中 21~40岁年龄段人群为其主要传染

源和高危人群［5］。CT 可通过细菌滤器，专性寄生

在活细胞内，可引发感染，且感染常呈隐性感染，

更容易造成感染传播［6］。UU 是人类生殖系统感
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病原体

CT

UU

NG

春季（n）

例数

9 036

3 002

2 031

阳性（%）

1 005（11.12）

1 858（61.89）

68（3.35）

夏季（n）

例数

8 605

3 014

2 071

阳性（%）

996（11.57）

1 892（62.77）

72（3.48）

秋季（n）

例数

6 365

2 541

2 431

阳性（%）

692（10.87）

1 531（60.25）

81（3.33）

冬季（n）

例数

5 121

1 886

1 515

阳性（%）

481（9.39）

1 141（60.50）

45（2.97）

c2

16.481

4.731

0.739

P

0.001

0.193

0.864

表 5 不同季节CT、UU、NG的检测结果

Table 5 The detection results of CT，UU and NG indifferent seasons

临床症状

女性总数

生殖系统炎症

不孕症

体检婚检

其他

c2

P

CT（n）
例数

27 665
10 262
1 639
1 4326
1 438

17.344
0.001

阳性（%）

3 375（12.20）
1 351（13.17）
210（12.81）
1 659（11.58）
155（10.78）

UU（n）
例数

9 430
3 939
887
3 773
831

379.797
0.000

阳性（%）

6 032（63.97）
2 753（69.89）
570（64.26）
2 273（60.24）
446（53.67）

NG（n）
例数

7 439
2 782
696
3 351
610

9.361
0.025

阳性（%）

258（3.47）
109（3.92）
27（3.88）
113（3.37）
9（1.48）

表 4 不同临床症状的女性患者检测结果

Table 4 The detection results in females patients with different clinical symptoms

染的常见病原体，也是目前所知能独立生活和自

行繁殖的最小原核细胞微生物，寄居于人类泌尿

生殖道系统常引起男、女性生殖系统感染等［7］。此

外，UU 可黏附并阻碍精子运动，通过产生神经氨

酸酶样物质使男性患者的精液质量下降阻碍与卵

子的结合而致不孕［8］。NG 也是常见的 STD 病原

体之一，主要通过性接触或其它方式传播，引起泌

尿生殖系统化脓性感染。人类作为其唯一的天然

宿主，可引起淋菌性尿道炎、盆腔炎、播散性淋病

等相关疾病［9］。

CT、UU、NG的感染情况复杂，CT、UU、NG阳

性率在不同地区有较大差异［10］。相关研究报道，

北京地区 CT、UU、NG 病原体总感染率分别为

7.49%、42.92%、3.11%［11］；广州 CT、UU、NG病原体

的阳性率分别为 8.0%、45.4%、3.0%［12］；本研究显

示 CT、UU、NG 的阳性感染率相对较高，分别为

10.90%、61.50%和 3.29%，出现此种结果差异可能

与各地区气候、风俗文化、教育程度、医疗条件等

多种因素相关。CT、UU、NG易感染播散，易复发，

且耐药性强，不易根治［13］。柳州地处华南，春季潮

湿，夏季炎热，病原体容易滋生及传播，为 CT、
UU、NG的防控与治疗增加了一定的难度，应针对

地区特点予以重视并积极治疗。

CT、UU、NG阳性检出率在不同性别及不同年

龄阶段均表现出较大差异。在本研究中女性 CT、
UU、NG的阳性检出率高于男性，这与马晓慧等［15］

报道的男性患者性病病原体阳性感染率高于女性

患者的结果不一致。出现以上结果的原因可能与

本次研究中所纳入的男、女样本量比例相差悬殊

有关，也有可能与妇幼保健院和综合医院就诊群

体差异相关。此外，基于性别生理结构差异及相

应的社会学、流行病学等因素，妇女是生殖道感染

的弱势人群，即所谓的“性病的生物学性别歧视”，

生殖道感染对女性的身心可造成严重的伤害，不

仅限于女性本身，也会严重影响下一代的健

康［14］。同时本次研究发现男、女性中 3 种病原体

的高发年龄段也有所差异，男性和女性患者均为

15~20 岁年龄组 CT 阳性率较高；女性患者 15~20
岁年龄组UU阳性率较高，而男性患者各年龄阶段

UU 阳性率差异并无统计学意义；男性高 NG 阳性

感染者集中在 21~40 岁年龄段，为性活跃阶段，51
岁及以上年龄段为女性 NG 的高发年龄段。以上

阳性检出患者大多集中在低年龄阶段，究其原因

可能为大部分青少年缺乏相应的保护意识。以上

不同于相关文献报道的男性均为 20岁以下人群的

CT、NG、UU 阳性率相对高于其他年龄阶段的报
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道［16］，此结果可能与本次研究对象年龄主要集中

于 21~50岁，而分布于＜20岁和≥51岁年龄段患者

人数较少有关，有待进一步改善研究。

CT、UU、NG 感染与生殖系统炎症、育龄妇

女流产、异位妊娠、早产等疾病发生有密切的关

系，严重影响女性生殖健康［17］。本研究中，诊断

为生殖系统炎症或不孕症的女性患者 CT、UU、

NG 检出率明显高于平均检出率。女性生殖道

CT、UU、NG 感染与不孕症的发生具有非常密切

的关系，尤其是继发性不孕症，临床上可将 UU、

CT、NG 检测作为不孕症的常规项目［18］。此外，

本研究中体检和婚检女性人群中 CT、UU、NG 检

出率接近于平均检出率，很多人仍表现出隐匿性

感染。据世界卫生组织公报指出，CT、UU 感染

但无症状比例高达 60%~70%。相关研究显示，

无症状女性中未检出 NG 感染者，CT 及 UU 检出

率分别为 4.81%和 38.50%，这种隐匿性感染更容

易引起传播［19］。因此需要我国相关部门针对相

应人群进行健康引导和知识教育，重视个人卫生

和体检，一旦确认其感染，应积极治疗，有效控制

STD 的感染和传播，以减少不孕症及妇科疾病的

发生。

CT、UU、NG的感染与季节变化的相关性鲜有

报道。相关文献报道指出，不同季节各病原体阳

性率各有差异，以UU差异为最大［20］。本研究显示

UU、NG 阳性率各季节差异无统计学意义，而 CT
阳性率各季节差异有统计学意义，夏季阳性率最

高，可能与天气较热容易引起女性生殖道菌群失

调有关。CT、UU、NG的感染是否与季节变化有关

仍需进一步研究。

综上所述，CT、UU、NG 的感染情况仍非常严

峻，对个体身心健康影响大，应予以重视，其感染

有地域、性别差异及好发年龄较集中等特点，应针

对高发人群加强宣教，重视体检，积极防治，减少

性传播疾病的发生，关注生殖健康。
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胎儿染色体非整倍体无创检测在产前诊断中的应用
价值

张丽科 1 余学高 2★ 黄彬 2 刘集鸿 1

［摘 要］ 目的 探讨胎儿染色体非整倍体无创检测在产前诊断中的应用价值。 方法 汇总

2016 年 1 月至 12 月在广州中山大学附属第一医院行无创产前检测（non⁃invasive prenatal testing，NIPT）
的 1 207例孕妇的检测结果及生育前后追踪随访结果，回顾性分析孕妇行NIPT的指征构成比以及评价

NIPT 分析性能。 结果 中山大学附属第一医院临床选择 NIPT 的指征主要是高龄妊娠（62.55％），其

次是血清学筛查异常（25.85%）和不良孕产史（17.23%）。1 207 例标本经基因测序检出胎儿染色体非

整倍体异常高风险 20 例，其中 21⁃三体综合征（21⁃trisomy syndrome，T21）高风险 8 例，18⁃三体综合征

（18⁃trisomy syndrome，T18）高风险 7 例；经染色体核型分析确诊为 T21 和 T18 的例数分别为 7 例和

5 例。NIPT 检测 T21 的平均 Z 值为 6.710±2.122，95％置信区间（95% confidence interval，95% CI）为

4.936~8.484；检测灵敏度为 100%（7/7）、特异度为 99.92%（1 199/1 200）、漏诊率为 0（0/7）、误诊率为

0.08%（1/1 200）、诊断准确度为 99.92%（1 206/1 207）、阳性预测值为 87.5%（7/8）、阴性预测值为 100%
（1 199/1 199）。检测 T18 的平均 Z 值为 6.593±2.352，95％ CI 为 4.418~8.768；检测灵敏度为 100%（5/5）、

特异度为 99.83%（1 200/1 202）、漏诊率为 0（0/5）、误诊率为 0.17%（2/1 202）、诊断准确度为 99.83%
（1 205/1 207）、阳性预测值为 71.43%（5/7）、阴性预测值为 100%（1 200/1 200）。 结论 NIPT检测胎儿染

色体非整倍体异常快速、安全、准确，与染色体核型分析技术具有较高的一致性，在产前诊断中具有良好的

临床应用价值。

［关键词］ 无创性产前检测技术；胎儿染色体非整倍体异常；下一代测序；胎儿游离DNA

Clinical value of non⁃invasive prenatal test in detecting chromosome aneuploi⁃
dy
ZHANG Like1，YU Xuegao2★，HUANG Bin2，LIU Jihong1

（1. Clinical Laboratory，the First Peoples Hospital of Huizhou，Huizhou，Guangdong，China，516000；
2. Department of Laboratory Medicine，the First Affiliated Hospital of Sun Yat⁃sen University，Guangzhou，
Guangdong，China，510080）

[ABSTRACT] Objective To explore the clinical value of non⁃invasive prenatal testing (NIPT) in de⁃
tecting chromosome aneuploidy. Method A total of 1 207 pregnant women enrolled in the First Affiliated
Hospital of Sun Yat⁃sen University who accepted NIPT for chromosomes 21, 18 and 13 from January to De⁃
cember 2016 were analyzed and followed up with around childbirth retrospectively. Invasive prenatal diagnosis
followed by fetal chromosome karyotype analysis was recommended in high⁃risk women following NIPT. The
clinical indications and analysis capability of NIPT were examined. Results The most common indication
for NIPT was advanced maternal age (62.55%), followed by serological screening abnormality (25.85%) and
negative reproductive history (17.23%). 20 of 1 207 cases were detected with high⁃risk fetal abnormal chromo⁃
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some aneuploidy, including 8 cases with 21⁃trisomy syndrome (T21), 7 cases with 18⁃trisomy syndrome (T18).
20 cases received amniotic cavity puncture karyotype analysis, the result showed 7 cases with T21 and 5 cases
with T18. Comparing the results of NIPT and karyotype analysis, the average Z value for diagnosing T21 was
6.710±2.122, 95% confidence interval (95% CI) was 4.936~8.484, the sensitivity was 100% (7/7), the specific⁃
ity was 99.92% (1 199/1 200), the missed diagnosis rate was 0 (0/7), the misdiagnosis rate was 0.08%
(1/1 200), the accuracy rate was 99.92% (1 206/1 207), the positive predictive value was 87.5% (7/8) and
the negative predictive value was 100% (1 199/1 199). The average Z value for diagnosing T18 was 6.593±
2.352, 95%CI was 4.418~8.768, the sensitivity was 100% (5/5), the specificity was 99.83% (1 200/1 202),
the missed diagnosis rate was 0 (0/5) , the misdiagnosis rate was 0.17% (2/1 202), the accuracy rate was
99.83% (1 205/1 207), the positive predictive value was 71.43%(5/7) and the negative predictive value was
100% (1 200/1 200). Conclusions NIPT had the advantage of speed, safety and high accuracy. It was con⁃
sistent with karyotype analysis and has value in prenatal diagnosis.

[KEY WORDS] Non⁃invasive prenatal testing; Fetal abnormal chromosomal aneuploidy; Next⁃genera⁃
tion sequencing；Cell⁃free fetal DNA

自 1997年Lo团队发现了孕妇外周血中存在胎

儿游离DNA（cell⁃free fetal DNA，cffDNA）以来，基

于 cffDNA 进 行 胎 儿 疾 病 的 研 究 迅 速 成 为 热

点［1］。产前诊断也逐渐由介入性产前诊断向无创

性产前检测（non⁃invasive prenatal testing，NIPT）进

展。随着以高通量、自动化为显著特征的下一代

测序（next⁃generation sequencing，NGS）技术的诞

生，胎儿染色体非整倍体无创检测技术已面向临

床［2］。但大部分的医疗机构都是收集标本后送往

具有资质的第三方基因检测机构进行检测，仅有

很少一部分医疗机构运用测序平台自主检测，对

于 NIPT 在实验室检测过程中可能存在的问题报

道较少。本文对中山大学附属第一医院自主检测

的 1 207 例标本进行回顾性分析，总结 NIPT 检测

的指征构成比及分析性能，分析NIPT在实验室检

测过程中存在的问题，进而探讨NIPT在胎儿非整

倍体异常诊断中的临床应用价值。

1 对象与方法

1.1 研究对象

选取 2016年 1月至 12月在中山大学附属第一

医院接受 NIPT 检查的孕妇 1 207 例。孕妇年龄

17~51岁，平均年龄（36.70±4.59）岁；孕周 9~34周，

平均 20.5周。NIPT指征：血清学筛查高风险、超声

提示胎儿结构异常、超声软指标异常、染色体非整

倍体生育史、无明确遗传学诊断的不良生育史家族

史、高龄（预产年龄≥35岁）。另外，部分孕妇虽无

上述指征，但要求行NIPT检测，则采用统一知情同

意书，充分告知孕妇 NIPT 的临床适应征、检测范

围、局限性及可能存在的风险［3⁃4］，由孕妇自愿选择

并签署知情同意书。所有对象均行B超检查。

1.2 方法

1.2.1 标本采集及处理

①采用 EDTA 抗凝管收集孕妇外周血 6 mL，
8 h内依次以4℃ 2 890 r/min离心10 min，13 000 r/min
离心 10 min 进行血浆分离，每管 650 μL 分装后

80℃保存。②应用 DNA 提取试剂盒，磁珠分离法

抽提样品 DNA（QIAGEN，德国）。③所提取的血

浆 DNA 应 用 T4DNA 聚 合 酶（T4 DNApolymer⁃
ase）、T4 多聚核苷酸激酶（T4 PNK）、克列诺酶

（Klenow enzyme）进行末端补平。在 3′末端加碱

基“A”，在DNA片段末端加上特定接头，通过 PCR
技术扩增两端带有接头的 DNA片段，最终获得对

应样本的 DNA 文库。将所得样本 DNA 文库进行

质量检测，最后上机测序。

1.2.2 高通量基因测序产前筛查检测

采用 Illumina Nextseq500 二代测序仪进行测

序。获得不低于 400 M 的有效 reads 数，平均每个

样本不低于 4 M 的 reads。运行序列比对软件

BWA map 将测序所得序列与人类基因组参考序

列图谱比对。使用广州万德基因医学科技有限公

司 NIPT 分析系统针对比对结果进行每条染色体

序列个数统计。采用生物信息学对数据进行分

析，计算 Z 值，利用 Z 值来评估胎儿患病风险（cut
off：|Z|=3）。Z>3 代表该染色体可能是三倍体，

Z<⁃3 代表该染色体可能是单倍体或者存在缺失。

对 NIPT 高风险孕妇建议行介入性产前诊断及胎

儿染色体核型分析。
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1.2.3 结果验证及随访

对检测结果为高风险的孕妇，建议行介入性

穿刺及胎儿染色体核型分析。对检测结果为低风

险的孕妇进行生育前后随访。

1.2.4 统计学分析

统计学处理采用 SPSS 22.0 进行统计分析。

符合正态分布的计量资料采用均数 ± 标准差（x± s）

表示；计数资料采用描述性分析，用频数和频率表

示，组间比较采用 c2检验，P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 1 207例NIPT检测的孕妇信息分析结果

1 207 例选择 NIPT 的孕妇，包括双胎妊娠

35 例 ，单 胎 妊 娠 1 172 例 ；高 龄 妊 娠 755 例

（62.55％），低龄妊娠 452例（37.45％）；不良孕产史

208 例（17.23%）；孕妇无指征但要求检测 165 例

（13.67%）。443例有行血清学筛查试验（36.70%），

其中 21⁃三体综合征（21⁃trisomy syndrome ，T21）临

界风险与高风险共 291 例，18⁃三体综合征（18⁃tri⁃
somy syndrome，T18）临界风险与高风险共 21 例，

异常率为 25.85%。B超检查结果显示：正常 1 183
例，异常 24 例，异常率为 1.99％，主要表现为颈

部透明带（nuchal translucency，NT）或颈部褶皱

（nuchal fold，NF）增厚、鼻骨不清、双肾盂分离、单

脐动脉、心脏室间隔膜缺失、脐膨出、羊水偏少、胎

儿生长受限、胎率低、胎儿偏小等，数据见表 1。
2.2 NIPT检测结果

1 207例临床标本中经基因测序检出高风险样

本共 20 例，异常率为 1.66%（20/1 207），其中 T21
高风险 8 例（0.66%，8/1 207），T18 高风险 7 例

（0.58%，7/1 207），21⁃单体或缺失高风险 3 例，

18⁃单体或缺失高风险 1 例和 13⁃单体或缺失高风

险 1例。20例高风险病例经染色体核型分析确诊

异常的有 12 例，其中高龄孕妇 10 例，占 83.33%，

见表 2。
2.2.1 T21检测结果

8例高风险病例行羊水穿刺染色体核型分析，

结果显示 7 例为 T21 核型，1 例为正常核型，结果

见表 3。
NIPT 检测 T21 的灵敏度为 100%（7/7）、特异

度为 99.92%（1 199/1 200）、漏诊率为 0（0/7）、误

诊率为 0.08%（1/1 200）、诊断准确度为 99.92%

类别

年龄（岁）

孕周（周+天数）

超声

分布特征

≤20
20~24
25~29
30~34
35~39
40~44
≥45

9+0~9+6
10+0~10+6
11+0~11+6
12+0~12+6
13+0~13+6
14+0~14+6
15+0~15+6
16+0~16+6
17+0~17+6
18+0~18+6
19+0~19+6
20+0~20+6
21+0~21+6
22+0~22+6
23+0~23+6
24+0~24+6
25+0~25+6
26+0~26+6
27+0~27+6
28+0~28+6
29+0~29+6
30+0~30+6
31+0~31+6
32+0~32+6
33+0~33+6
34+0~34+6

未知

正常单胎

正常双胎

NT/NF增厚

鼻骨不清

单脐动脉

心脏室间隔膜缺失

胎儿脐膨出

双肾盂分离

胎儿生长受限

胎率小

其他

n
4
24
161
263
612
134
9
2
6
64
155
128
125
110
164
116
86
73
40
28
28
12
14
14
8
1
4
4
5
5
2
3
1
9

1 151
32
10
1
2
1
1
1
3
1
4

构成比(%)
0.33
1.99
13.34
21.79
50.70
11.10
0.75
0.17
0.50
5.30
12.84
10.60
10.36
9.11
13.59
9.61
7.13
6.05
3.31
2.32
2.32
0.99
1.16
1.16
0.66
0.08
0.33
0.33
0.41
0.41
0.17
0.25
0.08
0.75
95.36
2.65
0.83
0.08
0.17
0.08
0.08
0.08
0.25
0.08
0.33

表 1 1 207例入选NIPT的孕妇信息

Table 1 Basic characteristics of the 1 207 pregnant
women of NIPT
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编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

年龄

（岁）

41
34
36
37
38
37
44
39
41
41
39
23
27
34
35
39
37
37
32
37

孕周

14
13
15
11
12
14
16
15
14
13
12
17
17
30
15
15
16
16
15
19

血清学检查

21

未做

未做

未做

未做

未做

未做

1：5
1：50
未做

未做

未做

1：560
1：6 700
1：577
未做

未做

1：5 968
未做

未做

未做

18

未做

未做

未做

未做

未做

未做

1：307
1：90
未做

未做

未做

>1：10
1：8 600
1：37 037

未做

未做

1：100 000
未做

未做

未做

产前超声

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

未见异常

NIPT

Z 值

T21：8.883
T21：5.190
T21：9.858
T21：7.44
T21：4.963
T21：5.281
T21：8.036
T18：8.763
T18：5.932
T18：7.257
T18：7.737
T18：9.368
T21：4.029
T18：3.437
T18：3.656
T21：-3.478
T21：-3.053
T21：-3.017
T18：-3.294
T13：-3.330

判断

T21高危

T21高危

T21高危

T21高危

T21高危

T21高危

T21高危

T18高危

T18高危

T18高危

T18高危

T18高危

T21高危

T18高危

T18高危

21单体高危

21单体高危

21单体高危

18单体高危

13单体高危

羊水核型

47，XN，+21
47，XN，+21
47，XN，+21
47，XN，+21
47，XN，+21
47，XN，+21
47，XN，+21
47，XN，+18
47，XN，+18
47，XN，+18
47，XN，+18
47，XN，+18

46，XN
46，XN
46，XN
46，XN
46，XN
46，XN
46，XN
46，XN

结局

终止妊娠

终止妊娠

终止妊娠

终止妊娠

终止妊娠

终止妊娠

终止妊娠

自发流产

自发流产

终止妊娠

终止妊娠

终止妊娠

继续妊娠

继续妊娠

继续妊娠

继续妊娠

继续妊娠

继续妊娠

继续妊娠

继续妊娠

（1 206/1 207）、阳性预测值为 87.5%（7/8）、阴性预

测值为 100%（1 199/1 199）。

8 例 T21 高风险的样本 Z 值范围为 4.029~
9.858，平均 Z 值为 6.710 ± 2.122，95％置信区间

（95% confidence interval，95% CI）为 4.936~8.484。

2.2.2 T18检测结果

7 例高风险病例经羊水穿刺染色体核型分

析确证 T18 核型 5 例，正常核型 2 例，结果见

表 4。

NIPT 检测 T18 的灵敏度为 100%（5/5）、特异

度为 99.83%（1 200/1 202）、漏诊率为 0（0/5）、误

诊率为 0.17%（2/1 202）、诊断准确度为 99.83%
（1 205/1 207）、阳性预测值为 71.43%（5/7）、阴性预

测值为 100%（1 200/1 200）。

7 例 T18 高风险的样本 Z 值范围为 3.437~
9.368，平均 Z 值为 6.593±2.352，95％ CI 为 4.418~
8.768。

表 2 20例NIPT阳性病历资料

Table 2 Details of the 20 NIPT positive cases

NIPT结果

T21

非 T21

合计

染色体核型分析结果

T21

7

0

7

非 T21

1

1 199

1 200

合计

8

1 199

1 207

表 3 T21的NIPT与染色体核型分析结果比较

Table 3 Comparison results of NIPT for T21 and
karyotype analysis

NIPT

T18

非 T18

合计

染色体核型分析

T18

5

0

5

非 T18

2

1 200

1 202

合计

7

1 200

1 207

表 4 T18的NIPT与染色体核型分析结果比较

Table 4 Comparison results of NIPT for T18 and
karyotype analysis
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2.2.3 单体或缺失疾病检测结果

5 例染色体单体或缺失病例经染色体核型分

析均为正常核型。

2.2.4 临界风险结果

使用高通量基因测序技术对 1 207例临床标本

进行 NIPT 检测，有 30 例标本|Z|值处于临界风险，

结果见表 5。30例标本经复查，结果全为低风险。

30 例临界风险标本初查 |Z|值范围为 3.014~
4.407，平均 |Z|值为 3.360±0.378；复查 |Z|值范围为

0.069~2.997，平均|Z|值为 1.404±0.803；两组数据进

行配对 t 检验，t=12.052，P<0.05，可认为两组结果

差异有统计学意义。

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

年龄

34

29

31

31

29

26

38

37

36

36

37

37

34

37

38

36

36

21

38

37

36

28

41

35

40

37

36

40

26

35

孕周

16

23

26

28

22

17

15

13

15

16

20

12

12

13

12

16

18

23

13

20

16

17

15

19

10

13

14

16

23

11

血清学（风险率）

T21

1∶8 100

低风险

正常

低风险

1：670

高风险

高风险

1∶3 400

1∶1 100

1∶5 900

未做

无

无

1∶460

未做

无

低风险

未做

未做

未做

1∶2 900

1∶168

未做

1∶7 300

无

无

无

无

1∶410

未做

T18

1∶100 000

低风险

正常

低风险

低风险

低风险

低风险

1∶10 000

1∶14 000

1∶36 000

未做

无

无

1∶100 000

未做

无

低风险

未做

未做

未做

1∶100 000

1∶18 521

未做

1∶100 000

无

无

无

无

1∶50 756

未做

B超

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

胎儿未见异常

NIPT结果

初查

T21：4.407

T18：3.017

T18：3.026

T18：3.434

T18：3.244，

T18：4.282

T18：3.635

T18：3.38

T13：3.845

T13：3.298

T13：3.023

T21：-3.014

T21：-3.776

T21：-3.637

T21：-3.043

T21：-3.053

T21：-3.015

T21：-3.25

T21：-3.187

T21：-3.696

T21：-3.661

T21：-3.125

T21：-3.23

T13：-3.558

T13：-3.596

T13：-3.074

T13：-3.052

T13：-3.097

T13：-3.055

T13：-3.083

复查

T2：0.195

T18：0.711

T18：1.073

T18：2.84

T18：1.706

T18：1.9

T18：0.79

T18：1.208

T13：0.144

T13：0.82

T13：-1.019

T21：-1.423

T21：-1.959

T21：-1.37

T21：0.069

T21：-1.305

T21：-1.08

T21：-2.31

T21：-2.87

T21：-2.568

T21：-0.92

T21：-1.625

T21：-2.997

T13：-1.94

T13：-1.572

T13：-1.716

T13：0.332

T13：0.94

T13：-0.808

T13：-1.912

表 5 30例临界阳性标本复查结果

Table 5 Review results of 30 critical positive specimens
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3 讨论

NIPT 是近年来兴起的一种新型检测手段，主

要针对 21、18 和 13 号染色体进行检测。关于

NIPT 对胎儿染色体非整倍体异常的诊断效能评

价，Yao、Norton和张玢等［5⁃7］报道NIPT对 T21的阳

性预测值可达 90%以上，Wang 等［8］报道 NIPT 对

T18的阳性预测值为 64%。Zhang等［9］的研究认为

NIPT 对 T21、T18 和 T13 的检测灵敏度分别为

99.17%、98.24%和 100%，特异度分别为 99.95%、

99.95%和 99.96%。Qiang等［10］的研究显示NIPT对

T21和 T18的检测灵敏度分别为 100%和 100%，特

异度分别为 100%和 99.86%。本文研究结果与

Qiang 等的研究结果类似。胎儿 T13的发病率低，

约为 1∶25 000［11］，本文研究标本数量有限，因此关

于 T13筛查的临床应用数据有待进一步积累。

美国医学遗传学与基因组学学会（the Ameri⁃
can College of Medical Genetics and Genomics，AC⁃
MG）指南建议，对于不同年龄阶段非肥胖的孕妇，

在孕 9~10 周后可选择无创产前筛查（non⁃invasive
prenatal screening，NIPS）来替代传统的血清学筛查

进行 T21、T18 和 T13 的筛查［12］。在我国，现阶段

NIPT 的检测成本较为昂贵，且具有资质的检测机

构有限，所以暂未被列为常规产前筛查项目，无法

在适用人群中大面积普及和推广，因此临床产前

筛查策略倾向于序贯检查。随着生活水平的提高

和优生优育意识的加强，孕妇依据其个人目标与

意愿选择诊断性或者筛查性技术的比例日益增

大。一些血清学筛查低风险的孕妇因担心漏诊而

进一步选择 NIPT，也有部分经济条件较好的孕妇

放弃血清学筛查直接行NIPT［13］。

虽然 NIPT 被认为是一种精准的产前筛查，但

不可否认NIPT存在检测假阳性和假阴性的问题，

尽管发生概率极低，所以不能称之为诊断，更不能

取代有创的羊水或胎盘绒毛膜穿刺［14］。段红蕾

等［13］的研究显示，NIPT 报告高风险者中，部分胎

儿染色体核型分析未见异常，即NIPT 存在部分假

阳性结果。本研究 20例高风险孕妇中有 8例胎儿

染色体核型分析正常，也说明了存在假阳性问

题。引起假阳性的主要原因有母体基因组中拷贝

数变异、限制性胎盘嵌合、母体染色体嵌合、双胎

中一胎停育、母体存在恶性肿瘤［15］。因此，临床中

须强调NIPT高风险不能作为引产指征，必须通过

染色体核型分析确诊。

在 20例NIPT高风险病例中，经染色体核型分

析确诊异常的有 12 例，其中高龄孕妇 10 例，占

83.33%，表明高龄是发生胎儿非整倍体疾病的一

个重要危险因素。

有研究认为超声显示胎儿结构异常者，染色

体异常发生率为 10.1%，但其中 T21、T18和 T13合

计仅占染色体异常的 64.4%，其余约 1/3 的染色体

异常不在 NIPT 的检测范围内［16］。本文 24 例 B 超

显示胎儿结构异常者的NIPT结果均为低风险；12
例确诊胎儿染色体整倍体畸形者的 B超结果均为

正常。提示 B超结果与NIPT结果不相平行，两种

筛查方法不可相互替代。B 超对于胎儿非整倍体

疾病的检出能力有限，对于结果正常者也应根据

孕妇的其他危险因素酌情选择 NIPT。而 NIPT 低

风险人群并不能完全排除异常妊娠［17⁃18］，而仍需利

用B超及时发现先天性心脏病、畸形儿等异常。

本研究中有 30 例标本初查结果为临界风险，

经相同方法复查，均为低风险。两次的结果存在

明显差异，原因可能为测序和数据分析存在随机

误差。30例对象经随访自述结果均无异常。这提

示 NIPT 在诊断临界值处的结果重现性欠佳。实

验室对于临界风险结果的分析和判断应谨慎。研

究发现当胎儿发生非整倍体疾病时，平均 Z 值会

超过诊断阈值的 2 倍以上，若以 95％ CI 判断，可

提高诊断的准确度。另外，本研究从 1 207 例临

床标本中检出 21、18 和 13 单体或缺失高风险 5
例。5 例经染色体核型分析均为正常核型。提示

NIPT 在 21、18 和 13 单体或缺失疾病中的应用有

待进一步研究。

综上所述，与传统筛查方法相比，NIPT具有灵

敏度高、特异性佳、漏诊率低的优势，同时检测通

量高、周期短，安全无创，可避免穿刺取样术带来

的胎儿丢失、宫内感染等风险，是一种更加精确的

胎儿染色体非整倍体产前筛查技术，是对现有出

生缺陷三级预防体系的有效补充和完善。随着高

通量测序技术的不断发展与更新，NIPT 在临床的

应用将会更加广泛。
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•论 著•

不同方法学测定乙型肝炎病毒核心抗体的阳性率及
其定量检测意义的研究

王红翠 1 林健聪 1 吴英松 2 董志宁 1 李志雄 1★

［摘 要］ 目的 对比分析不同方法学检测乙型肝炎病毒核心抗体（anti⁃HBc）的阳性率并探讨其

定量检测的意义。 方法 临床随机收集健康查体者的标本 400例，使用化学发光法和酶联免疫吸附测

定法的 anti⁃HBc试剂盒进行检测，对比分析其检测 anti⁃HBc的阳性率。另外，对 97例临床慢性乙型病毒

性肝炎（chronic hepatitis B，CHB）患者跟踪随访，收集其药物治疗前后的血清标本并检测 anti⁃HBc浓度，

根据治疗前 anti⁃HBc 的浓度水平分成高低浓度两组，分析评价抗病毒治疗后不同浓度 anti⁃HBc 分组间

患者乙型肝炎病毒 e 抗原（hepatitis B virus e antigen，HBeAg）的浓度变化。 结果 化学发光法的两种

anti⁃HBc试剂盒检测健康查体者的 anti⁃HBc的阳性率均为 42.0%；酶联免疫吸附测定法 anti⁃HBc检测试

剂盒检测健康查体者标本，1∶30 稀释后 anti⁃HBc 的阳性率为 15.0%，原倍检测 anti⁃HBc 的阳性率为

79.0%。高浓度组（≥9 000 IU/mL）治疗后 HBeAg 转阴率为 20.83%；anti⁃HBc 低浓度组（<9 000 IU/mL）
治疗后 HBeAg 转阴率为 2.04%。经卡方检验，anti⁃HBc 高浓度组 HBeAg 转阴率比 anti⁃HBc 低浓度组

HBeAg转阴率明显增高，差异具有统计学意义（P＜0.05）。 结论 化学发光法测定 anti⁃HBc的性能优

于酶联免疫吸附测定法，可降低酶联免疫吸附测定法测定不稀释标本时的假阳性率和测定稀释标本时

的漏检率。通过测定 anti HBc的浓度水平，可预测慢性乙肝患者进行药物治疗的效果。

［关键词］ 乙型肝炎病毒核心抗体；定量检测；HBeAg血清学转化；抗病毒药物治疗

Analysis of the positive rate of different methodologies hepatitis B virus core
antibody and study on its quantitative detection significance
WANG Hongcui1, LIN Jiancong1, WU Yingsong2, DONG Zhining1, LI Zhixiong1★

(1. Guangzhou Darui biotechnology Co. LTD, Guangzhou, Guangdong, China, 510665; 2. School of Laborato⁃
ry Medicine and Biotechnology, Southern Medical University, Guangzhou, Guangdong, China, 510515)

[ABSTRACT] Objective To analyze the positive rate of anti⁃HBc detected by using different methodol⁃
ogies and to study on its quantitative detection significance. Methods 400 normal samples and 194 pre⁃ and
post⁃treatment serum specimens from 97 patients with chronic hepatitis B infection (CHB) were collected ran⁃
domly, measured by chemiluminescence immunoassay (CLIA) and enzyme⁃linked immunosorbent assay (ELI⁃
SA) anti ⁃HBc detection kits, and the anti ⁃HBc positive rate was analyzed statistically. Then, according to the
baseline of anti⁃HBc titers, CHB patients were divided into high and low concentration groups, and the HbeAg
seroconversion was examined in post⁃treatment patients receiving antiviral drug treatment. Results The anti⁃
HBc positive rate of healthy individuals was 42.0% measured by chemiluminescence immunoassay from two
anti⁃HBc kits, and it was 15.0% and 79.0% measured by ELISA kit from following 1∶30 dilution and without
dilution respectively. The HBeAg seroconversion rates were 20.83% and 2.04% in the patients with high base⁃
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人体感染乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，
HBV）后最先产生的抗体为乙型肝炎病毒核心抗

体（hepatitis B virus core antibody，anti ⁃ HBc），在

HBV 感染早期即可在血清中检测到，常持续存在

终身［1］。目前，anti⁃HBc常用的检测方法有酶联免

疫吸附测定法（enzyme ⁃ linked immunosorbent as⁃
say，ELISA）、时间分辨免疫分析法、化学发光免疫

分 析 法（chemiluminescence immunoassay，CLIA）
等。其中，传统的 ELISA方法，通常会将不稀释样

本的检测结果作为流行病学调查，而将标本稀释

检测的结果用于临床诊断，但据张碧莹等［2］的研究

显示，ELISA 稀释法检测低浓度 anti⁃HBc 时，易呈

假阴性。据文献的报道可知，不同地区的正常人

群中，anti⁃HBc 的阳性率不一样，且普遍呈现阳性

率高的状况［3⁃4］。仅从定性方面检测 anti⁃HBc并不

能很好的解释它的临床意义。有研究显示，早期

（30岁之前）发生HBeAg血清转换且HBV DNA持

续检测不到的慢性乙肝患者，临床症状得到显著

改善，肝纤维化可以逆转［5］。

本研究选用临床检测性能较好的 CLIA 试剂

盒作为对比试剂，与 ELISA试剂盒的稀释法、不稀

释法同步测定标本的 anti⁃HBc 浓度，分析不同方

法学测定 anti⁃HBc的阳性率，以探讨 anti⁃HBc检测

试剂的性能。同时从定量角度探讨其不同浓度水

平的临床意义，通过对 HBeAg 阳性慢性乙型病毒

性肝炎（chronic hepatitis B，CHB）患者的 anti⁃HBc、
HBeAg 浓度水平进行跟踪研究，以探讨 anti⁃HBc
定量测定的临床意义，并期望对乙型肝炎的治疗、

预后观察有一定的参考意义。

1 对象与方法

1.1 对象

随机选取健康查体者的病例 400 例，年龄在

20~60（32±11.54）岁之间，男性 272 例，女性 128
例，采集血清标本，共 400例标本。另外选取 97例

CHB 患者（anti⁃HBc、HBeAg、HBsAg 临床检测均

为阳性的患者，即大三阳患者），年龄在 15~73（39±
13.62）岁之间，男性 69例，女性 28例，采集其抗乙

肝病毒治疗前后的血清标本，共 194 例有效标本。

所有标本均来源于福建福州传染病医院。

1.2 仪器与试剂

雅培贸易（上海）有限公司（以下简称“雅培公

司”）的全自动免疫分析仪 ARCHITECT i2000sr 及
配套的 anti⁃HBc 测定试剂盒、校准品和专用质控

品。厦门优迈科医学仪器有限公司的全自动化学

发光免疫分析仪 Caris200，配套广州市达瑞生物技

术股份有限公司（以下简称“达瑞公司”）的 anti⁃
HBc测定试剂盒和HBeAg测定试剂盒及专用的质

控品。上海科华生物工程股份有限公司（以下简

称“科华公司”）的 anti⁃HBc检测试剂盒及质控品，

配套BIO⁃RAD公司的酶标仪 PR 4100。
1.3 方法

1.3.1 试剂定标

根据雅培公司和达瑞公司的 anti⁃HBc 测定试

剂盒的要求，使用定标品进行定标，定标合格后，

再进行下一步的检测操作。每天进行测试前先测

定质控品浓度，保证定标曲线的可靠性。科华公

司的 anti⁃HBc 检测试剂盒，根据说明书的要求，每

次实验使用对照品进行定标，并测定质控品，以保

证实验的可靠性。

1.3.2 标本采集

对于随机抽取的 400例健康查体者，经其本人

同意将体检检测的剩余标本用于科研研究后，采

集检测剩余的血清标本 2 mL，于 2~8℃短期保

存，-20℃长期储存。将在医院进行抗病毒治疗的

CHB患者纳入研究，在获得病人同意的情况下，采

集药物治疗前检测剩余的血清标本 2 mL，经 3 个

月治疗后，再次采集检测剩余的血清标本 2 mL，其
中排除除了抗病毒药物治疗还进行其他治疗的患

者、标本采集相隔时间不是 3个月的患者、未取得

line anti⁃HBc titers (≥9 000 IU/mL) and low baseline anti⁃HBc titers (<9 000 IU/mL) respectively. According
to Chi⁃square test, the HBeAg seroconversion rates were significantly different between the 2 groups (P<0.05).
Conclusion The anti⁃HBc positive rate of healthy individuals measured by chemiluminescence immunoassay
anti⁃HBc kits, was lower than that of undiluted samples by ELISA, and the diluted specimens had great influence
on the measure of anti⁃HBc positive rate by ELISA. The CHB patients with high baseline anti⁃HBc titers (≥9 000
IU/mL) had a greater HBeAg seroconversion rate than those with low baseline anti⁃HBc titers (<9 000 IU/mL).

[KEY WORDS] Anti⁃HBc; Quantitative detection; HbeAg seroconversion; Antiviral drug treatment
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知情同意的患者后，共有 97 例 CHB 患者，共 194
份标本，于 2~8℃短期保存，-20℃长期储存。

1.3.3 标本检测

分别采用雅培公司、达瑞公司和科华公司的

anti⁃HBc试剂盒对 400例健康查体者的标本进行同

步测定，统计分析各试剂盒检测 anti ⁃HBc 的阳

性率。

使用雅培公司、达瑞公司和科华公司的 anti⁃
HBc 试剂盒和达瑞公司的 HBeAg 测定试剂盒，对

97 例临床 CHB 患者药物治疗前后收集的共 194
份血清标本进行检测，并分析评价药物治疗前后

anti⁃HBc和HBeAg的浓度变化。

所有实验操作过程，严格按照各公司试剂盒

的说明书进行。

1.4 统计分析

采用 SPSS 18.0 统计软件进行数据处理与统

计分析，计数资料以百分率表示；CHB患者在药物

治疗前后 anti⁃HBc浓度变化的比较，采用配对 t检
验统计分析；评价不同 anti⁃HBc 浓度水平治疗前

后 HBeAg 的血清学转换率，采用卡方检验统计分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同厂家试剂检测 anti⁃HBc的阳性率比较

对于 CHB患者在治疗前后收集的共 194份血

清标本，达瑞公司与其他两家公司的 anti⁃HBc 试

剂盒检测结果均为阳性，其阴阳性符合率为

100.0%，统计结果详见表 1。

试验

雅培结果

合计

阳性

阴性

达瑞结果

阳性

194

0

194

阴性

0

0

0

科华生物结果

（标本 1∶30稀释）

阳性

194

0

194

阴性

0

0

0

科华生物结果

（原倍检测）

阳性

194

0

194

阴性

0

0

0

合计

194

0

194

表 1 CHB患者治疗前后 anti⁃HBc的阴阳性结果统计表（n）
Table 1 The results of anti⁃HBc before and after treatment of CHB patients（n）

科华生物 anti⁃HBc的检测试剂盒说明书中，标本以 1∶30检测标本，则代表 anti⁃HBc的临床意义，标本原倍检测为流行病学调查。

对随机选取 400 例健康查体者标本进行 anti⁃
HBc 检测，达瑞公司与雅培公司的阴阳性符合率

为 100.0%；科华生物（标本 1∶30稀释）与雅培公司

的阳性符合率为 35.71%，阴性符合率为 100.0%，

总符合率为 73.0%；科华生物（原倍检测）与雅培公

司 的 阳 性 符 合 率 为 100.0% ，阴 性 符 合 率 为

63.21%，总符合率为 63.0%，统计结果见表 2。不

同厂家之间的符合率结果详见表 3。

试验

雅培公司结果

合计

阳性

阴性

达瑞公司结果

阳性

168

0

168

阴性

0

232

232

科华公司结果

（标本 1∶30稀释）

阳性

60

0

60

阴性

108

232

340

科华公司结果

（原倍检测）

阳性

168

148

316

阴性

0

84

84

合计

168

232

400

表 2 健康查体者的 anti⁃HBc阴阳性结果统计表（n）
Table 2 The statistics of anti⁃HBc results of healthy testing groups（n）

2.2 抗病毒治疗中的 anti⁃HBc水平及其预测意义

2.2.1 CHB患者治疗前后的 anti⁃HBc浓度变化

采用达瑞 anti⁃HBc 测定试剂盒对 97 例 CHB
患者抗病毒治疗前后的标本进行测定，并对 CHB

患者治疗前后的 anti⁃HBc 浓度水平进行配对 t 检
验，检验结果见表 4。结果显示在抗病毒治疗前

后，CHB 患者的 anti⁃HBc 浓度无显著性差异（P＞
0.05）。
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参比试剂

达瑞公司

科华公司
标本 1∶30稀释

标本不稀释

雅培公司

阴性符合率（%）

100.00
100.00
63.21

阳性符合率（%）

100.00
35.71
100.00

总符合率（%）

100.00
73.00
63.00

表 3 健康查体者的 anti⁃HBc检测符合率统计表

Table 3 The coincidence rate of anti⁃HBc results of healthy testing groups

anti⁃HBc浓度（IU/mL）

高浓度组（≥9 000 IU/mL）

低浓度组（<9 000 IU/mL）

总计

总例数

48

49

97

治疗前HBeAg
阴性例数

0

0

0

治疗后HBeAg阴性

例数

10

1

11

治疗前后HBeAg
转阴率（%）

20.83

2.04

11.34

P值

0.004

表 6 anti⁃HBc高低浓度组间治疗前后HBeAg发生血清学转换的统计

Table 6 The results of HBeAg seroconversion between high and low anti⁃HBc concentration groups

2.2.2 CHB患者治疗前后的HBeAg阳性率变化

采用达瑞 HBeAg 测定试剂盒对 97 例 CHB 患

者在抗病毒治疗前后的标本进行测定，统计分析

结果见表 5。结果显示，97 例 HBeAg 阳性的 CHB
患者经过治疗后，有 11例患者发生了HBeAg血清

学转换，即 HBeAg 变为阴性，血清学转换率为

11.34%。

2.2.3 不同 anti⁃HBc浓度水平的患者在治疗前后

HBeAg阳性率的变化

根据达瑞 anti⁃HBc定量试剂盒测定 CHB患者

治疗前标本的 anti⁃HBc浓度水平，将 97例 CHB患

者标本分成 anti⁃HBc高浓度（≥9 000 IU/mL）和 an⁃
ti⁃HBc低浓度（<9 000 IU/mL）两组，对比两组患者

的 HBeAg 血清学转换率，结果显示 anti⁃HBc 高浓

度组（≥9 000 IU/m）的患者经过治疗后，其 HBeAg

血清学转换率为 20.83%；anti⁃HBc 低浓度组（<
9 000 IU/mL）的患者经过治疗后，其 HBeAg 血清

学转换率为 2.04%。经卡方检验，anti⁃HBc 高浓度

组HBeAg血清学转换率比 anti⁃HBc低浓度组的明

显增高，具有统计学意义（P＜0.05）。结果详见表

6、表 7所示。

达瑞 anti⁃HBc
治疗前⁃治疗后

配对差异

均值

-70.728 45

标准差

9 219.537 88

均值的

标准差

936.102 24

95%的置信区间

下限

-1 928.88

上限

1 787.420

系数 T

-0.076

自由度

96

双侧显著性

0.940

表 4 CHB患者治疗前后 anti⁃HBc浓度变化配对 t检验

Table 4 The result of t⁃test pairs of anti⁃HBc before and after treatment of CHB patients

治疗前

治疗后

合计

阴性

0

11

11

阳性

97

86

183

合计

97

97

194

表 5 CHB患者治疗前后HBeAg阴阳性的变化情况

Table 5 The results of HBeAg before and after treatment
of CHB patients

3 讨论

HBcAg主要存在于肝细胞内和血清Dana颗粒

中，与 anti⁃HBc具有很强的亲和力，能迅速结合形成

免疫复合物，故难以在血清中测得游离的 HBcAg，
所以临床上以检测 anti⁃HBc 来间接反映 HBcAg
的水平［6］。由于 HBcAg 较 HBV 表面抗原有更高

的免疫原性，故 anti⁃HBc 较其他 HBV 抗体更早
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a. 仅对 2×2 表计算；b. 0 单元格(.0%) 的期望计数少于 5。最小期望计数为 5.00。

Pearson 卡方

连续校正 a

似然比

Fisher的精确检验

线性和线性组合

有效案例中的 N

P值

8.517b

6.750
9.702

8.429
97

自由度

1
1
1

1

渐进显著性(双侧)
0.004
0.009
0.002

0.004

精确显著性(双侧)

0.004

精确显著性(单侧)

0.003

表 7 anti⁃HBc高低浓度组间治疗前后HBeAg血清学转换的卡方检验

Table 7 The chi⁃square test of HBeAg seroconversion between high and low anti⁃HBc concentration groups

产生，并且有更高的血清水平，以及更长久的

存在时间，无论肝病是否存在或病毒已否消除，

anti⁃HBc 可持续存在数十年，因此 anti⁃HBc 成为

了临床诊断 HBV 与流行病学调查最有价值的血

清标志物之一［7］。作为流行病学调查的标志物之

一，不同地区、不同年龄段的人群，其 anti⁃HBc 检

测的阳性率均有所差异，此外检测的方法学和试

剂，也是影响其检测阳性率的重要因素［8⁃9］。

在本次研究中，使用两种CLIA的检测试剂盒、

一种 ELISA的检测试剂盒，对 400例健康查体者的

标本进行了 anti⁃HBc检测，其中达瑞公司与雅培公

司的阳性率均为 42.0%，阴阳性符合率为 100.0%，

说明两家公司 anti⁃HBc 试剂盒的检测结果符合率

高，具有很高的一致性。另外，本研究的实验结果

显示，科华公司的 ELISA法 anti⁃HBc检测试剂盒，

其测定不稀释的健康查体者标本时，anti⁃HBc的阳

性率为 79.0%，比CLIA试剂盒的更高，而测定经过

稀释的健康查体者标本时，其阳性率为 15.0%，比

CLIA试剂盒的低，该结果与陆盈［10］、汪咏新等［11］等

的研究结果一致。以雅培公司的检测结果作为测

定 anti⁃HBc的金标准，则达瑞公司的检测结果与雅

培公司一致，ELISA试剂盒测定不稀释的标本时，

假阳性率较高，测定稀释标本时，出现漏检率较

高。对于该情况，李金明［12］教授提出一种理论，认

为 anti⁃HBc的假阳性，可能是由血清（浆）中存在交

叉反应性抗体或干扰物质导致的，如前母B淋巴细

胞的非特异激活，导致未感染HBV的 IgA或 IgM相

关分子的产生，可能会导致 anti⁃HBc假阳性。在这

种情况下，使用还原剂，如二硫苏糖醇、重亚硫酸钾

和半胱氨酸等预处理血清标本将明显改善 anti⁃HBc
检测的特异性。其中雅培公司、达瑞公司的 anti⁃
HBc测定试剂盒，均需要对标本进行预处理，本研

究中使用其测定健康查体者的阳性率均为 42.0%，

明显低于无预处理的 ELISA anti⁃HBc 试剂盒测定

不 稀 释 标 本 的 79.0% ，高 于 测 定 稀 释 标 本 的

15.0%。由于雅培公司的检测结果更受国内外市场

的认可，故临床上建议选用与雅培公司测值符合率

较高的国产 CLIA anti⁃HBc 试剂盒，以降低 ELISA
anti⁃HBc试剂盒测定不稀释标本的假阳性率和测定

稀释标本的漏检率。

根据《慢性乙型肝炎防治指南》（2015年版）［13］

的指导意见，HBeAg阳性患者，药物治疗的满意终

点是停药后获得持续的病毒性应答，谷丙转氨酶复

常，并伴有 HBeAg 血清学转换，故本研究对 97 例

CHB患者的 anti⁃HBc水平和HBeAg水平进行了跟

踪检测，结果显示在抗病毒治疗前后，CHB患者的

anti ⁃ HBc 浓度无显著性差异（P＞0.05）；97 例

HBeAg阳性的 CHB患者经过治疗后，HBeAg血清

学转换率为 11.34%，anti⁃HBc 高浓度（≥9 000 IU/
mL）组的 HBeAg 血清学转换率为 20.83%，明显高

于 anti⁃HBc 低浓度（<9 000 IU/mL）组的 2.04%，该

差异具有统计学意义（P＜0.05）。故通过测定

HBeAg 阳性 CHB 患者的 anti HBc 水平，可预测患

者抗病毒药物治疗的效果，anti ⁃HBc 浓度高（≥9
000 IU/mL）的患者，其 HBeAg血清学转化率高，抗

病毒药物的治疗效果更好；而低浓度 anti⁃HBc（<9
000 IU/mL）的患者，HBeAg血清学转化率低，对治

疗不敏感。据袁权、Fan 等［1，14 ⁃ 16］的报道，在接受

ADV 和 PegIFN 治疗的 HBeAg 阳性病人中，基线

anti⁃HBc水平能有效预测治疗后HBeAg血清学转

换应答情况，基线 anti⁃HBc水平高的病人（ADV治

疗病人≥29 000 IU/mL；PegIFN治疗病人≥9 000 IU/
mL）较基线 anti⁃HBc 水平低者治疗后（随访终点）

HBeAg 血清学转换率更高。该研 （下转第 114页）
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广东省HER⁃2基因检测室间质控存在的问题分析

李淑华 1 郑晓克 1 王芳 2 李丽 3 孙世珺 4 何丹 5 彭燕 6 周建文 1 何琼 1

朱宇辛 1 王连唐 1★ 柯尊富 1★

［摘 要］ 目的 依托广东省临床病理质量控制中心分子病理组对广东省内医院开展的荧光原位杂

交（fluorescence in situ hybridization，FISH）方法检测 HER⁃2基因进行室间质控，全面了解 HER⁃2基因检

测的标准操作程序（standard operating procedure，SOP）的关键节点，以更好地指导乳腺癌靶向治疗。

方法 选择HER⁃2不同阳性模式的石蜡切片作为质控片，同一表达模式病例采取连续切片，首尾 2张各

做 FISH检测以确保质控片质量的一致性。各参加实验室采用各自的荧光原位杂交法，根据实际情况选

择相应的探针和消化酶等。质控结果由质控小组成员采取双盲形式进行结果判读。 结果 从我省参

与HER⁃2基因检测质控的 26家实验室汇报的结果来看，各实验室使用的试剂均为国家食品药品监督管

理总局批准的试剂，3种试剂探针本身对质控结果的影响无明显差异；个别实验室仍存在一些细节操作

及判读的问题，其中标本①结果吻合率 96.15%，一家单位误判为簇状扩增，标本②结果吻合率 84.62%，

标本③结果吻合率 100%；消化液使用了胃蛋白酶和蛋白酶K，2种酶的消化效果无特别明显差异，对质

控片进行镜下观察发现有 2家单位 4′，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚（4′，6⁃diamidino⁃2⁃phenylindole，DAPI）通道

下轮廓显示不清，提示存在消化过度的问题。 结论 各实验室应严格按照各实验室操作流程，保证染

色过程中的温度、缓冲液及清洗液的浓度和 pH值、探针的配置等参数准确。只有通过不断健全室间质

控系统，科学设计基础与临床实验流程步骤和评价标准，配合孰知各项实验内容的检测团队，定期进行

监查活动，才能确保提高我省HER⁃2检测的准确性和一致性。

［关键词］ 室间质控；HER⁃2；荧光原位杂交；乳腺癌

Analysis of the problems existed in the quality control of HER⁃2 gene testing in
Guangdong Province
LI Shuhua1，ZHENG Xiaoke1，WANG Fang2，LI li3，SUN Shijun4，HE Dan5，PENG Yan6，ZHOU Jianwen1，

HE Qiong1，ZHU Yuxin1，WANG Liantang1★，KE Zunfu1★

（1. Department of Pathology，the First Affiliated Hospital of Sun Yat ⁃ sen University，Guangzhou，Guang⁃
dong，China，510080；2. Department of Molecular Diagnostics，Sun Yat ⁃ Sen University Cancer Center，
Guangzhou，Guangdong，China，510060；3. Department of Pathology，Cancer Hospital Chinese Academy of
Medical Sciences，Shenzhen，Guangdong，China，518115；4. Division of Clinical Laboratory，Zhongshan
City Peoples Hospital，Zhongshan，Guangdong，China，528403；5. Department of Pathology，the Third Af⁃

·· 108



分子诊断与治疗杂志 2018年 3月 第 10卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, March 2018, Vol. 10 No. 2

filiated Hospital of Sun Yat ⁃sen University，Guangzhou，Guangdong，China，510630；6. Department of
Pathology，Guangdong Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine，Guangzhou University of Chi⁃
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[ABSTRACT] Objective Relying on the molecular pathology group of Guangdong province clinical
quality control center to carry out the external quality control for HER⁃2 gene detection by fluorescence in situ
hybridization (FISH) methods in Guangdong province hospitals, in order to understand the standard operating
procedure (SOP) key node of HER⁃2 gene detection entirely and better guide the targeted therapy of breast can⁃
cer. Methods The paraffin sections with different positive patterns of HER⁃2 were selected as the quality
control tablets, and the cases of the same expression pattern were performed consecutively, and the first and last
2 pieces were tested to ensure the consistency of quality control tablets. Each participating laboratories adopted
the FISH methods of their own work and selected the corresponding probes and digestive enzymes according to
the actual situation. The quality control results were interpreted by quality control team members in a double⁃
blind manner. Results From the results of 26 laboratories participating in the quality control of HER⁃2 gene
detection, all reagents used in the laboratories were approved by China Food and Drug Administration, and had
no significant effect of these 3 probes on the quality control results. There were still some details of operation
and interpretation in some individual laboratories. As a unit mistaken for cluster amplification, the self⁃agree⁃
ment results of specimen ① was 96.15%, specimen ② was 84.62%, and the consistency of specimen ③ was up
to 100%. The specimens were digested with Pepsin and proteinase K, and there were no obvious difference be⁃
tween the 2 kinds of enzyme digestion. Meanwhile, microscopic examinations showed that DAPI staining were
unclear in 2 units, it suggested the existence of excessive digestion. Conclusion Each laboratory should
strictly follow the operating procedures of each laboratory to ensure that the temperature, buffer and cleaning
liquid concentration and pH value, and probe configuration are accurate in the dyeing process. Only by constant⁃
ly improving the external quality control system, the scientific design basis and clinical experiment process
steps and evaluation standards, cooperating with the inspection team who knows the content, and regularly mon⁃
itoring activities, the accuracy and consistency of HER⁃2 detection can be ensured in our province.

[KEY WORDS] External quality control; HER⁃2; Fluorescence in situ hybridization; Breast cancer

乳腺癌是严重威胁女性健康的最常见的恶性

肿瘤，尽管现有的研究已经取得一定进展，其发病

率和死亡率仍逐年上升［1⁃3］。在乳腺癌中，HER⁃2
基因的表达与肿瘤的侵袭转移、预后和整体生存

率密切相关［4⁃7］，对于接受传统的化疗与内分泌治

疗方法耐受或耐药的患者［8⁃9］，针对 HER⁃2基因的

靶向药物赫赛汀（Herceptin）更是为其治疗提供了

新思路。研究表明 20%~30%的浸润性乳腺癌患

者尤其是浸润性导管癌患者中发现 HER⁃2 基因

的扩增和/或 HER⁃2 蛋白的过表达［10⁃11］，因此正确

检测和评价乳腺癌 HER⁃2 状态至关重要。美国

食品药品监督管理局（Food and Drug Administra⁃
tion，FDA）准许临床上进行 HER⁃2 检测的荧光原

位杂交（fluoresecence in situ hybridization，FISH）检

测用于检查 17号染色体着丝粒（CEP17）和HER⁃2
基因扩增情况，FISH的敏感性和特异性较高，是目

前国际公认的HER⁃2基因检测的“金标准”［10］。

开展HER⁃2室间质控的目的是为了实现各检

测实验室对同一病例检测结果保持一致性和可重

复性，进而反映患者 HER⁃2 基因的真实表达情

况。乳腺癌靶向药物赫赛汀主要应用于HER⁃2基

因过表达的乳腺癌患者，因此患者用药前必须测

定肿瘤组织中的 HER⁃2 基因状态，只有通过严格

的标准化检测，乳腺癌患者的靶向治疗才能达到

最佳效果。

广东省的三甲医院已相继运用FISH技术开展临

床上乳腺癌HER⁃2基因的检测，为了对我省HER⁃2
基因检测的基本情况进行摸底，发现和解决各实验

室检测中存在的共性及个性的问题，保证不同实验

室间检测的一致性，广东省病理质控中心 2015年 6
月举行了广东省 HER⁃2 室间质控项目（external
quality assessment，EQA），对我省广州、深圳、汕头

等市的 26 家医院及检测机构进行了评估，本文将

对本次质控的情况及存在的问题进行总结。

1 材料与方法

1.1 材料

此次质控使用的样本为甲醛固定的乳腺癌石
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蜡包埋的手术样本，选择 HER⁃2 不同阳性模式的

石蜡切片作为质控片标本，共设立 3个质控品，样

本①、②为 HER⁃2 基因扩增阳性样本，样本③为

HER⁃2基因扩增阴性样本。此次供片单位分别为

中山大学附属第一医院、中山大学附属肿瘤医院、

广东省中医院 3 家单位。每家供片单位提供 1 个

样本，该样本提供 90 张切片，切片厚度均为 3~5
μm，保证参与质控的各实验室每个样本有 3 张玻

片，一张用于组织学染色，一张用于 HER⁃2检测，

一张备用，供片单位将同一病例的首尾 2 张各做

FISH检测以确保质控片质量的一致性。供片单位

于质控活动正式开展 15日前将切片及参考结果上

交广东省临床病理医疗质量控制中心分子病理质

控小组，供片单位提供的质控品在发放前需由一

家分子病理质控小组成员确定的医院再次检测验

证。质控结果由质控小组成员采取双盲形式进行

结果判读。质控样本统一寄发给各参与实验室，

每家参评单位在收到质控玻片一个月内完成检测

后，将“室间质评活动回报表”和检测的原始玻片

在低温状态下快递邮寄到省临床病理医疗质量控

制中心，质评成绩在实验室上报结果 2周后下发。

1.2 方法

1.2.1 检测方法

本次质控各实验室采用荧光原位杂交（FISH）检
测方法。基本程序包括组织切片、脱蜡至水化、预处

理、酶消化、脱水、变性和杂交、洗涤复染、复染阅

片。操作流程按照每家单位临床检测的标准操作程

序（standard operating procedure，SOP）进行。主要步

骤如下：室温下进行组织切片，切片厚度为 4 μm；

100％乙醇、85％乙醇、70%乙醇梯度酒精进行脱水，

然后将玻片放至去离子水中；将玻片放入（95±5）℃
的去离子水中煮片 20~30 min或者将玻片放入 80℃
的预处理试剂中，恒温处理 10 min；将组织切片用蛋

白酶K或胃蛋白酶工作液中浸泡或滴染消化；依次

置于 70%乙醇、85％乙醇和 100％乙醇中进行脱水；

自然干燥或置 45~50℃烤片机上干燥玻片，加探针后

盖上盖玻片并用封片胶密封后放于原位杂交仪中变

性杂交，也可利用水浴箱等设定好的温度条件进行

人工变性杂交，变性温度一般为 73~83℃，变性 5
min，杂交温度为 37℃或 42℃，杂交时间 16~20 h；杂
交完成后移去盖玻片，按照试剂盒说明书中要求的

NP40及 2×SSC的浓度进行杂交后洗涤；70%乙醇处

理 5 min，玻片自然干燥后滴加 4′，6⁃二脒基⁃2⁃苯基

吲哚（4′，6⁃diamidino⁃2⁃phenylindole，DAPI）复染封

片，避光荧光显微镜下进行阅片。

1.2.2 判读标准

判读标准按照《乳腺癌 HER⁃2检测指南（2014
版）》，选择细胞核大小一致、核边界完整、DAPI染
色均一、细胞核无重叠、信号清晰的细胞。随机计

数至少 20 个浸润癌细胞核中的双色信号，判读标

准：①当 HER⁃2/CEP17 比值≥2.0 时，为 HER⁃2 阳

性；HER⁃2/CEP17比值<2.0，但平均HER⁃2拷贝数/
细胞≥6.0 时也为 HER⁃2阳性。②HER⁃2/CEPl7 比

值<2.0且平均HER⁃2拷贝数/细胞<4.0时为HER⁃2
阴性。③HER⁃2/CEP17 比值<2.0 且平均 HER⁃2
拷贝数/细胞<6.0，但 HER⁃2 拷贝数/细胞>4.0 时

HER⁃2为结果不确定［12］。

1.2.3 质评考核参数

根据各参评单位上交的资料，质控小组各成

员从检测试剂的种类、消化液种类、消化液的浓度

及消化时间、红绿信号比值、检测玻片的背景及信

号强度、浸润癌所占的细胞比例、玻片是否水煮及

水煮时间、变性及杂交的温度及时间、是否有异质

性等参数进行结果评定。

2 结果

2.1 检测试剂种类

本次参控单位使用的检测试剂共有雅培（美

国）、北京金菩嘉医疗科技有限公司、广州安必平

医药科技股份有限公司 3家公司的试剂，从汇报的

结果看，3种试剂探针本身对质控结果的影响无明

显差异。

2.2 消化液种类及时间

本次质控中，消化液使用了胃蛋白酶和蛋白酶

K 2种消化酶，12家使用了蛋白酶K，其中 11家使用

的蛋白酶K浓度为 200 μg/mL，消化时间为 0.5~19
min，1家医院使用的蛋白酶K浓度为 150 μg/mL，消
化时间为 10 min。14家使用了胃蛋白酶，浓度为 4
mg/mL，消化时间为 5~40 min。通过镜下观察信号

杂交情况，2种酶的消化效果无特别明显差异。

2.3 其它参数情况

26 家参评单位，除 3 家未采用水煮的处理方

式之外，其余 23家均进行了水煮的步骤，水煮时间

17~30 min，其中 1家用 EDTA修复液进行水煮，其

余均采用双蒸水水煮。总体变性温度为 73~85℃，

变性时间 5~8 min；杂交温度 37~42℃，杂交时间
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12~20 h。在本次质控中，标本①有 2 家医院的

检测报告中提及标本存在肿瘤异质性问题，标

本②有 1家医院检测报告提及异质性问题。

2.4 结果吻合率

乳腺癌标本①结果吻合率 96.15%，HER⁃2/
CEP17 比值介于 3.29~8.52，HER⁃2/CEP17 平均值

为 4.12（图 1），有 1 家单位结果报成簇状扩增，镜

下观察其玻片的红色背景下存在非特异杂交信

号，簇状扩增应为误判；乳腺癌标本②结果吻合率

84.62%，4 家实验室报点扩增，HER⁃2/ CEP17 比值

介于 7.49~10.27，其余实验室均报HER⁃2基因红色

信号点成簇（图 2）；标本③结果吻合率 100%。

HER⁃2/CEP17 比值介于 1.00~1.79，HER⁃2/CEP17
平均值为 1.18（图 3）。

2.5 背景及信号强度

在荧光显微镜下观察 26 家参评单位的玻片，

DAPI 通道下观察轮廓消化过度的有 2 家，红色信

号强度较弱有 2 家，绿色信号强度较弱有 1 家。

背景及信号强度结果不合格者与规范实例的典型

对照如图 4，该图像是使用 OLYMPUS BX51 荧光

显微镜在 100×油镜下观察 FISH 检测的玻片后采

集并合成的。参评单位中有 2 家单位 DAPI 轮廓

显示不清，甚至可见红色与绿色信号定位于细胞

外（图 4A1，4A2）。红色信号强度较弱者 2 家（图

4B1，4B2），绿色信号强度较弱者 1 家（图 4C1，

4C2），通过改进和完善制片方法可以避免类似结

果发生。

3 讨论

FISH 技术操作中影响染色质量的因素较多，

如果实验过程中操作不当会严重影响最终染色结

果，因此只有准确地检测HER⁃2基因的表达才能确

保患者可以从靶向治疗中获益。笔者结合本次质

控中存在的问题及实验室在实际检验中的情况，针

对在 FISH 操作过程中一些关键操作步骤进行

探讨。

FISH 操作对组织的前期处理要求比较严

格，要求标本尽量在离体 0.5 h 内用 10%中性甲

醛进行及时、有效的固定，由于甲醛可以使 DNA
或蛋白质的氨基团间形成亚甲基网桥，这种交联作

用使细胞质或细胞核内的各种生物大分子形成网

络，利于维持细胞结构和组织形态，但这样会影响

细胞膜的通透性，阻碍核酸探针的掺入［13］。为了解

石蜡组织标本经甲醛固定后蛋白质分子发生交联

造成的抗原封闭问题，目前参加质评的各实验室采

用了高温预处理的方法，常见的预处理的方式主要

包括水煮法、硫氢化钠法、亚硫酸氢钠法等。在上

述操作过程中水煮法最为简便易行，本次质控中

88%的医院采用了水煮的处理方式，该步骤主要通

过高温或化学处理消除甲醛固定所致的蛋白交联，

图 1 各参评实验室标本①的HER⁃2/CEP17比值情况

Figure 1 The HER⁃2/CEP17 ratio of specimen ① in each
participating laboratory
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图 2 各参评实验室标本②的HER⁃2/CEP17比值情况

Figure 2 The HER⁃2/CEP17 ratio of specimen ② in
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AA

BB

CC

A1 A2 A3

B1 B2 B3

C1 C2 C3

A：DAPI轮廓；B：红色信号强度；C：绿色信号强度。其中，A1、B1、C1为消化严重过度，A2、B2、C2为消化过度，A3、B3、C3为消化适中。

图 4 FISH背景及信号强度检测结果

Figure 4 FISH test of background and signal intensity results

水煮的液体可以是去离子水、超纯水或者双蒸馏

水，时间一般为 15~30 min。临床检测中，对于一些

软组织肉瘤等类型的标本及一些抗原封闭严重不

利于探针杂交的组织可以尝试用柠檬酸（pH 6.0）
或 EDTA（pH 9.0）抗原修复液进行煮沸或高压修

复。在实际操作中应结合实验室使用的试剂盒、不

同的组织标本及探针类型采取不同的处理方式来

摸索合适的高温预处理条件。

在 FISH操作中，为了增加组织的通透性，使探

针更好地与组织内的 DNA进行杂交，一般采用酶

消化的方法以去掉包围靶核酸的蛋白质。之前研

究报道，一般脱落细胞用胃蛋白酶消化，活检组织

用蛋白酶 K，且所有标本在摸索条件之前应该在显

微镜下确定其标本和形态类型以便灵活掌握酶的

消化程度［14］。但在实际操作中，也有很多试剂盒推

荐用胃酶来消化组织，胃酶比较温和，用于消化组

织也可以起到很好的效果。酶消化的时间会因酶

种类的不同而有所改变，且由于标本固定、组织结

构、性质不同，即便在相同的热水浴预处理、酶消

化时间条件下，其组织细胞消化的程度也不一致，

产生的背景荧光、信号荧光强度也不同，即信噪比

也会不同［15］。此次质控中，由于各实验室酶的储存

及效价不同，还有酶的消化方式不同，有些单位将

玻片放入考普林瓶用浸泡法进行消化，有些单位将

消化液滴在玻片的组织上进行消化，因此同种类且

同浓度的酶在不同医院间存在消化时间上的差
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异。为避免本次质控中一些实验室出现消化过度

的问题，可在玻片消化后置于荧光显微镜下的

DAPI 通道观察细胞核是否清晰完整来判定消化

效果，如果消化不足，镜下细胞边缘呈云雾状，会

影响杂交效率使信号降低甚至无法完成正常杂

交造成无信号；但如果消化过度，镜下观察细胞

核内出现空洞、核膜不完整甚至消失，引起靶核

酸减少使杂交效率降低甚至无法杂交。

乳腺癌是一种典型存在异质性的肿瘤，并且肿

瘤的组织学和遗传特性都具有异质性［16⁃ 17］，因此，现

有临床数据表明并不是所有的HER⁃2阳性患者都

能从抗HER⁃2靶向治疗中获益［18］。 肿瘤异质性是

影响靶向药物疗效和复发的重要因素，靶向药物选

择性杀伤依赖靶分子的肿瘤细胞，采用曲妥珠单抗

治疗后，如果肿瘤主要由HER⁃2高表达的肿瘤这类

型细胞组成，靶向药物杀灭大多数肿瘤细胞，获得

较好的短期疗效，但不依赖此途径的肿瘤细胞则可

能存活而逐渐形成耐药细胞群［19］。在日常检测中，

为避免异质性的问题一定要规范地阅片，病理医生

在对至少 20个细胞计数之前应该扫描整张玻片，如

果存在第二群细胞有更高的HER⁃2信号数/细胞，并

且这群细胞由切片上超过 10%的肿瘤细胞组成，应

另对这群细胞中至少 20个不重叠的细胞进行计数

并报告，同时要对该群细胞占所有浸润性肿瘤细胞

的比例进行报告［20］。此次质控中出现参评单位的

结果存在对异质性的报告不统一、报告中红绿信号

比例不同以及浸润癌占肿瘤细胞比例不同的问题，

分析原因一方面是因为石蜡质控标本在连续切片

过程中，随着切片数量的增加，组织中的肿瘤细胞

含量及结构发生变化所致，一方面是该质控样本的

确本身存在异质性问题，如选择不同区域阅片会存

在差异。因此，在临床检测中，一旦发现肿瘤异质

性，应规范地在报告中指出。

综上所述，要保证HER⁃2检测的准确性和可重

复性，实验室应严格按照各实验室操作流程，保证

染色过程中的温度、缓冲液及清洗液的浓度和 pH
值、探针的配制等参数准确，确保样本处理、各检测

流程及判读等各个步骤均规范化操作，只有通过不

断健全室间质控系统，科学设计基础与临床实验流

程步骤和评价标准，配合孰知各项实验内容的检测

团队，定期进行监查活动，才能确保临床乳腺癌

HER⁃2基因的检测持续准确、可靠，从而更好地为临

床诊疗服务。
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究结果与本研究的发现一致，本研究进一步验证

了 anti⁃HBc 这一经典 HBV 血清学指标的定量检

测，对HBeAg阳性 CHB患者的药物治疗效果有预

测作用，对 anti⁃HBc的进一步临床应用、CHB患者

的治疗和预后观察有着重大的意义。
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γ⁃干扰素释放实验在结核病诊断中的应用价值分析

王甲甲★ 唐义斌 张玲英 洪华 谭泰昌 王智斌

［摘 要］ 目的 回顾性分析 γ⁃干扰素释放实验（interferon⁃gamma release assays，IGRA）在结核病

诊断中的应用价值。 方法 采用结核 IGRA（Tuberculosis⁃IGRA，TB⁃IGRA）法分别检测 111 例结核病患

者（包括 97 例肺结核和 14 例肺外结核）和 98 例非结核病患者的 γ⁃干扰素释放量，并以临床诊断为标

准，评价 TB⁃IGRA 诊断结核病（包含涂阴肺结核和肺外结核）的敏感度、特异度、阴性预测值、阳性预

测值、诊断准确度；同时对 TB⁃DNA、TB⁃IgG、结核杆菌培养实验间的一致性进行评价。 结果

TB⁃IGRA 诊断结核病的敏感度为 89.2%，显著高于 TB⁃IgG（35.6%）、结核杆菌培养（40.6%）及结核涂片

实验（18.3%）（P 均<0.05）；而 TB⁃IGRA 诊断结核病的特异度（76.5%）低于 TB⁃IgG（96%）、结核杆菌培

养（95%）及结核涂片实验（100%）（P 均 <0.05）；TB⁃IGRA 法诊断涂阴肺结核的敏感度（89.6%）高于

TB⁃IgG（32.9%）及结核杆菌培养法（33.3%），而特异度（76.4%）低于 TB⁃IgG（97.9%）及结核杆菌培养法

（97.2%）（P 均 <0.05）；且 TB⁃IGRA 与 TB⁃IgG、结核杆菌培养实验的诊断结果有差异，且差异有统计学

意义（P均<0.05）；TB⁃IGRA 与 TB⁃DNA 诊断结果的差异无统计学意义（P>0.05）。 结论 TB⁃IGRA 具

有很高的敏感度，阴性预测值显著高于 TB⁃IgG、结核杆菌培养和结核涂片实验，在结核病的诊断方面

具有很高的阴性预测价值。

［关键词］ γ⁃干扰素释放试验；结核病；涂阴肺结核

Application value of interferon⁃gamma release assays in the diagnosis of tuber⁃
culosis
WANG Jiajia★，TANG Yibin，ZHANG Lingying，HONG Hua，TAN Taichang，WANG Zhibin
（Clinical Laboratory，Sichuan Academy of Medical Sciences&Sichuan Provincial People′s Hospital，Cheng⁃
du，Sichuan，China，610072）

[ABSTRACT] Objective To retrospectively analyze the application value of interferon⁃gamma release
assays (IGRA) in the diagnosis of tuberculosis. Methods The interferon⁃γ release levels of 111 cases of
tuberculosis patients (including 97 cases of pulmonary tuberculosis and 14 cases of extrapulmonary tuberculo⁃
sis) and 98 non⁃tuberculosis patients were detected by TB⁃IGRA assay. The clinical diagnosis was used as the
standard, to evaluate the sensitivity, specificity, negative predictive value, positive predictive value and accura⁃
cy of TB⁃IGRA in the diagnosis of tuberculosis (including smear negative pulmonary tuberculosis and extrapul⁃
monary tuberculosis). Furthermore, TB⁃DNA, TB⁃ IgG, mycobacterium tuberculosis culture experiment were
carried on a portion of the patients to evaluate the consistency among the above experiments. Results The
sensitivity of TB⁃IGRA in the diagnosis of tuberculosis was 89.2%, significantly higher than that of TB⁃IgG
(35.6%, P<0.05), mycobacterium tuberculosis culture (40.6%, P<0.05) and tuberculosis smear (18.3%, P<0.05).
The specificity of TB⁃IGRA (76.5%) in the diagnosis of tuberculosis was less than that of TB⁃IgG (96%), myco⁃
bacterium tuberculosis culture (95%), and tuberculosis smear (100%) (all P<0.05). The sensitivity of TB⁃IGRA
in the diagnosis of smear⁃negative tuberculosis was 89.6%, significantly higher than that of TB⁃IgG (32.9%),
mycobacterium tuberculosis culture (33.3%), and the specificity of TB⁃IGRA (76.4%) was less than that of
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TB⁃IgG (97.9%), mycobacterium tuberculosis culture(97.2%) (all P<0.05). TB⁃IGRA can increase the sensitivi⁃
ty of diagnosis for extrapulmonary tuberculosis. The difference in the diagnosis of tuberculosis between TB⁃IG⁃
RA and TB⁃IgG, mycobacterium tuberculosis culture were statiscally significant (P<0.05); but the comparison
between TB⁃IGRA and TB⁃DNA revealed no statistical significance (P>0.05). Conclusion TB⁃IGRA has
high sensitivity, and higher negative predictive significance than TB⁃IgG, tuberculosis culture and smear, thus
TB⁃IGRA has a high negative predictive value in the diagnosis of tuberculosis.

[KEY WORDS] Interferon⁃γ release assays；Tuberculosis；Smear negative pulmonary tuberculosis

结核病是严重威胁人类健康的重大传染病之

一，随着结核杆菌多重耐药株的增多、结核合并

HIV 感染以及人口流动增大等问题的出现，使得

结核病防控形势变得异常严峻，更凸显出了对结

核病进行快速、有效诊断的重要性［1］。近年来，

以 T 细胞免疫为基础的体外 γ⁃干扰素释放试验

（interferon⁃gamma release assays，IGRA）被证实在

结核分枝杆菌感染检测中有较好的敏感性和特

异性，但目前围绕结核 IGRA（Tuberculosis⁃IGRA，

TB⁃IGRA）开展的研究均集中在结核低流行区的

各发达国家进行，而诸如中国在内的发展中国家

作为结核的高流行区，存在庞大的非活动性结核

感染人群。TB⁃IGRA 作为单独指标在临床上对

结核病的诊断价值仍不明确，在我国结核病诊断

中的临床应用价值也有待评估［2］。本研究将对

TB⁃IGRA 在结核病诊断方面的价值进行评估，并

对其与其他结核相关检测方法的一致性进行

探讨。

1 对象与方法

1.1 研究对象

本研究为回顾性研究，选取 209例疑似结核病

并于 2014 年 11 月至 2016 年 3 月间在四川省人民

医院接受住院治疗的患者。其中男性 138例，女性

71例；年龄 4~90岁，平均年龄 48.04岁。经住院治

疗后，最终根据《肺结核诊断和治疗指南》［3］临床诊

断为肺结核的患者 97 例，肺外结核的患者 14 例

（包括结核性腹膜炎、结核性胸膜炎、结核性胸水、

淋巴结结核，肾结核等）；通过临床表现和其他辅

助诊断，最终临床诊断为非结核病的患者 98例（包

括肺炎、肺气肿、肺癌、肺间质病、类风湿性关节

炎、炎性关节炎、泌尿系统感染等）。以确诊结核

病患者为实验组，排除结核患者为对照组，实验组

中男性 76 例（年龄介于 6~81 岁，平均年龄 44.50
岁），女性 35 例（年龄介于 10~79 岁，平均年龄

47.92 岁）；对照组中男性 62 例（年龄介于 7~90
岁，平均年龄 42.10 岁），女性 36 例（年龄介于 4~
86 岁，平均年龄 50.2 岁）。两组患者年龄、性别差

异无统计学意义（P>0.05）。所有患者均行 IGRA
检测，患者行结核分枝杆菌 DNA 检测、结核杆菌

IgG 抗体检测、结核杆菌快速培养及结核涂片

染色。

1.2 仪器与试剂

γ ⁃干扰素释放试验（IGRA）试剂盒（批号：

TR20161004）购自北京万泰生物药业股份有限公

司，检测仪器为山东烟台艾德康公司流水线式全

自动酶免工作站，型号：ADC ELISA 180。结核分

枝杆菌 DNA 检测试剂盒购自中山大学达安基因

股份有限公司（批号：2016003），检测仪器为美国

ABI 公司 Prism 7500 型 PCR 仪。抗酸染色试剂购

自珠海贝索生物技术有限公司（冷染法）（批号：

410011）。结核杆菌快速培养法：使用珠海贝索生

物技术有限公司的罗氏培养管，仪器为生物梅里

埃中国有限公司 Bact/ALERT 3D 培养仪。结核杆

菌 IgG 抗体（TB⁃IgG）法的试剂盒购自北京万泰生

物药业股份有限公司（批号：TB20160903），检测仪

器为山东烟台艾德康公司流水线式全自动酶免工

作站。

1.3 研究步骤

首先，使用肝素抗凝采血管（美国 BD公司）采

集全血 3 mL，采集到的全血分别加入 3 种不同的

培养管（1 mL/管）（本底对照培养管、结核特异性

抗原测试培养管、非特异刺激抗原阳性对照培养

管），马上轻柔地颠倒混匀 3 次以上，使抗凝剂

充分溶解。新鲜全血经刺激培养（22±2）h 后，

（1 080~3 130）×g离心 10 min，收集上清液于新的

EP 管中。其次，用双抗体夹心法定量检测上清液

中 γ干扰素（interferon⁃γ，IFN⁃γ）的含量，根据刺激

培养系统中特异性升高的 IFN⁃γ的量，来判定是否

为结核分枝杆菌感染阳性。

·· 116



分子诊断与治疗杂志 2018年 3月 第 10卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, March 2018, Vol. 10 No. 2

1.4 统计学分析

数据整理及分析均使用 SSPS 17.0 软件完成

统计学分析，TB⁃IGRA 与 TB⁃DNA、TB⁃IgG、结核

杆菌培养、结核涂片实验诊断效能差异的两两比

较，采用四格表配对 c2 检验，即 McNemar 假设检

验，敏感度、特异度、准确度及阴阳性预测值均采

用均值及 95%可信区间表示，P<0.05 表示差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 不同方法诊断结核病的敏感度、特异度、准确

度及预测值

在本研究的 209 例患者中，结核病患者 111
例，非结核病患者 98例。所有病例均做了 TB⁃IG⁃
RA检测，行 TB⁃IgG、结核杆菌培养、结核涂片检查

的病例数分别为 155、136、166。以临床诊断为金

标准，TB⁃IGRA、TB⁃IgG、结核杆菌培养、结核涂片

检验方法诊断结核病的敏感度、特异度、准确度及

预测值见表 1，结果发现，TB⁃IGRA 实验诊断结核

病的敏感度明显优于其他检测方法，而特异度却

低于其他方法。

2.2 TB⁃IGRA 诊断痰涂片阴性肺结核的敏感度、

特异度、准确度及预测值

在本研究中，共有 166例患者做了结核涂片检

查，该组患者均做了 TB⁃IGRA检查（包括涂阴肺结

核 77 例，其他肺部疾病 89 例），同时行 TB⁃IgG 检

查的病例共 120例（包括涂阴肺结核 73例，其他肺

部疾病 47 例），行结核杆菌培养的病例共 105 例

（包括涂阴肺结核 69例，其他肺部疾病 36例）。以

临床诊断为金标准，TB⁃IGRA、TB⁃IgG及结核杆菌

培养法诊断涂阴肺结核的敏感度、特异度、准确度

及预测值见表 2，结果可见，TB⁃IGRA 法诊断涂阴

肺结核的敏感度高于 TB⁃IgG及结核杆菌培养法，

而特异度低于 TB⁃IgG及结核杆菌培养法。

TB⁃IGRA
阳性

阴性

TB⁃IgG
阳性

阴性

结核杆菌培养

阳性

阴性

结核涂片

阳性

阴性

结核病

（n）

99
12

36
65

39
57

20
89

非结核病

（n）

23
75

2
52

2
38

0
57

敏感度

（%）

89.2（83.5~94.9）

35.6（26.3~44.9）

40.6（30.8~50.4）

18.3（11.0~25.6）

特异度

（%）

76.5（68.1~84.9）

96.0（90.8~100.0）

95.0（88.2~100.0）

100.0

阳性预测值

（%）

81.1（74.2~88.0）

94.7（82~99）

95.1（88.5~100.0）

100.0

阴性预测值

（%）

86.2（80.0~93.4）

44.4（35.5~53）

40.0（30.1~49.9）

39.0（31.1~46.9）

诊断准确度

（%）

82.5（77.3~87.7）

56.8（49.0~64.6）

30.1（22.4~37.8）

46.4（38.8~54.0）

表 1 不同方法诊断结核病的敏感度、特异度、准确度及预测值

Table 1 Sensitivity，specificity，accuracy and predictive value of different methods in diagnosis of tuberculosis

数据表示均采用均值及 95%可信区间。

2.3 TB⁃IGRA诊断肺外结核的敏感度

纳入本研究的肺外结核病例仅有 14 例，与

肺结核组相比，例数差异较大，因此，计算特异

性、预测值没有太大的说服力。本研究仅对 TB⁃
IGRA 诊断肺外结核的敏感度进行统计，结果见

表 3，可以看出，与 TB⁃IgG、结核杆菌培养法相比，

TB⁃IGRA 法能显著提高对肺外结核的诊断敏

感度。

2.4 不同检验方法在诊断结核病方面的差异

2.4.1 TB⁃IGRA与 TB⁃IgG
在本研究的病例中，同时行 TB⁃IGRA 和 TB⁃

IgG 检查的病例数有 154 例，其中结核病患者

101 例，非结核病患者 53 例。对 101 例结核病患

者和 53 例非结核病患者的 TB⁃IGRA 和 TB⁃IgG
检验结果进行比较，差异有统计学意义（P<0.05）
（表 4）。
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TB⁃IGRA

阳性

阴性

TB⁃IgG

阳性

阴性

结核杆菌培养

阳性

阴性

涂阴肺结核

（n）

69

8

24

49

23

46

其他肺部疾病

（n）

21

68

1

46

1

35

敏感度

（%）

89.6（82.8~96.4）

32.9（22.1~-43.7）

33.3（22.0~44.1）

特异度

（%）

76.4（66.9~85.9）

97.9（93.8~100.0）

97.2（91.8~100.0）

阳性预测值

（%）

76.7（68.0~85.4）

96.0（88.3~100.0）

95.8（87.8~100.0）

阴性预测值

（%）

89.5（82.7~96.3）

48.4（38.4~58.4）

43.2（32.4~54.0）

诊断准确度

（%）

82.5（76.7~88.3）

58.3（49.5~67.1）

55.2（45.7~64.7）

表 2 不同方法诊断涂阴肺结核的敏感度、特异度、准确度及预测值

Table 2 Sensitivity，specificity，accuracy and predictive value of different methods in diagnosis of smear⁃negative
pulmonary tuberculosis

数据表示均采用均值及 95%可信区间。

方法

TB⁃IGRA
TB⁃IgG

结核杆菌培养

总例数

14
10
10

阳性例数

11
3
4

敏感度(%)
78.6
30.0
40.0

表 3 TB⁃IGRA诊断肺外结核的敏感度

Table 3 Sensitivity of TB⁃IGRA in diagnosis of
extrapulmonary tuberculosis

类别

总患者

TB⁃IgG阳性

TB⁃IgG阴性

合计

结核患者

TB⁃IgG阳性

TB⁃IgG阴性

合计

非结核患者

TB⁃IgG阳性

TB⁃IgG阴性

合计

合计

38

116

154

36

65

101

2

51

53

TB⁃IGRA阳性

32

69

101

4

7

11

2

40

42

TB⁃IGRA阴性

6

47

53

32

58

90

0

11

11

k

0.159

⁃0.03

0.022

P

0.000

0.000

0.021

表 4 TB⁃IGRA与 TB⁃IgG在诊断结核病方面的差异

Table 4 Difference of TB⁃IGRA and TB⁃IgG in the
diagnosis of tuberculosis

2.4.2 TB⁃IGRA与结核杆菌培养

在本研究的病例中，同时行 TB⁃IGRA 和结核

杆菌培养的病例数有 124 例，其中结核病患者 95
例，非结核病患者 29 例。对 95 例结核病患者的

TB⁃IGRA 和结核杆菌培养检查结果进行分析，

差异有统计学意义（P<0.05）（表 5）。在 29例非结

核患者中，有 1 例非结核分枝杆菌（nontuberculous
mycobacteria，NTM）感染的患者，其结核杆菌培养

为阳性，IGRA 为阴性，说明 IGRA 对 NTM 有一定

区分能力。

2.4.3 TB⁃IGRA与 TB⁃DNA
对 133例（107例结核病，26例非结核病）患者

的 TB⁃IGRA、TB⁃DNA 检查结果的一致性进行统

计，2种检验方法无统计学差异（P>0.05）（表 6）。

类别

总患者

结核杆菌培养阳性

结核杆菌培养阴性

合计

结核患者

结核杆菌培养阳性

结核杆菌培养阴性

合计

非结核患者

结核杆菌培养阳性

结核杆菌培养阴性

合计

合计

39

85

124

38

57

95

1

28

29

TB⁃IGRA
阳性

33

58

91

33

52

85

0

6

6

TB⁃IGRA
阴性

6

27

33

5

5

10

1

22

23

k

0.120

⁃0.036

⁃0.063

P

0.000

0.000

0.125

表 5 TB⁃IGRA与结核杆菌培养在诊断结核病方面的差异

Table 5 Difference of TB⁃IGRA and mycobacterium
tuberculosis culture in the diagnosis of tuberculosis
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3 讨论

结核病的早期发现与治疗，可以显著遏制结

核病的发展和传播，是目前控制结核病最有效的

措施。TB⁃IGRA 法是辅助诊断结核病的新方法，

且能排除卡介苗和NTM对结果的干扰，具有很高

的临床应用价值。

本研究结果显示，TB⁃IGRA诊断结核病的敏感

度为 89.2%，阳性预测值为 81.1%，阴性预测值为

86.2%，这与国内［4］和国外［5］的研究数据相符；特异

度为 76.5%，低于国外研究报道［6］。其可能原因是，

国外对特异度的研究主要针对低风险人群，在高收

入国家的低感染率地区，IGRA 的总体特异性在

88%左右；而我国是高结核负担国家，人群中潜伏

性结核感染率高，理论上导致了 IGRA 的特异度

降低。

与其他实验的比较显示，TB⁃IgG（35.6%）、结

核杆菌培养（40.6%）和结核涂片实验（18.3%）的诊

断敏感度均显著低于 IGRA。在过去，结核杆菌培

养阳性常作为评价其他诊断方法的金标准［7-8］；但

由于取材和培养条件限制等原因，很多结核患者

并不能获得阳性的结核杆菌培养结果，特别是肺

外结核和涂阴肺结核，获取病原菌相当困难，因此

病原学证据并不能成为结核诊断的金标准。同

时，结核杆菌培养也可因NTM感染而导致假阳性

结果，本研究即有 1例最终排除为结核分枝杆菌感

染的患者，其结核杆菌培养为阳性，IGRA为阴性，

说明 IGRA 对 NTM 有一定区分能力，这一结论也

与其他研究相符合［5］。在本研究中，IGRA 对结核

病和涂阴肺结核的诊断价值无明显差异，而结核

培养的敏感度明显下降，凸显了 IGRA在此类患者

中的诊断优势。此结论也与黄其俊等人［9］的研究

结果相符合。

与 TB⁃IgG、结核杆菌培养和结核涂片法相

比较，IGRA 诊断结核病的阴性预测值显著高

于 TB⁃IgG（44.4%）、结核杆菌培养（40.0%）和结核

涂片实验（39.0%）；在我国高结核感染率的环境

下，IGRA 阴性结果对于排除结核病的诊断具有

重要意义。而在特异度、阳性预测值上，IGRA 显

著低于 TB⁃IgG、结核杆菌培养和结核涂片结果，

说明在检查结果冲突的情况下，后三者的阳性

结果更支持结核诊断的确立。此外，IGRA 与

TB⁃DNA 在诊断结核病方面，并没有统计学差

异，这表明 TB⁃DNA 对于结核病的诊断也不失为

可选择的诊断方法［10］，TB⁃IGRA 与 TB⁃DNA 联合

辅助诊断结核病的效能评价也将成为未来研究的

热点之一。

综上所述，TB⁃IGRA 作为一项新的结核病辅

助诊断技术，具有很高的敏感度及阴性预测值，在

我国高结核发病率的背景下，对结核病的诊断具

有很高的应用价值。
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类别

总患者

DNA阳性

DNA阴性

合计

结核患者

DNA阳性

DNA阴性

合计

非结核患者

DNA阳性

DNA阴性

合计

合计

108

25

133

97

10

107

11

15

26

TB⁃IGRA阳性

88

13

101

86

9

97

2

4

6

TB⁃IGRA阴性

20

12

32

11

1

12

9

11

20

k

0.266

-0.120

-0.090

P

0.296

0.173

0.267

表 6 TB⁃IGRA与 TB⁃DNA在诊断结核病方面的差异

Table 6 Difference of TB⁃IGRA and TB⁃DNA in the
diagnosis of tuberculosis
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•综 述•

口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcino⁃
ma，OSCC）是常见的恶性肿瘤，不仅恶性程度高、

易发生局部侵袭及颈部淋巴结转移，还影响颜面形

态和咀嚼、发音等功能，导致患者生存率和生活质

量受到严重影响。近年来，长链非编码 RNA（long
non⁃coding RNA，lncRNA）在肿瘤的发生发展方面

的研究受到广泛关注，一些 lncRNA在疾病的早期

诊断、治疗和预后判断方面已发挥了重要的作

用［1］。为给 OSCC 的基因诊断和治疗提供新的研

究思路，本文将结合国内外最新报道对 lncRNA 在

OSCC中的表达情况及调控机制作一综述。

1 lncRNA的概述

lncRNA 是一类位于细胞核或细胞质内、长度

大于 200个核苷酸且不具有可读框的转录本。研究

发现 lncRNA可在表观遗传学水平、转录水平和转

录后水平等多个层面上，通过介导染色质重塑、组

蛋白修饰、X染色体失活、基因组印迹、转录、剪接、

长链非编码RNA在口腔鳞状细胞癌中的研究进展

黄佳欣 邵婷如 陈跃川 吕晓智★

［摘 要］ 近年研究发现，多种长链非编码 RNA（long non⁃coding RNA，lncRNA）参与了生物学过

程且发挥了重要的调控功能，如胚胎发育、细胞周期调控、干细胞多能性分化、免疫监视等，其异常调

节可导致各类疾病包括肿瘤的发生发展，对于多种恶性肿瘤的早期诊断、治疗和预后判断有非常重要

的价值。但到目前为止，lncRNA 在口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，OSCC）中的研究报

道还较少，本文将结合国内外最新报道对与 OSCC 相关的 lncRNAs 的表达及意义和调控机制作一综

述，为 OSCC的基因诊断和治疗提供新的思路。
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[ABSTRACT] Recently, research has shown that long non⁃coding RNA (lncRNA) play a critical regula⁃
tory role in a variety of biological processes, such as modulation of apoptosis, invasion, metastasis, ect. Dysreg⁃
ulation of these lncRNAs can lead to a variety of human diseases, especially cancer. lncRNAs have been con⁃
firmed to be valuable for early diagnosis, treatment and prognosis for various types of cancer. However, there
has still not been any comprehensive studies on oral squamous cell carcinoma (OSCC). In this paper, the expres⁃
sion and meaning of lncRNAs related to OSCC as well as their regulatory mechanism from the latest articles
both domestic and abroad to provide new insights into genetic diagnosis and treatment of OSCC will be re⁃
viewed．
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翻译、降解和转运等多种途径调控基因的表达，从

而影响细胞分化、生长、新陈代谢过程及疾病的发

生发展［1］。

目前已知 lncRNA有调控基因转录、参与基因

转录后调控和参与调控蛋白质翻译及翻译后修饰

等功能［2］。此外，lncRNA还广泛与DNA损伤修复，

细胞周期调控细胞凋亡等生理或病理过程凋控肿

瘤的发生发展。

2 lncRNA与OSCC

近年研究发现多种 lncRNAs 在 OSCC 组织中

异常表达，这些 lncRNAs在OSCC的发生发展过程

中起至关重要的作用，其表达水平的变化影响肿瘤

细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并与患者的预后密

切相关，可作为OSCC早期诊断和治疗的靶标［3］。

2.1 HOX转录反义 RNA（HOX transcript antisense
RNA，HOTAIR）
2.1.1 HOTAIR在OSCC中的表达及意义

HOX基因是生物体中一类专门调控生物形体

的基因，在胚胎发育过程中起着关键作用。根据序

列的相似性和在染色体上的位置可分为 HOXA（7
号染色体）、HOXB（17号染色体）、HOXC（12号染

色体）和 HOXD（2 号染色体）4 簇。Rinn 等人［4］利

用高分辨率芯片技术鉴定分析了HOX基因簇转录

而来的数百条非编码 RNA，并在位于 12 号染色

体的 HOXC 基因位点发现了 HOTAIR。研究发

现［5］，相比正常组织，OSCC 组织及其转移组织

样本中 HOTAIR 表达上调，其上调程度与肿瘤分

期及组织分化程度密切相关——肿瘤分期越差和

组织分化程度越低，则 HOTAIR 表达上调越高。

同时 HOTAIR 在 OSCC 中表达上调预示着更差的

预后，高表达者的 5年生存率较低表达者低 40%左

右；在 OSCC 细胞系中抑制 HOTAIR 表达，能减少

肿瘤细胞的增殖克隆和侵袭迁移，诱导细胞凋亡。

此外，尽管在 OSCC 患者的循环血液中，HOTAIR
的表达水平与正常人无明显差异［6］，但在其唾液，

尤其是伴有淋巴结转移的患者唾液中可检测到

HOTAIR 表达。这些研究表明，HOTAIR 可能是

OSCC 的潜在标志物，对 OSCC 患者进行唾液

lncRNA检测可能成为一种早期且快速的无创诊断

工具。

2.1.2 HOTAIR在OSCC中的调控机制

在肿瘤细胞中HOTAIR可与哺乳动物多疏抑制

复合体 2（polycomb repressive complex2，PRC2）共同

作用使组蛋白H3第 27位赖氨酸（histone H3 lysine
k27，H3K27）三甲基化［7］，导致目的基因表达下调，从

而调控WNT同源基因/β连环蛋白（Wnt/β⁃catenin）、
磷脂酰肌醇 3 激酶（phosphatidylinositol 3 kinase，
PI⁃3K）等信号通路，并可与miRNA相互作用逃避生

长抑制、抵抗细胞凋亡等而影响肿瘤的侵袭转移［8］。

①HOTAIR在恶性肿瘤中表达上调可诱导 PRC2复

合物的重定位，增加了H3K27甲基化程度，从而使

Wnt/β⁃catenin 信号通路的一个关键抑制因子——

WIF⁃1 基因沉默［9］，导致 Wnt 通路激活，破坏胞

质中 β ⁃catenin APC/Axin1 降解复合物，细胞核内

β⁃catenin增多从而诱导肿瘤血管的形成、促进侵袭

与迁移及逃避了生长抑制。②HOTAIR可抑制人第

10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源的基因

（phosphatase and tensin homologue deleted on chro⁃
mosome 10，PTEN）的表达从而激活 Akt 通路［10］。

Akt通路的活化，一方面可通过上调下游的基质金属

蛋白酶 9（matrix metalloproteinase⁃9，MMP⁃9）而下调

Bcl ⁃ 2 相关 X 蛋白（Bcl ⁃ 2 Associated X Protein，
BAX），促进肿瘤细胞的侵袭和转移并减少其凋亡；

另一方面也可影响肿瘤的恶性表型，从而使肿瘤细

胞的侵袭、转移和凋亡受影响。③激活Akt通路而使

Akt蛋白活化后，p53蛋白的活性受到抑制，Bcl⁃2表

达上调而Bax表达下调，从而减少肿瘤细胞凋亡［11］；

HOTAIR也可通过Akt及 p53，上调促血管生成因子

的同时下调抗血管生成因子，从而促进肿瘤血管生

成［12］。此外，活化的Akt蛋白还可下调 p21［13］，从而

活化一系列Cyclin⁃CDK复合物，促进肿瘤细胞的生

长增殖。④HOTAIR作为miRNA海绵，与miR⁃331⁃
3p或miR⁃124结合［8］，上调人表皮生长因子受体⁃2
（human epidermal growth factor receptor⁃2，HER2）等
基因表达，使Akt信号通路活化而促进肿瘤细胞增殖

和侵袭转移。HOTAIR也可与miR⁃130a结合并使

其下调，从而抑制抑癌基因 PTEN等的表达，使Akt
信号通路活化而影响肿瘤的恶性表型［14］。⑤HO⁃
TAIR通过减少 EZH2（enhancer of zeste homolog 2）
和 H3K27me3 与 E⁃cadherin 启动子的结合，从而

抑制 E⁃cadherin 的表达。通过这种机制，下调

HOTAIR 能促进上皮细胞间质化转变（epithelial ⁃
mesenchymal transition，EMT）［15］。以上研究证实，

HOTAIR在OSCC中表达上调，而上调HOTAIR可

通过多种机制促进OSCC的生长、侵袭和转移。
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2.2 尿路上皮癌抗原 1（urothelial carcinoma anti⁃
gen 1，UCA1）
2.2.1 UCA1在OSCC中的表达及意义

Fang 等人［16］通过检测 94 对舌鳞癌（tongue
squamous cell carcinoma，TSCC）患者癌组织和癌旁

正常组织中UCA1的表达情况，发现在肿瘤组织中

UCA1的表达水平显著高于癌旁组织。与没有淋巴

结转移的 TSCC患者相比，UCA1在有淋巴结转移

的 TSCC患者的肿瘤组织中表达显著上调，且在转

移的淋巴结中UCA1表达水平比在原发舌癌组织中

更高。此外，在体外实验中还发现增加UCA1的表

达可促进 TSCC细胞发生迁移，但对细胞的增殖几

乎没有产生影响，由此表明，UCA1主要作用可能是

促进TSCC的转移，但其确切机制有待进一步研究。

2.2.2 UCA1在OSCC中的调控机制

UCA1 在 TSCC 中可能通过以下机制进行调

控：①通过 PI3K/Akt通路调控环磷酸腺苷应答元件

结合蛋白（cAMP response element binding protein，
CREB）的活性和表达水平，进而影响细胞周期，促

进肿瘤细胞的生长增殖［17］。②有抗细胞凋亡功能

的转录因子 Est2可直接结合到UCA1启动子区，从

而激发其活性、调节其表达水平，使 UCA1 参与

Akt 信号传导通路，进而调控细胞凋亡［18］。③可

通过 mTOR⁃STAT3/microRNA143⁃HK2 级联放大

途径，调节肿瘤细胞中的糖代谢过程，进而促进

肿瘤细胞的糖酵解作用［19］。④CAPERα/TBX3 抑

制复合物可抑制细胞衰老而 UCA1 是其直接作用

对象，它们构成了协同增强的机制从而调控 CD⁃
KN2A⁃p16INK转录、维持mRNA的稳定性，使细胞

衰老受抑制，促进了肿瘤的发生发展［20］。以上研究

提示，UCA1以非常复杂的机制参与了 TSCC的发

生发展进程。

2.3 FOXC1启动子上游转录体（FOXC1 promoter
upstream transcript，FOXCUT）
2.3.1 FOXCUT在OSCC中的表达及意义

大量报道已证实叉头框基因 C1（Forkhead box
C1，FOXC1）通过影响细胞周期、上皮间质化及细胞

迁移等方式参与恶性肿瘤的发生发展过程并可作

为恶性肿瘤组织的分子标志物［21］。但 FOXC1作为

转录因子通常不能独立发挥功能，而是通过与靶基

因的启动子或其他转录因子相互作用方可激活转

录。Kong等人［22］在GenBank中进行生物信息学分

析时发现，在 FOXC1基因启动子的上游有 lncRNA

FOXCUT，并采用实时定量 PCR（quantitative real⁃
time PCR，qPCR）技术分析其在 OSCC 中的功能。

研究结果显示，FOXCUT在OSCC组织内呈高表达

并与FOXC1的表达呈正相关；FOXCUT表达下调后

抑制 Tca8113 和 SCC⁃9 细胞的增殖和迁移侵袭能

力。该研究结果表明，FOXCUT和FOXC1可能成为

OSCC潜在的诊断标志和治疗靶点。

2.3.2 FOXCUT在OSCC中的调控机制

2008 年 Wang 等［23］发现细胞周期蛋白 D1（cy⁃
clin D1，CCND1）启动子上游的 lncRNA 过度招募

RNA 结合蛋白（translocated in liposarcoma，TLS），

导致蛋白乙酞转移酶（CREB⁃binding protein，CBP）
和 P300 的活性受抑制，从而沉默了 CCND1 的转

录。结果表明了 lncRNA调控邻近编码蛋白基因的

表达可能取决于其与靶标的物理位置，这是最早关

于 lncRNA与mRNA相互作用的报道。近年来研究

发现，FOXCUT距离 FOXC1启动子小于 10 kb且与

其同方向转录，同时目前的研究表明 lncRNA生物

学功能广泛，提示 FOXCUT 在 OSCC 中的进程可

能类似转录因子 FOXC1 或与之相互作用而参与

OSCC的进程［22］。

2.4 肺腺癌转移相关转录因子 1（metastasis⁃associ⁃
ated lungadenocarcinoma transcript 1，MALAT1）
2.4.1 MALAT1在OSCC中的表达及意义

Liu 等人［24］通过实时逆转录 PCR 技术（real ⁃
time reverse transcription PCR，RT⁃qPCR）在 OSCC
及正常口腔黏膜组织和细胞中检测MALAT1的表

达，发现 MALAT1 在 OSCC 组织中的表达水平显

著高于正常组织，而且进一步研究发现，下调

MALAT1可抑制 OSCC 细胞的增殖与迁移。以上

结果表明，MALAT1在OSCC发生发展方面发挥了

重要的调控作用。

2.4.2 MALAT1在OSCC中的调控机制

EMT是指细胞上皮表型在特定的生理及病理

情况下向间质转化的现象，其参与调控OSCC原发

浸润和继发转移的生理过程［25］。Liu 等［24］研究发

现，在采用划痕实验和 Transwell 实验检测细胞迁

移和侵袭能力中，下调 MALAT1 的表达水平后抑

制了 OSCC细胞的迁移、侵袭能力，穿过 Transwell
小室的细胞数量较前显著减少，划痕愈合减慢，从

而证明了MALAT1可促进肿瘤细胞的迁移和侵袭

能力。在蛋白质印迹法检测细胞 EMT相关蛋白表

达的实验中发现，敲低MALAT1在OSCC中的表达
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后，促进了肿瘤细胞EMT相关蛋白E⁃cadherin的表

达，而显著抑制了N⁃cadherin、MMP⁃2和 MMP⁃9 的

表达。在免疫荧光法检测细胞相关蛋白（E⁃cad⁃
herin、N⁃cadherin）水平变化的实验中发现，下调

MALAT1 的表达水平后，OSCC 细胞中 E⁃cadherin
的荧光强度增大而 N⁃cadherin 的荧光强度明显减

弱，以上结果表明MALAT1可能通过诱导 EMT过

程从而促进OSCC细胞的侵袭和转移。此外，在最

新的研究中也证实了MALAT1可诱导 TSCC细胞

EMT，并通过Wnt/β⁃catenin通路抑制 TSCC细胞凋

亡，促进TSCC的发生发展［26］。

2.5 母系表达基因 3（materally expressed gene 3，
MEG3）
2.5.1 MEG⁃3在OSCC中的表达及意义

Jia等人［27］研究表明，MEG⁃3在TSCC组织中的

表达明显下调，并且过表达的 MEG⁃3 能够抑制

TSCC 细胞的增殖，促进细胞凋亡，同时也证实了

MEG3的低表达是TSCC患者预后不良的独立危险

因素。该研究表明，MEG⁃3在 TSCC的发生中起重

要的抗肿瘤作用，可作为判断 TSCC患者预后的独

立生物标志物。

2.5.2 MEG⁃3在OSCC中的调控机制

研究发现，miR⁃26a可通过降低 TSCC中DNA
甲 基 转 移 酶 3B（DNA methyltransferase 3B，DN⁃
MT3B）的表达水平而增加MEG⁃3的表达［27］。DN⁃
MT3B的表达与miR⁃26a和MEG⁃3的表达水平呈

负相关。高表达的 miR⁃26a 或 MEG⁃3 抑制 TSCC
细胞增殖、细胞周期进程，同时促进细胞凋亡。表

明TSCC发病可能存在的机制是miR⁃26a的沉默促

进了DNMT3的表达，进而导致MEG⁃3表达下调，

促进TSCC的发生发展。

2.6 肌动蛋白纤维相关蛋白1⁃反义RNA1（Actin Fila⁃
ment Associated Protein 1⁃Antisense 1，AFAP1⁃AS1）
2.6.1 AFAP1⁃AS1在OSCC中的表达及意义

付从等［28］通过RT⁃qPCR法检测 75例OSCC组

织及其配对癌旁正常组织中AFAP1⁃AS1的表达情

况，结果显示AFAP1⁃AS1在OSCC组织中的相对表

达水平是癌旁组织的 5.16 倍，且其表达与临床分

期、分化程度及淋巴结转移显著相关。该实验结果

说明了AFAP1⁃AS1在OSCC中的表达上调可能与

OSCC的发生发展有关。

2.6.2 AFAP1⁃AS1在OSCC中的调控机制

关于AFAP1⁃AS1致癌作用的具体机制尚处于

起步研究阶段，最新研究发现，AFAP1⁃AS1可通过

调节肌动蛋白纤维结构完整性从而促进肿瘤的发

生发展［29］，而肌动蛋白纤维结构改变与OSCC细胞

侵袭和转移有关［30］。因此可推测，AFAP1⁃AS1高表

达影响肿瘤细胞微丝结构改变可能是导致OSCC发

生发展的重要原因。

3 总结与展望

lncRNA在OSCC的发生发展过程中起重要的

作用，对其进一步的研究一方面有助于阐明OSCC
的癌变机制，为OSCC的预防和早期诊断提供帮助；

同时也可作为监测肿瘤复发、转移及判断疾病预后

的分子靶标，指导临床治疗。但目前对 lncRNA在

OSCC中的作用及机制的研究报导尚不多见，如何

采用简便、微创、甚至无创的方法检测 lncRNA 在

OSCC 中的表达情况，并根据其表达水平准确判断

OSCC 细胞的增殖、迁移和侵袭能力，以及通过判断

OSCC预后情况而制定出合理化、个体化的治疗方

案是今后的研究方向。
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•综 述•

环境胁迫下细菌非编码小RNA对基因表达的调控

何宇婷 1 陈茶 2 黄彬 1★

［摘 要］ 细菌非编码小 RNA（sRNA）是长度约为 50~500个核苷酸的 RNA分子，其编码基因位于

基因间区域，在细菌基因组中可被转录但不被翻译为蛋白质。随着生物信息学和 RNA 测序技术的发

展，sRNA功能受到广泛关注。在不断变化的环境中，细菌遇到各种各样的生存压力，sRNA通过感应环

境变化调节相应基因的表达，在细菌适应环境的过程中发挥了重要作用。本文对环境胁迫下细菌 sRNA
的表达变化和其对基因的表达调控进行综述，揭示 sRNA对细菌基因转录后调控、生物适应性进化等生

命过程的重要意义。

［关键词］ 细菌；非编码小RNA；基因表达

The regulation of bacterial small non ⁃ coding RNA on gene expression under
environmental stress
HE Yuting1，CHEN Cha2，HUANG Bin1★

（1. Department of Laboratory Medicine，First Affiliated Hospital of Sun Yat ⁃ sen University，Guangzhou，
Guangdong，China，510080；2. Department of Laboratory Medicine, Tradition Chinese Medicine University
Hospital，510120）

[ABSTRACT] Bacterial small non⁃coding RNA (sRNA) is a type of RNA molecule withlength ranging
from 50 to 500 nucleotides and located in the intergenic regions. In the bacterial genome, sRNA can be tran⁃
scribed but cannot be translated into protein. With the development of bioinformatics and RNA sequencing tech⁃
nology, more and more attention have been paid to sRNAs function. In the changing environment, bacteria will
encounter different types of survival pressure. sRNA plays an important role in the adaptation to different bio⁃
logical and environmental pressures. In this paper, the regulation of bacterial small non⁃coding RNA on gene
expression under environmental stress will be reviewed, which is of great importance to reveal the bacterial
gene post⁃transcriptional regulation and biological adaptive evolution.

[KEY WORDS] Bacteria; Small non⁃coding RNA; Gene expression

在不断变化的环境中，细菌遇到各种各样的

生存压力，如温度、pH、抗生素、需氧和厌氧环境、

离子浓度及营养等。为了适应环境变化，细菌通

过复杂的调控网络调节基因表达来对环境变化做

出反应。近年来，通过高密度平铺矩阵和 RNA 测

序等技术对基因表达进行研究，发现分布在细菌

基 因 组 中 的 非 编 码 小 RNA（small non ⁃ coding
RNA，sRNA）发挥了重要作用［1］。sRNA 作为具有

独特特性和功能的一类 RNA 可帮助细菌快速地

对环境变化做出应答，相对于蛋白质的调控作用

更加经济有效。本文对 sRNA 的分类、作用机制

和环境胁迫下 sRNA 对基因的表达调控进行综
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述，以期对细菌 sRNA 提供全面认识，有助于进一

步揭示基因转录后调控和生物适应性进化等生命

过程。

1 sRNA的分类

细菌 sRNA 的长度约为 50~500 个核苷酸，其

编码基因位于基因间区域，约 2%~12%的基因间区

域编码 sRNA［2］。亲缘关系较近的菌属成员之间

sRNA 序列具有保守性，sRNA 开始于一段能折叠

成稳定茎环结构的序列，终止于不依赖 Rho 的转

录终止子［3］。sRNA 的茎环结构有利于维持分子

稳定性，使 sRNA比mRNA更加稳定。

根据 sRNA 生物学功能和作用机制的不同，

可将其分为 3 类：①具有看家功能的 sRNA；②影

响 蛋 白 质 功 能 的 sRNA；③ 调 控 基 因 表 达 的

sRNA。根据 sRNA 与靶标的位置关系可将其分

为顺式编码的 sRNA 和反式编码的 sRNA。顺式

编码的 sRNA 与靶标基因重叠而反式编码的

sRNA 与靶标基因分离，同时顺式编码的 sRNA 与

转录本之间有良好的碱基配对而反式编码的

sRNA 通常与转录本之间不存在良好的碱基配

对［4］。根据 sRNA 对 RNA 分子伴侣 Hfq 蛋白的依

赖与否，分为依赖 Hfq 的 sRNA（如单核细胞增生

李斯特菌的 LhrA、LhrB 和 LhrC）和非依赖 Hfq 的

sRNA（如单核细胞增生李斯特菌的 RliA、RliB、

rnpB和 ssrS等）。

2 sRNA的作用机制

多数情况下 sRNA 通过与靶 mRNA 配对调控

基因表达。sRNA与靶mRNA结合后，可通过如下

机制对靶基因进行调控：①sRNA与目标mRNA通

过不完全的碱基配对结合，阻碍其与核糖体结合

而抑制翻译；②sRNA 结合在 mRNA 的 3′端，稳定

mRNA的结构；③sRNA结合在mRNA的茎环结构

上，打开茎环结构促进翻译［5⁃6］。sRNA能抑制或激

活目的 mRNA 翻译，一种 sRNA 可与多种 mRNA
相互作用，同时 sRNA 与目的 mRNA 频繁结合会

导致mRNA被RNases快速降解［7］。

3 环境胁迫下 sRNA对基因表达的调控

细菌 sRNA通过感应外界环境条件变化，如温

度、铁离子浓度、pH、氧和抗生素作用等，参与转录

后基因的表达调控。

3.1 温度的变化

细菌需要时刻监测温度变化，通过复杂的信

号传导系统对外界环境温度的变化做出反应。相

比于信号传导系统，RNA 介导的反馈通路可以更

快地对温度变化做出反应，其只需要改变调节区

域的结构即可。这个结构可变的区域称为 RNA
温度计，属于顺式编码 sRNA。

通常 RNA 温度计位于 mRNA 的 5′端非编码

区（5′⁃untranslated region，5′⁃UTR），在低温下形成

阻止夏因⁃达尔加诺（Shine⁃Dalgarno，SD）序列与

30S 核糖体亚单位结合的构象，随着温度升高，其

二级结构的稳定性被破坏，进而形成翻译起始复

合物［8］。最常见的RNA温度计是热休克表达抑制

（repression of the heat shock expression，ROSE）元

件，一段位于 5′⁃UTR的热反应RNA，其 5′端的发夹

环结构在热休克环境中保持稳定，而 3′端包含 SD
序列的发夹环结构只在低温下保持稳定。随着温

度升高，ROSE元件 3′端 RNA的茎环结构被破坏，

进而促进核糖体与 SD 序列结合，启动 mRNA 翻

译［9］。

另一类 RNA 温度计是 4 个 U 序列，最早在沙

门菌的 AgsA mRNA 中发现。研究发现，AgsA 蛋

白的表达受温度调控。在低温下，4个U序列温度

计在一条链上形成发夹结构，通过与 SD序列互补

配对阻碍其与核糖体的结合。在热休克条件下，

4个U⁃SD螺旋结构稳定性被破坏，从而解除阻止，

同时 4个 U序列在沙门菌其他几个热休克蛋白和

毒力基因中被发现［9］。RNA温度调控计在冷休克

反应中也很重要。冷休克蛋白是一种 RNA 伴侣

蛋白分子，可与 RNA 单链结合，在低温下阻止二

级结构形成，作为转录的抵抗因子在冷休克条件

下促进转录和翻译。CspA 基因的表达受到 CspA
mRNA 5′⁃UTR的 RNA温度计调控，在低温下维持

CspA mRNA 的稳定，从而保证转录的进行［10］。因

此，温度的变化通过改变 RNA 温度计的结构从而

达到促进或抑制翻译的作用。

DsrA sRNA，在低温下高表达的反式编码

sRNA，可作为 RNA 温度调控计和压力诱导因子

RpoS 的促进因子。在大肠埃希菌中，DsrA sRNA
有 F和 T这 2种构型，不同温度下 2种构型的比例

不一样，高温下 T构型多而低温下 F构型多。F构

型的 5′端与 RpoS mRNA前部碱基互补配对，改变

5′⁃UTR 的二级结构，保护 RpoS mRNA 免受 RNA
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酶的降解作用，从而促进 RpoS 蛋白的合成［11］。

DsrA sRNA 也参与 mreB 转录后的调控。mreB 是

大肠埃希菌合成细胞壁、维持其杆状形态的关键

因子［12］。在环境诱导的低生长率情况下，在低温

或者静止期，mreB 的下调有赖于 DsrA 的调节。

在 Hfq 伴侣蛋白的帮助下，DsrA sRNA 与 mreB
mRNA 5′端结合，影响 mreB 的稳定性及其翻译。

DsrA sRNA 也可通过 σS和类核相关蛋白 H⁃NS 这

2 个转录调节因子负向调节 mreB mRNA 的表

达［13］。sRNA通过与靶基因mRNA结合，影响其稳

定性及翻译从而达到调节靶基因表达的目的。

3.2 Fe2+的浓度

铁离子是细胞生长必须的元素，参与调控许

多生物学功能，但过高浓度会产生毒性作用。因

此，细菌体内铁离子浓度受到严格调控。在多数

细菌中，铁摄入调控因子（ferric uptake regulator，
Fur）是主要的铁离子稳态感受器。在铁离子充足

的情况下，Fur的表达受抑制。当细胞内铁离子浓

度降低时，Fur的表达上调。

RfrA 和 RfrB 这 2种 sRNA 对伤寒沙门菌在巨

噬细胞中的复制非常重要。Fur因子可抑制这 2种

sRNA的表达，从而影响伤寒沙门菌在人巨噬细胞

中的复制。从含铁细胞、Fe3+螯合物的量及 Fur因子

的表达来看，RfrA或RfrB缺失都可形成独特的伤寒

沙门菌表型，细菌复制能力显著下降，提示 RfrA和

RfrB在铁离子的调控中具有一定的作用［14］。

研究发现，在铁离子缺乏条件下大肠埃希菌

表达 RyhB sRNA。RyhB 在转录水平受到 Fur⁃Fe2+

复合体的调控，其表达可导致 sdhCDAB、acnA、

fumA、bfr、acnA 和 sodB 等 6 个铁缺乏相关基因

mRNA 转录下调［15］。 RyhB sRNA 也可与 shiA
mRNA 的 5′⁃UTR 端配对，取代封闭核糖体结合位

点的内部抑制结构，从而促进转录起始复合物的

形成，提高莽草酸乙酯通透酶mRNA的转录，而莽

草酸乙酯通透酶对铁离子高亲和性含铁细胞的生

成是必须的［16］。RyhB sRNA 也可调节编码 Fe⁃S
簇形成蛋白质的操纵子 iscRSUA。在铁缺乏的情

况下，RyhB sRNA 通过与 iscRSUA 转录本 iscR 与

iscS mRNA 之间区域的不完全互补配对，在 iscR
mRNA 的 3′⁃UTR 形成稳定的二级结构，保护其不

被降解，iscR 转录的增加激活编码 Fe⁃S 簇形成蛋

白质的 suf 操纵子［17］。铁离子缺乏条件下，相关

sRNA可通过与靶mRNA互补配对，解除核糖体结

合位点的抑制或提高靶mRNA的稳定性从而调节

靶基因的转录与翻译，增强细菌对环境的适

应性。

NrrF sRNA 是在脑膜炎奈瑟菌中检测到的

sRNA。NrrF sRNA 可对环境中的铁离子做出反

应，或受到 Fur 因子的调节［18］。在脑膜炎奈瑟菌

中，Fur 因子通过抑制 NrrF 直接激活相关基因的

表达。NrrF sRNA 能够结合到 sdh 转录本中有限

的互补区域，下调编码琥珀酸脱氢酶复合体亚单

位 sdhA 和 sdhC 基因的表达。NrrF sRNA 对 sdhA
和 sdhC 基因的调节不需要伴侣蛋白 Hfq，而大肠

埃希菌中 RyhB sRNA 介导的铁离子调节需要与

Hfq结合才能发挥作用［19］。

3.3 氧化应激的作用

许多病原菌入侵细胞的时候都会遭遇氧化应

激反应。在感染的最初阶段，细菌利用多种 sRNA
对氧化应激做出反应。当结核分枝杆菌暴露于

H2O2的环境中时，B11、B55、F6 和 ASpks sRNA 会

被诱导表达升高［20］。与此同时，ASpks sRNA的表

达与 pks8、pks12及 pks15 mRNA下调一致。

Li 等［21］发现，OxyS 这种 LysR 型转录因子可

作为结核分枝杆菌氧化应激中的调节因子。过表

达的 OxyS 可降低过氧化物酶 KatG 基因的表达。

OxyS可直接与KatG基因的启动子区域结合，结合

位点的中心是一段富含 GC的 T⁃N（11）A基序，并

且 OxyS 与 KatG 基因结合的活性受到 H2O2 的抑

制。Daugherty 等［22］检测了对 Ub2 抗菌肽敏感性

增高的耻垢分枝杆菌转座子突变株，发现过表达

OxyS可抑制 ahpCD基因的转录，RoxY sRNA可抑

制OxyS，而 ahpCD基因参与过氧化物解毒系统的编

码，提示RoxY sRNA在耻垢分枝杆菌的氧化应激中

发挥一定的作用。在伤寒沙门菌感染的巨噬细胞

中，伤寒沙门菌编码的 IsrC sRNA 与 IsrN sRNA 可

表现出与OxyS在氧化应激中相似的表达变化，提示

IsrC 与 IsrN 在氧化应激中发挥重要作用。另外，

Calderon等［23］发现，在伤寒沙门菌中，由OxyR调控

的RyhB⁃1及RyhB⁃2 sRNA在氧化应激中发挥重要

作用。多种 sRNA的参与帮助细菌在氧化应激中生

存下来，进而提高其感染机体的能力。

3.4 pH的刺激

肠道内细菌对抗胃内极度酸性的能力对其在

肠道的生长和繁殖非常重要。在一些革兰阳性细

菌和革兰阴性细菌中，谷氨酸盐依赖的耐酸性系
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统在保护细胞免受高浓度的 H+伤害中至关重要。

GadA 和 GadB 以谷氨酸盐为底物，编码催化产生

γ⁃氨基丁酸的谷氨酸脱羧酶；GadC是参与 γ⁃氨基

丁酸与外界谷氨酸盐交换的转运蛋白。GadE、
GadX、GadW、CRP、类核蛋白 H⁃NS 和 σS可通过一

系列途径对这些谷氨酸盐依赖的耐酸性系统中的

蛋白进行调节［24］。

Gaida 等［25］发 现 σS 激 活 因 子 DsrA sRNA、

RprA sRNA与ArcZ sRNA同时过表达可将大肠埃

希菌抗酸性提高 8 500倍以上，保护其免受酸性环

境的伤害。这 3种 sRNA主要通过上调 RpoS蛋白

水平，进而影响 RpoS⁃H⁃NS 调控网络来提高大肠

埃希菌的抗酸能力。

在高 pH 环境中，细菌通过产生脱氨酶、糖酵

解和改变细胞膜性质等途径增加酸性物质，以应

对高 pH 环境。有研究发现，alx mRNA 的 5′⁃UTR
可作为 pH 反应性 RNA 区域即 PRE 核糖开关

（PRE riboswitch，pH responsive RNA element）。在

中性环境中，PRE 通过形成无活性的转录结构 N
封闭 alx mRNA的 SD序列及发夹环中间的翻译起

始密码子。在高碱性环境中，PRE 可形成有活性

的 H 结构，核糖体 30S 亚基可与 alx mRNA 的 SD
段结合，进而促进 alx 的翻译［26］。过高或过低的

pH环境使得多数细菌难以生存，细菌通过表达多

种 sRNA提高其对酸或碱的抵抗力，以适应环境变

化。

3.5 有氧或无氧环境的变化

在有氧或无氧条件下，细菌通过 2个调节因子

——延胡索酸盐和硝酸盐还原调节蛋白（fumarate
and nitrate reduction regulatory protein，FNR）和有氧

呼吸双组分系统（aerobic respiratory control two ⁃
component system，Arc）调节相关基因的表达。Arc
系统由 ArcA 调节因子和 ArcB 激酶组成。在乏氧

情况下，FNR通过［4Fe⁃4S］2+感受氧的缺乏，ArcA/
B 通过氧化醌量的变化来感受氧的缺乏，随后

ArcB 激酶自身磷酸化，ArcA 调节因子被激活［27］。

FNR 蛋白可抑制与需氧功能相关的基因，促进无

氧条件下相关酶基因的表达，而ArcA的生物学作

用与 FNR相反。

从有氧环境转到无氧环境中，FnrS 基因被

FNR与ArcA激活，Hfq依赖的 FnrS sRNA被合成，

从而抑制一系列有氧环境中代谢酶的合成。FnrS
sRNA 5′端区域可与 sodB、folE 及 folX mRNA 结

合，从而抑制其表达。FnrS sRNA 中心区域可与

maeA 及 gpmA mRNA 结合，从而对无氧环境中的

代谢进行调节。σS可对多种压力做出反应，并通

过激活一系列基因来帮助细菌适应环境变化。在

乏氧条件下，大肠埃希菌 σS激活因子 ArcZ的表达

被抑制，从而增强 ArcA⁃ArcB 的转录调控作用。

ArcZ 可直接抑制 ArcB 的转录，从而在 ArcA⁃ArcB
调控中形成负反馈调控机制［28］。

乏氧环境下，在奈瑟菌属中发现 AniS sRNA，

AniS 可被 FNR 激活。通过全基因组分析发现，

AniS sRNA 通过与编码 PrlC 寡聚肽的 NMB0214
mRNA 和脂蛋白的 NMB1468 mRNA 结合发挥作

用。AniS sRNA 与其他 Hfq依赖的 sRNA不同，在

Hfq 蛋白存在的情况下，AniS sRNA 的稳定性下

降，尽管 Hfq 蛋白可促进 AniS sRNA 与靶 mRNA
结合［29］。有氧环境到无氧环境的转变或乏氧条件

下，细菌表达一系列的 sRNA 与靶mRNA 结合，进

而参与多种细菌代谢调控网络，增加其对环境的

适应，维持其生存。

3.6 抗生素的暴露

近年来的研究发现，细菌 sRNA与抗生素暴露

密切有关。分别用 4种抗生素（万古霉素、利奈唑

胺、头孢吡肟和替加环素）处理金黄色葡萄球菌，

可发现 36 种 sRNA 的表达发生变化，其中 sRNA
101、sRNA 117、sRNA 322、sRNA 339 、sRNA 242
及 sRNA 126 等表达下调，而 sRNA 124、sRNA
113、sRNA 128、sRNA 160 及 sRNA 217 等表达上

调［30］，提示 sRNA与细菌耐药性密切相关。

微生物的细胞壁对维持细胞的完整性非常重

要。同时，细胞壁可以限制有害物质进入细胞。

对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的研究发现，在万

古霉素和头孢托洛存在的情况下，sRNA10的表达

下调，并且下调的 sRNA10 与 mecA 基因是反义

的。mecA 基因可编码青霉素结合蛋白 PBP2a，后
者可诱导细菌产生高水平 β⁃内酰胺类抗生素耐药

性，提示 sRNA10在耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的

耐药性中发挥了一定作用［30］。最近，在金黄色葡

萄球菌中发现 SprX sRNA，其可抑制 SpoVG 蛋白

的合成。SpoVG 蛋白由 yabJ⁃spoVG 操纵子编码，

可影响金黄色葡萄球菌对糖肽和苯唑西林的耐药

性［31］。

脂多糖是革兰阴性细菌细胞壁的组成成分，

可阻碍疏水性抗生素进入细菌。PhoP/PhoQ 双组
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分系统能够激活多种修饰脂多糖的基因，从而调

节细菌的耐药性。在大肠埃希菌中，MicA sRNA
与 GcvB sRNA 可作为 phoPQ mRNA 的调控因子，

间接调控脂多糖的表达，从而对抗生素进入细菌

进行调节［32］。另外，ArcZ sRNA 可直接调节乙醇

胺转移酶的表达，对脂多糖进行修饰，阻碍抗菌药

物进入细菌［33］。改变外膜蛋白（outer membrane
proteins，Omp）的组成也是细菌对抗生素耐药的一

种机制。MicF sRNA与MicC sRNA可分别靶向作

用于膜孔蛋白OmpF与OmpC，导致细菌对抗生素

耐药。InvR、MicA、OmrA/B、RseX与 RybB这几种

sRNA 被鉴定为 Omp 的调节因子，调节革兰阴性

细菌外膜流动性和渗透性［34］。

革兰阴性细菌的外膜可限制抗菌药物进入细

菌体内，主动外排系统可主动将进入膜内尚未发

生作用的抗菌药物或其他物质选择性或非选择性

地排出菌体外，降低菌体内药物的浓度。MtrCDE
外排泵和内膜蛋白可帮助淋病奈瑟菌抵抗青霉

素和红霉素等多种疏水性抗生素，而 NrrF sRNA
可抑制 MtrF mRNA 的表达，降低 MtrF 蛋白水

平［35］。研究发现，DsrA sRNA 作为 σS的正向调控

因子，可诱导大肠埃希菌多重耐药性的产生。

DsrA sRNA 可促进编码MdtEF多药物外排泵基因

的表达，进而影响细菌对抗生素的易感性［36］。同

理，其他的 sRNAs 如 ArcZ、RprA 及 OxyS，都可对

σS进行调控，这些 sRNA也可参与对MdtEF多药物

外排泵表达的调节。同样，RyhB sRNA可激活编码

感应和转运大肠菌素的 CirA mRNA。正常情况下

CirA mRNA的 SD序列被封闭，在铁离子缺乏的条

件下，RyhB sRNA 可与 CirA mRNA 的 SD 序列结

合，促进其翻译。因此，RyhB sRNA可通过影响Ci⁃
rA的表达来调节细菌对大肠菌素的敏感性［37］。

细菌不断增长的耐药性已引起人们的广泛关

注，细菌耐药机制也成为近年来的研究热点。细

菌通过转录一系列的 sRNA 影响细菌细胞壁的成

分、脂多糖的合成或主动外排系统来增加细菌对

多种抗生素的耐药性，这种新颖的耐药机制有待

深入研究。

4 细菌 sRNA与毒力的变化

Hfq和 CsrA蛋白在细菌的毒力和代谢中发挥

关键作用，细菌多种 sRNA通过与这 2种蛋白结合

而发挥作用。RNA 结合蛋白 CsrA 在许多致病菌

的毒力表达中发挥了非常重要的作用。CsrA在大

肠埃希菌中作为糖原合成调控因子，其同源物已

经在 1 500 多种细菌中被注释。CsrA 结合区在

mRNA 富含 GGA 的区域，其结合通常可导致核糖

体结合的减弱及 mRNA 的降解，CsrA 主要的活性

调节因子是CsrB样的 sRNA［38］。

通过全基因组平铺矩阵分析发现了单核李斯

特 菌 Rli27 sRNA。 在 细 胞 内 感 染 周 期 ，Rli27
sRNA 调节细胞壁相关蛋白 Lmo0514 的表达；

Lmo0514基因上游的不同靶点在感受到环境中的

信号后，可形成具有不同 5′⁃UTR 长度的 Lmo0514
转录本亚型；这 2 个亚型在其 5′⁃UTR 包含不同的

作用靶位，并且细胞内的表达不同。在细胞内感

染周期中，含有长 5′⁃UTR 的亚型表达 Rli27 结合

位点，两者结合后，SD 序列的封闭作用解除，

Lmo0514蛋白的合成增加［39］。

在肠道鼠伤寒沙门菌中，AmgR sRNA由mgtC
与 mgtB 2 个基因间区的启动子转录而来，位于

mgtCBR操纵子的反义链，可与其多顺反子mRNA
5′端互补［40］。mgtCBR操纵子可编码影响细菌毒力

和维持 Mg2+稳态的 MgtC 蛋白；MgtR 通过 FtsH 激

酶介导 MgtC 的降解。AmgR sRNA 可抑制 MgtC
与 MgtB 蛋白质的水平，促进 MgtR 与 MgtC 结合，

降解 MgtC。在肠道鼠伤寒沙门菌，AmgR 可降低

由MgtC蛋白介导的毒力［41］。同样，在肠道鼠伤寒

沙门菌中，发现了由 pSLT 毒力质粒编码的 lesR⁃1
sRNA［42］。在成纤维细胞的定植中，lesR⁃1偏向于

在细菌休眠期表达；lesR⁃1缺失影响肠道鼠伤寒沙

门菌在成纤维细胞中的生长，并且可降低小鼠感

染模型的毒力。作为与 PSLT047转录本有重叠的

sRNA，lesR⁃1 sRNA 通过与 RNA 3′端的相互作用

引起 PSLT047 蛋白水平的改变，进而对毒力进行

调节。另外，有研究报道，在肠道鼠伤寒沙门菌毒

力岛（Salmonella pathogenicity island，SPI）中发现

了一个 sRNA 依赖的组织特异性毒力调控机

制［43］。IsrM sRNA 可在体外模拟肠道感染的环境

中表达，并且研究结果显示 IsrM在回肠中高表达，

提示其在沙门菌的致病中发挥了一定作用。IsrM
可靶向作用于 SPI 的效应基因 SopA及 HilE基因。

HilE 是沙门菌毒力的主要调节因子，IsrM 通过与

HilE 及 SopA mRNA 的 5′⁃UTR 结合，掩盖其附近

的 SD 序列，进而阻止 2 种蛋白的产生，从而调节

肠道鼠伤寒沙门菌毒力。
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在布氏杆菌感染小鼠中，AbcR1与 AbcR2对其

在巨噬细胞中的生存非常重要［44］。AbcR1 sRNA
与 AbcR2 sRNA 中单个突变并不影响其在细胞中

的生长；而AbcR1 sRNA与AbcR2 sRNA同时突变

菌株对小鼠的感染性明显改变。在被感染的巨噬

细胞中，2 个 sRNA 分别表达过剩，但发挥着互补

的调节功能，功能性冗余的 RNA 分子可保证在细

菌致病的生命周期中所需基因得以表达。细菌毒

力的高低对其感染宿主至关重要。在感染过程

中，细菌通过表达多种 sRNA 增加其毒力，发挥其

致病性。对毒力相关的细菌 sRNA 的研究可为控

制细菌的致病性提供新思路。

5 总结与展望

由于高通量测序与生物信息学技术的发展，

在细菌调控网络中发挥作用的 sRNA 不断被发

现。尽管目前在细菌中发现上百种 sRNA，但大部

分 sRNA 的生物学功能并未得到完全的阐释。

sRNA 作为原核生物中新发现的一类基因表达调

控因子，可通过感应外界环境条件变化参与不同

的调节途径，帮助细菌适应环境。本文对环境胁

迫下细菌 sRNA 的表达变化及其对基因的表达调

控进行综述，对揭示细菌基因转录后调控和生物

适应性进化等生命过程具有重要意义。同时，深

入挖掘 sRNA 在细菌生物学和致病过程中的作用

并探讨 sRNA 在毒力和宿主免疫方面的功能将成

为研究趋势，可为研发新的诊断标志物和以 sRNA
为作用靶点的新一代抗菌药物提供参考依据。
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14⁃3⁃3σ影响肿瘤发生发展和治疗的细胞及分子机制

谢蕴灵 1 罗海丹 2 杨惠玲 2★

［摘 要］ 14⁃3⁃3σ 是 14⁃3⁃3 蛋白家族的重要成员之一，在多种肿瘤中低表达。作为肿瘤抑制蛋

白，14⁃3⁃3σ 的低表达或活性降低可致癌细胞的过度增殖和凋亡不足，进而促进肿瘤的发生发展、侵袭、

转移，甚至影响肿瘤的预后和疗效。本文主要综述和总结 14⁃3⁃3σ与肿瘤临床生物学特性的关系、肿瘤细

胞和患者癌组织 14⁃3⁃3σ蛋白表达异常的原因、14⁃3⁃3σ对肿瘤细胞增殖和凋亡及其信号转导的影响，旨在

揭示 14⁃3⁃3σ的抑癌作用及细胞和分子机制，为临床肿瘤诊疗提供新的药物靶点和肿瘤标志物。

［关键词］ 14⁃3⁃3σ；肿瘤抑制蛋白；肿瘤

The cellular and molecular mechanism of 14⁃3⁃3σs influence on the develop⁃
ment and treatment of tumors
XIE Yunling1，LUO Haidan2，YANG Huiling2★

（1. School of Public Health，Sun Yat⁃sen University，Guangzhou，Guangdong，China，510080；2. Depart⁃
ment of Pathophysiology，Zhongshan Medical School，Sun Yat ⁃ sen University，Guangzhou，Guangdong，
China，510080）

[ABSTRACT] 14⁃3⁃3σ is an important member of 14⁃3⁃3 protein family. As a tumor suppressor protein,
low expression or activity of 14⁃3⁃3σ can lead to over⁃proliferation and insufficient apoptosis of cells, which
stimulates initiation, development, invasion, and metastasis of the tumors and can even impact its prognosis and
curative effect. This review highlights the relationship between 14⁃3⁃3σ and clinicopathologic features of tu⁃
mors, illuminates the reason why the expression or activity of the 14⁃3⁃3σ protein is abnormal in cancer cells
and patients tissues, and states the impact of 14⁃3⁃3σ on cancer cellsproliferation, apoptosis and signal trans⁃
duction, trying to figure out the inhibition effect on cancer and the cellular and molecular mechanism by 14⁃3⁃
3σ and provide a new target and biomarker for clinical diagnosis and therapy of tumor.

[KEY WORDS] 14⁃3⁃3σ; Tumor suppressor protein; Tumor

14⁃3⁃3是一个稳定存在于真核细胞中，高度保

守、广泛表达的蛋白家族。此家族包含 β、ɛ、γ、ζ、
σ、η 和 τ 等亚型，它们通过与丝氨酸/苏氨酸磷酸

化的蛋白结合而发挥多样的生物学功能。14⁃3⁃3σ
被认为是一种肿瘤抑制蛋白，它稳定存在于上皮

组织细胞中，具有调控细胞增殖、凋亡与分化等作

用，与肿瘤密切相关。以下将从整体、细胞和分子

水平综述和总结 14⁃3⁃3σ与肿瘤的关系。

1 14⁃3⁃3σ与肿瘤临床生物学特性相关

1.1 14⁃3⁃3σ抑制肿瘤的发生发展

14⁃3⁃3σ在多种肿瘤中呈低表达并促进肿瘤的
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发生与发展。如Yang等［1］发现原发性乳腺癌患者

癌组织中 14⁃3⁃3σ低表达，Akt高表达，二者呈负相

关，体外细胞实验证实 14⁃3⁃3σ低表达可致 Akt高
表达，表明 14⁃3⁃3σ低表达与 Akt介导的乳腺癌发

生过程密切相关；通过体内外实验发现转染病毒

14⁃3⁃3σ重组体可抑制鼻咽癌 CNE1及 CNE2细胞

生长和Akt过表达，抑制Rat1⁃Akt细胞的活性及增

殖和其在裸鼠中的成瘤性及生长，同时证实 14⁃3⁃
3σ 是通过调控 Akt⁃p27 信号转导通路，干预细胞

凋亡和细胞周期，而发挥抑癌作用［2⁃3］；其他学者研

究也表明 14⁃3⁃3σ 在多种肿瘤（如口腔鳞癌、原发

性膀胱癌、外阴鳞癌、肝细胞癌、结直肠癌及胃癌

细胞）均呈现低表达并促进肿瘤的发生发展［4］。

Winter等［5］利用小鼠模型研究发现 14⁃3⁃3σ可抑制

化学因素诱发皮肤癌的发生。这些结果提示 14⁃3⁃
3σ 为抑癌蛋白，其低表达促进肿瘤的发生与发

展。但也有相反的研究结果，如在胰腺癌组织中

14⁃3⁃3σ呈高表达状态［4］。

1.2 14⁃3⁃3σ抑制肿瘤的侵袭转移

14⁃3⁃3σ 可抑制肿瘤的侵袭与转移，Shao 等［6］

研究发现在结直肠癌细胞中 LASP⁃1蛋白可使 14⁃
3⁃3σ 表达下调，进而激活 PI3K/Akt 信号转导通

路，促进癌细胞的侵袭。Raychaudhuri 等［7］在研

究人结肠癌细胞 HCT116 时发现，14⁃3⁃3σ 缺失促

使 c⁃Jun蛋白在细胞核内稳定地聚集，上调上皮间

质转化（epithelial⁃mesenchymal transition，EMT）相

关转录因子的表达，以利于肿瘤细胞侵袭及转

移。Suárez⁃Bonnet 等［8］在狗的膀胱移行细胞癌模

型中发现，14⁃3⁃3σ 在高浸润性肿瘤细胞中的低

表达与癌细胞的侵袭特性有关，且狗的移行细

胞癌模型与人泌尿道上皮癌模型密切相关，提示

14⁃3⁃3σ 低表达在人泌尿道上皮癌发展与转移的

过程中可能起到一定作用。但也有相反的报道，

如王瑾等［9］采用免疫组织化学技术检测乳腺癌

石蜡标本中 14⁃3⁃3σ 的表达，发现胞浆中 14⁃3⁃3σ
高表达与乳腺癌淋巴结转移和临床分期呈正相

关。Wu 等［10］指出，在肝细胞癌中 14⁃3⁃3σ 通过诱

导 HSF⁃1α 和 HSP70 表达而增强癌细胞侵袭与转

移的能力。

1.3 14⁃3⁃3σ抑癌和提高放化疗疗效

14⁃3⁃3σ作为抑癌蛋白既可单独应用发挥抑癌

作用，又可与其他药物联合影响肿瘤放化疗的敏

感性，是肿瘤治疗中重要的靶分子。如 Yang

等［1⁃2，12］发现通过转染病毒 14⁃3⁃3σ 重组体可抑制

鼻咽癌 CNE1及 CNE2细胞、乳腺癌MDA⁃MB⁃361
细胞和过表达 Akt 的 Rat1⁃Akt 细胞的活性及增

殖能力和成瘤率；同时发现 14⁃3⁃3σ 与抗肿瘤药

2⁃巯基乙醇（2⁃Mercaptoethanol，2⁃ME）联合应用

发挥协同作用可促进鼻咽癌细胞、原发性乳腺癌

组织细胞凋亡而增强抑瘤效应［2，12］。Peng 等［13］

发现 14⁃3⁃3σ 过表达可通过正调控 GSK3β 蛋白

水平抑制 β ⁃catenin 信号通路，增强具有多重耐

药性的舌癌细胞对化疗药物的敏感性。Zheng
等［14］在对 5⁃氟尿嘧啶（5⁃fluoracil，5⁃FU）耐药的

MCF⁃7 乳腺癌细胞（MCF⁃7/5⁃FU）的研究中发现，

过表达 14⁃3⁃3σ可增强MCF⁃7/5⁃FU 细胞对化疗药

5⁃FU和 顺铂（cisplatin，CDDP）的敏感性。Li等［15］

发现去甲基化药物 5⁃氮杂⁃2′⁃脱氧胞苷（5⁃Aza⁃2′⁃
deoxycytidine，5⁃Aza⁃CdR）通过上调 14⁃3⁃3σ 蛋白

水平诱导骨肉瘤细胞停滞于G2/M期，增强骨肉瘤

细胞的放疗敏感性。但也有相反的报道，如在胰

腺导管腺癌［16］及食管鳞状细胞癌［17］中 14⁃3⁃3σ 促

进肿瘤化疗抵抗。

2 肿瘤中 14⁃3⁃3σ蛋白异常的原因

14⁃3⁃3σ异常发生于多种肿瘤中，提示 14⁃3⁃3σ
与肿瘤的发生发展相关。 14⁃3⁃3σ 异常包括

14⁃3⁃3σ蛋白量的减少和蛋白活性降低或失活。

2.1 14⁃3⁃3σ蛋白量的减少

14⁃3⁃3σ蛋白量的稳定取决于 14⁃3⁃3σ蛋白合

成和降解之间的平衡，14⁃3⁃3σ蛋白合成减少或降

解增强可致 14⁃3⁃3σ蛋白水平下调。

2.1.1 14⁃3⁃3σ合成减少

14⁃3⁃3σ合成减少主要与基因表达下调相关。

虽然诱发基因表达下调的因素是多样的，包括基

因编码序列的缺失、转录过程中调节蛋白与特异

DNA 序列相互作用障碍以及翻译过程中 mRNA
稳定性异常等，但 14⁃3⁃3σ表达下调主要是由编码

14⁃3⁃3σ 蛋白的 Sfn 基因启动子高甲基化引起的。

研究表明，DNA 甲基转移酶（DNA methyltransfer⁃
ases，DNMTs）的过度表达、组蛋白甲基化及 RNA
干扰（RNA interference，RNAi）介导的转录后沉默

都可导致 Sfn基因启动子高甲基化［4］。如 Lodygin
等［18］发现RNAi介导的 14⁃3⁃3σ表达下调削弱了前

列腺癌细胞在DNA受损时诱导的G2/M细胞周期

检查点功能，并导致细胞染色体向多倍体化发
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展。在结肠癌、肝癌、前列腺癌、乳腺癌和透明细

胞型卵巢癌等细胞中，均可见 14⁃3⁃3σ 蛋白由于

Sfn 基因 CpG 岛高甲基化而表达下调。在乳腺癌

中 Sfn 基因启动子的高甲基化是比癌症相关病理

变化更早出现的标志［4］。Molin 等［19］在研究小鼠

角质化细胞模型时发现，IKK⁃alpha 低表达通过诱

导 sfn基因启动子高甲基化抑制 14⁃3⁃3σ蛋白的生

成，继而诱导基底细胞癌的发生。

2.1.2 14⁃3⁃3σ降解增强

关于 14⁃3⁃3σ蛋白的降解多围绕泛素化途径进

行研究，如Choi等［20］发现COP1⁃CSN6介导 14⁃3⁃3σ
发生泛素化降解，CSN6 过表达可使 14⁃3⁃3σ 水平

下调，进而激活Akt促进细胞存活。陈平等［21］发现

雌激素反应性指蛋白（estrogen ⁃ responsive finger
protein，Efp）通过泛素蛋白酶体途径介导 14⁃3⁃3σ
降解，进而导致雌激素受体（estrogen receptor，ER）
阳性乳腺癌患者内分泌治疗耐受。

2.2 14⁃3⁃3σ活性降低

14⁃3⁃3σ的活性既取决于自身的活化，又受体内

其他因子调控。当 14⁃3⁃3σ蛋白结构出现异常时，

可影响其功能的发挥。如 Winter 等［5］发现在反复

脱毛的小鼠模型中，14⁃3⁃3σ基因发生无义突变后，

14⁃3⁃3σ蛋白因失去核输出信号和部分磷酸化结合

位点而活性降低，进而导致小鼠表皮过度增生，甚至

出现乳头状瘤和鳞状上皮细胞癌等病理特征。

同时，在 14⁃3⁃3σ蛋白发挥抑癌作用的过程中

存在着协同因子或拮抗因子。14⁃3⁃3σ是 p53的靶

分子，由 p53诱导表达。Yang等［2］研究发现 p53正

常发挥功能是保证 14⁃3⁃3σ 活性的关键。在肺癌

细胞 A549 中，野生型 p53 可诱导 14⁃3⁃3σ 蛋白量

增加以应对化疗药导致的 DNA 损伤，而在 2 种不

同分化程度的鼻咽癌细胞 CNE1 和 CNE2 中，p53
基因突变导致DNA损伤时靶分子 14⁃3⁃3σ表达水

平无明显变化。此外，亦有研究发现在口腔上皮

鳞状细胞癌、基底细胞癌和前列腺癌中，p53突变

与 14⁃3⁃3σ活性降低相关［4］。然而 p53基因家族的

另一成员 p63却发挥着截然相反的作用。Li等［22］

发现 p63和 14⁃3⁃3σ在皮肤癌的发生发展过程中相

互拮抗，p63 的积累促进 14⁃3⁃3σ 突变诱导的乳头

状瘤和鳞状上皮细胞癌的发生。

3 14⁃3⁃3σ与癌细胞的增殖和凋亡相关

肿瘤是各种致癌因素作用引起局部细胞增

殖过度和死亡不足而致细胞失控性生长的结果，

14⁃3⁃3σ 与细胞增殖和死亡尤其是细胞凋亡密切

相关。

3.1 14⁃3⁃3σ对癌细胞增殖的影响

3.1.1 细胞活性

Yang等［1⁃2，12］采用反映细胞活性的四甲基偶氮

唑盐（methylthiazolyl tetrazolium，MTT）比色法检

测发现，转染病毒 14⁃3 ⁃3σ 重组体可使鼻咽癌

CNE1及 CNE2细胞、乳腺癌MDA⁃MB⁃361细胞和

过表达Akt的Rat1⁃Akt细胞生长速率明显减慢，提

示过表达 14⁃3⁃3σ可降低癌细胞活性。

3.1.2 细胞增殖能力

Yang等［1⁃2，12］用反映细胞增殖能力的琼脂糖克

隆形成实验检测发现，转染病毒 14⁃3⁃3σ重组体可

使鼻咽癌 CNE1 和 CNE2 细胞、乳腺癌 MDA⁃MB⁃
361 细胞和 Rat1⁃Akt 细胞的集落形成减少。Zou
等［23］研究发现 14⁃3⁃3σ与KCMF1相互作用阻止结

肠癌干细胞集落形成，抑制结肠癌干细胞增殖。

提示过表达 14⁃3⁃3σ 可削弱癌细胞和癌干细胞的

增殖能力。

3.1.3 细胞周期时限分布

许多研究表明过表达 14⁃3⁃3σ 可改变细胞周

期时限的分布，主要表现为 G1/S 期和 G2/M 期阻

滞，尤其是后者。如 Yang 等［1⁃2，12］通过转染病毒

14⁃3⁃3σ 重组体提高了鼻咽癌 CNE1 及 CNE2 细

胞、乳腺癌 MDA⁃MB⁃361 细胞和过表达 Akt 的
Rat1⁃Akt细胞中G2/M期的百分率，并证实当DNA
损伤时过表达的 14⁃3⁃3σ通过结合Akt蛋白以抑制

其活性，而使细胞发生 G2/M 期阻滞。Aprelikova
等［24］发现乳腺癌细胞中 BRCA1 通过诱导 14⁃3⁃
3σ 表达而影响细胞周期 G2/M 的进程。其他研

究表明 14⁃3⁃3σ 在黑色素瘤［25］、结肠癌［4］细胞中

发挥 G2/M 细胞周期检查点的功能。另外，14⁃3⁃
3σ 还参与 G1/S 阻滞过程。如 Laronga 等［26］研究

发现过表达 14⁃3⁃3σ 可阻止乳腺癌 MCF7、HER⁃
18 和 MDA⁃MB⁃361 细胞进入 S 期，抑制细胞增

殖。Huang 等［27］研究发现 EB 病毒的即刻早期蛋

白 Rta 介导 p21 和 14⁃3⁃3σ 活化，抑制 CDK1 和

CDK2 入核，使细胞阻滞于 G1/S 交界处。这些

结果提示 14⁃3⁃3σ 是一类重要的细胞周期负调

控分子。

3.2 14⁃3⁃3σ对癌细胞凋亡的影响

多数研究证实 14⁃3⁃3σ 具有促进细胞凋亡的
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作用，如 Yang 等［1⁃2，12］研究发现转染病毒 14⁃3⁃3σ
重组体可使 14⁃3⁃3σ过表达，后者通过诱导乳腺癌

MDA⁃MB⁃361细胞、鼻咽癌 CNE1及 CNE2细胞和

过表达 Akt 的 Rat1⁃Akt 细胞凋亡而发挥抑制肿瘤

的作用。此外，Lodygin等［4］研究发现 14⁃3⁃3σ与磷

酸化的Bad蛋白结合，使Bad蛋白失去了结合并抑

制抗凋亡蛋白 Bcl⁃2 的能力，从而促进细胞凋亡。

但也有相反的研究结果，如 Qin 等［16］发现 14⁃3⁃3σ
抑制胰腺导管腺癌细胞凋亡。

3.3 其他

14⁃3⁃3σ 也涉及细胞分化和代谢等相关过程，

如Medina 等［28］发现 14⁃3⁃3σ是角化细胞分化过程

中的重要标志，角化细胞分泌的 14⁃3⁃3σ 可促使

真皮层成纤维细胞内基质金属蛋白酶增多，后者

可降解细胞外基质，在创伤修复过程中发挥重要

作用。Sambandam 等［29］在研究反复脱毛的小鼠

模型时发现，14⁃3⁃3σ 基因突变导致 YAP 定位于

细胞核内，进而使小鼠角质化细胞增殖而不分

化。Phan 等［30］研究发现 14⁃3⁃3σ 参与调控肿瘤细

胞代谢机制的重塑过程，并抑制细胞发生恶性转

化。Phan 等［30］发现 14⁃3⁃3σ 通过增强 c⁃Myc 的多

聚泛素化降解过程，抑制癌细胞糖酵解、谷氨酰

胺代谢和线粒体生物合成等重要的肿瘤代谢

机制。

4 14⁃3⁃3σ与肿瘤细胞增殖和凋亡相关的

分子机制

14⁃3⁃3σ 低表达和活性降低通过干预细胞周

期和凋亡等影响肿瘤的发生发展、转移、预后及

治疗。低水平和低活性的 14⁃3⁃3σ 与肿瘤细胞的

永生性相关，其分子机制尚未完全阐明。迄今

14⁃3⁃3σ 蛋白调控细胞增殖和凋亡等的分子机制

涉及较多的分子及其信号转导通路，其中 14⁃3⁃
3σ 与 p53 和 MDM2、14⁃3⁃3σ 与 Akt 和 p27 备受

关注。

4.1 14⁃3⁃3σ与 p53和MDM2
14⁃3⁃3σ 与 p53 和 MDM2 之间的正反馈调节

环在细胞周期调控中发挥重要作用。14⁃3⁃3σ 由

p53诱导表达并协助其完成细胞周期调控等功能，

如Yang等［2］研究发现采用化疗药处理可提高含有

野生型 p53 的肺癌 A549 细胞 14⁃3⁃3σ 水平，而含

有突变型 p53 的鼻咽癌 CNE1 和 CNE2 细胞中的

14⁃3⁃3σ水平则没有明显的变化。同时 14⁃3⁃3σ与

p53 结合可抑制 p53 与 MDM2 的相互作用，增强

p53 的稳定性，促进 p53 在核内聚集和转录。如

Huang 等［31］研究发现在小鼠全腹部接受放射处理

后，阿米斯丁（Amifostine）通过诱导 14⁃3⁃3σ 表达

并促使 14⁃3⁃3σ 与 p53 相互作用，抑制 MDM2 介

导的 p53 降解，促进 p53 在核内聚集与转录，最终

减少小肠的损伤而发挥药效。Lee 等［32］研究发现

14⁃3⁃3σ 可与 p53 结合增强其稳定性和转录活性，

使乳腺癌细胞发生G2/M期阻滞，同时激活 p53依

赖性的信号转导通路诱导凋亡。此外 Yang 等［33］

研究发现 14⁃3⁃3σ 可结合 MDM2 并促进其泛素化

降解，进而抑制 MDM2 介导的 p53 出核、p53 类泛

素化降解及 RB 降解等活动，增强 p53、RB 蛋白的

抑癌作用。

4.2 14⁃3⁃3σ与Akt和 p27
Yang 等［12］研究发现 14⁃3⁃3σ 作为抑癌基因可

直接抑制Akt的表达和活性，从而增强 p27对细胞

周期的负调控作用，尤其是通过增加 p27蛋白的稳

定性，阻滞 p27蛋白出核发生降解而发挥作用。如

在转染病毒 14⁃3⁃3σ 重组体处理 Akt 过表达的

Rat1⁃Akt 细胞实验中，可观测到过表达的 14⁃3⁃3σ
通过降低 Akt 激酶促使 p27 磷酸化的活性，阻断

Akt 介导的 p27 核浆错位，抑制 Rat1⁃Akt 细胞增

殖［34］。

4.3 其他分子通路

Su等［35⁃36］研究发现DNA损伤时，14⁃3⁃3σ通过

结合磷酸化的 COP1并促进其在胞质中的积累，增

强 COP1 自身泛素化降解的活性，从而抑制 COP1
介导的 p53泛素化降解。此外，邓绮文等［37］通过反

向蛋白质阵列检测和比较转染病毒 14⁃3⁃3σ 重组

体鼻咽癌 CNE1 和 CNE2 细胞前后特定蛋白质表

达量的变化，结果发现 14⁃3⁃3σ对鼻咽癌 CNE⁃2细

胞生长抑制的作用机制涉及 4条通路，包括Akt通
路、MAPK 通路、JAK⁃STAT 通路及 Rb⁃E2f 通路，

至于确切的机制有待深入探讨。

5 小结

作为 14⁃3⁃3蛋白家族的重要成员，14⁃3⁃3σ 具

有广泛的生物学功能，尤其与肿瘤细胞增殖、凋亡

及分化等功能密切相关。14⁃3⁃3σ 在肿瘤中多呈

低表达状态或活性降低，主要与基因启动子高甲

基化和泛素化降解增强引起的蛋白量减少、自身

活性调控因子异常引起的活性改变相关。14⁃3⁃3σ
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可通过多条信号通路抑制肿瘤细胞的增殖和促进

凋亡等，从而抑制肿瘤的发生发展和侵袭转移。

作为抑癌蛋白的 14⁃3⁃3σ可单独发挥抑癌作用，且

可提高放化疗疗效。然而，由于 14⁃3⁃3σ的生物学

功能广泛及其调控因子众多，涉及调控机制复杂，

在某些肿瘤呈现相反的结果，因此深入探讨 14⁃3⁃
3σ在不同肿瘤组织和细胞内的不同定位及其通过

调控肿瘤细胞生物学特性而影响肿瘤临床特征的

相关分子机制，可望为肿瘤防治提供新的药物靶

点和肿瘤标志物。
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•综 述•

传统的聚合酶链式反应（polymerase chain re⁃
action，PCR）由于需要 3 个不同的热循环，还需要

对反应产物进行电泳或荧光标记等多种操作，大

大限制了其在口岸检测和产地检测等现场平台上

的应用。随着技术发展，已经开发了更加方便的

等温扩增技术如核酸序列基础扩增（nucleic acid
sequence⁃based amplification，NASBA）、旋转聚合

酶扩增（rotational polymerase amplification，RPA）、

解旋酶依赖扩增（helicase dependent amplification，
HDA）、聚合酶螺旋扩增（polymerase spiral amplifi⁃
cation，PSR）、环介导等温扩增（loop⁃mediated iso⁃
thermal amplification，LAMP），其中 LAMP 技术是

最具有代表性的等温（60~65℃）核酸扩增程序。该

技术通过使用一种具有链置换活性的 DNA 聚合

新型环介导等温扩增技术开发与应用研究进展

张亚平★ 郑志高 简保磊 朱巍巍

［摘 要］ 环介导等温扩增技术（loop⁃mediated isothermal amplification，LAMP）是一种成熟的、应用

广泛的检测技术。目前 LAMP技术已经经历了十余年的研究和发展，开发了多种新型环介导等温扩增

技术。其技术改进主要体现在提高检测特异性、加快反应速度、简化样本处理、实现多重扩增以及应用

于现场检测平台等方面。本文从免疫环介导等温扩增、微流体环介导等温扩增、电化学发光环介导等温

扩增、分子信标指示环介导等温扩增、多重实时环介导等温扩增、结合 FTA卡的环介导等温扩增等新型

技术，以及环介导等温扩增技术在简单化、快速化与产物检测特异化等方面的改进进行了综述，为环介

导等温扩增技术的进一步发展和实际应用提供依据。
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Recent progress in technology development and application of loop⁃mediated
isothermal amplification
ZHANG Yaping★，ZHENG Zhigao，JIAN Baolei，ZHU Weiwei
（Taicang Entry⁃exit Inspection and Quarantine Bureau，Taicang，Jiangsu，China，215400）

[ABSTRACT] Loop⁃mediated isothermal amplification (LAMP) is an established technology that contin⁃
ues to attract the attention of researchers in many fields. Research and development efforts on LAMP technolo⁃
gy have made much progress, focusing on many different aspects such as improving specificity and reaction
speed, simplifying sample processing, realizing multiple amplification, and application on the field platform.
In this review, an overview of new LAMP technologies will be provided including immuno⁃LAMP detection,
LAMP methods in microfluidic devices, electrochemiluminescence mediated LAMP, molecular beacon LAMP,
multiplex real⁃time LAMP, FTA⁃LAMP, and technology improvements in simplification and rapidity and prod⁃
uct detection specificity. The aim of this review is to provide the basis for further LAMP technology develop⁃
ment and practical applications.

[KEY WORDS] Loop⁃mediated isothermal amplification; Immuno⁃LAMP; Electrochemiluminescence;
Molecular beacons
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酶（Bst DNA polymerase）和一套共 4条引物进行扩

增反应。

环介导等温扩增技术首次报道于 2000 年，目

前已经经历了十余年的研究和发展，广泛用于单核

苷酸多态性、病毒和病原体检测［1］。随着越来越多

的科学家研究 LAMP技术，使得此技术使用范围不

再局限于病原微生物的检测和定量，LAMP技术也

应用于寄生虫和胚胎鉴定领域。Yeeling等［2］介绍

了 LAMP技术检测弓形虫。最近，用于检测寄生虫

的 LAMP 试剂已经被商业化。Zoheir 等［3］使用

LAMP方法用于牛胚胎性别鉴定。同时，研究人员

也在寻找一些其他能够与 LAMP结合使用的技术，

使检测技术更加优化。例如，Wang 等［4］开发了环

介导等温扩增⁃横向流动试纸条技术（loop⁃mediat⁃
ed isothermal amplification ⁃ lateral flow dipstick，
LAMP⁃LFD）用于检测转基因大豆，这种新的方法

结合了免疫层析和LAMP技术，成功地把LAMP技

术应用于转基因食品的检测。另外，根据实际检测

需求，研究人员对此技术进行大量改进，主要集中

在提高特异性、加快反应速度、简化样本处理、实现

多重扩增以及应用于现场检测平台等方面。本综

述回顾了近年对 LAMP技术本身简单化、快速化和

产物检测特异化等方面的改进所进行的研究，同时

总结了近期开发应用的新型 LAMP检测技术，为环

介导等温扩增技术的发展和实际应用提供依据。

1 环介导等温扩增技术的基本原理及优势

LAMP体系的反应温度之所以在 60~65℃范围

内，一是因为 Bst DNA 聚合酶在此温度下才具有

活性，二是因为这是双链 DNA发生复性和延伸的

中间温度，DNA会呈现一种动态平衡的状态，其中

任何一条引物与 DNA结合并发生扩增时，另一条

链会自动脱落形成单链，在酶的作用下不断发生

链置换反应，不断自我循环［5］。LAMP反应被人为

地划分成 2个扩增阶段：第一阶段为起始阶段，主

要为了形成第二阶段循环的起始复合物—“颈环

结构”；第二阶段是扩增循环阶段，以“颈环结构”

作为第二阶段扩增反应的模板，启动新一轮链置

换反应，最终获得含有不同数量的颈环结构、不同

长度的 DNA混合物，且产物是对靶序列的交替反

应扩增的重复序列［6］。

LAMP 是一种新的检测技术，具有明显的优

势。第一，与传统的检测方法相比，LAMP 检测的

特异性高。4 条引物分别用来扩增 6 个不同靶区

域，一旦任何一个引物不能准确匹配，将会导致反

应不能发生，也就是说理论上将显著降低非特异

扩增的发生［7］。第二，LAMP的灵敏度比传统 PCR
扩增检测高 10~100倍，其检测限达到 10个拷贝或

者更低。换言之，LAMP 技术可以在很早期阶段，

或者在临床症状不明阶段，检测到疾病的发生［8］。

第三，检测时间比传统 PCR 扩增检测缩短很多。

LAMP 具有高度的扩增有效性，其主要归因于无

需复杂的变温条件和不同的反应程序。LAMP 技

术能够在 15~60 min 内，使 DNA 扩增 109~1010 倍，

故与传统 PCR 扩增相比检测时间能够缩短 1 h 左

右［9］。最后，LAMP技术最大的优势是操作简单和

可视化检测［10］。例如，当运用 LAMP 技术检测病

原微生物时，可以直接通过动物疾病组织的核酸

进行扩增检测，而不需要进行单独的细菌培养和

复杂的核酸提取步骤。同时，LAMP 反应仅需一

台恒温设备如水浴锅或恒温箱就能满足对实验的

基本需求，其反应设备简单。另外，LAMP 反应合

成大量核酸分子的过程中，会产生大量的焦磷酸

离子，与反应液中 Mg2+结合生成不溶于水的焦磷

酸镁，经过离心后可以通过肉眼观察是否有白色

沉淀生成从而鉴定是否发生核酸扩增，也可以在

体系中加入适量颜色指示剂如钙黄绿素、羟基萘

酚蓝、SYBR Green I 等，通过相应的颜色变化直接

呈现出扩增的结果。

2 环介导等温扩增技术改进

2.1 操作简单化与快速化

LAMP 技术相较于基础 PCR 检测技术最具特

色的优点是简单、快速。目前，LAMP 技术的改进

主要集中在进一步增强和发挥这 2方面的优势。

LAMP 反应简单化目标之一是简化加热方

法。因为 LAMP技术是一个等温扩增方法，LAMP
可以通过一个简单的加热器如加热盒和水浴槽来

进行。因此，非电力依赖的加热系统使 LAMP 能

够在任何时间和任何地方进行。LaBarre 等［11］最

近设计了一个非电力依赖的水浴系统，利用一个

变相材料，使用化学产热。Curtis等［12］同样开发了

一个相似的化学加热器，并成功用于 HIV 病毒检

测。另外，Hatano 等［13］凭借一个可任意使用的

口袋取暖器利用 LAMP 技术成功检测炭疽，并

验证他们的系统是一个快速、可靠的检测方法。

·· 139



分子诊断与治疗杂志 2018年 3月 第 10卷 第 2期 J Mol Diagn Ther, March 2018, Vol. 10 No. 2

Nkouawa 等［14］使用一个保温的热水瓶进行了

LAMP 分析，并报道此系统能够成功用于检测人

类粪便样品中的链状带绦虫。这些都是简化

LAMP技术加热步骤的方法。

最近，新英格兰生物实验室开发一个新 DNA
聚合酶，叫做 Bst 2.0 或 WarmStart Bst 2.0。Tanner
等［15］评估了这些新的聚合酶在 LAMP检测中的应

用，发现 Bst 2.0与野生的 Bst DNA聚合酶相比，能

够催化更快的 LAMP 反应速度。这些发现表明，

开发新的 DNA 聚合酶是改进 LAMP 技术快速化

的关键因素。

超速提取（ procedure for the ultra⁃rapid extrac⁃
tion，PURE）方法是一种从新鲜唾液中直接提取结

核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，TB）细胞

的技术［16］。该技术通过使用一种吸附粉末来移除

样品中的 DNA 抑制剂，从而保护样品中的 DNA。

并且，此技术无需复杂的设备如离心机，可以在发

展中国家落后的地区使用。Nakauchi 等［17］研究了

一个方便使用的检测流感病毒的提取试剂，把咽

喉或鼻拭子在此试剂中搅拌几次，即可提取流感

病毒基因组 RNA，同时还能消除 RNA抑制剂。与

其他实验室所进行的前处理方法相比，这一技术

无需加热和离心。目前，这一提取试剂仅限于流

感病毒的提取。Aydin⁃Schmidt等［18］开发了高通量

DNA 提 取 系 统 的 环 介 导 等 温 扩 增 技 术（high
throughput DNA extraction system for loop mediated
isothermal amplification，HTP⁃LAMP），用于检测无

症状人群疟原虫，通过商品化的和计算机控制的

高通量DNA提取系统能够同时提取 96个样品，其

提取液可直接用于 LAMP检测，并在 2 h内获得检

测结果。与传统 PCR 检测结果相比，HTP⁃LAMP
检测灵敏度为 40.8%（95% CI：27.0~55.8），特异性

为 99.9%（95% CI：99.8~100）［18］。超速提取方法能

够大大缩短样品中核酸的提取时间，从而提高

LAMP的检测速度，适合在大样本检测中使用。

2.2 检测特异化

目前，通过简单的目视检测技术来判断 LAMP
扩增反应结果已经有很大发展［19⁃20］。然而，近年来

已经开始关注不同的判断方法［21］。在 LAMP反应

体系中加入荧光标记探针，反应完成后，再加入低

分子量的阳离子多聚物乙烯亚胺（polyethyleni⁃
mine，PEI），产生 PEI⁃DNA⁃probe复合物沉淀，在紫

外灯下通过观察颜色变化即可实现特异性检

测［22］。Seetang ⁃Nun 等［23］将纳米金颗粒标记的

DNA 探针与 LAMP 相结合，建立了通过肉眼观察

鉴定白斑综合征病毒（white spot syndrome virus，
WSSV）的 LAMP 方法，此方法灵敏度可达 200 个

拷贝，还可以用紫外可见光光谱进行定量。Na⁃
gatani 等［24］最早将电化学方法应用于实时监测

LAMP 反应，他们将丝网印刷碳电极浸入离心管

中并用亚甲基蓝作为杂交指示剂，扩增产物与亚

甲基蓝结合后向电极表面缓慢弥散，引起峰电流

的降低，从而进行半实时定量。Satoh 等［25］报告了

一个通过电化学活性嵌入剂检测特异 DNA 序列

的方法，这一技术用于临床检测人乳头状瘤病毒

（human papillomavirus，HPV），命 名 为“Clinichip
HPV”。Siddique 等［26］开发了一种基于 groEL基因

的遗传标记的 LAMP 检测技术，用于检测受污染

海鲜和水体中副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyti⁃
cus），其检测限为 100 fg/μL，高于 PCR 检测的 100
倍。以上这些方法都能显著提高 LAMP技术检测

的特异性。

3 新型环介导等温扩增技术

对蛋白生物标志物的高灵敏度和特异性检

测，在临床疾病诊断和治疗预后中显得非常重

要。粘蛋白 1（mucin 1 protein），作为一种肿瘤标

志物，存在于许多恶性肿瘤中，如结直肠癌、肺癌、

前列腺癌、胰腺癌、卵巢癌、膀胱癌等［27⁃29］。粘蛋白

1在人正常上皮细胞表达非常低，因此对其进行灵

敏度和特异性检测在早期肿瘤诊断中就显得非常

必要。最近，Joo等［30］报道了不同的免疫环介导等

温扩增（immuno⁃LAMP）平台用于检测蛋白质。免

疫环介导等温扩增技术包含 2个主要步骤，信号扩

增和超敏检测。为了提高蛋白检测的特异性和灵

敏度，使用亲和配体用于靶蛋白分子的识别［31⁃32］。

配体为系列合成的DNA或RNA分子，具有高特异

性和高亲和性。Cao 等［33］通过高亲和粘蛋白 1 配

体，开发出一种配体介导的免疫环介导等温扩增

技术，用于定量检测人血清样品中粘蛋白 1。其重

要步骤为，生物素标记的粘蛋白 1固定在链霉亲和

素磁珠上，与粘蛋白 1 配体孵育；游离的粘蛋白 1
配体通过磁珠分离，蛋白结合的配体结构通过加

热后解离；最后，解离的配体作为 F3引物，通过 re⁃
al⁃time immuno⁃LAMP 技术进行定量。因此，im⁃
muno⁃LAMP核酸扩增信号等同于 F3引物的量，并
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且间接反映粘蛋白 1 的量。此种方法检测限可达

120个分子。

由于食物来源病原体微生物能够引起严重的

疾病，并可能导致巨大的经济损失，因此通过分子

检测技术检测食物来源病原体来预防严重损失是

非常必要的［34⁃35］。Seo 等［36］研究开发了一种高通

量、微型离心装置、基于比色法的食品来源病原体

的检测方法。开发的离心微型装置包括一个样品

容器，一个螺旋形样品注射微通道，24 个腔室（每

个 2.5 μL），交叉毛细管阀门和 24个反应室。装载

样品后行 850 r/min 离心，使得样品溶液分布到 24
个等体积的腔室内。然后，腔室内的样品可以被

注射到反应室内，5 000 r/min 离心，离心装置放置

于 66℃温箱中进行靶基因的扩增。对于基因扩增

方法，使用 LAMP 技术对 3种食物来源病原体（大

肠杆菌 O157：H7，鼠伤寒沙门氏菌和副溶血性弧

菌）进行检测。通过铬黑 T（eriochrome black T，
EBT）介导的颜色变化（从紫色到天蓝色）来确定

病原体的存在，通过绿/红（G/R）和蓝/红（B/R）比

值来区分阳性结果和阴性结果，整个分析过程在

1 h内完成。DNA的检测限为 500个拷贝，细菌的

检测限为 100个细菌数。因此，这种设计简单和制

造容易的微型装置通过自动控制 2 次不同转速的

离心，在 60 min内进行基因等温扩增，并且通过肉

眼进行比色法判断结果的方法，为食品工业提供

了一种理想的病原体检测方法。

电化学发光（electrochemiluminescence，ECL）
是一种敏感性检测方式，其在电极表面产生高能

状态并且促进电子转移，这种电子转移现象能够

通过激发光而作为一种强度信号被检测［37］。［Ru
（bpy）3］Cl2是一种常用的 ECL 发光体。各种 ECL
生物传感器需要核酸表面固化。最近，有研究报

道了一种无需固化的 ECL 技术，通过设计 2 个辅

助探针进行 micro⁃RNA 检测［38］。Roy 等［39］研究了

LAMP联合 ECL技术对DNA检测和定量分析，经

由 LAMP 反应扩增的目的 DNA，通过静电作用与

碳电极表面的［Ru（bpy）3］+2 结合，再通过三丙胺

（TPrA）触发 ECL 反应从而发出荧光。他们把这

种新技术用于检测不同物种肉中特异序列的DNA
水平。例如，从野猪肉中检测到 1 pg/μL（3.43×
10 ⁃ 1 copies/μL）的靶 DNA。对枯草杆菌（Bacillus
subtilis）DNA 样品的检测限为 10 pg/μL（2.2×103

copies/μL）。因此，这种方法的优势是快速检测、

最低限度的仪器使用以及更少的试剂使用。把

具有高敏感性和特异性的 ECL 技术与 LAMP 快

速扩增技术结合起来成为一种有效的定量核酸

检测技术，这种技术满足现代核酸检测中快速、

敏感性、特异性、易于操作以及设备微型化的

要求。

目前 LAMP 技术主要的缺点是结果评估的间

接性，其扩增产物通过电泳、SYBR Green I 染色、

沉淀、羟基萘酚蓝染色、浊度法、钙黄绿素/Mn2+染

色以及探针法等方法进行确认。这些都不能很好

区分阳性产物和非特异性扩增产物，从而导致假

阳性。分子信标（molecular beacons）具有只与目的

DNA 片段结合后才产生荧光信号的特点，因此

作为一种直接的扩增产物指示剂，能够避免假阳

性的问题。Liu 等［40］研究了一种新型的分子信

标指示的环介导等温扩增方法（molecular beacon
loop⁃mediated isothermal amplification method，MB⁃
LAMP），明确了 LAMP 技术中分子信标作为评估

工具的最优条件：长度为 25~45 bp，浓度为 0.6~1
pmol/μL，反应温度为 60~65℃，并且 MB⁃LAMP 检

测灵敏度能够达到 1×10⁃6 ng/μL。使用分子信标指

示的 LAMP技术有效降低了检测结果假阳性率。

在食品工业中，快速检测食品来源病原体对

阻止污染食物中病原体扩散具有重要意义。Liu
等［41］开发了一种多重实时环介导等温扩增方法

（multiplex real⁃time loop⁃mediated isothermal ampli⁃
fication，ml⁃LAMP），在一个反应体系中同时检测

沙门氏菌（Salmonella）和副溶血弧菌 DNA。在

65℃扩增 60 min 后，通过不同的熔解温度（Tm）来

区分扩增产物。使用 19 种已知的菌株验证多重

LAMP 技术特异性，发现此方法能够 100%地区分

不同菌株，其检测限与多重 PCR 相似。因此，多

重 LAMP 技术在食品工业检测中具有明显的优

势，能够同时检测多种病原菌，节约了大量时间

和成本。

现场血液样本的采集、运输、保存等常受到一

些条件的限制，尤其是当采集样本数较多时，因此

亟需探索易于运输、保存、又利于病原体核酸提取

的样本采集方法或措施。FTA 卡（flinders technol⁃
ogy associates，FTA）是由特制的滤纸经强力变性

剂、螯合剂浸泡而成，细胞与 FTA 卡接触后被裂

解，其核酸与纤维基质结合，维持样品中核酸的完

整性，保护核酸免于降解，从而起到保存作用。
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Peng 等［42］开发了一种联合 FTA 技术的 LAMP 检

测方法，用于植物来源的北方根节线虫（Meloido⁃
gyne hapla）检测，其检测限是普通 PCR检测的 100
倍。Wu 等［43］同样运用结合 FTA 技术的 LAMP 检

测方法检测了田鼠巴贝虫（Babesia microti）感染情

况，其检出限为 0.687 fg/μL，而传统的 PCR最低检

测限为 0.687 pg/μL，且 20份样品的阳性符合率为

100%，说明此方法特异性强、灵敏度高、简便、快

速，适用于现场检测。近年新型环介导等温扩增

技术总结见表 1。

新型环介导等温扩增技术

免疫环介导等温扩增技术

微流体环介导等温扩增技术

电化学发光环介导等温扩增技术

分子信标指示的环介导等温扩增技术

多重环介导等温扩增技术

结合 FTA的环介导等温扩增技术

技术优势

高灵敏度和特异性蛋白检测

高通量、检测装置微型化

高灵敏度和特异性

扩增产物直接检出

多种病原菌同时检测

有效解决大样本采集、运输和保存

应用

临床疾病诊断和治疗预后

食物来源病原体微生物检测

核酸定量检测

降低假阳性率

食品工业检测

适用于现场检测

参考文献

Cao，et al［29］

Seo，et al［36］

Roy，et al［39］

Liu，et al［40］

Liu，et al［41］

Peng，et al［42］

Wu，et al［43］

表 1 近年新型环介导等温扩增技术

Table 1 Summary of new loop⁃mediated isothermal amplification technology in recent years

4 展望

LAMP技术是一种创新性基因扩增方法，用来

取代热循环中的高端设备，其链置换反应在等温

条件即可完成。由于其诸多优势已被广泛用于核

酸检测的各个领域，因此 LAMP 技术逐步发展成

为成熟、可靠的分子生物学诊断分析技术。另外，

LAMP 技术在蛋白生物标志物检测、食物来源病

原体微生物检测和转基因产品检测方面的发展，

使其作为一个简单、快速的检测方法在许多国家，

特别是发展中国家广泛应用。然而，LAMP 技术

也有一些不容忽视缺点，比如反应过程易受污染、

检测特异性不高，容易出现假阳性，因此 LAMP技

术的优化道路还很漫长。在未来的技术开发中，

需要进一步的研究来降低假阳性率，提高检测的

准确性和可重复性，使得以 LAMP 技术为基础的

核酸检测具有更广的应用前景。
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·专家风采· 实验室巡礼

中山大学附属肿瘤医院检验科

刘万里

刘万里，男，1968 年 1 月 20 日出生。

2003年毕业于重庆医科大学和军事医学科

学院，获分子生物学硕士和临床检验诊断

学博士。

主任检验技师，硕士生导师。现任中

山大学肿瘤防治中心检验科主任。担任广

东省医学会检验学会常委，广东省医师学

会检验学会常委，广东健康学会检验分会

副主委，中国检验医师学会精准检测与精

准诊断学会常委，中国教育协会肺部肿瘤专委会检验分会副主任委员，广东抗癌学会

分子诊断学会候任主委。

主要研究方向肿瘤早期筛查标志物的筛选，肿瘤标志物检测新方法建立和检测试剂

盒研制，肿瘤标志物在肿瘤筛查和预后判断中临床价值评价。首次发现和命名模式识

别受体 LSECtin；提出 VCA⁃IgA 和 EBNA1⁃IgA 组合模型是鼻咽癌早期筛查的最佳指

标；通过血清蛋白质组技术发现食管癌患者血清中CDC25B和BMI⁃1自身抗体，可作为

食管癌的诊断标志物；采用RNA测序和生物信息学技术建立了血清标志物诊断食管癌

数学模型。主持和参加多项国家自然科学基金和国家重大科研计划项目，在Gastroen⁃

terology，J Virol，JBC，Biosens Bioelectron等杂志发表 30余篇 SCI论文。《分子诊断学-

基础与临床》副主编，《临床肿瘤学》编委。培养硕士研究生 6名。

中山大学附属肿瘤医院检验科位于广州市东风东路651号，创立于1964年，50多年来经过几代人努力，

如今已发展成为一个拥有近 1 500张病床、2 000多名职工、面积近 18万平方米、拥有超过 5亿元医疗设备的

国内一流肿瘤专科医院。

科室是一个集医、教、研于一体的临床实验室，现有职工38人，其中博士后1人，博士4人，硕士12人，主

任技师2人，副主任技师6人，主管技师17人，博士生导师1人，硕士生导师1人，行政办事员1人。

科室设有临床检验、生化检验、免疫检验、微生物检验（兼管分子生物学检验、流式细胞学检验）共4个专

业组，开展 300多项检查项目。实验用房约 900平方米。科室拥有一批先进的检验仪器，主要有：日立 008/
7600/7080全自动生化分析仪、德国西门子特种蛋白仪、罗氏全自动生化免疫分析仪Cobas 8000/Cobas601/
Cobas 702、雅培 I2000发光分析仪、法国梅里埃BACTEC alert 3D血培养仪、美国BD公司FACSCantoII流式

细胞仪、美国DIGENE公司DNA杂交捕获仪、日本京都公司AX⁃4280全自动尿液分析仪、美国 IRIS公司

IQ200尿沉渣分析仪、日本 sysmexCS⁃5100纤溶/凝血分析仪、日本 sysmex XN 2000/XN 9000血细胞分析仪、

法国Sebia全自动电泳分析仪、罗氏RSA Pro EC样本前处理、瑞士EVOlyzer150/8和FAME全自动酶免分析

仪等设备。

检验科全面执行 ISO15189质量体系管理，全面开展了各检测项目的室内质控工作和实验室间比对，并

积极参加广东省、卫生部的室间质评、卫生部的正确度验证、国际实验室比对；参加的项目有常规生化、酶

类、血脂、电解质、特种蛋白、临床免疫、肿瘤标志物、内分泌、传染性标志物、血细胞计数、凝血试验、尿液化

学分析、临床微生物学、淋巴细胞亚群等，98%以上的项目室间质评成绩达到100%。

检验科科研小组主要研究方向是肿瘤早期筛查标志物的筛选，肿瘤标志物检测新方法建立和检测试剂

盒研制，肿瘤标志物在肿瘤筛查和预后判断中临床价值评价。鼻咽癌筛查和早期诊断水平居国内之首，率

先开展血清低分子量蛋白组技术用于肿瘤靶向药和化疗药疗效预测，全面开展淋巴瘤和白血病免疫分型和

微小残留量检测，开发和建立量子点流式细胞检测技术和血清外泌体快速检测技术，通过新技术的应用提

高科室肿瘤诊疗水

平。科室主持国家

自然科学基金 4项，

参加 973 和国家重

点研发计划 2项，近

3年发表SCI论文 26
篇，国家发明专利 1
项，编写论著一部。

学科带头人刘

万里、戴淑琴和张静

萍带领科室研究小

组，致力于肿瘤早期

筛查和诊断，肿瘤治

疗监测和预后判断

标志物的研究。
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A：DAPI 轮廓；B：红色信号强度；C：绿色

信号强度。其中，A1、B1、C1 为消化严重

过度，A2、B2、C2 为消化过度，A3、B3、C3

为消化适中。

图（P112） FISH背景及信号强度检测

结果

Figure（P112） FISH test of
background and signal intensity results

B1 B2 B3

C1 C2 C3




