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A. SSC 和 CD45 以淋巴细胞群设门；B. 右上象限表示为淋巴细胞中 CD3+CD4+细胞的比例；C. CD25+的同型对照；D. 右上象限表示为

CD3+细胞中 CD4+CD25+细胞的比例

图（P189） AD患者外周血CD3+CD4+CD25+Treg的流式结果

Figure（P189） The results of flow cytometry about CD3+CD4+CD25+Treg in peripheral blood of AD patients
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志》编辑委员会编委。

出生于 1969 年 8 月，2003 年毕

业于四川大学 （原华西医科大学），

获医学遗传学博士学位。

教授，主任医师，硕士生导

师。现任郑州大学第一附属医院遗

传与产前诊断中心主任。现为 《中

华医学遗传学杂志》 编委，中国医

师协会医学遗传医师分会委员，中

国优生科学协会常务理事，中国优
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学会围产医学分会常委，河南省产前诊断技术服务机构评审专家组成员。

孔祥东教授长期从事各种人类遗传病分子诊断和发病机制研究，在神经肌肉病、代

谢病、血液病、耳聋、唐氏综合征等遗传病分子诊断技术研发方面形成了一定的优势和

特色，在省内率先开展了单基因的高通量测序诊断技术，建立了完整的单基因遗传病分

子诊断技术平台，居国内领先水平。近 3年主持或参与国家级、省级科研课题 8项，荣

获河南省医学科学技术进步奖一、二等奖 3项。发表相关论文 80余篇，其中 SCI收录 10

余篇。培养和招收硕士研究生 12人，已毕业 3人。

河南省人类遗传疾病基因修饰工程技术研究中心位于河南省郑州市建设东路1号，依托郑州大学第

一附属医院遗传与产前诊断中心，以人类遗传病分子诊断、发病机制和基因修饰治疗为主要研究方

向。中心于 2016年经河南省科技厅批准成立，以郑州大学第一附属医院医学遗传学、妇产科学、生殖

医学、儿科学、神经病学及超声医学为学科支撑，临床医学为一级学科博士、硕士学位授权点，妇产

科学、生殖医学、儿科学和神经病学均进入国家临床重点专科建设项目。中心拥有科研人员 55人，

其中硕士生导师 2人，高级职称人员 4名，博士 23名。中心功能齐全，设有国际标准的细胞遗传学、

分子遗传学、免疫治疗、基因治疗 4个研究室及染色体全自动收获与分析、Sanger测序、高通量测序、

染色体微阵列分析、基因编辑 5个技术平台。实验室总面积 2 000平方米，配备国际一流高通量测序仪

5台，ABI 3130测序仪 2台、染色体微阵列杂交系统，以色列ASI染色体自动分析系统 5套、德国Lei⁃
ca GSL120自动细胞遗传学平台 2套、美国HANABI⁃PIII中期染色体自动收获系统 2套等，设备总价值

达5 000万元。

中心以当今医学研究前沿——人类遗传病精准诊疗为研究核心，研究人类遗传病病因及发病机

制，确定新的分子诊断及治疗靶点，建立先进的精准诊断方法，以基因修饰为基础研发新型人类疾病

治疗技术。近 5年来中心获各类科研基金资助近 20项，总经费 800万元，其中国家自然科学基金项目

6项。中心先后获得河南省医学科学进步一等奖、河南省科技进步二等奖、郑州市科技进步三等奖共 6
项奖项。近 5 年以来共发表学术论文 60 余

篇，其中中华系列文章 48篇，SCI期刊论文

13篇。近 3年共培养 12名硕士毕业生，在读

全日制硕士生9名，进修医师22人。

学术带头人孔祥东是郑州大学第一附属

医院遗传与产前诊断中心科主任，同时担任

河南省遗传疾病基因修饰工程技术研究中心

主任及河南省遗传病基因治疗医学重点实验

室主任。现为《中华医学遗传学杂志》编

委，中国医师协会医学遗传医师分会委员，

中国优生科学协会常务理事，中国优生科学

协会医学遗传学分会副主任委员，海峡两岸

医药卫生交流协会遗传与生殖专业委员会委

员，中国医师协会住院医师规范化培训医学

遗传科评估专家组成员，河南省遗传学会常

务理事，河南省医学会医学遗传学分会副主

委，河南省医学会围产医学分会常委，河南

省产前诊断技术服务机构评审专家组成员。

自 1997年以来，孔祥东主任一直从事各类遗

传病及胎儿异常的诊疗工作，主要研究方向

为人类遗传病的分子诊断及基因治疗。
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单细胞测序技术及其在肿瘤研究和临床诊断中的应用

周莹 1 黄华艺 1，2★

［摘 要］ 肿瘤组织的异质性是肿瘤的一个重要特征。肿瘤细胞均一性的缺乏使得肿瘤靶向治疗

的难度加大。因此，鉴别肿瘤细胞的异质性是一个重要工作。单细胞测序技术（single⁃cell sequencing，
SCS）是通过下一代测序手段观察单个细胞的基因组序列信息，从而获得细胞间遗传物质和蛋白质信息

的差异，因此能够更好地理解单个细胞在其微环境中的功能。通过对单个肿瘤细胞全基因组、转录组以

及细胞表观遗传基因进行测序，瘤内异质性的复杂机制可被揭示，从而改善肿瘤诊断、转归预测和治疗

效果的监测。本文对单细胞测序技术的发展、检测原理和检测流程、存在的问题及其在肿瘤研究中的应

用以及该技术在临床上的潜在价值进行了概述。

［关键词］ 单细胞测序；下一代测序；基因组；肿瘤；异质性

Single ⁃ cell sequencing technology and its application in cancer research and
clinical diagnosis
ZHOU Ying1，HUANG Huayi1，2★

（1. Department of Laboratory Medicine，The People  s Hospital of Guangxi Autonomous Region，Nanning，
Guangxi Autonomous Region，China，530021；2. Department of Surgical Oncology，Roswell Park Cancer
Institute，Buffalo，New York，USA，14263）

［ABSTRACT］ The heterogeneity of tumors is an important feature of cancer. Tumor cells that lack
homogeneity increase the difficulty of targeting therapeutics. Therefore, identifying tumor heterogeneity is an
important task. The single⁃cell sequencing (SCS) technology utilizes next generation sequencing methodology to
examine the genomic sequence of a single cell, and obtain the variability of genetic and protein information
among tumor cells, allowing for a better understanding of the cellular function and the surrounding micro ⁃
environment. By sequencing the whole genome, transcriptome, and epigenetic genes of a single cell, the complex
mechanisms of heterogeneity in tumors can be uncovered, thus improving cancer diagnosis and prognosis
prediction, as well as monitoring of therapeutic response. Here, we have summarized the advancement of SCS
technology, the principle and procedures of its analysis, the shortcomings of the technology, and its usage in
cancer research and potential application value in clinical diagnosis.

［KEY WORDS］ Single⁃cell sequencing；Next generation sequencing；Genome；Tumor；Heterogeneity

肿瘤是机体在各种致癌因素作用下，遗传物

质受损导致对特定细胞失去正常生长调控，继而

引起其克隆性异常增生。恶性肿瘤细胞通过对自

身不断“改良”，可以产生许多基因突变和致病性

表型，以适应宿主体内复杂的肿瘤微环境，甚至肿

瘤内的单个细胞组织表现出独特的表型，即瘤内

异质性（intratumoral heterogeneity）［1］。这代表着不

同的肿瘤细胞之间致病潜力存在差异，其中某些

细胞可能造成更大的威胁，具有更强的转移或侵

袭能力或者更容易产生耐药性。然而，对于肿瘤

·· 147
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细胞亚群分子层面的数据，尤其是对细胞异质性

的信息挖掘和认识仍然非常有限。

细胞异质性是肿瘤研究和诊断治疗中亟待解

决的关键问题，单细胞测序技术（single cell se⁃
quencing，SCS）是一种理想的研究肿瘤复杂性的方

法。通过获取特定阶段的单个肿瘤细胞的动态基

因组（deoxyribonucleic acid，DNA）、转录组（ribonu⁃
cleic acid，RNA）数据以及细胞表观遗传信息，可用

于构建与肿瘤发生、发展和转移以及产生耐药性

等机制相关的遗传图谱，为临床探索有价值的诊

断或预后生物标志物以及分子治疗靶标［2］。在这

篇文章中，我们将对 SCS技术进行介绍，并对其在

单个细胞的肿瘤活检以及液体活检中的应用进行

总结。

1 单细胞测序技术简况

测序技术经历了低通量到高通量的时代变

革，能够对几十万到几百万条 DNA 分子同时测

序，每个运行可精确读出数以千亿计的碱基，从

而实现快速、高效、低成本的基因组测序。受益

于测序技术的发展，对细胞的分子研究逐渐由混

合细胞群样本发展到单个细胞样本。下一代测序

（next generation sequencing，NGS）技术的发展为实

现全基因组单细胞测序（genome⁃wide single⁃cell
sequencing）提供了新的可能［3］。2009 年研究人员

采用mRNA全转录组测序方法（mRNA⁃Seq whole⁃
transcriptome analysis）对小鼠单个四细胞期胚胎

的卵裂球转录组进行单细胞水平分析，其技术革

新使全长互补 DNA 序列（complementary DNA，

cDNA）的捕获率提高到 64%，同时在 cDNA 扩增

时放宽对片段长度的限制［4］。 2011 年由 Cold
Spring Harbor 实验室和 MD Anderson 癌症中心开

发并报道的一种肿瘤研究新方法 SCS 技术，能够

对一个单细胞核中基因拷贝数目进行准确定

量［5］。肿瘤细胞基因组部分被删除或者扩增，可以

引起关键基因的缺失或者表达过量，继而干扰正

常细胞生长。利用 SCS 技术能分析基因拷贝数

目，从而进一步了解恶性肿瘤的细胞生物学机

制。同时该方法解决了传统癌症基因组研究的一

系列问题，如混合样品测序无法判断具体突变的

来源及发生频率；无法解释肿瘤发生、发展以及演

化过程中的细节；难以辨别主动突变或被动突变；

目的细胞系测序时无法排除体外培养所导致的新

突变干扰等［5］。2013 年，研究人员首次利用肿瘤

病人单个外周血循环肿瘤细胞（circulation tumor
cell，CTC）进行全基因组、外显子组测序，为无创

肿瘤诊断和监测提供了一种新的技术手段［6］。

2 单细胞测序技术的原理

单细胞测序主要包括单细胞基因组测序、转

录组测序和表观遗传测序，这 3种测序类型各具特

点和优势，可以从不同角度揭示细胞各个阶段的

功能和特性。全基因组测序是对目的细胞的全部

基因组序列进行非选择性、均匀扩增，随后利用外

显子捕获技术进而使用高通量测序的过程。转录

组测序则是获取特定器官或组织在某一状态下的

几乎所有转录本，尤其适用于具有高度异质性的

干细胞及胚胎发育早期的细胞群体的研究。以

NGS为基础的各种表观遗传学测序可揭示基因调

控的不同方面，包括DNA甲基化、组蛋白修饰、染

色质结合结构和调节蛋白、染色体的空间结构与

空间相互作用形成转录复合物的组分［7⁃9］。表观遗

传改变是可逆的，并决定基因表达和负责细胞的

异质性。

3 单细胞测序技术的流程

细胞测序主要涉及 4 大步骤，包括单细胞分

离、核苷酸序列（DNA 或 RNA）扩增、基因测序和

数据分析。

3.1 单细胞分离

进行单个细胞研究，首先要将目的细胞从生

长环境中完整分离。第一类是基于细胞培养的分

离法，此类方法无需特殊设备、成本低廉，属于非

直观下分离细胞。但存在操作耗时、低通量，易造

成分离错误或细胞丢失、不能靶向筛选细胞等弊

端。第二类则是基于仪器的分离法，仪器方法可

到达更高的精确度和细胞获取率，目前在科研和

实际工作中普遍采用此类方法进行细胞分选。

我们对一些比较成熟的和新发展的仪器分离

技术进行介绍，并概述其优点和局限性，实际工作

中可根据具体的需求来选择适合的方法进行单细

胞分离。显微操作法是应用较普遍的直视分选细

胞技术，成本较低。但受通量低、人力投入大、容

易对目的细胞造成机械性损伤等因素的制约，不

利于大规模应用和商品化。另一个直视分离技术

是激光捕获显微切割术（laser capture microdissec⁃
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tion，LCM）通过利用激光束使覆盖于组织切片上

的透明膜熔化，冷却后目的细胞被固定于黏附膜

上，从而实现细胞分离。该方法的优势在于能够

在显微镜下准确而快速地获取单一细胞亚群或者

单个细胞，解决了组织中细胞异质性的问题。但

是存在成本较高、通量低、不能自动化的缺点。此

外，LCM 的技术缺陷还包括操作过程中细胞核容

易被刨切而导致染色体片段丢失；精确度有限，切

割过程中可能会掺入相邻细胞的原生质组分或损

伤细胞核，而且其 RNA 多已降解，因此不适用于

转录组学分析［10］。

目前单个肿瘤细胞分离通常是通过磁珠激活

细胞分选（magnetic ⁃activated cell sorting，MACS）
或荧光激活细胞分选（fluorescence ⁃activated cell
sorting，FACS）技术进行。这两种分离方法的成本

较高，但是能满足高通量、自动化的要求。免疫磁

珠分离法（immunomagnetic separation，IMS）属于

MACS 技术，即利用细胞表面抗原能与连接有磁

珠的特异性单抗相结合。在外加磁场中，与磁珠

相连的带有表面抗原的细胞被吸附而滞留在磁场

中，不能与磁珠连接的细胞不在磁场中停留，从而

使目的细胞得以快速分离［11］，但操作方法相对

复杂。

荧光激活细胞分选技术是目前应用最多的单

细胞分离方法，可对单个细胞进行高效和快速分

离。FACS 平台通过依靠荧光标记信号结合光散

射分析参数，对具有异质性的肿瘤组织的单个细

胞进行挑选和分析。该法不仅具备高通量的优

势，而且可对具有不同表征（如大小、粒度、特异性

抗原标记、同位素标记等）的靶细胞进行识别和分

离［12］。其最大的缺陷是分选时需要大量的细胞，

因此在制备大量细胞悬液的过程中可能降低低丰

度细胞的获取率；同时 FACS所检测的荧光信号相

对较低，部分低表达的标记可能检测困难，存在特

定细胞类型丢失的风险；此外，细胞的高速流动可

能造成机械性损伤。

另一个新发展的微流控技术（microfluidics）则

是通过人为控制流体流动来实现在微尺度上对目

的细胞进行分离，主要利用流控通道具备的多种

功能对细胞进行分选，如通道本身具有可调节的

直径（10～100 μm）和多种功能性修饰（如捕获分

子、抗体、电极等）。同时微流控装置的细胞污染

率低，对样本和试剂损耗少，并且在降低单细胞测

序的噪声以及提高基因组扩增一致性方面具有优

势，已有相应的商业化平台在推广应用［13］。

3.2 核苷酸序列（DNA或RNA）扩增

一个正常的二倍体人体细胞的 DNA 和 RNA
含量为匹克（picogram，pg）水平［14］，因此 SCS 技术

面临的主要技术挑战是单个细胞的 DNA 或 RNA
含量远远低于目前任一可用测序平台的检测阈

值。为了克服这种局限性，必须对要检测的单细

胞中分离的核酸进行放大。同时在建库时的文库

分子仅有少量可在 Floecell 表面生成簇，并被测序

检测到，因此至少要有上万倍到几十万倍的扩增

效率，才能保证大部分的片段可被检测到，并且满

足覆盖度高和低偏倚的要求。因此在测序之前，

需要进行全基因组核苷酸扩增（genome⁃wide nu⁃
cleotide amplification），包括全基因组扩增（whole⁃
genome amplification，WGA）和 全 转 录 组 扩 增

（whole⁃transcriptome amplification，WTA）。

3.2.1 全基因组扩增（WGA）
其目标是在没有序列偏向性的前提下大幅增

加 DNA 的总量。一些基于 PCR 的方法可用于

WGA，主要包括：基于热循环以 PCR 为基础的扩

增技术，如退行性寡核苷酸 PCR（degenerative⁃oli⁃
gonucleotide PCR，DOP⁃PCR）；基于等温反应不以

PCR 为基础的扩增技术，如多重置换扩增法（mul⁃
tiple⁃displacement⁃amplification，MDA）以及基于多

重退火环状循环扩增法（multiple annealing ⁃ and
looping⁃based amplification cycles，MLBAC）。

DOP⁃PCR 是 SCS 最初常用的技术，由于会产

生非特异扩增且扩增效率不高（15%），因而应用受

限［15］。MDA作为最常用的技术一直沿用至今，能

对全基因组进行高保真的均匀扩增，扩增出 10～
100 kb 大小的片段，能提供大量均一完整的全基

因组序列。主要依赖于两种类型的 DNA聚合酶，

包括 phi29 DNA 聚合酶和 Bst 大片段 DNA 聚合

酶。不仅可以结合由单引物启动的滚环扩增反应

所产生的串联产物，也可以使新合成 DNA片段位

移替换之前的 DNA 片段，形成一种反复分支结

构，进而引起链位移扩增出大段的DNA。MDA与

基于 PCR 的传统 WGA 方法相比，其优势包括

Phi29DNA 聚合酶具有在较低和恒定的温度条件

下催化 DNA延伸反应、可加工较长扩增产物和高

效率扩增的能力。MDA采用的是指数扩增法，可

以实现从单个细胞基因组或外显子组中获得较高
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的覆盖度（>90%）。但是 MDA 也存在一些缺点，

特别是显著的非特异性扩增。另外就是全基因组

覆盖度不均匀；等位基因丢失率高（可高达 65%）；

污染或干扰；随机引物与模板结合能力差异导致

的扩增偏倚［16⁃17］。针对 MDA 潜在的污染问题（包

括外源性或交叉污染），目前主要采取的改进措施

是将荧光标记（例如 SYBR Green）掺入反应体系

中，以便对扩增过程进行可视化的荧光监测。该

技术已成功应用于肿瘤单细胞测序［16⁃18］；另一项极

具创新性的技术 MALBAC 是由哈佛大学谢晓亮

团队研发［3，19］。与以前的技术相比，MALBAC 的

最大优势是采用线性扩增方式。其核心技术在于

通过五轮MDA预扩增得到完整扩增产物；增加退

火步骤达到链内杂交自我锁定，形成闭合的环状

分子，避免指数扩增；再通过常规 PCR 进行扩增。

由于此时的模板更加均一，则可达到低偏倚的目

的。MALBAC技术将单细胞全基因组测序的精确

度大幅度提高，以至于能够发现个别细胞之间的

遗传差异。在 25×测序深度下，MALBAC 的覆盖

度可达 93%，而 MDA 覆盖度为 73%，因此其在

WGA 中显示出扩增一致性好、偏倚少、效率高的

特点。另外，MALBAC 对单核苷酸多态性（single
nucleotide polymorphisms，SNPs）等位基因检出率

高（可达 70%），能精确地检测拷贝数变异（copy
number variations，CNVs）、单核苷酸变异（single
nucleotide variations，SNVs）、插入/缺失（insertions
and deletions，INDELs）变异等。其缺点则是可能

出现较高的假阳性率［20］。MDA和MALBAC 技术

各有特点，MDA扩增效率更高，实验方法简单，而

MALBAC 则扩增均一性更好，但扩增 DNA 的量

相对较少，即扩增效率相对较低。

3.2.2 全转录组扩增（WTA）
多聚腺苷酸化 mRNA 在 WTA 初始阶段反转

录，以 Oligo⁃dT 引物连接到一个接头序列去进行

选择性扩增。通过 Oligo⁃dT锚定法和模板转换法

产生 cDNA 为下一步测序做准备。目前采用的

WTA 主 要 基 于 传 统 PCR、改 良 PCR（modified
PCR）、体外转录（in vitro transcription，IVT）以及

Phi29 DNA聚合酶介导的RNA扩增方法［21⁃22］。

3.3 基因测序数据的生物信息分析

对高通量数据的精准解读是基因测序和精准

医疗的关键。单细胞数据分析的基本流程与传统

序列分析相似，数据分析前首先要移除接头序列

（adapter）、连接序列（linker）、标签序列（barcodes）、

低质量碱基和污染DNA。然而两者间具有显著差

异，传统拼接方法是建立在一定的假设之上，如嵌

合序列比例较少，读取深度随基因组呈泊松分布

等。而单细胞数据由于表现出不均匀的覆盖度和

高比例的嵌合序列，则需要采用不同的分析方法进

行数据预处理。一种方法是通过实验方法或计算

机算法将核酸文库“标准化”，以降低扩增偏倚性；

另外一种方法是将亲缘关系很近的单细胞测序数

据进行混合分析。从偏倚性的角度来看，混合分析

可以显著地提高样品的平均覆盖度。同时生物信

息学分析软件也为数据分析提供了极大的便利，如

SmashCell、Velvet⁃SC和 SPAdes软件等都能在一定

程度上克服单细胞数据覆盖度不均的问题，高效地

完成序列拼接与测序数据分析［23］。

4 单细胞测序技术在肿瘤研究中的应用

迄今为止使用的测序材料无一例外都是数百

万甚至更多细胞的混合 DNA 样本。因此测序结

果通常表现出这些细胞“整体”表征，是一群细胞

中信号的平均值，或者只代表其中占优势数量的

细胞信息。然而，由于细胞异质性的存在，表型相

同的细胞遗传信息可能存在显著差异。很多低丰

度的信息，如只存在于少数细胞（如早期癌细胞）

中的突变，将会在“整体”表征的平均化过程中稀

释或丢失［24］。与传统的全基因组测序相比，SCS
不仅测量基因表达水平更加精确，而且还能检测

到微量的基因表达或罕见非编码 RNA，其优势是

全方位和多层次的。因此利用 SCS技术深入地研

究恶性肿瘤，可发现导致恶性肿瘤发生和演变的

各种基因变异、肿瘤异质性、耐药性等，从而帮助

我们在个体水平上认识恶性肿瘤的发生、发展及

进化。

5 单细胞测序技术在肿瘤检测中的临床应用

5.1 SCS技术与肿瘤相关基因变异的检测

肿瘤的发生是一个多基因异常表现的疾病过

程，最终导致一个正常的细胞表型转变为一种异

常的细胞表型，即肿瘤细胞。识别具有不同遗传

变异性的肿瘤类型和不同的肿瘤分期（即肿瘤发

生、转移、化疗抵抗），有助于我们更好地理解肿瘤

的发展和演化的机制以及为肿瘤的预防与治疗提

供新策略和分子靶点［25］。
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转录组和表观基因组测序数据对于肿瘤相关

畸变的发现也很重要，例如，结直肠癌 CTCs 的转

录组分析表明，由于肿瘤相关的转录下调与发挥

“stemness”作用的基因（如 CD166 和 CD26）具有

相关性，CTCs 可能代表一种休眠状态。此外，结

直肠癌 CTCs 的基因组分析发现，一些在肿瘤细

胞中低表达的基因往往在调控细胞间接触（cell⁃
cell contact）和动力方面起作用，而高表达的基因

如 CD47 可协助肿瘤细胞逃避免疫杀伤［26］。一

些基因组分析还发现在正常细胞功能中发挥重

要作用的基因，如 Septin 9（SEPT9）、POU4F1 和

核仁蛋白 4（nucleolar protein 4，NOL4）等存在肿

瘤表观遗传修饰成分，如 CpG 岛甲基化谱的改

变［27⁃28］。

5.2 SCS技术与肿瘤细胞谱系树的重建

肿瘤的演化通常涉及遗传变异的积累，可以

扰乱正常细胞的功能并促进正常表型向肿瘤表型

转化［29］。获取这些遗传变异信息，包括时间和空

间表达方面的数据，将可以重建肿瘤细胞谱系

树。以此用于分析肿瘤演化的过程并且为疾病的

诊断和治疗提供新的见解。目前通过利用 SCS平

台以及其他测序数据，已经开发了各种模型来构

建肿瘤细胞谱系树。但是，这种生物信息学方法

受到现有的 SCS 技术精确度的局限，包括现用的

测序数据运算方法以及测序过程中产生的高错误

率［30］。

5.3 SCS技术与肿瘤的诊断和治疗

在肿瘤发生发展过程中积累的遗传变异也可

以影响肿瘤细胞对治疗的反应。SCS 技术可以识

别肿瘤诊断和个性化治疗相关的标志物［31⁃32］。各

种肿瘤相关的基因突变已在临床应用，并作为特

定类型肿瘤诊断的生物标志物，包括黑色素瘤

BRAF基因突变、结肠癌的 KRAS基因突变、非小细

胞肺癌的 EGFR 基因突变［32］。但是，这些生物标

志物仅仅用于提示存在发生相关肿瘤的风险，对

于明确诊断则需要建立更详细和全面的分析。因

为迄今为止尚没有发现某个单一突变与某个特定

的肿瘤类型、发展阶段或者预后存在绝对的关

联。例如，已在许多宫颈癌患者中观察到 NOL4基

因 和 脂 肪 瘤 HMGIC 融 合 伴 侣 蛋 白 4（lipoma
HMGIC fusion partner⁃like protein 4，LHFPL4）基因

存在高频甲基化［33］，但是仍有少数患者是没有检

测到甲基化修饰的，如果仅依靠这些标记做为诊

断依据就会导致漏诊。

此外，我们除了关注 SCS 技术为精确诊断带

来的益处，还关注它在精准治疗中的重要作用。

SCS 技术可以为靶向药物的选择提供参考。从理

论上说，修复肿瘤相关的遗传变异可以使肿瘤表

型重新恢复成正常表型。多数靶向药物可以抑制

异常基因的功能，因此可能给个体化肿瘤治疗带

来益处。如，治疗恶性血液病的组蛋白去乙酰化

酶抑制剂、治疗黑色素瘤的 BRAF 抑制剂以及治

疗乳腺癌的 PARP 抑制剂等［32］。但由于肿瘤异质

性的问题，不同靶向药物针对的肿瘤类型不同，甚

至相同的肿瘤类型的靶向药物也不尽相同。而且

在治疗中可能产生原靶向位点产生耐药性或出现

新变异的问题。因此，基于精准检测下的靶向药

物选择可以为患者带来最大益处，体现个性化治

疗的价值［34］。

通过 SCS技术可以揭开不同的肿瘤类型和阶

段的遗传变异的差异，有助于制定个性化治疗方

案和及时调整治疗策略。NUC⁃Seq是一种可以基

本实现对单个细胞完整基因组进行完全测序的新

的测序方法［35］。当细胞准备分裂时，细胞核内

DNA 会进行复制。通过筛选从而仅仅对新生的

“双”核进行测序。NUC⁃Seq 可以利用此类复制，

获得比之前大部分的测序技术更低的测序错误

率，可以将肿瘤的基因组异质性检测出来。研究

人员运用NUC⁃Seq技术对乳腺癌患者进行单细胞

基因组测序时发现，不同亚型的乳腺癌存在遗传

变异的差异。在肿瘤进化中，三阴乳腺癌患者的

肿瘤细胞变异率较高，而雌激素受体（ER）阳性患

者的变异则相对稳定，因此 ER阳性患者的治疗效

果相对较好［36］。研究还发现基因重组等结构改变

主要出现在乳腺癌早期且保持相对稳定的状态，

而点突变则伴随整个肿瘤进化过程并导致大量基

因多样性出现［35，36］。

5.4 SCS 技术与外周血单个 CTC 在预测肿瘤转

移和进展中的应用

SCS技术除了在肿瘤组织的检测上具有优势，

还在 CTCs研究方面显示出重要作用。CTCs是指

由实体瘤病灶（原发灶或转移灶）释放进入外周血

循环的肿瘤细胞，在外周血中检测到肿瘤细胞提

示肿瘤远处转移的可能性［36］。但肿瘤患者血液中

肿瘤细胞数量很少，传统研究往往需要建立在大

量细胞的基础上才能进行。CTCs 的全基因组测
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序可作为肿瘤诊断和评估预后的一种非侵入性的

方法［37］；WGA及全基因组测序技术可对原发性肿

瘤、CTCs、转移性肿瘤细胞进行分离，并揭示细胞

之间基因组的联系。与肿瘤组织相比，血液样本

易于获取、创伤性小、可反复采集，因此可作为肿

瘤“液体活检”样本。

全基因组转录水平的单细胞 RNA 测序方法

（single⁃cell RNA sequencing，Smart Seq）已应用于

单个黑色素瘤细胞的不同的基因表达方式的分

析，促进 CTCs基因生物标志物的鉴定［38］。采用靶

DNA 测序（targeted DNA sequencing）方法观察到

结肠癌的原发性肿瘤细胞和 CTCs 中存在不少类

似的驱动突变，这表明 CTCs的基因组分析可以代

表肿瘤进化的突变方式［39］。而运用MABLC技术

对肺腺癌和小细胞肺癌患者的单个 CTC 进行

WGA 和深度测序，检出特征性的与肿瘤相关的

SNVs 和 INDELs 等变异［6］。同一患者的不同

CTCs的全基因组CNV具有高度一致性，且与其转

移瘤的CNV一致，提示CNV与肿瘤的转移密切相

关；在不同的肺腺癌患者中 CTCs 的 CNV 具有高

度的相似性，说明特定的 CNV 与肿瘤的形成与转

移有关。此外，小细胞肺癌患者与肺腺癌患者之

间的 CNV 明显不同，提示不同的肿瘤来源是不同

的变异造成的。另外，在肺腺癌患者的肝脏转移

灶中观察到肿瘤表型转变为小细胞肺癌，以此为

依据采用标准化的小细胞肺癌方案疗效显著，这

提示治疗方案可基于 CTCs 中 CNV 的改变而调

整。在治疗过程中，还观察到 CTCs中的 SNVs/IN⁃
DELs 会改变，而 CNV 模式保持相对稳定［6］。因

此，SCS 技术可以为肿瘤诊断和治疗以及预后观

察提供分子层面相对明确的数据信息。

6 小结

单细胞测序技术提供了一个前所未有的肿瘤

研究方法，允许对存在异质性的肿瘤细胞群之间

的进行单细胞水平分析。单细胞测序数据将提高

我们对肿瘤发病机制的认识，并改进诊断和治疗

的方法。此外，单细胞测序所需试剂、设备和生

物信息学算法等，均在不断完善，使得 SCS 平台

的力量和功能逐渐增强。改进的 SCS 技术将减

少甚至消除这些挑战从而获得更精确的测序数

据，测序数据与病理特征之间的关系将更加

明确。

目前单细胞测序技术还在发展阶段，而且因

为其涉及到NGS技术，故有些技术问题仍需解决：

①目标细胞的提取问题：要能够准确筛选目标细

胞，如正常细胞或肿瘤细胞不被周围细胞污染；

②扩增失败和等位基因脱扣；③PCR 产生的非特

异产物问题；④NGS的重复性问题等。此外，虽然

基因组测序的成本一直在不断下降，但是单个细

胞基因组测序以及由此对复杂生物信息进行分析

的成本依然是惊人的。同时，对个体细胞进行分

析的新技术不断涌现，但技术缺陷仍然存在。例

如，MALBAC 等所得到的检测结果的可信度有多

高（假阳性率高）。例如，由于染色体数目异常导

致很多肿瘤细胞是非整倍体细胞，而 NUC⁃Seq 技

术可能只局限用于检测不含非整倍体细胞的

肿瘤。

在研究肿瘤发生发展的道路上，单个细胞测

序技术的出现无疑是一个里程碑。借助这一技

术，我们可以对不同患者的肿瘤细胞基因组进行

比较，或者对同一患者在解剖学上相互独立的器

官、组织的肿瘤细胞进行比较，甚至可以比较同一

肿瘤组织内的个体细胞间的差异，不断揭示肿瘤

发展过程中的基因变异及其变异率、追溯关键基

因的克隆起源、肿瘤各亚型之间的基因序列差异、

不同级别或不同类别的肿瘤细胞之间的差异、某

种基因在不同肿瘤中的不同地位、对表观遗传学

的影响以及长期难以攻破的肿瘤异质性和出现药

物抗性等问题。随着测序技术的不断发展，测序

技术成本的降低，测序人群数量的不断上升，我们

可逐步从“单个细胞”全面认识肿瘤“整体”，以完

善肿瘤诊疗体系，进而从个体水平实现有效的靶

向治疗。
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•论 著•

神经前体细胞表达发育调控样蛋白 4基因多态性与
广州市居民原发性高血压及其危险因素关联研究

孙敏英 1，2 利耀辉 1 刘览 1 吴雪霁 1 潘冰莹 1 周颖 1 刘华章 1★

［摘 要］ 目的 分析神经前体细胞表达发育调控样蛋白 4（neural precursor cell expressed
developmentally down⁃regulated 4⁃like，NEDD4L）基因多态性与广州市居民原发性高血压（essential
hypertension，EH）发病风险及其危险因素的相关性。 方法 选取广州市 919 名 EH 患者及同期年

龄、性别相匹配的 934 名血压正常居民为研究对象，对其进行人口学资料收集、体格测量及血液生化

指标检测，通过 MassARRAY® IPLEX SNP 平台对 NEDD4L 基因 rs2288774 和 rs3865418 两个位点进行

基因分型，并进行统计学分析。 结果 超重、肥胖、中心性肥胖、高甘油三酯、高血糖为广州市居

民 EH 的危险因素；病例 ⁃对照分析发现，rs3865418 位点基因型 TT 及等位基因 T 可降低 EH 发病风

险；rs2288774 位点基因型 TC 为 EH 患者血糖升高的保护因素，而 rs3865418 位点 CT 基因型为 EH 患

者超重的危险因素。 结论 NEDD4L基因多态性与广州市居民 EH发病风险及 EH危险因素相关。

［关键词］ 原发性高血压；NEDD4L；多态性；危险因素

Association of neural precursor cell expressed developmentally down⁃regulated
4 ⁃ like gene polymorphisms with essential hypertension and it’s risk factors
among Guangzhou residents
SUN Minying1，2，LI Yaohui1，LIU Lan1，WU Xueji1，PAN Bingying1，ZHOU Ying1，LIU Huazhang1★
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［ABSTRACT］ Objective To investigate the association of neural precursor cell expressed
developmentally down⁃regulated 4⁃like (NEDD4L) gene polymorphisms with essential hypertension (EH) and
its risk factors among Guangzhou residents. Methods A total of 919 EH patients and 934 healthy controls
matched with age and gender were enrolled. Demographic data as along with results of the physical
measurement and blood biochemical detection were collected. Two SNPs of NEDD4L, rs2288774 and
rs3865418, were genotyped via MassARRAY® IPLEX SNP platform. The software SPSS 20.0 was used for data
analysis. Results The risk factors of EH were overweight, obesity, central obesity, hypertriglyceridemia and
hyperglycemia. Genotype TT and allele T of rs3865418 could decrease the risk of EH in the case⁃control study.
Patients with genotype TC of rs2288774 showed lower risk of hyperglycemia, however, genotype CT of
rs3865418 revealed higher risk of overweight. Conclusion Polymorphisms of NEDD4L gene were
associated with EH and its risk factors among Guangzhou residents.
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基金项目：广州市医药卫生科技项目（20141A011052）；广州市医药卫生科技项目（20151A011049）；广东

省科技计划项目（2014A020212029）
作者单位：1.广州市疾病预防控制中心，广东，广州 510440

2.南方医科大学检验与生物技术学院，广东，广州 510515
★通信作者：刘华章，E⁃mail：huazhliu@126.com

·· 154



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

原发性高血压（essential hypertension，EH）是

最常见的慢性非传染性疾病。2015年国家卫计委

疾病预防控制局发布的《中国居民营养与慢性病

状况报告（2015 年）》指出，2012 年我国 18 岁及以

上成人高血压患病率为 25.2%，相当于每 4名成年

人中就有 1 名高血压患者［1］。高血压也是导致心

脏病、脑血管病、肾脏病发生和死亡的最主要危险

因素［2］。高血压防控是防治心脑血管疾病的关键。

EH的发生是生活习惯、遗传因素和环境因素

共同作用的结果。荟萃分析结果表明，超重、肥

胖、吸烟、饮酒、嗜盐、家族史等因素是我国居民

EH的主要危险因素［3⁃4］。机制方面，水盐代谢失衡

是 EH 的主要原因，其中上皮细胞钠通道（epitheli⁃
al Na channel，ENaC）相关蛋白在调节水盐代谢平

衡过程中发挥着重要作用。神经前体细胞表达发

育调控样蛋白 4（neural precursor cell expressed de⁃
velopmentally down ⁃ regulated 4 ⁃ like，NEDD4L）是

ENaC 系统调控的关键环节，可介导 ENaC 的表达

和降解，在血压调节中发挥重要作用［5］，NEDD4L
也是盐敏感性高血压的候选基因之一。掌握本

地区 EH 流行的危险因素及发病机制，是 EH 防

控的关键。为此，本研究通过基线调查、生化指

标检测及基因多态性研究，综合分析广州市居民

EH 相关危险因素并分析 NEDD4L 基因 rs2288774
和 rs3865418 位点多态性与 EH 发病风险及其危

险因素的相关性，从而为 EH 的防控提供一定的

参考。

1 对象与方法

1.1 对象

2013年广州市组织开展了慢性病预防控制综

合调查，调查对象为全市具有广州市户籍的常住

居民，按照当年全市常住人口数进行样本量分配，

采用多阶段整群随机抽样方法，在 12 个行政区中

抽取 60 个社区 300 个居委/村 6 677 户家庭 20 030
人。社区和居委/村的选取采用系统 PPS 法，以家

庭户为整群单元，家庭户的选取采用随机抽样法，

被抽中家庭中所有全部成员均为调查对象。本研

究候选对象即为参与该调查的居民，纳入标准：

①三代以内均为广州市汉族户籍居民，三代以内

无与其他民族通婚史；②无肿瘤史、半年内无输血

史；③同意参与本研究并提供静脉血；④病例组为

30～80 岁 EH 患者，排除心肌梗死、脑卒中、糖尿

病、肾功能不全病史及继发性高血压患者；⑤选择

与病例组在同一居委/村居住，年龄段分布、性别比

例与病例组相匹配，血压<140/90 mmHg，自报无心

脑血管疾病史、高血压家族史的健康居民为对照

组。最终，筛选出满足条件的 919名原发性高血压

患者及 934 名健康居民为本研究对象。高血压判

别标准为 2 月内非同日 3 次血压测量收缩压≥140
mmHg 和（或）舒张压≥90 mmHg 或正在服用降压

药物［6］。所有入选对象均同意参加本研究并签署

知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 一般资料收集

包括研究对象的年龄、性别、户籍、住址、文化

程度、患病和用药情况以及吸烟、饮酒、锻炼等

情况。

1.2.2 体格检查及血液生化检测

体格检查包括身高、体重、腰围以及血压。所

有项目均测量 2 次取平均值。若 2 次测量身高相

差≥1 cm、体重相差≥1 kg、腰围相差≥0.5 cm、血压

相差≥5 mmHg，需测量 3 次，以结果最接近的 2 次

计算平均值。采集研究对象空腹外周静脉血 3～
5 mL检测空腹血糖、总胆固醇和甘油三酯，剩余血

样-20℃保存用于基因组DNA提取。根据《中华人

民共和国卫生行业标准：成人体重判定（WS/T428⁃
2013）》［7］，自身质量指数（body mass index，BMI）=
体质量（kg）/身高（m）2，24.0≤BMI＜28 定义为超

重；BMI≥28定义为肥胖，男性腰围≥90 cm或女性

腰围≥85 cm 定义为中心性肥胖；总胆固醇（total
cholesterol，TC）≥6.2 mmol/L 为高 TC，甘油三酯

（triglyceride，TG）≥2.3 mmol/L 为高 TG［8］；空腹血

糖≥6.1 mmol/L为高血糖［9］。

1.2.3 基因组 DNA 提取及 NEDD4L 基因多态性

检测

采用全血基因组 DNA 提取试剂盒（E.Z.N.
A.TM Blood DNA Kit，OMEGA）提取研究对象基因

组DNA。根据位点 rs2288774和 rs3865418所在区

域的 DNA 序列，设计特异性引物，送上海捷瑞生

物工程有限公司进行合成。基因位点多态性通过

MassARRAY® IPLEX SNP 平台，采用基质辅助激

光解吸附电离飞行时间质谱进行检测。随机抽取

10%样本进行重复验证，基因型符合率为 100%。

1.2.4 统计分析

研究数据采用 SPSS 20.0 软件进行统计分
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组别

对照组

EH 组

t/c2值

*P值

OR（95%CI）

组别

对照组

EH 组

c2值

*P值

OR（95%CI）

例数

934

919

高TC［n（%）］

193（20.7）

194（21.1）

0.056

0.813

年龄（岁）

55.02±14.82

55.73±13.20

-1.084

0.278

高TG［n（%）］

241（25.8）

331（36.0）

22.647

<0.001（0.030）

1.263（1.023~1.560）

男性［n（%）］

491（52.6）

515（56.0）

2.247

0.134

高血糖［n（%）］

155（16.6）

290（31.6）

56.817

<0.001（<0.001）

2.065（1.641~2.598）

超重［n（%）］

275（29.4）

459（49.9）

81.399

<0.001（<0.001）

1.712（1.365~2.148）

吸烟［n（%）］

217（23.2）

190（20.7）

1.769

0.183

肥胖［n（%）］

46（4.9）

132（14.4）

47.522

<0.001（0.004）

1.776（1.205~2.619）

饮酒［n（%）］

203（21.7）

202（22.0）

0.016

0.898

中心性肥胖［n（%）］

197（21.1）

333（36.2）

52.014

<0.001（0.013）

1.359（1.067~1.731）

锻炼［n（%）］

638（68.3）

641（69.7）

0.450

0.502

表 1 广州市居民 EH危险因素分析

Table 1 The risk factors of EH among Guangzhou residents

*P值表示为：c2检验 P值（Logistic 回归分析 P值）

析。计量资料用均数 ± 标准差（x ± s）表示，组间比

较采用独立样本 t 检验；计数资料用例数或率表

示，采用 c2检验；采用多因素非条件 Logistic 回归

分析变量对 EH 发生风险的影响，计算优势比

（OR）和 95%可信区间（95%CI），P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 EH危险因素

EH组与正常对照组年龄、性别分布无统计学

差异（P>0.05）。EH 组超重、肥胖、中心性肥胖、高

TG、高血糖人数比例显著高于对照组（P<0.001），

多因素 Logistic 回归分析提示这 5个指标均为 EH
的危险因素（P<0.05）。其他指标差异均无统计学

意义，见表 1。
2.2 NEDD4L基因多态性分布

两位点 rs2288774 和 rs3865418 均有 3 种基因

型，其分布见表 2。Hardy⁃Weinberg 平衡检验显

示，两位点基因型分布均符合 Hardy⁃Weinberg 遗

传平衡（P>0.05）。

组别

对照组

EH 组

整体

rs2288774

TT

344(338)

374(363)

718(700)

TC

435(448)

407(429)

842(878)

CC

155(148)

138(127)

293(275)

c2值

0.772

2.458

3.076

P值

0.380

0.117

0.079

rs3865418

CC

388(383)

426(424)

814(806)

CT

420(430)

396(401)

816(832)

TT

126(121)

97 (95)

223(215)

c2值

0.530

0.122

0.707

P值

0.466

0.727

0.401

表 2 Hardy⁃Weinberg遗传平衡检验结果

Table 2 The results of Hardy⁃Weinberg equilibrium test

基因型结果为：实际例数（理论例数）

2.3 NEDD4L基因多态性与 EH相关性

病例⁃对照分析发现，rs3865418位点基因型和

等位基因分布在两组间差异有统计学意义（P=
0.047；P=0.013）。校正年龄、性别、BMI、腰围、空

腹血糖和 TG后，基因型 TT及等位基因 T均为 EH
的 保护因素（OR=0.666，95% CI=0.486~0.913；P=

0.011；OR=0.808，95%CI=0.700~0.932；P=0.004）。

rs2288774位点多态性与EH患病风险无关，见表 3。
2.4 NEDD4L基因多态性与EH危险因素的相关性

为进一步探讨 NEDD4L 基因多态性与 EH 危

险因素的相关性，对 rs2288774 和 rs3865418 两位

点在 EH组的分布频率与超重、肥胖、中心性肥胖、

·· 156



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

位点

rs2288774

rs3865418

基因型/等位基因

T/T

T/C

C/C

T

C

C/C

C/T

T/T

C

T

对照组 a

344（36.8%）

435（46.6%）

155（16.6%）

1 123（60.1%）

745（39.9%）

388（41.5%）

420（45.0%）

126（13.5%）

1 196（64.0%）

672（36.0%）

EH 组 a

374（40.7%）

407（44.3%）

138（15.0%）

1 155（62.8%）

683（37.2%）

426（46.4%）

396（43.1%）

97（10.6%）

1 248（67.9%）

590（32.1%）

c2值

3.050

2.899

6.130

6.192

P值 b

0.218

0.089

0.047

0.013

OR（95% CI）

1

0.858（0.696~1.058）

0.789（0.592~1.052）

1

0.878（0.764~1.009）

1

0.796（0.648~0.977）

0.666（0.486~0.913）

1

0.808（0.700~0.932）

P值 c

0.153

0.106

0.067

0.029

0.011

0.004

表 3 NEDD4L基因多态性与广州市居民 EH相关性

Table 3 The association of NEDD4L gene polymorphisms with EH among Guangzhou residents

a例数（百分比）；b卡方检验 P值；c非条件 Logistic 回归分析 P值

危险因素

超重

肥胖

中心性

肥胖

高 TG

高血糖

基因型/
等位基因

TT
TC
CC
T
C
TT
TC
CC
T
C
TT
TC
CC
T
C
TT
TC
CC
T
C
TT
TC
CC
T
C

否 a

197 (42.8%)
201 (43.7%)
62 (13.5%)
595 (64.7%)
325 (35.3%)
323 (41.0%)
348 (44.2%)
116 (14.7%)
994 (63.2%)
580 (36.8%)
241 (41.1%)
260 (44.4%)
85 (14.5%)
742 (63.3%)
430 (36.7%)
237 (40.3%)
265 (45.1%)
86 (14.6%)
739 (62.8%)
437 (37.2%)
239 (38.0%)
304 (48.3%)
86 (13.7%)
782 (62.2%)
476 (37.8%)

是 a

177 (38.6%)
206 (44.9%)
76 (16.6%)
560 (61.0%)
358 (39.0%)
51 (38.6%)
59 (44.7%)
22 (16.7%)
161 (61.0%)
103 (39.0%)
133 (39.9%)
147 (44.1%)
53 (15.9%)
413 (62.0%)
253 (38.0%)
137 (41.4%)
142 (42.9%)
52 (15.7%)
416 (62.8%)
246 (37.2%)
135 (46.5%)
103 (35.5%)
52 (17.9%)
373 (64.3%)
207 (35.7%)

c2值

2.550

2.653

0.446

0.454

0.357

0.307

0.452

0.000

13.325

0.785

P值 b

0.279

0.103

0.800

0.500

0.836

0.580

0.798

1.000

0.001

0.376

OR (95% CI)

1
1.144 (0.863~1.516)
1.355 (0.915~2.006)

1
1.168 (0.966~1.412)

1
1.070 (0.714~1.603)
1.194 (0.693~2.056)

1
1.093 (0.836~1.428)

1
0.988 (0.732~1.333)
1.118 (0.740~1.688)

1
1.043 (0.853~1.275)

1
0.918 (0.685~1.232)
1.053 (0.703~1.578)

1
1.00 (0.821~1.219)

1
0.598 (0.439~0.814)
1.060 (0.707~1.589)

1
0.908 (0.739~1.114)

P值 c

0.349
0.130

0.109

0.744
0.523

0.516

0.935
0.597

0.680

0.569
0.802

0.996

0.001
0.778

0.353

表 4 rs2288774多态性与 EH危险因素的相关性

Table 4 The association of rs2288774 polymorphisms with risk factors of EH

a例数（百分比）；b卡方检验 P值；c非条件 Logistic回归分析 P值
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高 TG、高血糖 5 个危险因素进行统计分析。结果

表明，rs2288774位点基因型 TC为 EH患者高血糖

的保护因素（OR=0.598；95%CI=0.439~0.814；P=

0.001），见表 4；而 rs3865418 位点 CT 基因型为 EH
患者发生超重的危险因素（OR=1.396；95%CI=
1.060~1.838；P=0.018），见表 5。

危险因素

超重

肥胖

中心性

肥胖

高 TG

高血糖

基因型/等位基因

C/C
C/T
T/T
C
T

C/C
C/T
T/T
C
T

C/C
C/T
T/T
C
T

C/C
C/T
T/T
C
T

C/C
C/T
T/T
C
T

否 a

230（50.0%）

180（39.1%）

50（10.9%）

640（69.6%）

280（30.4%）

365（46.4%）

333（42.3%）

89（11.3%）

1063（67.5%）

511（32.5%）

287（49.0%）

239（40.8%）

60（10.2%）

813（69.4%）

359（30.6%）

282（48.0%）

243（41.3%）

63（10.7%）

807（68.6%）

369（31.4%）

288（45.8%）

277（44.0%）

64（10.2%）

853（67.8%）

405（32.2%）

是 a

196（42.7%）

216（47.1%）

47（10.2%）

608（66.2%）

310（33.8%）

61（46.2%）

63（47.7%）

8（6.1%）

185（70.1%）

79（29.9%）

139（41.7%）

157（47.1%）

37（11.1%）

435（65.3%）

231（34.7%）

144（43.5%）

153（46.2%）

34（10.3%）

441（66.6%）

221（33.4%）

138（47.6%）

119（41.0%）

33（11.4%）

395（68.1%）

185（31.9%）

c2值

6.078

2.344

3.720

0.670

4.545

3.201

2.125

0.782

0.827

0.016

P值 b

0.048

0.126

0.156

0.413

0.103

0.074

0.346

0.376

0.661

0.899

OR（95% CI）
1

1.396（1.060~1.838）
1.084（0.697~1.688）

1
1.155（0.949~1.405）

1
1.117（0.761~1.638）
0.530（0.245~1.149）

1
0.880（0.662~1.169）

1
1.299（0.970~1.740）
1.257（0.788~2.005）

1
1.179（0.958~1.450）

1
1.240（0.932~1.651）
1.078（0.677~1.715）

1
1.105（0.901~1.355）

1
0.880（0.654~1.184）
1.051（0.658~1.678）

1
0.973（0.787~1.202）

P值 c

0.018
0.720

0.152

0.573
0.108

0.377

0.079
0.338

0.120

0.140
0.752

0.337

0.398
0.836

0.797

表 5 rs3865418多态性与 EH危险因素相关性

Table 5 The association of rs3865418 polymorphisms with risk factors of EH

a例数（百分比）；b卡方检验 P值；c非条件 Logistic回归分析 P值

3 讨论

近年来，随着生活水平的提高、生活方式的改

变，超重、肥胖、高血糖、高血脂等现象越来越普

遍，加之嗜盐、吸烟、体力活动不足等因素居高不

下，我国居民 EH的患病率不断上升［1］，给社会、家

庭和个人造成沉重负担，也大大降低了患者的生

活质量。鉴于不同地区和民族地理环境、生活习

惯的差异，掌握本地区 EH流行状况及主要危险因

素并进行针对性防控，显得尤为重要。

此外，EH的发生也与遗传背景及基因变异密

切相关。目前已发现几百个高血压易感基因，如

肾素⁃血管紧张素⁃醛固酮系统基因、内皮相关因子

基因、α内收蛋白基因等［10⁃11］。全基因组关联研究

发现，染色体 18q21⁃22区域基因变异与 EH发病密

切相关，该区域也被认为是 EH 遗传学研究的热

点［12］。NEDD4L 基因位于 18q21.31，其编码产物

为 ENaC 系统调控的关键环节。NEDD4L 通过与

肾集合管 ENaC 结合，影响其分解代谢速率，从而

达到调控钠离子重吸收和稳定血压的作用［13⁃14］。

大量报道证实，位于 NEDD4L 基因外显子区的非

同义突变 rs4149601 与 EH 及肥胖显著相关［15⁃18］，

也是盐敏感性高血压的遗传基础之一［19］。而位

于 NEDD4L 基 因 内 含 子 区 的 2 个 重 要 位 点

rs2288774 和 rs3865418 在中国人群中的研究相对

较少。
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本研究在广州市 1 853 名居民中进行基线调

查、体格测量及血液生化指标检测，并通过 Mas⁃
sARRAY® IPLEX SNP 平台对位点 rs2288774 和

rs3865418进行基因分型，以描述广州市居民 EH危

险因素，分析NEDD4L基因多态性与 EH发病风险

及 EH危险因素的相关性。结果显示，广州市居民

EH 的危险因素有超重、肥胖、中心性肥胖、高 TG
及高血糖；病例⁃对照分析发现，rs3865418 位点等

位基因型 TT 及等位基因 T 可降低 EH 发病风险，

与 Liang等［20］的研究结果一致；EH组中，rs2288774
位点基因型 TC 为 EH 患者血糖升高的保护因素，

而 rs3865418 位点 CT 基因型为 EH 患者发生超重

的危险因素，提示 NEDD4L 基因多态性可能通过

增加个体 EH 相关危险因素进而增加 EH 的发生

风险。

由于客观条件限制，本研究的深度和广度不

足：研究设计为横断面调查，选取EH患者和目前血

压正常人群进行分析，没有进行后期追踪和随访，

生活方式相关信息不够全面；仅选取NEDD4L基因

的 2个 SNP位点进行疾病风险分析，未在其他 EH
经典候选基因进行验证；纳入标准较严格，样本量

不够大等，这些会在今后的研究中进一步完善。
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基于PCR⁃RDB法对陕西地区HCV基因型别的研究

杨柳 李金洁 苏明权 常亮 李蕊 马越云 郝晓柯★

［摘 要］ 目的 探讨聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）⁃反向点杂交法（reverse dot
blot，RDB）在陕西地区丙型肝炎病毒基因分型中的应用。 方法 选取陕西地区 610 例丙型肝炎患者，

利用 PCR⁃RDB法进行丙肝病毒基因型检测，并使用 SPSS对检测结果进行统计学分析。 结果 610例

丙肝患者检出 1b 型 273 例（44.75%），2a 型 286 例（46.89%），3a 型 30 例（4.92%），3b 型 11 例（1.80%），6a
型 10 例（1.64%）；各基因型间的患者性别比例的差异具有统计学意义（P<0.05）；与其他基因型别相比，

HCV 3a型患者年龄水平最低，差异显著（P<0.05）。 结论 陕西地区丙肝病毒以 2a、1b型为主，患者性

别及年龄与所感染 HCV 型别有关联性；PCR⁃RDB 技术在丙型肝炎病毒基因分型中的应用有利于 HCV
分型在临床上的推广。

［关键词］ 丙型肝炎病毒；基因分型；PCR⁃反向点杂交

Investigation of HCV genotypes with PCR⁃RDB in Shaanxi
YANG Liu，LI Jinjie，SU Mingquan，CHANG Liang，LI Rui，MA Yueyun，HAO Xiaoke★

（Department of Clinical Laboratory，Xijing Hospital，Fourth Military Medical University，Xi’an，Shaanxi,
China，710032）

［ABSTRACT］ Objective To discuss the application of RDB ⁃ PCR method in HCV genotyping in
Shaanxi Province. Methods HCV genotypes were detected in 610 serum samples of chronic hepatitis C
patients from Shaanxi province with RDB⁃PCR. SPSS was used for statistical analysis of the data. Results
Out of 610 cases, 273 cases (44.75%) were genotype 1b, 286 cases (46.89%) were genotype 2a, 30 cases (4.92%)
were genotype 3a, 11 cases (1.80%) were genotype 3b, and 10 cases (1.64%) were genotype 6a. There were
significant differences on the gender ratios among different genotypes of HCV（P<0.05）. Compared with other
genotypes, the patients of HCV 3a had the lowest average age（P<0.05）. Conclusion The genotypes 2a and
1b are the main HCV genotypes in Shaanxi Province. It indicated that the HCV genotype was associated with
gender and age. The application of PCR⁃RDB will facilitate the popularization of HCV genotyping in clinical
laboratories.

［KEY WORDS］ Hepatitis C virus；Genotype；PCR⁃RDB

丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）是一种

单股线性正链 RNA黄病毒。全世界约有 1.7亿人

受到HCV的感染［1］，我国HCV感染者达 3 800万，

感染率为 1.8%～3.7%，占全球HCV感染的 15%～

30%［2］。感染HCV可导致肝脏发生炎症坏死和纤

维化，部分丙型肝炎患者可以发展为肝硬化甚至

肝癌［3］，对患者健康威胁极大，给其家庭带来沉重

的经济负担和精神压力。

由于 HCV RNA 复制所依赖的聚合酶缺乏校

正功能，HCV 基因组呈现高度异质性［4］。根据

Simmonds 等人研究［5］，利用核酸测序和进化树分

析结果，确定了目前国际通用的 HCV 基因型命名

系统，将 HCV分为 6种主要的基因型（用数字 1～
6 表示）和 100 多个基因亚型（用小写英文字母表
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示）。不同 HCV 基因型感染者的临床表现及抗病

毒治疗的效果不同［6］，1 型 HCV 感染在进行干扰

素或口服抗病毒治疗时的敏感性及预后均较差，

治疗周期也更长［7］。除此之外，HCV 基因型分布

具有明显的地域差异性和人群差异性［8⁃9］。我国常

见的 HCV 基因型为 1b 和 2a，3 型主要见于云南、

广西及珠三角地区，6 型主要见于香港和澳门地

区［10］。因此，HCV基因型别是制定丙肝治疗方案、

进行预后判断及流行病学研究的重要指标［11］。

目前，进行HCV基因分型的方法有很多，测序法

作为金标准，结果准确可靠，但其费时费力，不利于临

床开展的普及，而本研究采用的 PCR⁃反向点杂交法

具有特异性和准确性高，且简便、高效、经济等特点。

本文通过对陕西地区丙型肝炎患者基因型别分布进

行分析和研究，了解本地区最新HCV流行病学特点，

以更好地指导丙型肝炎的诊断、治疗及预后判断。

1 对象与方法

1.1 研究对象

收集 2015年 1月至 2016年 3月来自西京医院

住院及门诊就诊的 HCV 患者 610 例血清标本，其

中男性 265 例，女性 345 例，年龄在 16～83 岁间，

平均年龄（48.21±13.65）岁；上述患者诊断均符合

中国肝炎防治基金会、中华医学会肝病学分会和

感染病学分会联合发布的中国《丙型肝炎防治指

南（2015 年更新版）》中的诊断标准［12］，且 HCV
RNA定量检测结果高于 5×103 IU/mL。
1.2 主要试剂及仪器

丙型肝炎病毒基因分型检测试剂盒（PCR⁃反向

点杂交法）（中山大学达安基因股份有限公司）；ABI
2720型 PCR仪（Applied biosystems，美国）；THZ⁃82
型电热恒温振荡水槽（中国常州菲普实验仪器厂）；

Z216 MK型微量高速冷冻型离心机（Hermle，德国）；

K20型干式恒温器（中国杭州奥盛仪器有限公司）；

15 mL及 50 mL离心管（Corning，美国）。

1.3 HCV基因分型

1.3.1 血浆HCV总RNA提取

用EDTA抗凝采血管抽取受检者静脉血 4 mL，
1 500 r/min 离心 2 min，吸取上层血浆 200 mL 用于

HCV RNA 提取。按照广州达安丙型肝炎病毒基

因分型检测试剂盒（PCR⁃反向点杂交法）中 RNA
提取说明，进行待测标本及阴阳性质控品 RNA 提

取，得到的 RNA提取液可直接用于 RT⁃PCR，或置

于-20℃冻存备用。

1.3.2 RT⁃PCR扩增

按照广州达安丙型肝炎病毒基因分型检测试

剂盒（PCR⁃反向点杂交法）说明书进行 RT⁃PCR 扩

增。扩增总体系 50 mL：酶系、引物、PCR buffer 混
合液 20 mL，1.3.1 中 RNA 提取液 30 mL（待测标本

及阴阳性质控品），两者混合后瞬时离心，将反应

管放入 PCR 仪，按下列条件扩增：50℃逆转录 25
min；95℃预变性 15 min；94℃ 30 s、55℃ 40 s、72℃
45 s共 45次循环；72℃延伸 7 min。PCR产物可直

接进行杂交反应，或置于 4℃短期保存，或置

于-20℃长期冻存。

1.3.3 杂交反应及结果判读

严格按照广州达安丙型肝炎病毒基因分型检

测试剂盒（PCR⁃反向点杂交法）中杂交反应说明书

进行。其步骤包括预杂交、杂交、洗膜、显色、结果

判读。HCV 基因分型杂交膜条上共 12 个位点，其

中位点G1～G10 为各型别检测探针，PC 为扩增控

制点，CC 为显色控制点，位点排列如图 1 所示。

根据说明书要求，可将 CC点、PC点和各型别位点

cut off值预设在分析软件中，分析结束后由软件自

动生成各位点信号值、阴阳性和相应的 HCV 型

别；也可参照结果分析表肉眼进行结果判读，HCV
基因型常见结果分析表见表 1。本文患者HCV型

别均由肉眼判读所得。

图 1 HCV基因分型杂交膜条位点排列

Figure 1 Sequencing of hybridization membrane strip sites
of HCV genotyping

编号

1
2
3
4
5
6
7
8

阳性位点

G1，G2，PC，CC
G5，G6，G7，PC，CC

G8，G9，PC，CC
G8，G10，PC，CC

G1，G3，G4，G5，PC，CC
G1，G2，G5，G6，G7，PC，CC

PC，CC
CC

HCV分型检测结果

1b
2a
3a
3b
6a

1b，2a 混合

不能确定型别

HCV 阴性

表 1 HCV基因分型常见结果分析表

Table 1 Analysis of major HCV genotypes
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患者例数（%）

性别

男

女

年龄分层

≥0~≤40岁

≥41~≤50岁

≥51~≤60岁

≥61~≤70岁

≥71岁

年龄中位数（岁）

年龄均值（岁）

基因亚型

1b

273（44.75%）

122（44.69%）

151（55.31%）

61（22.34%）

85（31.34%）

71（26.01%）

46（16.8%）

10（3.66%）

49

48.65±13.38

2a

286（46.89%）

109（38.11%）

177（61.89%）

59（20.63%）

80（27.97%）

88（30.77%）

43（15.03%）

16（5.59%）

51

49.42±13.66

3a

30（4.92%）

20（66.67%）

10（33.33%）

18（60.00%）

9（30.00%）

3（10.00%）

0（0）

0（0）

37.5

36.47±11.18

3b

11（1.80%）

8（72.73%）

3（27.27%）

4（36.36%）

4（36.36%）

2（18.18%）

1（9.09%）

0（0）

48

44.09±12.63

6a

10（1.64%）

6（60.00%）

4（40.00%）

3（30.00%）

4（40.00%）

3（30.00%）

0（0）

0（0）

44.5

41.3±11.15

合计

610（100.00%）

265（43.44%）

345（56.56%）

145（23.77%）

182（29.84%）

167（27.38%）

90（14.75%）

26（4.26%）

48

48.21±13.65

表 2 陕西地区HCV流行病学概况

Table 2 The epidemiological overview of HCV subtypes in Shanxi Province

1.4 统计学方法

所有数据采用 SPSS 16.0 进行统计学分析，计

量资料应用 t检验，计数资料用 c2检验，以 P＜0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 陕西地区HCV的流行病学特点

本次研究使用 PCR⁃RDB 法丙肝分型试剂对

选取样本进行了 5 种基因亚型的检测，包括 1b 亚

型，2a亚型，3a亚型，3b亚型和 6a亚型。对 610例

陕西地区 HCV 患者的基因型及型别特点进行统

计，见表 2。结果显示，陕西地区HCV型别以 2a和
1b 型为主，分别占总比率的 46.89%（286/610）和

44.75%（273/610），3a 型占 4.92%（30/610），3b 型占

1.80%（11/610），6a 型占 1.64%（10/610），未见上述

型别的混合感染。

2.2 不同HCV基因型中男女性别比例

采用卡方检验，5组基因亚型间的患者性别比例

有显著差异，其中HCV女性患者明显多于男性（c2=
15.047，P<0.005），见表 3。同时，由表 2可看出在各

个亚组中，1b亚型和 2a亚型中女性患者多于男性，

而 3a亚型、3b亚型及 6a亚型中男性多于女性。

2.3 不同HCV基因型中患者年龄水平的分析

对 5 种基因亚型的患者年龄水平进行统计与

分析，如表 4 所示。结果显示，HCV 2a 型的平均

年龄最高，为（49.42±13.66）岁，3a 型的平均年龄

最小，为（36.47±11.18）岁。对 5 组年龄进行单因

素方差分析（one⁃way ANOVA），发现 5 种基因亚

型之间年龄存在显著差异（F=7.367，P<0.000 1），

再采用 Tukey⁃test 法进行两两比较（表 5），发现 3a
型患者平均年龄水平显著低于 1b 型和 2a 型（P<
0.000 1）。

性别

男

女

合计

基因亚型

1b
122（44.69）
151（55.31）
273（100.00）

2a
109（38.11）
177（61.89）
286（100.00）

3a
20（66.67）
10（33.33）
30（100.00）

3b
8（72.72）
3（27.27）

11（100.00）

6a
6（60）
4（40）

10（100.00）

合计

265（43.44）
345（56.56）
610（100.00）

c2

15.047

P

<0.005

表 3 HCV各基因型患者性别比例［n（%）］

Table 3 The gender ratios among different subtypes of HCV［n（%）］
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年龄均值（岁）

基因亚型

1b
48.65±13.38

2a
49.42±13.66

3a
36.47±11.18

3b
44.09±12.63

6a
41.3±11.15

合计

48.21±13.65

F

7.367

P

<0.000 1

表中数值皆为 P值，*所示为 3a型患者平均年龄最小，其中与 1b，

2a型别相比较，具有显著性差异（P<0.05）

基因亚型

1b
2a
3a
3b

P值

2a
0.960 6

3a
<0.000 1*
<0.000 1*

3b
0.802 0
0.693 1
0.487 4

6a
0.430 4
0.325 3
0.860 3
0.989 4

表 5 HCV不同基因型患者年龄水平的两两比较

Table 5 Pairwise comparison of the ages between different
genotypes of HCV

表 4 HCV不同基因型患者平均年龄（x ± s）

Table 4 Patients’average ages among different genotypes of HCV（x ± s）

3 讨论

根据全球分离毒株，目前丙肝病毒至少包括 6
种基因型多种基因亚型［13］。HCV基因型分布具有

显著地理差异，其中 HCV 1~3 型呈世界范围分

布［14］，中国大体上以 1b和 2a型为主。本研究表明

陕西地区丙型肝炎患者仍以这两种基因型为主，

且 2a 型患者略多于 1b 型，这与以往报道的 1b 型

患者比例最高有所不同，可能与标本来源只局限

于医院，且与标本量有限有关。本研究中，我们分

析了各基因亚型的性别构成发现，各基因亚型中

患者性别比例有所不同，HCV 1b和 2a亚型中女性

比例较大。1b 和 2a 基因亚型感染途径多来自不

洁输血［2］，在 1993 年严格进行 HCV 血筛之前，输

血及血制品导致其大面积传播。女性由于其特殊

生理结构，需经历生育等过程，增加了输血概率，

从而增加了感染的可能性。研究［2］表明，3型感染

主要来自静脉药瘾人群，东南亚作为全球毒品生

产销售基地，是 3 型 HCV 的主要流行地区，而云

南、贵州、重庆及广西等地作为毒品进入我国的窗

口，也使 3 型 HCV 逐渐流入我国。本研究检测出

了一定比例的 3a 和 3b 亚型，且其年龄分布与 1b
及 2a 型明显不同，其中 3a 亚型较 1b 和 2a 亚型患

者平均年龄明显偏小，3a 型患者年龄多小于 40
岁。这一结果间接证实对献血人群抗 HCV 筛查

后，丙肝传播途径发生转变，并由此引起后续丙肝

病毒感染基因亚型的变化［15］。

丙肝病毒基因型不仅是流行病学研究的主

要指标，在临床治疗中也具有重要指导意义。研

究［16⁃17］表明，1 型 HCV 感染在使用干扰素治疗中

较难获得病毒学持续应答（sustained virologic re⁃
sponse，SVR），且治疗时间长，治疗剂量大，联合

用药剂量也要加大，预后效果较其他型别欠佳。

近几年研发的 HCV 口服抗病毒药物如 Sofosbu⁃
vir、Daclatasvir 等［18⁃19］，同样在 1 型及 4 型 HCV 的

治疗中也需要处长服药时间。因此，HCV 基因

型别可以作为抗病毒药物治疗慢性丙型肝炎是

否有效的预测因素，检测 HCV 基因型有助于判

断丙肝患者治疗的难易程度，制定个体化抗病毒

治疗方案。2015 年 10 月 25 日，中国肝炎防治基

金会、中华医学会肝病学分会和感染病学分会在

北京共同发布的《丙型肝炎防治指南》中指

出［12］，丙肝临床治疗中除进行 HCV 抗体、抗原及

病毒载量检测外，还要进行 HCV 基因分型和

HCV 耐药相关基因检测，以及患者 IL28B 基因分

型检测。

随着分子生物学技术不断发展，检测 HCV 基

因型的方法出现了很多。其中测序法［20］是 HCV
基因分型的“金标准”，它不仅可以检测基因型，还

可以发现新的突变。但其操作繁琐，仪器设备复

杂，检测周期长、成本高，中小型医院难以实现和

开展，不利于 HCV 基因分型的普及。本文选择的

PCR⁃RDB法是通过将生物素或荧光素标记型特异

性探针固相化在尼龙膜上，再与 RT⁃PCR扩增的病

毒产物进行杂交后，最终经纸条肉眼判读出 HCV
基因型的分型方法。此法不需要昂贵复杂的仪器

设备，其使用的 PCR技术及 RDB技术也都是发展

成熟、操作简便易于掌握的生物技术，在普通的分

子生物学实验室及临床实验室均可开展。结合以

往相关研究［21⁃22］，核酸分子杂交技术具有良好的特

异性、准确性及灵敏度，并且实现了高通量、高效

率和低成本，能够满足临床 HCV 分型的需求。值

得注意的是，PCR⁃RDB法HCV分型目前尚未包含
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所有基因亚型，针对 PCR⁃RDB法无法完成分型的

型别如 1a 型、2b 型等，临床上将建议患者进行测

序法基因分型检测验证，这也是 PCR⁃RDB法的弊

端和需要完善的方面。
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海口地区新生儿G6PD基因突变分析

刘秀莲 王洁★ 黄慈丹 林文 杨春

［摘 要］ 目的 了解海口地区新生儿葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶（G6PD）缺乏症的发生率及基因突变

特点。 方法 用荧光斑点法对 2016年 1月 1日至 2016年 2月 24日出生于海口的 5 295例新生儿进行

G6PD 活性筛查，对 173 例初筛阳性的标本用多色探针荧光 PCR 熔解曲线法（MMCA）进行基因分型。

结果 本次筛查发现海口地区新生儿群体的G6PD缺乏症发生率为 3.87%（205/5 295），其中男女发生率

分别为 4.99%（142/2 848）和 2.57%（63/2 447）。173例初筛阳性标本中检出 142例（82.08%）有基因突变，

基因携带率为 3.18%（142/5 295/84.39%）。共检出 6 种基因突变类型，含 74 例（52.11%）c.1376 G>T，33
例（23.24%）c.1388 G>A，13 例（9.15%）c.95 A>G，8 例（5.63%）c.1024 C>T，4 例（2.82%）c.871 G>A，5 例

（3.52%）c.392 G>T，并检出 3 例（2.11%）c.1376 G>T 复合 c.1388 G>A 突变、1 例（0.71%）c.392 G>T 复合

c.517 T>C突变、1例（0.71%）c.95 A>G复合 c.1388 G>A突变。 结论 海口地区是G6PD缺乏症高发地

区，c.1376G>T、c.1388G>A和 c.95 A>G是主要的 3种基因突变型。

［关键词］ 葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶缺乏症；基因突变；多色探针荧光 PCR熔解曲线法

Genotyping analysis of glucose ⁃ 6 ⁃ phosphate dehydrogenase deficiency in
neonates of Haikou area
LIU Xiulian，WANG Jie★，HUANG Cidan，LIN Wen，YANG Chun
（Center of Clinical Laboratory，Maternal and Child Health Care Hospital of Hainan Province，Haikou，China，
570206）

［ABSTRACT］ Objective To investigate the prevalence and genotypic mutant characteristics of the
glucose⁃6⁃phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency in neonates of Haikou area. Methods A total of 5 295
neonates born in the Hospital of Haikou area were screened for G6PD deficiency by inflorescent spot test (FST)
from January 1, 2016 to February 24, 2016. Then, 173 positive screening samples were subjected to genotyping
through multicolor melting curve analysis (MMCA). Results The prevalence of G6PD deficiency in Haikou
was 3.87%(205/5 295), of the 205 infants suspected to be G6PD deficiency based on FST, 142(4.99%, 142/2 848)
were males and 63(2.57%, 63/2 447) were females. Among these 173 positive screening samples based on FST,
142 had a gene mutation; 6 kinds of mutation were found including 74 cases of c.1376 G>T(52.11%), 33 cases
of c.1388 G>A(23.24%), 13 cases of c.95 A>G(9.15%), 8 cases of c.1024 C>T(5.63%), 4 cases of c.871 G>A
(2.82%), 5 cases of c.392 G>T(3.52%); and 3 cases with both c.1376 G>T and c.1388 G>A (2.11%), 1 case with
both c.392 G>T and c.517 T>C (0.71%), 1 case with both c.95 A>G and c.1388 G>A(0.71%). Conclusion
The incidence of G6PD deficiency is high in Haikou area. The three G6PD mutations at 1376, 1388 and 95 are
the most common variants in this area.

[KEY WORDS] Glucose ⁃ 6 ⁃ phosphate dehydrogenase deficiency; Genotypic mutation; Multicolor
melting curve ana
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葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶（glucose⁃6⁃phosphate de⁃
hydrogenase，G6PD）缺乏症，又称蚕豆病，是一种

X 连锁不完全显性遗传性溶血性酶缺陷疾病，临

床表现差异大，从无症状到新生儿黄疸、药物或感

染引起的急性溶血、蚕豆病和慢性非球形细胞溶血

性贫血，严重者导致新生儿期核黄疸，引起死亡或

永久性神经系统的损伤。该病在我国呈“南高北

低”的分布特点，以广东、广西及海南发病率最

高［1］。据统计 2007至 2010年海南省新生儿G6PD
缺乏症发生率为 3.17%［2］。海口市地处海南省北

部，总人口 222.3万，以汉族人群为主。本文采用多

色探针荧光 PCR 熔解曲线法（multicolor melting
curve analysis，MMCA）对新生儿滤纸干血片进行基

因检测，以探讨海口地区G6PD基因突变类型及其

分布特点。

1 对象和方法

1.1 研究对象

选取 2016年 1月 1日至 2016年 2月 24日出生

于海口市内各家医院的 5 295例新生儿，男性 2 848
例，女性 2 447例，男女比例为 1.16∶1。出生 3 d后

采集足跟血，制成滤纸干血斑标本。

1.2 仪器和试剂

1.2.1 仪器

实验中用到的仪器设备有：赛默飞世尔微孔板孵

育振荡器THERMO⁃IEMS 1415、芬兰1 420时间分辨

免疫分析仪、厦门致善核酸提取仪Lab⁃AidTM824及上

海宏石全自动医用PCR分析系统SLAN⁃96S。
1.2.2 试剂

红细胞葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶（G6PD）活性筛查

试剂盒（纯化学反应荧光法）来源于广州市米基医

疗器械有限公司，试剂批号Y150810⁃08。
Lab ⁃Aid 核酸提取 Micro 试剂盒（试剂批号

160607）和葡萄糖⁃6⁃磷酸脱氢酶基因突变检测试剂

盒-荧光 PCR 熔解曲线法（试剂批号 16070102）均

来源于厦门致善生物科技股份有限公司。

1.3 方法

1.3.1 G6PD荧光斑点定性试验

采用红细胞G6PD活性筛查试剂盒进行G6PD
活性筛查，步骤如下：（1）用打孔器在滤纸干血斑标

本上打下 1个直径 3 mm 的小血片置于空白微量板

中；加入荧光反应试剂 120 μL/孔，于 Thermo iEMS
微孔板孵育振荡器中 37℃恒温 900 r/min 振幅振动

30 min后，去纸片再振荡 1 min，用芬兰 1420时间分

辨免疫分析仪读取荧光数值。结果判读：荧光数值

>1 600为活性正常，荧光数值≤1 600为活性缺乏。

1.3.2 G6PD突变基因检测

收集G6PD活性缺乏的滤纸干血斑，打下 2个

直径 3 mm 的小血片，用核酸提取仪 Lab⁃Aid824提

取基因组 DNA。然后采用带有 FAM、HEX、ROX
和 Cy5检测通道且具有熔解曲线分析功能的 PCR
仪 SLAN⁃96，同时进行基因扩增和熔解曲线分析，

结果参照试剂盒说明书进行基因型判读：通过比较

待检样本与野生型对照的熔解峰之间熔点（Tm值）

的差异判断样本是否发生突变及突变的类型。该

G6PD 基因突变检测试剂盒可检测中国人常见的

16 种 G6PD 基因突变类型：c.95A>G、c.383T>C、

c.392G>T、c.487G>A、c.517T>C、c.592C>T、c.871G>
A、c.1004C>A、c.1024C>T、c.1360C>T、c.1376G>T、
c.1388G>A、c.1381G>A、c.1387C>T、c.493A>G、

c.519C>T。
1.4 统计学分析

采用 SPSS 17.0软件进行数据处理，计数资料

用百分率表示。

2 结果

2.1 海口地区新生儿G6PD缺乏症发生率

在 5 295例（男 2 848例，女 2 447例）新生儿中，

检出G6PD活性缺乏 205例（男 142例，女 63例），总

发生率 3.87%（205/5 295）；其中，男女发生率分别为

4.99%（142/2 848）和 2.57%（63/2 447）。男性发生率

明显高于女性，符合Ｘ连锁不完全显性遗传规律。

2.2 G6PD 缺乏症患者基因突变分析

在G6PD活性缺乏的 205例样本中，剔除血斑

质量差和血斑不足的样本，还有 173例（男 126例，

女 47 例）进行基因突变检测，基因检测受检率为

84.39%（173/205）。经 MMCA 检测，在 173 例受检

样本中检出 142 例有 G6PD 基因突变，其中男 105
例，女 37例，基因突变率 82.08%，见表 1。据此推算

海口地区新生儿群体的G6PD基因携带率为 3.18%
（142/5 295/84.39%）。

2.3 G6PD基因突变类型和分布特点

142例新生儿G6PD 缺乏症患者中共检出 6种

G6PD 基 因 突 变 型 ：c.1024C>T、c.1376G>T、
c.1388G>A、c.392G>T、c.871G>A、c.95A>G 和 3 种

复合突变，各基因突变类型和分布情况见表 2。
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对象

男

女

合计

活性缺乏（例）

126
47
173

基因突变（例）

105
37
142

突变率（%）

60.69
21.39
82.08

表 1 海口地区新生儿G6PD缺乏症基因突变率

Table 1 Genotypic mutation rate of G6PD deficiency
in neonates of Haikou area

突变类型

c.1024 C>T
c.1376 G>T
c.1388 G>A
c.392 G>T
c.871 G>A
c.95 A>G

c.1376 G>T复合 c.1388 G>A
c.392 G>T复合 c.517 T>C
c.95 A>G复合 c.1388 G>A

合计

男
（例）

8
50
30
3
4
10
0
0
0

105

女
（例）

0
24
3
2
0
3
3
1
1
37

合计
（例）

8
74
33
5
4
13
3
1
1

142

百分比
（%）

5.63
52.11
23.24
3.52
2.82
9.15
2.11
0.71
0.71

100.00

表 2 142例新生儿G6PD缺乏症患者基因突变类型结果

Table 2 Genotype mutant results of 142 neonates
with G6PD deficiency

（下转第 177页）

3 讨论

G6PD 缺乏症在我国呈“南高北低”的分布特

点，以广东、广西及海南发病率最高。据北京国家

临床实验中心 2013 年 196 个实验室上报的 30 000
万新生儿筛查结果显示，G6PD 的发生率为 1∶44［3］。

本研究结果显示，海口地区新生儿G6PD缺乏症的发

生率为 3.87%，接近于海南省的发生率 3.17%［2］，但低

于澄迈县人群的发生率 5.54%［4］，说明G6PD 缺乏症

的发生率具有一定的地域或群体特异性。

G6PD缺乏症主要是由于基因突变引起的，因

编码区内碱基突变导致酶活性改变，形成血管内溶

血，临床上常表现为新生儿黄疸、蚕豆病、药物性溶

血、感染性溶血等。该病也是新生儿高胆红素血症

的重要病因［5］。迄今，全球已发现近 200种G6PD基

因突变［6］，我国已发现的突变类型则超过 30种［7⁃8］。

G6PD缺乏症目前尚无有效的根治方法，所以及早

筛查与确诊以及采取积极有效的预防措施、控制诱

因，是减少G6PD缺乏症发生最有效的措施。

多色探针荧光 PCR熔解曲线法（MMCA）是检

测中国人常见的 16 种G6PD 基因突变类型的新方

法。该法不易造成交叉污染，具有操作简便、高通

量和结果易判读的优点［9］。本研究在 173例G6PD

活性缺乏样本中检出 6 种基因突变：c.1376G>T
（52.11%）、c.1388G>A（23.24%）、c.95A>G（9.15%）、

c.1024 C>T（5.63%）、c.392 G>T（3.52%）和 c.871 G>
A（2.82%），这和陈开科等［4］在 72 例G6PD 缺乏的澄

迈人群样本中检出的 6 种G6PD 基因点突变类型是

一致的，但各种突变类型所占的比例有所不同，说

明不同地区人群的G6PD基因突变谱不同。中国人

最常见的 3 种 G6PD 基因类型［10］，即 c.1376G>T、
c.1388G>A 和 c.95A>G，在本组样本中检出的比例

共占 84.5%，表明 c.1376G>T、c.1388G>A和 c.95A>
G是海口地区新生儿主要的基因突变型，这和以往

的报道相符合［7，11 ⁃ 12］。同时本研究还检测到 3 例

c.1376 G>T 复合 c.1388 G>A、1 例 c.392 G>T 复合

c.517 T>C、1 例 c.95 A>G 复合 c.1388 G>A，这 5 例

复合突变都发生于G6PD活性缺乏的女性，提示复

合突变很可能是双杂合子，而不是单倍型，有待进

一步追查其双亲的基因型以确定。这些复合突变

会引起怎样的临床结果，也有待后续的追踪观察。

本研究未检测到 c.383T>C、c.487G>A、c.517T>C、

c.592C>T、 c.1004C>A、 c.1360C>T、 c.1381G>A、

c.1387C>T、c.493A>G 和 c.519C>T 等突变，可能与

基因检测的标本量较小有关。

本研究 173例G6PD活性缺乏者中，有 31例未

检测到基因突变，分析原因可能是：（1）含有 16 个

突变位点以外的基因突变类型，有待下一步通过基

因测序法进行检测确认；（2）某些疾病或者药物的

影响，降低了 G6PD 酶活性；（3）31 例样本中有 29
例是由海口市内其他医院采集后，一周内递送至笔

者所在医院，标本采集不规范、运送时间长或处理

不当等因素均会使G6PD失活，导致其活性降低。

海口地区是 G6PD 缺乏症的高发区，新生儿

G6PD 缺 乏 症 发 生 率 为 3.87% ，基 因 突 变 以

c.1376G>T、c.1388G>A 和 c.95 A>G 基因型为主，

利用滤纸干血斑标本在新生儿群体中开展 G6PD
缺乏症的表型筛查和基因型检测，对高危人群给

予干预指导和建议能有效减少溶血性贫血的发生，

避免给患者家庭造成更大的经济与精神负担。

参考文献
［1］ Dittrich S，Yordi LM，deMattos AA. The value of se⁃

rum⁃ascites album in gradient for the determination of
portal hypertension in the diagnosis of ascites［J］. Hepa⁃
to Gastroenterology，2001，48（37）：166⁃168.
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•论 著•

江西 10 269例女性HPV感染情况及分型检测分析

曾选★ 宇翔 陆瑶

［摘 要］ 目的 分析江西地区女性宫颈人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）感染率和各基

因亚型的分布情况，为预防HPV感染和降低宫颈癌的发生提供科学依据。 方法 采用聚合酶链反应

（PCR）体外扩增和反向点杂交技术，对 2015年 9月至 2016年 6月在我院就诊的 10 269例女性宫颈脱落

细胞标本进行共 28 种 HPV 基因亚型检测。 结果 10 269 例宫颈脱落细胞标本 HPV 总阳性率为

29.98%，其中单一亚型感染率 62.68%，多重亚型感染率 37.32%；15种高危型感染率较高的为 16、52和 58
型，10 种低危型感染率较高的为 40、44、81 型；HPV 感染的高峰年龄在 50 岁及以上人群，各年龄组间

HPV 感染阳性率差异有统计学意义（P＜0.01）。 结论 江西女性 HPV 感染阳性率较高，加强 HPV 分

型筛查检测，做到早防早治，对降低本地区宫颈癌的发病率有重要的作用。

［关键词］ 人乳头瘤病毒；高危型HPV；HPV亚型；反向点杂交

Analysis of the HPV infection and genotyping distribution in 10 269 women in
Jiangxi area
ZENG Xuan★，YU Xiang，LU Yao
（Jiangxi Maternal and Child Health Hospital，Jiangxi，Nanchang，China，330006）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the prevalence of cervical infection with human papillomavirus
(HPV) and distribution of gene subtypes in Jiangxi province, and provide a basis for preventing HPV infection
and reducing the accident rate of cervical cancer. Methods 10 269 female patients who received cervical
testing in our hospital from September 2015 to June 2016 were selected as the research objects. The cervical
cytology samples were tested for 28 HPV ⁃ DNA subtypes by using PCR and reverse dot blot hybridization
techniques. Results The HPV infection rate of 10 269 cervix cytology sample was 29.98%, in which the
single subtype infection rate was 62.68% , and the multiple subtype infection rate was 37.32% . The highest
infection rate of the 15 high⁃risk⁃subtype were type 16, type 52 and type 58. The highest infection rate of the 10
low⁃risk⁃subtype were type 40, type 44 and type 81. The peak age of HPV infection was 50 and over 50 years old.
The difference between different age groups in HPV infection rate was significant (P＜0.01). Conclusion
The positive infection rate of HPV among women in Jiangxi province was high. In order to decrease the
morbidity of cervical cancer, we should enhance HPV subtype detection, early prevention and treatment.

［KEY WORDS］ Human papillomavirus; High ⁃ risk type HPV; Subtype HPV; Reversed blot
hybridization lysis

作者单位：江西省妇幼保健院，江西，南昌 330006
★通讯作者：曾选，E⁃mail：1833638052@qq.com

人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）呈

球形，无包膜、为最小的DNA病毒。随着分子生物

学技术的不断发展，根据病毒DNA的同源性，目前

已确定HPV基因亚型超过 100种，其中 30多种亚型

可感染人类生殖道并引起宫颈病变［1］，特别是高危型

HPV（high⁃risk type human papillomavirus）持续感染

是癌前病变及宫颈癌发生的重要危险因素［2］。为了

解本地区妇女 HPV 感染率及分型情况，本文应用

PCR⁃反向点杂交技术对10 269名女性宫颈拭子进行

HPV⁃DNA检测和分型分析，现报告如下。
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1 材料与方法

1.1 研究对象

选择 2015年 9月至 2016年 6月在江西省妇幼

保健医院门诊就诊和住院进行HPV分型检测的女

性患者 10 269 例，年龄范围 15～77 岁，平均年龄

（39.37±10.3）岁。

1.2 标本采集

用扩阴器暴露宫颈，用宫颈刷置于宫颈口，顺

时针旋转 4～6 周以获取足量的上皮细胞，然后取

出宫颈刷置于盛有 2 mL 生理盐水的无菌小试管

内密闭送检，若不能及时送检，放置 4℃冰箱保存

不超过 1周。采样前 3天排除病人进行阴道冲洗、

使用药物及发生性行为等。

1.3 检测方法

基因分型检测采用广州安必平医药科技股份

有限公司 HPV 核酸扩增分型检测系统，对标本进

行 28种HPV基因亚型的检测，将采集的标本通过

细胞洗脱、离心、PCR 扩增、杂交、显色等过程处

理，操作过程严格按照仪器和试剂说明书进行规

范操作，设置阴、阳性质控对照，保证结果准确可

靠。根据致病力大小和致癌危险程度将HPV分为

高危型、疑似高危型和低危型［3］。此检测方法可一

次检测样本中高危型 HPV（16、18、31、33、35、39、

45、51、52、56、58、59、68、73、82）15 种、疑似高危

型 HPV（26、53、66）3 种及低危型 HPV（6、11、40、
42、43、44、54、61、81、83）10 种共计 28 种亚型，对

检测结果进行统计分析。两种或两种以上亚型阳

性者为多重感染。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 16.0 统计软件进行数据统计分析，

计数资料比较用 c2检验，以 P＜0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

将待用的探针分别点到硝酸纤维素膜或尼龙

膜上，每个探针一个点，并编上号，再将待测样本的

PCR扩增产物与之杂交，如产物序列与探针匹配，

就会与具有同源序列的探针结合，后经洗涤去除未

结合的 PCR产物，再经相应的显色反应便能显出杂

交信号，这样一次就可以判断待测样本内所有的基

因型别或等位基因，这就是反向点杂交方法，见下

图 1。
2.1 感染率

基因分型检测 10 269 例受检者中，HPV⁃
DNA 阳性标本 3 079 例，阳性率为 29.98%（3 079/
10 269），HPV⁃DNA 阴性标本 7 190 例，阴性率为

70.02%（7 190/10 269）。

图 1 反向点杂交流程

Figure 1 The procedue of Reverse dot blot hybridization
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HPV亚型

高危型（15种）

16
18
31
33
35
39
45
51
52
56
58
59
68
73
82（MM4）

疑似高危型（3种）

26
53
66

低危型（10种）

6
11
40
42
43
44
54
61
81（CP8304）
83（MM7）

HPV感染例数

739
140
93
180
55
155
22
156
676
168
405
68
180
14
41

13
235
165

114
109
304
156
73
278
108
149
165
16

构成比（%）

24.00
4.55
3.02
5.85
1.79
5.03
0.71
5.07
21.96
5.46
13.15
2.21
5.85
0.45
1.33

0.42
7.63
5.36

3.70
3.54
9.87
5.07
2.37
9.03
3.51
4.84
5.36
0.52

表 1 3 079例女性HPV感染者 28种亚型构成比

Table 1 Distribution of 28 HPV subtypes among 3 079
HPV infection women

2.2 HPV⁃DNA基因分型

该检测试剂盒所能检测的 28种基因型均有检

出，其中感染率最高的亚型是与宫颈癌关系密切的

HPV16型，阳性率达到 24%；感染率最低的亚型为

HPV26型，占 0.42%，各亚型构成比详见表 1。

单一亚型感染患者 1 930例，占全部阳性患者

的 62.68%（1 930/3 079），其 中 单 一 型 感 染 以

HPV16、52、58型居多；多重（混合）感染患者 1 149
例，占全部阳性患者的 37.32%（1 149/3 079）；多型

感染以二重感染为主，占多重感染的 63.27%（727/

1 149），其次为三重感染 21.15%（243/1 149），四重

感染为 8.36%（96/1 149）。3 079例阳性感染者中，

高危型HPV感染占 62.13%，疑似高危型HPV感染

占 8.30%，低危型HPV感染占 29.57%，详见表 2。

2.3 感染者年龄分布

从下表 3 中可看出 50 岁及以上的人群，是

HPV 感染的高危人群，50～59 岁及≥60 岁分别感

染率高达 38.78%和 39.57%，这 2组年龄段 HPV感

染率最高，各年龄组间 HPV 感染阳性率差异有统

计学意义（c2=70.077，P＜0.01）。＜20岁的就诊患

者人数少，只有 71例，同时其来就诊时相关症状明

显，检测针对性强，常规体检患者少，故此年龄段

感染率高与这些因素有关。

3 讨论

人乳头瘤病毒可引起人的皮肤黏膜鳞状上皮

增殖，导致人的上皮良性或恶性肿瘤。由于感染

组织、感染部位、所引起感染的病毒型别不一，产

单一感染

双重感染

三重感染

四重感染

五重感染

≥六重感染

总计

感染例数

1 930

727

243

96

46

37

3 079

构成比（%）

62.68

23.61

7.89

3.12

1.49

1.21

100.00

表 2 单一亚型感染及多重感染结果分析

Table 2 Analysis the results of single and multiple
infection subtypes

年龄段（岁）

＜20
20～29
30～39
40～49
50～59
≥60
总计

检测例数

71
1960
3164
3555
1145
374

10 269

感染例数

22
558
878
1 029
444
148
3 079

感染率（%）

30.99
28.47
27.75
28.95
38.78
39.57
29.98

表 3 不同年龄段HPV感染情况分布

Table 3 Distribution of HPV infection among different age
group
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生的病变也多样。自上世纪 70 年代末至 80 年代

初发现 HPV 与宫颈癌有关以来，一直得到人们的

关注。许多的研究结果表明［4］，HPV 感染是引起

宫颈细胞异常以及宫颈癌病理学改变的最为重要

因素，特别是在 1996 年，世界卫生组织将 HPV 确

认为引发宫颈癌的根本性致病因子［4］之后，HPV
感染更是得到全世界的广泛关注。

从流行病学资料表明，HPV 感染基因型分布

存在地域性差异，其致癌性和后果也不同［5］。可感

染生殖道的HPV根据致病力大小或致癌危险性通

常分为高危型和低危型 2 种，也有学者将 HPV 分

为低危型、中间型和高危型 3种［6］。常见的低危型

如 HPV6、HPV11 等能导致生殖道尖锐湿疣；高危

型 HPV16、HPV18 等感染已证实具有潜在的致癌

性，与宫颈癌的发生和发展有密切关系，90%～

95%宫颈癌的发生与 HPV 感染有关［6］。不管将

HPV如何分型、分类，其高致病性的亚型一直得到

人们的高度重视，因此，快速准确检测 HPV 病毒，

并鉴定出基因型，对治疗和预防这类病毒所引起

的疾病有着重要作用。

本研究对江西地区 10 269例妇女进行的HPV
基因分型检测，总感染率为 29.98%，与李世君［7］、

宋艳芳等［8］所报道的接近，低于深圳地区的

56.01%［9］和龙岩地区的 37.09%［10］，高于广东惠州

的 15.99%［11］、北京地区的 17.485%［12］。表明各地

HPV 的感染率存在差异，这与地域、人群分布、受

检人群、标本采集方法和采集量、使用仪器试剂等

因素相关。Clifford等［13］早期研究发现在亚洲国家

人群 HPV 感染以 52 和 58 亚型为主，本次研究

HPV 基因分型结果前三的为 HPV16、HPV52、
HPV58型，阳性率分别 24%、21.96%、13.15%，与李

翔［14］、汪欣等［15］有关 HPV 感染主要亚型研究结果

相同。本地区 HPV 感染以单一亚型为主，占

62.68%，单一亚型感染以高危型HPV16为主，占单

一亚型感染的 22.95%。多重感染以双重感染为

主，占多重感染的 63.27%。在多重感染病例中，最

多的出现十重感染。过早性行为以及拥有较多的

性伴侣，可使 HPV 感染风险明显增加［16］。通过分

析多重感染病例，一般以年龄较大者发生多重感

染的较多，而年轻出现多重感染的以性乱者居

多。本次研究多重感染病人病情和症状，病人合

并HPV基因亚型数越多，其症状或病情越严重，经

脱落细胞学和阴道镜取材病检最终诊断为宫颈

癌、癌前病变、局灶不典型增生、宫颈病变、尖锐湿

疣等疾病，与临床诊断高度符合，多重感染及HPV
高危亚型感染是临床和病人关注的重点。

在不同年龄段分组调查结果中，HPV 感染年

龄高峰为≥60 岁和 50～59 岁年龄段，其次是＜20
岁、40～49岁、20～29岁和 30～39岁，感染率分别

为 39.57% 、38.78% 、30.99% 、28.95% 、28.47% 和

27.75%，各年龄组间 HPV 感染阳性率差异有统计

学意义（P＜0.01）。＜20岁年龄组由于样本量等多

因素使感染率高于 20～49岁年龄段外，30岁以后

女性随着年龄增长，机体抵抗力逐渐降低，可能会

出现 HPV 反复感染或长期持续感染，引起细胞病

理变化，导致机体病变，因此对于 30岁的女性应常

规进行HPV检查筛查，而到了 50岁处于HPV感染

高峰年龄的女性更应加强 HPV 筛查力度，增加体

检频次，提高HPV的筛查、诊断、治疗、预防能力。

不治已病治未病，美国疾病控制与预防中心

和美国妇产科医师学会推荐对男女孩均应常规接

种HPV疫苗。最近我国食品药品监督管理局已通

过了 HPV 疫苗的使用许可，这对中国广大妇女预

防HPV感染和降低宫颈癌的发生是个福音。在接

种疫苗的同时，妇女应加强HPV的筛查检测力度，

特别是到了 50岁的妇女更应该重视HPV的筛查，

对检测出 HPV 基因高危型、多重感染者，或有症

状、高危险因素的妇女，应联合液基细胞学检查

（liquid⁃based thinlayer cytology test，TCT）、阴道镜

取材病检等方式，做到早筛查、早诊断、早干预、早

治疗，定期复查，把宫颈癌这一严重影响妇女健康

的疾病消灭在萌芽状态。
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人肠道病毒D68型在儿童急性呼吸道感染中的临床
特征与分子生物学特征分析

郝金斗 李明珠 刘培辉★

［摘 要］ 目的 了解人肠病毒 D68（EV⁃D68）在儿童急性呼吸道感染（acute respiratory tract
infection，ARTI）中的临床特征及分子流行病学特征。 方法 采集 2014年 3月至 2016年 3月年深圳市

妇幼保健院住院及门诊年龄 1 月至 14 岁符合急性呼吸道感染（ARTI）患儿共 13 472 份咽拭子分泌物，

使用 EV 通用核酸试剂盒进行肠道病毒检测，EV 病毒通用核酸阳性标本通过 RT⁃PCR 扩增并测序分

型。 结果 在 13 472份鼻咽部拭子标本中，EV阳性病例 1 222例，阳性率为 9.10%，EV⁃D68感染患儿

7 例，阳性率 0.05%，其 VP1 扩增序列分离的 5 株 D68 均与进化簇 1 病毒序列具有高同源性，2 例与进化

簇 2有高同源性。 结论 EV⁃D68可能是急性呼吸道感染的一种新的主要病原体，感染高峰季节可能

在秋冬季节，以急性下呼吸道感染（acute lower respiratory tract infections，ALRTI）为主要表现。

［关键词］ 肠道病毒；急性呼吸道感染；肠道病毒D68

The clinical and molecular characterizations of enterovirus D68 among
children with acute respiratory infection
HAO Jindou，LI Mingzhu，LIU Peihui★

（Shenzhen maternity and children  s hospital affiliated Southern medical university，Shenzhen，Guangdong，
China，518028）

［ABSTRACT］ Objective To explore the clinical and molecular epidemiological characteristics of
children with enterovirus D68 in acute respiratory tract infection(ARTI). Methods 13 472 cases which were
diagnosed with acute respiratory tract infection in the outpatient and ward from March 2014 to March 2016 were
screened for enterovirus (EV). The EV positive cases of enterovirus were collected to identify the types of
enterovirus by RT ⁃ PCR and sequencing. Results 1 222 EV positive cases were found in 13 472
nasopharyngeal swab specimens, the positive rate was 9.10% ; and 7 EV ⁃ D68 infection were detected, the
positive rate was 0.05%. Compared to the Fermon prototype strain of the VP1 sequence, 5 strains of EV⁃D68
have higher homology with group 1 virus sequence, while 2 with group 2 virus sequence. Conclusions EV⁃
D68 may be a new predominant pathogen in acute lower respiratory tract infection (ARTI). The infection peak
season may be in autumn and winter season. ALRTI may be a clinical feature of EV⁃D68 infection.

［KEY WORDS］ Enterovirus; Acute respiratory infection; EV ⁃ D68

人类肠道病毒（human enterovirus，HEV）属小

RNA病毒科肠道病毒属，可分为脊髓灰质炎病毒、

埃可病毒、柯萨奇病毒和新型肠道病毒。目前基

于对 VP1 基因序列的进化研究，又可分为 EV⁃A、

EV⁃B、EV⁃C、EV⁃D4组［1］。近年来，肠道病毒尤其

新型肠道病毒引起的急性呼吸道感染越来越引起

关注，有研究表明在病因明确的上呼吸道感染疾

病中，大约 15%由 HEV 感染造成，其中肠道病毒
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D68 型（EV⁃D68）是最主要型别［2⁃3］。EV⁃D68 为正

向单链 RNA 病毒，与 D70、D94、D111、D120 同属

于 EV⁃D 组。1962 年，EV⁃D68 首次被分离发现，

2014 年在美国的密苏里州和伊利诺伊州引起严

重呼吸系统病例，并引发全国范围内的流行［4］。

在开展新型肠道病毒在急性呼吸道感染的

研究中，我们发现了 EV⁃68 感染的急性呼吸道感

染儿童，总结其临床特点及分子生物学特征

如下。

1 材料与方法

1.1 研究对象

选取 2014年 3月至 2016年 3月年深圳市妇幼

保健院住院及门诊年龄 1月至 14岁符合急性呼吸

道感染（acute respiratory tract infection，ARTI）患儿

13 472例作为研究对象，性别不限。ARTI包括上呼

吸道感染及下呼吸道感染。排除标准：①近 3月反

复呼吸道感染或免疫缺陷者；②病程≥7 d。急性呼

吸道感染诊断标准及疾病谱按照第八版《褚福棠实

用儿科学》［5］。

1.2 标本与病例信息采集

（1）咽拭子标本采集：入院 48 h 内，常规消毒

后通过抽吸器取患儿的鼻咽深部分泌物，采集后

置入-20℃低温冰箱保存备用。（2）在采集符合标

准的住院儿童呼吸道标本后，医生或护士使用统

一标准问卷，收集病例的基本人口统计学信息、

临床症状、体征、血常规、临床生化检查、细菌培

养结果、影像学检查、主要诊断、治疗和预后等信

息。采用 EpiData3.0 软件录入相关数据，建立数

据库。

1.3 研究方法

使用 EV通用核酸检测试剂盒（PCR⁃荧光探针

法）（中山大学达安基因股份有限公司）由深圳市妇

幼保健院检验科对所采集标本统一检测。EV病毒

通用核酸阳性标本统一由广州云诺生物公司进一

步测序分型。方法采用传统RT⁃PCR和测序。RT⁃
PCR采用 222：5′⁃CICCIGGIGGIAYRWACAT⁃3’和
292：5’⁃MIGCIGYIGARACNGG ⁃ 3′引物［7］，扩增

VP1基因部分片段，长度为 358 bp。产物以 Sanger
法测序后，所得序列以 BLAST 工具在 GenBank 数

据库中进行序列对比分析得到分型结果。

1.4 系统进化分析

测序所得核苷酸VP1部分序列使用BioEdit程
序进行比对，系统进化树由 MEGA 程序（Ver⁃
sion6.0）构建。采用 neighbor⁃joining方法，bootstrap
值为 1 000［8］。

图 1 7例 EV⁃D68部分VP1基因序列测序结果与 Fermon原型株及国内分离株的的比对

Figure 1 Partial VP1 gene from the seven EV⁃D68 were compared with EV⁃D68 isolated from China（Shenzhen and Beijing）
and the original Strain Fermon
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本次研究中分离到的 7例 EV⁃D68以圆形标记，原型 Fermon株以三角形标记，其他国内分离株以菱形标记

图 2 7例分离株VP1部分基因序列系统进化分析图

Figure 2 Phylogenetic analysis of partial VP1 gene sequence of enterovirus D68 isolated from the seven samples
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1.5 统计学方法

采用 EpiData3.0 软件录入相关数据，建立数

据库。

2 结果

2.1 EV检测及EV⁃D68的鉴别

在 13 472份鼻咽部拭子标本中，EV阳性病例

1 222例，阳性率为 9.10%，发现 EV⁃D68感染患儿 7
例，阳性率 0.05%，7例 EV⁃D68病例其VP1扩增序

列与 Fermon原型株及国内分离株的比对情况见图

1 所示。本次研究分离到的 VP1 序列基本与 2015
年所报道的深圳分离株序列一致，与 Fermon株序列

有较多差异。

2.2 EV⁃D68的系统进化分析

此前已有研究者对EV⁃D68进行了系统进化树

分析，并分为群 1、2、3三个进化簇，如图 2所示。此

次分离的 7株D68中 5株与进化簇 1病毒序列具有

更高同源性，2株与进化簇 3有更高同源性。

2.3 临床特征及流行病学分析

7例EV⁃D68感染患者均系住院病人，男女比例

4∶3，发病年龄 7月～6岁 1月，中位数年龄 2岁 6月，

主要症状包括：咳嗽伴喘息（3 例）、咳嗽伴腹泻（2
例）、发热伴喘息（1例）、咳嗽（1例）；上呼吸道感染 2
例（喘息性支气管炎及急性支气管炎各 1例），下呼

吸道感染 5例（肺炎 4例，毛细支气管炎 1例）。2014
年 9月及 10月各 1例，2014年 11月 2例，2015年 10
月及 12月 2016年 1月各发现 1例。由于感染例数

有限，不足以做临床特征的统计学分析。

3 讨论

EV⁃D68是 1962年在美国加尼福尼亚发现的一

种肠道病毒，2014年在美国及加拿大引起严重呼吸

道疾病的爆发，从而引起人们关注。美国疾病预防

控制中心当年共计检测 2 600个标本，其中 36％测

试为EV⁃D68阳性，所有确诊感染病例均为儿童，共

计 14例死亡病例报告，但目前仍不确定病毒的致病

途径［9］。此后，欧洲、亚洲等国家均有 EV⁃D68的病

例报道［10⁃13］。根据病毒流行情况及研究人群不同，

在流行爆发区域收集的呼吸道样本中EV⁃D68阳性

率可达 44%［4］。国内目前报道的 EV⁃D68阳性率在

0.2%～1%［14⁃15］。有研究［14］发现在北京 7 945份咽拭

子标本中肠道病毒阳性率 6.99%（555/7 945），EV⁃
D68阳性率 0.2%（12/7 945）。本研究发现肠道病毒

阳性率 9.1%（1 222/13 472），EV⁃D68阳性率 0.05%
（7/13 472），EV⁃D68阳性率较北京地区的研究结果

低，可能与地区差异气候、研究对象不同及标本来

源不同有关。EV⁃D68引起的急性呼吸道感染表现

不同，既可以引起轻微的呼吸道感染，也可以引起

严重的呼吸道感染，甚至死亡。在本研究中 7例患

者均表现为咳嗽、喘息，以下呼吸道感染多见，与既

往报道一致［4，15］。但是由于EV⁃D68阳性病例少，其

感染与临床特征之间的关系还需进一步研究。

Xiao 等［15］研究也发现 2014 年 9～10 月重庆 EV⁃
D68感染较前增多，本研究 7例 EV⁃D68患者均在

发生秋冬季节，2014年美国 EV⁃68爆发流行在 9～
10月份［4］，与本研究结果一致，提示秋冬季节可能

是 EV⁃D68感染高峰季节。虽然目前研究 EV⁃D68
感染率低，但还需要长时间检测人群中 EV⁃D68的

流行特征，以应对其可能流行爆发情况。

本次鉴别出的 5例 EV⁃D68病毒VP1区域基因

序列与 2015年度在深圳市疾病控制中心分离到的

病毒株［17］具有高度同源性（94％～96％），同属于

EV⁃D68病毒进化树中的进化簇 1；2014年检出 2例

序列同属于病毒进化树种的群 3，与美国 2014年分

离株大多数属于进化簇 3在基因组上具有高度同源

性，同源性为 89％～91%，提示可能与美国 EV⁃D68
的流行有关。深圳市 EV⁃D68目前感染率低，仍处

于散发，但是该病毒的进化和变异明显，且在国外

曾形成局部爆发流行，需进一步研究。但本研究由

于样本例数和临床信息有限，不足做回顾性研究。

还需进一步收集多中心更多样本的研究，包括不同

年度样本、样本完整临床信息、病例临床症状及严

重程度，以更好地掌握EV⁃D68的感染季节规律，以

及不同基因谱的毒株与疾病严重程度的相关性。
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地中海贫血儿童体内微量元素的探讨

刘冰 饶雪飞 曾赤佳★

［摘 要］ 目的 探讨地中海贫血儿童全血中钙、铜、铁、镁、锌、镉、铅元素含量，为营养膳食提

供依据。 方法 选取 2015 年 1~12 月在佛山市禅城区中心医院门诊儿童 333 例，其中疾病组 133 例，

对照组 200 例。采用广东凯普生物科技股份有限公司 α 和 β 地中海贫血基因检测试剂盒进行诊断，采

用北京博晖创新光电技术股份有限公司的 BH5100T 型与 H100T 型微量元素分析仪测定微量元素含

量。 结果 疾病组与对照组微量元素 Ca、Fe、Mg、Pb、Zn呈正态分布，而 Cd、Cu呈偏态分布。疾病组

儿童全血中 Ca、Cu、Zn 含量明显高于对照组，而 Fe、Mg 含量则低于对照组，差异有统计学意义（P<
0.05）。Cd、Pb 含量无统计学差异（P>0.05）。 结论 地中海贫血儿童微量元素钙、锌及铜与正常对照

相比升高，铁、镁降低，提示地中海贫血儿童体内微量元素分布异常，临床需采取干预措施，避免微量元

素异常引发疾病。

［关键词］ 儿童；地中海贫血；微量元素

Study on trace elements in thalassemia children
LIU Bing，RAO Xuefei，ZENG Chijia★

（Department of Clinical Laboratory，Chancheng Centre Hospital，The Affiliated of Guangdong Medical
University，Foshan，Guangdong，China，528031）

［ABSTRACT］ Objective To study the contents of calcium, copper, iron, magnesium, zinc, cadmium
in whole blood of children with thalassemia, and to provide the basis for a nutritional diet. Methods From
January to December in 2015, 333 outpatients in Central Hospital of Foshan Chancheng District were selected,
which included 133 cases in the disease group and 200 cases in control group. The α⁃ and β⁃ thalassemia genetic
test kit of Hybribio was used for the diagnosis, and trace element content was determined by BH5100T and H100
T trace element analyzer of BoHui. Results The contents of Ca, Fe, Mg, Pb and Zn in 333 subjects were
normally distributed, while Cd and Cu were skewed. The levels of Ca, Cu and Zn in the disease group were
higher than levels of those in the control group, while the contents of Fe and Mg were lower (P<0.05). There
were no significant differences in the contents of Cd and Pb between the two groups (P>0.05). Conclusion
The levels of calcium, zinc and copper were increased compared with normal elements in thalassemia children,
iron and magnesium levels were decreased. It is suggested that the distribution of trace elements in children with
thalassemia is abnormal, and clinical intervention measures should be taken to avoid the disease caused by trace
elements.

［KEY WORDS］ Children; Thalassemia; Trace elements

地中海贫血（简称地贫）是危害极大的遗传性

溶血性贫血之一，在我国南方特别是广西、广东、

海南、云南、贵州等地区高发［1］，区域性流行病学调

查显示，两广地区地中海贫血病例数占全国的

40％以上。由于贫血，地贫患儿生长发育迟缓是

常见的并发症之一［2］，微量元素虽然在人体内的含
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量不多，但与生存和健康息息相关，摄入过量、不

足、不平衡或缺乏都会不同程度地引起人体生理

的异常或发生疾病，严重者可导致智力低下或发

育异常［3］。因此，地中海贫血患儿全血微量元素水

平的检测可以及时发现其异常，通过采取干预措

施，可有效避免微量元素异常引发的各类疾病。

1 资料与方法

1.1 研究对象

疾病组：根据《儿科学》（第 7版）关于地中海贫

血的诊断标准［4］，选取本院 2015 年 1～12 月儿保

体检确诊为地中海贫血的儿童 133例，年龄 4～12
个月，所有确诊为地中海贫血的患儿均无输血

史。对照组：选取本院 2015 年 1～12 月儿保体检

年龄介于 4～12 个月的儿童，按照体检日期，选取

每月就诊的前 15名儿童，2015年 12月选取当月就

诊的前 35 名儿童，共 200 例，该组儿童血常规、生

化常规、小便常规均在正常参考范围，研究对象基

本资料见表 1。

1.2 方法

1.2.1 地中海贫血基因检测

采集 EDTA 抗凝静脉血 2 mL，采用广东凯普

生物科技股份有限公司的 α和 β地中海贫血基因

检测试剂盒进行检测。可检测中国人常见的 3 种

缺失型 α 地贫（⁃⁃SEA、⁃α3.7和⁃α4.2），2 种突变型 α 地

贫（CS、QS）及 11 种突变型 β 地贫（CD41 ⁃ 42、
CD43、IVS⁃II⁃654、CD17、CD14⁃15、⁃28、⁃29、CD71⁃
72、βE、IVS I⁃1、CD27⁃28）。

1.2.2 微量元素检测

采集肝素钠抗凝静脉血 2 mL，全血铁、钙、锌、

镁和铜采用 BH5100T型北京博晖全血多元素分析

仪测定；铅、镉元素采用 BH2100T型北京博晖钨舟

元素分析仪测定，北京博晖生物有限公司提供配

套试剂盒。

1.3 判读标准

此次研究所用的试剂盒采用生物素标记的引

物分别对 α⁃珠蛋白基因缺失及基因突变区域和

β ⁃珠蛋白基因突变区域进行特异性扩增，将扩增

产物与标记不同缺失或突变类型地中海贫血探针

的尼龙膜特定位置上，制成检测膜条，然后通过分

子杂交反应及显色反应，观察检测膜条上各位点

信号的有无（信号为蓝色斑点），判断该探针是否

与 PCR产物杂交，从而确定待检样品基因型。

1.4 统计学处理

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件进行分析，

微量元素结果以均值 ± 标准差表示，用 Kolmogo⁃
rov⁃Smirnov 法进行正常态性检验，正态分布数据

采用 t检验，偏态分布数据采用Mann⁃Whitney U检

验，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 地中海贫血基因类型分型

133例地贫有 86例为 α地贫，占 64.66%，以东

南亚缺失杂合子（⁃⁃SEA/α α）为主；β 地贫 44 例，占

33.08%，以 β41⁃42突变杂合子（β41⁃42/β）为主；α合并 β
地贫 3例，占 2.26%。地中海贫血基因类型及构成

比结果见表 2。
2.2 地中海贫血儿童全血微量元素含量

对两组儿童的微量元素结果进行正态性检

验，显示 Ca、Fe、Mg、Pb、Zn呈正态分布，而 Cd、Cu
呈偏态分布。疾病组儿童 Ca、Cu、Pb、Zn高于对照

组，而Cd、Fe、Mg则低于对照组，两组比较Ca、Cu、
Fe、Mg、Zn，差异有统计学意义（P<0.05），而Cd、Pb
比较，差异无统计学意义（P>0.05），见表 3。

3 讨论

地中海贫血是由于遗传基因缺陷致使血红蛋

白中一种或一种以上珠蛋白链合成缺如或不足所

导致的贫血或病理状态，除了常见的Hb电泳的检

测方法，分子诊断技术对地中海贫血的诊断已十

分成熟［5］。本研究通过基因检测了 133 例地中海

贫血标本，其中 α 地贫有 86 例，占 64.66%；β 地贫

有 44 例，占 33.08%；α 合并 β 地贫 3 例，占 2.26%，

与林业辉等［6］研究结论相似。

本研究发现，地中海贫血儿童体内微量元素

含量的异常主要表现为钙、铜、锌元素升高，而铁、

镁元素降低。其中，铁、钙、镁、铜元素结论与李牡

艳等［7］研究一致；钙、铁、镁元素结论与王毅［8］、蔡敏

敏等［9］研究一致。

分组

疾病组

对照组

例数

133

200

男童

72

108

女童

61

92

平均年龄（月）

6.2±2.2

5.9±2.0

P

>0.05

表 1 333 例研究对象基本资料

Table 1 The basic data of 333 subjects in the study
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铁元素在人体的功能表现有许多方面，铁缺乏

可引起儿童心理活动和智力发育的损害及行为改

变，甚至可引起儿童不可逆的认知能力损害。本研

究中地贫儿童铁元素低于对照组（P<0.05），可能与

红细胞血红蛋白的珠蛋白肽链基因突变有关，导致

珠蛋白肽链的合成抑制、失衡，引起无效造血和溶

血性贫血，从而使地贫儿童对铁的吸收量增多，由

于铁的利用率很低，因此造成贮存铁增多而全血中

铁元素含量减少。轻型地贫儿童铁负荷水平已有

明显升高，若长期不断摄入铁，必定会累积更高的

铁负荷，导致铁在体内的调节失代偿［10］，但地贫患

儿可能并发缺铁，地贫并发缺铁时，贫血的发生率

会增高，且加重贫血的程度［11］。因此地贫儿童需密

切关注体内铁负荷的状态，选择血清学相关的铁代

谢指标进行监测。

钙元素主要以骨盐形式存在于骨骼和牙齿中，

是神经传递、肌肉收缩、血液凝结、激素释放和乳汁

分泌等所必需的元素，含量不足或过剩都会影响生

长发育和健康。地贫儿童全血钙元素含量高于正

常对照组（P<0.05），可能与儿童过量补钙存在一定

联系，儿童多钙使铁盐沉淀，妨碍铁的吸收，引起血

红蛋白的合成减少，导致全血铁下降，引发贫血［12］。

地中海贫血分类

α地中海贫血

β地中海贫血

α合并 β地中海贫血

基因类型

⁃ ⁃SEA/α α
⁃ α3.7/α α
⁃ α4.2/α α
⁃ ⁃SEA/⁃ α3.7

α αQs/α α
α αws/α α
α αcs/α α
⁃ ⁃SEA/α αcs

β41⁃42/β
β654/β
β⁃17/β
β⁃28/β
β⁃29/β
β71⁃72/β
β43/β
βEM/β
βIVSI⁃1/β

⁃ α3.7/α α，β41⁃42/β
⁃ ⁃SEA/α α，β⁃17/β
⁃ ⁃SEA/α α，β27⁃28/β

n

57
14
6
3
2
2
1
1
21
8
4
4
2
2
1
1
1
1
1
1

构成比（%）

42.86
10.53
4.51
2.26
1.50
1.50
0.75
0.75
15.79
6.02
3.01
3.01
1.50
1.50
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75
0.75

表 2 133例地中海贫血基因类型

Table 2 The genotype of 133 patients with thalassemia

分组

疾病组

对照组

t值
P值

n

133
200
-
-

Ca
（mmol/L）
1.96±0.16
1.92±0.13

2.896
0.004

Cu
（μmol/L）
19.31±5.28
16.70±4.74

4.690
0.000

Fe
（mmol/L）
7.57±0.89
8.26±0.84
-7.160
0.000

Mg
（mmol/L）
1.60±0.17
1.64±0.16
-2.794
0.006

Zn
（μmol/L）
71.15±20.80
58.29±13.59

6.820
0.000

Cd
（μg/L）
0.79±0.71
0.99±0.98
-1.098
0.272

Pb
（μg/L）

56.72±24.80
54.72±29.99

-1.009
0.313

表 3 地中海贫血儿童全血微量元素含量

Table 3 The level of trace elements in thalassemia children

本研究显示，地贫儿童铜元素高于对照组（P<
0.01）。分析原因：第一，地贫在合并缺铁状态下，

机体内多种依赖铜的活性酶受抑制，反射性地促

进其他部位的铜代谢释放入血以维持重要酶的活

性，从而导致血铜升高［12］；第二，铜元素参与多种

酶及蛋白的合成，在铁离子的氧化、运输、利用及

催化血红蛋白合成方面发挥重要作用［13］，而地贫

患者铁吸收和红血蛋白合成均是增加的，这导致

对铜的吸收增加，最终导致全血铜升高；第三，地

贫患者体内存在氧化应激反应，可导致 Cu、Zn、
SOD代偿性升高［13］。

本研究还显示，地贫儿童锌元素含量高于对

照组（P<0.05），与以往的研究（无统计学差异）结

论［7⁃9］不一致，查找支持本结论的文献结论有Kaja⁃
nachumpol S［14］报道儿童地贫红细胞锌升高；人体

内铁和锌存在协同吸收效应，地贫儿童铁吸收增

加，促进对锌的吸收增强；地贫患者体内存在氧化

应激反应，可导致Cu、Zn、SOD代偿性升高［13］。

地贫儿童镁元素低于对照组（P<0.05），原因可

能为镁元素同铁元素均为二价阳离子，地贫儿童

铁元素吸收增加会干扰镁元素的吸收，导致全血

镁降低。镉、铅元素均为有毒元素，危害极大，本

次结果显示地贫儿童与对照组镉、铅含量无明显

差异（P>0.05）。 （下转第 200页）
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深圳地区493例儿童变应性鼻炎过敏原检测结果分析

孙丽芳★ 付笑迎 杨方华 刘亚丽 袁艳 施玉芳

［摘 要］ 目的 探讨深圳地区儿童变应性鼻炎的过敏原分布情况，以便为该地区儿童变应性鼻

炎（allergic rhinitis，AR）的预防、诊断和治疗提供理论依据。 方法 选取 2015年 1月至 2015年 12月在

本院就诊的过敏性鼻炎患儿 493例为研究对象，采用德国Mediwiss过敏原体外检测系统，应用免疫印迹

法对其进行过敏原检测并对检测结果进行统计分析。 结果 493例变应性鼻炎患儿中，过敏原检测结

果阳性 414 例（83.9%），吸入性过敏原阳性率为 79.3%，其中户尘螨阳性率最高，占 65.1%；其次是狗毛

（25.5%）、真菌组合（15.8%）、猫毛（13.8%）和屋尘（11.1%）；食入性过敏原阳性率为 45.2%，主要为牛奶

（30.4%）、腰果（14.8%）、鸡蛋白（12.4%）、蟹（8.9%）、虾（7.7%）和牛肉（1.8%）；吸入性和食入性均阳性者

200例（40.5%）；不同年龄组患儿吸入性和食入性过敏原阳性率比较，差异有统计学意义（P<0.05）。患儿

血清总 IgE阳性率为 76.5%（377/493），总 IgE阳性率明显低于特异性 IgE阳性率（83.9%），差异有统计学

意义（P<0.01）。 结论 户尘螨是诱发深圳地区儿童变应性鼻炎的主要吸入性过敏原；牛奶是诱发变

应性鼻炎主要的食入性过敏原。在患变应性鼻炎的儿童中，以单纯吸入性过敏原阳性（38.7%）和混合吸

入和食入性过敏原阳性（40.5%）为主，单纯食入性过敏原阳性（4.7%）的患儿很少。联合检测血清总 IgE
和过敏原特异性 IgE可提高变应性鼻炎诊断的准确性。

［关键词］ 变应性鼻炎；吸入性过敏原；食入性过敏原；总 IgE；特异性 IgE

The analysis of 493 cases of children allergic rhinitis allergen test results in
Shenzhen area
SUN Lifang★，FU Xiaoying，YANG Fanghua，LIU Yali，YUAN Yan，SHI Yufang
（Department of clinical laboratory，Shenzhen Children’s Hospital，Shenzhen，Guangdong，China，518038）

［ABSTRACT］ Objective To analyze the distribution of allergen antibody in children with allergic
rhinitis in Shenzhen, and to provide theoretical evidence for the clinical prevention, diagnosis and treatment of
allergic rhinitis in children. Methods Mediwiss allergic system in vitro from Germany was conducted to
detect the expression of sIgE and tIgE in the serum of children(493 patients) with allergic rhinitis by
immunoblotting, and the test data was analyzed statistically. Results Of the 493 patients with allergic
rhinitis, the positive rate of specific IgE was 83.9% (414/493) from inhalant and food allergens. The most
prevalent inhalant allergens were dermatophagoides pteronyssinus (65.1% ), followed by dog hair (25.5% ),
fungus combinations (15.8%), cat hair (13.8%) and house dust (11.1%). There were no significant differences
between male and female (P>0.05). The most common food allergens were milk (30.4%), followed by cashew
(14.8%), egg white (12.4%), crab (8.9%), shrimp (7.7%) and beef (1.8%). The positive rate of total IgE in serum
was 76.5% (377/493). The percentage of total IgE were significantly lower compared with the level of specific
IgE (P<0.01). Conclusion Dermatophagoides pteronyssinus in Shenzhen area was the leading inhaled
allergen in allergic rhinitis(AR) children; milk was the most common food allergens causing AR. Of the allergic

·· 181



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

变应性鼻炎是 IgE 介导的Ⅰ型变态反应性疾

病，近年来其发病呈明显的上升趋势，至少影响

全球 10％～25％的人口［1⁃2］。3 岁以上罹患变应

性鼻炎的儿童，80％的原因都是由于室内过敏环

境引发的［3］，变应性鼻炎（allergic rhinitis，AR）是

发生在鼻黏膜的变态反应性疾病，是目前耳鼻喉

科常见的疾病，2007 年的权威调查报告表明 AR
在我国的患病率高达 11％，严重影响 1 亿多患者

的生活质量［4］，且近几年呈上升趋势。研究表明

食物过敏和呼吸道变应性疾病密切相关，吸入性

和食入性过敏原在变应性鼻炎和哮喘发病中发挥

着重要的作用［5⁃6］。变应性鼻炎防治最有效的方

法是明确过敏原并避免与之接触以及采取特异性

免疫治疗。因此，检测变应性鼻炎患者食入性过

敏原和吸入性过敏原特异性抗体有重要意义，为

变应性鼻炎的病因诊断、治疗和预防提供参考

依据。

由于各地区地理环境和气候不同，常见过敏

原的种类存在较大差异，本研究对 2015 年 1 月至

2015 年 12 月在深圳市儿童医院就诊的变应性鼻

炎患儿 493例的资料进行了回顾性分析，以期为深

圳地区变应性鼻炎患儿的诊断和治疗提供实验室

依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2015 年 1 月至 2015 年 12 月在本院就诊

的变应性鼻炎患儿 493例作为研究对象，其中男性

332 例，女性 161 例，男女比例 2.06∶1；年龄 0～14
岁。将患儿按年龄段分为 3 组：婴幼儿组（≤3 岁）

103例，学龄前组（>3～≤6岁）207例，学龄期组（>
6岁）183 例。所有变应性鼻炎患儿诊断符合中华

医学会耳鼻咽喉科学分会 2008重庆会议制定的变

应性鼻炎修订标准［7］。

1.2 检测方法

应用德国 Mediwiss 过敏原检测试剂盒，用免

疫印迹法检测患儿血清中过敏原特异性 IgE 抗体

（specific IgE，sIgE）和总 IgE（total IgE，tIgE），严格

按照试剂盒的说明书操作。实验完成后用德国

Mediwiss Rapid 信息软件分析相应的试纸条带颜

色，计算每条显色带的面积积分，与软件中自带的

内标准曲线对比，从而计算出血清 sIgE含量，试纸

条上的颜色深浅与患者血清中的 sIgE 含量成正

比。Rapid 分析软件评估条带颜色的深浅并进行

sIgE量化分析。吸入性过敏原的种类有：户尘螨、

屋尘、蟑螂、狗毛皮屑、猫毛皮屑、苋、桑树、豚草组

合、柏榆组合以及霉菌组合共 10种；食入性过敏原

有：鸡蛋白、牛奶、牛肉、虾、蟹、贝、腰果、芒果和菠

萝共 9种，加上总 IgE，合计 20个检测项目。

1.3 结果判断

阳性结果判定标准严格参照试剂盒说明书进

行判断。 sIgE 阳性诊断标准：当某一种过敏原

sIgE 浓度>0.35 IU/mL 时，表示该过敏原阳性；至

少一种过敏原阳性时，表示过敏原试验阳性；实验

结果阳性，支持过敏性疾病的诊断。tIgE的结果以

<100 kU/L，100～200 kU/L，>200 kU/L表示。阳性

诊断标准：总 IgE >100 kU/L时，表示血清学总 IgE
阳性［7］。

1.4 统计学处理

采用 SPSS 13.0 软件对数据进行统计学分析，

计数资料以率表示，采用 c2检验。以 P<0.05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 变应性鼻炎患儿过敏原阳性结果的总体分

布

493 例变应性鼻炎患儿中，414 例过敏原 sIgE
检测呈阳性反应，阳性率占 83.9％（414/493）。吸

入性和食入性过敏原阳性率由高到低排序见表 1、
表 2，吸入性过敏原中户尘螨阳性率最高，占

65.1％。其次是狗毛 25.5％，真菌组合 15.8％，猫

毛 13.8％和屋尘 11.1％，其它过敏原阳性率均小于

5％。食入性过敏原中以牛奶的阳性率最高（占

30.4％）。其次是腰果 14.8％、鸡蛋白 12.4％和蟹

8.9％、虾 7.7％和牛肉 1.8％，芒果和菠萝的阳性率

极低。

rhinitis patients, the main allergens were pure inhalant (38.7%) and mixed inhalant and food allergens (40.6%),
while pure food allergen were rarer (4.7%). Combined detection of serum total IgE and allergen specific IgE can
improve the accuracy of the diagnosis of allergic rhinitis.

[KEY WORDS] Allergic rhinitis; Inhalation allergen; Food allergen; Total IgE; Specific IgE
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排序

1

2

3

4

5

6

7

8

9

过敏原

牛奶

腰果

鸡蛋白

蟹

虾

牛肉

芒果

贝类

菠萝

阳性例数

150

73

61

44

38

9

1

1

1

阳性率（％）

30.4

14.8

12.4

8.9

7.7

1.8

0.2

0.2

0.2

表 2 食入性过敏原分布表

Table 2 The distribution of food allergens

排序

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

过敏原

户尘螨

狗毛

真菌组合

猫毛

屋尘

蟑螂

柏榆组合

苋

豚草

桑树

阳性例数

321

126

78

68

55

21

17

5

5

3

阳性率（％）

65.1

25.5

15.8

13.8

11.1

4.2

3.4

1.0

1.0

0.6

表 1 吸入性过敏原分布表

Table 1 The distribution of inhalant allergens

组别

≤3岁

>3～≤6岁

>6岁

合计

例数

103

207

183

吸入性过敏原

28（27.2）

87（42.0）*

76（41.5）*

191（38.7）

食物性过敏原

8（7.8）

10（4.8）

5（2.7）*

23（4.7）

吸入与食物性过敏原

41（39.8）

81（39.1）

78（42.6）

200（40.5）

sIgE阳性

77（74.7）

178（85.9）*

159（86.8）*

414（83.9）

表 4 各年龄组过敏原 sIgE阳性率比较［n（％）］

Table 4 The comparison of sIgE among different age group［n（％）］

>3～≤6岁组和>6岁组分别与≤3岁组比较，*P<0.05

过敏原种类

1种

2种

3种

4种

5种

6种及以上

阳性例数

136

94

77

53

26

28

阳性率（％）

32.8

22.7

18.6

12.8

6.3

6.7

表 3 414例AR患者过敏原种类分布

Table 3 The distribution of 414 AR patients’allergens

2.2 AR患者过敏原种类分布

过敏原致敏个数分析显示，414 例过敏原阳性

变应性鼻炎患者中单一过敏原 sIgE 阳性率为

32.8％，2 种或 2 种以上过敏原 sIgE 呈阳性占

67.2％，见表 3。

2.3 不同年龄组过敏原阳性率比较

随着年龄增长，sIgE 阳性率明显升高，学龄

组（>6 岁）sIgE 阳性率最高，达 86.8％，学龄前组

（>3～≤6 岁）sIgE 阳性率为 85.9％，婴幼儿组（≤3
岁组）sIgE 阳性率为 74.7％，组间阳性率比较，差

异有统计学意义（表 4）。

2.4 血清 tIgE与过敏原 sIgE阳性率比较

493 例患者血清中 377 例 tIgE 呈阳性反应，阳

性率 76.5％（377/493）；过敏原 sIgE 阳性例数为

414例，阳性率 83.9％（414/493）。tIgE阳性率明显

低于 sIgE 阳性率，两者阳性率比较差异有统计学

意义（c2=8.751，P<0.01）（表 5）。

3 讨论

目前临床常用的过敏原的检测方法有体内检

测和体外检测两种方法。体内检测方法主要包括

皮肤点刺试验，斑贴试验和激发试验 3种，患者会

感觉到痛苦，假阳性高并受药物影响，而且有诱发

·· 183



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

全身过敏的危险，不适用于儿童、老人和严重过敏

体质的人群［8］。本研究采用的德国 Mediwss 过敏

原检测试剂盒，应用体外免疫印迹技术测定血清

中 sIgE抗体，患者痛苦小，可避免诱发全身变态反

应的风险，已逐渐推广用于儿童过敏原的检测。

过敏原是变应性鼻炎发病的关键，过敏原种

类繁多，不同国家和地区常见的过敏原分布差异

很大，同一地区的过敏原构成相对稳定［9］。本研究

通过对 493 例儿童变应性鼻炎患者进行过敏原

sIgE 的检测，发现变应性鼻炎患儿 tIgE 阳性率为

76.5％，sIgE 阳性率为 83.9％，tIgE 阳性率显著低于

sIgE 阳性率，此结论与万丽平［10］在大连地区的调查

结果不一致。南方与北方地域环境因素和人们生

活饮食习惯不同可能是导致差异出现的主要原

因。本研究结论与郑佩燕等［11］的广州地区调查结

果相似，也进一步反映了地域差别是常见过敏原的

显著影响因素。明确过敏原，避免或减少与其接

触，进行有针对性的特异性免疫脱敏治疗，对于变

应性鼻炎患儿的预防和治疗有着重要的指导意义。

尽管 tIgE在诊断疾病中不能像 sIgE提供大量

的信息，但是观察表明 tIgE 同样具备一定的临床

意义［12］。本研究发现 tIgE和 sIgE含量同时升高者

占 71.0％，提示血清中过敏原 sIgE 与 tIgE 符合率

较高。有 18.5％（91/493）患者 tIgE 与 sIgE 结果不

一致，其中 5.5％（27/493）病例 tIgE 浓度升高而

sIgE 正常，另外，本实验中还有 13.0％（64/493）患

者 sIgE 升高而 tIgE 水平正常，提示 sIgE 升高对变

应性鼻炎更有诊断价值。tIgE 升高意味着过敏的

概率相对较高，tIgE 正常也不能排除变应性鼻炎；

患者过敏与否主要取决于血清中 sIgE水平的升高

与否，tIgE的升高更能佐证 sIgE水平的升高，所以

同时检测 tIgE 与 sIgE 是十分必要的。此外，本研

究还发现有 10.1％（50/493）患者有变应性鼻炎的

症状，但 tIgE与 sIgE含量均未升高，可能是属于局

部过敏性鼻炎范畴。局部过敏性鼻炎是指在非特

应性体质患者中出现的局部变态反应。这类患者

通常具有典型的变应性鼻炎病史，皮肤点刺试验

和血清特异性 IgE检测均阴性，但鼻腔过敏原激发

试验阳性和/或局部存在特异性 IgE［13⁃14］。

本研究的 10 种常见吸入过敏原中，户尘螨为

sIgE阳性率最高的过敏原。与杨利桃等［15］对变应性

鼻炎患者过敏原检测结果相近。钟南山院士课题组

报道，近十年哮喘患病率的显著上升主要是因为尘

螨过敏患者发病率的显著增加［16］。说明除螨和降低

室内空气中尘螨抗原的含量对预防和干预（过敏性

鼻炎和哮喘等）儿童过敏性疾病非常重要。深圳地

区气候温热潮湿、空调的频繁使用，室内空气的不流

通，非常有利于螨虫的滋生和繁殖。因此控制尘螨

非常重要，定期清洁和消毒空调过滤网是深圳地区

预防和治疗过敏性鼻炎的主要措施。猫毛、狗毛也

是深圳地区的主要吸入性过敏原，考虑可能是由于

近年来宠物饲养增多，患儿与宠物的接触机会增加，

所以减少儿童与宠物的接触，搞好居住环境卫生，对

吸入性过敏原的回避有很大的帮助。

本研究的 9种常见食入过敏原中，以牛奶阳性

率最高，其次是腰果、鸡蛋白、蟹、虾和牛肉，这与

儿童的生活习惯、深圳地区饮食结构及儿童免疫

系统发育不完善密切相关：牛奶和鸡蛋是婴幼儿

的主要食物来源，牛肉是孩子们喜爱的食物，丰富

的海产品遍布深圳这个海滨城市，虾、蟹被广泛食

用。对于食物中腰果阳性率较高，具体原因尚不

明确，有待我们做进一步的研究。

一般认为吸入过敏原主要引起呼吸道过敏反

应，而食入过敏原则主要诱发消化道、皮肤及全身

过敏反应，本研究结果显示：两种及以上吸入或食

入过敏原引起的AR患儿占了 67.2％，说明深圳地

区儿童容易被多种过敏原同时致敏，较多AR患儿

并非对一种吸入过敏原敏感，而是对多种过敏原

的刺激有反应，提示多项联合检测过敏原对了解

AR患儿过敏情况更具意义，这可能与未成年人免

疫系统未发育完善有关。

学龄前组和学龄组儿童吸入性过敏原明显高

于婴幼儿组，而婴幼儿组食入性过敏原又高于学

龄前组和学龄组，说明食物过敏原阳性率有随着

年龄增长而下降的趋势，年龄小的患儿以食入性

过敏原为主，年龄大一些的患儿以吸入性过敏原

为主。研究不同年龄段过敏性疾病患者过敏原特

征，有助于过敏性疾病的早期诊断和早期干预，幼

儿时期主要以食物为主要过敏原，随着年龄的增

组别

特异性 IgE阳性

特异性 IgE阴性

总 IgE阳性

350（71.0）

27（5.5）

总 IgE阴性

64（13.0）

50（10.1）

表 5 总 IgE和过敏原特异性 IgE分析［n（％）］

Table 5 Analysis of tIgE and sIgE［n（％）］
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长，免疫系统的完善，可能有部分患者对食物产生

耐受，转变为吸入性过敏原为主，这可能与过敏

性疾病的过敏进程有关。单纯食物过敏原阳性

率在 3 个年龄组中有随着年龄增长而下降的趋

势，在>3～≤6 岁组和>6 岁组间有显著性差异，但

是 sIgE 阳性百分率两组间却无显著性差异，是因

为这两个年龄组的吸入过敏原和混合吸入食物过

敏原 sIgE 阳性例数远大于单纯食物过敏原所导

致，本研究发现单纯吸入性过敏原和混合吸入食

入性过敏原是变应性鼻炎的主要因素，单纯食物

过敏原引起的 AR 患儿所占比例很小。所以对变

应性鼻炎患儿来说，不要仅仅检测食入性过敏原，

更有必要同时检测吸入性过敏原和食入性过敏原

的 sIgE，以提高变应性鼻炎患儿过敏原的阳性检

出率，如吸入性过敏原阴性而食入性过敏原阳性，

应尽量去避免食用已经明确的食物过敏原，尽量

减少过敏原暴露的剂量和次数，定期复查过敏原

以便寻找有无致敏的吸入性过敏原。
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舌下含服粉尘螨滴剂脱敏治疗对特应性皮炎患者中
辅助性T细胞作用的研究

曾美★ 李庆祥 黄文富 陈俊钊 刘金花 王翠彦

［摘 要］ 目的 探讨舌下含服粉尘螨滴剂脱敏治疗对特应性皮炎（atopic dermatitis，AD）患者辅助性T
细胞（T helper cells，Th）的作用。方法 用酶联免疫吸附测定（enzyme⁃linked immuno sorbent assay，ELISA）
方法检测 AD 患者舌下含服粉尘螨滴剂组（sublingual immunotherapy，SLIT 组）和对照组治疗前后的外

周血 Th1（IFN⁃γ）、Th2（IL⁃4）、Th17（IL⁃17）的水平，用流式细胞技术检测两组治疗前后的调节性 T细胞

（regulatory T cells，Treg）数量。然后用两独立样本 t或校正 t（t）检验对两组患者治疗前和治疗后的组内以

及治疗后组间的 IFN⁃γ、IL⁃4、IL⁃17 和 Treg 水平分别进行对比研究。 结果 SLIT组治疗后 IL⁃4、IL⁃17较

治疗前明显下降，IFN⁃γ和 Treg较治疗前明显升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。且 SLIT组治疗后较对

照组治疗后 IL⁃4、IL⁃17下降更明显，IFN⁃γ升高更明显，差异有统计学意义（P＜0.05）。SLIT组治疗后Treg
细胞数量较对照组治疗后升高更多，但差异无统计学意义（P＞0.05）。结论 在AD患者中，舌下含服粉尘

螨滴剂治疗能降低其外周血 IL⁃4、IL⁃17，升高 IFN⁃γ和Treg水平而达到治疗的目的。

［关键词］ 特应性皮炎；辅助性 T细胞；粉尘螨滴剂；调节性 T细胞

The role on the T helper cells of sublingual immunotherapy for atopic dermati⁃
tis
ZENG Mei★，LI Qingxiang，HUANG Wenfu，CHEN Junzhao，LIU Jinhua，WANG Cuiyan
（Department of Dermatology，Huizhou municipal central Hospital，Huizhou，Guangdong，China，516000）

［ABSTRACT］ Objective To explore the role on the T helper cells（Th）in sublingual immunotherapy
(SLIT) with standardized dermatophagoides farinae drops on patients with atopic dermatitis (AD). Methods
Between the two AD groups before and after treatment: sublingual immunotherapy with standardized
dermatophagoides farinae drops (SLIT group)and control one , serum concentrations of Th1（IFN⁃γ）、Th2(IL⁃4)、
Th17（IL⁃17）were evaluated using enzyme⁃linked immuno sorbent assay(ELISA). The levels of CD4+ CD25+

Treg cells in peripheral blood were assessed by flow cytometry. Then the IFN⁃γ, IL⁃4, IL⁃17 and Treg levels
were compared between the two groups before and after treatment, as well as between the groups after treatment
with two independent samples t or corrected t (t ) test. Results IL ⁃ 17 and IL ⁃ 4 in the SLIT group were
significantly decreased after treatment versus before treatment, IFN⁃γ and Treg were significantly higher after
treatment than before treatment as well, and the differences were significant (P < 0.05). Compared with the SLIT
group and the control group after treatment, IL⁃17 and IL⁃4 decreased more significantly, IFN⁃ γ increased more
significantly, the difference was statistically significant (P< 0.05). After treatment, the number of Treg cells in
SLIT group was higher than that in the control group, but the difference was not statistically significant (P >
0.05). Conclusion SLIT in patients with atopic dermatitis (AD) can reduce the level of IL⁃4, IL⁃17 in the
peripheral blood and increase the level of IFN ⁃γ and Treg, then finally achieve the purpose of treatment.

［KEY WORDS］ Atopic dermatitis; T helper cells; Dermatophagoides farinae drops; Regulatory T cells
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特应性皮炎（atopic dermatitis，AD）是一种慢

性、瘙痒性、复发性的炎症性皮肤病。既往有研究

表明辅助性 T 细胞（T helper cells，Th）参与了 AD
的发病［1⁃3］。辅助性 T细胞根据释放细胞因子不同

可分为不同的亚型：Th1、Th2、调节性 T 细胞（reg⁃
ulatory T cells，Treg）和 Th17。

粉尘螨是诱发 AD 的重要变应原之一，已有

学者研究显示在 AD 同类疾病过敏性鼻炎患者

中粉尘螨是最重要过敏原［4］。舌下含服粉尘螨

滴剂在过敏性疾病中的安全性和有效性已被大

量学者研究证实［5⁃7］。但在特应性皮炎患者中，

舌下含服粉尘螨滴剂的免疫学机制尚不明确，其

对 Th 细胞的影响亦未见文献报道［8］。本文拟通

过以下研究以探讨舌下含服粉尘螨滴剂对 AD
患者辅助性 T 细胞的影响，从而更好地指导临床

治疗。

1 对象和方法

1.1 研究对象

所选病例为 2015年 2月至 2016年 4月就诊于

我院皮肤科门诊的 AD患者 52例。其中男 24例，

女 28 例。入选标准：①符合 Hanifin 和 Rajka 诊断

标准［9］；②年龄 4 岁以上；③患者本人或儿童的监

护人同意参加实验（签署知情同意书）；④过敏原检

测（皮肤点刺试验）显示粉尘螨阳性，粉尘螨点刺

（++）以上，且为单一粉尘螨阳性或屋尘螨、粉尘螨

均阳性。排除标准：①入选前 2周内有局部外用药

物史者；②入选前 2周内有口服抗阻胺药物史者；

③患有系统性疾病者；④有系统使用免疫抑制剂及

糖皮质激素史者；⑤孕妇或哺乳期妇女。采用随机

双盲对照的方法将 52例AD患者分为舌下含服粉

尘螨滴剂组（sublingual immunotherapy，SLIT组）和

对照组，每组 26例。SLIT组：男 11例，女 15例，年

龄 4～52 岁，平均年龄 27.5 岁；对照组男 13 例，女

13例，年龄 5～55岁，平均年龄 29.1岁。两组患者

年龄性别差异均无统计学意义。两组患者治疗前

均进行 SCORAD（Scoring Atopic Dermatitis）［10］积

分，SLIT组（31.34 ± 7.12）分，对照组（33.56 ± 8.69）
分，两组治疗前基线差异无统计学意义（P >
0.05）。本次伦理由惠州市中心人民医院伦理委员

会审批通过。

1.2 仪器试剂和试验药物

仪器：全自动酶标仪芬兰产 Multiskan MK3

型、全自动洗板机芬兰产wenwash⁃4 MK2型（芬兰

雷勃），流式细胞仪 BD FACSCantoTMⅡ（BD 公司，

美国）。

试剂：人白介素 4（interleukin⁃4，IL⁃4）、人干扰

素（interferon⁃γ，lFN⁃γ）、人白介素 17（interleukin⁃
17，IL⁃17）、ELISA 试剂盒均由武汉华美生物工程

有限公司进口分装自美国 CUSABIO 公司。CD3
（FITC⁃A）、CD45（PerCP⁃A）、CD4（APC⁃A）、CD25
（PE⁃Cy7⁃A）以及不同荧光标记的同型对照均购自

美国BD公司。

试验药物：粉尘螨滴剂（浙江我武生物科技股

份有限公司），盐酸西替利嗪分散片（宜昌长江药

业有限公司），糠酸莫米松乳膏（上海先灵葆雅制

药有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 治疗方法

对照组仅给予口服盐酸西替利嗪分散片及外

用糠酸莫米松乳膏治疗，SLIT组在给予口服盐酸西

替利嗪分散片及外用糠酸莫米松乳膏治疗的同时，

给予粉尘螨滴剂舌下含服脱敏治疗，治疗时间半

年。SLIT组脱敏治疗分为递增期和维持期，治疗疫

苗使用粉尘螨滴剂。递增期 1～3周，第 1～3周分

别服用粉尘螨滴剂 1 号（1 μg/mL）、2 号（10 μg/
mL）和 3号（100 μg/ mL），1～3号从第 1天到第 7天

服用剂量分别为 1、2、3、4、6、8、10滴；第 4周开始，

儿童患者使用 4 号（333 μg/mL）维持，qd，每次 3
滴。14岁及以上患者从第 6周开始使用 5号（1 000
μg/mL）维持，qd，每次 2滴，直至疗程结束。服用方

法：滴于舌下含 1～3 min 后吞咽，每天固定时间服

用 1 次。

1.3.2 疗效判定标准

有效率采用 SCORAD 计分系统［10］，评价患

者的病情严重程度。通过计算评分下降指数来

评价疗效。评分下降指数=［（治疗前 SCORAD
积分-治疗后 SCORAD 积分）／治疗前 SCORAD
积分］× 100%。评分下降指数≥90%为痊愈，评

分下降指数 60%～89%为显效，评分下降指数

20% ～59% 为 好 转 ，评 分 下 降 指 数 ≤19% 为 无

效 。 总 有 效 率 =［（痊 愈 + 显 效）/总 例 数］×
100%［10］。

1.3.3 ELISA方法

每位患者治疗前和治疗后各抽取静脉血 5 mL
室温下静置 2 h，3 000 r/min离心 15 min，分离血清
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于冻存管中-80℃冰箱保存。IL⁃4、IFN⁃ r、IL⁃17用

ELISA 法按说明书步骤检测。

1.3.4 流式细胞技术

外周血CD4+CD25+Treg的检测：取 EDTA抗凝

血 100 μL置于 FCM测量管中，加入鼠抗人单克隆

抗体 CD3（FITC⁃A）、CD45（PerCP⁃A）、CD4（APC⁃
A）、CD25（PE⁃Cy7⁃A）各 10 μL，充分混匀，在 4℃
冰箱中反应 30 min。FACS 洗涤液（含 0.5% BSA，

0.01%叠氮钠的 PBS）洗涤 2 次，1 000 r/min 离心 3
min。再加入 2 mL 红细胞裂解液，充分混匀，4℃
冰箱中反应 10 min，直至细胞悬液变成真性溶液，

1 000 r/min 离心 3 min。FACS 洗涤液洗涤 2 次。

1%多聚甲醛 500 μL 重悬固定，FACSAria 流式细

胞仪检测，BD FACS 专用 FACSDIVA 软件分析。

设有 mIgG⁃CD25 同型对照。前向散射光（forward
scatter，FSC）和 CD45 以淋巴细胞群设门，测定

SLIT 组和对照组 CD4+CD25+细胞占 CD3+细胞的

百分率。

1.4 统计学分析

数据用 SPSS 13.0 进行统计分析，显著性检验

水平为 α = 0.05。计量资料以 x ± s表示，两独立样

本的比较，服从正态分布者用 t或校正 t（t′）检验。

两组间有效率比较采用卡方检验。

2 结果

2.1 临床疗效结果

治疗半年后，SLIT 组有效率为 61.54%，对照

组有效率为 23.07%，SLIT 组有效率明显高对于对

照组，有统计学差异（c2=7.87，P=0.005），见表 1。

2.2 IL⁃4 、IFN⁃γ、IL⁃17及 Treg的结果

SLIT组及对照组 IL⁃4水平治疗后较治疗前均

明显下降，差异有统计学意义（P＜0.01）。且两组

治疗后相比：SLIT组较对照组降低更明显，差异有

统计学意义（P＜0.01）。SLIT 组及对照组 IFN⁃γ
水平治疗后较治疗前明显升高，差异有统计学意

义（P＜0.01），且两组治疗后相比，SLIT 组较对照

组升高更明显，差异有统计学意义（P＜0.01），详

见表 2。

组别

SLIT组

对照组

例数

26
26

痊愈

3
0

显效

13
6

好转

7
13

无效

3
7

有效率（%）

61.54
23.07

表 1 SLIT组和对照组疗效的比较

Table 1 The comparison of curative effect between the
SLIT group and the control one

SLIT组和对照组治疗半年后有效率比较：c2=7.87，P=0.005

组别

SLIT组

对照组

t

P

IL⁃4 (pg/mL)

治疗前

64.61±7.72

66.12±6.21

治疗后

19.61±6.85

45.08±6.56

-8.487

＜0.01*

t

13.781

7.364

P

＜0.01*

＜0.01*

IFN⁃γ(pg/mL)

治疗前

5.01±1.04

5.43±1.18

治疗后

11.32±1.53

9.08±1.27

-3.542

0.002*

t

-10.735

-6.66

P

＜0.01*

＜0.01*

*表示为 P＜0.01，差异有统计学意义

表 2 SLIT组和对照组治疗前后 IL⁃4、IFN⁃γ的比较

Table 2 The comparison of IL⁃4 and IFN⁃γ before and after treatment in the SLIT group and the control one

SLIT 组 IL⁃17 水平治疗后较治疗前明显下

降，差异有统计学意义（P＜0.01）。SLIT 组 IL⁃
17 水平治疗后较治疗前明显下降，差异有统计

学意义（P＜0.01），对照组 IL⁃17 水平治疗后较

治疗前有所下降，但差异无统计学意义（P=
0.299）。两组治疗后相比，SLIT 组 IL⁃17 水平较

对照组降低更明显，差异有统计学意义（P=
0.001）。CD3+CD4+CD25+Treg 细胞：SLIT 组治疗

前为（3.51±1.09）%；治疗后为（5.32±1.27）%。治

疗后较治疗前明显升高，差异有统计学意义

（t=-3.94，P＜0.01）。 对 照 组 治 疗 前 为（3.62±
1.49）%；治疗后为（4.78±1.56）%。治疗后比治

疗前有所升高，但差异无统计学意义（t=-1.694，
P=0.108）。两组治疗后相比：SLIT 组较对照组

升高更明显，但差异无统计学意义（t=0.829，P=
0.418），详见表 3、图 1。
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组别

SLIT组

对照组

t

P

IL⁃17(pg/mL)

治疗前

18.81±1.95

19.72±2.13

治疗后

15.11±2.26

18.78±1.77

-4.037

0.001*

t

3.91

1.071

P

＜0.01*

0.299

Treg(%)

治疗前

3.51±1.09

3.62±1.49

治疗后

5.32±1.27

4.78±1.56

t

-3.94

-1.694

0.829

0.418

P

＜0.01*

0.108

*表示为 P＜0.01，差异有统计学意义

表 3 SLIT组和对照组治疗前后 IL⁃17、Treg的比较

Table 3 The comparison of IL⁃17 and Treg before and after treatment in the SLIT group and the control one

3 讨论

特应性皮炎是一种复发性的以严重瘙痒为主

要临床表现的慢性过敏性皮肤病，其病因复杂，涉

及多个方面，免疫和变态反应是其中两个重要的

方面。既往研究表明，Th 细胞参与了特应性皮炎

的发病［11］。Th 细胞是根据功能分类的 T 细胞亚

群，对机体的特异性免疫和非特异性免疫均具有重

要调节作用。据其分泌细胞因子的不同可分为

Th1、Th2、Th17、Treg 等亚型。IFN⁃γ、IL⁃4分别是

Th1、Th2细胞的特征性细胞因子［12］。Th17和 Treg
是 Th细胞的两个新亚型，是目前研究的热点。它

们在免疫应答、自身免疫性疾病的发生中发挥着重

要的意义。既往研究发现，在特应性皮炎患者中，

存在Th1/Th2［3］及Th17/Treg［13］的失衡。

SLIT 是 一 种 安 全 、有 效 的 免 疫 治 疗 方

法［14⁃15］。在我国，标准化的尘螨变应原疫苗粉尘螨

滴剂也于 2006 年被 CFDA 批准上市，舌下含服粉

尘螨滴剂在特应性皮炎中的安全性和有效性已被

大量学者研究证实［5⁃7］，本研究结果同样显示 SLIT

组有效率明显高对于对照组。但是其有效性的免

疫学机制尚不完全清楚。本研究中采用舌下含服

粉尘螨滴剂，浓度从低到高逐渐增加进行特异性

脱敏治疗，即通过抗原反复刺激机体从而增强机

体对抗原的适应性，使机体产生免疫耐受，从而达

到不发生或发生轻微过敏症状的目的。Allam［16］

认为 SLIT 的作用机制可能是通过诱导调节性 T
细胞活化、调节 Th1/Th2 细胞亚群的平衡、诱导阻

断性 IgG4抗体产生并抑制 IgE的合成来发挥免疫

调节作用，从而使患者对特异性变应原产生长期

耐受。本文研究发现，SLIT 组治疗后 IL⁃4、IL⁃17
较治疗前明显下降，IFN⁃γ和 Treg较治疗前明显升

高，差异有统计学意义（P＜0.05）。且 SLIT组治疗

后较对照组治疗后 IL⁃4、IL⁃17下降更明显，IFN⁃γ
升高更明显，差异有统计学意义（P＜0.05）。Potter
等［17］在变应性鼻炎患者中发现，经 SLIT 治疗后，

能引起外周血 IL⁃4 水平下降和 IFN⁃γ 水平升高。

SLIT 治疗可能通过降低外周血 Th2 水平，升高

Th1 水平，使 Th1/Th2 平衡恢复，而达到治疗的目

的。近几年国内外大量研究得出，在 AD 患者皮

A. SSC 和 CD45 以淋巴细胞群设门；B. 右上象限表示为淋巴细胞中 CD3+CD4+细胞的比例；C. CD25+的同型对照；D. 右上象限表示为

CD3+细胞中 CD4+CD25+细胞的比例

图 1 AD患者外周血CD3+CD4+CD25+Treg的流式结果

Figure 1 The results of flow cytometry about CD3+CD4+CD25+Treg in peripheral blood of AD patients

AA BB CC DD
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损中和外周血单核细胞中能检测到 IL⁃17，并发现

其水平与 AD 病情严重程度相关［18⁃19］，而同时检测

AD 患者血浆中 Th17 细胞的数量明显升高。本研

究发现 SLIT 治疗后可使 IL⁃17 水平下降，与 Tian
等［20］在儿童哮喘患者中经 SLIT治疗后对 IL⁃17的

影响结果一致。我们的前期研究中发现 AD 患者

外周血中 Treg数量下降参与了 AD的发病［21］。本

研究中 SLIT 组治疗后 Treg 细胞数量较对照组治

疗后升高更多，但差异无统计学意义（P＞0.05），

可能与样本量较小有关。Stelmaszczyk 等［22］同样

发现在患者特应性皮炎等过敏性疾病的儿童患者

中，经变应原特异性免疫治疗后其 Treg 水平会升

高。故在特应性皮炎患者中，舌下含服粉尘螨滴

剂能降低其外周血 IL⁃4、IL⁃17水平，升高 IFN⁃γ和

Treg水平，从而促进 Th1/Th2 、Treg/Th17平衡的恢

复，而达到治疗的目的。
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高龄重症肺炎患者血清过氧化物及过氧化水平及其
临床意义

白驹★

［摘 要］ 目的 观察高龄重症肺炎患者血清中过氧化物及抗氧化物水平的情况及其与患者

病情严重程度及预后的关系。 方法 选取我院重症监护室重症肺炎患者 60 例为观察组，另选取

呼吸内科 40 例非重症肺炎患者为对照组。检测两组患者入院时血清丙二醛（malondialdehyde，
MDA）、超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）水平，方差分析比较两组患者的差异。另在观

察组中将 7 天观察时限内死亡的患者作为死亡组，7 天内存活的患者为存活组，检测患者入 ICU 2 h
及第 3、5、7 天的血清过氧化水平，同时评价急性生理学与慢性健康状况评分Ⅱ(APACHE Ⅱ)评分，

方差分析比较两组患者 MDA、SOD 及 APACHE⁃II 评分的差异，并对患者 APACHE⁃II 评分与 MDA、

SOD 水平进行 Spearman 相关性分析。 结果 观察组患者血清 MDA 显著高于对照组，差异有统计

学意义（P＜0.05），观察组患者血清 SOD 活性显著低于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05）。观察

组中，死亡组 MDA 含量在第 5、7 天时显著高于存活组，差异有统计学意义（P＜0.05）。死亡组 SOD
水平在第 7 天时显著低于存活组，差异有统计学意义（P＜0.05）。死亡组 APACHE⁃II 评分在第 5、7
天时显著高于存活组，差异有统计学意义（P＜0.05）。Spearman 相关性分析结果示：观察组患者

MDA 水平与 APACHE⁃II 评分正相关（rs = 0.815，P＜0.05），SOD 水平与 APACHE⁃II 评分负相关（rs = -
0.762，P＜0.05）。 结论 重症肺炎患者血清中过氧化水平显著高于非重症肺炎患者，且患者血清

过氧化水平越高患者病情越严重，预后越差，提示重症肺炎中血清过氧化水平能良好地反映病情及

预后，对临床工作有良好的指导作用。

［关键词］ 重症肺炎；过氧化水平；血清丙二醛；超氧化物岐化酶；APACHE⁃II评分

The level and clinical significance of serum peroxidase in elderly patients with
severe pneumonia
BAI Ju★

（Changde Maternal and Child Health⁃Care Hospital，Changde，Hunan，China，415000）

［ABSTRACT］ Objective To observe the levels of serum superoxide and antioxidants in elderly
patients with severe pneumonia and their relationship with the severity of the disease and the prognosis.
Methods 60 cases of severe pneumonia in our hospital were selected as the observation group, and 40 cases of
non severe pneumonia were selected as the control group. The levels of serum malondialdehyde (MDA),
superoxide dismutase (SOD) were detected in the two groups of patients and the differences between the two
groups were compared. In the observation group (patients with severe pneumonia), patients who died within 7
days of observation were treated as death group. Survival group was survived within 7 days. Serum levels of
peroxidation were measured in ICU at 2 h and 3, 5, 7 days respectively. The APACHE⁃II score was evalated.
The differences of MDA, SOD and APACHE⁃II scores were compared between the death and survival groups.
Spearman correlation analysis was performed on the APACHE⁃ II score and MDA or SOD levels. Results
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重症肺炎是 ICU 常见的病种之一，大多数患

者病情危重、进展迅速，可在普通肺炎的基础上

短时间内发展至危重状态，常伴有严重的呼吸窘

迫症状、血流动力学异常、酸中毒、休克甚至引起

多 脏 器 衰 竭 综 合 症（multiple organ failure syn⁃
drome，MOFS）［1］，治疗难度大，死亡率高。且老

年患者临床表现和常用实验室指标往往不敏感，

造成临床诊断的延误，导致患者病情恶化及不良

预后。因此，如何早期诊断，及早遏制病情的发

展，准确评估病情及指导用药就成为临床工作中

亟待解决的问题。重症肺炎引起的缺氧、休克、

全身炎症反应综合征（systemic inflammatory re⁃
sponse syndrome，SIRS）等［2⁃3］，均可能引起机体氧

化 ⁃抗氧化平衡破坏［4］，导致患者机体氧化应激

的发生，从而推动病情进一步发展。由此，本研

究拟通过探讨重症肺炎患者过氧化物及抗氧化

物水平与重症肺炎患者病情进展和预后的关系，

评价过氧化水平检测对于老年重症肺炎的临床

意义。

1 对象与方法

1.1 对象基本情况

重症肺炎患者为我院 2015 年 2 月至 2015 年

10 月 ICU 收治的老年重症肺炎患者 60 例，非重

症肺炎患者为我院 2015 年 3 月至 2015 年 9 月呼

吸内科收治的老年普通肺炎患者 40 例，重症肺

炎患者组为观察组，男性 32 人，女性 28 人；年龄

在 60 到 74 岁之间，平均年龄（67±11）岁；社区获

得性肺炎 26 例，医院获得性肺炎 34 例。非重症

肺炎为对照组，男性 20 人，女性 20 人；年龄在 60
岁到 70 岁之间，平均年龄（65±13）岁；社区获得

性肺炎 24 例，医院获得性肺炎 16 例。两组患者

在性别、年龄、肺炎类型等方面比较，差异无统计

学意义（P＞0.05）。观察期限 7 天内观察组死亡

的患者 24 例，为死亡组；其余 36 例患者为生存

组。死亡组患者中男性 16 人，女性 8 人；年龄在

60 到 72 岁之间，平均年龄（68±15）岁；社区获得

性肺炎 11 例，医院获得性肺炎 13 例。生存组患

者中男性 24 人，女性 12 人；年龄在 60 到 76 岁之

间，平均年龄（66±14）岁；社区获得性肺炎 14 例，

医院获得性肺炎 22 例。两组患者在性别、年龄、

肺炎类型等方面比较，差异无统计学意义（P＞

0.05）。

1.2 对象选取条件

依据美国胸科学会（American Thoracic Soci⁃
ety，ATS）2011 年对重症肺炎的诊断标准［5］，重症

肺炎患者诊断符合 1 条主要标准或 2 条次要标

准：主要诊断标准：①需要机械通气；②入院 48 h
内肺部病变扩大≥50%；③少尿（每日＜400 mL）
或非慢性肾衰患者血肌酐 >177 μmol/L（2 mg/
dL）。次要标准：①呼吸频率>30 次/min；②PaO2/
FiO2＜250；③病变累及双肺或多肺叶；④收缩压

＜12 kPa（90 mmHg）；⑤舒张压＜8 kPa（60 mmHg）。

非重症肺炎患者不符合以上条件。同时重症肺

炎患者及非重症肺炎住院患者均排除严重的免

疫缺陷和免疫抑制，排除凝血功能障碍以及难以

The serum MDA of the observation group was significantly higher than that of the control group, the difference
was statistically significant (P＜0.05). The serum SOD activity of the observation group was significantly lower
than that of the control group, the difference was also statistically significant (P＜0.05). In the observation
group, the content of MDA in the death group was significantly higher than that in the survival group at five and
seven days, and the difference was statistically significant (P＜0.05). The SOD level in survival group was
significantly higher than that in the death group at seven day, and the difference was statistically significant (P＜
0.05). The death group APACHE⁃II score was significantly higher than that in the survival group at five and
seven days, and the difference was statistically significant (P＜0.05). Spearman correlation analysis showed that
the levels of MDA in patients with APACHE⁃II score and observed positive correlation (rs = 0.815, P＜0.05), the
level of SOD negative correlation with APACHE ⁃ II score (rs = - 0.762, P＜0.05). Conclusion Serum
peroxide levels in patients with severe pneumonia were significantly higher than that in patients with non⁃severe
pneumonia, and serum peroxidation the higher the severity is, the worse the prognosis of severe pneumonia,
suggesting that serum peroxidation levels can reflect the severity and prognosis, it provides good guidance for
clinical work.

[KEY WORDS] Severe pneumonia; Peroxide level; MDA; SOD; APACHE⁃II score

·· 192



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

组别

观察组

对照组

F值

P值

例数

60
40
-
-

MDA(μmol/L)
19.1 ± 2.1
11.4 ± 1.6

74.7
＜0.01

SOD( U/L )
306.5 ± 61.0
473.8 ± 72.1

36.0
＜0.01

表 1 观察组与对照组患者血清MDA、SOD水平的比较

（x ± s）

Table 1 The comparison of serum levels of MDA and SOD
between the observation group and the control group（x ± s）

组别

死亡组

存活组

F值

P值

例数

24
36
-
-

入 ICU 2 h

19.2 ± 2.4
18.7 ± 1.8

1.16
＞0.05

第 3天

17.7± 2.7
15.8 ± 2.1

3.20
＞0.05

第 5天

18.9 ± 2.9
13.2 ± 2.3▲

21.90
＜0.05

第 7天

20.2 ± 3.4
12.7 ± 1.6▲

87.16
＜0.05

与死亡组相比，▲P＜0.05

表 2 死亡组与存活组血清MDA水平的比较（x ± s，μmol/L）
Table 2 The comparison of serum levels of MDA between the death group and survival group（x ± s，μmol/L）

控制的呼吸衰竭，排除合并其他基础疾病的

患者。

1.3 检测方法

取重症肺炎患者入 ICU后 2 h内以及第 3、5、7
天的 2 mL 静脉血，血清丙二醛（malondialdehyde，
MDA）含量检测采用硫代巴比妥酸比色法检测，使

用上海碧云天生物技术有限公司的脂质氧化检测

试剂盒（Lipid Peroxidation MDA Assay Kit），货号：

S0131，单位以 μmol/L表示。超氧化物歧化酶（su⁃
peroxide dismutase，SOD）测定采用氮蓝四唑法检

测，使用上海碧云天生物技术有限公司的总 SOD
活性检测试剂盒（Total Superoxide Dismutase As⁃
say Kit with NBT），货号：S0107，单位以酶活性表

示（U/L）。非重症肺炎患者仅在入院后 2 h 取 2
mL静脉血检测相关指标。

1.4 评分标准

急性生理学与慢性健康状态评分（Acute Phys⁃
iology and Chronic Health Evaluation，APACHE⁃II
score）评价患者病情严重程度［6］：APACHE⁃II评分

量表包含生理评分、年龄、慢性病评分 3 个部分。

生理评分包括直肠温度、平均动脉压、心率、呼吸、

肺泡 ⁃动脉氧分压差（A⁃ADO2）或氧分压（PaO2）

（FiO2≥0.5 时用 A⁃ADO2，FiO2＜0.5 时用 PaO2）、动

脉血 PH 值、血清钠、血清钾、血清肌酐、血细胞比

容、白细胞计数以及血电解质 12个指标，根据各指

标不同的异常程度划分等级并评分。年龄划分为

5个等级：≤45岁，0分；45～54岁，2分；55～64岁，

3分；65～74岁，5分；≥75岁，6分。合并慢性病且

非手术或急诊手术患者 5分，择期手术者 2分。总

分 71 分，评分越高，患者病情越危重，病死率

越高。

1.5 统计分析

采用 SPSS 19.0 统计分析软件，计量资料采用

平均数 ± 标准差（x ± s）表示，并使用方差分析比

较两组检查结果差异是否有统计学意义（α =
0.05），相关性分析采用 Spearman 相关分析（α=
0.05）。

2 结果

2.1 观察组与对照组血清MDA、SOD水平的比较

入院时观察组患者血清 MDA 水平明显高于

对照组，差异有统计学意义（P＜0.05）。观察组患

者血清 SOD 水平明显低于对照组，差异有统计学

意义（P＜0.05），见表 1。

2.2 死亡组与存活组血清MDA水平的比较

比较死亡组和存活组血清 MDA 水平的变化

情况，入 ICU 2 h 及第 3 天两组 MDA 水平差异无

统计学意义（P＞0.05）。随着病程的进展，两组患

者血清MDA水平出现差异，第 5、7天死亡组患者

血清MDA水平显著高于存活组，差异有统计学意

义（P＜0.05），见表 2。
2.3 死亡组与存活组血清 SOD水平的比较

比较死亡组和存活组血清 SOD水平的变化情

况，入 ICU 2 h及第 3、5天两组 SOD水平差异无统

计学意义（P＞0.05）。随着病程的进展，两组患者

血清 SOD 水平出现差异，第 7 天存活组患者血清

SOD 水平显著高于死亡组，差异有统计学意义

（P＜0.05），见表 3。
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2.4 死亡组与存活组APACHE⁃II的比较

对比死亡组和存活组 APACHE⁃II 评分的变

化情况，入 ICU 2 h 及第 3 天两组 APACHE⁃II 评

分差异无统计学意义（P＞0.05）。随着病程进

展，第 5、7 天死亡组 APACHE⁃II 评分显著高于

存活组，差异有统计学意义（P＜0.05），见表 4。

与死亡组相比，▲P＜0.05

组别

死亡组

存活组

F值

P值

例数

24
36
-
-

入 ICU 2 h

61.3 ± 7.5
58.5 ± 6.8

1.37
＞0.05

第 3天

64.2± 10.6
54.8 ± 7.2

2.14
＞0.05

第 5天

68.4 ± 9.2
52.5 ± 6.6▲

12.73
＜0.05

第 7天

70.3 ± 9.8
47.5 ± 5.1▲

51.61
＜0.05

表 4 死亡组与存活组APACHE⁃II的评分比较（x ± s）

Table 4 The comparison of serum levels of APACHE⁃II score between the death group and survival group（x ± s）

组别

死亡组

存活组

F值

P值

例数

24
36
-
-

入 ICU 2 h

301.7 ± 52.9
309.5 ± 60.2

0.57
＞0.05

第 3天

354.7 ± 64.5
373.8 ± 57.2

2.72
＞0.05

第 5天

351.8 ± 59.6
384.2 ± 54.8

3.14
＞0.05

第 7天

331.5 ± 62.4
414.6± 66.2▲

24.21
＜0.05

与死亡组相比，▲P＜0.05

表 3 死亡组与存活组患者血清 SOD水平的比较（x ± s，U/L）
Table 3 The comparison of serum levels of SOD between the death group and survival group（x ± s，U/L）

2.5 MDA、SOD与APACHE⁃II评分的相关性分析

使用 Spearman相关性分析，重症患者MDA水

平与 APACHE ⁃ II 评分呈正相关（rs =0.815，P＜
0.05）。重症患者 SOD 水平与患者 APACHE⁃II 评
分呈负相关（rs =-0.762，P＜0.05）。

3 讨论

重症肺炎又称中毒性肺炎或暴发性肺炎，本

质是多种致病因素引起的急性肺实质炎症的危重

状态。由于不可控制的感染，肺叶大面积受累，中

性粒细胞在肺内大量聚集、各炎症因子和纤维蛋

白介导血管内皮及肺上皮细胞通透性增加，导致

肺水肿的发生及肺毛细血管微血栓的形成，机体

发生严重的缺氧及炎症反应。近年来许多研究显

示，氧化应激与多种缺氧及炎症损伤相关疾病的

发生存在密切联系，如急性脑血管疾病、心肌炎、

心肌梗死等［7⁃9］。基于此，我们认为重症肺炎患者

机体严重的缺氧及炎症反应也可通过多种途径促

进机体内过氧化物的产生，影响机体的氧化平

衡。可能涉及的途径包括：①缺氧引起线粒体功

能障碍：线粒体中含降解过氧化物的酶类，缺氧导

致相关酶类活性下降，如谷胱甘肽过氧化物酶

等［10］。同时缺氧导致线粒体膜钙通道异常开放，

内外钙离子平衡失调，导致线粒体通透性转换孔

（mitochondrial permeablity transition pore，mPTP）的

开放，多种活性物质进入细胞质，加速细胞内过氧

化物的产生［11⁃12］。②缺氧通过多种促进途径过氧

化物的产生：缺氧还可以通过上调雄激素受体、血

管内皮生长因子、白介素⁃8 等的表达促进过氧化

水平增加［13］。③过度的炎症反应也可导致过氧化

物表达上调：机体大量的炎性因子如核因子 Kap⁃
pa B（nuclear factor Kappa B，NF⁃κB）、Toll 样受体

（Toll⁃like receptors，TLR）及肿瘤坏死因子（tumor
necrosis factor，TNF）均 能 上 调 过 氧 化 物 的 表

达［14⁃16］。

本研究中，重症肺炎患者血清MDA水平显著

高于普通肺炎患者，说明重症肺炎患者体内氧化

物明显高于普通肺炎患者，重症肺炎患者 SOD 活

性显著低于非重症肺炎患者，表明重症肺炎患者

体内抗氧化物活性明显下降，同时，重症肺炎死亡

组患者 MDA 水平随着治疗时间的延长并未出现

显著的降低，SOD 活性也未出现明显升高；相反，
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存活组患者 MDA 水平呈现出逐渐降低的趋势，

SOD 活性也有显著改善，提示重症肺炎患者血清

过氧化水平与患者预后密切相关。APACHE⁃II评
分与氧化及抗氧化物的相关性分析结果也提示重

症肺炎患者血清氧化水平与患者病情进展程度具

有一定相关性。综上所述，机体内过氧化水平不

仅能够有效地评估老年重症肺炎患者病情的进展

及预后情况，其在重症肺炎的进展中可能也发挥

着重要作用，笔者希望通过进一步探究过氧化物

在重症肺炎进展中的确切机理，指导临床工作通

过调节过氧化水平达到纠正患者氧化⁃抗氧化失调

的目的，从而有利于稳定患者的病情，改善患者的

预后。
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不同亚型HPV感染与女性宫颈疾病的相关性

梁艳华 1 毕超 1★ 梁景耀 1 唐明珠 2 王焕丽 1 邓斌 1 宋卫忠 1

［摘 要］ 目的 探讨不同亚型HPV感染与女性宫颈疾病的相关性。 方法 选取本所 2015年 3
月至 2016年 4月的 2 360例宫颈疾病患者进行 21种亚型HPV检测，其中包括 5种低危亚型（LR⁃HPV）和

16种高危亚型（HR⁃HPV），同时根据宫颈病病理活检结果将宫颈疾病患者分为 3组，宫颈炎组 217例，宫

颈上皮内瘤变（CIN）组 118 例，宫颈癌组 36 例。比较不同亚型 HPV 感染与女性宫颈疾病发病的关

系。 结果 本研究中的 2 360 例宫颈疾病患者中检测到 HPV 阳性患者 371 例，阳性率为 15.7%，其中

HPV单一感染 203例（54.7%），多重感染 168例（45.3%）。宫颈炎患者组HPV感染以HPV16（68.7%），HPV
52（13.0%），HPV31（5.2%），HPV11（3.5%）亚型为主，CIN 组 HPV 感染以 HPV6（69.2%），HPV33（6.2%），

HPV52（6.2%），HPV58（6.2%）亚型为主，宫颈癌组 HPV 感染以 HPV 16（65.2%），HPV53（13.0%），HPV58
（8.7%），HPV56（8.7%）亚型为主；HPV16 型感染和 HPV11 型感染为导致宫颈炎发生的危险因素（P＜
0.01），HPV6型感染和HPV52型感染为导致CIN发生的危险因素（P＜0.01），HPV16型感染和HPV58型感

染为导致宫颈癌发生的危险因素（P＜0.01）。 结论 高危型HPV是导致宫颈癌，宫颈炎发生的危险因

素，低危型HPV是导致CIN发生的危险因素，HPV分型与宫颈疾病的发生具有密切相关性。

［关键词］ 亚型；HPV；宫颈病变；人乳头癌病毒

Relationship between different subtypes of HPV infection and cervical disease
in female
LIANG Yanhua1, BI Chao1 ★, LIANG Jingyao1, TANG Mingzhu2, WANG Huanli1, DENG Bin1, SONG
Weizhong1

（1. Guangzhou Institute of Dermatology，Guangzhou，Guangdong，China，510000；2. Guangzhou DaAn
Clinical Laboratory Center Co. Ltd., Guangzhou, Guangdong, China, 510000）

［ABSTRACT］ Objective To study the relationship between infection with the different subtypes of
human papillomavirus (HPV) and cervical disease. Methods From March 2015 to April 2016, 2 360 cases of
cervical disease were studied. Twenty⁃one subtypes of HPV were detected, including 5 low⁃risk subtypes (LR⁃
HPV) and 16 high ⁃ risk subtypes (HR⁃HPV), according to cervical biopsy results HPV positive women were
divided into 3 groups, cervicitis group was 217 cases, cervical intraepithelial neoplasia (CIN) group was 118
cases, cervical cancer group was 36 cases. The relationship between different subtypes of HPV infection and
cervical disease was analyzed. Results In the 2 360 cases of cervical disease analyzed, 371 patients were
HPV positive, for a positive rate of 15.7%, of which 203 cases (54.7%) were of single⁃subtype infection, and
multiple infection occurred in 168 cases (45.3%). In the patients with cervicitis, infection with HPV 16（68.7%），

HPV52（13.0%），HPV31（5.2%），and HPV11（3.5%）were detected. In the cervical intraepithelial neoplasia
patients, subtypes HPV6（69.2%），HPV33（6.2%），HPV52（6.2%），and HPV58（6.2%）were detected. Among
the cervical cancer patients, infection with HPV 16（65.2%），HPV53（13.0%），HPV58（8.7%），and HPV56
（8.7%）subtypes were found. Subtype HPV6 and HPV52 infection are risk factors for CIN (P < 0.01) and type
HPV16 infection and type HPV58 infection are risk factors that lead to the occurrence of cervical cancer (P <
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人乳头瘤病毒（human papillomavirus，HPV）是

一种属于乳头多瘤空泡病毒科的乳头瘤病毒A属

的双链DNA病毒［1］。这种病毒可侵犯皮肤以及黏

膜鳞状上皮，感染 HPV 会导致多种宫颈疾病的发

生，包括宫颈炎、宫颈上皮内瘤变（cervical intraepi⁃
thelial neoplasia，CIN）、宫颈癌等众多危害女性健康

的疾病，其中宫颈癌也是妇科最常见的恶性肿瘤之

一［2⁃4］。HPV感染是导致这些疾病的重要因素，目前

已经发现了多种HPV的亚型，根据其危险程度不同

可分为高危型和低危型，不同亚型HPV感染可导致

不同的女性宫颈疾病，且不同亚型HPV感染存在地

域差异［5］。不同的亚型对宫颈疾病发病造成的影响

不同，而且不同学者研究的结果存在一定的差异，

因此有必要进行本次研究，探讨哪种亚型对宫颈疾

病的发生占主导因素。本研究针对本所收集的病

例进行研究，研究不同亚型HPV感染与女性宫颈疾

病的关系，为深入的研究提供参考依据。

1 资料与方法

1.1.1 一般资料

随机选取本所 2015 年 3 月至 2016 年 4 月的 2
360例宫颈疾病患者进行研究，经严格病理组织学检

测证实，其中HPV感染阳性妇女371例，将HPV检测

结果为阳性的样本根据病理结果分为3组，其中为宫

颈炎组 217例，年龄 20～70岁，平均（40.71±8.86）岁；

宫颈上皮内瘤变（CIN）组 118例，年龄 21～65岁，平

均（40.56±7.81）岁；宫颈癌组36例，年龄22～68岁，平

均（40.76±7.90）岁。3组患者的年龄相比，差异无统计

学意义（P>0.05），具有可比性。病人纳入标准：无

HPV感染治疗病史；无其他影响HPV检测的病症；未

进行过宫颈和盆腔治疗；患者完全知情，并签署知情

同意书。排除妊娠期孕妇、正处于月经期的宫颈疾病

患者和存在心肝肾等器官严重疾病患者。

1.1.2 试剂

HPV检测试剂盒购自广东凯普生物科技股份

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 采集标本

HPV 检测前，所有患者在 24 h 内不能进行性

生活，在窥阴镜的观察下将患者的宫颈充分暴露，

然后用干棉签将患者宫颈口的分泌物擦干净，用

标本毛刷收集宫颈口脱落的细胞，将收集的样本

置于 4℃的冰箱内备用［6］。

1.2.2 HPV分型检测

HPV 分型检测采用导流杂交 HPV DNA 检测

法［7］进行检测，检测 21种HPV亚型，包括 16种高危

亚 型 ：HPV 16、HPV18、HPV31、HPV33、HPV35、
HPV39、HPV45、HPV51、HPV52、HPV53、HPV56、
HPV58、HPV59、HPV66、HPV68、HPV52（MM4）亚

型，5种低危亚型：HPV 6、HPV11、HPV42、HPV43、
HPV44。
1.2.3 诊断标准［8］

通过观察芯片薄膜（在芯片薄膜的质控点正

常的基础上）HPV 亚型分布的相应着色点获得研

究结果，呈现清晰的蓝紫色圆点可判断检测结果

为阳性点。判断阳性点为何种 HPV 亚型。一种

HPV 亚型感染的为单一感染，两种及两种以上

HPV亚型感染的为多重感染。

1.2.4 宫颈疾病病理学活检

由具有经验且专业的妇产科医师负责阴道镜

下宫颈疾病的病理学活检，患者需排空膀胱以窥

阴器充分暴露宫颈。将阴道内过多分泌物用干棉

签拭去，调整好阴道镜 的距离、焦距和放大倍

数，先肉眼观察宫颈有无糜烂、出血、赘生物等病

变。然后用 3%醋酸涂于宫颈行醋酸试验，异常者

摄像保存。再用 1%碘溶液涂于宫颈行碘试验，观

察发生病变的周围边界及表面形态，对碘试验异

常区域行多点可 疑处活检。填写患者基本信息，

标本置于 10%福尔马林固定后送病理科登记

检査。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 26.0 统计学软件进行处

理，计数数据结果用 n%进行表示，组间比较采用两

组独立样本 t检验，方差齐用方差分析，方差不齐用

秩和检验，以P＜0.05为差异有统计学意义，回归分

析采用单因素非条件 Logistic回归检验方法，以 α=
0.05为检验标准，P<0.05为差异具有统计学意义，

OR >1为危险因素，OR <1为保护因素。

0.01). Conclusion The high risk HPV subtypes are risk factors for cervical cancer and cervicitis, while the
low risk HPV is a risk factor for CIN. HPV infection is closely related to the occurrence of cervical disease.

[KEY WORDS] Subtype; HPV; Cervicitis; Cervical cancer
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HPV亚型

HPV 16
HPV 52
HPV 11
HPV 58
HPV 31
HPV 33
HPV 6
HPV 53
HPV 66
HPV 68
HPV 18
HPV 39
HPV 51
HPV 56
HPV 35
HPV 43

HPV MM4
HPV 45
HPV 59
HPV 42
总数

宫颈炎

97（65.5）
18（12.2）
5（3.4）
1（0.7）
10（6.8）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
3（2.0）
1（0.7）
0（0.0）
3（2.0）
2（1.4）
3（2.0）
1（0.7）
1（0.7）
0（0.0）
0（0.0）
3（2.0）
0（0.0）

148（100）

CIN
0（0.0）
2（6.7）
1（3.3）
2（6.7）
0（0.0）
2（6.7）

19（63.3）
1（3.3）
0（0.0）
0（0.0）
1（3.3）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
1（3.3）
1（3.3）
0（0.0）
0（0.0）
30（100）

宫颈癌

16（64.0）
0（0.0）
0（0.0）
2（8.0）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
3（12.0）
0（0.0）
1（4.0）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
2（8.0）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
0（0.0）
1（4.0）
25（100）

c2

5.327
4.987
4.975
4.768
5.089
4.679
6.023
4.897
1.946
0.593
0.593
0.918
0.897
1.032
0.598
0.597
1.376
0.794
1.321
1.769

P

0.023
0.024
0.024
0.025
0.024
0.026
0.021
0.025
0.121
0.325
0.326
0.358
0.385
0.241
0.326
0.326
0.247
0.358
0.248
0.211

2 结果

2.1 宫颈病变严重程度与感染分型比较

2 360 例宫颈疾病患者中检测到 HPV 阳性患

者 371 例，阳性率为 15.7%，其中单一感染 203 例

（54.7%），多重感染 168 例（45.3%），见表 1。宫颈

炎组和宫颈癌组主要为高危型 HPV 感染，CIN 组

主要为低危型 HPV 感染，差异具有统计学意义

（P<0.05）。具体见表 2。

2.2 HPV亚型在不同宫颈疾病中的分布状况

HPV 亚型在不同宫颈病变中的分布状况（以

单一感染数统计）见表 2，由表 2可以看出，宫颈炎

患 者 组 HPV 感 染 以 HPV 16（65.5%），HPV 52
（12.2%），HPV31（6.8%），HPV11（3.4%）亚型为主，

CIN 组 HPV 感 染 以 HPV 6（63.3%），HPV33
（6.7%），HPV52（6.7%），HPV58（6.7%）亚型为主，

宫颈癌组 HPV 感染以 HPV 16（64.0%），HPV53
（12.0%），HPV58（8.0%），HPV56（8.0%）亚型为主。

2.3 不同亚型HPV感染与宫颈癌的相关性

根据单因素分析中占的比例比较高的HPV16、
HPV53、HPV58、HPV56亚型得到的结果进行Logis⁃
tic 回归模型分析，结果显示 HPV16 型感染和

HPV58型感染是导致宫颈癌发生的危险因素（P＜
0.01），见表 4。

2.4 不同亚型HPV感染与CIN的相关性

根据单因素分析中占的比例比较高的 HPV6、
HPV33、HPV52、HPV58结果进行 Logistic回归模型

分析，结果显示HPV6型感染及HPV52型感染是导

致CIN发生的危险因素（P＜0.01），具体结果见表 5。
2.5 不同亚型HPV感染与宫颈炎的相关性

根 据 单 因 素 分 析 中 占 的 比 例 比 较 高 的

HPV16、HPV52、HPV31、HPV11 结果进行 Logistic
回归模型的分析，结果显示，HPV16 型感染及

HPV11型感染是导致宫颈炎发生的危险因素（P＜
0.01），具体结果见表 5。

分组

宫颈炎组

CIN组

宫颈癌组

总数

n

217

118

36

371

单一感染

148*（68.2）

30（25.4）

25*（69.4）

203（54.7）

多重感染

69（31.8）

88*（74.6）

11（30.6）

168（45.3）

c2

92.042

25.000

14.440

23.370

P

<0.05

<0.05

<0.05

<0.05

表 1 各组患者HPV感染比较［n（%）］

Table 1 Comparison of HPV infection in each group
［n（%）］

*表示 P<0.05

分组

宫颈炎组

CIN组

宫颈癌组

总数

n

217

118
36
371

高危型

145*（66.8）

24（20.3）
27*（75.0）
196（52.8）

低危型

72（23.5）

94*（79.7）
9（25.0）

175（47.2）

c2

21.774

36.000
25.000
27.435

P

<0.05

<0.05
<0.05
<0.05

表 2 各组患者HPV感染分型比较［n（%）］

Table 2 Comparison of positive rate of HPV infection
in each group［n（%）］

*表示 P<0.05

表 3 HPV亚型在不同宫颈疾病中的分布状况［n（%）］

Table 3 Ddistribution of HPV subtypes in different cervical
diseases［n（%）］

型别

HPV16
HPV58
HPV53
HPV56

OR
3.17
2.73
1.01
0.98

95%CI
1.37~6.94
0.87~3.16
0.25~1.56
0.15~1.21

P值

0.009
0.008
0.098
0.101

表 4 HPV感染与宫颈癌的相关性

Table 4 Correlation between HPV infection and
cervical cancer

宫颈炎、CIN和宫颈癌都是以单一感染进行比较其HPV亚型
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3 讨论

`宫颈疾病是危害女性的重要疾病，其中宫颈

炎、宫颈上皮内瘤变及宫颈癌是常见的几种宫颈

疾病［9］，HPV感染能够引起主要的生殖系统疾病，

HPV在癌症发展中的作用已被广泛研究［10］。有研

究［11］报道宫颈癌中不同 HPV 亚型中的高危型的

阳性率比较高，而低危型的阳性率比较低。可见

高危型 HPV 是宫颈癌的发病的主要因素。宫颈

疾病中的宫颈炎也与 HPV 感染有关，研究认为高

危型的 HPV 感染对宫颈炎的发生起到关键作

用［12］。本研究的结果也表明宫颈癌和宫颈炎患者

的发病原因主要是因为高危型 HPV 感染，这也和

前人的研究基本吻合［13］。

宫颈上皮内瘤变是癌前病变的总称，主要包括

宫颈不典型增生和宫颈原位癌，是发展到宫颈癌的

一系列变化的过程。宫颈上皮内瘤变的发病与

HPV 感染有关，而有研究［12］认为低危型 HPV 感染

是导致该病发生的原因，可能的原因是不同的疾病

发病程度对不同亚型的HPV感染具有一定影响，而

且也与患者的体质有一定的关系。但也有学者［14］

认为高危型HPV感染的影响比较大，本研究结果显

示高危型HPV感染的比例为 52.8%（196/371）略高

于低危型 47.2%（175/371），与此研究报道一致。

不同亚型HPV感染的基因型中比较常见的是

高危型 16个，低危型 5个，不同的基因型也会对宫

颈疾病的发生有不同的影响。研究［15］发现高危型

中的 HPV16 对宫颈疾病的发生比较重要，尤其在

宫颈癌和宫颈炎的发病中具有重要作用。本研究

显示宫颈炎组感染的主要 HPV 亚型是高危型

HPV16、HPV52、HPV33 和低危型 HPV11，宫颈癌

组感染的主要是高危型 HPV16 、HPV53、HPV58、
HPV56，宫颈上皮内瘤变的发生主要是低危型

HPV6 和高危型 HPV33，HPV52，HPV58。本研究

的结果和其他研究［16］的结果存在一定的差异，可

能的原因是生殖道 HPV 感染有 HPV 亚型单一感

染与 HPV 亚型多重感染。关于 HPV 亚型多重感

染的比例方面，每个学者得到的结果也存在一定

的差异，可能的原因是与研究对象及地域有一定

关系，同时也有可能与不同检测方法的有一定的

关系［17］。本研究的结果显示宫颈癌的发生与不同

HPV 感染的多因素分析中发现，宫颈上皮内瘤变

发生的危险因素是 HPV6 和 HPV52 感染，宫颈癌

的发生危险因素是HPV16和HPV58感染，导致宫

颈炎发生的危险因素是 HPV16 型感染和 HPV11
型感染。由此可见，宫颈疾病的发生与多个不同

亚型HPV感染有着密切的关系。
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型别

HPV6
HPV52
HPV33
HPV58

OR
5.19
4.37
1.26
1.36

95%CI
3.16~14.37
3.08~12.61
2.15~10.25
2.36~11.25

P值

0.004
0.006
0.088
0.075

表 5 HPV感染与CIN的相关性

Table 5 Correlation between HPV infection and CIN

型别

HPV16
HPV11
HPV52
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OR
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1.28
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95%CI
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·· 199



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

综上所述，地贫儿童体内微量元

素与正常儿童之间存在明显的差异，临床在纠正贫

血的同时还应注意微量元素的情况，做到早期测

定、合理指导膳食、持续监测，最大程度提高地贫儿

童的生存质量。由于个别地中海贫血基因类型病

例数量较少，我们将会在日后的工作积累中继续深

入研究地贫患儿不同基因类型分型与微量元素分

布情况之间的关系，更加全面地为临床医生提供数

据资料。
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肠道病毒 71 型（enterovirus 71，EV71）是引起

婴幼儿手足口病（hand，foot and mouth disease，
HFMD）的最常见、具嗜神经性肠道病毒之一。

EV71 侵染取决于病毒、宿主及环境的多重作用，

特别是介导 EV71 病毒逃逸宿主固有或适应性免

疫反应监视相关基因的多态性与 EV71 易感关系

密切［1］。在这个过程中桥梁机体固有免疫及适应

性免疫反应的白细胞介素类，趋化因子类蛋白也

就成为了筛选 EV71 感染相关遗传易感基因的靶

点，如 IL⁃17F和MCP⁃1基因可能是通过影响其基

因表达并调节炎症反应，进而影响 EV71感染的发

生风险及严重程度。此外，基因多态性引起的抗

肠道病毒 71型感染相关遗传易感基因研究现状

黄明元 1 林绮玲 1 范颖 1 曾今诚 2★

［摘 要］ 肠道病毒 71 型（EV71）是引起婴幼儿手足口病（HFMD）的最常见肠道病毒之一。

EV71 侵染取决于病毒、宿主及环境的多重作用，特别是介导 EV71 病毒与宿主固有免疫及适应性免疫
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一综述。
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病毒蛋白类功能异常也成为 EV71 易感的重要因

素，如 HLA⁃G 14 bp⁃/⁃基因型使 HLA⁃G 的表达增

多，使病毒逃避免疫监视，进而导致机体对 EV71
易感。因此，本文就 EV71感染相关遗传易感基因

研究进展作一综述。

1 白细胞介素类

1.1 IL⁃4基因

人白细胞介素 4（interleukin⁃4，IL⁃4）基因定位

于染色体 5q31，其蛋白作为 Th2 细胞分泌的主要

细胞因子介导机体体液免疫反应。EV71 感染患

者体内 Th2 细胞比例和 IL⁃4 含量均增高，且两者

均随着疾病的持续进展、高烧等显著增加［2］。

Zhang等［3］也发现重组的 EV71病毒VP1蛋白诱导

高水平的 Th2 细胞反应。因此，IL⁃4 可能是 EV71
感染患儿病情加重的一项重要指标。尤其是 IL⁃4
通过调节MHCⅡ类抗原和 FcR异常表达影响机体

抗 EV71 感染过程。IL⁃4 基因序列分析显示该基

因存在多态性位点，特别是 IL⁃4基因启动子区，如

IL⁃4⁃589 C/T 基因多态性位点。该位点与 IL⁃4 产

生、活性及功能关系密切。研究发现 IL⁃4⁃589 CC
基因型、IL⁃4⁃589 CT基因型和 IL⁃4⁃589 C等位基因

与乙型肝炎病毒（hepatitis B viruses，HBV）和丙型

肝炎病毒（hepatitis C viruses，HCV）易感有关［4］。

此外，IL⁃4⁃33 TT 基因型与人类免疫缺陷病毒

（human immunode fi ciency virus，HIV）易 感 有

关［5］，IL⁃4⁃590 T 等位基因与呼吸道合胞病毒（re⁃
spiratory syncytial virus，RSV）易感有关［6］。最近

Li 等［7］发现 EV71 感染重症 HFMD 患儿中，IL⁃4⁃
589 CC 基因型和 IL⁃4⁃589 CT 基因型患儿血清 IL
⁃4 含量显著高于 IL⁃4⁃589 TT 基因型患儿，且 IL⁃4
⁃589 C 等位基因与中国汉族儿童 EV71 病毒易感

及疾病严重程度密切相关，这些研究说明 IL⁃4 基

因多态性对 IL⁃4 介导的抗病毒感染过程尤为重

要。因此，对 EV71 感染高发区儿童进行 IL⁃4 基

因多态性筛查对预防地区 EV71 流行可能具有重

要的价值。

1.2 IL⁃8基因

人白细胞介素 8（interleukin⁃8，IL⁃8）由定位于

染色体 4q13⁃21的CXCL8基因编码，其蛋白作为单

核细胞、巨噬细胞、上皮细胞、平滑肌细胞、成纤维

细胞和角化细胞主要分泌的趋化因子，在趋化靶

细胞（如 T细胞、嗜碱性粒细胞、中性粒细胞等）到

炎症位点，启动固有免疫细胞和适应性免疫细胞

介导的机体抗微生物感染、抗肿瘤等方面具有重

要作用。EV71 感染可诱导人单核细胞衍生的巨

噬细胞（monocyte⁃derived macrophages，MDMs）分

泌 IL⁃8。近年来，众多学者发现 EV71感染引起的

脑干脑炎患者血清、脑脊液 IL⁃8 含量显著增加且

与重症患者中性粒细胞和单核细胞含量密切相

关［8⁃10］，而 Wang 等［11］也发现 EV71 感染 HFMD 患

者血清 IL⁃8含量显著增加且与疾病严重程度呈正

相关，表明血清 IL⁃8含量是重症 EV71感染的危险

因素，可作为 EV71 感染严重程度的辅助诊断指

标。最近 Li等［12⁃13］发现携带 IL⁃8+781 C基因汉族

婴幼儿易发生 EV71感染且易发展成重症患儿，而

携带 IL⁃8⁃251 T 基因汉族 EV71 感染 HFMD 患儿

发生脑炎的风险更大。研究还发现 IL⁃8⁃251 T等

位基因还与 EV71 感染 HFMD 患儿性别、年龄、发

烧天数、白细胞含量、CRP和 BG浓度、IL⁃8含量密

切相关［14］。 此外，IL⁃8⁃251 T基因型还与汉族幽门

螺杆菌相关胃癌、消化性溃疡、呼吸道合胞病毒

（respiratory syncytial virus，RSV）易感有关［15 ⁃ 17］。

因此，对 EV71 感染患儿进行 IL⁃8 基因多态性筛

选，尤其对携带 IL⁃8⁃251 T 基因型患儿提前进行治

疗干预，可能在控制患儿发展成为重症患儿中具

有重要的价值。

1.3 IL⁃17F基因

IL⁃17F 基因定位于染色体 6p12，其蛋白主要

由 CD4+T 细胞、CD8+T 细胞、γ δT 细胞、NKT 细

胞、LTi⁃like 细胞和上皮细胞分泌产生，在组织炎

症部位诱导释放促炎细胞因子和趋化因子中发挥

着重要作用。已报道 IL⁃17F 基因多态性与多

种感染性疾病易感相关。IL⁃17F⁃7488 C 和 IL⁃17
G⁃152A 基因型均与结核易感相关［18 ⁃ 19］。 IL⁃17A
rs4711998 遗传性变异与 HBV 相关的肝硬化易感

相关［20］。IL⁃17F 在抗 EV71 感染中起至关重要的

作用。研究发现 IL⁃17F⁃7488 C 基因型与 EV71感

染 HFMD 患者脑炎低发生风险有关，且携带 IL⁃
17F⁃7488 TT 基因型 EV71 感染 HFMD 患者 CRP、
血细胞含量、中性粒细胞含量均高于 IL⁃17F⁃7488
CC+CT 基因型 EV71 脑炎患者［21］，提示 IL⁃17F⁃
7488 T基因可导致严重的组织炎症反应介导患儿

病情加重。然而，IL⁃17F 7488 G 基因型与中国汉

族人群 EV71易感及肺炎易感无关，但与突尼斯人

肺炎易感密切相关［22］。因此，携带 IL⁃17F⁃7488 TT
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基因型可作为警惕患儿并发脑炎的一项重要

指标。

1.4 IL⁃18基因

IL⁃18 基因定位于染色体 11q22.2⁃22.3，其蛋

白作为一种重要的促炎症细胞因子，能激活单核

细胞、巨噬细胞、淋巴细胞和内皮细胞，在自身免

疫性疾病及感染性疾病中发挥重要作用。EV71感

染患者血清中 IL⁃18含量明显高于正常个体［23］，IL⁃
18⁃607 C/A和 IL⁃18⁃137 G/C基因多态性可能与 IL⁃
18的低表达有关［24］。研究发现 IL⁃18⁃607 AA基因

型、IL⁃18⁃607A等位基因携带儿童更易感染 EV71，
且 IL⁃18⁃607 AA 基因型 HFMD 患儿更易并发脑

炎［25］，提示 IL⁃18基因多态性也与EV71感染患儿发

展成为重症患儿有关。IL⁃18⁃607位点C变为A，阻

断了 cAMP应答元件结合蛋白的结合位点，继而抑

制其调控的基因转录，影响 IL⁃18基因表达水平，IL⁃
18基因多态性可能由此参与 EV71 感染的发生发

展。

2 抗病毒蛋白类

2.1 OAS基因

2′⁃5′寡聚腺苷酸合成酶（2′⁃5′ Oligoadenylates
Synthetase，OAS）是干扰素（interferon，IFN）诱导

产生的抗病毒蛋白，主要由定位于染色体 12q24的

OAS1、OAS2和 OAS3基因编码。OAS 参与机体非

特异性免疫和特异性免疫，在机体的抗病毒、信号

转导等过程中起重要作用。研究发现 OAS1
rs10774671 位点 GG 基因型个体易患 CA16 型

HFMD，且其 IFN⁃γ表达水平较高，而 AA+AG基因

型 HFMD 患儿易发生脑炎［26］；OAS2 rs1293762 位

点 G/G基因型和G等位基因与俄罗斯人慢性丙型

肝炎（hepatitis C，HC）患者密切相关，而 T/T 基因

型和 T 等位基因与重症森林脑炎（tick⁃borne en⁃
cephalitis，TBE）易感有关［27］。胡聪慧等［28］采用

PCR⁃SSP 技术发现 OAS1 rs1131476（G/A）位点基

因型 AA 和等位基因 A 汉族人群携带者在 EV71
感染中易发展为重症。OAS1 基因多态性可能通

过影响 OAS1 的活性，继而影响其对 EV71 病毒蛋

白合成的抑制效果，从而引起 EV71 感染的发生

发展。

2.2 HLA基因

人类白细胞抗原（human leukocyte antigen，
HLA）基因定位于染色体 6p21.31，含一系列紧密连

锁的基因座，其蛋白作为人类的主要组织相容性

复合体（major histocompatibility complex，MHC）与

人类免疫系统功能密切相关。HLA⁃A33基因型常

见于亚洲人群，而在白种人中少见。早期研究发

现HLA⁃A33基因型与 EV71易感关系密切，而HLA
⁃A2基因型患儿易发生心肺衰竭［29］。人类白细胞

抗原 G（Human leukocyte antigen G，HLA⁃G）14 bp
插入/缺失多态性是位于HLA⁃G的第 3 742 bp处存

在一个长度为 14 bp 的插入或缺失。研究发现

EV71 感染患儿 HLA⁃G 14 bp⁃/⁃基因型及其血浆

sHLA⁃G水平显著高于正常个体，且HLA⁃G 14 bp⁃/⁃
基因型与 EV71 易感密切有关［30］，提示 HLA⁃G 参

与了 EV71感染的发生发展过程，但HLA基因多态

性在 EV71感染中的诊疗价值还有待进一步评估。

3 趋化因子类

单核细胞趋化蛋白 ⁃1（monocyte chemoattrac⁃
tant protein⁃l，MCP⁃1）基因位于染色体 17q11.2⁃12，
其编码的蛋白也称趋化因子配体 2［（chemokine（C⁃
C motif）ligand 2，CCL2］，属于炎症趋化因子 CC
亚族成员，能趋化 T 淋巴细胞、单核细胞，诱导内

皮细胞、单核细胞释放黏附因子，使单核/巨噬细胞

向病变处聚集，在炎症反应、血管再生及损伤修

复、肿瘤发生发展等方面发挥重要作用。研究发

现 CCL2⁃2510 G 基因型与 EV71 型脑炎易感有

关［31］，而 CCL2⁃2518 A/G基因型和 CXCL10⁃201 A/
G 基因型均与 EV71 易感程度及疾病恶化程度相

关［32］。此外，携带趋化因子 IP⁃10（inducible protein
10，IP⁃10）基因 1596 C/T 位点 A 等位基因和黏病

毒 抗 性 蛋 白 A（myxovirus resistance protein A，

MxA）基因启动子 C⁃123 A 及 G⁃88 T 等位基因中

国汉族儿童，感染 EV71的可能性均较低［33-34］。

除以上研究外，近年来研究者还发现内皮型

一氧化氮合酶（endothelial nitric oxide synthase，
eNOS）G894T 位点 T 基因携带者与中国汉族人群

EV71 易感有关［28］。黑色素瘤分化相关基因 5
（melanoma differentiation⁃associated gene 5，MDA5）
基因 rs1990760 位点多态性与中国汉族人群重症

EV71 感染有关［35］。Toll 样受体 7（toll⁃like Recep⁃
tor 7，TLR7）3 号外显子 371T>A 位点突变可能为

中国汉族人群 EV71 易感基因，尤其是男性患

儿［36］。然而，这些基因在 EV71易感中的地位还有

待评估。
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4 小结

随着国际人类基因组计划和单体型图谱计划

的完成，遗传易感基因研究已成为当前功能基因

组学的研究热点和焦点。对疾病易感基因的筛选

在指导疾病的预警、预防和治疗等方面具有重要

意义。近年来，对 EV71感染相关遗传易感基因的

研究越来越多，可知人们已经认识到基因多态性

在 EV71 感染发生、发展中的重要作用，尤其是各

种与 EV71 易感相关基因多态性研究及与疾病病

程发展相互间的联合分析将会是今后针对 EV71
感染精准医疗的研究重点。文中，我们通过综述

近年来筛选得到的 EV71 感染相关遗传易感基因

发现白细胞介素类（IL⁃4，IL⁃8，IL⁃17F和 IL⁃18）、趋

化因子类（MCP⁃1，IP⁃10）及抗病毒蛋白类（OAS，
HLA）相关基因与 EV71 易感密切相关，因此，对

EV71易感区进行这些基因的基因多态性分析，对

早期预防儿童感染，降低地区 EV71感染率具有重

要价值。此外，对重度 EV71感染易感基因进行筛

选也有可能对 EV71 感染患儿早期预防及治疗中

具有重要意义。然而，目前这些 EV71感染相关遗

传易感基因的研究还处于初级阶段，其临床应用

价值还有待进一步深入，尤其是这些 EV71感染相

关遗传易感基因在同一群体中的发生率如何？不

同遗传易感基因之间是否存在某种联系？还有待

进一步研究，此外，已有的研究还需要继续增加样

本量，仍需在不同区域的人群中进行研究，从而使

EV71感染相关遗传易感基因的研究更加深入，为

揭示宿主基因多态性在疾病发生、发展中的重要

作用提供依据。

参考文献
［1］ Pathinayake PS，Hsu AC，Wark PA. Innate Immunity

and Immune Evasion by Enterovirus 71［J］. Viruses，
2015，7（12）：6613⁃6630.

［2］ Li F，Liu XP，Li JA，et al. Correlation of an interleu⁃
kin⁃4 gene polymorphism with susceptibility to severe
enterovirus 71 infection in Chinese children［J］. Arch
Virol，2015，160（4）：1035⁃1042.

［3］ Zhang F，Hao C，Zhang S，et al. Oral immunization
with recombinant enterovirus 71 VP1 formulated with
chitosan protects mice against lethal challenge［J］. Vi⁃
rol J，2014，11：80.

［4］ Gao QJ，Liu DW，Zhang SY，et al. Polymorphisms

of some cytokines and chronic hepatitis B and C virus
infection［J］. World J Gastroenterol，2009，15（44）：

5610⁃5619.
［5］ Chaudhari DV，Chavan VR，Kerkar SC，et al. Poly⁃

morphisms in major cytokine genes：a study among hu⁃
man immunodeficiency Virus⁃1 serodiscordant couples
in Mumbai， India［J］. Indian J Med Microbiol，
2013，31（2）：166⁃172.

［6］ Hoebee B，Rietveld E，Bont L，et al. Association of
severe respiratory syncytial virus bronchiolitis with in⁃
terleukin ⁃ 4 and interleukin ⁃ 4 receptor alpha polymor⁃
phisms［J］. J Infect Dis，2003，187（1）：2⁃11.

［7］ Li F，Liu XP，Li JA，et al. Correlation of an interleu⁃
kin⁃4 gene polymorphism with susceptibility to severe
enterovirus 71 infection in Chinese children［J］. Arch
Virol，2015，160（4）：1035⁃1042.

［8］ Wang SM，Lei HY，Yu CK，et al. Acute chemokine
response in the blood and cerebrospinal fluid of chil⁃
dren with enterovirus 71⁃associated brainstem encepha⁃
litis［J］. J Infect Dis，2008，198（7）：1002⁃1006.

［9］ Zhang Y，Liu H，Wang L，et al. Comparative study
of the cytokine/chemokine response in children with
differing disease severity in enterovirus 71 ⁃ induced
hand，foot，and mouth disease［J］. Plos One，2013，8
（6）：e67430.

［10］ Ye N，Gong X，Pang LL，et al. Cytokine responses
and correlations thereof with clinical profiles in chil⁃
dren with enterovirus 71 infections［J］. BMC Infect
Dis，2015，15：225.

［11］ Wang W，Li W，Yang X，et al. Interleukin⁃8 is elevat⁃
ed in severe hand，foot，and mouth disease［J］. J In⁃
fect Dev Ctries，2014，8（1）：94⁃100.

［12］ Li JA，Chen ZB，Lv TG，et al. Genetic polymor⁃
phism of CCL2 ⁃ 2518，CXCL10 ⁃ 201，IL8 + 781 and
susceptibility to severity of Enterovirus⁃71 infection in
a Chinese population［J］. Inflamm Res，2014，63（7）：

549⁃556.
［13］ Li J，Lin A，Yu C，et al. Association of Enterovirus

71 encephalitis with the interleukin ⁃ 8 gene region in
Chinese children［J］. Infect Dis（Lond），2015，47
（6）：418⁃422.

［14］ Xu D，Li J，Huang X，et al. Impact of IL⁃8⁃251A/T
gene polymorphism on severity of disease caused by
enterovirus 71 infection［J］. Arch Virol，2015. Epub
ahead of print.

［15］ Wang YM，Li ZX，Tang FB，et al. Association of ge⁃
netic polymorphisms of interleukins with gastric cancer

·· 204



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

and precancerous gastric lesions in a high⁃risk Chinese
population［J］. Tumour Biol，2015. Epub ahead of
print.

［16］ Yin YW，Hu AM，Sun QQ，et al. Association be⁃
tween interleukin ⁃ 8 gene ⁃ 251 T/A polymorphism and
the risk of peptic ulcer disease：a meta ⁃ analysis［J］.
Hum Immunol，2013，74（1）：125⁃130.

［17］ Lu A，Wang L，Zhang X. Haplotype of IL ⁃ 8 ⁃251T
and 781C is associated with the susceptibility to respi⁃
ratory syncytial virus［J］. J Trop Pediatr，2010，56
（4）：242⁃246.

［18］ Peng R，Yue J，Han M，et al. The IL⁃17F sequence
variant is associated with susceptibility to tuberculosis
［J］. Gene，2013，515（1）：229⁃232.

［19］ Ocejo⁃Vinyals JG，de Mateo EP，Hoz MÁ，et al. The
IL⁃17 G⁃152A single nucleotide polymorphism is asso⁃
ciated with pulmonary tuberculosis in northern Spain
［J］. Cytokine，2013，64（1）：58⁃61.

［20］ Wang J，Liu Y，Xie L，et al. Association of IL⁃17A
and IL⁃17F gene polymorphisms with chronic hepatitis
B and hepatitis B virus⁃related liver cirrhosis in a Chi⁃
nese population：A case ⁃ control study［J］. Clin Res
Hepatol Gastroenterol，2015. Epub ahead of print.

［21］ Lv T，Li J，Han Z，et al. Association of interleukin⁃
17F gene polymorphism with enterovirus 71 encephali⁃
tis in patients with hand，foot，and mouth disease［J］.
Inflammation，2013，36（4）：977⁃981.

［22］ Kaabachi W，ben Amor A，Kaabachi S，et al. Inter⁃
leukin⁃17A and ⁃17F genes polymorphisms in lung can⁃
cer［J］. Cytokine，2014，66（1）：23⁃29.

［23］ Cao HZ，Wang HL，Zhao XM，et al. Significance of
change of serum interleukin⁃18 in children with severe
enterovirus 71 infection［J］. Journal of Applied Clini⁃
cal Pediatrics，2012，25：1401⁃1403.

［24］ Wang SM，Ho TS，Lin HC，et al. Reemerging of en⁃
terovirus 71 in Taiwan：the age impact on disease se⁃
verity［J］. Eur J Clin Microbiol Infection Dis，2012，
31（6）：1219⁃1224.

［25］ Han WP，Chen ZB，Han ZL，et al. Association of in⁃
terleukin⁃18 gene promoter polymorphism with the sus⁃
ceptibility to enterovirus 71 infection in children［J］.
Progress in Modern Biomedicine，2013，13（13）：

2445⁃2449.

［26］ Cai Y，Chen Q，Zhou W，et al. Association analysis
of polymorphisms in OAS1 with susceptibility and se⁃
verity of hand，foot and mouth disease［J］. Int J Im⁃
munogenet，2014，41（5）：384⁃392.

［27］ Barkhash AV，Kochneva GV，Chub EV，et al. Asso⁃
ciation between polymorphisms in OAS2 and CD209
genes and predisposition to chronic hepatitis C in Rus⁃
sian population［J］. Microbes Infect，2014，16（5）：

445⁃449.
［28］ 胡聪慧，陈宗波，韩振靓，等 . OAS 基因多态性与

肠道病毒 71 感染易感性关系［J］. 青岛大学医学院

学报，2014，6：484⁃486.
［29］ Chang LY，Chang IS，Chen WJ，et al. HLA⁃A33 is

associated with susceptibility to enterovirus 71 infection
［J］. Pediatrics，2008，122（6）：1271⁃1276.

［30］ 陈晓晴，王慧燕，高艳，等 . HLA⁃G 14bp 基因多态

性及血浆 sHLA⁃G 水平与儿童 EV71 感染的关系研

究［J］. 中华实验和临床病毒学杂志，2012，26（6）：

429⁃431.
［31］ Han ZL，Li JA，Chen ZB. Genetic polymorphism of

CCL2⁃2510 and susceptibility to enterovirus 71 enceph⁃
alitis in a Chinese population［J］. Arch Virol，2014，
159（9）：2503⁃2507.

［32］ Li JA，Chen ZB，Lv TG，et al. Genetic polymor⁃
phism of CCL2 ⁃ 2518，CXCL10 ⁃ 201，IL8 + 781 and
susceptibility to severity of Enterovirus⁃71 infection in
a Chinese population［J］. Inflamm Res，2014，63
（7）：549⁃556.

［33］ Yang J，Chen ZZ，Lv TG，et al. Association of IP⁃10
gene polymorphism with susceptibility to Enterovirus
71 infection［J］. Biomedical Reports，2013，1（3）：

410⁃412.
［34］ Zhang XA，Xu HM，Chen XD，et al. Association of

functional polymorphisms in the MxA gene with sus⁃
ceptibility to enterovirus 71 infection［J］. Hum Genet，
2014，133（2）：187⁃197.

［35］ Pang L，Gong X，Liu N，et al. A polymorphism in
melanoma differentiation ⁃ associated gene 5 may be a
risk factor for enterovirus 71 infection［J］. Clin Micro⁃
biol Infect，2014，20（10）：711⁃717.

［36］ 陈敏 . EV71感染患儿 TLR7基因多态性及抗病毒免

疫研究［D］. 遵义：遵义医学院，2014.

·· 205



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

•综 述•

耐碳青霉烯铜绿假单胞菌耐药性的基因学研究进展

何宇婷 黄彬★

［摘 要］ 碳青霉烯类抗生素是治疗铜绿假单胞菌感染的有效药物，但随着此类抗生素的广泛应

用，铜绿假单胞菌对碳青霉烯类抗生素的耐药率呈上升趋势。本文从药物的主动转运系统、抗菌药物渗

透障碍、产生药物灭活酶及形成生物被膜这 4个方面对耐碳青霉烯铜绿假单胞菌耐药性的基因学研究

进行综述，为临床合理应用抗生素和进行感染防控提供理论依据。

［关键词］ 铜绿假单胞菌；碳青霉烯类抗生素；耐药机制；耐药基因

Genetic research progress of carbapenems⁃resistant Pseudomonas aeruginosa
HE Yuting，HUANG Bin★

（Department of Laboratory Medicine，First Affiliated Hospital of Sun Yat ⁃ sen University，Guangzhou，
Guangdong，China，510080）

［ABSTRACT］ Carbapenems are useful drugs for the treatment of Pseudomonas aeruginosa infection,
but, with the wide use of these antibiotics, carbapenem⁃resistance is increasing in Pseudomonas aeruginosa. This
review summarizes the advances in genetic research into the carbapenem⁃resistance of Pseudomonas aeruginosa
with respect to the active transport system, antibacterial drug permeation barrier, producing drugs to inactivate
enzymes and biofilm formation. The presented study provides a theoretical basis for the clinical rational use of
antibiotics and prevention and control of infection.

［KEY WORDS］ Pseudomonas aeruginosa; Carbapenems; Resistance mechanism; Resistance genes

铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，PA）
是假单胞菌属的代表菌种，广泛分布于自然界、土

壤、水和空气中，在人体皮肤、肠道和呼吸道均存

在。铜绿假单胞菌为条件致病菌，是医院感染的

主要病原菌之一［1⁃2］。近年来，社区感染的多重耐

药铜绿假单胞菌不断增多，也引起了人们的关

注［3］。美国国家医院感染监测系统的报告指出，铜

绿假单胞菌在所有院内感染致病菌中检出率居第

5位，在革兰阴性细菌中检出率居第 2位［4］。近年

来，铜绿假单胞菌对临床多种常用抗生素呈现明

显的多重耐药甚至泛耐药，一旦感染，临床治疗十

分棘手。

碳青霉烯类抗生素是抗菌谱广、抗菌活性强

的非典型 β⁃内酰胺抗生素，主要包括亚胺培南、美

罗培南和比阿培南等。目前，碳青霉烯类抗生素

已成为临床治疗严重感染类疾病的一线药物，特

别是治疗产超广谱 β⁃内酰胺酶（extended⁃spectrum
beta⁃lactamase，ESBL）和头孢菌素酶的多重耐药菌

引起的感染［5⁃6］。临床上，碳青霉烯类抗生素是治

疗铜绿假单胞菌感染的有效药物，但随着此类抗

生素的广泛应用，铜绿假单胞菌对碳青霉烯类抗

生素的耐药率有上升趋势。充分认识耐碳青霉烯

类铜绿假单胞菌的耐药机制，有助于临床研发更

有效的抗感染药物以及采取防止其耐药性产生的

一系列措施。本文从药物的主动转运系统、抗菌

药物渗透障碍、产生药物灭活酶及形成生物被膜
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这 4 个方面对耐碳青霉烯铜绿假单胞菌耐药性的

基因学研究进展综述如下。

1 药物的主动转运系统

主动转运（active drug efflux）又称外排泵系统

（efflux pump system），是造成细菌耐药的重要机制

之一。根据细菌药物主动转运系统的超分子结

构、机制和顺序的同源性等将其分为四类：第一类

为主要易化（major facilitator，MF）家族；第二类为

耐 药 小 节 分 裂（resistance ⁃ nodulation ⁃ division，
RND）家族；第三类为链霉素耐药或葡萄球菌多重

耐药家族，是由四种跨膜螺旋组成的小转运器；第

四类为 ABC（ATP⁃binding cassette，ABC）转运器。

外排泵的作用底物广泛，底物多样，是其对多种抗

生素产生固有或获得性耐药的重要原因［9］，可引起

细菌同时对多种抗生素耐药，在多种临床分离株

中，可能会出现多种外排泵同时高表达的现象［7⁃8］。

目 前 在 铜 绿 假 单 胞 菌 中 已 报 道 MexAB ⁃
OprM、MexGHI ⁃ OprD、MexVW ⁃ OprM、MexPQ ⁃
OprE 和 MexMN ⁃OprM 等 9 种外排泵系统［10］。

MexAB⁃OprM 主动外排系统中的 MexA、MexB 和

OprM 蛋白由 MexO 编码，并且 MexO 基因可受到

mexR、nalC和 nalD的负向调节作用。有学者用琼

脂稀释法测定亚胺培南和美罗培南对 75株铜绿假

单胞菌的最低抑菌浓度［11］，联合外排泵抑制剂

MC207110 进行外排泵表型的筛选，用 PCR 扩增

MexAB⁃OprM 相对高表达的铜绿假单胞菌外排泵

调节基因 mexR、nalC 和 nalD，对扩增产物进行双

向测序，并对结果进行 BLAST 比对分析，发现 75
株铜绿假单胞菌中外排泵表型阳性菌 13 株，其中

10 株菌的 MexAB⁃OprM 相对表达量增高，高表达

MexAB⁃OprM 菌株的调节基因 mexR、nalC及 nalD
均阳性。其中 9 株菌 nalC 均发生第 71 位氨基酸

突变（甘氨酸→谷氨酸）、8株菌同时还有第 209位

氨基酸突变（丝氨酸→精氨酸），仅发现 1株菌 na⁃
lD第 158位氨基酸突变（苏氨酸→异亮氨酸），8株

菌 mexR 发生突变，表明 mexR、nalC 和 nalD 对

MexO 的负向调节作用由于其突变而减弱，Mex⁃
AB OprM 的高表达与其调节基因 mexR、nalC、na⁃
lD的突变相关。Aghazadeh 等［12］在研究耐碳青霉

烯类铜绿假单胞菌MexAB⁃OprM和MexXY⁃OprA
的基因表达中发现，在囊性纤维化患者中，铜绿假

单胞菌mexX和mexA过表达是其耐碳青霉烯类抗

生素的主要原因，并且在烧伤患者中，铜绿假单胞

菌 mexA 基因的过表达也与其耐碳青霉烯类抗生

素有关。Zeng 等［13］对 29 株临床分离的铜绿假单

胞菌进行 RT⁃PCR 分析发现，MexXY⁃OprM 与

MexAB⁃OprM 的过表达与 OprD 基因的缺失在铜

绿假单胞菌耐碳青霉烯类抗生素中发挥了重要作

用。Liu 等［14］在研究医院感染的铜绿假单胞菌时

发现，mexB或者mexY高表达联合OprD基因 L710
的改变与美罗培南的耐药密切相关。Aghazadeh
等［12］发现，在对美罗培南耐药的菌株和对亚胺培

南耐药而美罗培南敏感的菌株中均存在 mexA 和

mexX高表达的现象，导致MexAB⁃OprM过表达而

产生耐药性。因此，铜绿假单胞菌耐碳青霉烯类

抗生素的原因与 mexA 或 mexX 高表达有关，从而

导致相应的外排泵系统如 MexAB⁃OprM 高表达，

对药物的外排作用增强而产生耐药。同时，外排

泵系统调节基因突变可能与铜绿假单胞菌耐碳青

霉烯类抗生素有关。

2 抗菌药物渗透障碍

细菌细胞膜是一种具有高度选择性的渗透性

屏障，控制着细胞内、外的物质交流，大多数膜的

渗透性屏障具有脂质双层结构，允许亲脂性药物

通过。在铜绿假单胞菌的脂双层中镶嵌有通道蛋

白，是一种非特异性的、跨越细胞膜的水溶性扩散

通道，其中，外膜蛋白OprC、OprD2及OprE均具有

孔道活性［15］。OprD 是可以在突变前和突变后被

调节的蛋白质，其可调节性和突变的特性是铜绿

假单胞菌耐药的重要机制［16］。Wolter 等［17］采用

RT⁃PCR 在启动子上游和结构基因下游对铜绿假

单胞菌临床分离株的 oprD基因进行扩增和测序，

并与野生型 PAO1 菌株的 oprD 基因比较后发现，

临床分离株 oprD 基因下调与某些片段的插入

有关。

Ruiz ⁃ Martinez 等［18］在 研 究 临 床 分 离 株

PA110514与 PA116136时，发现一段新的插入序列

ISPa133，并且随着插入序列 ISPa133 在染色体上

位置的变化，其对OprD孔蛋白的表达有不同的影

响。在 PA110514 株，ISPa133 位于翻译起始密码

上游 56 个核苷酸处，这对 OprD 孔蛋白的表达没

有影响，而在 PA116136 株，ISPa133位于 696 个核

苷酸前并且有效地替代了它，这导致OprD孔蛋白

前 232 个氨基酸的移除，从而使 OprD 孔蛋白表达
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下 调 ，导 致 PA116136 对 亚 胺 培 南 产 生 耐 药。

ISPa133的插入为移动性的，它取决于亚胺培南所

带来的选择性压力的程度。

有研究发现，oprD2基因缺失铜绿假单胞菌对

亚胺培南产生低水平耐药［19］，但如果伴有其他耐

药机制时，可对亚胺培南产生高度耐药。Vila
等［20］认为，铜绿假单胞菌对碳青霉烯类抗生素的

耐药一方面是由于 oprD基因的缺失，另一方面是

由于金属酶 B 类或 D 类基因的获得。Arabestani
等［21］报道，铜绿假单胞菌在 oprD基因高表达下也

会出现对亚胺培南和美罗培南耐药，表明耐碳青

霉烯类铜绿假单胞菌可能存在其他耐药机制，如

外排泵高表达和产 AmpC。Castanheira 等［22］研究

欧洲地区与地中海地区铜绿假单胞菌对碳青霉烯

类抗生素的耐药机制，对相关基因进行 PCR 分析

发现，OprD基因的下调或缺失是铜绿假单胞菌耐

药的主要内在机制（占 94.9%），AmpC表达与Mex⁃
AB⁃OprM 功能亢进也是其部分耐药机制，分别占

耐药机制的 44.4%与 20.1%。因此，铜绿假单胞菌

oprD基因中一段新序列的插入或某一片段的缺失

都是其对碳青霉烯类抗生素耐药的重要机制，同时

可能伴有其他耐药机制的共同产生，如金属酶基因

的获得或外排泵调节基因的突变等其他机制，多种

机制的共同作用导致产生高水平的耐药性。

3 产生药物灭活酶

细菌产生水解酶（主要指 β⁃内酰胺酶）引起药

物灭活是一种重要的耐药机制，水解酶包括超广

谱酶 β⁃内酰胺酶、金属酶和 AmpC 酶等。铜绿假

单胞菌耐碳青霉烯类抗生素的药物灭活酶主要是

碳青霉烯酶，主要分布在 β⁃内酰胺酶 A、B、D 类

中。根据其水解机制中作用位点的不同，可将碳

青霉烯酶分为两大类，一类称为金属碳青霉烯酶，

另一类以丝氨酸为酶的作用位点。在世界范围内

不断报道产金属酶（Metallo⁃β⁃Lactamases，MBLs）
的铜绿假单胞菌，尤以近十年来为甚［23］。目前在

铜绿假单胞菌株中主要发现 4 种 MBLs，分别是

IMP、VIM、SPM 和 GIM，其中 VIM⁃2 型占主导地

位［24］。

刘双全等［25］对临床分离的 690 株铜绿假单胞

菌进行回顾性分析，采用 PCR 法检测 8 种 β⁃内酰

胺酶基因的分布情况，结果显示，IMP阳性 25 株，

VIM阳性 17株，IMP和 VIM均阳性 7株，OXA阳性

3株，其它 β⁃内酰胺酶耐药基因（SPM，TEM，PER，
GES，SHV）均阴性，提示铜绿假单胞对碳青霉烯类

抗生素耐药可能主要与 β⁃内酰胺酶基因 IMP 和

VIM 有关。Rizek 等［26］研究铜绿假单胞菌碳青霉

烯酶基因表达，采用 PCR 对临床分离株 IMP、
SPM、VIM、SIM、NDM、KPC 与 GES 进行检测并测

序发现，SPM 阳性率最高（32%），其次是 KPC
（7.8%）和VIM（3.9%），它们都属于 SPM⁃1与VIM⁃2，
并且同一个分离株可同时携带 SPM⁃1、VIM⁃2 和

KPC⁃2 这三种耐药基因。Liu 等［27］通过研究临床

各类标本中耐碳青霉烯铜绿假单胞菌株，发现其

耐药机制主要是由 VIM⁃2 型 MBL 介导，其次是

KPC⁃2型；同时 Liu等［27］应用肠杆菌基因重复序列

PCR 技术，将大肠埃希菌分为 6种基因型，其中在

临床耐药株中 A 型最为流行；在观察的实验株中

出现了耐碳青霉烯基因与质粒介导的喹诺酮类

耐 药 基 因（Plasmid mediated quinolone resistant，
PMQR）acc（6′）⁃Ib⁃cr 和 qnr 共携带的现象，这可

能与细菌的多重耐药有关。在某些耐碳青霉烯类

抗生素的铜绿假单胞菌临床分离株中还可以检测

到新德里金属⁃β⁃内酰胺酶 1（NDM⁃1），但 NDM⁃1
并不是铜绿假单胞菌耐碳青霉烯类抗生素的主要

机制［28］。

MBLs 编码基因位于可移动的质粒或Ⅰ类整

合子上，整合子具有可识别、捕获外源基因并使之

转变为功能性基因的基因重组系统的作用，从而

使被捕获的外源基因通过质粒或转座子在细菌

间、甚至不同种属细菌间水平传播［29］。Ⅰ类整合

子在临床分离的 VIM⁃2 铜绿假单胞菌中约占

40%，有利于 MBLs 基因转移，表明在 MBLs 耐药

基因的水平转移中整合子发挥了一定的作用［30］。

因此，在铜绿假单胞菌耐碳青霉烯类抗生素的机

制中，主要是携带VIM⁃2型金属酶基因，并且可能

出现多种金属酶基因共同表达的情况。在耐药性

的获得过程中，整合子起了一定的作用。

4 形成生物被膜

形成生物被膜是造成细菌对抗菌药物耐药的

重要原因，其通过阻止和抑制白细胞、抗菌药物等

进入生物膜中杀灭细菌从而使得细菌产生耐药

性。在铜绿假单胞菌中，生物被膜的形成与 SagS
和 BrlR 基因的调节作用有关。BrlR 是MerR 家族

中多药物外排泵的激活因子，并且 BrlR基因的高
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表达可以增强铜绿假单胞菌对某些药物的耐药

性，BrlR 基因的失活会降低生物被膜的保护作用

与细菌的运动能力，同时下调 pslA基因的表达，上

调 ndvB基因的表达［31］。Gupta等［32］发现 SagS基因

通过上调 c⁃di⁃GMP 的表达水平，可增强铜绿假单

胞菌生物被膜对药物的抵抗性。Oglesby⁃Sher⁃
rouse 等［33］发现，铜绿假单胞菌周围环境中的离子

浓度可以通过不同的机制影响细菌生物被膜的形

成，高离子浓度可促进生物被膜的形成，从而促使

细菌对不同的药物产生耐药性，不同的离子可以

影响其耐药的类型。Marguerettaz 等［34］在囊性纤

维化患者中发现，高 Zn2+离子浓度可通过独立的

CzcRS 机制刺激铜绿假单胞菌生物被膜形成，包

裹在生物被膜中的铜绿假单胞菌表现出对碳青霉

烯类药物的高度耐药性。同时，他们证实了 Zn离

子敏感的调节通路，其可调节OprD基因的表达和

改变碳青霉烯药物的耐药形式。

群体感应（quorum sensing，QS）是细菌细胞间

信息传递的普遍机制，细菌通过合成、分泌信号分

子（又称自诱导分子）来控制整个细菌群体的行

为，当信号分子浓度随着细菌群体密度达到一定

阈值时，即可启动某些特定基因的表达，以调节细

菌群体适应功能［35］。铜绿假单胞菌具有群体感应

系统的典型特征，主要有 Las群体感应系统，Las系
统由 LasR 和 LasI 基因组成，Las 系统与铜绿假单

胞菌的感染有关，并且可以增加其对某些抗生素

的耐药性，如亚胺培南和环丙沙星等［36］。在铜绿

假单胞菌中，3⁃oxo⁃C12⁃HSL是群体感应中的重要

信号分子，pvdQ基因可通过编码酰基转移酶并将

其水解来影响铜绿假单胞菌的群体感应。此外，

Wang等［37］在研究铜绿假单胞菌的群集效应时，通

过构建 PAO1pMEpvdQ 发现，在群集效应中起重

要作用的 pvdQ 基因通过调节细胞的分化来降低

铜绿假单胞菌生物膜的通透性，使其对多种抗生

素的耐药性增加，包括碳青霉烯类和喹诺酮类等

多种抗生素。

5 小结

耐碳青霉烯铜绿假单胞菌的耐药机制极为复

杂，耐药相关基因繁多，不同的耐药基因通过不同

的机制从调节药物的主动转运系统、抗菌药物渗

透障碍、产生药物灭活酶及形成生物被膜这 4个方

面调控铜绿假单胞菌对碳青霉烯类药物的耐药

性，并且，耐药性的产生往往不是由单一因素造成

的，常常是几种机制协同作用的结果。

对耐碳青霉烯铜绿假单胞菌耐药性进行基

因学研究，首先可以在分子生物学层面上为临床

诊断细菌耐药提供新的方法，并且为抗细菌耐药

提供新的作用靶点；其次，有助于临床研发更有

效的治疗铜绿假单胞菌感染的抗菌药物以及采

取防止其耐药性产生的一系列措施。随着对铜

绿假单胞菌认识的不断深入，新的耐药机制及其

相关的耐药基因可能会被不断发现，耐碳青霉烯

铜绿假单胞菌耐药性的基因学研究有待进一步

探索。
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Th17细胞在儿童肺炎中的研究进展

沈茹 1★ 李艳君 2 林丽佳 3

［摘 要］ 辅助性 T细胞家族新成员 Th17细胞亚群及其主要效应因子 IL⁃17在机体炎症反应机制

中发挥重要功能，研究其在儿童肺炎中的作用及机制，对儿童肺炎的临床防治具有重大潜在意义。本文

对 Th17 细胞在儿童肺炎中的研究进展进行简要综述，以期加深对 Th17 细胞在儿童肺炎所起作用及机

制的了解，为进一步深入研究拓展视野和思路。

［关键词］ Th17细胞；儿童肺炎；IL⁃17

Research progress of Th17 cells in children pneumonia
SHEN Ru1★，LI Yanjun2，LIN Lijia3

（1. Clinical laboratory of Kunming Children s Hospital，Kunming，Yunnan，China，650228；2. The Center of
Prevention and Control Disease in Kunming，Kunming，Yunnan，China，650011；3. Division of science and
education inn Kunming Childrens Hospital，Kunming，Yunnan，China，650228）

［ABSTRACT］ Th17 cells is the new subgroup of the helper T cells, Th17 cells and its main effect factors
IL ⁃ 17 play an important function in the body  s inflammatory response mechanism. Studying its role and
mechanism in pediatric pneumonia provides potential for clinical prevention and treatment. We reviewed the
literatures about the research progress of Th17 cells in pediatric pneumonia, in order to deepen the understanding
of its role and mechanism, to further expand the research vision and ideas.

［KEY WORDS］ Th17 cells; children pneumonia; IL⁃17

儿童肺炎（childhood pneumonia）是儿童幼年

时期尤其是婴幼儿时期常见和多发性呼吸道疾

病，四季均易发生，尤常见于冬春寒冷季节及气候

骤变时。新近研究调查表明，全球范围内每年因

肺炎而导致夭折的儿童多达 200 万，占全球范围

内 5 岁以下儿童死亡比例的 28%~34%，也是造成

国内 5 岁以下幼童死亡的主因，居威胁我国儿童

健康及生命常见四大疾病首位（肺炎，腹泻，贫血，

佝偻病）［1］。近年来，在儿童肺炎病发及抵御机制

的研究中，辅助性 T 细胞 17（T helper cell 17，
Th17）的研究是一新热点。Th17 细胞是一个以产

生白介素 17（interleukin 17，IL⁃17）为特征的新的

辅助性 T细胞亚群［2］。有研究表明，在感染性疾病

中，IL⁃17可以通过促进趋化因子的表达募集中性

粒细胞在感染局部聚集，还可以诱导抗菌肽表达，

在免疫防疫中具有重要作用［3⁃4］。因此，Th17细胞

在儿童肺炎的发生发展过程中起怎样的作用，如

何发挥作用，是否能为儿童肺炎的防治指明一新

方向是广大研究学者关注的焦点所在，相关研究

亦陆续见报。在此，本文对 Th17细胞在儿童肺炎

中的研究进展做一综述。

1 儿童肺炎

儿童肺炎主要由病原体感染或吸入羊水及油
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类和过敏反应等所引起的肺部炎症，由感染引起

的病原谱广泛，主要包括细菌、病毒、及其它非典

型病原体（支原体、衣原体、军团菌等）。主要表现

为发热、咳嗽、呼吸急促、呼吸困难以及肺部啰音

等，且临床症轻重不一，变化较快，易反复，易引起

哮喘、喘息、气管炎、心肌炎、脑膜炎等并发症，严

重危害儿童的健康成长［5⁃7］。儿童肺炎占全球范围

内 5 岁以下儿童死亡比例的 28%～34%每年近

1.55亿 5岁以下儿童患肺炎，发展中国家发病率为

0.28人次/年，发达国家为 0.05人次/年。我国 5 岁

以下儿童每年约有 2 110 万罹患肺炎（平均 0.22
次/人年），占我国儿科住院患儿的 30%～40%，因

其所产生的医疗费用也给患儿家庭和社会带来沉

重的经济负担。因此从细胞、分子、基因水平更深

入地研究其病发机制，促使检测方法发展以提高

早期儿童肺炎的病原检出率，探讨肺炎流行病学

特点、临床表现、病原转变及治疗转归等，以全面

提高临床医生对该病的认知，对儿童肺炎早期明

确诊断、指导合理用药、缩短病程、改善预后、减轻

并发症等方面具有重大意义［1，8⁃9］。

2 辅助性T细胞17（T helper cell 17，Th17）

Th17 细胞在 2005 年作为一个新的 CD4+细胞

亚群被发现确认，由 Th0 细胞在 IL6 和 IL23 的刺

激下分化而成，RORγ 是其重要的转录因子，主要

效应因子是 IL⁃17。IL⁃17 家族包括 6 个成员的配

体（IL⁃17A～IL⁃17F）和 5 个受体（IL⁃17RA～IL⁃
17RD 和 SEF）。IL⁃17 是一种主要由活化的 T 细

胞产生的致炎细胞因子，可以促进 T 细胞的激活

和刺激上皮细胞、内皮细胞、成纤维细胞产生多种

细胞因子如 IL⁃6、IL⁃8、粒细胞⁃巨噬细胞刺激因子

（granulocyte/macrophage colony ⁃ stimulating factor，
GM⁃CSF）和化学增活素及细胞黏附分子 1（cellu⁃
lar adhesion molecule 1，CAM⁃1），从而导致炎症的

产生。IL⁃17 是 T 细胞诱导的炎症反应的早期启

动因子，可以通过促进释放前炎性细胞因子来放

大炎症反应。IL⁃17 与受体结合后，可通过 MAP
激酶途径和核转录因子 κB（nuclearfactor κB，NF⁃
κB）途径发挥其生物学作用，有效地介导中性粒细

胞动员的兴奋过程，从而有效地介导了组织的炎

症反应［1，5，9⁃10］。另外，Th17 细胞亦能够分泌产生

IL⁃6、IL⁃22、GM⁃CSF 以及 ɑ⁃肿瘤坏死因子（tumor
necrosis factor⁃a，TNF⁃ɑ）等［1，10］，这些细胞因子可以

集体动员、募集及活化中性粒细胞，对调节机体免

疫状态，最终实现控制炎症、防治自身免疫性疾病

以及诱导免疫耐受起重要作用［11］。

3 Th17细胞在儿童肺炎中研究进展

在对 Th17 细胞的基础生物学功能、作用机制

网络不断深化的基础上，学者们对其在临床相关

疾病等方面亦进行了探讨研究，并取得了很大进

展。以往对 T细胞在肺炎的发生发展过程所起作

用的研究显示，特别是由肺炎支原体（Mycoplasma
pneumoniae，MP）感染引起的肺炎、哮喘等相关疾

病中，其机制主要表现为 Th1/Th2 功能紊乱和

Th17 /Treg 失衡，主要表现为 Th2 型细胞因子介导

的免疫应答处于相对优势，Th1 型免疫应答受抑

制；Th17 细胞百分比、IL⁃17 水平较正常对照组升

高，Treg 细胞百分比低于正常对照组，引发相关转

录因子RORγt 、IL⁃17、TGF⁃β调控异常［12⁃16］。Th17
细胞在儿童肺炎中的研究相对较少，主要集中在

研究患儿外周血中 Th17 细胞数量以及其主要转

录因子 IL⁃17、IL⁃6、IL⁃22水平的变化，而且在肺炎

支原体肺炎领域的相关研究较多，在儿童肺炎关

系密切的并发症如哮喘、气管炎等亦有研究见报。

3.1 Th17细胞在细菌性儿童肺炎中的研究进展

引起儿童肺炎的细菌主要包括肺炎链球菌

（Streptococcus pneumoniae，SP）、卡他莫拉菌、克雷

伯菌、流感嗜血杆菌、金黄色葡萄球菌［5，12］。尹珊

辉等［17］研究发现克雷伯菌肺炎（Klebsiella pneumo⁃
nia，KP）患儿外周血 Th17 细胞占 CD4 +T 细胞

（8.15±3.46）% ，显著高于健康儿童（5.37±4.12）%
（P＜0.01）。KP组血清 IL⁃17水平（23.13±6.27）pg/
mL 显 著 高 于 健 康 组（12.53 ± 6.64）pg/mL（P＜
0.05），IL⁃21 和 IL⁃22无明显变化，提示 Th17 细胞

及其产生的细胞因子 IL⁃17 在克雷伯菌肺炎免疫

失调过程中起着重要作用。

3.2 Th17 细胞在非典型病原体儿童肺炎中的研

究进展

非典型病原体主要包括支原体、衣原体、军团

菌等，肺炎支原体是最重要病原。Wang［18］等研究

发现儿童肺炎支原体肺炎（Mycoplasmapneumoni⁃
ae pneumonia，MPP）患儿外周血中的 Th17 细胞显

著高于健康儿童的，且感染前期的 Th17细胞数最

高，提示 Th17细胞可能参与清除急性感染肺炎支

原体，过度的 Th17细胞反应可能有助于在持续感
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染期间观察到的免疫病理损伤。朱章华等［19］研究

结果显示处于急性期和恢复期的MPP患儿外周血

Th17/Treg 细 胞 百 分 率 分 别 为（3.48 ± 1.02）% 、

（2.10±0.42）%，均明显高于健康组（1.49±0.28）%；

PBMC 中 RORγt mRNA 的相对表达量分别为

8.72±0.93、5.32±1.24，Foxp3 mRNA 的相对表达量

分别为 0.56±0.04、0.70±0.05，均明显高于健康组；

血浆中 Th17细胞分泌因子 IL⁃17表达水平分别为

（16.97±3.73）pg/mL、（13.93±1.31）pg/mL，明显高于健

康组（9.73±2.65）pg/mL，而Treg细胞分泌因子 IL⁃10
表达水平分别（9.86±0.45）pg/mL、（11.12±1.84）pg/
mL，明显低于健康组（9.73±2.65）pg/mL。提示

Th17/Treg 及其转录因子 RORγt/ Foxp3、细胞因子

IL⁃17/ IL⁃10 参与了MPP的发生及发展过程，MPP
患儿体内存在 Th17 与 Treg 细胞亚群失衡，Th17
细胞占优势，两者具有相互抑制作用，随着病情的

逐渐恢复，达到动态平衡。宋磊等［20］研究表明

MPP 患儿组外周血中 Th17 细胞频率明显高于正

常对照组，Treg 细胞表达频率明显低于于正常对

照组；MPP 患儿组血清 lL⁃6、IL⁃17 水平明显高于

正常对照组。MPP患儿体内存在 Treg与 Thl17细

胞频率明显改变，并伴有炎症性细胞因子水平升

高，提示 Treg与 ThI7细胞的频率异常在MPP患儿

感染的发病机制中起重要作用。张国辉等［21］研究

结果显示，过敏性紫癜（Henoch⁃Schördein purpura，
HSP）合并肺炎支原体（MP）感染患儿较单纯 HSP
及单纯 MP 感染患儿的外周血 Th17 细胞百分比、

IL⁃17 水平更高，而 Treg 细胞百分比更低，提示

HSP 并 MP 感染存在更为严重的 Th17/Treg 失衡，

而更加严重的 Th17/Treg 失衡可能参与了 HSP 并

MP感染前炎症因子级联反应、血管炎性损害等炎

症反应。

3.3 Th17细胞在其它相关疾病中的研究进展

儿童肺炎反复发病，易引起哮喘、喘息、气管

炎、心肌炎、脑膜炎等并发症，而 Th17细胞在这些

方面亦有相关研究见报。许亚茹［22］研究发现，哮

喘组患儿外周血 Th17（1.64±1.01）pg/mL水平明显

高于正常组（0.95±0.45）pg/mL，此外哮喘组 Th2、
外周血 CD4+CD25+Foxp3+Treg、CD19+、CD4+/CD8+、

单核细胞百分比、嗜酸性粒细胞百分比均较正常

组偏高，而 Th1/Th2、CD3+、CD4+、CD8+、CD16+56+

则较正常组偏低，提示哮喘患儿存在着免疫失衡

现象。陈杰华［23］相关研究从基因水平提示 IL⁃17

与 哮 喘 发 病 有 关 。 IL ⁃ 17 G ⁃ 152A 多 态 性

（rs2275913）是中国西南地区儿童变应性哮喘发病

的危险因素，AA 基因型与哮喘患儿血清总 IgE 升

高以及肺功能 FVC、FEV1 异常有关；在毛细支气

管炎患儿中发现该位点不同基因型间临床表现存

在差异，可能与哮喘发生有关。毛静芳［24］研究 28
例呼吸道合胞病毒感染阳性的毛细支气管炎患儿

发现其外周血 CD4+、CD25⁃、Treg 细胞、IL⁃10、TGF⁃β
水平低于肺炎患儿及健康儿童，而 Th17、IL⁃17 水

平高于肺炎患儿及正常患儿，提示毛细支气管炎

的发病可能与 CD4+、CD25⁃、Treg、Th17 细胞在人

体内平衡的破坏有关。

4 结束语

Th17 细胞作为一种新的 T 细胞亚型的发现，

使我们对 CD4+T 细胞的分化、成熟有了新的认识，

并对以往免疫调节的理论作了更新和补充［10］。其

在儿童肺炎这一领域的研究，现今多集中对儿童

肺炎患儿外周血中 Th17 细胞及其分泌因子变化

现象的展示以及对其基础信号通路的检测验证，

而其研究成果多处于为临床检测诊断提供方法数

据参考阶段，还未能很好地在临床普及或产业化，

因此其具体作用机制有待进一步深入探讨，推进

临床应用及成果转化。以期丰富其基础研究，进

一步提高临床医生对该病的认知，并以此为指导

探索新的诊治方法，对儿童肺炎的临床防治具有

重大潜在意义。
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循环游离 DNA（circulating cell free DNA，cfD⁃
NA）是指循环血中游离于细胞之外的DNA。由于

近年来 DNA 提取、检测、测序等分子生物学技术

的飞速发展，使得 cfDNA的研究取得了长足进步，

与疾病之间的关系逐渐被揭示出来。cfDNA做为

生物标志物，在疾病筛查、诊断、治疗监控、预后、

疾病复发等方面表现出令人振奋的应用潜力。特

别是对突变及甲基化循环肿瘤DNA（circulating tu⁃
mor DNA，ctDNA）的研究，在肿瘤的防控中开始显

现重要作用［1］。

cfDNA检测的可靠性是其后续应用的基本保

障，关系到其做为生物标志物的应用前景，然而目

前 cfDNA 的检测仍然存在诸多问题，从采用血清

还是血浆标本的争议，到标本采集流程、检测方

法、结果判读、正常值等均缺乏统一标准，各实验

室之间的结果没有可比性。对 cfDNA检测的规范

和标准化，是 cfDNA 走向实际应用的必然选择。

cfDNA，其英文名称也并不统一，有 cell⁃free DNA
（cfDNA）、Circulating DNA、Circulating Cell Free
DNA（CCFDNA）、Free circulating DNA（fcDNA）、

cell⁃free circulating DNA等。目前 cfDNA检测的常

用方法有实时荧光定量 PCR（qPCR）法、荧光染料

法、bDNA 技术等。下面本文对 cfDNA 的来源组

成、定量检测（标本选择、DNA 提取和多种检测方

法）及存在的问题进行了归纳探讨，希望能对提高

cfDNA的定量检测的可靠性提供有益帮助。

循环游离DNA的定量检测及面临的问题

李铁军★ 张孝卫

［摘 要］ 循环游离 DNA（circulating cell free DNA，cfDNA）与人类疾病之间存在着密切联系。

近年来，cfDNA做为一种无创检测生物标志物，展现出临床应用前景。人们针对其含量较低的特点，进

行了大量研究，开发出了各种较为可靠的定量检测方法。但目前 cfDNA的定量检测仍然面临问题及争

议，缺乏规范和标准化的流程。本文对 cfDNA 的来源组成、定量检测及存在的问题进行了归纳整理及

分析，希望能对提高 cfDNA的定量检测的可靠性提供有益的参考。
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Quantification of circulating cell free DNA and the existing problems
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［ABSTRACT］ Circulating cell free DNA (cfDNA) are closely related to human disease. In recent years,
as a noninvasive biomarkers,cfDNA showed great prospect for clinical application. Because of its extremely
low content, a large number of studies have been done to develop various methods for quantitative detection. At
the moment cfDNA quantitative detection still faces problems such as the lack of specification and
standardization in detection processes. In this paper, we reviewed the source of cfDNA, quantitative methods
and existing problems of detection, and hope to give a beneficial reference for improving the reliability of the
quantitative detection.
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1 cfDNA的来源、组成大小及代谢

一般认为，细胞凋亡是血清或血浆 cfDNA 的

主要来源。其他来源有坏死肿瘤细胞的溶解、白

细胞的分解、新合成核酸的自主释放、细菌病毒

等病原体的分解等［1］。cfDNA 在血液与蛋白质或

膜结合颗粒形成天然复合物，能抵抗核酸酶的

降解。

cfDNA 凝胶电泳分析显示，主要条带在 180
bp 左右，其次分布在 360 bp 附近。与缠绕在单核

小体和双核小体的 DNA 长度相符。提示我们

cfDNA 源于细胞凋亡［2- 4］，细胞坏死释放出的

DNA 由于被不完全和非特异性消化，其片段大小

约 10 000 bp［5］。小鼠肝细胞凋亡时，血浆 cfDNA
增加的现象也支持了凋亡为 cfDNA的来源这一说

法［6］。

近年来，不同实验室利用 DNA 测序技术，对

血浆 cfDNA 大小进行了更精确的分析，分辨率达

1 个碱基。测序研究显示［7-8］：cfDNA 大小主要分

布在 166 bp。测序分析与电泳结果基本保持了一

致。cfDNA的大小是我们利用 PCR技术检测时需

要考虑的因素。

研究表明，癌症患者与健康个体相比有较高

的 cfDNA 水平。这些升高的 cfDNA 主要来自癌

细胞［9⁃11］。正常健康人群的 cfDNA水平较低，但在

某些病理情况下会显著升高。比如恶性肿瘤、手

术和创伤、中风、心衰、自身免疫性疾病、胰腺炎、

重症监护相关状况、运动员大量训练后等［12］。

cfDNA 不仅来自于人类细胞，还含有人类微

生物组的 DNA。有研究证实细菌 16S rRNA 基因

存 在 于 患 者 与 健 康 对 照 的 人 群 的 血 液 循 环

中［13-14］。虽然细菌或病毒DNA属于外源性DNA，

但在研究 cfDNA的总浓度、组成、与疾病的关系等

方面，必须考虑到这一因素。

值得注意的是，cfDNA 的浓度及组成始终是

一个动态过程。cfDNA 是蛋白质结合 DNA，其半

衰期较短，文献报道的半衰期从几分钟到 2 h 不

等［1，15，19］。在大鼠模型中，cfDNA 的清除主要在肝

脏和肾脏，肝脏是主要的摄取部位［16］。肝脏摄取

单链 DNA 比双链 DNA 快。肾脏清除并不是 cfD⁃
NA 的主要清除机制［17］，慢性肾病、透析患者的

cfDNA水平并没变化。但循环突变KRAS DNA可

通过肾脏排出，并在尿液中检测出［18］。

2 cfDNA的定量检测

cfDNA的检测大致可分为 cfDNA总浓度的检

测和其中一部分 DNA 的检测，比如 ctDNA 的检

测。特别是对突变或甲基化 ctDNA 的检测，将极

大地提高游离 DNA 作为疾病生物标志物的特异

性和敏感性，增加游离DNA检测的应用前景。

2.1 标本选择

血浆或血清均可做为 cfDNA提取及检测的样

本，但两者的 cfDNA浓度存在差异，选择哪一个并

没有统一标准。一般认为，由于凝血过程中白细

胞溶解，释放 DNA 入血，因此血清 cfDNA 总浓度

高于血浆。从避免白细胞基因组 DNA 混入待测

标本的角度考虑，采用血浆标本似乎是更加合理

的选择。选择血浆为标本的研究也相对较多。

血液存放时间会对 cfDNA浓度产生影响。有

研究显示，血浆 cfDNA 在 8 h 内没有变化，但血清

cfDNA 浓度在 4 h 时增加，并随时间延长持续增

加［4］。因此血浆分离前血液在 4°C 的最大存放时

间是 8 h，而血清应立刻分离以避免基因组 DNA
的污染。还有研究认为［20］，肿瘤患者血浆 cfDNA
的浓度经历了一个由高到低，再由低到高的过

程。2 h 时血浆中 cfDNA 的浓度较高，放置 6 h 时

游离DNA的浓度明显下降，30 h时又有所增加。

EDTA 抗凝全血在加入细胞膜稳定剂的情况

下，室温放置 0、3、6 d 后离心取血浆，cfDNA 浓度

未见明显变化。在未加细胞稳定剂时，3、6 d 的

cfDNA 水平显著增高。但加入的外源标准 DNA
对照（standard external DNA control，EDC）在加与

不加细胞膜稳定剂时未见明显变化，说明 cfDNA
浓度变化与提取方法无关，而与细胞稳定剂相

关。细胞膜稳定剂的加入可以有效抑制血细胞溶

解，释放DNA入血［21］。

可以看出，血液存放的时间长短确实对 cfDNA
水平产生影响。因此，在条件允许的情况下，采血

后最好立刻分离血浆或血清，避免外源 DNA的混

入及浓度波动，最大程度地反映 cfDNA的原貌。

另外，采血部位对 cfDNA 浓度也可能造成影

响。采用直接 qPCR 法测定血浆 cfDNA 的浓度时

发现，肘前静脉的血浆 cfDNA的浓度（17.6 ng/mL）
显著高于指尖毛细血管 cfDNA浓度（8.7 ng/mL）［22］。

可见，采血部位也是 cfDNA 检测标准化需要考虑

的因素之一。
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2.2 cfDNA提取

目前，血浆或血清 cfDNA 的提取基本全部采

用商业化试剂盒。由于 cfDNA 浓度极低，提取困

难，不同方法提取效率差异明显。比较常用的试

剂盒为微柱吸附式的QIAamp® DNA blood mini kit
（DBM），其次是磁珠式DNA纯化试剂盒。但这些

试剂盒主要用于从血细胞提取高度完整性的基因

组DNA，而不是用于高度碎片化的 cfDNA，因此可

能导致提取效率较低。Devonshire AS等［23］将 3种

cfDNA 专用提取试剂盒与 DBM 试剂盒进行了详

细研究比较，认为 QIAamp® circulating nucleic acid
（CNA）kit试剂盒在提取率和提取小片段方面均优

于 DBM 试剂盒。Repiská G 等［24］的研究也得出了

相似结论，认为 CNA 或 DSP Virus Kit（DSP）可以

取代普遍使用的DBM试剂盒。还有研究表明，磁

珠法提取效率高于 DBM 法，对质粒 DNA 的提取

效率也仅为 69.2%，其余几种方法提取率均未超过

50%［25］。随着 cfDNA 研究的不断深入，cfDNA 的

提取技术也在不断提高，提取率、DNA片段大小的

覆盖范围、提取试剂对后续浓度测定的影响都是

需要改进提高的方面。

2.3 cfDNA定量方法

2.3.1 qPCR
qPCR 是目前 cfDNA 定量的主流方法。通过

检测 DNA 中看家基因或稳定出现的某些非编码

重复序列，达到 cfDNA 定量的目的。常用的靶序

列有：b ⁃ actin、b ⁃ globin、GAPDH、TERT、RPPH1、
ERV3、MSTN、ALU、L1PA2等。

目前，采用 qPCR 定量仍然存在不少问题：首

先，定量时，测量的数据是 cfDNA总浓度还是靶基

因的浓度，很多文献在这一点上表述不清，极易造

成误导。我们知道，qPCR实际测量的是靶基因的

Ct 值，然后再用标准曲线计算 cfDNA 的量。一般

以 ng/mL 或拷贝数表示。那么，参考基因的量能

不能代表 cfDNA的总量呢？这要看制作标准曲线

时采用的标准品是什么，通常有两种不同做法：

①采用提纯的靶基因或重组质粒，这样计算出来

的实际上就是靶基因的量，而不是 cfDNA 总量。

只是以靶基因的量来“代表”cfDNA的量。②采用

人基因组 DNA 为标准品。这样看似计算出的是

cfDNA总量，但这是以“看家基因在基因组中的含

量稳定且分布均匀”这一论断为前提的。而 cfD⁃
NA中是否含有相同比例的看家基因，答案并不明

确。虽然两种方法在表述上都是测的 cfDNA 的

量，显然，采用不同标准品测出的数据是没有可比

性的。理论上，以人类基因组 DNA为标准品测得

的数值应远高于纯靶基因质粒为标准品的数值。

也就是说，测量看家基因只能“大致反映”cfDNA
的水平。基于上述原因，采用单一靶基因检测

cfDNA，虽说可以进行同一研究的横向比较，但在

cfDNA绝对定量的准确性和标准化上仍需探讨。

不同参考基因测定同一标本的 cfDNA 浓度，

是否可以得出一致结果呢？Devonshire AS等［23］比

较了 7 个不同参考基因的 qPCR 定量并用数字

PCR（digital PCR，dPCR）进行验证，一些参考基因

（比如 TERT）测得的 cfDNA 的量平均高于其他内

参基因（比如 ERV3）2倍以上。研究认为使用多内

参基因的分析及取平均值可对 cfDNA总量给出更

加可靠的估计。此外，在 cfDNA定量时，在待测血

浆中加入所谓外源性标准 DNA 对照（EDC），可评

估提取效率、提取产物的线性度、共纯化抑制物的

存在以及 cfDNA片段大小对定量的影响［21］。

qPCR定量 cfDNA时的另一个问题是，定量前

是否需要血浆或血清DNA的提取。多数 qPCR的

定量研究均为先提取 cfDNA，后 qPCR定量。毫无

疑问，这样会造成 cfDNA的损失。损失的DNA量

可能比提取量还要大。Umetani 等［26］尝试不需DNA
纯化直接定量 cfDNA：进行 qPCR之前，血浆或血清

用备好的缓冲液和蛋白酶K处理，以去掉蛋白质，通

过扩增两种长度的ALU序列对 cfDNA定量。Sarah
Breitbach等［22，27］在反应混合物中加入一种用于困难

模板扩增的特殊聚合酶（velocity polymerase），该酶

每 10 s可延伸 1 kb碱基，血浆 1∶40稀释后，不需其

他处理，直接加入反应体系进行 qPCR 测定血浆

cfDNA浓度。结果显示，未经提纯的血浆中 cfDNA
的浓度是 DBM试剂盒洗脱液（eluate）中 cfDNA的

2.79 倍，在弃掉的流出液（flow⁃throug）中，发现了

cfDNA总量的 36.7%。可见，直接 qPCR法操作更加

简便，避免了 cfDNA的损失，但其可靠性仍需更多

的相似研究和对比研究加以验证。

2.3.2 荧光染料法

采用 PicoGreen［14，28］、SYBR Green I 等荧光染

料法检测血浆 cfDNA，取得了不错的效果。该法

灵敏度高（可达 pg水平），线性范围宽。常用的 Pi⁃
coGreen 是一种新型荧光染料，广泛用于基因组

DNA、病毒 DNA、PCR 扩增产物等微量双链 DNA
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（dsDNA）的检测。可将血浆稀释后直接与 Pico⁃
Green 染料 1∶1 混合，在荧光酶标仪、荧光计等设

备检测荧光即可。2010 年版中国药典三部提出，

荧光染料法检测的线性范围为 1.25~80 ng/mL［29］。

有商业化试剂盒称可检测低至 25 pg/mL 的 dsDNA。

由于荧光染料法灵敏度高、操作简便，有学者认

为［30］，此法为检测 cfDNA的最佳方法。

2.3.3 bDNA技术

近年来，bDNA信号放大的定量检测技术被用

于 cfDNA 的定量检测。bDNA技术是一种建立在

DNA杂交基础上的检测技术，类似于 Southern blot
或 ELISA 法，针对选定的靶序列，比如 ALU序列，

设计专门的捕获辅助探针（capture extender，CE），

CE两端分别与靶序列和捕获探针结合，靶序列再

与一系列标记辅助探针（1abeled extender，LE）、信

号放大探针、酶标记探针等相连，最后检测酶与底

物的反应强弱［31］。该法的最低检出限可达 0.86
ng/mL［32］。bDNA 技术不需 DNA 提取步骤，具有

灵敏度、特异性较高、操作简便的优点，但该法目

前在国内应用不多。

bDNA 技术与 qPCR 技术在检测 cfDNA 上有

相似点，都是对某一靶序列的量进行检测，来定量

cfDNA 总量。可能也会存在 qPCR 上出现的类似

问题，比如单靶基因、不同靶基因带来的定量差

异，标准品的选择等。而且不同靶序列，需要设计

专门的捕获辅助探针。bDNA 技术与 qPCR 法的

比较研究显示［33］，两法的血清游离 DNA 水平呈正

相关，但 bDNA 技术测得的 cfDNA 浓度中位数

（252.2 ng/mL）是 qPCR 法（65.5 ng/mL）的近 4 倍。

qPCR 法中 cfDNA 的提取损失应该是其浓度低于

bDNA法的主要原因之一。

2.4 甲基化 cfDNA的定量方法

cfDNA 中的甲基化 DNA 的检测主要是指甲

基化 ctDNA的检测。由于 ctDNA具有含量极低这

一不利于检测的特性，因此，甲基化 ctDNA的检测

基本上是基于 PCR 技术和测序技术上的检测。

PCR主要用于 cfDNA中某特定基因或序列的甲基

化检测，而测序可对整个 cfDNA 的甲基化状况进

行检测。

甲基化 ctDNA的定性检测可通过甲基化特异

性 PCR（methylightion specific PCR，MSP）来 实

现。之后，Eads等［34］将MSP与 qPCR技术相结合，

实现了甲基化DNA的定量检测，即经典的Methy⁃

light 法，或称 qMSP 法。这种定量是一种相对定

量，通过计算 PMR（percentage of methylated refer⁃
ence）值对目的基因甲基化水平进行量化。但问题

来了，PMR 的计算方式并不统一。其一：PMR=
2-［（Ct 样本靶基因 ⁃Ct 样本内参）⁃（Ct 阳性对照靶基因 ⁃Ct 阳性对照内参）］× 100%。

该公式实际是 2⁃ΔΔCT的一种百分化形式，是以全甲基

化阳性对照为 100%计算出的甲基化百分数，PMR
值应在 0~100%之间，代表甲基化基因占全部靶基

因的百分比。阳性对照甲基化不完全，样品与对照

拷贝数的差异可能会导致 PMR 值>100%。其二：

PMR=2-（Ct样本靶基因⁃Ct样本内参）×100%。这种是以内参基因

的量为对照标准计算出的甲基化靶基因的相对

量。PMR值上限不固定，取决于基因组中靶基因与

参考基因之间的相对量。第一种 PMR计算方法更

易于理解和相互比较。不管哪种计算方式，必须考

虑靶基因和内参基因扩增效率是否一致的问题。

Methylight 法与最近发展起来的数字 PCR
（dPCR）相结合，产生了数字Methyligh或称为Me⁃
thyligh dPCR。Methyligh dPCR 比 qPCR 具有更高

的敏感性［35］。dPCR 可直接对拷贝数进行绝对定

量而不需制作标准曲线。dPCR 由于单链模板进

入分区并被扩增，可能产生拷贝数被高估的情况。

另一类定量方法是基于甲基化依赖限制性内

切酶（MDRE）或甲基化敏感的限制性内切酶（meth⁃
ylation sensitive restriction endonuclease，MSRE）的

PCR分析。MSRE 或MDRE消化含数个 CpG位点

的靶序列，通过 qPCR 扩增，计算甲基化的相对

量。MSRE 或MDRE法的局限性在于靶序列中必

须含有相应的含 CpG 的酶切位点，且酶切消化能

否达到 100%，也是影响结果的重要因素。

重亚硫酸盐转化的DNA，还可通过测序评估全

cfDNA的甲基化状态［5］。测序技术的发展，提供了

更大的基因组覆盖和测序深度。测序可通过单分子

定量，大范围高通量的识别所有甲基化胞嘧啶。

Redshaw等［36］使用系列梯度的甲基化DNA标

准 样 本 ，对 Methylight、Methyligh dPCR、MSRE/
MDRE⁃qPCR 和⁃dPCR 以及测序法进行了对比评

估。Methylight qPCR表现出最好线性。测序分析

精密度较高，但准确性不如 qPCR和 dPCR，高估了

甲基化含量。当甲基化< 25%时，qPCR 和 dPCR
法的精密度降低。

测序并未如我们期待的那样，成为精密度和

准确性最高的方法。测序要想成为甲基化定量的
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金标准，技术上仍有改进的空间。而且测序设备

昂贵，临床普及应用尚有难度。

3 展望

cfDNA做为新兴的生物标志物，由于各种内、

外因素的影响，其组成及浓度变化较大，且含量较

低，不易检测。根据检测目的和靶标的不同，每种

检测方法各有其优势和局限性。当今主流的检测

方法，基本是基于 PCR技术的各种扩展延伸，荧光

染料法等方法由于自身的优势，也逐渐得到认

可。尽管存在缺乏检测流程的规范和标准化等诸

多问题，但这只是前进道路中必然遇到的问题，相

信通过更多的、更大样本量的研究以及检测技术

的改良进步，这些问题都将逐步得到解决。
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2014 年 7 月 30 日，国家食品药品监督管理总

局印发关于实施《体外诊断试剂注册管理办法》

（以下简称《办法》）有关事项的通知，并于 2014年

10月 1日正式实施。

据达安基因法规事务中心平台统计，自《办

法》实施至 2015 年 12 月 1 日，经平台办理的申请

共 24 项三类体外诊断试剂延续注册，6 项三类体

外诊断试剂许可事项注册变更，12 项三类体外诊

断试剂登记事项注册变更。目前，申请延续注册

已取证的有 6 项，进入制证状态的有 1 项，许可事

项变更取得变更批件的有 1 项，登记事项变更取

得批件的有 12项。

现根据达安基因法规事务中心平台体外诊断

试剂注册变更与延续注册的申报情况，进行如下

法规解读及经验分享。

1 注册变更

1.1 条款解读

《办法》中第七章第五十八条规定，已注册的

第二类、第三类体外诊断试剂，医疗器械注册证及

其附件载明的内容发生变化，注册人应当向原注

册部门申请注册变更，并按照相关要求提交申报

资料。

该条款中“医疗器械注册证及其附件载明的

内容”是指医疗器械注册证上含有的内容，比如注

册人名称、住所、生产地址、产品名称、包装规格等

信息；附件包括产品说明书、产品技术要求等。

“相关要求”则是指国家总局发布的《医疗器

械监督管理条例》、《关于公布体外诊断试剂注册

申报资料要求和批准证明文件格式的公告》（2014
年第 44号）、《关于印发境内第三类医疗器械和进

口医疗器械注册审批操作规范的通知》（食药监械

管［2014］208 号）及《关于印发境内第二类医疗器

械注册审批操作规范的通知》（食药监械管［2014］
209号）。

1.2 注册变更分类

体外诊断试剂注册变更事项可分为登记事项

变更和许可事项变更。

1.2.1 登记事项变更

医疗器械注册证中的注册人名称和住所、代

理人名称和住所变更属登记事项变更，可直接

向原注册部门申请变更；而境内体外诊断试剂

生产地址变更的，企业需要先进行生产许可证

生产地址变更后方可向原注册部门申请登记事

项变更。

企业向原注册部门递交登记事项变更的资料

如齐全、符合形式审查要求，10个工作日即可取得

《医疗器械注册变更文件》。

1.2.2 许可事项变更

许可事项变更包含产品名称、包装规格、主

要组成成分、预期用途、产品技术要求、产品说明

书、产品有效期、适用机型、检测条件等变更，在

《办法》第四十七条和第五十八条中均有作详细

规定。

新法规下的体外诊断试剂注册变更与延续注册实践
分享

刁春芳 高旭年★
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值得强调的是产品基本反应原理发生改变、

产品阳性判断值或者参考区间改变，并具有新

的临床意义或其他影响产品性能的重大改变，

不属于注册变更的内容，企业须按照注册申请

办理。

许可事项变更通常要求对企业产品的变化进

行性能有效性再评价，因此涉及变更更复杂的验

证过程（比如补充临床试验）。并且许可事项变更

的审评审批时间也较长（第二类产品通常为 98 个

工作日，第三类产品通常为 128 个工作日）。因此

许可事项变更很少能在 6个月内完成。

1.3 常见问题简析

在实际的变更操作中，某些企业会遭遇拟申

请的变更事项不在《办法》规定范围内的情况，此

时应直接咨询国家总局受理中心。

如果是简单的产品外包装盒、内包材的颜色

等发生变化，企业可按照其自身质量管理体系的

要求做好相关工作，并保证其质量管理体系的持

续有效运行即可。

2 延续注册

2.1 条款解读

《办法》中第八章第六十四条规定，医疗器械

注册证有效期届满需要延续注册的，注册人应当

在医疗器械注册证有效期届满 6 个月前，向食品

药品监督管理部门申请延续注册，并按照相关要

求提交申报资料。

除有《办法》第六十五条规定情形外，接到延

续注册申请的食品药品监督管理部门应当在医疗

器械注册证有效期届满前作出准予延续的决定。

逾期未作决定的，视为准予延续。

这要求企业必须在“医疗器械注册证有效期

届满 6个月前”提交延续注册申请，如逾期递交国

家总局受理中心将不予以受理，企业如要保留医

疗器械注册证书只能按首次注册进行申请。在

《办法》刚实施时，很多企业误认为“逾期未作决定

的，视为准予延续”是指逾期没有取得注册证，仍

可以继续销售。但在食药监械管［2014］208 号文

和食药监械管［2014］209 号文的其他要求中对延

续注册有作相关要求，国家食品药品监督管理总

局发出补正资料通知和召开专家会议通知等行

为，不属于未作决定的情形。

2.2 体外诊断试剂延续注册进程

境内二、三类体外诊断试剂延续注册与许可

事项变更的审评审批时间一样，在不发补的情况

下，第二类产品需 4个月方可取得批件，第三类产

品需 6个月方可完成。

依据相关规定，未获得注册证书的医疗器械

不得销售、使用。为不影响企业产品的销售，在产

品效期前顺利取得延续注册证书，建议提前至有

效期满 12个月启动延续注册申请。

3 当延续注册遇到注册变更

3.1 法规解读

2014 年 8 月 1 日，国家总局发布食品药品监

管总局关于实施《医疗器械注册管理办法》和

《体外诊断试剂注册管理办法》有关事项的通

知。其中第五条第二点规定，自 2015 年 4 月 1 日

起，延续注册和注册变更应当分别提出申请，注

册变更应当按照《办法》相应要求提交相关

资料。

从通知可知，2015 年 4 月 1 日后同一产品的

延续注册与变更申请如须同时申请，应分别按要

求准备 2 套资料递交，延续注册按原批准内容递

交申请，事项变更按变更后的内容递交申请。两

者并不冲突，经审评符合延续注册的产品，企业将

获发新的《医疗器械注册证书》。经审评准予变更

的，获发变更批件。

3.2 常见问题简析

有企业问“行业标准《核酸扩增检测用试剂

（盒）》才刚采用，临床试验正在准备，没有 3 个月

完成不了，眼看医疗器械证书有效期就要届满 6
个月，怎么办？”，针对这种情况，可以先提交延续

注册申请，在延续注册申请表的“其他需要说明的

问题”一栏中说明企业实际情况。

又有企业问到“公司某个试剂已经提交注册

变更，但还没取得变更批件，眼看证书有效期就

要届满 6 个月，延续注册该怎么准备资料？”，这

类情况，可以按照原注册证批准的内容递交

申请。

还有企业问“产品增加适用机型，需要做个变

更，但延续注册申请刚交上去呢，可以吗 ？”，可

以，延续注册与注册变更不冲突，延续注册仍在审

评的过程中，也可以递交许可事项变更。

·· 221



分子诊断与治疗杂志 2017年 5月 第 9卷 第 3期 J Mol Diagn Ther, May 2017, Vol. 9 No. 3

4 申请资料的准备

企业在准备各项申请时，内容上应按照《关于

公布体外诊断试剂注册申报资料要求和批准证明

文件格式的公告》（2014 年第 44 号）的要求来准

备；申报形式上应根据《关于印发境内第三类医疗

器械和进口医疗器械注册审批操作规范的通知》

（食药监械管［2014］208号）或《关于印发境内第二

类医疗器械注册审批操作规范的通知》（食药监械

管［2014］209号）来进行。

只有根据 44号、208号或 209号的规定来准备

资料，才能保障各项申请从受理到审评顺利进行，

并及时取得批件。

5 小结

综上所述，企业应关注、了解体外诊断试剂注

册法规，做到懂法、遵法；经常关注强制性标准的实

施时间，提前了解企业产品是否满足强制性标准的

要求，提前了解企业产品适用机型、产品效期、性能

指标等变更需求，进而合理规划延续注册和注册变

更的实施时间及资料准备。这样延续注册与注册

变更也就能顺利进行，两者的关系也就不复杂了。
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科学、生殖医学、儿科学和神经病学均进入国家临床重点专科建设项目。中心拥有科研人员 55人，

其中硕士生导师 2人，高级职称人员 4名，博士 23名。中心功能齐全，设有国际标准的细胞遗传学、

分子遗传学、免疫治疗、基因治疗 4个研究室及染色体全自动收获与分析、Sanger测序、高通量测序、

染色体微阵列分析、基因编辑 5个技术平台。实验室总面积 2 000平方米，配备国际一流高通量测序仪

5台，ABI 3130测序仪 2台、染色体微阵列杂交系统，以色列ASI染色体自动分析系统 5套、德国Lei⁃
ca GSL120自动细胞遗传学平台 2套、美国HANABI⁃PIII中期染色体自动收获系统 2套等，设备总价值

达5 000万元。

中心以当今医学研究前沿——人类遗传病精准诊疗为研究核心，研究人类遗传病病因及发病机

制，确定新的分子诊断及治疗靶点，建立先进的精准诊断方法，以基因修饰为基础研发新型人类疾病

治疗技术。近 5年来中心获各类科研基金资助近 20项，总经费 800万元，其中国家自然科学基金项目

6项。中心先后获得河南省医学科学进步一等奖、河南省科技进步二等奖、郑州市科技进步三等奖共 6
项奖项。近 5 年以来共发表学术论文 60 余

篇，其中中华系列文章 48篇，SCI期刊论文

13篇。近 3年共培养 12名硕士毕业生，在读

全日制硕士生9名，进修医师22人。

学术带头人孔祥东是郑州大学第一附属

医院遗传与产前诊断中心科主任，同时担任

河南省遗传疾病基因修饰工程技术研究中心

主任及河南省遗传病基因治疗医学重点实验

室主任。现为《中华医学遗传学杂志》编

委，中国医师协会医学遗传医师分会委员，

中国优生科学协会常务理事，中国优生科学

协会医学遗传学分会副主任委员，海峡两岸

医药卫生交流协会遗传与生殖专业委员会委

员，中国医师协会住院医师规范化培训医学

遗传科评估专家组成员，河南省遗传学会常

务理事，河南省医学会医学遗传学分会副主

委，河南省医学会围产医学分会常委，河南

省产前诊断技术服务机构评审专家组成员。

自 1997年以来，孔祥东主任一直从事各类遗

传病及胎儿异常的诊疗工作，主要研究方向

为人类遗传病的分子诊断及基因治疗。
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A. SSC 和 CD45 以淋巴细胞群设门；B. 右上象限表示为淋巴细胞中 CD3+CD4+细胞的比例；C. CD25+的同型对照；D. 右上象限表示为

CD3+细胞中 CD4+CD25+细胞的比例

图（P189） AD患者外周血CD3+CD4+CD25+Treg的流式结果

Figure（P189） The results of flow cytometry about CD3+CD4+CD25+Treg in peripheral blood of AD patients




