
右江民族医学院学报
JOURNALOFYOUJIANG
MEDICALUNIVERSITY
FORNATIONALITIES

(1979年创刊)
双月刊

2025年第47卷第2期

(总第231期)

2025年4月30日出版

 主管单位 右江民族医学院

 主办单位 右江民族医学院

   主编 黄龙坚

 执行主编 黄俊杰

   编辑 右江民族医学院

学报编辑部

   出版 右江民族医学院

学报编辑部

广西百色市城乡

路98号

邮编:533000
电话:0776-2843414

E-mail:yyxb1979@126.com

http://xb.ymun.edu.cn/

   印刷 南宁市彩印厂

 国内发行 广西壮族自治区邮

政书报刊发行局

   订购 全国各地邮政局

代码48-310
 中国标准连续出版物号:

   ISSN1001-5817CN45-1085/R
   定价 10.00元

右江民族医学院学报

 第47卷      第2期    2025年4月

目 次

●论著与临床报道●

木鳖子丝石竹皂苷元-3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯体外抗肝纤维化研究

袁喜东,黄媛恒,吴耀生 (193)

…

………………………………………

二甲双胍通过调节GPX4/ACSL4轴改善高糖高脂诱导的足细胞铁死亡

叶伟,忻钰棋,朱文君,俞诗琦,何冲,孔祥,姚新明 (200)…………

POM121蛋白在肝细胞癌中的表达及临床意义

姚兆女,宋鑫,裴钰琳,李迪,朱小年,谭盛葵 (207)

…………………………

………………

EGFR通过AKT/c-Jun途径上调PD-L1降低Hep3B细胞对索拉非尼

  的敏感性 薛子晗,高佳丰,涂丽,刘洋,于滢,唐小龙 (215)………

铬、锌、铝相互作用及对糖尿病小鼠血糖影响的研究

杨远清,郑璐萍,周文婷,罗家锱,黄衍强 (225)

……………………

……………………

紫草素去氧糖苷的合成及其抗肿瘤细胞增殖活性评估

刘大川,梅恬恬,王影 (231)

…………………

………………………………………

HDAC抑制剂SAHA联合放疗抑制雌激素受体阳性乳腺癌细胞进展

周莹,刘中,余定玥,于佳琪,张梓萌,李多杰 (237)………………

不同尺寸钛颗粒对巨噬细胞 M1极化的影响和机制探讨

陈丽羽,唐礼 (242)

………………

…………………………………………………

九华黄精炮制前后化学成分差异研究

章能胜,王金彬,叶红兵 (249)

……………………………………

………………………………………

—Ⅰ—



  基于Box-Behnken响应面法结合GA-BP神经网络多指标优化罗布麻叶微丸的制备工艺

葛俊,邹纯才,鄢海燕 (257)

…………………

…………………………………………………………………………………

HIV患者马尔尼菲篮状菌感染的影响因素及预测模型构建 韦叙,陈高,盘丽华,梁慧娜,梁丽花 (264)…

基于CYP2C19基因多态性与氯吡格雷抵抗关系指导冠心病患者抗血小板药物选择临床应用的研究

叶三宁,贺艳,蒋芳,王欣欣 (270)

……

…………………………………………………………………………

低密度脂蛋白与转铁蛋白比值在肺癌患者中的预后价值

张全,刘丽雯,莫远新,陆榆金,邱模勤,丘宏图,苏翠云,赵文华 (275)

………………………………………………………

…………………………………

长链非编码RNAHOXA11-AS 在早期妊娠稽留流产绒毛组织中的表达和临床意义

练梦南,李浩,陈敏,许誉耀,宾仕凤,梁雁,农艳玫,陈秋霞,龚丽森 (281)

………………………

………………………………

可复性与不可复性牙髓炎牙髓血流状态及影响因素的研究

谢松桂,覃艳宁,黄晓凤,官骏昊,黎淑芳 (286)

……………………………………………………

……………………………………………………………

鼻咽癌与重度抑郁症的生物标记物研究 宁家杰,邓静,李珊珊,廖燕,黄建华,龙建雄,曾萍萍 (291)………

lncRNAAFAP1-AS1与 METTL14对三阴性乳腺癌患者预后的影响

陈春春,唐经纬,孙岩峰,张浩,乔梦祥,郭伟 (301)

………………………………………

………………………………………………………

炎症调节因子对子宫内膜异位症风险的影响:一项孟德尔随机化研究 唐燕燕,童鑫 (306)…………………

1例免疫检查点抑制剂致甲状腺功能减退的个案报道并文献分析 夏亚楠,金锐,耿亚,赵宁 (313)………

中国医疗资源配置研究热点及演进趋势分析 赵龙,黄龙坚 (319)……………………………………………

2020-2022年广西疾病预防控制中心人员流动情况分析

白欣玉,梁文杰,李佳颖,黄倩薇,张欣梅,张菲谊,马贞玉,陈国湘 (325)

………………………………………………………

………………………………

百色市某医院女性生殖道沙眼衣原体、解脲支原体和淋病奈瑟菌感染的分析 黄麟茱,黄衍强 (329)………

●中医药现代研究●

基于数据挖掘的中医药治疗异位妊娠的用药规律研究 田昱晨,谢良玉,马润泽,毕是昊,师彬 (335)………

—Ⅱ—



●医学综述●

幽门螺杆菌在哺乳动物中定植和致病的研究进展

杨万平,阳桂艳,申亚灵,辛雅楠,李文露,黄赞松,黄干荣 (341)

………………………………………………………………

…………………………………………

高密度脂蛋白在脓毒症中的研究进展 黄浩,梁琼,王春芳,向淑麟,梁燕冰,邓琪,皮尔誉 (346)……………

腹主动脉瘤腔内修复术后内漏的预防策略与治疗进展 闭覃宇,黄柄桦,罗世官 (351)………………………

大肠癌筛查策略及手术方式的选择 周子阳,孙纲 (357)………………………………………………………

水通道蛋白9在脓毒症中的分子机制及治疗进展 韦梦秋,黄霞 (362)………………………………………

●医学教育研究●

民族医科院校基础医学研究生培养模式创新与实践

覃洪含,覃灵艳,周文婷,曾红,莫小强,罗家锱,黄衍强 (367)

……………………………………………………………

……………………………………………

●临床护理●

基于 MBTI性格分析的术前心理护理干预对初次接受试管婴儿助孕夫妻心理健康及夫妻关系的影响

陈慧中,周梦春,李媛,曾海琴 (371)

……

………………………………………………………………………

《右江民族医学院学报》稿约 (封二)……………………………………………………………………………………

《右江民族医学院学报》入选2024《中国学术期刊影响因子年报》统计源期刊 (封三)………………………………

本 期 责 任 编 辑  钟 琳 覃洪含 覃黎黎

本 期 微 机 排 版  卢娇红

期刊基本参数:CN45-1085/R*1979*b*A4*30*zh*P*￥10.00*500*182*2025-04

—Ⅲ—



JOURNALOFYOUJIANG
MEDICALUNIVERSITY
FORNATIONALITIES
(Establishedin1979)

Bimonthly
Vol.47No.2,2025
(GeneralNo.231)
April30,2025

ResponsibleInstitution
 YoujiangMedicalUniversity
 forNationalities
Sponsor
 YoujiangMedicalUniversity
 forNationalities
Editor-in-Chief
 HuangLongjian
ExecutiveEditor-in-Chief
 HuangJunjie
Edited
 EditorialBoard,Journalof
 YoujiangMedicalUniversity
 forNationalities
Published
 EditorialBoard,Journalof
 YoujiangMedicalUniversity
 forNationalities,No.98,
 ChengxiangRoad,Baise
 533000,Guangxi,China
 Tel:0776-2843414
 E-mail:yyxb1979@126.com
 http://xb.ymun.edu.cn/
Printed
 NanningColorPrinting
 Factory
DomesticDistribution
 GuangxiPostPublishing
 Bureau
Subscribe
 ChinaPostOffices
 throughouttheCountry
 No.48-310
ChinaStandard SerialNum-
ber

 ISSN1001-5817CN45-1085/R
Price ￥10.00

JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities
Volume47     Number2     April2025

MAIN CONTENTS

Studyonanti-hepaticfibrosisofgypsogenin-3-O-β-D-glucuronideisolated

fromSemenMomordicaeinvitro

YuanXidong,HuangYuanheng,WuYaosheng (193)

………………………………………

…………

Metforminamelioratesferroptosisinpodocytesinducedbyhighglucoseand

highfatthroughregulationoftheGPX4/ACSL4axis

YEWei,XINYuqi,ZHU Wenjun,

…………………

…………………………………

YUShiqi,HEChong,KONGXiang,YAOXinming (200)

ExpressionandclinicalsignificanceofPOM121proteininhepatocellular

carcinoma YAOZhaonu,SONGXin,……………………………………

PEIYulin,LIDi,ZHUXiaonian,TANShengkui (207)

EGFRupregulatesPD-L1viatheAKT/c-Junpathwaytoreducethe

sensitivityofHep3BcellstoSorafenib XUEZihan,……………………

GAOJiafeng,TULi,LIUYang,YUYing,TANGXiaolong (215)

Researchontheinteractionamongchromium,zinc,andaluminumandtheir

effectsonbloodglucoseindiabetic

YANGYuanqing,ZHENGLuping,

………………………………………

…………………………………

ZHOU Wenting,LUOJiazi,HUANGYanqiang (225)

Synthesisofshikonindeoxyglycosideandevaluationofitsantitumorcell

proliferationactivity LIUDachuan,………………………………………

MEITiantian,WANGYing (231)

HDACinhibitorSAHAcombinedwithradiotherapyinhibitstheprogression

ofestrogenreceptor-positivebreastcancercells

ZHOUYing,LIUZhong,

………………………

……………………………………………

YUDingyue,YUJiaqi,ZHANGZimeng,LIDuoJie (237)

EffectsandmechanismsoftitaniumparticlesofdifferentsizesonM1

polarizationofmacrophages CHENLiyu,TANGLi (242)…………

StudyonthedifferencesinchemicalcompositionofPolygonatum

CyrtonemaHuainJiuhuaMountainbeforeandafterprocessing
ZHANGNengsheng,WANGJinbin,YEHongbing (249)

……

……

Multi-indexoptimizationofthepreparationprocessofApocynumvenetum

leafpelletsbasedontheBox-Behnkenresponsesurfacemethodology
  combinedwiththeGA-BPneuralnetwork

GEJun,ZOUChuncai,YANHaiyan (257)

………………………

……………………

—Ⅳ—



췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:袁喜东,黄媛恒,吴耀生,等.木鳖子丝石竹皂苷元-3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯

体外抗肝纤维化研究[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):193-199,214.
【论著与临床报道】

木鳖子丝石竹皂苷元-3-O-β-D-葡萄糖

醛酸甲酯体外抗肝纤维化研究

袁喜东1,2,黄媛恒2,3,吴耀生1,2

(1.广西医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室,广西 南宁 530021;

2.广西高校生物分子医学研究重点实验室,广西 南宁 530021;

3.广西医科大学基础医学院机能学实验教学中心,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 研究木鳖子丝石竹皂苷元-3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯(gypsogenin-3-O-β-D-glucuronide,GYP)对人肝星状

细胞株LX2细胞增殖、细胞外基质分泌情况及其潜在的作用通路机制。方法 在LX2细胞中分别加入400μmol/L乙

醛和不同浓度的GYP进行培养;用CCK-8检测试剂盒来测GYP作用于LX2细胞的IC50值及GYP对乙醛诱导的LX2
细胞增殖情况;划痕实验检测LX2细胞迁移情况;实时荧光定量(qPCR)检测COL1A1和 ACTA2基因的表达水平;

WesternBlot检测Col-Ⅰ、α-SMA、p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、TGFβRⅡ、p-Smad3、Smad3、Bax和Bcl-2蛋白水平的情

况。结果 GYP对LX2细胞24h半数抑制率(IC50)为80.22μmol/L;GYP能浓度依赖性地抑制乙醛诱导的LX2细胞

存活状态(P<0.05);一定浓度的GYP能抑制LX2细胞的迁移(P<0.05)和下调乙醛诱导的LX2细胞COL1A1和

ACTA2基因的表达(P<0.05);GYP可浓度依赖性地下调Col-Ⅰ、α-SMA、p-PI3K、p-AKT、AKT、TGFβRⅡ、p-Smad3
和Bcl-2蛋白的表达(P<0.05),并且GYP可浓度依赖性地上调Bax的表达(P<0.05)。结论 GYP可能是通过调控

PI3K/AKT、TGF-β1/Smad和凋亡通路来抑制LX2细胞增殖活化,从而发挥抗肝纤维化作用。

关键词:木鳖子;丝石竹皂苷元-3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯;肝纤维化;PI3K/AKT通路;TGF-β1/Smad通路

中图分类号:R259;R28   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0193-08

doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.001

Studyonanti-hepaticfibrosisofgypsogenin-3-O-β-D-glucuronide
isolatedfromSemenMomordicaeinvitro

YuanXidong1,2,HuangYuanheng2,3,WuYaosheng1,2

(1.DepartmentofBiochemistryandMolecularBiology,SchoolofBasicMedicalSciences,Guangxi
MedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China;2.GuangxiKeyLaboratoryofBiological

MolecularMedicineinCollegesandUniversities,Nanning530021,Guangxi,China;

3.ExperimentalTeachingCenterofFunctionalSciences,SchoolofBasicMedical
Sciences,GuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectofgypsogenin-3-O-β-D-glucuronide(GYP)isolatedfrom
SemenMomordicaeontheproliferationandextracellularmatrixsecretionofhumanhepaticstellateLX2cells
anditsunderlyingsignalingpathways. Methods LX2cellswereculturedwith400μmol/Lacetaldehydeand
differentconcentrationsofGYPrespectively.TheCCK-8detectionkitwasusedtomeasuretheIC50valueof
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GYPactingonLX2cellsandtheproliferationofLX2cellsinducedbyacetaldehydetreatedwithGYP.The
scratchwoundhealingassaywasusedtodetectthemigrationofLX2cells.Real-timefluorescencequantitative
(qPCR)wasusedtodetecttheexpressionlevelsofCOL1A1andACTA2genes.WesternBlotwasperformedto
detecttheproteinlevelsofCol-Ⅰ,α-SMA,p-PI3K,PI3K,p-AKT,AKT,TGFβRⅡ,p-Smad3,Smad3,Bax
andBcl-2. Results The24-hourmedianinhibitoryconcentration(IC50)ofGYPonLX2cellswas80.22

μmol/L;GYPcouldinhibitthesurvivalstateofLX2cellsinducedbyacetaldehydeinaconcentration-dependent
manner(P<0.05);AcertainconcentrationofGYPcouldinhibitthemigrationofLX2cells(P<0.05)and
downregulatedtheexpressionofCOL1A1andACTA2genesinLX2cellsinducedbyacetaldehyde(P<0.05).
GYPdownregulatedtheexpressionofCol-Ⅰ,α-SMA,p-PI3K,p-AKT,AKT,TGFβRⅡ,p-Smad3andBcl-2
proteins(P<0.05)andGYPupregulatedtheexpressionofBax(P <0.05)inaconcentration-dependent
manner. Conclusion GYPmayinhibittheproliferationandactivationofLX2cellsbyregulatingPI3K/AKT,

TGF-β1/Smadandapoptoticpathways,therebyexertinganti-hepaticfibrosiseffect.
  Keywords: SemenMomordicae;gypsogenin-3-O-β-D-glucuronide;hepaticfibrosis;PI3K/AKTpath-

way;TGF-β1/Smadpathway

  肝纤维化(hepaticfibrosis,HF)是因慢性肝损伤

而导致的渐进性病理过程,可由肝炎(尤其是乙型肝炎

和丙型肝炎)、寄生虫、酒精及药物、化学毒物等因素诱

发。多数的慢性肝脏疾病几乎最终都会导致 HF。如

果在HF可逆阶段不及时进行治疗,最后会逐渐发展

成肝硬化甚至肝癌[1]。每年因慢性肝病而死亡的人数

在全球约有200万人,在全球死亡原因的排行上肝硬

化并发症位于第11位,肝癌位于全球死亡原因第16
位[2]。肝星状细胞(hepaticstellatecells,HSC)的过

度增殖与活化已被诸多学者证实是导致 HF主要原

因[3]。当HSC受到各种损伤因素刺激时,HSC由静

止期活化增殖为肌成纤维细胞,进而分泌大量细胞外

基质(extracellularmatrix,ECM),伴随纤维降解相对

或绝对不足,导致ECM 过度沉积,造成 HF [4]。然

而,由于HF病理机制的复杂性,临床上仍缺乏有效的

治疗药物。因此,研发有效的抗 HF的药物就成了迫

在眉睫的研究课题。研究表明,中药木鳖子可以显著

降低慢性肝病患者血清 HF指标即透明质酸(hyalu-
ronicacid,HA)、Ⅲ型前胶原(TypeⅢ procollagen,

PC-Ⅲ)和Ⅳ型胶原(CollagentypeⅣ,Ⅳ-C)的水平,
有一定的抗 HF作用[5]。另有研究表明,木鳖子总皂

苷明显减轻四氯化碳(CCl4)所致的大鼠肝细胞坏死、
肝组织纤维化和肝硬化的程度,表明木鳖子总皂苷有

一定的抗HF作用[6]。丝石竹皂苷元3-O-β-D-葡糖醛

酸 甲 酯 (gypsogenin-3-O-β-D-glucuronide,GYP)是

2020年版《中华人民共和国药典》(一部)规定的中药

木鳖子质量检测的主要指标,是木鳖子皂苷降解后的

次级苷[7]。但GYP是否是木鳖子抗 HF的有效成分

有待进一步探究。因本课题前期通过网络药理学对木

鳖子GYP抗肝纤维化靶点及通路富集分析发现,其
主要靶点富集在 TGF-β1/Smad通路及 PI3K/AKT

通路、细胞凋亡通路上,故主要针对这些通路中的关键

蛋白及基因进行检测分析。乙醛(AcCHO)作为机体

内乙醇氧化的主要活性代谢产物,是导致酒精相关性

肝纤维化的主要介质之一,能够激活肝星状细胞,导致

分泌ECM增加,最终促进肝纤维化的形成。已有较

多的实验研究采用乙醛作为激活剂,在体外用于激活

LX-2细胞模型进行一些药物抗肝纤维化机制的研

究[8-11]。LX-2是正常人肝星状细胞株,具有较稳定的

肝星状细胞表型特征,可增殖并合成胶原等肝纤维化

功能,常用作抗肝纤维研究细胞模型。本研究旨在通

过乙醛激活LX2,在细胞水平上经体外实验探讨GYP
对HF的作用机制,为HF治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料 GYP购于美仑生物科技有限公司,
从木鳖子提取(HPLC≥98%,标准品);人肝星状细胞

株LX-2购于武汉赛维尔生物科技有限公司;GYP、胎
牛血清、DMEM(高糖)基础培养基、青链霉素(双抗)、
细胞计数试剂盒(CCK-8试剂盒)购于美仑生物科技

有限公司;40%乙醛溶液购于上海麦克林化学试剂有

限公司;RNA 提取试剂盒购于苏州优逸兰迪生物技

术有限公司;逆转录试剂盒、qPCR试剂盒购于TaKa-
Ra公司;兔抗Ⅰ型胶原(CollagenⅠ,Col-Ⅰ)抗体、兔
抗磷酸化母亲抗DPP同源物3(mothersagainstdeca-
pentaplegichomolog3,Smad3)抗体购于英国Cohe-
sionbiosciences公 司;兔 抗α-平 滑 肌 肌 动 蛋 白(α-
smoothmuscleactin,α-SMA)抗体购于美国CellSig-
naling公司;兔抗磷酸化磷脂酰肌醇3-激酶(phos-
phatidylinositol3-kinase,PI3K)抗体、兔抗转化生长

因子-β受体Ⅱ(transforminggrowthfactor-βreceptor
Ⅱ,TGFβRⅡ)、辣根过氧化物酶(horseradishperoxi-
dase,HRP)标记的山羊抗兔IgG购于北京博奥森生
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物技术有限公司;小鼠抗磷酸化蛋白激酶B(Protein
kinaseB,AKT)、小鼠抗 AKT、小鼠抗BCL2-相关 X
(BCL2-AssociatedX,Bax)、小鼠抗B细胞淋巴瘤/白

血病-2(B-celllymphoma/Leukemia-2,Bcl-2)抗体购

于美国Santa公司;小鼠抗PI3K、小鼠抗Smad3、兔抗

甘 油 醛-3-磷 酸 脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase,GAPDH)抗体、HRP标记的山羊抗小

鼠IgG购于武汉三鹰生物技术有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 LX-2细胞培养 LX-2细胞在含10%胎牛血

清和1%青链霉素的DMEM(高糖)中培养,保持37
℃、5%CO2。细胞每天传代培养1次,每次实验取对

数生长期细胞进行。

1.2.2 CCK-8法测半数抑制率(IC50) LX-2细胞接

种在96孔板(5×103 个细胞/孔)中,培养24h后加入

不同浓度(0μmol/L、2μmol/L、4μmol/L、8μmol/L、

16μmol/L、32μmol/L、64μmol/L、128μmol/L)的

GYP继续培养24h,CCK-8法测定细胞活力并计算

IC50值。后续选择<IC50的浓度进行实验。

1.2.3 CCK-8法测GYP对乙醛诱导的LX-2细胞活

力 根据GYP对LX-2半数抑制率实验的结果,选择

小于半数抑制率的GYP安全浓度,再按等比依次递

减设置高、中、低3个浓度;参照袁亚平等[12]研究,乙
醛诱导LX-2细胞活化的最佳浓度是400μmol/L,设
置空白对照组(不加试剂)、模型组(400μmol/L乙

醛)、GYP低剂量组(400μmol/L乙醛+16.25μmol/

LGYP)、GYP中剂量组(400μmol/L乙醛+32.5

μmol/LGYP)、GYP高剂量组(400μmol/L乙醛+65

μmol/LGYP)进行实验。LX-2细胞接种在96孔板

(5×103 个细胞/孔)中,培养24h后按上述分组加入

试剂后继续培养24h,CCK-8法测定细胞活力。

1.2.4 划痕实验 分组设置同1.2.3。于6孔板背

面用marker笔平行画5条横线。培养LX-2细胞,接
种原则为过夜后融合率达到100%。接着按照上述分

组处理细胞24h。所有培养孔在培养0h和24h时

置于倒置显微镜(10倍镜)下观察结果并拍照,使用

ImageJ软件测量分析。

1.2.5 实时荧光定量PCR(qPCR) 分组设置同

1.2.3。用60mm 细胞培养皿培养LX-2细胞,每皿

接种4×105 个细胞,培养24h。接着按照分组处理细

胞24h,用 RNA 试剂盒提取总RNA;再用逆转录试

剂盒逆转录RNA,获得cDNA。逆转录程序为:去除

基因组DNA:42℃,2min;逆转录:37℃15min,85
℃5s;根据 NCBI设计COL1A1、ACTA2、GAPDH
的引物,由宝生物工程(大连)有限公司设计,见表1。
反应程序:95℃30s,1个循环;95℃5s,60℃34s,

40个循环。用2-△△Ct计算基因的相对表达量。

表1 qPCR检测COL1A1、ACTA2所需引物

序号 基因 引物序列(5′→3′)

1 COL1A1 CCCCGAGGCTCTGAAGGT COL1A1-F
GCAATACCAGGAGCACCATTG COL1A1-R

2 ACTA2 GTTCCGCTCCTCTCTCCAAC ACTA2-F
GTGCGGACAGGAATTGAAGC ACTA2-R

3 GAPDH GAAAGCCTGCCGGTGACTAA GAPDH-F
GCCCAATACGACCAAATCAGAG GAPDH-R

1.2.6 WesternBlot 分组设计同1.2.3。细胞培养

和处理同1.2.5。用含有蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制

剂的 RIPA缓冲液裂解细胞,裂解液在离心机中12
000r/min4℃离心30min,收集上清液用于进一步分

析,使用BCA测定试剂盒测量蛋白浓度,100℃变性

10min,总蛋白经10%凝胶电泳分离后转移到PVDF
膜上,5%脱脂牛奶室温摇床封闭1h,1×TBST摇床

洗涤3次,每次5min。与下列一抗孵育:Col-Ⅰ、α-
SMA、p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、TGFβRⅡ、p-
Smad3、Smad3、Bcl-2、Bax和 GAPDH。4℃孵育过

夜。1×TBST摇床洗涤3次,每次10min。将膜与辣

根过氧化物酶标记的二抗孵育2h。TBST洗涤3次

后使用化学发光成像系统 (上海勤翔科学仪器有限公

司)采集图像,并通过ImageJ分析软件进行量化,测定

蛋白条带灰度值,以GAPDH为内参对目的蛋白进行

半定量分析。

1.3 统计学方法 采用GraphPadPrism9.5.0统计

软件对数据进行分析和作图,计量资料以(췍x±s)表示,
进行方差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 GYP对LX-2细胞增殖的影响 GYP对LX-2
的IC50为80.22μmol/L,即细胞存活率降到50%时的

GYP浓度。后续实验选择相对安全的浓度,即≤65

μmol/L的 GYP 进 行 后 续 实 验。细 胞 存 活 率 =
(OD实验孔-OD空白孔)/(OD对照组-OD空白孔)×100%,见
图1。

图1 GYP对LX-2细胞增殖的影响
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2.2 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞增殖的影响 选

择对LX-2细胞增殖没有影响也就是安全的GYP浓

度进行实验。结果虽然显示乙醛并没有进一步促进

LX-2细胞增殖,但所采用的GYP剂量依赖性地抑制

了乙醛作用后LX-2细胞增殖,细胞存活率下降。其

中,32.5μmol/L、65μmol/L的GYP对LX-2细胞增

殖的抑制有统计学意义(P<0.05或P<0.001),见
图2。

2.3 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞迁移的影响 与

对照组相比,乙醛具有一定的促进LX2细胞迁移能力

的趋势,但差异无统计学意义。而 GYP对这种促进

有一定的抑制作用,32.5μmol/L的GYP对LX2细

胞迁移能力的抑制具有统计学意义(P<0.05),见图

3。而无血清下 LX2细胞无法耐受65μmol/L 的

GYP。

注:与乙醛对照组相比,*P<0.05,***P<0.001。

图2 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞存活率的影响

注:A为GYP对乙醛诱导的LX-2细胞迁移能力的影响;B为相对迁移率;与乙醛对照组相比,*P<0.05。

图3 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞迁移的影响(×10)

2.4 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞COL1A1和AC-
TA2的mRNA水平的影响 与对照组相比,乙醛上

调了LX2细胞COL1A1和ACTA2mRNA水平,具有

统计学意义(P <0.05或 P <0.001)。而 GYP对

COL1A1和ACTA2mRNA水平的上调有抑制作用,

其中16.25μmol/L、65μmol/L的 GYP对COL1A1
mRNA水平的上调抑制具有统计学意义(P <0.05
或P<0.01),16.25μmol/L、32.5μmol/L的GYP对

ACTA2mRNA水平的上调抑制具有统计学意义(P
<0.01或P<0.001),见图4。

注:A为COL1A1mRNA水平;B为ACTA2mRNA水平;
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图4 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞COL1A1和ACTA2mRNA水平的影响
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2.5 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞Col-Ⅰ和α-SMA
蛋白水平的影响 与对照组相比,乙醛上调了LX2细

胞Col-Ⅰ和α-SMA蛋白水平,具有统计学意义(P<
0.05或P<0.01)。而GYP呈剂量依赖性地抑制了

蛋白上调,其中32.5μmol/L、65μmol/L的 GYP对

Col-Ⅰ蛋白的上调抑制有统计学意义(P<0.01或P
<0.001),65μmol/L的GYP对α-SMA蛋白的上调

抑制有统计学意义(P<0.01),见图5。

注:A为Col-Ⅰ和α-SMA的 WB条带图;B为Col-Ⅰ蛋白相对水平;

C为α-SMA蛋白相对水平;*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图5 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞Col-Ⅰ和α-SMA蛋白水平的影响

2.6 GYP对乙醛诱导的LX2细胞PI3K/AKT通路

的影响 与对照组相比,乙醛有上调LX2细胞p-PI3K
和p-AKT蛋白水平的趋势。而GYP对这种上调有一

定的抑制作用,其中65μmol/L的GYP对p-PI3K和

p-AKT蛋白的上调抑制有统计学意义(P <0.05或

P<0.01)。此外,乙醛没有诱导AKT蛋白的表达,但

GYP抑制了乙醛作用后的LX2细胞 AKT蛋白的表

达,其中65μmol/L的GYP对AKT蛋白表达的抑制

有统计学意义(P<0.05),见图6。

注:A为p-PI3K,PI3K,p-AKT和AKT的 WB条带图;B为p-PI3K蛋白相对水平;

C为p-AKT蛋白相对水平;D为AKT蛋白相对水平;*P<0.05,**P<0.01。

图6 GYP对乙醛诱导的LX2细胞PI3K/AKT通路的影响

2.7 GYP对乙醛诱导的LX2细胞 TGF-β1/SMAD
通路的影响 与对照组相比,尽管乙醛上调LX2细胞

TGFβRⅡ和p-Smad3蛋白水平趋势不明显,但 GYP
呈剂量依赖性地抑制蛋白上调趋势;其中65μmol/L
的GYP对TGFβRⅡ和p-Smad3蛋白的上调抑制有统

计学意义(P<0.01或P<0.05),见图7。

2.8 GYP对乙醛诱导的LX2细胞凋亡通路的影响 
与对照组相比,乙醛有一定的上调LX2细胞Bcl-2蛋

白水平的作用。而GYP呈剂量依赖性地抑制了这种

上调,其中32.5μmol/L、65μmol/L的GYP对Bcl-2
蛋白的上调抑制有统计学意义(P <0.05或 P <
0.001)。同时,乙醛还有下调LX2细胞Bax蛋白水平

的趋势,而GYP呈剂量依赖性地促进了Bax蛋白的表

达,其中32.5μmol/L、65μmol/L的GYP对Bax蛋

白的促进表达有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。
见图8。
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注:A为TGFβRⅡ,p-Smad3和Smad3的 WB条带图;B为TGFβRⅡ蛋白相对水平;

C为p-Smad3蛋白相对水平;*P<0.05,**P<0.01。

图7 GYP对乙醛诱导的LX2细胞TGF-β1/SMAD通路的影响

注:A为Bcl-2和Bax的 WB条带图;B:Bcl-2蛋白相对水平;C:Bax蛋白相对水平;
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图8 GYP对乙醛诱导的LX2细胞凋亡通路的影响

3 讨论

木鳖子[5]及木鳖子总皂苷[6]可以发挥抗 HF作

用,但木鳖子皂苷单体GYP的抗 HF研究鲜少报道。
有报道木鳖子总皂苷对小鼠具有一定毒性[13]。本研

究采用木鳖子总皂苷的降解产物GYP(纯度 HPLC≥
98%),探讨了 GYP在体外抗 HF作用的潜在机制。
实验中所使用的GYP浓度,是经细胞毒性实验后选择

对LX-2未呈现毒性的安全剂量。结果表明,GYP抑

制HF和抑制 HSC增殖、活化、迁移有关,其可能机制

是通过调节 PI3K/AKT、TGF-β1/Smad和凋亡信号

通路来实现的。

HSC的增殖与活化为 HF发生的中心环节[14]。
各种致病因子导致肝损伤,诱发HSC增殖分化为肌成

纤维细胞后大量分泌ECM在肝内蓄积,诱发HF的发

生[15]。α-SMA被认为是 HSC 激活的标志[16]。Col-
Ⅰ和 纤维连接蛋白是ECM 的主要成分,其过度蓄积

是HF的特征性病理改变[17]。在本研究中,用乙醛诱

导LX-2细胞建立了体外 HF模型,乙醛诱导LX-2细

胞后,ECMCol-Ⅰ和 HSC激活的标志成分α-SMA不

论从转录水平还是蛋白水平,均明显表达增加。说明

采用乙醛作用后的LX-2细胞的确是被活化的,可用作

GYP抗肝纤维化的细胞模型。GYP处理显著下调了

乙醛诱导的Col-Ⅰ、α-SMA的蛋白和 mRNA 的表达。
这表明GYP在体外能抑制LX-2的活化而减弱HF进

程。TGF-β1/Smad通路是HF的经典通路之一,当转

化生长因子β1(transforminggrowthfactor-β1,TGF-

β1)与细胞膜表面TGFβRⅡ形成复合物,使TGFβRⅠ
被TGFβRⅡ磷酸化,从而激活TGFβRⅠ的激酶活性,
激活的TGFβRⅠ通过其丝氨酸/苏氨酸激酶活性磷酸

化受体调节的Smad蛋白如Smad2和Smad3,磷酸化

的Smad2/3与Smad4形成三聚体复合物,进入细胞核

调节特异性促纤维化的基因转录,从而导致 HF的发

生[18]。周林华等[19]研究表明栀子苷显著改善了CCl4
诱导的小鼠 HF,其可能机制是通过抑制 TGF-β1/

Smad信号通路TGF-β1、p-Smad2和p-Smad3蛋白的

表达来实现。本研究中,GYP显著下调了乙醛诱导

LX-2细 胞 的 TGFβRⅡ 和 p-Smad3 蛋 白 的 表 达,

TGFβRⅡ和p-Smad3蛋白是TGF-β1/Smad通路上的

关键蛋白。提示GYP在体外抑制HSC活化和HF可

能是通过抑制TGF-β1/Smad信号通路实现的。

PI3K/AKT是 HF一个重要的信号通路,其中

PI3K是一种磷脂酰肌醇3激酶,可因磷酸化修饰激
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活,能够将细胞膜上的磷脂酰肌醇4,5-二磷酸转化为

磷脂酰肌醇3,4,5-三磷酸,从而引发磷酸化 AKT而

激活。AKT被激活后调节多个 HSC细胞代谢、生存

和增殖相关的通路。LIHG等[20]研究表明郁肝龙通

过抑制PI3K/AKT通路p-PI3K、p-AKT蛋白的表达,
显著改善CCl4 诱导的HF。本研究中,GYP显著下调

了乙醛作用 LX-2细胞后p-PI3K、p-AKT蛋白的表

达,提示GYP在体外抑制 HF和 HSC活化也可能与

抑制PI3K/AKT信号通路有关。
本课题前期做了GYP抗肝纤维化作用靶点及通

路的网络药理学分析,发现GYP的抗肝纤维化靶点及

通路主要富集在PI3K-Akt信号通路、Ras信号通路、

MAPK信号通路、TGF-β信号通路、细胞凋亡等(数据

待发表)。因TGF-β1/Smad通路是HF的经典通路之

一,且PI3K/AKT也是 HF一个重要的信号通路,故
本研究主要选择TGF-β1/Smad通路、PI3K-Akt信号

通路进行实验验证,结果也说明GYP抗肝纤维化与上

述两条通路有关。由上述研究可知,GYP抗 HF是一

个多通路、多靶点的复杂过程,GYP调控的TGF-β1/

Smad信号通路和PI3K/AKT信号通路可能互为上下

游,也可能是单独同时作用的两条通路,需要做进一步

深入探究。但其GYP调控的最终效应都是抑制 HSC
活化增殖,从而减少ECM 的分泌和蓄积,进而减轻

HF。

Bcl-2家族主要由抗凋亡蛋白Bcl-2和促凋亡蛋白

Bax组成,其主要作用是通过促进线粒体蛋白的释放

对HSC的凋亡进行控制[21]。活化的 HSC中,Bcl-2/

Bax比值升高,即Bcl-2过表达,Bax的表达基本消失,
从而抑制HSC的凋亡,使HSC持续处于活化状态,不
断分泌ECM,最终导致ECM 过度沉积,形成 HF[22]。
本研究中,GYP显著下调了乙醛诱导的 LX-2细胞

Bcl-2蛋白的表达并且显著上调了Bax蛋白的表达。
本研究中GPY也显著抑制乙醛作用LX-2细胞后p-
PI3K、p-AKT蛋白的表达,而抑制PI3K/Akt信号通

路传导可降低Bcl-2/Bax比率来调节线粒体功能,诱
导成纤维细胞凋亡,并激活Caspase-9和Caspase-3及

PARP-2,诱导凋亡逆转纤维化[23]。提示GYP可能是

通过PI3K-Akt信号通路进一步促进LX-2细胞凋亡,
从而发挥体外抗HF作用的。

综上所述,GYP在体外能抑制 HF和 HSC增殖、
活化、迁移,其机制可能是通过抑制PI3K/AKT、TGF-

β1/Smad和凋亡通路来实现的。本研究结果表明,木
鳖子GYP可能是一种有前途的抗HF治疗药物,但其

抗HF的分子机制尚需进一步研究。
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本文引文格式:叶伟,忻钰棋,朱文君,等.二甲双胍通过调节GPX4/ACSL4轴改善高糖高脂
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【论著与临床报道】

二甲双胍通过调节GPX4/ACSL4轴改善

高糖高脂诱导的足细胞铁死亡

叶伟1,2,忻钰棋1,朱文君1,2,俞诗琦1,2,何冲1,孔祥2,姚新明2

(1.皖南医学院研究生学院,安徽 芜湖 241002;

2.皖南医学院第一附属医院内分泌科,安徽 芜湖 241001)

摘 要:目的 探究高糖高脂诱导小鼠足细胞发生铁死亡的作用机制以及二甲双胍(Met)能否通过抑制铁死亡改善足

细胞损伤。方法 ①将小鼠肾足细胞(MPC-5细胞)分组:MPC-5细胞分别在正常组(葡萄糖浓度为5.6mM的DMEM
培养基,Con组)、高糖组(葡萄糖浓度为33.3mM的DMEM培养基,HG组)、高脂组(葡萄糖浓度为5.6mM,棕榈酸钠

浓度为0.25mM的DMEM培养基,HP组)、高糖高脂组(葡萄糖浓度为33.3mM,棕榈酸钠浓度为0.25mM的DMEM
培养基,GP组),孵育24h。②加入铁死亡抑制剂Fer-1处理:MPC-5细胞分别在Con组、GP组、GP+Fer-1组(MPC-5
细胞于铁死亡抑制剂Fer-1浓度为10μM的DMEM培养基中预处理2h,随后将培养基更换为葡萄糖浓度为33.3mM、

Fer-1浓度为10μM的DMEM培养基),孵育24h。③加入降糖药物处理:MPC-5细胞分别在Con组、GP组、GP+Met
组(MPC-5细胞于 Met浓度为0.5mM的DMEM培养基中预处理2h,随后将培养基更换为葡萄糖浓度为33.3mM、

Met浓度为0.5mM的DMEM培养基)、GP+沙格列汀(Sax)组(MPC-5细胞于Sax浓度为100nM的DMEM培养基中

预处理2h,随后将培养基更换为葡萄糖浓度为33.3mM、Sax浓度为100nM的DMEM培养基)、GP+达格列净(Dap)
组(MPC-5细胞于Dap浓度为2μM的DMEM培养基中预处理2h,随后将培养基更换为葡萄糖浓度为33.3mM、Dap
浓度为2μM的DMEM培养基),孵育24h。分别检测各组细胞生存率、GSH/GSSG比值、脂质过氧化物含量、铁离子浓

度以及铁死亡相关蛋白(xCT、GPX4及 ACSL4)的表达。结果 ①与Con组相比,HP组、GP组 MPC-5细胞生存率降

低,GSH/GSSG比值下降,脂质过氧化物含量升高,铁离子浓度增加,GPX4表达下降,ACSL4表达上升。②GP组 MPC-
5细胞在Fer-1作用下,细胞生存率增加,GSH/GSSG比值上升,脂质过氧化物水平下降,铁离子浓度降低,GPX4表达增

加而ACSL4表达下降。③GP组 MPC-5细胞在3种降糖药作用下,细胞生存率均增加,GSH/GSSG比值上升,脂质过

氧化物水平下降,铁离子浓度降低,GPX4表达增加而ACSL4表达下降,而其中 Met的作用效果最为明显。结论 铁死

亡参与了GP引起的足细胞损伤过程,Met可通过GPX4/ACSL4轴抑制铁死亡改善足细胞损伤。
关键词:铁死亡;足细胞;糖尿病肾病;二甲双胍
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Metforminamelioratesferroptosisinpodocytesinducedbyhighglucose
andhighfatthroughregulationoftheGPX4/ACSL4axis

YEWei1,2,XINYuqi1,ZHU Wenjun1,2,YUShiqi1,2,HEChong1,KONGXiang2,YAOXinming2

(1.GraduateSchool,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China;
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WannanMedicalCollege,Wuhu241001,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatethemechanismunderlyingferroptosisinmousepodocytesinducedby
highglucoseandhighfatandtodeterminewhethermetformin(Met)canamelioratepodocyteinjurybyinhibi-
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tingferroptosis. Methods ① Mousepodocytes(MPC-5cells)weredividedintofivegroups:control(Con
group,DMEM mediumwithglucoseat5.6mM),highglucose(HGgroup,DMEM mediumwithglucoseat
33.3mM),highfat(HPgroup,DMEMmediumwithglucoseat5.6mMandsodiumpalmitateat0.25mM),
andhighglucose+highfatgroup(GPgroup,DMEMmediumwithglucoseat33.3mMandsodiumpalmitate
at0.25mM),followedby24-hourincubation.②FerroptosisinhibitorFer-1treatment:MPC-5cellsweredi-
videdintoCon,GP,andGP+Fer-1groups(MPC-5cellswerepretreatedwithFer-1ataconcentrationof
10μMinDMEM mediumfor2hours,afterwhichthemediumwasreplacedwithDMEMcontainingaglucose
concentrationof33.3mMandaFer-1concentrationof10μM),followedby24-hourincubation.③Antidiabetic
drugtreatment:MPC-5cellsweredividedintoCon,GP,GP+Metgroups(MPC-5cellswerepretreatedwith
Metataconcentrationof0.5mMinDMEM mediumfor2hours,afterwhichthemediumwasreplacedwith
DMEM mediumcontainingaglucoseconcentrationof33.3mMandaMetconcentrationof0.5mM),GP+
saxagliptin(Sax)group(MPC-5cellswerepretreatedwithSaxataconcentrationof100nMinDMEMmedium
for2hours,afterwhichthemediumwasreplacedwithDMEM mediumcontainingaglucoseconcentrationof
33.3mMandaSaxconcentrationof100nM),GP+dapagliflozin(Dap)group(MPC-5cellswerepretreated
withDapataconcentrationof2μMinDMEMmediumfor2hours,afterwhichthemediumwasreplacedwith
DMEM mediumcontainingaglucoseconcentrationof33.3mMandaDapconcentrationof2μM),followedby
24-hourincubation.Cellviability,GSH/GSSGratio,lipidperoxidecontent,ironionconcentration,andex-
pressionofferroptosis-relatedproteins(xCT,GPX4,andACSL4)weremeasuredineachgroup. Results ①
ComparedwiththeCongroup,MPC-5cellsintheHPandGPgroupsshoweddecreasedcellviability,reduced
GSH/GSSGratio,increasedlipidperoxidelevels,elevatedironionconcentration,decreasedGPX4expression,
whileincreasedACSL4expression.② MPC-5cellsintheGPgroupshowedincreasedcellviabilitytreatedwith
Fer-1,increasedGSH/GSSGratio,decreasedlipidperoxidationandironconcentration,andincreasedGPX4
expressionbutdecreasedACSL4expression.③ UndertheactionofthethreeantidiabeticdrugsintheGP
group,MPC-5cellsshowedincreasedcellviability,elevatedGSH/GSSGratio,decreasedlipidperoxidelevels,
reducedironionconcentration,increasedGPX4expression,anddecreasedACSL4expression.Amongthem,
Metexhibitedthemostsignificanteffect. Conclusion Ferroptosiscontributestopodocytedamageinducedby
GP,andMetcanamelioratepodocytedamagebyinhibitingferroptosisthroughtheGPX4/ACSL4axis.
  Keywords: ferroptosis;podocytes;diabeticnephropathy;metformin

  近年来,随着社会经济发展,人们饮食结构、生活

习惯发生变化,肥胖人群增多,全球2型糖尿病(type
2diabetesmellitus,T2DM)患病率逐年升高,已成为

当今世界备受瞩目的公共卫生问题[1]。糖尿病肾病

(diabetickidneydisease,DKD)作为糖尿病最严重的

微血管并发症之一,是进展为终末期肾病(endstage
renaldisease,ESRD)的主要原因之一,也是导致心血

管疾 病 发 生 的 危 险 因 子,增 加 患 者 死 亡 风 险[2-3]。

DKD的病理变化复杂,最初为肾脏肥大,肾小球滤过

率增加,随着病情进展,肾小球系膜细胞增殖、系膜细

胞外基质增多、基底膜增厚最后发展成肾小球硬化。
有研究发现链脲佐菌素诱导的DKD大鼠肾脏组织中

有铁死亡的发生,加重了肾脏损伤[4]。而足细胞是肾

脏组织中重要的固有细胞,与内皮细胞、肾小球基底膜

构成了肾小球的3层滤过屏障,研究发现,足细胞的特

殊形态和结构对于维持肾小球滤过屏障的完整性起到

重要作用[5]。因此,足细胞的铁死亡严重影响肾小球

滤过功能,探究足细胞铁死亡对DKD的诊治具有深

远意义。DIXONSJ等[6]在研究中首次提出把铁死

亡和其他死亡方式加以区别,不同于细胞凋亡、坏死、
焦亡和自噬,其主要特征是铁离子的积累和脂质过氧

化的发生;形态学上主要表现为包膜破裂,线粒体密度

增加,体积减小等。目前常用的降血糖药物对缓解或

者逆转DKD,延缓其发展成ESRD收效甚微[7]。因

此,迫切需要探索一种降血糖同时保护肾脏的药物。

1 材料与仪器

1.1 细胞 实验用小鼠肾足细胞 MPC-5购自商城北

纳创联生物科技有限公司,编号为BNCC342021。在

37℃、5%CO2、10%血清、1%双抗条件下增殖,10~
14d后分化成熟。

1.2 药物 二甲双胍(批号 H20023370)购自中美上

海施贵宝制药有限公司,沙格列汀(批号 H20160088)
购 自 阿 斯 利 康 制 药 有 限 公 司,达 格 列 净 (批 号

H20234464)购自阿斯利康制药有限公司,上述药物均

用DMSO配制。

1.3 试剂 Ferrostatin-1(货号:A4371)购自于上海

伟寰生物科技有限公司;棕榈酸钠(货号:P9767)购自

于默克生命科学;10×PBS缓冲液(货号:BL316A)、
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SDS-PAGE蛋白上样缓冲液(5X)(货号:BL502A)购
自于安徽碧云天生物技术有限公司;铁离子比色法检

测试剂盒(货号:E1042-100)购自于北京普利莱基因技

术有限公司;总谷胱甘肽(GSH)/氧化型谷胱甘肽

(GSSG)测定试剂盒(货号:A-061-1)购自于南京建成

生物工程研究所有限公司;BODIPY581/591C11(货
号:D3861)购自于赛默飞世尔科技公司;彩虹130广

谱蛋白 marker(货号:PR1910)购自于北京索莱宝科

技有 限 公 司;CCK-8 试 剂 盒 (货 号:C0037)、SDS-
PAGE凝胶快速试剂盒(产品编号:P0012AC)购自于

安徽 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司;GPX4蛋 白 抗 体

(Ab125066)、xCT蛋白抗体(Ab175186)、ACSL4蛋

白抗体(Ab155282)购自于艾博抗(上海)贸易有限公

司;β-actin抗体(AF7018)购自于爱必信(上海)生物科

技有限公司;山羊抗兔IgG(货号:G1213-100UL)、山
羊抗鼠IgG(货号:G1214-100UL)购自于武汉赛维尔

生物科技有限公司。
1.4 仪器 超净工作台[安泰生物工程(上海)有限公

司];超纯水制备仪(默克密理博);多功能酶标仪[伯乐

生命医学产品(上海)有限公司];电泳仪电源[伯乐生

命医学产品(上海)有限公司];垂直电源设备[伯乐生

命医学产品(上海)有限公司];转印设备[伯乐生命医

学产品(上海)有限公司];化学发光仪[伯乐生命医学

产品(上海)有限公司];高速冷冻离心机(赛默飞尔科

技公司);细胞培养箱(赛默飞尔科技公司);高压蒸汽

灭菌器(松下三洋);生物安全柜[安泰生物工程(上海)
有限公司]。
2 方法

2.1 实验分组 ①将小鼠肾足细胞(MPC-5细胞)分
组:MPC-5细胞分别在正常组(葡萄糖浓度为5.6mM
的DMEM培养基,Con组)、高糖组(葡萄糖浓度为

33.3mM的DMEM培养基,HG组)、高脂组(葡萄糖

浓度为 5.6 mM、棕 榈 酸 钠 浓 度 为 0.25 mM 的

DMEM培养基,HP组)、高糖高脂组(葡萄糖浓度为

33.3mM、棕榈酸钠浓度为0.25mM的DMEM培养

基,GP组),孵育24h。检测各组 MPC-5细胞的细胞

生存率、GSH/GSSG比值、脂质过氧化物含量、铁离子

浓度以及铁死亡相关蛋白(xCT、GPX4及ACSL4)的
表达。②将 MPC-5细胞置于GP下孵育0h、12h、24
h、36h,检测各组细胞的细胞生存率变化情况及铁死

亡相关蛋白的表达。③加入铁死亡抑制剂Fer-1处

理:MPC-5细胞分别在Con组、GP组、GP+Fer-1组

(MPC-5细胞于铁死亡抑制剂Fer-1浓度为10μmol/

L的DMEM培养基中预处理2h,随后将培养基更换

为葡萄糖浓度为33.3mM、Fer-1浓度为10μmol/L
的DMEM培养基),孵育24h。检测各组细胞的细胞

生存率、GSH/GSSG比值、脂质过氧化物含量、铁离子

浓度以及铁死亡相关蛋白的表达。④加入降糖药物处

理:MPC-5细胞分别在Con组、GP组、GP+二甲双胍

(Met)组(MPC-5细 胞 于 Met浓 度 为0.5mM 的

DMEM培养基中预处理2h,随后将培养基更换为葡

萄糖 浓 度 为 33.3 mM、Met浓 度 为 0.5 mM 的

DMEM培养基)、GP+沙格列汀(Sax)组(MPC-5细

胞于Sax浓度为100nM的DMEM培养基中预处理2
h,随后将培养基更换为葡萄糖浓度为33.3mM、Sax
浓度为100nM 的 DMEM 培养基)、GP+达格列净

(Dap)组(MPC-5细胞于Dap浓度为2μM 的DMEM
培养基中预处理2h,随后将培养基更换为葡萄糖浓

度为33.3mM、Dap浓度为2μM的DMEM培养基),
孵育24h。检测各组细胞的细胞生存率、GSH/GSSG
比值、脂质过氧化物含量、铁离子浓度以及铁死亡相关

蛋白的表达。
2.2 实验方法

2.2.1 MPC-5细胞活性检测 于96孔板中接种

MPC-5细胞,每孔加入约2000个细胞100μL。37℃
5%CO2 细胞培养箱内孵育24h。镜下观察细胞贴壁

情况,根据不同实验需求,对细胞进行相应处理。37
℃培养24h,每孔直接加入10μL的CCK-8溶液并继

续37℃孵育1~4h。孵育完成后酶标仪检测各孔在

450nm处的OD值,并计算出各组细胞的活性值。
2.2.2 脂质过氧化的测定 将 MPC-5细胞按适当密

度接种到6孔板中,7℃5%CO2 细胞培养箱内培养

24h后,继续37℃孵育24h后,按照每孔50μmol/L
的浓度,加入脂质过氧化荧光探针C11-BODIPY581/
591,37℃避光孵育1h。吸弃陈旧培养基,PBS洗涤

2遍,胰酶消化液收集各孔细胞,做好标记,1000r/
min5min离心弃去上清液,加入含5%血清的PBS,
轻轻吹打使其变成均匀的单细胞悬液,使用流式细胞

仪进行检测。
2.2.3 GSH/GSSG比值的测定 收集各组细胞,并
对各组细胞样本进行处理:加入4倍新配制的试剂四,
旋涡混匀30s后,4℃静置5min。随后3000r/min
10min取上清液。按试剂盒说明加入相应试剂后,使
用酶标仪测定A405,计算出各组GSH、GSSG含量。

2.2.4 WesternBlot测定xCT、GPX4、ACSL4蛋白

表达 取出6孔板,将陈旧培养基吸弃,PBS清洗。每

孔加入150μL含1%PMSF的裂解液,冰上裂解10
min,4℃,14000r/min10min,收集上清液,取少量

样本用于BCA法测定蛋白浓度。于各组中的蛋白上

清液中,加入5X 上样缓冲液,100 ℃水浴10min。
SDS-PAGE蛋白凝胶电泳:配置12%分离胶和5%浓

缩胶,上样后按照S1:80V30min,S2:120V90min
进行电泳。PVDF膜经甲醇浸泡活化1min,按照115
V75min进行转膜。封闭:5%脱脂牛奶温室水平摇
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床上封闭2h。抗体孵育:封闭完成后,弃去封闭液,
TBST溶液漂洗3次,每次10min,裁剪所需条带,放
入相应的一抗中,4℃水平摇床孵育过夜。次日取出

条带,将条带转移至TBST溶液中,洗涤3次,每次10
min。按照一抗来源选择相应的二抗,水平摇床温室

孵育1~2h。显 影:取 出 条 带,二 抗 回 收,同 样 于

TBST溶液中,洗涤3次,每次10min,ECL发光显

影。统计分析:ImageJ软件处理相应的条带灰度值和

内参,进行灰度值分析。
2.2.5 细胞铁离子浓度检测 将各组细胞收集起来,
然后用预冷的PBS清洗,吸弃,加入100~200μL裂

解液,震荡、裂解,12000r/min5min高速离心取上

清液。按照试剂盒说明倍比稀释标准品,并设置空白

对照管,标准品管和样品管。60℃孵育1h。冷却至

室温,加入30μL铁离子检测剂,混匀,温室孵育30
min,12000r/min5min离心取上清液。取200μL
于96孔板中,用酶标仪在550nm测定吸光度。根据

标准品绘制标准曲线,得出计算公式,计算各组的

Fe2+含量。

2.2.6 统计学方法 实验数据均以(췍x±s)表示,多组

间比较采用单因素方差分析,本研究采用SPSS23.0
对实验数据进行统计分析,用GraphPadprism8.0作

图,以P<0.05为差异有统计学意义。
3 结果

3.1 高脂、高糖高脂诱导 MPC-5细胞发生铁死亡 
结果显示高糖(HG组)并未诱导足细胞铁死亡的发

生,高脂(HP组)、高糖高脂(GP组)均导致 MPC-5细

胞生存率和GSH/GSSG比值降低(见图1A、图1B),
细胞亚铁离子浓度升高(见图1C),脂质过氧化物含量

也相应增多(见图1D、图1E),GPX4表达下降,AC-
SL4表达上升(P 均<0.05),xCT未见明显的变化

(图1F~图1I)。而高糖高脂相较于高脂加重了足细

胞铁死亡的发生,因此选择高糖高脂进行后续实验。
随着高糖高脂孵育时间延长,MPC-5细胞生存率呈进

行性下降(见图1J),同时 GPX4表达逐渐下降,AC-
SL4与之相反则呈现上升趋势(P 均<0.05,见图1K
~图1M)。

注:A为CCK-8检测 MPC-5细胞生存率的变化;B为GSH/GSSG比值变化;C为 MPC-5细胞中铁离子浓度变化;

D、E为BYDIPY581/591探针检测 MPC-5细胞中的脂质过氧化物含量及其相对平均荧光强度;

F、G、H、I为 WB检测 MPC-5细胞中铁死亡相关蛋白xCT、GPX4和ACSL4表达水平;

J为GP孵育0h、12h、24h、36h细胞生存率的变化;K、L、M为 WB检测GP孵育0h、12h、

24h、36h后,MPC-5细胞中铁死亡相关蛋白GPX4和ACSL4表达水平。*P<0.05,#P<0.05。
图1 HP、GP诱导 MPC-5细胞产生铁死亡
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3.2 Fer-1抑制高糖高脂诱导 MPC-5细胞铁死亡 
如图2所示,Fer-1能够上调高糖高脂引起的 MPC-5
细胞活性和GSH/GSSG比值的降低(P<0.05,见图

2A和图2B);而下调高糖高脂引起的 MPC-5细胞亚

铁离子浓度和脂质过氧化物水平的升高(P <0.05,
见图2C~图2E);另外Fer-1增加GPX4蛋白表达,同
时下降ACSL4蛋白表达(P<0.05,见图2F~图2I)。

注:A为 MPC-5细胞分别和GP、GP+Fer-1共孵育24h细胞活性的变化;B为GSH/GSSG比值变化;C为 MPC-5
细胞中铁离子浓度变化;D、E为C11-BODIPY581/591探针检测 MPC-5细胞中的脂质过氧化物含量及其相对平均

荧光强度;F、G、H、I为 WB检测细胞铁死亡相关蛋白的表达变化。*P<0.05,#P<0.05。

图2 Fer-1抑制GP诱导 MPC-5细胞铁死亡

3.3 Met对小鼠足细胞铁死亡发挥保护作用 Met、

Sax、Dap均对高糖高脂引起的 MPC-5细胞死亡具有

保护作用(见图3A),同时降低 MPC-5细胞亚铁离子

浓度(见图3B)和脂质过氧化物浓度(见图3C、图3D),

提高GSH/GSSG比值(见图3E),另外上调GPX4表

达和下调ACSL4表达(见图3F~图3H),其中Met的

效果最强,P 均<0.05。

注:A为CCK-8检测在0.5mM Met、100nMSax、2μMDap和GP共同孵育24h下 MPC-5细胞生存率的变化;

B为铁离子浓度变化;C、D为C11-BODIPY581/591探针检测 MPC-5细胞中的脂质过氧化物含量及其相对平均荧光

强度;E为GSH/GSSG比值变化;F、G、H为 WB检测在3种降糖药2μMDap、100nMSax、0.5mM Met
和GP共同孵育24h下 MPC-5细胞中GPX4和ACLS4蛋白表达情况。*P<0.05,#P<0.05,&P<0.05。

图3 Met对小鼠足细胞铁死亡发挥保护作用
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4 讨论

糖尿病肾脏足细胞的抗氧化防御能力比较弱,较
容易受到氧化应激的影响而发生损伤。据文献报道,
在高糖环境中,足细胞会发生铁死亡,而小檗碱可以抑

制铁死亡,其机制可能与调控 NRF2/HO-1/GPX4信

号通路有关[8]。关于高糖、高脂对足细胞的损伤作用

和铁死亡效应的关联研究并不多,有研究发现高糖、高
脂可促进足细胞转化生长因子-β和血管内皮生长因子

的表达,同时增多的转化生长因子-β又可诱导足细胞

表达血管内皮生长因子,导致胶原产生增多,造成肾小

球基底膜增厚[9]。慢性高血糖和血清高水平游离脂肪

酸通常是导致足细胞损伤的原因[10]。高血糖可加重

脂毒性诱导的细胞功能障碍(糖脂毒性)[11]。在本研

究中,高糖环境作用下,并未诱导足细胞铁死亡发生,
这可能与本细胞株特性有关,高脂诱导了足细胞铁死

亡的发生,而高糖高脂明显加重了此诱导作用。同时,
在 MPC-5细胞中检测到铁死亡的生化特征[12],如铁

积累、GSH/GSSG比率降低和脂质活性氧过量产生。
此外,Fer-1具有防止活性氧蓄积和抑制脂质过氧化的

作用,是特异性铁死亡抑制剂,其显著逆转了糖脂毒性

诱导 MPC-5细胞铁死亡的作用。这些数据表明,铁死

亡与高糖高脂诱导的 MPC-5细胞损伤有关。

xCT是胱氨酸/谷氨酸反向转运系统的重要组成

部分,已被证明可介导细胞外胱氨酸与细胞内谷氨酸

的交换[13]。胱氨酸进入细胞,还原生成半胱氨酸,然
后由谷氨酸-半胱氨酸连接酶和谷胱甘肽合酶催化合

成谷胱甘肽(GSH)[14]。而GSH是GPX4降解过氧化

脂质的必需反应底物。GPX4利用GSH 将脂质过氧

化的过氧化键转化为羟基,失去脂质过氧化活性[15]。
作为氧化应激和细胞死亡信号的感应器,GPX4被认

为是触发铁死亡程序的重要靶点,其表达量的降低会

导致体内活性氧的显著增加。因此,抑制GSH/GPX4
通道会引起过脂质活性氧的蓄积,造成铁死亡现象的

发生。ACSL4是多不饱和脂肪酸代谢的重要同工酶,
通过催化以花生四烯酸为代表的多聚不饱和脂肪酸产

生脂质过氧化物,使细胞对铁死亡的敏感性提高[16]。
然而,在糖尿病相关代谢产物影响下,MPC-5细胞中

的xCT表达情况是有争议的,既有补偿性增加[17],也
有减少[18]的报道。在本研究中,GP处理的 MPC-5细

胞中xCT表达没有显著变化,这表明糖脂毒性诱导的

足细胞铁死亡可能不是由胱氨酸/谷氨酸反向转运蛋

白的变化引起的。xCT表达的差异可能与不同的细胞

类型和加工因子有关,这些需要进一步研究。在本研

究中,GP促进 MPC-5细胞死亡,同时 MPC-5细胞中

GPX4的表达降低,ACSL4的表达增加。这表明糖脂

毒性诱导的足细胞铁死亡可能归因于异常表达的

GPX4/ACSL4轴。
作为常用的降血糖药物,Met、Sax和Dap已被发

现具有明显的肾脏保护作用[19-22]。然而,目前尚不清

楚这些药物的保护作用是否与抑制细胞铁死亡相关。
有研究发现,Met在高脂联合链脉菌素诱导的2型糖

尿病小鼠中,通过抑制铁死亡,使胰岛β细胞损伤得到

改善[23]。另有报道称[24],Met可通过减少铁死亡来改

善高 脂 血 症 相 关 的 血 管 钙 化,以 及 通 过 LncRNA
sox2ot/Nrf2/SLC7A11改 善 细 胞 氧 化 应 激 和 铁 死

亡[25],这些证据表明,Met具有抑制细胞铁死亡作用。
在进一步 的 实 验 中,发 现 Met、Sax及 Dap均 降 低

MPC-5细胞亚铁离子浓度和脂质过氧化物浓度,同时

提高细胞活性,且 Met相较于Sax和Dap具有更强的

抗铁死亡作用。GPX4和 ASCL4在调节细胞铁死亡

中的核心作用已得到肯定[26]。本研究结果表明,Met
通过增加GPX4的表达和减少ASCL4的表达来抑制

铁死亡,有效减轻糖脂毒性诱导细胞损伤。
综上,本研究阐明了铁死亡在高糖高脂导致足细

胞损伤中发挥的作用,Met可能通过影响 GPX4和

ASCL4表达进行抗铁死亡,进而发挥细胞保护作用,
为DKD的治疗提供了新的手段。本研究着眼于 Met
抑制细胞铁死亡现象研究,但未更加深入的探究 Met、

GPX4、铁死亡这三者之间深层次的联系,有待于进行

进一步的分子机制研究。
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POM121蛋白在肝细胞癌中的表达及临床意义

姚兆女1,宋鑫1,裴钰琳1,李迪1,朱小年1,谭盛葵2

(1.桂林医科大学公共卫生学院,广西 桂林 541199;

2.广西肝胆疾病临床医学研究中心,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨核孔膜蛋白121(POM121)在肝细胞癌中的表达水平并分析其与肝细胞癌(HCC)患者临床病理参数

及预后的相关性。方法 采用组织微阵列结合免疫组化技术,检测75例肝细胞癌组织及对应癌旁组织中POM121的

表达水平,并分析其与患者临床病理特征的关联。此外,基于生物信息学数据库,验证POM121在肝细胞癌中的表达模

式,并预测其潜在调控通路。体外实验通过CCK-8、划痕实验、Transwell实验观察POM121表达变化对肝癌细胞增殖、

迁移和侵袭的影响。结果 POM121蛋白在肝细胞癌组织中的阳性率为62.67%(47/75),显著高于癌旁组织42.67%
(32/75),差异有统计学意义(P<0.05)。POM121的表达水平在肝细胞癌患者的肝硬化发生(χ2=5.872,P=0.015)

及远处转移(χ2=6.354,P=0.012)方面差异有统计学意义。POM121阳性的肝细胞癌患者预后更差,其生存时间低于

阴性表达患者(P<0.05)。体外功能实验证实,POM121过表达可促进肝细胞癌的增殖活性和侵袭能力。生物信息学

数据表明,POM121在肝细胞癌组织中呈现高表达模式,且其表达水平与患者较差的生存结局相关。潜在机制分析提

示,POM121可能影响ERBB信号传导和补体系统激活等关键通路。结论 肝细胞癌组织中POM121呈现显著高表达

状态,且该蛋白的高水平表达与患者不良临床预后密切相关。POM121可增强肝癌细胞的恶性生物学行为。

关键词:核孔膜蛋白;癌,肝细胞;免疫组化;生存预后

中图分类号:R730.261   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0207-08
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.003

ExpressionandclinicalsignificanceofPOM121proteininhepatocellularcarcinoma

YAOZhaonu1,SONGXin1,PEIYulin1,LIDi1,ZHUXiaonian1,TANShengkui2

(1.SchoolofPublicHealth,GuilinMedicalUniversity,Guilin541199,Guangxi,China;

2.GuangxiClinicalMedicalResearchCenterforHepatobiliary
Diseases,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toexploretheexpressionlevelofnuclearporemembraneprotein121(POM121)in
hepatocellularcarcinoma(HCC)andanalyzeitscorrelationwiththeclinicopathologicalparametersandprogno-
sisofHCCpatients. Methods TheexpressionlevelofPOM121in75HCCtissuesandcorrespondingpara-
canceroustissueswasdetectedbytissuemicroarraycombinedwithimmunohistochemistry,anditsassociation
withclinicopathologicalcharacteristicsofpatientswasanalyzed.Inaddition,basedonbioinformaticsdatabas-
es,theexpressionpatternofPOM121inHCCwasvalidated,anditspotentialregulatorypathwayswerepre-
dicted.Invitroexperiments,theeffectsofPOM121expressionchangesontheproliferation,migration,and
invasionofHCCcellswereobservedthroughCCK-8,scratchassay,andTranswellassays. Results Thepos-
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itiverateofPOM121proteininHCCtissueswas62.67% (47/75),significantlyhigherthanthatinparacancer-
oustissuesat42.67% (32/75),withastatisticallysignificantdifference(P<0.05).Theexpressionlevelof
POM121showedstatisticallysignificantdifferencesintheoccurrenceofcirrhosis(χ2=5.872,P=0.015)and
distantmetastasis(χ2=6.354,P=0.012)inHCCpatients.HCCpatientswithpositivePOM121expression
hadapoorerprognosis,withashortersurvivaltimecomparedtothosewithnegativeexpression(P<0.05).
InvitrofunctionalexperimentsconfirmedthatPOM121overexpressionpromotedtheproliferationactivityand
invasiveabilityofhepatomacells.BioinformaticsdataindicatedthatPOM121exhibitedahighexpressionpat-
terninHCCtissues,anditsexpressionlevelwasassociatedwithpoorersurvivaloutcomesinpatients.Poten-
tialmechanismanalysissuggestedthatPOM121mayaffectkeypathwayssuchasERBBsignalingandcomple-
mentsystemactivation. Conclusion POM121issignificantlyhighlyexpressedinHCCtissues,andthehigh
expressionlevelofthisproteiniscloselyrelatedtothepoorclinicalprognosisofpatients.POM121enhances
themalignantbiologicalbehaviorofHCCcells.
  Keywords: nuclearporemembraneprotein;carcinoma,hepatocellular;immunohistochemistry;survival

prognosis

  肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC,以下

称为肝癌),作为原发性肝癌的主要亚型,在全球范围

内是发病率排名第六、致死率位列第三的恶性肿瘤[1]。
在我国,该疾病的致死率高居癌症相关死亡第三位,仅
次于肺癌与结直肠癌[2],值得注意的是,广西地区属于

肝癌高发区域,2018年统计数据显示,其发病率和病

死率均居各类肿瘤之首[3]。由于 HCC早期临床表现

不典型且隐匿,多数病例确诊时已进展至中晚期。尽

管手术切除联合多学科治疗显著改善了患者的总体生

存率,但术后5年内肿瘤转移与复发的比例仍居高不

下[4]。因此,寻找可用于预测肝癌临床预后的分子标

志物,仍是当前肝癌防治研究的关键方向[5]。
核孔复合物(nuclearporecomplexes,NPCs)由

30余种核孔蛋白(nucleoporins,NUPs)组装形成的超

大分子复合体,是细胞核质交换的关键结构基础,这些

直径约120nm 的超分子机器在真核细胞中普遍存

在,每个哺乳动物细胞的核膜上约有3000~4000个

NPC[6]。NPCs不仅作为被动运输通道,更通过其组

成蛋白的动态变化参与细胞周期进程调控、转录激活、

RNA转录后加工以及表观遗传沉默等[7-12]。核孔膜

蛋白121(poremembraneprotein121,POM121)是

NPC的结构支架蛋白,在脊椎动物中广泛表达[13]。
分子特征方面,POM121是一种121kDa的Ⅰ型跨膜

蛋白[14],由18个外显子编码,含多个功能结构域,共
同构成其完整功能。N末端含跨膜结构域维持其在核

膜中的稳定性,中部存在核膜定位信号序列,C末端则

包含特征性的苯丙氨酸-甘氨酸(FG)重复基序[15-16]。
现有研究显示,POM121在多种恶性肿瘤(包括结直

肠癌、食管鳞癌等)中呈现显著过表达现象,其表达水

平与肿瘤临床分期及转移潜能呈正相关[17-18]。然而,

POM121在肝细胞癌发生发展过程中的生物学功能

及分子机制尚未明确,相关研究仍存在重要空白。
为深入探讨POM121在肝癌中的表达特征及其

临床意义,本研究整合肝癌临床样本队列与TCGA多

组学数据,通过免疫组化技术系统分析POM121的表

达特征,结合体外细胞实验以及生物信息学方法探究

其在肝癌发生发展中的分子机制,为临床诊疗提供新

的生物标志物和干预靶点。

1 对象与方法

1.1 研究对象 本研究采用桂林医科大学附属医院

病理科提供的75例经病理确诊的肝细胞癌组织及配

对癌旁组织(距肿瘤边缘>5cm)样本。纳入标准为:

18~80岁中国汉族原发性 HCC患者,术前未接受放

疗或化疗,具有完整临床病理资料(包括 HBV感染状

态、血清AFP水平、肝硬化背景、肿瘤特征及TNM分

期等)。本研究纳入的病例均经术后组织病理学确诊

为肝细胞癌,病理分级采用Edmondson分级系统评

估,TNM 分期参照AJCC(第8版,2017)标准。总体

生存期(overallsurvival,OS)作为主要观察终点,其定

义为自手术当日起至全因死亡或末次随访的时间间

隔。本研究严格遵循医学伦理规范,研究方案已获得

桂林医科大学伦理委员会审批(批准编号:GLMC2014
003),所有参与者均在充分知情的前提下签署书面知

情同意文件。

1.2 免疫组化 将75例石蜡包埋的肝癌及癌旁组织

制备为组织微阵列芯片,步骤流程包括,60℃烘片2
h,二甲苯脱蜡及梯度乙醇水化(100%、95%、85%、

75%),高压柠檬酸盐缓冲液(pH=6.0)抗原修复。为

消除内源性过氧化物酶干扰,使用3% H2O2 室温封

闭10min,接着10% 山羊血清封闭20min。一抗
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(POM121,NovusBiologicals,美国)4℃孵育16h,二
抗(HRP标记聚合物)室温孵育30min,DAB显色时

间严格控制在5min内。苏木精复染后经1%盐酸酒

精分化和流水返蓝,最终脱水封片。免疫组化染色结

果采用双盲评估法(隐藏患者临床病理特征及其分组

亚型),由两名病理医师独立判读。每例样本在高倍镜

下随机选取5个视野,具体评分标准:①细胞核着色强

度:0(阴性)、1(弱)、2(中等)、3(强);②阳性率:0(≤
5%)、1(6%~25%)、2(26%~50%)、3(51%~75%)、

4(>75%)。最终得分=强度评分×阳性率评分,≤4
分为阴性表达,>4分为阳性表达。每例样本于400
倍镜下随机选取5个视野,计数≥500个细胞。

1.3 CCK-8实验 肝癌细胞 Hep-G2转染48h后,
消化并计数,配制1×104 个细胞/毫升的悬液,接种于

96孔板(100微升/孔),设置3个复孔。分别在12h、

24h、48h、72h、96h后,在相应时间段之后每孔加入

110μL混合液(完全培养基:CCK-8试剂=10∶1),避
光孵育2h,酶标仪测定450nm波长处吸光度值。

1.4 细胞划痕实验 肝癌细胞 Hep-G2转染6~8h
后更换完全培养基,使用200μL无菌枪头垂直于孔板

底部制造划痕,PBS轻柔洗涤3次去除悬浮细胞,更换

为无血清培养基。于0h、24h、48h和72h时间点,
在倒置显微镜下采集图像,使用ImageJ软件进行分

析。

1.5 Transwell实验 采用Transwell侵袭实验探究

POM121对肝癌细胞侵袭能力的影响。Hep-G2转染

48h后无血清培养基制备单细胞悬液,调整浓度至2
×105 个细胞/毫升。准备好 Matrigel基质胶包被的

24孔Transwell小室,下室加入600μL含10% FBS
的完全培养基上室加入200μL无血清细胞悬液。37
℃、5% CO2 培养箱中培养36h后,移除上室未穿透

基质胶的细胞,4%多聚甲醛固定30min,1%结晶紫

染色60min。显微镜下随机选取5个视野进行细胞

计数,取平均值。

1.6 平板克隆 转染48h后消化 Hep-G2细胞,调
整密度至500个细胞/毫升,接种于6孔板(2毫升/
孔,含10% FBS的 DMEM 培养基)。于37℃、5%
CO2 培养箱中培养14d,每3d更换新鲜培养基。待

肉眼可见克隆形成后,PBS轻柔漂洗,4%多聚甲醛固

定30min,1%结晶紫染色60min,双蒸水冲洗后室温

晾干。

1.7 生物信息学 POM121在肝癌中的表达谱数据

通过 TCGA(TheCancerGenomeAtlas)平台(ht-
tps://portal.gdc.cancer.gov/)获取,具体来源于LI-
HC(肝癌)的 RNA-seq数据集(HTSeq-FPKM)。数

据预处理阶段,FPKM 值(基于片段长度和测序深度

的标准化计数)被转化为TPM(转录本每百万)值,随
后进行log2 转换。以POM121表达中位数为分界点,
样本被分为高、低表达两组,并通过 Kaplan-Meier法

比较两组的总生存时间。基因本体(GO)和京都基因

与基因组百科全书(KEGG)基因集均从 MSigDB(Mo-
lecularSignaturesDatabase)获取,并利用BroadIn-
stitute提供的GSEA工具进行富集分析,以筛选具有

统计学意义的基因集。参数设置为:Permutationtype
为“phenotype”,Permutations为1000次。通过计算

基因集富集分数(ES)、标准化富集分数(NES)及显著

性水平(FDRq-value),筛选显著富集的基因集(FDR
q-value<0.25)。结合富集图和热图分析基因集的功

能分布,并进行生物学功能注释,以揭示POM121相

关的潜在分子机制和通路。

1.8 统计学方法 统计处理、统计分析以及图表制作

均通过使用SPSS28.1、R(v4.4.2)以及 GraphPad
Prism(版本8.0)完成。POM121在肝癌与癌旁组织

中的表达差异,采用χ2 检验进行评估。生存分析中,

Kaplan-Meier法绘制生存曲线并利用Log-rank检验

评估不同组别之间总生存期的差异。此外,通过COX
比例风险模型分析肝癌患者的独立预后因素。P <
0.05视为差异具有统计学意义。

1.9 影响因素赋值 肝癌患者的影响因素与赋值见

表1。

表1 肝癌患者的影响因素与赋值

因素 变量名 赋值说明

年龄 age <50=0;≥50=1
性别 sex 男=0;女=1
吸烟 smoking 否=0;是=1
饮酒 drinking 否=0;是=1
HBV感染 HBVinfection 阴性=0;阳性=1
AFP AFP <400=0;≥400=1
肝硬化 cirrhosis 否=0;是=1
家族史 familyhistory 否=0;是=1
肿瘤数目 tumormultiplicity 单个=0;多个=1
肿瘤大小 tumorsize <5cm=0;≥5cm=1
病理分级 pathologicalgrade Ⅰ+Ⅱ=0;Ⅲ+Ⅳ=1
TNM分期 TNMstage Ⅰ期=0;Ⅱ~Ⅳ期=1
远处转移 distantmetastasis 否=0;是=1
POM121 poremembraneprotein121 低表达=0;高表达=1

2 结果

2.1 高通量测序筛选肝癌差异基因 收集桂林医科

大学附属医院5例肝癌样本和5例癌旁样本进行

RNA-seq。通过质控,使用 R包“DESeq2”筛选来自

HCC组织和正常组织之间存在的差异表达基因,以

|log2FoldChange|>1为阈值,其中校正后P(adj)<
0.05,找出差异表达基因1419个,其中上调表达基因
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1331个,下调表达基因88个,见图1A。进一步,通过

GEPIA在线数据库来验证上述过程中从差异基因中

选出核心基因(Hubgene),结 果 显 示 上 调 基 因 中,

POM121是一个显著上调表达的差异基因,见图1B。

注:A为肝癌差异基因火山图;B为POM121在不同肿瘤中的表达情况。

图1 肝癌差异表达基因筛选及POM121表达

2.2 POM121蛋白在肝癌组织中的表达水平 结果

显示,POM121 主 要 在 细 胞 核 中 表 达,见 图 2。

POM121在肝癌中的阳性表达率为62.75%(47/75),
其表达水平显著高于癌旁组织(P=0.017),见表2。

图2 POM121在肝癌和癌旁非癌

组织中阳性和阴性表达情况(×20)

表2 POM121在 HCC其癌旁组织中的表达

癌旁组织
HCC组织

+ -
总计

+ 22 10 32
- 25 18 43
合计 47 28 75

2.3 POM121蛋白与肝癌患者临床病理特征的关系

 结果显示,POM121的表达在肝硬化(χ2=6.133,P
=0.013)和远处转移(χ2=4.118,P=0.042)方面差

异有统计学意义,但与患者的年龄(P=0.740)、性别

(P=0.636)、HBV感染(P=0.811)、家族史(P =
0.335)差异无统计学意义,见表3。

表3 POM121蛋白表达与肝癌患者

临床病理特征的相关性分析

临床病

理参数
n

POM121

阳性 阴性
χ2 P

年龄/岁 0.111 0.740
 <50 34 22 12
 ≥50 41 25 16
性别 0.244 0.636
 男 61 39 22
 女 14 8 6
饮酒 0.856 0.355
 无 35 20 15
 有 40 27 13
HBV感染 0.057 0.811
 无 15 9 6
 有 60 38 22
家族史 0.929 0.335
 无 63 38 25
 有 12 9 3
肿瘤大小/cm 2.894 0.089
 <5 39 28 11
 ≥5 36 19 17
肿瘤数目/个 0.856 0.355
 单发 40 27 13
 多发(≥2) 35 20 15
TNM分期 0.883 0.347
 T1+T2 43 25 18
 T3+T4 32 22 10
病理分级 0.072 0.789
 Ⅰ+Ⅱ 39 25 14
 Ⅲ 36 22 14
肝硬化 6.134 0.013
 无 37 18 19
 有 38 29 9
远处转移 4.118 0.042
 无 48 26 22
 有 27 21 6
AFP/(μg·L-1) 2.023 0.155
 <400 32 23 9
 ≥400 43 24 19
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2.4 POM121蛋白与肝癌患者临床预后的关联 为

了系统评估 POM121在 HCC中的预后价值,通过

Kaplan-Meier法绘制生存曲线,Log-rank检验比较组

间差异生存分析结果表明,相比于POM121低表达,

POM121高表达患者术后存活时间更短,差异有统计

学意义(P <0.05),见图3。POM121阳性表达与

HCC患者预后之间存在关联。进一步,以患者生存预

后作为因变量(1=死亡,0=生存),在对患者的性别和

年龄进行校正的基础上,将肝硬化、远处转移以及

POM121的表达情况作为自变量,开展COX比例风险

模型的多因素分析。选择纳入标准为α=0.05,剔除

标准为β=0.1,结果发现POM121阳性表达是 HCC
患者术后不良预后的独立危险因素(P=0.005,HR
=0.363,95%CI:0.180~0.731),与肝硬化(P =
0.020,HR =2.248,95%CI:1.138~4.442)共同影

响患者的术后存活时间。

图3 POM121表达对肝癌患者术后总生存时间的影响

表4 HCC患者术后存活时间的多因素COX回归分析

因素 b Waldχ2 P HR 95%CI
年龄 -0.111 0.109 0.742 0.895 0.462~1.732
性别 0.208 0.189 0.664 1.231 0.482~3.144
POM121 -1.013 8.041 0.005 0.363 0.180~0.731
肝硬化 0.810 5.436 0.020 2.248 1.138~4.442
远处转移 0.618 3.245 0.072 1.855 0.947~3.635

2.5 POM121通过公共数据库中在肝癌中的表达、预
后影响 为了更全面地验证POM121在 HCC中的临

床相关性,本研究整合了 TCGA-LIHC队列的数据

(肝癌样本=374,正常肝组织=50)。利用R包“lim-
ma”差异表达分析发现:与正常肝组织相比,肝癌样本

中POM121的表达水平显著上调(P <0.001),见图

4;进一步利用survival(v3.8.3)和survminer(v0.5.0)
软件包进行生存分析显示,POM121高表达的肝癌患

者的术后总体生存时间(OS)显著降低,见图5。

注:***P<0.001。

图4 POM121在TCGA数据库的独立样本(左)和
匹配样本(右)中的表达差异

图5 TCGA数据库中POM121表达对

肝癌患者术后总生存时间的影响

2.6 POM121调控肝癌恶性进展及其通路分析 通

过CCK-8实验,结果提示,在肝癌细胞 Hep-G2中过

表达POM121增殖能力明显增强,见图6A。平板克

隆实验进一步支持这一发现,证实POM121过表达可

明显提升细胞的克隆形成能力,见图6B。划痕实验结

果显示,过表达POM121提高了肝癌细胞的迁移速

度,见图6C;Transwell实验则表明该基因同时可增强

了Hep-G2细胞的侵袭能力,见图6D。通过基因集富

集分析(GSEA),进一步探究了POM121调控的分子

通路,见图6E。分析发现,POM121上调组在ERBB
信号转导(ERBBsignalingpathway)、胰岛素信号传递

(insulinsignalingpathway)、Wnt/β-catenin信号传导

以及 MAPK级联反应等通路显著富集;而POM121
下调则与补体及凝血级联反应等通路相关。值得注意

的是,这些差异通路中多个已被证实与肿瘤发生发展

密切相关,提示POM121可能通过激活促癌信号网络

驱动肝癌进展。
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注:A为CCK-8检测过表达POM121后 HCC细胞的增殖能力;B为平板克隆实验检测过表达POM121后

HCC细胞集落形成能力;C为Transwell实验检测过表达POM121后细胞侵袭实验;D为过表达

POM121后细胞划痕实验;E为肝癌中与POM121相关的通路的富集情况。

图6 肝癌中过表达POM121促进肝癌恶性进展

3 讨论

肝癌的发病机制呈现显著的多因素交互特征。分

子流行病学研究证实,其发生发展涉及遗传易感性(如

TP53突变)与环境暴露(如黄曲霉毒素B1)的协同作

用[19],并表现出明显的种族差异性(亚洲人群发病率

显著 高 于 欧 美)及 家 族 聚 集 现 象[20]。其 中,HBV/

HCV感染所致的慢性肝损伤包括肝硬化和肝纤维化

被公认为是主要诱因[21],但其具体机制尚未完全阐

明。由于肝癌起病隐匿、进展迅速、复发转移率高且生

存期短,其治疗一直是临床面临的重大挑战。本研究

系统评估了POM121在 HCC中的临床意义,揭示其

表达水平与患者预后及病理特征的相关性。免疫组织

化学分析显示,POM121在肝癌组织中的表达强度较

癌旁正常组织显著上调。值得注意的是,POM121阳

性表达与肝硬化和远处转移呈有关,这与肝癌的“病毒

感染-肝硬化-癌变”经典致病模式高度一致,由于

远处转移和肝硬化均是肝癌预后不良的重要指标[22],
这一发现提示POM121可能在肝癌的恶性进展中起

关键调控作用,并有望成为评估肝癌发展的潜在分子

标志物。
本研究通过Kaplan-Meier生存分析进一步证实,

与POM121阴性患者相比,阳性组患者的生存时间显

著减少。经多因素COX回归模型校正后,POM121高

表达状态与肝硬化被确认为影响患者预后的独立危险

因素。体外功能实验(CCK-8、平板克隆、Transwell侵

袭和划痕实验)结果表明,POM121可促进肝癌细胞的

增殖、迁移和侵袭能力,该发现与前列腺癌[23]和肺

癌[24]中的研究结果一致。此外,多项临床研究证实,

POM121的表达水平在结直肠癌、喉癌以及非小细胞

肺癌中高表达且与 TNM 分期显著相关[17,25-26],证实

了该基因在肿瘤发生发展中的重要作用。为进一步阐

明POM121在肝癌发生发展中的分子机制,本研究采

用基 因 集 富 集 分 析 (GSEA)方 法,系 统 分 析 了

POM121调控的关键信号通路。POM121作为核孔跨

膜蛋 白,POM121通 过 与importin/β结 合[27],介 导

MYC、β-catenin等致癌因子入核,可能通过 MAPK、

ERBB、氧化磷酸化等信号通路参与肝癌的恶性进展。
这一发现与其他肿瘤中的研究结果相互印证。例如,
在非小细胞肺癌中,H3K18乳酸化通过激活POM121
转录,促进 MYC核转运及PD-L1表达,从而介导免疫

逃逸[28]。与非小细胞肺癌类似,肝癌的免疫逃逸可能

同样受 H3K18乳酸化调控。GSEA显示POM121富

集 Wnt/β-catenin通路,在肝癌发生发展中,异常的

Wnt/β-catenin信号通路会导致遗传改变和致癌作用,
而β-catenin的核积累正是AFP高表达的核心驱动因

素[29]。同样的,GUANLR等[26]研究发现,POM121
通过 TGF-β/SMAD和PI3K/AKT通路在非小细胞

肺癌中发挥致癌作用。在其他肿瘤中,POM121可能

通过调控Hedgehog通路和p53信号网络影响口腔鳞

状细胞癌(OSCC)的进展,这一结论由 HaoranMa课
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题组基于生物信息学方法得出[30]。此外,通过GSEA
分析,ZHAORH 等[25]揭示了POM121可能通过调

控,代谢重编程中涉及的鞘脂代谢、溶酶体功能、脂肪

酸代谢调控及PPAR信号途径,细胞器功能中溶酶体

活性与核糖体生物合成,DNA维护机制中的核苷酸切

除修复系统来影响喉癌的进程。POM121如何参与癌

症的发生发展,目前研究仍不充分,未来需更深入的实

验进行验证。
综上所述,本研究首次系统性地证实了POM121

在肝癌中的表达呈上调趋势,POM121的上调与患者

较差的生存预后相关且POM121阳性表达是肝癌预

后不良的独立危险因素。POM121与肝癌患者临床信

息的综合分析以及细胞功能学实验表明POM121可

促进肝癌细胞生长、分化和侵袭。然而,POM121影响

肝癌恶性进展的作用尚需体内外实验进一步阐明。此

外,还需要进一步实验来证实GSEA对POM121功能

机制初步研究的结论。未来,通过深入探讨POM121
在肝癌恶性进展中的具体作用机制,不仅将深化对肝

癌发生机制的理解,更可能为临床实践开辟新的途径,
从早期筛查到精准治疗的多环节实现诊疗革新。
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【论著与临床报道】

EGFR通过AKT/c-Jun途径上调PD-L1

降低Hep3B细胞对索拉非尼的敏感性

薛子晗,高佳丰,涂丽,刘洋,于滢,唐小龙

(安徽理工大学医学院,安徽 淮南 232001)

摘 要:目的 探究表皮生长因子受体(EGFR)在肝癌细胞对索拉非尼(SFB)敏感性中的作用及其与程序性死亡配体-1
(PD-L1)的关系。方法 采用SFB单独处理 Hep3B细胞以及SFB与表皮生长因子(EGF)联合处理 Hep3B细胞,并通

过CCK-8、克隆形成实验、EdU染色、JC-1染色等方法分析SFB和EGF对 Hep3B细胞增殖能力的影响。采用基因敲低

技术敲低EGFR验证EGFR对 Hep3B细胞增殖能力的调控作用。通过 WB、免疫荧光实验分析EGFR与PD-L1的关

系。应用 MK2206(AKT抑制剂)揭示EGFR上调PD-L1降低Hep3B细胞对SFB敏感性的分子机制。结果 SFB能够

抑制 Hep3B细胞增殖并促进其凋亡,而EGF激活EGFR后,能够降低 Hep3B细胞对SFB敏感性,具体表现为细胞活力

增加、增殖能力增强、凋亡水平降低。相反,EGFR敲低可提高细胞对SFB敏感性。EGFR活化能上调PD-L1表达,EG-
FR敲低则降低其表达。过表达PD-L1会降低 Hep3B细胞对SFB敏感性,下调PD-L1则提高敏感性。EGFR可能位于

AKT和c-Jun的上游,通过调控AKT和c-Jun的磷酸化来上调PD-L1表达。结论 EGFR通过 AKT/c-Jun途径上调

PD-L1,从而降低肝癌 Hep3B细胞对SFB的敏感性。
关键词:癌,肝细胞;EGFR;AKT/c-Jun;索拉非尼;程序性死亡配体-1
中图分类号:R730.261   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0215-10
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EGFRupregulatesPD-L1viatheAKT/c-Junpathway
toreducethesensitivityofHep3BcellstoSorafenib

XUEZihan,GAOJiafeng,TULi,LIUYang,YUYing,TANGXiaolong

(SchoolofMedicine,AnhuiUniversityofScience& Technology,Huainan232001,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheroleofepidermalgrowthfactorreceptor(EGFR)inthesensitivi-
tyofhepatocellularcarcinoma(HCC)cellstoSorafenib(SFB)anditsrelationshipwithprogrammeddeathlig-
and-1(PD-L1). Methods Hep3BcellsweretreatedwithSFBaloneoracombinationofSFBandepidermal
growthfactor(EGF).TheeffectsofSFBandEGFontheproliferationabilityofHep3Bcellswereanalyzedby
methodssuchasCCK-8assay,colonyformationassay,EdUstaining,andJC-1staining.Geneknockdown
technologywasemployedtoknockdownEGFRandverifyitsregulatoryroleintheproliferationofHep3B
cells.TherelationshipbetweenEGFRandPD-L1wasanalyzedthroughWesternBlot(WB)andimmunofluo-
rescenceassays.MK2206(anAKTinhibitor)wasappliedtorevealthemolecularmechanismbywhichEGFR
upregulatesPD-L1andreducesthesensitivityofHep3BcellstoSFB. Results SFBinhibitedtheproliferation
ofHep3Bcellsandpromotedtheirapoptosis.AfteractivationofEGFRbyEGF,thesensitivityofHep3Bcells
toSFBwasreduced,asevidencedbyincreasedcellviability,enhancedproliferationcapacity,anddecreasedap-
optosislevels.Conversely,EGFRknockdownincreasedcellsensitivitytoSFB.EGFRactivationupregulated
PD-L1expression,whileEGFRknockdownreduceditsexpression.OverexpressionofPD-L1decreasedthe
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sensitivityofHep3BcellstoSFB,whereasdownregulationofPD-L1increasedsensitivity.EGFRmaybeup-
streamofAKTandc-Jun,andmayupregulatePD-L1expressionbyregulatingthephosphorylationofAKT
andc-Jun. Conclusion EGFRupregulatesPD-L1viatheAKT/c-Junpathway,therebyreducingthesensitiv-
ityofHCCHep3BcellstoSFB.
  Keywords: carcinoma,hepatocellular;EGFR;AKT/c-Jun;Sorafenib;programmeddeathligand-1

  肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)是原

发性肝癌中的常见类型,在全球癌症相关死亡病因中

位列第三,其具有较高的治疗失败率和不良预后风险,
多数患者在确诊时已处于晚期,这使得治疗手段受到

很大限制[1-3]。索拉非尼(sorafenib,SFB)作为晚期

HCC的一线治疗药物,主要通过抑制 RAF/MEK/

ERK信号通路直接抑制肿瘤生长,并且通过抑制血管

内皮生长因子受体(vascularendothelialgrowthfac-
torreceptor,VEGFR)和血小板源性生长因子受体

(platelet-derivedgrowthfactorreceptor,PDGFR)来
阻碍肿瘤新生血管形成,间接抑制肿瘤细胞的生长[4]。
然而,在临床实践中,HCC患者对索拉非尼耐药现象

极为普遍,耐药产生后,药物疗效显著降低[4-5]。因此,
探索提高肝癌细胞对索拉非尼敏感性的途径成为当前

肝癌研究领域的关键任务。
表皮生长因子受体(epidermalgrowthfactorre-

ceptor,EGFR)作为一种跨膜糖蛋白,在多种恶性肿瘤

中呈现过度表达的状态,其主要功能为促进细胞增殖

并抑制细胞凋亡,常被视为原癌基因[6]。大量研究表

明[6],EGFR过表达不仅与包括 HCC在内的癌症发

病风险升高相关,而且与肿瘤耐药性的产生密切相关。
有的研究表明,免疫检查点分子程序性死亡配体-1
(programmeddeathligand-1,PD-L1)不仅在肿瘤免

疫逃逸过程中发挥关键作用,还与肿瘤耐药性密切相

关[7]。PD-L1可通过激活多种代偿性信号通路,削弱

索拉非尼对关键信号传导(如RAF/MEK/ERK等)的
抑制效果,从而降低肝癌细胞对索拉非 尼 的 敏 感

性[7-8]。尽管EGFR、PD-L1在肿瘤发生发展中的重要

性已被证实,但它们与 HCC对索拉非尼耐药之间的

关系仍不明确。本研究旨在分析EGFR与PD-L1的

相关性,深入探讨EGFR通过上调PD-L1降低肝癌细

胞对索拉非尼敏感性的分子机制,进而寻找提高肝癌

细胞索拉非尼敏感性的方法,为肝癌的治疗提供有价

值的实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 Hep3B肝癌细胞购自武汉赛维尔生

物科技有限公司,使用含10%胎牛血清(杭州四季青

生物有限公司)的RPMI-1640培养基(上海碧云天生

物技术有限公司)进行培养,细胞培养条件设定为37
℃、5%CO2 的培养箱环境。

1.2 慢病毒转染 为敲低目标基因 EGFR(NM_

005228.3),由上海生工生物技术有限公司构建并验证

了shEGFR慢病毒载体,其中shRNA1(3753):5′-CC
GGCCTCCAGAGGATGTTCAATAACTCGAGTT
ATTGAACATCCTCTGGAGGTTTTTTG-3′;shRN
A2(3753):5′-CCGGGCTGGATGATAGACGCAGA
TACTCGAGTATCTGCGTCTATCATCCAGCTTT
TTTG-3′;shRNA3(3755):5′-CCGGGCCACAAAG
CAGTGAATTTATCTCGAGATAAATTCACTGC
TTTGTGGCTTTTTTG-3′;shNC 为 阴 性 对 照。由

上海生工生物技术有限公司构建并验证了shPD-L1
慢病毒载体的序列shRNA1(3166):5′-CCGGCGAAT
TACTGTGAAAGTCAATCTCGAGATTGACTTT
CACAGTAATTCGTTTTTTG-3′;shRNA2(3167):

5′-CCGGGCTGCACTAATTGTCTATTGGCTCGA
GCCAATAGACAATTAGTGCAGCTTTTTTG-3′;

shRNA3(3168):5′-CCGGGGATCCAGTCACCTCT
GAACACTCGAGTGTTCAGAGGTGACTGGATC
CTTTTTTG-3′;shNC为阴性对照。将 Hep3B细胞

接种于6孔板内,根据细胞数量和病毒滴度计算所需

的病毒液体积并进行细胞转染。转染72h后,提取细

胞蛋白质,通过 WesternBlot分别筛选出EGFR和

PD-L1敲低效果最佳的细胞用于后续实验。

1.3 WesternBlot 采用RIPA裂解液(上海碧云天

生物技术有限公司)从细胞中提取蛋白,将提取的蛋白

与上样缓冲液按4∶1的比例混合,于沸水中加热20
min制得蛋白样品。把定量后的样品加入10%SDS-
PAGE凝胶的上样孔,进行电泳分离。分离后,将凝胶

中的蛋白质转印至PVDF膜,在室温下用5%脱脂牛

奶封闭1h。TBST缓冲液清洗3次,每次10min。将

膜置于一抗[EGFR抗体(#4267)、p-EGFR抗体(#
3777)、PD-L1抗体(#13684)、cleavedcaspase-3抗体

(#9664)、caspase-3抗体(#9662)、cleavedcaspase-9
抗体(#9509)、caspase-9抗体(#9502)、p-AKT抗体

(#4060)、AKT 抗 体 (#9272)、p-c-Jun 抗 体 (#
3270)、c-Jun抗体(#9165)、β-actin抗体(#4970)],
以上抗体均购自CellSignalingTechnology公司,4℃
孵育过夜,次日将膜置于二抗中,室温孵育1h。最

后,在PVDF膜上添加发光液,利用全自动凝胶成像

分析系统检测,并通过ImageJV1.8.0软件对蛋白条
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带灰度值进行分析。

1.3.1 检测EGFR活化水平和PD-L1表达水平 将

Hep3B细胞接种于培养皿内,待细胞铺满皿底后,在

EGF组培养皿的培养液中加入浓度为100ng/mL的

EGF(GMP10605HNAE,北京义翘神州科技股份有

限公司),对照组不做处理,37℃继续培养20min后,
分别提取EGF组与对照组蛋白,进行蛋白质免疫印

迹,检测EGFR活化水平和PD-L1表达水平。

1.3.2 检测EGFR低表达的 Hep3B细胞的PD-L1
表达水平 按照1.2的方法获得阴性对照组细胞

(shNC)和EGFR敲低组细胞(shEGFR),对这两组细

胞分别采用3.5μMSFB处理,提取蛋白后检测PD-
L1表达水平。

1.3.3 检测细胞凋亡分子 按照1.2的方法获得阴

性对照组细胞、PD-L1过表达细胞(PD-L1-OE)、PD-
L1敲低细胞(shPD-L1),阴性对照组细胞分为2组,1
组不处理,1组采用3.5μMSFB处理,PD-L1过表达

细胞采用3.5μMSFB处理,分别提取蛋白后检测

cleavedcaspase-3、cleavedcaspase-9表达水平。

1.3.4 检测细胞信号通路关键分子活化水平 将

Hep3B细胞接种于培养皿内,分为3组,1组不做处

理,1组采用100ng/mL的EGF处理,1组采用100
ng/mL 的 EGF 处 理 后 再 使 用 AKT 抑 制 剂

(MK2206)处理,提取蛋白后检测AKT、c-Jun活化水

平和PD-L1表达水平。按照1.2的方法获得阴性对

照组细胞(shNC)和EGFR敲低组细胞(shEGFR),阴
性对照组细胞分成2组,1组不做处理,1组采用100
ng/mL的EGF处理,EGFR敲低组细胞采用100ng/

mL的EGF处理,提取蛋白后检测 AKT、c-Jun活化

水平和PD-L1表达水平。

1.4 CCK-8实验

1.4.1 检测细胞IC50 将 Hep3B细胞接种于96孔

板,每孔约4×103 个细胞,分为5组,每组分别采用1

μM、2μM、4μM、8μM、16μM的索拉非尼(Medchem
Express公司)进行处理。24h后,弃去孔内原培养

基,每孔滴加100μL工作液(上海碧云天生物技术有

限公司)。继续培养2h后,检测各组细胞在450nm
处的吸光度值,并通过GraphPadPrism8.0软件计算

IC50值。

1.4.2 检测EGF活化后细胞活力 将 Hep3B细胞

接种于96孔板,每孔约4×103 个细胞,分为2组,

EGF组在细胞培养液中加入浓度为100ng/mL的

EGF,对照组不进行处理。24h后,弃去孔内原培养

基,每孔添加100μL工作液(上海碧云天生物技术有

限公司)。继续培养2h后,检测各组细胞在450nm
处的吸光度值,分析细胞活力。

1.4.3 阴性对照组与EGFR敲低组细胞活力的比较

 将阴性对照组细胞(shNC)和 EGFR敲低组细胞

(shEGFR)分别接种于96孔板,2组同时采用100ng/

mL的EGF处理24h,其他步骤同1.4.2。

1.4.4 索拉非尼处理后阴性对照组与PD-L1过表达

组细胞活力的比较 将阴性对照组细胞(shNC)与

PD-L1过表达组细胞(PD-L1-OE)分别接种于96孔

板,将对照组细胞再分为2组,1组不做处理,1组采用

3.5μMSFB处理24h,同时PD-L1过表达组细胞采

用3.5μMSFB处理24h,其他步骤同1.4.2。

1.5 EdU增殖实验

1.5.1 分析EGF活化后细胞增殖能力 将 Hep3B
细胞接种于24孔板,分为3组,1组不做处理,1组采

用3.5μMSFB处理,1组经100ng/mL的EGF处理

后再采用3.5μMSFB处理,培养24h后,更换为含

10μMEdU(上海碧云天生物技术有限公司)的培养

液。37℃孵育2h后去除培养基,4%多聚甲醛固定

细胞15min,TritonX-100(安徽美仑生物科技有限公

司)透化细胞15min。然后加入Click反应液孵育30
min,用DAPI染液染核10min。最后在倒置荧光显

微镜下检测。

1.5.2 阴性对照组与EGFR敲低组细胞增殖能力的

比较 将EGFR敲低组细胞(shEGFR)接种于24孔

板,分为2组,1组不做处理,1组采用3.5μMSFB处

理,其他步骤同1.5.1。

1.6 克隆形成实验

1.6.1 分析 EGF活化后细胞克隆形成能力 将

Hep3B细胞以每孔1000个细胞接种于6孔板,分为

3组,1组不做处理,1组采用3.5μMSFB处理,1组

经100ng/mL的EGF处理后再采用3.5μMSFB处

理。定期换液,2周后去除培养液,先后用4%多聚甲

醛固定细胞10min和1%结晶紫染色15min,清洗后

拍照记录克隆团数量。

1.6.2 阴性对照组与EGFR敲低组细胞克隆形成能

力的比较 将阴性对照组细胞和EGFR敲低组细胞

接种于6孔板,分别采用3.5μMSFB处理,其他步骤

同1.6.1。

1.7 线粒体膜电位检测

1.7.1 分析EGF活化后细胞凋亡水平 将 Hep3B
细胞以每孔约2×105 个细胞接种于24孔板,分为3
组,1组不做处理,1组采用3.5μMSFB处理,1组经

100ng/mL的EGF处理后再采用3.5μMSFB处理,

24h后弃去药液,经PBS洗涤后,加入JC-1工作液

(上海碧云天生物技术有限公司)避光孵育30min。
后用DAPI染液染核10min。最后,在荧光显微镜下

检测,并通过ImageJV1.8.0软件分析细胞荧光强
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度。

1.7.2 阴性对照组与EGFR敲低组细胞凋亡水平的

比较 将阴性对照组细胞和EGFR敲低组细胞接种

于24孔板,分别采用3.5μMSFB处理,其他步骤同

1.7.1。

1.8 间接免疫荧光 将 Hep3B细胞、阴性对照组细

胞(shNC)、EGFR敲低组细胞(shEGFR)接种于含有

盖玻片的24孔板,阴性对照组细胞(shNC)和EGFR
敲低组细胞(shEGFR)分别用100ng/mL的EGF处

理20min,用4%多聚甲醛固定10min。进行封闭处

理后,加入一抗并于4℃孵育过夜。次日,添加荧光标

记二抗并在37℃孵育30min。经DAPI复染细胞核

后,在荧光显微镜下检测,并通过ImageJV1.8.0软

件分析细胞荧光强度。

1.9 统计学方法 所有实验至少重复3次,数据以

(췍x±s)的形式表示,并使用 GraphPadPrism8.0软件

进行统计分析。两组数据间的差异通过t检验进行比

较,而多组数据间的差异则通过单因素方差分析以及

Bonferroni检验进行比较。P<0.05被认为差异具有

统计学意义。

2 结果与分析

2.1 EGFR活化降低Hep3B细胞对索拉非尼敏感性

 EGFR与EGF结合后会形成二聚体并磷酸化,如图

1A所示,用EGF处理Hep3B细胞,使 Hep3B细胞中

的EGFR显著活化为p-EGFR。然后,使用不同浓度

SFB处理 Hep3B细胞,通过CCK-8实验检测细胞活

力,IC50为3.39μM(见图1B)。因此,本研究采用与

IC50相近的SFB浓度来进行后续实验。用3.5μM
SFB分别处理 Hep3B细胞(Control组)和EGFR活

化的Hep3B细胞(EGF组)24h后检测细胞活力。结

果表明,EGF联合SFB处理的Hep3B细胞活力更高,

SFB处理的 Hep3B细胞活力具体数值为50.62%,

EGFR活化的Hep3B细胞活力为63.13%,差异具有

统计学意义(P<0.01)(见图1C)。通过EdU和克隆

形成实验分析SFB处理后Hep3B细胞和EGFR活化

的 Hep3B细胞增殖能力差异。结果显示,与Control
组Hep3B细胞相比,SFB处理后EdU阳性细胞数量

减少,克隆团数量减少(P<0.01)。与SFB单独处理

的Hep3B细胞相比,EGF联合SFB处理的 Hep3B细

胞EdU阳性细胞量增多,克隆团数量也增多(P <
0.001)(见图1D、图1E)。评估SFB诱导Hep3B细胞

和EGFR活化的Hep3B细胞的凋亡水平。检测细胞

线粒体膜电位结果显示,与 Hep3B细胞相比,SFB处

理后Hep3B细胞的绿色荧光/红色荧光比值增大。具

体比值:Hep3B细胞为1.193,SFB处理后为2.473,
差异具有统计学意义(P<0.001)。与SFB单独处理

的Hep3B细胞相比,EGF联合SFB处理的 Hep3B细

胞绿色荧光/红色荧光比值减小。EGF联合SFB处理

为1.617,差异具有统计学意义(P <0.001)(见图

1F)。EGFR活化后细胞免疫荧光结果见图2A、图

2B。

注:A为 WesternBlot检测EGFR活化水平;B、C为CCK-8实验检测细胞活力;D为克隆形成实验分析细胞增殖能力;

E为EdU-594分析细胞增殖能力;F为JC-1染色评估细胞凋亡水平。**P<0.01,***P<0.001。

图1 EGFR活化降低 Hep3B细胞对索拉非尼敏感性
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注:A为EdU-594分析细胞增殖能力的免疫荧光;B为JC-1染色评估细胞凋亡水平的免疫荧光。

图2 EGFR活化后细胞免疫荧光结果

2.2 EGFR敲低提高Hep3B细胞对索拉非尼敏感性

 通过 WesternBlot检测显示shRNA3成功敲低肝

癌细胞中EGFR,建立EGFR低表达的 Hep3B细胞

(Hep3BEGFR-),见图3A。CCK-8实验检测索拉非

尼对EGF处理的 Hep3B细胞活力的影响,结果表明

EGFR敲低后 Hep3B细胞(shEGFR)的活力降低(P

<0.01),见图3B;克隆形成实验结果(见图3C)与

EdU-594分析细胞增殖能力(见图3D)均显示EGFR
敲低后细胞增殖能力下降(P<0.001)。JC-1染色评

估SFB诱导肝癌细胞凋亡水平(见图3E),表明EGFR
敲低后SFB诱导肝癌细胞凋亡水平增加(P<0.01)。

EGFR敲低后细胞免疫荧光结果见图4A、图4B。

注:A为 WesternBlot检测EGFR表达水平;B为CCK-8实验检测细胞活力;C为克隆形成实验分析细胞增殖能力;

D为EdU-594分析细胞增殖能力;E为JC-1染色评估细胞凋亡水平。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图3 EGFR敲低提高 Hep3B细胞对索拉非尼敏感性
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注:A为EdU-594分析细胞增殖能力的免疫荧光;B为JC-1染色评估细胞凋亡水平免疫荧光。

图4 EGFR敲低后细胞的免疫荧光结果

2.3 经 EGF活化的 EGFR使 PD-L1表达上调 
WesternBlot结果显示,未经EGF处理的 Hep3B细

胞中PD-L1的相对表达量为0.585,而EGF处理后增

至0.932,EGF处理后Hep3B细胞中PD-L1的表达水

平显著上调,差异具有统计学意义(P <0.01)(见图

5A),表明EGF处理后 Hep3B细胞中PD-L1的表达

水平显著上调;Hep3BEGFR敲低后 Hep3B细胞的

PD-L1表达水平相对于未经EGF处理的 Hep3B细胞

显著下降(P<0.001)(见图5B)。间接免疫荧光实验

结果显示,与EGF未处理组相比,EGF处理的 Hep3B
细胞中 PD-L1表达水平显著上调;而 EGF处理的

Hep3BEGFR-细胞中PD-L1显著低于EGF未处理的

和EGF处理的Hep3B细胞,见图5C。

注:A、B为 WesternBlot检测PD-L1表达水平;C为免疫荧光检测PD-L1表达水平。
**P<0.01,***P<0.001。

图5 EGFR活化上调PD-L1

—022—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



2.4 PD-L1负调控Hep3B细胞对索拉非尼敏感性 
为探究PD-L1对Hep3B细胞索拉非尼敏感性的影响,
向Hep3B细胞中转染了PD-L1过表达慢病毒(上海生

工生物技术有限公司),得到了稳定过表达PD-L1的

Hep3B细胞(见图6A)。为进一步分析PD-L1对SFB
介导细胞凋亡水平的影响,通过 WesternBlot检测

SFB处 理 后 各 组 Hep3B 细 胞 中cleaved-caspase-3/
caspase-3,cleaved-caspase-9/caspase-9的 表 达 水 平。
结果显示,与未经SFB处理的 Hep3B细胞相比,SFB
处理的 Hep3B细胞中cleaved-caspase-3/caspase-3显

著升高(P<0.001);而与SFB处理的 Hep3B细胞相

比,SFB 处 理 的 Hep3B PD-L1+ 细 胞 中 cleaved-
caspase-3/caspase-3显著下降(P <0.01),且与未经

SFB处理的 Hep3B细胞无明显差异;3组细胞中的

cleaved-caspase-9/caspase-9差异无统计学意义(P >
0.05)(见图6B、图6C)。通过CCK-8实验检测未处理

的Hep3B细胞、SFB处理的 Hep3B细胞以及SFB处

理的PD-L1过表达 Hep3B细胞活力值,PD-L1负调

控Hep3B细胞对索拉非尼的敏感性,见图6D。

注:A为 WesternBlot检测PD-L1表达水平;B、C为 WesternBlot检测凋亡蛋白活化水平;

D为CCK-8实验检测细胞活力。**P<0.01,***P<0.001。
图6 过表达PD-L1降低 Hep3B细胞对索拉非尼的敏感性

2.5 下调PD-L1提高Hep3B细胞对索拉非尼的敏感

性 为进一步验证PD-L1与 Hep3B细胞对索拉非尼

敏感性之间的关系,需要从相反的方向进行实验,使用

PD-L1敲低的shRNA慢病毒下调PD-L1,观察肝癌

细胞对索拉非尼敏感性的变化。首先通过shRNA
(3168)慢病毒转染构建了低表达PD-L1的 Hep3B细

胞(Hep3BPD-L1-)(见图7A)。WesternBlot结果

显示,SFB处理的阴性对照组细胞中cleaved-caspase-
3/caspase-3水平显著高于shNC组细胞(P<0.05);
SFB处理 的 的 PD-L1低 表 达 的 细 胞(shPD-L1)中
cleaved-caspase-3/caspase-3水平显著高于SFB处理

的阴性对照组(P <0.001)(见图7B );而cleaved-
caspase-9/caspase-9的结果与此相反(见图7B)。

2.6 EGFR通过AKT/c-Jun上调PD-L1表达水平 
与Hep3B细胞相比,经EGF处理的 Hep3B细胞p-
AKT(P<0.001)和p-c-Jun(P <0.05)的水平显著

升高,同时PD-L1的表达也明显上调(P<0.001);当
采用AKT抑制剂(MK2206)与EGF联合处理时,相
较于仅用EGF处理的 Hep3B细胞,Hep3B细胞中的

p-AKT(P<0.001)和p-c-Jun(P <0.05)水平显著

下降,见图8A。为进一步验证EGFR与 AKT、c-Jun
及PD-L1之间的关系,与EGF处理的 Hep3B细胞相

比,EGF处理的 Hep3BEGFR-细胞中的p-AKT(P
<0.01)以及p-c-Jun(P<0.05)水平均显著下调,PD-
L1表达水平也下调(P<0.001),见图8B。
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注:A为 WesternBlot检测PD-L1表达水平;B为 WesternBlot检测凋亡蛋白活化水平。
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图7 下调PD-L1提高 Hep3B细胞对索拉非尼敏感性

注:A、B为 WesternBlot检测信号通路活化水平。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。
图8 EGFR通过AKT/c-Jun上调PD-L1表达水平
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3 讨论

自2007年SHARP研究公布SFB可有效延长晚

期HCC患者生存期以来,SFB已成为晚期 HCC患者

的一线标准治疗药物[9-10]。然而,SFB的耐药性是临

床治疗中的一个关键问题。本研究旨在探讨EGFR
在肝癌细胞对SFB敏感性中的作用及其与PD-L1的

调控关系。EGFR是一种跨膜蛋白,在多种生理过程

中发挥重要作用,在肝癌中其高表达与肿瘤细胞的增

殖和侵袭性密切相关[11]。已有研究表明,SFB对EG-
FR高表达的肝细胞癌(HCC)细胞的抑制效能显著减

弱[12],本研究结果进一步证实了这一现象。通过多种

实验手段系统地研究了 EGFR活化对 Hep3B细胞

SFB敏感性的影响。结果显示EGFR活化后,细胞对

SFB的敏感性降低,表现为细胞活力增加、增殖能力增

强以及凋亡水平降低。

PD-L1可通过激活多种代偿性信号通路,削弱

SFB对关键信号传导(如RAF/MEK/ERK等)的抑制

效果,从而降低肝癌细胞对SFB的敏感性[13-14]。鉴于

细胞内信号通路广泛联系,且已有研究表明PD-L1受

多种信号通路调控,并在细胞增殖、凋亡中有重要作

用[15],因此本研究着重探讨了EGFR与PD-L1的关

系,以深入探究EGFR在肝癌细胞中的作用机制。先

前已有研究发现EGFR与PD-L1的相关性,例如在非

小细胞癌和卵巢癌中,EGFR与其他的协同因子共同

调控PD-L1的表达[16-18]。本研究与先前的发现有相

似之处,但也存在差异。本研究中通过 WesternBlot
和免疫荧光实验均证实了EGFR活化可上调PD-L1
表达水平,而EGFR敲低则降低PD-L1表达,明确了

在Hep3B细胞中EGFR通过AKT/c-Jun通路来调控

PD-L1。
随后,本研究通过过表达和下调PD-L1,发现PD-

L1对Hep3B细胞的SFB敏感性有重要影响。过表达

PD-L1降低了细胞对SFB的敏感性,这一结果与先前

在其他肿瘤细胞中的研究发现具有相似性。例如,在
其他肿瘤系的研究中发现,过表达PD-L1会激活某些

抗凋亡信号通路,从而降低细胞对化疗药物的敏感

性[19]。在Hep3B细胞中,过表达PD-L1可能也是通

过类似的机制干扰SFB的作用。SFB主要通过抑制

肿瘤细胞的增殖和诱导凋亡来发挥抗癌作用,PD-L1
过表达或许会影响SFB作用的相关靶点或者信号通

路,如王威等[20]研究中提到的 Raf/MEK/ERK信号

通路,从而使得SFB难以发挥抑制细胞增殖、诱导凋

亡等作用。而下调PD-L1则提高了SFB敏感性,这与

其他研究结果部分一致[21-22]。本研究进一步明确了

Hep3B细 胞 中 EGFR 对 PD-L1 的 调 控 关 系。在

Hep3B细胞中,PD-L1对SFB敏感性的影响可能具有

其独特的细胞内分子机制。其中特定的转录因子或者

信号分子可能与PD-L1协同作用,影响SFB的药效。
在明确了PD-L1对 Hep3B细胞SFB敏感性影

响的基础上,需要探究EGFR与PD-L1表达相关的分

子机制及其与SFB敏感性之间的潜在联系。本研究

结果表明,EGF处理后AKT和c-Jun活化水平上调,
同时PD-L1表达上调,表明EGF对AKT、c-Jun的活

化以及PD-L1的表达具有促进作用;而抑制 AKT通

路后,Hep3B细胞中的p-AKT和p-c-Jun水平显著下

降,同时PD-L1表达下调,这一现象提示AKT在EGF
诱导的p-c-Jun和PD-L1上调进程中具有重要意义,

EGFR可能通过调控p-AKT和p-c-Jun的水平来上调

PD-L1的表达,即p-AKT和p-c-Jun可能是EGFR调

控PD-L1表达的中间环节分子。并且,EGFR敲低

后,p-AKT,p-c-Jun水平均显著下调,PD-L1表达水平

也下调,明确表明了EGFR对AKT、c-Jun的磷酸化以

及PD-L1的表达具有正向调控作用,EGFR可能位于

AKT和c-Jun的上游,通过调控AKT和c-Jun的磷酸

化来影响下游PD-L1的表达。
本研究虽然揭示了EGFR通过 AKT/c-Jun上调

PD-L1降低 Hep3B细胞对SFB敏感性这一机制,但
细胞内的信号传导网络是极其复杂的,这一机制可能

并非是完全独立的。在许多研究[23-25]中发现,细胞内

不同信号通路之间存在着广泛的交叉对话(Cross-
talk)。因此,在本研究中,很可能存在其他信号通路与

AKT/c-Jun通路相互作用来调节PD-L1的表达以及

SFB的敏感性。这种相互作用可能会增强或削弱

AKT/c-Jun通路对PD-L1表达的调控,进而影响细胞

对SFB的敏感性。这些潜在的相互作用需要进一步

深入研究,以全面理解在Hep3B细胞中PD-L1表达调

控以及SFB敏感性的复杂机制。

4 结论

本研究表明,EGFR活化水平与PD-L1表达水平

有关,EGFR通过AKT/c-Jun上调PD-L1表达,从而

降低Hep3B细胞对SFB的敏感性。本研究为深入理

解SFB耐药机制以及肝癌治疗策略提供了新的理论

依据。然而,仍需要进一步的研究来完善相关机制,并
探索其潜在的临床应用价值。

参考文献:
[1] SIEGELRL,MILLERKD,FUCHSHE,etal.Cancer

statistics,2022[J].CAACancerJClin,2022,72(1):7-33.
[2] SUNGH,FERLAYJ,SIEGELRL,etal.GLOBALcanc-

erstatistics2020:GLOBOCANestimatesofincidenceand
mortalityworldwidefor36cancersin185countries[J].
CACancerJClin,2021,71(3):209-249.

[3] LLOVETJM,CASTETF,HEIKENWALDERM,etal.

—322—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



Immunotherapiesforhepatocellularcarcinoma[J].Nat
RevClinOncol,2022,19(3):151-172.

[4] XUZH,DANGY,DONGY,etal.Anti-hepatocellular
carcinomaactivityofSorbariasorbifolia byregulating
VEGFRandc-Met/apoptoticpathway[J].JEthnophar-
macol,2024,324:117758.

[5] 王伟,贾胜楠,樊孙甫,等.二氢丹参酮通过抑制 Akt信号

通路激活来增强索拉非尼对肝细胞癌的抗癌作用(英文)
[J].生物化学与生物物理进展,2024,51(6):1445-1457.

[6] GAOJF,HUOZ,SONGXY,etal.EGFRmediatesepi-
thelial-mesenchymaltransitionthroughtheAkt/GSK-3β/

Snailsignalingpathwaytopromotelivercancerprolifera-
tionandmigration[J].OncolLett,2024,27(2):59.

[7] 徐永康,吴建兵.仑伐替尼在肝细胞癌中的耐药机制和对

策研究进展[J].南昌大学学报(医学版),2024,64(2):81-
87.

[8] 江博文,舒畅,赵向阳,等.外周血中性粒细胞-淋巴细胞

比值、血小板-淋巴细胞比值对不可切除肝细胞癌经导

管动脉化疗栓塞和靶向免疫治疗疗效及预后的预测价值

[J].中华普通外科学文献(电子版),2024,18(2):99-105.
[9] ÖCALO,KIMM M A,HOANGTPT,etal.Predictive

valueofplatelet-to-lymphocyteandneutrophil-to-lympho-
cyteratioinHCCtreatedwithsorafenibandradioemboli-
zation[J].JHEPRep,2024,6(4):100995.

[10] 刘云朋,高源,张红梅,等.肿瘤微环境介导肝细胞癌索

拉非尼耐药的研究进展[J].药物生物技术,2024,31(2):

206-210.
[11] 柴森.甲胎蛋白联合甲胎蛋白-L3、碱性磷酸酶和酸性水

解酶检测在肝细胞癌诊断中的应用[J].临床研究,2024,

32(7):122-124.
[12] 王学耀.索拉非尼与敲低STAT3联合治疗抗 HCC效果

评价及机制研究[D].济南:山东大学,2022.
[13] 柳扬,范伟,丁洁.lncRNASNHG16通过调控 miR-570

对肝癌细胞索拉非尼耐药的机制研究[J].中国比较医学

杂志,2023,33(11):63-70.
[14] 何华星,刘璐琳,刘颖茵,等.丁酸钠与索拉非尼可能通

过YAP诱导铁死亡协同抑制肝癌细胞增殖[J].南方医

科大学学报,2024,44(7):1425-1430.
[15] 罗丹霞,李玥澐,张慧.PD-1/PD-L1抑制剂治疗小细胞

肺癌的药物经济学系统评价[J/OL].中国医院药学杂

志,1-8[2024-11-18].http://kns.cnki.net/kcms/detail/

42.1204.R.20241106.1857.008.html.

[16] SHENX,JINXL,FANGS,etal.EFEMP2upregulates
PD-L1expressionviaEGFR/ERK1/2/c-Junsignalingto

promotetheinvasionofovariancancercells[J].CellMol
BiolLett,2023,28(1):53.

[17] HSUPC,JABLONSDM,YANGCT,etal.Epidermal

growthfactorreceptor(EGFR)pathway,yes-associated

protein(YAP)andtheregulationofprogrammeddeath-
ligand1(PD-L1)innon-smallcelllungcancer(NSCLC)
[J].IntJMolSci,2019,20(15):3821.

[18] XIEYL,DINGJW,GAOJK,etal.Triptolidereduces
PD-L1throughtheEGFRandIFN-γ/IRF1dualsigna-
lingpathways[J].IntImmunopharmacol,2023,118:

109993.
[19] XURY,LIUXK,LIAM,etal.C-Metup-regulatesthe

expressionofPD-L1throughMAPK/NF-κBp65pathway
[J].JMolMed(Berl),2022,100(4):585-598.

[20] 王威,徐波,闫素英.新型 抗 肝 癌 化 合 物 CBI-5725对

RAF/MEK/ERK通路及癌细胞凋亡的影响[J].实用药

物与临床,2019,22(4):342-348.
[21] XUGL,NICF,LIANGHS,etal.UpregulationofPD-

L1expressionpromotesepithelial-to-mesenchymaltran-
sitionin sorafenib-resistant hepatocellular carcinoma
cells[J].GastroenterolRep(Oxf),2020,8(5):390-398.

[22] SHRESTHAR,PRITHVIRAJP,BRIDLEKR,etal.
CombinedinhibitionofTGF-β1-inducedEMTandPD-L1
silencingre-sensitizeshepatocellularcarcinomatosor-
afenibtreatment[J].JClinMed,2021,10(9):1889.

[23] ADAOD M T,CHINGC,FISHEJ,etal.Endothelial
cell-cardiomyocytecross-talk:understandingbidirectional

paracrinesignalingincardiovascularhomeostasisand
disease[J].ClinSci(Lond),2024,138(21):1395-1419.

[24] PARKS H,TSUZUKIS,CONTINO K F,etal. 
Crosstalkbetweenbonemetastaticcancercellsandsen-
sorynervesinbonemetastaticprogression[J].LifeSci
Alliance,2024,7(12):e202302041.

[25] HONGZJ,XIE W,ZHUO H Q,etal.Crosstalkbe-
tweencancercellsandcancer-associatedfibroblastsme-
diatedbyTGF-β1-IGFBP7signalingpromotesthepro-
gressionofinfiltrativegastricCancer[J].Cancers(Ba-
sel),2023,15(15):3965.

收稿日期:2024-11-22;修回日期:2024-12-29
(本文编辑 覃洪含)   

—422—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:杨远清,郑璐萍,周文婷,等.铬、锌、铝相互作用及对糖尿病小鼠血糖

影响的研究[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):225-230.
【论著与临床报道】

铬、锌、铝相互作用及对糖尿病小鼠血糖影响的研究

杨远清,郑璐萍,周文婷,罗家锱,黄衍强

(右江民族医学院基础医学院,广西高校耐药微生物

感染防治研究重点实验室,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探索铬、锌、铝相互作用及对糖尿病小鼠血糖的影响。方法 通过EDTA络合反应及细胞培养实验检测

铬、铝、锌的相互作用。链脲佐菌素构建糖尿病模型小鼠30只,分5组,每组6只,检测单金属及混合金属相互作用对血

糖的影响。结果 MTT实验:铬(2.7~13.3μg)和锌(0.07~0.34μg)拮抗铝(53.3μg);铬(159.9~266.5μg)拮抗锌

(13.4μg);锌(0.36~2.73μg)拮抗铬(53.3μg)。动物实验:铬(100.8~604.2μg)显著降血糖;锌(151.8~455μg)降血

糖效果随剂量增加减弱;铝(5.6~30.2μg)使血糖上升。铬(100.8~604.2μg)拮抗铝(16.6μg)升血糖效应;锌(182~
455μg)与铝(16.6μg)协同升血糖;锌铬比值2∶1(0.82μg∶0.41μg)协同降血糖。结论 铬、锌、铝在特定浓度下存在

拮抗作用,但铬和锌在一定比例下可协同降低糖尿病小鼠血糖。
关键词:金属离子;糖尿病;拮抗;协同
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Researchontheinteractionamongchromium,zinc,andaluminum
andtheireffectsonbloodglucoseindiabetic

YANGYuanqing,ZHENGLuping,ZHOU Wenting,LUOJiazi,HUANGYanqiang

(GuangxiKeyLaboratoryforthePreventionandTreatmentofResistantMicrobial
InfectionsinUniversities,SchoolofBasicMedicalSciences,YoujiangMedical

UniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toexploretheinteractionamongchromium,zincandaluminumandtheireffectson
bloodglucoseindiabeticmice. Methods Theinteractionofchromium,aluminum,andzincwasdetected
throughEDTAcomplexationreactionsandcellcultureexperiments.Atotalof30diabeticmousemodelswere
constructedusingstreptozotocinanddividedinto5groups,with6miceineachgroup,toexaminetheeffectsof
singlemetalandmixedmetalinteractionsonbloodglucose. Results MTTassay:Chromium (2.7to13.3

μg)andzinc(0.07to0.34μg)antagonizedaluminum(53.3μg);chromium(159.9to266.5μg)antagonized
zinc(13.4μg);zinc(0.36to2.73μg)antagonizedchromium (53.3μg).Animalexperiments:Chromium
(100.8to604.2μg)significantlyreducedbloodglucoselevels;thehypoglycemiceffectofzinc(151.8to455

μg)weakenedwithincreasingdose;aluminum (5.6to30.2μg)increasedbloodglucoselevels.Chromium
(100.8to604.2μg)antagonizedthehyperglycemiceffectofaluminum(16.6μg);zinc(182to455μg)syner-
gizedwithaluminum(16.6μg)toincreasebloodglucoselevels;azinc-to-chromiumratioof2∶1(0.82μg∶
0.41μg)synergisticallyreducedbloodglucoselevels. Conclusion Chromium,zinc,andaluminumexhibit
antagonisticeffectsatspecificconcentrations,butchromiumandzinccansynergisticallyreducebloodglucose
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levelsindiabeticmiceatcertainratios.
  Keywords: metalions;diabetes;antagonism;synergy

  目前,我国糖尿病的患病人数位居全球首位,已成

为继心血管疾病和肿瘤之后的第三大非传染性疾病,
对公共卫生构成了重大挑战[1]。糖尿病的发病机制复

杂,涉及遗传、环境和生活方式等多种因素,并常伴有

多种并发症,如糖尿病肾病和视网膜病变等[2]。在糖

尿病的发病机制和治疗中,某些金属元素如铝、锌和铬

等发挥着重要作用[3]。铬是人体必需的微量元素之

一,主要以三价铬的形式参与生理功能。其在糖尿病

中的作用机制主要包括:作为葡萄糖耐量因子的主要

活性成分,铬能够增强胰岛素与靶向受体的结合率,提
高细胞表面胰岛素受体水平,从而提升胰岛素敏感性;
此外,铬还可促进糖代谢,通过提升糖原合成酶活性,
增加糖原合成量,减少糖异生作用;同时,铬还能调节

血脂,抑制胆固醇和脂肪酸的合成,降低血液中的甘油

三酯和胆固醇水平[4-5]。而锌作为多种糖代谢酶的辅

助因子,对酶的活性具有双向调节作用,能够促进细胞

对葡萄糖的摄取和利用。在糖尿病中的作用主要体现

在调节酶活性、抗氧化作用以及稳定胰岛素分泌[6]。
对酶的活性具有双向调节作用,能够促进细胞对葡萄

糖的摄取和利用[7]。此外,锌还有助于稳定胰岛素的

储存和分泌,改善血糖水平[8]。相比之下,铝对糖尿病

的影响则相对复杂且多为负面。研究表明,铝暴露可

能增加糖尿病的发病风险,其机制可能与铝诱导的氧

化应激和胰岛β细胞损伤有关[9]。此外,铝还可能通

过干扰胰岛素信号通路,加剧胰岛素抵抗[10]。本研究

旨在探索铬、锌、铝在什么浓度范围内是拮抗或协同作

用以及什么情况下可以改善糖尿病小鼠的血糖,为糖

尿病相关研究提供一定的实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和设备 GES-1胃上皮细胞(广州生物

技术有限公司);1640培养基(江苏凯基生物技术股份

有限公司);10%胎牛血清(赛业生物科技有限公司);
胰酶消化液(兰杰柯科技有限公司);MTT(德国Bio-
FROXX公司);三氯化铬、氯化锌、氯化铝(上海麦克

林生化科技股份有限公司);二甲基亚砜(上海麦克林

生化科技股份有限公司);细胞培养箱(赛默飞世尔科

技);多功能酶标仪(美国伯腾仪器有限公司);生物安

全柜(新加坡艺思高科技有限公司)。

1.2 动物模型的构建 30只C57BL/6J小鼠(8周

龄,雄性,18~20g),来自广东维通利华实验动物技术

有限公司,实验动物许可证为SCXK(粤)2022-0063,
伦理审批号为2024110102。所有动物饲养于右江民

族医学院实验动物中心,所有小鼠自由进食饮水,12h

明暗交替光照饲养。小鼠正常培养3d各方面无异常

后开始腹腔注射链脲佐菌素(STZ)构建糖尿病小鼠模

型,溶剂为柠檬酸钠缓冲液(pH4.2~4.5)。根据文

献[11]改进调整链脲佐菌素配制浓度为5mg/mL,给
药方法为禁食12h之后进行腹腔注射,小鼠给药剂量

为0.15mL/10g,所有小鼠连续造模3d,第9天开始

测空腹血糖,血糖水平≥11.1mmol/L持续3d以上

视为成模。

1.3 细胞培养 从-80℃超低温冰箱中取出GES-1
胃上皮细胞的冻存管,并迅速将其置于37℃恒温水浴

中进行融化处理。融化后将冻存管中的细胞悬液迅速

转移至预冷的离心管中,以1000r/min的转速进行

离心,离心时间为5min。离心结束后,轻轻移除上清

液,注意避免吸走细胞沉淀。随后,向离心管中加入添

加了10%胎牛血清(FBS)的1640培养基,然后使用移

液管轻轻吹打细胞沉淀,使其充分混匀并形成均匀的

细胞悬液。将混匀后的细胞悬液转移至细胞培养瓶

中,确保细胞均匀分布于培养瓶底部。随后,将培养瓶

置于37℃、5%CO2 的细胞培养箱中进行培养直至细

胞充分贴壁生长。

1.4 锌、铬、铝两两金属混合溶液与EDTA的化学络

合反应实验 ①溶液制备:首先,配制10mM 的ED-
TA溶液,并通过调节盐酸(HCl)浓度将其pH值精确

调整至2~3。根据文献[12]摸索调整成不同金属浓度

梯度,分别配制4种金属组合(Cr-Al、Zn-Al、Zn-Cr、

Cr-Zn)的混合溶液,每种组合设置5个不同浓度梯度

(见表1、表2)。将配制好的金属混合溶液转移至无菌

离心管中,并使用涡旋振荡器振荡30s,以确保溶液的

均匀性。②加样设计:在96孔板中,每孔依次加入50

μL金属混合溶液和100μL10mMEDTA溶液(pH2
~3),使每孔的总体积达到150μL。为确保实验结果

的可靠性,每组实验设置3个复孔,并尽量避免边缘效

应的干扰。将加样后的96孔板置于振荡摇床中,设置

温度为25℃、转速为200r/min,孵育30min,以促进

金属与EDTA之间的络合反应达到平衡。③吸光度

测定:使用酶标仪(SpectraMaxM5)在254nm波长下

测定各孔的吸光度(OD值)。在测定前,提前30min
预热仪器,并通过空白对照孔对基线进行校准,确保吸

光度值的准确性。在测量过程中,自动校正光程为1
cm,以减少因光程差异导致的测量误差。④ 数据采

集与分析:记录每孔的吸光度值,并对数据进行初步筛

选,剔除因气泡或其他干扰因素导致的异常值。
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表1 锌、铬、铝两两金属拮抗含量组合浓度 单位:μg

铬铝组合

Cr Al

锌铝组合

Zn Al

锌铬组合

Zn Cr

铬锌组合

Cr Zn

1.7 26.7 0.1 26.7 0.2 26.6 26.6 0.7
3.3 26.7 0.3 26.7 0.3 26.6 53.3 0.7
6.7 26.7 0.4 26.7 0.7 26.6 79.9 0.7
13.3 26.7 0.5 26.7 1.4 26.6 106.6 0.7
26.6 26.7 0.7 26.7 2.0 26.6 133.2 0.7

   表2 铬和锌化学络合反应含量组合   单位:μg

铬 锌

100 50
100 100
100 150
100 200

1.5 MTT实验 首先将贴壁的GES-1胃上皮细胞

细胞经胰酶消化处理,获得单个细胞的悬浮液。调整

细胞浓度至每毫升103~104 个细胞后将细胞悬浮液

接种到96孔板中,每孔加入100μL细胞悬浮液,使细

胞均匀分布于孔底。接着,将96孔板置于37℃、5%
CO2 的细胞培养箱中培养,维持细胞在适宜的生长环

境中。培养24h后,细胞贴壁生长良好。随后,根据

文献[12]摸索调整成不同金属浓度梯度如表3,向每孔

中加入相应浓度的金属溶液,继续培养24h。药物处

理24h后,轻轻吸取孔中的培养液,避免对细胞造成

机械损伤。最后,每孔加入10μLMTT溶液(浓度为

5mg/mL),继续培养3~4h。MTT反应结束后,吸
去孔中的培养液,每孔加入100μL二甲基亚砜(DM-
SO),以溶解紫色结晶甲臜。将96孔板置于低速振荡

器上振荡10min,确保结晶完全溶解后使用酶标仪在

490nm波长处测量各孔的吸光度值(OD值)。计算

细胞增殖率:细胞增殖率(%)= 加药组 OD值/对照

组OD值×100%。

   表3 锌、铬、铝两两金属拮抗含量组合   单位:μg

铬铝组合

Cr Al

锌铝组合

Zn Al

锌铬组合

Zn Cr

铬锌组合

Cr Zn

2.7 53.3 0.07 53.3 0.34 53.3 53.3 13.36
5.3 53.3 0.14 53.3 0.68 53.3 106.613.36
8.0 53.3 0.20 53.3 1.36 53.3 159.913.36
10.7 53.3 0.27 53.3 2.04 53.3 213.213.36
13.3 53.3 0.34 53.3 2.73 53.3 266.513.36

1.6 小鼠灌胃给药与血糖动态监测 实验选用30只

糖尿病小鼠,随机分为5组,每组6只。根据文献[13]

摸索调整配制所需的金属溶液,溶剂为超纯水(UP
水)。实验分成6d完成,每天用不同的金属溶液(Cr、

Zn、Al、混合1、混合2、混合3)灌胃,每组小鼠对应不

同浓度的金属溶液(如表4),其中,混合1金属溶液中

的Zn和Cr比例分别是3∶1(1.23μg∶0.41μg)、2∶
1(0.82μg∶0.41μg)、1∶1(0.41μg∶0.41μg)、1∶2
(0.41μg∶0.82μg)、1∶3(0.41μg∶1.23μg)。血糖

测量时间点为灌胃后0h(灌胃前)、1h、2h、3h、4h,
采血方法为刺破尾尖,用血糖仪测量血糖值。实验期

间小鼠禁食,记录各时间点血糖值,并计算0h与1h、

2h、3h、4h血糖的差值。

    表4 单个金属以及混合金属浓度   单位:μg

单金属

Cr Zn Al

混合1

Zn Cr

混合2

Cr Al

混合3

Zn Al

75.6 151.6 4.2 1.23 0.41 75.6 16.6 151.6 16.6
100.8 182.0 5.6 0.82 0.41 100.8 16.6 182.0 16.6
151.0 227.6 8.3 0.41 0.41 151.0 16.6 227.6 16.6
302.0 303.4 16.6 0.41 0.82 302.0 16.6 303.4 16.6
604.2 455.0 30.2 0.41 1.23 604.2 16.6 455.0 16.6

1.7 统计学方法 使用GraphPadPrism9.5.0软件

对各组数据处理,多组金属溶液络合反应实验测得

OD值之间以及 MTT实验细胞存活率之间比较均采

用One-wayANOVA分析,P <0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 EDTA反应检测金属的相互作用 铬拮抗铝

组:随着混合金属溶液体系中铬(1.7~26.7μg)的升

高,OD254值显著上升,铬与EDTA的结合能力增强

(见图1A);锌拮抗铝组:随着混合金属溶液体系中锌

(0.1~0.7μg)的升高,OD254值亦呈现上升趋势,锌与

EDTA的结合量增加(见图1B);铬拮抗锌组:随着混

合金属溶液体系中铬(26.6~133.2μg)的升高,OD254
值同样上升,铬与EDTA的结合增强(见图1C);锌拮

抗铬组:随着混合金属溶液体系中锌(0.2~2.0μg)的
升高,OD254值显著上升,锌与EDTA的结合量增加

(见图1D),锌对铬的拮抗作用明显增强;锌拮抗铬组:
随着锌(50~200μg)的升高,OD254值变化程度不大,
说明锌在这个范围内对铬拮抗效果不明显(见图1E)。
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注:A.铬含量增加,铬与EDTA结合能力增强,拮抗铝的效果增强;B.锌含量增加,锌与EDTA结合能力增强,

拮抗铝的效果增强;C.铬含量增加,铬与EDTA结合能力增强,拮抗锌的效果增强;D.锌含量增加,锌与

EDTA结合能力增强,拮抗铬的效果增强;E.锌含量增加,锌与EDTA结合能力增强不明显,

拮抗铬的效果不明显。与对照组相比,*P<0.05。

图1 EDTA反应检测金属的相互作用

2.2 MTT实验检测金属的相互作用 铬拮抗铝组:
随着混合金属溶液体系中铬(5.3~13.3μg)的增加,
细胞的平均存活率提升,显著高于铝单独组(53.3

μg),且P<0.05(见图2A)。锌拮抗铝组:随着混合

金属溶液体系中锌(0.14~0.34μg)的升高,细胞的平

均存活率提升,显著高于铝单独组(53.3μg),且P <

0.05(见图2B)。铬拮抗锌组:随着混合金属溶液体系

中铬(53.5~266.5μg)的升高细胞的平均存活率提

升,显著高于锌单独组(13.36μg),且P <0.05(见图

2C)。锌拮抗铬组:随着混合金属溶液体系中锌(0.68
~2.73μg)的升高,细胞的平均存活率提升,显著高于

铬单独组(53.3μg),且P<0.05(见图2D)。

注:A.铬增加,细胞存活率提升,显著高于铝单独组;B.锌增加,细胞存活率提升,显著高于铝单独组;

C.铬增加,细胞存活率提升,显著高于锌单独组;D.锌增加,细胞存活率提升,显著高于铬单独组。

与对照组相比,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图2 MTT实验检测金属的相互作用

2.3 金属溶液对糖尿病小鼠血糖的影响 实验结果

显示,对小鼠分别进行单金属溶液灌胃后,铬在75.6
~100.8μg时升血糖,而在100.8~604.2μg时降血

糖,随着铬质量的增加,降血糖效果越好(见图3A);相
比之下,锌的作用则表现出一定的复杂性,锌在182μg
时降血糖效果最好,在182~455μg时降血糖效果逐

渐变差(见图3B);对于铝,其在4.2~5.6μg时降血

糖,而在5.6~30.2μg时血糖回升(见图3C)。对小

鼠灌胃铬和铝的混合溶液后,铝固定为16.6μg时,铬
在75.6~82.1μg升血糖,其后,随着铬质量(82.1~
604.2μg)的增加,降血糖效果越好,表明铬的升高显

著增强了混合溶液的降血糖效果(见图3D),铬在混合
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溶液中发挥了主导作用,能够有效抑制铝的负面效应。
对小鼠灌胃锌和铝的混合溶液后,铝固定为16.6μg
时,锌在151.6~154.1μg时降血糖,在154.1~455

μg时血糖逐渐上升,表明锌可能在一定程度上与铝产

生协同作用,加剧了铝对血糖的负面影响(见图3E);

对小鼠灌胃铬和锌的混合溶液后,在锌铬比值为2∶1
(0.82μg∶0.41μg)时,表现为协同效应,小鼠血糖降

低,而在锌铬比值为1∶1(0.41μg∶0.41μg)时,小鼠

血糖降低的效果变差,加大铬质量后降血糖效果好转

(见图3F)。

注:A.铬对小鼠血糖的影响;B.锌对小鼠血糖的影响;C.铝对小鼠血糖的影响;D.锌铬混合

对小鼠血糖的影响;E.铬铝混合对小鼠血糖的影响;F.锌铝混合对小鼠血糖的影响。

图3 金属溶液对糖尿病小鼠血糖的影响

3 讨论

近年来,越来越多的研究关注到微量元素在血糖

调节中的潜在作用,尤其是锌、铝和铬这3种元素。锌

和铬作为重要的微量元素,在血糖调节中发挥着积极

的作用[3]。糖尿病的发病机制与胰岛素相关信号转导

通路密切相关,这些通路主要包含腺苷酸活化蛋白激

酶(AMPK)信号通路、磷脂酰肌醇-3激酶(PI3K)信号

通路等,这些通路导致胰岛素无法与正常激活的受体

相结合,从而引起血糖变化[14]。有研究表明糖代谢异

常的发生多与胰岛素信号转导阻碍相关[15-16],而铬可

以通过调节胰岛素信号转导以及调节糖代谢相关的酶

如琥 珀 酸 脱 氢 酶 来 降 低 血 糖 水 平,改 善 糖 代 谢 异

常[17]。锌则在血糖调节中的作用可能具有浓度阈值,
且其机制可能涉及多种生理途径的相互作用,其可以

通过调节胰岛素功能和改善胰岛素敏感性[18]影响血

糖的变化。研究表明,糖尿病患者尿锌增加证实补锌

对糖尿病的治疗有一定价值[19]。而铝则会诱导的相

关氧化应激,氧化应激能够损伤胰岛β细胞,抑制胰岛

素的正常分泌和功能,从而导致血糖升高[9]。本实验

结果与上述研究结果具有一致性,即铬和锌在一定质

量范围内对小鼠血糖具有调节作用,其中铬表现出显

著的降血糖效果,提示铬可能通过增强胰岛素敏感性

或其他代谢途径,促进血糖的利用和储存,从而发挥降

血糖作用。相反,铝浓度的增加则导致小鼠血糖水平

上升,显示出与铬和锌相反的作用趋势。
为进一步探讨了铬、锌和铝3种金属元素混合灌

胃对小鼠血糖水平的影响,揭示它们在血糖调节中的

协同或拮抗作用。在铬与锌的混合溶液中,当锌在

182~455μg范围内时,即锌铬比值为2∶1(0.82

μg∶0.41μg)时,锌与铝为协同作用,可显著加剧血糖

升高效应。然而,当锌铬比值为1∶1(0.41μg∶0.41

μg)时,锌与铬之间则呈现拮抗作用,导致降血糖效果

显著减弱,增大铬的比例,降血糖的效果又变好。在铬

与铝的混合溶液中,铬的增加显著增强了降血糖能力,
表明铬能够有效抑制铝的负面作用;而在锌与铝的混

合溶液中,锌的增加未能抵消铝对血糖的负面影响,反
而进一步削弱了混合溶液的降血糖能力。这些结果提

示,在血糖调节中,铬、锌和铝之间存在复杂的相互作

用,铬具有显著的降血糖潜力,而锌和铝的作用则相对

复杂且可能受到多种因素的影响,但在人体中是否也

是按此浓度趋势升降血糖还需要进一步的探索。研究

发现,少量的金属元素如锌、铬对人体无太大的损伤作

用[17,20],在 MTT实验中,随着锌或铬的升高,胃上皮

细胞的平均存活率显著提升,表明锌对铬、铬对锌以及

铬和锌对铝均具有显著的拮抗作用。此外,络合反应

实验进一步证实了揭示了锌、铬和铝之间的相互拮抗
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机制。总的来说,在糖尿病的治疗和血糖管理中,合理

补充铬和锌可能具有潜在的益处,而铝的潜在危害提

示在环境和饮食中需注意减少铝的暴露可能有助于避

免血糖升高。未来的研究应进一步探索锌和铬在血糖

调节中的具体分子机制,并评估其在不同人群中的临

床应用效果。鉴于铬对胰岛素功能的促进作用,可以

进一步研究开发含铬的膳食补充剂或功能性食品,用
于辅助控制血糖,预防和改善糖尿病症状;将锌水平检

测纳入糖尿病风险评估体系,对于锌缺乏的人群,通过

合理补充锌来降低糖尿病的发病风险;同时,针对铝的

负面作用,需要更多的研究来明确其对糖尿病的长期

影响,并制定相应的预防措施,为糖尿病机制研究提供

新的实验基础。
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【论著与临床报道】

紫草素去氧糖苷的合成及其抗肿瘤细胞增殖活性评估

刘大川1,梅恬恬1,王影2

(1.蚌埠医科大学药学院,安徽 蚌埠 233030;

2.蚌埠医科大学公共基础学院,安徽 蚌埠 233030)

摘 要:目的 本研究通过用脱氧葡萄糖胺修饰紫草素来提高其细胞毒性和抗肿瘤活性。方法 以1,3,4,6-四乙酰-2-
氨基-2-脱氧葡萄糖盐酸盐和丁二酸酐和紫草素为原料合成目标化合物Z-1-2。将不同浓度的Z-1-2对体外培养的乳腺

癌细胞系进行干预。用 MTT法筛选目标产物对 MCF-7、MDA-MB-231、4T1以及 HUVEC的抑制作用,采用细胞划痕

实验评估目标产物处理对细胞迁移能力的影响,流式细胞术检测对细胞凋亡的影响。结果 目标化合物Z-1-2的产率

为27%。Z-1-2对所选细胞系均有抗增殖作用,其中对 MDA-MB-231的抗增殖活性最优,MDA-MB-231细胞迁移能力

下降,细胞凋亡率显著增加,差异均具有统计学意义(P<0.01,P<0.001)。结论 本研究所设计合成的2-脱氧-2-氨
基糖苷紫草素衍生物(Z-1-2)对乳腺癌细胞系中三阴性乳腺癌,具有明显的抑制作用,对进一步研究具有重要意义。

关键词:三阴性乳腺癌;2-脱氧-2-氨基糖苷紫草素衍生物;抗肿瘤

中图分类号:R285   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0231-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.006

Synthesisofshikonindeoxyglycosideandevaluationofitsantitumorcellproliferationactivity

LIUDachuan1,MEITiantian1,WANGYing2

(1.SchoolofPharmacy,BengbuMedicalUniversity,Bengbu233030,Anhui,China;

2.SchoolofPublicBasics,BengbuMedicalUniversity,Bengbu233030,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toimprovethecytotoxicityandantitumoractivityofshikoninbymodifyingitwith
deoxyglucosamine. Methods ThetargetcompoundZ-1-2wassynthesizedusing1,3,4,6-tetraacetyl-2-amino-
2-deoxyglucosehydrochloride,succinicanhydride,andshikoninasrawmaterials.Differentconcentrationsof
Z-1-2wereusedtointerferewithbreastcancercelllinesinvitro.TheMTTmethodwasusedtoscreenthein-
hibitoryeffectofthetargetproductonMCF-7,MDA-MB-231,4T1andHUVECcells.Thescratchassaywas
usedtoassesstheeffectoftargetproducttreatmentoncellmigrationability,andflowcytometrywasusedto
detecttheeffectsoncellapoptosis. Results TheyieldofthetargetcompoundZ-1-2was27%.Z-1-2hadan
antiproliferativeeffectonalltheselectedcelllines,anditshowedthebestantiproliferativeactivityagainst
MDA-MB-231.ThemigrationabilityofMDA-MB-231cellsdecreased,andthecellapoptosisrateincreasedsig-
nificantly,withstatisticallysignificantdifferences(P<0.01,P<0.001). Conclusion The2-deoxy-2-amin-
oglycosideshikoninderivative(Z-1-2)designedandsynthesizedinthisstudyhasasignificantinhibitoryeffect
ontriple-negativebreastcancerinbreastcancercelllines,whichisofgreatsignificanceforfurtherresearch.
  Keywords: triple-negativebreastcancer;2-deoxy-2-aminoglycosideshikoninderivative;antitumor

—132—

第47卷 第2期          右江民族医学院学报           Vol.47No.2
2025年4月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Apr.2025

基金项目:安 徽 省 教 育 厅 自 然 科 学 研 究 项 目(KJ2021A0707、2023AH051975);安 徽 省 大 学 生 创 新 创 业 训 练 计 划 项 目

(S202310367094)

  第一作者:刘大川,博士,副教授,研究方向:小分子化合物的设计合成与抗肿瘤及抗癫痫活性研究,E-mail:dcliu1226@fox-
mail.com



  乳腺癌(breastcancer,BC)是全球女性发病率、致
残率 和 死 亡 率 的 主 要 原 因[1],占 癌 症 相 关 死 亡 的

15.5%[2]。尽管乳腺癌有多种治疗方法,但治疗失败

和癌症复发的比率仍然很高。研究表明,侵袭和转移

是导致高达90%乳腺癌死亡的原因[3]。三阴性乳腺

癌(triplenegativebreastcancer,TNBC)是乳腺癌的

一种亚型,其特点为雌激素受体(ER)、孕激素受体

(PR)和人表皮生长因子受体2(HER2或EGFR)均缺

失。由于TNBC具有侵袭性,其在所有乳腺癌亚型中

的转移率最高,总生存率最低[4-5]。由于缺乏治疗靶

点,TNBC易于转移和对化疗产生耐药性,导致治疗难

度大且预后不良[6]。研究表明[7],与激素受体阳性乳

腺癌相比,TNBC在年轻和肥胖女性中更为普遍,且术

后3~5年复发率和死亡率较高。在分子层面上,TN-
BC的高度异质性导致了不同的治疗反应。由于受体

阴性,晚期化疗仍是系统治疗的基石;然而,约有30%
的患者在5年内死亡[8]。因此,确定潜在的治疗靶点

并选择合适的药物治疗对于改善TNBC患者的疾病

结局和预后至关重要。
紫草素(Shikonin,SK)是一种源自传统中药紫草

根部的主要生物活性萘醌类化合物[9]。可通过诱导凋

亡、导致细胞周期阻滞、抑制转移等多种方式而表现出

强大的抗癌作用[10-11]。然而,紫草素的应用具有多靶

点作用、不稳定性等局限性,通常情况下常采用化学修

饰来扩展其应用范围。目前,紫草素的半合成化合物

主要包括含环丙烷基衍生物[12]、紫草素葡糖苷衍生

物[13]和苯并呋喃衍生物[14],这些衍生物对常见恶性

肿瘤均表现出显著的抑制作用。化合物的糖基化是提

高溶解度和降低毒性的有效方法。2-脱氧-2-葡糖胺是

葡萄糖的一种天然化合物,由于其结构特点使其在信

息传递方面发挥作用,且作为糖化合物具有多种生理

活性。研究表明,2-脱氧-2-氨基葡萄糖可通过诱导白

细胞凋亡来抑制慢性粒细胞增殖,或通过与细胞膜相

互作用的药物结合来增强抗癌活性[15]。此外,2-氨基-
2-脱氧葡萄糖可促进葡萄糖分解为丙酮酸,间接调节

糖酵解途径。
紫草素是一种具有抗肿瘤特性的传统化合物,2-

氨基-2-脱氧葡萄糖对肿瘤也具有抑制作用。本研究

以紫草素为核心结构,在其侧链上的活性羟基引入2-
氨基-2-脱氧葡萄糖基团,从而获得具有更强抗肿瘤活

性的紫草素脱氧葡糖胺衍生物。同时还将对该化合物

的初步抗肿瘤作用进行体外研究。

1 材料与方法

1.1 试剂材料 试剂包括紫草素、1,3,4,6-四乙酰-2-
氨基-2-脱氧葡萄糖盐酸盐、琥珀酸酐、二环己基碳二

亚胺(DCC)、4-二甲氨基吡啶(DMAP)和三乙胺。除

紫草素购自上海源叶生物技术有限公司(分子式为

C16H16O5,分子量为288.299,纯度:HPLC≥98%,

CAS号为517-89-5)外,其余试剂均购自毕得医药科

技有限公司和麦克林公司。溶剂购自泰坦试剂探索平

台。柱色谱使用硅胶(200-300目)进行,以乙酸乙酯、
二氯甲烷和石油醚(沸点30~60℃)为洗脱剂。薄层

色谱(TLC)在玻璃底硅胶板(GF254)上进行,并在紫

外光(λ254nm)下可视化。所有化合物均溶于二甲基

亚砜(DMSO)中制备成10mM的储备液,然后再用培

养基稀释至所需浓度以供使用。

1.1.1 Z-1-2的合成过程 将1,3,4,6-四乙酰-2-氨
基-2-脱氧葡萄糖盐酸盐(1mol)和琥珀酸酐(1mol)置
于50mL双颈烧瓶中,溶于DMSO和无水丙酮中,搅
拌至清澈,并加入适量的三乙胺催化反应。反应体系

在室温下搅拌16h,并通过薄层色谱(TLC)监测反应

进程。反应完成后,通过过滤和重结晶得到纯的中间

体Z-1-1。产物为白色粉末,产率为25%。1H NMR
(300MHz,Chloroform-d)δ6.48(d,J=9.7Hz,

1H),5.80(d,J=8.8Hz,1H),5.33(dd,J=10.7,

9.3Hz,1H),5.10(t,J=9.7Hz,1H),4.45-4.23
(m,2H),4.16(dd,J=12.5,2.3Hz,1H),3.95(m,

J=10.0,4.7,2.3Hz,1H),2.76-2.65(m,1H),

2.47-2.37(m,1H),2.13(s,3H),2.11(s,3H),2.06
(s,5H)。13C NMR(101 MHz,Chloroform-d)δ
175.91(s),172.13(s),171.58(s),170.70(s),169.85
(s),169.44(s),92.53(s),72.62(s),72.55(s),68.41
(s),61.80(s),52.76(s),31.05(s),29.33(s),20.87
(s),20.68(s),20.57(s)。HRESIMS[M+Na]+m/z
470.1269(CalcdforC18H25NO12447.3930)。

将化合物Z-1-1(0.2mmol)在室温下溶于无水二

氯甲烷(20mL)中。然后,加入0.4mmol的二环己基

碳二亚胺(DCC)和0.05mmol的4-二甲氨基吡啶

(DMAP),搅拌0.5h。接着,加入0.2mmol的紫草

素,并在冰浴中搅拌0.5h。之后,缓慢将混合物恢复

至室温并反应6h。通过旋转蒸发去除溶剂,制备薄

层板以分离和纯化产物(乙酸乙酯∶石油醚=1∶1),
从而获得目标化合物(方案1)。产物为红色粉末,产
率为 27%。1H NMR (300 MHz,Chloroform-d)δ
12.81(s,1H),12.68(s,1H),7.51(s,1H),7.43(s,

2H),6.23(t,J=5.9Hz,1H),5.94(d,J=8.6
Hz,1H),5.37(m,J=9.4Hz,3H),4.50(dt,J=
11.8,6.4Hz,2H),4.35(dd,J= 12.5,2.2Hz,

1H),4.03(d,J=7.9Hz,1H),2.96(t,J=6.4
Hz,2H),2.77(m,J=29.6,14.9,8.0Hz,2H),

2.61(t,J=6.4Hz,2H),2.34(s,3H),2.33(s,

3H),2.27(s,3H),2.23(s,3H),1.93(s,3H),1.81
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(s,2H)。13CNMR(75MHz,Chloroform-d)δ176.29
(s),171.63(s),171.28(s),170.71(s),169.56(s),

169.25(s),167.88(s),147.75(s),136.23(s),133.13
(s),132.78(s),131.63(s),117.53(s),92.45(s),

72.93(s),72.30(s),67.70(s),61.65(s),53.18(s),

32.87(s),28.95(s),25.78(s),20.86(s),20.74(s),

20.59(s),17.96(s)。HRESIMS[M+H]+m/z
718.2341(CalcdforC34H39NO16717.2269)。

1.2 细胞培养 实验中使用了人乳腺癌细胞系

MCF-7、三阴性乳腺癌细胞系 MDA-MB-231、小鼠乳

腺癌细胞系4T1以及正常人脐静脉内皮细胞 HU-
VEC。所有细胞系均来自中国上海细胞库,存于安徽

省生 化 药 物 工 程 技 术 研 究 中 心。其 中,MCF-7和

MDA-MB-231培养在含有10%胎牛血清和1%青霉

素/链霉素的DMEM/高糖培养基中,而4T1细胞系

和 HUVEC细胞系则培养在含有10%胎牛血清和

1%青霉素/链霉素的 RPMI1640培养基中。所有细

胞均在37℃、含5%CO2 的湿润环境中孵育。

1.3 MTT检测 将处于对数生长期细胞置于96孔

板中,每孔接种细胞大约5×103 个,孵育24h,并设置

了空白对照孔(只加培养基没有加细胞)。设置药物浓

度梯度为0μM、2μM、4μM、6μM、8μM、10μM、12

μM,给药后培养24h,加入5mg/mLMTT每孔10

μL。孵育4h后,移去上清,每孔加入100μLDMSO,
将96孔板置于37℃孵育30min。使用酶标仪在490
nm处对细胞进行检测。

1.4 划痕实验 将 MDA-MB-231细胞以5×105 个

细胞/孔接种于6孔板中,培养过夜。当细胞密度达到

90%以上时,用微管尖端刮擦单层细胞形成划痕。然

后,用PBS洗涤细胞3次,以2%血清培养基稀释Z-1-
2,设置药物浓度梯度为0μM、2μM、4μM、8μM,给
药后培养细胞24h。用光学显微镜观察创面愈合情

况,并于0h、24h拍摄划痕。然后使用ImageJ图像

分析软件圈定创面 区 域 进 行 分 析,使 用 GraPhpad
Prism8.0软件进行数据统计分析。

1.5 凋亡实验 将 MDA-MB-231细胞以5×105 个/
孔接种于6孔板中,培养过夜,然后设置给药浓度梯度

为0μM、2μM、4μM、6μM、8μM、10μM,给药后培

养细胞24h,进行剂量依赖性试验,以观察不同给药

浓度对细胞凋亡情况的影响。分组收集细胞,用PBS
洗涤2次,然后在结合缓冲液中用 AnnexinV-FITC
(5μL)和PI(5μL)染色15~20min,室温避光。最

后,采用CytoFLEX流式细胞仪(贝克曼,中国)检测

凋亡细胞。采用Flowjo7.6软件进行数据分析。

1.6 统计学方法 计量资料数据以(췍x±s)表示,使用

t检验进行组内差异性分析和组间比较。分析使用

SPSS27.0软件和GraphPadPrism8.0软件进行,以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 化学合成 如图1所示,采用两步法有效合成了

脱氧吡喃糖二胺葡萄糖紫草素衍生物。中间体是通过

在二甲基亚砜和丙酮的混合溶剂中,以三乙胺为偶联

剂,使用琥珀酸酐对乙酰基保护的2-氨基-2-脱氧葡萄

糖胺盐酸盐进行酰化反应而合成的。随后,中间体在

DCC/DMAP的催化下与紫草素发生反应。目标产物

通过制备薄层色谱和制备液相色谱进行分离和纯化,
并通过1HNMR、13CNMR和HRMS进行表征。

2.2 Z-1-2抑制癌细胞增殖 如表1所示,其中细胞

抑制水平的IC50代表其抗增殖活性。测试化合物展现

出不同的抗增殖活性。该化合物对4T1的抑制作用

最强(IC50=3.12±0.14μM),其次是 MDA-MB-231
(IC50=4.05±0.17μM),对 MCF-7的抑制作用最弱

(IC50=7.90±0.76μM)。其中,该化合物对 MDA-
MB-231的抑制作用优于紫草素(SK,IC50=5.01±
0.23μM),细 胞 抑 制 率 差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.001),见图2。与SK相比,Z-1-2对正常人脐静脉内

皮细胞系HUVEC的IC50值(IC50=3.00±0.23μM)
与SK(IC50=2.78±0.23μM)无差别,差异无统计学

意义(P>0.05)。
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注:a.三乙胺,二甲基亚砜(DMSO)和无水丙酮,室温;b.二环己基碳二亚胺(DCC),4-二甲氨基吡啶(DMAP),二氯甲烷,冰浴。

图1 化合物Z-1-2的合成路线

表1 Z-1-2和SK对3种人癌细胞系(4T1、MDA-MB-231、MCF-7)和1种人正常脐静脉内皮细胞(HUVEC)的IC50

化合物 4T1 MDA-MB-231 MCF-7 HUVEC

Z-1-2 3.12±0.14 4.05±0.17 7.90±0.76 3.00±0.23
SK 2.54±0.21 5.01±0.23 5.01±0.13 2.78±0.23

注:Z-1-2与SK比较,***P<0.001,

NS:P>0.05,每组n=6。

图2 Z-1-2与SK对3种人癌细胞系(4T1、

MDA-MB-231、MCF-7)及1种人正常脐静脉

内皮细胞(HUVEC)抗增殖作用的比较结果

2.3 Z-1-2抑制 MDA-MB-231细胞迁移 如图3所

示,随着时间的推移,对照组细胞逐渐占据通道内的无

细胞空间,24h后细胞通道发生明显愈合。而Z-1-2
处理后,细胞划痕愈合明显减慢,且呈剂量依赖性,与
正常对照组比较,划痕愈合率差异有统计学意义(P
<0.01或P<0.001)。

2.4 Z-1-2诱导 MDA-MB-231细胞凋亡 将 MDA-
MB-231细胞用不同剂量的Z-1-2(0μM、2μM、4μM、

8μM)预处理24h,然后用带凋亡标志物的流式细胞

仪分析细胞在体外的变化。如图4所示,Z-1-2处理组

的凋亡细胞百分比呈剂量依赖性增加,与正常对照组

比较,凋亡率差异有统计学意义(P <0.01或 P <
0.001)。

注:A为通过伤口划痕试验检测细胞迁移。伤口刮伤模型中0h和24h细胞迁移的代表性图像;

B为伤口刮伤试验的统计分析。与正常对照组(Control)比较,**P<0.01,***P<0.001,每组n=3。

图3 Z-1-2对 MDA-MB-231细胞迁移的影响
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注:A为流式细胞术检测Z-1-2对细胞凋亡的影响;B为流式细胞术检测Z-1-2对细胞

凋亡的统计分析。与正常对照组(Control)比较,**P<0.01,***P<0.001,每组n=3。

图4 Z-1-2可诱导 MDA-MB-231细胞凋亡

3 讨论

紫草素作为传统中草药紫草的重要成分,可通过

靶向特定蛋白质或信号通路(包括微管蛋白和PI3K/

Akt/mTOR通路)、诱导凋亡、抑制转移等多种方式发

挥抗肿瘤作用。但其对正常细胞的毒性及水溶性不高

等缺陷限制了其临床上的应用。有报道表明,紫草素

是一种潜在的抗肿瘤先导化合物和PKM2的特异性

抑制剂,能够通过调节糖酵解途径来抑制肿瘤的增殖。
因此本研究选择可通过间接参与糖酵解途径中葡萄糖

分解为丙酮酸过程的2-氨基-2-脱氧葡萄糖对紫草素

常见修饰位点侧链羟基进行结构改造,结果得到一种

2-脱氧-2-氨基葡萄糖苷紫草素衍生物(Z-1-2),并采用

MTT法对其进行初步抗肿瘤活性筛选,结果显示,Z-
1-2作用于3类乳腺癌 细 胞 系(MCF-7、MDA-MB-
231、4T1)后,IC50值分别为7.90μM、4.05μM、3.12

μM,特别是作用于 MDA-MB-231细胞系时发现其抗

肿瘤作用略微强于紫草素本身(SK,IC50=5.01±0.23

μM)。之后进行了划痕实验,可明显看出随着药物浓

度的增加,细胞的迁移速度明显下降,划痕愈合率逐渐

降低,可见Z-1-2显著影响了 MDA-MB-231的迁移能

力。而在凋亡实验中,也可看出凋亡率随着浓度的增

加逐步上升。以上结果表明,新型2-氨基-2-脱氧葡萄

糖苷紫草素衍生物Z-1-2在抑制TNBCMDA-MB-231
细胞的增殖、迁移和促进细胞凋亡方面具有潜在的应

用价值。
由于TNBC的侵袭性,需要努力优化治疗组合,

而TNBC的生物异质性证明精准医疗治疗方法可以

实现这一目标[16]。对TNBC代谢重编程的研究表明,
与其他乳腺癌亚型相比,该亚型更依赖于糖酵解。向

糖酵解表型的转变促进了ATP的快速生成,并产生了

足够的糖酵解中间产物以满足过度增殖的合成需

求[17-18]。因此,抑制TNBC中的糖酵解是一种有前景

的治疗策略。有研究表明紫草素与2-氨基-2-脱氧葡

萄糖都可影响糖酵解进程[19-20],并且紫草素具有特异

性抑制剂糖酵解途径中PKM2的作用,因此本研究猜

测在二者的协同作用下Z-1-2可能通过影响糖酵解进

程而表现出抗增殖、迁移和促进细胞凋亡的作用,这将

为后续研究方向进一步研究。
在本研究中,合成并证实了2-脱氧-2-氨基葡萄糖

苷紫草素衍生物Z-1-2对TNBC具有显著的抗增殖、
迁移和促进细胞凋亡作用,然而,本项研究的局限性以

及未来值得关注的研究方向:一是本研究仅初步证实

了Z-1-2对TNBC细胞系的抗肿瘤活性,未对其机制

进行进一步的探究。二是本研究仅限于体外实验证实

Z-1-2对 MDA-MB-231细胞增殖的影响,而无法判断

Z-1-2在体内经过转化后是否依旧具有优异的抗TN-
BC效应,需要通过体内实验加以验证。
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HDAC抑制剂SAHA联合放疗抑制

雌激素受体阳性乳腺癌细胞进展

周莹,刘中,余定玥,于佳琪,张梓萌,李多杰

(蚌埠医科大学第一附属医院肿瘤放疗科,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 探索组蛋白去乙酰化酶(HDAC)抑制剂亚酰苯胺羟肟酸(SAHA)联合放疗抑制雌激素受体阳性乳腺癌

细胞进展。方法 CCK-8实验检测在雌激素受体阳性乳腺癌细胞(MCF-7)中 HDAC抑制剂SAHA和最佳放疗剂量。
随后细胞克隆实验检测各组的细胞活性情况。WesternBlot实验检测各组中蛋白γH2AX、Rad51和DNA-PK的表达情

况。彗星实验和ER标签检测各组是否发生DNA损伤修复。免疫荧光实验检测各组γH2AX蛋白表达情况。结果 
在加入不同剂量的SAHA后,其中IC50为4.173μmol/mL,而最佳放疗剂量为8GY。CCK-8和细胞克隆实验结果显

示,相较于NC组,SAHA、IR和SAHA+IR组中的细胞增殖率均下降(P<0.05);相较于SAHA和IR组,SAHA+IR
组中的细胞增殖率最低(P<0.05)。WB结果提示,相较于NC组,SAHA和SAHA+IR组中的γH2AX表达上升,而

DNA-PK和Rad51表达下降(P<0.05)。IR组与NC组无差异(P>0.05)。随后彗星实验和ER标记实验显示,相较

于NC组,SAHA、IR和SAHA+IR组中的DNA损伤上升,而SAHA+IR组最明显(P<0.05)。免疫荧光实验进一步

验证了SAHA+IR组中γH2AX的表达最高(P<0.05)。结论 HDAC抑制剂SAHA联合放疗加强了抑制雌激素受

体阳性乳腺癌细胞恶性生物学进展。
关键词:亚酰苯胺羟肟酸;乳腺肿瘤;放疗;DNA损伤修复
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HDACinhibitorSAHAcombinedwithradiotherapyinhibitstheprogression
ofestrogenreceptor-positivebreastcancercells

ZHOUYing,LIUZhong,YUDingyue,YUJiaqi,ZHANGZimeng,LIDuoJie

(DepartmentofRadiationOncology,TheFirstAffiliatedHospitalofBengbu
MedicalUniversity,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toexploretheinhibitoryeffectofthehistonedeacetylase(HDAC)inhibitorsube-
roylanilidehydroxamicacid(SAHA)combinedwithradiotherapyontheprogressionofestrogenreceptor-posi-
tivebreastcancercells. Methods TheCCK-8assaywasusedtodetecttheHDACinhibitorSAHAandthe
optimalradiotherapydoseinestrogenreceptor-positivebreastcancercells(MCF-7).Subsequently,acolony
formationassaywasperformedtoassesscellviabilityineachgroup.TheWesternBlotassaywasusedtodetect
theexpressionlevelsofproteinsγH2AX,Rad51,andDNA-PKineachgroup.ThecometassayandERlabe-
lingwereusedtodetectwhetherDNAdamagerepairoccurredineachgroup.Theimmunofluorescenceassay
wasusedtodetecttheexpressionofγH2AXproteinineachgroup. Results Aftertheadditionofdifferent
dosesofSAHA,theIC50wasfoundtobe4.173μmol/mL,andtheoptimalradiotherapydosewas8GY.The
resultsoftheCCK-8andcellcloningexperimentsindicatedthat,comparedtotheNCgroup,thecellprolifera-
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tionratesintheSAHA,IR,andSAHA+IRgroupsdecreased(P<0.05);comparedtotheSAHAandIR
groups,thecellproliferationrateintheSAHA+IRgroupwasthelowest(P<0.05).WesternBlotresults
suggestedthat,comparedtotheNCgroup,theexpressionofγH2AXincreasedintheSAHAandSAHA+IR
groups,whiletheexpressionofDNA-PKandRad51decreased(P<0.05).Therewasnodifferencebetween
theIRgroupandtheNCgroup(P >0.05).Subsequently,thecometassayandERlabelingexperiment
showedthat,comparedtotheNCgroup,DNAdamageincreasedintheSAHA,IR,andSAHA+IRgroups,
withthemostsignificantincreaseobservedintheSAHA+IRgroup(P<0.05).Immunofluorescenceexperi-
mentsfurtherconfirmedthattheexpressionofγH2AXwasthehighestintheSAHA+IRgroup(P<0.05).
 Conclusion ThecombinationoftheHDACinhibitorSAHAwithradiotherapyenhancestheinhibitionofma-
lignantbiologicalprogressioninestrogenreceptor-positivebreastcancercells.
  Keywords: suberoylanilidehydroxamicacid;breastneoplasms;radiotherapy;DNAdamagerepair

  乳腺癌是危害女性健康的杀手之一。有研究表

明,乙酰化修饰参与乳腺癌进展[1],而组蛋白去乙酰化

酶(histonedeacetylase,HDAC)在结肠癌、乳腺癌、前
列腺癌等癌症中过度表达,使HDAC成为一个有吸引

力的抗癌靶点[2-4]。先前的研究已经证明 HDAC抑制

剂逆转异常表观遗传变化与各种癌症[5],其中之一

HDAC抑 制 剂 亚 酰 苯 胺 羟 肟 酸 (suberoylanilide
hydroxamicacid,SAHA)已被美国食品和药物管理局

批准用于既往治疗失败的皮肤T细胞淋巴瘤患者[6]。
临床试验数据表明,SAHA具有良好的耐受性和有限

的毒性,停药后可迅速逆转药物导致的不良反应。

SAHA已被证明能抑制 HDAC活性并增强多种细胞

系的放射敏感性[6]。最近,有报道称SAHA抑制三阴

性乳腺模型的脑转移定植诱导 DNA双链断裂(DS-
Bs)[7]。然而,SAHA联合放疗对抑制雌激素受体阳

性乳腺癌细胞进展的作用尚不明确,因此本研究拟探

索SAHA通过抑制DNA损伤修复过程从而增强了

雌激素受体阳性乳腺癌细胞对放疗敏感性,基于此,为
乳腺癌治疗提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料 胎牛血清(货号:80230-6412,杭州四

季青生物工程材料有限公司)、青-链霉素(货号:

15140148,Gibco公司,美国)、CellCountingKit-8(货
号:C0038,上海碧云天生物技术股份有限公司)、RI-
PA裂解缓冲液(货号:20-188,默克公司,德国)、BCA
蛋白检测试剂盒(货号:P0010,上海碧云天生物技术

股份有限公司)、化学发光液ECL试剂(货号:SQ101,

Epizyme公司,美国)、γH2AX 一抗(货号:10856-1-
AP,武汉三鹰生物技术有限公司,1∶1000)、Rad51一

抗(货号:14961-1-AP,武汉三鹰生物技术有限公司,

1∶1000)、DNA-PK一抗(货号:19983-1-AP,武汉三

鹰生物 技 术 有 限 公 司,1∶1000)、GAPDH(货 号:

60004-1-Ig,武汉三鹰生物技术有限公司,1∶1000)、

CometSlideTM(货号:4250-004-03,Trevigen公司,美

国)、低熔点琼脂糖CometAssay○RLMAgarose(货号:

4250-050-02,Trevigen公司,美国)、CometAssay○RE-
lectrophoresisSystem(货号:4250-050-ES,Trevigen
公司,美国)、彗星实验试剂盒(货号:4250-050-k,Tre-
vigen公司,美国)、ERTrackerBlue-WhiteDPX(货
号:40761ES50,上海翊圣生物科技有限公司)、免疫荧

光染色试剂盒(货号:P0186,上海碧云天生物技术股

份有限公司)。

1.2 实验分组及细胞培养 根据实验需要,分为NC
组(无任何处理的 MCF7细胞)、SAHA组(加入4.173

μmol/mL浓度的SAHA)、IR组(以放疗剂量8GY
辐照)和SAHA+IR组(加入4.173μmol/mL浓度的

SAHA+放疗剂量8GY辐照)。细胞 MCF7细胞购

自上海中科院细胞所,利用DMEM 培养基+10%胎

牛血清+1%青链霉素培养。辐照方式为待细胞培养

至70%~80%时,放入到X射线放射仪上,以不同剂

量(2GY、4GY、6GY、8GY、10GY)辐照细胞,所有

细胞辐照后,继续培养48h后进行细胞活性培养。同

时,各组添加0μmol/mL、1μmol/mL、3μmol/mL、5

μmol/mL、7μmol/mL、9μmol/mL、11μmol/mL、13

μmol/mL的SAHA,进行IC50验证。

1.3 CCK-8实验及细胞克隆实验 将处理好的各组

细胞接种于96孔板,细胞密度为5000个细胞/孔,培
养过夜。分别培养24h、48h和72h后,取出后避光

每孔加入10μLCCK-8试剂,放入37.5℃的培养箱

中培养2h后,在吸光度值OD450波段的酶标仪检测

OD值。细胞存活率计算:存活率(%)=(实验组 OD
值-空白组OD值)/(对照组OD值-空白组OD值)

×100%。取各组细胞离心后,以1000个/孔的密度

种植于6孔板中,加入含10%的培养基,随后培养14
d。去上清后,加入4%的多聚甲醛固定30min后,加
入1∶8稀释后的结晶紫染液,染色30min后PBS冲

洗3~4遍,拍照计数。

1.4 彗星实验 细胞处理后收集用0.2mL含0.5%
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低熔点PBS重悬琼脂糖。随后将混合物加入冷裂解

液,按彗星实验试剂盒说明书操作,随后在电泳条件

300mA,25V下电泳20min。随后用Tris-HCl缓冲

液清洗2遍,然后用溴化乙啶染色。用荧光显微镜观

察。在100个细胞中评估了DNA损伤尾力矩(尾长

乘以DNA的比例),使用Image-ProPlus进行量化。

1.5 ERTrackerBlue-WhiteDPX染色 细胞用不

同的 处 理 方 法 处 理 24h。ERTrackerBlue-White
DPX(MolecularProbes,Eugene,OR)探针加入细胞

中,在相同的生长条件下孵育30min。除去上样液,
用PBS洗涤细胞。采用荧光显微镜采集显微图像。

1.6 WesternBlot实验 用含EDTA的RIPA裂解

液裂解细胞,随后于4℃低温离心机,以12000r/min
转速离心30min上清部分。BCA蛋白检测试剂盒测

定蛋白浓度。待定量后,高温煮沸5min,并在-20℃
冰箱里冰冻30min。制作分离胶和浓缩胶,随后每个

样品以30μg的浓度加入到浓缩胶泳道内,以电压200
V电泳30min左右,然后取出分离胶,并以“三明治”
结构将分离胶和聚偏二氟乙烯膜(PDVF)膜夹入到转

膜槽中。以400mA电流强度转膜1h,然后用5%脱

脂牛奶包常温孵化1h,PVDF膜与一抗4℃孵育过

夜。然后与二抗在室温下孵育1h,然后用增强型化

学发光试剂进行检测。

1.7 免疫荧光 在细胞培养板中加入圆形载玻片,随
后将细胞种植于细胞培养板中,用4%多聚甲醛固定,
随后用0.5% TritonX-100通透20min,随后PBS冲

洗3遍,用吸水纸吸干PBS后,在载玻片上滴上5%的

牛血清白蛋白(BSA),室温封闭30min。然后进行一

抗孵育在4℃冰箱过夜。PBST洗涤3次后,应用荧

光二抗孵化2h后,荧光显微镜下拍照。

1.8 统计学方法 实验数据使用 GraphPadPrism
8.0进行统计分析。计量资料符合正态分布的,采用

(췍x±s)表示。组间差异用独立t检验进行分析。多组

间比较采用单因素方差分析,组间比较利用q检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 验证SAHA的最适效率和最佳放疗剂量 为选

择最佳的药物浓度,本研究通过CCK-8实验寻找SA-
HA的最适IC50,以不同剂量(2GY,4GY,6GY,8
GY,10GY)辐照细胞,结果显示,最佳辐照剂量为8
GY,见图1。同时,各组添加0μmol/mL、1μmol/

mL、3μmol/mL、5μmol/mL、7μmol/mL、9μmol/

mL、11μmol/mL、13μmol/mL的SAHA,进行IC50
验证,实验结果显示,SAHA 的最适IC50为4.173

μmol/mL,见图1。

注:ns:P>0.05;与0GY比较,*P<0.05。

图1 SAHA的最适IC50和GY的最适疗程

2.2 SAHA可以增加放疗(IR)对于 MCF7细胞增殖

抑制效率 CCK-8实验显示,相较于 NC组,SAHA
组、IR组和SAHA+IR组中24h、48h和72h的增殖

效率均下降(P <0.05),见图2A。且相较于SAHA
组和IR组,SAHA+IR组中24h、48h和72h的增殖

效率下降较明显(P<0.05),见图2A,而SAHA组和

IR组无统计学差异(P >0.05)。通过细胞克隆实验

检测发现,相较于NC组,SAHA组、IR组和SAHA+
IR组中的细胞克隆数目均下降(P<0.05),见图2B。
且相较于SAHA组和IR组,SAHA+IR组中细胞克

隆数目下降(P <0.05),见图2B,而SAHA组和IR
组差异无统计学意义(P>0.05)。
2.3 SAHA和IR联合可以促进乳腺癌细胞中DNA
损伤 结果显示,相较于 NC组,SAHA组和SAHA
+IR 组中 DNA 损伤标志物γH2AX 表达升高,而
DNA修复标志物Rad51和DNA-PK的表达降低(P
<0.05),见图3A。彗星实验结果表明,与 NC组相

比,SAHA组、IR组和SAHA+IR组的拖尾长度均增

加(P<0.05),而相较于SAHA和IR组,SAHA+IR
组的拖尾长度增加最明显(P<0.05),见图3B。最后
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通过免疫荧光检测ER标签对应的免疫荧光强度,与

NC组相比,SAHA组的免疫荧光强度较高,DNA损

伤程度较高。与IR组相比,SAHA+IR组的免疫荧

光强度较高,DNA损伤程度较高,见图3C。

注:A为CCK-8实验计算各组的细胞增殖率;B为细胞克隆实验验证各组的克隆细胞数。ns:P>0.05;*P<0.05。

图2 SAHA可以增加IR对于 MCF7细胞增殖抑制效率

注:A为 WB检测各组中DNA损伤相关蛋白表达;B为彗星实验验证各组中拖尾现象;C为ER标签显示

各组中的内质网标记情况。ns:P>0.05;*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图3 SAHA和IR联合可以促进DNA损伤过程

2.4 SAHA和IR联合可以促进γH2AX的表达 结

果显示,相较于NC组,SAHA组、IR组和SAHA+IR

组中γH2AX表达均上升,而SAHA+IR组上升最明

显(P<0.05),见图4。

注:ns:P>0.05;*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。
图4 免疫荧光检测各组中γH2AX的表达
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3 讨论

组蛋白乙酰化作为一种常见的组蛋白翻译后修

饰,通过调节染色质构象来刺激基因转录,与癌症的发

生和发展密切相关[8]。研究表明,HDAC抑制剂能够

显著地抑制TNBC细胞株的增殖并促进细胞凋亡[9]。

HDAC抑制剂在TNBC中的抗肿瘤作用机制包括:诱
导细胞凋亡、抑制肿瘤血管生成、调节免疫反应、抑制

肿瘤细胞侵袭和转移以及诱导DNA损伤[10-11]。本研

究通过HDAC抑制剂SAHA可以阻断DNA双链断

裂修复,去提升雌激素受体阳性乳腺癌的放疗敏感性,
进而抑制肿瘤的增殖。

本研究通过寻找SAHA药物的最佳实验浓度和

最佳放疗剂量,为后续的细胞实验奠定了实验基础。
放疗是乳腺癌综合治疗方案中不可或缺的一部分,它
在术前和术后都发挥着重要作用[12]。因此,如何提高

放 疗 的 治 疗 效 果 和 预 防 肿 瘤 复 发 都 是 重 中 之 重。

HDAC抑制剂可以通过增加组蛋白乙酰化水平,影响

染色质结构,从而调节 DNA 损伤,增加放疗的敏感

性[13]。在本研究中,SAHA可以抑制乳腺癌细胞的增

殖效率,同时,在放疗中,加入SAHA后,放疗抑制乳

腺癌细胞的增殖效率明显升高,说明SAHA可以增加

乳腺癌细胞对放疗的敏感性。为进一步证明SAHA
增加乳腺癌细胞对放疗的敏感性的分子机制,WB实

验证明,加入SAHA 后,修复相关的蛋白γH2AX、

Rad51和DNA-PK,与NC组相比具有差异性表达,且

DNA双链损伤标志γH2AX的表达量增加,与修复相

关蛋白Rad51和DNA-PK的表达降低。同时检测在

放疗情 况 下,加 入 SAHA 后,DNA 双 链 损 伤 标 志

γH2AX的表达量增加,与修复相关蛋白 Rad51和

DNA-PK的表达降低。因此,本研究推测SAHA可以

诱导乳腺癌细胞DNA损伤,并增加乳腺癌细胞对放

疗的敏感性。此外,本研究还通过彗星实验和免疫荧

光实验对上述结果进行验证,实验结果与上述结果一

致,更加证明了本研究的推测 HDAC抑制剂SAHA
通过阻断DNA双链断裂修复提升雌激素受体阳性乳

腺癌的放疗敏感性。
本研究通过体外细胞实验证明,HDAC抑制剂

SAHA可以抑制雌激素受体阳性乳腺癌细胞的增殖,
同时证明了SAHA可以诱导DNA的损伤,阻断DNA
双链断裂修复提升雌激素受体阳性乳腺癌细胞的放疗

敏感性。为临床上增加放射治疗三阴性乳腺癌敏感性

的药物治疗,提供了理论基础。

参考文献:
[1] CHENGBB,PAN W,XIAOY,etal.HDAC-targeting

epigeneticmodulatorsforcancerimmunotherapy[J].Eur

JMedChem,2024,265:116129.
[2] KARATID,MUKHERJEES,ROYS.Emergingthera-

peuticstrategiesincancertherapybyHDACinhibitionas
thechemotherapeuticpotentandepigeneticregulator[J].
MedOncol,2024,41(4):84.

[3] GUADAGNIA,BARONES,ALFANOAI,etal.Tack-
lingtriplenegativebreastcancerwithHDACinhibitors:6
istheisoform! [J].EurJMedChem,2024,279:116884.

[4] TANGC,DUY,LIANGQ,etal.Developmentofanovel
histonedeacetylase-targetednear-infraredprobeforhepa-
tocellularcarcinomaimaging andfluorescenceimage-
guidedsurgery[J].MolImagingBiol,2020,22(3):476-
485.

[5] PANGYH,SHIRZ,CHANLJ,etal.Thecombination
oftheHDAC1inhibitorSAHAanddoxorubicinhassyn-
ergicefficacyintriplenegativebreastcancerinvivo[J].
PharmacolRes,2023,196:106926.

[6] MANNBS,JOHNSONJR,HEK,etal.Vorinostatfor
treatmentofcutaneousmanifestationsofadvancedprima-
rycutaneousT-celllymphoma[J].ClinCancerRes,2007,

13(8):2318-2322.
[7] ZHUZH,WUMR,SUNJ,etal.Redox-sensitiveiodina-

tedpolymersomescarryinghistonedeacetylaseinhibitoras
adual-functionalnano-radiosensitizerforenhancedradio-
therapyofbreastcancer[J].DrugDeliv,2021,28(1):

2301-2309.
[8] XIAOYF,HALES,AWASTHEEN,etal.HDAC3and

HDAC8PROTACdualdegraderrevealsrolesofhistone
acetylationingeneregulation[J].CellChemBiol,2023,30
(11):1421-1435.e12.

[9] ZHAOC,ZHANGY,ZHANGJ,etal.Discoveryofnovel
fedratinib-basedHDAC/JAK/BRD4tripleinhibitorswith
remarkable antitumor activity againsttriple negative
breastcancer[J].J MedChem,2023,66(20):14150-
14174.

[10] LUDH,QULL,WANGC,etal.Harmine-baseddual
inhibitorstargetinghistonedeacetylase (HDAC)and
DNAasapromisingstrategyforcancertherapy[J].
BioorgChem,2022,120:105604.

[11] DENGY,CHENGQ,HEJ.HDACinhibitors:Promis-
ingagentsforleukemiatreatment[J].BiochemBiophys
ResCommun,2023,680:61-72.

[12] ZHANGZ,LUML,CHENCL,etal.Holo-lactoferrin:

thelinkbetweenferroptosisandradiotherapyintriple-
negativebreastcancer[J].Theranostics,2021,11(7):

3167-3182.
[13] CARLSSON MJ,FAHRERJ.Analyzingtheeffectsof

HDACinhibitorsonDNAdamageandassociatedcyto-
toxicityinprimaryhepatocytes[J].MethodsMolBiol,

2023,2589:241-252.
收稿日期:2024-12-02;修回日期:2025-02-03

(本文编辑 覃洪含)   

—142—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:陈丽羽,唐礼.不同尺寸钛颗粒对巨噬细胞 M1极化的影响和机制探讨[J].
右江民族医学院学报,2025,47(2):242-248,256.

【论著与临床报道】

不同尺寸钛颗粒对巨噬细胞 M1极化的影响和机制探讨

陈丽羽,唐礼

(广西医科大学口腔医学院/附属口腔医院,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 本研究旨在探讨纳米级和微米级的钛(Ti)颗粒对巨噬细胞 M1极化的影响及其潜在机制。方法 分别

采用Ti纳米颗粒(TiNPs)和Ti微米颗粒(TiMPs)处理RAW264.7巨噬细胞。利用CCK-8法检测细胞增殖情况;通过

细胞形态学观察、RT-qPCR、ELISA、流式细胞术、WesternBlot研究TiNPs和TiMPs在促进巨噬细胞 M1极化中的作用

和机制。结果 与空白组(NC组)比较,浓度为100μg/mL的TiNPs组和TiMPs组中 M1型巨噬细胞标志物IL-1β、

TNF-α、IL-6的 mRNA表达水平及IL-1β的蛋白分泌量显著增加(P<0.05);其中,TiNPs组的上述指标的表达水平显

著高于TiMPs组(P<0.05)。此外,与NC组相比较,TiNPs组中p-p65和p-IκB-α的表达显著上调(P<0.05),且 M1
巨噬细胞标志物CD86表达上调(P<0.05)。结论 TiNPs促进巨噬细胞向 M1型极化,可能通过激活 NF-κB信号通

路来实现。

关键词:巨噬细胞;钛颗粒;纳米颗粒;微米颗粒;种植体周炎;M1极化
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Effectsandmechanismsoftitaniumparticlesofdifferent
sizesonM1polarizationofmacrophages

CHENLiyu,TANGLi

(College& Hospitalofstomatology,GuangxiMedical
University,Nanning530021,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofnanoscaleandmicroscaletitanium(Ti)particlesonM1
polarizationofmacrophagesandtheirunderlyingmechanisms. Methods RAW264.7macrophagesweretrea-
tedwithtitaniumnanoparticles(TiNPs)andtitaniummicronparticles(TiMPs),respectively.Cellprolifera-
tionwasassessedusingtheCCK-8assay.TheeffectsandmechanismsofTiNPsandTiMPsinpromotingM1
polarizationofmacrophageswereinvestigatedthroughcellmorphologyobservation,RT-qPCR,ELISA,flow
cytometryandWesternBlot. Results Comparedwiththenormalcontrol(NC)group,themRNAexpression
levelsofM1macrophagemarkersIL-1β,TNF-α,andIL-6,aswellastheproteinsecretionofIL-1β,weresig-
nificantlyincreasedinthe100μg/mLTiNPsandTiMPsgroups(P<0.05).Amongthem,theexpressionlev-
elsoftheaforementionedmarkersintheTiNPsgroupweresignificantlyhigherthanthoseintheTiMPsgroup
(P<0.05).Additionally,comparedwiththeNCgroup,theexpressionsofp-p65andp-IκB-αweresignifi-
cantlyupregulatedintheTiNPsgroup(P <0.05),andtheexpressionoftheM1macrophagemarkerCD86
wasupregulated(P <0.05). Conclusion TiNPspromotemacrophagepolarizationtotheM1phenotype,

possiblythroughactivationoftheNF-κBsignalingpathway.
  Keywords: macrophages;titaniumparticles;nanoparticles;micronparticles;peri-implantitis;M1po-

larization
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  口腔种植修复因美观、耐用以及较高的成功率,逐
渐取代传统修复方式,成为牙列缺损和缺失患者的首

选治疗方案[1]。然而,种植修复广泛应用的同时也伴

随着种植体周炎(peri-implantitis,PI)的发生。这是

一种波及种植体周围软硬组织的炎症性疾病,最终导

致种植体松动,是种植修复失败的主要原因[2]。PI的

发病 率 在 患 者 水 平 约 为 20%,种 植 体 水 平 约 为

11.5%[2]。目前学术界普遍认为,PI是以微生物感染

为主导,多种危险因素共同作用的慢性炎症反应,但其

具体致病机制尚未明确[3]。而深入探讨PI的病因学

机制不仅有助于阐明其病理生理过程,更为该疾病的

早期预防和有效治疗提供重要理论依据。
钛(titanium,Ti)及其合金是种植修复应用最广

泛的生物材料,主要因为Ti表面可快速形成一层致密

的二氧化钛,赋予材料优异的耐腐蚀性、机械性能,以
及生物相容性[1]。然而,在口腔的长期负载下,种植体

表面发生机械磨损和电化学腐蚀,导致二氧化钛层被

破坏并释放Ti颗粒(Tiparticles,TPs)[4]。这些微小

的颗粒会被免疫细胞识别和诱发慢性炎症反应,进而

导致PI[5]。研究表明[6],这种异物反应主要由先天免

疫系统介导,而巨噬细胞在其中起关键作用。巨噬细

胞不需要抗原暴露即可直接吞噬磨损颗粒,且极化为

促炎 M1或抗炎 M2两种主要的表型,产生细胞因子

调节局部免疫微环境[7]。病理学研究显示,在PI患者

组织检测到的TPs浓度较健康种植体的高[8],还发现

明显的巨噬细胞极化现象,其中 M1型巨噬细胞占主

导地位[9]。此外,免疫学研究表明TPs可通过调节淋

巴细胞和巨噬细胞的极化使破骨细胞分化,导致骨整

合失败[1]。还有研究表示,纳米级金属颗粒与微粒相

比,在炎症反应和细胞摄取等方面表现出更强的生物

活性[10],然目前关于Ti微米颗粒和纳米颗粒在巨噬

细胞 M1型极化中的作用及其差异性的研究仍较为有

限。
基于上述研究背景,本研究拟从颗粒粒径这一关

键因素出发,探讨Ti纳米颗粒(Titaniumnano-parti-
cles,TiNPs)和Ti微米颗粒(Titanium micronparti-
cles,TiMPs)对巨噬细胞 M1极化的影响及其潜在机

制,以期为阐明PI的发病机制提供新的实验依据,并
为临床防治策略的制定提供一些理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料 TiNPs(粒径≤60nm,上海麦克林生化科

技股份有限公司);TiMPs[纯度≥93%,粒径<20

μm,阿法 埃 莎(中 国)化 学 有 限 公 司];小 鼠 RAW
264.7巨噬细胞(上海酶研生物科技有限公司);细胞计

数试剂盒-8(CCK-8)、内毒素检测试剂盒、彩色预染蛋

白marker(上海碧云天生物技术股份有限公司);逆转

录试剂盒、染料法qPCR 预混液(北京康润诚业生物

科技有限公司);小鼠肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细

胞介素-1β(IL-1β)ELISA试剂盒(江苏酶免实业有限

公司);胎牛血清(FBS)、DMEM 培养基(赛默飞世尔

科技有限公司);大肠杆菌脂多糖(LPS)、ECL显色剂

(广州硕谱生物科技有限公司);SDS-PAGE凝胶制备

试剂盒、无蛋白封闭液、抗体稀释液(上海雅酶生物医

药科技有限公司);兔抗鼠β-actin、IκB-α、磷酸化IκB-α
(p-IκB-α)、p65、磷酸化p65(p-p65)一抗、HRP标记羊

抗兔二抗(武汉三鹰生物技术有限公司)。抗小鼠

CD16/32、APC标记抗 小 鼠 CD86、PE 标 记 抗 小 鼠

CD206抗体(武汉三鹰生物技术有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 TPs的处理 使用千分之一电子天平称量

TiNPs、TiMPs颗粒各3次,取平均值。置于75%乙

醇溶液中浸泡48h,随后灭菌超纯水清洗、离心,180
℃烘箱中干燥24h。冷却后加入无菌PBS溶液配制

成1mg/mL的母液,4℃冰箱内保存。取部分悬液采

用鲎试剂法检测内毒素水平,结果显示内毒素含量均

低于0.5EU/mL,排除对实验结果的干扰。实验前,
将母液用完全培养基稀释,超声处理(40kHz,10
min)以获得均匀的颗粒混悬液。

1.2.2 细胞培养与分组 RAW264.7巨噬细胞在含

10%FBS、1%青霉素-链霉素溶液的DMEM 培养基

中,置于37℃、5% CO2 的恒温培养箱内培养。实验

设TiNPs组、TiMPs组、NC组(空白组,仅含培养

基)、LPS组(阳性对照组,加入5μg/mL脂多糖)。

1.2.3 CCK-8分析TiNPs/TiMPs对巨噬细胞增殖

的影响 RAW264.7细胞以5×103 个细胞/孔均匀

接种在96孔板内,培养24h观察细胞贴壁后,分别加

入TiNPs、TiMPs混悬液。根据预实验结果,浓度设

为10μg/mL、50μg/mL、100μg/mL、150μg/mL、

300μg/mL、500μg/mL,每个浓度设3个复孔,并培

养24h、72h。避光条件下加入CCK-8试剂,孵育1
h,使用酶标仪在波长450nm处测量各孔的吸光值。

1.2.4 TiNPs/TiMPs处理后巨噬细胞形态学分析 
根据CCK-8实验结果,选择100μg/mL作为实验浓

度。RAW264.7细胞以5×104 个细胞/毫升均匀接

种在24孔板内。24h细胞贴壁后,分别加入100μg/

mL的TiNPs、TiMPs混悬液以及5μg/mL的LPS进

行干预。继续培养72h后,弃去原培养基,用PBS洗

涤3次,每孔加入4%多聚甲醛,倒置显微镜下观察细

胞形态并拍照。

1.2.5 RT-qPCR检测 M1、M2型巨噬细胞标志物的

mRNA表达 按1.2.4干预细胞24h和72h后收集

细胞。采用Trizol试剂提取各组细胞的总RNA,逆转
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录合成cDNA,使用SYBRGreen染料法在荧光定量

PCR仪上扩增。以GAPDH 作为内参基因,2-△△Ct

法计算 M1型巨噬细胞标志物(IL-1β、TNF-α、IL-6)
和 M2型巨噬细胞标志物(IL-10)的mRNA相对表达

水平。所有引物由捷尼斯生物科技有限公司设计并合

成(见表1)。

表1 引物序列

Gene Orientation PrimerSequence(5′-3′)

GAPDH 正向引物 GGCATTGTGGAAGGGCTCAT
反向引物 ATGTCATCATACTTGGCAGGTT

TNF-α 正向引物 ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC
反向引物 GCTTGTCACTCGAATTTTGAGA

IL-1β 正向引物 TTGAAGTTGACGGACCCCAA
反向引物 ATGTGCTGCTGCGAGATTTG

IL-6 正向引物 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG
反向引物 AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG

IL-10 正向引物 TTCTTTCAAACAAAGGACCAGC
反向引物 GCAACCCAAGTAACCCTTAAAG

1.2.6 ELISA 检 测 M1型 巨 噬 细 胞 因 子IL-1β、
TNF-α的表达 按1.2.4干预细胞24h和72h后收

集细胞上清液,每组取相同体积样本,使用小鼠IL-1β、
TNF-α的ELISA试剂盒进行检测。最后使用酶标仪

在450nm波长下测定吸光度值。根据标准曲线计算

细胞因子浓度。
1.2.7 流式细胞术检测巨噬细胞 M1、M2型标志物

的表达 按1.2.4干预细胞24h和72h后收集细胞,
经200目筛网过滤并调整细胞浓度为1×106 个细胞/
毫升。每组取100μL,加入1μLCD16/32抗体,冰上

避光孵育30min,PBS洗涤3次。加入0.5μLFixa-
bleViabilityDye,4℃避光孵育30min以区分活/死

细胞,PBS洗涤3次。加入5μLCD86抗体,4℃避光

孵育30min。PBS洗涤后,加入100μLICFixation
Buffer,4℃避光孵育45min。加入1mL1∶9(v/v)
PBS稀释的PermeabilizationBuffer,离心后PBS洗

涤3次。加入5μLCD206抗体,4 ℃避光孵育45
min,PBS洗涤3次。300μLPBS重悬,加入多聚甲醛

至浓度2%进行固定。使用流式细胞仪检测,FlowJo
软件分析数据。
1.2.8 WesternBlot检测IκB-α、p-IκB-α、p65和p-
p65蛋白表达水平 按1.2.4干预细胞72h后收集细

胞。使用含1mMPMSF和1×磷酸酶抑制剂的RI-
PA裂解液在冰上裂解25min,离心(4℃,12000g,
25min)收集上清液。BCA法检测各组蛋白浓度,并
调至相同浓度。加入5×SDS-PAGE上样缓冲液,70
℃变性10min。各组取10μg蛋白,SDS-PAGE胶

200V、35min电泳分离,湿转法将蛋白移至PVDF膜

上,封闭15min,TBST洗涤3次。分别加入1∶1000
(v/v)稀释的一抗(抗IκB-α、p-IκB-α、p65、p-p65和β-

actin抗体),4℃孵育过夜。TBST洗3次,加入1∶
5000(v/v)稀释 HRP标记二抗,室温孵育1h。使用

ECL显影,化学发光成像仪上采集图像。β-actin为内

参,使用ImageJ软件进行分析。
1.3 统计学方法 所有实验独立重复3次,结果以

(췍x±s)表示,GraphPadPrism9.0软件进行统计分析

和图表绘制。分析前使用Shapiro-Wilk检验评估数

据的正态性,Bartlett检验验证方差齐性。若数据符

合正态且方差齐,两组间比较采用独立样本t检验,多
组间比较采用单因素方差分析;对于不符合正态分布

或方差不齐的数据,采用非参数秩和检验。P <0.05
认为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 TiNPs/TiMPs处理后细胞形态分析 巨噬细胞

具有可塑性和异质性,其形态学特征可作为评估表型

极化的参考指标之一[11]。各组处理后如图1所示,
NC组主要表现为未极化的 M0型巨噬细胞特征,细
胞呈圆形或椭圆形,胞体较小,可见少量短小突起,细
胞核相对较小。LPS组中,大部分呈现典型的 M1型

巨噬细胞形态,细胞体积增大,形态不规则,在多个方

向伸出细长的伪足。TiMPs组和TiNPs组中,均观察

到明显的颗粒吞噬现象,胞质内可见大量黑色Ti颗粒

沉积。此外,一部分细胞表现出与 M1型巨噬细胞相

似的形态学特征,包括细胞体积增大和伪足延伸等。
这些观察结果初步表明,两种尺寸的TPs可能诱导巨

噬细胞向 M1型极化。
2.2 各浓度TiNPs/TiMPs对巨噬细胞增殖的影响

 采 用 CCK-8法 检 测 不 同 浓 度 TiNPs/TiMPs对

RAW264.7细胞活力和增殖的影响。如图2所示,干
预24h后,TiNPs和TiMPs处理组与 NC组之间比

较差异无统计学意义(P>0.05)。图2A示干预72h
后,TiNPs在浓度150μg/mL、300μg/mL、500μg/
mL对细胞增殖产生抑制作用(P<0.05)。图2B示

干预72h后500μg/mLTiMPs对细胞增殖有抑制作

用(P<0.05)。基于以上结果,选择100μg/mL作为

后续的实验浓度。
2.3 TiNPs/TiMPs对 M1、M2型巨噬细胞标志物

mRNA表达的影响 RT-qPCR检测结果如图3所

示,TiNPs刺激巨噬细胞24h和72h后,与NC组相

比,M1型 巨 噬 细 胞 标 志 物IL-1β、TNF-α、IL-6的

mRNA表达水平均显著升高,且呈现时间依赖性,并
且显著高于TiMPs组(P<0.05);而 M2标志物IL-
10的表达与 NC组相比差异无统计学意义(P >
0.05)。TiMPs刺激巨噬细胞24h和72h后,与NC
组相比,TNF-α、IL-6的表达逐渐升高(P <0.05);
在72h时IL-1β的表达也升高(P<0.05);IL-10的

表达与NC组相比差异无统计学意义(P>0.05)。
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注:黑色箭头指示巨噬细胞伪足(比例尺=50μm)。

图1 不同处理组RAW264.7细胞的形态学观察(×40)

注:A为TiNPs干预24h、72h后的细胞活力;B为TiMPs干预24h、72h后的细胞活力。

与NC组比较,*P<0.05。

图2 TiNPs/TiMPs对RAW264.7细胞增殖的影响

注:与NC比较,*P<0.05;与TiMPs比较,#P<0.05。

图3 TiNPs/TiMPs对巨噬细胞极化标志物 mRNA表达的影响
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2.4 TiNPs/TiMPs对促炎细胞因子表达的影响 
ELISA检测结果如图4所示,与NC组相比,TiNPs处

理促进了促炎因子IL-1β和TNF-α的分泌,在24h和

72h,TiNPs组的IL-1β和TNF-α表达水平均显著上

调(P <0.05),且显著强于 TiMPs处理 组(P <
0.05)。TiMPs在24h和72h后仅诱导IL-1β分泌的

显著增加(P <0.05),对 TNF-α的表达无显著影响

(P>0.05)。

注:与NC比较,*P<0.05;与TiMPs比较,#P<0.05。

图4 TiNPs/TiMPs对细胞因子TNF-α、IL-1β分泌的影响

2.5 TiNPs/TiMPs对 M1、M2型巨噬细胞标志物表

达的影响 与NC组比较,TiNPs处理72h后显著上

调了 M1型巨噬细胞标志物CD86的表达水平(P <
0.05),而TiMPs处理组的CD86表达与NC组相比差

异无统计学意义(P >0.05)。另外各组间 M2型巨

噬细胞标志物CD206的表达水平与 NC组相比差异

无统计学意义(P>0.05)。见图5。

注:A.流式细胞术圈门过程图;B.各组24h、72h的流式细胞术结果图;C.各组24h、72h流式细胞术 M1、M2
巨噬细胞标志物CD86、CD206的统计图。与NC比较,*P<0.05;与TiMPs比较,#P<0.05。

图5 流式细胞术分析TiNPs/TiMPs对巨噬细胞极化的影响
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2.6 TiNPs/TiMPs对巨噬细胞IκB-α、p-IκB-α、p65
和p-p65蛋白表达的影响 WesternBlot分析结果如

图6所示,与 NC组相比 TiNPs处理显著提高了p-

p65/p65和 p-IκB-α/IκB-α的 相 对 表 达 水 平 (P <
0.05)。而TiMPs处理组与NC组比较差异无统计学

意义 (P>0.05)。

注:在静息时p50/65二聚体与IκB结合在胞质内,当NF-κB信号通路被激活后,IκB磷酸化并降解,

使二聚体移至核内,因此p-p65和p-IκB-α可指示NF-κB通路的激活状态[12]。A为p-IκB-α、

IκB-α、p65和p-p65的 WesternBlot图像;B为p65/p-p65的统计分析图;C为p-IκB-α/IκB-α
的统计分析图。与NC比较,*P<0.05;与TiMPs比较,#P<0.05。

图6 各组IκB-α、p-IκB-α、p65和p-p65的蛋白表达和分析

3 讨论

成功的骨整合目前被认为是植入物与宿主免疫之

间的动态平衡状态,即在植入物周围形成骨组织,使其

与机体相隔离[3]。若该平衡被打破,骨吸收速率将超

过骨形成速率,种植体周围的骨质会逐渐流失,最终发

展为PI[3]。这一病理过程主要受到免疫系统调控,其
中巨噬细胞作为先天免疫系统的重要组成部分,通过

调节其极化状态来影响种植体周围骨组织的稳态[7]。

M1型巨噬细胞具有强大的吞噬功能,通过分泌促炎因

子、活性氧等物质,不仅激活炎症信号通路和募集其他

免疫细胞,还能促进破骨细胞的分化和活化[13]。长期

处于 M1极化状态可能导致慢性骨吸收。而 M2巨噬

细胞产生的抗炎因子(如IL-4、TGF-β和IL-10)可抑

制破骨细胞活性,促进组织的修复和再生[14]。
在PI患者病变组织的活检中显示,TPs是主要的

异物成分[1]。大部分TPs的粒径在十几纳米到数百

微米不等[6,15]。研究表明[16],颗粒尺寸与免疫反应强

度密切相关,当TPs从种植体表面脱落后,其生物惰

性将发生改变,表现出一定的免疫原性。尤其粒径<
20μm时,能促进多种炎症介质的分泌,包括髓样分化

因子88(myeloiddifferentiationfactor88,MyD88)和
核因子κB(nuclearfactorkappa-B,NF-κB)等[17]。其

中亚微米级和纳米级(<1μm)颗粒因具有更大的表

面积与体积比,表现出更强的生物反应性,比如引发炎

症和异物反应[14]。本研究结果显示,TiNPs促进巨噬

细胞向 M1型极化,促炎作用明显强于TiMPs,这与先

前的研究结果一致,提示TPs在诱发PI的反应过程

中,TiNPs可能是主要的效应介质。
对于微粒和纳米颗粒,巨噬细胞的处理机制存在

差异,将影响其极化状态。较大的微粒(10~100μm)
单个巨噬细胞无法吞噬时,多个巨噬细胞会形成异物

巨细胞将其包裹后处理[13]。该过程复杂,涉及由多种

细胞分泌的细胞因子,如IL-4和IL-13作用下巨噬细

胞的趋化、融合和内化等[18-19],但本研究仅采用单一细

胞系进行实验,缺乏其他细胞的协同作用,可能是

TiMPs组中未能观察到明显极化现象的重要原因。
此外,与微粒相比,只有纳米级TPs能够进入细胞核,
引起DNA甲基化、组蛋白翻译后修饰等表观遗传改

变,从而影响炎症、细胞增殖等生物进程[6]。同时,

TiNPs还引起异物反应,促使多种介质,如促炎因子、
趋化因子的表达[7]。以上步骤可激活下游的 NF-κB、

MAPK等多个极化相关的信号通路[20]。NF-κB信号

通路作为炎症与免疫应答的重要通路,在本研究中可

能是TiNPs调控巨噬细胞极化的关键靶点。实验结

果显示TiNPs通过上调p65和IκB-α的磷酸化,促使

NF-κB二聚体的核转位,从而激活该通路并诱导巨噬
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细胞向促炎M1表型极化。伴随促炎因子(TNF-α、IL-
1β、IL-6)及CD86的表达升高,但CD206的表达与NC
组相比未见显著差异。CD206作为 M2型巨噬细胞特

异性甘露糖受体,其表达受 NF-κB通路负向调控,抑
制此 通 路 可 促 使 巨 噬 细 胞 向 M2 型 极 化 并 上 调

CD206[21-22]。而 NF-κB 通 路 上 调 了 CD86的 表 达,

CD86是 M1型巨噬细胞表面的共刺激分子,可激活T
细胞和增强免疫应答[23]。NF-κB通路通过调控 M1/

M2的极化,影响局部组织的免疫应答[22]。由于 M1
型巨噬细胞会分泌多种细胞因子,通过旁分泌加剧周

围组织的损伤,还可通过自分泌维持其 M1表型[20-24]。
若种植体周围微环境中长期保持 M1极化的状态,可
能引起局部慢性骨吸收,最终发展为PI[7]。虽然其具

体机制仍需深入研究,但TiNPs通过激活NF-κB信号

通路引起 M1/M2平衡失调,进而引起异物反应和骨

吸收,可能是未来PI治疗的一个潜在靶点。
本项研究仍存在局限之处。首先,TPs在PI中的

致病机制复杂,涉及多种免疫细胞以及多个信号通路

的相互作用,需要更全面、更详细的实验设计和研究方

案来进一步阐明;其次,本研究为体外实验,缺乏体内

实验的进一步验证;此外,PI的病程一般较长,由于条

件限制,本研究设置的观察时间点较短,无法全面反映

完整的动态变化过程。未来还需对上述不足进行必要

的优化与改进。

参考文献:
[1] KHEDER W,BOUZID A,VENKATACHALAM T,et

al.Titaniumparticlesmodulatelymphocyteandmacro-
phagepolarizationinperi-implantgingivaltissues[J].Int
JMolSci,2023,24(14):11644.

[2] DIAZP,GONZALOE,VILLAGRALJG,etal.Whatis
theprevalenceofperi-implantitis?asystematicreviewand
meta-analysis[J].BMCOralHealth,2022,22(1):449.

[3] IVANOVSKIS,BARTOLDPM,HUANGYS.Therole
offoreignbodyresponseinperi-implantitis:whatisthe
evidence? [J].Periodontol,2000,2022,90(1):176-185.

[4] GAURS,AGNIHOTRIR,ALBINS.Bio-tribocorrosion
oftitaniumdentalimplantsanditstoxicologicalimplica-
tions:ascopingreview[J].Sci WorldJ,2022,2022:

4498613.
[5] GAOJJ,WUP,CHIYJ,etal.LY450139inhibitedTi-

particle-inducedbonedissolutionviasuppressing Notch
andNF-κBsignalingpathways[J].Cal-cifTissueInt,

2022,111(2):211-223.
[6] CHENL,TONGZA,LUOHK,etal.Titaniumparticles

inperi-implantitis:distribution,pathogenesisandpros-
pects[J].IntJOralSci,2023,15(1):49.

[7] SUPRAR,AGRAWALDK.InnateImmuneresponsein

orthopedicimplantfailure[J].JOrthopSportsMed,2023,

5(1):9-19.
[8] ASA’ADF,THOMSENP,KUNRATHMF.Theroleof

titaniumparticlesandionsinthepathogenesisofperi-im-
plantitis[J].JBoneMetab,2022,29(3):145-154.

[9] RAKICM,RADUNOVICM,PETKOVIC-CURCINA,et
al.Studyontheimmunopathologicaleffectoftitanium

particlesinperi-implantitisgranula-tiontissue:acase-con-
trolstudy[J].ClinOralImplantsRes,2022,33(6):656-
666.

[10] KHEDERW,ALKAWASS,KHALAFK,etal.Impact
oftribocorrosionandtitaniumparticlesreleaseondental
implantcomplications-Anarrativereview[J].JpnDent
SciRev,2021,57:182-189.

[11] YUDM,GUOS,YU M,etal.Immunomodulationand
osseointegrationactivitiesofNa2TiO3nanorods-arrayed
coatingsdopedwithdifferentSrcontent[J].BioactMa-
ter,2022,10:323-334.

[12] KHATUAS,SIMAL-GANDARAJ,ACHARYA K.
Understandingimmune-modulatoryefficacyinvitro
[J].ChemBiolInteract,2022,352:109776.

[13] REIFENRATHJ,WELLMANN M,KEMPFERTM,et
al.TGF-β3loadedelectrospunpolycaprolactonfibrescaf-
foldsforrotatorcufftearrepair:aninvivostudyinrats
[J].IntJMolSci,2020,21(3):1046.

[14] ALBREKTSSONT,TENGVALLP,AMENGUALL,

etal.Osteoimmuneregulationunderliesoralimplantos-
seointegrationanditsperturbation[J].FrontImmunol,

2022,13:1056914.
[15] WUXX,CAICJ,GILJ,etal.Characteristicsofparti-

clesanddebrisre-leasedafterimplantoplasty:acompara-
tivestudy[J].Materials(Basel),2022,15(2):602.

[16] AMENGUAL-PEÑAFIELL,CÓRDOVALA,CON-
STANZAJA-RA-SEPÙLVEDA M,etal.Osteoimmu-
nologydrivesdentalimplantosseointegration:anew

paradigmforimplantdentistry[J].JpnDentSciRev,

2021,57:12-19.
[17] MESSOUSR,HENRIQUESB,BOUSBAAH,etal.Cy-

totoxiceffectsofsubmicron-andnano-scaletitanium
debrisreleasedfromdentalimplants:anintegrativere-
view[J].ClinOralInvestig,2021,25(4):1627-1640.

[18] ESLAMI-KALIJIF,HEDAYATNIAN,LAKEYJR
T,etal.Mecha-nismsofforeignbodygiantcellforma-
tioninresponsetoimplantablebiomaterials[J].Poly-
mers(Basel),2023,15(5):1313.

[19] GHOSH M,MCGURKF,NORRISR,etal.Theim-
plant-inducedforeignbodyresponseislimitedbycd13-
dependentregulationofubiquiti-nationoffusogenicpro-
teins[J].JImmunol,2024,212(4):663-676.

(下转第256页)

—842—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:章能胜,王金彬,叶红兵,等.九华黄精炮制前后化学成分差异研究[J].
右江民族医学院学报,2025,47(2):249-256.

【论著与临床报道】

九华黄精炮制前后化学成分差异研究

章能胜1,王金彬2,叶红兵3

(1.安徽卫生健康职业学院医疗卫生技术系,安徽 池州 247099;

2.中国药科大学药学院,江苏 南京 210009;

3.安徽省合肥市食品药品检验检测中心,安徽 合肥 230088)

摘 要:目的 基于超高效液相色谱-质谱联用仪法(UPLC-MS/MS),分析九华黄精九蒸九晒法炮制前后差异性化学

成分。方法 在UPLC-MS/MS技术基础上结合统计学分析,以差异倍数(FC,FC>1.5或FC<0.67,P<0.05)、变量

权重值(VIP,VIP>1、P<0.05)为筛选条件,分析九华黄精九蒸九晒法炮制前后的差异性化学成分,探索其主要成分变

化规律。结果 共检测到2173个代谢物,主成分分析发现九蒸九晒后前80种(top80)显著差异主要代谢物相对含量

上调有52种,下调有28种,主要差异代谢物为生物碱、黄酮、氨基酸及其衍生物、核苷酸及其衍生物、脂质、有机酸等。
结论 九华黄精九蒸九晒法炮制前后化学成分差异明显,并存在着一定的变化规律,此法可为后续炮制机制和药效研究

提供科学依据。
关键词:九华黄精;九蒸九晒;中药炮制;化学成分

中图分类号:R283   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0249-08
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.009

StudyonthedifferencesinchemicalcompositionofPolygonatumCyrtonema
HuainJiuhuaMountainbeforeandafterprocessing

ZHANGNengsheng1,WANGJinbin2,YEHongbing3

(1.DepartmentofMedicalandHealthTechnology,AnhuiHealthCollege,Chizhou
247099,Anhui,China;2.SchoolofPharmacy,ChinaPharmaceuticalUniversity,

Nanjing210009,Jiangsu,China;3.HefeiFoodandDrugInspection
andTestingCenterofAnhuiProvince,Hefei230088,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToanalyzethedifferentialchemicalcomponentsinPolygonatumCyrtonemaHuain
JiuhuaMountain(PCJH)beforeandafterthemethodofsteamingninetimesandsundryingninetimesusing
ultra-performanceliquidchromatography-tandemmassspectrometry(UPLC-MS/MS). Methods Ontheba-
sisofUPLC-MS/MStechnologycombinedwithstatisticalanalysis,withthefoldchange(FC,FC>1.5orFC
<0.67,P<0.05)andvariableimportanceinprojection(VIP,VIP>1,P<0.05)asthescreeningcriteria,
thedifferentialchemicalcomponentsofPCJHbeforeandafterthethenine-steamingandnine-sun-dryingmeth-
odwereanalyzedtoexplorethechangerulesofitsmaincomponents. Results Atotalof2,173metabolites
weredetected.Principalcomponentanalysisrevealedthatamongthetop80significantlydifferentmetabolites
aftersteamingninetimesandsundryingninetimes,52showedupregulationand28showeddownregulationin
relativecontent.Themaindifferentialmetabolitesincludedalkaloids,flavonoids,aminoacidsandtheirderiva-
tives,nucleotidesandtheirderivatives,lipids,andorganicacids,etc. Conclusion Therearesignificant
chemicalcomponentdifferencesinPCJHbeforeandafterthenine-steamingandnine-sun-dryingmethod,with
certainvariationpatterns.Thismethodcanprovideascientificbasisforthesubsequentresearchontheprocess-
ingmechanismandmedicinalefficacy.
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  黄精是一种传统经典的食药两用的草本植物,“以
其得坤土之精粹”而得名[1],在我国分布有30余种之

多,作为中药使用的主要是滇黄精、黄精、多花黄精[2]。
九华黄精是指九华山及其周边地区生长的多花黄精,
因九华山特有自然环境和佛学文化亦称地藏黄精,以
其独特的药用价值和滋补功效而著称,入列安徽省“十
大皖药”[3]。九华黄精富含蛋白质、淀粉以及人体中必

需的氨基酸、微量元素等营养物质[4],食药两用,常以

口服为主,但生品易刺激咽喉,致麻舌感,故以炮制品

入药。九蒸九晒是九华黄精生品加工的主要方法,可
降低其刺激性,既利于患者服用,又提升药效[5]。但九

蒸九晒炮制法以传统经验为主,缺乏科学全面的理论

依据。本研究拟在UPLC-MS/MS技术基础上结合统

计学分析,筛查九华黄精九蒸九晒炮制前后差异性化

学成分,为后续炮制机制和药效研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 药材 九华黄精生药材由安徽省青阳县中药材

科技公司提供,采集于九华山及其周边地区,药材黄精

经合肥市食品药品检验检测中心刘业飞主任中药师鉴

定为多花黄精(PolygonatumcyrtonemaHua)。

1.2 主要实验试剂和仪器 W6-4LC/MS纯水,美
国费希尔化学品公司(FisherChemical);A955-4乙

腈,美国费希尔化学品公司(FisherChemical);A452-4
甲醇,美 国 费 希 尔 化 学 品 公 司(FisherChemical);

A452-4甲酸,日本东京化成工业株式会社(TCI);Q
ExactiveHF-X 质谱仪,美国赛默飞世尔科技公司

(Thermo);Vanquish超高压液相色谱仪,美国赛默飞

世尔科技公司(Thermo);5430R冷冻离心机,德国艾

本德公司(Eppendorf);ACQUITY UPLC HSST3
(2.1mm×100mm,1.8μm)色谱柱,美国沃特世公

司(Waters)。

1.3 药材炮制 取生品九华黄精药材,除去杂质、异
物,洗净,按料液比1∶5用黄酒搅拌均匀,闷润待黄酒

被九华黄精药材吸尽,再蒸制约10h(同时收集蒸制

过程中流出的汁液),待药材中央发虚,于日光下晒约

8h至药材外皮微干,此为九华黄精一蒸一晒品。将

九华黄精一蒸一晒品拌入上一步收集的汁液和适量黄

酒,闷润至药材表面黄酒被吸收殆尽,取出于日光下晒

约8h待药材外皮微干为宜,此为九华黄精二蒸二晒

品。依照此方法连续操作,直至得到九华黄精九蒸九

晒品(见表1)。除去首次、末次蒸制,其余蒸制过程所

需黄酒的量约为总体的70%。最后一次将剩余黄酒

以及收集的汁液与药材搅拌均匀,蒸制至九华黄精药

材表面黑漆色、发亮为宜。

表1 样品信息表

序号 样品 代号

1 一蒸一晒九华黄精 H_1
2 二蒸二晒九华黄精 H_2
3 三蒸三晒九华黄精 H_3
4 四蒸四晒九华黄精 H_4
5 五蒸五晒九华黄精 H_5
6 六蒸六晒九华黄精 H_6
7 七蒸七晒九华黄精 H_7
8 八蒸八晒九华黄精 H_8
9 九蒸九晒九华黄精 H_9
10 九华黄精鲜品 H_10

1.4 样品预处理 将样品在液氮中研磨至粉末状,准
确称量样品粉末100mg置于离心管中,加入70%甲

醇水溶液1mL,充分震荡30s,水浴超声波浸提90
min,16000g离心10min,将上清液用移液器转移至

96孔TECAN蛋白过滤板,使用正压氮气过滤,取滤

液于EP管中,真空冷冻干燥后将冻干品加入40%甲

醇水溶液300μL溶解,16000g离心10min,取上清

液备用。

1.5 UPLC-MS分析条件

1.5.1 色谱条件 将1.4预处理后样品采用UPLC-
MS/MS进行分离。柱温为25℃;流速为0.3mL/

min;以0.1%甲酸水溶液为流动相A,0.1%甲酸乙腈

溶液为流动相B,按下表(见表2)进行梯度洗脱。

表2 色谱梯度洗脱程序表

时间/min 流动相A/% 流动相B/%

0 95 5
17.0 2 98
17.2 95 5
20.0 95 5

1.5.2 质谱条件 使用质谱仪(QExactiveHF-X)采
集样本一级、二级谱图。质谱仪与超高压液相色谱仪

(UPLC)联用,电喷雾电离(ESI)分别进行正离子模

式、负离子模式质谱采集。喷雾电压3800V(ESI+)/

3500V(ESI-),鞘气流量40L/min,离子传输管温度

320℃,雾化温度350℃;检测方式为全扫描/数据依

赖二级扫描(Full-MS/dd-MS2)模式,top10MS1离

子获得 MS/MS谱图,碰撞能量(CEs)采用阶梯归一
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化能级20、40、60;一级质荷比扫描范围90~1300。

1.5.3 数据分析流程 参照侯红平等[6]数据分析流

程,对提取的化学物质进行结构鉴定,主要物质的鉴定

结果需二次核对和确认。

2 结果与分析

2.1 外观与风味变化 随着蒸晒次数的增加,九华黄

精表面颜色由棕黄色逐渐变暗,五蒸五晒后颜色变化

差异不大,变成了黑漆色(见图1)。一蒸一晒至五蒸

五晒之间随着蒸晒次数的增加,麻舌感逐渐消失,四蒸

四晒之后产生甜味,七蒸七晒后逐渐产生苦涩味和酸

味。九华黄精经九蒸九晒炮制后,风味酸甜,气味浓

郁,无麻舌感。有学者认为这是热处理导致美拉德反

应,引起了样品颜色和产物的改变[7]。

注:a.H_1;b.H_2;c.H_3;d.H_4;e.H_5;f.H_6;g.H_7;h.H_8;i.H_9。

图1 九华黄精九蒸九晒炮制品

2.2 QC样本检测 对QC样本提取峰进行PCA分

析和Pearson相关性分析。PCA分析结果(见图2)发
现正、负离子模式下 QC样本紧密聚集在一起,Pear-
son相关性分析结果(见图3)表明 QC样本间的相关

性系数都在0.99以上,证实实验的重复性好。

2.3 九蒸九晒炮制过程中九华黄精代谢物的主成分

分析 九华黄精九蒸九晒炮制过程中共检测到2173
种代谢物,包括生物碱类化合物648种(29.82%),莽
草酸和苯丙烷类化合物317种(14.59%),氨基酸和肽

类化 合 物 315 种 (14.50%),萜 类 化 合 物 308 种

(14.17%),脂肪酸类化合物299种(13.76%),聚酮类

化合物111种(5.11%),其他化学物175种(8.05%)。
为分析炮制前后化学成分差异,对其进行主成分分析,
结果表明(见图4)正离子模式下前5个主成分方差贡

献率分别为30.5%、15.2%、12.6%、6.6%和5.9%,
负离子模式下前5个主成分主成分方差贡献率分别为

29.8%、14.3%、9.9%、5.1%和4.6%。正、负离子模

式前5个主成分累计方差贡献率达70.8%和63.8%,
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表明包含样本中多数代谢物信息。在正离子模式和负

离子模式下,九蒸九晒炮制过程中样本点(H_1~H_

9)与九华黄精生品样本点(H_10)之间距离较远,且不

同蒸晒次数样品点间较分散,说明样品炮制过程中代

谢物变化较明显,种类和含量差异较大。

注:a.正离子模式总体样本PCA分析;b.负离子模式总体样本PCA分析。

图2 生品和炮制品PCA得分

注:a.正离子模式QC样本相关性图;b.负离子模式QC样本相关性图。

图3 QC样本相关性图

注:a.正离子模式PCA贡献率图;b.负离子模式PCA贡献率图。
图4 主成分PCA贡献率图

—252—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



  为了鉴别主要差异代谢成分,又建立了正交偏最

小二乘判别分析(OPLS-DA),经7次循环交互验证

(7-foldcross-validation),得到R2Y、Q2 均>0.99,表
明模型稳定可靠。采用置换检验(Permutationtest)
对模型进行检验,OPLS-DA 模型的置换检验上R2Y、

Q2 数值均接近1,说明模型准确性好。
基于单变量分析,对检测到物质进行差异分析,以

火山图的形式来进行可视化展示[选择条件:差异倍数

(foldchange,FC)>1.5或FC<0.67,P<0.05的差

异物质)]。为了直观便于观察差异物质的分类归属,
用不同颜色来做区分(非显著差异物质用灰色来表

示),示例比较组结果如图5所示(横坐标为差异表达

倍数的log2 的对数值,纵坐标为显著性P值的-log10的
对数值),表明炮制品与生品在生物碱类、氨基酸和肽、
糖类、脂肪酸等成分上存在差异。

注:a.正离子模式火山图;b.负离子模式火山图

图5 正、负离子模式火山图

2.4 筛选差异物质 为进一步挖掘具有生物学意义

的差异代谢物,利用 OPLS-DA 模型中变量权重值

(VariableImportancefortheProjection,VIP)衡量各

化学物质的表达模式对各组样本分类判别的影响强度

和解释能力[8]。通过OPLS-DA分析得到的S-plot图

(见图6),越靠近左、右角的代谢物差异越显著,红色

点代谢物的VIP≥1,绿色点代谢物VIP<1。以VIP
>1、P<0.05为显著性差异化学物质筛选标准,筛选

出炮制品中差异代谢物数(见表3),结果显示一蒸一

晒品与生品组间总差异化学物质数量最少,九蒸九晒

品与生品组间总差异化学物质数量最大,随着蒸晒次

数增加与生品组间总差异化学物质数量呈上升趋势。
以柱状图(见图7)表示top80显著性差异物质的差异

倍数变化,结果表明九华黄精生品与炮制品top80显

著差异代谢物中以上调的显著差异代谢物为主。
在九华黄精生品与九蒸九晒品的比较组中,通过

对比发现top80显著差异主要代谢物相对含量上调有

52种,其中,生物碱化合物6种,黄酮类化合物2种,氨
基酸及其衍生物类化合物6种,核苷酸及其衍生物5
种,脂质类化合物12个,有机酸类化合物8个,萜类化

合物和木质素类化合物各1种,其他类化合物11种。
代谢物相对含量下调有28种,包括生物碱化合物5
种,黄酮类化合物4种,氨基酸及其衍生物类化合物6
种,核苷酸及其衍生物化合物4种,脂质类化合物3
个,有机酸类化合物4个,其他类化合物2种。
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注:a.H_1vsH_10S-plot;b.H_2vsH_10S-plot;c.H_3vsH_10S-plot;

d.H_4vsH_10S-plot;e.H_5vsH_10S-plot;f.H_6vsH_10S-plot;

g.H_7vsH_10S-plot;h.H_8vsH_10S-plot;i.H_9vsH_10S-plot。

图6 炮制品和生品S-plot

表3 组间比较分析表

序号 对比组
总差异化

学物质数量

top80显著差异代谢物变化数

上调 下调

1 H_1vsH_10 1390 74(92.50) 6(7.50)
2 H_2vsH_10 1491 75(93.75) 5(6.25)
3 H_3vsH_10 1559 55(68.75) 25(31.25)
4 H_4vsH_10 1667 68(85.00) 12(15.00)
5 H_5vsH_10 1760 58(72.50) 22(27.50)
6 H_6vsH_10 1783 54(67.50) 26(32.50)
7 H_7vsH_10 1880 45(56.25) 35(43.75)
8 H_8vsH_10 1890 47(58.75) 33(41.25)
9 H_9vsH_10 1915 52(65.00) 28(35.00)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。
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注:a.H_1vsH_10;b.H_2vsH_10;c.H_3vsH_10;d.H_4vsH_10;e.H_5vsH_10;

f.H_6vsH_10;g.H_7vsH_10;h.H_8vsH_10;i.H_9vsH_10。

图7 显著性差异物质表达差异倍数分析

3 讨论

“九蒸九晒”又称“九蒸九曝”,是古代本草中常见

的一种药材炮制方法,该法将蒸晒结合并反复运用,使
药材最大限度发挥疗效并减轻其毒副作用。研究发现

九蒸九晒炮制过程中九华黄精代谢物的种类和含量差

异变化较大,一蒸一晒品与生品组间总差异化学物质

数量最少,九蒸九晒品与生品组间总差异化学物质数

量最大,且随着蒸晒次数增加,与生品组间总差异化学

物质数量呈上升趋势,这可能与蒸晒过程中,高温等因

素导致大分子物质持续裂解成小分子物质有关。生品

与炮制品组间显著差异代谢物中,以上调的显著差异

代谢物为主,差异代谢物主要为生物碱、黄酮、氨基酸

及其衍生物、核苷酸及其衍生物、脂质、有机酸等[9]。
本课题组前期研究发现在九华黄精的九蒸九晒炮

制过程中,由于水分减少总多糖相对含量会先增加后

下降,葡萄糖和果糖等单糖相对含量先增加后保持稳

定,炮制后期再有所下降。这可能是由于九华黄精中

的黏液质多糖会随着九蒸九晒过程的逐步水解成单糖

和低聚糖,使得总多糖在炮制过程中消耗造成含量的

降低。而低聚糖可进一步分解成小分子单糖,但炮制

后期有部分单糖可能会参与美拉德反应导致其有所下

降。九蒸九晒炮制后九华黄精黏液质多糖含量降低,
可减少对喉咙刺激作用,单糖含量增加可提升甜味,使
其服用口感更佳[10]。炮制过程中氨基酸可能与可溶

性的糖类化合物发生美拉德反应,含量不断减少,五蒸

五晒后基本消耗殆尽,而五蒸五晒后颜色变化不明显,
由此推测美拉德反应参与九华黄精九蒸九晒炮制过程

中颜色变化[11]。九华黄精九蒸九晒炮制后挥发性成

分正己醛等含量下降,有学者研究认为正己醛正是黄

精引起人咽喉刺激性的主要成分之一[12],推测正己醛

含量下降是九蒸九晒炮制后九华黄精口感变佳的原因

之一。九华黄精炮制后期有机酸类化合物相对含量显

著增加,其中酚酸类化合物尤为明显,作为有机酸的一

种,酚酸类化合物多为苦涩味,这可能与九华黄精炮制
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后期产生苦涩味有关。
综上所述,九华黄精经过九蒸九晒炮制后,其化学

成分发生了显著变化。这些变化不仅提高了其滋补功

效,还使其更易于被人体吸收和利用。现代药理学研

究发 现,九 华 黄 精 经 九 蒸 九 晒 炮 制 后 可 提 升 抗 氧

化[13]、降血糖[14]、调节免疫[15]、抗动脉硬化[16]、抗肿

瘤[17]等功效,上述药理学改变可能与炮制前后主要差

异代谢物有关,但与药效关系需进一步研究。
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基于Box-Behnken响应面法结合GA-BP神经

网络多指标优化罗布麻叶微丸的制备工艺

葛俊,邹纯才,鄢海燕

(皖南医学院药学院,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 采用Box-Behnken响应面法结合GA-BP神经网络多指标优化罗布麻叶微丸的制备工艺。方法 利用挤

出滚圆法,以收率(%)、圆整度(°)、豪斯纳比(Hausnerratio,HR)和脆碎度(%)为评价指标制备罗布麻叶微丸。在单因

素试验基础上,以载药量(%)、滚圆频率(Hz)和滚圆时间(min)为考察因素,基于G1-EWM对各评价指标进行组合赋权

并计算综合评价指标,采用Box-Behnken响应面法优化罗布麻叶微丸制备工艺;建立GA-BP神经网络模型,选取合理数

据进行学习和训练,并预测罗布麻叶微丸制备工艺;验证比较Box-Behnken响应面法和GA-BP神经网络模型结果,确定

罗布麻叶微丸的最佳制备工艺。结果 Box-Behnken响应面法的综合评价指标均值为0.9732(RSD=0.53%),与理论

值0.9710相比较,绝对误差为0.0022;GA-BP神经网络的综合评价指标均值为0.8691(RSD=0.63%),与理论值

0.9857相比较,绝对误差为-0.1166。因此,最终确定罗布麻叶微丸的最佳制备工艺为:载药量为20%、滚圆时间为2
min、滚圆频率为20Hz。结论 基于Box-Behnken响应面法结合GA-BP神经网络多指标优化的罗布麻叶微丸制备工

艺稳定可行,较为合理。

关键词:罗布麻叶微丸;Box-Behnken响应面法;G1-EWM;单因素试验;GA-BP神经网络
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Multi-indexoptimizationofthepreparationprocessofApocynumvenetumleaf
pelletsbasedontheBox-Behnkenresponsesurfacemethodology

combinedwiththeGA-BPneuralnetwork

GEJun,ZOUChuncai,YANHaiyan

(SchoolofPharmacy,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective TooptimizethepreparationprocessofApocynumvenetumleafpelletsusingthe
Box-Behnkenresponsesurfacemethodology(BB-RSM)combinedwiththeGA-BPneuralnetworkbasedon
multipleindices. Methods TheApocynumvenetumleafpelletswerepreparedviaextrusion-spheronization,

withyield(%),roundness(°),Hausnerratio(HR),andfriability(%)asevaluationindices.Onthebasisof
single-factorexperiments,drugloading(%),spheronizationfrequency(Hz),andspheronizationtime(min)

wereselectedasinvestigationfactors.TheG1-EWMwasemployedforcombinatorialweightingofeachevalua-
tionindexandcalculatingthecomprehensiveevaluationindex.TheBB-RSMwasusedtooptimizetheprepara-
tionprocessforApocynumvenetumleafpellets.AGA-BPneuralnetworkmodelwasestablished,andappro-
priatedatawereselectedforlearningandtrainingtopredictthepreparationprocessofApocynumvenetumleaf
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pellets.TheresultsoftheBB-RSMandtheGA-BPneuralnetworkmodelwereverifiedandcomparedtodeter-
minetheoptimalpreparationprocessforApocynumvenetumleafpellets. Results Themeancomprehensive
evaluationindexoftheBB-RSMwas0.9732(RSD=0.53%),withanabsoluteerrorof0.0022comparedtothe
theoreticalvalueof0.9710.ThemeancomprehensiveevaluationindexoftheGA-BPneuralnetworkwas
0.8691(RSD=0.63%),withanabsoluteerrorof-0.1166comparedtothetheoreticalvalueof0.9857.
Therefore,theoptimalpreparationprocessforApocynumvenetumleafpelletswasdeterminedtobe:drug
loadingof20%,spheronizationtimeof2min,andspheronizationfrequencyof20Hz. Conclusion Theprep-
arationprocessofApocynumvenetumleafpelletsoptimizedbytheBB-RSMcombinedwiththeGA-BPneural
networkbasedonmultipleindicesisstable,feasible,andreasonable.
  Keywords: Apocynumvenetumleafpellets;Box-Behnkenresponsesurfacemethodology;G1-EWM;

single-factorexperiment;GA-BPneuralnetwork

  罗布麻叶为夹竹桃科植物罗布麻(Apocynum
venetum L.)叶片经干燥处理后的产品[1],临床上主要

用于治疗心悸失眠、浮肿尿少、肝阳眩晕等症[2]。《中
国药典》(2020年版)一部收载有罗布麻茶[2],也有罗

布麻片、罗布麻颗粒等剂型的报道[3]。相比于传统的

单元型制剂,微丸具有粒径均一、流动性好、生物利用

度高、安全性好等优势,因而备受青睐,拥有广阔的开

发应用前景[4-5]。GA-BP神经网络在非线性映射方面

表现突出,同时具备良好的自适应性和较强的容错性,
可以通过学习找出输入与输出之间的规律,有效解释

变量之间的复杂关系[6]。利用GA-BP神经网络建立

模型,扩大了模拟范围,弥补了Box-Behnken响应面

法试验的不足[7]。将Box-Behnken设计的响应面法

与遗传算法优化的BP神经网络相结合,显著提升了

实验结果的可靠性和精确度,进而确保了所选制备工

艺的优化性和可行性。因此,本实验计划采用Box-
Behnken设计的响应面分析法,并结合遗传算法优化

的BP神经网络,基于G1-EWM组合赋权多指标优化

罗布麻叶微丸的制备工艺。

1 材料与仪器

1.1 材料 罗布麻叶(深圳市盛宝阁食品有限公司,
批号:20230915);微晶纤维素(MicrocrystallineCellu-
lose,MCC)(湖州市菱湖新望化学有限公司,批号:

20170118);无水乙醇(安徽安特食品股份有限公司,批
号:2311073604);乳糖(天津市福晨化学试剂厂,批号:

20230402);水为超纯水,其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器 JW5型挤出滚圆机(常州市佳腾制粒干

燥设备有限公司);药典筛(浙江上虞市华丰五金仪器

有限公司);KQ-250DE型数控超声波清洗器(昆山市

超声仪器有限公司);FA2004B电子天平(上海越平科

学仪器有限公司);数显型电热恒温鼓风干燥箱(上海

跃进医疗器械厂);Heido-LR4010/4011旋转蒸发仪

(德国海道尔夫公司);CS-2脆碎度测试仪(天津市新

天光分析仪器技术有限公司)。

2 方法与结果

2.1 罗布麻叶提取物的制备 取罗布麻叶20g,精密

称定,置1000mL圆底烧瓶中,按照料液比1g∶20
mL加入60%乙醇溶液,预先浸泡30min,加热回流2
次,每次各1h,再通过真空泵抽滤并合并滤液;旋转

蒸发回收溶剂得浸膏,于干燥箱中60℃下烘干,制得

罗布麻叶提取物。

2.2 罗布麻叶微丸的制备 取适量罗布麻叶提取物,
精密称定,加适量的水制得罗布麻叶提取物水溶液,将
称量好的辅料按等量递加法与罗布麻叶提取物水溶液

混合,加润湿剂后制成“手握成团,轻压即散”的湿软

材,利用挤出滚圆机制备罗布麻叶微丸,50℃电热恒

温鼓风干燥箱烘干4h,过筛(18~24目)即得罗布麻

叶微丸。

2.3 微丸的评价指标 参考相关文献[8-9],以罗布麻

叶微丸的圆整度、收 率、豪 斯 纳 比(Hausnerratio,

HR)[10]和脆碎度为指标进行考察。

2.4 数据标准化处理 参考文献[11],采用极值变换

法对制备的罗布麻叶微丸各指标数据进行标准化处

理。
对于样品中收率,取收率实际测得的最大值,用每

一个实测结果除于最大值,即x= yv

ymax
(v=1,2,...

n),x为收率标准化值;对于样品中圆整度、HR、脆碎

度,取三个指标实际测得的最小值除于每一个结果,即

z=ymin

yv
(v=1,2,...n),分别得出圆整度标准化值、

HR标准化值、脆碎度标准化值。

2.5 G1-EWM组合赋权

2.5.1 G1法主观赋权 先确定评级指标序的关系,
根据微丸评价指标的重要程度,将4个评价指标关系

设定为收率(y1)>圆整度(y2)>HR(y3)=脆碎度

(y4)。
参考文献[12]中G1主观赋权的公式计算得:收率、
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圆整度、HR和脆碎度的主观权重系数分别为0.3443、

0.2459、0.2049、0.2049。

2.5.2 EWM客观赋权

2.5.2.1 评价指标数据矩阵的建立 设试验某因素

下的水平数为m,评价指标数为n,构建试验评价指标

原始数据矩阵Ym×n。ymn为第m 个试验水平的第n 个

评价指标结果。本文中m=1,2,3…,p;n=1,2,3…,

q。单因素考察时,p=5;Box-Behnken响应面法考察

时,p=17。q=3,即有3个评价指标。

2.5.2.2 矩阵转换 将原始数据矩阵Y 转换为概率

矩阵Pm×n。Pm×n表示第m 个试验水平下的第n 个评

价指标的概率。矩阵P 的形式见式(1)。

P= ymn

∑m
i=1ymn

       公式(1)

评价指标信息熵(Hj)的计算见式(2)。评价指标

Hj的值越低,意味着该评价指标的数据分布越分散,
所提供的信息量更丰富,因此该指标对整体评价指标

体系的影响力更为显著。客观权重系数(wo
j)的计算

见式(3)。

Hj=- 1
lnm ∑

m
i=1PmnlnPmn   公式(2)

Wo
j=

(1-Hj)
∑n

j=1(1-Hj)
     公式(3)

2.5.3 组合权重系数(Wj)的确定 由2.5.1和2.5.
2项下分别得到的主观权重Ws

j 与客观权重Wo
j,按式

(4)计算各个评价指标的组合权重系数wj。

Wj=
Ws

jWo
j

∑n
j=1Ws

jWo
j
      公式(4)

综合评价指标=收率标准化值×W1+圆整度标

准化值×W2+HR标准化值×W3+脆碎度标准化值

×W4。

2.6 单因素试验 根据预试验的结果进行分析,按
“2.2”项下方法制备罗布麻叶微丸,分别考察辅料配比

(g∶g)、载药量(%)、润湿剂(%)、滚圆频率(Hz)、滚
圆时间(min)对综合评价的影响。确定罗布麻叶微丸

单因素试验的最佳制备工艺∶辅料配比(乳糖∶
MCC)为1∶5、载药量为20%、润湿剂为10%乙醇溶

液、滚圆频率20Hz、滚圆时间2min。

2.7 影响因素的确定 通过“2.6”项下各因素的综合

评价指标,计算不同影响因素下各评价指标的s值。
结果见表1。s值越大,说明该因素对这个评价指标的

影响越大。收率(%):载药量、滚圆时间和滚圆频率对

应的s值较大,说明载药量变化对收率的影响较大,且
收率是非常重要的评价指标之一;脆碎度(%):载药

量、滚圆时间和滚圆频率对应的s值较大,说明载药量

变化对脆碎度的影响较大,且脆碎度是非常重要的评

价指标之一;各因素对圆整度和 HR的影响各有不

同。根据综合评价指标及s值的综合考虑,确定单因

素条件下的载药量(%)、滚圆频率(Hz)和滚圆时间

(min)作为主要影响因素。因此,确定罗布麻叶微丸

单因素试验的最佳制备工艺为:载药量20%、滚圆频

率20Hz、滚圆时间2min。

表1 不同影响因素的s值

影响因素 收率/% 圆整度/° 脆碎度/% HR

润湿剂 4.4519 0.7071 0.1694 0.0667
载药量 14.6932 0.6519 0.5225 0.0181
滚圆时间 13.7352 1.2247 0.3444 0.0319
滚圆频率 13.4835 1.5166 0.3246 0.0309
辅料配比 5.9290 1.5572 0.2880 0.0104

2.8 Box-Behnken响应面法

2.8.1 Box-Behnken响应面优化罗布麻叶微丸的制

备工艺 在“2.6”项下试验的基础上,选择载药量

(A)、滚圆频率(B)以及滚圆时间(C)为考察因素,本
实验将利用Design-Expert8.0软件构建三因素三水

平的模拟试验设计。试验因素水平见表2,试验设计

及结果见表3。

表2 响应面试验因素水平表

水平
因素

A.载药量/% B.滚圆频率/Hz C.滚圆时间/min

-1 15 17 1
0 20 20 2
1 25 23 3

表3 响应面试验设计及结果

序号
因素

载药量/% 滚圆频率/Hz 滚圆时间/min

评价指标

收率/% 圆整度/° HR 脆碎度/%

综合评

价指标

BP预测综

合评价指标

1 15 17 2 73.44 18 1.095 1.281 0.8348 0.8348
2 25 17 2 79.71 17 1.090 1.126 0.9015 0.9552
3 15 23 2 70.86 18 1.068 1.061 0.8250 0.9055
4 25 23 2 74.67 18 1.094 1.269 0.8415 0.9672
5 15 20 1 77.86 17 1.057 1.122 0.8974 0.8556
6 25 20 1 80.72 17 1.073 1.130 0.9060 0.9672
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表3(续) 响应面试验设计及结果

序号
因素

载药量/% 滚圆频率/Hz 滚圆时间/min

评价指标

收率/% 圆整度/° HR 脆碎度/%

综合评

价指标

BP预测综

合评价指标

7 15 20 3 76.42 17 1.066 1.235 0.8720 0.8633
8 25 20 3 82.86 17 1.069 1.142 0.9128 0.9128
9 20 17 1 78.43 17 1.080 1.069 0.9081 0.9525
10 20 23 1 81.76 17 1.063 1.123 0.9124 0.9124
11 20 17 3 80.43 17 1.081 1.072 0.9154 0.8740
12 20 23 3 79.42 16 1.063 1.306 0.8923 0.9671
13 20 20 2 83.94 16 1.011 1.009 0.9672 0.9672
14 20 20 2 84.49 17 1.017 0.948 0.9653 0.9672
15 20 20 2 87.93 16 1.055 1.023 0.9763 0.9672
16 20 20 2 86.26 17 1.019 1.010 0.9570 0.9672
17 20 20 2 88.46 16 1.022 1.018 0.9823 0.9672

 注:由G1-EWM得出各评价指标的组合权重Wj 分别为0.3532、0.3122、0.0894、0.2452。

2.8.2 回归模型各项方差分析结果 通过进行方差

分析,本研究对各因素进行了二次回归分析,并得到了

以下回归方程式:R=0.97+0.012×A-0.011×B+
3.256×10-4×C-0.013×A×B-4.778×10-4×A
×C-6.840×10-3×B×C-0.060×A2-0.059×B2

-3.847×10-3×C2。模型的P<0.01,表明回归模型

差异显著;失拟项P=0.1318>0.05,无差异,一次项

A、B、C的P 值影响程度为C>B>A,F 值为A>B>
C,见表4。R2=0.9618,说明罗布麻叶微丸综合指标

的模型值与实际测得值之间差异较小。

表4 回归模型各项方差分析结果

因素 平方和 自由度 均方 F P

模型 3.5×10-2 9 3.878×10-3 19.56 <0.001
A 1.215×10-3 1 1.215×10-3 6.13 0.042
B 9.815×10-4 1 9.815×10-4 4.95 0.061
C 8.482×10-7 1 8.482×10-7 0.004 0.948
AB 6.304×10-4 1 6.304×10-4 3.18 0.118
AC 9.133×10-7 1 9.133×10-7 0.005 0.948
BC 1.871×10-4 1 1.871×10-4 0.94 0.364
A2 1.5×10-2 1 1.5×10-2 77.00 <0.001
B2 1.5×10-2 1 1.5×10-2 73.17 <0.001
C2 6.231×10-5 1 6.231×10-5 0.31 0.593
残差 1.388×10-3 7 1.982×10-4 3.44 0.132
失拟项 1.000×10-3 3 3.334×10-4

纯误差 3.875×10-4 4 9.688×10-5

总离差 3.6×10-2 16

2.8.3 Box-Behnken响应面最佳制备工艺 其中响

应面综合评价指标中R2为0.9618、C.V.为1.54%、
AdjR 2为 0.9126、PredR 2为 0.8423、信 噪 比 为

12.289。以上结果均满足Box-Behnken响应面最优结

果选择原则。因此,采用Box-Behnken响应面法得到

的罗布麻叶微丸最佳制备工艺:载药量为20%、滚圆

频率20Hz、滚圆时间2min。通过Box-Behnken设计

的响应面分析软件,获得三维曲线图,该图展示了载药

量、滚圆频率和滚圆时间这3个影响因素之间的相互

作用,见图1。

2.9 GA-BP神经网络

2.9.1 GA-BP神经网络结构的建立 以响应面试验

的17组数据为训练样本。载药量、滚圆频率和滚圆时

间作为输入层,综合评价指标为输出层,通过不断训练

以达到满足模型精度的节点数[13]。基于Box-Behnken
响应面法优化罗布麻叶微丸试验结果,通过 Matlab
2014a软件建立 GA-BP神经网络预测模型。构建一

个包含3个输入节点、17个隐藏节点、1个输出节点和

1个输出层的三层 BP神经网络。同时,遗传算法

(GA)的参数设置如下:种群大小为40个个体,压差设
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定为2,遗传算法的最大迭代次数为50代,每个变量的

编码长度为10位二进制数,代沟系数为0.95,交叉率

为0.7,突变率为0.01。BP神经网络的训练参数,设

定训练迭代次数为5000次,学习率为0.05,目标收敛

误差为0.0000001,其他参数保持默认值。

图1 各影响因素之间交互作用对响应变量的影响的三维曲面图

2.9.2 基于GA的目标寻优 基于“2.8.1”项进行目

标寻优的进化过程,见图2。由图2可知,随着迭代次

数的增加,误差逐渐减小并趋于平缓,说明优化后的数

据准确度较高。

图2 基于GA进行目标寻优的进化过程

2.9.3 数据的训练及测试 将最优权值和阈值赋予

新建的GA-BP神经网络,以“2.7”项下表3中的4组

数据(序号1、8、10、13)进行训练,4组数据(序号3、6、

11、14)进行测试,结果见表5。由表5可知,GA-BP神

经网络能够有效地模拟各影响因素与综合评价指标之

间的对应关系,测试值与综合评价指标较为接近。

GA-BP神经网络预测的综合评价指标见表3。GA-BP
神经网络训练过程见图3。GA-BP神经网络均方误差

见图4。

2.9.4 GA-BP神经网络预测结果 将GA-BP神经

网络预测得到的17组综合评价指标数据(见表3)导入

Design-Expert8.0.6.1软件中进行进一步分析,得到

罗布麻叶微丸的最佳制备工艺为:载药量为25%、滚
圆频率为17Hz、滚圆时间为1min。
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表5 BP神经网络测试数据及结果

序号
载药

量/%

滚圆频

率/Hz

滚圆时

间/min

综合评

价指标
测试值

3 15 23 2 0.8250 0.8862
6 25 20 1 0.9060 0.9672
11 20 17 3 0.9154 0.9672
14 20 20 2 0.9653 0.9672

图3 BP神经网络训练过程

2.10 验证试验 GA-BP神经网络预测得到的罗布

麻叶微丸最佳制备工艺:载药量为25%、滚圆频率17
Hz、滚圆时间1min。GA-BP神经网络预测值与实测

值的误差见图5。由于与Box-Behnken响应面法得出

的最佳制备工艺不同,因此分别按照两种方法所得的

最佳罗布麻叶微丸制备工艺,按“2.2”项下方法各制备

3批罗布麻叶微丸,测定其收率、圆整度、HR及脆碎

度,并利用“2.4”、“2.5”项下方法进行标准化处理及权

图4 GA-BP神经网络均方误差图

重赋值计算,比较综合评价指标,见表6。Box-Be-
hnken响应面法的综合评价指标均值为0.9732,与理

论值(0.9710)相比较,绝对误差为0.0022;GA-BP神

经网络的综合评价指标均值为0.8691,与 理 论 值

(0.9857)相比较,绝对误差为-0.1166。Box-Behnken
响应面法得到的制备工艺要优于GA-BP神经网络预

测的制备工艺,且误差较小。因此,最终确定罗布麻叶

微丸的最佳制备工艺为:载药量为20%、滚圆频率为

20Hz、滚圆时间为2min。

图5 BP神经网络预测值与实测值的误差图

表6 验证试验综合评价指标

方法 批号 收率/% 圆整度/° HR 脆碎度/% 综合评价指标

Box-Behnken响应面法 1 84.42 16 1.0147 1.0159 0.9672
2 83.86 16 1.0193 0.9679 0.9759
3 87.49 16 1.0433 1.0185 0.9764

GA-BP神经网络 1 76.59 17 1.0611 1.2541 0.8702
2 70.91 17 1.0693 1.0942 0.8739
3 75.44 18 1.1348 1.1348 0.8632
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3 讨论

中药微丸是一种由中药提取物或药材粉碎过筛后

和辅料制备而成的球形或类球形多元释药系统,在中

药研究中具有较为广阔的前景[14-16]。由于中药药效成

分多种多样,这导致了中药微丸制剂工艺设计的复杂

和局限性。因此,应当针对具体问题,加强对中药微丸

的研究与开发工作。
在课题组前期对罗布麻叶提取工艺进行考察的基

础上,探究罗布麻叶微丸制备过程发现中,处方因素和

工艺因素均会对微丸的评价指标产生影响。在制备工

艺因素中,滚圆频率过大会导致挤出物与挡板和圆筒

内壁摩擦板撞击力度较大,产生的细粉较多,对评价指

标影响较大;而滚圆时间在5min之后,存在微丸黏附

在机器内壁摩擦板上的现象,影响摩擦板作用的发挥

并造成微丸损失,因此单因素考察滚圆时间选在1~5
min。在处 方 因 素 中,研 究 表 明,使 用 微 晶 纤 维 素

(MCC)制备的微丸具有均匀的粒径、表面光滑且形状

规则,同时具有较高的堆密度,这些特性对于微丸的成

型、形状固定以及圆整度的形成起着决定性的作用,然
而,使用单一 MCC作为赋形剂,所制微丸黏性较差收

率不高,加入适量乳糖可以很好地改善这一缺点。实

验中发现乳糖的含量不宜过高,否则易黏附到机器内

壁,并且烘干时易焦黄,根据前期预试验以及单因素试

验,最终确定乳糖与 MCC比例为1∶5(g∶g)。此外,
随着载药量的增大,会使微丸黏度过大,挤出的长条不

易折断,从而使收率降低,因此要在能保证成丸的前提

下来选择最大载药量。现有文献在单因素考察时,对
多因素(如辅料配比、润湿剂乙醇浓度等)的取舍多采

用直观判断或辅以经验取舍,存在一定的主观性。本

试验通过计算各因素对下评价指标的s值并以此作为

重要判断标准,选取对评价指标影响最大的3个考察

因素并用于Box-Behnken响应面法的优化中,提高了

罗布麻叶微丸制备工艺考察的可靠性。
本试验通过采用GA-BP神经网络模拟预测进行

全局寻优,以期弥补Box-Behnken响应面法可能存在

的优化结果灵活性较低等不足,验证了Box-Behnken
响应面法实验结果的可靠性。基于G1-EWM 组合赋

权,利用Box-Behnken响应面法结合遗传算法优化的

BP神经网络,对罗布麻叶微丸的制备工艺进行多参数

优化,设计合理,为罗布麻叶微丸的进一步深入研究奠

定了基础。

参考文献:
[1] 章一菡,卞艳芳.不同采收期的罗布麻叶和其商品中槲皮

素的含量测定[J].药学实践杂志,2017,35(1):67-69.
[2] 国家药典委员会.中华人民共和国药典.一部[S].北京:

中国医药科技出版社,2020:220.
[3] 刘倩倩,蒋磊.高效液相色谱双波长法测定复方罗布麻片

Ⅰ中3组分含量[J].中国药业,2021,30(11):56-58.
[4] 苏秦,李喜香,包强,等.微丸的研究进展[J].基层中医药,

2023,2(11):106-112.
[5] 钟玲,许小红,杨胜玉,等.中药微丸的药学研究进展[J].

时珍国医国药,2008,19(2):369-372.
[6] 刘竹,邹纯才,陈涛,等.G1-熵权法多指标优化油菜花粉

颗粒处方研究[J].大理大学学报,2024,9(10):13-19.
[7] 吴雪,邹纯才,鄢海燕,等.Box-Behnken响应面法优化瓜

蒌皮中总核苷和总氨基酸的提取工艺[J].右江民族医学

院学报,2022,44(2):211-217,233.
[8] 卢晓艺,许文,叶淼,等.盐肤木总酚酸微丸的处方优化及

制备工艺研究[J].中国中药杂志,2019,44(13):2785-
2791.

[9] 赵雯,刘睿,张艳军.姜黄素缓释微丸的制备工艺及处方

优化[J].时珍国医国药,2015,26(9):2140-2143.
[10] 罗铮,邓雯,张前亮,等.当归破壁粉制备工艺优化及物

理指纹图谱评价研究[J].中草药,2019,50(24):5980-
5987.

[11] 邹纯才,洪国君,鄢海燕.不同数据标准化方法对瓜蒌滴

丸抗凝血作用谱效关系的影响[J].中国中药杂志,2018,

43(9):1864-1870.
[12] 木永祥,邹纯才,鄢海燕.基于Box-Behnken响应面法结

合BP神经网络多指标优化汉桃叶微丸的制备工艺[J].
山东第一医科大学(山东省医学科学院)学报,2024,45
(7):385-390.

[13] 霍丹群,冯丹,周荣灵,等.BP神经网络优化荷叶黄酮提

取工艺及黄酮稳定性实验的探索[J].食品工业科技,

2014,35(16):274-280.
[14] 孙明雪.瓜蒌微丸的制备及抗大鼠急性胃溃疡作用与机

制研究[D].芜湖:皖南医学院,2023.
[15] 邓建功,邓建梅.中药缓控释微丸制剂的研究进展[J].疾

病监测与控制,2015,9(7):483-485.
[16] 杨锦,马葆睿,高增平,等.中药微丸制备工艺及其体内

外评价研究进展[J].中国药师,2021,24(5):932-935.
收稿日期:2024-12-20;修回日期:2025-01-18

(本文编辑 覃洪含)   

—362—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:韦叙,陈高,盘丽华,等.HIV患者马尔尼菲篮状菌感染的影响因素及预测

模型构建[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):264-269,280.
【论著与临床报道】

HIV患者马尔尼菲篮状菌感染的影响因素及预测模型构建

韦叙,陈高,盘丽华,梁慧娜,梁丽花

(广西河池市人民医院检验科,广西 河池 547000)

摘 要:目的 探讨艾滋病病毒(humanimmunodeficiencyvirus,HIV)患者马尔尼菲篮状菌(Talaromycesmarneffei,

TM)感染的影响因素并构建预测模型。方法 选择2020年1月至2024年8月广西河池市人民医院感染性疾病科收治

的 HIV患者196例为研究对象,按约7∶3的比例随机分为建模组(135例)和验证组(61例),采用Logistic回归分析

TM感染的影响因素,运用R语言绘制列线图预测模型、分析和验证模型的区分度、预测效能、净收益率。结果 196例

HIV患者TM感染率37.24%。Logistic回归分析结果显示,年龄、肺炎、血小板减少、白细胞减少、AST升高、CD4+T
淋巴细胞计数为TM影响因素(P<0.05)。列线图模型在建模组中的AUC为0.970(95%CI:0.944~0.997),验证组

中AUC为0.949(95%CI:0.907~0.990),两组 Hosmer-Lemeshow拟合优度检验结果均>0.05,临床决策曲线风险阈

值概率分别为1%~100%、5%~100%。结论 年龄、血小板减少、肺炎、白细胞减少、AST升高、CD4+T淋巴细胞计数

是 HIV患者TM感染的影响因素,构建的列线图模型具有较好的区分度和校准度、正向净收益率,能为临床防治提供参

考。

关键词:艾滋病病毒;马尔尼菲篮状菌;影响因素;预测模型
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InfluencingfactorsofTalaromycesmarneffeiinfectioninHIV
patientsandconstructionofapredictivemodel

WEIXu,CHENGao,PANLihua,LIANGHuina,LIANGLihua

(DepartmentofClinicalLaboratory,ThePeople’sHospitalof
HechiinGuangxi,Hechi547000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheinfluencingfactorsofTalaromycesmarneffei(TM)infectionin
humanimmunodeficiencyvirus(HIV)patientsandtoconstructapredictivemodel. Methods Atotalof196
HIVpatientsadmittedtotheDepartmentofInfectiousDiseasesinthePeople’sHospitalofHechi,Guangxi,

fromJanuary2020toAugust2024wereselectedasthestudysubjects.Theywererandomlydividedintoa
modelinggroup(135cases)andavalidationgroup(61cases)ataratioofapproximately7:3.Logisticregres-
sionanalysiswasusedtoidentifytheinfluencingfactorsofTMinfection.Rlanguagewasemployedtodrawa
nomogrampredictivemodel,andtoanalyzeandvalidatethediscrimination,predictiveperformance,andnet
benefitofthemodel. Results TheinfectionrateofTMin196patientswithHIVwas37.24%.Logisticre-
gressionanalysisshowedthatage,pneumonia,thrombocytopenia,leukopenia,elevatedAST,andCD4+T
lymphocytecountwereinfluencingfactorsforTMinfection(P<0.05).TheAUCofthenomogrammodelin
themodelinggroupwas0.970(95%CI:0.944to0.997)andanAUCof0.949(95%CI:0.907to0.990)in
thevalidationgroup.TheHosmer-Lemeshowgoodness-of-fittestresultswereboth>0.05inthetwogroups,

andtheriskthresholdprobabilityrangesontheclinicaldecisioncurvewere1%to100%and5%to100%,re-
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spectively. Conclusion Age,thrombocytopenia,pneumonia,leukopenia,elevatedAST,andCD4+ Tlym-
phocytecountareinfluencingfactorsforTMinfectioninHIVpatients.Theconstructednomogram model
demonstratesgooddiscriminationandcalibration,withapositivenetbenefit,whichcanprovideareferencefor
clinicalpreventionandtreatment.
  Keywords: humanimmunodeficiencyvirus;Talaromycesmarneffei;influencingfactors;predictionmod-

el

  马尔尼菲篮状菌(Talaromycesmarneffei,TM)
是青霉素中唯一的温度双相条件机会性致病真菌,免
疫低下人群易感,具有区域分布特征,主要流行于热带

和亚热带地区,是艾滋病病毒(humanimmunodefi-
ciencyvirus,HIV)感染者的第三大最常见机会性感

染致病菌,即便在接受有效抗真菌治疗的前提下,合并

TM的 HIV患者病死率仍高达30%[1-2]。调查报道,

TM在HIV患者中的感染率为0.13%~19.63%,在
中国HIV患者中的感染率为0.20%~26.5%,主要

分布于广西和广东,且呈逐年上升趋势[3-4]。TM 感染

在体征、症状和影像学上均缺乏特征性表现,发病隐匿

迅猛,易误诊致治疗延迟,及早防治可以降低死亡

率[5]。目前临床上关于TM 感染危险因素及预测的

研究较为少见。基于此,本研究分析 HIV合并 TM
患者感染的危险因素并构建列线图预测模型,以期为

HIV患者科学防治TM感染提供参考依据。

1 对象与方法

1.1 研究对象 选择2020年1月至2024年8月广

西河池市人民医院感染性疾病科收治的 HIV患者为

研究对象。纳入标准:符合HIV抗体确证试验阳性的

金标准[6];TM感染以组织病理发现病原菌或病原菌

培养阳性为诊断标准[7]。排除标准:妊娠期、哺乳期妇

女;资料不全;中途转院者。根据统计学研究样本量要

求[8],样本量至少为自变量个数的5~10倍,且考虑

20%的问卷丢失率,本研究共纳入17个分析变量,故
样本量至少为102~204例。本研究共纳入样本196
例,按照7∶3的比例,将196例患者随机分为建模组

(135例)和验证组(61例)。本研究经医院伦理委员会

批准(伦理号:2021050),均获得患者知情同意并签同

意书。

1.2 方法

1.2.1 临床资料收集 包括年龄、性别、民族、工作、
居住地、婚姻状况、吸烟、饮酒、有无代谢性酸中毒和肺

炎、血小板计数、血钾、血浆总蛋白、血红蛋白、白细胞、
谷草转氨酶(AST)、基线CD4+T淋巴细胞计数。

1.2.2 病原菌鉴定 严格按照《全国临床检验操作规

程》[9]采取患者外周静脉血进行病原菌培养,TM鉴定

采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术(Ma-
trixAssistedLaserDesorption/Ionization Timeof

FlightMassSpectrometry,MALDI-TOFMS)、形态

学方法和rDNA-ITS测序确定。

1.2.3 实验室检测 收集患者入院24h血小板计

数、血钾、总蛋白或白蛋白、血红蛋白、白细胞、AST等

实验室检查结果。血小板减少是指单位体积血液中所

含的血小板计数<100×109/L[10];低血钾是指血钾含

量低于正常范围的一种病理状态,具体为血钾<3.5
mmol/L[11]。低蛋白血症是指血浆总蛋白的减少,具
体为血浆总蛋白<60g/L或白蛋白<35g/L[11];贫血

是指外周血液中单位容积血红蛋白浓度低于正常值的

一种疾病,临床通常以血红蛋白男性<120g/L、女性

<110g/L判定为贫血 [12];白细胞减少是指外周血液

中白细胞计数持续<4.0×109/L[12];AST升高是指

AST的检测值超过正常参考范围的现象,即 AST>
40U/L[13]。

1.3 统计学方法 采用SPSS26.0软件进行数据处

理。分别采用例数和百分比(n,%)、均数和标准差

(췍x±s)描述计数和计量资料,进行χ2 和t检验。采用

Logistic回归分析HIV患者TM感染的危险因素。R
语言绘制列线图预测模型、受试者工作曲线(ROC)、
校准曲线(Calibration)、临床决策曲线(DCA)。以P
<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般资料 共纳入患者196例,其中男139例,
女57例;年龄20~84岁,平均(49.82±12.98)岁;民
族:汉族58例,其他138例;工作:无164例,有32例;
居住地:农村46例,城镇150例;婚姻状况:单身67
例,已婚129例。

2.2 TM感染情况和分组 196例 HIV患者中,TM
感染73例,无TM 感染123例,感染率37.24%。建

模组135例中,TM 感染51例,无TM 感染84例,感
染率37.78%。验证组61例中,TM 感染22例,无

TM感染39例,感染率36.07%。建模组与验证组

TM感染率比较,差异无统计学意义(χ2=0.053,P=
0.818)。

2.3 建模组TM感染单因素分析 根据分析进一步

判断相关因素 HIV患者TM 感染的影响,发现年龄

对HIV患者的TM 感染有影响,即年龄越大的 HIV
患者TM 感染率越高;有血小板减少、低血钾、低蛋白
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血症、肺炎、贫血、白细胞减少、AST升高,CD4+T淋

巴细胞计数<100个/微升的HIV患者TM感染率越

高。具体情况见表1。

表1 建模组TM感染单因素分析 (n=135)

项目 n
TM感染

(n=51)

无TM感染

(n=84) χ2/t P

性别 0.246 0.620
 男 96 35(68.63) 61(72.62)

 女 39 16(31.37) 23(27.38)
年龄/岁 55.00±14.49 45.90±9.59 4.388 <0.001
民族 2.286 0.131
 汉族 40 19(37.25) 21(25.00)

 其他 95 32(62.75) 63(75.00)
工作 0.051 0.821
 无 118 45(88.24) 73(86.90)

 有 17 6(11.76) 11(13.10)
居住地 1.125 0.289
 农村 28 13(25.49) 15(17.86)

 城镇 107 38(74.51) 69(82.14)
婚姻状况 0.931 0.335
 单身 52 17(33.33) 35(41.67)

 已婚 83 34(66.67) 49(58.33)
肺炎 14.469 <0.001
 无 46 6(11.76) 40(47.62)

 有 89 45(88.24) 54(64.29)
代谢性酸中毒 0.865 0.352
 无 116 42(82.35) 74(88.10)

 有 19 9(17.65) 10(11.90)
血小板减少 19.898 <0.001
 无 65 12(23.53) 53(63.10)

 有 70 39(76.47) 31(36.90)
低蛋白血症 29.116 <0.001
 无 64 9(17.65) 55(65.48)

 有 71 42(82.35) 29(34.52)

AST升高 24.778 <0.001
 无 55 7(13.73) 48(57.14)

 有 80 44(86.27) 36(42.86)

表1(续) 建模组TM感染单因素分析 (n=135)

项目 n
TM感染

(n=51)

无TM感染

(n=84) χ2/t P

贫血 36.962 <0.001
 无 61 6(11.76) 55(65.48)

 有 74 45(88.24) 29(34.52)
低血钾 16.555 <0.001
 无 62 12(23.53) 50(59.52)

 有 73 39(76.47) 34(40.48)
白细胞减少 17.665 <0.001
 无 71 15(29.41) 56(66.67)

 有 64 36(70.59) 28(33.33)

CD4+T淋巴细胞计数(个/微升) 16.208 <0.001
 ≥100 34 3(5.88) 31(36.90)

 <100 101 48(94.12) 53(63.10)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示;计量资料数据以(췍x
±s)表示。

2.4 建模组TM感染风险多因素分析 以有无TM
感染(无TM感染=0,有TM 感染=1)为因变量,以
单因素分析中具有统计学意义的9项自变量因素(年
龄、血小板减少、肺炎、低蛋白血症、低血钾、贫血、白细

胞减少、AST升高、CD4+T淋巴细胞计数)纳入Lo-
gistic回归分析,自变量赋值:肺炎(0=无,1=有);血
小板减少(0=无,1=有);低蛋白血症(0=无,1=有);
贫血(0=无,1=有);低血钾(0=无,1=有);白细胞减

少(0=无,1=有);AST升高(0=无,1=有);CD4+T
细胞数(0=≥100个/微升,1=<100个/微升)。结果

显示,年龄、肺炎、血小板减少、白细胞减少、AST升

高、CD4+T淋巴细胞计数为 HIV患者TM 感染的影

响因素(P<0.05)。见表2。基于Logistic回归分析

结果构建预测 HIV患者TM 感染的列线图模型,见
图1。

表2 建模组TM感染多因素分析

项目 B SE Waldχ2 P OR (95%CI)

常量 -17.162 4.766 12.966 <0.001 -
年龄 0.192 0.069 7.792 0.005 1.211(1.059~1.386)
肺炎 2.990 1.406 4.521 0.033 19.894(1.263~313.249)
血小板减少 2.030 0.894 5.150 0.023 7.612(1.319~43.936)
低蛋白血症 1.635 0.919 3.163 0.075 5.128(0.846~31.070)

AST升高 2.085 0.991 4.428 0.035 8.046(1.154~56.117)
贫血 1.372 1.005 1.865 0.172 3.944(0.550~28.256)
低血钾 0.848 0.991 0.733 0.392 2.336(0.335~16.285)
白细胞减少 2.801 1.209 5.365 0.021 16.464(1.539~176.165)

CD4+T细胞数 0.372 0.180 4.266 0.039 1.450(1.019~2.064)
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图1 HIV患者TM感染风险预测列线图模型

2.5 HIV患者TM感染预测模型效能检验及验证 
建模组ROC曲线分析结果显示,列线图在预测HIV

患者TM 感染的 AUC为0.970[95%CI:0.944~
0.997),约登指数为0.804,灵敏度为96.5%,特异度

为0.839,最佳临界值为0.521,说明该模型具有较好

的区分度(见图2A)。验证组外部验证结果显示,

AUC为0.949(95%CI:0.907~0.990),约登指数为

0.793,灵敏度为96.3%,特异度为0.830,最佳临界值

为0.515,说明该模型具有较好的区分度(见图2B)。

Hosmer-Lemeshow 拟 合 优 度 检 验 结 果 显 示:χ2=
8.255,P=0.409,说明模型和观察数据吻合较好。校

准曲线显示:模型预测结果与实际结果之间一致性较

好(见图3A)。Hosmer-Lemeshow拟合优度检验结果

显示:χ2=7.653,P=0.381。校准曲线显示:模型预

测结果与实际结果之间一致性较好(见图3B)。DCA
结果显示,HIV患者TM感染阈值概率为1%~100%
时,使用该列线图能够获得净收益(见图4A)。DCA
为每个阈值概率下的净获益率,结果显示 HIV患者

TM感染阈值概率为5%~100%时,表明使用该列线

图能够获得较高的净收益(见图4B)。

注:A.建模组;B.验证组。

图2 列线图预测模型的ROC曲线

注:A.建模组;B.验证组。

图3 列线图预测模型的校准曲线
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注:A.建模组;B.验证组。

图4 列线图预测模型的DCA曲线

3 讨论

TM是青霉菌属篮状菌中唯一温度双相型罕见机

会致病真菌,2022年被 WHO收录入真菌病原体优先

级清单,流行于亚热带地区,好发于 HIV患者等免疫

功能差的人群,常见为咳嗽、发热、疲劳、体重减轻、肝
脾淋巴结肿大和胃肠道异常等非特异性临床特征,具
有高并发症和病死率的特点,严重威胁人类的生命健

康[14]。广西壮族自治区处于亚热带TM 感染高流行

区,当地居民有食用竹鼠的不良饮食习惯,而调查显示

竹鼠携带TM比例高达96%,人食用竹鼠后具有极高

的TM感染概率[15],而HIV是TM感染的易感人群。
因此,应高度警惕免疫功能低下人群的感染风险,识别

易感危险因素对及早实施针对预防干预意义重大。本

研究针对HIV患者TM感染的分析结果显示,196例

HIV患者中,TM 感染感染率37.24%,提示 HIV患

者TM感染率较高。

HIV对机体免疫系统的影响机制主要为[16-19]:①
攻击CD4+T淋巴细胞影响机体的细胞介导免疫反

应;②破坏B淋巴细胞使机体无法产生足够的抗体对

抗外来病原体;③损害巨噬细胞功能,使其不能有效地

清除体内产生的病毒载量,同时损害其他的组织器官;

④HIV感染后会诱导机体生成血小板抗体、单核巨噬

系统增殖,增加对血小板的破坏,外周血小板减少,降
低机体免疫系统功能和抗应激反应能力。上述机制可

导致HIV患者机体免疫系统功能受损、功能障碍,导
致机体对各种病菌的抵抗力显著下降。而TM作为一

种机会致病真菌,在免疫功能低下的 HIV患者中更容

易趁虚而入。在本研究中,对196例 HIV患者进行分

析发现,随着 HIV对免疫系统的破坏,患者感染TM
的风险呈明显上升趋势。具体而言,CD4+T淋巴细胞

被攻击后数量减少。已有研究表明,在 HIV患者中,

免疫系统的上述受损机制与TM感染的发生率密切相

关[1]。黄强等[20]的研究发现,CD4+T淋巴细胞计数

低于一定水平的 HIV患者,感染 TM 的风险大大增

加。在本研究TM感染的51例 HIV患者中,CD4+T
淋巴细胞<100个/微升有48例,占比94.12%(48/

51),CD4+T淋巴细胞最低为21个/微升。同时,B淋

巴细胞功能受损后造成体液免疫应答缺陷,患者体内

无法产生足够抗体,在面对TM入侵时难以有效抵御,
增加易感性[21]。此外,巨噬细胞功能受损不仅无法及

时清除体内病毒载量,也难以有效应对TM[22]。但因

条件受限等客观因素影响,本研究未将B淋巴细胞、巨
噬细胞两者作为变量纳入进行探讨,有待日后将两者

纳入自变量作进一步研究探索。
本研究发现,年龄越大,合并有肺炎、血小板减少、

白细胞减少,AST升高、CD4+T淋巴细胞计数<100
个/微升的HIV患者TM感染的发生率较高。年龄越

大、合并有肺炎的 HIV患者 TM 感染风险是年龄越

小、无肺炎患者的1.211、19.894倍(95%CI:1.059~
1.386,1.263~313.249),原因可能为年龄越大的

HIV患者机体代谢紊乱、免疫系统功能越差,且年龄

增长可加速免疫衰老进展,过早的免疫衰老使肺炎等

合并症的发生率升高,使之罹患机会性感染的风险亦

随之增加[23-24]。有血小板减少的 HIV患者发生 TM
感染高,发生风险是无血小板减少患者的7.612倍

(95%CI:1.319~43.936)。有白细胞减少HIV患者

较无白细胞减少患者TM感染风险高(OR =16.464,

95%CI:1.539~176.165)。白细胞是清除细菌、病
毒、真菌等病原体参与炎症反应的一种血液细胞,具有

维持免疫系统正常的功能,能保护机体免受感染,白细

胞减少可导致机体免疫系统受损,增加感染的发生风

险[25]。AST升高与 HIV患者TM 感染呈正相关(B
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=2.085),即有AST升高的 HIV患者TM 感染发生

风险越高。AST是临床评估肝损伤的重要指标,AST
升高可能为TM侵犯肝脏引起肝细胞线粒体损伤并促

进AST释放入血所致[26],提示AST升高能预测 HIV
患者合并TM感染。CD4+T淋巴细胞计数与TM 感

染呈正相关(B =0.372),CD4+T淋巴细胞计数<
100个/微升的HIV患者TM感染风险高于≥100个/
微升的患者(OR =1.450,95%CI:1.019~2.064),
即CD4+T淋巴细胞计数<100个/微升则TM感染风

险越高。CD4+T淋巴细胞是人体最重要的免疫细胞,
主要参与机体的细胞和体液免疫,其数量减少可导致

机体 免 疫 功 能 降 低 或 缺 陷,使 机 会 性 感 染 风 险 增

加[27]。文献报道,年龄、血小板减少、CD4+T淋巴细

胞数量、HBV/HCV感染、机会性感染及抗病毒治疗

相关联,是HIV感染/AIDS患者病情进展及预后的预

测指标[28-29]。因此,临床医生应对上述影响因素予以

重点关注。
本研究构建的 HIV患者TM 感染预测模型列线

图,模型最终纳入年龄、肺炎、血小板减少、白细胞减

少、AST升高、CD4+T淋巴细胞计数6个变量,这些

变量均容易获取,临床可据此制定HIV患者TM感染

的防 治 措 施。该 模 型 在 建 模 组 和 验 证 组 Hosmer-
Lemeshow拟合优度检验结果均>0.05,校准曲线中

预测结果与实际结果一致性较好,表明模型具有较好

的区分度和校准度。临床决策曲线建模组和验证组风

险范围显示为正向净收益率。
综上所述,HIV对机体免疫系统受损机制是导致

年龄越大、血小板减少、白细胞减少、AST升高以及

CD4+T淋巴细胞计数降低等危险因素出现的重要原

因,也为构建HIV患者TM感染的预测模型提供了理

论基础。在预测模型中,这些反映免疫系统受损的指

标可以作为重要变量纳入,以更好地评估 HIV患者感

染TM的风险。目前,本研究仅选择本院收治的 HIV
患者进行单中心调查,存在样本代表性不足,可能导致

结果存在一定偏倚,有待日后采用多中心调查,并将B
淋巴细胞、巨噬细胞作为变量纳入作进一步研究验证。
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本文引文格式:叶三宁,贺艳,蒋芳,等.基于CYP2C19基因多态性与氯吡格雷抵抗关系指导冠心病患者

抗血小板药物选择临床应用的研究[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):270-274.
【论著与临床报道】

基于CYP2C19基因多态性与氯吡格雷抵抗关系指导

冠心病患者抗血小板药物选择临床应用的研究

叶三宁1,贺艳1,蒋芳1,王欣欣2

(1.滁州城市职业学院,安徽 滁州 239000;
2.安徽省滁州市第一人民医院心内科,安徽 滁州 239000)

摘 要:目的 研究基于CYP2C19基因多态性和氯吡格雷抵抗关系指导冠心病患者抗血小板药物选择的临床应用的价

值。方法 纳入滁州市第一人民医院心内科2020年1月至2023年6月收治的冠心病患者634例,采用简单随机抽样

法分为研究组(n=317)和对照组(n=317)。两组均行经皮冠脉介入治疗(percutaneouscoronaryintervention,PCI),对
照组术后接受阿司匹林、氯吡格雷常规双联抗血小板治疗,研究组则进行CYP2C19基因多态性检测,并根据基因检测结

果指导氯吡格雷应用或替格瑞洛替换。对比两组患者用药前后最大血小板聚集率(MAR)变化并计算血小板反应指数

(PRI),以及PCI术后1年主要不良心血管事件(MACE)、安全终点事件发生率,并使用多因素Logistic回归模型,分析

与患者术后1年 MACE发生的相关因素。结果 两组用药后7d时 MAR均较用药前下降,研究组用药后7d时 MAR、

PRI均低于对照组(P<0.05)。研究组失访21例,对照组失访29例,其余患者均纳入结果分析。研究组随访期间

MACE发生率较对照组更低(P<0.05),两组安全终点事件发生率比较差异无统计学意义(P>0.05)。Logistic多因

素回归分析示,合并糖尿病是影响冠心病患者PCI术后1年内发生 MACE的独立危险因素,基因指导治疗为保护性因

素(P<0.05)。结论 基于CYP2C19基因多态性和氯吡格雷抵抗关系指导冠心病患者PCI术后抗血小板药物选择,
利于改善抗血小板治疗效果,降低 MACE发生率,且安全性良好。
关键词:CYP2C19基因多态性;氯吡格雷;冠心病;抗血小板药物
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Researchontheclinicalapplicationofguidingtheselectionofantiplateletdrugs
inpatientswithcoronaryheartdiseasebasedontherelationshipbetween

CYP2C19genepolymorphismandclopidogrelresistance

YESanning1,HEYan1,JIANGFang1,WANGXinxin2

(1.ChuzhouCityVocationalCollege,Chuzhou239000,Anhui,China;
2.DepartmentofCardiology,TheFirstPeople’sHospitalof
Chuzhou,AnhuiProvince,Chuzhou239000,Anhui,China)

  Abstract: Objective Tostudytheclinicalvalueofguidingtheselectionofantiplateletdrugsinpatients
withcoronaryheartdisease(CHD)basedontherelationshipbetweenCYP2C19genepolymorphismandclopi-
dogrelresistance. Methods Atotalof634CHDpatientsadmittedtothedepartmentofcardiologyofthe
FirstPeople’sHospitalofChuzhoufromJanuary2020toJune2023wereenrolledandwererandomlydivided
intoastudygroup(n=317)andacontrolgroup(n=317)bysimplerandomsamplingmethod.Bothgroups
underwentpercutaneouscoronaryintervention(PCI).Thecontrolgroupreceivedconventionaldualantiplatelet
therapywithaspirinandclopidogrelpostoperatively,whilethestudygroupunderwentCYP2C19genepolymor-
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phismtestingandwasguidedinclopidogrelapplicationorswitchedtoticagrelorbasedonthegenetictestre-
sults.Themaximumplateletaggregationrate(MAR)changesbeforeandaftermedicationandtheplateletre-
activityindex(PRI)werecomparedbetweenthetwogroups.Additionally,theincidenceofmajoradversecar-
diovascularevents(MACE)andsafetyendpointeventswithin1yearafterPCIwascalculated.Amultivariate
logisticregressionmodelwasusedtoanalyzethefactorsassociatedwiththeoccurrenceofMACEwithin1year
afteroperation. Results TheMARdecreasedinbothgroups7daysaftermedicationcomparedtobefore
medication,andtheMARandPRIinthestudygroupwerelowerthanthoseinthecontrolgroup7daysafter
medication(P<0.05).Therewere21casesoflosstofollow-upinthestudygroupand29casesinthecontrol
group,andtheremainingpatientswereincludedintheresultanalysis.TheincidenceofMACEduringthefol-
low-upperiodwaslowerinthestudygroupthaninthecontrolgroup(P<0.05),withnosignificantdiffer-
enceintheincidenceofsafetyendpointeventsbetweenthetwogroups(P>0.05).Logisticmultivariatere-
gressionanalysisindicatedthatthecomorbiddiabeteswasanindependentriskfactorforMACEwithin1year
afterPCIinCHDpatients,andgene-guidedtherapywasaprotectivefactor(P<0.05). Conclusion Guid-
ingtheselectionofantiplateletdrugsforpatientswithCHDafterPCIbasedontherelationshipbetween
CYP2C19genepolymorphismandclopidogrelresistanceisbeneficialforimprovingtheefficacyofantiplatelet
therapy,reducingtheincidenceofMACE,anddemonstratinggoodsafety.
  Keywords: CYP2C19genepolymorphism;clopidogrel;coronaryheartdisease;antiplateletdrugs

  2023年最新发布的中国心血管健康与疾病报告

显示,我国心血管疾病患病人数高达3.3亿,其中冠心

病患者数量超过1139万,且患病人数呈逐年上升趋

势,在影响患者生活质量的同时也带来了严重的社会

和经济负担[1]。经皮冠状动脉介入治疗(percutane-
ouscoronaryintervention,PCI)是临床治疗冠心病的

有效手段,且已被大量研究证实有助于心肌缺血的改

善,但PCI术后支架内血栓形成直接影响患者预后,
故有必要长期应用抗血小板药物[2-3]。阿司匹林联合

氯吡格雷是临床标准PCI术后抗血小板方案,但约

11%~44%的患者对氯吡格雷低反应或无反应,即发

生氯吡格雷抵抗,且氯吡格雷抵抗与心血管负性事件

风险上升直接相关[4]。研究显示,氯吡格雷经细胞色

素酶P450代谢后方可转化为具有抗血小板聚集作用

的活性产物,而作为CYP450酶系中重要药物代谢酶,

CYP2C19基因多态性直接影响着氯吡格雷代谢,并直

接影响着抗血小板治疗效果[5]。替格瑞洛是一种无需

代谢激活即可直接作用于P2Y12受体并抑制血小板

聚集的药物,近年来,越来越多的研究证实了替格瑞洛

在PCI术后抗血小板治疗中的重要 价 值,但 基 于

CYP2C19基因多态性指导抗血小板治疗药物选择的

获益,当前证据的数量和质量均有限。为此,本研究纳

入634例冠心病患者并进行1年随访,旨在为冠心病

患者PCI术后抗血小板治疗方案的选择提供参考依

据,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入滁州市第一人民医院心内科

2020年1月至2023年6月收治的冠心病患者,纳入

标准:①经冠状动脉造影检查明确诊断为冠心病[6];②
符合PCI治疗指征[7];③预期生存期≥12个月;④知

晓研究内容并自愿参与研究。排除标准:①近期有出

血性疾病发作史,或合并肝功能、凝血功能异常;②合

并严重心功能不全,左室射血分数(leftventriculare-
jectionfraction,LVEF)≤30%;③合并恶性肿瘤;④
对阿司匹林、氯吡格雷或造影剂过敏。共纳入符合条

件的患者634例,采用简单随机抽样法分为研究组(n
=317)和对照组(n=317)。两组患者基线LVEF、病
变数量等临床资料比较,差异无统计学意义(P >
0.05),见表1。本研究经本院医学伦理委员会批准后

实施(伦理审批号2020-01-13)。

表1 两组患者一般临床资料比较

组别 n
性别

男 女
年龄/岁 基线LVEF/%

病变数量

单支病变 多支病变

研究组 317 187(58.99) 130(41.01) 62.15±8.83 52.62±9.81 144(45.43) 173(54.57)
对照组 317 195(61.51) 122(38.49) 62.26±8.71 52.77±9.59 139(43.85) 178(56.15)

t/χ2 0.422 0.158 0.195 0.160
P 0.516 0.875 0.846 0.690

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示,计量资料数据以(췍x±s)表示。
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1.2 治疗方案 两组患者均由同一组医护人员完成

PCI治疗,术后均给予阿司匹林口服,每日1次、每次

300mg,1个月后减量至每日1次、每次100mg,长期

服用。对照组患者给予氯吡格雷口服,每日1次、每次

75mg,持续1年。研究组患者行CYP2C19基因多态

性检测,包括全血DNA提取、目的基因PCR扩增、基
因芯 片 杂 交 显 色 等 步 骤,并 根 据 检 测 结 果 进 行

CYP2C19基 因 型 分 析。其 中,CYP2C19*1/*1、

CYP2C19*1/*2、CYP2C19*1/*3基因型判定为快

代谢型,抗血小板治疗方案与对照组相同,CYP2C19
*2/*2、CYP2C19*2/*3、CYP2C19*3/*3基因型

判定为慢代谢型,将氯吡格雷口服更换为替格瑞洛口

服,每日2次、每次90mg,持续1年。

1.3 观察指标

1.3.1 血小板聚集率和反应指数 分别于服药前及

服药7d后检测患者最大血小板聚集率(maximunag-
gregationrate,MAR)变化,并计算血小板反应指数

(plateletreactivityindex,PRI)。采集患者肘静脉血2
mL,置于3.2%枸橼酸钠抗凝真空管内,以1200r/

min离心5min,留取上层血浆即富血小板血浆(plate-
let-richplasma,PRP);将剩余标本以3000r/min离

心6min,留取上层血浆即贫血小板血浆(platelet-poor
plasma,PPP)。将250μLPRP和500μLPPP分别置

于2个比色杯中,向PRP内加入搅拌子,吸取5μL
0.05mmol/L腺苷二磷酸加入PRP,使腺苷二磷酸最

终浓度达到10μmol/L。使用血小板聚集仪检测5
min内最大 MAR。此外,参照PLTVASP/P2Y12试

剂盒说明书测定PRI,PRI越低则表明对抗血小板治

疗反应性越佳[8]。

1.3.2 随访 采用电话随访、门诊访视等方式对患者

开展为期12个月的随访,记录其术后1年主要不良心

血 管 事 件 (majoradversecardiovascularevents,

MACE)、安全终点事件发生。MACE包括心源性死

亡、再发心肌梗死、靶血管再次血运重建、支架内血栓

形成等。安全终点事件以出血事件发生计,参照出血

学术研究会(BARC)定义,≥2级判定为小出血、≥3
级判定为大出血[9]。

1.3.3 影响因素 按照患者PCI术后1年内是否发

生 MACE,将其分别纳入发生组、未发生组,对比两组

患者临床资料,将组间比较存在统计学差异的因素纳

入多因素 Logistic回归模型,分析与患者术后1年

MACE发生的相关因素。

1.4 统计学方法 使用SPSS22.0统计学软件分析

本研究相关数据,计数资料以(例数/百分比)即(n/%)
表示,并采用χ2 检验;计量资料均符合正态分布,以(췍x
±s)表示,采用双侧t检验;影响因素分析采用Logis-
tic多因素回归模型。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MAR变化和PRI 两组用药后7d时 MAR均

较用药前下降,研究组用药后7d时 MAR、PRI均较

对照组更低(P<0.05)。见表2。

表2 两组患者 MAR变化和PRI比较

组别 n
MAR/%

用药前 用药后7d
PRI

研究组 317 53.51±11.06 35.36±6.72a 45.88±9.02
对照组 317 53.64±10.88 41.08±7.95a 54.85±10.76
t/χ2 0.149 9.783 11.375
P 0.881 <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示;与用药前比较,a:P<
0.05。

2.2 随访结果 研究组失访21例、对照组失访29
例,其 余 患 者 均 纳 入 结 果 分 析。研 究 组 随 访 期 间

MACE发生率较对照组更低(P<0.05),两组安全终

点事件发生率比较差异无统计学意义(P >0.05)。
见表3、表4。

表3 两组患者随访期间 MACE发生率比较

组别 n 心源性死亡 心肌梗死 靶血管再次血运重建 支架内血栓形成 其他 合计

研究组 296 1(0.34) 7(2.36) 5(1.69) 1(0.34) 5(1.69) 19(6.42)
对照组 288 2(0.69) 16(5.56) 7(2.43) 5(1.74) 6(2.08) 36(12.50)

χ2 6.328
P 0.012

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.3 单因素分析 发生 MACE组与未发生 MACE
组糖尿病患病率、治疗策略比较,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表5。

2.4 多因素分析 将单因素分析中组间比较存在统

计学差异的因素纳入多因素分析。按表6赋值,Lo-
gistic多因素回归分析示,合并糖尿病是影响冠心病患

者PCI术后1年内发生 MACE的独立危险因素,基因

指导治疗为保护性因素(P<0.05)。见表7。
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表4 两组患者随访期间安全终点事件发生率比较

组别 n 小出血 大出血 合计

研究组 296 29(9.80) 8(2.70) 37(12.50)
对照组 288 25(8.68) 6(2.08) 31(10.76)

χ2 0.428
P 0.513

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

表5 发生与未发生 MACE患者临床资料比较

临床资料 n
发生组

(n=55)

未发生组

(n=529)
t/χ2 P

年龄/岁 584 62.23±7.6462.08±8.81 0.122 0.903
基线LVEF/% 584 52.14±9.5952.81±9.62 0.492 0.623
性别 0.316 0.574
 男 351 35(63.64) 316(59.74)

 女 233 20(36.36) 213(40.26)
病变数量 0.396 0.529
 单支病变 257 22(40.00) 235(44.42)

 多支病变 327 33(60.00) 294(55.58)
合并症

 高血压 352 31(56.36) 321(60.68) 0.388 0.533
 糖尿病 159 23(41.82) 136(25.71) 6.525 0.011
治疗策略 6.328 0.012
 常规治疗 288 36(65.45) 252(47.64)

 基因指导治疗 296 19(34.55) 277(52.36)

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示,计数资料数据用[n
(%)]表示。

表6 多因素回归分析赋值表

变量名 变量类型 变量 赋值

Y 因变量 PCI术后1年内发生 MACE 未发生=0,发生=1
X1 自变量 合并糖尿病 未合并=0,合并=1
X2 自变量 基因指导治疗 无=0,有=1

表7 影响冠心病患者PCI术后1年内发生

MACE的多因素回归分析结果

影响因素 b SE Waldχ2 P OR 95%CI
合并糖尿病 0.498 0.122 16.662 0.009 1.645 1.295~2.090
基因指导治疗 -0.433 0.185 5.478 0.003 0.649 0.451~0.932

3 讨论

当前,阿司匹林联合氯吡格雷双联抗血小板治疗

仍为冠心病患者PCI术后首选标准治疗方案,但近年

来欧美和我国针对非ST段抬高型急性冠脉综合征的

诊疗指南更新,使得氯吡格雷在抗血小板治疗中的绝

对地位有所动摇[10]。其原因在于,越来越多的患者被

检出CYP2C19基因突变,而CYP2C19基因突变会导

致氯吡格雷抵抗,从而降低其有效血药浓度,并限制抗

血小板治疗效果,增加支架内血栓形成的风险[11]。
研究显示,白种人群CYP2C19基因慢代谢携带率

仅为3%、津巴布韦人群为4%,韩国人群为13%,而我

国人群 CYP2C19基 因 慢 代 谢 携 带 率 高 达15%~

17%[12-13]。因此,对于我国冠心病患者而言,氯吡格雷

300mg/d负荷剂量、75mg/d维持剂量的给药模式可

能亟需调整。替格瑞洛是一种无需代谢激活即可作用

于P2Y12受体的新型抗血小板药物,其抗血小板作用

主要通过阻碍腺苷二磷酸诱导下游信号传递而发挥,
已有超过2万例多中心、随机对照研究证实了替格瑞

洛在抗血小板治疗中的有效性和安全性[14]。此次研

究尝试基于CYP2C19基因多态性指导冠心病患者

PCI术后抗血小板药物的使用,即将CYP2C19基因型

慢代谢、氯吡格雷抵抗者的抗血小板药物由氯吡格雷

更换为替格瑞洛,旨在取得更为理想的抗血小板聚集

效果。结果显示,用药7d后,研究组 MAR、PRI均较

对照组显著下降,其中,更低的 MAR意味着研究组取

得了更为理想的抗血小板聚集治疗效果,而 MAR下

降也被证实有助于冠心病患者PCI术后 MACE的预

防[15]。得益于这一变化,研究组随访期间 MACE发

生率较 对 照 组 显 著 下 降,其 优 势 主 要 在 于:基 于

CYP2C19基因多态性指导抗血小板药物选择,能够有

效降低PRI,以确保抗血小板治疗反应,从而预防支架

内血栓形成,并在降低心血管缺血风险等方面取得显

著获益,最终实现预后改善[16]。同时,替格瑞洛对血

小板的抑制过程具有可逆性,故其长期使用的安全性

同样值得肯定。在本次研究中,两组患者安全终点比

较差异无统计学意义,印证了上述结论。除此之外,有
学者就替格瑞洛与双倍剂量氯吡格雷在预防 MACE
方面 的 效 果 开 展 对 照 研 究,发 现 对 于 慢 代 谢 型

CYP2C19基因型患者而言,替格瑞洛的获益显著优于

氯吡格雷[17]。因此,基于CYP2C19基因多态性不仅

有助于指导冠心病患者抗血小板药物的选择,未来替

格瑞洛的广泛应用可能能够直接避免氯吡格雷低反应

性的出现[18]。本研究结果显示,除糖尿病外,基于

CYP2C19基因多态性指导替格瑞洛替代应用,能够使

冠心病患者PCI术后 MACE发生风险下降35.1%,
再一次印证了基于基因指导治疗的重要意义。未来,
本研究将对两组受试者开展进一步长期随访,以明确

替格瑞洛停药后远期有效性和安全性,从而为抗血小

板药物的选择提供更为充实的循证证据。
综上所述,基于CYP2C19基因多态性和氯吡格雷

抵抗关系指导冠心病患者PCI术后抗血小板药物选

择,对于改善抗血小板治疗效果、预防 MACE发生有

益,且安全性良好,值得推广应用。
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本文引文格式:张全,刘丽雯,莫远新,等.低密度脂蛋白与转铁蛋白比值在肺癌患者

中的预后价值[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):275-280.
【论著与临床报道】

低密度脂蛋白与转铁蛋白比值在肺癌患者中的预后价值

张全,刘丽雯,莫远新,陆榆金,邱模勤,丘宏图,苏翠云,赵文华

(广西医科大学附属肿瘤医院呼吸肿瘤内科,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 研究低密度脂蛋白与转铁蛋白比值(LTR)在接受免疫治疗的晚期非小细胞肺癌患者中的预后价值。方

法 利用回顾性分析的方法纳入广西医科大学附属肿瘤医院2019年3月10日至2022年12月31日期间入院的168例

驱动基因阴性的非小细胞肺癌患者的住院信息,用受试者工作特征曲线(ROC)找到最佳截断值对LTR进行分组,并进

行两组间单因素和多因素COX分析,评估影响预后的因素。使用卡普兰梅尔(Kaplan-Meier)和分层分析评估两组预后

差异。结果 高LTR组(≥1.43mmol/L)显示出较高的死亡风险(单因素 HR =1.88,95%CI:1.04~3.40,P =

0.036;多因素 HR =3.60,95%CI:1.02~12.67,P =0.046)。Kaplan-Meier分析表明高LTR组生存期较短(P =

0.033)。分层分析显示LTR在65岁以下患者和无肝转移的患者中有显著预测价值。结论 LTR可作为接受一线免

疫联合化疗治疗晚期非小细胞患者的潜在预后生物标志物,特别是在年轻患者和无肝转移的患者中。

关键词:转铁蛋白;低密度脂蛋白;免疫治疗;癌,非小细胞肺

中图分类号:R730.26   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0275-06

doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.013

Prognosticvalueofthelow-densitylipoproteinto
transferrinratioinpatientswithlungcancer

ZHANGQuan,LIULiwen,MOYuanxin,LUYujin,QIUMoqin,

QIUHongtu,SUCuiyun,ZHAOWenhua

(DepartmentofRespiratoryOncology,AffiliatedTumorHospitalof
GuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheprognosticvalueoflow-densitylipoproteintotransferrinratio
(LTR)inpatientswithadvancednon-smallcelllungcancer(NSCLC)undergoingimmunotherapy. Methods
 Aretrospectiveanalysiswasconductedonthehospitalizationinformationof168patientswithdrivergene-
negativeNSCLCadmittedtotheAffiliatedTumorHospitalofGuangxiMedicalUniversityfrom March10,

2019,toDecember31,2022.TheoptimalcutoffvalueforLTRwasdeterminedusingthereceiveroperating
characteristic(ROC)curve,andpatientsweregroupedaccordingly.UnivariateandmultivariateCoxregression
analyseswereperformedtoassessfactorsinfluencingprognosis.TheKaplan-Meiermethodandstratifiedanal-
ysiswereusedtoevaluateprognosticdifferencesbetweenthetwogroups. Results ThehighLTRgroup(≥
1.43mmol/L)exhibitedahigherriskofmortality(univariateHR =1.88,95%CI:1.04to3.40,P=0.036;

multivariateHR=3.60,95%CI:1.02to12.67,P=0.046).Kaplan-Meieranalysisindicatedshortersurvival
inthehighLTRgroup(P=0.033).StratifiedanalysisrevealedsignificantprognosticvalueofLTRinpatients
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under65yearsoldandthosewithoutlivermetastasis. Conclusion LTRcanserveasapotentialprognostic
biomarkerforpatientswithadvancedNSCLCreceivingfirst-lineimmunotherapycombinedwithchemotherapy,

particularlyinyoungerpatientsandthosewithoutlivermetastasis.
  Keywords: transferrin;low-densitylipoprotein;immunotherapy;carcinoma,non-smallcelllung

  肺癌在全球癌症中的发病率和死亡率均居首位,
肺癌中约3/4为非小细胞肺癌(non-smallcelllung
cancer,NSCLC)。目前免疫检查点(Programmedcell
death1ligand1,PD-L1)/(ProgrammedCellDeath
1,PD-1)抑 制 剂 联 合 化 疗 是 晚 期 驱 动 基 因 阴 性

NSCLC患者的标准一线治疗[1],然而它的总体治疗的

反应率仅为20%~40%。目前有几种生物标志物可

以预测肿瘤免疫治疗相关的疗效,例如PD-L1的表

达、肿瘤突变负荷、微生物组成等[2-3]。然而,这些生物

标志物仍存在局限性,例如PD-L1表达在空间和时间

上存在差异,同一患者的检测结果可能在不同时间和

不同检测部位得到不同的结果[4];肿瘤突变负荷仅在

高负荷患者组有一定的预测作用[5]。免疫治疗的效果

依赖于 T 细胞,以前的研究通常将低密度脂蛋白

(LDL)与心血管疾病联系起来。但最近的研究表明,

LDL在CD8+T细胞抗肿瘤免疫中是必需的[6]。另一

方面,铁可以影响葡萄糖和脂肪代谢,转铁蛋白和转铁

蛋白受体信号通路对肿瘤的形成和癌变至关重要,其
载体也广泛用于肿瘤治疗[7-8]。综上,LDL和转铁蛋

白在肿瘤发展中扮演着各自独特且互补的角色,两者

的相关性尚不明确,本研究通过将低密度脂蛋白与转

铁蛋白比值(LTR)作为研究指标,旨在消除单一因素

潜在的量级差异和测量偏差,从而使得研究结果更具

可比性和科学性。

1 对象与方法

1.1 研究对象 采用回顾性研究的方法,资料来自于

2019年3月10日至2022年12月31日期间在广西医

科大学附属肿瘤医院呼吸肿瘤内科住院的患者。患者

资料纳入标准:①年满18~80岁;②肿瘤体力状态评

分(ECOG)0~2分;③组织学或者病理学确诊的非驱

动基因阳性(EGFR基因突变、ALK 融合、ROS1融

合、BRAFV600/NTRK融合、MET14外显子跳跃突

变、RET融合、KRASG12C、HER-2突变)的NSCLC
患者;④国际肺癌联盟(IASLC)肺癌第八版分期ⅣA
或ⅣB期;⑤一线接受过至少两周期的PD-1抑制剂联

合化疗方案。排除标准包括:①治疗前未检测LDL或

转铁蛋白;②缺少随访数据。共有168例患者被纳入

进一步分析,研究中每3个月进行1次随访,最后随访

时间为2023年8月15日。筛选流程见图1。

图1 筛选患者流程图

1.2 数据收集及分析 本研究收集的患者资料包括

性别、年龄、肿瘤转移(转移部位被分开考虑,以单独评

估各个部位转移对预后的影响)、ECOG评分、病理类

型、吸烟史(当前吸烟或曾经有过吸烟行为记为有吸烟

史,否则为无吸烟史)、转移部位、病理分期、LDL、转铁

蛋白,将 LTR 数 值 变 量 用 PowerStats(https://

www.empowerstats.com,XandYSolutions,Inc,

Boston,MA)的受试者工作特征曲线(ROC)方法,选
取最佳截断值1.43mmol/L作为分界点,转换为二分

类变量,即高 LTR 组(LTR≥1.43mmol/L)和低

LTR组(LTR<1.43mmol/L)。研究设计已得到广

西医科大学附属肿瘤医院伦理审查委员会的批准,审
查委员会批准号为LW2024108。

1.3 分析方法 分类变量以频率和百分比显示,连续

变量以(췍x±s)显示。连续和分类变量的测量使用了学

生t检验和皮尔逊χ2 检验。为了确认治疗前LTR对

总生存期(OS)的独立预测影响,使用了单因素和多因

素COX风险回归模型分析。通过Kaplan-Meier生存

分析来确定治疗开始时的LTR水平是否可以作为预

测NSCLC患者联合免疫治疗和化疗疗效的预后生物

标志物。为了进一步评估LTR在不同患者特征中的

预测效力,还进行了分层分析。本研究统计分析使用

了R(https://www.R-project.org)和PowerStats软

件。双侧P<0.05被视为具有统计学意义。

2 结果

2.1 人群特征 共有168例患者资料被纳入分析(见
表1),其中低LTR组(LTR<1.43mmol/L)73例,高
LTR组(LTR≥1.43mmol/L)95例。由于临床样本

条件、检测时间等问题,部分患者未能获得PD-L1相
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关检测数据,共获得PD-L1检测数据共75例。两组

的分布仅在肝转移方面差异有统计学意义(P <
0.05),而在年龄、性别、吸烟史、ECOG评分、病理类

型、PD-L1表达、TNM分期或脑转移方面差异无统计

学意义(P>0.05)。

表1 人群基线特征

因素
LTR<1.43mmol/L

(n=73)
LTR≥1.43mmol/L

(n=95)
P

年龄/岁 0.271
 <65 52(71.23) 60(63.16)
 ≥65 21(28.77) 35(36.84)
性别 0.506
 男 52(71.23) 72(75.79)
 女 21(28.77) 23(24.21)
吸烟史 0.749
 无 32(43.84) 44(46.32)
 有 41(56.16) 51(53.68)
ECOG评分 0.529
 0 20(27.40) 22(23.16)
 1~2 53(72.60) 73(76.84)
病理类型 0.771
 腺癌 45(61.64) 54(56.84)
 鳞癌 23(31.51) 35(36.84)
 其他 5(6.85) 6(6.32)
PD-L1 0.479
 <1 9(36.00) 14(28.00)
 ≥1 16(64.00) 36(72.00)
TNM分期 0.344
 ⅣA 43(58.90) 49(51.58)
 ⅣB 30(41.10) 46(48.42)
脑转移 0.052
 无 68(93.15) 79(83.16)
 有 5(6.85) 16(16.84)
肝转移 0.015
 无 67(91.78) 74(77.89)
 有 6(8.22) 21(22.11)
骨转移 0.417
 无 49(67.12) 58(61.05)
 有 24(32.88) 37(38.95)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.2 单因素COX回归分析 与非吸烟者相比,有吸

烟史的患者死亡风险增加了81%(P=0.045),而高

LTR组患者的死亡风险是低LTR组的1.88倍(P=
0.036)。年龄、性别、ECOG评分、PD-L1表达、TNM
分期和转移部位在死亡风险上差异无统计学意义,见
表2。

2.3 多因素COX回归分析 调整了年龄、性别、吸
烟史、ECOG评分、PD-L1表达、TNM 分期和转移等

变量,得到了与单因素分析一致的结果(P=0.046),
见表3。

2.4 Kaplan-Meier生存分析 高LTR组患者的OS
为12.4个月,而低LTR组患者的OS为15个月。两

组之间的生存差异有统计学意义(P =0.033),见图

2。

表2 单因素COX回归分析

因素 n(%) HR 95%CI P
年龄/岁

 <65 112(66.67) 1.00
 ≥65 56(33.33) 1.37 0.78~2.41 0.269
性别

 男 124(73.81) 1.00
 女 44(26.19) 0.68 0.35~1.32 0.251
吸烟史

 无 76(45.24) 1.00
 有 92(54.76) 1.81 1.01~3.25 0.045
ECOG评分

 0 42(25.00) 1.00
 1~2 126(75.00) 1.90 0.94~3.82 0.072
病理类型

 腺癌 99(58.93) 1.00
 鳞癌 58(34.52) 0.88 0.50~1.56 0.662
 其他 11(6.55) 0.00 0.00~Inf 0.995
PD-L1
 <1 23(30.67) 1.00
 ≥1 52(69.33) 1.30 0.47~3.58 0.614
TNM分期

 ⅣA 92(54.76) 1.00
 ⅣB 76(45.24) 1.50 0.86~2.60 0.151
脑转移

 无 147(87.50) 1.00
 有 21(12.50) 1.58 0.79~3.16 0.192
肝转移

 无 141(83.93) 1.00
 有 27(16.07) 1.07 0.52~2.20 0.853
骨转移

 无 107(63.69) 1.00
 有 61(36.31) 0.98 0.55~1.75 0.941
LTR
 <1.43mmol/L 73(43.45) 1.00
 ≥1.43mmol/L 95(56.55) 1.88 1.04~3.40 0.036

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

表3 多因素COX分析

因素 HR 95%CI P

LTR<1.43mmol/L 1.00
LTR≥1.43mmol/L 3.60 1.02~12.67 0.046

图中红色线条代表低LTR组,蓝色线条代表高LTR组;

纵坐标代表生存率,横坐标代表生存时间。

图2 不同LTR分组下患者OS的生存曲线
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2.5 分层分析 在没有肝转移的晚期 NSCLC患者

中,LTR 对 免 疫 联 合 化 疗 的 预 测 效 力 更 高(P =
0.012),在年龄<65岁患者中也发现了同样的规律

(P=0.009),见表4。

表4 分层分析

因素 n HR 95%CI P
年龄/岁

 <65 112(66.67) 3.42 1.37~8.54 0.009
 ≥65 56(33.33) 0.85 0.28~2.61 0.773
性别

 男 124(73.81) 2.12 0.95~4.72 0.066
 女 44(26.19) 1.86 0.46~7.58 0.387
吸烟史

 无 76(45.24) 2.03 0.63~6.47 0.234
 有 92(54.76) 2.24 0.93~5.42 0.074
ECOG评分

 0 42(25.00) 5.14 0.94~28.14 0.059
 1~2 126(75.00) 1.64 0.75~3.54 0.213
PD-L1
 <1 23(30.67) 3.20 0.30~34.59 0.338
 ≥1 52(69.33) 3.96 0.78~20.20 0.098
TNM分期

 ⅣA 92(54.76) 2.32 0.88~6.12 0.088
 ⅣB 76(45.24) 1.77 0.65~4.82 0.265
脑转移

 无 147(87.50) 2.00 0.95~4.24 0.069
 有 21(12.50) 1.50 0.20~11.54 0.697
肝转移

 无 141(83.93) 2.68 1.25~5.75 0.012
 有 27(16.07) 0.40 0.06~2.57 0.334
骨转移

 无 107(63.69) 2.27 0.97~5.33 0.060
 有 61(36.31) 1.82 0.55~6.07 0.327

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

3 讨论

本研究共有168例接受化疗联合免疫治疗的

NSCLC患者资料被纳入分析,单因素和多因素COX
回归分析结果均表示治疗前高LTR组的生存期较

短。同时,在分层分析中结果显示,LTR水平在年龄

较小和无肝脏转移的患者组中,更具有提示意义。
目前少有将铁代谢指标和脂肪代谢指标联合预测

NSCLC预后的研究。然而,既往研究表明铁和脂质代

谢所代表的代谢重编程在肿瘤的发生发展中扮演着至

关重要的角色[9]。科学界普遍认同肥胖与某些癌症的

发展有关[10],肥胖本身已被证实是肿瘤远处转移和耐

药的一个重要风险因素[11]。LDL可以向癌细胞提供

胆固醇,满足肿瘤细胞生长的高胆固醇需求[12]。特别

是在肺癌中,有研究发现高LDL水平与预后不良相

关,这其中就包括接受免疫治疗和靶向 治 疗 的 患

者[13]。脂肪代谢促进肿瘤生长的能力与它能够抑制

免疫微环境有关。更多的LDL吸收增加了其与CD36
(一种清道夫受体)的结合[14],通过CD36CAF中的脂

质过氧化/p38/CEBPs轴招募CD33来源的髓系抑制

细胞,增强免疫抑制的肿瘤微环境。有研究表明,LDL
通过调节细胞表面 T细胞受体和 MHC-I的水平的

PCSK9(一种前蛋白酶)调控癌症中的免疫检查点[6]。
目前,各种药物正在与PCSK9抑制剂和免疫检查点

抑制剂联合研究中[15]。肿瘤的代谢重编程从不孤立

发生。如前所述,PCSK9促进LDL受体的降解并提

高LDL水平,且被SREBP负向调控[16-17]。SREBF是

脂肪调节的促进因子,在包括胶质母细胞瘤、前列腺癌

和乳腺癌在内的各种肿瘤背景中异常表达[18]。研究

表明,在黑色素瘤中,SREBF2结合的启动子的一个亚

组调控参与铁稳态的基因[19],诱导转铁蛋白的转录。
转铁蛋白在肝脏中合成,其主要作用是运输铁,肿瘤细

胞通常需要大量铁以支持其快速增长和增殖。转铁蛋

白通过运输铁间接影响肿瘤细胞的铁获取和生长,失
调的铁代谢影响免疫细胞。鸟苷三磷酸环化酶1促进

了激活T细胞中的线粒体铁转运蛋白和线粒体铁蛋

白的表达。同样,铁的减少会减少B细胞的增殖[20],
而铁的增加则促进浆细胞分化和IgG的产生[21]。因

此,多项研究聚焦于靶向铁死亡以增强癌症治疗免疫

疗法的有效性,铁的减少预示着肿瘤的不良预后[22-23]。
综上,高LDL水平以及低转铁蛋白水平均能通过影响

肿瘤微环境中的免疫活性,对肿瘤的免疫调节产生抑

制作用。本研究选择将LTR作为生物标志物来评估

其对肺癌免疫治疗的潜在影响,这种比值的使用可以

更综合地反映出患者体内两种重要代谢过程的交互作

用,进而提供更全面的预后信息。通过分析LTR,能
够探索并验证这两种标志物在调节免疫反应及肿瘤生

长中的协同作用,为开发新的治疗策略提供理论基础。
不同年龄肿瘤患者的免疫功能不同,有研究显示

外周T细胞比例随年龄增长逐渐下降[24],年龄较小的

患者更容易调动体内的免疫来抵抗肿瘤。在本研究的

分层分析中,LTR在年龄≥65周岁的患者中预测效

能更好,这也和上文提到的LTR对免疫调节功能有

关。肝脏 会 调 节 外 周 血 液 中 LDL 和 转 铁 蛋 白 水

平[25],同时肝脏转移肿瘤会改变局部微环境,导致免

疫抑制因子的增加,使抗肿瘤药物可依赖的肿瘤免疫

反应减弱[26],在本研究中就体现在LTR在有肝转移

晚期NSCLC患者中的预测效能不佳。
以往的研究主要集中在脂肪代谢或铁代谢对于肿

瘤发生发展的影响,但是很少有将二者看作整体来研

究。本研究通过观察LTR对免疫联合化疗治疗肿瘤

患者OS的影响,选择了合适的统计分析方法,通过分

层分析来找出LTR在不同人群特征上的预测效果。
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LTR作为一种潜在的预后生物标志物,其临床应用前

景值得进一步探讨。首先,LTR的测定相对简单且成

本较低,只需要常规的血液生化检查即可获得,这使得

其在临床上的推广具有可行性。相比于其他需要复杂

基因检测的免疫标志物,如PD-L1表达或肿瘤突变负

荷(TMB),LTR的易获得性使得其特别适合在资源

有限的环境中使用。此外,LTR的使用可以帮助临床

医生更好地为患者制定个体化的治疗策略。对于高

LTR的患者,可能需要更加积极的干预措施,例如更

频繁的随访或联合使用其他治疗药物来控制肿瘤进

展。结合其他生物标志物使用,LTR还可以作为一个

辅助指标,帮助筛选可能受益于免疫治疗的患者。然

而,在将LTR应用于临床之前,还需要进一步的前瞻

性研究来验证其在不同人群中的预测效能和临床应用

价值。例如,本研究中所纳入的患者全部来自于单一

医院,这可能会导致一定的选择性偏倚。未来的研究

应包括来自不同地区和种族背景的患者,以增强结论

的普适性。尽管本研究得出了LTR作为 NSCLC患

者预后生物标志物的初步结论,但依然存在一些局限

性。首先,本研究的样本量相对有限,仅纳入了168例

患者,这可能会影响统计分析的稳定性。未来的研究

可以通过多中心、大样本的设计来进一步验证LTR
的预测价值。此外,LTR在肿瘤治疗中的机制尚不完

全明确,虽然本研究提出了一些可能的生物学机制,但
这些机制仍需要通过体内和体外实验进行验证。未来

的研究还可以探索如何有效干预LDL和转铁蛋白的

代谢来改善患者的预后。例如,PCSK9抑制剂已被证

实能够通过降低LDL水平来改善心血管健康,是否能

够在癌症患者中起到类似的抗肿瘤作用,值得进一步

研究。此外,调节铁代谢的药物,如铁螯合剂,是否能

够改善高LTR患者的免疫反应,也是一个值得探索

的方向。
综上所述,LTR作为一个新型的预后生物标志

物,具有重要的临床应用潜力。它不仅能够反映肿瘤

代谢的综合状态,还能够在一定程度上预测免疫治疗

的疗效,为个体化治疗提供参考依据。希望未来通过

更多的基础和临床研究,能够进一步验证和扩展这一

发现,使LTR真正应用于临床实践中,造福更多的晚

期NSCLC患者。

参考文献:

[1] NOVELLOS,KOWALSKID M,LUFTA,etal.Pem-
brolizumabpluschemotherapyinsquamousnon-small-
celllungcancer:5-yearupdateofthephaseIIIKEY-
NOTE-407study[J].JClinOncol,2023,41(11):1999-

2006.

[2] LANTUEJOULS,SOUND-TSAOM,COOPERWA,et
al.PD-L1testingforlungcancerin2019:perspective
fromtheIASLCpathologycommittee[J].JThoracOn-
col,2020,15(4):499-519.

[3] TRAVISWD,DACICS,WISTUBAI,etal.IASLCmul-
tidisciplinaryrecommendationsforpathologicassessment
oflungcancerresectionspecimensafterneoadjuvantther-
apy[J].JThoracOncol,2020,15(5):709-740.

[4] HIRSCHFR,MCELHINNYA,STANFORTHD,etal.
PD-L1immunohistochemistryassaysforlungcancer:re-
sultsfrom phase1oftheblueprintPD-L1IHCassay
comparisonproject[J].JThoracOncol,2017,12(2):208-
222.

[5] RIZVINA,CHOBC,REINMUTHN,etal.Durvalum-
abwithorwithouttremelimumabvsstandardchemother-
apyinfirst-linetreatmentofmetastaticnon-smallcell
lungcancer:theMYSTICphase3randomizedclinicaltrial
[J].JAMAOncol,2020,6(5):661-674.

[6] YUANJJ,CAIT,ZHENGXJ,etal.PotentiatingCD8+
TcellantitumoractivitybyinhibitingPCSK9topromote
LDLR-mediatedTCRrecyclingandsignaling[J].Protein
Cell,2021,12(4):240-260.

[7] KIM H,VILLAREALLB,LIUZL,etal.Transferrin
receptor-mediatedironuptakepromotescolontumorigen-
esis[J].AdvSci(Weinh),2023,10(10):e2207693.

[8] CANDELARIAPV,LEOHLS,PENICHETML,etal.
Antibodiestargetingthetransferrinreceptor1(TfR1)as
directanti-canceragents[J].FrontImmunol,2021,12:

607692.
[9] HANAHAN D.Hallmarksofcancer:newdimensions

[J].CancerDiscov,2022,12(1):31-46.
[10] PETRELLIF,CORTELLINIA,INDINIA,etal.Asso-

ciationofobesitywithsurvivaloutcomesinpatientswith
cancer:asystematicreviewandmeta-analysis[J].JAMA
NetwOpen,2021,4(3):e213520.

[11] LIS,WUT,LU YX,etal.Obesitypromotesgastric
cancermetastasisviadiacylglycerolacyltransferase2-de-
pendentlipiddropletsaccumulationandredoxhomeo-
stasis[J].RedoxBiol,2020,36:101596.

[12] MAYENGBAMSS,SINGHA,PILLAIAD,etal.In-
fluenceofcholesteroloncancerprogressionandtherapy
[J].TranslOncol,2021,14(6):101043.

[13] KARAYAMA M,INUIN,INOUEY,etal.Increased
serumcholesterolandlong-chainfattyacidlevelsareas-
sociatedwiththeefficacyofnivolumabinpatientswith
non-smallcelllungcancer[J].CancerImmumolImmu-
nother,2022,71(1):203-217.

[14] ZHUGQ,TANGZ,HUANGR,etal.CD36+cancer-
associatedfibroblastsprovideimmunosuppressive mi-
croenvironmentforhepatocellularcarcinomaviasecre-
tionofmacrophagemigrationinhibitoryfactor[J].Cell

—972—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



Discov,2023,9(1):25.
[15] WOLCHOKJD,KLUGERH,CALLAHAN M K,et

al.Nivolumabplusipilimumabinadvancedmelanoma
[J].NEnglJMed,2013,369(2):122-133.

[16] KATSUKIS,JHAPK,LUPIERIA,etal.Proprotein
convertasesubtilisin/kexin9(PCSK9)promotesmac-
rophageactivationviaLDLreceptor-independentmecha-
nisms[J].CircRes,2022,131(11):873-889.

[17] HORTONJD,SHAH NA,WARRINGTONJA,et
al.Combinedanalysisofoligonucleotidemicroarraydata
fromtransgenicandknockout miceidentifiesdirect
SREBPtargetgenes[J].ProcNatlAcadSciUSA,2003,

100(21):12027-12032.
[18] CHEN M,ZHANGJW,SAMPIERIK,etal.Anaber-

rantSREBP-dependentlipogenicprogrampromotesme-
tastaticprostatecancer[J].NatGenet,2018,50(2):206-
218.

[19] HONGX,ROH W,SULLIVANRJ,etal.Thelipogen-
icregulatorSREBF2inducestransferrinincirculating
melanomacellsandsuppressesferroptosis[J].Cancer
Discov,2021,11(3):678-695.

[20] CRONINSJF,SEEHUSC,WEIDINGERA,etal.The
metaboliteBH4controlsTcellproliferationinautoim-
munityandcancer[J].Nature,2018,563(7732):564-
568.

[21] HILLDL,CARREJ,RUTISHAUSERT,etal.Im-

munesystemdevelopmentvariesaccordingtoage,loca-
tion,andanemiainAfricanchildren[J].SciTranslMed,

2020,12(529):eaaw9522.
[22] WANGW M,GREENM,CHOIJE,etal.CD8+ Tcells

regulatetumourferroptosisduringcancerimmunothera-
py[J].Nature,2019,569(7755):270-274.

[23] CHIANG HC,LIN M Y,LINFC,etal.Transferrin
andprealbuminidentifyesophagealcancerpatientswith
malnutritionandpoorprognosisinpatientswithnormal
albuminemia:acohortstudy[J].NutrCancer,2022,74
(10):3546-3555.

[24] XUZH,HANDL,ZHANGY,etal.Theeffectsofag-
ing,sex,andtumorburdenontheperipheralbloodim-
munecellprofileandabsolutecounts[J].JCancer,

2024,15(12):3930-3938.
[25] KNOPPRH.Introduction:low-saturatedfat,high-car-

bohydratediets:effectsontriglycerideandLDLsynthe-
sis,theLDLreceptor,andcardiovasculardiseaserisk
[J].ProcSocExpBiolMed,2000,225(3):175-177.

[26] LIJJ,WANGJH,TIANT,etal.Thelivermicroenvi-
ronmentorchestrates FGL1-mediatedimmuneescape
andprogressionofmetastaticcolorectalcancer[J].Nat
Commun,2023,14(1):6690.

收稿日期:2025-01-09;修回日期:2025-02-20
(本文编辑 钟琳)   

(上接第269页)
[19] 门娅玲,何伶俐,赵春蓉,等.人类免疫缺陷病毒相关免

疫性血小板减少症患者糖皮质激素治疗后复发的影响

因素[J].中国性科学,2023,32(1):133-137.
[20] 黄强,王宇,江渊,等.(1-3)-β-D葡聚糖联合降钙素原、

CD4+T淋巴细胞多指标在艾滋病患者马尔尼菲篮状菌

感染早期诊断临床研究[J].中国真菌学杂志,2024,19
(1):21-24,29.

[21] 郭娜,宋爱心,张秋月,等.HIV-1感染早期B淋巴细胞

免疫应答研究进展[J].中国病毒病杂志,2018,8(2):

109-113.
[22] 沈林霞.马尔尼菲篮状菌通过精氨酸代谢影响巨噬细胞

极化和杀伤的机制[D].南宁:广西医科大学,2019.
[23] 郭悦,张燕琳,朱丹,等.病毒学抑制的 HIV-1感染者免

疫衰老相关CD4+T淋巴细胞亚群的分析[J].现代预防

医学,2022,49(12):2262-2270.
[24] PATELPP,WELLERJH,WESTERMANNCR,et

al.Appendectomyandcholecystectomyoutcomesforpe-
diatriccancerpatientswithleukopenia:aNSQIP-pediat-

ricstudy[J].JSurgRes,2021,267:556-562.
[25] WANGG,WEIW D,JIANGZS,etal.Talaromyces

marneffeiactivatestheAIM2-caspase-1/-4-GSDMDaxis
toinducepyroptosisinhepatocytes[J].Virulence,2022,

13(1):963-979.
[26] 张怡洁,黄金龙,杨薇.艾博韦泰治疗获得性免疫缺陷综

合征的 效 果 及 药 物 不 良 反 应[J].中 国 药 物 与 临 床,

2024,24(2):125-129.
[27] 樊慧峰,曾森强,黄莉,等.人类免疫缺陷病毒阴性儿童

马尔尼菲篮状菌感染11例外周血免疫学特征及基因变

异分析[J].中华实用儿科临床杂志,2024,39(1):44-48.
[28] 戴 国 瑞,种 雪 静,肖 江,等.成 人 HIV/AIDS 病 人

HAART前血小板减少的发生率及相关因素分析[J].
中国艾滋病性病,2016,22(11):860-863.

[29] 何清辉,黄劲华,罗育勤,等.高效抗逆转录病毒治疗

AIDS伴有严重血小板低下的疗效观察[J].数理医药学

杂志,2019,32(3):334-336.
收稿日期:2024-10-06;修回日期:2024-12-23

(本文编辑 覃黎黎)   

—082—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍

췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍췍
췍
췍 췍

췍췍

本文引文格式:练梦南,李浩,陈敏,等.长链非编码RNAHOXA11-AS 在早期妊娠稽留流产绒毛

组织中的表达和临床意义[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):281-285,290.
【论著与临床报道】

长链非编码RNAHOXA11-AS 在早期妊娠

稽留流产绒毛组织中的表达和临床意义

练梦南1,李浩1,陈敏2,许誉耀2,宾仕凤1,梁雁1,农艳玫1,陈秋霞1,龚丽森1

(1.广西南宁市第八人民医院妇科,广西 南宁 530003;

2.广西南宁市第八人民医院检验科,广西 南宁 530003)

摘 要:目的 探究长链非编码RNA(lncRNA)HOXA11-AS 在稽留流产绒毛组织中表达水平和临床意义。方法 选

取2022年9月至2023年8月在某院就诊的118例稽留流产妇女作为研究组,125例正常妊娠行人工流产终止妊娠妇女

作为对照组,检测并比较两组绒毛组织中 HOXA11-AS 的表达水平。分析 HOXA11-AS 表达与孕妇人口学和临床特

征、血清VEGF水平及稽留流产发生的相关性。并探究 HOXA11-AS 表达在稽留流产发生中的预测效能。结果 研究

组中 HOXA11-AS 的表达水平较对照组的低(P<0.001)。有流产史的孕妇 HOXA11-AS 表达水平较无流产史的低

(P=0.019)。HOXA11-AS 表达水平与孕妇血清VEGF水平呈正相关(rs=0.290,P<0.001)。多因素分析模型中,

HOXA11-AS 表达水平越低则孕妇发生稽留流产的风险越高(P<0.05)。HOXA11-AS 表达水平预测稽留流产发生

的曲线下面积为0.702(95%CI:0.640~0.759)。结论 HOXA11-AS 在稽留流产中低表达,并与血清VEGF有关,可

作为预测稽留流产发生的潜在生物标志物,为临床早期评估稽留流产发生,针对性采取干预措施提供依据。

关键词:RNA,长链非编码;流产,稽留;HOXA11-AS;血管内皮生长因子

中图分类号:R714.21   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0281-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.014

Expressionandclinicalsignificanceoflongnon-codingRNAHOXA11-ASinvillous
tissuesofearlypregnancywithmissedabortion

LIANMengnan1,LIHao1,CHENMin2,XUYuyao2,BINShifeng1,

LIANGYan1,NONGYanmei1,CHENQiuxia1,GONGLisen1

(1DepartmentofGynecology,NanningEighthPeople’sHospital,Nanning530003,

Guangxi,China;2.DepartmentofClinicalLaboratory,NanningEighth
People’sHospital,Nanning530003,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheexpressionlevelandclinicalsignificanceoflongnon-codingRNA
(lncRNA)HOXA11-ASinvilloustissuesofmissedabortion. Methods Atotalof118womenwithmissed
abortionwhovisitedacertainhospitalfromSeptember2022toAugust2023wereselectedasthestudygroup,

and125womenwithnormalpregnancywhounderwentinducedabortionforpregnancyterminationwereselect-
edasthecontrolgroup.TheexpressionlevelsofHOXA11-ASinvilloustissuesweredetectedandcompared
betweenthetwogroups.ThecorrelationbetweenHOXA11-ASexpressionandmaternaldemographicandclin-
icalcharacteristics,serumVEGFlevels,andtheoccurrenceofmissedabortionwasanalyzed.Additionally,the
predictiveefficacyofHOXA11-ASexpressionintheoccurrenceofmissedabortionwasexplored. Results 
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TheexpressionlevelofHOXA11-ASinthestudygroupwaslowerthanthatinthecontrolgroup(P <
0.001).PregnantwomenwithahistoryofabortionhadlowerHOXA11-ASexpressionlevelsthanthosewith-
out(P=0.019).TheexpressionlevelofHOXA11-AS waspositivelycorrelatedwiththelevelofserum
VEGFinpregnantwomen(rs=0.290,P<0.001).Inthemultivariateanalysismodel,lowerHOXA11-AS
expressionlevelswereassociatedwithahigherriskofmissedabortioninpregnantwomen(P <0.05).The
areaunderthecurveforHOXA11-ASexpressionlevelinpredictingtheoccurrenceofmissedabortionwas
0.702(95%CI:0.640~0.759). Conclusion HOXA11-ASisunderexpressedinmissedabortionandisasso-
ciatedwithserumVEGF,makingitapotentialbiomarkerforpredictingtheoccurrenceofmissedabortionand
providingabasisforclinicalearlyassessmentandtargetedinterventions.
  Keywords: RNA,longnon-coding;missedabortion;HOXA11-AS;vascularendothelialgrowthfactor

  早期妊娠稽留流产是指妊娠≤12周,胎儿或胚胎

已死亡但长时间滞留母体宫腔内未能及时自然排出的

疾病[1]。我 国 早 期 妊 娠 稽 留 流 产 的 发 生 率 约 为

13.4%,并呈逐年上升趋势[2]。临床上若不能及时发

现和良好处理稽留流产,可诱发多种不良妊娠结局的

发生。因此,早期评估、识别稽留流产发生的高风险孕

妇,及时预防、干预措施,积极减少早期妊娠稽留流产

发生及不良结局给孕妇健康的威胁,具有重要的现实

意义。

HOXA11-AS 是 属 于 长 链 非 编 码 RNA(ln-
cRNA)的一种,既往研究报道其与多种恶性肿瘤的发

生有关[3],可能通过影响血管内皮生长因子(VEGF)
的表达抑制肿瘤细胞侵袭,从而抑制血管形成[4]。

HOXA11-AS 目前在妊娠和胎盘相关疾病中研究证

据有限。考虑到胎盘滋养层细胞与肿瘤细胞有着类似

的生物学特性[5],且公开数据库高通量RNA测序芯

片(GSE139087)在3例早期妊娠稽留流产和3例正常

早孕期行清宫术妇女绒毛组织中发现 HOXA11-AS
低表达,因此推测 HOXA11-AS 的异常表达可能与早

期妊娠稽留流产的发生有关。本研究拟通过比较早期

妊娠稽留流产和正常妊娠妇女绒毛组织中 HOXA11-
AS 的表达水平,分析其与人口学和临床特征、血清

VEGF水平、稽留流产发生的相关性,并探讨其在早期

妊娠稽留流产发生中的预测效能,为临床早期识别早

期妊娠稽留流产发生的高危人群,针对性采取预防、干
预措施,减少不良妊娠结局发生提供依据。具体报道

如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象 选取2022年9月至2023年8月在

本院就诊的早期妊娠稽留流产妇女118例为研究组,
年龄18~41岁,平均年龄(30.11±5.88)岁。另选取

同期孕早期正常妊娠行人工流产术终止妊娠妇女125
例为对照组,年龄18~45岁,平均年龄(32.61±6.57)
岁。本研究经过医院医学伦理委员会审核批准(审批

方式:会议审查),所有研究对象知晓研究目的并签署

知情同意书。研究组纳入标准:(1)年龄≥18周岁,单
胎妊娠,孕周≤12周;(2)符合2020年中华医学会计

划生育学分会《早期妊娠稽留流产治疗专家共识》早期

妊娠稽留流产的诊断标准,且超声诊断符合以下标准:

①超声检查头臀长≥7mm,未见胎心搏动;②宫腔内

妊娠囊平均直径≥25mm,未见胚胎;③宫腔内妊娠未

见卵黄囊,2周后仍然未见胚胎和胎心搏动;④宫腔内

妊娠可见卵黄囊,11d后仍然未见胎心搏动。(3)择
期行清宫术,清宫术前宫口未开。对照组纳入标准:
(1)年龄≥18周岁,单胎妊娠,孕周≤12周;(2)单胎正

常妊娠,妊娠期间无阴道流血、腹痛等先兆流产症状和

体征;B超检查宫内胚胎发育正常,有胎心管搏动;(3)
择期行清宫术,清宫术前宫口未开。排除标准:孕妇合

并严重器质性疾病、生殖器急性或其他内分泌疾病;孕
期服用药物、接触射线等;家族遗传学疾病或血液系统

疾病;信息资料不全。

1.2 方法

1.2.1 HOXA11-AS 表达检测 在静脉麻醉下行负

压吸宫术(53.3~66.7kPa),采集绒毛组织后迅速在

生理盐水中漂洗,分别剪取1cm×1cm×1cm的新

鲜绒毛组织置入冻存管中,加入RNA保护液并置于

-20℃冰箱中,用于 HOXA11-AS 表达水平检测。

①绒毛组织总RNA提取:取80~100mg的绒毛组织

剪碎后置于研磨管中,加入500μL的Trizol试剂,置
于研磨仪上进行低温研磨,结束取出后再加入500μL
的Trizol,混匀后置于室温下裂解10min,2000r/

min,4℃,离心5min。取上层液体至新的EP管中,
加入200μL氯仿,混匀后室温下静置10min。12
000r/min,4℃,离心15min;取上层水置于新的1.5
mLEP管中,加入500μL异丙醇,混匀后室温下静置

10min。12000r/min,4℃,离心10min,去掉上清

液,加入1mL的75%乙醇,置于振荡器上振荡10~
15s,混匀后7500r/min,4℃,离心5min,重复2次;
去掉上清液,将管内液体晾干,然后加入无酶水30

μL,反 复 轻 柔 吹 吸 溶 解 RNA。② 逆 转 录 和 RT-
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qPCR:试 剂 盒 购 买 于 日 本 Takara 公 司 (货 号:

RR036A;RR820A),具体步骤根据试剂盒说明书实

施。逆转录采用两步法,去除基因组DNA后配置逆

转录反应的混合液20μL,置于扩增仪上,反应条件如

下:37℃,15min;85℃,5s;4℃。RT-qPCR实验中,
引物设计和合成由上海生工有限公司 完 成,内 参

GAPDH 和HOXA11-AS 引物序列见表1。反应条

件为:95℃,30s;95℃,5s,60℃,30s,40个循环,绘
制溶解曲线,记录内参基因Ct值和目的基因Ct值,重
复2个复孔,以平均值代表检测结果。HOXA11-AS
表达水平:采用△△Ct 法计算 mRNA的相对表达量。
计算公式:△△Ct=[病例组Ct(目的基因)-Ct(内参基

因)]-[对照组Ct(目的基因)-Ct(内参基因)]。

表1 引物序列

引物名称 序列(5′to3′)

GAPDH F CTTAGCACCCCTGGCCAAG
GAPDH R TGGTCAGAGTCCTTCCACG
HOXA11-AS F CGGCTACAAGGAGATTTGG
HOXA11-AS R AGGCTCAGGGATGGTAGTCC

1.2.2 VEGF水平检测 入院采集清晨空腹静脉血

3~5mL,1500r/min,15min离心后获得上层血清。
采用酶联免疫法(ELISA)检测血清中VEGF含量,试
剂盒购自武汉华美生物有限公司,所有样本设置2个

复孔,并设置空白对照孔。根据试剂盒说明书进行操

作,最 后 记 录 酶 标 仪 450nm 波 长 时 各 孔 吸 光 值

(OD)。根据标准品的孔和空白对照孔的 OD值建立

标准曲线,然后根据各个样本孔的 OD值计算出相应

的VEGF含量。

1.3 信息采集 所有研究对象的人口学和临床信息

采用病历信息系统进行采集,包括年龄、身高、体重、文
化程度、吸烟或二手烟暴露、饮酒史、产次、流产史等。
体重指数(BMI)=体重(kg)/身高的平方(m2)。

1.4 统计学方法 采用SPSS25.0软件和 MedCalc
软件进行数据统计分析。计量资料符合正态分布采用

(췍x±s)表示,组间比较采用t检验或ANOVA检验;不
符合正态分布采用[M(P 25~P 75)]表示,组间比较

采用 秩 和 检 验。相 关 性 分 析 采 用 Pearson 或

Spearman秩相关进行分析。多因素分析采用二元

Logistic回归模型。预测效能采用受试工作总特征曲

线(ROC)进行分析。

2 结果

2.1 研究组和对照组绒毛组织中 HOXA11-AS 表达

比较 研究组绒毛组织中 HOXA11-AS 的表达水平

较对照组的低,且差异有统计学意义(Z=-5.440,

P<0.001),见图1。

图1 研究组和对照组绒毛组织中lncRNA
HOXA11-AS 的相对表达量的比较

2.2 不同人口学和临床特征孕妇 HOXA11-AS 的表

达比较 有流产史孕妇绒毛组织中 HOXA11-AS 的

表达水平低于无流产史孕妇,且差异有统计学意义(Z
=2.353,P=0.019),见表2。

表2 不同人口学和临床特征孕妇绒毛组织中 HOXA11-AS 表达水平的比较 (n=243)

变量 n HOXA11-AS 的相对表达量 Z/H P

年龄/岁

 <35 164 0.006(0.002~0.018) 1.768 0.077
 ≥35 79 0.003(0.002~0.013)

BMI/(kg·m-2)

 <18.5 38 0.004(0.002~0.014) 1.093 0.579
 18.5~24 149 0.005(0.002~0.018)

 ≥24 56 0.004(0.002~0.013)
吸烟或二手烟暴露

 否 121 0.005(0.002~0.014) 0.042 0.967
 是 122 0.005(0.002~0.019)
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表2(续) 不同人口学和临床特征孕妇绒毛组织中 HOXA11-AS 表达水平的比较 (n=243)

变量 n HOXA11-AS 的相对表达量 Z/H P

饮酒史

 否 176 0.005(0.002~0.016) 0.375 0.708
 是 67 0.004(0.002~0.018)
产次

 初产妇 77 0.006(0.002~0.019) 0.603 0.546
 经产妇 166 0.004(0.002~0.016)
文化程度

 初中及以下 109 0.004(0.002~0.015) 0.672 0.715
 高中及大专 28 0.005(0.001~0.018)

 本科及以上 106 0.006(0.002~0.015)
流产史

 否 58 0.008(0.003~0.019) 2.353 0.019
 是 185 0.004(0.002~0.016)

 注:表内计量资料数据以 M(P25~P75)表示。

2.3 HOXA11-AS 表达与孕妇血清VEGF水平的相

关性 HOXA11-AS 表达与总体孕妇血清 VEGF呈

正 相 关 (rs =0.290,P <0.001)。研 究 组 中

HOXA11-AS 表达与血清VEGF水平呈正相关(rs=
0.268,P=0.003),见表3。

表3 绒毛组织中 HOXA11-AS 的表达与血清VEGF水平的相关性

变量
总体(n=243)

rs P

对照组(n=125)

rs P

研究组(n=118)

rs P

HOXA11-AS 的相对表达量 0.290 <0.001 0.103 0.255 0.268 0.003

 注:VEGF:血管内皮生长因子;rs :等级相关系数。

2.4 Logistic回归分析 HOXA11-AS 表达与稽留流

产发生相关性 以“Y=0”为未发生稽留流产,“Y=1”
为发生稽留流产,将单因素分析和相关性分析中P<
0.05的流产史、血清 VEGF和 HOXA11-AS 表达纳

入构建二元Logistic回归模型,共线性诊断VIF均<
10,提示自变量之间不存在严重共线性,可纳入Logis-

tic回归模型进行分析。分析结果显示,是否有流产

史、VEGF和 HOXA11-AS 表达水平是稽留流产发生

独立影响因素(P<0.05)。其中,HOXA11-AS 表达

水平越低则稽留流产发生风险越大(OR =0.376,

95%CI:0.218~0.647,P<0.001)。见表4。

表4 二元Logistic回归模型分析 HOXA11-AS 与稽留流产发生的相关性

变量 β SE Waldχ2 OR 95%CI P

流产史

否 - - - 1.000 - -
是 1.186 0.376 9.959 3.274 1.567~6.838 0.002
血清VEGF水平 -0.002 0.001 24.069 0.998 0.997~0.999 <0.001
HOXA11-AS 表达 -0.979 0.278 12.442 0.376 0.218~0.647 <0.001

 注:HOXA11-AS 水平为Log10转换。

2.5 绒毛组织中 HOXA11-AS 表达预测稽留流产发

生的预测效能 ROC曲线分析显示,绒毛组织中

HOXA11-AS 表 达 可 预 测 稽 留 流 产 的 发 生(P <
0.001),预测的曲线下面积(AUC)为0.702(95%CI:

0.640~0.759),灵 敏 度 为 64.41%,特 异 度 为

70.40%。见图2。
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图2 ROC曲线分析lncRNAHOXA11-AS
表达预测稽留流产发生的AUC

3 讨论

本研究中发现,早期妊娠稽留流产妇女绒毛组织

中lncRNAHOXA11-AS 低表达,并与血清VEGF水

平呈正相关,HOXA11-AS 表达水平越低则发生早期

妊娠稽留流产的风险越大;HOXA11-AS 表达能够预

测孕妇早期妊娠稽留流产的发生且预测效能较好。
既往研究关于lncRNA在稽留流产中异常表达的

证据有限。LUO M 等[6]研究发现,稽留流产妇女绒

毛组织中lncRNAMALAT1、HOTAIR 和MEG3的

表达水平较正常妊娠妇女绒毛组织中高。ZHAO H
等[7]研究发现,HOXA11-AS 是胚胎植入子宫内膜关

键时期中表达下降最明显的lncRNA,并与子宫内膜

蜕膜化有关。本研究中,HOXA11-AS 在早期妊娠稽

留流产妇女绒毛组织中表达下降,HOXA11-AS 表达

越低则孕妇发生早期妊娠稽留流产的风险也越高,与
既往 研 究 结 果 类 似,也 与 公 开 数 据 库 高 通 量 测 序

(GSE139087)结果中 HOXA11-AS 表达水平在早期

妊娠稽留流产妇女绒毛组织中表达低于正常妊娠妇女

一致,且差异有统计学意义。预测效能分析中还发现,

HOXA11-AS 能够预测早期妊娠稽留流产的发生,且
预测的AUC>0.7,预测效能较好,说明HOXA11-AS
的表达可用来早期预测稽留流产的发生,为临床上识

别早期妊娠稽留流产发生的高风险人群,指导临床诊

疗工作的开展,积极预防不良妊娠结局发生对孕妇健

康影响提供新的依据。
子宫-胎盘循环异常是新提出的稽留流产发生病

因[8]。在妊娠过程中绒毛形成和胚胎发育需要广泛的

血管形成去供给营养,胎盘绒毛和胚胎血管化对于早

期妊娠的成功至关重要[9]。而这个过程中与血管形成

有关的各种细胞因子表达异常则可导致血管生成障碍

从而引起稽留流产[10]。YIM G W 等[11]研究发现,

HOXA11-AS 在卵巢癌患者中高表达,可能通过作用

其下游靶点VEGF水平,从而实现卵巢癌细胞侵袭导

致不良疾病预后发生。妊娠过程中血管的生成与滋养

层细胞的侵袭有关。VEGF被认为是最强大的血管生

成启动子,对妊娠早期胎盘微血管生成和网络构建具

有极其重要的作用。JINGGZ等[12]研究发现,稽留

流产妇女血清中VEGF下调,可调控MEK/ERK信号

通路影响滋养层细胞的增殖、激活和血管生成,抑制妊

娠期绒毛血管生成从而导致稽留流产发生。张树

红[13]研究发现,VEGF在稽留流产组患者绒毛组织中

表达量较正常早孕组低,可能通过影响胎盘的发育导

致绒毛血管生成障碍,进而导致稽留流产的发生。

VEGF表达下降可导致胚胎发育过程中母胎界面的血

管生成不足、胎盘缺血再灌注出现问题,从而引起稽留

流产的发生[14-15]。本研究中发现,稽留流产孕妇绒毛

组织中 HOXA11-AS 的表达与血清VEGF水平呈正

相关,HOXA11-AS 表达下降则可能导致孕妇血清

VEGF水平的下降,抑制了滋养层细胞的侵袭能力,无
法有效促进血管的生成,从而导致稽留流产的发生。
但关 于 稽 留 流 产 中 HOXA11-AS 表 达 调 控 血 清

VEGF下降的机制研究还少有报道,还需要后续深入

研究验证。
综上所述,lncRNAHOXA11-AS 在早期妊娠稽

留流产中低表达,并与流产史、血清VEGF有关,可作

为早期妊娠稽留流产发生预测的潜在生物标志物,为
临床早期识别稽留流产高风险人群,针对性采取干预

措施,减少不良妊娠发生风险提供科学理论依据,也为

lncRNA参与早期妊娠稽留流产发生的机制研究提供

前期基础。
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可复性与不可复性牙髓炎牙髓血流状态及影响因素的研究

谢松桂1,覃艳宁2,黄晓凤1,官骏昊1,黎淑芳1

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;

2.广西百色市人民医院,右江民族医学院附属西南医院口腔科,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨牙髓血流量(pulpalbloodflow,PBF)对可复性牙髓炎(reversiblepulpitis,RP)与有症状不可复性牙

髓炎(symptomaticirreversiblepulpitis,SIRP)的诊断能力。方法 选取牙髓炎病例189例,记录患者一般信息及临床检

查结果,分为RP组及SIRP组,RP组83例,SIRP组106例。采用激光多普勒血流仪(laserDopplerflowmetry,LDF)测
试患牙与对照牙的PBF,并计算其差值。以牙髓血流差值作为自变量,性别、年龄、收缩压、舒张压、心率、牙位类型作为

控制变量,诊断作为因变量进行Logistic回归分析。结果 ①RP平均PBF差值与SIRP平均PBF差值比较差异具有统

计学意义(P<0.001)。②牙髓血流差值与诊断结果的差异具有统计学意义(P<0.05),加入性别、年龄、收缩压、舒张

压、心率、牙位类型作为控制变量之后,牙髓血流差值与诊断结果两者的差异仍具有统计学意义(P<0.05)。结论 牙

髓血流量与牙髓炎临床诊断有关,牙髓血流差值有助于RP和SIRP的临床诊断。

关键词:牙髓血流量;激光多普勒血流仪;可复性牙髓炎;有症状不可复性牙髓炎

中图分类号:R781.31   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0286-05
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.015

Studyonthepulpalbloodflowstatusandinfluencing
factorsofreversibleandirreversiblepulpitis

XIESonggui1,QINYanning2,HUANGXiaofeng1,GUANJunhao1,LIShufang1

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China;
2.DepartmentofStomatology,BaisePeople’sHospitalinGuangxi,SouthwestHospital

AffiliatedtoYoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toexplorethediagnosticabilityofpulpalbloodflow(PBF)forreversiblepulpitis
(RP)andsymptomaticirreversiblepulpitis(SIRP). Methods Atotalof189pulpitiscaseswereselected,

andgeneralinformationandclinicalexaminationresultswererecordedforthepatients.Thepatientsweredi-
videdintoanRPgroup(n=83)andanSIRPgroup(n=106).LaserDopplerflowmetry(LDF)wasusedto
measurethePBFoftheaffectedandcontrolteeth,andthedifferencevaluewascalculated.Logisticregression
analysiswasperformedwiththePBFdifferenceastheindependentvariable,andgender,age,systolicblood
pressure,diastolicbloodpressure,heartrate,andtoothpositiontypeascontrolvariables,whilediagnosiswas
thedependentvariable. Results ①Therewasastatisticallysignificantdifferenceinthemeandifferenceval-
ueofPBFbetweentheRPgroupandtheSIRPgroup(P <0.001).② Therewasastatisticallysignificant
differencebetweenthedifferencevalueofPBFandthediagnosticresult(P<0.05).Afteraddinggender,age,

systolicbloodpressure,diastolicbloodpressure,heartrate,andtoothpositiontypeascontrolvariables,there
wasstillastatisticallysignificantdifferencebetweenthedifferencevalueofPBFandthediagnosticresult(P<
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0.05). Conclusion PBFisrelatedtotheclinicaldiagnosisofpulpitis,andthedifferencevalueofPBFcon-
tributestotheclinicaldiagnosisofRPandSIRP.
  Keywords: pulpalbloodflow;laserDopplerflowmetry;reversiblepulpitis;symptomaticirreversible

pulpitis

  牙髓炎是常见的口腔疾病,准确判断牙髓的状态

对临床治疗方案的选择具有重要意义。目前临床上对

牙髓状态的判断主要包括温度测试和电活力测试[1]。
美国牙髓病学协会(AmericanAssociationofEndo-
dontists,AAE)制定了诊断标准,通过对比患牙与对

照牙对冷和/或热刺激的敏感反应,并结合是否存在自

发痛,来鉴别可复性牙髓炎(RP)与有症状不可复性牙

髓炎(SIRP)[2]。然而这类方法在很大程度上依赖于

患者的主观反馈,因此在客观性方面存在不足。
近年来,不少学者应用激光多普勒血流仪(LDF)

测定牙髓血流量以评估牙髓健康状态,比起传统的感

觉检测,更能真实地反映出牙髓活力[3]。本课题组前

期应用LDF测定正常成人的上下颌第一恒磨牙、青年

人前磨牙生理状态下牙髓血流量,发现不同的牙位其

牙髓血流量(PBF)存在差异[4-5],为临床提供正常参考

值范围具有一定的意义。然而,PBF是否受到牙髓炎

症状态及个体因素的影响,例如:年龄、性别、血压、心
率等因素的影响,需要进一步的探讨。本研究为减少

个体差异,以患牙与对照牙髓血流差值为研究指标,纳
入性别、年龄、收缩压、舒张压、心率、牙位类型混杂研

究因素,探讨PBF与RP和SIRP临床诊断的关系。

1 对象与方法

1.1 研究对象 在2021年12月至2022年12月期

间,从右江民族医学院附属医院口腔门诊中筛选出了

189例牙髓炎患者。根据 AAE的诊断标准分为 RP
组83例和SIRP组106例。RP患者平均年龄(29.01
±12.65)岁,女性54例,男性29例,前牙23例,前磨

牙21例,磨牙39例。SIRP患者平均年龄(29.13±
14.90)岁,女性67例,男性39例,前牙22例,前磨牙

23例,磨牙61例。本研究经右江民族医学院附属医

院伦理委员会批准(伦理委员审查号:2023030201),所
有患者均知情同意。

1.1.1 AAE诊断标准[6] RP:①患牙龋坏达牙本质

深层等病因;②没有自发痛;③对热、冷刺激有不适或

短暂疼痛,无延缓痛或延缓痛时间<30s;④根尖区X
光无异常。SIRP:①患牙龋坏达牙本质深层等病因;

②有自发痛及牵涉痛;③热、冷刺激剧痛,有延缓痛,延
缓痛时间≥30s;④叩痛可能出现;⑤根尖区X光有异

常。

1.1.2 纳入及排除标准 纳入标准:①根尖片显示根

尖发育完全且无明显根尖周异常;②无窦道、肿胀、松

动度;③患者可有效配合完成LDF检测且依从性好。

④患牙对侧同名牙牙体完整,无任何不适,无牙周袋,
既往未做过任何治疗。排除标准:①正在进行正畸治

疗的患者;②患牙及对照牙有外伤史患者;③近期有服

用心血管系统药物;④对检测材料过敏;⑤信息采集不

完整有误或拒绝接受检测者。

1.2 方法

1.2.1 一般资料收集 患者的个人基本信息、就诊原

因、病程等一般情况。

1.2.2 对照牙的选择 以患牙的对侧同名牙为对照

牙。要求牙体完整,无任何不适,无牙周袋,既往未做

过任何治疗。

1.2.3 测量血压、心率 测量前30min禁烟禁酒禁

咖啡,静息5min。使用腕式血压计进行血压及心率

测量,待血压计显示结果后记录数值。患者休息5
min后再测量1次,最终取2次测量结果平均值。

1.2.4 测量PBF值 患者静息10min,患牙区及对

照牙区硅橡胶取模,制作橡胶夹板。在橡胶夹板上,于
被测牙齿唇面的中部1/3区域打孔,以便将LDF探头

稳固地安装在上面,确保探头能与牙面紧密接触。随

后,在患者保持安静的状态下,分别测量并记录了患牙

和对照牙的PBF。

1.3 统计学方法 本研究采用SPSS25.0软件对数

据进行统计分析。采用夏皮洛-威尔克检验进行两组

PBF差值的正态性检验,采用两独立样本t检验统计

分析两组的PBF差值。选取性别、年龄、收缩压、舒张

压、心率以及牙位类型作为控制因素,将血流差值设为

自变量,诊断结果作为因变量,运用Logistic回归分析

方法进行探究,同时绘制ROC曲线来评估血流差值

诊断的性能。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组PBF差值比较 RP与SIRP的PBF差值

与牙髓炎诊断之间两独立样本t检验如表1所示,RP
平均PBF差值与SIRP平均PBF差值比较,差异具有

统计学意义(P<0.001)。

表1 RP与SIRP的PBF差值比较

项目 n 平均PBF差值 t P

RP 83 3.77±1.86 -10.499 <0.001
SIRP 106 6.85±2.11

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。
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2.2 牙髓血流差值与牙髓炎诊断结果的Logistic回

归分析 以性别、年龄、收缩压、舒张压、心率、牙位类

型作为控制变量,血流差值作为自变量,诊断结果作为

因变量进行分层Logistic回归分析,探索牙髓血流差

值对牙髓炎诊断结果的影响,变量赋值情况,见表2。
牙髓血流差值与诊断结果的差异具有统计学意义(P
<0.05),加入性别、年龄、收缩压、舒张压、心率、牙位

类型作为控制变量之后,牙髓血流差值与诊断结果两

者的差异仍具有统计学意义(P <0.05),见表3。

ROC分析表明模型区分效能良好(AUC=0.860,

95%CI:0.808~0.912),最佳截断值5.5,对应的敏

感度为72.6%,特异度为83.1%,见表4、图1。说明

该模型预测诊断结局准确率较高,可以用牙髓血流差

值鉴别RP和SIRP,这与临床上牙体牙髓医生经验接

近。

表2 变量赋值表

变量 赋值说明

性别 女性=1,男性=2
年龄 原值输入

收缩压 原值输入

舒张压 原值输入

心率 原值输入

牙位类型 前牙=1,前磨牙=2,磨牙=3
血流差值 原值输入

诊断结果 RP=1,SIRP=2

表3 牙髓血流差值与诊断结果之间Logistic回归分析

项目 B SE Waldχ2 P OR 95%CI

模型1 血流差值 0.781 0.114 46.537 <0.001 2.183 1.744~2.731
模型2 血流差值 0.78 0.114 46.5 <0.001 2.182 1.744~2.73

性别 0.102 0.393 0.067 0.796 1.107 0.512~2.393
模型3 血流差值 0.787 0.116 45.984 <0.001 2.197 1.75~2.757

性别 0.109 0.394 0.077 0.781 1.116 0.515~2.415
年龄 0.008 0.015 0.294 0.588 1.008 0.98~1.037

模型4 血流差值 0.786 0.117 44.766 <0.001 2.194 1.743~2.761
性别 0.104 0.401 0.067 0.795 1.11 0.505~2.436
年龄 0.008 0.015 0.264 0.607 1.008 0.979~1.038
收缩压 0.002 0.026 0.005 0.942 1.002 0.952~1.055

模型5 血流差值 0.837 0.125 44.785 <0.001 2.311 1.808~2.953
性别 -0.064 0.429 0.022 0.882 0.938 0.405~2.176
年龄 -0.002 0.016 0.016 0.901 0.998 0.967~1.03
收缩压 0.084 0.037 5.316 0.021 1.088 1.013~1.169
舒张压 -0.164 0.046 12.814 <0.001 0.848 0.775~0.928

模型6 血流差值 0.834 0.126 43.869 <0.001 2.303 1.799~2.948
性别 0 0.434 0 0.999 1 0.427~2.343
年龄 -0.002 0.016 0.015 0.902 0.998 0.967~1.03
收缩压 0.072 0.037 3.696 0.055 1.075 0.999~1.156
舒张压 -0.167 0.047 12.9 <0.001 0.846 0.772~0.927
心率 0.075 0.043 2.949 0.086 1.077 0.99~1.173

模型7 血流差值 0.987 0.149 44.094 <0.001 2.682 2.005~3.589
性别 -0.045 0.451 0.01 0.921 0.956 0.395~2.312
年龄 0.006 0.016 0.123 0.726 1.006 0.974~1.038
收缩压 0.068 0.039 3.099 0.078 1.071 0.992~1.155
舒张压 -0.152 0.048 10.051 0.002 0.859 0.782~0.944
心率 0.078 0.045 2.98 0.084 1.081 0.99~1.18
牙位类型 0.971 0.289 11.263 0.001 2.64 1.498~4.655

表4 血流差值预测诊断结局的分析结果

变量 AUC SE P 95%CI 灵敏度 特异度 约登指数

血流差值 0.860 0.026 <0.001 0.808~0.912 0.726 0.831 0.557

—882—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



图1 牙髓血流差值预测牙髓炎临床诊断的ROC曲线

3 讨论

如何准确地鉴别牙髓炎诊断是制定治疗计划的先

决条件,取决于对牙髓状态的准确判断。目前临床上

常用的判断牙髓状态的方法是牙髓温度测试和牙髓电

活力测试,结果主要依赖于患者主观感受,比较容易出

现假阳性的结果或者假阴性的结果[7]。LDF简单无

创被广泛应用于临床,如有学者使用多普勒检测血流

动力学可以在早期筛查出高危产妇[8]。在口腔医学方

面,LDF测试检测牙髓活力具有灵敏性高和特异性强

特点[9],通过LDF检测牙髓炎PBF对临床医生在牙

髓炎疾病诊断中有一定的指导意义。
本课题组在前期已有上下颌第一恒磨牙、前磨牙

生理状态下PBF临床参考值的研究,发现PBF受到患

者年龄、性别、牙齿类型的影响。此外郭飞飞等[10]通

过研究发现适龄人群女性PBF值略高于男性,同时也

发现,对于同一性别的个体而言,上颌中切牙和侧切牙

的PBF间也存在统计学差异,中切牙PBF值高于侧切

牙。作者分析出现这一结果最主要的原因是和牙齿本

身的形态结构有关。随着年龄的增长,根管管径减小

的趋势在性别上也有显著差异[11],PBF也可能随着根

管系统增龄性的变化而变化。马宁虎等[12]应用LDF
检测7~13岁儿童上颌切牙牙髓血流,也证明了PBF
值随着年龄的增加而减小。另一方面,PBF可能与患

者血压、心率相关。有报道指出,因受髓腔微循环的影

响,PBF的变化和患者血压、心率紧密相关,并指出

LDF检测不适用于高血压患者、明显贫血和有血液系

统疾病患者[13]。说明在不同血压、心率状态下,患牙

的PBF值可能会受影响。因此,为了减少个体差异,
本研究指标是患牙和对照牙的牙髓血流量差值,而非

患牙的血流量。牙髓血流量差值以个体正常对照牙作

为基线,可能比与临床参考值对照更可靠,同时将血

压、心率、年龄、性别、牙位类型纳入混杂研究因素。

本研究发现,RP平均PBF差值与SIRP平均PBF
差值,比较差异具有统计学意义,可以推测牙髓血流差

值与鉴别诊断RP与SIRP临床诊断具有一定的临床

意义。RP在炎症早期其牙髓组织破坏较小,其牙髓血

运接近于正常值,表明血流量可能仍处于正常或接近

正常水平,提示牙髓仍有一定的自我修复能力。SIRP
大多已经处于疾病发展过程或者晚期,大部分牙髓组

织已经被破坏,血运能力降低,血流量下降,与对照牙

牙髓血流量差距较大。
由Logistic回归分析结果可知,牙髓血流差值与

诊断结果的差异具有统计学意义,加入性别、年龄、收
缩压、舒张压、心率、牙位类型作为控制变量之后,牙髓

血流差值与诊断结果两者的差异仍具有统计学意义。
这表明PBF的变化与牙髓炎临床诊断存在密切关联。
由ROC曲线结果显示,说明该模型预测诊断结局准确

率较高,表明牙髓血流差值在区分RP和SIRP具有良

好的诊断能力,支持LDF作为牙髓状态临床评估工具

的有效性。牙髓血流差值在牙髓炎诊断中的敏感性及

特异性,可为临床医生鉴别RP和SIRP提供了具体的

参考标准,有助于临床判断牙髓健康状态。以上结果

表明,根据牙髓血流差值有助于判断牙髓状态,可以为

牙髓炎的临床诊断及治疗提供重要参考依据。
综上所述,牙髓血流与牙髓炎临床诊断之间具有

一定相关性,牙髓血流差值对诊断RP和SIRP具有一

定的价值,但本研究样本规模相对有限,未来的研究应

考虑更大样本量及不同人群的比较以增强结果的普遍

适用性。
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本文引文格式:宁家杰,邓静,李珊珊,等.鼻咽癌与重度抑郁症的生物标记物研究[J].
右江民族医学院学报,2025,47(2):291-300,334.

【论著与临床报道】

鼻咽癌与重度抑郁症的生物标记物研究

宁家杰1,邓静1,李珊珊2,廖燕1,黄建华1,龙建雄3,曾萍萍1

(1.广西医科大学护理学院,广西 南宁 530021;

2.广西医科大学第一附属医院麻醉科,广西 南宁 530021;

3.广西医科大学公共卫生学院流行病学与卫生统计教研室,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 本研究旨在通过生物信息学分析鼻咽癌(NPC)患者与重度抑郁症(MDD)患者的共同生物标记物,筛选

并鉴定他们共同相关的枢纽基因和生物学通路。方法 本研究使用 R语言分析了 GSE12452、GSE98793数据集中

NPC、MDD与正常人群之间的差异表达基因。使用加权基因共表达网络分析(WGCNA)进行取交集来筛选高度相关的

基因。基于Cox回归筛选核心基因,LASSO回归构建预后风险模型并绘制受试者工作特征(ROC)曲线。该模型使用来

自基因表达综合(GEO)的外部数据集进行了验证。结果 结果显示3个基因(CKAP5、GRB10、TPT1)被鉴定为 NPC
和 MDD的核心基因。根据中位风险评分可将NPC患者分为高风险组和低风险组,低风险组患者生存时间延长,免疫

浸润增强,而且浸润免疫细胞与预后基因和风险评分有很强的相关性。此外,使用数据集GSE102349验证了NPC预后

风险模型有效预测总生存期。结论 本研究通过生物信息学分析鉴定了NPC与 MDD相关联的3个预后能力最强的核

心基因CKAP5、GRB10和TPT1,并发现他们对NPC的预后有影响。

关键词:鼻咽癌;重度抑郁症;预后模型;生物信息学;机器学习

中图分类号:R739.63   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0291-11
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.016

Studyonbiomarkersofnasopharyngealcarcinomaandmajordepressivedisorder

NINGJiajie1,DENGJing1,LIShanshan2,LIAOYan1,

HUANGJianhua1,LONGJianxiong3,ZENGPingping1

(1.SchoolofNursing,GuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China;2.Department
ofAnesthesiology,TheFirstAffiliatedHospitalofGuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,

Guangxi,China;3.DepartmentofEpidemiologyandHealthStatistics,SchoolofPublic
Health,GuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Thisstudyaimedtoidentifycommonbiomarkersbetweennasopharyngealcarcino-
ma(NPC)patientsandmajordepressivedisorder(MDD)patientsthroughbioinformaticsanalysis. Methods
 Differentiallyexpressedgenes(DEGs)amongNPC,MDD,andnormalpopulationsintheGSE12452and
GSE98793datasetswereanalyzedusingRlanguage.Weightedgeneco-expressionnetworkanalysis(WGCNA)

wasemployedtoscreenhighlycorrelatedgenesbyintersectingtheresults.Coregeneswerescreenedbasedon
Coxregression,andaprognosticriskmodelwasconstructedbyLASSOregression,followedbyplottingthe
receiveroperatingcharacteristic(ROC)curve.Thismodelwasvalidatedwithanexternaldatasetfromthe
GeneExpressionOmnibus(GEO). Results Threegenes(CKAP5,GRB10,TPT1)wereidentifiedascore
genesforbothNPCandMDD.NPCpatientsweredividedintohigh-riskandlow-riskgroupsbasedonmedian
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riskscores,withpatientsinthelow-riskgroupexhibitingprolongedsurvivaltimesandenhancedimmuneinfil-
tration.Moreover,infiltratingimmunecellsshowedstrongcorrelationswithprognosticgenesandriskscores.
Additionally,theNPCprognosticriskmodelwasvalidatedforeffectivepredictionofoverallsurvivalusingthe
GSE102349dataset. Conclusion Thisstudyidentifiedthreecoregenes(CKAP5,GRB10,TPT1)withthe
strongestprognosticcapabilitiesassociatedwithbothNPCandMDDthroughbioinformaticsanalysisanddem-
onstratedtheirinfluenceontheprognosisofNPC.
  Keywords: nasopharyngealcarcinoma;majordepressivedisorder;prognosticmodel;bioinformatics;

machinelearning

  鼻咽癌(nasopharyngealcarcinoma,NPC)是常见

的头颈部恶性肿瘤,也是世界第23位最常见的癌症和

第21位癌症死亡原因[1]。据中国癌症登记数据库统

计,中国NPC的发病率和死亡率分别为187.48/10万

和105.32/10万[2]。除了环境因素对 NPC病因的影

响外,EB病毒(Epstein-Barrvirus,EBV)已被证明是

NPC发病的一个令人信服的危险因素。目前以放疗

为主的多学科综合治疗是NPC主要的治疗方法,随着

强调放射治疗,影像引导放射治疗等放疗技术的更新,

NPC患者的生存率及局部控制率均 有 所 提 高[3]。

NPC患者在放疗尤其是放化疗联合治疗的过程中常

发生口腔黏膜反应、恶心呕吐、皮肤反应等不良反应症

状[4],容易使患者产生焦虑、抑郁等负面情绪,甚至产

生自杀意念。而临床上主要针对放疗效果和损伤情况

进行研究,缺少对放疗患者不良情绪的评估,忽略了患

者最常见的焦虑和抑郁等情绪。
在普通人群中,抑郁症的患病率正在增长,其典型

特征是快感缺乏和无法体验快乐。多种躯体症状(如
疲劳、体重波动)以及认知症状(如注意力不集中、消极

认知)可伴随抑郁症[5]。抑郁症分为重度抑郁障碍

(majordepressivedisorder,MDD)和心境恶劣。很长

一段时间以来,MDD一直被认为是癌症的合并症,而
不是癌症的风险因素。近年来,MDD与NPC风险之

间的因果关系在许多观察性研究中得到了广泛的探

讨。然而,研究结果存在争议。一些研究认为抑郁与

NPC放疗患者之间存在因果关系[6],而另一些则没

有[7]。这些争议的原因可能是这些研究的环境差异很

大,包括癌症的类型和影响研究结果的混杂因素。由

于干预性研究中因果关系的推断通常面临潜在的混杂

偏倚和反向因果关系的挑战,因此 MDD与NPC之间

的关系仍有待阐明。
为了进一步阐明NPC与 MDD的关系,本研究对

两者相关的生物学信息与功能进行了初步探讨。此

外,本研究还探讨了浸润免疫细胞与核心基因、风险评

分的相关性。总之,本研究发现了NPC与 MDD相关

的核心基因,并成功构建了预后风险模型,这可能对

NPC的诊断和治疗及预后具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 数据选取与差异分析 从NCBIGEO公共数据

库中下载GSE12452数据集,获得41例鼻咽癌患者的

表达谱数据(正常组10例,NPC 组31例)。下 载

GSE98793数据集,获得192例外周血清样本数据

(MDD 组128例,正 常 人 组64例)。下 载 并 利 用

GSE102349的113例鼻咽癌患者的生存数据进行后

续验证。方差分析采用limma[8]软件包,方差分析过

滤条件为|log2FC|>0.25&P<0.05。

1.2 加权基因共表达网络分析 通过构建加权基因

共表达网络,找到共表达基因模块,探索基因网络与表

型的关系,以及网络中的核心基因。共233个样本,8
697个差异表达相关基因作为表达矩阵进行进一步分

析。GSE12452软阈值设置为0.95,GSE98793软阈

值设置为0.90。将加权邻接矩阵转化为拓扑重叠矩

阵(TOM)来估计网络的连通性,并采用层次聚类方法

构造TOM矩阵的聚类树结构。聚类树的不同分支代

表不同的基因模块,不同的颜色代表不同的模块。

1.3 功能富集分析 用R包“clusterProfiler”[9]对筛

选出的差异基因进行基因本体(GeneOntology,GO)
分析和京都基因与基因组百科全书(KyotoEncyclo-
pediaofGenesandGenomes,KEGG)功能富集分析。
本研究中筛选条件为 P <0.05。选 取 与 NPC 和

MDD发生过程中相关的10条信号通路来探索差异表

达基因的生物学功能。接着,利用基因集富集分析

(GSEA)来了解NPC患者与MDD患者所涉及的生物

过程。

1.4 特 征 基 因 的 筛 选 及 鉴 定 从 GSE12452和

GSE98793两个数据集的 WGCNA结果中取交集筛

选出47个基因。由于只有GSE102349拥有患者生存

进展数据,因此针对该基因表达谱和生存数据进行进

一步分析与验证。接着,从113例中选取88例拥有详

细数据的 NPC患者中采用单因素COX比例风险回

归分析筛选核心基因,并使用 R包“survival”和“gg-
pubr”将其可视化。纳入P<0.05的基因,利用LAS-
SO回归算法中的系数得到风险评分。根据评分,获
得预测NPC与 MDD患者相关性最强的3个核心基
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因(CKAP5、GRB10、TPT1)。

1.5 生存分析 根据中位风险评分,将验证数据集中

的88例NPC患者分为高风险组和低风险组。设置不

同的终点(1年、2年和3年),并使用随时间变化的受

试者工作特征(ROC)曲线评估模型的性能,绘制3个

特征基因的ROC曲线,判断核心基因在NPC患者中

的预测诊断能力。

1.6 高风险组与低风险组免疫微环境差异分析与功

能富集分析 采用CIBERSORT、ssGSEA、xcell算法

分析高风险组与低风险组患者肿瘤组织中免疫细胞的

浸润水平和基质细胞的水平,接着利用 R包“ESTI-
MATE”分析两组患者的免疫评分;再利用免疫激活

检查点与免疫抑制检查点分析两组风险患者肿瘤浸润

的水平。随后,计算Pearson相关系数,评估3个核心

基因(CKAP5、GRB10、TPT1)、风险评分与免疫细胞

浸润之间的相关性。接着再进行两组风险患者的差异

分析与功能富集分析,在他们的表达基因中使用lim-
ma软件包分析并取交集,筛选标准为:P<0.05。用

R软件包“clusterProfiler”对筛选出的差异表达基因

进行GO分析和KEGG功能富集分析。接着,利用基

因集富集分析(GSEA)来了解两组风险患者所涉及的

生物过程。

1.7 统计分析 本研究采用R4.3.1进行统计分析。
对于定量数据,正态分布变量的统计显 著 性 采 用

Student’st检验,非正态分布变量的统计显著性采用

Wilcoxon秩和检验。对于两组以上的比较,分别采用

Kruskal-Wallis检验和单因素方差分析作为非参数和

参数方法。采用双侧Fisher精确检验分析列联表。
采用Kaplan-Meier生存分析和COX比例风险模型,
利用 在 线 工 具(https://hiplot.com.cn/cloud-tool/

drawing-tool/detail/113)绘制火山图,利用在线工具

(http://sangerbox.com/home.html)绘制受试者工

作特征(ROC)曲线。纳入具有详细临床资料的患者,
并在多元回归模型中调整混杂因素。所有比较均为双

侧比较,α水平为0.05,多重假设检验采用Benjamini-
Hochberg方法控制错误发现率(FDR)。

2 结果

2.1 NPC患者与 MDD患者之间相关基因鉴定的差

异表达 用limma包筛选NPC患者样本组织数据集

中共存在7006个差异表达基因,其中3003个上调基

因,4003个下调基因;MDD患者血清样本数据集中

共存在1691个差异表达的基因,其中974个上调基

因,717个下调基因。见图1A、图1B。

注:A为GSE12452数据集(NPC患者)中差异表达基因的火山图;B为GSE98793数据集(MDD患者)中差异表达基因的火山图。

图1 NPC患者与 MDD患者相关基因鉴定的差异表达图

2.2 NPC患者与 MDD患者之间高相关基因模块的

鉴定 为了在重叠的 NPC患者与 MDD患者相关基

因中寻找高度相关的基因,本研究进行 WCGNA鉴定

高度相关的基因模块。首先,本研究将GSE12452的

基因软阈值设置为0.95(见图2A),将GSE98793的基

因软阈值设置为0.90(见图2B),得到基因树状图(见
图2C、图2D),并根据基因树状图分别识别出9个基

因模块(见图2E)和4个基因模块(见图2F)。在这9
个基因模块中,蓝色模块与肿瘤发生有很强的相关性

(系数为0.72,P 值为8×10-8,见图2E、图2G),绿色

模块中的基因与正常组的相关性最为显著(系数为0.
89,P 值为9×10-15,见图2E)。在这4个基因模块

中,绿色模块与 MDD发生的相关性为(系数为0.44,

P 值为2×10-10,见图2F、见图2H)。蓝色模块中的
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基因与正常组的相关性最为显著(系数为0.62,P 值

为6×10-22,见图2F)。最后,本研究从GSE12452的

绿色模块和蓝色模块中分别提取647个和1338个基

因,从GSE98793的蓝色模块和绿色模块中分别提取

141个和168个基因,接着进行进一步分析。

注:A为GSE12452软阈值功率的确定;B为GSE98793软阈值功率的确定;C为GSE12452基于差异度量

(1-TOM)聚类的差异表达基因的树形图;D为GSE98793基于差异度量(1-TOM)聚类的差异表达基因

的树形图;E为GSE12452基因模块与临床特征的相关性;F为GSE98793基因模块与临床特征的相关性;

G为GSE12452基因的蓝色模块基因相关散点图;H为GSE98793基因的绿色模块基因相关散点图。

图2 WGCNA高相关基因模块的鉴定

2.3 NPC患者与 MDD患者之间的基因富集分析 
本研究从GSE12452的绿色模块和蓝色模块中分别提

取了647个和1338个基因,进行了KEGG功能富集

分析与GO分析。选取与 NPC和 MDD发生过程中

相关的10条信号通路来探索差异表达基因的生物学

功能,并使用气泡图进行展示(见图3A、图3B)。接

着,本研究还进行GSEA。结果显示,在GSE12452集

群中显著富集的前10个标志通路包括细胞周期、细胞

周期检查点、细胞周期相变、细胞周期过程、细胞分裂、
染色体、DNA依赖和复制、DNA代谢过程、DNA复制

以及 有 丝 分 裂 细 胞 周 期 (见 图 3C)。本 研 究 从

GSE98793的蓝色模块和绿色模块中分别提取了141
个和168个基因,进行了KEGG功能富集分析与GO
分析。选取与NPC和 MDD发生过程中相关的10条

信号通路来探索差异表达基因的生物学功能,并使用

气泡图进行展示(见图3D、图3E)。接着,本研究还进
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行GSEA。结果显示,在 GSE98793集群中显著富集

的前10个标志通路包括细胞骨架组织、胚胎发育、脂
质生物合成过程、有机磷酸盐生物合成过程、蛋白质磷

酸化、对活性氧的反应、小gt酶结合、小分子生物合成

过程、小核糖体亚基和泛素样蛋白质连接酶结合(见图

3F)。

注:A为GSE12452的KEGG通路富集分析;B为GSE12452的差异基因GO分析;

C为GSEA显示的GSE12452基因聚类的10条信息通路;D为GSE98793的KEGG通路富集分析;

E为GSE98793的差异基因GO分析;F为GSEA显示的GSE98793基因聚类的10条信号通路。

图3 NPC患者与 MDD患者各自的基因富集分析

2.4 生存分析 在 WGCNA结果中取交集筛选出47
个基因(见图4A)。在NPC患者生存信息数据集中采

用单因素COX比例风险回归分析,共筛选70个候选

预后基因,在P<0.05的基础上鉴定出27个基因,然
后应用这些基因进行LASSO回归,鉴定出3个最小

lambda值的基因CKAP5、GRB10、TPT1(见图4B、图

4C)。此外,有两个风险预后基因(CKAP5、GRB10)的
结果证明,该两个基因的高表达预后较差(见图4D、图

4E);而另外1个基因(TPT1)的结果却显示,高表达

预后较好(见图4F)。3个基因与生存概率均显著相关

(P<0.01)。接着,本研究利用LASSO回归算法得

到的系数得到风险评分。根据风险评分的中位数将患

者分为高风险组与低风险组。在该88例患者中,高风

险评分的患者比低风险评分的患者有更低的生存概率

和更早的死亡时间(见图4G~图4I)。此外,本研究预

测了3个核心基因的预后准确性(见图5)。在这3个

数据集中,与正常患者、低风险患者相比,NPC患者、

MDD患者、高风险患者的两个预后基因(CKAP5、

GRB10)表 达 均 显 著 上 调,TPT1表 达 下 降(见 图

5D)。总的来说,NPC患者与 MDD相关的预后风险

模型成功建立,在预测 NPC总生存方面有很强的表

现。
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注:A为NPC患者和 MDD患者相关基因重叠的Venn图;B为系数曲线,不同的颜色代表不同的基因;C为通过10次交叉验

证选择LASSO模型的最小Lambda。当偏似然偏差最小时确定Lambda;D为数据集中CKAP5基因不同风险组的总生存率;

E为数据集中GRB10基因不同风险组的总生存率;F为数据集中TPT1基因中不同风险组的总生存率;G为数据集中高

低风险组患者的总体生存图;H为数据集中高低风险组的风险评分分布图;I为数据集中高低风险组的生存时间图。

图4 预测风险模型在NPC患者生存信息数据集中的表现

2.5 高风险组与低风险组免疫微环境差异分析 本

研究使用CIBERSORT、ESTIMATEscore、ssGSEA、

Xcell算法来探索浸润免疫细胞与高风险、低风险两组

患者之间的相关性。CIBERSORT结果表明,两组风

险患者与记忆B细胞(P <0.0001)、γδT细胞(P <
0.001)、活化NK细胞(P <0.01)有显著相关(见图

6A)。ESTIMATEscore结果表明,3种评分均显示与

肿瘤纯度负相关。与高风险组患者相比,低风险组患

者的肿瘤纯度更低(见图6B、图6C)。免疫激活检查

点与免疫抑制检查点分析结果显示,两组风险患者与

大多数肿瘤浸润免疫细胞具有相关性,低风险评分患

者免疫浸润更强(见图6D、图6E)。xcell分析结果也

得知,低风险评分患者免疫浸润更强(见图6F)。ssG-
SEA结果表明,与高风险组患者相比,低风险组患者

大多数免疫细胞的表达水平更高,相关基因更富集(除

2型T辅助细胞之外,见图6G)。相关性分析结果显

示,预后基因、风险评分也与大多数免疫细胞高度相关

(见图6H)。
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注:A在GSE12452数据集中,CKAP5、GRB10、TPT1基因的各自预测模型在1年的性能随时间变化的ROC曲线;

B在GSE98793数据集中,CKAP5、GRB10、TPT1基因的各自预测模型在1年的性能随时间变化的ROC曲线;

C在GSE102349数据集中,CKAP5、GRB10、TPT13个基因以及高风险与低风险患者的预测模型在1年、

2年、3年的性能随时间变化的ROC曲线;D为CKAP5、GRB10、TPT1基因在3个数据集中的表达水平。

图5 预测风险模型在GSE12452、GSE98793和GSE102349这3个数据集中的表现
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注:A为高风险与低风险两组患者的CIBERSORT分析;B为高风险与低风险两组患者的ESTIMATEscore分析;

C为高风险与低风险两组患者的Tumorpurity分析;D为高风险与低风险两组患者的免疫激活检查点exp;

E为高风险与低风险两组患者的免疫激活抑制点exp;F为高风险与低风险两组患者的Xcell分析;

G为高风险与低风险两组患者的ssGSEA;H为免疫细胞浸润与预后基因的关系。
*P<0.05,**P<0.01,* * *P<0.001,* * * *P<0.0001。

图6 高风险与低风险两组免疫细胞浸润的不同特征

2.6 高风险组与低风险组差异分析与功能富集分析

 为了鉴定高风险组与低风险两组患者差异表达的相

关基因,本研究从GSE102349的exp文件与两组风险

患者评分数据进行差异分析。结果显示,共存在9560
个差异表达基因,其中5057个上调基因,4503个下

调基因(见图7A)。为探索差异表达基因的生物学功

能,本研究将存在差异表达的9560个基因进行了

KEGG功能富集分析与 GO 分析,选取与 NPC 和

MDD发生过程中相关的10条信号通路进行气泡图展

示。KEGG功能富集分析结果显示,显著富集的标志

通路为趋化因子信号、结核、NOD受体信号、破骨细胞

分化、自然杀伤细胞介导的细胞毒性、T细胞受体信

号、Th17细胞分化、造血细胞谱系、B细胞受体信号、
利什曼病(见图7B)。GO分析结果显示,显著富集的

标志通路为免疫反应调节信号通路、免疫反应激活信

号通路、白细胞介导免疫、单核细胞分化、淋巴细胞分

化、免疫效应过程调控、白细胞-细胞黏附、免疫反应

调节细胞表面受体信号通路、免疫反应激活细胞表面

受体信号通路、白细胞介导免疫调控(见图7C)。还进

行GSEA,结果显示,显著富集的标志通路为脂类的消

化与参与免疫应答的细胞因子调控(见图7D)。
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注:A为高风险与低风险两组患者数据集中差异表达基因的火山图;B为高风险与低风险两组患者差异

基因的KEGG通路富集分析;C为高风险与低风险两组患者差异基因的GO分析;

D为GSEA显示了高风险与低风险两组患者基因聚类的信号通路。

图7 高风险组与低风险两组差异分析与富集分析

3 讨论

NPC患者放疗预后较好,但普遍存在抑郁等心理

痛苦情况。抑郁症是一种普遍存在的全球性精神疾

病,给患者和社会带来了沉重的经济负担。因此,早期

诊断以及寻找有效的治疗靶点对NPC患者发生抑郁

症的防治具有重要的意义。本研究通过生物信息学分

析方法鉴定出CKAP5、GRB10和TPT1为NPC患者

发生抑郁过程中的关键基因,为NPC患者发生抑郁症

的机制研究及诊断治疗提供新的思路。
本研究在NPC患者数据集中共筛选出7016个

差异表达基因,在 MDD患者数据集中共筛选出1691
个差异表达基因。功能注释和 KEGG通路富集分析

表明,鼻咽癌患者集群中的基因主要参与细胞周期、细
胞周期检查点、细胞周期相变等信号通路。而 MDD
患者集群中的基因主要参与细胞骨架组织、胚胎发育、
脂质生物合成过程等信号通路。一些研究已经描述了

特定基因表达的改变可能影响鼻咽癌的肿瘤行为,包

括增殖能力、受影响细胞的凋亡以及细胞的侵袭和转

移[10-11]。这一结果与肿瘤细胞的侵袭和转移与细胞粘

附异常、内胚层细胞增殖和细胞核分裂的关系是一致

的[12]。此外,肿瘤细胞的增殖和凋亡与有丝分裂细胞

周期缺陷密切相关[13]。最近的研究表明,细胞周期通

路和NF-kB通路基因的单核苷酸多态性可能预测

NPC患者对放疗的临床反应[14]。这些结果与鼻咽癌

的发生发展与细胞周期和功能缺陷密切相关的事实相

一致,这与本研究的富集功能分析结果基本一致。
本研究发现3个基因(CKAP5、GRB10和TPT1)

与NPC患者合并 MDD的形成、发展和进展密切相

关,提示CKAP5、GRB10在 NPC患者发生抑郁症过

程中发挥促进作用,而 TPT1有可能发挥保护作用。

CKAP5是一种微管相关蛋白,肿瘤的生长在一定程度

上取决于有丝分裂事件的增加。有丝分裂的关键步骤

是纺锤体的组装和姐妹染色单体的分离,而微管相关

蛋白作用就是正确分离染色单体,促进肿瘤的生长。
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此外,CKAP5在其他癌症类型中也有过临床预测的报

道,如乳腺癌[15]、非小细胞肺癌[16]、胶质瘤细胞迁移和

增殖等[17]。GRB10是一种生长因子受体结合蛋白,它
已被证明在快速增殖的肿瘤中起促进作用。例如,

GRB10参与前列腺癌的发生[18],在宫颈鳞癌中表达上

调[19]。TPT1为翻译控制肿瘤蛋白-1,据报道,TPT1
具有调节细胞增殖的作用,在包括癌细胞在内的许多

细胞中发挥包括蛋白质合成、降解与自噬在内的细胞

保护作用,还有抗凋亡、抗应激、抗氧化等细胞保护、有
丝分裂等事件中的多种作用[20]。有研究已经报道了

TPT1也可能支持神经元祖细胞的维持以及干细胞的

维持。但TPT1具体在 NPC与 MDD发挥的保护作

用还得经过后续更详细的实验研究确定。这些结果表

明,本研究中的CKAP5、GRB10与TPT1基因的临床

应用潜力巨大,能够预测鼻咽癌患者与抑郁症的早期

诊断。
本研究利用CIBERSORT、ssGSEA、xcell、ESTI-

MATEscore算法对两组风险患者的免疫细胞数据进

行量化。结果均显示两组风险患者与大多数免疫细胞

相关,低风险评分患者免疫浸润更强。而关于两组风

险鼻咽癌患者的治疗研究中[21-22],高风险组患者适合

同步治疗,低风险组患者单独治疗效果不劣于同步放

化疗。在本研究中,低风险组的样本同时具有较高的

免疫评分、较低的肿瘤纯度评分和较高的免疫检查点

抑制剂值。可以合理推测,高风险组患者比低风险组

患者更能从免疫治疗中获益。建立的预后模型可以预

测NPC患者预后不良的风险。对于被分配到高风险

组的鼻咽癌患者,放化疗与免疫治疗相结合将是一个

合适的选择,以尝试更好的结果。本研究对两组风险

患者的富集分析时还发现脂类的消化与参与免疫应答

的细胞因子调控通路的富集,这可能是导致高风险患

者预后不佳的原因。脂质代谢的改变越来越被认为是

癌细胞的标志。癌细胞主要将脂肪酸酯化为磷脂,磷
脂是细胞膜的重要组成部分,因此参与这一过程的蛋

白质可能是癌症治疗的极好化疗靶点。
本研究一个新颖之处是建立了NPC患者与 MDD

相关的风险模型,并取得了良好的 NPC预后准确性。
本研究的模型在高风险与低风险患者1年、2年、3年

的 ROC曲线下面积(AUCS)分别为0.82、0.80和

0.80,具有较高的预测价值,但仍有一些局限性。首

先,NPC患者的生存预后数据例数较少,因此需要更

多和更详细的病例数据来预测1~3年的生存率。其

次,该预测模型需要在未来的多中心、大规模临床试验

中得到验证和修正。最后,本研究缺乏证明预后基因

在NPC患者与 MDD患者细胞系中表达的基础实验,
有待进一步研究。

本研究通过生物信息学分析鉴定了 NPC患者与

MDD患者共同的3个预后能力最强的基因:CKAP5、

GRB10和 TPT1。CKAP5、GRB10在 NPC患者与

MDD患者中共同发挥促进作用,而TPT1有可能发

挥保护作用。这可能是 NPC患者与 MDD患者之间

共同的生物标志物和潜在新治疗靶点。
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【论著与临床报道】

lncRNAAFAP1-AS1与 METTL14对

三阴性乳腺癌患者预后的影响

陈春春,唐经纬,孙岩峰,张浩,乔梦祥,郭伟

(蚌埠医科大学第一附属医院肿瘤外科,安徽 蚌埠 230032)

摘 要:目的 探究三阴性乳腺癌(TNBC)患者甲基转移酶样14(METTL14)、长链非编码(lncRNA)肌动蛋白丝相关蛋

白1-反义RNA1(AFAP1-AS1)表达水平与预后的关系。方法 对2020年3月至2023年3月蚌埠医科大学第一附属医

院肿瘤外科收治的60例TNBC患者进行分析,采用实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检测乳腺癌组织及其癌旁

组织中的lncRNAAFAP1-AS1mRNA、METTL14mRNA表达情况。采用多因素COX回归分析影响TNBC患者预

后的相关因素。绘制Kaplan-Meier曲线分析lncRNAAFAP1-AS1mRNA、METTL14mRNA表达与TNBC患者1年

生存率的关系。结果 较癌旁组织,乳腺癌组织中的lncRNAAFAP1-AS1mRNA表达量更高,而 METTL14mRNA
表达量则更低(P<0.001);多因素COX回归分析显示,肿瘤直径>5cm、TNM 分期Ⅲ期、lncRNAAFAP1-AS1mR-
NA高表达、METTL14mRNA低表达均是TNBC患者1年内死亡的独立危险因素(P<0.05);Kaplan-Meier曲线结果

显示,lncRNAAFAP1-AS1mRNA高表达患者1年生存率为58.06%(18/31),低于lncRNAAFAP1-AS1mRNA低

表达患者的89.66%(26/29)(P<0.05);METTL14mRNA低表达患者1年生存率为45.45%(10/22),低于 MET-
TL14mRNA高表达患者的89.47%(34/38)(P<0.05)。结论 在TNBC患者癌组织中,lncRNAAFAP1-AS1mR-
NA表达显著升高,而 METTL14mRNA则明显下降,且二者异常表达与更短的生存期及更高死亡风险相关,均有望成

为TNBC患者预后评估的潜在生物学指标。
关键词:三阴性乳腺癌;预后;甲基转移酶样14;肌动蛋白丝相关蛋白1-反义RNA1
中图分类号:R737.9   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0301-05
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.017

ImpactoflncRNAAFAP1-AS1andMETTL14onprognosis
ofpatientswithtriple-negativebreastcancer

CHENChunchun,TANGJingwei,SUNYanfeng,ZHANGHao,QIAOMengxiang,GUOWei

(DepartmentofSurgicalOncology,TheFirstAffiliatedHospitalof
BengbuMedicalUniversity,Bengbu230032,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toexploretherelationshipbetweentheexpressionlevelsofmethyltransferase-like
14(METTL14)andlongnon-codingRNA (lncRNA)actinfilamentassociatedprotein1-antisenseRNA1
(AFAP1-AS1)andprognosisinpatientswithtriple-negativebreastcancer(TNBC). Methods Atotalof60
TNBCpatientsadmittedtotheDepartmentofSurgicalOncology,theFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedi-
calUniversityfromMarch2020toMarch2023wereanalyzed.Real-timefluorescencequantitativepolymerase
chainreaction(RT-qPCR)wasusedtodetecttheexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNAandMETTL14
mRNAinbreastcancertissuesandadjacentnon-tumortissues.MultivariateCOXregressionwasusedtoana-
lyzetherelatedfactorsaffectingtheprognosisofTNBCpatients.Kaplan-Meiercurvewasplottedtoanalyze
therelationshipbetweentheexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNAandMETTL14mRNAandthe1-year
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survivalrateofTNBCpatients. Results Comparedwithadjacentnon-tumortissues,breastcancertissues
exhibitedhigherexpressionlevelsoflncRNAAFAP1-AS1mRNAandlowerexpressionlevelsofMETTL14
mRNA(P<0.001).MultivariateCOXregressionanalysisindicatedthattumordiameter>5cm,TNMstage
Ⅲ,highexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNA,andlowexpressionofMETTL14mRNAwereallinde-
pendentriskfactorsfordeathwithin1yearinTNBCpatients(P<0.05).Kaplan-Meiercurveresultsshowed
thatthe1-yearsurvivalrateofpatientswithhighexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNAwas58.06%
(18/31),whichwaslowerthanthatofpatientswithlowexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNA89.66%
(26/29)(P <0.05).The1-yearsurvivalrateofpatientswithlowexpressionofMETTL14mRNA was
45.45% (10/22),whichwaslowerthanthatofpatientswithhighexpressionofMETTL14mRNA89.47%
(34/38)(P <0.05). Conclusion InthecancertissuesofTNBCpatients,theexpressionoflncRNA
AFAP1-AS1mRNAissignificantlyincreased,whiletheexpressionofMETTL14mRNAissignificantlyde-
creased.Theabnormalexpressionofbothisassociatedwithashortersurvivaltimeandahigherriskofdeath,
andbothareexpectedtobecomepotentialbiologicalindicatorsfortheprognosisevaluationofTNBCpatients.
  Keywords: triple-negativebreastcancer;prognosis;methyltransferase-like14;actinfilament-associated

protein1-antisenseRNA1

  三阴性乳腺癌(triplenegativebreastcancer,TN-
BC)是临床较为特殊的一类乳腺癌病理类型,患者病

理检查结果通常显示为,雌激素受体、孕激素受体以及

人表皮生长因子受体-2均呈阴性[1]。乳房内肿块、恶
性钙化、乳头回缩是TNBC患者典型症状表现,且随

病灶增大和转移,还会出现骨痛、病理性骨折、头痛、肝
区不适等伴随症状,严重影响患者生命健康。此外,较
其他病理类型而言,TNBC通常更具侵袭性,且患者生

存率更差。因此,探寻有关TNBC预后更为可靠和精

准的靶点,对于提高 TNBC患者的生存率改善至关重

要[2]。长链非编码(longnon-codingRNA,lncRNA)
肌动蛋白丝相关蛋白1-反义 RNA1(Actinfilament-
associatedprotein1antisenseRNA1,AFAP1-AS1)
位于蛋白质编码基因 AFAP1的反义链上,最早于食

管腺癌和正常组织的测序中发现[3]。近来研究表明

AFAP1-AS1在胃癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤疾病的

癌组织和细胞中均表达上调;并认为与肿瘤细胞迁移

和侵袭行为密切相关[4]。甲基转移酶样14(methyl-
transferaselike14,METTL14)是 N6-甲基腺苷(N6-
methyladenosine,m6A)修饰过程中的重要调控因子。
有研究发现,METTL14在肿瘤恶性程度更高的乳腺

癌患者中表达下调,并在 TNBC病理分型中表达最

低;METTL14可能参与并调控 TNBC的发生及进

展[5]。基于此,本研究分析 TNBC患者 METTL14
mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mRNA表达水平与预

后的关系,以期为临床TNBC诊治及患者预后改善提

供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入2020年3月至2023年3月本

院收治的60例TNBC患者进行分析。纳入标准:①
年龄18岁及以上;②经组织病理学检测确诊为TN-

BC[6];③临床及随访资料完整,诊疗数据详实、可靠;

④此前未接受过内分泌治疗、放化疗等抗肿瘤相关治

疗;⑤依从性良好;⑥自愿参与本研究。排除标准:①
无认知障碍或精神类疾病史;②合并血液或免疫系统

疾病;③合并其他恶性肿瘤疾病者;④Luminal型或

Her-2型等其他类型乳腺癌患者。本研究经院伦理委

员会批准进行(编号:2023第488号)。

1.2 METTL14mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mR-
NA表达检测方法 采用实时荧光定量聚合酶链反应

(RT-qPCR)技术检测乳腺癌及其癌旁正常组织中

METTL14mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mRNA的

表达情况。①标本采集:收集TNBC患者经手术切除

的乳腺癌组织及其对应的癌旁正常组织(距离肿瘤组

织边缘≥5cm,术后病理证实无癌细胞),经液氮速冻

后对应标记,并转移至-80℃冰箱储存备检。②检测

步骤:以 Trizol法(上海源叶生物科技有限公司;货
号:R30506)提取乳腺癌组织及其对应的癌旁组织中

的总RNA,并逆转录生成cDNA(日本TaKaRa公司;
货号:RR036A);收集cDNA用于RT-qPCR检测反应

条件:95℃ 预变性5min,94℃ 变性34s,62℃ 退火

30s,75℃ 延伸32s,总计循环次数40次。每个样品

设置3个重复孔,并进行3次实验。以GAPDH为内

参,每份样本取3次检测中间值,以2-ΔΔCt法计算相对

表达 量。③ METTL14 引 物 序 列 (5′-3′),F 端:

GAGTGTGTTTACGAAAATGGGGT;R端:CCGT
CTGTGCTACGCTTCA。lncRNA AFAP1-AS1 引

物序列(5′-3′),F端:AATGGTGGTAGGAGGGAG-
GA;R端:CACACAGGGGAATGAAGAGG。GAP-
DH 引物序列(5′-3′),F端:GAGTGTGTTTACGAA
AATGGGGT;R端:CCGTCTGTGCTACGCTTCA。
引物合成以及DNA测序服务均由南京金斯瑞生物科
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技有限公司提供。

1.3 预后和资料收集 所有患者出院后均定期接受

门诊复查或电话随访,时间截止至2024年10月或患

者期间出现死亡。依据随访期间是否发生癌因死亡,
将患者分为生存组(n=44)与死亡组(n=16)。收集

可能影响 TNBC患者生存预后的相关资料,包括年

龄、淋巴结转移、肿瘤直径、TNM 分期以及 MET-
TL14mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mRNA表达情

况。

1.4 统计学方法 数据应用SPSS22.0处理分析。

METTL14mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mRNA等

符合正态分布的计量资料均以(췍x±s)表示,组间比较

采用配对t检验;淋巴结转移、TNM 分期等计数资料

均以[n(%)]描述,行χ2 检验;采用COX回归分析影

响TNBC患者预后的相关因素;绘制Kaplan-Meier曲

线 分 析 METTL14 mRNA、lncRNA AFAP1-AS1
mRNA表达与TNBC患者1年生存率的关系。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 TNBC患者乳腺癌组织及其癌旁组织中的ln-
cRNAAFAP1-AS1mRNA、METTL14mRNA表达

情况 与癌旁组织比较,乳腺癌组织中的lncRNA
AFAP1-AS1mRNA表达量更高,而METTL14mR-
NA表达量则更低(P<0.001)。见表1。

表1 TNBC患者乳腺癌组织及其癌旁

组织中的lncRNAAFAP1-AS1mRNA、

METTL14mRNA表达情况 (n=60)

组织
lncRNAAFAP1-

AS1mRNA
METTL14
mRNA

乳腺癌组织 1.58±0.10 0.52±0.05
癌旁组织 1.01±0.04 1.03±0.07
t 40.472 -48.364
P <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.2 影响 TNBC患者预后的单因素分析 随访期

间,60例 TNBC患者的1年生存率为73.33%(44/

60)。以 表 1 中 TNBC 患 者 乳 腺 癌 组 织lncRNA
AFAP1-AS1mRNA、METTL14mRNA相对表达量

的均值1.58及0.52为临界值,分别分为高表达组和

低表达组;单因素分析结果显示,生存组和死亡组在肿

瘤直径、TNM分期、METTL14mRNA以及lncRNA
AFAP1-AS1mRNA表达方面比较,差异有统计学意

义(P<0.05)。见表2。

表2 TNBC患者预后不良的单因素分析

因素 n
生存组

(n=44)

死亡组

(n=16) χ2 P

年龄/岁

 <60 34 24(54.55) 10(62.50) 0.302 0.582
 ≥60 26 20(45.45) 6(37.50)
肿瘤直径/cm
 ≤5 36 32(72.73) 4(25.00) 11.136 0.001
 >5 24 12(27.27) 12(75.00)

TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 35 30(68.18) 5(31.25) 6.584 0.010
 Ⅲ期 25 14(31.82) 11(68.75)
淋巴结转移

 有 24 16(36.36) 8(50.00) 0.909 0.340
 无 36 28(63.64) 8(50.00)

METTL14mRNA
 低表达组 22 10(22.73) 12(75.00) 13.806 <0.001
 高表达组 38 34(77.27) 4(25.00)

lncRNAAFAP1-AS1mRNA
 低表达组 29 26(59.09) 3(18.75) 7.646 0.006
 高表达组 31 18(40.91) 13(81.25)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.3 影响TNBC患者预后的多因素COX回归分析

 以TNBC患者随访期间内是否死亡为因变量,行多

因素COX回归分析。结果显示,肿瘤直径>5cm、

TNM分期Ⅲ期、lncRNAAFAP1-AS1mRNA高表

达、METTL14mRNA低表达均是TNBC患者1年内

死亡的独立危险因素(P<0.05)。见表3。

表3 影响TNBC患者预后的多因素COX回归分析

因素 变量赋值 b SE Waldχ2 HR 95%CI P

临床分期 Ⅰ~Ⅱ期=0,Ⅲ期=1 1.333 0.587 5.162 3.793 1.201~11.977 0.023
肿瘤直径 ≤5cm=0,>5cm=1 1.633 0.594 7.563 5.118 1.599~16.386 0.006
METTL14mRNA 高表达=0,低表达=1 1.399 0.589 5.640 4.051 1.277~12.853 0.018
lncRNAAFAP1-AS1mRNA 低表达=0,高表达=1 1.300 0.650 3.997 3.670 1.026~13.126 0.046

2.4 lncRNAAFAP1-AS1mRNA、METTL14mR-
NA表达与TNBC患者1年生存率的关系 Kaplan-
Meier曲线结果显示,lncRNAAFAP1-AS1mRNA
高表达患者1年生存率为58.06%(18/31),低于ln-

cRNAAFAP1-AS1mRNA 低表达患者的89.66%
(26/29),Log-rank检验,χ2=6.818,P<0.05;MET-
TL14mRNA低表达患者1年生存率为45.45%(10/

22),低于 METTL14mRNA高表达患者的89.47%
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(34/38),Log-rank检验,χ2=15.248,P <0.05。见

图1~图2。

图1 TNBC患者lncRNAAFAP1-AS1mRNA
高表达/低表达Kaplan-Meier曲线分析

图2 TNBC患者 METTL14mRNA高表达/

低表达Kaplan-Meier曲线分析

3 讨论

尽管乳腺癌疾病的筛查和治疗取得了进展,但其

目前仍然是全球女性癌症死亡的主要原因[7]。尤其是

病理分型为TNBC的患者,因具备特殊的生物学行为

和病理特征,而对临床常用的治疗手段不太敏感,故在

临床上预后更差,死亡风险也更高。因此,迫切需要更

好地了解 TNBC的分子基础并探寻和鉴定更多有效

生物学指标,以制定针对TNBC诊治的有效策略。
本研究结果显示,TNBC患者乳腺癌组织中的ln-

cRNAAFAP1-AS1mRNA表达量较癌旁组织更高,
而METTL14mRNA表达量较癌旁组织则更低,提示

lncRNAAFAP1-AS1mRNA及 METTL14mRNA
的异常表达可能与 TNBC的发生及进展密切相关。

lncRNA是一类长度约在200个核苷酸以上的非编码

RNA,尽管lncRNA几乎不参与蛋白的编码过程,但
它们可通过RNA干扰、基因沉默以及DNA去甲基化

等机制参与染色质修饰、转录、翻译以及蛋白质活性等

多种分子生物学过程,进而调控基因的表达[8]。近来

研究表明[9],LncRNA在多种恶性肿瘤疾病的诊治中

表现出较高潜在价值。其中,AFAP1-AS1作为一种

由AFAP1基因反义链编码的lncRNA,被认为与肿瘤

细胞的增殖、凋亡、侵袭等恶性生物学行为密切相关;
且AFAP1-AS1还被发现在包含乳腺癌、宫颈癌等多

种人类癌症细胞中,表达显著上调[10]。研究显示[11],
在 TNBC中,AFAP1-AS1过表达可通过靶向抑制

miR-145表达,上调 MTH1蛋白表达,进而促进乳腺

癌细胞的增殖和侵袭;而 MTH1作为一种核苷酸焦磷

酸酶,其在肿瘤细胞中的高水平表达被证实可减少活

性氧诱导的细胞损伤,并促进肿瘤细胞逃避细胞凋亡。
此外,AFAP1-AS1还被证明可与 miR-2110竞争性结

合,以降低后者对转录因子特异性蛋白1(Specificity
protein1,Sp1)的抑制作用,从而增强乳腺癌细胞的增

殖、转移和侵袭能力并促进体内肿瘤生长[12]。MET-
TL14是一种甲基转移酶,可与去甲基化酶、N6-甲基

腺苷(m6A)结合蛋白等,共同参与和调控 m6A甲基

化的起始及进行过程[13]。其中,以 m6A 为代表的

RNA修饰是转录后表观遗传修饰的重要类型之一,且

m6A甲基化修饰在近来研究中被证明广泛参与了肿

瘤细胞的恶性生物学行为[14]。有研究发现,MET-
TL14表达在患有更高级别肿瘤分期的女性中显著下

调;并且 METTL14通过调节 m6A依赖性初级 miR-
NA的加工,进而抑制癌细胞的生长和转移[15]。同时,
过表达 METTL14还被证实可显著抑制乳腺癌细胞活

力,并阻碍癌细胞的集落形成和迁移[16]。另有研究发

现[17],METTL14可 通 过 促 进 肿 瘤 抑 制 基 因 APC
mRNAm6A修饰过程和水平,以提高APCmRNA的

稳定性并防止其降解。在TNBC中,METTL14的低

表达使得这一过程发生逆转,并最终导致APC蛋白水

平降低以及乳腺癌中 Wnt信号通路异常激活;而 Wnt
通路过度激活被认为可积极调节肿瘤细胞的各种特

性,并诱发肿瘤免疫抑制和免疫逃逸等肿瘤恶性事件

的发生[18]。可见,lncRNAAFAP1-AS1mRNA 与

METTL14mRNA均是TNBC发生及进展过程中的

关键调控因子,在TNBC临床诊治中均具备较高潜在

价值。
此外,本 研 究 多 因 素 回 归 分 析 显 示,lncRNA

AFAP1-AS1mRNA 高表达、METTL14mRNA 低

表达均是影响TNBC患者1年内死亡的独立危险因

素,提 示lncRNA AFAP1-AS1 mRNA、METTL14
mRNA的异常表达还可能与TNBC患者的不良预后

结局有关。分析原因可能是,AFAP1-AS1及 MET-
TL14的异常紊乱促进了TNBC的增殖和侵袭能力,
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并抑制了相关抑癌基因的活性,使得TNBC病情进一

步加剧,增大疾病治疗难度的同时,患者预后复发及死

亡风险也显著上升[19]。且本研究进一步应用Kaplan-
Meier曲线分析不同AFAP1-AS1及 METTL14表达

情况 TNBC患者的1年内预后生存率,结果显示高

lncRNAAFAP1-AS1mRNA 表达和低 METTL14
mRNA表达组的1年内生存率显著更低。另外,多因

素分析还表明,肿瘤直径>5cm、TNM 分期Ⅲ期也均

与TNBC预后1年内死亡相关。分析原因可能是,高
级别临床分期及大肿瘤体积的患者,病情进展及肿瘤

恶化程度更为严重,更易出现局部浸润或合并远处转

移,故预后死亡风险也更高[20]。
综上 所 述,在 TNBC 患 者 癌 组 织 中,lncRNA

AFAP1-AS1mRNA 表达显著升高,而 METTL14
mRNA则明显下降,且二者异常表达与更短的生存期

及更高死亡风险相关,均有望成为TNBC患者预后评

估的潜在生物学指标。但本研究存在样本小、随访时

长短等不足,这可能导致试验数据偏倚,故后续需扩大

试验规模,进一步完善研究设计,以获取更精准结论。
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本文引文格式:唐燕燕,童鑫.炎症调节因子对子宫内膜异位症风险的影响:一项孟德尔

随机化研究[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):306-312.
【论著与临床报道】

炎症调节因子对子宫内膜异位症风险的影响:

一项孟德尔随机化研究

唐燕燕1,童鑫2

(1.江苏省中医院药学部,江苏 南京 210029;

2.南京医科大学附属妇产医院,江苏省南京市妇幼保健院药学部,江苏 南京 210004)

摘 要:目的 基于大规模人群的全基因组关联研究(GWAS),应用孟德尔随机化(MR)方法分析探讨炎症调节因子与

子宫内膜异位症是否存在因果关系。方法 采用GWAS作为双样本孟德尔随机化的基础,以测试41种炎症调节因子

与子宫内膜异位症的因果关系。采用逆方差加权(IVW)、MR-Egger、加权中位数(WM)、简单模型和加权模型进行 MR
分析。以优势比(OR)评估因果关联,采用留一法鉴定单核苷酸多态性(SNPs)、MR-Egger截距测试和 MR-PRESSO全

局检验来检测水平多效性、MR-Steiger检测方向性、CochranQ检测异质性。利用GEO数据库查询与疾病相关的数据

集,进行加权基因共表达网络分析(WGCNA)进行验证。结果 课题组对FinnGen数据库中41种炎症调节因子进行的

双样本 MR分析表明,基因预测的IL-9与子宫内膜异位症的风险呈正因果关系(IVW:OR =1.15,95%CI:1.01~

1.30,P=0.03),基因预测的 MCSF与子宫内膜异位症的风险呈负因果关系(IVW:OR =0.92,95%CI:0.85~0.99,

P=0.024)。此外,留一法敏感性分析结果稳定,MR-Egger截距测试和 MR-PRESSO全局检验无水平多效性,MR-

Steiger检测无反向性,CochranQ检验不存在异质性。通过对 GSE141549数据集中的模块与临床性状关联性分析发

现,MCSF基因在Brown模块与患者子宫内膜样本呈负相关关系,IL-8基因在Purple模块与肠道子宫内膜异位症呈正

相关关系,此结果与孟德尔随机化研究结果一致。结论 IL-9、MCSF等因子与子宫内膜异位症之间存在因果关系,这

些炎症调节因子可能是子宫内膜异位症重要的治疗靶点。

关键词:孟德尔随机化分析;子宫内膜异位症;炎症因子;GWAS数据库
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  Abstract: Objective Toinvestigatewhetherthereisacausalrelationshipbetweeninflammatoryregula-
torsandendometriosisusingMendelianrandomization(MR)methodsbasedongenome-wideassociationstud-
ies(GWAS)oflarge-scalepopulations. Methods GWASwasusedasthebasisfortwo-sampleMendelian
randomizationtotestthecausalrelationshipbetween41inflammatoryregulatorsandendometriosis.MRanaly-
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siswasperformedusinginversevarianceweighted(IVW),MR-Egger,weightedmedian(WM),simplemod-
el,andweightedmodel.Causalassociationswereassessedusingoddsratios(OR).Leave-one-outmethodwas
usedtoidentifysinglenucleotidepolymorphisms(SNPs),MR-EggerintercepttestandMR-PRESSOglobal
testwereusedtodetecthorizontalpleiotropy,MR-Steigertestwasusedfordirectionalitydetection,andCoch-
ranQtestwasusedforheterogeneitydetection.TheGEOdatabasewasusedtoquerydisease-relateddatasets,

andweightedgeneco-expressionnetworkanalysis(WGCNA)wasperformedforverification. Results The
two-sampleMRanalysisof41inflammatoryregulatorsfromtheFinnGendatabaseshowedapositivecausalre-
lationshipbetweengeneticallypredictedIL-9andtheriskofendometriosis(IVW:OR =1.15,95%CI:1.01
to1.30,P=0.03),andanegativecausalrelationshipbetweengeneticallypredictedMCSFandtheriskofen-
dometriosis(IVW:OR =0.92,95%CI:0.85to0.99,P=0.024).Additionally,leave-one-outsensitivitya-
nalysisresultswerestable,andtherewasnohorizontalpleiotropydetectedbyMR-Eggerintercepttestsand
MR-PRESSOglobaltests,noreversedirectionalitywasdetectedbyMR-Steiger,andnoheterogeneitywasde-
tectedbyCochranQtests.Analysisofmodule-clinicaltraitassociationsintheGSE141549datasetrevealedthat
theMCSFgenewasnegativelycorrelatedwithendometrialsamplesintheBrownmodule,andtheIL-8gene
waspositivelycorrelatedwithintestinalendometriosisinthePurplemodule,consistentwiththeresultsofthe
Mendelianrandomizationstudy. Conclusion ThereisacausalrelationshipbetweenfactorssuchasIL-9and
MCSFandendometriosis,andtheseinflammatoryregulatorsmaybeimportanttherapeutictargetsforendome-
triosis.
  Keywords: Mendelianrandomizationanalysis;endometriosis;inflammatoryfactors;GWASdatabase

  流行病学数据显示,子宫内膜异位症在全球育龄

女性中的患病数已达2亿[1]。子宫内膜异位症患者经

常有痛经、性交困难和心理健康问题,对该人群的生活

质量产生了负面影响[2]。据统计,子宫内膜异位症发

病率,亚 洲 人 群 高 于 欧 洲 人 群,占 所 有 女 性 的

15%[3-4]。本病病因复杂、发病机制不明,诊断滞后。
因此,探讨子宫内膜异位症的病因尤为重要[5]。目前

主流观点认为子宫内膜异位症是一种炎症性疾病,而
异位的子宫内膜碎片可能是致病原因。有证据支持正

是慢性炎症促进了子宫内膜异位症的发展[6]。多种生

长因子、前列腺素、趋化因子和炎症调节因子在子宫内

膜异位症的启动、维持和进展中发挥关键作用[7-8]。炎

症调节因子作为控制炎症的小分子蛋白,可能是治疗

女性生殖相关疾病的关键靶点[9]。为了推断暴露和结

果之间的因果关系,孟德尔随机化(MR)是一种有效

的策略,它使用与暴露密切相关的遗传变异作为工具

变量(IVs)。鉴于其强有力的证据基础,MR可以看作

是自然的随机对照试验(RCT)[10]。因此,MR已成为

解决人类生物学和流行病学相关问题的有效方法之

一。在本研究中,MR分析利用了来自芬兰数据库

(FinnGen联盟)的GWAS总结级数据来调查炎症调

节因子和子宫内膜异位症之间的潜在因果关系。

1 材料和方法

1.1 孟德尔随机化的研究设计 通过两样本 MR方

法探究炎症调节因子与子宫内膜异位症间的因果联

系,暴露因素为炎症调节因子,工具变量为单核苷酸多

态性(SNP),结局变量为子宫内膜异位症。与实验研

究相比,MR分析的主要优点是避免了反向因果关系,
减少了其他混杂因素的影响。MR分析中,为了得到

有效的结果,必须满足3个核心假设[11]:①遗传变异

与暴露密切相关;②遗传变异与暴露和结局的混杂因

素无关;③遗传变异不会通过暴露以外的途径影响结

果(见图1)。首先,课题组在本研究中评估了41个炎

症调节因子作为可能的暴露因素[12],使用与这些调节

因子密切相关的SNPs作为工具变量。与此同时,将
子宫内膜异位症作为本研究中的因变量,进行 MR分

析。通过敏感性分析,评估异质性和多效性,以确保本

研究发现的稳健性(见图2)。由于GWAS的炎症调

节因子和子宫内膜异位症的汇总数据均来源已发表的

研究,因 此 不 需 要 进 一 步 的 伦 理 批 准。可 以 通 过

GWAS目 录 服 务(https://www.ebi.ac.uk/gwas/

home)访问完整的GWAS摘要统计信息。

图1 孟德尔研究的3个假设
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图2 孟德尔分析流程图

1.2 数据来源 细胞因子包括生长因子、免疫调节因

子、趋化因子、凋亡因子和炎症调节因子,已知炎症调

节因子与自身免疫和代谢紊乱有关,而且是炎症疾病

的关键中间表型[13]。课题组首先从8293个个体中收

集循环细胞因子的数据,总共包括41个炎症调节因

子:CTACK、βNGF、VEGF、MIF、TRAIL、TNFβ、

TNFα、SDF1α、SCGFβ、SCF、IL-16、RANTES、PDGF-
bb、MIP1β、MIP1α、MIG、MCSF、MCP3、MCP1、IL-
12p70、IP10、IL-18、IL-17、IL-13、IL-10、IL-8、IL-6、

IL1ra、IL-1β、HGF、IL-9、IL-7、IL-5、IL-4、IL2rα、IL-2、

IFN-γ、GROα、GCSF、bFGF、Eotaxin[12]。 基 于

GWAS的汇总数据,课题组选择每个炎症调节因子作

为工具因子。与此同时,为了评估炎症调节因子和子

宫内膜异位症之间的因果关系,课题组进行了两样本

MR分析。FinnGen是芬兰一个大规模的公私合作计

划,旨 在 促 进 人 口 健 康 和 识 别 各 种 疾 病 病 因[14]。

FinnGen数据集拥有高质量的表型和基因型数据,为
本研究提供了坚实的基础。课题组建立了几种子宫内

膜异位症亚表型与风险之间的因果关系,包括卵巢、肠
道、盆腔腹膜、输卵管、子宫、直肠阴道间隔和阴道。课

题组使用R4.3.1中的TwoSampleMR包(v0.5.6)
系统地分析了来自FinnGen队列(https://MRcieu.
github.io/TwoSampleMR/index.html)的子宫内膜

异位症 GWAS汇总水平数据[15]。GWAS的ID 为

“fnn-b-N14_ENDOMETRIOSIS”,均来自国际基因组

学研究所(IEU)OpenGWAS数据库(https://gwas.
MRcieu.ac.uk/)[16]。在 FinnGenGWAS汇总统计

中,有8288例子宫内膜异位症和68969例对照。此

外,从FinnGen队列中获取了各种子宫内膜异位症亚

表型(68969例对照)的总结水平GWAS数据,包括:

子宫(2372例)、卵巢(3231例)、输卵管(116例)、盆
腔腹膜(2953例)、直肠阴道间隔和阴道(1360例)和
肠(177例)。

1.3 工具变量(IVs)的选择 课题组采用以下标准

选择SNPs作为有效的工具变量:①选择与系统性炎

症调节因子(P<5e-06)相关的SNPs,确保它们在10
000kb的总距离(r2<0.001)内是独立的;②与子宫

内膜异位症密切相关的SNPs(P<5e-06)被排除在分

析之外;③从暴露和结果数据集中删除回文SNPs,以
防止等位基因影响炎症调节因子和子宫内膜异位症之

间的关联;④MR-PRESSO检验确定为潜在异常值或

发挥水平多效性的SNPs被排除,并估计矫正后的结

果,以确保分析的稳定性。

1.4 统计学分析 分析采用逆方差加权(IVW)方法

来估计每个SNP的累积因果效应,P <0.05则确定

其差异有统计学意义。同时,采用 MR-Egger检验、加
权中位数检验、简单模式和加权模式作 为 补 充 方

法[17]。此外,课题组进行了留一分析,并使用 MR-
PRESSO分析作为失真检验,以确定 MR分析中潜在

的异常值[18],使用 MR-Steiger方向性检验排除反向

因果关系。

1.5 加权基因共表达网络验证分析 本研究以GEO
(GeneExpressionOmnibus)数据库为基础,以“en-
dometriosis”和“Homosapiens”为关键词进行检索,
下载与子宫内膜异位症相关的表达矩阵。根据如下标

准:①子宫内膜异位症和正常对照的人群样本;②数据

集类型为gene类型;③样本含量≥15,对相关矩阵进

行筛选最终获得GSE141549数据集。利用R软件读

取原始的基因表达数据,并进行基因探针转换、数据归

一化等预处理。利用 R软件的 WGCNA 程序包对

DEGs和 GSE141549数据集分别构建不同样本的重

要基因模块,并筛选出与子宫内膜异位症各种亚型关

联最大的基因模块作为靶标进行后续分析。

2 结果

2.1 炎症调节因子对子宫内膜异位症的因果影响 
结 果 表 明,基 因 预 测 的 巨 噬 细 胞 集 落 刺 激 因 子

(MCSF)与子宫内膜异位症的风险呈负相关的因果关

系(IVW:OR =0.92,95%CI:0.85~0.99,P =
0.024)。此外,研究结果显示,基因预测的白细胞介

素-9(IL-9)与子宫内膜异位症的风险之间存在正相关

的因果 关 系(IVW:OR =1.15,95%CI:1.01~
1.30,P=0.030)。在初步分析中,CochranQ检验或

MR-Egger截距分析均未检测到异质性或水平多效性

(P>0.05),见图3。
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注:A为炎症调节因子与子宫内膜异位症关系的森林图;B为 MCSF与子宫内膜

异位症的因果关系散点图;C为IL-9与子宫内膜异位症的因果关系散点图。

图3 炎症调节因子与子宫内膜异位症因果关系的森林图与散点图

2.2 炎症调节因子对子宫内膜异位症不同亚表型的

因果效应 结果显示了几种炎症调节因子与基因预测

的子 宫 内 膜 异 位 症 亚 表 型 之 间 的 联 系:① MIF、

SDF1α、IL-12p70和IL-8与肠道子宫内膜异位症的风

险呈正相关(IVW:OR =2.18,95%CI:1.08~4.39,

P=0.02;IVW:OR =3.97,95%CI:1.32~11.89,

P=0.01;IVW:OR =1.65,95%CI:1.02~2.64,P
=0.03;IVW:OR =2.75,95%CI:1.00~7.58,P
=0.04);GCSF与肠道子宫内膜异位症的风险呈负相

关(IVW:OR =0.30,95%CI:0.11~0.83,P =
0.02)。②IL-9与盆腔腹膜子宫内膜异位症的风险呈

正相关(IVW:OR =1.22,95%CI:1.00~1.48,P
=0.04)。③SDF1α与直肠阴道隔子宫内膜异位症的

风险呈正相关(IVW:OR =1.71,95%CI:1.04~
2.81,P=0.03);MIG与直肠阴道隔子宫内膜异位症

的风险呈负相关(IVW:OR =0.80,95%CI:0.68~
0.95,P=0.01)。见图4。

图4 炎症调节因子与子宫内膜异位症亚表型关系的森林图

2.3 敏感度分析 CochranQ检验结果显示SNP之

间没有显著的异质性。MR-Egger截距试验表明,水
平多效性并不影响MR分析的结果。MR-PRESSO的

分析结果可以加强阳性结果的稳健性;MR-Steiger方
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向性检验表明,本研究不存在反向性。此外,留一敏感

性分析没有发现任何驱动因果关联信号的单一SNP。

2.4 加权基因共表达网络验证分析

2.4.1 样 本 聚 类 分 析 基 于 WGCNA 方 法,对

GSE141549数据集中331个DEGs进行共表达网络构

建,并基于R语言中的hclust函数对数据集分别进行

聚类分析,未发现存在离群样本。

2.4.2 确定软阈值 对纳入研究的331个DEGs进

行每对基因之间的Pearson相关系数计算,设置拟合

指数R2=0.90,选择合适的软阈值β,使构建的网络满

足无尺度分布假设。结果显示当β为8时,R2=0.90
达到水平,见图5。

2.4.3 网络构建与模块划分 对GSE141549数据集

中331个DEGs进行网络模块构建,以8为软阈值β,
通过计算模块间的差异,构建基因模块树状图,最终得

到27个模块。模块树状图中不同颜色矩形代表不同

的基因模块,树状图的每一条分支对应于各个基因模

块,每一片叶子代表一个基因,见图6A。

2.4.4 识别与临床性状相关的关键模块 对数据集

GSE141549进行模块与表型性状关联分析,计算模块

注:A为Scaleindependence;B为 Meanconnectivity。

图5 不同软阈值下的网络拓扑结构

特征值与某一性状的相关系数,筛选与性状关联度最

高的模块。本研究中最为关注的临床性状为子宫内膜

异位症,通过对GSE141549数据集中的模块与临床性

状关联性分析可以得到图6B,其中 MCSF基因在

Brown模块与患者子宫内膜样本呈负相关关系,IL-8
基因在Purple模块与肠道子宫内膜异位症(DiEIn)呈
正相关关系,此结果与孟德尔随机化研究结果一致。

注:A为模块树状图;B为模块与性状关联性分析。

图6 模块树图与关联图

3 讨论

子宫内膜异位症是一种病因不明的复杂疾病,关
于该病的致病原因有几种理论。根据植入理论,月经

期间子宫内膜组织通过输卵管进入腹腔植入[19]。正
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常月经涉及子宫内膜细胞、中性粒细胞和巨噬细胞之

间的炎症过程[20]。因此,子宫内膜异位症很可能与局

部免疫和炎症过程的改变有关[21-23]。根据课题组的研

究结果,基因预测的IL-9与子宫内膜异位症的风险呈

正因果关系,可见监测诊断为盆腔腹膜子宫内膜异位

症的患者IL-9血浆水平很有必要。然而,子宫内膜异

位症的风险与基因预测的 MCSF呈负因果关系。此

外,MR研究还证实了炎症调节因子与几种子宫内膜

异位症亚表型之间的因果关系:肠道子宫内膜异位症

的风险与 MIF、SDF1α、IL-12p70和IL-8之间存在正

因果关系;GCSF与阴道和直肠阴道隔子宫内膜异位

症的风险呈正相关;GCSF与肠道子宫内膜异位症的

风险呈负因果关系;MIG与阴道和直肠阴道隔子宫内

膜异位症的风险呈负因果关系。然而,还有许多炎症

调节因子显示与子宫内膜异位症的风险没有显著的因

果关系。例如,NGF、VEGF、TNF、IL-6和IL-10的

IVW值均未达到显著性水平。这些结果表明,这些因

素可能在子宫内膜异位症的发生和发展中没有发挥主

要作用,或者它们的作用可能通过其他复杂的途径和

机制来实现。
有研究发现妊娠患者中干细胞相关的促炎免疫介

质和生长因子(如 GCSF、IL-6、IL-9、MCP-1、MCSF、

MIG和SDF-1α)的表达轻度增加。这一观察结果并

不一定表明有活动性炎症,而是提示了一种以增殖活

性增强为特征的促炎表型,这些因素在评估子宫内膜

参数中具有重要作用[24-25]。IL-9、MCSF和 GCSF是

血液生长因子。IL-9由辅助型T细胞2产生,在各种

过敏反应和炎症过程中发挥作用,它们促进b细胞产

生IgE,并有助于肥大细胞的增殖和成熟。IL-8是一

种众所周知的循环和介导全身炎症反应的炎症调节因

子 [26]。IL-8在各种组织中释放以响应损伤和炎症,吸
引中性粒细胞,并促进血管生成。大量研究表明,子宫

内膜异位症与腹膜内的炎性改变有关[27-28]。

MCSF是主要的巨噬细胞生长因子,造血干细胞

被 MCSF 刺 激 发 展 成 巨 噬 细 胞。研 究 结 果 表 明,

MCSF直接影响子宫内膜细胞的增殖及其与腹膜间皮

细胞的附着[29-30]。虽然 MCSF浓度升高与子宫内膜

异位症之间的确切关系尚未确定,但研究结果表明,这
两者之间存在密切关系。细胞因子 GCSF和 MCSF
可能促进子宫内膜的生长和成熟,这也是受精卵成功

着床的必要条件[30-32]。尽管确定了子宫内膜异位症的

几个危险因素,但该病的病理生理学原因至今尚不明

确。因此,子宫内膜异位症的治疗选择仍然存在争

议[33-34]。即使采用了FinnGen队列,也需要独立确认

这些因果关系。本研究也存在一些局限:①由于亚洲

人群数据较少,该研究最终只选用芬兰数据开展分析,

欧洲人群与亚洲人群存在一定差异,无法将结论推广

至其他种族人群;②本研究虽然确定了多种炎症调节

因子与子宫内膜异位症以及亚型之间存在因果关联,
然而考虑到这种疾病的潜在病理生理学原因,还需要

进一步开展相关实验进行验证,以更深入地了解这些

炎症调节因子在子宫内膜异位症发病机制中的分子过

程和功能。
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本文引文格式:夏亚楠,金锐,耿亚,等.1例免疫检查点抑制剂致甲状腺功能减退的个案

报道并文献分析[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):313-318.
【论著与临床报道】

1例免疫检查点抑制剂致甲状腺功能减退的个案报道并文献分析

夏亚楠1,2,金锐1,耿亚2,赵宁1

(1.中国中医科学院西苑医院药学部,北京 100091;

2.漯河医学高等专科学校第二附属医院药学部,河南 漯河 462300)

摘 要:目的 分析免疫检查点抑制剂致甲状腺功能减退引起心肌酶升高的临床特点,为临床安全用药提供参考。方法

 梳理临床药师参与的1例特瑞普利单抗致甲状腺功能减退引起心肌酶升高的治疗过程,并采用计算机检索中国知网、

万方、维普、PubMed、ScienceDirect数据库(截至2024年5月),收集关于免疫检查点抑制剂致甲状腺功能减退症的个案

报道,对纳入病例的临床资料、用药情况、不良反应的临床表现、发生时间、处置及转归等进行统计分析。结果 纳入免

疫检查点抑制剂致甲状腺功能减退的个案报道67篇,共计81例患者,其中男性56例,女性25例;年龄31~85岁,平均

年龄为(62.64±11.18)岁,经对症治疗后,79例患者好转,1例患者未用药,转归情况不明,1例患者死亡。结论 应提高

对临床使用免疫检查点抑制剂时相关不良反应的关注,保证临床用药安全。

关键词:特瑞普利单抗;免疫检查点抑制剂;甲状腺功能减退症;心肌酶;文献分析

中图分类号:R979.5   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0313-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.019

Acasereportofhypothyroidisminducedbyimmune
checkpointinhibitorswithliteratureanalysis

XIAYanan1,2,JINRui1,GENGYa2,ZHAONing1

(1.DepartmentofPharmacy,XiyuanHospitalofChinaAcademyofChineseMedical
Sciences,Beijing100091,China;2.DepartmentofPharmacy,TheSecondAffiliated

HospitalofLuoheMedicalCollege,Luohe462300,Henan,China)

  Abstract: Objective Toanalyzetheclinicalcharacteristicsofmyocardialenzymeelevationinducedbyhy-
pothyroidismcausedbyimmunecheckpointinhibitors(ICIs)andtoprovideareferenceforsafeclinicalmedica-
tion. Methods Thetreatmentprocessofacaseofmyocardialenzymeelevationsecondarytohypothyroidism
causedbyToripalimab,withtheparticipationofclinicalpharmacists,wasreviewed.Computer-basedsearches
wereconductedindatabasesincludingCNKI,Wanfang,VIP,PubMed,andScienceDirect(uptoMay2024)to
collectcasereportsofhypothyroidisminducedbyICIs.Theclinicaldata,medicationsituation,clinicalmani-
festationsofadversereactions,occurrencetime,management,andoutcomesoftheincludedcaseswerestatis-
ticallyanalyzed. Results Atotalof67casereportsofhypothyroidisminducedbyICIswereincluded,invol-
ving81patients.Amongthem,56weremaleand25werefemale,aged31to85years,withameanageof
(62.64±11.18)years.Aftersymptomatictreatment,79patientsshowedimprovement,1patientdidnotre-
ceivemedicationwithanunclearoutcome,and1patientdied. Conclusion Attentionshouldbepaidtothe
relevantadversereactionsduringtheclinicaluseofICIstoensuresafeclinicalmedication.
  Keywords: Toripalimab;immunecheckpointinhibitors;hypothyroidism;myocardialenzymes;litera-

tureanalysis
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  免疫检查点(immunecheckpoint)是一类免疫抑

制性分子,由于其表达于免疫细胞上,故可抑制免疫细

胞功能,使机体无法产生有效的抗肿瘤免疫应答。免

疫检查点抑制剂(immunecheckpointinhibitors,ICIs)
主要通过阻断免疫检查点通路,重新激活T细胞介导

的抗肿瘤免疫,逆转免疫逃逸现象,从而促进肿瘤细胞

死亡[1]。ICIs已成为肿瘤治疗领域最具前景的疗法之

一,但其在抗肿瘤的同时也会产生某些严重的、偏离目

标的免疫和炎症反应,即免疫相关不良反应(immune-
relatedadverseevents,irAEs)。常见的内分泌系统

irAEs是甲状腺毒性,且出现时间较其他毒性较晚,通
常发生在治疗的早期,中位发病时间大多发生在首次

用药后6周左右[2]。目前ICIs致甲状腺功能减退的

案例报道较多,少见ICIs致心肌酶升高的案例报道,
笔者对1例ICIs-特瑞普利单抗治疗腮腺鳞癌致甲状

腺功能减退进而引起心肌酶升高的病例进行分析,并
针对国内已上市ICIs致甲状腺功能减退的个案报道

进行归纳整理,总结分析ICIs致甲状腺功能减退的特

点,以期为临床用药安全提供参考。现报道如下:

1 临床资料

1.1 病例资料 患者男,35岁,身高182cm,体重88
kg,以腮腺鳞癌伴颈部淋巴结转移术后6周为主诉于

2023年11月27日至中国中医科学院西苑医院肿瘤

科就诊。既往体健,无药物、食物过敏史。患者2019
年发现右侧颈部包块,2023年3月因肿物增大于北京

大学第一医院行穿刺活检,病理结果为低分化鳞癌。

2023年7月PET-CT结果提示右颈部及右腮腺多发

软组织灶,颈部Ⅱ区淋巴结代谢增高,考虑转移。2023
年7月于北京大学口腔医院行腮腺穿刺活检,病理示

腮腺鳞癌。2023年7月至2023年9月行3周期新辅

助治疗,方案如下:特瑞普利单抗240mg,西妥昔单抗

1000mg,白蛋白紫杉醇400mg,顺铂70mg。2023
年10月9日行右腮腺肿物切除术与右侧颈部淋巴结

清扫术。术后病理倾向于鳞癌。2023年10月检查甲

状腺功能,结果提示甲状腺功能减退,考虑可能为特瑞

普利单抗的不良反应。给予左甲状腺素钠片,每次

100μg,每日1次口服,患者出院后自行停药。

1.2 治疗经过 入院第1天,完善相关检查指标,结
果示甲状腺功能减退,心肌酶升高,肝酶升高,肌酐升

高,医师予左甲状腺素钠片100μg每日1次口服,予
注射用谷胱甘肽1.8g每日1次静脉滴注,双环醇片

25mg每日3次,金水宝片1.68g每日3次口服。入

院第8天,心肌酶持续升高,超声心动图结果示左室舒

张功能减低。入院第10天,心梗相关检测指标升高,
遂请心血管科医师会诊,考虑为化疗引起的心肌损伤

或甲减性心肌损伤,患者心电图、心脏彩超未见明显异

常,无心慌胸闷等不适,临床医师予辅酶 Q10片10
mg每日3次口服,肌苷注射液600mg每日1次静脉

滴注。入院第14天,肝肾功能、心肌酶相关指标降低,
甲功等指标有改善。入院第23天,心梗指标、肝肾功

能指标正常,心肌酶相关指标中肌酸激酶同工酶和乳

酸脱氢酶指标正常,肌酸激酶和α-羟丁酸脱氢酶稍高

于正常值,患者整体好转,准予出院;出院带药辅酶

Q10片、左甲状腺素钠片,用法用量同前。临床药师嘱

定期复查生化及甲功指标,并电话随访,截至2024年

1月8日,患者心肌酶指标无明显异常。截至2024年

2月27日,甲功7项中只有促甲状腺激素、三碘甲状

腺原氨酸和甲状腺过氧化物酶抗体指标异常。患者规

律服用左甲状腺素钠片中。相关检测结果见表1~表

3。

表1 患者甲功7项指标

检查时间
FT3/

(pmol·L-1)
FT4/

(pmol·L-1)
TSH/

(uIU·mL-1)
T3/

(nmol·L-1)
T4/

(nmol·L-1)
TGAb/

(IU·mL-1)
TPOAb/

(IU·mL-1)
2023年11月27日 0.96 0.50 100.00 0.30 5.40 27.10 600.00
2023年12月10日 3.28 9.83 100.00 0.81 44.10 29.90 600.00
2023年12月18日 4.90 15.50 39.90 1.28 66.70 21.50 600.00
2024年1月3日 4.18 15.00 25.10 1.08 56.70 23.90 600.00
2024年2月27日 4.86 20.40 5.25 1.18 72.80 17.50 529.00

 注:FT3 为血清游离三碘甲状腺原氨酸,FT4 为血清游离甲状腺素,TSH为促甲状腺激素,T3 为血清三碘甲状腺原氨酸,T4 为血

清甲状腺素,TGAb为甲状腺球蛋白抗体,TPOAb为甲状腺过氧化物酶抗体。

表2 患者生化指标

检查时间
ALT/

(U·L-1)
AST/

(U·L-1)
肌酐/

(μmol·L-1)
CK/

(U·L-1)
CK-MB/

(U·L-1)
α-HBDH/

(U·L-1)
LDH/

(U·L-1)
2023年11月27日 58.90 118.00 136.00 2918.10 77.77 399.00 419.67
2023年12月4日 58.00 138.40 120.00 3827.80 104.01 528.00 536.67
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表2(续) 患者生化指标

检查时间
ALT/

(U·L-1)
AST/

(U·L-1)
肌酐/

(μmol·L-1)
CK/

(U·L-1)
CK-MB/

(U·L-1)
α-HBDH/

(U·L-1)
LDH/

(U·L-1)
2023年12月10日 35.00 45.90 105.00 1360.30 28.14 385.00 417.01
2023年12月18日 13.00 19.60 100.00 386.81 13.03 195.00 220.24
2024年1月3日 7.40 14.80 80.00 183.61 9.58 110.00 147.23
2024年1月8日 7.40 12.60 84.00 143.14 10.18 92.00 125.24
2024年2月27日 12.50 12.70 85.00 70.06 8.06 99.00 130.67

 注:AST为丙氨酸氨基转移酶,ALT为天门冬氨酸氨基转移酶,CK为肌酸激酶,CK-MB为肌酸激酶同工酶,α-HBDH为α-羟丁

酸脱氢酶,LDH为乳酸脱氢酶。

表3 患者心梗3项及BNP、D-D指标

检查时间
cTn/

(ng·mL-1)
CK-MB/

(ng·mL-1)
Myo/

(ng·mL-1)
BNP/

(ng·mL-1)
D-D/

(mg·L-1)
2023年11月27日 - - - - 0.59
2023年12月4日 0.020 23.49 181.10 13.70 0.51
2023年12月10日 0.021 11.20 124.00 - 0.44
2023年12月18日 0.013 4.10 55.10 34.30 0.50
2024年1月3日 0.011 1.99 41.00 45.60 0.59
2024年1月8日 0.009 1.43 34.30 44.90 0.35
2024年2月27日 0.010 1.58 27.40 42.50 0.66

 注:cTn为肌钙蛋白,CK-MB为肌酸激酶同工酶,Myo为肌红蛋白,BNP为B型钠尿肽,D-D为D-二聚体。

1.3 案例分析

1.3.1 心肌酶升高与特瑞普利单抗的相关性 研究

表明PD-1抑制剂单药在首次用药第10~24周容易发

生相关内分泌毒性[3]。常见的ICIs致内分泌毒性包

括甲状腺功能异常和急性垂体炎。ICIs相关心肌炎是

一 种 少 见 的irAEs,但 是 病 死 率 高 达 39.7% ~
50%[4-6],位居所有irAEs的第一位。典型心肌炎临床

综合征包括心悸、胸痛、肌痛、呼吸困难、头晕,心肌标

志物如BNP或n-末端proBNP(NT-proBNP)、肌钙蛋

白和肌酸激酶同工酶升高,心电图异常等一系列特

征[7-9]。特瑞普利单抗说明书中明确指出发生甲状腺

功能减退的不良反应发生率>10%,属于十分常见的

不良反应,而心肌炎的发生频率为偶见。患者使用特

瑞普利单抗3个周期后出现甲状腺功能减退症状,继
发心肌酶升高,但心电图、BNP未见异常,综合考虑,
该患者为特瑞普利单抗致甲状腺功能减退后引起心肌

酶升高,可排除特瑞普利单抗引起心肌炎。

1.3.2 甲减治疗药物分析 该患者被诊断甲状腺功

能减退后,给予100μg左甲状腺素钠片口服治疗,但
其出院后自行停药,导致再次入院时甲减症状加重,并
引发肝肾功能异常、心肌酶升高。患者再次服用左甲

状腺素钠片100μg,指南推荐服用左甲状腺素钠片时

应从小剂量开始,逐渐增加至治疗剂量,用药过量或者

剂量增加过快可能引起甲状腺功能亢进症状,临床药

师应注意患者直接服用至治疗剂量的左甲状腺素钠片

时是否有不适,监测可能出现的不良反应。临床药师

根据8项 Morisky用药依从性量表[10]对该患者的用

药依从性进行评价,结果得出该患者的用药依从性较

差,针对该结果临床药师对患者着重进行了用药教育,
以提高其用药依从性,为临床治疗效果奠定基础。

2 文献分析

根据对该病例分析的结果可知,该患者心肌酶升

高为甲状腺功能减退所致。检索国内外有关ICIs致

甲状腺功能减退报道的文献,总结ICIs致甲状腺功能

减退的临床特点,为其防治提供参考。

2.1 资料来源 截止2024年1月,在中国上市18个

ICIs,具体见表4。

表4 国内上市ICIs

序号 药品名称 靶点 序号 药品名称 靶点

1 特瑞普利单抗 PD-1 11 舒格利单抗 PD-L1
2 信迪利单抗 12 恩沃利单抗

3 卡瑞利珠单抗 13 阿得贝利单抗

4 替雷利珠单抗 14 阿替利珠单抗

5 赛帕利单抗 15 度伐利尤单抗

6 派安普利单抗 16 索卡佐利单抗

7 斯鲁利单抗 17 伊匹木单抗 CTLA-4
8 普特利单抗 18 卡度尼利单抗 PD-1/CTLA-4
9 帕博利珠单抗

10 纳武利尤单抗

  这些药物已被证明在治疗晚期肺癌、恶性黑色素
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瘤、泌尿系统肿瘤、胃肠道肿瘤等多种恶性肿瘤中有

效。在中文数据库中国知网、万方医学、维普,以中国

已上市的18个ICIs名称、“甲状腺功能减退”“例”为
检索词;在外文数据库(PubMed、ScienceDirect)中,以
相应的药物名称英文、“hypothyroidism”“case”为检索

词,检索时间从建库至2024年5月,收集ICIs致甲状

腺功能减退的病例报告类文献。

2.2 纳入和排除标准 纳入国内外公开发表的文献

记载相关信息完整的个案报道文献,剔除综述性文献、
重复文献及病例记载不完整的文献。

2.3 方法 对纳入的文献进行整理分析,记录患者的

性别、年龄、主要诊断、用法用量、不良反应甲状腺功能

减退的发生时间、处置与治疗和转归等有效信息。

2.4 结果 共收集到符合标准的文献67篇,涉及病

例81例,筛选典型的临床病例24例[11-34],见表5。

表5 ICIs致甲状腺功能减退的患者情况

序号
药物

名称

性

别

年

龄

用药

原因

每次

用量
发生时间 临床表现 处置及治疗

转

归

参考

文献

1 特瑞普利单抗 男 52 右鼻咽神经内

分泌癌

240mg 首次用药9个月后(7
个用药周期后)

乏力、厌食、交谈反应迟钝、表情淡漠 左甲状腺素钠片50μg/d,好转后

给予治疗

好转 [11]

男 60 右肺腺癌 200mg 首次用药97d(2个用

药周期后)

畏寒、头晕、乏力、眼睑浮肿、体重增加 左甲状腺素钠片100~150μg/d 好转 [12]

男 38 肺癌 240mg 首次用药11个月后 疲劳、怕冷、食欲下降 停药,左甲状腺素25μg/d 好转 [13]

2 纳武利尤单抗 女 70 肺腺癌 140mg 首次用药1个月余(3
个用药周期后)

乏力、腹痛、精神状态差、嗜睡等 未停药,予左甲状腺素钠片25μg/d 好转 [14]

女 78 肠癌 140mg 首次用药4个月 乏力、头晕及皮肤变黄、眼睑浮肿等 停药,左甲状腺素钠片100μg/d 好转 [15]

女 71 黑色素瘤 2mg/kg 首次用药6个月 全身不适 未停药,予左甲状腺素钠片75μg/d 好转 [16]

男 62 肺腺癌 3mg/kg 首 次 用 药 5 个 月 余

(11个用药周期后)

头晕、步态不稳、疲劳、厌食、戒断、周期性

意识模糊、警觉性降低等

停药,予左甲状腺素钠片100μg/d 好转 [17]

男 56 肺癌 180mg 首次用药75d 疲劳、眼睑水肿 左甲状腺素钠片25μg/d 好转 [18]

男 62 肺癌 3mg/kg 首次用药2个

周期后

疲劳、食欲不振 停药,泼尼松龙0.5mg/kg和左甲

状腺素25μg/d

好转 [19]

男 42 黑色素瘤 480mg 首次用药4个月后 全身性关节痛和间歇性失衡发作 暂时停药,甲状腺激素替代治疗 好转 [20]

男 51 肾癌 3mg/kg 首次给药49d 心率和血压降低、虚弱和嗜睡 停药,左甲状腺素钠片50~125μg/d 好转 [21]

男 46 肾癌 不明 首次用药4个月后 未提及 停药,左甲状腺素钠片100~300μg/d 死亡 [22]

3 帕博利珠单抗 女 56 肺癌 200mg 首次给药3个月 乏力,畏寒 未停药,左甲状腺素钠片25~75μg/d 好转 [23]

女 69 乳腺癌 200mg 首次给药2个月 乏力,纳差 停药,左甲状腺素钠片50μg/d 好转 [24]

女 66 食管癌 100mg 首次给药5个月 乏力,厌食,便秘 未停药,左甲状腺素钠片50μg/d 好转 [25]

4 信迪利单抗 男 69 食管癌 200mg 首次给药4个月 乏力纳差 未停药,左甲状腺素钠片75μg/d 好转 [26]

男 55 肾癌 200mg 首次给药1个月 首次给药6个月后出现乏力,体质量

增加,声音嘶哑

未停药,左甲状腺素钠片25~50μg/d 好转 [27]

女 77 肝内胆管癌 200mg 首次给药2个月后 乏力,面部及双下肢水肿 停药,左甲状腺素钠片25~50μg/d 好转 [28]

5 卡瑞利珠单抗 男 63 肺癌 200mg 首次给药3个月 乏力,嗜睡 未停药,左甲状腺素钠片25~50μg/d 好转 [29]

6 替雷利珠单抗 男 49 肝癌 200mg 首次给药4个月 睡眠增加,反应迟钝 停药,左甲状腺素钠片12.5~100μg/d 好转 [30]

男 59 胃癌 200mg/m2 首次给药6个月 虚弱 未停药,左甲状腺素钠片0.05mg/d 好转 [31]

7 度伐利尤单抗 女 65 肾癌 不明 首次给药8周期 疲劳,上肢无力 未停药,甲状腺激素 好转 [32]

8 阿替利珠单抗 男 63 肝癌 1200mg 首次给药19周 未提及 暂停药,左甲状腺素钠片25μg/d 好转 [33]

9 伊匹木单抗 男 64 黑色素瘤 3mg/kg 首次给药2个月 疲劳 未停药,左甲状腺素钠片50μg/d 好转 [34]

2.4.1 患者性别与分布 检索到符合标准的81例病

例报道中男性有56例(占69.14%),女性有25例(占

30.86%),男女比例为2.24∶1,年龄在31~85岁,平

均年龄为(62.64±11.18)岁,其中40岁以上患者占比

最多(占97.53%)。

2.4.2 甲状腺功能减退发生时间 在81例患者中,
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甲状腺功能减退发生时间最短的为首次接受免疫检查

点抑制剂治疗后21d(1个用药周期),最长为首次给药

17个月后。

2.4.3 甲状腺功能减退治疗与转归 在81例患者

中,只有1例患者因无症状未用药治疗,其余80例均采

用左甲状腺素钠片治疗甲状腺功能减退。在报道病例

中,只有1例患者死亡,不排除自身肿瘤进展导致,未
用药患者未提及转归情况,其余患者甲状腺功能减退

症状给予对症治疗后均有好转。

2.5 结论与分析 查阅已上市的ICIs说明书,均易导

致甲状腺功能减退,联合治疗发生甲状腺功能减退的

概率更高。ICIs导致甲状腺功能减退的发生时间不

一,常见的症状有乏力、疲劳等,以甲状腺激素替代治

疗后甲减的症状可有明显改善,甲功也可恢复正常。
本文报道的病例为患者应用ICIs治疗后出现甲状腺功

能减退,但患者未遵医嘱治疗导致甲减加重致心肌酶

升高,提示在临床应用ICIs治疗中,要密切关注患者的

甲功情况,若出现甲减建议积极治疗。指南[3]推荐在

ICIs治疗前进行基线检查;治疗期间,建议每4~6周

复查1次垂体泌乳素,然后根据症状,每12周复查1
次。无症状的甲状腺功能减退无须治疗,每4~6周1
次监测TSH及游离T4,有症状的甲状腺功能减退需

要行甲状腺激素替代疗法。

3 讨论

ICIs最常见的不良反应为甲状腺功能障碍,甲状

腺功能减退又是最常见的ICIs相关甲状腺疾病。目前

对ICIs引起甲状腺功能减退的作用机制研究较少,

ICIs所致相关的内分泌不良反应发生发展的潜在机制

还有待进一步研究。
甲状腺功能减退症是ICIs常见内分泌系统不良反

应,甲状腺功能减退会引起心肌酶升高。目前,文献报

道大多为ICIs引起甲状腺功能减退的病例,暂无ICIs
引起心肌酶升高的报道。本研究报道了1例使用特瑞

普利单抗引起甲状腺功能减退,继而引发心肌酶升高

的病例,提示临床使用ICIs时应关注甲状腺功能减退

等常见内分泌不良反应,同时也要关注甲状腺功能减

退患者的心肌酶水平,若患者出现心肌酶升高,可考虑

是否为甲状腺功能减退所致。
在临床实际工作中,肿瘤科医生和临床药师应密

切协作,加强对患者的用药教育。对于接受新型抗肿

瘤药物治疗的患者,临床医生和临床药师应对患者治

疗的前期、中期和后期应做到全程化评估和密切监测,
以避免严重危及生命的不良反应发生,使患者在抗肿

瘤治疗中得到最大程度的受益。
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中国医疗资源配置研究热点及演进趋势分析

赵龙,黄龙坚

(右江民族医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 通过对我国近20余年医疗资源配置相关研究进行可视化分析,了解当前研究的进展,进而提供理论建

议。方法 以中国知网与万方数据库检索的文献为研究样本,运用CiteSpace软件绘制共现网络与关键词演变等知识图

谱。结果 相关研究发文量呈波动上升趋势;各大高校是研究的中坚力量,作者群之间合作较少,科研机构之间的合作

地域性较强;高频关键词包括“资源配置”“公平性”等,“耦合协调”“动态演进”等是当前研究的热点。结论 未来研究数

量仍会增加,且研究热度不减;作者群之间应加深交流与合作;建议进一步优化协同体系,提升医疗机构的公众满意度,

引导群众合理就医。

关键词:医疗资源配置;知识图谱;可视化分析
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Analysisofresearchhotspotsandevolutiontrends
intheallocationofmedicalresourcesinChina

ZHAOLong,HUANGLongjian

(YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatethecurrentresearchprogressinmedicalresourceallocationinChina
overthepasttwodecadesthroughvisualanalysisandprovidetheoreticalrecommendations. Methods Litera-
tureretrievedfromCNKIandWanfangdatabaseswasusedastheresearchsample,andCiteSpacesoftwarewas
employedtoconstructknowledgemapssuchasco-occurrencenetworksandkeywordevolution. Results The
volumeofrelevantpublicationsshowedafluctuatingupwardtrend;universitieswerethebackboneofthere-
search,withlimitedcollaborationamongauthorgroupsandstrongregionalcollaborationamongresearchinsti-
tutions;high-frequencykeywordsincluded“resourceallocation”“equity”amongothers,whereas“couplingco-
ordination”and“dynamicevolution”werecurrentresearchhotspots. Conclusion Thenumberoffuturestud-
ieswilllikelycontinuetorise,withsustainedresearchhotspots;Deeperexchangesandcollaborationamongau-
thorgroupsshouldbefostered;Itisrecommendedtofurtheroptimizethecoordinationsystem,enhancepublic
satisfactionwithmedicalinstitutions,andguidethepublictoseekappropriatemedicaltreatment.
  Keywords: medicalresourceallocation;knowledgegraph;visualanalysis

  随着社会经济的快速发展和人口老龄化的加剧,
如何实现医疗资源的优化配置、保障全民健康,已成为

政府和学术界亟待解决的问题。在当前政策鼓励与健

康中国战略不断推进的社会背景下,针对医疗资源配

置的研究也不断演变出了丰富的发展脉络。众多学者

通过不同的切入点进行了研究,如:探究不同区域医疗

—913—

第47卷 第2期          右江民族医学院学报           Vol.47No.2
2025年4月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Apr.2025

第一作者:赵龙,在读硕士研究生,研究方向:卫生管理与政策研究,E-mail:1595686489@qq.com
  通讯作者:黄龙坚,教授,硕士研究生导师,研究方向:卫生管理与政策研究,E-mail:huanglongjian@ymun.edu.cn



资源配置的公平性[1-2]与时空变化[3-4];基于不同的事

件背景或理论机制探究配置效率及其影响因素[5-7];探
究不同系统与医疗资源配置的协同发展[8-9]与提升路

径等[10-11]。这些研究不仅丰富了医疗资源配置的理论

体系,也为实际的政策制定和资源配置方案提供了科

学依据。然而,医疗资源配置不仅是卫生部门的问题,
也是社会整体发展、区域协调以及财政收入等多方面

的综合性课题,单从医疗卫生角度出发只会深陷“卫生

看卫生”的思维模式而固步自封。因此,探讨医疗资源

配置问题,关键在于从宏观视角审视医疗的角色和意

义,整合各方资源,关注长远的社会健康和公平发展,
这就需要对研究领域进行整体把握。本研究利用

CiteSpace的可视化功能,通过探究相关文献的时空分

布特征、知识群分布等内容,来揭示新世纪以来我国医

疗资源配置领域的研究热点及其演进趋势,并从多中

心治理的视角进行思考,提供改进方向与理论建议。

1 数据来源与研究方法

1.1 数据来源 以中国知网(CNKI)数据库、万方数

据知识服务平台为数据来源,检索式为:主题=医疗资

源配置,时间跨度限定为:2000年1月1日至2024年

12月1日,限定类型为学术期刊,为保证纳入文献质

量,期刊类型限定为北大核心、中国科学引文数据库

(CSCD)和中文社会科学引文索引(CSSCI)。检索相

关文献,并排除卷首语、征稿启事等非研究型文献,初
步获取1044篇文献。接着将检索获得的文献导入

NoteExpress3.9.0软件进行去重与人工复核,最终

选定491篇 有 效 文 献 作 为 研 究 样 本。最 后 以ref-
works-CiteSpace的格式导入CiteSpace6.3.R1软件

进行分析。

1.2 研究方法 利用CiteSpace6.3.R1软件对文献

进行可视化分析,具体操作设置如下:首先将时间划分

(TimeSlicing)设置为2000年1月至2024年12月,
时间切片(YearsPerSlice)设置为1年;其次节点类型

(NodeTypes)分别选择合作作者(Author)、机构(In-
stitution)和关键词(Keyword);接着采用g-index算

法设定阈值,比例参数k设定为18,阈值设置为Top
N=50,关联强度(Links)选择为Cosine算法,网络裁

剪方 法 (Pruning)选 择 寻 径 网 络 (PathfinderNet-
work),其余参数保持默认。同时多中心治理理论认

为除政府以外的组织或团体都应参与到公共事务治理

中来[12],能够适配于多角度对医疗资源配置问题进行

分析的需求,因此结合多中心治理理论对不同主体进

行分析并提出相应建议。

2 研究结果

2.1 文献发表年份分布情况 发文量可以反映出一

个领域的研究热度与发展情况。结果如图1所示。新

世纪以来近20余年发文量虽呈波动起伏状,但总体上

仍呈上升趋势。纵观研究的时间脉络,大致可分为4
个阶段:①2000—2004年为起步阶段,此时期发文量

多为个位数,整体呈低迷态势;②2005—2008年为发

展阶段,此时期文献数量开始呈现增加趋势;③2009—

2015年为稳定发展阶段,发文数量于2009年达到了

第一次高峰,期间发文量稳定在20篇上下;④2016—

2024年为快速发展阶段,发文数量于2016年达到了

第二次高峰,随后2023年达到第三次研究高峰。

图1 医疗资源配置相关研究的发表情况

2.2 作者合作网络分析 作者间的合作是保证研究

高效产出的关键因素。在图2中,每个节点代表一位

作者,不同颜色代表着不同发文时期,节点越大代表该

作者发文数量越多,节点之间的连线代表作者之间有

合作关系。由下图可知节点数(N)=283,连线数(E)

=233,图谱密度(Density)=0.0058。早期较为活跃
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的作者为张鹭鹭、胡善联等,近年来较为活跃的作者为

李丽清、卢祖洵、罗勇军等。并且从图形分布与连线关

系来看研究多数为机构内部学者的合作,作者群与群

之间的联系较少,分布较为分散。

图2 医疗资源配置相关研究的作者合作网络

2.3 机构网络分析 各大机构的发文情况能反映其

在当前领域的学术水平。491篇文献涵盖了292家科

研机构,包括高等院校、医院与政府部门等主体。其中

华中科技大学发文量最多(21篇),发文量≥5篇机构

分别是华中科技大学(21篇)、国家卫生健康委卫生发

展研究中心(10篇)、重庆医科大学(8篇)、复旦大学(7
篇)、中国人民大学(6篇)、北京大学(6篇)、南京中医

药大学(6篇)、南京医科大学(5篇)。就发文量而言,
各大高校占据绝对优势,具有研究主体地位,是医疗资

源配置领域的研究主力。如图3可知,节点数=292,
连线数=163,图谱密度=0.0038,连线数较少,节点密

度较低,体现出各机构之间合作较少,多为小团体分

布。

图3 医疗资源配置相关研究的机构合作网络

2.4 研究热点可视化分析

2.4.1 关键词共现分析 关键词是对文献研究方向

的高度凝炼,能反映出当前领域的研究热点与发展趋

势。如图4呈现,节点数=293,连线数=335,节点密

度=0.0078,其中中介中心性>0.1的节点为关键节

点[13],表明该关键词为研究领域内的关键枢纽,在网

络结构中占据重要位置。结合图4与关键词共现分析

结果可知(见表1),“资源配置(0.42)”“医疗资源

(0.37)”“医疗机构(0.29)”“公平性(0.24)”“效率

(0.23)”等为中介中心性较高的关键词。这些关键词

在研究样本中占据核心位置,以它们为研究起点,各自

产生了十分广泛的辐射状连线,形成了复杂的结构网

络,包括“动态演进”“耦合协调”“弱势群体”等内容,反
映出相关研究的涵盖面较为广泛,已形成了多方向的

内容体系。

图4 医疗资源配置相关研究的关键词共现图谱

表1 医疗资源配置相关研究前十关键词

序号 频次 中心性 年份 关键词

1 83 0.42 2000 资源配置

2 57 0.37 2001 医疗资源

3 15 0.29 2000 医疗机构

4 59 0.24 2008 公平性

5 24 0.23 2004 效率

6 11 0.23 2005 医疗卫生

7 7 0.19 2009 人力资源

8 30 0.15 2007 基尼系数

9 34 0.13 2000 卫生资源

10 26 0.12 2010 床位

2.4.2 关键词聚类分析 为进一步了解当前领域的

知识体系与研究结构,在关键词共现的基础上进行聚

类图谱分析,关键指标包括模块值(Modularity,Q值)
和平均轮廓值(WeightedMeanSilhouette,S值)。如

果Q值>0.3,则表示各聚类结构是显著性的;而S值

则表示聚类的同质程度,当S值>0.7时,表明聚类的

高效率是令人信服的[14]。本研究中Q值为0.8079,S
值为0.9561,说明该聚类效果显著,结构良好,信度较

高。最终形成#0~#10共11个聚类,具体如图5所

示。在此基础之上结合表1,将各聚类中的相似标识

词进行合并归纳,最终总结出医疗资源配置相关研究

的主要知识群,如表2所示,共形成了4大研究主题,
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分别为:医疗资源配置机制、医疗机构配置效率、医疗

服务均等公平、医疗水平区域协同发展。

2.5 演进趋势分析 对研究样本进行关键词突现呈

现,能够清楚理顺研究的发展历程。结果如图6所示,
可发现:首先,从起始年份来看,“卫生资源”“配置”“医
疗卫生”相关研究起始年份较早,是发展初期的研究热

点;其次,从持续时间来看,“医疗卫生”于2005-2016
年期间一直保持研究热度,时间长达11年,此区间正

值新医改推行时期,符合时代发展的大方向;最后,

2022年是领域关键词突现的爆发期。共产生了“配置

效率”“耦合协调”“集聚度”“动态演进”4个热词,也表

明了当前领域内的热点与研究趋势。
图5 医疗资源配置相关研究的关键词聚类图谱

表2 医疗资源配置相关研究的主要知识群

序号 研究主题 主要聚类标识词

1 医疗资源配置机制 资源配置;优化配置;嵌套模式;消费制约机制;制度设计;分级诊疗

2 医疗机构配置效率 医疗机构;人力资源;床位;县域医疗服务价格;中医医院;医疗服务

3 医疗服务均等公平 基尼系数;公平性;泰尔指数;医疗保障;均衡度;健康乡村

4 医疗水平区域协同发展 聚类分析;协同发展;区域差异;耦合协调;动态演进

  结合相关政策文件来看,自迈入新世纪以来国家

对于医疗资源配置的政策注意力呈现出不断加强的特

点。2000年《关于城镇医药卫生体制改革的指导意

见》提出了加强卫生资源配置宏观管理、转变公立医疗

机构运行机制等目标,政策注意力主要分配在“让群众

享有价格合理、质量优良的医疗服务”之上;2009年

《关于深化医药卫生体制改革的意见》将宏观方向放在

“如何实现人人享有基本医疗卫生服务的目标”之上,
此时政策注意力集中于医疗资源配置的公平性研究

上,研究热点也随即演变到引入多种衡量差距的方法

测算城乡区域差异、资源配置效率与公平性上;而

2015年《关于推进分级诊疗制度建设的指导意见》、

2024年《深化医药卫生体制改革2024年重点工作任

务》等重要文件进一步提出了“合理配置医疗资源、促
进基本医疗卫生服务的公平可及”的目标,相关研究的

关注点也朝着产生的社会效应、探索分级诊疗与区域

协同动态发展等内容进行不断探索。不同时期政策注

意力分配带来的变化在表1中的关键词词频与图6中

的关键词出现时间上也有所体现。从发展历程上可发

现研究的整体方向以解决当时的实际问题为主,与宏

观政策和国家战略保持同步发展。

图6 医疗资源配置相关研究的关键词突现图

3 讨论与建议

3.1 发文量总体呈波动上升趋势,阶段性特征明显 
近20余年期间我国医疗资源配置相关研究的发展经

历了起步阶段、发展阶段、稳定发展阶段与快速发展阶

段,整体呈现数量起伏但持续上涨的趋势;2000-2004
年,此时正处于“旧医改”时期,公费医疗逐渐淡出历史

舞台,医疗机构开始自负盈亏,加之2003年SARS疫

情的蔓延,城乡资源分配不均的问题开始浮现,缺乏有

力的宏观指导使得研究增速缓慢;2005-2008年,“实
现医疗资源优化配置”这一宏观目标的提出,让相关研

究逐渐开始受到重视[15];2009-2015年是研究的转折

点,新一轮医改方案的出台使得国内众多学者围绕医
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疗资源配置问题展开了更为丰富的讨论,相关研究数

量稳定增加;2016-2024年,伴随“十三五”规划的提

出,《“健康中国2030”规划纲要》等政策文件强调了要

改善中国医疗资源布局不合理、基层服务能力薄弱的

现状。随后2020年新冠疫情的暴发更是暴露出了中

国当前医疗资源配置失衡的问题[16],使得研究数量进

一步跃升,如何合理配置医疗资源也成为了我国卫生

领域的核心任务。结合当前国家围绕“健康中国”战略

做出的各项重大部署,可以判断未来我国医疗资源配

置相关研究数量仍会增加,且研究热度不减。

3.2 作者与机构间合作不够紧密 研究领域内作者

群之间互动较少,尚未形成稳定、权威的研究团队。发

文量 ≥3 篇 的 作 者 仅 有 50 名,仅 占 作 者 总 量 的

3.33%,且同一篇文献有多名作者,即同一篇文献会被

归属于不同作者名下,因此实际多发文量的作者理论

上占比应更少,这也体现了当前领域缺乏核心作者,更
缺乏专研固定方向的作者与团队。研究机构之间合作

较少,合作机制匮乏,且呈现出了明显的地域性,各地

高校多选择与当地高校、医院或政府部门进行合作,大
多呈小团体分布,更多机构选择独立发文。综上表明

各机构间的合作不够充分,跨区域的合作有待加强。
建议区域内优势高校与相关机构加强合作,联合主办

学术交流平台,构建学术合作网络,增强相互间的联

系,发挥各自的学术优势,取长补短,缩小信息鸿沟,从
而保证医疗资源配置相关研究的持续发展与进步。

3.3 未来发展趋势研究与判断 结合关键词共现图

谱、聚类图谱等分析,可以发现当前的医疗资源配置研

究呈多元化趋势,但始终围绕效率与公平性展开。从

效率角度来看,研究逐步扩大到区域和全国范围,方法

也从DEA-Malmquist等模型扩展到空间技术与组态

分析,重点分析卫生支出、床位利用率、人口因素等指

标。有学者从动静视角提出,提升医疗资源配置效率

需缩小地区差距,确保资源有效利用[7];也有学者从组

态视角出发,梳理了内外要素对配置效率水平的影响

过程,提出了医疗资源配置效率的提升路径等[11]。为

优化医疗资源配置的格局,针对分级诊疗、DRG付费

模式等的探讨是当前乃至未来研究的热点;从公平性

角度来看,当前研究主要关注城乡差异与区域协调,多
采用洛伦兹曲线、基尼系数等方法,耦合协调度、集聚

度等方法的使用也在逐渐增多。研究内容上主要讨论

卫生人力的配置、城乡间分配、对弱势群体的投入等方

面的时空演变特征。有学者就从时间与空间维度探究

优质医疗资源配置的变化情况,提出应构建系统发展

路径,推进医疗资源扩容与区域均衡布局的建议[4]。
通过利用跨学科的方法与模型,从定量分析到定性路

径的演化,是未来研究的方向。

结合上述,如何在确保城乡医疗资源配置公平均

等的同时,又能照顾到弱势群体与卫生人员的切身利

益,协调好区域之间经济、环境、公共服务等与医疗的

发展是未来亟待解决的难题。医疗资源配置问题错综

复杂,不能简单地将任务归于单个主体,需要社会各层

的共同努力来探寻破局之法。因此基于我国医疗资源

配置研究的现状,结合多中心治理理论,分别从政府机

关、医疗机构和社会群众层面展开探讨并提出相应建

议。
政府机关是医疗资源配置发展方向的指引,对引

导优质医疗资源流向基层起着关键作用。但其作为经

济主体与公共主体,始终面临着财政预算的约束[17]。
公平与效率是相互依赖的,过度关注弱势群体,意味着

需要通过高税收或者政府补贴来支撑卫生支出,这在

短期内会增加社会成本;同样,过度追求效率,意味要

减少对弱势群体医疗资源的重复投入,又会加剧社会

不公平。因此面对当前城乡医疗资源差距过大、区域

医疗水平发展不均等的现状,需要政府与医疗市场和

社会机构协同建立完整的体系,避免“各自为政”带来

的医疗服务供给碎片化。通过推动紧密型、区域性的

协同医疗服务,减少宏观政策、基层医疗、健康预防相

分离的现象[18],从而淡化资源投入不均对整体效率的

影响,进而实现均等化。
医疗机构是医疗资源配置的核心载体,确保医疗

资源高效用之于民是医疗机构的职责所在。如何利用

有限的卫生资源最大限度地提升自身服务质量进而提

高公众满意度是医疗机构贯彻始终的话题。对此应积

极参与医联体建设,促进优势互补、资源共享的医疗服

务网络构建。医疗机构之间应打破行政壁垒,加深城

镇与基层医疗机构的合作,通过专科医生的分级合作

和远程诊疗,让患者能够接受到更专业、更有针对性的

治疗[19];同时要重视人才队伍培养,提高自身基础医

疗水平,避免推诿患者,充分利用基层医院的空闲资

源,改善大医院人满为患的现状,进而提高患者对基层

医疗的信任度和满意度[20]。相较于让患者被动转诊,
通过提升公众满意度使群众主动到基层就医,对实现

分级诊疗的落实更为高效。
社会群众是医疗资源合理配置的受益群体,在寻

求医疗服务的过程中起到主动选择与评判的作用。社

会群众作为医疗资源配置的直接受益者,一方面要明

确普通群众的声音更能代表广大弱势群体的心声这一

原则,重视其需求与反馈意见。可以构建相关服务平

台,收集社会群众的就医满意度与批评建议,也可以通

过意见座谈会、议题咨询等形式让社会群众间接地参

与决策过程,提高群众的参与感;另一方面要进一步推

行家庭医生签约制度,丰富社区健康宣讲的形式[12],
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提升对社会群众普及分级诊疗流程与相关政策措施的

效果,引导其合理就医。通过加强各主体之间的合作,
进而建立适用于中国的特色医疗资源配置体系。
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2020-2022年广西疾病预防控制中心人员流动情况分析

白欣玉1,梁文杰2,李佳颖2,黄倩薇2,张欣梅2,张菲谊2,马贞玉2,陈国湘2

(1.广西医学科学院,广西壮族自治区人民医院,广西 南宁 530021;

2.广西医科大学,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 掌握广西全区疾病预防控制中心人员流入和流出情况,了解广西医学院校培养医学人才就职于区内疾控

中心的现状,以期为未来广西疾控人才队伍建设提供科学的依据。方法 向全区122个疾控中心和19所开设医学专业

的高校发放调查问卷,对广西疾控中心人员流动情况和医学院校毕业生区内就业状况进行统计分析。结果 2020-
2022年全区疾控中心流入人数大于流出人数,但是流入人员的人力综合素质评分低于流出人员,仅有23.33%流出人员

仍留在疾控机构。医学院校方面,高职学历毕业生就业于县级疾控中心占比最大(54.48%);本科学历毕业生就业于市

级疾控中心占比最大(50.35%),硕士和博士毕业生就职于疾控中心的数量较少。在区内疾控中心就业医学生的专业

中,医学技术类占比最大(29.59%),其次是公共卫生与预防医学类(26.56%)。结论 广西疾控中心人才流失状况较为

严峻,地方医学院校毕业生在区内疾控中心就业的高层次人才较少。疾控中心和地方医学院校培养单位应建立长期的

合作机制,为稳定疾控中心人才队伍建设共同努力。

关键词:疾病预防控制中心;人力资源;流动;医学院校

中图分类号:R192   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0325-04
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.021

AnalysisofstaffmobilityinGuangxiCenterforDisease
ControlandPreventionfrom2020to2022

BAIXinyu1,LIANGWenjie2,LIJiaying2,HUANGQianwei2,ZHANGXinmei2,

ZHANGFeiyi2,MAZhenyu2,CHENGuoxiang2

(1.GuangxiAcademyofMedicalSciences,ThePeople’sHospitalof
GuangxiZhuangAutonomousRegion,Nanning530021,Guangxi,China;
2.GuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToassesstheinflowandoutflowofstaffatCenterforDiseaseControlandPreven-
tion(CDC)inGuangxi,andtounderstandthecurrentemploymentsituationofmedicalgraduatesfromlocal
collegesanduniversitiesinregionalCDC,soastoprovideascientificbasisforthefutureconstructionofthe
talentteamofdiseasecontrolinGuangxi. Methods Questionnairesweredistributedto122CDCand19uni-
versitiesofferingmedicalmajorsacrosstheregion,andstatisticalanalyseswereconductedonthestaffmobility
atCDCinGuangxiandtheemploymentstatusofgraduatesfrommedicalcollegesanduniversitieswithinthere-
gion. Results From2020to2022,thenumberofinflowstaffatCDCacrosstheregionexceededthenumber
ofoutflowstaff,andtheoverallhumanresourcequalityscoresofinflowstaffwaslowerthanthatofoutflow
staff,withonly23.33%ofoutflowstaffremainingindiseasecontrolinstitutions.Regardingmedicalcolleges
anduniversities,graduateswithjuniorcollegedegreeshadthelargestproportionofemploymentincounty-level
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CDC(54.48%);graduateswithbachelor’sdegreeshadthelargestproportionofemploymentinmunicipalCDC
(50.35%),whilethenumberofmaster’sanddoctoralgraduatesemployedinCDCwasrelativelysmall.A-
mongthemajorsofmedicalstudentsemployedinCDCwithintheregion,medicaltechnologyaccountedforthe
largestproportion(29.59%),followedbypublichealthandpreventivemedicine(26.56%). Conclusion 
ThebraindrainsituationatCDCinGuangxiisrelativelysevere,withasmallnumberofhigh-leveltalentsfrom
localmedicalcollegesanduniversitiesemployedinCDCwithintheregion.CDCandlocalmedicalcollegesand
universitiesshouldestablishlong-termcooperationmechanismstojointlystriveforthestabilizationofthetal-
entteamatCDC.
  Keywords: CenterforDiseaseControlandPrevention;humanresources;mobility;medicalcollegesand

universities

  疾病预防控制中心(CenterforDiseaseControl
andPrevention,CDC)是政府设置的从事公共卫生服

务的公益性事业单位,通过对疾病、残疾和伤害的预防

控制,创造健康环境,维护社会稳定,保障国家安全,促
进人民健康[1]。在全国各类医疗卫生机构人员流失情

况调查中发现,CDC的人员流失率、转行率等指标均

持续处于高位,且逐渐上升[2],这将可能造成疾控中心

人才梯队建设损失,影响我国公共卫生事业的发展[3]。

CDC的人员配置决定当地公共卫生服务能力和服务

水平,2023年国务院办公厅印发《关于推动疾病预防

控制事业高质量发展的指导意见》[4]提出要加强各地

疾控机构的人才队伍建设。地方医学院校肩负着为地

方培养专业技术人才的重任,关系到地方人群健康和

社会的持续发展[5],地方医学院校培养的医学生对当

地CDC的人才队伍建设至关重要。为了进一步掌握

广西全区CDC人员流入和流出状况,了解广西医学院

校培养医学人才就职于区内CDC的情况开展本次研

究,以期为未来广西CDC人才队伍建设提供科学的依

据。

1 对象与方法

1.1 研究对象 本次调查研究涉及广西全区CDC
122个,其中自治区级1个,市级14个,县(区)级107
个。调查19所开设有医学专业的高校,其中公办高校

13所,民办高校6所。

1.2 资料来源 向全区122个疾控中心发放自制调

查问卷,共回收732份问卷,包括《疾病预防控制中心

人员流入情况调查表》(2020-2022年)366份,《疾病

预防控制中心人员流出情况调查表》(2020-2022年)

366份,回收率100%,合格率为100%。通过问卷调

查广西开设医学专业高校,获得医学类高校毕业生就

业情况。

1.3 研究方法 参考以往研究,人力素质综合评分得

分越高代表综合素质越高,人力素质综合评分(W)=α
×教育程度得分(E)+β×职称得分(T),受教育程度

的权重α为0.71,职称的权重β为0.29[6-8]。受教育

程度标准转化:研究生及以上12分,大学本科9分,大
专6分,中专及以下3分;职称标准化转化:高级15
分,中级10分,初级5分,无职称0分。

2 结果

2.1 广西CDC人才流动基本情况 2020-2022年

全区CDC流入人数1944人,流出人数643人,流入

人员数多于流出人员数。流入和流出人员均为女性、
年轻人(35岁以下)、本科学历、公共卫生与预防医学

类专业、初级及以下职称、有编制、卫生专技岗占比较

大。见表1。根据人力素质综合评分法计算,2020-
2022年流入人员人力素质综合评分为6.89,流出人员

人力素质综合评分为7.53。流入来源主要是应届毕

业生(27.93%),其次是医疗机构(24.38%)和社会招

聘(19.80%)。人才流出去向主要是医疗卫生机构,占

36.39%;其次是疾控机构(23.33%)、公务员和其他事

业单位(21.46%)。如表2所示。

表1 2020-2022年全区CDC人才流动及构成情况

分类
流入人数

(n=1944)
构成

比/%

流出人数

(n=643)
构成

比/%
年份

 2020 535 27.52 211 32.81
 2021 621 31.94 211 32.81
 2022 788 40.53 221 34.37
性别

 男 554 28.50 209 32.50
 女 1390 71.50 434 67.50
年龄/岁

 <25 511 26.29 45 7.00
 25~34 1075 55.30 361 56.14
 35~44 269 13.84 168 26.13
 45~54 73 3.76 59 9.18
 ≥55 16 0.82 10 1.56
学历

 博士 2 0.10 6 0.93
 硕士 71 3.65 50 7.78
 本科 1366 70.27 412 64.07
 大专 470 24.18 159 24.73
 中专及以下 35 1.80 16 2.49
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表1(续) 2020-2022年全区CDC人才流动及构成情况

分类
流入人数

(n=1944)
构成

比/%

流出人数

(n=643)
构成

比/%
专业

 公共卫生与预防医学类 725 37.29 210 32.66
 医学技术类 383 19.70 104 16.17
 护理学类 226 11.63 73 11.35
 临床医学类 175 9.00 91 14.15
 中医学类 15 0.77 5 0.78
 其他 420 21.60 160 24.89
职称

 高级 44 2.26 67 10.42
 中级 236 12.14 110 17.11
 初级 759 39.04 285 44.32
 无职称 905 46.55 181 28.15
是否有编制

 否 506 26.03 265 41.21
 是 1438 73.97 378 58.79
岗位

 卫生专技岗 1618 83.23 541 84.14
 管理岗 127 6.53 52 8.09
 其他专技岗 199 10.24 50 7.78

2.2 广西医学类院校毕业生在区内CDC就业情况 
广西医学院校培养毕业生在区内CDC就业占区内就

业的3.15%(1024/32518),就业层次是本科毕业生

(83.79%,858/1024)占比最大。高职学历毕业生就

业于县级疾控中心占比最大(54.48%,79/145);本科

学历毕业生就业于市级疾控中心占比最大(50.35%,

表2 2020-2022年全区CDC人才流入来源和流出去向

项目 人数 构成比/%

流入来源 1944
 应届毕业生 543 27.93
 医疗卫生机构 474 24.38
 社会招聘 385 19.80
 其他疾控机构 253 13.01
 机关、企业、其他事业单位 134 6.89
 人才引进 68 3.50
 军转 8 0.41
 其他 79 4.06
流出去向 643
 医疗卫生机构 234 36.39
 其他疾控机构 150 23.33
 公务员或其他事业单位 138 21.46
 继续深造 16 2.49
 企业 13 2.02
 其他 22 3.42
 不清楚 70 10.89

432/858),硕士和博士毕业生就职于疾控中心的数量

较少,见表3。广西医学院校培养毕业生在区内CDC
就业专业中,医学技术类(29.59%,303/1024)占比最

大,其次是公共卫生与预防医学类(26.56%,272/1
024),见表4。2020-2022年公共卫生与预防医学就

业人数共计1393人,19.53%就业于区内CDC。

表3 2020-2022年广西医学类院校不同层次毕业生在区内CDC就业情况

年份
高职毕业生

县级 市级 省级 合计

本科毕业生

县级 市级 省级 合计

硕士毕业生

县级 市级 省级 合计

博士

毕业生

2020 23 15 3 41 60 100 50 210 0 3 1 4 0
2021 23 20 1 44 115 157 43 315 0 6 2 8 0
2022 33 22 5 60 84 175 74 333 0 6 1 7 2
合计 79 57 9 145 259 432 167 858 0 15 4 19 2

表4 2020-2022年广西医学类院校

毕业生在区内CDC就业情况

专业
县级

(n=338)

市级

(n=504)

省级

(n=182)

合计

(n=1024)
公共卫生与预防医学 71 190 11 272
医学技术 109 151 43 303
护理学 31 45 26 102
中医学 67 55 55 177
其他 60 63 47 170

3 讨论

人力资源是提升疾病预防控制中心机构服务能力

的关键因素,而年龄、学历和职称是评价人力资源质量

的重要指标[9-10]。以往研究显示,在新冠疫情发生前

全 国 CDC 人 员 的 数 量 下 降,年 均 增 长 率 出 现 负

值[11-12]。本次调查2020-2022年CDC的流入人员数

大于 流 出 人 员 数,与 其 他 新 冠 期 间 的 研 究 结 果 相

似[13]。这主要可能是因为在新冠疫情期间,政府和社

会高度重视公共卫生人才队伍建设的问题,不断扩大

CDC的人才队伍。流入和流出人员均以本科学历、年
龄在35岁以下和有编制的占比最大。这可能是因为

部分年轻人因编制的原因而选择去CDC工作,而受过

高层次教育的年轻人有较高的职业发展目标和收入预

期,在进入CDC工作后因面临工资水平和社会地位较

低,职业发展机会不清晰等原因而辞职[12,14]。另外,本
研究中流入人员人力综合素质评分低于流出人员,与
陈浩等[14]对全国CDC人员流动调查的结果一致。这

提示在未来CDC人才队伍建设中,除了扩大人员队伍

的数量,同时要考虑人员队伍的质量。留住人才和稳

定队伍是CDC发展不容忽视的问题[14]。CDC流出人
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员去向为医疗机构的占比最大,仅有23.33%流出人

员仍留在疾控机构。与以往研究结果相似,这可能是

因为CDC薪酬待遇偏低,留不住人才,导致骨干人才

流失严重[3]。

2020-2022年,广西CDC流入人员以应届毕业

生占比最大,高职学历医学院校毕业生就业于县级的

疾控中心占比最大,本科学历就业于市级占比最大,硕
士和博士毕业生就职数量较少。县级CDC承担最基

础也是最具体的疾病预防控制任务[15],但是医学本科

及以上学历的医学毕业生就业于县级疾控中心的占比

较小,未来应重点加强基层CDC现有人才培训和进行

继续教育[16],不断提高基层机构的人才队伍素质。针

对硕士和博士毕业生就职于CDC数量较少的问题,应
建立高层次、急需紧缺人才待遇保障机制[17],吸引高

层次人才就职,保证队伍的人才储备。公共卫生与预

防医学专业的医学生是从事公共卫生相关工作的主力

军,但是仅19.53%的公共卫生与预防医学专业的医

学生就业于CDC。李佳迪等[18]对357名公共卫生与

预防医学的研究生进行调查发现,接受学校就业指导

工作较充分的研究生在CDC就业意愿越高,就业薪资

期望较高的学生去CDC就业的意愿相对较低。医学

院校作为人才培养的基地,在医学生选择就业方向时

也发挥着关键作用。学校在开展就业指导时,应增加

公共卫生相关专业学生对CDC机构及相关工作的了

解。另一方面,地方政府部门应积极落实《关于推动广

西疾病预防控制事业高质量发展实施方案》文件精神,
按照“两个允许”要求,适当突破现行绩效工资总量调

控水平,结合本地实际和考核结果按一定比例提高疾

控机构绩效工资基准线[17],切实提高和保障CDC人

员的薪酬待遇。
广西CDC人才流失状况较为严峻,地方医学院校

毕业生在区内 CDC就业的高层次人才较少。为了未

来更好的应对突发公共卫生事件和全球卫生挑战,需
要加大公共卫生人才培养力度,优化人才结构[19]。疾

控中心用人单位和医学院校培养单位应建立长期的合

作机制,为稳定CDC人才队伍建设共同努力。本研究

调查时间为新冠疫情流行期间,相关结果的推广有一

定的局限性。
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本文引文格式:黄麟茱,黄衍强.百色市某医院女性生殖道沙眼衣原体、解脲支原体和淋病

奈瑟菌感染的分析[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):329-334.
【论著与临床报道】

百色市某医院女性生殖道沙眼衣原体、解脲

支原体和淋病奈瑟菌感染的分析

黄麟茱1,黄衍强2

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院基础医学院,广西 百色 533000)

摘 要:目的 分析广西百色市就诊及健康体检女性生殖道沙眼衣原体(CT)、解脲支原体(UU)和淋病奈瑟菌(NG)感
染流行情况及感染特征,并为女性生殖道感染防控提供参考依据。方法 在右江民族医学院附属医院收集2021年9月

至2024年9月4181例阴道分泌物标本,用RT-PCR方法检测CT、UU和NG的DNA,分析女性生殖道感染构成和临

床特征。结果 4181例患者中CT、UU和 NG检出率分别为7.87%(329/4181)、53.89%(2253/4181)和1.41%
(59/4181);CT和NG感染主要集中在<25岁前年龄段,UU主要分布集中在<25岁前和25~50岁的年龄段;CT和

UU感染人群主要为妊娠和阴道炎,NG感染主要见于尿道炎患者。结论 本研究育龄妇女CT、NG和 UU检出率较

高,应加强青少年女性性传播疾病防治工作,且感染与妊娠和阴道炎关系较为密切,应加强育龄妇女的生殖健康教育。

关键词:生殖道;沙眼衣原体;解脲支原体;淋病奈瑟菌

中图分类号:R691.3;R446.5   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)02-0329-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.02.022

AnalysisofChlamydiatrachomatis,UreaplasmaurealyticumandNeisseriagonorrhoeae
infectionsinthefemalegenitaltractatahospitalinBaiseCity

HUANGLinzhu1,HUANGYanqiang2

(1.GraduateSchool,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,
Guangxi,China;2.SchoolofBasicMedicalSciences,YoujiangMedical

UniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToanalyzetheepidemiologicalsituationandinfectioncharacteristicsofChlamydia
trachomatis(CT),Ureaplasmaurealyticum (UU),andNeisseriagonorrhoeae(NG)infectionsinthegenital
tractofwomenwhovisitedhospitalsformedicaltreatmentorunderwenthealthcheck-upsinBaiseCity,Guan-
gxi,andtoprovideareferencebasisforthepreventionandcontrolofgenitaltractinfectionsinfemales. 
Methods Atotalof4181vaginalsecretionspecimenswerecollectedfromSeptember2021toSeptember2024
attheAffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities.TheDNAofCT,UU,andNGwas
detectedusingtheRT-PCRmethod,andthecompositionandclinicalcharacteristicsoffemalegenitaltractin-
fectionswereanalyzed. Results Amongthe4181patients,thedetectionratesofCT,UU,andNGwere
7.87% (329/4181),53.89% (2253/4181),and1.41% (59/4181),respectively;CTandNGinfections
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weremainlyconcentratedintheagegroup<25years,whileUUwasmainlydistributedintheagegroups<25
yearsand25to50years.ThepopulationinfectedwithCTandUUwasmainlycomposedofpregnantwomen
andthosewithvaginitis,whereasNGinfectionwasmainlyseeninpatientswithurethritis. Conclusion The
detectionratesofCT,NG,andUUarerelativelyhighamongwomenofchildbearingageinthisstudy.There-
fore,effortsshouldbestrengthenedtopreventandtreatsexuallytransmitteddiseasesinadolescentfemales.
Additionally,sincetheinfectionsarecloselyrelatedtopregnancyandvaginitis,genitalhealtheducationfor
womenofchildbearingageshouldbeenhanced.
  Keywords: genitaltract;Chlamydiatrachomatis;Ureaplasmaurealyticum;Neisseriagonorrhoeae

  生殖道感染是影响生育期女性生殖健康的常见疾

病,性传播及不良卫生行为可引起生殖道多种病原微

生物的感染。沙眼衣原体(Chlamydiatrachomatis,

CT)、淋病奈瑟菌(Neisseriagonorrhoeae,NG)、解脲

支原体(Ureaplasmaurealyticum,UU)是较常见的性

传播疾病的病原体,其单独或者混合感染均可引起不

同程度的女性生殖系统各器官炎症。作为条件致病菌

可在育龄妇女的阴道内广泛存在,在生育年龄妇女身

体抵抗力较低时诱发炎症反应,进而导致早产、死胎、
异位妊娠及流产等不良妊娠结局[1]。病原体核酸检测

具有较高灵敏性和特异性,检测便捷、快速,已广泛用

于呼吸道、宫颈、尿液等标本的病原体检测。本研究对

百色市某医院CT、NG、UU女性生殖道感染进行核酸

检测,了解该地区女性生殖道感染流行及分布特点,分
析相关临床特征,为女性生殖道感染疾病的有效筛查

及防控提供依据。

1 材料与方法

1.1 调查对象 收集2021年9月至2024年9月就

诊于右江民族医学院附属医院,疑是生殖道感染的住

院、门诊及健康查体人群的阴道分必物样本4181例,
最小年龄14岁、最大年龄78岁,使用阴道拭子法收集

标本(将拭子放置于阴道后穹隆10~15s,采集阴道分

泌物,将拭子从阴道中取出并放入病毒培养基中)。同

时收集患者是否妊娠以及诊断其它疾病等临床资料进

行研究分析,所有研究对象均进行CT、UU和NG三

项病原体检测。纳入标准:①患者及家属知情同意;②
所有检测患者均有性生活史;③标本收集处于非月经

期;④标本收集前3日内无阴道冲洗或置药。排除标

准:①有自身免疫性疾病或肝肾功能不全;②意识障碍

或精神疾患者;③检测前两周内使用抗生素治疗者;④
临床资料不全者。

1.2 标本PCR检测 使用实时荧光定量逆转录聚合

酶链反应(RT-PCR)技术对所收集的阴道拭子标本进

行检测,实验设置如下:37℃×2min;94℃×15s→
60℃×60s,循环40次,每次试验均按试剂盒提供的

定量阳性标准品做标准曲线,同时设置阴性、空白对

照;单点荧光检测在60℃反应体系为40μL,荧光通

道选用FAM通道。根据收集的实时荧光曲线和扩增

循环阈值(CycleThreshold,Ct)判定结果,检测样本

低于检测限为阴性;样本检测Ct值≤38,且扩增曲线

呈典型S型为阳性;样本Ct栏显示在38~40之间,需
重复测定,如仍在38~40之间,且扩增曲线呈典型的

S型,则判断为阳性,非典型S型曲线,则判为阴性。

1.3 统计学方法 数据管理使用 MicrosoftExcel
2019进行,包括数据的录入、清理和初步整理。所有

数据均进行了严格的核对,以确保准确性和完整性。
统计分析使用R语言(版本4.4.0)进行,计数资料数

据用百分比(%)表示,计量资料数据以(췍x±s)表示。
对计数资料进行χ2 检验。对小样本或预期频数<5
的分类变量进行fisher精确检验。P<0.05表示差异

有统计学意义。韦恩图使用 VennDiagram 包(版本

1.6.0),其他图形使用ggplot2包(版本3.5.1)绘制。

2 结果

2.1 不同临床诊断病例构成比及CT、NG、UU的检

出率 4181例检测病例中3592例为妊娠或伴有宫

颈炎、宫颈上皮内病变、宫颈癌、阴道炎、盆腔炎等妇科

相关疾病,查体健康183例、尿路感染17例、其他非妇

科疾病389例。CT检出率7.87%(329/4181)、NG
检出率为1.41%(59/4181)、UU检出率为53.89%
(2253/4181),CT 和 UU 双重感染率为10.38%、

CT、UU和NG三重感染率为0.55%。在329例CT
感染中,妊娠占比最高为34.35%(113/329),其次为

阴道炎22.80%(75/329)和盆腔炎11.55%(38/329);
在59例NG感染中,妊娠占27.12%(16/59),其次为

阴道炎18.64%(11/59)和盆腔炎13.56%(8/59);在

2253例UU感染中,妊娠占26.94%(607/2253),其
次为阴道炎23.88%(538/2253)和子宫肌瘤10.87%
(245/2253),3种病原体感染的共同临床特征主要见

于妊娠和阴道炎的病例(见表1和图1)。其中,3种病

原体发生共感染的13例患者中,包括4例妊娠和4例

阴道炎病例;UU感染率最高且主要分布于妊娠和阴

道炎病例(见图2)。
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表1 不同年份的感染与临床特征

特征 合计(n=4181) CT(n=329) NG(n=59) UU(n=2253)

年份

 2021年 291(6.96) 19(5.78) 7(11.86) 162(7.19)
 2022年 917(21.93) 58(17.63) 15(25.42) 451(20.02)
 2023年 2178(52.09) 197(59.88) 27(45.76) 1195(53.04)
 2024年 795(19.01) 55(16.72) 10(16.95) 445(19.75)
年龄/岁 37.84±10.92 32.55±10.50 35.32±11.80 37.06±10.01
诊断结果

 宫颈癌 109(2.61) 5(1.52) 2(3.39) 47(2.09)
 宫颈上皮内病变 8(0.19) 2(0.61) 0(0.00) 4(0.18)
 宫颈炎 153(3.66) 18(5.47) 4(6.78) 86(3.82)
 健康查体 183(4.38) 13(3.95) 1(1.69) 105(4.66)
 流产 94(2.25) 6(1.82) 0(0.00) 39(1.73)
 尿路感染 17(0.41) 0(0.00) 1(1.69) 9(0.40)
 盆腔炎 377(9.02) 38(11.55) 8(13.56) 217(9.63)
 其他 389(9.30) 26(7.90) 6(10.17) 199(8.83)
 妊娠 1133(27.10) 113(34.35) 16(27.12) 607(26.94)
 阴道炎 974(23.30) 75(22.80) 11(18.64) 538(23.88)
 子宫肌瘤 441(10.55) 17(5.17) 5(8.47) 245(10.87)
 子宫内膜癌 35(0.84) 1(0.30) 1(1.69) 8(0.36)
 子宫内膜异位症 20(0.48) 3(0.91) 0(0.00) 13(0.58)
 子宫内膜增生 172(4.11) 10(3.04) 3(5.08) 97(4.31)
 子宫腺肌症 76(1.82) 2(0.61) 1(1.69) 39(1.73)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示,计量资料数据以(췍x±s)表示。

图1 3种病原体阴道共感染情况分布

图2 不同类型患者群体UU体感染情况

2.2 不同年份生殖道感染的情况 2021年、2022年、

2023年和2024年CT的检出阳性率比较差异具有统

计学意义(P <0.05),其中2023年的阳性检出率更

高;NG检出率各年份阳性检出率差异无统计学意义

(P>0.05);UU 阳性检出率差异有统计学意义(P
<0.05),在2022年阳性检出率更低,见表2和图3。

表2 不同年份女性生殖道病原体感染情况

感染

情况

合计

(n=4181)
2021年

(n=291)
2022年

(n=917)
2023年

(n=2178)
2024年

(n=795) χ2 P

CT 8.882 0.031
 - 3852(92.13) 272(93.47) 859(93.68) 1981(90.96) 740(93.08)
 + 329(7.87) 19(6.53) 58(6.32) 197(9.04) 55(6.92)
NG 2.995 0.392
 - 4122(98.59) 284(97.59) 902(98.36) 2151(98.76) 785(98.74)
 + 59(1.41) 7(2.41) 15(1.64) 27(1.24) 10(1.26)
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表2(续) 不同年份女性生殖道病原体感染情况

感染

情况

合计

(n=4181)
2021年

(n=291)
2022年

(n=917)
2023年

(n=2178)
2024年

(n=795) χ2 P

UU 10.777 0.013
 - 1928(46.11) 129(44.33) 466(50.82) 983(45.13) 350(44.03)
 + 2253(53.89) 162(55.67) 451(49.18) 1195(54.87) 445(55.97)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

图3 不同年份女性生殖道病原体感染情况

3.3 不同年龄段病原体感染分布情况 CT和NG在

<25岁年龄段阳性检出率明显高于25~50岁和50岁

以上年龄段人群,差异具有统计学意义(P<0.001),
说明CT和 NG感染主要集中于25岁前年龄段青少

年女性;UU分别在25岁前、25~50岁、50岁以上年

龄段检出率,25岁前和25~50岁年龄段 UU感染率

明显高于50岁以上年龄段女性,差异具有统计学意义

(P<0.001),提示 UU感染女性主要集中于14~50
岁的年龄段,50岁以后年龄段女性感染率明显降低

(见表3和图4)。

表3 不同年龄段病原体生殖道感染情况

感染情况
合计

(n=4181)
<25岁

(n=426)
25~50岁

(n=3177)
50岁~
(n=578) χ2 P

CT 122.952 <0.001
 - 3852(92.13) 336(78.87) 2958(93.11) 558(96.54)
 + 329(7.87) 90(21.13) 219(6.89) 20(3.46)
NG 15.908 <0.001
 - 4122(98.59) 411(96.48) 3142(98.90) 569(98.44)
 + 59(1.41) 15(3.52) 35(1.10) 9(1.56)
UU 31.861 <0.001
 - 1928(46.11) 178(41.78) 1422(44.76) 328(56.75)
 + 2253(53.89) 248(58.22) 1755(55.24) 250(43.25)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

图4 不同年龄段病原体生殖道感染情况

3 讨论

性传播的女性生殖道CT、UU和NG感染为人们

关注的公共卫生问题,由于阴道位于膀胱、尿道和直肠

之间的解剖特点,易受各种病原体的侵入而发生感染,
尤其育龄妇女感染是诱发阴道炎、宫颈炎、盆腔炎等多

种妇科疾病,并可导致女性不孕症和不良的妊娠结局。

CT是一种细胞内寄生的原核细胞型微生物,根据其主

要外膜蛋白分为不同血清型,其中A-C血清型主要引

起眼部感染,而D-K血清型可感染生殖道且多达70%
的女性感染者无症状,感染后易合并多重感染而引起

子宫内膜炎、输卵管炎、盆腔炎等,表现为下腹痛、腰
痛、性交痛、阴道异常出血、分泌物异常等。UU是一

类没有细胞壁、具有高度多形性和自主复制的病原微

生物,女性感染后主要寄居于阴道及宫颈黏膜上皮细

胞表面,引起阴道炎、宫颈炎、盆腔炎和不孕等,而孕妇

感染也可导致流产、胎儿发育迟缓等不良后果。淋病

奈瑟菌是一种致病性强的革兰阴性双球菌,感染率高,
约60%女性淋病无症状或症状轻微,严重感染者表现
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为宫颈炎和阴道流脓,化脓性输卵管炎、盆腔炎,可导

致不孕或宫外孕。吴满武等[2]在不孕不育症与健康夫

妇的生殖道CT、UU和 NG感染的对照研究中发现,
不孕不育组UU感染率明显高于对照组,提示生殖道

UU感染可能与不孕不育的发生密切相关。研究发

现,UU可分泌磷酸脂酶A,进而分解胎膜的花生四烯

酸,诱使子宫平滑肌异常收缩,而CT可促进巨噬细胞

释放溶酶体酶并降解胎膜组织,妊娠期CT、UU的生

殖道感染可引起胎儿早产、发育停滞、胎儿窘迫和新生

儿窒息等不良妊娠结果,对已感染孕妇积极治疗,预防

和改善不良妊娠结局[3-4]。
国内报道女性生殖道CT、UU和NG感染率存在

较大差异,据李瑞等[5]统计分析,我国广东CT感染率

为9.89/1000,人口密度高、人口流动性大的区域感染

率越高。浙江台州地区女性CT、UU和NG感染率分

别为6.40%、63.61%和2.36%,青壮年阳性检出率较

高,随着年龄增加CT检出率逐渐降低,CT感染人群

主要集中在16~24岁年龄段,是人群筛查的重点,进
行青少年早期教育和系统筛查很有必要[6]。许志定

等[7]对广东罗定地区检测,结果为 CT10.2%、UU
41.7%、NG4.8%,CT感染无季节性,而 UU感染以

冬季最高,NG感染以秋季最高,有明显季节性。
本研究通过对本院4181例疑似生殖道感染就诊

和体检女性进行阴道分泌物CT、UU和NG实时荧光

PCR核酸检测,结果发现 UU 检出率最高,其次为

CT,NG最低,这与彭契六等[8]对广西南宁地区的感染

研究结果较为接近。这可能与女性生殖道缺乏胆固醇

和尿素,UU更易于感染和复制,且女性感染者大多无

明显症状,易于造成感染持续和反复感染。进一步分

析发现,CT和UU在阴道炎和妊娠病例检出率最高,
这可能与生育期性生活频繁,感染机会大有关,妊娠期

女性由于激素的变化、生殖道分必物增多而局部免疫

机能下降,有利于病原体生长繁殖。这提示对有阴道

分泌物增多或异常以及妊娠的女性是临床重点筛查的

人群,做到早发现、早诊断和及早干预治疗。NG则在

尿道炎患者检测率最高,可能与女性阴道与尿道口邻

近的解剖特点有关,提示临床医生对于以尿路感染为

主要症状就诊的女性,应同时进行阴道分泌物 NG的

检测,以免生殖道淋球菌感染患者漏诊。
对不同年龄段人群的感染情况分析显示,CT、UU

和NG检出率最高的均为25岁前年龄段,提示青少年

性行为趋于低龄化,缺乏性病防治知识和自我保护意

识,应加强对青少年健康知识的宣传教育。CT、UU
和NG多分布在14~24岁,该年龄段人群处于性活跃

期、流动性大,为性传播疾病的易感者,也是性传播疾

病防治的重点人群。UU感染在25~50岁年龄段略

低于14~24岁年龄段,50岁以后检出率明显下降,说
明相对于CT和 NG,UU感染的年龄段更宽泛,这可

能与UU能够分解尿素产氨的生物学特性及其自身降

解的产物可使感染局部微环境pH 值升高,从而促进

生长和繁殖有关;另一方面,UU对多种抗生素存在耐

药导致感染持续或反复感染有关[9],提示临床医生对

UU感染患者治疗药物选择和治疗后复查核酸检测的

必要性。
本研究结果发现,在所有检测标本中CT和 UU

二重感染244例,三重感染13例。二重感染或三重感

染对患者的危害比单一感染更严重,是患者临床治疗

不彻底,反复发作的原因之一,应将其作为性传播疾病

防治的重点人群。由于女生殖道CT、UU和NG感染

的患者临床表现轻微或无症状,多个性伴侣和性卫生

缺失是多重感染的风险,应加强青少年个人卫生和性

健康教育。临床上,对混合感染或反复感染的病例应

加强筛查和选择不同的治疗方案[10]。本研究结果显

示,CT在2023年的检出率高,UU在2022年检出率

低,而NG检出各年份差异无统计学意义,呈现稳定低

感染流行特点,文献显示,国内 NG检出率0.9%~
2.2%之间[11-12],可能与NG在女性生殖道感染多无明

显症状且易于发生耐药而持续存在的结果。国内文献

报道,CT和NG感染无明显季节性[13],而春夏季 UU
检出率明显高于秋冬季[14]。本文检测对象地处亚热

带,春夏季高温持续时间长,冬季低温时间短,地区间

存在季节差异大的特点,且本组收集从2021年9月至

2024年9月的检测病例,结果可能存在一定的差异。
综上所述,CT、UU和 NG三者均以青年女性感

染为主要人群,应加强各年龄段的性卫生健康教育,临
床医生在诊断女性生殖系统疾病时,应同时检测这3
种病原体,尤其是对无症状携带者和妊娠妇女的筛查。
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本文引文格式:田昱晨,谢良玉,马润泽,等.基于数据挖掘的中医药治疗异位妊娠的

用药规律研究[J].右江民族医学院学报,2025,47(3):335-340.
【中医药现代研究】

基于数据挖掘的中医药治疗异位妊娠的用药规律研究

田昱晨,谢良玉,马润泽,毕是昊,师彬

(山东第一医科大学附属颈肩腰腿痛医院中医骨伤科,山东 济南 250117)

摘 要:目的 基于数据挖掘技术分析中医药治疗异位妊娠的用药规律,为提高疗效和新药研发提供理论依据。方法 
收集中国知网(CNKI)数据库、万方(Wanfang)数据库、维普(VIP)数据库和中国生物医学文献数据库(CBM)中治疗异位

妊娠的文献,建立方剂数据库,使用 MicrosoftExcel2016、IBMSPSSModeler和IBMSPSSStatistics对数据进行统计分

析。分析内容包括四气五味、归经分布、频次统计、药物组方规律、药物间关联度及核心药物组合。结果 共收集52篇

文献,涉及95种中药,使用频次502次。高频药物(频次前五):赤芍、桃仁、莪术、丹参、三棱。药物性质偏寒(38.45%),

苦味(43.35%)较为常见。药物归经以肝经(38.04%)为主,药物类型主要为活血化瘀药(48.41%)。聚类分析得到3个

新方:A1:莪术、三棱、赤芍、丹参、桃仁、天花粉、蜈蚣、乳香、没药、延胡索、水蛭、红花,即宫外孕二号方加减;A2:三七、益
母草、川芎、当归、牛膝、香附,即身痛逐淤汤加减;A3:甘草、蒲黄、大血藤、五灵脂、紫草,即失笑散加减。药物关联规则

分析发现,赤芍-桃仁、赤芍-丹参、莪术-三棱为强关联药对。结论 中药治疗异位妊娠以“恶血归肝”为指导,治疗重

在疏肝行血。研究为异位妊娠的中医治疗提供了药物选择和用药结构的理论支持,并为进一步的临床应用和药物研发

提供了重要参考。

关键词:异位妊娠;数据挖掘;用药规律;中医药

中图分类号:R271   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2025)03-0335-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2025.03.023

ResearchonmedicationrulesoftraditionalChinesemedicinein
thetreatmentofectopicpregnancybasedondatamining

TIANYuchen,XIELiangyu,MARunze,BIShihao,SHIBin

(DepartmentofOrthopedics,ShandongFirstMedicalUniversityNeck-Shoulder
andLumbocruralPazinHospital,Jinan250117,Shandong,China)

  Abstract: Objective ToanalyzethemedicationrulesoftraditionalChinesemedicine(TCM)inthetreat-
mentofectopicpregnancybasedondataminingtechnology,providingatheoreticalbasisforimprovingefficacy
andnewdrugdevelopment. Methods Literatureonthetreatmentofectopicpregnancywascollectedfrom
theChinaNationalKnowledgeInfrastructure(CNKI),Wanfang,VIP,andChinaBiomedicalMedicine(CBM)
databasestoestablishaprescriptiondatabase.StatisticalanalyseswereperformedusingMicrosoftExcel2016,
IBMSPSSModeler,andIBMSPSSStatistics,includingfourpropertiesandfiveflavorsofmedicines,distribu-
tionofmeridiantropism,frequencystatistics,medicationcombinationrules,drug-drugassociations,andcore
drugcombinations. Results Atotalof52piecesofliteraturewerecollected,involving95typesoftraditional
Chinesemedicineswithausagefrequencyof502times.High-frequencydrugs(topfive):radixpaeoniaerubra,
semenpersicae,rhizomacurcumae,radixsalviaemiltiorrhizae,rhizomasparganii.Themedicinalproperties
werepredominantlycold(38.45%),andbitterflavor(43.35%)wascommon.Themeridiantropism was
mainlythelivermeridian(38.04%),andtheprimarydrugtypewasblood-activatingandstasis-resolvinga-
gents(48.41%).Clusteranalysisyieldedthreenewformulas:A1:rhizomacurcumae,rhizomasparganii,ra-
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dixpaeoniaerubra,radixsalviaemiltiorrhizae,semenpersicae,trichosanthesroot,scolopendra,olibanum,
myrrha,corydalisyanhusuo,hirudo,andcarthamustinctorius(modifiedversionofectopicpregnancyNo.2de-
coction);A2:panaxnotoginseng,herbaleonuri,ligusticumchuanxiong,angelicasinensis,achyranthesbiden-
tata,andcyperusrotundus(modifiedversionofShentongZhuyudecoction);A3:glycyrrhiza,pollentyphae,
sargentodoxacuneata,trogopterusdung,andlithospermum(modifiedversionofShixiaopowder).Drugasso-
ciationruleanalysisrevealedstrongassociationsbetweenradixpaeoniaerubra-semenpersicae,radixpaeoniae
rubra-radixsalviaemiltiorrhizae,andrhizomacurcumae-rhizomasparganii. Conclusion TCMtreatmentfor
ectopicpregnancyisguidedbythetheorythat“pathogenicbloodreturnstotheliver”,withafocusonsoothing
theliverandpromotingbloodcirculation.Thisstudyprovidestheoreticalsupportforherbselectionandmedi-
cationstructureinTCMtreatmentofectopicpregnancy,offeringimportantreferencesforfurtherclinicalappli-
cationsanddrugdevelopment.
  Keywords: ectopicpregnancy;datamining;medicationrules;traditionalChinesemedicine

  异位妊娠(ectopicpregnancy,EP)是指受精卵在

子宫体腔以外着床,习称宫外孕,是妇产科常见的急腹

症之一。中医学古籍未直接记载“异位妊娠”,该病症

状散见于“妊娠腹痛”(下腹痛、阴道流血)、“经漏”(非
经期阴道不规则出血伴腹痛、包块)和“癥瘕”(腹部包

块或肿块伴腹痛、流血)等病证中。异位妊娠包括输卵

管妊娠、卵巢妊娠、腹腔妊娠、阔韧带妊娠、宫颈妊娠以

及子宫残角妊娠[1]。中医认为气滞血瘀及气虚血瘀是

其主要发病原因,先天肾气不足或后天脾气亏虚加之

少腹素有瘀滞,冲任不畅,孕卵未在胞宫内着床导致异

位妊娠发生[2]。本研究基于数据挖掘技术,通过收集、
整理、分析现代期刊文献中治疗异位妊娠的方剂,总结

中药治疗异位妊娠的用药规律,可为提高中医药治疗

异位妊娠的临床应用提供参考依据。

1 资料与方法

1.1 资料来源 以“异位妊娠”“输卵管妊娠”“中医”
“中药”中文为检索词,检索自建库至2021年9月中国

知网(CNKI)、万方(Wanfang)、维普(VIP)、中国生物

医学文献服务系统 (CBM)中所有有关中医药治疗EP
的核心刊物文献,共计检索出2196篇文献,去重后剩

余1247篇,阅读题目和摘要后纳入52篇,见图1。

1.2 纳入标准 ①所有中药组方治疗EP的临床试

验类文章,研究类型为随机对照试验、临床观察性文献

等;②符合EP的诊断标准[3];③有明确中药药物组

成,临床治疗有效。

1.3 排除标准 ①药理研究、文献综述、动物实验、个
案报道及经验总结类文献;②治疗组合并使用西医治

疗、中药注射液、中成药及中医非药物疗法者;③药物

组成不完整或处方无具体剂量的文献;④重复发表的

文献;⑤无法获得原文的文献;⑥诊断标准不符合、随
机对照例数<30的小样本研究[4]。

1.4 筛选结果 共纳入52篇文献,依据上述标准整

理得出符合研究条件的52首方剂,记作52条数据记

录。

图1 文献筛选流程图

1.5 中药名称的规范 中药名的规范遵循“十三五”
《中药学》教材以确保名称准确一致,原则:①统一别称

及炮制药物名称,如“白茯苓”为“茯苓”;②区分功效差

异大的药物,如“白芍”与“赤芍”;③简化药性药味分别

为寒热温凉平、酸苦甘辛咸淡涩;④未归类的功效按记

录分类;⑤仅统计基本方药物[5]。

1.6 数据统计与分析 双人录入并相互核查Excel
数据,确保准确可靠。频数分析中药频次、性味归经及

功效,归纳EP用药特点。采用IBMSPSSModeler
18.0中 Apriori算法挖掘药物组合,设定支持度≥
10%、置信度≥80%、前项数≤2。采用IBM SPSS
Statistics29.0.1.0系统聚类分析高频中药并得出组

方规律[6]。

2 结果

2.1 中药频次、剂量、性味、归经分析
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2.1.1 中药频次 52张处方含95味中药,累计用

502次。其中,11味药≥10次,共269次,赤芍最高达

40次,见表1。
表1 高频中药

中药名称 使用频次 中药名称 使用频次

赤芍 40 蜈蚣 21
桃仁 38 当归 13
莪术 33 红花 13
丹参 32 没药 13
三棱 31 乳香 13
天花粉 22

2.1.2 中药性味 52首处方中中药材性味分布规

律,见表2。药味总计819次,主要为苦味最高,其次

为辛味,见表3。

表2 中药药性统计表

药性 使用频次 频次百分比/%

寒 193 38.45
平 154 30.68
温 147 29.28
凉 5 1.00
热 3 0.60

表3 中药药味统计表

药味 使用频次 频次百分比/%

苦 355 43.35
辛 215 26.25
甘 173 21.12
咸 45 5.49
酸 20 2.44
涩 7 0.85
淡 4 0.49

2.1.3 中药归经 52首处方中药归经总计1125次,
见表4。

表4 中药归经统计表

中药

归经

使用

频次

频次百

分比/%

中药

归经

使用

频次

频次百

分比/%
肝 428 38.04 肾 49 4.36
心 185 16.44 心包 29 2.58
脾 168 14.93 膀胱 19 1.69
胃 85 7.56 胆 17 1.51
肺 65 5.78 小肠 10 0.89
大肠 60 5.33 三焦 10 0.89

2.1.4 中药药物种类 52首处方共涉及中药种类16
种,其中≥30次者有3种,见表5。

表5 中药种类统计表

中药

种类

使用

频次

频次百

分比/%

中药

种类

使用

频次

频次百

分比/%
活血化瘀药 243 48.41 泻下药 6 1.20
清热药 120 23.90 收涩药 5 1.00
补虚药 35 6.97 解表药 5 1.00
平肝息风药 26 5.18 消食药 3 0.60
止血药 19 3.78 温里药 3 0.60
理气药 17 3.39 化痰止咳平喘药 3 0.60
利水渗湿药 8 1.59 化湿药 2 0.40
祛风湿药 6 1.20 安神药 1 0.20

2.2 中药关联规则分析 利用IBMSPSSModeler
18.0构建药物关联网络图(见图2),弱链接上限为

10,强链接下线为20,实线条粗细反映药物对相关性

强度,虚线条表示较弱关联。分析图2,可识别赤芍-
桃仁、赤芍-丹参、莪术-三棱等强关联药对。在

IBMSPSSModeler18.0软件实现Apriori算法分析

20味中药关联,设置最小支持度为10,最小规则置信

度为80,最大前项数为2。置信度显示药物共现概率,
如桃仁与赤芍共现置信度85.00%。支持度表明药物

组合出现频率,如桃仁-赤芍组合支持度76.92%。
高支持度、高置信度药对有桃仁-赤芍、赤芍-桃仁、
三棱-莪术,结果见表6。

图2 中药关联规则分析图

2.3 聚类分析 为探究≥5次使用频次的26味中药

的内在联系和核心组合,采用系统聚类法分析,最小聚

类数2,最大聚类数12,使用组间链接的方法,设置杰

卡德二元测量,结果见图3。图3显示,群集数设为23
~24时,可划分出3个新的中药处方,A1:莪术、三棱、
赤芍、丹参、桃仁、天花粉、蜈蚣、乳香、没药、延胡索、水
蛭、红花,即宫外孕二号方加减;A2:三七、益母草、川
芎、当归、牛膝、香附,即身痛逐淤汤加减;A3:甘草、蒲
黄、大血藤、五灵脂、紫草,即失笑散加减。当群集数为

15时,得到莪术-三棱-赤芍-桃仁-丹参、蜈蚣-
天花粉、乳香-没药3个常用药对。
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表6 治疗异位妊娠的中药关联规则分析(支持度≥50%,置信度≥80%)

后项 前项
支持度

百分比/%

置信度

百分比/%
增益 后项 前项

支持度

百分比/%

置信度

百分比/%
增益

桃仁 赤芍 76.92 85.00 1.16 桃仁 三棱和莪术 59.62 80.65 1.10
赤芍 桃仁 73.08 89.47 1.16 赤芍 三棱和莪术 59.62 80.65 1.05
三棱 莪术 63.46 93.94 1.58 桃仁 丹参和赤芍 53.85 89.29 1.22
赤芍 莪术 63.46 81.82 1.06 三棱 莪术和赤芍 51.92 92.59 1.55
赤芍 丹参 61.54 87.50 1.14 桃仁 莪术和赤芍 51.92 85.19 1.17
桃仁 丹参 61.54 81.25 1.11 赤芍 丹参和桃仁 50.00 96.15 1.25
莪术 三棱 59.62 100.00 1.58 三棱 莪术和桃仁 50.00 96.15 1.61
桃仁 三棱 59.62 80.65 1.10 赤芍 莪术和桃仁 50.00 88.46 1.15
赤芍 三棱 59.62 80.65 1.05

图3 中药聚类群

3 讨论

异位妊娠是育龄女性的常见急腹症,严重威胁患

者的生命安全[7]。近年来,随着我国微创技术的不断

提高,EP的临床救治取得长足进展,但仍会对患者的

生命安全和日后生育健康水平造成不良影响。近年发

病率不断上升[8]。中医认为异位妊娠的基本病机是气

滞血瘀或气虚血瘀,其病机是少腹血瘀。输卵管妊娠

未破损期,孕卵阻滞胞络气血,留结成瘀,日久成癥,是
为胎元阻络、胎瘀阻滞;若脉络破损,血液离经妄行,血
亏气脱则致厥脱[2]。

3.1 用药规律

3.1.1 急则治标,以通为用 数据挖掘显示,治疗异

位妊娠主用活血调经药以针对少腹血瘀。桃仁、赤芍、
丹参、莪术、三棱常用于活血化瘀、散结消癥。

3.1.2 防微杜渐,止血清热 《诸病源候论》提到“漏
血尽,则人毙也[9]”伴随着阴道流血,气血亏虚加剧,固
摄无力,胚元易裂。《景岳全书·血证》提到“血本阴

精,不宜动也,而动则为病……盖动者多由于火,火盛

则逼血妄行[10]”出血当先止血,但瘀血已生,需凉血以

宁血。凉血多用牡丹皮、紫草、赤芍等,配合蒲黄等止

血药,使恶血不生,稳定病势。

3.1.3 辛散苦降,理气行血 “坚者削之,客者除之

……结者散之,留者攻之[11]”,辛味药物能散、能行、能
通、能化,临床应用其治疗异位妊娠大抵与其散湿浊、
行气血、通经络、化瘀滞等作用相关。《黄帝内经》提出

“大积大聚,其可犯也,衰其大半而止,过者死”以及“导
而下”,而苦味药能泄能燥能坚,性质沉降,可以引气下

行。辛散苦降的代表中药有桃仁、赤芍、丹参、三棱、莪
术,即宫外孕一、二号方。丹参苦入肝经,祛瘀、调经止

痛、凉血消痈;赤芍苦入肝经清热凉血、活血祛瘀;桃仁

苦入肝经活血祛瘀、润肠通便,三棱辛苦入肝经消食和

胃、破血行气;莪术辛苦入肝经破气行血、消积止痛。
诸药辛散苦降,共奏益气救脱,化瘀止血之功效[12]。
研究发现,宫外孕Ⅱ号方[13]可使血管舒张,改善循环

状况,促进吞噬细胞的吞噬机能,改善腹腔淋巴管吸收

血浆蛋白,提高宫外孕包块型患者的血浆纤维蛋白溶

解活性和血浆胶原酶活性,促进包块的吸收,减轻输卵

管周围的黏连,减少炎症,增加输卵管复通机会及功能

的恢复。异位妊娠的本质在于瘀血,“气为血之帅,血
为气之母”,使理气药常用于异位妊娠的治疗。常用理

气药有枳壳、香附等。枳壳性微寒,味苦、辛、酸,具有

理气宽胸、行滞消胀的功效,是中医常用理气药,具有

良好的抗血栓、降血脂、抗肿瘤、杀菌作用[14]。香附具

有疏肝解郁、理气宽中、调经止痛的功效,《本草纲目》
中记载其为 “气病之总司,女科之主帅”,是血中之气

药[15]。研究显示,香附具有良好的降血压,抑制子宫

平滑肌收缩和抑制金黄色葡萄球菌、肠炎沙门菌和粪

肠球菌的作用[16]。枳壳、香附常作为辅药使用,陈双

东[17]使用自拟宫外孕汤治疗输卵管异位妊娠,腹痛消

失时间、血β-HCG转阴时间、包块消失时间减少,疗效

显著。胡玉芳等[18]使用自拟宫外孕中药方治疗未破

损期异位妊娠患者在活血化瘀的基础加入枳壳、香附
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等理气药,治疗有效率达到94%。

3.1.4 虫掘瘀络,攻坚破积 蜈蚣、水蛭、全蝎、土鳖

虫、地龙等虫类药在处方中出现共52次。虫类药,多
咸、辛味,辛以行气散瘀,治气滞血瘀;咸能软坚散结,
治瘀血痰浊;气温或平,略有小毒,善走窜,能深入经络

脏腑,攻坚破积,治风湿痹痛、癥瘕积聚等顽疾。药性

善走窜,剔邪搜络,攻坚破积[19]。蜈蚣辛温,入肝经,
具有息风镇痉,攻毒散结,通络止痛的作用。蜈蚣酸性

蛋白酶能抑制动脉硬化、抑制血小板聚集,抑制动脉血

栓形成[20]。水蛭,咸平入肝经,有破血通经,逐瘀消症

的功效。《神农本草经》载,水蛭主逐恶血瘀血,月闭,
破血瘕积聚,无子,利水道,生他泽。水蛭可以抑制血

小板聚集,防止血栓形成,起到活血化瘀的作用[21]。
全蝎味辛性平,有毒,归肝经,熄风镇痉、通络止痛、攻
毒散结[22],可以抑制血小板聚集,减少纤维蛋白含量

和促进纤溶系统活性,明显延长活化部分凝血活酶时

间、凝血酶原时间、凝血酶时间[23]。土鳖虫性寒、味
咸、归肝经[24],有小毒,具有破血逐瘀、续筋接骨之功

效,用于跌打损伤、筋伤骨折、症瘕痞块、血瘀经闭、产
后瘀阻腹痛。黄镇林等[25]研究发现土鳖虫体内的F2-
2多肽可以抑制大鼠体内凝血酶原激活物的生成,降
低纤维蛋白含量,抑制血小板聚集并降低血液凝固度,
具有很好的抗凝作用。地龙咸,寒,入肝经[26],具有清

热定惊、通络、平喘、利尿的功效,其中的纤维蛋白溶解

酶、蚓激酶和蚓胶原酶均为溶栓有效成分,具有抗凝、
降纤的作用[27]。虫类药搜剔血分之邪、化瘀散结,通
络走窜,药力易达病所,在治疗异位妊娠上具有较大优

势。

3.1.5 生运相得,祛恶生新 中药归经以肝、心、脾经

为主。肝主疏泄,调畅气机,肝藏血而心行之,肝脏调

节血量运行,心主行血,心气推动血液运行,脾主统血,
控制血液在脉道中正常运行,三者合力维持血液的运

行;脾为气血生化之源,水谷之精在心阳作用下化为新

血,肝精亦可生血,三者共同促进新血的生成。女子胞

的主持月经和孕育胎儿生理功能的正常和肝、心、脾关

系密切。综上所述,从中医脏腑功能来看,调节肝、心、
脾功能可有效改善异位妊娠的血瘀状态。

3.1.6 恶血归肝,疏肝养肝 临床用药中38%的中

药归肝经,48.4%中药属于活血化瘀药,疏肝理气药以

及心脾经药物的使用均提醒活血化瘀与肝脏之间的紧

密联系,盖因“恶血归肝”。“恶血归肝”首载于李东桓

的《医学发明》,“夫从高坠下,恶血留于内,不分十二经

络,圣人俱作风中肝经,留于胁下……恶血必归于肝

……盖肝主血故也。”王冰注,人动则血运行诸经,人静

则血归于肝脏。肝主藏血,体阴而用阳,生血造血,是
血液运行枢纽。故恶血所属必归于肝,肝乃祛瘀生新

之脏。气行则血行,气滞则血瘀,恶血留止,气机不畅,
肝失疏泄,复使恶血蓄而不行[28]。基于肝脏喜条达恶

抑郁的特点,针对异位妊娠气虚血瘀、气滞血瘀的基本

病机,参照活血化瘀的治疗准则,中药治疗采用了活血

化瘀、清热止血、理气补虚的主要治法,以达到恶血去

而新血生的治疗效果。“血瘀”作为病程变化中主要的

病理因素始终贯穿于异位妊娠的始终,血瘀阻滞冲任,
导致气血津液运行不畅,从而出现停经、腹痛、癥瘕等

一系列症状。故治疗以活血化瘀为要,使恶血得去,新
血始生。数据挖掘的结果显示,临床更加注重苦味、辛
味药、虫类等药物的应用,以达到事半功倍之效。

3.2 常用药对 综合参照聚类分析和关联规则分析

中较高支持度和置信度,常用的药对是莪术-三棱、赤
芍-桃仁-丹参、蜈蚣-天花粉、乳香-没药。

3.2.1 三棱-莪术 三棱辛、苦、平,莪术辛、苦、温,
入肝、脾经。三棱、莪术能破血行气,散瘀消癥,消积止

痛,适用于血瘀日久而成的癥瘕积聚,《本草经疏》云:
“三棱,从血药则治血,从气药则治气……此所以能治

一切凝结停滞有形之坚积也”,《药品化义》云:“蓬术味

辛性烈,专攻气中之血,主破积消坚,去积聚癖块,经闭

血瘀,扑损疼痛”。故二者常相须为用[29]。

3.2.2 赤芍-桃仁-丹参 现代药理学表明[30],丹
参具有抗心脏缺血缺氧、改善微循环、抑制血小板聚集

和血栓形成、中枢镇静及抗菌消炎等作用;赤芍有抗血

小板聚集作用;桃仁有舒张血管作用。丹参祛瘀、调经

止痛、除烦安神、凉血消痈;赤芍清热凉血、活血祛瘀;
桃仁活血祛瘀、润肠通便,三棱消食和胃、破血行气;莪
术破气行血、消积止痛。诸药共奏益气救脱,化瘀止血

之功效[31]。

3.2.3 蜈蚣-天花粉 《雷公炮制药性解》:“蜈蚣,味
辛,性温有毒,不载经络。去瘀血,堕胎。蜈蚣辛温,入
肝经。药理学实验证明,蜈蚣能改善微循环,延长凝血

时间,降低红细胞比容和血黏度,有镇痛、抗炎的作用,
并能降低怀孕率[32]。《景岳全书》中记载,天花粉,味
苦,性寒。消乳痈肿毒痔瘘疮疖,排脓生肌长肉,除跌

扑瘀血,通月水。天花粉蛋白[33]可以直接作用于对其

敏感的胎盘滋养层细胞,使绒毛破损,促使细胞内促凝

物质外溢,并在绒毛间隙形成血凝,致胎盘循环和营养

障碍,导致组织坏死。蜈蚣通络止痛,攻毒散结,天花

粉消肿排脓,清热解毒,两者配伍使用增强去瘀血杀胚

功效。

3.2.4 乳香-没药 乳香与没药组合源自《证治准

绳》的“乳香止痛散”,以气香走窜、善行散瘀止痛著称,
药性淡薄易入血分。两者相辅相成,气血并治,能宣通

经络、活血祛瘀、消肿止痛[34]。乳香味辛苦性温,入心

肝脾经,活血定痛、消肿生肌;没药味辛微酸,亦入心肝
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脾经,化瘀理血。张锡纯认为乳香透窍理气,没药化瘀

理血,两者并用治疼痛、调和气血。此外,两者还治女

子经痛、产后瘀血、月经不调、风寒湿痹、疮疡肿痛

等[35]。

4 总结

中医认为,异位妊娠的发生多与气滞、寒凝、热结、
痰湿、肾虚、气虚等因致血瘀形成有关,血瘀渐成扰及

冲任,恶血阻肝,加之胚元阻滞,从而导致气血不通,诸
症丛生,治疗应从“疏肝”入手。“恶血归肝”理论指出,
恶血的消散和新血的化生都要依靠肝脏,强调肝脏疏

泄正常是恶血消散的重要前提。因此,治疗异位妊娠

需认识其气滞或气虚血瘀病机及少腹血瘀病位,核心

治法为活血化瘀,同时重视疏肝养肝以调畅气机。“恶
血归肝”理论提供了新视角,中医学博大精深,望吾辈

挖掘精髓,结合现代医学,为异位妊娠诊治提供新指

导,提高患者生活质量,促进中医发展。
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摘 要: 幽门螺杆菌(H.pylori)与慢性活动性胃炎、胃癌等胃肠道疾病发生密切相关,世界上约50%人口被感染,部
分发展中国家更高。探索 H.pylori在哺乳动物中的感染特征,选择合适的动物模型,将为疫苗、新药物及新治疗方法研

发有重要意义。本文综述了 H.pylori对哺乳动物中灵长目、啮齿目、偶蹄目、食肉目、兔形目等动物的感染定植与致病

研究进展,从感染定植量、发病率、病理变化及模型成本等方面进行对比总结,分析利弊。提出啮齿目动物小鼠更适合普

通实验室研究使用;灵长目恒河猴是筛选候选疫苗的首选动物;偶蹄目中的猪可尝试用于新型抗菌药物和临床前期药效

评估。由于操作难度和成本限制,恒河猴等大型动物模型仅使用于少数高级别实验室。
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  自1982年巴里·马歇尔和罗宾·沃伦分离出幽

门螺杆菌(Helicobacterpylori,H.pylori)[1],H.py-
lori相关性胃炎、胃溃疡、十二指肠溃疡等逐渐变成药

物可治愈的疾病。随着研究深入,发现H.pylori除了

感染人之外,还能感染其他哺乳动物,如恒河猴、猪、
狗、猫、鼠等[2]。为了研究人类与哺乳动物间 H.pylo-
ri致病性,克服人体研究 H.pylori的局限性,许多学

者致力于开发H.pylori感染的动物新模型,采用动物

实验方法来阐明H.pylori感染的发病机制,以期探索

出有效的防控方法。现将 H.pylori在常见哺乳动物

中定植和致病的研究进展综述如下:

1 H.pylori在灵长目中的定植和致病

H.pylori感染的非人灵长类动物常见的有恒河

猴、食蟹猴、日本猴[3]。其中恒河猴研究较多,日本猴、
食蟹猴近期研究较少。相比其他动物模型,恒河猴具

有以下优点:胃的生理结构与人类相似、与人亲缘关系

非常紧密、有相似的或相同的菌株、致病毒力机制相

似、可通过镜检获得样本。

1.1 H.pylori在灵长目中定植和感染

1.1.1 人 H.pylori在人定植过程中产生的脲酶催

化尿素水解产生碳酸氢盐和氨(NH+
4 )中和胃酸,使得

细菌能在胃的极酸环境中生存。鞭毛辅助 H.pylori
运动使其快速穿过浓稠黏液层[4]。黏附素使 H.pylo-
ri与胃细胞结合,通过其表面黏附分子使其进入胃黏

膜上皮细胞。H.pylori还可产生各种酶逃避中性粒

细胞杀伤,表达出许多毒力因子适应胃内环境,这些有

利于它在胃中定植[5-6]。H.pylori在人主要传播途径

为粪-口传播和口-口传播,传播主要发生在儿童时

期,人与人之间和食源性感染是H.pylori的主要传播

方式[7]。

1.1.2 食蟹猴 食蟹猴可自然地被 H.pylori定植,
在TESTERMANTL等[8]研究中有64%食蟹猴自然

感染了 H.pylori,这与人类感染率相似。H.pylori
大部分位于胃浅层黏膜,但少数位于胃血管[8]。在食

蟹猴的胃黏膜感染 H.pylori,胃底或幽门黏膜的炎症

细胞浸润,淋巴浆细胞浸润,常伴有壁细胞的减少和黏

膜上皮的反应性增生,导致黏膜增厚[9]。目前关于其

定植机制的研究报道较少。

1.1.3 恒河猴 H.pylori在恒河猴定植过程中通过

表达宿主抗原来适应宿主,通过脂多糖末端寡糖单位

的表达来适应胃黏膜的特性[10],这利于它在胃中的定

植。CagPAI是患 H.pylori的最重要的细菌毒力因
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子,自然感染的恒河猴中分离出的H.pylori菌株具有

与人类临床分离株非常相似的CagPAI,并且与人类分

离株一样,且CagPAI在遗传和功能上与人类分离株

也非常相似,它编码功能性Ⅳ型分泌系统[11]。这些结

果表明 H.pylori利用类似的毒力机制在恒河猴和人

类宿主中定植。未感染的圈养恒河猴群体很容易感染

H.pylori,目前可用于筛选候选疫苗,这些研究将为

临床试验前的监管审批提供有用的数据[12]。

1.2 H.pylori感染对灵长目的致病作用 H.pylori
在人的致病机制主要通过定植、胃上皮损伤、免疫失调

引起胃酸分泌失调。①在定植过程产生尿素酶,中和

胃酸,使其在胃强酸环境下短暂存活[13]。②直接损伤

机制:毒力因子和毒素及蛋白直接损伤胃黏膜,如

Baba、CagA、VacA、黏液酶等及代谢物质直接作用于

胃上皮细胞,发生炎症反应导致直接损伤[14]。③免疫

受损间接损伤机制:H.pylori可以通过其毒力因子抑

制T细胞增殖或诱导T细胞凋亡,从而对免疫反应产

生耐受性[15]。H.pylori在恒河猴中致病机制与人类

几乎相同,在食蟹猴、日本猴体内致病机制研究很少。
自然感染和社会饲养的恒河猴中分离出的 H.pylori
菌株具有功能性T4SS,可易位CagA,诱导IL-8,并且

与人类CagPAI高度相关,有研究证明了恒河猴和人

源性 H.pylori全基因组DNA也极其相似[11]。这些

结果表明 H.pylori可以在恒河猴中使用与人类相同

的毒力机制致病,并支持恒河猴作为人类H.pylori感

染最佳试验模型。

2 H.pylori在啮齿目中的定植和致病

H.pylori感染的啮齿目动物有小鼠、大鼠、仓鼠、
豚鼠、蒙古沙鼠等。H.pylori悉尼菌株感染的小鼠模

型使用最广泛[3],是小鼠最常用的胃癌动物模型[16],
蒙古沙鼠是 H.pylori胃内定植最佳动物模型[3]。目

前,H.pylori感染研究采用最多的模型是啮齿类动

物,其优点为繁殖能力强、较低的实验成本、相似的胃

生理特征、遗传背景比较明确和种属质量更容易掌控。

2.1 H.pylori对啮齿目的定植和感染

2.1.1 小鼠 小鼠能自然和被动感染 H.pylori,提
供不同品系的小鼠中观察到的 H.pylori定植水平存

在相当大的差异。东南亚hpEastAsia基因型小鼠表

现出与人类H.pylori感染非常相似的胃炎症、上皮糜

烂和发育异常变化[17],这为研究 H.pylori感染提供

了新的参考模型。H.pylori感染 MyD88小鼠后6个

月内胃腺癌可发生,可能是研究H.pylori致病性的较

好啮齿动物模型[18]。H.pylori感染可导致C57BL/

6J小鼠发生结直肠癌[19],和BALB/c小鼠也用于胃炎

发病机制研究[20]。小鼠因其能够模拟 H.pylori人类

感染的病理过程、实验成本较低、操作方便、胃结构与

人类相似,成为 H.pylori研究使用最多的实验动物。

2.1.2 大鼠 常用的大鼠模型有 Wistar、SD大鼠,

H.pylori单独感染大鼠时,在胃黏膜的定植能力差,
只引起轻微炎症反应[2],但是感染显著损害大鼠的记

忆功能[21]。大鼠被广泛应用于药物疗效研究,如药物

治疗慢性萎缩性胃炎[22]。

2.1.3 仓鼠和豚鼠 仓鼠在食粪期间可能会在胃中

继发定植 H.pylori,而慢性感染产生的相关性胃炎可

以发展为浸润性胃腺癌。仓鼠的这种特性使得它们成

为研究 H.pylori感染及其相关疾病的重要模型[23]。
豚鼠胃黏膜被H.pylori定植,可导致胃上皮细胞组织

损伤 和 凋 亡[24]。在 模 型 选 择 上,豚 鼠 可 用 于 测 试

H.pylori免疫和疫苗接种[25]。

2.1.4 蒙古沙鼠 H.pylori在蒙古沙鼠胃黏膜的定

植产生类似于人类疾病中性粒细胞和单核细胞引起的

炎症,严重炎症会导致壁细胞的丧失黏膜化生。此外,
感染后表现出与人类相似的感染症状,如食欲和体重

下降,并重现了H.pylori诱导的胃定植、炎症、溃疡和

致癌的许多特征[26]。因此,蒙古沙鼠是一种合适的动

物模型,也是建立 H.pylori感染常用的动物模型。

2.2 幽门螺杆菌对啮齿目的致病作用 在啮齿动物

胃内人为定植适合的 H.pylori,观察到感染的啮齿动

物体内H.pylori定植和致病方式有差异,也获得不同

的疾病模型。使用小鼠模型,慢性感染会导致CagA
重组导致T4SS功能下调[27]。在大鼠模型中,发现感

染后胃窦黏膜出现慢性炎症,与人类慢性胃炎的病理

特征相似,并伴有血清 H.pylori水平升高[28]。豚鼠

定植 H.pylori,仅导致胃炎,发现感染主要引起局部

的炎症反应,而没有导致消化性溃疡或恶性肿瘤的形

成[29]。蒙古沙鼠感染 H.pylori后血清胃泌素升高引

起胃上皮细胞增殖,IL-1在感染 H.pylori后引起胃

酸缺乏中发挥作用,CD44基因在 H.pylori感染引起

的上皮细胞增殖和胃癌发展中至关重要[26]。

3 H.pylori在偶蹄目中的定植和致病

3.1 H.pylori对偶蹄目的感染和定植

3.1.1 羊和牛 H.pylori可以在牛、绵羊和山羊胃

中定植,定植机制研究较少。RANJBARR等[30]研究

结果表明 H.pylori感染绵羊高达70%,而山羊和奶

牛的样本最低,分别为0.6%和4.0%。从绵羊和人类

中分离得到的 H.pyloriDNA序列高度同源,表明绵

羊可能作为H.pylori的宿主,并在一定程度上与人类

共享 H.pylori的祖先宿主[31]。牛奶和牛肉类样本中

有与人类的vacA基因型相似的 H.pylori[32],表明牛

奶和肉类样本可能是人类细菌的来源。

3.1.2 猪 H.pylori可以在猪胃中定植,成年猪患

病率可到90%,主要定植在胃底和幽门腺区,引起胃
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炎,且感染后定植时间也较长,进而导致胃溃疡的发

生[33],这与人类 H.pylori胃炎相类似。悉生乳猪是

最早用于建立 H.pylori猪模型,H.pylori定植感染

后可以出现胃炎及胃溃疡。其小型猪对抗生素敏感,
该模型可用于鉴定新型抗菌药物和临床前期评估药

效,但是其价格较昂贵,饲养环境要求严格,影响了其

在相关研究中的应用。无菌栅栏出生的家猪容易感染

H.pylori,可以引起淋巴细胞性胃炎复制了人类疾病

的大部分病理特征[34],这为 H.pylori相关性胃炎机

制研究提供了新模型。

3.2 H.pylori对偶蹄目的致病作用 H.pylori感

染猪后可以导致胃炎、消化性和十二指肠溃疡以及低

级别黏膜相关淋巴组织淋巴瘤[35]。目前猪模型、牛模

型、羊模型具体定植及致病机制报道较少。使用全菌

抗原免疫奶牛,可诱导奶牛机体的免疫应答,得到抗

H.pylori牛奶,其饮用无任何不良反应,且临床效果

和应用前景都较好,但感染者胃中的菌株存在差异以

及免疫奶牛产量下降等问题,也限制了其发展[36]。

4 H.pylori在食肉目中的定植和致病

4.1 H.pylori对食肉目的定植和感染

4.1.1 猫和狗 狗和猫可以被 H.pylori定植,有研

究证明了 H.pylori可以在人和狗之间传播[37],这些

病原体也可能感染人类,导致胃炎、消化性溃疡、十二

指肠溃疡以及淋巴组织淋巴瘤,狗和猫的胃非幽门螺

杆菌螺杆菌(NHPH)患病率都很高,且多为混合感染,
临床健康犬的胃 NHPH 患病率为67%~86%,猫为

41%~100%。在自然感染的狗中,毕氏螺杆菌是最普

遍[35]。菌株 ASB1(T)、ASB2和 ASB3存在于猫胃黏

膜中,可在37℃的微需氧条件下在双相培养板上、干
燥的琼脂平板上以菌落形式生长,并表现出脲酶、氧化

酶和过氧化氢酶活性[38]。这表明 H.pylori在猫体内

表现出与人类感染相似,包括的 H.pylori生长、定植

和致病等,有助于更好地理解H.pylori的病理机制过

程。

4.2 H.pylori对食肉目中的致病作用 已发现不同

螺杆菌物种参与结合的聚糖受体是不同的,不同的胃

NH.pylori有不同的黏附机制,由具有不同受体特异

性的蛋白质介导。在犬胃黏膜中,胃H.pylori可能通

过末端α-GalNAc和2型Lewis抗原结合[35]。根据比

较基因组研究,猫中胃 H.pylori缺乏迄今为止在H.
pylori中发现的所有已知粘连素,而CagPAI和VacA
是 H.pylori中两种主要的细胞毒力因子,在胃 H.
pylori中也均未出现[35],这与人感染的 H.pylori有

一定的差异。

5 H.pylori在兔形目中的定植和致病

近年,在H.pylori在兔形目中的定植与致病研究

较少,只有较少文献有所涉及。NEGRINIR等[39]的

研究结果表明 H.pylori的免疫反应产生的抗多糖自

身抗体可能会导致兔子心肌梗塞,为理解H.pylori抗

原模拟在心血管疾病发病机制中的重要性提供了有用

的实验模型[39]。但有文献提及,在 H.pylori疫苗研

发中,一些基于H.pylori菌株的重组复合物在兔子体

内能使兔子对 H.pylori特定成分产生强烈且特异的

IgG反应,在未来 H.pylori疫苗的研发中,兔的运用

可能会更加广泛[40]。

6 H.pylori在哺乳动物中定植和致病的特点

本文从 哺 乳 动 物 的 28 个 目 中 选 常 用 于 定 植

H.pylori的5个目来阐述幽门螺杆菌在哺乳动物中定

植和致病的特点。①灵长目最大的优势是消化结构和

感染后病理改变与人相似,恒河猴最为相似,定植 H.
pylori有类似的人毒力机制,感染H.pylori后可见特

征胃炎,并有胃黏膜萎缩。②在啮齿类动物胃内成功

定植 H.pylori,不仅观察到胃炎,还可以看到萎缩性

胃炎发展成肠化生,甚至进展成胃癌的过程。③偶蹄

目中牛、猪、绵羊和山羊胃中都有H.pylori定植,绵羊

和人类中分离得到的 H.pyloriDNA序列高度同源 ,
表明绵羊可能作为H.pylori的宿主,猪模型可以引起

淋巴细胞性胃炎复制了人类疾病的大部分病理特征。

④食肉目中 H.pylori能在猫、狗胃中定植,H.pylori
在猫体内表现出与人类感染相似。⑤兔形目动物中兔

子定植 H.pylori后,基于 H.pylori菌株的重组复合

物在兔子体内能使兔子对H.pylori特定成分产生强

烈且特异的IgG反应,并且 H.pylori诱导的交叉反

应性自身免疫反应促进血栓形成,可能导致兔子心肌

梗塞。

7 小结

根据H.pylori在哺乳动物的定植和致病的特点,
本次综述发现它们在 H.pylori感染研究中的应用方

向是不同的,这些差异更多体现在构建H.pylori感染

的动物模型选择上。最常使用的是动物模型是啮齿

目,其中小鼠模型运用最广泛,蒙古沙鼠是啮齿目中

H.pylori胃内定植最佳动物。灵长目中恒河猴与人

体最为相似,是最佳实验动物。偶蹄目、食肉目、兔形

目模型也各有其特点但应用相对较少。尽管动物模型

引起的病理变化与人有许多相似之处,但它们与人类

感染的相似性仍然存在差异,定植致病机制有待更进

一步研究,模型的选择体现在构建H.pylori感染动物

模型的实验目标。H.pylori感染哺乳动物模型资料

汇总见表1。
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表1 H.pylori感染哺乳动物模型总结

目 哺乳动物 定植部位 动物模型的优缺点 应用方向 参考文献

灵长目 食蟹猴 胃 优点:与人亲缘关系非常紧密,可通过镜检获得样本;食蟹猴感染 H.pylori过程

中可产生胃底或幽门黏膜的炎症细胞浸润。缺点:定植机制尚不清楚,食蟹猴感

染内部传播尚未确定,培养成本高。

研究胃炎模型 [8-9]

恒河猴 胃 优点:胃的生理结构以及感染 H.pylori的致病毒力机制与人相似;可通过镜检

获得样本,缺点:恒河猴普遍存在 H.pylori自然感染;培养成本较高。
① 研 究 H.pylori
致病机理;②抗 H.

pylori药 物 筛 选 和

疫苗开发。

[10-12]

啮齿目 小鼠 胃 优点:小鼠因其能够模拟 H.pylori人类感染的病理过程,实验成本较低,操作方

便,胃结构与人类相似。缺点:胃内定植幽门螺杆菌,受小鼠品种、菌株种类等因

素限制。

①感染的小鼠模型

使 用 最 广 泛;② 胃

癌、直肠癌、胃炎动

物模型。

[16-20,27]

大鼠 胃 缺点:单独使用 H.pylori感染时,胃黏膜的定植能力差,造成轻微炎症,且胃内

定植部位与人稍有差异。

药物疗效研究 [2,21-22,28]

仓鼠 胃 优点:仓鼠的慢性螺杆菌相关性胃炎经过多阶段发展可发展为浸润性胃腺癌,与

人类慢性感染中观察到的结果相似。缺点:定植机制不明,研究太少。

研 究 H.pylori 相

关胃腺癌的发展。

[23]

豚鼠 胃 优点:豚鼠不会自然感染螺杆菌,但易受 H.pylori感染,持续感染 H.pylori会

产生特异性免疫反应。缺点:豚鼠感染 H.pylori产生的胃炎,并没有导致消化

性溃疡或恶性肿瘤的形成。

研 究 H.pylori 触

发的免疫和疫苗接

种。

[24-25,29]

蒙古沙鼠 胃 优点:蒙古沙鼠感染后表现出与人类相似的感染症状,是 H.pylori胃内定植最

佳动物。

是 H.pylori 胃 内

定植最佳动物。

[26]

偶蹄目 羊 胃 优点:绵羊和人类中分离得到的 H.pyloriDNA序列高度同源。缺点:H.pylori
自然感染率高,定植机制研究较少,培养成本高。

   - [30-31]

牛 胃 优点:有基因型相似的 H.pylori。缺点:定植机制研究较少,培养成本较高。 抗 H.pylori牛奶。 [32,36]

猪 胃 优点:生理结构和病理特征上与人类样本相关性较好,诱发的胃炎与人类

H.pylori胃炎相类似。缺点:培养成本较高。

新型抗菌药物和临

床前期评估。

[33-35]

食肉目 猫 胃 优点:H.pylori在猫体内表现出与人类感染相似。缺点:猫的胃 H.pylori患病

率很高,且多为混合感染,从41%~100%不等。

研 究 H.pylori 的

病理机制过程。

[35,37-38]

狗 胃肠道 优点:可以和人共患同一种菌种。缺点:H.pylori自然感染率高,与人类相比,成

本较高。
   - [35,37]

兔形目 兔子 血清 优点:H.pylori菌株的重组复合物在兔子体内能产生对H.pylori特定成分产生

强烈且特异的IgG反应。缺点:与人类相比,兔生理结构明显差异,胃内定植机制

不清。

H.pylori疫苗的研

发。

[39-40]

  综上所述,在动物身上建立类似人类感染 H.py-
lori模型,能直接或间接反映 H.pylori感染后引起相

关发生和发展规律。本文比较分析了 H.pylori在5
大类哺乳动物模型的特点,从定植感染、致病机制、发
病率、病理变化及模型成本等方面进行对比总结,为实

验动物模型的选择提供理论支持。
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本文引文格式:黄浩,梁琼,王春芳,等.高密度脂蛋白在脓毒症中的研究进展[J].
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【医学综述】

高密度脂蛋白在脓毒症中的研究进展

黄浩1,梁琼2,王春芳3,向淑麟4,梁燕冰2,邓琪1,皮尔誉1

(1.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000;
2.右江民族医学院附属医院呼吸与危重症医学科,广西 百色 533000;

3.右江民族医学院附属医院检验科,广西 百色 533000;
4.广西壮族自治区人民医院重症医学科,广西 南宁 530016)

摘 要: 脓毒症是一种由感染引起的全身性炎症反应综合征,其特征是机体对感染的反应失调,导致器官功能障碍。
高密度脂蛋白(high-densitylipoprotein,HDL)作为一类具有多种生物学功能的脂蛋白,在脓毒症中发挥保护作用,不仅

参与胆固醇的逆向转运,还具有抗炎、抗氧化和免疫调节等多种生物活性,在脓毒症的发病机制中扮演着重要角色。本

文综述了 HDL在脓毒症中的研究进展,包括 HDL的生物学特性、其在脓毒症中的代谢变化和功能作用,以及脓毒症中

HDL相关治疗策略的潜力。
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  脓毒症作为一种由宿主对感染反应失调引起的严

重临床综合征,其特征是迅速发展的器官功能障碍。
脓毒症具有较高的发病率和死亡率,一项荟萃分析显

示,全球脓毒症的院内发病率为每年189/10万人,病
死率约为26.7%[1]。脓毒症的治疗费用昂贵,对家庭

和社会经济造成重大负担,在全球范围内对公共卫生

构成了重大威胁,因此早期识别与恰当处理可改善脓

毒症患者的预后。目前,脓毒症的新型生物标志物有

急性期反应蛋白(如降钙素原、C反应蛋白等),细胞因

子及趋化因子(如白介素-6、白介素-8)等[2]。
高密度脂蛋白(high-densitylipoprotein,HDL)在

心血管保护方面的研究已有深入的了解。HDL不仅

是一个简单的胆固醇载体,而且是一个复杂的蛋白质

和脂质的组装体,具有多种生物学功能,包括介导胆固

醇逆向转运、抗氧化、抗炎和抗血栓等[3]。近年来,随
着对HDL及脓毒症病理生理机制研究的深入,研究

者们发现 HDL在脓毒症的发生、发展和预后中扮演

着重要角色。本综述旨在探讨 HDL在脓毒症中的研

究进展,包括HDL的组成、代谢、脓毒症对 HDL的代

谢变化及其在脓毒症中的潜在治疗作用。
1 HDL的组成成分

HDL是一种高度异质的脂蛋白颗粒,HDL颗粒

由蛋白质、脂质、微小RNA(MicroRNA、miRNA)等多

种成分组成。HDL的组成结构包括以下几个方面:①

蛋白质成分:HDL的主要结构蛋白是载脂蛋白A-Ⅰ,
它占HDL中总蛋白质的70%以上。其他蛋白质成分

包括载脂蛋白A-Ⅱ、载脂蛋白C-Ⅲ、血清淀粉样蛋白

A、α-突触核蛋白等[4]。这些蛋白质在 HDL的功能中

起着至关重要的作用。②脂质成分:HDL包含多种脂

质,如胆固醇酯、甘油三酯和磷脂等[5]。③酶和脂质转

运蛋白:HDL颗粒还包含许多种酶和脂质转运蛋

白[6],如卵磷脂-胆固醇酰基转移酶、血小板激活因子

乙酰水解酶、对氧磷脂酶1、铜蓝蛋白、胆固醇酯转运

蛋白和磷脂转运蛋白等。
2 HDL的代谢

HDL的产生是一个复杂的过程,包括细胞内胆固

醇的外排和脂质的组装,涉及多种细胞和分子机制。
研究表明,HDL的生成主要通过肝脏和肠道的 ATP
结合盒转运体 A1介导的胆固醇和磷脂的流出,形成

新生的HDL颗粒。此外,巨噬细胞和其他细胞通过

ATP结合盒转运体G成员1和B类Ⅰ型清道夫受体

等转运体也参与HDL的生成和成熟过程[7]。HDL主

要在肝脏和小肠中合成。细胞内游离胆固醇通过

ATP结合盒转运体A1和ATP结合盒转运体G成员

1等转运体从细胞内转移到细胞膜上,与肝细胞和肠

道上皮 细 胞 分 泌 的 载 脂 蛋 白-Ⅰ 结 合 形 成 新 生 的

HDL[5]。卵磷脂-胆固醇酰基转移酶催化游离胆固

醇与磷脂反应生成胆固醇酯,进一步成熟 HDL颗
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粒[7]。成熟的HDL颗粒通过肝脏表面SR-BI受体被

摄取,胆固醇酯被转运到肝脏进行代谢,肝脏将胆固醇

转化为胆汁酸,并通过胆汁排出体外,完成胆固醇的逆

向转运过程,而载脂蛋白主要通过肾脏排泄[8]。外周

组织细胞中的胆固醇通过 HDL颗粒转运至肝脏的过

程称为胆固醇的逆向转运。胆固醇的这种反向流动可

以直接通过HDL颗粒与SR-BI之间的相互作用而发

生,也可以通过胆固醇酯转运蛋白的作用介导胆固醇

酯转移至非HDL脂蛋白而间接发生。
3 HDL在脓毒症中的作用

3.1 抗炎作用 脂多糖是革兰阴性细菌外膜的主要

成分,也是造成脓毒症的重要内毒素。大量研究表明,
所有脂蛋白(乳糜微粒、极低密度脂蛋白、低密度脂蛋

白和HDL)都能够结合脂多糖。脂多糖与脂蛋白的结

合具有高度特异性,与其他脂蛋白相比,HDL对脂多

糖的结合能力最高,同时脂多糖也优先与 HDL颗粒

结合[9]。脂多糖入血后,脂多糖结合蛋白识别脂多糖,
并与Toll样受体4结合,通过髓样分化因子88依赖

性和MyD88非依赖性信号传导通路激活NF-κB、丝裂

原活化蛋白激酶引起级联反应,释放大量炎症介质,形
成炎症介质瀑布样反应,导致细胞损伤[10]。HDL可

抑制由脂多糖激活的TLR4信号通路,通过与脂多糖

结合抑制脂多糖-LBP-TLR4复合物的形成,阻断炎症

下游信号传导,减轻脓毒症期间的炎症反应[11]。脂多

糖主要通过脂多糖结合蛋白转移到脂蛋白,但磷脂转

运蛋白也可以从细菌膜中提取脂多糖并将其转移到人

血清中的 HDL颗粒中。此外,脂多糖结合蛋白可以

在脂多糖和CD14之间形成复合物,该复合物能够结

合HDL颗粒,HDL与脂多糖结合致使脂多糖失活。
除了具有结合和中和脂多糖作用外,HDL还具有

促进脂多糖清除的作用,主要通过与SR-BI结合并介

导脂多糖摄取。有文献报道[12],在体外脂多糖诱导的

内毒素血症,SR-BI基因缺失小鼠表现出内毒素清除

障碍。这些研究结果说明,HDL能作为脂多糖运载体

并通过SR-BI促进脂多糖清除。革兰阳性菌的脂磷壁

酸被认为与脂多糖相似,HDL对脂磷壁酸的亲和力似

乎最高,能够通过与脂磷壁酸结合来抑制其对巨噬细

胞的激活。这表明 HDL可能通过与革兰阳性菌的脂

磷酸壁结合,发挥抗菌和抗炎作用[5]。脂多糖和脂磷

壁酸之间的结构相似,HDL很可能通过SR-BI介导的

脂磷壁酸摄取来中和脂磷壁酸,并促进脂磷壁酸清除。
载脂蛋白-Ⅰ在 HDL的抗炎功能中起着关键作

用,并表现出对脓毒症的保护作用。与对照小鼠相比,
缺乏HDL的载脂蛋白-Ⅰ基因敲除小鼠血清中的脂多

糖中和作用降低[13]。另一方面,与对照组相比,载脂

蛋白-Ⅰ的过度表达可适度改善小鼠的存活率,这表明

HDL中的载脂蛋白-Ⅰ含量升高可能可防止脓毒症死

亡。在脓毒症大鼠中,在 HDL给药后注入脂多糖,

HDL通过降低肿瘤坏死因子α(TNFα)和一氧化氮的

产生来防止脂多糖诱导的器官损伤[14]。
3.2 抗氧化应激作用 HDL在体内具有显著的抗氧

化作用,能够通过多种机制减少氧化应激对细胞的损

伤。HDL含有多种抗氧化酶和蛋白质,如对氧磷酶

1、谷胱甘肽过氧化物酶和超氧化物歧化酶(SOD),这
些酶可以中和自由基,保护细胞免受氧化损伤[15]。
HDL颗粒中存在的多种抗氧化酶里,研究最多的是抗

氧化酶氧磷酶1,氧磷酶1是肝脏合成的重要氧化酶,
可保护脂蛋白免受氧化,也能增强对巨噬细胞自由基

的清除[16]。HDL在抗氧化应激中的作用不仅限于其

携带的抗氧化酶,还能够使中性粒细胞还原型烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶失活,减少活性氧的生成。
在氧化应激过程中,作为促炎和氧化介质主要来源的

单核细胞表现出先天免疫系统的反应能力。在脓毒症

早期,循环单核细胞迁移至血管内皮并成熟为巨噬细

胞,巨噬细胞氧化脂质体并分化为泡沫细胞,释放炎性

细胞因子,激活T淋巴细胞和更多的单核细胞。HDL
通过抑制内皮细胞黏附分子的表达减少单核细胞的活

化和迁移,从而发挥抗氧化和抗炎作用[17]。
3.3 促进内皮修复和血管生成 HDL通过上调内皮

一氧化氮合酶和内皮依赖性血管扩张、刺激内皮细胞

增殖和迁移以及内皮祖细胞介导的内皮修复来促进内

皮修复[18]。HDL通过促进连接闭合、防止糖萼层丢

失、抑制凋亡、刺激成熟内皮细胞和内皮前体细胞的增

殖和迁移来维持内皮细胞的完整性和功能[19]。在人

真皮微血管内皮细胞中,HDL可直接抑制由TNFα诱

导的血管细胞黏附分子1、细胞间黏附分子1和E-选
择素表达,保护血管内皮的完整性[20]。1-磷酸鞘氨醇

是一种生物活性脂质,对维持血管屏障功能至关重要,
HDL是S1P在血浆中的重要载体之一,HDL相关的

S1P在保护肺血管内皮通透性和维持血管内皮功能方

面发挥重要作用。在体外实验中,HDL-S1P能够保护

脂多糖刺激下的人脐静脉内皮细胞的增殖和迁移能

力,这种保护作用可能部分通过激活S1P受体1实现,
HDL-S1P通过选择性激活S1P受体1,可能减少内皮

细胞的黏附表达,减少免疫细胞释放炎症因子,从而减

轻脓毒症引起的肺血管内皮的损伤[21]。研究发现

HDRACA 是一种涉及 HDL调节血管生成的长链非

编码RNA,正常的HDL能够在健康个体中诱导血管

生成,正常的HDL通过抑制HDRACA 的表达来促进

血管生成,正常的 HDL能够通过激活含有 WW 结构

域E3泛素蛋白连接酶2,降低内皮细胞中 HDRACA
的表达,该酶催化其转录因子Kruppel-likefactor5的

泛素化及其随后的降解,这一过程通过S1P受体1实

现,正常的 HDL还可以通过增加内皮细胞转化生长

因子β2的表达,激活一氧化氮合酶和p44/42丝裂原

活化蛋白酶信号通路,调控缺氧诱导因子-1α的翻译后
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修饰,抑制胆固醇酯转运蛋白来诱导血管生成[22]。在

一项研究中,首次表明正常的 HDL可以通过刺激内

皮自噬来增加一氧化氮合酶表达和一氧化氮生成,从
而诱导血管生成,而功能失常的 HDL通过抑制内皮

自噬来减少血管生成[23]。
3.4 抗凋亡作用 HDL的抗凋亡功能可能与其抗氧

化能力有关。细胞凋亡已被证明是氧化应激刺激后的

主要结果之一,HDL能够通过减少氧化应激来保护细

胞免受损伤,从而抑制细胞凋亡。实验表明,HDL能

够保护骨髓来源的间充质干细胞免受氧化应激诱导的

凋亡,这一保护作用通过激活PI3K/Akt途径和降低

活性氧水平实现[24]。此外,HDL因其抗内皮细胞凋

亡和心肌细胞凋亡而具有内皮保护和心肌细胞保护特

性。HDL被证明可以保护内皮细胞免于原发性细胞

凋亡,并降低氧化低密度脂蛋白诱导的细胞内活性

氧[25]。HDL通过激活 AMP-激活蛋白激酶减少了棕

榈酸诱导的心肌细胞凋亡,AMP-激活蛋白激酶在心肌

细胞中具有直接的抗凋亡特征[26]。
3.5 HDL在肾上腺生物学中的作用 糖皮质激素主

要由肾上腺皮质束状带细胞合成和分泌,其分泌和生

成促肾上腺皮质激素的调节。糖皮质激素的合成原料

主要是胆固醇,它在肾上腺皮质细胞内的线粒体和内

质网中经过一系列酶促反应转化为糖皮质激素。肾上

腺功能不全的特征是糖皮质激素不足,常与脓毒症有

关。由于肾上腺中仅储存少量糖皮质激素,脓毒症中

的原发性肾上腺功能衰竭通常是由于糖皮质激素生物

合成不足造成的[27]。SR-BI是一种 HDL受体,SR-BI
在肾上腺、卵巢和睾丸中高度表达,其功能是通过从

HDL和低密度脂蛋白中选择性吸收胆固醇酯为类固

醇激素合成提供胆固醇,尽管低密度脂蛋白受体也通

过低密度脂蛋白吸收参与胆固醇输送,但SR-BI介导

的 HDL胆固醇吸收似乎是胆固醇更重要的来源[28]。
载脂蛋白A-Ⅰ基因缺失小鼠血浆 HDL耗竭或SR-BI
失活会显著降低肾上腺中的CE含量[29],表明了在载

脂蛋白A-Ⅰ基因缺失小鼠中,肾上腺功能受到影响,
糖皮质激素生成受限。SR-BI在糖皮质激素生成中的

关键作用表明,SR-BI介导的肾上腺HDL胆固醇输送

下调可能是导致糖皮质激素不足的一种机制,脓毒症

期间HDL水平降低会减少SR-BI介导的肾上腺HDL
胆固醇输送。HDL在脓毒症中的重要性也因其在肾

上腺皮质类固醇生产中的作用而得到强调。脓毒症中

下丘脑-垂体-肾上腺轴的激活导致肾上腺皮质糖皮

质激素的产生,这代表了 HDL维持稳态的关键调节

作用。
4 HDL在脓毒症期间的代谢变化

在感染性休克的急性期,HDL水平急剧下降,并
向大HDL颗粒转变[30]。同时在脓毒症发生后早期,
HDL的载脂蛋白成分发生变化,如载脂蛋白 A-Ⅰ水

平下降,而急性期蛋白血清淀粉样蛋白A显著增加并

可能取代载脂蛋白A-Ⅰ成为 HDL的主要载脂蛋白,
急性期蛋白血清淀粉样蛋白A的富集可能导致 HDL
的抗炎功能受损,并可能使其从抗炎转变为促炎状态,
影响 HDL在炎症反应中的作用[31]。脂质和其他蛋白

质成分也发生变化,例如磷脂含量降低,游离胆固醇、
甘油三酯、脂多糖结合蛋白含量增加[8]。脓毒症患者

中与脂蛋白代谢有关的酶,如卵磷脂胆固醇酰基转移

酶活性、卵磷脂胆固醇酰基转移酶浓度和胆固醇酯转

移蛋白活性显著降低,而磷脂转移蛋白和内皮脂酶显

著升高[32]。高水平的胆固醇酯转移蛋白活性会导致

HDL消耗掉胆固醇,并更快地从循环中移除,导致较

低的HDL水平。内毒素可抑制胆固醇酯转移蛋白的

表达和血浆胆固醇酯转移蛋白的活性,从而减轻脓毒

症时HDL的下降。卵磷脂胆固醇酰基转移酶活性的

降低可能阻碍胆固醇酯的形成,影响 HDL的成熟和

功能,对氧磷酶1活性的降低可能减弱HDL的抗氧化

性能,影响其保护作用。
5 HDL在脓毒症中的治疗潜力

CSL-111(一种重组高密度脂蛋白)是由从人血浆

中纯化的载脂蛋白AI与大豆磷脂酰胆碱结合形成类

似于天然重组 HDL的盘状颗粒组成。输注CSL-111
可提高脓毒症小鼠的存活率,与生理盐水组相比,在腹

膜炎和肺炎模型中,注射CSL-111可减轻血浆和肺的

炎症,经CSL-111治疗的小鼠在脓毒症后24h血浆、
肝脏和肺部细菌计数的减少均有统计学意义,肺内巨

噬细胞浸润也较少。这些结果强调了 HDL在细菌中

和和清除中的关键作用,为探索 HDL在脓毒性疾病

中的治疗潜力提供了机会[33]。同样,补充合成 HDL
(sHDLETC-642)不仅可以中和脂多糖,还可以显著

抑制TLR4-NF-κB信号和促炎细胞因子的产生,从而

改善脓毒症小鼠的器官功能障碍和7d生存率[34]。研

究表明有严重急性呼吸综合征冠状病毒2感染入住

ICU的患者,接受由人重组载脂蛋白 A-Ⅰ和 磷 脂

CER-001(一种工程化的高密度模拟物)组成的合成

HDL短期治疗(q12h,1~2d),在所有病例中,CER-
001都能迅速降低不同细胞因子的水平,并相应改善

患者的临床状况[35-36]。CER-001作为一种新的辅助治

疗脓毒症的潜在作用的研究中,证明了CER-001具有

通过胆汁清除内毒素的显著作用,以及其调节细胞因

子风暴、减少内皮功能障碍和防止器官损伤的能力,并
且进行了一项概念验证性临床研究,证实了CER-001
在脓毒症患者中的多效作用在减少肾损害、器官支持

需求和ICU住院方面,体现了这种治疗方法的潜在临

床意义[37]。载蛋脂白 A-Ⅰ是 HDL的主要蛋白质成

分,具有抗炎和抗氧化特性,可能在脓毒症的炎症免疫

反应中发挥重要作用。载蛋脂白 A-Ⅰ模拟肽是人工

合成的肽类,具有与天然载蛋脂白A-Ⅰ类似的功能载
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蛋脂白A-Ⅰ已在动物模型中显示出对脓毒症介导的

急性肺损伤的保护作用,其主要保护机制是直接抑制

内毒素活性和维持 HDL的抗氧化活性[38]。国外学者

对脓毒症患者 HDL代谢相关基因进行了靶向重测

序,发现了CETP(rs1800777-A)中一种罕见的错义变

异,该变异与脓毒症期间 HDL水平的显著降低有

关[39],这种遗传方法表明,由于CETP基因的功能获

得变异,遗传相关的低 HDL水平是脓毒症生存率降

低的一个因果危险因素,也说明 HDL在感染时受到

CETP的强烈调节,这是CETP免疫调节作用的高度

支持证据,为基于CETP提高 HDL水平的基因治疗

提供了一定的依据[40]。最近的一项研究表明,CETP
抑制剂通过 HDL依赖性机制减少炎症,并可能通过

HDL独立机制激活巨噬细胞,CETP抑制剂显著提高

了小鼠肺炎模型的生存率,并减少了肺炎的严重程

度[41]。这些发现表明,最初用于治疗心血管疾病的

CETP抑制剂有可能被重新用作脓毒症的治疗方法。
EL是一种由内皮细胞合成并固定在内皮细胞腔面表

面的酶,它主要水解HDL中的磷脂,是调节血浆HDL
浓度的主要因素[42]。人体研究结果表明血浆EL水平

与HDL水平呈反比关系,EL过表达导致血浆 HDL
浓度降低,而EL功能丧失的人 HDL水平升高[43],因
此选择性抑制EL能增加 HDL并为脓毒症的治疗提

供潜在益处。类似的,基于 HDL的脓毒症治疗还涉

及一些调节HDL代谢、颗粒有关的酶,包括重组卵磷

脂-胆固醇酰基转移酶、重组磷脂转运蛋白等[44]。
6 结语

在脓毒症患者中,HDL水平的显著降低与病情的

严重程度和不良预后密切相关。HDL不仅能够通过

结合和中和内毒素来减轻脓毒症机体的炎症反应,还
可能通过抗氧化、保护内皮细胞功能等多重机制参与

脓毒症的病理生理过程。此外,HDL的组成和代谢在

脓毒症期间也会发生显著变化,这些变化可能影响了

HDL的功能,从而在脓毒症的进展中起到关键作用。
重组HDL、合成 HDL、载蛋脂白 A-Ⅰ模拟肽、CETP
抑制剂等药物具有治疗脓毒症患者的潜力,有望成为

临床治疗脓毒症的研究靶点。因脓毒症存在很大的异

质性,有学者提出了脓毒症亚型,根据分类基础的不

同,脓毒症亚型主要分为以下几类:①基于基因组学指

标的脓毒症内型;②基于生物标志物和临床指标的脓

毒症亚型;③基于临床大数据的脓毒症表型[45]。不同

的亚型反应性不同,为了针对不同的亚型采取精准治

疗,如何在脓毒症亚型中实现基于 HDL的相关治疗,
还有很多方面仍有待完善。
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【医学综述】

腹主动脉瘤腔内修复术后内漏的预防策略与治疗进展

闭覃宇,黄柄桦,罗世官

(右江民族医学院附属医院百东院区,广西 百色 533000)

摘 要: 随着人口老龄化及心血管危险因素增加,主动脉瘤发病率上升,血管内动脉瘤修复技术(EVAR)虽成主要治

疗手段,但术后内漏影响其远期疗效。本综述对内漏分类、发病机制、预防及治疗进行阐述。内漏分Ⅰ~Ⅴ 型,Ⅰ、Ⅱ型

常见,与手术技术和解剖结构有关,Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型少见,Ⅳ型多具自限性。预防和治疗上,Ⅰ型内漏预防注重支架密封,如

Ⅳ型可加固近端锚定区,ⅠB型可延长远端支架等;Ⅱ型内漏预防可栓塞瘤囊分支动脉或填充瘤腔,治疗可选经皮动脉栓

塞等;Ⅲ型内漏预防需确保支架组件连接,治疗因病况而异;Ⅳ型内漏多自行缓解;Ⅴ型内漏机制不明,治疗个体化。临

床应重视内漏早期识别与分类,制定个体化防治策略,虽然新材料和新技术的应用为内漏预防提供了更多选择,但其长

期效果仍需进一步研究验证。未来仍需开发新技术并评估长期效果,以提高患者生活质量和生存率。
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  随着人口老龄化和心血管方面危险因素的增加,
以胸、腹部和降主动脉为主要发生部位的主动脉瘤在

我国以及全球范围内发病率呈上升趋势[1-2]。其瘤体

的破裂风险与瘤体的大小、扩张速度以及患者的年龄

和性别等因素密切相关,其无症状的生长引起破裂时

死亡率超90%,对患者的健康构成严重威胁[3]。随着

医疗技术的发展,血管内动脉瘤修复术(endovascular
aorticrepair,EVAR)已经逐步取代了传统的开放手

术,成为治疗的主要手段,其在有效性和安全性上已经

取得多数临床研究的认可,但术后内漏的问题仍然是

影响其远期疗效的主要因素,可能会导致瘤体持续增

大,增加破裂风险[4-6]。而针对这一问题,近年来的研

究主 要 集 中 在 如 何 有 效 预 防 和 治 疗 内 漏,以 提 高

EVAR的成功率和患者的长期生存率。因此,本研究

综述了EVAR后内漏的相关研究,旨在全面理解这一

领域的研究动态,并为临床实践提供科学依据。

1 内漏的分类及概况发病机制

内漏在国际上被定义为EVAR后,血液通过各种

途径持续流入动脉瘤囊内的现象,未能完全隔绝假腔,
是EVAR术后最常见的并发症之一。内漏总体发生

率各研究组间有较大差异,约10%~50%[7-9]。根据

发生机制和位置的不同,内漏可分Ⅰ~Ⅴ型。

1.1 Ⅰ型内漏 Ⅰ型内漏是指血液通过支架移植物

与血管壁之间的间隙流入动脉瘤囊。Ⅰ型内漏是支架

移植物与血管壁之间密封失败的表现,可能是由于主

动脉形态的变异,如主动脉颈部的扩张或支架移植物

位置的变动所导致。根据漏血位置的不同,可进一步

细分为:由近端附着点引起的ⅠA型,由远端附着点引

起的ⅠB型和发生在髂动脉密封区的ⅠC型[10]。其中ⅠA
型内漏的发生主要是由于支架固定不良或瘤颈扩张导

致。而ⅠB型内漏则与覆膜支架在远端与髂总动脉或髂

外动脉血管壁的密合性不足相关。Ⅰ型内漏在2%~
10%的EVAR病例中被发现,且其发生率随时间推移

有增加趋势[11]。从术后1个月内的监测影像中观察

到3.5%的发生率,增加到12个月时的6.8%,Ⅰ型内

漏在所有发生内漏类型中占比约12%[11],凸显了其在

EVAR术后并发症中的重要地位。因此,对于Ⅰ型内

漏的预防、早期诊断与有效治疗策略的研发,对于提高

EVAR手术的成功率及患者预后具有重要意义。

1.2 Ⅱ型内漏 Ⅱ型内漏是由主动脉或髂动脉分支

(如髂腰动脉、肠系膜下动脉、副肾动脉、正中骶动脉和

髂内动脉)的逆行血流进入动脉瘤囊引起的[10-11]。根

据受累分支的数量,可进一步分为:ⅡA型,仅累及1个

分支;ⅡB型,累及2个或2个以上分支,通常有一条主

要流入动脉和一条或多条流出动脉[10]。Ⅱ型内漏是

EVAR后最常见的内漏类型,也是需要再次手术干预
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的内漏类型,其发生率为10%~44%,存在显著的变

异[12],也是引发再次手术干预的主要原因之一。这种

变异可能源于患者个体差异、手术技巧、术后管理以及

随访时间的差异。因此,深入研究Ⅱ型内漏的发病机

制、危险因素及预防策略,对于优化EVAR手术效果、
减少并发症及改善患者预后具有至关重要的意义。同

时,与Ⅰ型内漏相比,Ⅱ型内漏的发生机制更为复杂,
涉及更多血管分支的血流动力学变化,增加了其诊断

与治疗的难度。

1.3 Ⅲ型内漏 相比于Ⅰ型和Ⅱ型内漏,Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ
型内漏在研究中报告的发生率均较低,可能与其发病

机制有关。Ⅲ型内漏可能由动脉瘤结构迂曲、支架移

位、材料缺陷或组件间重叠不当造成[9,11],可进一步细

分为:支架衔接部位移或脱离(ⅢA)、支架覆膜破损(Ⅲ
B)、支架衔接部之间未完全贴合(ⅢC)。对比Ⅰ型和Ⅱ
型内漏,Ⅲ型内漏则归因于支架移植物本身的结构缺

陷,而随着支架设计和材料的不断改进,Ⅲ型内漏的发

生率有所下降,较新的支架移植物设计可能会进一步

减少结构缺陷的风险。目前,Ⅲ型内漏发生率大约在

0.7%~4.5%之间[9-11]。由于Ⅲ型内漏是在支架组件

发生移动或材料疲劳后才易被检测,因此迟发型Ⅲ型

内漏则更为常见,但也会导致患者的预后较差,同时也

反映了其临床管理和治疗的复杂性。

1.4 Ⅳ型内漏 Ⅳ型内漏发生的原因通常是因为血

液穿透覆膜支架的微小孔隙,进而流入瘤腔,这类内漏

在所有内漏类型中所占比例较小,大约为3%[8]。其

原因之一可能是现代支架移植物的设计和制造技术已

经大大减少了覆膜的微小孔隙,从而降低了Ⅳ型内漏

的发生概率。此外,Ⅳ型内漏的自限性可能也与其较

小的漏血路径有关,这些小孔隙可能随着时间的推移

自然闭合,减少了持续漏血的风险[13]。因此,大多数

情况下,Ⅳ型内漏在持续观察期间可能会自行缓解,因
此临床实践标准中建议无需对其进行特别治疗[11]。

1.5 Ⅴ型内漏 Ⅴ型内漏的发生一般与支架内张力

过大有关,通常表现为在缺乏明显内漏迹象时动脉瘤

囊的异常扩大,发生率为1%~5%[14]。其发生机制尚

不完全明确。这种情况可能源自未被检测出的其他内

漏形式,或者是由于支架材料的微小孔隙导致的超滤

现象,以及可能存在的压力传递问题[9,11,15]。总结而

言,Ⅰ型和Ⅱ型内漏更常见,因为两者与手术技术和患

者解剖结构的变异性有关,而Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ型则通常与支

架设计、材料、制造工艺型的进步而变得少见。其中,

Ⅳ型内漏具有自限性,很多时候不需要特别治疗。

2 内漏的预防及治疗

2.1 Ⅰ型内漏 预防Ⅰ型内漏发生的措施,主要是通

过确保近端或远端支架的密封来实现,该过程涉及到

支架的选择、放置位置以及正确地锚定[16]。对于ⅠA型

内漏,即支架与主动脉壁近端不完全贴合的情况,主要

预防措施包括加固近端锚定区。在术中使用成形球囊

扩大支架颈部,以增强支架与动脉壁的贴合度,可显著

改善Ⅰ型内漏情况[17]。此外,Palmaz球囊扩张型支架

可以提供更大的径向支撑力,可以有效避免支架与血

管壁之间产生缝隙[18-19]。同时,还有研究发现球囊扩

张技术在支架植入前对不规则近端瘤颈部分的预处理

具有 应 用 价 值,但 其 确 切 效 果 仍 待 深 入 研 究 以 验

证[20]。除此之外,延长近端锚定区,如植入覆膜支架

延长支架(Cuff),也是封闭内漏口的有效手段[21]。术

中使用纤维蛋白胶进行腔内注射和瘤腔填塞,如弹簧

圈联合化学胶 Onyx,也已被证实为预防ⅠA型内漏的

有效方法[22]。如ZHANGL等[23]的研究发现,在107
例具有复杂瘤颈结构的患者接受EVAR手术并结合

术中纤维蛋白胶瘤腔填塞后,经过平均89.1个月的随

访,仅有1例(0.93%)发生Ⅰ型内漏。
近年来,辅助内锚系统(EndoAnchors)较为新颖,

其利用支架移植物的隔绝作用,还通过血管内锚定装

置对动脉瘤颈部进行缝合固定,可为瘤颈长度<10
mm甚至<4mm的情况下提供一种相对可行的治疗

选择[24]。但其手术过程也较为复杂,除了植入支架移

植物外,还需要进行EndoAnchor植入,在该技术中植

入过程达(148.0±80.0)min、EndoAnchor植入和总

透视时间分别为(17.1±11.5)min和(35.3±22.0)

min,平均每个患者需植入(5.5±2.1)个 EndoAn-
chors[24]。在 EVAR 手术过程中,可通过提前植入

EndoAnchors预防因不良颈部解剖结构等因素导致的

ⅠA型内漏发生,以及防止主动脉支架移植物迁移,从
而提高手术的成功率和长期稳定性[25-26]。KARA-
OLANISG等[27]在Meta分析(8项研究,968例患者)
中发现,初次EndoAnchor固定的技术成功率较高,可
达97.12%(95%CI:92.98~99.67),动脉瘤囊缩小

率为68.82%(95%CI:51.02~84.21),动脉瘤囊增

大率为1.93%(95%CI:0.91~3.24)。平均6个月

的总体生存率为93.43%,但随访期内就有6.23%
(95%CI:0.83~15.25)的患者出现持续性ⅠA型内

漏,且患者还需要额外的近端主动脉袖套,还出现了如

内锚系统相关的不良事件,如内锚骨折、脱位、嵌顿等。
因此,虽然其对于预防还是治疗术中ⅠA型内漏均有一

定效果,但还需要长期随访确定其有效性和安全性。
另一项纳入随访时间更长的 Meta分析(7项研究,445
例患者)[28]则发现,平均随访15.4个月中,ⅠA型内漏

的发生率为3.5%,移植物迁移率为2.0%,认为其在

技术上可行且安全,但还缺乏相关的病例对照。而最

近的 Meta分析则表明(16项研究,1145例患者)[29],
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该技术下平均随访11.9个月,ⅠA型内漏发生率为

3.97%(95%CI:0.36~1.99),其中初次EVAR内漏

发生率为0.16%(95%CI:0.00~1.65),支架迁移率

仅为0.004%(95%CI:0.00~0.76),但再次干预率

仍较高,可达5.43%(95%CI:0.86~12.54)。综合

以上的研究结果,可以认为EndoAnchors的加入扩大

了EVAR手术的适用范围,对腹动脉瘤(AAA)的治

疗以及对ⅠA型内漏减少了因内漏引发动脉瘤破裂等

严重并发症的风险,有利于患者术后的恢复和预后,在
短期的随访内具有一定的有效性和安全性,但除了已

报道的内锚系统自身的问题(如骨折、脱位等),可能还

存在其他潜在的的不良事件,需要更系统、长期的监测

和评估,因此EndoAnchors可被用于EVAR中预防和

治疗内漏及支架迁移,但还不足以被推荐为常规使用。
针对ⅠA型内漏,治疗预防措施的目的是增强支架的稳

定性和贴合度,从而降低内漏发生的风险,区别则在于

应用场景的不同:Palmaz球囊扩张型支架适用于需要

额外径向支撑力的血管;纤维蛋白胶腔内注射和瘤腔

填塞则更多地应用于需要填充瘤腔、促进血栓形成以

预防内漏的情况;延长近端锚定区则适用于解剖结构

复杂、需要提高密封效果的情境;辅助内锚系统则用于

需要增强支架稳定性、减少位移的复杂病例。
对于ⅠB型内漏,即支架与主动脉壁远端不完全贴

合的情况,预防措施主要为延长远端支架至髂血管,以
增强锚定力,减少内漏发生[30]。应用分支支架和开窗

支架也是降低ⅠB型内漏的有效手段[31]。支架远段放

大策略,即在髂总动脉直径较大时,通过增加支架远段

的尺寸来提供更强的锚定力,已被证实可降低ⅠB型内

漏的发生[32]。钟底支架作为一种支架远段扩张策略,
目前其治疗效果仍存在争议[33-34],其导致ⅠB型内漏的

发生风险上升的原因与将支架直接固定在扩张血管区

域,使得受影响的动脉持续受到过大的张力有关。持

续的张力可能促进动脉病变的进展和扩张,最终可能

导致动脉进一步扩张。未来的预防ⅠB型内漏的发展趋

势可能包括一体化支架的使用,以减少支架间拼接,实
现更充分的组件间连接。术中对瘤颈的准确评估和选

择合适的支架尺寸同样关键,以确保手术的安全性和

有效性。可见,目前预防ⅠB型内漏的措施其本质上均

以提高支架与血管壁的贴合度和锚定力为目标,以使

用应用场景而言,延长支架应用与支架远段直径小于

瘤体直径的场景,需加用延长支架延长锚定区,增强远

端锚定力;分支支架则适用于瘤体位于多分支血管区,
需保持血管分支通畅同时提高密封性的复杂情况。而

一体化支架作为未来趋势,则适用于对支架整体性能

有更高要求的场合。
综上,治疗Ⅰ型内漏的策略是根据内漏的具体情

况和患者的解剖结构来定制的。对于ⅠA型内漏,重点

在于加强近端锚定,治疗方法包括球囊扩张、主动脉袖

套植入、球扩支架的应用等,腔内缝合技术能降低再干

预率和ⅠA型内漏发生率,但远期效果待评估,难治性Ⅰ
A型内漏可考虑弹簧圈栓塞、液体栓塞剂等技术或开

放手术。而对于ⅠB型内漏,则侧重于加强远端锚定,如
通过延伸支架至髂外动脉,并栓塞髂内动脉来实现。

2.2 Ⅱ型内漏 Ⅱ型内漏是EVAR术后最常见的内

漏类型,也是目前研究的重点。预防Ⅱ型内漏的方法

主要包括在术中对瘤囊分支动脉进行栓塞,或使用特

殊的材料如Onyx胶、纤维蛋白胶、α-氰基丙烯酸正丁

酯(NBCA)等进行瘤囊的填充[35-38]。纤维蛋白胶作为

一种临床中常用的止血和组织黏合材料,具有非细胞

毒性、可吸收、凝结快等特点,可能在瘤腔填充方面具

有良好的应用价值[35]。NBCA作为一种液体栓塞材

料,在EVAR中预防性栓塞瘤腔以预防Ⅱ型内漏显示

出了良好的安全性与有效性[38]。术中瘤腔填充技术,
如使用弹簧圈联合纤维蛋白胶填充瘤腔,已被证明是

安全有效的,能够显著降低EVAR术后即刻及半年Ⅱ
型内漏的发生率[37]。临床研究显示,预防性瘤腔栓塞

可以减少中早期Ⅱ型内漏的发生,防止EVAR后囊增

大,对再干预率和死亡率无明显影响[38]。然而,其对

长期再干预率和死亡率的影响仍需进一步研究和确

认。由此可见,目前针对Ⅱ型内漏,其预防手段之间的

差异主要集中于使用材料的不同,选择都基于其特定

的优势和患者的具体情况。例如,纤维蛋白胶因其快

速凝结特性适合快速形成血栓,而NBCA则适用于需

要更持久栓塞的情况。术中瘤腔填充技术则结合了物

理填充和化学促凝的双重作用,以达到更有效的预防

效果。

Ⅱ型内漏早期被视为良性并发症,治疗原则为选

择性栓塞相关侧支或残余瘤腔。以经皮动脉栓塞为最

常用方式,可通过股或肱动脉建立通道,微导管超选至

肠系膜下或腰动脉开口处栓塞[5,9,11]。常用材料包括

微弹簧圈、凝固胶或凝血酶[35-38]。经腰部入路穿刺栓

塞适用于常规通路受限患者,CT引导下确定反流血

管,X光透视下精准穿刺并栓塞[9,11-12]。腔内治疗失败

时,可选择开放手术。开放手术中的处理包括:结扎反

流侧支,缝合瘤腔内侧支开口,保留覆膜支架[4-6,12]。
虽然有效,但手术复杂度高,风险也相对较大。综上,
对于瘤囊分支动脉较为明确的患者,经皮动脉栓塞可

能是首选;而对于常规通路受限的患者,则可能需要考

虑经腰部入路穿刺栓塞。对于复杂或难治性Ⅱ型内

漏,可能适合开放手术。

2.3 Ⅲ型内漏 确保支架组件之间的充分连接是预

防Ⅲ型内漏的关键。研究显示,多支架使用时需匹配
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直径,并保证至少3cm重叠[39]。若连接处重叠不足,
可考虑额外植入覆膜支架延长重叠部分。如连接处角

度过大致使支架展开不全,可进行球囊扩张,但需谨慎

避免过度张力引发支架移位[39-40]。随着技术进步和设

备改进,此类内漏发生率逐步降低。Ⅲ型内漏可能引

起瘤腔压力和体积快速增加,需及时干预。常用干预

方法为在脱节处植入新的覆膜支架将其覆盖[11]。少

数因支架部分破损引起的情况,可考虑重置分叉型覆

膜支架或单臂支架型血管,并行股-股搭桥[11]。在腔

内治疗失败、存在持续性的动脉瘤扩张时,应考虑开放

手术修复[11]。总体而言,预防Ⅲ型内漏的关键在于选

择合适的支架来确保支架组件之间的充分连接。而治

疗Ⅲ型内漏难易程度通常与内漏的位置、大小、瘤体的

解剖结构以及患者的整体健康状况有关。血管内治疗

通常较为微创,但可能需要多次尝试或长期管理;开放

手术则更为复杂,恢复时间更长,但可能提供更持久的

解决方案。目前临床实践中还缺少相关的风险评估工

具作为决策依据。

2.4 Ⅳ型内漏 Ⅳ型内漏多数情况下能够自行缓解,
通常不需特殊干预或仅采取保守疗法。不过其早期发

生可能妨碍瘤囊缩小并影响疾病进展,需引起重视。
腔内植入物的覆膜材质是影响这类内漏的主要因

素[41]。研究发现,采用聚四氟乙烯材质的支架(例如

早期Excluder型号)更易引发Ⅳ型内漏,从而阻碍瘤

囊收缩过程[41-42]。然而,在Excluder支架内部增设低

渗透性膜层后,此类内漏的发生率明显降低[42]。由于

大部分Ⅳ型内漏通常可以自行消退,并且与腹主动脉

瘤的破裂没有直接联系。同时,随着支架设计和材料

技术的不断进步,新型覆膜支架在治疗中很少出现Ⅳ
型内漏的情况。因此对于Ⅳ型内漏,目前的临床实践

标准[11]中建议不采取干预措施。

2.5 Ⅴ型内漏 Ⅴ型内漏的形成机制仍不明确,可能

涉及支架材料、动脉瘤囊壁的压力传递等因素。目前

没有确切的预防策略。在治疗方面,当前的临床实践

倾向于根据患者的具体情况来定制治疗方案,包括但

不限于观察、使用低孔隙率的覆膜支架进行内衬,或者

在必要时采取开放手术[11,43]。在其他治疗失败或瘤腔

继续扩张的情况下,采用开放手术修补可能是有效治

疗途径,包括瘤腔折叠术和覆膜支架的移除[11,44]。对

于Ⅴ型内漏,如果排除了其他类型的内漏,可以采取非

手术管理方式,但是需要定期进行影像学检查以监测

内漏的变化情况,以防止可能出现的并发症[11]。

3 小结与展望

本研究综述了主动脉瘤腔内修复术后内漏的分

类、发病机制、预防策略与治疗方法。内漏是EVAR
术后需要密切关注的并发症,其类型包括Ⅰ型、Ⅱ型、

Ⅲ型、Ⅳ型和Ⅴ型,每种类型都有其特定的预防和治疗

策略。Ⅰ型内漏需要关注近端和远端的密封,而Ⅱ型

内漏的治疗可能需要栓塞分支动脉,Ⅲ型内漏强调支

架组件间的充分连接,Ⅳ型内漏通常观察等待,Ⅴ型内

漏则需要个体化的治疗方案。在临床实践中,对内漏

的早期识别和正确分类对于规划最佳管理策略至关重

要。EVAR术后内漏的预防需要从术前评估、术中技

术和术后管理等多个环节入手,个体化制定预防策略。
此外,通过定期的影像学监测,可以及时发现内漏并评

估其对患者预后的影响,从而采取适当的治疗措施,以
降低主动脉瘤破裂的风险并改善患者的长期生存率。

未来的研究将集中在开发更有效的内漏预防和治

疗技术,以及对新材料和技术的长期效果进行评估。
个体化治疗策略和精准医疗的进一步发展,有望为

EVAR术后内漏的管理提供更加有效和安全的方法,
从而进一步提高患者的生活质量和生存率。同时,对
现有治疗方法的改进和创新也将继续是研究的重点。
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本文引文格式:周子阳,孙纲.大肠癌筛查策略及手术方式的选择[J].
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【医学综述】

大肠癌筛查策略及手术方式的选择

周子阳1,孙纲2

(1.锦州医科大学研究生培养基地,中国人民解放军联勤保障部队第九六七医院,辽宁 大连 116000;

2.中国人民解放军联勤保障部队第九六七医院综合外一科,辽宁 大连 116000)

摘 要: 大肠癌又称结直肠癌(colorectalcancer,CRC),具有生长缓慢、潜伏期长、发病机制不明等特点。家族史、炎症

性肠病、腺瘤性息肉、高脂及低纤维饮食等是CRC的高危因素,其预后与早期发现以及外科干预相关,因此对高危人群

的筛查和选择合适术式就变得尤为重要。常用的筛查策略有基于粪便筛查的高灵敏度愈创木脂法粪便潜血试验 (HSg-
FOBT)、粪便免疫化学试验 (FIT)、多靶点粪便 DNA(mt-sDNA)和基于内镜可视化筛查的CT结肠造影、软式乙状结

肠镜、结肠镜、结肠胶囊内镜(CCE)等。传统开腹、腹腔镜、单孔腹腔镜及手术机器人的应用也使患者有更多个性化选

择。通过及时的早期筛查和外科干预,可以在很大程度上降低CRC的发病率和死亡率,从而推动CRC的精确诊疗。

关键词:大肠癌;结直肠肿瘤;筛查;手术
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  结直肠癌(colorectalcancer,CRC)目前在全球范

围内的发病率已经居恶性肿瘤的第3位,死亡率居第2
位。尽管近年来在诊断和治疗方面取得了一定的进

展,但CRC仍是人类健康的一大威胁,尤其是在一些

发达国家,其造成的病情负担和经济花费极为沉重。
在临床诊治中发现,及早的筛查和干预可使CRC的发

病率和死亡率显著降低,这凸显了科学有效的筛查策

略的重要性。目前,CRC的筛查主要分为非侵入性粪

便检测和可视化内镜两大类。非侵入性粪便检测如高

敏愈创木脂粪便潜血试验 (HSgFOBT)、粪便免疫化

学试验 (FIT)、多靶点粪便 DNA (mt-sDNA)等。因

其简便、成本低,主要适用于大规模筛查。而可视化检

查如CT结肠造影和各类肠镜可在直视下观察病变并

进行活检,但其也因侵入性和医疗资源而限制了普及

率。近年来,一些新兴技术如液体活检和结肠胶囊内

镜(CCE)也为临床提供了更多选择,但其实用性和成

本及准确性还需进一步优化。在治疗方面,手术仍然

是CRC治疗的第一选择。目前随着微创技术的应用,
传统开腹手术已逐渐被腹腔镜技术所取代,凭借其创

伤小、恢复快的优势已成为临床第一选择。同时,单孔

腹腔镜技术(SILS)和机器人手术系统也在快速推动外

科的发展,但其技术难度、学习曲线及维护成本仍是普

及的最大难题。因此,如何根据患者实际情况选择合

适术式也成为了临床医生面临的重要课题。本文旨在

系统性综述CRC筛查策略及各手术方式最新进展,分
析各方法优缺点及适用人群,为临床提供实践性依据。
通过优化筛查流程和手术选择,有望提高CRC的早期

诊断率,改善患者预后,降低疾病负担和经济负担。

1 概述

1.1 CRC的发病机制 目前CRC的发病因素及机

制仍不完全清楚。目前认为,CRC的发生涉及多种病

理生理机制,如异常细胞增殖、细胞分化、抗细胞凋亡、
侵袭结直肠肿瘤细胞附近结构和远处转移等[1]。在分

子生物学层面,癌基因、抑癌基因和 DNA 碱基错配修

复基因的突变都可能参与CRC的演变过程。相关病

因学研究显示,许多种系基因突变例如 APC、MLH1
等也使CRC的患病率有所增加。基因改变导致信号

通路失调,引起耐药性,抑制细胞凋亡,诱导增殖、侵袭

和迁移也可导致CRC发病与转移[2]。另外还有研究

指出,人体肠道中自然存在的微生物菌群也对其发病

有一定的促进作用,虽然口腔离结肠的解剖区域较远,
但是口腔内的细菌如具核梭杆菌和牙龈卟啉单胞菌仍

然能够扩散到结肠,这些细菌可以在复杂的生物背景

下改变残留微生物群的组成,导致肠道菌群失调。这
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种口腔驱动的破坏促进了异常的免疫和炎症反应,最
终导致CRC发生[3]。目前有研究显示,肠道菌群可能

是通过调节信号通路、参与免疫反应及细胞增殖等方

面介导发病过程[4]。

2 临床表现及分型

2.1 临床表现 CRC起病较为隐匿,早期阶段多表

现于排便习惯及性状异常,随后可出现间断性腹痛、肿
块、肠梗阻及不明原因的消瘦,极少数患者会出现急腹

症情况。晚期阶段出现远处淋巴结转移和严重的全身

消耗症状甚至恶病质。在早期时患者并不会认为症状

严重,而是将其归因于衰老、生活方式改变,精神心理

因素或其他合并症,从而错过了最佳治疗期[5]。

2.2 分型 世界卫生组织 (WHO)胃肠道病理分类

列出了大量结直肠癌的组织学亚型,例如经典腺癌

(AC)、黏液腺癌 (MAC)、印戒细胞癌 (SRCC)和其他

罕见的结直肠癌变异,包括鳞状细胞癌、神经内分泌

癌、腺鳞状癌、梭形细胞癌和未分化癌[6]。

3 筛查与诊断

越来越多的研究表明,通过科学有效的循证筛查

策略可以在很大程度上预防并降低CRC的发病率和

死亡率[7]。依据美国预防服务工作组(USPreventive
ServicesTaskForce,USPSTF)在2021年5月更新的

指南,建议将筛查目标人群分为B级推荐(45~49岁)
和A级推荐(50~75岁)。目前推荐的几种筛查策略:

①基于粪便的结直肠癌检测。②可视化筛查方式包括

计算机断层扫描 (CT)结肠造影、软式乙状结肠镜检

查和传统结肠镜检查。目前还有软式乙状结肠镜检查

和FIT结合,结合粪便检测和直接可视化。③近几年

新兴的结肠胶囊内窥镜检查,基于血液的结肠癌筛查,
基于肠道微生物的筛查等[8]。

3.1 基于粪便的结直肠癌检测

3.1.1 高灵敏度愈创木脂法粪便潜血试验 (HSg-
FOBT) 基于粪便的筛查方式,通过在息肉或癌症中

检测出氧化反应。当采集的粪便标本中含有血红素

时,过氧化氢试剂会氧化检测卡中的α-愈创木酸而呈

现蓝色,代表该样本阳性(异常)。该方式需要被筛查

者每年采集3个连续的粪便标本,任何一个出现阳性

结果都需要行肠镜检查来进一步确认潜血原因[9]。这

种无创筛查方式应用广泛、价格低廉,可应用于临床或

临床环境之外。在测试前两天内需要限制一些食物和

药物,以免其影响检测结果,并且该方法不适用于存在

消化道出血的患者。

3.1.2 粪便免疫化学试验 (FIT) FIT也是一种基

于粪便的筛查方式,与 HSgFOBT不同点在于使用抗

体检测的形式来测定粪便中是否存在人血红蛋白的珠

蛋白部分。特异性和灵敏度较高,FIT每年只需要采

集1个粪便标本,不受饮食习惯或药物的影响。该方

法也适用于存在上消化道出血的患者,因为上消化道

出血的血红蛋白在到达结肠之前会被部分消化,不会

出现阳性结果[10]。2021年 USPSTF指南建议至少1
年进行1次FIT以便筛查潜在的CRC,出现阳性的个

体需要进一步行肠镜检查确定原因[11]。在某些情况

下,FIT阳性后肠镜检查率低于30%。另一方面,在

FIT筛查中,使用低临界值(如10μgHb/g粪便)可显

著提高敏感性和阳性预测值,但会相应地降低该特异

性,这就需要大量的结肠镜随访检查,而在检查过程中

则会相应地增加了不良事件的发生率。

3.1.3 多靶点粪便 DNA(mt-sDNA)检测 mt-sD-
NA也是一种基于粪便的CRC筛查方法,该方法可扩

增甲基化的分子生物标志物(例如突变KRAS、甲基化

BMP3、甲基化NDRG4等),也可以检测血红蛋白[12]。
通过从11种分子生物标志物定量计算得出的复合逻

辑来确定异常结果。mt-sDNA采集粪便的跨度可以

更长,可以每3年采集一次并可在临床环境之外进行,
无食物及药物限制,由于是非侵入行检查,在检测过程

中发生不良反应的可能性较低。mt-sDNA对左侧和

右侧CRC以及高危腺瘤的敏感性和特异性较高。与

其他非侵入性粪便血液检测相比,由于BMP3是 mt-
sDNA检测的一个组成部分,所以在检测无蒂锯齿状

息肉(SSP)方面具有更高的灵敏度[13]。该筛查方法提

供了专门的工作人员通过电子或实时指导被检测者完

成筛查并提高检测完成率[14]。同样 mt-sDNA筛查成

本较高,可能会出现结果呈现阳性但结肠镜检查为阴

性等现象。

3.2 可视化筛查方式

3.2.1 计算机断层扫描结肠造影(CT结肠造影) 通

过使用CT扫描仪和计算机重建的方式来检查结肠和

直肠内的息肉及其他异常病变,属于直接可视化筛

查[15]。与结肠镜相比,CT结肠造影属于非侵入性检

查,性价比高,过程中不需要镇静,没有肠穿孔和肠道

出血的风险,对基础状态差的老年患者较为友好[16]。

CT结肠造影在观察病灶侵袭程度、有无淋巴结转移和

远处器官转移等方面具有显著优势[17]。尽管计算机

断层扫描对于结直肠肿块有较高的敏感性,但CT结

肠造影因在器官外成像,当有异常结果时,同样需要进

行额外的内窥镜检查及活检[18]。

3.2.2 软式乙状结肠镜检查 该方式可在内镜下直

视直肠、乙状结肠和降结肠,并对远端的结直肠息肉和

病变进行切除或活检。与结肠镜相比,软式乙状结肠

镜对镇静要求较低、成本低、并发症发生率低,在一些

初级卫生保健机构即可施行[19]。在我国,由于软式乙

状结肠镜只能观察到远端结直肠(尽管可使远端结直
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肠癌发病率降低52%),但因无法探及整段结肠,近端

结直肠癌的发病率并未降低,所以对软式乙状结肠镜

的使用产生了一定的局限性。

3.2.3 结肠镜检查 目前应用最为广泛的检查方式,
其本身是一种侵入性、对医疗资源有一定要求的手术。
通常在需要进行结肠镜检查之前,被检者大都已经使

用过非侵入性筛查方式或有一定程度的肠道异常表

现。患者使用结肠镜检查的目的不仅仅是确定肠道异

物的性质,还可对于一些孤立的、较小的、有不良倾向

的息肉或者其他异物进行内镜下摘除。结肠镜检查分

为两种:普通型和无痛型,术前1d开始进行肠道清

洁,减少肠腔内粪便对于操作者视野的影响。无痛型

结肠镜检查前,麻醉医生需要对患者的基本状态进行

评估,根据评估结果来确定其是否耐受。相关回顾性

研究证明,软式乙状结肠镜检查使CRC的死亡率降低

了35%,而 结 肠 镜 检 查 可 使 CRC 的 死 亡 率 降 低

74%[20],尤其是在近端结肠检查与死亡率的降低幅度

更大有关[21]。尽管结肠镜好处多,但是对于患者来说

也是一种侵入性手术,少数患者也会因为会有出血、穿
孔、麻醉意外或其他不良反应而对结肠镜检查或者检

查结果产生焦虑甚至恐惧[22]。这就需要医务人员在

检查前与患者进行充分的沟通,使患者充分理解结肠

镜检 查 的 重 要 和 必 要 性,缓 解 对 该 操 作 的 焦 虑 心

理[23]。

3.2.4 结肠胶囊内镜检查(CCE) CCE是新兴的一

种检查方式,它是一粒胶囊大小的无线微型摄像头,患
者将该摄像头吞下拍摄几千张胃肠道的图像[24]。该

方式不需要镇静剂、充气或者放疗,在非临床环境中也

可以很好的使用[25]。最新的CCE二代内窥镜对>6
mm的肿瘤敏感度高达100%,对于10mm及更大的

肿瘤也有较高的敏感性及特异性,对于结肠异物的敏

感性主要取决于结肠表面的百分比和胶囊在肠道内的

排泄时间。相对于传统结肠镜,其发生不良反应的风

险更低,但目前完全依赖 CCE的检查率较低,仅占

66.7%,如果CCE发现结直肠病变时,往往需要再行

结肠镜进行确诊性检查,使得检查成本升高,病人接受

度降低[26]。对于CCE图像的解读也需要经过专业培

训的医生,等待时间也比结肠镜的时间更长。综上所

述使得CCE的实用性受到了一定的限制[27]。

3.3 新兴筛查方式 目前还有几种新兴的筛查方式

待测试,例如基于血液的筛查方式(液体活检)、基于粪

便微生物筛查方式以及基于尿液的筛查方式等。这些

方式都属于非侵入性、可在非临床环境中采集样本的

方式,但如果显示出异常结果时也都需要结肠镜进行

确诊性检查,且目前这些检测的准确性并没有可靠的

数据支撑,操作时间较长和费用也比较昂贵,所以目前

这些筛查方式的应用受到较多限制。

4 手术方式的选择

目前在临床诊疗中对于CRC的治疗方法仍然是

以外科手术切除为主导。CRC手术方式较多,既有起

始最早并且较为成熟的开腹手术,也有目前较为流行

的微创腹腔镜手术,还有近几年新兴起的单孔腹腔镜

技术(SILS)及达芬奇手术机器人等。影响患者手术方

式选择的因素较多,既有患者性别、年龄、机体耐受程

度、经济状况等客观因素,也有地区差异、医师经验、操
作难易程度等。

4.1 传统开腹手术 传统开腹手术是最早应用于

CRC的手术方式,其基本方法是通过腹部开放性切口

逐层进入腹腔,在直视下观察病变肠管的结构及浸润

情况。通常需要在术前3d,患者开始使用复方聚乙二

醇电解质粉作为肠道清洁制剂,目的是清洁肠道,减少

感染风险和准确确定肿瘤浸润情况。术前需要禁食

水,排空膀胱,必要时服用预防性抗生素。将患者置于

仰卧位或膀胱截石位,全身麻醉和气管插管。制作3
~15cm 的腹部切口并按层隔开。根据术中探查情

况,来确定手术方法。手术过程中切除大肠癌和浸润

组织,并行淋巴结清扫及消化道重建,最后清洗腹腔并

检查无出血,放置引流管并关闭切口。传统开腹手术

操作较为简单,视野较好,对肿瘤切除及淋巴结清扫较

为彻底,经济负担轻,但是切口较大,术中出血较多,疼
痛较重,炎症反应发生率高,住院时间长,患者通常需

要较长的恢复时间,且在术前评估时对患者的基础状

态有所要求。目前在临床中对一些肿瘤引起严重相关

并发症的患者使用该术式,例如癌肿破裂、大出血、急
性肠梗阻或不明原因的急腹症需剖腹探查等,另有一

些特殊患者因经济原因选择该术式。除上述情况外,
现已较少应用。

4.2 微创腹腔镜手术 近年来流行的腹腔镜技术已

经逐渐代替传统开腹手术成为CRC的主要治疗措施。
其基本方式是前期行必要的术前肠道准备,术时患者

仰卧,双腿分开或处于低截石位置,通过在脐周围开一

个1~2cm的切口当作观察孔以便微型镜头进入,在
左下腹部,形成一个1~2cm 长的切口建立CO2 气

腹,压力一般控制在1.60~1.86kPa,再在相对应的部

位做一个切口当作操作口。腹腔镜手术多采用五端口

法将相关器械放入腹腔。根据腹腔镜探查来确定手术

类型,例如结肠癌D3腹腔镜完全直肠系膜切除术和直

肠癌D3腹腔镜全直肠系膜切除术等。腹腔镜游离癌

组织和淋巴结清扫后,在腹部做一个小切口(6~8
cm),以帮助完成结直肠癌病变的切除。除乙状结肠

外患有结肠癌的肠道在小切口外重建消化道后,将肠

管放回腹腔,重建气腹,清洁和检查腹腔未发现出血,
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保留引流管后关闭切口。在乙状结肠癌或直肠癌病例

中则切除6~8cm长的结直肠癌病变后,重建气腹,在
腹腔镜检查的帮助下,在腹腔内完成了吻合。腹腔镜

手术切口较小,术中出血量少、疼痛轻,术后炎症反应

较轻,患者住院时间短,接受性好,但腹腔镜手术由于

视野有限,对淋巴组织清扫、肿瘤肠端切除及重要血管

处理等方面效果相对于开腹稍差,且在术中有中转开

腹的可能[28]。该术式对患者的年龄和基础状态要求

较低,可应用于大多数择期手术的CRC患者,已经成

为CRC治疗的首选术式。

4.3 SILS SILS在最近几年的应用逐渐增多,不同

于传统腹腔镜手术的基本“三角测量”思想,该操作的

基本方法是通过腹部的单一切口进行整个手术过程。
在早期,由于SILS的操作技能较为复杂,且存在技术

及人体工程学障碍,例如三角测量的缺乏,摄像头与仪

器之间的冲突、视野受限及操作范围的缩小导致解剖

和处理不够充分等,使得SILS的手术时间较传统腹腔

镜手术更长。目前,市场上出现了适合SILS使用的弯

曲式仪器、配套的SILS端口、牵开器以及量身定做的

仪器及相机都完美的解决了SILS应用的局限性[29]。
研究表明,SILS比传统腹腔镜手术有着相同的安全性

和可行性,而在术中出血、术后胃肠功能恢复、住院时

间和切口长度等方面,SILS要明显优于传统腹腔镜手

术。该术式适用于心肺功能较差、年老体弱和对伤口

美观有一定要求的患者。在术者的角度来看,对SILS
的技术要求要明显高于传统腔镜,据国外报道,SILS
的学习曲线在30~60例之间才能成为一名技术娴熟

的SILS操作者[30]。

4.4 机器人手术 随着腹腔镜手术在临床上的大量

应用,其越来越多的局限性逐渐暴露出来,例如手术视

野是二维的(2D),扶镜手摄像头的不稳定,个别操作

违反人体工程学,直而尖锐的器械和震颤等。在此基

础上,机器人手术系统被设计出来克服这些限制。典

型的 代 表 为 达 芬 奇 系 统 (IntuitiveSurgical,Inc.,

Sunnyvale,CA,USA)[31]。该手术系统采用了稳定的

3D摄像头视野,克服了手部的生理性震颤及拥有合适

的人体工程学,外科医生可通过7个自由度的成角器

械在骨盆等狭窄空间里进行手术操作。机器人系统的

应用也有较多局限性,包括操作者无触觉反馈、系统对

接时间较长等,但其主要的局限是设备、耗材、维护的

成本昂贵。相对于传统腹腔镜手术,目前尚未有确切

研究证实机器人系统在治疗大肠癌结局上优于前者,
反而可使手术的时间更长,因此该术式目前在国内应

用较少,目前只有少数头部医院配备并使用。总之,机
器人手术目前尚未发挥真正的潜力。

5 总结与展望

CRC的发病机制十分复杂,近二十年来,虽然对

CRC的诊疗在不断更新,但临床上每种CRC的筛查

方式都有其独特性和局限性,现在主要推荐的还是以

非侵入性为主的粪便筛查,这种简单、成本低、敏感性

高的方式更适合对高风险人群的大范围筛查,目前也

有基于血液、粪便微生物及尿液的筛查方式在测试阶

段中。结肠镜的积极应用及影像和内镜相结合的方式

也对CRC的筛查和评估提供了新的途径和方法。各

种改进手术方式的出现也产生了新的外科理念,能在

完整切除肿瘤及相关组织的同时使损伤更小、更加美

观已经成为了外科医师的首要目标。探讨CRC的筛

查策略及不同术式可以帮助外科医师及时确定早期患

者并根据特点选择合理的手术方式,结合科学的辅助

性治疗方案,对CRC患者的治疗和改善预后具有重要

的意义。
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水通道蛋白9在脓毒症中的分子机制及治疗进展

韦梦秋1,2,黄霞1

(1.右江民族医学院附属医院呼吸与危重症医学科,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院研究生学院,广西 百色 533000)

摘 要: 水通道蛋白9(AQP9)是水通道蛋白家族的重要成员,通过其独特的跨膜孔道结构介导小分子溶质运输,维持

细胞渗透压和代谢稳态。近年研究表明,AQP9在脓毒症的病理过程中发挥关键作用,其表达异常与炎症调控、免疫细

胞迁移密切相关,其具体的分子机制及抑制剂的研发一直是国内外学者共同关注的问题。本文系统综述AQP9的结构

和功能特征及其在脓毒症中的分子作用,并探讨其作为生物标志物和治疗靶点的潜力。
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  脓毒症是由感染引发的全身性免疫反应综合征,
炎症反应失控、免疫失衡及多器官功能障碍是其核心

病理特征,尽管诊疗技术不断进步,但高死亡率仍是全

球公共卫生的重大挑战。水通道蛋白9(Aquaporin9,

AQP9)是跨膜通道蛋白家族成员,通过介导水、甘油等

小分子溶质运输维持细胞渗透压和代谢稳态,并在免

疫调节、炎症反应中发挥关键作用。近年研究表明,

AQP9在脓毒症中表达升高,激活核因子κB(nuclear
factorkappaB,NF-κB)等信号通路,加剧促炎因子释

放、氧化应激及免疫细胞迁移失衡,引起多器官损

伤[1]。目前靶向AQP9的抑制剂研究取得重要进展,
但其临床转化仍面临特异性不足、跨物种差异等挑战。
笔者对AQP9的结构功能特征、在脓毒症中的分子作

用机制及靶向治疗进展进行综述,旨在为优化脓毒症

精准干预策略提供理论依据,推动其向临床应用的转

化。

1 AQP9的结构与功能

AQP9是一种具有独特分子结构的跨膜通道蛋

白,由295个氨基酸残基组成,分子量约32kDa,其功

能依赖于高度保守的六跨膜α-螺旋(TM1-TM6),以特

定拓扑排列形成孔径约3.4Å的中央孔道。TM2和

TM5螺旋上的两个高度保守的NPA基序构成选择性

过滤器,通过带正电的Arg残基的电荷分布及空间位

阻效应,精准调控水分子及甘油、尿素、乳酸等小分子

溶质的跨膜运输[2]。位于细胞膜外侧的B/E环与细

胞膜内侧的 A/C/D环形成的跨膜连接环不仅维持

AQP9结构稳定性,还介导其与离子通道、转运蛋白等

信号分子的相互作用,形成功能复合体以维持细胞渗

透压及代谢稳态[3]。翻译后修饰Ser11位点磷酸化可

动态调节AQP9的构象与通透活性:磷酸化增强其水

运输效率,而糖基化修饰可能影响膜定位与复合物组

装[4]。此外,AQP9的跨物种保守性,如人类与大鼠序

列高度相似,提示其在进化中的核心功能地位,其关键

区域NPA基序及跨膜螺旋的氨基酸残基高度保守,对
结构稳定性和底物选择性至关重要。

AQP9在人体中广泛分布且具有组织特异性,其
功能涵盖物质转运、代谢调控及免疫调节。在肝脏中,

AQP9于肝细胞基底膜高表达,通过介导甘油跨膜转

运为糖异生提供底物,并在禁食状态下表达上调以促

进脂肪分解产物的利用。肾脏中,AQP9参与尿素循

环以浓缩尿液,而脑内星形胶质细胞则依赖其乳酸穿

梭机制向神经元提供能量底物,维持突触活动。免疫

系统中,AQP9通过调控中性粒细胞伪足形成和巨噬

细胞吞噬体酸化,增强免疫细胞趋化迁移和抗原提呈

能力。在炎症反应中,AQP9通过激活NF-κB通路促

进肿瘤坏死因子-α、白介素-6等促炎因子释放,同时调

控烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(NADPH)氧化酶活性

加剧氧化应激,形成炎症级联放大效应[5]。

AQP9的表达受多层级调控:转录水平上,NF-
κB、AP-1等因子响应脂多糖或肿瘤坏死因子-α炎症信
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号驱动基因转录;代谢层面,胰岛素通过PI3K/AKT
通路抑制叉头框蛋白O1,下调肝脏AQP9表达以应对

高血糖;表观遗传机制如启动子CpG岛甲基化和组蛋

白修饰H3K9乙酰化增强转录、H3K27me3抑制表达

精细调控其活性[6-7]。病理状态下,AQP9功能异常与

多种疾病相关:肝癌中启动子高甲基化导致基因表达

抑制,糖尿病中胰岛素抵抗削弱甘油转运加剧代谢紊

乱,而脓毒症模型中AQP9敲除可减轻炎症损伤。这

些机制揭示AQP9通过整合结构动态性、组织特异性

表达及跨信号通路互作,成为代谢稳态和免疫平衡的

关键枢纽,为相关疾病的靶向干预提供了新方向。

2 AQP9在脓毒症中作用的分子机制

2.1 AQP9与炎症反应 脓毒症的核心病理生理特

征是免疫系统过度激活与炎症失衡,其发病始于模式

识别受体对病原体如脂多糖等相关分子模式或高迁移

率族蛋白B1(HMGB1)、线粒体等DNA损伤相关分子

模式的识别,触发巨噬细胞、中性粒细胞等免疫细胞释

放肿瘤坏死因子-α、白介素-1β、白介素-6等大量促炎

因子,形成“细胞因子风暴”[8]。在此过程中,肿瘤坏死

因子-α依赖性坏死性凋亡通过RIPK3/MLKL通路诱

导细胞膜破裂,释放损伤相关分子进一步激活模式识

别受体,形成炎症级联放大;同时,脂多糖与 HMGB1
结合经晚期糖基化终末产物受体内吞后激活半胱天冬

酶-11,切割消皮素D形成膜孔,导致白介素-1β、白介

素-18等炎性因子外流,并通过正反馈环路加剧全身炎

症[9]。失控的炎症反应通过多重机制导致多器官损

伤:肺部因脂多糖激活内皮细胞及中性粒细胞释放活

性氧和蛋白酶,破坏肺泡屏障并诱导肺泡细胞凋亡,引
发肺水肿;肾脏因炎症介导的微循环障碍及 HMGB1
通过TLR4/NF-κB通路激活肾小管上皮焦亡,导致急

性肾损伤与纤维化;中枢神经系统因白介素-6等因子

降解血脑屏障紧密连接,引发胶质细胞活化及脑水肿;
胃肠系统因黏膜屏障破坏导致细菌移位,脂多糖扰乱

肠道菌群稳态;心脏则因肿瘤坏死因子-α激活半胱天

冬酶-3诱导心肌细胞凋亡及活性氧爆发致钙稳态失

衡,引发心功能不全[10]。各器官损伤并非孤立,而是

通过循环中脂多糖、HMGB1及细胞因子的系统性播

散形成“交叉对话”,推动免疫过度激活、细胞死亡途径

失控及炎症介质网络互作的恶性循环,最终导致代谢

崩溃与多器官功能失代偿。

AQP9在免疫调节与炎症反应中扮演着关键角

色。AQP9动态调节免疫细胞的渗透压与离子平衡,
影响免疫细胞的迁移与活化。AQP9促进水分子及

Cl-等小分子溶质跨膜转运,驱动伪足形成与细胞骨架

重塑,从而增强中性粒细胞向炎症部位的定向迁移,

AQP9基因敲除的脓毒症小鼠中性粒细胞迁移能力下

降。AQP9还通过调控T细胞与B细胞的渗透压稳

态,影响其活化与增殖能力,抑制AQP9表达可降低T
细胞、B细胞增殖速率,并减少白介素-2、γ干扰素等

效应因子的分泌[11]。AQP9通过双重机制加剧炎症反

应。AQP9通过促进IκBα磷酸化驱动NF-κB核转位,
显著上调肿瘤坏死因子-α、白介素-6等促炎因子表达。

AQP9缺失可降低NADPH 氧化酶活性,减少活性氧

生成,同时提升超氧化物歧化酶水平,从而减轻氧化损

伤[12]。在 AQP9敲除脓毒症模型中,肿瘤坏死因子-
α、白介素-6等炎症因子释放减少,器官损伤评分改

善[8]。上述机制表明,AQP9通过渗透压调节、NF-κB
通路激活及氧化还原失衡等环节,形成炎症放大的级

联效应,为靶向干预脓毒症等炎症性疾病提供了理论

依据。在脂多糖诱导的脓毒症模型中,AQP9基因敲

除小鼠存活率显著提高,其机制与抑制诱导型一氧化

氮合酶/环氧化酶-2表达导致一氧化氮和超氧化物生

成减少相关[2];盲肠结扎穿刺诱导的脓毒症小鼠模型

进一步证实,AQP9在心脏、肾脏中高表达,抑制其功

能可提升左室射血分数及下调血肌酐水平。脓毒症患

者血液AQP9水平与中性粒细胞计数正相关,且高表

达患者死亡率风险增加,是独立的预后危险因素[1]。

2.2 AQP9与免疫细胞迁移 脓毒症的病理进程中,
免疫细胞迁移的动态失衡既是清除病原体的关键机

制,也是驱动炎症失控与器官损伤的核心因素。感染

早期,中性粒细胞在C-X-C基序趋化因子配体8趋化

下通过整合素介导的滚动-黏附-跨内皮迁移向炎症

部位募集,吞噬病原体并释放活性氧及髓过氧化物酶

同时Th1/Th17细胞分泌γ干扰素、白介素-17激活巨

噬细胞,促进肿瘤坏死因子-α、白介素-6释放,但过度

活化可导致微循环障碍;单核/巨噬细胞经TLR4/NF-
κB通路激活后,通过CCL2-CCR2轴迁移至病灶区释

放 HMGB1等病原体相关分子模式,进一步放大炎症

信号,而树突状细胞依赖CCR7迁移至淋巴结激活适

应性免疫应答[2]。然而,脓毒症进展中免疫迁移呈现

“双刃剑”效应:早期趋化因子风暴中白介素-8、单核细

胞趋化蛋白-1导致中性粒细胞过度聚集于微血管,通
过中性粒细胞胞外陷阱、基质金属蛋白酶-9释放引发

内皮损伤和血栓形成,加重器官缺血;晚期因白介素-2
减少及 HMGB1介导的CXCR4/CXCL12轴失调,T
细胞和单核细胞迁移能力显著下降,导致病原体清除

失败和继发感染[13]。HMGB1水平升高进一步抑制T
细胞增殖及白介素-2分泌,引发免疫麻痹,中性粒细胞

核变形能力下降及微循环阻塞则直接促进多器官衰

竭[14]。

AQP9通过调控多种免疫细胞的迁移动态与功能

表型,参与脓毒症的免疫失衡及器官损伤进程。在中
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性粒细胞中,AQP9过表达可通过参与微管重组与肌

动蛋白极化,破坏细胞骨架动态性,导致其变形能力下

降及跨内皮迁移异常[15]。感染早期,AQP9介导的渗

透压调节促进中性粒细胞向炎症部位过度聚集,释放

过量活性氧及基质金属蛋白酶-9,直接损伤内皮屏障

并引发微循环阻塞,加速多器官衰竭;而脓毒症晚期,

AQP9异常上调与核变形能力丧失相关,导致中性粒

细胞无法有效穿透组织间隙,加剧病原体扩散[12,16]。
在巨噬细胞中,AQP9通过双重机制调控其免疫极化:
一方面,脂多糖刺激下AQP9表达显著升高,通过增强

M1型巨噬细胞的 NF-κB信号通路,促进肿瘤坏死因

子-α、白介素-6等促炎因子释放,并协同活性氧爆发加

重组织损伤;另一方面,AQP9介导的乳酸外排可激活

HIF-1α/VEGF轴,推动巨噬细胞向 M2型抗炎表型转

化,但其在脓毒症中的修复功能可能因持续炎症微环

境而受限[17-18]。值得注意的是,AQP9还参与病原体-
巨噬细胞互作:铜绿假单胞菌通过lasI/rhlI群体感应

系统诱导巨噬细胞AQP9表达上调并重新定位于伪足

前缘,从而增强吞噬效率及病原体清除能力;而AQP9
缺失则导致巨噬细胞氧化应激与凋亡抵抗能力下降,
提示其在宿主防御中的双重角色[19]。在树突状细胞

及T细胞中,AQP9通过调控细胞体积及代谢适应影

响其迁移与功能:LPS刺激下树突状细胞的AQP9高

表达 可 加 速 其 成 熟 并 促 进 炎 症 信 号 传 递,而 敲 除

AQP9后树突状细胞炎症反应显著减弱[20]。AQP9通

过维持CD8+T细胞渗透压稳态,保障其快速向感染

或肿瘤微环境迁移并延长存活时间,但在脓毒症中可

能因T细胞耗竭而加剧免疫抑制[5]。免疫微环境层

面,AQP9介导的乳酸转运不仅激活巨噬细胞缺氧诱

导因子-1α/血管内皮生长因子通路促进血管渗漏,还
可通过调控肿瘤相关巨噬细胞极化,M2型巨噬浸润减

少可缓解组织纤维化影响炎症-修复平衡;在基因调

控网络中,AQP9与ZAP70协同抑制JAK/STAT通

路,可能通过限制过度炎症反应减轻脓毒症继发性损

伤[21]。AQP9通过时空特异性的免疫细胞迁移调控、
代谢-炎症信号整合及病原体互作,成为脓毒症免疫

紊乱的关键节点,其动态表达失衡贯穿炎症风暴向免

疫麻痹转变的全过程,为靶向干预提供了新方向。

2.3 AQP9参与脓毒症的细胞信号转导调控 脓毒

症的病理进程本质上是免疫-炎症信号网络失衡驱动

的系统性紊乱,其发生发展涉及多条关键细胞信号通

路的级联激活与交互作用。TLR4信号通路作为炎症

启动的核心枢纽,通过结合脂多糖等病原体相关分子

模式或 HMGB1等损伤相关分子模式,触发髓样分化

初级反应蛋白88依赖途径,激活IκB激酶复合物并降

解IκBα,释放NF-κB进入细胞核,诱导肿瘤坏死因子-

α、白介素-6等促炎因子的转录[22-23]。同时,TLR4通

过TRIF依赖途径激活IRF3,促进Ⅰ型干扰素表达,
进一步放大先天免疫应答,驱动炎症风暴的形成[24]。

NF-κB通路在炎症级联放大中发挥核心作用,通过上

调一氧化氮合酶、环氧化酶-2表达促进白介素-1β的

释放和氧化应激,并与p38MAPK通路形成正反馈环

路[25]。活性氧激活p38MAPK后,磷酸化NF-κBp65
亚基,增强其转录活性,进一步加剧内皮细胞凋亡和微

血管渗漏。p38MAPK本身通过 MKK3/6的磷酸化

激活,介导细胞应激反应如热休克蛋白27的表达,并
诱导线粒体凋亡,例如通过激活Bax促凋亡蛋白。与

此同时,p38MAPK与PI3K/Akt通路存在拮抗关系,

Akt通过抑制p38MAPK的上游激酶ASK1减弱其活

性,而p38MAPK则通过阻断Akt的促存活信号抑制

其功能[26]。

PI3K/Akt通路在脓毒症中具有双重作用。早期,
它通过激活mTORC1支持免疫细胞的代谢重编程,并
抑制凋亡相关蛋白如Bim的表达,促进细胞存活。然

而,PI3K/Akt的持续活化会抑制自噬过程,加剧氧化

损伤。晚期,PI3K/Akt信号失调导致T细胞耗竭,表
现为程序性死亡受体1表达上调和白介素-2分泌减

少,同时通过激活 Wnt/β-catenin通路促进器官纤维

化[27]。这些信号通路的交互作用形成了复杂的时空

动态网 络。TLR4-NF-κB 轴 启 动 炎 症 反 应,与 p38
MAPK通过活性氧和促炎因子相互增强;PI3K/Akt
整合代谢与炎症信号,早期协同免疫应答,晚期加剧免

疫麻痹;NLRP3炎症小体与细胞焦亡协同放大炎症损

伤,最终,多重信号通路的失衡共同驱动脓毒症从炎症

风暴向多器官衰竭进展。

AQP9通过调控NF-κB、p38MAPK和PI3K/Akt
等关键信号通路,在脓毒症的发病机制及多器官功能

障碍中发挥核心作用。在脓毒症早期,AQP9通过直

接或间接增强NF-κBp65的核转位,促进下游促炎因

子肿瘤坏死因子-α、白介素-6、白介素-1β的释放,驱动

“炎症风暴”的形成。研究表明,脂多糖刺激下 AQP9
基因敲除小鼠显著抑制NF-κB活化,导致炎症性一氧

化氮、超氧化物及一氧化氮合酶、环氧化酶-2水平降

低,从而减轻全身炎症反应[28]。此外,AQP9通过调控

NF-κB信号间接激活 NLRP3炎症小体,促进半胱天

冬酶-1介导的白介素-1β成熟释放,加剧脓毒症中的

“细 胞 焦 亡 - 炎 症”恶 性 循 环。AQP9 抑 制 剂

RG100204可抑制 NF-κB/NLRP3轴,减少肺和胰腺

组织损 伤,提 示 AQP9是 炎 症 风 暴 驱 动 的 关 键 分

子[29]。在氧化应激与细胞死亡方面,AQP9通过调节

细胞渗透压和甘油代谢,影响线粒体活性氧生成。活

性氧作为p38MAPK 的上游激活因子,其积累导致
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p38MAPK磷酸化,进而促进内皮细胞凋亡和微血管

渗漏,尤其在脓毒症肺损伤中表现显著。AQP9通过

激活ERK1/2与p38MAPK共享的活性氧上游信号,
上调促凋亡蛋白Bax并抑制Bcl-2,形成Bax/Bcl-2比

值失衡,激活半胱天冬酶级联反应,扩大心肌细胞凋亡

范围[30]。沉默 AQP9或使用p38MAPK抑制剂可减

轻活性氧-p38MAPK介导的氧化应激损伤,改善脓

毒症相关器官功能障碍,表明AQP9在氧化应激与细

胞凋亡中的调控作用具有重要治疗潜力。在代谢与免

疫调控方面,AQP9通过介导甘油转运影响细胞内糖

酵解等能量代谢,进而激活PI3K/Akt/mTOR通路,
促进细胞存活。然而,在脓毒症中,PI3K的过度激活

可能抑制自噬并加剧炎症损伤,形成“代谢-免疫失

衡”的恶性循环并加重器官纤维化[31]。此外,AQP9通

过PI3K/Akt通路调控免疫细胞功能,晚期脓毒症中

PI3K失调导致T细胞耗竭和免疫麻痹,进一步加剧

多器官功能障碍。
在脓毒症所致的多器官功能障碍中,AQP9通过

NF-κB/NLRP3轴释放肿瘤坏死因子-α、白介素-6促

炎因子,诱导内皮损伤和微循环障碍,导致肺水肿、急
性肾损伤及血脑屏障破坏。在肺组织中,AQP9通过

NF-κB/NLRP3促进中性粒细胞浸润和肺泡水肿,抑
制剂RG100204可减少CD68+/CD11b+细胞浸润,显
著改善肺功能[1]。在心脏中,AQP9-ERK1/2-Bax通

路扩大梗死面积,沉默AQP9可改善心功能[30]。在肝

脏与肾脏中,AQP9通过活性氧-p38MAPK加剧氧化

损伤,抑 制 其 表 达 可 减 轻 纤 维 化 和 急 性 肾 小 管 坏

死[12]。在中枢神经系统中,AQP9介导的血脑屏障通

透性增加导致脑水肿,与NF-κB驱动的神经炎症密切

相关[32]。这些器官特异性损伤表明,AQP9在脓毒症

多器官功能障碍中具有广泛的调控作用。

3 AQP9抑制剂研究进展

近年来,AQP9的抑制剂研究取得了显著进展,为
脓毒症的治疗带来了新的希望。HTS13268作为一种

高效的AQP9抑制剂,通过阻断炎性一氧化氮和超氧

阴离子的释放,减轻全身炎症反应[12]。天然化合物根

皮素通过抑制AQP9的溶质通透性,下调单核细胞趋

化蛋白-1、骨形态发生蛋白-2及NF-κB受体活化因子

配体RANKL的表达,展现出抗氧化与抗炎双重效应,
证实了靶向AQP9的治疗潜力[3]。在动物模型中,新
型AQP9抑制剂RG100204表现出显著的抗炎和器官

保护作用。在盲肠结扎穿刺诱导的脓毒症小鼠中,

RG100204能够有效减轻脓毒性心肌病变和多器官衰

竭[1]。RG100204能够减少重症急性胰腺炎所致的急

性呼吸窘迫综合征动物模型胰腺和肺组织中炎症细胞

因子的表达,并降低NF-κB的活化以及NLRP3炎症

小体在心脏和肾脏中的表达[33]。上述研究结果表明,

AQP9不仅是脓毒症治疗的潜在药物靶点,还可能作

为脓毒症的生物标志物,为疾病的早期诊断和治疗提

供重要依据。AQP9抑制剂氯化汞通过限制细胞体积

变化、抑制p38MAPK/NF-κB通路以及促进自噬,在
巨噬细胞 M1极化中发挥重要作用。氯化汞通过抑制

NF-κB和p38MAPK通路激活,减少白介素-1β产生,
并减轻线粒体活化和活性氧的生成,促进自噬过程。
氯化 汞 还 通 过 增 加 LC3-II/LC3-I比 例 以 及 降 低

PTEN诱导的激酶1的表达,促进受损线粒体的回收

和线粒体功能的恢复[34]。基于 NF-κB通路在脓毒症

中的核心作用机制,氯化汞可能通过靶向AQP9发挥

治疗作用,为脓毒症的治疗提供了新的药物靶点[18]。

4 研究展望与结论

AQP9凭借其独特的结构特征,在跨膜转运水和

多种小分子溶质方面发挥着重要作用,通过多条信号

通路调控脓毒症免疫调节和炎症反应,可成为脓毒症

潜在的诊断生物标志物和治疗靶点。尽管目前在

AQP9特异性抑制剂的开发和解析其在脓毒症病理作

用的分子机制等方面仍面临挑战,但基础研究已取得

显著进展,临床转化也展现出良好前景,未来需要整合

多学科优势,深入开展基础与转化研究,充分挖掘其科

学价值与临床应用潜力,为脓毒症的防治提供新思路。
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本文引文格式:覃洪含,覃灵艳,周文婷,等.民族医科院校基础医学研究生培养模式创新

与实践———以右江民族医学院耐药微生物防控导师团队为例[J].右江民

族医学院学报,2025,47(2):367-370.

【医学教育研究】

民族医科院校基础医学研究生培养模式创新与实践

———以右江民族医学院耐药微生物防控导师团队为例

覃洪含1,覃灵艳2,周文婷3,曾红3,莫小强3,罗家锱3,黄衍强3

(1.右江民族医学院药学院,广西 百色 533000;

2.右江民族医学院附属医院,广西 百色 533000;

3.右江民族医学院基础医学院,广西 百色 533000)

摘 要: 本研究聚焦民族医科院校基础医学研究生的培养模式,深度剖析导师引领与多学科融合在其学术发展进程中

的关键效能。导师依托自身扎实的专业知识、前沿的科研认知和良好的师德师风,在基础医学理论知识夯实、实验技能

提升、科研思维构建以及学术道德培养等层面,为研究生提供精准且全面的指引。多学科融合促使基础研究与临床研

究、药学、中药学、化学和微生物学等学科深度交融,为基础医学研究生培养开辟全新路径。同时,通过搭建跨学科实践

平台、开展联合科研项目、联合培养等举措,全方位拓展研究生的学术格局,强化其综合科研素养。导师的引领与多学科

融合协同发力,成为解锁民族医科院校基础医学研究生成长的核心密码,对推动民族医学基础研究的创新发展具有深远

意义。

关键词:民族医科院校;研究生培养模式;创新与实践
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  研究生教育是国家教育结构中最高层次的教育,
其核心是培养学生的科研技能、科研思维与创新能

力[1]。随着全球现代科学技术的发展,培养具备扎实

理论基础和创新能力的高素质医学人才,已成为民族

地区医疗卫生事业发展的迫切需求。民族医科院校作

为培养民族地区医疗卫生人才的重要基地,其基础医

学研究生培养模式直接关系到人才培养的质量和民族

地区医疗卫生事业的发展。在这一过程中,导师的引

领作用至关重要。坚持言传与身教相统一是研究生导

师立德树人的价值规范,也是育人的有效途径[2]。科

学研究不仅是探索真理的过程,更是滋养心灵、塑造人

格、磨砺意志、修身正己的实践。导师需具备高尚的道

德情操、严谨的治学态度、精深的专业造诣和渊博的知

识储备,才能更好地激发研究生的科学理想和学术兴

趣[2]。此外,多学科交叉与融合为研究者提供了全新

的研究方法和视角,能够有效应对复杂的社会问题和

科技挑战[3]。这种融合不仅推动了知识的创新,也在

促进社会进步和经济发展中发挥着重要作用[3]。然

而,传统的基础医学研究生培养模式存在培养目标单

一、课程体系僵化、实践创新能力不足等问题,难以满

足新时代对医学人才的多元化需求。右江民族医学院

耐药微生物防控导师团队立足民族地区,以服务地方

经济社会发展为导向,积极探索基础医学研究生培养

模式的创新。通过优化培养目标、重构课程体系、强化

实践教学、加强导师团队建设等一系列改革与实践,取
得了显著成效。本文以右江民族医学院耐药微生物防

控导师团队为例,探索民族医科院校基础医学研究生

培养模式的创新路径,以期为同类院校提供借鉴和参

考。

1 民族医科院校研究生的培养现状

民族医科院校的研究生教育,传统教育模式的局

限性日益凸显。在学科设置方面,因地域文化、民族医
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学传统,打破学科界限融合知识时较复杂,要处理不同

医学文化理念差异,基础与临床医学结合项目开展及

跨学科融合难度颇大。在教育资源方面,师资力量:地
处欠发达地区,吸引和留住优秀教师较难,教师流失较

严重,与发达地区高校师资差距较大,学生接触先进理

念和前沿方法机会较少,不像其他院校可依托地区优

势稳定师资;实践平台与科研条件:受一定经济水平限

制,科研设备和资源短缺较突出,提供实践机会有限,
对培养质量有一定影响。在评价体系方面,需兼顾民

族医学传承、地方疾病防治等需求,但通用评价体系侧

重学术成果等,不利于其结合特色培养适应本地需求

的研究生及民族医学特色领域发展创新。

2 耐药微生物防控导师团队培养研究生的创新模式

右江民族医学院耐药微生物防控导师团队于

2019年开始组建,截止目前,该团队获得“广西壮族自

治区边疆民族地区耐药微生物临床防治技术及先导药

物工程研究中心”和“广西病原微生物耐药防控科技创

新合作基地”2个省级科技平台立项建设,承担国家自

然科学基金及广西重大科技专项等项目共62项。已

培养研究生32人,研究生以第一作者及参与发表JCR
一区论文35篇,出版专著2部,获国家发明专利授权

16件,实现成果转化3件,获中国国际“互联网+”创
新创业大赛省级金奖3项、银奖6项、广西网络科普作

品创作大赛科普微视频作品一等奖、广西科技资源科

普化优秀案例奖等系列奖励,有7人次获中国自强之

星、广西优秀毕业生等荣誉,有10人次获国家奖学金

或校长奖学金。该导师团队通过导师引领、多元培养

模式的实施,在研究生培养方面取得了丰硕的成果,为
了更好分享和推广该模式,具体介绍如下。

2.1 科学指导,助力研究生学术能力提升 研究生导

师是研究生培养的第一责任人,肩负培养高层次创新

人才的重任[4]。良好的导生关系、和谐的导生互动是

微观层面影响研究生培养质量的重要因素之一[5]。在

研究生学术培养过程中,导师团队通过专业知识和学

术洞察力,为学生提供重要指导。在开题报告阶段,导
师结合学生的兴趣与能力,从医学领域的广泛研究方

向中,帮助学生选择兼具研究价值与可行性的课题。
研究计划的制定是学术研究的关键环节。导师根据学

生的实际情况,制定个性化的研究计划,合理安排时间

节点,确保研究任务有序推进。例如,在研究方法的选

择上,导师通过与学生的深入讨论,结合研究目标与特

色,协助确定科学合理的研究方法,保障开题报告的顺

利完成和研究计划的顺利实施。学位论文的撰写过程

是研究生综合运用所学知识,发现问题、分析问题和解

决问题的研究过程[6]。学位论文的质量是研究生培养

质量、创新能力和学术水平的集中体现[7]。在论文写

作阶段,导师从选题的创新性、文献综述的完整性、研
究方法的科学性以及结论的可靠性等方面,进行全面

指导与严格把关,确保论文质量达到较高水平。

2.2 科研启蒙,激发潜能 导师的科研启蒙为研究生

开启了探索未知世界的大门。组会是导师与学生交流

的重要形式,也是导师营造学术氛围、传授各种知识、
推动创新思维、培养综合能力、塑造社会价值的“最佳

平台”[7]。本导师团队定期召开组会,导师在组会中负

责主持、引导、分析、总结和 反馈,课题组人员则参与

讨论、发言和提问。另外,本导师团队积极组织学术研

讨活动,制定了每周、每月、每学期的详细研讨计划。
并不定期邀请国内外知名专家举办讲座和研讨会。这

些活动使学生能够接触到前沿的学术思想和研究成

果,分享最新的研究进展,拓宽学术视野,激发研究兴

趣与热情。学生们在研讨中积极提出见解和疑问,形
成了浓厚的研学氛围,助力研究生稳步踏上求知之路。
参与科研项目是研究生提升科研能力的重要途径。本

导师团队注重让研究生参与导师的科研项目,从基础

的数据收集和整理工作开始,逐步引导学生掌握科研

方法和技能。例如,在部分导师关于壮药开发的科研

项目中,研究生们深入壮族聚居地,开展田野调查,收
集壮药相关文献和资料。在此过程中,学生们不仅学

习了壮药的采集、炮制等传统方法,还掌握了如何运用

现代科学技术对壮药进行分析和研究。在导师的悉心

指导下,学生们成功提取了壮药中的有效成分,并对其

药理作用进行了初步研究,最终取得了具有一定价值

的科研成果。

2.3 严谨治学,协作育人 导师的人格魅力和道德品

质如同一盏明灯,照亮了研究生的成长之路。他们严

谨的学术态度让学生深刻认识到学术研究需要一丝不

苟、精益求精。例如,在本导师团队中,严格要求学生

按照操作规程进行实验操作,确保实验数据的记录和

分析准确无误。在审阅学生的实验报告时,如果发现

某个数据处理存在问题,就要求学生重新进行实验和

分析,直到数据准确可靠为止。这种严谨的态度使学

生深刻体会到学术研究的严肃性和科学性。导师的团

队合作精神也深深影响着学生。在科研项目中,导师

会组织研究生分工协作,共同完成研究任务。在这个

过程中,学生们学会了如何与他人沟通合作,发挥各自

优势,实现团队目标。例如,在幽门螺杆菌耐药防控研

究项目中,学生们分工明确:有的学生负责感染模型的

构建,有的学生负责先导化合物的制备和活性筛选,有
的学生负责用药治疗,有的学生负责检测血液和组织

病理指标等。在大量解剖幽门螺杆菌感染急性胃炎小

鼠的过程中,从培养基的制备到动物解剖、脏器收集等

环节,大家分工有序、相互配合,共同攻克了一个又一
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个难题。通过这样的团队合作,学生们不仅提升了科

研能力,还培养了团队合作精神和沟通协调能力。

3 多元培养:铺就学生成长之路

3.1 跨学科融合,拓宽视野 跨学科融合是打破学科

壁垒、培养复合型人才的重要途径。多学科交叉教育

旨在建立学科间的联系,运用共有概念和普遍规律,从
多个角度研究实际问题,突显学科的共性[8]。研究人

员通过对170多位医学或生理学诺贝尔奖获得者的分

析发现,这些诺贝尔奖得主中具有跨学科知识背景的

占44.2%,获奖成果中涉及多学科交叉的占53%[9]。
本导师团队汇聚了微生物学、药学、医学检验学、临床

医学、化学等不同专业的导师,通过每月举办的学术研

讨会,让研究生接触到多学科的知识与方法,拓宽学术

视野。招收硕士研究生的本科专业也是多样化,根据

统计,2021~2024年团队导师共招生61人,其中医学

检验技术49人,临床医学5人,中药学1人,生物制药

1人,其他专业5人。在抗感染先导药物的研究项目

中,不同学科背景的研究生组成团队,充分发挥各自的

专业优势,从广西特色民族医药中提取有效成分,开展

结构鉴定和药理研究,最终成功开发出一种具有潜在

药用价值的新产品。例如,团队研究发现,中药肉桂中

的有效成分之一:肉桂醛,其具有明显地抗幽门螺杆菌

的作用[10]。通过跨学科融合,导师团队培养了研究生

综合运用知识的能力,为其未来的学术研究与职业发

展奠定了坚实基础。

3.2 实践锻炼,知行合一 实践锻炼对于民族医科院

校的研究生而言,是成长过程中不可或缺的重要环节。
只有将理论知识与实践紧密结合,才能真正掌握专业

技能,提升解决实际问题的能力。研究生联合培养基

地建设作为研究生创新培养模式改革的重要内容,受
到我国诸多学者的关注与重视[11]。医学技术的发展

需要医务人员在临床实践中具备发现问题、分析问题

和解决问题的能力,而集临床和科研能力于一体的学

术型临床医学研究生在这方面有明显优势,是突破重

大医学难题的攻坚力量[12]。为此,该导师团队积极与

企业、医院等机构建立合作关系,共建实践基地。学生

在实践基地中能够接触到真实的病例和工作场景,将
所学知识应用于实际操作。例如,在与右江民族医学

院附属医院合作的幽门螺杆菌防控项目中,研究生参

与临床诊疗工作,跟随医生查房、诊断病情、制定治疗

方案、分析治疗效果并总结治疗经验。通过实践,他们

不仅提升了临床技能,还深刻体会到自己参与的研究

项目在实际医疗中的重要作用和价值,获得了强烈的

成就感。此外,该导师团队还鼓励研究生积极参与社

会实践活动。例如,他们组建了“桂无幽”团队,开展医

疗下乡、健康科普等线上线下公益活动。在这些活动

中,研究生深入基层,为群众提供医疗服务,了解群众

的健康需求,同时也增强了社会责任感和使命感。研

究生们普遍表示:“通过这些活动,我们看到了自己参

与的研究在偏远地区的广阔应用前景,也更加明确了

自己的责任———努力做好科学研究,广泛传播防病知

识,将研究成果转化和应用,真正做到科技为民。”通过

这些实践锻炼,研究生实现了知行合一,在实践中不断

成长和进步。

3.3 国际交流,接轨前沿 在全球化的时代背景下,
国际交流对民族医科院校的研究生具有重要意义。它

如同一扇窗户,帮助研究生开阔视野,了解国际前沿研

究动态,并与国际同行开展交流与合作。本导师团队

依托广西病原微生物耐药防控科技创新合作基地,积
极组织各类国际学术交流活动,邀请国际知名专家学

者来校讲学、举办学术讲座和研讨会。例如,每年举办

一次国际学术研讨会,邀请全球专家围绕病原微生物

耐药防控的研究热点问题展开深入探讨。研究生们在

会上聆听了专家的精彩报告,并与他们进行面对面交

流,不仅了解了该领域的最新国际研究成果,还拓宽了

研究思路,激发了创新灵感。另外,随着国际和国内学

术交流活动的加强,导师团队对学术规范和伦理道德

教育非常重视,已将学术规范、学术诚信和学术伦理道

德教育作为研究生教育的一部分,与论文写作指导共

同纳入研究生课程中[13]。本导师团队对论文投稿实

行严格的学术规范管理:投稿国内期刊的论文在投稿

前均需通过中国知网和万方数据库查重系统检测,确
保复制率符合期刊要求;投稿SCI期刊的论文需经过

Turnitin查重,全文复制率控制在10%以内,且单篇引

用复制率不得超过2%;论文图片均通过Figcheck查

重,确保图片的原创性;实验数据管理,导师每周对学

生的实验结果、数据及图片进行检查,并妥善保存实验

原始记录,杜绝学术不端行为的发生。通过以上措施,
本团队致力于维护学术诚信,确保研究成果的真实性

和可靠性。联合培养研究生也是推进国际交流的重要

举措。联合培养研究生项目能够促进国际研究生教育

一体化合作,受益于教育和研究每个合作伙伴的优势

和减少个别合作伙伴缺点的不良影响[14]。该导师团队

中大部分成员是马来西亚玛莎大学、泰国清迈大学的

兼职导师,目前已选派3名优秀博士研究生参与联合

培养。此外,团队还鼓励研究生积极参与科技部资助

的“广西边疆少数民族地区耐药微生物防控技术国际

培训”活动。通过这些国际交流活动,研究生结识了来

自不同国家的同学和学者,与他们深入交流,拓宽了国

际视野。同时,这些活动帮助研究生接轨国际前沿,提
升学术水平和国际竞争力,为该导师团队的国际化发

展贡献力量。
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4 小结

在本团队的导师引领和多元培养模式下,研究生

得到了全面发展和显著提升,取得了丰硕的科研成果,
为右江民族医学院研究生的成长开辟了广阔前景,注
入了强劲动力。展望未来,本导师团队将继续坚持并

优化现有培养模式,进一步深化导师责任制与多元培

养机制的融合。导师将在学生的学术发展、职业规划、
心理健康等方面发挥更加全面的指导作用;同时,跨学

科融合、实践锻炼和国际交流等多元培养方式也将不

断创新和完善,为学生提供更加丰富和优质的教育资

源。学校将进一步支持该团队,加强与企业和科研机

构的合作,建立更多实践基地和联合培养项目,帮助学

生在实践中积累经验,在合作中提升能力。团队将继

续加强伦理规范教育,倡导合理使用AI工具辅助科学

研究,加强“技术赋”,避免数据污染、侵犯知识和“工具

依赖”[15]。随着这一模式的不断完善和推广,右江民

族医学院将为边疆民族地区培养更多高层次医学人

才,研究生将在新时代绽放更加耀眼的光彩,助力学校

实现“更大申博”的目标。
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本文引文格式:陈慧中,周梦春,李媛,等.基于 MBTI性格分析的术前心理护理干预对初次接受试管婴儿

助孕夫妻心理健康及夫妻关系的影响[J].右江民族医学院学报,2025,47(2):371-374.
【临床护理】

基于 MBTI性格分析的术前心理护理干预对初次接受

试管婴儿助孕夫妻心理健康及夫妻关系的影响

陈慧中,周梦春,李媛,曾海琴

(广西壮族自治区生殖医院,广西 南宁 530000)

摘 要:目的 探讨基于 MBTI(Myers-BriggsTypeIndicator,MBTI)性格分析的心理护理干预对初次试管婴儿助孕夫

妇的抑郁、焦虑及夫妻关系的影响。方法 研究选取2020年1月至2023年6月在广西壮族自治区生殖中心就诊的首

次接受试管婴儿的不孕不育夫妻为研究对象,通过随机数字表法分为对照组和观察组,每组92例(46对)。对照组接受

常规心理护理干预,而观察组则基于 MBTI性格分析结果进行个性化心理护理。结果 观察组在心理护理干预后焦虑

自评量表(SAS)得分显著低于对照组(P<0.001),生活质量评估(SF-36)得分高于对照组(P<0.001)。观察组心理护

理的效率更高,干预时间较短。结论 基于 MBTI性格分析的个性化心理护理干预对于改善初次试管婴儿助孕夫妇的

心理健康和生活质量具有显著效果,为心理护理提供了新的视角和方法,有望在生殖医学领域得到更广泛的应用。

关键词:MBTI性格分析;心理护理;体外受精;抑郁;焦虑;夫妻关系
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  不孕不育问题在全球范围内受到广泛关注,它不

仅影响个体的生育能力,更对患者及其伴侣的心理健

康造成深远影响。研究表明,不孕不育夫妇常伴随着

焦虑、抑郁等负面情绪,这些情绪不仅影响其日常生活

质量,还可能对辅助生殖技术的成功率产生不利影

响[1]。作为生殖科护士,需要关注并提供心理支持,帮
助患者应对 情 绪 困 扰,维 护 其 心 理 健 康[2]。MBTI
(Myers-BriggsTypeIndicator,MBTI)性格分析在不

孕不育患者心理护理中具有重要意义,通过了解患者

性格特点,个性化制定护理方案,有助于提高护理效

果,缓解患者心理压力[3]。此前类似研究较少见。本

研究旨在探讨基于 MBTI性格分析的心理护理干预对

初次试管婴儿助孕夫妇的抑郁、焦虑及夫妻关系的影

响。通过随机对照试验,评估个性化心理护理干预与

传统心理护理干预的效果差异,以期为临床心理护理

提供新的视角和方法。

1 对象与方法

1.1 研究对象 本研究选取2020年1月至2023年6
月在广西壮族自治区生殖医院就诊的首次接受试管婴

儿助孕的不孕不育夫妻共92例(46对)作为研究对

象。选择初次接受试管婴儿助孕的夫妇是因为这一群

体面临着独特的心理压力和挑战,他们对治疗过程的

未知可能导致更强烈的情绪反应。此外,初次接受治

疗的夫妇在心理护理需求上可能与多次尝试试管婴儿

的夫妇有所不同。纳入标准:①年龄35~45岁,已婚

夫妇,且为初次进行试管婴儿助孕;②需有医学诊断为

不孕不育症(1对配偶未采取避孕措施,有规律性生活

至少12个月未能获得临床妊娠)并符合试管婴儿的指

征(如子宫输卵管阻塞、排卵障碍、子宫内膜异位、男方

严重少弱精子症、多次促排未孕、人工授精未孕、腹腔

镜后未孕等);③参与者需完成 MBTI性格测试,并根

据测试结果纳入不同性格类型的夫妇;④夫妇双方均

需在心理评估中表现出一定程度的抑郁或焦虑症状;

⑤夫妇双方均需自愿参与研究,并签署知情同意书;⑥
能够理解并使用研究所需的语言进行沟通。排除标

准:①既往慢性疾病如糖尿病、高血压等;②排除有严

重心理疾病史的夫妇,例如精神分裂症、双相情感障碍

等;③排除有重大医疗疾病,可能影响研究结果的夫

妇;④排除正在使用可能影响心理状态的药物的夫妇。
对于符合上述标准的夫妇共196例,发放调查问卷,其
中共回收184份,有效回收率为93.88%。上述患者按

随机数字表法分为对照组与观察组,每组92例(46对

夫妻)。本研究取得广西壮族自治区生殖中心伦理委

员会审核通过(伦理批准号:KY-LW-2024-07)。
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1.2 方法

1.2.1 对照组 生殖科护理心理护理干预措施为:①
定期组织不孕症知识讲座,向患者提供详细的疾病信

息。由资深护理人员(副主任护师或高年资主管护师)
为患者解答疑问。采用集中宣教或一对一指导,通过

视频和手册普及相关知识。②通过交流了解患者的生

活习惯和饮食习惯,对不合理之处给予及时指导和纠

正。③根据患者对疾病的认知,实施个性化情绪疏导,
如想象疗法、音乐疗法、肌肉放松等。通过心理疏导,
帮助患者缓解紧张、恐慌、自卑和烦躁等负面情绪,增
强治疗信心和配合度。心理干预的时间点为:建档日、
促排卵用药日、定取卵手术日、取卵手术日、移植胚胎

手术日。

1.2.2 观察组 本研究观察组由广西壮族自治区生

殖医院心理护理科的3名经心理咨询培训的护理人员

和5名注册护士执行,他们都经过 MBTI评估培训。
观察组通过 MBTI测试为每位参与者定制心理护理计

划,提供情绪支持和压力管理等服务。科室护士长监

督项目实施,定期评估效果并调整计划。每次心理护

理需夫妻共同参与并以妻子为主。同时,团队收集数

据以评估干预效果,为未来研究提供数据支持。心理

干预的时间点与对照组相同。
观察组的个性化心理护理基于 MBTI的结果来实

施。以下是实现个性化心理护理的具体步骤:(1)性格

评估:首先,建档日每位参与者(夫、妻)都各自独立通

过网络 MBTI问卷进行性格评估,以确定其在4个维

度上的偏好:外倾(E)与内倾(I)、感觉(S)与直觉(N)、
思维(T)与情感(F)、判断(J)与知觉(P)。得到 MBTI
分型后记录在建档病历上。(2)护理计划制定:根据

MBTI结果,心理护理团队会与每位参与者制定个性

化的心理护理计划。①外倾型(E)个体安排更多的社

交互动和团体支持,比如建立病友群、安排团建活动

等。②内倾型(I)个体应尽可能安排一对一的对话咨

询,保证安静的环境、私密空间。可多提供书面、音频、
视频资源。尊重他们的个人界限,在护理过程中让他

们有更多的选择权和控制感,允许他们根据自己的节

奏和舒适度安排治疗和咨询时间。给予他们足够的时

间来表达自己的想法和感受。③感觉型(S)个体需要

交代详细的治疗步骤和明确的指导,侧重提供具体信

息并强调实用性,展示实际的成功案例,让他们看到治

疗的实际效果。鼓励他们记录自己的感受和进展,并
提供定期的反馈和调整建议。日程安排上更为稳定和

一致,减少不确定性。④直觉型(N)个体则侧重提供

概念框架,通过讨论治疗的长远目标和个人成长的可

能性来激发他们的内在动机。沟通中多使用隐喻和类

比,鼓励其自我反思并对他们的创新想法持开放态度。

日程安排上更为灵活。⑤思维型(T)个体需要清晰地

解释治疗方案的科学依据,提供结构化的信息和清晰

的治疗流程图,必要时提供权威研究数据和结果并允

许他们在充分了解信息后自行做出选择。鼓励他们提

出问题,并提供系统性的问题解决方法。⑥情感型(F)
个体则提供更多的情感支持和同理心。对他们的情感

体验表示理解和支持,多多倾听、肯定和鼓励。鼓励他

们表达自己的情感,无论是喜悦、担忧还是恐惧,促进

他们与其他患者或支持团体的联系,以获得情感共鸣。
提供有关情感管理的教育资源,如压力管理技巧和情

绪调节方法。⑦判断型(J)个体侧重明确的治疗计划,
维持一个有序和可预测的护理流程,减少不确定性。
强调治疗目标和预期成果,帮助他们专注于实现这些

目标并定期的跟进和评估。尊重他们对时间的重视,
合理安排咨询和治疗时间,避免不必要的等待。⑧知

觉型(P)个体则侧重提供灵活的护理计划,允许根据情

况的变化进行调整,避免过度强调计划和细节。创造

一个较为宽松和非结构化的环境,让他们感到自在。
鼓励他们表达自己的想法和感受,即使这些想法可能

随时改变。帮助他们理解和接受治疗过程中的不确定

性和变化。(3)以上这些心理护理措施是根据个体的

MBTI分型进行决定,如个体的 MBTI分型为ENFJ,
则采用上述①、④、⑥、⑦的方式,个体的 MBTI分型为

INTP,则采用上述②、④、⑤、⑧的方式在对患者宣教

的医疗护理内容与对照组大同小异,重点是在宣教方

式方法上,包括情绪支持、压力管理、沟通互信等在内

的心理护理服务技巧。通过采用这些让个体更容易接

受的方式,增加个体对诊疗过程的了解,降低个体的焦

虑、抑郁等负面情绪,建立信任,提高护理的工作效率

与效果。在干预过程中,团队将定期评估每位参与者

的心理状态变化,并根据反馈调整护理计划,以确保护

理措施的有效性和适应性。所有个性化心理护理的实

施过程都将被记录,包括参与者的反馈和护理效果,以
便进一步优化护理服务。

1.3 观测指标

1.3.1 心理健康状况评估 采用抑郁自评量表(Self-
RatingDepressionScale,SDS)和焦虑自评量表(Self-
RatingAnxietyScale,SAS)进行评分,以量化受试者

的抑郁与焦虑水平。SDS和SAS量表均已被广泛验

证,具有高内部一致性信度(Cronbach’sα>0.8)和良

好的效度[4-5]。SDS量表的临界值为53分,SAS量表

的临界值为50分,量表分值的升高与抑郁和焦虑症状

的严重程度呈正相关。

1.3.2 生活质量评估 生活质量的评估采用简易生

活量表(ShortForm-36HealthSurvey,SF-36),该量

表已被证实具有良好的信度和效度[6]。该量表涵盖情
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感功能、心理健康、生理功能和社会功能等多个维度,
其得分与生活质量的整体水平呈正相关[7]。

1.3.3 护理服务满意度评价 护理服务满意度通过

问卷调查获得,共计10个项目,包括:个性化服务的评

价、互动性评价、隐私性评价、情绪价值、诊疗时间、医
疗内容接受度评价等。分为“非常满意”“较为满意”及
“不满意”3个等级。总得分为0~10分。满意度的计

算公式为:非常满意+较为满意均计1分。上述量表

调查包括受试者基本情况,由本研究团队中的成员负

责实施。调查对象为参与本研究的不孕不育夫妇,他
们在团队成员的指导下独立完成量表填写。所有调查

人员均接受了标准化的培训,以确保数据收集的一致

性和准确性。

1.4 统计学方法 数据采用SPSS20.0软件进行分

析。计量资料数据以(췍x±s)表示,采用t检验;计数数

据以例(%)表示,采用χ2 检验。以P <0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 受试者基本情况 对照组与观察组均为46对夫

妻,年龄按性别分开计算(每组丈夫46例、妻子46
例),其他如文化程度、月收入、婚姻持续时间、确诊不

孕时间则按个人(每组92例)计算。数据见表1。对照

组与观察组在夫妻年龄、文化程度、月收入、婚姻持续

时间、确诊不孕时间差异无统计学意义。

表1 两组受试者基本情况

组别
丈夫

年龄/岁

妻子

年龄/岁

文化程度

(大专以上)
月收入

(5000元以上)
婚姻持

续时间/年

确诊不

孕时间/年

对照组 40.11±5.82 38.07±3.17 38(41.30) 41(44.57) 3.41±1.12 1.30±0.23
观察组 40.85±6.15 37.72±2.93 40(43.48) 44(47.83) 3.22±0.99 1.27±0.22
t/χ2 -0.592 0.547 0.089 0.197 1.225 0.995
P 0.555 0.586 0.765 0.416 0.657 0.321

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示;计数资料数据用[n(%)]表示。

2.2 患者焦虑、抑郁、生活质量评估在心理护理干预

后对比结果 由表2可知,对照组SAS明显高于观察

组,两组比较差异有统计学意义(P<0.001);观察组

情感功能、心理健康、生理功能及社会功能明显高于对

照组,两组比较差异有统计学意义(P<0.001);但是

两组SDS差异无统计学意义。对照组心理干预时间

(9.71±1.73)h,观察组(6.78±1.38)h,两组差异有

统计学意义(t=12.686,P<0.001),观察组心理护

理的效率更高。护理服务满意度(满分10分)对照组

(9.20±0.74)分,观察组(9.10±0.70)分,差异无统计

学意义(t=0.920,P=0.359)。

表2 两组患者焦虑、抑郁指数、生活质量评估(SF-36)在心理护理干预后对比结果

组别 n SDS SAS 情感功能 心理健康 生理功能 社会功能

对照组 92 42.34±1.92 42.39±1.74 78.53±2.41 75.71±3.76 85.12±2.73 78.24±4.05
观察组 92 42.73±1.95 37.52±2.19 82.71±2.07 87.92±3.26 90.02±2.73 81.15±4.35
t -1.372 16.688 -12.591 -23.559 -12.191 -4.697
P 0.172 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

3 讨论

3.1 MBTI性格分析在心理护理中的应用价值 
MBTI性格分析不仅为心理护理提供了个性化的依

据,通过本研究进一步证实了其在提升护理效果和患

者满意度方面的实际应用价值。通过将 MBTI性格分

析结果与心理护理实践相结合,本研究团队成员能够

更深入地理解患者的心理需求,从而设计出更有效的

干预措施。例如,外倾型个体可能更受益于团体支持

和社交互动,而内倾型个体则可能更偏好一对一的咨

询和安静的环境。这种针对性地干预可能有助于提高

干预的效果和患者的接受度[8]。

3.2 心理干预对抑郁、焦虑、家庭生活质量的影响 
本研究结果显示,观察组在接受基于 MBTI性格类型

的个性化心理护理干预后,SAS得分显著低于对照组,
这表明个性化的心理护理干预对于缓解试管婴儿助孕

夫妇的抑郁和焦虑情绪具有积极作用。这一发现与现

有文献相符,强调了心理干预在辅助生殖技术过程中

的重要性[9-11]。观察组在简易生活量表(SF-36)上的

得分高于对照组,反映出心理干预不仅改善了患者的

心理健康状况,也提升了他们的生活质量。这一结果
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提示,在接受试管婴儿心理健康状况与生活质量密切

相关,心理干预可能是提高生活质量的有效途径。进

一步分析,本研究结果强调了心理健康状况与生活质

量之间的密切联系。在试管婴儿助孕前,抑郁和焦虑

情绪的缓解可能对提升患者的生活质量具有重要影

响。这一发现对于临床实践具有重要意义,因为它提

示医疗专业人员在辅助生殖技术治疗中应重视心理干

预的整合,以全面提高患者的治疗效果和生活满意度。
此外,本研究的结果也为未来的研究方向提供了启示。
未来的研究可以进一步探讨不同性格特征对心理干预

反应的差异性,以及如何根据个体差异设计更为精准

的心理干预方案。同时,长期跟踪研究将有助于了解

心理干预的持久效果,以及其对辅助生殖技术成功率

的潜在影响。

3.3 心理干预效率 对初次接受试管婴儿治疗的不

孕不育夫妇进行了 MBTI性格分析,并根据结果实施

了个性化的心理护理干预。基线数据显示,各性格类

型的夫妇在抑郁、焦虑和夫妻关系指数上存在一定差

异。观察组心理干预的时长较短,效率更高,通过快速

识别患者的性格特征和偏好,护理人员能够制定更加

个性化的干预策略和优化沟通方式,从而提高患者的

接受度和参与度。MBTI分析有助于预测患者的需求

和可能的反应,减少心理抵抗,促进患者的自我认知,
并优化资源分配。这种方法不仅能够缩短建立信任关

系的时间,还能帮助护理团队更好地协作,快速调整干

预方法。这一发现强调了在心理护理中应用性格分析

工具的实用性和效率[12-13]。

3.4 研究的局限性与未来方向 本研究虽然取得了

积极的结果,但也存在一些局限性,如样本量相对较

小,未能细化 MBTI性格类型,限制了对不同性格特征

影响的全面分析。未来的研究应扩大样本量,并进一

步细化不同性格类型对心理干预反应的差异性。此

外,未来的研究可以探索长期跟踪的效果,以及不同文

化背景下 MBTI性格分析在心理护理中的应用。

3.5 夫妻双方感受差异的讨论 尽管丈夫和妻子可

能对试管婴儿治疗的感受存在差异,本研究的目的是

比较基于 MBTI性格分析的心理护理干预对夫妻双方

抑郁、焦虑及夫妻关系的影响。在研究设计中,本研究

确保夫妻双方都完成了 MBTI性格测试,并在分析结

果时考虑了性格类型对感受和反应的影响。分析结果

显示,尽管存在个体差异,但基于 MBTI的个性化心理

护理干预对夫妻双方均显示出积极的效果,这表明本

研究的干预措施能够有效地应对不同性格类型的夫

妇。未来的研究可以进一步探讨夫妻双方在心理护理

干预后的反应差异,以及这些差异对研究结果的可比

性有何影响。
总之,基于 MBTI性格分析的个性化心理护理干

预对于改善试管婴儿治疗前不孕不育夫妇的抑郁、焦
虑情绪,提高生活质量和护理服务满意度具有显著效

果。这一研究为心理护理提供了新的视角和方法,有
望在生殖医学领域得到更广泛的应用。
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