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慢性阻塞性肺病患者ＮＴｐｒｏＢＮＰ检测结果分析

汤卫菊

（江苏省启东市第二人民医院检验科，江苏启东２２６２４１）

　　摘　要：目的　探讨Ｎ末端Ｂ型钠尿肽前体（ＮＴｐｒｏＢＮＰ）在慢性阻塞性肺病（ＣＯＰＤ）合并心力衰竭的评估价值。方法　对

４９例ＣＯＰＤ进行ＮＴｐｒｏＢＮＰ检测，综合判断心脏功能。结果　ＮＴｐｒｏＢＮＰ轻中度升高出现心力衰竭比例达到５７．１４％，高度升

高出现心力衰竭比例达到９０．９１％。结论　ＮＴｐｒｏＢＮＰ可以评估ＣＯＰＤ是否存在心力衰竭。
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　　研究者对本院住院的慢性阻塞性肺病（ＣＯＰＤ）４９例患者进

行Ｎ末端Ｂ型钠尿肽前体（ＮＴｐｒｏＢＮＰ）检测，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有４９例ＣＯＰＤ患者均为急性发作而入住

本院的住院患者，诊断均符合中华医学会呼吸病学会ＣＯＰＤ

学组２００７年制定的ＣＯＰＤ诊断标准
［１］。其中男２７例，女２２

例，年龄（７２±５．９）岁，病程（１５±２．６）年。慢性支气管炎４６

例，支气管扩张症２例，支气管哮喘１例。

１．２　方法　采取空腹静脉血３ｍＬ定量测定 ＮＴｐｒｏＢＮＰ，严

格按照仪器操作规程进行质控和操作。ＮＴｐｒｏＢＮＰ检测方法

采用胶体金法，试剂盒由南京基蛋生物科技有限公司提供。检

测仪器为ＦＩＡ８０００免疫定量分析仪，由南京普朗生物科技有

限公司提供。检测原理：运用激发光扫描标记物和待测物结合

区，获得浓度信号，然后对浓度信号进行分析，定量的靶向待测

物进行分析。同时观察患者的临床症状，结合心电图、全胸片

等结果判断ＮＴｐｒｏＢＮＰ与心功能的关系。

２　结　　果

４９例ＣＯＰＤＮＴｐｒｏＢＮＰ检测结果见表１。

表１　　４９例ＣＯＰＤＮＴｐｒｏＢＮＰ检测结果

ＮＴｐｒｏＢＮＰ

（ｐｇ／ｍＬ）
狀 喘息、呼吸困难（狀） 紫绀、浮肿［狀（％）］

心电图肺型Ｐ波、额面ＱＲＳ波群平均

电轴右偏大于或等于９０°［狀（％）］
Ｘ线心影增大［狀（％）］

＜３００ ３１ ３１ １（３．２３） １２（３８．７１） １０（３２．２６）

３００～１８００ ７ ７ ４（５７．１４） ３（４２．８６） ２（２８．５７）

＞１８００ １１ １１ １０（９０．９１） ９（８７．５） ８（７２．７３）

３　讨　　论

ＣＯＰＤ是临床常见的疾病，其特征是持续存在的气流受

限，气流受限呈进行性发展，伴有气道和肺对有害颗粒或气体

所致慢性炎症反应的增加。ＣＯＰＤ目前居全球死亡原因的第

４位。我国的流行病学调查表明，４０岁以上人群ＣＯＰＤ患病

率为８．２％，患病率之高十分惊人。长期的ＣＯＰＤ，可以导致肺

源性心脏病，引起心力衰竭而加重患者的病情。此病死亡率

高，社会经济负担重，已成为影响人类健康的重要的公共卫生

问题。由于ＣＯＰＤ和心力衰竭均可以出现喘息，呼吸困难，有

时难以鉴别，影响最佳治疗时机。

心力衰竭是１种复杂的临床症状群，是各种心脏病的终末

期。其发病率高，５年存活率与恶性肿瘤相仿。近１０年来，随

着对心力衰竭发病机制的逐渐深入，治疗方面效果有显著的提

高，大大降低了慢性心衰的致残率和致死率。然而，心力衰竭

患者尤其是早期，尚缺乏简单经济实用的检测手段。利钠肽

（ＮＰｓ）是近２０年发现的一类具有多种生物活性的多肽。其功

能是维持循环系统的容量、渗透压和压力调节的稳态。这类极

具有临床应用价值的生物标记物，尤其是Ｂ型利钠肽（ＢＮＰ）及

与之共同分泌的 ＮＴｐｒｏＢＮＰ，目前已作为心功能不全最敏感

和特异的指标之一。有研究表明，ＢＮＰ、ＮＴｐｒｏＢＮＰ在心衰早

期即可升高，并已成为国际公认的诊断心力衰竭的血浆标志

物。ＮＴｐｒｏＢＮＰ是ＢＮＰ前体分解后产生的无活性的 Ｎ端的

片段，由于ＢＮＰ和ＮＴｐｒｏＢＮＰ在血中等摩尔生成，均可反映

ＢＮＰ分泌状况
［２］。ＢＮＰ半衰期为２０ｍｉｎ，血浆中可降解失去

抗原性，导致假性降低。ＮＴｐｒｏＢＮＰ半衰期为１２０ｍｉｎ，血浆

中不会降解，浓度相对稳定，含量相对较高，其检测不受硝酸酯

类和地高辛等治疗心力衰竭的药物影响［３］。

ＣＯＰＤ患者出现心力衰竭表现如浮肿、紫绀等，其 ＮＴ

ｐｒｏＢＮＰ水平明显升高。ＮＴｐｒｏＢＮＰ轻中度升高出现心力衰

竭比例达到 ５７．１４％，高度升高出现心力衰竭比例达到

９０．９１％。监测 ＣＯＰＤ患者 ＮＴＰｒｏＢＮＰ水平可以帮助了解

ＣＯＰＤ患者是否存在肺心病，并可以通过 ＮＴＰｒｏＢＮＰ水平初

步判断心功能不全的严重程度。《２００９成人心力衰竭诊治指

南》更强调了ＢＮＰ和 ＮＴｐｒｏＢＮＰ的价值
［４］，推荐用于呼吸困

难而尚未确定心源性的患者。总之，ＮＴｐｒｏＢＮＰ浓度测定可

能作为评估心功能，应用于心力衰竭的诊断、预后和判断等的

一项重要补充，成为一项简便易行的常规检查，值得临床

推广［５１０］。
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乙肝病毒ＤＮＡ与乙肝病毒标志物的相关性研究

叶儒军１，魏　威
２

（１．梁平县人民医院检验科，重庆梁平４０５２００；２．南方医科大学生物技术学院，广东广州５１０５１５）

　　摘　要：目的　探讨乙型肝炎病毒标志物的检测与其ＤＮＡ的关系。方法　取乙肝患者与阴性对照组患者的血液，提取血液

总ＲＮＡ后进行逆转录，再用实时荧光定量ＰＣＲ检测乙肝标志物，如 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２。结果　定量ＰＣＲ发现乙肝患者比

对照组 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２均上调。结论　可以用荧光定量ＰＣＲ检测乙肝病毒标志物来鉴定乙肝患者。

关键词：肝炎病毒，乙型；　ＤＮＡ；　聚合酶链反应
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　　乙型病毒性肝炎，简称乙肝，是１种由乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）感染机体后所引起的疾病。ＨＢＶ主要存在于肝细胞

内并损害肝细胞，引起肝细胞炎症、坏死、纤维化。传统方法检

测 ＨＢＶ都需要一定的时间，选用分子生物学中的荧光定量

ＰＣＲ的方法来检测乙肝病毒标志物如 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２

的基因水平来鉴定乙肝患者，这是１种快速而且准确的方法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　取已知的乙肝患者３０例的血液和阴性对照组

３０例血液，随机配对成３０组，血液收集后均放在－８０℃冰箱。

１．２　血液总ＲＮＡ抽提　取适量血液，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ将细

胞转移至１．５ｍＬＥＰ室温放置５ｍｉｎ，使其充分裂解，１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清转移至另一ＥＰ管，弃沉淀。按２００μＬ

氯仿（三氯甲烷）／ｍＬＴｒｉｚｏｌ加入氯仿，震荡混匀室温放置１５

ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，吸取上层水相至另一ＥＰ管中，按

０．５ｍＬ异丙醇／ｍＬＴｒｉｚｏｌ加入异丙醇混匀，１２０００×ｇ离心

１０ｍｉｎ，弃上清，ＲＮＡ 沉于管底。加入 ７５％ 乙 醇，４ ℃、

８０００×ｇ离心５ｍｉｎ，尽量弃上清，室温晾干或真空干燥５～１０

ｍｉｎ。加入ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ２０μＬ，取出１μＬ准备做电泳鉴

定实验或测ＯＤ值定量ＲＮＡ浓度。

１．３　逆转录　提取血液总ＲＮＡ后，测定ＲＮＡ浓度，并根据

试剂盒说明书逆转录 ＲＮＡ为ｃＤＮＡ，程序设定为８５℃，１５

ｍｉｎ，３７℃，３０ｍｉｎ。

１．４　荧光定量ＰＣＲ检测ＰｒｅＳ２基因　根据ＰｒｅＳ２基因设计

引物，ＨＢｓＡｇ：５′ＴＡＣＧＣＡＴＡＧＣＴＡＣＧＡＴＣ３′；５′ＧＣＴ

ＡＣＧＡＡＧ ＧＴＣＣＧＡ ＴＣＡ３′；ＨＢｅＡｇ：５′ＴＣＧ ＴＣＡ ＴＴＣ

ＧＡＴＡＧＧＣＣＧＡ３′；５′ＴＣＧＡＧＧＴＴＣＧＡＡＣＧＴＡＧ３′；

ＰｒｅＳ２：５′ＧＣＡ ＣＣＧ ＴＣＴ ＴＧＧ ＣＴＣ ＡＧＴ ＡＣ３′；５′ＴＧＧ

ＴＧＡＴＧＡＣＣＧＧＡＧＴＧＧＡ３′；ＧＡＰＤＨ：５′ＣＣＴＧＧＡＣＡＣ

ＣＴＧＣＴＧＡＣＡ３′；５′ＧＡＡＴＧＡＡＧＴＡＣＧＧＡＧＣＡＧＡＧ

３′。通过荧光定量ＰＣＲ检测细胞样品中目的基因和内参基因

的表达量，根据ＰＣＲ反应曲线得到各样品目的基因和内参基

因的Ｃｔ值（域值循环数），采用 ΔΔＣｔ的方法进行相对定量，

ＰＣＲ反应的条件：（３０ｓ，９５℃；５ｓ，９５℃；３１ｓ，６０℃），反应为

４０个循环。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件包进行统计学处

理。统计方法为计量资料两组间比较采用配对狋检验，计数资

料采用χ
２ 检验，组内比较及治疗前后的比较用方差分析。

２　结　　果

２．１　荧光定量ＰＣＲ溶解曲线及扩增曲线分析　随机抽取样

品，通过溶解曲线图及扩增曲线分析，以检测样品质量及确定

合适的实验条件。结果显示，ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２和ＧＡＰ

ＤＨ熔解曲线均为单一峰二分之一溶解温度略有差异，四种基

因均无杂信号出现，而且据扩增曲线得知目的基因都可以达到

平台期见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　荧光定量ＰＣＲ检测 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２基因的表达

　从分析结果可以看出，乙肝患者血清中 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，

ＰｒｅＳ２的 Ｃｔ值均值分别为２５．５７±３．６５，２７．７４±３．９４和

２３．５６±３．５４，阴性对照组血清中的 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２的

Ｃｔ值分别为３０．４６±３．２３，３２．１４±３．７９和２８．１８±３．３７，乙肝

患者 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，ＰｒｅＳ２的ΔＣｔ值为８．５７，９．７４和７．５６，

阴性对照组ΔＣｔ值为１３．４６，１４．１４和１２．１８根据二者的平均

２ΔΔＣｔ值计算可知，乙肝患者组血清中 ＨＢｓＡｇ，ＨＢｅＡｇ，

ＰｒｅＳ２的平均含量比阴性对照组的高２９．６５，２１．１１和２４．５９

倍，而且两者之间差别有统计学意义（犘＜０．０５）。见图２（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

乙型肝炎病毒简称 ＨＢＶ
［１］。肝炎病毒基因组共有４个

ＯＲＦ，编码以下一些蛋白：Ｃｏｒｅ蛋白和ｐｒｅｃｏｒｅ蛋白，Ｐｏｌ蛋

白，Ｘ蛋白，以及Ｓ蛋白（Ｌ，Ｍ，Ｓ）。Ｃｏｒｅ是核衣壳蛋白；Ｐｒｅ

ｃｏｒｅ可能与抑制宿主的免疫反应有关；Ｘ蛋白对病毒复制是重

要的，还与肝癌的发生有关；Ｓ蛋白是病毒的包膜蛋白，与病毒

进入细胞有关［２４］。目前，已可从感染 ＨＢＶ患者血清中及感

·２３９２· 国际检验医学杂志２０１２年１２月第３３卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２３


