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　　摘　要：目的　检测外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在肝细胞癌患者中的表达，探讨其临床意义和应用前景。方法　利

用ＲＴＰＣＲ技术检测６４例肝细胞癌患者组及６８例对照组外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达量；比较两组表达差异，并分

析其与肝细胞癌患者中不同临床参数的关系。结果　外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在肝细胞癌组的表达量较对照组显著

升高（犘＝０．０１７）；且其高表达与肝细胞癌的组织低中分化程度和进展期密切相关（犘＝０．０４１，犘＝０．０２３）。结论　外周血单个核

细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在肝细胞癌患者中的表达水平较对照组显著升高，且与肿瘤的组织恶性程度和进展密切相关，该检测手段

有望成为评估肝细胞癌进展与预后的重要生物学指标之一。
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　　肝细胞癌（ＨＣＣ）是世界常见恶性肿瘤之一，位于肿瘤致

死病因第３位
［１］。因此，为提高 ＨＣＣ更好的治疗效果和临床

预后判定，急需进一步探索更有价值的生物学标志物。越来越

多的临床病理学研究表明，ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ作为细胞膜上窖

蛋白的主要结构组成成分［２］，其表达升高与 ＨＣＣ进展、侵袭

转移以及不良预后都有着显著相关 ［３４］。本研究的目的是在

ｍＲＮＡ水平上阐明ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在 ＨＣＣ患者外周血单个

核细胞中的表达量，以及比较其与健康人中表达的差别。探索

外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在 ＨＣＣ患者中表达水平

差异，并分析其与 ＨＣＣ进展和预后的关系，探讨其可能应用

前景。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究收集２０１２年９月至２０１３年７月在本

院住院的６４例 ＨＣＣ患者（治疗前）和６８例健康体检志愿者

（来自本院健康体检中心），肝癌确诊通过手术标本（６０％）或经

皮穿刺活检和影像学检测（４０％）。肝癌的分期是根据国际抗

癌协会（ＵＩＣＣ２０１０）ＴＮＭ分期和Ｅｄｍｏｎｓｏｎ的病理分级。

１．２　材料及试剂　ＲｅｄＢｌｏｏｄＣｅｌｌＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ（红细胞裂解

液）购自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司，ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂盒及ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ荧光

定量ＰＣＲ试剂盒购自大连宝生物工程公司，Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ

和ＧＡＰＤＨ引物合成于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．３　研究方法

１．３．１　外周血单个核细胞总ＲＮＡ的提取　用ＥＤＴＡ抗凝管

分别收集两组中空腹外周静脉血各５ｍＬ，保存４℃冰箱，２ｈ

内分离其单个核细胞，进行总ＲＮＡ提取。操作如下：将５ｍＬ

的血液分成各２．５ｍＬ分装于１５ｍＬ的离心管中，加入３倍体

积的红细胞裂解液，于４℃下充分裂解１０ｍｉｎ后，５００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ后小心收集离心管底部细胞团块，即为外周血单

个核细胞（ＰＢＭＣＳ）。１ｍＬ的ＴＲＩｚｏｌ加入ＰＢＭＣＳ用于提取

总ＲＮＡ（详见ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＲＮＡ提取说明书）。根据分光光度

计２６０ｎｍ波长值来决定抽提的总ＲＮＡ的浓度，测定２６０／２８０

犗犇值和琼脂糖凝胶电泳来分析ＲＮＡ的质量。

１．３．２　逆转录ｃＤＮＡ的合成及荧光定量ＰＣＲ　使用Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ逆转录试剂盒将４μＬ的总ＲＮＡ逆转录

成ｃＤＮＡ，反应体系为２０μＬ，逆转录条件为：３７℃１５ｍｉｎ，

８５℃５ｓ；ｃＤＮＡ保存于－２０℃。依照ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

荧光定量ＰＣＲ试剂盒说明书，于ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪上

扩增ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ 和内参基因 ＧＡＰＤＨ，反应体系为２０

μＬ，反应条件为：９５℃预变性３０ｓ后，９５℃变性５ｓ，６０℃退火

３４ｓ，共４０个循环。引物序列及片段大小详见表１。

表１　　ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ和ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
片段大小

（ｂｐ）

Ｃａｖｅｏｌｉｎ１ 上游 ＴＴＧＡＣＧＧＣＡＴＴＴＧＧＡＡＧＧ ２１２

下游 ＧＴＡＧＡＴＧＧＡＡＴＡＧＡＣＡＣＧＧＣＴＧ

ＧＡＰＤＨ 上游 ＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＴＧＡＧＡＡＧＴ １４２

下游 ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡ

１．４　统计学处理　运用ＳＰＳＳ１９．５统计软件分析结果，２－ΔΔＣｔ

方法统计ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达水平，使用两个独立样本比较

的 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验比较两组间差异及与各临床参数间关

系，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＣＣ 患者与对照组间外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ

１ｍＲＮＡ表达水平比较　利用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测两

组外周血单个核细胞中ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达水平，统计分

析表明，ＰＢＭＣＳｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在对照组不表达或低表达，

而 ＨＣＣ组呈高表达水平，其相对表达量为对照组６．０８倍，且

差异具有统计系意义（犘＝０．０１７）。见表２。

表２　　描述统计及两个独立样本比较 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验

临床参数 狀 犕 犛犇 最小值最大值中位数 犘

对照组 ６８ ５．００ ４．１１ １．００ １４．０４ ４．１４ ０．０１７

肝细胞癌组 ６４ ３０．３８ ４７．２９ １．４２ １５３．５１ ８．９６

年龄（岁）

　≤５２．６ ３０ ３０．９３ ３４．７９ １．４２ ９２．７０ ９．５０ ０．２５

　＞５２．６ ３４ ２９．８９ ４７．３４ １．５７ １５３．５１ ８．４３

分期

　早期（ＴＮＭⅠ＋Ⅱ） ２８ ９．４０ ９．８４ １．４２ ３６．２２ ５．３３ ０．０２３

　进展期（ＴＮＭⅢ） ３６ ４６．７０ ４８．８９ ２．１３ １５３．５１２０．６０

肝细胞癌组织分化

　高分化 ４ ６．６６ ５．７０ １０．７０ ２．１３ ６．６６ ０．０４１

　中低分化 ２６ ３０．５４ ４２．８５ １．４１ １２８．５１ ８．２０

乙肝表面抗原

　阳性 ５０ ３０．１８ ４４．０４ １．４２ １５３．５１ ８．４３ ０．９０

　阴性 １４ ３１．１０ ３２．３９ １．５７ ７９．２０ １９．４３

甲胎蛋白

　阳性 ４４ ２９．９３ ３９．１１ １．５７ １２８．５１ ８．３３ １．００

·６９· 国际检验医学杂志２０１７年１月第３８卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１

 基金项目：福建省自然科学基金资助项目（２０１３Ｊ０１２９３）；福建医科大学青年骨干教师培养专项基金项目（ＪＧＧ２０１３１１）。



续表２　　描述统计及两个独立样本比较 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验

临床参数 狀 犕 犛犇 最小值最大值中位数 犘

　阴性 ２０ ３１．３７ ４７．９６ １．４２ １５３．５１１０．１０

肝硬化

　阳性 ２６ ３２．４２ ５０．２６ １．５７ １５３．５１ ９．５０ ０．９２

　阴性 ３８ ２８．９８ ３５．３１ １．４２ ９４．００ ８．４３

门静脉及肝内转移

　阳性 ３０ ２４．５５ ３３．７９ １．５７ ９２．７０ ８．２０ ０．４３

　阴性 ３４ ３５．５３ ４７．３７ １．４２ １５３．５１１０．７０

淋巴结转移

　阳性 ８ ６４．７３ ７２．３８ ３．２９ １５３．５１５１．０５ ０．３９

　阴性 ５６ ２５．４７ ３４．２９ １．４２ １２８．５１ ８．９７

远处转移

　阳性 ６ ３２．２２ ４６．８７ ２．１９ ８６．２２ ８．２４ ０．９０

　阴性 ５８ ３０．１９ ４１．６０ １．４２ １５３．５１ ９．５０

２．２　ＨＣＣ组外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达差异与

不同临床参数之间的关系　分析６４例 ＨＣＣ患者外周血单个

核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达水平与不同临床参数之间的

关系发现，进展期 ＨＣＣ中外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ

表达水平是早期的４．９７倍，且差异具有统计学意义（犘＜

０．０２３）；组织学中低分化组的表达水平为高分化的４．５８倍，且

差异具有统计学意义（犘＝０．０４１）。而其表达差异与甲胎蛋

白、是否（乙肝表面抗原阳性、肝硬化、肝内转移、静脉侵袭、淋

巴结转移及远处转移）均无显著相关性（犘＞０．０５），见表２。

３　讨　　论

　　窖蛋白是嵌入在细胞质膜上主要的蛋白膜状复合体，参与

调节细胞膜的脂质转运、信号转导以及肿瘤血管的生成等，

ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ 为其主要组成成分之一
［５］。起始ｃａｖｅｏｌｉｎ

１ｍＲＮＡ在很多肿瘤中表现为抑制作用
［６８］。而近来很多研究

发现，ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ的过表达与有些肿瘤，尤其是肝细胞癌

的进展、侵袭转移和不良预后等因素显著正相关［９１０］。以上证

据表明，ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ的双重不同调节作用可能与肿瘤类

型和分期有关。

近年来有研究发现外周血单核细胞细胞中检测到ｃａｖｅｏ

ｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达，且其表达水平受细胞活化刺激、疾病状态等

因素的影响；研究表明，ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ于前列腺癌患者的外

周血液中可检测到，且表达水平不同与前列腺癌的进展关系密

切［１１１２］。目前，国 内 外 鲜 有 肝 细 胞 癌 中 外 周 血 ｃａｖｅｏｌｉｎ

１ｍＲＮＡ表达水平的研究，在本研究中，笔者运用荧光定量

ＰＣＲ技术检测ｃａｖｅｉｌｉｎ１ｍＲＮＡ在肝细胞癌患者外周血单个核

细胞中表达变化，分析其与不同临床病理学参数之间的相

关性。

通过本研究发现，外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ水

平在肝细胞癌组中的表达明显高于对照组；肝细胞癌组中进展

期的外周血单个核细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达水平较早期组

显著升高；同时，组织学低中分化组较高分化组亦有显著提高。

本实验结果与本研究组早期在肝细胞癌组织学中的研究结果

一致，进一步证实了ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在肝细胞癌的发生、发

展侵袭、转移过程中发挥关键效应。

外周血游离核酸水平检测已成为肿瘤分子生物学技术的

重要手段之一，检测肿瘤相关目的基因的 ｍＲＮＡ表达水平可

应用于肿瘤的早期发现与复发监测［１３］。有学者研究发现，前

列腺癌组织标本中ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ 蛋白质和 ｍＲＮＡ表达量

升高与不同病理学参数明显相关，包括淋巴结是否转移和手术

边缘有否阳性等多种重要前列腺癌预后指标，并认为ｃａｖｅｏｌｉｎ

１ｍＲＮＡ表达变化可用于判断局限性前列腺癌的独立预后因

素［１４］。随后，另外学者通过检测外周血中ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表

达量变化，发现能区分前列腺良恶性疾病，在前列腺癌中可作

为一种重要的生物学检测手段［１５］。本实验首次研究了外周血

单个核细胞ｃａｖｅｉｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达量与肝细胞癌之间的关系；

证明了外周血ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ在肝细胞癌的发生和发展中

起着重要的作用。因此，笔者认为肝细胞癌患者外周血单个核

细胞ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达水平的检测有望用于评估肝细胞

癌患者预后，并成为一项重要生物学手段，值得下一步充分实

验证实。

本研究尚存在一些不足之处，首先，外周血ｃａｖｅｏｌｉｎ

１ｍＲＮＡ表达水平检测的特异性还需更多实验研究判断；其

次，本研究发现肝细胞癌患者外周血ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达水

平不同与其甲胎蛋白水平、有无（肝硬化、静脉侵袭、肝内转移、

淋巴结及远处转移）无明显相关，这可能与本研究的例数不够

有关；最后，本研究尚未对肝细胞癌患者外周血中ｃａｖｅｏｌｉｎ

１ｍＲＮＡ的蛋白质表达水平进行检测。这些不足之处需要下

一步研究加以完善和证实。

总之，本研究发现肝细胞癌患者的外周血中单个核细胞

ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ的表达水平显著升高，且与肝细胞癌更差的

肿瘤分期和组织分化密切相关。采用 ＲＴｑＰＣＲ技术检测外

周血中相关目的基因的游离核酸水平显得更简单、稳定，可重

复性和可操作性高，通过该手段检测肝细胞癌外周血中单个核

细胞的ｃａｖｅｏｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达量有望称为评估肝细胞癌进展

及预后的重要生物学指标。
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·临床研究·

黑龙江某院临床分离病原菌的分布及耐药性分析

栾艳淼，张海云△，李庆阳

（黑龙江省牡丹江市第一人民医院检验科　１５７０１１）

　　摘　要：目的　回顾性分析黑龙江省某院２０１６年１月１日至２０１６年３月３１日临床分离病原菌的分布和耐药特点，为临床

抗菌药物的使用提供依据。方法　采用 ＨＨ．ＣＰ０１Ｗ二氧化碳培养箱及ＢＡＣＴ／ＡＬＥＲＴ３Ｄ全自动血培养仪进行标本培养，使

用黑马ＤＬ９６鉴定系统进行菌株鉴定和药敏试验。结果　送检的５２８５份标本共分离病原菌８２５株，其中革兰阴性菌４９６株，占

６０．１％；革兰阳性菌２６８株，占３２．４％；念珠菌６１株，占７．４％。耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）占金黄色葡萄球菌５６．９％，

耐甲氧西林凝固酶阴性葡萄球菌（ＭＲＣＯＮ）占凝固酶阴性葡萄球菌５６．０％，未检出对万古霉素和利奈唑胺耐药的阳性菌。

结论　严格执行标本的前处理过程有助于提高标本的阳性检出率，临床医师在经验用药的基础上应重视药敏监测结果，严格用药

指征，从而做到合理应用抗菌药物。

关键词：医院感染；　耐药率；　细菌敏感性试验；　回顾性研究

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１７．０１．０３７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１７）０１００９８０３

　　临床致病菌耐药性的普遍存在，以及耐药水平越来越高，

给人类生存环境带来了极大的创伤。目前国内外的研究普遍

认为：细菌耐药问题已成为人类所面临的重要的公共卫生问

题，是一个具有灾难性的难题。由于滥用抗菌药物，加速了细

菌耐药基因蔓延的速度。细菌耐药性的产生使患者的病情不

能得到有效的控制，患病和发病时间的延长，死亡的危险性增

大，使其他人感染的危险性增加等［１］。因此合理的应用抗菌药

物成为控制细菌耐药性的重要一部分［２］。掌握重要致病菌对

抗菌药物耐药率的准确资料才能合理选用抗菌药物。同时根

据细菌耐药情况，建立抗菌药物临床应用与细菌耐药的预警机

制，并采取相应的干预措施［３］。本次对本院２０１６年第１季度

培养检出的细菌及其对抗菌药物耐药率进行分析，为抗菌药物

的合理应用和对其的干预措施提供依据。

１　资料与方法

１．１　标本收集　２０１６年１月１日至２０１６年３月３１日本院共

收集的细菌培养标本５２８５例。规定时间内及时送检，标本接

收合格后放入二氧化碳培养箱及全自动血培养仪中进行培养。

所有过程严格按照《全国临床检验操作规程》进行操作。

１．２　细菌鉴定　所有接收标本分别接种于中国兰琼脂培养

基、哥伦比亚血琼脂培养基、巧克力琼脂培养基。特殊标本加

用特别培养基，菌株的鉴定和药敏试验用黑马ＤＬ９６药敏鉴

定系统进行，辅助鉴定方案为ＡＰＩ试剂条。依据ＣＬＳＩ２０１４年

标准对药敏结果进行解读。

１．３　仪器　ＢＡＣＴ／ＡＬＥＲＴ３Ｄ全自动血培养仪、中国兰琼脂

培养基、哥伦比亚血琼脂培养基、巧克力培养基以及广东珠海

黑马ＤＬ９６药敏自动鉴定系统。

１．４　统计学处理　采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件对所有实验数据

进行统计分析。

２　结　　果

２．１　病原菌分布　２０１６年１月１日至２０１６年３月３１日共收

集本院细菌培养标本５２８５例。其中痰液标本３０１２例，尿液

５７５例，咽拭子１１９２例，血液标本２６２例，其他标本共计２４４

例。其中分离的各种病原菌的分布及构成比见表１。

表１　　分离的各种病原菌的分布及构成比

病原菌 株数（狀） 构成比（％）

革兰阳性菌 ２６８ １００．０

　凝固酶阴性葡萄球菌 ２５ ９．３

　肠球菌属 ８８ ３２．８

　金黄色葡萄球菌 ７９ ２９．４

　链球菌属 ７２ ２６．９

　其他阳性菌 ４ １．１

革兰阴性菌 ４９６ １００．０

　大肠埃希菌 １３７ ２７．６

　肺炎克雷伯菌 １４９ ３０．０

　鲍曼不动杆菌 ７２ １４．５

　铜绿克雷伯菌 ５１ １０．３

　阴沟肠杆菌 １３ ２．６

　其他阴性菌 ７４ １４．９

酵母菌 ６１ １００．０

２．３　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）及耐甲氧西林凝固

酶阴性葡萄球菌（ＭＲＣＯＮ）检出率以及不同病区标本送检率

·８９· 国际检验医学杂志２０１７年１月第３８卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１

 基金项目：黑龙江牡丹江市科技攻关项目［Ｚ２０１５（ｓ００５４）］；黑龙江省卫生计生委科研立项（２０１６３４４）。
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