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"摘要#

!

目的
!

探讨肝病患者外周血中胰岛素生长因子
7

%

"

ĉ \7

%

#和
ĉ \7

&

水平与肝病的相关性及其检测

意义$方法
!

应用酶联免疫吸附法"

aRcE4

#定量测定各组肝病患者血清
ĉ \7

%

%

ĉ \7

&

的含量&提取外周血白细

胞总
IM4

!以
*

7-<$(*

作为内参!采用实时荧光定量
I/7KSI

技术测定各组
ĉ \7

&

'IM4

表达&并采用放射免疫法

检测各组血清中透明质酸"

X4

#和
'

型前胶原"

KS

'

#的含量$结果
!

"

1

#慢性病毒性肝炎轻%中度组血清
ĉ \7

%

水

平明显高于对照组"

!

#

#3#"

#&慢性重度肝炎组%静止型肝硬化组%活动型肝硬化组及原发性肝癌组血清
ĉ \7

%

水

平均明显低于对照组和慢性轻%中度肝炎组"

!

#

#3#"

#$活动性肝硬化组血清
ĉ \7

&

水平明显高于对照组%静止性

肝硬化组和慢性肝炎组"

!

#

#3#"

#&原发性肝癌组血清
ĉ \7

&

水平明显高于各组"

!

#

#3#"

#$"

2

#活动型肝硬化组%

原发性肝癌组外周血
ĉ \7

&

'IM4

表达均较对照组明显增高"

!

#

#3#"

#$"

!

#慢性重度肝炎组%肝硬化组及原发

性肝癌组
X4

和
KS

'

含量逐渐升高"

!

#

#3#"

#$结论
!

外周血中细胞因子
ĉ \7

%

水平与肝病患者肝纤维化程度

密切相关!可作为反映肝细胞损伤程度的指标!并对肝病病情的估测有一定意义&肝病患者外周血中
ĉ \7

&

可能是

导致肝癌的重要原因之一!当肝病患者外周血中
ĉ \7

&

水平异常增高或过量表达时要警惕肝癌的发生$

"关键词#

!

细胞因子&

!

胰岛素生长因子
7

%

&

!

胰岛素生长因子
7

&

&

!

肝病
!

!"#
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&

(*

?

+@(

?

%+@->G>;;)'-

&

>+-)$;>(B+@<-*<+@

#

.;$%++H

?

@+..(;*;@-G*;@'->+H

?

@+..(;*;Aĉ \7
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随着肝病与免疫相关性的深入研究#各种细胞因子在体内

表达状况与肝病关系已成为目前研究的热点*

172

+

)肝病与胰岛

素生长因子$

ĉ \

%的关系研究很多*

!7"

+

#但近年来
ĉ \7

%

与肝

病关系的研究侧重于
ĉ \7

%

与肝硬化的关系#其在发展为肝

硬化前的慢性肝炎各阶段及原发性肝癌的含量及意义报道较

少(另外#

ĉ \7

&

与肝病关系的研究热点在其与肝癌的发生发

展的关系#标本主要通过肝穿刺获取肝组织#而外周血中
ĉ \7

&

'IM4

表达与各型肝病的关系也少有报道)为此本研究用

不同方法对各型肝炎患者血清中
ĉ \7

%

和
ĉ \7

&

进行测定#

以了解外周血中细胞因子
ĉ \7

%

和
ĉ \7

&

水平在各型肝病中

的变化以及检测意义#现报道如下)

$

!

临床资料

$3$

!

一般资料
!

系
2##8

年
11

月至
2#1#

年
!

月在本院就诊

住院的肝病患者
6"

例#男
"#

例#女
2"

例#年龄
2N

!

6N

岁#平

均
9"

岁#经临床,甲胎蛋白$

4\K

%,影像学$

]

超,

S/

%检查和"

或病理学确诊的慢性病毒性肝炎患者
!#

例#肝硬化患者
2"

-

6#N

-

检验医学与临床
2#11

年
9

月第
N

卷第
6

期
!

R-GJ+)S>(*

!

4

?

@(>2#11

!

T;>3N

!

M;36



例#原发性肝癌患者
2#

例#其中根据患者的临床症状和肝功能

指标判断其炎性反应活动度#又将慢性病毒性肝炎患者分为慢

性轻度肝炎
8

例,慢性中度肝炎
1!

例,慢性重度肝炎
N

例(肝

硬化患者分为静止型肝硬化
8

例,活动型肝硬化
15

例#全部病

例诊断均依照
2##"

年美国肝病学会肝细胞癌诊断标准*

5

+和

2###

年全国传染病与寄生虫病学术会议制定标准*

6

+

)另设
2"

例为健康对照组#男
1N

例#女
6

例#平均年龄
92

岁#系本院体

检中心健康体检者#均无肝病体征#各项肝炎指标均为阴性#

4\K

正常)

$3/

!

仪器与试剂

$3/3$

!

仪器
!

+̂*+4'

?

6!##

型实时荧光定量扩增仪$美国

应用生物系统公司%,

86##

型
KSI

扩增仪$美国
4]c

公司%(

PL611

型酶标仪$上海讯达%(

\/75954

微机放免测量仪$北京

核仪器厂%)

$3/3/

!

试剂
!

aRcE4

$定量%试剂盒购自
4LR

公司(放射免疫

分析试剂盒购自上海海研医学生物技术有限公司(荧光染料

EY]I @̂++*

和逆转录试剂盒均购于美国
4]c

公司(

/@(Z;>I+7

-

C

+*$

"总
IM4

提取试剂购于北京
/c4M̂ aM

生物公司(

KSI

引物根据文献*

N

+设计的
ĉ \7

&

,

*

7-<$(*<LM4

序列#由上海

捷瑞生物有限公司合成)引物序列见表
1

)

表
1

!

实验所用
*

7-<$(*

及人
ĉ \7

&

引物序列

基因 上游引物 下游引物

*

7-<$(* ":7̂ ^̂ 4SS/̂ 4S/̂ 4S/4SS/S7!: ":74S/Ŝ /S4/4S/SS/ Ŝ//̂ 7!:

ĉ \7

&

":7SSS /̂̂ 4// Ŝ/S/4SSS47!: ":7̂ ///̂ 44̂ 4/̂ S/̂ S/̂ / Ŝ/7!:

$3'

!

血液标本的采集和保存
!

对所有被检者#抽取清晨空腹

静脉血
2'R

#分离血清#

e2#g

冻存#用于血清
ĉ \7

%

,

ĉ \7

&

水平测定和肝纤维化指标$

X4

和
KS

'

%的测定#同时抽取

静脉血
1'R

#加到含有
1##

#

RaL/4

抗凝剂的管子里#

2%

内

进行总
IM4

提取)

$31

!

方法

$313$

!

采用
aRcE4

$定量%法测定血清
ĉ \7

%

,

ĉ \7

&

水平

$严格按照操作说明书进行检测%#根据样本的
VL

值在标准曲

线上算出各样本的浓度$

*

C

"

'R

%)

$313/

!

运用常规
/@(Z;>7

氯仿一步法提取总
IM4

#试验前需

要准备的试剂!氯仿,异丙醇,

6"W

乙醇$用
IM-.+7A@++X

2

V

配

制%和
IM-.+7A@++X

2

V

(逆转录试剂盒合成
<LM4

模板(实时

荧光定量
I/7KSI

测定外周血中
ĉ \7

&

'IM4

的表达
3

$313'

!

血清肝纤维化指标
X4

和
KS

'

严格按照放射免疫分

析试剂盒说明书进行操作#用放免仪测定放射性计数$

]

%#在

标准曲线上
"

得
X4

和
KS

'

的含量)

$32

!

统计学方法
!

各组外周血中
ĉ \7

&

'IM4

表达#以其目

的基因与
*

7-<$(*

内参片段
S/

值作为该样本的基因表达的相

对数值#所有数据以$

LOE

%表示#数据统计采用
EKEE113"

统

计软件包
;

检验#组间比较采用单因素方差分析(两指标相关

性采用直线相关分析)

/

!

结
!!

果

/3$

!

血清中
ĉ \7

%

和
ĉ \7

&

水平测定
!

由表
2

可见!慢性病

毒性肝炎轻,中度组血清
ĉ \7

%

水平明显高于对照组$

!

#

#3#"

%(慢性重度肝炎组,静止型肝硬化组,活动型肝硬化组

ĉ \7

%

水平均明显低于对照组和慢性轻,中度肝炎组$

!

#

#3#"

%(原发性肝癌组血清
ĉ \7

%

水平明显低于对照组,慢性

肝炎组和肝硬化组$

!

#

#3#1

%)活动性肝硬化组血清
ĉ \7

&

水平明显高于正常对照组,静止性肝硬化组和慢性肝炎组$

!

#

#3#"

%(原发性肝癌组血清
ĉ \7

&

水平明显高于各组$

!

#

#3#"

%)

/3/

!

各组外周血中
ĉ \7

&

'IM4

表达测定结果
!

活动型肝

硬化组,肝癌组
ĉ \7

&

'IM4

表达均较对照组明显增高$

!

#

#3#"

%(结果与各组血清
ĉ \7

&

水平一致#见表
!

)各组扩增曲

线比较#见图
1

)

表
2

!

各组血清
ĉ \7

%

和
ĉ \7

&

水平比较%

LOE

&

组别
( ĉ \7

%

$

*

C

"

'R

%

ĉ \7

&

$

*

C

"

'R

%

对照组
2" 15N3!"O!23"# 2!!3!#O6!3"#

慢性轻,中度肝炎组
22 29#328O923#2

"+.

22"3#1O!"32#

/

慢性重度肝炎组
N 1!53"#O153"2

"+

2#632!O5N312

/

静止型肝硬化组
8 11N321O1"32"

"+

21!35#O21369

/

活动型肝硬化组
15 8N3#2O!#32#

"+

!223#1O623#"

"/

肝癌组
2# 6N3!!O123"#

"

5#23"ON#3"!

"

!!

注!

"对照组比较(

+与肝癌组比较(

.与慢性重度肝组比较(

.与肝

硬化比较(

.与肝癌组比较(

/与肝癌组比较#

!

#

#3#"3

表
!

!

各组外周血中
ĉ \7

&

'IM4

表达%

LOE

&

组别
( ĉ \7

&

'IM4

对照组
2# 638NO#3"!

慢性肝炎轻中度组
22 8351O#35"

+.

慢性肝炎重度组
N 63#NO#385

+.

静止型肝硬化组
8 1#392O135"

+.

活动型肝硬化组
15 "5322O"3#2

".

肝癌组
2# 1#N39"O123N!

"

!!

注!

"与对照组比较(

+与活动型肝硬化组比较(

.与肝癌组比较均

有统计学意义$

!

#

#3#"

%)

图
1

!!

各组外周血中
ĉ \7

&

'IM4

和
*

7-<$(*

实时扩增曲线

/3'

!

各组血清肝纤维化指标$

X4

和
KS

'

%的测定结果
!

慢

-

N#N

-

检验医学与临床
2#11

年
9

月第
N

卷第
6

期
!

R-GJ+)S>(*

!

4

?

@(>2#11

!

T;>3N

!
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性轻度,中度肝炎组
X4

和
KS

'

含量与对照组差异无统计学

意义$

!

$

#3#"

%(慢性重度肝炎组,肝硬化组及肝癌组均明显

高于对照组#且组间差异有统计学意义$

!

#

#3#"

%#见表
9

)

表
9

!!

各组血清
X4

和
KS

'

测定结果各组外周血中

!!

ĉ \7

&

'IM4

和
*

7-<$(*

实时扩增曲线

组别
( X4 KS

'

对照组
2" 8"3#O213N 1#"3#O1"3#

慢性轻,中度肝炎组
22 12N3"O1835 11135O1635

慢性重度肝炎组
N 2"N3"O2231

"

1623"O223!

"

静止型肝硬化组
8 !5N3!O!132

"

2#!35O2135

"

活动型肝硬化组
15 9!63#O5631

"

2583"O!13"

"

肝癌组
2# "##3#O"93"

"

!##3#O!"3!

"

!!

注!

"与对照组比较#

!

#

#3#"

)

/31

!

各组血清
ĉ \7

%

水平与
X4

和
KS

'

水平相关性分析
!

结果显示血清
ĉ \7

%

水平与两者呈明显负相关$

1de#352"

,

e#35#2

#

!

#

#3#1

%#表明随着肝纤维化程度的加重血清
ĉ \7

%

水平逐渐降低)

'

!

讨
!!

论

ĉ \

包括
ĉ \7

%

和
ĉ \7

&

#它是一类多功能细胞增殖调

控因子#主要由肝细胞分泌#在肝病的发生,发展过程中
ĉ \7

%

和
ĉ \7

&

通过自分泌,旁分泌或内分泌的方式由其受体介

导#经过一系列信号转导#导致细胞内转录的激活和调节蛋白

的合成#从而发挥促进细胞增殖的有丝分裂原作用#并促进生

长分化及类似胰岛素的代谢效应)本文对肝病患者外周血中

ĉ \7

%

和
ĉ \7

&

水平进行了检测并与其肝纤维化指标
X4

和

KS

'

进行比较#现对所得结果进行以下讨论!

'3$

!

血清中
ĉ \7

%

水平的变化及意义
!

本研究结果显示#在

慢性轻,中度肝炎组中血清
ĉ \7

%

明显高于对照组和其他各

组#而在慢性重度肝炎,肝硬化,肝癌患者血清中
ĉ \7

%

明显

降低#尤其是肝癌组降低最为显著)分析其原因可能为$

1

%在

慢性肝炎早期$慢性轻,中度肝炎%#由于炎性反应刺激或大量

病毒复制激活患者体内免疫调控系统#靶细胞
ĉ \7

%

分泌功

能增强#从而导致慢性轻,中度肝炎患者血清中
ĉ \7

%

水平增

高)$

2

%在慢性肝炎$重度除外%中
ĉ \7

%

升高也可能是一种

保护反应#在肝脏炎性反应活动期#肝细胞表达
ĉ \7

%

#而大

量的
ĉ \7

%

有促进肝细胞增生#加强肝脏的合成和代谢#从而

起到促进肝炎恢复的作用)$

!

%

ĉ \7

%

在体内受生长激素

$

X̂

%的调节#而肝脏是体内
X̂

作用的主要靶器官#

X̂

调节

肝脏合成与分泌
ĉ \7

%

#在慢性重度肝炎和肝硬化阶段#肝细

胞受到长期慢性损害#肝脏受损程度逐渐加重#患者肝细胞

X̂

受体减少#导致肝脏对
X̂

的反应降低#体内存在严重的

对
X̂

的抵抗现象#致使
/̂ \7

%

轴反馈失调#导致
ĉ \7

%

水

平下降)$

9

%肝癌患者肝细胞坏死较严重#导致肝脏合成分泌

ĉ \7

%

能力降低#故肝癌患者血清
ĉ \7

%

水平降低)

'3/

!

活动型肝硬化患者和肝癌患者外周血中
ĉ \7

&

水平$包

括血清
ĉ \7

&

水平和外周血中
ĉ \7

&

'IM4

表达%明显增高

的意义
!

ĉ \7

&

是一种很强的致裂原*

8

+

#能促进细胞分裂,分

化,增殖#肝脏是合成分泌
ĉ \7

&

的主要器官)新近的研究结

果表明*

1#

+

ĉ \7

&

是肝癌细胞加速生长的自分泌或旁分泌的生

长因子之一#也是
ĉ \

基因家族中与肝癌早期癌变关系最密

切的成员)本文通过两种方法$

aRcE4

法和实时荧光定量

I/7KSI

法%均显示活动型肝硬化患者和原发性肝癌患者外周

血中
ĉ \7

&

水平明显高于对照组和其他各组#特别是肝癌组

增高更为明显)原因初步分析为!$

1

%由于活动型肝硬化患者

在炎性反应刺激的过程中会释放各种细胞因子可促进肝细胞

变性坏死,纤维增生,再生结节形成#而血清
ĉ \7

&

水平升高

可导致细胞分化及再生#可能对肝组织损伤的修复起一定的作

用)$

2

%活动型肝硬化患者
ĉ \7

&

异常表达可能与肝细胞的

恶变有密切的关系#肝癌常由肝硬化发展而来#从肝硬化到肝

癌的形成过程中
ĉ \7

&

基因激活导致肝脏合成和分泌
ĉ \7

&

增加#

ĉ \7

&

的过度表达又可通过自分泌和旁分泌途径与受体

结合刺激肝细胞的异常增生和分泌#最终导致具有高度增殖活

性状态的癌前细胞向肝癌细胞转化)因此#当肝硬化患者血清

ĉ \7

&

水平异常升高时#应警惕肝癌的发生)$

!

%肝癌一旦发

生#肝癌细胞可能会自分泌
ĉ \7

&

#直接作用于自身或者临近

的
ĉ \7

&

受体#产生胞浆内循环短路#加速细胞的
ĉ \7

&

持续

生长信号的传递*

11

+

#导致肝癌患者外周血中
ĉ \7

&

水平明显

增高)

'3'

!

各组外周血中
ĉ \7

%

水平与肝纤维化指标
X4

和
KS

'

的关系
!

本研究同时对各组肝病患者的肝纤维化指标$

X4

和

KS

'

%进行了测定并与
ĉ \7

%

水平进行了相关性比较#结果显

示慢性重度肝炎组,肝硬化组及原发性肝癌组的血清
X4

和

KS

'

含量逐渐升高#与对照组差异有统计学意义#初步分析两

者升高的原因是!$

1

%由于患者肝细胞大量受损#且炎性反应的

持续存在#二者通过多种细胞因子介导的细胞作用激活窦内储

脂细胞#刺激储脂细胞增殖而合成
X4

,

KS

'

水平的增加)$

2

%

由于肝脏纤维化#增长的纤维使
X4

,

KS

'

含量增高)可认为

血清
X4

和
KS

'

水平可反映肝脏受损程度#这与相关报道基

本一致*

12

+

3

在对各组外周血中
ĉ \7

%

水平与
X4

和
KS

'

含量进行

了相关性比较后显示外周血
ĉ \7

%

水平与
X4

和
KS

'

含量

呈负相关#提示肝病患者随着病情的恶化和肝纤维化程度的加

重#肝脏纤维结缔组织增生#能够合成和分泌
ĉ \7

%

的肝细胞

越来越少#导致
ĉ \7

%

水平逐渐降低)

本研究采用
aRcE4

$定量%法和实时荧光定量
I/7KSI

技

术分别测定患者血清
ĉ \7

%

,

ĉ \7

&

的含量和患者外周血

ĉ \7

&

'IM4

的表达#并与其肝纤维化指标$

X4

和
KS

'

%进

行比较#所用方法操作简单可行,敏感度高#结果表明$

1

%外周

血中
ĉ \7

%

水平与肝病患者的临床分型,肝脏损伤情况及肝

纤维化程度密切相关#结果表明外周血中
ĉ \7

%

水平可作为

反映肝细胞功能不良的指标#对肝病患者病情估测有一定价

值)$

2

%外周血中
ĉ \7

&

水平与肝癌的发生,发展有关#当肝

病患者外周血中
ĉ \7

&

水平升高或异常表达时要警惕肝癌的

发生#并且外周血中
ĉ \7

&

的测定对肝硬化,肝癌的诊断和判

断其进展具有一定辅助意义)
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假丝酵母菌属感染是安全,有效的(使用免疫调节剂细胞因子

$细胞集落刺激因子,粒细胞集落刺激因子,

0

2

干扰素%在治

疗难治性真菌病中已表现出有益的辅助疗效(交替使用药物#

耐药株的耐药性可能回复敏感性*

1!

+

)另外#有研究表明!白色

念珠菌能在塑料制品表面至少存活
5#'(*

#从真菌感染患者

分离的真菌#在医护人员的手,医院的墙壁,空气 ,塑料制品

的表面也分离出该菌*

19

+

#故应加强防范意识,防止交叉感染#

同时做出对感染患者病原学的快速检测,并重视微生物实验室

与临床科室的沟通#特别是呼吸内科,消化内科,重症监护病

房,肿瘤科,心内科等临床科室应规范抗真菌药物的使用#对减

少真菌耐药性的产生及预防真菌感染具有重要的意义)
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