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  摘 要:目的 探讨血清Smad同源物7(Smad7)、胸腺基质淋巴生成素(TSLP)在新生儿坏死性小肠结肠

炎(NEC)诊断及病情判断中的价值。方法 选取2021年4月至2023年4月该院收治的98例确诊为NEC的

患儿为观察组,根据病情严重程度分为重症组(38例)和轻症组(60例)。另选取同期在该院出生的98例健康

新生儿为对照组。采用实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检测血清Smad7相对表达量,采用酶联免疫吸

附试验检测血清TSLP水平;采用Spearman相关分析NEC患儿血清Smad7、TSLP水平与病情严重程度的相

关性;采用受试者工作特征(ROC)曲线分析血清Smad7、TSLP水平对重症NEC的诊断价值。结果 与对照

组比较,观察组血清Smad7、TSLP水平明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。与轻症组比较,重症组血

清Smad7、TSLP水平明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。
 

血清Smad7、TSLP水平与病情严重程度均

呈正相关(r=0.486,P<0.001;r=0.421,P<0.001)。血清Smad7、TSLP诊断重症 NEC的曲线下面积

(AUC)分别为0.800、0.750,二者联合检测诊断重症NEC的AUC为0.850,二者联合检测的AUC明显大于

血清Smad7、TSLP单独检测的AUC(Z=2.074,P=0.038;Z=1.974,P=0.048)。结论 NEC患儿的血清

Smad7、TSLP水平均上调,且与病情严重程度关系密切,二者联合检测对重症NEC具有较高的诊断价值。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
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of
 

serum
 

Smad
 

homolog
 

7
 

(Smad7)
 

and
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in
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diagnosis
 

and
 

disease
 

condition
 

judgment
 

of
 

neonatal
 

necrotizing
 

enterocolitis
 

(NEC).
Methods A

 

total
 

of
 

98
 

children
 

with
 

NEC
 

who
 

were
 

admitted
 

to
 

Hebei
 

Petro
 

China
 

Central
 

Hospital
 

from
 

A-
pril

 

2021
 

to
 

April
 

2023
 

were
 

enrolled
 

as
 

observation
 

group.According
 

to
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease,they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

severe
 

group
 

with
 

38
 

children
 

and
 

the
 

mild
 

group
 

with
 

60
 

children.Another
 

98
 

cases
 

of
 

health-
y

 

newborn
 

were
 

selected
 

as
 

control
 

group
 

during
 

the
 

same
 

period.Real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

polymer-
ase

 

chain
 

reaction
 

(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

relative
 

expression
 

of
 

Smad7
 

in
 

serum,and
 

enzyme-
linked

 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

serum
 

level
 

of
 

TSLP.Spearman
 

method
 

was
 

used
 

to
 

ana-
lyze

 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

Smad7,TSLP
 

levels
 

and
 

the
 

severity
 

of
 

NEC.Receiver
 

operating
 

character-
istic

 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

serum
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

levels
 

in
 

severe
 

NEC.
Results Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

serum
 

levels
 

of
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

in-
creased

 

significantly
  

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

mild
 

group,the
 

serum
 

levels
 

of
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

in
 

the
 

severe
 

group
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

serum
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

correlated
 

positively
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

the
 

disease
 

(r=0.486,P<0.001;r=0.421,P<0.001).The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

serum
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

severe
 

NEC
 

were
 

0.800
 

and
 

0.750
 

respectively.The
 

AUC
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

serum
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

severe
 

NEC
 

was
 

0.850,which
 

was
 

signifi-
cantly

 

greater
 

than
 

that
 

of
 

serum
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

alone
 

(Z=2.074,P=0.038;Z=1.974,P=0.048).Con-
clusion The

 

serum
 

levels
 

of
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

both
 

up-regulate
 

in
 

children
 

with
 

NEC,which
 

relate
 

closely
 

to
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the
 

severity
 

of
 

the
 

disease.The
 

combined
 

detection
 

of
 

Smad7
 

and
 

TSLP
 

has
 

a
 

high
 

value
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

se-
vere

 

NEC.
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  新生儿坏死性小肠结肠炎(NEC)是一种主要发

生于早产儿的严重胃肠道感染性疾病,是新生儿重症

监护室最具破坏性的疾病之一[1]。NEC的主要原因

是由于新生儿小肠血供不足引起部分肠损伤,从而使

细菌入侵损伤肠壁,并在肠壁间产生气体,造成小肠

结肠缺血性坏死性病变[2]。NEC临床表现为腹胀、便
血等[3]。Smad同源物7(Smad7)是转化生长因子家

族中的一员,是转化生长因子(TGF)-β信号通路的负

调控因子[4]。研究表明,Smad7在坏死性结肠炎、环
境性肠病、巨细胞病毒诱导的结肠炎中表达上调,促
进炎症因子分泌,从而引起疾病的发生[5]。胸腺基质

淋巴生成素(TSLP)是一种具有免疫调节特性的细胞

因子,也是过敏性炎症及辅助性T细胞(Th)2极化的

重要介导因子[6]。研究表明,溃疡性结肠炎患儿体

内,TSLP可调控肠道调节性T细胞应答,激活树突

细胞,作用于肥大细胞等天然免疫细胞,促进细胞因

子分泌,进而促进炎症反应发生[7]。目前研究表明血

清Smad7、TSLP在肠道炎症等相关疾病中具有一定

的促进作用,但是在NEC中的作用尚不清楚。因此,
本研究通过检测NEC患儿血清Smad7、TSLP水平,
深入分析二者在 NEC诊断及病情判断中的价值,为
患儿及时诊断及后续治疗提供一定的依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2021年4月至2023年4月本

院收治的98例 NEC患儿为观察组。纳入标准:(1)
符合《实用新生儿学》中NEC诊断标准[8];(2)入院时

日龄1~28
 

d;(3)临床资料完整。排除标准:(1)合并

其他感染性疾病;(2)合并先天性巨结肠等肠道疾病;
(3)合并先天性遗传代谢类疾病;(4)合并自身免疫性

疾病。观察组中男45例,女53例;出生时胎龄34~
42周;日龄8~13

 

d。根据Bell分期标准[9]将观察组

患儿分为轻症组(Ⅰ期60例)和重症组(Ⅱ期+Ⅲ期

38例)。Bell分期标准如下:(1)Ⅰ期,无消化道症状

及全身症状,存在无原因的心率较慢,嗜睡、胃残留增

加、轻微腹胀,大便潜血试验呈阳性;(2)Ⅱ期,全身症

状加重,腹部体征明显,出现肠胀气、门脉积气,腹部

平片显示肠管扩张及固定肠袢;(3)Ⅲ期,出现全身感

染性中毒症状,如休克、弥散性血管内凝血等,出现全

腹膜炎、高度腹胀等体征。另选取同期在本院出生的

98例健康新生儿为对照组,其中男48例,女50例;出
生时胎龄34~42周;日龄8~14

 

d。两组新生儿的胎

龄、日龄、性别、生产方式、孕次≥2次比例比较,差异

均无统计学意义(P>0.05);与对照组比较,观察组母

乳喂养比例降低,新生儿贫血、出生时体质量<2.5
 

kg比例升高,差异均有统计学意义(P<0.05),见表

1。本研究所有研究对象监护人均签署知情同意书,
并获得本院医学伦理委员会批准(伦理批号:2021-
0046)。

表1  两组临床资料比较[x±s或n(%)]

组别 n
胎龄

(周)
日龄

(d)

性别

男 女

新生儿贫血

是 否

观察组 98 38.02±3.81 10.69±3.17 45(45.92) 53(54.08) 33(33.67) 65(66.33)

对照组 98 38.01±3.80 10.86±3.25 48(48.98) 50(51.02) 18(18.37) 80(81.63)

t/χ2 0.018 0.371 0.184 5.963

P 0.985 0.711 0.668 0.015

组别 n
出生时体质量(kg)

<2.5 ≥2.5

生产方式

自然分娩 剖宫产

孕次(次)

<2 ≥2

母乳喂养

是 否

观察组 98 43(43.88) 55(56.12) 57(58.16) 41(41.84) 62(63.27) 36(36.73) 49(50.00) 49(50.00)

对照组 98 29(29.59) 69(70.41) 69(70.41) 29(29.59) 67(68.37) 31(31.63) 63(64.29) 35(35.71)

t/χ2 4.303 3.200 0.567 4.083

P 0.038 0.074 0.451 0.043

1.2 仪器与试剂 使用主要仪器包括离心机(型号:

greiner56,北京泽平生物科技有限责任公司)、酶标仪

(型号:beyotime,上海雅吉生物科技有限公司)、紫外

可见分光光度计(货号:ND-100C,武汉核成科技发展

有限公司);使用主要试剂包括TSLP酶联免疫吸附

试验(ELISA)试剂盒(货号:jlc-A1438,江西江蓝纯生
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物试剂有限公司)、PrimeScriptTMRT
 

试剂盒(货号:
ACR5000GS,北京泽平生物科技有限责任公司)、SYBR

 

Premix
 

EX
 

TaqTMⅡ试剂盒(货号:DRR041A,北京智杰

方远科技有限公司)。
1.3 方法 所有新生儿入院当天采集静脉血2

 

mL,
以3

 

000
 

r/min离心10
 

min,分离血清,分装于无菌

EP管中,在-80
 

℃冰箱中保存。采用ELISA检测

TSLP水平,具体检测步骤严格按照试剂盒说明书操

作。采用实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)检
测血清Smad7相对表达量,采用TRIzol法提取血清

总RNA,采用紫外可见分光光度计检测浓度。按照

PrimeScriptTMRT
 

试剂盒说明书,将总RNA反转录

为cDNA。以cDNA 为模板,按SYBR
 

Premix
 

EX
 

TaqTMⅡ试剂盒说明书进行聚合酶链反应(PCR)扩
增。Smad7正向 引 物 为5'-TGTCCAGATGCTGT-
GC-CTTCCT-3',反 向 引 物 为5'-CTCGTCTTCTC-
CTCCCAG-TATG-3';内参GAPDH 正向引物为5'-
GGAGCGAGATC-CCTCCAAAAT-3',反 向 引 物 为

5'-GGCTGTTGTCATACT-TCTCATGG-3'。 PCR
结束后绘制熔解曲线,收集循环阈值(Ct值)。以

GAPDH为内参,采用2-ΔΔCt法计算血清Smad7相对

表达量,实验重复3次,取平均值。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据处理及统计分析。计数资料以例数或百分率表示,
组间比较采用χ2 检验;符合正态分布的计量资料以

x±s 表示,两组间比较采用独立样本t 检验;采用

Spearman相关分析NEC患儿血清Smad7、TSLP水

平与病情严重程度的相关性;采用受试者工作特征

(ROC)曲线分析血清Smad7、TSLP水平对重症NEC
的诊断价值。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 观察组与对照组血清 Smad7、TSLP水平比

较 与对照组比较,观察组血清Smad7、TSLP水平

明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  观察组与对照组血清Smad7、TSLP

   水平比较(x±s)

组别 n Smad7 TSLP(ng/mL)

观察组 98 1.21±0.34 4.07±1.05
对照组 98 0.98±0.29 3.76±0.86

t 5.095 2.261

P <0.001 0.025

2.2 重症组与轻症组血清 Smad7、TSLP水平比

较 与轻症组比较,重症组血清Smad7、TSLP水平

明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表3。
2.3 血清 Smad7、TSLP与病情严重程度的相关

性 血清Smad7、TSLP水平与病情严重程度均呈正

相关(r=0.486,P<0.001;r=0.421,P<0.001)。
2.4 血清Smad7、TSLP对重症NEC的诊断价值 
以轻症NEC患儿为对照,绘制血清Smad7、TSLP诊

断重症 NEC的 ROC曲线,结果显示血清Smad7、
TSLP联合检测诊断重症NEC的曲线下面积(AUC)
明显大于血清Smad7、TSLP各自单独检测的 AUC
(Z=2.074,P=0.038;Z=1.974,P=0.048)。见

表4。
表3  重症组与轻症组血清Smad7、TSLP水平比较(x±s)

组别 n Smad7 TSLP(ng/mL)
重症组 38 1.51±0.44 4.93±1.34
轻症组 60 1.02±0.27 3.52±0.87
t 6.839 6.322
P <0.001 <0.001

表4  血清Smad7、TSLP对重症NEC的诊断价值
 

变量 AUC AUC的95%CI Cut-off值 P 灵敏度(%) 特异度(%) Youden指数

Smad7 0.800 0.707~0.874 1.30 <0.05 73.68 83.33 0.570

TSLP 0.750 0.653~0.832 4.12
 

ng/mL <0.05 78.95 68.33 0.473

二者联合 0.850 0.764~0.914 - <0.05 73.68 90.00 0.637

  注:-为无数据。

3 讨  论

NEC是一种常见的新生儿胃肠道急症,大多发生

在早产儿与低体质量儿群体中,病死率高,即使病情

控制良好的患儿也会存在短肠综合征及神经发育损

伤等严重的后遗症[10]。NEC的发病原因尚不明确,
可能与早产、严重感染及喂养不当有关,也可能是由

于肠道发育不良导致肠道出血、缺氧、细菌感染等,引
发严重的炎症反应[11]。目前,NEC的治疗主要是内

科保守治疗及外科手术治疗,重症患儿经治疗后常出

现败血性休克、短肠综合征、多器官功能衰竭等并发

症[12]。因此,寻找能提高NEC诊断准确性及了解病

情严重程度的血清学指标,对尽早治疗及预后的改善

有重要意义。

Smad7是抑制性Smads家族成员,在调节转化

因子-β家族细胞因子的信号转导中发挥重要作用[13]。
研究发现,Smad7在炎症反应中发挥了重要的作用,
在溃疡性结肠炎患儿体内,TGF-β1可介导抗炎反应

缺陷,Smad7作为TGF-β1信号的拮抗剂存在表达上

调,从而引起肠道炎症[14]。研究表明,异常 TGF-β/

Smad7信号是溃疡性结肠炎的重要发病机制,TGF-
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β1与其受体结合,触发Smad2/3信号,最终导致免疫

炎症反应的衰减/抑制,但是人体炎症性肠病中TGF-

β/Smad7通路存在缺陷,Smad7在 T细胞中的过表

达加重了结肠炎[15]。本研究结果显示,NEC患儿血

清Smad7水平较健康新生儿明显升高,说明Smad7
与NEC发生存在一定的联系,猜测Smad7可能通过

抑制TGF-β1信号传递,促进炎症因子释放,引发肠道

炎症,导致NEC的发生,可用于NEC的早期诊断,为
及时治疗提供一定帮助。

TSLP是一种由上皮分泌的细胞因子,是IL-2家

族的一员,在超敏反应、免疫细胞分化等过程中发挥

重要作用[16]。TSLP广泛存在于皮肤、肺、胸腺及肠

道中,并且与多种免疫细胞、肥大细胞、B细胞、T细胞

及树突细胞密切相关[17]。另有研究发现,可通过降低

TSLP水平,减轻皮肤炎症因子损伤,说明TSLP与炎

症反应有一定的联系[18]。有研究表明,TSLP可通过

调节Th2细胞因子,增强Th2型免疫应答,使Th1/

Th2平衡受到破坏,进而参与炎症反应,且研究发现

随着细菌感染性肺炎的病情逐渐加重,TSLP水平逐

渐升高,说明TSLP促进了炎症反应,参与了病情的

发展[19]。但是TSLP在NEC中的作用尚不清楚,本
研究结果显示,NEC患儿血清TSLP水平较健康新生

儿明显升高,提示TSLP在 NEC的发病中发挥了一

定的作用,可能通过诱导Th2细胞因子产生,从而增

强Th2型免疫应答,使Th1/Th2免疫反应失衡,促进

炎症反应的加剧,引发NEC。TSLP可作为血清学指

标用于NEC的诊断,有利于提高临床诊断的准确性。
与对照组比较,观察组母乳喂养比例明显降低,

并且新生儿贫血、出生时体质量<2.5
 

kg的比例明显

升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。因此,推测母

乳喂养及新生儿贫血、出生时体质量均为患儿发病的

影响因素,未接受母乳喂养、贫血、出生时体质量<
2.5

 

kg的新生儿患有NEC的概率较高,应密切关注

这些指标,及时进行诊断并采取治疗措施。另外,随
着病情严重程度增加,NEC患儿血清Smad7、TSLP
水平明显升高,说明Smad7、TSLP与病情的严重程

度关系密切,二者可能参与了NEC的发展,可作为生

物学指标用于临床病情评估,指导临床制订有效、合
理的 治 疗 方 案。ROC 曲 线 分 析 结 果 显 示,血 清

Smad7、TSLP诊断重症NEC的AUC分别为0.800、

0.750,二者联合检测诊断重症 NEC的 AUC为0.
850。说 明 二 者 联 合 检 测 的 诊 断 价 值 优 于 血 清

Smad7、TSLP单独检测。
综上所述,NEC患儿的血清Smad7、TSLP水平

均上调,且与NEC病情严重程度相关,二者联合对重

症NEC具有较高的诊断价值。但是本研究仍存在一

些不足之处,如缺乏对Smad7、TSLP在NEC中作用

机制的相关分析,缺乏对NEC病因的深入研究,后期

应扩大样本量,进一步进行研究。
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数字聚合酶链反应技术对甲状腺结节术前良恶性的鉴别诊断价值*

胡静雯,魏丽荣,滕小艳,杜玉珍△

上海交通大学医学院附属第六人民医院检验科,上海
 

201306

  摘 要:目的 探 讨 数 字 聚 合 酶 链 反 应(dPCR)技 术 在 甲 状 腺 结 节 术 前 良 恶 性 鉴 别 诊 断 中 的 价 值。
方法 收集2019年6月至2022年9月在该院进行超声引导下细针穿刺细胞学检查(FNAC)且接受手术治疗

的甲状腺结节患者穿刺液标本141份,采用dPCR和扩增阻滞突变系统(ARMS)-PCR检测
 

BRAF
 

V600E基因

突变,dPCR同时检测NRAS
 

Q61R基因突变、TERT基因启动子C228T和C250T突变。以患者术后病理检

测结果为金标准,比较几种方法的准确率,评价dPCR技术在甲状腺结节术前良恶性鉴别诊断中的价值。
结果 141份穿刺 液 标 本 中,dPCR对BRAF

 

V600E的 检 出 率 为69.50%(98/141),ARMS-PCR对BRAF
 

V600E的检出率为64.54%(91/141),差异有统计学意义(P<0.05);dPCR检测NRAS
 

Q61R、TERT
 

C228T、
TERT

 

C250T在甲状腺乳头状癌(PTC)中的突变检出率分别为15.32%(17/111)、12.61%(14/111)和1.80%
(2/111)。单独使用dPCR检测BRAF

 

V600E鉴别诊断甲状腺结节良恶性的准确率为89.36%,明显高于
 

ARMS-PCR
 

(84.40%)
 

和FNAC(77.30%),差异均有统计学意义(P<0.05)。dPCR(BRAF
 

V600E)+FNAC
的诊断准确率为97.16%,dPCR多基因[BRAF

 

V600E+NRAS
 

Q61R+TERT(C228T+C250T)]+FNAC的

诊断准确率为97.87%,均高于单独dPCR(BRAF
 

V600E)、dPCR(多基因)的诊断准确率,差异均有统计学意义

(P<0.05)。结论 dPCR可检测出
 

ARMS-PCR漏检的基因突变位点,也可以弥补FNAC的不足,该技术联

合FNAC可提高甲状腺结节术前良恶性鉴别诊断的效能。
关键词:数字聚合酶链反应; 甲状腺结节; 术前诊断; BRAF

 

V600E; 甲状腺乳头状癌
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Value
 

of
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chain
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technology
 

in
 

preoperative
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of
 

benign
 

and
 

malignant
 

thyroid
 

nodules*
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

value
 

of
 

digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(dPCR)
 

technique
 

in
 

the
 

preoperative
 

diagnosis
 

of
 

benign
 

and
 

malignant
 

thyroid
 

nodules.Methods A
 

total
 

of
 

141
 

samples
 

of
 

fine-nee-
dle

 

aspiration
 

from
 

patients
 

with
 

thyroid
 

nodules
 

who
 

underwent
 

ultrasound-guided
 

fine-needle
 

aspiration
 

cy-
tology

 

(FNAC)
 

and
 

underwent
 

surgery
 

in
 

Shanghai
 

Sixth
 

People's
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Shanghai
 

Jiao
 

Tong
 

University
 

School
 

of
 

Medicine
 

from
 

June
 

2019
 

to
 

September
 

2022
 

were
 

collected.dPCR
 

and
 

amplification
 

bloc-
king

 

mutation
 

system
 

(ARMS)-PCR
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

BRAF
 

V600E
 

gene
 

mutations.dPCR
 

simultaneously
 

detected
 

NRAS
 

Q61R
 

gene
 

mutation,and
 

TERT
 

gene
 

promoter
 

C228T,C250T
 

mutations.The
 

value
 

of
 

dPCR
 

technology
 

in
 

the
 

preoperative
 

benign
 

and
 

malignant
 

diagnosis
 

of
 

thyroid
 

nodules
 

was
 

evaluated
 

by
 

using
 

the
 

patient's
 

postoperative
 

pathology
 

results
 

as
 

the
 

gold
 

standard
 

and
 

comparing
 

the
 

accuracy
 

of
 

the
 

several
 

meth-
ods.Results Among

 

the
 

141
 

puncture
 

fluid
 

samples,the
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

BRAF
 

V600E
 

by
 

dPCR
 

was
 

69.50%
 

(98/141),and
 

that
 

of
 

BRAF
 

V600E
 

by
 

ARMS-PCR
 

was
 

64.54%
 

(91/141),with
 

a
 

statistically
 

signif-
icant

 

difference
 

(P<0.05).The
 

mutation
 

detection
 

rates
 

of
 

dPCR
 

detection
 

of
 

NRAS
 

Q61R
 

gene
 

mutation,
TERT

 

gene
 

promoter
 

C228T
 

and
 

C250T
 

mutations
 

in
 

papillary
 

thyroid
 

carcinoma
 

(PTC)
 

were
 

15.32%
 

(17/111),12.61%
 

(14/111)
 

and
 

1.80%
 

(2/111)
 

respectively.dPCR
 

alone
 

for
 

BRAF
 

V600E
 

detection
 

for
 

di-
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