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摘要　 目的　 探讨 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化单独和联合检

测在原发性肝癌诊断中的诊断效能和临床价值。 方法　 选

取 ３１３ 例患者，原发性肝癌患者 ７８ 例，其他消化系统肿瘤患

者 ４１ 例，非消化系统肿瘤患者 １７ 例，肝癌术后 ２０ 例，肝良

性疾病患者 １５７ 例。 采用甲基化荧光定量 ＰＣＲ（ｑＭＳＰ）法检

测所有患者血浆中 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化水平，直接化

学发光法检测血清甲胎蛋白（ＡＦＰ）水平。 结果 　 ＡＦＰ 检测

诊断灵敏度和特异度为 ５１. ３％ 、９４. ３％ ；ＧＮＢ４ 基因甲基化

检测诊断灵敏度和特异度为 ８３. ３％ 、９９. ４％ ；Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基

化检测诊断灵敏度和特异度为 ７３. １％ 、９９. ４％ 。 ＧＮＢ４ 和

Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化联合检测诊断的灵敏度和特异度为

９２. ３％ 、９８. ７％ ；ＡＦＰ、ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化 ３ 项指标联

合检测诊断的灵敏度和特异度为 ９２. ３％ 、９８. ７％ ，纳入年龄

和性别后的联合诊断的灵敏度和特异度为 ９３. ６％ 、９７. ５％ 。
结论　 对于原发性肝癌的诊断，ＡＦＰ 灵敏度和特异度存在局

限性，而 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化水平较高，两者联合检测

的灵敏度和特异度均高于 ＡＦＰ 的诊断效能。 ＡＦＰ、ＧＮＢ４ 和

Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化联合检测诊断的灵敏度和特异度显著高于

ＡＦＰ、ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化单独检测。
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　 　 原发性肝癌是全球常见的恶性肿瘤之一，是慢

性肝脏疾病患者最常见的死因，病死率居恶性肿瘤

第三位［１］。 诊断原发性肝癌目前已经确认的一些

血清蛋白质标志物的敏感度和特异度有限，如一些

肝脏良性疾病、生殖腺胚胎源性肿瘤和转移性肝癌

等也表现出甲胎蛋白（ ａｌｐｈａ － ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ） 升

高，部分肝癌患者 ＡＦＰ 浓度始终保持低水平状

态［２］。 有研究［３ － ４］表明在癌症患者外周血的循环游

离 ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ⁃ｆｒｅｅ ＤＮＡ，ｃｆＤＮＡ）中可以找

到由各种类型癌症引起的 ＤＮＡ 碎裂产物，是一种可

以通过检查人体血浆中的 ｃｆＤＮＡ 来鉴别正常人还

是潜在危险人群的方法。 肿瘤相关基因发生甲基化

修饰是导致肿瘤发生的早期事件［５］，ＧＮＢ４ 即鸟嘌

呤核苷酸结合蛋白 β４ 亚基，是异源三聚体 Ｇ 蛋白

的关键亚基，在许多种类的恶性肿瘤的发生和发展

中发挥着重要的作用，如尿路上皮癌、食管鳞状细胞

癌、乳腺癌、胃癌等［６ － ９］，研究［１０］ 报道证实该基因的

甲基化与肝癌的发生高度相关。 Ｒｉｐｌｅｔ 是一个泛素

连接酶，研究［１１］表明 Ｒｉｐｌｅｔ 促进维甲酸诱导基因Ⅰ
介导的干扰素 β 启动子激活，抑制负链 ＲＮＡ 病毒的

增殖，该基因的甲基化作为诊断肝细胞癌的分子标

志物也有相关报道［１２ － １３］。 该研究通过对人外周血

血浆 ｃｆＤＮＡ 中 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化以及血清

ＡＦＰ 的检测，探讨 ＡＦＰ、ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化

单独和联合检测在原发性肝癌诊断中的诊断效能和

临床价值。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料　 选取 ２０２２ 年 １２ 月至 ２０２３ 年 ８ 月

在安徽医科大学第一附属医院就诊的 ３１３ 例患者作

为研究对象。 ７８ 例原发性肝癌患者，其中男性 ６２
例，女性 １６ 例，年龄 １９ ～ ８４ （６１. ４７ ± １２. ２４） 岁。
１５７ 例良性肝脏疾病患者，其中男性 ８９ 例，女性 ６８
例，年龄 ２０ ～ ７８（４３. ９６ ± １２. ２１）岁，包含肝硬化 ３０
例，乙型肝炎 ８７ 例，丙型肝炎 ４ 例，自身免疫性肝炎

２ 例，胆汁淤积性肝炎 １ 例，脂肪肝 ７ 例，其他良性

肝病（肝血管瘤、肝囊肿等）２６ 例。 ４１ 例其他消化

系统肿瘤患者，其中男性 ２７ 例，女性 １４ 例，年龄 ３７
～ ８６（６６. １０ ± １０. ８３）岁，包含胃部恶性肿瘤 １９ 例，
结直肠恶性肿瘤 １４ 例，胰腺恶性肿瘤 ４ 例，胆管恶

性肿瘤 ４ 例。 １７ 例非消化系统肿瘤患者，其中男性

１３ 例，女性 ４ 例，年龄 ４２ ～ ８２（６７. ５３ ± １２. １０）岁，包
含肾恶性肿瘤 ８ 例，前列腺恶性肿瘤 ８ 例，尿路上皮

癌 １ 例。 ２０ 例原发性肝癌术后患者。 采用甲基化

荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ，
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ｑＭＳＰ）法检测所有患者血浆中 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因

甲基化水平，直接化学发光法（双抗体夹心法）检测

血清 ＡＦＰ 水平。 本项研究已通过安徽医科大学第

一附属医院伦理委员会的审核与授权（ＹＪ２０２２⁃０９⁃
０６），所有参与者均签署了知情同意书。
１． １． １　 入选标准　 ① 符合《原发性肝癌诊疗指南

（２０２２ 年版）》 ［１４］临床诊断标准的原发性肝癌患者。
② 干扰患者：良性肝脏疾病患者，包括肝硬化、肝
炎、脂肪肝、肝腺瘤、肝囊肿等；未经治疗的其他消化

系统肿瘤患者，包括食管癌、胰腺癌、结直肠癌、胆
囊 ／管癌、胃癌等；未经治疗的非消化系统肿瘤患者，
包括肺癌、甲状腺癌、乳腺癌、前列腺癌、尿路上皮

癌、宫颈癌等。 ③ 行肝切除、移植的肝癌术后患者

且有术前评价试剂检测。
１． １． ２　 排除标准　 ① 无术前评价试剂检测的肝癌

术后患者和已接受放 ／化疗等治疗患者；② 肝癌合

并患有其他恶性肿瘤；③ 未按要求保存或溶血的样

本；④ 术前术后对照研究有远处转移的肝癌术后患

者。
１． ２　 方法

１． ２． １　 样本的采集、制备和保存　 用含 ＥＤＴＡ 抗凝

剂的采血管采集不少于 １０ ｍｌ 的全血，颠倒 ８ ～ １０
次混匀后立刻分离成血浆。 不应放置在室温超过 ３
ｈ 或在 ２ ～ ８ ℃超过 ８ ｈ，不可冷冻全血。 以离心力

３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后提取血浆，放入 １５ ｍｌ 的
离心管内再次离心 １０ ｍｉｎ（３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ），将血浆转

入新的 １５ ｍｌ 离心管内。 血浆样本可被储存在 ２ ～ ８
℃最多 １８ ｈ，在 － ２５ ～ － １５ ℃可稳定 ２８ ｄ，在（ － ８０
±５） ℃可储存 １２ 个月。 选择无抗凝剂的干燥管采

集 ２ ～ ３ ｍｌ 全血，离心 ５ ｍｉｎ（转速 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ）获取

血清检测 ＡＦＰ。 室温可储存 ８ ｈ，２ ～ ８ ℃可保存 ４８
ｈ，若 ４８ ｈ 不能完成检测则将标本冷冻于 － ２０℃。
１． ２． ２　 样本的处理　 ① 核酸提取：取 ２ ｍｌ 血浆，使
用核酸提取试剂进行核酸提取，获取 ｃｆＤＮＡ。 ② 亚

硫酸氢盐转化及纯化：取获得的核酸提取液 ３５ μｌ，
使用核酸纯化试剂进行快速亚硫酸氢盐转化，并将

转化液进行纯化。 获得的纯化液即可用于 ＧＮＢ４ 和

Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化检测。 ③ ＰＣＲ 扩增：根据需扩增

的样本数量配置 ＰＣＲ 反应液并按 １０ μｌ ／管分装至

反应管中 ／板中，然后依次加入处理好的阴性对照、
样本核酸转化液和阳性对照各 ４０ μｌ。 加样并盖好

管盖或封膜，短暂离心 ３０ ｓ（２５００ ｒ ／ ｍｉｎ）后，立即进

行 ＰＣＲ 扩增反应。
１． ２． ３　 实验结果的读取　 利用 ＡＢＩ ７５００ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 分析仪获取数据。 通过 Ａｔｅｌｌｉｃａ ＩＭ 全自

动化学发光免疫分析仪对血清中的 ＡＦＰ 进行精确

测量。
１． ３　 诊断标准　 本实验使用 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲

基化联合检测试剂盒（荧光 ＰＣＲ 法），由武汉艾米森

生命科技有限公司提供。 该试剂盒能够在体外对人

的外周血血浆 ｃｆＤＮＡ 中的 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因进行

甲基化定性分析。 根据说明书，待测样本内控基因

ＡＣＴＢ Ｃｔ 值≤３５（ＶＩＣ 通道）则样本有效，否则判定

样本无效。 阴性对照应符合 ＡＣＴＢ （ＶＩＣ 通道）、
ＧＮＢ４（ＦＡＭ 通道）、Ｒｉｐｌｅｔ（ＲＯＸ 通道） Ｃｔ 值 ＞ ４３ 或

Ｕｎｄｅ（无扩增）；阳性对照应符合 ＡＣＴＢ（ＶＩＣ 通道）、
ＧＮＢ４（ ＦＡＭ 通道）、Ｒｉｐｌｅｔ（ＲＯＸ 通道） Ｃｔ 值≤３３。
阴阳性对照和内控合格后，对检测结果进行判定：Ｃｔ
值≤４３（ＦＡＭ 通道），且呈 Ｓ 型扩增曲线趋势，ＧＮＢ４
甲基化阳性；Ｃｔ 值≤４３（ＲＯＸ 通道），且呈 Ｓ 型扩增

曲线，Ｒｉｐｌｅｔ 甲基化阳性；Ｃｔ 值 ＞ ４３ 或 Ｕｎｄｅ（无扩

增）为阴性。 联合检测采用平行联合诊断法，当有

一个检测结果判定为阳性则诊断为阳性。
根据目前国际上普遍接受的临界值 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ，

ＡＦＰ ＜ ２０ ｎｇ ／ ｍｌ 为 ＡＦＰ 阴性组，而 ２０≤ＡＦＰ ＜ ２００
ｎｇ ／ ｍｌ 为 ＡＦＰ 低水平组，若 ＡＦＰ≥２００ ｎｇ ／ ｍｌ 为 ＡＦＰ
高水平组。
１． ４　 统计学处理　 使用 ＳＰＡＳＳ ２２. ０ 软件进行数据

处理。 采用 χ２ 检验，方差检验，二元 ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ 回归分

析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各分组基因甲基化检测结果　 不同分组基因

甲基化的检测结果见表 １，ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因的甲

基化阳性率在原发性肝癌组中显著超过了其他各个

分组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ２　 各分组年龄、性别、ＡＦＰ 结果的分布情况　 肿

瘤组患者的平均年龄高于肝良性疾病组，且男性患

者比例也高于肝良性疾病组，差异均有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ７８ 例肝癌患者中 ＡＦＰ ＜ ２０ ｎｇ ／ ｍｌ 有
３３ 例（４２. ３１％ ），而在 １５７ 例肝良性疾病中 ＡＦＰ≥
２００ ｎｇ ／ ｍｌ 有 ３ 例（１. ９１％ ），在 １７ 例非消化系统肿

瘤患者中 ＡＦＰ≥２００ ｎｇ ／ ｍｌ 有 １ 例（５. ８８％ ），各组具

体分布情况见表 ２。
２． ３　 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化水平在不同 ＡＦＰ
浓度中的表达情况 　 ７８ 例原发性肝癌患者 ＧＮＢ４
和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化的表达水平在不同血清 ＡＦＰ 浓

度 的情况，见表３ 。ＧＮＢ４和Ｒｉｐｌｅｔ基因甲基化联合
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表 １　 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 在不同分组阳性率的比较

分组 ｎ
ＧＮＢ４ 基因甲基化

阳性例数 阳性率（％ ）
Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化

阳性例数 阳性率（％ ）
ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化联合检测

阳性例数 阳性率（％ ）
原发性肝癌 ７８ ６４ ８２． ０５ ５６ ７１． ７９ ７２ ９２． ３１
肝良性疾病 １５７ １ ０． ６３ ０ ０ １ ０． ６３
其他消化系统肿瘤 ４１ １３ ３１． ７１ １ ２． ４４ １３ ３１． ７１
非消化系统肿瘤 １７ ０ ０ ０ ０ ０ ０
肝癌术后 ２０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
合计 ３１３ － － － － － －
χ２ 值 － １９８． ８０ １９１． ８０ ２３５． ７
Ｐ 值 － ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

表 ２　 不同分组年龄、性别、ＡＦＰ 结果分布的比较

项目
原发性肝癌组

（ｎ ＝７８）
肝良性疾病组

（ｎ ＝１５７）
其他消化系统肿瘤组

（ｎ ＝４１）
非消化系统肿瘤组

（ｎ ＝１７）
肝癌术后组（ｎ ＝２０） Ｆ ／ χ２ 值 Ｐ 值

年龄（岁，�ｘ ± ｓ） １９ ～８４（６１． ４７ ±１２． ２４） ２０ ～７８（４３． ９６ ±１２． ２１） ３７ ～８６（６６． １０ ±１０． ８３） ４２ ～８２（６７． ５３ ±１２． １０） ４７ ～７９（６３． １ ±８． ５５） ５４． ５９７ ０． ００１
男性［ｎ（％）］ ６２（７９． ４９） ８９（５６． ６９） ２７（６５． ８５） １３（７６． ４７） １５（７５． ００） １３． ９０１ ０． ００７
ＡＦＰ ＜２０ ｎｇ ／ ｍｌ［ｎ（％）］ ３３（４２． ３１） １３８（８７． ９０） ３８（９２． ６８） １５（８８． ２４） １５（７５． ００） － －
２０≤ＡＦＰ ＜２００ ｎｇ ／ ｍｌ［ｎ（％）］ ２０（２５． ６４） １６（１０． １９） ３（７． ３２） １（５． ８８） ４（２０． ００） － －
ＡＦＰ≥２００ ｎｇ ／ ｍｌ［ｎ（％）］ ２５（３２． ０５） ３（１． ９１） ０（０． ００） １（５． ８８） １（５． ００） － －

表 ３　 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化水平在不同 ＡＦＰ 浓度分组中表达情况

分组 ｎ
ＧＮＢ４ 基因甲基化

阳性例数 阳性率（％ ）
Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化

阳性例数 阳性率（％ ）
ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化联合检测

阳性例数 阳性率（％ ）
ＡＦＰ 阴性 ４５ ３３ ７３． ３３ ２５ ５５． ５６ ３９ ８６． ６７
ＡＦＰ 低水平 ８ ７ ８７． ５ ８ １００ ８ １００
ＡＦＰ 高水平 ２５ ２４ ９６ ２３ ９２ ２５ １００
χ２ 值 － ８． ８９７ １４． ５１３ ３． ７６８
Ｐ 值 － ０． ００９ ０． ００１ ０． １０３

检测时在 ３ 个分组中差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０. １０３
＞ ０. ０５）。
２． ４　 ＡＦＰ、ＧＮＢ４ 基因甲基化、Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化单

独和联合检测在原发性肝癌中的诊断效能评价

２． ４． １　 通过多元素回归分析来纠正混淆因子并选

择独立变量　 将肝良性疾病组设为对照组，把肝癌

患者划入研究对象。 即肝癌组有 ７８ 例，良性病症组

有 １５７ 例。 由于两组的研究参与者的年龄和性别存

在显著的统计学差别，为了避免这些影响因素造成

误差，在进行数据分析时使用了多因素线性回归方

法筛选肝癌的独立危险因素，采用二元 ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ 回

归分析来调整并评估他们的年龄、性别、ＧＮＢ４ 基因

甲基化以及 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化的作用。 通过设置变

量 Ｘ１ 代表年龄，Ｘ２ 表示性别，Ｘ３ 是 ＧＮＢ４ 基因甲

基化，Ｘ４ 则是 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化，从而得到了肝癌

的相关回归模型公式：Ｙ^ ＝ １ ／ ［１ ＋ ＥＸＰ （ － ０. ０９１ ×
Ｘ１ ＋ ２. ３１４ × Ｘ２ － ０. ０１７ × Ｘ３ － ０. １６０ × Ｘ４）］。 根

据方程中变量年龄、性别、ＧＮＢ４ 基因甲基化、Ｒｉｐｌｅｔ
基因甲基化 Ｐ 值均小于 ０. ０５，见表 ４，显示年龄、性

别、ＧＮＢ４ 基因甲基化、Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化均与肝癌

的发生显著相关。

表 ４　 各指标诊断肝癌多因素回归分析结果

项目
回归

系数

标准

误差
瓦尔德 Ｐ 值 ＯＲ（９５％ＣＩ）

年龄 －０． ０９１ ０． ０３３ ７． ５０８ ０． ００６ ０． ９１３（０． ８５５ ～ ０． ９７４）
性别 ２． ３１４ １． ０７３ ４． ６４７ ０． ０３１ １０． １１３（１． ２３４ ～ ８２． ８９４）
ＧＮＢ４ 基因甲基化 －０． １７０ ０． ０３８ ２０． ４４７ ＜ ０． ００１ ０． ８４４（０． ７８４ ～ ０． ９０８）
Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化 －０． １６０ ０． ０４２ １４． ６４４ ＜ ０． ００１ ０． ８５２（０． ７８５ ～ ０． ９２５）

２． ４． ２　 构建原发性肝癌的诊断模型并绘制 ＲＯＣ 曲

线　 根据 ＧＮＢ４ 基因甲基化水平、Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化

水平、性别、年龄及血清 ＡＦＰ 这些指标创建 ６ 个诊

断模型，见表 ５，且绘制 ＲＯＣ 曲线，见图 １。 其中

ＡＦＰ 诊断模型曲线下面积 ＡＵＣ 为 ０. ７７５ （９５％ ＣＩ
０. ７０６ ～ ０. ８４４ ）， 灵 敏 度 为 ５１. ３％ ， 特 异 度 为

９４. ３％ 。 ＧＮＢ４ 基因甲基化诊断模型 ＲＯＣ 曲线下面

积 ＡＵＣ 为 ０. ９１２（９５％ ＣＩ ０. ８６２ ～ ０. ９６２），灵敏度为

８３. ３％ ，特异度为 ９９. ４％ 。 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化诊断

模 型曲线下面积ＡＵＣ为０. ８６０ （ ９５％ ＣＩ０. ７９９ ～
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表 ５　 不同诊断模式对原发性肝癌的诊断效能评价

诊断方法 ＡＵＣ Ｐ 值 ９５％ ＣＩ 约登指数 灵敏度（％ ） 特异度（％ ）
ＡＦＰ ０． ７７５ ＜ ０． ００１ ０． ７０６ ～ ０． ８４４ ０． ４５６ ５１． ３ ９４． ３
ＧＮＢ４ 基因甲基化 ０． ９１２ ＜ ０． ００１ ０． ８６２ ～ ０． ９６２ ０． ８２７ ８３． ３ ９９． ４
Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化 ０． ８６０ ＜ ０． ００１ ０． ７９９ ～ ０． ９２１ ０． ７２５ ７３． １ ９９． ４
ＧＮＢ４ 基因甲基化 ＋ Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化 ０． ９５８ ＜ ０． ００１ ０． ９２３ ～ ０． ９９８ ０． ９１ ９２． ３ ９８． ７
ＡＦＰ ＋ ＧＮＢ４ 基因甲基化 ＋ Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化 ０． ９５６ ＜ ０． ００１ ０． ９１７ ～ ０． ９９４ ０． ９１０ ９２． ３ ９８． ７
ＡＦＰ ＋ ＧＮＢ４ 基因甲基化 ＋ Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化 ＋ 年龄 ＋ 性别 ０． ９８９ ＜ ０． ００１ ０． ９７９ ～ １． ０００ ０． ９１１ ９３． ６ ９７． ５

０. ９２１），灵敏度为 ７３. １％ ，特异度为 ９９. ４％ 。 ＧＮＢ４
和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化联合诊断模型曲线下面积 ＡＵＣ
为 ０. ９５８ （ ９５％ ＣＩ ０. ９２３ ～ ０. ９９８ ）， 灵 敏 度 为

９２. ３％ ，特异度为 ９８. ７％ 。 ＡＦＰ、ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基
因甲基化三者联合诊断模型曲线下面积 ＡＵＣ 为

０. ９５６（９５％ ＣＩ ０. ９１７ ～ ０. ９９４），灵敏度为 ９２. ３％ ，特
异度为 ９８. ７％ ，当加入年龄与性别这两个因素后的

联合诊断模型 ＡＵＣ 为 ０. ９８９ （ ９５％ ＣＩ ０. ９７９ ～
１. ０００），灵敏度为 ９３. ６％ ，特异度为 ９７. ５％ 。 各模

型曲线下面积结果差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 １　 不同诊断模式 ＲＯＣ 曲线分析

３　 讨论

　 　 ＧＮＢ４ 基因编码异源三聚体鸟嘌呤核苷酸结合

蛋白（Ｇ 蛋白）的 β 亚基，其在信号转导中起着至关

重要的作用［９］，Ｒｉｐｌｅｔ 基因又称 ＲＮＦ１３５ 基因，作为

Ｅ３ 泛素连接酶的作用，通过调节 Ｔ 细胞中的 Ｔｈ１ 和

ＣＴＬｓ 来抑制抗肿瘤免疫反应［１１］，两者甲基化均可

导致肿瘤的发生。 本研究中原发性肝癌 ＧＮＢ４ 基因

甲基化阳性率为 ８２. ０５％ ，明显高于肝良性疾病组

的 ０. ６３％ 、其他消化系统肿瘤组的 ３１. ７１％ 、其余组

别的 ０％ ，同时肝癌组 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化阳性率为

７１. ７９％ ，明显高于其他消化系统肿瘤组的 ２. ４４％
和其他分组的 ０％ ，显示相比于肝良性疾病和其他

肿瘤患者，肝癌患者外周血液中有 ＧＮＢ４ 基因甲基

化和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化的存在且水平明显较高，与
相关研究［１５］相符，将 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化联

合检测，在原发性肝癌组的阳性率达到 ９２. ３１％ ，高
于 ＧＮＢ４ 基因甲基化和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化单独检测，
提高了对肝癌患者的诊断效能。

血清 ＡＦＰ 是诊断肝癌与疗效监测常用且重要

的肿瘤标志物，但其敏感度较低，在部分肝癌中呈现

低水平，尤其在肿瘤直径小于 ２ ｃｍ 的早期微小肝癌

患者中。 分析本研究中各分组 ＡＦＰ 水平，在原发性

肝癌组中 ＡＦＰ ＜ ２０ ｎｇ ／ ｍｌ 占 ４２. ３１％ ，２０≤ＡＦＰ ＜
２００ ｎｇ ／ ｍｌ 占 ２５. ６４％ ，而在肝良性疾病中 ２０≤ＡＦＰ
＜ ２００ ｎｇ ／ ｍｌ 有 １０. １９％ ， ＡＦＰ ≥ ２００ ｎｇ ／ ｍｌ 有

１. ９１％ ，显示在原发性肝癌中仍有相当一部分患者

血清 ＡＦＰ 呈现低水平，甚至阴性，一些良性肝病、其
他恶性肿瘤中也表现出 ＡＦＰ 升高，ＡＦＰ 灵敏度和特

异度存在局限性，与相关研究［２］ 基本一致。 当前研

究将其它不同的肿瘤指标与 ＡＦＰ 联合检测以提高

诊断的敏感度。
为进一步探讨 ＧＮＢ４ 基因甲基化和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因

甲基化在肝癌诊断中的应用，将 ７８ 例原发性肝癌患

者作为实验组，１５７ 例肝良性疾病患者作为对照组，
以进行更深层次的分析。 对两组年龄和性别进行比

较，肝癌患者的平均年龄大于肝良性疾病患者，肝癌

患者男性占比高于肝良性疾病患者，与文献［２］ 报道

一致，这可能与男性性激素和 ｘ 相关的遗传因素有

关［２］。 通过多因素回归分析，年龄、性别、ＧＮＢ４ 基

因甲基化、Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化均与肝癌的发生显著相

关。 关于 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化水平在不同

ＡＦＰ 浓度中的表达情况的分析显示：ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ
基因甲基化联合检测在不同 ＡＦＰ 浓度中的表达结

果差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０. １０３），显示在 ＡＦＰ 低水

平和 ＡＦＰ 阴性的肝癌患者中仍有较好的诊断效能，
同时该结果也证实了无论血清 ＡＦＰ 的表达情况如
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何，都可以采用 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化联合检测

对原发性肝癌进行筛查，这为肝癌的诊断提供了更

多的参考指标。 最后，本研究将 ＧＮＢ４ 基因甲基化

水平、Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化水平、年龄、性别以及血清

ＡＦＰ 指标建立 ６ 个诊断模型绘制了 ＲＯＣ 曲线。 结

果显示，对于原发性肝癌的诊断，ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基
因甲基化联合检测诊断的灵敏度显著高于单独

ＡＦＰ，也高于 ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化单独诊断的

灵敏度；同时，ＧＮＢ４ 基因甲基化诊断的灵敏度较

Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化高。 联合年龄、性别、ＡＦＰ、ＧＮＢ４
和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化的诊断灵敏度最高， 达到

９３. ６％ 。 各检测指标及组合诊断模型中，ＡＦＰ 的特

异度 ９４. ３％ 相对稍低一点，其余特异度均较高，且
基本无差异。

本研究因时间有限，纳入研究的原发性肝癌患

者数量不够多，其他纳入研究的恶性肿瘤种类及患

者数量均有限，存在一定局限，后续可扩大样本量进

一步验证。 对于原发性肝癌术后患者，本研究在手

术 ３ ｄ 后采集患者血液，未能做到术后连续监测

ＡＦＰ、ＧＮＢ４ 和 Ｒｉｐｌｅｔ 基因甲基化水平的变化，且因

样本量较少未做更多研究和探讨，后续可进一步做

补充实验。
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ＩＬ⁃１Ｒａ 基因多态性与无症状细菌性阴道病自然转归关系的研究
张　 瑞，高佳惠子，董翰宇，李　 昶，尹海旭

摘要　 目的　 研究白细胞介素 １ 受体 ａ（ＩＬ⁃１Ｒａ）基因多态性

与无症状细菌性阴道病（ａＢＶ）患者不同转归的关系，以期对

ａＢＶ 患者进行分组管理。 方法　 对 ａＢＶ 患者进行自然转归

的研究，在入组时，所有患者均留取了一份静脉血标本和阴

道灌洗液的标本单独冻存。 ４ 个月后，临床研究结束时，根
据临床结局，将完成研究的患者分为 ３ 组：自愈、进展和无改

变。 再检测所有患者 ＩＬ⁃１Ｒａ 基因多态性以及阴道微环境中

ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１Ｒａ 浓度，并比对上述指标在 ３ 组不同结局的患

者间的差别。 结果　 共有 １ ０１４ 例中国汉族女性患者入组，
９８４ 例完成临床随访并获得临床结局数据。 其中 １３ 例患者

的冻存标本在检测时无法使用，共有 ９７１ 分标本完成检测。
所有患者均检测到 ＩＬ⁃１Ｒａ 基因，有 Ａ１ ／ Ａ１、Ａ１ ／ Ａ２ 和 Ａ２ ／ Ａ２ ３
种基因型，主流人群的基因型为 Ａ１ ／ Ａ１，最少见的基因型为

Ａ２ ／ Ａ２，未发现少见类型的基因型女性。 病情进展组的 Ａ２

等位基因的频率明显高于自愈组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 在所有患者

的阴道灌洗液标本中均能检测到 ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１Ｒａ 存在。 与

进展组比较，自愈组的 ＩＬ⁃１β 水平明显偏低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 当

２０２４ － ０１ － ０７ 接收
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携带 Ａ２ 等位基因时，进展组 ＩＬ⁃１β 水平相对偏低，而 ＩＬ⁃１Ｒａ
水平相对升高，无变化组的数值介于进展组和自愈组之间。
结论　 ａＢＶ 患者中的 ＩＬ⁃１Ｒａ 基因多态性特征与阴道分泌物

中的 ＩＬ⁃１Ｒａ 含量有关。 携带等位基因 Ａ２ 与 ＩＬ⁃１Ｒａ 含量升

高、ＩＬ⁃１β 含量降低有密切相关性。 携带等位基因 Ａ２ 可能通

过与 ＩＬ⁃１Ｒａ 和 ＩＬ⁃１β 有关的机制影响了 ａＢＶ 的临床转归。
关键词　 ＩＬ⁃１Ｒａ 基因；基因多态性；无症状细菌性阴道病；
ＩＬ⁃１β；细菌性阴道病
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　 　 无症状性细菌性阴道病（ａｓｙｍｐｔｏｍａｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｖａｇｉｎｏｓｉｓ，ａＢＶ）是临床最常见的一种阴道微生态失

衡状态，其微生态学特征与细菌性阴道病相同［１ － ２］。
研究［２］表明，ａＢＶ 与多种不良结局密切相关，然而临

床治疗面临的最大困境是高复发率，缺乏获得长久

疗效的策略。 前期研究［１］ 的结果提示，应该深入研

究影响 ａＢＶ 结局的影响因素，探索根据不同特征将

ａＢＶ 患者进行分组管理和干预以获得良好临床转归

的可能性。 白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）
是免疫应答和炎症反应过程中的关键物质［３］。 ＩＬ⁃１
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