
implantable collamer lens with central hole to correct myopia． Methods 111 eyes of 58 patients were evaluated，
including uncorrected (UCVA) and best corrected (BCVA) visual acuities，spherical equivalent(SE)，cylindrical
equivalent(CE)，contrast sensitivity，intraocular pressure evaluated preoperatively． 75 eyes of 41 patients were im-
planted with ICL V4c( ICL group) while 36 eyes of 21 patients were implanted with Toric ICL V4c(TICL group) ．
Postoperative observation and adverse events were evaluated over 3 months follow-up． Results 3 months after sur-
gery，the mean UCVA in ICL group was 1. 0 or better in 58. 67% ． The UCVA of 61 eyes (95. 31% ) was more
than BCVA before operation． The mean SE was ( － 0. 26 ± 1. 16) D，66. 67% of 50 eyes were within ± 0. 50 D.
The safety and efficacy indices were 1. 37 and 1. 31，respectively． The mean UCVA in TICL group was 1. 0 or bet-
ter in 86. 11% ． The UCVA of 32 eyes (96. 97% ) was more than BCVA before operation． The mean SE was
(0. 08 ± 0. 84) D ，63. 89% of 23 eyes were within ± 0. 50 D． And the mean CE was ( － 0. 34 ± 0. 54) D，
66. 67% of 24 eyes were within ± 0. 50D． The safety and efficacy indices were 1. 32 and 1. 30，respectively． The
postoperative contrast sensitivity values in two groups were found significantly higher than those of the preoperative
eyes． The IOP remained stable over time． Conclusion Implantation of the posterior chamber ICL with a central
hole is effective，safe，predictable，and stable for the correction of high myopia．
Key words myopia; astigmatism; ICL;TICL
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MANF蛋白在乙型肝炎病毒慢性感染后
肝纤维化进展中的无创监测价值
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摘要 目的 探索中脑星形胶质细胞源性神经营养因子

(MANF)在乙型肝炎病毒(HBV)慢性感染后肝纤维化进展
中的表达差异及无创诊断价值。方法 对 169 例慢性 HBV

感染者进行肝脏穿刺病理学检查，并于穿刺当日检测患者肝

功能等临床指标计算 FIB-4 和 APRI 指数，采用酶联免疫吸
附方法检测健康对照和 169 例接受肝穿病理检查的慢性
HBV感染患者外周血中 MANF 蛋白的表达水平，以肝脏病
理结果为金标准，分别绘制 MANF 蛋白的受试者工作曲线
(AUC)，计算曲线下面积、特异度和敏感度，并与 FIB-4、
APRI指数等无创肝纤维化预测模型进行比较，评价 MANF

蛋白对显著肝纤维化和严重肝纤维化的预测价值。结果
健康对照组、轻微肝纤维化(S0-1)组、显著肝纤维化(S2)组
和严重肝纤维化(S3-4)组 4 组间 MANF 蛋白的表达差异有
统计学意义(F = 17. 55，P = 0. 00); 进一步组间两两分析显
示，除 S0-1 和 S2 组两组间差异无统计学意义外，其余组间
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两两比较差异均有统计学意义(P ＜ 0. 05)。随着肝纤维化
程度的加重，MANF 蛋白水平与肝纤维化呈正相关性( rs =
0. 431，P ＜ 0. 001)，与 APRI指数和 FIB-4 肝纤维化的相关性
基本一致。MANF蛋白在诊断慢性 HBV感染者显著肝纤维
化(S≥S2)的 AUC为 0. 670，灵敏度和特异度分别为 64. 5%
和 68. 7%，诊断严重肝纤维化( S≥ S3) 的 AUC 分别为
0. 736，灵敏度和特异度分别为 92. 9%和 46. 6%。结论
MANF蛋白表达水平随肝纤维化程度加重逐渐升高，对慢性
HBV感染患者肝纤维化程度的预测有一定临床价值。
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肝纤维化是乙型肝炎病毒( hepatitis B virus，
HBV)慢性感染后疾病进展的必经阶段，阐明肝纤
维化的进展及保护机制对治疗有着重要的临床意

义
［1］。HBV感染后分泌的相关蛋白可以触发内质
网应激(endoplasmic reticulum stress，ERS)，ERS在
慢性 HBV 感染后的病情进展中发挥致病作用，但
调控机制尚未阐明

［2］。中脑星形胶质细胞源性神
经营养因子(mesencephalic astrocyte-derived neuro-
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trophic factor，MANF)基因编码的蛋白是一种分泌
性蛋白，主要位于高尔基体和内质网( endoplasmic
reticulum，ER)［3］。目前研究［4 － 5］

认为，ERS 可以上
调 manf基因的表达和蛋白的分泌，MANF 蛋白高表
达可能有助于抑制肝脏受到损伤后的过度炎症及纤

维化反应，但 MANF 蛋白表达水平是否与慢性
HBV感染后肝脏纤维化的发生发展密切相关目前
鲜有报道。因此，该研究通过检测接受肝脏病理检
查的慢性 HBV感染患者外周血 MANF 蛋白的表达
情况，以肝脏穿刺为金标准进行探索研究，以明确

MANF蛋白与慢性 HBV 感染后肝纤维化进展的关
系。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2013 年 1 月 ～ 2015 年 9 月就
诊于安徽医科大学第二附属医院肝病科行肝脏穿刺

检查的 169 例慢性 HBV感染患者为研究对象，其中
男 124 例，女 45 例，26 ～ 51(38. 53 ± 11. 89)岁，所
有患者诊断符合中华医学会《慢性乙型肝炎防治指
南(2010 年版)》［6］，入组患者需要符合:① HBV 慢
性感染病史 ＞ 6 个月;② 排除合并其他嗜肝病毒感
染、酒精性肝病、自身免疫性肝病、脂肪肝或其他因
素引起的肝功能异常;③ 排除严重的心、肺、肾疾
病，风湿免疫系统疾病，代谢性疾病如糖尿病、甲亢
等。同时选取 44 例体检健康者作为对照，其中男
28 例，女 16 例，25 ～ 50(37. 67 ± 12. 22)岁。入组
患者及健康对照者均签署知情同意书，并经医院伦

理委员会审核讨论通过。并按照肝纤维化程度分为
轻度肝纤维化(S0-1)组、显著肝纤维化(S2)组、严
重肝纤维化(S3-4)组进行分析。
1． 2 方法
1． 2． 1 ELISA 法检测 MANF 蛋白水平 采集 HBV
感染者及健康体检者空腹外周血 5 ml，分离血清，
－ 80 ℃冰箱保存。采用美国 Cloud-clone 公司的
MANF 检测试剂盒进行样品检测，实验步骤如下:
① 检测标本分别设标准孔、空白孔、待测样品孔，
每个检测孔分别加入相应待测标本 100 μl，37 ℃温
育 2 h，然后弃去残余液体并甩干; ② 每孔加入检
测溶液 A 100 μl，37 ℃温育 1 h; ③ 弃去孔内液体，
每孔加 350 μl洗涤液，浸泡 1 ～ 2 min，吸去或甩掉
酶标板内液体，重复洗涤 3 次; 每孔加检测溶液 B
100 μl，37 ℃温育 30 min; 弃去孔内液体，甩干，
洗板 5 次; ④ 每孔加底物溶液 90 μl，37 ℃避光显
色(反应时间控制在 15 ～ 25 min)，每孔加终止液

50 μl，终止反应，蓝色立转为黄色; ⑤ 用酶标仪在
450 nm波长测量各孔的光密度值。
1． 2． 2 生化指标和病毒学指标检测 乙肝五项定
量采用雅培化学发光法检测，HBV DNA采用实时荧
光定量 PCR检测，采用美国 Beckman公司全自动生
化分析仪及其试剂分别检测肝功能:谷丙转氨酶

(alanine aminotransferase，ALT，正常值≤40 U /L)、
谷草转氨酶(aspartate aminotransferase，AST，正常值
≤40 U /L)，血清总胆红素( total bilirubin，TBil，正常
值≤17. 1 μmol /L)，采用美国 Beckman LH750 血球
分析仪进行血小板(platelet，PLT)检测(正常值 100
× 109 /L ～ 300 × 109 /L)。
1． 2． 3 肝脏活组织检查和病理学诊断 在超声引
导下采用一秒钟快速穿刺活检术穿刺获取肝脏组

织，长度 1. 5 ～ 2. 0 cm，甲醛固定，石蜡包埋，连续切
片，经 HE 染色及网状纤维和(或)Masson 三色染
色，光学显微镜观察，分别由两名病理医师进行阅片

诊断。肝脏炎症活动度分级(G)和纤维化分期(S)
参照《2000 年病毒性肝炎防治方案》的诊断标准［7］。
1． 2． 4 多参数无创诊断模型的计算 APRI 评分计
算方法: APRI = ［( AST /ULN × 100 ) /PLT ( 109 /
L)］［8］，其中 ULN 为 AST 正常参考值上限。FIB-4
指数基于 ALT、AST、PLT 和患者年龄进行计算，FIB-
4 = (年龄 × AST) /(PLT × ALT的平方根)［9］。
1． 3 统计学处理 所有数据均用 SPSS 16. 0 软件
进行统计学分析。部分定量资料进行对数转换，相
关性采用 Spearman相关分析，采用独立样本 t 检验
进行两组之间资料的比较，采用单因素方差分析

S0-1、S2 和 S3-4 组资料的差异，采用 LSD检验比较
三组中的两两差异，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意
义。通过绘制受试者工作特征曲线( receiver operat-
ing characteristic curve，ROC)评价 MANF 蛋白无创
诊断肝纤维化的灵敏度和特异度。

2 结果

2． 1 不同肝纤维化程度的慢性 HBV 感染者外周
血MANF蛋白的表达 首先按照肝纤维化程度对
S0-1 组、S2 组、S3-4 组进行分析，结果显示:健康对
照组、S0-1、S2 和 S3-4 组 4 组之间 MANF 蛋白的表
达差异有统计学意义(F = 17. 55，P ＜ 0. 05)，进一
步组间两两分析显示，与健康对照组比较，S0-1
组、S2 组和 S3-4 组 MANF 蛋白的表达水平差异均
有统计学意义( t = 2. 11、3. 48、6. 89，P ＜ 0. 05)，与
S0-1 组比较，S3-4 组 MANF 蛋白的表达水平差异
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有统计学意义( t = 5. 60，P ＜ 0. 01)，与 S2 组比较，
S3-4 组 MANF 蛋白的表达水平差异有统计学意义
( t = 3. 72，P ＜ 0. 01)，但 S2 组与 S0-1 组之间比较
差异无统计学意义，见图 1。
2． 2 慢性 HBV感染者 MANF 蛋白水平与肝脏纤
维化指标相关性 肝脏纤维化程度 S0-1、S2、S3-4
的患者 MANF 蛋白的表达水平分别为(2. 00 ±
0. 53)、(2. 17 ± 0. 54)、(2. 57 ± 0. 47)，差异有统计
学意义(F = 17. 55，P ＜ 0. 05)，见图 1。MANF 蛋白
与肝纤维化的相关性分析结果显示，患者 MANF 蛋
白水平与肝纤维化程度呈正相关性( r = 0. 431，P ＜
0. 05)，另外，FIB-4 和 APRI指数与肝纤维化程度也
呈正相关性( r = 0. 424、0. 428，P ＜ 0. 05)。

图 1 不同肝纤维化程度的慢性 HBV感染者
MANF蛋白水平表达比较

与健康对照组比较:* P ＜ 0. 05;与 S3-4 组比较:#P ＜ 0. 01

2． 3 外周血MANF蛋白的表达水平与临床指标的
相关性 将 169 例慢性 HBV 感染者的临床资料根
据其乙型肝炎表面抗原(hepatitis B surface antigen，
HBsAg)水平、乙型肝炎 E 抗原( hepatitis B e anti-
gen，HBeAg)状态、HBV-DNA、ALT 水平、AST 水平
及 TBil水平分别进行分组，结果显示MANF蛋白的
表达水平在不同临床指标分组进行比较时，不同

ALT、AST 水平组间差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)，
但其它指标组间差异均无统计学意义，见表 1。
2． 4 MANF蛋白无创诊断肝纤维化各期的预测价
值 将 169 例慢性 HBV 感染者以肝脏病理结果为
金标准进行分组:① S≥S2 (显著肝纤维化)期 93
例;② S≥S3(严重肝纤维化)42 例。利用 ROC 曲
线分别评价 MANF蛋白、APRI指数和 FIB-4 对肝纤
维化的预测价值，并计算出显著纤维化和严重纤维

化相对应的敏感度和特异度。在 169 例患者中，诊
断显著肝纤维化时 MANF蛋白、APRI、FIB-4 的 AUC
(95% CI)值分别为 0. 670(0. 622 ～ 0. 784)、0. 725
(0. 642 ～ 0. 807)、0. 685(0. 603 ～ 0. 766)，敏感度分
别为 64. 5%、73. 1%、53. 8%，特 异 度 分 别 为
68. 7%、71. 6%、76. 1%。诊断严重肝纤维化时
MANF蛋白、APRI、FIB-4 的 AUC 值(95% CI)分别
为 0. 736(0. 655 ～ 0. 818)、0. 742(0. 662 ～ 0. 823)、
0. 687 ( 0. 584 ～ 0. 790 )，敏感度分别为 92. 9%、
83. 3%、47. 6%，特异度分别为 46. 6%、57. 6%、
92. 4%，见图 2。

表 1 慢性 HBV感染者MANF蛋白表达水平与

临床特征的相关性(n = 169，珋x ± s)

变量 MANF值(mg /L) F / t值 P值
HBsAg( IU /ml)

＜ 1 000 2． 10 ± 0． 58
1 000 ～ 20 000 2． 27 ± 0． 57 1． 976 0． 142
＞ 20 000 2． 21 ± 0． 54

HBeAg
阳性 2． 21 ± 0． 56 0． 200 0． 841
阴性 2． 23 ± 0． 57

ALT(U /ml)
＜ 80 2． 18 ± 0． 57
80 ～ 250 2． 14 ± 0． 54 5． 955 0． 003
＞ 250 2． 22 ± 0． 63

AST(U /ml)
＜ 80 2． 13 ± 0． 54
80 ～ 250 2． 43 ± 0． 60 4． 908 0． 009
＞ 250 2． 61 ± 0． 31

HBV-DNA(copies /ml)
＜ 103 2． 14 ± 0． 56
103 ～ 105 2． 15 ± 0． 62 0． 311 0． 734
＞ 105 2． 23 ± 0． 52

3 讨论

目前大量研究
［10 － 11］
证实，HBV 可以诱导肝脏

细胞 ERS反应，ERS参与了 HBV感染后病毒复制、
细胞损伤等肝脏非可控性炎症的发生发展，并与肝

细胞的恶性转化有关，但 HBV 感染诱导 ERS 的确
切调控机制尚未明确。本研究已经证实，MANF 基
因是 ERS相关基因，ERS 通过未折叠蛋白反应信
号通路上调 MANF蛋白的表达。Chen et al研究［12］

已经证实 MANF 蛋白对 ERS 诱导的细胞凋亡具有
保护作用，推测 MANF蛋白在肝脏慢性损伤中可能
抑制肝纤维化的发生和发展。MANF 蛋白是一种分
泌性蛋白，其在外周血中的表达水平是否与慢性

HBV感染后肝纤维化的进展密切相关国内外尚未
见报道。因此，本研究对不同肝纤维化阶段的慢性
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图 2 MANF蛋白、APRI指数、FIB-4 值无创诊断

显著肝纤维化和严重肝纤维化的 ROC曲线分析
A:显著肝纤维化;B:严重肝纤维化

HBV感染者外周血中 MANF 蛋白的表达水平进行
了检测，结果显示肝脏 ALT 和 AST 水平的升高程
度与 MANF 蛋白的表达水平呈正相关性。与健康
对照组比较，S0-1 组、S2 组和 S3-4 组的 MANF 表达
水平逐步增加，提示 MANF蛋白与肝纤维化的进展
密切相关。本研究前期表明，MANF 蛋白在慢性
HBV感染后的肝纤维化阶段表达最高，但疾病进展
至肝硬化失代偿期和肝癌阶段时均明显低表达，为

何到了肝硬化失代偿期和肝癌阶段 MANF 蛋白的
表达水平反而降低尚不明确

［13 － 14］。本研究推测
ERS诱导的凋亡等作为一种刺激因素参与了组织损
伤和纤维化的发生发展

［15］。适度的 ERS 为细胞的
一种自我保护反应，但如果肝脏持续的损伤导致过

度的 ERS，则细胞呈过度凋亡。肝硬化和肝硬化基
础上的肝癌是慢性 HBV感染的严重疾病阶段，因此
推测在慢性 HBV 感染的早期肝脏炎症和纤维化阶

段，ERS诱导的 MANF蛋白表达水平较高是对肝纤
维化发生发展的一种保护作用，但当 HBV 感染引
起的免疫损伤持续存在导致广泛假小叶形成，肝细

胞则呈过度凋亡状态，ERS不再是其疾病进展的主
要机制，因此，MANF蛋白表达呈下降趋势。
近年来无创纤维化模型和瞬时弹性成像检测手

段快速发展，在无创纤维化模型中主要以多参数血

清学模型为研究热点，研究
［16 － 17］
表明，APRI和 FIB-

4 能够较好的用于慢性乙型肝炎肝纤维化程度的评
估，APRI及 FIB-4 在肝纤维化各期具有良好的敏感
性和特异性，可用于治疗决策和监控纤维化的进展。
因此，本研究探讨了 MANF 蛋白水平对肝纤维化的
无创诊断价值，并与 APRI和 FIB-4 血清学无创评估
模型进行了比较，结果显示 MANF 蛋白无创诊断显
著肝纤维化的敏感度和特异度分别为 64. 5% 和
68. 7%，而用于诊断严重肝纤维化的敏感度增加至
92. 9%，特异度为 46. 6%，特异度相对较差，但与
APRI指数和 FIB-4 指数能形成一定的互补，值得进
一步扩大样本量进行证实。
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Association between the expression level of mesencephalic
astrocyte-derived neurotrophic factor protein and liver

fibrosis progression after chronic hepatitis B virus infection
Ma Shuangshuang，Wang Yinqiu，Gao Yufeng，et al

(Dept of Hepatopathy，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the difference of endoplasmic reticulum stress related mesencephalic astro-
cyte-derived neurotrophic factor(MANF) protein expression level and its non-invasive diagnosis value for liver fi-
brosis in chronic hepatitis B virus(HBV) infection patients． Methods The severity of liver fibrosis in169 chronic
hepatitis B infection patients was assessed by liver biopsy，the routine laboratory indicators were examined to calcu-
late APRI and FIB-4 index． The expression level of MANF protein in peripheral blood plasma was measured by
ELISA method． The diagnostic value of MANF protein，APRI and FIB-4 index in significant fibrosis and advanced
fibrosis were assessed according to the area under the receiver operating characteristic curves(ROC)，the sensitivity
(SN) and specificity ( SP) ． Results The expression level of MANF protein between the health control (HC)
group，S0-1 group，S2 group and S3-4 group patients had a statistically significant difference(F = 17. 55，P ＜
0. 05) ． Further data analysis showed that the expression levels of MANF protein had a statistically significant differ-
ence in the pairwise comparison of the HC group，S0-1 group，S2 group and S3-4 group patients(P ＜ 0. 05)，be-
side S0-1 group and S2 group． With the severity of liver fibrosis，the significant correlation was found between the
expression level of MANF protein and liver fibrosis( rs = 0. 431，P ＜ 0. 001)，the correlation was similar with APRI
and FIB-4 indexes，The area under ROC curve of MANF protein for significant fibrosis(S≥S2) were 0. 670，the
sensitivity and specificity of MANF protein for significant fibrosis were 64. 5% and 68. 7% ． The area under ROC
curve of MANF protein for advanced fibrosis(S≥S3) were 0. 736，the sensitivity and specificity of MANF protein
for advanced fibrosis were 92. 9% and 46. 6% ． Conclusion The expression level of MANF protein gradually in-
crease with the fibrosis progression after chronic HBV infection，it may have a better predictive value for the degree
of liver fibrosis．
Key words mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor; hepatitis B virus; liver fibrosis; noninvasive di-
agnosis
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