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Abstract Objective To investigate the relationship between plasma adipocytokine omentin-1 levels and colorectal
cancer ( CＲC) ． Methods This study was conducted among 42 patients with pathologically diagnosed CＲC after
operation as the case group，and 42 healthy subjects who underwent total colonoscopy because of a voluntary health
check-up as the control group． The above two groups were matched between age and sex． After participants had
fasted overnight，their blood samples were collected． Fasting plasma omentin-1 was measured using ELISA methods．
Ｒesults The omentin-1 levels in patients with CＲC were significantly higher than in controls ( P ＜ 0. 05 ) ．
Spearman correlation analysis showed that plasma omentin-1 was positively correlated with high density lipoprotein
cholosterol ( HDL-C) ( r = 0. 57，P ＜ 0. 01) ，and negatively correlated with serum triglyceride( TG) ，fsating insulin
( FINS) ，waist hip ratio ( WHＲ) ，HOMA model insulin resistance index ( HOMA-IＲ) ( r = － 0. 668，－ 0. 493，

－ 0. 395，－ 0. 371，respectively，P ＜ 0. 05) ． Multiple stepwise regression analysis showed that TG，HDL-C，WHＲ
were the influencing factors of plasma omentin-1 in CＲC patients． Conclusion The plasma omentin-1 level may
correlate with the development of CＲC．
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MANF 蛋白表达水平与肝纤维化程度的相关性研究
潘高峰1，郜玉峰1，叶娇娇1，姜同翠2，沈玉君2，沈玉先2

摘要 目的 探讨中脑星形胶质细胞源性神经营养因子

( MANF) 蛋白在慢性乙型肝炎病毒( HBV) 感染患者肝纤维

化发生发展中的作用及其与临床特点的相关性。方法 采

用相对和绝对定量同位素标记 ( ITＲAQ) 蛋白质组学和免疫

组化法检测肝脏穿刺组织中 MANF 蛋白的表达，分析其表达

水平与肝脏炎症纤维化分期的关系; 采用实时荧光定量 PCＲ
技术检测正常对照( NC) 、乙肝病毒携带者( ASC) 、慢性乙型

肝炎患者( CHB) 及乙肝后肝硬化患者( LC) 外周血白细胞中

MANF mＲNA 的表达水平，分析其与不同阶段慢性 HBV 感

染者的临床病毒学和生化学指标的相关性。结果 MANF
蛋白主要在肝细胞质中表达，其表达水平随着肝脏炎症及纤

维化的程度加重而升高。NC 组、ASC 组和 CHB 组分别与

LC 组比较，MANF mＲNA 的表达差异均有统计学意义( P ＜
0. 01) 。MANF mＲNA 的 表 达 水 平 在 乙 肝 病 毒 表 面 抗 原
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( HBsAg) ＜ 1. 5 × 106 IU /L、( 1. 5 × 106 ～ 2. 0 × 107 ) IU /L 和

＞ 2. 0 × 107 IU /L 3 组间差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 在乙

肝病毒 e 抗原( HBeAg) 阳性组与阴性组之间差异有统计学

意义( P ＜ 0. 01) ; 在胆红素正常组与异常组之间差异有统计

学意义 ( P ＜ 0. 01 ) 。结 论 MANF 蛋 白 可 能 参 与 了 慢 性

HBV 感染者肝纤维化的发生发展，并与其临床特点相关。
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乙型肝炎病毒( hepatitis B virus，HBV) 感染在

慢性乙型肝炎 － 肝纤维化 － 肝硬化转化中起着重要

的作用，但确切机制尚未完全阐明。大量研究［1］证

实，持续的 HBV 复制和表达可触发内质网 ( endo-
plasmic reticulum，EＲ) 应激，EＲ 应激与 HBV 感染

后肝脏非可控性炎症的发生发展和恶性转化密切相

关，但确切的调控机制尚未阐明。中脑星形胶质细

胞源 性 神 经 营 养 因 子 ( mesencephalic astrocyte-de-
rived neurotrophic factor，MANF) 基因编码的蛋白主

要位于 EＲ 和高尔基体，是一种分泌性蛋白［2］。目
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前研究［3 － 5］表明，EＲ 应激可以上调 MANF 基因的

表达和蛋白的分泌，在帕金森病、脑缺血、心肌缺血

等多种病理状态下发挥细胞保护作用。EＲ 应激上

调 MANF 蛋白表达的作用可能在于抑制 EＲ 应激引

起的过度炎症和纤维化反应，但 MANF 蛋白与慢性

HBV 感染后炎症和纤维化发展的相关性尚未见报

道。因此，拟对不同阶段的慢性 HBV 感染者肝脏组

织和外周血 MANF mＲNA 的表达水平进行研究，探

讨 MANF 在乙型肝炎 － 肝纤维化 － 肝硬化进程中

的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2012 年 1 月 ～ 3 月在中国人

民解放军 123 医院住院并行肝脏穿刺活检的慢性

HBV 感染患者 20 例进行蛋白质 组 学 研 究，其 中

G1S1、G2S2、G3S3、G4S4 各 5 例，男 12 例，女 8 例，

年龄 25 ～ 54 ( 33. 7 ± 12. 4 ) 岁，分别作为 G1S1 组、
G2S2 组、G3S3 组及 G4S4 组。选取 2013 年 5 月 ～
2014 年 3 月就诊于安徽医科大学第二附属医院肝

病科的乙肝表面抗原携带者( asymptomatic hepatitis
B virus surface antigen carriers，ASC) 44 例作为 ASC
组，慢乙肝( chronic hepatitis B，CHB) 患者 56 例作为

CHB 组，乙肝后肝硬化( liver cirrhosis，LC) 患者 49
例作为 LC 组，进行实时荧光定量 PCＲ 研究，同时选

取 40 例体检健康者( normal healthy controls，NC) 作

为 NC 组。所有病例无重叠其他肝炎病毒感染、药

物性肝病、酒精性肝病、自身免疫性肝病及其他疾

病。研究方案经医院伦理委员会审批通过，所有患

者签署知情同意书。
1． 2 病理组织检查 采用 1 s 快速穿刺活检术获

取长度在 1. 5 ～ 2. 0 cm 的肝脏组织，按以下步骤处

理样本: 4% 的甲醛固定，乙醇溶液脱水，石蜡包埋，

组织切片，HE 及网状纤维染色。在光学显微镜下

( × 200) 多视野观察，病理分级参照 2010 年《慢性

乙型肝炎防治指南》［6］。
1． 3 蛋白质组学研究 肝穿组织先经胰蛋白酶裂

解、烷基化、酶解为肽段，得到的肽段用相对和绝对

定量同位素标记( isobaric tags for relative and abso-
lute quantitation，ITＲAQ) 试剂进行差异标记，再将

标记样本相混合，最后用液相 － 二级质谱联用( liq-
uid chromatography coupled with tandem mass spec-
trometry，LC-MS /MS) 设备进行分析，具体委托上海

中科新生命生物科技有限公司完成。
1． 4 免疫组化法 石蜡切片常规脱蜡至水。用

0. 3% H2O2 阻断内源性过氧化物酶。用 0. 1 mol /L
柠檬酸钠缓冲液进行抗原修复。4 ℃ 条件下用 5%
的山羊血清进行封闭，加一抗( 1 ∶ 200 的 MANF 抗

体，英国 Abcam 公司) 后 4 ℃ 过夜。滴加生物素化

二抗( B 液) 37 ℃孵育 1 h，二氨基联苯胺( diamino-
benzidine，DAB) 染色。苏木精复染，乙醇脱水，中

性树胶封片后显微镜下观察。
1． 5 免疫组化结果判断 显微镜下观察肝脏组织，

肝细胞胞质内褐色颗粒为阳性结果。按染色强度及

阳性细胞比例进行半定量分析［7］，二者综合后评定

结果: 阴性，弱阳性，阳性，强阳性。见图 1。

图 1 肝脏穿刺组织 MANF 蛋白的表达 DAB ×200

A: 阴性表达; B: 弱阳性表达; C: 阳性表达; D: 强阳性表达

1． 6 实时荧光定量 PCＲ 采集 HBV 感染者及健

康体检者的空腹外周血 1 ml，4 h 内加入红细胞裂解

液，混匀后离心弃上清液留白细胞沉淀，加入 TＲIzol
混匀后按照说明书提取 ＲNA。1% 的琼脂糖电泳鉴

定 ＲNA。ＲNA 的浓度及纯度用分光测量仪 Quawell
Q5000 测定。反转录反应按照 TaKaＲa PrimScript 逆

转录试剂盒说明书进行，总体系为 10 μl，反应条件

为 37 ℃ 15 min，85 ℃ 15 s。按照 GenBank 数据库

提供的 MANF、GAPDH 基因序列，用 Primer Premier
5． 0 软件分别设计人源引物，委托上海生工公司合

成引 物，GAPDH 引 物: 上 游 5'-CCACTCCTCCAC-
CTTTG-3'， 下 游 5'-CACCACCCTGTTGCTGT-3';
MANF 引物: 上游 5'-TCACATTCTCACCAGCCACT-
3'，下 游 5'-CAGGTCGATCTGCTTGTCATAC-3'。按

照 SYBＲ Green PCＲ 试剂盒( 日本 TaKaＲa 公司) 说
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明书使用 PＲ0961201846 ( 美国 Thermo 公司) 实时

定量 PCＲ 仪进行反应，反应条件如下: 95 ℃ 30 s 预

变性→( 95 ℃ 5 s →60 ℃ 30 s ) ，40 个循环。1%的

琼脂糖电泳鉴定目的基因片段，GAPDH 作为内参，

使用 2 － ΔΔCT法计算基因相对表达量。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析。
定量资料进行对数转换后采用秩和检验，分类资料

采用 Spearman 秩相关检验进行分析。诊断分组之

间 的 两 两 比 较 检 验 水 准 为 α = 0. 008 3 和 P ＜
0. 008 3差异具有统计学意义，余比较检验水准 α =
0． 05 和 P ＜ 0. 05 差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 肝穿组织蛋白质组学研究结果 在对不同炎

症和纤维化分级的慢性乙型肝炎患者肝穿组织各 5
例进行 ITＲAQ 蛋白组学定量研究时发现，随着肝脏

炎症纤维化加剧，MANF 蛋白的表达逐步增加，与肝

脏炎症和纤维化程度呈密切正相关。
2． 2 肝穿标本中 MANF 蛋白表达的免疫组化结果

为了进一步证实蛋白质组学的初步发现，再次对

上述标本的石蜡切片进行了 MANF 蛋白表达的免

疫组化验证，结果显示 G1S1 组多呈阴性及弱阳性

表达，G2S2 组 多 呈 弱 阳 性 及 阳 性 表 达，G3S3 及

G4S4 组多呈阳性及强阳性表达，与蛋白质组学的研

究结果一致。
2． 3 不 同 阶 段 的 慢 性 HBV 感 染 患 者 外 周 血

MANF mＲNA 的表达 结果显示: 4 组之间 MANF
mＲNA 的表达差异有统计学意义( P = 0. 00 ) 。进一

步进行两两组间分析显示，与 LC 组相比，NC 组、
ASC 组和 CHB 组 MANF mＲNA 的表达水平差异均

有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，其余任意两组之间比较

差 异均无统计学意义。见图2。采用秩相关检验示

图 2 按诊断分组时 MANF mＲNA 表达量的差异

与 LC 组比较: ＊＊P ＜ 0． 01

外周血白细胞中 MANF mＲNA 表达与肝脏疾病进

展存在正相关( rs = 0. 376，P = 0. 00) 。
2． 4 外周血白细胞 MANF mＲNA 的表达水平与

临床指标的相关性 将 149 例 HBV 感染者根据乙

肝病毒表面抗原 ( hepatitis B virus surface antigen，

HBsAg) 水平、谷丙转氨酶( alanine aminotransferase，

ALT) 水平、谷草转氨酶( aspartate aminotransferase，

AST) 水平、乙肝病毒 e 抗原( hepatitis B e-antigen，

HBeAg) 定性、HBV-DNA 以及总胆红素( total biliru-
bin，TBIL ) 水 平 分 别 进 行 分 组，结 果 表 明，MANF
mＲNA 的表达水平在不同水平的 HBsAg 分组间差

异有统计学意义( P = 0. 043) ，但任意两组间差异无

统计学意义; HBeAg 阳性组与阴性组外周血白细胞

MANF mＲNA 表达差异有统计学意义( P = 0. 001 ) ;

TBIL 正常组与异常组之间 MANF mＲNA 表达差异

有统计学意义( P = 0. 001) ; 但 MANF mＲNA 表达水

平在不同 ALT、AST 和 HBV-DNA 分组间差异均无

统计学意义。见表 1。

3 讨论

MANF 基因是从 30 000 个基因中筛选出来的

并对 EＲ 应激最敏感的基因，是一种分泌性蛋白。
课题组在前期研究［8］已经证实，MANF 蛋白是一种

EＲ 应激相关的分泌性蛋白，EＲ 应激上调 MANF 表

达。而大量研究［13 － 14］已经证实，HBV 持续感染可

以导致 EＲ 应激，对 MANF 蛋白是否参与 HBV 慢性

感染后肝脏炎症和纤维化进展尚未见报道。推测，

MANF 很可能在肝炎到肝硬化的转变中起着重要的

作用。因此，首先选取了不同炎症和纤维化分级的

肝脏穿刺组织进行 ITＲAQ 蛋白质组学的探索性研

究，结果显示，MANF 随炎症和纤维化的加重而表达

逐步增加，提示 MANF 蛋白参与了肝脏炎症和纤维

化的进展。为进一步证实蛋白质组学的初步结果，

再次对进行蛋白质组学的肝脏穿刺石蜡标本进行了

免疫组化研究，结果同样证实 MANF 蛋白的表达随

着炎症和纤维化程度的加重逐渐增加。目前认为，

EＲ 应激诱导的凋亡、炎症和上皮细胞间质转化等作

为一种刺激因素参与了组织损伤和纤维化的发生发

展［9］。未折叠蛋白反应( UPＲ) 反应诱导的凋亡可

以导致转化生长因子 β ( TGF-β) 的释放，进一步刺

激纤维化的发生发展［10］。结合前期体外研究［11］证

实 MANF 对 EＲ 应激诱导的细胞凋亡具有保护作

用。另外，通过对过表达 HBx 蛋白的人肝癌细胞株

HepG2 研 究［12］ 表 明 ，糖 调 节 蛋 白78( GＲP78 /BiP)
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表 1 不同阶段慢性 HBV 感染者外周血 MANF mＲNA 水平与临床指标的相关性

项目 n 性别( 男 /女，n) 年龄( 珋x ± s，岁) Ln( MANF mＲNA) M( min ～ max) χ2 /Z 值 P 值

HBsAg( IU /L)

＜ 1． 5 × 106 53 41 /12 46． 8 ± 13． 0 0． 73( － 1． 67 ～ 7． 13)

1． 5 × 106 ～ 2． 0 × 107 67 48 /19 41． 3 ± 13． 4 1． 18( － 1． 87 ～ 8． 58) 6． 297 0． 043
＞ 2． 0 × 107 29 23 /6 32． 6 ± 9． 8 0． 59( － 1． 4 ～ 8． 44)

HBeAg
阳性 102 75 /27 39． 7 ± 13． 4 1． 14( － 1． 87 ～ 8． 58) － 3． 265 0． 001
阴性 47 37 /10 45． 2 ± 13． 3 0． 48( － 1． 73 ～ 5． 50)

ALT ( U /L)

＜ 80 88 66 /22 43． 4 ± 13． 8 0． 76( － 1． 87 ～ 8． 44)

80 ～ 250 34 24 /10 39． 7 ± 11． 8 1． 21( － 1． 33 ～ 3． 90) 3． 714 0． 156
＞ 250 27 22 /5 38． 7 ± 13． 3 0． 57( － 0． 52 ～ 8． 58)

AST ( U /L)

＜ 80 106 81 /25 40． 9 ± 13． 4 0． 81( － 1． 87 ～ 8． 44)

80 ～ 250 23 16 /7 40． 9 ± 15． 5 1． 37( － 1． 33 ～ 6． 43) 2． 071 0． 355
＞ 250 20 15 /5 43． 8 ± 11． 8 0． 75( － 0． 17 ～ 8． 58)

HBV DNA( IU /L)

＜ 106 44 33 /11 46． 5 ± 14． 9 1． 25( － 1． 67 ～ 5． 98)
106 ～ 108 33 23 /10 41． 9 ± 10． 7 0． 49( － 1． 73 ～ 4． 99) 5． 328 0． 070
＞ 108 72 54 /18 37． 8 ± 12． 9 1． 06( － 1． 87 ～ 8． 58)

TBIL ( μmol /L)
＜ 17． 1 73 52 /24 38． 0 ± 12． 3 0． 59( － 1． 87 ～ 5． 11) － 3． 446 0． 001
≥17． 1 76 60 /13 44． 5 ± 14． 0 1． 40( － 1． 67 ～ 8． 58)

和 MANF 在稳转 HBx 蛋白的 HepG2 细胞中表达升

高，这一结论从理论上支持以上观点。MANF 在多

种疾病中可以保护相关细胞免受损伤，推测 MANF
蛋白在 HBV 感染后疾病进程中可能起着保护肝细

胞免受损伤，其在肝硬化中的高表达很可能是机体

抗纤维化的一个自我保护反应，当然也不能排除

MANF 本身就是一个肝纤维化的标志或促肝纤维化

的指标，有待于进一步研究证实。
HBV 病毒本身，HBV 相关蛋白及病程中产生的

炎症及氧化应激均可触发 EＲ 应激［13 － 14］。EＲ 应激

蛋白 CCAAT 增强子结合蛋白同源蛋白( CHOP) 很

可能通过上调 TGF-β1、α-平滑肌肌动蛋白及胶原蛋

白的表达来促进肝纤维化［15］。研究［14］证实: HBsAg
在肝细胞内的聚集均会诱发 EＲ 应激，鉴于 MANF
蛋白是一种分泌性蛋白，因此，对不同阶段的慢乙肝

患者外周血 MANF mＲNA 的表达水平进行了进一

步的研究，结果表明，MANF mＲNA 水平随着疾病进

展表达逐渐增加，也同样支持 MANF 蛋白参与了肝

纤维化进展。临床证据显示 HBsAg 和 HBV DNA 水

平越高的患者，肝纤维化程度相对较低，研究也证实

MANF 蛋白随着 HBsAg 和 HBV DNA 水平的增高而

表达逐步降低。本研究表明 HBeAg 阳性组与阴性

组间 MANF mＲNA 的 表 达 存 在 差 异，且 阳 性 组

MANF mＲNA 的表达量要高于阴性组，这可能 与

HBeAg 阳性者肝脏受损较重，所诱导的 EＲ 应激也

越激烈，从而导致 MANF 的高表达，而这种高表达

可能是为了减轻肝细胞炎症及纤维化。胆红素是反

映肝功能的一项重要指标，HBV 感染者可因为肝细

胞的损伤引起胆红素的升高，其持续的升高往往提

示肝脏损伤也在持续的加重，即可以发生严重的 EＲ
应激，最终导致 EＲ 应激相关基因 MANF 的高表达。
这可以解释 TBIL 异常组 MANF mＲNA 的表达量要

高于与 TBIL 正常组。一般而言，转氨酶水平越高，

肝细胞受损越重，但研究却未发现外周血中 MANF
mＲNA 的表达水平与转氨酶水平存在相关性，有待

进一步扩大样本研究。
综上所述，本研究首次证实 MANF 蛋白参与了

肝脏炎症和纤维化的进展，但确切的机制尚不明确，

推测 MANF 蛋白可能起到对抗促肝纤维化机制的

作用，MANF 蛋白作为一种分泌性蛋白有可能作为

一个监测肝纤维化的潜在指标，进一步阐明 MANF
蛋白的作用机制有待进一步通过改变 MANF 蛋白

表达量来观察肝纤维化程度的改变程度来明确。
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Study on correlation between MANF expression levels
and the grade of liver fibrosis
Pan Gaofeng，Gao Yufeng，Ye Jiaojiao，et al

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

Abstract Objective To explore the role of mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor( MANF) protein
in the development of liver fibrosis and clinical significance in the patients with chronic hepatitis B virus ( HBV)

infection． Methods The expression of MANF protein in liver biopsy tissues was detected by isobaric tags for rela-
tive and absolute quantitation ( ITＲAQ) and immunohistochemical method，and then the relationship of MANF ex-
pression and the degree of inflammation and fibrosis of liver were analyzed． The levels of MANF mＲNA in peripher-
al leukocytes were measured by real-time polymerase chain reaction ( PCＲ) ，and analyzed its correlation between
clinical virological and biochemical data in asymptomatic hepatitis B virus surface antigen carriers( ASC) ，chronic
hepatitis B( CHB) ，and liver cirrhosis( LC) ． Ｒesults MANF protein was mainly localized in the cytoplasm of liver
cells． The expression levels of MANF were gradually increased with the aggressive inflammation and fibrosis of liv-
er． The expression levels of MANF mＲNA in the patients with NC，ASC，CHB had a statistically significant differ-
ence compared to LC，respectively( P ＜ 0. 01) ． The expression levels of MANF mＲNA had a statistically significant
difference among three hepatitis B virus surface antigen ( HBsAg) levels groups ( HBsAg ＜ 1. 5 × 106 IU /L，1. 5 ×
106 IU /L ～ 2. 0 × 107 IU /L and ＞ 2. 0 × 107 IU /L，P ＜ 0. 05) ． The difference of MANF mＲNA expression levels
was statistical significance between hepatitis B e-antigen ( HBeAg) -positive group and HBeAg-negative group( P ＜
0. 01) ，between normal and abnormal bilirubin group ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion For the patients with HBV infec-
tion，MANF protein may be involved in the development of liver fibrosis and assciated with its clinical significance．
Key words MANF; endoplasmic reticulum stress; chronic hepatitis B; liver fibrosis
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