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【健康医学研究】

ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中的表达及免疫细胞浸润的生物信息学分析

周艳琳，李勇莉

（新乡医学院三全学院基础医学院，河南 新乡 ４５３００３）

摘要：　目的　基于生物信息学方法分析锌转运蛋白家族 ７（ＳＬＣ３９Ａ７）在肝细胞癌中的表达、预后、生物学功能及

免疫细胞浸润关系。方法　基于 ＴＩＭＥＲ和 ＧＥＰＩＡ数据库筛选 ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌组织中表达。基于 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ

数据库预测 ＳＬＣ３９Ａ７表达与肝癌患者预后的关系。基于 ＵＡＬＣＡＮ数据库分析 ＳＬＣ３９Ａ７的表达与肝癌患者肿瘤分期与

分级的关系。利用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ数据库预测 ＳＬＣ３９Ａ７在 ＴＣＧＡ肝癌相互调节基因，基于 ＤＡＶＩＤ数据库对互作基因进行

ＧＯ分析及 ＫＥＧＧ分析，利用 ＴＩＭＥＲ数据库分析 ＳＬＣ３９Ａ７表达与 ６种肿瘤浸润免疫细胞的相关性，通过 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据

库分析 ＳＬＣ３９Ａ７表达在拷贝数变异、突变及甲基化水平的变化。结果　ＳＬＣ３９Ａ７在肝细胞癌组织中的表达显著高于正

常组织。随着肿瘤分期和分级的进展 ＳＬＣ３９Ａ７的表达量明显升高，在肝细胞癌患者中 ＳＬＣ３９Ａ７高表达患者总体生存

期明显低于低表达患者。与 ＳＬＣ３９Ａ７存在较明显相互作用的基因有 ＳＬＣ３５Ｂ２，ＬＥＭＤ２，ＫＬＦ９，ＫＬＦ６等，主要富集在阴

离子稳态，细胞质囊泡，磷脂结合和氨基酸的生物合成等过程。ＳＬＣ３９Ａ７的表达与突变，甲基化均有关。ＳＬＣ３９Ａ７的表

达与 ６种肿瘤免疫细胞变化均相关。结论　ＳＬＣ３９Ａ７可作为肝癌潜在预后标志物，ＳＬＣ３９Ａ７与肝癌肿瘤免疫有关。

关键词：　肝细胞癌；锌转运蛋白家族 ７；预后标志物；生物信息学；肿瘤免疫
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ＨＣＣ；ＳＬＣ３９Ａ７；ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋｅｒ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｔｕｍｏｒｉｍｍｕｎｉｔｙ

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全
球常见的恶性肿瘤之一，死亡率在所有癌症中排名

第三
［１］
。随着诊断技术的发展，ＨＣＣ患者越来越多

的在早期得到诊断。然而，由于其高复发率，快速进

展，短生存期，ＨＣＣ患者的预后并不令人满意［２］
。

因此，有必要筛选和鉴定新的潜在肝癌预后生物标

志物，对降低 ＨＣＣ患者死亡率，改善预后和实现个
体化靶向治疗都有重要的意义。锌转运蛋白家族 ７
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（Ｚｉｎｃｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ７，ＺＩＰ７／ＳＬＣ３９Ａ７）是
锌转运蛋白（Ｚｉｎｃｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＺＩＰ）的一种，定
位于内质网和高尔基体

［３］
。ＳＬＣ３９Ａ７参与多种细

胞生理过程，包括发育过程中的内质网应激和成体

组织的动态平衡
［４］
。有研究证实，ＳＬＣ３９Ａ７参与了

乳腺癌、前列腺癌、胰腺癌、结直肠癌等肿瘤的发生、

发展
［５－７］

。然而，ＳＬＣ３９Ａ７在 ＨＣＣ中的表达情况和
作用机制尚不完全清楚。本研究通过生物信息学方

法分析 ＳＬＣ３９Ａ７在 ＨＣＣ中的表达、预后、临床特
征、生物学功能及与免疫细胞浸润的关系，为 ＨＣＣ
的临床诊治和预后提供新思路。

１　材料和方法

１．１　数据获取
基于 ＴＩＭＥＲ（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｉｓｔｒｏｍｅ．ｓｈｉｎｙａｐｐｓ．ｉｏ／

ｔｉｍｅｒ／）数据库［８］
通过 ＤｉｆｆＥｘｐ模块检索 ＳＬＣ３９Ａ７

在各种肿瘤组织和正常对照组织中的表达。利用

ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ．ｃｎ／ｄｅｔａｉｌ．ｐｈｐ）数
据库进一步验证 ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中的表达。设定
筛选条件如下：｜Ｌｏｇ２ＦＣ｜Ｃｕｔｏｆｆ：１，ｐ－ｖａｌｕｅＣｕｔｏｆｆ：
０．０５，ＭａｔｃｈＴＣＧＡｎｏｒｍａｌａｎｄＧＴＥｘｄａｔａ，共包括３６９
例肝癌组织样品和１６０例正常对照组织样品。
１．２　ＳＬＣ３９Ａ７的表达与肝癌患者临床病理指标的
关系

基于 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｋｍｐｌｏｔ．
ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ）数据库［９］

分析 ＳＬＣ３９Ａ７的表达与 ＴＣ
ＧＡ－肝癌患者预后的相关性，根据 ＳＬＣ３９Ａ７表达
值的中位数，将肝癌患者分为高表达组和低表达组，

计算危险比 （ＨＲ）、９５％置信区间及 Ｐ值，绘制总体
生存期（ＯＳ）曲线。利用 ＵＡＬＣＡＮ（ｈｔｔｐ：／／ｕａｌｃａｎ．
ｐａｔｈ．ｕａｂ．ｅｄｕ／）数据库［１０］

分析 ＳＬＣ３９Ａ７的表达与
肝癌患者肿瘤分期与分级的关系，Ｔ检验进行数据
处理，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。
１．３　ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中相关调节基因的筛选与富
集分析

利用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ（ｈｔｔｐ：／／ｌｉｎｋｅｄｏｍｉｃｓ．ｏｒｇ／）数
据库

［１１］
分析 ＳＬＣ３９Ａ７在 ＴＣＧＡ肝癌患者组织相关

调节基因情况，共 ３７１例肝癌患者，检索在肝癌中
ＳＬＣ３９Ａ７相关上调基因和下调基因。筛选条件：ＬＩ
ＨＣ，ＲＮＡｓｅｑ，ＳＬＣ３９Ａ７，ＲＮＡｓｅｑ，Ｓｐｅａｒｍａｎ检验进行
数据处理。将筛选的与 ＳＬＣ３９Ａ７相关上调基因和
下调基因载入 ＤＡＶＩＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／）
数据库

［１２］
进行富集分析，以人源基因为背景，进行

ＧＯ富集分析及 ＫＥＧＧ富集分析，ＧＯ分析主要用于
对基因进行注释，包括生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，
ＢＰ）、细胞成分（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）和分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）。
１．４　ＳＬＣ３９Ａ７基因组水平分析

通过 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ．ｏｒｇ／）数
据库

［１３］
分析ＨＣＣ中ＳＬＣ３９Ａ７表达在基因组水平的

变化。共 １０４５例 ＨＣＣ患者，筛选条件为拷贝数变
异（Ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ，ＣＮＡ）和突变 （Ｍｕｔａ
ｔｉｏｎｓ，Ｍｕｔ），在 Ｐｌｏｔ模块通过 Ｓｐｅａｒｍａｎ和 Ｐｅａｒｓｏｎ检
验分析 ＳＬＣ３９Ａ７表达与突变和甲基化的相关性，Ｐ
＜０．０５为差异具有统计学意义。
１．５　ＳＬＣ３９Ａ７与免疫细胞浸润的关系

利用 ＴＩＭＥＲ数据库，通过 Ｇｅｎｅ模块检索分析
ＳＬＣ３９Ａ７表达与各种肿瘤浸润免疫细胞的相关性，
包括 Ｂ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞、单核细
胞、中性粒细胞和树突状细胞，Ｓｐｅａｒｍａｎ检验处理
数据，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中的表达情况
基于 ＴＩＭＥＲ数据库筛选 ＳＬＣ３９Ａ７在多种肿瘤

组织中显著高表达，在肝癌组织中 ＳＬＣ３９Ａ７ｍＲＮＡ
表达水平高于正常对照组织（图 １Ａ），具有极显著
统计学差异性（Ｐ＜０．００１）。基于 ＧＥＰＩＡ数据库进
一步验证 ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中的表达，包含 ３６９例肝
癌样品和１６０例正常对照样品，结果显示，ＳＬＣ３９Ａ７
在肝癌中的表达量显著高于正常组织（图１Ｂ），差异
性具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＳＬＣ３９Ａ７与肝癌患者预后的关系

基于 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ数据库，可得到 ２６８
例 ＳＬＣ３９Ａ７高表达肝癌患者和９６例 ＳＬＣ３９Ａ７低表
达肝癌患者的总体生存曲线（图 ２Ａ），结果显示，
ＳＬＣ３９Ａ７高表达肝癌患者（ＨＲ＝１．８６，９５％ＣＩ：１．２１
～２．８６，ｌｏｇｒａｎｋＰ＝０．００４４）总体生存期明显低于低
表达患者。利用 ＵＡＬＣＡＮ数据库分析 ＳＬＣ３９Ａ７的
表达与肝癌患者临床病理参数的相关性（图 ２），结
果显示，ＳＬＣ３９Ａ７的表达随着肿瘤分期进展而升高
（图２Ｂ），差异具有显著统计学有意义（Ｐ＜０．０５）；
ＳＬＣ３９Ａ７的表达随肿瘤分级进展而升高（图 ２Ｃ），
差异具有显著统计学有意义（Ｐ＜０．０５）。表明
ＳＬＣ３９Ａ７可作为肝癌病理分期和分级的指标之一，
且 ＳＬＣ３９Ａ７高表达与肝癌患者 ＯＳ存在相关性，可
作为肝癌患者预后不良指标。

２．３　ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中相关调节基因的筛选与富
集分析

基于 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ数据库分析 ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌
中相关调节基因，筛选出差异显著的 Ｔｏｐ５０关联基
因绘制热图（图３），包括上调基因２５个与下调基因
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２５个，结果显示，在肝癌中与 ＳＬＣ３９Ａ７的表达呈正
相关的基因有 ＳＬＣ３５Ｂ２，ＬＥＭＤ２，ＹＩＰＦ３等（图３Ａ），
与 ＳＬＣ３９Ａ７的表达呈负相关的基因有 ＰＳＤ３，ＫＬＦ９，
ＫＬＦ６等（图 ３Ｂ）。将 Ｔｏｐ５０关联基因载入 ＤＡＶＩＤ

数据库进行 ＧＯ分析与 ＫＥＧＧ分析（表 １），结果显
示，这些关联基因主要富集在阴离子稳态，细胞质囊

泡，磷脂结合和氨基酸的生物合成等过程。

图 １　ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中的表达情况
注：Ａ：基于 ＴＩＭＥＲ数据库分析 ＳＬＣ３９Ａ７在肿瘤组织中的表达；Ｂ：基于 ＣＥＰＩＡ数据库分析 ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中表达。

图 ２　ＳＬＣ３９Ａ７的表达与肝癌患者临床病理指标的关系
注：Ａ：总生存期；Ｂ：肿瘤分期；Ｃ：肿瘤分级

２．４　ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌患者中的基因组表达分析
通过 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库分析 ＳＬＣ３９Ａ７的基因组

水平变化（图４），结果显示，在选取的 ３组 ＨＣＣ研

究中，ＳＬＣ３９Ａ７均发生突变和基因拷贝数扩增（图
４Ａ），并且 ＳＬＣ３９Ａ７突变的发生与分数基因组改变
呈正相关性 （图 ４Ｂ），差异性具有统计学意义
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（Ｓｐｅａｒｍａｎｒ＝０．１６，Ｐ＝１．７２８ｅ－５；Ｐｅａｒｓｏｎｒ＝
０．１９，Ｐ＝３．７５ｅ－７），ＳＬＣ３９Ａ７的表达与甲基化呈
负相关（图 ４Ｃ），差异性具有统计学意义（Ｓｐｅａｒｍａｎ

ｒ＝－０．３７，Ｐ＝１．３１ｅ－１３；Ｐｅａｒｓｏｎｒ＝－０．３５，Ｐ＝
３．４２ｅ－１２）。提示 ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中高表达与基
因突变，拷贝数异常扩增和甲基化均相关。

图 ３　ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中相关调节基因
注：Ａ：上调基因 ｔｏｐ２５；Ｂ：下调基因 ｔｏｐ２５

表 １　ＳＬＣ３９Ａ７关联基因的 ＧＯ分析与 ＫＥＧＧ分析

Ｃａｔｅｇｏｒｙ Ｔｅｒｍ ＰＶａｌｕｅ

ＧＯＴＥＲＭ＿ＢＰ＿ＤＩＲＥＣＴ ＧＯ：００５５０８１～ａｎｉｏｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ０．００５１１５０８１

ＧＯ：００７１３２０～ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｃＡＭＰ ０．００７８３１４５６

ＧＯ：００１９２４０～ｃｉｔｒｕｌｌｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ０．０１０２０４６０４

ＧＯ：００００４８０～ｅｎｄｏｎｕｃｌｅｏｌｙｔｉｃｃｌｅａｖａｇｅｉｎ５’－ＥＴＳｏｆｔｒｉｃｉｓｔｒｏｎｉｃｒＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ０．０１５２６８６９２

ＧＯ：００００４４７～ｅｎｄｏｎｕｃｌｅｏｌｙｔｉｃｃｌｅａｖａｇｅｉｎＩＴＳ１ｔｏｓｅｐａｒａｔｅＳＳＵ－ｒＲＮＡｆｒｏｍ５．８Ｓ

ｒＲＮＡａｎｄＬＳＵ－ｒＲＮＡｆｒｏｍｔｒｉｃｉｓｔｒｏｎｉｃｒＲＮＡｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
０．０２０３０７４７１

ＧＯ：０００７４９４～ｍｉｄｇｕｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ０．０２２８１７４０８

ＧＯ：０００６５５９～Ｌ－ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｃａｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ０．０２７８１８４５３

ＧＯ：０００００５０～ｕｒｅａｃｙｃｌｅ ０．０３０３０９５９２

ＧＯＴＥＲＭ＿ＣＣ＿ＤＩＲＥＣＴ ＧＯ：００３１４１０～ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｖｅｓｉｃｌｅ ０．０１６７９２５９４

ＧＯ：０００５６５４～ｎｕｃｌｅｏｐｌａｓｍ ０．０２０２１６３９１

ＧＯ：００１６０２３～ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ，ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｂｏｕｎｄｅｄｖｅｓｉｃｌｅ ０．０４０２４３１６７

ＧＯ：０００５７８９～ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｍｅｍｂｒａｎｅ ０．０４６９１４８９８

ＧＯＴＥＲＭ＿ＭＦ＿ＤＩＲＥＣＴ ＧＯ：００００２８７～ｍａｇｎｅｓｉｕｍｉｏｎｂｉｎｄｉｎｇ ０．０１４１２５１９６

ＧＯ：０００５５４３～ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｂｉｎｄｉｎｇ ０．０１９３５７２４２

ＧＯ：００５００７２～ｍ７Ｇ（５’）ｐｐｐＮｄｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ０．０２７０３８０２６

ＫＥＧＧ＿ＰＡＴＨＷＡＹ ｈｓａ０１２３０：Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ ０．００１４６７９４

ｈｓａ０１１３０：Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ０．０２８８５８０１１

ｈｓａ０１１００：Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ ０．０２９２８８３０２

２．５　ＳＬＣ３９Ａ７表达与免疫细胞浸润的关系
ＴＩＭＥＲ数据库分析发现，肝癌中 ＳＬＣ３９Ａ７表达

水平与６种免疫细胞浸润水平均呈显著正相关（图
５），包括 Ｂ细胞（ｒ＝０．２４１，Ｐ＝６．２９ｅ－０６）、ＣＤ８＋
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Ｔ细胞（ｒ＝０．１１６，Ｐ＝３．１７ｅ－０２）、ＣＤ４＋Ｔ细胞（ｒ
＝０．２８２，Ｐ＝９．８７ｅ－０８）、巨噬细胞（ｒ＝０．２９１，Ｐ＝
４．２４ｅ－０８）、中性粒细胞（ｒ＝０．２２，Ｐ＝３．６６ｅ－０５）

和树突状细胞（ｒ＝０．２１８，Ｐ＝４．９５ｅ－０５），差异均
有统计学意义。表明 ＳＬＣ３９Ａ７可能通过影响免疫
细胞浸润调控肝癌的发生和发展。

图 ４　ＳＬＣ３９Ａ７表达在肝癌患者中的基因组表达分析
注：Ａ：ＳＬＣ３９Ａ７在３组肝癌研究中变化情况；Ｂ：ＳＬＣ３９Ａ７突变与分数基因组改变的关系；Ｃ：ＳＬＣ３９Ａ７与甲基化的关系。

图 ５　在 ＴＣＧＡ－肝癌中 ＳＬＣ３９Ａ７表达与免疫细胞浸润的相关性

３　讨论

锌离子是人体生命过程中所必需的重要金属离

子，ＳＬＣ３９／ＺＩＰｓ通过调控锌离子稳态参与酶、受体
及转录因子的调节

［１４］
。目前研究发现，ＳＬＣ３９家族

包括 １４种亚型，分别是 ＳＬＣ３９Ａ１／２／３／４／５／６／７／８／
９／１０／１１／１２／１３／１４，ＳＬＣ３９家族基因的表达与多种
肿 瘤 相 关

［１５］
。 Ｇａｒｔｍａｎｎ 等［１６］

的 研 究 证 实，

ＳＬＣ３９Ａ４与 ＳＬＣ３９Ａ１４参与了肝癌、乳腺癌、胰腺癌
等的发生、发展，是以上肿瘤的不良预后生物标志。

ＫＬＦ６通过调控肝细胞生长和分化基因调控肝癌细
胞增殖和迁移

［１７］
。ＫＬＦ９通过直接与 ｐ５３启动子近

端区域的 ＧＣ盒结合来调节 ｐ５３水平调控肝癌细胞
的增殖

［１８］
。本研究发现，ＳＬＣ３９Ａ７与 ＳＬＣ３９Ａ１４、

ＫＬＦ９、ＫＬＦ６等均存在密切互作联系，提示 ＳＬＣ３９Ａ７
也 可 能 参 与 肝 癌 的 发 生 与 发 展。通 过 检 索

ＰＵＢＭＥＤ并未发现 ＳＬＣ３９Ａ７与肝癌的相关研究。
本研究利用肝癌的多个数据库结合生物信息学

方法，分析 ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌中的表达、预后、生物学

功能及免疫细胞浸润关系。本研究发现，基于 ＴＩＭ
ＥＲ和 ＧＥＰＩＡ数据库分析，ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌组织中
显著高表达；基于 ＵＡＬＣＡＮ数据库分析，随之肿瘤
分期和分级的进展，ＳＬＣ３９Ａ７在肝癌患者中均呈现
高表达趋势；基于 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ数据库分
析，相比低表达患者，ＳＬＣ３９Ａ７高表达肝癌患者总
生存率更低，提示 ＳＬＣ３９Ａ７可作为肝癌患者不良预
后的标志物之一。进一步探究 ＳＬＣ３９Ａ７调控肝癌
的可能机制，基于 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ数据库分析，与
ＳＬＣ３９Ａ７存在较明显相互作用的基因有 ＳＬＣ３５Ｂ２，
ＬＥＭＤ２，ＫＬＦ９，ＫＬＦ６等，基于 ＤＡＶＩＤ数据库分析，
这些关联基因主要富集在阴离子稳态，细胞质囊泡，

磷脂结合和氨基酸的生物合成等过程。有研究发

现，ｍｉＲ－１２８－３ｐ通过靶向下调 ＳＬＣ３９Ａ７表达，改
变锌离子稳态，促进内质网应激，诱导卵巢癌细胞凋

亡
［１９］
，这与本研究预测的 ＳＬＣ３９Ａ７调控肝癌的可

能机制吻合。肿瘤组织体细胞拷贝数变异在调节基

因表达环节具有重要作用，基因的拷贝数异常扩增

常是引起基因异常高表达的重要原因。ＤＮＡ甲基
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化是一种表观遗传调控机制，通过甲基转移酶将甲

基（ＣＨ３）基团修饰到特定 ＤＮＡ核酸位点，从而影响
基因表达。因此本研究进一步探究了 ＳＬＣ３９Ａ７基
因组水平拷贝数变异、突变与甲基化的变化，结果显

示，基于 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库分析，在 １０４５例 ＨＣＣ
中，ＳＬＣ３９Ａ７的高表达与基因拷贝数异常扩增、突
变及甲基化均有关。免疫细胞浸润已被证明可以影

响肿瘤的发生和复发，并对肿瘤的免疫治疗和临床

效果具有重要的作用
［２０］
。本研究利用 ＴＩＭＥＲ数据

库分析，ＳＬＣ３９Ａ７表达与 Ｂ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞、
ＣＤ４＋Ｔ细胞、单核细胞、中性粒细胞和树突状细胞
均呈正相关性，提示 ＳＬＣ３９Ａ７可能通过影响肿瘤免
疫微环境，调控肝癌的发生、发展，为肿瘤发生和癌

症治疗的免疫机制提供新的见解和思路。

综上所述，ＳＬＣ３９Ａ７参与了 ＨＣＣ的发生发展过
程，提示 ＳＬＣ３９Ａ７可作为肝癌新的预后标志物和靶
向治疗的潜在分子靶点，为临床诊治提供新思路。
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目标导向性活动在痉挛型双瘫患儿立位功能及痉挛的效果分析

杨阳１，袁志篧１，吕楠２，尚清２

（１．新乡医学院三全学院康复医学院，河南 新乡 ４５３００３；２．河南省儿童医院康复医院，河南 郑州 ４５００００）

摘要：　目的　探讨目标导向性活动在痉挛型双瘫患儿立位功能及痉挛的疗效。方法　将 ５０例痉挛型双瘫采用

单盲法随机分为对照组和观察组，每组各 ２５例。两组患儿均给予痉挛型双瘫常规康复训练，观察组在对照组基础上增

加目标导向性活动。于治疗前后 ３个月分别进行 ＧＭＦＭ粗大运动功能 Ｄ区（立位功能区）和 ＣＳＳ综合痉挛量表进行疗

效评定。结果　两组患儿治疗后观察组 Ｄ区总分和 ＣＳＳ总分均较对照组有显著改善（Ｐ＜０．００１），且观察组明显优于

对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　目标导向性活动可提高痉挛型双瘫患儿立位功能，并有效缓解痉挛。

关键词：　目标导向性活动；痉挛型双瘫；立位功能；痉挛
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　　脑瘫是一组持续存在的中枢性运动和姿势发育
障碍、活动受限症候群，这种症候群是由于发育中的

胎儿或婴幼儿脑部非进行性损伤所致
［１］
，其中痉挛

型脑瘫发病率最高，临床中痉挛型双瘫较为常见，双

下肢表现为尖足、马蹄足内、外翻，膝关节屈曲或过

伸展，髋关节屈曲、内旋、内收，行走时剪刀步态、易

摔倒等
［２］
。目前该疾病的康复治疗主要以 Ｂｏｂａｔｈ

等神经发育学疗法、核心训练、悬吊训练等，辅以

中医传统康复治疗的综合康复治疗。随着康复治

疗技术不断发展拓新，目标导向性训练逐渐在成

人及儿童康复中应用，且临床效果较好，但尚处于

起步阶段
［３－９］

。现将此方法应用于痉挛型双瘫患

儿，旨在研究目标导向性活动对其立位功能及痉

挛的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料
选择２０１８年 ２月 －２０１８年 ９月在河南省儿童

医院进行康复的２－４岁痉挛型脑瘫患儿 ５０例，诊
断及临床分型均符合 ２０１４年 ４月第六届全国儿童
康复和第十三届全国小儿脑瘫康复学术会议通过的

诊断标准
［１］
。纳入标准：（１）痉挛型双瘫；（２）生命

体征稳定；粗大运动功能测试量表（ＧｒｏｓｓＭｏｔｏｒ
ＦｕｎｃｔｉｏｎＭｅａｓｕｒｅ，ＧＭＦＭ）［１０－１１］：Ｄ区评定立位功能
评分≥１０分；（３）综合痉挛量表（ＣｏｍｐｏｓｉｔｅＳｐａｓｔｉｃｉ
ｔｙＳｃａｌｅ，ＣＳＳ）［１２］评分≥７分；（４）未进行任何手术
治疗；（５）未服用或注射抗痉挛药物治疗；（６）患儿
家长知情同意。排除标准：（１）其他类型脑瘫；（２）
严重视听及智力障碍；（３）癫痫发作期；（４）伴遗传
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代谢性疾病。

将符合上述标准的患儿随机分为对照组和观察

组，每组各 ２５例。两组在性别、年龄无显著性差异
（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表 １　两组一般情况比较

组别 例数
性别

男女

年龄

（珋ｘ±ｓ），月

对照组 ２５ １４ １１ ３３．６０±７．２７

观察组 ２５ １５ １０ ３４．８８±７．８５

χ２（ｔ）值 ０．０８２ａ －０．５９８

Ｐ ０．７７４ ０．５５３

１．２　研究方法
两组患儿均给予痉挛型双瘫常规康复训练，观

察组在对照组基础上增加目标导向性活动。治疗项

目每次３０ｍｉｎ，每天 １次，每周进行 ６ｄ训练，连续
治疗３个月。玩具根据患儿兴趣选择，如患儿出现
哭闹，目标性活动可调整次序进行。

１．２．１　常规康复训练
（１）功能训练：对患儿的痉挛肌群进行被动牵

伸，被动及主动活动髋关节及膝关节；抑制异常站立

及步行模式，促通正确姿势的控制，骨盆关键点控

制；立位平衡训练，蹲起 －起立训练等肌力训练，步
态训练等每次 ３０ｍｉｎ，每天 ２次，每周进行 ６ｄ训
练。

（２）物理因子治疗：采用痉挛肌治疗仪对下肢
内收肌、绳肌、腓肠肌部位进行治疗，每次２０ｍｉｎ，
每天１次，每周进行 ６ｄ训练，两个疗程休息间隔 ７
ｄ，达到松解肌肉痉挛的作用；采用蜡疗对内收肌、腓
肠肌进行蜡饼包裹，外包塑料布进行保温，通过温热

作用缓解下肢肌张力的作用，每天 １次，每周进行 ６
ｄ训练，两个疗程休息间隔 ７ｄ。

（３）推拿：采用按揉法、拿捏法按摩股四头肌、
内收肌、绳肌及腓肠肌，配合屈髋屈膝、踝关节背

屈和背伸等被动活动，推拿手法注意轻柔、力度适

中，循经施治，以达疏通经络、缓解痉挛。每次 ２０
ｍｉｎ，每天１次，每周进行６ｄ训练。

（４）康复工程：每日佩戴踝足或膝踝足矫形支
具下进行站立及行走训练３０ｍｉｎ，每日２次，每日佩
戴踝足矫形支具不少于３ｈ。

以上治疗项目均连续治疗３个月。
１．２．２　目标导向性活动

（１）骨盆、躯干控制练习：患儿取站立位和（或）
双膝跪立位，治疗师诱导患儿启动上肢向左右前上

方伸手（同时伸髋）够玩具。

（２）坐 －站练习：患儿取屈髋屈膝，双脚置于地
面上，在地面上放置颗粒玩具积木，诱导患儿从地面

上拿积木后下肢起立放置于适当高度的台面上的积

木盒中，然后语言诱导患儿有控制的坐下，可多次进

行。

（３）小腿肌肉锻炼：患儿站于楔形垫上，在其前
方置一台面，让患儿在台面上画画或者玩耍，尽可能

多的让患儿重复抬起或放下脚后跟。

１．３　评定方法
于治疗前后３个月由经过专业培训的康复治疗

师采用粗大运动功能测试量表（ＧｒｏｓｓＭｏｔｏｒＦｕｎｃ
ｔｉｏｎＭｅａｓｕｒｅ，ＧＭＦＭ）Ｄ区立位功能、综合痉挛量表
（ＣｏｍｐｏｐｓｉｔｅＳｐａｓｔｉｃｉｔｙＳｃａｌｅ，ＣＳＳ）分别评估两组患
儿的立位功能及痉挛程度。

（１）粗大运动功能测试量表 Ｄ区立位功能：包
括１３个项目（共３９分），总分越高显示患儿立位功
能越好。

（２）综合痉挛量表：包括踝跖屈肌群肌张力、跟
腱反射、踝阵挛３个项目，总分１６分，总分越高显示
患者痉挛程度越重。

（３）评估选择在安静室内，由患儿家长陪同进
行，室温２２℃ ～２５℃；评估人员由同一康复治疗师
评估，该治疗师对分组不知情。

１．４　统计学分析
数据采用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析。计量资料

用（珋ｘ±ｓ），计数资料比较采用χ２检验，描述采用ｔ检
验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义

２　结果

两组患儿治疗后 ＧＭＦＭ量表 Ｄ区总分显著提
高（Ｐ＜０．００１）、ＣＳＳ总分显著降低（Ｐ＜０．００１）。治
疗后观察组 ＧＭＦＭ量表 Ｄ区总分及 ＣＳＳ量表总分
改善明显优于对照组（Ｐ＜０．０５）。见表２、表３。

两组患儿均在院接受 ３个月康复治疗，中途未
有退出患儿，治疗期间未见明显不良反应如：肌肉损

伤、头晕等等。

表 ２　治疗前后 ＧＭＦＭ 量表 Ｄ区总分对比

组别 ｎ 治疗前 治疗后 ｔ Ｐ

对照组 ２５ ２０．７６±５．４２ ２３．９６±５．３３ －１１．０２２＜０．００１

观察组 ２５ ２０．７６±５．２１ ２７．９６±５．７２ －２１．７０９＜０．００１

ｔ －０．１０６ －２．５５７

Ｐ ０．９１６ ０．０１４

表 ３　治疗前后 ＣＳＳ量表总分对比

组别 ｎ 治疗前 治疗后 ｔ Ｐ

对照组 ２５ １１．１２±２．２４ １０．４０±１．９８ ６．６４７ ＜０．００１

观察组 ２５ １０．８８±１．９７ ８．７６±２．３１ ６．７８１ ＜０．００１

ｔ ０．４０３ ２．６９３

Ｐ ０．６８９ ０．０１０
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３　讨论

目标导向性训练是基于运动控制理论的康复训

练方法，运动控制是在目标性指令下，参照活动目标

和活动背景所提供的信息，进行内在的认知、感知觉

及运动等全方位信息自动整合和调控，并根据实践

和适应不断完善、精准
［１３－１４］

。它是运用有明确活动

目标、有意义的功能训练。

本试验中两组患儿经过近 ３个月康复训练，评
估结果显示 ＧＭＦＭ量表 Ｄ区总分较治疗前提高，
ＣＳＳ总分较治疗前降低，观察组增加目标导向性训
练后总分改变程度大于对照组，临床效果优于对照

组。研究结果证实该方法可改善患儿的站立姿势及

功能，明显缓解下肢痉挛，提高下肢运动控制能力，

从而让患者更好地参与日常生活活动。

目标导向性活动赋予了主动运动具有实际意

义
［１５］
。执行目标活动时涉及到听、视觉、触觉、前庭

觉和本体觉的判断、大脑对信息的整合和记忆、神经

对运动的有效支配等，再经过失败和成功的反馈，不

断调整运动模式，形成优化的控制程序，支配相关肌

肉以特定的顺序、速度和力量配合完成这项具体的

目标性活动，促进自动习得适应能力、前馈能力和协

调能力
［１６］
，目标越明确，效果越显著。但是，如果下

肢只做屈伸而无具体目标目标的话，就会失去上述

综合信息的输入和整合，运动的生物力学特点也完

全不同，变成一项空泛无意义的关节活动
［１７］
；如果

训练缺乏兴趣性及挑战性，很难诱发患者的主动参

与性。

吴耀敏等
［１８］
认为个体不断适应变化的目标和

环境，通过感觉统合的反馈提高个体步行姿势控制

的感知及调节能力，从而促使中枢神经系统的功能

重建，最大限度的解决其步行运动障碍的问题。李

晓捷等
［１９］
认为目标导向性活动是改善脑瘫患儿功

能的有效干预措施。ＦｅｒｇｕｓｏｎＧＤ等［２０］
强调脑瘫儿

童应进行有趣的目标并且有效的引导功能性运动，

所有的目标都应融于游戏之中，以提高患儿参与治

疗的积极性。

综上所述，目标导向性训练在患儿感兴趣的环

境下完成目标活动，诱发患儿主动运动，发挥运动潜

能，提高运动控制训练效果，值得临床推广和应用，

今后将在患儿的高年龄组或其他功能方面做进一步

研究。
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（２）：１３４０－１３４１．

［１３］　黄真．“运动学习”相关理论及其在脑性瘫痪康复中的应用
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ＤｅｖＭｅｄＣｈｉｌｄＮｅｕｒｏｌ，１９９１，３３（５）：４１９－４２６

［１６］　黄 真，王 翠．目标性活动优化早期发育［Ｊ］．中国实用儿科杂

志［Ｊ］．２０１７，３２（１１）：８３０－８３２．

［１７］　ＺｈａｏＨ，ＷｕＹＮ，ＭｉｒｉａｍＨ．Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃａｌｆｍｕｓｃｌｅ－ｔｅｎｄｏｎｂｉｏ
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［１８］　吴耀敏，沈杰，王古月，等．下肢目标导向性训练对脑卒中患

者步行能力的影响［Ｊ］．颈腰痛杂志，２０１７，３８（５）：４９４－４９５．
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［Ｊ］．中华实用儿科临床杂志，２０２０，３５（１２）：８８５－８８９．

［２０］　ＦｅｒｇｕｓｏｎＧＤ，ＪｅｌｓｍａＤ，ＪｅｌｓｍａＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｔｗｏｔａｓｋ－

ｏｒｉｅｎｔａｔｅｄｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓｆｏｒｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＤｅｖｅｌｏｐ－ｍｅｎｔａｌＣｏｏｒ

ｄｉｎａｔｉｏｎＤｉｓｏｒｄｅｒ：Ｎｅｕｒｏｍｏｔｏｒ１ｈｓｋＴｒａｉｎｉｎｇａｎｄＮｉｎｔｅｎｄｏＷｉｉ

ＦｉｔＴｈｉｎｉｎｇ［Ｊ］．ＲｅｓＤｅｖＤｉｓａｂｉｌ，２０１３，３４（９）：２４４９－２４６１．

（责任编辑：刘培培）

收稿日期：２０２１－０２－２８
基金项目：河南省科技攻关项目（１９２１０２３１０３３３）；河南省医学科技攻关计划联合共建项目（２０１８０２０３８５）；河南省高等学校重点科研项目
（２１Ａ３１００１８）；河南省医学教育研究项目（Ｗｊｌｘ２０２０３１９）；新乡医学院三全学院骨干教师培育项目（ＳＱ２０２０ＧＧＪＳ０１）；新乡医学院三全学院校级
教改课题（２０１９１８）。
作者简介：周艳琳，女，硕士，讲师，研究方向：抗感染免疫，Ｅｍａｉｌ：８６７５３１７０９＠ｑｑ．ｃｏｍ。
通讯作者：李勇莉，女，硕士，教授，研究方向：消化道肿瘤发生及转移机制和药物干预研究，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｙｏｎｇｌｉｘｙ＠１２６．ｃｏｍ。

肝细胞癌新型潜在预后生物标记物 ＣＥＮＰ－Ｎ的鉴定与分析

周艳琳，张思雨，马慧玲，李勇莉

（新乡医学院三全学院基础医学院，河南 新乡 ４５３００３）

摘要：　目的　基于 ＧＥＯ数据库分析 ＣＥＮＰ－Ｎ基因在肝癌中的表达，及对肝癌患者预后的临床意义。方法　通

过 ＧＥＯ数据库下载 ＧＳＥ４６４０８微阵列数据集进行分析，包含 ６个 ＨＣＣ样本和 ６个相邻的非肿瘤组织样本，鉴定 ＨＣＣ与

正常组织之间差异表达的基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），对 ＤＥＧｓ进行 ＧＳＶＡ、ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集通路进行分

析。最后，利用 ＴＣＧＡ数据库和 ＧＳＥ４６４０８进行验证，分析 ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ患者不同分期中的表达和对 ＨＣＣ患者生存

率的影响。结果　ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中显著高表达，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），随着肿瘤分期的进展 ＣＥＮＰ－Ｎ

表现出升高的趋势，ＣＥＮＰ－Ｎ高表达的 ＨＣＣ病人有更差的总体生存率和无病生存率。结论　ＣＥＮＰ－Ｎ可作为肝细胞

癌新的潜在预后标志物，对降低 ＨＣＣ患者死亡率，改善预后和实现个体化靶向治疗提供新的思路。

关键词：　肝细胞癌；预后标志物；ＣＥＮＰ－Ｎ

中图分类号：Ｒ３７３．１

ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｎｅｗｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｂｉｏｍａｒｋｅｒＣＥＮＰＮｇｅｎｅｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
ＺＨＯＵＹａｎｌｉｎ，ＺＨＡＮＧＳｉｙｕ，ＭＡＨｕｉｌｉｎｇ，ＬＩＹｏｎｇｌｉ
（ＳｃｈｏｏｌｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳａｎｑｕａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉｎｘｉａｎｇ，Ｈｅｎａｎ４５３００３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＣＥＮＰＮｇｅｎｅｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

（ＨＣＣ）ｂａｓｅｄｏｎＧＥＯｄａｔａｂａｓｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＧＳＥ４６４０８ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｄａｔａｓｅｔｆｒｏｍＧＥＯｄａｔａｂａｓｅｗａｓｄｏｗｎｌｏａｄｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄ．

Ｔｈｉｓｍｉｃｒｏａｒｒａｙｄａｔａｓｅｔｃｏｎｔａｉｎｅｄ６ＨＣＣｓａｍｐｌｅｓａｎｄ６ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓ．Ｔｈｅｄｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

（ＤＥＧ）ｂｅｔｗｅｅｎＨＣＣａｎｄｎｏｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈＧＳＶＡ，ＧＯａｎｄＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｐａｔｈｗａｙｓ．Ｆｉ

ｎａｌｌｙ，ＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅｓａｎｄＧＳＥ４６４０８ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＥＮＰＮｇｅｎｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣＥＮＰＮｇｅｎｅｓｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣＥＮＰＮｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨＣＣ（Ｐ＜０．０５）．ＣＥＮＰＮｓｈｏｗｅｄａｎｕｐｗａｒｄｔｒｅｎｄａｓｔｈｅｓｔａｇｅｏｆｔｕｍｏｒｐｒｏｇｒｅｓｓｅｓ．ＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣＥＮＰＮ

ｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｈａｄｐｏｏｒｅｒｏｖｅｒａｌｌａｎｄｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣＥＮＰＮｍａｙｂｅａｎｅｗｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋｅｒ

ｆｏｒＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ．ＣＥＮＰＮｇｅｎｅｍａｙｐｒｏｖｉｄｅａｎｅｗｉｄｅａｆｏｒｒｅｄｕｃｉｎｇＨＣＣｍｏｒｔａｌｉｔｙ，ｉｍｐｒｏｖｉｎｇｐｒｏｇｎｏｓｉｓａｎｄｒｅａｌｉｚｉｎｇｉｎｄｉｖｉｄｕ

ａｌｉｚｅｄｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋｅｒ；ＣＥＮＰＮ

　　ＨＣＣ是全球最常见的恶性肿瘤之一。肝癌的
死亡率在所有癌症中排名第二

［１］
，接受切除手术或

消融术后５年内约有 ７０％的 ＨＣＣ复发［２］
。导致不

良预后的主要原因是肿瘤转移和术后复发
［３］
。最

近的研究表明，ｍＲＮＡ可作为癌症预后的潜在生物
标志 物

［４］
。有 证 据 显 示 ＡＮＬＮ，ＥＣＴ２，ＨＭＭＲ，

ＫＩＦ２０Ａ，ＮＣＡＰＧ，ＰＢＫ，ＲＡＣＧＡＰ１和 ＺＷＩＮＴ等 ｍＲ
ＮＡ可作为肝癌诊断和治疗的候选靶点，通过基因
的异常表达或改变参与了肝癌的发生发展

［５］
。随

着生物信息技术成熟，已被广泛用于分析肝癌相关

的差异表达基因和相关信号通路
［６－７］

，提高肝癌筛

查和治疗的比率。本研究将通过生物信息学从大样

品临床标本中筛选肝癌组织和正常组织差异表达基

因，进行基因集变异分析（ｇｅｎｅｓｅｔｖａｒｉａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，
ＧＳＶＡ）、ＧＯ功能富集分析和 ＫＥＧＧ通路富集分析。
此外，利用癌症基因组图谱（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，
ＴＣＧＡ）数据库进行验证，分析 ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ患
者不同分期中的表达和对 ＨＣＣ患者生存率的影响。
为肝细胞癌潜在预后标志物提供新思路，为临床治

疗和随访中制定更多的个性化治疗计划提供理论
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依据。

１　材料和方法

１．１　数据获取
ＧＥＯ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ）是一

个高通量基因表达数据库。在本研究中，来自中国

台北的 ＧＳＥ４６４０８基因表达数据集从 ＧＥＯ下载。
ＧＳＥ４６４０８包含６个 ＨＣＣ样本和６个相邻的非肿瘤
组织样本。该数据集是使用 ＧＰＬ４１３３平台（Ａｇｉｌｅｎｔ
－０１４８５０ＷｈｏｌｅＨｕｍａｎＧｅｎｏｍｅＭｉｃｒｏａｒｒａｙ４ｘ４４Ｋ
Ｇ４１１２）进行的分析。对下载的 ＧＳＥ４６４０８表达矩阵
进行均一化处理，以便进一步进行差异分析。

１．２　差异基因的筛选
运用 Ｒ语言的“ｌｉｍｍｒ”包鉴定在 ＧＳＥ４６４０８数

据集中 ＨＣＣ和癌旁组织中差异表达的基因，并且计
算 ＦＣ和 ＦＤＲ。满足 ｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１．０且 ＦＤＲ＜
０．０５的基因被认为具有统计学意义，称为 ＤＥＧ。利
用 ｇｇｐｌｏｔ包绘制差异基因的火山图，用 ＴＢｔｏｏｌｓ软件
绘制差异基因前２０的热图。
１．３　基因富集分析

使用 Ｒ语言中的“ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ软件包”分别
对差异基因进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析，其中 ＧＯ
分析包括细胞成分（Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ），生物
学过程（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ），分子功能（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）。同时，通过ＧＳＶＡ包进一步对数据集
进行了基因集变异分析（ＧｅｎｅＳｅｔＶａｒｉａｔｉｏｎＡｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＧＳＶＡ）。ＧＳＶＡ是一种非参数的无监督分析方

法，主要用来评估芯片转录组的基因集富集结果，通

过将基因在不同样品间的表达量矩阵转化成基因集

在样品间的表达量矩阵，从而来评估不同的通路在

不同样品间是否富集。

１．４　蛋白互作网络的构建
用检索相互作用基因的搜索工具（ＳＴＲＩＮＧ）数

据库（版本 １０．０；ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ／）用于构建
ＰＰＩ网络，评估潜在的蛋白质相互作用可以确定疾
病发展中的可能机制。综合得分 ＞０．７的 ＰＰＩ被认
为具有统计学意义。

１．５　关键基因的鉴定与分析
在本研究中，与 ＰＰＩ网络具有高度连接性的前

３０个基因被鉴定为关键基因。基因表达谱分析互
动分析（ＧＥＰＩＡ；ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ．ｃｎ／ｄｅ
ｔａｉｌ．ｐｈｐ）是一种在线工具，用于分析来自癌症基因
组图谱和基因型组织表达计划的癌症和正常组织的

基因表达数据。通过 ＰＵＢＭＥＤ检索发现 ＣＥＮＰ－Ｎ
未在 ＨＣＣ中报道，本研究使用 ＧＥＰＩＡ进一步验证
了 ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中的表达情况，及在预后中的
意义。

２　结果

２．１　数据均一化处理
本研究对下载的 ＧＳＥ４６４０８数据集进行均一化

处理，以便于后续进行差异分析，表达矩阵在处理前

后的情况如图 １所示。结果显示经过均一化处理
后，表达矩阵有较好的均一性。

图 １　矩阵均一化
注：Ａ：矩阵均一化前的情况；Ｂ：矩阵均一化后的情况。

２．２　与肝癌相关 ＤＥＧｓ的筛选和鉴定
差异分析显示，ＨＣＣ肿瘤组织中和癌旁组织中

共鉴定出 ６７４个 ＤＥＧｓ，包括 ３７５个下调的基因和
２９９个上调的基因（图 ２Ａ）。其中差异较显著的前
２０个基因的表达进行热图分析（图２Ｂ）。
２．３　ＤＥＧｓ作用的分子机制分析

进一步分析 ＤＥＧｓ在 ＨＣＣ的潜在分子机制，ＧＯ
富集分析结果表明，ＤＥＧｓ的富集的 Ｂｐ主要涉及小
分子分解、ＤＮＡ复制、氨基酸代谢、有机酸分解等，
所富集的 ＣＣ主要有染色质区域、着丝粒区域、浓缩
的染色体中、复制复合体中、血浆脂质颗粒中等，所

富集的 ＭＦ主要有辅酶的结合过程、羧酶的结合过
程、有机酸结合过程、ＮＡＤＰＨ结合过程等（图 ３Ａ）。
ＫＥＧＧ富集结果显示，差异基因主要和细胞周期通
路、小细胞肺癌通路、ＰＰＡＲ信号通路、ＤＮＡ复制以
及脂肪酸代谢等通路相关（图 ３Ｂ）。随后，通过 ＧＳ
ＶＡ进一步探索在肿瘤中富集的通路，结果表明，在
肿瘤组织中被激活的通路主要有 Ｅ２Ｆ靶向通路、
ＭＹＣ靶向通路、Ｇ２Ｍ检查点通路、ＴＧＦｂｅｔａ信号通
路、Ｐ５３信号通路、ＰＩ３ＫＡＫＴ信号通路等，在肿瘤中
被抑制的通路主要有 ＷＮＴｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎ信号通路、
ＴＮＦＡ信号通路、脂肪酸代谢通路等（图３Ｃ）。
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图 ２　与 ＨＣＣ相关 ＤＥＧｓ的筛选
注：Ａ：ＤＥＧｓ的火山图；Ｂ：前２０个 ＤＥＧｓ的热图

图 ３　ＤＥＧｓ作用的分子机制分析
注：Ａ：ＧＯ富集分析；Ｂ：ＫＥＧＧ富集分析；Ｃ：ＧＳＶＡ富集分析。
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２．４　ＣＥＮＰＮ的鉴定与预后生存分析
通过对 ＤＥＧｓ进行 ＰＰＩ分析，筛选出分子连接

度排名前３０的基因作为关键基因（图 ４Ａ）。随后，
通过 ＰＵＢＭＥＤ检索发现 ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中的表
达及功能还尚未被研究。通过 ＧＥＰＩＡ数据库进一
步验证 ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中的表达情况，结果显示，
与正常组织相比，ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中显著高表达
（Ｐ＜０．０５）（图 ４Ｂ）。ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ不同分期
中的表达结果显示，ＣＥＮＰ－Ｎ随着肿瘤分期的进展

表现为升高趋势（图４Ｃ），由于 ＳｔａｇｅⅣ的病人只有４
例，所以 ＳｔａｇｅⅣ期的数据可能存在一定的统计学偏
差。基于 ＧＥＰＩＡ数据库绘制 ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中
的生存曲线图，ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中对总体生存率
结果显示，ＣＥＮＰ－Ｎ高表达的 ＨＣＣ病人有更差的
总体生存率（图 ４Ｄ）。ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中对无病
生存率结果显示，ＣＥＮＰ－Ｎ高表达的 ＨＣＣ病人有
更差的无病生存率（图４Ｅ）。

图 ４　ＣＥＮＰ－Ｎ的鉴定与预后生存分析
注：Ａ：连接度 Ｔｏｐ２０的 ＤＥＧｓ分析；Ｂ：ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中表达验证分析；Ｃ：ＣＥＮＰ－Ｎ的表达量与 ＨＣＣ临床分期的关系；

Ｄ：ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中总体生存率分析；Ｅ：ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中无病生存率分析

３　讨论

着丝粒是染色体的短臂和长臂的交叉点，在有

丝分裂的着丝粒染色质上形成动粒
［８］
。在细胞分

裂过程中，线粒体蛋白通过纺锤体微管调节 ＤＮＡ的
分离，因此，着丝粒在细胞周期调控和染色体分离中

极为重要
［９］
。着丝粒蛋白（ＣＥＮＰｓ）包含１８个亚型，

在有丝分裂期间通过微管调节与缔合和解离动力学

相关。ＣＥＮＰ－Ａ整合着丝粒染色质的代替组蛋白

Ｈ３进行维护着丝粒染色质［１０］
。近年来基于生物信

息学的研究显示，ＣＥＮＰ－Ａ在肝癌、乳腺癌、结直肠
癌、肺癌等 ２０种不同类型的实体癌中表达升
高

［１１－１３］
，这种过表达与肿瘤的发生、发展、侵袭、转

移及预后等密切相关。ＣＥＮＰ－Ｂ影响着丝粒外区
域异染色质，参与乳腺癌的发生、发展

［１４］
。ＣＥＮＰ－

Ｅ是一个重要的纺锤体检查点蛋白，通过参与细胞
分裂后期的着丝粒点对微管的捕捉和染色体的移

动，调控肝癌、乳腺癌、肺癌等实体癌的发生发
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展
［１５－１７］

。ＣＥＮＰ－Ｅ通过影响染色体数目，引起染
色体非整倍数变化，导致肝癌的发生

［１８］
。ＣＥＮＰ－Ｆ

和 ＣＥＮＰ－Ｈ在乳腺癌中过表达，其高表达水平与
乳腺癌进展、预后以及染色体不稳定性密切相

关
［１９］
。ＣＥＮＰ－Ｎ可直接结合 ＣＥＮＰ－Ａ的着丝粒

靶向结构域。通过 ＰＵＢＭＥＤ检索发现 ＣＥＮＰＮ在
ＨＣＣ中的表达及功能还尚未被研究。

本研究结果显示，ＣＥＮＰ－Ｎ在 ＨＣＣ中显著高
表达，差异性具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＣＥＮＰ－Ｎ
随着肿瘤分期的进展表现为升高趋势，由于 ＳｔａｇｅⅣ
的病人只有４例，所以 ＳｔａｇｅⅣ期的数据可能存在一
定的统计学偏差。此外，ＣＥＮＰ－Ｎ高表达的 ＨＣＣ
病人有更差的总体生存率和更差的无病生存率。

ＣＥＮＰ－Ｎ的消耗会导致几种 ＣＥＮＰ的下调，并且被
认为对于制造新的着丝粒是必不可少

［２０］
，这可能与

ＣＥＮＰ－Ｎ直接结合 ＣＥＮＰ－Ａ的着丝粒靶向结构域
有关。

综上所述，ＣＥＮＰ－Ｎ可作为肝细胞癌新的潜在
预后标志物，对降低 ＨＣＣ患者死亡率，改善预后和
实现个体化靶向治疗提供新的思路。
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摘要：　目的　探讨人脐带间充质干细胞源外泌体对黑色素瘤细胞生长的影响。方法　利用差速超速离心法提取

人脐带间充质干细胞源外泌体，并用透射电子显微镜、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法鉴定外泌体形态、粒径和蛋白；利用 ＣＣＫ－８法、

细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测不同浓度人脐带间充质干细胞源外泌体对黑色素瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力的

影响。结果　人脐带间充质干细胞源外泌体呈杯托状，平均粒径 ７０ｎｍ左右，表达标志性蛋白 ＣＤ６３和 ＣＤ９。４种浓度

人脐带间充质干细胞源外泌体对黑色素瘤细胞增殖、迁移和侵袭能力均具有促进作用，在 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ浓度

３００μｇ·ｍＬ－１时达到最高，而在浓度 ４００μｇ·ｍＬ－１促进率开始明显下降。结论　人脐带间充质干细胞源外泌体能促

进黑色素瘤细胞生长，且有时间、剂量依赖性。

关键词：　外泌体；黑色素瘤；细胞增殖；细胞迁移；细胞侵袭
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　　恶性黑色素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ）是一
种来源于黑色素细胞异常增生，恶性程度较高的皮

肤肿瘤，转移发生早，预后效果差，晚期和有远端转

移的患者平均生存期仅有６－１０个月［１］
。恶性黑色

素瘤在过去几十年里全球发病率逐渐提高，占所有

皮肤癌的５％［２］
。全部皮肤癌死亡人数中的７５％都

为恶性黑色素瘤患者，每年全球约有１３．２万恶性黑
色素瘤患者

［３－４］
。外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）直径 ３０－１５０

ｎｍ，具有磷脂双分子层膜结构，内含母细胞源蛋白、
ｍｉＲＮＡ、核酸等物质，执行细胞间信号传递功能［５］

。

外泌体对肿瘤进展的影响已经受到广泛关注，间充

质干细胞源外泌体（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ－ｄｅｒｉｖｅｄ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＭＳＣ－Ｅｘｏ）可通过支持或抑制两种方式
影响肿瘤的发展

［６］
，ＭＳＣｓ－Ｅｘｏ与 ＭＳＣｓ具有类似

的生物学活性，如免疫原性低、向病变部位归巢的能

力等
［７－８］

。有研究提示，骨髓 ＭＳＣｓ来源的外泌体
（ＢＭＳＣｓ－Ｅｘｏ）在骨肉瘤和胃癌细胞系中通过激活
Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路促进肿瘤生长［９］

。虽然 ＭＳＣ－
Ｅｘｏ在肿瘤微环境中主要介导肿瘤促进作用，但也
有研究表明 ＭＳＣ－Ｅｘｏ具有抑制肿瘤活性的能
力

［６，１０］
。目前，ＭＳＣｓ到底对肿瘤是起到促进或抑制

作用尚有很大争议
［１１］
。本研究探讨不同浓度人脐
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带间充质干细胞来源的外泌体（ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ）
对黑色素瘤细胞增殖、迁移、侵袭的影响，为 ｈＵＣ－
ＭＳＣ－Ｅｘｏ影响黑色素瘤发生及发展机制提供实验
依据，并为寻找黑色素瘤治疗靶点提供启示。

１　材料与方法

１．１　细胞株
黑色素瘤 Ｂ１６细胞，本实验室保存。
人脐带间充质干细胞，本实验室通过脐带组织

块分离培养得到。

１．２　主要试剂与仪器
胎牛血清购自 Ｔｈｅｒｍｏ公司，２．５％胰蛋白酶、

ＣＣＫ－８试剂、ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０培养基、Ｌ－谷氨
酰胺均购自索莱宝公司，ＢＣＡ蛋白质定量检测试剂
盒购自碧云天公司，人间充质干细胞无血清培养液

ＵｌｔｒｏｓｅｒＧ、Ｕｌｔｒａｃｕｌｔｕｒｅ购自 Ｌｏｎｚａ公司，双抗购自
Ｇｉｂｃｏ公司，ＰＥ标记的 ＣＤ７３、ＣＤ１０５、ＣＤ３４、ＣＤ４５、
ＨＬＡ－ＤＲ抗体及 ＦＩＴＣ标记的 ＣＤ９０抗体均购自
Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，ＣＤ６３购自 Ａｂｃｌｏｎａｌ，ＣＤ９（Ａｂｃａｍ）。ＣＯ２
培养箱（Ｈｅｒａｃｅｌｌ１５０ｉ）、高速冷冻离心机（ＳＴ１６Ｒ）、
酶联免疫检测仪（ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ）均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司，倒置荧光显微镜（ＩＭ－５）购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司，超速离心机（ＯｐｔｉｍａＸＥ－９０）购自美国 Ｂｅｃｋ
ｍａｎ公司，透射电子显微镜（ＨＴ７７００）购自日本日
立公司。

１．３　方法
１．３．１　ｈＵＣ－ＭＳＣ的分离培养　研究获得新乡医
学院三全学院伦理委员会的批准，通过新乡医学院

第三附属医院征求产妇及家属同意后，无菌采集足

月剖宫产新生儿脐带大于１５ｃｍ，无菌剥离出华通氏
胶，剪成约 １ｍｍ３大小组织块，均匀接种于 Ｔ７５培
养瓶，用５ｍｌ完全培养基（２％ Ｕｌｔｒａｃｕｌｔｕｒｅ＋５％ －Ｌ
谷氨酰胺 ＋１％双抗）培养组织块过夜，待组织块牢
固贴壁后弃去旧培养基，重新添加完全培养基，３ｄ
换１次培养液，待组织块周围长出足量人脐带间充
质细胞，胰酶消化传代，取２代细胞进行试验。
１．３．２　ｈＵＣ－ＭＳＣ流式细胞术鉴定　收集第 ３代
人脐带间充质细胞按照韩潇等

［１２］
所述方法进行流

式细胞仪检测。

１．３．３　ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ的提取及鉴定　参考并
改进 ＺＨＡＮＧ等［１３］所述方法提取外泌体；加入适
量生理盐水重悬，用 ＢＣＡ蛋白质定量试剂盒对进行
蛋白定量检测，５６２ｎｍ处测量吸光值，０．２２μｍ针
头式过滤器过滤，生理盐水调整浓度，分装 ５００μＬ／

管，－８０℃冰箱保藏备用。参考 Ｋａｌｉｍｕｔｈｕ等所述
方法

［１４］
用 ＨＴ７７００透射电子显微镜对外泌体观察

和图像采集
［１４］
。利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法测定外泌体

表面标志物 ＣＤ６３、ＣＤ９的表达。
１．３．４　细胞增殖实验　消化收集对数生长期细胞，
调整细胞浓度以 １×１０４个·ｍＬ－１为最佳，接种在
９６孔培养板中，每孔 １００μＬ，ＣＯ２培养箱中培养过
夜。显微镜下观察细胞铺满孔底 ８０％即可加药。
实验组分别加入 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ终浓度为 １００、
２００、３００、４００μｇ·ｍＬ－１的培养基。对照组分别加
入等量生理盐水的培养基。空白组只加入等量培养

基，在 ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ和４８ｈ。待测孔中添
加１０μＬＣＣＫ－８试剂，再次放入 ＣＯ２培养箱培养３
ｈ。４５０ｎｍ处检测吸光度。

增殖率 ＝（加药组细胞平均吸光度／对照组细
胞平均吸光值 －１）×１００％
１．３．５　细胞迁移实验　参考吕达等［１５］

所述方法取

对数生长期细胞，加入 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ处理，实验
组分别加入 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ终浓度为 １００、２００、
３００、４００μｇ·ｍＬ－１的培养基。对照组加入等量生
理盐水。分别在 ０、２４、４８ｈ固定观察划痕位置并拍
照。

１．３．６　细胞侵袭实验　参考叶锦豪等［１６］
所述方

法，将接种过细胞的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于 ３７℃，５％
ＣＯ２培养箱培养２４ｈ后检测。用棉签将上室未侵袭
细胞擦除，移去 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，倒置并风干。ＰＢＳ漂
洗，再用０．１％结晶紫染色。ＰＢＳ缓慢漂洗 ３次并
用棉签擦拭，倒置显微镜下取不同视野拍照计数。

１．３．７　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１５．０统计软件。
计算资料用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分
析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｈＵＣ－ＭＳＣ的分离培养
组织块原代培养 ｈＵＣ－ＭＳＣ，组织块贴壁 ５ｄ

后，有大量细胞从爬出（图 １Ａ）；细胞融合 ７０％ －
８０％时传代培养，传代后细胞以梭形为主，半透明
状，轮廓清晰，折光性好（图１Ｂ）。
２．２　ｈＵＣ－ＭＳＣ的鉴定

ｈＵＣ－ＭＳＣ稳定高表达 ＣＤ７３（９９．９４％）、ＣＤ９０
（９９．９７％）、ＣＤ１０５（９９．９６％）均大于 ９９％，不表达
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＨＬＡ－ＤＲ（＜０．５％）。结果表明，本实
验室所得 ｈＵＣ－ＭＳＣ，符合国际细胞治疗协会 ＩＳＣＴ
间充质干细胞标准

［１７］
。
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图 １　脐带中分离的人间充质干细胞（１００×）
注：Ａ．组织块培养原代细胞（Ｐ０）Ｂ．传代培养２代细胞（Ｐ２）

２．３　ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ的鉴定
绘制 ＯＤ５６８处吸光度相关 －回归曲线（图２）。

回归方程 ｙ＝０．５９９ｘ＋０．０４２（Ｒ２＝０．９９９），人间充
质干细胞分泌的 Ｅｘｏｓｏｍｅ浓度为１７５９μｇ·ｍＬ－１。

图 ２　相关 －回归曲线

透射电子显微镜下，ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ具有双层
膜结构，整体呈杯托状（图３），本研究所得提取物粒
径主要集中在７０ｎｍ左右，且大多数粒径集中在 ５０
－９０ｎｍ，从电镜结果可以看出，本实验所得提取物
主要以外泌体为主。

图 ３　透射电子显微镜鉴定结果

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，所得外泌体阳性表达特
定标志物 ＣＤ６３和 ＣＤ９（图４），符合文献［１８］报道，
说明成功获得了 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ。

图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果

２．４　ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ促进黑色素瘤细胞的增
殖、迁移和侵袭

由图 ５可知，随着 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ浓度的增
大和作用时间的延长，促进率逐渐增大，并在 ｈＵＣ－
ＭＳＣ－Ｅｘｏ浓度 ３００μｇ·ｍＬ－１组达到最高，而在浓
度４００μｇ·ｍＬ－１促进率开始明显下降。综上可知，
ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ对 Ｂ１６细胞的增殖具有促进作用，
且 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ对 Ｂ１６细胞增殖的促进作用具
有时间依赖性（Ｐ＜０．０５）。

图 ５　不同浓度 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ对 Ｂ１６细胞增殖影响

注：Ａ－Ｂ：含不同浓度 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ培养基培养２４ｈ、４８ｈ

由图 ６可知，ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ组随着浓度增
高，划痕愈合能力逐渐增强，细胞迁移能力逐渐上

升，并在３００μｇ·ｍＬ－１的浓度达到最高，而在浓度

４００μｇ·ｍＬ－１细胞迁移能力开始下降。
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图 ６　不同浓度 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ对 Ｂ１６细胞迁移影响（４０×）

　　由图 ７可知，随着 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ浓度的增
大，Ｂ１６细胞穿膜数量逐渐增多，并在３００μｇ·ｍＬ－１

的浓度达到最高，而在浓度４００μｇ·ｍＬ－１穿膜细胞
数量开始减少。

图 ７　不同浓度 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ对 Ｂ１６细胞侵袭影响（４０×）

注：Ａ－Ｅ：含０、１００、２００、３００、４００μｇ·ｍＬ－１ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ培养基培养２４ｈ

３　讨论

在众多潜在的分子机制中，以往的研究尚未对

ＭＳＣ的分子机制完全阐明，ＭＳＣ－Ｅｘｏ被认为是至
关重要的

［１９－２０］
。２０１７年，有研究表面，ｈＢＭＳＣ－

Ｅｘｏ能够促进骨肉瘤细胞及胃癌细胞的生长［９］
。也

有研究表明，ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ通过激活 Ａｋｔ信号通
路，增强胃癌细胞 ＨＧＣ－２７迁移和侵袭能力［２１］

，

ＷＡＮＧ等［２２］
也证实了 ＭＳＣ－Ｅｘｏ可将 ｍｉＲＮＡ－２２１

转移至胃癌 ＨＧＣ－２７细胞，从而促进其生长及迁
移。更多研究表明，ＭＳＣ－Ｅｘｏ能够促进鼻咽癌［２３］

、

乳腺癌细胞
［２２，２４］

、前列腺癌
［２５］
的 增殖及迁移。

Ｄｏｎｇ等证实了 ＭＳＣ－Ｅｘｏ参与肿瘤微血管的形成
并促进肿瘤细胞的生长，如 ＭＳＣ－Ｅｘｏ中可通过转
移 ｍｉＲ－４１０促进体内肺腺癌细胞增长［２６］

。

但也有研究表明 ＭＳＣ－Ｅｘｏ具有抑制肿瘤活性
的能力

［６，１０］
，ＭＳＣ－Ｅｘｏ通过抑制血管内皮生长因

子的表达
［２７］
，从而抑制乳腺癌细胞生长。ＬＯＵ

等
［２８］
研究指出人脂肪 ＭＳＣｓ转染 ｍｉＲ－１２２后，外

泌体通过改变肝癌细胞中 ｍｉＲ－１２２靶基因的表
达，提高对索拉非尼的敏感性，增强抗肿瘤效果。

Ｐａｋｒａｖａｎ等［２９］
认为 ＢＭＳＣ－Ｅｘｏ能抑制癌细胞的生

长和增殖。还有研究发现，ｍｉＲ－３０２Ａ负载的 ｈＵＣ
－ＭＳＣ－Ｅｘｏ可通过抑制细胞周期蛋白 Ｄ１的表达
和 ＡＫＴ信号通路而抑制子宫内膜癌细胞的增殖和
迁移，同时这些外泌体还具有肿瘤归巢能力

［３０］
。

上述研究结果之间的差异可能与多种因素相

关，Ｖａｋｈｓｈｉｔｅｈ等［６］
研究表明 ＭＳＣｓ的来源对肿瘤的

抑制或促进至关重要，另外 ＭＳＣｓ培养的标准化条
件也有一定的影响，因为 ＭＳＣｓ培养条件可能影响
分泌生物活性因子的整体特征

［３１］
。

本研究结果显示，不同浓度 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ对
黑色素瘤 Ｂ１６细胞增殖、迁移、侵袭均具有促进作用，
且呈时间和剂量依赖性。并在ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ浓度
为３００μｇ·ｍＬ－１时达到最大值，４００μｇ·ｍＬ－１开始
明显下降。关于 ｈＵＣ－ＭＳＣ－Ｅｘｏ浓度在更高浓度
时是否具有抑制作用有待后续研究，另外 ｈＵＣ－
ＭＳＣ－Ｅｘｏ对 Ｂ１６细胞的调控作用是通过什么机制
完成的，还需要进一步探究。
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ｍｉＲ２７ａ抑制 Ｓｆｒｐ１促进肾小管上皮细胞 ＥＭＴ的机制研究
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摘要：　目的　检测高糖诱导的肾小管上皮细胞（ＮＲＫ－５２Ｅ）中 ｍｉＲ－２７ａ是否通过调控分泌型卷曲相关蛋白 １

（ＳｅｃｒｅｔｅｄＦｒｉｚｚｌｅｄ－ｒｅｌａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎ１，Ｓｆｒｐ１）的表达促进肾小管上皮细胞向间质细胞转分化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎ

ｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）。方法　１．将 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞分为正常糖（ＮＧ５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）和高糖（ＨＧ３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）两组，分别利用

ｑＲＴ－ＰＣＲ、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞中 ｍｉＲ－２７ａ、Ｓｆｒｐ１、Ｅ－钙粘蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、α平滑肌肌动蛋白

（α－ＳＭＡ）、Ⅳ型胶原（ｃｏｌ－Ⅳ）的表达变化；２．利用荧光素酶报告基因检测验证 ｍｉＲ－２７ａ与 Ｓｆｒｐ１的相互作用；３．在高

糖诱导下将 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞设 ｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓ组（ｍｉＲ－２７ａｍ）、ｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ组（ｍｉＲ－２７ａｍｎｃ），

ｍｉＲ－２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（ｍｉＲ－２７ａｉ）、ｍｉＲ－２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ组（ｍｉＲ－２７ａｉｎｃ），分别利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ检测各组 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞中 ｍｉＲ－２７ａ、Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、α－ＳＭＡ、ｃｏｌ－Ⅳ的表达变化。结果　与 ＮＧ组比较，ＨＧ

组 ｍｉＲ－２７ａＲＮＡ表达水平增高，α－ＳＭＡ、ｃｏｌ－Ⅳ ＲＮＡ和蛋白水平均增高（Ｐ＜０．０５），Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平下

调（Ｐ＜０．０５）；荧光素酶报告基因显示 ｍｉＲ－２７ａ能够靶向调控 Ｓｆｒｐ１ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ；细胞转染实验结果发现：与 ｍｉＲ－

２７ａｍｎｃ组比较，ｍｉＲ－２７ａｍ组 ｍｉＲ－２７ａＲＮＡ水平增高（Ｐ＜０．０５），α－ＳＭＡ、ｃｏｌ－Ⅳ ＲＮＡ和蛋白水平均增高（Ｐ＜

０．０５）；Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平下调（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉＲ－２７ａｉｎｃ组比较，ｍｉＲ－２７ａｉ组 ｍｉＲ－２７ａ表达水平下调，α

－ＳＭＡ、ｃｏｌ－Ⅳ ＲＮＡ和蛋白水平均降低（Ｐ＜０．０５），Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平增加（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ－２７ａ可

以通过抑制 Ｓｆｒｐ１的表达促进肾小管 ＥＭＴ，参与糖尿病肾病肾纤维化的发生。

关键词：　ｍｉＲ－２７ａ；分泌型卷曲相关蛋白 １；ＮＲＫ－５２Ｅ；上皮细胞向间质细胞转分化
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　　糖尿病肾病（ｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是导致
终末期肾衰的常见原因。近年来研究发现微小核糖

核酸（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）的异常表达与慢性肾脏疾
病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅｓ，ＣＫＤ）的发生密切相
关

［１－５］
，且 ｍｉＲ－２７ａ、ｍｉＲ－３４ａ、ｍｉＲ－３４２等是

ＣＫＤ早期重要的生物标志物。作为 ｍｉＲ－２７家族
成员之一，ｍｉＲ－２７ａ被认为是乳腺癌［６］

、口腔鳞状

细胞癌
［７］
、胃癌

［８］
等疾病的调控因子，并参与 ＥＭＴ

的过程。也有研究报道
［９］
，在 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞中，

ｍｉＲ－２７ａ靶向调控 ＰＰＡＲγ的表达，激活 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ３信号通路，最终引起肾小管间质纤维化的发
生，而 ＥＭＴ在肾脏纤维化的发生发展中扮演着重要
的角色。有研究发现 Ｓｆｒｐ１是 ｍｉＲ－２７ａ最主要的
靶基因，过表达 ｍｉＲ－２７ａ可以抑制 Ｓｆｒｐ１蛋白的表
达，引起乳腺癌细胞发生增殖、侵袭、迁移等

［１０］
。本

课题组的前期研究发现 Ｓｆｒｐ１表达减少可以活化
Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ信号通路促进 ＤＮ肾纤维化的发
生

［１１－１２］
。因此，我们拟从体外水平分别观察过表达

和敲低 ｍｉＲ－２７ａ后对 Ｓｆｒｐ１及 ＥＭＴ相关分子表达
的影响，探索在高糖环境下的 ｍｉＲ－２７ａ能否通过
调控 Ｓｆｒｐ１的表达影响 ＥＭＴ的发生。

１　材料与方法

１．１　材料
大鼠近端肾小管上皮细胞株（ＮＲＫ－５２Ｅ细

胞），购于美国菌种保藏中心（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅ
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）。ＴｒｉｚｏｌＲｅｇｅｎｔ（ａｍｂｉｏｎ公司）；
Ｓｆｒｐ１和 β－ａｃｔｉｎ引物（上海生工生物技术工程服务
有限公司）；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅ
ｓｉｓＫｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ公司）；２×ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ（天
根生化科技有限公司）；Ｂｕｌｇｅ－ＬｏｏｐＴＭｍｉＲＮＡｑＲＴ
－ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ试剂盒（广州锐博生物公司）；ｍｉＲＮＡ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ、ｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓ（广州瑞博生物科
技有限公司）；ｐＭＩＲ－ＲＥＰＯＲＴ－Ｓｆｒｐ１野生型和突
变型（上海毅乐生物科技有限公司）；兔抗大鼠多克

隆抗体 Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ（北京博奥森生物技术有
限公司）；小鼠抗大鼠单克隆抗体 ｃｏｌ－Ⅳ抗体（美
国 Ｓｉｇｍａ公司）；小鼠抗大鼠单克隆抗体 β－ａｃｔｉｎ抗
体、辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 ＩｇＧ、辣根过氧化物
酶标记羊抗兔 ＩｇＧ（武汉普美克生物技术有限公
司）；兔抗大鼠多克隆抗α－ＳＭＡ抗体（武汉ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｅｃｈ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养与转染　ＮＲＫ－５２Ｅ细胞培养于含
１０％胎牛血清 ＤＭＥＭ培养基中，５％ＣＯ２３７℃培养箱

中培养。细胞长至７０％时分为ＮＧ（５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

组、ＨＧ（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）组 ４８ｈ后收取蛋白或 ＲＮＡ
备用；高糖培养的 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞长至 ７０％时分成
ｍｉＲ－２７ａｍ（ｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓ）组、ｍｉＲ２７ａｍｎｃ
（ｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）组、ｍｉＲ－２７ａｉ
（ｍｉＲ－２７ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）组、ｍｉＲ２７ａｉｎｃ（ｍｉＲ－２７ａ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）组转染 ４－６ｈ后用新鲜高
糖培养基替换原培养基，４８ｈ后收取蛋白或 ＲＮＡ
备用。

１．２．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ　按照蛋白提取试剂盒说明
书提取 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞总蛋白，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电
泳分离后，将其转至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶封闭
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次 ×５ｍｉｎ，一抗孵育，浓度分别为
β－ａｃｔｉｎ（１４０００）、Ｓｆｒｐ１（１５００）、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ
（１３００）、α－ＳＭＡ（１３００）、ｃｏｌ－Ⅳ（１１０００）；
４℃冰箱孵育过夜；１％脱脂牛奶配置的二抗室温孵
育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３×１０ｍｉｎ，ＥＣＬ液显色，Ｂｉｏ－Ｒａｄ
凝胶成像系统扫描检测 ＰＶＤＦ膜上的目的蛋白灰
度，检测 ＰＶＤＦ膜上的目的蛋白，ＩｍａｇｅＬａｂ５．１图
像分析软件分析蛋白信号的相对含量，以 β－ａｃｔｉｎ
为内参，计算各目标蛋白的相对含量。

１．２．３　ｑＲＴ－ＰＣＲ　Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞
总 ＲＮＡ，按照ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅ
ｓｉｓＫｉｔ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）说明书逆转录 ｃＤＮＡ，按
照 ＴａｌｅｎｔｑＰＣＲＰｒｅＭｉｘ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）说明书行 ｑＲＴ
－ＰＣＲ实验；分别按照 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤ
ＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）和 Ｂｕｌｇｅ－
ＬｏｏｐＴＭｍｉＲＮＡＱｒｔ－ＰＣＲＰｒｉｍｅｒ试剂盒（广州锐博
生物公司）试剂盒说明书行 ｍｉＲ－２７ａ的逆转录。
应用荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 Ｂｉｏ－ｒａｄ公司）进行检
测，引物序列为见表 １。ｍＲＮＡ的相对表达量用
２－△△ｃｔ方法分析。

表 １　ｑＲＴ－ＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５’—３’） Ｔｍ 引物长度

β－ａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＧＴＣＴ ６３．９℃ ２１２ｂｐ

Ｒ：ＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ

Ｓｆｒｐ１ Ｆ：ＣＴＣＴＣＣＡＡＧＴＧＧＣＡＧＡＧＧＡＣ ６３．９℃ １８６ｂｐ

Ｒ：ＧＡＧＧＡＣＡＧＴＣＧＣＴＧＧＡＧＴＴＣ

Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＡＣＴＴＴＧＧＴＧＴＧＧＧＴＣＴＧＧＡＧ ６０．３℃ １６６ｂｐ

Ｒ：ＴＣＴＧＴＧＧＣＡＡＴＧＡＴＧＡＧＡＧＣ

α－ＳＭＡ Ｆ：ＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＣＡＣＣＴ ６０．３℃ ２１２ｂｐ

Ｒ：ＣＣＧＣＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＡＧＡＡＴ

ｃｏｌ－Ⅳ Ｆ：ＡＡＧＡＣＣＴＴＧＧＴＡＣＴＣＴＧＧＧＣ ５４．０℃ １５８ｂｐ

Ｒ：ＡＧＴＡＡＴＴＧＧＧＧＣＣＡＴＧＴＣＣＡ

１．２．４　荧光素酶报告基因实验　利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ
和 ｍｉＲａｎｄａ生 物 信 息 软 件 预 测 ｍｉＲ －２７ａ和
Ｓｆｒｐ１ｍＲＮＡ的３’ＵＴＲ区的结合位点，并由上海毅乐
生物科技有限公司设计 Ｓｆｒｐ１野生型和突变型质
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粒，分别命名为 ｐＭＩＲ－ＲＥＰＯＲＴ－Ｓｆｒｐ１野生型（ｗｔ
Ｓｆｒｐ１－３’ＵＴＲ）和 ｐＭＩＲ－ＲＥＰＯＲＴ－Ｓｆｒｐ１突变型
（ｍｔＳｆｒｐ１－３’ＵＴＲ）。进行转染前一天，将 ＮＲＫ－
５２Ｅ细胞铺入 ２４孔板中，使转染时细胞密度达到
５０％左右，分别取 ５０ｎＭｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓ（或）ｍｉＲ
－２７ａｍｉｍｉｃｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ、２０ｎｇ海肾荧光质粒和
２００ｎｇＳｆｒｐ１野生型（或突变型质粒）混合于 ＤＭＥＭ
培养基中，转染４－６ｈ后弃去培养基，加入含２％血
清的高糖培养基；４８ｈ后按照 Ｄｕａｌ－Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ）说明书操作。弃去
细胞培养液，冰 ＰＢＳ清洗细胞 ３次；吸净 ２４孔板中
ＰＢＳ液，每孔加入１００μＬＰＬＢ，于水平摇床上常温裂
解１５－２０ｍｉｎ；冰上吹打细胞，使充分裂解，将裂解
液吸至１．５ｍＬＥＰ管中，４℃ １２０００ｒｐｍ离心３ｍｉｎ；
离心后，每孔吸等量上清至新的１．５ｍＬＥＰ管中；上
机检测，分别加入 １００μＬＬＡＲⅡ和 １００μＬＳｔｏｐ＆
Ｇｌｏ Ｂｕｆｆｅｒ液，利用荧光素酶报告基因检测仪检测
萤火虫荧光值与海肾荧光值的比值，并进行统计。

１．２．５　统计分析　ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据以均
数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，数据符合正态分布。两组
间采用独立样本 ｔ检验。以 Ｐ＜０．０５示差异具有统
计学意义。

图 １　ｐＭＩＲ－ＲＥＰＯＲＴ－Ｓｆｒｐ１质粒图谱

２　结果

２．１　ＮＧ和 ＨＧ两组细胞中相关指标 ＲＮＡ和（或）
蛋白的表达水平

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，与 ＮＧ组相比，ＨＧ组
ｍｉＲ－２７ａ表达明显增高（Ｐ＜０．０５），而 Ｓｆｒｐ１的表
达降低（Ｐ＜０．０５），见图２Ａ；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，
与 ＮＧ组比较，ＨＧ组 Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低
（Ｐ＜０．０５），而 ｃｏｌ－Ⅳ、α－ＳＭＡ的蛋白表达上调
（Ｐ＜０．０５），见图２Ｂ、Ｃ。

图 ２　ＮＧ、ＨＧ两组细胞中相关指标表达情况

２．２　ｍｉＲＮＡ－２７ａ靶向调控 Ｓｆｒｐ１
荧光素酶报告基因实验结果显示，与野生型重

组质粒 ｗｔＳｆｒｐ１－３’ＵＴＲ＋ｍｉＲ－２７ａｍｎｃ相比，野
生型重组质粒 ｗｔＳｆｒｐ１－３’ＵＴＲ＋ｍｉＲ－２７ａｍ组的
相对荧光素酶活性降低（Ｐ＜０．０５）；而当 Ｓｆｒｐ１基因
３’ＵＴＲ的潜在结合位点发生点突变后，突变型质粒
ｍｔＳｆｒｐ１－３’ＵＴＲ＋ｍｉＲ－２７ａｍｎｃ与 ｍｔＳｆｒｐ１－３’
ＵＴＲ＋ｍｉＲ－２７ａｍ组未见明显差异（Ｐ＞０．０５），见
图３。说明 ｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓ和 ｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ无法抑制突变型质粒荧光素酶活性。
以上结果表明，ｍｉＲ－２７ａ能与 Ｓｆｒｐ１ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ
区结合，而且 ｍｉＲ－２７ａ能特异性的作用于这一位
点，抑制 Ｓｆｒｐ１的表达。

图 ３　荧光素酶报告基因检测 ｍｉＲ－２７ａ靶向调控 Ｓｆｒｐ１

２．３　过表达 ｍｉＲ－２７ａ对 ＮＲＫ －５２Ｅ细胞中
Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｃｏｌ－Ⅳ、α－ＳＭＡ表达水平的
影响
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ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，与 ｍｉＲ－２７ａｍｎｃ组相
比，ｍｉＲ－２７ａｍ组 ｍｉＲ－２７ａ表达明显增高（Ｐ＜
００５），而 Ｓｆｒｐ１的表达降低（Ｐ＜００５），见图 ４Ａ。
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，与 ｍｉＲ－２７ａｍｎｃ组比较，

ｍｉＲ－２７ａｍ组 Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低（Ｐ＜
００５）；而 ｃｏｌ－Ⅳ、α－ＳＭＡ的蛋白表达明显上调
（Ｐ＜０．０５），见图４Ｂ、Ｃ。

图 ４　过表达 ｍｉＲ－２７ａ后相关指标表达情况

２．４　抑制 ｍｉＲ－２７ａ对 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞中 Ｓｆｒｐ１、
Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｃｏｌ－Ⅳ、α－ＳＭＡ表达水平的影响

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，与 ｍｉＲ－２７ａｉｎｃ组相比，
ｍｉＲ－２７ａｉ组 ｍｉＲ－２７ａ表达明显降低（Ｐ＜０．０５），
而 Ｓｆｒｐ１的表达增加（Ｐ＜０．０５），见图 ５。Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ结果显示，与 ｍｉＲ－２７ａｉｎｃ组比较，ｍｉＲ－２７ａｉ
组 Ｓｆｒｐ１、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达增加（Ｐ＜０．０５）；而 ｃｏｌ－
Ⅳ、α－ＳＭＡ的蛋白表达下调（Ｐ＜０．０５），见图 ５Ａ、
Ｂ。

图 ５　抑制 ｍｉＲ－２７ａ后相关指标表达情况

３　讨论

ＤＮ是 ＤＭ所致的一种主要微血管并发症，是导
致终末期肾脏疾病（ｅｎｄ－ｓｔａｇｅｒｅｎａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＥＳＲＤ）
的常见原因，其晚期主要特征性病理变化为肾小球

硬化和肾小管间质纤维化。而 ＥＭＴ是促进肾纤维
化进程的重要原因之一。ＥＭＴ是上皮细胞向间质
细胞转变并执行间质细胞的功能的一种形态学变

化。当发生 ＥＭＴ时可引起 Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达减少或
丢失，同时 α－ＳＭＡ表达增多。α－ＳＭＡ是肌成纤
维细胞的标志蛋白，肌成纤维细胞能够分泌大量细

胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）如胶原蛋白并
发生沉积，最终引起肾脏纤维化的发生。

本次实验以 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞为研究对象，分别

给予正常糖和高糖处理 ４８ｈ，结果显示高糖组 Ｅ－
ｃａｄｈｅｒｉｎ表达减少，α－ＳＭＡ、ｃｏｌ－Ⅳ表达增多，提示
高糖可以诱导 ＥＭＴ的发生，参与肾脏纤维化的过
程。

ｍｉＲＮＡ是一类由内源基因编码的长度约为 １９
－２５个核苷酸的非编码单链 ＲＮＡ分子，能与 ｍＲ
ＮＡ３’ＵＴＲ区的靶序列特异性结合，抑制靶蛋白的
翻译。ｍｉＲＮＡ在哺乳动物中高度保守，调节相当数
量的基因并参与一些关键的生命过程，ｍｉＲＮＡ的失
调可能导致细胞功能受损，并且与多种疾病的发生

发展有关
［１３－１５］

。研究发现，ｍｉＲＮＡ是引起肾脏疾
病的一个新的重要因素。然而，其具体调控机制仍

不清楚。Ｑｉａｏ发现在口腔鳞状细胞癌中，ｍｉＲＮＡ－
２７ａ－３ｐ可以通过靶向调控 Ｓｆｒｐ１促进肿瘤细胞
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ＥＭＴ的发生［７］
。本次实验结果显示高糖培养的

ＮＲＫ－５２Ｅ细胞中，ｍｉＲ－２７ａ表达增多，Ｓｆｒｐ１表达
减少。于是我们利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和 ｍｉＲａｎｄａ两个生
物信息学软件分别预测发现，Ｓｆｒｐ１可能为 ｍｉＲ－
２７ａ的靶基因。荧光素酶报告基因实验显示，在共
同转染了 ｍｉＲ－２７ａｍｉｍｉｃｓ和 Ｓｆｒｐ１野生型质粒时，
荧光活性明显减弱；而在突变型质粒组未见明显变

化，证实 ｍｉＲ－２７ａ可以靶向调控 Ｓｆｒｐ１；此与 Ｑｉａｏ
的结果一致。

Ｓｆｒｐ１是 Ｗｎｔ信号通路抑制因子之一。本课题
组前期研究结果发现

［１２］
，在糖尿病肾病大鼠肾组织

中，Ｓｆｒｐ１ｍＲＮＡ和蛋白表达较正常组大鼠均减少，
导致 Ｗｎｔ信号通路活化并促进了肾脏纤维化的发
生。为进一步证实 ｍｉＲ－２７ａ对肾纤维化的影响，
本实验分别将高糖培养的 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞转染 ｍｉＲ
－２７ａｍｉｍｉｃｓ和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，结果发现在过表达 ｍｉＲ－
２７ａ后，Ｓｆｒｐ１表达减少，Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低，α－
ＳＭＡ、ｃｏｌ－Ⅳ表达增多。说明过表达 ｍｉＲ－２７ａ可
以抑制 Ｓｆｒｐ１的表达进而促进高糖状态下 ＮＲＫ－
５２Ｅ细胞 ＥＭＴ的发生；而抑制 ｍｉＲ－２７ａ后，可逆转
这一现象，进一步证实了 ｍｉＲ－２７ａ可以通过调控
Ｓｆｒｐ１的表达而影响高糖诱导的 ＮＲＫ－５２Ｅ细胞
ＥＭＴ进程。

综上所述，高糖环境下，ＮＲＫ－５２Ｅ细胞中
ｍｉＲＮＡ－２７ａ可以靶向调控 Ｓｆｒｐ１ｍＲＮＡ和蛋白的
表达，影响 ＥＭＴ的发生，从而参与糖尿病肾病肾脏
纤维化的过程。
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１９９０－２０１７年中国人群炎症性肠病发病率及患病率变化趋势

张建华１，金怀亮２，田玉慧１

（１．新乡医学院三全学院健康管理学院，河南 新乡，４５３００３；２．商水县人民医院肿瘤科，河南 商水，４６６１００）

摘要：　目的　分析 １９９０－２０１７年炎症性肠病（ＩＢＤ）在我国的发病和患病情况及其变化趋势。方法　使用 ２０１７

年全球疾病负担研究的结果，采用发病人数和发病率来评估发病水平，采用患病人数和患病率来评估患病水平，并按照

性别和年龄分组来评价不同人群的发病和患病现状，以及分析 １９９０－２０１７年以来的变化趋势。结果　与 １９９０年相比，

２０１７年我国 ＩＢＤ的发病人数（率）和患病人数（率）都呈现上升趋势。１９９０－２０１７年我国 ＩＢＤ的发病率及患病率均为女

性高于男性，且在性别构成中，男性的发病人数构成为下降趋势，女性为上升趋势；我国 ＩＢＤ的发病率及患病率均为 ５０

～岁年龄组最高，５～岁年龄组最低，在年龄构成中，５～岁年龄组和 １５～岁年龄组的发病和患病人数构成均呈现缓慢下

降趋势，而 ５０～岁年龄组和≥７０岁年龄组构成均呈现缓慢上升趋势。结论　１９９０－２０１７年我国 ＩＢＤ的发病率和患病

率均明显升高，其在性别、年龄方面均存在差异，需要加强基于人群的 ＩＢＤ流行病学研究。

关键词：　炎症性肠病；发病率；患病率
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ａｎｄｌｏｗｅｓｔｉｎｔｈｅ５ｙｅａｒｏｌｄａｇｅｇｒｏｕｐ；ｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅａｎｄｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｔｈｅ５ｙｅａｒｏｌｄａｇｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ１５ｙｅａｒｏｌｄ

ａｇｅｇｒｏｕｐａｌｌｓｈｏｗｅｄａｓｌｏｗｄｏｗｎｗａｒｄｔｒｅｎｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅ５０ｙｅａｒｏｌｄａｇｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅａｇｅｇｒｏｕｐ≥ ７０ｙｅａｒｓｏｌｄｓｈｏｗｅｄａｓｌｏｗ

ｕｐｗａｒｄｔｒｅｎｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｆｒｏｍ１９９０ｔｏ２０１７，ｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅａｎｄｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆＩＢＤｉｎＣｈｉｎａｈａｖｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ａｎｄ

ｔｈｅｒｅａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｇｅｎｄｅｒａｎｄａｇｅ．ＩｔｉｓｎｅｃｅｓｓａｒｙｔｏｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｔｈｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂａｓｅｄｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｆＩＢＤ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ；ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ；ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ

　　炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｂｏｗｅｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是
一种以非感染性慢性炎症为特征的胃肠道疾病，主

要包括克罗恩氏病（可影响从口腔到肛门的胃肠道

的任何部分），溃疡性结肠炎（仅限于结肠黏膜）和

不确定性结肠炎
［１－２］

。与克罗恩氏病相比，溃疡性

结肠炎直肠出血的发生频率更高，但克罗恩氏病患

者通常会出现体重减轻和肛周疾病
［３］
。从基于人

群的研究得出的最新结果表明，高收入地区（例如

欧洲，北美和大洋洲）的 ＩＢＤ流行率很高［４］
。此外，

最近在新兴工业化国家中，据报道发病率也在迅速

增加，但在我国尚无此类大规模的人群流行病学研

究。因此，本研究利用 ＧＢＤ２０１７的数据，分析了
１９９０年至 ２０１７年中国人群 ＩＢＤ的发病率和患病率
情况及其变化趋势，以期为我国 ＩＢＤ的防控和管理
提供参考。

１　资料与方法

资料来源：本研究使用的数据均来源于 ２０１７年
全球疾病负担研究（ＧＢＤ２０１７）（具体数据来源可查
询网址 ｈｔｔｐ：／／ｇｈｄｘ．ｈｅａｌｔｈｄａｔａ．ｏｒｇ／ｇｅｏｇｒａｐｈｙ／ｃｈｉ
ｎａ）。ＧＢＤ是迄今为止评估全球疾病、伤害和危险
因素负担的最全面和系统的工作，ＧＢＤ２０１７采用了
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基于贝叶斯的偏回归 ＤｉｓＭｏｄ－ＭＲ２．１模型对 １９９０
－２０１７年间 １９５个国家和地区的 ３５９种疾病和伤
害，２８２个死亡原因和８４种行为、环境、职业和代谢
风险因素进行了详细的汇总，具体方法见文献［５，
６］。本研究中采用 ＩＣＤ－１０的国际标准对 ＩＢＤ进
行分类，克罗恩氏病为 Ｋ５０，溃疡性结肠炎为 Ｋ５１，
不确定性结肠炎为 Ｋ５２。我们将收集到的发病和患
病数据按照年龄（５～，１５～，５０～，≥７０岁）和性别
进行分组，分析１９９０－２０１７年 ＩＢＤ的发病率和患病
率及其变化趋势。采用 Ｅｘｃｅｌ２０１６软件进行数据录
入，应用 Ｒ３．４．１软件包对数据进行描述性分析并
作图。

２　结果

２．１　ＩＢＤ发病患病情况
从１９９０到 ２０１７年我国 ＩＢＤ发病人数从 ６５．４

万增长至１０３．５万，增幅５８．３６％；患病人数从 １０４．
８万增长至２６６．５万，增幅１５４．３０％；标化发病率从
５５．６９／１０万增长至６０．３７／１０万，增幅 ８．４０％；标化
患病率从 １０１．２７／１０万增长至 １３６．２５／１０万，增幅
３４．５４％（表１）。
表 １　１９９０年与 ２０１７年我国炎症性肠病发病与患病情况

指标 １９９０ ２０１７ 变化率（％）

发病

　人数 ６５３６８４ １０３５１６１ ５８．３６

　粗率（／１０万） ５４．６１ ７３．２９ ３４．２１

　标化率（／１０万） ５５．６９ ６０．３７ ８．４０

患病

　人数 １０４７９９２ ２６６５０８１ １５４．３０

　粗率（／１０万） ８７．５５ １８８．６８ １１５．５１

　标化率（／１０万） １０１．２７ １３６．２５ ３４．５４

２．２　ＩＢＤ发病率及患病率变化趋势
从１９９０年起，我国 ＩＢＤ的粗发病率一直呈现缓

慢上升趋势，２０１２年后上升速度加快；标化发病率
先是呈现缓慢下降趋势（１９９０－２０１２），２０１２年后逐
渐上升。从１９９０年起，我国 ＩＢＤ的粗患病率一直呈
现上升趋势，且在 ２００５年后上升速度加快；标化患
病率先是趋于平缓（１９９０－２００４），２００５年后逐渐上
升，而２０１２年后又趋于平缓（图１）。
２．３　不同性别人群的 ＩＢＤ发病率及患病率变化趋
势

１９９０－２０１７年，男性和女性的粗发病率均呈现
一直上升的趋势，而标化发病率均呈现先缓慢下降，

再逐渐上升的趋势；男性和女性的粗患病率也一直

呈现上升趋势，而标化患病率均呈现先平缓再逐渐

上升又趋于平缓的趋势。从 １９９０到 ２０１７年间，女
性的发病率和患病率均高于男性（图２）。

图 １　１９９０－２０１７年中国炎症性肠病发病率和

死亡率变化趋势

图 ２　１９９０－２０１７年中国炎症性肠病分性别发病率和

死亡率变化趋势
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２．４　不同年龄组人群的 ＩＢＤ发病率及患病率变化
趋势

１９９０－２０１７年我国 ＩＢＤ的发病率及患病率均
为５０～岁年龄组最高，５～岁年龄组最低。５０～岁
年龄组和 １５～岁年龄组人群发病率均呈现先平缓
再逐渐上升的趋势，而≥７０岁年龄组人群发病率呈
现先平缓再下降又上升的趋势；５０～岁年龄组和≥
７０岁年龄组人群的患病率均呈现先平缓后上升又
平缓的趋势，１５～岁年龄组人群的患病率呈现先缓
慢下降后上升又平缓的趋势；而 ５～岁年龄组人群
的发病率与患病率均保持稳定（图３）。
２．５　不同性别、年龄组人群的 ＩＢＤ发病和患病人
数构成分布

在性别构成中，男性的发病人数构成为下降趋

势，女性为上升趋势；而男性和女性的患病人数构成

趋于稳定，男女比例为 ２３。在年龄组构成中，１５
～岁年龄组发病人数所占构成比最大，然后是 ５０～
岁年龄组和５～岁年龄组，≥７０岁年龄组最小；１５～
岁年龄组和 ５０～岁年龄组患病人数所占构成比较
大，其次是≥７０岁年龄组，５～岁年龄组最小。随着时
间的变化，５～岁年龄组和１５～岁年龄组的发病和患
病人数构成均呈现缓慢下降趋势，而 ５０～岁年龄组
和≥７０岁年龄组构成均呈现缓慢上升趋势（表２）。

图 ３　１９９０－２０１７年中国不同年龄组炎症性肠病发病率

和死亡率变化趋势

表 ２　１９９０－２０１７年分年龄、性别的炎症性肠病发病人数与患病人数构成（％）

指标 １９９０年 １９９２年 １９９４年 １９９６年 １９９８年 ２０００年 ２００２年 ２００４年 ２００６年 ２００８年 ２０１０年 ２０１２年 ２０１４年 ２０１７年

发病率

　年龄组

　　５～ ８．１ ７．９ ８．０ ８．１ ８．２ ７．９ ７．０ ６．０ ５．３ ４．６ ４．１ ３．８ ３．６ ３．３

　　１５～ ６６．７ ６６．８ ６６．６ ６６．３ ６５．９ ６５．５ ６５．１ ６４．２ ６３．２ ６２．６ ６２．２ ６１．０ ５８．７ ５４．８

　　５０～ ２１．７ ２１．７ ２１．６ ２１．７ ２１．８ ２２．４ ２３．５ ２５．２ ２６．８ ２８．３ ２９．３ ３０．６ ３２．８ ３６．０

　　 ＞７０ ３．５ ３．６ ３．８ ３．９ ４．１ ４．２ ４．４ ４．６ ４．７ ４．５ ４．４ ４．６ ４．９ ５．９

　性别

　　男 ５０．２ ５０．３ ５０．４ ５０．３ ５０．１ ４９．９ ４９．６ ４９．４ ４９．４ ４９．４ ４９．３ ４９．１ ４８．７ ４７．８

　　女 ４９．８ ４９．７ ４９．６ ４９．７ ４９．９ ５０．１ ５０．４ ５０．６ ５０．６ ５０．６ ５０．７ ５０．９ ５１．３ ５２．２

患病率

　年龄组

　　５～ １．９ １．８ １．８ １．８ １．７ １．６ １．４ １．２ １．０ ０．８ ０．７ ０．６ ０．６ ０．５

　　１５～ ４４．３ ４４．６ ４５．０ ４５．０ ４５．１ ４４．７ ４４．４ ４３．８ ４２．７ ４１．５ ４０．６ ３９．４ ３７．２ ３３．４

　　５０～ ４３．５ ４３．０ ４２．３ ４２．１ ４１．９ ４２．２ ４２．５ ４３．０ ４４．３ ４５．８ ４７．１ ４８．４ ５０．６ ５３．８

　　 ＞７０ １０．３ １０．６ １０．９ １１．１ １１．３ １１．５ １１．７ １２．０ １２．０ １１．９ １１．７ １１．６ １１．６ １２．３

　性别

　　男 ３９．５ ３９．５ ３９．５ ３９．３ ３９．０ ３８．７ ３８．３ ３８．４ ３８．４ ３９．２ ３９．５ ３９．４ ３９．２ ３８．６

　　女 ６０．５ ６０．５ ６０．５ ６０．７ ６１．０ ６１．３ ６１．７ ６１．６ ６１．６ ６０．８ ６０．５ ６０．６ ６０．８ ６１．４

３　讨论

炎症性肠病目前处于全球扩张状态，其患病率

在过去三十年间增加了约三分之一。ＧＢＤ２０１７的

结果显示以前患病率较低的地区（包括东亚和南

亚，大洋洲和撒哈拉以南非洲），ＩＢＤ的年龄标化患

病率均有所增加
［７－８］

。本研究发现，与 １９９０年相

比，我国２０１７年 ＩＢＤ的标化发病率与标化患病率均
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明显增加，且标化发病率从 ２０１２年后上升速度加

快，而标化患病率由 ２００５年后开始明显上升，于

２０１２年后逐渐稳定。从性别看，发病率和患病率上

升主要是因女性患者增加。中国疾病预防控制中心

统计显示，中国２００５－２０１４年间 ＩＢＤ的总病例数约

为３５万，预计到 ２０２５年 ＩＢＤ患者将达到 １５０万

例
［９］
，这与我们的研究结果相一致。ＩＢＤ发病率的

增加可能与我国社会经济状况的改善、饮食变化和

其他生活方式的改变、卫生条件的改善、微生物群的

变化以及环境因素有关
［１０－１１］

。结果提示 ＩＢＤ已经

成为我国的常见病和多发病，应该加强对 ＩＢＤ的防

控和研究力度。

本研究结果显示，从 １９９０－２０１７年，我国女性

ＩＢＤ的发病率和患病率均高于男性，且随着年份的

增加有上升的趋势。既往研究发现西方国家女性

ＩＢＤ发病率多高于男性，而东亚 ＩＢＤ统计数据结果

显示男性 ＩＢＤ发病率均高于女性［１２］
，与我们的研究

结果不一致，可能的原因是地域差异，及样本的代表

性问题。而不同性别间发病率的差异，这可能与男

女之间自身的生物学差异有关，最近的研究表明性

激素可能影响炎症性肠病发病机制和上皮屏障功

能，且炎症性肠病的一些遗传易感性位点已被证明

只存在 Ｘ染色体上［１３］
。此外，一些研究指出激素对

脑 －肠道 －菌群轴的影响是 ＩＢＤ预后中性别差异

的原因，但这种复杂病理生理学的机制仍未完全了

解
［１４］
。

本研究结果显示，我国 ＩＢＤ的发病率及患病率

均为５０～岁年龄组最高。研究表明西方国家 ＩＢＤ

一般有两个发病高峰，分别为 ２０－３９岁和 ６０－７０

岁，而亚洲国家 ＩＢＤ第二高峰少见，多为 ５０－６０

岁
［１５］
，这与我们的研究结果相一致。此外，除 ５～

岁年龄组外，近年来各年龄组的发病率与患病率均

有上升的趋势，且１５～岁年龄组发病人数所占构成

比最大，这表明 ＩＢＤ的发病可能有年轻化的趋势，

提示我国应该提高对基于人群的 ＩＢＤ流行病学研

究的重视。

ＩＢＤ的自然病程、低死亡率以及高生存率都会

导致该病的患病率增加，再加上人口老龄化的程度

进一步加重，预计将来患病率将继续增加，这将对我

国健康和经济产生重要影响。我们的发现可能指导

健康相关政策的制定者更好地利用和分配资源，从

而能够应对越来越多的 ＩＢＤ患者。
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（Ｎｏ．ＸＪＫＴ２０１９２３）。
作者简介：周清安，男，博士，教授，硕士生导师，研究方向：慢病防治的基础与临床研究，Ｅ－ｍａｉｌ：１３７８２８６３５８２＠１８９．ｃｎ。

【生物医药】

基于网络药理学探讨金银花治疗结肠癌活性成分及作用机制

周清安１，２，王献红３，祝希泉４，衣志爽１，杨凯１，孙允芹１，梁宁１

（１．新乡医学院三全学院临床学院，新乡 ４５３００３；２．河南理工大学第一附属医院，焦作 ４５４０００；３．郑州澍青医学高等专科

学校，郑州 ４５００６４；４．全军精神疾病防治研究所，焦作 ４５４００３）

摘要：　目的　利用网络药理学技术探讨金银花治疗结肠癌的活性成分及其作用机制。方法　从中药系统药理学

分析平台（ＴＣＭＳＰ）中筛选出金银花化学成分和作用靶点；通过基因组注释数据库（ＧｅｎｅＣａｒｄｓ），在线《人类孟德尔遗传》

数据库（ＯＭＩＭ）查找结肠癌相关基因；取金银花靶点基因和结肠癌相关基因的交集，即得 Ｖｅｎｎ图；绘制 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ金银

花治疗结肠癌的可视化药理学网络图；在 ＳＴＲＩＮＧ平台构建金银花靶基因和结肠癌相关基因相互作用（ＰＰＩ）网络；进行

ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）分析，利用 ＫＥＧＧ数据库对核心靶点进行相关通路富集。结果　选择口服利用度（ＯＢ）≥３０％、类药

性（ＤＬ）≥０．１８作为金银花有效成分的筛选条件，共筛选出 ２３个活性成分和 ４４９个作用靶点；结肠癌的相关基因 １３８８３

个；到药物 －疾病共同靶点 １７５个，关键靶点涉及 ＰＴＧＳ１、ＰＴＧＳ２、ＮＣＯＡ２、ＰＹＧＭ、ＧＡＢＲＡ１、ＥＳＲ１、ＡＫＴ１、ＶＥＧＦＡ、ＢＣＬ２、

ＣＡＳＰ９、ＭＭＰ２、ＪＵＮ等。ＧＯ分析共包含 １７２条富集结果（Ｐ＜０．０１），主要涉及核受体活性、转录因子活性、直接配体调

节序列特异性 ＤＮＡ结合、类固醇激素受体活性、细胞因子受体结合、细胞因子活性等。ＫＥＧＧ相关通路富集，筛选出

１５４条通路（Ｐ＜０．０１），主要涉及糖尿病并发症 ＡＧＥ－ＲＡＧＥ信号通路、血流剪切应力与动脉粥样硬化、前列腺癌、卡波

西肉瘤相关疱疹病毒感染、乙型肝炎等。结论　金银花中的活性化合物 Ｍａｎｄｅｎｏｌ（亚油酸乙酯）、Ｅｔｈｙｌｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ（亚麻

酸乙酯）、ｐｈｙｔｏｆｌｕｅｎｅ（１５－顺式 －八氢番茄红素）等能作用于 ＰＴＧＳ１、ＰＴＧＳ２、ＮＣＯＡ２等靶点调节多条信号通路治疗结肠

癌。揭示金银花多成分、多靶点、多途径治疗结肠癌，可为后续靶向药物研发提供支持。

关键词：　金银花；结肠癌；网络药理学
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ａｎｄｔｈｅｏｎｌｉｎｅＨｕｍａｎＭｅｎｄｅｌｉａｎＩｎｈｅｒｉｔａｎｃｅｄａｔａｂａｓｅ（ＯＭＩＭ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｅａｒｃｈｆｏｒｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ．Ｔｈｅｉｎｔｅｒｓｅｃ

ｔｉｏｎｏｆＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓｔａｒｇｅｔｇｅｎｅａｎｄｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｗａｓｔａｋｅｎｔｏｏｂｔａｉｎｔｈｅＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｔｏｄｒａｗｔｈｅｖｉｓｕ

ａｌｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃｎｅｔｗｏｒｋｄｉａｇｒａｍｏｆＣｙｔｏｓｃａｐｅＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓｆｏｒｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ａｎｅｔｗｏｒｋｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅ

ｔｗｅｅｎＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓａｎｄｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ（ＰＰＩ）ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｏｎｔｈｅＳＴＲＩＮＧｐｌａｔｆｏｒｍ．Ｔｈｅ

ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔ，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｅｔａｒｇｅｔｓｗｅｒｅｅｎｒｉｃｈｅｄｗｉｔｈｒｅｌａｔｅｄｐａｔｈｗａｙｓｕｓｉｎｇＫＥＧＧｄａｔａｂａｓｅ．

Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ２３ａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓａｎｄ４４９ｔａｒｇｅｔｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｓｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｏｆ

ＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓｗｉｔｈｏｒａｌａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ（ＯＢ）≥ ３０％ ａｎｄｄｒｕｉｄｎｅｓｓ（ＤＬ）≥ ０．１８．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ１３，８８３ｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏ

ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ，１７５ｃｏｍｍｏｎｄｒｕｇｄｉｓｅａｓｅｔａｒｇｅｔｓ，ｔｈｅｋｅｙｔａｒｇｅｔｓｉｎｖｏｌｖｅｄＰＴＧＳ１，ＰＴＧＳ２，ＮＣＯＡ２，ＰＹＧＭ，ＧＡＢＲＡ１，ＥＳＲ１，

ＡＫＴ１，ＶＥＧＦＡ，ＢＣＬ２，ＣＡＳＰ９，ＭＭＰ２，ＪＵＮ，ｅｔｃ．ＧＯａｎａｌｙｓｉｓｉｎｃｌｕｄｅｄ１７２ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ（Ｐ＜０．０１），ｍａｉｎｌｙｉｎｖｏｌｖｉｎｇｎｕ

ｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ｄｉｒｅｃｔｌｉｇａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ，ｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅ

ｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ，ｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ，ｃｙｔｏｋｉｎｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｅｔｃ．ＴｈｅＫＥＧＧｒｅｌａｔｅｄｐａｔｈｗａｙｓｗｅｒｅｅｎｒｉｃｈｅｄ，ａｎｄ１５４ｐａｔｈｗａｙｓ
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ｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄ（Ｐ＜０．０１），ｍａｉｎｌｙｉｎｖｏｌｖｉｎｇａｇｅＲＡＧＥｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｆｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，ｂｌｏｏｄｆｌｏｗｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓａｎｄ

ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＫａｐｏｓｉ’ｓｓａｒｃｏｍａ，ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ，ｅｔｃ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅａｃ

ｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓＭａｎｄｅｎｏｌ，ＥｔｈｙｌｌｉｎｏｌｅｎａｔｅａｎｄｐｈｙｔｏｆｌｕｅｎｅｉｎＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓｃａｎａｃｔｏｎＰＴＧＳ１，ＰＴＧＳ２ａｎｄＮＣＯＡ２

ｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ．ＴｈｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓ’ｍｕｌｔｉｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ，ｍｕｌｔｉｔａｒｇｅｔａｎｄｍｕｌｔｉｐａｔｈｗａｙ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃａｎｐｒｏｖｉｄｅｓｕｐｐｏｒｔｆｏｒｔｈｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔａｒｇｅｔｅｄｄｒｕｇｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓ；ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ；ｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ

　　结肠癌死亡率位居发达国家恶性肿瘤死亡率第
２位［１］

。Ｅｉｌｓｔｅｉｎ等［２］
预计，每个活到 ７０岁以上的

人均有 ３０％的概率患结肠肿瘤，每个人一生中有
３．６％的机会患结肠癌。２０１５年中国癌症统计显
示，我国结直肠癌发病率和死亡率均居全部恶性肿

瘤中第５位，新发３７．６万例，死亡１９．１万例。结肠
癌治疗以手术、放疗及化疗为主。同时，药理学研究

表明中医药是综合治疗结肠癌的重要手段之一
［３］
。

金银花防治肿瘤具有巨大的潜能与前景
［４］
。本文

运用网络药理学，通过网络数据库及计算机计算，构

建“药物 －成分 －靶点 －疾病”网络，探讨金银花的
活性成分及其主要作用靶点与结肠癌的相关性，从

系统生物学角度阐述金银花抗结肠癌的作用机制。

对金银花中抑制结肠癌发生发展的主要成分、作用

靶点以及信号通路进行筛选和分析，可为进一步研

究金银花抗结肠癌提供新的思路和线索。

１　数据来源及检索方法

１．１　金银花化学成分收集与筛选
运用中药系统药理学数据库及分析平台（ＴＣＭ

ＳＰ）（ｈｔｔｐ：／／ｌｓｐ．ｎｗｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｔｃｍｓｐ．ｐｈｐ）查找金银
花的成分。以口服生物利用度（ＯＢ）≥３０％和类药
性（ＤＬ）≥０．１８为标准，筛选出金银花候选成分，保
存为 ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ．ｔｘｔ文件中。
１．２　金银花所筛选成分的对应靶点

运用 ＴＣＭＳＰ数据库查找金银花的作用靶点。
数据库里面该药所有成分对应的全部靶点之中再滤

出候选成分所对应的靶点，保存为 ｔａｒｇｅｔＮａｍｅ．ｔｘｔ文
件中。

１．３　结肠癌病理相关基因的筛选
通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｃａｒｄｓ．ｏｒｇ／）

和 ＯＭＩＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏｍｉｍ．ｏｒｇ／）数据库筛选出结
肠癌相关基因，保存为 ｄｉｓｅａｓｅ．ｔｘｔ文件中。
１．４　金银花的靶基因和结肠癌的相关基因取交集，
绘制 Ｖｅｎｎ图

下载安装 Ｒ软件，安装 ＶｅｎｎＤｉａｇｒａｍ包，金银
花的靶基因（ｄｒｕｇ．ｔｘｔ）和结肠癌的相关基因（ｄｉｓ
ｅａｓｅ．ｔｘｔ）取交集，得到 Ｖｅｎｎ．ｔｉｆｆ图，并为 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
网络药理学可视化准备 Ｄｒｕｇ＿Ｄｉｓｅａｓｅ．ｔｘｔ文件。

１．５　金银花的网络药理学可视化处理
下载安装 Ｊｒｅ－８ｕ２１１软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｊａｖａ．ｃｏｍ／

ｅｎ／ｄｏｗｎｌｏａｄ／ｍａｎｕａｌ．ｊｓｐ）和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．７．１（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／）导入文件点击运行，绘制 Ｃｙ
ｔｏｓｃａｐｅ金银花治疗结肠癌的可视化药理学网络图。
１．６　金银花靶蛋白和结肠癌相关基因相互作用
（ＰＰＩ）网络构建

在 ＳＴＲＩＮＧ平台输入交集基因，物种为“Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ（人类）”，最低相互作用阀值设为中等置信
度０．４“ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ”，其余参数保持默认设
置，构建 ＰＰＩ网络。
１．７　ＰＰＩ网络核心基因查找及可视化

运用 ｃｏｕｎｔ．Ｒ脚本运行 ｓｔｒｉｎｇ＿ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ．ｔｓｖ
文件，对 ＰＰＩ网络连接节点进行计数，查找 ＰＰＩ网络
中前３０个关键靶蛋白，得到 ｃｏｕｎｔ．ｘｌｓ和 ｂａｒｐｌｏｔ．ｔｉｆｆ
柱状图。

１．８　ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）生物过程富集和 ＫＥＧＧ
（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）
信号通路富集分析（ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙａｎａｌｙｓｉｓ）

安装 Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ的 ｏｒｇ．Ｈｓ．ｅｇ．ｄｂ包，运行
ｓｙｍｂｏｌ２ｉｄ．Ｒ脚本，Ｄｒｕｇ＿Ｄｉｓｅａｓｅ．ｔｘｔ生成 ｉｄ．ｔｘｔ，得
到交集基因的 ｉｄ；安装 Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ的 ＤＯＳＥ、ｃｌｕｓ
ｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ和 ｐａｔｈｖｉｅｗ包，运行 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒＧＯ．Ｒ，
得到金银花治疗结肠癌的生物过程的 ｂａｒｐｌｏｔ．ｔｉｆｆ、
ｄｏｔｐｌｏｔ．ｔｉｆｆ和 ＧＯ．ｘｌｓ。

进行 ＫＥＧＧ信号通路富集分析，与 ＧＯ分析相
似，运行 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒＫＥＧＧ．Ｒ脚本，得到 ｂａｒｐｌｏｔ．
ｔｉｆｆ、ｄｏｔｐｌｏｔ．ｔｉｆｆ和 ＫＥＧＧ．ｘｌｓ，分析金银花治疗结肠
癌作用靶点的主要信号通路。

２　结果

２．１　金银花主要活性成分筛选
运用 ＴＣＭＳＰ数据库查找金银花的成分，共得到

２３６种化学成分。进一步通过 ＯＢ≥３０％及 ＤＬ≥
０．１８条件筛选，得到 ２３个 ＡＤＭＥ性质较好的化合
物进行后续研究，见表１。
２．２　构建活性成分对应结肠癌疾病相关靶标网络
图

运用 ＴＣＭＳＰ数据库查找金银花的靶点 １６４７

·０３· 　　　　　　　　大健康教育与研究　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０２１年９月



个，进一步筛选出主要活性成分对应的４４９个靶点。
通过 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ和 ＯＭＩＭ数据库筛选出结肠癌相关

基因分别是 １３７５５个和 １２８个。经过处理发现，金
银花和结肠癌交集基因１７５个，见图１。

表 １　金银花主要活性物质参数

ＭｏｌＩＤ ＭｏｌｅｃｕｌｅＮａｍｅ ＭＷ ＯＢ（％） ＤＬ

ＭＯＬ００１４９４ Ｍａｎｄｅｎｏｌ ３０８．５６ ４２ ０．１９

ＭＯＬ００１４９５ Ｅｔｈｙｌｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ ３０６．５４ ４６．１ ０．２

ＭＯＬ００２７０７ ｐｈｙｔｏｆｌｕｅｎｅ ５４３．０２ ４３．１８ ０．５

ＭＯＬ００２９１４ Ｅｒｉｏｄｙｃｔｉｏｌ（ｆｌａｖａｎｏｎｅ） ２８８．２７ ４１．３５ ０．２４

ＭＯＬ００３００６

（－）－（３Ｒ，８Ｓ，９Ｒ，９ａＳ，１０ａＳ）－９－ｅｔｈｅｎｙｌ－８－（ｂｅｔａ－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｙｌｏｘｙ）

－２，３，９，９ａ，１０，１０ａ－ｈｅｘａｈｙｄｒｏ－５－ｏｘｏ－５Ｈ，８Ｈ－ｐｙｒａｎｏ［４，３－ｄ］

ｏｘａｚｏｌｏ［３，２－ａ］ｐｙｒｉｄｉｎｅ－３－ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ＿ｑｔ

２８１．２９ ８７．４７ ０．２３

ＭＯＬ００３０１４ ｓｅｃｏｌｏｇａｎｉｃｄｉｂｕｔｙｌａｃｅｔａｌ＿ｑｔ ３８４．５７ ５３．６５ ０．２９

ＭＯＬ００２７７３ ｂｅｔａ－ｃａｒｏｔｅｎｅ ５３６．９６ ３７．１８ ０．５８

ＭＯＬ００３０３６ ＺＩＮＣ０３９７８７８１ ４１２．７７ ４３．８３ ０．７６
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ＭＯＬ００３１０１ ７－ｅｐｉ－Ｖｏｇｅｌｏｓｉｄｅ ４３２．４７ ４６．１３ ０．５８

ＭＯＬ００３１０８ ＣａｅｒｕｌｏｓｉｄｅＣ ５５０．５７ ５５．６４ ０．７３

ＭＯＬ００３１１１ Ｃｅｎｔａｕｒｏｓｉｄｅ＿ｑｔ ４３４．４８ ５５．７９ ０．５

ＭＯＬ００３１１７ ＩｏｎｉｃｅｒａｃｅｔａｌｉｄｅｓＢ＿ｑｔ ３１４．３７ ６１．１９ ０．１９

ＭＯＬ００３１２４ ＸＹＬＯＳＴＯＳＩＤＩＮＥ ４１５．５１ ４３．１７ ０．６４

ＭＯＬ００３１２８ ｄｉｎｅｔｈｙｌｓｅｃｏｌｏｇａｎｏｓｉｄｅ ４３４．４４ ４８．４６ ０．４８

ＭＯＬ０００３５８ ｂｅｔａ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ４１４．７９ ３６．９１ ０．７５

ＭＯＬ０００４２２ ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ２８６．２５ ４１．８８ ０．２４

ＭＯＬ０００４４９ Ｓｔｉｇｍａｓｔｅｒｏｌ ４１２．７７ ４３．８３ ０．７６

ＭＯＬ０００００６ ｌｕｔｅｏｌｉｎ ２８６．２５ ３６．１６ ０．２５
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图 １　金银花与结肠癌靶点韦恩图

２．３　金银花的网络药理学可视化处理
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ绘制金银花治疗结肠癌的可视化药

物－成分－靶点－疾病相互作用的网络图。见图２。

图 ２　药物 －成分 －靶点 －疾病相互作用的网络

２．４　金银花靶蛋白和结肠癌相关基因相互作用
（ＰＰＩ）网络构建和核心基因查找并可视化

ＰＰＩ网络中前３０个核心基因柱状图，见图 ３，排
在前３０的靶标为 ＡＫＴ１、ＡＬＢ、ＩＬ６、ＶＥＧＦＡ、ＣＡＳＰ３、
ＪＵＮ、ＥＧＦＲ、ＭＡＰＫ８、ＭＹＣ、ＰＴＧＳ２、ＥＧＦ、ＭＡＰＫ１、
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ＭＭＰ９、ＣＸＣＬ８、ＥＳＲ１等，见图４。
２．５　ＧＯ生物过程富集分析

金银花治疗结肠癌的 ＧＯ生物过程的柱状图
ｂａｒｐｌｏｔ．ｔｉｆｆ、点状图 ｄｏｔｐｌｏｔ．ｔｉｆｆ和 ＧＯ．ｘｌｓ，见图 ５（１）
和图５（２）。１７５个潜在靶点经 Ｒ语言运行后可得

到 ＧＯ分析（Ｐ＜０．０１）得到 ＧＯ条目 １７２个，主要为
ｎｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ、ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ、
ｄｉｒｅｃｔｌｉｇａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃＤＮＡｂｉｎｄ
ｉｎｇ、ｓｔｅｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ、ｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇ、ｃｙｔｏｋｉｎｅａｃｔｉｖｉｔｙ等。

图 ３　ＰＰＩ网络中前 ３０个核心基因柱状图 图 ４　蛋白相互作用网络

图 ５　（１）金银花治疗结肠癌的 ＧＯ生物过程的柱状图

图 ５　（２）金银花治疗结肠癌的 ＧＯ生物过程的散点图
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２．６　ＫＥＧＧ信号通路富集分析
金银花治疗结肠癌主要信号通路 ＫＥＧＧ分析

（Ｐ＜０．０１）共富集于 １５４条信号通路，见图 ６，主要
与 ＡＧＥ－ＲＡＧＥｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｃｏｍｐｌｉ

ｃａｔｉｏｎｓ、Ｆｌｕｉｄｓｈｅａｒｓｔｒｅｓｓａｎｄａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ、Ｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｎｃｅｒ、Ｋａｐｏｓｉｓａｒｃｏｍａ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃ
ｔｉｏｎ、ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢ等有着密切联系。

图 ６（１）ＫＥＧＧ信号通路富集分析柱状图

图 ６（２）ＫＥＧＧ信号通路富集分析散点图
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图 ６（３）糖尿病并发症 ＡＧＥ－ＲＡＧＥ信号通路

图 ６（４）血流剪切应力与动脉粥样硬化

３　讨论

中医药历史悠久，蕴藏着巨大的新药创制资源，

是发展个体化医疗、发现多靶点药物的源泉
［５］
。金

银花有确切的抗病原微生物、抗肿瘤等效果，其药用

价值高且市场前景广阔
［６］
。本文揭示金银花多成

分、多靶点、多途径治疗结肠癌，并筛选出金银花中

包括 Ｍａｎｄｅｎｏｌ（亚油酸乙酯）、Ｅｔｈｙｌｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ（亚麻

酸乙酯）、ｐｈｙｔｏｆｌｕｅｎｅ（１５－顺式 －八氢番茄红素）等
在内 的 ２３个主要 活性 成 分 及 ＰＴＧＳ１、ＰＴＧＳ２、
ＮＣＯＡ２等在内的主要靶点 ４４９个，结肠癌的相关基
因１３８８３个，药物 －疾病共同靶点 １７５个，关键靶
点为 ＰＴＧＳ１、ＰＴＧＳ２、ＮＣＯＡ２等。

金银花木犀草苷可以通过抑制 ＳＧＬＴＩ的葡萄
糖转运起到抗癌作用，也可以通过抑制细胞内某些

激酶的活性而间接抑制肿瘤细胞增殖。木犀草苷可
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使 ＨｅＬａ、ＳＷ２０细胞内的磷酸化组蛋白含量降低，影
响极光激酶 Ｂ的活性，从而抑制 ＨｅＬａ、ＳＷ２０的细
胞增殖，起到抗肿瘤的作用

［７－８］
。紫苏油的研究显

示
［９］
，亚麻酸、亚油酸降低结肠黏膜鸟氨酸脱羧酶

活性，抑制直肠癌细胞生长。Ｒｏｗｌｅｓ等［１０］
发现番茄

和番茄制品的消费及番茄红素的循环水平与结肠

癌、乳腺癌、肺癌、前列腺癌的风险负相关。研究认

为
［１１－１２］

，β－谷甾醇被是有效的抗癌剂，对结肠癌、
乳腺癌、前列腺癌、肺癌、胃癌、卵巢癌和白血病具备

抗癌特性。槲皮素可通过增加细胞凋亡、抑制细胞

周期、抑制血管生成及转移等机制发挥抗结肠癌的

作用
［１３］
。前列腺素合成的主要限速酶 ＰＴＧＳ２，在肿

瘤、心血管疾病、炎症中都发挥着重要的作用
［１４］
。

在炎症和促有丝分裂刺激下诱导 ＰＴＧＳ２的表达，进
而参与前列腺素 Ｅ２的表达，前列腺素 Ｅ２则参与肿
瘤细胞增殖、血管生成和侵袭等过程

［１５］
。临床研究

已表明
［１６］
，在大肠癌早期治疗中，选择性 ＰＴＧＳ２抑

制剂是具有较显著的抗肿瘤作用。

Ｓｈｉｍｏｍｏｔｏ等［１７］
研究表明，高糖高亚油酸饮食

诱导产生 ＡＧＥｓ通过与 ＲＡＧＥ相互作用可大幅度促
进结肠癌生长。本文对金银花治疗结肠癌进行 ＧＯ
和 ＫＥＧＧ富集分析，显示出中药抗肿瘤治疗疾病的
整体性和系统性。ＧＯ分析包含１７２条富集结果，主
要涉及核受体活性、转录因子活性、直接配体调节序

列特异性 ＤＮＡ结合、类固醇激素受体活性、细胞因
子受体结合、细胞因子活性等生物过程。利用

ＫＥＧＧ数据库对入选的靶标进行相关通路富集，筛
选出 １５４条通路，主要涉及糖尿病并发症 ＡＧＥ－
ＲＡＧＥ信号通路、血流剪切应力与动脉粥样硬化、前
列腺癌、卡波西肉瘤相关疱疹病毒感染等信号通路。

本文依托数据库，通过数据挖掘金银花抗结肠

癌的成分和作用机制，需要在未来基础和临床实验

中进一步核实；口服利用度和类药性的筛选也存在

着局限，药物在人体的吸收利用不仅通过口服，还可

有提取物的注射剂；在以后的新药预测和开发中还

是需要重视口服利用度较低的成分，或有更广泛的

潜在治疗作用
［１８］
。故本文仅为进一步科研及临床

提供基础，仍需要不断完善。
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响应面法优化辛夷总黄酮的提取工艺

秦晶晶，魏婧，钱慧琴

（新乡医学院三全学院药学院，河南 新乡 ４５３００３）

摘要：　目的　优选辛夷总黄酮的最佳提取工艺条件。方法　在乙醇浓度、料液比、提取温度和回流时间四个单因

素试验基础上，对影响辛夷总黄酮提取量的工艺因素进行响应面优化。结果　辛夷总黄酮最佳工艺条件为：乙醇浓度

６０．０％、料液比 ３５：１、提取温度 ７０．０℃、提取时间 ４０ｍｉｎ，总黄酮提取量为（４１．６５±０．０１）ｍｇ·ｇ－１，与模型预测值（４１．

７７ｍｇ·ｇ－１）相对误差为 ０．９９％。结论　响应面分析法优化后的辛夷提取总黄酮工艺稳定、准确、提取率高。

关键词：　辛夷；总黄酮；回流提取；响应面
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ＭａｇｎｏｌｉａｂｉｏｎｄｉｉＰａｍｐ；ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ；ｒｅｆｌｕｘｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

　　辛夷为木兰科木兰属植物望春花（Ｍａｇｎｏｌｉａ

ｂｉｏｎｄｉｉＰａｍｐ．）、玉兰（ＭａｇｎｏｌｉａｄｅｎｕｄａｔａＤｅｓｖ．）或

武当玉兰 （ＭａｇｎｏｌｉａｓｐｒｅｎｇｅｒｉＰａｍｐ．）的干燥花

蕾
［１］
，具有温肺通窍、祛风散寒等功效。研究表

明，辛夷富含黄酮、三萜类、维生素类与微量元素

等活性成分
［２－５］

，黄酮类化合物作为辛夷中最重要

的活性成分，在抗氧化、抗菌、抗衰老等方面具有

显著功能
［６－１０］

。汪远红
［１１］
、王琪

［１２］
等人用分光光

度法检测玉兰总黄酮的含量，并确定了玉兰总黄

酮含量提取的最佳测定条件，但目前对辛夷总黄

酮提取工艺研究鲜见报道，为获得辛夷黄酮回流

提取最佳工艺，本研究以辛夷作为研究对象，采用

回流提取法在单因素实验的基础上，考察了乙醇

浓度、液料比、提取温度、提取时间等对辛夷中总

黄酮提取量的影响，并通过响应面法优化辛夷中

总黄酮的提取工艺，以期为辛夷总黄酮的应用提

供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

辛夷采自河南省南召县，新乡医学院药学院中

药学教研室鉴定为木兰科木兰属植物望春花（Ｍａｇ

ｎｏｌｉａｂｉｏｎｄｉｉＰａｍｐ．）干燥花蕾；芦丁对照品购自中

国食品药品检定研究院（批号：１０００８０－２０１４０８）；

９５％乙醇、ＮａＮＯ２、Ａｌ（ＮＯ３）３、ＮａＯＨ等试剂均为分

析纯，购于天津市德恩化学试剂有限公司。

１．２　仪器与设备

电子分析天平（上海象平仪器仪表有限公司）、

ＳＧ－４０５４型数控精密恒温水浴锅（上海硕光电子科

技有限公司）、ＫＱ５２００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆

山市超声仪器有限公司）、Ｒ２０６型旋转蒸发仪（上

海申生科技有限公司）、ＳＨＺ－３型循环水式真空泵

（郑州杜甫仪器厂）、１０１－８型电热鼓风恒温干燥箱

（江苏金坛市佳美仪器有限公司）、Ｔ６新世纪紫外可
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见分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）。

１．３　实验方法

１．３．１　辛夷总黄酮的提取　辛夷在６０℃恒温干燥

箱中干燥 ６ｈ，烘至恒重，粉碎，过 ４０目筛，得辛夷

粉；称取辛夷粉１ｇ，精密称定，置于圆底烧瓶中，在

一定的提取温度、乙醇液料比、乙醇浓度和提取时间

的条件下进行回流提取，过滤，滤液合并，减压回收

溶剂至少量，转移至 ２５ｍＬ容量瓶中，以 ９５％乙醇

定容，摇匀，备用。

１．３．２　总黄酮的测定

（１）芦丁标准曲线的绘制：精密称取芦丁对照

品２５ｍｇ，置于２５ｍＬ容量瓶中，加入少量９５％乙醇

溶解并定容至刻度，摇匀即得芦丁对照品溶液

（１ｍｇ·ｍＬ－１）。精密吸取芦丁对照品溶液 ０．１、

０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ，分别置于 １０ｍＬ容量瓶

中，分别加入 ５％亚硝酸钠 ０．６ｍＬ，摇匀，放 ６ｍｉｎ，

加入１０％硝酸铝 ０．６ｍＬ，摇匀后放置 ６ｍｉｎ，加入

４％ＮａＯＨ３．０ｍＬ，加水稀释至刻度，摇匀后放置

１５ｍｉｎ。于 ５１０ｎｍ波长处测定吸收度 Ａ［９］，以芦

丁浓度 Ｃ（μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，吸收度 Ａ为纵坐

标，绘制标准曲线，ｙ＝０．０１２７ｘ－０．０７１３，Ｒ２ ＝

０．９９９８。

（２）辛夷总黄酮的测定：精密量取样品溶液

０．２ｍＬ于 １０ｍＬ容量瓶中，按照“１．３．２．１”中所述

方法进行操作，按下式计算黄酮提取量。

Ｗ（ｍｇ·ｇ－１）＝ｃ×Ｄ
ｍ

式中：Ｗ表示黄酮提取量（ｍｇ·ｇ－１）；ｃ表示根

据吸光度值计算出的溶液质量浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）；Ｄ

表示溶液稀释倍数；ｍ表示药材取样量（ｇ）。

１．３．３　单因素对黄酮提取量的影响　考察单因素

乙醇浓度（４０％，５０％、６０％、７０％、８０％、９０％），提

取温度（４０、５０、６０、７０、８０、９０℃），料液比（１５、

１１５、１２５、１３５、１４５、１５５）ｇ·ｍＬ－１），提

取时间（１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ）对黄酮提取量的

影响，乙醇浓度、提取温度、料液比和提取时间４个因

素的固定水平分别为 ６０％、８０℃、１３５ｇ·ｍＬ－１、

３０ｍｉｎ，在对各因素进行单因素试验探究时，其他因

素均取固定水平。

１．３．４　响应面实验设计　本实验以总黄酮提取量

为响应值，在单因素试验结果基础上，基于 Ｂｏｘ－

Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合实验设计原理选取提取温度

（Ａ）、乙醇浓度（Ｂ）、料液比（Ｃ）、提取时间（Ｄ）四因

素三水平进行试验设计，因素水平见表１：

表 １　因素水平编码

水平
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

－１ ７０ ５０ １：３０ ２０

０ ８０ ６０ １：３５ ３０

＋１ ９０ ７０ １：４０ ４０

注：Ａ为提取温度（℃），Ｂ为乙醇浓度（％），Ｃ位料液比（ｇ·ｍＬ－１），

Ｄ为提取时间（ｍｉｎ）

１．４　数据统计分析
采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７、ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６

软件进行实验数据处理、分析及绘图。

２　结果与分析

２．１　单因素实验结果
２．２．１　不同乙醇浓度对总黄酮取量的影响　如图
１所示，当乙醇浓度达到 ７０％时，黄酮提取量最高，
为７４．７０ｍｇ·ｇ－１，而当乙醇浓度 ＞７０％时，黄酮提
取量反而减小，这可能因为当乙醇浓度达到一定程

度之后，提取溶剂极性反而降低，导致脂溶性的和极

性小的杂质会被提取出来，从而降低了总黄酮的提

取量。因此，选择乙醇浓度 ７０％为提取辛夷黄酮的
最佳乙醇浓度。

图 １　不同乙醇浓度对辛夷黄酮提取量的影响

２．２．２　料液比对总黄酮取量的影响　由图２可知：
当料液比为 １３５（ｇ·ｍＬ－１）时，辛夷总黄酮提取
量达到最大，为 ２６．８９ｍｇ·ｇ－１。黄酮提取量随着
料液比的增加反而降低。这可能因为料液比过高

时，溶剂会把物料充分包裹，致使其他易溶杂质也会

提取出来，降低了总黄酮提取量，因此选择料液比为

１：３５（ｇ·ｍＬ－１）为辛夷总黄酮提取的最佳料液比。

图 ２　不同料液比对辛夷总黄酮提取量的影响
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２．２．３　提取温度对总黄酮取量的影响　由图 ３可
知：当温度达到８０℃时，总黄酮提取量达到最大，为
３０．９９ｍｇ·ｇ－１；黄酮提取量随着温度的增高反而降
低，这可能由于温度升高使提取出来的部分黄酮类

化合物发生分解或者失活所导致的。因此，选择

８０℃为辛夷黄酮提取的最佳提取温度。

图 ３　不同提取温度对辛夷总黄酮提取量的影响

２．２．４　提取时间对总黄酮提取量的影响　由图 ４
可知：提取时间为 ５０ｍｉｎ时，总黄酮提取量达到最
大，为２８．８９ｍｇ·ｇ－１；提取时间超过 ５０ｍｉｎ时，黄
酮提取量随着时间的增加反而降低，这可能是由于

乙醇具有挥发性，时间越久乙醇浓度越小，提取溶剂

极性变大，导致一些极性小的黄酮类化合物析出来，

或者极性较大的一些杂质会被提取出来所导致黄酮

提取量偏低。因此选择 ５０ｍｉｎ为辛夷黄酮提取的
最佳提取时间。

图 ４　不同提取时间对辛夷总黄酮提取量的影响

２．３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法实验结果与分析
２．３．１　响应面回归模型建立与分析　从表２可知，
利用软件对试验结果进行二次多项式回归模型方程

拟合，获得的回归模型方程如下：

Ｒ１＝３７．２１－３．９７Ａ－０．４９Ｂ＋１．７５Ｃ＋０．１９Ｄ＋０．
０２５ＡＢ－２．１６ＡＣ－６．５２ＡＤ＋１．１７ＢＣ－０．７６ＢＤ＋１．
５５ＣＤ－５．０７Ａ２－０．６５Ｂ２－０．３６Ｃ２－１．０５Ｄ２

式中：Ｒ１为总黄酮

表 ２　响应面设计及结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 黄酮提取量（ｍｇ·ｇ－１）

１ １ ０ ０ －１ ３６．９４

２ ０ －１ ０ １ ３６．３９

３ ０ －１ １ ０ ３９．３８

４ ０ －１ －１ ０ ２０．３８

５ －１ －１ ０ ０ ３５．９４

６ ０ １ ０ －１ ３９．９８

７ －１ ０ １ ０ ３５．１１

８ １ ０ ０ １ ３２．５９

９ ０ ０ １ －１ ２６．１２

１０ ０ ０ １ １ ３１．４８

１１ －１ １ ０ ０ ３６．４０

１２ ０ ０ －１ １ ３４．７６

１３ １ １ ０ ０ ３４．４２

１４ ０ １ －１ ０ ２９．４４

１５ ０ ０ ０ ０ ３６．１８

１６ ０ ０ －１ －１ ２６．７７

１７ ０ －１ ０ －１ ２７．８２

１８ １ ０ －１ ０ ３６．６０

１９ ０ ０ ０ ０ ３８．３８

２０ １ ０ １ ０ ３９．８９

２１ －１ ０ ０ －１ ３３．４２

２２ ０ ０ ０ ０ ２７．８５

２３ ０ １ １ ０ ３６．０２

２４ －１ ０ ０ １ ３７．６４

２５ －１ ０ －１ ０ ３９．２３

２６ １ －１ ０ ０ ２７．８５

２７ ０ １ ０ １ ３８．７０

２８ ０ ０ ０ ０ ３７．６４

２９ ０ ０ ０ ０ ３９．２３

注：Ａ为提取温度，Ｂ为乙醇浓度，Ｃ为料液比，Ｄ为时间

表 ３　回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 ６０４．５８ １４ ４３．１８ ２４．８１ ＜０．０００１

Ａ １８８．８９ １ １８８．８９ １０８．５１ ＜０．０００１

Ｂ ２．８７ １ ２．８７ １．６５ ０．２２０２

Ｃ ３６．７２ １ ３６．７２ ２１．０９ ０．０００４

Ｄ ０．４２ １ ０．４２ ０．２４ ０．６３２４

ＡＢ ２．５０Ｅ－０３ １ ２．５０Ｅ－０３１．４４Ｅ－０３ ０．９７０３

ＡＣ １８．６２ １ １８．６２ １０．７ ０．００５６

ＡＤ １７０．０４ １ １７０．０４ ９７．６８ ＜０．０００１

ＢＣ ５．４５ １ ５．４５ ３．１３ ０．０９８５

ＢＤ ２．３３ １ ２．３３ １．３４ ０．２６６３

ＣＤ ９．６４ １ ９．６４ ５．５４ ０．０３３７

Ａ２ １６６．５３ １ １６６．５３ ９５．６６ ＜０．０００１

Ｂ２ ２．７３ １ ２．７３ １．５７ ０．２３１

Ｃ２ ０．８３ １ ０．８３ ０．４７ ０．５０２２

Ｄ２ ７．１ １ ７．１ ４．０８ ０．０６３

残差 ２４．３７ １４ １．７４

失拟项 １８．０２ １０ １．８ １．１３ ０．４９１４

纯误差 ６．３５ ４ １．５９

总误差 ６２８．９５ ２８
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　　由表３可知，回归模型的Ｐ＜０．０００１，表明该回
归模型极显著；失拟项 Ｐ＞０．０５，不显著，说明该模
型成立。模型的相关系数 Ｒ２＝０．９６１３，校正相关系
数 Ｒ２Ａｄｊ＝０．９２２５，模型的相关系数 Ｒ

２
和校正相关系

数 Ｒ２Ａｄｊ均较高且接近，说明模型准确性和通用性较
高；变异系数值 ＣＶ＝３．８５％ ＜１０．００％，说明实验稳
定性良好；因此，可以用此模型来预测辛夷总黄酮最

佳提取工艺条件。

由４个影响因素的 Ｆ值大小可以得出，各因素
对辛夷总黄酮提取量的影响顺序为提取温度 ＞料液
比 ＞乙醇浓度 ＞提取时间，提取温度对辛夷总黄酮
提取量有较大影响。一次项 Ｂ、Ｄ，交互项 ＡＢ、ＢＣ、
ＢＤ，二次项、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２差异不显著（Ｐ＞０．０５），一次

项 Ａ、Ｃ，二次项、交互项 ＡＣ、ＣＤ、ＡＤ，二次项、Ａ２对
辛夷总黄酮提取量均有极显著的影响（Ｐ＜００１）。
２．３．２　响应面交互作用分析与优化　响应曲面坡
度越陡峭，说明响应值对于该因素的改变越敏感，而

曲面坡度越平滑，该因素的改变对响应值的影响也

就越小，各因素交互作用辛夷中总黄酮提取量影响

的响应曲面以及等高线如图５所示。在有交互作用
的影响下，乙醇浓度和提取温度、料液比和提取温

度、提取时间和提取温度交互影响作用显著，乙醇浓

度和料液比、乙醇浓度和提取时间、料液比和提取时

间交互影响作用都不显著，这与表 ３中交互项值的
分析一致。

图 ５　各因素交互作用总黄酮提取量的响应面与等高线图
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２．４　最佳提取条件的确定及验证
通过软件对二次多项式回归方程进行分析预

测，乙醇回流提取辛夷总黄酮的最佳提取工艺条件：

提取温度为 ７６．０２℃，乙醇浓度 ６０．８１％、料液比 １
３６．８９（ｇ·ｍＬ－１）、提取时间为 ３５．１４ｍｉｎ。综合
考虑将其最佳工艺条件调整为提取温度为７５℃，乙
醇浓度６０％，料液比为 １３５（ｇ·ｍＬ－１），提取时间
为４０ｍｉｎ，以此条件下对建立的数学模型进行验证
试验，结果预测值 ４０．３３ｍｇ·ｇ－１，实际值 ３９．８９±
０．０１ｍｇ·ｇ－１，预测误差０．９８％。

３　小结

本文通过回流提取法提取辛夷中总黄酮，在单

因素实验的基础上，利用响应曲面法对辛夷总黄酮

提取工艺进行优化，实验获得的最佳提取工艺条件

为：提取温度为７５℃，乙醇浓度 ６０％，料液比为 １：
３５（ｇ·ｍＬ－１），提取时间为４０ｍｉｎ，获得的辛夷总黄
酮的实际测得值为（３９．８９±０．０１）ｍｇ·ｇ－１，预测值
为４０．３３ｍｇ·ｇ－１，预测误差为 ０．９８％，表明了 Ｂｏｘ
－Ｂｅｈｎｋｅｎ优化结果真实可靠，可用于辛夷总黄酮
回流提取提取工艺的优化，黄酮类化合物的提取方

法主要有热水提取、有机溶剂提取、超声波和微波辅

助提取以及酶解提取等。因此，此研究也为采用其

他方法对辛夷总黄酮提取工艺的研究提供了参考依

据，从而为辛夷总黄酮最佳的提取方法及提取工艺

提供了一定的理论基础。
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【健康与医疗管理】

河南省３５岁以上城乡居民基层就医行为及影响因素分析

陈东明

（新乡医学院三全学院健康管理学院，河南 新乡 ４５３００３）

摘要：　目的　了解河南省城乡居民基层就医行为及影响因素，为基层医疗资源配置进而满足居民卫生服务需求

提供依据。方法　依据人类发展指数抽取河南省 ４个省辖市的 ７２个样本村站，于 ２０１９年对 ３５岁以上的城乡居民，从

被调查对象的基本情况、就医习惯及就医满意度、体检频次及期望、对基层医生的学历和素质需求几个维度进行问卷调

查。发放问卷 ８３２份，回收有效问卷 ８０６份，回收有效率为 ９６．９％。使用方差分析比较城乡居民间需求的差异，以 Ｐ＜

０．０５为差异有统计学意义。结果　城乡居民在体检频率及期望、患病首选诊疗机构、就医满意度、对基层医生的学历期

望方面存在显著差异（Ｐ＜０．０５），而在基层医生素质方面的需求没有明显差异。结论　城乡居民在医疗卫生资源获取

及就医行为上有差异，但在整体的医疗服务需求上具有趋同性。

关键词：　３５岁以上城乡居民；基层就医行为；影响因素
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　　《关于推进家庭医生签约服务的指导意见》提

出，家庭医生团队为签约居民提供基本医疗、公共卫

生和约定的健康管理服务。３５岁以上的居民作为

接受医疗健康服务的主要群体，了解他们的就医行

为，有助于了解他们对基层医生和医疗卫生服务的

真实需求，对基层医疗资源的配置和基层医生的人

才培养具有重要意义。

１　对象与方法

１．１　研究对象
本研究采用抽样调查方法。依据人类发展指数

将我省区域分为４个层次，依此抽取 ４个样本市，８
个样本县区，２４个样本乡镇社区，７２个样本村站，于
２０１９年对３５岁以上的城乡居民进行问卷调查。
１．２　研究方法

本研究采用自行设计的《河南省居民基层医疗
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服务需求调查》进行不记名面对面调查。问卷主要

分为基本情况、健康状况及就医习惯、认知情况和对

基层医疗服务的需求４大部分２１个条目。其中和本

研究相关的内容有：（１）基本情况，包括性别、年龄、受

教育程度、医保类型。（２）就医习惯，包括体检频率、

患病首选、服务满意度。（３）对基层医生服务的需求，

包括学历期望、期望体检频次、基层医生应具备的素

质。事先抽取３个样本乡镇社区预调查，进行信效度

评价，问卷指标设计征求专家意见。调查前对调查人

员进行规范化培训，并实行调查过程控制，回收的问

卷实行双录入校验。本研究共发放问卷８３２份，回收

有效问卷８０６份，回收有效率为９６．９％。

１．３　统计分析

采用 Ｅｐｉｄａｔａ３．１软件进行结果录入，采用

ＳＰＳＳ２０．０对调查结果进行统计分析。使用方差分

析比较城乡居民间需求的差异；以 Ｐ＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结果

２．１　基本情况

８０６例样本中，男性４５０人，占５５８％；女性３５６

人，占４４．２％。３６－５９岁的 ５２０人，占 ６４．５％；６０

岁及以上的老年人 ２８６人，占 ３５５％。受教育程度

方面，本科及以上学历４１人，占５．１％；大专学历 ５５

人，占 ６．８％；中专／高中学历 １６１人、初中 ２９２人、

小学及以下 ２５７人，依次占 ２０％、３６．２％、３１．９％。

参加城镇职工／居民医保 ３９２人，占 ４８．６％；农村合

作医疗４１４人，占５１．４％。见表１。

表 １　基本情况表

类别 数量 占比

性别

　　男 ４５０ ５５．８

　　女 ３５６ ４４．２

年龄

　　３６－５９ ５２０ ６４．５

　　６０岁以上 ２８６ ３５．５

受教育程度

　　小学及以下 ２５７ ３１．９

　　初中 ２９２ ３６．２

　　中专／高中 １６１ ２０．０

　　大专 ５５ ６．８

　　本科及以上 ４１ ５．１

医保类型

　　城镇职工／居民医保 ３９２ ４８．６

　　农村合作医疗 ４１４ ５１．４

２．２　就医习惯及就医满意度
接受调查的 ８０６名居民，在“体检频率”方面，２

年以下体检一次的城市居民普遍比农村居民的比例

相对较高，而２年以上或从不体检的比例农村居民
比城市居民相对较高，城乡居民存在显著差异（Ｐ＜
０．０５）；在“患病首选”方面，选择首选去社区卫生服
务站或村卫生室就医的，农村居民相对城市居民的

比例较高，选择首选去市级以上医院的，城市居民比

农村居民的比例相对较高，总体上城乡居民存在显

著差异（Ｐ＝０．００３）；在就医满意度方面，城市居民
比农村居民的满意度比例相对较高，城市居民满意

度达４９．５％，不满意达５．９％，而农村居民不满意度
达１１．１％，两者存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表 ２　城乡居民体检、就医习惯及就医满意度情况表

城镇职工／居民医保

数量 占比

农村合作医保

数量 占比
卡方 Ｐ值

体检频率

　　小于１年 １５１ ３８．５ １０３ ２４．９ ６３．３９０ ＜０．００１

　　１－２年 １７８ ４５．４ １４３ ３４．５

　　２年以上 ４１ １０．５ ８４ ２０．３

　　从不体检 ２２ ５．６ ８４ ２０．３

患病首选

　　在家吃药 １４９ ３８．０ １４３ ３４．５ １５．８３５ ０．００３

　　社区卫生服务站／村卫生室 １５９ ４０．６ ２０１ ４８．６

　　社区卫生服务中心／乡镇卫生院 ３１ ７．９ ３７ ８．９

　　县级医院 ２９ ７．４ ２７ ６．５

　　市级以上医院 ２４ ６．１ ６ １．４

服务满意度

　　满意 １９４ ４９．５ １４４ ３４．８ ２１．５３３ ＜０．００１

　　一般 １６８ ４２．９ ２１９ ５２．９

　　不满意 ２３ ５．９ ４６ １１．１

　　不确定 ７ １．８ ５ １．２
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２．３　居民的全科医疗服务需求
城市居民在对全科医生的学历期望方面比农村

居民比例相对较低，被调查的城市居民中持无所谓

的占３５．７％，农村居民占 ２５．６％，城乡居民存在显
著差异（Ｐ＝０．０２０）；在医疗服务内容需求方面，城
市居民在定期体检和健康教育上比农村居民更关

注，在慢性病的防治与监控上农村居民比城市居民

更关注，而在其他方面差异并不大，整体上城乡居民

的医疗服务需求没有明显差异（Ｐ＞０．０５）；在期望
体检频次方面，城市居民比农村居民的需求比例相

对更高，而视身体情况确定体检频次的，农村居民比

城市居民相对比例较高，城乡居民具有显著差异（Ｐ
＜０．０５）；在医疗方式需求（Ｐ＞０．０５）和全科医生应
具备的素质需求（Ｐ＞０．０５）方面，城乡居民不具有
明显差异。见表３。

表 ３　城乡居民的全科医疗服务需求情况表

城镇职工／居民医保

数量 占比

农村合作医保

数量 占比
卡方 Ｐ值

学历期望

　　无所谓 １４０ ３５．７ １０６ ２５．６ ９．８３３ ０．０２０

　　大专及以下 １３９ ３５．５ １７２ ４１．５

　　本科 ８７ ２２．２ １０７ ２５．８

　　硕士及以上 ２６ ６．６ ２９ ７．０

期望体检频次

　　１年 ２０２ ５１．５ １７９ ４３．２ １９．６７０ ＜０．００１

　　１－２年 １６０ ４０．８ １６２ ３９．１

　　２－５年 １９ ４．８ ３８ ９．２

　　视身体情况而定 １１ ２．８ ３５ ８．５

全科医生应具备素质（多选）

　　出色的医疗技术 ２４０ ６１．２ ２４６ ５９．４ ４．３０９
０．５０６

　　全面的医疗知识 ２６５ ６７．６ ２９５ ７１．３

　　较高责任心、爱心、同情心 ２２６ ５７．７ ２５８ ６２．３

　　良好的表达能力和沟通技巧 １６５ ４２．１ １８５ ４４．７

　　优秀的管理能力 １３７ ３４．９ １３２ ３１．９

　　熟悉预防保健工作 １４３ ３６．５ １２６ ３０．４

３　讨论

（１）城市居民的健康素养相对较高，农村居民
在健康体检和健康教育等方面关注度不够。调研数

据显示，城市居民在定期体检和健康教育上比农村

居民更关注，这和居民健康素养有关。健康素养直

接影响个体获取、理解和处理基本的健康信息和服

务，并据此做出正确判断和决定，继而维持和促进自

身健康
［１］
。数据显示，在期望体检频次方面，城市

居民的需求比例相对较高，而视身体情况确定体检

频次的，农村居民的比例较高。这一方面是城市居

民的文化程度相对于农村居民普遍较高，城市居民

健康意识相对较强，单位安排体检也比较便利；另外

一方面是城市的健康教育水平和途径更丰富，居民

能够及时掌握较为全面的信息和享受到较好的服

务，便于自己及时作出决策。这和周崔红等的研究

结果具有一致性，即城市居民获取健康信息、运用健

康技能的能力较强，能够主动积极参与健康体

检
［２］
。岳川等

［３］
、吴仿东

［４］
、何旺杰等

［５］
、唐丽红

等
［６］
研究结果也显示文化程度、职业是影响居民总

体健康素养水平的重要因素，城市居民的健康素养

具备率高于农村。因此，政府需要制定针对性的相

关政策，提高农村居民的平均文化水平，优化基层卫

生资源配置，开发适合农村居民的健康教育资源，提

升其慢性病防治素养，优化干预措施。

（２）农村居民对全科医生的学历有较高期望。
研究显示，城乡居民对基层全科医生的学历需求存

在显著差异（Ｐ＝０．０２０），在医疗服务满意度方面，
城市居民不满意达 ５．９％，而农村居民不满意度达
１１．１％，两者存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。农村基层
全科医生大多是由基层卫生院或社区卫生中心医生

转岗培训后获得的资质，学历层次较低，配套的培养

体系不如科班生完善，这就导致基层全科医生整体

水平相对低下，无论在技术还是理解执行政策方面

存在不足，在为居民提供医疗服务时，时常不能解决

真正问题，社会认可度不高，就医满意度层面不如城

市
［７］
，这和前面的研究结果一致。农村居民对受过

高等学历教育的基层全科医生认可度较高，更相信
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他们具备提供高质量医疗卫生服务的能力，这和国

家推行优秀的卫生人才下基层的政策是吻合的，有

助于分级诊疗制度的落实。

（３）强化农村居民基层首诊，合理引导城市居
民基层首诊。居民患病首选去社区卫生服务站或村

卫生室就医的，研究显示农村居民相对城市居民的

比例较高，城乡居民存在显著差异（Ｐ＝０．００３）。王
颖等

［８］
、郑慧凌等

［９］
研究结果显示低收入者的基层

首诊意愿更强，因为基层首诊能降低医疗支付压力。

李华等研究指出，根据分级诊疗的急慢分治原则，将

慢病和常见病患者引导至基层医疗机构进行医治，

居民在享受健康教育、预防保健和康复等服务过程

中更有利于强化其健康意识，降低大病重病发生率，

从而降低医疗费用，明显减轻家庭医疗经济负

担
［１０］
。相对来讲，农村居民经济水平总体低于城市

居民，患病就医更加关注医疗费用支付情况，基层诊

疗无论从费用总支出还是费用报销等方面都具有明

显优势。另外，农村居民多为留守老年人，他们是基

层首诊的主力军
［１１］
，对慢性病防控具有较高需求，

这和前面的研究结果具有一致性。农村地区受条件

所限，大部分只能选择基层首诊，强化农村居民基层

首诊，合理引导城市居民基层首诊，对实现基本公共

卫生服务均等化和分级诊疗制度具有重大意义。

（４）城乡居民在整体的医疗服务需求上趋同，
需要均衡城乡卫生资源配置。在就医满意度方面，

城市居民的满意度比例相对较高；但在医疗方式需

求（Ｐ＞０．０５）和全科医生应具备的素质需求（Ｐ＞０．
０５）方面不具有明显差异，城乡居民的需求具有较
高的一致性，即都需要具备高超技术的医疗服务人

员，都能够提供全面、便利的医疗服务。这说明虽然

城乡居民在就医行为上受多种因素影响存在差异，

但在追求身体健康及美好生活的需求方面，并不受

经济条件、文化水平及地域的影响，是每个人都享有

的权利。政府要加快基层卫生资源配置，除常规的

医疗技术人员、医疗设备、医疗机构配置外，还要重

点关注尤其是乡镇卫生院的基层医疗机构设备管理

能力提升
［１２］
，借助信息化手段，逐步缩小城乡差距，

实现卫生资源共享的公平可及性。
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“双创”背景下应用本科毕业论文管理探索
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摘要：　随着大批应用型本科高校的转型和国家“双创”计划实施，为应用型本科毕业论文培养模式的教学改革提

供了新的思路。通过对应用型本科毕业论文存在的问题进行调研，针对学生的职业意向，对毕业论文进行分类管理，通

过“双创”教育、以赛代教等不同形式，以满足学生多样化的需求，学生的最终毕业论文质量、创业能力、就业率和用人单

位满意度均取得一定成效。
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　　近年来，随着我国高等教育招生规模逐年扩大，
大批的地方性本科院校面临应用本科转型，应用型

本科高校大多属于地方性高校，师资规模与水平有

待进一步提升，毕业论文是检验本科生综合能力的

关键指标。各应用本科大多关注前期教学，对于后

期毕业论文的质量监控不够完善。应用型本科高校

也因为招生规模扩大，生师比例增加，导致教师精力

投入不足，尤其是对专业应用实践教学的重视不够，

毕业生毕业论文总体质量下降，应用型研究的毕业

论文比例减小，毕业论文和实践应用脱节。在国家

提出“大众创业、万众创新”的背景下，如何能将本

科毕业论文的设计和选题与国家的“双创”计划结

合起来，培养多元化的应用型本科生，是我们面临的

问题。本文以新乡医学院三全学院为例，开展了对

应用本科论文分类管理和“双创”能力培养教学模

式的改革和探索，以期为应用本科毕业论文的教学

改革工作和提高人才培养质量，提供借鉴参考
［１－２］

。

１　应用本科毕业论文现状

（１）大多学生致力于考研或应聘，对毕业论文
的重视程度不够。近年来越来越多的大学生选择考

研，或忙于就业，二者都与毕业设计时间发生了冲

突。一般高校的毕业论文工作安排在第 ８学期，很
多学生的考研复试也在这学期的 ４月底，复试又是
最后关头，学生们不敢怠慢；而这学期择业的学生又

刚好忙于应聘，有些单位的试用期也已开始，这些原

因都导致学生难以安心毕业设计，对毕业论文敷衍

了事。其次是部分学生对毕业论文不够重视，综合

素质还亟待提高。在他们看来毕业论文只是走走形

式，因此对毕业论文的态度极为轻视、散漫。

（２）指导教师精力投入不足。近些年各大高校
不断扩招，学生人数连年增加，师资力量相对不足。

高校的教师面临大量的教学任务和科研任务，用于

指导毕业论文的精力相对不足，主动性不强；也有部

分教师在选题、课题设计等程序上责任心不强、要求
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不严、缺乏监督管理，导致学生对毕业论文不重视、不

认真，敷衍了事。指导教师对毕业论文的监管不严，

是毕业论文的质量难以得到有效保障的重要因素。

（３）毕业论文没有做到科学选题，应用型不强。
选题是论文环节的第一步，它是学生顺利完成论文

工作的前提，是完成一篇高质量毕业设计的关键。

选题过程出现的问题主要有：①部分学生不切实际，
既不了解论文的内容又不清楚自己的能力，单凭兴

趣盲目选题；②有些学生避难就易，只求顺利通过，
随意选题，选题没有结合新技术、新思路、经济建设

和社会发展的需要和目的，未能达到培养目标的要

求；③一些指导教师未能与时俱进及时更新选题，导
致题目陈旧。学生毕业论文和专业实践的契合度不

高，应用型和创新性不强。定性研究多，理性分析

少。论文写作中以理论研究和文学资料的定性研究

居多，缺少理性分析和调查等定量分析，与应用型人

才的培养目标有偏差。

（４）毕业论文管理及监控力度不足。毕业论文
需要学生搜集相关材料，查阅文献，整理数据等，环

节多、时间跨度大、自由活动地点范围广，而学生分

散到各个实习企业和基地，整个过程管理、考核和监

控难度大，至今仍缺乏有效的质量保障体制。

２　应用本科毕业论文教学模式改革探索

实施分类培养和分类管理是提高毕业论文的重

要手段，有宏观分类，也有微观分类
［３－６］

，还有按照

学生的就业取向进行分类培养，本校采用按照学生

就业取向进行分类培养，加强学生在校“双创”教

育、合理安排毕业论文时间，以赛代教等形式，开展

对毕业论文教学改革实践探索
［６］
。

（１）依据学生就业取向，分类指导和培养。论
文的选题要突出学生的主体地位。针对不同专业和

个性的学生，论文的形式也各不相同。考研的学生

要注重“文献课 －专业课 －课题研究 －毕业论文”
链条式训练模式；就业学生侧重“专业课 －学科竞
赛 －社会调研 －毕业设计”的教学链条式训练模
式；对于有创业意向的学生采取“专业课程 －社会
调研 －学期论文 －创新创业竞赛”的训练模式。

（２）强化“专创”融合，增强基本知识的培养。
应用型本科的培养目的是应用，为促进专业课程体

系与应用型人才培养目标的有机融合，优化课程结

构，改进教学方法，结合创新、创业的时代背景，开设

专创融合基础课程、创新思维及技术课程，提高毕业

论文的实践性和应用性，为学生未来创业和就业打

下良好的基础。为激励教师开展专业教育和创新教

育课程融合改造，学院设立了专创融合课程，建设了

专项教学改革项目。

（３）毕业设计教育不断线，构建全程渐进式毕
业设计模式。以提升学生素质和应用能力为根本，

构建全程渐进式毕业论文设计模式。把毕业论文的

设计与课程教学、毕业实习、学术报告、学科竞赛等

教学活动有效衔接为一体，把毕业论文教学贯穿于

本科教育全过程，由浅入深地安排训练环节，提高毕

业论文教学效果。结合地方经济发展特点，在每个

学期安排一到两次社会实践项目训练，通过参与社

会实践工作，检验学生所学知识的实践应用能力，形

成学期论文报告。毕业论文的选题可以从学期论文

报告中遴选，尽量做到选题与经济社会相关联，体现

毕业论文的应用价值，进而培养学生的创新能力。

（４）以赛代教，提升学生就业、创业能力。应用
型本科教育培养目标是服务地方，面向一线行业的

高级人才。因此，应用型本科毕业论文教学更应着

眼于学生职业能力与创新能力，着眼学生就业能力

的提升。因此要多举办一些比赛，如营销策划大赛、

创新创业大赛、生存挑战赛等，指导教师要全程参与

比赛过程，通过比赛，深入社会实践与调查，学生可

以清楚的找到所学专业知识与经济社会的需要的契

合点；参赛团队成员之间相互配合，克服长久来的自

我中心意识，项目实施过程中，探究他人诉求，适应社

会需求，进而形成优秀的职业能力。

（５）优化指导教师结构，强化对毕业论文重要
性的认识。优化师资结构，充分挖掘行业、企业优秀

师资，作为毕业实践指导教师，参与有就业意向和创

业意向的论文设计，校内教师重点指导有考研意向

学生的毕业论文。加强对学生教师和管理人员对毕

业论文的重视程度的教育，尤其是提高对毕业设计

重要性的认识，让所有参与者充分认识到毕业设计

是实现人才培养的重要环节，它的综合性和实践性

是其他教学环节所不能替代的。积极动员学生，使

其领悟毕业论文的目的、步骤、内容和意义。

（６）调整毕业论文设计时间。本科毕业论文通
常安排在大四最后一个学期，毕业生往往由于参加

研究生复试、择业、实践等情况和毕业论文设计相冲

突。且往往最后阶段，学生集中开展毕业论文的指

导时，指导教师也因毕业季工作繁多，导致指导时间

有限，学生精力投入有限，因此，将毕业论文设计实

践前移至第３学年，指导教师可根据学生的知识能
力，指导学生开展课题的选择、课题的分享和讨论、

实习前确定研究的课题，学生可根据自己的兴趣带

课题参加实习，实习中开展实践活动中进行调查研

究，增强毕业论文的实践性。学校购置了毕业论文

管理系统，可对学生的论文制订过程进行全程监控、
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监管，尤其是过程材料实施动态提交和收集，有效的

增加了过程监管力度。

（７）分类制定毕业论文设计标准。学生的毕业
论文是衡量培养学生质量的重要指标，论文要严格

要求。学校采用毕业论文分类管理模式，因此根据

分类结果进行标准的制订。学生按照学生考研、就

业和创业意向分３类培养，学生的毕业论文标准也
按照要求分３类，第一类，考研意向的学生多注重学
术体系研究，研究方向多根据指导教师的方向结合

自己的兴趣爱好开展，研究的内容有前瞻性、系统性

和创新性，篇幅要求约 １－１．２万字之间。第二类，
就业意向的学生多注重对知识的应用，研究的方向

根据企业实践带教教师的工作内容、结合自己的兴

趣爱好，查阅相关资料内容确定，重点培养学生解决

工作中遇到的困难开展调查研究，通过案例分析、实

践报告等研究成果呈现，字数 ５０００－８０００字之间。
第三类，创业意向的学生多注重创业的技能的培训，

论文的要求学生参加各级的创新创业大赛，学生依

据自己的专业实践知识和兴趣爱好，结合自己的发

现的问题开展，可以通过各种专利的申报书、创新创

业设计策划书等呈现自己的成果，字数也要求５０００
－８０００字之间。
（８）完善毕业论文监控体系。首先要进一步完

善毕业论文监控体系，强化对毕业论文的质量监控，

重点做好指导、协调、检查和监督等方面的工作；其

次要加大过程监控力度，尤其是毕业答辩环节，杜绝

学生存在毕业答辩就是走过场程心理，真正发挥毕

业论文答辩环节的威慑作用。再次要建立学院、学

校及校外三级联动监督与评价系统，开展毕业论文

各阶段的检查，实行毕业论文全方位、多层次的信息

反馈。建立同行院校互评机制，这将更有利于客观、

真实地了解毕业论文的教学质量，检验评分的把握

尺度，进一步提升毕业论文质量。学校每年开展优

秀论文评选活动，对于优秀论文进行奖励，从而形成

良好的氛围。

３　应用本科毕业论文教学模式探索成效

３．１　学生毕业意向调查
在采取了分类培养、专创融合课程培养、以赛代

教等培养方式的教学模式改革，根据学生发展就业

取向，学生可以选择不同的毕业论文形式，通过对新

乡医学院三全学院２０１８届、２０１９届、２０２０届近 ３年
学生毕业意向的调查结果显示，随着毕业论文的分

类培养和应用型学校的转型目标改变，学生考研意

向的比例逐渐减小，就业和创业意向的比例增加。

见图１。

图 １　学生毕业意向调查结果

３．２　毕业论文题目确定方式
毕业论文选题有所不同，实施新的改革之后，从

对新乡医学院三全学院近３年的论文选题调查结果
显示，２０１８届毕业生论文题目教师给定题目占比为
８９％，师生共同拟定题目占比为 １１％；２０１９届毕业
生论文题目学生教师给定题目占比为 ８３％，师生共
同拟定题目占比为１７％；２０２０届毕业生论文题目教
师给定题目占比为７０．８％，师生共同拟定题目占比
为２９．２％，学生和教师共同商定毕业论文题目的比
例逐渐上升，学生教师给定命题和学生自主命题的

比例均下降，说明学生在选题的自主性增加，盲目性

减少。

３．３　行业、企业导师指导论文比例
实施论文分类培养，行业、企业导师所占比例为

重要指标，从２０１８届毕业生的３％到２０２０届毕业生
的２１％，行业、企业导师所占比例逐年上升，说明有
就业意向和创业的意向的学生逐渐选择有丰富经验

的教师担任指导教师。

３．４　毕业生就业率
实施论文分类培养，学生就业率逐年上升，从

２０１８届毕业生的 ９０．７９％ 到 ２０２０届毕业生的
９５．２５％，说明按照学生就业意向选择培养，可提高
学生就业率，其中不乏自主创业的学业。

３．５　用人单位的满意度调查
实施论文分类培养，用人单位对毕业生的满意

度逐年上升，从２０１８届毕业生的９３．５５％到２０２０届
毕业生的９７．２６％，说明培养的学生能更快适应工
作需求，得到用人单位的认可。

４　结语

对于“双创”背景下的本科毕业论文的教学模

式改革，要充分考虑学生的培养目标和学校的定位，

参照学生的兴趣和职业意向等，满足不同的学生需

求，尽管已经取得了一些成绩，但还存在一些问题，

如学生的需求多样性、教师的应用实践能力等，这些

·７４·第３期　　　　　　　　　　　　　　　王耀峰，等：“双创”背景下应用本科毕业论文管理探索



需要在实践中逐步去完善。

　　参考文献：
［１］　王又容，方华．本科毕业论文现状与思考［Ｊ］．教育教学坛，

２０１７，９（３９）：２４３－２４４．

［２］　赵宏伟，秦昌明．本科毕业论文形式多样化管理的探索与实践

［Ｊ］．实验技术与管理，２０１８，４（３５）：１７１－１７２＋２０７．

［３］　王来．基于创新创业人才培养的经管类本科毕业论文多元化

探索［Ｊ］．中国市场，２０１８，１１（３３）：１８９－１９０．

［４］　龚中良．机械类专业本科毕业设计分类指导策略［Ｊ］．中南林

业科技大学学报（社会科学版），２０１１，５（５）：１８９－１９０．

［５］　陈杰，周红志，康卫，等．独立学院毕业论文分类管理探索与实

践［Ｊ］．大学教育，２０１９，８（１１）：２１３－２１５．

［６］　陈广丽，陈丽．“双创”下地方普通本科院校财务管理专业毕业

考核方式改革研究［Ｊ］．知识经济，２０２０，４（２２）：１０３－１０４．

（责任编辑：陈圆圆）

收稿日期：２０２１－０４－２６
基金项目：河南省教育厅人文社会科学研究项目 －安吉拉卡特童话的叙事研究（２０２０－ＺＺＪＨ－３８７）。
作者简介：张松竹，女，硕士，讲师，研究方向：大学英语教学与研究，叙事医学，Ｅ－ｍａｉ：ｚｈａｎｇｓｏｎｇｚｈｕ１１１＠１６３．ｃｏｍ。

叙事医学与电影叙事的碰撞

　　———影视教育中的医学人文

张松竹，李雪峰

（新乡医学院三全学院外语系，河南 新乡 ４５３００３）

摘要：　提升医学生人文素养的需求迫在眉睫。在人文课程教育中引入叙事医学理念，通过影视医学教育培养学

生的叙事能力，将该理念延续并贯穿医学生在校教育阶段及其职业生涯，可以帮助提升医学生的人文素养。通过探索

在叙事医学背景下融入影视人文教育的具体途径及实现方法，推动医学人文精神回归，为构建和谐医患关系与和谐社

会打下基础。

关键词：　叙事医学；影视教育；医学人文

中图分类号：Ｇ６４２．０

Ｔｈｅｃｏｌｌｉｓｉｏｎｏｆｍｅｄｉｃｉｎｅａｎｄｆｉｌｍ ｎａｒｒａｔｉｖｅ—ｍｅｄｉｃａｌｈｕｍａｎｉｓｔｉｃｅｄｕｃａｔｉｏｎｉｎｆｉｌｍｓａｎｄｔｅｌｅｖｉｓｉｏｎ
ｐｒｏｇｒａｍｓ
ＺＨＡＮＧＳｏｎｇｚｈｕ，ＬＩＸｕｅｆｅｎｇ
（ＳｃｈｏｏｌｏｆＦｏｒｅｉｇｎＬａｎｇｕａｇｅ，ＳａｎｑａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉｎｘｉａｎｇ，Ｈｅｎａｎ４５３００３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｉｔｉｓｕｒｇｅｎｔｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｈｕｍａｎｉｓｔｉｃｑｕａｌｉｔｙｏｆｍｅｄｉｃａｌｓｔｕｄｅｎｔｓ．Ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇｔｈｅｃｏｎｃｅｐｔｏｆｎａｒｒａｔｉｖｅｍｅｄｉｃｉｎｅ

ｉｎｔｏｈｕｍａｎｉｓｔｉｃｃｕｒｒｉｃｕｌｕｍｅｄｕｃａｔｉｏｎ，ｃｕｌｔｉｖａｔｉｎｇｓｔｕｄｅｎｔｓ’ｎａｒｒａｔｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｔｈｒｏｕｇｈｆｉｌｍａｎｄｔｅｌｅｖｉｓｉｏｎｍｅｄｉｃａｌｅｄｕｃａｔｉｏｎ，ａｎｄ

ｅｘｔｅｎｄｉｎｇｔｈｅｃｏｎｃｅｐｔｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｓｃｈｏｏｌｅｄｕｃａｔｉｏｎａｎｄｃａｒｅｅｒｏｆｍｅｄｉｃａｌｓｔｕｄｅｎｔｓｃａｎｈｅｌｐｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｈｕｍａｎｉｓｔｉｃｑｕａｌｉｔｙｏｆ

ｍｅｄｉｃａｌｓｔｕｄｅｎｔｓ．Ｔｈｒｏｕｇｈｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｗａｙｓａｎｄｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｆｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇｈｕｍａｎｉｓｔｉｃｅｄｕｃａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈ

ｆｉｌｍａｎｄｔｅｌｅｖｉｓｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｓｕｎｄｅｒｔｈｅｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆｎａｒｒａｔｉｖｅｍｅｄｉｃｉｎｅ，ｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅｔｒｉｅｓｔｏｌａｙｔｈｅｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅ

ｒｅｔｕｒｎｏｆｍｅｄｉｃａｌｈｕｍａｎｉｓｔｉｃｓｐｉｒｉｔａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｈａｒｍｏｎｉｏｕｓｄｏｃｔｏｒｐａｔｉｅｎｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎｄｈａｒｍｏｎｉｏｕｓｓｏｃｉｅｔｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｎａｒｒａｔｉｖｅｍｅｄｉｃｉｎｅ；ｆｉｌｍａｎｄｔｅｌｅｖｉｓｉｏｎｅｄｕｃａｔｉｏｎ；ｍｅｄｉｃａｌｈｕｍａｎｉｔｉｅｓ

　　医学中蕴含着源远流长的人文理念和人本思
想。但是，随着医学进步，特别是医学技术的不断发

展，人类对医学的研究逐渐迷失在科技进步的梦幻

中。医学研究把重心更多地放在与疾病的对抗方

面，只考虑如何维持人的生命，不考虑如何提升病人

生活质量和生命健康。医生越来越像流水线上的技

术工人，只考虑完成自己的工作，不考虑与病人之间

的沟通和交流。在高等医学教育领域，为了迎合社

会“高度专业化”“技术化”医学人才的需求，往往容

易忽略对医学生人文精神的培养，只关注学生知识

性和技术性能力的培养。因此，在医学教育中贯穿

医学思维中的价值取向、人格模式和审美趣味，克服

医学教育中的人文缺失，构建以人为本、以人为中心

的人文教育体系，让医学专业学生明确现代医学的

目的不仅是为了治愈疾病，解决人的生理痛苦，更应

该为病人的身心健康提供精神帮助，提高病人的生

活质量和生命价值，是目前在医学生大学教育中亟

待解决的一个问题。医学院校作为将医学知识与人

文最直接联系在一起的纽带，在相关人文课程教育

中引入叙事医学理念，将该理念运用于课程教学实

际，根据不同的授课内容采用不同的教学方法，探索

在教学实际中培养学生叙事能力和人文精神的具体
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策略，并将该理念延续并贯穿医学生在校教育阶段

及其职业生涯，无疑为解决该难题提供了一条可行

之路。

１　叙事医学及研究现状

２０世纪 ６０年代起，美国部分院校就已经开始
了将文学与伦理纳入医学教育体系和过程中的探

索。２００１年，丽塔·卡伦教授在《叙事医学：形式、
功能和伦理》一文中首次将叙事医学（Ｎａｒｒａｔｉｖｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）的概念理论化。该理论主张医生在临床
诊疗中通过对患者的故事进行认知、吸收、阐释并为

之感动，来实现文学叙事对医学实践的积极意义，其

主要目的在于培养医疗工作者的倾听技巧以及从比

喻和潜台词中发现隐藏信息的能力，从而为患者设

身处地的考虑，以此提升共情能力，调整医患关系。

卡伦在叙事医学框架内搜集、总结、发展了一批实践

操作原则与方法，如采用细读法（ｃｌｏｓｅｒｅａｄｉｎｇ）、反
思性写作（ｒｅｆｌｅｃｔｉｖｅｗｒｉｔｉｎｇ）以及书写平行病例（ｐａｒ
ａｌｌｅｌｃｈａｒｔ）的方式在叙事医学教学中培养医生的情
景理解能力和叙事能力，帮助医务工作者深刻了解

患者对病痛的切身体验和感受，与患者共情，以提供

更有效的诊疗方案和更优质的医疗服务。叙事医学

理论的提出开启了 ２１世纪文学与医学发展的叙事
转向，为实现“生物—心理—社会”医学模式提供了

全新工具，也为在医学教育中贯穿人文精神的实现

提供了新的途径。与此同时，叙事医学作为西方医

学教育的新兴理念，现已得到诸如 Ｌａｎｃｅｔ、Ｔｈｅ
ＢｒｉｔｉｓｈＭｅｄｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ等国际著名医学刊物的极大
重视。

国内学界对叙事医学的研究从 ２１世纪初逐步
展开。２００３年，南京医科大学首次将医患沟通作为
一门科学纳入该校医学生的必修课程。目前，虽然

国内很多医学院校也已意识到叙事医学的重要性，

但多缺乏“叙事理论”积淀，难以在短期内开展具有

一定深度和广度的教育活动。该领域的研究学者虽

已就叙事医学、医学叙事能力培养等主题提出不同

见解，但对将叙事医学理论与方法应用于医学生叙

事能力培养的系统性的研究仍较缺乏。与此同时，

医学院校作为开展医学教育的主体单位，并未给予

叙事医学教育与医学生的叙事能力培养以足够的重

视，多数院校仍仅依托医患沟通学、医学伦理学等课

程来加强学生的医学人文教育，限制了叙事医学教

育作用的发挥。少数临床医务人员将叙事医学应用

在临床带教的实践过程和临床教学的具体情境中，

但相关研究多仍停留在理论阶段或初步实践探索阶

段，尚未形成系统的教学与临床应用模式
［２］
。相对

而言，北京大学医学人文研究院郭莉萍教授为首的

研究团队和南方医科大学杨晓霖教授为首的研究团

队在叙事医学的理论研究和教学实践方面都走在全

国的前列，为其他院校继续开展叙事医学理论研究

提供了丰富的理论借鉴和实践参考。

　　正如国际医学教育组织（ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＩｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＥｄｕｃａｔｉｏｎ）所制定的《全球医学教育最
低基本要求》中所指出的，医学职业价值、态度、行

为和伦理以及交流与沟通技能，与医学科学基础毕

业生必须具备坚实的的医学科学基础知识与临床技

能一样，都是医学生所必须具备的基本素养。作为

担负着构建和培养当代医学生人文精神和沟通能力

重要职责的医学院校，在培养医学生的叙事表达能

力、交流沟通协调能力和反思与共情能力等方面应

当发挥自身的积极作用。

２　医学院校通过影视作品开展叙事医学教
育的意义

　　现代临床医学教育之父、医学教育住培模式的
开创者威廉·奥斯勒于 １９世纪末提出了“医学是
不确定的科学与可能性的艺术（Ｍｅｄｉｃｉｎｅｉｓａｓｃｉ
ｅｎｃｅｏｆｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙａｎｄａｎａｒｔｏｆｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ）”的观点，
指出医学并非“无所不能”。既然医学充满了不确

定性，那么想要解决病人的身心问题就不能仅仅依

赖于医学中的科学因素，而应转向医学中的人文因

素，也就是医务人员和患者家属的叙事素养。然而

到了２０世纪末，人们却被技术至上和科学至上的盲
目自信蒙蔽了双眼，一味地崇尚科学和技术的无所

不能，忽视了医学自身的“不确定性”。但现实告诉

人们，医学是一门复杂的、充满了不确定性的社会科

学，只能给疾病和病人提供技术方面的辅助，其中所

蕴含的人文因素才能给病人提供更多的情感和心理

支撑。

叙事医学人文教育是医学人文在医学院校的特

殊实现模式，是从叙事人文高效过渡到医学专业或

近医专业教育的必经桥梁
［６］
。在医学院校高等教

育教学改革不断深化的今天，探索不同于传统教学

模式和教学内容的新型教学方式和教育手段迫在眉

睫。影视作品作为信息时代信息传递的重要媒介，

既是媒体教育的重要辅助教学手段，与传统文字作

品相比又具备生动形象的特点，因此在教学活动中

往往受到更多学生的欢迎，教学效果也优于传统的

教学模式。医疗影视作品中的情感元素、励志元素

以及悬疑元素等都能对人性、道德乃至法制进行反

复探讨，医疗影视剧本身自带的话题性会加大社会

人对于医疗影视剧的关注程度，同时也能被当代医
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学生所喜爱
［３］
。

２．１　叙事手段的趣味性
通过影视手段潜移默化地培养学生的医学叙事

能力是提升医学生医学人文素养的有效途径之一。

相较于枯燥且冗长的文学作品，影视作品通过结合

音乐、字幕、声音和图像，将不同的要素进行交叉组

合并通过不同的视角完成信息的传递和情感的表

达。影视作品中丰富而自然的镜头为观众构建出一

个立体而全面的视听空间，更能够吸引观众的注意

力，对观众感官的刺激和心灵的震撼效果远胜过文

学作品。与此同时，相对于文学作品只能用简单的

文字符号来传情达意，影视作品可使用的多元符号

更能够帮助塑造出立体的形象并传达深刻的情感。

２．２　叙事内容的高效性
调查显示，若一个人每天花费半个小时阅读，读

完一部２０万字的长篇文学作品需要花费若干天甚
至月余的时间。但是，如果观看由文学作品改编的

影视作品则仅需要 ２－３小时的时间。对于医学专
业的学生而言，日常繁重的课业负担已经使其疲惫

不堪，很少有医学生能够花费大量的时间来进行人

文知识的学习和文学作品的阅读。在这种情况下，

文学作品改编的影视作品不仅可以帮助医学生快速

地了解文学作品，抓住作品精髓，体验五味情感，增

强反思共情能力，还可以帮助医学生在有限的时间

里尽可能多的接触更多的文学作品，从而极大地减

低提升自身人文素养的时间成本。

２．３　叙事形式的广泛性
文学作品鉴赏作为一种高层次的文学审美活

动，对读者的阅读能力、想象能力和理解能力都有较

高的要求。只有读者具备一定的鉴赏能力，才能充

分理解文学作品的语言之美，体会到作品中的文学

意象并激发自身的想象空间，最终实现充分体会作

者情感表达、与作者产生共鸣的目的。影视作品在

通过多种元素的交织运用，往往可以将导演或作者

想要表达出来的情感以一种相对直白并易于理解的

方式传达给观众，因此影视作品的受众相对广泛。

影视作品作为医学生医学人文素养提升的重要

载体，可以帮助观者体验不同人生百态，增强移情能

力。与此同时，影视作品作为一种学生们喜闻乐见

的文学叙事形式，是一类多形式融合的艺术，有更丰

富的信息和独特的审美价值，可为医学人文教育所

用，并对培养医学专业学生人文素养和叙事素养大

有裨益。医学生可以在欣赏和理解影视作品的基础

上从人文维度展开讨论、反思活动，对照自身，帮助

提升自身的沟通交流能力，也可以思考在自己的学

习过程和职业生涯中的所必须面临的生命伦理问题

和道德困境。

３　叙事医学教育融入影视人文教育的途径
及实现方法

３．１　输入与细读
通过影视教育的手段对学生进行叙事医学教

育，首先需要教师精选医学题材的影视作品，做好高

质量的输入。一直以来，医学题材的影视作品都是

全球性的创作热门，一大批制作精良且质量上乘的

医学题材影视作品涌现并受到人们的广泛赞誉。如

由汤姆·沙迪亚克执导的于１９９８年上映的《心灵点
滴》是一部根据真人真事改编的电影，讲的是主人

公 ＰａｔｃｈＡｄａｍｓ怀着帮助病人的满腔热忱，从医学
院学习期间就开始实践他的情绪治疗法，并开设免

费诊所为穷困的人们服务的故事
［５］
。２０１３年首播

的剧情电视剧《周一清晨》，讲述了俄勒冈州波特兰

市一家医院内５位外科医生在抢救病人的过程中面
临的无数次艰难选择。该剧主要关注在医患关系和

医疗道德，是一部深度发掘医患关系和医学伦理的

优秀作品。除此之外，福克斯出品的《豪斯医生》和

美国广播公司播出品的《实习医生格蕾》均受到观

众的高度评价。近年来中国的医疗题材影视作品也

频出精品。２００５年播出的《无限生机》、２０１０年《医
者仁心》、２０１５年《急诊室故事》等作品获得了包括
医护工作者群体在内众多观众的喜爱，不仅让观众

更近距离理解医护人员的专业生涯和日常生活，也

刻画出特定时期丰富多元的社会面貌。医疗题材的

电影佳作亦层出不穷，如 ２０１８年上映的《我不是药
神》，不仅引发了舆论热议，也引起了国家相关部门

对落实抗癌药降价保供相关措施的高度重视。

学生通过观看此类影视作品，并在教师的指导

下从叙事的角度探索故事背后蕴含的人文意义，可

以帮助“培养学生的审美能力，弥补其人生经验的

不足，提升其对生老病死以及疾病和患者的理

解”
［４］
。同时，影视作品不仅可以帮助学生创设出

一个贴近实际、尽可能真实的医疗环境并让其去进

行体验与感悟，还可将患者和家属的心理变化及医

患沟通交流以一种更真实和细致入微的方式表现出

来，从而帮助学生在进入临床实习之前对医学实践

有一个正确的认识和了解。学生们通过细读影视语

言中所表现出来的更深层次的含义和内容，也可以

帮助提升自身的理解能力、表达能力和交流沟通的

能力。

３．２　讨论与反思
影视作品通过影像叙事的方式讲述小人物的疾

病故事，让人们有机会倾听曾经被科学的理性话语
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所排斥的感性声音，帮助人们重新认识医学存在的

意义不仅是关注各种疾病，而应重视在疾病的痛苦

中苦苦挣扎的“人”的因素。以叙事医学为代表的

的医学人文精神的回归提醒我们在医学教育的过程

中需要培养医学生重视“人”的个体属性和内心世

界，强调重构生命的意义。因此，对医学上的医学人

文精神的塑造不能仅仅依靠“满堂灌”的教育方式。

观看医学影视作品后，让学生就影片中所揭示的问

题进行人文维度的讨论或故事的分享，一方面可以

让学生积极参与课堂，通过小组的形式互相启发，共

同探讨，从而帮助挖掘其自主学习的潜能，还可以在

最大程度上激发其学习的热情和主动参与的意识。

以美国导演兰达·海恩斯执导的电影《再生之

旅》为例。影片讲述了一位平常十分自傲而冷酷无

情的医生，发现自己喉咙中长了一个恶性肿瘤后不

得不从医生的身份变成病人并在他自己服务的医院

治疗的故事。“患者可能永远都不能变成一位医

生，但是医生却可能变成患者”。美国医生 Ｌｅｗｉｓ
Ｔｈｏｍａｓ曾经说过：“医学中最难学的部分之一，就是
患者的感受。”只有自己成为患者，才能真正体会到

病人在面临疾病和生命危难时的悲伤、痛苦和无助。

通过观看这部电影，学生们可以探讨目前社会上医

患关系紧张的主要原因以及一些应对的方法。这不

仅有助于培养学生的辩证思维能力，也可以帮助学

生树立正确的职业观和价值观，从而帮助其在以后

的职业道路上走的更远。同时，医学生也可以在这

部影片的基础上尝试以这位医生和患者的双重身份

来记录自己的疾病故事，通过书写“平行病例”并与

自己的“同事”进行讨论和交流的方式来进一步构

建自我关系和人际关系，从而帮助促进自身将来医

学职业的可持续性和健康发展。

３．３　情景再现与输出
“情景再现”是连接医学人文教育理论和临床

医学实践的一个重要纽带。逼真的医学案例情景再

现能够使医学生提前融入真实的交际环境和任务环

境，岗位指向性较强的模拟场景可以帮助强化医学

生任职医务工作后的专业知识应用能力。而医学影

视作品中往往包含丰富的医学案例，其中还有很多

涉及到医学的伦理问题甚至法律问题。一方面，教

师和学生在相互合作的基础上将医疗影视作品中的

剧情或是自己的一些真实经历改编成剧本，再以戏

剧的形式在课堂上进行“情景再现”，医学生通过自

己的亲身感受和近距离的观察研究与反复思考，自

身学习的自觉性和主动性可以进一步得到促进，也

更容易培养出强烈的学习兴趣，另一方面通常以团

队为基础进行的表演和团队成员之间必然频繁发生

的合作与交流也可以大大促进医学生的团队合作意

识和团队协作能力。在情景再现的过程中，学生需

要参与并积极发现解决问题的方法和对策，还要在

不同的身份和角色中进行转换，这有利于培养学生

换位思考和批判性思考的思维方式。

医学生在完成相关医学病例或医学伦理问题的

情景再现后，还可以通过小组讨论、辩论、演讲等形

式在教师的指导下进一步吸收和借鉴对正确的人文

理念和做法，同时对仍存在缺陷或不足的地方提出

意见或建议，从而在医学人文方面得到新的启发与

提高。

４　结语

作者通过整合叙事医学研究现状并阐述医学院

校通过影视作品开展叙事医学教育的意义，探索叙

事医学教育融入影视人文教育的具体途径及实现方

法，来帮助提升医学生的生命伦理素养和医学叙事

能力，从而为医学人文教育提供新模式和新思路，为

推动医学人文精神回归、构建和谐医患关系与和谐

社会打下基础。
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　　近年来，随着社会的进步和高校教育教学的改
革，多种教学方式在高校教育中得到普及，这些教学

方式对传统的方式和方法进行了创新，更适应于现

代人才的培养。翻转课堂就是众多教学方法中的一

种，它的采用不仅为高校教师的教学打开了新的思

路，而且极大地提高了学生的学习兴趣。翻转课堂

通过对学生课堂内外学习时间的调整，让学生充分

地掌握学习的主动权，将现代信息科学技术应用到

学习中，从而提高学习效率。药学专业教学涉及理

论知识较为复杂繁多，同时需要结合药物研发与生

产实践。因此，将现代信息科学技术应用到药学教

学中，能极大地提高教学质量。翻转课堂作为现代

药学专业具有代表性的全新教学模式得到教师和学

生的认可。

１　翻转课堂教学模式的特点

翻转课堂作为一种全新的教学模式起源于美

国，它在教学中有明显的应用特点。翻转课堂需要

教师在课前为学生提供课堂所用的资料，这些资料

包括音视频资料或者是电子教材，学生根据教师提

供的资料在课前主动完成学习任务。然后在课堂

上，学生在教师的引导下，对学习内容进行互相交流

和讨论，对所学内容进一步探究。教师根据学生课

堂上提出的问题和讨论结果进行解答并完成巩固练

习，由此可见翻转课堂教学模式的实施需要信息科

学技术辅助，并要求学生能够主动完成学习任务。

从翻转课堂的教学流程上来看，它颠覆了传统课堂

上教学时间的安排，激发不同层次学生学习的积极

性，能很好体现现代教育以学生为本的发展理念。

正因翻转课堂这些独特的优势和特点，使得其越来

越受到一线教师以及教育研究者的关注。在高校教

育不断创新改革的今天，翻转课堂依托信息科学技

术的优势，成为现代高校教育改革与实践的重要内

容之一
［１］
。

２　翻转课堂在药学教学中应用的必要性

药学专业与其他专业在教学上存在着明显的区

别，这主要是因为药学专业的教学不仅需要为学生

传授课本上的理论知识，还需要药物研发及生产实

践等方面的补充，以强化学生对理论知识的理解和

记忆，以及通过实践教学培养他们解决实际问题的

能力。从以往药学教学的情况来看，教师在为学生
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讲解理论知识的时候，往往是以教师的讲解为主，学

生被动接受教师讲授的理论知识，这样的教学方式

大大地降低了学生学习的积极性，不能在课堂中发

表自己的看法和理解，自主学习能力得不到开发，创

新思维也得不到培养。再加上很多学生在课前并没

有对所学内容进行预习、课前准备不充足，导致在课

堂上不太理解教师教授的理论知识、学习兴趣不高。

所以，提高学生的实践能力、创新能力和学习积极性

是新时代高校药学教育的重要任务。对药学教学模

式做出改革，对传统的课堂做出翻转，是现代药学教

育必不可少的。采用翻转课堂的教学方式，学生在

课前通过平台对相关的药学专业知识进行熟悉和学

习，再根据视频学习中的内容查阅相关的文献，进行

自主学习，在自主学习的过程中对存在疑问的地方

做标记。这样课堂上学生已经了解了需要学习的基

本内容，教师就会拥有大量的时间与学生进行沟通

和交流，学生也获得足够的时间与其他同学进行讨

论，加深对知识的理解和记忆。最后教师根据学生

的疑问以及讨论的结果，为学生解疑答惑，指导学生

完成作业。翻转课堂的教学模式，彻底改变了传统

药学教学中以教师为主体的方式，坚定了学生的主

体地位，增强学生学习的主动性，同时还培养了学生

的创新思维能力
［２－３］

。

３　翻转课堂教学模式在药学教学应用中存
在的问题

　　在药学教学采用翻转课堂的教学方式，从整体
上来讲具有很多积极的作用，培养学生的自主学习

能力和创新思维能力，但是在实际的应用过程中还

是存在一些问题，影响和翻转课堂教学模式的应用。

３．１　课程的适用性问题
药学教学中，难度比较大的就是基本理论方面

的知识讲解，在这些章节的教学过程中，学生无论是

在理解方面还是记忆方面都有很大的难度，如果在

这些章节采用翻转课堂的教学模式，势必会打消学

生学习的积极性。所以翻转课堂教学模式的应用也

不是一概而论的，需要结合具体的教学内容来确

定
［４］
。

３．２　课堂教学的重构问题
翻转课堂最大的特点就是课前学生根据教师提

供的音视频或者电子教材进行自主的学习，课堂中

教师再针对性的进行讲解。所以在采用翻转课堂教

学模式时，它的教学效果很大程度上依赖教师对课

堂教学的设计。教师要明确哪些教学内容需要学生

在课前进行自主学习，哪些内容需要教师在课堂上

进行引导和讨论，这些问题都需要教师根据教材内

容进行选择。除此之外还需要根据学生的基础情况

调整学习内容。不同层次的学生掌握的基础知识存

在着差别，所以尽管是同一个科目不同的层次，可能

也需要对课前和课中的学习内容进行调整。以便能

调动各个层次学生学习的积极性，培养他们自主学

习的能力。

３．３　知识传授或学习的效率问题
与传统的教学模式相比，翻转课堂的应用，需要

利用到学生课上和课下两个方面的时间。这与传统

的课堂教学方法相比，需要花费学生课下的时间多

了很多。对于医药院校的学生来讲，采用翻转课堂

后，理论知识加上实践教学，学生面临更繁重的学习

任务
［５］
。

３．４　知识传授过程中的知识碎片化问题
传统的教学模式，是在课堂中教师系统的将知

识进行讲解和梳理。翻转课堂模式的教学方法，教

师需要将系统的知识进行切割，一部分内容需要学

生在课前进行自主学习，一部分内容需要在课堂上

进行集中讲解和讨论，这样难免会造成系统的知识

碎片化。学生无法在统一的时间对知识进行系统的

学习。

４　翻转课堂在药学教学中的应用策略

从翻转课堂的应用模式可以看到，翻转课堂的

进行需要两个条件，一是教师需要根据教学内容和

班级学生的情况，搜集适合的学习视频和电子资料，

为学生的课前学习打基础；二是在课堂上能够将课

前的学习进一步深化，通过互动、讨论、总结，完成学

习任务。因此，在药学教学中采用翻转课堂的教学

模式，要想有理想的教学效果，需要从以下３个方面
进行。

４．１　教师的组织与指导
药学教学中应用翻转课堂教学模式，教师的备

课任务与传统教学方式存在很大的不同，一个是课

前学习材料的呈现，另一个是课上知识内化的指导。

只有这两个方面做好充足的准备，才能为翻转课堂

的顺利实施打下基础。

（１）教师要深度解析教学大纲、明确教学目的。
采用翻转课堂教学模式，教师需要将教学任务分解

成目标明确的各个单元，在此基础上设计导学案，还

要根据细分的教学内容完成 ＰＰＴ制作、微课视频录
制等课前教学资源的准备。这些课前教学资源的准

备是提供给学生自主学习的资料，所以在资料中一

定要重点突出、层次分明，并且根据班级学生的学习

情况，选择资料时要保持难易适中，层次递进分明。

采用翻转课堂教学模式，教师既要考虑到教学内容
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和教学目标，还要了解学生的学习能力
［６］
。

（２）精心设计问题、引导学生讨论。课前学习
资料的准备，是为学生在课堂上拥有更高的学习效

率打下基础。教师需要在课前资料准备的基础上，

对课上要讨论的问题进行精心设计，以检验学生自

主学习的成果，并且通过问题的设计引导和指导学

生交流、探究，完成知识的内化和不同层次学生进一

步的深度学习。教师对课堂上问题的设计要具有目

的性和多样化，不仅要检验学生自主学习的成果，同

时还要通过问题的呈现暴露学生知识漏洞、引发学

生思考。在问题结束之后要有针对性的点评反馈。

这对教师的教学技能提出了更高的要求。只有教师

具备娴熟的专业知识和多元的教学方式，再加上信息

化教学技术，才能顺利地完成翻转课堂的教学任务。

４．２　学生的自主学习与互动
翻转课堂与传统教学模式最大的区别就是以学

生为教学主体，采用翻转课堂教学模式能否取得预

期的教学效果，很大程度上是取决于学生参与的积

极性和主动性，只有这样才能配合教师完成教学任

务。首先，教师要尽可能选择同学们感兴趣的教学

视频，从而引发学生的学习兴趣，自觉完成课前的学

习任务；其次，在课上学生要能积极的参与到教学中

去，主动发表自己的观点，与教师和其他同学展开讨

论，锻炼自己的思维能力和解决问题的能力。这样

不仅能够完成既定的教学目标，还能培养学生的学

习能力，为现代社会需要的药学人才打下基础。

４．３　信息技术的保障
翻转课堂的进行需要借助信息科学技术的支

撑。只有这样，在课前教师才能通过平台为学生提

供需要的视频资料或者电子教材，学生根据这些资

料自主学习完成教学内容。教师在课堂上对学生的

引导和答疑解惑也需要借助智能设备完成。因此，

采用翻转课堂的教学模式，需要高校根据自身的情

况建立本校的网络教学平台，教师通过网络教学平

台与学生进行信息传递和讨论交流，这样才有助于

翻转课堂教学模式的实现。另外，学生在课前自主

学习的过程中，也需要通过网络查询相关资料，完成

学习任务。所以，学校要尽可能地铺设校园网络，满

足学生的学习需求。
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　　本次新冠肺炎疫情肆虐全球，我国能在短期内
有效控制疫情，并且整体形势持续向好，在很大程度

上得益于我们的医务人员。正是由于他们精湛的医

术、高尚的医德、深厚的爱国情怀、强烈的社会责任

感以及勇于奉献的精神，才拯救了我国数万人的生

命。在后疫情时代下的医学教育中，除了要培养医

学生精湛的医术之外，更要注重对医学生的思政和

人文教育，而这单单靠思政课的教育很难实现，需要

其他课程的共同努力。大学英语课程兼具工具性和

人文性的双重性质，决定了其具有传授语言文化、提

高思政和人文素养的双重使命。因此，将思政教育

融入专业课程中，大学英语责无旁贷。本文旨在研

究医学院校英语教学中如何实施“课程思政”，提升

医学生的人文素养，引导医学生树立正确的三观。

１　泛在学习理念

“泛在学习”，即利用最先进的信息技术手段，

任何人可以在任何地方，以任何方式，通过任何设

备，获取自己所需的任何信息和任何学习支持
［１］
。

泛在学习的环境里，学习者可借助便捷的移动终端，

获取海量的学习资源，进行无处不在的学习和无时

不刻的沟通，以促进个性化的自主学习
［２］
。泛在学

习理念将移动学习、网络学习、碎片化学习、智慧学

习和自主学习等多种学习理念融为一体，它更强调

学习个性化、环境智能化和资源开放性
［３］
。这一教

学理念在很大程度上释放了传统教育的固化理念，

使个人学习和日常生活实现无缝对接
［１］
。

２０１８年４月，教育部发布的《网络学习空间建
设与应用指南》提出，要建立人人皆学、时时能学、

处处可学的泛在学习环境，以适应信息化条件下教

与学的需求，推进正式学习与非正式学习相融合，建

立智能化学习支持环境，有效支持适应性学习
［１］
。

受本次的新冠肺炎疫情的影响，几乎全国所有的高

校都在全面推进各类网络资源和现代信息技术的深

度融合，积极应对“教学防疫战”，进行教育教学改

革，“泛在学习”由此被推向了全国的师生。

２　医学院校大学英语教学中实施课程思政
的优势

　　２０１６年１２月，在全国高校思想政治工作会议
上，习近平书记明确指示，高校必须弘扬社会主义核

心价值观，以“立德树人”为根本任务，将思政工作

贯穿到教育教学的全过程；除思政理论课外，其他各

类课程都要守好一段渠、种好责任田，并与思政理论

课同向同行，形成协同效应。２０１９年 ８月，国务院
办公厅印发的《关于深化新时代学校思想政治理论

课改革创新的若干意见》中强调，高校要发挥好每

门课程的育人功能，全面推动“课程思政”实施
［４］
。

２０２０年 ５月，教育部印发的《高等学校课程思政建
设指导纲要》提出，专业课程是课程思政建设的基

本载体，要实现门门课程有思政
［４］
。《大学英语教

学指南》（２０２０版）针对大学英语的“课程定位和性
质”也明确指出：大学英语教学应主动融入学校课

程思政的教学体系，助力高校落实立德树人的根本

任务。由此可见，在高校的英语课程中实施“课程

思政”，全方位对学生进行思政教育，对于高校落实

立德树人的根本任务至关重要。

　　（１）大学英语和思政教育在教学目标上具有一
致性。《大学英语教学指南》（２０２０版）针对英语课
程的教学目标明确强调：英语课程旨在增加学生在

社会、科学、文化等领域的知识储备，拓宽国际视野，

提升综合文化素养，树立正确的三观
［５］
。这和思政

教育的目标不谋而合。

（２）在医学院校所有人文课中，大学英语的授
课时间最长，持续学时高达４个学期。并且，作为医
学生本科教育阶段的公共基础课和核心通识课，大
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学英语的授课对象是全体医学生，受众学生最广，覆

盖面最大，学时最多，所占学分最高，学习时间跨度

最长，为课程思政教育的稳定性和持续性提供了良

好的条件，是医学院校实现医学思政和人文教育的

天然载体和主要阵地。

（３）课程思政的难点在于要在各个教学环节中
润物无声地育人，而不能生硬牵强地灌输思政内容。

而大学英语以语言为载体，课程内容涵盖自然、科

学、社会、文化等各个领域，蕴含了丰富的思政元素，

自带思政育人和人文价值导向的功能。因此，英语

和思政两门课程有共通之处，为医学生提供了良好

的人文价值根基，更有助于教师有效地实施课程思

政
［６］
。

（４）在医学院校，相比其他课程，大学英语本身
具有较强的隐性教育功能。大学英语作为一门语言

文化课，课程内容多样，教学形式新颖，教师在教授

英语知识和文化的同时，将德育巧妙地隐潜于课堂

内容和活动当中，在不知不觉中对学生进行价值引

领和思想熏陶，潜移默化地对学生的思想和行为产

生影响，以“春风化雨，润物无声”的方式实现隐形

育人的目标，有效地增强了思政德育的效果。

３　医学院校大学英语课程思政的融合路径

３．１　提升英语教师的思政德育意识和能力
（１）学校应提供相关的政策支持和平台支撑，

将教师的德育能力纳入考核评价体系，形成教师的

评价激励机制；针对英语教师缺乏思政背景，学校应

提供系统化和常态化的思政培训，提升他们的思政

德育水平和政治敏感度，逐渐引导英语教师增强育

人意识和思政实践能力。

（２）院系应围绕“课程思政”展开英语教学研究
和实践，并为德育制定教学标准，并鼓励英语教师与

思政课教师进行全方位长效合作，打破学科壁垒，推

动师资联动与课程融合。打造英语“课程思政”的

示范样板，选拔英语“课程思政”的优秀教师，遴选

英语“课程思政”的优秀教材和案例，组织英语“课

程思政”公开课和教学竞赛，全方位调动英语教师

践行“课程思政”的积极性
［７］
。

（３）教师是实施课程思政的关键，育人先育己，
英语教师应当强化自身的师德师风建设，自觉地树

立育人意识，提升自身的思政德育能力，改变以往

“重知识、轻德育”的教学理念，以大学英语为载体，

充分融入思政元素，实现教书与育人的统一。

３．２　全面实施教学改革
３．２．１　修订英语教学大纲　原有的英语教学大纲
过于强调语言知识技能的学习，德育内容涉及很少，

忽视了对学生医德价值的引领和思政教育的塑造。

因此，要在大学英语课程中有效地融合课程思政，首

先应着力于修订教学大纲。在教学大纲中增设思政

德育目标，增添中国传统文化教育、医德医风教育、

爱国主义教育、理想信念教育、医学人文素养、时政

要闻等内容，确保思政教育能够融入到大学英语教

学的各个单元、各个主题、各个教学模块、各项课堂

活动中，在教学过程中隐潜自然地渗透思政元素，培

养既拥有国际视野和家国情怀，又有高尚的道德情

操和良好的人文素养的卓越医生。

３．２．２　改良英语教学内容　首先，我国传统中医药
文化是医学院校实践思政人文教育的源头活水，教

师可将大医精诚的医德医风、医者仁心的价值观念、

悬壶济世的使命担当等这些中医药文化的精髓融入

到英语教学内容之中，厚植医学生的职业精神、理想

和情怀，以更好地融入未来的职业发展
［８］
。其次，

作为医学院校，大学英语教学中要充分利用我国抗

疫这本活教材，开展抗疫小课堂、宣扬抗疫英雄的事

迹、引领学生重温医学生誓言，强化医学生的责任担

当，引导学生厚植爱国主义情怀，开展英语课程思政

教育。另外，教师可充分利用英语课程本身自带的

语言文化优势，将中华文化素材选进课堂教学，如中

国的传统节日、古典诗词等，增强学生对我国传统文

化的了解和自信，提升医生用英语讲好中国故事和

传播中华文化的能力。

３．２．３　创新英语教学方法　避免生硬说教，充分利
用多元课程资源，将各个模块灵活重组，深挖思政元

素，全过程地植入教学之中。教师课堂上可组织丰

富多彩的英语课堂活动，激发学生对思政德育话题

的参与积极性，在强化语言知识应用的同时，隐潜地

渗透思政德育元素，潜移默化中引导学生树立正确

的三观。

３．３　不同模块分类融合课程思政
大学英语课程包含了听、说、读、写、译等五种不

同类型的教学模块，每个教学模块都具有不同的知

识特点和教学方式，因此在医学院校的大学英语教

学中，可根据不同模块分类施策，开展多样化的思政

教育方式，充分挖掘每个模块的思政元素。

（１）听力模块。教师可选取与思政教育相关的
听力材料，对学生进行简单初级的思政熏陶。如教

师可选取学习强国上“头条英文播报”的一段关于

中国政府与世界卫生组织合作抗击新冠肺炎疫情的

英语新闻，将其放在 Ｕ校园的网络教学平台上，巧
妙利用作业发布区，让学生选择材料问答或个人陈

述之后上传音频。

（２）口语模块。教师可根据单元主题选取契合
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的思政话题，学生之间开展思政对话，在用英语交流

互动的同时，形成健康正确的思政观。如，《新视野

大学英语 ２》听说教程第三单元《ＡＦｏｒｋｉｎｔｈｅ
Ｒｏａｄ》，是关于青少年成长之路上的抉择，教师可以
课前在雨课堂上发布我国处于新冠肺炎病毒疫情的

危急时刻之时，青年人如何奉献在抗击疫情一线的

英勇事迹材料，特别是新冠肺炎疫情肆虐期间主动

退掉春节的车票、选择奋战在武汉抗疫一线的郝莺

歌同学的事迹材料，课前启发学生思考，课堂上引导

学生对新时代青年的责任和担当进行口语探讨。

（３）阅读模块。教师可根据单元主题和内容，
引入具有深度的思政教育材料，促使学生在阅读、分

析和推理过程中学习正确的思政理念
［９］
。以《新视

野大学英语１》读写教程为例，第一单元课文是关于
大学生活规划和人生选择，第四单元则是有关英雄

的探讨，这些都与思政教育中的职业规划、价值观教

育、理想信念教育等内容不谋而合。特别是第四单

元关于“英雄”这个主题，英语教师可将我国在本次

新冠肺炎疫情中做出重大贡献的钟南山、张伯礼、陈

薇等抗疫英雄融入授课内容中，在介绍这些时代英

雄用精湛的医术和无私奉献的精神保卫国家和人民

生命安全的事迹时，引导学生学习这些抗疫英雄的

家国情怀和勇于担当的精神，启发学生思考自己的

理想信念和职业追求，帮助学生树立正确的人生观

和价值观。

（４）写作模块。教师可以根据单元主题设置思
政话题，开展英语写作活动，拓展并深化学生对思

政主题的认识。如，《新视野大学英语 ３》读写教
程的第二单元《ＳｗｉｍｍｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈＦｅａｒ》的写作模
块，教师可以提前在微信公众号上发布 ＣＧＴＮ的
一段视频短片《战武汉》作为引导，鼓励同学们查

找相关资料，体会抗疫精神，结合该单元记叙文的

写作技巧，让学生对自己在疫情期间的心路历程

进行写作练习。

（５）翻译模块。教师在每个单元的课后练习时
选取思政翻译材料，既是对英语四、六级考试翻译模

块训练的强化，又提升了医学生的思政和人文素养。

如，《新视野大学英语 ２》读写教程第三单元的课后
习题可选取“中国孝道”的汉译英材料。百善孝为

先，孝道是中华民族传统文化的优秀传承。通过翻

译这段文字，不仅能积累医学生的文化输出，更能增

强医学生对中国传统文化的自信心。

３．４　加强新媒体的应用，实施混合式教学
在医学院校大学英语“课程思政”的教学实践

中，发挥新媒体的优势，打造大学英语思政教育的

“移动课堂”。通过“线上 ＋线下”与“课内 ＋课外”

相结合的泛在化学习环境，开展微课、慕课、快课、云

课堂、翻转课堂等教学模式，充分利用超星学习通、

中国大学 ＭＯＯＣ、网易云课堂、Ｕ校园、雨课堂、智慧
树、学习强国等平台

［１０］
，加强微博、抖音、快手、ＱＱ、

微信等新媒体工具的应用，结合人工智能、ＶＲ／ＡＲ、
大数据、云计算等前沿信息技术，开展混合式教学，

打造声情并茂、丰富多彩、感染力强的英语思政课

堂
［１１］
，普适无缝地将思政和人文教育贯穿于医学生

的日常生活和英语学习之中。

３．５　开设英语思政选修课，开展丰富的第二课堂
（１）医学院校可以拓展英语课程设置，除英语

必修课外，开设以“思政”为主题的英语选修课或双

语课，课程内容可与中华文化、传统中医药文化、医

学人文、习近平系列讲话、时政热点新闻等相关，增

强学生对民族文化的自信和认同，同时提升学生用

英语讲故事的能力。

（２）开展丰富多样的“第二课堂”，如：举办医学
人文和思政讲座，开展英语思政社团，举办英语辩论

赛、演讲比赛、写作大赛、阅读比赛、英文歌曲大赛、

读书分享会等活动，组织学生担任国际论坛、国际盛

会、体育赛事等的志愿者，将英语的课程思政建设由

课堂学习延伸到课外实践之中
［１１］
。

４　结语

实施大学英语“课程思政”的教学改革与实践，

是医学院校坚持社会主义办学方向、落实立德树人

根本任务的必然使命和重要途径。英语教师应当牢

牢把握“立德树人的”根本任务，切实树立德育工作

意识，提升课程思政工作能力，最大程度上发挥大学

英语课程的德育功能，在医学院校构建立体化育人

体系、实现多学科协同育人过程中贡献自己的力量，

既重视学生英语语言和技能的提升，更注重对学生

道德和价值观的引领。
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摘要：　创新创业教育重点在于培养学生的创新创业精神、意识、思维和能力，是现阶段高等教育教学深化改革的

重点方向之一。本文在研究国内外文献、对先进进行调查的基础上，分析和探讨了目前我国大学生创新创业教育存在

的不足之处；在总结先进经验，并立足我国国情的基础上，研究构建符合我国特色的大学生创新创业教育体系，以驱动

创新创业发展，建设创新型国家。
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（ＳｃｈｏｏｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳａｎｑｕａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉｎｘｉａｎｇ，Ｈｅｎａｎ４５３００３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐｅｄｕｃａｔｉｏｎｆｏｃｕｓｅｓｏｎｃｕｌｔｉｖａｔｉｎｇｓｔｕｄｅｎｔｓ’ｓｐｉｒｉｔ，ｃｏｎｓｃｉｏｕｓｎｅｓｓ，ｔｈｉｎｋｉｎｇａｎｄ

ａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ，ｗｈｉｃｈｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｋｅｙｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓｏｆｄｅｅｐｅｎｉｎｇｔｈｅｒｅｆｏｒｍｏｆｈｉｇｈｅｒｅｄｕｃａｔｉｏｎｔｅａｃｈｉｎｇ

ａｔｐｒｅｓｅｎｔ．Ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｆｄｏｍｅｓｔｉｃａｎｄｆｏｒｅｉｇｎｌｉｔｅｒａｔｕｒｅａｎｄｔｈｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆａｄｖａｎｃｅｄｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｔｈｉｓｐａｐｅｒａｎａｌｙ

ｚｅｓａｎｄｄｉｓｃｕｓｓｅｓｔｈｅｓｈｏｒｔｃｏｍｉｎｇｓｏｆｉｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐｅｄｕｃａｔｉｏｎｆｏｒｃｏｌｌｅｇｅｓｔｕｄｅｎｔｓｉｎＣｈｉｎａ．Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆ

ｓｕｍｍａｒｉｚｉｎｇａｄｖａｎｃｅｄｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅａｎｄＣｈｉｎａ’ｓｎａｔｉｏｎａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｉｓｐａｐｅｒｓｔｕｄｉｅｓａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓａｎｉｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄｅｎｔｒｅｐｒｅ

ｎｅｕｒｓｈｉｐｅｄｕｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒｃｏｌｌｅｇｅｓｔｕｄｅｎｔｓｉｎｌｉｎｅｗｉｔｈＣｈｉｎａ’ｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ，ｓｏａｓｔｏｄｒｉｖｅｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ

ａｎｄｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐａｎｄｂｕｉｌｄａｎｉｎｎｏｖａｔｉｖｅｃｏｕｎｔｒｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｃｏｌｌｅｇｅｓｔｕｄｅｎｔｓ；ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ；ｅｄｕｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

　　创新创业教育是在变革传统教育教学方式下，
旨在培养学生创新创业意识、思维、精神和能力的教

育理念和模式。其基本特征为创新性、创造性和实

践性，内容体系包含创新创业意识培养、能力提升、

环境认知和实践模拟。一个完整的创新创业教育培

育体系包括高校、政府、企业、家庭、学生等多个子系

统，各子系统之间相互联系、相互作用、相互支

撑
［１］
。作为创新创业教育体系的主干，高校在创新

创业教育培育体系中发挥着关键作用，在高校广泛

开展创新创业教育也是现阶段高等教育深化改革的

重点方向。在国外，大学生创新创业教育因为起步

较早，模式已经较为成熟；比较而言，我国的大学生

创新创业教育因为起步比较晚，体系还在探索。基

于此背景和现状，在研究文献、调查先进、总结经验

以及立足国情的基础上，研究构建符合我国特色和

创新驱动发展战略的大学生创新创业教育体系。

１　国外大学生创新创业教育的特点

１．１　先进的教育理念
在美国、英国、德国、法国和日本等国家，因为大

学生创新创业教育起步较早，经过了多年不断的探

索与实践，已经逐步形成了较为先进的具有战略性

的教学模式和教育理念。美国是承诺让“学生自由

发展”，英国是着重培养学生的创新创业精神和技

能，德国提出高校要成为“创业者的熔炉”，新加坡

提出“教育必须要配合经济发展”的教育方针，法国
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则是把创新创业教育作为增强国家整体竞争力的一

项重要推动力
［２－３］

。在科学的教育理念引领下，美

国、英国、德国、法国和日本等国家的创新创业教育

从最开始的专注培养“企业家”逐渐转变成培养“企

业家精神”，摈弃了功利化倾向，培养出了真正的创

新型人才。

１．２　完善的课程体系
美国由于开展创新创业教育较早，并经过多年

不断的探索与发展，在课程设置方面已经有着成熟

的体系。比如美国各大高校相继开设的创新创业类

课程达两千余种，不仅数量庞大，而且种类繁多，可

满足不同学科、不同专业高校大学生的差异化需求。

英国大学的创业教育实施形式多样，不仅有专门的

创业教育课程，还有渗透在其他专业课程中的创业

教育，以及课程以外的创业教育活动。除此之外，英

国政府部门以及各地方协会组织还会通过提供资

金、教学资源和召开学术会议等形式支持创业教育

实践，这些都对我国高校的创新创业教育提供了一

定的借鉴意义
［４］
。

１．３　优秀的师资队伍
创新创业教育要想健全和发展，必须要有一支

优秀的师资队伍作为保障和基础。美国、英国、德国

和日本等国家的创新创业师资队伍由专职教师和兼

职教师共同组成，教师来源多元化。通过对比我国

现状，不难发现，美国高校在创新创业教育师资队伍

建设方面有许多好的经验值得我国学习和借鉴，尤

其在教师聘用方面，采用了短期合同制和终身合同

制的聘用方式，使教师工作的积极性得到了大大的

提高
［５］
。英国高校师资力量在不断扩大规模的同

时，还有着更重视实践的特点。英国超过一半的创

新创业教师有着企业管理经验，部分教师还有着创

业的相关经验
［６］
。

２　我国大学生创新创业教育存在的不足

２．１　高校对创新创业教育体系的内涵认识不深刻
创新创业教育体系是在变革传统教育教学方式

下，具有时代意义的一种创新教育理念和创业实践

活动。其核心目标是培养具有开创性精神和能力素

质的高校大学生，使其最终成为创新型人才。然而，

当今社会我国部分高校对待创新创业教育的思想观

念仍然较为陈旧落后，对其内涵缺乏深刻的认识，仅

仅是把创新创业教育拿来当做缓解当下大学生就业

的一种补充形式，并没有把它当作是一种长期的培

养优秀人才的行为，从而导致创新创业教育内涵和

价值的缺失。

２．２　高校创新创业教育课程体系不成熟
创新创业需要具有创新价值，定位模糊、缺乏针

对性的教育课程制约着创新创业教育的健康发展，

使大学生对创新创业的理解较为肤浅，从而失去了

创新创业精神真正的意义所在。缺乏科学性的教育

理念，无法使学生深刻地理解和认识创新创业的实

质内涵。在课程设置上比较随意化，也导致学生无

法系统全面地接受和掌握创新创业的知识和技

能
［７］
。我国大多数高校的办学条件和师资力量是

比较薄弱的，创新创业课程的针对性不够强、覆盖面

也不够广，不同专业、不同学科的学生都没有得到适

合自己的教育方案；除此之外，教材编写缺乏专业性

也是造成我国创新创业的教育质量不高的原因之

一。

２．３　高校创新创业教育团队不专业
教师不仅是教育体系的构建者和实践者，同时

也是教学活动的组织者和管理者，以及教育理论研

究的主体力量。我国高校大多数从事创新创业教育

的教师都没有创业的经历，只具备理论而缺乏实践

经验，还有相当一部分创新创业课程是由兼职教师

任教，没有形成专业化的教师团队
［８］
。创新创业型

人才的短缺更是加剧了教师团队经验不足、整体素

质不高的问题。总之，我国创新创业教师团队在数

量、结构和质量方面都存在种种问题，成为制约我国

创新创业教育健康发展的重要因素
［９］
。

３　完善大学生创新创业教育体系的对策与
建议

３．１　完善组织结构，优化创新创业管理机制
高校创新创业工作的展开要结合学校领导、就

业指导中心、校团委、校宣传中心、学生会等相关部

门共同合作，建立一套完整的创新创业生态链可以

使校内的创新创业体系得到进一步的发展。首先建

立针对性强的就业指导中心，由校内领导和相关专

业老师共同组成创新创业团队，组织协调高校内部

创新创业的相关工作；然后成立书院创新创业分部，

下至学生会、社团以及学生个人，加大宣传力度，定

期开会交流意见分享心得；学校和学生能够一起努

力将创新创业工作落到实处，发挥学校就业指导中

心的职能，将创新创业的观念深入学生心中，为学生

创新创业提供便利条件，不去追求形式化，这样才能

积极地促进创新创业教育体系的不断完善。

３．２　建立以学生为主体的多样化教学方法
除了理论知识讲解以外，教师还可以采取案例

教学、互动式教学、情境模拟教学等多种教学方法，
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引导学生自主地发现问题、探究问题、解决问题，构

建以学生为主体的多样化教学方法。新乡医学院三

全学院临床学院自２０１９年以来创新开展“课题教学
法”，让同学们以班级为单位进行分组，３～７人为一
小组，每个小组设一名组长。然后找一个感兴趣的

方向自拟题目，自主采集信息，进行市场调研，并对

调查回来的数据进行分析，最后以书面报告 ＋ＰＰＴ
阐述的方式把自己的成果呈现出来。课题教学法大

大提高了大学生创新创业的积极性和主动性，创业

意愿较前相比提高了１７．５％，并且对创新创业课程
满意度调查结果显示非常满意和比较满意率达

９１．９％。
３．３　构建多学科的综合立体化课程体系

各大高校的创新创业教育体系不应该格式化，

应当建立一种开放的育人模式。要充分考虑到不同

专业不同学科学生对创新创业教育的不同需求，建

立与其相适应的课程体系。根据学生的学科、专业

以及兴趣爱好等为其提供差异化的创新创业课程和

相应的组织保障，结合地区经济发展特点和各高校

自身的教学特色构建综合性立体化的创新创业课程

体系
［１０］
。除此之外，各高校还要努力提升自身的创

新创业师资队伍水平和课程质量，设立针对性强、覆

盖面广的创新创业课程体系，通过将教学课程与互

联网相结合、构建多元化的创新创业实践训练平台、

设立校园孵化园众创空间等增加教育形式，使学生

们接受多方位、多元化的创新创业教育课程。

３．４　打造专业化的高校创新创业教育团队
创新创业教育的本质特征为创新性、创造性和

实践性，这就要求从事创新创业教育的教师不仅要

具备扎实的创新创业理论知识、素养以及丰富的实

践经验，而且还能够将创新创业的理论知识与实践

有机融合，激发出大学生主动参与创新创业的热情，

增强学生自主创业的信心。我们应当广集社会力

量，寻找创新创业教育的资深专家，成立培训小组，

培训高校授课的老师，丰富老师们的理论知识，提高

老师们的整体素质；另一方面，我们应当号召当地知

名企业家和社会成功人士到校授课，传授一些创新创

业的实践经验，在学生创新创业的路途中给予指导。

３．５　完善科学的创新创业教育评价体系
与传统的教育评价体系相比，创新创业教育评

价体系更加复杂、更加全面。这就要求我们必须利

用多种评价手段和评价工具，构建一套科学的、完善

的创新创业教育评价体系。新乡医学院三全学院采

用基于雨课堂的形成性评价方式，将课前预习、课中

表现、课后作业及课外拓展等作为评价的重要指标，

不仅使得评价指标更加多样，而且雨课堂自动收集

后台数据的功能也大大减轻了老师的工作量
［１１］
。

除此之外，我们还探索地把创新创业竞赛、科研论

文、科研项目、科研成果和发明专利等纳入到学生成

绩考核，旨在让学生在学习中领悟知识，在训练中体

验知识，在实践中运用知识，以达到全方位、立体化

地培养大学生的创新精神和能力的目标。

４　结语

在创新驱动发展的战略背景下，具有创新精神

和创新能力的创新型人才成为了推动我国经济发展

和社会进步的重要推力，作为培养人才的摇篮，各大

高校肩负着重要的使命和任务。各大高校应该结合

地区经济和自身条件，以增强学生创新精神、提高学

生创业实践能力为出发点，着力构建符合我国特色

的大学生创新创业教育体系，争做创新创业教育改

革的示范者和引领者。
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煤炭高等教育，２０１１，２９（１）：１０１－１０３．

［７］　张琼．知识运用与创新能力培养———基于创新教育理念的大

学专业课程变革［Ｊ］．高等教育研究，２０１６，３７（３）：６２－６７．

［８］　何理均．新时代高职院校创新创业专业师资队伍的培训培养

机制构建研究［Ｊ］．发明与创新（职业教育），２０２１，３８（０２）：２２－２３．

［９］　庄丽，朱林，季小燕．互联网 ＋背景下高校创新创业实践教育

体系构建研究［Ｊ］．高教学刊，２０２１，７（０９）：３２－３５＋３９．

［１０］　周伟，黄祥芳．高校创新创业教育课程体系研究［Ｊ］．合作经

济与科技，２０１２，２８（１６）：９２－９３．

［１１］　衣志爽，李德力，姜晓花，等．基于雨课堂的形成性评价在临

床技能学教学中的应用［Ｊ］．中华医学教育探索杂志，２０２０，

１２（０２）：１５３－１５６．
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基于翻转课堂的人体解剖绘图比赛在人体解剖学教学中的应用体会

毛文锋，黄敏杰，苗莹莹

（新乡医学院三全学院基础医学院，河南 新乡 ４５３００３）

摘要：　人体解剖学是医学教育中最重要的一门基础形态学科，解剖绘图在解剖学的教育中有很重要的作用。通

过翻转课堂，承办人体解剖绘图比赛，与解剖学教学相融合，有利于医学院校内多学科资源相融合，促进解剖学理论在

实践中的创新应用。开展解剖绘图比赛，能够提升医学生医德素养，夯实医学基础，培养和强化学生强烈的爱国主义和

高尚的职业道德。作者就新乡医学院三全学院举办的人体解剖绘图比赛在解剖学教学中的实践，应用体会、启发及展

望进行探讨。

关键词：　翻转课堂；人体解剖绘图大赛；人体解剖学；教学改革实践
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　　解剖学是医学科学的基础，主要侧重于人体组
织和器官的形态学结构，发生和发展，是医学教育的

重要基础主题。医学生可以获得有关人体形态和结

构的医学知识，并通过解剖学学习医学、诊断成像和

医学专业的基本语言并最终应用于临床实践
［１］
。

解剖学学习是医学教育中的具有繁重和挑战性的工

作，原因在于对于初接触解剖学的学生而言，人体结

构复杂，解剖专业术语晦涩难懂，记忆的学习内容太

多，同时在传统以教材为中心，教师为主导的填鸭式

教学模式下，学生在学习过程中极易产生厌学情绪，

降低学习兴趣，理论知识与实践能力不匹配，无法满

足临床实践的需求。因此，解剖学教育的传统教学

方法应该像医学教育中的其他领域，应用新方法、新

技术、新应用优化教学策略，让医学初学者更容易、

更方便、更高效的学习解剖学科学
［２］
。翻转课堂是

一种强调效率，丰富教学空间与时间的教学策略，在

信息化的环境中，特别是解剖学课程中，通过运用情

景案例、提供３Ｄ解剖视频，通过学生绘图的方法记
忆人体各个结构的形态以及各结构之间的关系、位

置，学生在构建人体结构的过程也使他们的空间想

象能力得到明显地改善，更好过渡到临床的实践中

去
［３］
。在新的解剖学教学模式下，为使医学生更好

的掌握解剖学专业知识，新乡医学院三全学院通过

前期积极探索，包括开展全科医生技能大赛、情景模

拟微课制作大赛、解剖绘图大赛等符合新型医学教

学特色的教学形式，使学生在竞赛的过程中更好的

掌握解剖学的专业知识，开发其学习兴趣，同时在竞

赛的过程中享受比赛的乐趣和成功的快感，给医学

生施展艺术天分的舞台，并最终提高学生的综合素

质能力。现就人体解剖绘图比赛的实施情况，总结

比赛经验和思考，与广大解剖学教育工作者分享人

体解剖绘图比赛在医学本科生解剖学教学中的应用

体会。

１　人体解剖绘图比赛的实践

新乡医学院三全学院自 ２０１６年至今已成功举
办６届人体解剖绘图比赛，由首届 ４００名医学生到
如今全校６个书院２２００多名医学生参与，比赛中涌
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现出众多优秀作品，展示了当代医学生专业知识以

外的艺术天赋，比赛更是引起国内新闻媒体广泛报

道、转载。共有中国新闻网、新华网、光明网、河南省

教育厅、河南日报等３０余家国家及省市级新闻媒体
进行了宣传报道。以我校成功举办的第６届人体解
剖绘图比赛为例，将比赛的实施，参赛情况和总结反

思做一分享。

１．１　比赛主题
今年是中国共产党成立 １００周年，也是“十四

五”开局之年，为弘扬“敬佑生命、救死扶伤、甘于奉

献、大爱无疆”的生命文化精神，深入践行医学生神

圣誓言，在学生中倡导高尚医德医风，喜迎建党百年

华诞，向全校医学生发出用画笔展现生命之美，以解

剖诠释人体艺术的号召。用手中的画笔在线条的交

错勾勒中展示“你眼中的人体之美”。

１．２　比赛流程
整个比赛分初赛和决赛两阶段。初赛阶段，学

生需在规定时间以书院为单位上交作品，作品用统

一发放的绘画纸进行创作，创作作品须遵循一定的

科学性，在此基础上鼓励富有一定创意及独特的风

格，新颖、大方，绘画技法自选，突出严谨客观真实的

态度，不可为美观随意臆造和夸大表现某些结构，并

与艺术类的人体绘画严格区分。作品的创作可结合

课堂上及书本上的解剖专业知识，并积极与老师讨

论。初赛作品通过大赛组委会初步评审，筛选出结

构比例协调，色彩搭配合适，选题绘图写实，结合社

会热点的入围作品，在校园运动会上进行公开展览，

同时建立网上票选通道进行以准确性、美观性为主

的综合投票，最终结合专家评委的评价及网络投票

结果选出２０幅作品进入比赛决赛。决赛开幕阶段，
以“献礼建党百年”———百名学生手绘百米画卷的

形式展示比赛初赛阶段的优秀作品，在百米长卷中，

中国地图为底版的医学元素、红色党旗下的细胞流

动，用医学和艺术结合的方式，表达了医学生对党的

敬意，对祖国的热爱，献礼建党百年。人体解剖绘图

大赛的决赛分为现场自由作画、创意解说和团体赛

３部分。活动第一环节由选手们自由绘画，刻画他
们心中最美丽的人体解剖图，在此同时，关于复赛优

秀作品灵感创意的解说视频在大屏幕上放映，团体

赛中，选手们５人 １组，将手中的作品，串联成一个
连续完整的故事，声情并茂地展示了作品中的灵魂。

最后根据作品评分排名，根据比例设置一二三等奖。

比赛结束后，学校领导向获奖学生颁发获奖证书及

纪念奖品。

１．３　参赛情况
本届比赛共收集作品２２２１份，符合大赛标准的

作品有２０３１份，其中筛选 ２００份作品进入初赛展
览，２０份作品最后进入决赛。全校 ６个书院涵盖临
床医学、护理学、眼视光学、康复治疗学、医学检验技

术、生物医学工程、医学影像技术七个专业医学生积

极参与。作品类型包括水彩画、素描、彩铅图、拼接

图等，以素描作品居多。作品内容涵盖脉管系统、运

动系统、感觉器、内脏学 －消化系统、神经 －中枢系
统等，以运动系统创作居多，如中轴骨、四肢骨以及

胸、背肌肉群。优秀作品展示见图１。

２　效果评价

新乡医学院三全学院本届人体解剖绘图比赛效

果甚优，比赛实施的过程充分调动了广大师生的热

情，在展示医学专业知识的同时，体现了本科教育理

念中对学生综合素质的培养，以学生为中心，让学生

由被动变为主动进行知识的学习，加强专业知识掌

握的基础上，也注重广大医学生通识教育的培养。

比赛依托解剖绘图为主线，使医学生常怀敬畏之心，

让医学梦与人文情怀同呼吸、共命运；在学习之路

上，要有“独上高楼，望尽天涯路”的高远格局，要有

“衣带渐宽终不悔”的执着追求，要有“不破楼兰终

不还”的毅力定力，甘于寂寞、潜心研究，不断提升

自己的素质和能力；思政元素与比赛的结合使得同

学们意识到，成为医务工作者，要常有担当之举，要

多读书，勤实践，练就过硬本领，不怕苦、不畏难，真

正扛起中国医药卫生事业发展前行的担当和责任。

新乡医学院三全学院人体解剖绘图大赛主题鲜明，

从“绘出生命的色彩”到“探究人体奥秘”，将专业知

识从固定的书本开拓到了课堂之外，由课上转变到

了课下。参赛人数逐年增多，由最初的临床专业扩

大到了临床医学、护理学、医学影像技术等 ７个专
业，展现了当今广大医学生专业技能以外的艺术才

能，将所学通过绘画的这种创新方式表现出来，大大

的提升了他们的人文素质与创新思维。

３　人体解剖学绘图比赛体会

３．１　绘图在人体解剖学教育中的应用
解剖学被认为是医学教育的基石，无论他们的

专业如何，解剖学知识对于医学生来说至关重要，通

过绘制人体形态用于探索，理解和揭示人体科学和

美学具有重要意义
［４］
。国内外已有许多关于绘图

与解剖学教育结合的研究，在卢伟忠
［５］
将绘图比赛

融入以多媒体为核心的解剖学教学过程中发现，举

办绘画比赛能能调动学生的学习热情，同时提高医

学生的学习能力，更好掌握知识，并且参与解剖绘图

比赛的班级期中成绩明显好于未参与解剖绘图比赛
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的班级，说明了在解剖学教学中引入绘图比赛的方

式，对解剖学教学有积极的促进作用。Ｂａｒｍａｋｉ
等

［６］
在关于人体解剖彩色绘图应用于解剖学教学

中的研究发现，通过在解剖教学进程中加入让医学

生参与解剖彩绘的教学活动，能够让他们更好的熟

记专业知识，同时提出建议人体解剖彩绘作为医学

生辅助学习解剖学的学习方式。新乡医学院三全学

院在人体解剖绘图比赛与教学结合的实践上已初步

探索，通过比赛方式，提高医学生学习人体解剖结构

的兴趣，有机结合专业理论，应用于创新实践上。以

比赛为载体，引导学生更好的观察人体解剖结构，思

考人体结构间的联系，展示自我艺术风采。

图 １　绘图大赛优秀作品展示

３．２　人体解剖绘图比赛对师生的启发
　　 在新兴科学技术背景下，课堂上不再是教师

“满堂灌”，学生被动“填鸭式”获取知识。而是通过

新型技术手段，以学生为中心，教师为引导，翻转课

堂的形式，多样的教学方式和教学活动，极大的提高

医学生的学习兴趣
［７］
。人体解剖学这门课程，包括
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应用人体解剖软件、微课、学生病例模拟、技能比赛

以及人体解剖绘图比赛等方式，减少学生机械性学

习的同时，也创造性的开发医学生的思维，让枯燥的

课堂更为有趣，转换老师与学生的角色，提高学生的

学习效率与学习兴趣。对于解剖学授课老师而言，

在课堂上以绘图的方式带领学生识辨具体人体结

构，在绘画的过程中，集中学生的注意力，更方便的

记忆某个结构
［８］
。而后通过设计解剖绘图比赛环

节，也提高了教师的综合能力，检验教师自身的知识

体系，充分运用教学资源，更好的运用新型课堂，更

好的教育学生。对于学习解剖学的学生而言，通过

精彩的绘图比赛，运用课本的知识于实践中，在绘图

创作的过程中，思考人体结构比例，协调艺术效果，

搭配颜色配比，并留心生活中的发现，人体与艺术大

胆性的创作，极大的开发了医学生创新思维，同时在

创作过程中，或个人或小组的形式，与指导老师积极

讨论，也极大的增进师生间的交流，使得解剖学课堂

不仅仅局限于教室中，结合其他相关医学专业知识，

丰富了学习方式，拓展了大学校园生活，提高了学生

的综合素质。

３．３　人体解剖绘图比赛中的思政教育
课程思政不仅仅是一种课程理念，更是一种课

程实践，强调强化专业课育人功能，突出教育立德树

人的根本任务，形成全课程育人格局。医学作为研

究生命与健康的科学，医学生不单单只有专业的技

能，更要有高尚的情操，解剖学课程思政对于作为医

学初学者而言，有着重要的医学素养、人文素养、科

学素养形成意义
［９］
。新乡医学院三全学院此次解

剖绘图比赛中，设置开幕式“向生命致敬环节”，通

过凝望医学生誓言、观看人体解剖绘画，一幕幕画面

描绘了医学之路任重而道远。重温致敬大体老师仪

式的片段中，百余名学生为大体老师献上鲜花，大家

面色凝重，怀着崇敬的心情感受着大体老师无言又

伟大的付出，领会大体老师的无私奉献与崇高品格，

而后全场师生起立为大体老师默哀一分钟。由学生

代表带领宣读《医学生誓言》，牢记医学生的使命与

担当。在创作作品过程中，鼓励学生结合时政，展现

历史上重大疫情。包括建党百年以来，我国经历的

重大卫生事件，包括青霉素的研制，青蒿素的发明

等，感悟在中国共产党领导下我国卫生事业的蓬勃

发展，其中较多作品展示出在中国共产党领导下积

极抗击２０２０年新冠肺炎事件，歌颂面对突发卫生事
件时最美逆行医务工作者，表达了当下医学生的爱

国之心，深刻体会中国人民和中华民族以敢于斗争、

敢于胜利的大无畏气概，铸就了生命至上、举国同

心、舍生忘死、尊重科学、命运与共的伟大抗疫精神。

通过创作结合时政类解剖绘图作品，培养了一批勇

于奉献、不畏牺牲、敢作敢当的新青年医学生。

４　人体解剖绘图大赛的展望

综合来看，各地医学院逐步开展与教学相结合

的解剖绘图比赛，并获得一致好评，通过大赛平台的

搭建，极大丰富医学生的自我发展以及综合素质的

持续发展，并取得了积极效果
［１０］
。解剖绘图比赛的

实践，能够提高学生的学习能力，培养其创造力，完

善其人格，通过团队配合提升交际能力，同时交叉领

域的拓展也极大的激发其潜能，为医学生今后科研

工作，做了很好的铺垫，通过创造性的绘图，也能挖

掘出一批专业的医学绘图专业人才，如医学插画

师
［１１］
。通过结合时政热点的方式，培养医学生的爱

国主义精神，不仅要成为专业人才，还要成为具有思

辨能力的通识型人才。随着科学技术的不断进步以

及多文化融合发展，人体解剖绘图比赛与解剖学教

学结合的实践更应该与时俱进，比如通过结合虚拟

现实结合技术，将人体解剖结构通过三维可视化具

体构建并绘出展示。其次通过对以往作品及优秀作

品进行电子扫描搭建绘图图库，为学生参加教学科

研科普和社会活动提供资源，为大学生创新创业大

赛提供实践教学参赛获奖机会，推动学生的全面

发展。

总之，人体解剖绘图大赛与解剖学教学相结合，

加强了理论与实践的深度融合，从专业教育和通识

教育结合的角度出发，提高学生医德素养的同时，也

夯实了学生的医学基础知识，弘扬了学生的医学人

文精神，为学生成长成才搭建平台。人体解剖绘图

比赛如何更有效的融入教学环节，寻找与其他相关

学科之间的融合点，以及更系统化的课程设计都值

得更多的探讨。
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疫情下校企合作开展《临床血液学检验技术》混合课的探索与实践
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摘要：　疫情下深化校企合作，以企业虚拟仿真平台为依托，辅以优慕课、智慧职教、中国大学慕课等校内外优质教

学资源，开展线上线下混合课教学，在《临床血液学检验技术》教学应用中取得良好效果。
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　　《临床血液学检验技术》是四年制医学检验技
术专业主干必修课程，也是临床检验人员所必备的

一项基本技能。２０２０年的新冠疫情给高校的正常
专业教学带来了挑战，在此情况下如何去实施停课

不停学、停课不停教，教学标准不降、教学质量不减

的教学要求，本门课程以企业重庆华教虚拟仿真平

台为依托，辅以优慕课、智慧职教、中国大学慕课等

校内外优质教学资源，开展线上线下混合课教学。

通过精心教学设计与周密组织实施，使得《临床血

液学检验技术》教学效果明显提高。

１　教学改革思路和方法

积极响应《教育部关于一流本科课程建设的实

施意见》，深化教育教学改革，加强校企合作，克服

疫情给专业教学带来的困难，对《临床血液学检验

技术》课程的整个教学环节进行重新设计，构建了

以血液学理论为基础，以血液形态学辨认检验技能

培养为目标，以常见临床血液病实验诊断为抓手的

“理论 －检验 －疾病”相互结合、紧密联系的混合课
教学体系。教师通过管理平台资源，引导学生自主

学习，课前、课中、课后采用不同的教学方法，使学生

完成学习任务，提高教学质量。

１．１　课前五传、三推、三促
五传：将教学大纲、教学日历、电子教材、课件、

血液形态学图谱５种全过程必备教学资料在开课前
上传至优慕课，让学生提前了解课程教学大纲、授课

计划、所用图书及参考资料等。

三推：将重庆华教虚拟仿真平台、智慧职教、中国

大学慕课等优质教学资源推荐给学生以便自主学习。

三促：教师及时关注学生的动态，督促学习时
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长、学习进度、学习效果，使学生做好课前预习。

１．２　课中一案、一讲、一结 ＋Ｘ作业
一案：授课前结合教学大纲优选临床典型案例，

采用启发式、讨论式、引导式教学法随机挑选学生就

课前所给案例进行分析，考察学生预习效果的同时

导入新课。

一讲：授课中采用雨课堂详细讲授新内容。

一结：课程最后简单总结本节内容。

Ｘ作业：课下布置作业灵活多样，包括进入虚拟
网络平台自主观察学习骨髓血细胞形态、手绘细胞

以锻炼基本功、髓象分析以提升能力、骨髓报告模拟

临床等。

１．３　课后两测、一引、一论、一答
两测：登录优慕课进行随堂测试、期中测试，以

监控学习效果。

一引：引导学生课下线上自主学习，拓展学习以

巩固形态学知识，开阔专业视野。

一论：师生在优慕课讨论区对课程相关内容的

命题进行讨论。

一答：共性或疑难问题由教师点评或详细解答。

２　课程设计

课程是人才培养的核心要素，课程质量直接决

定人才培养质量。《临床血液学检验技术》课程坚

持知识、能力、素质有机融合，要求学生具备扎实的

基本理论知识、基本技能，培养学生发现问题、解决

问题、分析问题的综合能力和思维，树立生命第一、

健康至上的服务理念，培养学生良好的职业素养。

课程内容广度和深度相宜，突破习惯性认知模式，疫

情下《临床血液学检验技术》混合课改革计划，见

表１。

表 １　《临床血液学检验技术》混合课改革计划

授课主要内容 教学学时数 作业／任务 教学形式（线上／线下）

绪论、造血理论及细胞形态学 ４ 线下

正常骨髓象观察（一） ６ 学生采集图片上传及线上讨论 线上／线下

血细胞化学染色 ４ 线下

正常骨髓象观察（二） ６ 学生采集图片上传／教师上传图片考核 线上／线下

骨髓检查及报告 ４ 线下

血细胞形态学及骨髓报告单填写 ７ 学生采集图片上传／线上讨论 线上／线下

贫血（一） ４ 线下

贫血骨髓象观察（一）及 Ｆｅ染色 ６ 上传骨髓象图片、铁染色图片及线上讨论 线上／线下

贫血（二） ４ 线下

贫血骨髓象观察（二） ６ 上传骨髓象图片、铁染色图片及线上讨论 线上／线下

贫血（三） ４ 线下

贫血病例分析 ５ 线上讨论及上报讨论结果 线上

白血病骨髓象观察（一）、ＭＰＯ染色 ６ 上传骨髓象图片及线上讨论 线上／线下

白血病检验基础 ４ 线下

白血病骨髓象观察（二） ６ 上传骨髓象图片及线上讨论 线上／线下

急性白血病 ４ 线下

白血病骨髓象观察（三） ６ 上传骨髓象图片及线上讨论 线上／线下

骨髓增殖性肿瘤、ＭＤＳ ４ 线下

慢性白血病骨髓象观察 ６ 上传骨髓象图片及线上讨论 线上／线下

白血病病例综合分析 ２ 线上讨论及上报讨论结果 线上

浆细胞疾病及其他白细胞疾病 ４ 线下

浆细胞疾病骨髓象观察 ６ 上传骨髓象图片及线上讨论 线上／线下

止血血栓检验基础及实验室检查 ４ 线下

ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＴＴ、ＦＤＰ、Ｄ－二聚体检验 ６ 线上讨论 线上／线下

止血血栓检验临床应用 ４ 线下

止血血栓综合性实验 ６ 线上讨论及上报讨论结果 线上／线下
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３　教学应用

案例的准确性、典型性、启发性、合理性直接影

响教学效果
［１－３］

。为此我们依据教学大纲，紧密结

合教学重难点，精选整理临床真实病例，结合实际设

计教学案例，打破传统的理论与实践分离现状，引导

学生将理论知识应用到临床实践中去，提高学生发

现、分析、解决实际问题的能力
［４］
。慢性髓细胞白

血病是临床常见的白血病类型，也是重点授课内容，

其实验尤为重要，我们对此进行了如下设计。

３．１　慢性髓细胞白血病实验课病例

患者女，４５岁，以“发现白细胞升高 １天”为主
诉入院。现病史：１天前患者因腹胀、乏力不适于外
院就诊，行肝胆胰脾彩超示：胆囊毛糙，脾大（脾厚

６３ｍｍ，脾长径１７１ｍｍ），血常规：ＷＢＣ４２７．８×１０９／Ｌ，
分类：白细胞３８５．６×１０９／Ｌ，淋巴细胞７．５×１０９／Ｌ，单
核细胞９．８２×１０９／Ｌ，嗜酸性粒细胞７．９６×１０９·Ｌ－１，嗜
碱性粒细胞１６．９３×１０９·Ｌ－１，红细胞２．８８×１０１２·Ｌ－１，
血红蛋白 ９２ｇ·Ｌ－１，血细胞比容 ２７．３０％，血小板
３８７×１０９·Ｌ－１，门诊以白细胞升高待查收治。结合
血象及骨髓象检查，作为诊断依据。患者血象及骨

髓象，见图１。

图 １　患者的血象及骨髓象

３．２　混合课实施过程
校企合作开展《临床血液学检验技术》混合课，

落实课前五传、三推、三促，课中一案、一讲、一结 ＋

Ｘ作业，课后两测、一引、一论、一答，全面实施混合
课教学。混合课实施过程，见图２。

图 ２　混合课实施过程

４　改革成效及分析

４．１　促进教师知识体系的完善，全面提高全体教师
教学水平

教师要具备丰富的理论知识和较高的专业水准

才能组织讲好一堂生动的混合课，才能在教学中充

分发挥教师的主导作用，引导学生多方位了解专业

知识。为此，学校要求青年教师要做到四通，即通读

专业教材、通听专业课程、通做课程实验、通晓教学

过程的基础上，定期到临床挂职锻炼，鼓励全体青年
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教师积极参与校级和国家级教师教学及检验技能大

赛，形成“以赛促学、以赛促教、以赛促改”的氛围，

使教师教学和实践技能水平明显提高，学生的课程

满意度也明显提高。２０１７级《临床血液学检验技
术》课程年满意度为１００％，详见表２。
表 ２　《临床血液学检验技术》课程满意度调查（ｎ＝１７５）

满意度 人数 比例（％）

非常满意 １２３ ７０．２９

满意 ４３ ２４．５７

基本满意 ９ ５．１４

不满意 ０ ０．００

４．２　培养学生学习主动性、参与性，全面提高学生
综合素质

疫情下与企业合作，利用优质教学资源，开展线

上线下混合课能充分利用学生零碎的课余时间、丰

富学生学习方法和途径，使学生由被动学习转变为

主动学习，以培养其自主学习的良好习惯，并能够举

一反三、融会贯通，使其发现、分析、解决问题的能力

明显提高。疫情下一学期的混合课教学，学生成绩

不仅未受到影响，而且较往年有所提高，在本科录取

学生，入学整体一致的情况下，２０１７级 ８０分以上占
７１．９％，２０１６级为 ３２．４％，成绩显著提高。２０１６级
与２０１７级《临床血液学检验技术》成绩分布对比，
见表３。
表 ３　２０１６、２０１７级《临床血液学检验技术》成绩对比

成绩（分）
２０１６级（ｎ＝２３８）

人数（％）

２０１７级（ｎ＝２１７）

人数（％）

≥９０ ３（１．３） ２６（１２．０）

≥８０ ７４（３１．１） １３０（５９．９）

≥７０ １２４（５２．１） ４８（２２．１）

≥６０ ３７（１５．５） １３（６．０）

　　线上线下混合课教学实现了以生为本，泛在学
习、自主学习，促教促学的教学氛围，教育模式从传

统标准化走向以学生为中心的灵活、多样、个性化教

学，可视为理想的教学模式
［５］
。《临床血液学检验

技术》融入线上线下混合课后学习难度大，“听不

懂、不理解，不会诊断”的状况明显改善，教学效果

明显提升
［６］
。线上线下混合课教学还处在不断建

设和完善的过程，不但要不断的完善和提升线上资

源，还要保证线下教学设计的合理性
［７］
。充分利用

国家精品课程，让老师全部加入专业混合课程建设，

使学生完全适应混合课教学，全面实现课程优起来、

教师强起来、学生忙起来、效果实起来，是我们持续

深化教学改革的重任
［８］
。
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【综述】

外泌体与肿瘤发生及诊治相关性的研究进展

张思雨，王佩瑾，武 辉，周艳琳

（新乡医学院三全学院基础医学院，河南 新乡 ４５３００３）

摘要：　外泌体（Ｅｘｏｓｏｍｅｓ）是一类细胞外膜纳米级小囊泡，大小一般是 ４０－１００ｎｍ，来自于细胞内吞噬系统，由自

体细胞分泌，能通过胞吐到细胞的外环境中，参与细胞的运输。外泌体不仅能从细胞培养的上清液中提取，也可以从患

者的各种体液（血液，尿液，唾液等）中提取。外泌体内含有 ＲＮＡ，蛋白质和少量脂类分子，癌细胞的外泌体含有浓度较

高的 ｍｉＲＮＡ，能参加肿瘤的自身调控，也是调控肿瘤发生发展的重要机制。随着对外泌体不断地深入认识，外泌体在肿

瘤发生发展过程中，以及诊治等方面扮演着重要的角色。本文就外泌体的发现与结构，外泌体与肿瘤发生及诊治相关

性做简单的介绍，以及对外泌体作为肿瘤的早期诊断和液态活检的应用进行了展望。

关键词：　外泌体；肿瘤；早期诊断
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ｂｏｄｙｆｌｕｉｄｓ（ｂｌｏｏｄ，ｕｒｉｎｅ，ｓａｌｉｖａ，ｅｔｃ．）ｏｆｔｈｅｐａｔｉｅｎｔ．ＥｘｏｓｏｍｅｓｃｏｎｔａｉｎＲＮＡ，ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄａｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆｌｉｐｉｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓ．

ＥｘｏｓｏｍｅｓｏｆｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｃｏｎｔａｉｎａｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎｔｈｅｓｅｌｆｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｓａｎｄｉｓａｌｓｏ

ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｕｍｏｒｓ．Ｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｉｎｄｅｐｔｈｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｏｆｅｘ

ｏｓｏｍｅｓ，ｅｘｏｓｏｍｅｓｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｔｕｍｏｒｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ａｓｗｅｌｌａｓｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

Ｉｎｔｈｉｓｒｅｖｉｅｗ，ｔｈｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｅｘｏｓｏｍｅｓ，ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｘｏｓｏｍｅｓａｎｄｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ，ｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔａｒｅｂｒｉｅｆｌｙｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｘｏｓｏｍｅｓａｓｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｌｉｑｕｉｄｂｉｏｐｓｙｏｆｔｕｍｏｒｓｉｓｐｒｏｓｐｅｃｔｅｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｅｘｏｓｏｍｅ；ｔｕｍｏｕｒ；ｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　　外泌体是一类来自细胞内吞噬系统、由自体细
胞分泌的纳米级小囊泡，直径一般为 ４０～１００ｎｍ，
可通过胞吐方式进入细胞外环境，参与细胞运输。

外泌体不仅可从细胞培养上清液中提取，也可从患

者各种体液（血液、尿液、唾液等）中提取。外泌体

内含有 ＲＮＡ、蛋白质及少量脂类分子。肿瘤源性外
泌体（ｔｕｍｏｒ－ｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅ，ＴＥＸ）含有较高浓度
的 ｍｉＲＮＡ，可参与肿瘤的自身调控，研究表明外泌
体在肿瘤的早期诊断及治疗等方面起到重要作用。

本文将就外泌体的发现与结构、外泌体与肿瘤发生

及诊治的关系做一综述，并对外泌体在肿瘤早期诊

断和液态活检的应用进行展望，以期为临床研究提

供参考依据。

１　外泌体的发现与结构

１．１　外泌体的发现
细胞释放的具有５’－核苷酸酶活性、直径在４０

～１００ｎｍ且具有生理功能的囊泡最早被命名为外
泌体

［１］
，２０世纪 ８０年代外泌体被描述为未成熟的

红细胞分化期间，多囊泡体（ｍｕｌｔｉ－ｖｅｓｉｃｕｌａｒｂｏｄｙ
ｉｅｓ，ＭＶＢｓ）与细胞膜融合释放出的囊泡［２］

。这些囊

泡是从 ＥＢ病毒转化的 Ｂ淋巴细胞中分离出来的，
来自于人 Ｂ淋巴细胞的外泌体可以诱导抗原特异
性的人类主要组织相容性复合体（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍ
ｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）限制性 Ｔ细胞反应。外泌
体是细胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶｓ）主要亚
型中的一种，是 ＭＶＢ包含的腔内囊泡（ｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＩＬＶｓ），在 ＭＶＢ与质膜结合后释放到细胞
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外环境
［３］
。外泌体可以由多种类型的细胞分泌，比

如爱泼斯坦 －巴尔病毒（Ｅｐｓｔｅｉｎ
!

Ｂａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）
转化的 Ｂ细胞、肥大细胞［４］

、细胞毒性 Ｔ细胞［５］
和

树突细胞
［６］
，现已证实不同类型的造血细胞和非造

血来源的细胞
［７］
也能释放外泌体囊泡。

１．２　外泌体分离方法
目前外泌体的提取方法主要有超速离心法、过

滤离心法、密度梯度离心法（分离得到的外泌体纯

度高，但操作繁琐）、免疫磁珠法、ＰＳ亲和法、色谱法
和商用试剂盒，其中超速离心法和商用试剂盒法是

目前比较常用的两种方法。超速离心法首先是分步

差速离心，逐步清除样本中的碎细胞和杂质，最后 ２
次长时间超速离心分离得到外泌体，需要注意的是

不同细胞分泌的外泌体不同，沉降系数也有区别，需

要根据具体情况选择超速离心的转速和时间
［８］
；商

用试剂盒的提取思路与超速离心法有相似之处，首

先是去除样本中的碎细胞和杂质，不同之处是中间

多了一步试剂孵育，最后短时间的低速离心即可分

离得到外泌体
［９］
。分离得到的外泌体需进行鉴定：

根据外泌体的大小进行鉴别，外泌体直径在 ４０～
１００ｎｍ［１０］，Ｂ细胞来源的外泌体尺寸最均匀（６０～
８０ｎｍ）［１１］；根据电镜下外泌体“茶托样”形状的囊
泡进行鉴别；还可根据外泌体的形成过程进行鉴别，

来源于细胞内吞作用形成的内体在成熟过程中内部

会形成圆球状小体，后与细胞膜结合释放出的小体，

即为外泌体。

１．３　外泌体的结构
外泌体存在于各种体液中，如血浆

［１２］
、恶性腹

水
［１３］
、尿液

［１４］
、羊水

［１５］
和唾液，外泌体中含有蛋白

质、ｍｉＲＮＡｓ和 ｍＲＮＡｓ［１６］。研究者通过蛋白印迹对
来自不同细胞的外泌体蛋白质进行分析，发现来自

不同细胞的外泌体径粒、蛋白浓度有所差别；对来自

树突状细胞
［１７］
、肥大细胞

［１８］
及和肠上皮细胞

［１９］
的

外泌体蛋白质进行蛋白组学分析，发现含量丰富的

四跨膜蛋白 （如 ＣＤ６３、ＣＤ９、ＣＤ８１）和 ＴＳＧ１０１、
ＨＳＰ７０、ＡＬＩＸ等蛋白，ＣＤ６３、ＣＤ９、ＣＤ８１都是四次跨
膜蛋白家族成员，直接参与细胞外囊泡内容物的分

选，ＴＳＧ１０１是 ＥＳＣＲＴ复合体相关蛋白，ＡＬＩＸ直接
参与膜泡在形成过程中切割脱离质膜形成独立膜结

构的过程，可视作外泌体标志物。有学者对肠细胞

和人树突细胞的外泌体进行分析，发现了各种酶，例

如 过氧化物酶、丙酮酸、脂质激酶以及烯丙醇 －１，
认为外泌体可能会催化多种体内反应。研究证实外

泌体包含细胞质蛋白和参与信号传导的分子，可以

介导细胞间通讯
［２０］
，影响细胞的生理活动；研究人

员从培养的肿瘤细胞上清液和癌症患者血浆中分离

到外泌体，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ证实外泌体中存在多种
分子种类，原因是癌细胞表达并且利用各种免疫抑

制分子去促进了肿瘤反应。

２　外泌体与肿瘤发生、诊治的相关性

肿瘤的发展是一个复杂的过程，ＴＥＸ对肿瘤微
环境的形成和肿瘤生长十分重要，ＴＥＸ作为肿瘤进
展中细胞通讯的中介物，将正常的生理过程转化为

有利于肿瘤的生理过程。肿瘤细胞产生的外泌体可

通过多种机制与靶细胞相互作用，其中一种机制是

外泌体向局部或远处部位横向传递遗传信息促进肿

瘤的生长和转移
［２１］
。肝癌是世界上最常见的肿瘤

之一，缺少有效的治疗方法，有学者指出肝癌外泌体

可由肝脏中不同细胞释放，并通过多种分子机制调

控肝癌进展，对肝癌的发生、肿瘤细胞与癌旁细胞的

分子交换、转移、耐化学、免疫抑制、早期诊断和治疗

等有重要意义
［２２］
。外泌体在单细胞和多细胞生物

体中的普遍存在表明其对生存必不可少。外泌体携

带癌基因的载体
［２３］
，并调节受体细胞的基因表

达
［２４］
，因此被称为“肿瘤小体”。外泌体包裹和包裹

在外泌体膜内的物质不受胞外酶的影响，能够被完

整地运送到靶细胞。研究人员在外泌体中检测到一

系列基因，如 ＢＲＡＦ、ＭＥＴ、ＥＧＦＲ、ＡＬＫ，可作为肺癌
的生物标志物，为肺癌早期诊断提供新思路

［２５］
。现

对外泌体与几种肿瘤发生、诊治的相关性进行概述。

２．１　外泌体与乳腺癌发生及进展的关系
乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，虽然目

前临床医生已掌握先进的乳腺癌诊断方法，并在新

型靶向治疗方面取得进展，但乳腺癌的治疗效果仍

然受药物毒性和耐药性的影响，缺乏可靠的预测指

标和预后生物标志物。研究发现外泌体可以改变靶

细胞的转录组，促进肿瘤发展。乳腺癌细胞（ＭＤＡ
－ＭＢ－２３１细胞）分泌的外泌体能够将正常人的类
乳腺上皮细胞（ＭＣＦ１０Ａ细胞）转化为癌细胞［２６］

。

乳腺癌的转移是一个复杂的过程，首先癌细胞在原

发部位侵入间质、进入血管，在血液循环中存活，随

后向继发部位外渗，并在继发部位存活和增殖，在肿

瘤转移过程中肿瘤微环境也发生了变化，二者相互

作用
［２７－２９］

，促进肿瘤的转移。肿瘤转移包括黏附丧

失、迁移和侵袭增加等过程，乳腺癌细胞的脱落能诱

导外泌体快速分泌，并集中在乳腺癌细胞表面，介导

细胞的黏附和扩散，进而影响肿瘤的转移
［３０－３１］

。

Ｈａｒｒｉｓ等发现从乳腺癌细胞中分离出的外泌体可以
刺激细胞迁移，并且具有较高转移潜能的乳腺癌细

胞分泌的外泌体更多，因此认为外泌体在乳腺癌细

胞的转移过程中可能发挥着积极作用
［３２］
。外泌体
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分泌的 ｍｉＲＮＡ可以改善几个乳腺癌细胞系的侵袭
和迁移能力。Ｋｒｕｇｅｒ等对 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１胞株（人
乳腺癌细胞株）和 ＭＣＦ－７细胞株（人乳腺癌细胞
株）衍生的外泌体进行蛋白组学和基因分析，蛋白

组学分析结果表明 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１胞株衍生的外
泌体含有较高水平的基质金属蛋白酶，而 ＭＣＦ－７
细胞株衍生的外泌体含有较多的核酸、转移蛋白和

结合蛋白；基因分析结果表明多个 ｍｉＲＮＡ表达谱与
肿瘤进展转移有关，一些 ｍｉＲＮＡ（包括 ｍｉＲ－３０１ａ、
ｍｉＲ－１３０ａ、ｍｉＲ－３４ａ、ｍｉＲ－１０６ｂ、ｍｉＲ－３２８等）在
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和 ＭＣＦ细胞外泌体中表达水平不
同，提示不同细胞衍生的外泌体基因表达水平会有

差异
［３３］
；Ｓｉｎｇｈ等研究发现由外泌体介导的 ｍｉＲ－

１０ｂ的转移，能够抑制它的靶基因 ＨＯＸＤ１０和
ＫＬＦ４蛋白水平，进而认为外泌体治疗可能会影响乳
腺癌细胞的侵袭能力

［３４］
。肿瘤细胞较正常细胞能

产生和分泌更多的外泌体
［３５－３６］

，蔡婉发现乳腺癌患

者血液中外泌体浓度高于正常人
［３７］
。肿瘤衍生的

外泌体一旦与靶细胞接触，可改变受体的表型和功

能属性，促进血管生成、血栓形成、转移以及免疫抑

制，肿瘤衍生的外泌体携带的蛋白质、核酸与母细胞

携带的蛋白质、核酸有部分是相同的，这些相同的物

质或可作为非侵袭性的癌症生物标志物，在抑制宿

主抗肿瘤反应和介导耐药方面发挥作用。Ｂｏｅｌｅｎｓ
ＭＣ等［３８］

发现基质细胞分泌的外泌体中的 ＲＮＡ可
与乳腺癌细胞表面的蛋白结合，激活某些蛋白和通

路，使乳腺癌细胞获得治疗耐受性。

２．２　外泌体与肺癌进展及耐药性关系
肺癌转移迅速，复发频繁，确诊时通常已处于晚

期。ＭｏｈａｍｍａｄＡ等［３９］
探究肺癌患者血清、高转移

和非转移肺癌细胞外泌体对支气管上皮细胞（ｈｕ
ｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＥＣｓ）的影响，发现
从高转移性肺癌细胞和晚期肺癌患者血清中提取的

外泌体可诱导 ＨＢＥＣｓ中波形蛋白［４０］
的表达以及上

皮细胞向间充质的转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）；还发现高转移性癌细胞衍生的外
泌体和晚期肺癌患者血清外泌体都能够诱导非癌性

受体细胞的迁移、侵袭和增殖。癌源性外泌体可能

是受体细胞 ＥＭＴ的一种潜在介质，而波形蛋白可能
是外泌体诱导肺癌转移的一种激活剂。手术治疗、

化疗、放疗、靶向治疗是治疗肺癌的有效方法，缺点

是肺癌患者预后仍很不理想，失败最重要的原因是

肺癌细胞的耐药性。２０１４年 Ｂｏｕｓｓｉｏｎ报道肺癌细
胞 Ａ５４９经顺铂（ＤＤＰ，Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）治疗后可向周围微
环境分泌更多的外泌体，这些外泌体可降低受体细

胞对 ＤＤＰ的敏感性［４１］
；Ｑｉｎ等对肺癌中 ＤＤＰ耐药

的分子机制提出新见解，认为 ＤＤＰ耐药肺癌细胞衍
生的外泌体提高了 ＤＤＰ耐药性［４２］

；含有 ＨＳＰ７２（热
休克蛋白７２）的肺癌细胞源性外泌体可激活 ＳＴＡＴ３
信号通路，介导髓系源性抑制细胞（ＭＤＳＣｓ）的免疫
抑制作用，从而抑制 Ｔ细胞活化［４３－４４］

；肺癌细胞来

源的外泌体含有表皮生长因子受体 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ），可诱导树突状细胞和
肿瘤抗原特异性 Ｔｒｅｇ细胞，抑制具有抗肿瘤功能活
性的 ＣＤ８（＋）Ｔ细胞，促进肺癌生长［４５－４６］

；因间充

质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）可被肿瘤
部位吸引成为肿瘤微环境的重要组成部分，Ｌｉ等为
揭示肿瘤外泌体对 ＭＳＣｓ的作用机制，从肺癌细胞
株 Ａ５４９中提取外泌体，加入 ＭＳＣｓ，采用实时荧光
ＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ方法检测体外培养的 ＭＳＣｓ中炎症相
关细胞因子的分泌情况，研究发现肿瘤细胞 Ａ５４９
来源的外泌体可诱导 Ｐ－ＭＳＣｓ（ｐｒｏ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｉｎＭＳＣｓ）产生促炎性细胞因子，其中 ＩＬ－
６、ＩＬ－８和 ＭＣＰ－１的分泌明显增加，促进肿瘤生
长

［４７］
。外泌体或可为给肺癌的早期诊治提供新思

路。

２．３　外泌体与胃癌治疗及耐药性关系
胃癌是全球第四大常见恶性肿瘤，也是仅次于

肺癌的第二大癌症死亡原因。有学者培养人胃细胞

系 ＳＧＣ７９０１和人胚胎肾上皮细胞系 ＨＥＫ２９３Ｔ，进
行细胞转染，从细胞培养液中提取外泌体，建立体外

肿瘤微环境模型，发现外泌体可以作为有效的载体

传递药物和微小 ＲＮＡ，在癌症靶向治疗中具有潜在
的应用价值；此外，外泌体还可以作为载体传递肝细

胞因子，ＨａｉｙａｎｇＺｈａｎｇ等人研究发现了外泌体通过
传递 ＨＧＦｓｉＲＮＡ，抑制了 ＨＧＦ和 ＶＥＧＦ（血管内皮
生长因子）的表达，进而降低延缓胃癌肿瘤和血管

的生长速度
［４８］
；Ｎｉｎｇ等利用透射电镜观察外泌体形

貌，利用纳米粒子跟踪技术分析外泌体大小，通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫荧光染色、ｑＰＣＲ检测肿瘤相关成
纤维细胞（Ｃａｎｃｅｒ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＣＡＦｓ）转染
过程中 ＣＡＦｓ分泌的细胞因子及 ＣＡＦｓ转换的信号
通路，发现胃癌细胞来源的外泌体增强了周细胞

（又称 Ｒｏｕｇｅｔ细胞和壁细胞）的增殖和迁移，并证实
明 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和 ＭＥＫ／ＥＲＫ通路被肿瘤来源的外泌
体激活，进而抑制了胃癌的细胞的增殖

［４９］
。近几年

临床医师普遍采用 ５－氟尿嘧啶（５－ＦＵ）和顺铂
（ＤＤＰ）进行术前和术后化疗，提高了胃癌患者的生
存率，但耐药性是影响胃癌治疗效果的主要问题之

一。间充质干细胞在耐药过程中起到重要作用，有

学者研究间充质干细胞外泌体是否参与介导胃癌化

疗耐药，并探讨其潜在的分子机制，发现来自间充质
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干细胞的外泌体可增强胃癌细胞在体内外对化疗的

耐受作用，可能是通过激活胃癌细胞中的 ＣａＭ－Ｋｓ
通路和下游 Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ通路所致［５０］

。

３　展望

细胞间通讯是多细胞生物体的重要标志，可通

过细胞与细胞的直接接触或释放介质来实现。第三

种细胞间通讯涉及细胞外囊泡的转移，外泌体是细

胞外囊泡的一种，并且在肿瘤中外泌体的分泌更多，

所以外泌体作为细胞间信号传递的媒介能影响肿瘤

的发生发展。外泌体携带的部分蛋白质与母细胞一

致，对从肿瘤细胞提取的外泌体蛋白质进行鉴定筛

选，观测是否含有该肿瘤的特异性蛋白，可为肿瘤的

早期诊断提供新思路；如果这一想法成立，我们可以

从肿瘤患者体液（唾液、尿液、血液等）中提取外泌

体进行诊断，实现液态活检，减少侵入性诊断，减轻

患者痛苦，但上述理念是否可以实现仍需要大量的

研究去探索和证实。
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