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肝硬化食管胃底静脉曲张破裂出血患者外

周血单个核细胞中ＴＭＥＭ１６Ａ的表达水平

及意义

李龙辉　王　宇　高文广　赵艳红　高　明

　　【摘要】　目的　探究肝硬化食管胃底静脉曲张破裂出血（ＥＧＶＢ）患者外周血单个核

细胞中跨膜蛋白１６Ａ（ＴＭＥＭ１６Ａ）的表达水平及意义。方法　选择２０１６年２月至２０１９

年１２月在廊坊市第四人民医院就诊的２０６例ＥＧＶＢ患者作为研究对象。采用密度梯度

离心法获取外周血中单个核细胞。采用蛋白质印迹法检测单个核细胞中ＴＭＥＭ１６Ａ的

表达水平，并分析其与ＥＧＶＢ患者预后的关系。结果　２０６例ＥＧＶＢ患者中９７例

（４７．０９％）预后不良。预后良好组ＴＭＥＭ１６Ａ的表达水平高于预后不良组，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。多因素ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显示，ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级、ＭＥＬＤ评分和

白细胞计数是 ＥＧＶＢ患者预后的独立危险因素（犘＜０．０５），而白蛋白、血钠和

ＴＭＥＭ１６Ａ是独立保护因素（犘＜０．０５）。限制性立方样条分析结果表明ＴＭＥＭ１６Ａ与

ＥＧＶＢ患者预后有关（犘＜０．０５），且呈非线性关系（非线性检验犘＜０．０５）。与

ＴＭＥＭ１６Ａ＝０．５７比较，ＴＭＥＭ１６Ａ＜０．５７时预后不良风险较高，ＴＭＥＭ１６Ａ＞０．５７时

预后不良风险较低。结论　ＥＧＶＢ患者外周血单个核细胞中ＴＭＥＭ１６Ａ表达水平低提

示其预后不良风险较高，检测其表达水平有助于评估患者预后情况。
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　　肝硬化食管胃底静脉曲张破裂出血（ＥＧＶＢ）的

病情凶险，常危及患者生命［１］。研究表明，首次出血

的患者在６周内的死亡率为１５％～２０％，经治疗６

周后仍有约２０％患者再出血，严重影响患者预

后［２］。若能预判ＥＧＶＢ或再出血情况，可有效改善

患者预后。然而，目前尚缺乏有效预判ＥＧＶＢ患者

再出血的指标。

跨膜蛋白１６Ａ（ＴＭＥＭ１６Ａ）是一种钙激活氯通

道蛋白，可参与机体的多种病理生理活动，如恶性

肿瘤、腺 体 分 泌 及 高 血 压 等［３］。研 究 显 示，

ＴＭＥＭ１６Ａ可诱导高血压大鼠模型血管内皮功能

障碍，从而升高血压［４］。另有研究显示，ＴＭＥＭ１６Ａ

可调节门静脉高压大鼠模型门静脉平滑肌细胞增

殖［５］。基于此，推测ＴＭＥＭ１６Ａ可能通过调节门静

脉平滑肌细胞，参与了ＥＧＶＢ及再出血过程。目前

关于ＴＭＥＭ１６Ａ与ＥＧＶＢ患者再出血的报道较

少，本文对此展开研究，以期为ＥＧＶＢ的预防及治

疗提供帮助。

１　资料与方法

１．１　一般资料

选择２０１６年２月至２０１９年１２月在廊坊市第

四人民医院就诊的２０６例ＥＧＶＢ患者作为研究对

象。纳入标准：（１）经Ｂ超或ＣＴ等影像学检查确诊

为肝硬化；（２）经胃镜检查确诊为食管胃底静脉曲

张；（３）出现黑便或呕血等症状；（４）签署了知情同

意书。排除标准：（１）非肝硬化导致的消化道出血；

（２）合并尿毒症及血液系统疾病等；（３）合并恶性肿

瘤；（４）门脉高压性胃肠病；（５）先天胆道阻塞性扩

张；（６）不能配合完成研究所需检查或随访失联。

２０６例ＥＧＶＢ患者中男性１０９例，女性９７例，年龄

２４～７６岁，平均年龄为（５６．８２±９．７８）岁。本研究

经医院医学伦理委员会批准。

１．２　基本信息收集

收集患者的年龄、性别、肝硬化类型、Ｃｈｉｌｄ

Ｐｕｇｈ分级、白蛋白、凝血酶原时间、国际标准化比

值、ＭＥＬＤ评分、白细胞计数、血红蛋白、血钠及治

疗方式等信息。采用电话随访及复诊等方式了解

入选患者２４个月内有无再出血发生及预后生存状

况，每３个月随访１次，以２０２０年４月３日或该时

间点前患者死亡作为随访终点。本研究将发生再

出血及死亡定义为预后不良［１］。

１．３　单个核细胞中ＴＭＥＭ１６Ａ表达水平检测

采用密度梯度离心法获取外周血中单个核细

胞［６］。抽取ＥＧＶＢ患者入院２４ｈ内空腹外周静脉

血１０ｍＬ，置于Ｆｉｃｏｌｌ分离液中，提取单个核细胞。

采用蛋白质印迹法检测单个核细胞中ＴＭＥＭ１６Ａ

的表达水平［７］。将ＲＩＰＡ裂解液滴至盛有单个核细

胞的试管中提取总蛋白，然后滴加匀浆缓冲液，４℃

环境下以３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取离心后上清

液。１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ 分 离 胶 电 泳 （１２０ Ｖ，

１００ｍｉｎ），转 膜 缓 冲 液 平 衡，转 膜 （３００ ｍＡ，

６０ｍｉｎ），然后使用５％脱脂牛奶室温下封闭１ｈ。

滴加一抗（１∶１０００），４℃孵育过夜；滴加二抗（１∶

５０００），室温孵育１ｈ，曝光显影。应用ＩｍａｇｅＪ软件

进行光密度分析。

１．４　统计学分析

应用Ｒ３．６．３软件进行数据分析，犘＜０．０５为

差异有统计学意义。正态分布的计量资料以均数±

标准差（珔狓±狊）表示，两组间比较采用独立样本

狋检验。计数资料以例（％）表示，组间比较采用χ
２

检验。采用ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型分析影响ＥＧＶＢ患者

预后的因素。采用限制性立方样条拟合ｌｏｇｉｓｔｉｃ回

归模型分析 ＴＭＥＭ１６Ａ 与 ＥＧＶＢ患者预后的

关系。
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２　结果

２．１　预后良好组与预后不良组的基本资料比较

２０６例ＥＧＶＢ患者中９７例（４７．０９％）预后不

良，其中７２例（３４．９５％）再出血，２５例（１２．１４％）死

亡。根据患者的预后情况将其分为预后良好组

（狀＝１０９）和预后不良组（狀＝９７）。两组在年龄、性

别、肝硬化类型、凝血酶原时间、国际标准化比值和

治疗方式方面比较，差异均无统计学意义（犘均＞

０．０５）。预后良好组ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级Ｂ级占比，以

及白蛋白、血红蛋白和血钠水平高于预后不良组，

ＭＥＬＤ评分和白细胞计数低于预后不良组，差异均

有统计学意义（犘均＜０．０５）。见表１。

表１　两组基本资料比较

项目 预后良好组（狀＝１０９） 预后不良组（狀＝９７） 统计值 犘值

年龄／岁 ５６．４８±１０．２５ ５７．２１±９．４６ 狋＝０．５２９ ０．５９７

性别／例（％） χ
２＝０．１９９ ０．６５５

　男 ７４（６７．８９） ６３（６４．９５）

　女 ３５（３２．１１） ３４（３５．０５）

肝硬化类型／例（％） χ
２＝１．５７４ ０．４５５

　乙肝肝硬化 ７２（６６．０６） ６５（６７．０１）

　丙肝肝硬化 １３（１１．９３） １６（１６．４９）

　酒精性肝硬化 ２４（２２．０２） １６（１６．４９）

ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级／例（％） χ
２＝９．１２６ ０．００３

　Ｂ级 ６９（６３．３０） ４１（４２．２７）

　Ｃ级 ４０（３６．７０） ５６（５７．７３）

白蛋白／ｇ·Ｌ－１ ３２．５３±５．２７ ２９．４１±５．３２ 狋＝４．２２３ ＜０．００１

凝血酶原时间／ｓ １５．８５±３．２１ １５．２６±３．１５ 狋＝１．３２８ ０．１８６

国际标准化比值 １．３６±０．２９ １．３８±０．３０ 狋＝０．４８６ ０．６２７

ＭＥＬＤ评分／分 ３９．１５±１２．３４ ４８．３３±１０．２５ 狋＝５．７６７ ＜０．００１

白细胞计数／１×１０９·Ｌ－１ ５．９６±３．１４ ８．８５±３．６７ 狋＝６．０９０ ＜０．００１

血红蛋白／ｇ·Ｌ－１ ８０．０６±２２．３８ ６９．３４±２１．０９ 狋＝３．５２６ ０．００１

血钠／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １３８．５０±６．０８ １３１．７８±５．２４ 狋＝８．４４６ ＜０．００１

治疗方式／例（％） χ
２＝１．２１７ ０．７４９

　药物治疗 ５８（５３．２１） ４９（５０．５２）

　手术治疗 ４１（３７．６１） ４２（４３．３０）

　ＴＩＰＳＳ治疗 ４（３．６７） ３（３．０９）

　硬化治疗 ６（５．５０） ３（３．０９）

　　注：ＴＩＰＳＳ为经颈静脉肝内门体支架分流术

２．２　两组ＴＭＥＭ１６Ａ表达水平比较

预后良好组ＴＭＥＭ１６Ａ表达水平为０．６２±

０．０６，高于预后不良组（０．５４±０．０４），差异有统计

学意义（狋＝１１．５１８，犘＜０．００１），见图１。

图１　预后良好组和预后不良组的ＴＭＥＭ１６Ａ表达

２．３　影响ＥＧＶＢ患者预后的因素

将ＥＧＶＢ患者预后作为因变量，将ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ

分级、白蛋白、ＭＥＬＤ评分、白细胞计数、血红蛋白、

血钠和ＴＭＥＭ１６Ａ作为自变量纳入ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模

型，结果显示ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级、ＭＥＬＤ评分和白细

胞计数是ＥＧＶＢ患者预后的独立危险因素（犘＜

０．０５），白蛋白、血钠和ＴＭＥＭ１６Ａ是独立保护因素

（犘＜０．０５），见表２。

２．４　ＴＭＥＭ１６Ａ与ＥＧＶＢ患者预后的关系

采用限制性立方样条拟合ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

ＴＭＥＭ１６Ａ与ＥＧＶＢ患者预后的关系。通过比较

不同节点个数所对应的ＡＩＣ值，最终确定节点个数

为５时ＡＩＣ值最小（ＡＩＣ＝１７６．３５６）。分析结果表

明 ＴＭＥＭ１６Ａ 与 ＥＧＶＢ 患者预后有关（χ
２ ＝
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４６．５０，犘＜０．００１），且呈非线性关系（非线性检验

χ
２＝１２．６７，犘＝０．００５）。ＴＭＥＭ１６Ａ诊断ＥＧＶＢ

患者预后的最佳截断值为０．５７，与ＴＭＥＭ１６Ａ＝

０．５７比较，当ＴＭＥＭ１６Ａ＜０．５７时，预后不良风险

较高；当ＴＭＥＭ１６Ａ＞０．５７时，预后不良风险较低，

见图２。

表２　影响ＥＧＶＢ患者预后的ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

因素 β值 标准误 Ｗａｌｄ值 犘值 犗犚值 ９５％犆犐

ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级 １．０２５ ０．４８９ ４．５３１ ０．０３１ ２．７２８ １．０９３～４．９７５

白蛋白 －０．２０１ ０．０７８ ７．１５２ ０．００４ ０．８１２ ０．７４９～０．９３３

ＭＥＬＤ评分 ２．７２５ ０．９２６ ７．４４０ ０．００１ ６．２２２ ２．１４９～１２．１６７

白细胞计数 ０．１４１ ０．０５８ ５．２２１ ０．０２８ １．１２４ １．０２５～３．９７６

血红蛋白 －０．０５６ ０．０２９ １．２４５ ０．２５１ ０．９１１ ０．８７６～１．４１３

血钠 －０．１９７ ０．０７８ ６．３８０ ０．０１２ ０．７８３ ０．４２５～０．９３１

ＴＭＥＭ１６Ａ －０．２１１ ０．１０８ ７．８４９ ＜０．００１ ０．４２６ ０．２８７～０．８８２

图２　ＴＭＥＭ１６Ａ与ＥＧＶＢ患者预后的限制性立方样条图

３　讨论

ＥＧＶＢ是肝硬化失代偿期的严重并发症之一，

发病率和病死率均较高，预后不良风险较高［８１０］。

ＥＧＶＢ主要病因是肝硬化诱发的门静脉压升高
［１１］。

既往研究表明，血管内皮功能紊乱和平滑肌细胞异

常增殖与高血压关系密切［１２１３］。Ｍａ等
［４］研究表明

ＴＭＥＭ１６Ａ可通过调节血管内皮功能降低大鼠血

压。Ｚｅｎｇ等
［５］研究指出，ＴＭＥＭ１６Ａ在胆管结扎

诱导的门静脉高压大鼠模型中表达下调，且其表达

下调会促进血管平滑肌细胞增殖。由此推测，

ＴＭＥＭ１６Ａ可通过调节血管内皮功能及血管平滑

肌细胞增殖参与ＥＧＶＢ的发生过程，检测其水平或

可评估患者预后。本研究通过比较两组外周血单

个核细胞中ＴＭＥＭ１６Ａ的表达水平，结果发现预后

良好组ＴＭＥＭ１６Ａ的表达水平高于预后不良组。

既往研究表明，ＥＧＶＢ患者的预后不良发生率

约为４０％
［１４１５］，本研究中ＥＧＶＢ患者的预后不良发

生率（４７．０９％）与既往研究结果相近。张莉等
［２］研

究表明，ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级、ＭＥＬＤ评分和白细胞计

数是ＥＧＶＢ短期预后的危险因素，而白蛋白、血钠

是ＥＧＶＢ短期预后的保护因素。本研究通过多因

素ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析影响ＥＧＶＢ患者预后的因素，

结果显示ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ分级、ＭＥＬＤ评分和白细胞计

数是ＥＧＶＢ患者预后的独立危险因素，而白蛋白、

血钠是ＥＧＶＢ患者预后的独立保护因素，与上述研

究结果一致。此外，本研究结果还显示，ＴＭＥＭ１６Ａ

是ＥＧＶＢ患者预后的独立保护因素。本研究采用

限制性立方样条分析ＴＭＥＭ１６Ａ与ＥＧＶＢ患者预

后的关系，结果发现与ＴＭＥＭ１６Ａ＝０．５７比较，当

ＴＭＥＭ１６Ａ＜０．５７时，预后不良风险较高；当

ＴＭＥＭ１６Ａ＞０．５７时，预后不良风险较低。提示低

ＴＭＥＭ１６Ａ水平可反映血管平滑肌细胞异常增殖

及血管内皮功能紊乱，致使门静脉压升高，最终导

致食管胃底静脉曲张破裂出血。

本研究存在一些不足之处，如单中心研究、样

本例数偏少、随访时间较短等，且仅分析了

ＴＭＥＭ１６Ａ与ＥＧＶＢ短期内再出血的关系，下一步

将针对以上不足开展多中心、大样本研究，并延长

随访时间，以验证本研究的结论。综上所述，ＥＧＶＢ

患者外周血单个核细胞中ＴＭＥＭ１６Ａ的表达水平

低提示其预后不良风险较高，检测其水平有助于评

估患者预后。
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