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Abstract
Barrett's esophagus is a pre-malignant condition 
of the distal esophagus characterized by step-
wise progression from metaplasia and dysplasia 
to adenocarcinoma of the esophagus. The author 
undertook a systematic review that included 
new concepts, and the pathogenesis, diagnostic 
methods, carcinogenesis with cyclooxygenases 
2 inhibitors, ablation of the metaplastic area by 
endoscopic laser, plasma argon mucosectomy, 
and photodynamic therapy for Barrett's esopha-
gus and esophageal adenocarcinoma. These new 
advanced treatment modalities may provide 
strategies for the elucidation of the mechanism 
involved, allow for early diagnosis as well as a 
radical cure of Barrett's esophagus, thus prevent-
ing esophageal adenocarcinoma. 
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摘要
B a r r e t t 's食管是以食管下段逐步肠化及不
典 型 增 生 为 主 要 特 征 的 食 管 腺 癌 癌 前 状
态. 本文系统阐述了Barre t t's食管定义、发
病机制、诊断方法、环氧化酶2(C O X-2)
等 癌 基 因 治 疗 及 内 镜 下 激 光、黏 膜 下 切
除、光动力治疗等最新进展 ,  为B a r r e t t 's
食 管 发 病 机 制 的 揭 示、早 期 诊 断、根 治
性 治 疗 以 及 食 管 腺 癌 的 预 防 提 供 了 新 的 
思路. 

关键词: Barrett's食管; 发病机制; 诊断; 治疗; 进展

黄颖秋. B a r r e t t ' s食管的研究现状. 世界华人消化杂志  

2007;15(24):2567-2571

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2567.asp

0  引言

Barrett's食管(BE)是胃食管反流病(GERD)的并

发症, 为食管腺癌的癌前状态, 是指食管下段的

复层鳞状上皮被单层柱状上皮替代的一种病理

现象[1]. 随着基因芯片DNA测序等分子生物学技

术的迅猛发展, 内镜诊断和治疗技术的不断进

步, 人们对BE的定义及发病机制有了更新的认

识, 同时也为BE的诊断及治疗手段拓展了更大

的空间.

1  Barrett's食管定义的新认识

BE早期的定义: 食管下段的上皮化生包括贲门

交界处上皮、胃底贲门样上皮和肠样上皮, 且
要求化生上皮长度大于3 cm. 但诸多研究表明, 
尚无胃样上皮化生与食管腺癌发生直接相关的

证据, 而食管下段3 cm以内的肠化同样可导致食

管腺癌的发生. 因此, 美国胃肠病学会对BE的最

新定义为: 食管下段内任何长度的肠上皮化生

存在, 即可诊断BE, 包括长节段BE, 病变长度大

于或等于3 cm; 短节段BE, 病变长度小于3 cm; 
超短节段BE, 内镜下无明显病变, 但病理证实有

肠化. 但日本及欧洲学者持不同观点, 认为肠化

并非是BE诊断的必要条件[2-4].
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■背景资料
Barrett's食管(BE)
是食管腺癌的癌
前 状 态 .  研 究 发
现, 食管腺癌几乎
都产生于BE, 而
食管腺癌的预后
很差 ,  5 a生存率
不足10%. 因此 , 
探讨BE的发病机
制 ,  对BE及其相
关食管腺癌的早
期诊断、早期治
疗尤为重要. 分子
生物学的发展促
进了BE发病机制
的更新认识, 也为
寻找血清标记物
诊断BE提供了可
能; 内镜技术的进
步为BE的早期诊
断及治疗拓展了
更广阔的空间.



2  Barrett's食管发病机制的新认识

p16, p53基因异常与BE及食管腺癌密切相关. 在
BE及食管腺癌组织中, p16, p53基因呈现显著的

异常表达, p16, p53基因突变率也显著增高, 且
突变率与BE的不典型增生程度呈显著正相关, 
提示p16, p53基因可能参与BE的发病机制[5-7], 但
也有研究认为p53基因异常与BE不典型增生程

度无关[8-9]. 近期研究发现, APC, TIMP3, TERT 3
种基因的甲基化可作为预见BE患者发生食管

腺癌的标志物, 提示APC, TIMP3, TERT基因异

常在BE的发病机制中起一定作用[10]. 转录因子

CDX2是肠化过程中的关键性调节因子, 在肠化

及高度不典型增生的BE上皮及BE相关腺癌组

织中, 转录因子CDX2与黏蛋白基因MUC2均呈

现显著高表达, 而PITX1基因却呈现显著低表

达, 由此可见, CDX2, MUC2, PITX1等相关基因

在BE的发生、发展及食管腺癌的致病机制中起

重要作用[11-12]. 转化生长因子β(TGF-β)在各阶段

的BE上皮中显著高表达, 其可能通过抑制PAI, 
SMAD4基因而起致病作用[13]. 

在高度不典型增生的BE上皮中, 细胞增殖

抗原Ki-67呈现显著的高表达, 而当BE上皮消退

时, Ki-67的活性却显著减低, 提示Ki-67在BE向
食管腺癌的转化过程中起重要作用[14-15]. 此外, 
肝细胞抗原Hep、白介素4(IL-4)等在BE的上皮

组织中均异常升高, 说明二者可能也参与BE的
发病过程[16-17]. 

环氧合酶(C O X)是前列腺素生物合成过

程中一个重要的限速酶, 可将花生四烯酸代谢

成各种前列腺素产物, 从而维持机体的各种生

理功能, 也参与病理过程. COX包括COX-1和
COX-2 2种亚型. 其中COX-2由于同多种肿瘤的

发生关系密切, 近年来倍受关注. BE黏膜、食

管黏膜不典型增生及食管腺癌组织中COX-2蛋
白依次递增的高表达[15], 说明COX-2在BE逐渐

衍变成食管腺癌的过程中起重要作用, 选择性

COX-2抑制剂可显著降低BE相关食管腺癌患者

癌细胞的生长, 减少细胞增殖, 增加细胞凋亡, 
从另一角度证实了COX-2在BE发生、发展中的

病理生理学作用[15]. 
谷胱甘肽S转移酶(GST)在BE及食管腺癌

组织中呈低表达或缺失 ,  而基质金属蛋白酶

9(MMP-9)则呈递增的高表达, 提示GST的缺

失、MMP-9的获得可作为BE发生食管腺癌的高

危标志[18]. 

2568                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志        2007年8月28日       第15卷      第24期

一氧化氮(NO)不仅在GERD的发病中起作

用, 过量的NO通过干扰线粒体硫铁蛋白功能、

抑制DNA中O 6-甲基鸟嘌呤的修复、使DNA脱

氨基以及致DNA基因突变等对食管上皮细胞有

损伤作用. BE黏膜及食管腺癌组织中iNOS的表

达率显著增高, 提示NO在BE的形成和食管腺癌

的发生中可能起一定作用[19].  
GERD患者中BE的发生率较高, 患BE的风

险与酸和/或胆汁相关, 而且胆汁反流与短节段

BE有关, 近年研究发现, 高达95%的BE患者存

在酸碱混合反流, 且BE及腺癌黏膜胆酸受体表

达显著上调, 说明酸碱混合反流与BE发生更为

密切[20]. 其原因是胃酸、胃蛋白酶, 加上碱性胆

汁、胰液的侵蚀作用, 引发了食管下段的化学

性炎症性改变, 因为食管的复层鳞状上皮对胃

酸、胆汁及胰液的耐受性远低于胃的单层柱状

上皮, 致使柱状上皮逐渐向上移行至食管下段

替代之原有的复层鳞状上皮, 胃酸和胆汁、胰

液的共同反流较单纯的胃酸或十二指肠液反流

更易引发BE. 在上述的衍变过程中, 食管下段黏

膜复层鳞状上皮的多能干细胞在反流物的不断

刺激下, 其促上皮生长因子受体被激活, 进而引

发了细胞分化异常[21-22]. 
BE患者较正常人有更多的食管酸暴露, 这

可能与食管下段括约肌张力下降, 导致其对胃

酸清除力减弱, 加剧胃酸对食管下段黏膜的损

害. 酸暴露可能通过增加细胞增殖、减少细胞

凋亡, 在BE的癌变过程中有重要的病理生理学

作用[23]. 多发性内分泌腺瘤病(MEN-Ⅰ)及胃泌

素瘤患者, 因其食管长期处于酸暴露状态, 已
发现其并发BE及食管腺癌的机率显著升高[24]. 
通过对BE患者酸抑制性治疗发现, 患者食管内

pH恢复正常后, BE细胞增殖程度显著降低, 进
一步证实了酸暴露在BE发生、发展中的致病

作用. 酸暴露是通过激活丝裂原活化蛋白激酶

(MAPK)途径导致BE相关腺癌细胞系(SEG-1)
细胞增殖、细胞凋亡减少以及BE肠化上皮p38
活性增加而在BE的腺癌癌变过程中起重要作 
用[25].  

BE患者的H pylori感染率很高, 且部分患者

仅有原发于BE的H pylori感染. 因此, 有理由相

信, H pylori感染是导致BE的重要原因之一, 也
是形成食管腺癌的危险因素之一, 而且H pylori
可能并不依赖于胃食管反流而引起BE[22]. 业已

证实, 离胃食管连接处稍远一些的贲门肠化常

由H pylori直接导致, 贲门部位的炎症可能与H 
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■研发前沿
基因表达谱芯片
在BE诱发的食管
腺癌的基因组学
研究方面发挥了
重要的作用, 尤其
是他可以检测肿
瘤组织和正常组
织基因表达水平
的差异, 不仅为研
究食管腺癌的发
病机制提供了有
利的工具, 也为食
管腺癌的早期诊
断和治疗提供了
更多的参考依据.



黄颖秋. Barrett's食管的研究现状                                                                                                                                    2569

www.wjgnet.com

pylori感染有关, 而与GERD无关[4], 但抗H pylori
治疗能否降低BE引发食管腺癌的风险尚有待于

深入研究. 

3  Barrett's食管诊断技术的新尝试

光动力学诊断技术是利用外源性荧光物质在肿

瘤组织聚集的原理, 在应用外源性荧光物质后

再利用激光诱导荧光光谱对疾病进行诊断. 在
诱导性继发性荧光的药物中, 较为常用的是5-氨
基乙酰基丙酸(5-ALA), 其可选择性地造成食管

黏膜内卟啉蓄积, 其中的原卟啉Ⅸ即为产生继

发性荧光的主要物质, 高度不典型增生组织中

继发性荧光强度显著增高. 光动力学诊断技术

在区分高度不典型增生及非不典型增生的BE黏
膜的敏感性和特异性均较高[26-27].  

光学相干断层摄影技术(OCT)的原理是通

过发射并收集机体组织反射回的光线, 测量其

延迟时间而成像. 但因光速太快, 几乎无法测量

延迟时间, 故应用低相关干涉测量法直接测得

光反射所经过的距离而成像. OCT的分辨率极

高, 几乎与光学显微镜相当, 所以OCT成像技术

又称为光学活检. OCT对BE诊断的敏感性及特

异性近乎100%, 可见其用于BE诊断的前景较为

乐观, 但因其每次成像范围较小, OCT的应用尚

有局限性[22]. 
弹性散射分光术(ESS)可准确区分高度不典

型增生、低度不典型增生及非不典型增生的BE
黏膜及食管腺癌组织, 并可进一步观察到上皮

细胞内细胞核大小及排列分布密度, 对于低度

不典型增生的诊断十分有益[28]. 
散射光分光术 (L S S)和弥散反射分光术

(DRS)均是通过检测组织对紫外线、可见光及

接近红外线波长的光线吸收和散射能力的光谱

活检技术, 其原理为收集检测时经一次或多次

散射后形成的背向散射光获得组织信息, 对散

射效应的综合分析得到上皮细胞内细胞核大小

及排列分布密集程度, 对于低度不典型增生的

诊断也十分有益. 研究发现, LSS和DRS对BE诊
断的敏感性和特异性几乎达到100%, 其对区分

高度不典型增生、低度不典型增生及非不典型

增生的BE黏膜的敏感性和特异性也在90%以上, 
因此LSS和DRS无疑是BE诊断技术的新尝试[28]. 

激光诱导荧光光谱(LIF)是通过向组织发出

一定波长的激光, 并探测组织激发出的荧光, 从
而获得组织的成分和浓度的相关信息. 因为机

体组织内物质构成及其浓度是特定的, 据此激

光诱导荧光光谱可以区分不同组织的特性, 从
而达到诊断目的. 有研究发现, LIF区别高度不典

型增生、低度不典型增生及非不典型增生的BE
黏膜的敏感性和特异性均十分高. 但目前LIF技
术尚处于实验室阶段, 由于LIF用于人体会受到

多种因素的限制, 该项技术真正意义上的临床

应用尚待时日[29].  
共聚焦激光显微内镜(CLE)技术[30]是将传

统电子内镜头端整合上一个小型的共聚焦激光

显微镜, 其成像原理是由激光器发出的激光束

经过扩束透镜、物镜会聚在物镜焦点上, 检测

组织中荧光物质被激光激发的不同方向荧光而

用以诊断BE和食管腺癌. 由于癌细胞和杯状细

胞在CLE下有突出的特点, 其对BE和早期食管

腺癌的诊断有显著优势, 其敏感性和准确性都

较高.  
此外, 染色内镜、变焦放大内镜、超声内镜

及研磨球囊技术也已用于BE的诊断, 但因其有

一定的假阳性率和局限性, 其应用前景尚待观

察[4,22].

4  Barrett's食管治疗技术的新进展

多种质子泵抑制剂(PPI)药物为内科治疗的首选, 
但PPI治疗后症状消失的BE患者中仍有部分人

存在持续的酸和胆汁反流, 此种情况可联合应

用促动力药物或中和胆酸的药物. BE具有与食

管动力异常相关的高频率反流, 极易导致夜间

酸暴露, 经PPI持续强化治疗使食管黏膜正常, 可
减少细胞增殖, 从而致BE黏膜上皮退化. 但此观

点尚存争议, 因PPI在消除反流症状时并不能完

全清除酸反流, 酸性环境中酸和胆汁的混合刺

激是导致BE发展成食管腺癌的重要原因.  此外, 
一氨基丁酸及COX-2抑制剂治疗也是一种新尝

试, 但其疗效有待于进一步观察[1]. 
光动力学治疗(PDT)原理[26,31]是通过注射光

敏物质, 在食管黏膜吸收光敏物质后采用特定

波长的光线照射靶区使该处组织变性、坏死而

达到治疗目的. 采用不同光敏剂实施PDT治疗的

随访结果均表明, 多数高度或低度不典型增生

的BE黏膜均被完全消融, 若辅以PPI治疗其效果

更为显著, 且PDT治疗能显著降低高度不典型增

生的发生率及食管腺癌的发生率[32]. 
内镜技术的进步为BE的内镜治疗拓宽了思

路, 由于其具备微创伤性和可重复性的特点, 内
镜治疗具有其显著的优势[33]. 

经内镜行Nd:YAG激光对高度不典型增生

■创新盘点
以往关于BE的综
述或类似文章只
从单一角度加以
阐 述 ,  而 本 文 从
BE的概念、发病
机制、诊断及治
疗手段的最新进
展4个层面逐一评
述, 尤其是诊断和
内镜治疗技术的
新观点对临床工
作有指导意义.

■应用要点
本文详细介绍了
BE各种诊断技术
的新尝试 .  其中 , 
共聚焦激光显微
内镜、弹性散射
分光、弥散反射
分光等技术的应
用为BE及食管腺
癌的早期诊断提
供了更多途径; 而
内镜下黏膜切除
术等腔镜治疗技
术的应用则为BE
的微创治疗开拓
了新的思路.
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BE治疗后的组织学证实, BE组织几乎完全被根

除, 仅极少数患者残留低度不典型增生BE上皮, 
而联合Nd:YAG激光和PPI药物或抗反流手术治

疗BE, 其疗效更为显著, 内镜及组织学均证实消

融成功. Nd:YAG激光对早期食管腺癌的治疗不

受病变部位的限制, 因此, 内镜下Nd:YAG激光

气化切除术是一种安全有效的治疗手段, 其主

要并发症为出血和食管狭窄[22]. 
内镜下氩等离子凝固术(APC)治疗后的病

理活检中未发现BE上皮组织残留, 提示APC是
一种有价值的治疗手段, 应用APC结合PPI药物

及Nissen胃底折叠术等抗反流治疗后随访发现, 
除极少数患者BE上皮复发, 大多数患者BE上皮

完全根除[34]. 但更长时间的随访观察发现, APC
治疗后BE上皮的复发率仍较高, 且存在食管狭

窄、胸骨后疼痛等并发症, 其远期疗效有待于

进一步证实. 
多极电凝术(MPEC)联合PPI治疗BE后的随

访观察发现, 大多数BE上皮得以逆转, 但少数患

者的新生鳞状上皮下有肠化出现. 因此, MPEC
治疗BE后的定期内镜活检十分必要. 而内镜下

热探头联合PPI对BE的治疗效果基本与上述几

种热力学疗效相似[34]. 
内镜下黏膜切除术(EM R)治疗B E及早期

食管腺癌已较成熟, 现在也已有多种EMR方法, 
其中, 透明帽法食管黏膜切除术的远期疗效较 
好[33]. 

此外, 内镜下腔内折叠缝合术、内镜下加

厚折叠术、内镜下射频消融术以及内镜下植入

等治疗手段也对BE的治疗进行了有益的尝试, 
但其远期效果尚有待于进一步观察[23,33,35]. 

Nissen手术、Beley Mark Ⅳ手术、Hill手
术、Guarner手术及Dor手术等多种传统术式目

前仍是外科治疗BE的主要手段[36]. 与应用PPI药
物治疗相比, 单纯的手术治疗在预防BE进展方

面并无明显区别, 但手术后辅以PPI治疗比单纯

的外科治疗似乎更有益于减少并发症及BE上皮

的复发率[37-39]. 近年来, 腹腔镜抗反流手术的应

用无疑拓宽了BE的治疗空间. 电视辅助腹腔镜

和胸腔镜联合治疗的应用为BE及食管腺癌的外

科治疗提供了新的思路[40].

5  展望

Barrett's食管作为食管腺癌的癌前病变, 已引起

国内外学者的广泛关注. 近年来, 随着分子生物

学技术的迅猛发展, 人们对BE的病因学及其发

病机制有了更深层次的认识. 各种细胞因子及

癌相关基因介导BE发病机制的证据, 为人们寻

找多种血清学标记物用以早期诊断BE引发的食

管腺癌以及评估其病变程度提供了新的思路和

更多途径. 对BE患者的合理随访仍是预防食管

腺癌的重要手段. 各种内镜诊断和治疗技术的

新进展, 更为BE及食管腺癌的早期治疗拓展了

广泛的空间. 但因有些技术还处于实验或起步

阶段, 其远期疗效尚不十分清楚, 更广泛的临床

应用有待于进一步深入研究.
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Abstract
Thoracostomach-tracheal (principal bronchial) 
f istula represents an extremely rare, l i fe-
threatening complication of transthoracic 
esophagectomy. All previous reports have been 
case studies. It is easy to misdiagnose esophag-
tracheal fistula, mis-swallowing and radioactivity 
p n e u m o n i a . P r o v o k e d c a u t e r i z e c h o k e , 
pulmonary infection, gastric acid pneumonia, 
eating disorder, nutrition failure caused by 
the fistula could result in high mortality. In 
this report, we summarized the advances in 
understanding etiological factors, pathogenic 
mechanisms, clinical symptoms, diagnosis and 
treatment of thoracostomach-tracheal (principal 
bronchial) fistula. 

Key Words: Thoracostomach-tracheal (principal 
bronchial) fistula; Etiology; Pathogenesis; Clinical 
manifestations

Wu G, Zhao M, Han XW. Progress in treatment and 
diagnosis of thoracostomach-tracheal (principal 
bronchial) fistula. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(24): 2572-2578

摘要
胸腔胃-气管(支气管)瘘是食管癌或贲门癌广
泛切除行胸腔食管-胃弓上吻合术或颈部吻合
术后引起的严重并发症. 国内外文献报道的病
例几乎均为个案病例, 鲜见详细的文献报道. 
由于人们对其了解甚少, 临床常常被误诊为
误咽、食管-气管瘘、放射性肺炎等而贻误治
疗, 瘘引发剧烈的烧灼样刺激性呛咳、顽固性
肺部感染、胃酸刺激性化学性肺炎和进食障
碍、营养衰竭, 具有极高的病死率. 本文就胸
腔胃-气管(支气管)瘘的病因、病理与病理生
理机制、临床表现以及治疗进展作一综述.

关键词: 胸腔胃-气管(支气管)瘘; 病因; 病理与病

理生理机制; 临床表现
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0  引言

手术切除是食管、贲门疾病特别是食管癌和贲

门癌的主要治疗手段, 食管切除后消化道重建

是手术的重要步骤. 自1933年Ohsawa第1例胃代

食管手术成功以来, 胃以其操作简单、死亡率

和并发症发生率低的优点成为食管切除术后重

建消化道的主要器官. 目前, 食管癌手术治疗, 
提倡食管广泛切除、主动脉弓上或颈部食管-胃
吻合术, 胃上提胸腔走行于后纵隔原食管床区. 
但是由于胃代食管术后胃的解剖位置由腹部上

提胸部、胃的血供及神经支配发生改变, 以及

术后肿瘤残存、肿瘤复发、各种肿瘤治疗手段

的综合应用等, 临床上不可避免的一些并发症

也会发生.
胸腔胃-气管(支气管)瘘是其中的严重并发

症之一. 胸腔胃-气管(支气管)瘘指食管广泛切

除术后胃上提胸腔内, 胸腔内胃走行于后纵隔

原食管床区, 位居气管和主支气管后部, 与气管

和主支气管密切相贴, 手术后出血、炎症、渗

出、纤维化和机化使胸腔胃与气管和主支气管

相互粘连融为一体. 各种原因导致胃壁和气道

■背景资料
各种原因引起胸
腔内之胃腔与气
道间相互沟通即
形成胸腔胃-气管
(支气管)瘘. 临床
医生对本病缺乏
认 识 ,  常 漏 诊 或
误诊为食管-气管
瘘、误咽和放射
性肺炎而贻误治
疗. 本病严重威胁
患者生命, 预后极
差.
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壁损伤破坏, 胃腔与气管/支气管腔相互交通, 胃
腔内含有大量消化酶的酸性消化液溢入碱性环

境的气道内而引起剧烈的如烈火般的烧灼样刺

激性呛咳、患者强迫性坐立体位、顽固性肺

炎、营养衰竭、水电解质紊乱等一系列临床症

候群[1-2]. 
胸腔胃-气管(支气管)瘘曾认为是食管癌切

除后的罕见并发症, 发生胸腔胃-气管(支气管)
瘘的机率多年来认为不高. 一但发生, 严重威胁

患者生命, 预后极差[3-4]. 国内外见诸文献报道的

病例仅40余例, 几乎均为个案病例, 鲜见详细的

大宗文献报道. 由于人们对其了解甚少, 往往被

误诊为误咽、食管-气管瘘、放射性肺炎等而贻

误治疗[5-7]. 瘘引发剧烈的如烈火般的烧灼样刺

激性呛咳、顽固性肺部感染、酸性胃液刺激性

化学性肺炎或/和胃液的消化性腐蚀性肺炎、和

进食障碍、营养衰竭等, 具有极高的病死率[8]. 
随着食管癌手术的广泛开展、尤其是手术后立

体放射治疗如X线刀、γ刀或适形调强放射的广

泛实施, 胸腔胃-气管(支气管)瘘的发生率愈来

愈高, 本病在临床并不少见.

1  病因

胸腔胃-气管(支气管)瘘在临床上普遍缺乏认识, 
其并非少见疾病, 病因不明[9], 多数病例可能有食

管外科手术切除自身的原因[10-11], 如手术直接损

伤胃壁、手术损伤气道壁、手术导致胃壁或/和
气道壁缺血、手术后食管床区细菌感染等破坏

胃壁或气道壁; 极罕见于异物[12]和外伤[13-14]直接

损伤胸腔胃之胃壁和气道壁形成胸腔胃-气管

(支气管)瘘; 也可源于膈下脓肿[15], 细菌感染蔓

延侵袭, 破坏胸腔的胃壁或/和气道壁, 形成胸腔

胃-气管(支气管)瘘; 胃消化性溃疡穿孔[16-17], 胃
消化液继之腐蚀破坏邻近的气道壁, 致使胃腔

与气道相通, 形成胸腔胃-气管(支气管)瘘; 或局

部肿瘤复发[18], 肿瘤直接浸润破坏胃壁和气道

壁, 形成胸腔胃-气管(支气管)瘘[11].
国外文献就其病因亦提出几种假设理论: 

Bavry et al [19]提出胃气体膨胀理论, 由于胃膨胀

使胃黏膜拉伸变薄, 促进胃酸分泌, 胃酸过多, 
发生消化性溃疡而胃壁穿孔. 另外还有胃泌素

的高释放[20]、迷走神经的损伤[21]、胆汁酸的反

流[22]和胃排空延迟[23-24]等使胃酸和胃蛋白酶对

胃黏膜的损伤作用时间延长, 易形成溃疡穿孔

继而与气道相通. 

新近国内韩新巍 et al [25]报告认为食管癌手

术后, 因可疑肿瘤切除不彻底即残留肿瘤追加

放射治疗, 特别是实施立体放射治疗, 放射野内

胃壁超剂量的放射性损伤, 胃酸及胃蛋白酶加

剧胃壁损伤、破坏胃壁、致使溃疡和穿孔; 进
而破坏气道壁, 放射治疗使气道管壁也同时遭

受了辐射损伤, 是形成胸腔胃-气管(支气管)瘘
的主要原因. 食管癌的根治性放射治疗, 食管癌

的治疗剂量和正常食管的放射线耐受剂量为

6000-7000 cGy, 而胃的耐受剂量仅为食管的一

半左右3000-4000 cGy, 胸腔内之胃接受过量的

射线而导致放射性胃壁损伤、坏死溃疡、坏死

穿孔和气管损伤, 胃酸和胃蛋白酶的消化性作

用和化学性刺激, 局部炎症加剧这类损伤而导

致胸腔胃-气管(支气管)瘘, 并且这类瘘因辐射

而形成难以自行愈合.

2  病理与病理生理机制

胸腔胃-气管(支气管)瘘的形成与局部肿瘤残

留、复发和立体放射治疗关系密切[10,45], 手术前

判断肿瘤分期不准, 预测手术可切除性错误, 手
术切除肿瘤不彻底, 残留肿瘤生长直接侵蚀胃

壁, 破坏胃壁, 胃壁穿孔, 胃内消化液外溢, 胃液

的消化作用和局部炎症, 损伤破坏气道壁, 形成

胸腔胃-气管(支气管)瘘; 也可能肿瘤先破坏气

道壁, 气道和纵隔炎症感染, 从胃壁外层破坏胃

壁致胃壁穿孔, 形成胸腔胃-气管(支气管)瘘; 或
者局部肿瘤复发, 既侵蚀破坏胃壁又破坏气道

壁, 胃腔与气道相互沟通, 形成胸腔胃-气管(支
气管)瘘.

食管癌的放射治疗剂量和食管的耐受剂量

为6000-7000 cGy, 而胃的耐受剂量仅相当于食

管的一半左右. 食管癌手术后肿瘤残留或复发, 
常规对原食管床的肿瘤区进行放射治疗, 现代

多选用立体放射技术, 立体放射以定位准确、

治疗靶区剂量有可靠保证为特点. 手术后的胸

腔胃走行于后纵隔的原食管床区, 立体放射治

疗锁定的肿瘤靶区恰好将胃包括在内, 胸腔胃

接受过量射线照射而导致放射性胃壁损伤、乃

至坏死穿孔, 胃液外溢, 局部炎症和消化腐蚀气

道壁, 形成胸腔胃-气管(支气管)瘘; 其实气道也

处在放射野内, 射线也一样导致气道壁损伤, 胃
壁和气道壁同时损伤破坏, 相互沟通形成胸腔

胃-气管(支气管)瘘; 熟知胃具有自主性分泌功

能, 进食与否, 胃每天均有一定量的胃酸和胃蛋

■相关报道
查阅有关胸腔胃-
气 管 ( 支 气 管 ) 瘘
的文献, 均为个案
报道, 没有对该疾
病进行详细描述
的相关报道.
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白酶持续产生, 胃酸和胃蛋白酶对胃壁也有腐

蚀和损伤的作用, 又加之术后胸腔胃易出现排

空障碍, 延长了胃酸和胃蛋白酶对胃壁的作用

时间, 更促进了瘘的形成. 酸性胃液溢入碱性环

境的气道和肺泡内, 产生复杂的化学性、腐蚀

性肺炎, 继发的肺部感染更加剧肺部损伤, 也加

重瘘的程度, 瘘的存在和加剧、促使更多的胃

液溢入气管和肺泡内, 形成恶性循环, 并且放射

损伤后形成的瘘难以自愈. 胃内容物进入气道

后, 胃酸刺激支气管引起强烈的支气管痉挛, 接
着发生支气管上皮的急性炎症反应和支气管周

围的炎症细胞浸润; 进入肺泡的胃酸迅速向周

围肺组织扩散, 肺泡上皮细胞变性、破坏并累

及间质组织如毛细血管壁, 血管壁通透性增加

和肺泡毛细血管壁破坏, 形成间质性肺水肿、

肺泡性肺水肿, 肺水肿使肺组织弹性减弱, 顺应

性降低, 肺容量减少, 肺泡Ⅱ型细胞破坏, 表面

活性物质减少, 使小气道闭合, 肺泡萎陷引起肺

不张, 肺泡通气不足导致低氧血症甚至形成急

性呼吸窘迫综合症. 血管内液体大量渗出或反

射性血管扩张, 若血容量减少35%以上, 可发生

低血容量性低血压, 影响全身血液循环[26-28].
胃酸和胃内容物溢入气道引发剧烈的烧灼

般刺激性呛咳, 不能进食, 机体能量等大量消耗

导致机体抵抗力差, 如不积极治疗, 大多数因严

重营养障碍、反复的胃酸吸入性支气管痉挛、

化学性肺炎、腐蚀性肺炎、多重感染性肺炎、

肺脓肿、呼吸功能衰竭乃至窒息而死亡.
肺炎的严重程度与气道内溢入胃液的p H

值、溢入量、溢入速度以及在肺内的分布情况

和继发感染有关. 溢入胃酸的pH<2.5时, 可严重

损伤肺组织, 溢入液体量至50 mL即能引起肺损

害, 液体分布越广泛, 损害也越严重[29].

3  诊断

根据特征性的临床表现即剧烈的如烈火般的烧

灼样刺激性呛咳, 卧位加重而坐立位缓解, 有学

者称之为“卧位烧灼样刺激性呛咳综合征”[30]; 
平卧位时胸腔胃之胃内容物易于溢入气道而呛

咳加重, 坐立位或半坐位时胃内容物沉积于胃

窦和胃体的下部不易进入气道而呛咳减轻. 有
食管癌切除胃代食管手术史, 尤其术后残存食

管癌立体放射治疗史, 应高度怀疑胸腔胃-气管

(支气管)瘘. 细心排除误咽、食管狭窄、食管-
气管瘘、食管吻合口狭窄和/或瘘口形成等原因

引起的呛咳, 结合口服碘水数字化X线造影或胸

部螺旋CT检查可明确诊断.
3.1 临床表现 (1)呛咳: 胸腔胃-气管(支气管)瘘
时随呼吸会有大量气体经瘘进入胃腔, 形成胃

内进食假象, 刺激胃液分泌. 酸性胃液溢入碱性

环境的气道和肺内, 产生剧烈的、如烈火般烧

灼样刺激性呛咳, 呛咳与进食与否无关; 平卧位

时胃内液体更便于溢入气道, 故而呛咳加重; 坐
立位或半坐位时胃内液体沉积于胃腔下部不进

入气道而呛咳减轻, 为胸腔胃-气管(主支气管)
瘘特异性临床表现, 可称之为“卧位烧灼样刺

激性呛咳综合征", 这类烧灼般刺激性呛咳单纯

禁食水治疗无效, 而抑制胃液分泌的抗酸治疗

有效, 胃腔插管持续负压减压彻底抽出胃液更 
有效.

(2)肺部感染: 强酸性、含有大量消化酶的

胃液溢入碱性环境的气道和肺泡内, 产生剧烈

的化学性、严重的腐蚀性肺炎; 气管、支气管

和肺泡内皮损伤、大量渗出形成良好的细菌培

养基, 口腔、气道、食道和食物中的大量细菌

极易继发多重的肺部感染; 腐蚀性肺炎与多重

的肺部感染相互作用形成顽固性肺炎乃至肺 
脓肿.

(3)呼吸困难: 胃酸刺激引起支气管严重痉

挛, 胃酸和消化酶的腐蚀引起大量肺泡内皮细

胞损伤、肺泡间质损伤和肺毛细血管损伤等, 
既影响通气功能、也影响透气功能、更影响气

血交换功能. 继发的肺炎加剧这些损害, 呼吸困

难进行性加重, 如不及时控制胃酸向气道内溢

入, 将导致呼吸功能衰竭.
(4)发热: 因肺部损伤合并肺部感染, 常伴有

不同程度的发热, 但也可能因患者体质过度虚

弱, 反应能力极度低下, 难出现反应性体温升高.
(5)营养衰竭和水电解质紊乱: 患者长期禁

食水、剧烈呛咳大量排痰、呼吸困难、发热等

使机体大量消耗, 常出现严重的水、电解质紊

乱、营养不良、甚至恶病质.
韩新巍 et al根据瘘口与气道相通的具体部

位可将“卧位烧灼样刺激性呛咳综合征”分为

4型: ①胸腔胃-气管瘘: 胸腔胃之胃腔与气管相

交通; ②胸腔胃-隆突瘘: 胸腔胃之胃腔与隆突区

气道相交通; ③胸腔胃-左主支气管瘘: 胸腔胃之

胃腔与左主支气管相交通; ④胸腔胃-右主支气

管瘘: 胸腔胃之胃腔与右主支气管相交通. 胸腔

胃-气道瘘的分型对于指导治疗具有重要的临床

■创新盘点
本文总结分析了
有 关 胸 腔 胃 - 气
管 ( 支 气 管 ) 瘘 文
献, 详细介绍了胸
腔 胃 - 气 管 ( 支 气
管)瘘的病因、病
理与病理生理机
制、临床表现以
及诊治进展, 提高
人们对本病的认
识.
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意义[31-33].
3.2 影像学表现 (1)胸部X线: 肺部纹理增多; 病
情重或病史长者多伴有不同程度的肺段性或大

叶性实变, 以下肺为重, 胸腔胃-气管瘘和胸腔胃

-隆突瘘可累及双下肺, 胸腔胃-左主支气管瘘主

要累及左下肺, 胸腔胃-右主支气管瘘累及右下

肺; 可伴有不等量的胸水, 少量胸水特别左侧少

量胸水要与经胸部食管手术的胸膜肥厚鉴别.
(2)上消化道造影: 口服碘水上消化道造影

显示对比剂通过残留食管进入胃腔内, 经过胃

壁瘘口溢入气道、旋即被剧烈呛咳弥散至肺内, 
支气管树显影, 因对比剂进入气道引起剧烈呛

咳, X线点片不易捕捉瘘口征象; 数字化造影可

连续摄影捕捉瞬间征象, 动态观察对比剂经残

留食管进入胃腔, 后溢入气道和肺内, 能够显示

瘘口的具体位置, 并能根据对比剂进入气道的

位置判断相通的具体部位, 以及通过对比剂进

入肺内的速度和量间接判断瘘口的大小. 黄九峰 
et al [34]回顾性分析6例具有完整临床资料患者的

胸腔胃-气管(支气管)瘘的临床和口服碘水数字

化X线造影表现; 认为胸腔胃-气管(支气管)瘘易

于误诊, 应注意与食管-气管瘘、食管吻合口狭

窄、或/和瘘、或气管误咽相鉴别. 根据特征性

的临床表现和口服碘水造影可以确诊, 并为下

一步治疗方案提供依据. 樊锐太 et al [35]报告也认

为口服碘水常规X线造影不易捕捉到瘘口显影

的直接征象, 并可加剧呛咳症状,增加肺部感染

机会, 甚至患者出现窒息, 推荐数字化的X线消

化道造影. 注意所有呛咳患者上消化道造影严

禁口服钡剂、推荐使用水溶性碘剂[1].
(3)胸部CT: 肺窗显示两肺弥漫性肺间质纤

维化; 显示范围不等楔形或大片状肺段或肺叶

型肺实变, 内可见含气支气管征; 并可判断有无

肺部转移以及其他病变; 可合并两侧或单侧胸

腔积液; 较大的瘘口可在肺窗显示, 小的、倾斜

或扭曲的瘘口可因部分容积效应被肺窗遮盖掉. 
纵隔窗直接显示胸腔胃-气管(主支气管)瘘的瘘

口与瘘道更为清晰, 既可明确瘘的确切位置、

又可显示瘘口大小以及瘘与气管的毗邻关系; 
但过于消瘦的患者因胃壁和气道壁菲薄、部分

容积效应有假阳性征象. 韩新巍 et al [36]推荐使用

特殊的脂肪窗条件(窗宽400 Hu、窗位-100 Hu)
处理图像, 显示胃与气道之间的瘘更为准确, 可
最大程度避免假阳性和假阴性征象, 准确率达

86%左右. 韩新巍 et al [25]2002年回顾性分析5例
具有完整临床资料的胸腔胃-气管(支气管)瘘患

者临床CT表现, 认为螺旋CT扫描无创伤、无刺

激性、不使用对比剂、不加剧肺部感染, 直观

显示胸腔胃-气道瘘之瘘口和瘘道, 应成为胸腔

胃-气管(支气管)瘘的首选筛选手段, 可详细观

察胸部情况, 了解瘘与邻近结构的详细解剖, 测
量气管/支气管内径, 并为下一步介入放射学制

定气管内支架置入治疗瘘的方案提供详细资料.
(4)内窥镜: 进行纤维内窥镜检查前应该先

插入胃管持续负压胃减压, 尽力排尽胃液, 否则

患者平卧引发剧烈呛咳而难以接受检查. 应用

电子式纤维胃镜和纤维支气管镜分别经胃腔或

气管和支气管直接观察瘘口, 瘘口周围黏膜充

血水肿, 瘘道可见有白苔附着, 若为肿瘤侵犯或

复发所致, 可为污苔, 瘘口黏膜凹凸不平、不规

则. 经胃镜可见胃壁瘘口有气泡冒出, 瘘道较大

时, 可经胃镜看到气道的环状软骨而确诊;  或经

纤支镜看见胃腔胃黏膜皱襞而明确诊断. 经纤

维内镜可进行瘘口周围活检, 以明确瘘的病理

学原因.

4  治疗

胸腔胃-气管(支气管)瘘严重的肺部损伤与顽固

性肺部感染和进食障碍是患者的主要死亡原因. 
肺部损伤的严重性和感染的顽固性在于不管进

食与否, 胃都有持续性的自主分泌功能, 不断地

分泌胃液经瘘道溢入肺内造成肺的持续性损伤. 
内科保守治疗可采用禁食水、抑制胃酸分泌、

控制肺部感染等措施, 但效果有限. 外科手术修

补瘘口, 因患者体质差, 瘘周严重感染和炎症, 
放射治疗的辐射损伤、或难以耐受手术、或手

术效果不理想[37].
近年来, 随着介入放射学新技术的不断涌

现, 尽管变化巨大的胃腔无法使用内支架置入, 
可经气道进行内支架置入. 气道内支架置入新

技术的进步和支架材料与工艺的改进, 气管或

支气管支架在临床中应用越来越广泛[38-39]. 以气

道部分覆膜支架置入封堵胸腔胃与气道间的瘘

口为主的综合治疗得到临床的应用, 并取得理

想疗效.
4.1 内科保守治疗 包括禁食、抑制胃酸分泌、

胃肠减压、补液和营养支持治疗等. 解建 et al [40]

报告3例胸腔胃-支气管瘘, 两例采取保守治疗, 
一例采用外科修补的方法治疗均获得痊愈, 认为

治疗应以保守为首选, 对保守治疗无效, 而又能

耐受手术者, 亦可选择手术治疗. 王峻峰 et al [41]

报告1例食管癌术后胸腔胃支气管瘘, 应用带膜

■应用要点
本文通过描述胸
腔 胃 - 气 管 ( 支 气
管)瘘的有关特征
性表现, 能够提高
临床医生对该病
的认识, 减少误诊
或漏诊率. 早期诊
断, 及时治疗, 提
高患者生活质量, 
延长患者生命.
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例胸腔胃-气道瘘完全封闭, 即刻消除了呛咳症

状, 有效控制肺部感染, 改善了呼吸状况. 认为

气管-主支气管覆膜分支状内支架能有效封堵胸

腔胃-气管(支气管)瘘, 操作简单、安全、近期

疗效可靠. 最近又报告了16例胸腔胃-气管(支气

管)瘘通过应用气管金属支架置入气管支气管封

堵瘘口, 结果75%的患者瘘口被一次置入完全封

堵, 联合应用胃肠减压管和经鼻空肠营养管置

入综合治疗, 患者虽然在1 a内死亡, 但死因多为

非瘘相关性因素, 最长生存了42 wk, 平均生存时

间为17±3.02 wk, 认为气管支气管内置入气管

支气管金属支架治疗胸腔胃-气管(支气管)瘘是

安全有效的[43].

5  展望

随着食管癌手术的开展和手术后立体放射等综

合治疗的广泛应用, 人们对胸腔胃-气管(支气

管)瘘认识的逐渐深入和对其诊断水平的提高, 
临床病例会越来越多, 气管或/和支气管支架的

应用也会越来越多. 但目前仍存在诸多亟待解

决的难题, 如何提高对本病的认识, 怎样早期诊

断本病, 以什么方法有效治疗肺部的化学性损

伤和合并的多重肺部感染, 气道内支架作为一

种“异物”, 置入气道的远期疗效及安全性也

有许多问题没有解决.
理想的气道内支架应该是: 容易置入和取

出; 有足够的扩张能力又不引起对气道黏膜的损

害; 有多种不同的型号适用于各种气道瘘口位

置; 牢固维持原位而不移位; 不刺激气道黏膜, 不
加重感染和促进肉芽组织形成; 不阻塞气道支

流; 不抑制纤毛运动及对分泌物的清除功能[44-45].
开发研制硬度和柔韧度适度、疗效更好、

并发症更少的新型支架, 是今后研究的方向, 正
在研制和临床试用的有药物涂层内支架、电气

分解内支架、放射性内支架及生物可降解支架. 
以期在不久的将来能够应用于临床. 临床医师

应不断总结治疗经验, 完善治疗技术, 规范治疗

操作, 使支架置入成为更加安全、有效的治疗

方式, 让更多的胸腔胃-气管(支气管)瘘患者从

中获益.
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■名词解释
1  胸 腔 胃 - 气 管
(支气管)瘘: 食管
癌广泛切除、胃
上提胸腔内行主
动脉弓上或颈部
吻 合 术 后 ,  胸 腔
胃走行于后纵隔
原食管床区与气
管、隆突和主支
气管相互毗邻并
粘连机化为一体, 
肿瘤复发、放射
损伤、感染、缺
血、胃溃疡等原
因引起胃壁和气
道壁破坏, 胸腔内
之胃腔与气道之
间相互沟通.
2  卧位烧灼样刺
激 性 呛 咳 综 合
征: 剧烈如烈火或
火焰般烧灼样刺
激性呛咳、平卧
位和进食水后加
重、坐立位缓解, 
腐蚀性肺炎、呼
吸困难、下肺呈
肺叶或肺段性大
叶样实变, 为胸腔
胃-气管(支气管)
瘘特征性临床症
状.

气管支架治疗后痊愈, 但他认为治疗应以保守

治疗为首选, 一般患者不能耐受再次的全麻及

较大的手术创伤, 如保守治疗无效, 可选择介入

气管支架治疗. 
韩新巍 et al研究认为, 禁食水、药物抑制胃

酸分泌、胃腔插管持续负压胃肠减压排尽胃液

和十二指肠以远空肠插管肠内营养支持治疗是

有效的内科措施. 对于缓解刺激性呛咳、减轻

肺部损伤和感染、维持正常的营养和水电解质

平衡、乃至维护生命至关重要[2,25,30,33]. 
4.2 外科修补手术治疗 外科修补手术治疗的方

式有直接缝合瘘口和应用移植肌肉瓣填塞瘘口. 
Okuyama et al [31]报告1例食管切除术后出现胸腔

胃-支气管瘘的病例, 通过2次手术移植胸大肌肌

瓣成功修补瘘口, 瘘愈合并见瘘口区上皮形成, 
认为外科手术行肌肉瓣移植可以成功修补胸腔

胃-支气管瘘. 
4.3 介入放射学气道内支架置入治疗 由于胃腔

巨大、尤其内腔直径变化巨大, 难以设计合适

规格和型号的胃腔内支架经胃腔封堵瘘, 目前

无专门的胃部内支架能够稳妥的置入胃腔内封

堵瘘口. 但是手术后胸腔胃与气道被牢固地纤

维化和机化融合为一体, 气道位置与直径相对

恒定, 可在气道的瘘口区域置入覆膜内支架以

物理学方法封堵瘘口. 
近年来不断有新型气道内支架问世, 气道内

支架置入新技术的进步和支架材料与工艺的改

进, 气道内支架在临床中应用越来越广泛. 胃与

气道之间形成瘘道, 依介入放射学治疗理念, 应
经胃腔以覆膜内支架从胃的一侧封堵瘘口, 但胃

的一侧封堵困难, 或许可经气道以覆膜内支架从

气道的一侧封堵瘘口. 在气道内置入气管支架不

失为1种可以尝试的治疗方法. 韩新巍 et al [2]报告

6例患者8处瘘在气道内置入8枚气道覆膜内支

架封堵瘘口. 6例内支架均置入成功, 瘘口完全

封闭, 即刻消除呛咳症状. 5例有效控制肺部感

染, 患者生活质量得以提高; 1例支架置入5 d后
因呼吸衰竭而死亡. 随访4-15 mo, 3例死于机体

衰竭, 1例死于呼吸衰竭, 1例正常生活. 结论认

为气道覆膜内支架能有效封堵胸腔胃-气管(支
气管)瘘, 操作简单、安全、近期疗效满意. 

韩新巍  e t  a l [42]还报告应用气管-主支气

管部分覆膜分支状内支架(中国专利: ZL03 2 
35 769.9)治疗3例胸腔胃-主支气管瘘, 1例胸腔

胃-隆突瘘、1例胸腔胃-左主支气管瘘、1例胸

腔胃-右主支气管瘘, 内支架一次性置入成功, 3 
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第三届国际微创外科论坛暨 2007 年天津市
消化内镜学年会征文通知

本刊讯 为了跟踪国际发展的最新态势, 加强该领域的交流与合作, 由天津市医学会主办, 天津市南开医院、

天津市微创外科中心承办的“第三届国际微创外科论坛暨2007年天津市消化内镜学年会”将于2007-11-02/04

在天津举办.

本次会议还将邀请澳大利亚、奥地利、日本、香港等国家和地区及国内内镜、腹腔镜领域的知名专家与

会, 以专题讲座及操作演示等方式展示当前微创外科(肝胆胰脾胃肠)领域的最新前沿技术, 其中包括: 大会专

题演讲及大会论文交流; 微创手术实况演示; 内镜操作实况演示; 世界级大师精彩手术实况演示; 国家级继续

教育项目; 微创手术新技术与新器械; 微创外科手术设备与器械展示. 

1      征文内容和要求

征文内容: 凡是与本次会议内容相关的实验研究、临床工作总结、新方法、新技术、新器械等论文, 尚未在全

国性学术会议上交流和尚未在国内外正式刊物上发表过的论文. 征文要求: 论文、摘要、软盘各一份, 论文字

数限4000字以内, 摘要800字以内, 按“目的、方法、结果、结论”. 摘要中写明:“题目、作者、单位(包括城

市和邮编). 

2      联系方式

邹富胜, 300100, 天津市南开区三纬路122号, 天津市南开医院, 注明会议论文.
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Abstract
Closed duodenal injury constitutes a serious 
type of intra-abdominal injury. Most cases are 
complicated by other intra-abdominal organ in-
juries, which make diagnosis difficult and man-
agement complex. For surgeons, it is difficult 
to make a preoperative diagnosis, especially an 
early one. The misdiagnosis rate is thus high in 
clinical situations. Important points for therapy 
include early diagnosis, early operation and 
correct handling of indications for exploratory 
celiotomy, which is the most reliable method 
for diagnosing duodenal injury. The procedure 
to be performed is usually decided according to 
the location, extent, and type of injury, the time 
after injury and the patient’s general condition. 

Key Words: Duodenal injury; Exploratory celiotomy; 
Diagnosis
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摘要
闭合性十二指肠损伤是一种严重的腹内脏器

损伤. 由于往往合并其他脏器损伤, 而增加了
其诊断的困难和处理的复杂性. 本病术前诊断
比较困难, 特别是早期诊断更为困难, 临床上
漏诊、误诊率较高. 治疗的成败关键在于能否
早期诊断、早期手术和正确及时掌握剖腹探
查的适应证, 剖腹探查术是诊断十二指肠损伤
最可靠的方法. 应根据十二指肠损伤的部位、

范围、类型、受伤时间以及患者全身情况等
选择不同术式. 

关键词: 十二指肠损伤; 剖腹探查; 诊断
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0  引言

闭合性十二指肠损伤(c l o s e d i n j u r y o f t h e 
duodenum, CID)是一种严重的腹内脏器损伤, 约
占腹内脏器损伤的2.5%-5%[1-2]. 由于十二指肠

独特的解剖位置、结构和生理学特征, 决定了

十二指肠受伤的机会不多, 大约有3.7%的外科

剖腹探查患者存在十二指肠损伤; 往往合并其

他脏器损伤, 因此增加了诊断的困难和处理的

复杂性, 特别是早期诊断. 有相当一部分外科医

生对十二指肠损伤缺乏足够的经验, 易造成漏

诊及误诊, 误诊率高达25%-30%[3-4], 可酿成严重

后果, 甚至死亡. 我们统计Pubmed近30 a文献得

出, 本病平均死亡率为19%, 最高可达47%[5-22]. 
所以进一步提高十二指肠损伤的诊断率、降低

死亡率, 实属必要.

1  CID的原因

胃正常蠕动时, 约1/3的时间幽门处于关闭状态, 
十二指肠空肠曲受屈式韧带牵拉成锐角, 受伤

时幽门和十二指肠空肠曲突然被暴力所关闭, 
导致十二指肠呈闭袢性肠段, 外力作用, 腔内压

力骤增, 造成十二指肠破裂, 尤其以无浆膜层的

十二指肠第二、三部更易破裂; 腹部钝性损伤

时, 前腹壁被暴力挤向脊柱, 将胰头及十二指肠

第二、三部推向脊柱右侧, 胰体尾部和十二指
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■背景资料
闭 合 性 十 二 指
肠 损 伤 约 占 腹
内 脏 器 损 伤 的
2.5%-5%, 往往合
并其他脏器损伤. 
早期诊断比较困
难, 临床上易造成
漏诊及误诊. 本病
死亡率较高, 应引
起广泛重视.



肠第一、四部推向脊柱左侧, 造成一剪刀力, 引
起十二指肠损伤或破裂; 腹部受钝性挫伤时, 肝
脏和膈肌上移, 十二指肠由于屈式韧带固定而

受牵拉, 导致十二指肠撕裂伤.

2  CID的漏诊原因

主要有以下几点: (1)十二指肠后是腹膜后器

官, 位置深隐、周围解剖关系复杂, 邻近胰腺、

胆道、肝脏、右肾、门静脉、下腔静脉等重

要脏器和血管. 一旦十二指肠发生损伤, 多合

并其他脏器损伤, 所以C ID缺乏特殊的临床表

现, 尤其当损伤时间短、破口小、内容物溢出

少时, 更无明显的症状和体征; (2)CID的大多数

患者合并有其他脏器损伤, 而掩盖了十二指肠

损伤的临床表现. 哈尔滨医科大学附属第二医

院普外科自1976-2006年共收治226例C ID, 有
70.4%(154/226)合并其他脏器损伤的症状和体

征, 早期无十二指肠损伤的表现; (3)伤情较重, 
未能或不允许进行全面细致的检查, 特别是BUS
或CT等检查; (4)应诊医师经验不足, 加之早期症

状和体征表现不明显, 在术前甚至在术中仍未

考虑到十二指肠损伤. 

3  CID早期诊断

CID术前诊断比较困难, 特别是早期诊断更为困

难, 值得注意的是十二指肠腹膜后部分损伤早

期诊断亦很困难. 国外Cone et al [23]报道术前正

确诊断率在10%以下. 国内综合文献[3,24-27]报
道243例中有48例确诊, 占19.8%. 由此可见术前

正确诊断率不足20%. 要做到早期诊断和术中及

时发现十二指肠损伤, 在诊断和手术中要注意

如下几点: (1)凡有上腹部严重钝性损伤, 尤其暴

力作用的挤压伤, 应警惕十二指肠损伤的可能

性, 特别是早期无特征表现者, 必须留院观察至

少24 h, 观察期间2 h查体一次, 若怀疑有十二指

肠损伤时, 应行腹腔穿刺和必要的辅助检查; (2)
受伤之后, 对上腹隐痛和腹部轻度压痛者, 应动

态观察, 特别是腹膜后十二指肠损伤, 临床表现

较慢和晚, 必须反复多次进行腹部检查, 以期及

早发现损伤的表现; (3)CID的患者, 腹胀为其突

出特点, 因此外伤后出现明显的上腹膨胀者, 必
须警惕十二指肠损伤的可能性, 再结合辅助检

查的特点, 积极剖腹探查术就不能漏诊; (4)正确

应用实验室和辅助检查: 血清淀粉酶测定值可

以升高, 尤其同时合并胰腺损伤的病例, 阳性率

高达90%; (5)BUS引导下行腹腔试验穿刺术在腹
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部闭合性损伤中有重要意义, 腹腔穿刺如吸出

血性或有胆汁的消化道液体, 应考虑十二指肠

损伤的可能, 有时临床表现上腹明显腹胀、疼

痛, 但腹腔穿刺阳性率却不高; (6)如怀疑CID时, 
行X线检查, 平片示右肾及右膈脚周围有游离气

体, 亦可见到腹腔游离气体或胆管内气体, 右腰

大肌及肾脏阴影模糊不清, 均提示腹膜后积气, 
或经胃管注入造影剂或空气, X线片显示造影剂

自十二指肠破口溢出或腹膜后积气增多, 即证

实十二指肠损伤[28]. 上消化道造影亦可用于怀

疑有十二指肠血肿患者的检查, 血肿造成完全

梗阻时, 可呈现典型的“弹簧征”[29]; CID的CT
特征是十二指肠腔外与右肾旁间隙即腹膜后有

游离气体和(或)液体积聚, 右肾周围阴影模糊, 
十二指肠扩张, 造影剂前进中断, 不再进入远端

十二指肠[30];  B型超声显示腹腔部分有低回声或

强光点, 腹膜后为低回声影, 时有强光点, 此种

表现说明十二指肠腹腔部分和腹膜后部分有积

液和气体, 为十二指肠破裂的征象; 剖腹探查时, 
必须详尽细致, 严防术中漏诊: (1)术中发现腹膜

后胆汁染色者, 后腹膜或右侧结肠系膜水肿、

淤血、脂肪坏死和捻发音者, 腹膜后十二指肠

血肿者, 右肾、肝、胰和下腔静脉有损伤者, 应
考虑十二指肠损伤可能性, 此时均应探查十二

指肠各部; (2)如行十二指肠探查必须做Kocher
切口, 观察胰头前后两面及十二指肠第二部, 尤
其腹膜后部分, 同时必须切断屈氏韧带, 充分显

露和探查十二指肠第三、四部, 以防漏诊; (3)探
查时有十二指肠损伤可疑者, 术中可将胃管引

入十二指肠球部, 经胃管内注入空气或美蓝, 如
腹膜后有气体或美蓝染色, 则可确定有十二指

肠损伤.

4  CID治疗

CID治疗的成败关键在于能否早期诊断、早期

手术和正确及时掌握剖腹探查的适应证, 剖腹

探查术是诊断十二指肠损伤的最可靠的方法. 
选择合适的手术方式是降低手术并发症和降

低死亡率的根本措施. 手术方式的选择应根据

十二指肠损伤的部位、范围、类型(AAST, 1990
年按损伤程度分为5级)以及患者全身情况, 受伤

时间及腹腔内污染程度, 选择不同术式. 
4.1 十二指肠壁血肿清除术 十二指肠壁内血肿

无破裂者, 可行非手术治疗. 若2 wk以上未能吸

收, 或血肿较大超过30 mL, 有可能继发十二指

肠梗阻, 或压迫胰管、胆管发生急性胰腺炎或
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本文将有助于增
强临床医师对本
病的认识以及早
期诊断和选择合
理的手术方式治
疗CID患者.
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出现梗阻性黄疸, 也可能自发性破裂到腹腔, 此
时应积极手术探查. 
4.2 单纯缝合修补术 十二指肠壁缺损小(1 cm
至1/3周径以内), 边缘整齐, 并在伤后10 h以内, 
可行单纯缝合修补术; 如超过10 h或缺损口大

者, 并腹腔内污染严重者, 不宜采用本法, 以避

免十二指肠漏, 乃至造成死亡. 为避免缝合后狭

窄以横行缝合为宜, 必要时作Kocher切口, 游离

十二指肠可减少缝合处张力. 
4.3 空肠或胃组织补片修补法 十二指肠损伤肠

壁缺损较大, 裂伤边缘组织严重挫伤和水肿时, 
无法缝合或缝合后有导致肠腔狭窄之危险, 可
采用组织作“补片”[31], 其方法有: (1)切取一段

空肠袢, 自横结肠系膜截口拉向上方, 将此肠袢

覆盖在已缝合或尚未完全缝合的肠壁缺损处, 
使之彼此贴紧, 空肠远近段作侧侧吻合. (2)切取

8-12 cm空肠一段, 保留肠系膜血供带蒂的空肠, 
在其对系膜侧肠管纵向剪开, 剜除黏膜, 使成一

片肠壁. 将此片肠壁移植覆盖到已经修复或尚

未完全缝合的缺损处, 用缝线间断将移植的肠

壁边缘与十二指肠肠壁仔细缝合. 空肠远近段

作端端吻合. (3)胃窦切除后将去黏膜带血管蒂

的胃窦组织浆膜面包绕覆盖破损处, 此胃窦面

积大、血运良好和耐受十二指肠内容物侵蚀, 
愈合可靠. 尽管此等方法可以加强修补缝合处, 
但操作复杂, 仅可选择适宜病例, 且以受伤10 h
以内为宜. 
4.4 十二指肠空肠Roux-en-Y形吻合术 利用十二

指肠破口与空肠作端侧或侧侧Roux-en-Y形吻

合术, 此法适于十二指肠缺损长度≤1/2周径, 此
种转流术, 目的在于转流十二指肠液、胆汁及

胰液, 使肠腔减压, 避免发生十二指肠漏. 
4.5 十二指肠完全撕裂的处理法 首选的处理

方法是修整和游离后行一期端端吻合. 第一、

三、四部肠管游离并不困难, 而降部的血供和

胰头血供关系密切, 在游离该部肠管时就很困

难. 若损伤发生在Vater壶腹的近段, 需胃窦切

除、十二指肠断端缝闭, Billroth Ⅱ法胃空肠吻

合术或行胃空肠Roux-en-Y形吻合术; 若发生在

Vater壶腹的远段, 则行十二指肠远端缝闭, 十二

指肠近端空肠Roux-en-Y形吻合术. 术后十二指

肠肠腔内置放蕈形引流管, 利于十二指肠腔内

减压, 防止十二指肠漏发生[32-33]. 
4.6 十二指肠憩室化手术及简化手术 本法适

于严重的十二指肠损伤, 病情危重或损伤处有

感染或脓肿形成及腹腔污染较重者, 基本属于

AAST分级的Ⅲ、Ⅳ级. (1)十二指肠憩室化手

术及简化手术(Berne手术)[34]: 修补十二指肠的

破口或置管造口减压, 切除胃窦, 作BillrothⅡ式

胃空肠吻合术, 必要时作胆道减压. 术后胃内容

物不进入十二指肠, 减少了十二指肠张力及胆

汁、胰液的分泌, 有利于修补愈合, 即使发生漏, 
也可减少消化液丢失和保持经口进食维持营养. 
本法的缺点是切除了健康的胃窦部, 且手术时

间较长. (2)改良憩室化手术的简化手术(Cogbill
手术)[35-38]: 严重十二指肠损伤修补后, 在胃窦部

大弯侧离幽门1 cm处, 切开胃前壁约7 cm, 暴露

出幽门部, 用可吸收缝线间断缝闭幽门, 胃壁切

口作胃空肠侧侧吻合, 使胃内容物暂时转流, 术
后3-4 wk, 缝线吸收后可再复通. 此手术的优点

是不切除胃窦, 可缩短手术时间. (3)Cogbill改良

憩室化的再简化手术[1]: 十二指肠破裂处清创修

补后; 距幽门3-5 cm的胃壁用可吸收线全层间断

贯穿交锁缝合, 暂时阻断胃十二指肠的通路; 距
屈氏韧带15和20 cm处, 分别行空肠造瘘置管, 近
端导管逆行插入十二指肠破口附近, 作为十二

指肠减压管, 远端导管插入空肠作空肠营养管, 
从腹壁切口侧方引出并予以固定腹壁; 置鼻胃

管或胃造瘘减压, 置腹腔引流管于十二指肠修

补处. 再简化手术的优点: 操作简单, 手术创伤

小, 时间短; 十二指肠暂时与胃隔离, 十二指肠

破口附近肠腔内有减压管引流胆汁和胰液, 使
十二指肠为一低压憩室, 有利于修补处的愈合; 
一旦肠道功能恢复, 经空肠造瘘管早期肠内营

养, 可保证肠道黏膜屏障作用, 减少肠源性细菌

感染并发症; 吸收线术后3-4 wk被吸收, 恢复胃

肠道正常的生理通道; 破裂口附近引流可发现

有无渗漏, 如有可及时引流. 
4.7 十二指肠造口减压术 本法适于感染严重的

晚期病例, 不适于其他手术, 可用裂口作十二指

肠造口术, 但十二指肠乳头、壶腹、胰胆管末

端无损伤[36], 经治疗可自行愈合, 如不愈合, 待炎

症消退后可行瘘管切除修补术. 本法的缺点是

病程拖长, 给患者带来较多负担. 
4.8 胰十二指肠切除术(wh ipple手术) 适于严

重的胰头、十二指肠损伤 ,  只有在十二指肠

和胰头部广泛组织失活损伤或十二指肠乳头

部、胰头部或胆总管同时损伤时才使用, 因为

紧急情况下行胰十二指肠切除术, 死亡率高达

30%-60%[37,39].
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Abstract
AIM: To study the effects and mechanism of 
action of qigesan and its constituents on the 
human esophageal carcinoma cell line Eca 109 in 
vitro.

METHODS: The human esophageal carcinoma 
cell line Eca 109 was cultured and treated with 
different concentrations of qigesan as a whole (W 
group), water extracts of the constituents of qige-
san that promote blood circulation (P group), 
and other water extracts of the constituents of 
qigesan that help prevent stasis (R group). Pro-
tein expression of phospholipase C (PLC)-γ1, 
epidermal growth factor receptor (EGFR) and 
protein kinase C (PKC)α, protein tyrosine phos-
phorylation level (PY99), intracellular calcium 
concentration ([Ca2+]i), and PKC activity were 

measured.

RESULTS: The protein expression levels of 
PLC-γ1, EGFR and PKCα, EGFR and PLC-γ1 
tyrosine phosphorylation level, [Ca2+]i (169.65 
± 30.54 nmol/L, 145.84 ± 24.12 nmol/L, 214.94 
± 37.14 nmol/L vs 231.86 ± 51.10 nmol/L; P > 
0.05, P < 0.05, P > 0.05) and PKC activity in the 
cultured esophageal cancer cells were inhibited 
by qigesan and its individual constituents at dif-
ferent concentrations. The greatest effects were 
seen in group P.

CONCLUSION: Qigesan and its individual 
constituents inhibit esophageal carcinoma cell 
growth by inhibiting PLC-γ1-mediated signal 
transduction.

Key Words: Qigesan; Esophageal carcinoma; Phos-
pholipase C-γ1; Signal transduction; Separated pre-
scription research

Si FC, Chen YL. Effects of qigesan and its constituents on 
phospholipase C-γ1-mediated signaling in esophageal 
carcinoma cell line Eca109. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(24): 2583-2588

摘要
目的: 观察启膈散及其活血和化痰两个拆
方对人食管癌细胞株E c a 1 0 9细胞磷脂酶
C-γ1(PLC-γ1)介导的细胞信号转导的影响, 以
研究启膈散治疗食管癌的作用机制. 

方法: 用启膈散(W)及其活血(P)和化痰(R)两
个拆方的水提物处理体外培养的人食管癌细
胞株Eca109细胞, 测定细胞PLC-γ1、表皮生
长因子受体(EGFR)和PKCα蛋白表达水平、

蛋白酪氨酸磷酸化(PY99)水平和豆蔻酰化富
丙氨酸C激酶底物(MARCKS)(Ser152/156)磷
酸化水平、细胞内游离钙离子[Ca2+]i浓度及
蛋白激酶C(PKC)活性. 

结果: 1 m g/L的启膈散及其拆方明显抑制
Eca109细胞PLCγ1蛋白表达(0.31%, 0.42%, 
0.20%), 随着药物浓度增加其抑制作用分别

www.wjgnet.com

■背景资料
食管癌是世界上
最常见的六大恶
性肿瘤之一, 我国
是世界上食管癌
发病率和病死率
最高的国家, 中晚
期食管癌患者5 a
生存率仅10%左
右, 目前临床上诊
断出的食管癌患
者中80%左右均
为中晚期, 寻找食
管癌早期诊断的
标志物和治疗药
物是提高其生存
率的关键. 启膈散
是清代名医程钟
龄在他的《医学
心悟》中为治疗
噎膈病所创制的
方剂, 临床上治疗
食管癌有肯定疗
效. 

®



增强, 启膈散及其拆方对体外培养的食管癌
细胞PLC-γ1、EGFR和PKCα表达、PLC-γ1
和EGFR酪氨酸磷酸化、MARCKS磷酸化、

[Ca2+]i浓度(169.65±30.54 nmol/L, 145.84±
24.12 nmol/L, 214.94±37.14 nmol/L vs  231.86
±51.10 nmol/L, P >0.05, P <0.05, P >0.05)及
PKC活性均有不同程度的抑制作用, 以P组作
用最强.

结论: 启膈散及其拆方通过不同程度的抑制
食管癌细胞PLC-γ1介导的信号转导而抑制肿
瘤细胞的生长.

关键词: 启膈散; 食管癌; 磷脂酶C-γ1; 信号转导; 
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0  引言

多种生长因子及其受体参与了食管癌的发生发

展, 其中表皮生长因子受体(EGFR)在食管癌细

胞中高度表达, 表达及活性的强度与食管癌的

恶性程度、耐药性及发展和预后相关[1-2]. 磷脂

酶C-γ1(phospholipase C-γ1, PLC-γ1)是多种细胞

生长因子信号传导的细胞内效应分子, 在细胞

信号转导中起关键作用. PLC-γ1水解磷脂酰肌

醇-4, 5-二磷酸(PIP2)产生第二信使三磷酸肌醇

(IP3)和甘油三酯(DAG), IP3能引起细胞内钙库

的释放, DAG能激活蛋白激酶C(PKC), 通过这

2条通路和其他未知通路从而激活多种细胞反

应. PLC-γ1在肿瘤发生和发展中起关键作用, 其
超量表达和激活引起肿瘤发生、浸润和转移[3-5]. 
我们研究发现, 食管癌组织内PLC-γ1超量表达, 
说明EGFR-PLC-γ1介导的信号通路在食管癌发

生发展中起着很重要的作用. 启膈散及其拆方

对食管癌细胞Eca109生长具有不同程度的抑制

作用, 为了进一步研究其作用的机制, 我们观察

了启膈散及其拆方对食管癌细胞Eca109 PLC-γ1
介导的细胞信号转导的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 丹参、郁金、砂仁壳、沙参、贝母、

茯苓购于河南中医学院第三附属医院. 分为全方

组(W)、活血组(P)(丹参、郁金、砂仁壳)、化痰

组(R)(沙参、贝母、茯苓), 每味药各10 g, 煎煮、

浓缩、5000 g离心, 0.22 μm过滤, 取部分干燥称
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重, 置4℃冰箱备用. 人食管癌细胞株Eca109来自

郑州大学医学院组胚教研室. DMEM高糖培养

基(Gibco公司), 胎牛血清(Hyclone公司), PMSF
与Leupeptin(Amresco公司), 丙烯酰胺(Biomol公
司), 胰蛋白酶与山羊抗小鼠IgG-HRP(华美公司), 
ECL试剂盒(Santa Cruz公司), PLC-γ1 mAb(韩国

浦项科技大学国家信号传导网络实验室惠赠), 
EGFR mAb(Santa Cruz公司), PKCα多克隆抗体

(Santa Cruz公司), Fura-2/AM(Sigma公司), 抗磷

酸化酪氨酸mAb PY99(Santa Cruz公司), 抗磷酸

化MARCKS(Ser152/156)多克隆抗体(Cell signal
公司), 考马斯亮蓝G250(Amresco公司). Heraeus
细胞培养箱(德国Kendro公司); 倒置显微镜(Zeiss
公司), 紫外分光光度计(Thermo公司), SG-603生
物安全柜(Bake公司), ELx800型酶标仪(Bio-Tek
公司), 蛋白电泳系统(Bio-Rad公司), 荧光分光光

度计(Shimadzu公司), 液体闪烁仪(Packard公司), 
1470γ-计数器(Perkin Elmer公司), 低温台式离心

机(Sigma公司). 细胞生长于含100 mL/L胎牛血

清的DMEM培养液中, 置于37℃, 50 mL/L CO2

培养箱, 每间隔48 h更换1次培养基, 待细胞生长

至70%汇合率时, 用胰蛋白酶溶液[D-Hans液配

制, 含2.5 g/L胰蛋白酶, 0.2 g/L乙二胺四乙酸二钠

(EDTA), pH8.3]消化, 按实验要求接种于96孔培

养板中或Φ100培养皿中.
1.2 方法 
1.2.1 ELISA法测定细胞PLC-γ1蛋白表达抑制

率 对数生长期的贴壁肿瘤细胞, 胰酶消化后, 调
至1×108 个/L的细胞悬液, 接种在96孔培养板

中, 每孔200 μL, 37℃, 50 mL/L CO2, 培养24 h, 
分别加入W, R和P, 浓度分为1, 10, 20, 50, 100, 
200, 400和800 mg/L 8个梯度, 每组3个复孔, 继
续培养8 h, 每孔用40 g/L的中性甲醛125 μL固
定15 min; 双蒸水洗涤3次, 加入20 g/L BSA 250 
μL, 37℃温育1 h; 双蒸水洗涤3次, 加入PLC-γ1
抗体, 室温反应4 h; 双蒸水洗涤3次, 加入羊抗鼠

抗体IgG-HRP, 室温反应2 h; 双蒸水洗涤5次, 每
孔加入底物邻苯二胺(O -PhenPhenylenediamine, 
OPD, 2 g/L)50 μL, 室温20 min, 每孔加硫酸25 
μL, 酶标仪上492 nm测定光密度值. 按下式计

算药物对肿瘤细胞P L C-γ1抑制率. 肿瘤细胞

PLC-γ1抑制率% = (1-实验组光密度值/对照组光

密度值)×100%.
1.2.2 We s t e r n b l o t检测肿瘤细胞P L C-γ1、
EGFR和PKCα蛋白表达、蛋白酪氨酸磷酸化

(P Y99)水平和豆蔻酰化富丙氨酸C激酶底物
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■研发前沿
磷脂酶C-γ1介导
的信号转导是近
20 a细胞信号转
导研究的热点, 其
超量表达及信号
转导增强促进了
肿瘤的发生发展. 
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(MARCKS)(Ser152/156)磷酸化水平 对数生长期

的贴壁肿瘤细胞, 胰酶消化后, 调至1×108 个/L的
细胞悬液, 接种10 mL在Φ100培养皿, 24 h后弃

上清, 分别加入浓度为800 mg/L含W, R和P的培

养基10 mL, 继续培养48 h, 收获细胞, 提取蛋白, 
10 μg/孔上样, SDS-PAGE凝胶电泳, 转至硝酸纤

维素膜, 封闭、洗涤30 min, 加入一抗反应4 h、
洗涤30 min, 加入二抗反应2 h, 洗涤30 min, 用增

强化学发光(ECL)试剂曝光、显影、定影、洗

片[6], 重复3次.
1.2.3 Fura-2/AM荧光标记方法测定细胞内游离

钙离子[Ca2+]i浓度 细胞1×106 个种入皿中, 24 h
后加药, Eca109细胞与含W, R和P培养基共同孵

育36 h后用Hanks buffer洗2次, Trypsin消化, 离心

(1000 g , 10 min)洗1次, 将细胞悬浮于1 mL Hepes
缓冲的Hanks+BSA液中, 细胞计数后, 使终浓度

为1×(109-1010)/L. 加入0.25 mmol/L Fura-2/AM 
20 μL, 使Fura-2/AM浓度为5 μmol/L, 加入细胞

悬液中, 37℃培养箱里温育0.5 h. 离心, 然后用

Hepes缓冲的Hanks buffer洗涤1次. 使终浓度为2
×109/L, 上机检测[7-8], 重复4次.
1.2.4 PKC活性测定 收集药物处理24 h和对照组

细胞(加药时细胞数为6.25×106 个), 冷生理盐

水洗涤2次. 加入缓冲液A(150 mmol/L Tris-HCl, 
pH7.5, 50 mmol/L β-巯基乙醇, 1 mmol/L PMSF, 
2 mmol/L EGTA和10 g/L TritonX-100), 将细胞

在冰浴中匀浆, 4℃, 100 000 g离心1 h, 将离心

所得各上清通过DEAE-Sepharose柱(3.5 cm×

0.8 cm), 用平衡缓冲液(120 mmol/L Tris-HCl, 2 
mmol/L DTT, 2 mmol/L EDTA, 2 mmol/L EGTA, 
0.5 mmol/L PMSF)2 mL洗去杂蛋白, 然后用含0.3 
mol/L NaCl的平衡缓冲液洗脱, 收集洗脱液用于

测定PKC活性. 反应总体积100 μL, 含30 mmol/L 
Tris-HCl pH7.5, 5 mmol/L MgCl2, 0.4 mmol/L 

CaCl2, 0.2 mmol/L EGTA, 0.5 g/L histoneⅢs, 0.1 
g/L磷酯酰丝氨酸, 0.1 mmol/L PMA, 部分纯化的

酶蛋白10 μg, 最后加0.12 mmol/L[γ-32P]ATP(2×
105 cpm)启动反应, 在30℃准确温育10 min后, 迅
速加入冷250 mL/L三氯醋酸1 mL终止反应, 沉淀

物转移到微孔滤膜上, 用50 mL/L三氯醋酸洗3次, 
烘干滤膜, 加闪烁液, 测cpm值, 重复4次[8]. 
1.2.5 Bradford法测定蛋白浓度.

统计学处理 计量资料应用统计软件SPSS 
11.0进行单项方差分析.

2  结果

2.1 启膈散及其拆方对Eca109细胞PLC-γ1蛋

白表达的抑制作用 启膈散及其拆方明显抑制

Eca109细胞PLCγ1蛋白表达, 随着药物浓度增加

其抑制作用增强, 呈剂量-效应依赖关系, 其中以

活血组最好, 全方组次之(表1, 图1).
2.2 启膈散及其拆方对Eca109细胞PLC-γ1、
EGFR和PKCα蛋白表达、蛋白酪氨酸磷酸化

(PY99)和MARCKS磷酸化影响 应用启膈散及其

拆方处理的Eca109细胞PLC-γ1、EGFR和PKCα
蛋白表达水平、PLC-γ1、EGFR和MARCKS磷
酸化水平与对照组相比降低, 说明对PLC-γ1和
EGFR表达及酪氨酸磷酸化、PKCα表达和PKC
磷酸激酶活性具有一定的抑制作用, 其中P组最

好, W组次之(图2A-E).
2.3 启膈散及其拆方对Eca109细胞胞内游离钙

离子[Ca2+]i浓度的影响 对照组细胞内游离钙离

子[Ca2+]i浓度明显高于用药各组, 与活血组相比

P <0.05(表2), 说明活血组药物具有明显降低细

胞内游离钙离子[Ca2+]i浓度作用.
2.4 启膈散及其拆方对Eca109细胞PKC活性的影

响 应用启膈散及其拆方处理的Eca109细胞PKC

■相关报道
EGFR是原癌基因
C-erbB1表达的产
物, 为跨膜酪氨酸
激酶受体, 主要通
过Ras-MAPK、

PI3K-Art/PKB、

磷酯酶C-γ1-PKC
介导的信号通路
调节细胞的增殖
和分化, 与细胞的
再生和肿瘤的发
生发展密切相关.

表 1 启膈散及其拆方对Eca109细胞PLC-γ1蛋白表达的
抑制率

     
浓度(mg/L)             W(%)        P(%)                 R(%)

1           0.3080     0.4217            0.2008

10           1.7485     1.8924            1.3174

20           4.1731     4.6275            3.5080

50           4.4350     6.5410            4.0413

100           6.6970   10.4546            5.7921

200         12.6667   15.6000            9.5991

400         15.3333   19.4363          10.4455

800         24.3271   30.7853          15.6598
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图 1 启膈散及其拆方抑制Eca109细胞PLC-γ1蛋白表达量效
关系曲线.
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活性明显减弱, 表明启膈散及其拆方对PKC活性

具有一定的抑制作用, 其中P组最好, W组次之

(图3).

3  讨论

EGFR是原癌基因C-erbB1表达的产物, 为跨膜

酪氨酸激酶受体, EGFR与配体结合后可导致

受体形成同源二聚体, 也可与其他EGFR家族

形成异源二聚体, 促使EGFR胞内区6个特异的

受体酪氨酸残基磷酸化, 形成酪氨酸底物结合

位点, 使EGFR激活, 再通过识别一系列底物酶

将细胞外信号转导至胞内. EGFR主要通过Ras-
MAPK、PI3K-Art/PKB、磷酯酶C-γ1-PKC介导

的信号通路调节细胞的增殖和分化, 与细胞的

再生和肿瘤的发生发展密切相关[2,9]. EGFR在食

管癌中常常超量表达, 与食管癌的发生、发展

和预后密切相关[1].  我们以往研究发现, 启膈散

及其活血和化痰两个拆方能够不同程度地抑制

食管癌细胞株Eca109的生长, 其中P组作用最强, 
W组次之. 本研究显示食管癌细胞株Eca109表
达EGFR, 用启膈散及其拆方干预细胞生长显示, 
W和P组可明显抑制细胞生长和EGFR表达, P组
作用最强, W组作用较P组为次(图2B). 此结果表

明, 启膈散及其拆方抑制细胞生长作用与EGFR
介导的信号转导通路相关. 为了进一步研究启

膈散及其拆方的作用机制, 我们对EGFR介导的

PLCγ1-PKC通路相关蛋白分子进行了检测. 
PLC分为β、γ、δ 3型,  每1型又分几种亚

型,  如PLC-γ分PLC-γ1和PLC-γ2. PLC-γ1由2
个SH2(src homology domain)、1个SH3、1个
PH(pleckstrin homology domain)和2个催化区等

结构域组成. PLC-γ1是以生长因子受体为中心

的多级蛋白质复合物的一个重要成员, 其序列

中几个酪氨酸能直接被生长因子受体酪氨酸激

酶磷酸化而活化. PLC-γ1酶活化后, 催化PIP2
分解成产物IP3和DAG作为第二信使物质在细

胞内发生作用. IP3能引起细胞内钙库的释放, 
DAG能激活PKC. PLC-γ1和其他类型PLC同工

酶不同, 不仅具有催化分解PIP2的脂酶的功能, 
而且也具有作为接合器蛋白的作用. 即PLC-γ1
除了由X和Y区构成的酶活性部位外, 还有作为

蛋白质相互结合的SH区, 通过这些结构区域与

其他信号传导分子的结合, 从而激活多种细胞

反应. PLC-γ1在细胞增生性疾病和癌细胞中如

上皮过度增生病、家族性肠息肉病、乳腺癌、

结肠直肠癌、前列腺癌、卵巢癌等高度超量表

达; 用微量注射法将PLC-γ1蛋白注入静止期的

小鼠成纤维细胞NIH3T3中即迅速诱导DNA合

成; 同样, 用转基因技术造成大鼠成纤维细胞株

3Y1细胞超量表达PLC-γ1使该细胞株发生恶性

转变, 将该细胞植入裸鼠体内很快形成肿瘤. 这

表 2 启膈散及其拆方对Eca109细胞胞内游离钙离子
[Ca2+]i浓度的影响

     
分组             n                                  浓度(nmol/L)

C            4         231.8633±51.1017

W            4         169.6531±30.5454

P            4         145.8391±24.1226a

R            4         214.9360±37.1445

aP<0.05 vs  C.

图 3 启膈散及其拆方对Eca109细胞PKC活性的影响.
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图 2 启膈散及其拆方对Eca109细胞PLC-γ1、EGFR和PKCα
蛋白表达、蛋白酪氨酸磷酸化(PY99)和MARCKS磷酸化影响. 
A: PLC-γ1蛋白; B: EGFR蛋白; C: 蛋白酪氨酸磷酸化PY99; 

D: PKCα蛋白; E: MARCKS磷酸化. M: 小鼠脑; C: 对照组; 

W: 全方组; P: 活血组; R: 化痰组. 

■创新盘点
本文首次报道了
启膈散及其拆方
通过抑制PLCγ1
介导的信号转导
发挥对人食管癌
Eca109细胞生长
的抑制作用. 
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些结果表明PLC-γ1在肿瘤发生和发展中起关键

作用[10-13]. 
由表1和图1可以看出, 启膈散及其活血和

化痰两个拆方均能抑制Eca109细胞PLC-γ1蛋
白表达, 活血组作用最强, 全方组次之, 化痰组

作用最弱, 随着药物浓度增加, 各组对PLC-γ1
表达抑制作用呈剂量依赖关系, 其趋势与其对

Eca109细胞生长的抑制作用一致. 从图2A也可

以知道, 各组对Eca109细胞PLC-γ1表达的抑制

作用强弱次序为: P组、W组、R组, 说明各用药

组可能是通过下调细胞PLC-γ1表达从而通过其

介导的信号转导通路发挥抑制细胞生长作用. 
为了观察启膈散及其拆方对EGFR-PLC-γ1信号

转导的影响, 我们用能识别EGFR和PLC-γ1酪氨

酸磷酸化的抗磷酸化酪氨酸单克隆抗体PY99
对蛋白酪氨酸磷酸化水平进行检测, 发现与对

照组相比各用药组在EGFR和PLC-γ1分别对应

的170 kDa和145 kDa处磷酸化条带减弱(图2C), 
即活血组、全方组、化痰组有不同程度地抑制

EGFR和PLC-γ1蛋白酪氨酸磷酸化作用, 说明活

血组、全方组、化痰组还可以通过抑制EGFR
和PLC-γ1的酪氨酸磷酸化降低其活性, 从而减

弱EGFR-PLC-γ1信号转导. 
细胞内游离钙离子[Ca2+]i参与了细胞多种

生物行为包括细胞的收缩、运动、生长、分化

和分泌. 在外部刺激因子如EGF作用下, Ca2+离

子从细胞内钙池内质网中释放出来或者细胞外

的Ca2+离子从细胞膜钙离子通道进入, 从而升高

[Ca2+]i, 这两种通路虽然不同, 但在同一刺激因

子作用下可以协同作用. 从细胞内钙池释放Ca2+

需要依赖于IP3与内质网膜上的InsP3Rs结合引

起钙通道打开, 很快内质网内Ca2+又通过内质网

膜上的Ca2+泵、Na-Ca离子交换器、胞质中钙

结合蛋白等作用恢复平衡. 同时细胞膜上依赖

于细胞内池Ca2+流的Ca2+通道打开, 引起持续小

幅度[Ca2+]i升高. 细胞内的[Ca2+]i作为信号传导

的第二信使, 通过Ca2+-CaM和激活PKC等通路

引起细胞各种反应. 丝裂素原通过细胞内Ca2+

流在细胞增殖中发挥关键作用, 如可抑制Ca2+流

以引起细胞在G2/M停滞[14-15]. 在很多组织细胞

如淋巴细胞、成纤维细胞、CEO细胞、内皮细

胞的增殖依赖于持续的细胞内钙离子信号. 细
胞生长因子也可以通过刺激细胞内[Ca2+]i升高

而引起细胞增殖, PDGF引起的细胞内[Ca2+]i可
以引起小鼠成纤维细胞增殖、FGF可以通过引

起[Ca2+]i增高引起内皮细胞增殖等[16-17]. 当这些

生长因子和受体结合后主要通过磷酸化激活细

胞内效应蛋白如PLC-γ1、PI-3K等引起[Ca2+]i
升高 [14,18-19]. 本研究发现启膈散及其拆方可以

降低Eca109细胞内[Ca2+]i, 其中活血组最强, 和
对照组有显著差异(P <0.05), 全方组也可降低

[Ca2+]i(均值明显低于对照组), 统计学虽没有意

义, 但趋势明显, 可能因为样本少的缘故. 说明

启膈散全方和活血方可以通过抑制PLC-γ1及
其他效应蛋白引起的[Ca2+]i升高, 从而抑制细

胞增殖. 
蛋白激酶C(PKC)是PLC介导的细胞信号转

导的重要环节, 他是丝氨酸和苏氨酸激酶, 具有

多种亚型, PKCα是其中重要的一个. 当特异性

配体和受体结合后PLC催化PIP2分解为钙离子

动员物IP3和PKC激动剂DAG[3]. DAG促使PKC
锚定于质膜, 增强了他对磷脂酰丝氨酸的亲和

性, 同时Ca2+也可以增加PKC的C区与阴离子膜

的亲和性促使PKC转位. 质膜与PKC的C1和C2
区结合产生了足够的能量使PKC发生变构暴露

出底物结合区. 研究发现PKCα而不是PKCβ依
赖PLC活性. 活化后的PKCα可由胞质中向胞膜

转移, 再磷酸化多种底物, 通过raf-MAPK-AP1, 
bcl- 2、p27和RhoA等通路, 发挥其调节细胞生

长、分化、细胞周期调控、迁移、基因表达多

种功能[20-21]. MARCKS 是PKC的重要底物, 分布

于各种细胞中, 参与细胞运动、有丝分裂、膜

运输等细胞活动[22], MARCKS停留于细胞膜, 依
赖于PKC对其磷酸化往来于膜质之间[23-24], 及调

节其与钙调蛋白结合活性和与丝状肌动蛋白交

联活性[25], 而其他磷酸激酶都不能催化他, 因此, 
MARCKS已广泛用于对细胞PKC活性的检测[26]. 
本研究采用western blot分析MARCKS磷酸化水

平和纯化PKC使HistoneⅢs磷酸化2种体外测定

方法检测PKC活性, 结果发现, 启膈散及其拆方

对食管癌细胞PKCα的表达和PKC的活性具有

抑制作用, 强弱次序为: 活血组、全方组、化痰

组. 上述实验结果显示启膈散全方和活血药对 
EGFR- PLCγ1-PKC信号通路的蛋白表达具有同

步抑制作用, 其中是由于抑制三者中一个表达

后, 导致另外两者表达减少, 还是通过另外一种

通路调节三者的蛋白表达, 需要进一步研究. 同
时, 启膈散及其拆方还对EGFR和PLC-γ1酪氨酸

磷酸化及PKC活性具有抑制作用, 并能降低细胞

内游离钙离子浓度. 这些都表明启膈散及其拆

方可以通过EGFR-PLCγ1-PKC信号转导通路发

挥抑制细胞生长的作用. 

■同行评价
本 文 研 究 了 中
药 启 膈 散 对 食
管癌细胞Eca109 
P L C - γ 1 介 导 的
细胞信号转导的
影响 ,  从E G F R -
PLCγ1-PKC信号
转导通路上不同
层次、多种方法
研究其机制, 具有
一定新颖性和创
新 性 ,  结 果 和 结
论有说服力. 
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总之, 通过本实验我们可以知道: (1)启膈散

及其拆方对人食管癌Eca109细胞EGFR- PLCγ1-
PKC信号转导通路具有抑制作用, 以活血组药物

作用最好; (2)启膈散及其拆方可能通过EGFR- 
PLCγ1-PKC信号转导通路发挥对Eca109细胞

生长抑制作用; (3)启膈散及其拆方对E G F R- 
PLCγ1-PKC信号转导通路的蛋白表达和蛋白

磷酸化的同步抑制机制及EGFR激活后EGFR- 
PLCγ1-PKC具体的信号转导过程需进一步研究.
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Abstract
AIM: To study the chemopreventive effects of 
a wet-distillation extract of radix curcumae in 
a wistar rat model of stomach carcinogenesis 
induced by N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguani-
dine (MNNG).

METHODS: Eighty 6-week-old male wistar 
rats were randomly divided into 5 groups of 16 
animals each. Rats were given water and 5 mL 
normal saline daily (group A); MNNG and 5 
mL normal saline daily (group B); 10 mg/kg ce-
lecoxib daily (group C); 1 kg/L wet-distillation 
extract of radix curcumae, 5 mL daily (group D); 
and 2 kg/L wet-distillation extract of radix cur-
cumae, 5 mL daily (group E). Animals in groups 
B-E drank water containing MNNG (100 mg/L) 
and were given 100 g/L NaCl in the initial 6 wk. 
All animals received treatment for 40 weeks and 
were then sacrificed at week 41. Gastric tumors 
were evaluated histologically.

RESULTS: Thirty-two rats died during the 
experiment and 48 completed the experiment. 

Incidence of gastric cancer was 0.0% in Group A, 
44.4% in Group B, and 12.5% in Groups C-E. We 
found that there was a statistically significant 
difference in the incidence of tumor formation 
(P < 0.05), and volume (4.4 ± 0.8 cm3, 6.6 ± 0.6 
cm3, 3.4 ± 0.6 cm3 vs 11.5 ± 1.7 cm3; all P < 0.01) in 
Groups C-E compared with Group B.

CONCLUSION: The wet-distillation extract of 
radix curcumae can reduce the incidence of gas-
tric cancer and tumor growth in rats.

Key Words: Radix curcumae; Gastric cancer; Che-
moprevention

Xu L, Lv B, Yu LF. Chemoprevention of gastric cancer in 
rats by a wet-distillation extract of radix curcumae. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(24): 2589-2592

摘要
目的: 探讨温郁金蒸馏提取液对化学致癌剂
N -甲基-N '-硝基-亚硝基胍(MNNG)诱导Wistar
大鼠胃癌的作用. 

方法: ♂Wistar大鼠80只随机分为A, B, C, D, 
E 5组, 每组16 只, A组为对照组, B组为模型
组,分别自由饮用净化水和100 mg/L MNNG液
同时予生理盐水5 mL ig 1次/d; C组为塞来昔
布组, 饮用MNNG同B组, 同时予10 mg/kg塞来
昔布5 mL ig 1次/d; D为低剂量郁金组, E组为
高剂量郁金组, 饮用MNNG同B组, 同时分别
予1和2 kg/L温郁金水蒸气蒸馏提取液5 mL ig 
1次/d, 持续40 wk. 41 wk后处死动物, 分组拍照
片并行组织病理切片比较大体和组织学变化. 

结果: 实验期间大鼠死亡32只, 余48只完成
实验. A, B, C, D, E组胃癌发生率分别为0.0% 
(0/16), 44.4%(7/16), 12.5%(2/16), 12.5%(2/16), 
12.5%(2/16); 与B组相比, C, D, E组胃癌发生
率(P <0.05)和肿瘤体积(4.4±0.8 cm3, 6.6±0.6 
cm3, 3.4±0.6 cm3 vs  11.5±1.7 cm3; P <0.01)显
著降低; C, D, E组相互比较差异无显著性(P  = 
1.000).

结论: 温郁金水蒸气蒸馏提取液对MNNG诱
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■背景资料
目前, 针对天然药
物对胃癌化学预
防的研究甚少. 现
代研究发现郁金
提取物对体内外
肿瘤细胞的增殖
均有抑制作用, 但
对原发胃癌模型
的研究少有报道. 
因此本文探讨温
郁金水蒸气蒸馏
提取液对化学致
癌剂诱导大鼠胃
癌的预防作用.



导的大鼠胃癌有预防作用.
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0  引言

目前, 针对胃癌化学预防的研究大多集中在抗

H pylori的感染、非甾体类消炎药及抗氧化剂

等, 对天然药物的研究甚少. 温郁金是临床上常

用的抗肿瘤中药, 具有活血化淤, 利胆退黄、抗

炎、抗肿瘤的功效. 现代研究发现郁金提取物

对体内外肿瘤细胞的增殖均有抑制作用, 但对原

发胃癌模型的研究少有报道. 我们探讨温郁金水

蒸气蒸馏提取液对化学致癌剂N -甲基-N '-硝基-
亚硝基胍(MNNG)诱导大鼠胃癌的预防作用.

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠6 wk 80只, 体质量180-200 
g, 购自中科院上海动物研究所, 饲养温度24±
2℃, 湿度55%±5%, 噪音<50 db, 每12 h一次亮

暗循环, 用全价营养颗粒饲料饲养, 专人管理. 
MNNG购自Adrich公司, 温郁金产自浙江温州,
温郁金水蒸气提取液由本院制剂中心制备, 塞
来昔布购自Searle公司.
1.2 方法 Wistar大鼠随机分为A, B, C, D, E 5组, 
每组16只, A组为对照组, 自由饮用净化水同时

予生理盐水5 mL ig每天1次; B组为模型组, 自
由饮用100 mg/L的MNNG液同时予生理盐水5 
mL ig每天1次; C组为塞来昔布组, 饮用MNNG
同B组, 同时予10 mg/kg塞来昔布5 mL ig每天1
次; D组为低剂量郁金组, E组为高剂量郁金组, 
饮用MNNG同B组, 同时分别予1和2 kg/L的温郁

金水蒸气蒸馏提取液5 mL, 每天ig 1次, 持续40 
wk. MNNG纯度>97%, NaCl为普通食盐, MNNG
溶液新鲜配制, 每天用分析天平称取0.288 g 
MNNG, 加入净化水2880 mL中, 避光用磁性搅

拌机搅拌4 h, 使之完全溶解后分装于16只外涂

黑油漆的饮水瓶中, 由动物自由饮用, B-E组实

验前6 wk予100 g/L NaCl 1 mL每周ig 1次[1]. 每周

1次测动物体质量, 分组记录, 如发现在实验期

间死亡的动物均进行解剖, 大体观察并留取组

织学标本. 实验结束时大鼠禁食不禁水24 h, 25 
g/L戊巴比妥钠ip麻醉后处死, 在距贲门和幽门

1.5 cm处结扎、离断, 取出全胃, 沿胃大弯剪开, 
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冰生理盐水冲洗, 滤纸吸干后铺开, 以大头针固

定在泡沫上后行大体观察, 做记录, 拍照片, 随
后沿纵轴将腺胃分成5等分, 若发现肿瘤则取下

称质量, 测量长和宽(cm), 按照公式(长×宽2)/2
计算出肿瘤的近似体积(cm3). 组织固定于40 g/L
甲醛中, 石蜡包埋, 病理连续切片为3 µm厚, HE
染色.

采用水蒸气蒸馏法制备温郁金水蒸气蒸馏

液. 把干燥粉碎的温郁金饮片粉500 g放入容积

为2000 mL的长颈烧瓶中, 加水1500 mL, 密封, 
开始加热蒸馏, 由冷凝管收集温郁金的挥发油

成份, 2 h左右, 冷凝管不再收集到挥发成份, 蒸
馏完毕. 拆开冷凝装置, 把温郁金水煎部分稀释

到5000 mL, 过滤, 离心, 浓缩为250 mL(浓度相

当于0.002 g/L),  与收集到的挥发油成份相混和, 
乳化, 分装于5 mL的小安瓿瓶中, 密封, 4℃避光

冷藏备用.
统计学处理 应用SPSS11.0医学软件包, 分

别相互比较各组动物的体质量、肿瘤体积、肿

瘤发生率(患肿瘤动物占实验动物的百分比)、
癌前病变发生率. 动物体质量、肿瘤体积采用

t检验, 肿瘤发生率、癌前病变发生率采用χ2检

验, 以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 大体观察和平均体质量 在实验过程中大鼠

死亡32只, 其中A组7只, B组6只, C组4只, D组7
只, E组8只, 实验前20 wk死亡24只, 解剖发现肺

淤血或者见两肺多个陈旧性出血点, 胃大体未

见明显异常, 肠内无血便、溃疡、新生物等, 肝
脏色红柔软, 腹腔内未见肿大淋巴结. 死亡原因

可能与ig时药物误吸入呼吸道有关, 胃组织病理

示黏膜慢性炎症, 未见癌前病变和肿瘤. 24 wk
死亡4只, 均死于肺淤血, 2只有溃疡产生(B组和

E组), 36 wk死亡4只, 其中1只病理示胃癌(B组), 
D组1只E组2只死于肺淤血, 属D组者病理示有

上皮内瘤变. 实验期间死亡动物无论有无发生

肿瘤, 均作为有效动物, 列入实验结果统计.  40 
wk实验结束时, 共存活48只大鼠, A组(对照组)
的体质量(477.9±42.5 g)明显大于B, C, D, E组
(vs  380.4±39.3 g, 393.4±54.6 g, 388.9±67.9 g, 
408.3±22.6 g, P <0.01), B组的体质量和C, D. E
组相比无显著性差异(P >0.05); D, E组之间, C组
和D, E组之间亦无显著性差异(P >0.05).
2.2 总体肿瘤发生率 经组织学证实, A组无胃癌

发生, B组胃癌发生率为44.4%(vs  A组, P <0.01); 

www.wjgnet.com

■创新盘点
国内外多单独研
究郁金的水溶或
醇溶成分, 采用水
蒸气蒸馏法制备
提取液, 既可以保
留其挥发油成分,
又保留水溶性成
分, 而且符合传统
水煎服药方法, 可
以最大程度利用
其有效活性成分, 
而且郁金提取物
对原发胃癌模型
的研究报道很少.
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3  讨论

尽管在很多国家胃癌的发生率一直呈下降趋

势, 但是最近的世界范围评估显示, 胃癌在所有

癌症的发生中占第4位, 在癌症的死亡率排在第

2位, 现有对进展期胃癌的治疗手段疗效均不尽

如人意. 胃癌的发生可分为起动、促进和进展3
个步骤, 是一个多步骤、多基因变化的过程. 从
肿瘤的始发切断肿瘤发生的任一环节, 对肿瘤

的预防及治疗具有重要意义. 天然药物不仅是

发现新药的重要来源, 而且可以为设计更理想

的新药提供新的独特的化学结构, 这些化学结

构可被用做创制新药的先导化合物, 因此近年

来备受重视. 目前国内外许多研究表明, 郁金的

活性成分(姜黄色素类及挥发油)可抑制多种肿

瘤细胞生长, 热点多集中在肿瘤发生、发展阶

段, 而对肿瘤化学预防的研究鲜有报道, 而且这

C, D, E组胃癌发生率均为12.5%, 均显著低于B
组. 肉眼观察, 肿瘤多发生在胃窦部小弯侧, 与
人类胃癌好发部位一致, 组织学诊断为腺癌(图
1). 癌旁伴有萎缩、肠化和上皮内瘤变(表1).
2.3 完成实验大鼠肿瘤发生率 胃癌发生率A组

0%, B组60%(6/10), C组16.7%(2/12), D组22.2% 
(2/9), E组25%(2/8); C, D组与B组比较差异均有

统计学意义(P<0.05), E组胃癌发生率也较低(25% 
vs  70%, P = 0.058), 其他组织学变化如萎缩、肠

上皮化生和上皮内瘤变等也均有发现(表2).
2.4 肿瘤体积 用游标卡尺测量肿瘤的长度和宽

度, 按照公式(长×宽2)/2计算出肿瘤的近似体积, 
B组发生肿瘤的7只大鼠的平均肿瘤体积为(11.5
±1.7)cm3; C, D, E组的平均肿瘤体积分别为(4.4
±0.8)cm3, (6.6±0.6)cm3, (3.4±0.6)cm3, B组的

平均肿瘤体积显著大于C, D, E组(P <0.01).

图 1 胃肿瘤. A: 大体

观MMNG诱导大鼠胃肿

瘤; B: 中分化腺癌(HE染

色×200).

A B

表 1 大鼠胃黏膜病变类型及发生率n (%)

      
分组   n      炎症         萎缩                肠化         上皮内瘤变          溃疡               胃癌

A 16 15(93.8)       0(0.0)a           0(0.0)a 0(0.0)a        0(0.0)             0(0.0)b

B 16   3(18.8)       2(12.5)          2(12.5) 1(6.3)        4(25.0)          7(44.4)

C 16 11(68.8)       2(12.5)          0(0.0) 1(6.3)        1(6.3)             2(12.5)a

D 16   9(56.3)       2(12.5)          1(6.3) 2(12.5)        0(0.0)             2(12.5)a

E 16   9(56.3)       3(18.8)          1(6.3) 1(6.3)        1(6.3)             2(12.5)a 

aP<0.05, bP<0.01 vs  B组.

表 2 完成实验大鼠胃黏膜病变类型及发生率n (%)

      
分组   n      炎症         萎缩                肠化         上皮内瘤变          溃疡               胃癌

A   9  8(93.8)       0(0.0)a             0(0.0)a 0(0.0)a        0(0.0)             0(0.0)b

B 10  0(0.0)       2(0.0)             2(20.0) 1(10.0)        3(30.0)          6(60.0)

C 12  7(58.3)       0(16.7)           0(0.0) 1(8.4)        1(8.4)             2(16.7)a

D   9  2(22.2)       1(22.2)           1(11.1) 1(11.1)        0(0.0)             2(22.2)a  

E   8  3(37.5)       1(6.3)             1(6.3) 1(6.3)        0(0.0)             2(25.0) 

aP<0.05, bP = 0.01 vs  B组.

■应用要点
温郁金不仅是发
现新药的重要来
源, 而且可以为设
计更理想的新药
提供新的独特的
化学结构, 这些化
学结构可被用做
创制新药的先导
化合物, 本文研究
发现温郁金对胃
癌有化学预防作
用, 为后续有效成
分分析、新药的
开发, 打下了理论
基础.
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两种成分均存在吸收率低的问题, 采用水蒸气

蒸馏法制备提取液, 既可以保留其挥发油成分, 
又符合传统水煎服药方法, 可以最大程度利用

其有效活性成分.
我们的研究结果表明, 温郁金水蒸气蒸馏

提取液能显著降低M N N G诱导的大鼠胃癌的

发生率, 肿瘤体积和瘤重也显著低于模型组, 炎
症、萎缩、肠化、上皮内瘤变的发生率未见显

著降低. 完成实验的大鼠未见消化道出血和其

他器官明显损害, 证明长期服用温郁金水蒸气

蒸馏法提取液具有较高的安全性. 本研究前6 wk
采用100 g/L NaCl ig, 全程予100 mg/L的MNNG
自由饮用双重因素造模, 40 wk时模型组的诱癌

率为44.4%, 显著高于对照组, 说明这是一个成

功的动物模型; 实验结束时, 采用选择性COX-2
抑制剂塞来昔布干预的动物胃癌发生率显著低

于模型组, 且发生溃疡的比例和郁金组相比没

有差异, 证明塞来昔布具有预防胃癌的作用.
当前对温郁金抗癌机制的认识主要集中于

抑制COX-2和脂氧合酶的表达、抑制血管生成

作用、抗氧化、抑制癌基因表达, 诱导凋亡; 抑
制端粒酶活性、调节细胞周期拮抗肿瘤相关细

胞因子, 抑制肿瘤细胞生长、侵袭和转移等方

面[2-7]. 我们在前期工作中发现温郁金能抑制胃

癌细胞IGF-Ⅰ, IGF-Ⅱ的分泌, 从而拮抗其促有

丝分裂、抗细胞凋亡、促进肿瘤细胞增生和分

化作用[8], 下调瘤灶中VEGF的表达, 减少瘤灶

内的MVD, 抑制肿瘤生长[9], 并提高鼠胃组织生

长抑素水平[10]. 因此, 我们认为, 温郁金水蒸气

蒸馏提取液可能通过上调胃肠道生长抑素的分

泌, 抑制IGF-Ⅰ, IGF-Ⅱ的分泌, 并下调VEGF, 
COX-2的表达, 干预胃癌的发生、发展.

胃癌化学预防的研究主要集中在选择性

COX-2抑制剂、根除H pylor i、抗氧化剂(类
胡萝卜素、维生素C、维生素E和硒)上, 根除 
H pylori可以降低高危人群发生胃癌的危险, 但
对胃黏膜萎缩、肠化的影响方面, 结论还不一

致. 多项研究显示, 长期服用NSAID的患者食

管癌和胃癌发病危险性相应降低 ,  然而传统

NSAID因能引起严重的胃肠道副作用、肾功能

损害而使其应用受到限制, 高选择性COX-2抑
制剂有望成为防治胃肠道肿瘤的新药. 1999年, 
FDA批准celecoxib可用于遗传性家族性腺瘤性

息肉病(FDP)的预防, 这标志着COX-2抑制剂正

式用于肿瘤预防. COX-2抑制剂可能通过抑制微

血管的生成, 促进血管内皮细胞的凋亡, 减少前

列腺素的合成预防肿瘤, 并能预防胃癌的淋巴

转移. 甲基硝基亚硝基胍(MNNG)诱发的Wistar
大鼠胃癌模型与人类腺癌类似, 是目前评价抗

癌制剂的理想模型, 被广泛应用于胃癌防治的

研究. 唐保东 et al [1]研究表明, celecoxib可显著降

低MMNG诱导的大鼠胃癌发生率和多发数, 与
模型组相比, 胃癌发生率降低56%, 肿瘤多发数

降低80%, 肿瘤体积减少近1000倍. 张丽 et al [11]

发现, 选择性COX-2抑制剂尼美舒利能显著降低

ENNG诱导的大鼠胃癌率, 缩小肿瘤体积, 显著

降低干预组大鼠胃腺部黏膜萎缩﹑肠化及上皮

内瘤变发生率.
总之, 温郁金水蒸气蒸馏提取液对胃癌有

预防作用, 为温郁金成为潜在的化学预防药物

提供了证据.
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■同行评价
本文采用动物实
验的方法研究了
温郁金提取液对
MNNG诱导的大
鼠胃癌发生的抑
制作用. 研究目的
明确 ,  思路清晰 , 
方法可行, 结果分
析合理, 并对在实
验过程中死亡的
动物进行了分析, 
可读性较强.



 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年8月28日; 15(24): 2593-2596
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

Smad7质粒转染对肝星形细胞α1(Ⅰ)和α1(Ⅲ)前胶原基因
表达的影响

阮艺华, 刘海林

阮艺华, 刘海林, 上海交通大学医学院附属第九人民医院消
化科 上海市 200011
阮艺华, 硕士研究生, 主要从事肝纤维化的临床与实验研究.
上海市科学技术委员会基金资助项目, No. 04JC14043
通讯作者: 刘海林, 200011, 上海市制造局路639号, 上海交通大
学医学院附属第九人民医院消化科. liuhailin@medmail.com.cn
电话: 021-63138341-5166 传真: 021-63136856
收稿日期: 2007-04-16   修回日期: 2007-08-17

Upregulation of Smad7 in the 
expression of procollagen 
α1(Ⅰ) and α1(Ⅲ) genes in 
hepatic stellate cells 

Yi-Hua Ruan, Hai-Lin Liu

Yi-Hua Ruan, Hai-Lin Liu, Department of Gastroenterol-
ogy, the Ninth People’s Hospital Affiliated to Medical Col-
lege of Shanghai Jiaotong University, Shanghai 200011, 
China 
Supported by: the Science and Technology Committee 
Foundation of Shanghai Municipality, No. 04JC14043
Correspondence to: Hai-Lin Liu, Department of Gastro-
enterology, the Ninth People’s Hospital Affiliated to Medi-
cal College of Shanghai Jiaotong University, 639 Zhizaoju 
Road, Shanghai 200011, China. liuhailin@medmail.com.cn
Received: 2007-04-16    Revised: 2007-08-17 

Abstract
AIM: To investigate the effects of Smad7 on 
expressions of procollagen α1 (Ⅰ) and α1 (Ⅲ) 
genes in a cultured hepatic stellate cell line 
(HSC-T6).

METHODS: Smad7 plasmid was transfected 
into the HSC-T6 cell line by Fugene6. After 48 
hours, the levels of procollagen α1 (Ⅰ) and α1 
(Ⅲ) mRNA were determined by real-time poly-
merase chain reaction and reverse transcriptase-
polymerase chain reaction, respectively.

RESULTS: Compared with the normal con-
trol and empty plasmid control groups, the 
expression of Smad7 mRNA was significantly 
increased in the Smad7 plasmid group after 48 
hours (1.29 ± 0.18 vs 0.11 ± 0.02, 0.13 ± 0.02, both 
P < 0.01), and the level of procollagen α1 (Ⅰ) 
mRNA declined markedly (0.10 ± 0.01 vs 1.18 ± 

0.15, 1.07 ± 0.12, both P < 0.01). However, there 
was no statistically significant variation of pro-
collagen α1 (Ⅲ) mRNA among the three groups 
(0.72 ± 0.00 vs 0.70 ± 0.01, 0.75 ± 0.01, both P > 
0.05).

CONCLUSION: Smad7 may significantly inhibit 
the transcription of procollagen α1 (Ⅰ) mRNA. 
The mechanism may involve Smad7 antifibrosis.

Key Words: Smad7; HSC-T6 cell line; Extracellular 
matrix; Procollagen α1 (Ⅰ); Procollagen α1 (Ⅲ); 
Real-time polymerase chain reaction

Ruan YH, Liu HL. Upregulation of Smad7 in the 
expression of procollagen α1 (Ⅰ) and α1 (Ⅲ) genes in 
hepatic stellate cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(24): 2593-2596

摘要
目的: 研究上调S m a d7表达对肝星形细胞
(HSC)α1(Ⅰ)和α1(Ⅲ)前胶原基因转录的作用. 

方法: 应用Fugene6介导Smad7质粒转染体外
培养的HSC-T6细胞. 继续培养48 h. 同时使用
实时定量聚合酶链式反应(Real time-PCR), 逆
转录酶链式反应(RT-PCR)方法检测Smad7质
粒组和正常对照组、空载质粒对照组α1(Ⅰ)
和α1(Ⅲ)前胶原mRNA水平. 

结果: 与正常对照组和空载质粒对照组相比, 
Smad7质粒转染HSC-T6细胞48 h后, Smad7 
mRNA水平显著增高(1.29±0.18 vs  0.11±
0.02, 0.13±0.02, 均P <0.01), α1(Ⅰ)前胶原
mRNA表达明显下降(0.10±0.01 vs  1.18±
0.15, 1.07±0.12, 均P <0.01), 但α1 (Ⅲ)前胶
原基因表达无明显改变(0.72±0.00 vs  0.70±
0.01, 0.75±0.01, 均P >0.05).

结论: Smad7能明显抑制HSC细胞α1(Ⅰ)前胶
原mRNA转录.

关键词: Smad7; 肝星状细胞系; 细胞外基质; α1(I)

前胶原; α1(Ⅲ)前胶原; 实时定量聚合酶链式反应
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■背景资料
转化生长因子-β1
能促进肝星形细
胞活化 ,  使ECM
合成增加, 降解减
少 ,  是 最 主 要 的
促肝纤维化细胞
因子之一. Smad7
能 够 通 过 抑 制
TGF-β1的信号转
导, 发挥抗肝纤维
化 作 用 .  研 究 表
明Smad7可抑制
α1(Ⅰ )前胶原转
录, 进而减少细胞
外基质的合成, 而
有关Smad7对Ⅲ
型胶原合成影响
的研究甚少.
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0  引言

肝纤维化是由于细胞外基质(extracellular matrix, 
E C M )在肝内过多沉积的结果 .  肝星形细胞

(HSC)在肝纤维化的发生、发展过程中起主导

作用. 激活的HSC合成大量的ECM, 其中Ⅰ, Ⅲ
型胶原为主要组成成分. Smad7能够通过抑制

转化生长因子-β1(transforming growth factor-β, 
TGF-β1)的信号转导, 发挥抗肝纤维化作用[1-3]. 
虽然有研究表明S m a d7抑制α1(Ⅰ)前胶原转 
录[4-5], 但大多采用RT-PCR方法, 定量的准确性

不高. 有关Smad7对α1(Ⅲ)前胶原表达的作用, 
少有报道. 本文应用Real time-PCR定量检测了

Smad7对HSC-T6 α1(Ⅰ)和α1(Ⅲ)前胶原基因表

达的影响, 探讨其作用环节.

1  材料和方法

1.1 材料 HSC-T6细胞由上海中医药大学肝病

研究所提供; pcDNA3.0-人Smad7重组质粒和

pcDNA3.0空载质粒由本院组织工程实验室惠

赠; Fugene6转染试剂购自Roche公司; TRIzol试
剂盒购自Gibco公司; 各目的基因引物由上海生

工生物工程公司合成.
1.2 方法 将HSC-T6细胞接种于6孔培养板中, 细
胞浓度为1×108/L, 每孔2 mL. 37℃, 50 mL/L 
CO2、饱和湿度培养24 h, 随机分为正常对照

组、空载质粒对照组和Smad7质粒组, 每组4个
复孔. 分别加入同体积的DMEM培养基、含2 
mg pcDNA3.0空载质粒或pcDNA3.0-人Smad7重
组质粒的Fugene6(Roche公司)转染液, 继续培养

48 h, 收集细胞进行各项相关检测. 用TRIzol试
剂盒提取HSC-T6细胞总RNA. 取总RNA 2 mg根
据RT试剂盒使用说明书, 逆转录为cDNA. 然后, 
在Mx3000P实时荧光定量PCR仪(美国Stratagene
公司)上定量检测Smad7, α1(Ⅰ)前胶原和α1(Ⅲ)
前胶原mRNA水平. 各目的基因引物序列如下. 
Smad7: 5'-CAACTGCAGACTGTCCAGATG-3'(
上游), 5'-CTGCTGCATAAACTCGTGGTC-3'(下
游); α1(Ⅰ)前胶原: 5'-CCAATCTGGTTCCCTC
CC-3'(上游), 5'-AGGTTGAATGCACTTTTGG-
3'(下游); α1(Ⅲ)前胶原: 5'-GTACAGCTGGCC
TTCCTCAG-3'(上游), 5'-GGCCTTGCGTGTT
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TGATATT-3'(下游); 反应体系为: ddH2O 10.125 
mL, cDNA 1 mL, 2×SYBR Green QPCR master 
mix 12.5 mL, ROX passive reference 0.375 mL, 
Forward primer (10 mmol/L) 0.5 mL, Reverse 
primer (10 mmol/L) 0.5 mL, 总体积25 mL. 每个样

品设3个复孔, 并设置无模板对照. 各目的基因

反应条件为: Smad7: 95℃预变性10 min, 95℃ 2 
min, 60℃ 30 s, 72℃ 1.5 min, 共40个循环; α1(Ⅰ)
前胶原: 95℃预变性10 min, 94℃ 30 s, 60℃ 30 s, 
72℃ 30 s, 共40个循环; α1(Ⅲ)前胶原: 95℃预变

性10 min,  94℃ 30 s, 55℃ 45 s, 72℃ 30 s, 共40
个循环. 循环结束后继续进行建立熔解曲线的

反应, 最后用专用软件自动分析结果. mRNA水

平用相对含量图表示. 同时采用PCR测定各目的

基因mRNA水平. 除Smad7和α1(Ⅲ)前胶原为28
个循环, α1(Ⅰ)前胶原扩增30个循环外, 引物和

其他反应条件同上. PCR产物经12 g/L琼脂糖凝

胶电泳后, 天能凝胶分析系统图像分析. 计算目

的基因条带灰度值, 与内参β-actin条带灰度值的

比值, 作为该目的基因表达的相对值.
统计学处理 数值用mean±SD表示, 多组比

较用方差分析, 两组间比较用t检验.

2  结果

2.1 Smad7质粒的转染 Real time-PCR结果显示, 
与正常对照组和空载质粒对照组相比, Smad7
质粒组Smad7 mRNA水平显著增高(P <0.01, 图
1A); RT-PCR测定Smad7质粒组、正常对照组

和空载质粒对照组Smad7 mRNA表达相对含量

分别为: 1.29±0.18, 0.11±0.02和0.13±0.02, 与
正常对照组和空载质粒对照组相比, 差异有统

计学意义(P <0.01), 与Real time-PCR结果一致, 
表明Smad7质粒在Fugene6介导下有效转染至

HSC-T6细胞.
2.2 α1(Ⅰ)前胶原和α1(Ⅲ)前胶原mRNA的表

达 Real time-PCR检测Smad7质粒组α1(Ⅰ)前胶

原mRNA水平较正常对照组和空载质粒对照组

明显降低(P <0.01, 图1B), 但3组α1(Ⅲ)前胶原

mRNA水平无显著差异(P >0.05, 图1C). RT-PCR
测定Smad7质粒组、正常对照组和空载质粒对

照组α1(Ⅰ)和α1(Ⅲ)前胶原mRNA表达相对含

量与Real time-PCR结果一致[α1(Ⅰ): 0.10±0.01 
vs  1.18±0.15, 1.07±0.12, 均P <0.01; α1(Ⅲ): 
0.72±0.00 vs  0.70±0.01, 0.75±0.01, 均P >0.05].

3  讨论

Ⅰ型胶原由两条α1(Ⅰ)前胶原和一条α2(Ⅰ)前

www.wjgnet.com

■研发前沿
Smad7抗肝纤维
化的机制是目前
防治肝纤维化研
究中的热点. 研究
表明Smad7可抑
制α1(Ⅰ )前胶原
转录, 从而发挥其
抗肝纤维化的作
用, 有关Smad7对
Ⅲ型胶原合成的
影响还鲜见报道, 
且TGF-β1对Ⅲ型
胶原合成影响的
分子机制尚不明
了.
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可以促进HSC胶原酶的表达, 从而使胶原的降解

增加[24]. 同时, 还可拮抗TGF-β1对ECM分泌的促

进作用[25]. 由于从基因转录到胶原合成分泌, 涉
及转录后修饰、翻译、降解等多个环节, Smad7
对α1(Ⅲ)型胶原生成的作用还有待进一步研究. 

总之, 通过上调Smad7表达能够显著抑制

HSC α1(Ⅰ)前胶原基因转录, 为今后用于肝纤维

化防治提供了实验依据.
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胶原组合而成; Ⅲ型胶原由3条α1(Ⅲ)前胶原组
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增强子活性, 结合Smad3, Sp1后胶原基因表达明

显增加[17-20]. 有关TGF-β1对Ⅲ型胶原合成影响

的分子机制尚不明了. 
Smad7是TGF-β1/Smads信号转导通路中的

主要抑制性调控蛋白, 通过与R-smads(Smad2, 
3)竞争性结合T G F-β1受体Ⅰ(TβRⅠ), 抑制

TGF-β1/Smads的信号转导; 另一方面Smad7还
可与smurfl/2结合, 通过泛素化途径降解TβRⅠ, 
对TGF-β1细胞内信号转导进行负反馈调节[21-23]. 
Dooley et al [4]应用携带Smad7的腺病毒转染原代

培养的HSC后, HSC活化被抑制, α1(Ⅰ)前胶原

mRNA水平降低. 对原代培养的HSC转染Smad7, 
可显著抑制TGF-β1诱导的α1(Ⅰ)前胶原基因

表达[5]. 本文采用Fugene6介导Smad7质粒转染

HSC-T6细胞, 使Smad7过度表达, Real time-PCR
和RT-PCR检测均表明α1(Ⅰ)前胶原mRNA水平

显著下降, 提示抑制HSC α1(Ⅰ)前胶原基因转录

可能是Smad7抗肝纤维化的作用机制之一. 
关于Smad7对α1(Ⅲ)前胶原mRNA表达的作
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建的重组质粒转染HSC, 测定细胞上清夜中Ⅲ型

胶原蛋白含量减少. 但本结果显示上调Smad7基
因表达对α1(Ⅲ)前胶原mRNA水平无明显影响. 
推测这可能与RGD本身的作用有关. RGD三肽

■创新盘点
虽然有研究表明
Smad7抑制α1(Ⅰ)
前胶原转录, 但大
多采用RT-PCR方
法, 定量的准确性
不高. 有关Smad7
对α1(Ⅲ )前胶原
表 达 的 作 用 ,  少
有报道. 本文应用
Real time-PCR定
量检测了Smad7
对HSC-T6 α1(Ⅰ)
和α1(Ⅲ )前胶原
基因表达的影响, 
探讨其作用环节.

图 1 Real time-PCR测定Smad7、α1(Ⅰ)和α1(Ⅲ)前胶原
mRNA水平. A: Smad7; B: α1(Ⅰ); C: α1(Ⅲ). bP<0.01 vs  正常

组.

■应用要点
本文通过Smad7
质 粒 转 染 体 外
培 养 的 H S C - T 6
细 胞 ,  进 而 来 研
究Smad7表达的
上调对HSC细胞
α1(Ⅰ )前胶原以
及α1(Ⅲ )前胶原
的 影 响 ,  发 现 上
调Smad7表达能
够显著抑制HSC 
α1(Ⅰ )前胶原基
因 转 录 ,  而 上 调
Smad7基因表达
对α1(Ⅲ )前胶原
mRNA水平无明
显影响, 为今后用
于肝纤维化防治
提供了实验依据.
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■名词解释
泛 素 化 途 径 :  即
泛 素 - 蛋 白 酶 体
途径 (ub iqui t in -
p r o t e a s o m e 
pathway, UPP)是
细胞内降解蛋白
质的重要途径, 主
要经细胞颗粒中
的蛋白酶体降解
泛素化的细胞内
蛋白质, 与细胞多
种生理功能调节
密切相关.

■同行评价
本 文 采 用 定 量
PCR的方法对于
转染Smad7质粒
后的肝星状细胞
α1(Ⅰ )前胶原以
及α1(Ⅲ )前胶原
mRNA的表达进
行定量的研究, 有
一定的新颖性, 所
采用的技术较得
当, 结果结论较可
信, 有一定的可读
性和学术价值.
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Abstract
AIM: To observe the action of panax japlcus var 
(PJ) on mouse liver cancer and its mechanism of 
action.

METHODS: Mouse models of solid tumor liver 
cancer were established. The rate of inhibition 
of solid tumors was observed. The cell cycle and 
apoptosis were measured by flow cytometry. 
The content of tumor necrosis factor (TNF)-α 
in serum was examined by radioimmunoas-
say. Optical and transmission electron micros-
copy were used to observe cytomorphological 
changes.

RESULTS: Low and high concentration of PJ 
obviously inhibited tumor growth. PJ decreased 
the number of cells in G0-G1 (35.73% ± 5.90%, 

33.78% ± 6.12% vs 36.59% ± 2.61%) and S phase 
(42.51% ± 9.85%, 50.48% ± 3.28% vs 52.46% ± 
2.76%), and increased the number of cells in 
G2-M phase (21.76% ± 7.02%, 15.73% ± 6.91 % vs 
10.96% ± 2.75%, both P < 0.01) and the number 
of apoptotic cells (26.88% ± 1.22%, 27.69% ± 0.21% 
vs 9.45% ± 0.14%, both P < 0.01). The serum 
level of TNF-α in the two PJ groups was higher 
than that in the normal control group (12.89 ± 
1.10 pmol/L, 12.15 ± 2.35 pmol/L vs 10.97 ± 1.16 
pmol/L), but lower than that in the model con-
trol group (15.31 ± 3.45 pmol/L, both P < 0.05). 
Transmission electron microscopy revealed that 
some cells in the solid tumors of the PJ group 
had some morphological characteristics of apop-
tosis.

CONCLUSION: PJ appears to suppress liver 
cancer in mice. The anticancer mechanism is 
probably associated with the arrest of the cell 
cycle at G2-M to G1 phase transition, interference 
with DNA synthesis in the S phase, and the in-
duction of cancer cell apoptosis. PJ also inhibits 
the abnormal elevation of TNF-α in tumor-bear-
ing mice, and TNF-α is maintained at a certain 
level for anti-tumor effects and regulation of im-
munity.

Key Words: Panax japlcus var ; Hepatocarcinoma 22 
cell line; Tumor necrosis factor α; Cell cycle
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摘要
目的: 观察珠子参对小鼠移植性肝癌(H22)的
增殖抑制作用及其作用机制.  

方法: 建立H22小鼠肝癌实体瘤模型, 观察珠
子参对荷瘤小鼠肿瘤生长的抑制作用, 放免法
(RIA)检测血清中肿瘤坏死因子(TNF)-α含量, 
光镜(HE染色)观察肿瘤细胞生长增殖状态, 并
在透射电镜下观察肿瘤细胞超微结构形态, 流
式细胞仪技术(FCM)检测细胞凋亡并进行周
期分析.  
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■背景资料
原发性肝癌是最
常见的恶性肿瘤
之一, 研制和开发
治疗肝癌的高效
低 毒 药 物 ,  具 有
重要的意义. 珠子
参为五加科人参
属植物大叶三七
或羽叶三七的串
珠状根茎, 具有活
血散瘀、补血止
血、消肿止痛之
功. 但珠子参在治
疗肿瘤方面的报

道尚属空白.



结果: 与模型对照组相比, 珠子参低浓度和高
浓度组和5-FU组小鼠平均肿瘤质量均显著降
低(1.66±0.96 g, 1.49±0.52 g, 1.56±0.19 g vs  
2.70±0.90 g, 均P <0.01); 珠子参低浓度和高
浓度组小鼠胸腺平均质量和胸腺指数均高于
模型对照组(胸腺平均质量: 74.18±20.51 mg, 
80.25±15.73 mg vs  61.82±12.26 mg, P >0.05, 
P <0.05; 胸腺指数: 3.17±1.28 mg/g, 3.36±
1.17 mg/g vs  2.35±0.60 mg/g); 与5-FU组
(59.51±24.74 mg, 2.18±1.18 mg/g)比较, 珠子
参高浓度组平均胸腺质量和胸腺指数均增高, 
且结果有显著差异(均P <0.01); 血清中TNF-α
浓度珠子参低浓度和高浓度组高于正常对照
组(12.89±1.10 pmol/L, 12.15±2.35 pmol/L 
vs  10.97 ±1.16 pmol/L), 而比模型对照组低
(15.31±3.45 pmol/L, 均P <0.05); 光镜观察到
珠子参组小鼠肿瘤组织周围有大量的吞噬细
胞和淋巴细胞浸润, 电镜下可见珠子参组癌细
胞胞质浓染, 核固缩, 线粒体明显减少; FCM
分析显示, 珠子参低浓度和高浓度组与模型组
相比G0-G1期(35.73%±5.90%, 33.78%±6.12% 
v s  36.59%±2.61%)和S期细胞(42.51%±

9.85%, 50.48%±3.28% vs  52.46%±2.76%)减
少, 而G2-M期细胞(21.76%±7.02%, 15.73%±

6.91% vs  10.96%±2.75%, 均P <0.01)和凋亡细
胞(26.88%±1.22%, 27.69%±0.21% vs  9.45%
±0.14%, 均P <0.01)增加. 

结论: 珠子参对H22肝癌小鼠具有良好的抑瘤
作用, 其作用机制可能与珠子参阻止G2-M期
细胞转换而影响癌细胞在细胞周期中的进程, 
干扰S期DNA合成以及诱导小鼠肝癌细胞凋
亡有关. 

关键词: 珠子参; 肝癌H22细胞株; 肿瘤坏死因子α; 

细胞周期
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0  引言

原发性肝癌(简称肝癌)是最常见的恶性肿瘤之

一, 开展中医药诊治肝癌的研究, 研制和开发治

疗肝癌的高效低毒药物, 具有重要的意义[1]. 珠
子参[Panax japlcus var , major(Burk)C. Y. Wuetk. 
M. F e n g]为五加科人参属植物大叶三七或羽

叶三七的串珠状根茎, 具有活血散瘀、补血止

血、消肿止痛之功[2]. 二十世纪八、九十年代以

来对其有效成分和药理作用开展了研究, 但珠
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子参在治疗肿瘤方面的报道尚属空白. 根据珠

子参民间应用的经验及其成分和药理作用的分

析, 我们率先开展了珠子参抗肿瘤作用的实验

研究, 结果显示该药具有较好的抑瘤功效. 在珠

子参治疗肝癌的实验中, 观察到珠子参对体外

培养的人肝癌细胞(SMMC-7721)有良好的抑制

作用[3], 并且形态学观察显示该药能明显诱导肝

癌细胞凋亡. 在此基础上, 我们进一步研究了珠

子参对肝癌H22荷瘤小鼠的抑瘤效应和诱导肝癌

细胞凋亡的作用, 并通过分析细胞周期来揭示

其抑制肝癌细胞增殖和诱导肝癌细胞凋亡的可

能机制.

1  材料和方法

1.1 材料 昆明种封闭群小鼠: ♂, 体质量22±2 
g, 共60只. 购自湖北省实验动物中心(许可证号: 
SCXK(鄂)2003-0005). H22细胞株: 华中科技大学

同济医学院药学系曾凡波老师惠赠, 接种于Km
小鼠腹腔内传代保存. 珠子参购于宜昌市久康

药房, 经宜昌市药检所鉴定, 产地: 神农架; 批号: 
2002-01. 5-氟尿嘧啶(5-FU)(天津氨基酸公司人

民制药厂): 针剂, 250 mg/支, 灭菌生理盐水稀释

至一定浓度, 避光常温保存, 用作阳性对照物. 肿
瘤坏死因子(TNF-α)放免分析药盒: 购自北京北

方生物技术研究所. Coulter DNA-Prep Reagents 
Kit: 购自Coulter公司, 批号: 760204K. DFM-96
型10管放射免疫γ计数器; 透射电子显微镜: 日
立H-7500; 流式细胞仪(EPICS型): 美国Beckman 
coulter公司; 自动平衡离心机(LDZ5-2型): 北京

医用离心机厂; 电子天平(MP200A型): 上海良平

仪器厂. 
珠子参根茎烘干称质量, 研磨成粗粉, 装入

圆底烧瓶内加10倍体积蒸馏水浸泡2 h, 然后将

圆底烧瓶置于电子恒温水浴锅中, 恒温80℃加热

8 h后, 中性滤纸过滤后弃掉药渣, 将所得的药液

进一步浓缩至终浓度为660 g/L(即1 mL药液中含

原生药0.66 g). 分装于灭菌试管, 4℃冰箱保存备

用. 5-FU: 在超净工作台避光条件下, 无菌生理盐

水稀释5-FU针剂至2.5 g/L后分装于EP管并用锡

纸遮盖保存于4℃冰箱. 
1.2 方法 肝癌H22细胞株昆明小鼠体内连续传

代3代后, 抽取接种7 d左右种鼠腹水, 呈乳白色, 
D-Hanks液洗涤离心(800 r/min×5 min)3次, 调整

细胞浓度至1.0×1010 个/L, 台盼蓝拒染法检测

存活率≥95%, 将细胞悬液注射至健康小鼠右腋

皮下, 每只鼠0.2 mL. 全程严格无菌操作, 40 min

www.wjgnet.com

■相关报道
近年来, 有关中药
诱导肝癌细胞凋
亡的研究报道逐
年增多. 珠子参诱
导肝癌细胞凋亡
可能与其细胞毒
作用一起发挥抗
癌效应.
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内完成. 60只昆明小鼠分笼饲养, 自由摄食与饮

水. 造模后随机分组: 模型组, 模型+珠子参组(简
称珠子参组), 模型+5-FU组(简称5-FU组), 珠子

参组又分为高浓度和低浓度2组(PJ高浓度组和

PJ低浓度组), 每组12只小鼠. 造模后第2天起, PJ
高浓度组每只小鼠按10 g生药/kg体质量ig给药, 
PJ低浓度组每只小鼠按5 g生药/kg体质量ig给药, 
连续10 d; 同时给予模型对照组和5-FU组每只小

鼠分别ig等体积生理盐水. 5-FU组每只小鼠按25 
mg/kg体质量ip给药, 隔天1次, 共5次; 同时给予

模型对照组和珠子参各组每只小鼠ip等体积生

理盐水. 造摸7 d后, 各组小鼠腋下均可触摸到瘤

块, 接种成功率100%. 
1.2.1 抑瘤率和胸腺指数检测 给药结束后第2天, 
小鼠称重摘除眼球法取血处死, 完整剥离肿瘤

组织和胸腺, 电子天平称质量, 计算抑瘤率和胸

腺指数. 抑瘤率 =  (1-                  )×100%, 胸腺

指数 =                   ×10.
1.2.2 肿瘤细胞形态学改变 取各组小鼠肿瘤组

织, 40 g/L甲醛固定, 常规脱水, 石蜡包埋, 切片, 
HE染色, 光镜下观察肿瘤生长、坏死及对周围

组织的浸润等情况. 取各组小鼠肿瘤组织, 按电

镜标本常规处理, 透射电镜观察肿瘤细胞超微

结构形态. 
1.2.3 TNF-α活性检测 小鼠摘除眼球取血, 37℃
孵育促凝血, 1500 r/min离心数次至血清析出, 取
上清送至宜昌市中心医院放免科RIA检测.
1.2.4 细胞周期分析和细胞凋亡检测 取新鲜肿

瘤组织剪碎, 用200目过滤制备单细胞悬液. 离
心(800 r/min×5 min)洗涤3次后, 调整细胞浓

度为1×109 个/L, 4℃ 700 mL/L的乙醇固定30 
min, 用含Rnase及碘化丙啶(PI)染色液染30 min
后上流式细胞仪检测D N A含量的变化 ,  并用

Multicycle软件分析细胞周期变化.
统计学处理 数据采用单因素方差分析, 应

用SPSS10.0在PC上进行处理.

2  结果

2.1 抑瘤率和胸腺指数 与模型对照组相比, 珠子

参各组和5-FU组小鼠平均肿瘤质量均显着降低

(P <0.01, 表1). PJ高浓度组小鼠胸腺平均质量和

胸腺指数均高于模型对照组和5-FU组(P <0.05
和P <0.01, 表1). PJ低浓度组小鼠胸腺指数高于

5-FU组(P <0.05, 表1).
2.2 血清TNF-α浓度 与正常对照组相比, 珠子参

组和5-FU组血清TNF-α水平升高, 但无统计学差

异, 而模型对照组血清TNF-α水平显著高于其他

各组(P <0.05, 表2).
2.3 肿瘤细胞形态学改变 光镜HE染色可见: 模
型组瘤细胞排列紊乱, 大量侵入骨骼肌, 核染色

深, 异型性明显, 可见较多瘤巨细胞, 部分呈大

片或带状凝固性坏死; 珠子参组肿瘤细胞排列

紊乱, 核染色深, 大小不一, 可见瘤巨细胞, 坏死

不如模型组严重, 肿瘤细胞周围可见大量淋巴

细胞及巨噬细胞浸润; 5-FU组肿瘤组织较局限, 
有纤维组织包裹, 少见瘤巨细胞. 

透射电镜观察肿瘤细胞超微结构形态可

见: 模型组细胞生长旺盛, 线粒体多且普遍增大; 
5-FU组细胞变性坏死严重, 有大量细胞崩解、

死亡. 胞质中见大量肿胀线粒体, 细胞核高度异

常, 可见核碎裂, 核染色质溶解, 胞质深染; 珠子

参组可见: 有的瘤细胞线粒体明显减少, 线粒体

■创新盘点
本文充分挖掘民
间用药经验, 率先
开展了珠子参抗
肿 瘤 的 研 究 ,  并
从直接细胞毒作
用、诱导肿瘤细
胞分化年、诱导
肿瘤细胞凋亡等
几个方面研究其
治疗肿瘤的机制, 
有一定的创新性.

表 1 珠子参对 H22荷瘤小鼠瘤质量、胸腺质量和胸腺指数的影响(mean±SD, n  = 12)

     
分组  肿瘤质量(g)   抑瘤率(%)              胸腺质量(mg) 胸腺指数(10 mg/g)

模型对照                2.6989±0.9041                -                  61.8167±12.26              23.5060±6.05

5-FU                     1.5617±0.1917b            42.14            59.5083±24.74              21.8069±11.83

PJ高浓度组            1.4872±0.5191b            44.89            80.2500±15.73ad            33.6484±11.72ad

PJ低浓度组            1.6653±0.9630b            38.28            74.1777±20.51              31.7425±12.82c

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组; cP<0.05, dP<0.01 vs  5-FU组.

实验组肿瘤质量

模型组肿瘤质量胸腺质量(mg)

 小鼠质量(g)

表 2 珠子参对荷瘤小鼠血清TNF-α浓度的影响(mean±SD)

     
分组  n   血清TNF-α浓度(pmol/L)

模型对照                  8                    15.3123±3.4513

正常对照                  8                    10.9661±1.1565a

5-FU                      10                    13.1310±2.3333a

PJ高浓度组              6                    12.1463±2.3489a

PJ低浓度组             12                   12.8931±1.0960a

aP<0.05 vs  模型对照组.
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脊减少; 有的瘤细胞线粒体严重受损, 空泡化严

重. 同时多处细胞有核固缩, 核边移胞质浓染或

者细胞核染色质碎裂浓缩成不规则团块, 出现

凋亡的形态改变(图1).
2.4 肿瘤细胞周期及细胞凋亡发生的影响 FCM
检测腹水中肝癌细胞的DNA含量, 细胞各期所

占百分比如表3所示. 结果表明, 珠子参能诱导

肝癌细胞凋亡, 其中珠子参高浓度组诱导的细

胞凋亡率最高. 模型对照组细胞的凋亡为肿瘤

细胞自发的凋亡. 从周期分析结果可以看出, 珠
子参可使G2-M期细胞聚积, 阻止了M-G1期的转

换, 从而干扰了小鼠肝癌H22细胞在细胞周期中

的进程. 同时, 珠子参能使S期细胞减少, 可能与

干扰了癌细胞DNA合成有关. 

3  讨论

细胞凋亡是在一定的生理或病理条件下, 细胞

受到某种信号的触发后主动参与并遵循一定程

序的死亡过程, 在整个过程中发生一系列特殊

基因的改变及生化、形态特征的改变[4]. 肝癌细

胞的凋亡在肝癌的发生发展, 转归及治疗等方

面发挥着重要的作用, 近年来, 有关中药诱导肝

癌细胞凋亡的研究报道逐年增多[5-10]. 珠子参诱

导肝癌细胞凋亡可能与其细胞毒作用一起发挥

抗癌效应. 周期分析结果表明: 珠子参可使G2-M
期细胞聚积, 阻止了M-G1期的转换, 从而干扰

了小鼠肝癌H22细胞在细胞周期中的进程. 同时, 
珠子参能使S期细胞减少, 可能与干扰了癌细胞

DNA合成有关. 
TNF-α具有抗肿瘤、抗病毒及免疫调节等

广泛的生物学效应. 但实体瘤患者血清TNF-α水
平异常升高, 会严重破坏细胞因子之间正向的

协调作用, 造成细胞因子网络功能紊乱, 并可引

起脂肪降解、血管渗漏、内源性致热等病理损

■同行评价
本文报道了珠子
参 对 H 2 2 肝 癌 小
鼠的抑瘤效应及
其对肿瘤细胞周
期和小鼠血清中
TNF-α含量的影
响 ,  研 究 内 容 丰
富, 采用的方法较
得当, 结果结论较
可信, 有一定的参
考价值.

表 3 珠子参对肿瘤细胞周期和凋亡的影响

     
分组             n                 G0/G1                         S                         G2/M                      凋亡率(%)

模型对照       7             36.59±2.61        52.46±2.76        10.96±2.75             9.45±0.14

5-FU           8             36.80±6.66        42.28±5.74        20.92±8.16b          12.87±0.11a  

PJ高浓度组     9             33.78±6.12        50.48±3.28        15.73±6.91b          27.69±0.21b   

PJ低浓度组     9             35.73±5.90        42.51±9.85        21.76±7.02b          26.88±1.22b

aP<0.05, bP<0.01 vs  模型对照组.

图 1 透射电镜观察肿瘤细胞超微结构. A: 模型对照组(×10 000); B: 5-FU组(×8000); C-D: 珠子参组(×7000).

A B

C D
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伤. 因此, TNF-α的生物学作用与其体内的水平

高低密切相关. 实验结果显示: 珠子参组TNF-α
水平高于正常组, 但显着低于模型组, 表明珠子

参具有抑制荷瘤机体TNF-α水平异常升高的作

用, 使其维持在一定水平而发挥抗肿瘤、调节

机体免疫功能等积极作用,至于其最佳水平范围

则有待进一步探明. 
本研究结果显示, 珠子参生药在5 g/kg和10 

g/kg剂量下ig给药, 对小鼠移植性肝癌具有较好

的抑瘤效果, 其作用机制可能与珠子参诱导肝

癌细胞凋亡和影响细胞周期以及调节TNF-α水
平有关. 
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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
nuclear factor-kB (NF-kB) activation and 
liver injury in rats with acute pancreatitis, 
and to assess the effectiveness of pyrrolidine 
dithiocarbamate (PDTC), an inhibitor of NF-kB, 
on experimental acute necrotizing pancreatitis.

METHODS: Sprague-Dawley rats were random-
ly divided into five groups: normal (Z), pancre-
atitis (Y), pre-intervention with intraperitoneal 
PDTC 1 h before modeling (A); post-intervention 
1 hour after modeling (B); and PDTC 6 hours 
after modeling (C). Each group was randomly 
sub-divided into 6-, 12- and 24- hour groups, 
respectively. An acute pancreatitis rat model 
was produced by injecting taurocholate into the 
biliopancreatic duct. Sub-groups were sacrificed 
at 6, 12 or 24 hours after modeling. NF-kB activ-

ity in the pancreas and liver was examined by 
gel electrophoretic mobility shift assay. Levels 
of alanine aminotransferase (ALT) and amylase 
(AMY) were detected and pathological changes 
in liver and pancreas were observed.

RESULTS: NF-kB binding activity was not 
detected in the Z group. At 6, 12, 24 hour, NF-
kB activities of the pancreas and liver in the Y 
group were significantly higher than that in the 
Z group (P < 0.001). One hour before and 1 hour 
after PDTC, PDTC could effectively inhibit NF-
kB activity in the pancreas and liver (18.14 ± 3.30, 
23.79 ± 3.62 vs 24.82 ± 4.57; 10.68 ± 2.51, 13.83 
± 2.70 vs 16.38 ± 2.50; P < 0.05). NF-kB binding 
activity in the A group was more inhibited than 
that in groups Y or B. ALT and AMY were dis-
tinctly elevated in group Y. However there were 
no meaningful changes observed among groups 
A, B, C and Y. Phlogistic changes in the liver 
and pancreas could be observed in the Y group. 
After intervention with PDTC, pathological 
changes were significantly alleviated in group A.

CONCLUSION: There are clear relationships be-
tween NF-kB and liver injury in severe necrotiz-
ing pancreatitis. Early blockade of NF-kB activ-
ity may be effective for avoiding liver injury in 
acute necrotizing pancreatitis.
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摘要
目的: 探讨核因子kB(NF-kB)抑制剂吡咯烷二
硫代氨基甲酸盐(PDTC)对大鼠急性坏死性胰
腺炎(ANP)的预防治疗作用. 

方法: 大鼠80只随机分为正常对照组(Z)、胰
腺炎组(Y)和干预组. 干预组又分为建模前1 h 

®

■背景资料
重症急性胰腺炎
除了胰腺本身病
变 外 ,  心、肝、

肺、脑等重要脏
器功能常常发生
损伤. NF-kB的异
常活化引起炎性
细胞过度活化以
及炎性细胞因子
失控释放, 是导致
胰腺持续坏死以
及胰外损伤的重
要机制.



周家华, 等. 吡咯烷二硫代氨基甲酸盐对大鼠急性坏死性胰腺炎肝损伤的保护作用                                                         2603

www.wjgnet.com

PDTC干预组(A)、建模后1 h PDTC干预组(B)
和建模后6 h干预组(C). 干预组按不同时间ip 
PDTC. 建模后6, 12, 24 h分批处死, 临床全自
动生化仪检测血清谷丙转氨酶(ALT)和淀粉酶
(AMY), 用凝胶迁移率改变分析法(EMSA)测
定胰腺和肝脏中NF-kB的活性. 同时观察胰腺
和肝脏的病理改变. 

结果: 正常大鼠组织中几乎测不到NF-kB的活
性, 与Z组比较, Y组胰腺和肝脏组织中6, 12, 
24 h NF-kB活性分别明显增加(P <0.001). 建
模前1 h, 1 h后使用PDTC, 胰腺和肝脏组织中
NF-kB活性均受到抑制(18.14±3.30, 23.79±
3.62 vs  24.82±4.57; 10.68±2.51, 13.83±2.70 
vs  16.38±2.50; P <0.05), Y组血清ALT, AMY
均高于对照组. 病理学检查可以见到Y组和A, 
B, C组的胰腺和肝脏均有炎性改变, 但A组较
Y组明显为轻.

结论: NF-kB的异常活化与SAP以及肝损伤有
明显关系; PDTC对SAP时肝损伤的发生有一
定的预防作用.

关键词: 吡咯烷二硫代氨基甲酸盐; 重症急性胰腺

炎; 核因子kB; 凝胶迁移率改变分析法
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0  引言

急性胰腺炎(acute pancreatitis, AP)是临床上常

见的急症之一, 有相当一部分患者病情凶险, 除
了胰腺本身的炎性肿胀、渗出、坏死外, 心、

肝、肺、脑等重要脏器功能常常发生损伤. NF-
kB的异常活化引起炎性细胞过度活化以及炎性

细胞因子失控释放, 在急性重症胰腺炎(SAP)的
病程中是关键因素, 是导致胰腺持续坏死以及

胰外损伤的重要机制.

1  材料和方法

1.1 材料 Sprague-Dawley(SD)大鼠80只, ♂, 体质

量200-250 g, 由东南大学医学院实验动物中心

提供. 术前12 h开始禁食, 自由饮水. 戊巴比妥钠

50 mg/kg ip麻醉. 用50 g/L牛黄胆酸钠1 mL/kg
作胰管穿加压注射, 0.2 mL/min, 术毕生理盐

水5 mL sc, 自由饮水. 二硫代氨基甲酸吡咯烷

(PDTC)干预组分别在模型建立前1 h, 模型建立

后1, 6 h PDTC 100 mg/kg ip. 将大鼠随机分为正

常对照组(Z组, n = 8)、SAP(Y组, n = 24, 于建

模后6, 12, 24 h分批处死, 每次8只)和干预组(n = 
48). 干预组再分为建模1 h前PDTC干预组(A组, 
n = 16, 于建模后6, 12 h分批处死, 每次8只)、建

模1 h后PDTC干预组(B组, n = 16, 于建模后6, 12 
h分批处死, 每次8只)及建模6 h后PDTC干预组

(C组, n = 16于建模后12, 24 h分批处死, 每次8
只). 建立ANP模型6, 12, 24 h后分别以切断右侧

股动脉放血方法处死动物, 收集血清, 70℃保存, 
分别摘取胰腺、肝脏, 无菌纱布拭去血液, 切一

部分组织, 用液氮冷冻5 min后, -70℃保存, 以备

提取组织NF-kB蛋白. 其余组织用40 g/L甲醛固

定, 以备病理学检查.
1.2 方法[1-2] 取动物组织100 mg, 用Dounce匀浆

器匀浆, 加入缓冲液A 1 mL, 100 g/L NP-40 60 
μL后继续匀浆至液态,以4℃, 266 g离心30 s,
上清为游离细胞和细胞核团, 将上清液冰浴30 
min, 间断搅拌, 4℃, 13 054 g离心1 min, 弃上

清, 沉淀为细胞核团. 在细胞核团中加入缓冲液

C 100 μL, 冰浴30 min, 间断搅拌, 4℃, 13 054 g
离心15 min. 上清液即为核蛋白溶液, -70℃保存. 
并用Bradford方法检测样本的蛋白浓度. 将1.75 
μmol/L NF-kB寡核苷酸单链(A, B链)2.0 μL, 10
×缓冲液1.0 μL, 去离子无酶水3.5 μL, g32P ATP 
5000 Ci/mmol 2.5 μL, T4多核酶1.0 μL分别加入

A管和B管37℃孵育20 min, 而后加入0.5 mmol/L 
EDTA 1 μL终止反应, 再将A, B管混合, 37℃孵

育60 min. 加入TE缓冲液78 μL, -40℃保存. 核蛋

白15.0 μg, 5×结合缓冲液3.0 μL, 32P-标记的NF-
kB DNA 1.0 μg, 加入缓冲液, 反应总体积15.0 
μL. 37℃孵育30 min, 加入loading Buffer 2 μL, 
在50 g/L非变性聚丙烯酰胺凝胶(Acr/Bis 30/0.8), 
在缓冲液为1×TBE, pH8.0, 50 V电压条件下预

电泳30 min; 在缓冲液为1×TBE, pH8.0, 恒压

110.0 V, 恒温4℃下电泳. Storm仪同位素扫描磷

屏成像, 采用计算机凝胶图像分析测定图像中

结合条带的灰度值, 用灰度值表示NF-kB的活

性.
统计学处理 数据以均值±标准差(mean±

SD)表示, 两组间比较采用t检验, 成组设计的多

个样本均数比较采用单因素方差分析, 处理采

用Prism3.0软件进行, P <0.05认为差异有统计学

意义.

2  结果

2.1 病理组织学结果 所有大鼠均成功建立了急

■研发前沿
SAP时NF-kB的
过度活化可以促
使 单 核 / 巨 噬 细
胞释放大量炎症
因 子 诱 发 S I R S
及 M O D S ,  特 别
是 肝 、 肺 损 伤 ; 
PDTC对NF-kB的
活化有明显的抑
制作用从而有效
控制细胞因子的
表达水平, 将处于
高平衡状态的细
胞因子降低到较
低水平的平衡状
态, 减少胰外脏器
的损伤特别是肝
损 伤 ,  但 需 解 决
P D T C 的 临 床 应
用.
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Y×3组间AMY比较差异没有统计学意义. AMY
值SAP在发病6 h后随着急性胰腺炎病程的进展

没有表现进一步的升高. SAP发病后ALT, AST, 
LDH明显升高, 但Y各组间没有差异, 治疗组与

非治疗组之间没有差异(表1).
2.3 NF-kB活性及PDTC的作用 SAP时各时间点

以及PDTC干预组的胰腺和肝组织中NF-kB都出

现了不同程度的活化, 而正常胰腺组织经EMSA
测定后没有出现明显的NF-kB结合条带(图2-3,
表2).

3  讨论

肝损伤是SAP严重并发症, 病情凶险. 研究表明, 
在SAP时炎性介质失控释放, 是SAP出现全身性

炎性病变的基础, 也是最主要的发生机制. 失控

释放的炎性介质除直接导致胰腺损伤外, 还通

过循环而播散到远处脏器, 以内分泌的方式作

用于全身, 最终引起胰外脏器的损伤[3-4], 特别是

肝、肺损伤[5-8]. 而诸多炎症因子在基因水平上

受到NF-kB的调节. NF-kB的过度活化可以促使

性胰腺炎模型. 剖腹后发现腹腔内均有不等量

血性腹水, 脏层腹膜明显充血, 胰腺有散在的出

血点、皂化斑, 局部呈现暗紫红色. 镜下Y 6 h组
胰腺病理可见胰腺组织明显水肿, 大量腺细胞

坏死, 伴中性粒细胞浸润, Y 24 h组更为明显, 腺
体广泛坏死; 使用PDTC干预后的A 6 h组胰腺坏

死与Y 6 h比较有所减轻. 肝脏在肉眼下没有明

显改变. 镜下Y 6 h肝脏组织可见小片坏死, 伴粒

细胞浸润, Y 24 h组坏死区域明显扩大, 中性细

胞浸润显著, PDTC干预的A 6组肝脏坏死病变区

较Y 6 h有所减轻, 建模后6 h使用PDTC不能显著

减轻SAP的病理损伤(图1).
2.2 血清酶的变化 SAP大鼠发病后血清AMY明

显升高, SAP大鼠发病6 h后血清AMY浓度较正

常组明显上升(P <0.05), 6 h后Y各组间AMY值没

有统计学差异(P >0.05). Y组各个时间点与Z组比

较AMY值的差异均有统计学意义(P <0.05). A, B, 

图 1 大鼠肝脏病理变化(HE×200). A: Y 6 h; B: Y 24 h; C: 

A 6 h.

A

B

C

1   2      3  4  5  6        7   8  9        10 11

加样孔

NF-kB
结合带

NF-kB
自由探针

图 2 大鼠胰腺NF-kB的EMSA电泳图. 1: 空白阴性对照组; 

2: NF-kB标准品与探针; 3: 正常; 4-6: SAP 6, 12, 24 h; 7-9: 

Y 6 h, B 6 h, A 6 h; 10-11: Y 12 h, C 12 h.

1  2  3  4     5  6  7          8   9

加样孔

NF-kB
结合带

NF-kB
自由探针

图 3 大鼠肝脏NF-kB的EMSA电泳图. 1: 正常; 2-4: SAP 6, 

12, 24 h; 5-7: Y 6 h, B 6 h, A 6 h; 8-9: Y 12 h, C 12 h.

■相关报道
国外研究提示失
控释放的炎性介
质除直接导致胰
腺损伤外, 还通过
循环而播散到远
处脏器, 以内分泌
的方式作用于全
身, 最终引起胰外
脏器的损伤, 特别
是肝、肺损伤.
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单核/巨噬细胞释放大量炎症因子而导致组织的

炎性损伤, 最终诱发全身炎症反应综合征(SIRS)
及多器官功能障碍综合征(MODS)[9-10]. SAP时, 
胰腺及胰外组织中NF-kB出现了显著活化, 他不

仅影响SAP的进程, 而且也参与了SIRS, 多器官

功能衰竭(MOF)的发生与发展. 我们发现正常大

鼠的肝脏和胰腺组织中几乎测不到NF-kB活性. 
但SAP时, 胰腺组织以及肝脏组织中NF-kB蛋白

的活性明显升高. 且胰腺组织NF-kB的活性增高

迅速, 但6 h后NF-kB活性没有出现进一步的升

高. 肝脏中NF-kB的活性12 h后也没有出现进一

步的升高. 镜下见肝细胞肿胀变性, 间质也出现

粒细胞浸润; 随SAP病程发展, NF-kB的活化升

高, 上述病理变化出现不同程度的加重, 肝脏出

现斑片状坏死. 血清ALT, AST以及LDH水平明

显升高.
PDTC对NF-kB的活化有明显的抑制作用, 

从而达到抑制炎症的作用, 这一作用还与给药

表 1 SAP大鼠血清淀粉酶, ALT, AST及LDH的活性U/L(mean±SD, n  = 8)

      
                                       分组                                6 h                           12 h                          24 h

AMY            正常对照      Z 1269±311          -                          -

            重症胰腺炎a Y 3373±1150 3930±1809 5954±5003

            1 h前PDTC  A 3293±882.4 2587±905          -

            1 h后PDTC  B 4478±2879 3275±1224          -

            6 h后PDTC  C          -                 3201±1869 4804±2170

ALT            正常对照      Z  58.8±5.9          -                          -

            重症胰腺炎a Y  92.0±16.6  83.8±37.3  76.6±29.1

            1 h前PDTC  A  89.9±25.6  82.3±30.3          -

            1 h后PDTC  B              123.1±115.5  96.4±69.6          -

            6 h后PDTC  C          -                111.8±71.7             184.3±130.1

AST            正常对照      Z              208.0±29.04          -                          -

            重症胰腺炎a Y              491.1±138.7           347.5±122.0           297.0±80.39

            1 h前PDTC  A              338.0±97.54           317.8±71.08          -

            1 h后PDTC  B              399.0±206.0           431.0±454.4          -

            6 h后PDTC  C          -                548.0±438.6           693.1±356.6

LDH            正常对照      Z 2419±480.1          -                          -

            重症胰腺炎a Y 2385±1247 1870±522.5 1515±808.3

            1 h前PDTC  A 2852±1026 1671±850.4          -

            1 h后PDTC  B 3003±932.8 2060±837.9          -

            6 h后PDTC  C          -                 2399±770.8 2564±2089

aP<0.05 vs  Z组.

表 2 胰腺和肝组织中NF-kB活性(积分灰度值×104, mean±SD, n  = 8)

      
                                          分组                                6 h                           12 h                          24 h

胰腺              对照组          Z   0.31±0.08           -                           -

              重症胰腺炎b Y 24.82±4.57 27.76±4.13c 26.76±3.63d

              1 h前PDTC  A 18.14±3.30d           -                           -

              1 h后PDTC  B 23.79±3.62e           -                           -

              6 h后PDTC  C           -                 29.72±3.21           -

肝              对照组          Z   0.45±0.13  

              重症胰腺炎b Y  16.38±2.50 20.64±4.20c 23.90±4.75d

              1 h前PDTC  A 10.68±2.51d  

              1 h后PDTC  B 13.83±2.70e  

              6 h后PDTC  C                                 24.77±5.07 

bP<0.01 vs  Z组; cP<0.05, dP<0.01 vs  Y 6 h; eP<0.05 vs  A 6 h.

■创新盘点
本 文 研 究 发 现
P D T C 可 以 抑 制
NF-kB的活化, 从
而达到抑制炎症
的作用, 另外还发
现这一抑制作用
与给药时间相关.



www.wjgnet.com

2606                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志        2007年8月28日       第15卷      第24期

时间有一定的关系. 在肝脏, 建模前与建模后1 
h内给药对NF-kB的活化都有一定的抑制作用, 
肝脏的损伤程度减轻, 但建模前1 h注射PDTC
对NF-kB的抑制效应高于建模后1 h注射等量的

PDTC, 两者之间有统计学差异. 在胰腺组织, 建
模后1 h给药不能有效抑制NF-kB的活性. 使用

PDTC抑制NF-kB的活性后, 细胞因子的水平发

生了下降, 肝脏的损伤程度减轻, 但ALT, AST以
及LDH水平没有明显降低, 也没有出现统计学

意义上的上升(虽然均值表现为一定的上升趋

势), 这同有些研究结果不完全吻合. 可能有以

下原因: 实验条件的不同、模型炎症的严重程

度、动物种类的差异、PDTC使用的剂量、麻

醉剂的选择; NF-kB的活化上调“保护性抗凋亡

蛋白”的表达而发挥抗凋亡作用有关; PDTC在
影响NF-kB的同时也必影响其他信号传导途径, 
此外由于NF-kB是普遍存在的核内转录因子, 在
抑制其活性的同时也将影响其他生物活性物质

的表达.
NF-kB的抑制可以有效控制细胞因子的表

达水平, 也有助于将处于高平衡状态的细胞因

子降低到较低水平的平衡状态, 减少胰外脏器

的损伤特别是肝损伤.
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炎中NF-kB活性
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损伤的关系和其
抑制剂吡咯烷二
硫代氨基甲酸盐
(PDTC)对SAP的
预防治疗作用, 研
究内容较丰富, 结
论比较可信, 有一
定的临床意义.
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Abstract
AIM: To trace plasmid EGFP-N1 marking of 
dendritic cells (DCs), and to follow growth and 
phenotypic expression.

METHODS: Plasmid EGFP-N1 was transformed 
into competent bacteria DH5α. Bacteria were 
then amplified and cut by enzyme BamH1, and 
finally a plasmid containing EGFP-N1 was suc-
cessfully constructed. After finishing transfec-
tion with pure plasmid EGFP-N1 into DCs, the 
difference in phenotypic expression of these cells 
was observed by fluorescence microscopy and 
flow cytometry.

RESULTS: Pure EGFP-N1 plasmid was success-
fully obtained. The cultured DCs had typical 
morphology and green fluorescent protein was 
effectively expressed in DCs. The DC surface 

markers such as CD80 (81.90 ± 2.44 vs 74.52 ± 
1.40), CD86 (81.49 ± 3.24 vs 78.61 ± 1.64), and 
CD1a (37.42 ± 3.25 vs 18.56 ± 2.36) in the experi-
mental group were respectively higher than 
those in the control group (all P < 0.05). How-
ever DC viability in the experimental group was 
lower than that in the control group (67.41 ± 3.17 
vs 95.10 ± 2.20, P < 0.05).

CONCLUSION: Green fluorescent protein is an 
effective approach for investigating DC growth, 
representing a new method to study metachrosis 
and tumor therapy because of its tracing ability.

Key Words: Dendritic cell; Green fluorescent pro-
tein; Immunotherapy; Transfection; Flow cytometry

Zhang QQ, Li CL, Wang YP, Li JY. Changes of dendritic 
cell characteristics and phenotypes after green fluorescent 
protein tracing. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
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摘要
目的: 绿色荧光蛋白(EGFP-N1)标记树突状细

胞, 示踪树突状细胞的生长并研究EGFP-N1对

其表型表达的影响.

方法: 将EGFP-N1质粒转化入感受态菌DH5α
中扩增, 经Bam HⅠ酶切鉴定后大量扩增, 再
提取并纯化质粒将其转染入树突状细胞, 通过

荧光显微镜和示踪转染前后树突状细胞的生

长及表型表达的变化. 

结果: 采用该方法可以获得纯度高的绿色

荧光蛋白质粒 ,  经过培养得到了形态典型

的树突状细胞 .  质粒绿色荧光蛋白能够在

人树突状细胞中长期稳定表达 ,  转染后细

胞表面标志CD80(81.90±2.44 v s  74.52±
1.40), CD86(81.49±3.24 vs  78.61±1.64), 
CD1a(37.42±3.25 vs  18.56±2.36)的表达量明

显高于未转染细胞(均P <0.05). 但是转染后细

胞活性低于未转染细胞活性(67.41±3.17 vs  
95.10±2.20, P <0.05).

www.wjgnet.com

■背景资料
树突状细胞是目
前发现的功能最
强大的抗原递呈
细胞, 是肿瘤免疫
治疗的理想细胞
之一. 他能够提高
机体免疫组织的
抗肿瘤效应, 被称
为免疫治疗的天
然佐剂 .  但DC在
体内的形成、成
熟情况、诱导后
能否在体内存活, 
特别是在肿瘤患
者体内的杀伤作
用等方面还缺乏
检测手段. 绿色荧
光蛋白在一定波
长激发下, 不需外
源物质的参与便
可发出可见的绿
色荧光, 可以直接
观测外源基因在
活体中的表达. 为
检测肿瘤细胞的
生长与转移提供
了1种简便可行的
新方法. 

®



结论: 绿色荧光蛋白能够示踪树突状细胞的
生长及变化过程, 为进一步研究肿瘤复发转移
及治疗提供了一种简便的新方法.

关键词: 树突状细胞; 绿色荧光蛋白; 免疫治疗; 

转染; 流式细胞仪
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0  引言

树突状细胞(dendritic cell, DC)是目前发现的

功能最强大的抗原递呈细胞(antigen presenting 
cells, APC), 具有强大的T细胞激活能力, 能活化

初始T细胞, 刺激B细胞增殖成熟, 刺激Th细胞及

NK细胞活化, 并且高表达共刺激因子, 是肿瘤免

疫治疗的理想细胞之一[1-2]. 他能够提高机体免

疫组织的抗肿瘤效应, 被称为免疫治疗的天然

佐剂[3]. 但DC在体内的形成、成熟情况、诱导

后能否在体内存活, 特别是在肿瘤患者体内的

杀伤作用等方面还缺乏检测手段, 这些问题目

前尚不能解决[4]. 绿色荧光蛋白(green fluorescent 
protein, GFP)在一定波长激发下, 不需外源物质

的参与便可发出可见的绿色荧光, 且对细胞无

毒性, 可以直接观测外源基因在活体中的表达[5]. 
GFP已成为细胞生物学和分子生物学中广泛应

用的报告基因. GFP转染细胞后, 可以稳定而长

时间持续表达, 在荧光显微镜下发出绿色荧光, 
直接示踪体内DC的转归, 为检测肿瘤细胞的生

长与转移提供了一种简便可行的新方法[6].

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基(Gibco公司), 淋巴细

胞分离液(天津Tbd公司), rhGM-CSF, rhIL-4; PE
标记鼠抗人CD80、CD86、CD1a、IgG mAb 
(Sigma公司), EGFP-N1质粒(军事医学科学院

基础研究所惠赠), 人胃癌细胞SGC7901细胞系

(北京大学临床肿瘤学院基础所惠赠), 大肠杆菌

DH5α(本研究室保存), 质粒提取试剂盒(金螺生

物公司), 转染试剂(Tiangen公司).
1.2 方法 
1.2.1 EGFP-N1质粒的转化、扩增及提取 将
EGFP-N1质粒转化入感受态菌DH5α中, 培养扩

增后提取质粒DNA. 质粒DNA经Bam HⅠ酶切, 
电泳鉴定. 大量扩增后提取并纯化质粒, 微孔滤

膜过滤, 用紫外分光光度计测浓度, 用于树突状
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细胞的转染. 
1.2.2 抗原制备 取对数生长期的SGC7901细胞, 
调整浓度为5×109 个/L, 移入EP管中, 放入-80℃
冰箱3 min, 取出放入37℃的水浴箱中3 min, 如
此反复4次, 400 g离心10 min, 取上清用0.22 μm
微孔滤器过滤, 43℃保存备用. 
1.2.3 DC的诱导培养和EGFP-N1质粒转染 无
菌条件下用淋巴细胞分离液(ficoll-hypaque)密
度梯度离心 ,  分离浓缩白细胞中的单核细胞

(PBMC), 离心20 min, 取白膜层即为PBMC, 用
150 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养基培养2 h, 
除去未贴壁细胞(多数为T淋巴细胞), 将获得到

的DC前体细胞, 加细胞因子诱导分化, 终浓度为

rhGM-CSF 100 μg/L, rhIL-4 50 μg/L. 24 h后, 吸
弃上1/3培养液, 补全培养液及细胞因子[7-8]. 培养

6 d后的树突状细胞分组为: 未转染组, 不做特殊

处理; 抗原刺激组, 按细胞数1∶1加肿瘤抗原后

培养1 d; pEGFP-N1转染组, 按质粒转染说明书

将EGFP-N1质粒转染细胞后培养1 d. 倒置显微

镜观察细胞生长状况. 培养6 d的DC用HE染色观

察. 转染后的DC用荧光倒置显微镜观察.
1.2.4 流式细胞仪检测DC表型 各组DC分别用

PBS洗涤后重悬, 调整细胞密度为1×109 个/L, 
分别装入4个EP管中, 每管200 μL, 然后分别加

入PE标记的鼠抗人mAb CD80, CD86, CD1a及
阴性对照抗体IgG, 室温孵育15 min, 再用PBS洗
涤1遍后加PBS 1 mL稀释, 上机检测细胞表型表

达情况.
1.2.5 苔盼蓝计活力 取0.2 mL细胞悬液, 加等量

4 g/L苔盼蓝溶液, 充分混匀, 取上述细胞悬液10 
μL加到细胞计数板上, 用低倍镜数200个细胞, 
计数蓝染的细胞. 结果示正常细胞不着色, 被染

成蓝色的为死细胞. 细胞活力(%) = (总细胞数-
着色细胞数)/总细胞数×100%.

统计学处理  采用SPSS11.5统计软件, 结果

用mean±SD表示.

2  结果

质粒用BamHⅠ酶切电泳后在4700 bp处可见清

晰的基因片断条带(图1), 证实质粒EGFP-N1的
存在.
2.1 DC的形态 倒置显微镜下可见从浓缩白细

胞中分离得到的单核细胞数量多, 呈圆形, 体积

小, 悬浮生长. 贴壁筛选后的DC前体细胞为圆

形, 体积大, 贴壁生长. 细胞因子诱导后, 细胞体

积逐渐增大, 呈细胞集落样生长, 数量增多, 3 d

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前研究的热点
和重点仍集中在
多效肿瘤疫苗的
研发及其在体内
免疫效力的监测
等方面. 亟待研究
的问题主要是如
何使输注的效应
细胞特异性地到
达靶部位及如何
使其穿越肿瘤细
胞周围的重重屏
障而保证数量、

功效不衰减等问
题.
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后细胞表面伸出少量毛刺样突起, 此后细胞呈

梭形、逗点形等不规则的形状(图2A). 到6 d时, 
细胞从集落上脱落, 分布均匀地悬浮生长, 大小

不等, 形态极不规则, 有的表面布满毛刺样突起, 
有的突起细而长, 形似树枝状, 呈典型的DC形态

(图2B). HE染色显示DC胞质染成红色, 核呈蓝

色, 刺突仍可见, 周围小体积细胞为T淋巴细胞

(图2C). 转染后荧光显微镜下可见绿色的树突状

细胞, 数量少, 细胞周围刺突不明显(图2D).
2.2 DC的表型 DC表型的流式细胞仪分析结果

(图3), 统计分析结果表明肿瘤抗原和EGFP能促

使DC成熟, 但EGFP的免疫源性弱于肿瘤抗原

(表1).
2.3 DC的活力 见表1, 转染组细胞活力与未转染

组比较有统计学意义(P <0.05), 与抗原刺激组比

较也有统计学意义(P <0.05).

3  讨论

近年来, 树突状细胞的研究取得了很大的进展, 
并在肿瘤临床治疗上得到了广泛的应用. 成熟

的树突状细胞依赖细胞表面的共刺激因子、黏

附分子及MHC类分子等可以诱导特异性CD4＋、

CD8＋ T淋巴细胞活化, 进而杀伤肿瘤细胞, 因此

DC在肿瘤临床治疗中的地位和作用就显得非

常重要[9-10]. 体外诱导培养的DC能否在体内长期

存活? 细胞到底发挥了多大的杀伤效应? 回输的

DC在体内作用过程如何? 这些问题一直缺乏直

接证据. 寻找一种稳定直观而又不影响细胞功

能的标记方法, 是解决这些问题的关键所在.
最近一些研究进一步表明[11-12], 肿瘤患者的

DC缺陷不仅发生在肿瘤局部, 而是发生在全身. 
早期肿瘤患者外周血中DC的数量比正常人减少

一半以上, 晚期相差更甚. 因此, 用G-CSF刺激因

子刺激骨髓产生多量的DC前体细胞后再从外周

血中分离诱导DC, 从而获得足量的DC[13]. 目前

常用的方法是用密度梯度离心法从患者外周血

中分离单核细胞, 经短暂培养后选取贴壁细胞

在GM-CSF和IL-4作用下培养诱导成DC, 经抗原

负载后促使DC成熟[2,14-16]. 此种方法每100 mL外
周血一般可得到2×107 个DC. 本实验在改良传

统方法的基础上, 制备出了形态典型、高表达

表面标志的DC, 达到了临床要求的数量级.
GFP来源于海洋生物水母, 在蓝光或紫光下

可发出荧光, 其突变体-EGFP发射的荧光强度比

GFP强6倍以上, 无细胞毒性, 可对细胞进行长效

标记. 作为报告基因, EGFP在研究基因表达, 细
胞分化及蛋白在生物体内定位和转运方面作用

显著[17-20]. 本实验利用EGFP的这些特点, 将其

DNA片断转化入大肠杆菌, 进行质粒扩增, 克隆

出足量的目的DNA片断, 经酶切鉴定证实得到

EGFP-N1质粒. 由于绿色荧光蛋白的表达可直

接通过荧光显微镜观测, 且其对树突状细胞表

型表达和抗肿瘤功能无不良影响, 适合临床研

究的展开, 用于监测细胞在体内的分布、分化

情况, 分析细胞在组织中的含量及基因和蛋白

的表达变化等[21].
质粒转染的方式有病毒载体法和非病毒载

体法, 虽然病毒载体的转染率高, 但考虑到病毒

载体能在机体内复制且其免疫原性强等安全因

素, 目前多采用脂质体等非病毒载体体外转染

哺乳动物细胞. GFP质粒脂质体介导转染标记

细胞的方式较病毒载体和转基因等方式更有操

作方便等优点. 但脂质体有一定的细胞毒性, 本
试验中转染组细胞活力明显降低也证实了这点, 
并且由于分化后的DC是悬浮生长细胞, 这使得

■相关报道
Dauer et al 2003年
报道, 用与常规方
法同样的细胞因
子组合培养外周
血CD14+细胞48 h
便可成功获得成
熟DC, 称fastDC, 
并且此种方法所
获得DC与常规培
养所得的DC具有
同样的形态学特
点, 其表达的免疫
表型分子的百分
率相似. 亦能诱导
抗原特异性T细胞
反应, 刺激IFN-γ
产生及活化自身
初始型T细胞.

表 1 质粒转染、抗原刺激对树突状细胞表型和活力的影响(mean±SD, n = 30)

     
分组                  CD80                          CD86                 CD1a               树突状细胞活力

未转染            74.52±1.40            78.61±1.64     18.56±2.36           95.10±2.20

转染               81.90±2.44ac          81.49±3.24ac     37.42±3.25ac         67.41±3.17ac

抗原刺激        82.68±2.17a           85.30±2.32a     42.90±3.28a          94.72±1.87

aP<0.05 vs  未转染; cP<0.05 vs  抗原刺激.

4700 bp

M   1    2

图 1 质粒EGFP-N1单酶切结果. M: Marker; 1: pEGFP-N1; 

2: 未经酶切的质粒.
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转染难度增加, 转染率很难提高. 因此, 从DC疫
苗应用方面考虑, 需探索更有利的转染媒介. 近
来有人采用葡聚糖磁性纳米颗粒作为载体连接

绿色荧光蛋白pEGFP-C1报告基因在体内转染

DC[22], 此实验证明, 在细胞毒性方面葡聚糖磁性

纳米颗粒较脂质体而言, 有一定的优势.
机体中的DC存有3种不同的分化状态, 即

DC前体细胞、未成熟DC和成熟DC. 成熟DC能

■创新盘点
D C 在 体 内 的 形
成、成熟及诱导
后能否在体内存
活, 特别是在肿瘤
患者体内的杀伤
作用等方面还缺
乏检测手段, 这些
问题目前尚不能
解决. 绿色荧光蛋
白在一定波长激
发下, 不需外源物
质的参与便可发
出可见的绿色荧
光, 且对细胞无毒
性, 可以直接观测
外源基因在活体
中的表达. 本文将
GFP转染细胞后, 
可以稳定而长时
间的持续表达, 在
荧光显微镜下发
出绿色荧光, 直接
示踪体内DC的转
归, 为检测肿瘤细
胞的生长与转移
提供了1种简便可
行的新方法.
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图 3 流式细胞仪检测细胞表型. A: CD80; B: CD86; C: CD1a. 1: 未转染组; 2: 转染组; 3: 抗原刺激组.

A B

C D

图 2 A: DC, 培养3 d; 
B-C: DC, 培养6 d; D: 质
粒转染后的DC. A, B, D: 
荧光显微镜×400; C: HE
染色×400.
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刺激初始T细胞成为细胞毒性T淋巴细胞, 是最

有效的刺激2次T细胞反应的细胞[23]. 成熟DC的
特征包括MHC-Ⅱ类分子表达的明显增高, 共
刺激分子的高表达(如CD54、CD80、CD86、
CD83等), 以及IL-12等细胞因子的分泌; 同时

吞噬功能(如胞吞、胞饮、吞噬等)明显下调; 
DC成熟后对炎性刺激分子的反应能力减弱, 而
对趋化因子的反应增强. 本实验中转染后的细

胞形态较未转染细胞形态无明显变化 ,  但在

pEGFP-N1导入DC后, 其成熟标志CD80(81.90±
2.44), CD86(81.49±3.24)和CD1a(37.42±3.25)
与未转染细胞相比有明显的统计学差异, 该结

果提示EGFP-N1质粒作为外源基因增强了DC的
成熟度, 使其抗原呈递能力得到了促进, 具有更

强的激活T淋巴细胞增殖的能力. 这与Re et al [24]

的研究中, GFP-肿瘤抗原负载和转染后的DC在
加强肿瘤特异性T细胞表达方面均强于单纯抗

原刺激的DC相符. 由于GFP的促DC成熟能力, 
使用绿色荧光蛋白标记的DC在研究抗原提呈加

工的过程及DC迁移成熟发展过程的同时, 提高

了DC的作用效能. GFP是1种理想的示踪标志物, 
有良好的应用前景.

另外, 肿瘤抗原的选择对能否诱导肿瘤免

疫反应十分重要[25-27], 本实验的阳性对照选用了

胃癌细胞SGC7901的冻融抗原, 优点在于此种抗

原包含了多种表位肽甚或是整个肿瘤的抗原库, 
能使机体的MHC类分子从抗原的氨基酸序列中

自行选择相匹配的表位肽, 从而启动针对多种

肿瘤抗原的免疫反应, 是目前应用较广的方法

之一.
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荧光显微镜观测, 
且其对树突状细
胞表型表达和抗
肿瘤功能无不良
影响, 适合临床研
究的展开, 用于监
测细胞在体内的
分布、分化情况, 
分析细胞在组织
中的含量及基因
和蛋白的表达变
化等.

■名词解释
脂 质 体 转 染 法 : 
是Felgner et al 于
1987年首次报道
的1种基因转移方
法, 多用于转染真
核 细 胞 .  其 优 点
是 :  转 化 效 率 较
高 ,  细胞毒性低 , 
所需的细胞数少
于电穿孔法; 转染
细胞类型广泛, 几
乎可转染己试用
的所有类型细胞
和细胞系; 操作十
分简便易行. 影响
阳离子脂质体转
染成功的主要因
素 是 :  脂 质 体 浓
度、DNA浓度和
脂质体复合物的
孵育时间.
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2007 全国早期胃癌及消化病进展研讨会征文通知

本刊讯 由中华医学会消化内镜学会主办, 中华消化内镜学会胃病学组、浙江省消化内镜学会、温州医学

院、上海市胃肠肿瘤重点学科承办的2007全国早期胃癌及消化病进展研讨会将于2007-11-16/18在浙江省温州

市举行. 邀请国内外专家作专题讲演及内镜操作演示. 

1      征文内容和要求

(1)有关早期胃癌及消化病进展; (2)胃癌及消化病诊疗的最新技术及研究成果. 投稿截止日期: 2007-10-10.

2      联系方式

贾国葆, 325000, 浙江省温州市学院西路109号, 温州医学院附属第二医院消化内科夏宣平或浙江省温州市温州

医学院附属第一医院消化内科. Email: feyxh@163.com或xxpsummer@yahoo.com.cn.
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Abstract
AIM: To measure serum tumor necrosis factor 
(TNF)-α and adiponectin (APN) levels in patients 
with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), 
and to explore the relationship between this and 
insulin resistance.

METHODS: Forty-two normal controls (NCs) 
and 120 patients with NAFLD were recruited. 
According to fasting plasma glucose (FPG), pa-
tients were divided into a group with NAFLD 
and type 2 diabetes (DFL; n = 32) and a simple 
NAFLD group (FL; n = 88). All patients with 

NAFLD were divided into mild (n = 59), moder-
ate (n = 37) and severe (n = 24) categories, ac-
cording to the results of B type ultrasound. Body 
mass index (BMI), waist-to-hip ratio (WHR), 
FPG, fasting insulin level in serum (FINS), se-
rum APN and TNF-α were measured. Homeo-
stasis model assessment (HOMA), insulin sensi-
tive index (ISI) and insulin secretion (HOMA-IS) 
were applied to the status of insulin resistance 
(IR). Correlation analysis among these factors 
was analyzed.

RESULTS: Compared with the NC group, FINS 
and HOMA-IR levels in the DFL and FL groups 
were significantly increased, and ISI was signifi-
cantly decreased (all P < 0.01). Compared with 
the FL group, FINS and HOMA-IR levels in the 
DFL group were significantly increased, and 
ISI and HOMA-IS were significantly decreased 
(all P < 0.01). The difference in HOMA-IR level 
was not significantly different between the mild 
and moderate NAFLD groups (P > 0.05), which 
were both lower than the severe group (all P 
< 0.01). TNF-α level in the DFL and FL groups 
was significantly higher, while serum APN was 
significantly lower than that in the NC group (P 
< 0.01). Correlation analysis showed that APN 
was significantly negatively correlated with 
HOMA-IR and TNF-α, and positively correlated 
with ISI. TNF-α was significantly negatively cor-
related with APN and ISI, and positively corre-
lated with FPG, FINS and IR. Multiple stepwise 
regression analysis showed that BMI, FPG, FINS 
and TNF-α were the main risk factors for IR. ISI 
and APN were the main risk factors for TNF-α. 
TNF-α was the main risk factor for APN.

CONCLUSION: Insulin resistance is uniformly 
present in subjects with NAFLD and is more ob-
vious in patients with type 2 diabetes. There is 
a significant negative correlation between APN 
and TNF-α, and both have close correlations 
with IR. APN has a protective role, while TNF-α 
causes impairment, and both have important 
roles in the pathogenesis and progression of 
NAFLD.
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■背景资料
近年来, 随着人民
生活水平提高和
饮食结构的改变, 
NAFLD的发病率
呈逐年升高趋势. 
在美国, 脂肪肝已
成为慢性肝脏疾
病的主要原因, 在
普通人群患病率
大约10%-40%(平
均20%).  我国及
亚太地区也明显
升高, 报道结果不
一, 在7%-40%左
右, 日趋超过病毒
性肝炎和酒精性
肝病 .  NAFLD的
自然发展结局一
般为良性, 但也会
导致肝硬化等严
重后果, 应该引起
广大医务工作者
对该病的重视并
深入研究.



Key Words: Non-alcoholic fatty liver; Tumor necro-
sis factor-alpha; Adiponectin; Insulin resistance

Lin KR, Yang HY, Zhang ZJ, Wang W, Le QL, Zhu JZ, Li 
DZ, Liu JQ, Liu G. Pilot study correlating tumor necrosis 
factor-α, adiponectin and insulin resistance in patients 
with non-alcoholic fatty liver. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(24): 2613-2618

摘要
目的: 探讨非酒精性脂肪肝(NAFLD)患者肿瘤
坏死因子-α、脂联素水平与胰岛素抵抗等指
标的相互关系. 

方法: 120例NAFLD患者根据空腹血糖水平
分为合并2型糖尿病(T2DM)者32例(DFL组), 
不伴T2DM者88例(FL组), 所有NAFLD患者根
据B超结果分为轻度、中度、重度3组. 测定
NAFLD患者及42例健康对照者的体质量指数
(BMI)、腰臀比(WHR)、空腹血糖(FPG)、空
腹胰岛素(FINS)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、
脂联素(APN)水平; 采用稳态模式计算胰岛
素抵抗指数(HOMA-IR)、胰岛素敏感性指
数(I S I)、反应胰岛b细胞分泌功能的指标
(HOMA-IS)等指标. 

结果: NAFLD患者的FINS, HOMA-IR均显
著升高, IS I显著低于NC组(P <0.01); FPG, 
FINS, ISI, HOMA-IS是IR抵抗的主要相关
因素; DFL组的FINS, HOMA-IR较FL组为
高, ISI, HOMA-IS较FL组为低, 均有显著性
差异(P <0.01); NAFLD患者轻、中度两组间
HOMA-IR无显著差异(P >0.05), 而重度脂肪肝
患者的HOMA-IR明显升高(P <0.01). NAFLD
患者血清T N F-α显著升高 ,  A P N显著降低
(P <0.01); APN与TNF-α, IR呈显著负相关, 与
ISI呈显著正相关; TNF-α是影响APN水平的
重要因素; TNF-α与APN, ISI呈显著负相关, 
与FPG, FINS, IR呈显著正相关, ISI, APN是其
主要的影响因素.

结论: NAFLD患者普遍存在IR, 合并2型糖尿
病的NAFLD患者体内胰岛素抵抗现象更为明
显; TNF-α与APN呈显著负相关, 且均与IR密
切相关. APN作为保护性因子而TNF-α作为损
害性因子在NAFLD的发生、发展中起着重要
作用.

关键词: 非酒精性脂肪肝; 肿瘤坏死因子-α; 脂联

素; 胰岛素抵抗
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0  引言

非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)是指除外酒精

和其他明确的损肝因素所致的, 以弥漫性肝细

胞大泡性脂肪变为主要特征的临床病理综合

征. 研究表明NAFLD患者普遍存在胰岛素抵抗

(IR)[1]. 近年来发现脂肪组织不仅贮藏能量, 还
能分泌多种影响胰岛素敏感性的细胞因子, 如
肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、脂联素(APN)等均可

导致肌肉组织及全身性IR[2]. 本研究旨在通过检

测NAFLD患者血清APN, TNF-α水平, 分析他们

与IR等指标的相关性, 探讨APN, TNF-α在IR和
NAFLD的发生、发展中的作用, 以期为临床防

治脂肪肝提供有意参数.

1  材料和方法

1.1 材料 门诊和住院患者120例, 按照中华医

学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组

2006-02修订的非酒精性脂肪性肝病的诊断标 
准[3], 经询问病史、体格检查、相关实验室检查

并由2位B超医师经B超检查确诊, 年龄在18-70
岁, 根据空腹血糖水平, 分为合并T2DM者32例
(DFL组), 其中男22例, 女10例, 平均年龄(45.59
±13.35)岁; 不伴T2DM者88例(FL组), 其中男55
例, 女33例, 平均年龄(46.19±13.70)岁; 正常对

照组42例, 来自本院体检中心, 其中男25例, 女
17例, 平均年龄(45.02±8.88)岁, B超检查排除脂

肪肝, 同时肝功能、血脂、肝炎标志物、体质

量指数均在正常范围, 无饮酒史, 无任何肝病史. 
观察组与对照组平均年龄、性别构成比较, 差
异无显著义(P >0.05).
1.2 方法 所有入选者在脱鞋、免冠、清晨空腹

的相同条件下由专人测量身高、体质量、腰

围(肋弓下缘和髂骨棘最高点连线的中点)、臀

围(股骨大转子水平). 计算体质量指数: BMI = 
体质量(kg)/身高2(m2)和腰臀比(WHR) = 腰围

(cm)/臀围(cm)(正常男性<0.9, 女性<0.85); 所有

患者均在禁食8-12 h后, 于次日清晨外周静脉采

集空腹血10 mL, 以1000 g离心力转10 min, 取5 
mL血清即送生化检验室检测空腹血糖(FPG)、
空腹胰岛素(FINS)及乙肝病毒标志物; 其余血清

冻存于-20℃冰箱中, 所有血清标本收集后统一

测定. APN试剂盒由上海麦莎科技生物有限公司
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■相关报道
M a e d a  e t  a l 就
TNF-α, APN的相
互作用机制从分
子生物学角度做
了详细的阐释; 杨
辉 et al 通过检测
脂肪组织的APN
基因表达论证了
在NAFLD的发病
过程中APN与IR
的 密 切 关 系 ;  而
Hui et al颠覆了以
往认为的TNF-α, 
APN等细胞因子
与IR密切相关的
理 论 ,  得 出“在
N A S H的发生、

发展过程中, 低脂
联素血症是不依
赖于IR的独立特
征”的结论.
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性差异(P >0.05)(表1).
2.2 胰岛素抵抗等指标及血清TNF-α, APN水平

比较 DFL组和FL组FINS, HOMA-IR显著高于

NC组, DFL组ISI, HOMA-IS显著低于NC组, 有
显著性差异(P <0.01); DFL组FPG, FINS, HOMA-
IR显著高于FL组和NC组, ISI, HOMA-IS显著低

于FL组和NC组, 有显著性差异(P <0.01); DFL组
和FL组TNF-α均显著高于NC组; APN均显著低

于NC组, 有显著性差异(P <0.01); 但两组间无显

著性差异(P >0.05)(表2).
2.3 脂肪肝严重程度与BMI, HOMA-IR, APN, 
TNF-α的关系 120例NAFLD患者中, 轻度59
例, 中度37例, 重度24例; 从轻度、中度到重度

NAFLD, BMI, TNF-α逐渐增高, APN逐渐降低, 
有显著性差异(P <0.01). 轻度与中度之间BMI, 
HOMA-IR无显著性差异(P >0.05)(表3).
2.4 APN, TNF-α与其他指标的相关分析 Pear-
son相关分析显示: TNF-α与FPG(r = 0.214, P 
= 0.019)、FINS(r = 0.441, P = 0.000)、IR(r = 
0.397, P = 0.000)呈显著正相关, 与ISI(r = -0.463, 
P = 0.000)、APN(r = -0.399, P = 0.000)呈显著负

提供; TNF-α试剂盒购自深圳晶美生物工程有限

公司, 均采用ELISA方法测定. 采用稳态模式评

估法[4](homeostasis model assessment, HOMA)计
算胰岛素抵抗指数(IR)、胰岛素敏感指数(ISI)
和胰岛素分泌指数(HOMA-IS), 其中HOMA-
IR = (FPG×FINS)/22.5; ISI = 1/(FPG×FINS); 
HOMA-IS = 20×FINS/(FPG-3.5). 因为数据呈非

正态分布, 统计时取其自然对数.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件, 计量

资料采用(mean±SD)表示, 行正态性D检验, 非
正态数据进行自然对数转换, 多组数据比较采

用单因素方差分析, 多组间比较采用最小显著

差异法(LSD), 对双变量相关分析采用Pearson
相关分析, 多因素变量采用多元逐步回归分析, 
P <0.05为有显著性差异.

2  结果

2.1 年龄、性别、B M I、W H R比较 3组之间

年龄、性别差异无显著性(P >0.05); 脂肪肝患

者BMI, WHR明显高于NC组, 有显著性差异

(P <0.01); DFL组和FL组之间BMI, WHR无显著

表 1 各组间年龄、性别、BMI、WHR比较(mean±SD)

      
分组            n                    年龄(岁)           男女比(n /n )          BMI (kg/m2)                    WHR

NC           42 45.02±8.88 25/17           22.09±1.07    0.83±0.05

DFL         32 45.59±13.35 22/10           25.63±2.80b    0.93±0.05b

FL            88 46.19±13.70 55/33     25.70±2.91b    0.94±0.07b

bP<0.01 vs  NC.

■创新盘点
本 文 就 I R 与
TNF-α ,  APN的
相 互 关 系 及 在
N A F L D 发 病 过
程中的作用做了
初 步 探 讨 ,  国 内
外已有一些关于
TNF-α ,  APN的
基因表型及其在
NAFLD, T2DM, 
CHD等代谢综合
征的发病过程中
具体分子生物学
机 制 的 报 道 .  本
文的创新点在于: 
(1)是收集的病例
数量较多, 涵盖不
同程度的NAFLD
患者 ;  (2)是按照
不同的分组标准
多角度地进行全
面分析.

表 2 各组间空腹血糖、空腹胰岛素、胰岛素抵抗、TNF-α、APN的比较(mean±SD)

      
分组      n       FPG (mmol/L)      FINS (mu/L)        HOMA-IR                ISI                 HOMA-IS          APN (mg/L)        TNF-α (mg/L)

NC      42      5.02±0.76      8.15±2.09     1.78±0.36     -1.60±0.08      2.10±0.37     15.66±6.86      34.48±8.71

DFL    32      8.00±1.65b   14.04±4.96b    4.94±1.93b    -2.02±0.16b    1.80±0.24b      6.20±3.69b     74.49±27.57b

FL       88      5.16±0.48d   11.02±4.36bd   2.55±1.15bd   -1.73±0.16bd   2.11±0.18d      7.21±3.96b     62.46±39.64b

ISI, HOMA-IS取自然对数值统计; bP<0.01 vs  NC; dP<0.01 vs  DFL.

表 3 NAFLD患者脂肪肝严重程度与BMI, HOMA-IR, APN, TNF-α的关系(mean±SD)

      
分组            n                BMI (kg/m2)  HOMA-IR                    APN (mg/L)  TNF-α (mg/L)

轻度 59 25.07±2.29 2.79±1.77 9.29±3.30 47.73±30.88

中度 37 26.09±3.05 2.93±1.12 5.70±3.26b 75.99±34.26b

重度 24 26.56±3.57a 4.58±1.83bd 3.06±1.53bd 93.83±32.41bd

aP<0.05, bP<0.01 vs  轻度; dP<0.01 vs  中度.

■应用要点
本 文 通 过 分 析
NAFLD患者中不
同组群人的血清
TNF-α, APN浓度
与IR等指标的相
关性 ,  得出结论 ,
合并2型糖尿病的
NAFLD患者体内
IR现象更为明显; 
血清TNF-α, APN
浓度随着脂肪肝
严重程度呈现逐
渐升高与逐渐降
低的梯度变化, 对
指导临床有一定
意义.
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相关; APN与IR(r = -0.205, P = 0.025)、TNF-α 
(r = -0.399, P = 0.000)呈显著负相关, 与ISI(r = 
0.216, P = 0.018)呈显著正相关. 
2.5 APN, TNF-α与其他指标的多元逐步回归分

析 分别以APN, TNF-α为因变量, 年龄, 性别, 
BMI, WHR, FPG, FINS, TG, TC, HDL-C, LDL-C, 
ApoA, ApoB, APN, TNF-α为自变量, 多元逐步

回归分析显示: ApoA, TNF-α为影响APN的主要

因素(表4). ISI, APN, TG为影响TNF-α的主要因

素(表4).

3  讨论

IR是指胰岛素作用的组织、器官对一定量的胰

岛素不能产生正常的生理生物学反应作用, 是
众多临床慢性代谢疾病, 如2型糖尿病、高血

压、脂质代谢紊乱等的共同代谢缺陷[5]; 高胰岛

素血症是胰岛素抵抗的重要标志. 近年来, 越来

越多研究表明NAFLD与IR关系密切,  NAFLD是

IR在肝脏的一个表现[6], 但两者的相关关系及何

为原发因素尚存在争论[7]. 本研究结果显示, 脂
肪肝患者的FINS, HOMA-IR均显著高于NC组, 
ISI和HOMA-IS显著低于NC组; DFL组的FINS, 
HOMA-IR显著高于FL组, ISI, HOMA-IS显著低

于FL组, 提示脂肪肝患者不仅存在明显的胰岛

素高分泌状态和胰岛素抵抗, 且合并2型糖尿病

的NAFLD患者体内IR现象更为明显. 有资料表

明NAFLD伴有T2DM患者比不伴T2DM患者具

有更高的总体死亡率和肝病相关死亡率[8]. 因
此, 对NAFLD患者的OGTT检查对发现早期DM, 
IGT具有重要意义[9]. NAFLD患者轻、中度两组

间HOMA-IR无显著差异, 而重度脂肪肝患者的

HOMA-IR却明显升高, 说明在脂肪肝形成的初

始阶段, IR可能是NAFLD形成的始动因素; 随着

脂肪肝程度的加重, IR也会进一步加重, 而与脂

肪肝形成互为因果的恶性循环. 早期研究认为

肥胖者脂肪细胞体积增大, 胰岛素受体数目下

降、密度减少、亲和力减弱, 胰岛素敏感性下

降. 近年来研究表明脂肪组织还是一个重要的

内分泌代谢器官, 可分泌几十种生物活性因子[10], 
其中包括TNF-α, APN等, 他们在脂肪肝的发病

中起着重要作用[11-12]. 
TNF-α是由单核-巨噬细胞分泌的细胞因子, 

一般在机体炎症免疫反应时表达增加. 近年来的

研究发现TNF-α参与肥胖相关的IR, 肥胖者机体

过度地表达TNF-α, 并且与IR的程度呈正相关[13]. 
研究显示ob/ob鼠脂肪肝局部及血中TNF-α增

高, 输入TNF-α抗体可改善肝脏脂肪浸润, 改善

IR, 证明了TNF-α对肝脏的损害作用[14]. 本研究

相关分析表明TNF-α与FPG, FINS, IR呈显著正

相关, 逐步回归分析表明ISI, APN是其主要的

影响因素, 提示TNF-α与胰岛素敏感性指数及

APN浓度降低密切相关, 因各组患者体内均无

炎症、肿瘤、应激等导致其升高的情况, 故可

推测NAFLD患者血清TNF-α升高可能是由脂肪

组织分泌过多引起及APN因子的保护作用降低

所致; DFL组和FL组TNF-α水平明显高于NC组, 
且TNF-α水平随着脂肪肝由轻度、中度到重度

程度的加重而逐渐升高, 提示TNF-α在NAFLD
发生、发展中起重要作用. 深入研究TNF-α的致

病机制, 改善IR, 对预防、治疗NAFLD具有重要

意义[15].  
A P N是一种由脂肪细胞分泌、由A P M1

基因编码、具有脂肪组织特异性的血浆蛋 
白[16]. APN可以在血管壁受损处聚集, 并可以抑

制TNF-α诱导的黏附分子在血管内皮细胞的表

达; APN能抑制骨髓单核细胞的增殖, 并抑制吞

噬细胞活化和巨噬细胞产生TNF-α等炎性因子, 
从而发挥抗动脉硬化和抗炎症作用[17], 在2型糖

尿病、代谢综合征等与肥胖相关的I R中起重

要作用[18]. APN是目前已知的唯一1个与肥胖呈

负性相关的脂肪分泌蛋白, 肥胖者脂肪组织的

表 4 APN和TNF-α为因变量的多元逐步回归分析(stepwise法)

      
因变量      变量       B             SE                 b        t              P

APN 常数 12.283       1.382               -                   8.888       0.000

 TNF -0.042       0.009          -0.396 -4.760       0.000

 ApoA -2.177       1.021          -0.177 -2.133       0.035

TNF-α 常数 -91.529     27.620               -                -3.314       0.001

 ISI -70.023     13.292          -0.392 -5.268       0.000

 APN -2.539       0.698          -0.267 -3.641       0.000

 TG   4.274       2.057             0.152   2.078       0.040

■名词解释
1 非酒精性脂肪
肝病(NAFLD): 是
指除外酒精和其
他明确的损肝因
素所致的, 以弥漫
性肝细胞大泡性
脂肪变为主要特
征的临床病理综
合征. 
2  胰 岛 素 抵 抗
(IR): 是指胰岛素
作用的组织、器
官对一定量的胰
岛素不能产生正
常的生理生物学
反应作用, 即胰岛
素敏感性降低; 是
众多临床慢性代
谢疾病, 如2型糖
尿病、高血压、

脂质代谢紊乱等
的共同代谢缺陷; 
高胰岛素血症是
胰岛素抵抗的重
要标志.



www.wjgnet.com

林克荣, 等. 非酒精性脂肪肝患者血清肿瘤坏死因子-α、脂联素水平与胰岛素抵抗的相关性                                         2617

APN基因表达明显降低[19]. 本研究经多元逐步

回归分析显示TNF-α为影响APN水平的重要因

素, 提示体内的损害性因子的升高是导致APN
水平下降并进一步引发NAFLD的重要原因, 与
国外报道相同[20]. APN水平与IR的关系十分密

切, APN在一定程度上是一种依赖于糖浓度的胰

岛素促泌剂. 他通过抑制胰岛素在低糖环境下

的胰岛素分泌和促进高糖时的胰岛素分泌, 从
而起到对胰岛b细胞的保护作用[21]. 相关性分析

发现, APN与IR呈显著负相关, 与ISI呈显著正相

关, 提示APN可直接或间接提高胰岛素的敏感

性. 低脂联素血症是NAFLD及NASH的重要特

征, 在胰岛b细胞功能损害发展过程中起重要作

用[22]. APN的降低与肥胖和IR存在密切联系, 可
能是导致NAFLD发生的因素之一[23]. 但也有研

究认为在NASH的发生、发展过程中, 低脂联素

血症是不依赖于IR的独立特征[24]. 已有的研究

表明: APN, TNF-α在基因水平相互抑制彼此的

表达, 表现出许多相反的作用[25]. TNF-α是IR的
原因, 而APN增加胰岛素敏感性; APN有抗动脉

粥样硬化的作用[26], 而TNF-α有助于动脉硬化的

起始. 本研究结果显示APN与TNF-α显著负相

关, 提示APN与TNF-α可能有相互抑制的作用. 
研究表明APN与TNF-α在三维结构上具有相似

性使他们能在受体结合水平上互相竞争, 并且

两者共享最后的信号转导通路NF-kB信号通路, 
TNF-α通过抑制APN基因启动子的活性抑制脂

肪细胞分泌APN[27], 且其抑制作用呈时间剂量

依赖性[28]. 因此APN和TNF-α在胰岛素敏感性和

炎症方面的作用是相互拮抗的, 这两种脂质因

子系统的失衡是NAFLD发病机制的一个关键 
因素. 

总之 ,  N A F L D普遍存在肥胖、 I R、高

TNF-α血症及低APN血症, 但TNF-α的升高和

APN的降低与IR究竟何为因, 何为果? 其发生、

发展的内在具体机制是怎样的? 有待于更进一

步的深入研究.
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Abstract
AIM: To investigate the clinical value of the 
intensity of tumor budding, and to assess the 
relationship between the intensity of tumor 
budding and prognosis and biological behavior 
in colorectal carcinoma.

METHODS: The relationship between the inten-
sity of tumor budding and prognosis and biolog-
ical behavior was retrospectively studied in 94 
patients with colorectal cancer who underwent 
radical excision from January 2000 to December 
2001.

RESULTS: The intensity of tumor budding cor-
related with lymph node metastasis (P < 0.001), 
depth of cancer invasion (P = 0.004), and tumor 
differentiation (P = 0.03). Five-year survival rates 
in different groups were significantly different 
between high- and low-grade budding (20% vs 

90%), the T2 (33% vs 90%) and T3 (26% vs 90%) 
phases, and swelling (33% vs 88%) and ulcer (18% 
vs 91%) types. Further, histological grade I was 
25% vs 92% for high- and low-grade budding, 
respectively. High- and low-grade budding were 
related to growth and recurrence (P < 0.001). 
Multivariate Cox model analysis showed that 
the intensity of tumor budding was a significant 
independent prognostic factor.

CONCLUSION: The intensity of tumor budding 
is an objective, simple and reproducible indica-
tor, as well as a good index for estimating prog-
nosis and any aggressive biological behavior of 
colorectal cancer.

Key Words: Tumor budding; Diagnosis and treat-
ment of colorectal carcinoma; Evaluation of prog-
nosis; Pathological diagnosis

Gao ZH, Wang ZN, Wang MX. Relationship between 
tumor budding and prognosis and biological behavior 
of colorectal cancer. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(24): 2619-2625

摘要
目的: 探讨肿瘤芽殖强度与大肠癌生物学行
为及预后的关系及其临床应用价值. 

方法: 回顾性调查施行根治手术并具有完整
临床病理资料的大肠癌94例, 分析肿瘤芽殖强
度与患者预后及反映大肠癌生物学行为的病
理因素间的相关性. 

结 果 :  肿 瘤 芽 殖 强 度 与 淋 巴 结 转 移 数
(P <0.001)、浸润深度(P  = 0.004)、肿瘤分化(P  
= 0.03)相关; 高和低芽殖组间(20% vs  90%), 
T2 (33% vs  90%)和T3 (26% vs  90%)期, 隆起型
(33% vs  88%)和溃疡型(18% vs  91%), 组织学
分级1级(即高分化腺癌)(25% vs  92%)的高、

低芽殖组间5 a生存率差异具有极显著意义
(P <0.001); 高低芽殖组在肿瘤复发病例分布
中有显著性差异(P <0.001). Cox模型分析表明
肿瘤芽殖强度是反映大肠癌预后的独立指标
之一.
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■背景资料
大肠癌是常见的
恶性肿瘤, 发病率
高, 预后差. 在临
床实践中我们会
经常看到相同的
Dukes分期, 甚至
相同的T分期及N
分期的患者预后
却 截 然 不 同 .  因
此, 有必要寻找一
个能够代表大肠
癌恶性侵袭性生
物学行为, 反映其
预后更加敏感的
指标; 以便临床选
择更合理的治疗
方案, 更准确的判
断预后.



结论:  肿瘤芽殖强度是反映大肠癌恶性生
物学行为和估计预后的良好指标, 并具有简
单、客观、易操作、较好的可重复性及易于
推广应用的特点.

关键词: 肿瘤芽殖; 大肠癌诊疗; 预后评估; 病理 
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0  引言

大肠癌是常见的恶性肿瘤, 发病率高, 预后差, 
其复发和转移是影响患者疗效和预后的首要因

素. 肿瘤芽殖是浸润转移过程的第一步, 即癌细

胞与原发癌灶脱离. Morodomi et al [1]首先提出肿

瘤芽殖的概念, 即位于浸润前缘孤立的单个癌

细胞或少于5个癌细胞的癌细胞簇. 本文回顾性

调查中国医科大学肿瘤外科施行根治手术并具

有完整临床病理资料大肠癌病例, 分析其肿瘤

芽殖的有无及强度与大肠癌生物学行为及预后

的关系, 旨在为早期预测复发转移和制定合理

的治疗方案提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 2000-01/2001-12中国医科大学肿瘤外

科施行根治手术大肠癌患者94例, 男50例, 女44
例, 平均年龄57.5(36-86)岁. 入选病例术后均系

统门诊复查随诊, 术后复发转移情况明确, 复发

转移病例经临床、CT、B超、X线摄片等诊断, 
随访期间≥5 a.
1.2 方法 入选病例的病理淋巴结检测均大于12
个. 大肠癌大体类型、组织学分型、组织学分

级均按WHO 2000年分类标准进行. T分期、N分

期、TNM分期均按1997年UICC的TNM分期标

准执行. Dukes分期按全国大肠癌病理研究协作

组最新修订标准. 芽殖存在与否根据Ueno et al [2]

的标准判定, 即一个孤立的单个癌细胞或由少

于5个癌细胞组成的一个癌细胞簇显现从大的

癌体浸润前缘的发芽. 
对于肿瘤芽殖的定量[3]: 每例病理片用低倍

光镜(×10倍物镜)细查, 并选择3个最高密度区, 
再用20倍物镜计数每个区域的芽殖灶数量, 以
其中数量最多的作为该例肿瘤芽殖的程度, 并
用强度这个名词代表; 按芽殖强度<10和≥10把
患者分成2组. 生存时间, 以手术日至末次随访
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的时间为准.
统计学处理 采用c2检验分析变量之间的联

系, 利用kaplan-Meier方法计算术后5 a生存率并

绘制生存曲线; 应用Log-rank方法比较各组间

生存曲线差异. 用Cox比例风险模型分析变量对

预后独立影响的作用, 统计分析采用SPSS13.0 
软件.

2  结果

2.1 大肠癌HE染色典型芽殖图片 在肿瘤浸润前

缘可见散在的芽殖灶(图1).
2.2 芽殖强度的分布、发生率、与临床病理指

标的关系 在观察的病例中, 肿瘤芽殖强度<5的
病例出现的频率最多, 约占50%; 其次, 芽殖强度

5-9之间组, 约占20.2%(图2). 芽殖强度≥10组约

占29.8%. 肿瘤芽殖强度分布与淋巴结转移数、

Dukes分期、TNM分期(P <0.0001)、浸润深度(P 
= 0.004)、肿瘤分化(P = 0.03)等有显著性相关, 
而与年龄、性别、肿瘤最大直径、生长方式、

肿瘤类型等无显著性关系(表1).
2.3 肿瘤芽殖和术后生存率的关系 高芽殖组

(budding≥10)与低芽殖组(budding<10)患者5 a
生存率分别为20%和90%, 生存曲线的差异有显

著性意义(P <0.0001); 随着芽殖强度的增加术后

生存率逐渐下降(图3A).Ⅱ期高芽殖组与低芽殖

组生存曲线的差异亦有显著意义(P <0.001)(图
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■研发前沿
肿瘤芽殖的分子
机制及在肿瘤复
发和转移过程中
的作用, 是目前的
研究热点.

图 1 大肠癌病理图片(HE×100). A: 肿瘤浸润前缘未见芽殖

细胞; B: 如箭头所示肿瘤浸润前缘可见多个芽殖细胞.
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3B); 而Ⅱ期芽殖组与Ⅲ期生存曲线间的差异无

统计学意义(图3C, P = 0.116).
2.4 T分期与芽殖强度的关系 T2期高芽殖组与低

芽殖组术后5 a生存率分别为33%和90%, 生存

曲线间的差异有显著性意义(P <0.001, 图4A); T3

期高芽殖组与低芽殖组术后5 a生存率分别为

26%和90%, 生存曲线间的差异亦有显著意义

■创新盘点
本文首次报道, 肿
瘤芽殖强度与大
体类型、组织学
分级、生长方式
等代表大肠癌恶
性侵袭性生物学
行为病理参数的
联系.

表 1 肿瘤芽殖和临床病理因素之间的关系

      
                                               肿瘤芽殖强度分组        

                                                  0-9            ≥10           

年龄1              57.5        56.89        58.93         NS

性别  

    男              50           39             11             0.078

    女              44           27             17 

肿瘤最大直径         5.631      5.618        5.661       NS

肿瘤类型  

    腺癌               73           50              23           0.497

    黏液腺癌           21           16                5 

分化 

    高分化(1级)       48           38             10             0.03

    中分化(2级)       21           10             11 

    低分化(3级)       25           18               7 

淋巴结转移数量

    0个              57           50               7          <0.0001

    1-3个              19           12               7 

    ≥4个              18             4             14 

生长方式   

    膨胀型              48           34             14             0.921

    浸润型              46           32             14 

淋巴管浸润

    无              87           63              24            0.1

    有                7             3                4 

脉管浸润

    无              85           62              23            0.075

    有                9             4                5 

浸润深度

    pT2              23           20                3            0.004

    pT3              61           43              18 

    pT4              10             3                7 

Dukes分期

    A期              18           18                0         <0.0001

    B期              39           32                7 

    C1期              19           12                7 

    C2期              18             4              14 

TNM分期

    Ⅰ期              18           18                0         <0.0001

    Ⅱ期              39           32                7 

    Ⅲ期              37           16              21 

1 平均数; NS(差别无显著意义).

临床病理因素            n                                                  P 值

图 3 肿瘤芽殖和术后生存率的关系. A: 高低芽殖组比

较的生存曲线; B: TNM分期Ⅱ期高低芽殖组生存曲线; C:  

TNM分期Ⅱ期芽殖组与Ⅲ期生存曲线.
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图 2 不同芽殖强度的患者分布.
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(P <0.001, 图4B). 
2.5 大体类型与芽殖强度的关系 隆起型高低芽

殖组间比较术后5 a生存率分别为33%和88%, 
生存曲线间的差异有显著性意义(P <0.0001, 图
5A); 溃疡型高低芽殖组间比较术后5 a生存率分

别为18%和91%, 生存曲线间的差异也具有显著

性意义(P <0.0001, 图5B).
2.6 组织学分级与芽殖强度的关系 组织学分级1
级(即高分化腺癌)高低芽殖组术后5 a生存率分

别为25%和92%, 2组生存曲线间的差异有显著

性意义(P <0.0001, 图6A). 组织学分级1级高芽殖

组与组织学分级2级(即中分化腺癌)组生存曲线

间的差异有显著性意义(P = 0.015, 图6B), 前者

较后者预后更差.
2.7 生长方式与芽殖强度的关系 膨胀型生长高

低芽殖组间生存曲线间的差异具有显著性意义

(P <0.001, 图7A). 浸润型生长高低芽殖组间生存

曲线间的差异也具有非常显著性意义(P <0.001, 
图7B).
2.8 肿瘤芽殖和术后复发的关系 肿瘤芽殖强

度与肝 ,  肺 ,  骨等血源性复发有显著相关性

(P <0.001); 亦与局部复发, 腹膜复发等非血源性

复发有显著相关性(P = 0.012); 与术后总复发也

存在显著相关性(P <0.001, 表2). 
2.9 Cox比例风险模型的多因素生存分析 如表3, 
根据Cox比例风险模型的多因素分析, 肿瘤芽殖

与淋巴结转移数量、肿瘤分化程度、浸润深度

等临床病理指标一起被做为独立变量. 肿瘤芽

殖强度是影响大肠癌预后的最主要独立变量之

一(相对危险度: 40.574; 相对危险度的95%置信

图 4 T分期与高低芽殖强度组的生存曲线. A: T2期; B: T3期.

图 5 大体类型与高低芽殖强度组的生存曲线. A: 隆起型; B: 溃疡型.

■应用要点
肿瘤芽殖在常规
HE染色病理片下
就可观察, 其检测
简单、易操作、

有较好的可重复
性 ,  并 客 观、实
用, 易于推广. 可
作为临床判断预
后和指导治疗的
有效指标.
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表 2 治愈性切除术后复发方式和肿瘤芽殖强度的关系

      
                                   n                 

                              芽殖(0-9) 芽殖(≥10) 

血源性  有   3       17            <0.001

             无 63       11 

非血源  有   1         4               0.012

             无 65       24 

总复发  有   4       21            <0.001

             无 62         7 

复发方式                                                                        P 值
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区间: 9.222-178.516; P <0.001).

3  讨论

目前, 在临床上对大肠癌最常用的分期方法是

Dukes分期和TNM分期. 他们是指导大肠癌临床

合理治疗和判断预后的重要分期系统, 主要包

括肿瘤浸润深度和淋巴结转移2个参数, 被普遍

作为判断大肠癌预后的最佳指标. 但是, 在临床

实践中我们会经常看到相同的Dukes分期, 甚至

相同的T分期及N分期的患者预后却截然不同. 
因此, 有必要寻找一个能够代表大肠癌恶性侵

袭性生物学行为, 反映其预后更加敏感的指标; 

以便临床选择更合理的治疗方案, 更准确的判

断预后. 多年来外科及病理学者们一直致力于

寻找一种反映恶性肿瘤生物学行为的敏感指标

及合理的肿瘤分期方法. 人们研究发现实体瘤

浸润和转移的第一步是浸润前缘的去分化和离

解, 随后肿瘤细胞移行出主瘤体[4]. Zmai于1949
年首先描述了在肿瘤浸润前缘的芽殖这一病理

特征. 随后许多研究者注意到了这种组织学现

象, 并用肿瘤芽殖这一名称代表这一事件, 报道

了这种组织学特征及其与转移[1-2,9-11]和长期生存

率[3,6,12-15]的关系. Morodomi et al [1]提出肿瘤芽殖

的概念, 即肿瘤浸润前缘孤立的单个癌细胞或

图 7 生长方式与高低芽殖强度组的生存曲线. A: 膨胀型; B: 浸润型.

■名词解释
肿瘤芽殖: 即位于
浸润前缘孤立的
单个癌细胞或少
于5个癌细胞的癌
细胞簇.

图 6 组织学分级与高低芽殖强度组的生存曲线. A: 组织学分级1级; B: 组织学分级1级高芽殖组与组织学分级2级比较的生

存曲线.
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表 3 Cox比例风险模型的多因素生存分析

      
变量              回归系数(B)      c2       P 值 相对危险度(RR)    相对危险度的95%置信区间(CI)

肿瘤芽殖                 3.703 23.999   <0.001       40.574       9.222-178.516

淋巴结转移数量 1.128   6.681     0.010         3.089       1.313-7.265

分化                 2.189   4.390     0.036         8.927       1.152-69.190

浸润深度                 0.771   4.072     0.044         2.162       1.022-4.574 
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少于5个癌细胞的癌细胞簇. 本研究表明, 肿瘤

芽殖与淋巴结转移数[16-17]、 Dukes分期、TNM
分期(P <0.0001)、浸润深度(P = 0.004)、肿瘤分

化(P = 0.03)等临床病理指标有显著性相关; 此
结果与研究类似[2-3,6,18-21]. 相同TNM分期高芽殖

组与低芽殖组预后的差异具有显著性(P <0.001), 
Ⅱ期芽殖组与Ⅲ期病例预后差异无显著性(P = 
0.116)[6-8], 提示肿瘤芽殖的有无及其强度可能

是判断预后的良好指标. 相同T分期高芽殖组与

低芽殖组预后的差异具有显著性(P <0.001); 相
同大体类型高芽殖组与低芽殖组预后差异显著

(P <0.001); 相同生长方式高芽殖组与低芽殖组

预后差异显著(P <0.001); 提示肿瘤芽殖强度是

独立于T分期、 大体类型、 生长方式等代表大

肠癌恶性侵袭性生物学行为的又一良好参数. 
相同组织学分级中高芽殖组较低芽殖组预后明

显差(P <0.0001); 高分化高芽殖组与中分化组生

存曲线间的差异有显著性意义(P = 0.015), 前者

较后者预后更差, 提示肿瘤芽殖强度较组织学

分级可能更好地反映大肠癌恶性侵袭性生物学

行为. 肿瘤芽殖强度和术后复发关系的研究表

明高芽殖组术后复发率明显高于低芽殖组, 2组
间的差异具有非常显著性意义[3-8](P = 0.001), 提
示肿瘤芽殖强度是预测肿瘤复发和转移的良好

指标.
为了探讨肿瘤芽殖强度与影响大肠癌预后

因素的关系, 本研究采用了UICC推荐的Cox模
型进行多因素分析, 结果表明, 肿瘤芽殖强度可

能是反映大肠癌预后最主要的独立指标.
我们认为肿瘤芽殖强度较好地反映了大肠

癌的生物学行为, 是指导大肠癌治疗、判断预

后的良好指标, 其检测简单、易操作、有较好

的可重复性, 并客观、实用, 易于推广. 我们的

结果提示芽殖能为临床提供较为可信的预后评

估, 可能是分级系统的一个重要参数, 可在大肠

癌常规病理检查中采用并推广.
我们研究结果受取材及切片数量等因素的

影响, 且肿瘤芽殖确切的分子机制目前仍不清

楚[13,22], 我们将在进一步研究中应用组织微阵列

技术, 增加样本量, 以期提高结果的可靠性, 从基

因和分子水平进一步探讨肿瘤芽殖的发生机制.
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Abstract
The current near epidemic prevalence of obesity 
and diabetes mellitus in the general population 
has meant that non-alcoholic fatty liver disease 
(NAFLD) has become the most common cause of 
chronic liver disease in many countries. NAFLD 
includes a broad spectrum of liver abnormali-
ties, ranging from simple steatosis, which has a 
benign course, to non-alcoholic steatohepatitis, 
which includes necroinflammatory changes and 
fibrosis. Currently, liver biopsy is the gold stan-
dard diagnostic test for liver fibrosis, but due to 
its limitations, there is a need to develop effec-
tive non-invasive tests. With the global increase 
in cases of fatty liver disease, people now pay 
more attention to non-invasive diagnostic tests. 
This review considers the recent advances in 
the role of magnetic resonance imaging for the 
evaluation of fatty liver disease. 

Key Words: Non-alcoholic fatty liver disease; Mag-

netic resonance imaging

Tian Y, Fan ZP, Gu HY. Application of magnetic 
resonance imaging to diagnosis of fatty liver disease. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(24): 2626-2630

摘要
随着人群中肥胖及糖尿病发病率的升高, 非酒
精性脂肪性肝病(NAFLD)在众多国家成为最
常见的慢性肝病. 疾病谱随病程的进展表现不
一, 包括单纯脂肪肝、脂肪性肝炎、脂肪性肝
纤维化和肝硬化. 虽然单纯性脂肪肝的预后良
好, 但是脂肪性肝炎仍可进一步发展成肝硬
化、肝癌, 甚至发生肝衰竭而导致死亡, 所以
对脂肪肝及相关肝病的诊断越发受到人们重
视. 目前肝脏活检是诊断脂肪肝的金标准, 但
是由于活检自身的限制需要发展有效的非侵
入性检查方法. 其中, 磁共振技术作为一项非
侵入性检查手段, 在对脂肪性肝病的早期诊断
方面具有广阔的应用前景. 本文主要从三方面
列举并评估了磁共振技术对脂肪性肝病的诊
断进展. 

关键词: 非酒精性脂肪性肝病; 磁共振技术

田艳, 范竹萍, 顾海燕. 磁共振技术对脂肪性肝病诊断的进

展. 世界华人消化杂志  2007;15(24):2626-2630
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0  引言

脂肪肝在人群中的发病率很高(约15%), 其中大

量饮酒者(每天>60 g)发病率45%, 肥胖者(体质

量指数BMI>30)发病率75%, 而肥胖且大量饮

酒者发病率高达95%[1]. 虽然单纯性脂肪肝预后

良好, 但是脂肪性肝炎仍可发展为肝纤维化、

肝硬化. 所以临床上对脂肪肝的早期诊断与检

测有着十分重要的意义. 由于可以评价脂肪性

肝病的脂肪变、炎症和纤维化程度, 肝活检一

直被作为诊断脂肪性肝病的金标准. 但肝活检

是一项创伤性检查, 患者依从性差, 且存在取样

少、取样误差、不能应用于某些特殊患者及存

在并发症危险(如感染、出血、胆管漏)等缺点, 

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝病(NAFLD)是
一类肝组织学改
变与酒精性肝病
相似, 但无过量饮
酒史的临床病理
综合征, 主要包括
单纯性脂肪肝、

非酒精性脂肪性
肝炎(NASH)和脂
肪 性 肝 硬 化 3 种
类型 .  NAFLD患
者症状隐匿或轻
微常不被重视,存
在不良预后. 对其
诊断主要通过饮
酒史、生化学指
标、影像学检查
及组织学检查. 而
影像学作为一项
非侵入性检查手
段, 有着重要的诊
断价值.
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因此限制了肝穿刺在临床上的广泛应用[2-4]. 目
前临床上使用的脂肪性肝病非创伤性诊断方法

有超声、CT、MRI等, 其中磁共振成像(MRI)
技术更具有开拓性. 磁共振技术没有放射性危

害, 并且MRI信号强度是多种组织特征参数的可

变函数, 他所反映的病理生理较超声和CT更广

泛、更有灵活性[1,5-6]. 磁共振成像技术在脂肪肝

定量诊断方面已有广泛的应用[7], 本综述在脂肪

肝定量诊断的基础上, 增加了对脂肪性肝病的

炎症及纤维化磁共振诊断的应用, 以说明磁共

振技术作为脂肪性肝病非创伤性检查的目前情

况和发展前景.

1  对肝内脂肪的定量诊断

1.1 磁共振脂肪抑制技术 在一定条件下, 脂肪

和水以相同或相反相位发生共振, 所获的相应

图像为IP像(in-phase image)或OP像(out-phase 
image). IP像上脂肪和水信号相加; 而在OP像上

两者信号相互抵消, 因此观察IP像和OP像上组

织信号有无下降可推测该组织是否含有脂质[8-9]. 
Qayyum et al [10]把脂肪肝患者分为伴肝纤维化

及无肝纤维化, 结合组织病理做统计分析, 比较

两种MRI定量诊断方法. 方法1采用屏气同相位

与反相位T1加权梯度回波序列, 观测T1WI同相

位与反相位像上的信号变化, 得到肝脏信号强

度衰减率(1iver signal intensity attenuation ratio, 
SILAR). 方法2快速自旋回波序列结合脂肪饱和

与不用脂肪饱和, 观测T2值的变化. 得出结论, 
对于无纤维化的脂肪肝患者, 方法2比方法1更
有相关性; 对于伴纤维化的脂肪肝患者, 只有方

法2有相关性. 因此, 利用脂肪饱和快速自旋回

波序列获得T2值的变化, 是较好的MRI脂肪肝

定量诊断方法, 尤其对于伴肝纤维化的脂肪肝

患者[8]. Hussain et al [11]用双脉冲角度(70度20度)
和梯度回波序列获得IP像和OP像. 这一技术可

以快速获得全肝的IP像和OP像, 而且IP像和OP
像同时获得. 同时用软件重建了肝脏脂肪分数

图, 并用彩色图像表示脂肪含量的百分数值. 因
此用肉眼观察IP像和OP像的变化或者测量信号

强度的衰减值, 就能定量肝内的脂质含量. 这是

一种快速、准确的脂肪肝定量的方法. Rinella  
et al [12]采用双梯度回波、化学位移梯度回波成

像, 定量测定肝脏捐献者肝脏的脂肪含量及其

脂肪变程度, 并与病理活检对照, 发现磁共振成

像脂肪变指标与病理活检脂肪变分级呈正相关, 
相关系数为0.84; 脂肪含量大于0.2者可明确诊

断脂肪肝, 而对于病理活检脂肪含量在15%左右

的则无法测得. 该作者提出, 结合脂肪饱和法能

进一步加强MRI诊断的准确性. 在成人可以测

量腰臀比估计内脏脂肪含量, 但在儿童不适用. 
Fishbein et al [13]在Dixson法的基础上结合快速梯

度回波技术, 测定非酒精性脂肪性肝病的儿童

肝内脂肪含量和体内脂肪分布情况. 
1.2 1H磁共振波谱分析(MRS) 1984年Dixon J首
先提出化学位移成像, 运用化学位移的方法研

究分子结构即为频谱分析. 磁共振波谱分析技

术是利用体内含奇数质子的原子核自身的磁性

及外加磁场的作用使其磁化及振动, 产生磁共

振信号, 经傅立叶公式转换成频率(波谱). 原子

核的共振频率与磁场强度成正比, 但原子核并

非孤立存在, 位于不同种类化学键上的原子会

产生不同频率的信号. 因分子环境(即核外电子

结构)不同引起共振频率上的差异, 称作化学位

移. 由于这种化学位移, 在磁共振中的峰值也会

有微小变化, 这些变化经磁共振扫描仪采集后

转化为数值波谱, 并代表相应代谢物浓度. 目前

体内用于磁共振波谱分析的含奇数质子的原子

核有氢1H、碳13C、磷31P、氮15N、氟19F等, 其中
1H和31P是最常用的. 

磁共振氢质子波谱是一种无创性获得活体

生理及病理物质代谢的检查方法, 越来越广泛

的应用于临床. 用于检测氢质子波谱的MR有

多种序列, 包括深度分辨表面线圈波谱(depth-
resolved surface coil spectroscopy, DRESS)、点

分辨表面线圈波谱(point-resolved surface coil 
spectroscopy, PRESS)、空间分辨波谱(spatially 
resolved spectroscopy, SPARS)和激励回波采集

方式(stimulated-echo method, STEAM). 
近年来 ,  1H-M R S已经被用于脂肪性肝

病的脂质定量诊断, 可以直接测定肝内T G含 
量[14]. Thomas et al [15]采用PRESS序列(TR1500 
ms/TE135 ms), 20 mm×20 mm×20 mm VOI, 
128次信号激励的1H-MRS检测了24例肝内脂肪

含量. 其中11例为活检证实的脂肪肝, 23例为健

康志愿者. 使用MRUI软件包内的AMARES规则

分析得到的数值波谱. 证实健康志愿者的甘油

三酯(TG)含量显著低于脂肪肝患者(P  = 0.02). 
Szczepaniak et al [16]应用1H-MRS多次检测2349例
志愿者肝内TG含量, 发现重复测定的TG含量之

间高度相关(r = 0.99, P <0.001), 测量值间变异系

数仅8.5, 说明1H-MRS具有很好的可重复性, 进
一步证实了是定量诊断脂肪性肝病的可靠方法. 

■研发前沿
肝纤维化早期诊
断的非侵入性检
查逐渐受到重视, 
磁共振成像技术
中的弹性成像技
术的应用, 显示出
良好的研究和应
用前景. 他提供了
一种全新的无创
性反映组织生物
力学特性的检查
手段, 这是其他检
查方法都无法实
现的.
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脂肪肝患者可在单纯性脂肪肝的基础上伴

发炎症、坏死及肝纤维化甚至肝硬化, 因此早

期诊断肝内炎症及纤维化的发生尤其重要. 磁
共振技术作为一项非侵入性的检查手段, 不但

可以对脂肪肝进行定量诊断, 还可以对肝内炎

症及纤维化的程度进行诊断[17-18].

2  脂肪肝伴发炎症的诊断

人在体肝脏MRS中, 研究相对较多的是31P谱, 肝
脏31P谱有6个主要波峰, 即磷酸单脂(PME)、磷

酸二脂(PDE)、无机磷(Pi)、3个三磷酸腺苷(a-
ATP, b-ATP, g-ATP). 磷脂细胞膜前体(包括磷酸

胆碱PC, 磷酸乙醇胺PE)、单磷酸腺苷AMP、糖

酵解中间物(如6-磷酸-果糖)组成PME波峰. 磷脂

细胞膜崩解产物, 包括甘油磷酰胆碱(GPC)、甘

油磷酰乙醇胺(GPE)和来自内质网的磷脂, 组成

PDE波峰. 因此, PME和PDE的信号主要反映细

胞的崩解与再生. 而Pi和ATP主要反映能量代谢

信息[19]. 
人在体肝脏31P MRS的研究主要应用代谢产

物的比值. PME的信号主要来自于细胞膜的前

体, PDE的信号主要来自细胞膜的崩解产物. 因
此, PME/PDE的比值可以反映肝细胞损伤及再

生的情况. Corbin et al [20]对慢性肝病的小鼠模型

使用31P MRS检查, 结果表明在从慢性肝病到肝

硬化的过程中, 肝内ATP水平呈进行性减少. 因
此, 说明肝脏31P MRS可以对慢性肝病的小鼠提

供一个非侵入性诊断方法. Ishak et al [21]研究发

现PME/PDE比值升高与肝炎症坏死相关, 可以

反映肝脏慢性炎症的组织学变化程度. Cortez-
Pinto et al [22]对8例非酒精性脂肪肝患者和7例健

康者进行研究, 得出结论, 非酒精性脂肪性肝炎

患者在静脉内注射果糖后ATP耗竭的恢复能力

降低. van Wassenaer-van Hall et al [23]对38例有

不同弥漫性肝病的患者和22例健康者, 进行31P 
MRS与血清学、临床症状和肝脏活检的相关分

析, 发现PME/Pi与肝活检的炎症和坏死相关. 得
出结论, 31P MRS对弥漫性肝病患者的诊断有限, 
但是可以用于评估其存在的炎症. 31P MRS可提

供很多肝组织的生化信息, 反映脂肪肝所处的

炎症状态, 是一种有价值的非侵入性检查方法, 
但目前还缺少大样本的临床研究[24]. 

3  对脂肪肝进展为纤维化的早期诊断

脂肪性肝病在临床上常见, 虽然单纯性脂肪肝

预后良好, 但脂肪肝特别是伴发炎症和坏死的

大泡性脂肪变可以进展为肝纤维化、肝硬化、

甚至肝细胞癌[25]. 脂肪性肝病中发生肝纤维化的

早期诊断非常重要, 但目前诊断的金标准仍是

肝活检. 因此, 有必要发展一种非侵入性的检查

手段, 不但可以避免活检侵入性损伤引起的并

发症, 还有利于观察疾病的发展及治疗的效果, 
弹性测定技术是一项极有发展前景的技术. 其
中, 超声弹性成像是发展较早的一种影像方法, 
但其信噪比和侧向分辨力较低, 而且受到观察

窗限制. 与超声弹性成像技术比较, 磁共振弹性

成像(MRE)具有更多的优势. 这得益于磁共振技

术的发展, 比如不需要“声窗”, 可以对肝内脂

肪含量进行定量诊断, 并可以同时显示传统的

肝脏磁共振图像[26]. 
3.1 MRE的基本原理 疾病状态可以明显地改变

正常组织的弹性, 从而使正常组织和病理组织

的弹性产生较大差异; 人体不同组织之间弹性

模量的差异程度明显大于其他物理特性. MRE
因能够提供软组织(如肝、脑、肌肉、实性肿

瘤等)弹性模量的定量信息, 已经在生物和医学

领域受到了极大的关注[27]. MRE采用外部激发

装置产生低频率剪切波在介质内传播, 介质的

弹性与在该介质中所传播的剪切波的波长相关, 
从而可获得弹性模量的量化值. 相位图通过图

像处理后估算出局部剪切波的波长, 才能转化

为弹性图, MRE的相位图可显示剪切波在介质

内的传播, 弹性图可量化和显示介质的弹性模

量[28-30]. 
3.2 MRE在脂肪性肝病中的应用 1995年Muthu-
pillai et al [31]报道, 应用相位对比MRI技术显示了

剪切波在体模中的传播, 并通过估算相位图像

中剪切波的波长, 得到了体模中模拟材料的剪

切模量, 与力学方法测量的结果有高度相关性. 
Hamhaber et al [32]对类组织琼脂糖凝胶模型进行

MRE和机械压缩试验, 对两者的值进行比较分

析, 两种方法测量结果高度一致. 磁共振弹性技

术越来越引起相关研究人员的关注. 
MRE的研究多采用体模、动物离体器官等. 

Othman et al [33]把MRE应用到显微镜水平, 即显

微磁共振弹性成像(microscopic magnetic reso-
nance elastography, µMRE)技术. µMRE可以应用

琼脂糖凝胶模型、青蛙卵母细胞、组织工程的

脂肪组织等, 进行弹性测定研究. µMRE可以为

目前的MRE技术提供关于正常组织和异常组织

的基本定量弹性模量信息, 更好地为临床服务. 
目前一些研究者已开展了初步临床研究, Rou-

■创新盘点
本文从更广泛更
深入的方面, 描述
了磁共振技术对
脂肪性肝病诊断
的现状及展望. 包
括对肝脏脂肪定
量、炎症及纤维
化方面的应用, 引
用文献均来自最
近国外发表的文
章, 力求追踪最新
的热点.

■应用要点
随着医学影像学
技术的发展及临
床应用, 脂肪肝早
期诊断的灵敏度
和特异性不断提
高 .  本 文 对 脂 肪
性肝病的磁共振
诊断方面作一综
述, 为临床早期诊
断、系统治疗后
的疗效评价提供
可靠的评估手段.
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viere et al [34]对12例健康人和12例慢性肝病患者

进行研究, 得出健康人肝脏弹性1.7-2.4(平均2.0
±0.3) kPa; 而被活检证实有肝纤维化的肝病患

者, 其肝脏弹性2.7-19.2(平均5.6±5.0) kPa; 健
康组与患者组的肝脏弹性值差异有统计学意义

(P <0.001). 从而提出, MRE可以是诊断评估弥漫

性肝纤维化的非侵入诊断方法, 但是还需要进

一步的研究以确定他的敏感度和特异度. Huwart 
et al [35]对25例怀疑慢性肝病患者进行肝活检, 根
据Metavir评分系统进行纤维化分期, 并对这些

患者进行磁共振弹性成像检查. 通过放置在患

者背部的探头, 发射65 Hz机械波达到肝脏, 相位

图经过图像处理后得到剪切弹性图. 得出结论: 
(1)肝脏平均剪切弹性随着肝纤维化程度的升高

而升高, F0-F1期11例患者的弹性值为2.2±0.2 
kPa, F2-F3期4例患者弹性值为2.6±0.2 kPa, F4
期10例患者弹性值为4.7±1.6 kPa. (2)各组之间

的弹性值的差别有统计学意义(P≤0.05). 进一步

说明MRE是估计肝纤维化分期可行的非侵入性

方法. MRE作为一种新的能直观显示和量化组

织弹性的非侵入性成像方法, 尽管在肝脏方面

的研究尚处于起步阶段, 但显示出良好的研究

和应用前景.

4  展望

磁共振技术作为一项非侵入性的诊断技术, 可
以进行脂肪定量、炎症和纤维化的诊断, 在脂

肪性肝病的诊断中有着重要的应用价值及发展

前景[36-37]. 但在脂肪性肝病的临床应用方面, 磁
共振波谱分析及磁共振弹性成像技术还多为小

样本研究, 有待进一步开展一系列的研究以深

入探讨他们在脂肪性肝病诊断中的应用.
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■同行评价
本文对MRI在脂
肪性肝病诊断方
面的研究与应用
作了较全面的综
述, 论点清晰, 论
据较充分, 对于临
床应用MRI诊断
脂肪性肝病有一
定的参考价值.
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Abstract
A growing body of evidence suggests that al-
most all tumors result from both epigenetic 
abnormality and gene mutation, which then pro-
mote tumor progression. Epigenetic abnormality 
mainly includes changes in DNA methylation 
and the modification of histone. These two regu-
latory modes and the corresponding interacting 
network between them can lead to the loss of 
imprinting, chromatin remodeling, transcrip-
tion of repeat sequences, abnormal activation of 
genes, and inactivation of tumor suppressors. 
Furthermore, they also have a vital role in aber-
rant cell proliferation and in the earliest stages 
of tumorigenesis. Research into yeast models 
provides a basis for a better understanding and 
definition of cancer stem cells and the relative 
molecular mechanisms that induce tumors. Re-
search in the field of tumor epigenetics shows 
promise as a way to understand the various 
characteristics of tumors, to optimize the early 
diagnosis of tumors, and to improve the progno-
sis for patients with tumors. 

Key Words: Epigenetics; Tumor; DNA methylation; 

Histone modification

Zheng D, Liu BB, Liu YK. Research progress in the field 
of tumor epigenetics. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 
15(24): 2631-2637

摘要
对肿瘤研究的不断深入使人们认识到几乎所
有人类肿瘤都是由表观遗传学异常与基因改
变共同引起并促进其演变的. 表观遗传学改变
主要包括DNA甲基化改变和组蛋白修饰, 这
两种调控模式本身及之间的相互作用网络可
导致印记丢失, 染色质重塑, 非必需重复序列
的转录、基因的异常活化以及抑制肿瘤发生
和演进基因的异常沉默等, 在异常的克隆性增
生和癌性增生的级联事件起始中发挥重要作
用, 在酵母模型中的研究更深入的理解了肿瘤
干细胞的定义以及引起肿瘤的相关分子机制. 
表观遗传学的研究为进一步了解肿瘤的各种
特性, 优化肿瘤的早期诊断, 改善肿瘤的预后
提供了新的策略. 

关键词: 表观遗传学; 肿瘤; DNA甲基化; 组蛋白 

修饰

郑丹, 刘彬彬, 刘银坤. 肿瘤表观遗传学研究进展. 世界华人消

化杂志  2007;15(24):2631-2637

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/2631.asp

0  引言

表观遗传是指表型状态发生改变而基因型未发

生变化, 有可逆潜能, 但是在细胞分化期间通常

保持稳定, 是一种对肿瘤演进具有重要作用的

可遗传的基因表达模式. 他在整体上可以影响

染色体的包装, 局部则影响与肿瘤发生、发展

相关的重要基因的转录. 最新的研究表明, 肿瘤

表观遗传改变在干细胞的基因表达上发挥举足

轻重的作用, 通过DNA甲基化和组蛋白修饰协

同作用促进肿瘤发生.

1  肿瘤表观遗传异常在肿瘤演进中的地位

研究表明, 几乎所有类型的人类肿瘤中都存在
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■背景资料
几乎所有人类肿
瘤都是由表观遗
传学异常与基因
改变共同引起并
促进其演变的. 与
染色质相关的异
常变化常出现在
恶性肿瘤产生之
前 .  DNA甲基化
改变和组蛋白修
饰, 这两种表观遗
传学改变及之间
相互作用网络可
导致印记丢失, 染
色质重塑, 基因的
异常活化以及沉
默等, 在异常的克
隆性增生和癌性
增生的级联事件
起始中发挥重要
作用.



表观遗传上的异常, 这种改变可导致DNA结构

功能的改变、非必需重复序列的转录、基因的

异常活化、染色体复制调控机制的破坏以及抑

制肿瘤发生和演进基因(其中涉及到经典的抑

癌基因, 肿瘤演进过程中的转录因子, 组织重塑

基因, DNA修复基因, 细胞周期调控基因, 抗凋

亡基因以及在肿瘤发生中阻止异常发育通路活

化的基因)的异常沉默等. 在癌基因中进行的沉

默基因的随机筛查表明在任何的肿瘤中都可能

隐藏着异常沉默的基因[1]. 通常基因的沉默只涉

及到少数的基因, 但最近的报道表明, 在结肠癌

中, 基因的沉默涉及到染色体臂上的广泛区域[2]. 
这种大范围的基因沉默使基因群更易于发生染

色质改变以及伴随的大量基因的转录抑制. 然
而抑癌基因功能的丢失更大程度上是由表观遗

传的异常而不是基因的变化引起的[3], 染色质的

凝集和修饰也控制基因表达的模式. 在哺乳动

物细胞中, 存在一个动态的调控模式来调节基

因CpG岛胞嘧啶的甲基化修饰、核小体重塑和

一系列的组蛋白修饰, 以保证DNA的正确组装

从而调节转录抑制与激活之间的平衡. 基因组

DNA的高度甲基化是转录抑制的显著特征, 高
甲基化DNA处于一种紧密结构中, 这种结构维

持其抑制状态[4]. 而处于转录活跃状态的基因启

动子和一系列具有协同作用的调控基因则维持

在一个较开放的转录构型状态. 这种抑制或开

放的状态与染色质的状态相关, 其中涉及到组

蛋白不同程度激活或抑制的修饰[5-6]. 最近在基

因组范围内对染色体标记的描述又有了新的进

展, 人们认为染色体标记可能是同细胞谱系定

型阶段相伴随的, 或者可能是在这些阶段发挥

控制作用[7]. 肿瘤表观遗传改变会影响干细胞表

型的维持从而诱发肿瘤的生成; 他还与衰老, 应
激反应等诱导细胞发生异常克隆的肿瘤诱因相

关. 这些信息将有利于理解表观遗传学改变在

异常的克隆性增生和癌性增生的级联事件的起

始中发挥的重要作用.

2  肿瘤细胞表观遗传学异常的分子机制

2.1 印记丢失 肿瘤表观遗传学异常的提出源于

在肿瘤中发现了遗传印记的异常. 遗传印记是

指来自父母双方的等位基因在通过精子和卵子

传递给子代时发生了修饰, 使带有亲代印记的

等位基因具有不同的表达特性. 正常的基因印

记受DNA甲基化和组蛋白乙酰化和甲基化修饰

的调控, 以保证父系基因的决定地位, 即一对等
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位基因中一个发生转录而另外一个受到抑制. 
肿瘤中一些基因丢失其遗传印记后会导致异常

情况发生, 比如两个等位基因在肿瘤中共表达. 
印记丢失引起的肿瘤发生可以在胚胎衍生的过

程中找到明确的证据: 胚胎在只具有母系来源

的染色体的情况下将形成卵巢畸胎瘤, 而在只

具有父系染色体的情况下则形成了葡萄胎. 在
成人肿瘤中研究最明确的就是类胰岛素生长因

子2(IGF2)基因, 当他的等位基因发生共表达后

则会产生一个过度强效的生长因子[8]. IGF2的印

记丢失可在结肠癌的患者的正常结肠上皮中发

现, 与不断增高的结肠癌风险相关[9]. 另一个例

子是Wilm's瘤, IGF2的印记丢失后产生了一种异

常的未分化细胞, 这种细胞可以不断的增生并

且不受相关的修复和调控基因的影响, 从而引

发肾癌. IGF2基因印记丢失的机制包括H19基因

启动子甲基化的异常增多而导致其转录沉默以

及位于同一个染色体远端的增强子发生转移等[10]. 
最近Holm et al [11]通过破坏DNA甲基化转

移酶DNMT1暂时诱导基因组DNA脱甲基化, 从
而建立了一个基因印记丢失的小鼠模型. 从这

些小鼠获得的成纤维细胞可在免疫缺陷型小鼠

身上形成肿瘤而且还具有体外永生的特性. 当
这些细胞在转入H-Ras癌基因后可以被完全诱

导同步化. Holm认为单独的印记丢失就可以使

细胞形成癌性增生, 细胞通过印记丢失降低了

其转化为永生性细胞的域值. 在没有基因突变

的情况下, 可遗传基因表达模式的变化导致干

细胞的异常增生, 并进一步诱发肿瘤的发生、 
发展. 
2.2 DNA甲基化 肿瘤表观遗传学异常以DNA甲

基化模式的改变为主, 包括整体基因组的低甲

基化和启动子的高甲基化, 目前倍受关注的就

是启动子区域CpG岛的高甲基化导致的抑癌基

因转录沉默, 这也很可能是癌性增生的最初表

现. Issa et al [12]证实了CpG岛甲基化表型(CpG is-
land methylator phenotype, CIMP)的存在, 其特征

是同时存在的多种基因具有肿瘤特异性的CpG
岛甲基化. 常见的抑癌基因p16ink4A就是由于启动

子区域CpG岛的高甲基化而丧失功能[13]. 来自基

因敲除小鼠的数据显示该基因的丢失可以延长

干细胞的寿命[14]. p16ink4A的丢失以及随之产生的

基因不稳定状态使早期的癌性增生易于发生[15]. 
与肿瘤异常甲基化状态相关的D N A甲基

化转移酶DNMTs, 通过共价的形式在CpG岛

的胞嘧啶上结合一个甲基基团. 使用5-aza-2-

www.wjgnet.com
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deoxycytidine(胞嘧啶类似物)抑制DNMT的活性

后, 可延缓小鼠肺癌模型中的癌性增生[16]. 在胃, 
膀胱, 非白血性白血病, 大肠, 肺等各种组织类

型的肿瘤中DNMT蛋白和活动水平都提高. 哺乳

动物的DNA甲基化模式多来自于对正常小鼠的

研究. 任何一种Dnmt基因(Dnmt1, Dnmt3a, Dn-
mt3b)的纯合型缺失对小鼠都是致死性的[17]. 研
究表明Dnmt3a, Dnmt3b的缺失阻止了从头甲基

化, 而Dnmt1缺失导致大量DNA去甲基化, 反映

了Dnmt1的维持甲基化的作用[18]. 然而在结肠癌

和其他肿瘤细胞中同时运用基因敲除和RNA干

扰技术方法去除Dnmt1[19]后, 发现严重的Dnmt1
的缺失却只使整体DNA甲基化水平产生了微弱

的减少, 沉默的抑癌基因也未检测到有重新表

达[20]. Yan et al [21]的研究发现了MDA-MB-231和
Hs578t这2株乳腺癌细胞需要DNMT1来维持雌

激素受体的甲基化和抑制状态. 这种对DNMT1
不同需要量的机制可能涉及到人类肿瘤细胞中

的DNMTs之间在维持DNA甲基化时具有协同效

应. 从DNMT1-/-的大肠癌细胞HCT116中敲除从

头甲基化酶DNMT3b, 可导致95%的基因组5-甲
基化胞嘧啶去甲基化, 全部启动子去甲基化以

及沉默基因的重新表达[22]. 尽管DNMT1对于未

甲基化的物质几乎没有从头甲基化活性, 但其

过度表达依然导致了人类成纤维细胞中的CpG
岛序列的从头甲基化. 未甲基化的人类CpG岛是

DNMT1从头甲基化活性的良好的底物[23]. 因此

DNMT1很可能在肿瘤细胞中有引发CpG岛的异

常高甲基化的能力. 
2.3 组蛋白修饰与染色质重塑 组蛋白是核小体

的重要组成部分. 核小体由147个DNA碱基对包

裹在核心组蛋白(H2A, H2B, H3, H4)上组成, 核
小体中组蛋白和147个DNA碱基的位置以及组

蛋白的修饰(包括赖氨酸乙酰化, 赖氨酸和精氨

酸甲基化, 丝氨酸和苏氨酸磷酸化, 谷氨酸ADP
核糖基化, 赖氨酸泛素化)对维持基因的表达模

式和染色体正常的结构功能发挥作用, 以此来

调控正常的表观遗传. 核小体的这些组分处于

一个精细的稳定状态, 任何外界微小变化就会

对细胞表型和转录模式产生巨大的影响. 在酵

母中, 组蛋白SIR2单个拷贝的变化就可以引起

一个区带的基因发生转录沉默, 如果发生在染

色体着丝点将会影响更多的基因[24]. 
对于DNA包装来说, 组蛋白修饰和DNA甲

基化之间有密切的联系. 研究表明选择型组蛋

白去乙酰化酶HDACsⅠ和Ⅱ、各种DNMTs的

复合体、特定甲基化CpG序列结合的蛋白质家

族MBDs之间相互关联[25]. MBDs具有特异结合

基因启动子的能力, 和DNA高甲基化和肿瘤中

异常沉默的基因相关. 转录活跃的基因由乙酰

化组蛋白包围, 转录抑制的基因就由去乙酰化

组蛋白包围[26]. 在调控基因转录时甲基化和赖

氨酸乙酰化虽然相互协作, 但甲基化是占主导

地位的. 例如必须在抑制Ⅰ和Ⅱ型HDACs之前

首先用去甲基化因素减少甲基化, 才能有效的

激活转录[1]; 去甲基化也可导致MBDs蛋白以及

HDACs从启动子里释放. 
组蛋白乙酰基转移酶(HATs)和组蛋白去乙

酰化酶(HDACs)相互作用调节组蛋白乙酰化的

平衡, 同时组蛋白甲基化转移酶(HMTs)和组蛋

白去甲基化酶有效的调控着组蛋白甲基化[27]. 组
蛋白赖氨酸乙酰化与转录激活相关联, 而这些

残基的甲基化则同时与激活以及抑制状态有关
[28]. 组蛋白乙酰化和甲基化模式通过不同的效

应蛋白而体现, 含有bromo结构域的蛋白质, 可
以识别乙酰化的赖氨酸残基和chromo结构域, 
从而结合到甲基化的赖氨酸残基上, 作用于组

蛋白并引起基因转录. 赖氨酸甲基化有单甲基

化, 双甲基化以及三甲基化3种不同的形式, 他
们显著扩大了组蛋白复合体的密码信息. 比如, 
H3K9乙酰化和H3K4甲基化是表达的活跃标

志; 而H3K9和H3K27的单、双和三甲基化的大

量出现则是转录抑制相关的组蛋白甲基化的标

志. H3K9的三甲基化和异染色质的高度紧密的

结构相关, H3K9双甲基化和常染色质的沉默相

关, H3K27甲基化则与♀哺乳动物的X染色体的

失活相关[26]. 从果蝇属到人类H3K27甲基化均由

一种蛋白质复合体PcG(polycomb protein com-
plexes)定位, PcG参与调节基因的长期沉默, 在
癌基因沉默的起始也具有重要作用[29]. 这种复合

体至少有4个组群, 包括维持复合体PRC1(RNF2, 
HPC, ECR, BMI1组成)和起始复合体(从PRC2到
PRC4). PRC2复合物中EZH2的SET结构域可以

催化H3K27和H1K26的甲基化, 而在所有的高甲

基化的DNA和癌基因的启动子区域都可以发现

H3K27甲基化[26]. EZH2的表达水平和前列腺癌

和乳腺癌的发生及预后相关[30]. PRC2的另一个

复合物SUZ12, 在结肠癌, 乳腺癌以及肝癌中表

达上调[15]. 也有报道称PRC1的组分Bmil在肿瘤

中表达增加并且导致造血系统和脑部的异常的

克隆增生[31]. 最近一些研究还认为EZH2和Bmil
作用还与DNMTs相关[32], 导致DNA高甲基化和
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基因沉默.  
2.4 早期肿瘤表观遗传改变调控的潜在性网络 
表观遗传学改变在干细胞的异常克隆性增生以

及肿瘤的易感性等方面发挥关键性作用. 对慢

性炎症导致肿瘤的研究人们发现肿瘤的表观遗

传调控具有一个潜在性的网络(图1). 正常组织

对细胞应激和损伤的应答是暂时的, 通过反馈

通路调控对应激的抵抗力, 细胞更新, 组织修复

和凋亡反应之间相互协调. 其中凋亡反应取决

于p53基因介导的细胞周期检查点机制, 增加能

够产生DNA损伤的活性氧而抑制细胞存活[33]. 
然而慢性暴露于应激状态下则引起上述应答反

应的异常延长从而可能导致异常的克隆增生. 
这种异常的应答反应涉及SIRT1的持续性增加, 
抑癌基因p53的转录抑制以及抑癌基因HIC1的
沉默. SIRT1是一个多功能的应激敏感蛋白, 是
组蛋白去乙酰化酶(HDACs)Ⅲ的一种, 其去乙酰

化活性参与了p53基因的翻译后修饰从而下调

了p53基因的转录活性[34]. HIC1基因是锌指结构

域的一个成员, 包含转录抑制物POZ家族. 他本

身也是一个p53基因的转录激活目标[35]. HIC1和
SIRT1组成一个复合体并向SIRT1启动子聚集, 
抑制SIRT1的转录[36]. 

实验证明, HIC1基因纯合型敲除的小鼠具

有多种致命的上皮缺陷, 在胚胎性成纤维细胞

中SIRT1的水平增高8倍; 杂合型小鼠则具有肿

瘤易感性. 这表明HIC1基因功能的表观遗传丢

失可以增加SIRT1, 从而降低p53基因对正常细

胞的作用. 研究发现增加SIRT1家族中的Sir2基
因的一个拷贝, 就可以延长有机体包括从新杆

状线虫到哺乳动物的细胞寿命. HIC1缺陷的小

鼠和人类肿瘤细胞在对DNA损伤引发的凋亡应

答过程中, 都有p53的减少和SIRT1的增加. HIC1
基因表达异常可以抑制凋亡反应并延长细胞寿

命, 从而使早期异常克隆性增生易于发生. 
SIRT1还可以进一步引起其他的表观遗传

学改变. 如SIRT1去乙酰化可导致染色体末端着

丝点和配对区域基因的转录沉默, 并且维持这

种抑制的状态[37]. Pruitt et al [38]诱导降低SIRT1的
活性, 发现可以使这些沉默基因的重新表达. 这
一过程涉及到了Wnt发育信号通路[39]. Wnt发育

信号通路对成人细胞更新时干细胞的扩增以及

维持具有重要作用. 在结肠癌中, 由于对抗Wnt
信号通路的SFRPs基因家族(编码细胞表面的膜

蛋白)[40]首先发生了基因沉默[41], 随后当下游通

路基因(如APC和β-catenin)突变时因缺少拮抗作

用而使Wnt通路被过度激活, 从而促进了肿瘤的

发展[42]. 在肿瘤细胞中实验性的敲除SIRT1可以

使已经沉默的对抗Wnt通路的基因(SFRPs)的重

新激活, 从而逆转了在乳腺癌和结肠癌细胞中

的Wnt通路的过度激活. 值得一提的是HIC1基因

的表观遗传沉默也涉及到其他路径, HIC1基因

沉默后可导致Wnt通路的过度激活. HIC1结合

TCF-4后可以募集β-catenin到紧凑的核结构上, 
构成HIC1体, 就会妨碍驱动正常的Wnt通路的正

常核β-catenin-TCF复合体的形成[43]. 另一方面, 
SIRT1和PcG复合物在肿瘤中异常的基因沉默维

持过程中可能共同发挥重要作用. SIRT1作用的

具体机制以及SIRT1在建立和维持DNA甲基化

的整体作用越来越被人们重视[44]. 

3  肿瘤表观遗传学在干细胞以及酵母模型中的

研究

关于“肿瘤干细胞”, 过去的观点认为成熟的

干细胞发生异常的克隆增生, 这导致了细胞异

质性的不断增强, 因此很多肿瘤就呈现出一系

列的演进步骤[45]. 新的观点强调肿瘤增生是由

肿瘤干细胞引起的, 肿瘤干细胞内的一些分子

可以促进肿瘤的发展. 例如, 特定干细胞基因

Oct4的过表达可以促进肠和其他器官的上皮细

胞的肿瘤迅速发生[46]. 
最近一些报道表明胚胎干细胞可以通过染

色体的组建来保持自身的状态. 在鼠和人的胚

胎干细胞中, 细胞干细胞化的转录因子, 包括

OCT4, NANOG和SOX2, 都定位在一个限制性

的启动子区域[7]. 这些转录因子、细胞增殖调控
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图 1 早期肿瘤表观遗传改变的调控的潜在性网络. 
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基因、组织分化调控基因等都普遍和干细胞的

多潜能性相关. 他们在干细胞中大部分保持一

种低表达的状态, 他们近侧的启动子区包含PcG
蛋白和重要的抑制标志-三甲基化的H3K23. 胚
胎发育状态的稳定依赖于基因的表达模式. 例
如当基因需要表达的时候, 这种PcG的影响可以

被逆转或消失[5]. 直到细胞后续的成熟阶段或在

成熟细胞的分化阶段, PcG复合物的作用可能重

新发挥, 保持长时间的基因沉默[47]. PcG蛋白保

持一个精确协调的、可塑的基因表达模式, 其
诱导的染色体标记在胚胎发育过程中能够保持

干细胞和分化发育细胞表型之间的平衡. 
PcG在正常的干细胞中的最开始的标记很

可能涉及到一类非编码RNA. 从植物到酵母的

研究证实了是由这类非编码R N A参与而触发

了转录抑制[48]. 在酵母中这种RNA可以作用于

组蛋白修饰性酶, 特别是催化H3K9和H3K27的
酶类参与并触发了转录抑制. 最近的研究认为

HDACs在酵母转录沉默最初建立的过程中扮

演重要的角色[49], 同时一些研究发现dsRNA作

用于基因的启动子区可以重建哺乳动物模型中

的基因沉默[50]. 在这种类型的沉默中可以发现

在组蛋白H3K9上抑制性标记明显增多[51]. 这种

dsRNA依赖的转录抑制(RdTS)是否直接和DNA
的甲基化相关还有待进一步的证实. 但RdTS和
组蛋白修饰之间的有力的联系预示着RdTS可能

是一种内源性的机制, 细胞通过这个机制建立

表观遗传调控.
总之, 尽管肿瘤表观遗传学的研究进展十

分迅速, 仍有许多分子机制和人类肿瘤发生演

进的关系有待更深入的了解. 表观遗传学的研

究为进一步了解肿瘤的各种特性, 优化肿瘤的

早期诊断, 丰富肿瘤的治疗方式, 改善肿瘤的预

后提供了新的策略, 具有重要的临床治疗意义. 
无论从基础研究还是从临床研究的角度, 表观

遗传学状态的建立和平衡维持都将我们对肿瘤

的研究带进了一个崭新的时代, 也为我们指明

了一个新的有潜力的方向.
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Abstract
AIM: To investigate the effects of delayed ethyl 
pyruvate (EP) delivery on distant organ injury 
and serum high mobility group box protein 
1 (HMGB1) levels in rats with severe acute 
pancreatitis (SAP).

METHODS: The SAP animal model was in-
duced by retrograde injection of artificial bile 
into the pancreatic duct in rats. Rats were 
randomly divided into three groups; sham, 
AHNP and delayed EP treatment (n = 32 in each 
group). Rats in the delayed EP treatment group 
received EP (30 mg/kg) at 12, 18 and 30 hours 
after induction of SAP. Animals were sacrificed 
and samples were obtained at 24 and 48 hours 
after induction of SAP. Levels of serum HMGB1, 

aspartate aminotransferase (AST), alanine ami-
notransferase (ALT), blood urea nitrogen (BUN), 
and creatinine (Cr) were measured. Lung wet-
to-dry weight (W/D) ratio and histological score 
were calculated to evaluate lung injury. 

RESULTS: Delayed EP treatment significantly 
reduced serum HMGB1 levels and protected 
against liver, kidney and lung injury, with a re-
duced lung W/D ratio (8.22 ± 0.42 vs 9.76 ± 0.45, 
P < 0.01), pulmonary histological score (7.1 ± 
0.7 vs 8.4 ± 1.1, P < 0.01), serum AST (667 ± 103 
IU/L vs 1368 ± 271 IU/L, P < 0.01), ALT (446 ± 
91 IU/L vs 653 ± 98 IU/L, P < 0.01), BUN (38 ± 4 
mg/dL vs 41 ± 4 mg/dL, P > 0.05) and Cr (1.2 ± 
0.3 mg/dL vs 1.8 ± 0.3 mg/dL, P < 0.01) levels. 

CONCLUSION: Delayed EP therapy protects 
against distant organ injury by reducing serum 
HMGB1 levels in rats with experimental SAP. 
EP appears to be an effective new therapeutic 
option against inflammatory responses and 
multiple organ dysfunction syndrome in SAP 
patients.

Key Words: Severe acute pancreatitis; High mobil-
ity group box protein 1; Ethyl pyruvate; Multiple 
organ dysfunction syndrome

Yang ZY, Ling Y, Tao J, Zhou F, Xiong JX, Wu HS, Wang 
CY. Effects and mechanism of delayed ethyl pyruvate 
therapy on distant organ injury in rats with severe acute 
pancreatitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(24): 
2638-2642

摘要
目的: 探讨延迟的丙酮酸乙酯(EP)治疗对重症
急性胰腺炎(SAP)大鼠血清高迁移率族蛋白
1(HMGB1)水平和胰外脏器损伤的影响. 

方法: 96只大鼠随机分为3组, 假手术组(Sham
组, n  = 32)、重症急性胰腺炎组(SAP组, n  = 
32)和丙酮酸乙酯延迟治疗组(EP组, n  = 32), 
采用胰胆管逆行灌注人工胆汁的方法复制大
鼠SAP模型. EP组建模12, 18, 30 h分别尾静脉

■背景资料
重症急性胰腺炎
发病凶险, 死亡率
极高. 其早期死亡
多与全身炎症反
应所致的多器官
功能不全密切相
关. 因此早期调控
炎症和保护脏器
功能具有十分重
要的意义. 

®
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注射1次EP溶液30 mg/kg. 建模后24和48 h处
死动物取材, 取血清检测HMGB1水平及肝肾
功能生化指标, 取肺组织用于肺损伤检测. 

结果: 延迟的EP治疗能有效降低SAP大鼠血
清HMGB1水平. EP组血清丙氨酸转氨酶(ALT, 
446±91 IU/L vs  653±98 IU/L, P <0.01)、天
冬氨酸转氨酶(AST, 667±103 IU/L vs  1368±
271 IU/L, P <0.01)、尿素氮(BUN, 38±4 mg/
dL vs  41±4 mg/dL, P >0.05)和肌酐(Cr, 1.2±
0.3 mg/dL vs  1.8±0.3 mg/dL, P<0.01)水平以及
肺湿/干比(8.22±0.42 vs  9.76±0.45, P<0.01)和
组织学评分(7.1±0.7 vs  8.4±1.1, P<0.01)均明显
低于SAP组.

结论: 延迟的EP治疗通过下调血清HMGB1水
平减轻SAP大鼠胰外脏器损伤. EP可能是SAP
患者抗炎治疗和脏器功能保护的有效选择. 

关键词: 重症急性胰腺炎; 高迁移率族蛋白1; 丙酮

酸乙酯; 多脏器功能不全
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0  引言

重症急性胰腺炎(SAP)患者早期的死亡与多脏

器功能不全(MODS)密切相关. 炎症因子过度释

放是导致SAP患者发生MODS的重要原因[1]. 这
些炎症因子包括肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和白

介素-1β(IL-1β)等. 针对这些炎症因子的治疗似

乎是防治MODS的有效途径. 但TNF-α和IL-1β

等细胞因子均在早期释放, 在启动全身炎症反

应后又迅速下调, 对其进行针对性治疗的时窗

较窄. 在患者诊断明确并开始接受治疗时, 由
TNF-α和IL-1β等细胞因子触发的“瀑布样”炎

症反应往往已经发生, 因此, 针对上述细胞因子

的拮抗治疗往往难以奏效[2].
30年来, 高迁移率族蛋白1(HMGB1)一直被

认为是1种DNA结合蛋白, 广泛存在于真核细

胞内. 近年来发现, HMGB1作为重要的晚期炎

症介质参与了脓毒症的病理生理过程[3]. 脓毒

症[3-5], 出血性休克[6], 急性肺损伤[7-8], 风湿性关

节炎[9]和弥散性血管内凝血[10]患者血清HMGB1
水平均升高. 研究表明, 注射抗HMGB1抗体能

提高内毒素血症小鼠的生存率[3]. HMGB1之所

以被称为晚期炎症介质, 是因为他在内毒素血

症模型中与TNF-α和IL-1β早期释放的特点不

同, 具有延迟释放的特征. 内毒素血症小鼠血清

HMGB1水平在建模后8-32 h升高, 此时TNF-α
和IL-1β的释放高峰已过并已下调[3]. 由此可见, 
针对HMGB1的治疗措施(如抗HMGB1抗体和

HMGB1拮抗剂等)似乎有治疗与HMGB1过度释

放相关疾病的潜力, 而且他延迟释放的动力学

特点为治疗提供了较宽的时窗[11].
我们在前期研究中发现 ,  S A P大鼠血清

HMGB1水平在建模后12 h开始升高, 一直高水

平持续至48 h[12]. 国外有研究显示, SAP患者血

清HMGB1水平升高且与疾病严重度相关[13]; 早
期使用抗HMGB1抗体可减轻SAP小鼠的脏器损

害[14]. 因此, 我们认为下调HMGB1水平是治疗

SAP的有效途径, 而且延迟治疗可能对SAP大鼠

仍然有效.
丙酮酸乙酯(EP)最早被用于保护缺血再灌

注组织损伤的研究[15]. 后续研究表明, EP可提高

致死性失血性休克模型的存活率[16-17]; 可抑制

脓毒症小鼠TNF-α和IL-1β的释放下调全身炎

症反应, 在延迟24 h开始用药仍然有效[18]. 因此, 
我们推测延迟的E P治疗可下调S A P大鼠血清

HMGB1水平, 减轻脏器损害.

1  材料和方法

1.1 材料 成年♂Wistar大鼠, 体质量200-250 g, 
清洁级, 华中科技大学同济医学院实验动物学

部); 牛磺胆酸钠(纯度>95%)、丙酮酸乙酯(纯度

>99%)(均购自美国Sigma-Aldrich公司); 浓缩纯

化离心管(Centricon YM-100、Centricon YM-3,
美国Millipore公司); 0.45 μm硝酸纤维素膜(德
国Pall公司); 兔抗HMGB1多克隆抗体(美国BD 
Pharmingen公司); 碱性磷酸酶标记羊抗兔二抗、

BCIP/NBT(北京中山生物公司). EP溶液含130 
mmol/L Na+, 4 mmol/L K+, 2.7 mmol/L Ca2+, 139 
mmol/L Cl-和32 mmol/L EP, pH值为7.0.
1.2 方法 
1.2.1 动物模型的构建 大鼠术前禁食12 h, 自由

饮水. 参照Aho et al [19]的方法制备SAP模型. 动物

以10 g/L戊巴比妥钠(35 mg/kg)ip麻醉, 上腹正中

切口进入腹腔, 显露胰胆管, 以血管夹阻断近肝

门处胰胆管后, 用4号头皮静脉针于十二指肠乳

头附近经十二指肠壁穿刺, 逆行刺入胰胆管, 在
十二指肠乳头处用手指捏闭胆总管末端, 恒速

注入50 g/L牛磺胆酸钠生理盐水溶液1 mL/kg, 
0.06 mL/min. 观察10-20 min, 证实建模成功后

■研发前沿
目前, 重症急性胰
腺炎的临床抗炎
治疗尚未得到圆
满解决. 本研究提
出将晚期炎症介
质HMGB1作为抗
炎靶点, 为重症急
性胰腺炎提供了
新的治疗策略.
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关腹. 术后皮下注射生理盐水40 mL/kg行液体

复苏.
1.2.2 分组 96只大鼠随机分为3组(n  = 32), 每组

分为两个亚组(n  = 16)分别在建模后24和48 h杀
动物取材. 假手术组(Sham组)开腹后轻揉胰腺, 
关腹并sc生理盐水(40 mL/kg); 重症急性胰腺炎

组(SAP组)和丙酮酸乙酯延迟治疗组(EP组)建
模后sc生理盐水每6 h 1次(40 mL/kg), EP组建模

12, 18, 30 h分别尾静脉注射1次EP溶液30 mg/kg. 
SAP组同时点尾静脉注射等量不含EP的上述溶

液. 建模后24和48 h, 乙醚麻醉动物, 下腔静脉采

血留置血清检测HMGB1水平及生化指标; 取肺

用于肺损伤检测.
1.2.3 Western blot法检测HMGB1的表达 先用

Centricon YM-100浓缩纯化离心管清除血清中

的细胞碎片和凝血时形成的大分子复合物, 然
后用Centricon YM-3将血清浓缩15倍, 再经120 
g/L SDS-PAGE电泳, 并电转至硝酸纤维素膜上, 
按常规进行Western blot分析, 兔抗HMGB1多克

隆抗体工作浓度为1∶800, 4℃过夜, AP-羊抗兔

IgG工作浓度1∶600, 常温下摇晃1 h, BCIP/NBT
显色, 待特异性蛋白带颜色深度达到要求后, 终
止显色反应. 拍照分析30 kDa显色条带的光密度

值, 以小鼠胸腺核提取物作为阳性对照[3].
1 . 2 . 4  血生化指标检测  血清丙氨酸转氨酶

(ALT)、天冬氨酸转氨酶(AST)、血肌酐和尿素

氮水平均由临床自动生化分析仪测定.
1.2.5 肺湿/干比(W/D)和组织学评分 取左肺组织

以滤纸吸干, 称得湿质量后置于60℃烘箱中72 h, 
待重量恒定时称得干质量. 计算肺湿/干比 = 肺
湿质量/干质量. 取右肺组织进行常规石蜡切片, 
HE染色. 采用Gloor评分系统[20]对肺泡水肿、肺

泡出血和中性粒细胞侵润分别进行评分(正常

0分、轻度1分、中度2分、重度3分、极重度4
分), 结果以总分表示.

统计学处理 实验结果均以mean±SD表示, 
采用SPSS10.0软件包分析, 组间比较采用t检验.

2  结果

2.1 血清HMGB1水平 建模后24和48 h, EP组大

鼠血清HMGB1水平均低于SAP组(均P <0.01). 延
迟的EP治疗明显降低了SAP大鼠血清HMGB1
水平(图1).
2.2 肺损伤评估 建模后24 h, SAP组大鼠肺湿/干
(g/g)比Sham组明显增高(9.76±0.45 vs  5.43±
0.21, P <0.01). EP组大鼠肺湿/干虽然高于Sham
组(8.22±0.42 vs  5.43±0.21, P <0.01), 但较SAP
组明显降低(P <0.01). EP组大鼠肺组织学评分

(7.1±0.7)高于Sham组(0.5±0.1)(P <0.01), 明显

低于SAP组(8.4±1.1)(P <0.01).
2.3 肝肾功能评估 建模后24 h, SAP组和EP组血

清AST、ALT、BUN和Cr水平均高于Sham组. 
EP组血清AST、ALT和Cr水平较SAP组明显降

低(表1).

3  讨论

近年来, 研究显示HMGB1是脓毒症的晚期炎症

介质[3,5,21-24]. 我们在前期研究中发现, SAP大鼠

血清HMGB1水平在建模后12 h开始升高, 此时

TNF和IL-1已过峰值并开始下调[12]. 国外有研究

显示, SAP患者血清HMGB1水平升高且与疾病

严重度相关[13]; 早期使用抗HMGB1抗体可减轻

SAP小鼠的脏器损害[14]. HMGB1延迟释放的动

力学特点为SAP的治疗提供了较宽的时窗. EP可
通过阻断NF-κB and p38 MAPK信号途径抑制巨

噬细胞释放HMGB1, 从而下调脓毒症小鼠血清

HMGB1水平[18]. 本研究显示, 即使在建模12 h后
开始使用EP治疗, 仍能有效降低SAP大鼠血清

HMGB1水平.
重症急性胰腺炎(SAP)患者多死于MODS. 

过度激活的单核/巨噬细胞和中性粒细胞释放的

■创新盘点
高迁移率族蛋白1
具有延迟释放、

持续时间长的特
点. 针对高迁移率
族蛋白1的治疗具
有更宽的治疗时
窗, 更适合临床应
用, 尤其是对于错
过了最初治疗时
机的患者. 本文针
对这一现象进行
了深入探讨有一
定的新颖性.

表 1 各组大鼠的血生化指标

     
分组

      ALT                AST               BUN            Cr

     (IU/L)             (IU/L)           (mg/dL)     (mg/dL)

Sham       154±20      51±9          26±3       0.4±0.1

SAP         653±98b   1368±271b     41±4b    1.8±0.3b

EP           446±91bd    667±103bd    38±4b      1.2±0.3bd

bP<0.01 vs  Sham; dP<0.01 vs  SAP.
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图 1 各组大鼠血清HMGB1水平. A: Sham组; B: EP组; C: 

SAP组. bP<0.01 vs  Sham; dP<0.01 vs  EP.
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炎症因子是导致SAP患者胰外脏器损伤的重要

原因[1]. 细胞外HMGB1具有典型的细胞因子活

性, 可刺激单核/巨噬细胞、中性粒细胞和血管

内皮细胞释放多种炎症介质, 表达黏附分子和

趋化因子等[24-27]. 有研究显示早期使用HMGB1
抗体可减轻SAP小鼠胰外脏器损伤[14]. 本研究

中 ,  延迟的E P治疗有效降低了S A P大鼠血清

AST、ALT和Cr水平, 减轻了肝肾损害. 在EP组, 
反映肺水肿的指标肺湿/干比和综合评价肺损伤

的指标肺组织学评分均较SAP组低, 显示肺损伤

减轻.
本研究显示, 延迟的EP治疗通过下调血清

HMGB1水平减轻SAP大鼠胰外脏器损伤, 提示

EP可能是SAP患者抗炎治疗和防治MODS的有

效药物. 即使错过了最初的治疗时机, 延迟给药

可能依然有效.
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中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会暨第
三届学会研讨会通知

本刊讯 由中华医学会消化内镜学分会主办, 江西省医学会消化内镜专业委员会、南昌大学第一附属医院承

办的中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会暨第三届学术研讨会将于2007-11-02/04在江西南

昌举行. 届时将邀请美国、香港等国家和地区的国际著名消化内镜专家及国内知名消化内镜专家莅临大会. 

1       会议内容

中华医学会第五届消化内镜学分会青年委员会成立大会; 青年内镜医师培训讲座; 消化内镜新进展讲座; 青年

委员专题讲座. 

2      联系方式

徐萍 ,  330006 ,  江西省南昌市永外正街17号 ,  南昌大学第一附属医院消化科 .  电话 :  0791-8692506或

0791-8692540, E-mail: yfyxp@yahoo.com.cn.



 
wcjd@wjgnet.com 
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Abstract
AIM: To determine the c l in ica l value of 
evaluating the early-term therapeutic effects of 
percutaneous ethanol injection (PEI) for hepato-
cellular carcinoma (HCC) by two-dimensional 
(2D) and color Doppler ultrasonography.

METHODS: One hundred and thirty-seven 
patients with HCC (156 foci, 1.4–5.0 cm in di-
ameter) received PEI. One week after the period 
of treatment, significant changes on 2D ultraso-
nography, and the disappearance or exact blood 
flow signals on color doppler flow imaging 
(CDFI) and color doppler energy (CDE) were 
observed. Heavy needle histological biopsies 
were also performed for pathological diagnosis.

RESULTS: Compared to the gold standard of 
pathological results, the sensitivity for evaluat-
ing foci of complete necrosis on 2D ultrasonog-
raphy, CDFI and CDE were 33.3%, 50.0%, and 

77.8%, respectively; accuracy was 71.2%, 78.8%, 
and 90.4%, respectively; while kappa values 
were 0.278 (P < 0.05), 0.486 (P < 0.01) and 0.779 (P 
< 0.01), respectively.

CONCLUSION: Dynamic monitoring of PEI is 
important for 2D ultrasonography, CDFI and 
CDE. CDFI and CDE show promise for evalu-
ating the early-term therapeutic effects of PEI. 
CDE sensitively demonstrate residual blood 
flow signals in peritumoral and intratumoral re-
gions after PEI, and thus have clinical value for 
selecting therapeutic opportunities and target 
areas for improving the therapeutic effects of 
PEI.

Key Words: Two-dimensional and color doppler 
ultrasonography; Percutaneous ethanol; Interven-
tional therapy; Hepatocellular carcinoma; Early-
term therapeutic effect

Hou XJ,  Wang HB, Wang H, Wang XL, Liu AW. 
Assessment of early-term effects of percutaneous 
ethanol injection by ultrasonography examination of 
hepatocellular carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2007; 15(24): 2643-2647

摘要
目的: 探讨二维及彩色多普勒超声评价无水
乙醇治疗肝细胞癌早期疗效的临床应用价值. 

方法: 经皮无水乙醇瘤内注射(PEI)治疗137
例肝细胞癌患者(156个肿块, 肿块直径1.4-5.0 
cm), 于PEI疗程结束后1 wk, 采用二维声像图
(2D)、彩色多普勒血流显像(CDFI)、彩色多
普勒能量图(CDE)检查技术, 以2D的特定改
变、CDFI及CDE血流信号显示的有无作为评
价PEI早期疗效的观察指标, 并行组织学活检
病理检查. 

结果: 以病理检查结果为金标准, 2D, CDFI, 
CDE评价PEI治疗后肿瘤的灭活情况, 其敏
感性分别为: 33.3%, 50.0%, 77.8%, 准确性分
别为: 71.2%, 78.8%, 90.4%, Kappa值分别为: 
0.278(P <0.05), 0.486(P <0.01), 0.779(P <0.01).

www.wjgnet.com
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■背景资料
经皮无水乙醇瘤
内注射(PEI)广泛
适用于治疗小肝
癌、不能手术切
除以及复发的肝
癌, 其治疗目的是
使肿瘤原位发生
完全性坏死. 如何
及早发现PEI治疗
后肿瘤是否完全
灭活直接影响PEI
的疗效, 彩色多普
勒超声在实时引
导介入治疗及疗
效评价方面具有
独特的优势.



结论: 2D, CDFI, CDE动态监控PEI治疗过程
对指导治疗意义重大, CDFI, CDE评价PEI早
期疗效结果客观可靠, CDE可以敏感而直观的
显示PEI治疗后肿瘤周边及内部残存的血流信
号, 对指导PEI治疗时机及靶目标的选择以提
高疗效具有重要的临床应用价值.

关键词: 二维及彩色多普勒超声; 无水乙醇; 介入治

疗; 肝细胞癌; 早期疗效
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0  引言

肝细胞癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一, 
其发病率和死亡率均居恶性肿瘤的前列. PEI治
疗肝细胞癌是开展最早、应用最普遍的微创介

入治疗方法. 如何及早发现PEI治疗后肿瘤是否

完全灭活直接影响PEI的疗效. 本文回顾分析

137例肝细胞癌患者共156个肿块治疗前后二维

及彩色多普勒超声变化特点, 探讨超声评价PEI
治疗肝细胞癌早期疗效的可行性及实用性.

1  材料和方法

1.1 材料 我院2002-12/2006-12资料完整的肝细

胞癌患者137例, 共156个肿块, 均经病理检查确

诊. 男114例, 女23例, 年龄19-76(平均47.5)岁. 肿
块直径1.4-5.0 cm, 并且每个肿块均检测CDFI及
CDE血流信号.
1.2 方法 使用西门子Sonoline Elegra及西门子

Sonoline Antares彩色多普勒超声诊断仪(探头

频率3.5-4.2 MHz), 2D观察PEI治疗前后肿块大

小、边界、内部回声, 启动CDFI、CDE观察肿

块内部及周边血流分布情况, 并对血流分布进

行分级: 0级: 未见血流, 肿块周边及肿块内未见

血流信号; Ⅰ级: 少量血流, 肿块周边或肿块内

可见1-2个短棒状血流信号; Ⅱ级: 中量血流, 肿
块周边有3-4个短棒状血流信号, 肿块内有1-2个
长条状血流信号; Ⅲ级: 多量血流, 肿块周边大

部分被血流信号包绕, 肿块内有2个以上长条状

血流信号. 在超声实时监视引导下用21G PTC针
采用由深及浅的多点旋转注射技术对肿块进行

PEI治疗, 估计无水乙醇用量: 注射量(mL) = 肿
块直径(cm)+1.5, 并根据注射时无水乙醇在肿块

内的弥散程度及弥散范围(覆盖肿瘤周边约10 
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mm范围)作适当调整; 疗程按肿块直径(cm)+1计
算, 每周注射2-3次. 于PEI疗程结束后1 wk, 完成

上述检查后, 在超声引导下用16G自动活检枪对

肿块行病理组织学活检.
统计学处理 SAS6.12统计软件包进行分析, 

配对资料χ2检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

本组156个肿块, 治疗前多数肿块表现为边界模

糊或周边回声减低的低回声肿块, 少数表现为

等回声、高回声及高低不均匀的混合性回声. 
PEI疗程结束后1 wk 2D表现见表1: 大部分肿块

内部以高回声型为主(62.8%), 小部分肿块为混

合性回声型或低回声型; 大部分肿块边界失去

原有边界回声, 表现为高回声环或低回声环.
156个肿块PEI治疗前及疗程结束后CDFI及

CDE血流显示情况见表2: PEI疗程结束后大部

分肿块血流信号消失, 小部分肿块能检出血流

信号, 但较治疗前明显减少.
利用2D评价PEI疗程结束后1 wk肿块完全

灭活的标准是: (1)肿块大小: 肿块较治疗前缩

小; (2)肿块回声: 无治疗前肿块回声表现, 呈弥

漫性高回声或强回声光团; (3)肿块边界: 失去治

疗前肿块边界回声, 代之以高回声或低回声环

围绕.  PEI疗程结束后1 wk观察肿块变化具备上

述3条标准者则视为肿块完全灭活, 记为2D(-), 
否则视为肿块未完全灭活, 记为(+). 利用CDFI
评价PEI疗程结束后1 wk肿块完全灭活的标准

是: 肿块内部及周边均未检出血流信号视为肿

块完全灭活, 记为CDFI(-), 检出血流信号则视为

肿块未完全灭活, 记为CDFI(+); 同时对肿块行

CDE检查, CDE(-)及CDE(+)判断方法同CDFI. 上
述2D, CDFI, CDE检测结束后, 经皮经肝对肿块

行组织学活检病理检查, 检查结果有癌细胞残

存者记为(+), 未见癌细胞残存者记为(-). 上述检

查结果见表3. 
以病理结果作为判断标准, 用2D, CDFI, 

CDE评价PEI治疗后肿块是否灭活的敏感性、

特异性、准确性、阳性预测值, 阴性预测值及

Kappa值见表4. 

3  讨论

无水乙醇能够引起肿瘤组织细胞发生凝固性坏

死, 同时肿瘤血管闭塞, 血供中断导致肿瘤缺血

性坏死. 多次反复注射无水乙醇使这种坏死作

用累积, 使治癌作用趋于完全[1-4]. 完全灭活的

www.wjgnet.com

■研发前沿
对肝癌介入治疗
疗效评估方面, 实
时超声造影已经
成为新的研究热
点, 但超声造影评
价标准尚未统一.
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机, 或者徒劳地增加治疗次数, 给患者造成不必

要的痛苦及经济负担. 但是2D可以实时监控PEI
治疗过程及随诊PEI的远期疗效. 

大量的实验和临床研究表明, 90%以上的

肝细胞性肝癌为多供血肿瘤 ,  肝癌的滋养血

管主要为动脉, 少数为门静脉[6-7]. 肝癌的血供

特点是应用CDFI及CDE进行肝癌诊断、治疗

监控及疗效评估的基础 .  本组156个肿块 ,  治
疗前肿块血流显示Ⅱ -Ⅲ级分布C D E的检出

率为78.8%(123/156), CDFI的检出率为57.6% 
(90/156), 因较小或早期肝癌以动脉供血为主并

肿块由于纤维组织增生逐渐表现为弥漫性高回

声; 而未被完全灭活的肿块则表现为高低回声

不均匀或仍残存治疗前肿块的回声特点. 但是

治疗后因有炎性渗出、炎细胞浸润以及组织坏

死, 肿块可表现为高低回声不均匀, 肿块的周边

回声也因炎症渗出及散在出血而表现为低回声

环. 肿块的大小因炎症渗出、浸润以及肿块的

扩大治疗均可造成肿块较治疗前增大或无明显

变化, 从而造成2D评价结果出现假阳性; 又因为

肿块灭活时二维声像图表现不尽一致[5], 加之肿

块的二维声像图表现只是凭观察者对图像的观

察判断, 主观影响因素比较大, 因此早期评判缺

乏客观指标, 存在较大的误差. 所以综合以上分

析, 2D评价PEI疗效效果很差, 其Kappa值仅为

0.278(P <0.05). 2D评价PEI疗效时仅有特异性比

较高(90.4%), 因为PEI治疗后肿块在短期内缩小

或显示不清, 表明疗效显著, 肿块基本上达到完

全灭活, 但是肿块直径的缩小, 一般在治疗后2-3 
mo左右才能发生明显的变化, 因为肿瘤组织的

坏死吸收需要一定的时间[5]. 因此2D不适宜作为

评价PEI早期疗效的指标, 以免延误最佳治疗时

■创新盘点
本文比较系统、

全面地研究了二
维、彩色多普勒
血流显像、彩色
多普勒能量图在
评价PEI早期疗效
方面的优缺点, 并
与病理组织学对
比, 及早发现了未
被灭活的肿瘤组
织, 同时避免了对
已灭活的肿瘤组
织进行过度治疗, 
提 高 了 P E I 的 疗
效.

表 3 PEI疗程结束后2D, CDFI, CDE及病理检查结果

      
                                    2D                   CDFI                                     CDE 

                   +                -             合计  +  -             合计  +  - 合计

+ 18 36 54 27 27  54 42 12   54

- 10 92           102   6 96           102   3 99 102

合计 28          128           156 33          123           156 45           111 156

病理 

表 4 2D, CDFI, CDE评价PEI治疗后肿瘤灭活结果

      
评价      敏感       特异      准确  阳性预    阴性预   Kappa

方法      性(%)      性(%)     性(%)   测值(%)   测值(%)      值

2D         33.3      91.2      71.2      66.7 72.1      0.278a

CDFI     50.0      94.1      78.8      81.8 78.0      0.486b

CDE      77.8      97.1      90.4      93.3      89.2      0.779b

■应用要点
二维及彩色多普
勒超声检查可重
复性好, 能够动态
实时监控PEI治疗
的全过程, 为肝癌
治疗提供准确的
定位和血流信息, 
评价早期疗效结
果可靠, 是PEI治
疗肝癌首选、实
用、可靠的影像
监控及评价手段.

表 1 PEI疗程结束后肿块二维声像图表现

      
                                                 边界表现                       内部回声   

                                模糊        低回声环  高回声环    低回声     等回声       高回声    混合回声

缩小(38)                3   3 32  2 0 31   5

无变化(77)            10 29 38  3 0 52 22

增大(41)                8 28   5  5 0 12 24 

肿块大小(n ) 

表 2 PEI治疗前及疗程结束后肿块CDFI及CDE血流显示情况

      
                                                                CDFI          CDE   

治疗前血流分级        n                 治疗后血流分级                  n                  治疗后血流分级

                                                0          Ⅰ         Ⅱ       Ⅲ                          0         Ⅰ         Ⅱ        Ⅲ

Ⅰ               66        66         0         0         0          33         33         0         0         0

Ⅱ               57        36       21         0         0         69      45       24         0         0

Ⅲ               33        18         9         6         0          54         30       15         9         0

合计             156      120       30         6         0       156       108       39         9         0 

aP<0.05, bP<0.01.
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伴门静脉供血, 肿块内动脉血管较少且分支细

小, 血流阻力大, 血流速度低, CDFI对血流的检

查受到局限[8-9]. CDE信噪比及空间分辨率等均

明显优于CDFI, 对肝癌内的低速血流显示良好, 
不仅能较准确地显示肝癌的动脉供血, 同时可

显示门静脉供血, 即CDE能全面而准确地评价

肝癌的血供[10-11]. 文献报道CDE血流检出的敏感

性是CDFI的2-3倍[12-14], 本组CDE及CDFI检查结

果没有如此显著, 其原因主要是本研究在搜集

研究对象时将肿块内未显示CDFI血流信号者全

部排除, 另外随着超声仪器性能的改善, CDFI的
分辨率也随之提高. 

经PEI治疗后, 无水乙醇造成肿瘤内及周边

血管变性, 血管内皮细胞破坏, 血栓形成, 血管

扭曲变细及血管闭塞. 随着无水乙醇对肿块内

及周边血管的不断破坏, 肿块内及周边血流逐

渐减少直至消失, 这既是CDFI及CDE评价PEI疗
效的病理组织学基础, 也是肿瘤组织灭活的一

个原因. 
由表3及表4可知, 三者评价PEI疗效, 准确

性最高的是CDE: 90.4%, 其次是CDFI: 78.8%和

2D: 71.2%, 敏感性最高的是CDE 77.8%, 其次是

CDFI 50%, 2D 33.3%; 而在特异性方面CDE较
CDFI和2D略高, 分别是97.1%, 93.3%和90.4%. 
经配对资料χ2检验, 三者Kappa值分别为: CDE: 
0.779(P <0.01), 表示与活检病理结果一致性好; 
CDFI: 0.486(P <0.01), 表示与活检病理结果一

致性较好; 2D: 0.278(P <0.05), 表示与活检病理

结果一致性差. 肿块内及周边的血流显示相对

于2D声像图改变比较客观和敏感, 受主观因素

影响较小, 因此对PEI疗效的评价, CDFI及CDE
的准确性、敏感性均较2D高 ,  与文献报道接 
近[15-16]. 又由于CDE对低速血流的检出率以及空

间分辨率等较CDFI高, 因此CDE对血流的检出

率明显高于CDFI, 评价PEI疗效的敏感性CDE高
于CDFI, 与文献报道一致[17-18]. CDFI不易显示

低速血流而低估了肿块的血流, 因此CDFI的假

阴性率较CDE高, 分别为50%和22.2%. CDFI和
CDE各有6例和3例假阳性, 是因为有3例肿块位

于肝左叶后上段距离心脏较近, 血流显示受心

脏搏动影响, 还有3例假阳性可能是色彩闪烁和

倒错引起. 
从以上的综合分析可知, 对PEI疗效的评价, 

CDE最敏感、准确和特异, 其次是CDFI, 其特异

性较高, 但是准确性和敏感性较低, 最差的是2D, 
但是在实时监控无水乙醇弥散程度方面是2D所

特有的. 因此利用2D实时监控无水酒精的注射

过程及穿刺活检, 利用CDE及CDFI监控评价PEI
早期疗效以显示肿块是否灭活及灭活的程度, 
不仅客观、准确, 而且简单、方便、易行, 对指

导PEI的治疗时机及靶目标的选择意义重大.
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■名词解释
PEI即经皮无水乙
醇瘤内注射: 是指
在临床确诊为肝
癌的前提下, 利用
超声装置显示肿
瘤, 并在其引导下
将穿刺针经皮经
肝直接插向肿瘤
部位注射无水乙
醇的技术.
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对无水乙醇治疗
肝细胞癌的早期
疗效 ,  选题较好 , 
紧紧结合临床, 样
本量较大, 数据统
计 可 靠 ,  结 论 可
信, 对临床具有很
好的指导意义, 是
一篇很好的文章.
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《肿瘤冷冻治疗学》出版

由徐克成教授和牛立志博士主编的《肿瘤冷冻治疗学》近日由上海科技教育出版社出版. 全书50万字, 彩

色印刷, 图文并茂.

冷冻疗法是一种既古老又现代的微创消融技术. 20世纪80年代后, 随着影像技术的进步和新的冷冻设备的

诞生, 现代冷冻治疗逐步建立起来. 以氩氦冷冻技术为代表的现代冷冻疗法, 从最初应用于治疗前列腺癌, 已发

展到治疗各种实质性肿瘤, 包括肝癌、胰腺癌、肺癌、肾癌、前列腺癌、乳腺癌、妇科肿瘤和各种软组织肿

瘤等. 本书系统详细介绍了冷冻治疗各种肿瘤的方法、适应证、疗效、不良反应, 对冷冻疗法的机制、冷冻与

免疫及化疗的关系、冷冻治疗肿瘤的有效性和安全性等, 均作了详细阐述; 不仅综述了大量文献, 而且介绍了

作者自己临床应用冷冻治疗的经验, 列举了大量典型病例. 中华医学会会长、中国工程院院士钟南山为本书作

序, 评价本书“为我国第一本肿瘤冷冻治疗专著, ……反映了当代肿瘤冷冻治疗最新成果, 对临床研究和实践

具有指导价值. ”国际冷冻外科学会主席Franco Lugnani博士认为本书“总结3000余例肿瘤治疗的经验, ……

这些手术大多数是经皮完成, 这一点非常重要. 他们提供了充实的材料和详细的评估, ……为世界临床冷冻治

疗的应用作出了杰出贡献. ” 著名消化病专家、上海交通大学仁济医院终身教授萧树东对本书中与他“专业

相关的内容有着浓厚的兴趣. ……冷冻不仅如同手术切除一样, 能消除肿瘤本身, 而且能发挥全身性免疫促进

或免疫清除作用, 而这些是手术所不可能达到的.” 亚太消化内镜学会会长曹世植教授认为本书使他“深深体

会到作为一个成功的医生, 认真的态度和高超的技艺是有效治疗的关键.”周殿元教授、孟宪镛教授和张静仁

教授也对本书作了高度评价 (徐克成).
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Abstract
AIM: To investigate serum levels of interferon-
inducible protein-10 (IP-10) and the serial 
c h a n g e s i n h e p a t i c i n j u r y a n d d i s e a s e 
progression in patients with severe hepatitis B 
(SHB) after plasma exchange (PE).

METHODS: Forty patients with SHB and 20 
with chronic hepatitis B (CHB) were enrolled. 
All SHB patients were treated by PE, and ac-
cording to the response on day 5, they were 
then subdivided into two groups: remission and 
aggravated. Serum levels of IP-10 and tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) on admission, before 
PE, and on day 5 after PE were determined by 
ELISA.

RESULTS: On admission, the serum levels of 
IP-10 in patients with SHB and CHB were sig-
nificantly higher than those in normal controls 
(683.56 ± 174.63 ng/L, 216.13 ± 102.92 ng/L vs 

107.61 ± 55.81 ng/L, P < 0.01). The IP-10 level in 
patients with SHB was significantly higher than 
that in patients with CHB (P < 0.01). On admis-
sion, the serum level of IP-10 showed a signifi-
cantly positive correlation with TNF-α (r = 0.366; 
P < 0.05) and a significantly negative correlation 
with PTA (r = -0.401; P < 0.05). The serum level 
of IP-10 did not have a significant correlation 
with total bilirubin (TB) (r = 0.223; P > 0.05). Af-
ter PE, the serum level of IP-10 in patients with 
SHB decreased, but not significantly, when com-
pared with that before PE. On day 5 after PE, the 
serum level of IP-10 in patients with SHB further 
decreased and was significantly lower when 
compared with that before PE (P < 0.01, P < 0.05); 
IP-10 level in the remission group was signifi-
cantly lower than that in the aggravated group (P 
< 0.01).

CONCLUSION: Serum level of IP-10 correlates 
with severity of hepatic injury, and the serial 
changes after PE reflect the progression of the 
disease in patients with SHB. Our results indi-
cate that IP-10 is involved in the immunopatho-
logical mechanism that leads to the development 
and progression of SHB.

Key Words: Severe hepatitis B; Interferon-inducible 
protein-10; Plasma exchange

Luo YW, Luo JM, Lin SD, Yi XD. Clinical significance of 
serum interferon-inducible protein-10 and serial changes 
in patients with severe hepatitis B. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2007; 15(24): 2648-2651

摘要
目的: 探讨干扰素诱导蛋白10(IP-10)与重型乙
型肝炎(SHB)患者肝脏炎症程度及病情发展
的关系. 

方法: 采集SHB患者40例血浆置换(PE)开始、

结束及PE后5 d血清, 根据SHB患者PE后5 d病
情转归情况分为好转组及恶化组; 采集慢性乙
型肝炎(CHB)患者及健康对照各20例血清; 双
抗体夹心ELISA法检测血清干扰素(IFN)诱导
蛋白10(IP-10)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平. 

®

■背景资料
目前SHB的发病
机制仍不完全清
楚, 许多学者探索
其免疫发病机制, 
从免疫学防治角
度寻找切入点. 已
有的研究表明, 细
胞免疫异常可能
是SHB免疫发病
机制的重要原因. 
本文初步探讨了
趋化性细胞因子
IP-10在SHB免疫
发病机制及病情
发展转归中的作
用及意义.
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常规检测SHB患者入院时、PE后5 d总胆红素
(TB), 凝血酶原活动度(PTA). 

结果: 入院时SHB及CHB组血清IP-10均高于
健康对照组(683.56±174.63, 216.13±102.92 
vs  107.61±55.81, P <0.01), SHB组高于CHB
组(P <0.01); SHB患者血清IP-10与TNF-α呈正
相关(r  = 0.366; P <0.05), 与PTA呈负相关(r  = 
-0.401; P <0.05), 与TB相关性不明显(r  = 0.223, 
P >0.05). PE后5 d SHB好转组及恶化组较入院
时血清IP-10均明显下降(P <0.01, P <0.05), 恶
化组高于好转组(P <0.01).

结论: 血清I P-10参与了S H B肝脏的免疫损
伤; IP-10水平与肝脏炎症损害程度有关; 动态
观察IP-10在SHB患者PE前后的变化, 能反映
SHB患者病情发展及转归.

关键词: 重型乙型肝炎; 干扰素诱导蛋白10; 血浆 
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0  引言

重型乙型肝炎(S H B)是由H B V感染导致的终

末期肝病 ,  其发病凶险 ,  国内报道病死率在

50%-80%左右[1], 目前对SHB的发病机制尚未完

全清楚, 已有的研究表明, 细胞免疫异常可能是

SHB免疫发病机制的重要原因, 其中CTL介导的

免疫应答异常可造成肝组织的大面积损伤, SHB
呈现以CTL、单核细胞浸润为主的病理特征[2], 
故研究CTL如何趋化于特定的炎症部位, 对于揭

示SHB的发生及发展有重要意义. 干扰素诱导蛋

白10(IP-10)对表达其特异性受体CXCR3的T细
胞和B细胞等有较强的趋化功能和活化作用[3], 在
炎症部位对淋巴细胞的募集中起重要作用, 故
IP-10可能在SHB的免疫病理损伤中发挥重要作

用. 我们初步探讨了IP-10在SHB免疫发病机制

及病情发展转归中的作用及意义.

1  材料和方法

1.1 材料 SHB患者40例, 慢性乙型肝炎(CHB)
患者20例, 男17例, 女3例, 年龄19-53(平均年

龄)34.55岁. 诊断符合2000年全国病毒性肝炎和

肝病学术会议修订的《病毒性肝炎防治方案》

标准, SHB均为慢性重型肝炎患者, CHB均为

CHB轻-中度患者, 排除其他病毒感染及并发症

等, 所有患者入院前及血浆置换(PE)治疗前均未

使用过糖皮质激素类药物治疗. 20例健康对照

组为门诊体检健康者.
1.2 方法 SHB患者均在内科综合治疗基础上加

用PE治疗, PE后分为好转组20例, 恶化组20例. 
分组标准: PE后5 d, 一般情况好转, TB下降30%
及PTA上升15%以上者为好转, 反之为恶化(含
病重自动出院及死亡病例). SHB两组患者入院

时一般资料见表1. 采集SHB患者入院时、PE开
始、PE结束及PE后5 d静脉血, 采集CHB患者及

健康对照组静脉血, 分离血清-20℃保存备用. 双
抗体夹心ELISA法检测所有标本IP-10及SHB患
者入院时TNF-α.

统计学处理 采用SPSS12.0软件进行统计分

析, 研究数据按成组统计要求收集、整理、建

立数据库, 结果用mean±SD表示, 多样本均数比

较采用方差分析; 两两比较用q检验, 配对资料

采用t检验, 相关性分析采用Pearson相关分析.

2  结果

2.1 SHB患者入院时一般资料 SHB好转组TB, 
HBV DNA低于恶化组, PTA高于恶化组, 提示

恶化组病情较好转组重 ,  但两组间性别、年

龄、TB、PTA、HBV DNA比较无统计学差异

(P >0.05, 表1). 
2.2 HB患者入院时血清IP-10水平及与TNF-α, 
TB, PTA之间的相关性分析 入院时SHB及CHB
组血清IP-10均高于健康对照组(P <0.01), SHB
组高于CHB组(P <0.01, 表2). 将SHB患者入院

时血清IP-10分别与TNF-α, TB, PTA之间作两

两相关性分析, 结果显示IP-10与TNF-α呈正相

关关系(r = 0.366; P <0.05), 与PTA呈负相关关系

(r = -0.401; P <0.05), 与TB未见相关性(r = 0.223; 
P >0.05)(表2).
2.3 SHB患者PE前后血清IP-10动态检测结果 入
院时、PE开始、PE结束时SHB好转组及恶化组

血清IP-10水平变化均不明显(P >0.05), PE后5 d 
SHB两组较入院时均下降显著(P <0.01, P <0.05), 
但PE后5 d SHB恶化组高于好转组(P <0.01)(图1).

3  讨论

趋化性细胞因子是近年来引起广泛关注的一类

小分子蛋白质. 趋化性细胞因子以受体-配体结

合的形式发挥作用, 与炎症反应密切相关, IP-10
是新近发现的属于CXC类的趋化因子, 主要由

■研发前沿
近 年 来 的 研 究
发 现 I P - 1 0 与 多
种 疾 病 有 关 ,  如
S A R S、结 核、

肿瘤、病毒性肝
炎等, 但目前主要
限于对炎症局部
IP-10水平的检测.

■相关报道
目前国内外学者
在 I P - 1 0 与 慢 性
病毒性肝炎及病
毒性肝炎动物模
型 的 研 究 发 现 , 
IP-10需与其特异
性 受 体 C X C R 3
结合才能发挥生
物 学 作 用 ;  表 达
CXCR3的CTL等
T细胞可受IP-10
的吸引, 迁移至受
感染的肝组织, 导
致大量肝细胞损
伤.
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中具有重要价值. 相关性分析发现SHB患者入院

时血清IP-10与TNF-α呈正相关, 与PTA呈显著负

相关, 进一步提示血清IP-10与TNF-α, PTA一起

反映了SHB患者的炎症损害程度. 但我们未发现

血清IP-10与TB有相关性. 已有的研究表明病毒

性乙型肝炎患者体内IP-10主要由肝细胞产生, 
而肝外器官很少有分泌[2], 与所有脏器受侵袭时

广泛产生的TNF-α等炎性细胞因子相比, IP-10
有可能成为反映肝脏炎症损伤特异性好而且灵

敏的指标. 
由于SHB患者病情危重, 影响其转归的因

素复杂, 故临床上动态观察某一因素在SHB疾

病发展过程中的作用较困难, 既往亦鲜见SHB
动态研究的报道, 我们利用PE可快速影响血浆

中细胞因子这一特点[11-15], 对所有SHB患者进行

PE治疗, 在较短时间内动态观察血清IP-10在PE
前后的变化, 发现PE结束时SHB两组血清IP-10
水平较PE前无明显下降, 其原因可能是在PE治
疗过程中血浆中部分IP-10虽可随废弃的血浆被

干扰素等诱导产生[4], 已有的研究表明, 慢性丙

型肝炎(CHC)、自身免疫性肝病、HBV感染动

物模型炎症部位的肝细胞大量分泌IP-10, 炎症

部位的T细胞(主要是CTL)等表达相应受体分子

CXCR3[5-7], 因此, IP-10及其受体的相互作用可

能是炎症细胞向肝组织定向迁移造成大面积肝

细胞坏死的重要因素. 
为探讨IP-10在SHB发生、病情发展及转归

中的作用, SHB时外周血液中IP-10水平的改变, 
我们采用ELISA法检测SHB患者血清IP-10水平, 
结果显示, 入院时SHB及CHB组血清IP-10均高

于健康对照组, 提示IP-10参与了病毒性乙型肝

炎时的免疫损伤; 研究还发现, SHB患者组血清

IP-10高于CHB组, 说明肝脏炎症损害程度越重, 
血清IP-10水平越高, 故血清IP-10水平在一定程

度上可反映病毒性乙型肝炎患者的炎症损害程

度. 其原因可能是由于HBV感染刺激Th1细胞分

泌IFN-γ, IFN-γ又可诱导肝细胞炎症局部IP-10表
达增强, 从而趋化表达其特定受体分子CXCR3
的CTL等细胞迁移到受感染的肝组织, 形成炎症

性浸润及组织损伤, 由于炎症部位肝细胞坏死, 
损伤可能致被动脱落进入血循环的IP-10增加, 
因此可通过检测血清IP-10浓度间接反映肝细胞

炎症局部IP-10的表达情况. Kakimi et al [8]在HBV
转基因小鼠模型中采用抗IP-10治疗炎症反应, 
可明显减少CTL炎症浸润及病变程度, 从另一角

度证实了此论点. 
已有的研究证明血清TNF-α水平与肝细胞

炎症和坏死程度密切相关[9-10], TB及PTA是目前

临床较为常用的反映肝脏炎症损害程度的重要

指标, 尤其是PTA在SHB患者病情及预后的判断

表 1 SHB患者入院时一般资料(mean±SD)

      
分组    n       性别(男/女)     年龄(岁)                   TB (mmol/L)                  PTA (%)         HBV DNA (log)

好转组      20          18/2          33.95±10.29        401.28±112.69        0.31±0.08       4.16±0.71

恶化组      20          18/2          39.75±10.42        445.57±137.34        0.27±0.06       4.75±0.98

■创新盘点
现有的SHB免疫
机制及血浆置换
的研究中, 有多种
细胞因子的研究, 
但对趋化因子尤
其是IP-10在SHB
的免疫发病机制
及血浆置换前后
的动态观察及意
义还未见报道.

■应用要点
本研究应用简便
的 双 抗 体 夹 心
ELISA方法检测
SHB患者血清动
态IP-10水平 ,  发
现血清IP-10水平
与肝脏炎症损害
程度有关, 能反映
SHB患者病情发
展及转归.

bP<0.01 vs  CHB组.

表 2 SHB患者入院时血清IP-10, TNF-α, TB, PTA水平(mean±SD)

      
分组    n             IP-10 (ng/L)                TNF-α (ng/L)                 TB (mmol/L)                 PTA (%)

NC            20       107.61±55.81b                    -                               -                          -

CHB          20       216.13±102.92                   -                               -                          -

SHB          40       683.56±174.63b       108.46±41.37       426.295±129.28       0.29±0.07

图 1 SHB患者PE前后血清IP-10的动态变化. aP <0.01 vs  好

转组; cP<0.05, dP<0.01 vs  入院时.
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迅速清除, 但体液中IP-10浓度的平衡被打破, 炎
症局部的IP-10又迅速渗入到血浆所致; 研究还

发现, PE后5 d SHB两组血清IP-10较入院时均有

所下降, 尤以好转组下降更为显著, 提示PE可影

响血清IP-10水平且与SHB的病情发展及转归有

关, 其原因可能是PE治疗可迅速清除血浆中的

TNF-α等炎性细胞因子[12], 从而减轻了炎性细胞

与IP-10间的级联反应, 同时炎症局部的IP-10由
于不断释放到血浆中被清除, 耗竭了炎症局部

的IP-10, 进一步使血清IP-10水平逐渐下降, 故对

炎症细胞尤其是CTL的趋化及功能活化能力减

弱, 减少了CTL等在肝脏炎症部位的浸润, 有利

于肝脏组织的修复, 因此, 血清IP-10水平可反映

肝组织的损伤与修复. 
总之, 我们的研究表明血清IP-10水平与肝

脏炎症损害程度有关, 即肝脏炎症损害越重, 血
清IP-10水平越高; 动态观察IP-10在SHB患者PE
前后的变化, IP-10能反映SHB患者病情发展及

转归. 提示IP-10参与了SHB肝脏的免疫损伤.
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■同行评价
本文动态观察了
重型乙型肝炎患
者血清中IP-10的
表 达 ,  结 果 表 明
IP-10水平与肝脏
炎症损害程度有
关 ,  提示IP-10有
可能成为反映肝
脏炎症损伤特异
性好而又灵敏的
指标, 有一定的临
床价值.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of estrogen 
receptor β (ERβ) and vascular endothelial 
growth factor (VEGF) in colorectal cancer 
tissue, and to determine their relationship with 
histological type.

METHODS: Expression of ERβ and VEGF was 
detected using an immunohistochemistry SP 
method in 45 cases of colorectal cancer. Normal 
colorectal mucosa from 10 patients was used as 
a control. The relationship between colorectal 
cancer and the expression of ERβ and VEGF was 
investigated.

RESULTS: ERβ and VEGF expression was de-
tected in 23 (51.11%) and 33 (73.33%) of the 45 
cases, respectively. ERβ and VEGF expression 
was significantly correlated with the histologi-
cal type (P = 0.024, and P = 0.005), but there was 

no correlation with disease stage (P = 0.289, P = 
0.173). There was a significant difference on the 
VEGF expression between the group positive 
and negative for ERβ (56.52% vs 90.90%, P < 0.05).

CONCLUSION: The positive expression of ERβ 
is closely correlated with the development of 
carcinogenesis and prognosis of colorectal carci-
noma. Detection of both ERβ and VEGF appears 
to be a valuable tumor marker and prognostic 
factor for colorectal carcinoma.

Key Words: Colorectal cancer; Estrogen receptor β; 
Vascular endothelial growth factor; Immunohisto-
chemistry

Li JW, Tao KX, Cai KL. Expression and clinical 
significance of estrogen receptor β  and vascular 
endothelial growth factor in colorectal carcinoma. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2007; 15(24): 2652-2656

摘要
目的: 探讨雌激素受体β(ERβ)、血管内皮生
长因子(VEGF)在大肠癌组织中的表达以及与
大肠癌分化程度之间的关系. 

方法: 应用免疫组织化学SP法, 检测45例大
肠癌中ERβ, VEGF的表达, 并以10例正常大
肠黏膜组织作对照, 分析大肠癌组织中ERβ与
VEGF的表达与大肠癌的关系. 

结果: 45例大肠癌组织中 ,  E R β阳性23例
(51.11%), VEGF阳性33例(73.33%). ERβ和
V E G F的表达与肿瘤的分化程度有关(P  = 
0.024, P  = 0.005), 而与肿瘤的临床分期无关
(P  = 0.289, P  = 0.173). ERβ阳性组中, VEGF的
表达明显低于ERβ阴性组(56.52% vs  90.90%, 
P <0.05).

结论: ERβ的阳性表达与大肠癌的发生、发
展和预后密切相关, 可联合VEGF作为有价值
的肿瘤标记和预后指标.

关键词: 大肠癌; 雌激素受体β; 血管内皮生长因子; 

免疫组化

®

■背景资料
雌激素可能影响
大肠癌的发生, 但
机制尚不明确. 近
年 来 ,  大 肠 黏 膜
细胞中也发现了
ERβ的表达, 为人
们 所 关 注 .  大 量
文献报道ERβ在
乳腺、子宫、卵
巢、前列腺等雌
激素靶器官肿瘤
发生、发展中的
作用, 而对大肠癌
中ERβ表达的研
究并不多. 本文检
测ERβ, VEGF在
大肠癌中的表达, 
探讨其在大肠癌
发生、发展中的
作用.
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0  引言

1996年Mosselman et al [1]从人睾丸组织中克隆

出一种新型雌激素受体, 并命名为雌激素受体

β(ERβ), 这是发现的第一种由不同基因编码的

甾体类激素受体亚型, 立即引起学者们的广泛

关注. Enmark et al [2]采用原位杂交方法发现ERβ 

mRNA在胃、十二指肠、结肠和直肠黏膜呈高

表达, 另外, 在淋巴结、脾脏和小肠也大量表

达. Campbell-Thompson et al [3]用免疫组化方法

发现正常结肠表皮细胞、血管平滑肌细胞和

血管内皮细胞、肠神经细胞等表达E R β蛋白. 
Takeyama et al [4]用半定量RT-PCR方法检测13, 
20和38 wk胎儿消化道器官的ERa, ERβ的分布, 
发现肝脏、胃、结肠、小肠均有ERβ mRNA 的
表达. 血管内皮生长因子是1989年初Ferrara[5]和

Gospdarowiz et al分别在牛垂体滤泡星状细胞体

外培养液中首先纯化出来的, 而后由Leung et al
首先从牛垂体滤泡cDNA文库中用多克隆杂交

系列分析克隆, 他是由某些肿瘤细胞分泌, 并与

血管内皮上的受体结合, 可诱导肿瘤血管生成, 
维持肿瘤的持续生长, 是重要的血管生成因子, 
已经发现与肿瘤的预后有关. 大量文献报道ERβ

在乳腺、子宫、卵巢、前列腺肿瘤发生、发

展中的作用[6-10], VEGF在胃癌中的表达研究较 
多[11-12], 而对大肠癌中ERβ, VEGF表达的研究并

不多. 近年来由于经济发展, 人民生活水平的提

高以及饮食结构的改变, 大肠癌的发病率一直

呈上升趋势, 为人们所关注. 本实验采用免疫组

化SP法检测ERβ, VEGF在大肠癌中的表达, 探
讨其在大肠癌发生、发展中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 2005-10/2006-06华中科技大学同济医

学院附属协和医院胃肠外科住院手术45例大

肠癌患者, 男28例, 女17例. 年龄23-79(平均51)
岁. 直肠癌20例, 结肠癌25例. 组织学类型: 高
分化腺癌6例, 中分化腺癌29例, 低分化腺癌10
例; Dukes分期: A期7例, B期21例, C+D期17例. 
所有病例术前均未接受放化疗, 且术后经病理

证实. 另取10例正常大肠黏膜组织作为对照. 抗
-VEGF抗体购自武汉博士德生物技术有限公司, 
抗-ERβ抗体购自美国SantaCruz公司.

1.2 方法 所有标本经石蜡包埋, 4 mm厚切片. 经
常规脱蜡、水化后, 30 mL/L过氧化氢甲醇溶

液室温下封闭30 min, 山羊血清室温下孵育30 
min, 抗原热修复, 分别加入一抗液、生物素标

记的二抗及链霉素抗生物素蛋白-过氧化物溶

液各15 min(37℃水浴下), 显色、复染、透明、

封片. 每次免疫组化染色均设立阴性对照片, 严
格控制反应条件. ERβ阳性结果判定方法: 阳
性细胞呈棕黄色, 并按切片中阳性细胞数占肿

瘤细胞的比例分3个等级, +为20%-40%, ++为
40%-60%, +++为60%以上. VEGF阳性结果判定

方法: VEGF均以胞质或胞膜出现棕黄色颗粒为

阳性细胞.  每例随机观察5个视野, 每个视野100
个细胞, 计数500个细胞中染色阳性细胞数, <5%
为阴性、6%-20%为弱阳性、21%-50%为中阳

性、50%以上为强阳性.
统计学处理 数据处理采用SPSS10.0软件, 

各构成比的比较应用χ2检验或Fisher精确概率法

进行分析. P <0.05为结果有统计学意义.

2  结果

2.1 ERβ在大肠癌组织中的表达 大肠癌组织中

ERβ的阳性率为51.11%(23/45), 镜下可见阳性反

应物质主要表达于胞质或胞膜, 偶见胞核着色, 
阳性颗粒粗细不等(图1). ERβ表达与年龄、性

别、肿块大小和临床分期无关(P >0.05), 与肿瘤

分化程度关系明显(P <0.05)(表1). 
2.2 VEGF在大肠癌组织中的表达 VEGF的阳性

率为73.33%(33/45)(表1), 镜下可见阳性反应物

质主要表达于黏膜细胞的胞质, 间质细胞也有

表达(图2). 
2.3 ERβ与VEGF的关系 ERβ阳性组VEGF的
表达56.52%, 明显低于阴性组的表达90.90% 
(P <0.05)(表2).

3  讨论

大肠癌是消化道常见的恶性肿瘤之一 ,  每年

全世界约有50万人发病 ,  在西方国家大肠癌

死亡率仅次于肺癌和乳腺瘤 ,  居恶性肿瘤

死亡率第3位 [13].  据1990-1992年中国1/10人
口死因抽样调查结果显示 ,  中国大肠癌的

年死亡率为5.30/10万 .  居恶性肿瘤死因第5 
位[14]. 在我国, 南方发病率高于北方. ERβ基因

位于14q22-24区, 为40 kb, ERβ蛋白含530个氨

基酸, 分子量为59.2 kDa, 为核受体超家族成

员, 是一类配体调节的转录因子, 通过与不同

■研发前沿
目前对ERβ在乳
腺、生殖器管中
的作用有较多研
究. 在大肠癌发生
中的作用研究较
少. 但由于流行病
学调查发现, 雌激
素可明显影响大
肠癌的发生, 其机
制研究也成为近
年来的热点.
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株, 发现均存在ERβ mRNA表达, 其中高度保守

的ERβ1在这4个细胞株中呈高表达, 而ERβ2-
ERβ5仅在HCT116和HCT8两个细胞株中表达, 
Western blot证实存在ERβ蛋白表达, Arai et al [16]

对HT29, Colo320, Lovo, SW480和HCT116 5个
结肠腺癌细胞株的研究发现, 这些细胞株都存

配体和反应元件结合, 调节一系列靶基因转录, 
进而发挥生物学作用. ERβ基因能产生多种转

录本, 现已发现其几种异构体, 如ERβ1, ERβ2, 
ERβ3, ERβ4, ERβ5等, 但生理意义目前尚不

清楚. Fiorelli et al [15]采用RT-PCR方法检测了

HCT116, HCT8, DLD-1和Lovo等结肠腺癌细胞

■创新盘点
本文应用不同病
理类型的大肠黏
膜标本, 同时检测
了ERβ和VEGF表
达, 发现大肠癌中
ERβ表达与肿瘤
分化程度负相关, 
与VEGF的表达可
能也存在负相关
关系.

图 1 ERβ在大肠黏膜中
的表达. A: ERβ阳性; B: 

ERβ阴性.

A B

图 2 VEGF在大肠癌中
的表达(SP×200). A: 高
分化大肠癌; B: 低分化

大肠癌.

A B

表 1 大肠癌ERβ和VEGF的表达与临床病理特征的关系

      
                                                ERβ表达                                                                VEGF表达        

                                         阳性数    阴性数                                                   阳性数      阴性数

性别    

    男         28            15           13            53.57            0.454           20             8            71.43            0.745

    女         17              8             9            47.06                                13             4            76.47  

年龄 

    ≤52         12              5             7            41.67            0.514           10             2            83.33            0.466

    ≥52         33            15           18            54.55                 23           10            69.70 

肿块大小

    <3 cm            9              5             4            55.56            0.637             7             2            77.78            0.829

    3-5 cm        17              7           10            41.18                 13             4            76.47 

    >5 cm         19            11             8            57.89                 13             6            68.42

分化程度

    高分化           6              4             2            66.67                                   1            5            16.67 

    中分化         29            18           11            62.07            0.024           23             6            79.31            0.005

    低分化         10              1             9            10.00                   9             1            90.00 

临床分期 

    A           7              2             5            28.57                   5             2            71.43 

    B         21            10           11            47.62            0.289           18             3            85.71            0.173

    C+D         17            11             6            64.71                 10             7            58.82 

分组            n                                              阳性率               P 值                                               阳性率               P 值
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在ERβ mRNA的表达. 本实验ERβ的阳性表达

率为51.11%, 他的表达与肿瘤的分化程度有关

(P <0.05), 而与肿瘤的临床分期无关(P >0.05). 
ERβ蛋白缺失可能与结肠肿瘤的发生有密切关

系, 雌激素替代治疗对结肠的保护作用可能也

通过ERβ介导. 
肿瘤的生长、侵袭及转移过程受到多种因

素的影响, 肿瘤血管生长对实体瘤的生长起重

要作用, 是影响肿瘤生物行为和转移潜在的重

要因素. VEGF是一种促血管形成的内皮细胞特

异的生长因子, 已有大量证据表明他在肿瘤的

发展、转移中起着重要的作用. VEGF是一种分

子量为34-50 ku的糖蛋白, 他的一个重要作用是

刺激血管内皮细胞增殖、迁移并形成新生的血

管. 这些新血管是肿瘤组织生长的必备条件, 同
时也是肿瘤转移的基础. 我们的实验中肿瘤高

分化的6例, 其中VEGF阳性表达1例(16.67%), 中
分化的29例, VEGF阳性表达23例(79.31%), 低分

化的10例, VEGF阳性表达9例(90.00%), 三者之

间差异显著(P <0.05). VEGF蛋白表达与大肠癌

分化程度有相关性, 即随着大肠癌分化程度降

低, VEGF表达增强, 存在统计学意义(P <0.05), 
与Zheng et al [17]研究结果一致. 

我们研究发现,  ERβ阳性组VEGF的表达

56.52%, 明显低于阴性组的表达90.90%(P <0.05). 
目前已有研究发现, 雌激素可能通过ERa或ERβ

影响VEGF的表达[18-19], 随着对ERβ作用机制的

研究, 也许可以开发出特异地以ERβ为作用靶点

的更有效更安全的抗癌药物, 这将打开新的治

疗结肠肿瘤的策略之门.
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表 2 大肠癌ERβ表达与VEGF的关系

      
                                                         ERβ的表达   

                                           阳性                               阴性

阳性                                 13                            20

阴性          10　                              2　 

VEGF的表达
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Abstract
AIM: To discusses the diagnosis value of 
pathological changes in the pancreas under 
computed tomography (CT) guidance after 
abdominal skin puncture.

METHODS: Thirty-three cases of pancreatic le-
sions revealed by ultrasound, CT or magnetic 
resonance imaging underwent CT-guided bi-
opsy. 

RESULTS: Of the 33 cases, 30 (92.1%) had 
positive pathological findings; 20 (66.7%) with 
pancreatic cancer, 4 (13.3%) with chronic pancre-
atitis, 2 (6.7%) with tuberculosis, 2 (6.7%) with 
aggressive stromal tumors, 1 (3.3%) with leio-
myoma, and 1 (3.3%) with a somatostatin malig-
nant tumor.

CONCLUSION: CT-guided biopsy of the pan-
creas is a safe, accurate and minimally invasive 
diagnostic imaging technique.

Key Words: Computed tomography; Pancreas dis-
ease; Biopsy

Chen GE, Bai L, Long Y, Yang G, Dang YT, Li L. Diagnosis 
value of pathological changes in the pancreas under 
computed tomography guidance after skin puncture. 
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摘要
目的: 探讨CT引导下经皮腹腔穿刺胰腺病变
的诊断价值.  

方法: 经由B超、CT或MRI等影像检查发现
的33例胰腺病变进行CT引导下穿刺活检. 

结果: 33例病例中, 30例取得阳性病理结果, 
阳性率占92.1%; 其中胰腺癌20例, 占66.7%; 
慢性胰腺炎4例, 占13.3%; 结核2例, 占6.7%; 
恶性间质瘤2例, 占6.7%; 平滑肌瘤1例, 占
3.3%; 恶性生长抑素瘤1例, 占3.3%.

结论:  C T引导下胰腺穿刺活检术是一种安
全、准确的微创影像学诊断技术.

关键词: CT引导; 胰腺疾病; 活检
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0  引言

胰腺由于其解剖位置关系, 常规影像学检查难

以发现和明确其病变, 而B超、CT引导下胰腺

穿刺活检提供了细胞学和组织学的诊断. B超导

向下穿刺活检在腹部疾病的诊断中应用较多[1-3], 
但超声由于组织反射对于腹腔深在结构影像鉴

别困难, 且对于深而小的病灶或与血管关系密

切的病变, 应用超声效果不满意[4]. CT由于分辨

力高, 对比度好, 不但能清楚显示穿刺横断解剖

结构, 增强扫描能准确显示病灶内部情况及周

围重要脏器、血管结构, 而且还可以利用光标

精确地测出皮肤与病变的距离, 设计出进针的

www.wjgnet.com

■背景资料
胰腺由于其解剖
位置的关系常规
影像学检查难以
发现和明确其病
变 ,  今 年 来 采 用
CT导向活检具有
安全可靠和成功
率高的特点, 该技
术为胰腺疾病的
诊断和鉴别提供
了一种重要的手
段. 

■研发前沿
CT导向下穿刺活
检是1项重要的诊
断技术, 目前在腹
部疾病诊断方面
报道较少 ,  CT由
于具有多维成像
功能, 可清晰显示
病灶与周围组织
的解剖关系而被
用作重要的导向
工具.

®



方向和角度、途径及进针深度等, 避免损伤周

围血管、神经等重要结构, 同时还可确定针尖

是否在病灶实质内, 避开坏死、出血或囊变组

织. CT导向活检安全可靠, 成功率高, 并发症相

对较少, 为诊断和鉴别诊断的重要手段[5].

1  材料和方法

1.1 材料 2005-04/2006-12笔者在广州中山医科大

学附属肿瘤医院亲自手术的病例及回院后开展

介入手术后所做的33例胰腺病变患者, 男19例, 
女14例, 年龄27-78(平均51)岁, 穿刺前所有病例

均经B超、CT及MRI等影像检查, 明确胰腺内有

病变, 病灶最大约14.3 cm×19.5 cm, 最小约2.3 
cm×3.6 cm, 位于胰头者22例, 胰体者4例, 胰尾

者7例. GE9800CT机和西门子Somatong欢悦单排

螺旋CT机; 腹穿包1个, 18-22 G Bard穿刺抽吸针.
1.2 方法 术前做血常规、出凝血时间、血小板

计数、凝血酶原时间及血尿淀粉酶检查. 患者

取仰卧位或者视手术需要采取特殊体位, 常规

行CT平扫, 必要时行增强扫描后行穿刺点定位, 
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选择最佳穿刺层面, 避开腹部大血管和相邻腹

部脏器, 以病变与皮肤最短距离为穿刺路径; 常
规消毒铺孔巾, 用20 g/L利多卡因局麻生效后穿

刺, 再次行CT扫描见穿刺针达到病变理想部位

后进行抽吸取样, 令患者屛气, 拔出抽吸针, 术
后复查CT未见并发症发生, 让患者在放射科留

观0.5 h, 无异常嘱患者回病房或回家卧床休息, 
注意观察24 h; 获取病例标本用750 mL/L酒精固

定后送病理科行组织学检查.

2  结果

33例病例中获取标本48个 ,  活检阳性30例占

92.1%; 阴性3例占3.3%. 33例病例中胰腺癌20
例(图1A), 占66.7%; 慢性胰腺炎4例(图1B), 占
13.3%; 结核2例, 占6.7%; 恶性间质瘤2例(图1C, 
图2A), 占6.7%; 平滑肌瘤1例(图1D, 图2B), 占
3.3%; 恶性生长抑素瘤1例(图1E), 占3.3%; 病变

位于胰头者21例, 胰体者3例, 胰尾者6例(图1F, 
表1). 胰腺穿刺活检的并发症有出血、胰腺炎、

胆汁性腹膜炎及针道种植转移. 本组病例术后

www.wjgnet.com

图 1 CT图片. A: 胰头癌; 

B: 胰头慢性炎症; C: 胰腺

恶性间质瘤; D: 胰头平滑

肌瘤; E: 胰腺恶性生长抑

素瘤; F: 胰尾癌.

A

C

E

B

D

F

■相关报道
CT引导下胰腺穿
刺活检术是一种
安全、准确率高
的微创非血管性
介入放射学诊断
技术.

■创新盘点
CT导向活检在腹
部疾病特别是胰
腺病变穿刺活检
报 道 较 少 ,  随 着
C T 机 日 臻 普 及 , 
在临床该项技术
越来越普遍推广
应用.
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复查及24 h跟踪复查未发现并发症发生.

3  讨论

穿刺活检术是鉴别病变性质的1种安全而又准

确的非血管性微创介入手术方法, 不仅能通过

活检作出诊断, 而且能分出组织或细胞学类型, 
其准确性甚高, 给临床诊断和治疗提供直接依

据, 部分患者可避免不必要的探查术和改变原

定治疗方案. CT由于有多维成像功能, 图像清晰, 
可清楚显示病灶与周围组织血管的解剖关系而

被用作导向工具[6]. 胰腺穿刺方法的选择: 术前

必须认真仔细地阅读分析各种影像资料, 拟定

出最佳穿刺活检方案是穿刺成功与否及减少并

发症的可靠保证; 胰腺穿刺入路选择原则[7]: (1)
入路尽可能地接近病变最近部位; (2)避开腹腔

内脏和大血管; (3)必要时可多点穿刺. 胰腺穿刺

活检常见并发症有出血、胰腺炎、胆汁性腹膜

炎和针道种植转移. 文献曾报道出血主要是选

择路径不当, 有学者报道胰腺炎发生率为3%, 胰
腺炎的发生与正常的胰腺组织受到过多穿刺有

关[8]. 穿刺引起的肿瘤在针道种植或进入血液

转移的发生率很罕见, 但仍有医生和患者为此

担心, 理论上说有这种可能, 但国外学者统计了

二千余例穿刺患者, 发现与穿刺有关的肿瘤扩

散或种植发生率不足1‰[9], 因而不必过分担心

活检时肿瘤播散的危险. 亦有学者认为在拔针

前向针内注入0.5 mL局麻药, 可以减轻拔针疼

痛, 也可以减少针道癌性种植和感染的机会[10]. 
预防和减少并发症的发生, 首先要提高穿刺技

术, 选择好穿刺点和进针途径; 掌握好进针深度

和针尖移动范围, 避免损伤神经血管, 同时也减

少穿刺次数; 活检针首先提倡用抽吸针, 切割针

使用应严格挑选合适病例, 穿刺前CT增强应作

为常规检查.
总之, CT引导下胰腺穿刺活检术是一种安

图 2 胰腺穿刺病理组
织类型. A: 胰腺恶性间

质瘤; B: 胰腺平滑肌瘤.

A B

全、正确率高的微创非血管性介入放射学诊断

技术, 能对病变提供组织学和细胞学诊断, 为临

床医生选择治疗方案提供依据; 对明确的良性

病变可避免不必要的手术; 活检的应用还可缩

短就诊至诊断时间, 缩短住院周期, 进而减少诊

疗费用, 具有广泛的临床应用价值.
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表 1 胰腺穿刺病理组织类型及病变部位

     
组织学分类

               病变部位                 
合计

  胰头  胰体 胰尾 

胰腺癌    14    2   4 20

胰腺慢性炎症     2    1   1   4

胰腺结核      1    0   1   2

胰腺恶性间质瘤     2    0   0   2

胰腺平滑肌瘤     1    0   0   1

胰腺恶性生长抑素瘤    1    0   0   1

■应用要点
对于临床及影像
疑为肿瘤或不排
除肿瘤的病例以
及恶性肿瘤治疗
后或治疗过程中
出现新的病灶而
患者拒绝或无法
手术的病例. 都可
以采用穿刺活检
穿刺活检可为临
床提供一种安全
准确的检查手段.

■同行评价
本文探讨了CT引
导下经皮穿刺胰
腺病变的诊断价
值, 研究目的较明
确, 条理分明, 在
一定的程度上给
临床提供了一些
有意义的信息, 有
一定的实用性.
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摘要
肺癌合并十二指肠癌非常少见, 一点癌临床
上更罕见, 极易误诊、漏诊, 术前完善相关检
查、术中仔细探查和定期随访是防止多原发
癌漏诊、误诊的关键, 确诊主要靠病理. 本文
撷取较罕见的一例以上消化道大出血为表现
的异时性肺、十二指肠多原发癌进行分析和
探讨.

关键词: 消化道大出血; 异时性; 肺、十二指肠多原

发癌
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0  引言

我院近5 a来收治多原发癌患者共103例, 均有术

后病理明确诊断, 无误诊、漏诊, 疗效较好, 现
撷取其中较罕见的1例以消化道大出血为表现

的异时性肺、十二指肠多原发癌进行讨论.

1  病例报告

男, 62岁, 2003年拟行胆总管下段结石手术, 术前

检查胸片示“左肺占位”, 胸部CT示“左肺上

叶尖后段占位”, 考虑周围型肺癌可能, 邻近肋

胸膜受累. 2003-04-30全麻行胸腔镜下左上肺叶

切除术+纵隔淋巴结清扫术, 术中见左上肺后段

实质性肿块2.5 cm×2 cm, 质硬, 表面不光滑, 有
胸膜凹陷征. 肺门淋巴结3-5枚散在肿大, 质稍

硬. 主动脉窗内淋巴结散在肿大, 质软. 肺裂发

育良好, 无胸水. 术后病理示“左上肺大细胞未

分化癌, 1 cm×1 cm, 支气管切缘未见癌侵及. 肺
门淋巴结5枚、纵隔淋巴结5枚、主动脉旁淋巴

结5枚均未见癌转移”. 术后行辅助化疗, 后门

诊随访, 无瘤生存.  2005-11因“头痛2 mo余”

收治, 头部CT示“左侧颞顶枕叶异常强化结节

伴大片水肿”, 考虑转移. 2005-12-01全麻下行

开颅肿瘤切除术, 术中见脑压高, 左枕极脑内肿

瘤4 cm×3 cm×3 cm, 边界尚有, 血供一般, 内
有坏死少量液化, 周围脑组织水肿明显, 术后病

理示“左顶枕转移性癌”, 结合临床可符合来

源于肺, 营养生长基因(AE1)(+), AE3(+), 细胞角

蛋白-7(CK-7)(+), 甲状腺转录因子-1(TTF-1)(+), 
小细胞肺癌(SCLL)(-). 术后出现呕血、黑便. 
2005-12-16行内镜逆行胰胆管造影, 术中见胃内

陈旧性出血, 至十二指肠球部见大量新鲜出血, 
予冰盐水冲洗, 术后仍有反复呕血, 后行血管造

影栓塞止血. 2006-01-06胃镜示“十二指肠球部

巨大溃疡性病变”, 病理示“十二指肠球部坏死

肉芽组织中见小片分化性腺癌细胞浸润”, 上皮

膜抗原(EMA)(+), CK(+), Vim(-), 病理切片送至

肿瘤医院会诊证实该诊断. 2006-02-20全麻下行

十二指肠球部+胃大部切除术(BillrothⅡ), 术中

见右中上腹明显黏连, 病灶位于十二指肠球部

近幽门处, 约1.0 cm×1.2 cm, 呈溃疡性改变. 胰
腺、肝未及明显结节, 盆腔未及转移灶, 无明显

腹水, 术后病理示“十二指肠球部黏膜慢性糜烂

性炎伴局灶腺体轻重度不典型增生, 胃窦、胃体

黏膜慢性轻度萎缩性炎伴灶状肠化, 胃大弯淋巴

结3个反应性增生. ”术后行辅助化疗, 定期随访

未见肿瘤复发或转移, 近日患者影像学检查再次

发现脑、肝转移, 行肝动脉栓塞化疗, 目前病情

稳定.  

2  讨论

多原发癌诊断依据Warren和Gates制定的标准[1]: 

即肿瘤必须是恶性的; 每一癌灶是独立起源: 必
须排除转移可能性. 第2癌与第1癌在6 mo内发生

的称为同时癌; 6 mo以上发生的称为异时癌. 该
例符合肺、十二指肠异时性多原发癌, 两癌间

隔时间为32 mo. 
多原发癌由于其少见性、复杂性, 临床上

极易漏诊、误诊, 究其原因有: (1)临床医生对多

■背景资料
近年来多原发癌
报道逐渐增多, 胃
肠道是第2种癌最
为好发的部位, 多
在3 a内发生 ,  本
文主要是撷取其
中 较 罕 见 的 1 例
以消化道大出血
为表现的异时性
肺、十二指肠多
原发癌进行讨论. 

■名词解释
多原发癌是人体
不同或同一器官
出现两个或两个
以上独立的肿瘤
病灶, 其病理类型
相 同 或 不 同 .  诊
断依据Warren和
Gates制定的标准: 
即肿瘤必须是恶
性的; 每一癌灶是
独立起源: 必须排
除转移可能性. 第
2 癌 与 第 1 癌 在 6 
mo内发生的称为
同时癌; 6 mo以上
发生的称为异时
癌.

®
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原发癌认识不够, 只满足于1处病灶的诊断, 而
忽视了其他病灶; (2)行第1癌切除术后出现症状, 
误以为是肿瘤转移或复发; (3)术前病理取材不

当, 技术因素致假阴性; (4)消化道肿瘤术前肠镜

检查, 肠道准备不足或肠道黏连; (5)多原发性胃

癌多见于早期胃癌, 病灶小, 浸润表浅, 尤其在

已发现一处病灶的情况下更易被忽视, 且内窥

镜检查本身有一定的局限性; (6)术前检查未完

善而遗漏重要病灶, 且很有可能是第1癌, 术中

未仔细探查而遗漏同一系统或同一器官同时性

癌. 该例完善必要检查而避免了漏诊(左肺癌)、
误诊(肺癌消化道转移, 原发性脑肿瘤), 也得益

于临床医生对多原发癌的充分认识及病理诊断

的帮助. 术中仔细探查是防止同时癌漏诊的重

要手段, 约30%的多原发癌是在术中被发现, 但

经过手术仍有42%的漏诊率[2], 定期随访可及时

发现漏诊的同时性多原发癌和术后发生的异时

性多原发癌. 该例开颅术后以消化道大出血为

首发表现, 曾一度考虑术后应激性溃疡, 及时行

胃肠镜检查非常必要, 尤其值得一提的是该例

通过胃镜发现十二指肠球部巨大溃疡, 活检病

理证实“小片分化性腺癌细胞浸润”, 术后病

理未见肿瘤, 故考虑一点癌, 实属罕见. 
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■同行评价
本文针对日渐增
多的多原发癌的
误诊漏诊原因进
行 分 析 ,  观 点 鲜
明, 重点突出, 对
临床实践有一定
指导意义
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文数据库及CNKI “中国期刊网”中心网站2005-01/12全文下载记录(1.5亿篇次)的大样本数据统计分析得到: 

世界华人消化杂志[标准刊号: ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R; 类目名称: 医药科学\临床科学\呼吸及消化系统

疾病(YK5.2.3)]总被引频次为2471, 影响因子为0.661, 5年影响因子为0.644, 即年指标为0.079, 他引总引比为

0.73, 被引期刊数为491, 被引半衰期为4.6, 2005载文量为768, 基金论文比为0.44, Web即年下载率为0.6. [中国

学术期刊(光盘版)电子杂志社; 中国科学文献计量评价研究中心] .
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 病例报告  CASE REPORT

Dubin-Johnson综合征1例

王丽春, 陈立宇, 张永辉, 唐 红

王丽春, 陈立宇, 张永辉, 唐红, 四川大学华西医院感染性疾
病中心 四川省成都市 610041
通讯作者: 唐红, 610041, 四川省成都市国学巷37号, 四川大学
华西医院感染性疾病中心. htang6198@hotmail.com
电话: 028-85422649 传真: 028-85423052
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摘要
Dubin-Johnson综合征是一种先天性非溶血
性黄疸, 在临床中较罕见, 需与其他原因所导
致的黄疸相鉴别. 本文报告了我院1例Dubin-
Johnson综合征的诊治情况, 有助于加深对该
病的认识.

关键词: Dubin-Johnson综合征
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0  引言

Dubin-Johnson综合征又称慢性特发性黄疸、黑

肝-黄疸综合征等, 多于青少年或幼年发病, 男
性较女性多见, 临床表现为无症状的长期轻-中
度黄疸. 该病属于先天性非溶血性黄疸结合胆

红素增高Ⅰ型, 有明显家族背景, 可能为常染色

体隐性遗传病, 是由于肝细胞的先天缺陷, 结合

胆红素及其他有机阴离子向毛细胆管排泄障

碍, 致使血清结合胆红素增高[1-2]. Dubin-Johnson
综合征在临床中较罕见, 1954年首先由Dubin
和Johnson报道, 我国于1958年首次报道该病. 
我院传染科于2006年收治了1例确诊为Dubin-
Johnson综合征的患者, 现报告如下.

1  病例报告

患者, 男, 22岁, 学生, 因“持续皮肤、巩膜黄染8 
a”入院. 患者8 a前无明显诱因出现皮肤、巩膜

轻度黄染, 伴小便黄呈浓茶色, 无恶心、呕吐、

纳差, 无腹痛、腹胀, 无全身关节游走性疼痛及

双下肢水肿, 肝功能检查示胆红素明显升高, 转
氨酶正常, 乙肝病毒血清标志物检测HBsAb(+), 
中药治疗1 mo黄疸无消退自行停药. 此后一直

胆红素异常(高于正常, 但<100 μmol/L), 无自觉

症状, 因黄疸持续不退, 为明确诊断入院. 患病

以来体质量无明显变化, 出生时曾接种乙肝疫

苗. 患者不饮酒, 全身各系统无慢性疾病史及长

期服药史, 无特殊生活嗜好, 无放射性物质及毒

物接触史, 家族中无相似症状者. 查体: 生命体

征平稳, 皮肤、巩膜轻度黄染, 心肺(-), 腹软, 肝
脾未扪及, 移浊(-), 双下肢无水肿. 辅助检查: 3
大常规正常, 凝血酶原时间及凝血酶原活动度

正常, 肝功能: 总胆红素71.7 μmol/L, 直接胆红

素45.0 μmol/L, 间接胆红素26.7 μmol/L, 余均正

常. B超及腹部CT无异常发现, 溶血试验(-), 免疫

全套: IgG 2020 mg/L, IgA 4430 mg/L, 自身抗体

和自免肝病抗体均(-), 病毒标志物: HBsAb(+), 
甲、丙、丁、戊肝均阴性. 入院后行肝活检, 穿
刺组织质韧, 外观为黑褐色. 病理活检结果: 肝
小叶结构完整, 少量肝细胞浊肿, 轻度水样变性, 
未见点、灶状坏死, 部分肝细胞质内见粗大的

黄褐色色素颗粒, 肝窦壁Kupffer细胞轻度增生, 
汇管区无明显扩大. 肝细胞质内色素染色结果: 
胆色素(+), 铁(-), 免疫组化: HBsAg(-), HBcAg(-). 
病理诊断: Dubin-Johnson综合征. 结合临床表现, 
黄疸原因明确诊断为Dubin-Johnson综合征.

2  讨论

本例患者为青年男性, 表现为黄疸持续性增高, 
以直接胆红素增高为主, 不伴明显症状与体征, 
通过完善系统检查后排除了病毒感染、药物、

自身免疫疾病等引起的肝细胞黄疸、溶血性黄

疸、肝内外梗阻性黄疸及肝内胆汁淤积性黄疸. 
肝组织活检可见肝细胞质内黄褐色色素颗粒

沉着, 结合病史、临床表现及辅助检查确诊为

Dubin-Johnson综合征. 
Dubin-Johnson综合征的主要诊断依据有: 

(1)一般无症状或症状轻微; (2)劳累、感染、手

术等可使黄疽稍加重; (3)肝可肿大, 但脾不肿大; 
(4)血清胆红素一般不超过5倍正常值, 但可更高, 
以结合胆红素升高为主; (5)尿胆红素阳性, 尿胆

原也增加; (6)溴磺酞钠(BSP)排泄试验明显异常, 

®

■背景资料
Dubin-Johnson综
合征属临床上比
较罕见的胆红素
代谢疾病, 关于其
遗传学发病机制
的报道较多, 但临
床病例报告较少. 
遗传性胆红素代
谢异常疾病的诊
断与鉴别诊断已
比较清楚, 基础研
究也进入到基因
突变阶段.

■创新盘点
本病例较罕见, 具
报 道 价 值 ,  同 时
具备肝组织活检
结果, 诊断依据充
分.
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45 min时BSP滞留量多在10%以上, 60-100 min 
时滞留量更大(第2次上升), 这与结合型BSP返
流入血有关. ICG最大运输量也有所下降, 但无

第2次上升现象; (7)胆汁排泄正常; (8)口服胆囊

造影, 胆囊常不显影, 如显影也很暗淡, 静脉胆

囊造影多数也不显影; (9)肝外观呈绿黑色(黑色

肝), 特别在腹腔镜手术时观察甚为清楚; (10)肝
活检组织检查见肝细胞内有弥漫性的棕褐色色

素颗粒, 多在肝小叶中央区的溶酶体内[3]. 
本病需与以下3种疾病鉴别[4]: (1)Rotor综合

征: Rotor综合征属于先天性非溶血性黄疸结合

胆红素增高Ⅱ型[5-6], 二者之间的鉴别依靠肝组

织活检和口服胆囊造影[3], Dubin-Johnson综合

征肝活检示肝细胞内有色素颗粒沉着, 口服胆

囊造影不显影或显影不良, 而Rotor综合征活检

肝细胞正常, 无色素沉着, 口服胆囊造影显影良 
好[7]; (2)肝含铁血黄素沉着症: 是由于肝脏铁代

谢障碍引起的肝脏病变, 以中老年多见, 有肝肿

大伴肝硬化、糖尿病及皮肤色素沉着等3大临

床表现, 肝细胞内的色素颗粒用含铁血黄素染

色可鉴别; (3)良性家族性复发性胆汁淤滞: 是一

种相对罕见的征候群, 为良性过程, 发病呈家族

倾向, 特征为皮肤瘙痒与黄疸反复发作, 在发作

期间血清碱性磷酸酶与胆酸浓度明显升高, 肝
脏活检显示形态学特征是胆汁淤滞但无胆道阻

塞, 胆管造影显示胆道系统通畅. 
本病预后良好, 无需特殊治疗[8], 但是应注

意避免受凉、疲劳、饮酒等诱发因素, 消除精

神负担, 避免不必要的治疗.
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■同行评价
本 文 通 过 介 绍 1
例临床罕见的病
Dubin-Johnson综
合征, 旨在加深临
床医生对该病的
认 识 ,  提 高 诊 断
率, 减少漏诊, 该
个案诊断依据可
靠 ,  内容较充实 , 
发表后具有医学
再教育的作用.
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世界华人消化杂志在线办公系统

本刊讯 自2005-12-15起, 世界华人消化杂志正式开通了在线办公系统(http://www.wjgnet.com/wcjd/ch/index.

aspx), 所有办公流程一律可以在线进行, 包括投稿、审稿、编辑、审读，以及作者、读者、编者之间的信息

反馈交流. 凡在在线办公系统注册的用户, 将可获得世界华人消化杂志最新出版消息. 
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